
(57)【要約】

【課題】　ゲル電気泳動の工程やメンブレンへのトラン

スファー工程を含まないことによって、簡便かつ短時間

に大量の検査を高精度で行うことができ、しかもPCBや

ダイオキシン廃棄物の排出量も抑えることのできる、新

しいタンパク質－標的物質検出方法およびスクリーニン

グ方法を提供する。

【解決手段】　(1) DIG－標的物質を調製する工程、(2)

 GST融合タンパク質ビーズを調製する工程、(3)DIG－標

的物質とGST融合タンパク質ビーズとを接触させる工程

、(4)DIG－標的物質を結合したGST融合タンパク質ビー

ズを回収する工程、

(5)回収したGST融合タンパク質ビーズに結合したDIG－

標的タンパク質のDIGを表示する非放射性シグナルを測

定する工程、を含む。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 タ ン パ ク 質 と 標 的 物 質 と の 結 合 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
(1)標 的 物 質 を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIG） で 標 識 化 し て DIG－ 標 的 物 質 を 調 製 す る 工 程 、
(2)タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と 融 合 さ せ 、 こ の GST融 合
タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 結 合 さ せ て GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ
を 調 製 す る 工 程 、
(3)DIG－ 標 的 物 質 と GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ と を 接 触 さ せ る 工 程 、
(4)DIG－ 標 的 物 質 を 結 合 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ を 回 収 す る 工 程 、
(5)回 収 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ に 結 合 し た DIG－ 標 的 タ ン パ ク 質 の DIGを 表 示 す る 非
放 射 性 シ グ ナ ル を 測 定 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る タ ン パ ク 質 － 標 的 物 質 の 結 合 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 タ ン パ ク 質 が 核 受 容 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 標 的 物 質 が DNA分 子 で あ る 請 求 項 １ の 検 出 方
法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 タ ン パ ク 質 が RNA結 合 タ ン パ ク 質 で あ り 、 標 的 物 質 が RNA分 子 で あ る 請 求 項 １ の 検 出 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
　 標 的 物 質 が 、 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 工 程 (3)－ (5)を 同 一 の ウ ェ ル プ レ ー ト 上 で 行 う 請 求 項 １ の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 タ ン パ ク 質 Aと 標 的 物 質 と の 結 合 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 タ ン パ ク 質 Aと 結 合 す る タ ン
パ ク 質 Bを GSTと 融 合 化 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 Bを グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 結
合 さ せ て GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ Bを 調 製 し 、 DIG－ 標 的 物 質 と GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ
Bと タ ン パ ク 質 Aと を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 Aを 介 し て DIG－ 標 的 物 質 を 結 合
し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ Bを 回 収 し 、 こ の GST融 合 タ ン パ ク 質 Bに 結 合 し た DIG－ 標 的
物 質 の DIGを 表 示 す る 非 放 射 性 シ グ ナ ル を 測 定 す る 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 タ ン パ ク 質 と 標 的 物 質 と の 結 合 に 影 響 を 及 ぼ す 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て
、
(1)標 的 物 質 を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIG） で 標 識 化 し て DIG－ 標 的 物 質 を 調 製 す る 工 程 、
(2)タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と 融 合 さ せ 、 こ の GST融 合
タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 結 合 さ せ て GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ
を 調 製 す る 工 程 、
(3)DIG－ 標 的 物 質 と GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ と 候 補 因 子 と を 接 触 さ せ る 工 程 、
(4)DIG－ 標 的 物 質 を 結 合 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ を 回 収 す る 工 程 、
(5)回 収 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ に 結 合 し た DIG－ 標 的 タ ン パ ク 質 の DIGを 表 示 す る 非
放 射 性 シ グ ナ ル を 測 定 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 タ ン パ ク 質 が 核 受 容 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 標 的 物 質 が DNA分 子 で あ る 請 求 項 ９ の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 核 受 容 体 タ ン パ ク 質 が 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 DNA分 子 が 甲 状 腺 応 答
配 列 を 含 む DNA分 子 で あ り 、 候 補 因 子 が 環 境 ホ ル モ ン 候 補 物 質 で あ る 請 求 項 ８ の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2007-236312 A 2007.9.20



