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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列と、細胞外に提示され、抗原性を
有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプチドをコードする塩基配列と、転写
終結シグナルをコードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含む細胞外に金
属化合物結合能を提示するレポーターベクター。
【請求項２】
　前記細胞外に提示され、抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプ
チドをコードする塩基配列が、
（ａ）抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプチドをコードする塩
基配列と、
（ｂ）前記抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプチドを細胞膜に
輸送するシグナル・ペプチドをコードする塩基配列と、
（ｃ）前記シグナル・ペプチドによって前記細胞膜に輸送された前記抗原性を有する金属
化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプチドを前記細胞膜に固定化するアンカー・ペプ
チドをコードする塩基配列と
を上流から下流に向けてこの順番で含む請求項１に記載のレポーターベクター。
【請求項３】
　前記（ａ）における前記抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプ
チドが、抗原性を有する特定の金属化合物に対するモノクローナル抗体に由来する重鎖可
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変領域断片と、前記モノクローナル抗体に由来する軽鎖可変領域断片と、前記重鎖可変領
域断片と前記軽鎖可変領域断片との間に存在するリンカー・ペプチドとを含み、且つ前記
重鎖可変領域断片と前記軽鎖可変領域断片とにより免疫学的に前記抗原性を有する特定の
金属化合物と特異的に結合する一本鎖抗体ペプチドである請求項２に記載のレポーターベ
クター。
【請求項４】
　前記細胞外に提示され、抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプ
チドが、抗原性を有する常磁性金属含有物と特異的に結合するペプチドである請求項１～
３の何れか１項に記載のレポーターベクター。
【請求項５】
　前記細胞外に提示され、抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプ
チドが、抗原性を有する常磁性金属、常磁性金属イオン、常磁性金属錯体または磁性金属
錯体塩と特異的に結合するペプチドである請求項１～３の何れか１項に記載のレポーター
ベクター。
【請求項６】
　前記細胞外に提示され、抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプ
チドが、抗原性を有するガドリニウム化合物、テルビウム化合物、鉄化合物、マンガン化
合物、銅化合物またはクロム化合物と特異的に結合するペプチドである請求項１～３の何
れか１項に記載のレポーターベクター。
【請求項７】
　前記細胞外に提示され、抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプ
チドが、ガドリニウム、ガドリニウムイオン、ガドリニウム錯体、ガドリニウム錯体塩、
テルビウム、テルビウムイオン、テルビウム錯体、テルビウム錯体塩、鉄、鉄錯体、鉄錯
体塩、マンガン、マンガンイオン、マンガン錯体、マンガン錯体塩、銅、銅イオン、銅錯
体、銅錯体塩、クロム、クロムイオン、クロム錯体、クロム錯体塩、それらの金属原子を
含む酸化金属、酸化金属塩、水酸化金属および金属炭酸塩、並びにそれらの水和物からな
る群より選択される抗原性を有する金属化合物と特異的に結合するペプチドである請求項
１～３の何れか１項に記載のレポーターベクター。
【請求項８】
　前記細胞外に提示され、抗原性を有する金属化合物結合ペプチドが、ガドペンテト酸と
特異的に結合するペプチドである請求項１～３の何れか１項に記載のレポーターベクター
。
【請求項９】
　前記細胞外に提示され、抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプ
チドが、金属粒子、金属イオン、金属イオンの塩、金属錯体、金属錯体塩、酸化金属、酸
化金属塩、水酸化金属、水酸化金属塩、金属炭酸塩およびこれらの水和物である金属原子
を含有する物質からなる群より選択される抗原性を有する物質と特異的に結合するペプチ
ドである請求項１～３の何れか１項に記載のレポーターベクター。
【請求項１０】
　前記一本鎖抗体ペプチドをコードする塩基配列が、配列番号１に記載のアミノ酸配列を
コードする塩基配列である請求項８に記載のレポーターベクター。
【請求項１１】
　前記一本鎖抗体ペプチドをコードする塩基配列が、配列番号２に記載の塩基配列である
請求項８に記載のレポーターベクター。
【請求項１２】
　更に、前記（ｂ）におけるリーダー・ペプチドをコードする塩基配列が、イムノグロブ
リンκ鎖のリーダー・ペプチドをコードする塩基配列である請求項２～１１の何れか１項
に記載に記載のレポーターベクター。
【請求項１３】
　更に、前記（ｃ）におけるアンカー・ペプチドをコードする塩基配列が、血小板由来成
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長因子受容体を細胞膜に固定するアンカー・ペプチドをコードする塩基配列である請求項
２～１２の何れか１項に記載のレポーターベクター。
【請求項１４】
　インビトロにおいて、特定の条件を有する細胞を検出する方法であって、
　　（１）細胞を含む検出対象に対して、請求項１～１３の何れか１項に記載のレポータ
ーベクターを取り込ませることと、
　（２）前記細胞外に抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプチド
を提示させることと、
　（３）前記抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプチドに対して
、前記抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプチドと結合対を形成
可能な金属を接触させることと、
　（４）前記抗原性を有する金属化合物に特異的に結合する一本鎖抗体ペプチドに結合し
た金属を検出することと、
を含む方法。
【請求項１５】
　請求項１～１３の何れか１項に記載のレポーターベクターを有効成分として含む特定の
条件を有する細胞のための検出剤。
【請求項１６】
　請求項１～１３の何れか１項に記載のレポーターベクターを有効成分として含む、前記
特定の条件を指標とする疾患のための診断剤。
【請求項１７】
　請求項１～１３の何れか１項に記載のレポーターベクターを有効成分として含む、前記
特定の条件を指標とする疾患のための造影剤。
【請求項１８】
　請求項１～１３の何れか１項に記載のレポーターベクターを有効成分として含む、前記
特定の条件に関連する疾患を治療するための治療剤。
【請求項１９】
　前記疾患が癌または骨代謝異常である請求項１６～１８の何れか１項に記載の薬剤。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の実施形態は、細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベクターに関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　人口構成の高齢化や人々の健康志向の高まりなどから、医療機器は、我々の生活に必要
不可欠なものとなっている。なかでも、人体を傷つけず、通常は目視できない体内の断層
画像を得ることができる磁気共鳴画像化（ＭＲＩ）技術は、癌をはじめとする疾患の超早
期診断において強い注目を集めている。
【０００３】
　ＭＲＩにおける疾患の診断では、疾患の原因となる異常細胞を特異的に標識し、それに
より正常細胞と区別して画像化する。例えば、特異的な遺伝子や蛋白質の発現、或いは代
謝物の蓄積などを指標として、異常細胞に対して標識することができる。なかでも、遺伝
子の発現は、疾患プロセスの最上流に位置することから、超早期診断に最も適した指標と
いえる。
【０００４】
　このような遺伝子の発現を指標とした異常細胞を標識する方法のひとつに、レポーター
遺伝子を使用する方法がある。この方法では、指標とする遺伝子のプロモーター領域の下
流にレポーター遺伝子を連結する。異常細胞において、遺伝子プロモーターが活性化する
と、その下流のレポーター遺伝子が発現する。発現されたレポーター遺伝子の産物によっ
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て直接的または間接的に細胞が標識される。代表的なレポーター遺伝子には、例えば、細
胞を蛍光標識する緑色蛍光蛋白質(GFP)などがある。蛍光標識された細胞は、蛍光顕微シ
ステムを搭載した機器によって画像化される。
【０００５】
　ＭＲＩ用に開発されたレポーター遺伝子もいくつか報告されている。例えば、鉄結合性
蛋白質であるフェリチン、トランスフェリンなどがある。これらは鉄結合型のレポーター
遺伝子である。鉄結合型のレポーター遺伝子は、同遺伝子が発現された細胞に鉄を集積さ
せる。この集積により細胞が鉄で標識される。ＭＲＩ撮像では、鉄の造影効果が利用でき
るので、細胞に集積された鉄により標識された細胞が、ＭＲＩのＴ１/Ｔ２＊強調画像に
よって検出される。
【０００６】
　このような状況において、より早期の診断を達成するために、より感度の高い診断方法
の開発が強く求められている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｊ．Ｎｕｃｌ．Ｍｅｄ．（２００８）　４９（１２）　１９０５－８
【非特許文献２】Ｎｅｏｐｌａｓｉａ　（２００５）　７（２）　１０９－１１
【非特許文献３】ＰＮＡＳ　（２００６）　１０３（２５）　９６３７－９６４２
【非特許文献４】Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　５
６：５１－５９　（２００６）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明が解決しようとする課題は、細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベ
クターを提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　実施形態の細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベクターは、特定の条件に
