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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離された抗体であって、
　前記抗体は、ホスホトレオニン、ホスホセリン及びアセチル化リジンからなる群から選
択される単一修飾アミノ酸に特異的に結合する単離された抗体の産生方法により産生され
、
　前記方法は、
（ａ）（ｉ）ホスホトレオニン、ホスホセリン及びアセチル化リジンからなる群から選択
される単一修飾アミノ酸及び（ii）該単一修飾アミノ酸の周囲の複数の可変アミノ酸、を
含むペプチドライブラリーを構築する工程、
（ｂ）非ヒト宿主を前記ペプチドライブラリーで免疫化する工程、及び
（ｃ）前記宿主から抗血清を回収し、複数の異なるペプチドもしくは蛋白質中の、ホスホ
トレオニン、ホスホセリン及びアセチル化リジンからなる群から選択される単一修飾アミ
ノ酸に特異的に結合する抗体を前記抗血清から精製する工程、
を含む、前記単離された抗体。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　本発明は、変化する周囲のアミノ酸またはペプチド配列の状況において、少なくとも１
つの固定アミノ酸残基に特異的なモチーフ特異性状況独立性（ｃｏｎｔｅｘｔ－ｉｎｄｅ
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ｐｅｎｄｅｎｔ）抗体の産生に関する。これらの性質を有する抗体は、種々の形態の細胞
調節の特徴づけならびに細胞タンパク質レベルおよびタンパク質修飾のゲノムに及ぶ変化
のプロファイリングに有用である。
【０００２】
　細胞内シグナルカスケードの標的の同定は、細胞増殖、細胞分裂、および細胞死の理解
に非常に重要である。プロテインキナーゼカスケードは、細胞表面から核を含む多数の細
胞区画およびシナプスなどのより遠い細胞プロセスまで情報を中継する（Ｋａｒｉｎら、
Ｃｕｒｒ，Ｏｐｉｎ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．、６、４１５～４２４、１９９４）。いくつ
かのタンパク質リン酸化の標的が同定されているにもかかわらず、ほとんど（特に、細胞
増殖および細胞分裂を調節するもの）が未知のままである。例えば、ＭＡＰキナーゼカス
ケードは、細胞増殖調節に重要な役割を果たすことが既知である（Ｌｅｗｉｓら、Ａｄｖ
．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、７４、４９～１３９、１９９８、Ｃｒｏｗｌｅｙら、Ｃｅｌ
ｌ、７７、８４１～８５２、１９９４）。しかし、一握りの基質以外のＭＡＰキナーゼカ
スケードの多様な作用を担うタンパク質標的は、ほとんど同定されていない（Ｆｕｋｕｎ
ａｇａ　ａｎｄ　Ｈｕｎｔｅｒ、ＥＭＢＯ、１６（８）、１９２１～１９９３、１９９７
、Ｓｔｕｋｅｎｇｅｒｇら、Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．、７、３３８～３４８、１９９７）。
【０００３】
　細胞シグナルタンパク質の別の例は、１４－３－３タンパク質であり、これは、細胞シ
グナルにおける正確な役割がすでに同定されているホスホセリン結合タンパク質の系統発
生的に保存されたファミリーである（Ｂｕｒｂｅｌｏ　ａｎｄ　Ｈａｌｌ、Ｃｕｒｒ．Ｂ
ｉｏｌ．、５（２）、９５～９６、１９９５）。これらのタンパク質は、全脳タンパク質
の大部分を占め、ｒａｓ、ｒａｆ、ｂａｄ、ｃｄｃ２５などを含む広範な種々のシグナル
分子に結合することが既知である（Ｙａｆｆｅら、Ｃｅｌｌ、９１、９６１～９７１、１
９９７）。最近、１４－３－３タンパク質は以下のモチーフＲＸＲＳＸＳ＊ＸＰ（Ｓ＊は
、ホスホセリンであり、Ｘは任意のアミノ酸を表す）を有するタンパク質のリン酸化部位
に特異的に結合することが示されている（Ｍｕｓｌｉｎら、Ｃｅｌｌ、８４、８８９～８
９７、１９９６、Ｙａｆｆｅら、前出、１９９７）。
【０００４】
　同様に、ヒストンは特定のリジン残基でのアセチル化によって修飾されることが長期に
わたり既知である。ヒストン中のリジンのアセチル化は、タンパク質－ＤＮＡ相互作用を
減少させ、転写を受ける領域中のクロマチンを開かせると考えられている（Ｓｔｒｕｈｏ
、Ｇｅｎｅｓ　＆　Ｄｅｌｖｅｌｏｐｍｅｎｔ、１２、５９９～６０６、１９９８）。最
近、転写複合体に会合する他のタンパク質は、リジンでアセチル化されるにもかかわらず
、機能の有意性は不明確であることが示されている（Ｉｍｈｏｆら、Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ
．、７、６８９～６９２、１９９７、Ｓｔｒｕｈｌ、前出、１９９８）。
【０００５】
　ホスホチロシンに対する抗体は、細胞内シグナル機構の同定および特徴づけに非常に価
値があることが証明されている（Ｒｏｓｓら、Ｎａｔｕｒｅ、２９４、６５４、１９８１
、Ｋｏｚｍａら、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、２８、１９９１、Ｗｈｉｔ
ｅ　ａｎｄ　Ｂａｃｋｅｒ、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、６５、１９９１
、Ｋａｍｐｓ、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、１０１、１９９１）。この価
値は、以下の２つの性質に由来する：１）タンパク質がチロシンリン酸化かするかどうか
を識別する能力および２）広範な種々の異なるタンパク質と反応する能力。これらの性質
は、細胞内シグナル経路の追跡および活性化チロシンキナーゼの新規の標的の同定に非常
に価値があることが証明されている。
【０００６】
　理想的には、最も有用なホスホチロシン抗体は、可能な限り一般的であるべきであり、
その抗体は、全てのホスホチロシン残基の検出を可能にするために、包埋している配列タ
ンパク質配列のホスホチロシンを独立的に認識（状況独立性）すべきである。ホスホチロ
シン抗体産生の最も成功したアプローチは、ヘテロ機能性または二重機能性架橋材を使用
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したキーホールリムペットヘモシアニンへのそれらの遊離アミノ酸を介して結合したホス
ホチロシンまたはホスホチラミンを利用している（Ｆｒａｃｋｅｌｔｏｎら、Ｍｅｔｈｏ
ｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、７９、１９９１、Ｗｈｉｔｅ　ａｎｄ　Ｂａｃｋｅｒ、
前出、１９９１、Ｗａｎｇ、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、５３、１９９１
、Ｋａｍｐｓ、前出、１９９１）。最近産生したポリクローナルおよびモノクローナルホ
スホチロシン抗体は、多くの異なるタンパク質を認識するにもかかわらず、この抗体は、
しばしば化合物（例えばモノヌクレオチド）を含む他のリン酸塩と交叉反応を示す（Ｆｒ
ａｃｋｅｌｔｏｎら、前出、１９９１、Ｋａｍｐｓ、前出、１９９１）。より重要なこと
は、この様式で惹起するほとんどのホスホチロシン抗体は、リン酸化アミノ酸だけでなく
、ホスホチロシン周囲のアミノ酸配列にも依存して変化する配列反応性を示す。例えば、
本発明者らは、ほとんどのホスホチロシン抗体が、ＪＮＫの活性化ループ中に見出される
プロリンの前のホスホチロシンを認識しないので、活性化（チロシンリン酸化）ＪＮＫと
有意に反応しないことを認めている（Ｔａｎら、未公開の観察）。変化する反応の理由は
、おそらく、ホスホチロシン抗原が変化する周囲のアミノ酸の状況下での免疫系に直接存
在しない代わりに人工的な結合を介してＫＬＨキャリアに不適切に結合したハプテンとし
て存在するという事実による。このアプローチは、ホスホチロシンと十分に反応する抗体
を産生する傾向があるが、周囲のアミノ酸が抗原中に存在しないので時折阻害される。
【０００７】
　他のアプローチでは、免疫原としてタンパク質を含む全細胞ホスホチロシンが使用され
、有意に成功している（Ｇｌｅｎｎｅｙ、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、９
２、１９９１、Ｗａｎｇ、前出）が、得られた抗体特異性の状況依存性が慎重に同定され
ていないにもかかわらず、この様式で惹起された抗体は、チロシンリン酸化タンパク質の
大部分と反応した。チロシンリン酸化タンパク質画分は、５０％～９４％の範囲で検出さ
れたと評価されている（Ｋａｍｐｓ、前出、１９９１）。