【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 願 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 － 標 的 物 質 の 結 合 検 出 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 さ ら に 詳 し く
は 、 本 願 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 － DNAや タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 等 の 結 合 を 短 時 間 で 大 量 に
検 出 す る 方 法 、 お よ び タ ン パ ク 質 － DNAや タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 等 の 結 合 に 影 響 を 及 ぼ
す 因 子 を 短 時 間 で 大 量 に ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 環 境 ホ ル モ ン （ 内 分 泌 撹 乱 物 質 ） と は 、 「 生 体 の 恒 常 性 、 生 殖 、 発 生 あ る い は 行 動 に 関
与 す る 種 々 の 生 体 内 ホ ル モ ン の 合 成 、 貯 蔵 、 分 泌 、 体 内 輸 送 、 結 合 、 そ し て そ の ホ ル モ ン
作 用 そ の も の 、 あ る い は ク リ ア ラ ン ス 、 な ど の 諸 過 程 を 阻 害 す る 性 質 を 持 つ 外 来 性 の 物 質
」 と 一 般 に 定 義 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 願 発 明 者 ら は 、 環 境 ホ ル モ ン で あ る ポ リ 塩 化 ビ フ ェ ニ ル (PCB: polychlorinated biph
enyl)が 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 作 用 を 直 接 撹 乱 す る こ と に よ っ て 生 体 機 能 に 対 す る 阻 害 作
用 を 及 ぼ す こ と を 世 界 で 初 め て 報 告 し て い る (非 特 許 文 献 １ )。 さ ら に 本 願 発 明 者 ら は 、 そ
の よ う な PCBに よ る 機 能 阻 害 作 用 は 、 核 受 容 体 で あ る 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 が DNA上 の 甲 状
腺 応 答 配 列 か ら 解 離 す る こ と に よ っ て 発 現 す る こ と を 見 出 し て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 に よ る 生 体 機 能 の 維 持 や PCB等 の 環 境 ホ ル モ ン 物 質 の 影
響 を 詳 細 に 解 析 す る た め に は 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 と 標 的 DNAの 結 合 を 正 確 に 検 出 す る
必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 来 、 核 受 容 体 と DNA分 子 と の 結 合 は 、 ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ （ Gel Shift Assay: GSAま
た は Electropheretic Mobility Shift Assay: EMSA） 法 に よ っ て 検 出 さ れ て き た （ 例 え ば
非 特 許 文 献 ３ 、 ４ ） 。 こ の GSA法 は 標 的 DNAを 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 し 、 組 換 え 受 容 体 タ ン
パ ク 質 と 反 応 さ せ 、 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 で 両 者 の 結 合 体 を 分 離 し た 後 、 ゲ ル を 乾
燥 さ せ 、 X線 フ ィ ル ム 上 に 感 光 さ せ て 、 放 射 性 同 位 元 素 の シ グ ナ ル を 測 定 す る こ と に よ っ
て 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 と 標 的 DNAと の 結 合 を 検 出 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し な が ら GSA法 は 、 上 記 の と お り の 多 く の 工 程 を 含 む ま め 、 作 業 が 煩 雑 で あ り 、 最
終 的 な 結 果 を 得 る ま で に 多 く の 時 間 （ 約 48時 間 ） を 要 す る 。 ま た 、 放 射 性 同 位 元 素 を 使 用
す る た め 、 施 行 者 の 被 爆 、 周 囲 の 汚 染 の 危 険 性 も 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の よ う な GSA法 の 問 題 点 を 解 決 す る 方 法 と し て 、 DIGゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ （ DIG Gel Sh
ift Assay： DIG-GSA） 法 が 提 案 さ れ て い る （ 例 え ば 特 許 文 献 １ 、 ２ 、 ３ ） 。 こ の 方 法 は 、
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ digoxigenin： DIG） で 標 的 DNAを 標 識 し 、 抗 DIG抗 体 と 反 応 さ せ 、 抗 体 シ
グ ナ ル （ 非 放 射 性 シ グ ナ ル ） を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 標 的 DNAを 同 定 す る 方 法 （ DIGシ ス
テ ム ） を 応 用 し た も の で あ る 。 す な わ ち DIG-GSA法 で は 、 標 的 DNAを DIGで 標 識 し 、 組 換 え
受 容 体 タ ン パ ク 質 と 反 応 さ せ 、 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 で 両 者 の 結 合 体 を 分 離 し た 後
、 結 合 体 を ゲ ル か ら メ ン ブ レ ン に ト ラ ン ス フ ァ ー し 、 メ ン ブ レ ン 上 で 抗 体 DIG抗 体 と 反 応
さ せ て 非 放 射 性 シ グ ナ ル （ 発 光 シ グ ナ ル ） を 生 じ さ せ 、 こ の シ グ ナ ル を 測 定 す る こ と に よ
っ て 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 と 標 的 DNAと の 結 合 を 検 出 す る 。 ま た 、 こ の DIG-GSA法 を 実 施 す る