応じてプロモーター活性を示す塩基配列と、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチド
をコードする塩基配列と、転写終結シグナルをコードする塩基配列を含む。細胞外に提示
される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列は、特定の条件に応じてプロモータ
ー活性を示す塩基配列の下流に機能的に連結される。転写終結シグナルをコードする塩基
配列は、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列の下流に機能
的に連結される。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】実施形態の１例である細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベクター
を模式的に示す図。
【図２】実施形態の１例である細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターが細胞外
に提示された状態を模式的に示す図。
【図３】実施形態の１例である細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベクター
を模式的に示す図。
【図４】実施例におけるウェスタン・ブロットによるＧｄｓｃＦｖ蛋白質検出結果を示す
図。
【図５】実施例における免疫細胞染色によるＧｄｓｃＦｖ蛋白質検出結果を示す図。
【図６】実施例におけるＧｄｓｃＦｖ発現細胞に対するＭＲ造影剤（ガドペンテト酸）の
結合を示す図。
【図７】実施例において得たＧｄｓｃＦｖ発現細胞におけるＭＲ画像のコントラスト増強
効果を示す図。
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【発明を実施するための形態】
【００１１】
　以下、実施形態の細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベクターを図面を参
照して説明する。
【００１２】
　図１に示すように、実施形態の細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベクタ
ー１１は、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列１２と、特
定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列１３と、転写終結シグナルをコードす
る塩基配列１４を含むベクターである。
【００１３】
　レポーターベクター１１は、検出対象となる細胞または細胞群に導入されて使用される
遺伝子構築物である。
【００１４】
　塩基配列１３は、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列である。塩基配
列１３は、レポーターベクター１１が導入された細胞おいて、その細胞の状態または環境
が、予め決定された特定の条件を満たしている場合に、プロモーター活性を発揮するよう
に構成された塩基配列である。プロモーター活性の活性化により、塩基配列１３の下流に
機能的に接続された遺伝子が発現される。
【００１５】
　塩基配列１２は、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列で
ある。塩基配列１２は、塩基配列１３のプロモーター活性が活性化されると、そのプロモ
ーター活性を受けて発現するように構成される遺伝子を含む。従って、塩基配列１３のプ
ロモーター活性の活性化により、塩基配列１２にコードされた遺伝子は、細胞において転
写され、翻訳され、金属化合物結合ペプチドを産生し、産生された金属化合物結合ペプチ
ドは、細胞膜に移動して、細胞外に金属化合物結合能を提示するように構成されている。
従って、塩基配列１２は、レポーター遺伝子である。ここで、塩基配列１２は、レポータ
ー遺伝子からなってもよく、レポーター遺伝子を含んでもよい。即ち、塩基配列１２は、
導入された細胞の状態または環境に依存して活性化される塩基配列１３のプロモーター活
性により発現が調節されたレポーター遺伝子として機能する。また、塩基配列１２により
コードされる金属化合物結合ペプチドはレポーターペプチドとして機能する。
【００１６】
　ここにおいて、「金属化合物結合ペプチド」は、「金属化合物を結合するペプチド」、
「金属化合物に対して結合するペプチド」と同義であり、交換可能に使用される。
【００１７】
　塩基配列１４は、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列１
２の転写を終結するように構成された塩基配列である。例えば、塩基配列１４は、転写終
結シグナルをコードする塩基配列である。塩基配列１４の存在により、細胞外に提示され
る金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列１２の転写は適切な位置において停止す
る。
【００１８】
　レポーターベクター１１において、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコー
ドする塩基配列１２は、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列１３の下流
に機能的に結合されればよい。転写終結シグナルをコードする塩基配列１４は、細胞外に
提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列１２の下流に機能的に結合され
ればよい。即ち、細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベクター１１は、特定
の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列１３と、細胞外に提示される金属化合物
結合ペプチドをコードする塩基配列１２と、転写終結シグナルをコードする塩基配列１４
とを、上流から下流に向けてこの順番で含めばよい。
【００１９】
　ここで、「機能的に結合される」および「機能的に連結される」は交換可能に使用され
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、何れも意図された機能が維持された状態または意図された機能が発揮できる状態で結合
または連結されることをいう。
【００２０】
　ここにおいて「細胞外に金属化合物結合能を提示する」の語は、細胞外、例えば、細胞
表面に金属化合物結合能を与えることをいう。具体的には、当該レポーターベクター１１
に由来して細胞において産生された塩基配列１２にコードされた金属化合物結合ペプチド
が、細胞膜２２を貫通した状態で細胞内外に存在する状態であればよい。金属化合物結合
ペプチド２３は、特定の金属化合物に対して特異的に結合するペプチドである。
【００２１】
　図２を参照されたい。図２は、レポーターベクター１１が、予め決定された特定の条件
を満たす細胞２１に導入されると、細胞２１において発現された塩基配列１２にコードさ
れた金属化合物結合ペプチド２３が発現され、細胞膜２２を貫通して細胞内外に亘って存
在する状態を示す図である。更に図２では、金属化合物結合ペプチド２３に対して、金属
化合物２４が特異的に結合している様子を模式的に示している。
【００２２】
　このような実施形態により、細胞の状況に応じて、細胞外に提示された金属化合物結合
能によって細胞表面で所望の金属化合物を結合することが可能となる。それにより、例え
ば、磁気共鳴装置(MRI)や陽電子放射断層撮影装置(PET)や単一光子放射断層撮影装置(SPE
CT)やコンピュータ断層撮影装置(CT)などの装置により、特定の状況を示す細胞の検出が
より高感度で行うことが可能となる。それにより、高感度により早期に所望の診断を行う
ことが可能になる。
【００２３】
　ここで、細胞の「特定の状況」とは、細胞自体、例えば、細胞内部および／または細胞
外部の「状態」、細胞を取り囲む「環境」の条件が、予め決定された特定の条件であるこ
とをいう。例えば、このような条件は、特定の疾患の兆候を示す指標、特定の疾患が発症
している指標、特定の疾患の発症の進行の程度を示す指標および／または特定の疾患の重
症度を示す指標などが存在することであってよい。例えば、疾患発症、疾患存在または疾
患の進展度に関連して含有量が変化する細胞内の物質に関する条件であってもよい。例え
ば、このような条件は、具体的な指標であってもよく、特定の遺伝子の存在、特定の遺伝
子の発現、細胞内外のｐＨ値、酸化還元に関する情報、特定のイオンの存在、酵素の存在
、酵素基質の存在、特定の物質の存在などについて、それらの存在の有無、それらの存在
についての数量的な値の大きさ、それらの存在分布、および／または存在状体の変化など
であってもよい。
【００２４】
　遺伝子に関する条件の例は次の通りである。「特定の疾患に罹患した細胞においてのみ
発現する」、または「特定の疾患に罹患した細胞において正常な対象に比べて多く発現す
る」若しくは「少なく発現する」ことを条件としてよい。従って、例えば、「特定の疾患
に罹患した細胞においてのみ発現する遺伝子が存在する」ことを条件とする場合、「特定
の疾患に罹患した細胞においてのみ発現する遺伝子が存在する」ときにプロモーター活性
が示され、「特定の疾患に罹患した細胞においてのみ発現する遺伝子が存在しない」とき
にはプロモーター活性は示されない。
【００２５】
　例えば、特定の条件が細胞の癌化であり、検出対象が癌細胞であれば、例えば、ｆｏｓ
やｍｙｃなどの遺伝子プロモーターを使用してよい。検出対象が、関節炎や骨粗しょう症
などの骨代謝異常に関わる細胞であれば、例えば、ＮＦＡＴＣ１やＣＩＣＣ４などの遺伝
子プロモーターを使用してよい。また、検出対象が、多様な疾患の惹起に関わる酸化スト
レスを受けた細胞であれば、例えば、カタラーゼやＳＯＤなどの遺伝子プロモーターを使
用してもよい。しかしながら、これらに限定するものではない。
【００２６】
　１．レポーター遺伝子
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　１つの実施形態に従う、レポーターベクターは、レポーター遺伝子として細胞外に提示
される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列を含む。この構成により、レポータ
ーベクターは、プロモーター活性に応じて、金属化合物結合ペプチドをレポーターとして
細胞外に提示する。その結果、細胞外に提示された金属化合物結合ペプチドに、金属化合
物が特異的に結合および/または集積することが可能となる。これにより、細胞が標識さ
れる。このように標識された細胞は、結合するべき金属化合物の種類に依存して、選択さ
れた検出方法により検出できる。即ち、金属化合物の種類により、例えば、磁気共鳴装置
(MRI)や陽電子放射断層撮影装置(PET)や単一光子放射断層撮影装置(SPECT)コンピュータ
断層撮影装置(CT)などの画像診断装置により検出が可能となる。
【００２７】
　レポーターペプチドが結合する金属化合物の種類は、検出手段に応じて選択すればよい
