JP 5058802 B2 2012.10.24

(19) B EEHEFT (UP) Wi F A HEB2) (1) SHES
IETER50588025
(P5058802)
(45) 321TH IERR24fE10HA24H (2012.10. 24) (24) B&RE FH245F8H10H (2012.8.10)
(51) Int.ClL. F1
GO1N 33/48 (2006, 01) GO1N 33/48 B
GO1N 33/53 (2006, 01) GO1N 33/53 D
GO 1N 33/543 (2006.01) GO1N 33/543 597
GO1IN 21/78 (2006.01) GO1N 33/48 C
c12Q 1/ (2006, 01) GO1N 21/78 C
FRIEO 33 (£ 30 H) BERICKYS
@) HEES £ EE2007-529016 (P2007-520916) ||(73) 45 HE% 510005889
(86) (22) HEEE ERITESH12H (2005.8.12) Ny vy A—ihEx—, Ara—#r
B5) ARES 157 2008-511829 (P2008-5118294) AFw R
43) &%H FRR2054F 17H (2008, 4. 17) TAVASEERE AV 717 928
(86) EIREHEEES  PCT/US2005/028563 21, Jv7, TA FlL—v— TF—
87 EELHMES  W02006/026109 rs—F 250
(87) BERELABME SRR 184E38 9H (2006.3.9) (T3) $FFF1BE 500501546
ETERA SERC205E8A6H (2008.8.6) I —=3F 4= IR Gy =2
(31) EESCIEEIRES  10/928,570 HFEE FrxVFM pwmrh 2=
(32) 5= H SRR 162E8 8 27H (2004. 8. 27) N—F 44— FRZa— 610
(33) B SEiEEERE K E (US) (74) HE A 100078282
FEL LUF HHR
(74) {RFE A 100062409
#FEL ZfF &M
BAEEIIR S

64) [FEADEM] MRS 7 FVEERROY A M A ) —Bifol o0 £ MBA

(G7H)000D00D0000

Ooooooo0DooooooooooQgdg

O

Ooooooooogoogo

Oo0Ooo0oood
O0Ooo0oooogod
OoOoo0ooood

gooao
gbobdoooobooboboboooboboboboooboobobooboooonn
goooOooooboocoooobooboooobooooobooooooboon
ad0ogooooboobooooouoboboboboooboboboboboooDbDo
gboobooooobooboanb
b0OOOoOoOOODDOODOODODOOOOOOODODODODODODOUOODODDODODODDOOO
gboboobooooboobobobooobooboboboonn
cuoogoooobooboooooooboboilbobobobooobobobooboao
ugbdobooooboboboooonn
ddi0oooooooooobooooooooooooobobooooooooooao
gbobooooboobobobooobobobobooobooboboboooonn

ooooon

oo

DooobODoOoooooDoooooo2s%d 7w 00oo0oooooooood
1000000 o

o0

OoooDbDOoOO0oooooDoOoooDo4deow OO0 0D DODOOoOooDoOOod
20000000

10

20



I ey e ey e e e s s [y

OooooooooooooQgogoao

_|
DDDDDDDDDDDDDDDIEIDDDDDDDDDDDDDDD
OOoooooo0oooooo0oooDoooooooDoDoooooooogodg
OoOoooooo0oooooo0oooDoooo0oooDooooooooodg
OO0o0ooooddooooodUooDoooDUoooDoooogoUooooogod

Oo0oooooooooooogogadg

(2) JP 5058802 B2 2012.10.24

gbobooooobooboboboooobobobobooooboad

uoobooooooboooob400O0O0ODOO

OCOabDOOObBDODOOOODOOODODODOOOODIDOOOODOO

ODDa0D00O0ObOO37y000O0O0ODOOOODIODOOODODOO

goooboooooooboooooobObooooooboooooboooooooDoao

ooobool1looooooo

goz2c0o000ooboosgoooooon
O

gbobooooobooboboopPMADODODOODODODODOOO

inoobooood

gbooooobobobobooobgoboboi1boboboo

oooooOooooobooooooobooooobobnooooon

obooooboboboboooboboi1cobobonn

ooobobOoOoooooOoooobooooobisoooooan

oooooOooooooooooooooooboboosoooan

oboooobooobooboboboooboobobo0oi1ooonn

Oooooooooooogodg

al00O0000OCOObODOOOOOOOOOOOODDOOOO

looobooooooooooobooOoobooooi1booo0oOoonn
gooooao
oooi1ioooooooboooooooooosobl1mooooboooOoooDon
oooooan

gooooao
ocooooObOOoOoooooooObOchbOO0ODOoOoOoooooobOoDoDDOoOoOOg
20000000000 0DbOO0OO0O0O0O0ODOOO0OO0O0DbD1I00O00D0O0OO0

oogdd
2000000000000DO003CDOD1ID0O0ODOODOOODO

Ooooooooogooooao
OO0 ooooogogoooo
oo oooooQgoooo
Ooooooooogoogoo

O 0O0ooood

u
0
g

O

O

ioocgbooboobooz200000b000

O

goobo.ltki20w0 0 0000010000000
O

ooobo2wb 400000002000 0000

O
oooboooooobooooboboiloooobooboo
O

uoiv

10

20

30

40

50



OoooooQgogoao

0
|

s e e e R e s A B
OoOooooooo0ooooo o0 ooooo oo ooDooooDooDooo0oooDoooooooofo

OO0ooooU0oooDooUooUoooDoDoo4oDUooDooogoooogdg
Oooooooooooo0ooooDoDooo0DooDoooogooooogdg

S [ Y Y [ |

o
|

Ooooogogaog

Oooooooggogooao
Ooo0ooooogogQgogoo

31

OoooooQgogao

O

OoOoo0oood
OOooooogod
Oooooogogoao

O

Ooooooooooooo0o oo oDooo00 oo oooo00 oo ooo0ooDoDoooooooodg

s e e e e e [ e s s

Ooooooogogooood
Oooooooooood
OO0 oDooogo4gooood
Oooooogogoooodg
Oooooooooood
OO0 oDooogoggooood
OoDoooogogooood
Ooooooooooodg
Oo0ooooooooood
OoDoooogoggogooood
Ooooooooooodg
Oooooooooood
OooDooogoggooood
Oooooooooood
Oooooooooood
OO0 oDooogog4gooood
Ooooooogooood
Ooooooooooodg
OO0 oDooogog4gooood

O

O

O

3)

JP 5058802 B2 2012.10.24

ooooboOoooo.xwosxyd OO ODOoOoOoi1ooo0oooonon

DooooDoO0ooo.wwi1wd oo oooo2s00000000

ooobooocooobooooboobooooboooooooooooao

1oo0o0oo0ooao

OOoOD0DDO0OO0O00O000TritonD OO OO O X-1000 NonidetD 0 00 00O
NP-400 0O 0OO0OBrijgi0000D0-5800000000D00O00O0O0ODOO2r00DOAO

Ooo0O0o0ODDTritonD D000 OX-1000000000280000000

O

OJ

O

b0OODOOOODODOODcOOOOOOOOODDODOODODOOODIODOO
goooboooooi1ooooooan

O

didoggoogoooooooooooooooooooooooooooao

O
O

O OoOoooo

OoOoo0oodg

1oo0o0o0o0gao

oboooood
oood

O
O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O
O

ao
OO
130

Ooo0Oo0ood

O

O
Oo0Oo0ood
OO0Oo0ooodg
OoOoo0ooodg
OoOoo0ood
O0Oo0oood

O
O
O
O
O
O
O
O
O

Oo0Oo0oodg

OoOoo0oodg

O 0Oo0ooOoao
O OooOooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoOooo
O Ooooo
O 0Ooooao
OO oOooog

gbs320000000

ugbooboooooboobooboaoao
gooobooooooboooooao
gboboooooboboboo
gbooooooboobooboao
gooooooooooooooao
ugboooooobobooboaoado
oooboooooooboooooao
gbooboooooboboboo
ugbooboooooboobooboaoao
goooooooooooooao
gboboooooboboboo
gboooooobooboboao
ugbooogooobobooboaoad

DNAO mRNAO OO0 OO O0OOOooan
oooooooooobooooao
goooooooooooooao
oooboooooooboooooao

10

20

30

40

50



I ey e ey e e e s s [y
Iy sy Ry e [y
ey s e e e e e e e e e ) e e s Y [y
1y v e ey e e e e e e s s [y
Iy ey e [ e [ [y
ey s e e e s s e e e e s Y [

O Oooo

Oooooooooooaog
Ooooocooooooao
OO0 oDoDoogooooaog
Oooooogogooooaog
Oooooooooooao

oo oooooogogooo
oo oooooogogooo
OO0 ooooogogoao
oo oooooogogooo
oo oooooogogooo
OO0 ooooogogoao
OO0 oooooogogoo
oo oooooogogooo
Ooooooooogoogooao
OO0 oooooogogoo
oo oooooogogoo
Ooooooooogogogoao
OO0 ooooogogoo
oo oooooogogooo
oo oooooogoogooo
OO0 ooooogogoao
oo oooooogogooo
oo oooooogogooo
OO0 ooooogogoao
OO0 ooooogogogoo
oo oooooogogooo
OoooooooogoogooOoao
OO0 oooooogogoo
oo oooooogogooo
Ooooooooogoogogoao
OO0 oooooogogoo
oo oooooogoogogoo
Ooooooooogogooo
OO0 ooooogogoao
oo oooooogogooo

Oooooogooooaoo
OoooooogooooOoaoo
OO0 oooodgogogooao
Oooooogoooao

O Ooooo

O 0Oooo

O 0Oooo

Ooo0ood

O o0ood

O Oooo

O Oooo

4) JP 5058802 B2 2012.10.24

200 SbS-PAGE DD OO DODOOOODODOOO
ugooad

OO0 ooooogogogoao
Oooooooogogogooao
Ooooooooogooao
Ooooooooogoooao
Ooooooogogooao
oo oooooQgooao
Ooooooooogoogoo
OO0 ooooogogogog
oo oooooogogoog
OooooooQgoo

OO0 ooooggogao

Ooooooogogoo

OooooooQgoo

OO0 ooooogogogog
OO0 ooooogoogogoog
OooooooooQgogoo
Ooo0ooooooogooOoo
OO0 ooooogogogog
Ooo0ooooooQgogoog
Ooooooooogoogoo
OO0 ooooogogogoog
oo oooooogogoog
Ooooooooogoogoo
OO0 oooooggogog
oo oooooogogoog
Ooooooooogoogoo
OO0 ooooogogogog
oo oooooogogoog
Ooooooooogogoo

Ooooooogogooao
OO0 oooodogoao
Oooooodgooao
Ooooooogogooao

OoOoo0ooood
OO0Oooooogod
OOoo0oooogod
OOoooood
Oo0Ooo0oo0oood
OOooooogod
OoOoooood
OoOoo0ooood
OOoo0oooogod
OoOoooood
OoOoo0oood
OOooooogod
OOoooood
OoOoooood
O0Oooooogod
OOoo0oooogod
OoOoooood
O0Ooo0Oo0oood
OOooooogod
OoOoooood
Oo0Ooo0Oo0oood
OOoo0oooogod
OOoooood
OoOoo0ooood
OOooooogod
OoOoooood
OoOoo0oood
O0Oooooogod
OOooooogod
OoOoo0oood

TOO0O0O0000O00ooOooODODOO0OO000ooo0ooooooDDobOOon
OO000-0000phospho-specificCOO00O0DODOOOOODOO
cooooOoOoOoOooooooooooOoooooooooooo
coooOoOoOoooooooobooobooo

O
O
O
O
O
O
OJ
O
O

O O0ooo
O O oo
O Oooo
O 0Oooo
O O0ooo
O Oooo
O Oooo
O O0ooo
O Oooo
O Oooo
O O0ooo
O Ooogo
O Oooo
O 0Oooo
O O oo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O O0ooo
O O0ooo

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O O oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0ooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Ooogo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O O0ooo

