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(57)【要約】
　本発明は、窓開き構造を同定するための原形質膜マー
カーに関する。本発明はまた、原形質膜マーカー及び光
学顕微鏡を用いて窓開き構造を視覚化する方法にも関す
る。本発明はまた、窓開き構造に対する原形質膜マーカ
ーを同定する方法にも関する。特に、本発明は、窓開き
構造多孔板の成分としてのモエシンの特徴付けに関する
。とりわけ、本発明は、原形質膜マーカーとしてのモエ
シンの使用に関する。内皮細胞の窓又は透過性の同定の
ための原形質膜マーカーとしてモエシンを使用し得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）一群の窓開き構造誘導内皮細胞及び一群の窓開き構造非誘導内皮細胞から原形質膜
を単離する段階；
　ｂ）一群の窓開き構造誘導内皮細胞から単離された物質において２次元ゲル電気泳動を
行う段階；
　ｃ）一群の窓開き構造非誘導内皮細胞から単離された物質において２次元ゲル電気泳動
を行う段階；
　ｄ）一群の窓開き構造誘導内皮細胞の二次元ゲルにおけるスポットの染色強度と一群の
窓開き構造非誘導内皮細胞の二次元ゲルにおけるスポットの染色強度との間の倍数差を調
べる段階；
　ｅ）スポットを切り出す段階；および
　ｆ）スポットに対して特定のタンパク質識別を割り当てるために、タンパク質の理論的
トリプシン消化から、フィンガープリントのデータベースに対してスポットを解析する段
階
を含む、内皮細胞系において窓開き構造に対するマーカーを同定する方法。
【請求項２】
　質量分析を利用して、切り出されたスポットに対して特徴的な質量フィンガープリント
を生成させる段階をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　スポットの割り当てられたタンパク質識別を確認する段階をさらに含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項４】
　スポットのタンパク質識別を確認する段階が、候補タンパク質の関連する分画における
イムノブロッティング抗体を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　スポットの検出を確認する段階が、基準物としての誘導細胞におけるＰＶ－１の特徴的
なパターンに対する免疫蛍光法を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　内皮細胞系が、ｂＥＮＤ５内皮細胞系及びＰｙ４．１内皮細胞系からなる群から選択さ
れる、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　内皮細胞系が脳内皮細胞腫株である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　原形質膜を単離する段階がシリカ単離法を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　ａ）抗モエシン抗体で内皮細胞系を染色する段階；
　ｂ）光学顕微鏡を用いて内皮細胞系を画像化する段階；
　ｃ）内皮細胞系において、モエシンに結合する蛍光標識された抗モエシンのレベルに基
づき窓開き構造を視覚化する段階
を含む、内皮細胞系において窓開き構造を視覚化するための方法。
【請求項１０】
　抗モエシン抗体が蛍光標識されている、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　内皮細胞系が、ｂＥＮＤ５内皮細胞系及びＰｙ４．１内皮細胞系からなる群から選択さ
れる、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　内皮細胞系が脳内皮細胞腫株である、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　モエシン、パラレミン、ラジキシン、コフィリン、トゥウィンフィリン、α－エノラー
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ゼ、アネキシンＩＩ、ムスクリン、推定ＲＮＡ結合タンパク質３、ヌクレオシドジホスフ
ェートキナーゼＢ及びｈｎＲＮＰ　Ｋからなる群から選択されるタンパク質を含む、内皮
細胞系において窓開き構造を検出するためのマーカー。
【請求項１４】
　マーカーが、窓開き構造に対する原形質膜マーカーである、請求項１３に記載マーカー
。
【請求項１５】
　マーカーが、モエシン及びラジキシンからなる群から選択されるタンパク質を含む、請
求項１３に記載のマーカー。
【請求項１６】
　モエシン及びＰＶ－Ｉを含む、窓開き構造を検出するためのマーカーの組み合わせ。
【請求項１７】
　モエシン及びＰＶ－Ｉを含むマーカーの組み合わせを視覚化する段階を含む、内皮細胞
系において窓開き構造を同定するための方法。
【請求項１８】
　モエシン及びＰＶ－Ｉを含むマーカーの組み合わせを視覚化する段階が光学顕微鏡を含
む、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　内皮細胞系が、ｂＥＮＤ５内皮細胞系及びＰｙ４．１内皮細胞系からなる群から選択さ
れる、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　内皮細胞系が脳内皮細胞腫株である、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　ＰＶ－Ｉ及びパラレミンを検出する段階を含む、内皮細胞系において窓開き構造を同定
する方法。
【請求項２２】
　減法プロテオーム分析を行う段階を含む、内皮細胞系において窓開き構造に対するマー
カーを同定する方法。
【請求項２３】
　進化ゲノミクスを行う段階をさらに含む、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　進化ゲノミクスを行う段階を含む、内皮細胞系において窓開き構造に対するマーカーを
同定する方法。
【請求項２５】
　有窓の細胞系に対してモエシンのドミナントネガティブ型を投与する段階を含む、有窓
細胞系において多孔板組成を変化させる方法。
【請求項２６】
　有窓の細胞系が、ＮＩＨ３Ｔ３細胞系及びｂＥＮＤ５細胞系からなる群から選択される
、請求項２６に記載の方法。
【請求項２７】
　モエシンのドミナントネガティブ型が融合タンパク質である、請求項２６に記載の方法
。
【請求項２８】
　モエシンのドミナントネガティブ型が、緑色蛍光タンパク質に融合させられたモエシン
のＮ－末端ドメインを含む融合タンパク質である、請求項２６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本願は、米国仮出願第６０／６２８，０８５号（２００４年１１月１５日提出）の優先
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権を主張する。上記出願の教示全体を参照により本明細書中に組み込む。
【０００２】
　本発明は、窓開き構造に対するマーカーに関する。本発明はまた、マーカー及び光学顕
微鏡を用いて窓開き構造を視覚化する方法にも関する。本発明はまた、窓開き構造に対す
るマーカーを同定する方法にも関する。特に、本発明は、窓開き構造に対するマーカーと
してモエシンの使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　窓開き構造は、細胞間透過性を制御する、カベオラ、経内皮チャネル及び小胞血管細胞
小器官とともにある、内皮細胞下の構造である。細胞間透過性は、内皮細胞を越える血漿
成分の通過として説明される。血管－組織交流の正確な制御は、心臓血管系との器官生理
学の適切な統合にとって重要である。したがって、自由な血液－組織交流に対する最初の
バリアである微小血管の内皮細胞は、血管壁を横切る巨大分子及び液体の流れを媒介し監
視するために、窓開き構造などの非常に特殊な特性を備えている。
【０００４】
　微細構造研究では、窓開き構造は、平均直径～６０ｎｍの細胞間循環孔（肝臓類洞内皮
内では～１２５ｎｍという大きなものであり得るが。）として説明される。窓開き構造は
、内皮の最も薄い領域にあり、ここで、細胞プロファイルは４０ｎｍという小さなもので
あり、細胞膜の連続性を妨げることなく、細胞の全層に広がる。この孔を横切る物質は、
細胞質の内容物と遭遇せず、迅速かつ、おそらくエネルギー効率のよい様式で輸送される
。殆どの血管床において、窓開き構造は、中央の小塊において収束するおよそ８本の放射
状の原繊維から構成される隔壁を含有し、それが孔を５－６ｎｍの開口部へとさらに切り
離す。
【０００５】
　窓開き構造は、「多孔板」（微小管が豊富な境界により取り囲まれている。）と呼ばれ
るおよそ５０－１００のクラスターで生じることが知られている。多孔板内で、窓開き構
造は、通常、各孔間が正確な間隔で、ほぼ直線的に配置されていることが分かっている。
【０００６】
　Ｐａｌａｄａ及びＳｉｍｉｏｎｅｓｃｕｓは、窓開き構造の隔壁の内腔で見られるグリ
コカリックス内でカチオン化フェリチン（ＣＦ）が選択的に蓄積することを示すことによ
り、１９６０年代、７０年代、８０年代に窓開き構造組成の研究を開拓した。最近の研究
により、窓開き構造隔壁の最初の既知成分として、内皮細胞特異的タンパク質、原形質小
胞１タンパク質（ＰＶ－Ｉ）が同定された。ＰＶ－Ｉは、隔壁の一次構造成分を構成する
ホモ二量体を形成すると考えられている、６０ｋＤａタイプＩＩ膜貫通型糖タンパク質で
ある。ＰＶ－Ｉ及び隔壁は、窓開き構造に特徴的なものではない。ＰＶ－Ｉ及び隔壁はま
た内皮細胞カベオラ及び経内皮チャネル内にも存在する。カベオラが豊富な細胞における
相互研究では、ＰＶ－Ｉと結合する新しいタンパク質を同定することができなかった（Ｓ
ｔａｎ，Ｒ．Ｖ．，Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｈｅａｒｔ　Ｃｉｒｃ．Ｐｈｙｓｉｏｌ
，２００４．２８６（４）：ｐ．Ｈ１３４７－５３）。
【０００７】
　窓開き構造の多孔板は特殊な膜構造であり、その分子組成について非常に興味がもたれ
てきたが、適切な研究ツールが存在せず、捕らえにくいままであった。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、一部、窓開き構造の多孔板の新規成分及び窓開き構造形成及び機能に関する
新規成分の発見に基づく。特に、本発明は、窓開き構造多孔板に対するマーカーの発見に
基づく。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
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　ある態様において、本発明は、窓開き構造多孔板に対するマーカーを同定する方法に関
する。ある実施形態において、本方法は、プロテオミクスを含む。別の実施形態において
、本方法は、進化的ゲノミクスを含む。ある実施形態において、本発明は、窓開き構造多
孔板の成分としてのモエシンの特徴を調べる方法に関する。別の実施形態において、本発
明は、窓開き構造多孔板の成分として、又は窓開き構造を形成するプロセスの成分として
の、パラレミンの特徴を調べる方法に関する。
【００１０】
　別の態様において、本発明は、窓開き構造を同定することにおける使用のためのマーカ
ーに関する。ある実施形態において、このマーカーは、窓開き構造を同定するための原形
質膜マーカーである。ある実施形態において、本発明は、窓開き構造を同定することにお
ける使用のための原形質膜マーカーとしてのモエシンに関する。ある実施形態において、
本発明は、窓開き構造を同定することにおける使用のためのマーカーとしてのパラレミン
に関する。
【００１１】
　別の態様において、本発明は、窓開き構造を同定するためにマーカーを使用する方法に
関する。ある実施形態において、本発明は、窓開き構造を同定するためにマーカーとして
モエシンを使用する方法に関する。別の実施形態において、本発明は、窓開き構造を同定
するマーカーとしてパラレミンを使用する方法に関する。
【００１２】
　別の態様において、本発明は、マーカー及び光学顕微鏡を用いて窓開き構造を視覚化す
る方法に関する。ある実施形態において、本発明は、マーカーとしてモエシン及び光学顕
微鏡を用いて窓開き構造を視覚化する方法に関する。別の実施形態において、本発明は、
窓開き構造に対するマーカーの組み合わせ及び光学顕微鏡を用いて窓開き構造を視覚化す
る方法に関する。ある特定の実施形態において、マーカーの組み合わせは、モエシン及び
ＰＶ－Ｉを含む。
【００１３】
　モエシンは、ＰＶ－Ｉを欠くがモエシンを含有する非隔壁化毛細血管床を探ることにお
いて、その免疫反応性ゆえに有用であり得る。モエシンはまた、ＰＶ－Ｉ（抗モエシン標
識と組み合わせてカベオラ及び窓開き構造に対する二重特異性を有するマーカーである。
）に対する免疫反応性に基づき、より明瞭な窓開き構造の分類を行うために、窓開き構造
に対するその特異性ゆえに有用であり得る。モエシンはまた、血管内皮増殖因子（ＶＥＧ
Ｆ）依存性の指標として、及び、内皮細胞における窓開き構造又は透過性の指標としても
有用であり得る。モエシンはまた、病気の治療標的としても有用であり得る。
【００１４】
　膜－細胞骨格アダプター、モエシンと窓開き構造との間の連結は、重要な機能的関連性
を有し、窓開き構造の生物発生の研究において新しい道を拓く。窓開き構造の新規成分と
してのモエシンの発見は、光学顕微鏡による窓開き構造の視覚化のための重要な段階であ
る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　本発明は、窓開き構造の成分の同一性を決定する方法に関する。本発明はまた、窓開き
構造の形成及び機能に関与する成分の同一性を決定する方法にも関する。特に、本発明は
、孔の周縁又は窓開き構造多孔板を構成する分子を同定する方法に関する。窓開き構造誘
導は、原形質膜への新規成分の補充に関与すると考えられている。
【００１６】
　ある態様において、本発明は、インビトロ窓開き構造誘導及び細胞内プロテオーム分析
を含む、内皮細胞系における窓開き構造に対するマーカーを同定する方法を提供する。特
に、本発明は、減法プロテオーム分析を用いて、内皮細胞系において窓開き構造に対する
マーカーを同定する方法を提供する。
【００１７】