。ここにおいて、「金属化合物」とは、金属粒子、金属イオン、金属イオンの塩、金属錯
体、金属錯体塩、酸化金属、酸化金属塩、水酸化金属、水酸化金属塩、金属炭酸塩および
これらの水和物などの金属原子を含有する物質をいう。このような「金属化合物」は「金
属原子含有物」ともいえる。また、金属化合物は、一般的に造影剤や診断剤などとして、
細胞、組織または動物、特に哺乳類などの個体生体において使用するための金属化合物に
おいて許容される範囲の大きさの粒子径であることが好ましい。更にまた、当該金属化合
物は、ＭＲＩ、ＰＥＴ、ＳＰＥＣＴ、ＣＴ、Ｘ線、超音波、ＤＳＡなどの画像診断装置に
おいて使用され得る造影剤の有効成分として薬学的に許容される何れかの金属化合物であ
ってもよい。このような造影剤の有効成分として許容される金属化合物をここでは「造影
用金属粒子」という。
【００２８】
　例えば、ＭＲＩを用いる場合は、当該金属化合物は、常磁性金属、常磁性金属イオン、
常磁性金属錯体、それらの塩および常磁性金属含有化合物、並びにそれらの誘導体であっ
てよい。ＭＲＩのために好ましい金属化合物の例は、具体的には、例えば、例えば、ガド
リニウム、ガドリニウムイオン、ガドリニウム錯体およびそれらの塩などのガドリニウム
化合物、テルビウム、テルビウムイオン、テルビウム錯体およびそれらの塩などのテルビ
ウム化合物、鉄、鉄錯体およびそれらの塩などの鉄化合物、マンガン、マンガンイオン、
マンガン錯体およびそれらの塩などのマンガン化合物、銅、銅イオン、銅錯体およびそれ
らの塩を含むマンガン化合物、クロム、クロムイオン、クロム錯体およびそれらの塩など
のクロム化合物、ストロンチウム、ストロンチウム錯体およびそれらの塩などのストロン
チウム化合物、銅、銅錯体およびそれらの塩などの銅化合物、テクネチウム、テクネチウ
ム錯体およびその塩などのテクネチウム化合物、並びにそれらについての酸化金属、酸化
金属塩、水酸化金属、金属炭酸塩、並びにそれらの水和物などの誘導体を含み、これらか
らなる群より選択された２以上の組み合わせであってもよい。例えば、ＭＲＩへの適用で
は、該装置による撮像で造影効果が高く、標識した細胞の高感度撮像のためには、ガドリ
ニウム、ガドリニウムイオン、ガドリニウム錯体、ガドリニウム塩、ガドリニウム錯体塩
、ガドリニウム酸化物、ガドリニウム酸化物塩、ガドリニウム水酸化物、ガドリニウム水
酸化物塩、ガドリニウム炭酸塩、並びにそれらの水和物、並びにこれらの誘導体からなる
金属化合物からなる群より少なくとも１が選択されることが好ましい。
【００２９】
　レポーター遺伝子の選択は、結合されるべき金属化合物の種類に応じて選択されればよ
い。レポーター遺伝子によりコードされ、細胞外に提示されたペプチドは、組み合わせて
使用するために選択された金属化合物に対して特異的に結合すればよい。更に、金属化合
物の選択は、検出原理または検出手段に応じて選択すればよい。
【００３０】
　従って、レポーター遺伝子は、少なくとも、金属化合物結合ペプチドをコードする塩基
配列を含み、好ましくは、細胞外に提示可能な金属化合物結合ペプチドをコードする塩基
配列を含む
　例えば、細胞外に提示可能な金属化合物結合ペプチドは、このペプチドがコードされる
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遺伝子から転写および翻訳されること、細胞膜に輸送されること、および細胞膜に固定さ
れることを含む過程を介して細胞外に提示されてよい。また、当該ペプチドは、遺伝子か
らの転写翻訳に加えて、更に任意の修飾を受けてもよい。
【００３１】
　従って、更に好ましくは、レポーター遺伝子は、ペプチドの細胞膜輸送に機能するリー
ダー・ペプチドをコードする塩基配列と、金属化合物結合するペプチドをコードする塩基
配列と、ペプチドを細胞膜に固定するアンカー・ペプチドをコードする塩基配列とを互い
に機能的に連結して含んでよい。
【００３２】
　ａ）金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列
　金属化合物結合ペプチドは、特定の金属化合物に対して特異的に結合するペプチド、オ
リゴペプチド、ポリペプチドおよび／またはタンパク質であればよい。便宜上、ペプチド
、オリゴペプチド、ポリペプチドおよびタンパク質を総称して「ペプチド」と呼ぶ。金属
化合物結合ペプチドと、これと特異的に結合する金属化合物は、結合対と解されてよい。
【００３３】
　例えば、金属化合物を結合するペプチドをコードする配列は、所望の金属化合物と結合
することが知られる抗体遺伝子や一本鎖抗体遺伝子の塩基配列を利用してもよく、そのよ
うな塩基配列に基づいてデザインすればよい。そのような塩基配列について、例えば、金
属化合物との結合を維持する範囲での幾つかの塩基の置換、欠失および付加などの修飾お
よび／または改変、適用する対象応じた修飾および／または改変することによりデザイン
してもよい。
【００３４】
　一本鎖抗体ペプチドをコードする遺伝子は、金属化合物を結合する抗体のアミノ酸配列
からデザインすることができる。
【００３５】
　例えば、ＭＲＩ撮像では、造影効果が高いためにガドリニウム化合物が好ましく使用さ
れる。ガドリニウム化合物は、例えば、ガドリニウム、ガドリニウムイオン、ガドリニウ
ム錯体、それらの塩およびそれらの誘導体、これらの何れかを含む誘導体、またはガドリ
ニウム化合物の類似物などからなる金属化合物であればよい。
【００３６】
　このようなガドリニウム化合物に対して結合するペプチドは、ガドリニウム化合物に対
する抗体であってよい。例えば、ガドリニウム化合物に対する抗体のアミノ酸配列から一
本鎖抗体ペプチドをコードする塩基配列をデザインしてもよい。
【００３７】
　ガドリニウム錯体に結合するペプチドをコードする塩基配列をデザインするために基礎
となる抗体の一例として、抗ガドペンテト酸（以下「Ｇｄ－ＤＴＰＡ」と記す）抗体を用
いる例を記載する。
【００３８】
　Ｇｄ－ＤＴＰＡ抗体のアミノ酸配列からデザインした一本鎖抗体ペプチドのアミノ酸配
列と塩基配列とを、配列番号１と配列番号２とにそれぞれ記載する。
【００３９】
　配列番号１は、マウス抗Ｇｄ－ＤＴＰＡモノクローナル抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ）と
重軽鎖可変領域（ＶＨ）をリンカー・ペプチドで連結することにより作製したガドリニウ
ム錯体に結合するペプチドをコードするアミノ酸配列の一例である。
【００４０】
　Ｇｄ－ＤＴＰＡを結合する一本鎖抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖可変領域（ＶＨ）
のアミノ酸配列と塩基配列とを、配列番号３と４、及び配列番号５と６にそれぞれ記載す
る。これらのアミノ酸配列と塩基配列は、Ｇｄ－ＤＴＰＡに対する結合能力を維持する限
り、必ずしも配列番号３～６に記載の配列と完全に一致する必要はない。また、これらの
アミノ酸配列をリンカー・ペプチドで連結することにより作製した一本鎖抗体ペプチドの
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アミノ酸配列と塩基配列も、Ｇｄ－ＤＴＰＡに対する結合能力を維持する限り、必ずしも
配列番号１に記載の配列と完全に一致する必要はない。例えば、Ｇｄ－ＤＴＰＡに対する
結合能力を維持する限り置換、欠失および／または付与などの修飾を含んでもよい。
【００４１】
　リンカー・ペプチドは、マウス抗Ｇｄ－ＤＴＰＡモノクローナル抗体の軽鎖可変領域（
ＶＬ）と重鎖可変領域（ＶＨ）との免疫学的特性を利用してガドペンテト酸との結合を達
成するために、当該軽鎖可変領域（ＶＬ）と当該重鎖可変領域（ＶＨ）とを連結するため
に含まれるペプチドである。従って、リンカー・ペプチドの長さや塩基配列は、配列番号
１に含まれる配列と完全に一致しなくともよい。リンカー・ペプチドのアミノ酸配列と塩
基配列の一例を、配列番号７と８に記載する。リンカー・ペプチドのアミノ酸配列は、例
えば、Ｇｄ－ＤＴＰＡに対する一本鎖抗体ペプチドの結合性を発揮させ、且つ結合性を低
下させない限りにおいて長さおよび塩基配列が変更されてもよく、例えば、より長い配列
であってもよく、より短い配列であってもよく、更にアミノ酸配列が、修飾されてもよい
。或いは、マウス抗Ｇｄ－ＤＴＰＡモノクローナル抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖可
変領域（ＶＨ）とを機能的に結合し、軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖可変領域（ＶＨ）との
免疫学的特性を利用してガドペンテト酸を特異的に捕捉できる構成にするためのリンカー
・ペプチドを含ませてもよい。
【００４２】
　一本鎖抗体ペプチドは、上述のように、軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖可変領域（ＶＨ）
とをリンカー・ペプチドで連結することにより作製する。軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖可
変領域（ＶＨ）の順序は、リンカー・ぺプチドを挟んで任意の順序であってよい。すなわ
ち、軽鎖可変領域（ＶＬ）－ リンカー・ペプチドー － 重鎖可変領域（ＶＨ）であって
もよいし、重鎖可変領域（ＶＨ）－ リンカー・ペプチドー － 軽鎖可変領域（ＶＬ）で
あってもよい。
【００４３】
　配列番号２に記載の塩基配列は、配列番号１に記載のアミノ酸配列からデザインした塩
基配列の一例である。この例では、軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖可変領域（ＶＨ）を、軽
鎖可変領域（ＶＬ）－ リンカー・ペプチドー － 重鎖可変領域（ＶＨ）の順序に連結し
ている。これらの配列番号２に記載の塩基配列を更に、マウス抗Ｇｄ－ＤＴＰＡモノクロ
ーナル抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖可変領域（ＶＨ）との免疫学的特性を利用して
ガドペンテト酸との結合を達成する限りにおいて、塩基配列または長さを変更してもよい
。また、提供しようとする対象の動物種に適合させるために、対応するコドンの選択を変
更してもよい。
【００４４】
　以上、ガドリニウム錯体に結合するペプチドをコードする塩基配列をデザインするため
に基礎となる抗体の一例として、抗ガドペンテト酸（以下「Ｇｄ－ＤＴＰＡ」と記す）抗
体を用いる例を示した。この例についての記載に従って、他の所望の金属化合物に対する
抗体に基づいて金属化合物を結合するペプチドをコードする塩基配列を得ることが可能で
ある。上述のようにガドリニウム化合物には種々の化合物が含まれ、更に例えば、ガドリ
ニウム錯体についても様々な種類がある。また、ガドリニウム以外の金属化合物について
も様々な種類が存在し、それらの金属化合物についても種々の化合物が存在する。それら
の何れの種類の金属化合物についても同様に、所望の金属化合物に対する抗体から金属化
合物結合ペプチドをコードする塩基配列をデザインし、且つ製造することが可能である。
