
(57)【要約】
本発明は、肥満細胞を枯渇させることが可能な化合物の同定および選択を可能にするスク
リーニング法に関し、ここでその化合物は、肥満細胞ではない他の造血細胞または関連し
た細胞もしくは細胞株、例えば SCF依存性の増殖されたヒト正常 CD34+細胞などに対し重大
な毒性を示さない。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
肥 満 細 胞 で は な い 他 の 造 血 細 胞 、 ま た は 関 連 し た 細 胞 も し く は 細 胞 株 、 ま た は そ れ ら に 由
来 し た 細 胞 株 、 例 え ば SCF非 依 存 性 の 増 殖 さ れ た ヒ ト 正 常 CD34+細 胞 な ど に と っ て 無 毒 で あ
る 化 合 物 で あ り 、 肥 満 細 胞 を 枯 渇 す る こ と が 可 能 で あ る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
a)肥 満 細 胞 を イ ン ビ ト ロ に お い て 適 当 な 培 養 培 地 で 培 養 す る 工 程 ；
b)該 培 養 培 地 に 、 少 な く と も 1種 の 試 験 さ れ る 候 補 化 合 物 を 添 加 し 、 該 細 胞 を 延 長 さ れ た
期 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 工 程 ；
c)該 化 合 物 が 、 肥 満 細 胞 の 死 ま た は 破 壊 を 促 進 し 、 肥 満 細 胞 増 殖 を 妨 害 ま た は 阻 害 す る 程
度 を 測 定 し 、 肥 満 細 胞 の 枯 渇 が 観 察 さ れ た 化 合 物 を 選 択 す る 工 程 ；
d)肥 満 細 胞 で は な い 他 の 造 血 細 胞 、 ま た は 関 連 し た 細 胞 も し く は 細 胞 株 、 ま た は そ れ ら に
由 来 し た 細 胞 株 、 例 え ば SCF非 依 存 性 の 増 殖 さ れ た ヒ ト 正 常 CD34+細 胞 な ど か ら 選 択 さ れ た
細 胞 の 、 有 意 な 死 を 促 進 す る こ と が で き な い 工 程 c)に お い て 選 択 さ れ た 化 合 物 の サ ブ セ ッ
ト を 同 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
肥 満 細 胞 で は な い 他 の 造 血 細 胞 、 ま た は 関 連 し た 細 胞 も し く は 細 胞 株 、 ま た は そ れ ら に 由
来 し た 細 胞 株 、 例 え ば SCF非 依 存 性 の 増 殖 さ れ た ヒ ト 正 常 CD34+細 胞 な ど に と っ て 無 毒 で あ
る 化 合 物 で あ り 、 肥 満 細 胞 を 枯 渇 す る こ と が 可 能 で あ る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
a)肥 満 細 胞 の 培 養 物 を 提 供 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 肥 満 細 胞 は 、 野 生 型 肥 満 細 胞 お よ び そ
れ ら に 由 来 し た 細 胞 株 、 活 性 化 さ れ た 突 然 変 異 体 肥 満 細 胞 株 、 な ら び に 活 性 化 さ れ た 野 生
型 肥 満 細 胞 お よ び そ れ ら に 由 来 し た 細 胞 株 か ら 選 択 さ れ る 工 程 ；
b)該 細 胞 の 培 養 物 を 、 少 な く と も 1種 の 候 補 化 合 物 と 、 肥 満 細 胞 の 増 殖 お よ び ／ ま た は 生
存 を 許 す 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 候 補 化 合 物 存 在 下 で の 細 胞 死 の レ ベ ル を 測 定 し ； な ら び に 候
補 化 合 物 存 在 下 で の 細 胞 死 レ ベ ル を 、 候 補 化 合 物 非 存 在 下 で の 細 胞 死 レ ベ ル と 比 較 す る 工
程 で あ っ て 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の 細 胞 死 レ ベ ル の 増 加 が 、 候 補 化 合 物 の 肥 満 細 胞 枯 渇
能 の 指 標 で あ る 工 程 ；
c)肥 満 細 胞 以 外 の 少 な く と も 1種 の 細 胞 の 培 養 物 を 提 供 す る 工 程 で あ り 、 該 細 胞 は 肥 満 細
胞 で は な い 造 血 細 胞 、 ま た は 関 連 し た 細 胞 も し く は 細 胞 株 、 ま た は そ れ ら に 由 来 し た 細 胞
株 、 例 え ば SCF非 依 存 性 の 増 殖 さ れ た ヒ ト 正 常 CD34+細 胞 な ど か ら 選 択 さ れ る 工 程 ；
d)該 細 胞 の 培 養 物 を 、 工 程 b)で 同 定 さ れ た 少 な く と も 1種 の 化 合 物 と 、 工 程 c)で 説 明 さ れ
た 細 胞 の 増 殖 お よ び ／ ま た は 生 存 を 許 す 条 件 下 で 接 触 し 、 該 化 合 物 存 在 下 で の 細 胞 死 の レ
ベ ル を 測 定 し ； な ら び に 化 合 物 存 在 下 で の 細 胞 死 レ ベ ル を 、 候 補 化 合 物 非 存 在 下 で の 細 胞
死 レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 該 化 合 物 存 在 下 で の 細 胞 死 レ ベ ル の 有 意 な 増 加 が な い
こ と は 、 該 化 合 物 の 、 少 な く と も 他 の 造 血 細 胞 に 対 す る 肥 満 細 胞 枯 渇 特 異 性 の 指 標 で あ る
工 程 。
【 請 求 項 ３ 】
肥 満 細 胞 が 、 単 離 さ れ た 肥 満 細 胞 お よ び そ れ ら に 由 来 す る 細 胞 株 、 BaF3、 IC-2マ ウ ス 細 胞
、 HMC-1、 ATCC寄 託 番 号 で 入 手 可 能 な P815、 ATCC寄 託 番 号 で 入 手 可 能 な 10P
2、 ATCC寄 託 番 号 で 入 手 可 能 な 10P12、 ATCC寄 託 番 号 で 入 手 可 能 な 11P0-1
、 お よ び そ れ ら に 由 来 す る 細 胞 株 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
肥 満 細 胞 で は な い 他 の 造 血 細 胞 、 ま た は 関 連 し た 細 胞 も し く は 細 胞 株 が 、 SCF以 外 の サ イ
ト カ イ ン カ ク テ ル を 含 有 す る 培 養 培 地 に お い て 増 殖 さ れ た ヒ ト Tリ ン パ 球 Jurkat細 胞 株 (AT
CC番 号 お よ び そ れ ら 由 来 の 細 胞 株 )、 ヒ ト Bリ ン パ 球 Daudiま た は Raji細 胞 株 (各 々
、 ATCC番 号 お よ び な ら び に そ れ ら 由 来 の 細 胞 株 )、 ヒ ト 単 球 U937細 胞 株 (ATC
C番 号 )お よ び ヒ ト HL-60細 胞 株 (ATCC番 号 )、 そ れ ら に 由 来 す る 細 胞 株 (A
TCC番 号 お よ び )、 な ら び に 正 常 ヒ ト CD34+細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ 】
濃 度 10μ M未 満 、 好 ま し く は 1μ M未 満 で 、 肥 満 細 胞 の 特 異 的 な 枯 渇 が 可 能 で あ る 化 合 物 が
選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
E/S比 、 1/1000か ら 1/5の 範 囲 を 示 す 化 合 物 が 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
細 胞 死 ア ッ セ イ 法 が 、 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 、 細 胞 生 存 度 ア ッ セ イ 法 、 お よ び ／ ま た は ア ポ
ト ー シ ス ア ッ セ イ 法 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
細 胞 死 の 程 度 が 、 3Hチ ミ ジ ン 取 込 み 、 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 能 法 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム の 使
用 、 ま た は 5 1 Cr放 出 ア ッ セ イ 法 に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ 】
細 胞 死 の 程 度 が 、 好 ま し く は 蛍 光 カ ル セ イ ン お よ び エ チ ジ ウ ム ホ モ ダ イ マ ー 1を 使 用 す る
、 細 胞 内 エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 試 験 、 お よ び 形 質 膜 完 全 性 試 験 に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 1～ 6
の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
細 胞 死 の 程 度 が 、 DiOC 1 8 お よ び ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム を 使 用 す る 生 細 胞 と 死 細 胞 の 間 の 識 別
に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
細 胞 死 の 程 度 が 、 蛍 光 顕 微 鏡 、 蛍 光 光 度 計 、 蛍 光 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー 、 ま た は フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い る 、 細 胞 生 存 度 お よ び 細 胞 毒 性 の 蛍 光 光 度 ア ッ セ イ 法 に よ り 測 定
さ れ る 、 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
IL-3依 存 性 細 胞 で あ る 肥 満 細 胞 が 、 IL-3を 0.5～ 10ng/ml、 好 ま し く は 1～ 5ng/mlを 構 成 す
る 濃 度 で 含 有 す る 培 養 培 地 に お い て 培 養 さ れ る 、 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
試 験 さ れ る 化 合 物 が 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば Akt、 c-Cbl、 CRKL、 Doc
、 p125 Fak、 Fyn、 Grap、 Jak2、 Lyn、 MAPK、 MATK、 PI3-K、 PLC-γ 、 Raf1、 Ras、 SHP-1、 S
HP2(Syp)、 Tec、 Vav、 お よ び Flt-3か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1
項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 化 合 物 が 、 イ ン ド リ ノ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体 、 ピ ロ ロ ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体 、 キ ナ ゾ リ ン
誘 導 体 、 キ ノ キ サ リ ン 誘 導 体 、 ピ ラ ゾ ー ル 誘 導 体 、 ビ ス 単 環 式 、 二 環 式 ま た は ヘ テ ロ 環 式
ア リ ー ル 化 合 物 、 ビ ニ レ ン -ア ザ イ ン ド ー ル 誘 導 体 お よ び ピ リ ジ ル -キ ノ ロ ン 誘 導 体 、 ス チ
リ ル 化 合 物 、 ス チ リ ル 置 換 さ れ た ピ リ ジ ル 化 合 物 、 セ レ オ イ ン ド ー ル 、 セ レ ニ ド 、 三 環 式
ポ リ ヒ ド ロ キ シ 化 合 物 、 な ら び に ベ ン ジ ル ホ ス ホ ン 酸 化 合 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1項 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
肥 満 細 胞 を 枯 渇 す る こ と が 可 能 で あ り 、 他 の 造 血 細 胞 に 対 す る 重 大 な 毒 性 を 有 さ ず 、 好 ま
し く は E/S比 1/1000～ 1/5の 範 囲 を 有 す る 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 に よ り 入
手 可 能 な 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
医 薬 品 製 造 の た め の 、 請 求 項 15記 載 の 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 1～ 14の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 に よ り 入 手 可 能 な 化 合 物 を 、 そ の よ う な 治 療 を 必 要
と す る 哺 乳 類 へ 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 骨 量 減 少 、 腫 瘍
血 管 新 生 、 炎 症 疾 患 、 炎 症 性 腸 疾 患 (IBD)、 間 質 性 膀 胱 炎 、 肥 満 細 胞 症 、 感 染 症 、 お よ び C
NS障 害 か ら 選 択 さ れ た 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 1～ 14の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 に よ り 入 手 可 能 な 化 合 物 を 、 そ の よ う な 治 療 を 必 要
と す る ヒ ト へ 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 毛 髪 生 長 お よ び 毛 髪 色 の 回 復 を 促 進 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
多 発 性 硬 化 症 、 乾 癬 、 腸 炎 症 疾 患 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ お よ び
多 発 性 関 節 炎 、 限 局 性 お よ び 全 身 性 強 皮 症 、 全 身 性 エ リ ス マ ト ー デ ス 、 円 板 状 エ リ ス マ ト
ー デ ス 、 皮 膚 エ リ ス マ ト ー デ ス 、 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 結 節 性 汎
動 脈 炎 、 自 己 免 疫 性 腸 疾 患 、 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 脈 管 炎 、 活 動 性 慢 性 肝 炎 、 お よ び 慢 性 疲