10

20

30

40

50



Oooooogogoao
OoooooOoogoao

OO0Ooo0oooogod
OOooooogod
OoOoo0oood
OO0OooOoooogod
OOooooogod
OoOoo0oood
Oo0Ooo0ooood
OOooooogod
OoOoooood
OoOoo0oood
O0Ooo0oooogod
OoOoooood
OoOoo0oood
OOooooogod
OOoooood
OoOoo0oood

e e I
[y ey ey ) e e 1 ey i
e e e e e e e s e ey s [ [
I e e ey e ey s s [ [
Iy R ey e ey [y [ [y

O

KO p-STAT1O
ooooon

O

O

Ooooooooooogog|ig
Ooo0ooooooooog|ig

Oo0oooogooao
Ooo0oooOoooao
OO0 oOoogQgogoao
OoooogoQgooao
Ooo0oooogooo
OO0 oOoogoogogoao
OoooogoQgooao
Oo0oooQogooo
OooOoooooOooOooao
Oo0ooogoQgooao
Oo0oooQgooo
Oooo0oooOoogoao
Oo0ooogogogao
Oo0oooQgogoao
OoooooOoogoao
Oo0o0ooogogogao
OoooooQgogoao
Ooo0oooQoogoao
OOo0ooogo-gogao
OoooooQgogao
Ooo0oooQgogoao
OooOooooOoogoao
Oo0oooQgogao
Ooo0oooQgogoao
OooOooooOooQgoao
Oo0ooogoQgogao
Oo0oooQgogao
OoooooOoogoao
Oo0ooogogogao
Ooo0oooQgogoao
Ooo0ooooOoogoao
OOo0ooogogogao

O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O Oooo
O Oooo

e A s e s e e e e sy s [ [
O 0O oo

O d
OO
[ |

Ccbi190
od
go
uo

0
O
0
goo
O
0

obooooag

OO0 oooodgoooolg
Oooooogoooao
Ooooooogooooao
OO0 oooodgogooao
Oooooogoooao
Ooooooooooao
OOoo0oooooOooOooOoao
Oooooogoooao
Oooooogogoooaoo
Ooo0oooooOoooOoao
Oooooogogooao
Oooooogooooaoo
Ooo0oooogooooao
OOooooodgogooao
Oooooogoooaoo
OoooooooooOoao

OOoo0oooogd
OoOoo0oooogd
Oo0oo0ooood
OO0oo0oooogd
OoOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
OoOooO0ooood
OOoo0oooogd
OoOooooogod
OooOoo0ooood
OOoOo0oooogd
OoOoo0oooogod
OooOoo0ooood
OOoo0oooogd
OoOoo0oooogod
OooOoo0ooood
OOo0oo0oooogd
OoOoo0oooogod
OOoo0oooao

gboooobooboobao
p-STATSO O OO OOO-0
uooooooooboooooboooooao

)

O 0Oo0gooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O O0Oo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao

OO0 oooooggogaog
OO0 oooooggogoo
OoooooooQgogoo
Ooo0ooooooOgoogoao
Oo0oooooggogoao
Ooo0ooooogogQgogoo
OooooooQgoogoao
OOo0oooooggogao
Oo0ooooogQgogoo
OoooooooQgoogoao
OO0 oooooggogog
Oo0oooooQgogoao
OoooooooQgoogoao
OO0 oooooggogo
Oo0ooooogogQgogoao
OoooooooQgogoo

JP 5058802 B2 2012.10.24

OO
oo
go
uo
o0
oo

O
g
a
u
O
g

OO
oo
ano
oo
o0
oo

O Ooo0oooo

O
O
a
u
O
g

0
g
g
U
0
g

O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao

-bgooobuobobobooad

10

20

-J0o0ooooooooooonn

inogoooboobobooboooboboboaoad

30

OoOooooogod
OOoo0ooood

ugbooboooboooboobooboboooooboboboaobooao
goobOooooobOooooooocoooooboooooao
-bo0bobooooboobobooboooobooboboobooooboo

ugoad

O

O
O
O
O

O O
O O
O O
[ |
O O
O O
O O
|
O O
O O

O Ooooo
O 0Ooooo

O
O

uo
OO
oo
ao

go
uo

u
O
g
a

uno
OO
oo
ao

ano
uo

O

O
g
a

O

ooooooooooao
TOOOODODOOCDb30

O

O
g
a

0oo
BO O 40
ooo
0oo
00O
ooo

0 p-ER
000

50



OoooooQgogoao
OooOoo0ooood
OoOoo0oooogd
Ooooooogod
OooOoo0ooood
OoOooooogd

O

O

OOoOooooUoooooogoooooogoao

oo o ooooogoQgog
Oooooooogogo

O

(6) JP 5058802 B2 2012.10.24

ijoooOoooboooocooobooOooboo0ooobooOoooboobOoOooooboon

OOoo0ooooo
O0Ooo0oooao
O OoO0oooao
OOoo0oooao

O0Ooo0oooao

OoOoo0oo0ogao

O Oooooao

OOoo0oooao

g
g
u
O
g
g

g
g
u
O
g
u

O
a
u
O
g
u

gobooooobooobooboboobog
obooooboobooboobooooan
ubooouobuoboboobooaood
oooobOooooooocooooao
gbooooobooboboboobog
ubooooboobooboobooood

g
g
U
O
g
U

OOoo0oooao

oooo
ogooao
ugoaoadod
oooao
obo1
uono

ioooboooogbobobooooboboboboooobDoboboboooooDo

gboobooooboobooboobooobooobooboobobooooobobobobooooan
oooobooooooboooobooooooOoooooboooooooboOboooobooo
gooooooooboooobooooooooooobooooooboooobooo
OO000D00000O0-1%0 0 20%0 O 0.5%0 0O 15%0 O 1%0 0O 10%0 O 1%0 O 8%0 O 1%0 O 4
wo oo o2wOo OoooOooooboooooboooooooooobooooonon

gooooooooooooobooooobooooboboooobood
gbooboooboboboboooooboboboooognn

Oooooooogoao

OoooooooQgoao

O

O

Cbe2L0 O O Cb8U
ubooogaodanb

oo
oo
g
od
oo
g
od
g
oo

-1%0 0O

Oooooooogogoo
OOo0oooogdg

\‘
X
OJ

0.1%0

go
g
od
uo
g
g
o
oo
g
o

O

Ooooogogoao
Ooooogogao
Oooooooogogo
O oD oooogogog
Oooooogdg

oo

Oooooooodg

O

O

gooao

OoOoo0ooodg
O0Ooo0oood
OO0oOo0ooodg
O OooOooo
O Ooooo
O0Ooo0ooodg
OoOoo0ooodg
OoOoo0oood
O0Ooo0oood
OoOoo0ooodg

O

OO0 oooogogo

oono

O

Ooo0o0o0oood

O

O

Ooo0oo0ogao
Ooo0oo0oogao

O

6%0

O

Ooo0oo0ooogod
Oooooog

O

O

O Ooogooo
O Ooooo

-1%0

a
O
g
a
u
O

gboooooboobobobobog
obooooboobooboobooooan
oooooOoooooooooooao
oooobOooooooocooooao
gboooobobobobooono.
O 5%0 0O 0.1%0 O 4%0 0O 0.1%0 0O 3%0
oooao

ubooooboobooboobooood

goboooao
gooooao
ooooood
gooooagd
1%0 O 8%0 O
0 0.1%0 O 2%

gboooaoaao
oooooOoooooooooooooooooao
oooooooboboboooobooboboon
OO0OD0D0O0O0O0O0Triton X-1000 Sigma 792840 O O
OO0 Triton X-1000 OO OOOODODDOOOOOO
oooobOooooboboOoooooooooooao

OBrij-580 0 0 00000000 ODODOOOO0OOOODODOODAO lgepald

CA-6300 Sigma N-65070 O O Nonidet P-400 NP-400 O Sigmal 0 0 0 0 OO O
Ooo0DDOO0OO0000000O00O0OD0O0O0O0000O0PIurafach OO
BASF CorpUd O 0O PlurafacO O O OO O A-390BASF CorpD 0 00 O0DDODOO
gbooboooooan

OooOoo0ooood

OO0 oooogd
OoooooogoQgoao
OoooooogooQgoao
OO0 oo0ooodgoQgogao
OoooooogoQgoao
OoooooogoQgoao

O

ooooon
obooooobooobao

Oooooooogoo
Oooooogogao

Ooooooogdg
Ooooooogod
O Oo0oooogd
O ooooogdg
Ooooooogodg
O oo ooogd
Oooooogdg
Oo0oooooogodg
O 0o oooogd
O Oo0oooogdg
O oooooogodg
OOoooOooood
O Oo0ooooogdg
O oo oooogdg
Ooooooogod
O Oo0oooogd
Oooooogdg
Ooooooogod
O oo ooogd
O oooooogdg

000 A-380

O

O

oooo

oooao
-040ao

ugoodo
oooano
ogooo
gooao
oooano
Cb40 CD3

TOoOooooooobOoobooboooboooboobooao

gboobooobooboboboooobooboboboo

30

40

50



(7) JP 5058802 B2 2012.10.24

goooboooooooboooooobObooooooboooooboooooooDoao
gbobooooooboobobotboooogoboboboboooobobao
uoboboooooobooboboooooobobobobooooboobobao
ugbooooooboboboboooouobobobooboooboobobao
goooao

O 0Ooo0ooOoo0oao
OOoo0oooogod
O Ooo0oooao
OoOoo0oood
O 0Ooooo

O

ooooobooooobooooobobooooboooooobobooooobooooogcebp3oc
D350 HLA DRO CD40 HLA DPO HLA DQO CD50 CD100 CD11all CD290 CD320 CD360 CD380 CD40
O CD450 CD490 CD54[ CDb550 CD560 CD580 CD590 CD710 CD830 CD85i0 ILT20 O CD85j30 IL
T30 O CD85F0 ILT-40 O Cb860 CD870 CD99 CD1030 CDb1160 CD1260] CD1350 CD206[1 CD208
O DC-LAMPO O b2-0 0 0 O O O O O O eBel20 CCR50 CXCR40O HLA ABCO L2500 MPOO CD30 CD
790 0 O O O Cb20 CD40 €D8O CD11bO CD130 CD140 CD150 CD160 CD190 CD200 CD210 CD23
0O CDb240 CD250 CD280 CD33[ CD34[ CD350 CD410 CDb42b[l CD61[ CD62L0 CD640 CD650 CD66
b0 CD690 CD720 CD94[ CD1060 CD122[0 CD1380 CD1540 CD158al CD1610 NKbIO O O O O O

OoOoo0oood

oooobooooooboooobooooooooooboooooobOoboooobooo
obooboooooboboboooboooboobobooboooooboboboboooonn
uoboobooobooboobooboooooboobobobooooobobobobooooan
od

gbooooag
obooboooboobooboboobooobooboboboobooobobobobooooan
oooooooooboooobooooooooooboooooobooboooobooo
Uo0o0oo00O0O0O0oO0b00O000an2s»hd7sut O 30%0 0 70%0 O 35%0 0O 65%0 O 40%0 O 6
ocwd D45%D OS5I b0 Dboooobooboboobooobobobobooooboobobao
ugboobooobobobooboooooboboboboooobobobobooooan
oooboooooobOoooobooooooOoooooboooOoscooDoObO20000000
gobosbgobogboo4b0dbeb0s8sgbonoooboboboboooobobonb
uoboobooobooboobooboooooboobobobooooobobobobooooan
ooobooOoooobOoooooboobobooooobooo

gboooag
obooboooboobooboboobooobooboboboobooobobobobooooan
ooobOooOoobobDooooboob4000DbOO0O30O0O0O0D0O2000001000 006500
ooobooooooboooobz22c000boo0o0o0o0oobooooooOoOooooboond
obooboooooboboboooboooboobobooboooooboboboboooonn
ugboboooboboboobooboooboobobobooooobobobobooooan
ooobooooooboooobooooooOoooooboooOoooboobooOooz2o00OO
20000038 0000S0b00b1o00bDb120b0b001400000D1600000
g0 0000300bOboOogo40b00ooso0booooeocbooooboooobooOd
oooboooooobooo-0bOoo0oOooobooOoobooooOobOooooooOboooooboon
gooooooooboooobooooooooooobooooooboooobooo
gboooooooboobobooooooboboboboo-oboooobobonb
ooooboooooobooo203anoooooooooooooooobooooobood
ooooon

gbooooag
uoboobooobooboobooboooooboobobobooooobobobobooooan
oooooooooboooobooooooOoooooboooooobOboooobooo
gbooooooboobotboboooobooboboboooooboboboboooonon
obooboooboobooboboobooobooboboboobooobobobobooooan
ugbooboouobooboboboooouobuoboboboooouobobobobooooan
goiljooooooooocooobooooooobooooboooooooboooooboon
gbooooobooboboboooobooboboboooobobobon