た め に 必 要 な 試 薬 等 を 備 え た キ ッ ト （ DIG Gel Shift Kit, 2nd generation： Roche社 、 製
品 番 号  #3 353 591） も 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の DIG-GSA法 は 、 放 射 性 同 位 元 素 を 使 用 し な い 点 、 最 終 結 果 を 得 る ま で の 時 間 が 約 24
時 間 に 短 縮 さ れ る 点 に お い て 、 GSA法 よ り も 優 れ た 方 法 で あ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 欧 州 特 許 第 0 324 474号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 5,344,757号
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 5,702,888号
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Iwasaki, T. et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 299:384-388, 2
002
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Miyazaki, W. et al. J. Biol. Chem. 279:18195-18202, 2004
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 DIG-GSA法 は 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 に 対 す る 環 境 ホ ル モ ン の 影 響 を 調 べ る 場 合 に も 、
放 射 性 同 位 元 素 を 使 用 し な い 点 、 最 終 結 果 を 得 る ま で の 時 間 が 短 縮 さ れ る 点 に お い て 、 GS
A法 を 適 用 し た 場 合 よ り も 優 れ た 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し か し な が ら 、 DIG-GSA法 は ゲ ル 電 気 泳 動 の 工 程 や メ ン ブ レ ン へ の ト ラ ン ス フ ァ ー 工 程
が 必 須 と す る た め に 、 一 度 に 調 べ る 検 体 に 限 り が あ り 、 多 種 類 の 環 境 ホ ル モ ン 物 質 を 調 べ
る 上 で は 必 ず し も 実 用 的 で は な い 。 特 に 、 PCBに お い て は 209種 類 、 ダ イ オ キ シ ン 類 に お い
て は 210種 類 も の 異 性 体 が 存 在 す る た め 、 こ れ ら の 異 性 体 の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ は 困 難
で あ る 。 加 え て 、 こ れ ら の 環 境 ホ ル モ ン 物 質 は 特 別 に 許 可 を 受 け た 施 設 で し か 取 り 扱 い が
で き ず 、 大 量 に PCBや ダ イ オ キ シ ン 廃 棄 物 が 出 る の は 好 ま し い 状 況 と は い え な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 環 境 ホ ル モ ン 物 質 は 、 内 因 性 の ホ ル モ ン と 異 な り 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 と の 結 合 は
弱 く 、 し か も 環 境 ホ ル モ ン 物 質 を 結 合 し た 受 容 体 タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 化 も 内 因 性 物 質 を
結 合 し た 場 合 ほ ど 大 き く な い と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 環 境 ホ ル モ ン 物 質 に よ り 形 成 さ れ る
受 容 体 タ ン パ ク 質 -DNA結 合 体 は 脆 弱 で ゲ ル 上 で 結 合 が 損 な わ れ て し ま う こ と も 考 え ら れ る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 願 発 明 は 、 以 上 の と お り の 事 情 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 ゲ ル 電 気 泳 動 の 工 程 や
メ ン ブ レ ン へ の ト ラ ン ス フ ァ ー 工 程 を 含 ま な い こ と に よ っ て 、 簡 便 か つ 短 時 間 に 大 量 の 検
査 を 高 精 度 で 行 う こ と が で き 、 し か も PCBや ダ イ オ キ シ ン 廃 棄 物 の 排 出 量 も 抑 え る こ と の
で き る 、 新 し い タ ン パ ク 質 － 標 的 物 質 検 出 方 法 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る こ と
を 課 題 と し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　
　 上 記 の 課 題 を 解 決 す る た め の 第 １ の 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 と 標 的 物 質 と の 結 合 を 検 出 す る
方 法 で あ っ て 、
(1)標 的 物 質 を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIG） で 標 識 化 し て DIG－ 標 的 物 質 を 調 製 す る 工 程 、
(2)タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と 融 合 さ せ 、 こ の GST融 合
タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 結 合 さ せ て GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ
を 調 製 す る 工 程 、
(3)DIG－ 標 的 物 質 と GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ と を 接 触 さ せ る 工 程 、
(4)DIG－ 標 的 物 質 を 結 合 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ を 回 収 す る 工 程 、
(5)回 収 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ に 結 合 し た DIG－ 標 的 タ ン パ ク 質 の DIGを 表 示 す る 非