【００４５】
　例えばそのような一本鎖抗体ペプチドは、次のように製造すればよい。先ず、特定の金
属化合物に対するモノクローナル抗体を製造する。次にその軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖
可変領域（ＶＨ）とを得る。更に、軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖可変領域（ＶＨ）との免
疫学的特性を利用して前記特定の金属化合物を特異的に捕捉できる構成にするためのリン
カー・ペプチドとを設計する。これらの軽鎖可変領域（ＶＬ）と重鎖可変領域（ＶＨ）と
リンカー・ペプチドとを機能的に結合する。更に、これらのアミノ酸配列を特定し、この
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アミノ酸配列をコードするように塩基配列を得る。これにより一本鎖抗体ペプチドをコー
ドする塩基配列を得ることが可能である。具体的な手順はそれ自身公知の遺伝子組み換え
技術により行ってよい。
【００４６】
　また上述では、一本鎖抗体ペプチドの例を示したが、金属化合物結合ペプチドは、抗体
や一本鎖抗体ペプチドに限定するものではない。特定の金属化合物に対する特異的な結合
性を有するものであればよく、例えば、３個から２０個のアミノ酸からなるオリゴペプチ
ドであってもよく、他の構成および／または構造を有するペプチド、オリゴペプチド、ポ
リペプチド、タンパク質および／またはそれらの組み合わせであってよい。
【００４７】
　ｂ）シグナル・ペプチド
　細胞において産生されたペプチド、即ち、遺伝子の転写翻訳および任意に修飾されたペ
プチドは、細胞膜に輸送される。細胞膜への輸送は、例えば、シグナル・ペプチドを利用
すればよい。シグナル・ペプチドの例としては、イムノグロブリンκ鎖のリーダー・ペプ
チド、プレプロアルブミンのリーダー・ペプチド、プレＩｇＧ軽鎖のリーダー・ペプチド
、アセチルコリン受容体γサブユニット前駆体のリーダー・ペプチド、ポリヒスチジンや
ポリバリンをコードする塩基配列などが挙げられる。しかしながらシグナル・ペプチドは
、これらに限定されるものではない。
【００４８】
　ここにおいて、シグナル・ペプチドは、当該レポーターベクターが使用されるべき対象
、例えば、個体、動物、組織および細胞などにおいて所望の機能を正常に発揮することが
可能なシグナル・ペプチドをコードする塩基配列であれば使用してよい。ここでは「所望
の機能を正常に発揮することが可能な」とは、「ペプチドおよび／または蛋白質の細胞膜
への移動に関して正しく機能する」ことを示す。
【００４９】
　このようなシグナル・ペプチドをコードする塩基配列は、既知の遺伝子工学手法、例え
ばＰＣＲなどの手法で取得することができる。或いは、塩基配列を人工的に化学合成して
もよく、市販のベクターに組み込まれた塩基配列を利用してもよい。例えば、イムノグロ
ブリンκ鎖のリーダー・ペプチドをコードする塩基配列が組み込まれたベクターには、ｐ
Ｄｉｓｐｌａｙ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）などがあるが、これに限定する
ものではない。
【００５０】
　また、ここにおいては、細胞において産生されたペプチドの細胞膜への輸送のためのシ
グナル・ペプチドの一例としてリーダー・ペプチドを記載した。しかしながら、リーダー
・ペプチドに限定するものではなく、細胞において産生されたペプチドの細胞膜への輸送
を達成可能なペプチドをコードする塩基配列、または細胞において転写翻訳されたペプチ
ドの細胞膜への輸送を達成可能にするように構成されたシグナル・ペプチドをコードする
塩基配列であれば何れの塩基配列が使用されてよい。
【００５１】
　ｃ）アンカー・ペプチド
　上述のように、細胞外への金属化合物結合ペプチドの提示は、例えば、細胞において金
属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列に基づいて産生されたペプチドが細胞膜に輸
送されて細胞膜に固定されることにより達成される。
【００５２】
　細胞膜へのペプチドの固定は、例えば、アンカー・ペプチドにより達成されてよい。ア
ンカー・ペプチドの例は、血小板由来成長因子受容体（ＰＤＧＦＲ）、ＣＤ２８、ＣＤ８
またはＩｇＭなどの細胞膜固定化ドメイン（一般的に「アンカー・ペプチド」と称される
）、或いはレンチウイルスｇｐ４１のようなウイルスの膜貫通部分をコードする塩基配列
などが含まれる。しかしながら、アンカー・ペプチドはこれらに限定されるものではない
。
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【００５３】
　ここにおいて、アンカー・ペプチドは、当該レポーターベクターが使用されるべき対象
、例えば、個体、動物、組織および細胞などにおいて所望の機能を正常に発揮することが
可能なアンカー・ペプチドをコードする塩基配列であれば使用してよい。ここでは「所望
の機能を正常に発揮することが可能な」とは、「ペプチドまたは蛋白質の細胞膜への固定
化に関して正しく機能する」ことを示す。
【００５４】
　このようなアンカー・ペプチドをコードする塩基配列は、既知の遺伝子工学手法、例え
ばＰＣＲなどの手法で取得することができる。或いは、塩基配列を人工的に化学合成して
もよいし、市販のベクターに組み込まれた塩基配列でもよい。例えば、ＰＤＧＦＲのアン
カー・ペプチドをコードする塩基配列が組み込まれたベクターには、ｐＤｉｓｐｌａｙ（
Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）などがあるが、これに限定するものではない。
【００５５】
　また、ここにおいては、細胞においてペプチドの細胞膜への固定化のための手段の一例
としてアンカー・ペプチドを記載した。しかしながら、アンカー・ペプチドに限定するも
のではなく、細胞において所望のペプチドまたはタンパク質の細胞膜への固定化を達成可
能なペプチドをコードする塩基配列、または細胞において所望のペプチドまたはタンパク
質の細胞膜への固定化を達成可能にするように構成された塩基配列であれば何れの塩基配
列も使用されてよい。
【００５６】
　２．プロモーター
　１つの実施形態に従う、レポーターベクターは、特定の条件に応じてプロモーター活性
を示す塩基配列を含む。この塩基配列は、その下流に機能的に結合されたレポーター遺伝
子を条件に応じて発現させるように構成された塩基配列であればよい。
【００５７】
　例えば、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列は、特定の条件、例えば
、検出対象とする細胞における特定の条件に応じて活性化されるプロモーターをコードす
る塩基配列であってよい。
【００５８】
　例えば、実施形態に従うプロモーターとして、検出対象とする細胞において、特定の条
件において特異的に活性化される公知のプロモーターを使用してもよい。
【００５９】
　例えば、特定の条件が細胞の癌化であり、検出対象が癌細胞であれば、例えば、ｆｏｓ
やｍｙｃなどの遺伝子プロモーターを使用してもよい。
【００６０】
　或いは、検出対象が、関節炎や骨粗しょう症などの骨代謝異常に関わる細胞であれば、
例えば、ＮＦＡＴＣ１やＣＩＣＣ４などの遺伝子プロモーターを使用してもよい。
【００６１】
　また、検出対象が、多様な疾患の惹起に関わる酸化ストレスを受けた細胞であれば、例
えば、カタラーゼやＳＯＤなどの遺伝子プロモーターを使用してもよい。
【００６２】
　このような特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列に連結されたレポータ
ー遺伝子を発現する細胞を、金属化合物で標識した後、検出対象の細胞を、ＭＲＩやＰＥ
ＴやＳＰＥＣＴやＣＴや蛍光検出装置などで撮像することにより、癌細胞を検出すること
ができる。
【００６３】
　３．転写終結シグナル
　１つの実施形態に従う、レポーターベクターは、その上流に機能的に結合されたレポー
ター遺伝子について、条件に応じて開始された転写を終結するように構成された塩基配列
を含む。
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【００６４】
　このような塩基配列は、その上流の塩基配列の転写を終結する塩基配列であればよく、
例えば、転写終結シグナルをコードする塩基配列であってもよく、または転写終結配列と
してそれ自身公知の塩基配列を使用してもよい。そのような塩基配列の例はポリ（Ａ）付
加シグナルであるが、これに限定するものではない。
【００６５】
　例えば、ポリ（Ａ）付加シグナルは、当該レポーターベクターが導入されるべき細胞の
種類および／または細胞の由来する動物種などに応じて選択され、目的の細胞においてレ
ポーター遺伝子を転写終結させるために機能するように構成されればよい。
【００６６】
　例えば、哺乳動物の遺伝子の転写終結に機能する配列の例は、ＳＶ４０ウイルスの後期
ポリ（Ａ）付加シグナル、牛成長ホルモン遺伝子のポリ（Ａ）付加シグナルなどである。
しかしながら、実施形態において使用可能なポリ（Ａ）付加シグナルは、これらに限定さ
れるものではなく、ポリ（Ａ）付加シグナルとしての機能を損なわない限りにおいて、塩
基配列が改変されてもよい。
【００６７】
　４．レポーターペプチド
　１つの実施形態に従うレポーターベクターは、特定の条件に応じてプロモーターが活性
化することにより、レポーターペプチドを産生し、細胞外に金属化合物結合性を提示する
。
【００６８】
　上述したようにレポーター遺伝子の１例は、リーダー・ペプチドをコードする塩基配列
と、金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、アンカー・ペプチドをコードする
塩基配列を機能的に連結して作製されてよい。ここでいう「機能的」とは、それぞれの塩
基配列がコードするアミノ酸配列が正しく連結されていること、即ち、アミノ酸コドンの
フレームにずれがなく、当該塩基配列が導入された細胞において機能的なペプチド、即ち
、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドが合成されることをいう。また、金属化合
物結合ペプチドは、その機能を維持する限りにおいて、リーダー・ペプチド、金属化合物
結合ペプチドおよびアンカー・ペプチド以外のアミノ酸配列であってもよく、或いは、リ
ーダー・ペプチド、金属化合物結合ペプチドおよびアンカー・ペプチドに加えて更なるア
ミノ酸配列を含んでもよい。このようなアミノ酸配列の例としては、融合蛋白質の検出を
容易にする、ヘマグルチニン・タグ配列およびｃ－ｍｙｃタグ配列などのアミノ酸配列な
どであるが、これらに限定するものではない。また、レポーター遺伝子および／またはレ
ポーターベクターは、上述した以外の塩基配列を更に含んでもよい。
【００６９】
　５．レポーター遺伝子の更なる例
　更なるもう１つの実施形態に従うレポーター遺伝子の塩基配列の例を、配列番号１０に
示す。当該レポーター遺伝子は、イムノグロブリンκ鎖のリーダー・ペプチドをコードす
る塩基配列と、抗Ｇｄ－ＤＴＰＡ一本鎖抗体ペプチドをコードする塩基配列と、ＰＤＧＦ