I ey e ey e e e s s [y

Ooooooooooooooogodg
OO0 oDoooogogooooogoogdg
OO0 oooooooooooogdg
Oooooooooooooodg
OO0 Do ooogogogooooogoogdg

OOooooodg
OOoo0ooood
O 0O0oooodg
OO0Ooooood
OOoooood
O 0O0ooood
OOoo0ooood
OOo0o0ooood
OOoo0ooood
O O0Oo0ooood
OOo0oooodg
OOoo0ooood
O Oo0oooodg
OOooooodg
OoOoo0ooood
O 0O0ooood
OOo0o0oooodg
OoOoooood
O 0O0o0ooood
OOoo0ooood
OOoooood
OO0OooOooood
OO0O0o0ooood
OOoooood
OOoo0ooood
OO0Oo0ooood
OOo0o0oooodg
OOoo0ooood
OO0Ooooood
OOo0o0oooodg
OoOoo0ooood
O 0O0oooodg
OOooooodg
OoOoo0ooood

Oooooooooooogdg
Ooooocooooooogodg
OO0 oDoDoogooooaog

Oooooogogdg

oo oooooogogooo
oo oooooogogooo
OO0 ooooogogoao
oo oooooogogooo
oo oooooogogooo
OO0 ooooogogoao
OO0 oooooogogoo
oo oooooogogooo
Ooooooooogoogooao
OO0 oooooogogoo
oo oooooogogoo
Ooooooooogogogoao
OO0 ooooogogoo
oo oooooogogooo

OO0o0ooDoogg4UoooooUUoooDoDoo4ggooooogogaog
oo oooooogoogooo

(]

O
oo

g
o
go
g

Oooooooo0oooooo0oooooo0oooDooooooooogogogogooOoao
OOo0ooDoo0odoooooU0D oo ooUooUDoDoDooUogUoDoDoogogooao
Oo0ooooo0ooooo4o0DooooooDoDoDooooooDoDoogogooao
OoOoooooo0oooooo0 o ooooo00 oo oooo0ooDoDooogogogooao

O
O

TO BO

u
O
t
u

(8) JP 5058802 B2 2012.10.24

-0ogooobobobooooboboboobooboobOobooo
gboobooooobooboboboooooboboboboooonn
gboobooooobuobobooooouobuobobooboooonn
gooboooooobooooboobocoooboobooooobooooao
-0bo0obooboogoboboboooooboboboooooboobonb

O0Ooo0oooogod
OOooooogod
OoOoo0ooood
OO0Oooooogod
OOoo0oooogod
OOoooood
Oo0Ooo0oo0oood
OOooooogod
OoOoooood
OoOoo0ooood

Ooo0ooogoQg™g

Ooooo0oogoood

Ooooooggdg

Oooooogodg-g

I s [y |

OoOoooooggdg

OooooogooQg™g

OoOoo0ooodgd

OOoooooggdg
OooooogQg-g
Oooo0oooQgd
OOoooooggdg
Oooooogogdg
Ooo0ooogoQgdg
OO0 oooogogdg
OOoooood
OoOoooood
OO0Ooo0ooood
O Ooo0ooood
OoOoo0ooood
OOoo0ooood
OOooOoooogod
OoOoooood
OoOoo0ooood
O O0OooOooood
OoOoo0ooood
OoOoo0ooood
O 0O0o0ooood
OOoo0ooood
OoOoo0ooood

O 0Ooo0oooao
OOoo0oooao
O0Ooo0oooaoo
O 0Oo0Ooooo
OOoo0ooooo
O0Ooo0oooaoo
O0Oo0Oo0ooao
OOoo0oooao
O0Ooo0oooaoo
O0Oo0oo0ooao
OOooooaog
OOoo0oooao
O0Ooo0oo0ooao
O0Oooooaog
OOooooao
O0Ooo0oo0ooao
O0OooOoooao
OOoo0oooao
O0Ooo0oooao

-j0boo0o0oooobOobooooboogoao
gbobooooooboboboboo
ubooooboboobobooboaodo
oooooocooooooooooao
gobooooooboboo

[ O R |
O Oooo

Oo00oDoDoOOoOooooooooooao
ooooDoODOoOooooooooooao
-0 O O O phospho-signatures O O
OooDoDoODOoooDooooooooao
ooooDoOOo0ooooooooooao
TOODOD0OD0DO0DO0DO0DO0OooOoooDooooooo
ooooDoDoOoOooooooooooDooood

O Oooogoao
OoOoooo
O oOoooao
O Ooooo
O oOoooo

-j0o0o0co0oob0oooocooobbooOooboo0ooobOoooobooOoO0ooooboon

OoOoo0oooogd
Oooo0oooOod
OOo0o0ooogd
OoOoo0oooogd
OooOoo0ooood
OOo0o0oooogdg
OoOoo0oooogdg
OooOoo0ooooQod
OoOoo0ooood
OoOoo0ooogd
OooOooooQgodg
OooOoo0oooOod
OoOoo0oooogd
OoooooQgd
OooOoo0oooOod
OoOoo0ooogd
Ooo0ooooogd
Ooo0oo0ooood
OoOoooogd

O Ooo0oooao
OOoo0oooao
O 0Oo0oo0ooao
O Ooo0oooao
OOoo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooao
OOoo0oooao
O0Ooo0oooao
O OooOoooo
OOoo0oooao
O0Ooo0oooao

10

20

30

40

50



9) JP 5058802 B2 2012.10.24

ooo0D0DoOO0o0o0oOoo0ooooooDoODOoD0o0DoDO0UoooDooODDODoDOoDoDUoDOooo-oo00Oa0
0Oo00o00D000000oo0oo0oo0oo0DD00DO0o00o0ooooo0oDoDDoDOoDo0o0oooooao
0O0-0000000000000DO0OD00000D0O0O0O0DDODDODOO0O0DO0DO0OoOoOOoOOD
ocooooooooo

ocooooao

0000000000000 o0o0o0o0DD00D00DO00o0o0o0Do0oDo0DoDoDDOoDO0oo0oDo0oooaO
oo0o0ooDoDoO00oDo0Oo0o0oooooODDOoDOo0o0DoDO0o0oo0ooODoODDDOoDOo0o0OoDOooooOaO
ooo0ooDoODOoOO000O0o0oooooODDODO0ODO0D0DUDO0o0ooooOoODDDODODO0oO0DoDOooooOo
0Oo00o00O00000o0o0-000000000000000DDODO0ODO0O0DOoO0oOooOooOoaOn
0000000000000 00D0DD0O000O00O0OO0DOFIe-30 PDGF-RO EGF-RO O O HER2
oo0o0o0DoODOo000O0O0oooOoo0ODDODO0OD0D0DU0D0o0ooOoo0oOoODDDODOoDO0oO0DOoDOooooOO
0000000000000 D0O0O0O0DOdDrevstd O Curr Drug Targets 40 113-210 0O O
0 20030 O Fjallskog O Clin Cancer Res 900 1469-730 0D 0 O 20030 O O OO O OOdO

000000000 Tashirod O Cancer Res 630 424-310 0 0 0 20030 O O O KmetO O Ca

ncer 970 389-4040 D 0 J 20030 000000 OO0OO0pSBDO0OODOOOOODOOOO
obobooobooboboboobooobDoboboboobooOobOobOoeDNAD D ODODO
uoboobooobooboobooboooooboobobobooooobobobobooooan
ooooooooobooooboooooooooobooooobooooobooo
gbooooooboobotboboooobooboboboooooboboboboooonon
obooboooboobooboboobooobooboboboobooobobobobooooan
oooooooooboooobooooooooooboooooobooboooobooo
gooooooooboooobooooooooooobooooooboooobooo
obooooobooobao

gbooood
oooobooooooboooobooooooOooooobooooooobooboooobooo
gboobooooooboobotboboooobooboboboboooboboboboooono
uoboobooobooboobooboooooboobobobooooobobobobooooan
oooobooooooboooobooooooOoooooboooooooboOboooobooo
gboobooooooboobotbobooooboobobobooboooboboboboooono
uboooooooboobobooooooboboboboboobobobob-ob00Onn
ugboobooobobobooboooooboboboboooobobobobooooan
oooobooooooboooobooooooooooboooooooboooobooo
obooboooooboboboooboooboobobooboooooboboboboooonn
ugboboooboboboobooboooboobobobooooobobobobooooan
oooobooooooboooobooooooOooooobooooooobooboooobooo
gboobooo-obooboobobobooooboboboo

obooooag
ooobooooooboooooboocooobOooooboooooeMmODoooooOoOnO
ooobooooooboooobooboooobooooooOooooooeoeMOOnOonDOon
obooboooooboobotboobooooboobobobooboooboboboboooonn
OCOoO0OD0OD0OO0OO0O0O0O0O00OSTATSO 0000000 00OGIeevecD D DO OOOOODODOST
ATOMAPKD OO PKBZAKTO OO DO OODDOOOODODOOOAMLODODDOOOODOOODOO
OFIt-30 000 000MARKO PIBKO STATO D OwntD OO OO OO0O0ODOOOO0ODOOMM
uoboobooobooboobooboooooboobobobooooobobobobooooan
ooooao

gbooooag
obooboooboobooboboobooobooboboboobooobobobobooooan
ocooo0OoOOoOO0O00O0oooooooODODDbDOoO0OO0oOoOooCeMLObODODODCGIeevecd JOO0ODO
gooooooooboooobooooooooooobooooooboooobooo
obooboooooboboboooboooboobobooboooooboboboboooonn

20

30

40

50



OoOooooooQgooao

O Ooo0oooao
O Ooo0oooaoo

Oooooogogoooaoo
OoOoo0oood

O

(10)

JP 5058802 B2 2012.10.24

oooo0OO0OoobobooOocOooo0obOo0oO0oobbOOoOoOon0DbDOoOMAPKDO STATsO O 0O 0O
goboboooooboobobobooobobobobooboobobobooogno
GleevecD OO OQOQOOODDOODOODODOODODDODOODODDODODODODODOOODODOOO

O

O

O

O

O

0

O
g
U
0
g
g
O

O O0Oo0oooo

I A A A A G D I =35 (W Y o
380INKOODDODDODOCOOO0DOOOO0ODODODOOOO0ODOOOOODODS30OSTAT3O O STAT1O ST

ubooAaMb oMo obooboboouoboboboboooonbod

ooobooocooobooooboobooooboooooooooooao
OAMLO O O 0O O FIt-30 O O O O PMAO O O Steeled O +/-U0-1260 MAPKO
oooOmOROUODODDOOOOODODODOOOODODOOOOODODOOOODOO
ooobooOocooobOoooooboooboooobooooboooooooaon
oboooooboboon

AT50 STATEO AKT/PKBO mTORO S6e OO0 0D 0D 000 O0O0O0O0OOODDOOOOOOOOHS
ATMONFk BOGSK3S D O OO OoOoooOoOOoOOoOooobOooOoo-boocoooobooooan
gooobooooooboooooobObooooooboooooboooooooDoao
gboobooooooboobobooboooooboboboboooboobobao
-bobooboooboboboooobobobooboooboobOobooad

O

Ooooooo0oooooo0ooooogoggooao
OooooooooooooooooogoQgoo
Oo0oooo40oooDooo4ggoooooggogo
Oooooo4o0ooooooooooogoQgdg
OooooooooooooooooogogQgoao
Oo0oooodooooo4ggoooooggdg

