
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞を解析するための下記のステップを含む自動方法：
ａ）  少なくとも第１の細胞区画についてレポートする少なくとも第１の蛍光レポーター
分子と、所望の少なくとも第１の細胞成分についてレポートする少なくとも第２の蛍光レ
ポーター分子を含有する複数の細胞を含有する場所の配列を提供するステップ；
ｂ）  個々の細胞における前記少なくとも第１の細胞区画を識別するために前記少なくと
も第１の蛍光レポーター分子からの蛍光シグナルを自動的に入手するステップ；
ｃ）  前記個々の細胞における前記少なくとも 蛍光シグナル
から 第１の細胞区画

自動的に するステップ；
ｄ）  前記第１の細胞区画内の前記少なくとも第２の蛍光レポー
ター分子からの蛍光シグナルを自動的に入手するステップ；
ｅ）  前記第１の細胞区画内の前記少なくとも第２の蛍光レポー
ター分子からの蛍光シグナルの特徴を自動的に測定し、前記特徴は、強度、位置、蛍光若
しくは発光領域の数、励起又は発光スペクトル、及び蛍光共鳴エネルギー移行からなる群
から選択され、前記特徴は、前記個々の細胞における前記少なくとも第１の細胞成分の分
布、環境、 活性の測定値 を提供するステップ；
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第１の蛍光レポーター分子の
、前記個々の細胞の画像における前記 と、前記第１の細胞区画以外の

領域とを分割するマスクを 生成
前記マスクで分割された

前記マスクで分割された

及び の少なくとも一つ
ｆ）  前記マスクで分割された前記第１の細胞区画以外の領域内の前記少なくとも第２の
蛍光レポーター分子からの蛍光シグナルを自動的に入手するステップ；



【請求項２】
　

前記細胞が、更に、 第２の細胞区画についてレポートす
る少なくとも第３の蛍光レポーター分子を含有し、更に下記のステップを含む請求項１に
記載の方法：
ｉ）  前記個々の細胞における前記少なくとも第２の細胞区画を識別するために前記少な
くとも第３の蛍光レポーター分子からの蛍光シグナルを自動的に入手するステップ；
ｉｉ）  前記個々の細胞における前記少なくとも第２の細胞区画からの蛍光シグナルから

第２の細胞区画を 自動的に するステップ；
ｉｉｉ）  前記第２の細胞区画内の前
記少なくとも第２の蛍光レポーター分子からの蛍光シグナルを自動的に入手するステップ
；及び
ｉｖ）  前記第 の細胞区画内の前記
少なくとも第２の蛍光レポーター分子からの蛍光シグナルの特徴を自動的に測定し、前記
特徴は、強度、位置、蛍光若しくは発光領域の数、励起又は発光スペクトル、及び蛍光共
鳴エネルギー移行からなる群から選択され、前記特徴は、前記個々の細胞における前記少
なくとも第１の細胞成分の分布、環境、 活性の測定値 を提供するス
テップ。
【請求項３】
　前記細胞が、更に、所望の少なくとも第２の細胞成分についてレポートする少なくとも
第４の蛍光レポーター分子を含有し、更に下記のステップを含む請求項１又は２に記載の
方法：
Ａ）  前記 第１の細胞区画内の前記少なくとも第４の蛍光レポーター分子から
の蛍光シグナルを自動的に入手するステップ；及び
Ｂ）  前記 第１の細胞区画内の前記少なくとも第４の蛍光レポーター分子から
の蛍光シグナルの特徴を自動的に測定し、前記特徴は、強度、位置、蛍光若しくは発光領
域の数、励起又は発光スペクトル、及び蛍光共鳴エネルギー移行からなる群から選択され
、前記特徴は、前記個々の細胞における前記少なくとも第２の細胞成分の分布、環境、

活性の測定値 を提供するステップ。
【請求項４】
　更に、前記 第２の細胞区画領域内の前記少なくとも第４の蛍光レポーター分
子からの蛍光シグナルの特徴を自動的に測定し、前記特徴は、強度、位置、蛍光若しくは
発光領域の数、励起又は発光スペクトル、及び蛍光共鳴エネルギー移行からなる群から選
択され、前記特徴は、前記個々の細胞における前記少なくとも第２の細胞成分の分布、環
境、 活性の測定値 を提供するステップを含む請求項３に記載の方法
。
【請求項５】
　前記少なくとも第１、第２、第３、及び第４の蛍光レポーター分子が光学的に識別され
ることを特徴とする請求項１乃至４のいずれか１つに記載の方法。
【請求項６】
　前記少なくとも第１及び第３の蛍光レポーター分子が、細胞核、細胞質、細胞膜、ゴル
ジ体、小胞体、エンドソーム、リソソーム、及びミトコンドリアからなる群から選択され
る細胞区画についてレポートすることを特徴とする請求項１乃至５のいずれか１つに記載
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ｇ）  前記マスクで分割された前記第１の細胞区画以外の領域内の前記少なくとも第２の
蛍光レポーター分子からの蛍光シグナルの特徴を自動的に測定するステップ；　及び
ｈ）前記第１の細胞区画内の前記少なくとも第２の蛍光レポーター分子からの蛍光シグナ
ルの前記特徴と、前記第１の細胞区画以外の領域内の前記少なくとも第２の蛍光レポータ
ー分子からの蛍光シグナルの前記特徴とを比較し、前記第１の細胞区画と前記第１の細胞
区画以外の領域との間の前記第１の細胞成分のトランスロケーションを検査するステップ
。

前記第１の細胞区画以外の前記領域が前記第１の細胞区画とは異なる少なくとも第２の
細胞区画であり、 前記少なくとも

、 分割するマスクを 生成
前記第２の細胞区画を分割するマスクで分割された

前記第２の細胞区画を分割するマスクで分割された ２

及び の少なくとも一つ

分割された

分割された

及
び の少なくとも一つ

分割された

及び の少なくとも一つ



の方法。
【請求項７】
　前記少なくとも第１及び第３の蛍光レポーター分子が、細胞核、細胞質、及び細胞膜か
らなる群から選択される細胞区画についてレポートすることを特徴とする請求項１乃至５
のいずれか１つに記載の方法。
【請求項８】
　前記少なくとも第２又は第４の蛍光レポーター分子が、蛋白質、核酸、オルガネラ、及
びイオンからなる群から選択される細胞成分についてレポートすることを特徴とする請求
項１乃至７のいずれか１つに記載の方法。
【請求項９】
　前記少なくとも第２又は第４の蛍光レポーター分子が、蛋白質についてレポートするこ
とを特徴とする請求項１乃至７のいずれか１つに記載の方法。
【請求項１０】
　前記特徴は、異なる細胞区画間の前記少なくとも第１の細胞成分のトランスロケーショ
ン、細胞肥大、レセプターの活性化、レセプターのインターナリゼーション、アポトーシ
ス、イオン濃度、オルガネラ機能の誘発及び阻害、酵素活性、及び遺伝子発現の誘発及び
阻害の１種以上の測定値を提供することを特徴とする請求項１乃至９のいずれか１つに記
載の方法。
【請求項１１】

【請求項１２】
　更に、前記細胞を１種以上の試験化合物と接触させるステップを含み、前記特徴は、前
記個々の細胞における前記少なくとも第１の細胞成分の分布、環境、又は活性における試
験化合物誘導の変化の測定値を提供することを特徴とする請求項１乃至 のいずれか１
つに記載の方法。
【請求項１３】
　前記ステップｂ）乃至ｅ）が複数の時点で実行されることを特徴とする請求項１に記載
の方法。
【請求項１４】
　更に、前記場所の配列上の前記個々の細胞の位置を自動的に記憶するステップを含むこ
とを特徴とする請求項１乃至 のいずれか１つに記載の方法。
【請求項１５】
　更に、前記個々の細胞の画像を自動的に記憶するステップを含むことを特徴とする請求
項１乃至 のいずれか１つに記載の方法。
【請求項１６】
　細胞スクリーニングシステムに請求項１乃至 のいずれか１つの手順を実行させるた
めの１セットの命令を含むコンピューター読取り可能な記憶媒体。
【請求項１７】
　下記を含む自動細胞スクリーニングシステム：
ａ）対物レンズを有する蛍光顕微鏡、細胞の保持のために場所の配列を備えたプレートを
保持するために適しているＸＹステージ、及びフォーカシングを実行するために前記プレ
ート又は前記対物レンズを移動させるための手段；
ｂ）  デジタルカメラ；
ｃ）  励起光を前記場所の配列内の細胞に向けるための光源；
ｄ）  前記細胞から放射された蛍光をデジタルカメラへ向けるための光学系；及び
ｅ）  デジタルデータが細胞又は細胞下の画像を含み、さらに請求項 のコンピュータ
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　前記特徴は、異なる細胞区画間の前記少なくとも第１の細胞成分のトランスロケーショ
ン、レセプターの活性化、レセプターのインターナリゼーション、アポトーシス、及びオ
ルガネラ機能の誘発及び阻害の１種以上の測定値を提供することを特徴とする請求項１乃
至９のいずれか１つに記載の方法。

１１

１３

１４

１５

１６



ー読取り可能な記憶媒体を含む、前記デジタルカメラからの前記デジタルデータを受信し
て処理するためのコンピューター。
【請求項１８】
　更に、前記コンピューターに接続されたスクリーンディスプレイを含むことを特徴とす
る請求項 に記載の細胞スクリーニングシステム。
【請求項１９】
　前記コンピューターは、データベースの前記デジタルデータを記憶することを特徴とす
る請求項 に記載の細胞スクリーニングシステム。
【請求項２０】
　更に、流体デリバリーシステムを含むことを特徴とする請求項 乃至 のいずれか
１つに記載の細胞スクリーニングシステム。
【請求項２１】
　更に、高スループットのために低解像度でプレートを画像描出するための、及びより高
い解像度で特定のウェルを画像描出するためのリーダーを含むことを特徴とする請求項

乃至 のいずれか１つに記載の細胞スクリーニングシステム。
【発明の詳細な説明】
【０００１】

本出願は、１９９７年２月２７日に提出された米国特許出願Ｓ／Ｎ第０８／８１０，９８
３号、及び１９９７年５月２９日に提出されたＳ／Ｎ第０８／８６５，３４１号；１９９
７年５月２９日に提出されたＰＣＴ出願ＷＯ９７／４５，７３０号の一部継続出願であり
、さらに１９９７年１２月１１日に提出された出願番号が付与される予定の米国特許仮出
願（第９７，０２２－Ａ号及び第９７，２２３－Ａ号）の一部継続出願である。
【０００２】

本発明は、新薬発見を目的とした蛍光に基づく細胞及び分子の生化学的アッセイの分野に
ある。
【０００３】

技術において現在実践されている新薬発見は、特異的疾患ターゲットの識別、特異的ター
ゲットに基づくアッセイの開発、アッセイの妥当性確認、スクリーニングを作り出すため
のアッセイの至適化及び自動化、“ヒット（当たり）”を識別するためのアッセイを使用
した化合物ライブラリーの高スループットスクリーニング、ヒットの妥当性確認及びヒッ
ト化合物の至適化を含む、長い時間を要する多重ステップからなるプロセスである。この
プロセスの産物は、前臨床試験に進み、妥当性が確認されれば場合によっては臨床試験に
進む最重要化合物である。このプロセスでは、スクリーニング期はアッセイ展開期とは別
個であり、生きている生物学的系において化合物の有効性を試験することを含む。
【０００４】
歴史的に、新薬発見は時間と費用のかかるプロセスであり、１つの新薬が創製されるまで
に非常に長い年数と数億ドルもの金額が費される。ゲノミクス及び高スループットスクリ
ーニングの分野における開発は、ターゲット識別及びスクリーニングできる化合物の量の
分野において高度の能力及び効率を生じさせた。自動化されたＤＮＡシークエンシング、
ＰＣＲアプリケーション、位置クローニング、ハイブリダイゼーション配列、及びバイオ
インフォーマティクス（生物情報学）における大きな前進は、可能性ある新薬スクリーニ
ングターゲットをコードする遺伝子（及び遺伝子断片）の数を大きく増加させてきた。し
かし、新薬スクリーニングのための基本スキームは以前として同じである。
【０００５】
現在の方法及びプロトコールを使用して行う治療的インターベンションに対する目的とし
てのゲノムターゲットの妥当性確認は、例えばｉｎ　ｖｉｖｏ機能モデル、組換えタンパ
ク質の機能解析、及び候補遺伝子の安定細胞系発現のような時間のかかる手動方法を使用
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するために、新薬発見プロセスにおける障害となってきた。自動シークエンシングを通し
て収集されたプライマリーＤＮＡ配列をしようしても遺伝子機能の識別を行うことはでき
ないが、既知の配列順序データベースと比較することによって共通“モチーフ”及び特異
的な遺伝子相同性に関する情報を提供することはできる。例えばサブトラクションハイブ
リダイゼーション及びＲＡＤＥ（弁別発現の迅速増幅）のようなゲノム方法は、疾患状態
モデルにおいてアップ又はダウンレギュレートされた遺伝子を識別するために使用するこ
とができる。しかし、識別及び妥当性確認は今もなお同一経路を進行する。一部のプロテ
オミック法は、重要な候補遺伝子を識別するためにタンパク質識別（包括的な発現配列、
２Ｄ電気泳動法、組合せライブラリー）に逆転遺伝学を組み合わせて使用する。そうした
推定上の“疾患関連配列順序（ＤＡＳ）”若しくは無傷ｃＤＮＡとして分離されるＤＡＳ
はこれらの方法にとっての大きな長所であるが、それらは何百ものタンパク質によって識
別されるので、コードされるタンパク質の種類、活性、及び分布に関する情報は提供しな
い。新薬スクリーニングターゲットとしてサブセットのＤＡＳを選択することは“ランダ
ム”であり、従って非常に非効率的で、疾患と機械的にリンクした機能的データは得られ
ない。このため、生物学的機能を確立するためにＤＡＳを迅速にスクリーニングし、それ
によって新薬発見におけるターゲットの妥当性確認及び候補至適化を改善するための新規
のテクノロジーを提供することが必要である。
【０００６】
初期の新薬発見の生産性を向上させるためには３つの主要なルートがある。第１に、高い
情報処理能力を提供するツールが必要である。バイオインフォーマティクスは、ＤＮＡシ
ークエンシングシステムの急速な開発及びゲノムデータベースの進化に伴って発達してき
た。ゲノミクスは、可能性のある新しいターゲットを識別することにおいて非常に重要な
役割を果たし始めている。プロテオミクスは、薬物相互作用を予想するためにタンパク質
ターゲットの構造及び機能に関して必要不可欠なものになってきた。しかし、生物学的複
雑性の次の段階は細胞である。このため、細胞から多次元情報を収集し、管理し、そして
検索することが必要である。第２に、よりスループット（処理能力）の高いツールが必要
である。既にＤＮＡシークエンシング及び高スループット一次スクリーニングにおいて証
明されているように、生産性を改善するための重要な鍵は自動化である。そこで本発明は
、よりスループットの高いツールに対する必要を満たす、細胞から多重パラメーター情報
を引き出す自動システムを提供する。本発明はさらに又、方法を超小型化し、それによっ
てスループット増大を許容し、他方では各アッセイで必要とされる試薬や試験化合物の容
量を低下させることを提供する。
【０００７】
初期の新薬発見アッセイにおいては、優勢な読み出しは放射能であった。しかし、より多
くの情報、より高いスループット及び超小型化に対する必要は蛍光検出を使用する方向へ
の変化を引き起こしてきた。蛍光に基づく試薬類は、スループットがより高く、情報量が
より多く、必要とされる試薬や試験化合物の量がより少ない、はるかに強力な多重パラメ
ーターアッセイを生み出すことができる。蛍光は又、放射能に基づく方法より安全かつ安
価である。
【０００８】
色素及び蛍光試薬を用いて処理された細胞のスクリーニングは技術においてよく知られて
いる。レポーター分子として例えば修飾緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）のような蛍光タン
パク質を産生するための細胞の遺伝子工学に関しては相当に多数の文献が存在する。野生
型ＧＦＰの一部の特性は、Ｍｏｒｉｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　
１３（１９７４），　ｐ．２６５６－２６６２）、及びＷａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，（Ｐｈ
ｏｔｏｃｈｅｍ．　Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌ．　３１（１９８０），　ｐ．６１１－６１５）
によって開示されている。クラゲのエクオレア・ビクトリアのＧＦＰは３９５ｎｍで励起
極大、５１０ｎｍで放射極大を有しており、蛍光活性のために外因性因子を必要としない
。文献に開示されたＧＦＰの使用は広まっており、遺伝子発現及びタンパク質位置決定の
試験（Ｃｈａｌｆｉｅ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９４），　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６３，　ｐ
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．１２５０１－１２５０４）細胞下オルガネラを可視化するため（Ｒｉｚｚｕｔｏ　ｅｔ
　ａｌ．，（１９９５），　Ｃｕｒｒ．　Ｂｉｏｌｏｇｙ　５，　ｐ．６３５－６４２）
、分泌経路に沿ったタンパク質輸送（Ｋａｅｔｈｅｒ　ａｎｄ　Ｇｅｒｄｅｓ，（１９９
５），　ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　３６９，　ｐ．２６７－２７１）、植物細胞中の発
現（Ｈｕ　ａｎｄ　Ｃｈｅｎｇ，（１９９５），　ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　３６９，
　ｐ．３３１－３３４）及びショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｒａ）の胚（Ｄａｖｉ
ｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ｄｅｖ．　Ｂｉｏｌｏｇｙ　１７０，　ｐ．７２６
－７２９）を可視化するためのツールとして、及び他の重要なタンパク質へ融合したレポ
ーター分子（米国特許第５，４９１，０８４号）としてを含んでいる。同様に、ＷＯ９６
／２３，８９８は、タンパク質キナーゼ活性化部位を有するＧＦＰ構造体を利用すること
によって細胞内プロセスに影響を及ぼす生物学的に活性な物質を検出する方法に関する。
この特許、及び本出願で参照されている他のすべての特許は、その全体が参照して組み込
まれる。
【０００９】
生物学的系におけるＧＦＰタンパク質に関連する数多くの文献がある。例えば、ＷＯ９６
／０９，５９８はタンパク質のようなＧＦＰの発現を利用して重要な細胞を単離するシス
テムを記載している。ＷＯ９６／２７，６７５は、植物におけるＧＦＰの発現を記載して
いる。ＷＯ９５／２１，１９１は、突然変異を検出するためのトランスフォーム（形質転
換）された有機体中で発現した修飾ＧＦＰタンパク質を記載している。米国特許第５，４
０１，６２９号及び第５，４３６，１２８号は、細胞表面レセプターを発現し、さらに細
胞表面レセプターの活性に反応性である転写調節エレメントを含むレポーター遺伝子構造
体を含有している組換え細胞を用いて、細胞外シグナルの細胞内トランスダクションを検
出及び評価するためのアッセイ及び組成物を記載している。
【００１０】
何万何千という化合物についてスクリーニングを実行するためには、多数の化合物及びア
ッセイ成分試薬の並行したハンドリング及びプロセッシングが必要である。標準的な高ス
ループットスクリーニング（“ＨＴＳ”）は９６ウエル若しくは３８４ウエルを備えた標
準マイクロタイタープレートのウエルの配列内に装填された指示化合物と一緒に化合物と
生物学的試薬との混合物を使用する。蛍光放射、光学密度、又は放射能のいずれかによっ
て各ウエルから測定されるシグナルは、ウエル内の全材料からのシグナルを統合しており
、ウエル内の全分子の総集団平均値を生じさせる。
【００１１】
Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎ（ＳＡＩＣ）（１３０　Ｆｉｆｔｈ　Ａｖｅｎｕｅ，　シアトル，　ワシン
トン州　９８１０９）は、イメージングプレートリーダー（読み取り装置）について記載
している。このシステムは、ＣＣＤカメラを使用して９６ウエル・プレートの全領域を画
像描出する。この画像を解析して、ウエル内の全材料について１ウエル当たりの総蛍光が
計算される。
【００１２】
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ，　Ｉｎｃ．（サニーベール、カリフォルニア州）
は、細胞単層を画像描出するときのバックグラウンドを減少させるために標準９６ウエル
・プレートにおいてウエル底部の約２００ミクロン以内の蛍光を選択的に励起するために
ローアングルレーザー走査照射法及びマスクを使用するシステム（ＦＬＩＰＲ）を記載し
ている。このシステムはＣＣＤカメラを使用してプレート底部の全領域を画像描出する。
このシステムはウエル底部の細胞単層を起源とするシグナルを測定するが、測定されたシ
グナルはウエルの面積に渡って平均化されるので、このためまだ細胞集団の平均反応の測
定値と見なされる。この画像を解析することにより、細胞に基づくアッセイのために１ウ
エル当たりの総蛍光が計算される。例えばＦＬＩＰＲシステムのような細胞に基づくシス
テムには、応答を開始させるためにさらに液体送達装置が組み込まれており、応答はその
後マクロイメージングシステムを使用して全ウエル集団の平均反応として観察される。
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【００１３】
高スループットスクリーニングとは対照的に、細胞成分及びプロセスの時間的－空間的動
態に関するより詳細な情報に対する必要に対処するために様々な高含量スクリーニング（
“ＨＣＳ”）が開発されてきた。高含量スクリーニングは、細胞内に取り込まれた蛍光に
基づく特異的試薬から引き出される多色蛍光情報の抽出を自動化する（Ｇｉｕｌｉａｎｏ
　ａｎｄ　Ｔａｙｌｏｒ，（１９９５），Ｃｕｒｒ．　Ｏｐ．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　
７：４；　Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｂ
ｉｏｐｈｙｓ．　Ｂｉｏｍｏｌ．　Ｓｔｒｕｃｔ．　２４：４０５）。細胞は、空間的並
びに時間的動態を測定できる光学系を用いて解析される（Ｆａｒｋａｓ　ｅｔ　ａｌ．，
（１９９３），　Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　５５：７８５；　Ｇｉｕｌｉ
ａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０），　Ｉｎ　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
　ｆｏｒ　Ｂｉｏｇｙ．　Ｂ．　Ｈｅｒｍａｎ　ａｎｄ　Ｋ．　Ｊａｃｏｂｓｏｎ　（ｅ
ｄｓ．），　ｐｐ．５４３－５５７．　Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；　
Ｈａｈｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９２），　Ｎａｔｕｒｅ　３５９：７３６；　Ｗａｇｇ
ｏｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６），　Ｈｕｍ．　Ｐａｔｈｏｌ．　２７：４９４）
。そのコンセプトは、各細胞を標識された成分の活性に関する空間的及び時間的情報を持
っている“ウエル”として取り扱うことである。
【００１４】
細胞に付加された蛍光に基づく試薬を通して現在入手できる生化学的及び分子的情報のタ
イプには、イオン濃度、膜電位、特異的トランスロケーション、酵素活性、遺伝子発現、
並びに代謝物、タンパク質、脂質、炭水化物及び核酸配列の存在、量及びパターンが含ま
れる（ＤｅＢｉａｓｉｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６），　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｅ
ｌｌ．　７：１２５９；　Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ａｎｎ．
　Ｒｅｖ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ｂｉｏｍｏｌ．　Ｓｔｒｕｃｔ．　２４：４０５；　Ｈ
ｅｉｍ　ａｎｄ　Ｔｓｉｅｎ（１９９６），　Ｃｕｒｒ．　Ｂｉｏｌ．　６：１７８）。
【００１５】
高含量スクリーニングは、蛍光標識抗体、生物学的リガンド、及び／又は核酸ハイブリダ
イゼーションプローブを用いて固定化細胞上で、又は多色蛍光指示薬及び“バイオセンサ
ー”を用いて生きている細胞上でのどちらでも実施できる。固定化細胞若しくは生きてい
る細胞スクリーニングの選択は、必要とされる細胞に基づく特異的アッセイに依存する。
【００１６】
固定化細胞アッセイは、マイクロタイタープレートフォーマットにおける最初は生きてい
る細胞の配列を試験される様々な化合物および用量によって処理でき、その後で細胞を固
定し、特異的試薬を用いて標識し、さらに測定できるので、極めて単純である。固定後に
おける細胞の環境調節は必要とされない。空間的情報が収集されるが、１時点だけの情報
しか収集できない。細胞に適用できる何千種もの抗体、リガンド及び核酸ハイブリダイゼ
ーションプローブの利用可能性が、これを細胞に基づく多数のタイプのスクリーニングに
とって魅力的なアプローチにしている。固定及び標識のステップは自動化できるので、ア
ッセイの効率的処理が可能になる。
【００１７】
生きている細胞のアッセイは、必要な試薬を含有している生きている細胞の配列を経時的
並びに空間的にスクリーニングできるので、より洗練されたかつ強力なアッセイである。
経時的な多重蛍光測定のためには細胞の生理学的健康状態を維持しなければならないので
、測定中には細胞の環境調節（温度、湿度及び二酸化炭素）が必要とされる。細胞内の生
化学的及び分子活性における変化を報告できる生理学的蛍光指示薬及び“バイオセンサー
”のリストは増加しつつある（Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ａｎ
ｎ．　Ｒｅｖ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ｂｉｏｍｏｌ．　Ｓｔｒｕｃｔ．　２４：２０５；
　Ｈａｈｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９３），　Ｉｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ａｎｄ　
Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｃｔｉｖｉ
ｔｙ．　Ｗ．Ｔ．　Ｍａｓｏｎ，　（ｅｄ．），　ｐｐ．３４９－３５９，　Ａｃａｄｅ
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ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　サンディエゴ）。
【００１８】
蛍光に基づく試薬の利用可能性及び使用は、固定化細胞及び生きている細胞両方の高含量
スクリーニングの開発を前進させるために役立ってきた。自動的に多色高含量情報を引き
出すための器械類における最近の進歩は、ＨＣＳを自動ツールに開発することを可能にし
た。Ｔａｙｌｏｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９２），Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｃｉｅｎｔｉｓ
ｔ　８０，　ｐ．３２２－３３５）による論文は、これらの方法の多数及びそれらの適用
について記載している。例えば、Ｐｒｏｆｆｉｔｔ　ｅｔ　ａｌ．（Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
　２４：２０４－２１３（１９９６））は、様々な組織培養プレートフォーマット、特に
９６ウエル・マイクロタイタープレートにおいてｉｎ　ｓｉｔｕで相対細胞数を定量する
ための半自動化蛍光デジタルイメージングシステムを記載している。このシステムは、電
動ステージ、ビデオカメラ、イメージインテンシファイアーを備えたエピフルオレセンス
倒立顕微鏡と、ＰＣ－ビジョン・デジタイザーを備えたマイクロコンピューターとから構
成される。Ｔｕｒｂｏ　Ｐａｓｃａｌソフトウエアが、１ウエル当たり複数の画像を取り
ながら、ステージを制御し、プレートをスキャンする。このソフトウエアは１ウエル当た
りの総蛍光を計算し、日常キャリブレーションを行い、さらに様々な組織培養プレートフ
ォーマットを容易に構成する。デジタル画像及び生きている細胞によって取り込まれたと
きにのみ蛍光を発する試薬の閾値を使用して、過剰の蛍光試薬を取り除かずにバックグラ
ウンド蛍光を減少させることができる。
【００１９】
走査型同焦点顕微鏡イメージング（Ｇｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７），　Ａｎａｌｙｔ
ｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２４７：２１０－２１５；　Ｇｏｌｄｍａｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　２２１：３１１－３１９）及び多光子顕微鏡イメージング（Ｄｅｎｋ　ｅｔ　ａｌ．，
（１９９０），　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４８：７３；　Ｇｒａｔｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（
１９９４），　Ｐｒｏｃ．　ｏｆｔｈｅ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ
　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ，　ｐｐ．１５４－１５５）も又、顕微鏡標本の高解像度画像を
入手するための著明に確立された方法である。これらの光学系の主要な長所は焦点深さが
非常に浅いことにあり、これによってバックグラウンドに対して解明される軸方向の広が
りが限定されるという特徴が生じる。例えば、細胞表面上の特徴から付着細胞の内部細胞
質特徴を解明することが可能である。走査型多光子イメージングは必要な高い光子流速を
達成するために非常に持続時間の短いパルスレーザーシステムを必要とするので、蛍光の
寿命も又これらのシステムで測定することができ（Ｌａｋｏｗｉｃｚ　ｅｔ　ａｌ．，（
１９９２），　Ａｎａｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　２０２：３１６－３３０；　Ｇｅｒｒｉ
ｔｔｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７），　Ｊ．　ｏｆ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　
７：１１－１５）、様々な検出モードにとって追加の能力を提供する。全くのルーチン方
法で適用する多光子同焦点顕微鏡検査を可能にするためには、現在では例えばレーザーダ
イオード・ポンピングレーザーのような小型で確実な、そして比較的安価なレーザーシス
テムを利用できる。
【００２０】
集団における細胞の生物学的異質性（Ｂｒｉｇｈｔ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９），　Ｊ
．　Ｃｅｌｌ．　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　１４１：４１０；　Ｇｉｕｌｉａｎｏ，（１９６６
），　Ｃｅｌｌ　ＭＯｔｉｌ．　Ｃｙｔｏｓｋｅｌ．　３５：２３７）と細胞内に存在す
る化学的及び分子的情報の空間的及び時間的頻度が高いことが組み合わさると、現在ある
すべてのマイクロタイタープレートリーダーを使用しても細胞の集団から高含量情報を引
き出すことは不可能である。現在ある高含量スクリーニングプラットフォームは、個別的
に分析される細胞を使用した多色蛍光に基づくスクリーニングに適するようにデザインさ
れていない。同様に現在は、特にマイクロタイタープレート内で増殖した細胞から、ＨＣ
Ｓ解析によって識別される細胞応答を誘導する能力について化合物を系統的にスクリーニ
ングする目的で、細胞の配列に自動分注装置を組み合わせる方法は利用できない。さらに
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、現在の技術には１つのアッセイにおいて“ヒット”を識別するために高スループットの
ウエル毎の測定を組合せ、その後に同一プレート上でヒットであると識別されたウエルに
ついてだけ細胞毎の第２の高含量測定を行う方法は存在しない。
【００２１】
そこで本発明は、多数の細胞スクリーニングフォーマットと、蛍光に基づく分子試薬及び
コンピューターに基づく機能抽出、データ解析、及び自動化とを組み合わせることによっ
て、ターゲットの妥当性確認及び候補の至適化を大きく改善し、データ収集の量及び速度
の増加、サイクル時間の短縮、そして最終的には前途有望な新薬候補のより迅速な評価を
生じさせる、高スループットスクリーニング（ＨＴＳ）と高含量スクリーニング（ＨＣＳ
）とを結合したシステム、方法、及びスクリーニングを提供する。本発明はさらに、手方
法を超小型化し、それによってスループット増加を許容し、他方では各アッセイで必要と
される試薬および試験化合物の量を減少させることも提供する。
【００２２】

