
(57)【要約】

本発明は、基転移反応における供与体生成物および該供

与体生成物を産生させる触媒活性の検出、定量および高

処理量スクリーニング方法に関する。本発明は、さらに

、本発明の方法を実施するのに使用することができるイ

ムノアッセイ法、抗体およびキットも提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 a) 活 性 化 型 の 供 与 体 を 触 媒 活 性 酵 素 の 存 在 下 に 受 容 体 と 反 応 さ せ る こ と ；
　 b) 供 与 体 -生 成 物 お よ び 受 容 体 -Xを 形 成 さ せ る こ と ；
　 c) 前 記 供 与 体 -生 成 物 を 、 観 測 可 能 物 理 量 を 生 じ さ せ 得 る 検 出 可 能 タ グ を 含 む 第 １ 複 合
体 と 接 触 さ せ る こ と ；
　 d) 前 記 第 １ 複 合 体 の 検 出 可 能 タ グ を 前 記 供 与 体 -生 成 物 に よ っ て 拮 抗 的 に 置 換 し て 第 ２
の 複 合 体 お よ び 外 さ れ た 検 出 可 能 タ グ を 生 成 さ せ る こ と ； お よ び 、
　 e) 前 記 第 １ 複 合 体 中 の 検 出 可 能 タ グ お よ び 前 記 外 さ れ た 検 出 可 能 タ グ に よ っ て 発 生 し
た 観 測 可 能 物 理 量 の 変 化 を 検 出 す る こ と ；
を 含 む 、 基 転 移 反 応 の 供 与 体 生 成 物 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 (f) 工 程 (e)の 観 測 可 能 物 理 量 を 定 量 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 a) 供 与 体 の 活 性 化 型 が 供 与 体 -Xを 含 み ；
　 b) 受 容 体 が 触 媒 活 性 酵 素 に 対 す る 基 質 を 含 み 、 前 記 基 質 が 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク
質 、 核 酸 、 脂 質 、 炭 水 化 物 お よ び 小 分 子 基 質 か ら な る 群 か ら 選 ば れ ；
　 c) 供 与 体 -生 成 物 が ヌ ク レ オ チ ド ま た は 非 ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 前 記 非 ヌ ク レ オ チ ド が
、 s-ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ま た は 補 酵 素 Aか ら な る 群 か ら 選 ば れ る
代 謝 中 間 体 で あ り ；
　 d) 受 容 体 -Xが 、 Xが 共 有 結 合 付 加 物 で あ る 反 応 生 成 物 を 含 み ； 前 記 共 有 結 合 付 加 物 が 、
ホ ス フ ェ ー ト 、 ス ル フ ェ ー ト 、 炭 水 化 物 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 、 合 成 誘 導 ア ミ ノ 酸 、
ADP-リ ボ ー ス 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 メ チ ル 、 ア セ チ ル お よ び グ ル タ チ オ ン 部 分 か ら な る 群 か ら
選 ば れ ； 前 記 共 有 結 合 付 加 物 は 、 必 要 に 応 じ て 、 前 記 受 容 体 の 機 能 、 安 定 性 ま た は 機 能 と
安 定 性 の 双 方 を 改 変 す る こ と が で き ；
　 e) 第 １ 複 合 体 が 巨 大 分 子 と 検 出 可 能 タ グ を 含 み ； か つ 、
　 f) 第 ２ 複 合 体 が 前 記 巨 大 分 子 を 含 み 、 前 記 検 出 可 能 タ グ が 前 記 供 与 体 -生 成 物 に よ り 拮
抗 的 に 置 換 さ れ て 観 測 可 能 物 理 量 を 生 じ さ せ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 巨 大 分 子 が 、 供 与 体 -生 成 物 と 高 親 和 性 で 接 触 可 能 で あ る 、 抗 体 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン
パ ク 質 、 核 酸 分 子 、 お よ び 不 活 化 酵 素 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 組 換 え 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 抗 体 が 供 与 体 -生 成 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 供 与 体 -Xと 交 叉 反 応 す る 抗 体 の レ ベ ル が
、 前 期 抗 体 が 前 期 供 与 体 -生 成 物 に 対 し て 示 す 特 異 性 の レ ベ ル よ り も 低 い 、 請 求 項 ４ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 検 出 可 能 タ グ が ト レ ー サ ー で あ り 、 前 記 ト レ ー サ ー が ヌ ク レ オ チ ド ま た は 非 ヌ ク レ オ チ
ド に 結 合 さ せ た 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 分 子 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 触 媒 活 性 を 検 出 す る こ と を さ ら に 含 み 、 前 記 触 媒 活 性 が 基 転 移 反 応 に お い て 供 与 体 -生
成 物 を 生 成 さ せ る 活 性 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 触 媒 活 性 が 化 学 触 媒 活 性 、 酵 素 活 性 ま た は こ れ ら の 組 合 せ を 含 み 、 前 記 酵 素 活 性 が 、 ス
ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 UDP-グ ル ク ロ ノ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 メ チ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 グ ル タ チ オ ン ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ
び ADP-リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 活 性 を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
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　 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 が 、 蛍 光 偏 光 免 疫 測 定 法 (FPIA)、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 法 (FRET)、
酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 (ELISA)、 化 学 発 光 免 疫 測 定 法 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項
１ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 基 転 移 反 応 酵 素 を 活 性 化 ま た は 阻 害 し 得 る 分 子 を 同 定 す る た め に 、 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー の
ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 使 用 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 分 子 が 、 受 容 体 の 機 能 、 安 定 性 ま た は 機 能 と 安 定 性 の 双 方 を 改 変 し 得 る 、 請 求 項 １ ２ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 分 子 が 治 療 作 用 を 示 し 得 る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 マ イ ク ロ ア レ ー ま た は 微 小 流 体 装 置 を 含 む 高
処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 使 用 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 供 与 体 -生 成 物 と 供 与 体 を 高 供 与 体 濃 度 の 存 在 下 に 選 択 的 に 識 別 す る 能 力 を 有 す る 、 基
転 移 反 応 の 供 与 体 -生 成 物 に 対 し て 生 成 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 供 与 体 生 成 物 が 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 非 ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項
１ ６ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド の リ ン 酸 部 分 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 5'-ホ ス フ ェ ー ト 、 5'-ホ ス ホ ス ル フ
ェ ー ト 、 5'-ジ ホ ス フ ェ ー ト お よ び 5'-ト リ ホ ス フ ェ ー ト 間 を 識 別 す る 能 力 を 有 す る 、 請 求
項 １ ６ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 下 記 の 工 程 を 含 む 、 基 転 移 反 応 の 供 与 体 -生 成 物 の 均 質 拮 抗 結 合 ア ッ セ イ 法 ：
　 a) 供 与 体 -生 成 物 を ト レ ー サ ー お よ び 巨 大 分 子 と 混 合 し て 混 合 物 を 調 製 す る 工 程 で あ っ
て 、 前 記 巨 大 分 子 は 前 記 供 与 体 生 成 物 に 対 し 特 異 的 で あ り 、 前 記 ト レ ー サ ー は フ ル オ ロ フ
ォ ア に 結 合 さ せ た 前 記 供 与 体 生 成 物 を 含 み 、 前 記 ト レ ー サ ー は 前 記 巨 大 分 子 と 結 合 し て 蛍
光 偏 光 に お い て 検 出 可 能 な 変 化 を 生 じ さ せ る こ と の で き る 、 前 記 工 程 ；
　 b) 前 記 混 合 物 の 蛍 光 偏 光 を 測 定 し て 蛍 光 偏 光 測 定 値 を 得 る 工 程 ； お よ び 、
　 c) 前 記 蛍 光 偏 光 測 定 値 を 特 性 決 定 し た 蛍 光 偏 光 値 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 特 性
決 定 し た 蛍 光 偏 光 値 が 既 知 の 供 与 体 生 成 物 濃 度 に 対 応 す る 、 前 記 工 程 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 基 転 移 反 応 が 酵 素 に よ っ て 触 媒 作 用 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 酵 素 が 、 キ ナ ー ゼ 、 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 UDP-グ ル
ク ロ ノ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 グ ル タ チ オ ン ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ お よ び ADP-リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ９ 記
載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 供 与 体 -生 成 物 が 、 ホ ス ホ ア デ ノ シ ン -ホ ス ホ ス ル フ ェ ー ト (PAP)、 ア デ ノ シ ン ジ ホ ス フ
ェ ー ト (ADP)、 ウ リ ジ ン ジ ホ ス フ ェ ー ト (UDP)、 s-ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン 、 ニ コ チ ン ア
ミ ド お よ び 補 酵 素 Aか ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 フ ル オ ロ フ ォ ア が 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド お よ び こ れ ら の 誘 導
体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
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　 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て 基 転 移 反 応 酵 素 を 阻 害 ま た は 活 性 化 し 得 る 分 子
を 同 定 す る た め の 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の ア ッ セ イ 法 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 巨 大 分 子 と ト レ ー サ ー の 各 々 を 、 供 与 体 生 成 物 の 少 な く と も １ 回 の 均 質 蛍 光 偏 光 ア ッ セ
イ 法 に 適 す る 量 で 含 み 、 前 記 巨 大 分 子 が 抗 体 ま た は 不 活 化 酵 素 で あ り 、 前 記 巨 大 分 子 と 前
記 ト レ ー サ ー が 容 器 内 に 別 々 ま た は 一 緒 に 存 在 し 得 る 、 基 転 移 反 応 か ら の 供 与 体 -生 成 物
の 特 性 決 定 用 ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 こ ん 包 材 と 、 抗 体 お よ び ト レ ー サ ー の 均 質 蛍 光 偏 光 ア ッ セ イ 法 に お け る 使 用 に 関 す る 使
用 説 明 書 と を さ ら に 含 み 、 前 記 抗 体 が 供 与 体 -生 成 物 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 前 記 ト レ ー
サ ー が フ ル オ ロ フ ォ ア に 結 合 さ せ た 供 与 体 -生 成 物 を 含 み 、 前 記 ト レ ー サ ー が 前 記 抗 体 に
結 合 し て 蛍 光 偏 光 に お い て 検 出 可 能 な 変 化 を 発 生 さ せ 得 る 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の ア ッ セ イ キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 フ ル オ ロ フ ォ ア が 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド お よ び こ れ ら の 誘 導
体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 関 連 出 願 と の 相 互 参 照 ）
　 本 出 願 は 、 2003年 1月 30日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/443,746号 に 基 づ く 利 益 を 主 張
し 、 該 米 国 出 願 は 、 そ の 全 体 が 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る も の と す る 。
（ 技 術 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 基 転 移 反 応 方 法 論 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 基 転 移 反 応 に お け る 供 与 体 -生 成 物
お よ び 該 供 与 体 -生 成 物 を 生 成 し 得 る 触 媒 活 性 の 検 出 お よ び 定 量 方 法 を 提 供 す る 。 ま た 、
本 発 明 は 、 基 転 移 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 の 受 容 体 基 質 、 阻 害 因 子 ま た は 活 性 化 因 子 の 高 処 理
量 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の イ ム ノ ア
ッ セ イ 法 、 抗 体 お よ び 関 連 キ ッ ト も 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 基 質 が 活 性 化 供 与 体 分 子 と し て 知 ら れ る 他 の 物 質 に よ っ て 供 与 さ れ る 化 学 基 に よ っ て 修
飾 さ れ る 、 多 く の 重 要 な 生 物 学 的 反 応 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 生 物 学 的 反 応 は 、 “ 基 転 移 反
応 ” と し て 広 く 認 識 さ れ て お り 、 下 記 の 一 般 反 応 式 を 有 す る ：
　 　 　 　 　 　 　 　 供 与 体 -X + 受 容 体  →  供 与 体 生 成 物  + 受 容 体 -X
　 典 型 的 に は 、 供 与 体 -X、 即 ち 、 活 性 化 供 与 体 分 子 は 、 共 有 結 合 付 加 物 に 結 合 し た ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 。 供 与 体 -Xは 、 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 供 与 体 中 で ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 の 形 成 に よ
っ て 活 性 化 さ れ る 。 ま た 、 受 容 体 基 質 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の よ う な 小 分 子 ま た は 巨
大 分 子 を 含 み 得 る 。 こ の 反 応 の 生 成 物 は 、 修 飾 受 容 体 、 受 容 体 -Xお よ び 供 与 体 -生 成 物 分
子 で あ る 。
　 基 転 移 反 応 を 触 媒 す る 、 例 え ば 、 ATPを 使 用 し て リ ン 酸 基 を 供 与 す る キ ナ ー ゼ ； ホ ス ホ
ア デ ノ シ ン -ホ ス ホ ス ル フ ェ ー ト (PAPS)を 使 用 し て ス ル ホ ネ ー ト 基 を 供 与 す る ス ル ホ ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ (SULT)； UDP-グ ル ク ロ ン 酸 を 使 用 し て グ ル ク ロ ン 酸 基 を 転 移 さ せ る UDP-グ
ル ク ロ ノ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (UGT)； s-ア デ ノ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 使 用 し て メ
チ ル 基 を 供 与 す る メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ； ア セ チ ル 補 酵 素 Aを 使 用 し て ア セ チ ル 基 を
供 与 す る ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ； お よ び ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド (N
AD)を 使 用 し て ADP-リ ボ ー ス 基 を 供 与 す る ADP-リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の よ う な 多 く
の 酵 素 が 存 在 す る 。 従 っ て 、 基 転 移 反 応 を 触 媒 す る 多 く の 酵 素 は 、 製 薬 企 業 に と っ て 興 味
あ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 自 動 化 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ (HTS)ア ッ セ イ 法 は 、 薬 物 発 見 環 境 に お け る 潜 在 的 薬 物
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分 子 と タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 同 定 す る た め の パ ラ ダ イ ム で あ り 、 こ の 方 式 は 、 好 ま し
く は 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 読 出 し に よ る 単 純 で 強 力 な 分 子 ア ッ セ イ を 必 要 と す る 。 HTSに 最
も 適 す る 方 式 は 、 反 応 を 開 始 さ せ た 後 に 何 ら の 操 作 も 必 要 と せ ず 且 つ ア ッ セ イ シ グ ナ ル を
連 続 的 に モ ニ タ ー し 得 る 均 質 ア ッ セ イ (例 え ば 、 “ 単 回 添 加 ” ま た は “ 混 合 お よ び 読 取 り
” ア ッ セ イ )で あ る 。 薬 物 発 見 の 観 点 に お け る こ れ ら ア ッ セ イ 法 の 重 要 性 に も か か わ ら ず
、 基 転 移 酵 素 の 製 薬 HTSプ ロ グ ラ ム へ の 取 入 れ は 、 以 下 の よ う な い く つ か の 理 由 に よ り 緩
慢 で あ り 妨 げ ら れ て い る ： a)現 在 の と こ ろ 、 均 質 ア ッ セ イ 法 は 利 用 可 能 で は な い 、 b) 使
用 す る 検 出 方 法 が 前 記 ア ッ セ イ の 使 用 に 重 大 な 制 約 を も た ら し て い る 、 c) 前 記 ア ッ セ イ
法 の 汎 用 的 で な い 性 質 は 、 多 様 な 受 容 体 物 質 を 試 験 す る た め に 多 く の 特 異 的 な 検 出 試 薬 の
開 発 を 必 要 と す る 。
　 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 基 質 ま た は 阻 害 因 子 を 同 定 す る の に 現 在 使 用 さ れ て い る 方 法
は 、 放 射 能 の 使 用 を 必 要 と し 、 沈 降 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 面 倒 な 反 応 後 分 離
工 程 を 含 む 。 例 え ば 、 3 5 S-PAPSが ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 に お い て 使 用 さ れ 、 標 識
化 さ れ た 生 成 物 が 、 未 反 応 3 5 S-PAPSの 選 択 的 沈 降 後 に シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ っ て 定 量
さ れ る (Foldes, A. and Meek, J. L., Biochim Biophys Acta, 1973, 327:365-74)。 こ の
方 法 は 、 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ (HTS)法 に お い て は 、 高 放 射 性 廃 棄 物 コ ス ト 故 に 、 ま た
、 分 離 工 程 の 取 入 れ は 自 動 化 工 程 を 複 雑 に す る こ と か ら 望 ま し く な い 。 他 の SULTア ッ セ イ
法 が 比 色 分 析 お よ び 蛍 光 手 段 を 使 用 し て 開 発 さ れ て い る が 、 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 は 、 検 出
の た め に 特 定 の 受 容 体 基 質 の 使 用 に 依 存 し て お り 、 従 っ て 、 そ の 使 用 は 単 一 の SULTイ ソ 型
に 制 約 さ れ 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 多 様 な 基 質 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る こ と は
で き な い (Burkart, M. D. and Wong, C. H., Anal Biochem, 1999, 274:131-7； Frame, L
. T. et al., Drug Metab Dispos, 2000, 28:1063-8)。 結 果 と し て 、 SULT相 互 作 用 研 究 は
、 薬 物 の 前 臨 床 開 発 に お い て 、 現 在 の と こ ろ 含 ま れ て い な い 。 ま た 、 UGTは 、 現 在 、 放 射
性 標 識 供 与 体 を 使 用 し て ア ッ セ イ さ れ て お り 、 前 臨 床 HTSプ ロ グ ラ ム を 著 し く 阻 害 す る 薄
層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)ま た は 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)の よ う な 反 応 後 分
離 工 程 を 必 要 と す る (Ethell, B. T., et al., Anal Biochem, 1998, 255:142-7)。 同 様 に
、 伝 統 的 に 、 キ ナ ー ゼ は 、 3 2 P-ATPま た は 3 3 P-ATPを 供 与 体 と し て 使 用 し て 生 成 さ せ た 放 射
性 標 識 ポ リ ペ プ チ ド 基 質 の フ ィ ル タ ー 捕 捉 ま た は 沈 降 に よ っ て ア ッ セ イ さ れ て い る 。 し か
し な が ら 、 こ の 方 法 は 、 濾 過 ま た は 遠 心 分 離 の よ う な 分 離 工 程 を 必 要 と す る の で 、 自 動 化
HTS方 式 に 容 易 に は 適 応 さ せ 得 な い 。 表 面 近 接 ア ッ セ イ 法 (surface proximity assay) (SP
A)は 、 マ ル チ ウ ェ ル 方 式 で の 放 射 能 ア ッ セ イ を 分 離 な し で 可 能 に す る が (Mallari, R., et
 al., J Biomol Screen, 2003, 8:198-204)、 製 薬 企 業 に よ る そ の 使 用 は 、 取 扱 い 放 射 性
同 位 元 素 の 廃 棄 お よ び 法 的 コ ス ト の た め に 減 少 し て き て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 キ ナ ー ゼ 阻 害 因 子 薬 物 開 発 に お け る 高 レ ベ ル の 興 味 故 に こ の 酵 素 群 の 改 良 さ れ た ア ッ セ
イ 方 法 を 開 発 す る 多 く の 努 力 が 科 学 者 達 に よ り な さ れ て い る 。 高 度 に 特 異 的 な 試 薬 を 使 用
し て 、 反 応 の 他 の 成 分 の 存 在 下 で の 反 応 生 成 物 を 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 の よ う な 光 系 読 出 し
を 使 用 し て 検 出 す る 均 質 ア ッ セ イ 法 が 開 発 さ れ て い る 。 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ に お い て 使 用 す
る 最 も 一 般 的 な 均 質 方 法 は 、 種 々 の 蛍 光 特 性 を 示 す ホ ス ホ ペ プ チ ド 生 成 物 の 免 疫 検 出 で あ
る (Zaman, G. J., Comb Chem High Throughput Screen, 2003, 6:313-20)。 こ の 方 法 に お
い て は 、 基 質 ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 が 抗 -ホ ス ホ ペ プ チ ド か ら 蛍 光 ホ ス ホ ペ プ チ ド ト レ ー サ
ー を 外 し て こ れ を 置 換 し 、 そ の 蛍 光 特 性 の 変 化 を 生 じ さ せ る 。 こ の 基 本 的 方 法 は 、 蛍 光 偏
光 (FP)法  (Parker, G. J., et al., J Biomol Screen, 2000, 5:77-88)； 時 間 分 解 蛍 光 法
(Xu, K., et al., J Biochem Mol Biol, 2003, 36:421-5)； 蛍 光 寿 命 識 別 法 (Fowler, A.,
 et al., Anal Biochem, 2002, 308:223-31)； お よ び 化 学 発 光 法 (Eglen, R. M. and Sing
h, R., Comb Chem High Throughput Screen, 2003, 6:381-7)の よ う な 拮 抗 イ ム ノ ア ッ セ
イ 法 に お い て 使 用 す る 数 種 の 読 出 し 方 式 に 適 合 さ れ て い る 。
　 こ の 方 法 に よ る 欠 点 は 、 ホ ス ホ ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 の 必 要 性 で あ る 。 汎 用 的 な ホ ス ホ チ
ロ シ ン 抗 体 が 一 般 的 で あ る が 、 ホ ス ホ セ リ ン 抗 体 お よ び ホ ス ホ ス レ オ ニ ン 抗 体 は 、 周 知 の
と お 作 製 す る の が 難 し く 、 ホ ス ホ -セ リ ン ま た は -ス レ オ ニ ン を 特 異 的 隣 接 ア ミ ノ 酸 と の 前
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後 関 係 の 中 で し か 認 識 し な い (Eglenお よ び Singh、 2003年 )。 ヒ ト に お い て は 400種 を 越 え
る キ ナ ー ゼ が 存 在 し 、 リ ン 酸 化 部 位 に 対 す る そ れ ら の 特 異 性 は 広 く 変 化 す る 。 即 ち 、 多 様
な 抗 体 を 多 様 な キ ナ ー ゼ の ア ッ セ イ ま た は 受 容 体 基 質 の プ ロ フ ィ ー リ ン グ に お い て 必 要 と
す る 。 こ の こ と は 、 新 た な キ ナ ー ゼ の HTSへ の 組 入 れ を 、 と り わ け そ れ ら の 基 質 特 異 性 が
良 く 明 確 に さ れ て い な い 場 合 に 極 め て 複 雑 に す る 。 ま た 、 こ の こ と は 、 ア ッ セ イ の 出 力 が
使 用 す る 特 定 の 抗 体 (Ab)-ホ ス ホ ペ プ チ ド 対 に 依 存 す る の で 、 多 様 な 基 質 選 択 性 を 有 す る
キ ナ ー ゼ 間 で の デ ー タ 比 較 に お け る 解 析 問 題 も 生 ず る 。 汎 用 的 な ホ ス ホ セ リ ン 抗 体 を 開 発
し 且 つ よ り 汎 用 的 な キ ナ ー ゼ 基 質 を 同 定 す る 努 力 は 続 い て い る も の の (Sills, M. A., et 
al., J Biomol Screen, 2002, 7:191-214)、 こ の 方 向 性 に お け る 研 究 は 、 今 日 ま で あ ま り
成 功 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 前 後 関 係 特 異 的 Ab-ホ ス ホ ペ プ チ ド 相 互 作 用 の 問 題 を 回 避 す る た め に 多 く の 別 の 方 法 が
開 発 さ れ て お り 、 そ れ ら に は ホ ス ホ ペ プ チ ド を 結 合 さ せ る た め の 金 属 複 合 体 の 使 用 (Scott
, J. E. and Carpenter, J. W., Anal Biochem, 2003, 316:82-91)お よ び ホ ス ホ ペ プ チ ド
生 成 物 の 共 有 結 合 タ グ 付 け を 可 能 に す る 修 飾 ATPア ナ ロ グ の 使 用 (Allison Miller-Wing, E
. G., Barbara Armstrong, Lindsey Yeats, Ram Bhatt, Frank Gonzales, and Steven Ge
ssert., SBS 9 t h  Annual Conference and Exhibition, Portland, OR., 2003)が 含 ま れ る
。 化 学 的 リ ン 酸 結 合 試 薬 は 、 ヌ ク レ オ チ ド ホ ス フ ェ ー ト へ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 結 合 と い う
問 題 が あ り 、 極 め て 低 い 非 生 理 学 的 レ ベ ル の ATPの 使 用 を 必 要 と し 、 こ れ が ア ッ セ イ の 柔
軟 性 を 制 約 す る 。 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド は 、 該 ATPア ナ ロ グ を 供 与 体 と し て 使 用 す る 能 力 が キ
ナ ー ゼ 間 で 変 動 す る の で 汎 用 的 な 方 式 を 提 供 せ ず 、 数 多 く の 種 々 の ア ナ ロ グ の 開 発 を 必 要
と す る 。 ま た 、 キ ナ ー ゼ ATP結 合 部 位 (キ ナ ー ゼ 阻 害 因 子 結 合 の 最 も 頻 繁 な 部 位 )で の 阻 害
因 子 と 前 記 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド と の 拮 抗 も 、 生 理 学 的 状 況 を 反 映 し て な い 。 ペ プ チ ド リ ン 酸
化 に よ っ て 生 ず る プ ロ テ ア ー ゼ 感 受 性 の 差 異 が 蛍 光 系 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ の 開 発 に お い て 活
用 さ れ て い る が (Kupcho, K., et al., Anal Biochem, 2003, 317:210-7)、 こ れ ら の ア ッ
セ イ は 、 真 に 均 質 性 で は な い ； 即 ち 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 現 像 用 プ ロ テ ア ー ゼ 試 薬 の 反
応 後 添 加 を 必 要 と す る 。 さ ら に 、 こ の 方 法 の 応 用 性 は 、 キ ナ ー ゼ お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 特 異
性 が 重 な り 合 う ペ プ チ ド に 限 ら れ る 。
　 ま た 、 反 応 生 成 物 と 特 異 的 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 化 学 作 用 物 と の 相 互 作 用 に 依 存 す る 少
数 の 方 法 も 存 在 す る が 、 こ れ ら の 方 法 は 、 反 応 後 の 試 薬 添 加 お よ び /ま た は 処 理 を 必 要 と
す る 点 で 真 に 均 質 性 で は な い 。 ま た 、 処 理 お よ び /ま た は 検 出 の た め の 特 別 仕 様 の 機 器 を
必 要 と す る こ と も 、 殆 ど の 製 薬 HTS基 本 構 造 に 望 ま れ る オ ー プ ン ア ー キ テ ク チ ャ ー に 適 合
