
(57)【要約】
【課題】　簡便かつ正確なイノシトールリン脂質の定量法を提供すること。
【解決手段】　本発明のイノシトールリン脂質の測定方法は、試料中に含まれるイノシト
ールリン脂質を固相に固定する工程；該固定されたイノシトールリン脂質にイノシトール
リン脂質結合性蛋白質を接触させ、イノシトールリン脂質とイノシトールリン脂質結合性
蛋白質との結合体を形成させる工程；該結合体と標識蛋白質とを接触させ、標識結合体を
形成させる工程；および、該標識結合体中の標識量を測定する工程；を含む。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 試 料 中 に 含 ま れ る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 固 相 に 固 定 す る 工 程 ；
　 該 固 定 さ れ た リ ン 脂 質 を 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と 接 触 さ せ て 、 該 リ ン 脂
質 と 該 結 合 性 蛋 白 質 と の 結 合 体 を 形 成 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 該 結 合 体 中 の 結 合 性 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程
を 含 む 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 固 相 に 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 準 備 す る 工 程 ；
　 該 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 に 試 料 お よ び イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を
添 加 し て 、 該 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 該 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と を 該
結 合 性 蛋 白 質 に 対 し て 競 合 的 に 結 合 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 該 固 相 に 固 定 さ れ た 該 結 合 性 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程
を 含 む 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 結 合 性 蛋 白 質 が 、 蛍 光 標 識 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン で あ る か 、 ま
た は イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン と 緑 色 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ
る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 結 合 性 蛋 白 質 の 量 が 、 前 記 結 合 性 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 蛋 白 質 を 用 い る 酵
素 免 疫 ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 結 合 性 蛋 白 質 が 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン と グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ り 、 そ し て 前 記 標 識 蛋 白 質 が 、 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 体 ま た は グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｈ ） で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 結 合 性 蛋 白 質 が 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン と グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ り 、 該 融 合 蛋 白 質 が 酵 素 標 識 さ れ て い る 、 請
求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 酵 素 が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 固 相 に 固 定 さ れ た 第 一 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 準 備 す る 工 程 ；
　 該 固 定 さ れ た 第 一 の 結 合 性 蛋 白 質 に 対 し て 、 該 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と キ ャ リ
ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と を 競 合 的 に 結 合 さ せ る 工 程 ；
　 該 固 相 を 洗 浄 後 、 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 添 加 し て 、 該 固 定 さ れ た
キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 該 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 と の 結 合 体 を 形 成 さ せ る 工 程
； お よ び
　 該 結 合 体 を 洗 浄 後 、 該 固 定 さ れ た 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程
を 含 む 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 が 、 蛍 光 標 識 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン で あ る
か 、 ま た は リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン と 緑 色 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ る 、 請
求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 の 量 が 、 該 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 蛋 白 質
を 用 い る 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 が 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン と グ ル タ チ オ ン － Ｓ －
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ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ り 、 そ し て 前 記 標 識 蛋 白 質 が 、 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 体 ま た は グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｈ ） で あ る 、 請 求 項 １ ０
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 が 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン と グ ル タ チ オ ン － Ｓ －
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ り 、 該 融 合 蛋 白 質 が 酵 素 標 識 さ れ て い
る 、 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 酵 素 が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 が 、 ２ 以 上 の リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン を 含 有 す る
、 請 求 項 １ か ら １ ３ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 が 、 Ｐ Ｈ ド メ イ ン 、 Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ ド メ イ ン 、 Ｐ Ｘ ド
メ イ ン 、 Ｅ Ｎ Ｔ Ｈ ド メ イ ン 、 お よ び Ｇ Ｒ Ａ Ｍ ド メ イ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と
も １ つ の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン を 含 有 す る 、 請 求 項 １ か ら １ ４ の い ず れ か の
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 Ｐ Ｈ ド メ イ ン が 、 Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 、 Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 、 ま た は Ｇ Ｒ
Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 が 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ － リ ン 酸 、 ホ ス フ ァ チ ジ
ル イ ノ シ ト ー ル ４ ， ５ － 二 リ ン 酸 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ ， ４ － 二 リ ン 酸 、 お よ
び ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ ， ４ ， ５ － 三 リ ン 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と
も １ つ で あ る 、 請 求 項 １ か ら １ ６ の い ず れ か の 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 固 相 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 該 固 相 に 固 定 す る た め の 試 薬 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤
を 含 有 す る 緩 衝 液 、 お よ び イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 含 む 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン
脂 質 測 定 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 が 固 定 さ れ た 固 相 、 お よ び イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を
含 む 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 測 定 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ８ ま た は １ ９ に 記
載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 し 得 る 標 識 蛋 白 質 を さ ら に 含 有
す る 、 請 求 項 １ ８ ま た は １ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 第 一 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 が 固 定 さ れ た 固 相 、 キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー
ル リ ン 脂 質 、 お よ び 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 含 有 す る 、 イ ノ シ ト ー ル
リ ン 脂 質 測 定 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 蛋 白 質 お よ び 標
識 検 出 試 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 測 定 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 は 、 細 胞 膜 に 普 遍 的 に 存 在 す る リ ン 脂 質 の １ つ で あ り 、 親 水 性 部
分 で あ る イ ノ シ ト ー ル 環 と 疎 水 性 部 分 で あ る ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル と が リ ン 酸 基 を 介 し て
結 合 し た 構 造 を 有 し て い る 。 こ の イ ノ シ ト ー ル 環 は 、 リ ン 酸 基 で 置 換 さ れ 得 、 置 換 さ れ る
位 置 と 数 に よ っ て 、 様 々 な 分 子 種 が 存 在 す る 。 近 年 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 な ら び に そ の
多 様 な 分 子 種 が シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ 、 そ れ ぞ れ の 分 子 種 に つ い て 、 シ
グ ナ ル 伝 達 に 関 す る 研 究 が 盛 ん に 行 わ れ て い る 。 例 え ば 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の １ つ で
あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ４ ， ５ － 二 リ ン 酸 は 、 受 容 体 刺 激 に よ り 活 性 化 さ れ た ホ
ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ に よ り 分 解 さ れ 、 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー で あ る イ ノ シ ト ー ル ３ － リ ン 酸 お よ
び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル が 産 生 さ れ て 、 小 胞 輸 送 や ア ク チ ン 骨 格 系 の 制 御 な ど に 関 わ っ て
い る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ま た 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ ， ４ ， ５ － 三 リ ン 酸 も 、 増 殖 や 分 化 の ほ か 、 癌 化
や 細 胞 極 性 制 御 、 小 胞 輸 送 、 イ ン ス リ ン の シ グ ナ ル 伝 達 な ど の 多 様 な 情 報 伝 達 の 役 割 を 果
た し 、 多 く の 研 究 者 の 注 目 を 集 め て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 他 方 、 脂 質 に よ っ て 活 性 制 御 を 受 け る 蛋 白 質 は 、 Ｐ Ｈ ド メ イ ン 、 Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ ド メ イ ン 、 Ｐ
Ｘ ド メ イ ン 、 Ｅ Ｎ Ｔ Ｈ ド メ イ ン （ い ず れ も 後 述 ） な ど が 知 ら れ て お り 、 こ れ ら は 脂 質 と 結
合 し 得 る 脂 質 結 合 ド メ イ ン を 有 す る 。 こ れ ら の ド メ イ ン を 有 す る 融 合 蛋 白 質 を 用 い て 、 リ
ン 脂 質 の 代 謝 、 特 に 膜 構 造 に お け る 代 謝 を 可 視 化 す る 研 究 が 行 わ れ て い る 。 例 え ば 、 緑 色
蛍 光 蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） と 融 合 し た Ｐ Ｈ ド メ イ ン を 用 い て 、 Ｐ Ｃ １ ２ ｈ 細 胞 内 の イ ノ シ ト ー
ル リ ン 脂 質 の 代 謝 を 画 像 化 な ら び に 数 値 化 す る 方 法 （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） が 検 討 さ れ て い
る 。 ま た 、 脂 質 抽 出 物 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 固 定 し 、 Ｐ Ｈ ド メ イ ン を 有 す る 融 合 蛋 白 質
、 こ の 融 合 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 お よ び 金 標 識 プ ロ テ イ ン Ａ を 用 い て 、 免 疫 学 的 に 膜 に 結 合
し た リ ン 脂 質 が 検 出 で き る こ と を 確 認 し 、 さ ら に 、 細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 用 の 切 片 に つ い て 、
同 様 の 免 疫 学 的 操 作 を 行 い 、 細 胞 内 の ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ４ ， ５ － 二 リ ン 酸 の 局
在 を 、 電 子 顕 微 鏡 で 同 定 す る 方 法 （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 と こ ろ で 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 検 出 あ る い は 定 量 す る こ と は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸
の シ グ ナ ル 伝 達 機 構 解 明 に 重 要 で あ る ば か り で な く 、 細 胞 の 癌 化 あ る い は 糖 尿 病 の マ ー カ
ー と し て の 利 用 な ど の 面 に お い て も 重 要 で あ る 。 特 許 文 献 １ に は 、 Ｇ Ｆ Ｐ で 標 識 し た Ｐ Ｈ
ド メ イ ン を 、 リ ン 脂 質 の 代 謝 産 物 で あ る イ ノ シ ト ー ル ３ － リ ン 酸 と 接 触 さ せ 、 Ｇ Ｆ Ｐ が 発
す る 蛍 光 強 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル ３ － リ ン 酸 濃 度 を 定 量 す る 方
法 が 記 載 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 試 料 中 に 含 ま れ る 微 量 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 簡
便 に 定 量 す る 方 法 に つ い て は 、 未 だ 報 告 さ れ て い な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ６ ０ ５ ６ ５ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Moritaら 、 BBRC (2003年 ) 308巻 ， 673-678頁  "Simultaneous imaging o
f phosphatidyl inositol metabolism and Ca levels in PC12h cells"
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Wattら 、 Biochem. J. (2002年 ) 363巻 ， 657-666頁 　 "Subcellular loca
lization of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate using the pleckstrin homology 
domain of phospholipase C delta1"
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 試 料 中 に 微 量 に 含 ま れ る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 量 を 簡 便 に 測 定 す る 方 法 お
よ び そ の た め の 測 定 キ ッ ト を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と
イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞 抽 出 液 な ど の 生 体
試 料 中 に 微 量 に し か 含 ま れ な い イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 正 確 に 定 量 で き る こ と を 見 出 し 、
本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 測 定 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 試 料 中 に 含 ま れ る イ
ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 固 相 に 固 定 す る 工 程 ； 該 固 定 さ れ た リ ン 脂 質 を 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン
脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と 接 触 さ せ て 、 該 リ ン 脂 質 と 該 結 合 性 蛋 白 質 と の 結 合 体 を 形 成 さ せ る 工