OoOoo0oooaog
O0Ooo0ooao

O

0

Oooooogogoooao
OoOoooooogoQgogoo
OO0 oooooggogog
OoooooogQgogoo
OooooooogogQgoo
OO0 oooooggogaog
Oo0ooooogQgoo
OooooooogQgoao
OoOooooooQgoogoao
OOo0ooooogQgogoaog
OooooooogQgoao
OoOooooooQoogoao
OO0 oooooggogao
Ooooooogoo
Oooo0oooQgoao
Ooooooggogao

I B |

0

a
u
O
g
u
O

NO ODODO0OOJINKO

OO0 oooooooooogogQgog
Ooooooooooooogog

OO0 o0oooogogooooogoggog
OO0 oooooooooogoggg
Oooooooooooogodg

O 0OooOoooodg

u
O
g

od
od

O
O

STATO

go
u o
od
go

od
oo

MAPKO

U
O
g

uo
od
oo

0
4
O
0

I o [y
O 0Ooo0OoOoogoao

O

O oOood

O
O
O
O
OO

go
oo

IFN-y

O

a
u
O
g

od
ao
uno
OO
oo

O Oooo

Oooooogdg

O Oooo
O 0ooo
O Oooo

uon
IL-40
oood
oon
uoo
oood
oo

O Oooo

a
O
O
a
u
O
g

O O0ooo
O Oooo
O Oooo
O O0ooo
O Ooogo

gbooon
0 GM-CSKO
ooooao
gooon
gobooaod
ooooao
gooon

O o0oooooogdg
Oooooooogodg
O 0o oooogdg
O Oo0oooooogdg
O o0oooooogdg
Oooooooogod
O oooooogdg
O oo oooogdg
Oooooooogodg
O Ooooooogdg
O o0ooooogdg
O Ooo0oo0oooao
O O0oo0ooooaog
O Ooo0ooooo
O Ooo0oo0oooao
O O0Oo0ooooog
O O0oooooaog
O Oo0oo0ooooao

iDoooo0oooooooooobooooooan

-00o0oon

-bogboboooboobooboboobd

gboobooobooboobobooooan
ugboobooobooboobooboooooan
goobooooooboooobood
gbooooMAPODOODOOODOODOD
-Jo00ooooDoO0oOoOoOoooooooDDbDJdak-statd 0O QO0OO
goobooMAPOOOOOOOODOOOOOODERKO O c-Jun
p3a80 00 ThrDOTyyvOOODODOODOODODOOOODODO

O

O
O
O
O
O
O

STATO
O

a
00
od
ao
uno
o0
oo

O 0Ooogooo

O 0Ooo0oooao
OOoo0ooooo
O Oooooog

OoOoo0ooodg

gbooooooobad
O0JdaksOD OO OOO
OdoDNAD O OO0

gboooooobad
ugbooooboobad
oooooooooao

oooooOOoOvMAPOOOOOOOODODOCOOODOOOOOODOO
OOMAPDODODOODODODODOOOMEKKDO O OMAPO D ODOO
MAPO OO OOOGOooOoooobooboboboooooboobaoanb
ubooouobuoboboouoouobuobobooboooobouobobad
oooDNAOOOOODOOOODOOOCOOOODOODNAODODOO
00000 o0obDO0ObDO0OJAK-StatD D00 O0DODO0oo0o0oooooooDao

10

20

30

40

50



OoooooooooooooDooogogogooao

OooooooooooooooooogoogooOoao

(11)

JP 5058802 B2 2012.10.24

ooooOoOoobobooocOooOosTATstoooooooooooooooooooan
UbDo0bo0oo0o0oo0ooobDO0obO0ob0O0OO0STATsU O D OD0DODJAKsO OO Oooooono
gboboooobooboboboooboboboboooboobooboboooonn
gbobdooouobuobobdouoouobobobobooobouoboboobooognn
goobOoooooboooooooboooooboooooboooooooooooboao
ooooooDTODo00U0O0dOdOLwLkbOODDODODODODOODODODODOODODDODDOOOO
OLlckOODDOODODODODOODOOOOODDODOODODOOOODODODDODDDODOOOO
gooao
gboboooooboobobobooobobobobooboobobobooogno
gbooboooobooboobobooobooboboboooboobooboboooonn
goooboocooboobooocoooobobooooboooooboooooooooooaon
goobOoooooboooooooboooooboooooboooooooooooboao
gbobooooobooboboboooboboboboooboobooboboooonn
gbobdogooobooboboooobobobobooobooboboobooooan
goooboooooobooocooooboooooboooooboooooooooooao
gboboooooobobobooooboobobobo-b0obooooboobonb
gbooboooooboobao

gooao
gboboooooooboboboooboobobotbwwbobooooooobonb
gboboooobooboboboooboboboboooboobooboboooonn
gooboobcwyooooboocooobooboooooboooooobooooooobobowmoooao
ooooD0ODDOO0OO0O0O0O0O0O0OOooOODODDOO0OO0O0DO0O0O01mOfab0DOOO0OOFdab"

s;0g0odooobocoooboooc0ogooboooooboooobooOoooboogo
ugbobdoobooobooboboooobooboboboooboobobooboo
goooocoooooocoooobooooobooooobooooan

Ooo0oooooo4o00 oo ooooD oo ooo o0 oooooggoQg

Ooooooooogooooao

Ooooooooooooogogo

o
-
o
o

OOoooooggdg
OOoooood

O
OOoo0oooogodgQg

P
o
m
O

goo

- Natl.
ooao

ooad

odoano
oooo
oodoao
oodoao
oooo
oodoano
oodoao
ogdoano
oooao
oodoao

O

u
O
g
g
u
0
g

uo
od
oo
ao
u o
R-0O
oo

O 0O0oooodg
OO0O0ooood
OOoo0ooood
O 0o ooodg
OOoooood
OOoooood
OOooOooood
O Ooo0ooood

uono
ooao
oono
ooo
uood
R-PEDO
oo
g20ooooooooooooboboobooooboooobooboooooobooooooaon
goobOooooobooocooooboooooboooooboooooooooooao
gbz200goobooboobooobogobobobooooobooboboooooboobonb
gboboboooboobobobbaoa-0b000ob0O0ObOO0ODbDOOb0OOO0OO0Od Kumar

OOoooood
OoOooOooood
O 0O0ooood
OOooooodg
OoOoooood
O 0O0ooood
OOoo0ooood
OOoooood
OOoo0ooo0ood
OOoo0ooood
OOoooood

uoboooooobad
oooooooooao
gboooooobo
gboooobooba
ugbe-0040obOogbOad
OOoAPCODOOOOO0

gbooooboobo

Acad. USA 1010 7943-480 0 00020040 00O OOOOODDOOOOO

gooobooooooboooooobooooobooooboboboooobood
ooooDoooooboooooboooooonon

oobooooooobOooooobObooooooboooooboooooooao
ooo0oooobooooooboooooooooooDooOoooDoOn

OOooooodg
OOoo0ooood
O 0O0oooodg
OO0Ooooood
OOoooood
O 0O0ooood
OOoo0ooood
OOo0o0ooood
OOoo0ooood
O O0Oo0ooood
OOo0oooodg
OOoo0ooood
O Oo0oooodg

ao
OO
oo
ao
uno
o0

OOo0o0oooodg
OoOoooood
O 0O0o0ooood

ugboobooooobooboobooao
ooooooooooboooooao
gboboooooboboboo
OooDOPEOOAPCOOOODO
ugbooooouobobooboaoad
FITCO Alexad4880 O O Alexa6470
gbooboooooboboboao

10

20

30

40

50



(12)

JP 5058802 B2 2012.10.24

oooobooooooboooobooooooOoooooboooooooboOboooobooo

OO000D0O0O0O0OD0Petitd O Biol. Cell 780 1-130 0O O 0O 19930 O Mullins, Methods

Mol Biol 340 107-160 O O 0O 19940 O 0O O O Shapiro, Methods Cell Biol 630 107-29
oopDz20010 000000000000
ooooo
0000000000000 00D0Do0OD0D0D00D0000o0o0Do0DDDODOoDO0o0o0O0ooOooaOo
000000000000 O00O0o0DOoo0OdDO0OO0OnOFIow Cytometry and Sortingd O 2
0 19900 O M. R. Melamedd O O Wiley-LissO Flow Cytometry and Cell Sortingd O 2

u
O
a
u
O
O

0 20000 O A. Radbruch, Springer-Verlagd O O In Living Colord Protocols in Flow

Cytometry and Cell Sortingld 20000 00 Diamond and Demaggiol OO Springer-Verlagl O
ooooDoOO0oO0oO0oO0oOooos,968,7380 0 0 0 O 5,804,3870
oooDoDoOOoOoooooooooooo

I e e e e ey e e [y o
Iy R I R [y [ A Iy
OO oogQo0UQoooDooUU U UoDoDooUdULUoDoDoDoUUUUoDoDooggUooDooggoao
Iy e ey e ey e e sy [y o

O

O

O

ooooon

O

OO0 oo ooo4Qgoooodg
O Oooo

Oooooooo0oooo o0 oo ooo o0 oo oooo0ooooDooooooooogodg

OO0 o0ooDoo4doooooggoooooggogao

O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0gooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao

NKDO

O
O

OooooogQgQg

oo oooogogoo
O Ooo0ooooao
O Oo0ooooog
O O0Ooo0ooooaog
O O0Ooo0ooooao
O O0o0ooooog
O O0Oo0ooooaog

O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0oooao
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao
O OoO0oooao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0oo0oao
O Oo0oooao
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0ooao
O Oo0oooao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0oooao
O 0Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O 0Oo0ooO0oo0oao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0oo0oao
O Oo0oooo
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0ooao
O Oo0oooao

I [ [y |

O 0Oooo

Oooo0oo0oogoood

OooOood

goooaon

OoooooggQg

O Oooo

oogod
20 40

oogo
oodod

OooooogQgaoQg
OOooooogogdg
OoooooggQg

O Oooo
O O oOgo
O Oooo

oogo
60 80

OO oo
I R |
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

O

O Oooo OoooooogQgQg

oo ooooogogoo
Oooooooogoogao
O oo ooogogog
oo oooogogoo
Oooooooogogoo

I |

O 0o oo

OooooggQg

O 0o oo

OooooogQgQg

O Oooo

I sy |

O Oooo

O O oo Oooooggdg

Ooooogogog

O Oooo OooooogQgQg

Oooooogogoao

O Oooo I |

OoooooOooQgoao

o R | Oo0ooogogaog O O oo Oooooggdg

O 0Oooo
O 0Oooo

O

O Oooo OooooogQg™g

Oooooogogoao

MAPO O O 0O 0O O O 0O ERKO
ooooobDooooooo

OoOoo0ooood
OO0Oo0ooood
OOoo0ooood
OOoo0ooood
O0Ooo0oo0oood

O o0oond
O o0ood

Oooo0oo0ooood
OoOooo0oogooodg

O OO
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo

O

O Oooo

Oooooogogao

O Oooo

OoooooQogogoao

O 0o oo

Oooooooogoao

O Ooogoooo

gbooooooogan
ooooooooooao
obooboooooogoan
gbooboooooogan
OELISAD O OO0O00OA0

gbooooooogao
ELISAsD 000 DODOO0OO0On

gToboosOoO0OoOODO
ugboooooobobao
oooooooobooogd
gobooooooobobo

Ooooogogao

I R |
O 0Oooo

O

OooooooQogogao

p380 O O JINKO
ooooood

Oooooooogao

O 0Ooo0ooOoo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo0oao
O O0Oo0oooao

Ooooogogaog

OoooooQgogoao

OoooooOoogao

OOo0ooogogaog

inoooboobooboboooooboobobooboobooboboooonboao

Oooooogogao
OoooooOoogoano
Oo0ooogogaog
Oooooogogoao
OoooooOgoogoao

O oOoooo
O oOoooo

960 O OO
gbood
ogboooad
TU O O BO
0 O STATO
gbooo

20

30

40

50



I ey e ey e e e s s [y

OooooooogooOgoo
O o oooogogog

w
o
O

O oOoooo
O oOoooo

O
O

Oo0oooooooood
OoDoDoogogoooogod

O
O

(13)