労 症 候 群 を 治 療 す る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
腎 臓 、 膵 臓 、 肝 臓 、 心 臓 、 肺 、 お よ び 骨 髄 を 含 む 、 任 意 の 臓 器 移 植 に お け る 移 植 片 -対 -宿
主 疾 患 ま た は 移 植 片 拒 絶 反 応 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
ア フ タ 性 潰 瘍 の よ う な 表 皮 下 水 疱 形 成 障 害 、 な ら び に 天 疱 瘡 、 水 疱 性 類 天 疱 瘡 、 お よ び 瘢
痕 性 類 天 疱 瘡 な ど の よ う な い く つ か の 水 疱 性 疾 患 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
好 ま し く は ダ プ ソ ン 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 、 プ ロ ピ オ ニ ル エ リ ス ロ マ イ シ
ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 ト ブ ラ マ イ シ ン 、 お よ び メ ク ロ サ イ ク リ ン か ら 選 択
さ れ た 、 少 な く と も 1種 の 抗 生 物 質 を さ ら に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 副 鼻 腔 炎 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 症 候 群 、 じ ん ま 疹 、
血 管 性 水 腫 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 接 触 皮 膚 炎 、 結 節 性 紅 斑 、 多 形 性 紅 斑 、 皮
膚 壊 死 性 細 静 脈 炎 、 昆 虫 の 咬 傷 に よ る 皮 膚 炎 症 、 お よ び 吸 血 寄 生 生 物 外 寄 生 を 治 療 す る た
め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
特 に イ ヌ お よ び ネ コ に お け る 、 皮 膚 ア レ ル ギ ー 性 障 害 、 例 え ば じ ん ま 疹 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚
炎 、 ア レ ル ギ ー 性 接 触 皮 膚 炎 、 結 節 性 紅 斑 、 多 形 性 紅 斑 、 皮 膚 壊 死 性 細 静 脈 炎 、 昆 虫 の 咬
傷 に よ る 皮 膚 炎 症 、 お よ び 吸 血 寄 生 生 物 外 寄 生 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
化 合 物 が 、 患 者 の 気 道 、 鼻 腔 内 の 標 的 領 域 へ エ ア ロ ゾ ル 処 方 で ま た は 局 所 的 処 方 で 投 与 さ
れ る 、 請 求 項 23ま た は 24項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
ヒ ト に お け る 腫 瘍 血 管 新 生 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
肥 満 細 胞 症 、 色 素 性 じ ん ま 疹 を 含 む 顕 著 な 皮 膚 肥 満 細 胞 症 、 び ま ん 性 皮 膚 肥 満 細 胞 症 、 単
発 性 肥 満 細 胞 種 お よ び 水 疱 、 紅 斑 性 お よ び 末 梢 血 管 拡 張 性 肥 満 細 胞 症 に 関 連 し た ヒ ト に お
け る 皮 膚 疾 患 を 治 療 す る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
肥 満 細 胞 性 白 血 病 を 含 む IV型 肥 満 細 胞 症 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
イ ヌ の 肥 満 細 胞 腫 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
ク ロ ー ン 病 、 粘 膜 炎 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 お よ び 壊 死 性 腸 炎 の よ う な 、 炎 症 性 腸 疾 患 (IBD)を
治 療 す る た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
ヒ ト に お け る 間 質 性 膀 胱 炎 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
哺 乳 類 、 特 に ヒ ト に お け る 細 菌 感 染 症 を 治 療 す る た め の 、 好 ま し く は 再 発 性 細 菌 感 染 症 、
細 菌 性 膀 胱 炎 の よ う な 無 症 候 期 間 後 に 再 発 す る 感 染 症 の 治 療 の た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方
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法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
大 腸 菌 、 肺 炎 桿 菌 、 セ ラ チ ア ・ マ ル チ セ ン ス 、 シ ト ロ バ ク タ ー ・ フ ロ イ ン デ ィ ー 、 お よ び
ネ ズ ミ チ フ ス 菌 を 含 む 、 グ ラ ム 陰 性 腸 内 細 菌 の よ う な 、 FimH発 現 性 細 菌 感 染 症 を 治 療 す る
た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
バ シ ト ラ シ ン 、 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 、 ペ ニ シ リ ン 、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、
ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 お よ び エ リ ス ロ マ イ シ ン の よ う な マ ク ロ ラ イ ド 系 抗 生 物 質 ； フ ル オ
ロ キ ノ ロ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 、 お よ び ト リ メ ト プ リ ム か ら 選 択 さ れ た
、 少 な く と も 1種 の 抗 生 物 質 を さ ら に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 29ま た は 30記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
閉 経 後 骨 粗 鬆 症 、 老 人 性 骨 粗 鬆 症 、 お よ び 糖 質 コ ル チ コ イ ド が 誘 発 し た 骨 粗 鬆 症 を 含 む 骨
粗 鬆 症 、 嚢 胞 性 線 維 性 骨 炎 、 腎 性 骨 形 成 異 常 症 、 骨 硬 化 症 、 骨 減 少 症 、 骨 軟 化 症 、 骨 線 維
形 成 性 不 全 症 、 お よ び ペ ー ジ ェ ッ ト 病 の よ う な 骨 量 減 少 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 17記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 結 膜 炎 、 リ ウ マ チ 様 脊 椎 炎 、 変 形 性 関 節 症 、 痛 風 性 関 節 炎 、 多 発 性 関
節 炎 、 お よ び 他 の 関 節 炎 的 状 態 の よ う な 炎 症 疾 患 に 加 え 、 こ れ ら の 炎 症 疾 患 に 関 連 し た 疼
痛 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 肥 満 細 胞 を 枯 渇 す る こ と が 可 能 で あ る 化 合 物 を 同 定 お よ び 選 択 す る こ と を 可 能
に す る ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ り 、 こ こ で そ の 化 合 物 は 、 肥 満 細 胞 で は な い 他 の 造 血 細 胞 ま
た は 関 連 し た 細 胞 も し く は 細 胞 株 、 例 え ば SCF非 依 存 性 の 増 殖 さ れ た ヒ ト 正 常 CD34+細 胞 な
ど に 重 大 な 毒 性 を 示 さ な い 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
肥 満 細 胞 (MC)は 、 CD34、 c-kitお よ び CD13抗 原 を 発 現 し て い る 造 血 幹 細 胞 の 特 定 の サ ブ セ
ッ ト に 由 来 し た 組 織 要 素 で あ る (Kirshenbaumら 、 Blood、 94:2333-2342(1999)； お よ び 、 I
shizakaら 、 Curr Opin Immunol.、 5:937-43(1993))。 未 熟 な MC前 駆 細 胞 は 、 血 流 中 を 循 環
し 、 組 織 に お い て 分 化 す る 。 こ れ ら の 分 化 お よ び 増 殖 過 程 は 、 サ イ ト カ イ ン の 影 響 下 に あ
り 、 そ の 中 で 最 も 重 要 な も の は 幹 細 胞 因 子 (SCF)で あ り 、 そ の 受 容 体 は c-kitで あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
肥 満 細 胞 は 、 関 連 す る 組 織 の 配 置 お よ び 構 造 の み で は な く 、 機 能 的 お よ び 組 織 化 学 的 レ ベ
ル で の 、 そ れ ら の 不 均 一 性 に よ り 特 徴 付 け ら れ る (Aldenborgお よ び Enerback.、 Histochem
. J.、 26:587-96(1994)； Braddingら 、 J Immunol.、 155:297-307(1995)； Iraniら 、 J. Im
munol.、 147:247-53(1991)； Millerら 、 Curr Opin Immunol.、 1:637-42(1989)； お よ び 、
Welleら 、 J. Leukoc Biol.、 61:233-45(1997))。 実 際 、 少 な く と も 3種 の 異 な る 肥 満 細 胞
亜 型 が ヒ ト に お い て 存 在 し 、 こ れ ら は 、 そ れ ら の 形 態 学 的 外 観 、 そ れ ら の 組 織 配 置 、 そ れ
ら の 生 化 学 的 含 有 物 、 お よ び 様 々 な 化 合 物 に 対 す る そ れ ら の 反 応 性 が 異 な る 。 こ れ ら 3種
の 異 な る 肥 満 細 胞 亜 型 は 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ 含 量 に よ り 区 別 さ れ る 。 ト リ プ タ ー ゼ (T)の み
を 含 有 す る 肥 満 細 胞 は MCTと 称 さ れ る 一 方 で 、 ト リ プ タ ー ゼ お よ び キ マ ー ゼ (C)を 含 有 す る
MCは MCTCと し て 知 ら れ て い る 。 加 え て 、 少 数 の 肥 満 細 胞 は 、 キ マ ー ゼ の み を 発 現 し 、 ト リ
プ タ ー ゼ は 発 現 せ ず 、 MCCと 称 さ れ る (Liら 、 J. Immunol.、 156:4839-44(1996))。 そ れ ら
の 機 能 に 関 し て 、 既 に か な り 研 究 さ れ た 即 時 型 過 敏 症 に 関 連 し た 細 胞 と し て の そ れ ら の 役
割 に 加 え 、 最 近 の 研 究 は 、 肥 満 細 胞 は 抗 原 提 示 細 胞 と し て 、 お よ び 生 物 の 抗 炎 症 性 防 御 に
高 度 に 関 連 し た 要 素 と し て の 、 ふ た つ の 主 要 な 生 理 的 特 性 を 有 す る こ と を 示 す こ と が で き
た (Abrahamお よ び Arock、 Semin Immunol.、 10:373-381(1998)； Arockお よ び Abraham、 Inf
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ection Immunity、 66:6030-4(1998)； Galliら 、 Curr Opin Immunol.、 11:53-59(1999))。
【 ０ ０ ０ ４ 】
よ り 最 近 に な っ て 、 本 出 願 人 は 、 肥 満 細 胞 は 、 こ れ ま で 考 え ら れ て い た も の よ り も 遙 か に
大 き く 広 が る 多 く の 病 理 に 関 連 し て い る こ と を 発 見 し た 。 こ れ に 関 し 、 本 出 願 人 は 、 米 国
特 許 第 60/301,408号 、 第 60/601,409号 、 第 60/301,411号 、 第 60/301,407号 、 第 60/301,406
号 、 第 60/323,312号 、 第 60/301,410号 、 第 60/323,315号 、 第 60/301,405号 、 第 60/601,409
号 、 お よ び 第 60/301,404号 を 出 願 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
患 者 の 組 織 に 存 在 す る 肥 満 細 胞 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 腫 瘍 血 管 新 生 、 炎
症 疾 患 、 多 発 性 関 節 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 (IBD)、 お よ び 間 質 性 膀 胱 炎 の よ う な 疾 患 の 発 生 に
関 連 ま た は そ の 原 因 と な っ て い る こ と が 発 見 さ れ た 。 こ れ ら の 疾 患 全 て に お い て 、 肥 満 細
胞 が 、 様 々 な プ ロ テ ア ー ゼ お よ び メ デ ィ エ ー タ ー 類 (例 え ば ヒ ス タ ミ ン 、 プ ロ テ オ グ リ カ
ン 、 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ )、 脂 質 由 来 の メ デ ィ エ ー タ ー 類 (プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 ト ロ ン ボ キ
サ ン 、 お よ び ロ イ コ ト リ エ ン )、 な ら び に 様 々 な サ イ ト カ イ ン 類 (IL-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4
、 IL-5、 IL-6、 IL-8、 TNF-α 、 GM-CSF、 MIP-1a、 MlP-1b、 MIP-2、 お よ び IFN-γ )の カ ク テ
ル の 放 出 に よ り 組 織 破 壊 に 参 画 し て い る こ と は 自 明 の こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
こ の よ う な 理 由 で 、 こ れ ら の 疾 患 に 寄 与 す る 肥 満 細 胞 を 枯 渇 す る た め に c-kitを 標 的 と す
