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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞膜上分子と相互作用する化合物を検出する方法であって、
　標的細胞膜上分子への選択的結合部分と、ラジカル化促進部分であるペルオキシダーゼ
またはヘム化合物とを有する化合物を、細胞に作用させる工程；
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化される、水酸基、アジド基、ハロゲン基、お
よびインドール基からなる群から選択される１または２以上の基と標識基とを有する化合
物を、さらに細胞に作用させる工程；
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化された化合物が結合した化合物を特定する工
程；
を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
　標識基として、ビオチン、蛍光発色基、放射性同位元素含有基、標識ペプチド、または
ハプテンを用いる請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ラジカル化化合物が結合した細胞膜上分子の特定を、ウェスタンブロット、抗体アレイ
、マススペクトロメトリー、免疫沈降法、または免疫組織染色により行う請求項１または
２に記載の方法。
【請求項４】
　ラジカル化される基と標識基が、アルキレン基、エーテル基、チオエーテル基、アミド
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基、またはこれら２以上の基の組み合わせからなるリンカー基で結合されている請求項１
～３の何れか１項に記載の方法。
【請求項５】
　請求項１～４の何れか１項に記載の方法を実施するためのキットであって、
　標的細胞膜上分子への選択的結合部分と、ラジカル化促進部分であるペルオキシダーゼ
またはヘム化合物とを有する化合物、
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化される、水酸基、アジド基、ハロゲン基、お
よびインドール基からなる群から選択される１または２以上の基と標識基とを有する化合
物、
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化された化合物が結合した化合物の特定手段、
を含むキット。
【請求項６】
　標識基が、ビオチン、蛍光発色基、放射性同位元素含有基、標識ペプチド、またはハプ
テンである請求項５に記載のキット。
【請求項７】
　ラジカル化促進部分によりラジカル化された化合物が結合した化合物の特定手段が、ウ
ェスタンブロット、抗体アレイ、マススペクトロメトリー、免疫沈降法、または免疫組織
染色を行うためのものである請求項５または６に記載のキット。
【請求項８】
　ラジカル化される基と標識基が、アルキレン基、エーテル基、チオエーテル基、アミド
基、またはこれら２以上の基の組み合わせからなるリンカー基で結合されている請求項５
～７の何れか１項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞膜上分子と相互作用する化合物を検出する方法と、当該方法を実施する
ためのキットに関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　細胞膜を構成するリン脂質二重層中には、多数のタンパク質やリン脂質以外の脂質など
が存在しており、増殖因子受容体や細胞接着因子、イオンチャネル等として機能している
ものがある。これら細胞膜上分子は、細胞膜内を比較的自由に移動することができ、集合
や解離を繰り返している。特に、細胞膜上分子が複数集合し、細胞膜表面に露出したラフ
トと呼ばれるものは、細菌やウィルスなどの受容体や、細胞外情報が細胞内に伝達される
際のプラットフォームになるなど、重要な役割を担う。よって、ある細胞膜上分子が、他
のいかなる細胞膜上分子と協働して機能するかを知ることは、生化学的研究において極め
て重要である。
【０００３】
　ところが、細胞膜上分子間の相互作用の解析は、非常に難しい。例えば、ある標的タン
パク質と相互作用するタンパク質を分離検出する方法として、標的タンパク質に特異的な
抗体を作用させて選択的に沈殿させる免疫沈降法が知られている。しかし、この方法では
、標的タンパク質と他のタンパク質が生理条件下で相互作用した状態を反映させるのは困
難である。何故ならこの方法では、細胞膜上で標的タンパク質に他のタンパク質が相互作
用している場合であっても、細胞膜から標的タンパク質を分離した段階でかかる相互作用
が解消される可能性があるためである。また、生細胞の細胞膜上では相互作用していない
にも関わらず、タンパク質の分離段階で擬性の相互作用が生じる場合もある。
【０００４】
　他には、標的タンパク質にクロスリンカーを結合し、相互作用するタンパク質と架橋さ
せて特定するクロスリンカー法が知られている。しかし、当該方法では、クロスリンカー