【０００８】
　ホスホセリンおよびホスホトレオニンについての類似の抗体を産生させるための上記の
技術を使用する試みは、一部成功している。現在までのところで産生されている抗体は、
ホスホセリンまたはホスホトレオニンとの交叉反応性が限定されており、親和性も低いが
、これはおそらくホスホトレオニンと比較してこれらのホスホアミノ酸の免疫原性が不十
分であるためである（Ｈｅｆｆｅｔｚら、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、４
４、１９９１）。状況依存性でかつ低親和性であることは、特に、ホスホチロシン抗体と
比較した場合、現在利用可能なホスホセリンおよびホスホトレオニン抗体の利用を制限さ
せている。
【０００９】
　部位特異性ホスホセリンおよびホスホトレオニン抗体は、Ｎａｉｒｎら、１９８２に最
初に記載され、タンパク質のリン酸化研究の非常に有用なツールであることが証明されて
いる（Ｃｚｅｒｎｉｋら、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、２６４、１９９１
、Ｃｚｅｒｎｉｋら、Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔ．、６、５６～６１、１９９５）。この型の抗
体の１つの欠点は、目的の各部位につき異なる抗体を産生する必要があることである。明
らかに、状況独立性様式でホスホセリンまたはホスホトレオニンを検出する抗体の開発は
、セリン／トレオニンキナーゼカスケードの追跡およびその生物学的応答の規定に使用す
るのに望ましいであろう。同様に、状況独立性ホスホチロシン抗体の開発により、現在制
限されている抗体の利用可能性が克服されるであろう。
【００１０】
　モチーフ特異性状況独立性抗体はまた、１４－３－３作用の新規の標的（すなわち、こ
のモチーフでリン酸化された他のタンパク質）の同定およびこれらの部位をリン酸化する
プロテインキナーゼの同定に有用であろう。同様に、アセチル化リジンに反応性を示す抗
体は、ヒストンのアセチル化の機能的有意性を研究するための有用なツールとしての役割
を果たすであろう。
【００１１】
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　さらに、このような抗体を、１つの抗体を使用して多くの異なるリン酸化基質を認識す
ることができる、薬物スクリーニング用の高処理キナーゼアッセイなどにおけるｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏでのリン酸化または他の酵素修飾の検出用の一般的な試薬として使用することが
できる。ホスホチロシン抗体は、現在、選択的で高親和性のチロシンキナーゼインヒビタ
ーのスクリーニング用の高処理キナーゼアッセイに使用されている。酵素活性を阻害する
化合物または薬物は、リン酸化基質へのホスホチロシン抗体結合の減少によって決定され
る、それらのキナーゼ活性の阻害能力によって検出される。類似のアッセイを、上記のよ
うにホスホセリン、ホスホトレオニンに対する抗体または他のタンパク質修飾を検出する
抗体を用いて薬学的に有用な化合物についてのスクリーニングを設定することができる。
【００１２】
　状況独立性様式において短いモチーフを検出する抗体はまた、タンパク質レベルおよび
タンパク質修飾におけるゲノム中に及ぶ変化のプロファイリングに特に有用である。例え
ば、特定のタンパク質の薬物処理または過剰発現の結果としてのタンパク質のリン酸化に
おけるゲノム中に及ぶ変化をプロファイリングするための状況独立性ホスホトレオニン抗
体および二次元ゲル電気泳動の使用（Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｇａｒｒｅｌｓ、Ｃ
ｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、２４９～２５
７、１９９４、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）により、潜在的な薬物－タンパク質相互
作用の同定に確かに有用であることが証明され、これは、過剰発現タンパク質用の新規の
下流標的を示唆する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ｋａｒｉｎら、Ｃｕｒｒ，Ｏｐｉｎ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．、６、４１
５～４２４、１９９４
【非特許文献２】Ｌｅｗｉｓら、Ａｄｖ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、７４、４９～１３９
、１９９８
【非特許文献３】Ｃｒｏｗｌｅｙら、Ｃｅｌｌ、７７、８４１～８５２、１９９４
【非特許文献４】Ｆｕｋｕｎａｇａ　ａｎｄ　Ｈｕｎｔｅｒ、ＥＭＢＯ、１６（８）、１
９２１～１９９３、１９９７
【非特許文献５】Ｓｔｕｋｅｎｇｅｒｇら、Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．、７、３３８～３４８
、１９９７
【非特許文献６】Ｂｕｒｂｅｌｏ　ａｎｄ　Ｈａｌｌ、Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．、５（２）
、９５～９６、１９９５
【非特許文献７】Ｙａｆｆｅら、Ｃｅｌｌ、９１、９６１～９７１、１９９７
【非特許文献８】Ｍｕｓｌｉｎら、Ｃｅｌｌ、８４、８８９～８９７、１９９６
【非特許文献９】Ｓｔｒｕｈｏ、Ｇｅｎｅｓ　＆　Ｄｅｌｖｅｌｏｐｍｅｎｔ、１２、５
９９～６０６、１９９８
【非特許文献１０】Ｉｍｈｏｆら、Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．、７、６８９～６９２、１９９
７
【非特許文献１１】Ｒｏｓｓら、Ｎａｔｕｒｅ、２９４、６５４、１９８１
【非特許文献１２】Ｋｏｚｍａら、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、２８、１
９９１
【非特許文献１３】Ｗｈｉｔｅ　ａｎｄ　Ｂａｃｋｅｒ、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ
．、２０１、６５、１９９１
【非特許文献１４】Ｋａｍｐｓ、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、１０１、１
９９１
【非特許文献１５】Ｆｒａｃｋｅｌｔｏｎら、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１
、７９、１９９１
【非特許文献１６】Ｗａｎｇ、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、５３、１９９
１
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【非特許文献１７】Ｇｌｅｎｎｅｙ、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、９２、
１９９１
【非特許文献１８】Ｈｅｆｆｅｔｚら、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、４４
、１９９１
【非特許文献１９】Ｃｚｅｒｎｉｋら、Ｍｅｔｈｏｄ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０１、２６
４、１９９１
【非特許文献２０】Ｃｚｅｒｎｉｋら、Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔ．、６、５６～６１、１９９
５
【非特許文献２１】Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｇａｒｒｅｌｓ、Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、２４９～２５７、１９９４、Ａ
ｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
【発明の概要】
【００１４】
　本発明によれば、周囲のアミノ酸、ペプチド、またはタンパク質配列と独立して特定の
短いアミノ酸モチーフを選択的に認識する抗体の産生法が得られる。本方法によれば、修
飾された単一のアミノ酸（例えば、リン酸化セリン、リン酸化トレオニン、およびリン酸
化チロシンまたはアセチル化リジン）ならびに１つまたは複数のアミノ酸の他の非修飾ま
たは修飾モチーフを認識する抗体の産生が可能である。