る こ と が 提 唱 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 非 常 に 有 望 で あ る が 、 本 出 願 人 は 更 に 特 異 的 に 肥 満
細 胞 を 枯 渇 す る こ と を 進 め 、 か つ こ こ で 提 唱 し て い る 。 実 際 c-kitは 、 他 の 造 血 細 胞 ま た
は 非 造 血 細 胞 に お い て も 発 現 さ れ て い る 。 肥 満 細 胞 枯 渇 に 関 す る 特 異 性 を 増 強 す る こ と は
非 常 に 興 味 深 く 、 前 記 疾 患 治 療 の 新 規 経 路 を 開 く こ と が で き る で あ ろ う 。 こ れ は 例 え ば 、
自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 に つ い て 例 証 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 に お い て 、 免 疫 抑 制 剤 の
み が 相 対 的 な 効 能 を 示 し て い る が 、 こ れ ら は 患 者 の 全 身 の 健 康 を 危 険 に 曝 し 、 い く つ か の
症 例 に お い て は 高 い 死 亡 率 に 関 連 し て い る 大 き な 副 作 用 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 明 細 書 で 以 下 に 定 義 さ れ た 方 法 は 、 前 記 疾 患 の 中 心 に あ る 非 常 に 特 異 的 な 免 疫 系 の 亜 成
分 で あ る 肥 満 細 胞 を 標 的 と す る が 、 患 者 の 全 身 の 健 康 に 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 排 泄 さ れ 得
る の で 、 当 技 術 分 野 に お い て 提 唱 さ れ て い る も の と 比 べ て テ ー ラ ー メ ー ド 治 療 を 提 供 す る
こ と が で き る で あ ろ う 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】

従 っ て 本 発 明 は 、 肥 満 細 胞 を 枯 渇 す る こ と が 可 能 で あ る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 目 的 と し
、 こ こ で こ の 化 合 物 は 、 肥 満 細 胞 で は な い 他 の 造 血 細 胞 ま た は 関 連 し た 細 胞 も し く は 細 胞
株 ま た は そ れ ら に 由 来 し た 細 胞 株 、 例 え ば SCF非 依 存 性 の 増 殖 さ れ た ヒ ト 正 常 CD34+細 胞 な
ど に と っ て 無 毒 で あ り ：
a)肥 満 細 胞 を イ ン ビ ト ロ に お い て 適 当 な 培 養 培 地 内 で 培 養 す る 工 程 ；
b)そ の 培 養 培 地 に 少 な く と も 1種 の 試 験 さ れ る 候 補 化 合 物 を 添 加 し 、 細 胞 を 延 長 さ れ た 期
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 工 程 ；
c)化 合 物 が 肥 満 細 胞 の 死 ま た は 破 壊 を 促 進 し 、 肥 満 細 胞 増 殖 を 妨 害 ま た は 阻 害 す る 程 度 を
測 定 し 、 な ら び に 肥 満 細 胞 の 枯 渇 が 観 察 さ れ た 化 合 物 を 選 択 す る 工 程 ；
d)肥 満 細 胞 で は な い 他 の 造 血 細 胞 ま た は 関 連 し た 細 胞 も し く は 細 胞 株 ま た は そ れ ら に 由 来
し た 細 胞 株 、 例 え ば SCF非 依 存 性 の 増 殖 さ れ た ヒ ト 正 常 CD34+細 胞 な ど か ら 選 択 さ れ た 細 胞
の 有 意 な 死 を 促 進 す る こ と が で き な い 、 工 程 c)に お い て 選 択 さ れ た 化 合 物 の サ ブ セ ッ ト を
同 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
別 の 表 現 を す る と 、 本 発 明 は 、 肥 満 細 胞 を 枯 渇 す る こ と が 可 能 で あ る 化 合 物 を 同 定 す る 方
法 で あ り 、 こ こ で そ の 化 合 物 は 肥 満 細 胞 で は な い 他 の 造 血 細 胞 ま た は 関 連 し た 細 胞 も し く
は 細 胞 株 ま た は そ れ ら に 由 来 し た 細 胞 株 、 例 え ば SCF非 依 存 性 の 増 殖 さ れ た ヒ ト 正 常 CD34+
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細 胞 な ど に と っ て 無 毒 で あ り ：
a)肥 満 細 胞 の 培 養 物 を 提 供 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 肥 満 細 胞 は 、 野 生 型 肥 満 細 胞 お よ び そ
れ ら に 由 来 し た 細 胞 株 、 活 性 化 さ れ た 突 然 変 異 体 肥 満 細 胞 株 、 な ら び に 活 性 化 さ れ た 野 生
型 肥 満 細 胞 お よ び そ れ ら に 由 来 し た 細 胞 株 か ら 選 択 さ れ る 工 程 ；
b)細 胞 の 培 養 物 を 、 少 な く と も 1種 の 候 補 化 合 物 と 、 肥 満 細 胞 の 増 殖 お よ び ／ ま た は 生 存
を 許 す 条 件 下 で 接 触 し 、 候 補 化 合 物 存 在 下 で の 細 胞 死 の レ ベ ル を 測 定 し ； な ら び に 、 候 補
化 合 物 存 在 下 で の 細 胞 死 レ ベ ル を 、 候 補 化 合 物 非 存 在 下 で の 細 胞 死 レ ベ ル と 比 較 し 、 こ こ
で 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の 細 胞 死 レ ベ ル の 増 加 が 、 候 補 化 合 物 の 肥 満 細 胞 枯 渇 能 の 指 標 で
あ る 工 程 ；
c)肥 満 細 胞 以 外 の 少 な く と も 1種 の 細 胞 の 培 養 物 を 提 供 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で そ の 細 胞
は 、 肥 満 細 胞 で は な い 造 血 細 胞 ま た は 関 連 し た 細 胞 も し く は 細 胞 株 ま た は そ れ ら に 由 来 し
た 細 胞 株 、 例 え ば SCF非 依 存 性 の 増 殖 さ れ た ヒ ト 正 常 CD34+細 胞 な ど か ら 選 択 さ れ る 工 程 ；
d)細 胞 の 培 養 物 を 、 工 程 b)で 同 定 さ れ た 少 な く と も 1種 の 化 合 物 と 、 工 程 c)で 説 明 さ れ た
細 胞 の 増 殖 お よ び ／ ま た は 生 存 を 許 す 条 件 下 で 接 触 し 、 そ の 化 合 物 存 在 下 で の 細 胞 死 の レ
ベ ル を 測 定 し ； な ら び に 、 化 合 物 存 在 下 で の 細 胞 死 レ ベ ル を 、 化 合 物 非 存 在 下 で の 細 胞 死
レ ベ ル と 比 較 し 、 こ こ で こ の 化 合 物 存 在 下 で の 細 胞 死 レ ベ ル に 有 意 な 増 加 が な い こ と は 、
こ の 化 合 物 の 少 な く と も 他 の 造 血 細 胞 に 対 す る 肥 満 細 胞 枯 渇 特 異 性 の 指 標 で あ る 工 程 を 含
む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
前 記 方 法 の 枠 内 で 使 用 す る こ と が で き る 肥 満 細 胞 の 中 で も 、 本 発 明 者 ら は 以 下 の も の を 挙
げ る こ と が で き る ：
SCF依 存 性 細 胞 ：
a)ヒ ト 臍 帯 血 か ら 得 ら れ た 血 液 を 起 源 と す る 細 胞 。 こ れ に 関 し て 、 臍 帯 血 由 来 の ヘ パ リ ン
処 理 し た 血 液 は 、 Ficoll勾 配 上 で 遠 心 さ れ 、 他 の 血 液 成 分 か ら 単 核 細 胞 が 単 離 さ れ る 。 次
に CD34+前 駆 細 胞 は 、 前 述 の 単 離 さ れ た 細 胞 か ら 免 疫 磁 気 選 択 シ ス テ ム MACS(Miltenyi bio
tech社 )を 用 い て 精 製 さ れ る 。 そ の 後 CD34+細 胞 は 、 培 地 MCCM(L-グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン
、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 5x10 - 5 Mβ -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 20％ ウ シ 胎 仔 血 清 、 1％ ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び 、 100ng/ml組 換 え ヒ ト SCFを 補 充 し た α -MEM)に お い て 、 濃 度 10 5 個
細 胞 /ml、 37℃ 、 5％ CO 2 大 気 中 で 、 培 養 さ れ る 。 培 地 は 、 5か ら 7日 毎 に 交 換 さ れ る 。 こ の
培 養 物 中 に 存 在 す る 肥 満 細 胞 の 割 合 は 、 May-Grunwalギ ム サ ま た は ト ル イ ジ ン ブ ル ー 染 色
を 用 い 、 毎 週 評 価 さ れ る 。 抗 ト リ プ タ ー ゼ 抗 体 も 、 培 養 物 中 の 肥 満 細 胞 検 出 に 使 用 す る こ
と が で き る 。 10週 間 培 養 し た 後 、 純 粋 な 肥 満 細 胞 の 細 胞 集 団 (＞ 98％ )が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
b)a)に お い て 得 ら れ る 細 胞 由 来 の 細 胞 株 。 常 法 を 用 い 、 前 述 の よ う に 確 立 さ れ た 細 胞 株 を
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る た め に c-kitを 発 現 し て い る ベ ク タ ー を 調 製 す る こ と は 可 能 で
あ る 。 ヒ ト c-kitの cDNAは 、 Yardenら の 論 文 に 説 明 さ れ て い る (EMBO J.、 6(II):3341-3351
(1987))(同 じ く 配 列 番 号 :1参 照 の こ と )。 c-kitの コ ー ド 部 分 (3000bp)は 、 下 記 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 用 い て PCRに よ り 増 幅 さ れ 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ る ：
　
　
　
　
こ れ ら の PCR産 物 は 、 NotIお よ び XhoIで 消 化 さ れ 、 T4リ ガ ー ゼ を 用 い pFlag-CMVベ ク タ ー (S
IGMA社 )へ 挿 入 さ れ る が 、 こ の ベ ク タ ー は NotIお よ び XhoIに よ り 消 化 さ れ な ら び に CIP(Bio
labs社 )を 用 い て 脱 リ ン 酸 化 さ れ て い る 。 こ の pFlag-CMV-c-kitを 用 い 、 細 菌 ク ロ ー ン XL1-
blueが 形 質 転 換 さ れ る 。 ク ロ ー ン の 形 質 転 換 は 、 下 記 プ ラ イ マ ー に よ り 証 明 さ れ る ：
　
　
　
当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 慣 習 的 か つ 一 般 的 手 法 に よ り 、 関 連 カ セ ッ ト を 用 い て 位 置 指 定
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突 然 変 異 誘 発 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
ベ ク タ ー Migr-1(ABC社 )を 、 成 熟 肥 満 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 使 用 す る た め の レ ト
ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 構 築 の た め の 基 本 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 IR
ESの 3'末 端 に GFPを コ ー ド し て い る 配 列 を 含 む の で 都 合 が よ い 。 こ れ ら の 特 徴 は 、 フ ル オ
ロ サ イ ト メ ー タ ー に よ る 直 接 分 析 を 用 い 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 の 選 択 を 可 能 に
す る 。 前 述 の よ う に 、 c-kit cDNAの N-末 端 は 、 内 因 性 c-kitか ら 異 種 を 識 別 す る の に 有 用
で あ る Flag配 列 を 導 入 す る た め に 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
c)肥 満 細 胞 株 ：
野 生 型 ま た は 突 然 変 異 型 c-kitを 発 現 し て い る (傍 細 胞 膜 お よ び 触 媒 部 位 )BaF3マ ウ ス 細 胞
は 、 Kitayamaら (Blood、 88:995-1004(1996))お よ び Tsujimuraら (Blood、 93:1319-1329(19
99))の 論 文 に 説 明 さ れ て い る 。 こ の 細 胞 株 は 、 ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 L-グ ル
タ ミ ン 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 (FBS)、 お よ び IL-3を 補 充 し た 、 RPMI 1640培 地 に お い て 増 殖 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
c-kit野 生 型 ま た は c-kit D 8 1 4 Y の い ず れ か を 発 現 し て い る IC-2マ ウ ス 細 胞 は 、 Piaoら の 論
文 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 93:14665-14669(1996))に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
d)IL-3非 依 存 性 細 胞 株 は 以 下 で あ る ：
HMC-1は 、 肥 満 細 胞 性 白 血 病 患 者 由 来 の 因 子 非 依 存 性 細 胞 株 で あ り 、 構 成 的 キ ナ ー ゼ 活 性
を 有 す る 傍 細 胞 膜 突 然 変 異 体 c-kitポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る (Furitsu Tら 、 J. Clin. 