放 射 性 シ グ ナ ル を 測 定 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る タ ン パ ク 質 － 標 的 物 質 の 結 合 検 出 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 第 １ 発 明 に お い て は 、 タ ン パ ク 質 が 核 受 容 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 標 的 物 質 が DNA分
子 で あ る こ と を 好 ま し い 態 様 と し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に こ の 第 １ 発 明 に お い て は 、 タ ン パ ク 質 が RNA結 合 タ ン パ ク 質 で あ り 、 標 的 物 質 が R
NA分 子 で あ る こ と 、 ま た は 標 的 物 質 が 、 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 で あ る こ と を そ
れ ぞ れ 別 の 好 ま し い 態 様 と し て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 ま た さ ら に 、 こ の 第 １ 発 明 に お い て は 、 工 程 (3)－ (5)を 同 一 の ウ ェ ル プ レ ー ト 上 で 行 う
こ と を 別 の 好 ま し い 態 様 と し て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に ま た 、 こ の 第 １ 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 Aと 標 的 物 質 と の 結 合 を 検 出 す る 方 法 で あ っ
て 、 タ ン パ ク 質 Aと 結 合 す る タ ン パ ク 質 Bを GSTと 融 合 化 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 Bを グ ル タ
チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 結 合 さ せ て GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ Bを 調 製 し 、 DIG－ 標
的 物 質 と GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ Bと タ ン パ ク 質 Aと を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 タ ン パ
ク 質 Aを 介 し て DIG－ 標 的 物 質 を 結 合 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ Bを 回 収 し 、 こ の GST融
合 タ ン パ ク 質 Bに 結 合 し た DIG－ 標 的 物 質 の DIGを 表 示 す る 非 放 射 性 シ グ ナ ル を 測 定 す る こ
と を 一 つ の 態 様 と し て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 ２ の 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 と 標 的 物 質 と の 結 合 に 影 響 を 及 ぼ す 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 で あ っ て 、
(1)標 的 物 質 を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIG） で 標 識 化 し て DIG－ 標 的 物 質 を 調 製 す る 工 程 、
(2)タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と 融 合 さ せ 、 こ の GST融 合
タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 結 合 さ せ て GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ
を 調 製 す る 工 程 、
(3)DIG－ 標 的 物 質 と GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ と 候 補 因 子 と を 接 触 さ せ る 工 程 、
(4)DIG－ 標 的 物 質 を 結 合 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ を 回 収 す る 工 程 、
(5)回 収 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ に 結 合 し た DIG－ 標 的 タ ン パ ク 質 の DIGを 表 示 す る 非
放 射 性 シ グ ナ ル を 測 定 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ の 第 ２ 発 明 に お い て は 、 タ ン パ ク 質 が 核 受 容 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 標 的 物 質 が DNA分
子 で あ る こ と 、 さ ら に は 核 受 容 体 タ ン パ ク 質 が 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、
DNA分 子 が 甲 状 腺 応 答 配 列 を 含 む DNA分 子 で あ り 、 候 補 因 子 が 環 境 ホ ル モ ン 候 補 物 質 で あ る
こ と を そ れ ぞ れ 好 ま し い 態 様 と し て い る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 願 発 明 に よ れ ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 の 工 程 や メ ン ブ レ ン へ の ト ラ ン ス フ ァ ー 工 程 を 含 ま な
い こ と に よ っ て 、 簡 便 か つ 短 時 間 に 大 量 の 検 査 を 高 精 度 で 行 う こ と が で き 、 し か も 環 境 ホ
ル モ ン 物 質 を 被 検 対 象 と す る 場 合 で あ っ て も PCBや ダ イ オ キ シ ン 廃 棄 物 の 排 出 量 を 抑 え る
こ と が 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 第 １ 発 明 の 検 出 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 と 標 的 物 質 と の 結 合 の 有 無 を 検 出 す る 方 法 で あ る 。
最 終 工 程 で 測 定 し た 非 放 射 性 シ グ ナ ル が 高 け れ ば 、 タ ン パ ク 質 と 標 的 物 質 は 結 合 し た と 判