程 ； お よ び 、 該 結 合 体 中 の 結 合 性 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 他 の 測 定 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 固 相 に 固 定
さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 準 備 す る 工 程 ； 該 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 に 試 料
お よ び イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 添 加 し て 、 該 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂
質 と 該 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と を 該 結 合 性 蛋 白 質 に 対 し て 競 合 的 に 結 合 さ せ る 工
程 ； お よ び 、 該 固 相 に 固 定 さ れ た 該 結 合 性 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程 、 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 の い ず れ の 方 法 に お い て も 、 上 記 結 合 性 蛋 白 質 は 、 蛍 光 標 識
さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン で あ る か 、 ま た は イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド
メ イ ン と 緑 色 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 の い ず れ の 方 法 に お い て も 、 上 記 結 合 性 蛋 白 質 の 量 は 、 上 記
結 合 性 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 蛋 白 質 を 用 い る 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 よ り 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 結 合 性 蛋 白 質 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン と
グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ り 、 そ し て 上 記 標
識 蛋 白 質 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 体 ま た は グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｈ ）
で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 の い ず れ の 方 法 に お い て も 、 上 記 結 合 性 蛋 白 質 は 、 イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン と グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） と の 融 合
蛋 白 質 で あ り 、 該 融 合 蛋 白 質 は 酵 素 標 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 酵 素 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の さ ら に 他 の 測 定 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 固 相 に 固
定 さ れ た 第 一 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 準 備 す る 工 程 ； 該 固 定 さ れ た 第 一 の
結 合 性 蛋 白 質 に 対 し て 、 該 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ
ン 脂 質 と を 競 合 的 に 結 合 さ せ る 工 程 ； 該 固 相 を 洗 浄 後 、 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合
性 蛋 白 質 を 添 加 し て 、 該 固 定 さ れ た キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 該 第 二 の 結 合 性
蛋 白 質 と の 結 合 体 を 形 成 さ せ る 工 程 ； お よ び 、 該 結 合 体 を 洗 浄 後 、 該 固 定 さ れ た 第 二 の 結
合 性 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程 、 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 は 、 蛍 光 標 識 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂
質 結 合 ド メ イ ン で あ る か 、 ま た は リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン と 緑 色 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） と の
融 合 蛋 白 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 の 量 は 、 該 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 に 特 異 的
に 結 合 す る 標 識 蛋 白 質 を 用 い る 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 よ り 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ
イ ン と グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ り 、 そ し て
上 記 標 識 蛋 白 質 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 体 ま た は Ｇ Ｓ Ｈ で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン
と グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ り 、 該 融 合 蛋 白
質 は 酵 素 標 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 酵 素 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 の い ず れ の 方 法 に お い て も 、 上 記 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合
性 蛋 白 質 は 、 ２ 以 上 の リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 の い ず れ の 方 法 に お い て も 、 上 記 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合
性 蛋 白 質 は 、 Ｐ Ｈ ド メ イ ン 、 Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ ド メ イ ン 、 Ｐ Ｘ ド メ イ ン 、 Ｅ Ｎ Ｔ Ｈ ド メ イ ン 、 お よ
び Ｇ Ｒ Ａ Ｍ ド メ イ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結
合 ド メ イ ン を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 よ り 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 Ｐ Ｈ ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 、 Ｔ ａ ｐ ｐ １
Ｐ Ｈ ド メ イ ン 、 ま た は Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 の い ず れ の 方 法 に お い て も 、 上 記 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 は 、
ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ － リ ン 酸 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ４ ， ５ － 二 リ ン 酸
、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ ， ４ － 二 リ ン 酸 、 お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３
， ４ ， ５ － 三 リ ン 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 固 相 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 該 固 相 に 固 定 す る た め の 試 薬 、
ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 、 お よ び イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 含 む 、 イ
ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 測 定 用 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 が 固 定 さ れ た 固 相 、 お よ び イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂
質 結 合 性 蛋 白 質 を 含 む 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 測 定 用 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 は 標 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 よ り 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 キ ッ ト は 、 上 記 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と 特
異 的 に 結 合 し 得 る 標 識 蛋 白 質 を さ ら に 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 第 一 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 が 固 定 さ れ た 固 相 、 キ ャ リ ア
結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 、 お よ び 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 含 有 す る
、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 測 定 用 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 は 標 識 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 他 の 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 上 記 キ ッ ト は 、 上 記 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白
質 と 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 蛋 白 質 お よ び 標 識 検 出 試 薬 を さ ら に 含 む 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 試 料 中 に 微 量 し か 存 在 し な い イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 正 確 に か つ
簡 便 に 検 出 す る こ と が で き る 。 特 に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 定 量 法 を
用 い る と 、 癌 、 糖 尿 病 な ど の 早 期 発 見 が 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 （ 本 発 明 に 用 い ら れ る 材 料 ）
　 Ａ ． 試 料
　 本 発 明 に 用 い ら れ る 試 料 と し て は 、 そ の 由 来 に 特 に 制 限 は な い 。 血 液 、 血 清 、 血 漿 等 の
体 液 、 組 織 、 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。 組 織 お よ び 細 胞 の 場 合 は 、 こ れ ら を 破 砕 し そ の 抽 出 液
を 試 料 と し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 Ｂ ． イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質
　 本 発 明 に お け る 測 定 対 象 で あ る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 は 、 特 に 制 限 は な い 。 例 え ば 、 ホ
ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル お よ び そ の イ ノ シ ト ー ル 部 位 が リ ン 酸 化 さ れ た も の で あ れ ば 、
本 発 明 の 方 法 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 以 下 に 、 略 号 と と も に 、 本 発 明 の 測 定 対 象 の イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂 質 を 例 示 す る 。
　 Ｐ Ｉ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ： ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル  
　 Ｐ Ｉ （ ３ ） Ｐ 　 　 　 　 　 ： ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ － リ ン 酸
　 Ｐ Ｉ （ ４ ） Ｐ 　 　 　 　 　 ： ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ４ － リ ン 酸
　 Ｐ Ｉ （ ５ ） Ｐ 　 　 　 　 　 ： ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ５ － リ ン 酸
　 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ） Ｐ ２ 　 　 ： ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ ， ４ － 二 リ ン 酸
　 Ｐ Ｉ （ ３ ， ５ ） Ｐ ２ 　 　 ： ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ ， ５ － 二 リ ン 酸
　 Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ 　 　 ： ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ４ ， ５ － 二 リ ン 酸
　 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３ ： ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ ， ４ ， ５ － 三 リ ン 酸
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 こ れ ら の リ ン 脂 質 の 総 量 を 測 定 で き る だ け で な く 、 用 い る イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 （ 後 述 ） の 特 異 性 に 対 応 し て 、 単 一 の リ ン 脂 質 の 量 だ け で な く
、 複 数 の リ ン 脂 質 の 量 を 、 そ れ ぞ れ 独 立 し て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ｃ ． イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 （ 結 合 性 蛋 白 質 ）
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い ら れ る 「 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 」 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ
ン 脂 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 「 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン 」 を 有 す る 蛋 白 質 を い い
、 そ の 種 類 な ら び に 由 来 は 問 わ な い 。 本 発 明 に お い て は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ
イ ン を 有 す る 融 合 蛋 白 質 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 以 下 、 「 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ
イ ン 」 を 単 に 「 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン 」 と い い 、 そ し て 「 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン
を 含 有 す る 融 合 蛋 白 質 」 を 「 結 合 性 融 合 蛋 白 質 」 と い う こ と が あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に 用 い ら れ る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン （ Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン ） と し て は
、 例 え ば 、 Ｐ Ｈ ド メ イ ン 、 Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ ド メ イ ン 、 Ｐ Ｘ ド メ イ ン 、 Ｅ Ｎ Ｔ Ｈ ド メ イ ン 、 Ｇ Ｒ Ａ
Ｍ ド メ イ ン な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Ｐ Ｈ ド メ イ ン は 、 プ レ ク ス ト リ ン 中 に 最 初 に 見 出 さ れ た ド メ イ ン で あ り 、 プ レ ク ス ト リ
ン 相 同 ド メ イ ン （ Pleckstrin homology domain） と し て 、 古 く か ら 知 ら れ 、 よ く 研 究 さ れ
て い る 。 Ｐ Ｈ ド メ イ ン は 、 血 小 板 に 多 く 含 ま れ る 蛋 白 質 で あ り 、 １ ０ ０ ～ １ ２ ０ ア ミ ノ 酸
よ り な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｐ Ｈ ド メ イ ン を 有 す る 蛋 白 質 は 、 １ ０ ０ 以 上 も 存 在 す る 。 Ｐ Ｈ ド メ イ ン に は 、 Ｐ Ｉ （ ４
， ５ ） Ｐ ２ と 優 先 的 に 結 合 す る ド メ イ ン 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３ と 優 先 的 に 結 合 す る ド
メ イ ン な ど が あ り 、 そ の 結 合 の 特 異 性 に 基 づ い て 、 数 種 の サ ブ グ ル ー プ に 分 け ら れ る 。 例
え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ （ Ｐ Ｌ Ｃ ） の Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン で あ る Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン は
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、 Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 Ｔ ａ ｐ ｐ １ （ Tandem-PH-domain-containing 
protein-1） Ｐ Ｈ ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ） Ｐ ２ に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て Ｇ Ｒ Ｐ １ （ G
eneral receptor for phosohoinositides-1） Ｐ Ｈ ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３
に 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ ド メ イ ン は 、 初 期 エ ン ド ソ ー ム 抗 原 （ early endosome antigen： 以 下 、 Ｅ Ｅ Ａ