(6) JP 2008-520572 A 2008.6.19

10

20

30

40

50

　ある実施形態において、本発明は、内皮細胞系において窓開き構造に対するマーカーを
同定する方法を提供し、この方法は、
　ａ）一群の窓開き構造誘導内皮細胞及び一群の窓開き構造非誘導内皮細胞から原形質膜
を単離する段階；
　ｂ）一群の窓開き構造誘導内皮細胞から単離された物質において２次元ゲル電気泳動を
行う段階；
　ｃ）一群の窓開き構造非誘導内皮細胞から単離された物質において２次元ゲル電気泳動
を行う段階；
　ｄ）一群の窓開き構造誘導内皮細胞の二次元ゲルにおけるスポットの染色強度と一群の
窓開き構造非誘導内皮細胞の二次元ゲルにおけるスポットの染色強度との間の倍数差を調
べる段階；
　ｅ）スポットを切り出す段階；および
　ｆ）スポットに対して特定のタンパク質識別を割り当てるために、タンパク質の理論的
トリプシン消化から、フィンガープリントのデータベースに対してスポットを解析する段
階を含む。
【００１８】
　別の実施形態において、原形質膜を単離する段階は、シリカ単離法を含む。
【００１９】
　別の実施形態において、本方法は、質量分析を利用して、切り出されたスポットに対し
て特徴的な質量フィンガープリントを生成させる段階をさらに含む。
【００２０】
　別の実施形態において、本方法は、スポットの割り当てられたタンパク質識別を確認す
る段階をさらに含む。ある特定の実施形態において、、スポットの割り当てられたタンパ
ク質識別を確認する段階は、候補タンパク質の関連する分画におけるイムノブロッティン
グ抗体を含む。別の特定の実施形態において、スポットの検出を確認する段階は、誘導細
胞におけるＰＶ－１の特徴的なパターンに対する免疫蛍光法を基準物として含む。別の特
定の実施形態において、スポットの検出を確認する段階は、光学顕微鏡を含む。
【００２１】
　別の態様において、本発明は、進化ゲノミクス（比較ゲノミクス）を含む、内皮細胞に
おいて窓開き構造に対するマーカーを同定するための方法を提供する。複数の種に対して
利用可能な完全なゲノム配列を用いて、比較ゲノミクスアプローチを用いて、有窓の生物
に特に存在する遺伝子を同定する。プロテオミクスから同定されたタンパク質と、比較ゲ
ノミクスから同定された遺伝子を比較する。共通のものは、窓開き構造の組成又は形成プ
ロセスに関与する可能性が高い遺伝子標的を示す。
【００２２】
　ある実施形態において、内皮細胞系は脳内皮細胞腫株である。別の実施形態において、
内皮細胞系は、ｂＥＮＤ５内皮細胞系及びＰｙ４．１内皮細胞系からなる群から選択され
る。ある特定の実施形態において、内皮細胞系はｂＥＮＤ５内皮細胞系である。
【００２３】
　本発明の別の態様は、光学顕微鏡用いた窓開き構造を視覚化する方法に関する。
【００２４】
　本発明はまた内皮細胞系において窓開き構造を視覚化するための方法にも関し、この方
法は、
　ａ）抗モエシン抗体で抗内皮細胞系を染色する段階；
　ｂ）光学顕微鏡を用いて内皮細胞系を画像化する段階；
　ｃ）内皮細胞系において、モエシンに結合する蛍光標識された抗モエシンのレベルに基
づき窓開き構造を視覚化する段階を含む。
【００２５】
　ある実施形態において、抗モエシン抗体は蛍光標識されている。
【００２６】
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　本発明はまた、窓開き構造を検出するための原形質膜マーカーにも関する。ある態様に
おいて、本発明は、内皮細胞系において窓開き構造を検出するためのマーカーに関する。
別の態様において、本発明は、インビボで窓開き構造を検出するためのマーカーに関する
。
【００２７】
　ある実施形態において、窓開き構造を検出するためのマーカーは、モエシン、パラレミ
ン、ラジキシン、コフィリン、トゥウィンフィリン、α－エノラーゼ、アネキシンＩＩ及
びｈｎＲＮＰ　Ｋ、ムスクリン、推定ＲＮＡ結合タンパク質３ならびにヌクレオシドジホ
スフェートキナーゼＢからなる群から選択されるタンパク質を含む。ある特定の実施形態
において、窓開き構造を検出するための原形質膜マーカーはモエシンを含む。ある特定の
実施形態において、窓開き構造を検出するためのマーカーはパラレミンを含む。
【００２８】
　本発明はまた、窓開き構造を検出するための原形質膜マーカーの組み合わせにも関し、
この原形質膜マーカーの組み合わせはＰＶ－Ｉ及びモエシンを含む。
【００２９】
　本発明はまた、窓開き構造を同定するために、原形質膜マーカーとしてモエシンを用い
る方法にも関する。ある実施形態において、本発明は、内皮細胞系において窓開き構造を
同定するために、原形質膜マーカーとしてモエシンを用いる方法に関する。別の実施形態
において、本発明は、インビボで窓開き構造を同定するために、原形質膜マーカーとして
モエシンを用いる方法に関する。
【００３０】
　本発明のある実施形態は、内皮細胞系における窓開き構造の指標としてモエシンを使用
する方法を提供する。本発明の別の実施形態は、内皮細胞系での透過性に対するマーカー
としてモエシンを使用する方法を提供する。本発明の別の実施形態は、内皮細胞系におけ
る疾患の治療標的としてモエシンを使用する方法を提供する。本発明の別の実施形態は、
インビボの疾患の治療標的としてモエシンを使用する方法を提供する。
【００３１】
　ある実施形態において、細胞内プロテオーム分析の第一段階は、原形質膜を細胞の他の
部分から単離することを含む。原形質膜の単離により、誘導の非特異的影響が除かれ、分
析すべき混合物のタンパク質の複雑性を最小限にし、関連のある変化が起こる細胞分画に
集中させる。
【００３２】
　ある実施形態において、原形質膜の単離の段階は、全体として原形質膜の物理化学的特
性に基づくアフィニティー精製法を使用する。本方法は、負に荷電した原形質膜に対する
陽イオン性コロイドシリカの高親和性を利用する。シリカの結合において、原形質膜は、
細胞の残りの部分からそれらを分離するために使用できるユニークな密度を獲得する（Ｊ
ａｃｏｂｓｏｎ，Ｂ．Ｓ．及びＤ．Ｂｒａｎｔｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９７７、１９５
（４２７５）：ｐ．３０２－４．Ｃｈａｎｅｙ，Ｌ．Ｋ．及びＢ．Ｓ．Ｊａｃｏｂｓｏｎ
，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ、１９８３．２５８（１６）：ｐ．１００６２－７２；Ｓｔｏ
ｌｚ，Ｄ．Ｂ．及びＢ．Ｓ．Ｊａｃｏｂｓｏｎ，Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ，１９９２．１０
３（Ｐｔ１）：ｐ．３９－５１；Ｍａｓｏｎ，Ｐ．Ｗ．及びＢ．Ｓ．Ｊａｃｏｂｓｏｎ，
Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ．，１９８５．８２１（２）：ｐ．２６４－
７６）。シリカは、負の電荷が特に高濃度であることから、膜の有窓の領域に誘引され得
る。シリカはまた、負の電荷を適所に堅く保持することにより、膜の下部構造を安定化さ
せ得る（Ｓｉｍｉｏｎｅｓｃｕ，Ｎ．Ｍ．Ｓｉｍｉｏｎｅｓｃｕ及びＧ．Ｅ．Ｐａｌａｄ
ｅ，Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，１９８１．９０（３）：ｐ．６０５－１３）。シリカ被
覆は、分画化した原形質膜の小胞形成を防ぎ、シリカが化学的に不活性であるため、何れ
の成分も変化させることなく時空間的なタンパク質及び脂質関係を維持することが報告さ
れている（Ｓｃｈｎｉｔｚｅｒ，Ｊ．Ｅ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９９５．２６９（５２
２９）：ｐ．１４３５－９；Ｓｃｈｎｉｔｚｅｒ，Ｊ．Ｅ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａ
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ｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、１９９５．９２（５）：ｐ．１７５９-６３）。陽イオン性コ
ロイドシリカ単離法を行うことにより、全細胞ホモジェネートよりも原形質膜が顕著に濃
縮される。
【００３３】
　陽イオン性コロイドシリカ原形質膜単離の例を、ラトルンクリ－誘導及びビヒクル誘導
ＥＮＤ５及びＰｙ４．１細胞培養物に適用したが、これを図１で図式化して示す。
【００３４】
　単離手段の過程の後、この手段において様々な段階から試料を得て、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
電気泳動及びウェスタンブロッティング後に、特定の細胞小器官マーカーの存在について
生化学的に追跡する（図２）。全細胞、細胞内膜、原形質膜及び核及び原形質膜分画に対
するタンパク質の等量の比較から、ＶＥ－カドヘリン及びＰＶ－Ｉなどの原形質膜マーカ
ーが漸進的に濃縮されることが示される。全細胞に対する原形質膜分画におけるＶＥ－カ
ドヘリン及びＰＶ－Ｉの濃縮は約５倍から４０倍であり、一方、ＧＭ１３０などのゴルジ
マーカーは約２倍から２０倍の減少を示した。さらに、細胞内膜分画において原形質膜マ
ーカーに対するシグナルは検出されず、このことから、そのユニークな新しい密度ゆえに
、予測したように、第一の低速遠心段階の上清における原形質膜の損失及び核との原形質
膜の共沈降がないか又は僅かであることが示された。
【００３５】
　ＴＥＭを用いて固定原形質膜ペレットからの薄片を調べることにより、微小構造的にシ
リカ単離法を確認した。非誘導及び誘導ｂＥＮＤ５細胞の原形質膜ペレットからの低倍率
画像から、「糸上のビーズ」のように見えるシリカ被覆原形質膜シートが両分画の主要な
要素であることが示された（図３）。生化学データ及び光学顕微鏡観察と一致して、ペレ
ットにおいて全細胞が見られることもあった（図４Ａ）。非誘導細胞からの原形質膜の高
倍率画像により、単離された膜シートの細胞質側に付着するカベオラの存在が分かった（
図４Ｂ）。全細胞中のカベオラ及び細胞内細胞小器官の両方が形態的に無傷であると思わ
れ、シリカは細胞の外側に限定された。シリカ粒子のサイズは平均直径２０から５０ｎｍ
であり、したがって、窓開き構造を含む膜そのものの、存在するあらゆる微小構造をマス
クした（図４Ｃ及び４Ｄ）。
【００３６】
　プロテオーム比較のために処理される物質の質を確認するために、光学顕微鏡により各
誘導を確認し、各精製を生化学的に追跡した。単離プロトコールの開始時に培養ディッシ
ュ中に含まれるカバースリップを固定し、隔壁マーカー、ＰＶ－Ｉ及び微小管に対して免
疫染色を行った。細胞骨格、カベオラ又は細胞内細胞小器官を欠く細胞の細い領域におけ
るＰＶ－Ｉ染色から、窓開き構造「多孔板」が示された。誘導ｂＥＮＤ５及びＰｙ４．１
細胞において、チューブリン「スペーサー」により分けられた、密接に並んだ「島」のよ
うに特徴的な窓開き構造パッチが見られた（図５Ａ）。
【００３７】
　各細胞タイプに対して、比較のためにラトルンクリン誘導物質及びビヒクル誘導物質を
得た。ｂＥＮＤ５細胞の場合、ビヒクルによる何らかの相違を正確に特定することができ
るように、完全に非処理の細胞（Ｃ１と呼ぶ。）及び誘導開始時（時間０）に原形質膜単
離のために処理した細胞のさらなる対照を使用した。精製プロトコール進行の全過程にわ
たり様々な細胞内分画を一部採取し、ＰＶ－Ｉの濃縮及びゴルジマーカーＧＳ２８などの
細胞内成分の減少について調べた（図５Ｂ）。
【００３８】
　ある実施形態において、窓開き構造の成分を同定する方法は、減法２Ｄ－ゲル電気泳動
分析の段階を含む。十分な物質をプールし、ビヒクル誘導及び非誘導Ｐｙ４．１細胞用の
一群の３連ゲル及び、非処理、ビヒクル誘導及び誘導ｂＥＮＤ５細胞に対する３連ゲル　
３セットを作製した（図６及び図１３）。ＰｒｏＧｅｎｅｓｉｓ（Ｒ）ソフトウェア（Ｐ
ｒｏｌｉｆｉｃ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗａｒｋ，ＣＡ）を用いて細胞タイプごとに全てのゲルを
集合的に分析し、誘導及び非誘導試料におけるスポットの染色強度間の倍数差を得て、Ｓ
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ｔｕｄｅｎｔのｔ検定を用いてそれらの差に対するｐ－値を得た（図７）。分析の第一回
目において、１以上の次の基準を満たすスポットを選択した：ａ）染色強度の倍数増加が
誘導試料において２を超える、ｂ）何らかの倍数増加に対して、ｐ－値が０．０５未満で
ある、ｃ）スポットが誘導試料においてユニークである。質量分析のために選択した全ス
ポットのまとめ倍数差及びｐ－値を付随する。）を図１５で示す。
【００３９】
　ある実施形態において、窓開き構造の成分を同定する方法は、質量分析を用いて識別を
割り当てる段階を含む。切り出したスポットをトリプシンで消化し、質量分析により分析
して、各スポットに対して特徴的なペプチド質量フィンガープリントを生成させる（ただ
し、十分なタンパク質量が存在するならば）。次に、各スポットに対して特定のタンパク
質識別を割り当てるために、タンパク質の理論的トリプシン消化からのフィンガープリン
トのデータベースに対して、各質量フィンガープリントをマッチングさせる。得られたト
リプシン断片による理論的タンパク質識別の％範囲、その識別にマッチするトリプシン断
片の分画、ＭＯＷＳＥスコア及び切り出したスポットのｐＩ及び分子量と理論的識別のそ
れとの間の関係などの情報を全て考慮した後、特定の識別を割り当てる。複数の識別が割
り当てられた場合、その識別は、可能性のある識別間のトリプシン断片パターンの類似性
、又はゲルにおける１つのスポット中に複数のタンパク質が存在することの何れかにより
説明できる。さらに、特に、あるタンパク質の翻訳後状態の集合物を示すクラスターにお
いて見られる場合、個々のスポットがしばしば同じタンパク質に相当した。各試料におけ
るスポットに対する割り当てタンパク質識別の詳細を図１４に示し、その機能に従い図１
６でまとめる。図１６は、その機能に従い分類された候補タンパク質をまとめた表である
。複数の機能を有するタンパク質の場合、最もよく知られたもののみを示す。行った全て
のタイプの分析に対して、倍数変化及び付随するｐ－値を示す。総変化とは、試料におけ
る全てのゲルにわたる、対照細胞に対する誘導細胞のスポット強度の倍数変化を指す。カ
ラムＬ対Ｃ２（１）、Ｌ対Ｃ２（２）及びＬ対Ｃ２（３）は、ｂＥＮＤ５細胞実験１、２
及び３に対してそれぞれ行われた個々のバッチ分析におけるスポット強度の倍数変化を指
す。複数のタンパク質識別を１つのスポットに割り当てることができ（例えばｂＥＮＤ５
　４００）、同じタンパク質識別を複数のスポットに合わせることができる（例えばｂＥ
ＮＤ５　５２６及び５２７）ことに留意されたい。ハイライトを付したものは、切り出し
及びそれに続くタンパク質含量同定に対する特定スポットの選択を決定した倍数変化であ
る。その細胞内局在又は機能について候補を分類するカテゴリーを図８においてパイチャ
ートで説明する。
【００４０】
　ある実施形態において、窓開き構造の成分を同定する方法は、標的確認の段階を含む。
ある特定の実施形態において、標的確認は、候補タンパク質に対するイムノブロッティン
グを含んだ。別の特定の実施形態において、標的確認は免疫蛍光法を含んだ。
【００４１】
　減法プロテオーム分析の所見を確認するために、候補タンパク質に対する抗体を用いて
、関連する分画におけるイムノブロッティングを行った。２種類の条件におけるタンパク
質の等量を比較することにより、コフィリン、α－エノラーゼ、ラジキシン、モエシン、
アネキシンＩＩ及びｈｎＲＮＰ　Ｋのタンパク質レベルの変化を評価した（図９Ａ、９Ｂ
）。
【００４２】
　調べた全ての誘導膜分画においてコフィリンが上方制御された。アネキシンＩＩは可変
的に上方制御された。α－エノラーゼ及びｈｎＲＮＰ　Ｋは両者とも、上方制御されたと
思われた。モエシンのリン酸化型を主に認識する抗体を用いて調べることにより、モエシ
ンのリン酸化型の増加が示される。モエシンに対する２ｄ－ゲルスポットパターンは、「
一連のスポット」の一部として現れ（図７）、複数のリン酸化状態において存在するタン
パク質の特徴を示す。
【００４３】
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　原形質膜濃縮が試料間の関連性のある差を明らかにするために必要であるという仮説と
一致して、コフィリン濃縮は、非誘導細胞の原形質膜分画に対する誘導細胞の原形質膜分
画の比較においてのみ明らかであり、一方で、全細胞ホモジェネートでの比較では存在し
ない（図９Ｃ）。主に細胞質性のタンパク質、α－エノラーゼに対して同様のパターンが
見られるが、非誘導細胞に対し、誘導細胞においてこのタンパク質のより多くの部分が原
形質膜分画とともに同時精製される（図９Ｃ）。α－エノラーゼの４８ｋＤａバンドに加
えて、３５ＫＤａバンドは、ｂＥＮＤ５及びＰｙ４．１試料の両方において、対照及び誘
導細胞の原形質膜分画でのみ常に現れる。
【００４４】
　次に、ｂＥＮＤ５細胞における免疫蛍光法により、窓開き構造に関して、細胞内局在に
ついて、ウェスタンブロッティングにより確認された標的を調べた。誘導細胞におけるＰ
Ｖ－Ｉに対する特徴的なパターンを、窓開き構造の存在及び出現に対する基準として使用
した。
【００４５】
　アクチン結合タンパク質、コフィリン及びアネキシンＩＩは、窓開き構造パッチ間の隔
壁として働く細胞の厚い領域と関連すると思われる（図１０Ａ－Ｆ）。対照及び誘導細胞
の両方の核周辺領域においてα－エノラーゼが主に濃縮されていた。膜－細胞骨格アダプ
ターであるモエシン及びラジキシンは、誘導細胞においてＰＶ－Ｉによりマークされる同
じ窓開き構造パッチに再分布される（図１０Ｃ、１０Ｄ）。モエシン及びラジキシンに対
するヤギポリクローナル抗体を用いて得られる染色パターンは、ほぼ完全にＰＶ－Ｉに対
するものと重複し、モエシンに対するマウスモノクローナル抗体を用いてモエシンについ
てこれを確認した。
【００４６】
　減法プロテオーム分析は、高分解能の全プロテオーム分析よりも、より少なく、より操
作しやすい一連の候補タンパク質が得られるため、有利である。このような差次的発現ア
プローチにおいて、候補セットのサイズは、比較下の試料間の差の程度及び研究者が設定
するストリンジェンシー基準により変化し得る。アクチン破壊剤での処理が異なる同一の
細胞タイプでのこの比較において、ユニークであり処理試料において２倍を超えて上方制
御されるか、又は処理試料において、ｐ＜０．０５の信頼区間で上昇するかの何れかのス
ポットのみを考慮し、一連の２６個のユニークなタンパク質識別を得た。しばしば、同じ
スポットが複数の識別を有したが、これは、タンパク質データベースに対するアミノ酸配
列ではなく、むしろ、質量フィンガープリントのマッチングに基づく、使用される識別割
り当ての方法が絶対的ではないことに原因があり得る。２以上の識別の間のあいまいさが
解決できなかった場合、識別割り当て法における限界及び２Ｄ－ゲルそのものの分解能を
配慮し、それらは全て可能性ありとみなした。
【００４７】
　全体としては、２６種類のタンパク質識別から、２３種類が特徴的な遺伝子産物であり
、２種類が機能的スクリーニングで既に同定されており（Ｒａｓ抑制タンパク質１、イン
ターフェロン活性化タンパク質２０５）、１つが既知のタンパク質（推定ＲＮＡ結合タン
パク質３）との構造類似性に基づき部分的に特徴が分かった。これらの報告された、又は
場合によって推定の細胞内局在に基づくタンパク質の分類から、全部で５４％が原形質膜
及び同時精製細胞骨格と関連し、他の３３％が様々な他の細胞質構造と関連していること
が示された。一連の原形質膜関連タンパク質の中で、膜貫通領域を持つタンパク質はなく
、代わりに、周辺に連結されているか、又は二重層に脂質を介して結合されていた。機能
に関するタンパク質の分類から、候補の殆どが、膜のリモデリング又はエンドサイトーシ
スプロセスに関与し、一方、アクチン結合タンパク質、細胞骨格モーター及び転写又は翻
訳に関与するタンパク質が殆どの割合を占めることが示された。
【００４８】
　窓開き構造に関して見た場合、候補タンパク質を２つのカテゴリーに分けることができ
る。即ち、構造成分及び窓開き構造発生のある段階に関与するもの、である。窓開き構造