し な い 。
　 さ ら に ま た 、 反 応 生 成 物 の 電 気 泳 動 分 離 に 依 存 す る 微 小 流 体 工 学 系 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ も
開 発 さ れ て き て い る (Xue, Q., et al., Electrophoresis, 2001, 22:4000-7)。 こ れ ら の
ア ッ セ イ 法 に お い て は 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 生 成 物 を リ ン 酸 化 さ れ て い な い 受 容 体 基 質 か ら
電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 そ れ に よ っ て 特 化 さ れ た 検 出 試 薬 の 必 要 性 を 排 除 し て い る 。 し か
し な が ら 、 実 際 に は 、 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ は 、 多 く の 場 合 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て
操 作 さ れ 、 そ の 後 、 生 成 物 が 分 離 用 の 微 小 流 体 装 置 に 移 さ れ る (HTS方 式 に お い て は 面 倒 な
工 程 )。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 要 す る に 、 現 在 の 基 転 移 ア ッ セ イ の 汎 用 的 で な い 性 質 は 、 個 々 の 酵 素 ま た は そ の フ ァ ミ
リ ー 内 の 下 位 群 に つ い て の ア ッ セ イ を 開 発 す る 必 要 が あ る 故 に 、 薬 物 発 見 に お け る か な り
の 費 用 と 遅 れ を も た ら し て い る 。 ま た 、 現 在 の ア ッ セ イ 法 の 多 く は 特 異 的 な タ グ 付 き 受 容
体 の 修 飾 と 検 出 に 基 づ い て い る こ と か ら 、 多 様 な 受 容 体 基 質 を 試 験 す る に は 限 ら れ た 能 力
し か な い 。 多 く の 場 合 、 使 用 す る タ グ 付 き 化 受 容 体 基 質 は 、 生 体 内 で リ ン 酸 化 さ れ る 基 質
と は 異 な り 、 従 っ て 、 前 記 ア ッ セ イ の 生 理 学 的 適 合 性 は 疑 わ し い 。 さ ら に 、 製 薬 業 界 に お
け る 大 き な 懸 念 事 は 、 現 在 の ア ッ セ イ 法 の 汎 用 的 で な い 性 質 故 に 、 場 合 に よ っ て は 、 研 究
者 は 異 な る キ ナ ー ゼ に 対 し て は 異 な る 方 法 を 使 用 す る こ と を 余 儀 な く さ れ る こ と で あ る 。
し か し な が ら 、 幾 つ か の 研 究 に お い て 、 異 な る ア ッ セ イ 方 法 を 使 用 し て 同 定 し た 医 薬 タ ー
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ゲ ッ ト に お い て 有 意 差 が あ る こ と が 証 明 さ れ て お り (Sills, M. A., et al., J Biomol Sc
reen, 2002, 7:191-214)、 こ れ は 、 数 種 の キ ナ ー ゼ に 亘 る 阻 害 因 子 選 択 性 の プ ロ フ ァ イ リ
ン グ に お い て 大 き な 問 題 で あ る 。 基 転 移 反 応 に つ い て の 現 存 す る HTSア ッ セ イ 法 の こ れ ら
の 欠 点 は 、 製 薬 上 の 薬 物 発 見 プ ロ グ ラ ム に お け る 重 要 な 酵 素 群 の 迅 速 な 分 析 を 妨 げ て い る
。
　 基 転 移 反 応 を ア ッ セ イ す る 他 の 現 存 す る 方 法 は 、 供 与 体 分 子 生 成 物 を 検 出 す る こ と に よ
っ て 、 種 々 の 化 学 物 を 基 転 移 反 応 に お け る 基 質 と し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 可 能 に し
て い る ； 何 故 な ら ば 、 供 与 体 分 子 生 成 物 は 、 受 容 体 が 修 飾 さ れ て い る か ど う か に か か わ ら
ず 、 同 じ で あ る か ら で あ る 。 供 与 体 生 成 物 の 検 出 は 汎 用 的 ア ッ セ イ 法 の 基 本 を 提 供 す る も
の と 考 え ら れ て お り 、 ADPは 常 に キ ナ ー ゼ 反 応 の 生 成 物 で あ り 、 ホ ス ホ ア デ ノ シ ン -ホ ス フ
ェ ー ト (PAP)は 常 に ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 の 生 成 物 で あ る 。 し か し な が ら 、 例 え
ば 、 ADPは ATPと 同 じ 蛍 光 お よ び 吸 光 特 性 を 有 す る 故 に 、 開 裂 モ ノ -お よ び ジ -ヌ ク レ オ チ ド
を 活 性 化 供 与 体 分 子 か ら 吸 光 ま た は 蛍 光 特 性 に 基 づ き 識 別 す る こ と が で き ず 、 こ れ ら の 生
成 物 の 検 出 は 複 雑 で あ る 。 供 与 体 生 成 物 の 供 与 体 か ら の 分 離 は 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
ま た は 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 使 用 し て 実 施 し 得 る
が 、 こ れ ら の 方 法 の HTS方 式 へ の 取 入 れ は 面 倒 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の 困 難 性 を 回 避 す る た め に 、 供 与 体 生 成 物 の 検 出 を 、 さ ら な る 酵 素 を 使 用 し て 一 次 反
応 生 成 物 (開 裂 モ ノ -お よ び ジ -ヌ ク レ オ チ ド )か ら 検 出 可 能 な 生 成 物 を 生 成 さ せ る こ と に よ
っ て 達 成 し て い る ； こ れ は 、 酵 素 共 役 反 応 と し て 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 酵 素 お よ び 他 の
小 分 子 を ADP依 存 性 の NADPH産 生 に お い て 使 用 で き 、 NADPHを 340nmで の 吸 光 ま た は 蛍 光 に よ
っ て 検 出 す る (Walters, W. P. and Namchuk, M., Nat Rev Drug Discov, 2003, 2:259-66
)。 酵 素 共 役 反 応 は 、 も う １ つ の タ イ プ の 基 転 移 酵 素 で あ る UGTに お い て も 開 発 さ れ て い る
(Mulder, G. J. and van Doorn, A. B., Biochem J, 1975, 151:131-40)。 し か し な が ら
、 薬 物 化 合 物 の 吸 光 ア ッ セ イ に よ る 光 干 渉 は 、 と り わ け 紫 外 線 に お い て 、 こ の 方 法 で 広 く
認 識 さ れ た 問 題 で あ る 。 こ の 方 法 の も う １ つ の 欠 点 は 、 検 出 物 と 共 役 さ せ る の に 使 用 す る
酵 素 の 全 て が ス ク リ ー ニ ン グ す る 化 学 物 か ら の 潜 在 的 な 阻 害 に 供 さ れ る こ と で あ る 。
　 も う １ つ の 一 般 的 な 方 法 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を レ ポ ー タ ー と し て 使 用 し て ATP消 費 量 を
モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 検 出 す る こ と で あ る 。 こ の 方 法 の 例
は 、 Crouch等 に よ り 、 米 国 特 許 第 6,599,711号 に お い て 開 示 さ れ て い る 。 該 方 法 は 、 プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ 得 る 基 質 を ATPと 試 験 す べ き プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ を
含 む 溶 液 、 お よ び 試 験 す べ き プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の 存 在 し な い ATPを 含 む も う １ つ の 溶 液
に 添 加 す る こ と に よ っ て 、 試 験 す べ き プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の 活 性 を 測 定 す る こ と を 必 要 と
し て い た 。 そ の 後 、 ATPお よ び /ま た は ADPの 濃 度 ま た は 時 間 変 化 速 度 を 、 生 物 発 光 を 使 用
し て 測 定 し て い た 。 し か し な が ら 、 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 高 い 初 期 シ グ ナ ル の 小 さ い 低 下 に
依 存 し て い る の で 最 適 で は な い 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 最 小 に す る た め に ATP濃 度 を 低 く 保
つ 必 要 性 が あ る の で 、 ア ッ セ イ 条 件 を 注 意 深 く 制 御 し な い 限 り 非 直 線 的 な 反 応 キ ネ テ ィ ク
ス が 生 じ る 。 関 連 す る 方 法 に お い て は 、 蛍 光 ATPア ナ ロ グ を 使 用 す る 拮 抗 結 合 ア ッ セ イ も
開 発 さ れ て い る が 、 酵 素 触 媒 活 性 の 尺 度 を 提 供 せ ず 、 従 っ て 、 限 ら れ た 利 用 性 し か な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
（ 発 明 の 簡 単 な 要 約 ）
　 基 転 移 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 の HTSア ッ セ イ へ の 使 用 は 、 製 薬 用 の 薬 物 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の
分 子 か ら の 干 渉 を 受 け な い 普 遍 的 で 均 質 性 の ア ッ セ イ 方 法 が 無 い た め に 妨 げ ら れ て い る 。
従 っ て 、 HTS薬 物 発 見 に 良 好 に 適 応 す る 基 転 移 反 応 に 関 連 す る 酵 素 の 普 遍 的 な ア ッ セ イ 方
法 を 提 供 す る こ と が 一 般 に 望 ま し い で あ ろ う 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 重 要 な 基 転 移 酵 素 の HTSア ッ セ イ へ の 容 易 な 組 入 れ を 可 能 に す る た め に 、 出 願 人 等 は 、
前 記 供 与 体 生 成 物 の 均 質 免 疫 検 出 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 を 開 発 し た 。 基 転 移 反 応 の 一 般 的 方
程 式 は 、 供 与 体 -X + 受 容 体  →  供 与 体 -生 成 物  + 受 容 体 -Xで あ り 、 供 与 体 -生 成 物 を 一 般
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的 検 出 反 応 ： 第 １ 複 合 体  + 供 与 体 -生 成 物  →  第 ２ 複 合 体  + 置 換 さ れ た 検 出 可 能 タ グ に
よ っ て 検 出 す る 。 前 記 供 与 体 生 成 物 は 与 え ら れ た 型 の 基 転 移 反 応 を 触 媒 す る 全 て の 酵 素 に
お い て 同 じ で あ る の で 、 同 じ 検 出 試 薬 を 基 転 移 酵 素 群 内 の 全 て の メ ン バ ー に お い て ま た 任
意 の 受 容 体 基 質 と 一 緒 に 使 用 し 得 る 。 ア ッ セ イ 生 成 物 は 、 製 薬 用 の 薬 物 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の
分 子 か ら の 有 意 の 干 渉 ま た は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 受 け な い 均 質 蛍 光 ま た は 化 学 発
光 法 を 使 用 し て 検 出 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 基 転 移 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 の 活 性 を 検 出 す る こ と 、 お よ び 、 こ れ ら 酵
素 の 受 容 体 基 質 、 阻 害 因 子 ま た は 活 性 化 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し て よ り 選 択 性 で 治 療 用 の
薬 物 の 開 発 を 容 易 に す る 方 法 お よ び そ の 構 成 要 素 と し て 要 約 さ れ る 。 こ の こ と は 、 基 転 移
反 応 の 供 与 体 生 成 物 と 結 合 さ せ る の に 使 用 す る 高 度 に 選 択 的 な 抗 体 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
抗 体 -抗 原 相 互 作 用 は 、 す で に 他 の 人 々 に よ っ て 記 載 さ れ て い る 多 く の 方 法 で 検 出 し 得 る
。 出 願 人 等 が 前 記 方 法 を 実 施 す る の に 使 用 し た 検 出 方 式 は 、 拮 抗 蛍 光 偏 光 イ ム ノ ア ッ セ イ
法 (FPIA)（ competitive fluorescence polarization immunoassay） で あ る が 、 こ の 方 法
が 製 薬 HTSア ッ セ イ に 良 好 に 適 応 す る た め で あ る 。 こ の 検 出 方 式 に よ れ ば 、 酵 素 に よ り 生
成 し た 供 与 体 生 成 物 は 、 ト レ ー サ ー と 呼 ば れ る 該 供 与 体 生 成 物 の 蛍 光 誘 導 体 を 抗 体 か ら 外
し て 置 き 換 わ り （ 置 換 し ） 、 ト レ ー サ ー 蛍 光 偏 光 の 減 少 を 生 じ さ せ る 。 こ の ア ッ セ イ に お
け る 主 要 試 薬 は 、 供 与 体 生 成 物 に 高 選 択 性 で も っ て 結 合 す る が 未 開 裂 供 与 体 分 子 に は 結 合
し な い 抗 体 、 お よ び ト レ ー サ ー (前 記 抗 体 に 結 合 す る の に 十 分 に そ の 構 造 を 保 持 す る 前 記
供 与 体 生 成 物 の 蛍 光 誘 導 体 )で あ る 。 本 発 明 は 、 基 転 移 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 の 活 性 を 種 々
の 基 質 を 使 用 し て 検 出 し 定 量 す る 新 規 な ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 基 転 移
反 応 の 基 質 、 阻 害 因 子 ま た は 活 性 化 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 １ つ の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 基 転 移 反 応 の 供 与 体 -生 成 物 の 検 出 方 法 を 提 供 し 、
該 方 法 は 、 活 性 化 型 の 供 与 体 を 触 媒 活 性 酵 素 の 存 在 下 に 受 容 体 と 反 応 さ せ る こ と ； 供 与 体
-生 成 物 お よ び 受 容 体 -Xを 形 成 さ せ る こ と ； 前 記 供 与 体 -生 成 物 を 、 観 測 可 能 物 理 量 を 発 生
さ せ 得 る 検 出 可 能 タ グ を 含 む 第 １ 複 合 体 と 接 触 さ せ る こ と ； 前 記 第 １ 複 合 体 の 前 記 検 出 可
能 タ グ を 前 記 供 与 体 生 成 物 に よ っ て 拮 抗 的 に 置 換 し て （ 外 し て ） 第 ２ 複 合 体 お よ び 置 換 さ
れ た （ 外 さ れ た ） 検 出 可 能 タ グ を 生 成 さ せ る こ と ； お よ び 、 前 記 第 １ 複 合 体 中 の 前 記 検 出
可 能 タ グ お よ び 前 記 置 換 さ れ た （ 外 さ れ た ） 検 出 可 能 タ グ に よ っ て 発 生 し た 観 測 可 能 物 理
量 の 変 化 を 検 出 す る こ と 、 を 含 む 。
　 も う １ つ の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 基 転 移 反 応 の 供 与 体 生 成 物 に 対 し て 作 製 さ れ た
抗 体 を 提 供 し 、 該 抗 体 は 、 供 与 体 -生 成 物 と 供 与 体 と を 高 供 与 体 濃 度 の 存 在 下 に 選 択 的 に
識 別 す る 能 力 を 有 す る 。
　 さ ら に も う １ つ の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 基 転 移 反 応 の 供 与 体 -生 成 物 の 均 質 拮 抗
結 合 ア ッ セ イ 法 を 提 供 し 、 該 ア ッ セ イ は 、 以 下 を 含 む ： 供 与 体 -生 成 物 を ト レ ー サ ー お よ
び 巨 大 分 子 と 混 合 し て 混 合 物 を 調 製 す る こ と で あ っ て 、 前 記 巨 大 分 子 は 前 記 供 与 体 -生 成
物 に 対 し 特 異 的 で あ り 、 前 記 ト レ ー サ ー は フ ル オ ロ フ ォ ア に 結 合 さ せ た 前 記 供 与 体 -生 成
物 を 含 み 、 前 記 ト レ ー サ ー は 前 記 巨 大 分 子 と 結 合 し て 蛍 光 偏 光 に お い て 検 出 可 能 な 変 化 を
生 じ 得 る ； 前 記 混 合 物 の 蛍 光 偏 光 を 測 定 し て 蛍 光 偏 光 測 定 値 を 得 る こ と ； お よ び 、 前 記 蛍
光 偏 光 測 定 値 を 特 性 決 定 し た 蛍 光 偏 光 値 と 比 較 す る こ と で あ っ て 、 該 特 性 決 定 し た 蛍 光 偏
光 値 は 既 知 の 供 与 体 生 成 物 濃 度 に 対 応 す る 。
　 さ ら に も う １ つ の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 基 転 移 反 応 か ら の 供 与 体 生 成 物 の 特 性 決
定 用 ア ッ セ イ キ ッ ト を 提 供 し 、 該 ア ッ セ イ キ ッ ト は 、 巨 大 分 子 と ト レ ー サ ー の 各 々 を 、 供
与 体 生 成 物 の 少 な く と も １ 回 の 蛍 光 偏 光 ア ッ セ イ に 適 す る 量 で 含 み 、 前 記 巨 大 分 子 は 抗 体
ま た は 不 活 化 酵 素 で あ る 。
　 他 の 利 点 、 並 び に 特 定 の 変 形 、 組 成 的 変 更 お よ び 全 体 的 構 成 の よ り 完 全 な 認 識 は 、 特 許
請 求 の 範 囲 と 関 連 し て 行 う 以 下 の 各 種 実 施 態 様 に つ い て の 詳 細 な 説 明 を 検 証 す る と き に 得
ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 本 発 明 の 実 施 態 様 を 詳 細 に 説 明 す る 前 に 、 本 発 明 は 、 そ の 応 用 に お い て 、 以 下 の 説 明 に
お い て 説 明 す る 詳 細 に 限 定 さ れ る も の で は な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。 本 発 明 は 、 他 の
実 施 態 様 も あ り 得 、 種 々 の 方 法 で 実 行 ま た は 実 施 可 能 で あ る 。 ま た 、 本 明 細 書 に お い て 使
用 す る 表 現 ま た は 用 語 は 、 説 明 目 的 の た め で あ り 、 如 何 な る 形 で も 限 定 す る も の と み な し
て は な ら な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 本 発 明 は 、 広 義 に は 、 供 与 体 -生 成 物 ま た は 基 転 移 酵 素 に 由 来 す る 前 記 供 与 体 -生 成 物 を
生 成 さ せ る 触 媒 活 性 を 、 種 々 の 基 質 を 使 用 し て 検 出 し 定 量 す る 新 規 な ア ッ セ イ 方 法 に 関 す
る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 供 与 体 生 成 物 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 並 び に 本 発 明 を 高 処 理 量 ス
ク リ ー ニ ン グ 方 式 に お い て 実 施 す る た め の ア ッ セ イ キ ッ ト も 提 供 す る 。 基 転 移 反 応 の 一 般
的 等 式 は 、 供 与 体 -X + 受 容 体  →  供 与 体 -生 成 物  + 受 容 体 -Xを 含 み 、 供 与 体 生 成 物 を 一
般 的 検 出 反 応 ： 第 １ 複 合 体  + 供 与 体 -生 成 物  →  第 ２ 複 合 体  + 置 換 さ れ た 検 出 可 能 タ グ
に よ っ て 検 出 す る 。 即 ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 高 度 に 選 択 性 の 抗 体 を 使 用 し て 前 記 基 転 移 反
応 の 供 与 体 生 成 物 に 結 合 さ せ 、 こ の 結 合 事 象 を 、 例 え ば 、 製 薬 HTSア ッ セ イ に 良 好 に 適 応
す る 拮 抗 結 合 FPIAの よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 検 出 す る 。 こ の 検 出 方 式 を 使 用 す
る こ と に よ り 、 酵 素 に よ り 生 成 し た 供 与 体 生 成 物 は 抗 体 か ら ト レ ー サ ー を 外 し て こ れ に 置
き 換 わ り 、 こ れ に よ り ト レ ー サ ー 蛍 光 偏 光 の 減 少 を も た ら す 。 こ の ア ッ セ イ に お け る 主 要
試 薬 は 、 前 記 供 与 体 生 成 物 に 高 選 択 性 で も っ て 結 合 す る が 未 開 裂 供 与 体 分 子 に は 結 合 し な
い 抗 体 、 お よ び ト レ ー サ ー (前 記 抗 体 に 結 合 す る の に 十 分 に そ の 構 造 を 保 持 す る 前 記 供 与
体 生 成 物 の 蛍 光 誘 導 体 )で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 と り わ け 、 本 発 明 は 、 単 一 系 列 の 検 出 試 薬 を 基 転 移 酵 素 の 所 定 群 内 の 全 て の 酵 素 お よ び
こ の 群 に 対 す る 全 て の 受 容 体 基 質 に お い て 使 用 し 得 る 点 で 、 普 遍 的 な ア ッ セ イ 方 法 を 提 供
す る 。 そ の 普 遍 的 性 質 故 に 、 本 発 明 は 、 SULT、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ お よ び 他 の 基 転 移 酵 素
の HTSス ク リ ー ニ ン グ へ の 組 入 れ を 促 進 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 11種 の 既 知 の SULTイ ソ 型
が 存 在 し 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す れ ば 、 11種 の SULTイ ソ 型 の 全 て を 、 そ れ ら の 種 々 の 化 合
物 を 硫 酸 化 能 に つ い て 、 同 じ 試 験 に お い て 同 じ 検 出 試 薬 、 プ ロ ト コ ー ル お よ び 器 具 を 使 用
し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 生 体 異 物 結 合 を 触 媒 す る 酵 素 (例 え
ば 、 SULTお よ び UGT)が 極 め て 広 い 受 容 体 基 質 特 異 性 を 有 す る こ と か ら 、 重 要 な 能 力 で あ る
。 キ ナ ー ゼ に 関 し て は 、 酵 素 群 内 に さ ら に よ り 多 く の 多 様 性 が 存 在 す る 。 ヒ ト に お い て 40
0種 よ り も 多 い プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ が 存 在 し 、 そ れ ら の 受 容 体 基 質 特 異 性 に お い て は 、 生
理 学 的 タ ン パ ク 質 受 容 体 基 質 並 び に 短 ペ プ チ ド の い ず れ も 使 用 し 得 る よ う な 大 き な 多 様 性
が 存 在 す る 。 そ の よ う に 、 多 数 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ を 、 そ れ ら の 多 様 な 受 容 体 基 質 を 使
用 し て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ に お い て 使 用 で き 、 同 じ 検 出 試 薬 、 プ ロ ト コ ー ル お よ び 器 具 を
使 用 し て 、 阻 害 因 子 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 こ れ ら の 理 由 お よ び 以 下 で 述 べ る 他
の 理 由 に よ り 、 SULT、 UGTお よ び キ ナ ー ゼ の よ う な 基 転 移 反 応 に お け る 本 発 明 の FPIA系 供
与 体 生 成 物 検 出 ア ッ セ イ 法 は 、 な か ん ず く 、 自 動 化 HTS用 途 に 良 好 に 適 応 す る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 を そ の よ う な 試 み に 関 連 し て 詳 細 に 説 明 す る ； し か し な が ら 、 当 業 者 で
あ れ ば 、 本 発 明 の そ の よ う な 説 明 は 、 例 示 の み を 意 味 し 、 本 発 明 の 範 囲 全 体 を 限 定 す る も
の と み な す べ き で な い こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る あ る 種 の 用 語 は 、 以 下 の 一 般 的 定 義 を 有 す る も の と す る ：
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き の 用 語 “ 基 転 移 反 応 ” は 、 下 記 の 一 般 的 反 応 を 称 す る ：
　 　 　 　 　 　 　 供 与 体 -X + 受 容 体  →  供 与 体 -生 成 物  + 受 容 体 -X
　 代 表 的 な 基 転 移 反 応 は 、 以 下 の よ う に 示 さ れ る ：
　 キ ナ ー ゼ 反 応 ： ATP + 受 容 体  →  ADP + 受 容 体 -PO 4 ；
　 UGT反 応 ： UDP-グ ル ク ロ ン 酸  + 受 容 体  →  UDP + 受 容 体 -グ ル ク ロ ン 酸 ；
　 SULT反 応 ： 受 容 体 -XH + 3'-ホ ス ホ ア デ ノ シ ン 5'-ホ ス ホ ス ル フ ェ ー ト  → 受 容 体 -SO 4  + 
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3'-ホ ス ホ ア デ ノ シ ン 5'-ス ル フ ェ ー ト  + H + ；
　 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 ： s-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン  + 受 容 体  →  受 容 体 -CH 3  + 
s-ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン ； お よ び 、
　 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 ： ア セ チ ル 補 酵 素 A + 受 容 体  →  受 容 体 -COCH 3  + 補
酵 素 A。
　 SULTに よ る 硫 酸 化 、 キ ナ ー ゼ に よ る リ ン 酸 化 お よ び UGTに よ る UDP-グ ル ク ロ ン 酸 化 の よ
う な 部 分 的 基 転 移 反 応 は 、 そ れ ぞ れ 、 PAP、 ADPお よ び UDPで あ る 供 与 体 生 成 物 に 対 す る 抗
体 /検 出 可 能 タ グ 対 を 単 離 し 得 る の で 、 本 発 明 の 方 法 に 適 切 に 応 用 可 能 で あ る 。 ま た 、 基
転 移 反 応 は 、 ホ ル モ ン 生 体 合 成 お よ び 機 能 ； 酵 素 調 節 お よ び 機 能 ； お よ び 生 体 異 物 代 謝 の
よ う な 多 く の 生 物 学 的 プ ロ セ ス に 一 般 的 に 関 与 す る 。
　 用 語 “ 普 遍 的 ア ッ セ イ ” お よ び “ 汎 用 的 ア ッ セ イ ” は 、 互 換 的 に 使 用 さ れ 、 基 転 移 反 応
酵 素 群 の 全 メ ン バ ー お よ び そ れ ら の 受 容 体 基 質 の 全 て を 同 じ ア ッ セ イ 試 薬 に よ り 検 出 し 得
る 方 法 を い う 。
　 用 語 “ 共 有 結 合 付 加 物 ” と は 、 基 転 移 反 応 に お い て 供 与 体 分 子 か ら 受 容 体 に 転 移 さ れ る
部 分 を い う ； SULT、 キ ナ ー ゼ お よ び UGTに お け る 、 そ れ ぞ れ 、 ス ル ホ ネ ー ト 、 ホ ス フ ェ ー
ト お よ び グ ル ク ロ ン 酸 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 供 与 体 -生 成 物 ” は 、 前 記 共 有 結 合 付 加 物 が 受 容 体 に 転 移 し た
と き に 生 成 す る 供 与 体 分 子 の フ ラ グ メ ン ト で あ る 基 転 移 反 応 の 生 成 物 を い う 。 多 く の 場 合
、 供 与 体 -生 成 物 は 、 PAP、 UDPま た は ADPの よ う な ヌ ク レ オ チ ド (天 然 ま た は 合 成 の )； 或 い
は s-ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ま た は 補 酵 素 Aの よ う な 非 ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 。 供 与 体 -生 成 物 は 、 第 １ 複 合 体  + 供 与 体 -生 成 物  →  第 ２ 複 合 体  + 置 換 さ れ た （
外 さ れ た ） 検 出 可 能 タ グ の よ う な 一 般 的 反 応 に よ り 検 出 す る 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ ト レ ー サ ー ” と は 、 特 異 的 抗 体 と 結 合 す る の に 十 分 に そ の 構 造
を 保 持 し 、 置 換 さ れ る 、 供 与 体 生 成 物 の 検 出 可 能 な 誘 導 体 ま た は タ グ を い う 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 供 与 体 ” と は 、 前 記 活 性 化 共 有 結 合 付 加 物 を 担 持 す る 、 基 転 移
反 応 を 触 媒 す る 酵 素 に 対 す る 基 質 を 称 す る 。 適 切 な 供 与 体 の 例 と し て は 、 な か ん ず く 、 ヌ
ク レ オ チ ド の み な ら ず s-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン お よ び ア セ チ ル -CoAが あ る 。
　 用 語 “ 供 与 体 -X” は （ Xは 前 記 共 有 結 合 付 加 物 を 表 す ） 供 与 体 分 子 の も う １ つ の 用 語 で
あ る 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 受 容 体 ” と は 、 前 記 共 有 結 合 付 加 物 が 共 有 結 合 す る こ と に な る
、 基 転 移 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 に 対 す る 基 質 を 称 す る ； 該 基 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク
質 、 核 酸 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 ま た は ス テ ロ イ ド も し く は ア ミ ノ 酸 の よ う な 小 分 子 基 質 で あ
る 。
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き の 用 語 “ 受 容 体 -X” は 、 Xが 共 有 結 合 し た 共 有 結 合 付 加
物 で あ る 反 応 生 成 物 を 称 す る ； 該 共 有 結 合 付 加 物 と し て は 、 ホ ス フ ェ ー ト 、 ス ル フ ェ ー ト
、 炭 水 化 物 、 天 然 産 ア ミ ノ 酸 、 合 成 誘 導 ア ミ ノ 酸 、 メ チ ル 、 ア セ チ ル ま た は グ ル タ チ オ ン
成 分 の 少 な く と も １ つ 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ が あ る 。 前 記 共 有 結 合 付 加 物 は 、 受 容 体 基
質 の 機 能 、 安 定 性 、 ま た は 機 能 お よ び 安 定 性 の 双 方 を 改 変 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 触 媒 活 性 酵 素 ” と は 、 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、
UDP-グ ル ク ロ ノ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ 、 グ ル タ チ オ ン ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ま た は ADP-リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の
少 な く と も １ つ を い う 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 触 媒 活 性 ” と は 、 化 学 触 媒 活 性 、 酵 素 活 性 ま た は こ れ ら の 組 合
せ を い う 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 第 １ 複 合 体 ” と は 、 巨 大 分 子 (即 ち 、 抗 体 ま た は 不 活 化 酵 素 )お
よ び 検 出 可 能 タ グ を 有 す る 複 合 体 を い う 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 第 ２ 複 合 体 ” と は 、 巨 大 分 子 、 お よ び 前 記 検 出 可 能 タ グ が 前 記