定 す る こ と が で き 、 シ グ ナ ル が 低 け れ ば タ ン パ ク 質 と 標 的 物 質 は 結 合 し て い な い と 判 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 対 象 と な る タ ン パ ク 質 と 標 的 物 質 は 、 例 え ば 、 生 体 内 で 機 能 す る 任 意 の タ ン パ ク 質 と 、
こ の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と に よ っ て タ ン パ ク 質 の 機 能 発 現 や 機 能 変 化 に 影 響 す る 標 的
物 質 （ 内 因 性 物 質 、 外 因 性 物 質 ） な ど で あ る 。 具 体 的 に は 、 タ ン パ ク 質 が 核 受 容 体 タ ン パ
ク 質 で あ る 場 合 に は 、 標 的 物 質 は 受 容 体 結 合 配 列 を 有 す る DNA分 子 で あ る 。 ま た タ ン パ ク
質 が RNA結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 に は 、 標 的 物 質 は そ れ に 対 す る 特 異 的 結 合 配 列 を 有 す
る RNA分 子 で あ る 。 あ る い は ま た 、 標 的 物 質 が 、 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 別 の タ ン パ ク 質 （
例 え ば タ ン パ ク 質 の コ フ ァ ク タ ー や 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 な ど ） で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 な お 、 こ の 結 合 検 出 方 法 に お い て は 、 既 知 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 未 知 の 標 的 物 質 を 検 出
す る こ と も で き 、 あ る い は 既 知 の 標 的 物 質 が 結 合 す る 未 知 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と も
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で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 下 、 タ ン パ ク 質 が 核 受 容 体 で あ り 、 標 的 物 質 が 受 容 体 結 合 DNAで あ る 場 合 に つ い て 、
第 1発 明 の 方 法 （ Liquid DNA pul down法 ） の 各 工 程 を 説 明 す る 。
工 程 (1)： DIG－ 標 的 DNAの 調 製
　 標 的 DNAを ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIG） で 標 識 化 す る 。 す な わ ち 、 DIGは 11炭 素 鎖 の ス ペ ー サ
ー ア ー ム を 介 し て ウ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド の C-5位 に 結 合 し て お り 、 こ の DIG標 識 dUTPや DIG
標 識 UTPを 標 的 DNAと 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 DIG-標 的 DNAを 調 製 す る 。 さ ら に 具 体 的 に
は 、 DIG Gel Shift Kit, 2nd generation（ Roche社 ） の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 、 DIG-標 的 DN
Aを 調 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 標 的 DNAは 、 30-200bpの 1本 鎖 DNAま た は 2本 鎖 DNAを 対 象
と す る こ と が で き る 。
工 程 (2)： GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ の 調 製
　 GST発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば pGEXシ リ ー ズ 、 pETシ リ ー ズ な ど ） に 核 受 容 体 タ ン パ ク 質 の コ
ー ド 配 列 （ 例 え ば cDNA） を 組 換 え 、 大 腸 菌 等 の 宿 主 細 胞 内 で GST融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ
せ る 。 次 い で 、 こ の GST融 合 タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ （ 例 え ば Glu
tathione-Sepharose 4B： Amarsham-Pharmasia社 製 ） と 接 触 さ せ て 両 者 を 結 合 さ せ る 。 よ
り 具 体 的 に は 、 Amarsham-Pharmasia社 の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て こ の 工 程 は 行 う こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 核 受 容 体 タ ン パ ク 質 等 の cDNA等 は 、 既 存 の DNAデ ー タ ベ ー ス （ GenBank等 ） に 登 録
さ れ た 配 列 情 報 に 基 づ い て 設 計 し た プ ロ ー ブ DNAを 用 い て cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ
ン グ す る 方 法 や 、 配 列 情 報 に 基 づ い て 設 計 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト と 用 い て ト ー タ ル RNAか
ら 目 的 の cDNAを 合 成 す る RT-PCR法 等 に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な cDNAの 取
得 や 、 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 、 精 製 等 は 、 遺 伝 子 工 学 お よ び 分 子
生 物 学 の テ キ ス ト （ Sambrook and Maniatis, in Molecular Cloning-A Laboratory Manua
l, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1989; Ausubel, F. M. et al., C
urrent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, N.Y, 1995等
