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(54)【発明の名称】 分子会合体の特徴付けおよび分離方法

(57)【要約】
本発明は分子会合体、特に300nm 未満のサイズの粒
子の特徴付けと、任意選択としてそれらの分離するため
の方法に関し、そのような分子会合体の蛍光染料によっ
てマークされた部分ユニットがマーカーとして用いられ
、マークされた会合体および凝集体がFACS( 蛍光活
性化細胞選別装置) によって特徴付けが行われる方法に
関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  サブユニットから構成される分子会合体の特徴付けを行う方

法であって、

  －  非会合サブユニットを少なくとも１つの蛍光染料で標識し、

  －  標識サブユニットを相互に、または非標識サブユニットと、もしくはサブ

ユニットから構成された分子会合体と接触させて、沈着させるか、および/ また

は前記標識サブユニットを相互に、または非標識サブユニットと、もしくはサブ

ユニットから構成された分子会合体と結合させ、標識分子会合体を形成し、

  －  前記標識分子会合体をFACS( 蛍光活性化細胞選別装置) を通じて特徴付け

を行ない、

  －  前記分子会合体は任意選択で公知の方法で単離される

ことを特徴とする方法。

    【請求項２】  前記サブユニットがモノマー、ダイマーおよび/ またはオリ

ゴマーであることを特徴とする請求項１記載の方法。

    【請求項３】  前記分子会合体のサブユニットが互いに同じであるか異なっ

ていることを特徴とする請求項１または２に記載の方法。

    【請求項４】  少なくとも前記分子会合体の一部が空間的および/ または化

学当量論的に明確に定義された構造を有していることを特徴とする請求項１～３

のいずれか１項記載の方法。

    【請求項５】  空間的および/ または化学当量論的に明確に定義された構造

を有する前記分子会合体が、ウィルスキャプシドあるいはファージキャプシドな

どの天然蛋白質コートから、あるいはプロテオソーム、シャペロン複合体または

リボゾームなどの巨大分子会合体から誘導されるサブユニット、またはそれらの

修飾サブユニットによって構成されることを特徴とする請求項４記載の方法。

    【請求項６】  前記分子会合体がアデノビリダエ、アレナビリダエ、アルテ

リウィルス、アストロビリダエ、バシロビリダエ、バキュロビリダエ、バトナウ

ィルス、バリナビリダエ、ビルナビリダエ、ブロモビリダエ、ブンヤビリダエ、

カリシビリダエ、カプリビリダエ、カルラウィルス、カウリモウィルス、シルコ

ビリダエ、クロステロウィルス、コモビリダエ、コロナビリダエ、コルチコビリ
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ダエ、シストビリダエ、ディアントウィルス、エマノウィルス、フィロビリダエ

、フラビビリダエ、フロウィルス、フセロビリダエ、ゲニミビリダエ、グッタビ

リダエ、ヘパドナビリダエ、ヘルペスビリダエ、ホルデイウィルス、ヒピビリダ

エ、イダエノウィルス、イノビリダエ、イリドビリダエ、レビビリダエ、リポス

リックスビリダエ、ルテオウィルス、マクロモウィルス、マラフィウィルス、ミ

クロビリダエ、ミオビリダエ、ネクロウィルス、ノダビリダエ、オルトミクソビ

リダエ、パポバビリダエ、パラミクソビリダエ、パルティティビリダエ、パルコ

ビリダエ、フィコドナビリダエ、ピコルナビリダエ、プラスマビリダエ、ポドビ

リダエ、ポリドナビリダエ、ポテックスウィルス、ポティビリダエ、ポックスビ

リダエ、レオビリダエ、レトロビリダエ、ラブドビリダエ、リジディオウィルス

、セキビリダエ、シホビリダエ、ソベモウィルス、テクチビリダエ、テヌイウィ

ルス、テトラビリダエ、トバモウィルス、トブラウィルス、トガビリダエ、トム

ブスビリダエ、トチビリダエ、トリコウィルス、ティモウィルス、ウンブラウィ

ルスから構成される群のウィルスキャプシドあるいはファージキャプシドである

か、あるいはそれらのキャプシドから誘導されるか、もしくは上に述べたウィル

スまたはファージの１または複数の修飾サブユニットから誘導されることを特徴

とする請求項４または５記載の方法。

    【請求項７】  前記分子会合体の少なくとも一部がその構造および/ または

会合に関して不規則であることを特徴とする請求項１または２記載の方法。

    【請求項８】  前記分子会合体が同じかまたは異なるサブユニットで構成さ

れたペプチド会合体または蛋白質会合体であるか、一本鎖または二本鎖DNA であ

るか、一本鎖または二本鎖RNA であるか、糖蛋白質会合体、脂質会合体、リン脂

質会合体、炭水化物会合体、多糖類会合体、親水性または疎水性の炭水化物化合

物を含む会合体、イソプレノイド系化合物の会合体、もしくはそれらの混合物で

あることを特徴とする請求項７記載の方法。

    【請求項９】  前記分子会合体のサブユニットが、アルツハイマーβペプチ

ド、タウ蛋白質、プリオン蛋白質、ハンチンティン、シヌクレイン、SCA1/ アタ

キシン、シスタチンC 、免疫グロブリン、リポ蛋白質、トランススレチン、アポ

リポ蛋白質A1、血清アミロイドA 、島細胞アミロイドポリペプチド、インシュリ
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ン、カルシトニン、β－２－ミクログロブリン、リソザイム、フィブリノーゲン

、ゲルソリン、心房ナトリウム排泄因子、ホックスD13 の遺伝子産物、転写因子

CBFA1 、ポリ(A) －結合蛋白質II、またはそれらの誘導体、もしくはそれらの修

飾型またはそのフラグメントであることを特徴とする請求項７または８記載の方

法。

    【請求項１０】  分子会合体が、アルツハイマー病、遺伝性海綿状脳障害、

ハンチントン舞踏病、パーキンソン病、脊髄小脳失調I 型、および遺伝性脳アミ

ロイド血管障害中、あるいは一次または反応性非全身性アミロイド症、二次全身

性アミロイド症、家族性アミロイド多発性神経障害I およびIII 、糖尿病II型、

注射局所化および透析関連アミロイド症、甲状腺脳癌、β－２－ミクログロブリ

ンアミロイド症、非神経障害性アミロイド症、遺伝性腎臓アミロイド症、フィン

ランド遺伝性系統性アミロイド症、心房性アミロイド症、合指症II型、マシャド

－ヨセフ病、鎖骨頭蓋骨形成不全症、および眼球咽頭筋ジストロフィ中に発現す

ることを特徴とする請求項７～９のいずれか１項または複数項記載の方法。

    【請求項１１】  前記会合体が1 －1000nm、好ましくは10－300nm 、好まし

くは10 -100nm 、そしてさらに好ましくは1-100nm のサイズ範囲であることを特

徴とする請求項の１～１０のいずれか１項または複数項記載の方法。

    【請求項１２】  サイズおよび組成に関してサブユニットから構成される分

子会合体の特徴付けにFACS法を適用する方法であって、該会合体の少なくとも１

つのサブユニットを少なくとも１つの蛍光染料で標識する適用方法。

    【請求項１３】  サブユニットから構成される分子会合体の特徴付けを行う

方法であって、前記分子会合体が、アルツハイマー病、遺伝性海綿状脳障害、ハ

ンチントン舞踏病、パーキンソン病、脊髄小脳失調I 型、および遺伝性脳アミロ

イド血管障害中などの神経変性疾患と共に、あるいは一次または反応性非全身性

アミロイド症、二次全身性アミロイド症、家族性アミロイド多発性神経障害I  

およびIII 、糖尿病II型、注射局所化および透析関連アミロイド症、甲状腺脳癌

、β－２－ミクログロブリンアミロイド症、非神経障害性アミロイド症、遺伝性

腎臓アミロイド症、フィンランド遺伝性系統性アミロイド症、心房性アミロイド

症、合指症II型、マシャド－ヨセフ病、鎖骨頭蓋骨形成不全症、および眼球咽頭
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筋ジストロフィ中に、発現することを特徴とする請求項１１記載の適用方法。