JP 5058802 B2 2012.10.24

looooooooboObooooboocooosoOoOoOoTOOOOOOD

oboooobooboboboooobDoboboboooboobobo
obooboooboobobobooobooboboboooboobobao
uboboouobuoboboouoouobuoboboboooouobobada

0
O
4
O

O
O

g
a
u
O

O
O

oodod

ooooboooooooooooobooooboboboooooboog
oooobobOocoooboooooobOoooooobobcl1lmoooboon

oooooo0oooobDooooobooooooboooooooOoooDoao
inoooooooboooooobboooooboooooooboobooOooboDoa20d
goooboooooooboooooobObooooooboooooboooooooDoao
goobooosoooboobcilnoobooooooboooooooooooboon

2000000000000DODO0O00O0O0D1O0O00DO0O

O Ooo0oooo
O 0Ooo0oooao
O O0Oo0oooaog
O Oooo

O Ooooo
O O oOgoo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O Ooogooao
O Ooooo
O Ooo0ooao
O Ooogooao
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O O0Oogoao
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O O0OoOgoao
O Ooooao
O 0Ooooo
O Ooo0ooao

OoOoo0oooogod
OooOoo0ooood
OO0oo0oooogd
OoOoo0oooogod
OO0oo0oood
OO0o0oooogd
OOoo0oooogd
OoOoo0ooogod
OoO0OooO0oood
OO0Oo0oooogd
OoOoo0oooogod
OooOoo0ooood
OO0o0oo0oooogd
OOoo0oooogod
OoOoo0oood
O0Ooo0oooogd
OoOoo0oooogod
Oooo0oood
OO0 o0oooogd
OoOoo0oooogod
Oo0oo0oooogod
Oo0Ooo0Ooood
OOoOo0oooogd
OOooooogod
I B [

Oo0ooooooooooogoogooao
OoOoo0oooogod

OO0 oDoDoogog4Qogoooooggooao

BN
|

0

O OoOo0ooooaog

O O0ooo

O 0Oooo
O 0Oooo
OO oo
O Oooo

O
O
O
O

O
O
OJ

OoDoDoogogoooooggogao
O

looooooooboooooboocoooooooobooooonn

O

gboobooooobobo
ugboooooooboobao
ooooooooboogd
peSO O OD0OOOOODOO
gboooboooan

oooooood
gboooooao
ugboooaoodo
oooooood
gboooooao
ERK1O 20 0 O O
ooo

uboooooboobobobooobooboboboooobooboboboan
iogoboooouoboboboooobobobobooooobooboann

O

Y Y
O Ooogoo
O 0Ooo0gooo
O O ogogog
O Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O O ogoo
O 0Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O O oQgogo
O Ooogooo
O 0Ooo0ooo
O O ogogo
O Ooogoo
O 0Ooo0ooo

O
OJ
O
O
]
O
O
O
(]
O
O
(]
O
O
O

O

oooooOooooooOooooobooooooaon
Oo0o0DDOoOO000O0ooooooOo0abOddandd

O

oooao
good
good
oooao
oo

goooao
ooooao
ooooano
goooao

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

O
O
0
O

oooao

O
O
O
O

ooooao
goooao
thel O O

O

[ |
[ |
O d

obooooboboboboooobDoboboboooobobo

O
OJ
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
OJ

oo ooooo o0 oo ooo0 oo oD oD oo o0 oo oo o0 oo oo o oo oooogoogooo
1 s e e ) e Yy o Ay

I ey e s e ey e ey e e e s s [y

oo =-oO0C0 o000 ooocooooooogodg

ugboobooooobooboobooao

obooooboboboboooobobobobooooboobobo

10

20

30

40

50



ooo
ogono
oono

(14) JP 5058802 B2 2012.10.24

ooooDoDOo0o0oooooooooooooog
ooo
000000000000 0O0O0DoDPMAD Sigma Chemical Corp., St. Louis, MOO

ool oooobooooo4oMOOnobOoOoOoOooOOOoOobOoD400NMOODOOO

ogog

OOO0OD0ODDOO0OO0D0O0O00O0DOTriton X-1000000000000000O00OPierce

Biotechnologyll Rockford, ILO O O Surfact-PakD 0 0000 0OD0DO0OOOO0ODOOOO

uo
O

O
O

O oOooo

oo oooooogogo-g
OOoo0oooaoo

OooooooOgoogoao

0
Ou 10O

oooDoDoODOo0o0oo0DOoooooooODoDoDOoOoyYD00O0DOOODDDODOODOOOO
0 Tween-200 Tween-800 Triton X-1000 Triton X-1140 Nonidet P-400 Brij-350

Brij-580 0 0 000100 000 000D0OO0O0O0D0DO3aqWwOooooDoOooooDon

-B-O0O0O0O0O00D0O0OO00-B-00000O0DOCOOO0DDOOOODODDOCHAPSO O
oooboooooobooopBSOCa++0 Omg++0 000 0D0OO0OOOO0%0 000
goooOocooobooooepeSODOOO0O0OOO0OOOODOO

g
ugbobdoobooobooboboooobooboboboooboobobooboo
goobOoooooboooooooboooooobilcooooboooOoooOooDon
gboboooooobooboboboooobobobobooobooboaio
oooobODOoOO0ooobooboOo4o0DbD1s03000booooooboooooooDoO-E

O 0Ooo0ooo

RK1/20 Thr 202/Tyr 2040 0 00O EIOODDDOOOOOOOOCOCOODODOOOOCeNl si
gnaling Technologies, Beverly, MAO O OO OODODOOOOODOAlexa FluorD O O O 48
80 Molecular Probes, Eugene, ORD OO OO ODODOOOOOO-ERKL/20 0 4.306.300

ooo

ooooboooooooboooooboooboooobooooboobobooooboooooan

1000 10010°0 0000020 g0 00000-ERK/20000000000000000

FITCO

OOO0OD0DO0O00OO0OOTB1A337.70 O Beckman Coulter, Inc.0 00O O O O 100u 1

0010°0 0000050 g0 0000000000000 DO0O0ODOODOOO2MIODOO0

ooo
ooo
picsO
ooo
ooo
ooo

oooo0oOoOO0O3suymb000obOOoOO0OoOoDbDOOoOOoPADDODOOODODOOO
0000001500300 ID00D0DODOODOODODODOAOBeckman Coulter E
OO000O0ENte0 00O OOO0ODOOOODODOOOODDOOOOO

oodd

000000000000 DOO0O0O0O0ODODO100p IDOOBOWOOO00O0OO0OO
0000000000000 00DD0OOQ-Prepd O OO OO O Beckman Coulter, 1

nc., Miami, FLOO OO OOOOBOOOODOODOOOOOOOOOODOOOOOOO

ogog
oood

goobooosBoOB O 00OOO0DOOOOODODODOOOODOOOOODOOOOCD
gcp4s50 0 00 0J.330 0CD30 0O 0O 0O 0O UCHT-100 O €b1sh O O 0O O J4.1190 O CD1

30 0000S8JzZbi0 O Cb140 0 0O O O RMD520 O O O CD330 U O O O D3HL60.2510 O O O

O
O

O
g
u
O
g

OoOoooooogogQgogoao
OoOooooooQgoao

O

0 0O cbO O O O Beckman Coulter, Inc.OMiami, FLOOOOOOOOOOOOOAO
00000000000 O0OPEDDOUODDOODDODOODDOODODDOUODDOOD

o0 00obooDoO0oooDoOo0oboo0oooDbOOo0n0DbDed4sx G40 0000
ImMIDOO0OD0ODO0OD0O00O0O00O0O0O0OO0OD0ODOERC-500000000Epics XL0O0 00O

0000000 Beckman Coulter, Inc., Miami, FLO O OO ODODODODODOOO
Ood

oood

000000 oo0ooDoooooDoDoOoOoU0DoDoDOoooDoDoDoOoOoooDoDoooao
g2omwvO488nm0 0 000000000 O0O0OO0ODOOOODDODOOEpics Elited O
0000000000 Beckman Coulter, Inc.000O0O0DO0O0ODOOOFITCO O Ale

xa fluorO 0 004880 0 006525+/-1onm0 0 0 000C0C0O0OOOOO0OOOOOOOOP
EDOPEODOOODOCOFITCODOAIexa FluorD OO O4880 00 000000O0DODOOO

oono

OCoooODoDOoOoOoOoOogs7s+/-1o0nmO0 00 000000C0COCODODOO0O0OOO?2000

giloooonogooooOoOoOocp3noooooooooooboooooobooboooooboodd

ogog
oood

OOO0OEpics Elite0 000000 DODODDOOOODOOOODOOOOMRIDOOOO
oooooooooooo

10

20

30

40

50



ooooon

0 FALSO
oooao
ugoaao
gooao
ogooao

r,

(15) JP 5058802 B2 2012.10.24

gobooooooboboooobobobobooooboobobobooognon
00030 00000000Q-PrepD 000 O0O0OOOOOODO/Triton0 000
ocooOoOBO0O0O0OOO0OO0OOOODODDOOOOOOOO/TritonD00OB O00O0O
oooobOoooooboooooooboooooobOobooooboOooboooobood
OFC-5000 0 OO OOEpics XLOO OO OO OOOODOODODDO Beckman Coulte
inc.000dboobdooooouoboobobooooobouobobooooboooboaadnn

O488nmO0 0000 0000COCOODOPEDOOOOOS7S+/-10NnMmMOO0O0O0O0O0OC0OCODO

oboooo
ogboood

ooooon

0 Q-Prepd

ao
uo
od
oo
ao
od
oo

g
u
O
g
u

ao
uo
od
oo

O
g
u
O
g
uoo

gbobobooooobobob4s,0000b0boboooobobobon
ooobODoooooDooooboboDOoOFrALSODOOOODODODO

goobooBOoOOOOBOSWI MeOHU O O ODOB OO0OO0OOOOOOODOO
gboobooooooboobobobooooobobobobooooobobao
ooooboooooboboocogoocececcooooboooooooooooOoDOon
OO0OO0O0ODOO0OO0O0O0O0LokenD O Cytometry 110 453-4590 0O 0O O 19900 O
gepastO FITCcC 0 oDgoooboooooobobobobog

2000000000 000O0DOCO00O0DODOOO0OA0DOOOODODOOOODODOO
OPMADO OOOODODOOO-ERKI/20000 20025000 00000000O0O0ODOCD
300 0000000000000 0O0OERKD OODODOOChowd O Cytometry 460 72-780
goozooa0oooboooooboooooooooobooooooobooooobooo
ioooooooobooooboooooobooooooboooooobOooOoobooboOoo

gbobooobooz220000obooboepeCObO0DbDO0OO0OO0OOOODODODODOOODOD
ooobooooob2c0c0ooobOOoO0oO0oOobOboODO0ooDADD2000000000D0O0OO0
OO00-ERKDOO00D0OO0OO0OO0O0OPMACOOOODOOOOODOOOOODODOOOODOOO
gbobooooboboboboboooobooboboboboo0U0-ERKDODODbOOODOODn
ugboobooooobooboboabaoaao

ooooon
gboobooooooboobotbobooooboobobobooboooboboboboooono
obooboooboobooboboobooobooboboboobooobobobobooooan
ugboobooobobobooboooooboboboboooobobobobooooan
oooobooooooboooobooooooooooboooooooboooobooo
ocoooOoOO0OO0o0oOoOoooooooODoDOoOoO0oOoOoOooooooDoDOaoouldddO O 3sul
oo ooooooooooo2xwoooooooooboooooooooooooan
ooobooooooboooooboocooobooooooOoooobos3swooooan
gpboogo.oo1bo.oanoborwdbboboi1lboboboboooobobobob20b0000D
ugbooboooobooboobobooooobooboann

ooooon
gooooooooboooobooooooooooobooooooboooobooo
ooooooO0ooo0obDOoO0OFrFALSODDODOOOODOSSOO0OODOO0OOoOoODOODO3noDO0On0
OCOO0OD0DO0.1%0 Triton X-1000 OO DOOOOO0OOOOOOCOODODOOOOOOODOO
ooo0o0ODOOO0000000OO0OO0OO0ODODDOOO0O0O0O0O0OO0OD0ODO0oOo.001%00000Triton
X-iooooogogbhoobooooooboobobowsCcOboooooobobobooooogo.o
1%0 Triton X-1000 0 000 O0O0O0O0COODOOOO0OO0OOOOOOCOODOOOwWCOOOO
ooobooooooboooooobooobooooboooobooOoooobos3swoooon
OO0O0D0DO0OTriton X-100ONP-400 O OBrijb80 0 0 0000003 O0O0OO0ODOOO
oooooooooboooooooboooobooooooooowCcODODOoOoooDOO
ooobooooooboooobooooobooooooooooooboowsCcOODOOnO
gooooooooboooobooooooooooobooooooboooobooo
obooooag