） 、 あ る い は こ れ ら の テ キ ス ト に 引 用 さ れ て い る 文 献 等 に 従 っ て 特 段 の 困 難 性 な く 行 う こ
と が で き る 。
工 程 (3)： DIG－ 標 的 DNAと GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ と の 反 応
　 例 え ば 、 1.5 mlの エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 、 DIG－ 標 的 DNAと GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー
ズ 蛋 、 タ ン パ ク 質 － DNA反 応 バ ッ フ ァ ー を 加 え 、 室 温 で 30分 － 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 各 種 の 試 薬 や 操 作 は DIG Gel Shift Kit, 2nd generation（ Roche社 ） の マ ニ ュ ア ル に 準
ず る こ と が で き る 。
工 程 (4)： DIG－ 標 的 物 質 を 結 合 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ の 回 収
　 グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 用 い た GST融 合 タ ン パ ク 質 の 分 離 、 精 製 の 手 続 に
基 づ き 、 こ の 工 程 を 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に DIG洗 浄 バ ッ
フ ァ ー を 加 え 、 未 結 合 の DIG－ 標 的 物 質 を 洗 浄 す る こ と に よ っ て 、 DIG－ 標 的 物 質 を 結 合 し
た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ を 回 収 す る 。 洗 浄 操 作 は 複 数 回 （ ３ 回 程 度 ） 行 う 。 DIG洗 浄 バ
ッ フ ァ ー は 、 例 え ば Roche社 の DIG Wash and Block Buffer Set（ 製 品 番 号 # 1 585 762）
に 含 ま れ る DIG wash buffer（ 800μ l） を 使 用 す る こ と が で き る 。
工 程 (5)： 非 放 射 性 シ グ ナ ル の 測 定
　 回 収 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ に 結 合 し た DIG－ 標 的 タ ン パ ク 質 の DIGを 表 示 す る 非
放 射 性 シ グ ナ ル を 測 定 す る 。 す な わ ち 、 非 放 射 性 シ グ ナ ル （ 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 等 の 発
光 タ ン パ ク 質 ） で 標 識 化 し た 抗 DIG抗 体 を 反 応 溶 液 に 加 え 、 DIGと 標 識 化 抗 体 と を 結 合 さ せ
る 。 次 い で 、 こ の 結 合 体 を 含 む 溶 液 を ウ ェ ル プ レ ー ト 等 に 移 し 、 シ グ ナ ル の 基 質 （ 発 光 基
質 等 ） を 溶 液 に 加 え て シ グ ナ ル 反 応 を 生 じ さ せ る （ 以 上 の 工 程 は 約 3時 間 ） 。 最 後 に ウ ェ
ル プ レ ー ト を 留 身 の メ ー タ ー 等 を セ ッ ト し て 、 シ グ ナ ル を 測 定 す る （ 約 10分 間 ） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Roche社 の DIG Gel Shift Kit, 2nd generationに 含 ま れ る 試 薬 を 用 い た 場 合 に は 、 こ の
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工 程 は 以 下 の と お り に 実 施 す る こ と が で き る 。
(a)　 800μ l Washing bufferで ビ ー ズ を 1-5分 洗 浄 す る 。
(b)　 800μ l Blocking solutionで 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
(c)　 800μ l Antibody solutionで 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
(d)　 800μ l Washing bufferで 15分 、 洗 浄 を 2回 行 う 。
(e)　 800μ l Detection bufferで 2-5分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 上 清 を 吸 引 し 、 50%ス ラ リ
ー と し 、 ビ ー ズ を 96ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト に 移 す 。
(f)　 CSPD working solution(発 光 基 質 )を 各 ウ ェ ル に １ 滴 加 え 、 5分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。
(g)　 96ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト を ル ミ ノ メ ー タ ー に セ ッ ト し て 発 光 量 を 測 定 す る （ 全 自
動 ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 1は 、 Liquid DNA pul down法 に お け る 上 記 の 工 程 (3)－ (5)を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 図 ２ は 、 標 的 物 質 が 、 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 別 の タ ン パ ク 質 の 場 合 （ Liquid GST
 pul down法 ） の 工 程 、 図 ３ は タ ン パ ク 質 が RNA結 合 タ ン パ ク 質 で あ り 、 標 的 物 質 が RNA分
子 の 場 合 （ Liquid RNA pul down法 ） の 工 程 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 、 図 ４ は 、 被 験 タ ン パ ク 質 Aと 結 合 す る タ ン パ ク 質 Bを グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー
ス ビ ー ズ と 融 合 化 し て GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ Bと し 、 DIG－ 標 的 物 質 と GST融 合 タ ン パ ク
