
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　

【請求項２】
　 が 試験 連続的に接触させることを含む、請求項 1記
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動物における治療効果の可能性を示す手段で、生細胞の生物学的特性に影響を与える能
力を有する化合物の、所望の 2またはより高次数の組み合わせを見出す方法であって、以
下の段階を含む方法：
(a) 少なくとも 7つの異なる化合物の少なくとも 49の独自の組み合わせを提供する段階；
(b) 各接触が互いに確実に隔離される条件下において、各独自の組み合わせを試験生細胞
とインビトロで接触させる段階；
(c) 該試験細胞に対する各組み合わせの作用を示すような、該試験細胞の生物学的特性を
測定または検出する段階；
(d) 治療効果の可能性を示す手段で、該試験細胞の生物学的特性に影響を与える組み合わ
せを同定する段階；および
(e) 該方法における任意の時点において、段階 (d)で同定された組み合わせにおける各化
合物を該試験生細胞と接触させた後、該試験細胞に対する各化合物の作用を示すような、
該試験細胞の生物学的特性を測定または検出する段階であって、該試験細胞の生物学的特
性に対する段階 (d)で同定された組み合わせの作用が、該試験細胞の生物学的特性に対す
る各化合物の個々の作用と比較して質的または量的に優れている場合に、該段階 (d)で同
定された組み合わせが、所望の組み合わせを構成する段階。

段階 (b) 化合物の組み合わせを 細胞と



載の方法。
【請求項３】
　検出段階 がサイトブロットアッセイ法によって実施される、請求項 記載の方法。
【請求項４】
　検出段階 がレポーター遺伝子アッセイ法によって実施される、請求項 記載の方法。
【請求項５】
　検出段階 が蛍光共鳴エネルギー移動アッセイ法によって実施される、請求項 記載の
方法。
【請求項６】
　検出段階 が蛍光カルシウム結合指示薬色素を検出することによって実施される、請
求項 記載の方法。
【請求項７】
　検出段階 が蛍光顕微鏡を使用する、請求項 記載の方法。
【請求項８】
　段階 が発現プロファイリングを使用する、請求項 記載の方法。
【請求項９】
　細胞がヒト細胞である、請求項 記載の方法。
【請求項１０】
　

【請求項１１】
　段階 がロボット工学システムを使用して実施される、請求項 1記載の方法。
【請求項１２】
　段階 がマイクロ流体工学を使用して実施される、請求項 1記載の方法。
【請求項１３】
　段階 がインクジェットプリンター技術を使用して実施される、請求項 1記載の方法。
【請求項１４】
　化合物が、非ポリマー有機化合物、脂質、炭水化物、ペプチド、無機化合物、およびオ
リゴヌクレオチドからなる群より選択される、請求項 記載の方法。
【請求項１５】
　 の少なくとも 1つが精製された形態で使用される、請求項 1記載の方法。
【請求項１６】
　化合物の各々が精製された形態で使用される、請求項 記載の方法。
【請求項１７】
　 が混合物の構成要素として提供される、請求項 1記載の方法。
【請求項１８】
　混合物が天然産物の抽出物である、請求項 記載の方法。
【請求項１９】
　作用が相乗作用である、請求項 1記載の方法。
【請求項２０】
　

【請求項２１】
　
【請求項２２】
　
【請求項２３】
　
【請求項２４】
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(c) 1

(c) 1

(c) 1

(c)
1

(c) 1

(c) 1

1

細胞が、癌細胞、免疫細胞、ニューロン、線維芽細胞、細菌細胞、および真菌細胞から
なる群より選択される、請求項 1記載の方法。

(b)

(b)

(b)

1

化合物

15

化合物

17

化合物の少なくとも 1つが 1500g/mole未満の分子量を有する分子である、請求項 1記載の
方法。

分子が FDA承認済みの薬剤である、請求項 20記載の方法。

化合物の各々が 1500g/mole未満の分子量を有する分子である、請求項 20記載の方法。

化合物の各々が FDA承認済みの薬剤である、請求項 22記載の方法。

生物活性によりスクリーニングされた組み合わせの各々が、 2つの化合物の組み合わせ



【請求項２５】
　

【請求項２６】
　

【請求項２７】
　段階 が 試験 連続的に接触させることを含む、請求項 記載の方法。
【請求項２８】
　 (f) 段階 (a)～ (e)までを少なくとも 2回反復する段階
をさらに含み、段階 において、少なくとも 200の組み合わせの が各反復において異
なる、請求項 記載の方法。
【請求項２９】
　段階 (f)の少なくとも 2回の反復が互いに 10日以内に生ずる、請求項 記載の方法。
【請求項３０】
　 少なくとも 400の独自の 組み合わせ

を含む、請求項 記載の方法。
【請求項３１】
　 少なくとも 1540の独自の 組み合わせ

を含む、請求項 記載の方法。
【請求項３２】
　化合物が、非ポリマー有機化合物、脂質、炭水化物、ペプチド、無機化合物、およびオ
リゴヌクレオチドからなる群より選択される、請求項 記載の方法。
【請求項３３】
　 の少なくとも 1つが精製された形態で使用される、請求項 記載の方法。
【請求項３４】
　化合物の各々が精製された形態で使用される、請求項 記載の方法。
【請求項３５】
　 が混合物の構成要素として提供される、請求項 記載の方法。
【請求項３６】
　混合物が天然産物の抽出物である、請求項 記載の方法。
【請求項３７】
　作用が相乗作用である、請求項 記載の方法。
【請求項３８】
　段階 がロボット工学システムを使用して実施される、請求項 記載の方法。
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である、請求項 1記載の方法。

生物活性によりスクリーニングされた組み合わせの各々が、 3つの化合物の組み合わせ
である、請求項 1記載の方法。

動物における治療効果の可能性を示す手段で、生細胞の生物学的特性に影響を与える能
力を有する化合物の、所望の 2またはより高次数の組み合わせを見出す方法であって、以
下の段階を含む方法：
(a) 少なくとも 7つの異なる化合物の少なくとも 200の独自の組み合わせを提供する段階；
(b) 各接触が互いに確実に隔離される条件下において、各独自の組み合わせを試験生細胞
とインビトロで接触させる段階；
(c) 該試験細胞に対する各組み合わせの作用を示すような、該試験細胞の生物学的特性を
測定または検出する段階；
(d) 治療効果の可能性を示す手段で、該試験細胞の生物学的特性に影響を与える組み合わ
せを同定する段階；および
(e) 該方法における任意の時点において、段階 (d)で同定された組み合わせにおける各化
合物を該試験生細胞と接触させた後、該試験細胞に対する各化合物の作用を示すような、
該試験細胞の生物学的特性を測定または検出する段階であって、該試験細胞の生物学的特
性に対する段階 (d)で同定された組み合わせの作用が、該試験細胞の生物学的特性に対す
る各化合物の個々の作用と比較して質的または量的に優れている場合に、該段階 (d)で同
定された組み合わせが、所望の組み合わせを構成する段階。

(b) 化合物を 細胞と 26

(b) 接触
26

28

接触段階 (b)が、 2またはより高次数の化合物の 、お
よび個々の化合物を、試験生細胞と接触させること 26

接触段階 (b)が、 2またはより高次数の化合物の 、お
よび個々の化合物を、試験生細胞と接触させること 26

26

化合物 26

26

化合物 26

35

26

(b) 26



【請求項３９】
　段階 がマイクロ流体工学を使用して実施される、請求項 記載の方法。
【請求項４０】
　段階 がインクジェットプリンター技術を使用して実施される、請求項 記載の方法
。
【請求項４１】
　

【請求項４２】
　
【請求項４３】
　
【請求項４４】
　
【請求項４５】
　

【請求項４６】
　

【請求項４７】
　

【請求項４８】
　段階 (a)～ (e)が、各反復において異なる を使用して、 30日の期間に
わたって少なくとも 100回反復される、請求項 記載の方法。
【請求項４９】
　化合物が、非ポリマー有機化合物、脂質、炭水化物、ペプチド、無機化合物およびオリ
ゴヌクレオチドからなる群より選択される、請求項 記載の方法。
【請求項５０】
　 が精製された形態で使用される、請求項 記載の方法。
【請求項５１】
　 が混合物の構成要素として提供される、請求項 記載の方法。
【請求項５２】
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(b) 26

(b) 26

化合物の少なくとも 1つが 1500g/mole未満の分子量を有する分子である、請求項 26記載
の方法。

分子が FDA承認済みの薬剤である、請求項 41記載の方法。

化合物の各々が 1500g/mole未満の分子量を有する分子である、請求項 41記載の方法。

低分子化合物が FDA承認済みの薬剤である、請求項 43記載の方法。

生物活性によりスクリーニングされた組み合わせの各々が、 2つの化合物の組み合わせ
である、請求項 26記載の方法。

生物活性によりスクリーニングされた組み合わせの各々が、 3つの化合物の組み合わせ
である、請求項 26記載の方法。

動物における治療効果の可能性を示す手段で、生細胞の生物学的特性に影響を与える能
力を有する化合物の、所望の 2またはより高次数の組み合わせを見出す方法であって、以
下の段階を含む方法：
(a) 少なくとも 7つの異なる化合物の少なくとも 49の独自の組み合わせを提供する段階；
(b) 各接触が互いに確実に隔離される条件下において、各独自の組み合わせを試験生細胞
とインビトロで接触させる段階；
(c) 該試験細胞に対する各組み合わせの作用を示すような、該試験細胞の生物学的特性を
測定または検出する段階；
(d) 治療効果の可能性を示す手段で、該試験細胞の生物学的特性に影響を与える組み合わ
せを同定する段階；
(e) 該方法における任意の時点において、段階 (d)で同定された組み合わせにおける各化
合物を該試験生細胞と接触させた後、該試験細胞に対する各化合物の作用を示すような、
該試験細胞の生物学的特性を測定または検出する段階であって、該試験細胞の生物学的特
性に対する段階 (d)で同定された組み合わせの作用が、該試験細胞の生物学的特性に対す
る各化合物の個々の作用と比較して質的または量的に優れている場合に、該段階 (d)で同
定された組み合わせが、所望の組み合わせを構成する段階；および
(f) 各反復において異なる化合物の組み合わせを使用して、段階 (a)～ (e)を 1週間の期間
にわたって少なくとも 25回反復する段階。

化合物の組み合わせ
47

47

化合物 47

化合物 47



　混合物が天然産物の抽出物である、請求項 記載の方法。
【請求項５３】
　作用が相乗作用である、請求項 記載の方法。
【請求項５４】
　段階 がロボット工学システムを使用して実施される、請求項 記載の方法。
【請求項５５】
　段階 がマイクロ流体工学を使用して実施される、請求項 記載の方法。
【請求項５６】
　段階 がインクジェットプリンター技術を使用して実施される、請求項 記載の方法
。
【請求項５７】
　

【請求項５８】
　
【請求項５９】
　
【請求項６０】
　
【請求項６１】
　

【請求項６２】
　

【請求項６３】
　
【請求項６４】
　
【請求項６５】
　
【請求項６６】
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51

47

(b) 47

(b) 47

(b) 47

化合物の少なくとも 1つが 1500g/mole未満の分子量を有する分子である、請求項 47記載
の方法。

分子が FDA承認済みの薬剤である、請求項 57記載の方法。

化合物の各々が 1500g/mole未満の分子量を有する分子である、請求項 57記載の方法。

化合物が FDA承認済みの薬剤である、請求項 59記載の方法。

動物における治療効果の可能性を示す手段で、生細胞の生物学的特性に影響を与える能
力を有する化合物の、所望の 2またはより高次数の組み合わせを見出す方法であって、以
下の段階を含む方法：
(a) 少なくとも 7つの異なる化合物の少なくとも 10,000の独自の組み合わせを提供する段
階；
(b) 各接触が互いに確実に隔離される条件下において、各独自の組み合わせを試験生細胞
とインビトロで接触させる段階；
(c) 該試験細胞に対する各組み合わせの作用を示すような、該試験細胞の生物学的特性を
測定または検出する段階；
(d) 治療効果の可能性を示す手段で、該試験細胞の生物学的特性に影響を与える組み合わ
せを同定する段階；
(e) 該方法における任意の時点において、段階 (d)で同定された組み合わせにおける各化
合物を該試験生細胞と接触させた後、該試験細胞に対する各化合物の作用を示すような、
該試験細胞の生物学的特性を測定または検出する段階であって、該試験細胞の生物学的特
性に対する段階 (d)で同定された組み合わせの作用が、該試験細胞の生物学的特性に対す
る各化合物の個々の作用と比較して質的または量的に優れている場合に、該段階 (d)で同
定された組み合わせが、所望の組み合わせを構成する段階；および
(f) 段階 (a)～ (e)を 10日またはそれ以下の期間にわたって少なくとも 2回反復する段階で
あって、提供段階 (a)において、少なくとも 7つの異なる化合物の少なくとも 10,000の独自
の組み合わせが 2回またはそれ以上の反復において異なる段階。

化合物の少なくとも 1つが 1500g/mole未満の分子量を有する分子である、請求項 61記載
の方法。

分子が FDA承認済みの薬剤である、請求項 62記載の方法。

化合物の各々が 1500g/mole未満の分子量を有する分子である、請求項 62記載の方法。

化合物が FDA承認済みの薬剤である、請求項 64記載の方法。



　

(a) /試験 の接触が互いに確実に隔離される条件下において、
少なくとも 100 接触させる段階；
( ) 該試験 の 特性を検出または測定する段階；
( ) 該 と接触させていない該試験 の 特性と比較して、該 特性
の変化を生ずる を選択する段階；

( ) 段階 ( )の試験 の 特性を検出または測定する段階；および
( ) 作用と異なる の 特性に 作
用を生ずる の組み合わせを同定する段階

【請求項６７】
　段階 (a)の試験 が、段階 ( )の試験 と同じである、請求項 記載の方法。
【請求項６８】
　段階 ( )の 特性が、段階 ( )の 特性と同じである、請求項 記載の方法
。
【請求項６９】
　
【請求項７０】
　
【請求項７１】
　