    【請求項１４】  前記蛍光染料が前記分子会合体またはそのサブユニットと

相互作用する分子性物質に結合され、その蛍光標識分子物質が特に抗体、特異的

リガンド、補因子、基質または基質類似物、あるいはその誘導物質であることを

特徴とする請求項１１または１２記載の適用方法。

    【請求項１５】  特徴付けされるべき会合体のサイズが1 －1000nm、好まし

くは10‐300nm 、好ましくは10－100nm 、より好ましくは1 －100nm であること

を特徴とする請求項１２記載の適用方法。
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【発明の詳細な説明】

  【０００１】

  本発明は分子会合体、特に300nm 未満のサイズの粒子の分子会合体の特徴付け

および分離方法に関するものであり、蛍光染料で標識されたそのような分子会合

体のサブユニットがマーカーとして用いられ、標識会合体または凝集体の特徴付

けがFACS( 蛍光活性化細胞選別装置) 装置によって行われることを特徴とする方

法に関するものである。

  【０００２】

（発明の分野および技術の状況）

  ある一連の疾病では、形態的に「不規則な会合体」、いわゆる凝集体が形成さ

れる。そうした病理的沈着物は蛋白質、蛋白質フラグメント、あるいはペプチド

で構成されていることが多く、これらは身体全体に( 全身に) 分散されたり、膵

臓や中枢神経システムなどの特定の器官に集中した形で見出される。アルツハイ

マー病において、ペプチド（アルツハイマーβペプチド、より大きな前駆体蛋白

質のフラグメントとして長さはほとんどの場合42アミノ酸）が脳における特徴的

な沈着物として見出されており、いわゆるアミロイド発生凝集体（「老人斑」）

を形成する。アルツハイマー秒の第2 の特徴として、タウ蛋白質によって形成さ

れる神経細線維構造の形成（「もつれ」あるいは「対形成らせんフィラメント」

）が発生する。現在までのところ、どのようにこれらの蛋白質沈着物が病気の経

路を変更するのか、あるいはこれらの沈着物がその疾病に対して病原として関与

しているのかあるいは単なる副作用にすぎないのかについては、多くのアミロイ

ド発生病で決定的に明らかにはされていない。

  【０００３】

  プリオン蛋白質によって起こされる遺伝性海綿状脳障害についても同様の事態

が示されている。この病気のヒトにおける形態はクロイツフェルトヤコブ病であ

り、動物においては狂牛病（ＢＳＥ）および羊（スクレイピー）病が特によく知

られている。牛におけるＢＳＥの発病と新しい形態のクロイツフェルトヤコブ病

(vCJD)との間の関係は現段階ではまだ完全に排除されていない（M.E. et al., T

ransmission to mice indicate that 'new variant' CJD is caused by the BSE
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 agent, Nature 389, S. 498-501, 1997）。羊における同様の疾病（スクレイピ

ー）の場合、疾病に関係する蛋白質の濃度と感染性との間に関係が認められてい

る。以下の表はKelly, J. W., Alternative conformations of amyloidogenic p

roteins govern their behavior, Curr, Opin. Struct. Biol. 6, S. 11-17, 19

96からの引用に多少の変更、追加を加えたものである。

  【０００４】

【表１】

【表２】

  【０００５】
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  これらの疾病で観察される凝集体は主に上に述べた蛋白質とその蛋白質のフラ

グメントから形成され、そしてそれぞれこれらの疾病の発病に極めて特徴的であ

る。従ってこれらの疾病に対する可能な診断方法は、蛋白質、あるいはその分子

会合体の蛋白質フラグメントが適切な条件下でin vitroでそれぞれの会合体を選

択的に凝集させる傾向を有しているという事実に基づいて行われることになる。

こうした疾病のほとんどの事例で、これまでは診断的アッセイ、あるいはそのた

めの技術的解決方法を見つけることは困難であった。これまでのところ、アルツ

ハイマー病の診断のための既知のテスト方法は関与している蛋白質およびペプチ

ドに対するする免疫学的検出に基づいており、従って、凝集した沈着物やそれら

のサブユニット各々の会合体の直接的検出に基づいてはいなかった。脳脊髄液（

CSF 液）はこの目的のために無痛腰椎穿刺によって患者から採取される。アルツ

ハイマー病に関して検出されるべき物質がこのCSF に含まれている。正確な検出

は、２つの可溶性アルツハイマー固有物質である、タウ蛋白質とアミロイドβペ

プチドを同時測定することによって実現される（M. Shoji et al., Combination

 assay of CSF tau A β 1-40 and A β 1-40(43) as a biochemical marker of

 Altzheimer's desease, J, Neurol. Sci. 158, S. 134-140, 1998; F. Hulstae

rt, K. Blennnow, A. Inanoiu, H. C. Schoonderwaldt, M. Reimenschneider, P

. P. De Dcyn, C. Bancher, P. Cras, J. Wiltfang, P. D. Mehta, K. I1bal, H

. Pottel, E. Vanmenchelen, and H. Vanderstichele; Improved discriminatio

n of AD patients usig beta-amyloid (1-42) and tau levels in CSF, Neurolo

gy 52, S. 1555-1562, 1999 ）。

  【０００６】

  米国特許第5,593,846 号では、可溶性アミロイドβペプチド濃度の測定方法に

ついて述べられているが、この方法では病理性成分（沈着物）は検出されない。

  米国特許第5,434,050 号では、アルツハイマー病の診断法が述べられており、

ここではペプチドが固体構造（例えば、脳バイオプシーからの物質）の固定され

る。こうした方法は重大な医学的介入を伴わずに実行することは不可能であり、

現段階では用いられていない。

  【０００７】
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  国際特許出願WO99/15903号では、病理性沈着物をFCS 法（蛍光相関分光分析）

を用いて検出することができる方法について記述している。しかしながら、FCS 

法は分散制御されるため高い処理量には不適切であり、少量－最大で異なったサ

イズの2 ～3 種類の分子－が区別されるだけで、それぞれの分子種は少なくとも

質量が10倍は違っていなければならず、サイズ分布を評価することができるだけ

であり、方法の各ステップ中に、わずか数種類（通常１種類）の蛍光染料を使用

することができるだけである。この方法では、プローブの自己凝集が重要な問題

である。従って、この方法は広い範囲で病理性が疑われる信号や特徴を早期に把

握するのには適しておらず、ペプチドとタウ蛋白質を同時に検出することは不可

能である。さらに、各測定には相当量の時間が必要である。本発明で開発された

方法では、異種会合体の光分散の性質とおよび蛍光強度に基づいてこうした自己

凝集物を区別することができるので、プローブの自己凝集が測定結果に影響を及

ぼすことはない。上に述べた例で排除された、プローブの自己凝集の可能性は、

最適の感度が達成されるので本発明の方法にとっては有益である。国際特許出願

WO99/15903号には適切なプローブとの凝集体の形成に基づいて、病理性蛋白質沈

着物を判定するための診断方法も述べられており、国際特許出願WO99/15903号に

述べられている方法と同様、サンプル－プローブ会合体の一般的測定に関する権

利の主張がなされており、ここで述べられている発明はこの技術分野での現状と

比べての利点としてフローサイトメトリーによる蛋白質凝集体の測定を用いてい

る。しかしながら、本発明においては、国際特許出願WO9 9/15903号の場合と同

様、分子会合体の特徴付けがなされており、その記述によるとこれらが病理性の

沈着物であることが明らかにされている。さらに、国際特許出願WO99/15903号で

は、１つの会合体の測定は標的に向かうプローブを決定することで行われており

、プローブと標的は同じ化合物/ 構造と定義されている。この場合、請求項１か

ら、プローブが標識されるかどうかは明確に決められてはいない。ここで述べら

れている発明においては、会合体のサブユニット/ 部分構造は他のサブユニット

とも結合するが、ただそのプローブは蛍光染料で標識されねばならない点が違っ

ている。こうした特徴は国際特許出願WO99/15903号においても示されており、従

ってこれはこの技術分野の現状を示すものである。国際特許出願WO99/15903号の
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請求項１で、さらに別の基本的な特徴として、プローブの自己凝集が優勢になる