Ｒのアンカー・ペプチドをコードする塩基配列を、機能的に連結して作製したＧｄ－ＤＴ
ＰＡ結合一本鎖抗体ペプチドである。
【００７０】
　このようなレポーター遺伝子は、例えば、配列番号２に示したＧｄ－ＤＴＰＡ一本鎖抗
体遺伝子の塩基配列を適当な制限酵素、例えばＢｇｌ　ＩＩとＳａｌ　Ｉで消化した遺伝
子断片を、ｐＤｉｓｐｌａｙの適当な位置（Ｂｇｌ　ＩＩとＳａｌ　Ｉの間）に挿入する
ことによって作製してよい。配列番号１０に記載したレポーター遺伝子（Ｇｄ－ＤＴＰＡ
一本鎖抗体ペプチド）のアミノ酸配列を配列番号９に示した。
【００７１】
　このように作製したレポーター遺伝子を上述のレポーターベクターに組み込んで使用す
ることが可能である。その場合、レポーターベクターは、配列番号１０のレポーター遺伝
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子と、その上流に機能的に連結された適切なプロモーターと、その下流に機能的に連結さ
れた適切な転写終結シグナルをコードする塩基配列とを含めばよい。これにより、当該遺
伝子プロモーターが活性化した細胞を特異的に標識することができる。
【００７２】
　６．レポーター遺伝子構築物
　１つの実施形態に従うレポーターベクターは、意図される細胞に送達され、検出しよう
とする条件においてレポーター遺伝子を発現することが可能であればよい。従って、その
ような構成が可能である限り、レポーター遺伝子構築物と解されてもよい。即ち、当該レ
ポーター遺伝子構築物は、細胞に導入され、導入された細胞の状態または環境に依存して
活性化される塩基配列のプロモーター活性によって発現が調節されたレポーター遺伝子を
含み、条件に応じてレポーター遺伝子を発現し、その結果産生されたれレポーターペプチ
ドが標識として細胞外に提示され、金属化合物結合能を示すように構成されればよい。
【００７３】
　例えば、当該レポーター遺伝子構築物は、それ自身公知の何れかの手段により細胞内に
導入されればよい。例えば、カチオン脂質を用いる方法（リポフェクション）、エレクト
ロポーレーション、超音波、磁気またはパーティクル・ガンなどにより物理化学的手法に
より導入されてもよく、それ自身がアデノウイルスなどのウイルスベクターおよびプラス
ミドベクターとして上述のように構築されてもよく、それ自身がカチオン性脂質、塩基性
ポリマー、合成ポリペプチドおよび炭酸アパタイトなどのイオンコンプレックス型キャリ
アなどのキャリア型に構築されてもよい。
【００７４】
　７．細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベクターの使用例
　使用例１　検出方法
　実施形態に従うレポーターベクターは、特定の状況にある細胞をインビトロおよびイン
ビポにおいて検出するために使用することが可能である。
【００７５】
　当該検出方法は、検出対象である個体、器官、臓器、組織、細胞群および／または単一
細胞などに対して当該レポーターベクターを導入する。当該導入と同時および／または当
該導入の前後において、当該レポーターベクターに依存して細胞外に提示されたレポータ
ーペプチドと結合対を形成する金属化合物と接触させる。金属化合物の接触前後および／
または接触と同時に、レポーターペプチドと特異的に結合した金属化合物を検出する。即
ち、この検出方法によれば、金属化合物の存在を指標として特定の状況にある細胞を特異
的に検出することが可能である。
【００７６】
　金属化合物の検出は、単一時点、複数時点および／または継続して行ってもよく、およ
び／または経時的に行ってもよい。
【００７７】
　また、金属化合物の検出方法は、金属化合物に含まれる金属原子の種類に応じてそれ自
身公知の何れかの方法を使用して行ってよい。例えば、金属原子の化学的特性および／ま
たは物理的特性を利用するそれ自身公知の化学的、物理学的、物理化学的および／または
生化学的に金属原子の検出ための何れかの方法を利用してよい。
【００７８】
　当該レポーターベクターを使用すれば、レポータータンパクを細胞外に提示することが
可能であり、それにより高い検出感度により検出を行うことが可能である。
【００７９】
　更に、例えば、レポーターペプチドと特異的に結合対を形成させるための金属化合物を
、例えば、ＭＲＩ、ＰＥＴ、ＳＰＥＣＴ、ＣＴなどの画像診断装置で測定可能な種類を選
択することにより、このような画像診断装置と組み合わせて、当該レポーターベクターを
利用できる。この場合、より高感度かつより特異的に細胞を検出することが可能となる。
【００８０】
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　実施形態に従う検出方法の一例は、
　（１）細胞を含む検出対象に対して、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基
配列と、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、転写終結
シグナルをコードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含む細胞外に金属化
合物結合能を提示するレポーターベクターを取り込ませることと、
　（２）前記細胞外に金属化合物結合ペプチドを提示させることと、
　（３）前記金属化合物結合ペプチドに対して、前記金属化合物結合ペプチドと結合対を
形成可能な金属を接触させることと、
　（４）前記金属化合物結合ペプチドに結合した金属を検出することと、
を含む特定の条件を有する細胞を検出する方法である。
【００８１】
　細胞を含む検出対象は、動物などの個体、個体から採取された器官、臓器、組織、細胞
群、単一細胞、並びに培養組織および培養細胞の何れであってもよい。前記（３）の金属
との接触後および／または接触と同時に、結合されなかった余剰の金属を除去するための
操作、例えば、洗浄、濯ぎ、希釈および／または環流除去などが行われてもよい。
【００８２】
　ここで、「特定の条件」とは、「特定の状況にある細胞」を特定するために予め選択さ
れた「検出されるべき条件」であると解されてよい。また、特定の条件に応じてプロモー
ター活性を示す塩基配列は、検出されるべき細胞における特定の条件においてプロモータ
ー活性を示す塩基配列を選択する。
【００８３】
　このような実施形態により、細胞の状況に応じて、細胞外に提示された金属化合物結合
能によって細胞表面で所望の金属を結合することが可能となる。細胞外に提示された金属
化合物結合能を利用し、そこに対して金属化合物を結合および／または集積することによ
り、特定の条件にある細胞を、従来よりも高感度で検出できる。
【００８４】
　使用例２　検出剤
　上述した何れのレポーターベクターも、上記のような検出において使用される検出剤ま
たは検出用組成物として提供されてよい。
【００８５】
　実施形態に従う特定の細胞を検出するための検出剤は、特定の条件に応じてプロモータ
ー活性を示す塩基配列と、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基
配列と、転写終結シグナルをコードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含
む細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベクターを有効成分として含んでよい
。
【００８６】
　実施形態に従う特定の細胞を検出するための組成物は、特定の条件に応じてプロモータ
ー活性を示す塩基配列と、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基
配列と、転写終結シグナルをコードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含
む細胞外に金属化合物結合能を提示するレポーターベクターを含んでよい。
【００８７】
　当該検出剤および検出用組成物は、個体に対して適用する場合には、例えば、錠剤およ
び／または液剤などの形態で経口投与されてもよく、例えば、液体および／または坐剤形
態で腸内および／または膣内に投与されてもよく、液体および／またはスプレーなどの形
態で鼻内および／または眼内に投与、溶液および／または懸濁液の形態で筋肉内、静脈内
、鞘内および／または髄空内に注射および／または点滴により投与されればよい。
【００８８】
　当該検出剤または検出用組成物を使用すれば、レポータータンパクを細胞外に提示する
ことが可能であり、それにより高い検出感度により検出を行うことが可能である。
【００８９】
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　更に、例えば、レポーターペプチドと特異的に結合対を形成させるための金属化合物を
、例えば、ＭＲＩ、ＰＥＴ、ＳＰＥＣＴ、ＣＴなどの画像診断装置で測定可能な種類を選
択することにより、このような画像診断装置と組み合わせて、当該レポーターベクターを
利用できる。この場合、より高感度かつより特異的に細胞を検出することが可能となる。
このような検出剤および検出用組成物は、それぞれ造影剤および造影用組成物と解されて
もよい。また、このような検出剤および検出用組成物は、当該検出剤または検出用組成物
に由来して細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドに特異的に結合する金属化合物と
共に検出用キットとして提供されてもよい。例えば、検出用キットは、実施形態に従うレ
ポーターベクターと、それに対応する金属化合物とを含めばよい。これらは造影用キット
と解されてもよい。また、当該金属化合物結合ペプチドに特異的に結合する金属化合物は
、当該金属化合物自体で具備されてもよく、当該化合物を有効成分として含む薬学的許容
される組成物として提供されてもよい。
【００９０】
　使用例３　診断方法１
　実施形態に従うレポーターベクターは、特定の状況にある細胞をインビトロおよびイン
ビポにおいて検出するために使用することが可能である。
【００９１】
　更なる実施形態に従う診断方法は、検査対象である個体、器官、臓器、組織、細胞群お
よび／または単一細胞などに対して当該レポーターベクターを導入する。当該導入と同時
および／または当該導入の前後において、当該レポーターベクターのレポーターペプチド
と結合対を形成する金属と接触させる。金属の接触前後および／または接触と同時に、レ
ポーターペプチドと結合した金属を検出する。金属の検出結果に基づいて検査対象につい
ての診断を行う。即ち、この検出方法によれば、金属の存在を指標として特定の条件にあ
る細胞を特異的に検出することにより、特定の条件を指標とする疾患をより早期および／
またはより高精度に診断することが可能である。
【００９２】
　金属の検出は、単一時点、複数時点および／または継続して行ってもよく、および／ま
たは経時的に行ってもよい。
【００９３】
　金属の検出結果に基づいて、検査対象についての診断は、金属の検出の有無、金属の検
出値が予め設定された閾値よりも大きいか小さいか、検出値の増減などの情報に基づいて
検出対象が特定の条件を指標とする疾患に罹患しているか否か、疾患の重症度がどのくら