ある局面では、本発明は細胞を分析するための下記のステップを含む方法に関する：
・　ある場所の配列に蛍光レポーター分子を含有する細胞を提供するステップ、
・　その場所の配列内の細胞を１種以上の試薬によって処理するステップ、
・　各場所に含まれる多数の細胞を蛍光光学系によって画像描出するステップ、
・　光学情報をデジタルデータに変換するステップ、
・　細胞内の蛍光標識レポーター分子の分布、環境又は活性及び細胞の分布を測定するた
めにデジタルデータを利用するステップ、及び
・　生物学的機能について試験されている化合物の正、負又はゼロ作用に関してその情報
を解釈するステップ。
【００２３】
この実施態様では、本法は特定生物学的機能に特異的に影響を及ぼす化合物について非常
に多数の化合物をスクリーニングする目的で細胞内の蛍光標識レポーター分子の分布、環
境又は活性を迅速に測定する。場所の配列は、マイクロタイタープレートであっても、又
は１つの場所の配列内に細胞を有しているマイクロプレートであるマイクロチップであっ
てもよい。ある好ましい実施態様では、本方法はデータを収集するため、処理するため、
表示するため、さらに収集したデータを記憶するためのコンピューター手段を含んでいる
。ある好ましい実施態様では、本方法はさらに細胞の配列への自動化液体送達を含んでい
る。もう１つの好ましい実施態様では、同一プレート上で高スループット測定から入手し
た情報を使用して、プレート上のサブセットの細胞場所についてのみ選択的に高含量スク
リーニングが実施される。
【００２４】
本発明のもう１つの局面では、下記を含む細胞スクリーニングシステムが提供される：
・　対物レンズを有する高倍率蛍光光学系；
・　細胞の配列を含有するプレートを保持するために適しており、細胞の配列を適切にア
ライメント及びフォーカスする目的でプレートを移動させるための手段を有するＸＹステ
ージ；
・　デジタルカメラ；
・　励起光を細胞の配列に方向付けるための光学手段と細胞から放射された蛍光をデジタ
ルカメラへ方向付ける手段とを有する光源；及び
・　デジタルカメラからのデジタルデータを受信して処理するためのコンピューター手段
であって、カメラから画像を受信するためのデジタルフレームグラバー、ユーザーインタ
ラクション（交互作用）及びアッセイ結果表示のためのディスプレイ、データの記憶及び
保存を行うためのデジタル記憶媒体、及び結果の制御、収集、処理及び表示のための手段
を含むコンピューター手段。
【００２５】
ある好ましい実施態様では、細胞スクリーニングシステムはさらにデータを表示するため
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にコンピューターと操作可能に接続されているコンピュータースクリーンを含んでいる。
もう１つの好ましい実施態様では、デジタルカメラからのデジタルデータを受信及び処理
するためのコンピューター手段はバイオインフォーマティクス・データベースにデータを
記憶する。さらに別の好ましい実施態様では、細胞スクリーニングシステムはさらに多数
若しくはすべてのウエルからのシグナルを並行して測定するリーダー（読み取り装置）を
含んでいる。もう１つの好ましい実施態様では、細胞スクリーニングシステムはさらに高
スループットスクリーニングと高含量スクリーニングとの間でモードを変更できるように
、システムの倍率を変更するための機械的－光学的手段を含んでいる。もう１つの好まし
い実施態様では、細胞スクリーニングシステムはさらに細胞を生きたまま保持するために
必要とされるレベルでプレート周囲の温度、ＣＯ２ 濃度及び湿度を維持するためのチャン
バー及び制御システムを含んでいる。さらに別の好ましい実施態様では、細胞スクリーニ
ングシステムは同焦点走査型照明及び検出システムを利用する。
【００２６】
本発明のもう１つの局面では、細胞スクリーニングシステムが特異的な細胞の成分及びプ
ロセスの分布及び活性を定義するための手順を実行すること引き起こすための１セットの
指示を含有するプログラムを含む機械可読記憶媒体が提供される。ある好ましい実施態様
では、細胞スクリーニングシステムは細胞を保持するために適合したステージ及びそのス
テージを移動させるための手段、デジタルカメラ、デジタルカメラからのデジタルデータ
を受信及び処理するための光源、及びデジタルカメラからのデジタルデータを受信及び処
理するためのコンピューター手段を備えた高倍率蛍光光学系を含んでいる。機械可読記憶
媒体の好ましい実施態様は、細胞スクリーニングシステムが図９、１１、１２、１３、１
４又は１５に記載の手順を実行することを惹起するための１セットの指示を含有するプロ
グラムを含んでいる。もう１つの好ましい実施態様は、細胞スクリーニングシステムが特
異的な細胞の成分及びプロセスの分布及び活性を検出するための手順を実行することを惹
起するための１セットの指示を含有するプログラムを含んでいる。最も好ましい実施態様
では、細胞プロセスにはタンパク質の核トランスロケーション、細胞肥大、アポトーシス
（断片化）、及びタンパク質のプロテアーゼ誘発性トランスロケーションが含まれるが、
これらに限定されない。
【００２７】