【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、治療薬として実体の組み合わせを同定するための方法に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】
多数の疾患状態が多数の表現型の変化に関連している。これは長い間、臨床において見ら
れていたが、遺伝学の最近の進歩によって、この観察が分子レベルで確認されている。例
えば、癌細胞の発現プロファイリングは、多数の体細胞突然変異によって生ずる遺伝子発
現における数百の変化を明らかにしている。さらに、ヒト細胞および組織は、それらが重
複性および自己緩衝性シグナル伝達系をしばしば含有するように、恒常性機序を進化させ
ている。細胞状態の変化を生じる天然のシグナルは、 1つの標的に送達されずに、標的の
適切な組み合わせに送達されることが多い。従って、多数の変数の中程度の変化が、特異
性の高い作用を与えうる。
【０００３】
一方、歴史的および技術的理由のために、薬学、化学および生物団体は、生物的影響を生
じる 1つの個々の分子に焦点を絞っている。歴史的なパラダイムにより、特定のタンパク
質に影響を与える有機低分子が同定され、生物および医学の両方において有用な試薬を提
供している。これらの分子は、治療的関連を有し、且つ化学的タンパク質ノックアウトと
して作用することによってタンパク質の機能の損失を生じることによってシグナル伝達経
路を解明する際に有効であるタンパク質の生物機能のプローブとしても有用である。また
、これらの低分子と特定の生物標的との相互作用、および特定の生物機能に作用を与える
能力によって、それらは治療薬を開発するための候補物としても利用可能である可能性が
ある。
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動物における治療効果の可能性を示す手段で、生細胞の生物学的特性に影響を与える能
力を有する化合物の、所望の 2またはより高次数の組み合わせを見出す方法であって、以
下の段階を含む方法：

各化合物 細胞 試験生細胞を
個の化合物とインビトロで

b 細胞 生物学的
c 化合物 細胞 生物学的 生物学的

化合物
(d) 各接触が互いに確実に隔離される条件下において、段階 (c)で選択された化合物の少
なくとも 49の独自の 2またはより高次数の組み合わせを試験生細胞と接触させる段階；
e d 細胞 生物学的
f 組み合わせの各化合物自体による 該試験細胞 生物学的 対する