１ と い う ） 中 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン （ zinc finger domain） と し て 見 出 さ れ た ド メ イ
ン で あ る 。 Ｆ ａ ｂ １ ｐ 、 Ｙ Ｏ Ｔ Ｂ 、 Ｖ ａ ｃ １ ｐ 、 お よ び Ｅ Ｅ Ａ １ な ど の 蛋 白 質 が 共 通 し て
有 す る ド メ イ ン で あ る た め 、 そ の 頭 文 字 を と っ て Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ ド メ イ ン と 名 づ け ら れ て い る 。
こ の Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｉ （ ３ ） Ｐ と 特 異 性 に 結 合 す る ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Ｐ Ｘ ド メ イ ン （ Phox homology domain） は 、 Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ オ キ シ ダ ー ゼ を 構 成 す る ｐ ４ ７
ｐ ｈ ｏ ｘ や ｐ ４ ０ ｐ ｈ ｏ ｘ に 含 有 さ れ て い る ド メ イ ン で あ る 。 Ｐ Ｘ ド メ イ ン は 、 Ｓ Ｎ Ｘ ３
、 Ｓ Ｎ Ｘ ７ 、 Ｖ ａ ｍ ｌ ｐ 、 Ｂ ｅ ｍ ｌ 、 Ｃ Ｉ Ｓ Ｋ な ど の 蛋 白 質 に も 含 ま れ る 。 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４
） Ｐ ２ お よ び Ｐ Ｉ （ ３ ） Ｐ と 結 合 す る が 、 Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ ほ ど 結 合 特 異 性 は 高 く な く 、 主 と し て
ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ － リ ン 酸 キ ナ ー ゼ の 産 物 と 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Ｅ Ｎ Ｔ Ｈ ド メ イ ン （ Epsin N-terminal homology domain） は 、 ク ラ ス リ ン に よ っ て 媒 介
さ れ る エ ン ド サ イ ト ー シ ス に 関 与 す る 蛋 白 質 の ド メ イ ン で あ る 。 こ の ド メ イ ン は 、 エ プ シ
ン １ ～ ３ 、 Ａ Ｐ １ ８ ０ 、 Ｈ ｉ ｐ １ Ｒ な ど の 蛋 白 質 中 に 含 ま れ る １ ４ ０ ア ミ ノ 酸 か ら な る ド
メ イ ン で あ り 、 Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ と 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 Ｇ Ｒ Ａ Ｍ ド メ イ ン （ Glucosyltransferases, Rab-like GTPase activators, and Myotub
ularins） は 、 ヒ ト 脱 リ ン 酸 化 酵 素 の １ つ で あ る ミ オ ツ ブ ラ リ ン （ Myotubularin） な ど の
蛋 白 質 中 に 含 ま れ る ド メ イ ン で あ り 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ５ ） Ｐ ２ を 認 識 す る こ と が 知 ら れ て い る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ れ ら の Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 中 に １ つ だ け 含 ま れ
て い て も よ い し 、 ２ 以 上 含 ま れ て も よ い 。 特 異 性 お よ び 感 度 の 面 か ら 、 複 数 含 ま れ る こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン を 含 有 す る 融 合 蛋 白 質 （ 結 合 性 融 合 蛋 白 質 ） と し て Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン
と 融 合 さ れ る 蛋 白 質 は 、 特 に 制 限 は な い が 、 一 般 に 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 配 列 既
知 の 蛋 白 質 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン と 緑 色 蛍 光 蛋 白 質 （ 以 下 、
Ｇ Ｆ Ｐ と い う ） と の 融 合 蛋 白 質 、 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン と グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ （ 以 下 、 Ｇ Ｓ Ｔ と い う ） と の 融 合 蛋 白 質 な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 結 合 性 融 合 蛋 白 質 は 、 当 業 者 が 通 常 用 い る 技 法 に よ っ て 容 易 に 調 製 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｐ
Ｉ 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド す る 塩 基 配 列 お よ び 融 合 さ れ る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 に 基
づ い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ な ど を 用 い て 、 該 結 合 性 融 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 調 製 さ れ る 。 得
ら れ た 結 合 性 融 合 蛋 白 質 遺 伝 子 は 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 さ れ 、 適 切 な 宿 主 （ 例 え ば
、 大 腸 菌 、 枯 草 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 な ど ） に 導 入 さ れ 、 該 遺 伝 子 を
発 現 さ せ る こ と に よ り 、 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン を 有 す る 融 合 蛋 白 質 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 Ｐ Ｌ Ｃ δ
１ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は 、 GenBank Accession Number: NM 019676 region: 1-
140a.a.か ら 、 Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は 、 GenBank Accession Number:
 AF286160 region: 180-405a.a.か ら 、 そ し て 、 Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 塩 基 配 列
は 、 GenBank Accession Number: AJ005197region: 253-392a.a.か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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　 Ｄ ． 標 識
　 標 識 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と の 結 合 体 （ 以 下
、 単 に 「 結 合 体 」 と い う 場 合 が あ る ） を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 。 本 発 明 に 用 い ら れ る
標 識 は 、 各 種 測 定 機 器 に よ り 測 定 可 能 で あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 化 学 的 反 応 、 酵 素 学
的 反 応 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） な ど で 当 業 者 が 通 常 用 い る 標 識 が 用 い
ら れ る 。 本 発 明 に お い て は 、 （ d-1） 標 識 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 用
い る 場 合 、 お よ び （ d-2） 標 識 蛋 白 質 を 用 い る 場 合 が あ る の で 、 そ れ ぞ れ に つ い て 、 説 明
す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 （ d-1） 標 識 を 有 す る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質
　 標 識 を 有 す る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 は 、 結 合 体 を 直 接 的 に 検 出 す る た め に
用 い ら れ る 。 こ の よ う な 目 的 で 使 用 す る 場 合 、 例 え ば 蛍 光 物 質 の よ う な 、 結 合 体 を 直 接 検
出 で き る 標 識 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 例 と し て 、 Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン に 蛍
光 物 質 を カ ッ プ リ ン グ し た 例 が あ る （ 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 な お 、 標 識 を 有 す る イ ノ シ ト ー
ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 に は 、 そ れ 自 体 が 標 識 と し て 機 能 す る 蛋 白 質 、 例 え ば 、 Ｇ Ｆ Ｐ な
ど の 蛍 光 発 色 性 蛋 白 質 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 、 酵 素 で 標 識 し 、 各 種 基 質 を 添 加 す る こ と に よ り 、 結 合 体 を 検 出 す る こ と も 可 能 で
あ る 。 こ の よ う な 例 と し て 、 酵 素 標 識 さ れ た 、 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン と Ｇ Ｓ Ｔ と の 融 合 蛋 白 質
を 用 い る こ と が で き る 。 標 識 に 用 い る 酵 素 と し て は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ
ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど が 好 ま し い 。 な お 、 融 合 蛋 白 質 を 、 複 数 個 の 酵 素 で
標 識 す る こ と に よ り 、 酵 素 活 性 を 高 め 、 感 度 を 上 げ る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 （ d-2） 標 識 蛋 白 質
　 標 識 蛋 白 質 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 得 、 そ し て 、 測 定
の た め の 標 識 を 有 す る 蛋 白 質 を い う 。 標 識 蛋 白 質 は 、 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン を 含 有 す る 融 合 蛋
白 質 と イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と の 結 合 体 の 検 出 に 有 用 で あ る 。 標 識 蛋 白 質 と し て は 、 融 合
蛋 白 質 の Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン 以 外 の 部 位 に 対 す る 抗 体 で あ っ て 、 標 識 を 有 す る 抗 体 が 好 ま し
い 。 特 に 、 標 識 が 酵 素 で あ る 抗 体 、 す な わ ち 、 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｅ Ｉ Ａ 、 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ な ど ） に 使 用 さ れ 得 る 酵 素 標 識 抗 体 が 、 最 も 好 ま し く 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど で 標 識 さ れ た 抗 体 が 好
ま し い 。 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ
い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 例 え ば 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と し て Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ
ン と Ｇ Ｓ Ｔ と の 融 合 蛋 白 質 を 用 い る 場 合 に は 、 標 識 蛋 白 質 と し て 、 例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標 識 抗 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 体 、 あ る い は グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｈ ） と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と の 融 合 体
が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｅ ． キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質
　 キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 は 、 固 相 に 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性
蛋 白 質 に 対 し て 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 競 合 的 に 結 合 さ せ る た め に 用 い ら れ る
。 キ ャ リ ア と し て は 、 Ｂ Ｓ Ａ な ど の 蛋 白 質 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂 質 は 、 固 相 に 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と 結 合 し 、 さ ら に
そ の 後 に 添 加 さ れ る 遊 離 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と も 結 合 す る 必 要 が あ る 点
か ら 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 少 な く と も ２ 分 子 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 キ ャ リ ア と イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て 結 合 す る こ と が で き
る 。 Ｂ Ｓ Ａ を 用 い る 場 合 を 例 に 挙 げ る と 、 ま ず 、 モ ノ ベ ン ジ ル カ ル ボ ン 酸 エ ス テ ル と １ －
ア シ ル グ リ セ ロ ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル と を 反 応 さ せ て 、 １ － ア シ ル － ２ － モ ノ ベ ン ジ ル カ ル
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ボ ニ ル ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル を 得 る 。 こ れ を 、 パ ラ ジ ウ ム ／ 炭 素 を 用 い て 水 素 ガ ス 雰 囲 気 下
で 脱 ベ ン ジ ル 化 し 、 １ － ア シ ル － ２ － モ ノ カ ル ボ ニ ル ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル を 得 る 。 次 い で
、 得 ら れ た １ － ア シ ル － ２ － モ ノ カ ル ボ ニ ル ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル を 、 塩 化 オ キ ザ リ ル に よ
り 塩 素 化 し 、 発 色 団 で あ る 芳 香 族 ヒ ド ロ キ シ 化 合 物 （ 例 え ば 、 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル ） を
ト リ エ チ ル ア ミ ン 存 在 下 で エ ス テ ル 化 し 、 Ｂ Ｓ Ａ の ア ミ ノ 基 と 反 応 さ せ て 、 Ｂ Ｓ Ａ 結 合 イ
ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｆ ． 固 相
　 本 発 明 に お い て 、 固 相 と は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 ま た は イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性
蛋 白 質 を そ の 表 面 に 結 合 ま た は 固 定 し 得 る 材 料 を い う 。 固 相 に は 、 免 疫 学 的 測 定 に 用 い ら
れ る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ 、 シ ャ ー レ 、 試 験 管 な ど の 容 器 、 並 び
に 、 ビ ー ズ 、 ラ テ ッ ク ス 、 金 コ ロ イ ド 、 メ ン ブ ラ ン （ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ ラ ン ） 、 磁
性 粒 子 体 、 赤 血 球 等 の 担 体 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｇ ． 固 相 に 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 ま た は イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質
　 固 相 に 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 ま た は イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 は 、
競 合 ア ッ セ イ に よ る 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 測 定 に 用 い ら れ る 。 イ ノ シ ト ー ル リ
ン 脂 質 ま た は イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 適 切 な 溶 媒 （ 例 え ば 、 エ タ ノ ー ル な ど
） に 溶 解 し 、 固 相 に 塗 布 す る こ と に よ り 、 調 製 さ れ る 。 好 ま し く は 、 固 定 後 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
な ど に お い て 当 業 者 が 一 般 的 に 使 用 す る ス キ ム ミ ル ク 、 Ｂ Ｓ Ａ （ ウ シ 胎 児 血 清 ） な ど の ブ
ロ ッ キ ン グ 剤 で 固 相 を ブ ロ ッ キ ン グ す る こ と に よ り 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 ま た
は イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 の 固 相 へ の 非 特 異 的 な 結 合 を 防 ぐ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 （ 本 発 明 の 方 法 お よ び キ ッ ト ）
　 本 発 明 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 測 定 方 法 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 利
用 す る が 、 ３ 種 の 方 法 に 大 別 さ れ 得 る 。 す な わ ち 、 第 １ の 方 法 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質
と 結 合 し た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 方 法 で あ り 、 第 ２ の 方 法 は
、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 固 相 に 固 定 し 、 競 合 反 応 に よ り 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂
質 を 測 定 す る 方 法 で あ り 、 そ し て 第 ３ の 方 法 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 固
相 に 固 定 し 、 競 合 反 応 に よ り 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 測 定 す る 方 法 で あ る 。 以