ここに引用された特許、特許出願及びその他の参考文献はその全体が参照してここに組み
込まれる。
【００２８】
ここで使用される下記の用語は特定の意味を有する：
細胞ドメインのマーカー。特異的オルガネラ若しくは分子を含有する特異的細胞成分に対
して高親和性を有する発光プローブ。これらのプローブは、小さい発光分子であっても、
又は“標識試薬”、“環境指示薬”、又は“バイオセンサー”として使用される蛍光タグ
付き高分子のどちらであってもよい。
【００２９】
標識試薬。標識試薬には、蛍光タンパク質アナログ及びバイオセンサーを含む発光標識高
分子、緑色蛍光タンパク質及びそのミュータントと一緒に形成されたものを含む発光高分
子キメラ、生理学的応答に含まれる細胞抗原と反応する発光標識第一若しくは第二抗体、
発光性の染料、色素及びその他の小分子が含まれるが、それらに限定されない。
【００３０】
細胞トランスロケーションのマーカー。何らかの細胞プロセス又は生理学的応答中に１つ
の細胞ドメインから別の細胞ドメインへ移動する発光タグ付き高分子又はオルガネラ。ト
ランスロケーションマーカーは細胞ドメインのマーカーに比較したロケーションを単純に
報告できるか、又は同様に何らかの生化学的若しくは分子活性を報告する“バイオセンサ
ー”になることができるかのどちらかである。
【００３１】
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バイオセンサー。生物学的機能的ドメインと、内部又は表面上のどちらかで発生する環境
変化を報告する１種若しくは複数の発光プローブとから構成される高分子。これらの変化
を感知して報告するようにデザインされたあるクラスの発光標識高分子は、“蛍光タンパ
ク質バイオセンサー”と呼ばれてきた。バイオセンサーのタンパク質成分は高度に進化し
た分子認識部分を生じさせる。活性部位の近位でタンパク質成分に付着した蛍光分子は環
境変化を、例えば本発明の細胞スキャニングシステムのような適切な時間的及び空間的解
明を行うシステムを用いて検出される蛍光シグナルに変換する。生きている細胞内の天然
タンパク質活性の変調は可逆性であり、さらに蛍光タンパク質バイオセンサーはタンパク
質活性における可逆性変化を感知するようにデザインすることができるので、これらのバ
イオセンサーは本質的に再使用できる。
【００３２】
疾患関連配列（“ＤＡＳ”）。この用語は、例えばプライマリーＤＮＡ配列順序データの
ような標準方法、例えばサブトラクションハイブリダイゼーション及びＲＡＤＥのような
ゲノム方法、及び新薬候補化合物についてのものであるような逆転遺伝学と組み合わせた
プロテオミック法によって識別される核酸塩基配列に関する。この用語は、配列が疾患状
態としか関連してないことを意味するものではない。
【００３３】
高含量スクリーニング（ＨＣＳ）は、例えばシグナルトランスダクション経路のような複
合分子イベント、並びにアポトーシス、細胞分割、細胞接着、移動、エキソサイトーシス
（細胞外排出作用）、及び細胞－細胞連絡を含むがこれらに限定されない細胞機能に薬物
が及ぼす作用を測定するために使用できる。多色蛍光は、複数のターゲット及び細胞プロ
セスを単一スクリーニングにおいてアッセイすることを許容する。細胞応答の交差相関は
、ターゲットの妥当性確認に必要とされる豊富な情報を産生し、至適化を導くであろう。
【００３４】
本発明のある局面では、顕微鏡対物レンズ、細胞を保持するための場所の配列を備えたプ
レートを保持するために適合したＸＹステージ、顕微鏡対物レンズとの位置をアライメン
トするためにプレートを移動させるための手段及びフォーカシング（焦点合わせ）を実行
するための方向にプレートを移動させるための手段を有する高倍率蛍光光学系；デジタル
カメラ；場所の配列内の細胞に励起光を方向付けるための光学手段及び細胞から放射され
る蛍光をデジタルカメラへ方向付けるための手段を有する光源；及びデジタルカメラから
のデジタルデータを受信して処理するためのコンピューター手段であって、カメラから画
像を受信するためのデジタルフレームグラバー、ユーザーインタラクション（交互作用）
及びアッセイ結果表示のためのディスプレイ、データの記憶及び保存を行うためのデジタ
ル記憶媒体、及び結果の制御、収集、処理及び表示のための手段を含むコンピューター手
段を含む細胞スクリーニングシステムが提供される。
【００３５】
図１は、細胞スキャニングシステムの好ましい実施態様の略図である。例えばＺｅｉｓｓ
　Ａｘｉｏｖｅｒｔ倒立蛍光顕微鏡のような、カメラに対して１－１００倍の倍率を備え
た標準対物レンズ及び電源装置２を備えた白色光源（例、１００Ｗの水銀アークランプ又
は７５Ｗキセノンランプ）を使用する倒立蛍光顕微鏡１が使用されている。顕微鏡対物レ
ンズの上方にはＸＹ方向にプレート４を移動させるためのＸＹステージ３がある。Ｚ軸焦
点駆動装置５は、対物レンズをフォーカシングのためにＺ方向に移動させる。ジョイステ
ィック６はＸＹＺ方向へのステージの手動による移動を生じさせる。高解像度デジタルカ
メラ７はプレート上の各ウエル若しくは場所から画像を収集する。カメラ電源装置８、自
動制御装置９及び中央処理装置１０がある。ＰＣ１１はディスプレイ１２を提供し、関連
ソフトウエアを有している。プリンター１３はハードコピーの記録を印刷する。
【００３６】
図２は、本発明の顕微鏡組立体１のある実施態様の略図であり、ＸＹステージ３、Ｚ軸焦
点駆動装置５、ジョイスティック６、光源２、及び自動制御装置９をより詳細に示してい
る。各々コンピューター及び顕微鏡へのケーブル１５及び１６も又用意されている。さら
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に、図２はＸＹステージ上でＸＹ方向へ移動させられる９６ウエル・マイクロタイタープ
レート１７を示している。光源２からの光線はＰＣ制御シャッター１８を通って励起フィ
ルター２０を備えた電動フィルターホイール１９まで通過する。光線はダイクロイックミ
ラー２６及び発光フィルター２７を有するフィルターキューブ２５内に通過する。励起光
はダイクロイックミラーからマイクロタイタープレート１７内のウエルに反射し、蛍光２
８がダイクロイックミラー２６及び発光フィルター２７を通ってデジタルカメラ７へ通過
する。
【００３７】
図３は、好ましいカメラ組立体の略図である。露出調節のための自動シャッター及び電源
装置３１を含んでいるデジタルカメラ７は、顕微鏡組立体からの蛍光２８を受信する。デ
ジタルケーブル３０がデジタルシグナルをコンピューターへ転送する。
【００３８】
上記で説明した標準光学系構成は、検体の高解像度画像をキャプチャーする目的でカメラ
センサー上において検体の拡大画像を直接的に作り出すために顕微鏡光学系を使用する。
この光学系は一般には“広視野（ｗｉｄｅ　ｆｉｅｌｄ）”顕微鏡と呼ばれている。顕微
鏡に関する当業者であれば、どちらもＣＣＤ検出器上で、又は光増倍管のアナログ出力の
同期デジタル化によって画像を形成することのできる、検体上方でスキャンされた照明の
焦点合わせされた点又は線の標準走査型同焦点検出（Ｇｏ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９７，
上記）及び多光子走査型同焦点顕微鏡（Ｄｅｎｋ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９０，上記）を
含むがこれらに限定されない様々な他の光学系によって検体の高解像度画像を作り出せる
ことを認識するであろう。
【００３９】
スクリーニング用途では、細胞の特定機能を利用するために特定の細胞系、又は初代細胞
培養を使用することがしばしば必要である。細胞培養の当業者であれば一部の細胞系は接
触阻止されることを認識するであろうが、接触阻止とは一部の細胞系が他の細胞によって
取り囲まれたときに増殖を中止するが、他の細胞系はそのような条件下で増殖し続け、そ
れらの細胞が多層を形成しながら文字通り蓄積することを意味する。そうした細胞系の例
はＨＥＫ２９３（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５７３）系である。層を形成する傾向のある細胞
系と一緒に使用するためには、多層標本中の単一細胞層の画像を収集できる光学系が必要
とされる。広視野顕微鏡の視野の大きな深さは、層形成細胞における細胞下空間的分布の
解析を極めて困難にする多層の細胞を通しての投影画像を作り出す。或いは又、同焦点顕
微鏡上で達成できる極めて浅い視野の深さ（約１ミクロン）は高解像度での単一細胞層の
区別を許容し、細胞下空間的分布の測定を単純化する。同様に、蛍光寿命イメージングの
ような検出モードが必要な場合は同焦点イメージングが好ましい。
【００４０】
顕微鏡に標準同焦点イメージング装置を取り付けた場合の産物は、上記の他の細胞スクリ
ーニングシステムの実施態様によって作り出される画像と同一フォーマットに変換できる
、そしてそのためにそれらの画像と正確に同じ方法で処理できるデジタル画像である。こ
の実施態様における全部の制御、収集及び解析は本質的に同一である。同焦点顕微鏡シス
テムの光学系構成は、照明装置及び検出装置について以外は上記と本質的に同一である。
同焦点顕微鏡のために必要とされる照明及び検出システムは、本発明のもの（Ｚｅｉｓｓ
，　ドイツ）と同様に標準顕微鏡光学系に取り付けられる付属機器としてデザインされて
きた。このためこれらの代替光学系は上記のようにシステム内に容易に統合することがで
きる。
【００４１】
図４は、参照してその全体がここに組み込まれる同時継続米国特許出願Ｓ／Ｎ第０８／８
６５，３４１号に記載されている細胞配列がマイクロプレート４１上のマイクロウエル４
０内にある、本発明の代替実施態様を図解している。典型的には、標準９６ウエル・マイ
クロタイタープレートの寸法が８６ｍｍ×１２９ｍｍであるのに比較して、マイクロプレ
ートの寸法は２０ｍｍ×３０ｍｍである。マイクロプレート上の細胞の高密度配列は、マ
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イクロプレートが高スループットのために１ピクセル当たり数ミクロンの低解像度で画像
描出されること、そしてマイクロプレート上の特定場所が１ピクセル当たり０．５ミクロ
ン未満のより高い解像度で画像描出されることを許容する。これら２種の解像度モードは
システムの全体的スループットを向上させるために役立つ。
【００４２】
マイクロプレートチャンバー４２は、化合物を細胞に付着させるための微量液体分注シス
テムとして役立つ。マイクロプレートチャンバー４２内のマイクロプレート４１はＤＹマ
イクロプレートリーダー４３内に配置されている。デジタルデータは上記の通りに処理さ
れる。このマイクロプレートシステムはサイズが小さいので、スループットを上昇させ、
試薬量を最小限に抑え、さらに迅速かつ正確な細胞に基づく解析を行うために細胞の分布
及び配置の制御を可能にする。処理されたデータはＰＣスクリーン１１上に表示でき、さ
らにバイオインフォーマティクス・データベース４４の一部にすることができる。このデ
ータベースは本発明の方法を通して入手されたデータの記憶及び保存を許容するだけでは
なく、さらに細胞に関連する外部データの収集及び記憶も許容する。図５は、ソフトウエ
アの作動を図解している。
【００４３】
ある代替実施態様では、高スループットシステム（ＨＴＳ）が同一プラットフォーム上又
は電子的に接続された（例、ローカルエリアネットワークによって）２つの個別プラット
フォーム上のどちらかでＨＣＳと直接に結合されている。デュアルモード光学系と呼ばれ
る本発明のこの実施態様は、ＨＣＳをＨＴＳと接続することによってＨＣＳのスループッ
トを上昇させ、さらにそれによって結合されたＨＴＳにおいて応答を示す小さなサブセッ
トのウエルについてのみより緩徐な高解像度データ収集及び解析を要求するという長所を
有している。
【００４４】
高スループットの“ホールプレート”リーダーシステムは技術においてよく知られており
、非常に多数の化合物をスクリーニングするために使用されるＨＴＳシステムの構成要素
として一般的に使用されている（Ｂｅｇｇｓ，（１９７７），　Ｊ．　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏ
ｌｅｃ．　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　２：７１－７８；Ｍａｃａｆｆｒｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，
　（１９９６），　Ｊ．　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃ．　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　１：１８７
－１９０）。
【００４５】
細胞に基づくデュアルモードスクリーニングのある実施態様では、高スループット収集が
１つのプラットフォームで行われ、高含量収集が第２プラットフォームで行われる２プラ
ットフォーム式アーキテクチャーが提供される（図６）。処理は各プラットフォームで個
別に行われ、その結果がネットワークインターフェースを通して通過させられるか、又は
単一制御装置を使用して両方のプラットフォームからのデータが処理される。
【００４６】
図６に図解されているように、例示されている２プラットフォーム式デュアルモード光学
系は、２つの発光光学器械である高スループットプラットフォーム６０及び高含量プラッ
トフォーム６５から構成されており、これらはマイクロタイタープレート又はマイクロプ
レート上のマイクロウエル配列内で培養された細胞から放出された蛍光シグナルを読み取
り、さらに電子連絡６４を通して相互に連絡する。高スループットプラットフォーム６０
は、並行又は迅速逐次方法のどちらかで全プレート内の全ウエルを解析する。スクリーニ
ングの当業者であれば、デュアルモードの細胞に基づくスクリーニングシステムに数多く
のそうした市販で入手できる高スループットリーダーシステムを統合できることを認識す
るであろう（Ｔｏｐｃｏｕｎｔ　（Ｐａｃｋａｒｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，　メリデ
ン、コネチカット州）；　Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ，　Ｌｕｍｉｓｋａｎ（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ，　サニーベール、カリフォルニア州）；　Ｆｌｕｏｒｏｓｃｈａ
ｎ（Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ，ビバリー、マサチューセッツ州））。上記のような高含量プ
ラットフォーム６５は、ウエルを１つずつスキャンし、ウエル内の個々の細胞から集めら
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れた高解像度画像データを収集して解析する。
【００４７】
システムのコンピューター６２上に常駐しているＨＴＳソフトウエアは高スループット器
械を制御し、その結果はモニター６１上に表示される。そのコンピューターシステム６７
上に常駐しているＨＣＳソフトウエアは高含量器械ハードウエア６５、オプション装置（
例、プレートローダー、環境チャンバー、液体分注器）を制御し、プレートからのデジタ
ル画像データを解析し、その結果をモニター６６上に表示し、統合データベースで測定さ
れたデータを管理する。これら２つのシステムは、単一コンピューターを共有することが
でき、その場合にはすべてのデータはそのコンピュータ上で収集、処理及び表示され、デ
ータを転送するためのローカルエリアネットワークが必要とされない。マイクロタイター
プレートは、手動又は技術においてよく知られているロボットプレート移送装置（Ｂｅｇ
ｇｓ，（１９９７），上記；　Ｍｃａｆｆｒｅｙ，（１９９６），上記）のいずれかによ
って高スループットシステムから高含量システム６３へ移される。
【００４８】
ある好ましい実施態様では、デュアルモード光学系は単一プラットフォームシステムを利
用する（図７）。これは個別的又は集合的に移動させることのできるＨＣＳモジュール２
０３及びＨＴＳモジュール２０９の２つの個別光学モジュールから構成されているので、
マイクロタイタープレート２０１からのデータを収集するためには一度には１つしか使用
されない。マイクロタイタープレート２０１は、画像描出するためにＨＴＳ又はＨＣＳの
どちらにでも配置できるように電動ＸＹステージに取り付けられている。下記のようにＨ
ＴＳ画像データを収集かつ解析した後は、ＨＴＳ光学モジュール２０９は光学路から取り
除かれ、ＨＣＳ光学モジュール２０３が正しい位置に移動させられる。
【００４９】
ＨＴＳ２０９のための光学モジュールは、従来型顕微鏡灯システム（図示されていない）
から特異的波長帯を用いてプレートの全底部を照明するために使用される投影レンズ２１
４、励起波長フィルター２１３及びダイクロイックミラー２１０から構成される。蛍光発
光は、センサー２１５を用いてカメラ２１６上で画像を形成する２１２によってダイクロ
イックミラー２１０及び発光波長フィルター２１１を通して収集される。
【００５０】
ＨＣＳのための光学モジュール２０３は、顕微鏡対物レンズ２０２の背面アパーチュア、
及びそれによって標準顕微鏡照明システム（示されていない）から対物レンズの視野を照
明するために使用される投影レンズ２０８、励起波長フィルター２０７及びダイクロイッ
クミラー２０４から構成される。蛍光放射は顕微鏡対物レンズ２０２によって収集され、
ダイクロイックミラー２０４及び発光波長フィルター２０５を通過し、センサー２１５を
用いて同一カメラ２１６上で画像を形成するチューブレンズ２０６によってフォーカシン
グされる。
【００５１】
本発明の代替実施態様では、細胞スクリーニングシステムはさらに細胞スクリーニングの
生きている細胞のための実施態様と一緒に使用するための液体分注装置を含む（下記参照
）。図８は、本発明のシステムと一緒に使用するための液体分注装置を図解している。こ
れは単一電動装置によって駆動させられる１列１２本のシリンジポンプ７０１から構成さ
れている。各シリンジ７０２は各ウエルに分注される用量に従ったサイズであるが、典型
的には１～１００μＬの間である。各シリンジは柔軟性チューブ７０３によって標準ピペ
ットチップ７０５を受け入れる類似の列のコネクターに取り付けられている。ピペットチ
ップの列は、各ウエルに液体を分注するためにマイクロタイタープレート７０６に相対し
て下げたり上げたりできるように駆動システムに取り付けられている。プレートは、デー
タ収集目的で光学系７０７に相対して移動させることができるように、Ｘ，Ｙステージ上
に取り付けられている。このセットアップによって、１セットのピペットチップ、又は単
一ピペットチップさえプレート上の全ウエルへ試薬を分注することができる。シリンジポ
ンプの列は１２ウエルへ、又は一部のチップを取り外すことによって１２より少ない数の
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ウエルへ同時に液体を分注するために使用できる。
【００５２】
別の局面では、本発明は、細胞が１種以上の蛍光レポーター分子を含む場合に複数の細胞
を含有する場所の配列を提供するステップ；細胞内の蛍光レポーター分子から蛍光シグナ
ルを入手するために細胞を含有する各々の場所において複数の細胞をスキャンするステッ
プ；蛍光シグナルをデジタルデータに変換するステップ；及び細胞内の蛍光レポーター分
子の分布、環境又は活性を測定するためにデジタルデータを利用するステップを含む、細
胞を解析するための方法を提供する。
【００５３】
細胞の配列
特定生物学的機能に関して非常に多数の化合物を活性についてスクリーニングするために
は、細胞及び試薬を並行してハンドリングするために細胞の配列を調製する必要がある。
現在の自動ローディング及びロボットハンドリングシステムとの適合性があるために、９
ｍｍピッチで径６ｍｍのウエルを含んでいて寸法が８６ｍｍ×１２９ｍｍである標準９６
ウエル・マイクロタイタープレートが使用される。マイクロプレートは、典型的には２０
ｍｍ×３０ｍｍの寸法で、約５００ミクロンのピッチで寸法が１００～２００ミクロンの
細胞の場所を備えている。マイクロプレートを作製する方法は、その全体が参照してここ
に組み込まれる米国特許出願Ｓ／Ｎ第０８／８６５，３１４号に記載されている。マイク
ロプレートは、細胞が付着しないであろう物質を用いてパターン化された細胞が付着する
物質の共平面層から、又は同様にパターン化された物質のエッチングされた３次元表面か
ら構成されてよい。下記で考察を行うために、用語“ウエル”及び“マイクロウエル”と
は、それに細胞が付着し、その中で細胞が画像描出されるあらゆる構造の配列内の場所を
いう。マイクロプレートは又、ウエル間のスペースに液体分注装置チャンネルを含んでい
てよい。マイクロプレートのフォーマットが小さいほど、調製中の試薬、記憶及びハンド
リングの量及びスキャニング走査に必要な全体的動きを最小限に抑えることによってシス
テムの全体的効率が上昇する。さらに、マイクロプレートの全領域をより効率的に画像描
出できるので、本文書で後に説明するようにマイクロプレートリーダーのための第二操作
モードが可能になる。
【００５４】
蛍光レポーター分子
新薬発見範例の主要構成要素は、細胞内イオン、代謝物、高分子及びオルガネラの時間的
及び空間的分布、含量及び活性を測定するために使用される、持続的に増え続けている蛍
光及び発光試薬ファミリーである。これらのクラスの試薬には、生きている細胞及び固定
化細胞中の分子の分布及び量を測定する標識試薬、時間及び空間におけるシグナルトラン
スダクションイベントを報告するための環境指示薬、及び生きている細胞内のターゲット
分子活性を測定する蛍光タンパク質バイオセンサーが含まれる。単一細胞内で数種の試薬
を組み合わせる多重パラメーターアプローチは、新薬発見にとって新規の強力なツールで
ある。
【００５５】
本発明の方法は、特異的細胞成分に対する蛍光若しくは発光分子の高親和性を基礎として
いる。特異的成分に対する親和性は、たとえばイオン相互作用、共有結合（タンパク質に
基づく発色団、発蛍光団及び発光団とのキメラ融合を含む）、並びに疎水性相互作用、電
位、及び一部の場合には細胞成分内での単純な捕捉のような物理的力によって支配される
。発光プローブは小分子、標識高分子、又は緑色蛍光タンパク質キメラ類を含むがこれら
に限定されない遺伝子工学によって作り出されたタンパク質であってよい。
【００５６】
当業者であれば、本試験には、例えばタンパク質、リン脂質及びＤＮＡハイブリダイゼー
ションプローブのような蛍光標識生体分子を含むがこれらに限定されない幅広く様々な蛍
光レポーター分子を使用できることを認識するであろう。同様に、結合又は会合と言う特
定の化学的特性を備えて特異的に合成された蛍光試薬が蛍光レポーター分子として使用さ
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れる（Ｂａｒａｋ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７），　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２
７２：２７４９７－２７５００；Ｓｏｕｔｈｗｉｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０），　
Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　１１：４１８－４３０；　Ｔｓｉｅｎ，（１９８９），　ｉｎ　Ｍ
ｅｔｈｏｄｓｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｖｏｌ．　２９，　Ｔａｙｌｏｒ　ａ
ｎｄ　Ｗａｎｇ（ｅｄｓ．），　ｐｐ．１２７－１５６）。蛍光標識抗体は、細胞又は組
織と同程度に複雑な分子の混合物中の単一分子ターゲットに付着することについて高度の
特異性を有しているために、特に有用なレポーター分子である。
【００５７】
発光プローブは、生きている細胞内で合成されてもよいし、又は拡散、促進若しくは能動
輸送、シグナル－配列順序媒介輸送、及びエンドサイトーシス若しくはピノサイトーシス
による取り込みを含む数種の非機械的モードによって細胞内へ輸送されてもよい。生きて
いる細胞内へ発光プローブをローディングするためには、技術においてよく知られている
機械的バルクローディング法も又使用できる（Ｂａｒｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６
），　ＮｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅＬｅｔｔｅｒｓ　２０７：１７－２０；　Ｂｒｉｇｈｔ
　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６），　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　２４：２２６－２３３；　Ｍｃ
Ｎｅｉｌ，（１９８９），　ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，
　Ｖｏｌ．　２９，　Ｔａｙｌｏｒ　ａｎｄ　Ｗａｎｇ（ｅｄｓ．），　ｐｐ．１５３－
１７３）。これらの方法には、エレクトロポレーション（電気穿孔法）及び例えばスクレ
ープローディング（ａｃｒａｐｅ－ｌｏｄｉｎｇ）、ビーズローディング、衝撃ローディ
ング（ｉｍｐａｃｔ－ｌｏｄｉｎｇ）、シリンジローディング、高張性及び低調性ローデ
ィングのような他の機械的方法が含まれる。さらに、細胞は、以前に記載したように最重
要タンパク質へ結合した例えばＧＦＰのようなレポーター分子を発現するように遺伝子工
学により作製することができる（Ｃｈａｌｆｉｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｓｈｅｒへ付与された
米国特許第５，４９１，０８４号；　Ｃｕｂｉｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ｔ
ｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｃｈｉｅｎｃｅ　２０：４４８－４５５
）。
【００５８】
いったん細胞内に取り込まれると、発光プローブはターゲットドメインとの特異的かつ高
親和性の相互作用又は例えばシグナル－配列順序媒介輸送のような他の分子ターゲティン
グモードの結果として、それらのターゲットドメインに蓄積する。蛍光標識レポーター分
子は、レポーターの場所、量及び化学的環境を測定するために有用である。例えば、レポ
ーターが親油性膜環境にいるのか、又はより水性の環境にいるのかを測定できる（Ｇｉｕ
ｌｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　ｏｆ　Ｂｉｏｐｈｙ
ｓｉｃｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　２４：４０５－４
３４；　Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ａｎｄ　Ｔａｙｌｏｒ，（１９９５），　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　２７：１－１６）。レポーターのｐＨ環境を測定する
ことができる（ｂｒｉｇｈｔ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９），　Ｊ．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ　１０４：１０１９－１０３３；　Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ｅｔａｌ．，（１９８７
），　Ａｎａｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　１６７：３６２－３７１；　Ｔｈｏｍａｓ　ｅｔ
　ａｌ．，（１９７９），　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１８：２２１０－２２１８）。
キレート化基を有しているレポーターが例えばＣａ＋ ＋ のようなイオンに結合しているか
否かについて測定することができる（Ｂｒｉｇｈｔ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９），　Ｉ
ｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｖｏｌ．　３０，　Ｔａｙｌ
ｏｒ　ａｎｄＷａｎｇ（ｅｄｓ．）　ｐｐ．１５７－１９２；　Ｓｈｉｍｏｕｒａ　ｅｔ
　ａｌ．，（１９８８），　Ｊ．　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｔｏｋｙｏ）　２
５１：４０５－４１０；　Ｔｓｉｅｎ，（１９８９），　Ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｖｏｌ．　３０，　Ｔａｙｌｏｒａｎｄ　Ｗａｎｇ（ｅｄ
ｓ．）　ｐｐ．１２７－１５６）。
【００５９】
さらに、ある生体内の一定の細胞タイプは特異的に標識できる成分を含んでいることがあ
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るが、これは他の細胞タイプでは発生しない可能性がある。例えば、上皮細胞はしばしば
偏光膜成分を含んでいる。つまり、これらの細胞はそれらの細胞質膜に沿って高分子を非
対称的に分布させている。結合組織又は支持組織細胞はしばしば、その中にその細胞タイ
プに特異的な分子が捕捉されている顆粒を含有している（例、ヘパリン、ヒスタミン、セ
ロトニンその他）。ほとんどの筋肉組織細胞は、その機能が細胞質内のカルシウムイオン
の濃度を調節することである特殊オルガネラの筋小胞体を含有している。多くの神経組織
細胞は神経ホルモン又は神経伝達物質が捕捉されている分泌顆粒及び分泌小胞を含んでい
る。そのため、蛍光分子は特異的細胞内の特異的成分だけではなく、混合細胞タイプの集
団内の特異的細胞も標識するようにデザインすることができる。
【００６０】
当業者であれば、蛍光を測定するための幅広く様々な方法を認識するであろう。例えば、
一部の蛍光レポーター分子は励起又は放射スペクトルにおける変化を示し、一部は１つの
蛍光レポーターが蛍光を失って第２の蛍光レポーターが蛍光を獲得した場合に共鳴エネル
ギー移行を示し、一部は蛍光の消失（クエンチング）若しくは出現を示し、他方一部は回
転運動を報告する（Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ａｎｎ．　Ｒｅ
ｖ．　ｏｆ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｍｏｌ．　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　２
４：４０５－４３４；　Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ　ｉｎ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　２７：１－１６）。
【００６１】
細胞の配列をスキャン
図９を参照すると、実施されているアッセイに基づいて選択されているオペレーター指向
パラメーター、検体内の蛍光シグナルの分布に関して細胞スクリーニングシステムによる
データ収集、及び対話形データレビュー及び解析を含む、細胞を解析するための好ましい
実施態様が提供されている。自動スキャンの開始時に、オペレーターは検体を説明する情
報１００を入力し、使用されている生物学的標識及び探索される情報に適合するフィルタ
ー設定及び蛍光チャンネルを特定し、その後検体輝度に適合するようにカメラの設定を調
整する。広い範囲の検体を取り扱うための柔軟性を有するために、ソフトウエアは核及び
細胞質を識別するために使用される様々なパラメーターの選択、及び種々の蛍光試薬の選
択、形態又は輝度に基づく重要な細胞の識別、及び１ウエル当たりの分析される細胞数の
計数を許容する。これらのパラメーターは各自動ランのために容易に検索できるようにシ
ステムのデータベースに記憶されている。システムの対話形細胞識別モードは、例えば分
析される細胞のサイズ、形状及び強度の範囲のような形態学的パラメーター限界の選択を
単純化する。ユーザーはプレートのどのウエルをシステムがスキャンするのか、そして各
ウエルにおいて何種類の視野若しくは何種類の細胞を解析すべきなのか特定する。ユーザ
ーによってステップ１０１で選択されるセットアップモードに依存して、システムはプレ
ート１０２の“焦点を見つける”ために自動フォーカス手順を使用してスキャンされるプ
レートの領域を自動的にプレフォーカスするか、又はユーザーが対話式にスキャンされる
長方形の領域を定義する３つの“タグ”ポイントを選択することによってスキャニング領
域をプレフォーカス１０３する。最小二乗適合“焦点面モデル”がその後、自動スキャン
中にこれらのタグポイントから計算されて各ウエルの焦点が推定される。各ウエルの焦点
はスキャン中の焦点面モデルから内挿することによって推定される。
【００６２】
自動スキャン中にソフトウエアは、分析された細胞数、分析中の現在ウエル、それらが収
集されるに従って各独立波長の画像、及び測定されるに従って各ウエルに対するスクリー
ニングの結果を含むスキャン状態を動的に表示する。プレート４（図１）はソフトウエア
が自動的に電動顕微鏡ＸＹステージ３をウエルからウエルへそして９６ウエル・プレート
の各ウエル内の視野から視野へ移動させるにつれてサーペンタイン（螺旋状）スタイルで
スキャンされる。プログラミングの当業者であれば、例えば２４、４８、及び３８４ウエ
ル・プレートのような他のマイクロプレートフォーマットのスキャニングのためにソフト
ウエアを適合させる方法は認識するであろう。プレート全体のスキャンパターン並びに各
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ウエル内の視野のスキャンパターンがプログラミングされる。システムはＺ軸フォーカス
駆動装置５を通して自動フォーカス手順１０４（図９）を用いて検体フォーカスを調整し
、電動フィルターホイール１９によってフィルター選択を制御し、さらに４色までの画像
を収集して解析する（“チャンネル”又は“波長”）。
【００６３】
自動フォーカス手順は、典型的には各ウエルの第１視野及びその後は各ウエル内の１回に
４～５視野に対してユーザーが選択した周波数で呼び出される。自動フォーカス手順は事
前に計算された焦点面モデルから内挿することによって開始時のＺ軸点を計算する。この
設定点の上方又は下方でプログラム可能な距離を開始すると、自動フォーカス手順は多数
の様々な位置を通して機械的Ｚ軸を移動させ、各位置で画像を収集し、各画像のコントラ
ストを推定する計算された焦点スコアの最大値を見つける。最大焦点値を持つ画像のＺ位
置が特定視野にとっての再交渉点を決定する。当業者であれば、これがＨａｒｍｓ　ｅｔ
　ａｌ．　ｉｎＣｙｔｏｍｅｔｒｙ　５（１９８４），　２３６－２４３，　Ｇｒｏｅｎ
　ｅｔ　ａｌ．　ｉｎ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　６（１９８５），　８１－９１、及びＦｉ
ｒｅｓｔｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，　ｉｎ　ＣＹｔｏｍｅｔｒｙ　１２（１９９１），　１
９５－２０６に記載されている自動フォーカスアルゴリズムの変型であることを認識する
であろう。
【００６４】
画像収集のために、カメラの露出時間は各チャンネルから確実に高品質画像が得られるよ
うに各色素に対して個別に調整される。ユーザーの選択で、何らかのその他の測定を行う
前に波長間の線形（Ｘ及びＹ）変化を計算に入れることによって波長間の登録変化に対し
て補正するためにソフトウエア手順を呼び出すことができる。電子シャッター１８は、検
体の光－脱色が最小限に維持されるように制御される。バックグラウンドのシェーディン
グ及び不均一な照明も又技術において知られている方法を用いてソフトウエアによって補
正できる（Ｂｒｉｇｈｔｅｔ　ａｌ．，（１９８７），　Ｊ．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　
１０４：１０１９－１０３３）。
【００６５】
１チャンネルでは、画像は適応閾値算定手順を用いて分割（“識別”）される一次マーカ
ー１０５（図９）（典型的にはＤＡＰＩ又はＰＩ蛍光色素を用いて交差染色された細胞核
）について収集される。バックグラウンドから細胞をするためには、適応閾値算定手順１
０６を使用して分離画像の閾値が動的に選択される。蛍光色素を用いた細胞の染色は、分
からない程度にマイクロタイタープレート検体内並びにマイクロタイタープレートの各ウ
エル内の１視野の細胞の画像内で細胞毎に変動することがある。この変動は検体調製の結
果及び／又は細胞の動的性質の結果として発生することがある。バックグラウンドから細
胞を分離して１視野毎の変動を計算に入れるために、完全な画像について広域閾値が計算
される。これらの広域適応法は技術において記載されているものの変形である（Ｋｉｔｔ
ｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８５），　ｉｎ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｖｉｓｉｏｎ，　Ｇ
ｒａｐｈｉｃｓ，　ａｎｄ　Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　３０，１２５－１４７
；　Ｒｉｄｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９７８），　ｉｎ　ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓ．　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ，　Ｍａｎ，　ａｎｄ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ，　６３０－６３２）。
【００６６】
代替適応閾値算定法は、広域画像閾値算定法とは対照的に局所領域閾値算定法を利用する
。局所領域の画像解析は、細胞核（並びに他の標識化合物）の染色が画像毎に変動するこ
とがあるので、より良好な総合分割をもたらす。この広域／局所手順を用いて、画像内の
重要領域を見つけるために圧縮解像画像（係数２～４までサイズが圧縮されている）が最
初に広域的に分割される（適応閾値算定法を用いて）。これらの領域はその後全解像度で
同一領域をより十分に解析するためのガイドとして役立つ。その後、重要な各領域につい
てより局所的閾値が計算される（再び適応閾値算定法を用いて）。
【００６７】
分割手順の出力は、対象物が白色でバックグラウンドが黒色であるバイナリー画像である
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。技術においてはマスクとも呼ばれるこのバイナリー画像は、その視野が対象物１０７を
含んでいるかどうかを判定するために使用される。マスクは小班点標識アルゴリズムを用
いて標識され、それによって各対象物（又は小班点）はそれに指定された独自の番号を有
する。例えば面積及び形状のような小班点の形態学的特徴を使用して、アーチファクトと
考えられるものからおそらく細胞である小班点が弁別される。ユーザーは、既知の細胞形
態学的特徴を入力するか、又は対話形トレーニングユーティリティを使用するかのどちら
かによって形態学的選択基準を前設定する。重要な対象物がその視野において発見される
と、その他全部の能動チャンネルに対して画像が収集される１０８か、さもなければステ
ージが現在ウエルにおける次の視野に前進させられる１０９。重要な各対象物はさらに解
析を受けるために画像内に配置される１１０。ソフトウエアが、その形態学的特徴（サイ
ズ及び形状）を測定することによってその対象物が妥当な細胞核についての基準を満たし
ているかどうかを決定する１１１。妥当な各細胞に対して、ＸＹＺステージの場所が記録
され、細胞の小さな画像が記憶され、特徴が測定される１１２。
【００６８】
本発明の細胞スキャニング法は、同時に多数の波長で特徴を測定するために数多くの分析
方法を適用することによって、細胞検体に関する多数の様々なアッセイを実施するために
使用できる。そうしたアッセイの１つの例は、下記の測定値を提供する：
１．　色１～４に対する細胞核内の全蛍光強度
２．　色１（一次マーカー）に対する細胞核の面積
３．　色１に対する細胞核の形状は３種の形状特徴によって記述される：
ａ）周界方形面積
ｂ）ボックス面積比
ｃ）高さ幅比
４．　色１～４に対する細胞核内の平均蛍光強度（即ち、＃１÷＃２）
５．　色２～４に対する細胞の細胞質（細胞質マスク）の蛍光を表す核の外輪の総蛍光強