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形成における細胞骨格リモデリングの役割が報告されている。［２４－２８］コフィリン
は、単量体及び繊維状アクチンの両方に結合し、それらの尖端からフィラメントを脱重合
することにより、及び、単量体ＧＤＰ結合アクチンにおける自然なヌクレオシド交換を阻
害することにより、アクチンフィラメント分解を増加させることが報告されている。［２
９、３０］。トゥウィンフィリン（又はタンパク質チロシンキナーゼ９）は、アクチン単
量体を隔離し、ヌクレオチド交換を妨げる能力を有し、これは、単量体アセンブリーを阻
害すると考えられている［３０、３１］。トランスゲリンは、あまり特徴が分からないア
クチン結合タンパク質候補であるが、報告によると、一見したところコフィリン及びトゥ
ウィンフィリンの役割とは逆に、架橋アクチンフィラメントを凝集させるのに関与する［
３２、３３］。これらの内在性アクチン結合タンパク質は、おそらくこのプロセスを駆動
する、外部から添加されるラトルンクリンＡを補助するものとして、窓開き構造形成に必
要なアクチンフィラメントの分解に関与し得る。
【００４９】
　ミオシン及びキネシンは、細胞内で働く、それぞれアクチンフィラメント又は微小管上
を動く分子モータータンパク質である。両者とも、重鎖及び軽鎖のオリゴマーとして見ら
れ、重鎖はモータードメインとして働き、軽鎖は、ミオシンの場合制御の役割を有し、又
は、キネシンにおいては、細胞内局在及び輸送物の選択を決定する［３４－３６］。軽鎖
のみがこのスクリーニングにおいて同定されたが、全タンパク質機能ユニットを考慮する
。ミオシン及びキネシンは、有窓になろうとしている領域へ、又は領域から、小胞及び細
胞小器官を運ぶことにより、このプロセスを触媒し得る。ラトルンクリンＡは、カベオラ
の内在化及び微小管に沿ったそれらの動きを誘導することが報告されている［３７］。
【００５０】
　細胞骨格分解及び細胞小器官の動きはさておき、窓開き構造発生の一部として、連続構
造から、多数の孔により中断される非連続構造への、膜そのもののリモデリングが含まれ
る。原形質膜からある内部細胞小器官への膜サイクリングの手段として、エンドサイトー
シスは、このような膜リモデリングに対する有望なメカニズムであり、これに関連して、
腫瘍プロモーター　Ｎｍ２３は、接着結合のダイナミン介在エンドサイトーシスに必要で
あることが分かっている［３９］。パラレミンは、原形質膜活性及びその細胞増殖及びプ
ロセス形成誘導能の部位での膜の細胞質面との結合を介した、原形質膜ダイナミクスに関
わる別のタンパク質である［４０］。ＥＲＭ（エズリン－ラジキシン－モエシン）タンパ
ク質ファミリーを代表するラジキシン及びモエシンは、膜－細胞骨格アダプターとしての
役割を介して、アクチン分解及び原形質膜リモデリングの基本プロセスを結び付けること
ができる［４１］。ウェスタンブロッティングを用いて、上方制御されているものとして
、及び免疫蛍光法により、窓開き構造多孔板の一部であるものとしての両方で、候補タン
パク質を確認した。
【００５１】
　接着斑成分の質量分析に基づく試験において、ｈｎＲＮＰなどのＲＮＡ結合タンパク質
の同定は驚くべきものとなった。同じ試験において、免疫蛍光法によるこれらの候補タン
パク質の確認から、接着斑アセンブリーの最初の段階における拡散開始部位の成分として
の新規機能が浮き彫りとなった［４４］。窓開き構造発生の過程において、基質への接着
でもまたリモデリングが起こる。有窓の細胞からの接着斑の特徴である典型的なビンクリ
ン染色がないことから、接着斑が分解される必要があることが示唆される。候補タンパク
質ｈｎＲＮＰ　Ｋは、その新しく報告された機能の基本的に逆である、このようなプロセ
スに関与し得る。
【００５２】
　エクソソームと呼ばれるいくつかの小型のエキソサイトーシス小胞のプロテオームに関
する報告から、この試験において同定された候補タンパク質の多くについて、独立して確
認を行った［４５］。３８種類の同定タンパク質のリスト中のミオシン、ＥＲＭタンパク
質、キネシン、α－エノラーゼ、翻訳開始因子及びアネキシンＩＩとともに隔壁タンパク
質ＰＶ－Ｉが存在することから、窓開き構造の構造への同様の構造的状況におけるそれら
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の間の関係が示唆される。
【００５３】
　この試験は、このような細胞小器官のタンパク質補体を定義するために、同じ細胞の細
胞小器官欠乏状態と、細胞小器官が豊富である状態との減法プロテオミクス比較を最初に
使用するものであった。この試験はまた、窓開き構造多孔板のタンパク質を発見し、確認
することに最初に成功した試みであった。しかし、ＰＶ－Ｉと同様に、モエシン及びラジ
キシンは、窓開き構造に対してユニークではなく、様々な他の細胞構造の一部を形成する
。同定された、ＥＲＭタンパク質と窓開き構造との間の関係は、我々の知識を広げるため
のベースとなり得る。
【００５４】
　本明細書中に記載の窓開き構造多孔板の新たに同定された成分のうちの２つであるモエ
シン及びラジキシンは、ＥＲＭ（エズリン－ラジキシン－モエシン）タンパク質ファミリ
ーのメンバーであり、これらは、表層細胞骨格と原形質膜との間のアダプターとして働く
ことが知られている［６６］。３種類の密接に関連があるタンパク質である、エズリン［
６７］、ラジキシン［６８］及びモエシン［６９］は、関連タンパク質メルリン［７０、
７１］とともにＥＲＭファミリーを形成し、より大きな、４．１タンパク質スーパーファ
ミリーに属し、このメンバーは、そのアミノ末端のＦＥＲＭ（４．１、エズリン、ラジキ
シン、モエシン）ドメインを特徴とする［７０、７２－７４］。ＥＲＭタンパク質のＮ末
端ドメインは、およそ８５％の相同性を有していて、保存性が高く、内在性膜タンパク質
と直接又は間接的に相互作用することに関与してる［７５、７６］。～３００残基Ｎ末端
ドメインに続き、伸長したα－へリカルドメイン、その後、～８０残基のＣ末端繊維状ア
クチン（Ｆ－アクチン）結合ドメインが続き、これらは、ＥＲＭタンパク質の中で保存が
あまり高くない領域を表す［７５、７６］。神経線維腫症２腫瘍抑制遺伝子の産物である
メルリン［７０、７１］は、Ｎ末端ＦＥＲＭドメインを含有し、原形質膜においてＥＲＭ
相互作用因子（ｉｎｔｅｒａｃｔｏｒ）の一部を共有するが、Ｆ－アクチン結合ドメイン
をそのＣ末端において欠く［７５］。それにもかかわらず、やはりＦＥＲＭドメイン中の
アクチン結合領域を介してＦ－アクチンと相互作用することが報告されている［７７、７
８］。
【００５５】
　報告された機能的冗長性は、ＥＲＭタンパク質間の構造類似性が高いことと一致する。
ＥＲＭタンパク質は、培養細胞において同時発現される［６６、７６、７９、８３］。構
成的に活性のある［８４－８６］又はドミナントネガティブ［８７－８９］なタンパク質
型の使用から、細胞極性及び形態形成におけるそれらの重要な役割が説明される。ＥＲＭ
タンパク質は、細胞の形の決定、接着、運動性、細胞質分裂、食作用から、シグナリング
カスケードとの膜輸送の統合にわたる領域の機能に関わる［７５］。関連タンパク質メル
リンは、先述の機能の多くを共有している［９０］。
【００５６】
　ＥＲＭタンパク質機能の制御は、これらの構造のレベルで起こると考えられ、次いで、
特定の細胞内局在へと移る。ＦＥＲＭドメインとＣ末端ドメインとの間の阻害相互作用に
より、ＥＲＭタンパク質を単量体として維持し、これらを細胞質に閉じ込める［９１、９
２］。ＦＥＲＭドメインを介したホスファチジルイノシトール４，５－ビスホスフェート
（ＰＩＰ２）との相互作用が起こり、その後、Ｃ末端ドメインの保存的スレオニン残基で
リン酸化が起こることにより、膜及びアクチン結合部位の両方がマスクされると考えられ
る［９３－９５］。分子間ならびに分子内で阻害相互作用が起こり得るが、オリゴマー状
態の重要性は現在のところ不明である［８５、９１、９６］。リン酸化及びリン脂質結合
は、Ｒｈｏシグナルカスケードの下流にあると考えられている［９３、９７-９９］が、
一方、Ｒａｃの下流のＥＲＭ機能もまた報告されている［１００］。ＥＲＭタンパク質も
また、正［１０１］又は負［１０２］の制御因子の何れかとして、Ｒｈｏ上流で機能する
ことが分かっており、このことから、フィードバックメカニズムの存在が示唆される。
【００５７】
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　出願者らは、窓開き構造多孔板の新規成分の特徴を述べる。インビトロ及びインビボに
おいて、窓開き構造内のＥＲＭタンパク質モエシンの存在を支持する証拠が蓄積された。
ｂＥＮＤ５細胞系において、細胞内分布、リン酸化状態及びタンパク質の界面活性剤溶解
性を評価した。さらに、窓開き構造形成のタイムコース及び免疫沈澱実験により、窓開き
構造発生におけるモエシンの潜在的役割を検討した。
【００５８】
　殆どの培養細胞において全ＥＲＭファミリーメンバーが存在すること、及び窓開き構造
の形成を起こしやすい細胞系における特異的なＥＲＭファミリーメンバーの共存から、各
膜の細胞内分布における研究が促進された（図１１）。エズリン、ラジキシン、モエシン
又は関連タンパク質メルリンに対して、ラトルンクリン誘導ｂＥＮＤ５細胞を免疫染色し
た。窓開き構造局在を解明するために、多孔板をマークする対比染色として抗ＰＶ－１（
ＭＥＣＡ－３２）を使用した。報告されている機能的冗長性にもかかわらず、多孔板に局
在したＥＲＭメンバーは、モエシン（図１１、Ａ－Ｃ）及びラジキシン（図１１、Ｊ－Ｌ
）のわずか２種類であった。対照的に、エズリン（図１１、Ｄ－Ｆ）及びメルリン（図１
１、Ｇ－Ｉ）は、多孔板から排除されていると思われ、代わりに、これらの間の細胞質ア
ームに限定されていた。
【００５９】
　培養内皮細胞において窓開き構造に対してＥＲＭファミリーメンバー及びメルリンによ
り示される特異性が、インビボでの有窓の毛細血管床の分析において反映された。眼の脈
絡毛細管枝は、隔壁タンパク質ＰＶ－Ｉに対する免疫染色により視覚化できる隔壁のある
窓開き構造［１０３、１０４］を有するので、これを分析の適切な組織として選択した。
眼切片の３重染色において（図１２）、２種類の異なる組織がすぐに見えた：即ち、既に
報告されているような［１０５、１０６］エズリンに対する免疫反応のある網膜色素上皮
（図１２Ｂ、Ｆ）及び、ＰＶ－Ｉ及びモエシンの両方に対する免疫反応のある有窓の脈絡
毛細管枝（図１２Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ）である。低倍率（図１２Ｄ）及び高倍率（図１２Ｈ）
両方における３種類全てのチャネルの重ねあわせから、同じ細胞タイプ内でモエシン及び
ＰＶ－Ｉが共局在すること、及びエズリンが排除されていることが示された。
【００６０】
　その二重結合特性を考慮すると、モエシンは、窓開き構造発生内のコーディネーターと
して作用し得、細胞骨格の調節を、原形質膜のリモデリングへと進ませる。あるいは、窓
開き構造多孔板におけるモエシンの構造上の寄与は、Ｔ細胞シナプス［１０７］及び有足
細胞足突起［１１５］において生じるように、特定のタンパク質を特別な膜微小ドメイン
に限定することに関与し得る。モエシンはまた、そのオリゴマー化特性を介して、有窓領
域の細胞骨格の支持を与えること、又は、頂端と基底原形質膜との間の密接な連立を維持
することにおいて、足場の役割も行い得る。興味深いことに、ＥＲＭタンパク質に関連す
る特別な細胞表面構造の圧倒的多数が、負の膜湾曲の共通特性を有する。腸の微絨毛、不
動毛、有足細胞足突起及び膜を裏打ちする窓開き構造の全てが、鋭い負曲率を有する。
【００６１】
　別の態様において、本発明は、進化的ゲノミクス（比較ゲノミクス）を含む、内皮細胞
系において窓開き構造に対する原形質膜マーカーを同定する方法を提供する。利用可能な
複数の完全なゲノミクス配列を用いて、比較ゲノミクスアプローチを使用して、有窓の生
物において特異的に存在する遺伝子を同定する。比較ゲノミクスから同定された遺伝子を
、プロテオミクスから同定されたタンパク質と比較する。共通するものは、窓開き構造の
組成又は形成プロセスに関与する可能性が高い遺伝子標的を示す。
【００６２】
　大量の局所的液体又は巨大分子の交換が必要である生物において窓開き構造が見られ始
めた。ヒルの他に、何れの無脊椎動物でも窓開き構造は見られていなかった（Ｃａｓｌｅ
ｙ－Ｓｍｉｔｈ，Ｊ．Ｒ．Ｔｈｅ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｉｎｅ　ｓｔ
ｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｂｌｏｏｄ　ｖｅｓｓｅｌｓ　ａｎｄ　ｌｙｍｐｈａｔｉｃｓ：
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ．Ｌｙｍｐｈｏｌｏｇｙ，
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１９８７．２０：ｐ．１８２－１８８）。窓開き構造が見られているか否かに従い、２種
類のクラスに生物を分けた：即ち、有窓生物及び非有窓生物である。有窓生物には、ヒト
、マウス、ラット、ゼブラフィッシュ及びヒルが含まれる。非有窓生物には、酵母、シロ
イヌナズナ、Ｃ．エレガンス（センチュウ）及びＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ（ショウジョウバ
エ）が含まれる。図１７は、窓開き構造特異的遺伝子を濃縮するための、比較アプローチ
のＶｅｎｎ　Ｄｉａｇｒａｍを示す。１０－１０のカットオフＥ値でマッチするもの全て
を見出すために、ＮＣＢＩ－ＢＬＡＳＴＰにより、ヒトのゲノムとゼブラフィッシュのゲ
ノムを比較した。次に、ＮＣＢＩ－ＢＬＡＳＴＰにより、このマッチをシロイヌナズナゲ
ノムと比較し、１０－１０のカットオフＥ値でマッチするもの全てを排除した。残りの遺
伝子を窓開き構造関連遺伝子である可能性のあるものとして標識する。次いで、残りの遺
伝子をショウジョウバエ、酵母及びＣ．エレガンスのゲノムと比較し、１０－１０のカッ
トオフＥ値でマッチするものを排除して、窓開き構造に関与する遺伝子のリストを狭めた
。図１８は、有窓及び非有窓生物の比較を示す表である。比較ゲノム法及びプロテオミク
ス法の両方で、ムスクリン、推定ＲＮＡ結合タンパク質３、ヌクレオシドジホスフェート
キナーゼＢ及びパラレミンが同定された（図１９）。
【００６３】
　別の態様において、本発明は、多孔板成分を変化させるための方法に関する。ある実施
形態において、多孔板成分を変化させるための方法は、モエシンのドミナントネガティブ
型を投与することを含む。ある特定の実施形態において、モエシンのドミナントネガティ
ブ型は、融合タンパク質である。別の特定の実施形態において、モエシンのドミナントネ
ガティブ型は、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）と融合したモエシンの短縮Ｎ末端ドメイン
を含有する融合タンパク質（Ｎ－モエシン／ＧＦＰ）である、別の特定の実施形態におい
て、モエシンのドミナントネガティブ型をＮＩＨ３Ｔ３細胞に投与する。別の特定の実施
形態において、モエシンのドミナントネガティブ型をｂＥＮＤ５細胞に投与する。
【００６４】
　ある実施形態において、モエシンのドミナントネガティブ型をｂＥＮＤ５細胞に投与す
ることにより、細胞表面から生じる不規則で分枝した突起の形成を起こす。別の実施形態
において、モエシンのドミナントネガティブ型をｂＥＮＤ５細胞に投与することにより、
内在性モエシン又は内在性アクチンを欠失させる。
【００６５】
　図２０は、多孔板組成とモエシンのドミナントネガティブ型（Ｎ－モエシン／ＧＦＰ）
を関連付ける実験を説明する。最初に、Ｎ－モエシン／ＧＦＰを誘導ＮＩＨ３Ｔ３又は非
誘導ｂＥＮＤ５細胞に導入した。原形質膜全体でＮ－モエシン／ＧＦＰが発現され、それ
により、細胞表面から生じる不規則で分枝した突起の形成が起こった。Ｎ－モエシン／Ｇ
ＦＰにより、また、細胞が内在性モエシン又はアクチンを欠くようになった。ラトルンク
リンＡで誘導したｂＥＮＤ５細胞に第二のＮ－モエシン／ＧＦＰを導入し、窓開き構造を
形成させたところ、融合タンパク質の発現レベルに依存して、光学顕微鏡により一連の表
現型が観察された。
【００６６】
　低発現細胞では規則的な多孔板が形成され、これは、微小管が豊富な境界に囲まれ、Ｐ
Ｖ－Ｉ、モエシン及びアクチンフィラメントの不連続ネットワークを含有した。細胞表面
全体でＮ－モエシン／ＧＦＰが発現され、これは、ＰＥＣＡＭの存在と一致した。
【００６７】
　高発現細胞では、内在性モエシン（図２０、Ａ－Ｃ）、ＰＶ－Ｉ（図２０、Ｄ－Ｆ）又
はアクチンフィラメントの不連続ネットワークを欠く多孔板が形成された。Ｎ－モエシン
／ＧＦＰは、多孔板と形態的に類似した細胞膜の領域に限定された（図２０Ａ、２０Ｄ、
２０Ｇ、２０Ｊ）。細胞周辺の細い領域で多孔板が生じ、それらを取り囲む、微小管及び
細胞小器官が豊富な境界とははっきりと分かれた（図２０Ｊ－Ｌ）。細胞表面全体でのＰ
ＥＣＡＭの発現（図２０、Ｇ－Ｉ）は変化しなかった。
【００６８】
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　図２０Ｍ－Ｏは、光学顕微鏡により見られる影響がＧＦＰのみの存在によるものでない
ことに対して判断を下す実験を説明する。ＧＦＰ含有プラスミド骨格をｂＥＮＤ５細胞で
発現させ、窓開き構造を誘導した。高発現誘導細胞において、ＧＦＰは、細胞質全体に分
布し、多孔板間に存在する微小管及び細胞小器官が豊富な領域に選択的であった（図２０
、Ｍ）。さらに、多孔板は、ＰＶ－Ｉ（図２０、Ｍ－Ｏ）、モエシン及び繊維状アクチン
の不連続ネットワークを含有する、定まった組成を与えた。
【００６９】
　不必要な血管形成及びその他の心血管系疾患と関連して、本来は非有窓である血管床に
おいて、窓開き構造が観察される。腫瘍の血管新生、糖尿病性網膜症の網膜血管及び炎症
を起こした組織の毛細血管（関節リウマチなど）での窓開き構造の出現は、血管漏出及び
浮腫に対する臨床的及び実験的所見と一致し、これにより、窓開き構造が血管透過性の脱
制御に関与することが示唆される。窓開き構造直径もまた、肝硬変などの肝機能障害と併
せて、及び、子癇前症などの腎臓疾患において変化することがわかった。
【００７０】
　本明細書中で上述したように、窓開き構造の理解に対する最初の細胞生物学的アプロー
チにおいて、窓開き構造多孔板の新規成分の特徴を調べた。膜－細胞骨格アダプター－モ
エシンと窓開き構造との間の関係は重要な機能的意味を有し、この細胞小器官の発生の研
究において新しい道筋を開く。光学顕微鏡による窓開き構造の視覚化に対する重要な段階
を遂行した。後で具体的に述べる抗モエシン標識と組み合わせて、ＰＶ－１（カベオラ及
び窓開き構造に対して二重特異性を有するマーカー）に対する免疫反応性に基づく窓開き
構造の分類がより明確となり得る。さらに、モエシン免疫反応性は、ＰＶ－１を欠くがモ
エシンを含有する、隔壁がない毛細血管床を調べるのに有用であり得る。
【００７１】
　実施例
　次の実施例は、本発明のある有用な実施形態及び態様を説明するものであり、その範囲
を限定するものとして解釈すべきものではない。同様の結果を得るために、代替物及び代
替法を利用することができる。
【００７２】
　試薬
　化学物質は全て、別段の断りがない限り、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ及びＦｌｕｋａ
から購入した。カルシウム又はマグネシウム不含のリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）、ＬＢ培
地、ＬＢ－寒天、ＥＤＴＡ、トリプシン／ヴェルセン、グルタミン、ペニシリン／ストレ
プトマイシン、ＬｅｉｂｏｖｉｔｚＬ－１５培地は、ＣＲＵＫ又はＥｙｅｔｅｃｈ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｃｅｎｔｒａｌ　ｓｅｒｖｉｃｅｓより提供された。
【００７３】
　哺乳動物組織培養
【実施例１】
【００７４】
　哺乳動物細胞系の維持
　別段の断りがない限り、培地及び関連製品は全て、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎより得た。細
胞系及び培養条件を表３で示す。
【００７５】
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【表１】