いか、なとの診断を行うことが可能である。
【００９４】
　このような診断方法は、直接個体に対して行うインビボにおいて使用されてもよく、個
体から採取された器官、臓器、組織、細胞群および／または単一細胞についてインビトロ
において使用されてもよい。
【００９５】
　実施形態に従う検査対象が特定の条件の細胞を有すると診断する方法の一例は、
　（１）細胞を含む検査対象に、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列と
、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、転写終結シグナ
ルをコードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含む細胞外に金属化合物結
合能を提示するレポーターベクターを取り込ませることと、
　（２）前記細胞外に金属化合物結合ペプチドを提示させることと、
　（３）前記細胞に対して、前記金属化合物結合ペプチドと結合対を形成可能な金属化合
物を接触させることと、
　（４）前記金属化合物結合ペプチドに結合した金属化合物を検出することと、
　（５）前記（４）における金属化合物の検出結果に基づいて検査対象が特定の条件の細
胞を有すると診断すること、
を含む。
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【００９６】
　細胞を含む検査対象は、動物などの個体、個体から採取された試料、例えば、器官、臓
器、組織、細胞群および単一細胞、並びに培養組織および培養細胞の何れであってもよい
。前記（３）の金属化合物との接触後および／または接触と同時に、結合されなかった余
剰の金属化合物を除去するための操作、例えば、洗浄、濯ぎ、希釈および／または環流除
去などが検査対象に対して行われてもよい。例えば、検査対象が個体の場合には、投与さ
れた余剰の金属化合物は、血流により除去されるので余剰の金属化合物を除去する必要は
ない。
【００９７】
　また、実施形態に従うプロモーターは上述した何れの実施形態におけるプロモーターを
使用してもよく、検出されるべき条件に応じて選択すればよい。
【００９８】
　当該診断方法を使用すれば、レポータータンパクを細胞外に提示することが可能であり
、それにより高感度で診断を行うことが可能である。
【００９９】
　更に、例えば、レポーターペプチドと特異的に結合対を形成させるための金属化合物を
、例えば、ＭＲＩ、ＰＥＴ、ＳＰＥＣＴ、ＣＴなどの画像診断装置で測定可能な種類を選
択することにより、このような画像診断装置と組み合わせて、当該診断方法を利用できる
。この場合、より高感度かつより特異的に細胞単位で診断を行うことが可能となる。
【０１００】
　使用例４　診断方法２
　更なる実施形態に従うと検査対象における疾患の診断方法が提供される。この使用例は
特に個体について疾患を診断するために有用である。
【０１０１】
　当該検査対象における疾患の診断方法は、
　（１）検査対象に含まれる細胞内に、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基
配列と、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、転写終結
シグナルをコードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含む細胞外に金属化
合物結合能を提示するレポーターベクターを取り込ませることと、
　（２）前記細胞外に金属化合物結合ペプチドを提示させることと、
　（３）前記細胞に対して、前記金属化合物結合ペプチドと結合対を形成可能な金属化合
物を接触させることと、
　（４）前記金属化合物結合ペプチドに結合した金属化合物を検出することと、
　（５）前記（４）における金属化合物の検出結果に基づいて検査対象における前記疾患
について診断すること、
を含む。
【０１０２】
　基本的に、上記の手順を含むこと以外の事項は、使用例１の検出方法および使用例３の
診断方法１に記載と同様であってもよい。また、検査対象に含まれる細胞内に当該レポー
ターベクターを取り込ませる手段は、例えば、使用例２の検出剤において記載された個体
への投与形態および投与経路を使用してよい。好ましくは、検査対象である個体に対して
、静脈投与によりレポーターベクターを投与して、個体の細胞にレポーターベクターを取
り込ませる。
【０１０３】
　ここで、「特定の条件」とは、「特定の状況にある細胞」を特定するために予め選択さ
れた「検出されるべき条件」であり、且つ「特定の条件」とは、「検出されるべき疾患の
指標」、即ち、「特定の疾患の指標」となる条件である。即ち、この実施形態に従うプロ
モーターは、検査対象において、検出しようとする疾患に特異的に存在する条件において
、特異的に活性化されるプロモーターを使用すればよい。例えば、癌を診断するために、
例えば、ｆｏｓやｍｙｃなどの遺伝子プロモーターを使用してもよい。或いは、関節炎や
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骨粗しょう症などの骨代謝異常に関わる疾患を診断するために、例えば、ＮＦＡＴＣ１や
ＣＩＣＣ４などの遺伝子プロモーターを使用してもよい。また、酸化ストレスに関連する
疾患の診断のために、例えば、カタラーゼやＳＯＤなどの遺伝子プロモーターを使用して
もよい。または、特定の疾患の発症により特異的に発現される遺伝子を使用してもよく、
そのようなそれ自身公知の何れかの遺伝子を使用してもよい。
【０１０４】
　ここで「検査対象」は、主にヒトを含む哺乳類、家畜、愛玩動物および産業用動物など
の個体であってもよく、検査対象から得た器官、臓器、組織、細胞群および／または単一
細胞であってもよい。
【０１０５】
　このような実施形態によって、特定の疾患に由来する細胞の状況に応じて、細胞外に提
示された金属化合物結合能によって細胞表面で所望の金属化合物を結合することが可能と
なる。細胞外に提示された金属化合物結合能を利用し、そこに対して金属化合物を結合お
よび／または集積することにより、従来よりも高感度で診断を行うことが可能である。ま
たそれにより、極めて早期に疾患の存在、発症および兆候などを診断することが可能とな
る。
【０１０６】
　更に、例えば、レポーターペプチドと特異的に結合対を形成させるための金属化合物を
、例えば、ＭＲＩ、ＰＥＴ、ＳＰＥＣＴ、ＣＴなどの画像診断装置で測定可能な種類を選
択することにより、このような画像診断装置と組み合わせて、当該診断方法を利用できる
。この場合、より高感度かつより特異的に細胞単位で診断を行うことが可能となる。
【０１０７】
　使用例５　診断剤
　上述した何れのレポーターベクターも、上記のような診断において使用される診断剤ま
たは診断用組成物として提供されてよい。
【０１０８】
　実施形態に従う診断剤は、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列と、細
胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、転写終結シグナルを
コードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含む細胞外に金属化合物結合能
を提示するレポーターベクターを有効成分として含む、前記特定の条件を指標とする疾患
のための診断剤であってよい。
【０１０９】
　実施形態に従う診断用組成物は、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列
と、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、転写終結シグ
ナルをコードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含む細胞外に金属化合物
結合能を提示するレポーターベクターを有効成分として含む、前記特定の条件を指標とす
る疾患のための診断用組成物であってよい。
【０１１０】
　当該診断剤および診断用組成物は、上述の使用例２の検出剤についての記載された投与
形態および投与経路により診断対象に投与されてよい。また、このような診断剤および診
断用組成物は、当該診断剤または診断用組成物に由来して細胞外に提示される金属化合物
結合ペプチドに特異的に結合する金属化合物と共に診断用キットとして提供されてもよい
。例えば、診断用キットは、実施形態に従うレポーターベクターと、それに対応する金属
化合物とを含めばよい。これらは造影用キットと解されてもよい。また、当該金属化合物
結合ペプチドに特異的に結合する金属化合物は、当該金属化合物自体で具備されてもよく
、当該化合物を有効成分として含む薬学的許容される組成物として提供されてもよい。
【０１１１】
　このような実施形態によって、特定の疾患に由来する細胞の状況に応じて、細胞外に提
示された金属化合物結合能によって細胞表面で所望の金属化合物を結合することが可能と
なる。細胞外に提示された金属化合物結合能を利用し、そこに対して金属化合物を結合お
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よび／または集積することにより、従来よりも高感度で診断を行うことが可能である。ま
たそれにより、極めて早期に疾患の存在、発症および兆候などを診断することが可能とな
る。
【０１１２】
　更に、例えば、レポーターペプチドと特異的に結合対を形成させるための金属化合物を
、例えば、ＭＲＩ、ＰＥＴ、ＳＰＥＣＴ、ＣＴなどの画像診断装置で測定可能な種類を選
択することにより、このような画像診断装置と組み合わせて、当該診断剤または診断用組
成物を利用できる。この場合、より高感度かつより特異的に細胞単位で診断を行うことが
可能となる。
【０１１３】
　３．治療方法
　実施形態に従うレポーターベクターは、上述において診断方法１および診断方法２を例
として記載するような診断方法において利用することに加えて、治療方法としても使用す
ることが可能である。
【０１１４】
　実施形態に従う特定疾患の治療方法は、治療対象に対して当該レポーターベクターを導
入する。当該導入と同時および／または当該導入の前後において、当該レポーターベクタ
ーのレポーターペプチドと結合対を形成する金属化合物と接触させる。金属化合物の接触
後に、レポーターペプチドと結合した金属化合物に対して、レポーターペプチドを細胞外
に提示した細胞を死滅させるようにエネルギーを加える。生体に比べて高いエネルギーを
集中させることができるため、金属化合物と結合したレポーターペプチドを細胞外に提示
した細胞のみを選択的に死滅することが可能である。
【０１１５】
　エネルギーの例は、例えば、高周波、低周波および電磁波などの電気的エネルギー、熱
エネルギー、放射線などの核物理学的エネルギーなどであればよい。例えば、サーモトロ
ンなどのハイパーサーミア（温熱治療）装置、リニアック、或いはライナックと呼ばれる
ノバリス、サイバーナイフ、トモセラピーなどの直線加速装置、中性子捕捉治療（ＢＮＣ
Ｔ）装置、重粒子線治療装置を用いて治療することが可能であるが、これらに限定するも