度（図１０参照）
６．　細胞質マスクの面積
７．　色２～４に対する細胞質マスクの平均蛍光強度（即ち、＃６÷＃５）
８．　細胞質マスクの平均蛍光強度対色２～４に対する細胞核内の平均蛍光強度の比（即
ち、＃７÷＃４）
９．　細胞質マスクの平均蛍光強度と対色２～４に対する細胞核内の平均蛍光強度の差（
即ち、＃７－＃４）
１０．　対色２～４に対する細胞核内の蛍光ドメイン（同様にコールスポット、ドット、
又はグレイン）の数
特徴１～４は、本発明の様々な細胞スクリーニングアッセイの一般的特徴である。これら
のステップは一般に様々な増解析アプリケーションにおいて使用され、技術においてよく
知られている（Ｒｕｓｓ，（１９９２），　Ｔｈｅ　Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，　ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．；　Ｇｏｎｚａｌｅｓ　ｅｔ　ａ
ｌ．，（１９８７），　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ．，　Ａｄ
ｄｉｓｏｎ－Ｗｅｓｌｅｙ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．　ｐｐ．３９１－４４８）。
特徴５～９は、細胞の局所的細胞質領域内の細胞の蛍光分子及び細胞質から核への蛍光分
子のトランスロケーション（即ち移動）の測定値を生じさせるために特別に開発されてき
た。これらの特徴（ステップ５～９）は核トランスロケーションの阻害についてマイクロ
プレート内の細胞を解析するために使用される。例えば、転写因子の核トランスロケーシ
ョンの阻害は無傷細胞をスクリーニングするための新規のアプローチを提供する（その他
のタイプのスクリーニングの詳細な実施例は下記で提供する）。特異的アルゴリズムは核
細胞の局所的細胞質領域（特徴７）に対して各領域におけるプローブの量を測定する（特
徴４）。これら２つの細胞下区画間の差分の定量は細胞質－核トランスロケーションの尺
度を提供する（特徴９）。
【００６９】
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特徴１０は、色２から４で各領域内のＤＮＡ又はＲＮＡプローブを計数するために使用さ
れるスクリーニングを記述している。例えば、染色体特異的ＤＮＡ配列を識別するための
プローブは、市販で入手できる（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｇａｉｔｈｅ
ｒｓｂｕｒｇ，　ＭＤ；　Ｇｅｎｏｓｙｓ，　Ｗｏｏｄｌａｎｄ，　ＴＸ；　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｉｎｃ．，　Ｒｉｃｈｍｏｎｄ，　ＣＡ；　Ｂｉｏ　１０１，
　Ｉｎｃ．，　Ｖｉｓｔａ，　ＣＡ）。細胞は性質が三次元であり、高倍率の顕微鏡下で
試験したときには１つのプローブはイン・フォーカスとなるが、別のプローブは完全にア
ウト・オブ・フォーカスとなることがある。本発明の細胞スクリーニング法は多数の焦点
面から画像を収集することによって核内で三次元プローブを検出することを提供する。ソ
フトウエアはＺ軸駆動装置５（図１）を小さな工程で移動させるが、このとき工程距離は
広範囲の様々な核の径を説明するためにユーザーによって選択される。各焦点工程で、画
像が収集される。各画像における各ピクセルから最大グレーレベル強度が見つけられ、結
果として生じる最大投影画像に記憶される。上記のアルゴリズムは、直接的に相互の上方
又は下方に積み重ねられていないプローブを計数するさいに良好に機能する。Ｚ方向で相
互の上に積み重ねられたプローブについて説明するために、ユーザーは収集した焦点面の
各々においてプローブを解析するためのオプションを選択することができる。このモード
では、スキャニングシステムは上記のような最大平面投影アルゴリズムを実行し、この画
像内の重要なプローブ領域を検出し、その後さらにすべての焦点面画像においてこれらの
領域を解析する。
【００７０】
細胞の特徴を測定した１１２（図９）後、システムは現在視野１１３に未処理対象物があ
るかどうかをチェックする。未処理対象物が存在する場合は、次の対象物を配置し１１０
、それが妥当な細胞核についての基準を満たすかどうかを判定し１１１、そしてその特徴
を測定する。現在視野の全対象物が処理されると、システムは現在プレートの解析が完了
したかどうかを判定する１１４；完了していない場合は、現在ウエル内でさらに細胞を発
見する必要の有無を判定する１１５。必要がある場合は、システムはＸＹＺステージを現
在ウエル内の次の視野に前進させるか１０９、又はプレートの次のウエルへステージを前
進させる１１６。
【００７１】
プレートのスキャンが完了した後は、システムの画像精査、データ精査及びサマリー精査
ファシリティーを使用して画像及びデータを精査できる。スキャンからのすべての画像、
データ及び設定は後からの精査のため及びネットワーク情報管理システムとインターフェ
ースするためにシステムのデータベース内に保存される。データは又結果から表作成して
報告書を作成するために他の第三者統計パッケージへ搬出することもできる。ユーザーは
対話形画像精査手順を用いてシステムによって解析された１つ１つの細胞単独の画像を精
査できる１１７。ユーザーは、対話形グラフ、測定された特徴のデータスプレッドシート
、及び重要な細胞のすべての蛍光チャンネルの画像の組合せを対話形１細胞毎のデータ精
査手順を用いて１細胞毎ベースでデータを精査できる１１８。例えばヒストグラム及び散
布プロットのような対話形グラフによってデータを解析できるグラフィカルプロッティン
グ能力が備えられている。ユーザーは対話形の１ウエル毎の精査手順を用いて１プレート
の各ウエル内のすべての細胞に対して蓄積及び要約されるサマリーデータを精査できる１
１９。グラフ及び画像のハードコピーは広範囲の標準プリンター上で印刷することができ
る。
【００７２】
完全なスキャンの最終期として、測定された特徴の１種以上の統計学で報告書を作成でき
る。ユーザーは対話形報告書作成手順を使用してスキャンされたプレートの領域に対して
１ウエル毎のベースで要約されたデータのグラフ表示報告書を作成できる１２０。この報
告書には、表及びグラフフォーマットで１ウエル毎の統計学のサマリー及び検体に関する
識別情報が含まれる。報告書ウインドウによって、オペレーターは後の検索のためにスキ
ャンについてのコメントを入力することができる。複数の報告書を多数の統計学で作成す
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ることができ、ボタン１つに触れることで印刷することができる。報告書は、印刷する前
に配置及びデータについてプレビューできる。
【００７３】
本方法の上記に叙述した実施態様は、高含量スクリーニング（ＨＣＳ）モードと呼ばれる
単一高解像度モードで作動する。ＨＣＳモードはウエル内並びにウエル内の個々の細胞内
の物質の分布を定義するためにウエル内の十分な空間的解像度（１μｍのオーダーで）を
提供する。そのモードでアクセスできる高度の情報量は必要とされるシグナル処理の速度
及び複雑さを犠牲にして得られる。
【００７４】
代替実施態様では、高スループットシステム（ＨＴＳ）が同一プラットフォーム上又は電
子的に接続された（例、ローカルエリアネットワークによって）２つの個別プラットフォ
ーム上でＨＣＳと直接的に結合されている。デュアルモード光学系と呼ばれる本発明のこ
の実施態様は、ＨＴＳと結合し、それによって結合されたＨＴＳにおいて応答を示す小サ
ブセットのウエルについてのみより緩徐な高解像度データ収集及び解析を必要とすること
により、ＨＣＳのスループットを増加させるという長所を持っている。
【００７５】
高スループットの“ホールプレート”リーダーシステムは技術においてよく知られており
、非常に多数の化合物をスクリーニングするために使用されるＨＴＳシステムの構成要素
として一般的に使用されている（Ｂｅｇｇｓ，（１９７７），　Ｊ．　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏ
ｌｅｃ．　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　２：７１－７８；Ｍａｃａｆｆｒｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，
　（１９９６），上記）。本発明のＨＴＳは、同時に１ウエル毎ベースで測定を行うため
に十分な解像度でプレート内の多数又はすべてのウエルを読み取ることによってマイクロ
タイタープレート又はマイクロウエル配列上で実行される。つまり、計算は多数若しくは
すべての細胞又は各ウエル内の物質のバルクの総シグナル出力を平均化することによって
行われる。ＨＴＳにおいて何らかの定義された応答を示すウエル（“ヒット”）がシステ
ムによってフラグされる。その後同一マイクロタイタープレート又はマイクロウエル配列
上で、ヒットであると識別された各ウエルが上記のようにＨＣＳによって測定される。
【００７６】
従って、デュアルモードプロセスは下記のステップを含む：
１．　マイクロタイタープレート又はマイクロウエル配列の多数のウエルを迅速に測定す
るステップ、
２．　“ヒット”（定義された応答を示すウエル）を識別するための１ウエル毎ベースで
細胞内の蛍光標識されたレポーター分子の全活性を測定するためにデータを解釈するステ
ップ、
３．　各“ヒット”ウエルにおける多数の細胞を画像描出するステップ、及び４．　特異
的生物学的機能について試験する目的で個々の細胞内の蛍光標識されたレポーター分子の
分布、環境又は活性（即ち、細胞内測定値）及び細胞の分布を測定するためにデジタル画
像データを解釈するステップ。
【００７７】
デュアルモード処理の好ましい実施態様（図１１）では、ランのスタート時に３０１、オ
ペレーターがプレート及びその容量を説明する情報を入力し３０２、使用される生物学的
標識、探索される情報及び検体輝度に適合するためのカメラ設定に適合するようにフィル
ター設定及び蛍光チャンネルを特定する。これらのパラメーターは各自動ランのために容
易に検索できるようにシステムのデータベースに記憶される。マイクロタイタープレート
又はマイクロウエル配列は手動的又はロボットローディング装置を制御することによって
自動的のどちらかで細胞スクリーニングシステム内にロードされる３０３。オプションの
環境チャンバー３０４は、マイクロタイタープレート又はマイクロウエル配列内の生きて
いる細胞の周囲の大気中の温度、湿度及びＣＯ２ レベルを維持するためにシステムによっ
て制御される。オプションの液体分注装置３０５（図８参照）は、スキャン中にウエルに
液体を分注するためにシステムによって制御される。
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【００７８】
高スループット処理３０６は、プレート内のウエル各々からのシグナルを収集及び解析す
ることによってまず最初にマイクロタイタープレート又はマイクロウエル配列上で実行さ
れる。高スループットモードで実施される処理３０７は図１２に図示されており、下記で
説明する。この高スループットモードで何らかの選択された強度応答を示すウエル（“ヒ
ット”）がシステムによって識別される。システムはヒットについて試験する条件付き作
動を実行する３０８。ヒットが発見されると、それらの特異的なヒットウエルはさらに高
含量（マイクロレベル）モードで解析される３０９。高含量モードで実行される処理３１
２は図１３に図示されているシステムはその後プレート上での測定結果を用いてインフォ
ーマティクスデータベース３１１をアップデートする３１０。解析すべきプレートがもっ
とある場合３１３は、システムは次のプレートをロードする３０３；さもなければプレー
トの解析が終了する３１４。
【００７９】
下記の考察では、図１２に図示されている高スループットモードを説明する。単一プラッ
トフォーム式デュアルモードスクリーニングシステムであるシステムの好ましい実施態様
を説明する。当業者であれば、デュアルプラットフォームシステムは操作的に光学器械を
移動させることよりむしろ２つの光学系間でプレートを移動させることを含むことを認識
するであろう。システムがセットアップされてプレートがロードされると、システムはＨ
ＴＳ収集及び解析を開始する４０１。ＨＴＳ光学モジュールは、デュアルモードシステム
上で電動光学器械配置装置４０２を制御することによって選択される。１つの蛍光チャン
ネルでは、プレート上の一次マーカーからのデータが収集され４０３、マスキング手順を
使用してウエルがプレートバックグラウンドから分離される４０４。画像はさらに使用さ
れているのとは別の蛍光チャンネルにおいても収集される４０５。各ウエル４０６に対応
する各画像における領域が測定される４０７。特定ウエルに対する測定値から計算された
特徴が事前定義された閾値又は強度応答と比較され４０８、そしてその結果に基づいてウ
エルが“ヒット”であるとフラグされる４０９か、又はフラグされない。ヒットであると
フラグされたウエルの場所は引き続いての高含量モード処理のために記録される。処理さ
れるべきウエルが残っている場合は４１０、すべてのウエルが処理される４１１までプロ
グラムはループバック（折り返し実行する）し、システムは高スループットモードに入る
。
【００８０】
ＨＴＳ解析に続いて、システムは図１３に定義されている高含量モード処理を開始する５
０１。システムは電動ポジショニングシステムを制御することによりＨＣＳ光学モジュー
ルを選択する５０２。高スループットモードで識別された各“ヒット”ウエルに対して、
ウエルのＸＹステージの位置がメモリ又はディスクから検索され、ステージはその後選択
されたステージ位置５０３へ移動させられる。各ヒットウエルにおける第１視野に対して
自動フォーカス手順５０４が呼び出され、その後は１回に各ウエル内の５～８視野毎に呼
び出される。１チャンネルで、一次マーカー（典型的にはＤＡＰＩ，　Ｈｏｅｃｈｓｔ又
はＰＩ蛍光色素を用いて交差染色された細胞核）についての画像が収集される５０５。画
像はその後適応閾値算定手順を用いて分割される（核及び非核の領域に分けられる）５０
６。分割手順の出力は、対象物が白色でバックグラウンドが黒色であるバイナリーマスク
である。技術においてマスクとも呼ばれるこのバイナリー画像は、視野が対象物を含んで
いるかどうかを判定するために使用される５０７。マスクは小班点標識アルゴリズムを用
いて標識され、それによって各対象物（又は小班点）はそれに指定された独自の番号を有
する。対象物が視野にあることが発見されると、その他すべての能動チャンネルに対して
画像が収集されるか５０８、さもなければ現在ウエルにおいてステージが次の視野へ前進
させられる５１４。各対象物はさらに詳細に解析するために画像内に配置される５０９。
例えば対象物の面積及び形状のような形態学的特徴を使用して細胞核であると思われる対
象物が選択され５１０、そしてアーチファクトと考えられるものが廃棄される（それ以上
の処理を行わない）。妥当な各細胞核について、ＸＹＺステージの位置が記録され、細胞
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の小さな画像が記憶され、アッセイに特異的な特徴が測定される５１１。システムはその
後数種の波長各々で特徴を測定するために数種の解析方法を適用することによって細胞上
で複数の試験を実行する。細胞の特徴を測定した後、システムは現在視野に未処理の対象
物があるかどうかをチェックする５１２。未処理の対象物がある場合は、システムは次の
対象物を配置し５０９、それが妥当な細胞核の基準を満たすかどうかを判定し５１０、そ
の特徴を測定する。現在視野におけるすべての対象物を処理した後、システムは現在ウエ
ル内でもっと細胞又は視野を見つける必要があるかどうかを判定する５１３。現在ウエル
内でもっと細胞又は視野を見つける必要がある場合は、システムはＸＹＺステージを現在
ウエル内の次の視野へ前進させる５１５。さもなければ、システムは測定すべきヒットウ
エルが残っているかどうかをチェックする５１５。もし残っていれば、次のヒットウエル
に前進し５０３、別の収集及び解析サイクルへ進むが、さもなければＨＣＳモードが終了
される５１６。
【００８１】
本発明の代替実施態様では、生きている細胞の動態スクリーニング法が提供される。上記
で説明した本発明の実施態様は、化学的固定の時間である特定時点での細胞成分の空間的
分布を特徴付るために使用される。そうしたものであるので、これらの実施態様は、画像
収集の逐次的性質及びプレート上のすべてのウエルを読み取るために必要な時間量のため
に、速度論に基づくスクリーニングを実行するための利用性を制限してきた。例えば、１
プレートはすべてのウエルを通して読み取るために３０～６０分を必要とすることがある
ので、１プレートの生きている細胞を単純に調製し、その後に２回以上ですべてのウエル
を通して読み取ることによっては極めて緩徐な動態プロセスしか測定できない。次のウエ
ルへ進行する前に各ウエルの多数の読み取りを行うことによってより迅速な動態プロセス
を測定できるが、第１ウエルから最終ウエルまでの経過時間は余りに長くなり過ぎ、迅速
な動態プロセスはおそらく最終ウエルに到達する前に完了しているであろう。
【００８２】
本発明の生きている細胞の動態伸長は、生物学的プロセスがその空間的特徴の代わりに、
又はそれに付け加えて速度論によって特徴付けられるスクリーニングのデザイン及び使用
を可能にする。多くの場合、生きている細胞における応答は特異的ウエルに試薬を添加し
、適切なタイミングでそのウエルについての複数の測定を行うことによって測定できる。
それゆえ本発明のこの生きている細胞の動的実施態様はウエルの読み取りに先立って特定
時点に各ウエルへ試薬を分注する目的で、システムの個々のウエルへ液体を分注する装置
を含んでいる。これによりこの実施態様はプレートの各ウエルについて秒から分の空間的
解像度を用いた動態測定を行うことができる。生きている細胞の動態システムの総合効率
を向上させるために、収集制御プログラムはプレートのサブ領域からの反復データ収集が
可能なように修飾され、これによって本システムは個々のウエルに対して必要な時点間で
他のウエルを読み取ることができる。
【００８３】
図８は、本発明の生きている細胞実施態様と一緒に使用するための、上記で説明した液体
分注装置の実施例を示している。このセットアップは１セットのピペットチップ７０５が
、又は単一ピペットチップさえもがプレート上のすべてのウエルへ試薬を分注することを
可能にする。１列のシリンジポンプ７０１を使用すると１２ウエルに同時に、又は一部の
チップ７０５を取り除くことによってより小数のウエルへ液体を分注することができる。
このため、データ収集効率を犠牲にせずに、チップの数及び下記のようにスキャンパター
ンを変化させることによってシステムの時間的解像度を調整することができる。典型的に
は、単一ウエルからのデータ収集及び解析は約５秒を要する。ウエルからウエルへ移動す
ること及び１ウエルにフォーカシングをすることに約５秒を要するので、１ウエルに対す
る総サイクル時間は約１０秒である。このため、単一ウエルに液体を分注するために単一
ピペットチップが使用され、そのウエルから反復的にデータが収集されると、約５秒の時
間解像度で測定を行うことができる。６ウエルに同時に液体を分注するために６本のピペ
ットチップが使用され、システムが全６ウエルを反復的にスキャンすると、各スキャンは
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６０秒を必要とし、それによって時間的解像度が確立される。８分毎のデータ収集しか必
要としないより緩徐なプロセスについては、液体分注期中にプレートを移動させ、その後
はプレートのその半分を反復的にスキャンすることによって、液体はプレートの半分へ分
注できる。このため、プレート上でスキャンされるサブ領域のサイズを調整することにょ
って、収集間の待期時間を挿入する必要なく時間的解像度を調整することができる。シス
テムは連続的にスキャンしてデータを収集しているので、プレートから動態データセット
を収集するための総所要時間は単純にプレートの単一スキャンを実行するための時間に必
要な時点数を掛けた時間である。典型的には、スクリーニング目的には化合物を添加する
前の１時点及び添加後の２若しくは３時点で十分なはずである。
【００８４】
図１４は、動態解析のために使用される収集シーケンスを示している。処理の開始８０１
はシステムの構成であり、その多くは標準ＨＣＳ構成と同一である。さらに、オペレータ
ーは、例えばサブ領域サイズ、必要な時点数、及び必要な時間増分のような実施されてい
る動態解析に特異的な情報を入力しなければならない８０２。サブ領域は、動態データを
蓄積するために反復してスキャンされる１群のウエルである。サブ領域のサイズは、シス
テムが単一時間増分中に１回で全サブ領域をスキャンできるように、従って待期時間を最
小限に抑えるように調整される。最適サブ領域サイズはセットアップパラメーターから計
算され、必要であればオペレーターによって調整される。システムはその後プレートを第
１サブ領域へ移動させ８０３、そして前刺激（時間＝０）時点を収集するためにそのサブ
領域内の第１ウエルへ移動させる８０４。各ウエルで実施される収集シーケンスは、動態
モードで特異的ＨＣＳをランするために必要なシーケント正確に同一である。図１５は、
その処理についての工程系統図を詳細に示している。スタート９０１からリターン９０２
の間のすべてのステップは、図１３でステップ５０４～５１４で記載されたステップと同
一である。
【００８５】
サブ領域での各ウエルを処理した後、システムはサブ領域内のすべてのウエルが処理され
たかどうかを調べるためにチェックし８０６（図１４）、全領域が処理されるまで全ウエ
ルを通して循環する。システムはその後プレートを液体添加のための位置へ移動させ、全
サブ領域８０７へ液体を分注する液体分注システムを制御する。これは、システムがＸ，
Ｙステージ上のプレートを添加間で移動させながら、プレート上の数列に及ぶサブ領域に
対する複数回の添加を必要とすることがある。液体が添加されると、システムはサブ領域
内の第１ウエルに移動して８０８時点の収集を開始する。データは各ウエルから収集され
８０９、以前と同様にシステムはサブ領域内の全ウエルを通して循環する８１０。各々が
サブ領域を通過した後、システムは全時点が収集されたかどうかをチェックし８１１、も
し収集されていない場合は、必要なら８１２要求された時間増分と同期化してとどまるた
めに休止する８１３。さもなければ、システムはプレート上の追加のサブ領域をチェック
し８１４、次のサブ領域へ移動させるか８０３、又は終了する８１５。従って、この動態
解析モードは、引き続いてのサブ領域でのデータ収集前のサブ領域内でのデータ収集とと
もに、調査される動態応答に基づいて、スクリーニングされるマイクロタイタープレート
又はマイクロウエルのサブ領域のオペレーターによる識別を含んでいる。
【００８６】
特異的スクリーニング
本発明のもう１つの局面では、特異的な細胞の成分及びプロセスの分布及び活性を定義す
るための手順を実行するための細胞スクリーニングシステムを誘発するための１セットの
指示を含有するプログラムを含む機械可読記憶媒体が提供される。ある好ましい実施態様
では、細胞スクリーニングシステムは細胞を保持するために適合したステージ及びそのス
テージを移動させるための手段、デジタルカメラ、デジタルカメラからのデジタルデータ
を受信及び処理するための光源、及びデジタルカメラからのデジタルデータを受信及び処
理するためのコンピューター手段を備えた高倍率蛍光光学系を含んでいる。本発明のこの
態様は、発光プローブ、光学的イメージングシステム及び本発明のパターン認識ソフトウ
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エアを使用して、特異的細胞成分及びプロセスの分布及び活性を定義するための細胞スク
リーニングシステムに命令するプログラムを含んでいる。機械可読記憶媒体の好ましい実
施態様は、細胞スクリーニングシステムが図９、１１、１２、１３、１４又は１５に記載
の手順を実行することを惹起するための１セットの指示から構成されるプログラムを含を
含んでいる。もう１つの好ましい実施態様は、細胞スクリーニングシステムが特異的細胞
成分及びプロセスの分布及び活性を検出するための手順を実行することを惹起するための
１セットの指示から構成されるプログラムを含んでいる。最も好ましい実施態様では、細
胞プロセスにはタンパク質の核トランスロケーション、細胞肥大、アポトーシス、及びタ
ンパク質のプロテアーゼ誘発性トランスロケーションが含まれるが、これらに限定されな
い。
【００８７】
下記の実施例は例示することだけが意図されており、添付されているクレームで定義され
ているような本発明の範囲を限定するためと解釈されてはならない。
【００８８】
下記の実施例で挙げられる様々な化合物、試薬、色素及び抗体は、例えばＳｉｇｍａ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ（セントルイス、ミズーリ州）、ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ（ユー
ジーン、オレゴン州）、Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ（ミルウォ
ーキー、ワイオミング州）、Ａｃｃｕｒａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ（ウ
ェストバリー、ニューヨーク州）、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（ウェストグローブ、ペンシルバニア州）、及びＣｌｏｎｔｅｃ
ｈ（パロ・アルト、カリフォルニア州）のような入手源から市販で入手可能である。
【００８９】
実施例１．　ＤＮＡ転写因子の核トランスロケーションを誘発又は阻害する化合物につい
ての自動スクリーニング
一部の遺伝子の転写調節は、細胞質内の転写因子の活性化を含み、１又は複数の特定遺伝
子の転写を開始できる核内に因子が輸送されることを生じさせる。転写因子分布における
この変化が、特定遺伝子又は遺伝子群の転写を阻害若しくは誘発する化合物を検出するた
めの細胞に基づくスクリーニングシステムのためのスクリーニングの基礎である。スクリ
ーニングの一般的説明を下記で特異的実施例により下記で行う。
【００９０】
転写因子の分布は、核をＨｏｅｃｈｓｔ　３３４２３のようなＤＮＡ特異的発蛍光団によ
って標識し、転写因子を特異的蛍光抗体によって標識することで測定される。Ｈｏｅｃｈ
ｓｔ標識核上に自動フォーカスした後、核の画像が細胞に基づくスクリーニングシステム
において２０倍の倍率で収集され、これを使用して上記で説明したように数種のオプショ
ンの閾値算定法の１つによってマスクが作製される。マスクによって定義された領域の形
態学的ディスクリプターが、ユーザーによって定義されたパラメーターと比較され、妥当
な核マスクが識別され、これを用いて下記のアルゴリズムを使用して転写因子分布が引き
出される。妥当な各核マスクは僅かに小さい各領域を定義するために侵食される。オリジ
ナルの各マスクはその後細胞質領域を表す核周囲の環状領域を定義するために２工程で拡
張される。これら２つの領域各々における平均抗体蛍光が測定され、これらの平均値間の
差がＮｕｃＣｕｔ差分として定義される。核トランスロケーションを測定する２つの実施
例は下記で考察されており、図１１０Ａ－Ｊに図示されている。図１０Ａは、青色発蛍光
団を用いて標識された核２００及び緑色発蛍光団を用いて標識された細胞質２０１中の転
写因子を持つ刺激されていない細胞を図示している。図１０Ｂは、細胞に基づくスクリー
ニングシステムによって引き出された核マスク２０２を図示している。図１０Ｃは、緑色
波長で描出された刺激されていない細胞の細胞質２０３を図示している。図１０Ｄは、最
小細胞質分布を持つ核サンプリング領域２０４を定義するために核マスク２０２が１回侵
食（圧縮）されたのを図示している。核境界２０２は、同一細胞に対して細胞質サンプリ
ング領域２０５を定義するために使用される２～３ピクセル広い環を形成するために数回
拡張（伸展）させられる。図１０Ｅは、さらに核サンプリング領域２０４及び細胞質サン
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プリング領域２０５を示している側面図を図示している。これら２つのサンプリング領域
を使用すると、核トランスロケーションに関するデータを１細胞毎ベースで細胞に基づく
スクリーニングシステムによって自動的に解析することができる。図１０Ｆ～Ｊは、刺激
された細胞における核トランスロケーションを測定するための戦術を図示している。図１
０Ｆは、青色の発蛍光団を用いて標識された核２０６及び緑色発蛍光団を用いて標識され
た細胞質２０７中の転写因子を持つ刺激された細胞を図示している。図１０Ｇにおける核
マスク２０８は、細胞に基づくスクリーニングシステムによって引き出される。図１０Ｈ
は、緑色波長で描出された刺激された細胞の細胞質２０９を図示している。図１０Ｉは、
刺激された細胞の核サンプリング領域２１１及び細胞質サンプリング領域２１２を示して
いる。図１０Ｊはさらに、核サンプリング領域２１１及び細胞質サンプリング領域２１２
を示している側面図を図示している。
【００９１】
この方法の特異的アプリケーションは、スクリーニングとしてのこの方法の妥当性を確認
するために使用されている。ヒト細胞系が９６ウエル・マイクロタイタープレートでプレ
ーティングされた。数列のウエルは、特異的核転写因子の既知の誘発物質であるアゴニス
トによって滴定された。細胞はその後、転写因子に対する蛍光標識抗体及びＨｏｅｃｈｓ
ｔ　３３４２３を用いる標準方法によって固定及び染色された。細胞に基づくスクリーニ
ングシステムは、このプレートから画像を収集及び解析するために使用され、図１６に図
示されているようにＮｕｃＣｙｔ差分がウエルに添加されたアゴニストの量と強力に相関
することが見出された。第２の実験では、アゴニストに対するレセプターにとってのアン
タゴニストが、アゴニストの存在下で、進行性で転写因子のアゴニスト誘発性トランスロ
ケーションを阻害させながら滴定された。図１７に示されているように、ＮｕｃＣｙｔ差
分は、このトランスロケーションの阻害と強力に相関することが見出された。
【００９２】
追加の実験は、ＮｕｃＣｙｔ差分が広範囲の細胞密度及び試薬濃度に渡って一貫した結果
を生じさせること、そしてそのために特異的核トランスロケーション活性について化合物
ライブラリーをスクリーニングするためにルーチン的に使用できることを証明した。さら
に、生きている細胞及び固定化細胞において他の転写因子に対する抗体、又はＧＦＰ転写
因子キメラを使用してこれやその他の遺伝子の転写の調節に及ぼす影響についてスクリー
ニングするために同一方法を使用することができる。
【００９３】
図１８は、実施例１に従って入手されたデータのＰＣスクリーン上の代表的表示である。
グラフ１１８０は、ウエル数に対する核サンプリング領域及び細胞質サンプリング領域に
おける平均抗体蛍光の差分、ＮｕｃＣｙｔ差分をプロットしている。グラフ２１８１は、
ウエル数に対する核サンプリング領域における抗体の平均蛍光であるＮＰ１平均値をプロ
ットしている。グラフ３１８２は、ウエル数に対する細胞質サンプリング領域における平
均抗体蛍光であるＬ１Ｐ１平均値をプロットしている。ソフトウエアによって、各セルか
らのデータを表示することができる。例えば、図１８は細胞＃２６についてのスクリーン
ディスプレイ１８３、核画像１８４、及び蛍光抗体画像１８５を示している。
【００９４】
図１８のグラフ１１８０に挙げられているＮｕｃＣｙｔ差分は、平均細胞質プローブ（蛍
光レポーター分子）強度と平均核プローブ（蛍光レポーター分子）強度との差である。図
１８のグラフ２１８１に挙げられているＮＰ１平均値は核サンプリング領域内の細胞質プ
ローブ（蛍光レポーター分子）強度の平均値である。図１８のグラフ３１８２に挙げられ
ているＬ１Ｐ１平均値は細胞質サンプリング領域内の平均プローブ（蛍光レポーター分子
）強度の平均値である。
【００９５】
実施例２．　心筋細胞における肥大を誘発又は阻害する化合物についての自動スクリーニ
ング
心筋細胞における肥大は遺伝子発現における変質のカスケードと関連付けられており、細
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胞培養においては細胞サイズの変化によって特徴付けることができる、つまりカバーグラ
ス上で増殖している付着細胞中で著明に視認できる。スクリーニングは下記の戦術を用い
て実行される。９６ウエル・プレートで培養された心筋細胞系ＱＭ７（Ｑｕａｉｌ　ｍｕ
ｓｃｌｅ　ｃｌｏｎｅ　７；　ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１９６２）は様々な化合物によって処
理でき、その後細胞表面マーカーに対する蛍光抗体及びＨｏｅｃｈｓｔのようなＤＮＡ標
識を用いて固定及び標識される。Ｈｏｅｃｈｓｔ標識核上でフォーカシングが行われた後
、１枚はＨｏｅｃｈｓｔ標識核及び１枚は蛍光抗体の２枚の画像が収集される。核はマス
クを作成するために閾値算定し、その後にマスクの形態学的ディスクリプターを１セット
のユーザー定義ディスクリプターと比較することによって識別される。細胞を含有する局
所領域が核の周囲で限定される。それらの領域内での細胞の限界が蛍光抗体画像における
同一領域上での局所的動態閾値操作によって定義される。侵食及び拡張のシーケンスを使
用して僅かに接触している細胞が分離され、第２セットの形態学的ディスクリプターを使
用して単一細胞が識別される。正常及び肥大性細胞からのサイズデータと比較する目的で
細胞サイズの分布を定義するために個々の細胞の面積が表作成される。さらに、例えば主
要筋タンパク質であるアクチン又はミオシンの１つのような特定細胞タンパク質に対する
第２蛍光抗体を含めることができる。この第二抗体の画像は、肥大性細胞中のこれらのタ
ンパク質の分布における異常を確認するために後から精査する目的で上記の画像と一緒に
収集かつ記憶することができる、又はこれらの画像中の標識タンパク質の分布を自動的に
解析するアルゴリズムを開発することもできる。
【００９６】
実施例３．　デュアルモード式高スループット及び高含量スクリーニング
下記の実施例は、細胞質膜から近傍核位置へのＧタンパク質結合レセプター（ＧＰＣＲ）
のトランスロケーションによって検出されるＧＰＣＲの活性化についてのスクリーニング
である。本実施例では、細胞に基づくスクリーニングのためのデュアルモードシステムに
おいて高スループットスクリーニングを高含量スクリーニングとどのように結合できるか
を例示する。
【００９７】
Ｇタンパク質結合レセプターは大きなクラスの７トランスメンブランドメイン細胞表面レ
セプターである。これらのレセプターに対するリガンドは、Ｃａ＋ ＋ トランシエント、サ
イクリックＡＭＰ産生、イノシトール三リン酸塩（ＩＰ３ ）産生、及びリン酸化を含む場
合があるがこれらに限定されない細胞内における二次シグナルのカスケードを刺激する。
これらのシグナルの１つ１つはおよそ数秒から数分で発生して迅速であるが、同様に一般
的でもある。例えば多数の様々なＧＰＣＲは活性化されると二次Ｃａ＋ ＋ シグナルを産生
する。ＧＰＣＲの刺激は又、細胞表面膜から内部の近傍核区画へのそのＧＰＣＲの輸送を
生じさせる。このインターナリゼーションは、特定レセプターの活性化についての上記の
二次シグナルよりもはるかにレセプター特異的指標である。
【００９８】
図１９は、ＧＰＣＲを活性化するためのデュアルモードスクリーニングを図示している。
青色蛍光タンパク質（ＢＦＰ）とともにＧＰＣＲの安定性キメラを有している細胞は、エ
ステルの加水分解によって生きている細胞内でトラップされる細胞透過性カルシウム指示
薬（緑色蛍光）であるフルオ－３のアセトキシメチルエステル形をローディングされる。
それらはその後、マイクロタイタープレート６０１のウエル内に置かれる。ウエルはその
後、液体分注システムを用いて試験化合物の配列によって処理され、全マイクロタイター
プレートのフルオ－３画像の短いシーケンスが収集され、カルシウム応答を示すウエルに
ついて解析が行われる（即ち、高スループットモード）。画像は、図１９におけるマイク
ロタイタープレート６０１の図と同様に見えるであろう。図示されているウエルＣ４及び
Ｅ９のような少数のウエルは、レセプターが刺激されるとＣａ＋ ＋ を放出するためにより
明るく蛍光を発するであろう。応答６０２を誘発した化合物を含有するウエルのロケーシ
ョンはその後ＨＣＳプログラムへ移され、光学器械は核周囲領域へのＧＰＣＲトランスロ
ケーションを証明するために青色蛍光の詳細な細胞毎の解析のためにスイッチが切り換え
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られる。図１９の下方には、高解像度細胞データ解析の２つの可能性ある結果が図示され
ている。カメラはウエルアリア６０３のサブ領域６０４を描出しており、蛍光細胞６０５
の画像が作り出されている。ウエルＣ４では、細胞内の蛍光の一様な分布がレセプターが
インターナリゼーションされていないことを示しており、これは所見されたＣａ＋ ＋ 応答
が細胞内の何か他のシグナル系の刺激の結果であったことを意味している。他方ウエルＥ
９６０６内の細胞は、レセプターの完全な活性化を示している明らかに核周囲領域におけ
るレセプターの集中を示している。高解像度で解析しなければならないのはほんの少数の
ヒットウエルだけであるので、デュアルモードシステムの全スループットは高スループッ
トシステム単独に比較して極めて高くなる。
【００９９】
実施例４．　動態高含量スクリーニング
下記はレセプターのインターナリゼーションの動態パラメーターを測定するためのスクリ
ーニングの例である。上記のように、ＧＰＣＲの刺激は約１５分間の時間経過でレセプタ
ーのインターナリゼーションを生じさせる。ＧＰＣＲアゴニスト又はアンタゴニストとし
ての化合物の効力を定義するためには、インターナライズしたかどうかというエンドポイ
ントを単純に検出するだけでは不十分な可能性がある。しかし、５分間隔の３つの時点は
測定の時間経過中に効力に関する情報を提供するだけではなく、データをはるかに長い時
間へ外挿することを許容するであろう。このアッセイを実施するためには、サブ領域は２
列、サンプリング間隔は５分、そして時点の総数は３と定義されるであろう。システムは
その後２列をスキャンすることによってスタートされ、その後２列に試薬が添加され、時
間＝０標準が確立される。試薬を添加した後、システムは再び最初の時点データを収集し
た２列のサブ領域をスキャンする。このプロセスは、サブ領域の最初へ戻ってスキャンす
ることを含めて約２５０秒を要するので、第２時点の収集を開始するためには５０秒待機
するであろう。後２回のサイクルが３つの時点を作り出し、システムは第２の２列のサブ
領域へ進む。最後２つの２列のサブ領域はプレート上の全ウエルを終了するためにスキャ
ンされ、全プレートに渡って各ウエルに対して４つの時点が生じる。ウエルに対する時点
は時間＝０に比して僅かに相殺されるが、時点の間隔は必要な５分に極めて近くなり実際
の収集時間及び結果は固定化細胞スクリーニングにおけるよりはるかに高度の正確さで記
録されるであろう。
【０１００】
実施例５．　ヒトグルココルチコイドレセプタートランスロケーションの高含量スクリー
ニング
あるクラスのＨＣＳは、細胞内成分の薬物誘発性動的再分布を含んでいる。細胞の複雑な
環境応答機械における単一“センサー”であるヒトグルココルチコイドレセプター（ｈＧ
Ｒ）は細胞内に拡散しているステロイド分子に結合する。リガンド－レセプター複合体は
核へトランスロケートし、そこで転写活性化が発生する（Ｈｔｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１
９９６）、　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　９３：４８４５）。
【０１０１】
一般に、ホルモンレセプターは、それらの活性が重要な細胞内シグナル経路の先端にある
ので、素晴らしい薬物ターゲットである。このため、ｈＧＲトランスロケーションの高含
量スクリーニングはｉｎ　ｖｉｔｒｏリガンド－レセプター結合アッセイに比べて著明な
長所を有している。本発明の細胞スクリーニングシステムにおいて２チャンネル以上まで
の蛍光の利用可能性は、スクリーニングが例えば他のレセプター、他の明確なターゲット
又はその他の細胞プロセスのような追加の２つのパラメーターを並行して含むことを許容
する。
【０１０２】
プラスミド構造体。緑色蛍光タンパク質－ヒトグルココルチコイドレセプター（ＧＦＰ－
ｈＧＲ）キメラに対するコーディング配列を含有する真核発現プラスミドはＧＦＰミュー
タントを用いて調製された（Ｐａｌｍ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７），　Ｎａｔ．　Ｓｔ
ｒｕｃｔ．　Ｂｉｏｌ．　４：３６１）。この構造体を使用してヒト子宮頸癌細胞系（Ｈ