Invest.、 92:1736-1744(1993)； Butterfieldら 、 「 Establishment of an immature mast 
cell line from a patient with mast cell leukemia」 、 Leuk Res.、 12:345-355(1988)
； お よ び 、 Nagataら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA.、 92:10560-10564(1995))。
【 ０ ０ １ ６ 】
P815細 胞 株 (814位 で c-kit突 然 変 異 を 天 然 に 発 現 し て い る 肥 満 細 胞 腫 )は 、 Tsujimuraら の
論 文 (Blood、 83:2619-2626(1994))に 説 明 さ れ て い る 。 こ の 細 胞 株 は 、 ATCCか ら 寄 託 番 号

で 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
e)ATCCか ら 入 手 可 能 な そ の 他 の 肥 満 細 胞 株 ：
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ８ 】
従 っ て 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 前 述 の 方 法 に 関 し 、 こ こ で 肥 満 細 胞 は 単 離 さ れ た
肥 満 細 胞 お よ び そ れ ら 由 来 の 細 胞 株 、 BaF3、 IC-2マ ウ ス 細 胞 、 HMC-1、 ATCC寄 託 番 号  

で 入 手 可 能 な P815、 ATCC寄 託 番 号 で 入 手 可 能 な 10P2、 ATCC寄 託 番 号 で
入 手 可 能 な 10P12、 ATCC寄 託 番 号 で 入 手 可 能 な 11P0-1、 な ら び に そ れ ら 由 来 の 細
胞 株 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
加 え て 、 本 発 明 の 方 法 に 関 連 し て 、 肥 満 細 胞 は 、 MCC、 MCTC、 MCTか ら 選 択 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 肥 満 細 胞 で は な い 造 血 細 胞 ま た は 関 連 し た 細 胞 も し く は 細 胞
株 は 、 下 記 か ら な る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る ：
ヒ ト Tリ ン パ 球 Jurkat細 胞 株 (ATCC番 号 お よ び そ れ ら 由 来 の 細 胞 株 )、
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ヒ ト Bリ ン パ 球 Daudiま た は Raji細 胞 株 (各 々 、 ATCC番 号 お よ び な ら び に そ れ
ら 由 来 の 細 胞 株 )、
ヒ ト 単 球 U937細 胞 株 (ATCC番 号 )、 お よ び
ヒ ト HL-60細 胞 株 (ATCC番 号 )、 そ れ ら 由 来 の 細 胞 株 (ATCC番 号 お よ び
)。

【 ０ ０ ２ １ 】
先 に 説 明 し た よ う に 、 本 方 法 は 、 こ れ ら の 造 血 細 胞 の 1種 ま た は 数 種 の い ず れ か で 行 う こ
と が で き る 。 好 ま し い 化 合 物 は 、 そ の 他 の 造 血 細 胞 に 対 す る 肥 満 細 胞 に 関 し て 最 大 の 効 能
お よ び 特 異 性 を 明 ら か に す る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
更 に 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 対 照 細 胞 は 、 SCF以 外 の サ イ ト カ イ ン カ ク テ ル を 含 有 す
る 培 養 培 地 に お い て 増 殖 さ れ た 正 常 ヒ ト CD34+細 胞 か ら 選 択 さ れ る 。 好 ま し い 化 合 物 は 、
こ れ ら の SCF非 依 存 性 CD34+細 胞 に 対 す る 肥 満 細 胞 に 関 し て 最 大 の 効 能 お よ び 特 異 性 を 明 ら
か に す る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
効 能 に 関 し て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 濃 度 10μ M未 満 、 好 ま し く は 5、 4、 2ま た は 1μ M未 満 で
、 そ れ ら の 肥 満 細 胞 枯 渇 能 に つ い て 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
最 良 の 化 合 物 は 、 先 に 示 し た 化 合 物 の サ ブ セ ッ ト で あ り 、 こ れ は 、 濃 度 範 囲 1、 2、 3、 4、
5μ Mか ら 10μ Mで は 、 肥 満 細 胞 以 外 の 造 血 細 胞 の 生 存 度 に は 有 意 に 影 響 し な い 。 本 発 明 は
、 こ れ ら の 化 合 物 の 中 で も 濃 度 範 囲 10～ 15μ M、 15～ 20μ M、 ま た は 20～ 40μ Mで 、 生 存 力
の 喪 失 が な い 化 合 物 を 特 に 指 定 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
効 能 ／ 選 択 性 の 比 は 、 下 記 式 を 用 い 、 前 述 の デ ー タ で 説 明 す る こ と が で き る ：
E/S比 ＝ 肥 満 細 胞 の IC50／ 肥 満 細 胞 以 外 の 造 血 細 胞 の IC50
【 ０ ０ ２ ６ 】
最 良 の 化 合 物 は 、 最 低 の E/S比 を 示 す 化 合 物 で あ り 、 例 え ば E/S比 が 1/1000か ら 1/5、 1/100
0か ら 1/100、 1/100か ら 1/50、 1/100か ら 1/10、 1/50か ら 1/10、 1/25か ら 1/10、 ま た は 1/20
か ら 1/5の 範 囲 の 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
細 胞 死 ア ッ セ イ 法 は 、 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 、 細 胞 生 存 度 ア ッ セ イ 法 お よ び ／ ま た は ア ポ ト
ー シ ス ア ッ セ イ 法 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
例 え ば 、 細 胞 死 の 程 度 は 、 3Hチ ミ ジ ン 取 込 み 、 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 能 法 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ
ウ ム の 使 用 、 ま た は 5 1 Cr-放 出 ア ッ セ イ 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
あ る い は 、 細 胞 死 の 程 度 は 、 好 ま し く は 蛍 光 カ ル セ イ ン お よ び エ チ ジ ウ ム ホ モ ダ イ マ ー 1
を 使 用 し 、 細 胞 内 エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 試 験 、 お よ び 形 質 膜 完 全 性 試 験 に よ り 決 定 さ れ る 。 こ
れ ら の 試 験 は 、 J. Neurosci、 15:5389(1995)、 J. Cell Sci.、 106:685(1993)に 説 明 さ れ
て い る 。 詳 細 な プ ロ ト コ ー ル は 、 Molecular Probes社 カ タ ロ グ 製 品 番 号 L-3224(Live/Dead
(登 録 商 標 )キ ッ ト )に 説 明 さ れ て お り 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
基 本 的 に 、 カ ル セ イ ン AMは 、 細 胞 -透 過 性 エ ス テ ラ ー ゼ 基 質 で あ り 、 こ れ は 酵 素 活 性 に よ
り 高 度 に 蛍 光 性 の カ ル セ イ ン に 転 換 さ れ る ま で は 非 蛍 光 性 で あ る 。 こ れ は 、 強 い 緑 色 蛍 光
を 発 し て い る 生 細 胞 内 に 維 持 さ れ 続 け る 。 エ チ ジ ウ ム ホ モ ダ イ マ ー 1蛍 光 は 、 核 酸 結 合 時
に 増 強 さ れ る 。 明 る い 赤 色 蛍 光 が 放 出 さ れ る 。 こ の 色 素 は 無 傷 の 形 質 膜 を 通 過 す る こ と は
で き な い が 、 死 細 胞 の 中 に は 侵 入 す る 。 従 っ て 生 細 胞 は 緑 色 で あ る が 、 死 細 胞 は 赤 色 蛍 光
を 放 出 す る 。 こ の 技 術 を CDDカ メ ラ お よ び プ レ ー ト リ ー ダ ー と 組 合 せ る こ と で 、 ハ イ ス ル
ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に つ な が る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
別 の 態 様 に お い て 、 細 胞 死 の 程 度 は 、 DiOC 1 8 お よ び ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム を 用 い 、 生 細 胞 と
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死 細 胞 の 間 の 識 別 に よ り 決 定 さ れ る 。 プ ロ ト コ ー ル は 、 Molecular Probes社 カ タ ロ グ 製 品
番 号 L-7010(Live/Dead(登 録 商 標 )キ ッ ト )に 詳 細 に 説 明 さ れ て お り 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参
照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
更 に 別 の 態 様 に お い て 、 細 胞 死 は カ ス パ ー ゼ 活 性 試 験 を 用 い 決 定 す る こ と が で き る 。 カ ス
パ ー ゼ は 、 ア ポ ト ー シ ス 活 性 化 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 Molecular probe社 キ ッ ト E
-13183(EnzCheckカ ス パ ー ゼ -3ア ッ セ イ キ ッ ト (登 録 商 標 )、 Molecular Probe社 )は 、 特 に J
urkat細 胞 の 試 験 に 有 用 で あ る 。 ホ ス フ ァ チ ジ ル 曝 露 も こ れ に 関 し て 使 用 す る こ と が で き
る 。 こ の 方 法 は 、 Dan Sら の 論 文 「 Selctive induction of apoptosis in Philadelphia c
hromosome-positive chronic myelogenous leukemia cells by an inhibitor of BCR-ABL
 tyrosine kinase CGP 57148」 (Cell Death Differ.、 5:710-715(1998))に お い て 使 用 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
更 に 別 の 態 様 に お い て 、 細 胞 死 は HL-60細 胞 の 指 示 薬 と し て 有 用 で あ る こ と が 説 明 さ れ て
い る 、 Molecular Probe社 の JC-1ま た は JC-9カ チ オ ン 性 色 素 を 用 い る 、 ミ ト コ ン ド リ ア 膜
脱 分 極 試 験 を 用 い 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 に つ い て は 、 MTSテ ト ラ ゾ リ ウ ム (Cell Titer96 Aqueous； Promega社
、 マ ジ ソ ン 、 WI)を 用 い 行 う こ と が で き る 。 こ の 試 験 は 、 生 細 胞 数 を 測 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
前 述 の 全 て の 細 胞 死 試 験 に お い て 、 本 発 明 は 、 蛍 光 顕 微 鏡 、 蛍 光 光 度 計 、 蛍 光 マ イ ク ロ プ
レ ー ト リ ー ダ ー 、 お よ び ／ ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い る 、 細 胞 生 存 度 お よ び 細 胞
毒 性 の 蛍 光 光 度 ア ッ セ イ 法 を 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
更 に 本 出 願 人 は 、 先 に 出 願 し た 米 国 特 許 第 60/301,404号 に お い て 、 c-kitは 肥 満 細 胞 枯 渇