分子の長さと形状が固定されるため、架橋され検出されるのは一部の密着したタンパク質
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のみとなる。その結果、このクロスリンカー法による細胞膜上分子間の相互作用の解析で
は、成功例が少ない。
【０００５】
　従って、上記以外の方法で、細胞膜上分子間の相互作用を検出することに特化した技術
が検討されている。
【０００６】
　例えば、特許文献１には、細胞膜上に存在するＡＢＣ（ＡＴＰ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｃａ
ｓｓｅｔｔｅ）タンパク質と相互作用する物質のスクリーニング方法が記載されている。
当該方法は、ＡＢＣタンパク質が発現している膜画分、標識されたヌクレオシド三リン酸
、ヌクレオシド二リン酸不動化物質、および被検物質を接触させるものである。
【０００７】
　また、特許文献２には、細胞に膜貫通型タンパク質を発現させ、さらに候補化合物を接
触させて、候補化合物を接触させなかった場合との膜貫通型タンパク質の分布の変化を検
出することにより、膜貫通型タンパク質と相互作用する候補化合物をスクリーニングする
方法が記載されている。
【特許文献１】特開２００５－２４２４５号公報
【特許文献２】特表２００５－５２２２２７号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　細胞膜上に存在するタンパク質などの分子間の相互作用を検出することは、生化学的研
究のみならず、薬剤開発においても非常に重要であり、そのための技術も開発されている
。
【０００９】
　しかし、特許文献１と２に記載されたような技術では、標的とする細胞膜上タンパク質
と相互作用するであろう化合物を事前に予測して精製し、試験しなければならないという
欠点がある。それでは、多数の細胞膜上分子に関する知見を得ておかなければならず、標
的とする細胞膜上分子と未知の分子との相互作用を検出することはできない。また、これ
ら先行技術では、３以上の分子の相互作用を検出するのは極めて困難である。
【００１０】
　そこで、本発明が解決すべき課題は、細胞から細胞膜等を分離することなく生細胞をそ
のまま用いることができ、且つ標的とする細胞膜上分子と相互作用する化合物を幅広く検
出することができる、簡便で低コストの方法を提供することにある。また、本発明では、
本発明方法を実施するためのキットを提供することも目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究を重ねた。その結果、ラジカル反応を応
用すれば、上記目的を達成できることを見出した。即ち、ラジカル化合物は反応性が非常
に高いことから、多くの化合物、特にタンパク質と共有結合することができると考えられ
る。その上、ラジカル化合物は、その高い反応性故に安定的に存在できないことから、近
傍の化合物とのみ結合する。よって、ラジカル反応を応用すれば、標的化合物と相互作用
する近傍の化合物とのみ反応する可能性が高く、ノイズが少ないと考えられる。
【００１２】
　本発明に係る細胞膜上分子と相互作用する化合物の検出方法は、
　標的細胞膜上分子への選択的結合部分とラジカル化促進部分とを有する化合物を、細胞
に作用させる工程；
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化される基と標識基とを有する化合物を、さら
に細胞に作用させる工程；
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化された化合物が結合した化合物を特定する工
程；
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　を含むことを特徴とする。
【００１３】
　上記本発明方法において、ラジカル化促進部分としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ
（以下、「ＨＲＰ」という場合がある）またはヘム化合物が好適である。また、ラジカル
化促進部分によりラジカル化される基としては、水酸基、アジド基、ハロゲン基、および
インドール基からなる群から選択される１または２以上が好適である。さらに、標識基と
しては、ビオチン、蛍光発色基、放射性同位元素含有基、標識ペプチド、またはハプテン
が好適である。また、ラジカル化化合物が結合した細胞膜上分子の特定は、ウェスタンブ
ロット、抗体アレイ、マススペクトロメトリー、免疫沈降法、または免疫組織染色により
行うことが好ましい。
【００１４】
　本発明のキットは、上記本発明方法を実施するためのキットであって、
　細胞膜上分子への選択的結合部分とラジカル化促進部分とを有する化合物、
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化される基と標識基とを有する化合物、
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化された化合物が結合した化合物の特定手段、
