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(57)【要約】
シグナル伝達経路シグナリングタンパク質の活性化状態を測定するための、方法および試
薬が提供される。当該分野において、患者におけるシグナル伝達阻害剤の有効性をモニタ
ーすることができる方法が必要とされている。また、シグナル伝達経路シグナリングタン
パク質の異常な活性化に関連するある疾患または障害を検出およびモニターすることも必
要とされている。本アッセイは、例えば新生児のような大きな細胞試料を得ることが困難
な患者集団においても有用な高感度アッセイを提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
白血球含有試料中のシグナル伝達経路シグナリングタンパク質の活性化状態を測定する方
法であって、
ａ）該白血球含有試料をパンキナーゼ活性化剤に曝すことによる、該試料の該白血球中の
少なくとも１つのシグナル伝達経路の活性化可能なタンパク質を活性化する工程、
ｂ）該活性化された試料を保護剤で保護する工程、
ｃ）該試料中の該保護された白血球の細胞内エピトープをアンマスクする工程、
ｄ）該保護された白血球の該アンマスクされた細胞内エピトープと、複数の蛍光標識捕捉
分子とを接触させる工程であって、該複数の捕捉分子は、該試料中の、活性化され、保護
された白血球の少なくとも２つの異なるアンマスクされた細胞内エピトープの活性化状態
に結合することが可能な少なくとも２つの異なる捕捉分子、および少なくとも１つのコン
トロール捕捉分子を含み、ここで、該コントロール捕捉分子は、該パンキナーゼ活性化剤
によって活性化していない、該保護された白血球上のエピトープに結合する、工程
ｅ）該アンマスクされた細胞内エピトープの活性化状態への該捕捉分子の結合によって捕
捉された、該活性化され、保護された白血球の蛍光を検出する工程、
ｆ）該コントロール捕捉分子の結合によって捕捉された、該保護された白血球の蛍光を検
出する工程、ならびに
ｇ）該捕捉分子によって捕捉された、該活性化され、保護され、検出された白血球の蛍光
と、該コントロール捕捉分子によって捕捉された、該保護され、検出された白血球の蛍光
とを比較する工程
を含む方法。
【請求項２】
ｈ）工程ｇ）において実施された、比較された蛍光を、活性化していない参照試料におい
て実施された、比較された蛍光に対して評価する工程をさらに含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
前記活性化していない参照試料が前記試料の第二アリコートである、請求項２に記載の方
法。
【請求項４】
前記活性化していない参照試料が標準化された参照試料である、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
前記活性化が、約１分～約１０分間行われる、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
前記活性化が、少なくとも約３０分間行われる、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
前記試料が患者由来であり、そして前記活性化及び活性化していない試料の前記蛍光がお
およそ類似する場合、該蛍光の評価は、該患者がシグナル伝達関連疾患又は状態を有する
ことを示す、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
前記シグナル伝達関連疾患又は状態が、炎症、自己免疫、アレルギー、発熱、敗血症、癌
、糖尿病、または心不全である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
前記シグナル伝達関連疾患または状態が敗血症である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記患者が前記炎症、発熱、敗血症、癌、糖尿病、または心不全を処置するための治療剤
を受けた後の、該患者由来の試料を用いて工程ａ）～ｇ）を反復する工程、ならびに前記
活性化および活性化していない試料間で前記検出された蛍光の変化についてモニターする
ことによって、その治療剤の効果をモニターする工程をさらに含む、請求項８に記載の方
法。
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【請求項１１】
前記試料が、キナーゼ阻害剤を受けている患者由来である、請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
前記比較された蛍光の評価により、前記活性化および活性化していない試料間で前記検出
された蛍光において変化が測定された場合、前記シグナル伝達関連疾患又は状態の患者の
処置において前記キナーゼ阻害剤が効果的であることが示される、請求項１１に記載の方
法。
【請求項１３】
前記試料が想定のキナーゼ阻害剤に曝されている、請求項２に記載の方法であって、前記
活性化された試料が前記少なくとも１つのシグナル伝達経路の前記活性化可能なタンパク
質の蛍光の変化を示さない場合に、前記キナーゼ阻害剤の効果を確認することになる工程
をさらに含む、方法。
【請求項１４】