前にプローブの標的との結合が測定される時間的限定が示唆されている。この時

間的限定は本発明では生じず、そのため、本発明は国際特許出願WO99/15903号に

述べられている方法とはかなり違っている。さらに、会合体の検出と特徴付けは

プローブの自己凝集が開始された時点で、そしてその状態下で好適に行われる。

しかしながら、この基本的な特徴は国際特許出願WO99/15903号では達成されてい

ない。FACSを用いた測定に関連して、本明細書に述べられている方法は新しく、

さらに、プローブの自己凝集とは関係なく高い診断的信頼性を約束するものであ

り、特許法の観点に従ってみて、進歩性のあるものである。国際特許出願WO99/1

5903号の発明者らが自己凝縮が優勢になる前に測定を行わねばならないという欠

陥に気づいていたことは明らかである。

  【０００８】

  米国特許第5,4 86,460 号はアルツハイマー診断法について述べており、この

方法においては、より高い濃度の脳脊髄液が乾燥され、その後、チオフラビンＳ

で標識される。しかしながら、この方法は実際には極めて魅力の低いものであり

、臨床診断のためには不十分であり、無視されている。

  【０００９】

  国際特許出願WO97/04311 A2 は、その表面上のレセプタの存在および分布が違

っている種々の生きた細胞の混合物から生きた細胞を分離するためのFACSに基づ

く方法について権利を請求している。この技術の現状に照らすと、細胞の浸透性

化（従ってそれらの細胞の致死）を必要とする蛍光標識抗体は用いられないが、

細胞表面に存在するレセプタの天然リガンドから導かれる蛍光標識ペプチドが使

用される。そうしたペプチドとそれらの細胞を共にインキュベートすることによ

って、ペプチドはそれぞれのレセプタに固定し、FACS装置を用いて分離すること

ができる特定の細胞集団を形成する。この方法は、ここに述べられている診断方

法が細胞集団に対してではなく蛋白質凝集体に対しての特徴付けのためだけに蛍

光標識ペプチドが使用される点で、本発明とはかなり違っている。分析のプロセ

スと意図がまったく違っている。本願においては、FACSによる蛋白質凝集体の単

離をオプションとして実行することができる。しかしながら、本明細書に述べら
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れている蛋白質凝集体のような小さな粒子の選別は、国際特許出願第WO97/04311

 A2 号には述べられていない。国際特許出願第WO97/04311 A2 号の請求項６はと

りわけ蛍光標識アミロイドβペプチドを含んでいるが、細胞の培養や、蛍光標識

ペプチドと細胞レセプタの相互作用はいずれの時点でも行われないので、本願で

述べられている発明とは無関係である。加えて、本発明におけるFACS技術は主に

蛋白質凝集体の分析のために用いられ、一方、国際特許出願第WO97/04311 A2 号

は生きた細胞の分離方法について述べているのである。

  【００１０】

  米国特許第PS 5540494号において、従来のフローサイトメトリーで測定したデ

ータを用いて分析される粒子の絶対半径および絶対表面の計算を可能にする方法

が述べられている。しかしながら、本発明によれば、データの解釈、つまり蛋白

質凝集体の特徴に関するFACSに基づく測定はその特定の特許内で権利請求されて

いる方法を用いずに行われる。フローサイトメトリーは測定が行われる前に適切

な標準で較正され、すべてのデータ測定はその標準を基準としているので、蛋白

質凝集体の全体的な寸法を判定する必要はない。

  【００１１】

  いずれの場合も、上に述べた疾病に関連したペプチド（蛋白質フラグメント）

を可溶性形態、あるいは結晶化のための沈着物形成シードの形態で検出されるよ

うにする、高度に個別的で鋭敏な方法を開発し、それぞれの疾病のための鮮明で

感度の高い診断アッセイを有することは非常に望ましいことであろう。さらに、

疾病に関する正しい（生化学的、血清学的）診断をできるだけ早く入手して、そ

の疾病を発症する前に最初の治療的ステップを取ることができるようにすること

は巨大な利点であろう。早期診断とその後の治療をうまく結合することは、従っ

て、健康サービスにおける巨大な節約につながるであろう。さらに、こうした診

断アッセイは予防措置としての健康的には問題がないとされる高齢者の診断チェ

ックとして、定期的に用いることも可能であろう。

  【００１２】

  従って、本明細書に述べられている本発明の目的は、現状の技術の上に述べた

ような欠陥を伴わない、分子会合体を特徴付けするための方法を提供することで
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ある。