　を含む。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明方法によれば、細胞膜上に存在する生体分子と相互作用する化合物を、生細胞を
用いて、広く検出することができる。その際、相互作用するであろう化合物を事前に予測
し、単離して使用する必要がない。その上、本発明方法は非常に簡便かつ低コストで実施
することができる。従って、本発明方法および本発明方法を実施するためのキットは、生
化学研究のみならず、薬剤開発などにも利用できるものとして、産業上極めて重要である
。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　本発明に係る細胞膜上分子と相互作用する化合物の検出方法は、
　標的細胞膜上分子への選択的結合部分とラジカル化促進部分とを有する化合物を、細胞
に作用させる工程（第一工程）；
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化される基と標識基とを有する化合物を、さら
に細胞に作用させる工程（第二工程）；
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化された化合物が結合した化合物を特定する工
程（第三工程）；
　を含むことを特徴とする。
【００１７】
　本発明方法は、細胞膜上に存在する生体分子と相互作用する化合物を検出するものであ
る。よって、本発明方法によれば、標的となる細胞膜上分子の役割に関する基礎的な研究
や、組織間における相互作用の相違を検出することなどが可能になる。例えば、癌細胞と
正常細胞における相違を明らかにできる可能性がある。
【００１８】
　細胞膜には様々な細胞膜上分子が存在する。例えば細胞膜上に存在するタンパク質は、
リン脂質二重層の表層に存在する表在性タンパク質や、少なくとも一部がリン脂質二重層
中に存在する内在性タンパク質などがある。本発明において「細胞膜上」に存在するとは
、少なくとも一部が細胞膜の外側に露出しているものをいう。例えば、細胞膜上タンパク
質としては、その一部が細胞内に存在し一部が細胞膜の外側に露出しているものの他、リ
ン脂質に直接結合しているもの、或いは脂質やオリゴ糖を介して細胞膜に結合しているも
の、細胞膜の外側に露出しているタンパク質にさらに結合しているものなどがある。当該
タンパク質の機能は特に制限されず、例えば、細胞外由来の化合物からの情報を細胞内に
伝達したり、また、細胞内の情報を細胞外に伝えるなどの機能などが考えられる。
【００１９】
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　細胞膜上分子の種類は、特に制限されない。例えば、上述したタンパク質の他、脂質な
どがある。また、タンパク質に結合した糖鎖の一部または全部が細胞膜外に露出している
場合があるが、そのような糖鎖も含むものとする。特に、糖鎖を含む脂質は、細胞膜の重
要な構成成分の一つであり、脂質部分はリン脂質二重層に存在しており、糖鎖部分を細胞
外に露出している。この糖脂質は、ラフト内に濃縮されて存在しており、ラフトの生成に
関与すると考えられる。
【００２０】
　「相互作用」の種類は特に制限されず、共有結合や静電結合など具体的な結合のみなら
ず、タンパク質と１以上の化合物が比較的近接し、機能を発揮する場合をいう。
【００２１】
　標的となる細胞膜上分子と相互作用する化合物は特に制限されず、例えば、細胞膜中に
存在するタンパク質、糖脂質、リン脂質、コレステロールなど、また、イオンやリガンド
など細胞外に由来する情報伝達物質等を例示することができる。
【００２２】
　以下、実施の順番に従って、本発明方法を詳細に説明する。
【００２３】
　（１）第一工程
　本発明では、先ず、標的となる細胞膜上分子への選択的結合部分とラジカル化促進部分
とを有する化合物を、細胞に作用させる。当該工程によって、標的となる細胞膜上分子へ
、ラジカル化機能を有する部分を選択的に結合させることができる。
【００２４】
　標的となる細胞膜上分子は、その分子と相互作用する化合物を特定すべきものを適宜選
択すればよく、特にその種類などに制限はない。この細胞膜上分子への選択的結合部分は
、標的となる細胞膜上分子により適宜選択することができる。例えば、細胞膜上分子に特
異的な抗体や、当該分子に結合している糖鎖などに特異的に結合するペプチドなどを挙げ
ることができる。好適には、抗体を用いる。また、当該選択的結合部分は、標的細胞膜上
分子に一次抗体を結合させた場合には、この一次抗体を二次的に標識する抗体であっても
よい。
【００２５】
　ラジカル化促進部分とは、後述する第二工程で用いる化合物をラジカル化することがで
きる部分をいう。化合物をラジカル化する際には、通常、過酸化水素などの過酸化物や光
などが用いられるが、これらは生細胞にダメージを与え得る。本発明方法は、生細胞の細
胞膜における化合物間の相互作用を検出できることを特徴としているため、生細胞にダメ
ージを与えるものは用いないものとする。かかるラジカル化促進部分としては、西洋ワサ