【００１５】
　本方法には、特異的で高度に変性したアミノ酸モチーフ（キナーゼコンセンサス配列ま
たは他の酵素結合部位において見出されるモチーフ）を認識する高度な状況独立性抗体の
産生および精製を含む。さらに、本方法を使用して高度な状況独立性ポリクローナル抗体
またはモノクローナル抗体を産生することができる。
【００１６】
　本発明の方法によって産生された抗体は、実質的に任意の修飾または非修飾タンパク質
モチーフに特異的であり得る。例えば、本方法を使用して、ホスホトレオニンのみまたは
ＭＡＰＫ、１４－３－３、またはｃｄｋコンセンサス部位に見出されるいくつかの固定ア
ミノ酸の状況におけるホスホトレオニンを認識する抗体を産生することができる。これを
使用して、他の修飾アミノ酸（例えば、アセチル化リジン）に特異的な抗体を産生するか
、状況独立性様式で１つまたは複数のアミノ酸の任意の短いモチーフを検出することがで
きる。
【００１７】
　さらに、本発明は、このようなタンパク質に保存されているモチーフに対するモチーフ
特異性状況独立性抗体の使用によるゲノム中に及ぶ規模での巨大で多様なタンパク質集団
のプロファイリング法を提供する。例えば、リン酸化特異性抗体により、薬物処理の結果
としてのタンパク質リン酸化の変化についてゲノム中に及ぶプロファイリングが可能であ
る。
【００１８】
　本発明はまた、酵素の他の基質に共通するモチーフに対して惹起されるモチーフ特異性
状況独立性抗体の使用による、既知の酵素の未知の基質の同定法を提供する。
【００１９】
　基質内の所与のモチーフの酵素修飾の検出用の試薬としてのこのようなモチーフ特異性
状況独立性抗体の使用もまた本発明に含まれる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１Ａ】特異的ペプチドに対して試験した場合の、実施例１のリン酸化トレオニンペプ
チドライブラリーに対して産生した親和性精製したポリクローナル抗体の特異性を示す表
である。
【図１Ｂ】種々のホスホペプチドライブラリーに対して試験した場合の、実施例１のホス
ホトレオニン抗体の特異性を示す表である。
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【図１Ｃ】オカダ酸で処理しているか処理していない細胞由来の細胞抽出物および他のホ
スホタンパク質に対する、実施例１のホスホトレオニン抗体の反応性を示すウェスタン分
析である。
【図１Ｄ】固定化格子によって示した、実施例１の抗ホスホトレオニン抗体の状況独立性
を示す表である。
【図２Ａ】実施例２のリン酸化ＰＸＳ＊Ｐペプチドライブラリーに対して産生された、親
和性精製したポリクローナル抗体の特異性を示す表である。
【図２Ｂ】オカダ酸で処理しているか処理していない細胞由来の細胞抽出物および他のホ
スホタンパク質に対する、実施例２のホスホＰＸＳ＊Ｐ抗体の反応性を示すウェスタン分
析である。
【図３Ａ】モチーフを欠くホスホペプチドまたは非ホスホペプチドに対して試験した場合
の、実施例３の親和性精製したポリクローナル１４－３－３抗体の反応性の欠失を示す表
である。
【図３Ｂ】ＧＳＴ－ＢａｄおよびＴＰＡでトランスフェクトした細胞由来の細胞抽出物に
対する実施例３のホスホ１４－３－３抗体の反応性を示すウェスタン分析を示す図である
。
【図４Ａ】実施例１Ｖのリン酸化ＰＸＴ＊ＰＸＲライブラリーに対して産生されたモノク
ローナル抗体の特異性を示す表である。
【図４Ｂ】リン酸化および非リン酸化ＲＢタンパク質に対する実施例１ＶのＣＤＫコンセ
ンサス部位モノクローナル抗体の反応性を示すウェスタン分析を示す図である。
【図５】５Ａは、アセチル化ＢＳＡに対する実施例Ｖのアセチル化リジン抗体の特異性を
示すウェスタン分析を示す図である。５Ｂは、抗体を非アセチル化ペプチドライブラリー
でプレインキュベートした場合のＣ６細胞抽出物に存在する種々のタンパク質に対する実
施例Ｖのアセチル化リジン抗体の反応性を示すウェスタン分析を示す図である。５Ｃは、
抗体をアセチル化ペプチドライブラリーでプレインキュベートした場合のＣ６細胞抽出物
に存在する種々のタンパク質に対する実施例Ｖのアセチル化リジン抗体の反応性を示すウ
ェスタン分析を示す図である。５Ｄは、抗体をアセチル化ペプチドライブラリーでプレイ
ンキュベートした場合のコントロールアセチル化ＢＳＡに対する実施例Ｖのアセチル化リ
ジン抗体の反応性を示すウェスタン分析を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　詳細な説明
　本発明は、抗原として使用されるペプチドライブラリーにおける任意の個々の配列の濃
度が非常に低いので宿主における免疫応答を駆動するのに不十分であるという概念に基づ
く。したがって、免疫応答を駆動するのに十分に高濃度の抗原決定基のみが各配列ならび
にそのペプチドバックボーンに共通の固定残基である。
【００２２】
　各変性位置に２０アミノ酸全てを示すペプチドライブラリーでの宿主の免疫化により、
１つまたは複数の固定残基周囲の変化する位置での多くのまたは全てのアミノ酸に対して
抗体耐性を得る。このような抗体は、周囲のアミノ酸、ペプチド、またはタンパク質配列
の最も広い可能な範囲の状況で抗原決定基と反応する。モチーフの固定残基は、リン酸化
または非リン酸化残基などの１つの非修飾または修飾アミノ酸であり得るか、またはコン
センサス認識部位などの複数の非修飾または修飾アミノ酸であり得る。
【００２３】
　本明細書中で使用される、「抗体」は、Ｆｃフラグメント、Ｆａｂフラグメント、キメ
ラフラグメント、または他の抗原特異的抗体フラグメントを含む、ポリクローナルまたは
モノクローナル抗体を意味する。
【００２４】
　本明細書中で使用される、「モチーフ特異性状況独立性抗体」は、変化する周囲のペプ
チドまたはタンパク質配列の状況において１つまたは複数の固定アミノ酸残基に対して特
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異的である抗体を意味する。したがって、このような抗体特異性は、抗原が生じる状況に
高度に独立している。
【００２５】
　本明細書中で使用される、「基質」は、酵素によって特異的に認識され、作用するペプ
チドまたはタンパク質を含む任意の標的分子を意味する。
【００２６】
　モチーフ特異性状況独立性抗体が本発明によって産生される一般的な方法を、以下に示
す。
【００２７】
　（１）周囲のアミノ酸と独立した特異的標的残基を含む任意のタンパク質またはペプチ
ドと反応するモチーフ特異性抗体を、高度に変性したペプチドライブラリーの合成によっ
て得ることができる。１つの好ましい実施形態では、ライブラリーは、ＸＸＸＸＸＸＪ＊

ＸＸＸＸＸＸＣ（式中、Ｘ＝システインを除く全２０アミノ酸およびＪ＊＝修飾（＊）ア
ミノ酸（Ｊ）（例えば、ホスホトレオニン（Ｔ＊）またはアセチル化リジン（Ｋ＊））を
含む。特異的標的残基を非修飾し、より短いまたはより長いライブラリーを作製し、周囲
のアミノ酸の全てより少ないアミノ酸を変化させることができることが認識される。１つ
の好ましい実施形態では、ペプチドライブラリーは、約６～１４残基長である。好ましい
実施形態では、変化した周囲状況において１つの固定アミノ酸（修飾または非修飾のいず
れか）を利用する一方で、他の好ましい実施形態では、いくつかの固定アミノ酸を含むモ
チーフを利用することができる。同様に、ライブラリーの周囲の配列は、１つを越える位
置で同時に変化することができるか、好ましい実施形態におけるように、変性分子あたり
たった１つの周囲配列で変化することができ、その結果固定残基以外の全ての位置で完全
に変性するライブラリーが作製される。ペプチドライブラリーを、ＡＢＩペプチド合成機
および変性カップリング反応中の各アミノ酸の混合物を使用した標準的なＦ－Ｍｏｃ固相
ペプチド合成によって合成することができる。
【００２８】
　固定位置での修飾アミノ酸の組み込みは、他の修飾保護アミノ酸（例えば、脂質（例え
ば、ファルシニル化、イソプレニル化）で修飾されたアミノ酸または保護Ｏ結合もしくは
Ｎ結合糖（例えば、グリコシル化）、メチル化、リボシル化アミノ酸、ヌクレオチド、ヌ
クレオチドのポリマー、ヌクレオシド、またはユビキチンなどのアミノ酸、またはアミノ
酸アナログ）もまた組込むことができるので、リン酸化またはアセチル化に限定するべき
ではない。
【００２９】
　固定位置での非修飾アミノ酸の組込みを、保存モチーフ（例えば、ジンクフィンガーま
たは反復アルギニン残基）を模倣するために選択することができる。
【００３０】
　（２）各変性位置での各アミノ酸の出現を可能な限り等しく産生するために、数ラウン