供 与 体 生 成 物 に よ っ て 拮 抗 的 に 置 換 さ れ た 供 与 体 生 成 物 を い う 。
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　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き の 用 語 “ 観 測 可 能 物 理 量 ” と は 、 前 記 第 ２ 複 合 体 ま た は
前 記 転 移 検 出 可 能 タ グ の 検 出 可 能 な 蛍 光 の 変 化 、 蛍 光 強 度 、 蛍 光 寿 命 、 蛍 光 偏 光 、 蛍 光 共
鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 (FRET)ま た は 化 学 発 光 、 お よ び 測 定 観 測 可 能 物 理 量 を 得 る た め の こ れ ら
の 組 合 せ を 称 す る 。 測 定 し た 観 測 可 能 物 理 量 は 特 性 決 定 さ れ て い る 観 測 可 能 物 理 量 と 比 較
さ れ る が 、 こ の 特 性 決 定 さ れ て い る 観 測 可 能 物 理 量 は 前 記 第 １ 複 合 体 に 対 応 す る 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 検 出 可 能 タ グ ” と は 、 供 与 体 生 成 物 に 結 合 さ せ た 蛍 光 ま た は 化
学 発 光 ト レ ー サ ー を い う 。 蛍 光 が 本 発 明 に お け る 検 出 の 好 ま し い 形 で あ る 。 適 切 な 検 出 可
能 タ グ は 、 例 え ば 、 化 学 発 光 タ グ ま た は フ ル オ ロ フ ォ ア タ グ を こ れ ら の タ グ が 抗 体 結 合 を
有 意 に 干 渉 し な い 方 法 で (即 ち 、 も っ と も あ り 得 る の は 、 ヌ ク レ オ チ ド の ア デ シ ン 部 分 に
結 合 す る よ う に し て )前 記 供 与 体 生 成 物 分 子 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 し 得 る 。 本 発
明 の 方 法 に 応 用 し 得 る フ ル オ ロ フ ォ ア と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 フ ル オ レ セ イ
ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 BODIPY、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 お よ び こ れ ら の 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 誘 導
体 が あ る 。 ロ ー ダ ミ ン 結 合 体 お よ び 他 の 赤 色 結 合 体 は 、 こ れ ら の 高 め の 波 長 の 発 光 が フ ル
オ レ セ イ ン の 緑 色 よ り も 自 己 蛍 光 か ら の 干 渉 を 少 な く 受 け る の で 、 検 出 可 能 タ グ と し て 合
成 し て 最 適 化 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に 応 用 し 得 る 化 学 発 光 タ グ と し て は 、 Lumigen TMA-6お よ び Lumigen PS-3 (Lumig
en社 、 ミ シ ガ ン 州 サ ウ ス フ ィ ー ル ド )が あ り 、 こ れ ら は 適 切 な 化 学 発 光 量 子 収 率 を 有 す る
。 こ れ ら の 試 薬 は 、 予 測 可 能 な 発 光 時 間 経 過 を 有 す る 効 率 的 な 化 学 発 光 反 応 に よ り 、 測 定
容 易 な シ グ ナ ル を 有 す る 。 さ ら に ま た 、 化 学 発 光 タ グ は 、 生 来 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 化 学 発
光 に 殆 ん ど ま た は 全 く 寄 与 し な い 。 ま た 、 光 強 度 の 測 定 も 比 較 的 簡 単 で 、 光 電 子 倍 増 管 ま
た は フ ォ ト ダ イ オ ー ド と シ グ ナ ル を 転 換 し 記 録 す る た め の 関 連 電 子 機 器 と を 必 要 と す る だ
け で あ る 。 さ ら に 、 化 学 発 光 シ グ ナ ル は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 、 酵 素 フ ラ グ メ ン ト 相
補 法 を 使 用 し て 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 検 出 可 能 タ グ は レ ポ ー タ ー 酵 素 の フ
ラ グ メ ン ト Aに 結 合 さ せ た 供 与 体 生 成 物 で あ ろ う し 、 基 転 移 反 応 に お い て 生 成 さ せ た 供 与
体 生 成 物 に よ る 抗 体 か ら の そ の 転 移 は レ ポ ー タ ー 酵 素 の フ ラ グ メ ン ト Bと の 結 合 を 可 能 に
し て 、 化 学 発 光 基 質 上 で 作 用 し 得 る 触 媒 活 性 レ ポ ー タ ー 酵 素 の 形 成 を も た ら す で あ ろ う 。
こ の 方 法 は 、 米 国 特 許 第 4,708,929号 に 、 レ ポ ー タ ー 酵 素 と し て β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 使
用 し て 記 載 さ れ て い る 。
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 “ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 ” と は 、 例 え ば 、 均 質 ア ッ セ イ 法 、
均 質 蛍 光 免 疫 測 定 法 、 均 質 蛍 光 強 度 免 疫 測 定 法 、 均 質 蛍 光 寿 命 免 疫 測 定 法 、 均 質 蛍 光 偏 光
免 疫 測 定 法 (FPIA)、 均 質 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 (FRET)免 疫 測 定 法 ま た は 均 質 化 学 発 光 免
疫 測 定 法 或 い は 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 (ELISA)の よ う な 非 均 質 ア ッ セ イ 法 、 並 び に こ れ ら の
組 合 せ の よ う な 、 生 成 物 を 抗 体 に よ っ て 検 出 す る 多 く の ア ッ セ イ 方 法 を い う 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 “ 蛍 光 偏 光 免 疫 測 定 法 ” ま た は “ FPIA” と は 、 基 転 移 反
応 の 生 成 物 を 検 出 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を い う 。 蛍 光 偏 光 を 使 用 し 、 分 子 相 互 作 用
を 、 蛍 光 標 識 化 し た ま た は 生 来 の 蛍 光 分 子 の 見 掛 け の 大 き さ の 変 化 を モ ニ タ ー す る こ と に
よ っ て 調 べ る (Checovich, W. J., et al., Nature, 1995, 375:254-6； Owicki, J. C., J
 Biomol Screen, 2000, 5:297-306)。 小 蛍 光 分 子 (ト レ ー サ ー )を 平 面 偏 光 に よ り 励 起 さ せ
た と き 、 放 出 光 は 、 該 分 子 が 蛍 光 事 象 中 (励 起 と 発 光 の 間 の 時 間 )に 溶 液 中 で 急 速 に 回 転 す
る の で 、 大 き く 偏 光 が 解 消 さ れ る 。 し か し な が ら 、 前 記 ト レ ー サ ー を は る か に 大 き い レ セ
プ タ ー に 結 合 さ せ 、 そ れ に よ っ て そ の 有 効 分 子 容 積 を 増 大 さ せ た 場 合 、 そ の 回 転 は 十 分 に
低 下 し て 、 ト レ ー サ ー を 励 起 さ せ た の と 同 じ 平 面 内 で 光 を 発 出 す る 。 結 合 状 態 お よ び 遊 離
状 態 の 蛍 光 分 子 は 、 各 々 、 固 有 の 偏 光 値 を 有 し 、 結 合 状 態 で 高 い 値 を 、 遊 離 状 態 で 低 い 値
を 有 す る 。 分 子 集 団 に お い て は 、 測 定 偏 光 値 は 前 記 ２ つ の 値 の 加 重 平 均 で あ り 、 か く し て
、 結 合 し て い る ト レ ー サ ー 分 子 の 割 合 の 直 接 の 尺 度 を 提 供 す る 。 偏 光 値 は 、 ミ リ 偏 光 単 位
(mP)と し て 表 し 、 500mPが 最 高 理 論 値 で あ る 。
　 実 際 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン の よ う な 小 分 子 は お よ そ 20mPの 偏 光 値 を 有 し 、 抗 体 に 結 合 さ
せ た と き 、 そ の 偏 光 は 100～ 400mPま で 増 大 す る 。 拮 抗 FPIAに お い て は 、 蛍 光 ト レ ー サ ー は
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、 図 １ に 示 す よ う に 、 供 与 体 生 成 物 に よ っ て 抗 体 へ の 結 合 か ら 外 さ れ 得 る 。 シ グ ナ ル は 結
合 対 遊 離 の ト レ ー サ ー 画 分 の 差 に 比 例 し 、 従 っ て 、 該 ア ッ セ イ 法 の ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ お
よ び 感 度 は 、 前 記 ト レ ー サ ー お よ び 供 与 体 生 成 物 に 対 す る 抗 体 の 親 和 性 に 依 存 す る 。 FPIA
に お け る 適 切 な ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 確 立 す る に は 、 約 70～ 80％ の ト レ ー サ ー を 、 拮 抗 因
子 の 不 存 在 下 に 、 抗 体 に 結 合 さ せ な け れ ば な ら な い 。
　 例 え ば 、 図 １ は 、 SULT反 応 生 成 物 PAPに つ い て の 拮 抗 FPIAの 図 式 を 示 し て お り ； SULT反
応 か ら 生 成 し た PAPが 、 抗 -PAP抗 体 へ の 結 合 に お い て ト レ ー サ ー (蛍 光 標 識 化 PAP)と 拮 抗 し
て い る 。 こ の 方 式 に お い て は 、 ト レ ー サ ー の 出 発 偏 光 は 、 ト レ ー サ ー が 殆 ん ど 全 て 抗 体 に
結 合 し て い る の で 高 く 、 反 応 が 進 行 す る に つ れ て 低 下 し 、 ト レ ー サ ー は 抗 体 か ら 外 さ れ る
。 SULT反 応 に お い て 生 成 し た PAPの 量 は 、 下 記 の 等 式 を 使 用 し て 定 量 し 得 る ：
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 log[PAP産 物 ]=log[(最 高 偏 光 値 -mP観 測 値 )／ (mP観 測 値 -最 低 偏 光 値 )]+ log IC 5 0
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 包 含 さ れ る 酵 素 ア ッ セ イ に お い て は 、 SULTに お け る PAP、 ま た は キ ナ ー ゼ に お
け る ADPは 、 そ れ ぞ れ 、 硫 酸 化 生 成 物 ま た は リ ン 酸 化 ペ プ チ ド と 化 学 量 論 的 量 で 生 成 す る
。 即 ち 、 PAPま た は ADP、 と り わ け 供 与 体 生 成 物 に お け る 標 準 曲 線 の 使 用 は 、 酵 素 代 謝 回 転
(enzyme turnover)の 直 接 の 尺 度 を 与 え る で あ ろ う 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ ” ま た は “ HTS” と は 、 何 千 も の 分 子 (
ま た は 試 験 化 合 物 )を そ の タ ン パ ク 質 の 機 能 に 対 す る 作 用 に つ い て 試 験 す る こ と を 称 す る
。 基 転 移 反 応 酵 素 の 場 合 に は 、 多 く の 分 子 を そ の 触 媒 活 性 に 対 す る 作 用 に つ い て 試 験 し 得
る 。 HTS法 は 当 該 技 術 に お い て 既 知 で あ り 、 該 方 法 は 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 、
自 動 化 液 体 操 作 お よ び 検 出 装 置 に よ り 一 般 に 実 施 す る ； し か し な が ら 、 本 発 明 の 方 法 は 、
マ イ ク ロ ア レ ー 上 ま た は 微 小 流 体 装 置 内 に お い て 実 施 し 得 る こ と も 考 慮 さ れ る 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ ラ イ ブ ラ リ ー ” ま た は “ 薬 物 ラ イ ブ ラ リ ー ” は 、 複 数 の 化 学 分
子 (試 験 化 合 物 )、 複 数 の 核 酸 、 複 数 の ペ プ チ ド ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 、 お よ び こ れ ら の
組 合 せ を い う 。 そ の ス ク リ ー ニ ン グ を 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 法 で 実 施 す る 場 合 、 該 方 法
は 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト ま た は 微 小 流 体 装 置 を 使 用 す る 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 結 合 性 分 子 ” ま た は “ 巨 大 分 子 ” と は 、 抗 体 ま た は 不 活 化 酵 素
を 称 す る 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 抗 体 ” と は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は 組 換 え 抗
体 を い う 。 抗 体 は 、 基 転 移 反 応 の 供 与 体 生 成 物 に 対 し て 生 成 さ せ 、 供 与 体 生 成 物 と 供 与 体
を 高 供 与 体 濃 度 の 存 在 に お い て 選 択 的 に 識 別 し 得 る 。 ま た 、 抗 体 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 少 な
く と も １ つ の リ ン 酸 部 分 に 対 す る 特 異 性 (即 ち 、 5'-ホ ス フ ェ ー ト 、 5'-ホ ス ホ ス ル フ ェ ー
ト 、 5'-ジ ホ ス フ ェ ー ト お よ び 5'-ト リ ホ ス フ ェ ー ト を 識 別 す る 能 力 )を 示 す 。 例 え ば 、 SUL
T反 応 に お い て は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 PAPと PAPSを 高 厳 格 性 で も っ て 識 別 す る 。 SULT反 応 に
お け る 供 与 体 -生 成 物 分 子 の PAPSは 、 5'末 端 リ ン 酸 に 結 合 し た 硫 酸 基 の 付 加 に よ っ て の み
異 な る 。 こ れ は 、 比 較 的 小 さ い 構 造 上 の 差 異 の よ う に 見 え 得 る が 、 １ 個 の リ ン 酸 基 (ス ル
フ ェ ー ト 基 に 大 き さ お よ び 構 造 に お い て 極 め て 類 似 し て い る )に よ り 異 な る 分 子 間 を 識 別
す る 抗 体 の 実 証 さ れ た 能 力 は 、 本 発 明 の 重 要 な 特 徴 を 提 供 し て い る 。 例 え ば 、 分 子 の リ ボ
シ ル ホ ス フ ェ ー ト 部 分 に 対 し て 抗 体 を 作 製 す る こ と が 出 来 る 。 さ ら に ま た 、 本 発 明 の FPIA
系 ア ッ セ イ 方 法 は 、 過 剰 の PAPSの 存 在 下 に お い て 反 応 生 成 物 PAPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
を 適 切 に 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 キ ナ ー ゼ に 関 し て の 本 発 明 の 実 施 に お い て は 、 担 体 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ た ADPを 使 用
し て 、 ADP分 子 の ホ ス ホ -リ ボ シ ル 部 分 は 免 疫 反 応 性 に 暴 露 さ れ る が ア デ ニ ン 部 分 は 免 疫 反
応 性 か ら 大 部 分 が 隠 蔽 さ れ る よ う な 方 法 で 、 動 物 内 で ま た は in vitro組 換 え 法 に よ り ADP
を 特 異 的 に 認 識 す る が ATPは 認 識 し な い 抗 体 を 作 製 す る こ と が 出 来 る 。 抗 体 の 生 成 に お い
て は 、 ア ル フ ァ お よ び ベ ー タ ホ ス フ ェ ー ト 間 を 架 橋 す る メ チ レ ン ま た は イ オ ウ 基 を 含 有 す
る も の の よ う な ADPの 非 加 水 分 解 性 ア ナ ロ グ を 使 用 し て 免 疫 動 物 中 の ヌ ク レ オ チ ダ ー ゼ ま
た は ホ ス ホ タ ー ゼ に よ る 固 定 化 ハ プ テ ン の 加 水 分 解 を 阻 止 す る の が 有 益 で あ り 得 る 。 ま た
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、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に 関 し て は 、 ヌ ク レ オ チ
ド 以 外 の 小 分 子 、 そ れ ぞ れ 、 s-ア デ ノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン お よ び 補 酵 素 Aを 特 異 的 に 認 識
す る 抗 体 を 使 用 す る 。
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 不 活 化 酵 素 ” と は 、 供 与 体 生 成 物 に 結 合 し 得 る 結 合 性 分 子 を い
う 。 キ ナ ー ゼ の 場 合 、 ADPが 供 与 体 生 成 物 で あ り 、 不 活 化 ヌ ク レ オ シ ド 二 リ ン 酸 (NDP)キ ナ
ー ゼ が 結 合 性 分 子 で あ る 。 多 く の 酵 素 に お い て 、 分 離 さ れ た ド メ イ ン が 結 合 お よ び 触 媒 作
用 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 遺 伝 子 操 作 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 阻 害 、 ま た は 共 同 因 子 、
ヘ ミ 基 の 除 去 の よ う な 他 の 化 学 的 手 段 等 に よ っ て 結 合 特 性 を 保 持 さ せ な が ら 触 媒 活 性 を 選
択 的 に 破 壊 す る こ と は 、 酵 素 、 と り わ け 多 サ ブ ユ ニ ッ ト 酵 素 が そ れ ら 基 質 に 対 す る 特 異 的
な 担 体 (も は や そ れ ら の 基 質 を 化 学 的 に 改 変 す る こ と が で き な い )と し て 機 能 す る こ と を 可
能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 “ 抗 体 -検 出 可 能 タ グ 対 ” と は 、 基 転 移 反 応 に お い て 生 成 し た 供
与 体 生 成 物 の 検 出 を 可 能 に す る 抗 -供 与 体 生 成 物 抗 体 お よ び 検 出 可 能 タ グ (蛍 光 供 与 体 生 成
物 )分 子 を い う 。 抗 体 /検 出 可 能 タ グ 対 の 結 合 に お け る 適 切 な 解 離 定 数 は 1x10 - 7 Mま た は そ
れ 以 下 で あ り 、 こ れ に よ り 未 結 合 検 出 可 能 タ グ に 対 比 し て 最 少 100mPの 蛍 光 偏 光 変 化 を も
た ら し 、 且 つ 反 応 濃 度 で 供 与 体 分 子 に 対 し 最 少 の 交 叉 反 応 性 を 有 す る 。 最 適 の 抗 体 -検 出
可 能 タ グ 対 は 、 供 与 体 分 子 へ の 種 々 の 結 合 部 位 、 担 体 タ ン パ ク 質 へ 種 々 の リ ン カ ー を 使 用
し て 生 成 さ せ 、 且 つ フ ル オ ロ フ ォ ア へ の 供 与 体 分 子 結 合 の 化 学 性 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ
て 生 成 さ せ た １ 群 の 検 出 可 能 タ グ と の 相 互 作 用 の た め の 数 種 の 非 加 水 分 解 性 ア ナ ロ グ を 包
含 す る 数 多 く の 種 々 の 抗 体 を 試 験 す る こ と に よ っ て 同 定 し 得 る 。 例 え ば 結 合 さ せ た フ ル オ
ロ フ ォ ア を 有 し 得 る 抗 体 と の 相 互 作 用 時 の 前 記 検 出 可 能 タ グ の 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 の 変 化
を そ れ ら の 相 互 作 用 の 尺 度 と し て 使 用 し 得 る 。
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る と き の 用 語 “ リ ン カ ー ” と は 、 ス ペ ー サ ー ア ー ム 構 造 を 称 す
る 。 ア デ ニ ン 環 の 接 近 性 を 立 体 的 に 最 小 に す る 短 リ ン カ ー (即 ち 、 カ ル バ モ イ ル お よ び ア
ミ ノ エ チ ル 基 )、 お よ び 抗 原 の よ り 柔 軟 性 の あ る 提 示 を 可 能 に す る よ り 長 め の 炭 素 数 6個 の
リ ン カ ー が 存 在 す る 。 リ ン カ ー 分 子 は 、 検 出 可 能 タ グ 特 性 に 、 そ の 抗 原 お よ び 蛍 光 特 性 の
双 方 に 影 響 を 与 え る 多 く の 重 要 な 形 で 影 響 を 及 ぼ す 。 一 般 に 、 抗 原 を フ ル オ ロ フ ォ ア か ら
十 分 に 引 き 離 し て 抗 体 と の 相 互 作 用 が 妨 害 さ れ な い よ う に す る こ と と 、 フ ル オ ロ フ ォ ア に
あ ま り 自 由 過 ぎ る 動 き を 生 じ さ せ な い よ う に す る こ と の 間 に 注 意 し な け れ ば な ら な い 均 衡
が 存 在 す る 。 前 者 は 親 和 性 抗 体 結 合 性 の 低 下 お よ び フ ル オ ロ フ ォ ア の 消 光 を も た ら し 、 一
方 、 後 者 は 抗 体 結 合 時 の 偏 光 変 化 を 低 下 さ せ 、 そ れ に よ っ て ア ッ セ イ の ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン
ジ を 減 じ る 。 種 々 の リ ン カ ー は 比 較 的 単 純 な 化 学 法 を 使 用 し て 取 り 替 え る こ と が で き る 。
即 ち 、 リ ン カ ー は 、 検 出 可 能 タ グ の 抗 原 お よ び 蛍 光 特 性 を 最 適 に す る た め に 、 多 く の 方 法
で 変 化 さ れ 得 る 。 さ ら に ま た 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性 リ ン カ ー を 含 む 抗 体 の PAP結 合 に つ い て 説
明 し た 方 法 と 同 様 な 方 法 を 使 用 し て 、 先 ず ス ペ ー サ ー ア ー ム お よ び /ま た は 芳 香 族 置 換 基
を PAP上 に 導 入 し 、 次 い で 反 応 性 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 と 反 応 さ せ る こ と も で き る 。 こ の
方 法 は 、 可 能 性 あ る リ ン カ ー 構 造 の 範 囲 を 大 い に 拡 大 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　
　 本 発 明 の 以 下 の 実 験 プ ロ ト コ ー ル は 、 特 定 の 方 法 論 、 プ ロ ト コ ー ル 、 抗 体 、 酵 素 、 検 出
可 能 タ グ 、 な か ん ず く 、 説 明 す る 試 薬 に 限 定 さ れ な い ； こ れ ら は 、 基 転 移 反 応 に よ っ て 変
動 し 得 る か ら で あ る 。 ま た 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 は 特 定 の 実 施 態 様 を 説 明 す る
目 的 の た め だ け で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
　
　 本 発 明 に お い て HTSア ッ セ イ 法 を 成 功 裏 に 開 発 す る に は 、 ア ッ セ イ 試 薬 相 互 作 用 の 親 和
性 お よ び 特 異 性 、 並 び に 得 ら れ る 検 出 可 能 タ グ 蛍 光 特 性 の 変 化 が 、 感 度 、 ダ イ ナ ミ ッ ク レ
ン ジ お よ び シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 の よ う な ア ッ セ イ の 全 体 的 性 能 を 究 極 的 に 特 徴 付 け る 。 そ
れ で 、 こ の 相 互 作 用 を 最 適 化 す る た め に 、 出 願 人 等 は 、 図 ４ に 示 す よ う な 反 復 同 時 開 発 方
法 を 提 供 し て 基 転 移 反 応 生 成 物 の 検 出 、 定 量 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ を 最 も 効 率 的 に 達 成 し
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て い る 。
　 特 に 、 図 ４ は 、 SULT供 与 体 生 成 物 FPIA用 の 試 薬 、 即 ち 、 抗 -PAP抗 体 お よ び 蛍 光 標 識 化 PA
P検 出 可 能 タ グ の 反 復 同 時 開 発 戦 略 を 説 明 す る 。 図 ４ は 、 ウ サ ギ の 免 疫 用 の 種 々 の 抗 原 を
作 製 す る た め に は 、 PAPを 、 以 下 で 説 明 す る よ う な 種 々 の 長 さ の リ ン カ ー 分 子 を 使 用 し 、
ア デ ニ ン の C2、 C6お よ び N6ア ミ ノ 基 を 介 し て の 結 合 に よ り 、 担 体 タ ン パ ク 質 (BSAま た は KL
H)に 結 合 さ せ 得 る こ と を 示 し て い る 。 抗 体 結 合 に お い て 使 用 し た 同 じ PAP-リ ン カ ー -NH 2 中
間 体 を 使 用 し て 、 検 出 可 能 タ グ と し て 試 験 す る た め の フ ル オ レ セ イ ン -PAP結 合 体 を 合 成 す
る こ と も で き る 。 得 ら れ る 抗 体 お よ び 検 出 可 能 タ グ の マ ト リ ッ ク ス は 、 FPア ッ セ イ 法 を 使
用 し て 、 結 合 性 に つ い て 試 験 す る こ と が で き 、 ま た 、 高 親 和 性 結 合 お よ び 最 高 FP変 化 を 示
す 対 は 、 ト レ ー サ ー 特 性 の さ ら な る 最 適 化 の た め の 基 礎 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 最
適 化 し た 抗 体 -検 出 可 能 タ グ 対 は 、 SULT1E1ま た は 他 の SULTイ ソ 型 に よ る 硫 酸 化 反 応 に お け
る PAP生 成 の 検 出 に つ い て 試 験 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 数 種 の PAP抗 原 お よ び 検 出 可 能 タ グ を 、 PAP分 子 の リ ボ シ ル -ホ ス フ ェ ー ト 部 分 の
抗 体 認 識 を 最 高 に し 、 且 つ PAPSと の 交 叉 反 応 性 を 最 小 に す る 全 体 的 構 造 バ イ ア ス を 保 持 さ
せ な が ら 、 ヌ ク レ オ チ ド を 担 体 タ ン パ ク 質 お よ び フ ル オ レ セ イ ン に 結 合 さ せ る こ と に よ っ
て 合 成 し 得 る こ と も 考 慮 さ れ る 。 PAP抗 原 か ら 生 成 し た 抗 体 は 、 検 出 可 能 タ グ と の 相 互 作
用 に つ い て 試 験 し て 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 新 規 な ア ッ セ イ 法 の 最 適 結 合 性 お よ び 蛍 光 特 性
を 示 す 組 合 せ を 同 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　
　 本 発 明 の 方 法 に 従 い 、 当 業 者 で あ れ ば 、 PAPの リ ボ シ ル -ホ ス フ ェ ー ト 部 分 の よ う な 抗 原
性 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 補 酵 素 Aの よ う な 他 の 化 学 分 子 に 対 す る 種 々 の 特 異 的 抗 体 (即 ち 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は 組 換 え )を 容 易 に 調 製 し 得 る 。
　 一 般 に 、 あ る 範 囲 の PAP抗 原 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ウ サ ギ に お い て 適 切 に 作
製 さ れ る 。 動 物 の 注 射 お よ び 血 清 採 集 は 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 実 施 し 得 る 。 3羽
の ウ サ ギ を 、 開 発 す る 各 抗 原 に よ っ て 免 疫 し 得 る 。 力 価 、 親 和 性 に 依 存 す る が 、 1羽 の ウ
サ ギ か ら の 抗 血 清 収 量 (約 100ml)が 数 千 回 ～ 100万 回 の FPIAア ッ セ イ の た め に 適 当 で あ り 、
ポ リ ク ロ ー ナ ル -抗 原 相 互 作 用 の 多 価 性 が 極 め て 高 い 親 和 結 合 性 を 生 じ さ せ る 。 従 っ て 、
こ れ ら の 理 由 に よ り 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 多 く の 場 合 FPIAに お い て 使 用 さ れ る (Nasir, 
M. S. and Jolley, M. E., Comb Chem High Throughput Screen, 1999, 2:177-90)。
　 ま た 、 以 前 の 公 表 プ ロ ト コ ー ル に 提 示 さ れ て い る 方 法 (Harlow, E. L., D., 1999)に 従
っ て 作 製 し 得 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 、 本 発 明 の 範 囲 に 属 す る 。 ま た 、 組 換 え 単 鎖 抗 体 は
、 以 前 に 公 表 さ れ た in vitroコ ン ビ ナ ト リ ア ル エ ヴ ォ リ ュ ー シ ョ ン お よ び デ ィ ス プ レ イ 法
(Schaffitzel, C., et al., J Immunol Methods, 1999, 231:119-35； Breitling, F., Du
bel, S., 1999)を 使 用 し て 作 製 す る こ と が 出 来 る 。 組 換 え 抗 体 の 調 製 例 は 、 米 国 特 許 第 5,
693,780号 、 第 5,658,570号 、 第 5,876,961号 (全 て 参 考 と し て 本 明 細 書 に 合 体 さ せ る )に 記
載 さ れ て い る 。
　 免 疫 応 答 の 顕 在 化 を 助 け る に は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)お よ び キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ
ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)を PAP抗 原 へ の 結 合 用 担 体 タ ン パ ク 質 と し て 使 用 し 得 る 。 KLH抗 原 は
、 一 般 に 、 哺 乳 類 に お い て よ り 強 い 免 疫 応 答 を 引 き 出 す が 、 BSA結 合 体 よ り も 可 溶 性 が 低
い 傾 向 が あ る (Harlow, E. L., D., 1999)。 PAPは 、 図 ７ ～ ８ に 示 す よ う に 、 双 方 の 担 体 タ
ン パ ク 質 に ア デ ニ ン の C2、 C8お よ び N6ア ミ ノ 基 を 介 し て 結 合 さ せ 得 る 。 本 発 明 の 範 囲 に お
い て 、 FPIA系 SULTア ッ セ イ 法 の 開 発 に は 、 反 応 生 成 物 PAPに 過 剰 の PAPSの 存 在 下 に お い て
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 必 要 と す る 。 さ ら に 適 切 に は 、 前 記 抗 体 は 、 PAP分 子 の リ ボ シ ル
ホ ス フ ェ ー ト 部 分 を 認 識 し 得 る も の で あ り 、 PAPの 5'-ホ ス フ ェ ー ト と PAPSの 5'-ホ ス ホ ス
ル フ ェ ー ト を 識 別 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　
　 ア デ ニ ン へ の 結 合 が 、 ア デ ニ ン 部 分 へ の 結 合 に よ り 生 じ 得 る PAPSと の 抗 体 交 叉 反 応 を 最
小 に す る こ と (Goujon, L., et al., J Immunol Methods, 1998, 218:19-30； Horton, J. 
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K., et al., 1992, J Immunol Methods, 155:31-40； Bredehorst, R., et al., Biochim 
Biophys Acta, 1981, 652:16-28)、 さ ら に ま た 、 得 ら れ る 抗 体 の 親 和 性 に ハ プ テ ン 結 合 部
位 が 影 響 を 与 え 得 る こ と (Crabbe, P., et al., J Agric Food Chem, 2000, 48:3633-8)が
、 当 該 技 術 に お い て 知 ら れ て い る 。 使 用 す る ハ プ テ ン 結 合 化 学 法 は 、 ア デ ニ ン ヌ ク レ オ チ
ド の 結 合 に お い て 広 く 使 用 さ れ て い る 詳 し く 記 述 さ れ た １ ま た は ２ 工 程 合 成 方 法 で あ る (B
rodelius, P., et al., Eur J Biochem, 1974, 47:81-9； Lindberg, M. and Mosback, K.