ビペルオキシダーゼなどのペルオキシダーゼや、ヘミンなどのヘム化合物などを例示する
ことができる。
【００２６】
　本工程で用いる化合物は、細胞膜上分子への選択的結合部分とラジカル化促進部分とを
有する。これら部分は、直接結合されていてもよいし、ペプチド鎖やアルキレン基などの
リンカー基で結合されていてもよい。これら部分が直接結合されているものとしては、標
的細胞膜上分子の抗体等であってラジカル化促進部分で修飾されているものを例示するこ
とができる。当該化合物は、市販のものを利用することができ、或いはＨＲＰ（西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ）標識キット等を使用した常法により調製することができる。
【００２７】
　細胞膜上分子への選択的結合部分とラジカル化促進部分とを有する化合物を細胞に作用
させるには、細胞へ当該化合物の水溶液を添加した上で、インキュベートすればよい。当
該化合物の水溶液の濃度は、適宜調整すればよいが、通常、培養液に対する濃度で１～１
００μｇ／ｍＬ程度とすればよい。インキュベートの条件も、用いる細胞の種類や酵素の
至適温度を考慮して適宜調整すればよいが、通常、０℃から３７℃程度で１０分間～５時
間程度とすればよい。
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【００２８】
　インキュベート後は、過剰の上記化合物を除去するために細胞を洗浄する。洗浄は、上
清を除去した後にＰＢＳ等を加え穏やかに攪拌するという操作を数回繰り返せばよい。
【００２９】
　（２）第二工程
　次に、第一工程を経た細胞へ、上記ラジカル化促進部分によりラジカル化される基と標
識基とを有する化合物を作用させる。当該工程において、標的化合物へ選択的に結合した
ラジカル化促進部分により当該化合物がラジカル化され、近傍の化合物へ結合する。
【００３０】
　ラジカル化促進部分によりラジカル化される基は、用いるラジカル化酵素に応じたもの
を使用すればよい。例えば、水酸基、アジド基、ハロゲン基、インドール基などから少な
くとも１種を適宜選択して使用することができる。
【００３１】
　標識基の種類も特に制限されず、生化学分野で使用されているものを用いることができ
る。例えば、ビオチン；ローダミン系、フルオレセイン系、テキサスレッド系、シアニン
系などの蛍光発色基；32Ｐ、35Ｓ、14Ｃなどの放射性同位元素を含む置換基；標識のため
のペプチド；およびハプテンなどが使用でき得る。
【００３２】
　ラジカル化される基と標識基は、標識基がラジカルの影響を受けないようにする等の理
由により、リンカー基で結合することが好ましい。リンカー基としては、例えば、アルキ
レン基、エーテル基、チオエーテル基、アミド基、およびこれら基の２以上の組み合わせ
を例示することができる。
【００３３】
　当該化合物の具体的な例としては、下記化合物を挙げることができる。下記化合物にお
いて、ラジカル化される基はアジド－ヒドロキシフェニル基であり、標識基はビオチン基
である。但し、下記化合物において、リンカー基の具体的な構造は、化合物の合成を容易
にすること以外特に意義はないので、他のリンカー基に置換可能である。
【００３４】

【化１】

【００３５】
　ラジカル化される基と標識基とを有する化合物は、溶液状態で細胞に添加すればよい。
具体的には、１０～１００μｇ／ｍＬ程度の水溶液とすればよい。当該化合物が水に溶解
し難い場合には、使用する細胞に悪影響を及ぼさない程度にジメチルスルホキシドやエタ
ノールなどの有機溶媒を添加してもよい。
【００３６】
　ラジカル化促進部分によりラジカル化された化合物は、反応性が高いことからラジカル
のまま移動できる距離は短いため、標的細胞膜上分子の近傍に存在する分子のみに結合す
る。例えば、レーザー分子不活性法で生じるヒドロキシラジカルの移動距離は最高で半径
約１．５ｎｍ、Fluorophore-assisted light inactivation法で生じる一重項酸素ラジカ
ルの移動距離は約１０～５０ｎｍであるとの知見がある（J．C．Liaoら，Proc．Natl．Ac
ad．Sci．USA，91，2659（1994年）、S．Beckら，Proteomics，2，247（2002年）など）
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。また、本発明者らが金コロイド粒子と電子顕微鏡を使って別途実験を行ったところ、西
洋ワサビペルオキシダーゼにより生じたラジカルは、プローブ分子から１００ｎｍ以内に
存在することが示唆された。以上の知見から、本発明に係る反応により生じたラジカルは
、標的細胞膜上分子から１００ｎｍ以内に存在する分子に結合できる一方で、それより離
れた位置に存在する分子には結合しないと考えられる。
【００３７】
　反応の条件は適宜調整すればよいが、例えば、０℃～３７℃で５分～１時間程度とする
ことができる。また、光によるラジカル化を抑制するために、反応は暗所で行うことが好
ましい。
【００３８】
　上記反応後は、過剰の化合物を洗浄により除去する。より具体的には、上清を除去した