に 関 す る 関 心 対 象 の 標 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 こ こ で は 、 こ の 受 容 体 の 下 流 の シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 の イ ン ヒ ビ タ ー を 試 験 す る こ と が よ り 詳 細 に 提 唱 さ れ て い る 。 実 際 、 シ グ ナ ル
伝 達 に 関 連 し て い る 全 て の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 中 で 、 そ れ ら の 1種 ま た は 数 種 が 、 肥 満 細
胞 で は な い 他 の 造 血 細 胞 に 対 す る 肥 満 細 胞 に つ い て よ り 特 異 的 で あ る か ま た は ア ッ プ レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
こ れ に 関 し て 、 試 験 さ れ る 化 合 物 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば Akt、 c-C
bl、 CRKL、 Doc、 p125 Fak、 Fyn、 Grap、 Jak2、 Lyn、 MAPK、 MATK、 PI3-K、 PLC-γ 、 Raf1、
Ras、 SHP-1、 SHP2(Syp)、 Tec、 Vav、 お よ び Flt-3(下 記 表 1参 照 )か ら 選 択 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ 表 1） ヒ ト c-kitの 細 胞 内 部 分 と 相 互 作 用 す る か お よ び ／ ま た は SCFに 反 応 し て 活 性 化 さ
れ る 分 子
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【 ０ ０ ３ ８ 】
関 心 対 象 の 化 合 物 は 、 イ ン ド リ ノ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体 、 ピ ロ ロ ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体 、 キ ナ
ゾ リ ン 誘 導 体 、 キ ノ キ サ リ ン 誘 導 体 、 ピ ラ ゾ ー ル 誘 導 体 、 ビ ス 単 環 式 、 二 環 式 、 ま た は ヘ
テ ロ 環 式 ア リ ー ル 化 合 物 、 ビ ニ レ ン -ア ザ イ ン ド ー ル 誘 導 体 お よ び ピ リ ジ ル -キ ノ ロ ン 誘 導
体 、 ス チ リ ル 化 合 物 、 ス チ リ ル 置 換 さ れ た ピ リ ジ ル 化 合 物 、 セ レ オ イ ン ド ー ル 、 セ レ ニ ド
、 三 環 式 ポ リ ヒ ド ロ キ シ 化 合 物 、 お よ び ベ ン ジ ル ホ ス ホ ン 酸 化 合 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 前 述 の 方 法 に よ り 入 手 可 能 な 化 合 物 に も 関 し 、 こ こ で そ の 化 合 物 は 肥 満 細
胞 を 枯 渇 す る こ と が 可 能 で あ り 、 お よ び 他 の 造 血 細 胞 に 対 す る 重 大 な 毒 性 を 有 さ な い 。 好
ま し く は こ の よ う な 化 合 物 は 、 E/S比 の 範 囲 が 、 1/1000～ 1/5、 1/1000～ 1/100、 1/100～ 1/
50、 1/100～ 1/10、 1/50～ 1/10、 1/25～ 1/10、 ま た は 1/20～ 1/5で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 医 薬 品 製 造 の た め の 前 記 化 合 物 の 使 用 に 関 す る 。 こ の よ う な 医 薬 品
は 、 経 口 投 与 の た め の 薬 学 的 組 成 物 の 形 状 を と る こ と が で き 、 こ れ は 、 当 技 術 分 野 に お い
て 周 知 の 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 を 用 い 、 経 口 投 与 に 適 し た 用 量 で 処 方 す る こ と が で き る
。 こ の よ う な 担 体 は 、 患 者 が 服 用 す る た め に 、 薬 学 的 組 成 物 を 、 錠 剤 、 丸 剤 、 糖 衣 錠 、 カ
プ セ ル 剤 、 液 剤 、 ゲ ル 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 ス ラ リ ー 剤 、 懸 濁 剤 な ど と し て 処 方 す る こ と が 可
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能 で あ る 。 こ れ ら の 薬 学 的 組 成 物 は 、 活 性 成 分 に 加 え 、 薬 学 的 に 使 用 す る こ と が で き る 調
製 物 へ の 活 性 化 合 物 の 加 工 を 促 進 す る 賦 形 剤 お よ び 助 剤 を 含 む 、 適 当 な 薬 学 的 に 許 容 で き
る 担 体 を 含 有 し て も 良 い 。 処 方 お よ び 投 与 技 術 に 関 す る 更 な る 詳 細 に つ い て は 、 「 Reming
ton's Pharmaceutical Sciences」 最 新 版 (Maack Publishing社 、 イ ー ス ト ン 、 Pa)に 見 る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
こ の よ う な 医 薬 品 は 、 外 用 投 与 の た め の 薬 学 的 組 成 物 ま た は 化 粧 品 組 成 物 の 形 を と る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ゲ ル 剤 、 貼 付 剤 、 軟 膏 剤 、 ク リ ー ム 剤 、 ロ ー シ
ョ ン 剤 、 水 性 懸 濁 剤 、 水 性 ア ル コ ー ル も し く は 油 性 の 液 剤 、 ま た は ロ ー シ ョ ン も し く は 血
清 型 の 分 散 剤 、 ま た は 無 水 も し く は 凍 結 乾 燥 し た ゲ ル 剤 、 ま た は 水 相 中 に 脂 肪 相 も し く は
そ の 逆 の 分 散 に よ り 得 ら れ た ミ ル ク 型 の 液 体 も し く は 半 固 形 の コ ン シ ス テ ン シ ー の 乳 剤 、
ま た は ク リ ー ム も し く は ゲ ル 型 の 軟 質 の 半 固 形 コ ン シ ス テ ン シ ー の 懸 濁 剤 も し く は 乳 剤 、
あ る い は マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 微 粒 子 、 ま た は イ オ ン 性 お よ び ／ も
し く は 非 イ オ ン 性 型 の 小 胞 分 散 剤 の 形 で 存 在 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 標 準 的
方 法 に 従 い 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の 組 成 物 は 、 皮 膚 科 お よ び 化 粧 品 に お い て 通 常 使 用 さ れ る 任 意 の 成 分 を 含 有 す る 。
こ れ は 、 親 水 性 ま た は 親 油 性 ゲ ル 化 剤 、 親 水 性 ま た は 親 油 性 活 性 物 質 、 保 存 剤 、 皮 膚 軟 化
剤 、 増 粘 性 ポ リ マ ー 、 保 湿 剤 、 界 面 活 性 剤 、 保 存 剤 、 酸 化 防 止 剤 、 溶 媒 、 な ら び に 充 填 剤
、 酸 化 防 止 剤 、 溶 媒 、 香 料 、 充 填 剤 、 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 、 殺 菌 剤 、 消 臭 剤 、 お よ び 着 色 物
質 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も 1種 の 成 分 を 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 油 分 と し て 、 鉱 油 (流 動 パ ラ フ ィ ン )、 植 物 油 (シ ア
バ タ ー の 液 体 画 分 、 ヒ マ ワ リ 油 )、 動 物 油 、 合 成 油 、 シ リ コ ー ン 油 (シ ク ロ メ チ コ ー ン )、
お よ び フ ッ 素 化 さ れ た 油 を 意 味 す る こ と が で き る 。 脂 肪 族 ア ル コ ー ル 、 脂 肪 酸 (ス テ ア リ
ン 酸 )、 お よ び ワ ッ ク ス (パ ラ フ ィ ン 、 カ ル ナ バ 、 蜜 蝋 )も 、 脂 肪 物 質 と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 乳 化 剤 と し て は 、 ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ ロ ー ル 、 ポ リ
ソ ル ベ ー ト 60、 お よ び PEG-6/PEG-32/ス テ ア リ ン 酸 グ リ コ ー ル 混 合 物 が 企 図 さ れ て い る 。
親 水 性 ゲ ル 化 剤 と し て は 、 カ ル ボ キ シ ビ ニ ル ポ リ マ ー (カ ル ボ マ ー )、 ア ク リ ル 系 コ ポ リ マ
ー 、 例 え ば ア ク リ レ ー ト ／ ア ル キ ル ア ク リ レ ー ト コ ポ リ マ ー 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 多 糖
類 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ク レ イ 、 お よ び 天 然 ゴ ム を 挙 げ る こ と が で き
、 な ら び に 親 油 性 ゲ ル 化 剤 と し て は 、 改 質 ク レ イ 、 例 え ば ベ ン ト ン 、 脂 肪 酸 の 金 属 塩 、 例
え ば ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 お よ び 疎 水 性 シ リ カ 、 あ る い は エ チ ル セ ル ロ ー ス お よ び
ポ リ エ チ レ ン を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
親 水 性 活 性 物 質 と し て は 、 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 の 加 水 分 解 産 物 、 ア ミ ノ 酸 、 ポ リ
オ ー ル 、 尿 素 、 ア ラ ン ト イ ン 、 糖 質 お よ び 糖 誘 導 体 、 ビ タ ミ ン 、 デ ン プ ン お よ び 植 物 抽 出
物 、 特 に ア ロ エ 抽 出 物 、 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
親 油 性 活 性 物 質 と し て は 、 レ チ ノ ー ル (ビ タ ミ ン A)お よ び そ の 誘 導 体 、 ト コ フ ェ ノ ー ル (ビ
タ ミ ン E)お よ び そ の 誘 導 体 、 必 須 脂 肪 酸 、 セ ラ ミ ド 、 な ら び に 精 油 を 使 用 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら の 物 質 は 、 使 用 時 に 余 分 の 湿 潤 化 ま た は 皮 膚 軟 化 の 特 徴 が 追 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
加 え て 、 肥 満 細 胞 枯 渇 を 可 能 に す る 化 合 物 、 例 え ば チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 好 ま
し く は c-kitイ ン ヒ ビ タ ー の よ り 深 部 へ の 浸 透 を 提 供 す る た め に 、 界 面 活 性 剤 を こ の 組 成
物 中 に 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
企 図 さ れ た 成 分 の 中 で 、 本 発 明 は 、 例 え ば 鉱 油 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ト リ ア セ チ ン 、 グ リ セ
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リ ン 、 お よ び プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た 浸 透 増 強 剤 ； 例 え ば ポ リ イ
ソ ブ チ レ ン 、 ポ リ 酢 酸 ビ ニ ル 、 お よ び ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 粘
着 剤 、 な ら び に 増 粘 剤 を 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
薬 剤 の 外 用 吸 収 を 増 大 す る 化 学 的 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 浸 透
増 強 特 性 を 持 つ 化 合 物 は 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (Dugard, P. H.お よ び Sheuplein, R. 