, Eur J Biochem, 1975, 53:481-6； Camaioni, E., et al., J Med Chem, 1998, 41:183-
90)。 出 発 物 質 は 全 て 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 反 応 は 良 好 な 収 率 で 進 行 し 得 る こ と が 理
解 さ れ る 。 こ れ ら の 結 合 方 法 を 以 下 で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 本 発 明 の 方 法 に 従 い 、 本 発
明 は 、 以 下 の ハ プ テ ン 結 合 化 学 を 包 含 す る が そ れ に 限 定 さ れ 得 な い も の と す る
【 ０ ０ ２ ７ 】
　
　 カ ル バ モ イ ル 結 合 ： N6-カ ル ボ キ シ メ チ ル -PAPは 、 PAPを ヨ ー ド 酢 酸 に よ っ て ア ル キ ル 化
し て 1-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ナ ロ グ を 形 成 さ せ 、 こ れ を 塩 基 中 で 転 位 さ せ て N6-カ ル ボ キ シ
メ チ ル ア ナ ロ グ を 形 成 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 し 得 る (Lindberg, M. and Mosback, K., E
ur J Biochem, 1975, 53:481-6)。 N6-カ ル ボ ニ ル メ チ ル -PAPは 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク
シ ン イ ミ ド に よ り 促 進 さ せ た カ ル ボ ジ イ ミ ド カ ッ プ リ ン グ を 使 用 し て 、 担 体 タ ン パ ク 質 に
結 合 さ せ 得 る 。 同 様 な 方 法 を 使 用 し 、 以 前 に 公 表 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 記 載 さ れ て い る よ
う に し て 高 特 異 的 5'-AMP抗 体 を 作 製 す る こ と が 出 来 る (Bredehorst, R., et al., Biochim
 Biophys Acta, 1981, 652:16-28)。
　 C6結 合 ： N6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル -PAP (Sigma/Aldrich社 、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )は 、 a) 
N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル S‐ ア セ チ ル チ オ ア セ テ ー ト (Pierce社 、 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド )
を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 基 (ほ ぼ リ ジ ン )を 反 応 性 チ オ ー ル に 転 換 し 、 b) ヘ テ ロ 二
官 能 性 ア ミ ン -チ オ ー ル 反 応 性 リ ン カ ー (Pierce社 、 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド )を 使 用 し
て 、 PAPリ ン カ ー 上 の 末 端 ア ミ ノ 基 を 前 記 タ ン パ ク 質 チ オ ー ル に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て
、 担 体 タ ン パ ク 質 に 直 接 結 合 さ せ 得 る 。 特 筆 す べ き は 、 ア デ ノ シ ン の N6ア ミ ノ 基 は 実 用 目
的 上 は 反 応 性 で は な い こ と で あ る ； 例 え ば 、 該 ア ミ ノ 基 は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル と
は 極 め て 貧 弱 に し か 反 応 し な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　
　 2-ク ロ ロ ア デ ノ シ ン を オ キ シ 塩 化 リ ン と 、 次 い で 三 塩 化 リ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て
リ ン 酸 化 し て 、 3',5'-ビ ス ホ ス ホ -ク ロ ロ ア デ ノ シ ン を 調 製 し 得 る 。 そ の 後 の エ チ レ ン ジ
ア ミ ン お よ び ジ ア ミ ノ ヘ キ サ ン と の 反 応 並 び に ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精
製 を 使 用 し て ア デ ニ ン の 2位 置 に お け る PAPの 2-ア ミ ノ エ チ ル -お よ び 6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル -ア
ナ ロ グ を 調 製 し 得 る (Brodelius, P., et al., Eur J Biochem, 1974, 47:81-9)。 こ れ ら
の 分 子 は 、 上 述 し た よ う な ヘ テ ロ 二 官 能 性 リ ン カ ー を 使 用 し て 担 体 タ ン パ ク 質 と 反 応 し 得
る こ と も 意 図 す る 。
　
　 PAPの 8位 置 へ の C2お よ び C6結 合 は 、 C2位 置 に お い て 説 明 し た の と 同 じ 方 法 を 使 用 し て 生
成 す る こ と が 出 来 る が 、 出 発 物 質 は 8-ブ ロ モ ア デ ノ シ ン (Sigma/Aldrich社 )で あ り 得 る 。
ま た 、 8-ア ジ ド -PAP (ICN社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 コ ス タ メ サ )も 、 UV照 射 に よ り 、 担 体 タ ン
パ ク 質 に 直 接 結 合 さ せ 得 る 。
　 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)は 、 ア デ ニ ン 環 吸 収 ス ペ ク ト ル 変 化 を モ ニ タ ー す る の に
使 用 し 得 る 。 ア ニ オ ン 交 換 (Dowex樹 脂 )お よ び 相 分 離 は 、 抗 原 精 製 に 使 用 し 得 る 。 高 い 抗
原 純 度 を 確 保 す る た め に 、 担 体 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る の に 使 用 す る 最 終 PAP-リ ン カ ー 分
子 を HPLCに よ っ て 精 製 し 、 そ の 存 在 性 を 質 量 ス ペ ク ト ル お よ び NMR分 析 に よ っ て 検 証 す る
こ と が で き る 。 メ チ ル 化 担 体 タ ン パ ク 質 の 使 用 が リ ボ ー ス 環 と の カ ル ボ ジ イ ミ ド 反 応 を 阻
止 す る こ と が 報 告 さ れ て い る の で (Bredehorst、  R., et al., Biochim Biophys Acta, 19
81, 652:16-28)、 N6-カ ル ボ キ シ メ チ ル -PAPを メ チ ル 化 BSAに 結 合 さ せ て も よ い 。
　 他 の PAPア ナ ロ グ は 、 全 て リ ン カ ー 末 端 に 反 応 性 ア ミ ン を 有 す る 傾 向 に あ り 、 こ れ ら は
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、 よ り 特 異 的 な ア ミ ン お よ び チ オ ー ル 化 学 物 を 使 用 し て 、 BSAお よ び KLHへ の 結 合 に 使 用 す
る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て リ ボ ー ス と の 反 応 を 回 避 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 ア ミ
ン の チ オ ー ル へ の 転 化 お よ び ヘ テ ロ 二 官 能 性 リ ン カ ー を 介 し て の 結 合 は 、 担 体 タ ン パ ク 質
中 に シ ス テ イ ン よ り も 多 く の 反 応 性 リ ジ ン が 存 在 す る の で 、 シ ス テ イ ン へ の 直 接 結 合 よ り
も 高 密 度 の 抗 原 結 合 を も た ら し 得 る 。 担 体 タ ン パ ク 質 上 の PAP密 度 は ア デ ニ ン 環 に つ い て
の 質 量 分 光 分 析 に よ っ て 測 定 で き 、 結 合 化 学 性 を 必 要 に 応 じ て 調 整 し て 高 密 度 (タ ン パ ク
質 分 子 当 り > 10の PAP)を 得 る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 強 い 免 疫 応 答 が 担 保 さ れ る 。 全 部
で 約 8～ 10種 の 異 な る 抗 原 を 合 成 す る こ と が で き 、 幾 つ か は ア デ ニ ン 環 の 接 近 性 を 立 体 的
に 最 小 に す る カ ル バ モ イ ル お よ び ア ミ ノ エ チ ル 基 の よ う な 極 め て 短 い リ ン カ ー を 有 し 、 ま
た 、 抗 原 の よ り 柔 軟 な 提 示 を 可 能 に す る 、 よ り 長 め の 炭 素 数 6個 の リ ン カ ー を 有 す る こ と
が 想 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　
　 一 般 に 、 FPIA検 出 可 能 タ グ 分 子 は 、 ３ つ の 異 な る 構 成 部 分 、 即 ち 、 抗 原 、 フ ル オ ロ フ ォ
ア お よ び こ れ ら を 結 合 さ せ る の に 使 用 す る リ ン カ ー に 分 け る こ と が で き る ； さ ら な る 主 要
な 構 造 的 変 数 は 、 抗 原 へ の リ ン カ ー の 結 合 部 位 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 適 切 な 抗 原 、 フ
ル オ ロ フ ォ ア お よ び リ ン カ ー が 本 明 細 書 に お い て 詳 細 に 説 明 し て い る も の に 限 定 さ れ な い
こ と を 理 解 さ れ た い 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 適 切 な 局 面 に お い て は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、
フ ル オ レ セ イ ン は 、 そ れ を 、 担 体 タ ン パ ク 質 へ の 抗 原 結 合 に 使 用 し た の と 同 じ ア デ ノ シ ン
上 の 部 位 に 結 合 さ せ る の に 使 用 し 得 る 。 担 体 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 に 使 用 す る の と 同 じ PAP-
リ ン カ ー 分 子 を 、 数 種 の ア ミ ン 反 応 性 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 と の 結 合 に 使 用 し 得 る 。 あ る
範 囲 の 反 応 性 フ ル オ レ セ イ ン の 使 用 は 、 リ ン カ ー 領 域 に さ ら な る 構 造 的 多 様 性 を 導 入 し 得
る 。 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル は 、 種 々 の 長 さ の ス ペ ー サ ー ア ー
ム で も っ て 利 用 で き 、 DTAF (4,6-ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ノ フ ル オ レ セ イ ン )は 結 合 部
位 に 隣 接 し た 嵩 高 で 平 面 的 な 置 換 基 を 含 有 す る 。 同 様 に 、 担 体 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 近 く で
の AMPへ の 芳 香 環 の 導 入 (N6-ベ ン ジ ル AMP)は 、 そ の 抗 体 に 対 す る 親 和 性 を 未 修 飾 AMPに 対 比
し て 40倍 増 強 す る (Bredehorst, R., et al., Biochim Biophys Acta, 1981, 652:16-28)
。 簡 単 に 言 え ば 、 ア ミ ノ 末 端 を 有 す る 種 々 の PAP-リ ン カ ー 分 子 は ア ミ ン 反 応 性 ロ ー ダ ミ ン
、 テ キ サ ス レ ッ ド ま た は 他 の 赤 色 フ ル オ ロ フ ォ ア と 反 応 さ せ る こ と が で き 、 得 ら れ る PAP-
フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 体 は 、 抗 体 結 合 親 和 性 お よ び 蛍 光 偏 光 の 変 化 に つ い て 試 験 す る こ と が
で き る 。
　 PAP結 合 体 の 精 製 は 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (TLC)に よ っ て 実 施 し 得 る 。 複 数 の 分 離 を
並 行 し て 操 作 す る こ と が 可 能 で あ り 、 蛍 光 生 成 物 の 同 定 が 目 視 に よ り 可 能 で あ り 、 さ ら に
１ 回 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 操 作 で 数 千 も の 結 合 性 ア ッ セ イ の た め の 十 分 な 量 の 蛍 光 化 結 合
体 が 提 供 さ れ る の で 、 反 応 生 成 物 の 分 離 に は TLCが 使 用 さ れ る 。 即 ち 、 蛍 光 検 出 可 能 タ グ
分 子 の パ イ ロ ッ ト 試 験 に お い て は 、 TLCは 、 HPLCの よ う な 別 の 分 離 方 法 よ り も 優 れ て い る
。 PAP-フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 体 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 溶 出 が 終 了 し た な ら ば 、 後 述 す
る よ う に し て 、 強 度 、 基 底 偏 光 (抗 体 な し で の )、 安 定 性 、 抗 -PAP抗 体 に 対 す る 結 合 性 、 並
び に 未 標 識 PAPお よ び PAPSに よ る 拮 抗 性 に つ い て 結 合 体 を 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　
　 基 転 移 方 法 の 生 成 物 を 検 出 し 、 定 量 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 最 も 感 度 の あ る ア ッ
セ イ 方 法 を 創 生 す る た め に は 、 抗 体 -検 出 可 能 タ グ 相 互 作 用 の 親 和 性 に 影 響 す る パ ラ メ ー
タ ー を 注 意 深 く モ ニ タ ー す る 。 こ の こ と は 、 例 え ば 、 あ る 種 の 受 容 体 基 質 が 示 す 強 力 な 基
質 阻 害 に よ っ て 、 生 成 さ せ 得 る 生 成 物 の 量 が 抑 制 さ れ る SULT1E1の 場 合 に 重 要 で あ る 。 本
発 明 に 属 す る 新 規 な SULTア ッ セ イ に お い て 必 要 な 親 和 性 は 、 高 親 和 性 で 阻 害 性 基 質 の エ ス
ト ラ ジ オ ー ル の 阻 害 例 を 考 慮 す る こ と に よ っ て 推 定 す る 。 一 般 に 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル の K i
は 80nMで あ り 、 K m は 約 20nMで あ り (Zhang, H., et al., J Biol Chem, 1998, 273:10888-9
2)、 従 っ て 、 ア ッ セ イ に お い て は 50nMの エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 使 用 し 、 酵 素 お よ び 反 応 時 間
を 10％ の 基 質 が 消 費 さ れ る (5nMの PAPの 生 成 を も た ら す )よ う に 調 整 す る こ と が 、 有 意 の 阻
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害 を 起 す こ と な く 初 期 速 度 の 測 定 を 可 能 に し 得 る 良 好 な 妥 協 点 で あ る 。
　 5nMの PAPの 検 出 を 可 能 に す る た め に は 、 蛍 光 -PAP（ お よ び 未 結 合 PAP） に 対 す る 抗 体 結
合 に 必 要 な 親 和 性 は 、 お よ そ 25nMで あ ろ う 。 殆 ど の 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ で あ れ 、 1nM～ 1μ Mの K d を 有 す る (Harlow, E. L
., D., 1999)。 例 え ば 、 FPIA系 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 抗 -ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗
体 は 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド お よ び そ れ ら の 蛍 光 結 合 体 に 対 し ナ ノ モ ル 以 下 の 親 和 性 を 示 し (P
arker, G. J., et al., J Biomol Screen, 2000, 5:77-88)； 上 述 し た 抗 -AMPポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 100nMの 親 和 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し た (Bredehorst, R., et al., 
Biochim Biophys Acta, 1981, 652:16-28)。 抗 原 の 構 造 が 得 ら れ る 抗 体 の 親 和 性 に 影 響 を
与 え る か ど う か を 予 測 す る こ と は 困 難 で あ る が 、 担 体 タ ン パ ク 質 お よ び 結 合 方 式 の 双 方 は
、 大 き な 効 果 を 有 し 得 る (Crabbe, P., et al., J Agric Food Chem, 2000, 48:3633-8； S
ignorini, N., et al., Chem Res Toxcol, 1998, 11:1169-75； Oda, M. and Azuma, T., 
Mol Immunol, 2000, 37:1111-22)。 従 っ て 、 PAP上 の 異 な る 部 位 を 介 し て ２ つ の 異 な る タ
ン パ ク 質 に 結 合 さ せ た PAPを 使 用 し て 、 さ ら に 、 異 な る 長 さ の リ ン カ ー 領 域 を 使 用 し て 、
抗 体 を 作 製 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 PAP検 出 の 感 度 に 影 響 を 与 え る も う １ つ の 要 因 は 、 高 濃 度 に お い て さ え も 極 め て 緩 慢 に
し か 硫 酸 化 さ れ な い 貧 弱 な 基 質 で あ る 。 こ れ ら の 場 合 、 必 要 と す る SULT1E1酵 素 の 量 は 、
コ ス ト 性 故 に 限 界 要 因 と な る 。 エ ス ト ラ ジ オ ー ル に よ り V m a x の 1％ の 速 度 で 回 転 さ せ る 基
質 を 使 用 す れ ば 、 5nMの PAP(約 30分 内 で の 適 切 な 検 出 限 界 )を 生 成 さ せ る の に 30ngの SULT1E
1を 必 要 と す る で あ ろ う 。 こ の 量 は 、 100mgの 酵 素 バ ッ チ が 300万 回 よ り も 多 い 反 応 に 対 処
し 得 る こ と を 意 味 し 得 る の で 、 良 好 に 許 容 範 囲 内 に あ る 。
　 さ ら に ま た 、 遊 離 ま た は 結 合 状 態 の プ ロ ー ブ の 偏 光 の 差 異 は 、 ア ッ セ イ の 全 体 的 “ 広 が
り ” 即 ち ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 特 徴 付 け る 。 50mP未 満 の 変 化 で SULT1E1活 性 の 半 定 量 検 出
に 十 分 で あ り 得 る が 、 100mPま た は そ れ 以 上 の 変 化 は 、 ア ッ セ イ 方 式 の 設 計 に お け る は る
か に 大 き い 柔 軟 性 お よ び よ り 定 量 的 な 動 的 情 報 の 双 方 を 提 供 し 得 る 。 従 っ て 、 偏 光 は 分 子
容 積 に 比 例 し 、 小 分 子 量 フ ル オ ロ フ ォ ア へ の 抗 体 (150 kDa)結 合 時 の 有 効 容 積 の 変 化 は 、
少 な く と も 300 mPの 増 加 を 生 じ さ せ る こ と が 予 期 し 得 る 。 し か し な が ら 、 フ ル オ ロ フ ォ ア
を PAPに 可 撓 性 ス ペ ー サ ー ア ー ム に よ り 結 合 さ せ る こ と の よ う な 、 遊 離 お よ び 結 合 検 出 可
能 タ グ の 双 方 の 観 測 偏 光 に 影 響 を 与 え 得 る 他 の 要 因 も 存 在 す る 。 即 ち 、 そ れ ら の 最 高 偏 光
は 、 抗 体 結 合 が ス ペ ー サ ー お よ び フ ル オ ロ フ ォ ア の 移 動 性 を 低 下 さ せ る 度 合 の 関 数 で あ る
； 検 出 可 能 タ グ “ プ ロ ペ ラ 効 果 ” は 、 タ ン パ ク 質 結 合 フ ル オ ロ フ ォ ア に つ い て さ え も 比 較
的 低 い 偏 光 値 を も た ら し 得 る 。
　 さ ら な る 考 察 点 は 、 重 複 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ミ ノ 酸 官 能 基 か ら の 消 光 を 含 む 、 レ セ プ
タ ー へ の 結 合 時 の フ ル オ ロ フ ォ ア の 強 度 の 変 化 が 存 在 し 得 る か ど う か で あ る 。 偏 光 は 、 蛍
光 強 度 に 依 存 し な い (Owicki, J. C., J Biomol Screen, 2000, 5:297-306)； し か し な が
ら 、 偏 光 は ２ つ の 平 面 で 取 っ た 強 度 測 定 値 の 比 で あ る の で 、 有 意 の 消 光 は 、 抗 体 検 出 可 能
タ グ 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え 、 ア ッ セ イ 感 度 の 低 下 を も た ら し 得 る 。 抗 体 と 結 合 し た と き の
検 出 可 能 タ グ の 蛍 光 特 性 の 変 化 は 、 各 相 互 作 用 分 子 双 方 の 関 数 で あ り 、 予 測 す る の は 困 難
で あ る 。 即 ち 、 種 々 の 抗 体 お よ び 検 出 可 能 タ グ 分 子 は マ ト リ ッ ク ス の 形 で 調 べ ら れ る で あ
ろ う こ と が 考 慮 さ れ る 。 さ ら に 、 検 出 可 能 タ グ の 構 造 の 最 適 化 、 或 い は 、 結 合 さ せ た 検 出
可 能 タ グ の 可 動 性 を 制 限 す る た め ま た は 消 光 を 減 じ る た め の ア ッ セ イ 緩 衝 液 の 最 適 化 も 考
慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　
　 最 適 抗 体 /検 出 可 能 タ グ 対 を 同 定 す る た め に は 、 多 様 な 組 合 せ の フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体
と 結 合 化 学 物 を 一 般 に 評 価 す る 。 上 述 し た 合 成 お よ び 精 製 方 法 は 、 反 応 毎 に 数 種 の 蛍 光 生
成 物 の 単 離 を も た ら し 、 そ の 結 果 、 少 な く と も 100種 の 蛍 光 結 合 体 を 評 価 す る こ と が で き
る が 、 数 千 の 個 々 の FPア ッ セ イ を 必 要 と す る 。 FPア ッ セ イ の 均 質 特 性 お よ び マ ル チ ウ ェ ル
器 具 を 利 用 で き る こ と は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 操 作 を 極 め て 迅 速 な も の に し て い る ； 律 速 段 階
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最 適 抗 体 /検 出 可 能 タ グ 対 (１ 種 以 上 )の 同 定



は 、 通 常 、 合 成 と 精 製 で あ り 、 抗 体 -検 出 可 能 タ グ 結 合 特 性 に つ い て の 試 験 で は な い 。 抗
体 /検 出 可 能 タ グ 試 験 は 、 Tecan Ultraマ ル チ ウ ェ ル FPリ ー ダ ー に お い て 、 Trisま た は リ ン
酸 緩 衝 液 中 で 非 特 異 相 互 作 用 を 阻 止 す る た め の 低 濃 度 の 担 体 タ ン パ ク 質 (0.01％ ウ シ ガ ン
マ グ ロ ブ リ ン )の 存 在 下 に 実 施 し 得 る 。 初 期 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 以 下 の 望 ま し い 特 性 を 見
出 す こ と 含 む ： 抗 体 不 存 在 で の 低 偏 光 (<100mP)； 抗 -PAP抗 体 へ の 高 親 和 結 合 性 (K d  < 100n
M)； 結 合 お よ び 遊 離 状 態 に お け る 偏 光 の 最 高 差 異 (Δ mP >100mP)； 抗 体 に 結 合 し た 場 合 の
最 少 蛍 光 消 失 ； PAPに 対 す る 選 択 性 (即 ち 、 PAPに よ る 、 PAPSま た は 他 の ア デ ニ ン ヌ ク レ オ
チ ド に よ ら な い 拮 抗 的 置 換 )； 迅 速 な 結 合 /解 離 速 度 ； お よ び 、 SULT1E1ま た は 他 の ア ッ セ
イ 成 分 と の 相 互 作 用 の 無 い こ と 。
　 初 期 抗 体 結 合 性 ア ッ セ イ に お い て は 、 精 製 し た 検 出 可 能 タ グ の 各 々 を 、 結 合 フ ル オ レ セ
イ ン の 強 度 が 消 光 さ れ な い こ と を 想 定 し て 、 蛍 光 強 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 定 量 し 得 る
。 常 に 該 当 す る も の で は な い が 、 有 意 の 消 光 を 有 す る も の は 、 そ れ ら が 低 結 合 親 和 性 を 有
す る よ う な の で 、 結 合 性 分 析 に よ り そ れ ら を 排 除 す る こ と が で き る 。 見 込 み の あ る 親 和 性
(K d  < 100nM)お よ び 蛍 光 特 性 を 有 す る 抗 体 /検 出 可 能 タ グ 対 は 、 未 標 識 PAPお よ び PAPSお よ
び 他 の ヌ ク レ オ チ ド と の 拮 抗 に よ り 、 結 合 特 異 性 に つ い て 試 験 し 得 る 。 最 も 望 ま し い FPIA
特 性 を 有 す る 抗 体 /検 出 可 能 タ グ 対 は 、 さ ら に 詳 細 に 試 験 し て 、 塩 ま た は 変 性 剤 の 添 加 の
よ う な 外 因 性 条 件 に お け る 何 ら か の 変 化 が そ の 感 度 お よ び ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 改 善 し 得
る か ど う か を 評 価 し 得 る 。 さ ら な る 検 出 可 能 タ グ を 必 要 に 応 じ て 合 成 し 、 観 測 し た 構 造 -
活 性 関 係 お よ び コ ン ピ ュ ー タ 作 成 構 造 モ デ ル 予 測 に 基 づ き 試 験 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 本 発 明 の 方 法 は 、 後 の 実 施 例 に お い て 説 明 す る よ う に 、 基 転 移 反 応 に お け る 酵 素 活 性 の
尺 度 と し て 使 用 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 酵 素 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 と り わ け 阻 害 因
子 と し て 作 用 し 得 る 薬 物 の 同 定 の た め 、 ま た 、 潜 在 的 薬 物 分 子 が ど の よ う に 代 謝 さ れ る か
を 決 定 す る た め に 、 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 所 に お け る 基 転 移 酵 素 の 分 析 を 可 能 と す
る の で 、 製 薬 工 業 に お い て と り わ け の 重 要 性 を 有 す る 。
　 新 た な 治 療 薬 の 開 発 に お い て 目 標 と す る 基 転 移 酵 素 の 数 が 増 大 し て い る 。 キ ナ ー ゼ は 現
在 最 高 に 興 味 あ る も の で あ る が 、 SULT、 UGT、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び ADP-リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ も 対 象 と さ れ て い る 。 こ の リ ス ト
が 増 大 す る に つ れ 、 各 酵 素 に つ い て の 或 い は 同 じ 受 容 体 基 質 を 改 変 す る 小 下 位 群 の 酵 素 に
つ い て の 特 異 性 試 験 を 使 用 す る こ と は 、 現 実 性 の 無 い 極 め て 費 用 高 と な る で あ ろ う 。 本 発
明 の ア ッ セ イ 法 と キ ッ ト は 、 与 え ら れ た 基 転 移 酵 素 群 の 全 て の 酵 素 の 検 出 を 可 能 に し 、 こ
れ ら 酵 素 の 全 て に つ い て の 一 般 的 な 評 価 項 目 検 出 系 を 提 供 す る 。 こ の こ と は 、 と り わ け 高
処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 室 に お い て の 使 用 の 容 易 性 を 大 き く し 、 ロ ボ ッ ト に 全 て の 検 出
試 薬 を 備 え 付 け る こ と が で き 、 各 種 基 転 移 酵 素 お よ び 興 味 あ る 潜 在 的 基 質 ま た は 阻 害 因 子
を マ ト リ ッ ク ス 形 式 で 試 験 し 得 る 。
　 さ ら に 、 薬 物 お よ び 他 の 生 体 異 物 の 共 役 的 代 謝 に お け る 基 転 移 反 応 の 関 与 は 、 そ れ ら の
薬 力 学 、 薬 物 動 態 学 お よ び 副 作 用 レ ベ ル の 重 要 な 決 定 因 子 で あ る 。 こ の 点 、 本 発 明 の ア ッ
セ イ 法 お よ び キ ッ ト は 、 潜 在 的 な 薬 物 分 子 の SULT、 UGT、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ
び ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ る ス ク リ ー ニ ン グ を HTS方 式 で 可 能 に す る 。 多 く の 種
々 の 生 体 異 物 共 役 イ ソ 型 が 存 在 し 、 本 発 明 方 法 の 汎 用 的 な 性 質 故 に 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、
マ ト リ ッ ク ス 形 式 の そ れ ら の 試 験 を 大 い に 簡 素 化 す る で あ ろ う 。
　 即 ち 、 本 発 明 の 汎 用 的 方 法 は 、 後 述 す る 統 合 化 (integrated)薬 物 発 見 方 法 に 貢 献 す る た
め に 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 生 体 合 成 お よ び 機 能 、 生 体 異 物 代 謝 、 酵 素 レ セ プ タ ー 調 節 お よ
び シ グ ナ ル 伝 達 の よ う な 各 種 の 異 な る 基 転 移 関 連 酵 素 過 程 に 応 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　
　 硫 酸 化 は 、 内 在 性 ホ ル モ ン お よ び 生 体 異 物 の レ ベ ル お よ び 活 性 を 調 節 す る 普 遍 的 な 共 有
結 合 性 修 飾 で あ る 。 ヒ ト に お い て は 、 硫 酸 化 は 、 各 々 異 な る が 重 複 し た 基 質 特 異 性 と 組 織
分 布 を 有 す る １ 群 の 11種 の ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 (SULT)に よ っ て 触 媒 さ れ て い る
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本 発 明 の 応 用 性

薬 物 発 見 に お け る 硫 酸 化



(Strott, C. A., Endocr Rev, 2002, 23:703-32)。 硫 酸 化 に お け る 内 在 性 基 質 と し て は 、
ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン 、 お よ び 甲 状 腺 ホ ル モ ン の よ う な 多 く の 重 要 な 情
報 伝 達 分 子 が あ り ； 硫 酸 化 さ れ る 生 体 異 物 と し て は 、 薬 物 、 前 駆 型 変 異 原 (promutagen)、
環 境 性 内 分 泌 撹 乱 物 質 が あ る (Strott, C. A., Endocr Rev, 2002, 23:703-32； Glatt, H.
, et al., Mutat Res, 2001, 482:27-40； Coughtrie, M. W. and Johnston, L. E., Drug
 Metab Dispos, 2001, 29:522-8)。 硫 酸 化 は 、 可 逆 性 で あ り 、 情 報 伝 達 分 子 の 活 性 を 、 多
く の 場 合 そ れ ら 分 子 の レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 対 す る 親 和 性 を 改 変 す る こ と に よ っ て 変 化
さ せ 得 る 、 即 ち 、 硫 酸 化 は 、 レ セ プ タ ー リ ガ ン ド に 対 す る オ ン -オ フ ス イ ッ チ と し て 、 リ
ン 酸 化 が そ の 役 割 を タ ン パ ク 質 に 対 し て 果 た す の と 同 程 度 に 作 動 す る 。 さ ら に ま た 、 生 体
異 物 代 謝 に お け る 硫 酸 化 の 役 割 は 、 ホ ル モ ン 情 報 伝 達 お よ び 細 胞 ホ メ オ ス タ シ ス の 調 節 に
お け る そ の 関 与 と 密 接 に 絡 み 合 っ て い る 。 例 え ば 、 硫 酸 化 は 、 う つ 病 、 乳 が ん お よ び 心 臓
血 管 疾 患 用 の 薬 物 タ ー ゲ ッ ト と し て の 特 異 的 神 経 伝 達 物 質 レ セ プ タ ー 、 核 レ セ プ タ ー お よ
び プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に 対 す る 内 在 性 リ ガ ン ド の 活 性 を 調 節 す る (Plassart-Schiess, E. 
and Baulieu, E. E., Brain Res Rev, 2001, 37:133-40； Strott, C. A., Endocr Rev, 1
996, 17:670-97； Kuroki, T., et al., Mutat Res, 2000, 462:189-95)。 製 薬 企 業 に よ る
こ れ ら の 障 害 に 対 す る よ り 選 択 性 の 治 療 薬 の 開 発 は 、 潜 在 的 SLUT基 質 お よ び 阻 害 因 子 の 高
処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ (HTS)の た め の 分 子 ア ッ セ イ 法 お よ び 精 製 SULTイ ソ 型 が 無 い た め に
、 現 在 の と こ ろ 妨 げ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 溶 解 性 、 大 き さ 、 小 細 胞 分 布 に お い て 異 な り 、 20％ 未 満 の 配 列 相 同 性 を 共 有 す る ２ つ の
主 要 な ク ラ ス の ヒ ト の SULTが 存 在 す る 。 膜 結 合 酵 素 は 、 ゴ ル ジ 体 内 に 存 在 し 、 ヘ パ リ ン 、
グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン お よ び タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン の よ う な 大 内 在 性 分 子 を ス ル ホ ン 化 す る
(Strott, C. A., Endocr Rev, 2002, 23:703-32)。 細 胞 質 内 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 即
ち SULTは 、 小 分 子 量 生 体 異 物 お よ び ホ ル モ ン を ス ル ホ ン 化 す る 。
　 11種 の 既 知 の 細 胞 質 内 SULTイ ソ 型 が 存 在 し 、 こ れ ら は そ の 組 織 分 布 お よ び 特 異 性 に お い
て 異 な る 。 使 用 さ れ て い る 命 名 法 は 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で の 相 同 性 に 基 づ い て い る ： 数 字 で