後にＰＢＳ等で穏やかに攪拌するという操作を数回繰り返せばよい。
【００３９】
　（３）第三工程
　当該工程では、ラジカル化促進部分によりラジカル化された化合物が結合した化合物を
特定する。より具体的には、先ず、ホモジェナイザーなどで細胞を物理的に破砕する。そ
の結果、細胞膜は細かく千切れ、マイクロソームと呼ばれる直径約１００ｎｍの小胞とな
る。このマイクロソームを、遠心分離などにより核から分離し、得られたマイクロソーム
画分をｌｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒなどにより溶解する。
【００４０】
　次に、得られた溶解液を用いて、例えば、ウェスタンブロット、抗体アレイ、マススペ
クトロメトリー、免疫沈降法、免疫組織染色などの常法により、標識された化合物を特定
する。これら方法は、主に第二工程で用いた標識基の種類を考慮して選択すればよく、ま
た、これら方法を２以上組み合わせて用いてもよい。
【００４１】
　より具体的な方法としては、例えば、先ず得られた溶解液に含まれる化合物を分離する
。具体的な分離方法は、生化学分野で一般的に用いられている方法から適宜選択すればよ
い。例えば、ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動やゲル濾過クロマトグラフィなど分
子量により化合物を分離できるものや、抗体が結合されているマイクロアレイなどを用い
ることができる。
【００４２】
　化合物を分離した後には、使用した標識基に応じた方法によって、標識された化合物を
特定する。例えば、標識基として蛍光発色基を用いた場合には、蛍光発色基に固有の蛍光
波長で解析すればよい。標識基としてビオチンを用いた場合には、アビジンやストレプト
アビジンを介して、ビオチン化した酵素を特異的に結合させる。当該酵素として、アルカ
リホスファターゼ，ペルオキシダーゼ，ルシフェラーゼ等を用い、各酵素に応じた発色試
薬を作用させれば、標識された化合物を特定することができる。なお、標識基は、ラジカ
ル反応により標的細胞膜上分子と相互作用する化合物に共有結合で結合しているため、上
記工程を経ても、当該化合物から分離することはない。
【００４３】
　本発明のキットは、上記本発明方法を実施するためのキットであって、
　標的細胞膜上分子への選択的結合部分とラジカル化促進部分とを有する化合物、
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化される基と標識基とを有する化合物、
　上記ラジカル化促進部分によりラジカル化された化合物が結合した化合物の特定手段、
　を含む。
【００４４】
　本発明のキットにおいて、各化合物や特定手段は、本発明方法で説明したものと同様の
ものを用いることができる。
【実施例】
【００４５】
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　以下、実施例を挙げて本発明をより具体的に説明するが、本発明はもとより下記実施例
により制限を受けるものではなく、前・後記の趣旨に適合し得る範囲で適当に変更を加え
て実施することも可能であり、それらはいずれも本発明の技術的範囲に含まれる。
【００４６】
　実施例１
　表面をＭａｘｉＳｏｒｐ処理した９６ウエルマイクロタイタープレート（Ｎｕｎｃ製）
に、マウス血清（Ｃｅｄａｒｌａｎｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ製）の２０％ＰＢＳ溶
液を加え、３７℃で４０分間インキュベートすることによって、表面をマウス血清でコー
トした。２％ＢＳＡ－ＰＢＳ溶液でブロッキングした後、無標識抗マウスＩｇＧ抗体（１
０μｇ／ｍＬ；ＣＨＥＭＩＣＯＮ製）、ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体（１０μｇ／ｍＬ
；Ｐｒｏｍｅｇａ製）、ＦＩＴＣ標識抗マウスＩｇＧ抗体（１０μｇ／ｍＬ；ＤＡＫＯ製
）、またはＨＲＰ標識抗ウサギＩｇＧ抗体（１０μｇ／ｍＬ；ｃａｐｐｅｌ製）を５０μ
Ｌ加え、それぞれ室温で４０分間インキュベートした。プレートを洗浄して氷上で冷却し
た後、下記アリールアジド－ビオチン化合物のＰＢＳ溶液（４０μｇ／ｍＬ；Ｐｉｅｒｃ
ｅ製）を各ウェルに５０μＬ加え、暗所にて４℃で１０分間インキュベートした。
【００４７】
【化２】

【００４８】
　次いで、各ウェルを洗浄後、結合した抗体を除去するために２Ｍ ＨＣｌを加え、室温
で４０分間インキュベートした。各ウェルを再びよく洗浄した後、各ウェル内においてビ
オチン化された分子をＡＢＣ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ（Ｖｅｃｔｏｒ ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ製）を用い検出した。発色はｏ－フェニレンジアミンを用い、４９０ｎｍの
吸光度で測定した。また、比較のために、各抗体のみを添加してアリールアジド－ビオチ