  【００１３】

  本発明によれば上記目的は、サブユニットから構成される分子会合体の特徴付

けに関して請求項1 に述べた方法によって達成され、この方法によれば、

  －  非会合サブユニットを少なくとも１つの蛍光染料で標識し、

  －  標識サブユニットを相互に、または非標識サブユニットと、もしくはサブ

ユニットから構成された分子会合体と接触させて、沈着させるか、および/ また

は前記標識サブユニットを相互に、または非標識サブユニットと、もしくはサブ

ユニットから構成された分子会合体と結合させ、標識分子会合体を形成し、

  －  該標識分子会合体をFACS( 蛍光活性化細胞選別装置) を通じて特徴付けを

行ない、

  －  該分子会合体は任意選択で公知の方法で単離される。

  【００１４】

  本願を好適な適用例は、従属請求項および以下の説明に説明されている通りで

ある。

（説明）

  生化学的アッセイ、バイオテクノロジー的アッセイ、および医学的診断アッセ

イでは、通常、分子構造の会合体の特徴付けという問題がある。これらの会合体

のサブユニットは各蛋白質のペプチド、糖蛋白質、核酸、脂質およびリン脂質、

炭水化物および多糖類、およびそれらから誘導される物質などの種々の化学的分

類に属するか、会合体は異なるクラスに由来するサブユニットを含んでいる場合

もある。これらの特徴付けは医学的診断あるいは治療目的の使用には適している

。また、生物科学および生化学分野の基礎研究の分野および応用研究の分野にお

いては、こうした特徴付けは必要であろう。

  【００１５】

  ここで述べられている発明においては、そうした分子会合体の測定および特徴

付けを行うため、そしてサイズや組成などの選ばれた性質に関してそうした会合

体の集まりを分離するために、予想しなかった実験結果を用いている。

  【００１６】



(13) 特表２００３－５１３２９４

  驚くべきことに、分子会合体の特徴付けはまず最初に細胞の特徴付けおよび選

別のために開発された方法によって解決される。これに関連して用いられる装置

はFACS装置（蛍光活性化細胞選別装置）と呼ばれる。FACS装置（細胞選別装置、

より簡単にはフローサイトメトリー）は液体ストリームに焦点を合わせた１つの

液滴内の個々の粒子の分散光信号および蛍光信号を分析する光学的測定装置であ

る。静止蛍光メータとは対照的に、その結果は流体ストリーム内で検出システム

を通過している各粒子の複数の物理的パラメータの同時的測定に基づいている。

光励起はレーザによって行われる。評価は液体ストリーム中で、統計的に十分な

量のシングルイベント（粒子）をカウントした後に行われる。細胞選別装置（FA

CS装置）はフローサイトメトリーと比較して、蛍光強度や散乱光（粒子のサイズ

および形状、粒度）などの測定された性質に従って電荷を有する粒子を含んだ液

体ストリームの液滴を提供する上でさらに幅広い選択の余地を提供し、これらの

データは粒子を異なった容器に選別するために用いることができる。粒子を含ん

だ荷電液滴は電場により導かれ、その電荷に従って分離される。

  【００１７】

  FACS装置は個々の粒子の定量的測定を高い精度で可能にし、特に非常に短い時

間内で大量の粒子を分析することができるようにする。さらなる利点は、所定の

性質（例えばサイズや蛍光強度）に関してそれらの粒子を選別する可能性の故に

、粒子を予備的なスケールで特徴付けできる点である。FACS装置では、液体スト

リーム内の１つの粒子の分析が、主としてその光散乱および蛍光信号に関して行

われる。

  【００１８】

  現在までのこの技術分野の現状では、FACSで測定可能なのは細胞あるいは細胞

小器官を有する系だけである。驚くべきことに、FACS装置、好ましくは最新の世

代のFACS装置を用いることによって、分子会合体および凝集体の特徴付けを行う

ことができることが分かった。本発明によれば、これらの会合体はそうした装置

の解像度限界（約300nm ）よりずっと小さくても測定が可能である。適切な蛍光

染料を用いることによって、分子レベル物質のサイズと構造の特徴付けを高い解

像度で行うことができる。分子会合体形成後にその会合体の検出のために十分に
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強い蛍光信号を放出するいずれの蛍光染料でもこの目的のために用いることがで

きる。その方法の感度が高くなくてはならない時は、高い量子効果を有する染料

が好ましい。同時に、レーザに基づく方法では、横方向の散乱に基づいて形状と

粒度に関する情報と、前方散乱に基づいて分子会合体あるいは凝集体のサイズに

関する情報とを得ることができる。

  【００１９】

  ここに述べられている発明は分子会合体の特徴付けのための情報を提供するも

のである。分子会合体は、特異的あるいは非特異的に結合した、化学的に異なる

かあるいは同様のサブユニットから構成される。本発明によれば、該分子会合体

の非会合サブユニットに対して、この方法では少なくとも１つの光マーカー、特

に少なくとも１つの蛍光分子を提供することができる。標識サブユニットと、非

標識サブユニットと、あるいはサブユニットで構成された分子会合体と、標識サ

ブユニットを会合および/ または結合させるために、標識サブユニットを「マー

カー」として、標識サブユニットと、または非標識サブユニットと、あるいはサ

ブユニットで構成された分子会合体と接触させることができる。この方法で、標

識分子会合体が形成され、それらの分子会合体をFACS（蛍光活性化細胞選別装置

）」を用いてサイズ、形状および組成に関して特徴付けることができる。その後

、例えば、サイズあるいは蛍光強度による分子会合体の分離など、周知の方法で

調べられた会合体の分離を行うことができる。一定の予め選択した性質（サイズ

、信号強度）を有する会合体をFACSによって荷電させる。この会合体の電荷を用

いて、分離（選別）を行うことができる。当業者には他の分離方法も知られてお

り、分子会合体の化学的および物理的構造に基づいて、そのような他の分離方法

を用いることができる。分離後、例えば蛍光強度、蛍光分光分析、光散乱、吸収

分光分析、および/  または分子会合体の環状2 色あるいは直線２色性あるいは

散乱光分布などの光学的方法によって選別された会合体のさらなる特徴付けを行

うこともできる。FACSによる特徴付けはフロースルーシステムで実行されるので

、分子会合体の分離はFACSによる特徴付けの直後に行うことができる。

  【００２０】

  FACSによる特徴付けの間に、複数の染料を同時に用いることができる。従って
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、分子会合体の異なったサブユニットの標識に異なった蛍光染料を用いることに

より、１つの分子会合体のいくつかの異なったサブユニット間の区別を行うこと

ができる。

  【００２１】

  本発明による特徴付けを行うことによって、一方では（例えば、１つの分子会

合体または凝集体の異なるサブユニットを異なる蛍光染料で標識することによっ

て）会合体および凝集体の構造に関する判断を行うことができる。異なるサブユ

ニットに対して異なる蛍光染料を用いることで、分子会合体のいくつかの異なっ

たサブユニットを本発明によって区別することができる。この装置の現状の技術

は分子会合体の最大で４つまでの異なったサブユニットの区別が可能である。他

方で、懸濁液あるいは溶液内の個々の凝集体および会合体のサイズと形状の分布

分析を行うなど、会合体または凝集体の集団分布を分析することも可能である。

  【００２２】

  望ましくはテスト溶液の非標識物質がその会合体に含まれている場合から、テ

スト溶液に含まれている非標識物質を含まない蛍光標識物質の自己凝集を、上に

述べた方法で区別することができる。このことは（FACS信号の散乱光部分を用い

て）凝集体の分子量および形状の比較分析と、それらに関連した凝集体の蛍光強

度の測定によって達成することができる。複数パラメータデータ測定結果を適切

に選択された基準と比較することで、蛍光標識プローブの自己凝集を判別するこ

と、つまり、測定された凝集体内の非蛍光標識物質の割合を分析することで一定

の測定結果から人為的な測定結果を区別することが可能になる。

  【００２３】

  本発明によれば、分子会合体の２つの形状を区別することができる。一方では

、会合体を分析して、主に均一な集団を有する規則的な幾何学構造を得る。こう

した会合体を本発明では三次元あるいは化学量論的構造を有する分子会合体とし

て「規則的」分子会合体として定義され、それらは固有の集合プロセスによって

構成される。こうした分子会合体の例は、たった１つのタイプのサブユニットか

ら形成されしばしば20面体構造を有するウィルスやファージ被覆（次のセクショ

ン参照）、あるいはリボソーム、シャペロン、あるいはプロテアソームなどの不



(16) 特表２００３－５１３２９４

均一なサブユニットから構成される巨大分子会合体である。他方、そして本発明

によれば、サイズおよび構造において統計的な分布を有している分子会合体およ

び規則的な会合体をまったく、あるいはほとんど含んでいない分子会合体も含ま

れる。これらの分子会合体は本発明によれば凝集体と呼ばれ、その構造および/ 

または組成物が不規則な分子会合体である。こうした凝集体は、例えば、遺伝子

組み換えによる蛋白質生成中に封入小体として出現し、あるいはアミロイド発生

班、封入小体、あるいはその他の形態生理学的構造の形態の疾病の病理的特性で

ある。

  【００２４】

  それらは通常、サイズと構造が多様である。この発明においては、その規則性

に関しては拘束されず、その会合体の両方の形態に対する一般的特徴付け用語と

して「分子会合体」という簡略化された用語を用いる。

  【００２５】

  この説明で用いられている方法は、規則的な分子会合体の特徴付けを可能にす

る。こうした会合体は例えば多くの場合20面体構造で形成されるウィルス性被膜

構造内で見出すことができる。他のウィルスまたはファージは非20面体対称構造

であり、それらは、例えばフィラメント状、らせん状であり、あるいは形態生理

学的形状の構造を有している。ウィルスおよびファージの被覆は通常明確な構造

を有しており、そのサブユニットはお互いに向き合っており、従って、それらは

規則的な組成および/ または構造を有する巨大分子会合体のための優れたモデル

システムである。各単一のウィルス被膜のサイズおよび分子組成の特徴付けはこ

れらのウィルスシェルおよびその他の分子会合体（細胞性プロテアソーム、シャ

ペロン複合体、あるいはリボソームなど）の特徴付けのための重要な分析的援助

となり得る。こうしたウィルスおよびファージの例を、それらの一次的形態で以

下に示す。

  【００２６】

  【表３】
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  こうしたウィルス性シェル構造の１例を、( ポリオーマ蛋白質エンベロープの