表 わ さ れ る 同 じ 群 内 の SULTは 少 な く と も 45％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 共 有 し 、 文 字 で 表 さ れ る
同 じ 下 位 群 内 の SULTは 少 な く と も 60％ の 相 同 性 を 共 有 す る 。 SULTは 、 あ る 程 度 は 、 基 質 特
異 性 に 基 づ い て 分 類 す る こ と が で き る が 、 そ れ ら の 基 質 プ ロ フ ィ ー ル は 、 異 な る 群 内 の 酵
素 間 に お い て さ え も 、 広 範 囲 に 重 な り 合 う 。
　 構 造 研 究 に よ り 、 基 質 結 合 部 位 に 柔 軟 性 が あ る こ と 並 び に リ ガ ン ド 結 合 性 が よ り 秩 序 立
っ た 構 造 へ の 転 換 を 引 き 出 す こ と が 明 ら か に さ れ て お り 、 こ れ ら が SULTの 広 い 基 質 特 異 性
に 寄 与 し 得 る (Bidwell, L.M., et al., J Mol Bil, 1999, 293:521-30)。 こ う い う 理 由 で
、 分 子 結 合 性 の よ う な コ ン ピ ュ ー タ 手 法 を SULT基 質 お よ び 阻 害 因 子 の 同 定 に 応 用 で き る と
い う こ と は な さ そ う で あ る ； こ の こ と は 、 本 発 明 に 属 す る HTSア ッ セ イ 法 の 価 値 を 増 大 さ
せ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 HTS方 式 に お い て 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 注 目 す る 化 合
物 が １ 種 以 上 の SULTイ ソ 型 と 相 互 作 用 す る か ど う か 、 該 化 合 物 が 基 質 ま た は 阻 害 因 子 で あ
る か ど う か 、 お よ び 相 互 作 用 に お け る 動 的 パ ラ メ ー タ ー (IC 5 0 、 K m 、 V m a x )の よ う な SULT代
謝 情 報 を 提 供 し 得 る と い う こ と が 考 慮 さ れ て い る 。 本 発 明 の HTSア ッ セ イ は 、 以 下 の ２ つ
の 異 な る 方 式 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 前 記 情 報 の 全 て を 提 供 す る こ と が 想 定
さ れ て い る ： ａ ） 試 験 化 合 物 の 代 謝 回 転 の 直 接 測 定 ； お よ び ｂ ） プ ロ ー ブ 基 質 硫 酸 化 の 化
合 物 阻 害 の 測 定 。 直 接 代 謝 回 転 方 式 に お い て は 、 化 合 物 を SULTイ ソ 型 の 集 団 に 対 し て ス ク
リ ー ニ ン グ し 、 個 々 の SULTイ ソ 酵 素 に よ る 化 合 物 硫 酸 化 を プ ロ フ ィ ー ル 化 す る こ と が で き
る で あ ろ う 。 イ ソ 酵 素 同 定 後 、 適 切 な SULTイ ソ 酵 素 に よ る よ り 詳 細 な キ ネ テ ィ ク ス 試 験 を
使 用 し て 生 体 内 ク リ ア ラ ン ス 速 度 を 予 測 す る こ と が で き (Obach, R. S., et al., J Pharm
acol Exp Ther, 1997, 283:46-58)、 そ れ に よ り 臨 床 試 験 お け る 化 合 物 の 不 合 格 率 を 減 じ
る こ と が で き る で あ ろ う (Greco, G. N., E; Martin, YC, 1998, 219-245)。 既 知 の 基 質 (
例 え ば 、 SULT1E1に 対 す る エ ス ト ラ ジ オ ー ル )を 使 用 し 、 試 験 化 合 物 を 阻 害 に つ い て ス ク リ
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ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 SULT阻 害 因 子 を 同 定 し 得 る で あ ろ う 。 イ ソ 酵 素 特 異 的 な キ ネ
テ ィ ク ス お よ び 阻 害 デ ー タ は 、 特 異 的 SULTに よ る 代 謝 の 知 識 を 提 供 す る こ と に よ り 、 可 能
性 の あ る 薬 物 -薬 物 相 互 作 用 お よ び 薬 理 遺 伝 学 問 題 を 薬 物 発 見 チ ー ム に 対 し て 警 告 し 、 薬
物 発 見 を さ ら に 改 善 す る で あ ろ う 。 治 療 薬 に 対 す る 種 々 の 応 答 へ の SULTに お け る 遺 伝 子 的
差 異 の 寄 与 は 、 研 究 の 活 動 的 な 領 域 で あ る (Thomae, B. A., et al., Pharmacogenomics J
, 2002, 2:48-56)。
　 薬 物 代 謝 に 関 与 す る SULTの 同 定 は 、 潜 在 的 な 薬 物 -薬 物 相 互 作 用 の 前 臨 床 評 価 お よ び 毒
物 試 験 に お い て 使 用 す る 生 体 外 ア ッ セ イ 法 ま た は 動 物 モ デ ル の 賢 明 な 選 択 を 促 し 、 そ れ に
よ っ て 不 適 切 な 或 い は 不 必 要 な 実 験 動 物 の 使 用 を 減 じ る で あ ろ う 。 代 謝 デ ー タ は 、 合 理 的
な 薬 物 設 計 お よ び 先 導 的 最 適 化 の 要 素 と し て 使 用 し 得 る 。 種 々 の SULTイ ソ 酵 素 に 対 す る 基
質 特 異 性 を 特 徴 付 け る 構 造 -活 性 関 係 の よ り 良 好 な 理 解 は 、 そ の 代 謝 プ ロ フ ィ ー ル を 変 化
さ せ る 一 次 化 合 物 の 構 造 的 修 飾 の た め の 根 拠 を 提 供 し 得 る (Greco, G. N., E; Martin, YC
, 1998, 219-245)。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 種 々 の SULTイ ソ 酵 素 に 対 す る 基 質 特 異 性 を
規 定 す る 構 造 -活 性 関 係 の よ り 良 好 な 理 解 を 可 能 に す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 が HTSア ッ セ イ と し て 使 用 で き る と い う こ と は 、 例 え ば 、 硫 酸 化 が
関 連 シ グ ナ ル 伝 達 生 物 学 の 要 素 で あ る 治 療 領 域 に お け る 薬 物 開 発 へ の 合 理 的 な 統 合 化 手 段
が 可 能 に な る 。 本 発 明 の HTS方 法 を 使 用 し 得 る 幾 つ か の 特 定 の 領 域 と し て は 、 例 え ば 、 ス
テ ロ イ ド ホ ル モ ン 系 療 法 が あ る 。 硫 酸 化 は 、 本 発 明 に よ れ ば 、 乳 腺 腫 瘍 に お け る エ ス ト ロ
ゲ ン レ ベ ル 調 節 並 び に 前 立 腺 が ん に お け る ア ン ド ロ ゲ ン レ ベ ル へ の 関 与 に ま で 及 ぶ 。 さ ら
に ま た 、 コ ル チ ゾ ー ル 硫 酸 化 は 、 よ く は 理 解 さ れ て な い も の の 、 前 記 ホ ル モ ン を グ ル コ コ
ル チ コ イ ド レ セ プ タ ー へ の 結 合 に 対 し て 不 活 化 す る 。 ス テ ロ イ ド リ ガ ン ド -レ セ プ タ ー 結
合 性 に つ い て の 高 処 理 生 化 学 ア ッ セ イ お よ び 得 ら れ る 転 写 調 節 補 因 子 タ ン パ ク 質 結 合 性 は
、 す で に 商 業 的 に 利 用 可 能 で あ り 、 製 薬 HSTグ ル ー プ に よ っ て 使 用 さ れ て よ り 選 択 性 の ス
テ ロ イ ド ホ ル モ ン モ ジ ュ レ ー タ ー が 見 出 さ れ て い る (Parker, G. J., et al., J Biomol S
creen, 2000, 5:77-88； Spencer, T. A., et al., J Med Chem, 2001, 44:886-97)。 従 っ
て 、 ス テ ロ イ ド 硫 酸 化 に つ い て の 確 固 た る HTSア ッ セ イ 法 を 利 用 し 得 る こ と は 、 ス テ ロ イ
ド シ グ ナ ル 伝 達 に 絞 っ た 製 薬 グ ル ー プ に と っ て 利 用 可 能 な 分 子 手 段 備 蓄 へ の 重 要 な 追 加 物
を 提 供 し 得 る 。 例 え ば 、 ERを タ ー ゲ ッ ト す る 化 合 物 に よ っ て SULT1E1を 阻 害 す る こ と は 、
腫 瘍 細 胞 中 の エ ス ト ロ ゲ ン レ ベ ル を 上 昇 さ せ る こ と に よ る 有 害 な 効 果 を 生 じ る こ と が あ っ
た 。 SULT1E1阻 害 特 性 を 有 す る 分 子 は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 方 法 を 使 用 し た 研 究 に 基 づ い て
選 択 或 い は 修 飾 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
　 神 経 ス テ ロ イ ド の 調 節 は 、 神 経 興 奮 バ ラ ン ス を 制 御 す る た め の 新 規 な 薬 理 学 的 方 法 と し
て 研 究 さ れ て い る (Malayev、  A., et al.,Br J Pharmacol, 2002, 135:901-9； Maurice, 
T., et al., Brain Res Res Brain Rev, 2001, 37:116-32； Park-Chung, M., et al., Br
ain Res, 1999,830:72-87)。 本 発 明 に 包 含 さ れ る 方 法 は 、 ス ル ホ 結 合 に つ い て の 内 在 性 お
よ び 合 成 神 経 ス テ ロ イ ド の 容 易 な ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に し 、 基 本 的 生 物 学 に 洞 察 力 を も
た ら し 、 さ ら に 、 リ ー ド 分 子 の 同 定 お よ び 最 適 化 の た め の 手 段 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、
こ れ ら の 努 力 を 適 切 に 促 進 さ せ 得 る 。 よ り 良 好 な 分 子 手 段 の 必 要 性 は 、 年 齢 関 連 の 老 化 お
よ び 記 憶 喪 失 を 軽 減 す る こ と を 目 的 と す る “ 老 化 防 止 ” 栄 養 補 助 食 品 と し て の DHEAの か な
り 大 き い 対 抗 市 場 が す で に 存 在 す る と い う 事 実 に よ っ て 強 調 さ れ る (Salek, F. S., et al
., J Clin Pharmacol, 2002, 42)。
　 さ ら に ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 流 出 、 血 小 板 凝 集 お よ び 心 臓 血 管 疾 患 の
治 療 に お け る 皮 膚 発 症 、 お そ ら く は 、 あ る 形 状 の 皮 膚 が ん の 調 節 に お け る 硫 酸 コ レ ス テ ロ
ー ル に 関 連 す る 薬 物 タ ー ゲ ッ ト を 適 切 に 同 定 し 得 る こ と を 意 図 す る 。 こ の 場 合 、 ス ル ホ ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (お そ ら く 、 SULT2B1b)が 薬 物 タ ー ゲ ッ ト と な り 得 、 こ の イ ソ 型 を 選 択 的
に 阻 害 す る 分 子 を 同 定 す る 必 要 が あ り 得 る 。 ヒ ト SLUTの 完 全 パ ネ ル お よ び 本 発 明 の 堅 牢 な
HTSア ッ セ イ 法 を 利 用 し 得 る こ と は 、 そ の よ う な 取 組 み に と っ て 有 益 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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　 毒 性 代 謝 物 の 生 成 お よ び 好 ま し く な い 薬 物 動 態 の よ う な 薬 物 代 謝 問 題 は 、 臨 床 試 験 中 に
全 て の 薬 物 候 補 の ほ ぼ 半 分 の 不 合 格 を も た ら し て い る (Obach, R.S., et al., J Pharmaco
l Exp Ther, 1997, 283:46-58)。 大 き な 製 薬 企 業 は 、 全 て 、 薬 物 動 態 学 お よ び 薬 理 ゲ ノ ム
学 結 果 を 薬 物 発 見 プ ロ セ ス の 早 期 に 考 察 す る 必 要 性 を 認 識 し て お り 、 薬 物 代 謝 を 評 価 す る
た め の 高 処 理 量 in vitro方 法 の 当 面 の 必 要 性 を 生 じ て い る 。 P450依 存 性 酸 化 に 加 え て 、 グ
ル ク ロ ン 酸 化 は 、 お そ ら く 、 肝 臓 薬 物 代 謝 の 最 も 重 要 な 経 路 で あ る 。 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎
症 剤 、 オ ピ オ イ ド 、 抗 ヒ ス タ ミ ン 剤 、 抗 神 経 病 薬 お よ び 抗 う つ 薬 の よ う な 広 範 囲 の 薬 物 は
、 グ ル ク ロ ン 酸 化 に よ っ て 排 除 ま た は 活 性 化 さ れ る (Meech, R. and Mackenzie, P. I., C
lin Exp Pharmacol Physiol, 1997, 24:907-15； Radominska-Pandya, A., et al., Drug 
Metab Rev, 1999, 31:817-99)。 そ の 重 要 性 に も か か わ ら ず 、 グ ル ク ロ ン 酸 化 を 触 媒 す る
肝 臓 UDP-グ ル ク ロ ノ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (UGT)の 広 く 重 な り 合 う 基 質 特 異 性 は 、 柔 軟
性 の あ る in vitroア ッ セ イ 方 法 が 無 い た め に 、 理 解 に 乏 し い ま ま で あ る 。 そ の 主 た る 理 由
は 、 使 用 す る 触 媒 ア ッ セ イ 法 が 基 質 特 異 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 を 含 む 生 成 物 か ら の 反
応 物 の 分 離 を 必 要 と し 、 従 っ て 、 HTS方 式 に お い て は 現 実 的 で な い こ と で あ る 。
　 ２ 種 の UGTフ ァ ミ リ ー (例 え ば 、 UGT1お よ び UGT2)が ヒ ト に お い て 同 定 さ れ て い る ； こ れ
ら の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 50％ 未 満 の 同 一 性 し か な い も の の
、 こ れ ら は 、 基 質 特 異 性 に お い て 有 意 の 重 な り 合 い を 示 す 。 生 体 異 物 代 謝 の 大 部 分 が 起 こ
る ヒ ト 肝 臓 内 で 発 現 す る UGT1群 の メ ン バ ー と し て は 、 UGT 1A1、 1A3、 1A4、 1A6お よ び 1A9
が あ る 。 UGT2群 は 広 く は 研 究 さ れ て い な い も の の 、 UGT 2B4、 2B7、 2B10、 2B11お よ び 2B15
が 肝 臓 内 で 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 UGTの 変 異 は 、 5～ 12％ の 頻 度 で 発 症 し (Weber, 
W.、 1997年 )、 神 経 毒 症 状 、 重 篤 な 場 合 に は 、 死 に 至 る 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 の よ う な 有 害 作
用 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 P450の よ う な 他 の 薬 物 代 謝 性 酵 素 に お け る 場 合 と 同 様 に
、 UGT発 現 レ ベ ル の 個 人 間 の 差 が 観 察 さ れ て お り 、 薬 物 応 答 の 差 異 に 関 連 し て い る (Iyer, 
L., et al., J Clin Invest, 1998, 101:874-54)。 例 え ば 、 ギ ル バ ー ト 症 候 群 患 者 に お け
る よ う な UGT1A1の 低 発 現 は 、 有 望 な 抗 が ん 剤 で あ る イ リ ノ テ カ ン (Irinotecan)の 毒 性 に 関
連 し て い る (Wasserman, E., et al., Ann Oncol, 1997, 8:1049-51)。 さ ら に 、 腫 瘍 組 織
に お け る UGTア ッ プ 調 節 は 、 抗 が ん 薬 抵 抗 性 の 可 能 性 あ る 原 因 と し て 同 定 さ れ て い る (Fran
klin, T. J., et al., Cancer Res, 1996, 56:984-7； Takahashi, T., et al., Jpn J Ca
ncer Res, 1997, 88:1211-7)。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 既 知 の UGTの 全 て が 広 い 基 質 特 異 性 を 示 し て お り 、 単 一 の イ ソ 酵 素 が 広 範 囲 の 構 造 的 に
関 連 の 無 い 化 合 物 の グ ル ク ロ ン 酸 化 を 触 媒 す る ； 驚 く に 当 た ら な い が 、 UGTイ ソ 酵 素 の 特
異 性 に お い て も 大 き な 重 な り 合 い が 存 在 す る (Radominska-Pandya, A., et al., Drug Met
ab Rev, 1999, 31:817-99)。 内 在 性 分 子 の 生 体 転 換 に 関 し て は 、 UGT1A1は 、 明 ら か に 、 テ
ト ラ ピ ロ ー ル 、 ビ リ ル ビ ン の グ ル ク ロ ン 酸 化 に 関 与 し 、 そ の 排 出 を も た ら す 主 要 イ ソ 型 で
あ る 。 こ れ 以 上 に 特 異 性 に 関 し て の 総 括 を 行 う こ と は 、 最 近 同 定 さ れ た イ ソ 型 の 殆 ど に お
い て 系 統 的 な 試 験 が 無 い た め に 困 難 で あ る 。 数 多 く の 内 在 性 ス テ ロ イ ド は 、 1A1、 1A3、 1A
4、 2B4、 2B7お よ び 2B15の よ う な 肝 臓 イ ソ 型 の 殆 ど に お い て ア グ リ コ ン と し て 同 定 さ れ て
い る 。 脂 質 お よ び 胆 汁 酸 は 、 2B4お よ び 2B7に 対 す る 基 質 と し て 作 用 し 、 最 近 、 レ チ ノ イ ド
が 双 方 の 群 に 由 来 す る 幾 つ か の イ ソ 型 に 対 す る 基 質 と し て 同 定 さ れ て い る 。 既 知 の 生 体 異
物 ア グ リ コ ン の 構 造 的 多 様 性 は 、 極 め て 広 い ； そ れ に は 、 イ ミ プ ラ ミ ン の よ う な 第 ３ 級 ア
ミ ン 、 ア セ ト ミ ノ フ ェ ン お よ び ナ プ ロ キ セ ン の よ う な 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 剤 (NSAID)、
モ ル フ ィ ン お よ び コ デ イ ン の よ う な オ ピ オ イ ド 、 お よ び ク ロ フ ィ ビ リ ン 酸 の よ う な カ ル ボ
ン 酸 含 有 薬 物 を 含 む 薬 物 お よ び 薬 物 様 分 子 が あ る 。
　 短 期 的 に は 、 製 薬 企 業 は 、 潜 在 的 薬 物 候 補 が 生 体 内 で グ ル ク ロ ン 酸 化 さ れ る の か ど う か
、 そ う で あ れ ば 、 UGTイ ソ 型 に よ っ て グ ル ク ロ ン 酸 化 さ れ る か ど う か を 判 定 す る た め の よ
り 良 好 な 方 法 の 当 面 の 必 要 性 を 有 す る 。 そ し て 、 長 期 的 に は 、 グ ル ク ロ ン 酸 化 に よ る 薬 物
代 謝 を 予 測 す る こ と が で き る こ と の 開 発 は 、 主 要 肝 臓 UGTの 各 々 が 認 識 す る “ 化 学 空 間 ”
を 十 分 に 規 定 す る 系 統 的 取 組 み を 必 要 と す る で あ ろ う 。 提 案 さ れ た 第 II段 階 研 究 は 、 大 量
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の 多 様 な 化 学 物 を 分 離 し た UGTイ ソ 型 に よ る 結 合 性 と 代 謝 に つ い て 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ
す る の に 使 用 し 得 る HTSア ッ セ イ 方 法 の よ う な こ の 取 組 み に 必 要 な 分 子 手 段 を 産 み 出 す で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 医 薬 の 研 究 と 開 発 は 、 時 間 を 消 費 す る も の で 、 費 用 が 高 く 、 非 効 率 で あ り 、 高 い コ ス ト
ま た は 米 国 医 療 消 費 者 に お け る 新 治 療 薬 の 低 利 用 性 の い ず れ か を も た ら す 。 現 在 、 米 国 に
お け る 新 薬 の 開 発 に は 、 10～ 15年 間 と 4億 ～ 7.5億 ド ル の 総 研 究 開 経 費 を 要 す る 。 臨 床 試 験
は 、 典 型 的 に は 総 研 究 開 発 コ ス ト の 30～ 50％ を 占 め る 最 も 費 用 の 掛 か る 開 発 期 間 で あ る が
、 臨 床 試 験 に お い て 試 験 さ れ た 全 薬 物 候 補 の 僅 か 10％ し か 、 最 終 的 に は 商 業 化 さ れ な い (O
bach, R.S., et al., J Pharmacol Exp Ther, 1997, 283:46-58)。 さ ら に ま た 、 臨 床 試 験
中 の 薬 物 候 補 脱 落 理 由 の 分 析 に よ れ ば 、 化 合 物 の 成 功 ま た は 失 敗 の 主 要 決 定 因 子 の 幾 つ か
は 、 ク リ ア ラ ン ス 速 度 (薬 物 動 態 )を 含 む そ の 代 謝 機 能 、 他 の 薬 物 代 謝 に よ る 干 渉 の 可 能 性
お よ び 毒 性 代 謝 物 生 成 の 可 能 性 で あ る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 貧 弱 な 薬 物 動 態 （ 通 常 、 過
剰 に 速 い ク リ ア ラ ン ス ） と 毒 性 と の 合 計 が 全 臨 床 失 敗 例 の 50％ を 上 回 る 原 因 と な っ て い る
。 潜 在 的 薬 物 候 補 が 代 謝 さ れ る か ど う か に つ い て の よ り 良 好 な 理 解 が 発 見 段 階 の 早 期 で 得
ら れ る こ と は 、 前 臨 床 お よ び 臨 床 試 験 の 成 功 率 を 改 善 し 、 よ り 効 率 的 な 薬 物 開 発 並 び に 治
療 薬 の 経 済 性 と 利 用 性 の 増 大 を も た ら す で あ ろ う 。
　 UGTに お け る イ ム ノ ア ッ セ イ (即 ち 、 FPIAベ ー ス の 供 与 体 生 成 物 ア ッ セ イ )は 、 潜 在 的 薬
物 候 補 が 既 知 の UGTイ ソ 型 の い ず れ と 相 互 作 用 す る か ど う か を 判 定 す る の に 、 SLUTに つ い
て 説 明 し た 方 法 と 極 め て 類 似 す る 方 法 で 使 用 さ れ る こ と が 意 図 さ れ て い る 。 本 発 明 の 方 法
を 使 用 す る こ と に よ り 、 注 目 す る 化 合 物 が １ 種 以 上 の UGTイ ソ 型 と 相 互 作 用 す る の か ど う
か 、 そ う で あ れ ば 、 そ れ は 基 質 ま た は 阻 害 因 子 の い ず れ で あ る の か を 判 定 す る こ と が 可 能
で あ ろ う 。 ま た 、 注 目 す る 化 合 物 と 酵 素 イ ソ 型 間 の 相 互 作 用 に お け る 動 的 パ ラ メ ー タ ー (I
C 5 0 、 K m 、 V m a x )も 同 定 し 得 る 。 組 換 え 型 の 多 く の UGTイ ソ 型 が す で に 入 手 可 能 で あ る こ と
に 留 意 す べ き で あ る (Invitrogen、 Becton-Dickinson社 )。 こ れ ら の HTSア ッ セ イ に お い て
得 ら れ た 情 報 は 、 次 の よ う な 方 法 で 使 用 し 得 る 、 例 え ば 、 イ ソ 酵 素 同 定 後 、 適 切 な UGTイ
ソ 酵 素 に よ る さ ら に 詳 細 な 動 的 試 験 を 使 用 し て 生 体 内 ク リ ア ラ ン ス 速 度 を 予 測 し 、 貧 弱 な
薬 物 動 態 特 性 の た め に 臨 床 試 験 で 不 合 格 と な る 化 合 物 の 数 を 減 ら し 得 る 。 ま た 、 UGTレ ベ
ル に お け る 遺 伝 的 相 違 が 治 療 薬 に 対 す る 種 々 の 応 答 を 変 動 さ せ る 重 要 な 要 因 と し て 認 識 さ
れ て い る の で 、 特 異 的 UGTに よ る 代 謝 に つ い て の 知 識 は 、 可 能 性 の あ る 薬 物 動 態 問 題 を 薬
物 発 見 チ ー ム に 警 告 す る 。 さ ら に ま た 、 薬 物 代 謝 に 関 与 す る UGTの 同 定 は 、 薬 物 -薬 物 相 互
作 用 の 前 臨 床 評 価 お よ び 毒 物 試 験 に お い て 使 用 す る 生 体 外 ア ッ セ イ 法 ま た は 動 物 モ デ ル の
賢 明 な 選 択 を 促 し 、 そ れ に よ っ て 不 適 切 な 或 い は 不 必 要 な 実 験 動 物 の 使 用 を 減 じ る で あ ろ
う 。 ま た 、 代 謝 デ ー タ は 、 合 理 的 な 薬 物 設 計 の 要 素 と し て も 使 用 し 得 る 。 種 々 の UGTイ ソ
酵 素 に 対 す る 基 質 特 異 性 を 規 定 す る 構 造 -活 性 関 係 の よ り 良 好 な 理 解 は 、 一 次 化 合 物 の 代
謝 プ ロ フ ィ ー ル を 変 化 さ せ る そ の 一 次 化 合 物 構 造 的 修 飾 の た め の 根 拠 を 提 供 す る で あ ろ う
。 ま た 、 グ ル ク ロ ン 酸 化 化 合 物 の 試 験 は 、 体 内 で 活 性 型 と し て 代 謝 さ れ る ま で は 不 活 性 で
あ る 価 値 あ る プ ロ ド ラ ッ グ の 発 見 も も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　
　 ヒ ト ゲ ノ ム 中 に コ ー ド さ れ た 400種 を 超 え る 種 々 の キ ナ ー ゼ が 存 在 す る ； 疾 病 に お け る
そ れ ら の 役 割 を 解 明 し 、 選 択 性 の 阻 害 因 子 を 同 定 す る こ と は 、 大 き な 製 薬 上 の 主 導 事 項 で
あ る 。 キ ナ ー ゼ 機 能 不 全 は 、 が ん 、 心 臓 血 管 疾 病 、 炎 症 、 神 経 変 性 疾 患 、 お よ び 代 謝 障 害
の よ う な 最 も 重 要 な 治 療 領 域 の 全 て に 関 連 し て い る 。 さ ら に ま た 、 薬 物 タ ー ゲ ッ ト と し て
の キ ナ ー ゼ の 臨 床 上 の 検 証 は 、 そ れ ぞ れ 、 乳 が ん お よ び 白 血 病 に 寄 与 す る 異 所 性 チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ を 阻 害 す る Herceptinお よ び Gleevecの 事 例 に お い て 最 近 示 さ れ て い る 。 高 処 理 量
ス ク リ ー ニ ン グ (HTS) (薬 物 タ ー ゲ ッ ト に よ る 相 互 作 用 に つ い て の 何 千 も の 化 合 物 の 並 行
試 験 )は 、 薬 物 発 見 の 優 勢 な 方 式 と な っ て き て い る 。 2002年 の HTSア ッ セ イ 試 薬 の 総 市 場 は
4.74億 ド ル で あ り 、 お よ そ 20％ の ス ク リ ー ニ ン グ が プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に お い て 実 施 さ れ
た 。 高 レ ベ ル の 興 味 に も か か わ ら ず 、 キ ナ ー ゼ を HTSプ ロ グ ラ ム に 組 み 入 れ る 製 薬 上 の 取
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組 み は 、 前 記 ア ッ セ イ 法 に よ る 欠 点 に よ り 妨 げ ら れ て い る 。 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る HTS
キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ 法 は 、 個 々 の キ ナ ー ゼ の 基 質 特 異 性 に よ っ て 異 な る リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 反
応 生 成 物 の 蛍 光 系 免 疫 検 出 に 依 存 し て い る 。 即 ち 、 時 間 の か か る 試 薬 開 発 が 各 キ ナ ー ゼ ま
た は キ ナ ー ゼ 群 毎 に 必 要 と な り 、 ア ッ セ イ 間 の 結 果 の 比 較 に も 問 題 が あ る 。 こ の 技 術 的 障
害 を 克 服 す る た め に 、 本 発 明 は 、 全 て の キ ナ ー ゼ 反 応 の 生 成 物 で あ る ア デ ノ シ ン ジ ホ ス フ
ェ ー ト (ADP)の 検 出 の た め の FPIAを 提 供 す る 。 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 如 何 な る キ ナ ー ゼ お よ
び 如 何 な る 受 容 体 基 質 と も 一 緒 に 使 用 し 得 る 普 遍 的 な 触 媒 ア ッ セ イ を 提 供 す る こ と に よ っ
て 、 キ ナ ー ゼ 基 質 特 異 性 を 明 ら か に し 新 規 な 阻 害 因 子 を 同 定 す る 取 組 み を 促 進 さ せ る で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ は 、 シ グ ナ ル 伝 達 に お い て 主 要 な 役 割 を 有 す る 広 く て 多 様 な フ ァ ミ
リ ー で あ る 。 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ は 、 ATPま た は GTPか ら の 末 端 リ ン 酸 基 を 受 容 体 タ ン パ ク
質 の セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン ま た は チ ロ シ ン 残 基 へ の 転 移 を 触 媒 し 、 ヒ ト ゲ ノ ム に お け る 最 大
の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の １ つ で あ る 。 最 も 広 い 意 味 に お い て は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ は
、 セ リ ン /ス レ オ ニ ン ま た は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ お よ び 可 溶 性 酵 素 ま た は 膜 貫 通 性 レ セ プ タ
ー と し て 分 類 し 得 る 。 最 も 最 近 の 網 羅 的 な ゲ ノ ム 分 析 に お い て は 、 428種 の ヒ ト キ ナ ー ゼ
が 同 定 さ れ て お り 、 こ れ ら は 8種 の 異 な る 相 同 性 群 を 含 み 、 こ れ ら の 相 同 性 群 は 基 質 特 異
性 、 構 造 /局 在 化 お よ び /ま た は 調 節 の 方 式 も 反 映 し た も の で あ る (Hanks, S. K., Genome 
Biol, 2003, 4:111)。 例 え ば 、 EGFRお よ び PDGRRの よ う な 膜 貫 通 性 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 並
び に srcキ ナ ー ゼ の よ う な 可 溶 性 酵 素 の 双 方 を 含 む 84メ ン バ ー か ら な る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
群 ； 61メ ン バ ー の 環 状 ヌ ク レ オ チ ド 依 存 性 群 、 脂 質 依 存 性 キ ナ ー ゼ (PKCイ ソ 型 )を 含 む ser
/thrキ ナ ー ゼ ； お よ び 、 45メ ン バ ー の 有 糸 分 裂 促 進 性 MAPキ ナ ー ゼ 情 報 伝 達 経 路 の 成 分 を
含 む 45メ ン バ ー の “ STE” 群 が 存 在 す る 。
　 キ ナ ー ゼ は 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 普 遍 的 な 調 節 因 子 で あ り 、 従 っ て 、 広 範 囲 の 疾
患 お よ び 障 害 の よ り 選 択 性 の 治 療 薬 に つ い て 研 究 中 の 製 薬 企 業 に よ る 強 烈 な 関 心 の 的 と な
っ て い る ； キ ナ ー ゼ は 、 製 薬 優 先 順 位 付 け の 点 で Gプ ロ テ イ ン 結 合 レ セ プ タ ー に 次 い で 第
２ 位 で あ る (Cohen, P., Nat Rev Drug Discov, 2002, 1:309-15)。 リ ン 酸 化 に お け る 細 胞
内 タ ー ゲ ッ ト と し て は 、 他 の キ ナ ー ゼ 、 転 写 因 子 ； ア ク チ ン お よ び チ ュ ー ブ リ ン の よ う な
構 造 タ ン パ ク 質 ； DNA複 製 お よ び 転 写 、 お よ び タ ン パ ク 質 翻 訳 に 関 与 す る 酵 素 ； 並 び に 代
謝 酵 素 が あ る (Cohen, P., Trends Biochem Sci, 2000, 25:596-601)。 リ ン 酸 化 は 、 タ ン
パ ク 質 触 媒 活 性 、 特 異 性 、 安 定 性 、 局 在 化 お よ び 他 の 生 体 分 子 と の 結 合 に 変 化 を 生 じ さ せ
る こ と が あ る 。 タ ン パ ク 質 上 の 複 数 の 部 位 で の 同 時 リ ン 酸 化 は 、 異 な る 機 能 的 結 果 を 伴 い
、 情 報 伝 達 経 路 の 統 合 に と っ て 一 般 的 で 中 枢 的 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
　 各 キ ナ ー ゼ は 、 １ 種 以 上 の 標 的 タ ン パ ク 質 を 時 に は 複 数 の 部 位 で リ ン 酸 化 す る こ と が あ
り 、 触 媒 活 性 ま た は 他 の 生 体 分 子 と の 相 互 作 用 を 制 御 す る １ つ 以 上 の 調 節 ド メ イ ン 内 で 自
己 リ ン 酸 化 す る こ と が あ る 。 健 常 お よ び 疾 病 状 態 か ら の 細 胞 リ ン 酸 化 プ ロ フ ィ ー ル の 機 能
的 結 果 を 明 ら か に す る こ と は プ ロ テ オ ミ ク ス の 主 た る 第 １ 歩 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の
知 識 を ど の キ ナ ー ゼ を 薬 物 発 見 の 標 的 と す べ き か を 決 定 す る の に 使 用 す る に は 、 そ の 受 容
体 基 質 に 対 す る 特 異 性 も 描 き 出 さ な け れ ば な ら な い 。 キ ナ ー ゼ は 、 多 く の 場 合 ベ ー タ 屈 曲
部 で 生 じ て い る そ れ ら の 標 的 タ ン パ ク 質 の 特 異 的 直 線 配 列 を 認 識 す る 。 一 般 に 、 リ ン 酸 化
残 基 の 両 側 に 隣 接 す る 3～ 5個 の 残 基 の ア ミ ノ 酸 が リ ン 酸 化 部 位 を 決 定 し て い る 。 既 知 の キ
ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 を 蓄 積 し て い る PhophoBaseデ ー タ ベ ー ス は 、 133種 の ヒ ト キ ナ ー ゼ に
つ い て の エ ン ト リ ー を 収 容 し て い る が 、 こ れ は 全 キ ナ ー ゼ の 1/3に 満 た な い 。 さ ら に ま た
、 全 部 で な い に し て も 殆 ど の こ れ ら の 特 異 性 プ ロ フ ィ ー ル は 、 各 キ ナ ー ゼ に つ い て 、 基 質
と し て 同 定 さ れ て い る １ 種 ま た は ２ 種 の ペ プ チ ド し か 示 し て い な い の で 不 完 全 で あ る 。 関
連 キ ナ ー ゼ 間 で 基 質 特 異 性 の 有 意 の 重 複 は 存 在 す る も の の 、 多 数 の キ ナ ー ゼ に よ っ て リ ン
酸 化 さ れ る コ ン セ ン サ ス 配 列 は 存 在 し な い 。 こ の 状 況 は 、 特 異 的 リ ン 酸 化 生 成 物 の 検 出 に
依 存 し て い る HTSア ッ セ イ へ の 多 様 な ま た は 新 規 な キ ナ ー ゼ の 組 み 入 れ を 複 雑 に し て い る
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【 ０ ０ ４ ４ 】
表 １
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 １ ． 抗 が ん 剤 と し て の キ ナ ー ゼ 阻 害 因 子 の 開 発 に お い て 選 出 し た 臨 床 試 験 (Dancey, J. 