10

20

30

40

50



(16) JP 5058802 B2 2012.10.24

ooooon
ORBCOODOOOODO3OOODDOOOOODDADOTriton X-1000 NP-400 O O Brijs80 O

oooooOoooo3awooooobooowDooooboooooobDooooooDow
BCOOOOOOOOOOOooOoOoOs3suooooooooboooOonobDbDbo.o1wh OO0 RBCO
oooobooocooobooooboo.coxbOooooboooooobOooOoobood
gboboooooboboboboooonn

gbooodg

ooobooooooboo2x0bo0o0cloooooo 1w ooooooOoooobood
gboboooooboobobobAlDbO0ObO0obODO0OOobDO0obOobOoboooob2o0000
oooooODoooobooopPvADDDOOOO0ODOOOOOD-ERKOOODODODOOOODDO?2

LSO3.5000000000000b040000DO0O0O
ooooon
00400000000 0020000000000A000000D000/Tritond O00OB

ooooboooooobooooobooo-AITCOOOO0O0oO0ObODOOoO0oOooOooODbOOoOoooDoOnd
goooocbsioboooooobobiloox oo ooooooooooocooooooaM
FiIDOooOob40 000000000 D0OO0DODO0OOO0OOOO0ODODODOObOOOOObOOoDOnD
uoboobooobooboobooboooooboobobobooooobobobobooooan
oooobooOoooooobooooooboobooboooobooooboobobooooboooooaon
gbooooag
obobooobooboobobobobo-eRKEOObOO0obOoooobooboboboooonn
oooboO0oOO0oOd0-eRKDOOOoo0obOOOoooooOooooobooooobobooboooobooa
oooboooooobOooooboboooobACOOO0DDbDOOO0OO0DODODOOOODOO
obooboooobooboboboz200400b0bO0ob00OO0O0OO0ObDODbDODbDObOOODOnD
ugboobooobobobooboooooboboboboooobobobobooooan
oooooOooooobooooooboooooobobooooboobocooobooOoobD-E
RKOODODODODODOOOODO
obooooadg
ooooboooooobooooboooobopHOD OO O0OOO0OO0OO0OODO-ERKODDOOOO
gboboooogoooboboboooonn
gbobooobopHODODODO0OO0O0O0OO0O0OO0O0DO0O0DOO0DOOO
gbooood
U4 0o000ooboooobiloccoooooooobooooooDboOoo1vhood
OO00DD0OO0O0O0O0O30O0O0000TTriton X-1000 NP-400 0 O Brijs8d0 J O OO OO
oooboooooorReCOCOOODODOOOODODOOOODOOOOOSMOOOODOO
CoOoDODOONCIDOOOOOOIMOD2v0 OO 0000 0OpHODDOOOOOOODOO
gosoooooooboboboooobooboboboooouoboboboboooonon
ooobooodpHSO000O0O0OPBSODOOOODOOOOODOOOOODODOOO30O000O
oooooOoooooobooooooboooooooObooooobooboooooao
ooooon
gboboooboobobobobobooboobobobobooobobobobodawo oo
OCOoO0O0OD0OO0OO0O00011000000D00O0300000.1%0 Triton X-1000 000 000O
vo0o0o0oobiloccooobOobooOooboocoOoobooOoobooOoboooobooooan
00000000 D00O0OO0O00DOO0OOCcCDb3-PED OO OO -ERK-Alexa 4880 0 0O 0O O
OO0COCODOEpics EliteJ 00O O0OO0ODDOOOOOOO
gooao

S 00o0ooobotbwywobobooboooogobobobobooboboboboon
oooobOooooooogosoboboo0ooooooooboooooobbooOonDbceps
ooooOooooboo0OO0-EeRKODOO260340000000000000001000
2NONaClIO D 100D0ODO2v0 000000 OOODDDODOOOODOOODODDODODODDDOOO
gboooooboboboooobob-eRKOODO0O0D0DobOobobooooboDbao

O0Ooo0oo0ooao

Oooooooogdg

10

20

30

40

50



I s I

ao

O

(17) JP 5058802 B2 2012.10.24

OOpHSOOOOOO7O0O0O0O0O0ODODOOOOOv7OODOOOeOOOOODOOOOPMAD DO
OO0o00DOoOO0oOoO0ooDoOOoOO0oOooDOoOOoOooDbDoOoOOoONCIDOOODODDoDDOpROODO
OoooDbODoO0ooo0oooOboO0oOoFrFALSOSSOO0ODODOO0OO0OODOOOOoDoOoODOOOooOoDO
oosoooooooobooooboboocoooboooooboobooooobos3awOooooan
oooobOooooobOoboooooboooOooooDoon

& 1. (DB /IRICHIT Do ERKRERICHT L2 LF 4 —2 1> FEFORE

LA

FikAL
HiEB®
N NaCl
2N NaCl
MR 3=
MPR 3
pHb

70°C

POE
.05
.1
. 65
.03
.53
.38
. 47
. 54

R WU W (T | T g

MFI SN
+PMA

29.8 28.3

4.9 2.9

56 3.4

4.98 4.8

5. 59 3. 65

5. 86 4.2

10. 58 7. 19

9. 83 6. 38

PRENLERIE I DODR4 DEBRMASINEENTNS
"HEA-EEEMED EREERER
KB — 4R DFRINATITE R0 1%DTX-100

O

O

goo

gboobooboooobooboboboooboobobobooobooboobobooooan
p-ERKD OO O0O0OO0OOCOO0OO0DOCOCOOO0ODOOOO0OO0ODODOOO0OO0OODODOOO0ODOGO

goobooOooooobOooooooObooooboboADDDODOOOODOOOn

oo
11

O

e

ggdog

gooooooooooogogooan

Ooooooooooooooooogo|ooooogdg
OO0 oooo4o0oooogogogogooojogg

O

OO0 ooDoooo0 oo ooo o0 oo oDoooOoooooo

oo oooooogiioo oo

Oooooooogogdg

O Oooooogoglo
O

O Oooo

]
O
O

g
u
O
g

Ooo0ood
O o0ood

00
00

oo
uno
370
oo

a
u
O
g

ooo
oood

oono
uood
100 O
oono

gboobooobooboboobooooobobooboao
ooooood

uoboobooooboobooboobooobooboboboao
ugboboouobuobobobooobouobobooboaoadao
Uoo0oo00O0oO0O0oo0obOOoO0O0o0on0Di»d10%0 000
ImlOD 0.1%TX-1000 O 0 000 O0OoOoQoooDooOoo

ebO00ooooDoO0oooDoooobODoDooooDoDoo29b 40000000

oooao
googo
agoaoao
MFFsO O
gooao
ogooao
ugboaao
ooao

oooooOocoooboooobooooobooooobooooooanas?

oboooobobobobooobogoocep3boboboboooonog
oowsch OoooooDoOOoooboooooobooooooboooooono
eD00O0Ooo0obOOoOO0oO0ooooOoboooo4awOooooboooOoooDbon
ORBCsODOOOOODDODOOOOOODOOOODODOOOOODODOOOODOO
Ooe0 000000 DOOO0OO0ODODODO37YDDODOO0O0O0DODODOO-ERKD
ocoos/NODOO0O0O0OO0OO0OOOODDO2.50370 00005200

wsCO ODODODOOOODODODODOp-ERKDOOODODODODODODOOOODODODOODO

oCo0oD0OOoOOO0oO0oOoOoOoooooDoouIDOOOOQOOO370DDO100004%0000D0

10

20

30



(18)

ooobooOooooboooooobobooonono.lo
OOwmlDTX-1000 0O O0OO0OO0O0OOOO0OO0O0ODOO
oooooODooooboooooobDbooooos3on
D3-PED D OO OO

JP 5058802 B2 2012.10.24

i 0 0oo0oooo0Oooooon
gboboooooboobobobon
oooooooooboboogooooc

ooooon
gbv7oboobooboooooobDowbboooooobobobobooooobobonb
ooowsCchoooooOooooobooooooouoooboooooooooooboon
oooboooooobooogovvwobOooooooobooooboooooooooooboon
gbooboooobogoboobcepgobobobooooobooyyooboboboboooonn
oooooooooboooobooooooooooooce3soooooooooTd
ooobooooooboooobooocooobOoooobooOooooDbooRrRBCOODOOO
oooooosyooboooooboooooobooooobooooooboooobood
uoboooooboobobobood

gbooood
gooboooooobOooooboobcooobooooococpanooooooooooOnd
gboobooooobobobooooocbatbooboobobobooooobobonb
ooooboooooobDoooooboooboooooboooossoboooooooooobovryoO
ooooooooobooooboooooooooobooooobooooobooo
gboboooogowsCODODO4%IDO00DOO0O00O00OD0O.1%I TX-10000000000O0DO
gboboobooboobobooooboobobobooooobobobobooogTX
-l 0D O0OoboboO0ObCp-ERKDOOOOODOOOOODOOOOODODOOOODOOOO
oooooOooob0o-28000000000007.400000000p-ERKOOOO0OPMA
gbooboooboboboboooooboobobooo

gbooood
ooobooooooboooobooooooOooooobooooo4awOhoooobooo
glogs3ooooooobotbooooooboboboooouoboboboboooogono
uoboobooobooboobooboooooboobobobooooobobobobooooan
oooooooooboooobooooooOooolbooooooobooboooobooo
gboobooooooboobobobooooRrRBCOODO0DODODODODOOOOODODODOD
ooooooooobooooobooooooobooooobooooooDbbloobood
ooooboooooobocooobooooooboooooboobolo3coooooboood
oooobooooooboooobooooooooooboooooooboooobooo
gbooboooooboboboooooobobrBCOODODOOOODODODODOD
oCo0o0O0OO000O0O0oOoooooODO0OO00-ERKI200000000000000CQCOOO
goososoodooboOocoooboooooooooobooooooobooooobooo
gbooooooooboo

agoooirn
ooooo0o0ooooogoooopP-ERKOEOOOOOODOOCDIDOOOOOOO
ooooon
obooboooooboobotboobooooboobobobooboooboboboboooonn
ugbooagood

ooooon
gbooooogooobobooooogobobobobo-b0bo0oooobobonb
uoboobooobooboobooboooooboobobobooooobobobobooooan
oooobooooooboooobooooooOoooooboooo3bOboooobooo
Oo0o0o00oO0OO0O0O0DOO0o0oo0oDbDbD4000D0D00O0O0OPBS wo Cat+0 OMg++0 00O OO
ubob40b0obo0oooobooboboboboooboboboboooooboooboann
ugbdoboouoblwoouooobuobdo4obobobooouoboboboboooonn
oooboooooobOooooboboooobooooooOoooobooOooeesOoO
oboobooooobobobooT-00b00obO0obo0oboo0oo0ooO0obOobOobaoceb3-PED OO