VPI サブユニットからの) ポリオーマウィルスシュードキャプシドを用いて以下

に説明する。上に示した表で、古細菌スルホルブルシバタエに感染するSSVI－粒

子( フセロビリダエ) について強調しておかねばならない。この代表的なファー

ジはそのホスト特異性により非常に好熱性であり、従って、高温で安定しており

、バイオテクノロジーと医学の分野の多くの適用例で有益である。非常に安定し

た蛋白質シェルを形成することも可能である。リポスリックスビリダエからも同

様の代表例を見つけることができる。（ファージ蛋白質から形成される）蛋白質

シェルが関連するプロセスで使うことが可能なバシロビリダエとグッタビリダエ

の好熱性および超好熱性の代表的事例についてはそれほど分類が行われていない

。
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  【００２７】

  蛍光標識は蛋白質( システイン) 内のチオール基およびその他の分子性物質へ

の染料の特異的な共有結合によって行われることが多い。従って、しばしば蛍光

染料のマレイミド誘導体またはヨードアセチミド誘導体が用いられる。アミノ基

への結合の場合、スクシンイミジルエステル、スルホニルハライド、イソチオシ

アネート、そしてアルデヒドが蛍光マーカー誘導体として用いられることが多い

。（蛋白質およびペプチド内の例えばセリン、トレオニン、およびチロシンなど

での）OH基、（例えば多糖類を標識するための）アルデヒドやケトン、および活

性カルボニル基への特異的な結合のための多くの試薬がある。特殊な適用例とし

ては、エフェクタ分子の蛍光標識ビオチンとの結合（ビオチン化）であろう。

  【００２８】

  分子性物質の特異的蛍光標識は非共有結合によっても行われる。この場合、そ

の抗原に特異的に結合するという結合性の故に、特に、蛍光標識抗体が使われる

。特に、蛍光標識されたリガンドはレセプタおよび酵素、補因子、基質、あるい

は基質類似物に対して適している。別の適用可能性はフェナンスリダイン（臭化

エチジウム）、あるいはアクリダイン及シアニンなどの挿入物質の使用である。

アミロイド発生物質の形成は染料コンゴレッドを用い、次に蛍光測定を行うこと

で検出することができる。

  【００２９】

  上に述べた発明の１つの重要な適用例はアミロイド発生症の診断である。患者

の、例えば、ホモジナイズ組織、液体、血液、尿、およびその他の体液からの生

物学的物質を、１または複数の異なった蛍光標識された蛋白質あるいはペプチド

（マーカー）と混合し、一定時間インキュベートする。その患者の物質内に可溶

性単量体ペプチドまたは蛋白質形態、あるいは結合プロセスのための結晶化のた

めのシード（一次会合体）、この時期の用いられたマーカーを有する凝集体ある

いは会合体の形態として含まれている可能性がある。温度、培養期間、溶液添加

、pH値などのプロセス変数を適切に選択することによって、さらに、当業者が周

知の最適化および選択を行った後に、単量体形態あるいはすでに形成された会合

体、あるいは会合体形成のための結晶化のシードの識別を行うことができる。患
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者のテスト溶液内にやはり存在している細胞因子あるいは触媒は、確認の正確さ

を妨げることなしに会合体形成に寄与することができる。

  【００３０】

  この方法は１つの操作サイクルで種々の分子物質を提供的に分類することを可

能にし、FACS装置内での会合体（タイプの違いはここでは異なった蛍光標識によ

って区別することができる）発現の相対的頻度はテスト溶液（例えば患者の液体

）内に存在しているサブユニットの量に比例している。異なったマーカーのため

に異なった蛍光染料を用いることによって、例えば、タウ蛋白質、アルツハイマ

ーβペプチド（1 －42）、アルツハイマーβペプチド(1－40) を同時並行的に検

出することができる。同時に、コンゴレッドの使用によって、形成された凝集体

のアミロイド発生性特性について調べることもできる。最新のFACS装置は４つの

蛍光を同時に検出することを可能にしており、従って、高度に正確な診断を行う

ことができる。非常に感度の高い単一粒子測定が行われるので、このテストに必

要なテスト物質は非常に少なく、これは患者にとっては好適である。上に述べた

ような測定変数は非常に幅広い範囲で設定できるので、患者テストの特性を非常

に正確に分類することができ、これによって、適切な標準化あるいはその疾病の

経過および進行の判定後に優れた定量的判定を行うことができる。

  【００３１】

  アミロイド発生症の分野での診断的使用とは別に、上に述べた方法で治療用物

質のスクリーニングを行うことも可能である。この場合、アミロイド発生性凝集

体は治療用物質が存在している状況で、測定変数として役立ち、アミロイド発生

性凝集体の形成を阻止する物質が治療的にも有効であると期待できる。上に述べ

たアミロイド発生性凝集体を溶解できる物質も治療的に有効である可能性がある

。

  【００３２】

  検出しようとしている物質と同じマーカーの使用（蛍光標識は例外として）の

他に、検出されるべき物質と部分的にだけ同じマーカーの使用も有用である場合

がある。この場合、特定の蛋白質において、標的物質とほとんど同じであるがそ

のアミノ酸配列の１つまたは複数の箇所に置換基を有している蛋白質フラグメン



(20) 特表２００３－５１３２９４

トあるいはペプチドを用いることができる。そうした相同性配列もそれらが天然

の配列と比較して他の、そして多くの場合集合あるいは結合にとってより好まし

い性質を持っている可能性をもっている限り、役に立つ可能性がある。こうした

均一な配列の明確化は本明細書に述べられている発明を用いて行うことができる

。さらに、この方法を用いれば、凝集体および会合体形成の動力学の確認やここ

に述べられている方法の診断的、分析的記述をさらに拡張することも容易に行う

ことができる。特に、アミロイド発生性疾患の診断において、異なった動力学的

相間の区別を行うことも可能である。追加分子がより大きな凝集体あるいは会合

体に急速に結集している現象は、結晶化のためのシードの最初の（そしてよりゆ

っくりした）形成後だけに起きることが多い。従って人為的な凝集体化シードを

添加すれば凝集体化あるいは集合化のプロセスをスピードアップすることも可能

である。

  【００３３】

  FACS装置の標準化された光学的および分光分析的範囲の他に、その装置を多少

技術的に修正した後、周知の分離プロセスを用いてさらに特性毎に分子会合体を

分離することができ、その場合分離された分子会合体はその光学的性質によって

、あるいは吸収、環状あるいは直線状2 色分光性、量子効果、励起凝集体化の寿

命、エネルギー転移、強度差、あるいは放射活性など他の性質によって、特徴付

けが行われる。

  【００３４】

  本発明に述べられている方法では、蛍光標識の助けを借りて、どんな化学的性

質あるいはどんな構造を有している分子会合体でも、あるいはどんな混合比率を

有している分子会合体でもその特徴付けを行なえる。この特徴付けは会合体ある

いは凝集体などの集合の統計的解釈によって行われ、それによって各単一または

複数の凝集体（粒子）の特定の特徴を測定することができる。本発明の別の特徴

は、特徴付けと同時並行的に重要な特徴に基づいて分子粒子の選別および計数が

可能なことである。従って、電子顕微鏡、蛍光顕微鏡、蛍光相関分光分析などの

分析的方法を用いて、FACS分析後に収集された種を調べることができる。

  【００３５】
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  特定の性質を示すFACSによって特徴付け、選別が行われた分子会合体を（例え