and Sausville, E. A., Nat Rev Drug Discov, 2003, 2:296-313)。 太 字 の 薬 物 は 、 承 認
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　
　 癌 に 干 渉 さ せ る べ く キ ナ ー ゼ を 標 的 化 す る 生 物 学 的 な 合 理 的 根 拠 は 、 こ こ で 概 説 す る に
は あ ま り に も 広 過 ぎ る 。 し か し な が ら 、 １ つ の 支 配 的 な テ ー マ は 、 細 胞 分 裂 速 度 (細 胞 サ
イ ク ル 進 行 )、 細 胞 増 殖 (塊 状 )、 お よ び 全 て の が ん に お い て 撹 乱 さ れ る プ ロ グ ラ ミ ン グ さ
れ た 細 胞 死 (ア ポ ト ー シ ス )間 の 微 妙 な 均 衡 の 制 御 に お け る 数 多 く の キ ナ ー ゼ の 関 与 で あ る
。 増 殖 因 子 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (RTK)は 、 ペ プ チ ド 増 殖 因 子 シ グ ナ ル を 細 胞 外 か
ら 細 胞 内 経 路 に 情 報 伝 達 す る 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ り 、 こ れ に よ り 増 殖 促 進 (progrowth)
お よ び 抗 -ア ポ ト ー シ ス 遺 伝 子 の 活 性 化 が 生 じ る 。 ヒ ト に お け る 58種 の RTKの 大 多 数 は 優 性
腫 瘍 遺 伝 子 で あ り 、 こ れ は 異 常 活 性 化 ま た は 過 発 現 が 悪 性 細 胞 フ ェ ノ タ イ プ を 生 じ さ せ る
こ と を 意 味 す る 。 驚 く に 当 ら な い が 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ は 抗 が ん 薬 標 的 と し て 積 極 的 に 追
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跡 さ れ て お り 、 そ し て 、 小 分 子 阻 害 因 子 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 阻 害 因 子 (そ れ ぞ れ 、 G
leevecお よ び Herceptin)の 双 方 が 臨 床 的 に 承 認 さ れ て い る 。 増 殖 因 子 レ セ プ タ ー か ら の 下
流 シ グ ナ ル 伝 達 は 、 ser/thrお よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 関 与 す る 複 数 の 経 路 を 介 し て 生 じ
る 。 支 配 的 キ ナ ー ゼ の １ つ は 、 Rafお よ び MEKキ ナ ー ゼ を 含 む 有 糸 分 裂 促 進 活 性 化 プ ロ テ イ
ン キ ナ ー ゼ (MAPK)経 路 で あ る ； こ れ ら キ ナ ー ゼ 全 て の 阻 害 因 子 は 、 臨 床 試 験 に お い て 現 在
試 験 中 で あ る (表 １ ) (Dancey, J. and Sausville, E. A., Nat Rev Drug Discov, 2003, 
2:296-313)。 可 溶 性 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 と り わ け 、 Src群 を 含 む 11種 の 腫 瘍 遺 伝 子 も RTKに
よ っ て 開 始 さ れ た 有 糸 分 裂 促 進 シ グ ナ ル を 伝 達 し 、 こ れ れ は 製 薬 者 に よ り タ ー ゲ ッ ト と さ
れ て い る (Warmuth, M., et al., Curr Pharm Des, 2003, 9:2043-59)。 G1相 へ の エ ン ト リ
ー を 開 始 さ せ る 、 RTKを 介 し た 有 糸 分 裂 促 進 シ グ ナ ル に 続 い て 、 サ イ ク リ ン タ ン パ ク 質 と
関 連 す る 相 特 異 的 キ ナ ー ゼ の 順 次 の 活 性 化 に よ り 細 胞 サ イ ク ル の 進 行 が 制 御 さ れ る 。 サ イ
ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ は 、 製 薬 業 者 が 悪 性 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る と い う 期 待 の 下 に 追 跡 中 で
あ る さ ら に も う １ つ の 重 要 な キ ナ ー ゼ 群 を 代 表 す る (表 １ ) (Elsayed, Y. A. and Sausvil
le, E. A., Oncologist, 2001, 6:517-37)。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　
　 キ ナ ー ゼ に お け る 製 薬 上 の 興 味 は 、 が ん に 最 も 強 く 的 を 絞 っ て い る が 、 主 要 治 療 領 域 の
全 て に 及 ぶ 。 表 ２ は 、 広 範 囲 の 障 害 に 対 し て の キ ナ ー ゼ 標 的 に つ い て の 生 物 学 的 理 論 を 説
明 す る 最 近 の 論 評 を 示 し て い る ； そ れ ら の 標 的 は 、 が ん に つ い て 追 跡 中 の 標 的 と 重 複 し て
い る こ と に 留 意 さ れ た い 。 全 て の 企 業 は 、 薬 物 発 見 に お け る キ ナ ー ゼ 標 的 化 に 基 づ い て 形
成 さ れ て き た 。 こ れ ら に は 、 Sugen (http://www.sugen.com、 現 在 Pfizer社 所 有 )、 Signas
e (http://www.signase.com/index.htm)、 お よ び ProQinase (http://www.proqinase.com/
index.html)が あ る 。
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表 ２ ． プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ と 各 種 疾 病 間 の 関 連 の リ ス ト
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 FPIAベ ー ス の 供 与 体 生 成 物 ア ッ セ イ 法 は 、 薬 物 ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の
阻 害 因 子 ま た は 活 性 化 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と を 考 慮 す る 。 ま た 、
本 ア ッ セ イ 法 は 、 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を キ ナ ー ゼ に 対 す る 受 容 体 基 質 と し て ス ク リ
ー ニ ン グ す る の に も 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 用 途 に お い て は 、 本 ア ッ セ イ 法 は 、 ア ッ セ イ の
普 遍 的 性 質 、 簡 素 化 し た 均 質 ア ッ セ イ 、 放 射 活 性 の 無 い こ と 、 お よ び 酵 素 代 謝 回 転 の 定 量
能 力 の よ う な 、 他 の 方 法 を 上 回 る 有 意 の 利 点 を 有 す る 。
　
　 こ の 方 法 は 、 真 に 汎 用 的 で あ る の で 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の HTSス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ
ラ ム へ の 統 合 を 促 進 さ せ る で あ ろ う ： 検 出 試 薬 の 単 一 の 組 を 全 て の キ ナ ー ゼ お よ び 全 て の
受 容 体 基 質 に 対 し て 使 用 す る こ と が で き る 。 現 行 の ア ッ セ イ 方 法 を 上 回 る 重 要 な 利 点 は 、
生 理 学 的 タ ン パ ク 質 受 容 体 基 質 お よ び 短 ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 点 で あ る 。
　
　 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 単 回 添 加 、 混 合 お よ び 読 取 り 方 式 で あ る 。 こ の こ と は 、 自 動 化 高 処
理 量 環 境 に お け る ア ッ セ イ 法 選 択 の 決 定 を 推 進 さ せ る 重 要 な 要 因 で あ る (High Tech Busin
ess Decisions, M., CA, Commisioned Market Analysis, 2002)。 さ ら に 、 適 切 な 結 合 速
度 を 有 す る 抗 体 を 分 離 す る 場 合 は 、 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 時 間 停 止 ア ッ セ イ 法 よ り も よ り 詳
細 な 動 的 情 報 を 提 供 す る 連 続 ア ッ セ イ を 可 能 に す る 。
　
　 蛍 光 プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ り 、 こ の FPIA方 式 は 、 放 射 線 の 取 扱 い 、 廃 棄 お よ び コ
ス ト を 排 除 す る 。 最 近 の 数 年 に お い て 、 FPは 、 製 薬 者 よ っ て 使 用 さ れ る 主 要 HTSア ッ セ イ
基 本 骨 格 の １ つ に な っ て い る こ と に 留 意 す べ き で あ る (Owicki, J. C., J Biomol Screen,
 2000, 5:297-306)。 2003年 に は 、 FPは 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 全 体 の 約 12％ に お い
て 製 薬 者 に 使 用 さ れ る こ と が 予 想 さ れ る ； こ れ は 、 2001年 の FP使 用 レ ベ ル の ２ 倍 で あ る (H
igh Tech Business Decisions, M., CA, Commisioned Market Analysis, 2002)。 FPは 、
幾 つ か の 市 販 HTSプ レ ー ト リ ー ダ ー に お け る 標 準 方 式 で あ る 。
　
　 提 案 し た 酵 素 ア ッ セ イ に お い て 、 ADPは 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 と 化 学 量
論 的 量 で 生 成 さ れ 、 従 っ て 、 ADPに つ い て の 標 準 曲 線 の 使 用 は 、 酵 素 代 謝 回 転 の 直 接 の 測
定 を 可 能 と す る で あ ろ う 。 HTS用 途 に お け る FPの 使 用 は 比 較 的 最 近 の 展 開 で あ る け れ ど も
、 診 断 設 定 に お け る ホ ル モ ン お よ び 代 謝 物 の 定 量 検 出 の た め の FPIAの 使 用 は 、 極 め て 良 く
確 立 さ れ て い る (Nasir, M. S. and Jolley, M. E., Comb Chem High Throughput Screen,
 1999, 2:177-90)。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ 実 施 例 ）
実 施 例 １
　
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 は 、 拮 抗 蛍 光 偏 光 イ ム ノ ア ッ セ イ を 使 用 す る UGT反 応 の “ 供 与
体 生 成 物 ” を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て は 、 抗 体 結 合 ト レ ー サ ー
が 高 偏 光 値 を 有 し 、 こ の 偏 光 値 は 、 前 記 ト レ ー サ ー が UDPの よ う な 分 析 物 に 置 き 換 わ っ た
と き に 低 下 す る (図 ２ に 示 す よ う に )。 こ の ア ッ セ イ に お い て 必 要 と す る 主 た る 試 薬 は 、 UD
Pと 高 選 択 的 に 結 合 す る が 供 与 体 UDP-グ ル ク ロ ン 酸 (UDPGA)に 対 し て は 無 視 し 得 る 結 合 性 を
有 す る 抗 体 の 作 製 で あ る 。 こ の 高 選 択 性 抗 体 は 、 商 業 的 に 入 手 し 得 る 蛍 光 UTP化 合 物 と 一
緒 に 使 用 し て 前 記 ア ッ セ イ 法 を 確 立 す る 。
　 UDPに 対 し て 作 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 担 体 タ ン パ ク 質 へ の 共 有 結 合 を 必 要 と し
た 。 ト リ ホ ス フ ェ ー ト の 反 応 性 誘 導 体 は 容 易 に 入 手 す る こ と が で き た が 、 ジ ホ ス フ ェ ー ト
は 入 手 で き ず 、 ト リ ホ ス フ ェ ー ト の 反 応 性 誘 導 体 が 結 合 に 使 用 す る こ と が で き た と い う 理
由 の み に よ り 、 UTPを ハ プ テ ン と し て 使 用 し た 。 ト リ ホ ス フ ェ ー ト の 大 多 数 が 動 物 中 で ジ -
お よ び モ ノ -ホ ス フ ェ ー ト に 加 水 分 解 さ れ 得 る と 考 え ら れ た 。 UTPを 担 体 タ ン パ ク 質 に 結 合
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す る た め の 数 種 の 化 学 物 を 調 査 し た 。 得 ら れ る 抗 体 の 特 異 性 お よ び 抗 原 に 対 す る 親 和 性 に
結 合 の 性 質 が 深 刻 な 影 響 を 与 え 得 る か ら で あ る 。 注 意 を 払 っ て 、 リ ン カ ー 分 子 が リ ボ ー ス
ま た は ホ ス フ ェ ー ト よ り は む し ろ ウ リ ジ ン 環 に 結 合 す る よ う に し 、 そ れ に よ っ て UDP分 子
を 供 与 体 、 UDPGAか ら 識 別 し 得 る UDP分 子 の 部 分 と の 免 疫 反 応 性 を 最 高 に し た 。
　 BSAに 結 合 さ せ た UTPお よ び UDPの 混 合 物 、 お よ び 商 業 的 に 入 手 し 得 る ト レ ー サ ー 分 子 、
蛍 光 標 識 化 UTP化 合 物 (Alexa-UTP、 分 子 プ ロ ー ブ )に 対 し て 生 じ さ せ た ウ サ ギ 抗 血 清 を 、 指
定 量 の ウ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る ブ ラ ッ ク マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト (Thermo Labsyste
ms Pt#7605)の ウ ェ ル に 添 加 し た 。 Alexa-UTPを FPIA試 験 に お け る ト レ ー サ ー と し て 使 用 し
た 。 Tecan Ultraプ レ ー ト リ ー ダ ー 内 で 、 数 時 間 の 平 衡 後 に 蛍 光 偏 光 を 読 み 取 っ た 。 反 応
条 件 は 、 以 下 の と お り と し た ： 50 mMの KPO 4 、 pH 7.4、 150 mMの NaCl、 0.1 mg/mlの BGG、 1
 nMの ChromaTide Alexa Fluor 488-5-UTP、 1.25μ lの ウ サ ギ 血 清 、 100μ lの 総 体 積 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 UGT反 応 か ら の 実 験 結 果 は 、 図 ８ A～ Bに 示 し て あ る 。 図 ８ は 、 UDP/UTPに 対 し て 生 じ さ せ
た 第 １ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 商 業 的 に 入 手 し 得 る ト レ ー サ ー 分 子 (Alexa-UTP)を 使 用 し た
、 抗 体 -ト レ ー サ ー 複 合 体 の 各 種 ウ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド に よ る 滴 定 を 示 し て い る 。 ２ つ の
グ ラ フ は X軸 の 尺 度 に お い て 異 な る こ と 、 お よ び 、 UDP， 即 ち 、 供 与 体 生 成 物 に よ る 拮 抗 は
お よ そ 10μ Mに お い て 半 最 高 で あ り 、 一 方 、 UDPGA、 即 ち 、 供 与 体 に お い て は 、 半 最 高 置 換
は 1 mMよ り も 高 く 、 こ れ は 、 少 な く と も 100倍 の 選 択 性 の 差 で あ る こ と に 注 目 さ れ た い 。
　 よ り 関 連 性 の あ る こ と は 、 UDPが ト レ ー サ ー を 低 マ イ ク ロ モ ル 濃 度 で 置 換 し て い る の に
対 し 、 100μ Mを 越 え る 濃 度 に お い て UDPGAと の 検 出 し 得 る 交 叉 反 応 性 は 存 在 し な い こ と で
あ る 。 UTPと の 交 叉 反 応 は 、 UTPが UGT酵 素 反 応 に お い て は 存 在 し な い か 或 い は 生 成 さ れ な
い の で 、 提 案 し た ア ッ セ イ に お い て は 問 題 な い 。 UDPが ト レ ー サ ー を 低 マ イ ク ロ モ ル 濃 度
で 置 換 で き る と い う こ と は 、 こ の 抗 体 が UGT酵 素 反 応 に お い て 生 成 さ れ た UDPの 検 出 に 適 し
て い る こ と を 意 味 し て い る 。 さ ら に ま た 、 予 備 結 合 速 度 試 験 に よ り 、 UDPに よ る ト レ ー サ
ー の 置 換 が 極 め て 速 い 兆 候 が 見 え て い た の で 、 UGT代 謝 回 転 を リ ア ル タ イ ム で モ ニ タ ー す
る た め の 抗 体 の 使 用 、 即 ち 、 連 続 ア ッ セ イ は 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 そ の 重 要 性 に も か か わ ら ず 、 グ ル ク ロ ン 酸 化 を 触 媒 す る 肝 臓 UDP UGTの 広 く て 重 な り 合
う 基 質 特 異 性 は 、 柔 軟 性 の あ る 生 体 外 ア ッ セ イ 方 法 が 無 い た め に 理 解 に 乏 し い ま ま で あ る
。 主 た る 問 題 は 、 使 用 す る 触 媒 ア ッ セ イ が 基 質 特 異 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 を 含 む 生 成
物 か ら の 反 応 物 の 分 離 を 必 要 と し 、 従 っ て 、 HTS方 式 に お い て は 現 実 的 で な い と い う こ と
で あ る 。 UGT反 応 生 成 物 で あ る UDPを 蛍 光 均 質 方 式 で 測 定 す る 概 念 を 確 立 す る こ と に よ り 、
本 出 願 人 等 は 、 こ の 問 題 を 解 決 す る た め の 技 術 的 基 盤 を 提 供 す る 。 本 ア ッ セ イ 法 は 、 全 て
の UGT反 応 に 共 通 す る 生 成 物 を 測 定 す る の で 、 あ ら ゆ る UGTイ ソ 型 お よ び あ ら ゆ る 基 質 に よ
る 単 一 方 式 の 検 出 を 可 能 に す る 。 し か も 、 本 方 法 は 、 生 成 物 か ら の 反 応 物 の 分 離 を 必 要 と
せ ず 、 本 方 法 が 比 色 分 析 で は な く 蛍 光 検 出 を 使 用 し 、 そ の こ と が 本 方 法 を 、 製 薬 HTSの 場
（ 蛍 光 ベ ー ス の 検 出 に 大 き く 依 存 す る よ う に な っ て き て い る ） に お い て よ り 感 度 が あ っ て
よ り 望 ま し い も の に し て い る の で 、 他 の 関 連 ア ッ セ イ 法 を 凌 ぐ 有 意 の 改 良 法 で あ る 。 ま た
、 本 方 法 は 連 続 ア ッ セ イ 方 法 で あ る の で 、 本 方 法 は 、 UGT酵 素 代 謝 回 転 に つ い て の リ ア ル
タ イ ム の 動 的 デ ー タ を 提 供 し 得 る 。 さ ら に 、 抗 体 -抗 原 結 合 反 応 は 、 供 与 体 生 成 物 検 出 に
従 来 使 用 さ れ て い た 通 常 の 結 合 酵 素 反 応 (Mulder, G.J. and A.B.D. Van Doorn, Biochem 
J., 1975, 151:p. 131-40)よ り も 試 験 サ ン プ ル か ら の 干 渉 に 対 し て 影 響 を 受 け に く い 。 即
ち 、 こ の 新 規 な ア ッ セ イ 方 法 は 、 単 離 し た UGTイ ソ 酵 素 の 集 団 に よ る 多 様 な 化 合 物 の 代 謝
に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に し 、 前 臨 床 代 謝 試 験 を 大 い に 増 強 し 、 臨 床 脱 落 率 を 強
力 に 低 下 さ せ る 。
　 さ ら に ま た 、 本 出 願 人 等 が 作 製 し た 抗 体 の 性 質 は 、 他 の 重 要 な ク ラ ス の 酵 素 に つ い て の
HTSア ッ セ イ 法 の 開 発 に お い て も よ り 広 い 密 接 な 関 係 を 有 す る 。 図 ８ に 示 す よ う に 、 UDPが
ト レ ー サ ー を 置 換 し て い る が UMPは そ う で は な く 、 こ の こ と は こ の 抗 体 が １ 個 の リ ン 酸 基
に 基 づ き 各 ヌ ク レ オ チ ド を 識 別 し 得 る こ と を 例 証 し て い る 。 即 ち 、 反 応 生 成 物 が 供 与 体 と
１ 個 の リ ン 酸 に よ っ て 異 な る 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 反 応 に お け る ADPの よ う な 他 の “ 供 与
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体 生 成 物 ” に 対 す る 抗 体 を 作 製 し 得 る こ と も 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　
　
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 方 法 は 、 リ ン 酸 化 ポ リ ペ プ チ ド と 化 学 量 論 的 量 で 生 成 す る キ ナ ー ゼ 反
応 生 成 物 ADPの FPAI検 出 に 依 存 す る 。 上 述 し た UGTア ッ セ イ と 同 様 に 、 FPIAベ ー ス の 供 与 体
生 成 物 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ の 構 成 要 素 は 、 供 与 体 生 成 物 に 対 す る 抗 体 、 お よ び 検 出 可 能 タ グ
と 結 合 さ せ た 供 与 体 生 成 物 を 含 む ト レ ー サ ー で あ る 。 前 記 抗 体 は 、 ADPに 対 し 高 度 に 特 異
的 で あ る (即 ち 、 前 記 抗 体 は 、 過 剰 の ATPお よ び 蛍 光 ト レ ー サ ー の 存 在 下 に お い て ADPを 認
識 し 得 る )。 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ に お け る 抗 体 と ト レ ー サ ー を 、 ア ッ セ イ の 開 始 に 最 適 の 濃
度 で ブ ラ ッ ク マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 加 え る 。 ト レ ー サ ー の 適 切 な 濃 度 は 1～ 2nM
で あ り 、 十 分 な 抗 体 を 使 用 し て ト レ ー サ ー に 最 高 偏 光 変 化 の お よ そ 75％ を 生 じ さ せ る 。 受
容 体 基 質 を 、 所 望 の 、 一 般 に K m 値 よ り も 2～ 5倍 高 い 濃 度 で 、 前 記 ウ ェ ル に 加 え る 。 受 容 体
基 質 は 、 ペ プ チ ド ま た は イ ン タ ク ト タ ン パ ク 質 で よ い 。 本 発 明 の １ つ の 利 点 は 、 他 の キ ナ
ー ゼ ア ッ セ イ 法 は 、 検 出 の た め に は 特 異 的 受 容 体 を 必 要 と す る の に 対 し 、 任 意 の 受 容 体 基
質 を 使 用 し 得 る こ と で あ る 。 ア ッ セ イ す べ き キ ナ ー ゼ お よ び 抗 体 -ト レ ー サ ー 相 互 作 用 と
適 合 す る 緩 衝 液 、 一 般 的 に は 、 お よ そ 中 性 pHの Tris-Clま た は リ ン 酸 緩 衝 液 を 使 用 す る 。
こ の 緩 衝 液 と 一 緒 に 、 100μ M～ 5mM濃 度 の ATP、 MgCl 2 お よ び キ ナ ー ゼ の 活 性 化 ま た は 安 定
化 に 必 要 な 他 の 薬 剤 の よ う な 他 の 必 要 な ア ッ セ イ 成 分 を 添 加 す る 。 そ の 後 、 キ ナ ー ゼ 酵 素
を 添 加 し て 反 応 を 開 始 さ せ 、 偏 光 値 を Tecan Ultraの よ う な マ ル チ ウ ェ ル リ ー ダ ー で モ ニ
タ ー す る 。 反 応 が 進 行 す る に つ れ て 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 と 化 学 量 論 的 量
で 生 成 し た ADPは 、 ト レ ー サ ー を 抗 体 か ら 外 し て 、 偏 光 値 の 低 下 を も た ら す 。
　 阻 害 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て は 、 一 般 的 に は 試 験 す べ き 化 合 物 を 何 ら 他 の ア ッ セ
イ 成 分 を 添 加 す る 前 の ウ ェ ル 中 に 分 配 し 、 阻 害 因 子 を 添 加 し な い 参 照 ウ ェ ル を 比 較 の た め
に 含 ま せ る 。
　 各 キ ナ ー ゼ は 、 １ 種 以 上 の タ ー ゲ ッ ト タ ン パ ク 質 を 、 時 に は 複 数 部 位 で リ ン 酸 化 さ せ る
こ と が あ り 、 触 媒 活 性 ま た は 他 の 生 体 分 子 と の 相 互 作 用 を 制 御 す る １ 個 以 上 の 調 節 ド メ イ
ン 内 で 自 己 リ ン 酸 化 す る こ と が あ る (Cohen, P., Trends Biochem Sci, 2000, 25:596-601
)。 健 常 お よ び 疾 病 状 態 に お け る 細 胞 リ ン 酸 化 プ ロ フ ィ ー ル の 機 能 的 結 果 を 明 ら か に す る
こ と は 、 プ ロ テ オ ミ ク ス の 大 き な 第 １ 歩 で あ り 、 こ の 知 識 は 、 薬 物 発 見 に お い て ど の キ ナ
ー ゼ を 標 的 に す る か 、 お よ び そ の 受 容 体 基 質 に 対 す る 特 異 性 を 決 定 す る た め に 使 用 し 得 る
。 関 連 キ ナ ー ゼ 間 で 基 質 特 異 性 に 有 意 の 重 な り 合 い は 存 在 す る も の の 、 多 数 の キ ナ ー ゼ に
よ っ て リ ン 酸 化 さ れ る コ ン セ ン サ ス 配 列 は 存 在 し な い 。 こ の 状 況 は 、 特 異 的 リ ン 酸 化 生 成
物 の 検 出 に 依 存 し て い る HTSア ッ セ イ へ の 多 様 な ま た は 新 規 な キ ナ ー ゼ の 組 み 入 れ を 複 雑
に し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　
　
　
　 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ HTSア ッ セ イ 法 を 確 立 す る た め に 、 SULTイ ソ 型 で あ る SULT1E1
を 先 ず C-末 端 6xヒ ス チ ジ ン タ グ を 有 す る 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 発
現 タ ン パ ク 質 を ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し 、 そ の 物 理 特 性 お よ び 酵
素 特 性 に つ い て 特 性 決 定 し た 。
　 SDS-PAGE上 で そ の 算 出 分 子 量 近 く に 移 行 し た 精 製 タ ン パ ク 質 は 、 予 測 さ れ る 分 子 量 と 極
め て 緊 密 に 一 致 し て お り 、 さ ら に 重 要 に は 、 質 量 分 光 分 析 に お い て 予 測 さ れ る 分 子 量 と 極
め て 緊 密 に 一 致 し て い た (そ れ ぞ れ 、 36,161お よ び 36,374ダ ル ト ン )。 こ の タ ン パ ク 質 は 天
然 の N-末 端 を 保 持 す る よ う に 設 計 し て い た の で 、 精 製 C-末 端 6xHis構 築 物 を N-末 端 シ ー ク
エ ン シ ン グ に も 供 し た ； 15個 の ア ミ ノ 酸 を シ ー ク エ ン シ ン グ し た と こ ろ 、 こ れ ら の ア ミ ノ
酸 は 、 GenBank中 の ヒ ト SULT1E1配 列 (NP005411)と 同 一 で あ っ た 。 さ ら な る 配 列 検 証 は 、 質
量 分 光 分 析 お よ び タ ン パ ク 質 シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 得 ら れ た 。
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実 施 例 ３
ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ
SULT1E1の 発 現 お よ び 精 製



　 比 較 と し て 使 用 す る た め に 、 精 製 SULT1E1の 酵 素 特 性 を 試 験 し た 。 エ ス ト ラ ジ オ ー ル お
よ び エ ス ト ロ ン を 生 理 学 的 基 質 と し て 使 用 し 、 さ ら な る 陽 性 (α -ナ フ ト ー ル )お よ び 陰 性 (
ド ー パ ミ ン )対 照 化 合 物 も 試 験 し て 特 異 性 を 評 価 し た 。 ２ つ の タ イ プ の 放 射 線 ア ッ セ イ 法
を こ れ ら の 試 験 に お い て は 使 用 し 、 １ つ は 3 5 S-PAPS (Foldes, A. and Meek, J. L., Bioc
him Biophys Acta, 1973, 327:365-74)を 使 用 し 、 他 方 は 3 H-エ ス ト ラ ジ オ ー ル (Zhang, H.