10

20

30

40

50

(28) JP 4011936 B2 2007.11.21



ｅＬａ）がトランスフェクトされた。
【０１０３】
細胞の調製及びトランスフェクション。ＨｅＬａ細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－２）がトリプ
シン処理され、５％木炭／デキストラン処理ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）（ＨｙＣｌｏｎｅ）
及び１％ペニシリン－ストレプトマイシン（Ｃ－ＤＭＥＭ）を含有するＤＭＥＭを用いて
トランスフェクションの１２～２４時間前にプレーティングされ、３７℃及び５％ＣＯ２

でインキュベートされた。トランスフェクションはリン酸カルシウム共同沈降によって（
Ｇｒａｈａｍ　ａｎｄ　Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｅｂ，（１９７３），　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　５
２：４５６，　；　Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９），　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ；　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｓｅｃｏｎｄ　
ｅｄ．（１９８９），　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ）、又はリポフェクタミン（Ｌ
ｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）を用いて実施
された。リン酸カルシウムトランスフェクションのために、トランスフェクションの前に
培地は５％木炭／デキストラン処理ＦＢＳを含有するＤＭＥＭと交換された。細胞はリン
酸カルシウム－ＤＮＡ沈降物を用いて３７℃及び５％ＣＯ２ で４～５時間インキュベート
され、沈降物を除去するためにＤＭＥＭで３～４回洗浄され、その後にＣ－ＤＭＥＭが添
加された。
【０１０４】
リポフェクタミントランスフェクションは製造業者の使用説明書に従って抗生物質を含ま
ない無血清ＤＭＥＭ中で実施された（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｇａｉｔ
ｈｅｒｓｂｕｒｇ，　ＭＤ）。ＤＮＡ－リポソーム複合体と一緒の２～３時間のインキュ
ベーションに続いて、培地が除去され、Ｃ－ＤＭＥＭと交換された。９６ウエル・マイク
ロタイタープレート内のすべてのトランスフェクト細胞は薬物処理の前に２４～４８時間
、３３℃及び５％ＣＯ２ でインキュベートされた。実験は、ＨｅＬａ細胞中で一過性に発
現したレセプターを用いて実施された。
【０１０５】
ＧＦＰ－ｈＧＲトランスロケーションのデキサメタゾン誘発。レセプター－リガンドトラ
ンスロケーション動態データを入手するために、トランスフェクト細胞の核が最初にＣ－
ＤＭＥＭに溶解させた５μｇ／ｍｌ　Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｂｅｓ）を用いて３３℃及び５％ＣＯ２ で２０分間かけて標識された。細胞はハ
ンクス液（ＨＢＳＳ）中で１回洗浄され、その後に１％木炭／デキストラン処理ＦＢＳと
ともにＨＢＳＳ中に溶解させた１００ｎＭデキサメタゾンが添加された。固定時点のデキ
サメタゾン滴定データを入手するために、トランスフェクトされたＨｅＬａ細胞が最初に
ＤＭＥＭで洗浄され、その後に１％木炭／デキストラン処理ＦＢＳを含有するＤＭＥＭ中
に溶解させた０～１，０００ｎＭデキサメタゾンの存在下で１時間、３３℃及び５％ＣＯ