のではない。
【０１１６】
　金属化合物へのエネルギーの負荷は、単一時点、複数時点または継続して行ってもよい
。
【０１１７】
　実施形態に従う特定疾患の治療方法は、例えば、
　（１）検査対象に含まれる細胞内に、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基
配列と、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、転写終結
シグナルをコードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含む細胞外に金属化
合物結合能を提示するレポーターベクターを取り込ませることと、
　（２）前記細胞外に金属化合物結合ペプチドを提示させることと、
　（３）前記細胞に対して、前記金属化合物結合ペプチドと結合対を形成可能な金属化合
物を接触させることと、
　（４）前記金属化合物結合ペプチドに結合した金属化合物にエネルギーを与えて、レポ
ーターペプチドを発現した細胞を特異的に死滅することと、
を含む。
【０１１８】
　ここで、「特定の条件」とは、「特定の疾患に起因する条件」または「特定の疾患の指
標」となる条件である。即ち、この実施形態に従うプロモーターは、検出しようとする疾
患に罹患した検査対象において、特異的に存在する条件において特異的に活性化されるプ
ロモーターを使用すればよい。例えば、癌を診断するために、例えば、ｆｏｓやｍｙｃな
どの遺伝子プロモーターを使用してもよい。或いは、関節炎や骨粗しょう症などの骨代謝
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異常に関わる疾患を診断するために、例えば、ＮＦＡＴＣ１やＣＩＣＣ４などの遺伝子プ
ロモーターを使用してもよい。また、酸化ストレスに関連する疾患の診断のために、例え
ば、カタラーゼやＳＯＤなどの遺伝子プロモーターを使用してもよい。または、特定の疾
患の発症により特異的に発現される遺伝子を使用してもよく、そのようなそれ自身公知の
何れかの遺伝子を使用してもよい。
【０１１９】
　ここで「検査対象」は、主にヒトを含む哺乳類、家畜、愛玩動物および産業用動物など
の個体であってもよく、検査対象から得た器官、臓器、組織、細胞群および／または単一
細胞であってもよい。
【０１２０】
　このような治療方法は、例えば、当該レポーターベクターを用いて行われる上述の検出
方法および診断方法により病巣を検出および特定した後に、続けて行われてもよい。それ
により、早期に発見された病巣を早期のうちに病巣のみを特異的に治療することが可能で
ある。
【０１２１】
　使用例４　治療剤
　上述した何れのレポーターベクターも、上記のような治療において使用される治療剤ま
たは治療用組成物として提供されてよい。
【０１２２】
　実施形態に従う治療剤は、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列と、細
胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、転写終結シグナルを
コードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含む細胞外に金属化合物結合能
を提示するレポーターベクターを有効成分として含む、前記特定の条件に関連する疾患を
治療するための治療剤であってよい。
【０１２３】
　実施形態に従う診断用組成物は、特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列
と、細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、転写終結シグ
ナルをコードする塩基配列とを上流から下流に向けてこの順番で含む細胞外に金属化合物
結合能を提示するレポーターベクターを有効成分として含む、前記特定の条件に関連する
疾患を治療するための治療用組成物であってよい。
【０１２４】
　当該治療剤および治療用組成物は、上述の使用例２の検出剤についての記載された投与
形態および投与経路により診断対象に投与されてよい。
【０１２５】
　また、当該治療剤および治療用組成物は、単一の薬剤として投与されても、或いは、公
知の抗癌療法と組み合わせて投与されてもよい。そのような抗癌療法は、例えば、放射線
療法、または化学療法であってもよい。また、このような治療剤および治療用組成物は、
当該治療剤または治療用組成物に由来して細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドに
特異的に結合する金属化合物と共に治療用キットとして提供されてもよい。例えば、診断
用キットは、実施形態に従うレポーターベクターと、それに対応する金属化合物とを含め
ばよい。また、当該金属化合物結合ペプチドに特異的に結合する金属化合物は、当該金属
化合物自体で具備されてもよく、当該化合物を有効成分として含む薬学的許容される組成
物として具備されてもよい。
【０１２６】
　このような治療剤および治療用組成物は、例えば、当該レポーターベクターを用いて行
われる上述の検出方法および診断方法により病巣を検出および特定した後に、続けて行わ
れてもよい。それにより、早期に発見された病巣を早期のうちに病巣のみを特異的に治療
することが可能である。このように金属化合物の検出結果に基づいて検査対象についての
診断を行う。即ち、この検出方法によれば、金属化合物の存在を指標として特定の条件に
ある細胞を特異的に検出することにより、特定の条件を指標とする疾患をより早期および
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／またはより高精度に治療することが可能である。
【０１２７】
　更に、例えば、レポーターペプチドと特異的に結合対を形成させるための金属化合物を
、例えば、ＭＲＩ、ＰＥＴ、ＳＰＥＣＴ、ＣＴなどの画像診断装置で測定可能な種類を選
択してハイパーサーミア装置、直線加速装置、中性子捕捉治療装置（ＢＮＣＴ装置）、或
いは重粒子線治療装置などの治療装置と組み合わせることにより、或いは、このような治
療装置で利用可能な種類の金属化合物を選択することにより、当該治療剤および治療用組
成物を利用できる。この場合、より高精度かつより特異的に細胞単位で治療を行うことが
可能となる。このような治療剤および治療用組成物は、それぞれ造影治療剤および造影治
療用組成物と解されてもよい。
【実施例】
【０１２８】
　以下に実施例を挙げて、実施形態の１例についてより具体的に説明する。以下の実施例
は、実施形態の１例を説明するためのものであり、本発明の範囲を限定または制限するた
めのものではない。
【０１２９】
　１）抗ガドリニウムＤＴＰＡ一本鎖抗体遺伝子の作製
　抗Ｇｄ－ＤＴＰＡモノクローナル抗体(抗Gd-DTPA mAb)の軽鎖可変領域(VL)と重鎖可変
領域(VH)をリンカー・ペプチドで連結して抗Ｇｄ－ＤＴＰＡ一本鎖抗体(GdscFv)のアミノ
酸配列をデザインした（配列番号１）。このアミノ酸配列をもとに、塩基配列をヒトのコ
ドン使用頻度に最適化し、Ｇｄ－ｓｃＦｖ遺伝子を化学合成した（配列番号２）。
【０１３０】
　２）ＧｄｓｃＦｖ遺伝子組込みベクター(pDis-GdscFv)の作製
　細胞外のＧｄ－ＤＴＰＡを捕捉するため、Ｇｄ－ｓｃＦｖを融合蛋白質として細胞表面
に提示されるように設計したベクターを作製した。ｐＤｉｓｐｌａｙ(Life Technologies
)は、蛋白質を細胞膜に輸送するシグナル・ペプチド、及び細胞膜に輸送された蛋白質を
膜に固定するためのアンカー・ペプチドが組込まれたベクターで、両ペプチド間に目的遺
伝子を組込むことで、融合蛋白質として遺伝子産物を細胞膜に固定化して細胞表面に提示
することができる。ｐＤｉｓｐｌａｙには、この他に融合蛋白質の検出を容易にするヘマ
グルチン(HA)タグ配列とｃ－ｍｙｃタグ配列が組込まれている。このｐＤｉｓｐｌａｙを
、ＧｄｓｃＦｖ遺伝子組込みベクター(pDis-GdscFv)の作製に用いた。１)に記載の方法で
合成したＧｄｓｃＦｖ遺伝子を制限酵素(Bgl IIとSal I)で消化した後、同じく制限酵素(
Bgl IIとSal I)で消化したｐＤｉｓｐｌａｙベクターに組み込み、ｐＤｉｓ－ＧｄｓｃＦ
ｖを作製した（図３）。ｐＤｉｓ－ＧｄｓｃＦｖのＧｄｓｃＦｖ融合遺伝子の塩基配列を
配列番号１０に、同遺伝子がコードする融合蛋白質のアミノ酸配列を配列番号９に示した
。
【０１３１】
　３）ウェスタン・ブロットによるＧｄｓｃＦｖ蛋白質の検出
　５０μＬのＯｐｔｉ－ＭＥＭ培地に１．０μＬのｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２００
０を加えて室温に５分間静置した後、０．６μgのベクター(pDis-GdscFv or pDisplay)を
含むＯｐｔｉ－ＭＥＭ培地５０μＬと混合して室温に２０分間静置した後、この溶液を一
晩培養しておいたＨｕｈ－７細胞（24 wellプレートに8.0 x 104細胞/wellで播種）の培
養液に加えて培養を続けた。４８時間後、培地を取り除き、細胞をＰＢＳで２回洗浄した
後、セルスクレーパーを用いてプレート底面から細胞を剥がしてＰＢＳに縣濁した。１４
，０００ｒｐｍ、５分間の遠心で細胞を回収して細胞溶解液（1 x SDS-PAGE buffer）を
加え、沸騰水中に５分間インキュベートした後、８％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電
気泳動をおこなった。泳動終了後、ゲル中の蛋白質を、サブマリン型電気泳動装置を用い
て、ＰＶＤＦ膜(Pore size: 0.44 μm, Millipore)に転写(ブロッティング)した。ブロッ
クエース(Dainippon Sumitomo Pharma)でＰＶＤＦ膜のブロッキングをおこなった後、一
次抗体溶液(500倍希釈した一次抗体と10% ヤギ正常血清を含むPBS)に膜を浸し、穏やかに
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振とうしながら1時間、室温で反応させた。一次抗体は、ＧｄｓｃＦｖ融合蛋白質内部の
ヘマグルチニン・タグ配列を認識するマウス抗ＨＡ抗体(Millipore)を使用した。１時間
後、一次抗体溶液を取り除き、トリス緩衝食塩水(TBS)で膜を３回洗浄した。以降は、Ａ
ＢＣ　ｋｉｔ(Alkaline Phosphatase Universal, VECTASTAIN)を用いて、一次抗体が結合
した蛋白質を検出した。操作はキットのマニュアルに従った。ＰＶＤＦ膜は、Ａｌｋａｌ
ｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅの基質であるＢＣＩＰ／ＮＢＴ(KPL)で発色させた。図
４に示したように、pDis-GdscFvを導入した細胞で、Gd-scFv融合蛋白質に由来するシグナ
ルが検出された(矢印のバンド、分子量が約35 kDa)。
【０１３２】
　４） 免疫細胞染色によるＧｄｓｃＦｖ蛋白質の検出
　５０μＬのＯｐｔｉ－ＭＥＭ培地に１．０μＬのｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２００