ンを添加しない場合、および各抗体を添加せずアリールアジド－ビオチンのみを添加した
場合も、同様に試験した。各ウェルにおける発色強度の測定結果を図１に示す。
【００４９】
　図１の通り、ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体を用いた場合には、ＨＲＰ（西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ）の作用によりアリールアジド－ビオチン化合物がプレート表面に存在す
るタンパク質に結合し、発色強度が選択的に高まった。
【００５０】
　実施例２
　実施例１で用いたプレートに、ヤギ血清（Ｄａｋｏ製）の２０％ＰＢＳ溶液を加え、３
７℃で４０分間インキュベートすることによって、表面をヤギ血清でコートした。２％Ｂ
ＳＡ－ＰＢＳ溶液でブロッキングした後、コンカナバリンＡレクチンまたはＨＲＰ標識コ
ンカナバリンＡレクチン（それぞれ１０μｇ／ｍＬ；生化学工業製）を５０μＬ加え、そ
れぞれ室温で４０分間インキュベートした。プレートを洗浄して氷上で冷却した後、実施
例１のアリールアジド－ビオチン化合物のＰＢＳ溶液（４０μｇ／ｍＬ；Ｐｉｅｒｃｅ製
）を各ウェルに５０μＬ加え、暗所にて４℃で１０分間インキュベートした。なお、コン
カナバリンＡレクチンは、高マンノース型糖鎖、混成型糖鎖、および２本鎖複合型糖鎖な
どを認識するため、プレート表面上の多くの血清糖タンパク質と結合することができる。
各ウェルを洗浄後、結合したコンカナバリンＡレクチンを除去するために２Ｍ ＨＣｌを
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加え、室温で４０分間インキュベートした。その後、実施例１と同様にして、プレート表
面に結合したビオチン量を測定した。結果を図２に示す。
【００５１】
　図２の通り、ＨＲＰ標識コンカナバリンＡレクチンを用いた場合には、ＨＲＰの作用に
よりアリールアジド－ビオチン化合物がプレート表面に存在するタンパク質に結合し、発
色強度が選択的に高まった。
【００５２】
　実施例３
　実施例１と２において、ＨＲＰで標識されたＩｇＧまたはコンカナバリンＡレクチンを
用いた場合のみビオチンがプレート表面に存在するタンパク質に結合したのは、アリール
アジド－ビオチン化合物がＨＲＰによりラジカル化されたことによると考え、これを実験
的に確認した。具体的には、ＨＲＰで標識されたＩｇＧまたはコンカナバリンＡレクチン
を用いた場合において、アリールアジド－ビオチン化合物と共に、ラジカル捕捉能を有す
る１ｍＭアスコルビン酸を加えることによる相対的な発色強度の変化を測定した。アスコ
ルビン酸を添加しない場合における吸光度（ＯＤ４９０）を１００％としたときの、アス
コルビン酸を添加した場合の相対値を、図３に示す。
【００５３】
　図３の通り、アスコルビン酸を加えた場合には、ビオチンの結合は約９０％阻害されて
いる。よって、アリールアジド－ビオチン化合物は、ＨＲＰによりラジカル化されること
によりプレート表面に結合することが実証された。
【００５４】
　実施例４
　実施例１において、ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体を用い、或いは用いずに、アリール
アジド－ビオチン化合物との反応時間を１、３または５分間に変更し、同様の実験を行っ
た。また、ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体の濃度を、１、２または２０μｇ／ｍＬに変更
し、同様の実験を行った。反応時間を変更させた実験の結果を図４（１）に、ＨＲＰ標識
抗マウスＩｇＧ抗体の濃度を変更した実験の結果を図４（２）に示す。
【００５５】
　図４（１）と（２）の通り、ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体とアリールアジド－ビオチ
ン化合物との反応は、反応時間とＨＲＰ量に依存して進行する。従って、当該反応は酵素
反応であることが分かった。
【００５６】
　実施例５
　ヒト子宮頸ガン細胞であるＨｅｌａＳ３細胞を、１０％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ １６４
０培地（Ｓｉｇｍａ製）を用い、３７℃、５％ＣＯ2雰囲気下で培養した。次いで、培養
細胞を４℃で２０分間冷却した後、一度ＰＢＳで洗浄し、β１インテグリンに結合するＴ
Ｓ２／１６抗体を含むハイブリドーマ培養液（８μｇ／ｍＬ）を加え、４℃で１時間イン
キュベートした。続いて、ＴＳ２／１６抗体を２次的に標識するためのＨＲＰ標識抗マウ
スＩｇＧ抗体（１０μｇ／ｍＬ；Ｐｒｏｍｅｇａ製）を加え、４℃で１時間インキュベー
トした。ＰＢＳで洗浄後、実施例１で用いたアリールアジド－ビオチン化合物の４０μｇ
／ｍＬＰＢＳ溶液を加え、４℃で３０分間暗所でインキュベートした。ＰＢＳで２回洗浄
後、５％ＦＢＳ（もしくは２％ＢＳＡ）およびｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃ
ｏｃｋｔａｉｌ（Ｓｉｇｍａ製）を含む５０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）で細
胞をエッペンドルフチューブに回収し、２１Ｇ針付きシリンジを使って破砕した。３００
０ｒｐｍで５分間遠心して除核した後、マイクロソーム画分を集め、ｌｙｓｉｓ ｂｕｆ
ｆｅｒ（２０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４）、１５０ｍＭ ＮａＣｌ、５ｍＭ Ｅ
ＤＴＡ、１％ＮＰ－４０、１０％グリセロール、およびｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ ｃｏｃｋｔａｉｌ）で溶解した。
【００５７】
　上記で得られた試料を、非還元条件で８％ゲルを用いてＳＤＳポリアクリルアミドゲル
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電気泳動した後、ＰＶＤＦ膜へ転写し、ＡＢＣ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｋｉｔとＥＣＬ　
ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔｓ（Ａｍａｓｈａｍｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅ製）を用いて、ビオチン化されたタンパク質を検出した。また、ネガ
ティブコントロールとして、ＴＳ２／１６抗体を用いない以外同様の実験を行った。結果
を図５に示す。なお、図中の「２ｎｄ　Ａｂ」は、２次抗体であるＨＲＰ標識抗マウスＩ
ｇＧ抗体を示す。
【００５８】
　図５の通り、ＴＳ２／１６抗体を用いずＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体のみ用いた場合
には、１２０ｋＤａと９１ｋＤａ付近にバンドが見られる。これは、内在性のビオチン保
有分子や、アリールアジド－ビオチンと反応性を有する内在性分子由来のバンドであると
考えられる。一方、ＴＳ２／１６抗体を用いた場合は、１２０ｋＤａと９１ｋＤａ付近の
みならず、様々なタンパク質が検出されている。これは、ＴＳ２／１６抗体が直接結合す
るβ１インテグリンと相互作用するタンパク質が検出できていることを示す。よって、本
発明方法により、標的となる細胞膜上分子と相互作用する化合物を検出できることが実証
された。
【００５９】
　実施例６
　ヒトグリオーマＴ９８細胞を、実施例５と同様の方法で培養した。当該培養細胞を、実
施例５と同様の処理をした後、ビオチン化されたタンパク質を検出した、結果を図６に示
す。
【００６０】
　図６の通り、ＴＳ２／１６抗体を用いずＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体のみ用いた場合
に比べ、ＴＳ２／１６抗体とＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体の両方を用いた場合には、約
２００ｋＤａ付近にビオチン標識化バンドが認められた。また、図５と図６の結果を合わ
せて考察すると、同じヒト由来の細胞であっても、子宮頸ガン細胞とグリオーマ細胞では
、β１インテグリンと相互作用する化合物は異なることが明らかにされた。
【００６１】
　実施例７
　実施例５と同様の方法により、ＨｅｌａＳ３細胞に、ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体と
アリールアジド－ビオチン化合物を順次作用させ、マイクロソーム画分の溶解試料を得た
。当該試料を、４２種類の抗受容体チロシンキナーゼ抗体がスポットされている抗体アレ
イ（Ｒ＆Ｄ ｓｙｓｔｅｍｓ製、Ｈｕｍａｎ Ｐｈｏｓｐｈｏ－ＲＴＫ Ａｒｒａｙ）に添
加し、４℃で一晩インキュベートした。洗浄後、実施例５と同様の方法で、ビオチン化さ
れた受容体チロシンキナーゼを検出した。また、比較として、ＴＳ２／１６抗体を用いず
、それ以外は同様の条件の実験を行った。さらに、ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体とアリ
ールアジド－ビオチン化合物との組み合わせの代わりに、非特異的なビオチン標識化試薬
であるＮ－ヒドロキシスクシニミド（ＮＨＳ）－ビオチンを用いて、各受容体チロシンキ
ナーゼの発現量を確認する実験を行った。ＴＳ２／１６抗体を用いた結果を図７（１）に
、当該抗体を用いなかった結果を（２）に、ＮＨＳ－ビオチンを用いた結果を（３）に示
す。
【００６２】
　図７の通り、ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体とアリールアジド－ビオチン化合物を用い
てβ１インテグリンと相互作用する化合物を解析した結果、多種の受容体チロシンキナー
ゼが相互作用していることが分かった。また、ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体を用いない
場合にはビオチン標識された受容体チロシンキナーゼは全く検出されないことから、本発