化合物 であって、該同定された化合物の組み合わ
せが、動物における治療的使用の可能性を有する段階。

細胞 d 細胞 66

b 生物学的 d 生物学的 66

化合物の少なくとも 1つが FDA承認済みの薬剤である、請求項 66記載の方法。

化合物の各々が FDA承認済みの薬剤である、請求項 69記載の方法。

スクリーニングされた組み合わせの各々が、 2つの化合物の組み合わせである、請求項 6
6記載の方法。



【０００４】
低分子が生物標的と相互作用することは予測が不可能であるので、大多数の有機低分子の
形成に懸命な努力が払われている。これらは、このような化合物のいわゆる「ライブラリ
ー」として集められ、適当な望ましい特徴を有する「多種多様なライブラリー（ diverse 
library）」を構築する目標を有している。このような多種多様なライブラリーは、既存
の低分子のコレクションから構築されてもよいし、、または「コンビナトリアル・ケミス
トリー (combinatorial chemistry)」を使用して作製されてもよい。これらのライブラリ
ーは、活性分子を同定するのに感受性のあるスクリーニングに関連させることができる (S
tocwellら、 Chem. Biol. 1999, 6, 71～ 83)。
【０００５】
多くの場合、研究者らは、標的タンパク質と相互作用する能力、またはあるクラスの天然
化合物の特定の局面を模倣するように設計される特徴的な構造特徴などの、特定の特徴を
全てのメンバーが共有するバイアス（ bias）ライブラリーを開発している。例えば、多く
のライブラリーは天然ペプチドの 1つまたはそれ以上の特徴を模倣するように設計されて
いる。このような「ペプチド模倣物 (peptidomimetic)」ライブラリーは、フタルイミドラ
イブラリー（国際公開公報第 97/22594号）、チオフェンライブラリー（国際公開公報第 97
/40034号）、およびベンゾジアゼピンライブラリー（米国特許第 5,288,514号）を含む。
天然産物に類似している構造的特徴を有し、且つ小型細胞ベースアッセイ法に適合性であ
る 1つのライブラリーが合成されている（ Tanら、 J. Am. Chem 1998, 120, 8565）。
【０００６】
現代の薬物発見過程は、主に、生物学的過程に対する影響について化合物を迅速にアッセ
イする能力に基づいて構成されている。製薬産業では、生物学的分子間の相互作用を遮断
、低下、または増強する化合物を同定することに注意が集中している。具体的には、生物
系において、受容体とタンパク質リガンドの相互作用はしばしば直接的に、または幾らか
下流の事象を介して、その系および結果として治療が求められる患者に対する有害な作用
または有用な作用のいずれかを生じる。従って、研究者らは、このような受容体 /リガン
ド相互作用を低下、遮断、または増強する化合物を長い間探索してきた。
【０００７】
高スループットスクリーニングシステムは、既存の生化学および細胞ベースアッセイ法に
おけるスループットの実際的な限界を克服するために設計された。有機化合物の従来の合
成法および従来の生物学的アッセイ法はかなりの時間と労働力と熟練とを要する。最大数
の化合物をスクリーニングするには、各スクリーニングに関連する時間を短縮し、労力の
必要量を低下することが必要である。
【０００８】
従って、異なる分子コレクションの高スループットスクリーニングは、新規薬剤を開発す
るためのリード化合物を探索する際の中心的な役割を果たしている。これらの高スループ
ットスクリーニングのインプットは、既存の化学的に合成された分子から集成された化合
物のライブラリー（製薬会社の専売権のあるライブラリー由来など）、天然産物（微生物
の発酵培地）およびコンビナトリアル・ケミストリー技術によって作製された新規ライブ
ラリーである（ Tanら、 J. Am. Chem Soc. 1998, 120, 8565）。ライブラリーは、リード
薬剤候補物として利用可能である、望ましい特性を有する 1つの化合物を発見する可能性
を増加する数百万の化合物を含む（ Tanら、 J. Am. Chem Soc.1999, 121, 9073～ 9087）。
【０００９】
薬剤発見の従来のパラダイムを増強すると、コンビナトリアル・ケミストリーは、スクリ
ーニングに利用可能な化合物の数を劇的に増加させており、およびヒトゲノム研究は、ス
クリーニングのための大多数の新規分子標的をカバーしていない。スクリーニングは、酵
素阻害剤、受容体アゴニスト、またはアンタゴニストを探索する種々の方法においてこれ
らの新規標的を使用することができる。生物系における 1つの重大な相互作用を低下、遮
断、または増強する化合物を見出すことが従来の目標であった（ Weberら、 Angew. Chem. 
Int. Engl., 1995, 34, 2280～ 2282）。また、多くの研究者が、スクリーニングを生細胞
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全体で実施し、スクリーニングの読み出しが細胞の検出可能な特性である表現型に基づい
たアッセイ系に適合している（ Stockwellら、 Chem. Biol. 1999, 6, 71～ 83; Mayerら、 S
cience, 1999, 286, 971～ 974）。
【００１０】
これまでに開発された高スループットスクリーニング方法は、製薬産業の主流である「 1-
薬剤 -1-標的（ one-drug-one target）」パラダイムに基づいて設計されてきた。歴史的な
理由のため、また通常の考え方および認識されるリスク因子のため、現代の薬剤発見過程
は、主に、薬剤候補物として利用可能であると同時に、 1つの活性分子を見出すことを希
望している。臨床医は、「 1-薬剤 -1-標的（ one-drug-one target）」方法は、多くの疾患
を治療するのに十分でないと長い間認識してきた。臨床医は、同じ状態を治療する、また
は明確な論理的関連を有する薬剤の明らかな組み合わせを試験してきた。例えば、 HIV治
療および化学療法において、多数の活性な薬剤の組み合わせが必要となった。常に最も有
望な薬剤の 1つは組み合わせであり、閉経後の女性の複雑な変化を治療するために使用さ
れるプレマリン (Premarin)は、 22を超える別個で重要な成分を含む。
【００１１】
【発明が解決しようとする課題】
本発明は、コンビナトリアルアレイを使用して生物活性について 2つの実体またはより高
次数の組み合わせをスクリーニングする方法を提供することを課題とする。
【００１２】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、生物系を乱す強力な新規方法を発明した。これは、生物系において相乗的
に相互作用する組み合わせを発見するために、化合物の組み合わせ、すなわち、混合物ま
たは非化学的結合した組み合わせの高スループットスクリーニングを系統的に実施するこ
とを含む。本発明の方法は、組み合わせの各化合物が以前には生物作用を認識されていな
い場合でも、または化合物および組み合わせが先験的に組み合わせで使用する明らかな候
補でなかった場合でも、以前には未知の治療的な作用を示す化合物の効果的な治療的組み
合わせを同定することができる。
【００１３】
従って、一局面において、本発明は、実体の少なくとも 49の独自の組み合わせを含む少な
くとも 7× 7のコンビナトリアルアレイにおいて、少なくとも 7つの実体を使用して、生物
活性について 2つの実体またはより高次数の組み合わせをスクリーニングする方法を提供
する。本発明の方法は、 (a)実体を提供する段階と、 (b)実体の組み合わせのアレイを作製
する段階と、 (c)1つまたはそれ以上の別個の生物学的部分を含む試験要素化合物を提供す
る段階と、 (d)実体 /試験要素の各接触が互いに確実に隔離される条件下において、実体の
組み合わせのアレイに試験要素を接触させる段階と、 (e)試験要素の特性を検出または測
定する段階と、 (f)組み合わせの実体自体の作用とは異なる試験要素に対する作用を生じ
る実体の組み合わせを同定する段階とを含む。
【００１４】
第二の関連する局面において、本発明は、生物活性について 2つの実体またはより高次数
の組み合わせをスクリーニングする方法を特徴とする。本発明の方法は、 (a)2つまたはそ
れ以上の実体から少なくとも 200の独自の組み合わせのアレイを作製する段階と、 (b)1つ
またはそれ以上の別個の生物学的部分を含む試験要素を提供する段階と、 (c)実体 /試験要
素の各接触が互いに確実に隔離される条件下において、実体の組み合わせのアレイに試験
要素を接触させる段階と、 (d)試験要素の特性を検出または測定する段階と、 (e)組み合わ
せの実体自体の作用とは異なる試験要素に対する作用を生じる実体の組み合わせを同定す
る段階とを含む。このアッセイ法の構成要素は、第一のアッセイ法に関連して上記のよう
に変更されうる。好ましい態様において、本発明の方法は、 (f)段階 (a)～ (e)までを少な
くとも 2回反復する段階をさらに含み、段階 (a)において、少なくとも 200の組み合わせの
アレイが各反復において異なっている。他の好ましい態様において、アレイは少なくとも
400～ 1540の独自の組み合わせを含む。段階 (f)の 2回の反復を実施する場合、好ましくは
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、それらは互いに 10日以内に生ずる。
【００１５】
第三の関連する局面において、本発明は、生物活性について 2つの実体またはより高次数
の組み合わせをスクリーニングする方法を特徴とする。本発明の方法は、 (a)少なくとも 4
9の独自の 2つ以上の実体の組み合わせのアレイを作製する段階と、 (b)1つまたはそれ以上
の別個の生物学的部分を含む試験要素を提供する段階と、 (c)実体 /試験要素の各接触が互
いに確実に隔離される条件下において、実体の組み合わせのアレイに試験要素を接触させ
る段階と、 (d)試験要素の特性を検出または測定する段階と、 (e)組み合わせの実体自体の
作用とは異なる試験要素に対する作用を生じる実体の組み合わせを同定する段階と、 (f)
各反復に異なるアレイを使用して、段階 (a)～ (e)を 1週間の期間にわたって少なくとも 25
回反復する段階とを含む。このアッセイ法の構成要素は、先に記載したアッセイ法につい
て上記のように変更されうる。
【００１６】
第四の関連する局面において、本発明は、生物活性について 2つの実体またはより高次数
の組み合わせをスクリーニングする方法を特徴とする。本発明の方法は、 (a)少なくとも 4
9の独自の 2つ以上の実体の組み合わせのアレイを作製する段階と、 (b)1つまたはそれ以上
の別個の生物学的部分を含む試験要素を提供する段階と、 (c)実体 /試験要素の各接触が互
いに確実に隔離される条件下において、実体の組み合わせのアレイに試験要素を接触させ
る段階と、 (d)試験要素の特性を検出または測定する段階と、 (e)組み合わせの実体自体の
作用とは異なる試験要素に対する作用を生じる実体の組み合わせを同定する段階と、 (f)
各反復に異なるアレイを使用して、段階 (a)～ (e)を 1ヶ月の期間にわたって少なくとも 100
回反復する段階とを含む。このアッセイ法の化合物は、先に記載のアッセイ法のように変
更されうる。
【００１７】
第五の局面において、本発明は、生物活性について 2つの実体またはより高次数の組み合
わせをスクリーニングする方法を特徴とする。本発明の方法は、 (a)実体のセットから、
少なくとも 10,000の独自の 2つの実体またはより高次数の組み合わせのアレイを作製する
段階と、 (b)1つまたはそれ以上の別個の生物学的部分を含む試験要素を提供する段階と、
(c)実体 /試験要素の各接触が互いに確実に隔離される条件下において、実体の組み合わせ
のアレイに試験要素を接触させる段階と、 (d)試験要素の特性を検出または測定する段階
と、 (e)組み合わせの実体自体の作用とは異なる試験要素の特性に対する作用を生じる実
体の組み合わせを同定する段階と、 (f)段階 (a)～ (e)を 10日またはそれ以下の期間にわた
って少なくとも 2回反復する段階であって、段階 (a)において、少なくとも 10,000の 2つの
実体の組み合わせのアレイが 2回またはそれ以上の反復において異なる段階とを含む。
【００１８】
第六の局面において、生物活性について実体の組み合わせをスクリーニングする方法を特
徴とする。本発明の方法は、 (a)1つまたはそれ以上の別個の生物学的部分を含む試験要素
を提供する段階と、 (b) 実体 /試験要素の各接触が互いに確実に隔離される条件下におい
て、少なくとも 100の実体を試験要素に接触させる段階と、 (c) 試験要素の特性を検出ま
たは測定する段階と、 (d)実体と接触させていない試験要素の特性と比較して、特性の変
化を生ずる実体を選択する段階と、 (e)同定した実体から、少なくとも 49の独自の 2つの実
体またはより高次数の組み合わせのアレイを作製する段階と、 (f) 実体の組み合わせ /試
験要素の各接触が互いに確実に隔離される条件下において、実体の組み合わせのアレイに
試験要素を接触させる段階と、 (g)段階 (f)の試験要素の特性を検出または測定する段階と
、 (h)組み合わせの実体自体の作用と異なる段階 (g)の特性に作用を生ずる実体の組み合わ
せを同定する段階とを含む。好ましくは、段階 (a)の試験要素は段階 (f)の試験要素と同一
であるが、各段階において異なる試験要素を使用することが望ましい場合もある（例えば
、段階 (a)における培養細胞および段階 (f)における動物全体）。同様に、段階 (c)の特性
は、好ましくは、段階 (g)の試験要素と同一であるが、各段階において異なる特性を使用
することが望ましい場合もある。
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【００１９】
アッセイ法の全てについて、サイトブロットアッセイ法、レポーター遺伝子アッセイ法、
蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET)アッセイ法、蛍光カルシウム結合指示薬色素、蛍光顕微鏡
、または発現プロファイリングを含む数多くの活性読み出し技術を使用することができる
。アッセイ法は、好ましくは、ロボット工学システムおよび 384および 1536ウェルプレー
トを使用して自動化される。アッセイ法はまた、過程の一部または全てがマイクロ流体工
学を使用して実施することができるように構成されうる。または、アッセイ法は、熟練し
た科学者および効率的なライン工程を使用することによって実施することができる。
【００２０】
本発明に係る組み合わせで試験される好ましい実体は、化合物（例えば、非ポリマー有機
化合物、特に、低分子；脂質；炭水化物；ペプチド；無機化合物；および DNAおよび RNA分
子を含むオリゴヌクレオチド）、イオン（例えば、金属イオン）および放射線（例えば、
可視光線、可視外光線 (outside the visible range)、マイクロ波放射線、赤外線または x
線およびγ線などの電離放射線）である。組み合わせで試験される実体が化合物である場
合には、それらは、好ましくは、精製された形態であるが、例えば天然産物の抽出物のよ
うな混合物の構成要素として提供されてもよい。例えば、サブセット（ 1つまたはそれ以
上の化合物）が精製された形態であって、化合物の各々が精製された形態で使用されても
よい。好ましくは、実体 /試験要素の各接触は、 200μ L未満、より好ましくは 100μ L未満
、最も好ましくは 50μ Lまたは 25μ L未満の容量中で実施される。ある種の状況では、 10μ
L程度の容量または 500nLもしくはそれ未満の少容量を使用することができる。また、化合
物は、好ましくは、 100μ L未満、より好ましくは 1μ L未満、最も好ましくは 100nLまたは 5
0nL未満の少容量である。当業者は、さらに少量の容量（例えば、 10 nLまたは 1 nL）を使
用することができることを認識すると思われる。
【００２１】
好ましい試験要素は、ニューロン、線維芽細胞、平滑筋細胞、心筋細胞、骨格筋細胞、グ
リア細胞、胎性幹細胞、造血幹細胞、肥満細胞、脂肪細胞、原生動物細胞、細菌細胞、酵
母細胞、神経幹細胞、ならびに T細胞および B細胞を含む免疫細胞などの細胞全体（例えば
、形質転換細胞または非形質転換細胞）；細胞塊；組織；動物；および再構成無細胞培地
であり、ある場合には、試験要素は、タンパク質またはオリゴヌクレオチドなどの生物的
に関連のある 1分子を含んでもよい。
【００２２】
試験要素に対して望ましい組み合わせによって示される作用は、好ましくは、 DNA合成の
増加または低下などの、試験要素の特性に対する相乗作用である。または、組み合わせは
、性質が補助的であってもよいが、副作用はより少なく、または 1つの実体は他方に対し
て負の有用な作用を発揮してもよく、例えば一方の化合物は別の化合物の毒性を中和する
。
【００２３】
実体は任意の配列で試験要素と接触させることができ、すなわち 1つの実体を試験要素に
添加することができ、その後 1つの第二の実体を添加するか、または代替え的には複数の
第二の実体を組み合わせてから、試験要素と接触させることができる。
【００２４】
本発明の高スループットスクリーニング方法は、製薬産業で使用される従来の薬剤発見方
法の迅速で、強力な別法となる。本発明は、例えば低分子（そのいくつかは新規に合成し
てもよく、またはそのいくつかは既知の FDA承認済み薬剤であってもよい）の以前には知
られていなかった治療的に強力な組み合わせを同定することができる。効果的な組み合わ
せが、全てがすでに FDAの承認を得ている 2つ、 3つ、 4つ、またはそれ以上の薬剤によって
のみより作製される場合には、新たな組み合わせは、 FDA承認過程を介して容易に移動す
るさらなる利点を有する。
【００２５】
本発明の他の特徴および利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲から明らかにな
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る。
【００２６】
定義
「コンビナトリアル・ケミストリーライブラリー」：本明細書において使用される、「コ
ンビナトリアル・ケミストリーライブラリー」とは、足場構造の多様化の各段階において
異なる試薬を使用することによって、好ましくは、多様化可能な足場構造から合成される
天然産物と類似している複数の複合分子である。
【００２７】
「多様性ライブラリー（ diverse library)」：本明細書において使用される、「多様性ラ
イブラリー」とは、既存の化学的に合成された分子（製薬会社の専売権のあるライブラリ
ー由来など）と、天然産物（微生物の発酵培地）と、コンビナトリアル・ケミストリー技
術によって作製される新規ライブラリーとを含む、多数の可能性のある起源から集成され
た複数の複合分子である。
【００２８】
「多様化可能な足場構造」：本明細書において使用される、「多様化可能な足場構造」と
は、合成試薬とさらに反応して、少なくとも 1つの新たな官能基を形成することができる
潜在的官能基または活性な官能基を含有する、鋳型構造から合成される化合物である。本
明細書において使用される、「潜在的な（ latent）官能基」とは、存在しているが一時的
に不活性であるものである。活性化試薬により放出されると、潜在的な官能基は活性にな
り、さらなる多様化に利用することができる。
【００２９】
「試験要素」：本明細書において使用される「試験要素」とは、実体の組み合わせを接触
させ、次いで実体の作用について観察される系である。試験要素は、好ましくは、細胞の
内部に 2つまたはそれ以上の生物学的部分を含む。
【００３０】
「化合物プリンティング」；本明細書において使用される「化合物プリンティング」とは
、 cDNAマイクロアレイ法に使用されるものなどの高精度ロボットを使用して表面（例えば
、ガラス）に化合物を適用することを意味する（ J. Am. Chem Soc. 1999, 121, 7967～ 79
68）。化合物は直径が 250ミクロンまたはそれ以下であってもよく、化合物は、共有結合
により結合されても、または静電気的相互作用または疎水性相互作用を介して表面に接着
されてもよい。
【００３１】
「マイクロ流体工学」：本明細書において使用される、「マイクロ流体工学」装置は、従
来のフォトリソグラフィー（ photolithography）（例えば、 Caliper Technologies, Moun
tain View, CA; http://www.calipertech.com）または従来的ではない方法（例えば、 Ang
ew. Chem. Int. Ed. Engl. 1998, 37, 550～ 575のソフトリソグラフィーなど）を含む、
任意のフォトリソグラフィー方法によって作製される溝形構造である。
【００３２】
「インクジェット」：本明細書において使用される「インクジェット」技術は、小容量の
液体を送達するための熱インクジェットおよび圧電スプレー技法を意味する。
【００３３】
「低分子」：本明細書において使用される「低分子」とは、実験室において合成される、
または天然に見出される有機化合物を意味する。典型的には、低分子は、いくつかの炭素
-炭素結合を含有し、 1500g/mole未満の分子量を有するという点で特徴づけられるが、こ
の特徴は本明細書の目的を限定する意図のものではない。天然に存在する「低分子」の例
には、タキソール、ダイネマイシン (dynemicin)およびラパマイシンが挙げられるが、そ
れらに限定されることはない。
【００３４】
本発明に係る方法においては、（１）実体の少なくとも 49の独自の組み合わせを含む少な
くとも 7× 7のコンビナトリアルアレイにおいて少なくとも 7つの実体を使用して生物学的
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活性について 2つの実体またはより高次数の組み合わせをスクリーニングする方法であっ
て、 (a)該実体を提供する段階； (b)実体の組み合わせの該アレイを作製する段階； (c)1つ
またはそれ以上の別個の生物学的部分を含む試験要素を提供する段階； (d)実体 /試験要素
の各接触が互いに確実に隔離される条件下において、実体の組み合わせの該アレイに該試
験要素を接触させる段階； (e)試験要素の特性を検出または測定する段階；および (f)組み
合わせの実体自体の作用とは異なる試験要素の該特性に対する作用を生じる実体の組み合
わせを同定する段階を含む方法であることを特徴とする。
【００３５】
また、本発明に係る方法においては、（２）段階 (b)および (d)が、実体に試験要素を連続
的に接触させることによって該試験要素の存在下においてアレイを作製する段階を含む、
上記 (1)記載の方法であることを特徴とする。
【００３６】
また、本発明に係る方法においては、（３）試験要素が 2つまたはそれ以上の別個の生物
学的部分を含む、上記 (1)記載の方法であることを特徴とする。
【００３７】
また、本発明に係る方法においては、（４）試験要素が生細胞を含む、上記 (3)記載の方
法であることを特徴とする。
【００３８】
また、本発明に係る方法においては、（５）検出段階 (e)がサイトブロットアッセイ法に
よって実施される、上記 (4)記載の方法であることを特徴とする。
【００３９】
また、本発明に係る方法においては、（６）検出段階 (e)がレポーター遺伝子アッセイ法
によって実施される、上記 (4)記載の方法であることを特徴とする。
【００４０】
また、本発明に係る方法においては、（７）検出段階 (e)が蛍光共鳴エネルギー移動アッ
セイ法によって実施される、上記 (4)記載の方法であることを特徴とする。
【００４１】
また、本発明に係る方法においては、（８）検出段階 (e)が蛍光カルシウム結合指示薬色
素を検出することによって実施される、上記 (4)記載の方法であることを特徴とする。
【００４２】
また、本発明に係る方法においては、（９）検出段階 (e)が蛍光顕微鏡を使用する、上記 (
4)記載の方法であることを特徴とする。
【００４３】
また、本発明に係る方法においては、（１０）段階 (e)が発現プロファイリングを使用す
る、上記 (4)記載の方法であることを特徴とする。
【００４４】
また、本発明に係る方法においては、（１１）細胞がヒト細胞である、上記 (4)記載の方
法であることを特徴とする。
【００４５】
また、本発明に係る方法においては、（１２）細胞が、癌細胞、免疫細胞、ニューロンお
よび線維芽細胞からなる群より選択される、上記 (4)記載の方法であることを特徴とする
。
【００４６】
また、本発明に係る方法においては、（１３）試験要素が、少なくとも 2つの生体分子と
少なくとも 1つのレポーター分子を含む無細胞培地を含む、上記 (1)記載の方法であること
を特徴とする。
【００４７】
また、本発明に係る方法においては、（１４）段階 (b)および (d)の一方または両方が、ロ
ボット工学システムを使用して実施される、上記 (1)記載の方法であることを特徴とする
。
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【００４８】
また、本発明に係る方法においては、（１５）段階 (b)および (d)の一方または両方がマイ
クロ流体工学を使用して実施される、上記 (1)記載の方法であることを特徴とする。
【００４９】
また、本発明に係る方法においては、（１６）段階 (b)および (d)の一方または両方がイン
クジェットプリンター技術を使用して実施される、上記 (1)記載の方法であることを特徴
とする。
【００５０】
また、本発明に係る方法においては、（１７）実体が、化合物、イオンまたは放射線であ
る、上記 (1)記載の方法であることを特徴とする。
【００５１】
また、本発明に係る方法においては、（１８）化合物が、非ポリマー有機化合物、脂質、
炭水化物、ペプチド、無機化合物、およびオリゴヌクレオチドからなる群より選択される
、上記 (17)記載の方法であることを特徴とする。
【００５２】
また、本発明に係る方法においては、（１９）放射線が、可視光線、可視外光線、および
電離放射線からなる群より選択される、上記 (17)記載の方法であることを特徴とする。
【００５３】
また、本発明に係る方法においては、（２０）実体の少なくとも 1つが精製された形態で
使用される化合物である、上記 (1)記載の方法であることを特徴とする。
【００５４】
また、本発明に係る方法においては、（２１）化合物の各々が精製された形態で使用され
る、上記 (20)記載の方法であることを特徴とする。
【００５５】
また、本発明に係る方法においては、（２２）実体が混合物の構成要素として提供される
化合物である、上記 (1)記載の方法であることを特徴とする。
【００５６】
また、本発明に係る方法においては、（２３）混合物が天然産物の抽出物である、上記 (2
2)記載の方法であることを特徴とする。
【００５７】
また、本発明に係る方法においては、（２４）作用が相乗作用である、上記 (1)記載の方
法であることを特徴とする。
【００５８】
また、本発明に係る方法においては、（２５）上記 (1)記載の方法により同定される組み
合わせを患者に投与する段階を含む患者を治療する方法であることを特徴とする。
【００５９】
また、本発明に係る組み合わせにおいては、（２６）上記 (1)記載の方法により同定され
る実体の組み合わせであることを特徴とする。
【００６０】
また、本発明に係る薬学的組成物においては、（２７） (i)上記 (1)記載の方法により同定
される実体の組み合わせと、 (ii)薬学的に許容されうる担体とを含む薬学的組成物である
ことを特徴とする。
【００６１】
また、本発明に係る方法においては、（２８）生物学的活性について 2つの実体またはよ
り高次数の組み合わせをスクリーニングする方法であって、 (a)実体のセットから少なく
とも 200の独自の 2つの実体またはより高次数の組み合わせのアレイを作製する段階； (b)1
つまたはそれ以上の別個の生物学的部分を含む試験要素を提供する段階； (c)実体 /試験要
素の各接触が互いに確実に隔離される条件下において、実体の組み合わせの該アレイに該
試験要素を接触させる段階； (d)試験要素の特性を検出または測定する段階；および (e)組
み合わせの実体自体の作用とは異なる試験要素の該特性に対する作用を生じる実体の組み
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合わせを同定する段階を含む方法であることを特徴とする。
【００６２】
また、本発明に係る方法においては、（２９）段階 (a)～ (c)が、実体に試験要素を連続的
に接触させることによって該試験要素の存在下においてアレイを作製する段階を含む、上
記 (28)記載の方法であることを特徴とする。
【００６３】
また、本発明に係る方法においては、（３０） (f)段階 (a)～ (e)までを少なくとも 2回反復
する段階をさらに含み、段階 (a)において、少なくとも 200の組み合わせのアレイが各反復
において異なる、上記 (28)記載の方法であることを特徴とする。
【００６４】
また、本発明に係る方法においては、（３１）段階 (f)の少なくとも 2回の反復が互いに 10
日以内に生ずる、上記 (30)記載の方法であることを特徴とする。
【００６５】
また、本発明に係る方法においては、（３２）アレイが少なくとも 400の独自の組み合わ
せを含む、上記 (28)記載の方法であることを特徴とする。
【００６６】
また、本発明に係る方法においては、（３３）アレイが少なくとも 1540の独自の組み合わ
せを含む、上記 (28)記載の方法であることを特徴とする。
【００６７】
また、本発明に係る方法においては、（３４）実体が、化合物、イオン、または放射線で
ある、上記 (28)記載の方法であることを特徴とする。
【００６８】
また、本発明に係る方法においては、（３５）化合物が、非ポリマー有機化合物、脂質、
炭水化物、ペプチド、無機化合物、およびオリゴヌクレオチドからなる群より選択される
、上記 (34)記載の方法であることを特徴とする。
【００６９】
また、本発明に係る方法においては、（３６）放射線が、可視光線、可視外光線、および
電離放射線からなる群より選択される、上記 (34)記載の方法であることを特徴とする。
【００７０】
また、本発明に係る方法においては、（３７）実体の少なくとも 1つが精製された形態で
使用される化合物である、上記 (28)記載の方法であることを特徴とする。
【００７１】
また、本発明に係る方法においては、（３８）化合物の各々が精製された形態で使用され
る、上記 (28)記載の方法であることを特徴とする。
【００７２】
また、本発明に係る方法においては、（３９）実体が、混合物の構成要素として提供され
る化合物である、上記 (28)記載の方法であることを特徴とする。
【００７３】
また、本発明に係る方法においては、（４０）混合物が天然産物の抽出物である、上記 (3
8)記載の方法であることを特徴とする。
【００７４】
また、本発明に係る方法においては、（４１）作用が相乗作用である、上記 (28)記載の方
法であることを特徴とする。
【００７５】
また、本発明に係る方法においては、（４２）段階 (a)および (c)の一方または両方がロボ
ット工学システムを使用して実施される、上記 (28)記載の方法であることを特徴とする。
【００７６】
また、本発明に係る方法においては、（４３）段階 (a)および (c)の一方または両方がマイ
クロ流体工学を使用して実施される、上記 28記載の方法であることを特徴とする。
【００７７】
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また、本発明に係る方法においては、（４４）段階 (a)および (c)の一方または両方がイン
クジェットプリンター技術を使用して実施される、上記 (28)記載の方法であることを特徴
とする。
【００７８】
また、本発明に係る方法においては、（４５）上記 (28)記載の方法により同定される組み
合わせを患者に投与する段階を含む患者を治療する方法であることを特徴とする。
【００７９】
また、本発明に係る組み合わせにおいては、（４６）上記 (28)記載の方法により同定され
る実体の組み合わせであることを特徴とする。
【００８０】
また、本発明に係る薬学的組成物においては、（４７） (i)上記 (28)記載の方法により同
定される実体の組み合わせと、 (ii)薬学的に許容されうる担体とを含む薬学的組成物であ
ることを特徴とする。
【００８１】
また、本発明に係る方法においては、（４８）生物学的活性について 2つの実体またはよ
り高次数の組み合わせをスクリーニングする方法であって、 (a)少なくとも 49の独自の 2つ
の実体またはより高次数の組み合わせのアレイを作製する段階； (b)1つまたはそれ以上の
別個の生物学的部分を含む試験要素を提供する段階； (c)実体 /試験要素の各接触が互いに
確実に隔離される条件下において、実体の組み合わせの該アレイに該試験要素を接触させ
る段階； (d)試験要素の特性を検出または測定する段階； (e)組み合わせの実体自体の作用
とは異なる試験要素の該特性に対する作用を生じる実体の組み合わせを同定する段階；お
よび (f)各反復に異なるアレイを使用して、段階 (a)～ (e)を 1週間の期間にわたって少なく
とも 25回反復する段階を含む方法であることを特徴とする。
【００８２】
また、本発明に係る方法においては、（４９）段階 (a)～ (e)が、各反復において異なるア
レイを使用して、 30日の期間にわたって少なくとも 100回反復される、上記 (48)記載の方
法であることを特徴とする。
【００８３】
また、本発明に係る方法においては、（５０）実体が、化合物、イオン、または放射線で
ある、上記 (48)記載の方法であることを特徴とする。
【００８４】
また、本発明に係る方法においては、（５１）化合物が、非ポリマー有機化合物、脂質、
炭水化物、ペプチド、無機化合物およびオリゴヌクレオチドからなる群より選択される、
上記 (50)記載の方法であることを特徴とする。
【００８５】
また、本発明に係る方法においては、（５２）放射線が、可視光線、可視外光線および電
離放射線からなる群より選択される、上記 (50)記載の方法であることを特徴とする。
【００８６】
また、本発明に係る方法においては、（５３）実体が、精製された形態で使用される化合
物である、上記 (48)記載の方法であることを特徴とする。
【００８７】
また、本発明に係る方法においては、（５４）実体が、混合物の構成要素として提供され
る化合物である、上記 (48)記載の方法であることを特徴とする。
【００８８】
また、本発明に係る方法においては、（５５）混合物が天然産物の抽出物である、上記 (5
4)記載の方法であることを特徴とする。
【００８９】
また、本発明に係る方法においては、（５６）作用が相乗作用である、上記 (48)記載の方
法であることを特徴とする。
【００９０】
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また、本発明に係る方法においては、（５７）段階 (a)および (c)の一方または両方が、ロ
ボット工学システムを使用して実施される、上記 (48)記載の方法であることを特徴とする
。
【００９１】
また、本発明に係る方法においては、（５８）段階 (a)および (c)の一方または両方が、マ
イクロ流体工学を使用して実施される、上記 (48)記載の方法であることを特徴とする。
【００９２】
また、本発明に係る方法においては、（５９）段階 (a)および (c)の一方または両方が、イ
ンクジェットプリンター技術を使用して実施される、上記 (48)記載の方法であることを特
徴とする。
【００９３】
また、本発明に係る方法においては、（６０）生物学的活性について 2つの実体またはよ
り高次数の組み合わせをスクリーニングする方法であって、 (a)実体のセットから、少な
くとも 10,000の独自の 2つの実体またはより高次数の組み合わせのアレイを作製する段階
； (b)1つまたはそれ以上の別個の生物学的部分を含む試験要素を提供する段階； (c)実体 /
試験要素の各接触が互いに確実に隔離される条件下において、実体の組み合わせの該アレ
イに該試験要素を接触させる段階； (d)試験要素の特性を検出または測定する段階； (e)組
み合わせの実体自体の作用とは異なる試験要素の該特性に対する作用を生じる実体の組み
合わせを同定する段階；および (f)段階 (a)～ (e)を 10日またはそれ以下の期間にわたって
少なくとも 2回反復する段階であって、段階 (a)において、少なくとも 10,000の 2つの実体
の組み合わせの該アレイが 2回またはそれ以上の反復において異なる段階を含む方法であ
ることを特徴とする。
【００９４】
また、本発明に係る方法においては、（６１）生物学的活性について 2つの実体またはよ
り高次数の組み合わせをスクリーニングする方法であって、 (a)1つまたはそれ以上の別個
の生物学的部分を含む試験要素を提供する段階； (b) 実体 /試験要素の各接触が互いに確
実に隔離される条件下において、少なくとも 100の実体を該試験要素に接触させる段階； (
c) 該試験要素の特性を検出または測定する段階； (d)該実体と接触させていない該試験要
素の該特性と比較して、該特性の変化を生ずる実体を選択する段階； (e)同定した実体か
ら、少なくとも 49の独自の 2つの実体またはより高次数の組み合わせのアレイを作製する
段階； (f) 実体の組み合わせ /試験要素の各接触が互いに確実に隔離される条件下におい
て、実体の組み合わせの該アレイに試験要素に接触させる段階； (g)段階 (f)の試験要素の
特性を検出または測定する段階；および (h)組み合わせの実体自体の作用と異なる段階 (g)
の該特性に作用を生ずる実体の組み合わせを同定する段階を含む方法であることを特徴と
する。
【００９５】
また、本発明に係る方法においては、（６２）段階 (a)の試験要素が、段階 (f)の試験要素
と同じである、上記 (61)記載の方法であることを特徴とする。
【００９６】
また、本発明に係る方法においては、（６３）段階 (c)の特性が、段階 (g)の特性と同じで
ある、上記 (61)記載の方法であることを特徴とする。
【００９７】
【発明の実施の形態】
本発明は、独自の組み合わせにおいてのみ存在する分子の作用を同定するための関連する
生物学的アッセイ法を使用して、高スループットスクリーニング系において 2-、 3-、 4-お
よびより高次数の組み合わせの個々の分子のライブラリーを組み合わせる方法を提供する
。このような組み合わせは、別の生物系を探り、検討するために使用することができ、直
接的な生物用途を有する可能性があり、新規なヒト治療薬またはヒトにおける他の用途の
ための活性分子として利用可能である可能性がある。これらの組み合わせは、成長、受精
、成熟、または動物または植物を含む、特定の農業産物に特徴的な他のことを促進するた
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めに有用となりうる。それらは、化粧製品、香水、食品保存剤、または栄養補助食品を製
造する際に有用となりうる。従って、本発明は、生物系において改善された特性を有する
組み合わせを発見するための化合物の組み合わせの高スループットスクリーニングを系統
的に実施する強力な方法を提供する。
【００９８】
本発明者らは、多数の分子標的と相互作用する多数の活性剤を含有する場合には、ヒト細
胞および組織などの複雑な系と相互作用する薬剤は極めて効果的である可能性があると仮
定する。薬剤がどのように作動するかについてのこの理解により、それらがどのように設
計され、開発されるかの新規な方法の基礎の 1つが形成される。この新規な方法は、多数
の現行の治療法に劇的な改善を生じ、現在の難治性の疾患、特に多数の変数の中程度の変
化を必要とする疾患に対して効果的な治療法を提供することを約束する。
【００９９】
製薬産業の現在の主流のパラダイムは、 1薬剤を 1標的に対して設計するものである。本発
明者らの方法では、新規世代の薬剤の系統的な開発のためのフレームワークの中心として
多変数設計要件の理解が使用される。
【０１００】