J.、 「 Effects of Ionic Surfactants on the Permeability of Human Epidermis: An El
ectrometric Study」 、 J. Ivest. Dermatol.、 60:263-69(1973))、 ラ ウ リ ル ア ミ ン 酸 化 物
(Johnsonら 、 米 国 特 許 第 4,411,893号 )、 ア ゾ ン (Rajadhyaksha、 米 国 特 許 第 4,405,616号 お
よ び 第 3,989,816号 )、 な ら び に デ シ ル メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (Sekura, D. L.お よ び Scala, J
.、 「 The Percutaneous Absorption of Alkylmethyl Sulfides」 、 Pharmacology of the 
Skin, Advances In Biolocy of Skin、 (Appleton-Century Craft)、 12:257-69(1972))を
含 む 。 両 性 分 子 の 頭 部 の 基 (head group)の 極 性 の 増 加 は 、 そ れ ら の 浸 透 増 強 特 性 を 増 大 す
る が 、 そ れ ら の 皮 膚 刺 激 特 性 の 増 加 が 犠 牲 に な っ て い る こ と は 認 め ら れ て い る (Cooper, E
. R.お よ び Berner, B.、 「 Interaction of Surfactants with Epidermal Tissues: Physi
ochemical Aspects」 、 Surfactant Science Series、 16巻 、 Reiger, M. M.編 集 (Marcel D
ekker社 )、 195-210頁 、 1987年 )。
【 ０ ０ ５ ０ 】
化 学 増 強 剤 の 第 二 の 種 類 は 、 一 般 に 補 助 溶 剤 と 称 さ れ て い る 。 こ れ ら の 物 質 は 外 用 で 比 較
的 容 易 に 吸 収 さ れ 、 お よ び 様 々 な 機 構 に よ り 、 こ の よ う な 薬 剤 の 浸 透 増 強 を 実 現 す る 。 エ
タ ノ ー ル (Galeら 、 米 国 特 許 第 4,615,699号 、 な ら び に Campbellら 、 米 国 特 許 第 4,460,372
号 お よ び 第 4,379,454号 )、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (米 国 特 許 第 3,740,420号 お よ び 第 3,743,
727号 、 な ら び に 米 国 特 許 第 4,575,515号 )、 お よ び グ リ セ リ ン 誘 導 体 (米 国 特 許 第 4,322,43
3号 )は 、 様 々 な 化 合 物 の 吸 収 を 増 強 す る 能 力 を 示 す 化 合 物 の ほ ん の 数 例 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 患 者 気 道 の 標 的 領 域 へ の エ ア ロ ゾ ル 処 方 で の 投 与 を 意 図 す る こ
と も で き る 。 薬 剤 処 方 の エ ア ロ ゾ ル の 一 吹 き (burst)を 送 達 す る 装 置 お よ び 方 法 は 、 米 国
特 許 第 5,906,202号 に 開 示 さ れ て い る 。 処 方 は 好 ま し く は 液 体 で あ り 、 例 え ば 水 溶 液 、 エ
タ ノ ー ル 溶 液 、 水 性 ／ エ タ ノ ー ル 性 溶 液 、 生 理 食 塩 水 溶 液 、 コ ロ イ ド 状 懸 濁 液 、 お よ び 微
晶 質 懸 濁 液 な ど で あ る 。 例 え ば 、 好 ま し く は 柔 軟 な 多 孔 質 膜 の 形 で あ る よ う な ノ ズ ル を 通
し て 処 方 を 推 進 す る 際 に 形 成 さ れ る エ ア ロ ゾ ル 化 さ れ た 粒 子 は 、 前 述 の 活 性 成 分 お よ び 担
体 (例 え ば 、 薬 学 的 活 性 の あ る 呼 吸 器 系 薬 剤 お よ び 担 体 )を 含 有 す る 。 こ れ ら の 粒 子 は 、 粒
子 が 形 成 さ れ た 場 合 に 、 患 者 が こ れ ら の 粒 子 を 患 者 肺 へ と 吸 入 す る こ と が で き る よ う な 十
分 な 時 間 、 空 気 中 に 懸 濁 さ れ 続 け る の に 十 分 な 小 さ い サ イ ズ を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 は 、 米 国 特 許 第 5,556,611号 に 開 示 さ れ て い る 下 記 シ ス テ ム を 包 含 し て い る ：
加 圧 容 器 内 の 液 体 ガ ス シ ス テ ム (液 化 ガ ス が 、 噴 射 剤 ガ ス (例 え ば 、 低 沸 点 FCHCま た は プ ロ
パ ン 、 ブ タ ン )と し て 使 用 さ れ る
懸 濁 エ ア ロ ゾ ル (活 性 物 質 粒 子 は 液 体 噴 射 剤 相 中 に 固 体 形 で 懸 濁 さ れ て い る )
加 圧 ガ ス シ ス テ ム (窒 素 、 二 酸 化 炭 素 、 一 酸 化 二 窒 素 、 空 気 な ど の 圧 縮 さ れ た ガ ス が 使 用
さ れ る ）
【 ０ ０ ５ ３ 】
従 っ て 本 発 明 に お い て 、 活 性 物 質 が 適 当 な 無 毒 の 媒 体 中 に 溶 解 ま た は 分 散 さ れ 、 こ の 溶 液
ま た は 分 散 液 が エ ア ロ ゾ ル に 霧 状 と さ れ て い る 、 す な わ ち 担 体 ガ ス 中 に 極 め て 細 か く 分 布
さ れ て い る よ う な 薬 学 的 調 製 物 が 製 造 さ れ る 。 こ れ は 例 え ば 、 特 に 正 確 な 個 別 用 量 が 可 能
で あ る よ う な 、 液 体 噴 霧 お よ び 固 形 物 霧 状 化 の た め の 、 そ れ 自 身 公 知 の エ ア ロ ゾ ル 噴 射 ガ
ス パ ッ ク 、 ポ ン プ 式 エ ア ロ ゾ ル 、 ま た は そ の 他 の 装 置 の 形 で 技 術 的 に 可 能 で あ る 。 従 っ て
本 発 明 は 、 先 に 定 義 さ れ た 化 合 物 お よ び そ の よ う な 処 方 を 含 む 、 好 ま し く は 用 量 計 量 用 バ
ル ブ を 備 え た エ ア ロ ゾ ル 装 置 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 鼻 腔 内 投 与 を 意 図 す る こ と も で き る 。 こ れ に 関 し て 、 鼻 粘 膜 表 面
へ の 化 合 物 投 与 の た め の 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 は 、 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ
う 。 こ の よ う な 担 体 は 、 単 に 一 例 と し て 、 「 Remington's Pharmaceutical Sciences」 16
版 、 1980年 、 Arthur Osol編 集 に 明 ら か に さ れ て お り 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入
れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
適 当 な 担 体 の 選 択 は 、 企 図 さ れ る 投 与 の 具 体 的 種 類 に 応 じ て 決 ま る 。 上 気 道 を 介 し た 投 与
の た め に は 、 こ の 組 成 物 は 、 溶 液 、 例 え ば 水 ま た は 等 張 生 理 食 塩 水 （ 緩 衝 し た ま た は し て
い な い も の ） 、 ま た は 懸 濁 液 と し て 、 鼻 腔 内 投 与 の た め の 、 液 滴 ま た は 噴 霧 剤 と し て 処 方
す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 溶 液 ま た は 懸 濁 液 は 、 鼻 分 泌 物 に 対 し て 等 張
、 お よ び 同 じ pH範 囲 、 例 え ば 約 pH4.0～ 約 pH7.4、 ま た は pH6.0～ pH7.0で あ る 。 緩 衝 液 は 、
生 理 的 に 相 溶 性 が あ り 、 単 に 一 例 と し て は リ ン 酸 緩 衝 液 で あ る 。 例 え ば 代 表 的 鼻 充 血 除 去
剤 は 、 pHが 約 6.2に な る よ う に 緩 衝 さ れ て い る こ と が 説 明 さ れ て い る (Remington's、 上 記
、 1445頁 )。 当 然 当 業 者 は 、 鼻 お よ び ／ ま た は 上 気 道 投 与 へ の 無 害 の 水 性 担 体 に 関 し 適 当
な 生 理 食 塩 水 含 量 お よ び pHを 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
一 般 的 な 鼻 腔 内 の 担 体 は 、 粘 度 が 例 え ば 約 10～ 約 3000cps、 ま た は 約 2500～ 6500cps、 ま た
は そ れ よ り も 大 き い 、 鼻 用 ゲ ル 剤 、 ク リ ー ム 剤 、 パ ス タ 剤 、 ま た は 軟 膏 剤 を 含 み 、 鼻 粘 膜
表 面 と の よ り 持 続 的 な 接 触 を 提 供 す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 担 体 の 粘
性 処 方 は 、 単 に 一 例 と し て 、 高 粘 性 で あ る こ と が 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 、 ア ル キ
ル セ ル ロ ー ス お よ び ／ ま た は 他 の 生 体 適 合 性 担 体 を 基 に す る こ と が で き る (例 え ば Remingt
on's、 上 記 、 を 参 照 の こ と )。 好 ま し い ア ル キ ル セ ル ロ ー ス は 、 例 え ば 濃 度 範 囲 が 担 体 100
mlあ た り 約 5～ 約 1000mgま た は そ れ よ り も 多 い メ チ ル セ ル ロ ー ス で あ る 。 よ り 好 ま し い メ
チ ル セ ル ロ ー ス 濃 度 は 、 単 に 一 例 と し て 、 担 体 100mlに つ き 約 25～ 約 mgで あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 保 存 剤 、 着 色 剤 、 滑 沢 剤 ま た は 粘 性 の 鉱 油 も し く は 植 物 油 、 香
料 、 天 然 も し く は 合 成 の 植 物 抽 出 物 、 例 え ば 香 油 、 な ら び に 湿 潤 剤 お よ び 増 粘 剤 （ 例 え ば
グ リ セ ロ ー ル な ど ） の よ う な そ の 他 の 成 分 も 、 こ の 処 方 に 更 な る 粘 性 、 保 湿 性 、 な ら び に
好 ま し い 質 感 お よ び 臭 気 を 提 供 す る た め に 含 有 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 液 剤 ま た は 懸
濁 剤 の 鼻 腔 内 投 与 に つ い て は 、 液 滴 (drop)、 小 滴 (droplet)、 お よ び 噴 霧 剤 を 作 製 す る た
め に 様 々 な 装 置 を 当 技 術 分 野 に お い て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
液 滴 ま た は 噴 霧 剤 と し て 送 達 す る た め の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 含 有 す る 点 滴 器 ま た は 噴 霧 装
置 を 含 む 、 予 め 測 定 さ れ た 単 位 用 量 の 分 注 装 置 は 、 投 与 さ れ る 薬 剤 の 1回 ま た は 複 数 回 用
量 を 含 む よ う に 調 製 さ れ 、 こ れ は 本 発 明 の 別 の 目 的 で あ る 。 本 発 明 は 更 に 、 適 量 の 水 を 添
加 す る こ と に よ り 液 剤 ま た は 懸 濁 剤 を 容 易 に 調 製 す る た め に 、 1種 ま た は 複 数 の 単 位 用 量
の 脱 水 さ れ た 化 合 物 を 、 い ず れ か 必 要 な 塩 お よ び ／ ま た は 緩 衝 剤 、 保 存 剤 、 着 色 剤 な ど と
共 に 含 有 す る キ ッ ト も 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
更 に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 先 に 説 明 し た 方 法 に よ り 入 手 可 能 な 化 合 物 を 、 そ の よ う
な 治 療 を 必 要 と す る 哺 乳 類 へ 投 与 す る こ と を 含 む 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 骨
量 減 少 、 腫 瘍 血 管 新 生 、 炎 症 疾 患 、 炎 症 性 腸 疾 患 (IBD)、 間 質 性 膀 胱 炎 、 肥 満 細 胞 症 、 感
染 症 、 お よ び CNS障 害 か ら 選 択 さ れ た 疾 患 を 治 療 す る 方 法 を 目 的 と し て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
更 な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 先 に 説 明 し た 方 法 に よ り 入 手 可 能 な 化 合 物 を 、 そ の よ う な
治 療 を 必 要 と す る ヒ ト へ 投 与 す る こ と を 含 む 、 毛 髪 生 長 お よ び 毛 髪 色 の 回 復 を 促 進 す る 方
法 を 企 図 し て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
更 に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 多 発 性 硬 化 症 、 乾 癬 、 腸 炎 症 疾 患 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ク
ロ ー ン 病 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ お よ び 多 発 性 関 節 炎 、 限 局 性 お よ び 全 身 性 強 皮 症 、 全 身 性 エ
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リ ス マ ト ー デ ス 、 円 板 状 エ リ ス マ ト ー デ ス 、 皮 膚 エ リ ス マ ト ー デ ス 、 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 筋
炎 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 結 節 性 汎 動 脈 炎 、 自 己 免 疫 性 腸 疾 患 、 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 脈 管
炎 、 活 動 性 慢 性 肝 炎 お よ び 慢 性 疲 労 症 候 群 を 治 療 す る た め の 先 に 定 義 し た 方 法 を 包 含 し て
い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
更 な る 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 腎 臓 、 膵 臓 、 肝 臓 、 心 臓 、 お よ び 肺 を 含 む 任 意 の 臓
器 移 植 に お け る 、 移 植 片 -対 -宿 主 疾 患 ま た は 移 植 片 拒 絶 反 応 を 治 療 す る た め の 先 に 定 義 し
た 方 法 を 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ア フ タ 性 潰 瘍 の よ う な 表 皮 下 水 疱 形 成 障 害 、 な ら び に 天 疱
瘡 、 水 疱 性 類 天 疱 瘡 、 お よ び 瘢 痕 性 類 天 疱 瘡 な ど の よ う な い く つ か の 水 疱 性 疾 患 を 治 療 す
る た め の 先 に 定 義 さ れ た 方 法 を 包 含 し て い る 。 こ の 方 法 は 更 に 、 好 ま し く は ダ プ ソ ン 、 ア
ザ チ オ プ リ ン 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 、 プ ロ ピ オ ニ ル エ リ ス ロ マ イ シ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 ゲ ン
タ マ イ シ ン 、 ト ブ ラ マ イ シ ン 、 お よ び メ ク ロ サ イ ク リ ン (mechlocycline)か ら 選 択 さ れ た
、 少 な く と も 1種 の 抗 生 物 質 を 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 は 同 じ く 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 副 鼻 腔 炎 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 症
候 群 、 じ ん ま 疹 、 血 管 性 水 腫 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 接 触 皮 膚 炎 、 結 節 性 紅 斑
、 多 形 性 紅 斑 、 皮 膚 壊 死 性 細 静 脈 炎 、 昆 虫 の 咬 傷 に よ る 皮 膚 炎 症 、 お よ び 吸 血 寄 生 生 物 外
寄 生 を 治 療 す る た め の 、 先 に 説 明 さ れ た 方 法 に も 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 は 、 特 に イ ヌ お よ び ネ コ に お け る 、 皮 膚 ア レ ル ギ ー 性 障 害 、 例 え ば 、 じ ん ま 疹 、 ア
ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 接 触 皮 膚 炎 、 結 節 性 紅 斑 、 多 形 性 紅 斑 、 皮 膚 壊 死 性 細 静 脈
炎 、 昆 虫 の 咬 傷 に よ る 皮 膚 炎 症 、 お よ び 吸 血 寄 生 生 物 外 寄 生 を 治 療 す る た め の 、 先 に 説 明
さ れ た 方 法 に も 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
従 っ て 、 こ の 化 合 物 は 、 患 者 の 気 道 、 鼻 腔 内 の 標 的 部 位 へ エ ア ロ ゾ ル 処 方 で ま た は 局 所 的
処 方 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
更 に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は ヒ ト に お け る 腫 瘍 血 管 新 生 を 治 療 す る た め 、 先 に 定 義 さ
れ た 方 法 を 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 は 同 じ く 、 肥 満 細 胞 症 、 色 素 性 じ ん ま 疹 を 含 む 顕 著 な 皮 膚 肥 満 細 胞 症 、 び ま ん 性 皮
膚 肥 満 細 胞 症 、 単 発 性 肥 満 細 胞 腫 お よ び 水 疱 、 紅 斑 性 お よ び 末 梢 血 管 拡 張 性 肥 満 細 胞 症 に
関 連 し た 、 ヒ ト に お け る 皮 膚 疾 患 を 治 療 す る た め に 加 え 、 肥 満 細 胞 性 白 血 病 を 含 む IV型 肥
満 細 胞 症 を 治 療 す る た め の 、 先 に 説 明 し た 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
特 定 の 態 様 は 、 イ ヌ の 肥 満 細 胞 腫 を 治 療 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
更 に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ク ロ ー ン 病 、 粘 膜 炎 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 お よ び 壊 死 性 腸
炎 の よ う な 、 炎 症 性 腸 疾 患 (IBD)を 治 療 す る た め の 、 先 に 説 明 し た 方 法 を 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 発 明 は 更 に 、 ヒ ト に お け る 間 質 性 膀 胱 炎 を 治 療 す る た め 、 哺 乳 類 、 特 に ヒ ト に お け る 細
菌 感 染 症 を 治 療 す る た め 、 好 ま し く は 再 発 性 細 菌 感 染 症 、 細 菌 性 膀 胱 炎 の よ う な 無 症 候 期