質 ビ ー ズ Bと 被 験 タ ン パ ク 質 Aと を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 被 験 タ ン パ ク 質 Aを 介 し て DIG
－ 標 的 物 質 を 結 合 し た GST融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ Bの DIGを 表 示 す る 非 放 射 性 シ グ ナ ル を 測
定 す る 方 法 （ Liquid 3-hybrid pul down法 ） の 工 程 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た さ ら に 、 図 ５ は 、 Liquid DNA pul down法 の 工 程 (3)― (5)を 単 一 の ウ ェ ル プ レ ー ト
上 で 行 う 方 法 （ Liquid DNA pul down on plate法 ） を 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 な お 、 Liquid GST pul down法 （ 図 ２ ） 、 Liquid RNA pul down法 （ 図 ３ ） 、 Liquid 3-h
ybrid pul down法 （ 図 ５ ） も そ れ ぞ れ 単 一 の ウ ェ ル プ レ ー ト 上 で 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 第 ２ の 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 と 標 的 物 質 と の 結 合 に 影 響 を 及 ぼ す 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 で あ り 、 前 記 第 1発 明 の 工 程 (3)に お い て 、 候 補 物 質 を 共 存 さ せ る こ と に よ っ て 実 施
す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 候 補 物 質 が タ ン パ ク 質 と 標 的 物 質 の 結 合 を 阻 害 す る 物 質 で
あ れ ば 、 最 終 的 に 得 ら れ る シ グ ナ ル は 低 下 し 、 一 方 、 候 補 物 質 が 両 者 の 結 合 を 促 進 す る も
の で あ れ ば 、 シ グ ナ ル の 増 加 が 観 察 さ れ る 。 被 験 対 象 と な る 候 補 物 質 は 、 例 え ば 、 既 知 の
環 境 ホ ル モ ン 物 質 や そ の 変 異 体 、 環 境 ホ ル モ ン の 可 能 性 が 疑 わ れ る 化 学 物 質 、 低 分 子 化 合
物 、 生 体 由 来 の タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド 、 核 酸 等 を 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 以 下 、 実 施 例 を 示 し て 本 願 発 明 に つ い て さ ら に 詳 細 か つ 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 願 発 明
は 以 下 の 例 に よ っ て 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
実 施 例 １ ： Liquid DNA pull down 法 の 例
　 ヒ ト 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 タ ン パ ク 質 β 1（ TRβ 1） の cDNA（ GenBank/NM_000461） の リ
ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン （ LBD） を pGEXに 組 換 え 、 GSTと 融 合 さ せ て 発 現 さ せ 、 さ ら に グ ル タ チ
オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 結 合 さ せ て GST-TRβ 1-LBDを 調 製 し た 。 こ の GST-TRβ 1-LBDを
、 DIGで 標 識 し た 標 的 DNA（ DR4-TRE： thyroid hormone response elementと と も に イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 GSTと DIG-DR4を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ま た 、 サ ン プ
ル に は 10 - 7 M甲 状 腺 ホ ル モ ン (T3)お よ び 1000倍 濃 度 の cold DR4を 添 加 し た 。 そ の 後 、 ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 標 識 化 抗 DIG抗 体 を 反 応 さ せ 、 相 対 発 光 量 を 指 標 と し て 、 GST-TRβ 1-LBDと DIG-
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DR4の 結 合 の 程 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 な お 、 こ の よ う な 条 件 で 各 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 に は 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 と 標
的 DNAの 結 合 ・ 解 離 は 図 ６ (a)－ (d)の と お り と な る 。 す な わ ち 、
(a)受 容 体 タ ン パ ク 質 （ NR） に リ ガ ン ド （ 小 黒 丸 ） が 結 合 し 、 NRに DNA（ NRE） が 結 合 し た
状 態 ；
(b)NRに リ ガ ン ド が 結 合 し て な く て も 、 NRに NREが 結 合 し た 状 態 ；
(c)リ ガ ン ド が 結 合 す る こ と に よ っ て NRと NREが 解 離 し た 状 態 ； お よ び
(d)PCBや cold DR4の 存 在 に よ っ て NRと NREが 解 離 し た 状 態 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 結 果 は 図 ７ に 示 し た と お り で あ る 。 GSTコ ン ト ロ ー ル で は い ず れ の 条 件 で も 活 性 は 認 め
ら れ な か っ た (カ ラ ム 1、 2)。 GST-TRβ 1-LBDと DIG-DR4を 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 は 、
予 想 通 り 、 T3（ -） で 発 光 量 が 最 も 高 く （ カ ラ ム 3） 、 GST-TRβ 1-LBDと DIG-DR4と が 結 合 し
て い る こ と を 示 し た 。 cold DR4(＋ ： カ ラ ム 4)あ る い は T3（ ＋ ： カ ラ ム 5） を 入 れ る と 発 光