上記のように、多種多様の実体を、本発明に係る組み合わせで試験することができる。こ
れらは、本明細書において詳細に考察される。
【０１０１】
化合物およびイオン
本発明によりスクリーニングされる一般的なクラスの化合物は有機低分子である。化合物
は、合成または天然型（例えば、プロスタグランジン、レクチン、天然型二次代謝物、ホ
ルモン等）であってもよい。精製された形態のこのような分子の巨大ライブラリーは、製
薬会社、化学会社、および学術研究所において入手可能であり、このようなライブラリー
は既知のコンビナトリアル・ケミストリー技術を使用して合成してもよい。化合物は既知
の生物活性を有しても、有さなくてもよい。本発明の化合物およびコンビナトリアルライ
ブラリーは、例えば、シキミ酸系エポキシオール鋳型またはピリジン系鋳型イソニコチン
アミドから合成される多様化可能な足場から形成される化合物およびライブラリーのよう
な、多様化可能な固体支持体に結合した足場から合成することができる。有機低分子以外
に、本発明に係る組み合わせでスクリーニングすることができる他の分子には、オリゴヌ
クレオチド（ DNAおよび RNA）；ポリペプチド（抗体、酵素、受容体、リガンド、構造タン
パク質、ヒトタンパク質の変異類似体、およびペプチドホルモン）；脂質；炭水化物およ
び多糖類を含む生体高分子が含まれる。無機分子も、例えば銅、鉄、銀、亜鉛、マグネシ
ウム、マンガン、カルシウム、および金イオンのような金属イオンなどの生物活性である
可能性を有しているイオンと同様にスクリーニングすることができる。
【０１０２】
他の実体
生物系に作用を与えると思われる他の非化学的実体も、上記のように、他の化学的実体ま
たは化学的実体と組み合わせて本発明によりスクリーニングすることができる。スクリー
ニングすることができる非化学的実体には光線（可視光線および例えば、赤外線および紫
外線のような可視外光線）、 x線およびγ線などの電離放射線；高圧；高温もしくは低温
または高 pHもしくは低 pH；酸素、窒素、二酸化炭素等などのガス状物質；および任意の周
波数の音響振動（音波）が含まれる。
【０１０３】