【００７６】
　トリプシン／ヴェルセン溶液を用いて細胞系を全てトリプシン処理した。あるいは、Ｄ
ＭＥＭで１：１希釈した１０ｘトリプシンＥＤＴＡ溶液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）が必要
なｂＥＮＤ５及びＰｙ４．１細胞以外は、１ｘトリプシンＥＤＴＡ溶液（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）を用いて細胞系をトリプシン処理した。
【００７７】
　９体積の液中でアンプルの内容物を希釈することにより細胞を凍結融解し、３００ｇで
細胞を沈殿させ、適切な体積の完全培地でペレットを再懸濁した。１０％ＦＢＳ、２０％
ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）及び完全培地７０％中で細胞を凍結し、液体窒素中で保存した。
【実施例２】
【００７８】
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　内皮細胞における窓開き構造誘導
　内皮細胞において窓開き構造形成を誘導するための方法は、米国暫定特許第６０／６２
７，９８１号（その全体を参照により本明細書中に組み込む。）に記載されている。ＰＢ
Ｓ中の１％ゼラチン（Ｓｉｇｍａ）溶液で室温にて３０分間、カバースリップ及びディッ
シュを被覆した。１００ｍｍディッシュあたり１．５ｘ１０６個細胞に相当する密度で、
内皮細胞を一晩播種した。１０μＭのサイトカラシンＢ（Ｓｉｇｍａ）を用いて２時間、
２．５μＭのラトルンクリンＡ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）で３時間、又は組
み換えマウス７５ｎｇ／ｍＬ　ＶＥＧＦ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）で６から７２時間及
び１０μＭサイトカラシンＢで２時間を組み合わせて、培養物に対する誘導を行った。誘
導後すぐに、生化学又は形態学試験のために細胞を処理した。
【００７９】
　窓開き構造形成中のタンパク質合成を阻害するために、１０μｇ／ｍＬシクロヘキシミ
ド（Ｓｉｇｍａ）とともに３０分間、細胞をインキュベートし、次いで、ＶＥＧＦ（７５
ｎｇ／ｍＬ）で６時間、及びサイトカラシンＢ（１０μＭ）で最後の２時間、誘導を行っ
た。
【００８０】
　タンパク質技術
【実施例３】
【００８１】
　タンパク質濃度決定
　マイクロタイタープレートにおいて、Ｂｉｏ－Ｒａｄタンパク質アッセイを用いてタン
パク質濃度を求めた。水中で希釈した試料及び水中で希釈したウシ血清アルブミン（ＢＳ
Ａ）標準物及び試料希釈液をＢｉｏ－Ｒａｄタンパク質アッセイ試薬とともに室温にて５
分間インキュベートし、分光光度計においてＯＤ５９５で吸収を測定した。ＢＳＡ標準物
質の吸収に基づき標準曲線を作成し、これを使用して、試料に対してタンパク質濃度を決
定した。高濃度の界面活性剤を含有する緩衝液中のタンパク質に対して、界面活性剤適合
Ｂｉｏ－Ｒａｄタンパク質アッセイを用い、試料又は標準物を用いて同様に行い、ＯＤ７