量 は 低 下 し 、 GST-TRβ 1-LBDと DIG-DR4が 解 離 し た こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 T3（ ＋ ） 、 cold
 DR4（ ＋ ） の 条 件 で は 発 光 量 は 最 も 低 く （ カ ラ ム 6） 、 GST-TRβ 1-LBDと DIG-DR4の 結 合 が
大 き く 阻 害 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 従 来 の GSA法 に よ り 報 告 さ れ て い る
通 り の 結 果 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 な お 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 タ ン パ ク 質 に 対 す る 別 の 結 合 DNA配 列 で あ る F2-TREを 用 い
た 場 合 も 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
実 施 例 ２ ： Liquid DNA pull down 法 の 別 例
　 cold DR4の 代 わ り に PCBを 10 - 7  M添 加 し 、 ま た 標 的 DNAと し て F2-TREを 用 い た 以 外 は 実 施
例 １ と 同 様 に 試 験 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 結 果 は 図 ８ に 示 し た と お り で あ る 。 PCBを 添 加 す る こ と に よ り 、 GST-TRβ 1-LBDと DIG- F
2と の 結 合 は 約 55％ に 低 下 し た 。 こ れ は 本 願 発 明 者 ら の 既 報 （ 非 特 許 文 献 ２ ） と 一 致 し た
結 果 で あ っ た 。
実 施 例 ３ ： Liquid 3 Hybrid pull down法 の 例
　 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 コ ア ク チ ベ ー タ ー と し て リ ガ ン ド 依 存 性 に 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 と 結
合 す る ヒ ト SRC-1 cDNA（ GenBank/U40396） を pGEXベ ク タ ー に 組 換 え 、 GSTと の 融 合 タ ン パ
ク を 発 現 さ せ 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 結 合 さ せ て GS
T-SRC-1を 調 製 し た 。 ま た 、 TRβ 1 cDNAを in vitro転 写 翻 訳 し て 組 換 え 体 TRβ 1を 調 製 し た
。 こ の GST-SRC-1と 組 換 え 体 TRβ 1を 、 DIG-DR4と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 コ ン ト ロ ー
ル と し て は 、 GST-SRC-1の 替 わ り に GSTを 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 結 果 は 図 ９ に 示 し た と お り で あ る 。 SRC-1は T3存 在 下 で TRβ 1と DNA上 で 結 合 し て い る こ
と が 確 認 さ れ た 。 こ の 結 果 も 、 従 来 法 で 報 告 さ れ た 結 果 と 一 致 し た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 以 上 詳 し く 説 明 し た と お り 、 本 願 発 明 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 の 工 程 や メ ン ブ レ ン へ の ト ラ ン
ス フ ァ ー 工 程 を 含 ま な い こ と に よ っ て 、 簡 便 か つ 短 時 間 に 大 量 の 検 査 を 高 精 度 で 行 う こ と
が で き 、 し か も PCBや ダ イ オ キ シ ン 廃 棄 物 の 排 出 量 も 抑 え る こ と を 可 能 と す る 。 環 境 ホ ル
モ ン に よ る 生 体 機 能 の 阻 害 効 果 に つ い て の 解 析 効 率 を 向 上 さ せ る と と も に 、 大 量 の 環 境 ホ
ル モ ン 候 補 物 質 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 と な る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ １ 】
【 図 １ 】 本 願 発 明 の Liquid DNA pul down法 を 例 示 し た 模 式 図 で あ る 。 NRは 核 受 容 体 タ ン
パ ク 質 、 NREは 受 容 体 結 合 DNA配 列 、 DIGは ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 、 小 黒 丸 は リ ガ ン ド を 示 す
。
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【 図 ２ 】 本 願 発 明 の Liquid GST pul down法 を 例 示 し た 模 式 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 願 発 明 の Liquid RNA pul down法 を 例 示 し た 模 式 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 本 願 発 明 の Liquid 3-hybrid pul down法 を 例 示 し た 模 式 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 本 願 発 明 の Liquid DNA pul down on plate法 を 例 示 し た 模 式 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 (a)-(d)は そ れ ぞ れ 、 実 施 例 の 試 験 条 件 か に お け る 受 容 体 タ ン パ ク 質 と 標 的 DNAの
結 合 ・ 解 離 の 状 態 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 実 施 例 １ の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 実 施 例 ２ の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 実 施 例 ３ の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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