ドのアミノ酸組成の変更、合成、およびペプチド配列決定を行う。ペプチドに沿ったいく
つのかの異なる位置でアミノ酸配列分析を行って各位置での無作為なアミノ酸出現を評価
し、無作為表示を合成の間維持する。各位置での全アミノ酸の等しい分布を達成するため
に、ラウンド数を変化させることができることが当業者に認識される。
【００３１】
　（３）好ましくは、キャリアへの共有結合による高度に多様なペプチドライブラリーを
、抗原として使用する。好ましい実施形態では、フロイントアジュバント中に乳化させた
キーホールリムペットヘモシアニン（ＫＬＨ）をカップリング剤として使用してカップリ
ングしたペプチドライブラリーを宿主（雌のニュージーランド白ウサギなど）に皮内注射
する。免疫応答が得られるまで、完全フロイントアジュバントでの追加免疫注射を行うこ
とができる。抗体力価を、適切な方法（モチーフ特異性ペプチドライブラリーに対するＥ
ＬＩＳＡ）によって測定する。この様式で惹起した抗血清を、以下に概説のように、粗調
製物または精製調製物において使用することができる。
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【００３２】
　（４）最も有望な宿主由来の抗血清を、例えば、ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａで精製し、Ｊ（非
修飾）ペプチドライブラリーカラムに吸着させる。好ましい実施形態では、非吸着画分（
通過したもの）を、Ｊ＊カラムに注ぎ、適切なｐＨで溶出し、透析して、適切な方法（Ｊ
＊およびＪを抗原として使用したＥＬＩＳＡ）によってＪ＊特異性について試験する。
【００３３】
　（５）この様式で精製した抗体の親和性は、Ｊ＊ペプチドライブラリーを認識するが、
Ｊライブラリーとは反応せず、Ｊ＊と程度の高い特異性を示す。これらの抗体を、さらに
、適切な方法（ＥＬＩＳＡなど）を用いて標的修飾アミノ酸Ｊ＊またはＪ＊ホモログの非
修飾形態に対する反応性の欠如について試験することができる。
【００３４】
　（６）さらに、抗体を、選択したタンパク質修飾酵素インヒビター（タンパク質ホスフ
ァターゼインヒビターであるオカダ酸）で処理するか処理しない細胞から調製した細胞抽
出物を用いてウェスタンブロッティングまたは別の適切な方法によって試験することがで
きる。タンパク質修飾を増大させる処理により、抗体反応性タンパク質数および反応性の
強度が増大する。Ｊ＊特異的抗体は、コントロール抽出物由来の比較的少数のタンパク質
と反応するが、選択したインヒビターとの反応後非常に多数のタンパク質と反応する。抗
体は、これらのタンパク質の不活性な非修飾変形との反応性を示さず、これは、Ｊ＊特異
性の程度が高く、多数の異なる修飾された標的を含むタンパク質に対して広範な交叉反応
性を示すことが示唆される。
【００３５】
　（７）状況独立性の程度を、例えば、混合するか個々に試験する個々のＪ＊ペプチドに
対するＥＬＩＳＡ分析によってより慎重に試験することができる。このような分析により
、例えば、Ｊ＊の後にプロリンが存在する場合、所与のモチーフとの反応性が不十分であ
るかどうかを示すことができる。
【００３６】
　（８）好ましい実施形態のように、修飾ペプチドライブラリーの固定格子（ｉｍｍｏｂ
ｉｌｉｚｅｄ　ｇｒｉｄ）を用いてＪ＊抗体認識の状況依存性をさらに試験することがで
きる。固定標的残基Ｊ＊に加えて、Ｊ＊と比較して異なる位置であるがシステインを除く
２０種全てのアミノ酸を含むさらなる固定アミノ酸を含むように各々の異なるライブラリ
ーを合成する。各ペプチドライブラリーを、例えば、ＥＬＩＳＡウェルの底部に被覆し、
Ｊ＊抗体に暴露する。特定のアミノ酸が特定の位置に存在する場合、格子上の特定のスポ
ットと反応しない抗体（ペプチドライブラリー）は結合しない。この分析は、Ｊ＊と比較
して特定の位置の特定のアミノ酸が結合を許容するか阻害するかを同定する。
【００３７】
　あるいは、精製抗体をビーズに結合させ、修飾または非修飾ライブラリーに結合させ、
非結合配列を洗浄し、結合配列を回収してアミノ酸配列決定し、ライブラリー中の各位置
に存在する各アミノ酸の量を同定することができる。この情報は、アミノ酸が各位置で耐
性であることを示す。
【００３８】
　（９）好ましい実施形態の１形態として、適切なキャリア（ＫＬＨなど）をＪ＊ライブ
ラリーへカップリングし、宿主（ｂａｌｂＣマウスなど）に注射することでモノクローナ
ル抗体を調製する。Ｊ＊ペプチド－ＫＬＨ結合物を、フロイントアジュバント中で乳化し
、完全フロイントアジュバントでの追加免疫注射を応答が得られるまで隔週で行うことが
できる。
【００３９】
　（１０）抗体力価を、適切な方法（Ｊ＊および非Ｊ＊ペプチドライブラリーに対するＥ
ＬＩＳＡなど）で測定する。高力価応答を示す宿主由来の血清を、固定非Ｊ＊ペプチドに
吸着させ、非吸着画分を、例えばウェスタンブロッティングによって試験する。
【００４０】
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　（１１）Ｊ＊特異的応答を示す宿主由来の脾臓を、骨髄腫細胞と融合し、ハイブリドー
マクローンを選択およびスクリーニングする。各クローン由来の上清を、Ｊ＊ペプチドラ
イブラリーへのその結合能力について最初にスクリーニングする。次に、ポジティブクロ
ーンを、非Ｊ＊ライブラリーに対するその交叉反応性についてスクリーニングする。最も
高い程度のＪ＊特異性を示すクローンを、上記の工程（５）～（８）に記載のようにさら
なる分析用に選択する。
【００４１】
　（１２）上記の（１１）由来のモノクローナル抗体の過剰産生を、例えば、腹水を回収
し、選択したハイブリドーマを培養するか、宿主生物（Ｅ．ｃｏｌｉなど）にクローニン
グすることによって行うことができる。
【００４２】
　本方法によって産生したモチーフ特異性状況独立性抗体を使用して、酵素の未知の基質
を同定することができる。このような抗体を、目的の酵素によって認識されるモチーフ（
例えば、コンセンサス部位）に対して最初に作製する。次いで、これらの抗体を使用して
、同一のモチーフを含む他の未知の基質の存在についてサンプルをスクリーニングする。
本方法によれば、保存基質モチーフを含む種々のカスケードにおける重要な新規の基質の
迅速な検出が可能である。例えば、広範な種々のタンパク質を選択的に認識する抗体は、
ＭＡＰＫコンセンサスリン酸化部位でリン酸化された場合のみ、新規のＭＡＰキナーゼ標
的の検出に非常に便利である。ＭＡＰキナーゼを、細胞培養において過剰発現させ、成長
因子によって活性化させ、標的基質タンパク質をリン酸化基質タンパク質を選択的に認識
する抗体を用いたウェスタンブロッティングによって同定することができる（Ｓｔｕｋｅ
ｎｂｅｒｇら、Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．、７、３３８～３４８、１９９７）。あるいは、Ｍ
ＡＰＫを使用して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでｃＤＮＡ発現ライブラリーをリン酸化し、ＭＡＰ
Ｋコンセンサス部位抗体を使用してＭＡＰＫリン酸化基質を発現するｃＤＮＡクローンを
同定することができる（Ｆｕｎｋｕｎａｇａ　ａｎｄ　Ｈｕｎｔｅｒ、ＥＭＢＯ、１６（
８）、１９２１～１９３３、１９９７）。
【００４３】
　同様に、本発明の方法によって産生した抗体を使用して、既知の基質モチーフを修飾す
る酵素を同定することができる。修飾（例えば、リン酸化）または非修飾（例えば、ジン
クフィンガー）モチーフのいずれかに特異的なこのような抗体を使用して、目的の一定の
酵素がそのモチーフを含む基質を修飾したかどうかを検出することができる。この方法に
より、保存モチーフ（例えば、ＭＡＰＫコンセンサス部位）を含む既知のクラスの基質に
対して作用する重要な新規のタンパク質の迅速な検出が可能になる。
【００４４】
　本発明のモチーフ特異性状況独立性抗体を、保存モチーフを含む一定の基質の酵素修飾
を検出するための薬物スクリーニングなどの高処理アッセイにおけるｉｎ　ｖｉｔｒｏで
の試薬としても使用することができる。例えば、一定のリン酸化モチーフに特異的な抗体
は、そのモチーフに作用する酵素のインヒビターの迅速な検出を可能にする。薬物スクリ
ーニングの場合、単一のモチーフ特異性抗体を使用して多くの多様な配列モチーフで作用
する広範な酵素活性をアッセイすることができる。現在、ホスホチロシン抗体は、選択的
な高親和性キナーゼインヒビターをスクリーニングするための高処理キナーゼアッセイに
おいて使用されている。酵素活性を阻害する化合物または薬物を、リン酸化基質に結合し
ているホスホチロシン抗体の減少によって同定する、キナーゼ活性の阻害能力によって検