９５で吸収を測定した。
【実施例４】
【００８２】
　タンパク質沈殿
　－８０℃にて８０％アセトン（ｖ／ｖ）中でタンパク質を一晩沈殿させ、続いて、４℃
にて３０分間、２１０００ｇで遠心分離した。所望の体積の緩衝液中でペレットを再懸濁
した。
【実施例５】
【００８３】
　陽イオン性コロイドシリカを用いた原形質膜単離
　本方法中の全段階を氷上又は予め４℃に冷却した遠心機中で行った。カルシウム及びマ
グネシウムを含有するＰＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で２回、及びコーティング緩衝液
（２０ｍＭ　ＭＥＳ、１３５ｍＭ　ＮａＣｌ、０．５ｍＭ　ＣａＣｌ２、１ｍＭ　ＭｇＣ
ｌ２、ｐＨ５．５）で１回、１５０ｍｍディッシュ上で増殖させた細胞を洗浄した。次い
で、コーティング緩衝液中の１％陽イオン性コロイドシリカ溶液（Ｄｏｎｎａ　Ｓｔｏｌ
ｚ教授（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇ）より供与）８ｍＬで２分間
、細胞をコーティングした。コーティング緩衝液で１回洗浄した後、ｐＨ６．０から６．
５に調整したコーティング緩衝液中の１ｍｇ／ｍＬポリアクリル酸（Ａｌｄｒｉｃｈ）溶
液８ｍＬで１分間、細胞をオーバーコーティングした。コーティング緩衝液で１回及び細
胞溶解緩衝液（完全ＥＤＴＡ不含プロテアーゼ阻害剤錠剤、Ｒｏｃｈｅを添加した、２．
５ｍＭイミダゾール、ｐＨ７．０）で１回、細胞を洗浄した後、細胞溶解緩衝液中で１５
分間インキュベートした。誘導細胞の細胞溶解緩衝液に、２．５μＭラトルンクリンＡを
添加し、インキュベーション中、有窓の表現型を維持した。総量２ｍＬの細胞溶解緩衝液
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中で細胞を剥離し、きついペストル付きの７ｍＬダウンス型組織グラインダー（Ｗｈｅａ
ｔｏｎ）中で２０回出し入れすることにより細胞溶解を行った。位相差顕微鏡によって細
胞を調べることにより、細胞溶解物を確認した。シリカ被覆原形質膜及び核を９００ｇで
１０分間沈殿させた。細胞内膜を得るために、Ｏｐｔｉｍａ　ＴＬＸ　Ｕｌｔｒａｃｅｎ
ｔｒｉｆｕｇｅ（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）のＴＬＡ　１００．３ローター中で
１００，０００ｇで３０分間上清を遠心分離した。ＢｅｎｚｏｎａｓｅグレードＩＩ（Ｍ
ｅｒｃｋ　ＢＤＨ）２０μＬを添加した細胞溶解緩衝液１ｍＬ中で原形質膜及び核ペレッ
トを再懸濁し、ダウンス型組織グラインダーにおいて細胞溶解緩衝液中の１００％Ｎｙｃ
ｏｄｅｎｚ　１ｍＬとともにホモジェナイズした。細胞溶解緩衝液中の７０％Ｎｙｃｏｄ
ｅｎｚの０．５ｍＬクッション上にホモジェネートを重ね、さらに２ｍＬ細胞溶解緩衝液
の層を加え、その後、Ｏｐｔｉｍａ　Ｌ－８０　Ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ（Ｂｅ
ｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）のＳＷ５５　Ｔｉローター中で６０，０００ｇで３０分間
、沈殿させた。シリカ被覆原形質膜を含有するペレットを細胞溶解緩衝液で３回洗浄し、
シリカ細胞溶解緩衝液（３．４％ＳＤＳ、１２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ６．８）中で１５
分間シリカ被覆膜を沸騰させることにより、膜タンパク質を可溶化した。残ったシリカを
２１０００ｇで沈殿させ、可溶化原形質膜を含有する上清をスナップ凍結し、－８０℃に
て保存した。品質管理の目的で、精製の途中で様々な分画から試料を採取し、シリカ細胞
溶解緩衝液中で可溶化し、シリカ被覆原形質膜ペレットとして処理した。１５０ｍｍディ
ッシュをＰＢＳで２回洗浄し、剥離し、細胞を２００ｇで沈殿させ、上述のような３００
μＬシリカ細胞溶解緩衝液中でペレットを細胞溶解することにより、全細胞溶解物を調製
した。可溶化細胞分画の等量に、それぞれ０．１Ｍ及び５％の最終濃度までＤＴＴ及びグ
リセロール（ＥＭ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）を添加し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル電気泳動で分離し
た。
【実施例６】
【００８４】
　細胞の段階的抽出（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ）
　６０ｍｍディッシュで増殖させた細胞をＰＢＳで素早く洗浄し、次いで、抽出緩衝液（
１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、完全ＥＤ
ＴＡ－不含プロテアーゼ阻害剤錠剤、Ｒｏｃｈｅ及び０．１％、０．２％、０．５％又は
１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１００、ＥＭ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）０．５ｍＬを用いて氷上で３０分
間抽出した。細胞を剥離し、４℃にて３０分間２１０００ｇで遠心分離することにより、
不溶性物質を沈殿させた。界面活性剤可溶物質をアセトン沈殿させ、沈殿可溶性物質又は
不溶性物質の何れかから回収したペレットを同体積の１ｘＳＤＳ試料緩衝液中で再懸濁し
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル電気泳動で分離した。
【実施例７】
【００８５】
　免疫沈降
　１００ｍｍディッシュで増殖させた細胞をＰＢＳで素早く洗浄し、次いで免疫沈降緩衝
液１ｍＬとともに氷上で３０分間インキュベートした。次の免疫沈降緩衝液を用いた：
　ＩＰ緩衝液１：２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ　ｐＨ７．５、０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ
１００（ＥＭ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）、１０％グリセロール（ＥＭ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）、完全
ＥＤＴＡ－不含プロテアーゼ阻害剤錠剤（Ｒｏｃｈｅ）；
　ＩＰ緩衝液２：１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．５、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％
ＮＰ－４０、１ｍＭ　ＤＴＴ、完全ＥＤＴＡ－不含プロテアーゼ阻害剤錠剤（Ｒｏｃｈｅ
）；
　ＲＩＰＡ緩衝液：１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．５、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ１００（ＥＭ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）、０．５％ＳＤＳ、５％デオキシコール酸
ナトリウム、完全ＥＤＴＡ－不含プロテアーゼ阻害剤錠剤（Ｒｏｃｈｅ）；
　段階的抽出緩衝液：１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、２ｍＭ
　ＥＤＴＡ、完全ＥＤＴＡ－不含プロテアーゼ阻害剤錠剤（Ｒｏｃｈｅ）、０．１％Ｔｒ
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ｉｔｏｎ　Ｘ１００（ＥＭ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）。
【００８６】
　細胞を剥離し、４℃にて３０分間２１０００ｇで遠心分離することにより、不溶性物質
を沈殿させた。上清のタンパク質濃度を測定し、細胞溶解物５００μｇを抗体５μｇとと
もに４℃にて一晩インキュベートした。免疫沈降緩衝液でタンパク質ＧセファロースＴＭ

４　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）ビーズを３回洗
浄し、１：２０（ｖ／ｖ）希釈で、細胞溶解物を４℃にて１時間インキュベートした。４
℃にて１６０００ｇで５分間遠心分離することにより、免疫複合体及びビーズを分離した
。このビーズを免疫沈降緩衝液で３回洗浄し、２ｘＳＤＳ試料緩衝液４０μＬとともに１
０分間沸騰させることにより、免疫複合体を溶出させ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル電気泳動に
より分離した。
【実施例８】
【００８７】
　Ｖ１．６．１次元ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動
　Ｂｉｏ－Ｒａｄミニゲルアセンブリーキット及びＮａｔｉｏｎａｌ　Ｄｉａｇｎｏｓｔ
ｉｃｓからのアクリルアミド溶液を用いて、１から１．５ｍｍの厚さでゲルを注いだ。分
離ゲルを次のように調製した（表４参照）：
【００８８】
【表２】