下 、 各 方 法 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 （ １ ） 第 １ の 方 法 お よ び 第 １ の 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト
　 本 発 明 の 第 １ の 方 法 は 、 上 述 の よ う に 、 試 料 中 に 含 ま れ る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 固 相
に 固 定 し 、 こ の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 結 合 し た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 の 量
を 測 定 す る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 試 料 中 に 含 ま れ る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 固 相 に 固
定 す る 工 程 ； 該 固 定 さ れ た リ ン 脂 質 を 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と 接 触 さ せ て
、 該 リ ン 脂 質 と 該 結 合 性 蛋 白 質 と の 結 合 体 を 形 成 さ せ る 工 程 ； お よ び 、 該 結 合 体 中 の 結 合
性 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程 、 を 含 む 。 こ こ で 、 測 定 の 工 程 に お い て 、 （ 1-1） イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 直 接 的 に 検 出 可 能 な 場 合 、 お よ び （ 1-2） イ ノ シ ト ー ル リ ン
脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 直 接 的 に 検 出 で き な い 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 （ 1-1） イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 自 体 を 直 接 的 に 検 出 可 能 な 場 合
　 こ の 場 合 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 は 、 蛍 光 標 識 さ れ た Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン
で あ り 、 例 え ば 、 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン と 緑 色 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） と の 融 合 蛋 白 質 で あ る 。
し た が っ て 、 直 接 蛍 光 強 度 を 測 定 し 、 予 め 作 成 し た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 濃 度 と 蛍 光 強 度
と の 関 係 に 基 づ い て 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 量 を 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ま た 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 は 、 酵 素 で 標 識 さ れ て い る 場 合 も あ り 、 例 え
ば 、 酵 素 標 識 さ れ た 、 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン と Ｇ Ｓ Ｔ と の 融 合 蛋 白 質 で あ る 。 こ の 場 合 、 酵 素
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活 性 に よ る 各 種 基 質 の 吸 光 度 変 化 を 測 定 し 、 予 め 作 成 し た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 濃 度 と 吸
光 度 変 化 と の 関 係 に 基 づ い て 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 量 を 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 例 え ば 、 測 定 し よ う と す る 試 料 を 乾 燥 さ せ た 後 、 適 切 な 溶 媒 に 溶 解 す る 。 こ れ を 、 プ ラ
ス チ ッ ク 製 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 塗 布 し 、 所 定 の 時 間 静 置 す る こ と に よ り 、 イ
ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を プ レ ー ト の 底 面 に 固 定 し 得 る 。 固 定 後 、 上 記 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 含 有
す る 緩 衝 液 で ブ ロ ッ キ ン グ を 行 う 。 次 い で 、 蛍 光 標 識 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性
蛋 白 質 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン と Ｇ Ｆ Ｐ と の 融 合 蛋 白 質 ） を 含 む 緩 衝 液 を プ レ ー ト に
添 加 し て 、 蛍 光 標 識 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と 固 定 さ れ て い る イ ノ シ ト ー ル リ
ン 脂 質 と を 結 合 さ せ 、 プ レ ー ト 上 で 結 合 体 を 形 成 さ せ る 。 洗 浄 に よ り 遊 離 の 蛋 白 質 を 除 い
た 後 、 結 合 体 の 蛍 光 量 を 測 定 す る 。 予 め 作 成 し た 検 量 線 に よ り 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の
量 が 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ま た 、 蛍 光 標 識 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 の 代 わ り に 、 酵 素 標 識 さ れ た
イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 含 む 緩 衝 液 を プ レ ー ト に 添 加 し て 、 酵 素 標 識 イ ノ シ
ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と 固 定 さ れ て い る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と を 結 合 さ せ 、 プ レ
ー ト 上 で 結 合 体 を 形 成 さ せ る 。 洗 浄 に よ り 遊 離 の 蛋 白 質 を 除 い た 後 、 結 合 体 の 酵 素 活 性 を
測 定 す る 。 予 め 作 成 し た 検 量 線 に よ り 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 量 が 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 第 １ の 方 法 に お け る こ の 態 様 を 実 施 す る た め の キ ッ ト は 、 固 相 （ 例 え ば マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ） 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 固 相 に 固 定 す る た め の 試 薬 （ 例
え ば 、 エ タ ノ ー ル な ど の 溶 媒 ） 、 上 記 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 、 お よ び 標 識 を 有
す る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 含 む 。 必 要 に 応 じ て 、 蛍 光 測 定 装 置 ま た は 吸 光
度 測 定 装 置 な ど の 標 識 測 定 装 置 も 、 キ ッ ト に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 （ 1-2） イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 自 体 を 直 接 検 出 で き な い 場 合
　 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 が 蛍 光 標 識 な ど を 有 し な い 場 合 、 一 般 的 に イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 の Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン 以 外 の 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 蛋 白 質
を 用 い る 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ な ど ） に よ り 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 固 定 さ れ た イ
ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と の 結 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る
標 識 蛋 白 質 を 添 加 し て 、 標 識 結 合 体 を 形 成 さ せ る 。 次 い で 、 遊 離 の 標 識 蛋 白 質 を 洗 浄 に よ
り 除 き 、 こ の 標 識 結 合 体 中 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る 。 予 め 作 成 し た 検 量 線 に よ り 、 イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂 質 の 量 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 結 合 性 蛋 白 質 と 標 識 蛋 白 質 と の 組 合 せ は 、 特 に 制 限 が な く 、 結 合 性 蛋 白 質 と そ れ に 対 す
る 抗 体 で あ れ ば 、 特 に 制 限 は な い 。 当 業 者 が 通 常 用 い る 方 法 で 、 そ の 組 み 合 わ せ を 選 択 す
れ ば よ い 。 例 え ば 、 上 記 の よ う に 、 結 合 性 蛋 白 質 が Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン と Ｇ Ｓ Ｔ と の 融 合 蛋
白 質 で あ る 場 合 は 、 標 識 蛋 白 質 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 体 な ど が 用 い ら れ
得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 第 １ の 方 法 に お い て こ の 第 ２ の 態 様 を 実 施 す る た め の キ ッ ト は 、 固 相 （ 例 え ば
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ） 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 固 相 に 固 定 す る た め の 試
薬 （ 例 え ば 、 エ タ ノ ー ル な ど の 溶 媒 ） 、 上 記 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 、 イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 、 お よ び 標 識 蛋 白 質 （ 好 ま し く は 酵 素 標 識 抗 体 ） 、 な ら び に 標
識 検 出 用 の 基 質 （ 例 え ば 、 オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン と 過 酸 化 水 素 を 含 む 緩 衝 液 ） を 含 む
。 必 要 に 応 じ て 、 吸 光 度 測 定 装 置 、 蛍 光 測 定 装 置 な ど の 標 識 測 定 装 置 も 、 キ ッ ト に 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 （ ２ ） 第 ２ の 方 法 お よ び 第 ２ の 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト
　 本 発 明 の 第 ２ の 方 法 は 、 上 述 の よ う に 、 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 試 料 中 の イ
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ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と を イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 に 対 し て 競 合 的 に 結 合 さ せ 、
固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 へ の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 の 結 合 を 阻 害 す
る こ と に よ り 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 量 を 測 定 す る 方 法 で あ る 。 す な わ ち 、 本
発 明 の 第 ２ の 方 法 は 、 固 相 に 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 準 備 す る 工 程 ； 該 固 定 さ
れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 に 試 料 お よ び イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 添 加 し て 、
該 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 該 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と を 該 結 合 性 蛋 白
質 に 対 し て 競 合 的 に 結 合 さ せ る 工 程 ； お よ び 、 該 固 相 に 固 定 さ れ た 該 結 合 性 蛋 白 質 の 量 を
測 定 す る 工 程 、 を 含 む 。 こ こ で 、 測 定 の 工 程 に お い て 、 （ 2-1） イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結
合 性 蛋 白 質 を 直 接 的 に 検 出 可 能 な 場 合 、 お よ び （ 2-2） イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白
質 を 直 接 的 に 検 出 で き な い 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 （ 2-1） イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 自 体 を 直 接 的 に 検 出 可 能 な 場 合
　 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 が 、 蛍 光 ま た は 酵 素 標 識 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂
質 結 合 ド メ イ ン で あ る 場 合 、 上 記 （ 1-1） と 同 様 、 直 接 蛍 光 強 度 ま た は 酵 素 活 性 を 測 定 し
、 予 め 作 成 し た リ ン 脂 質 濃 度 と 蛍 光 強 度 ま た は 酵 素 活 性 と の 関 係 に 基 づ い て 、 リ ン 脂 質 の
量 を 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ の 第 ２ の 方 法 に お け る こ の 態 様 を 実 施 す る た め の キ ッ ト は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 が
固 定 さ れ た 固 相 、 お よ び 標 識 を 有 す る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 含 む 。 必 要 に
応 じ て 、 吸 光 度 測 定 装 置 、 蛍 光 測 定 装 置 な ど の 標 識 測 定 装 置 も 、 キ ッ ト に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 （ 2-2） イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 自 体 を 直 接 的 に 検 出 で き な い 場 合
　 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 が 、 蛍 光 標 識 な ど を 有 し な い 場 合 、 上 記 （ 1-2） と
同 様 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ な ど が 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 第 ２ の 方 法 に お け る こ の 第 ２ の 態 様 を 実 施 す る た め の キ ッ ト は 、 イ ノ シ ト ー ル
リ ン 脂 質 が 固 定 さ れ た 固 相 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 、 お よ び 標 識 蛋 白 質 （ 好
ま し く は 酵 素 標 識 抗 体 ） 並 び に 標 識 検 出 用 の 基 質 （ 例 え ば 、 オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン と
過 酸 化 水 素 を 含 む 緩 衝 液 ） を 含 む 。 必 要 に 応 じ て 、 吸 光 度 測 定 装 置 、 蛍 光 測 定 装 置 な ど の
標 識 測 定 装 置 も 、 キ ッ ト に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 （ ３ ） 第 ３ の 方 法 お よ び 第 ３ の 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト
　 本 発 明 の 第 ３ の 方 法 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 固 相 に 固 定 し 、 試 料 中 の
イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 既 知 量 の キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と を 競 合 さ せ る こ と
に よ り 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 測 定 す る 方 法 で あ る 。 す な わ ち 、 第 ３ の 方 法 は
、 固 相 に 固 定 さ れ た 第 一 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 準 備 す る 工 程 ； 該 固 定 さ
れ た 第 一 の 結 合 性 蛋 白 質 に 対 し て 、 該 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と キ ャ リ ア 結 合 イ ノ
シ ト ー ル リ ン 脂 質 と を 競 合 的 に 結 合 さ せ る 工 程 ； 該 固 相 を 洗 浄 後 、 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ
ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 添 加 し て 、 該 固 定 さ れ た キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 該 第
二 の 結 合 性 蛋 白 質 と の 結 合 体 を 形 成 さ せ る 工 程 ； お よ び 、 該 結 合 体 を 洗 浄 後 、 該 固 定 さ れ
た 第 二 の 結 合 性 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る 工 程 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 第 ３ の 方 法 の 特 徴 は 、 キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 、 キ ャ リ ア 結 合 イ
ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 中 の リ ン 脂 質 部 位 に 結 合 し 得 る ２ 種 類 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性
蛋 白 質 を 用 い る 点 に あ る 。 固 相 に 固 定 さ れ る 第 一 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と
、 検 出 用 の 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 と は 、 同 一 で あ っ て も よ く 、 異 な っ
て い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 （ Ｐ Ｉ 結 合 蛋 白 質 ） と し て は 、 Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン と