組み合わせの作用を検出するために使用される生物アッセイ法は、ほとんどの場合に多数
の構成要素を含む。いくつかのアッセイ法において、試験要素は、特にアッセイ法が表現
型に基づいたアッセイ法である場合には、細胞全体である。このような細胞全体のアッセ
イ法は、多変量の治療化合物の有効性の基礎を形成する可能性のある複雑な分子的相互作
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用の完全なセットを提供する。他のアッセイ法は、多くの望ましい複合体系を含有し、ア
ッセイされる可能な組み合わせの作用に基づくいくつかのレポーター作用を含んでもよい
再構成された無細胞培地を使用する。他のアッセイ法は、細胞塊などのより高次数の生物
系および多変量コンビナトリアルスクリーニングの動物モデルを使用する。
【０１０４】
個々の化合物のアッセイ法に有用な任意の生物アッセイ法は、本発明のコンビナトリアル
スクリーニングに容易に適合される。アッセイ測定には、例えば、細胞膜を貫通する化合
物の輸送、電位、活動電位発生、細胞増殖、細胞死、細胞特異化、細胞分化、細胞遊走、
遺伝子発現、またはタンパク質レベル（例えば、 mRNA、タンパク質、またはレポーター遺
伝子を検出することによって測定される）、酵素活性、リン酸化、メチル化、アセチル化
、細胞核へのタンパク質の移行（またはタンパク質の位置の他の変化）、病原菌（例えば
、ウィルスまたは細菌）に抵抗する能力、ならびに免疫応答を形成する能力が含まれても
よい。生物全体のアッセイ法では、動物の挙動がレポーターとして利用可能である。
【０１０５】
一例において、アッセイ法は非破壊的アッセイ法である（例えば、化合物の作用の測定が
、細胞を害することなく得られうる細胞ベースのアッセイ法）。このようなアッセイ法に
より、ウェルあたり多数の組み合わせの多数の濃度についてのアッセイ法を実施すること
ができる。例えば、化合物 Aを、濃度を増加させながらウェルに添加し、化合物の各添加
後に測定を実施する。化合物 Aが望ましい濃度に到達したら（化合物の望ましいアッセイ
応答または既知の特性（例えば、毒性、溶解度）に基づいて測定）、化合物 Bを、濃度を
増加させながら添加し、各添加後にアッセイ測定を実施する。この過程を 1つのウェルで
多数回繰り返し、 1つのプレートで数百、数千、または数百万回のアッセイ法を実施する
ことができる。
【０１０６】
組み合わせにおいて考えられる副作用を同定するためには、比較アッセイ法を実施するこ
とが望ましい場合がある。例えば、腫瘍細胞を死滅させるか、または腫瘍細胞の増殖を低
下させる能力についてスクリーニングされる化合物の組み合わせは、正常な非腫瘍細胞に
対する作用についても同時にスクリーニングすることができる。腫瘍細胞に対して望まし
い活性を示し、正常な細胞にほとんどまたは全く作用を与えない化合物の組み合わせが、
好ましい組み合わせである。正常な細胞に望ましくない作用を与えると思われる組み合わ
せはあまり好ましくない。しかし、これらの後者の組み合わせ（または、同様の構造を有
する化合物の組み合わせ）は異なる濃度では有効である場合があり、別の検討から必ずし
も排除されるべきではない。
【０１０７】
タンパク質、炭水化物、および脂質などの複雑な生体分子を含有する無細胞培地は、例え
ば、哺乳類、カエル、酵母、もしくは細菌細胞を溶菌して細胞全体の溶解物を提供するこ
とによって、またはこのような細胞溶解物から特定の分画を精製することによって、また
は市販のウサギ網状赤血球溶解物（インビトロにおける転写および /または翻訳反応を実
施するために通常使用される）を使用することによって、または哺乳類、酵母、もしくは
細菌細胞から下層を形成する細胞を溶解することなく、培養上清を回収することによる既
知の方法により作製される。
【０１０８】
サイトブロットアッセイ法
活性を検出する一方法はサイトブロットアッセイ法である。この方法では、細胞をアッセ
イプレートのウェルに播種する。細胞は、好ましくは、接着細胞であり、その結果、それ
らはウェルの底部に接着して増殖する。上記の方法を使用して、化合物を添加する。例え
ば、サイトブロットは、 BrdUの取り込みを測定することによって増殖を検出するために実
施することができる。この例では、細胞をある期間の間インキュベーションする（例えば
、 4～ 72時間）。次いで、例えばロボット液体移動装置または 16もしくは 8チャネルワンド
を使用して培地を吸引する。 70%エタノールおよびリン酸緩衝食塩水 (PBS)を添加して 4℃

10

20

30

40

50

(18) JP 3790447 B2 2006.6.28



にて 1時間細胞を固定する。固定液を除去し、 PBSで 1回細胞を洗浄する。 PBS洗浄後、 0.5%
 Tween 20を含む 2N HClを各ウェルに添加して 20分インキュベーションする。 HClを、 10容
量 %の 2N NaOHを含有するハンクスの平衡塩類溶液 (HBSS)の溶液で中和する。この溶液を除
去し、細胞を HBSSで 2回洗浄し、次いで 0.5%ウシ血清アルブミン (BSA)および 0.1% Tween 2
0を含有する PBSで 1回洗浄する。洗浄液を除去し、抗 BrdU抗体を、 0.5%ウシ血清アルブミ
ン (BSA)および 0.1% Tween 20を含有する PBS溶液を溶媒とする 0.5μ g/mLマウス抗 BrdU抗体
として添加する。この抗体溶液はまた、マウス Ig抗体（例えば、マウス抗 BrdU抗体）を認
識する二次抗体（ 2000倍希釈）も含有する。この二次抗体を酵素である西洋ワサビペルオ
キシダーゼ (HRP)に結合する。 1時間のインキュベーション後、抗体溶液を除去し、細胞を
PBSで 2回洗浄する。 2回目の PBS洗浄後、 HRP基質（ルミノールを含有する）、過酸化水素
、およびパラ -ヨードフェノールなどのエンハンサーを各ウェルに添加する。次いで、各
ウェルの光線の量を、フィルムへの露出（プレートの上面にフィルム片を配置することに
よって）、または標準的な状態（例えば、ウェルあたり 0.3秒の露出）を使用してルミノ
メーターもしくは発光プレートリーダーを使用して各ウェルの発光量を読むことによって
検出する。各ウェルからの光線の出力量は、ウェル内で生じた DNA合成量を示す。薬剤の
望ましい組み合わせは、対照と比較した場合に、光線の出力が増加または低下するもので
ある。例えば、光線の出力を低下する組み合わせは、 DNA合成速度を低下すると思われ、
従って、腫瘍細胞の増殖を阻止または抑制する際に有効となりうる。または、光線の出力
の増加は DNA合成の増加を示す。例えば、 200× 1コンビナトリアルアレイにおいて初代細
胞を使用してもよい（ 1つの固定された構成要素が DNA合成を遮断し、従って細胞に対して
毒性作用を与える）。このアレイを使用して、第一の化合物のこの毒性作用を抑制する第
二の試薬をスクリーニングすることができると考えられる。種々の免疫不全疾患において
、免疫細胞は、同種抗原または自己抗原に応答して増殖しない。培養免疫細胞および前述
の方法を使用して、免疫細胞の増殖を促進する試薬の組み合わせをスクリーニングするこ
とができる。または、自己免疫抑制剤をスクリーニングすることができる。この例におい
て、免疫細胞の 1つの種の集団（末梢血細胞から単離された B細胞または T細胞）を同種抗
原または自己抗原によって刺激する。自己抗原に応答して増殖を特異的に阻害するが、同
種抗原に応答して特異的に増殖を阻害しない化合物の組み合わせは、有用な自己免疫治療
候補薬である。
【０１０９】
活性を検出する他の方法
前述のサイトブロット方法は、 BrdU以外の抗原の検出に容易に適合させられる。さらに、
細胞内の種々の翻訳後修飾を検出することができる。例えば、ヌクレオリンまたはヒスト
ン H3のリン酸化型に対する抗体は、細胞周期の M（有糸分裂）期にある細胞を検出するの
に有用である。従って、サイトブロットアッセイ法においてリン酸化ヌクレオリンまたは
ヒストン H3の増加を生じる化合物の組み合わせは、 M期に細胞を停止させ、抗癌剤である
と思われる組み合わせとなると考えられる。例えば、アセチル化ヒストン H4を特異的に認
識する抗体を使用して、ヒストン H4のアセチル化の増加を検出するためにサイトブロット
アッセイ法を使用してもよい。ヒストン H4の過剰アセチル化（ hyperacetylation）の増加
を生じる化合物または化合物の組み合わせも抗癌剤である可能性がある。
【０１１０】
前述の例において、培地を除去し、固定液（ 70%エタノールまたは 4%ホルムアルデヒド（ P
BSまたは Tris緩衝食塩水を溶媒とする））を添加するという点において手法を変更するこ
とができる。次いで、固定液を除去し、透過化処理剤（例えば、 Tween 20、 TritonX-100
またはメタノール）を添加することによって、細胞の膜を透過化処理にする。膜透過化処
理剤を除去し、次いで細胞を PBSまたは Tris緩衝食塩水にて洗浄し、次いで、一次抗体を
添加する。通常、これらの他のサイトブロット態様を使用したとき、酸変性段階はない。
【０１１１】
レポーター遺伝子アッセイ法
試験要素の特性の測定は、レポーター遺伝子を使用して実施することができる。この方法
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は、試薬（例えば、安定に形質転換した細胞系統）を調製したら、アッセイ法は例えばサ
イトブロットアッセイ法より実施が容易で、時間がかからない。レポーター遺伝子は、発
色、蛍光、発光、または酵素特性により容易に検出されるポリペプチドをコードするレポ
ーター要素、およびレポーター遺伝子の発現に特異性を与えるエンハンサー /プロモータ
ー要素を含む。レポーター要素には、ルシフェラーゼ、βラクタマーゼ、緑色蛍光炭水化
物、青色蛍光タンパク質、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ (CAT)、β
ガラクトシダーゼ、およびアルカリホスファターゼが挙げられるが、それらに限定される
ことはない。エンハンサー /プロモーター要素には、例えば、 NFAT、 p53、 TGF-β、または
応答するプロモーター /エンハンサーが既知である任意の他のシグナル伝達経路もしくは
刺激に応答するものが含まれる。
【０１１２】
NFkB
1つの市販のレポーター遺伝子は、 NFkBが活性化された場合に光線を生ずるルシフェラー
ゼレポーター遺伝子、 pNFkBである（ Stratagene, La Jolla, CA）。このレポーター遺伝
子は、関心対象の細胞系統（すなわち、 A549ヒト肺癌細胞）を安定的または一過的にトラ
ンスフェクションすることができる。安定的にトランスフェクションした細胞系統を作製
するために、 pNFkBプラスミド DNAを G418抵抗性プラスミドおよびトランスフェクション試
薬（例えば、リポフェクタミン、 Life Technologies, Inc., Rockville, MD）と混合し、
A549または他の細胞をペトリ皿に約 40%の集密度で接着させた 10 cmのペトリ皿に添加する
。 DNA/リポフェクタミンを含有するプレートを 37℃において 4～ 16時間 5% CO2雰囲気下で
インキュベーションする。培地を除去し、細胞を無血清培地で 2回洗浄し、次いで 10%ウシ
胎児血清アルブミン (FBS)を含有する培地を添加する。 G418を、偽トランスフェクション
において全ての細胞を死滅させるのに十分である用量（約 700μ g/mL）を添加する（すな
わち、 G418-抵抗性プラスミドを用いないトランスフェクション）。細胞を 37℃において 5
% CO2雰囲気下で 2週間インキュベーションし、 3日ごとに培地を交換する。安定にトラン
スフェクションしたクローンは、 2週間の終了時までに小型のクローンとして増殖し、こ
れらのクローンはリング -クローニングによって分離し、別個に増殖させる。 G418-抵抗性
クローンは、一過的にトランスフェクションした NFkBが存在する場合に、または存在しな
い場合に細胞溶解物からの光線の出力を測定することによって、関心対象のレポーター遺
伝子についてスクリーニングされる。クローンを安定的にトランスフェクトした pNFkBで
同定したら、アッセイプレートに細胞を播種することによってスクリーニングに使用する
。
【０１１３】
一過的ななトランスフェクションアッセイ法では、 pNFkBプラスミド DNAをトランスフェク
ション試薬と混合し、例えば A549細胞を約 70%集密度まで接着した 10 cmペトリ皿に添加す
る。 DNA/リポフェクタミンを含有するプレートを 37℃において 5% CO2雰囲気下で 4～ 16時
間インキュベーションする。培地を除去し、細胞を無血清培地で 2回洗浄し、次いで、 10%
FBSを含有する培地を添加する。細胞を 37℃において 5% CO2雰囲気下で 24時間インキュベ
ーションし、次いでスクリーニングするためにアッセイプレートに播種する。
【０１１４】
レポーター遺伝子は、ウィルスまたはレトロウィルス感染、バイオリスティックインジェ
クションおよび裸の DNAの細胞内取り込みを含むが、それらに限定されることはない他の
技術を使用して細胞内に導入することができる。当業者は、アッセイされる細胞内へのレ
ポーター遺伝子の任意の導入方法が本明細書に記載されるスクリーニング方法に適合可能
であることを認識すると思われる。
【０１１５】
レポーター遺伝子を含有する細胞が入手されたら、それらをピペット、マルチチャンネル
ピペット、 384ウェルマルチドロップ (Multidrop)プレートフィラー（ Labsystems, Frankl
in, MA)、または他の液体取り扱い装置によりアッセイプレート（ 96ウェル、 384ウェル等
）に播種する。いくつかの方法の 1つによる組み合わせを形成するために化合物を添加す
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る。 4～ 72時間後、培地を除去し、細胞を HBSSで 2回洗浄し、溶解緩衝液を添加し（ Stockw
ellら、 J. Amer. Chem. Soc. 1999, 121: 10662～ 106631を参照のこと）、 ATP/ルシフェ
リンを添加し、プレートリーダーまたはルミノメーター（例えば、 LJL BioSystems Inc.,
 Analyst AD, Sunnyvale, CA）で発光を測定する。
【０１１６】
蛍光共鳴エネルギー移動アッセイ法
別の例において、蛍光共鳴エネルギー移動アッセイ法（ FRET）を、関心対象の 2つのタン
パク質の相互作用を検出し、測定するために使用する。この例では、第一のタンパク質お
よび第二のタンパク質に緑色蛍光タンパク質（ GFP）および青色蛍光タンパク質 (BFP)をそ
れぞれ、標準的な分子生物学的方法を使用して融合させる。 2つの融合タンパク質をコー
ドする DNA構築物を、上記のトランスフェクション技法または他の匹敵する方法を使用し
て、哺乳類細胞、酵母、蠕虫、または他の細胞もしくは生物において同時発現する。化合
物の組み合わせを添加する。プレートをプレートリーダー上に配置し、以下のように蛍光
を測定する。ドナー蛍光団（すなわち、 BFP）は励起し、アクセプター蛍光団（すなわち
、 GFP）の発光を測定する。 2つのタンパク質がより接近すると、アクセプター蛍光団の発
光が増加する。従って、関心対象の 2つのタンパク質を互いに接近させる化合物の組み合
わせは、アクセプター蛍光団の蛍光の増加によって同定される。
【０１１７】
例えば、 Smad2および Smad4を含有する発現ベクターを入手する。 GFPの cDNAを Smad2の 5'側
末端に融合させ、 BFPの cDNAを Smad4の 5'側末端に融合させる。これらの発現ベクターを哺
乳類細胞に安定的にまたは一過的にトランスフェクションし、細胞を化合物の組み合わせ
で処理し、 BFPを励起するが GFPを励起しない光線をプレートに照射する。 GFPの蛍光（例
えば、 512 nmの光線）を測定し、この波長の光線発光の増加を生ずる化合物の組み合わせ
を同定する。このような組み合わせは、 Smad2および Smad4の距離を互いに接近させ、 TGF-
βシグナル伝達を活性化させ、従って癌化学療法の粘膜炎および自己免疫疾患を治療する
のに有用となりうる。
【０１１８】
蛍光カルシウム指示薬色素
試験要素の特性の変化の別の読み取りは、 flu-3（ Molecular Probes, Eugene WA; http:/
/www.molecularprobes.com）、 fura-2、および indo-1などの蛍光カルシウム指示薬色素を
利用する。 Fluo-3は、 Ca2 +に結合しない場合には本質的に非蛍光であり、～ 0.14の飽和 Ca
2 +濃度において量子収率を示す。従って、 fluo-3AM(fluo-3AM)の無傷のアセトキシメチル
エステル誘導体も非蛍光である。 Ca2 +結合した fluo-3の緑色 -蛍光発光（～ 525 nm）は、
フルオレセイン（ FITC)について設計された光学的フィルターセットを使用して簡便に検
出される。製造業者の指示によると、 fluo-3は少なくとも 100倍の Ca2 +依存的蛍光増強を
示す。
【０１１９】
細胞をウェルに播種し、製造業者の指示により、 fluo-3を細胞に添加し、プレートリーダ
ーを使用して蛍光を測定する。従って、蛍光を増加させる（しかし自身は蛍光性ではない
）化合物の組み合わせは、細胞内カルシウム濃度の増加を生じる。
【０１２０】
蛍光顕微鏡
別のアッセイ法は、化合物の組み合わせに接触させた細胞における蛍光のレベルまたは位
置の変化を検出するための従来の蛍光顕微鏡を使用する。一例において、 GFP標識した Sma
d2を発現する安定的にトランスフェクションした細胞系統を使用する。細胞を播種し、化
合物を添加し、 1時間インキュベーションし、自動ステージ付蛍光顕微鏡を使用して各ウ
ェル内の細胞を画像化する。標識タンパク質の位置の変化を生ずる化合物の組み合わせを
同定する。例えば、 GFP-Smad2を核の外側から核の内側に移動させる組み合わせをこの方
法で同定することができる。これらの組み合わせは、 TGF-βシグナル伝達を活性化し、従
って、癌、自己免疫疾患、および粘膜炎を治療するのに有用となりうる。
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【０１２１】
cDNAアレイによる発現プロファイリング
試験要素の変化を生じる化合物を検出する別のアッセイ法は、発現プロファイリングであ
る。この例では、細胞を播種し、化合物の組み合わせを添加し、細胞を 2～ 24時間インキ
ュベーションする。ポリ A RNAを、標準的な方法を使用して各ウェルから回収する。蛍光
色素（例えば、 Cy3-dUTP）を逆転写の間に導入することを除いて、標準的な方法を使用し
て RNAを cDNAに逆転写する。 Cy3標識 cDNAを未処理の細胞の Cy5-標識 cDNAと混合し、 DNAマ
イクロアレイ（例えば、 Nature Genet. Suppl. 21, Jan 1999（参照として本明細書に組
み入れられている）に参照されている、 Affymetrix, Santa Clara, CAまたは Incyte, Pal
o Alto, CAから購入可能な DNAマイクロアレイ）にハイブリダイゼーションする。マイク
ロアレイの各スポットにおける Cy3および Cy5の相対的なレベルは、各遺伝子の発現の変化
であることを示す。この方法は、疾患遺伝子発現プロフィールから健康なプロフィールへ
の回復などの遺伝子発現の望ましい変化を生じる組み合わせを同定するために使用される
。または、インスリンなどの、所与のシグナリング分子によって生じる発現プロフィール
を測定し、インスリンプロフィールを生じる化合物の組み合わせを見出す。これは、これ
らの組み合わせがインスリンの作用を模倣することを示している。
【０１２２】
生物全体
本明細書に記載するスクリーニングアッセイ法に適合可能な別のバイオアッセイ法は、動
物全体を使用する。一例において、線虫 C.エレガンス（ C. elegans）を個々のウェルに配
置し（好ましくは、ウェルあたり 1匹より多い線虫）、生物の特性の変化を検出すること
によって化合物の活性を検出する。例えば、ライフサイクルの特定の段階において、また
は耐久型期（ dauer state）にのみ緑色蛍光タンパク質を発現するように線虫を操作する
ことができる。自動式顕微鏡システムを使用して、各ウェルの線虫を画像化し、緑色蛍光
タンパク質を測定するか、または化合物の特定の組み合わせによって生じる蠕虫の形態変
化を検出する。
【０１２３】
別の動物全体アッセイ法は、皮膚表面上または皮膚表面付近に腫瘍を有するヌードマウス
などの大型動物を使用する。化合物の組み合わせは、皮膚にすりこみ、皮膚に浸透し、腫
瘍に到達する DMSO中の混合物であってもよい。または、化合物は静脈内、筋肉内、または
経口投与することができる。活性を検出するための他の生物全体方法は、規定の培地中で
発生する受精したアフリカツメガエル卵母細胞から誘導される小型オタマジャクシ、規定
の培地中で一定の期間にわたって器官を培養することができる器官型培養物（マウスまた
は他の動物の外植片）および種々の動物の卵（受精または未受精）を使用することを含ん
でもよい。別のアッセイ法は、 2つのバネの間で伸縮する心筋組織または筋組織の緊張を
測定し、収縮を調節する化合物の組み合わせは、それらのバネの緊張を増加または低下さ
せると思われる。
【０１２４】