10

20

30

40

50



Oo0oooooo0oooooo0oooooooooogodg

OoOooooooQgooao

(19) JP 5058802 B2 2012.10.24

goooOocooboobooocooooboooooboooooOobOOoO0oO0ob0o-eRKOO0O000On

gooao

goaoao

sgiodoboooooobobooobobobooOoobod40deouwt 0 00OODODOwWBCHODO
oobOooooooocoocecbsbboogoboouoooboobooooooooooan
gbobosobobooooobogoboboboooboobooboboooooboobonb
uybobdob4aubobooobuobobobooboboobobooooboooboann
goobOoooobz22c00o0obooc0ooooooooboooooboboboooooboos
gboboooooboobobobooobobobobooboobobobooogno
gbooboooobooboobobooobooboboboooboobooboboooonn

cbstooooOoboooooobooooboooooobobObooOooboboooobooOoan

oooooOooooboosgobooooooOoooooboooooobOooOonnDbccbs
gboooooooao

gooiunv

oodooooogooooogooooogogooan

gooon
ubooooboobobooooboboboobooobooboboboooobobao
O

gbooon
gooooimmmoooooooboboboobooobooboboboooobobao
oooobOOORBCsODOOOOoOODOOoOOoOoOD2000000000000000AO
oooobOooooobooobooooboooobobilcooooObooooobooobooooan
gbiooog4bobooooboboboooobooboboboooobobao
OO0 1ml0O 0.1%0 Triton X-1000 00O OO0OOO0O0OOOOOCOODOOOOBOOOODOO

A0 00000000 0DOOCcO0oOoo0oDbOswnooooooooobooooooooooooan

O
a
O
g
a
u
O

goooogooooboboboooobgobobotboooooboboboboooop

g

ooooao
gobobooboooobospuobobOobOobooobooowsCcoOboooobooano
oT-00bOo0o0ooooooboocecp3obooooobooooooboboooooboooooonD
ooooobOooobobooboOooAbDbODoDooboooooobOoooooobooooDbao
p-ERKOD OO OS90 200000000 000O0O0OOO0O0O0ODODOOO0OO0ODODODOOOODOOS

cowdOoooooobobooobooooboos™bOoon3snooboooOobDOoObOOoOOwB
chooouooocecp3gooonoDbooooboboOOp-ERKDOOODODOOOOODOOB OO
S/NO19.1000BO0O0ODOS/NOS8.100000O0A0DDDOS/NO 2900

O
O
a
O
O
a
u
O
g

OooooooQgogoao
O Oooooogdg

O

OoOoo0ooodg
OooOoo0oooOod

O

O

O00DD0DD0OD000020000000BOB DOOODODODOOODOOOO
O000OQ-Prep0 00O D OO O OBeckman Coulter, Inc.O0O0 OO0 O0OOd
O00D0O0O0BOOOODODDODOODDDODODODUODOODDODOOODDAOSNO O

g
O
O
gbop obOoboobooboooboobobobooogonn

O Oooo

u
ooobOooooobooOoooooboooOos3sgnoobocooooboooOooooDoon
FALSO SSOO O ODOOO0OO0ODOOOO0OO0ODDOO0OOO0ODDOOOORIleyd Statist

ical analysis and optimal classification of blood cell populations using Gaussia
n distributionsO Ph, D. dissertation Florida International Universityd 0O 20030
0000000000000 00o0DoD00U0o0DOoO0O00o0Do0oDO0OO0n0DaoaoFisher Dis
tances0 0 00 0000ODOOOODOODOOODOODOODDOOOODOODOO
ocooooao
oooooOOoO0o0o0oO0oooooooODoDDODO0ODO00DUDU0o0oooDoOoOoODDDODODO0O0DoDOooooOo
000000000 oDo000o0oDo000DoD000o0DoDoDOo0o0oo0oDOoOoRIleyD OO

10

20

30

40

50



(20) JP 5058802 B2 2012.10.24

o ooooooboooooboooooobooooboboobooooboooooOooobooOoo
gboboooooboobobobooobobobo3sgnobobooooobobao
goaoao
ooboooooooboocooobobo200b000X0Yoooooooooooooao

uoobooooooobooooobobooooboooobboobooooboodg
o

I s I
I B B [ |

C=VA +B

gbobooobooboADOoboosobogobooboboooooboobobao
ogoagao

C

sp(4) +sp (8}

gbobooooboosbobobooboooboobobobooooXxoobovyoboboooogao
sbOoogoooboooo2n0b0o0b0c0ooobooooobobobocoooboboooosboogn
oooobooooooboooobooooooOoooooboooooobooooobooo
gbooooogoobooboboooooobobobobywboboooobobonb
I A 00 I A G A I B N X5
,000 0 0000000000 booObocOouoobDQ-Prep 0 OO0 OODOBOOOODODOD
gboboooobooboobobobooooboobobobobooobDO0obOoORrALSDOODOODO
uoboooooooboobobooboooooboboboboooboobobobooe O
ooobooosgoooocooobooooooboooooobooooooboooooboon
oooooOoooobooooooobos.sgoooan
gbooooag
oooobooooooboooobooUooFrFALSODOOO0OOOOOODODOOOODODOO
ooobOooooobOooooboocoobowH-7so000O0OO0O0O0OO0ODOOOCBCOOOO
gbobooooobooboboowsCcObooooowhooooboboboboooogao
gboobooooboobooboboooboooboobobobooooobobobobooooan
Ogocb4s50 30190 1301400033 000ooooOoan
ooooon
oooobooooooboooooboobooooboogooeBCcODDgoooDOoOoOoOoDOO
COOMFFSO 000 O0O0O0OCOCOCODDOOTukey-KramerD OODODDOOOOOOODOO
OO0O0OD0ODOO0O00O0O0O00O0O0OO0D0DOBIand and AltmanD Lancet 10 307-310 O O O 19
gegU o oooooobooMRIDDODbOOoDOOooOcebo0ooobobooboooobooobooboc
pCOOOOOOooOoOoOOoooooouooobooooooobooooooooboOoooooo?22d

ooooOooooobooocooooobooooobooooaon

DO TBO E

gopoooOOoOoooTB0000D0D0OO0OUO0OEDDODDOOOODOODEODODOOOO
gooooo0dgooooogoUooboooOogooobooUgoboooogogoTTBOOoUOOO
0 O O Magari Journal of Biopharmaceutical StatisticsO 20040 000 00O
0Oo0oooooogoswooooownooooooooooooooooooooao
0 SASO SAS Institute Inc., Carry, NCOOOOODOOOODODODOODOODO
oood

030000000000 U020 0000000000 oDoooo2000000D000
0000000 ooDoDooOooooOoOoooooQ-PrepbO0 00O DOOOUODODOO
gooboooOd0oobooOoobooOgooooboUOoOoOobDz2Q00oDoDoogouoDbOooOd

OoooooQgogao
OoooooOooOgoao
OOooooog



(21) JP 5058802 B2 2012.10.24

sggooooooboooooobooocoooboooOoobobooOooboOboooobooOoo

gboooooooao
oboooooooao
ugboasbodoaoB OO0
oooooooooao
obooooobooobao
ubooooboobad
ooooon
oboooooooao
goaoaao

O0Ooo0oooao

OoOoo0oo0ogao

gono
gono
uono
oogd
oono
uono

O Oooooao
OOoo0oooao

oobooognon

go0oodQ-Prep0 D000 ODOOBOODOODOODO
ubooooooboobooboooooboobobao
ubooouobouoboboboooooboboaba
bde00OOO0OOcCDObOOOOOOOOOOOoOnn
gboooooboobobooboobooobobobao
ubooooboobobooboooooboobobaa

gboooooobobobob20b3boOo0nDoo

oooobODooooooQ-PprepbOO0O0OODODOOOODDODOOOODODOO

BOOOOO0OO0ODODOOOO0ODODOOO0OOoODOOOOBOOBR OOQ-Prep 0 0DOOOOO
ooobooocooobOooowscOboooooooooooOsoOoB*ObOOOOODOOO
oooboooO0oOooDOOFRALSODSSODOOWBCOD OO OODOOOOooOoDODOOoOoooDOoOO
ooooooooobocooobooooooooooobooooooobooboooobooo
oooobobOooooboooooobOooooooboboooboebbOoOoooDon

oooao

2., Taviv— - To4AY Y ABRDHOT—4 T OEE

U 2 /BRI BEER
TAyp——
Hik FARE VA SE DF t-{E p—fl
Q-Prep 2.1984 0. 02687 408 81. 86 <. 0001
77k B 1. 7644 0. 02687 408 65.67 < 000
77:5B " (w MeOH) 1. 7441 0. 02687 408 64. 92 <. 0001
B IR R RRALER
ZAayry—"
Bk TARE LA SE DF t-{# p-{E
Q-Prep 2.5735 0. 04362 408 59 <. 0001
#EB 2.1733 0. 04362 408 49. 82 <. 0001
#i%B° (w MeQH) 1. 9682 0. 04362 408 45.12 <. 0001

ooooon

03000000 o0DbD0O0o0oo0obooO00o0o0oDOoO0OO0O0O0DLH-7500 00 O O Beckman C
oulter, Inc.O0 00000000 OOODOOOODOODOOODOOOODDOOODDODOOOO

oo
100
od
oo
g o
od
od

O

Oo0oooogooo
OooOooooOoogoao
OoOo0o0ooogQgogao
OO0o0o0oooogdg
OoOoooooQgdg
Oo0Oo0ood
OO0o0o0oooogdg
OooOoo0oooogdg
Ooo0Oo0oooodg
OO0o0o0oooogdg

gboooao
ugboooad
gi1o0 00O

ubouoouobobobooouobuobobooouobuoboboboooobobao
goocecbooooooooobooooobooooboobooooboogoan

oboooooboobobooboooboooboobobao
oooowsCcOoooooooooooooooao
oooobOos3smooooooooooooooan

gocscboooboooooo3awoooooboboboboo
ooo3gnooooooooooboooooDbOoogaocesch

ooooao
00000

oooobOoooooooooooooooooao
oooobOoooobobilococoooooooooao

10

20

30

50



(22) JP 5058802 B2 2012.10.24

ooobooooooboooooboocoooboooobooOooooboooOoocesecod
gbo3gogobobooooooobobobooooboboboboooobobonb
oono

ugooogyv

goooocbooonooogooooogogoooogogooan

obooooag

ooobooooooboooobobooooobooooooosowd oooooooooan
oooboOoooobooOoOooRrRBCOOOOOODODOOOOODOOOODODORO
gbooooag

oooooOoooobooooooobcep3n10oooocepizb 140000 0O00O0cebisn 3

sgooooooboocooooooosowboooooboooooooooooboooooan

gono
uono
ogd
oono
uono
240 0O

oood
oogd
ogdd
cb190

oo oooooQgoooo

w

oogd
gono
uono
oogd
0 CbO
g

O Ooo0oooao

ORBCOOODOOOODODOOOODODODOOOODOOOOODODOOOODOOOOOOD

oooobDoOO0oooooDboOogQ-Pprep 00 DODOOOODDDOOOODODOO
ubooooboobobooouobouobobpeb0ObO0ObOObDObDOOOOO
oooobOoooooooboooooboooooobOooooboobooooDbood
gbooooooooMrFIDODODOO

ao
oooooOococbbboobooooboooos3snbobolrooooosoooooodd

g3gvoooobooogooboboboooobobobobooobDobovMRIDDODO

oooobDoO0ooooDbDOoooooooooooDoooosoww oooooDon
oooobOoocpisboooooooooor OO

o0
gboooobooboboblno3aooooobooboboboooobooboobosdO

ugbobooooobobobooboooouobobobobooobooboboboonaod

ocooODoOOO000O0O0ooooooDO/Triton0 00000 0OD0ODDOOOOOOO

gbooooooobobobooobobobobooobDoboboboooognon
gocoiebocoooooooooooooooobobooooboboboooooboood
MFIDOOOODODOOOODOOOOoOooOoOoOooooooOooooobooogoeno OO
obooooooboboooooboboboboooboobobobooogno

10

20

30



oooano

Oo0oooooooooooooooogodg

(23) JP 5058802 B2 2012.10.24

£3. HeaMBESNEN £ ERL 2 SWBCERICHIT B0~ —h —RIREE

FigdmE MFD

Kl by

TZAt -

CD45

(D3
cD19

CD45
(D13
cD14
CD33

FRAIER"