出する。ホスホセリン、ホスホトレオニンについて上記のように産生した抗体または他の
タンパク質修飾を検出する抗体を用いて薬学的に有用な化合物をスクリーニングするため
の類似のアッセイを設定することができる。
【００４５】
　プロテインキナーゼ活性の抗体ベースの検出は、自動化高処理キナーゼアッセイに使用
する上で放射性アッセイよりいくつかの利点を有する。第１に、放射性アッセイは、３２
－Ｐγ標識ＡＴＰのペプチド基質への移動を使用するための自動化が困難である。ホスホ
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ペプチドを、ホスホセルロースフィルターを使用して標識ＡＴＰから分離し、数回洗浄し
、最後に液体シンチレーション法によってリン酸化を停止させる。これらの工程は時間が
かかり、自動化が困難である。抗体検出により、自動化および高処理スクリーニングに十
分に適切である広く一般に用いられるＥＬＩＳＡ型アッセイが可能である。
【００４６】
　第２に、放射性アッセイは、感度を最大にするために高レベルの３２－Ｐの組み込みを
確実にするための低レベルのＡＴＰを必要とする。キナーゼアッセイにおける低レベルの
ＡＴＰは、プロテインキナーゼの触媒部位においてＡＴＰ結合と競合する化合物に対する
インヒビターの検索が偏る。このようなスクリーニングでは、この結合部位は高度に保存
されているためＡＴＰ結合部位に対して一貫して競合インヒビターが得られるが、これら
は選択性が不十分なインヒビターである。
【００４７】
　現在の高処理キナーゼアッセイは、典型的には、９６または３８６ウェルプレートの下
部に固定したビオチン化ペプチド基質を使用し、これはその後所望のプロテインキナーゼ
、ＡＴＰ、および適切なキナーゼ緩衝液とインキュベートされる。キナーゼ活性を、リン
酸化ペプチド基質とのみ反応する蛍光標識リン酸特異的抗体を用いて測定する。これらの
アッセイは、２つの形式である均質（洗浄工程を含まない）および不均質（洗浄工程を含
む）がある。均質な蛍光アッセイは、典型的には、エネルギー受容体（例えば、アロフィ
コシアニン）に連結するリン酸化ペプチド基質へのランタニド標識ホスホ抗体結合を使用
する。ホスホ抗体の結合の際、リン酸化ペプチド基質は、放射シグナルの頻度を変化させ
、同時に蛍光共鳴エネルギー転移を可能にするように２つのフロオロフォアを十分に近づ
かせ、生体分子複合体の存在を示す。異なる化合物を各ウェルに添加し、化合物の基質リ
ン酸化阻害能力を、蛍光エネルギー転移阻害によって同定する。この形式は、一般に放射
性アッセイで使用されるシンチレーション近接アッセイ（ｓｃｉｎｔｉｌｌｉｔａｔｉｏ
ｎ　ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ　ａｓｓａｙ）と類似している。他の均質アッセイには、ホスホ
抗体のリン酸化基質への結合を測定するための蛍光偏光の使用が含まれる。
【００４８】
　均質アッセイにおける重要な特徴は、工程数が限られており、自動化が容易なことであ
る。現在、ＥＬＩＳＡに基づく多様な不均質キナーゼアッセイも使用されている。これら
のアッセイは、典型的には、９６または３８６ウェル形式に固定したリン酸化ペプチド基
質に結合する蛍光標識ホスホ抗体を利用する。この場合、非結合抗体を分離するために洗
浄工程を必要とする。ウェル中に保持される蛍光標識抗体を、時間分解蛍光を用いて検出
する。
【００４９】
　このような修飾スクリーニングアッセイ用の抗体作製に使用されるモチーフは、修飾ま
たは非修飾基質モチーフのいずれかであり得る。非修飾モチーフに対して作製した抗体は
、基質がその後酵素によって修飾された場合結合しない。同様に、修飾モチーフに対して
作製された抗体は、酵素活性による修飾基質濃度の増加を検出することができる。
【００５０】
　類似のアプローチを適用して、種々の他の酵素修飾を研究することができ、これには、
以下に記載のプロテインキナーゼ活性またはアセチルトランスフェラーゼ活性が含まれる
がこれらに限定されない。例えば、このアプローチを使用して、多くの他の型のタンパク
質修飾（糖、メチル基、カルボキシル基の付加、種々の脂質の付加、ヌクレオチドもしく
はヌクレオチドポリマー、ヌクレオシド、またはユビキチンなどのアミノ酸の付加が含ま
れるが、これらに限定されない）を認識する抗体を作製することができる。
【００５１】
　同様に、保存モチーフを含む巨大で多様なタンパク質集団を同時にプロファイリングす
るために、ゲノム中に及ぶ規模でこのようなモチーフ特異性状況独立性抗体を使用するこ
とができる。特異的な２つまたは３つのアミノ酸結合部位（例えば、連続的なアルギニン
残基）が（アミノ酸の無作為な分布に基づいて）４００または８０００残基に１回認めら
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れるはずである（１タンパク質あたり約１回または２０タンパク質あたり１回のいずれか
に相当する（平均タンパク質を４００アミノ酸として仮定する））。したがって、起こり
得る状況に独立的なこのようなモチーフに特異的な抗体により、非常に多数のタンパク質
の迅速なスクリーニングが可能となる。
【００５２】
　リン酸化特異性抗体は、薬物処理の結果としてのタンパク質のリン酸化またはこのよう
な処理の結果としての特異的遺伝子／タンパク質の過剰発現の変化についてのゲノム中に
及ぶプロファイリングが可能である。このような抗体はまた、配列決定したゲノム中の特
異的タンパク質発現のプロファイリングを容易にする。
【００５３】
　例えば、細胞周期依存性プロテインキナーゼｃｄｃ２を阻害する薬物開発が考えられる
。薬物は、高親和性を有するｃｄｋ２阻害が認められているが、他のプロテインキナーゼ
が阻害されるかどうか、もし阻害されるのであれば、どのプロテインキナーゼが阻害され
ることになるかについて、化合物の特異性を試験する必要がある。
【００５４】
　このプロセスにおける初期の工程として、化合物または誘導薬物によって阻害されるリ
ン酸－基質の性質を試験するために、細胞株を薬物で処理して、全細胞タンパク質リン酸
化に対する効果をモチーフ特異性ホスホ抗体および一般的なホスホ抗体のパネルを使用し
て監視することができる。
【００５５】
　コントロールおよび薬物処理細胞から調製した細胞抽出物由来の全タンパク質を、例え
ば二次元ゲル（第１次元では等電点電気泳動を行い、第２次元では標準的なＳＤＳ－ポリ
アクリルアミドでの分子量分画を行う）を用いて分画し、ニトロセルロース膜に移し、こ
の場合、キナーゼコンセンサス部位特異的ホスホ抗体を用いたウェスタンブロッティング
によって分析することができる。
【００５６】
　この場合、ｃｄｃ２コンセンサス部位特異性抗体を用いた全細胞タンパク質の全体的な
分析により、全ての潜在的なｃｄｃ２部位基質でのリン酸化を阻害する薬物の能力に関す
る情報が得られるであろう。インヒビターがチロシンキナーゼを阻害するようにも作用す
るかどうかを同定するために、異なるキナーゼコンセンサス部位に対する抗体を使用する
かホスホチロシンに対する抗体を使用して他の非ｃｄｃ－２基質での阻害パターン（すな
わち、特異性の程度）を試験することもできる。
【００５７】
　現在、哺乳動物細胞についての、二次元ゲルによって視覚化されたタンパク質「スポッ
ト」の大部分の同定が未知である。しかし、全てのヒト遺伝子が同定および配列決定され
、対応するタンパク質が特徴づけられ、「スポット」同定されているので、本発明による
タンパク質プロファイリングによる分析はより強力な情報源となる。阻害されたタンパク
質の同定により、薬物特異性が確認されるだけでなく、阻害されたさらなる「非特異性」
タンパク質の同定により可能な副作用も示唆される。二次元ゲルによる多くのタンパク質
「スポット」がすでに同定されている酵母などの単純で完全に配列決定されている生物に
おいて、理想的な分析を行うことができる。
【００５８】
　以下に記載の実施例は、本発明の特に好ましい実施形態としてのみ意図され、本明細書
に添付の特許請求の範囲に限定した以外は、発明の範囲を限定することを意図しない。本
発明は、本明細書中で教示の方法の修正および変形が含まれることが当業者に自明である
。
【００５９】
　上記および下記の引例は、本明細書中で参考として援用される。
【実施例】
【００６０】
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[実施例１］
　状況独立性ホスホトレオニン抗体
　ペプチドライブラリー抗原の合成
　リン酸化トレオニン残基を含む任意のタンパク質と反応する（すなわち、周囲のアミノ