Ｇ Ｆ Ｐ と の 融 合 蛋 白 質 （ 以 下 、 Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 蛋 白 質 ） 、 お よ び Ｐ Ｉ 結 合 ド メ イ ン と Ｇ Ｓ Ｔ と

10

20

30

40

50

(12) JP 2005-283157 A 2005.10.13



の 融 合 蛋 白 質 （ 以 下 、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 ） が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー
ル リ ン 脂 質 と し て は 、 Ｂ Ｓ Ａ 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 例 え ば 、 第 一 の Ｐ Ｉ 結 合 性 蛋 白 質 と し て Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 を 用 い る 場 合 、 ま ず 、 固 相 に
Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 を 固 定 す る 。 キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と し て Ｂ Ｓ Ａ 結 合 イ ノ
シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 試 料 と 混 合 し 、 こ の 混 合 物 を 、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 を 固 定 し た 固 相 に 添
加 し て 、 試 料 中 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と Ｂ Ｓ Ａ 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と を 固 定 さ れ
た Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 に 対 し て 競 合 的 に 結 合 さ せ る 。 次 い で 、 試 料 お よ び 遊 離 の Ｂ Ｓ Ａ 結 合
イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 洗 浄 に よ り 取 り 除 く 。 こ れ に 、 第 二 の Ｐ Ｉ 結 合 性 蛋 白 質 と し て の
Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 蛋 白 質 を 接 触 さ せ て 、 固 定 さ れ た Ｂ Ｓ Ａ 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と の 結 合 体
を 形 成 さ せ る 。 次 い で 、 遊 離 の Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 蛋 白 質 を 洗 浄 に よ り 除 い た 後 、 固 定 さ れ た Ｇ Ｆ
Ｐ 融 合 蛋 白 質 の 蛍 光 を 上 記 （ 1-1） と 同 様 に し て 測 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 例 え ば 、 第 一 の Ｐ Ｉ 結 合 性 蛋 白 質 と し て 固 相 に 固 定 し た Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 蛋 白 質 を 用 い る 場 合
、 ま ず 、 固 相 に Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 蛋 白 質 を 固 定 す る 。 こ の 固 相 に 、 試 料 と Ｂ Ｓ Ａ 結 合 イ ノ シ ト ー
ル リ ン 脂 質 と を 混 合 し て 添 加 し 、 固 定 さ れ た Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 蛋 白 質 と 競 合 的 に 結 合 さ せ る 。 次
い で 、 試 料 お よ び 遊 離 の Ｂ Ｓ Ａ 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を 洗 浄 に よ り 取 り 除 く 。 こ れ に
、 第 二 の Ｐ Ｉ 結 合 性 蛋 白 質 と し て の Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 を 接 触 さ せ て 、 固 定 さ れ た Ｂ Ｓ Ａ 結
合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と の 結 合 体 を 形 成 さ せ る 。 次 い で 、 遊 離 の Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 を 洗
浄 に よ り 除 い た 後 、 固 定 さ れ た Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 に 標 識 蛋 白 質 で あ る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標
識 抗 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 体 あ る い は Ｇ Ｓ Ｈ － ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 を 接 触 さ せ て 、 上 記 （ 1-2） と
同 様 に 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ま た 、 第 二 の Ｐ Ｉ 結 合 性 蛋 白 質 と し て 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 を 接 触
さ せ て 、 固 定 さ れ た Ｂ Ｓ Ａ 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と の 結 合 体 を 形 成 さ せ る 。 次 い で 、
遊 離 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 を 洗 浄 に よ り 除 い た 後 、 固 定 さ れ た ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 標 識 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 第 ３ の 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト は 、 第 一 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋
白 質 が 固 定 さ れ た 固 相 、 キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 、 お よ び 第 二 の イ ノ シ ト ー ル
リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 、 必 要 に 応 じ て 、 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 を 検 出
す る た め の 手 段 を 含 む 。 さ ら に 、 必 要 に 応 じ て 、 吸 光 度 測 定 装 置 、 蛍 光 測 定 装 置 な ど の 標
識 測 定 装 置 も 、 キ ッ ト に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 後 者 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト
は 、 第 一 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 が 固 定 さ れ た 固 相 、 キ ャ リ ア 結 合 イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂 質 、 第 二 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 結 合 性 蛋 白 質 、 お よ び 第 二 の 蛋 白 質 に 特 異 的
な 標 識 蛋 白 質 （ 好 ま し く は 酵 素 標 識 抗 体 ） 、 な ら び に 標 識 検 出 用 の 基 質 （ 例 え ば 、 オ ル ト
フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン と 過 酸 化 水 素 を 含 む 緩 衝 液 ） を 含 む 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 以 下 、 実 施 例 に 基 づ い て 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に よ っ て
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 （ 実 施 例 １ ） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 の 調 製
　 （ 1-1） マ ウ ス 肺 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成
　 マ ウ ス （ 雑 種 ） よ り 肺 を 摘 出 し 、 Rneasy Mni Kit（ Qiagen社 製 ） を 用 い て 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を
抽 出 し 、 精 製 し た 。 得 ら れ た Ｒ Ｎ Ａ の １ μ ｇ を 鋳 型 に し て 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト II（ ギ ブ
コ 社 製 ） を 用 い る ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 法 に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 マ ウ ス 肺 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 （ 1-2） Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 取 得
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　 Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 （ GenBank Accession Number: NM_019676 re
gion: 1-140a.a.） を も と に プ ラ イ マ ー を 作 成 し た 。 (1-1)で 作 成 し た マ ウ ス 肺 由 来 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー １ μ Ｌ を 鋳 型 と し 、 こ れ ら の 各 プ ラ イ マ ー （ 100pmol/μ L） を ０ ． ５ μ Ｌ
用 い 、 TAKARA LATaq（ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 行 い 、 Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 含 む ４ ２ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 （ 1-3） Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 調 製
　 上 記 （ 1-2） で 取 得 し た Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 、 Mini Elute Ge
l Extraction kit(Qiagen社 製 )を 用 い て 精 製 し 、 Qiagen PCR cloning kit(Qiagen社 製 )を
用 い て 大 腸 菌 ｐ Ｍ Ｂ １ の Ｄ Ｎ Ａ 複 製 起 点 、 お よ び ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 を 有 す る 大 腸 菌
ベ ク タ ー pDriveに 組 込 み 、 大 腸 菌 （ Ｊ Ｍ １ ０ ９ ） に 導 入 し て 、 Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺
伝 子 を 有 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ａ を 含 む 形 質 転 換 体 を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 次 に 、 蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー を 用 い た ジ デ オ キ シ タ ー ミ ネ ー タ ー 法 （ BigDye Terminator 
v3.1/1.1 Cycle Sequencing Kit（ Applied Biosystems社 製 ） を 使 用 ） に よ っ て 、 組 換 え
プ ラ ス ミ ド Ａ の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 こ の 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ａ は 、 ５ ’ 末 端 に
BglII制 限 酵 素 部 位 お よ び ３ ’ 末 端 に BamHI制 限 酵 素 部 位 を 有 す る ４ ２ ０ ｂ ｐ の 構 造 遺 伝 子
領 域 を 有 し 、 す な わ ち 、 １ ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 有 し て い た 。 こ の 配
列 は 、 上 記 Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 情 報 と 完 全 に 一 致 し て い た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 （ 1-4） グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） と Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン
と の 融 合 蛋 白 質 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー お よ び 形 質 転 換 体 の 作 成
　 上 記 （ 1-3） で 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ａ を 制 限 酵 素 BglIIお よ び BamHIで 切 断 し 、 Ｐ
Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 回 収 し た 。 一 方 、 Ｇ Ｓ Ｔ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 大 腸
菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1（ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） を 予 め 制 限 酵 素 BamHIで 切 断
し 、 次 い で ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） 処 理 し た 。 処 理 し た 発 現 ベ ク タ
ー pGEX6P-1断 片 と 上 記 Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 と を 連 結 し 、 Ｇ Ｓ Ｔ と Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ
Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1-PLC delta1 PH domain（
以 下 、 発 現 ベ ク タ ー Ａ と い う ） を 調 製 し た 。 こ れ を 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し た 。 正 し
い 向 き に Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 が 一 つ 組 込 ま れ て い る 場 合 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 に よ
り 約 ４ ３ ｋ Ｄ ａ の 融 合 蛋 白 質 の 発 現 が 誘 導 さ れ る 。 そ こ で 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 に よ り 、 ４ ３ ｋ
Ｄ ａ の 蛋 白 質 を 発 現 す る 形 質 転 換 体 JM109-pGEX6P-1-PLC delta1 PH domain（ 以 下 、 形 質
転 換 体 Ａ と い う ） を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 （ 1-5） Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を ２ つ 含 む 融 合 蛋 白 質 の 発 現 ベ ク タ ー お よ び そ
の 形 質 転 換 体 の 作 成
　 上 記 （ 1-3） で 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ａ を 制 限 酵 素 BglIIお よ び BamHIで 切 断 し 、 Ｐ
Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 回 収 し た 。 こ の 遺 伝 子 と 、 上 記 （ 1-4） で 取 得 し た 発 現 ベ
ク タ ー Ａ を 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 し て 調 製 し た 断 片 と を 連 結
し て 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1-PLC delta1 PH domain× 2（ 以 下 、 発 現 ベ ク タ ー Ａ × ２ と い
う ） を 調 製 し た 。 な お 、 こ の 発 現 ベ ク タ ー Ａ × ２ は 、 制 限 酵 素 BglIIの 切 断 断 片 は 制 限 酵
素 BamHIの 切 断 断 片 と は 連 結 で き る が 、 連 結 後 の 塩 基 配 列 は ど ち ら の 制 限 酵 素 で も 切 断 す
る こ と は で き な い こ と を 利 用 し て 、 発 現 ベ ク タ ー Ａ を 制 限 酵 素 BamHIで 切 断 し 、 Ｐ Ｌ Ｃ δ
１ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 断 片 を 組 込 む こ と に よ っ て 作 成 し た 。 こ の 発 現 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 Ｊ
Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し た 。 正 し い 向 き に Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 が 新 た に 一 つ 組 込 ま
れ て い る 場 合 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 に よ り 約 ５ ９ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 の 発 現 が 誘 導 さ れ る 。 そ こ で
、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 に よ り 、 ５ ９ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 を 発 現 す る 形 質 転 換 体 JM109-pGEX6P-1-PLC d
elta1 PH domain× 2（ 以 下 、 形 質 転 換 体 Ａ × ２ と い う ） を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 （ 1-6） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 の 発 現 と 精 製
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　 上 記 で 得 ら れ た Ｇ Ｓ Ｔ と Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 を 産 生 す る 形 質 転 換 体
Ａ を 、 １ ０ ｍ Ｌ の Ｌ Ｂ 培 地 に 植 菌 し て 、 ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 後 、 全 量 を １ Ｌ の Ｌ Ｂ 培 地 に 接
種 し て ３ ７ ℃ で 培 養 を 開 始 し た 。 培 養 開 始 か ら ３ 時 間 後 、 培 養 温 度 を ２ ５ ℃ に 下 げ 、 Ｉ Ｐ
Ｔ Ｇ と ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を そ れ ぞ れ 終 濃 度 が １ ｍ Ｍ と な る よ う に 加 え 、 さ ら に ３
時 間 培 養 し 、 Ｐ Ｌ Ｃ δ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 結 合 Ｇ Ｓ Ｔ の 発 現 を 誘 導 し た 。 培 養 終 了 後 、 ４ ℃ で
、 大 腸 菌 を 高 速 （ 8,000rpm） に て ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 回 収 し た 。 細 胞 を １ ０ ｍ Ｌ の 溶 解 緩
衝 液 （ 50mM Tris-HCl(pH 7.5)、 5mM EDTA、 200mM NaCl、 １ ％ Triton-X（ 登 録 商 標 ） ） に
懸 濁 し 、 １ ５ ｍ Ｌ の チ ュ ー ブ に 移 し 、 約 ２ 分 間 超 音 波 破 砕 し た 。 破 砕 液 を － ８ ０ ℃ の デ ィ
ー プ フ リ ー ザ ー で 凍 結 さ せ 、 室 温 で 融 解 し た 。 さ ら に 、 約 ２ 分 間 超 音 波 破 砕 し た 。 超 高 速