組み合わせた実体のいずれをも標識しない場合にも一部のアッセイを実施することができ
るが、いくつかの態様において、試験要素に対する組み合わせの作用を検出または測定す
ることができるように、組み合わせた実体の 1つまたはそれ以上を標識する。例えば、ビ
オチン -ストレプトアビジン相互作用またはヘキサヒスチジン標識タンパク質を使用した
タンパク質のアフィニティークロマトグラフィーのために生化学において広範に使用され
ているような技法のような多種多様の既知の任意の標識を使用することができる（ Jankne
ctら、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88:8972; Wilcheckら、 Methods in Enzymolog
y, Wilcheck, M; Bayer, E. A. Eds. Academic Press Inc. San Diego, 1990; pp123～ 12
9）。
【０１２５】

10

20

30

40

50

(22) JP 3790447 B2 2006.6.28

化合物の標識化

分子の組み合わせ



本発明の方法は、 1週間あたり 150,000までの化合物をスクリーニングすることができる、
既存のロボット工学システム、 96-ウェル、 384-ウェル、 1536-ウェル、または他の高密度
ストックプレート、および 96-、 384-または 1536-ウェル、または他の高密度アッセイプレ
ートを使用することができる。この技術の自動化は、分子の組み合わせをスクリーニング
するために本発明により改良することができる。本発明の方法はまた、従来のフォトリソ
グラフィーまたは工程を小型化する従来ではない方法（ソフトリソグラフィーまたはニア
フィールド光学的リソグラフィーなど）を使用してもよい。本発明の方法はまた、インク
ジェットプリンティングまたは化合物プリンティング技術を使用してもよい。また、本発
明の方法は、ロボット工学システムと同一の結果およびスループットを達成するために、
熟練した技術者を使用してもよい。化合物の組み合わせを実施してから、試験要素と接触
させても、または試験要素の存在下においてインサイチューで化合物を組み合わせてもよ
い。これらのプレーティングは以下にさらに詳細に記載されている。
【０１２６】
手動式プレーティング
化合物は手動により、プレーティングしてもよい（すなわち、試験する細胞に添加しても
よい）。一例において、精製した化合物を手動で組み合わせて、 7× 7コンビナトリアルア
レイにおいて試験する。この場合に 7つの化合物を含む化合物はストックプレート内に存
在する。化合物をアッセイプレート内で組み合わせる。オペレーターはストックプレート
のウェルから第一の化合物（または、複数の化合物）をアッセイプレートの 1列に配置し
、次いでアッセイプレートの 1カラムに配置する。これをストックプレートの第二のウェ
ルを用いて反復し、アッセイプレートへのプレーティングのみが、第一の化合物をプレー
ティングしたものから列およびカラムを形成する。この過程を、組み合わせの完全なセッ
トがプレーティングされるまで反復する。
【０１２７】
ロボットプレーティング
コンビナトリアルアレイを形成するためにウェルに化合物を添加するための数多くの方法
があり、当業者は、以下の例は例示的な目的のためで、どのようにも限定的でないことを
認識すると考えられる。
【０１２８】
ロボットプレーティングの一例では、ロボット液体移動システムを使用する。移動システ
ムは、例えば Beckman Coulter(Fullerton, CA)、 Tecan(Research Triangle Park, NC)ま
たは Zymark(Hopkinton, MA)から購入可能である。ロボットシステムは、列 1が同一の化合
物を有し、列 2が同一の化合物を有するように所定の列の各ウェル内に規定の容量の第一
のセットの化合物をプレーティングする。次いで、液体移動装置は、各カラムが同一の化
合物を収容するように（しかし、異なるカラムは異なる化合物を収容する）、カラムに沿
って同じセットの化合物をプレーティングする。移動システムは、小容量（例えば、 1nL
）を移動するように改良することができる。
【０１２９】
効果的な移動のための別の方法はインクジェット技術を使用する（ Gordonら、 J. Med. Ch
em. 1994, 13: 1385～ 1401; Lemmoら、 Curr. Opin. Biotechnol. 1998, 9: 615～ 617）。
インクジェットプリンターは試験化合物を含有する複数の容器から液を出す；ソースウェ
ルの各化合物を、各化合物のおのおのの個々の列およびカラムの表面にプリントアウトま
たは注入する。上記のように、次の化合物は次の列および次のカラムにプリントアウトさ
れ、グリッド全体に化合物の組み合わせがプレーティングされるまでこれを反復する。
【０１３０】
アッセイプレートに化合物を添加するためのさらに別の方法は、 DNAをスポットするため
にスタンフォード大学の Patrick Brownによって開発されたマイクロアレイスポッターを
使用する。この装置は、ストックプレートに浸漬し、全ての列にプリントする 8-キルペン
プリンティングヘッドおよび 8リニアキルヘッドを使用する。その後、プレートが 90度回
転するか、またはプリンティングヘッドが 90度回転する；次いで、プリントヘッドはカラ
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ムにプリントする。例えば、標準的な 384ウェルプレートの 2、 4または 16のプリントヘッ
ドおよびより高密度プレートのより多い数を使用してプリントヘッドのサイズを変更して
もよい。
【０１３１】
アッセイプレートに化合物を添加するさらに別の方法は、化合物の標準的なストックプレ
ートから既知の用量を滴下することができる 384の別個のシリンジを備えることができる
、 Hydra（ Robbins Scientific, Sunnyvale, CA）と呼ばれる市販の機器を使用する。
【０１３２】
試験化合物をプレーティングするための別の方法は、 Caliper Technologies(Mountain Vi
ew, CA)から購入可能であって、この組み合わせを作製すると思われるアレイを作製する
ことにそのシステムを直接適用するものなどのマイクロ流体工学システムを使用する。こ
の場合には、マイクロスケールの組み合わせのアレイは、マトリックスの交点に化合物溶
液を分配する毛細管流動を使用して作製される。
【０１３３】
別のプレーティング方法
当業者は、任意のプレート構造を本発明のスクリーニング方法に適合することができるこ
とを認識すると思われる。例えば、 16× 16スクエアプレートは、 16× 24プレートの 384ウ
ェルの代わりに 256ウェルを有すると思われる。これにより、単純に四角プレートを 90度
回転して、他の方向に添加することができるので、列にだけまたはカラムにだけ液体を添
加する任意の液体添加システムを適合することができる。また、適合したマイクロスクエ
アープレートを任意の既存のプレート液体取り扱いシステム内にフィットするように、標
準的な 96ウェルまたは 386ウェルのマイクロタイタープレートの寸法またはフットプリン
トを有するスクエアープレートホルダーをこの設計に導入してもよい。
【０１３４】
組み合わせにおいて試験される化合物または要素を提供する別の方法は、液体ではなく、
例えば少量の乾燥粉末のような固形の形態でそれらを提供することである。従って、 2つ
の乾燥成分（または一方は濡れた成分で、一方は乾燥した成分）を混合して、次いで組み
合わせを（組み合わせた実体が可溶性である）培地中の細胞に添加する。固形化合物は、
異なる化合物を添加する組み合わせ合成（ combinatorial synthesis）からのビーズを含
む。例えば、ビーズはビーズピッカーで添加してもよい。一例において、ビーズは磁気で
、磁石を使用して添加される。
【０１３５】
本発明のロボット工学適用の高スループットアッセイ法では、各ウェルは独立に間隔をお
いて処理されなければならず、好ましくは、ストックプレートから大容量（ 100μ Lまで）
および小容量（ 1nLまで）の各化合物を引き出すことができる。本発明のコンビナトリア
ルスクリーニングアッセイ法を実施するための例示的なロボットプラットフォームを以下
に記載する。
【０１３６】
2ステーション式ロボットプラットフォームを作製する。第一のステーションは VWR(cat#6
2409-608)により入手可能なものなどのピントランスファー装置が取り付けられた単純な X
YZロボットアームを有する。ストックプレートおよびアッセイプレートはステーション内
に入り、ロボットアームがストックプレートにピンを投入し、これらのピンをアッセイプ
レートに移動することによってピンのサイズに応じて 1～ 1000nLを送達する（最も典型的
には、 50nLが送達される）。異なるピン装置により、上記した例のように、化合物の異な
る組み合わせを移動することができる。ロボットの第二のステーションは、 1つの化合物
のストックウェルから大容量（ 10マイクロリッターまで）を引き出して、次いでアッセイ
プレートの各ウェルに小容量を分注することができるピエゾ電気式分注器である。例えば
、 Ivek Digispense 2000システム（ http://www.ivek.com/digi2000.html）は 10nLの分解
能を有し、この目的に十分であるはずである。
【０１３７】
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非化合物組み合わせ試薬
実体プレートに存在する組み合わせ試薬が化合物でない場合には（すなわち、なんらかの
形態の放射線である場合）、細胞および添加された化合物を含有するプレートは放射線源
を通過させることによって、組み合わせの形成を完了することができる。他の形態の非化
合物組み合わせ試薬には、例えば高圧および熱が含まれる。
【０１３８】
非化合物試薬は、化合物の添加と同様の方法で変更することができる。例えば、 pHを変更
するためには、異なる量の塩基または酸をウェルに添加する。同様に、化合物の添加に適
用可能な任意の方法を使用してイオンを添加することができる。
【０１３９】