ば、細胞培養、動物モデル、あるいは均一で定量的に価値あるソース物質を用い

たテストなど）さらなる実験で用いることができる。これによって、望ましい性

質に関連して、正確に定義され、特徴付けが行われた均一集団の分子性粒子を用

いることが可能になる。多くの場合、これは実験にとって基本的要件である。

  【００３６】

  ここで述べられている方法の１つの重要な利点はFACS法の標準化と広い範囲で

の普及である。この技術はすべての診断センターで確立されており、それに基づ

く医学的テスト方法はインフラストラクチャとして重要な利点を有している。FA

CSは一般的には流動ストリームで行われ、つまり測定されるべきサンプルはその

装置を通じて継続的に流れる。こうしたフロースルーシステムはハイスループッ

トスクリーニングのために自動化には特に適している。この装置はサンプルの各

サイクル後、迅速かつ自動的にフラッシュすることができ、他の手作業や1 方向

物質の交換は不必要である。自動サンプリング装置の使用によって、サービス係

員に対して過重な負担をかけることなく、ワークステーションで大きなサンプル

流量を得ることが可能になる。

  【００３７】

  本発明は異なる構造が異なる蛍光染料で標識されている限り、各粒子の異なる

構造の組成の定量的比率を明確にすることができる。従って、非常に正確な定量

化を行って、その組成の平均値とは別に、その集団内の組成の統計的分布に関す

る正確な記述を提供することも可能である。さらに、それら粒子はかならずしも

直接的に標識される必要はなく、例えば、定義されるべき準構造に結合する特異

的なリガンドが使える場合は、蛍光染料による間接標識を行うこともできる。

  【００３８】

  最後に、例えば、DNA 、RNA 、ペプチド、あるいは蛋白質などの治療的に有効

な物質に対するウィルス様蛋白質シェルのパッケージング効率に関連して粒子の

分子構造の分析を行うこともできる。こうした適用例は、例えば、遺伝子治療ベ

クター系の製造の分野に適している。これによって、そうした系の特徴付けとそ

の後の最適化のための正確な分析用機器が提供される。
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  【００３９】

  本発明の実施の形態を以下の例で述べるが、これらは本発明の範囲を限定する

ものではない。これらの例とその説明では、図面を参照する。

  図１は、FACSによるサンプル特徴付けのための例を図式的に示している。この

例で、蛍光標識サブユニットが一定の種の非標識サブユニットおよび/ または会

合体と合わされて、標識分子会合体を形成する。レーザで励起した後、サイズお

よび蛍光に関する信号が測定され、一定の、所定の分離と（凝集体あるいは会合

体のサイズに関しての）FACS装置の動作原理に基づく選別を行うことができる。

  【００４０】

  図２はFACS技術で特徴付けられたウィルス様キャプシドの電子顕微鏡写真およ

びゲルろ過分析を示している。（A ）ポリオーマウィルスから得られた非会合キ

ャプソメア。（B ）pH7.2 で透析した後のウィルス様ポリオーマウィルスコート

の45nm粒子。（C ）pH8.5 での透析後の30nm粒子。(D) ウィルス様ポリオーマウ

ィルスコートのサイズ分布に関するゲルろ過テスト。

  【００４１】

  図３はテキサスレッドで標識したウィルス様ポリオーマウィルス粒子の、図２

と同様のFACS分析を示している。A ：24個のキャプソメアから構成される粒子の

分析、B ：72個の五量体から構成されるキャプシドの会合体の分析。C ：集合欠

損変種PyVP1 －ΔCT63。D ：非会合状態でのキャプソメア（ウィルス様ポリオー

マウィルスコートなし）。E ：非会合状態でのキャプソメアのドットプロット。

粒子サイズが極端に小さい（5nm ）ことから、前方向光散乱は非常に弱い。F ：

異なったサイズの遊離五量体の蛍光ウィルス様粒子の図式的ヒストグラム図。

  【００４２】

  図４は凝集体化の種々の条件でのアルツハイマーβペプチド（1 －42）のFACS

分析の結果を示している。A ：0.1 ％SDS 含量溶液での蛍光標識凝集体。B ：2 

％SDS 含量溶液の場合、凝集体は他の条件が同じでも現れない。C ：蛍光標識ペ

プチドと非蛍光標識ペプチドの混合物はより弱い蛍光を伴う凝集体を形成する。

D ：同じ条件下で、ペプチドなしで蛍光染料を用いた比較対象実験（ネガティブ

コントロール）。E ：同じ条件下での比較対象実験。この場合は蛍光染料で標識
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されていないアルツハイマーβペプチド（1 －42）を使用（ネガティブコントロ

ール）。

  【００４３】

  図５は異なるように標識されたPyVPI 変種のFACS分析を示している。フルオレ

セインとテキサスレッドで標識された種から構成されるPyVP1 －CallsS－T249C 

が形成される。このキャプシド集団は明確なフルオレセイン蛍光（A のM1）とテ

キサスレッド蛍光（B のM2）を示している。フルオレセイン蛍光（FL1 ）をテキ

サスレッド蛍光と対比してグラフ化すると、両方の染料が１つの粒子上に局在し

ている（C の右上側象限）ことが明らかになる。１つだけの染料を含んでいる粒

子は検出されない。

  【００４４】

（実施例１）

  所定サイズの蛍光標識ウィルスコートの製造とFACSによるそのウィルスシェル

の特徴付け

  この実施例でのウィルスコートは、溶液内で五量体であるポリオーマウィルス

VP1 であり、これは現状の技術でin vitroで簡単にシェルに結合させることがで

きる。従って、第1 段階においては、その配列にシステインを含まないポリオー

マウィルスの変種がつくられ、野生型の蛋白質の６つのシステイン（CYs-12、Cy

s-16、Cys-115 、Cys-274 、およびCys-283 ）が現状の技術に基づく方法で突然

変異を生成させる方法でセリンと置換される。これは、その溶液の酸化還元状態

がその蛋白質の状態にはまったく影響を及ぼさず、従って多くの適用事例で操作

がずっと簡単になるという利点を有している。

  【００４５】

  突然変異誘発は業者の仕様書に基づいてQuickChange 法（Stratagene）によっ

て実行される。突然変異誘発では以下のオリゴヌクレオチドが用いられる。

  【００４６】

  C12S、C16S、C20S：5'－GTC TCT AAA AGC GAG ACA AAA AGC AAA AGC ACA AAG 

GCT ACG CCA AGA CCC －3'および5'－GGG TCT TGG GCT AGC CTT TGT CTTTGT GCT

 TTT TGT CTC GCT TTT AGA GAC－3'、C115S ：5'－GAG GAC CTC ACG TCT GAC AC
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C CTA C －3'および5'－GTA GGG TGT CAG ACG TGA GGT CCT C －3'  ；C274S, C

283S：5'－GGG CCC TTC AGC AAA GGA GAA GGT CTA TAC CTC TCG TGA GAT ATA AT

G －3'および5'－CAT TAT ATC TAC GCT CGA GAG GTA TAG ACC TTC TCC TTT GCT 

GAG GGG CCC －3'。

  【００４７】

  さらに、C 末端で63アミノ酸が欠失している別の蛋白質をつくることもできる

。このC －末端はその集合には不可欠であるため、従って、上に述べたコート蛋

白質の変種は集合性を欠いていない。より短くした変種PyVP1 －ΔCT63の製造は

オリゴヌクレオチド5'－ATT ACC CGG GAT AGG GAT TTT TGA CCC ATA －3'の助け

を借りて行われる。

  【００４８】

  キャプソメアの特異的標識のために、１つのシステインをその蛋白質の特殊な

領域に導入することができる。これは、例えば、位置249 で、そこでスレオニン

がシステインによって置換される。突然変異誘発は業者の仕様書に基づいてQuic

kChange 法（Stratagene）によって、オリゴヌクレオチド5'－GGA CGG GTG GGG 

TGC ACG GTG CAG TG－3'および5'－CAC TCG AGG CAC GTG CAA CCC ACC CGT CC－

3'を用いて実行される。

  【００４９】

  標準的な方法によって製造された蛋白質PyVP1-Calls-T249C の集合は、先ず、

この技術の現状（cf. Salunke, Caspar & Carcea, Biophys. J, 56, S.887-900,

 1989 ）に関してすでに述べた条件と同じ条件で行われる。ここでは、２つの会

合体変種を用いる。10mM HEPES、50mM NaCl 、0.5mM   NaCl2 、5 ％グリシン、

pH7.2 による蛋白質の透析を室温で72時間行った後、(72 個のキャプソメアで構

成されている) 直径が45nmのウィルス様キャプシドが得られる。他方、10mM HEP

ES、50mM NaCl 、0.5mM   NaCl2 、5 ％グリシン、pH8.5 で室温で72時間透析を

行った後では24個のキャプソメアから構成されるずっと小さな粒子（直径30nm）

が得られる。

  【００５０】

  この実験でのPyVP1-Calls-T249C 蛋白質は可溶性五量体として発現され、天然
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性のものであり、それが集合能力を有していることを示している。図２に、ゲル