酸のホスホトレオニンに独立して結合する）ホスホ特異性抗体を、高度に変性させたペプ
チドライブラリーＸＸＸＸＸＸＴｈｒ＊ＸＸＸＸＸＸＣ（式中、Ｘ＝システインを除く全
２０アミノ酸、Ｔｈｒ＊＝ホスホトレオニン）の合成によって得た。
【００６１】
　ホスホトレオニンペプチドライブラリーを、ＡＢＩペプチド合成機および変性カップリ
ング反応中の各アミノ酸の混合物を用いた標準的なＦ－Ｍｏｃ固相ペプチド合成によって
合成した。変性ペプチドを、０．０８５ｍｍｏｌのスケールでのＦａｓｔＭｏｃの化学的
性質を用いたＡＢＩモデル４３３Ａペプチド合成機を用いて合成した（Ｆｉｅｌｄｓら、
Ｐｅｐｔ．Ｒｅｓ．、４，、９５～１０１、１９９１（本明細書中で参考として援用され
る））。ＨＢＴＵアミノ酸活性化を使用したＦｍｏｃ／ＮＭＰの化学的性質（Ｄｏｕｒｔ
ｏｇｌｏｕら、Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、１９８４、５７２～５７４、１９８４、Ｋｎｏｒｒ
ら、Ｔｅｔｒａ．Ｌｅｔ．、３０、１９２７～１９３０、１９８９、Ｋｎｏｒｒら、Ｐｅ
ｐｔｉｄｅｓ、１９８８、３７～１２９、１９８９、Ｗａｌｔｅｒ　ｄｅ　Ｇｒｕｔｅｒ
　＆　Ｃｏ．（これらの全てが本明細書中で参考として援用される））を、全てのサイク
ルで使用した。０．５ｍｍｏｌ／ｇで機能させた、予めロードしたＦｍｏｃ－Ｃｙｓ（Ｔ
ｒｔ）ＨＭＰ（ｐ－ヒドロキシメチルフェノキシメチル）ポリスチレン樹脂をペプチドの
各変性プールに使用した。ペプチドを、各サイクル間で単一のカップリングを用いて合成
したにもかかわらず、カップリング時間は、リン酸化アミノ酸を含む各位置で伸長した。
最終Ｆｍｏｃを、合成中に取り除いた。最終的にＦｍｏｃ基を取り除いた予めロードした
ＨＭＰの使用により、切断および脱保護後に遊離アミノ酸およびカルボキシ末端を含むペ
プチドが得られる。
【００６２】
　各変性位置で可能な限り等しい各アミノ酸の出現を得るために、数ラウンドのアミノ酸
組成の変更、合成、およびペプチド配列決定を行った。所望のペプチドプールは、各「変
性」部位で等モルの１９アミノ酸（Ｃｙｓ以外の全ての標準的なアミノ酸）を含むことで
あった。各保護アミノ酸の反応速度が異なるので、簡単に混合した等モル量（それぞれ、
全量の約５．２６％）では、各位置で等モルのペプチドが得られない。各残基での変性を
最大にするために、最初に、各位置で等モルの「混合物」を用いてペプチド合成を行った
。フェニルチオカルバミル－アミノ酸分析を行うことにより、各位置での相対的アミノ酸
含有量が評価される。各変性位置での各アミノ酸の等しい出現を確実にするために、アミ
ノ酸分析に基づいて、「混合物」中の各アミノ酸のモル量を調整して異なる反応速度を補
正した。数ラウンドのペプチド合成後、アミノ酸分析はアミノ酸混合物を至適化する必要
があり、それにより変性ペプチドが全て得られた。最適化に到達したアミノ酸混合物は以
下である：Ｇ（４．６％）、Ａ（５．６％）、Ｖ（３．３％）、Ｌ（２．５％）、Ｉ（４
．２５％）、Ｓ（４．４％）、Ｔ（８．４％）、Ｆ（２．２５％）、Ｙ（６．０％）、Ｗ
（６．８％）、Ｍ（２．９％）、Ｐ（２．５％）、Ｄ（５．８％）、Ｎ（９．５％）、Ｅ
（６．２％）、Ｑ（９．４％）、Ｋ（６．１％）、Ｒ（６．４％）、Ｈ（３．５％）。
【００６３】
　側鎖保護基の除去を伴う樹脂からの変性ペプチドの切断は、ＴＦＡでの処理と同時に行
われる。切断混合物（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｅｍｅｒｖｉｌｌｅ、ＣＡ、１９９５
）は、以下からなる：０．７５ｇフェノール、０．１２５ｍｌ硫化メチル、０．２５ｍｌ
　１，２－エタンジオール、０．５ｍｌ　ｍｉｌｌｉＱ　Ｈ２Ｏ、０．５ｍｌチオアニソ
ール、１０ｍｌ　ＴＦＡ。全混合物をペプチド樹脂に添加した（約３００ｍｇ）。樹脂を
窒素で洗い流し、室温で３時間穏やかに撹拌した。次いで、樹脂を濾過して、ペプチドを
冷（０℃）メチル－ｔ－ブチルエーテル中に沈殿させた。エーテル画分を、遠心分離して
沈殿を回収した。ペプチド沈殿物を、減圧乾燥し、質量分光法によって分析し、ＨＰＬＣ
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で精製した。
【００６４】
　ペプチドサンプルを、アセトニトリル／水（５０：５０、ｖ／ｖ）中に懸濁し、基質と
して２，４，６－トリヒドロキシアセトフェノン＋クエン酸アンモニウムを用いたＰｅｒ
ｃｅｐｔｉｖｅ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ、ＭＡ）ＭＡＬＤＩ－Ｔ
ＯＦ質量分析計で分析した。予想通り、ペプチド混合物は、均一の生成物を示さなかった
。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析により、ペプチドプールは変性され、ペプチド質量の平均質量
および予想された統計的に正常な曲線を示すことが示された。
【００６５】
　ペプチドを、Ｌａｍｂｄａ－Ｍａｘ　Ｍｏｄｅｌ　４８１　Ｍｕｌｔｉｗａｖｅｌｅｎ
ｇｔｈ　ｄｅｔｅｃｔｏｒ、５００シリーズポンプ、および自動化勾配制御装置からなる
Ｗａｔｅｒｓ　ＨＰＬＣ　ｓｙｓｔｅｍを用いて精製した。Ｖｙｄａｃの半調製Ｃ１８カ
ラムを、逆相精製に使用した。２ｍｌ／分の流速で６０分間の直線的勾配（１０％～１０
０％、Ｂ）を使用した。緩衝液Ａは、０．１％ＴＦＡ／Ｈ２Ｏ（ｖ／ｖ）からなり、緩衝
液Ｂは、０．１％　ＴＦＡ／６０％　ＣＨ３ＣＮ／４０％　Ｈ２Ｏ（ｖ／ｖ／ｖ）からな
る。２１４ｎｍで検出した。
【００６６】
　（質量分光法で示されたように）ペプチドプールが変性していたので、ＨＰＬＣ精製に
よって均一な生成物が得られるとは期待できなかった。本方法によってペプチド混合物の
ベースライン分離を行わず、本方法は粗精製／脱塩工程としてのみみなした。質量分光法
を行い、質量が理論上の範囲内である全ての画分をプールし凍結乾燥した。
【００６７】
　ペプチドに沿ったいくつかの異なる位置でのアミノ酸配列分析により、各タンパク質で
の無作為なアミノ酸が表示され、無作為の出現が合成を通して維持されることが示された
。結果は、適切な抗原として作用する非常に多様なペプチドライブラリーの産生を示した
。
【００６８】
　ウサギポリクローナル抗体の産生
　異質二重機能性架橋剤（ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエ
ステル（ＭＢＳ））を使用して、キャリアタンパク質（ＫＬＨ）へ結合させるＣ末端シス
テイン残基を含む全てのペプチドを合成した。使用した結合法は製造者（Ｐｉｅｒｃｅ）
に記載の通りであるが、動物の免疫化および追加免疫用の物質を増加させるためにＫＬＨ
にカップリングしたペプチドの量は１０ｍｇに増加させた。Ｎ末端およびＫＬＨリジン残
基のε－アミノ基に対する反応後に過剰なＭＢＳを取り除くために、スケールアップには
より大きな脱塩カラム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　１０　ＤＧ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ））の
使用が必要であった。
【００６９】
　ホスホトレオニンペプチドライブラリーを、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬ
Ｈ）（２５０μｇ）に共有結合させ、フロイントアジュバントに乳化し、雌のニュージー
ランド白ウサギに皮内注射した。完全フロンドアジュバント（２００μｇ）による追加免
疫注射を、応答が得られるまで隔週で行った。ホスホトレオニンおよび非ホスホトレオニ
ンペプチドライブラリーを用いたＥＬＩＳＡによるホスホペプチド特異性免疫反応性の存
在について、ウサギ血清を３週間毎にスクリーニングした。ホスホペプチドに対する抗体
の力価が１０５に達したとき、ウサギを、２週間毎に採血する産生血液スケジュール（ｐ
ｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｌｅｅｄ　ｓｃｈｅｄｕｌｅ）に従わせる。４０ｍｌの高力価の
血清が得られたとき、以下に記載のように、ホスホ特異的抗体の精製を開始した。
【００７０】
　最も有望なウサギ由来の抗血清をｐｒｏｔｅｉｎ　Ａで精製し、非ホスホＴｈｒ／Ｓｅ
ｒペプチドライブラリーカラムを通過させた。非吸着画分を、ホスホトレオニンカラムに
注ぎ、低ｐＨで溶出し、透析し、ホスホペプチドおよび非ホスホペプチドを用いたＥＬＩ
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ＳＡによってホスホ特異性について試験した。この様式で親和性精製された抗体は、リン