（ 35,000rpm） に て ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 回 収 し た 。 回 収 し た 上 清 を 、 溶 解 緩 衝 液
に 置 換 し 、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ４ Ｂ ビ ー ズ （ Amersham cat.52-2303-00） を １ ０ ０
μ Ｌ 加 え 、 ２ 時 間 、 ロ ー タ ー で 回 転 さ せ な が ら 蛋 白 質 を ビ ー ズ に 結 合 さ せ た 。 3,000rpmで
３ ０ 秒 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 捨 て 、 １ ０ ｍ Ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 （ 50mM Tris-HCl（ pH 7.5） 、 5
mM EDTA、 500mM NaCl、 1％  Triton-X（ 登 録 商 標 ） ） に て 、 ビ ー ズ を ３ 回 洗 っ た 。 ビ ー ズ
を １ ． ５ ｍ Ｌ の チ ュ ー ブ に 移 し 、 １ ０ ０ μ Ｌ の グ ル タ チ オ ン 溶 液 （ 10mM グ ル タ チ オ ン 、 5
0mM Tris-HCl（ pH 8.0） ） を 加 え て 約 １ 分 間 撹 拌 し て 、 蛋 白 質 を 溶 出 さ せ た 。 そ の 後 、 5,
000rpmに て １ 分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 新 し い １ ． ５ ｍ Ｌ の チ ュ ー ブ に 回 収 し た 。 こ れ を ３
回 繰 り 返 し 、 合 計 ３ 本 の フ ラ ク シ ョ ン を 得 た 。 各 フ ラ ク シ ョ ン の 蛋 白 質 の 濃 度 を ブ ラ ッ ド
フ ォ ー ド 法 に よ り 測 定 し た 後 、 １ μ ｇ の 蛋 白 質 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 供 し 、 ク マ シ ー 染 色
を 行 っ た 。 融 合 蛋 白 質 以 外 の バ ン ド は 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の 融 合 蛋 白 質 を Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｌ
Ｃ δ Ｐ Ｈ と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 形 質 転 換 体 Ａ × ２ に つ い て も 、 前 記 と 同 様 に 培 養 し 、 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｌ Ｃ δ Ｐ Ｈ
× ２ を 取 得 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 （ 実 施 例 ２ ） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 の 調 製
　 （ 2-1） ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 (Huvec)由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成
　 Rneasy Mni Kit（ Qiagen社 製 ） を 用 い て 、 ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 (Huvec)か ら 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽
出 し 、 精 製 し た 。 得 ら れ た Ｒ Ｎ Ａ の １ μ ｇ を 鋳 型 に し て 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト II（ ギ ブ コ
社 製 ） を 用 い る ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 法 に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 由 来 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 （ 2-2） Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 取 得
　 Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 （ GenBank Accession Number: AF286160 reg
ion: 180-405a.a.） を も と に プ ラ イ マ ー を 作 成 し た 。 上 記 （ 2-1） で 作 成 し た ヒ ト 血 管 内
皮 細 胞 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー １ μ Ｌ を 鋳 型 と し 、 こ れ ら の 各 プ ラ イ マ ー （ 100pmol/μ
L） を ０ ． ５ μ Ｌ 用 い 、 TAKARA LATaqの プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 Ｔ
ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 含 む ６ ７ ５ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 （ 2-3） Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 調 製
　 上 記 （ 2-2） で 取 得 し た Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 、 実 施 例 １ の （ 1
-2） と 同 じ 操 作 で 大 腸 菌 ベ ク タ ー pDriveに 組 込 み 、 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し て 、 Ｔ ａ
ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 有 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｂ を 含 む 形 質 転 換 体 を 得 た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 次 に 、 実 施 例 １ の （ 1-3） と 同 様 に 、 蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー を 用 い た ジ デ オ キ シ タ ー ミ ネ
ー タ ー 法 に よ っ て 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｂ の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 こ の 組 換 え プ
ラ ス ミ ド Ｂ は 、 ５ ’ 末 端 に Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ま た は Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 お よ び ３ ’ 末 端 に Ec
oRIま た は SalI制 限 酵 素 部 位 を 有 す る ６ ７ ５ ｂ ｐ の 構 造 遺 伝 子 領 域 、 す な わ ち 、 ２ ２ ５ 個
の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 有 し て い た 。 こ の 配 列 は 、 上 記 Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ
ン 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 情 報 と 完 全 に 一 致 し て い た 。

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-283157 A 2005.10.13



【 ０ ０ ９ ２ 】
　 （ 2-4） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー お
よ び 形 質 転 換 体 の 作 成
　 Ｇ Ｓ Ｔ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1と 上 記 （ 2-3） で 得 ら
れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｂ と を 用 い て 、 Ｇ Ｓ Ｔ と Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 遺
伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 上 記 （ 2-3） で 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｂ を 制 限
酵 素 BamHIお よ び EcoRIで 切 断 し 、 Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 回 収 し た 。 こ の 遺 伝 子
と 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1を 予 め 制 限 酵 素 BamHIお よ び EcoRIで 切 断 し 、 次 い で ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 し て 得 ら れ た 断 片 と を 連 結 し 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1-TAPP1 PH domain
（ 以 下 、 発 現 ベ ク タ ー Ｂ と い う ） を 得 た 。 こ れ を 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し た 。 正 し い
向 き に Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 が 一 つ 組 込 ま れ て い る 場 合 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 に よ り
約 ５ ３ ｋ Ｄ ａ の 融 合 蛋 白 質 の 発 現 が 誘 導 さ れ る 。 そ こ で 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 に よ り 、 ５ ３ ｋ Ｄ
ａ の 蛋 白 質 を 発 現 す る 形 質 転 換 体 JM109-pGEX6P-1-TAPP1 PH domain（ 以 下 、 形 質 転 換 体 Ｂ
と い う ） を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 （ 2-5） Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を ２ つ 含 む 融 合 蛋 白 質 の 発 現 ベ ク タ ー お よ び そ
の 形 質 転 換 体 の 作 成
　 上 記 （ 2-3） で 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｂ を 制 限 酵 素 EcoRIお よ び SalIで 切 断 し 、 Ｔ ａ
ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 回 収 し た 。 こ の 遺 伝 子 と 、 上 記 （ 2-4） で 取 得 し た 発 現 ベ ク
タ ー Ｂ を 制 限 酵 素 EcoRIお よ び SalI－ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 し て 調 製 し た 断 片 と を
連 結 し て 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1TAPP1 PH domain× 2（ 以 下 、 発 現 ベ ク タ ー Ｂ × ２ と い う
） を 得 た 。 こ れ を 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し た 。 正 し い 向 き に Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン
遺 伝 子 が 新 た に 一 つ 組 込 ま れ て い る 場 合 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 に よ り 約 ７ ８ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 の
発 現 が 誘 導 さ れ る 。 そ こ で 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 に よ り 、 ７ ８ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 を 発 現 す る 形 質 転
換 体 JM109-pGEX6P-1-TAPP1 PH domain× 2（ 以 下 、 形 質 転 換 体 Ｂ × ２ と い う ） を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 （ 2-6） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 の 発 現 と 精 製
　 上 記 （ 2-5） で 得 ら れ た Ｇ Ｓ Ｔ と Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 を 発 現 す る 形
質 転 換 体 Ｂ お よ び 形 質 転 換 体 Ｂ × ２ を 、 上 記 実 施 例 １ の （ 1-6） と 同 様 に 培 養 し 、 産 生 さ
れ た 蛋 白 質 を 精 製 し て 、 そ れ ぞ れ 、 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ お よ び 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ
Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ × ２ を 得 た 。 図 １ Ａ お よ び Ｂ に 、 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ お よ び Ｇ
Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ × ２ の 構 造 を そ れ ぞ れ 模 式 的 に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 （ 実 施 例 ３ ） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 の 調 製
　 （ 3-1） Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 取 得
　 Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 （ GenBank Accession Number: AJ005197region
: 253-392a.a.） を も と に プ ラ イ マ ー を 作 成 し た 。 上 記 （ 2-1） で 作 成 し た ヒ ト 血 管 内 皮 細
胞 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー １ μ Ｌ を 鋳 型 と し 、 こ れ ら の 各 プ ラ イ マ ー （ 100pmol/μ L）
を ０ ． ５ μ Ｌ 用 い 、 TAKARA LATaqの プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 Ｇ Ｒ Ｐ １
Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 含 む ４ １ ７ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 （ 3-2） Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 調 製
　 上 記 （ 3-1） で 取 得 し た Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 、 実 施 例 １ の （ 1-2
） と 同 じ 操 作 で 大 腸 菌 ベ ク タ ー pDriveに 組 込 み 、 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し て Ｇ Ｒ Ｐ １
Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 有 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｃ を 含 む 形 質 転 換 体 を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 次 に 、 実 施 例 １ の （ 1-3） と 同 様 に 、 蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー を 用 い た ジ デ オ キ シ タ ー ミ ネ
ー タ ー 法 に よ っ て 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｃ の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 こ の 組 換 え プ
ラ ス ミ ド Ｃ は 、 ５ ’ 末 端 に Ｂ ｇ ｌ II制 限 酵 素 部 位 、 ３ ’ 末 端 に Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 を
有 す る ４ １ ７ ｂ ｐ の 構 造 遺 伝 子 領 域 を 有 し 、 す な わ ち 、 １ ３ ９ 個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る
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塩 基 配 列 を 有 し て い た 。 こ の 配 列 は 、 上 記 Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 情 報 と
完 全 に 一 致 し て い た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 （ 3-3） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー お よ
び 形 質 転 換 体 の 作 成
　 Ｇ Ｓ Ｔ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1と 上 記 （ 3-2） で 得 ら
れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｃ と を 用 い て 、 Ｇ Ｓ Ｔ と Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 遺 伝
子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 上 記 （ 3-2） で 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｃ を 制 限 酵
素 BglIIお よ び BamHIで 切 断 し 、 Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 回 収 し た 。 こ の 遺 伝 子 と 、
発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1を 予 め 制 限 酵 素 BamHIで 切 断 し 、 次 い で ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処
理 し て 得 ら れ た 断 片 と を 連 結 し 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1-GRP1 PH domain（ 以 下 、 発 現 ベ
ク タ ー Ｃ と い う ） を 得 た 。 こ れ を 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し た 。 正 し い 向 き に Ｇ Ｒ Ｐ １
Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 が 一 つ 組 込 ま れ て い る 場 合 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 に よ り 約 ４ ４ ｋ Ｄ ａ の 融
合 蛋 白 質 の 発 現 が 誘 導 さ れ る 。 そ こ で 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 に よ り 、 ４ ４ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 を 発 現
す る 形 質 転 換 体 JM109-pGEX6P-1-GRP1 PH domain（ 以 下 、 形 質 転 換 体 Ｃ と い う ） を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 （ 3-4） Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を ２ つ 含 む 融 合 蛋 白 質 の 発 現 ベ ク タ ー お よ び そ の
形 質 転 換 体 の 作 成
　 上 記 （ 3-2） で 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｃ を 制 限 酵 素 BglIIお よ び BamHIで 切 断 し 、 Ｇ
Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 回 収 し た 。 こ の 遺 伝 子 と 、 上 記 （ 3-3） で 取 得 し た 発 現 ベ ク
タ ー Ｃ を 制 限 酵 素 BamHIで 切 断 後 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 し て 調 製 し た 断 片 と を 連
結 し て 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1-GRP1 PH domain× 2（ 以 下 、 発 現 ベ ク タ ー Ｃ × ２ と い う ）