, et al., J Bio Chem, 1998, 273:10888-92)を 使 用 し た ； 両 者 は 、 SULT特 性 決 定 に お い
て 広 く 使 用 さ れ て い る も の で あ り 、 以 下 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】
表 ４
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 表 ４ は 、 SULT1E1融 合 タ ン パ ク 質 の 酵 素 特 性 を 示 し て い る 。 K m お よ び V m a x 測 定 を 3 H-エ ス
ト ラ ジ オ ー ル 放 射 線 ア ッ セ イ を 使 用 し て 実 施 し た 。 こ の 測 定 で は 、 放 射 活 性 硫 酸 化 生 成 物
を 未 反 応 3 H-エ ス ト ラ ジ オ ー ル か ら 有 機 /水 性 相 抽 出 に よ り 分 離 し 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン
カ ウ ン タ ー で 計 数 し た 。 各 キ ネ テ ィ ッ ク パ ラ メ ー タ ー は 、 GraphPad/Prizmソ フ ト ウ ェ ア を
使 用 し て 、 非 直 線 回 帰 に よ る V対 S曲 線 か ら 算 出 し た 。 各 種 受 容 体 に よ る 相 対 的 反 応 速 度 は
、 3 5 S-PAPS放 射 線 ア ッ セ イ に お い て 、 400nMの 受 容 体 基 質 を 使 用 し て 測 定 し た 。 こ の 測 定
で は 、 未 反 応 3 5 S-PAPSを バ リ ウ ム 金 属 錯 体 と し て 沈 降 さ せ 、 3 5 S-標 識 化 ス ル ホ 結 合 体 を 含
有 す る 上 清 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 計 数 し た 。 基 本 的 反 応 条 件 は 、 双 方 の 場
合 に お い て 、 10 mMの KPO 4 、 pH 6.5、 10 mMの DTT、 1.5 mMの MgCl 2 、 10 mMの PAPS、 0.5 ng
の SULT1E1、 0.0025～ 15 mMの 受 容 体 で あ っ た 。
　 精 製 SULT1E1に お い て 測 定 し た V m a x お よ び エ ス ト ラ ジ オ ー ル K m 値 は 、 精 製 組 換 え SULT1E1
に お け る 公 表 さ れ た 値 (そ れ ぞ れ 、 30～ 40nモ ル /分 /mgお よ び 5～ 15nMで あ る )に 良 好 に 匹 敵
し て い た 。 受 容 体 基 質 特 異 性 に 関 し て の 公 表 デ ー タ は よ り 変 動 し て い る が 、 そ の 結 果 は 、
エ ス ト ラ ジ オ ー ル と エ ス ト ロ ン が 極 め て 良 好 な 基 質 で あ り 、 α -ナ フ ト ー ル が 中 間 で あ り
、 DHEAと ド ー パ ミ ン が 極 め て 貧 弱 な 基 質 で あ る と い う 一 般 的 傾 向 を 反 映 し て い る (表 ４ 参
照 )。 即 ち 、 出 願 人 等 が 発 現 さ せ た SULT1E1構 築 物 の 全 て が 、 最 高 の 公 表 値 と 同 様 な 天 然 の
基 質 特 異 性 と 触 媒 作 用 速 度 を 示 し て い た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　
　 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に お け る 蛍 光 系 HTSア ッ セ イ 法 の 実 際 の 開 発 に 関 し て は 、 SUL
T触 媒 作 用 を 検 出 す る PAP FPIAを 示 す ４ つ の 要 素 が 存 在 す る ： 抗 原 の 合 成 お よ び 抗 体 の 生
成 ； ト レ ー サ ー 分 子 の 合 成 ； 相 互 作 用 お よ び 特 異 性 に つ い て の 抗 体 お よ び ト レ ー サ ー の 試
験 ； お よ び 最 適 抗 体 -ト レ ー サ ー 対 を 使 用 し た SULT1E1活 性 検 出 の 実 証 。 ト レ ー サ ー 合 成 の
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努 力 は 、 同 じ 反 応 性 PAP誘 導 体 を 担 体 タ ン パ ク 質 お よ び フ ル オ ロ フ ォ ア へ の 結 合 に お い て
使 用 す る の で 、 抗 原 合 成 の 努 力 と 有 意 に 重 な り 合 う 。
　 提 案 し た FPIA系 SULTア ッ セ イ 法 の 開 発 は 、 SULT反 応 生 成 物 の PAPと 過 剰 の PAPSの 存 在 下
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 必 要 と す る ； 即 ち 、 単 一 の 5'-リ ン 酸 基 に 基 づ き 識 別 す る 抗 体
。 リ ン 酸 基 の 数 の み に お い て 異 な り 、 上 述 の よ う な 硫 酸 基 と 構 造 お よ び 大 き さ に お い て 同
様 な 各 種 ヌ ク レ オ チ ド を 識 別 す る 抗 体 に お い て は 、 十 分 な 先 例 が 存 在 す る 。 し か し な が ら
、 PAPを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 の 作 製 に つ い て の 先 例 は 存 在 し な い 。
　 PAPの よ う な 小 分 子 は 、 免 疫 原 と し て 使 用 す る た め に は 担 体 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ な け
れ ば な ら な い 。 適 切 に は 、 担 体 タ ン パ ク 質 当 り 10～ 20個 の 抗 原 密 度 が 最 適 で あ る 。 上 述 し
た よ う に 、 本 発 明 者 ら の 抗 原 合 成 戦 略 の ２ つ の 要 素 は 、 ａ ） 数 種 の 抗 原 の 合 成 と 試 験 （ ヌ
ク レ オ チ ド へ の 結 合 部 位 お よ び リ ン カ ー 構 造 は 得 ら れ る 抗 体 の 特 性 に 有 意 に 影 響 を 与 え る
得 る か ら ）  (Crabbe, P., et al., J Agric Food Chem, 2000, 48:3633-8； Signorini, N
., et al., Chem Res Toxicol, 1998, 11:1169-75； Oda, M. and Azuma, T., Mol Immuno
l, 2000, 37:1111-22)、 お よ び 、 ｂ ） ア デ ニ ン 環 を 介 し た 結 合 （ ５ -リ ン 酸 基 の 自 由 露 出
を 可 能 に し 、 分 子 の ア デ ニ ン 部 分 と の 免 疫 反 応 性 を 阻 害 し て 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗 原
を 生 じ る か ら ） 。 ア デ ニ ン 環 中 に は タ ン パ ク 質 に 直 接 ま た は 架 橋 性 試 薬 を 介 し て 結 合 す る
の に 十 分 に 反 応 性 で あ る 窒 素 は な く 、 従 っ て 、 反 応 性 PAP誘 導 体 を 開 始 点 と し て 使 用 し た
； 唯 一 の 商 業 的 に 入 手 可 能 な 試 薬 は 、 N6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル PAPで あ っ た 。 当 初 最 も 直 接 的 な
試 み と 思 わ れ た 方 法 (N6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル PAPを 担 体 タ ン パ ク 質 と カ ル ボ ジ イ ミ ド カ ッ プ リ
ン グ ま た は ア ミ ン 反 応 性 架 橋 剤 に よ り 反 応 さ せ る )は 、 か な り の 実 験 努 力 に も か か わ ら ず
、 許 容 し 得 な い 低 い 抗 原 密 度 を 生 じ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 別 の 化 学 物 質 を 追 求 す る た め に 、 出 願 人 等 は 、 光 反 応 性 分 子 で あ る 2-お よ び 8-ア ジ ド -P
AP、 お よ び C8-ヘ キ シ ル ア ミ ノ -PAP (図 ６ )の 合 成 を 外 部 委 託 し た 。 図 ６ は 、 PAP抗 原 の 合
成 を 示 す 。 ALT社 (ケ ン タ ッ キ ー 州 レ キ シ ン ト ン )に よ り 特 注 合 成 さ れ た 2-お よ び 8-ア ジ ド -
PAPを BSAの 存 在 下 に 照 射 し た (254nm)； 未 反 応 ヌ ク レ オ チ ド は 、 濾 過 お よ び 透 析 に よ り 除
去 し た 。 7～ 12PAP/BSAの 最 終 抗 原 密 度 が 、 ア デ シ ン 環 の 吸 光 度 に よ り 測 定 し た と き に 得 ら
れ て い た (270～ 280nmに 変 化 )。 ウ サ ギ (抗 原 毎 に 3羽 )は 、 Lampire Biologicals社 (ペ ン シ
ル ベ ニ ア 州 オ ッ ツ ビ レ )に よ り 免 疫 化 さ れ た 。 N6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル PAP(Sigma社 )は 、 グ ル タ
ル ア ル デ ヒ ド を 使 用 し て KLHに 結 合 さ せ 、 Biosynthesis社 （ テ キ サ ス 州 ル イ ス ビ ラ ） に よ
り 3羽 の ウ サ ギ に 注 入 さ れ た 。 免 疫 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 全 て の 抗 原 に お い て 同 様 で あ り 、 4～
6週 間 に 亘 っ て 3～ 4回 の 注 射 を 含 ん で い た 。
　 前 記 ２ つ の 光 反 応 性 PAP誘 導 体 か ら の 抗 原 を 作 製 し 、 抗 体 生 成 の た め に 送 っ た ； KLHへ の
グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 架 橋 を 使 用 し て の N6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル PAPか ら の 抗 原 調 製 お よ び 抗 体 産
生 は 、 別 個 の 企 業 に 外 注 し た (図 6)。 ３ 種 の 抗 体 す べ て が ELISAで 測 定 し た と き に PAPに 結
合 し た こ と を 外 注 製 造 者 か ら 報 告 さ れ た (デ ー タ は 示 し て い な い )。
　 さ ら に 、 出 願 人 等 は 、 反 応 性 誘 導 体  N6-カ ル ボ キ シ メ チ ル PAPお よ び 2'-O-ス ク シ ニ ル -P
APも 合 成 し た (図 ７ )； こ れ ら の 誘 導 体 か ら の 抗 体 は 、 ま だ 産 生 さ せ て い な い 。 拮 抗 FPIAを
使 用 し て の Ab結 合 特 性 の 詳 細 な 説 明 は 、 ト レ ー サ ー 合 成 の 説 明 に 続 い て 後 で 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　
　 FPIAト レ ー サ ー 分 子 は 、 ３ 種 の 異 な る 構 成 部 分 、 即 ち 、 抗 原 、 蛍 光 体 (fluor)お よ び こ
れ ら を 結 合 さ せ る の に 使 用 す る リ ン カ ー に 分 け る こ と が で き る ； さ ら な る 主 要 な 構 造 的 変
動 要 因 は 、 抗 原 へ の リ ン カ ー の 結 合 部 位 で あ る 。 ト レ ー サ ー の 同 定 は 大 い に 経 験 的 で あ る
の で 、 出 願 人 等 は 、 種 々 の リ ン カ ー を 使 用 し て PAPと フ ル オ レ セ イ ン を 各 分 子 上 の 種 々 の
部 位 を 介 し て 結 合 さ せ た ； 殆 ど の 場 合 、 最 終 リ ン カ ー 領 域 は 、 使 用 し た 反 応 性 フ ル オ レ セ
イ ン と PAP分 子 の 複 合 体 で あ っ た 。
　 抗 体 戦 略 は 、 PAPの リ ボ シ ル -ホ ス フ ェ ー ト 基 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 作 製 す る た め に
、 ア デ ニ ン 部 分 を 介 し て 結 合 さ せ る こ と で あ っ た 。 こ の 部 位 は 、 所 望 の ト レ ー サ ー 分 子 の
免 疫 反 応 性 部 分 を Abを 結 合 さ せ る た め に 遊 離 の ま ま 残 存 さ せ る た め の 蛍 光 体 結 合 用 の 自 明
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な 部 位 で も あ る 。 ま た 、 フ ル オ レ セ イ ン は 、 結 合 に 使 用 し た 好 ま し い 蛍 光 体 で あ っ た 。 ロ
ー ダ ミ ン の よ う な 赤 色 シ フ ト 蛍 光 体 が HTS用 途 に お い て よ り 望 ま し い が 、 フ ル オ レ セ イ ン
に よ る FPト レ ー サ ー の 開 発 は 、 フ ル オ レ セ イ ン が 非 特 異 結 合 を 起 こ し に く く 、 多 く の 活 性
化 誘 導 体 を 入 手 し 得 る の で 、 通 常 は よ り 簡 単 で あ る 。 リ ン カ ー 分 子 に 関 し て は 、 該 分 子 は
、 抗 原 性 お よ び 蛍 光 特 性 の 双 方 に 影 響 を 与 え る 多 く の 重 要 な 形 で ト レ ー サ ー 特 性 に 影 響 を
及 ぼ す 。 一 般 に 、 抗 原 を 蛍 光 体 か ら 十 分 に 引 き 離 し て 抗 体 と の 相 互 作 用 が 妨 害 さ れ な い よ
う に す る こ と と 、 蛍 光 体 に あ ま り 自 由 過 ぎ る 動 き を 生 じ さ せ な い よ う に す る こ と の 間 に 注
意 し な け れ ば な ら な い 均 衡 が 存 在 す る 。 前 者 は 親 和 性 Ab結 合 性 の 低 下 お よ び 蛍 光 体 の 消 光
を も た ら し 、 一 方 、 後 者 は Ab結 合 時 の 偏 光 変 化 を 低 下 さ せ 、 そ れ に よ っ て ア ッ セ イ の ダ イ
ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 減 じ る 。
　 N6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル PAPは 、 ト レ ー サ ー 合 成 に お い て 有 用 で あ る 免 疫 原 合 成 に お い て 使 用
し た 唯 一 の 活 性 化 PAP分 子 で あ っ た ； 前 記 ２ つ の ア ジ ド -PAP誘 導 体 を 結 合 さ せ る の に 必 要
と し た 光 活 性 化 反 応 は 、 ２ つ の 小 分 子 を 結 合 す る に は 不 十 分 か も し れ な い 。 種 々 の 位 置 で
活 性 化 さ せ 且 つ 種 々 の リ ン カ ー 領 域 を 有 す る PAP分 子 を 調 製 す る た め に 、 出 願 人 等 は 、 C8-
ア ミ ノ ヘ キ シ ル -PAPの 調 製 を 外 部 委 託 し 、 カ ル ボ キ シ 末 端 リ ン カ ー を 含 む ２ つ の PAP誘 導
体 、 即 ち 、 N6-カ ル ボ キ シ メ チ ル -PAPと 2'-O-ス ク シ ニ ル -PAPを 自 家 合 成 し た 。 後 者 の 化 合
物 は ア デ ニ ン よ り は む し ろ リ ボ ー ス ヒ ド ロ キ シ ル を 介 し て 結 合 さ せ て い る が 、 こ の 方 法 を
使 用 し て 、 cAMPに 対 し て 高 度 に 特 異 的 な 抗 体 お よ び ト レ ー サ ー が 産 生 さ れ て い る (Horton,
 J. K., et al., J Immunol Methods, 1992, 155:31-40)。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 以 下 は 、 活 性 化 PAP分 子 の 合 成 と 精 製 並 び に そ の 各 種 活 性 化 蛍 光 体 へ の 結 合 に つ い て の
簡 単 な 説 明 で あ る ； ト レ ー サ ー 合 成 成 分 は 、 図 ７ お よ び ８ に 要 約 し て い る 。 一 般 に 、 ア ミ
ノ 末 端 リ ン カ ー を 含 む PAP分 子 は ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル (ま た は 、 １ つ の 場 合 は イ ソ シ
ア ネ ー ト )に よ り 活 性 化 さ せ た 蛍 光 体 に 結 合 さ せ 、 カ ル ボ キ シ 末 端 リ ン カ ー を 含 む PAP分 子
は 遊 離 ア ミ ノ 基 を 含 有 す る フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 と カ ル ボ ジ イ ミ ド カ ッ プ リ ン グ を 使 用 し
て 反 応 さ せ た 。
　 図 ７ は 、 ト レ ー サ ー 合 成 の 各 構 成 要 素 の 構 造 を 示 す 。 図 ７ は 、 左 か ら 右 に 、 C8お よ び N6
位 置 で 結 合 さ せ た ア ミ ノ 末 端 リ ン カ ー を 含 む PAP分 子 ； ア ミ ン -お よ び カ ル ボ キ シ -反 応 性
フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 ； お よ び N6お よ び 2'-OHに お い て カ ル ボ キ シ 末 端 リ ン カ ー を 含 む PAP
分 子 を 示 し て い る 。 各 PAP結 合 体 を TLCに よ り 分 離 し 、 抗 -PAP抗 体 に 対 す る 結 合 性 に つ い て
試 験 し た 。 本 発 明 に よ れ ば 、 16の 反 応 が PAPと フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 の 種 々 の 組 合 せ を 含
有 し て 進 行 し 、 各 反 応 で 、 TLCで 解 像 し 得 た 1～ 4種 の 蛍 光 生 成 物 が 得 ら れ た 。 全 部 で 、 40
種 以 上 の ト レ ー サ ー を 精 製 し 、 Abに 対 す る 結 合 性 に つ い て 試 験 し た 。 N6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル P
AP(Sigma社 )お よ び 反 応 性 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 の 全 て (Molecular Probes社 )が 商 業 的 に
入 手 可 能 で あ る 。 2'-O-ス ク シ ニ ル -PAPお よ び N6-カ ル ボ キ シ メ チ ル -PAPは 、 以 下 で 説 明 す
る よ う に し て 合 成 し た ； C8-ア ミ ノ ヘ キ シ ル PAPは 、 Jena Biosciences社 (ド イ ツ 国 ジ ェ ナ )
が 合 成 し た 。 図 ８ は 、 代 表 的 な 最 終 ト レ ー サ ー 構 造 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　
　 N6-カ ル ボ キ シ メ チ ル PAPを 調 製 す る た め に 、 100mgの PAPを 、 0.3gの ヨ ー ド 酢 酸 と 一 緒 に
、 LiOHで pH 6.5に 調 整 し た 1.2mLの 水 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 は 、 30℃ で 5～ 7日 間
続 き 、 定 期 的 に pHを 6.5に 調 整 し た 。 得 ら れ た 1-カ ル ボ キ シ メ チ ル -PAP生 成 物 を エ タ ノ ー
ル で 沈 降 さ せ 、 蒸 留 水 中 に 再 構 成 さ せ 、 pHを LiOHで 8.5に 調 整 し た 。 こ の 反 応 を 90℃ で 1.5
時 間 加 熱 し て N6-カ ル ボ キ シ メ チ ル PAPを 得 た 。 こ の 生 成 物 を 、 0.3 M LiCl、 pH 2.75中 で
平 衡 化 さ せ た Dowex 1-X2 (200～ 400メ ッ シ ュ )カ ラ ム で 精 製 し た 。 勾 配 を 、 0.5 M LiCl、 p
H 2.0を 使 用 し て 10カ ラ ム 体 積 に 亘 っ て 適 用 し た 。 N6-カ ル ボ キ シ メ チ ル PAPは カ ラ ム か ら
純 生 成 物 と し て 溶 出 し 、 質 量 分 光 分 析 に よ り 確 認 し た 、 約 20％ の 収 率 。
　
　 2'-O-ス ク シ ニ ル -PAPを 調 製 す る た め に 、 10mg (0.024ミ リ モ ル )の PAPと 無 水 コ ハ ク 酸 (4
3mg、 0.426ミ リ モ ル )を 、 10％ の ト リ エ チ ル ア ミ ン 含 有 す る 蒸 留 H 2 O (体 積 /体 積 、 1mL)中
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に 溶 解 さ せ 、 1.5時 間 振 盪 さ せ 、 反 応 の 進 行 を 、 逆 相 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (RP-TLC)を
使 用 し て モ ニ タ ー し た 。 終 了 時 に 、 反 応 を 2回 凍 結 乾 燥 さ せ て 残 留 ト リ エ チ ル ア ミ ン が 確
実 に 残 ら な い よ う に し た 。 期 待 さ れ た ス ク シ ネ ー ト を 、 50mLの 250 mM NH 4 OAcで 平 衡 化 さ
せ た Fast Flow Sepharose-Q樹 脂 (Pharmacia社 )を 使 用 し て カ ラ ム 精 製 し 、 500mMか ら 750mM
の NH 4 OAc(各 々 50mL)の 直 線 勾 配 に よ り 溶 出 さ せ た 。 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を ロ ト バ ッ プ （
回 転 エ バ ポ レ ー タ ー ） (rotovap)上 で 濃 縮 し 、 次 い で 凍 結 乾 燥 さ せ て 、 吸 光 度 測 定 に よ れ
ば 、 8.4mg即 ち 収 率 67％ を 得 た 。 ス ト ッ ク 溶 液 を 後 の 使 用 の た め に － 20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　
　 ア ミ ノ 活 性 化 PAPを 含 む 蛍 光 結 合 体 を 調 製 す る た め に 、 N6-ま た は C8-ア ミ ノ ヘ キ シ ル -PA
Pの 蒸 留 H 2 O中 100mM溶 液 の 10μ Lを 、 ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ 付 き バ イ ア ル 内 で 、 モ ル 当 量 の フ
ル オ レ セ イ ン ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル と 混 合 し 、 無 水 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DMSO)を 使
用 し て 反 応 物 を 200μ Lの 最 終 体 積 と し 、 撹 拌 機 （ ボ ル テ ッ ク ス ） (vortexer)上 で 24時 間 振
盪 さ せ た 。 反 応 の 進 行 を 、 展 開 用 溶 媒 と し て の H 2 Oを 使 用 し て RP-TLCに よ り 追 跡 し た 。 反
応 生 成 物 を 、 分 離 用 TLCを 使 用 し て 、 1： 1の EtOH/0.5M NH 4 OAcを 使 用 す る 正 常 相 シ リ カ ゲ
ル 上 で 精 製 し た 。 フ ル オ レ セ イ ン 標 識 化 化 合 物 (一 般 に 、 各 反 応 に お い て 3～ 5回 生 成 さ せ
た )を UV光 を 使 用 し て 可 視 化 し 、 TLCプ レ ー ト か ら そ ぎ 落 と し 、 1： 1の MeOH/0.5M NH 4 OAcを
使 用 し て シ リ カ ゲ ル か ら 抽 出 し た 。 個 々 の 画 分 を ボ ル テ ッ ク ス 撹 拌 機 上 で 1時 間 振 盪 さ せ
、 ア ル ミ ニ ウ ム ホ イ ル 内 に ラ ッ ピ ン グ し 、 4000RPMで 8分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 別 の ラ ベ
ル 付 び ん に 移 し 、 抽 出 工 程 を 繰 返 し た 。 集 め た 上 清 を 後 の 使 用 の た め に 50nM溶 液 に 標 準 化
し 、 褐 色 微 量 遠 心 用 チ ュ ー ブ 内 で － 20℃ で 凍 結 さ せ た 。
　
　 カ ル ボ キ シ 活 性 化 PAPを 含 む 蛍 光 結 合 体 を 調 製 す る た め に 、 N6-カ ル ボ キ シ メ チ ル -PAPま
た は 2'-O-ス ク シ ニ ル -PAPの 蒸 留 水 中 100mM溶 液 の 10mlを 50当 量 の 1-エ チ ル -3-(ジ メ チ ル ア
ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド (EDC) (無 水 DMSO中 1M溶 液 の 10μ L)、 次 い で 75当 量 の N-ヒ ド
ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (無 水 DMSO中 1000mM溶 液 の 15μ L)と 混 合 し 、 反 応 物 を 無 水 DMSOに よ
り 180μ Lの 中 間 体 積 と し 、 48時 間 振 盪 さ せ た 。 そ の 後 、 1モ ル 当 量 (20ml)の 遊 離 １ 級 ア ミ
ン を 含 む フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 を 添 加 し 、 反 応 を 攪 拌 さ せ な が ら 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 反 応 の 進 行 を 、 展 開 用 溶 媒 と し て の H 2 Oを 使 用 し て RP-TLCに よ り 追 跡 し た 。 反 応 終 了
時 に 、 蛍 光 生 成 物 を 、 9： 1 ア セ ト ニ ト リ ル /2mM NH 4 OAc、 pH 5.5を TLC溶 媒 と し て 使 用 し
、 8： 2 ア セ ト ニ ト リ ル /2mM NH 4 OAc、 pH 5.5を 溶 出 用 に 使 用 し た 以 外 は 、 上 述 の よ う に し
て 、 正 常 相 シ リ カ TLCに よ り 精 製 し 、 溶 出 さ せ た 。
　 全 部 で 16組 の 活 性 化 PAPと フ ル オ レ セ イ ン 分 子 の 固 有 の 組 合 せ を 反 応 さ せ 、 こ れ ら か ら
、 40種 よ り も 多 い 蛍 光 生 成 物 を 単 離 し 、 抗 体 に 対 す る 結 合 性 に つ い て 試 験 し た 。 こ の 方 法
は “ 貧 乏 人 の 組 合 せ 化 学 ” の 類 と み る こ と が で き る が 、 出 願 人 等 は 、 他 の 例 に お い て 、 FP
ト レ ー サ ー の 開 発 に お い て 極 め て 成 功 裏 で あ る こ と を 見 出 し て い る 。 FPア ッ セ イ の 均 質 性
お よ び マ ル チ ウ ェ ル 器 具 の 利 用 可 能 性 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 取 組 み を 比 較 的 迅 速 に す る こ と
に 注 目 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　
　 抗 体 /ト レ ー サ ー 相 互 作 用 の 分 析 を 蛍 光 偏 光 に よ り 実 施 し た 。 蛍 光 偏 光 (上 で 簡 単 に 説 明
し た )を 測 定 す る に は 、 垂 直 偏 光 励 起 光 に 対 し て 平 行 お よ び 垂 直 で あ る 垂 直 面 お よ び 水 平
面 の 双 方 に お い て 発 光 強 度 を 測 定 す る 。 放 出 光 が 偏 光 を 規 定 す る ： P = (水 平 強 度 － 垂 直
強 度 )/(水 平 強 度 － 垂 直 強 度 )。 偏 光 値 は 、 mPと し て 報 告 さ れ 、 こ れ は 、 偏 光 値 の 1000倍 で
あ る (30mP = 0.03P)で あ る 。 フ ル オ レ セ イ ン は 、 pH 7.0の リ ン 酸 緩 衝 液 中 に て 37℃ で お よ
そ 20mPの 偏 光 を 有 す る 。 数 学 的 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン の 限 界 偏 光 は 、 500mPで あ る ； 実 際
に は 、 フ ル オ レ セ イ ン に 結 合 さ せ た 抗 -フ ル オ レ セ イ ン 抗 体 は 、 約 450mPの 偏 光 を 与 え る 。
Tecan Ultraの よ う な 現 在 入 手 可 能 な マ ル チ ウ ェ ル FPリ ー ダ ー は 、 偏 光 値 を 高 い 精 度 で 読
取 る こ と が で き る ； 即 ち 、 <3mP未 満 の 標 準 偏 差 で の 遊 離 お よ び 結 合 状 態 の 1nMフ ル オ レ セ
イ ン の 検 出 。
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抗 -PAP抗 体 お よ び ト レ ー サ ー の 特 性 決 定



　 拮 抗 FPIAに お い て は 、 蛍 光 標 識 化 抗 原 、 即 ち 、 ト レ ー サ ー は 、 分 析 物 に よ り 抗 体 と の 結
合 か ら 外 さ れ る 。 そ の シ グ ナ ル は 、 結 合 ト レ ー サ ー 画 分 対 遊 離 ト レ ー サ ー 画 分 の 差 異 に 比
例 し 、 従 っ て 、 ア ッ セ イ の ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ お よ び 感 度 の 双 方 は 、 ト レ ー サ ー お よ び 拮
抗 性 サ ン プ ル 分 子 に 対 す る 抗 体 親 和 性 に 依 存 し て い る 。 FPIAの 適 切 な ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ
を 確 立 す る た め に は 、 少 な く と も 70～ 80％ の ト レ ー サ ー が 拮 抗 因 子 の 不 存 在 に お い て 抗 体
に 結 合 し な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 K d よ り も 2～ 10倍 低 い 濃 度 の ト レ ー サ ー と K d よ り も 2
～ 3倍 高 い 濃 度 の 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 そ の 場 合 、 ア ッ セ イ の 有 用 な
濃 度 範 囲 は 、 K d 濃 度 の 数 倍 の 低 さ か ら K d 濃 度 の 約 20倍 の 高 さ ま で で あ る 。 例 え ば 、 ト レ ー
サ ー /抗 体 複 合 体 の K d が 10nMで あ る 場 合 、 サ ン プ ル の 検 出 範 囲 は 、 約 2nM～ 約 200nMで あ り
得 る 。 K d が 10倍 低 い 場 合 (1nM)、 ア ッ セ イ 感 度 も 約 10倍 改 善 す る 。
　 影 響 を 受 け る ア ッ セ イ パ ラ メ ー タ ー の 点 で 許 容 さ れ 得 る 抗 -PAP抗 体 お よ び ト レ ー サ ー の
特 性 は 、 1) ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ ： Abの 不 存 在 下 で の 低 ト レ ー サ ー 偏 光 (<100mP)、 お よ び
結 合 お よ び 遊 離 状 態 間 で の 最 大 偏 光 差 (Δ mP >100mP)； 2) 感 度 ： ト レ ー サ ー の 抗 -PAP抗 体
に 対 す る 高 親 和 結 合 性 (K d  <100nM)、 同 様 な IC 5 0 を 有 す る 遊 離 PAPに よ る 置 換 、 お よ び 最 小
の 結 合 に よ っ て 生 じ る 蛍 光 消 失 ； 3) シ グ ナ ル /ノ イ ズ ： 高 Ab選 択 性 ； 即 ち 、 PAPに よ る が
、 PAPSま た は 他 の ア デ ニ ン ヌ ク レ オ チ ド に は よ ら な い ト レ ー サ ー の 拮 抗 置 換 ； ま た 、 SULT
1E1ま た は 他 の ア ッ セ イ 成 分 と ト レ ー サ ー と の 相 互 作 用 の 無 い こ と ； お よ び 4) 連 続 ア ッ セ
イ ： 迅 速 な 結 合 /解 離 速 度 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　
　 数 種 の 濃 度 の 各 抗 体 を マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 の 1nmの ト レ ー サ ー に 添 加 し 、 ト レ ー サ
ー 偏 光 の 増 加 に つ い て モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 、 Ab-ト レ ー サ ー 結 合 性 に つ い て の 初 期
ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。 抗 体 全 て に お い て 、 固 定 化 プ ロ テ イ ン Aま た は プ ロ テ イ ン Gを
使 用 し た IgG画 分 の 精 製 が 、 非 特 異 結 合 成 分 を 除 去 す る た め に 必 要 で あ っ た 。 示 し た デ ー
タ は 、 全 て 、 プ ロ テ イ ン G (Pierce Nab T M  Protein G Spin Cromatography Kit)で 精 製 し
た 抗 体 を 使 用 し て い る 。 初 期 ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 相 互 作 用 を 示 し た ト レ ー サ ー /Ab組
合 せ を 、 PAPに よ る 拮 抗 置 換 お よ び PAPSに 対 す る PAPの 選 択 性 に つ い て さ ら に 詳 細 に 試 験 し
た 。 全 部 で 9種 の 精 製 抗 体 (3種 の 抗 原 × 3羽 の ウ サ ギ )を 44種 の フ ル オ レ セ イ ン 標 識 化 PAPト
レ ー サ ー と の 結 合 性 に つ い て 分 析 し た 。 ア ッ セ イ は 、 全 て 、 ブ ラ ッ ク 96ウ ェ ル プ レ ー ト ま
た は ブ ラ ッ ク 低 容 積 384ウ ェ ル プ レ ー ト 内 で 実 施 し た 。 両 者 は 本 質 的 に 同 一 の 結 果 を 与 え
、 偏 光 値 は 蛍 光 フ ィ ル タ ー セ ッ ト を 備 え た Tecan Ultraで 読 取 っ た (485nmで の 励 起 か ら 535
nmで の 発 光 ) (EX 4 8 5 /Em 5 3 5 )。
　 図 ９ に 示 す 結 合 等 温 線 は 、 下 記 の 表 ５ に 示 す ３ 種 の 抗 体 と ２ 種 の ト レ ー サ ー を 使 用 し て
作 製 し て お り 、 抗 体 お よ び ト レ ー サ ー を 結 合 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 使 用 し た
試 験 の 代 表 的 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
表 ５ ： 代 表 的 な 抗 体 お よ び ト レ ー サ ー
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 図 ９ は 、 抗 -PAP抗 体 お よ び PAP-フ ル オ レ セ イ ン ト レ ー サ ー に お け る 結 合 等 温 線 を
示 し て い る 。 Ab 1781○ 、 1810◇ お よ び 3642□ に 対 す る N6-PAP-F8ト レ ー サ ー 結 合 性 、 並 び
に 同 じ 抗 体 1781● 、 1810◆ 、 3642■ に よ る C8-PAP-F14ト レ ー サ ー を 示 し て い る 。 各 抗 体 は
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、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て は 100μ Lま た は 384ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て は 12μ lの 総 体 積
で 、 150mMの NaCl、 0.1mg/mLの BGGお よ び 1nMの ト レ ー サ ー を 含 有 す る 50mMリ ン 酸 緩 衝 液 (pH
 7.4)中 で 連 続 2倍 希 釈 し (２ つ の プ レ ー ト に お け る 結 果 は 同 一 で あ る )、 偏 光 値 を 、 室 温 で
の 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 Tecan Ultraで 読 取 っ た 。
　 異 な る 動 物 に お い て 同 じ 免 疫 原 か ら 生 成 さ せ た 抗 体 の 結 合 特 性 は 類 似 し て い た が 同 一 で
は な か っ た 。 こ の 試 験 に お い て は 、 3642抗 体 が 1781よ り も 有 意 に 強 固 に 両 ト レ ー サ ー に 結
合 し 、 1810は 、 試 験 し た 最 高 濃 度 に お い て さ え も い ず れ の ト レ ー サ ー と も 結 合 し な か っ た
。 N6-PAP-F8お よ び C8-PAP-F14に 結 合 す る 3642の 最 高 偏 光 値 は 、 そ れ ぞ れ 、 140お よ び 300m
Pで あ っ た ； 未 結 合 ト レ ー サ ー 偏 光 は お よ そ 20mPで あ っ た 、 従 っ て 、 観 測 さ れ た シ フ ト は F
PIAに 使 用 す る た め に 充 分 以 上 で あ る 。 結 合 が 特 異 的 で あ る か を 試 験 す る た め に 、 PAPに よ
る 拮 抗 置 換 を 評 価 し た 。
　 図 １ ０ は 、 Ab 3642お よ び 前 記 ２ つ の ト レ ー サ ー 、 PAPお よ び PAPSに 対 す る PAPお よ び PAP
Sの 拮 抗 曲 線 を 示 す 。 N6-PAP-F8ト レ ー サ ー は 、 白 抜 き 記 号 で 示 し て い る ： ○ (PAP)、 □ (PA
PS)。 C8-PAP-F14ト レ ー サ ー は 、 黒 塗 り 記 号 で 示 し て い る ： ● (PAP)、 ■ (PAPS)。 PAPま た
は PAPSを 、 12μ lの 総 体 積 で 、 50mMリ ン 酸 緩 衝 液 (pH 7.4)、 150mMの NaCl、 0.1mg/mLの BGG
、 1nMの C8-PAP-F14お よ び 1.5μ Lの 精 製 Ab 3642ま た は 20μ L体 積 中 に 1nMの N6-PAP-F8お よ
び 0.5μ Lの 3642 Abを 含 有 す る 黒 色 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 内 で 連 続 2倍 希 釈 し た 。 偏 光 値 は
、 室 温 で 1時 間 後 に 読 取 っ た 。
　 C8-PAP-F14ト レ ー サ ー に よ る PAPに お け る IC 5 0 は 、 SULT1E1活 性 を モ ニ タ ー す る た め の こ
れ ら の 試 薬 の 使 用 を 可 能 に す る の に 十 分 に 低 い 300nMで あ る 。 よ り 強 固 な 結 合 性 の N6-PAP-
F8ト レ ー サ ー を 拮 抗 除 去 す る に は か な り 高 濃 度 の PAP(お よ び PAPS)を 必 要 と す る に 注 目 さ
れ た い 。 こ れ は 、 こ の 場 合 、 ト レ ー サ ー が 抗 体 を 生 成 さ せ る の に 使 用 し た 免 疫 原 と 同 じ リ
ン カ ー 基 を 有 し て お り 、 抗 体 の 集 団 が こ の リ ン カ ー を 認 識 し て ト レ ー サ ー が 遊 離 PAPに よ
っ て 置 換 さ れ る の を よ り 困 難 に し て い る こ と に よ り 得 る 。 ま た 、 図 １ ０ は 、 PAPSが PAPよ
り も ト レ ー サ ー を Ab 3642か ら 外 す の に 有 効 性 が 低 い こ と も 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 同 様 な 結 果 は 、 図 １ １ に 示 す よ う に 、 1781 Abに よ っ て も 観 察 さ れ た 。 図 １ １ は 、 C8-PA
P-F14ト レ ー サ ー に よ る 拮 抗 試 験 に お け る PAP、 PAPSお よ び 数 種 の 同 様 な 分 子 の 完 全 曲 線 を
含 む 。 図 １ １ は 、 ２ つ の 抗 -PAP抗 体 /ト レ ー サ ー 組 合 せ に よ る 拮 抗 曲 線 を 示 す 。 各 拮 抗 因
子 を 、 12μ lの 総 体 積 で 、 50mMリ ン 酸 緩 衝 液 (pH 7.4)、 150mMの NaCl、 0.1mg/mLの BGG、 1nM
の ト レ ー サ ー C8-PAP-F14お よ び 1.5μ Lの Ab 3642 (A)ま た は 3μ Lの Ab 1781 (B)の い ず れ か
を 含 有 す る 黒 色 384ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 内 で 連 続 2倍 希 釈 し た 。 室 温 で 1時 間
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 偏 光 値 を Tecan Ultraで 読 取 っ た (EX 4 8 5 /Em 5 3 5 )。 全 て の デ ー
タ 設 定 に お い て 複 製 の 平 均 お よ び 標 準 偏 差 を 示 し て い る 。 3642/ト レ ー サ ー お よ び 1781/ト
レ ー サ ー に よ る PAPお よ び PAPSの IC 5 0 は 、 そ れ ぞ れ 、 0.3μ M PAP、 3.8μ M PAPS； お よ び 0.