２ でインキュベートされた。細胞は生きたまま解析するか、又はＨＢＳＳですすぎ洗いす
るかされ、ＨＢＳＳに溶解させた３．７％ホルムアルデヒドを用いて１５分間かけて固定
され、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２を用いて染色され、さらに解析前に洗浄された。細胞
内ＧＦＰ－ｈＧＲ蛍光シグナルはこの固定法によって減少しなかった。
【０１０６】
画像の収集及び解析。動態データはデキサメタゾンの添加後３０分間に１分間隔で生きて
いる細胞の視野から対の蛍光画像（ＧＦＰ－ｈＧＲ及びＨｏｅｃｈｓｔ　３３３４２標識
核）を獲得することによって収集された。同様に、デキサメタゾンの添加１時間後に固定
時点スクリーニングプレートの各ウエルからも対の画像が入手された。どちらの場合にも
、各時点で入手された対の画像を使用して各細胞内の核及び細胞質領域が定義された。Ｇ
ＦＰ－ｈＧＲのトランスロケーションは、核内のＧＦＰ－ｈＧＲの統合蛍光強度を細胞質
内のキメラの統合蛍光強度で割ることによって、又はＧＦＰ蛍光の核－細胞質差分として
計算された。固定時点スクリーニングでは、このトランスロケーション率を試験された各
デキサメタゾン濃度で最低２００個の細胞から入手されたデータから計算された。このた
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め細胞質から核へのＧＦＰ－ｈＧＲの薬物誘発性トランスロケーションはトランスロケー
ション率の上昇と相関していた。
【０１０７】
結果。図２０はヒトグルココルチコイドレセプターの薬物誘発性の細胞質２５３から核２
５２へのトランスロケーションを略図的に表示している。略図の上方の対は、デキサメタ
ゾンを用いての刺激前２５０（Ａ）及び後２５１（Ｂ）の細胞内におけるＧＦＰ－ｈＧＲ
の所在位置を描出している。これらの実験条件下では、薬物は細胞質ＧＦＰ－ｈＧＲの大
部分が核内へトランスロケートするのを誘発する。この再分布は、処理された細胞２５５
及び未処理の細胞２５４における細胞質及び核蛍光の統合強度比を測定することによって
定量される。蛍光顕微鏡写真の下方の対は、処理の前２５４及び後２５５における単一細
胞中のＧＦＰ－ｈＧＲの動的再分布を示している。ＨＣＳは数百から数千のトランスフェ
クト細胞を含有するウエル上で実施され、トランスロケーションはＧＦＰ蛍光を示してい
る視野において核細胞について定量される。安定性にトランスフェクトされた細胞系を使
用すると最も一貫して標識された細胞が産生するが、一過性トランスフェクションによっ
て誘発された不均質なレベルのＧＦＰ－ｈＧＲ発現は本発明の細胞スクリーニングシステ
ムによる解析を妨害しなかった。
【０１０８】
スクリーニングを実行するために、細胞スクリーニングシステムはプレートの各ウエルを
スキャンし、各々における細胞集団を画像描出し、細胞を個別的に解析する。この場合は
、２チャンネルの蛍光を使用して各細胞内のＧＦＰ－ｈＧＲの細胞質及び核分布が定義さ
れる。図２１には、ＧＦＰ－ｈＧＲスクリーニングの終わり近くの細胞スクリーニングシ
ステムのグラフィカルユーザーインターフェースが描出されている。ユーザーインターフ
ェースはシステムの並行データ収集及び解析能力を描出している。“Ｎｕｃｌｅｕｓ（核
）”２６１及び“ＧＦＰ－ｈＧＲ”２６２と表示されたウインドウは、単一視野で入手及
び解析されている対の蛍光画像を示している。“Ｃｏｌｏｒ　Ｏｖｅｒｌａｙ（カラーオ
ーバレイ）”２６０と表示されているウインドウは、上記の画像を疑似着色してそれらを
マージングすることによって形成されているので、ユーザーは直ちに細胞変化を識別する
ことができる。“Ｓｔｏｒｅｄ　Ｏｂｊｅｃｔ　Ｒｅｇｉｏｎｓ（記憶された対象物領域
）”ウインドウ２６５内では、解析された各細胞及びその近傍を含有する画像が保存され
るに従って提示される。さらに、ＨＣＳデータが収集されるにつれて、それらは解析され
、このＧＦＰ－ｈＧＲトランスロケーションの場合には、即時“ヒット”応答に翻訳され
る。スクリーンの下のウインドウ２６７に描出された９６ウエル・プレートは、どのウエ
ルが１セットのユーザー定義スクリーニング基準に合致したかを示す。例えば、白色のウ
エル２６９は、薬物誘発トランスロケーションが５０％の前設定閾値を超えたことを示し
ている。他方、黒色ウエル２７０は、試験されている薬物が誘発したトランスロケーショ
ンが１０％未満であることを示している。グレーのウエル２６８は、トランスロケーショ
ン値が１０％から５０％の間にある“ヒット”を示している。解析中の９６ウエル・プレ
ート２６６上の列“Ｅ”は、ＧＦＰ－ｈＧＲトランスロケーションを活性化することが既
知の薬剤デキサメタゾンを用いた滴定を示している。この実施例スクリーンは２つの蛍光
チャンネルしか使用しなかった。他の特異的ターゲット、細胞プロセス、又は細胞毒性の
並行解析を行う目的で多重パラメータースクリーニングを作製するためには、さらに２つ
のチャンネル（チャンネル３２６３及び４２６４）を利用することができる。
【０１０９】
画像データベースと新規スクリーニングの妥当性確認プロセス中の強力なツールである情
報データベースは連結されている。スクリーニングの完了時には、ユーザーは画像及び計
算データに総合アクセスを行う（図２２）。細胞スクリーニングシステムの包括的データ
解析パッケージによって、ユーザーは多重レベルでＨＣＳデータを試験することができる
。画像２７６及び個々の細胞についてのスプレッドシート２７９に詳細に記載されたデー
タは個別に精査できる、又はサマリーデータをプロッティングすることができる。例えば
、９６ウエル・プレートにおける各セルについての単一パラメーターの計算結果はグラフ
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１２７５と表示されたパネルに示される。グラフにおける単一点を選択することにより、
ユーザーは現行データベースから再現される特定細胞についての全データセットを表示す
ることができる。個々には単一細胞からの対の画像２７６及び詳細な蛍光及び形態計測デ
ータが示されている（細胞＃１１８、グレーのライン２７７）。大きなグラフ挿入画面２
７８は、ＧＦＰ－ｈＧＲのトランスロケーションにデキサメタゾン濃度が及ぼした作用の
結果を示している。各点は最低２００個の細胞から入手したデータの平均値である。この
アッセイでのデキサメタゾンに対して計算で得たＥＣ５ ０ 値は２ｎＭである。
【０１１０】
細胞スクリーニングシステムを備えたＨＣＳの強力な態様は、生きている細胞において多
色蛍光及び形態計測パラメーターを用いた動態測定を行う能力である。１視野における１
細胞集団内の単一細胞について時間的及び空間的測定を行うことができる。図２３は、単
一視野内の数個の細胞におけるＧＦＰ－ｈＧＲのデキサメタゾン誘発性トランスロケーシ
ョンについての動態データを示している。ＧＦＰ－ｈＧＲを用いてトランスフェクトされ
たヒトＨｅＬａ細胞を１００ｎＭデキサメタゾンによって処理し、ＧＦＰ－ｈＧＲのトラ
ンスロケーションを単一細胞の集団において経時的に測定した。グラフはトランスフェク
ト細胞２８５、２８６、２８７、及び２８８及び非トランスフェクト細胞２８９の応答を
示している。これらのデータは又、種々の発現レベルを持つ細胞を解析する能力を例示し
ている。
【０１１１】
実施例６．　薬物誘発性アポトーシスの高含量スクリーニング
アポトーシスは、無数の分子イベント及び経路を含む複雑な細胞プログラムである。この
プロセスに及ぼす薬物作用のメカニズムを理解するためには、時間的及び空間的分解能を
用いて細胞内のこれらのイベントをできる限り多く測定することが不可欠である。このた
め、僅かな細胞サンプル標本しか必要としないが、それでも数種類のアポトーシス関連パ
ラメーターの自動読み出しを提供するアポトーシススクリーニングが理想的であろう。そ
こでパクリタクセル誘発性アポトーシスの数種の形態学的、オルガネラ的、及び高分子的
特徴を同時に定量するために、細胞スクリーニングシステムのためにデザインされた細胞
に基づくアッセイが使用されてきた。
【０１１２】
細胞の調製。本試験のために選択された細胞はマウス結合組織線維芽細胞（Ｌ－９２９；
ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－１）及び高度に侵襲性グリア芽細胞腫細胞系であった（ＳＮＢ－１９
；ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－２２１９）（Ｗｅｌｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｃ
ｅｌｌ．　Ｄｅｖ．　Ｂｉｏｌ．　３１：６１０，１９９５）。アポトーシスを誘発する
薬物による処理の前日に、９６ウエル・プレートの各ウエル内に３，５００個の細胞を入
れられ、３７℃の湿性５％ＣＯ２ 大気中で一晩インキュベートされた。翌日、培地が各ウ
エルから取り除かれ、ＤＭＳＯ中で調製した２０ｍＭストックからの種々の濃度のパクリ
タクセル（０～５０μＭ）を含有する新鮮培地と交換された。これらの実験で使用したＤ
ＭＳＯの最高濃度は０．２５％であった。その後、細胞が上記と同様条件下で２６時間イ
ンキュベートされた。パクリタクセル処理期間の終了時に、各ウエルには７５０ｎＭ　Ｍ
ｉｔｏ　Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｒｅｄ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ；ユージーン、オ
レゴン州）及び３μｇ／ｍｌのＨｏｅｃｈｓｔ　３３３４２ＤＮＡ結合性色素（Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を含有する新鮮培地が与えられ、上記と同様条件下で２０分
間インキュベートされた。プレート上の各ウエルはその後ＨＢＳＳを用いて洗浄され、室
温で１５分間かけてＨＢＳＳに溶かした３．７％ホルムアルデヒドを用いて固定された。
ホルムアルデヒドはＨＢＳＳを用いて洗浄され、細胞は０．５％（ｖ／ｖ）　Ｔｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００を用いて９０分間浸透させられ、ＨＢＳＳを用いて洗浄され、２Ｕｍｌ－
１　Ｂｏｄｉｐｙ　ＦＬファラシジン（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を用いて３
０分間インキュベートされ、ＨＢＳＳを用いて洗浄された。それからプレート上のウエル
に２００μｌ　ＨＢＳＳが充填され、密封され、さらにプレートを必要な場合は４℃で貯
蔵された。この方法で貯蔵されたプレートからの蛍光シグナルは、調製後最低２週間は安
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定性であった。核トランスロケーションアッセイにおけると同様に、蛍光試薬はこのアッ
セイを生きている細胞の高含量スクリーニングに転換するようにデザインすることができ
る。
【０１１３】
配列スキャンシステム上での画像収集及び解析。細胞内ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ　Ｒｅｄ
、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２、及びＢｏｄｉｐｙ　ＦＬファラシジンの蛍光強度が上記
と同様に細胞スクリーニングシステムを用いて測定された。画像視野において各対象物（
例、細胞及び核）が検出され、さらにそのサイズ、形状、及び統合強度を計算するために
、各ウエルから入手された対の核画像からの形態計測データも又入手された。
【０１１４】
計算及び出力。１画像視野当たり計５０～２５０個の細胞が測定された。細胞の各視野に
ついて、下記の計算が実施された：（１）平均核面積（μｍ２ ）は１視野内の総核面積を
検出した核数で割ることによって計算された。（２）平均核周界（μｍ）は１視野におけ
る全核の周界の合計をその視野で検出した核数で割ることによって計算された。高度に複
雑なアポトーシスの進んだ核は最大核周界値を有していた。（３）平均核輝度は、核の視
野全体の統合強度をその視野に含まれる核数で割ることによって計算された。核輝度にお
ける増加はＤＮＡ含量の増加と相関していた。（４）平均細胞輝度は、ＭｉｔｏＴｒａｃ
ｋｅｒ色素を用いて染色された細胞の視野全体の統合強度をその視野に含まれる核数で割
ることによって計算された。ミトコンドリア内に蓄積するＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ色素の
量はミトコンドリア電位と比例するので、平均細胞輝度の増加はミトコンドリア電位にお
ける増加と一致している。（５）平均細胞輝度は、さらにＢｏｄｉｐｙ　ＦＬファラシジ
ン色素を用いて染色された細胞の視野全体の統合強度をその視野に含まれる核数で割るこ
とによって計算された。ファロトキシン類は高度の親和性でアクチンの重合化形へ結合す
るので、細胞内に蓄積するＢｏｄｉｐｙ　ＦＬファラシジン色素の量はアクチン重合化状
態と比例している。平均細胞輝度における増加はアクチン重合化における増加と一致して
いる。
【０１１５】
結果。図２４（一番上のパネル）は、Ｌ－９２９細胞の核形態におけるパクリタクセル誘
発性変化を示している。パクリタクセルの量の増加は、アポトーシスの特徴である核の拡
大及び断片化２９３を惹起した。細胞スクリーニングシステムにより入手されたこれら及
びその他の画像の定量的解析は同一の図に示されている。測定された各パラメーターは、
Ｌ－９２９細胞２９６がＳＮＢ－１９細胞２９７に比べて低濃度のパクリタクセルに感受
性が低いことを証明した。だがより高濃度では、Ｌ－９２９細胞は測定された各パラメー
ターについて応答を示した。このアッセイの多重パラメーターアプローチは、薬物作用の
メカニズムを分析するときに有用である。例えば、核２９８の面積、輝度及びフラグメン
テーション（断片化）及びアクチン重合化値２９４は、ＳＮＢ－１９細胞を１０ｎＭパク
リタクセルによって処理したときに最高値に達した（図２４；一番上および下のグラフ）
。しかし、ミトコンドリア電位２９５は同一濃度のパクリタクセルで最小であった（図２
４；真ん中のグラフ）。測定されたすべてのパラメーターがパクリタクセル濃度を上昇さ
せる（＞１０ｎＭ）とコントロールレベルに近づいたという事実は、ＳＮＢ－１９細胞が
、薬物濃度が十分に高いときには代償性である低親和性薬物代謝又はクリアランス経路を
有していることを示唆している。ＳＮＢ－１９細胞の薬物感受性２９７とは対照的に、Ｌ
－９２９はパクリタクセルに対して相違する応答を示した２９６。これらの線維芽細胞は
、５μＭパクリタクセルで多数のパラメーターにおいてＳＮＢ－１９細胞より５００倍高
い最高応答を示した。さらに、Ｌ－９２９細胞は試験した全パクリタクセル濃度でミトコ
ンドリア電位２９５における激しい減少を示さなかった。この結果は、正常細胞系と癌細
胞系の間の独特のアポトーシス経路の存在と一致している。このため、これらの結果は、
比較的に単純な蛍光標識プロトコールを本発明の細胞スクリーニングシステムと結合する
ことによってプログラムされた細胞死に含まれる重要なイベントに関する高含量スクリー
ニングを作製できることを示している。
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【０１１６】
実施例７．　細胞質から核への疾患関連シーケンスを含有するシグナル酵素のプロテアー
ゼ誘発性トランスロケーション
プラスミド構造体。緑色蛍光タンパク質－カスパーゼ（Ｃｏｈｅｎ（１９９７），Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｊ．　３２６：１－１６；　Ｌｉａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７
），　Ｊ．　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃ．　Ｂｉｏｌ．　２７４：２９１－３０２）キメラに対す
るコーディング配列を含有する真核発現プラスミドはＧＦＰミュータントを用いて調製さ
れた。この構造体を使用して真核細胞がトランスフェクトされた。
【０１１７】
細胞の調製及びトランスフェクション。細胞はトランスフェクション２４時間前にトリプ
シン処理した後にプレーティングされ、３７℃及び５％ＣＯ２ でインキュベートされた。
トランスフェクションは、リン酸カルシウム共同沈降又はリポフェクションを含むがそれ
らに限定されない方法によって実施する。細胞はリン酸カルシウム－ＤＮＡ沈降物と一緒
に３７℃及び５％ＣＯ２ で４～５時間インキュベートされ、沈降物を除去するためにＤＭ
ＥＭを用いて３～４回洗浄され、その後にＣ－ＤＭＥＭが添加される。リポフェクタミン
によるトランスフェクションは、製造業者の使用説明書に従って抗生物質を含まない無血
清ＤＭＥＭ中で実施される。ＤＮＡ－リポソーム複合体と一緒に２～３時間インキュベー
ションされた後、培地が除去され、Ｃ－ＤＭＥＭと交換される。
【０１１８】
カスパーゼ－ＧＦＰトランスロケーションのアポトーシス性誘発。カスパーゼ－ＧＦＰト
ランスロケーションの動態データを入手するために、トランスフェクト細胞の核がまず最
初にＣ－ＤＭＥＭに溶かした５μｇ／ｍｌのＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を用いて３７℃及び５％ＣＯ２ で２０分間かけて標識される。細胞
はハンクス液（ＨＢＳＳ）中で１回洗浄され、その後にアポトーシスを誘発する化合物が
添加される。これらの化合物にはパクリタクセル、スタウロスポリン、セラミド、及び腫
瘍壊死因子が含まれるが、これらに限定されない。固定時点の滴定データを入手するため
に、トランスフェクト細胞が最初にＤＭＥＭを用いて洗浄され、その後にＤＭＥＭに溶か
した０～１，０００ｎＭの化合物の存在下において３７℃及び５％ＣＯ２ で１時間かけて
インキュベートされた。細胞は生きたまま解析され、又はＨＢＳＳを用いてすすぎ洗いさ
れ、ＨＢＳＳに溶かした３．７％ホルムアルデヒドを用いて１５分間かけて固定され、Ｈ
ｏｅｃｈｓｔ　３３３４２を用いて染色され、解析前に洗浄される。
【０１１９】
画像の収集及び解析。動態データは化合物の添加後の３０分間に１分間隔で生きている細
胞の視野から対の蛍光画像（カスパーゼ－ＧＦＰ及びＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２標識核）
を獲得することによって収集される。同様に、化合物添加後の１時間に固定時点スクリー
ニングプレートの各ウエルから対の画像が入手される。どちらの場合も、各時点で入手さ
れた対の画像を使用して各細胞における核及び細胞質領域が定義される。カスパーゼ－Ｇ
ＦＰのトランスロケーションは核内のカスパーゼ－ＧＦＰの統合蛍光強度を細胞質内のキ
メラの統合蛍光強度で割ることによって、又はＧＦＰ蛍光の核－細胞質差分として計算さ
れる。固定時点スクリーニングでは、このトランスロケーション率は試験された化合物の
各濃度で最低２００個の細胞から入手したデータから計算される。指示細胞系をスクリー
ニングするため、及びＤＡＳに対する特異的リガンド及び化合物活性により活性化される
経路を識別するためには、アポトーシス活性化酵素の推定アクチベーター（賦活物質）又
はインヒビターを含むライブラリーを含むがこれらに限定されない分子相互作用ライブラ
リーを使用する。
【０１２０】
実施例８．　ＤＡＳからの新規ステロイドレセプターの識別
この実施態様を利用するためには、特徴付けられていない遺伝子の機能の評価を許容する
物質及び／又は情報の２つの入手源が必要とされる。第１に、哺乳類細胞内へのトランス
フェクションに適合するｃＤＮＡ配列を含有する疾患関連配列順序銀行を使用できる。１
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つ１つのＲＡＤＥ又は様々な発現実験は数百までの配列順序を生成するので、ＤＡＳの豊
富な供給を生み出すことが可能である。第２に、シグナル配列、７種のトランスメンブラ
ンモチーフ、保存されたプロテアーゼ活性部位ドメイン、又は他の識別可能なモチーフを
含むがこれらに限定されない幅広いカテゴリーにＤＡＳを挿入するためには一次配列順序
データベース探索からの情報を使用できる。これらの入手源から収集した情報に基づき、
アルゴリズムのタイプ及びトランスフェクトされる指示細胞系を選択する。非常に多数の
モチーフは既に明確に特徴付けられ、現在のゲノムデータベースに含まれる非常に多数の
遺伝子内に含まれる線形配列にコードされている。
【０１２１】
ある実施態様では、下記のステップが行われる：
１）ＤＡＳ識別実験（データベース検索を含む）からの情報が関連生物学的プロセスを選
択するための基礎として使用される（例えば、細胞周期変調、アポトーシス、転移性プロ
テアーゼその他に対する腫瘍細胞系からのＤＡＳを参照）。
【０１２２】
２）識別可能なモチーフによるＤＮＡ配列又はＤＡＳのソーティング（即ち、シグナル配
列、７－トランスメンブランドメイン、保存されたプロテアーゼ活性部位ドメイン、その
他）。この初期分類は、上記のように蛍光タグ付け戦術、宿主細胞系、指示細胞系、及び
スクリーニングされる何組かの生物活性分子を決定するであろう。
【０１２３】
３）著明に確立された分子生物学方法を用いて、ＤＡＳをこのためにデザインされた発現
ベクター内に連結させる。普遍形発現ベクターにはそれらに対して一過性発現のために細
胞へターゲット配列を送達するプロモーター、エンハンサー、及びターミネーターが含ま
れる。そうしたベクターはさらに、宿主によって発現したときの検出を容易にするために
抗体タグ付け配列、直接関連配列、ＧＦＰのような発色団融合配列その他を含んでいても
よい。
【０１２４】
４）リン酸カルシウム共同沈降、リポソーム媒介性、ＤＥＡＥデキストラン媒介性、ポリ
カチオン媒介性、ウイルス媒介性、又はエレクトロポレーションを含む標準トランスフェ
クションプロトコールを使用して、ベクターを含有するＤＡＳを用いて細胞が一過性にト
ランスフェクトされる、及びマイクロタイタープレート若しくはマイクロウエル配列内に
プレーティングされる。或いは又、トランスフェクションはマイクロタイタープレート自
体において直接実施されることも可能である。
【０１２５】
５）上記と同様に細胞スクリーニング手順を実行する。
【０１２６】
この実施態様では、転写活性化電位（例えば、ＤＮＡ結合ドメイン、アミノ末端変調ドメ
イン、ヒンジ領域、若しくはカルボキシ末端リガンド結合ドメイン）を示唆するモチーフ
を有していることが証明されているＤＡＳを利用して新規ステロイドレセプターが識別さ
れる。
【０１２７】
この実験のために蛍光タグを定義することには、染色、及びＧＦＰをコードする遺伝子に
近位で融合している発現ベクター内へのＤＡＳの挿入によってＧＦＰキメラを作製するこ
とによりＤＡＳにタグ付けすることを通しての核の識別を含んでいる。或いは又、発現し
たＤＡＳの一部の部分に高親和性を有する一本鎖抗体フラグメントを技術において利用で
きるテクノロジー（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
）を用いて構成し、細胞内の推定転写アクチベーター／レセプターにタグ付けするために
発蛍光団（ＦＩＴＣ）へ連結する。この代替法は、ＤＮＡトランスフェクションを必要と
しない外部タグを提供するので、ＤＡＳを生成するために使用されるオリジナルの一次培
養から分布データを集めなければならない場合は有用であろう。
【０１２８】
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プラスミド構造体。緑色蛍光タンパク質－ＤＡＳキメラに対するコーディング配列を含有
する真核発現プラスミドはＧＦＰミュータントを用いて調製された。この構造体を使用し
てＨｅＬａ細胞がトランスフェクトされた。宿主細胞内にトランスフェクトさせると、こ
のプラスミドはＧＦＰ－ＤＡＳｐｐと呼ばれるＤＡＳタンパク質生成物に融合したＧＦＰ
を産生する。
【０１２９】
細胞の調製及びトランスフェクション。ＨｅＬａ細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－２）はトリプ
シン処理され、５％木炭／デキストラン処理ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）（ＨｙＣｌｏｎｅ）
及び１％ペニシリン－ストレプトマイシン（Ｃ－ＤＭＥＭ）を含有するＤＭＥＭを用いて
トランスフェクションの１２～２４時間前にプレーティングされ、３７℃及び５％ＣＯ２

でインキュベートされた。トランスフェクションはリン酸カルシウム共同沈降によって、
又はリポフェクタミン（Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて実施する。リン酸
カルシウムトランスフェクションのためには、トランスフェクションの前に培地を５％木
炭／デキストラン処理ＦＢＳを含有するＤＭＥＭと交換する。細胞はリン酸カルシウム－
ＤＮＡ沈降物を用いて３７℃及び５％ＣＯ２ で４～５時間インキュベートされ、沈降物を
除去するためにＤＭＥＭで３～４回洗浄され、その後にＣ－ＤＭＥＭが添加される。リポ
フェクタミントランスフェクションは製造業者の使用説明書に従って抗生物質を含まない
無血清ＤＭＥＭ中で実施する。ＤＮＡ－リポソーム複合体と一緒に２～３時間インキュベ
ーションされた後、培地が除去され、Ｃ－ＤＭＥＭと交換される。９６ウエル・マイクロ
タイタープレート内のすべてのトランスフェクト細胞が薬物処理の前に２４～４８時間に
渡り３３℃及び５％ＣＯ２ でインキュベートされる。実験は、ＨｅＬａ細胞中で一過性に
発現したレセプターを用いて実施する。
【０１３０】
細胞内で発現したＧＦＰ－ＤＡＳｐｐの位置決定。細胞分布データを入手するために、ト
ランスフェクト細胞の核がまず最初にＣ－ＤＭＥＭに溶かした５μｇ／ｍｌのＨｏｅｃｈ
ｓｔ　３３３４２（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を用いて３３℃及び５％ＣＯ２