CD45
¢D13
CD33

FiEB F/TX A&EBT
(MeQHZz L) (F/TX w MeOH>
Fi $D i SD T N

Q-Prep (B

353.6 110. 7 201.7  76.0 275. 6 56. 9

123.1 29.7 126. 6 20.5 124.9 18.7
48.3 12.0 36. 6 84.2 63" 1.9
2249 66.8 260 108.8  351.3 62.7
84. 1 45. 6 41.5 19.2 41.9 18.3
81. 4 28.9 103.7 216 86. 4 15.7
44.0 20. 9 18.9 10.7 20. 1 9.4
69. 9 20. 9 1270 56.9 185.7 37.8
53. 3 20.5 51. 4 12. 0 530 6.0
12.1 2.7 12.2 7.6 12.0 7.9

SHEE (FALSHSS) ISk > TRIZENAWBCRE
bQ-Prea (AHE) &LHE&L7CORBLANOFEZESD

OoooooQgoooaoo

OO0 ooooogogogoooo
OoooooooOodg
O oo ooogdg

O

O

Oooooooooooooooooood

O Oo0oooao
O Ooooo

O
O

[
|

O
O

O

O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O OoO0ooo

O

t
u

O

O

gbobooooooboobobooooooboboboboooonn
gbooboooooboobooboboooooboboboobooooonn

oooooooooobobooooobooooobooooooobooooan
goooboooooobOoboooooboooooobooooobooooaon
gooboooooobOooooboobooooboobooooobooooao
ooooooooooog

O

gboobooooooboobobooooooboboboboooonn

wsCh oooOooooooooooboooooobooooobobooooobooono

ooooood
gbooooooboboooooboboboboooobobobooogno
OooobDOoOO0o0oooODbDOoOO0oAD0DDOO0DO0OO0DODODOOO0OO0ODOODOOORBCSOO
ubouoouobouoboboooubuobobobu-eRRODObOOobooboooognn
os/NDODODOO0O0O0O0O0ODOOODODDOO0OO0O0DO0O0OO0OOOODODDDOOOO0OO00O0
gbooooboobobocbagtboTObobooooobognn

10

20

30

40

50



oo oooooooocoDooooDooooDooooog

(24) JP 5058802 B2 2012.10.24

oooooOoooooobooobocoooboboooooboooooobOoooooooooooDoao
OOOTriton X-100O OO ODOODDODOOOODODOOO2000000000000DO
gbooooogan
ooobobADOO0OO0ODODOOOO0ODODODOOOODOOOODODOO2%0D0000000
OO0ODDOO0O0D0O0.1%0 Triton X-1000 0 000000 OCOODDOOOOOOODOO
gboooobobobooooboboboboooboobobowCcObobooO
ocopocp30 00 0oooooooODoD0oO0DAD0D0O0O0OP-ERKODODOOS/NOOOODOO
oooooOooooobooocooobobooooboooooobOoooooooooooDoao
gboooooooonob
oooobOoooocecp3atogooP-ERKDNODOODOOOOODODOOOODODOOOOODO
OOoODDO0OO000O0O000TX-1000000000®Brij-5800000000ONP-40000
ooooboOoooobood
oooobDOoO0ooocep3ogooP-ERKOEODODODDODODOODODOOOODDODODDODOOODO
gboooobobobooouoboobobooooobogan
OoDDODOO0OO00OcChs00O0O0OO0OP-ERKDNOOOOODODOODODDOAOTriton X-1000
woi1o0nd 0 ooooooboboooooboboboooonn
oooobooooooboochstoboobooooobooooooobooooooboooooonn
oooooOoooboobooobocoooboooooobooooooboooooooooOooooDoao

gcbibobooouobooboboilsognogobobobooobDo40oonoobobo

oooobOoooocb3aoooboP-ERKNODOODODOOOODOOOODODOOOOOBO
oooobOoooo0ops ODoooobooOoboOooobooOooobObooooobooooooaon
ooono

ooooboos3smoooooooboQ-Pprepd D00 OOBOOOOOBR ODOOOODO
oooooOooooobooocooobobooooboooooobOoooooooooooDoao

wsCh OUooobdoobooboooogogbobooboooobgoboboboobobo3pgnon

a
O
g
a

000000000000 UoUooDoOoOUDoDLWH-7500 000000000 OOOOO
00000 ddifferential countsOD 00O 00O

O000DoDo3 000000 0oQ-Prepd 0000 O00BOOOOOR ODOOOODO
000000000000 oDoOoU0UoDoDoOUUO0DOoDOoOoUoODoOoDoODOOooOoOao

wsCOooooooooooooooooobooooooboooooboooobs3ood

O
a
u
O
O
a
O
O
a
u
O
g
a
O
0
O
U
O
0

O000D0Do0o0U0oDooO0o0oo0oDooOoo0oLwWH-7500 00000000000 0O0OAO
00000 Odifferential countsD OO O OO0
Odo0oO0oo3aooo0oo00UdQ-prep 0 0BOODO0OOO0ODODODOOOB DOOODO
Oo0oooDoooooooOoooowsCOOODOOoOOOoOoODoDOoOOoOOooOooDoDoOoooao
MFIDOOOODODOODOO0ODODODOOO00O0D0OO0O000D000O00O0DOoOO0O0oooDoogao
Oooo0ooDooooedoDOooDOocCbhOOooOoDooDOooOoOoOwBCOODOoOOOODODOad?20
OooooDooouoooDooooooDooooaon
O00o0DoDoO300o0Doo00dQ-prepd 0 0BOODO0OO0ODODOOOOBR ODOOODO
Oo0oo0oDooDooDooooooowcOoooDoooooooooDooooooooano
MFIDOOOODDODOOUOODODOODUOODDODOOOUOODODOOoOUOOoDDoODOoOOoUOUDOoOoODOo
OodoooDooooe0O0O0OoOocCbODOO0O0O0ODOoOOoOOOoOoOwWBCOOODODDOOOO?20
000000000 oooooUoooooooao
D000oo3300o0o0o0UdQ-prep 0 0BOODO0O0ODODODOODOB DOOODO
OodoooDoooooooOoooowsCOOODOoOOoOOooooODoODOooooDoDooooao
MFIDOOOODDODOODOO0ODODODOOO00OO0DO0OO0O000D00000O0DOO0O0oo0ooDooOgaog
Oo00oo0ooDooooDedDOoDOcChDOOD OO ODoDOOoDOOoOOOwWBCOODODOOOODOaO?20
oooooDooooooDooooooDooooaon
O00o0DoDoO300o0Doo00dQ-prepd 0 0BOODO0OO0ODODOOODOBR ODOOODO
Oo0oo0oDooDooDOooDooooowcoOooDooooDoooooooooooooao

10

20

30

40

50



(25)

JP 5058802 B2 2012.10.24

OvMFIODOOOOOOOOOOODODOOOO0OOODOOOoODODOOOoOoODOOOOoODOOn
gbobooobogoboeobogobcecbbobonooobDOobowsCcOboboboOoono?2o
obooboooooboobobobooooboobao

gooao

quzs

TA4yvr— T4 REVAOHE

R T C— T T T T 0z

Ss

Bk =XV

[ -1 .
H e TR R0 65(B)

Figure 1

gooo

5 BELE

LK

 FALS cpa P-ERK

Figure 2



JP 5058802 B2 2012.10.24

(26)

gooao

oooano

wz

—

W Ll

WL

8 8 8§ 8

FALS

R

FALS

WL

Fa-TUv

P-ERK

cD3

FALS

Figure 3

Figure 4

gooo

googao

Figure 5



(27) JP 5058802 B2 2012.10.24

gooad oooao
|
04% ﬁ
A 15580
frFan—v3ay
g | FE |
0.2% i H#EB | i
it i
/i
a 40% MeOH
0.5%
\
50% MeCH
|
i\ 0% NeOH
FALS [=H] P-ERK
40% EAOH
Figure 7
50% EIOH
0% EtOH
Figure 8
Ooooao goooooan
1 v RER
1400
1200 A
1000 *
800

BIAEEE

HIR
400
300
200
100 LIPS 4
—————————— R TR et Aetel ittty
kS I . Azﬁ{jé_fz AP
-100 . ’AOO AN
Figure 9 200
300
-400
0 200 400 600 800 1000
1

Figure 10



ooooood

-500

~1000

~1500

SRAIER
[ Y - AN -
L] *
___N.._,gfmﬁ'_ﬁ,,_w_w. ______
A’

1000 1500 2000 2500 3000

3500 4000 4500 5000 5500 6000

Figure 10 (%)

gooooon

GD45

BBk
CcD13
- Ti £ "
-
- ’0 (3
CD14

T

Figure 11 (&%)

(28)

JP 5058802 B2 2012.10.

ooooooo
1 233k
cn4s
800
w0l e e e —————
B = . mﬁ& 2 qu
# B e e e ™
- 100 mb” {%:) MO..
600
R
VU RER
cp3

¥y

Figure 11

gooobooan

i
#

88888

o
2
-0
80
-0

-0

Figure 11 (%)

24



(29)

ooooood

Figure 11 (%)

JP

5058802 B2 2012.10.24



(30) JP 5058802 B2 2012.10.24

000000oooo

GL)Int.Cl. 00
OooOoo 33/49 (2006.01) 0000 104 0000 ooooo
OoOooO 21/64  (2006.01) 0000 33/49 0000 0oooo
oooo 15/00  (2006.01) 0000 21/64 0OOO 0oooo
oooo 0000 15/00 OOOO0 0oooo

(74000 100113413
000oooooo

(72000 000000
000000000000000000000000000000000000000000

(7000 0000000000
00000000000000000000000000000000000000000000
0000000000000

(7000 000000000000000
00000000000000000000000000000000000000000000
0ooo

(7000 000000000
00000000000000000000000000000000000000000000
00000000000000000000000

gog obobo

G6)DOD0OD OOOoOoOooooooobooooooo
gogbooboobobobobobon
gbogboobooboboboboooan
gobooobooooooobooooooo
goobooboobobobobobobo
gboboobooboboboobooboobobooboooooan
uboboobooboboboboobobobaboboaoan
gobooooooboobooooboobooooboooo

(8)000000(nt.Cl.O000)
GOIN 33/48-33/98



patsnap

EREW(OF) AT HRESBRARIT RS T2 mE&
DFH(RE)S JP5058802B2 NIF(AEH)A 2012-10-24
RiES JP2007529916 FigH 2005-08-12

[ i (S RIR) A ()

RYOGIVA=NE—A4>1—KRL—FTY R

REREMSE
B (E R AGR) NREERBERLT
RERBEMLE
HFHB(EANOAE) NREERBERAA
REREMSE
[#R]& B A FADA—
ANR—=—FAEY R
Sy E—FA—ETEVR
SJAOLINNIUST
KREBA FaJ,A—
ANRU—=FAEY R
Yy FR—TFTa4a—EVEDN
JOL)NNUDT
IPCH3EE GO01N33/48 GO1N33/53 GO1N33/543 GO1N21/78 C12Q1/04 GO1N33/49 GO1N21/64 GO1N15/00
CPCH¥ES GO01N33/80 Y10T436/107497 Y10T436/108331 Y10T436/25 Y10T436/25125 Y10T436/2525 Y10T436
125375
FInk& G01N33/48.B GO1N33/53.D GO1N33/543.597 GO1N33/48.C GO1N21/78.C C12Q1/04 GO1N33/49.H
GO01N21/64.F GO1N15/00.B
REAGR) EXRHZHT
k54X 10/928570 2004-08-27 US
H 4N FF 3Tk JP2008511829A
SNER4E Espacenet
BEGR)
AERSREZHTEARKVNENEYHERNSGE  HEBETA -
BAEARZRNVNRENBIRE A GRS MRS RE D R NE S 7'( j/?

SHE, ARBREN T EAFRERTENNS  DELAN | S
RIESS FARMARNE URRUNRAEFEHEARE. . & Jf ‘
S, BEBNFEEBRRLAN MU ETATEALIERY e
S, BEEMBY , BOKFIE ML ARIRR N BRIRS . LER

N—fb, FEWEART Dk B ARARE RO E , (
AR EEEEEEN BT ABNRBEENT TR, EENR,
FRTE S AN FEERE BENE DS ONEE & )
AT, AR RALRAE.



https://share-analytics.zhihuiya.com/view/8d89f3a8-98e4-44f4-98e7-1675abb47116
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/035943749/publication/JP5058802B2?q=JP5058802B2