小型化学物質ライブラリー（ <1000化合物）では、全てのライブラリー（ 50万までの組み
合わせ）および第三の組み合わせ（数百万までの組み合わせ）を本明細書に記載されるシ
ステムを使用して試験することができる。
【０１４０】
組み合わせの力は、多変量治療を同定するのに効果的なライブラリーを速やかに形成する
。多変量治療ライブラリーのサイズは速やかに競争し、任意の従来の入手可能な多様性ラ
イブラリーまたは非多様性ライブラリーにわたり拡大する。対応のある組み合わせの 200
の化合物のライブラリーは、細胞分裂に影響を与える新規化合物を同定するために最近使
用されている天然産物ライブラリーよりサイズが大きい、 19,900の組み合わせの多変量治
療ライブラリーを作製する（ Mayerら、 Science, 1999, 286, 971～ 974）。 3ウェイ組み合
わせにおける 300化合物のライブラリーは、現在形成されている最も大きいコンビナトリ
アル・ケミストリーライブラリーより大きく、おそらくより大きい多様性を有する、多変
量治療ライブラリーの約 450万の別個の組み合わせを作製する。
【０１４１】

標準的な方法を使用して、多様性ライブラリーを最初に個別に試験することができる。化
合物は生物学的アッセイ法においてスクリーニングされ、活性によって格付けされる。次
いで、ライブラリーの最も活性な化合物（例えば、アッセイされる組み合わせ空間（ comb
inatorial space）の量に応じて、 20の最も活性な化合物、または 1000の最も活性な化合
物）を対応のある組み合わせおよび 3-ウェイ組み合わせで試験する。望ましい場合には、
これらの組み合わせは活性よって格付けすることができ、望ましい数の効果的な組み合わ
せが同定されるまで、この過程を 4-ウェイ組み合わせ、 5-ウェイ組み合わせ等について反
復することができる。
【０１４２】

遺伝的アルゴリズムの使用により、 1つの薬剤自体とは別個の望ましい生物学的活性を有
する薬剤の組み合わせを同定する別の方法が提供される。この方法では、各 1薬剤に、任
意のシリーズの数、文字、または他の記号であってもよい独自のバーコードを割り付ける
。好ましい様式の態様において、バーコードはバイナリーコード（ゼロおよび 1）である
。可能な対応のある組み合わせの総合プールから、対応のある組み合わせの特定の数（ N
、「母集団サイズ」）を選択し（無作為またはいくつかの他の特徴に基づいて）、これら
の組み合わせの各々の活性を測定する。母集団の最も活性なメンバー Xを選択する（ Xが N
より小さい場合）。 (i)複製（元の組み合わせが再び単純に選択される）、（ ii）変異（
バーコードの 1ビットが異なる値に変異する）、および (iii)組換え（ 2つのバーコードが
各々中点で分割し、対向末端が結合して 2つの新規ハイブリッドバーコードを作製する）
を含む一連のオペレーターを使用して、 Xの活性な組み合わせから Nの新規組み合わせを形
成する。この選択、増幅、変異、および組換え過程を数多くのサイクルにわたって反復し
、薬剤の各組み合わせの活性を各サイクルの終了時に測定する。これは、限られた数の組
み合わせを試験する方法を提供すると同時に、薬剤の有効性の高い組み合わせを発見する
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ことを可能にする。
【０１４３】
遺伝的アルゴリズム（または他のアルゴリズム）のパラメーターを最適にする方法は以下
のようである： N薬剤の C組み合わせを検討に選択する。 (N!)の全セットの各メンバーの活
性 /((N-C)！ (C!))組み合わせ、を測定する。さらに、全てのより低い次数の組み合わせを
同様に測定することができる。この活性の十分なデータセットを用いて、種々のアルゴリ
ズムの成功および有効性、またはさらに「湿式」ベンチ作業を実施することなく 1つのア
ルゴリズムの種々の順列を評価することが可能である。すなわち、活性のある組み合わせ
を発見するための全ての方法を「コンピューター内（ in silico）」で比較することがで
き、それらの相対的な性能を比較することができる。
【０１４４】

2種類のストック溶液を維持する。各化合物は両方のストック様式で寄託される。第一の
ストック溶液様式は、最終濃度 4 mMで 100マイクロリッターのジメチルスルホキシド (DMSO
)に溶解し、 384ウェルポリプロピレンプレート（ Matrix Technologies）に保存した化合
物を含む。第二の種類のストック溶液は、最終濃度 4 mMで 1500マイクロリッターの DMSOに
溶解し、深型ウェル 96ウェルポリプロピレンプレートに保存した化合物からなる。各種の
プレートの多数のコピーを作製する。ストックプレートの 1コピーを、通常の用途のため
に -20℃において保存し、バクアップコピーを長期保存のために -80℃において保存する。
【０１４５】

3種のアッセイプレートを使用する。上記のピン移動装置のピンのサイズは、各サイズの
アッセイプレートを収容するように適合される。
1)市販の 384ウェルプレート（例えば、 NalgeNunc白色不透明なポリスチレン細胞培養処理
済み滅菌プレート、 cat#164610）
2)市販の 1536ウェルプレート（例えば、 Greinerまたは Corning）
3)特注製造した 1536または 6144ウェルプレート（ポリジメチルシロキサン製、 Dow Cornin
g）および delranモデルおよび Omniトレー。
【０１４６】

上記の機器を操作するためにソフトウェアを書き込むために、従来のプログラム技法を使
用して、マイクロソフトビジュアルベイシック（ Microsoft Visual Basic）またはプログ
ラム言語を使用する。プログラムにより、機器はストックプレートまたはアッセイプレー
トのバーコードを読むことができ、アッセイデッキ上のプレートの位置を追跡することが
でき、適当な用量の適切な化合物を適切なアッセイウェルに移動することができる。従っ
て、スクリーニングされる全ての組み合わせをあらかじめ測定または選択し、機器は、ア
ッセイデッキに規定されたプレートを配置する段階およびアッセイデッキから規定された
プレートをインキュベーターから取り出す段階などの、単純なオペレーター段階だけを必
要とする自動式様式でコンビナトリアルスクリーニングを実施する。
【０１４７】

各プレートの独自の識別番号を作製し、ラベルにバーコードをプリントし、アッセイプレ
ートまたはストックプレートにラベルをスタンプするために、標準的な技法を使用してバ
ーコードプリンターを使用する。ソフトウェアは、各アッセイプレートおよびストックプ
レートの各ウエル中の各化合物の性質を記録する。アッセイデッキに結合したバーコード
リーダーは、それが流入し、アッセイデッキを出るとき各プレートをスキャンする。
【０１４８】
以下の実施例は例示的な目的のために提供されており、いかなる限定も意図していない。
【０１４９】
【実施例】
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図 1は、試薬が同じ細胞の異なる標的に結合する場合に、 2つの異なる試薬が細胞の内部で
どのように相乗的に作用するかを示す概念図である。この図において、化合物 A(10)およ
び化合物 B(12)は原形質膜 (14)を通過し、哺乳類細胞の細胞質ゾル領域に自由に拡散する
。化合物 Aは、キナーゼであるタンパク質 X(16)に結合し、このキナーゼの活性を阻害する
。キナーゼ Xは、通常、 Yにリン酸基を付加することによって、転写因子 Y(18)を不活性化
する。化合物 Aがキナーゼ Xを阻害すると、転写因子 Yが活性化され、 Yは核内に移動し、イ
ンスリンなどの治療遺伝子のエンハンサー領域の DNAに強く結合する。しかし、転写因子 Y
は、第二の転写因子 Z(20)が存在しない場合にはインスリンの発現を活性化できない。し
かし、図では、化合物 Bが、転写因子 Zに結合して、この転写因子の自己抑制性ループを除
去することによって、この転写因子 Zを核内に移動させ、転写因子 Yと結合する。 Yおよび Z
は一体として治療遺伝子、インスリンの発現の活性化を可能にするが、単独では可能にし
ない。
【０１５０】
図 2は、試薬が異なる細胞または組織の標的に結合する場合に、 2つの異なる試薬が生物の
内部でどのように相乗的に作用するかを示す概念図である。この図では、化合物 A(50)は
膵臓 (54)のβ島細胞 (52)に拡散する。化合物 Aは、インスリン (56)をコードする治療遺伝
子をこれらの細胞中で発現させる。しかし、インスリンは、脂肪組織における標的脂肪細
胞上にインスリン受容体が存在しない場合には無効である。一方、化合物 Bは脂肪組織 (60
)における脂肪細胞 (58)に拡散し、これらの細胞中でインスリン受容体 (62)の発現を刺激
する。 Aおよび Bは一体としてこの個体においてインスリンの活性を回復させるが、一方の
単独では回復させない。
【０１５１】
図 3から図 7は、本特許明細書において本発明者らが記載する種類のコンビナトリアルスク
リーニングにおいて得られる実験データの例である。 5つの異なる 384ウェルプレートの結
果を示す。結果は、 A～ Pまでラベルした 16列および 1～ 24までラベルした 24カラムからな
るプレート様式で示す。活性レベルは各ウェルにおいて数で示し、 1は基底状態の活性（
影響なし）を意味し、 5は活性の組み合わせが見られることを意味する。プレート 1は、 A5
49ヒト癌細胞（以下に記載する）において細胞周期停止活性についてブロモデオキシウリ
ジンサイトブロットアッセイ法において 4μ g/mLで試験したときの、化合物 1～ 384の活性
を示す。プレート 2は、同アッセイ法において 2μ g/mLで試験したときの、化合物 1～ 384の
活性を示す。プレート 3は、同アッセイ法において 4μ g/mLで試験したときの、化合物 385
～ 768の活性を示す。プレート 4は、同アッセイ法において 2μ g/mLで試験したときの、化
合物 385～ 768の活性を示す。プレート 1～ 4では、化合物のどれもいかなる活性も示さない
ことに注目されたい。プレート 5は、 2μ g/mLで試験したときの（すなわち、化合物 1～ 384
および 385～ 768を共に各化合物 2μ g/mLの濃度でアッセイプレートに同時に添加し、 384の
異なる無作為な対応のある組み合わせを作製する）、 384の対応のある化合物の組み合わ
せの活性を示す。ウェル A1は活性を示すことに注目されたい。これは、化合物 1(化合物 1
～ 384のプレートのウェル A1)自体は活性を持たず、化合物 385(化合物 385～ 768のプレート
のウェル A1)自体は活性を持たないが、化合物 1および 385は一体として相乗的に作用して
活性な組み合わせを作製することを意味する。
【０１５２】