で２０分間かけて標識される。細胞はハンクス液（ＨＢＳＳ）中で１回洗浄される。細胞
は生きたまま解析される、又はＨＢＳＳを用いてすすぎ洗いされ、ＨＢＳＳに溶かした３
．７％ホルムアルデヒドを用いて１５分間かけて固定され、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２
を用いて染色され、解析前に洗浄される。
【０１３１】
ある好ましい実施態様では、画像の収集及び解析は本発明の細胞スクリーニングシステム
を用いて実施する。細胞内ＧＦＰ－ＤＡＳｐｐ蛍光シグナルは細胞の視野から対の蛍光画
像（ＧＦＰ－ＤＡＳｐｐ及びＨｏｅｃｈｓｔ　３３３４２－標識核）を獲得することによ
って収集される。各時点で入手した対の画像を使用して、各細胞内の核及び細胞質領域が
定義される。細胞質において散乱したシグナルを示しているデータはＤＮＡ転写アクチベ
ーターである既知のステロイドレセプターと一致するであろう。
【０１３２】
ＧＦＰ－ＤＡＳｐｐトランスロケーション誘発についてのスクリーニング。指示細胞系と
してのＧＦＰ－ＤＡＳｐｐの適切な発現が確証された上記の構造体を用いて、下記を含む
がこれらに限定されない一連のステロイド型リガンドを使用して様々なリガンドのスクリ
ーニングが実施される：エストロゲン、黄体ホルモン、レチノイド、成長因子、男性ホル
モン、及びその他多数のステロイド及びステロイドに基づく分子。画像の収集及び解析は
、本発明の細胞スクリーニングシステムを用いて実施する。細胞内ＧＦＰ－ＤＡＳｐｐ蛍
光シグナルは細胞の視野から対の蛍光画像（ＧＦＰ－ＤＡＳｐｐ及びＨｏｅｃｈｓｔ　３
３３４２－標識核）を獲得することによって収集する。それぞれの回で得られた対の画像
は、各細胞における核と細胞質を定義するのに使われる。ＧＦＰ－ＤＡＳｐｐのトランス
ロケーションは、ＧＦＰ蛍光の違いとしてまたは核－細胞質においてキメラの一体化され
ら蛍光により核の中のＧＦＰ－ＤＡＳｐｐの一体化された蛍光強度により二分されること
によって計算される。細胞質から核内へのトランスロケーションは、ＤＡＳｐｐのリガン
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ド結合活性化を示す、従って電位レセプターのクラス及び作用を識別する。このデータと
同様の方法でステロイドレセプターの既知のインヒビター及びモディファイアー（修飾物
質）を用いて入手した他のデータを結合すると、ターゲットとしてのＤＡＳｐｐの妥当性
を確認するか、又は様々な入手源からより多くのデータが生成されるであろう。
【０１３３】
実施例９．　追加のスクリーニング
細胞質膜と細胞質との間のトランスロケーション：
プロフィラクチン複合体解離及び細胞質膜へのプロフィリンの結合。ある実施態様では、
プロフィリン膜結合の蛍光タンパク質バイオセンサーが２～３００ｎｓの範囲内の蛍光寿
命を持つプローブを用いて精製プロフィリンを標識することによって調製される（Ｆｅｄ
ｅｒｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９４），　Ｊ．　Ｍｏｌｅｃ．　Ｂｉｏｌ．　２４１：
４８０－４８２；　Ｌａｎｂｒｅｃｈｔｓｅｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ｅｕｒ．　Ｊ
．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　２３０：２８１－２８５）。バルクローディング法を用いて標識
プロフィリンが生きている指示細胞内へ導入され、その指示細胞が試験化合物を用いて処
理される。蛍光異方性イメージング顕微鏡（Ｇｏｕｇｈ　ａｎｄ　Ｔａｙｌｏｒ，（１９
９３），　Ｊ．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　１２１：１０９５－１１０７）を使用して処理
後０．１ｓ～１０ｈの範囲の時間に渡って細胞質と細胞質膜の間のプロフィリンの蛍光誘
導体の試験化合物依存性移動が測定される。
【０１３４】
細胞質膜へのＲｈｏ－ＲｈｏＧＤＩ複合体のトランスロケーション。もう１つの実施態様
では、試験化合物を用いて指示細胞が処理され、その後固定され、洗浄され、浸透させら
れる。指示細胞質膜、細胞質及び核をすべて明確に相違する着色マーカーを用いて標識さ
れ、その後に４色で標識した抗体を用いてＲｈｏタンパク質の免疫位置決定法（ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ）（Ｓｅｌｆ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５），　Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２５６：３－１０；　Ｔａｎａｋａ　ｅｔ　ａｌ
．，（１９９５），　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２５６：４１－４
９）が実施される。細胞スクリーニングシステムを用いて４つの標識各々が個別に画像描
出され、その後それらの画像を使用して試験化合物による影響を受けたトランスロケーシ
ョンの阻害又は活性化の量が計算される。この計算を行うために、細胞質膜及び細胞質を
マークするために使用するプローブの画像を用いて、細胞内Ｒｈｏタンパク質の位置をマ
ーキングして免疫学的プローブの画像がマスキングされる。各マスク下の単位面積当たり
の統合輝度を使用して、細胞質膜統合輝度／面積を細胞質統合輝度／面積で割ることによ
ってトランスロケーション指数が形成される。コントロール及び実験ウエルからのトラン
スロケーション指数値を比較することによって、各潜在的最重要化合物についてトランス
ロケーション率が計算される。
【０１３５】
Ｇタンパク質レセプター活性化に基づくβ－アレスチンの細胞質膜へのトランスロケーシ
ョン
細胞質から細胞質膜へのトランスロケーションに関する高含量スクリーニングのもう１つ
の実施態様では、細胞質から細胞質膜へのβ－アレスチンタンパク質のトランスロケーシ
ョンが細胞処理への応答において測定される。トランスロケーションを測定するために、
蛍光ドメインマーカーを含有する生きている指示細胞が試験化合物を用いて処理され、本
発明の細胞スクリーニングシステムを使用して時間及び空間におけるβ－アレスチンマー
カーの移動が測定される。ある好ましい実施態様では、指示細胞は一過性若しくは安定性
細胞トランスフェクション、及び細胞質及び細胞質膜ドメインをマークするために使用す
る他のレポーターの使用を通して指示細胞によって発現する緑色蛍光タンパク質－β－ア
レスチン（ＧＦＰ－β－アレスチン）タンパク質キメラ（Ｂａｒａｋ　ｅｔ　ａｌ．，（
１９９７），　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２７２：２７４９７－２７５００；　Ｄ
ａａｋａ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９８），　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２７３：６
８５－６８）から構成される蛍光マーカーを含んでいる。指示細胞が静止状態にあるとき
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は、ドメインマーカー分子は主として細胞質膜又は細胞質に分配している。高含量スクリ
ーニングでは、これらのマーカーを使用して別個の蛍光チャンネルにおいて細胞質及び細
胞質膜が描出される。指示細胞が試験化合物で処理されている場合は、ＧＦＰ－β－アレ
スチンの動的再分布が０．１ｓ～１０ｈに及ぶタイムスケールに渡って一連の画像として
記録される。好ましい実施態様では、タイムスケールは１ｈである。各画像は細胞質膜と
細胞質の間でＧＦＰ－β－アレスチンタンパク質キメラの移動を定量する方法によって解
析される。この計算を行うために、細胞質膜及び細胞質をマークするために使用するプロ
ーブの画像を用いて、細胞内ＧＦＰ－β－アレスチンタンパク質の位置をマーキングして
ＧＦＰ－β－アレスチンプローブの画像がマスキングされる。各マスク下の単位面積当た
りの統合輝度を使用して、細胞質膜統合輝度／面積を細胞質統合輝度／面積で割ることに
よってトランスロケーション指数が形成される。コントロール及び実験ウエルからのトラ
ンスロケーション指数値を比較することによって、各潜在的最重要化合物についてトラン
スロケーション率が計算される。高含量スクリーニングの出力は、重要な試験化合物を用
いて処理されている非常に多数の個々の細胞内のトランスロケーションの大きさを記述す
る定量的データに関連する。
【０１３６】
小胞体とゴルジ体の間のトランスロケーション：
小胞体からゴルジ体への間のトランスロケーションに関する高含量スクリーニングのある
実施態様では、水疱性口内炎ウイルス（ｖｅｓｉｃｕｌａｒ　ｓｔｏｍａｔｉｔｉｓ　ｖ
ｉｒｕｓ）のｔｓ０４５ミュータント株からのＶＳＶＧタンパク質（Ｅｌｌｅｎｂｅｒｇ
　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７），　Ｊ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．　１３８：１１９３－
１２０６；　Ｐｒｅｓｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７），　Ｎａｔｕｒｅ　３９８：
８１－８５）における小胞体からゴルジ体ドメインへのトランスロケーションが細胞処理
への応答において測定される。トランスロケーションを測定するためには、蛍光レポータ
ーを含有する指示細胞が試験化合物を用いて処理され、本発明の細胞スクリーニングシス
テムを使用して時間及び空間におけるレポーターの移動が測定される。指示細胞は一過性
若しくは安定性細胞トランスフェクション、及び小胞体及びゴルジ体ドメインの所在位置
を測定するために使用する他のドメインマーカーの使用を通して指示細胞によって発現す
るＧＦＰ－ＶＳＶＧタンパク質キメラから構成される蛍光レポーターを含んでいる。指示
細胞が４０℃で静止状態にあるときは、ＧＦＰ－ＶＳＶＧタンパク質キメラ分子は主とし
て小胞体に分配している。この高含量スクリーニングでは、別個の蛍光チャンネルにおい
て小胞体及びゴルジ体を描出するために別個の色のドメインマーカーが使用される。指示
細胞が試験化合物で処理されており、温度が同時に３２℃へ下げられた場合は、ＧＦＰ－
ＶＳＶＧタンパク質キメラの動的再分布が０．１ｓ～１０ｈに及ぶタイムスケールに渡っ
て一連の画像として記録される。各画像は小胞体及びゴルジ体ドメインの間でＧＦＰ－Ｖ
ＳＶＧタンパク質キメラの移動を定量する方法によって解析される。この計算を行うため
に、小胞体及びゴルジ体ドメインをマークするために使用するプローブの画像を用いて、
細胞内ＧＦＰ－ＶＳＶＧタンパク質の位置をマーキングしてＧＦＰ－ＶＳＶＧプローブの
画像がマスキングされる。各マスク下の単位面積当たりの統合輝度を使用して、細胞質膜
統合輝度／面積を細胞質統合輝度／面積で割ることによってトランスロケーション指数を
形成する。コントロール及び実験ウエルからのトランスロケーション指数値を比較するこ
とによって、各潜在的最重要化合物についてトランスロケーション率が計算される。高含
量スクリーニングの出力は、１ｍｉｎ～１０ｈに及ぶ時間に１０－ １ ２ ～１０－ ３ の範囲
内の最終濃度で重要な試験化合物を用いて処理されている非常に多数の個々の細胞内のト
ランスロケーションの大きさを記述する定量的データに関連する。
【０１３７】
オルガネラ機能の誘発及び阻害：
細胞内微小管安定性。オルガネラ機能に関する高含量スクリーニングのある実施態様では
、細胞内微小管のアッセンブリー状態が細胞処理に対する応答において測定される。微小
管アッセンブリー状態を測定するためには、蛍光レポーターを含有する指示細胞が試験化
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合物によって処理され、本発明の細胞スクリーニングシステムを用いて空間及び時間にお
いてそのレポーターの分布が測定される。
【０１３８】
ある好ましい実施態様では、細胞内微小管アッセンブリーのレポーターは、細胞分裂間期
中及び有糸分裂細胞中の微小管と相互作用することが知られている遍在性微小管関連タン
パク質であるＭＡＰ４（Ｂｕｌｉｎｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７），　Ｊ．　Ｃｅ
ｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１１０：３０５５－３０６４）である。指示細胞は一過性若しく
は安定性細胞トランスフェクション、及び細胞質及び細胞質膜成分の所在位置を測定する
ために使用する他のドメインマーカーの使用を通して指示細胞によって発現するＧＦＰ－
ＭＡＰ４キメラから構成される蛍光レポーターを含んでいる。ＧＦＰ－ＭＡＰ４構造体は
次のように調製される：制限酵素部位を導入するためにプライマーを用いて天然又はミュ
ータントＧＦＰ分子のＰＣＲ増幅が実行される。ＰＣＲ生成物は真核生物発現ベクター内
のＭＡＰ４　ｃＤＮＡ内に連結される。その後発現ベクターを用いて指示細胞をトランス
フェクトして一過性又は安定性にトランスフェクトされた指示細胞を産生させる。
【０１３９】
指示細胞は１ｍｉｎ～１０ｈに及ぶ時間に渡って１０－ １ ２ Ｍから１０－ ３ Ｍの範囲内の
最終濃度の試験化合物を用いて処理される。各及び細胞質をマークするために標識試薬を
含有する増殖培地が添加される。インキュベーション後、細胞はハンクス液（ＨＢＳＳ）
によって洗浄され、室温で１０分間かけて３．７％ホルムアルデヒドを用いて固定され、
洗浄してＨＢＳＳ中に保存される。
【０１４０】
画像データは固定した、及び生きている指示細胞の両方から入手する。入手した各画像か
らの形態計測データを引き出すために、下記の解析方法を使用する：
１．　核及び細胞境界の外側で各ピクセルに対して＝０の数値を有するマスクを作成する
ために各核及び細胞質画像の閾値を算定する。
【０１４１】
２．　オリジナル画像上にマスクをオーバレイさせ、視野における各対象物（即ち、核又
は細胞）を検出し、さらにそのサイズ、形状、及び統合強度を計算する。
【０１４２】
３．　上記で入手した全細胞マスクを対応するＧＦＰ－ＭＡＰ４画像上にオーバーレイさ
せ、エッジ強さルーチンの自動測定法（Ｋｏｌｅｇａ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９３），　
ＢｉｏＩｍａｇｉｎｇ　１：１３６－１５０）を用いて各細胞内の総エッジ強さを計算す
る。細胞サイズについて標準化するために、総エッジ強さを細胞面積で割って“線維性（
ｆｉｂｒｏｕｓｎｅｓｓ）”値を得る。大きな線維性値は強度のエッジ強さ値と関連して
おり、このため明確な微小管構造を含有する細胞において最大になる。同様に、小さな線
維性値は弱いエッジ強さ値と関連しており、解重合した微小管を含有する細胞において最
小となる。線維性値の生理学的範囲は、微小管を安定させる薬物であるパクリタクセル（
１０μＭ）又は微小管を解重合させる薬物であるノコダゾール（１０μｇ／ｍｌ）のどち
らかを用いて細胞を処理することによって設定する。
【０１４３】
高分子の機能的位置決定を含む高含量スクリーニング
このクラスの高含量スクリーンの範囲内で、外部刺激に応答する高分子の機能的位置が生
きている細胞内で測定される。
【０１４４】
糖分解酵素活性の調節。細胞酵素活性に関する高含量スクリーニングの好ましい実施態様
では、処理された細胞において重要な糖分解調節酵素の活性が測定される。酵素活性を測
定するためには、蛍光標識試薬を含有する指示細胞が試験化合物を用いて処理され、本発
明の細胞スクリーニングシステムを用いてレポーターの活性が空間及び時間的に測定され
る。
【０１４５】
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ある実施態様では、細胞内酵素活性のレポーターは、そのリン酸化状態が細胞内炭水化物
同化作用又は異化作用を示す調節酵素であるフルクトース－６－リン酸、２－キナーゼ／
フルクトース－２，６－ビスホスファターゼ（ＰＦＫ－２）である（Ｄｅｐｒｅｚ　ｅｔ
　ａｌ．，（１９９７），　Ｊ．Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２７２：１７２６９－１７２
７５；　Ｋｅａｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６），　ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　３
９５：２２５－２；　Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６），　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　３５：６０１０－６０１９）。指示細胞は、ＰＦＫ－２リン酸化の蛍光タンパク質バ
イオセンサーから構成される蛍光レポーターを含有している。蛍光タンパク質バイオセン
サーは、この酵素の既知のリン酸化部位の近くへ環境的に高感受性蛍光色素を導入するこ
とによって構成される（Ｄｅｐｒｅｚ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７），上記；Ｇｉｕｌｉ
ａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５），上記）。色素はケトシアニンクラス（Ｋｅｓｓｌ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｗｏｌｆｂｅｉｓ，（１９９１），Ｓｐｅｃｔｒｏｃｈｉｍｉｃａ　Ａｃ
ｔａ　４７Ａ：１８７－１９２）又はタンパク質反応性部分とその励起若しくは放射スペ
クトルが溶液極性に対して感受性である蛍光色素とを含有するいずれかのクラスの色素で
あってよい。蛍光タンパク質バイオセンサーは、バルクローディング法を用いて指示細胞
内に導入される。
【０１４６】
生きている指示細胞は１ｍｉｎ～１０ｈに及ぶ時間に渡って１０－ １ ２ Ｍから１０－ ３ Ｍ
の範囲内の最終濃度の試験化合物を用いて処理される。ある好ましい実施態様では、各時
点での対の蛍光スペクトル画像を収集することによって処理した生きている指示細胞から
比率画像データが入手される。各時点から形態計測データを引き出すために、各対の画像
間で各時点の２枚のスペクトル画像をピクセル毎に数的に分けることによって比率が計算
される。その後、各ピクセル値を使用してＰＦＫ－２の部分リン酸化が計算される。リン
酸化の部分値が小さい場合は、ＰＦＫ－２は炭水化物異化作用を刺激する。リン酸化の部
分値が高い場合は、ＰＦＫ－２は炭水化物同化作用を刺激する。
【０１４７】
プロテインキナーゼＡ活性及びサブユニットの位置決定。高含量スクリーニングのもう１
つの実施態様では、指示細胞内のドメインの位置決定及びプロテインキナーゼＡ（ＰＫＡ
）の活性の両方が試験化合物による処理に対する応答において測定される。
【０１４８】
指示細胞は、ＰＫＡ活性化の蛍光タンパク質バイオセンサーを含有する蛍光レポーターを
含んでいる。蛍光タンパク質バイオセンサーは、ＰＫＡの調節サブユニットと相互作用す
ることが知られている部位の近くのＰＫＡの触媒性サブユニット内に環境的に高感受性蛍
光色素を導入することによって構成される（Ｈａｒｏｏｔｕｎｉａｎ　ｅｔ　ａｌ．，（
１９９３），　Ｍｏｌ．　Ｂｉｌ．　ｏｆｔｈｅ　Ｃｅｌｌ　４：９９３－１００２；　
Ｊｏｈｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６），　Ｃｅｌｌ　８５：１４９－１５８；　
Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５）上記）。色素はケトシアニンクラス（Ｋ
ｅｓｓｌｅｒａｎｄ　Ｗｏｌｆｂｅｉｓ，（１９９１），Ｓｐｅｃｔｒｏｃｈｉｍｉｃａ
　Ａｃｔａ　４７Ａ：１８７－１９２）又はタンパク質反応性部分とその励起若しくは放
射スペクトルが溶液極性に対して感受性である蛍光色素とを含有するいずれかのクラスの
色素であってよい。ＰＫＡ活性化の蛍光タンパク質バイオセンサーは、バルクローディン
グ法を用いて指示細胞内に導入される。
【０１４９】
ある実施態様では、生きている指示細胞が０．１ｓ～１０ｈに及ぶ時間に渡って１０－ １