3μ M PAP、 1.5μ M PAPSで あ っ た 。
　 1781お よ び 3642抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 、 PAPSに 対 し て よ り も PAPに 対 し て 5倍 お よ び 13倍 高 い
選 択 性 を 示 し 、 試 験 し た 他 の ヌ ク レ オ チ ド 全 て に 対 し て よ り も は る か に 高 い PAPに 対 す る
選 択 性 を 示 し て い た 。 PAPSと の 交 叉 反 応 は 、 他 の ア デ ニ ン ヌ ク レ オ チ ド と の 交 叉 反 応 が 無
い こ と を 考 慮 す れ ば 、 予 期 し た よ り も 高 い 。 こ の 点 、 殆 ど の 市 販 PAPS調 製 物 は 有 意 の PAP
画 分 を 含 有 し て い る が 、 出 願 人 等 は 、 95％ よ り も 高 い 純 度 と 分 析 さ れ た HPLC精 製 調 製 物 を
購 入 し 、 そ の 保 存 に お い て 予 防 策 を 講 じ て 加 水 分 解 を 阻 止 す る の に 使 用 し た こ と に 留 意 す
べ き で あ る 。 い ず れ に し ろ 、 こ れ ら の 結 果 は 、 出 願 人 等 が PAPSの 存 在 下 で PAPに 選 択 的 に
結 合 す る 抗 体 を 作 製 し 得 る こ と を 明 ら か に 示 し て お り 、 こ の こ と は 、 提 案 し た SULTア ッ セ
イ に お い て 十 分 な シ グ ナ ル ： ノ イ ズ お よ び ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 可 能 に す る 主 要 な 実 施 可
能 性 要 素 で あ る 。 PAPSに 対 し て よ り も PAPに 対 す る Ab選 択 性 が さ ら に 10倍 増 加 す る こ と は
十 分 で あ り 得 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で は な く モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た 場 合 の 極 め て
合 理 的 な 期 待 事 項 で あ る 。
　 試 験 し た 他 の 抗 体 お よ び ト レ ー サ ー に よ り 観 察 し た 結 果 は 類 似 し て い た 。 N6-ア ミ ノ ヘ
キ シ ル -PAP-KLHお よ び 8-ア ジ ド -PAP-BSA免 疫 原 か ら 作 製 し た さ ら な る 抗 体 は ト レ ー サ ー の
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多 く と 結 合 し 、 Ab/ト レ ー サ ー 複 合 体 は 全 て の 場 合 未 標 識 PAPに よ っ て 置 換 す る こ と が で き
た 。 こ の こ と は 、 こ の 相 互 作 用 が 特 異 的 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 1810抗 体 は 、 ト レ ー
サ ー 結 合 性 を 極 め て 貧 弱 に し か 或 い は 全 く 示 さ ず 、 さ ら に 試 験 し な か っ た 。 遊 離 ト レ ー サ
ー の 偏 光 値 は 15～ 40mPの 範 囲 で あ り 、 Ab結 合 時 に 観 測 さ れ た 増 大 は 100mP未 満 か ら ほ ぼ 300
mPま で の 範 囲 で あ っ た 。 幾 つ か の ト レ ー サ ー と の 相 互 作 用 は Abと の 飽 和 を 可 能 に す る に は
弱 過 ぎ て 、 最 高 偏 光 変 化 は 常 に は 観 測 さ れ な か っ た 。 試 験 し た ト レ ー サ ー の 2/3よ り も 多
く が 両 タ イ プ の Abに 結 合 し た が 、 N6-カ ル ボ キ シ メ チ ル -PAPか ら 合 成 し た ト レ ー サ ー の う
ち で 、 い ず れ の 免 疫 原 か ら 生 成 さ せ た 抗 体 と も 結 合 し た も の は な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　
　 PAPと PAPSを よ り 有 効 に 識 別 す る 抗 体 を 作 製 し て 高 品 質 ア ッ セ イ を 開 発 す る 必 要 が あ る
だ ろ う が 、 出 願 人 等 は 、 3642 Abお よ び C8-PAP-F14ト レ ー サ ー を 使 用 し て 精 製 SULT1E1-cHi
sを 含 有 す る 反 応 に お い て 生 成 し た PAPの 検 出 を モ ニ タ ー す る こ と が で き た 。 初 期 の 試 験 に
お い て 、 出 願 人 等 は 、 最 高 シ グ ナ ル ： ノ イ ズ の た め の 最 適 PAPS濃 度 を 同 定 す る こ と を 模 索
し た 。 SULT1E1-cHisを 、 予 め 形 成 さ せ た Ab-ト レ ー サ ー 複 合 体 の 存 在 下 に 、 エ ス ト ラ ジ オ
ー ル お よ び 変 動 濃 度 の PAPSと 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た ； SULT1E1は 、 反 応 を 完 了 ま で 迅
速 に 推 進 さ せ る に 十 分 な レ ベ ル で 存 在 し て い た (図 １ ２ )。
　 図 １ ２ は 、 酵 素 に よ り 産 生 さ せ た PAPの 検 出 に お け る PAPS濃 度 の 効 果 を 示 す 。 ア ッ セ イ
混 合 物 は 200ngの SULT1E1-6xHisを 含 ん で お り (□ )、 或 い は ア ッ セ イ 緩 衝 液 (■ )を 、 100μ L
の 総 ア ッ セ イ 体 積 で 、 30mMの ホ ス フ ェ ー ト (pH 7.4)、 7mMの DTT、 8mMの MgCl 2 、 75mMの NaCl
、 0.5mg/mLの BGG、 150nMの エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 1nMの C8-PAP-F14ト レ ー サ ー 、 12.5μ Lの Ab
 3642お よ び 変 動 濃 度 の PAPSを 含 有 す る ウ ェ ル に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 37℃ で 24時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 Tecan Ultraで 読 取 っ た (EX 4 8 5 /Em 5 3 5 )。
　 典 型 的 な FPIAに お け る よ う に 、 ト レ ー サ ー は K d よ り も か な り 低 い 濃 度 で 使 用 し 、 Abは 拮
抗 因 子 の 不 存 在 下 で 最 高 ト レ ー サ ー 偏 光 の お よ そ 85％ を 生 じ る 濃 度 に 調 整 し た 。 図 １ ２ は
、 酵 素 に よ り 産 生 さ せ た PAPが 約 40mPの ト レ ー サ ー 偏 光 の 減 少 (図 １ ２ に お け る 白 抜 き 四 角
と 塗 潰 し 四 角 と の 差 )を 生 じ さ せ る PAPS濃 度 範 囲 (約 1～ 5mM)が 存 在 す る こ と を 示 し て い る
。
　 即 ち 、 こ の 抗 体 が PAPSと 有 意 に 交 叉 反 応 す る と し て も 、 こ の 抗 体 を 拮 抗 FPIA方 式 に お い
て 使 用 し て 、 飽 和 中 の PAPS (SULT1E1に よ る PAPSの Kmは お よ そ 50nMで あ る )に よ る SULT反 応
に お い て 産 生 し た PAPを 40mPの ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ で も っ て 検 出 し 得 る 。 さ ら に ま た 、 こ
れ ら は 、 均 質 反 応 、 即 ち 、 反 応 お よ び 検 出 成 分 の 全 て を 反 応 開 始 時 に 添 加 し た 単 回 添 加 反
応 で あ っ た ； こ れ は 、 HTSア ッ セ イ に お け る 好 ま し い 方 法 で あ る 。 同 様 な 結 果 は 、 検 出 試
薬 を 酵 素 反 応 が 終 了 し た 後 に 添 加 す る 場 合 も 達 成 さ れ る 、 従 っ て 、 偏 光 シ グ ナ ル は 、 酵 素
反 応 に よ っ て 影 響 さ れ な い (デ ー タ は 示 し て い な い )。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 出 願 人 等 が 作 製 し た Ab/ト レ ー サ ー 対 の 一 つ を 、 読 取 り 前 に 完 了 ま で 進 行 さ せ た SULT反
応 に お け る PAPの 検 出 に お い て ど の よ う に 使 用 す る か の 実 施 態 様 を 上 述 し た 。 し か し な が
ら 、 連 続 方 法 は 、 正 確 な 酵 素 速 度 測 定 を 可 能 に し 且 つ ク エ ン チ ン グ 工 程 の 必 要 性 を 排 除 す
る の で 、 HTSに お け る 最 も 好 ま し い 方 式 で あ る 。 図 １ ３ は 、 3642 Abお よ び C8-PAP-F14ト レ
ー サ ー を 使 用 し て SULT1E1酵 素 活 性 を 経 時 的 に 連 続 モ ニ タ ー し て 、 種 々 の 基 質 に よ る 酵 素
速 度 の 測 定 を 可 能 に し 得 る こ と を 示 す 。
　 図 １ ３ は 、 種 々 の 基 質 に よ る SULT活 性 の 連 続 FPIAに 基 づ く 検 出 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 受
容 体 基 質 (200nM)を 、 100μ Lの 総 体 積 で 、 30mMの ホ ス フ ェ ー ト (pH 7.4)、 7mMの DTT、 0.8mM
の MgCl 2 、 75mMの NaCl、 0.5mg/mLの BGG、 2μ Mの PAPS、 200ngの SULT1E1-cHis、 1nMの C8-PAP
-F14ト レ ー サ ー お よ び 12.5μ Lの Ab 3642を 含 有 す る ウ ェ ル に 添 加 し た 。 対 照 反 応 (各 グ ラ
フ の 上 の 方 の ト レ ー ス )は 、 C-His-SULT1E1を 含 ま ず 、 全 て の 他 の 反 応 成 分 を 含 有 し て い た
。 プ レ ー ト を 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 偏 光 を 1分 間 隔 で 読 取 っ た 。
　 各 グ ラ フ の 上 の 方 の ト レ ー ス は SULT1E1を 欠 く 対 照 反 応 で あ る の で 偏 光 は 有 意 に は 変 化
し な い が 、 酵 素 を 含 有 す る 各 反 応 に お い て は 、 偏 光 は 時 間 に つ れ て 減 少 す る 。 試 験 設 定 は
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、 HTS設 定 に お い て な し 得 た 設 定 と 極 め て 類 似 の も の で あ る ： 抗 体 と ト レ ー サ ー を SULT反
応 混 合 物 に 添 加 し 、 異 な る 受 容 体 基 質 を 含 有 す る 384ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に 分 配 し 、 反 応 を S
ULT1E1-cHisの 添 加 に よ り 開 始 さ せ た 。 そ の 後 、 各 プ レ ー ト を 一 定 間 隔 で 読 取 り 、 偏 光 値
を 時 間 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し た 。 既 知 の SULT基 質 に よ る 反 応 に お い て は 、 偏 光 は 、 酵 素
を 欠 く 対 照 反 応 と 対 比 し て 経 時 的 に 減 少 し て い た ； 酵 素 に よ り 産 生 さ せ た PAPが ト レ ー サ
ー を Abか ら 外 し て 置 き 換 わ る と き に 期 待 し 得 る よ う に 。 受 容 体 基 質 が 存 在 し な い と き (グ
ラ フ f)或 い は SULT1E1が 存 在 し な い 場 合 (各 グ ラ フ の 上 の 方 の ト レ ー ス )、 偏 光 の 有 意 の 変
化 は な く 、 PAPS分 子 が 非 生 産 性 化 学 物 ま た は 酵 素 加 水 分 解 に 十 分 に 抵 抗 性 で あ る こ と を 示
唆 し て い る こ と に 注 目 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に つ い て 汎 用 的 な 蛍 光 系 活 性 ア ッ セ イ 法 が
技 術 的 に 実 施 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 試 験 に お い て は 、 3642 Abの PAPSと
の 交 叉 反 応 は 有 意 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド (即 ち 、 偏 光 の 減 少 )に 寄 与 し て 、 ア ッ セ イ の ダ イ ナ
ミ ッ ク レ ン ジ を 制 約 し て い る が 、 酵 素 速 度 は 、 各 速 度 曲 線 の 直 線 部 分 か ら 依 然 と し て 得 る
こ と が で き て い る 。 図 14の 棒 グ ラ フ は 、 図 １ ３ の 速 度 曲 線 の 直 線 部 分 か ら 算 出 し た 各 基 質
の 割 合 を 示 し て い る 。 こ の 時 点 で は 正 確 な ア ッ セ イ で な い も の の 、 こ の 基 質 の 順 位 付 け は
、 こ れ ら 基 質 の 公 表 さ れ た Ｋ m 値 並 び に 出 願 人 等 が 精 製 SULT1E1お よ び 3 5 S-PAPS放 射 線 ア ッ
セ イ を 使 用 し て 測 定 し た 基 質 プ ロ フ ィ ー ル (図 １ ４ )と 逆 相 関 し て い る 。 従 っ て 、 図 １ ４ は
、 FPIA系 ア ッ セ イ と 3 5 S-PAPS放 射 ア ッ セ イ を 使 用 し て 測 定 し た SULT1E1受 容 体 基 質 プ ロ フ
ィ ー ル の 比 較 で あ る 。 FPIA系 反 応 の 速 度 は 、 図 １ ３ に 示 す 曲 線 の 直 線 部 分 か ら 算 出 し た 。
3 5 S-放 射 線 ア ッ セ イ デ ー タ は 表 ４ に 提 示 し て い る こ と に 留 意 さ れ た い 。 受 容 体 基 質 は 、 20
0nM (FPIA)お よ び 400nM ( 3 5 S-放 射 線 ア ッ セ イ )で 使 用 し た 。
　 最 後 に 、 出 願 人 等 は 、 FPIA系 ア ッ セ イ を 使 用 し て 阻 害 曲 線 を 作 成 し 得 る こ と を 示 す た め
に 、 既 知 の SULT阻 害 因 子 で あ る DCNPを 使 用 し た (図 １ ５ )。 詳 細 に は 、 図 １ ５ は 、 FPIA系 ア
ッ セ イ に よ り 測 定 し た 2,6ジ ク ロ ロ -4-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (DCNP)に よ る SULT1E1の 阻 害 を 示
す グ ラ フ で あ る 。 DCNPを 、 ウ ェ ル 中 で 、 46μ Lの リ ン 酸 ア ッ セ イ 緩 衝 液 (30mMの KPO 4 (pH 6.
5)、 0.5mg/mLの BGG、 15mMの DTT、 1.6mMの MgCl 2 、 4μ Mの PAPS)中 で 連 続 2倍 希 釈 し 、 次 い で
、 50μ lの 2× 抗 体 /ト レ ー サ ー 混 合 物 (5μ L 3642 Ab/2 nM ト レ ー サ ー C8-PAP-F14)お よ び 2
00ngの SULT1Eを 100μ lの 総 体 積 中 に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 Tecan Ultraで 読 取 っ た 。 Δ mP値 を 、 SULT1E反 応 を 無 SULT1E対 照 か ら 差 し 引 く こ と に よ
っ て 算 出 し た 。 全 て の 値 は 繰 り 返 し の 平 均 を 表 す 。
　 DCNPに 対 す る 前 記 FPIAア ッ セ イ の 応 答 を 、 35S-放 射 ア ッ セ イ (デ ー タ は 示 し て い な い )と
の 比 較 に よ り 検 証 し た ； ２ つ の ア ッ セ イ 法 で 測 定 し た Ｋ i 値 は 、 そ れ ぞ れ 、 7.8mMお よ び 11
mMで あ っ た 。 即 ち 、 出 願 人 等 は 、 前 記 ア ッ セ イ 法 が 基 質 お よ び 阻 害 因 子 の 検 出 (共 に 意 図
す る 主 要 HTS用 途 )に 使 用 し 得 た こ と を 実 証 し た 。
　 要 約 す る に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 提 案 し た FPIA系 SULTア ッ セ イ 法 の 構 成 要 素 、 即 ち 、 精 製
組 換 え SULT； PAPSの 存 在 下 に お い て PAPを 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 ； お よ び 、 そ の 結 合 お よ
び Abか ら の 拮 抗 的 置 換 を 偏 光 の 有 意 の 変 化 に よ っ て 検 出 し 得 る 蛍 光 PAPト レ ー サ ー 、 の 全
て の 作 製 の 実 施 可 能 性 を 明 ら か に 立 証 す る も の で あ る 。 さ ら に 、 出 願 人 等 は 、 前 記 ア ッ セ
イ 試 薬 を 、 ア ッ セ イ を HTS設 定 に お い て 使 用 し 得 る 方 法 に 極 め て 類 似 し た 連 続 方 式 で SULT
活 性 を 検 出 す る の に 使 用 し 得 た こ と ； 種 々 の 基 質 に 対 す る 応 答 が 標 準 の 放 射 ア ッ セ イ に 類
似 し て い る こ と ； お よ び 前 記 ア ッ セ イ 法 は 阻 害 因 子 の 検 出 に も 使 用 し 得 る こ と も 実 証 す る
こ と が で き た 。
　 従 っ て 、 商 業 的 HTS用 途 に お い て 適 切 な ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ お よ び シ グ ナ ル ： ノ イ ズ を
有 す る ア ッ セ イ 法 の 開 発 を 可 能 に す る 抗 体 、 適 切 に は 、 PAPに 対 し て お よ そ 10倍 高 い 親 和
性 と 選 択 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が 考 慮 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　
　
　 上 述 の 方 法 は 種 々 の 異 な る ア ッ セ イ 系 に お い て 使 用 し 得 る け れ ど も 、 そ の 最 も 簡 単 な 形
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に お い て は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 系 は 、 ア ッ セ イ す る 反 応 を 実 施 す る ア ッ セ イ 容 器 、 並 び に
反 応 の 結 果 を 検 出 す る た め の 検 出 器 を 含 む 。 好 ま し い 局 面 に お い て は 、 前 記 ア ッ セ イ 容 器
は 、 試 験 管 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 内 の ウ ェ ル ま た は 他 の 同 様 な 反 応 容 器 か ら 選 択 す る 。
そ の よ う な 場 合 、 各 種 試 薬 を 容 器 中 に 導 入 し 、 蛍 光 偏 光 検 出 器 の よ う な 上 述 し た 適 切 な 検
出 装 置 を 使 用 し て 典 型 的 に ア ッ セ イ す る 。 容 器 以 外 に 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク の よ う
な 平 坦 表 面 も 使 用 す る こ と が で き 、 反 応 成 分 は そ の 表 面 に ア レ ー 状 に ス ポ ッ ト す る こ と が
で き る (マ イ ク ロ ア レ ー の よ う に )。
　 別 の 等 し く 好 ま し い の は 、 反 応 容 器 が 流 体 用 チ ャ ネ ル 、 好 ま し く は 微 小 流 体 用 チ ャ ネ ル
を 含 む こ と で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 微 小 流 体 用 な る 用 語 は 、 約 1ミ ク ロ ン ～ 約 500ミ ク
ロ ン 範 囲 の 少 な く と も １ つ の 断 面 寸 法 を 有 す る チ ャ ネ ル ま た は 他 の 導 管 を い う 。 本 明 細 書
に お い て 説 明 す る 方 法 を 実 施 す る の に 有 用 な 微 小 流 体 装 置 の 例 と し て は 、 例 え ば 、 米 国 特
許 第 5,942,443号 、 第 5,779,868号 、 お よ び 国 際 特 許 出 願  WO 98/46438号 に 記 載 さ れ て い る
装 置 が あ り 、 こ れ ら 特 許 の 開 示 は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る 。
　 上 述 の 方 法 に 従 い 、 第 １ お よ び 第 ２ 反 応 物 間 の 酵 素 介 在 カ ッ プ リ ン グ 反 応 を 微 小 流 体 装
置 の チ ャ ネ ル 内 で 実 施 す る こ と が 考 慮 さ れ て い る 。 そ の よ う に 、 微 小 流 体 工 学 基 本 骨 格 を
使 用 す る こ と に よ り 、 真 核 細 胞 の 区 分 化 を 模 倣 す る こ と が 可 能 に な り 得 る 。 こ の 方 法 は 、
そ の 場 合 、 酵 素 活 性 に 影 響 し 得 る 他 の タ ン パ ク 質 お よ び 細 胞 成 分 と の 関 連 に お い て 、 よ り
天 然 の 環 境 に お い て 酵 素 に よ り 触 媒 作 用 さ れ る 基 転 移 反 応 の 活 性 を モ ニ タ ー し 得 る で あ ろ
う 。 従 っ て 、 基 転 移 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 の 活 性 お よ び そ の 活 性 の 阻 害 結 果 に 関 す る デ ー タ
は 、 生 体 内 環 境 を も っ と 正 確 に 反 映 す る 条 件 設 定 に お い て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ れ ら の ア ッ セ イ 系 は 、 興 味 あ る 酵 素 反 応 に 影 響 を 与 え る 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ
し 得 る こ と が 考 慮 さ れ て い る 。 必 要 に 応 じ て 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る 装 置 は 、 例 え ば 、
米 国 特 許 第 5,942,443号 に 記 載 さ れ て い る よ う な 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 方 式 に お い て 操
作 す る よ う に 形 成 さ れ る 。 と り わ け 、 潜 在 的 試 験 化 合 物 を 装 置 本 体 と 一 体 化 さ せ た 貯 蔵 容
器 か ら 反 応 領 域 に 搬 送 す る 代 り に 、 そ の よ う な 試 験 化 合 物 を 、 装 置 本 体 に 装 着 し 反 応 領 域
と 流 体 的 に 連 結 さ せ た 外 部 サ ン プ リ ン グ ピ ペ ッ タ ー ま た は キ ャ ピ ラ リ ー に よ り 、 反 応 領 域
に 導 入 す る 。 そ の よ う な ピ ペ ッ タ ー 装 置 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,779,868号 に 記 載 さ れ
て い る (そ の 全 体 を 参 考 と し て 本 明 細 書 に 合 体 さ せ る )。 サ ン プ リ ン グ ピ ペ ッ タ ー は 種 々 の
試 験 化 合 物 の 源 中 に 連 続 し て 浸 漬 さ れ 、 そ れ ら の 化 合 物 は 個 別 に ま た は 連 続 し て 反 応 領 域
に 持 ち 込 ま れ 、 注 目 す る 反 応 に 対 し て そ れ ら の 化 合 物 の 影 響 (あ り 得 る 場 合 の )が 確 認 さ れ
る 。
　 こ れ ら の 微 小 流 体 チ ャ ネ ル ネ ッ ト ワ ー ク の チ ャ ネ ル を 通 る 物 質 の 移 動 は 、 電 気 動 力 学 物
質 移 動 (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,858,195号 に 記 載 さ れ て い る よ う な (該 米 国 特 許 は 引 用 に よ
り 全 て が 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る ))、 圧 力 系 流 動 、 軸 流 動 、 重 力 流 動 、 ま た は こ れ ら の 任
意 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 の よ う な 任 意 の 各 種 公 知 の 方 法 に よ っ て 実 施 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　
　
　 本 発 明 の も う １ つ の 実 施 態 様 は 、 基 転 移 反 応 の 供 与 体 生 成 物 ま た は 基 転 移 反 応 の 供 与 体
生 成 物 を 産 生 さ せ る 触 媒 活 性 を 検 出 し 定 量 す る た め の キ ッ ト で あ る 。 基 転 移 反 応 の 一 般 的
等 式 は 、 供 与 体 -X + 受 容 体  →  供 与 体 -生 成 物  + 受 容 体 -Xを 含 み 、 供 与 体 -生 成 物 を 一 般
的 検 出 反 応 ： 第 １ 複 合 体  + 供 与 体 -生 成 物  →  第 ２ 複 合 体  + 置 換 さ れ た 検 出 可 能 タ グ に
よ っ て 検 出 す る 。 最 も 単 純 な 形 に お い て 、 FPIAイ ム ノ ア ッ セ イ 用 の キ ッ ト は 、 巨 大 分 子 (
即 ち 、 抗 体 ま た は 不 活 化 酵 素 )お よ び ト レ ー サ ー (転 移 し た )お よ び 、 場 合 に よ り 注 目 す る
特 異 的 基 転 移 酵 素 を 含 み 得 る 。 前 記 巨 大 分 子 お よ び ト レ ー サ ー は 、 別 々 ま た は １ つ の 溶 液
容 器 に 混 入 さ せ て い る か の い ず れ で も よ い こ と に 留 意 さ れ た い 。
　 ま た 、 前 記 キ ッ ト は 、 不 活 化 供 与 体 、 検 出 可 能 タ グ 、 受 容 体 基 質 、 阻 害 因 子 、 緩 衝 液 、
補 因 子 、 安 定 化 剤 、 当 該 キ ッ ト を 使 用 す る た め の 使 用 説 明 書 セ ッ ト ま た は 包 装 材 料 、 お よ
び こ れ ら の 任 意 の 組 合 せ の よ う な 成 分 も 含 む 。 さ ら に 、 前 記 キ ッ ト は 、 検 出 可 能 タ グ が そ
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の 発 生 さ せ る 観 測 可 能 物 理 量 に 基 づ き 識 別 さ れ 得 る ２ 以 上 の 抗 体 /検 出 可 能 タ グ 対 を 使 用
す る こ と に よ り 、 多 重 検 出 用 に 定 式 化 し 得 る 。 こ の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 前 記 供 与 体 生 成
物 ま た は 前 記 供 与 体 生 成 物 を 生 成 さ せ る 触 媒 活 性 を 検 出 す る の に 使 用 し 得 る 。
　 本 発 明 の 実 施 に 当 っ て は 、 前 記 キ ッ ト を 、 酵 素 (該 酵 素 は 基 転 移 反 応 に お い て 前 記 供 与
体 生 成 物 を 産 生 さ せ る )と 接 触 し 得 る 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 分 子 群 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る の に 使 用 し 得 る こ と も 考 慮 さ れ る 。 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 複 数 の 化 学 分 子 、 複 数 の 核
酸 、 複 数 の ペ プ チ ド 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ の 少 な く と も １ つ を 含 み 得 る ； ス ク リ ー ニ ン
グ は 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト ま た は 微 小 流 体 装 置 を 使 用 す る 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に
よ り 実 施 す る 。
　 さ ら に 、 前 記 キ ッ ト 内 の 巨 大 分 子 が 、 記 供 与 体 生 成 物 と 高 親 和 性 で 接 触 し 得 る 、 抗 体 、
ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 分 子 、 不 活 化 酵 素 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ の 少 な く と も
１ つ を 含 む こ と が 考 慮 さ れ る 。 さ ら に 、 前 記 キ ッ ト が 、 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 キ ナ
ー ゼ ま た は UDP-グ ル ク ロ ノ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア セ チ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 グ ル タ チ オ ン ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ま た は ADP-リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ 、 お よ び こ れ ら の 組 合 せ の 少 な く と も １ つ を 含 む こ と も 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 FPIAは 適 切 な 検 出 方 式 で あ る け れ ど も 、 本 発 明 の 範 囲 に は 、 均 質 ア ッ セ イ 法 、 均 質 蛍 光
強 度 免 疫 測 定 法 、 均 質 蛍 光 寿 命 免 疫 測 定 法 、 均 質 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 (FRET)免 疫 測 定
法 ま た は 均 質 化 学 発 光 免 疫 測 定 法 、 或 い は 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 (ELISA)の よ う な 非 均 質 ア
ッ セ イ 法 の よ う な 、 供 与 体 生 成 物 ま た は 該 供 与 体 生 成 物 を 生 成 さ せ る 触 媒 活 性 を 他 の 手 段
に よ っ て 検 出 す る の に 使 用 す る よ う に 設 計 さ れ た キ ッ ト も 属 す る 。 均 質 蛍 光 強 度 免 疫 測 定
法 ま た は 均 質 蛍 光 寿 命 免 疫 測 定 法 の 場 合 は 、 前 記 キ ッ ト は 、 抗 体 と 蛍 光 検 出 可 能 タ グ と か
ら 構 成 す る こ と が で き 、 前 記 検 出 可 能 タ グ の 強 度 お よ び /ま た は 寿 命 は 抗 体 と 結 合 し て い
る と き に は 溶 液 中 で 遊 離 し て い る と き と 異 な る 。 蛍 光 の 差 異 、 即 ち 、 ア ッ セ イ シ グ ナ ル は
、 抗 体 の 検 出 可 能 タ グ と の 相 互 作 用 が そ の 蛍 光 特 性 の さ ら な る 変 化 、 即 ち 、 消 光 、 増 強 ま
た は 寿 命 の 変 化 を も た ら す よ う な 抗 体 の 修 飾 に よ っ て 増 強 さ せ 得 る で あ ろ う 。 均 質 FRET免
疫 測 定 法 の 場 合 は 、 検 出 可 能 タ グ と 結 合 さ せ た 第 １ 蛍 光 体 と 抗 体 に 結 合 さ せ た 第 ２ 蛍 光 体
(直 接 ま た は ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ タ ビ ジ ン の よ う な 会 合 型 結 合 性 分 子 を 介 し て )と の 相
互 作 用 が 第 ２ 蛍 光 体 の 励 起 を も た ら し (ま た は そ の 逆 )、 そ れ に よ っ て 検 出 可 能 タ グ の 波 長
と は 異 な る 波 長 で 蛍 光 放 出 を 生 じ さ せ る 。 第 ２ 蛍 光 体 は 、 小 有 機 分 子 ま た は 発 光 ラ ン タ ニ
ド プ ロ ー ブ で あ り 得 る 。 (ラ ン タ ニ ド 発 光 は 、 蛍 光 で は な く 、 発 光 系 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動
、 即 ち 、 LRETと 称 す る こ と に 留 意 さ れ た い )。 化 学 発 光 検 出 の 場 合 は 、 検 出 可 能 タ グ は 、
β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の よ う な 化 学 発 光 検 出 に お い て 使 用 す る 酵 素 の １ つ の フ ラ グ メ ン ト
に 結 合 さ せ た 供 与 体 生 成 物 で あ り 得 る で あ ろ う 。 前 記 供 与 体 生 成 物 -フ ラ グ メ ン ト -1複 合
体 は 、 供 与 体 生 成 物 に よ り 抗 体 か ら 外 さ れ る と 、 前 記 酵 素 の フ ラ グ メ ン ト 2と 結 合 し て 、
適 切 な 基 質 に よ り 化 学 発 光 を 発 生 さ せ 得 る イ ン タ ク ト 活 性 酵 素 を 生 成 さ せ る 。 ELISAの 場
合 は 、 ア ッ セ イ は 均 質 で は な く 、 供 与 体 生 成 物 ま た は 抗 体 を マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト の 表 面
に 固 定 化 さ せ る 必 要 が あ ろ う 。 検 出 酵 素 に 結 合 さ せ た 二 次 抗 体 も 、 こ の 方 式 に 含 ま せ 得 る
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 刊 行 物 は 、 全 て 、 そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 合 体 さ せ る 。 本 発 明
の 開 示 と 合 体 さ せ た 刊 行 物 間 で 論 争 が あ る 場 合 、 本 発 明 の 開 示 が 支 配 す る 。
　 今 回 、 本 発 明 を 幾 つ か の 具 体 例 で 説 明 し 例 示 し て き た が 、 当 業 者 で あ れ ば 、 説 明 し た 範
囲 内 で な し 得 る 変 更 、 付 加 お よ び 削 除 の よ う な 種 々 の 修 正 を 認 識 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、
こ れ ら の 修 正 も 本 発 明 に 属 し 、 そ し て 、 本 発 明 の 範 囲 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 合 法 的 に 従 う
最 も 広 い 解 釈 に よ っ て の み 限 定 さ れ る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 図 １ 】 SULT反 応 生 成 物 、 即 ち 、 PAPに つ い て の 蛍 光 偏 光 免 疫 測 定 (FPIA)反 応 を 例 示 す る
。
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【 図 ２ 】 FPIAを 使 用 し て の UDPの 生 成 、 即 ち 、 UGT反 応 の 供 与 体 生 成 物 の 検 出 と 定 量 を 例 示
す る 。
【 図 ３ 】 FPIAを 使 用 し て の ADPの 生 成 、 即 ち 、 キ ナ ー ゼ 反 応 の 供 与 体 生 成 物 の 検 出 と 定 量
を 例 示 す る 。
【 図 ４ 】 SULT1E1 FPIA用 の 試 薬 、 即 ち 、 抗 -PAP抗 体 お よ び 蛍 光 標 識 化 PAP検 出 可 能 タ グ の
反 復 同 時 開 発 戦 略 を 説 明 す る 。
【 図 ５ 】 図 Aお よ び Bは 、 UDP/UTPに 対 し て 産 生 さ せ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 商 業 的 に
入 手 し 得 る ト レ ー サ ー 分 子 (Alexa-UTP)を 使 用 し て の ウ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド の 滴 定 ま た は
拮 抗 置 換 曲 線 を 示 す 。
【 図 ６ 】 PAP抗 原 の 合 成 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 A～ Cは 、 PAPト レ ー サ ー 合 成 の 諸 ヨ ウ 素 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 A～ Cは 、 代 表 的 な 最 終 ト レ ー サ ー 構 造 を 示 す 。
【 図 ９ 】 抗 -PAP抗 体 お よ び PAP-フ ル オ レ セ イ ン ト レ ー サ ー の 結 合 等 温 線 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 Ab 3642に 由 来 す る ２ つ の 異 な る ト レ ー サ ー の PAPお よ び PAPSに よ る 拮 抗 置 換 を
示 す 。
【 図 １ １ 】 図 Aお よ び Bは 、 ２ つ の 抗 -PAP抗 体 /ト レ ー サ ー 組 合 せ に よ る 拮 抗 曲 線 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 酵 素 に よ り 産 生 さ せ た PAPの 検 出 に お け る PAPS濃 度 の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 A～ Fは 、 種 々 の 基 質 に よ る SULT活 性 の 連 続 FPIA系 検 出 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 FPIA系 ア ッ セ イ お よ び 3 5 S-PAPS放 射 ア ッ セ イ を 使 用 し て 測 定 し た SULT1E1受 容
体 基 質 プ ロ フ ィ ー ル の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 FPIA系 ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 2,6ジ ク ロ ロ -4-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (DCNP)に よ る
SULT1E1の 阻 害 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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