０を加えて室温に５分間静置した後、０．６μｇのベクター(pDis-GdscFv or pDisplay)
を含むＯｐｔｉ－ＭＥＭ培地５０μＬと混合して室温に２０分間静置した後、この溶液を
一晩培養しておいたＨｕｈ－７細胞（8 wellチャンバースライドに4.0 x 104細胞/チャン
バーで播種）の培養液に加えて培養を続けた。４８時間後、培養液を除いて細胞をＰＢＳ
で２回洗浄してから、４％のパラホルムアルデヒドを３００μＬ加えて室温で２０分間反
応させた。ＰＢＳで細胞を３回洗浄した後、ブロッキング液(5% ヤギ正常血清を含むPBS 
)を５００μＬ加えて室温に静置した。１時間後、ブロッキング液を取り除き、一次抗体
溶液(250倍希釈した一次抗体と5% ヤギ正常血清を含むPBS)を加えた。一次抗体は、Ｇｄ
ｓｃＦｖ融合蛋白質内部のｃ－ｍｙｃタグ配列を認識するマウス抗ｃ－ｍｙｃ抗体(Sigma
)を使用した。４℃に１晩静置した後、一次抗体溶液を取り除き、ＰＢＳで３回洗浄して
から、二次抗体溶液(1000倍希釈した蛍光標識(Alexa 555標識)ヤギ抗マウス・モノクロー
ナル抗体, Life Technologies)と室温で反応させた。１時間後、二次抗体溶液を取り除き
、ＰＢＳで２回洗浄した後、ＤＡＰＩ溶液(1 μg/ml)で核染色をおこなった。ＰＢＳで２
回洗浄後、チャンバーを取り外して、封入剤ＡｎｔｉＦａｄｅ(Life Technologies)を１
滴垂らした。封入剤の上にカバーグラスを載せ、その４辺をマニキュアで固定してから、
蛍光装置付き倒立顕微鏡による観察をおこなった。図５に示したように、ｐＤｉｓ－Ｇｄ
ｓｃＦｖを導入した細胞において、Ｇｄ－ｓｃＦｖ融合蛋白質に由来する蛍光が検出され
た（図５）。
【０１３３】
　５）ＧｄｓｃＦｖ発現細胞に対するＭＲ造影剤（ガドペンテト酸）の結合の検出
　上記３）に記載の方法でｐＤｉｓ－ＧｄｓｃＦｖを導入したＨｕｈ－７細胞(Gd-scFv細
胞)と、ベクターを導入していないこと以外、前記細胞と同じ処理をおこなったＨｕｈ－
７細胞(Ｍｏｃｋ細胞）を準備した。４８時間後、培地を除いて細胞をＰＢＳで洗浄して
から、8% ヤギ正常血清を含むＰＢＳを加え、室温で３０分間ブロッキングした。３０分
後、溶液を取り除いて西洋ワサビ過酸化酵素(HRP)で標識したガドペンテト酸(Gd-DTPA, B
ioPAL)と蛍光色素(DyLight 488)で標識したウサギ抗HRP抗体(蛍光標識抗体)(SEIKAGAKU B
IOBUSSINESS)の混合溶液、或いは蛍光標識抗体のみを細胞に加え、室温で1時間反応させ
た。HRP-Gd-DTPAとDyLight 488標識HRP抗体は、前もって、5% ヤギ正常血清を含むＰＢＳ
中で室温に３０分間インキュベートして複合体を形成させてから加えた。１時間後、細胞
をＰＢＳで2回洗浄し、上記４）の核染色後と同様の方法により、蛍光観察用のサンプル
を作製して正立型落射蛍光顕微鏡による観察をおこなった。図６に示したように、ｐＤｉ
ｓ－ＧｄｓｃＦｖを導入した細胞において、Ｇｄ－ＤＴＰＡ/蛍光標識抗体に由来する蛍
光が検出された（図６）。
【０１３４】
　６）ＧｄｓｃＦｖ発現細胞におけるＭＲ画像のコントラスト増強効果(マイクロMRIによ
る検出)
　上記３）に記載の方法でｐＤｉｓ－ＧｄｓｃＦｖを導入したＨｕｈ－７細胞(Gd-scFv細
胞)を0.25% トリプシン処理により回収した。この際、ベクターを導入していないこと以
外、前記細胞と同じ処理をおこなったＨｕｈ－７細胞(Ｍｏｃｋ細胞）を準備した。回収
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したＧｄ－ｓｃＦｖ細胞、及びＭｏｃｋ細胞をそれぞれ２つに分割した後、一方に１０μ
ｇ／ｍＬのＧｄ－ＤＴＰＡを含む培地を、もう一方にはＧｄ－ＤＴＰＡを含まない培地を
５００μＬ加えた合計4サンプルを調整し(Gd-scFv細胞/Gd+, Gd-scFv細胞/Gd-, Mock細胞
/Gd+, Mock細胞/Gd-)、穏やかに振盪しながら３７℃にインキュベートした。２時間後、
１，０００ｒｐｍ、３分間の遠心で細胞を回収し、１ｍＬのＰＢＳで細胞を洗浄した。予
め40℃に温めておいた３５０μＬのＰＢＳに細胞を縣濁し、同じく４０℃に温めておいた
３５０μＬの２．０％アガロースに加えてすばやく混ぜ合わせた。この溶液を２４ｗｅｌ
ｌプレートのｗｅｌｌに注いで固化させて、マイクロＭＲＩ撮像用サンプルを調整した。
このサンプルのＴ１強調画像を、オックスフォード社製のマイクロＭＲＩ（４．７Ｔ）で
撮像した。図７に、マイクロＭＲＩで撮像した結果を示した。Ｇｄ－ｓｃＦｖ細胞／Ｇｄ
＋では、Ｇｄ－ＤＴＰＡの造影効果(水分子のT1緩和時間短縮)により、ＭＲ画像のコント
ラストが増強された。
【０１３５】
　以上のことから次のことが確認できた。実施形態に従うレポーターベクターが製造され
た。製造されたレポーターベクターに含まれる特定の条件下で活性化されたレポーター遺
伝子から、細胞外にレポーターペプチドが提示された。提示されたレポーターペプチドに
特異的に結合する金属化合物で標識した細胞が、ＭＲＩでの測定によって増強されたＭＲ
画像が得られた。
　以下に、実施形態の例を更に記載する。
［１］　特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列と、細胞外に提示される金
属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、転写終結シグナルをコードする塩基配列
とを上流から下流に向けてこの順番で含む細胞外に金属化合物結合能を提示するレポータ
ーベクター。
［２］　前記細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列が、
（ａ）金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列と、
（ｂ）前記金属化合物結合ペプチドを細胞膜に輸送するシグナル・ペプチドをコードする
塩基配列と、
（ｃ）前記シグナル・ペプチドによって前記細胞膜に輸送された前記金属化合物結合ペプ
チドを前記細胞膜に固定化するアンカー・ペプチドをコードする塩基配列と
を上流から下流に向けてこの順番で含む［１］に記載のレポーターベクター。
［３］　前記（ａ）における金属化合物結合ペプチドが、特定の金属化合物に対するモノ
クローナル抗体に由来する重鎖可変領域断片と、前記モノクローナル抗体に由来する軽鎖
可変領域断片と、前記重鎖可変領域断片と前記軽鎖可変領域断片との間に存在するリンカ
ー・ペプチドとを含み、且つ前記重鎖可変領域断片と前記軽鎖可変領域断片とにより免疫
学的に前記特定の金属化合物と特異的に結合する一本鎖抗体ペプチドである［２］に記載
のレポーターベクター。
［４］　前記（ａ）における金属化合物結合ペプチドが、常磁性金属含有物と特異的に結
合するペプチドである［２］または［３］に記載のレポーターベクター。
［５］　前記（ａ）における金属化合物結合ペプチドが、常磁性金属、常磁性金属イオン
、常磁性金属錯体または磁性金属錯体塩と特異的に結合するペプチドである［２］または
［３］に記載のレポーターベクター。
［６］　前記（ａ）における金属化合物結合ペプチドが、ガドリニウム化合物、テルビウ
ム化合物、鉄化合物、マンガン化合物、銅化合物またはクロム化合物と特異的に結合する
ペプチドである［２］または［３］に記載のレポーターベクター。
［７］　前記（ａ）における金属化合物結合ペプチドが、ガドリニウム、ガドリニウムイ
オン、ガドリニウム錯体、ガドリニウム錯体塩、テルビウム、テルビウムイオン、テルビ
ウム錯体、テルビウム錯体塩、鉄、鉄錯体、鉄錯体塩、マンガン、マンガンイオン、マン
ガン錯体、マンガン錯体塩、銅、銅イオン、銅錯体、銅錯体塩、クロム、クロムイオン、
クロム錯体、クロム錯体塩、それらの金属原子を含む酸化金属、酸化金属塩、水酸化金属
および金属炭酸塩、並びにそれらの水和物からなる群より選択される金属化合物と特異的
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に結合するペプチドである［２］または［３］に記載のレポーターベクター。
［８］　前記（ａ）における金属化合物結合ペプチドが、ガドペンテト酸と特異的に結合
するペプチドである［２］または［３］に記載のレポーター・ベクター。
［９］　更に、前記（ａ）における金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列が、ガ
ドペンテト酸と特異的に結合する一本鎖抗体ペプチドをコードする塩基配列である［８］
に記載のレポーターベクター。
［１０］　前記一本鎖抗体ペプチドをコードする塩基配列が、配列番号１に記載のアミノ
酸配列をコードする塩基配列である［９］に記載のレポーターベクター。
［１１］　前記一本鎖抗体ペプチドをコードする塩基配列が、配列番号２に記載の塩基配
列である［９］に記載のレポーターベクター。
［１２］　更に、前記（ｂ）におけるリーダー・ペプチドをコードする塩基配列が、イム
ノグロブリンκ鎖のリーダー・ペプチドをコードする塩基配列である［２］～［１１］の
何れか１項に記載に記載のレポーターベクター。
［１３］　更に、前記（ｃ）におけるアンカー・ペプチドをコードする塩基配列が、血小
板由来成長因子受容体を細胞膜に固定するアンカー・ペプチドをコードする塩基配列であ
る［２］～［１２］の何れか１項に記載のレポーターベクター。
［１４］　インビトロにおいて、特定の条件を有する細胞を検出する方法であって、
　　（１）細胞を含む検出対象に対して、［１］～［１３］の何れか１項に記載のレポー
ターベクターを取り込ませることと、
　（２）前記細胞外に金属化合物結合ペプチドを提示させることと、
　（３）前記金属化合物結合ペプチドに対して、前記金属化合物結合ペプチドと結合対を
形成可能な金属を接触させることと、
　（４）前記金属化合物結合ペプチドに結合した金属を検出することと、
を含む方法。
［１５］　［１］～［１３］の何れか１項に記載のレポーターベクターを有効成分として
含む特定の条件を有する細胞のための検出剤。
［１６］　［１］～［１３］の何れか１項に記載のレポーターベクターを有効成分として
含む、前記特定の条件を指標とする疾患のための診断剤。
［１７］　［１］～［１３］の何れか１項に記載のレポーターベクターを有効成分として
含む、前記特定の条件を指標とする疾患のための造影剤。
［１８］　［１］～［１３］の何れか１項に記載のレポーターベクターを有効成分として
含む、前記特定の条件に関連する疾患を治療するための治療剤。
［１９］　前記疾患が癌または骨代謝異常である［１５］～［１８］の何れか１項に記載
の薬剤。
【符号の説明】
【０１３６】
　１１．レポーターベクター
　１２．細胞外に提示される金属化合物結合ペプチドをコードする塩基配列
　１３．特定の条件に応じてプロモーター活性を示す塩基配列１３
　１４．転写終結シグナルをコードする塩基配列
　２１．細胞
　２２．細胞膜
　２３．金属化合物結合ペプチド
　２４．金属化合物
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