間 後 に 再 発 す る 感 染 症 の 治 療 の た め に 、 先 に 説 明 し た 方 法 を 企 図 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
よ り 詳 細 に 述 べ る と 、 本 発 明 は 大 腸 菌 、 肺 炎 桿 菌 、 セ ラ チ ア ・ マ ル ケ セ ン ス 、 シ ト ロ バ ク
タ ー ・ フ ロ イ ン デ ィ ー 、 お よ び ネ ズ ミ チ フ ス 菌 を 含 む 、 グ ラ ム 陰 性 腸 内 細 菌 の よ う な 、 Fi
mH発 現 性 細 菌 感 染 症 を 治 療 す る た め に 実 践 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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こ の 細 菌 感 染 症 を 治 療 す る 方 法 に お い て は 、 バ シ ト ラ シ ン 、 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 、 ペ ニ シ リ
ン 、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 お よ び エ リ ス ロ マ イ シ
ン の よ う な マ ク ロ ラ イ ド 系 抗 生 物 質 ； フ ル オ ロ キ ノ ロ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 ス ル ホ ン ア
ミ ド 、 お よ び ト リ メ ト プ リ ム か ら か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も 1種 の 抗 生 物 質 の 投 与 が 対 象
と な る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 は ま た 、 閉 経 後 骨 粗 鬆 症 、 老 人 性 骨 粗 鬆 症 、 お よ び 糖 質 コ ル チ コ イ ド が 誘 発 し た 骨
粗 鬆 症 を 含 む 骨 粗 鬆 症 、 嚢 胞 性 線 維 性 骨 炎 、 腎 性 骨 形 成 異 常 症 、 骨 硬 化 症 、 骨 減 少 症 、 骨
軟 化 症 、 骨 線 維 形 成 性 不 全 症 、 お よ び ペ ー ジ ェ ッ ト 病 の よ う な 骨 量 減 少 を 治 療 す る た め の
、 先 に 説 明 さ れ た 方 法 を 企 図 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 結 膜 炎 、 リ ウ マ チ 様 脊 椎 炎 、 変 形 性
関 節 症 、 痛 風 性 関 節 炎 、 多 発 性 関 節 炎 、 お よ び 他 の 関 節 炎 的 状 態 の よ う な 炎 症 疾 患 に 加 え
こ れ ら の 炎 症 疾 患 に 関 連 し た 疼 痛 を 治 療 す る た め の 、 先 に 説 明 さ れ た 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 発 明 の 有 用 性 は 更 に 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 に よ り 例 証 さ れ る で あ ろ う 。 実 際 c-kit野 生 型
ま た は 突 然 変 異 さ れ た c-kitの 間 に は 、 シ グ ナ ル 伝 達 の 差 異 が 認 め ら れ る 。 こ れ は 、 肥 満
細 胞 内 に 特 異 的 に 存 在 す る か 、 活 性 化 さ れ る か 、 も し く は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る
特 異 的 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 、 ま た は 肥 満 細 胞 以 外 の 造 血 細 胞 に お い て 抑 制 さ れ る か 、 存 在
し な い か 、 も し く は 失 活 さ れ る 経 路 の 標 的 化 に つ な が る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
正 常 な c-kitの 活 性 化 に よ り 誘 導 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達
SCFは 、 イ ン ビ ト ロ 造 血 を 誘 導 す る た め に 、 M-CSFを 除 く ほ と ん ど 全 て の 造 血 増 殖 因 子 に 相
乗 作 用 を 及 ぼ す の で 、 こ れ は 造 血 に お い て 必 須 の 増 殖 因 子 で あ る (Metcalf, D.、 「 The ce
llular basis for enhancement interactions between stem cell factor and the colon
y stimulating factors」 、 Stem Cells (Dayt)、 11(Suppl 2):1-11(1993))。 こ の 因 子 は
、 骨 髄 ス ト ロ ー マ 細 胞 に お い て 産 生 さ れ 、 そ の 受 容 体 で あ る c-kitと の 相 互 作 用 を 介 し て
作 用 す る (Ratajczak, M.Zら 、 「 Role of the KIT protooncogene in normal and maligna
nt human hematopoiesis」 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 89:1710-1714(1992))。 先 に
示 さ れ た よ う に 、 c-kit受 容 体 は 、 145kDaの 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 III型 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
サ ブ フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 そ の 分 子 の 細 胞 外 部 分 に お け る 5個 の Ig様 ド メ イ ン の 存 在 、 お よ
び 細 胞 質 内 ド メ イ ン を ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 (ATP)結 合 ド メ イ ン と ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ ド メ イ ン と に 分 断 す る イ ン タ ー キ ナ ー ゼ 配 列 を 特 徴 と し て い る 。 c-kitは 、 CFU-GEMM、 B
FU-Eに よ り 、 な ら び に 肥 満 細 胞 株 系 の 前 駆 細 胞 お よ び 成 熟 細 胞 に よ り 、 強 力 に 発 現 さ れ る
(Katayama N.ら 、 「 Stage-specific expression of c-kit protein by murine hematopoi
etic progenitors」 、 Blood、 82:2353-2360(1993))。
【 ０ ０ ７ ８ 】
c-kitへ の リ ガ ン ド 結 合 は 、 触 媒 機 能 の 活 性 化 を 生 じ 、 結 果 的 に 細 胞 質 ド メ イ ン の チ ロ シ
ン 残 基 の 自 己 リ ン 酸 化 を 生 じ る 。 こ れ ら の ホ ス ホ チ ロ シ ン 残 基 は 、 SH2ド メ イ ン を 含 む 様
々 な 細 胞 質 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の ド ッ キ ン グ 部 位 と な る 。 c-kitは 、 PI3キ ナ ー ゼ 、 ras、 お
よ び JAK2に 依 存 性 の も の を 含 む 、 多 く の 増 殖 因 子 受 容 体 に 共 通 で あ る 正 準 の シ グ ナ ル 伝 達
経 路 を 活 性 化 す る 。 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ に お い て c-kitと 会 合 す る こ と が 分 か っ て
い る 分 子 は 、 PI3-キ ナ ー ゼ の p85サ ブ ユ ニ ッ ト 、 複 数 の Srcフ ァ ミ リ ー の 一 員 で あ る Lynお
よ び Fyn、 Vav、 Grb2、 SHP-1、 SHP-2、 PKC、 MATK(CHK)、 お よ び Socs1を 含 む と 同 時 に 、 PLC
-γ 、 rasの GTPase活 性 化 タ ン パ ク 質 (GAP)お よ び JAK2に 関 す る 多 様 な デ ー タ が 存 在 す る 。
以 下 の 追 加 の 分 子 は 、 c-kit活 性 化 に 反 応 し て 活 性 化 ま た は リ ン 酸 化 さ れ る ： Shc、 Tec、 V
av GDP/GTP交 換 因 子 、 raf-1、 MAPK、 Akt、 CRKL、 p120 Cbl、 お よ び Doc。 様 々 な 細 胞 系 に
お い て 行 わ れ た 最 近 の 研 究 は 、 c-kitと 会 合 し こ れ に よ り リ ン 酸 化 さ れ る 基 質 に 関 す る 異
な る 結 果 を 生 じ た 。 こ れ ら の 矛 盾 点 は 、 同 じ リ ガ ン ド ／ 受 容 体 シ ス テ ム に よ り 媒 介 さ れ た
個 別 の シ グ ナ ル お よ び 細 胞 型 特 異 的 な 反 応 の 基 と な る 、 個 々 の 細 胞 型 の 基 質 発 現 プ ロ フ ァ
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イ ル に お け る 実 験 法 の 差 異 ま た は 機 能 的 関 係 の 変 動 の い ず れ か に お け る 差 異 を 反 映 し て い
る で あ ろ う 。 こ れ ら の 理 由 の た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 様 々 な 細 胞 状 況 に お け る c-kitシ グ
ナ ル 伝 達 に 関 し て 得 ら れ た デ ー タ を 説 明 す る こ と を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
シ グ ナ ル 伝 達 の 初 発 因 子 は 、 c-kitの リ ガ ン ド が 誘 導 し た 二 量 体 化 で あ り 、 こ れ は 固 有 の c
-kitチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 誘 導 し 、 重 要 な チ ロ シ ン 残 基 に お い て ト ラ ン ス ホ ス ホ リ レ ー
シ ョ ン を 生 じ る 。 更 に c-kitは 、 リ ガ ン ド 刺 激 に 反 応 し 、 PKCに よ り セ リ ン 残 基 に お い て リ
ン 酸 化 さ れ る よ う に 見 え 、 こ の こ と は c-kit自 己 リ ン 酸 化 を 阻 害 す る (Katayama, Nら 、 「 S
tage-specific expression of c-kit protein by murine hematopoietic progenitors」
、 Blood、 82:2353-2360(1993))。
【 ０ ０ ８ ０ 】
様 々 な 細 胞 型 に お い て 観 察 さ れ た c-kitと の 最 も 効 率 的 会 合 の ひ と つ は 、 PI3-キ ナ ー ゼ の p
85サ ブ ユ ニ ッ ト の SH2ド メ イ ン に よ っ て な さ れ (Lev, Sら 、 「 Interkinase domain of kit 
contains the binding site for phosphatidylinositol 3' kinase」 、 Proc. Natl. Acad
. Sci. USA、 89:678-682(1992)、 お よ び 、 Rottapel, R.ら 、 「 The Steel/W transduction
 pathway: kit autophosphorylation and its association with a unique subset of cy
toplasmic signaling proteins is induced by the Steel factor」 、 Mol. Cell Biol.、
11:3043-3051(1991))、 リ ン 酸 化 さ れ た マ ウ ス c-kitの チ ロ シ ン 残 基 719お よ び ヒ ト c-kitの
チ ロ シ ン 721を 介 す る (Serve, Hら 、 「 Tyrosine residue 719 of the c-kit receptor is 
essential for binding of the P85 subunit of phosphatidylinositol (PI) 3-kinase a
nd for c-kit-associated PI 3-kinase activity in COS-1 cells」 、 J. Biol. Chem.、 2
69:6026-6030(1994))。
【 ０ ０ ８ １ 】
c-kitシ グ ナ ル 伝 達 は 、 ヒ ト 造 血 細 胞 、 主 に MO7eお よ び CMKの ふ た つ の 巨 核 球 細 胞 株 に お い
て 研 究 さ れ て い る (前 記 表 I)。
【 ０ ０ ８ ２ 】
こ れ ら の 細 胞 に お い て 、 SCFは 、 主 要 な キ ナ ー ゼ 、 例 え ば PI3キ ナ ー ゼ 、 Srcキ ナ ー ゼ (Fyn
お よ び Lyn)お よ び JAK2、 な ら び に 様 々 な ア ダ プ タ ー 分 子 、 Grb2、 Grap、 Vav、 CRKLの 、 そ
れ ら の SH2ド メ イ ン を 介 し た 、 活 性 化 お よ び ／ ま た は 動 員 を 誘 導 す る 。 こ れ ら の 事 象 は 、 S
H2、 SH3、 ま た は PHド メ イ ン を 介 し た 様 々 な 分 子 会 合 の 形 成 を 生 じ 、 こ れ は 次 に 異 な る 経
路 で 活 性 化 を 開 始 す る 。 Ras経 路 は 、 SCF刺 激 に 反 応 し て 活 性 化 さ れ た こ と が 示 さ れ 、 こ れ
は Rasと Raf-1の 間 の 相 互 作 用 に つ な が り 、 そ の 結 果 、 MAPキ ナ ー ゼ カ ス ケ ー ド を 開 始 す る (
Tauchi, Tら 、 「 The ubiquitously expressed Syp phosphatase interacts with c-kit a
nd Grb2 in hematopoietic cells」 、 J. Biol. Chem.、 269:25206-25211(1994))。
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 際 ア ダ プ タ ー 分 子 で あ る Grapは 、 リ ガ ン ド 活 性 化 さ れ た c-kitと 、 そ の SH2ド メ イ ン を 介
し て 相 互 作 用 し 、 な ら び に グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 因 子 mSos1と そ の SH3ド メ イ ン を 介 し
て 会 合 さ れ 、 受 容 体 お よ び 細 胞 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ か ら の シ グ ナ ル を 、 rasシ グ ナ ル 伝 達
経 路 と 結 合 さ せ る (Feng, G.Sら 、 「 Grap is a novel SH3-SH2-SH3 adaptor protein that
 couples tyrosine kinases to the Ras pathway」 、 J. Biol. Chem.、 271:12129-12132(
1996))。 別 の ア ダ プ タ ー 分 子 は 、 Grap、 Grb2に 関 連 し 、 そ の SH2ド メ イ ン を 介 し て c-kitの
リ ン 酸 化 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 と 相 互 作 用 し 、 こ れ は c-Cblお よ び Shcを 動 員 す る こ と が で き
る (Briizi, M.Fら 、 「 Discrete protein interactions with the Grb2/c-Cb1 complex in
 SCF- and TPO-mediated myeloid cell proliferation」 、 Oncogene、 13:2067-2076(1996
)； な ら び に 、 Wisniewski, D.、 Strife, A.、 Clarkson, B.、 「 c-kit ligand stimulates
 tyrosine phosphorylation of the c-Cb1 protein in human hematopoietic cells」 、 L
eukemia、 10:1436-1442(1996))。 活 性 化 後 、 キ ナ ー ゼ は 、 c-Cblお よ び CRKLと 相 互 作 用 す
る PI3-キ ナ ー ゼ の よ う な ア ダ プ タ ー 分 子 の 役 割 を 果 た す か (Sattler, M.ら 、 「 Steel fact
or induces tyrosine phosphorylation of CRKL and binding of CRKL to a complex con
taining c-kit, phosphatidylinositol 3-kinase, and p120 (CBL)」 、 J. Biol. Chem.、
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272:10248-10253(1997))、 も し く は Aktを リ ン 酸 化 す る PI3-キ ナ ー ゼ の よ う な キ ナ ー ゼ の
役 割 を 果 た す (Blume-Jensen, Pら 、 「 The kit receptor promotes cell survival via ac
tivation of PI 3-kinase and subsequent Akt-mediated phosphorylation of Bad on Se
r136」 、 Curr. Biol.、 8,779-782(1998))こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
い く つ か の 場 合 に お い て 、 相 互 作 用 お よ び ／ ま た は 活 性 化 が 、 周 知 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の
い ず れ と も 結 び つ け ら れ る こ と な く 説 明 さ れ て い る 。 こ れ は 、 Tecの 場 合 (Tang. Bら 、 「 T
ec kinase associates with c-kit and is tyrosine phosphorylated and activated fol
lowing stem cell factor binding」 、 Mol. Cell. Biol.、 14:8432-8437(1994))、 MATKの
場 合 (Jhun, B.H.ら 、 「 The MATK tyrosine kinase interacts in a specific and SH2-de
pendent manner with c-kit」 、 J. Biol. Chem.、 270:9661-9666(1995))、 Vavの 場 合 (Ala
i, Mら 、 「 Steel factor stimulates the tyrosine phosphorylation of the proto- onc
ogene product, p95vav, in human hemopoietic cells」 、 J. Biol. Chem.、 267:18021-1
8025(1992))、 お よ び Docの 場 合 (Carpino, N.ら 、 「 p62(dok)： a constitutively tyrosin
e-phosphorylated, GAP-associated protein in chronic myelogenous leukemia progeni
tor cells」 、 Cell、 88:197-204(1997))で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
予 想 外 の こ と に 、 c-kit活 性 化 の 期 間 の JAK-STAT経 路 に つ い て は よ く 説 明 さ れ て い な い 。 J
AK2は 、 非 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー シ グ ナ ル 伝 達 に 必 須
で あ る 細 胞 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る が 、 こ れ は リ ガ ン ド 活 性 化 前 に 、 c-kitと の 物 理 的
会 合 に つ い て 説 明 さ れ 、 SCFに 反 応 し て チ ロ シ ン 残 基 に お い て リ ン 酸 化 さ れ る か (Brizzi, 
M.ら 、 「 Convergence of signaling by interleukin-3, granulocyte-macrophage colony
-stimulating factor, and mast cell growth factor on JAK2 tyrosine kinase」 、  J. 