ろ過実験を示しており、これはPyVP1-Calls-T249蛋白質が適切な条件下で異なっ

たサイズのキャプシド状構造に集合できることを示している。図２には電子顕微

鏡写真による形成されたキャプシドも示している。

  【００５１】

  染料フルオレセインマレイミドまたはテキサスレッドマレイミド（Molecular 

Probe ）を用いて業者の仕様書に従って、会合前に生成キャプソメアを標識する

ことができる。これによって、１つのシステイン249 のサイトでの特異的な結合

が行われる。

  【００５２】

  図３は会合粒子のFACS分析の結果を示している。FACS分析においては、それら

の粒子は驚くほど良好に検出されており、それらは相互に区別することもでき、

各粒子についてサイズおよびその構造分布を調べることができる。

  【００５３】

（実施例２）

アルツハイマーβペプチドの凝集体化の特徴付け

  合成型のアルツハイマーβペプチド(1－42) がSigma 社により市販されている

。このペプチドを10mM HEPES、50mM NaCl 、および2 ％SDS 、pH7.2 を含む緩衝

液に溶解する。ペプチドはメーカーの仕様書に従って、アミノ基で染料ローダミ

ン－X －スクシンイミジルエステル（Molecular Probe ）によってうまく蛍光標

識される。過剰な染料のほとんどはその後ゲルろ過カラムによってペプチドから

分離される。このようにして標識された（ゲルろ過の画分３からの）ペプチドは

３つの同時並行的な実験において用いられる。一方、SDS を含まない緩衝剤によ

って希釈（1 ：20）することで凝集体化が誘発される。得られた凝集体はFACS法

によって検出することができる（図4A  ）。比較対象（実験２）で、SDS を含有

した緩衝剤（2 ％SDS 、ｗ/v）によって希釈すると、凝集体は形成されず、特異

的なFACS信号は起こらない（図4B）。

  【００５４】

  ３つめの実験で、SDS を含まないが非標識アルツハイマーβペプチドを含む緩
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衝液を付加すると、予想されるように再び凝集体が現れるが、それらは副次的な

蛍光信号を発生するだけで、明らかに、標識されていないペプチドが凝集体の形

成に関与していることが示された（これは、散乱曲線によれば、同じサイズの分

布を示す）（図4C）。

  【００５５】

  比較例として、溶解した蛍光染料（ゲルろ過の画分４）についての測定も行っ

たが（図４D ）、これはアルツハイマーβペプチド(1－42) 凝集体の代わりに特

異的なFACS信号は示さない。比較対象として用いられた標識されていないペプチ

ド（図4E）も特異的なFACS信号を示さない。

  【００５６】

  この実施例は、例えばアルツハイマーβペプチドから構成される凝集体のサイ

ズ、タイプおよび組成をFACS技術の助けを借りて個別的に特徴付けできることを

示している。同時に、例えば患者の液体からなどの同じ化学的性質を有する非標

識ペプチドをアミロイド発生性凝集体に組み込むことができることも示されてい

る。従って、この方法により、高度の感度と特異性で分子会合体および凝集体を

特徴付けする可能性が示されており、病理性沈着物の特徴付けを行うことができ

る。

  【００５７】

（実施例３）

混合キャプシドの製造と特徴付け

  混合蛋白質シェル( キャプシド) 、つまり、いくつかの異なった分子性物質か

らモザイク状に組み込まれた粒子の特徴付けは、本発明による可能性の特に優れ

た実証である。異なるコート蛋白質からコート蛋白質の変種PyVP1-Calls-T249C 

の単一システイン249 上に集合された混合キャプシドを確認するために、第１の

実験で、蛍光染料フルオレインマレイミドを結合して、第２の実験では、テキサ

スレッドマレイミドを結合させる。この異なるように標識されたキャプソメアを

混合して、等モル比率で相互に集合させる。キャプシド形成の分析はFACSによっ

て行われる。これにより１つの粒子内での異なる蛍光物質の検出が可能となる。

図５は等モル条件下で集合されたキャプシドの分析を示している。蛍光物質で標
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識されたキャプシドの集団および遊離した、非集合キャプソメアの集団が示され

ている（図5A）。フルオレセイン蛍光対テキサスレッド蛍光を比較するグラフを

作成することで、両方の蛍光物質を同時に含む粒子の集団が監視される。しかし

ながら、１つの染料だけで標識された粒子は存在しない。

  【００５８】

  この実施例は、ここに述べられている方法がモザイク状に集合したポリオーマ

ウィルスVP1 コート蛋白質の特徴付けを可能にすることを示しており、集合中に

形成される各単一粒子が両方の異なるように蛍光標識されたキャプソメアタイプ

を組み込んでいることも実証されている。光ビーム内に存在するすべての蛍光の

平均値を測定する他のすべての分光分析的方法とは対照的に、この方法の場合、

多数の個別粒子に基づく分子会合体および凝集体の構造の分布の判定を可能にす

る。これによって、個々の粒子の特徴付けとは別に、各粒子に組み込まれたサブ

ユニットの統計的分布を測定することも、それらが異なった蛍光染料によって標

識されている場合には可能になる。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】FACSによるサンプル特徴付けのための例の模式図。

    【図２】FACS技術で特徴付けられたウィルス様キャプシドの電子顕微鏡写真

およびゲルろ過分析。

    【図３】テキサスレッドで標識したウィルス様ポリオーマウィルス粒子の、

図２と同様のFACS分析。

    【図４Ａ】凝集体化の種々の条件でのアルツハイマーβペプチド（1 －42）

のFACS分析の結果。0.1 ％SDS 含量溶液での蛍光標識凝集体。

    【図４Ｂ】凝集体化の種々の条件でのアルツハイマーβペプチド（1 －42）

のFACS分析の結果。2 ％SDS 含量溶液の場合、凝集体は他の条件が同じでも現れ

ない。

    【図４Ｃ】凝集体化の種々の条件でのアルツハイマーβペプチド（1 －42）
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のFACS分析の結果。蛍光標識ペプチドと非蛍光標識ペプチドの混合物はより弱い

蛍光を伴う凝集体を形成する。

    【図４Ｄ】凝集体化の種々の条件でのアルツハイマーβペプチド（1 －42）

のFACS分析の結果。同じ条件下で、ペプチドなしで蛍光染料を用いた比較対象実

験（ネガティブコントロール）。

    【図４Ｅ】凝集体化の種々の条件でのアルツハイマーβペプチド（1 －42）

のFACS分析の結果。同じ条件下での比較対象実験。この場合は蛍光染料で標識さ

れていないアルツハイマーβペプチド（1 －42）を使用（ネガティブコントロー

ル）。

    【図５】異なるように標識されたPyVPI 変種のFACS分析。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４Ａ】
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【図４Ｂ】
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【図４Ｃ】
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【図４Ｄ】
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【図４Ｅ】
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【図５】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１４年１月３０日（２００２．１．３０）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  サブユニットから構成される分子会合体の特徴付けを行う方