【００８９】
　ゲル溶液１０ｍＬにつき、１０％ＡＰＳ（Ｓｉｇｍａ）１００μＬ及び１０μＬ　ＴＥ
ＭＥＤ（Ｓｉｇｍａ）を添加して、重合化を促進した。
【００９０】
　１．３ｍＬ　ＰｒｏｔｏＧｅｌ、２．５ｍＬ　ＰｒｏｔｏＧｅｌスタッキング緩衝液、
６．１ｍＬ　脱イオン化Ｈ２Ｏ及び同量のＡＰＳ及びＴＥＭＥＤを上述のように混合する
ことにより、スタッキングゲルを調製した。
【００９１】
　０．３５Ｍ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ、ｐＨ６．８、１０％ＳＤＳ、０．６Ｍ　ＤＴＴ、３０
％グリセロール及び０．０１２％ブロモフェノールブルーを含有する６ｘ保存溶液として
、ＳＤＳ試料緩衝液を調製した。１ｘ又は２ｘ試料緩衝液中で９５℃にて５分間試料を煮
沸した後、ゲルに載せた。
【００９２】
　Ｔｒｉｓ－グリシン緩衝液（２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、２５０ｍＭグリシン、ｐＨ.３、０
．１％ＳＤＳ）中で、７０－１８０Ｖでゲルの泳動を行った。
【実施例９】
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【００９３】
　ウェスタンブロッティング
　電気泳動による分離後、セミドライブロッター（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて、タンパク
質をＨｙｂｏｎｄＴＭ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）ニトロセルロース
膜上にブロットした。トランスファー緩衝液（４００ｍＬの総体積中、８０ｍＬ　ＭｅＯ
Ｈ、３２ｍＬ　Ｔｒｉｓ－グリシン緩衝液、１０％ＳＤＳ溶液０．４ｍＬ）中に２０分間
、膜及びＷｈａｔｍａｎペーパー片を予め浸漬しておいた。トランスファー緩衝液中でゲ
ルを短時間インキュベートした後、６枚のＷｈａｔｍａｎペーパーの間に、膜を電気ブロ
ッティング装置の陽極に向けて、ゲル及び膜をサンドイッチ状に挟んだ。ゲルあたり１２
０ｍＡで１時間（１ｍｍの厚さのゲル）又は１．５時間（１．５ｍｍの厚さのゲル）、ト
ランスファーを行った。ブロッキング緩衝液（ＰＢＳ中５％非脂肪ドライミルク）ととも
に、室温にて２時間、又は４℃にて一晩、ブロットをインキュベートした。ブロッキング
緩衝液中で一次抗体を希釈し、室温にて１－２時間、又は４℃にて一晩、一次抗体を適用
した。次の一次抗体を用いた：マウス抗ＧＳ２８（１：１００；ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ）、ウサギ抗ＰＶ１（１：１０００；ＣＲＵＫ）、ラット抗ＭＥＣＡ－３２（１：
５００；Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｓｔｕｄｉｅｓ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　Ｂａｎｋ
）、マウス抗チューブリン（１：５０００；Ｓｉｇｍａ）、マウス抗アクチン（１：２０
００；クローンＡＣ－７４；Ｓｉｇｍａ）、マウス抗カベオリン１（１：１０００；ＢＤ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ヤギ抗モエシン（１：１０００；Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）
、マウス抗モエシン（１：１０００；ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ヤギ抗ラジキシ
ン（１：１０００；Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）、マウス抗エズリン（１：１０００；Ｓｉｇ
ｍａ）、ウサギ抗ｐ－モエシン（１：１０００；Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）、ウサギ抗コフ
ィリン（１：１０００；Ｃｙｔｏｓｋｅｌｔｏｎ）、マウス抗アネキシンＩＩ（１：１０
００；ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ヤギ抗エノラーゼα（１：１００；Ｓａｎｔａ
－Ｃｒｕｚ）、ヤギ抗ｈｎＲＮＰ　Ｋ（１：１００；Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）、ウサギ抗
メルリン（１：１０００；Ｄｒ．Ｗａｌｌａｃｅ　Ｉｐ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　
Ｃｉｎｃｉｎｎａｔｉより供与）、マウス抗ＧＭ１３０（１：２５０、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ）、ラット抗ＶＥ－カドヘリン（１：１０００；ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ）。ブロッキング緩衝液中で５分間の洗浄を３回行った後、ホースラディッシュペル
オキシダーゼ（ＨＲＰ）標識二次抗体を同様に希釈し、室温にて１時間適用した：ヒツジ
抗マウスＩｇＧ（１：１０００；Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ロバ抗
ウサギＩｇ（１：１０００；Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ヤギ抗ラッ
ト（１：１０００；Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ウサギ抗ヤギ（１：
２０００；Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）。ブロッキング緩衝液中で
ブロットを２回洗浄し、最後にＰＢＳで１回洗浄した。強化化学発光（Ａｍｅｒｓｈａｍ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）によりＨＲＰ反応産物を検出した。ＷＩＮＤＯＷＳ用のＳｃ
ｉｏｎ　Ｉｍａｇｅ（Ｓｃｉｏｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）を用いて、バンドの密度定
量を行った。
【実施例１０】
【００９４】
　等電点電気泳動及び二次元ＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動
　シリカ被覆原形質膜から溶出させたタンパク質をアセトン沈殿させ、４０ｍＭ　Ｔｒｉ
ｓ、７Ｍ尿素、２Ｍチオ尿素及び１％一般用界面活性剤、ｐＨ１０．４（細胞膜及び細胞
小器官膜溶解試薬；Ｓｉｇｍａ）中で可溶化し、トリブチルホスフィンで還元し、１０ｍ
Ｍアクルアミド（ａｃｒｌａｍｉｄｅ）で室温にて９０分間アルカリ化した。２回目のア
セトン沈殿後、７Ｍ尿素、２Ｍチオ尿素及び２％ＣＨＡＰＳでペレットを可溶化し、１１
ｃｍ　ｐＨ３－１０　固定化ｐＨ勾配（ＩＰＧ）ストリップ（Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ、Ｓｙｄｎｅｙ，ＮＳＷ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）において、タンパク質４０μｇ
をＩＥＦにかけた。ＩＥＦ後、６Ｍ尿素、２％ＳＤＳ、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－アセトン緩
衝液（ｐＨ７）、０．０１％ブロモフェノールブルー中でＩＰＧストリップを平衡化し、
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６－１５％Ｇｅｌ　ＣｈｉｐｓＴＭ（Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）におけるＳＤ
Ｓポリアクリルアミドゲル電気泳動に供した。ゲルは全て、Ｓｙｐｒｏ（Ｒ）Ｒｕｂｙ（
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）中で染色し、蛍光撮像装置（Ａｌｐｈａ　Ｉｎｎｏ
ｔｅｃｈ）においてＣＣＤカメラにより撮像した。
【実施例１１】
【００９５】
　タンパク質消化、ＭＡＬＤＩ分析及びバイオインフォマティクスデータベース検索
　タンパク質スポットを自動的に検出し、Ｘｃｉｓｅ装置（Ｓｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈ）を用いて切り出した。１５０μＬ　２５ｍＭ重炭酸アンモニウム、ｐＨ８．２、
５０％ｖ／ｖアセトニトリルでゲル片を２回洗浄し、次いで、１００％アセトニトリルを
添加することにより脱水し、風乾した。２０μｇ／ｍｏｌ重炭酸アンモニウムの２ｍＭ中
のトリプシン（Ｐｒｏｍｅｇａ）を各ゲル片に添加し、３０℃にて１６時間インキュベー
トした。超音波破砕によりペプチドを抽出した。溶液を自動的に脱塩し、Ｘｃｉｓｅ装置
上でＺｉｐ　Ｔｉｐｓ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を用いて濃縮し、Ａｘｉｍａ（Ｋｒａｔｏ
ｓ）ＭＡＬＤＩ標的プレート上にスポッティングした。ＡｘｉｍａＣＦＲ（Ｋｒａｔｏｓ
）を用いてマトリックス支援レーザー脱離イオン化－飛行時間型質量分析（ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳ）により、トリプシン処理ペプチドのペプチド質量フィンガープリントを作
製した。
【００９６】
　バイオインフォマティクスツールのＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔＩＱ統合スイート（Ｐｒｏ
ｔｅｏｍｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）により、スペクトルを自動的に分析した。ＮＣＢＩの理論
的トリプシン消化物を含有するデータベース及びＳｗｉｓｓ　Ｐｒｏｔ配列データベース
とピークリストを比較することにより、タンパク質識別を割り当てた。％範囲、ＭＯＷＳ
Ｅスコア、ペプチドマッチの数、ピーク強度及び、２Ｄゲル上のタンパク質の位置とのｐ
Ｉ及び分子量の一致を基にして、タンパク質の同一性を評価した。
【００９７】
　免疫標識
【実施例１２】
【００９８】
　固定又は非固定マウス切片における免疫組織化学
　－２０℃のメタノール中でスライドを１０分間透過処理し、湿度室でブロッキング溶液
（１０％ロバ又はヤギ血清（Ｓｉｇｍａ）、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１００、１％ウシ
血清アルブミン（Ｓｉｇｍａ）、ＰＢＳ）中で３０分間ブロッキングした。次の一次抗体
を使用した：ヤギ抗モエシン（１：２５；Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）、ウサギ抗エズリン（
１：１００；Ｕｐｓｔａｔｅ）、ラット抗ＭＥＣＡ－３２（１：１００；Ｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔａｌ　Ｓｔｕｄｉｅｓ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　Ｂａｎｋ）、ラット抗マウスＣＤ
３１（１：３００；クローンＭＥＣ１３．３；ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。一次抗
体溶液８０μＬを各スライドに湿度室にて１時間適用した。各５分ずつ３回、血清不含の
ブロッキング溶液中でスライドを洗浄した。二次抗体Ａｌｅｘａ４８８－標識ヤギ抗ウサ
ギ又は抗ラットＩｇＧ（１：１０００；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）、Ａｌｅｘ
ａ６３３標識ヤギ抗ラットＩｇＧ（１：５００；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）及
びＣｙ３－標識ロバ抗ヤギＩｇＧ（１μｇ／ｍＬ、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓ
ｅａｒｃｈ）に対して、同じように行った。ネガティブ対照として、一次抗体を省き、通
常の方法で二次抗体インキュベーションを行った。３回洗浄した後、ＤＡＰＩ入りのベク
タシールド（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．）を用いてスライドを
載せた。
【実施例１３】
【００９９】
　カバースリップでの免疫蛍光法
　－２０℃メタノール中で８分間、又は室温にて４％パラホルムアルデヒドで１５分間の
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何れかで、カバースリップ上の細胞を固定した。パラホルムアルデヒド固定した細胞の場
合、固定後、ＰＢＳ中で５回洗浄し、ＰＢＴ（０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１００、ＰＢＳ
）中で３分間透過処理した。ブロッキング溶液（１０％ヤギ又はロバ血清（Ｓｉｇｍａ）
、０．２％魚皮ゼラチン（Ｓｉｇｍａ）、ＰＢＳ）中でカバースリップを１５分間ブロッ
キングした。次のように、ブロッキング溶液中で一次抗体を希釈した：ラット抗ＭＥＣＡ
－３２（１：１００；Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｓｔｕｄｉｅｓ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍ
ａ　Ｂａｎｋ）、マウス抗チューブリン（１：５００；Ｓｉｇｍａ）、マウス抗アクチン
（１：２００；クローンＡＣ－７４；Ｓｉｇｍａ）、マウス抗カベオリン１（１：１００
；ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ウサギ抗カベオリン（１：１００；ＢＤ　Ｂｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ）、ヤギ抗モエシン（１：５０；Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）、マウス抗モエ
シン（１：１００；ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ヤギ抗ラジキシン（１：２５；Ｓ
ａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）、ウサギ抗エズリン（１：１００；Ｕｐｓｔａｔｅ）、マウス抗エ
ズリン（１：１００；Ｓｉｇｍａ）、ウサギ抗ｐ－モエシン（１：１００；Ｓａｎｔａ－
Ｃｒｕｚ）、ウサギ抗コフィリン（１：１００；Ｃｙｔｏｓｋｅｌｔｏｎ）、マウス抗ア
ネキシンＩＩ（１：１００；ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ヤギ抗エノラーゼα（１
：１００；Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）、ヤギ抗ｈｎＲＮＰ　Ｋ（１：１００；Ｓａｎｔａ－
Ｃｒｕｚ）、ヤギ抗ｎｍ２３Ｈ２（１：１００；Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）、ウサギ抗メル
リン（１：１００；Ｄｒ．Ｗａｌｌａｃｅ　Ｉｐ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｉｎ
ｃｉｎｎａｔｉより供与）、マウス抗ＧＭ１３０（１：１００；ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ）。パラフィルム片上の一次抗体溶液５０μＬにカバースリップを裏返しにして載
せ、室温にて３０分間インキュベートし、最後に各５分間ずつ３回、血清不含のブロッキ
ング溶液中で洗浄した。次の二次抗体に対して同様の手段を行った：Ａｌｅｘａ４８８標
識ヤギ抗ラット、抗マウス、又は抗ウサギＩｇＧ（１：１０００；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｏｂｅｓ）、Ａｌｅｘａ６３３標識ヤギ抗ラット又は抗マウスＩｇＧ（１：５００；
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）、Ａｌｅｘａ５４６標識ヤギ抗ウサギＩｇＧ（１：
５００；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）、Ｃｙ３標識ロバ抗ヤギＩｇＧ（１μｇ／
ｍＬ；Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）、Ｃｙ３標識ロバ抗ラットＩｇ
Ｇ（０．５μｇ／ｍＬ；Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）。Ｆ－アクチ
ンを視覚化するために、Ａｌｅｘａ５４６－、Ａｌｅｘａ４８８－又はＡｌｅｘａ６３３
標識ファロイジン（１：５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を二次抗体調製物に
添加した。Ａｌｅｘａ４８８標識ＤＮａｓｅＩ（１：５００；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ）を用いてＧ－アクチンを検出した。ネガティブ対照として、一次抗体を省き、
二次抗体インキュベーションを通常通り行った。血清不含のブロッキング溶液中で各５分
間ずつ３回洗浄した後、ＤＡＢＣＯ（Ｓｉｇｍａ）入りのＭＯＷＩＯＬ（Ｃａｌｂｉｏｃ
ｈｅｍ）を用いてスライドにカバースリップを載せた。
【実施例１４】
【０１００】
　走査電子顕微鏡のための生細胞標識
　カバースリップ上の細胞を素早く氷上に移し、ブロッキング溶液（Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ
　Ｌ－１５培地、０．２％グリシン、１．５％ＦＢＳ）とともに３０分間インキュベート
し、その後、抗体希釈液（Ｌ１５培地、１％ＢＳＡ、０．２５％魚皮ゼラチン）中の一次
抗体を用いて３０、免疫標識した。次の一次抗体を用いた：ウサギ抗ＰＶ１（１：４００
；ＣＲＵＫ）、ラット抗マウスＰＥＣＡＭ（１：１００；クローンＭＥＣ１３．３；ＢＤ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。Ｌ１５培地中で細胞を３回洗浄し、次のように、抗体希釈
液中で希釈した二次抗体とともに４５分間インキュベートした：ＥＭヤギ抗ウサギＩｇＧ
１０ｎｍ　Ｇｏｌｄ（１：４０；ＢＢＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）、ＥＭヤギ抗ラット
ＩｇＧ５ｎｍ　Ｇｏｌｄ（１：４０；ＢＢＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）。Ｌ１５培地中
で３回洗浄した後、０．０８Ｍカコジル酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．４）中の３％グル
タルアルデヒド及び１％パラホルムアルデヒド中で細胞を２時間固定した。
【実施例１５】
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【０１０１】
　ペプチド競合
　抗体に対するペプチドの１００００：１モル比で、抗体を作製したペプチド（モエシン
ペプチド；ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）又は無関係のペプチド（ＳＮＡＰ－２５；Ｂ
Ｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて抗体をインキュベートすることにより、マウス抗
モエシン抗体のペプチド競合を行った。室温にて４－５時間、穏やかに回転させながら複
合体をインキュベートし、Ｏｐｔｉｍａ　ＴＬＸ　超遠心機（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌ
ｔｅｒ）のＴＬＡ　１００．３ローターにおいて、１６℃にて１時間、１０００００ｇで
遠心分離した。上述のように免疫蛍光法に対して上清を使用した。
【実施例１６】
【０１０２】
　光学顕微鏡
　次の機器及びソフトウェアパッケージを用いて画像を捉えた：
　１）ＬＳＭ５１０レーザー走査共焦点顕微鏡（Ｚｅｉｓｓ）；６３ｘ１．４０ＮＡ　Ｐ
ｌａｎ－Ａｃｈｒｏｍａｔ油浸対物
　２）ＴＣＳ　ＳＰ２スペクトル共焦点顕微鏡（Ｌｅｉｃａ）；４０ｘ１．２５ＮＡ　Ｐ
ｌａｎ－Ａｃｈｒｏｍａｔ油浸対物；６３ｘ１．４ＮＡ　Ｐｌａｎ－Ａｃｈｒｏｍａｔ油
浸対物；１００ｘ；Ｌｅｉｃａ共焦点ソフトウェアバージョン２．５
　３）Ｗｉｄｅｆｉｅｌｄ　ＤＭＲＡ４顕微鏡（Ｌｅｉｃａ）；ｏｒｃａ　ＥＲ２カメラ
（浜松フォトニクス）；Ｍｅｔａｍｏｒｐｈソフトウェア（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｉｍａ
ｇｉｎｇ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）
　４）ＭＺＦＬ　ＩＩＩ蛍光実体顕微鏡（Ｌｅｉｃａ）；Ｒｅｔｉｇａ　Ｃａｍｅｒａ（
Ｑ－Ｉｍａｇｉｎｇ）；ＯｐｅｎＬａｂ３．１．７（Ｉｍｐｒｏｖｉｓｉｏｎ，Ｉｎｃ．
）
　Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ　７．０（Ａｄｏｂｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．）
を用いてデジタル画像を処理した。
【０１０３】
　電子顕微鏡
【実施例１７】
【０１０４】
　走査電子顕微鏡
　２％パラホルムアルデヒド（ＥＭグレード；Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）、２．５％グルタルアルデヒド（Ｓｉｇｍａ）、０．１Ｍ　カコジ
ル酸ナトリウム中で室温にて１時間、カバースリップ上の細胞を固定し、その後、２％パ
ラホルムアルデヒド、０．１Ｍカコジル酸ナトリウム中で維持した。処理の準備ができた
ら、０．１Ｍカコジル酸ナトリウム中でそれらを２回洗浄し、カコジル酸緩衝液中の１％
四酸化オスミウム（Ａｇａｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｌｔｄ．）中で後固定した。蒸留
水中で２回洗浄した後、一連のエタノール溶液（５０％、６０％、７０％、８０％、９０
％、１００％、１００％、それぞれ５分ずつ）で脱水した。ヘキサメチルジサラザン（Ｈ
ＭＤＳ；Ｓｉｇｍａ）中に５分間、２回浸漬し、フィルターペーパー上に置いて、乾燥さ
せた。
【０１０５】
　１％四酸化オスミウム水溶液を用いて、生細胞標識後に固定した細胞を１時間、後固定
し、水中で１回洗浄し、濃度が上昇していく一連のエタノール（５０％、７０％、９０％
、１００％、１００％、１００％、それぞれ５分ずつ）により脱水した。上述のようにＨ
ＭＤＳを用いて乾燥させた。
【０１０６】
　カーボン接着マウント（Ａｇａｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｌｔｄ）を用いて、１０ｍ
ｍスタブ（Ａｇａｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｌｔｄ）にカバースリップを載せた。シル
バーダグ（Ｓｉｌｖｅｒ　ｄａｇ）（Ａｇａｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｌｔｄ）を片方
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の端に添加した。Ｐｏｌａｒｏｎ　ＳＣ７６４０　Ｈｉｇｈ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｓ
ｐｕｔｔｅｒ　Ｃｏａｔｔｅｒ中の金又は、Ｇａｔｔａｎ６８１　Ｉｏｎ　Ｂｅａｍ　Ｃ
ｏａｔｅｒ中のカーボンで標本を被覆し、ＪＥＯＬ　ＪＳＭ－６７００電界放出走査ＥＭ
下で調べた。
【０１０７】
　透過型電子顕微鏡
【実施例１８】
【０１０８】
　ホールマウントＴＥＭ
　二塩化エチレン（Ｇｉｌｄｅｒ；Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ）中の０．５％Ｆｏｒｍｖａｒ（Ｔｅｄ　Ｐｅｌｌａ，Ｉｎｃ．）溶液中で４０
０メッシュニッケルグリッド（Ｇｉｌｄｅｒ；Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を被覆することによりホールマウントＴＥＭに対するＦｏｒｍｖａ
ｒグリッドを用意した。カバースリップ上にグリッドを置き、ＢＡＦ４００Ｄ　Ｈｉｇｈ
　Ｖａｃｕｕｍ　Ｆｒｅｅｚｅ－Ｅｔｃｈｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｂａｌｚｅｒｓ）にお
いてカーボン被覆し、細胞培養において使用する前にＵＶ殺菌した。
【０１０９】
　０．１Ｍカコジル酸ナトリウム緩衝液中の１．２５％グルタルアルデヒド（Ｅｌｅｃｔ
ｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）及び２．５％パラホルムアルデヒド
（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）中で細胞を室温にて１
時間、又は４℃にて一晩固定した。０．２Ｍカコジル酸ナトリウム中で５分間の洗浄を
３回行った後、カコジル酸緩衝液中の１％四酸化オスミウム（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃ
ｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）中で３０分間細胞を後固定した。０．２Ｍカコジル
酸ナトリウム中でさらに２回洗浄し、蒸留水中で２回洗浄した後、濃度が上昇していく一
連のエタノールで細胞を脱水した。この脱水は、５０％、７０％及び８５％エタノール中
で５分間のインキュベーションを１回、及び９５％及び１００％エタノール中で５分のイ
ンキュベーションを２回行うことにより行った。ＨＭＤＳ中に３分間カバースリップを浸
漬し、風乾させた。ＡＭＴデジタル捕捉システムを備えたＪＥＯＬ１０１０ＴＥＭ下でグ
リッドを調べた。
【実施例１９】
【０１１０】
　薄片のＴＥＭ
　予め６５℃に温めた寒天（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ）に５μＬガラスピペットを浸し、氷上で冷却することにより寒天チューブを調製した
。細胞溶解緩衝液及び２ｘＥＭ固定液（５％グルタルアルデヒド、４％パラホルムアルデ
ヒド、０．２Ｍカコジル酸ナトリウム）の等量中で４℃にて２０分間、９００ｇで遠心分
離することにより、シリカ被覆原形質膜を固定した。膜ペレットを再懸濁し、処理の準備
ができるまで、２％パラホルムアルデヒド、０．２Ｍカコジル酸ナトリウム中で保存した
。９００ｇで３０分間遠心することにより、保存した膜を０．２Ｍカコジル酸ナトリウム
中で２回洗浄した。寒天チューブ中に膜を置き、温かい寒天で密封した。膜の入ったチュ
ーブを０．２Ｍカコジル酸ナトリウムで１０分間洗浄し、０．１Ｍカコジル酸ナトリウム
中の１％四酸化オスミウムで１時間、後固定した。０．２Ｍカコジル酸ナトリウムで１０
分間、２回洗浄し、蒸留水で１回洗浄した後、濃度が上昇していく一連のアセトン（５０
％、７０％、８５％、９５％及び１００％）で標本を脱水した。インキュベーションを７
分間続け、一方で、９５％及び１００％アセトン段階を２回行った。２部のアセトン及び
１部の凍結ｓｐｕｒｓ樹脂の混合物を用いて４５分間、次いで、１部のアセトン及び２部
の凍結ｓｐｕｒｓ樹脂の混合物を用いて６０分間、標本の浸透を行った。最後に、１００
％の新鮮なｓｐｕｒｓ樹脂を用いて室温にて一晩浸透を行った。モールドにチューブを置
き、６０℃にて一晩インキュベートを行った。Ｕｌｔｒａｃｕｔ　ＵＣＴ（Ｌｅｉｃａ）
を用いて切った７０－１００ｎｍ厚の切片を２００又は３００メッシュの銅グリッド（Ｇ