酸化トレオニンペプチドライブラリーを認識するが、非ホスホトレオニン／セリンライブ
ラリーと反応せず、これは、ホスホトレオニンについての特異性の程度が高いことを示し
ている（図１ａを参照のこと）。ＥＬＩＳＡの結果はまた、抗体はまた１８の異なるホス
ホトレオニンペプチドの混合物と特異的に反応したが、対応するいかなる非ホスホペプチ
ドとも反応しなかったことを示した（図１ｂ）。抗体はまた、ホスホトレオニンについて
厳密な選択性を示し、これは、３８種の異なるホスホセリンペプチド（図１ｂ）またはホ
スホチロシンを含むペプチドと反応しないことを示す。
【００７１】
　本発明者らは、次に、プロテインフォスファターゼ阻害剤であるオカダ酸で処理してい
るか処理していない細胞由来の細胞抽出物を用いたウェスタンブロッティングによって抗
体を試験した。図１ｃに示すように、ホスホトレオニン抗体は、コントロール抽出物由来
の比較的少数のタンパク質と反応したが、オカダ酸で処理後では非常に多数のタンパク質
と反応する（図１ｃ、レーン２の高分子量の不鮮明な反応タンパク質を参照のこと）。抗
体はまた、それぞれの活性化ループでのトレオニン残基でリン酸化された場合のみ、活性
化形態のＭＡＰＫ（ＥＲＫ１）およびＭＫＫ３と特異的に反応した。抗体は、これらのタ
ンパク質の不活性な非リン酸化形態と反応しなかった（図１ｃ、レーン３～６）。これら
の結果は、ホスホトレオニンの特異性が高いことを示し、これは、多くの異なるトレオニ
ンリン酸化タンパク質およびペプチドに対して広範な交叉反応性を示唆する。
【００７２】
　状況独立性をより慎重に試験するために、上記の実験で混合した個々のトレオニンリン
酸化ペプチドに対してＥＬＩＳＡ分析を行った。図１ａに示すように、ホスホトレオニン
抗体は、ホスホトレオニンがプロリンに隣接する場合（例えば、ｃ－ＭｙｃおよびＡＰＰ
１ホスホペプチド）以外は、全てのホスホペプチドと良好に反応する（図２ｂ）。これら
の結果は、精製ウサギ抗体がホスホ特異性形態で広範な種々のホスホトレオニンと反応す
るが、リン酸化トレオニンがプロリンが隣接する場合はホスホペプチドとの反応は不十分
であることを示す。
【００７３】
　ホスホトレオニン抗体認識の状況依存性を、ホスホペプチドライブラリーの固定格子を
用いてさらに試験した。固定ホスホトレオニンに加えて、ホスホトレオニンと比較して－
４、－３、－２、－１、＋１、＋２、＋３の位置にさらなる固定アミノ酸を含むが、シス
テイン以外の全ての２０アミノ酸を含む他の位置を有するようにそれぞれ異なるライブラ
リーを合成した。各ペプチドライブラリーを、ＥＬＩＳＡウェルの底部にコートし、ホス
ホトレオニン抗体に暴露した。格子上の特定のスポット（ペプチドライブラリー）と反応
しない抗体は、特定の位置に特定のアミノ酸が存在する場合、結合しない。この分析は、
ホスホトレオニンと比較して特定の位置での特定のアミノ酸が結合を許容するか阻害する
かどうかを同定する（図１ｄ）。
【００７４】
　結果により、ホスホトレオニン抗体が－１、－２、－３、－４および＋２、＋３の位置
で全てのアミノ酸を許容し、＋１位のプロリン以外の全てのアミノ酸と等しく十分に結合
することを確認した（図１ｄ、最初の列を参照のこと）。この結合プロフィールによって
規定された反応性は、抗体が－１位でプロリンが隣接するもの以外は全てのホスホトレオ
ニン含有配列に結合することを示す。種々の特異的ホスホトレオニン含有ペプチドを使用
したさらなる分析により、これらの結果を確認した。
【００７５】
　同一のペプチドライブラリー抗原で免疫化したいくつかの他のウサギ由来のホスホトレ
オニン特異的抗体を、さらに精製して特徴づけた。２つの他のウサギから得た血清から精
製した抗体は、ＥＬＩＳＡで同定したところ、広範な交叉ホスホトレオニン抗体も産生し
た。あるウサギでは、ホスホトレオニン後のプロリンを含むペプチドと等しく十分に反応
する抗体を産生した。まとめると、これらの結果は、組み合わせペプチドライブラリーを
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免疫原として使用する場合、ホスホトレオニン応答の広範な状況独立性が得られることを
示す。
【００７６】
[実施例２］
　プロテインキナーゼコンセンサス部位特異的ホスホ抗体
　ＭＡＰＫ－コンセンサス認識部位：ＰＸＳ＊Ｐ
　ＭＡＰＫリン酸化の好ましい部位ＰＸＳ＊Ｐのペプチドライブラリーを、実質的に実施
例１に記載のように合成した（図２ａ）。等モル量のホスホセリンおよびトレオニンとの
混合物に加えて、以下の２つの他の位置のアミノ酸も固定した：－２位のプロリンおよび
＋１位のプロリン。このライブラリーをＫＬＨにカップリングし、ホスホトレオニンにつ
いて記載したようにウサギに注射した。最も有望なウサギ由来のＩｇＧをｐｒｏｔｅｉｎ
　Ａで精製し、非ホスホＴｈｒ／Ｓｅｒペプチドライブラリーカラムを通過させた。非吸
着画分（通過したもの）を、ホスホＰＸＳ＊Ｐカラムに注ぎ、低ｐＨで溶出し、透析し、
ホスホペプチドおよび非ホスホペプチドを用いたＥＬＩＳＡによってホスホ特異性につい
て試験した。
【００７７】
　この様式で親和性精製した抗体は、リン酸化ＰＸＳ＊Ｐペプチドライブラリーと強力に
反応するが、非ホスホトレオニン／セリンライブラリーとは反応しなかった（図２ａを参
照のこと）。ＥＬＩＳＡの結果はまた、抗体が１８の異なるホスホトレオニンペプチドの
混合物と特異的に反応するが、対応するいかなる非ホスホペプチドとも反応しないことを
示した（図２ａ）。ホスホ特異性であることに加えて、抗体は－２および＋１位のプロリ
ンに選択性を示し、この位置でプロリンを欠くリン酸化ペプチドとは反応しない（図２ａ
）。抗体は、ＲＢおよびｃｄｋ４ホスホペプチドと強力に反応するが、＋１位にプロリン
を欠くＭＫＫ３、ＰＫＣａｌｐｈａ、またはｐ７０Ｓ６ホスホペプチドとは反応しなかっ
た（図２ａ）。これらの抗体は、－２位にプロリンを欠くいくつかのペプチド（例えば、
ｃｄｋ４ホスホペプチド）と反応し、これは、この位置でプロリンが絶対に必要ではない
ことを示唆する。
【００７８】
　タンパク質ホスファターゼインヒビターのオカダ酸で処理したか処理していない細胞か
ら抽出した細胞抽出物を使用したウェスタンブロッティングによって、ＰＸＳ＊Ｐ抗体を
さらに試験した。ＲＳ　４；１１細胞由来の細胞抽出物へのＰＸＳ＊Ｐ抗体の結合は、オ
カダ酸処理後に強力に促進された（図２ｂ、レーン２の高分子量の不鮮明な反応タンパク
質を参照のこと）。抗体はまた、ＭＡＰキナーゼでｉｎ　ｖｉｔｒｏでリン酸化したＡＴ
Ｆ－２と特異的に反応するが、このタンパク質の非リン酸化形態とは反応しない（図２ｂ
、レーン３およびレーン４）ので、多くの異なるリン酸化タンパク質およびペプチドとホ
スホ特異性の程度が高く、交叉反応性が広範であることが示された。
【００７９】
　ＰＸＳ＊Ｐ抗体認識の特異性もまた、ホスホペプチドライブラリーの固定格子を用いて
試験した。上記のように、固定ホスホトレオニンまたはホスホセリンに加えて、ホスホト
レオニンと相対して－１、＋１、＋２位に固定したアミノ酸を持つが、他の全ての位置に
システインを除く２０種全てのアミノ酸を含むように各々の異なるライブラリーを合成す
る。
【００８０】
　ＰＸＳ＊Ｐ抗体は、プロリンが－１位に固定された場合ペプチドライブラリーと弱く反
応したが、プロリンが－２および＋１位に固定された場合ライブラリーと強力に反応した
。この結合プロフィールによって定義された反応性は、予想通り、ＰＸＳ＊Ｐ抗体がＰＸ
Ｓ＊Ｐモチーフを含む配列とのみ結合する。抗血清は、Ｓ＊Ｐ（不純物の結果として）に
対していくつかの残基反応性をさらに含むが、これは固定Ｓ＊Ｐライブラリーを用いたさ
らなる精製によって取り除くことができる。
【００８１】
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[実施例３］
　プロテインキナーゼコンセンサス部位特異的ホスホ抗体
　１４－３－３結合部位：ＲＳＸＳ＊ＸＰ
　１４－３－３標的を同定する抗体を、ペプチドライブラリーＸＸＸＸＲＳＸＳ＊ＸＰＸ
ＸＸＸＣ（式中、Ｓ＊はホスホセリンを示し、Ｘは任意のアミノ酸を表し、Ｃはシステイ
ンである）の合成によって得た。上記の１４－３－３ホスホペプチドライブラリーを、実
施例１に記載のように、ＡＢＩペプチド合成機および変性カップリング反応中のシステイ
ン以外の各アミノ酸の混合物を用いたＦ－Ｍｏｃ固相ペプチド合成によって合成した。
【００８２】
　１４－３－３ホスホペプチドライブラリーを、ＫＬＨと結合させ、ホスホトレオニンお
よびＰＸＳ＊Ｐについて上記のようにウサギに注射した。最も有望なウサギ由来の抗血清