明方法では、ノイズが極めて少ないことが分かる。さらに、図７（１）と（３）とを比較
すると、β１インテグリンと受容体チロシンキナーゼとの相互作用の強さは、図７（３）
から把握できる各受容体チロシンキナーゼの発現量とは相関しないことが分かった。
【００６３】
　以上の通り、本発明方法は、標的となる細胞膜上分子と相互作用する化合物を、正確に
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且つ良好な感度で検出できることが実証された。
【００６４】
　実施例８
　実施例５と同様の方法で培養したＨｅｌａＳ３細胞に、糖脂質であるＧＭ１へ特異的に
結合するＨＲＰ標識コレラ毒素Ｂサブユニット（ＣＴｘＢ）または未標識のＣＴｘＢに続
いてアリールアジド－ビオチン化合物を作用させ、マイクロソーム画分の溶解試料を得た
。得られた溶解試料につき、実施例７と同様の抗体アレイを用いて、ＧＭ１と相互作用す
る受容体チロシンキナーゼを検出した。さらに、実施例７と同様に、ＮＨＳ－ビオチンを
用いて、各受容体チロシンキナーゼの発現量を確認する実験を行った。ＨＲＰ標識ＣＴｘ
Ｂとアリールアジド－ビオチン化合物を用いた結果を図８（１）に、未標識ＣＴｘＢとア
リールアジド－ビオチン化合物を用いた結果を図８（２）に、ＮＨＳ－ビオチンを用いた
結果を図８（３）に示す。
【００６５】
　図８の通り、ＨＲＰ標識ＣＴｘＢとアリールアジド－ビオチン化合物を用いた場合、糖
脂質であるＧＭ１と相互作用する化合物として、主に２つの受容体チロシンキナーゼのみ
が検出されている。これらは、上皮成長因子受容体とエフリンＡ２である。かかる結果に
より、非常に限定された受容体チロシンキナーゼのみが、ＧＭ１と相互作用することが分
かった。それに対して、ＮＨＳ－ビオチンを用いて各受容体チロシンキナーゼの発現量を
確認する実験では、上記２つ以外の受容体チロシンキナーゼも細胞に発現していることが
分かる。よって、ＧＭ１と受容体チロシンキナーゼの相互作用は、受容体チロシンキナー
ゼの発現量に依存しないことが分かった。
【００６６】
　以上の通り、本発明方法によれば、標的となる細胞膜上分子と相互作用する化合物を、
選択的に検出できることが実証された。
【図面の簡単な説明】
【００６７】
【図１】ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体とアリールアジド－ビオチンを用いた場合のみ、
マウス血清タンパク質等がビオチン化されることを示すグラフである。
【図２】ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体とコンカナバリンＡレクチン（ＣｏｎＡ）を用い
た場合のみ、タンパク質等がビオチン化されることを示すグラフである。
【図３】ラジカル消去作用を有するアスコルビン酸を加えた場合におけるビオチン標識度
を示すグラフである。
【図４】本発明方法におけるビオチン標識反応の時間依存性とＨＲＰ濃度依存性を示すグ
ラフである。
【図５】ＴＳ２／１６抗体と２次抗体であるＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体の両方を用い
た場合と、ＴＳ２／１６抗体を用いずＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体のみ用いた場合にお
ける、ヒト子宮頸ガン細胞上のβ１インテグリンと相互作用するビオチン標識化合物の相
違を示す電気泳動結果である。
【図６】ＴＳ２／１６抗体と２次抗体であるＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体の両方を用い
た場合と、ＴＳ２／１６抗体を用いずＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体のみ用いた場合にお
ける、ヒトグリオーマＴ９８細胞上のβ１インテグリンと相互作用するビオチン標識化合
物の相違を示す電気泳動結果である。
【図７】（１）ＨＲＰ標識抗マウスＩｇＧ抗体とアリールアジド－ビオチン化合物を用い
た場合と、（２）アリールアジド－ビオチン化合物のみ用いた場合における、β１インテ
グリンと相互作用する受容体チロシンキナーゼを、抗体マイクロアレイを用いて解析した
結果を示す写真である。（３）は、ＮＨＳ－ビオチンを用いて、各受容体チロシンキナー
ゼの発現量を解析した結果を示す写真である。
【図８】（１）ＨＲＰ標識ＣＴｘＢとアリールアジド－ビオチン化合物を用いた場合と、
（２）未標識ＣＴｘＢとアリールアジド－ビオチン化合物を用いた場合における、ＧＭ１
と相互作用する受容体チロシンキナーゼを、抗体マイクロアレイを用いて解析した結果を
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示す写真である。（３）は、ＮＨＳ－ビオチンを用いて、各受容体チロシンキナーゼの発
現量を解析した結果を示す写真である。
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