法であって、

  －  非会合サブユニットを少なくとも１つの蛍光染料で直接標識し、

  －  標識サブユニットを相互に、または非標識サブユニットと、もしくはサブ

ユニットから構成された分子会合体と接触させて、沈着させるか、および/ また

は前記標識サブユニットを相互に、または非標識サブユニットと、もしくはサブ

ユニットから構成された分子会合体と結合させ、標識分子会合体を形成し、

  －  前記標識分子会合体をFACS( 蛍光活性化細胞選別装置) を通じて特徴付け

を行ない、

  － 特徴付けされるべき会合体のサイズが1 －1000nmであり、

  － 前記分子会合体が、ウィルスキャプシドあるいはファージキャプシド、プ

ロテオソーム、シャペロン複合体またはリボゾームであるか；それらの修飾サブ

ユニットによって構成されるか；同じまたは異なるサブユニットで構成されたペ

プチド会合体又は蛋白質会合体であるか；一本鎖または二本鎖DNA であるか；一

本鎖または二本鎖RNA であるか；糖蛋白質会合体；脂質会合体；リン脂質会合体

；炭水化物会合体；多糖類会合体；親水性または疎水性の炭水化物化合物を含む

会合体；イソプレノイド系化合物の会合体；もしくはそれらの混合物である

ことを特徴とする方法。

    【請求項２】  前記サブユニットがモノマー、ダイマーおよび/ またはオリ

ゴマーであることを特徴とする請求項１記載の方法。

    【請求項３】  前記分子会合体のサブユニットが互いに同じであるか異なっ



(48) 特表２００３－５１３２９４

ていることを特徴とする請求項１または２に記載の方法。

    【請求項４】  前記分子会合体は任意選択で公知の方法で単離されることを

特徴とする請求項１～３のいずれか１項記載の方法。

    【請求項５】  前記分子会合体がアデノビリダエ、アレナビリダエ、アルテ

リウィルス、アストロビリダエ、バシロビリダエ、バキュロビリダエ、バトナウ

ィルス、バリナビリダエ、ビルナビリダエ、ブロモビリダエ、ブンヤビリダエ、

カリシビリダエ、カプリビリダエ、カルラウィルス、カウリモウィルス、シルコ

ビリダエ、クロステロウィルス、コモビリダエ、コロナビリダエ、コルチコビリ

ダエ、シストビリダエ、ディアントウィルス、エマノウィルス、フィロビリダエ

、フラビビリダエ、フロウィルス、フセロビリダエ、ゲニミビリダエ、グッタビ

リダエ、ヘパドナビリダエ、ヘルペスビリダエ、ホルデイウィルス、ヒピビリダ

エ、イダエノウィルス、イノビリダエ、イリドビリダエ、レビビリダエ、リポス

リックスビリダエ、ルテオウィルス、マクロモウィルス、マラフィウィルス、ミ

クロビリダエ、ミオビリダエ、ネクロウィルス、ノダビリダエ、オルトミクソビ

リダエ、パポバビリダエ、パラミクソビリダエ、パルティティビリダエ、パルコ

ビリダエ、フィコドナビリダエ、ピコルナビリダエ、プラスマビリダエ、ポドビ

リダエ、ポリドナビリダエ、ポテックスウィルス、ポティビリダエ、ポックスビ

リダエ、レオビリダエ、レトロビリダエ、ラブドビリダエ、リジディオウィルス

、セキビリダエ、シホビリダエ、ソベモウィルス、テクチビリダエ、テヌイウィ

ルス、テトラビリダエ、トバモウィルス、トブラウィルス、トガビリダエ、トム

ブスビリダエ、トチビリダエ、トリコウィルス、ティモウィルス、ウンブラウィ

ルスから構成される群のウィルスキャプシドあるいはファージキャプシドである

か、あるいはそれらのキャプシドから誘導されるか、もしくは上に述べたウィル

スまたはファージの１または複数の修飾サブユニットから誘導されることを特徴

とする請求項１～４のいずれか１項または複数項記載の方法。

    【請求項６】  前記分子会合体のサブユニットが、アルツハイマーβペプチ

ド、タウ蛋白質、プリオン蛋白質、ハンチンティン、シヌクレイン、SCA1/ アタ

キシン、シスタチンC 、免疫グロブリン、リポ蛋白質、トランススレチン、アポ

リポ蛋白質A1、血清アミロイドA 、島細胞アミロイドポリペプチド、インシュリ
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ン、カルシトニン、β－２－ミクログロブリン、リソザイム、フィブリノーゲン

、ゲルソリン、心房ナトリウム排泄因子、ホックスD13 の遺伝子産物、転写因子

CBFA1 、ポリ(A) －結合蛋白質II、またはそれらの誘導体、もしくはそれらの修

飾型またはそのフラグメントであることを特徴とする請求項１～４のいずれか１

項記載の方法。

    【請求項７】  分子会合体が、アルツハイマー病、遺伝性海綿状脳障害、ハ

ンチントン舞踏病、パーキンソン病、脊髄小脳失調I 型、および遺伝性脳アミロ

イド血管障害中、あるいは一次または反応性非全身性アミロイド症、二次全身性

アミロイド症、家族性アミロイド多発性神経障害I およびIII 、糖尿病II型、注

射局所化および透析関連アミロイド症、甲状腺脳癌、β－２－ミクログロブリン

アミロイド症、非神経障害性アミロイド症、遺伝性腎臓アミロイド症、フィンラ

ンド遺伝性系統性アミロイド症、心房性アミロイド症、合指症II型、マシャド－

ヨセフ病、鎖骨頭蓋骨形成不全症、および眼球咽頭筋ジストロフィ中に発現する

ことを特徴とする請求項６記載の方法。

    【請求項８】  前記会合体が10－300nm 、好ましくは10 -100nm 、そしてさ

らに好ましくは1-100nm のサイズ範囲であることを特徴とする請求項の１～７の

いずれか１項または複数項記載の方法。

    【請求項９】  サイズおよび組成に関してサブユニットから構成される分子

会合体の特徴付けにFACS法を適用する方法であって、該会合体の少なくとも１つ

のサブユニットを少なくとも１つの蛍光染料で直接標識することで分子会合体が

請求項１に基づいて定義されることを特徴とする適用方法。

    【請求項１０】  サブユニットから構成される分子会合体の特徴付けを行う

方法であって、前記分子会合体が、アルツハイマー病、遺伝性海綿状脳障害、ハ

ンチントン舞踏病、パーキンソン病、脊髄小脳失調I 型、および遺伝性脳アミロ

イド血管障害中などの神経変性疾患と共に、あるいは一次または反応性非全身性

アミロイド症、二次全身性アミロイド症、家族性アミロイド多発性神経障害I お

よびIII 、糖尿病II型、注射局所化および透析関連アミロイド症、甲状腺脳癌、

β－２－ミクログロブリンアミロイド症、非神経障害性アミロイド症、遺伝性腎

臓アミロイド症、フィンランド遺伝性系統性アミロイド症、心房性アミロイド症
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、合指症II型、マシャド－ヨセフ病、鎖骨頭蓋骨形成不全症、および眼球咽頭筋

ジストロフィ中に、発現することを特徴とする請求項９記載の適用方法。

    【請求項１１】  特徴付けされるべき会合体のサイズが10‐300nm 、好まし

くは10－100nm 、より好ましくは1 －100nm であることを特徴とする請求項９記

載の適用方法。
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明涉及一种表征分子缔合的方法，特别是尺寸小于300nm的颗粒，
以及任选地分离它们的方法，其中以这种分子缔合的荧光染料标记的亚
基被用作标记。 并且标记的聚集体和聚集体的特征在于FACS（荧光激
活细胞分选仪）。
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