２ Ｍから１０－ ３ Ｍの範囲内の最終濃度の試験化合物を用いて処理される。ある好ましい
実施態様では、処理した生きている指示細胞から比率画像データが入手される。各時点か
ら形態計測データを引き出すために、各対の画像間で比率が出され、さらに各ピクセル値
を使用してＰＫＡの部分活性化が計算される（例、ｃＡＭＰ結合後の触媒及び調節サブユ
ニットの分離）。活性の部分値が高い場合は、ＰＫＡは生きている細胞内の生化学的カス
ケードを刺激する。
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【０１５０】
ＰＫＡの触媒サブユニットのトランスロケーションを測定するためには、蛍光レポーター
を含有する指示細胞が試験化合物を用いて処理され、細胞スクリーニングシステムを使用
して時間及び空間におけるレポーターの移動が測定される。指示細胞は、細胞質及び核ド
メインの所在位置を測定するために使用するドメインマーカーから構成される蛍光レポー
ターを含んでいる。指示細胞が試験化合物で処理されているときは、ＰＫＡ蛍光タンパク
質バイオセンサーの動的再分布が０．１ｓ～１０ｈに及ぶタイムスケールに渡って一連の
画像として記録される。各画像は細胞質及び核ドメインの間でＰＫＡの移動を定量する方
法によって解析される。この計算を行うために、細胞質及び核ドメインをマークするため
に使用するプローブの画像を用いて、ＰＫＡ蛍光タンパク質バイオセンサーの画像をマス
キングされる。各マスク下の単位面積当たりの統合輝度を使用して、細胞質膜統合輝度／
面積を細胞質統合輝度／面積で割ることによってトランスロケーション指数が形成される
。コントロール及び実験ウエルからのトランスロケーション指数値を比較することによっ
て、各潜在的最重要化合物についてトランスロケーション率が計算される。高含量スクリ
ーニングの出力は、１ｍｉｎ～１０ｈに及ぶ時間に１０－ １ ２ ～１０－ ３ の範囲内の最終
濃度で試験化合物によって処理されている非常に多数の個々の細胞内のトランスロケーシ
ョンの大きさを記述する定量的データに関連する。
【０１５１】
遺伝子発現の誘発又は阻害に関する高含量スクリーニング
ＲＮＡに基づく蛍光バイオセンサー
細胞骨格タンパク質転写及びメッセージの位置決定。細胞－基質付着、細胞－細胞付着、
シグナルトランスダクション、細胞－周期イベント、中間及びシグナル分子代謝、細胞移
動、細胞－細胞連絡、及び細胞死を含む細胞の一般的クラスの生理学的応答の調節には遺
伝子発現の変化が含まれることがある。高含量スクリーニングは又、このクラスの生理学
的応答を測定するようにデザインできる。
【０１５２】
ある実施態様では、細胞内遺伝子発現のレポーターは、ターゲットｍＲＮＡを用いてハイ
ブリダイズでき、その蛍光シグナルを変化させることのできるオリゴヌクレオチドである
。ある好ましい実施態様では、オリゴヌクレオチドはその蛍光シグナルが分子間及び分子
内相互作用に依存する蛍光に基づく試薬である分子標識である（Ｔｙａｇｉ　ａｎｄ　Ｋ
ｒａｍｅｒ，（１９９６），Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　１
４：３０３－３０８）。蛍光バイオセンサーは、試薬の各末端（５  及び３  ）に１つが所
在するように蛍光色素の蛍光エネルギー移行対を導入することによって構成される。色素
は、フルオレセイン及びローダミン（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．）
を含むがそれらに限定されない、その励起及び放射スペクトルが静止状態において色素間
で蛍光エネルギー移行を生じさせるために十分な程度重複しているタンパク質反応性部分
及び蛍光色素を含有しているあらゆるクラスの色素であってよい。ある好ましい実施態様
では、β－アクチンをコードするメッセージの一部分（Ｋｉｓｌａｕｓｋｉｓ　ｅｔ　ａ
ｌ．，（１９９４），　Ｊ．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　１２７：４４１－４５１；　Ｍｃ
Ｃａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７），Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ
．　９４：５６７９－５６８４；　Ｓｕｔｏｈ，（１９８２），Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　２１：３６５４－３６６１）を分子内ハイブリダイゼーションのために一緒に拘束さ
れた末端を持つヘアピン形オリゴヌクレオチドのループ領域内に挿入する。バイオセンサ
ーの各末端では、蛍光供与体（フルオレセイン）及び蛍光受容体（ローダミン）が共有的
に結合している拘束状態では、蛍光エネルギー移行が最大であるので、このためハイブリ
ダイズされていない分子の指標である。β－アクチンをコードするｍＲＮＡを用いてハイ
ブリダイズすると、拘束が破かれ、エネルギー移行が消失する。完全な蛍光バイオセンサ
ーは、バルクローディング法を使用して指示細胞内に導入する。
【０１５３】
ある実施態様では、生きている指示細胞が０．１ｓ～１０ｈに及ぶ時間に渡って１０－ １
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２ Ｍから１０－ ３ Ｍの範囲内の最終濃度の試験化合物を用いて処理される。ある好ましい
実施態様では、処理した生きている指示細胞から比率画像データが入手される。各時点か
ら形態計測データを引き出すために、各対の画像間で比率が出され、さらに各ピクセル値
を使用して標識ヌクレオチドの部分ハイブリダイゼーションが計算される。ハイブリダイ
ゼーションの部分値が低い場合は、β－アクチンの発現がほとんどないことが指示される
。ハイブリダイゼーションの部分値が高い場合は、β－アクチンの発現が最大であること
が指示される。さらに、指示細胞の細胞質内のハイブリダイズされた分子の分布も又指示
細胞の生理学的応答の尺度である。
【０１５４】
リガンドの細胞表面結合
生きている細胞における標識インスリンの細胞表面レセプターへの結合。細胞質膜ドメイ
ンが特定色の標識試薬で標識されている細胞が相違する色の蛍光プローブを用いて標識さ
れているインスリン分子を含有している溶液（Ｌｅｅ　ｅｔａｌ．，（１９９７），　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３６：２７０１－２７０８；　Ｍａｒｔｉｎｅｚ－Ｚａｇｕｉ
ｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６），Ａｍ．　Ｊ．　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　２７０：Ｃ１
４３８－Ｃ１４４６）と一緒に適切な条件下で適切な時間をかけてインキュベートされる
。インキュベーション後、未結合インスリン分子が洗い流され、細胞が固定され、細胞質
膜上のインスリンの分布及び濃度が測定される。これを行うために、細胞膜画像がインス
リン画像に対するマスクとして使用される。マスキングされたインスリン画像からの統合
強度が既知量の標識インスリンを含有する１セットの画像と比較される。細胞に結合した
インスリンの量が標準から測定され、これを細胞と一緒にインキュベートしたインスリン
の総濃度と一緒に使用して解離定数又はその細胞表面レセプターへ結合したインスリンが
計算される。
【０１５５】
細胞区画の標識
細胞全体の標識
全細胞標識は、細胞形状の動態及び細胞の運動性を経時的に細胞の蛍光画像を解析するこ
とによって測定できるように細胞成分を標識することによって遂行される。
【０１５６】
ある実施態様では、反応性蛍光小分子が生きている細胞内に導入される。これらの膜透過
性分子は細胞質膜のタンパク質成分を通過して拡散するが、タンパク質成分と反応もする
。色素分子は細胞内分子と反応して各分子から放出される蛍光シグナルを増加させ、さら
に生きている細胞内に蛍光色素をエントラップする。これらの分子にはアミノクマリン、
ヒドロキシクマリン、エオシンジアセテート、フルオレセインジアセテート、一部のＢｏ
ｄｉｐｙ色素誘導体及びテトラメチルローダミンの反応性クロロメチル誘導体が含まれる
。高分子に対するこれらの色素の反応性には遊離一次アミノ酸基及び遊離スルフヒドリル
基が含まれる。
【０１５７】
もう１つの実施態様では、細胞表面上の分子と特異的に反応する蛍光標識された抗体類若
しくはレクチン類（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ、セントルイス、ミ
ズーリ州）と細胞とを相互作用させることによって細胞表面が標識される。緑色蛍光タン
パク質、又はそのミュータントの成分を含有する重要な細胞によって発現した細胞表面タ
ンパク質キメラも又全細胞表面を蛍光標識するために使用することができる。全細胞が標
識されると、全細胞又は細胞の配列の画像は、細胞形状の測定、運動性、サイズ、及び増
殖と分割を含む高含量スクリーニングにおけるパラメーターとなることができる。
【０１５８】
細胞質膜標識
ある実施態様では、全細胞質膜の標識には全細胞を標識するための上記と同一の方法の一
部が使用される。全細胞表面を標識する発光分子は、細胞質膜を描出するように作用する
。
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【０１５９】
第二の実施態様では、細胞質膜のサブドメイン、細胞外表面、脂質二重層、及び細胞内表
面を個別に標識することができ、これらを高含量スクリーニングの成分として使用できる
。第一の実施態様では、細胞外表面は例えばフルオレセイン類、ローダミン類、シアニン
類及びＢｏｄｉｐｙ類のような蛍光色素のスクシニミジルエステル又はヨードアセタミド
誘導体類のような反応性蛍光分子を用いる簡単な処理を使用して標識される。
【０１６０】
第三の実施態様では、細胞表面分子に対して高親和性を有する蛍光標識高分子を用いて細
胞外表面が標識される。これらには例えばタチナタマメ（Ｊａｃｋ　ｂｅａｎ）（Ｃｏｎ
Ａ）、アカインゲンマメ（ｒｅｄ　ｋｉｄｎｅｙ　ｂｅａｎ）（ＰＨＡ－Ｅ）、又は小麦
胚芽（ｗｈｅａｔ　ｇｅｒｍ）に由来するレクチン類のフルオレセイン、ローダミン、及
びシアニン誘導体類のような蛍光標識レクチン類が含まれる。
【０１６１】
第四の実施態様では、細胞質膜の細胞外領域を標識するために、細胞表面成分に対して高
親和性を有する蛍光標識抗体類が用いられる。細胞表面レセプター及びイオンチャンネル
の細胞外領域は、抗体類を用いて標識できるタンパク質の例である。
【０１６２】
第五の実施態様では、蛍光分子を用いて細胞質膜の脂質二重層が標識される。これらの分
子には細胞質膜脂質二重層の中心で疎水性領域と強力に相互作用する長鎖疎水性分子に付
着した蛍光色素が含まれる。これらの色素の例には、ＰＫＨシリーズの色素（米国特許第
４，７８３，４０１号、第４，７６２，７９１号、及び第４，８５９，５８４号；　Ｓｉ
ｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ、セントルイス、ミズーリ州から市販で入手
可能）、例えばニトロベンゾキサジアゾールグリセロホスホエタノールアミン及びフルオ
レセイン誘導ジヘキサデアノイルグリセロホスホエタノールアミンのような蛍光リン脂質
類、例えば５－ブチル－４，４－ジフルオロ－４－ボラ－３ａ，４ａ－ジアザ－ｓ－イン
ダセン－３－ノナン酸及び１－ピレンデカン酸（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉ
ｎｃ．）のような蛍光脂肪酸、コレステリル４，４－ジフルオロ－５，７－ジメチル－４
－４－ボラ－３ａ，４ａ－ジアザ－ｓ－インダセン－３－ドデカノエート及びコレステリ
ル１－ピレンヘキサノエートを含む蛍光ステロール類、及び例えばアネキシンＶのフルオ
レセイン誘導体（Ｃａｌｔａｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏ，Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ，カリ
フォルニア州）のような脂質二重層成分と特異的に相互作用する蛍光標識タンパク質類が
含まれる。
【０１６３】
もう１つの実施態様では、蛍光分子を用いて細胞質膜の細胞内成分が標識される。これら
の分子の例は、三量体Ｇタンパク質レセプター、アデニルシクラーゼ、及びイオン輸送タ
ンパク質類の細胞内成分である。これらの分子は蛍光標識特異抗体への緊密な結合の結果
として、又は膜関連タンパク質及び緑色蛍光タンパク質から構成される蛍光タンパク質キ
メラ及びそのミュータント類の取り込みによって標識できる。
【０１６４】
エンドソームの蛍光標識
ある実施態様では、レセプター媒介性エンドサイトーシスによって細胞内に輸送されるリ
ガンドを使用してエンドソームオルガネラの動態が追跡される。標識リガンドの例には、
Ｂｏｄｉｐｙ　ＦＬ標識低密度リポタンパク質複合体類、テトラメチルローダミントラン
スフェリンアナログ類、及び蛍光標識上皮細胞成長因子（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂ
ｅｓ，　Ｉｎｃ．）が含まれる。
【０１６５】
第二の実施態様では、細胞内のエンドソーム区画をマークするためにエンドソームリガン
ドを特異的に標識する蛍光標識第一又は第二抗体類（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃ
ｏ，セントルイス、ミズーリ州；　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．，ユ
ージーン、オレゴン州；　Ｃａｌｔａｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ＣＯ．）が使用される
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第三の実施態様では、緑色蛍光タンパク質、又はそのミュータントをそのインターナリゼ
ーションがエンドソームを標識するレセプターと融合させることによって、形成されたタ
ンパク質キメラを発現している細胞内で蛍光標識する。ＥＧＦ、トランスフェリン、及び
低密度リポタンパク質受容体のキメラがこれらの分子の例である。
【０１６６】
リソソームの標識
ある実施態様では生きている細胞及び固定化細胞のリソソーム区画を標識するために膜透
過性リソソーム特異的蛍光試薬が使用される。これらの試薬には、蛍光分子ニュートラル
レッド、Ｎ－（３－（（２，４－ジニトロフェニル）アミノ）プロピル）－Ｎ－（３－ア
ミノプロピル）メチルアミン、及びリソソーム内ｐＨ並びにリソソームの動的分布を報告
するＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒプローブ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．
）が含まれる。
【０１６７】
第二の実施態様では、特異的リソソームドメインに局在するリソソーム成分を標識するた
めにリソソーム抗原類に対する抗体類（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．；　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．；　Ｃａｌｔａｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏ
．）が使用される。これらの成分の例は、コレステロールエステル化水分解に含まれる分
解酵素、膜タンパク質プロテアーゼ類、及びヌクレアーゼ類並びにＡＴＰ駆動リソソーム
プロトンポンプである。
【０１６８】
第三の実施態様では、リソソームドメインを標識するためには、例えば緑色蛍光タンパク
質又はそのミュータントのような内因的発光タンパク質に遺伝的に融合したリソソームタ
ンパク質から構成されるタンパク質キメラが使用される。これらの成分の例は、コレステ
ロールエステル化水分解に含まれる分解酵素、膜タンパク質プロテアーゼ類、及びヌクレ
アーゼ類並びにＡＴＰ駆動リソソームプロトンポンプである。
【０１６９】
細胞質蛍光標識
ある実施態様では、反応基を備えた細胞透過性蛍光色素（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅ
ｓ，　Ｉｎｃ．）を生きている細胞と反応させる。モノブロモビマン、５－クロロメチル
フルオロセインジアセテート、カルボキシフルオレセインジアセテートスクシニミジルエ
ステル、及びクロロメチルテトラメチルローダミンを含む反応性色素は、細胞の細胞質を
長期標識するために使用される細胞透過性蛍光色素の例である。
【０１７０】
第二の実施態様では、バルクローディング法を使用して例えばＬｕｃｉｆｅｒイエローの
ような極性トレーサー分子及びカスケードブルーに基づく蛍光色素（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．）を細胞内に導入され、さらに細胞質標識にも使用される。
【０１７１】
第三の実施態様では、細胞質成分に対する抗体類（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｍｉｃａｌ　Ｃｏ．
；　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．；　Ｃａｌｔａｇ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　Ｃｏ．）を使用して細胞質が蛍光標識される。細胞質抗原の例は、中間代謝に含まれ
る多数の酵素である。エノラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、及びアセチル－ＣｏＡデヒ
ドロゲナーゼが均一に分布した細胞質抗原の例である。
【０１７２】
第四の実施態様では、例えば緑色蛍光タンパク質のような内因性蛍光タンパク質又はその
ミュータントに遺伝的に融合している細胞質タンパク質から構成されるタンパク質キメラ
を使用して細胞質が標識される。均一に分布したタンパク質の蛍光キメラは、全細胞質ド
メインを標識するために使用される。これらのタンパク質の例は、中間代謝に含まれる多
数のタンパク質であり、エノラーゼ、乳酸デヒドロゲナーゼ、及びヘキソキナーゼが含ま
れる。
【０１７３】
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第五の実施態様では、細胞質抗原に対する抗体類（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ
．；　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．；　Ｃａｌｔａｇ　Ａｎｔｉｂｏ
ｄｙ　Ｃｏ．）を使用して特異的細胞質サブドメインに所在する細胞質成分が蛍光標識さ
れる。これらの成分の例は、細胞骨格タンパク質類のアクチン、チューブリン、及びサイ
トケラチンである。細胞内のこれらのタンパク質の集団は、この場合は線維状である別個
の構造に組み立てられる。このため抗体に基づく試薬によるこれらのタンパク質の蛍光標
識は細胞質の特異的サブドメインが標識される。
【０１７４】
第六の実施態様では、細胞質タンパク質と強力に相互作用する抗体をベースとしない蛍光
標識分子を使用して特異的細胞質成分が標識される。ある実施例は酵素ＤＮＡｓｅ　Ｉ（
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．）の蛍光アナログである。この酵素の蛍
光アナログは細胞質アクチンに緊密及び特異的に結合するので、細胞質のサブドメインが
標識される。もう１つの実施例では、キノコの毒素でアルファロイジン又は薬物パクリタ
クセル（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．）の蛍光アナログを使用して各
々アクチン－及び微小管－細胞骨格の成分が標識される。
【０１７５】
第七の実施態様では、例えば緑色蛍光タンパク質のような内因性蛍光タンパク質又はその
ミュータントに遺伝的に融合している細胞質タンパク質から構成されるタンパク質キメラ
を使用して細胞質の特異的ドメインが標識される。高度に局在性のタンパク質の蛍光キメ
ラは細胞質サブドメインを標識するために使用される。これらのタンパク質の例は、細胞
骨格を調節することに関係する多数のタンパク質である。それらには構造タンパク質であ
るアクチン、チューブリン、及びサイトケラチン並びに調節タンパク質である微小管関連
性タンパク質４及びα－アクチニンが含まれる。
【０１７６】
核の標識
ある実施態様では、膜透過性核酸特異的蛍光試薬（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，
　Ｉｎｃ．）を使用して生きている細胞及び固定化細胞の核が標識される。これらの試薬
には、シアニンに基づく色素（例、ＴＯＴＯ（  ）、ＹＯＹＯ（  ）、及びＢＯＢＯ（　）
）、フェナンチジン類及びアクリジン類（例、臭化エチジウム、ヨウ化プロピジウム、及
びアクリジンオレンジ）、インドール類及びイミダゾール類（例、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３
２５８、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２、及び４  ，６－ジアミジノ－２－フェニルインド
ール）及びその他の類似の試薬類（例、７－アミノアクチノマイシンＤ、ヒドロキシスチ
ルバミジン、及びソラレン類）が含まれる。
【０１７７】
第二の実施態様では、核抗原類に対する抗体類（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．
；　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．；　Ｃａｌｔａｇ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　Ｃｏ．）を使用して特異的核ドメインに所在する核成分が蛍光標識される。これらの
成分の例は、ＤＮＡの構造及び機能を維持することに関係する高分子類である。ＤＮＡ、
ＲＮＡ、ヒストン類、ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼ、ラミン類、及び例えば
アクチンのような細胞質タンパク質の核変種が核抗原類の例である。
【０１７８】
第三の実施態様では、例えば緑色蛍光タンパク質のような内因性蛍光タンパク質又はその
ミュータントに遺伝的に融合している核タンパク質から構成されるタンパク質キメラを使
用して核ドメインが標識される。これらのタンパク質の例は、ＤＮＡの構造及び機能を維
持することに関係する多数のタンパク質である。ヒストン類、ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮ
Ａポリメラーゼ、ラミン類、及び例えばアクチンのような細胞質タンパク質の核変種が核
タンパク質の例である。
【０１７９】
ミトコンドリアの標識
ある実施態様では、膜透過性ミトコンドリア特異的蛍光試薬（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
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ｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．）を使用して生きている細胞及び固定化細胞のミトコンドリアが標
識される。これらの試薬には、ローダミン１２３、テトラメチルロザミン、ＪＣ－１、及
びＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ反応性色素が含まれる。
【０１８０】
第二の実施態様では、ミトコンドリア抗原類に対する抗体類（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　Ｃｏ．；　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．；Ｃａｌｔａｇ　Ａｎ
ｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏ．）を使用して特異的ミトコンドリアドメインに所在するミトコンド
リア成分が蛍光標識される。これらの成分の例は、ＤＮＡの構造及び機能を維持すること
に関係する高分子類である。ＤＮＡ、ＲＮＡ、ヒストン類、ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡ
ポリメラーゼ、及び例えばミトコンドリアｔＲＮＡ及びｒＲＮＡのような細胞質高分子の
ミトコンドリア変種がミトコンドリア抗原類の例である。ミトコンドリア抗原のその他の
例には、ミトコンドリアにおいて所見される酸化的リン酸化系の成分（例、シトクロムｃ
、シトクロムｃオキシダーゼ、及びコハク酸デヒドロゲナーゼ）である。
【０１８１】
第三の実施態様では、例えば緑色蛍光タンパク質のような内因性蛍光タンパク質又はその
ミュータントに遺伝的に融合しているミトコンドリアタンパク質から構成されるタンパク
質キメラを使用してミトコンドリアドメインが標識される。これらのタンパク質の例は、
ＤＮＡの構造及び機能を維持することに関係する多数のタンパク質である。その例には、
ヒストン類、ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼ、及び例えばミトコンドリアにお
いて所見される酸化的リン酸化系の成分（例、シトクロムｃ、シトクロムｃオキシダーゼ
、及びコハク酸デヒドロゲナーゼ）が含まれる。
【０１８２】
小胞体の標識
ある実施態様では、膜透過性小胞体特異的蛍光試薬（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ
，　Ｉｎｃ．）を使用して生きている細胞及び固定化細胞の小胞体が標識される。これら
の試薬には、短鎖カルボシアニン色素（例、ＤｉＯＣ６ 及びＤｉＯＣＯ３ ）、長鎖カルボ
シアニン色素（例、ＤｉＩＣ１ ６ 及びＤｉＩＣ１ ８ ）、及び例えばコンカナバリンＡのよ
うな蛍光標識レクチン類が含まれる。
【０１８３】
第二の実施態様では、小胞体抗原類に対する抗体類（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃ
ｏ．；　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．；　Ｃａｌｔａｇ　Ａｎｔｉｂ
ｏｄｙ　Ｃｏ．）を使用して特異的小胞体ドメインに所在する小胞体成分が蛍光標識され
る。これらの成分の例は、脂肪酸伸長系、グルコース－６－ホスファターゼ、及びＨＭＧ
　ＣｏＡ－レダクターゼに含まれる高分子類である。
【０１８４】
第三の実施態様では、例えば緑色蛍光タンパク質のような内因性蛍光タンパク質又はその
ミュータントに遺伝的に融合している小胞体タンパク質から構成されるタンパク質キメラ
を使用して小胞体ドメインが標識される。これらのタンパク質の例は、脂肪酸伸長系、グ
ルコース－６－ホスファターゼ、及びＨＭＧ　ＣｏＡ－レダクターゼに含まれる高分子類
である。
【０１８５】
ゴルジ体の標識
ある実施態様では、膜透過性ゴルジ体特異的蛍光試薬（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ，　Ｉｎｃ．）を使用して生きている細胞及び固定化細胞のゴルジ体が標識される。こ
れらの試薬には、例えば小麦胚芽アグルチニン及びＢｒｅｆｅｌｊｉｎ　Ａのような蛍光
標識高分子並びに蛍光標識セラミドが含まれる。
【０１８６】
第二の実施態様では、ゴルジ体抗原類に対する抗体類（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　
Ｃｏ．；　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｉｎｃ．；　Ｃａｌｔａｇ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ　Ｃｏ．）を使用して特異的ゴルジ体ドメインに所在するゴルジ体成分が蛍光標
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識される。これらの成分の例は、Ｎ－アセチルグルコサミンホスホトランスフェラーゼ、
ゴルジ体特異的ホスホジエステラーゼ、及びマンノース－６－リン酸レセプタータンパク
質である。
【０１８７】
第三の実施態様では、例えば緑色蛍光タンパク質のような内因性蛍光タンパク質又はその
ミュータントに遺伝的に融合しているゴルジ体タンパク質から構成されるタンパク質キメ
ラを使用してゴルジ体ドメインが標識される。これらの成分の例は、Ｎ－アセチルグルコ
サミンホスホトランスフェラーゼ、ゴルジ体特異的ホスホジエステラーゼ、及びマンノー
ス－６－リン酸レセプタータンパク質である。
【０１８８】
ここに提示した多数の実施例は単一細胞プロセスの測定を含んでいるが、これも又例示だ
けが目的であることが意図されている。多重パラメーター高含量スクリーニングは、数種
の単一パラメータースクリーニングを多重高含量スクリーニングに結合することによって
、又は細胞パラメーターをいずれかの現行高含量スクリーニングへ追加することによって
作り出すことができる。さらに、各実施例は生きている細胞又は固定化細胞のどちらかに
基づいているように記載されているが、各高含量スクリーニングは生きている細胞及び固
定化細胞の両方と一緒に使用するようにデザインすることができる。
【０１８９】
当業者であれば、ここに提供した開示に基づき広く多様な別個のスクリーニングを開発で
きることは認識できるであろう。細胞内の特定成分のトランスロケーション又は再組織化
を含む細胞内の既知の生化学的及び分子プロセスに関する広大なリストがあり、このリス
トは増え続けている。細胞表面から細胞内のターゲット部位へのシグナル経路は細胞質膜
関連タンパク質から細胞質へのトランスロケーションを含んでいる。例えば、タンパク質
チロシンキナーゼのｓｒｃファミリーの１つであるｐｐ６０ｃ－ｓｒｃ（Ｗａｌｋｅｒ　
ｅｔ　ａｌ．，（１９９３），　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２６８：１９５５２－
１９５５８）は血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）により線維芽細胞が刺激を受けると細胞
質膜から細胞質へトランスロケートすることが知られている。さらに、スクリーニングの
ターゲット自体をリガンド結合及びトランスロケーション後修飾を含む分子変化を報告す
る蛍光に基づく試薬に転換することもできる。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、細胞に基づくスキャニングシステムの構成要素の図である。
【図２】図２は、顕微鏡の小組立体の略図である。
【図３】図３は、カメラの小組立体の略図である。
【図４】図４は、細胞スキャニングシステムのプロセスを図解している。
【図５】図５は、ユーザーを誘導するための主要な機能を示しているユーザーインターフ
ェースを図解している。
【図６】図６は、１つのプラットフォームがマイクロタイタープレートのすべてのウエル
を読み取るための望遠鏡レンズを使用し、第２のプラットフォームが１ウエル内の個々の
細胞を読み取るためにより高倍率のレンズを使用する、細胞に基づくスクリーニングのた
めのデュアルモードシステムの２プラットフォーム式アーキテクチャーのブロック図であ
る。
【図７】図７は、マイクロタイタープレートのすべてのウエルを読み取るための可動式望
遠鏡レンズ及び１ウエル内の個々の細胞を読み取るための可動式のより高倍率のレンズを
使用する、細胞に基づくスクリーニングのためのデュアルモードシステムの単一プラット
フォームアーキテクチャーのための光学系の詳細である。
【図８】図８は、細胞に基づくスクリーニングシステム上の動態データを収集するための
液体分注システムの図である。
【図９】図９は、細胞に基づくスキャニングシステムにおける処理工程の工程系統図であ
る。
【図１０】図１０のＡ～Ｊは、核トランスロケーションアッセイの戦術を図解している。
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【図１１】図１１は、マイクロタイタープレートの高スループットスクリーニングと高含
量スクリーニングとを組み合わせた細胞に基づくスクリーニングのためのデュアルモード
システムにおける処理工程を定義した工程系統図である。
【図１２】図１２は、細胞に基づくスクリーニングのためのシステムの高スループットモ
ードにおける処理工程を定義した工程系統図である。
【図１３】図１３は、細胞に基づくスクリーニングのためのシステムの高含量モードにお
ける処理工程を定義した工程系統図である。
【図１４】図１４は、細胞に基づくスクリーニングのためのシステムの高含量モードにお
いて動態データを収集するために必要とされる処理工程を定義した工程系統図である。
【図１５】図１５は、動態データの収集中に１ウエル内で実行される処理工程を定義した
工程系統図である。
【図１６】図１６は、既知のトランスロケーションのインヒビター（阻害物質）からのデ
ータの例である。
【図１７】図１７は、既知のトランスロケーションのスティミュレーター（促進物質）か
らのデータの例である。
【図１８】図１８は、グラフ表示に関するデータ提示を図解している。
【図１９】図１９は、細胞に基づくスクリーニングのためのシステムの高スループットモ
ードからのデータ、高含量モードへ通過したデータ、高含量モードで収集されたデータ、
及びそのデータの解析結果の例の図解である。
【図２０】図２０は、細胞質からの薬物誘発性の核トランスロケーションの測定を示して
いる。
【図２１】図２１は、図２０に示された測定のグラフィカルユーザーインターフェースを
図解している。
【図２２】図２２は、図２０に示された測定のデータ提示とともにグラフィカルグラフィ
カルユーザーインターフェースを図解している。
【図２３】図２３は、図２０で図示された測定値から入手された動態データ示すグラフで
ある。
【図２４】図２４は、薬物誘発性アポトーシスの高含量スクリーニングを詳細に示してい
る。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

(52) JP 4011936 B2 2007.11.21



【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】
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