Biol. Chem.、 269:31680-31684(1994)； Weiler, S.R ら 、 「 JAK2 is associated with th
e c-kit proto-oncogene product and is phosphorylated in response to stem cell fa
ctor」 、 Blood、 87:3688-3693(1996)； お よ び  Linnekin, D.ら 、 「 JAK2 is constitutive
ly associated with c-Kit and is phosphorylated in response to stem cell factor」
、 Acta Haematol.、 95:224-228(1996))、 ま た は  c-kitと 会 合 さ れ な い 。 加 え て 、 SCFは 、
MO7e細 胞 株 に お け る STAT1の よ う な 細 胞 質 転 写 因 子 を 活 性 化 す る (Deberry, C.ら 、 「 Statl
 associates with c-kit and is activated in response to stem cell factor」 、 Bioch
em. J.、 327(Pt 1):73-80(1997))。
【 ０ ０ ８ ６ 】
c-kitシ グ ナ ル 伝 達 は 、 様 々 な 非 造 血 系 ヒ ト 細 胞 株 に お い て も 試 験 し た 。 Blume-Jensenら
は 、 SCFは 、 Akt活 性 化 を 誘 導 し 、 PI3-キ ナ ー ゼ 依 存 的 様 式 で Badの セ リ ン 残 基 136の リ ン 酸
化 を 媒 介 し た こ と を 明 ら か に し た (Blume-Jensen, P.ら 、 (1998))。 胚 性 線 維 芽 細 胞 に お い
て 行 わ れ た イ ン ビ ト ロ 実 験 は 、 PI3キ ナ ー ゼ お よ び PLC-γ は ヒ ト c-kitの チ ロ シ ン 残 基 721
と の 会 合 に つ い て 、 よ り 高 い 親 和 性 を 示 す p85/PI3キ ナ ー ゼ と 競 合 す る こ と を 示 し て い る (
Herbst, Rら 、 「 Formation of signal transfer complexes between stem cell and plat
elet-derived growth factor receptors and SH2 domain proteins in vitro」 、 Biochem
istry、 34:5911-5979(1995))。 H526細 胞 株 (小 細 胞 肺 癌 、 SCLC)に お い て 、 SCFは 、 Srcキ ナ
ー ゼ の Lckの 活 性 化 、 お よ び そ れ の c-kitの 傍 細 胞 膜 ド メ イ ン と の そ の 相 互 作 用 を 誘 導 し た
(Krystal, G.Wら 、 「 Lck associates with and is activated by Kit in a small cell l
ung cancer cell line: inhibition of SCF-mediated growth by the Src family kinase
 inhibitor PP1」 、 Cancer Res.、 58:4660-4666(1998))。 ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 で あ る 50
1 melに お い て 、 Hemesathら は 、 SCF刺 激 は 、 MAPKの 活 性 化 を 生 じ 、 次 に 小 眼 球 症 転 写 因 子
(Mi)の リ ン 酸 化 、 p300/CBPと の 相 互 作 用 に よ る Miト ラ ン ス 活 性 化 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン を 生 じ る こ と を 説 明 し て い る (Nature、 391:298-301(1998))。
【 ０ ０ ８ ７ 】
興 味 深 い こ と に 、 c-kitと イ ン テ グ リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 と の 間 の 相 互 接 続 が 、 TF-1細 胞
株 に お い て 観 察 さ れ た 。 SCFは 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 接 着 性 TF-1細 胞 の 広 が り を 誘 導 し 、 SCF
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非 存 在 下 で の pp125 FAKの チ ロ シ ン リ ン 酸 化 レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 に 、 用 量 依 存 的 方 式 で p
p125 FAKの チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 増 強 す る 。 こ れ ら の 作 用 は 、 ウ ォ ル ト マ ン ニ ン 感 受 性 経 路
、 イ ン テ グ リ ン 活 性 化 感 受 性 経 路 に 左 右 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
c-kit非 活 性 化 を 考 慮 す る と 、 ふ た つ の 主 要 経 路 が 異 な る 細 胞 の 状 況 に お い て 説 明 さ れ て
い る 。 造 血 細 胞 に お い て 、 ひ と つ の 経 路 は チ ロ シ ン リ ン 酸 化 酵 素 で あ る SHP-1に 関 連 し 、
お そ ら く 569位 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 さ れ た 残 基 に お い て c-kitと 相 互 作 用 し 、 こ れ は c-kit
の チ ロ シ ン 残 基 の リ ン 酸 化 状 態 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る (Yi. T.、 Ihle, J.N.、 「 A
ssociation of hematopoietic cell phosphatase with c-Kit after stimulation with c
-Kit ligand」 、 Mol. Cell. Biol.、 13:3350-3358(1993)； Lorenz, U.ら 、 「 Genetic ana
lysis reveals cell type-specific regulation of receptor tyrosine kinase c-Kit by
 the protein tyrosine phosphatase SHP1」 、 J. Exp. Med.、 184:1111-1126(1996)； Pau
lson, R.ら 、 「 Signalling by the W/Kit receptor tyrosine kinase is negatively reg
ulated in vivo by the protein tyrosine phosphatase Shp1」 、 Nat. Genet.、 13:309-3
15(1996)； お よ び  Kozlowski, Mら 、 「 SHP-1 binds and negatively modulates the c-Ki
t receptor by interaction with tyrosine 569 in the c-Kit juxtamembrane domain」
、 Mol. Cell. Biol.、 18:2089-2099(1998))。
【 ０ ０ ８ ９ 】
リ ン 酸 化 酵 素 SHP-2(Syp)の 役 割 は 余 り 分 か っ て い な い 。 MO7e細 胞 株 に お い て 活 性 化 し た c-
kitと 会 合 さ れ た SHP-2は 、 そ の SH2ド メ イ ン を 介 し て リ ン 酸 化 さ れ 始 め 、 Grb2と 複 合 体 形
成 す る こ と が 示 さ れ て い る (Tauchi T.ら 、 (1994))。 こ の Grb2と の 結 合 は 、 ras/MAPキ ナ ー
ゼ 経 路 活 性 化 お よ び 細 胞 増 殖 へ と つ な が る 。 対 照 的 に 、 c-kitを 発 現 し て い る BA/F3細 胞 に
お い て 、 c-kit Y567Fへ の SHP-2の 会 合 は 著 し く 低 下 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の 場 合
、 SCFに 対 す る 過 増 殖 反 応 が 認 め ら れ 、 こ の こ と は 、 SHP-2は 、 SCFが 誘 導 し た 増 殖 を ダ ウ
ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と を 示 唆 し て い る (Kozlowski, M.ら 、 (1998))。
【 ０ ０ ９ ０ 】
ヒ ト c-kitの 活 性 化 お よ び 非 活 性 化 を 、 ブ タ 内 皮 細 胞 (PAE)に お い て も 研 究 し た 。 PI3-キ ナ
ー ゼ 、 PLC-γ 、 お よ び Raf/MAPキ ナ ー ゼ カ ス ケ ー ド の 活 性 化 は 、 ヒ ト c-kitで ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し た PAE細 胞 に お い て 、 SCFに 反 応 す る こ と が 説 明 さ れ た 。 こ れ ら の 細 胞 に お い て
、 第 一 の 負 の フ ィ ー ド バ ッ ク ル ー プ は 、 PI3-K、 PLD、 お よ び PKC経 路 で あ り 、 こ れ は c-kit
の 741お よ び 746位 の セ リ ン 残 基 で の リ ン 酸 化 に つ な が る 。 第 二 の 非 活 性 化 経 路 は 、 PI3-キ
ナ ー ゼ が 誘 導 し た PLD活 性 化 お よ び ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン (PtdCho)特 異 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ D
活 性 化 (PtdCho)PLDで あ り 、 こ れ は ホ ス フ ァ チ ジ ル 酸 (PtdH)を 生 成 し 、 PKCの ア ク チ ベ ー タ
ー お よ び ア ラ キ ド ン 酸 (D4Ach)前 駆 体 で あ る 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル (DAG)へ と 代 謝 し た (K
ozawa, O.ら 、 「 Involvement of phosphatidylinositol 3'-kinase in stem-cell-factor
-induced phospholipase D activation and arachidonic acid release」 、 Eur. J. Bioc
hem.、 248:149-155(1997))。 こ れ ら の 執 筆 者 は 、 SCFは 、 D4Ach生 成 の 第 二 の 経 路 で あ る 、
PLA2活 性 化 を 誘 導 し た こ と も 示 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
マ ウ ス 骨 髄 由 来 の 肥 満 細 胞 (BMMC)に お い て 、 SCFは 、 i)PI3-キ ナ ー ゼ 活 性 化 を 誘 導 し 、 こ
れ は 次 に Rac-1お よ び Jnk経 路 を 刺 激 す る こ と 、 な ら び に ii)チ ロ シ ン 567上 の Srcキ ナ ー ゼ
の Fyn(Timokhina, Iら 、 「 Kit signaling through PI 3-kinase and Src kinase pathway
s: an essential role for Rac1 and JNK activation in mast cell proliferation」 、 E
MBO J.、 17:6250-6262(1998))、 お よ び 、 Lyn(Suzuki, T.ら 、 「 Essential roles of Lyn 
in fibronectin-mediated filamentous actin assembly and cell motility in mast cel
ls」 、 J. Immunol.、 161:3694-3701(1998))へ の 結 合 お よ び リ ン 酸 化 を 誘 導 す る こ と が 明
ら か に さ れ た 。 Koikeら は 、 腹 腔 か ら 単 離 さ れ た ラ ッ ト 肥 満 細 胞 に お い て 、 SCFは PLD活 性
化 を 誘 導 し 、 引 き 続 き タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 経 路 を 介 し ホ ス ホ イ ノ シ チ ド 特 異 的 PL
C-γ 活 性 化 を 伴 わ ず に 、 D4Achを 放 出 し た こ と を 示 し た (Koike, T.ら 、 「 SCF/c-kit recep
tor-mediated arachidonic acid liberation in rat mast cells. Involvement of PLD a
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ctivation associated tyrosine phosphorylation」 、 Biochem. Biophys. Res. Commun.
、 197:1570-1577(1993)； な ら び に 、 Koike, T.ら 、 「 Stem cell factor-induced signal 
transduction in rat mast cells. Activation of phospholipase D but not phosphoino
sitide-specific phospholipase C in c-kit receptor stimulation」 、 J. Immunol.、 15
1:359-366(1993))。 こ れ ら の 細 胞 に お い て 、 Nagaiら は 、 SCFに お け る PI3-キ ナ ー ゼ 、 タ ン
パ ク 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (PTK)お よ び ミ オ シ ン 軽 鎖 キ ナ ー ゼ の 関 与 は 、 ヒ ス タ ミ ン 放 出 を
誘 導 す る こ と を 示 し た (Nagai, S.ら 、 「 Pharmacological study of stem-cell-factor-in
duced mast cell histamine release with kinase inhibitors」 、 Biochem. Biophys. Re
s. Commun.、 208:576-581(1995))。
【 ０ ０ ９ ２ 】
マ ウ ス 細 胞 に お け る c-kit非 活 性 化 に 関 し て SCFシ グ ナ ル を 減 少 す る 別 の 方 法 は 、 c-kit発
現 の ダ ウ ン モ ジ ュ レ ー シ ョ ン で あ る 。 Yeeら お よ び Miyazawaら は 、 c-kitイ ン タ ー ナ リ ゼ ー
シ ョ ン お よ び ユ ビ キ チ ン 化 が 、 c-kitの 損 な わ れ て い な い キ ナ ー ゼ 活 性 に 依 存 す る こ と を
示 し た (Yee, N.ら 、 「 Mechanism of down-regulation of c-kit receptor. Roles of rec
eptor tyrosine kinase, phosphatidylinositol 3'-kinase, and protein kinase C」 、 J
. Biol. Chem.、 269:31991-31998(1994)； お よ び  Miyazawa, K.ら 、 「 Ligand-dependent 
polyubiquitination of c-kit gene product: a possible mechanism of receptor down 
modulation in M07e cells」 、 Blood、 83:137-145(1994))。
【 ０ ０ ９ ３ 】
BMMCに お い て 、 c-kitは 、 PLC-γ を 活 性 化 し 、 PI4,5二 リ ン 酸 の DAGお よ び イ ノ シ ト ー ル -1,
4,5三 リ ン 酸 へ の 加 水 分 解 を 生 じ 、 こ れ は 細 胞 内 Ca + + の 動 員 を 誘 導 す る 。 こ の カ ル シ ウ ム
流 入 は 、 c-kitイ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン に と っ て 重 要 で あ る よ う に 見 え る 。 更 に PI3-キ ナ
ー ゼ 活 性 化 が 存 在 し な い 場 合 は 、 c-kit受 容 体 は イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン す る が 、 形 質 膜
内 側 の 近 傍 に 局 在 化 し 続 け る 。 注 目 す べ き は 、 c-kitイ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン は 、 PI3キ ナ
ー ゼ お よ び Ca + + 流 入 の 両 方 が 阻 害 さ れ る 場 合 は 、 完 全 に 妨 害 さ れ る こ と で あ る (Gommerman
, J.L.ら 、 「 Phosphatidylinositol 3-kinase and Ca2+ influx dependence for ligand-
 stimulated internalization of the c-Kit receptor」 、 J. Biol. Chem.、 272:30519-3
0525(1997))。
【 ０ ０ ９ ４ 】
c-kit依 存 性 有 糸 分 裂 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 新 規 メ デ ィ エ ー タ ー は 、 Socs-1(サ イ ト
カ イ ン シ グ ナ ル 伝 達 の サ プ レ ッ サ ー )で あ る と 考 え ら れ る (De Sepulveda, P.ら 、 「 Socsl 
binds to multiple signalling proteins and suppresses Steel factor- dependent pro
liferation」 、 EMBO J.、 18:904-915(1999))。 SCFは 、 Socs-1の 合 成 を 誘 導 し 、 こ れ は そ
の SH2ド メ イ ン を 介 し て c-kitへ 結 合 す る 。 Socs-1活 性 の 機 構 は 、 そ の Grb2と の 相 互 作 用 お
よ び Vavの N末 端 の 負 の 調 節 に 関 連 し て い る よ う に 見 え る (Blechman, J.ら 、 「 Structure-f
unction analyses of the kit receptor for the steel factor」 、 Stem Cells、 (Dayt)
、 11(Suppl 2):12-21(1993))。
【 ０ ０ ９ ５ 】
c-kit突 然 変 異 に 関 連 し た 分 子 機 能 不 全
酵 素 機 能 お よ び c-kit突 然 変 異
SHP-1発 現 は 、 IC2/c-kit野 生 型 細 胞 と IC2/c-kit D 8 1 4 Y 細 胞 で は 異 な り 、 こ れ は 更 に マ ウ ス
肥 満 細 胞 の 顆 粒 内 に 存 在 す る プ ロ テ ア ー ゼ で あ り 、 肥 満 細 胞 突 然 変 異 の 様 々 な 段 階 に お い
て 差 次 的 に 発 現 さ れ る MMCP-4お よ び MMCP-6の よ う な 他 の タ ン パ ク 質 に つ い て も 真 実 で あ る
。 実 際 、 MMCP-6転 写 産 物 は 、 外 因 性 SCFの 存 在 下 IC2/c-kit野 生 型 細 胞 に お い て 低 レ ベ ル で
発 現 さ れ 、 こ の レ ベ ル は c-kit D 8 1 4 Y 発 現 の 結 果 と し て 増 大 し た 。 MMCP-4転 写 産 物 は 、 IC2/
c-ki野 生 型 T 細 胞 に お け る RT-PCRで は 検 出 で き な か っ た が 、 IC2/c-kit D 8 1 4 Y 細 胞 で は 豊 富
に 発 現 さ れ た 。 こ れ ら の 野 生 型 と 突 然 変 異 体 の 間 で 認 め ら れ た 差 異 は 、 SCFに よ り 刺 激 さ
れ た c-kit野 生 型 お よ び c-kit D 8 1 4 Y に よ り 伝 達 さ れ た シ グ ナ ル は 同 等 で な い こ と を 示 唆 し
て い る ： 突 然 変 異 c-kit D 8 1 4 Y は 、 肥 満 細 胞 の 増 殖 を 変 更 す る の み で は な く 、 そ れ ら の 突 然
変 異 の 段 階 も 変 更 す る 。
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摘要(译)

描述了鉴定耗尽肥大细胞而不耗尽其他相关细胞的化合物的方法。 本发
明进一步涉及通过筛选方法鉴定的化合物及其在治疗疾病中的用途。