を、ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａで精製し、非ホスホ１４－３－３ペプチドライブラリーカラムに
吸着させた。このカラムを通過したものを、ホスホ１４－３－３カラムに注ぎ、低ｐＨで
溶出し、透析し、ホスホおよび非ホスホ１４－３－３ペプチドライブラリーを用いたＥＬ
ＩＳＡによってホスホ特異性について試験した。これらの親和性精製した１４－３－３ペ
プチド抗体は、リン酸化１４－３－３ペプチドライブラリーを認識するが、非ホスホ１４
－３－３ライブラリーは認識しないので、これは、ホスホ１４－３－３に対する高度な特
異性を示す（図３ａを参照のこと）。抗体はまた、１４－３－３モチーフ（ホスホ－Ｂａ
ｄ－Ｓｅｒ１３６、ｃｄｃ２５－Ｓｅｒ２１６を含む）を含むいくつかの異なるペプチド
と強力に反応し、わずかな変異モチーフを含むホスホ－Ｂａｄ－Ｓｅｒ１１２とより弱く
反応した。抗体は、対応する非ホスホペプチド（図３ａ）ともモチーフを含まない他の多
くのホスホペプチドとも全く反応しない。
【００８３】
　ホスホ１４－３－３抗体を、ＧＳＴ－Ｂａｄ融合タンパク質でトランスフェクトしホル
ボールエステルＴＰＡと処理したか処理していない細胞から調製した細胞抽出物を用いた
ウェスタンブロッティングによってさらに試験した。抗体は、コントロール抽出物由来の
少数のタンパク質と反応した（図３ｂ）。トランスフェクト細胞から調製した抽出物中で
はＢａｄが検出されたが、コントロール細胞からは検出されなかった。ＴＰＡは、いくつ
かの高分子量のタンパク質のリン酸化を誘導した（図３ｂの矢印）が、基底レベルのＢａ
ｄリン酸化が高いので、ＴＰＡでのリン酸化の増加を認めるのは困難である。これらの結
果は、ホスホ１４－３－３抗体がリン酸化Ｂａｄおよび他のＴＰＡ刺激ホスホタンパク質
を検出することができることを示す。
【００８４】
　前記のセリン／トレオニンリン酸化ペプチドライブラリーの格子に対するＥＬＩＳＡ分
析も行った。予想通り、ホスホ１４－３－３抗体は、＋２位のプロリンが必須である。
【００８５】
[実施例４］
　マウスモノクローナル抗体の産生：ＣＤＫコンセンサスリン酸化部位ＰＸＴ＊ＰＸＲ
　ＰＸＴ＊／Ｓ＊ＰＸＲ配列は、多数の細胞周期依存性プロテインキナーゼ（ｃｄｋｓ）
のコンセンサスリン酸化部位を示す。このリン酸化モチーフを認識する抗体は、細胞周期
進行の調節に重要な新規のｃｄｋ基質の同定に有用であろう。図４ａに示すＰＸＴ＊／Ｓ
＊ＰＸＲペプチドを、ＫＬＨにカップリングし、ＢＡＬＢ／ｃマウスに注射した。フロイ
ントアジュバントに乳化したホスホペプチド－ＫＬＨ結合物（５０μｇ）をＩＰ注射した
。完全フロイントアジュバント中の追加免疫注射（１２．５～２５μｇ）を、応答が得ら
れるまで３週間毎に行った。抗体力価を、免疫化ホスホペプチドライブラリーに対するＥ
ＬＩＳＡによって測定した。高力価応答を示すマウス由来の血清を、固定非ホスホＴｈｒ
／Ｓｅｒペプチドに吸着させ、非吸着画分をウェスタンブロットで試験した（データ示さ
ず）。
【００８６】
　ホスホ特異的応答を示すマウス由来の脾細胞を、骨髄腫Ｘ６３Ａｇ８．６３５細胞に融



(17) JP 5648007 B2 2015.1.7

10

20

30

40

50

合し（Ｋｅａｒｎｅｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１２３、１５４８～１５５０、１９７
９）、約１，１００個のハイブリドーマクローンを選択してスクリーニングした。各クロ
ーン由来の上清を、免疫化ホスホペプチドライブラリーへの結合能力について最初にスク
リーニングし、次に非ホスホペプチドライブラリーに対するその交叉反応性についてスク
リーニングした。最も高い程度のホスホ特異性を示す２つの異なるクローンを、さらなる
分析用に選択した。クローン６Ｂ８および５Ａ９の特異性を、図４ａに示したホスホペプ
チドライブラリーおよびホスホペプチドを用いてさらに特徴づけた。両クローンは、ライ
ブラリーおよび個々のペプチドを含むホスホトレオニンと特異的に反応するが、ペプチド
含むホスホセリンとは有意に反応せず、これは、ホスホトレオニン選択クローンが同定さ
れたことを示す。両クローンは、ホスホトレオニンと相対してプロリンが－２および＋１
位で固定された場合、ペプチドと強力に反応する。Ｔ＊ＰおよびＰＸＴ＊Ｐライブラリー
に対する反応性は、各ライブラリー中の４００ペプチド中の１ペプチドおよび２０ペプチ
ド中の１ペプチドが固定位置に適切なアミノ酸を有するので、緩やかな特異性を示さない
。両クローンは、免疫化ライブラリーに存在する各固定位置に含まれる単一のＲＢホスホ
トレオニンペプチドと強力に反応するが、対応する非ホスホペプチドとは有意に反応しな
い。
【００８７】
　ウェスタン分析により、培養細胞のオカダ酸処理により両クローン６ｂ８および５Ａ９
の結合性が劇的に増加したことが示される（図４ｂ）。クローン６Ｂ８はまた、ウェスタ
ンブロッティングによってｃｄｃ２リン酸化ＲＢを検出することが示される（図４ｂ）が
、非リン酸化ＲＢタンパク質とは反応しない。クローン５Ａ９は、ブダペスト条約の条項
に基づき、１９９８年９月４日にＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌ
ｌｅｃｔｉｏｎにアクセッション番号ＨＢ－１２５６３で寄託された。
【００８８】
[実施例５］
　アセチル化リジン特異的抗体
　アセチル化リジンに対して特異的な反応性を示し、非アセチル化リジンに対して反応性
を示さない抗体を、以下のアセチル化リジンペプチドライブラリーＸＸＸＸＸＸＫ＊ＸＸ
ＸＸＸＸＣ（式中、Ｋ＊はアセチル化されており、Ｘはシステイン以外の任意のアミノ酸
を示し、Ｃはシステインである）の合成によって得た。アセチル化リジンペプチドライブ
ラリーを、上記のように市販の完全に保護されたアセチル化リジンを用いる標準的なＦ－
Ｍｏｃ固相ペプチド合成によって合成した。
【００８９】
　ペプチドライブラリーをＫＬＨとカップリングし、ウサギに注射した。Ｋ＊－ペプチド
－ＫＬＨ結合物（２５０μｇ）を、上記に記載のように他のホスホペプチドライブラリー
用の免疫原として使用した。最も有望なウサギ由来の血清を、ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａで精製
し、非アセチル化リジンペプチドライブラリーカラムに吸着させた。このカラムの通過物
を、アセチル化リジンカラムに注ぎ、低ｐＨで溶出し、ＥＬＩＳＡによってホスホ特異性
について試験した。
【００９０】
　上記のように親和性精製したアセチル化リジン抗体は、アセチル化リジンペプチドライ
ブラリーを認識するが、非アセチル化ライブラリーは認識せず、これは、ＥＬＩＳＡで測
定したところ、アセチル化リジンに対する特異性の程度が高いことを示している。この抗
体はまた、０．５ｎｇほどのアセチル化ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）と特異的に反応す
るが、１０μｇまでの非アセチル化ＢＳＡと全く反応しなかった（図５ａを参照のこと）
。
【００９１】
　さらに、抗体を、アニソマイシンで処理するか処理しない細胞から調製した細胞抽出物
を用いたウェスタンブロッティングによって試験した。抗体は、Ｃ６細胞抽出物中に存在
する多数の異なるタンパク質と反応する（図５ｂ）。パネルｂおよびパネルｃでは、抗体
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を、１μｇの非アセチル化ペプチドライブラリー（図５ｂ）または１μｇのアセチル化ペ
プチドライブラリー（図５ｃ）とプレインキュベートした。非アセチル化ペプチドライブ
ラリーとのプレインキュベーションにより、アセチル化コントロールタンパク質との抗体
反応性に対する効果はほとんどなく、細胞抽出物中にバンドが視覚化された（図５ｃ、レ
ーン５～８）。しかし、アセチル化リジンペプチドライブラリーとの抗体のプレインキュ
ベーションにより、コントロールアセチル化ＢＳＡに結合し、細胞抽出物中に存在する多
数のタンパク質に結合する抗体を完全に阻害した（図５ｄ、レーン９～１２）。これらの
結果は、アセチル化リジンに対する特異性の程度が高いことを示し、抗体が種々の周囲の
配列状況におけるアセチル化リジンを含む広範囲の異なるサイズのタンパク質を認識する
ことを示す（図５ｃおよび図５ｄのレーン１および２を比較のこと）。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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