を 得 た 。 こ れ を 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し た 。 正 し い 向 き に Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺
伝 子 が 新 た に 一 つ 組 込 ま れ て い る 場 合 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 に よ り 約 ６ １ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 の 発
現 が 誘 導 さ れ る 。 そ こ で 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 に よ り 、 ６ １ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 を 発 現 す る 形 質 転 換
体 JM109-pGEX6P-1-GRP1 PH domain× 2（ 以 下 、 形 質 転 換 体 Ｃ × ２ と い う ） を 得 た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 な お 、 こ の 発 現 ベ ク タ ー Ｃ × ２ は 、 実 施 例 １ と 同 様 、 制 限 酵 素 BglIIの 切 断 断 片 は 制 限
酵 素 BamHIの 切 断 断 片 と は 連 結 で き る が 、 連 結 後 の 塩 基 配 列 は ど ち ら の 制 限 酵 素 で も 切 断
す る こ と は で き な い こ と を 利 用 し 、 発 現 ベ ク タ ー Ｃ を 制 限 酵 素 BamHIで 切 断 し 、 Ｇ Ｒ Ｐ １
Ｐ Ｈ ド メ イ ン 遺 伝 子 断 片 を 組 込 む こ と に よ っ て 作 成 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 （ 3-5） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 の 発 現 と 精 製
　 上 記 で 得 ら れ た Ｇ Ｓ Ｔ と Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 を 産 生 す る 形 質 転 換 体 Ｃ
お よ び 形 質 転 換 体 Ｃ × ２ を 、 実 施 例 １ の （ 1-6） と 同 様 に 培 養 し 、 産 生 さ れ た 蛋 白 質 を 精
製 し て 、 そ れ ぞ れ 、 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ Ｒ Ｐ １ お よ び 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ Ｒ Ｐ １ × ２
を 得 た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 （ 実 施 例 ４ ） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 の 調 製
　 （ 4-1） マ ウ ス 腎 臓 由 来 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成
　 マ ウ ス （ 雑 種 ） よ り 腎 臓 を 摘 出 し た 。 Rneasy Mni Kit（ Qiagen社 製 ） を 用 い て 、 こ の 腎
臓 か ら 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 精 製 し た 。 得 ら れ た Ｒ Ｎ Ａ の １ μ ｇ を 鋳 型 に し て 、 ス ー パ ー ス
ク リ プ ト II（ ギ ブ コ 社 製 ） を 用 い る ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 法 に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 マ ウ
ス 腎 臓 由 来 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 （ 4-2） Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 遺 伝 子 の 取 得
　 Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 遺 伝 子 （ 以 下 、 単 に Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 遺 伝 子 と い
う こ と が あ る ） の 塩 基 配 列 （ GenBank Accession Number: NM_003566 region: 1336-1411a
.a.） を も と に プ ラ イ マ ー を 作 成 し た 。 上 記 （ 4-1） で 作 成 し た マ ウ ス 腎 臓 由 来 由 来 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー １ μ Ｌ を 鋳 型 と し 、 こ れ ら の 各 プ ラ イ マ ー （ 100pmol/μ L） を ０ ． ５ μ Ｌ
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用 い 、 TAKARA LATaqの プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 遺 伝
子 を 含 む ２ ２ ５ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 （ 4-3） Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 調 製
　 上 記 （ 4-1） で 取 得 し た Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 遺 伝 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 、 実 施 例 １ の （ 1-2） と
同 じ 操 作 で 大 腸 菌 ベ ク タ ー pDriveに 組 込 み 、 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し て 、 Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ
Ｙ Ｖ Ｅ を 有 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｄ を 含 む 形 質 転 換 体 を 得 た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 次 に 、 実 施 例 １ の （ 1-3） と 同 様 に 、 蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー を 用 い た ジ デ オ キ シ タ ー ミ ネ
ー タ ー 法 に よ っ て 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｄ の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 こ の 組 換 え プ
ラ ス ミ ド Ｄ は 、 ５ ’ 末 端 に Ｂ ｇ ｌ II制 限 酵 素 部 位 お よ び ３ ’ 末 端 に Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 制 限 酵 素 部
位 を 有 す る ２ ２ ５ ｂ ｐ の 構 造 遺 伝 子 領 域 、 す な わ ち 、 ７ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 塩 基
配 列 を 有 し て い た 。 こ の 配 列 は 、 上 記 Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 遺 伝 子 の 塩 基
配 列 情 報 と 完 全 に 一 致 し て い た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 （ 4-4） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 遺 伝 子 を 含 む 発
現 ベ ク タ ー お よ び 形 質 転 換 体 の 作 成
　 Ｇ Ｓ Ｔ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1と 上 記 （ 4-3） で 得 ら
れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｄ と を 用 い て 、 Ｇ Ｓ Ｔ と Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン （ 以
下 、 単 に Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ と い う こ と が あ る ） と の 融 合 蛋 白 質 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
を 調 製 し た 。 上 記 （ 4-3） で 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｄ を 制 限 酵 素 BglIIお よ び BamHIで
切 断 し 、 Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 遺 伝 子 を 回 収 し た 。 こ の 遺 伝 子 と 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1を 予
め 制 限 酵 素 BamHIで 切 断 し 、 次 い で ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 し て 得 ら れ た 断 片 と を 連
結 し 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1-EEA1 FYVE finger domain（ 以 下 、 発 現 ベ ク タ ー Ｄ と い う ）
を 得 た 。 こ れ を 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し た 。 正 し い 向 き に Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 遺 伝 子 が
一 つ 組 込 ま れ て い る 場 合 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 に よ り 約 ３ ７ ｋ Ｄ ａ の 融 合 蛋 白 質 の 発 現 が 誘 導
さ れ る 。 そ こ で 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 に よ り 、 ３ ７ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 を 発 現 す る 形 質 転 換 体 JM109-
pGEX6P-1-EEA1 FYVE finger domain（ 以 下 、 形 質 転 換 体 Ｄ と い う ） を 得 た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 （ 4-5） Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 遺 伝 子 を 複 数 個 含 む 融 合 蛋 白 質 の 発 現 ベ
ク タ ー お よ び そ の 形 質 転 換 体 の 作 成
　 上 記 （ 4-3） で 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｄ を 制 限 酵 素 BglIIお よ び BamHIで 切 断 し 、 Ｅ
Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 遺 伝 子 を 回 収 し た 。 こ の 遺 伝 子 と 、 上 記 （ 4-4） で 取 得 し た 発 現 ベ ク タ ー
Ｄ を 制 限 酵 素 BamHIで 切 断 後 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 し て 調 製 し た 断 片 と を 連 結 し
て 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1-EEA1 FYVE finger domain× 2（ 以 下 、 発 現 ベ ク タ ー Ｄ × ２ と
い う ） を 得 た 。 こ れ を 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し た 。 正 し い 向 き に Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 遺
伝 子 が 新 た に 一 つ 組 込 ま れ て い る 場 合 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 に よ り 約 ４ ５ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 の 発
現 が 誘 導 さ れ る 。 そ こ で 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 誘 導 に よ り 、 ４ ５ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 を 発 現 す る 形 質 転 換
体 JM109- pGEX6P-1-EEA1 FYVE finger domain× 2（ 以 下 、 形 質 転 換 体 Ｄ × ２ と い う ） を 得
た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 な お 、 こ の 発 現 ベ ク タ ー Ｄ × ２ は 、 実 施 例 １ と 同 様 、 制 限 酵 素 BglIIの 切 断 断 片 は 制 限
酵 素 BamHIの 切 断 断 片 と は 連 結 で き る が 、 連 結 後 の 塩 基 配 列 は ど ち ら の 制 限 酵 素 で も 切 断
す る こ と は で き な い こ と を 利 用 し 、 発 現 ベ ク タ ー Ｄ を 制 限 酵 素 BamHIで 切 断 し 、 Ｅ Ｅ Ａ １
Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 遺 伝 子 断 片 を 組 込 む こ と に よ っ て 作 成 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 得 ら れ た 発 現 ベ ク タ ー Ｄ × ２ に 、 同 様 の 手 順 で Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 遺 伝 子 断 片 を 一 つ 組 込
む こ と に よ り 、 約 ５ ４ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 を 発 現 す る 形 質 転 換 体 JM109-pGEX6P-1-EEA1 FYVE f
inger domain× 3（ 形 質 転 換 体 Ｄ × ３ ） お よ び 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1-EEA1 FYVE finger d
omain× 3（ 発 現 ベ ク タ ー Ｄ × ３ ） を 得 た 。 こ れ を 繰 返 し て 、 約 ７ ０ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 を 発 現
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す る 形 質 転 換 体 JM109-pGEX6P-1-EEA1 FYVE finger domain× 5（ 形 質 転 換 体 Ｄ × ５ ） お よ
び 発 現 ベ ク タ ー pGEX6P-1-EEA1 FYVE finger domain× 5（ 発 現 ベ ク タ ー Ｄ × ５ ） を 得 た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 （ 4-6） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 の 発 現 と 精 製
　 上 記 で 得 ら れ た Ｇ Ｓ Ｔ と Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ と の 融 合 蛋 白 質 を 産 生 す る 形 質 転 換 体 Ｄ 、 形
質 転 換 体 Ｄ × ２ 、 形 質 転 換 体 Ｄ × ３ 、 お よ び 形 質 転 換 体 Ｄ × ５ を 、 実 施 例 １ の （ 1-6） と
同 様 に 培 養 し 、 産 生 さ れ た 蛋 白 質 を 精 製 し て 、 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 、 Ｇ
Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ × ２ 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ × ３ 、 お よ び Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １
Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ × ５ を そ れ ぞ れ 調 製 し た 。 図 ２ Ａ ～ 図 ２ Ｄ に 、 こ れ ら の 融 合 蛋 白 質 の 構 造 を 模 式
的 に 示 す 。
【 ０ １ １ １ 】
　 （ 実 施 例 ５ ） 固 相 に 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ Ｒ Ｐ １ と
の 結 合 に 用 い る 緩 衝 液 の 検 討
　 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３ と 特 異 的 に 結 合 す る Ｇ Ｒ Ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン を 用 い て 、 最 適 な 結
合 条 件 を 検 討 し た 。 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ Ｐ Ｃ ） と ホ ス フ ァ
チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｐ Ｅ ） と の １ ： １ の 混 合 物 ２ 質 量 部 に 対 し て 、 ０ ． ２ 質 量 部 （
す な わ ち 、 Ｐ Ｃ ： Ｐ Ｅ ： イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 ＝ １ ： １ ： ０ ． ２ ） の 割 合 と な る よ う に 添
加 し た 。 こ の リ ン 脂 質 混 合 物 を 窒 素 ガ ス で 乾 燥 し た 後 、 エ タ ノ ー ル に 溶 解 し 、 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト の ウ エ ル に 室 温 に て コ ー ト し た 。 ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 化 生 理
食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） を 用 い て 、 室 温 で ６ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ
Ｒ Ｐ １ を 含 有 す る 以 下 の 表 １ に 記 載 の 種 々 の 緩 衝 液 を 各 ウ エ ル に 加 え 、 室 温 で １ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 緩 衝 液 を 除 い た 後 、 ０ ． １ ％ Triton含 有 Ｐ Ｂ Ｓ （ Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ ） で プ レ ー ト
を ４ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｈ ） １ μ g/mLを 含 む
５ ％ Ｂ Ｓ Ａ 含 有 Ｐ Ｂ Ｓ を 加 え 、 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で プ レ ー ト
を ８ 回 洗 浄 し た 後 、 オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン と 過 酸 化 水 素 含 有 ク エ ン 酸 緩 衝 液 と を 加 え
て 発 色 さ せ た 。 続 い て 、 ８ Ｍ 硫 酸 で 発 色 を 停 止 さ せ 、 ４ ９ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し
た 。
【 ０ １ １ ２ 】
【 表 １ 】
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【 ０ １ １ ３ 】
　 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 表 １ の 緩 衝 液 ６ （ 50mM HEPES (pH7.4, 150mM NaCl, 0.05%CHAPS, 0
.5%SC)を 用 い た 場 合 、 Ｐ １ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３ に 対 す る 感 度 お よ び 特 異 性 が 最 も 良 好 で あ
っ た 。 な お 、 図 ３ に お い て 、 Ｐ Ａ は ホ ス フ ァ チ ジ ル 酸 、 Ｐ Ｓ は ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン で あ
り 、 他 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 略 号 は 上 述 の と お り で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 （ 実 施 例 ６ ） ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 お よ び 反 応 緩 衝 液 の 検 討
　 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ） Ｐ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ を 用 い て 、 脂 質