(25) JP 2008-520572 A 2008.6.19

10

20

30

40

50

ｉｌｄｅｒ；Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）上に置いた
。酢酸ウラニル（Ｔｅｄ　Ｐｅｌｌａ，Ｉｎｃ．）で２０分間及びＲｅｙｎｏｌｄｓ染色
（硝酸鉛（Ｔｅｄ　Ｐｅｌｌａ，Ｉｎｃ．）及びクエン酸ナトリウム（Ｓｉｇｍａ）から
調製。）で２分間、グリッドを染色し、その後、ＴＥＭ下で調べた。
【実施例２０】
【０１１１】
　電子顕微鏡に対する立体学
　１００００の倍率で２０から３０のＳＥＭ画像を捉えた。カバースリップの中央から開
始して、一方向にそって系統的に無作為にサンプリングし、２００μｍごとに画像を捉え
た。細胞構造の占有が５０％未満である画像を消去した。グリッド（２ｃｍ　ｘ　２ｃｍ
四方）を各画像に重ね、多孔板上にあるグリッドの点の数（１群中１０個を超える窓開き
構造）に対して、何らかの細胞構造上にあるグリッドの点の数を数えた。次の式を用いて
、窓開き構造の存在量を概算した：窓開き構造でカバーされる原形質膜の割合＝多孔板上
にあるグリッドの点の数／何らかの細胞構造上にあるグリッドの点の数。
【０１１２】
　窓開き構造の密度を測定するために、１０個の無作為多孔板中のμｍ２あたりの窓開き
構造の数を計算した；窓開き構造によりカバーされる原形質膜の割合をこれに乗じ、μｍ
２原形質膜あたりの窓開き構造の密度を概算した。
【０１１３】
　ホールマウントＴＥＭを用いた窓開き構造定量に対して、２５０００の倍率で画像を捉
えた。ニッケルグリッドあたり１２の画像を得て、試験あたり３つのニッケルグリッドを
調べた。Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ　７．０で画像を開き、１６９個の点がある１
５ｍｍグリッドを各画像に重ねた。ＳＥＭに対する立体的アプローチにおけるものとして
、窓開き構造の存在量を計算した。
【実施例２１】
【０１１４】
　比較ゲノミクス
　Ｅ≦１０－１０のコンピュータプログラムＮＣＢＩ－ＢＬＡＳＴＰ（Ａｌｔｓｃｈｕｌ
，Ｓ．Ｆ．ら、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ及び及びＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ：ａ　ｎｅｗ　ｇ
ｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄａｔａｂａｓｅ　ｓｅａｒｃｈ　ｐｒｏ
ｇｒａｍｓ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　１９９７．２５（１７）：ｐ３３８
９－３４０２）を使用してアラインメントを行い、ｂｌｏｓｕｍ６２アミノ酸置換行列（
Ｈｅｎｉｋｏｆｆ，Ｓ．及びＪ．Ｇ．Ｈｅｎｉｋｏｆｆ．Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｕｂ
ｓｔｉｔｕｔｉｏｎ　ｍａｔｒｉｃｅｓ　ｆｒｏｍ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｂｌｏｃｋｓ．Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、１９９２．８９：ｐ１０９１５－１０９
１９）を用いた。ホモサピエンス、ゼブラフィッシュ、Ｃ．エレガンス、ショウジョウバ
エ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｇａｎｓｔｅｒ）のタンパク質配列データベース
をＥｎｓｅｍｂｌ（Ｈｕｂｂａｒｄ，Ｔら、Ｅｎｓｅｍｂｌ　２００５。Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２００５．３３：ｐＤ４４７－Ｄ４５３）からダウンロードした
。窓開き構造形成の有無により、これらの生物をグループ分けした。１０－１０のカット
オフＥ値でＢＬＡＳＴＰを用いて、ヒトにおけるタンパク質全てをゼブラフィッシュのタ
ンパク質と比較した。この比較から、２６４７６遺伝子のデータセットが得られた。次に
、これらのタンパク質をシロイヌナズナ、酵母、Ｃ．エレガンス及びショウジョウバエの
タンパク質全てと比較した。非有窓生物においてマッチがある遺伝子を候補から除外し、
有窓生物に存在し、かつ、非有窓生物に存在しない遺伝子のみを残した。有窓生物に特異
的な代表的遺伝子として、６６６１個の遺伝子が同定された。次に、遺伝子データセット
をプロテオミクス研究により同定されたタンパク質と比較した。１０－１０のＥ値カット
オフでＢＬＡＳＴＰプログラムを用いた。比較ゲノミクスとプロテオミクス法との間で、
次の４種類のタンパク質が共通であるとして同定された：ムスクリン、推定ＲＮＡ結合タ
ンパク質３、ヌクレオシドジホスフェートキナーゼＢ及びパラレミン。