一般的方法
図 8は、現在市販により入手可能な技術を使用してコンビナトリアルスクリーニングを実
施する方法の模式図である。ヒト A549肺癌細胞をアメリカンタイプカルチャーコレクショ
ン（ American Type Culture Collection） (ATCC、カタログ番号 CCL185)から入手し、 10% 
FBS、 100単位 /mLペニシリン Gナトリウム、 100μ g/mL硫酸ストレプトマイシン、および 2 m
Mグルタメート（ GibcoBRL, Rockville, MD）を含有するダルベッコの改変イーグル培地 (D
MEM)(10%培地と呼ぶ )中で 37℃において 5%CO2雰囲気下で培養する。白色不透明な 384-ウェ
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ルプレート (100)(Nalge Nunc International, Rochester, NY)の各ウェルに、マルチドロ
ップ 384液体ディスペンサー (110)(Labsystems Microplate Instrumentation Division, F
ranklin, MA)を使用して 4000細胞を播種する。細胞は 40μ Lの 10%FBS含有培地に播種する
。
【０１５３】
37℃において 5%CO2雰囲気下で 16時間後、関心対象の化合物の 10%培地における 50μ Mスト
ックの 10μ Lを各ウェルに添加し、総ウェル容量を 40μ Lにし、この化合物の最終濃度を 10
μ Mとする。その前、直後、または数時間後もしくは数日後に、ピンアレイ 130の小さいピ
ンをストックプレート (140)または (150)の各ウェルに浸漬し、次いでアッセイプレート (1
00)の各ウェルに浸漬することによって第二のセットの化合物を添加する。マトリックス
テクノロジーピントランスファー（ Matrix Technologies Pin Transfer）装置 (130)(384
または 96ピン )が十分であると考えられる（カタログ番号 350500130および 350510203）。
この二段階方法により、多数の対応のある組み合わせにおいて、 1つの特定の化合物を大
多数の他の化合物に対して試験することが可能になる。新規特性が組み合わせで達成され
るかどうかを判定するために、元の化合物（全てのウェルに存在する化合物）が存在しな
い場合に、ピン移動化合物のセットを試験するプレートを有することも必要である。
【０１５４】
試験要素と接触させる化合物の組み合わせを提供するために、異なる方法を使用すること
もできる。例えば、上記のように、対応のある組み合わせ全体に 1つの化合物を固定させ
ないで、そのセットの全ての対応のある組み合わせが達成される方法で化合物のセットを
ピン移動することができる。 16化合物のセットをストックプレート (140)から 384ウェルア
ッセイプレート (100)の 16列にピン移動する。次いで、同じ 16化合物のセットを同アッセ
イプレートの 16カラムに移動して、異なる対応のある組み合わせを有する 256ウェルマト
リックスを提供する。
【０１５５】
前述の実施例の各々（または類似の形態）において、望ましい化合物を全て添加した場合
に、 A549および化合物を含有するアッセイプレートをインキュベーター (120)で 37℃にお
いて 5%二酸化炭素雰囲気下において 48時間インキュベーションする。この時間の終了時に
、マルチドロップ 384(110)を使用して、培地の 50μ Mストック（ PBS、 pH 7.4の 10 mMスト
ックから調製）から 10μ Lの BrdUを添加し、最終濃度 10μ M BrdUとする。細胞を 37℃にお
いて 5%CO2雰囲気下においてインキュベーター (120)でさらに 12～ 16時間インキュベーショ
ンする。吸引のためにプロトコール全体で使用し、ハウス真空源に取り付けた 24-チャネ
ルワンド（ V&P Scientific）を用いて各ウェルから上清を除去した。細胞は冷却した 50μ
Lの (4℃ )70%エタノール /30%PBSで固定し、氷上で 1時間インキュベーションし、 90μ Lの冷
却した (4℃ )PBSで洗浄し、次いで 25μ Lの 2M HCl/0.5%Tween 20/ddH2 Oを添加する。細胞を
室温において 20分間インキュベーションし、 90μ Lの 10% 2M NaOH/90%ハンクスの平衡塩類
溶液 (HBSS, GibcoBRL)で洗浄し、 90μ Lの HBSSで 2回、 75μ Lの PBSTB(PBS, 0.1% Tween 20(
Sigma), 0.5%ウシ血清アルブミン (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)で 1回洗浄する。次い
で、 0.5μ g/mLのマウス抗 BrdU抗体（ストックの 1000倍希釈、 (BD Biosciences-PharMinge
n San Diego, CA)）および HRPに結合した 2000倍希釈の抗マウス Ig抗体 (Amersham Pharmac
ia Biotech Inc., Piscataway, NJ)を PBSTB中に含有する 20μ Lの抗体溶液を添加する。細
胞を室温において 1時間インキュベーションし、 90μ Lの PBSで 2回洗浄し、次いで 20μ Lの H
RP基質溶液を各ウェルに添加する。 Amersham ECL検出キットの等容量の溶液 1および溶液 2
を混合することによって HRP基質溶液を得る。プレートを LJL Biosystems Inc.(Sunnyvale
, CA) アナリスト AD プレートリーダー (160)に配置し、各ウェルの発光を 0.3秒検出する
。次いで、組み合わせの活性を、元の濃度および元の濃度の N倍の両方において 1つの薬剤
単独の活性と比較する。ただし、 Nはスクリーニングに見出される活性ナトリウム化合物
の数に等しい。組み合わせが元の濃度および元の濃度の N倍の両方において 1つの薬剤単独
の各々の活性より大きい場合には、相乗作用が観察された。相乗作用が観察されない場合
でも、組み合わせは、組み合わせを形成する個々の構成要素と比較したとき、有利な特性

10

20

30

40

50

(28) JP 3790447 B2 2006.6.28



（例えば、低い副作用）を有する場合がある。
【０１５６】
前述の方法は、 2つの異なる化合物を第一の段階において添加し、 3-ウェイ組み合わせの
試験を可能にするように容易に改良される。同様に、 3つの化合物を添加して、 4-ウェイ
組み合わせ等の試験を可能にすることができる。このような方法を使用すると、より高次
数の化合物の組み合わせが試験される。
【０１５７】
増殖を阻止する化合物の組み合わせの同定を以下に記載する。この記載は例示的な目的の
ものであり、いかなる場合においても限定的であるべきではない。
【０１５８】
7つの化合物を単独および 21の全ての可能な対応のある組み合わせで、 BrdUサイトブロッ
トアッセイ法（以下を参照）において細胞周期進行に対する作用を試験した。 7つの化合
物（ポドフィロトキシン (podophyllotoxin)、パクリタキセル (paclitaxel)、キナクリン (
quinqcrine)、ベプリジル (bepridil)、ジピリダモール、プロメタジン、およびアグロク
ラビン (agroclavine)；各々 Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MOより購入した）をガラ
スバイアルに 1グラムを秤量し、ジメチルスルホキシドに溶解して 4 mg/mMストック溶液を
作製した。 6000の A549肺癌細胞を、 384の白色不透明 NalgeNunc細胞培養処理済みプレート
（ cat#164610）の各ウェルに 10%培地（全て Life Technologiesから入手した； 10% ウシ胎
児血清アルブミン、 100単位 /mLペニシリン Gナトリウム、 100μ g/mL硫酸ストレプトマイシ
ン、および 2 mMグルタメート（ GibcoBRL, Rockville, MD）を含有するダルベッコの改変
イーグル培地） 30μ Lに播種した。各化合物を最終アッセイ濃度まで 10%培地で 4倍希釈し
た（最終アッセイ濃度は 0.25%DMSO、 240nMポドフィロトキシン、 60 nMパクリタキセル、 4
20 nMキナクリン、 25μ Mベプリジル、 400 nMジピリダモール、 25μ Mプロメタジンおよび 8
40nMアグロクラビン）。培地中の化合物の各 4×ストックの 15マイクロリッターを、 7つの
化合物の全ての可能なバイナリー組み合わせおよび 1つの薬剤自体が試験されるように、 8
カラムおよび 8列の四角（第 8レーンは基剤 DMSOだけを含有する）の 1つの列および 1つのカ
ラムに添加した。細胞を 37℃において 5%二酸化炭素雰囲気下で 46時間インキュベーション
した。 10%培地中の BrdU 50μ M溶液の 15μ Lを添加することによって、 BrdUを 10μ Mの最終
濃度まで添加した。細胞を 37℃において 5%二酸化炭素雰囲気下で一晩インキュベーション
した。
【０１５９】
16時間後、プロトコール全体で使用され、ハウス真空源に取り付けられた 24-チャネルワ
ンド（ V&P Scientific）を用いて各ウェルから培地を吸引した。全てのその後の液体の添
加段階に使用される Multidrop 384プレートフィラー（ Labsystems）を用いて、 50μ Lの 70
%エタノール /30%リン酸緩衝食塩水（ 4℃）を各ウェルに添加した。室温においてプレート
を 1時間インキュベーションし、次いでウェルを吸引し、 0.5%Tween 20を含有する 2M HCl 
25μ Lを各ウェルに添加した。プレートを室温において 20分間インキュベーションした。
次いで、 25マイクロリッターの 2M NaOHを各ウェルに添加した。各ウェルの液体を吸引し
、ウェルを 75μ Lのハンクスの平衡塩類溶液で 2回洗浄した。ウェルを 75μ Lの PBSTM(0.5%
ウシ血清アルブミンおよび 0.1% Tween 20を含有するリン酸緩衝食塩水 )で再度洗浄した。
20マイクロリッターの抗体溶液を各ウェル（ 0.5μ g/mLの抗 BrdU抗体（ PharmMingen）およ
び 2000倍希釈の抗マウス Ig-HRP(Amersham)を含有する）に添加した。プレートを抗体溶液
とともに室温において 1時間インキュベーションし、次いで抗体溶液を吸引除去し、各ウ
ェルをリン酸緩衝食塩水で 1回洗浄した。最後に、 20μ Lの ECL検出試薬を各ウェルに添加
した（ Amersham's ECL検出試薬の溶液 1および溶液 2の等量混合物）。各ウェルの発光を LJ
Lアナリストプレートリーダーで、ウェルあたり 0.2秒の積算時間を用いて読み取った。 2
つのプレートにおいて実験を反復し、各対応のある組み合わせを 16の反復実験の全てにお
いて試験した。表 1に示すデータは、化合物の各々の組み合わせの平均抗増殖活性を示す
。 5つの統計学的に有意な（ p<0.001）組み合わせを強調してある。全ての活性は、いかな
る処理も受けていない細胞を含有するウェルのセットに正規化してある。従って、値 1は
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不活性基質であり、 1より大きい値は抗増殖活性のレベルを示す。
【０１６０】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
チャートは、個々の構成要素とは別個の、抗増殖活性を有する既存の FDA承認薬の 5つの組
み合わせを示す。ポドフィロトキシンおよびパクリタキセルは共に、細胞を有糸分裂状態
で停止させる微小管安定剤であり、ジピリダモールは抗血小板剤であり、ベプリジルはカ
ルシウムチャネル遮断剤であり、プロメタジンは H1ヒスタミン受容体アンタゴニストであ
って CNS抑制剤および抗コリン作動薬としても使用される。ジピリダモールは、一般に、
特に、パクリタキセルおよびポドフィロトキシンの毒性の副作用と比較した場合に、ヒト
に対する治療薬として比較的安全性の高いプロフィールを有すると考えられている。従っ
て、このアッセイ法において、ジピリダモールはパクリタキセルおよびポドフィロトキシ
ンのヒト肺癌細胞に対する抗増殖作用を増強する。さらに、ベプリジはポドフィロトキシ
ンの作用を増強するが、パクリタキセルの作用を阻害する。この結果は、従来には予測さ
れておらず、薬剤間の予期されない相互作用を観察するための組み合わせの実験的高スル
ープット試験の重要性を強調している。例えば、ベプリジルおよびプロメタジンは、どち
らも現在の治療薬の適応では抗増殖薬として使用されていないが、組み合わせると、肺癌
細胞の増殖を強力に阻止する。
【０１６１】

上記の明細書に記載した全ての刊行物および特許は参照として本明細書に組み入れられて
いる。本発明の範囲および精神から逸脱することなく、記載されている本発明の方法およ
びシステムの種々の改良および変更を加えることができることは当業者に明らかである。
本発明は具体的な好ましい態様に関連して記載されているが、主張されている本発明はこ
のような具体的な態様に不用意に限定されるべきではないことが理解されるべきである。
実際、薬剤発見分野または関連する分野の当業者に明らかである本発明を実施するための
記載されている様式の種々の改良は本発明の範囲内であることが意図されている。
【０１６２】
【発明の効果】
本発明の高スループットスクリーニング方法は、製薬産業で使用される従来の薬剤発見方
法の迅速で、強力な別法となる。本発明は、例えば低分子（そのいくつかは新規に合成し
てもよく、またはそのいくつかは既知の FDA承認済み薬剤であってもよい）の以前には知
られていなかった治療的に強力な組み合わせを同定することができる。効果的な組み合わ
せが、全てがすでに FDAの承認を得ている 2つ、 3つ、 4つ、またはそれ以上の薬剤によって
のみより作製される場合には、新たな組み合わせは、 FDA承認過程を介して容易に移動す
るさらなる利点を有する。
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【図面の簡単な説明】
【図１】　試薬が同一の細胞内の異なる標的に結合する場合に、細胞の内部で 2つの異な
る試薬が相乗的にどのように作用するかを示す概念図である。
【図２】　試薬が異なる細胞または組織内の標的に結合する場合に、生物の内部で 2つの
異なる試薬が相乗的にどのように作用するかを示す概念図である。
【図３】　本明細書に記載される種類のコンビナトリアルスクリーニングにおいて得られ
る実験データの例である。 5つの異なる 384ウェルプレートの結果のうちプレート 1の結果
を示す。結果は、 A～ Pまでラベルした 16列および 1～ 24までラベルした 24カラムからなる
プレート様式で示す。活性レベルは各ウェルにおいて数で示し、 1は基底状態の活性（作
用なし）を意味し、 5は活性の組み合わせが見られることを意味する。
【図４】　本明細書に記載される種類のコンビナトリアルスクリーニングにおいて得られ
る実験データの例である。 5つの異なる 384ウェルプレートの結果のうちプレート 2の結果
を示す。結果は、 A～ Pまでラベルした 16列および 1～ 24までラベルした 24カラムからなる
プレート様式で示す。活性レベルは各ウェルにおいて数で示し、 1は基底状態の活性（作
用なし）を意味し、 5は活性の組み合わせが見られることを意味する。
【図５】　本明細書に記載される種類のコンビナトリアルスクリーニングにおいて得られ
る実験データの例である。 5つの異なる 384ウェルプレートの結果のうちプレート 3の結果
を示す。結果は、 A～ Pまでラベルした 16列および 1～ 24までラベルした 24カラムからなる
プレート様式で示す。活性レベルは各ウェルにおいて数で示し、 1は基底状態の活性（作
用なし）を意味し、 5は活性の組み合わせが見られることを意味する。
【図６】　本明細書に記載される種類のコンビナトリアルスクリーニングにおいて得られ
る実験データの例である。 5つの異なる 384ウェルプレートの結果のうちプレート 4の結果
を示す。結果は、 A～ Pまでラベルした 16列および 1～ 24までラベルした 24カラムからなる
プレート様式で示す。活性レベルは各ウェルにおいて数で示し、 1は基底状態の活性（作
用なし）を意味し、 5は活性の組み合わせが見られることを意味する。
【図７】　本明細書に記載される種類のコンビナトリアルスクリーニングにおいて得られ
る実験データの例である。 5つの異なる 384ウェルプレートの結果のうちプレート 5の結果
を示す。結果は、 A～ Pまでラベルした 16列および 1～ 24までラベルした 24カラムからなる
プレート様式で示す。活性レベルは各ウェルにおいて数で示し、 1は基底状態の活性（作
用なし）を意味し、 5は活性の組み合わせが見られることを意味する。
【図８】　現在市販されている入手可能な技術を使用して、コンビナトリアルスクリーニ
ングを実施する方法の線図である。
【符号の説明】
１０　化合物 A、１２　化合物 B、１６　タンパク質 X、１８　転写因子 Y、２０転写因子 Z
、１４　原形質膜、５０　化合物 A、５２　β島細胞、５４　脾臓、５６　インスリン、
５８　脂肪細胞、６０　脂肪組織、６２　インスリン受容体、１００　アッセイプレート
、１１０　マルチドロップ 384プレートリーダー、１２０　 5％ CO2による 37℃インキュベ
ーター、１３０　ピンアレイ（ Matrix Technologies Pin Transfer 装置）、１４０　貯
蔵プレート、１５０　貯蔵プレート、１６０　 LJLアナリスト ADプレートリーダー。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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