オ ー バ ー レ イ ア ッ セ イ を 行 い 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 お よ び 反 応 緩 衝 液 の 組 合 せ の う ち 、 最
適 な 組 合 せ を 検 討 し た 。 検 討 し た ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 お よ び 反 応 緩 衝 液 の 組 合 せ を 、 表 ２
に 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
　 種 々 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ ラ ン 上 に ス ポ ッ ト し 、 乾 燥 さ せ
た 後 、 表 ２ の Ｎ ｏ ． １ の ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で ５ ５ ℃ 、 ６ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 次 い で
、 表 ２ の Ｎ ｏ ． １ の 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ を 含 有 す る 反 応 緩 衝 液 を 用 い て 、 室 温
で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ５ 分 間 の 洗 浄 を ３ 回 行 っ た 。 続 い て 、 抗 Ｇ Ｓ
Ｔ Ｉ ｇ Ｇ 含 有 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ を 加 え 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ５ 分 間 の 洗
浄 を ３ 回 行 い 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 含 有 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ を 添 加 し 、
室 温 で ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で ５ 分 間 の 洗 浄 を ３ 回 行 い 、 Ｎ Ｂ Ｔ ／ Ｂ Ｃ Ｉ
Ｐ （ ニ ト ロ ブ ル ー － テ ト ラ ゾ リ ウ ム ／ ５ － ブ ロ モ － ５ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル ホ ス フ ェ
ー ト ） に よ る 発 色 を 観 察 し た 。 同 様 に し て 、 Ｎ ｏ ． ２ ～ Ｎ ｏ ． ４ の ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 と
反 応 緩 衝 液 と の 組 み 合 わ せ に よ る 発 色 を 検 討 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 図 ４ （ ０ ） は 、 図 ４ （ １ ） ～ （ ４ ） に お け る 各 ス ポ ッ ト の イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂 質 の 種 類 を 示 す 。 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 略 号 は 前 述 の と お り で あ る 。 図 ４ （
１ ） ～ （ ４ ） は 、 そ れ ぞ れ 、 表 ２ の Ｎ ｏ ． １ ～ ４ の 緩 衝 液 の 組 み 合 わ せ を 用 い た 場 合 に 対
応 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 図 ４ か ら わ か る よ う に 、 図 ４ （ ４ ） の ス ポ ッ ト 、 す な わ ち 、 表 ２ の Ｎ ｏ ． ４ の ブ ロ ッ キ
ン グ 緩 衝 液 と 反 応 緩 衝 液 と の 組 み 合 わ せ を 用 い た 場 合 が 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ） Ｐ ２ に 対 す る 感
度 お よ び 特 異 性 が 最 も 良 好 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 （ 実 施 例 ７ ） 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｌ Ｃ δ Ｐ Ｈ を 用 い た 、 Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ の 定 量
　 Ｐ Ｃ と Ｐ Ｅ と の 等 量 混 合 物 に Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ を 所 定 量 混 合 し て 、 種 々 の 濃 度 の Ｐ Ｉ
（ ４ ， ５ ） Ｐ ２ を 含 む リ ン 脂 質 混 合 物 を 調 製 し た 。 窒 素 ガ ス で 乾 燥 し た 後 、 エ タ ノ ー ル に
溶 解 し 、 こ の 溶 解 液 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ エ ル に 、 ウ エ ル 当 り の Ｐ Ｉ （ ４
， ５ ） Ｐ ２ 量 が ０ ～ ２ ０ ０ ｎ ｇ と な る よ う に 室 温 に て コ ー ト し た 。 ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 有 す る
Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て 、 室 温 で ６ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｌ Ｃ δ Ｐ Ｈ
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を 溶 解 し た 50mM HEPES緩 衝 液 （ pH7.4、 500mM NaClお よ び 0.05% CHAPS含 有 ） を 各 ウ エ ル に
加 え て 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 以 降 、 実 施 例 ５ と 同 じ 操 作 を 行 い 、 ４ ９ ０ ｎ
ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 結 果 を 図 ５ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 図 ５ に 示 す よ う に 、 Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ 量 と 吸 光 度 と の 間 に は 高 い 相 関 が 認 め ら れ 、 本
発 明 の 方 法 に よ り Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ を 定 量 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 （ 実 施 例 ８ ） 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ Ｒ Ｐ １ を 用 い る Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３ の 定 量
　 Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ の 代 わ り に Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３ を 用 い 、 そ し て 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ
Ｔ － Ｐ Ｌ Ｃ δ Ｐ Ｈ の 代 わ り に 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ Ｒ Ｐ １ を 用 い た こ と 以 外 は 、 実 施 例 ７
と 同 様 に し て 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３ 量 と 吸 光 度 と の 関 係 を 検 討 し た 。 結 果 を 図 ６ に 示
す 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 図 ６ に 示 す よ う に 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３ 量 と 吸 光 度 と の 間 に は 高 い 相 関 関 係 が 認 め
ら れ 、 本 発 明 の 方 法 に よ り Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３ を 定 量 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 （ 実 施 例 ９ ） Ｇ Ｓ Ｔ と Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質 と 、 固 相 に 固 定 さ れ た イ
ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と の 結 合 に 関 す る 検 討
　 実 施 例 ５ に お い て 、 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ Ｒ Ｐ １ の 代 わ り に 、 実 施 例 ２ で 得 ら れ た ２ 種
類 の 融 合 蛋 白 質 （ 図 １ 参 照 ） を 用 い 、 そ し て 緩 衝 液 と し て 50mM HEPES緩 衝 液 （ pH7.4、 1M 
NaClお よ び 0.05% CHAPS含 有 ） を 用 い た こ と 以 外 は 、 実 施 例 ５ と 同 様 に し て 、 イ ノ シ ト ー
ル リ ン 脂 質 に 対 す る 感 度 お よ び 特 異 性 と の 関 係 を 検 討 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 図 ７ に お い て 、 Ａ お よ び Ｂ は 、 図 １ の Ａ お よ び Ｂ に 対 応 し て お り 、
そ れ ぞ れ 、 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ お よ び Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ × ２ を 示 す 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 図 ７ に 示 す よ う に 、 ド メ イ ン の 連 結 数 が ２ 個 の 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ × ２ の 方
が 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ） Ｐ ２ に 対 す る 感 度 お よ び 特 異 性 が 高 か っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 （ 実 施 例 １ ０ ） 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ を 用 い る Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ） Ｐ ２ の 定 量
　 実 施 例 ７ に お い て 、 Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ の 代 わ り に Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ） Ｐ ２ を 用 い 、 そ し て
融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｌ Ｃ δ Ｐ Ｈ の 代 わ り に 実 施 例 ２ で 得 ら れ た ２ 種 類 の 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ
Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ （ 図 １ 参 照 ） を 用 い た こ と 以 外 は 、 実 施 例 ７ と 同 様 に し て 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４
） Ｐ ２ 量 と 吸 光 度 と の 関 係 を 検 討 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 結 果 を 図 ８ に 示 す 。 図 ８ に お い て 、 Ａ お よ び Ｂ は 、 図 １ の Ａ お よ び Ｂ に 対 応 し て お り 、
そ れ ぞ れ 、 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ お よ び Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ × ２ を 示 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 図 ８ に 示 す よ う に 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ） Ｐ ２ 量 と 吸 光 度 と の 間 に は 高 い 相 関 関 係 が 認 め ら れ
、 本 発 明 の 方 法 に よ り Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ） Ｐ ２ を 定 量 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 （ 実 施 例 １ １ ） Ｇ Ｓ Ｔ と 複 数 個 の Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質
と 、 固 相 に 固 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と の 結 合 に 関 す る 検 討
　 実 施 例 ５ に お い て 、 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ Ｒ Ｐ １ の 代 わ り に 実 施 例 ４ で 得 ら れ た ４ 種 類
の 融 合 蛋 白 質 （ 図 ２ 参 照 ） を 用 い 、 そ し て 緩 衝 液 と し て 50mM HEPES緩 衝 液 （ pH7.4、 150mM
 NaClお よ び 0.05% CHAPS含 有 ） を 用 い た こ と 以 外 は 実 施 例 ５ と 同 様 に し て 、 イ ノ シ ト ー ル
リ ン 脂 質 に 対 す る 感 度 お よ び 特 異 性 と の 関 係 を 検 討 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 結 果 を 図 ９ に 示 す 。 図 ９ に お い て 、 Ａ ～ Ｄ は 図 ２ の Ａ ～ Ｄ に 対 応 し て お り 、 そ れ ぞ れ 、
融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ × ２ 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ
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１ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ × ３ お よ び Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ × ５ を 示 す 。 図 ９ に 示 す よ う に 、 ド メ イ
ン の 連 結 数 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 、 Ｐ Ｉ （ ３ ） Ｐ に 対 す る 感 度 お よ び 特 異 性 が 上 昇 し
た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 （ 実 施 例 １ ２ ） Ｇ Ｓ Ｔ と 複 数 個 の Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と の 融 合 蛋 白 質
を 用 い る Ｐ Ｉ （ ３ ） Ｐ の 測 定
　 実 施 例 ７ に お い て 、 Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ の 代 わ り に Ｐ Ｉ （ ３ ） Ｐ を 用 い 、 そ し て 融 合 蛋
白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｌ Ｃ δ Ｐ Ｈ の 代 わ り に 実 施 例 ４ で 得 ら れ た ４ 種 類 の 融 合 蛋 白 質 （ 図 ２ 参 照
） を 用 い た こ と 以 外 は 、 実 施 例 ７ と 同 様 に し て 、 Ｐ Ｉ （ ３ ） Ｐ ３ 量 と 吸 光 度 と の 関 係 を 検
討 し た 。 結 果 を 図 １ ０ に 示 す 。 図 １ ０ に お い て 、 Ａ ～ Ｄ は 図 ２ の Ａ ～ Ｄ に 対 応 し て お り 、
そ れ ぞ れ 、 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ × ２ 、 Ｇ Ｓ
Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ × ３ お よ び Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ × ５ を 示 す 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 １ ０ に 示 す よ う に 、 Ｐ Ｉ （ ３ ） Ｐ 量 と 吸 光 度 と の 間 に 高 い 相 関 関 係 が 認 め ら れ 、 本 発
明 の 方 法 に よ り Ｐ Ｉ （ ３ ） Ｐ ２ を 定 量 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 測 定 方 法 は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 の シ グ ナ ル 伝 達 機 構
解 明 と い う 学 術 的 利 用 の み な ら ず 、 癌 化 し た 細 胞 の 検 出 あ る い は 糖 尿 病 の 検 出 な ど 、 診 断
・ 医 療 な ど の 分 野 で 利 用 さ れ る
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ４ 】
【 図 １ 】 結 合 性 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ の 構 造 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 結 合 性 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ の 構 造 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 緩 衝 液 １ ～ ８ 中 で の 結 合 性 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ Ｒ Ｐ １ と 各 種 イ ノ シ ト ー ル リ ン
脂 質 と の 結 合 体 の 形 成 量 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 緩 衝 液 １ ～ ４ 中 で の 結 合 性 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｔ ａ ｐ ｐ １ と 各 種 イ ノ シ ト ー ル リ
ン 脂 質 と の 脂 質 オ ー バ ー レ イ ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ ラ ン の 写 真 で
あ る 。
【 図 ５ 】 結 合 性 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｌ Ｃ δ Ｐ Ｈ を 用 い た 場 合 の 、 Ｐ Ｉ （ ４ ， ５ ） Ｐ ２ 量
と 吸 光 度 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 結 合 性 融 合 蛋 白 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ Ｒ Ｐ １ を 用 い た 場 合 の 、 Ｐ Ｉ （ ３ ， ４ ， ５ ） Ｐ ３ 量
と 吸 光 度 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 結 合 性 融 合 蛋 白 質 の Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ 結 合 ド メ イ ン 数 と 、 結 合 性 融 合 蛋 白 質 と 各 種
イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 と の 結 合 体 の 形 成 量 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 Ｔ ａ ｐ ｐ １ Ｐ Ｈ 結 合 ド メ イ ン 数 が 異 な る 結 合 性 融 合 蛋 白 質 を 用 い た 場 合 の 、 Ｐ Ｉ
（ ３ ， ４ ） Ｐ ２ 量 と 結 合 体 の 形 成 量 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 数 と 、 結 合 性 融 合 蛋 白 質 と 各 種 イ ノ シ ト ー
ル リ ン 脂 質 と の 結 合 体 の 形 成 量 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Ｅ Ｅ Ａ １ Ｆ Ｙ Ｖ Ｅ フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン 数 が 異 な る 結 合 性 合 蛋 白 質 を 用 い た 場 合
の 、 Ｐ Ｉ （ ３ ） Ｐ 量 と 結 合 体 の 形 成 量 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种简单而准确的磷脂酰肌醇定量方法。解决方
案：这种磷脂酰肌醇的测量方法包括将样品中包含的磷脂酰肌醇固定在
固相上的方法，使磷脂酰肌醇结合蛋白与固定的磷脂酰肌醇接触并在磷
脂酰肌醇之间形成缀合物的方法。和磷脂酰肌醇结合蛋白，使缀合物与
标记蛋白质接触并形成标记的缀合物的方法，以及测量标记的缀合物中
标记量的方法。 Ž
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