(26) JP 2008-520572 A 2008.6.19

10

20

30

40

【０１１５】
【表３】
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【０１１６】
　参照による組み込み
　本明細書中で参照する特許及び科学文献は、当業者にとって利用可能な知識を確立する
。本明細書中で引用する、全ての交付済み特許、特許出願、公開外国出願及び参考文献は
、それぞれが、その全体において参照により組み込まれることが具体的かつ個別に指示さ
れるように同じ程度まで、本明細書中に参照により組み込まれる。
【０１１７】
　均等物
　当業者は、常套的な実験以外のものを使用せずに、本明細書中で具体的に述べられる具
体的な実施形態に対する数多くの均等物を認識するか、又は確認するであろう。かかる同
等物は、次の特許請求の範囲に包含されるものとする。
【０１１８】
　この特許の書類は、カラーで作成された少なくとも１個の図面を含有する。カラー図面
を伴うこの特許の複写は、リクエスト及び必要料金の支払いによりＰａｔｅｎｔ　ａｎｄ
　Ｔｒａｄｅｍａｒｋ　Ｏｆｆｉｃｅより提供される。
【図面の簡単な説明】
【０１１９】
【図１】図１は、陽イオン性コロイドシリカ単離プロトコールの概略図である。ディッシ
ュ上で陽イオン性コロイドシリカの溶液により細胞を被覆し、続いてポリアクリレートに
よる被覆によってこれを中和する。次に、ダウンス型ホモジェナイザーを用いて低張緩衝
液中で細胞を溶解し、様々な細胞成分を遠心分離する。次いで、ナイコデンツ勾配を介し
た超遠心分離段階により、核及びシリカ被覆原形質膜を含有する低速ペレットを分画化し
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、シリカ被覆原形質膜のペレットを得る。
【図２】図２は、ｂＥＮＤ５（Ａ）及びＰｙ４．１（Ｂ）細胞からの陽イオン性コロイド
シリカ原形質膜単離の生化学的分析を示す。各分画からのタンパク質１０μｇをＳＤＳ－
ＰＡＧＥ電気泳動及び、指示されたタンパク質に対する抗体を用いたウェスタンブロッテ
ィングにかける。ｂＥＮＤ５及びＰｙ４．１細胞両方の原形質膜分画において、原形質膜
マーカー、ＰＶ－Ｉ及びＶＥ－カドヘリンが豊富であり、ゴルジマーカー、ＧＭ１３０が
乏しいことが分かる。
【図３】図３は、非処理（Ａ）及びラトルンクリン処理（Ｂ）内皮細胞からの、原形質膜
ペレットのＴＥＭ試験を示す。シリカ被覆原形質膜シートは、両ペレットにおいて主要な
構造である。バー＝２μｍ。
【図４】図４は、高倍率でのシリカ単離原形質膜ペレットのＴＥＭ試験を示す。（Ａ）原
形質膜ペレットの全細胞混入物質を横切る横断面。（Ｂ）カベオラは、対照内皮細胞の原
形質膜とともに損なわれずに単離される。（Ｃ）及び（Ｄ）ラトルンクリン処理内皮細胞
からの原形質膜の高倍率画像から、シリカマスクが全て膜の微小構造下にあることが示さ
れる。
【図５】図５は、免疫蛍光法（Ａ）及びウェスタンブロッティング（Ｂ）によるプロテオ
ーム分析前の単離原形質膜の品質管理を示す。ｂＥＮＤ５細胞に対する（Ａ）で示される
微小管を除く領域での窓開き構造パッチに対するＰＶ－Ｉの特徴的な染色により、窓開き
構造誘導が成功したことを観察した。抗ＰＶ－１標識（ｉ）、抗チューブリン標識（ｉｉ
）及び重ねあわせ（ｉｉｉ）を示す。（Ｂ．）対照（Ｃ）及びラトルンクリン誘導（Ｌ）
Ｐｙ４．１（ａ）及びｂＥＮＤ５（ｂ）細胞の全細胞ホモジェネートに対して、原形質膜
及び核（ＰＭ＋ｎｕ）ならびに原形質膜（ＰＭ）分画において、ＰＶ－Ｉが濃くなり、Ｇ
Ｓ－２８が薄くなることにより、単離プロトコールの成功を観察した。ｂＥＮＤ５細胞に
おいて、時間０（Ｃ１）で採取したさらなる対照をビヒクル誘導試料（Ｃ２）と区別する
ことができる。
【図６】図６は、ｂＥＮＤ５（Ａ及びＢ）ならびにＰｙ４．１（Ｃ及びＤ）細胞由来の、
ビヒクル誘導対照（Ａ及びＣ）及びトルンクリン誘導（Ｂ及びＤ）試料からの代表的な２
Ｄゲルを示す。
【図７】図７は、Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓソフトウェアを用いたスポット強度計算を示す。
（Ａ）は、Ｐｙ４．１細胞分析からのスポット６５９を示し、対照試料（４８０ａ、３９
６ａ、５６０ａ、５０８ａ）と比較して、ラトルンクリン誘導試料（５２０ｂ、５５０ｂ
、５６１ｂ）において１．７７２倍高いものとして認識される。（Ｂ）は、Ｐｙ４．１細
胞分析からのスポット４０１を示し、これは、ラトルンクリン誘導試料において３．８倍
高いことが認められるが、実際は、同じタンパク質の異なるリン酸化状態の特徴となる一
連のスポットの一部である。
【図８】図８は、細胞内局在（Ａ）及び機能（Ｂ）に関する、候補タンパク質の分類を示
す。複数のカテゴリーに分類されるタンパク質については、これらの間で値を分けた。同
じタンパク質について複数のアイソフォーム又はポリペプチド鎖が同定された場合、タン
パク質は一度だけカウントした。
【図９】図９は、ウェスタンブロッティングによる候補タンパク質の妥当性を示す画像を
示す。ＣＰＭ（対照細胞の原形質膜）及びＬＰＭ（ラトルンクリン誘導細胞の原形質膜）
からのタンパク質の等量をＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動で分離し、指示されるタンパク質を
ウェスタンブロッティングにより確認した。ｂＥＮＤ５細胞分析からの標的を（Ａ）で示
し、Ｐｙ４．１細胞分析からのものを（Ｂ）で示す。リン酸化モエシン、ｈｎＲＮＰ　Ｋ
、コフィリン及びα－エノラーゼについて、誘導細胞での濃縮を確認する。α－エノラー
ゼ及びコフィリンについての、対照全細胞－ホモジェネートと誘導細胞の全細胞－ホモジ
ェネートとの間の濃縮（ＣＷ、ＬＷ）に対する、対照膜分画と誘導細胞膜分画との間の濃
縮（ＣＰＭ、ＬＰＭ）の比較を（Ｃ）で示す。細胞内膜（ＣＩＭ、ＬＩＭ）及び原形質膜
及び核（ＣＰＭ＋Ｎ、ＬＰＭ＋Ｎ）についてのバンドもまた、コフィリンに対して示され
る。
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【図１０】図１０は、免疫蛍光法による候補タンパク質の妥当性を示す画像を示す。ＰＶ
－Ｉ（Ａ、Ｄ、Ｇ、Ｊ）及び次の候補タンパク質：コフィリン（Ｂ）、アネキシン（Ｅ）
、ラジキシン（Ｈ）及びモエシン（Ｋ）に対して、誘導ｂＥＮＤ５細胞を染色した。対応
する重ね合わせ（Ｃ）、（Ｆ）、（Ｉ）、（Ｌ）から、ラジキシン及びモエシンが、ＰＶ
－Ｉで標識される同じパッチに局在し、一方、コフィリン及びアネキシンがこれらの領域
には存在しないことが示される。
【図１１】図１１は、窓開き構造パッチ内のＥＲＭファミリーの分布を示す。モエシン（
Ａ）、エズリン（Ｄ）、メルリン（Ｇ）及びラジキシン（Ｊ）について誘導ｂＥＮＤ５細
胞を免疫染色し、窓開き構造の位置をマークするために抗ＰＶ－１（Ｂ、Ｅ、Ｈ、Ｋ）で
対比染色を行った。抗体の組み合わせの重ね合わせをＣ、Ｆ、Ｉ、Ｌで示す。モエシン（
Ａ）及びラジキシン（Ｊ）は、ＰＶ－１染色とともに、窓開き構造（Ｂ、Ｃ）及び（Ｋ、
Ｌ）にそれぞれ共局在すると思われ、一方、エズリン（Ｄ）及びメルリン（Ｇ）は、それ
ぞれ細胞（Ｅ、Ｆ）及び（Ｈ、Ｉ）のＰＶ－Ｉ陽性領域にはないと思われる（バー＝２０
μｍ）。
【図１２】図１２は、インビボでのＥＲＭファミリーメンバーの分布を示す。モエシン（
Ａ、Ｅ）、エズリン（Ｂ、Ｆ）及びＰＶ－Ｉ（Ｃ、Ｇ）に対する抗体を用いて、マウスの
眼の切片における免疫組織化学を行った。低倍率（Ｄ）及び高倍率（Ｈ）の重ね合わせで
見られるように、脈絡毛細管枝でモエシンがＰＶ－Ｉと共局在する一方で、エズリンは、
網膜色素上皮層に限定される。脈絡毛細管枝下の強膜において、モエシンとエズリンはあ
る程度一致すると思われる。
【図１３】図１３は、プロテオーム分析に使用した試料をまとめた表である。
【図１４Ａ】図１４は、減法プロテオーム分析からの、各試料におけるスポットについて
タンパク質識別の割り当ての表である。
【図１４Ｂ】図１４は、減法プロテオーム分析からの、各試料におけるスポットについて
タンパク質識別の割り当ての表である。
【図１５】図１５は、質量分析のために選択し、切り出したスポットの強度を、付随の倍
数差及びｐ値とともにまとめた表である。
【図１６】図１６は、機能により分類した候補タンパク質をまとめた表である。カラムＬ
対Ｃ２（１）、Ｌ対Ｃ２（２）及びＬ対Ｃ２（３）は、ｂＥＮＤ５細胞実験１、２及び３
についてそれぞれ行われた個々のバッチ分析におけるスポット強度の倍数変化を指す。ハ
イライトを付したものは、切り出し及びそれに続くタンパク質含量同定に対する特定スポ
ットの選択を決定する倍数変化である。
【図１７】図１７は、窓開き構造特異的遺伝子に対する比較ゲノムアプローチを説明する
Ｖｅｎｎ　Ｄｉａｇｒａｍである。Ｖｅｎｎ　Ｄｉａｇｒａｍは、ヒト、ゼブラフィッシ
ュ及びシロイヌナズナゲノムを比較する。
【図１８】図１８は、有窓及び非有窓生物の遺伝的比較を示す表である。この表は、ヒト
遺伝子の数について、遺伝子の数及び％を比較する。
【図１９】図１９は、比較ゲノミクス及びプロテオミクスの両方により同定されたタンパ
ク質を示す表である。
【図２０】図２０は、多孔板組成に対する、モエシンのドミナントネガティブ型（Ｎ－モ
エシン／ＧＦＰ）の実験を説明する。図２０Ａ－Ｃは、多孔板を形成し内在性モエシンを
欠く高発現細胞を示す。図２０Ｄ－Ｆは、多孔板を形成し、内在性を欠く高発現細胞を示
す。図２０Ａ、２０Ｄ、２０Ｇ及び２０Ｊは、Ｎ－モエシン／ＧＦＰが、多孔板と形態的
に同様の細胞膜の領域に限定されたことを示す。図２０Ｊ－Ｌは、多孔板が細胞周囲の細
い領域に生じ、それらを取り囲む、微小管及び細胞小器官が豊富な境界とは異なったこと
を示す。図２０Ｇ－Ｉは、細胞表面全体のＰＥＣＡＭの発現が変化しなかったことを示す
。図２０Ｍは、高発現誘導細胞において、ＧＦＰが細胞質全体に分布し、多孔板の間に存
在する微小管及び細胞小器官が豊富な領域に選択的であったことを示す。図２０Ｍ－Ｏは
、多孔板がＰＶ－Ｉ、モエシン及び繊維状アクチンの不連続ネットワークを含有する定ま
った組成を与えたことを示す。
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