前記想定のキナーゼ阻害剤が、ＥＲＫ又はＰＩ３Ｋの想定の阻害剤である、請求項１３に
記載の方法であって、ｉ）既知のＥＲＫ阻害剤および想定のＰＩ３Ｋ阻害剤に該試料を曝
し、リボソームＳ６阻害についてモニターすること、または
ｉｉ）既知のＰＩ３Ｋ阻害剤および想定のＥＲＫ阻害剤に該試料を曝し、リボソームＳ６
阻害についてモニターすること
による、リボソームＳ６の阻害についてモニターする工程をさらに含み、ここでリボソー
ムＳ６阻害についてはＥＲＫおよびＰＩ３Ｋの両方の阻害が必要とされる、方法。
【請求項１５】
少なくとも１つの第２シグナル伝達経路の活性を測定する工程を含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項１６】
前記細胞内エピトープが、リン酸化されたエピトープを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
前記アンマスクすることが、前記固定された細胞とアルコールおよび界面活性剤とを接触
させる工程を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
前記アルコールがおよそ２５パーセント～およそ９０パーセントの間の濃度で添加される
、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
前記アルコールがエタノールおよびメタノールからなる群より選択される、請求項１７に
記載の方法。
【請求項２０】
前記保護剤がアルデヒド、パラホルムアルデヒド、またはホルムアルデヒドである、請求
項１に記載の方法。
【請求項２１】
前記界面活性剤がおよそ０．１パーセント～およそ１０パーセントの間の濃度である、請
求項１６に記載の方法。
【請求項２２】
前記界面活性剤が、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、ＮｏｎｉｄｅｔＰ－４０（ＮＰ－４０）、
およびＢｒｉＪ－５８からなる群より選択される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
前記検出がサイトメトリーによって達成される、請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
前記シグナル伝達経路タンパク質が、ＰＩ３Ｋ、リボソームＳ６タンパク質、ｐ４４／４
２ＭＡＰキナーゼ、ＴＹＫ２、ｐ３８ＭＡＰキナーゼ、ＰＫＣ、ＰＫＡ、ＳＡＰＫ、ＥＬ
Ｋ、ＪＮＫ、ｃＪｕｎ、ＲＡＳ、Ｒａｆ、ＭＥＫ１／２、ＭＥＫ３／６、ＭＥＫ４／７、
ＺＡＰ－７０、ＬＡＴ、ＳＲＣ、ＬＣＫ、ＥＲＫ１／２、Ｒｓｋ１、ＰＹＫ２、ＳＹＫ、
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ＰＤＫｌ、ＧＳＫ３、ＦＫＨＲ、ＡＦＸ、ＰＬＣｇ、ＰＬＣｙ、ＦＡＫ、ＣＲＥＢ、αＩ
ＩＩβ３、ＦｃεＲＩ、ＢＡＤ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ２、ＳＴＡＴ３、
ＳＴＡＴ５、ＳＴＡＴ６、およびこれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項
１に記載の方法。
【請求項２５】
前記シグナル伝達経路タンパク質がＰ３８およびＥＲＫならびにＰＩ３Ｋまたはリボソー
ムＳ６である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
前記シグナル伝達経路タンパク質がＰ３８、ＥＲＫ、およびリボソームＳ６である、請求
項２４に記載の方法。
【請求項２７】
第１タンパク質がＪＮＫであり、第２タンパク質がリボソームＳ６である、請求項２４に
記載の方法。
【請求項２８】
前記パンキナーゼ活性化剤がｔｏｌｌ様受容体４（ＴＬＲ４）活性化剤またはリポポリサ
ッカリド（ＬＰＳ）である、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
前記捕捉分子が抗体又はその抗原結合フラグメントである、請求項１に記載の方法。
【請求項３０】
前記抗体が前記シグナル伝達経路タンパク質のリン酸化状態に対して特異的である、請求
項２９に記載の方法。
【請求項３１】
前記リン酸化状態特異的抗体が、抗ホスホｐ４４／４２ＭＡＰキナーゼ（Ｔｈｒ２０２／
Ｔｙｒ２０４）、抗ホスホＴＹＫ２（Ｔｙｒ１０５４／１０５５）、抗ホスホｐ３８ＭＡ
Ｐキナーゼ（Ｔｈｒ１８０／Ｔｙｒ１８２）、ホスホＰＫＣ－ＰＡＮ基質抗体、ホスホＰ
ＫＡ－基質抗体、抗ホスホＳＡＰＫ／ＪＮＫ（Ｔｈｒ１８３／Ｔｙｒ１８５）、抗ホスホ
チロシン（Ｐ－ｔｙｒ－１００）、抗ｐ４４／４２ＭＡＰＫ、抗ホスホＭＥＫ１／２（Ｓ
ｅｒ２１７／２２１）、抗ホスホｐ９０ＲＳＫ（Ｓｅｒ３８１）、抗ｐ３８ＭＡＰＫ、抗
ＪＮＫ／ＳＡＰＫ、抗ホスホＲａｆ１（Ｓｅｒ２５９）、抗ホスホＥｌｋ－１（Ｓｅｒ３
８３）、抗ホスホＣＲＥＢ（Ｓｅｒ１３３）、抗ホスホＳＥＫ１／ＭＫＫ４（Ｔｈｒ２６
１）、抗ホスホＪｕｎ（Ｓｅｒ６３）、抗ホスホＭＫＫ３／ＭＫＫ６（Ｓｅｒ１８９／２
０７）、抗ＡＫＴ、抗ホスホＦＫＨＲ、抗ＦＫＨＲ、抗ホスホＧｓｋ３　ａｌｐ２１、抗
ｐＡＦＸ、抗ＰＡＲＰ、抗ＢＡＤ、抗ＢＡＤｓｅｒ１１２、抗ＢＡＤｓｅｒ１３６、抗ホ
スホＢＡＤｓｅｒ１５５、抗ｐ２７、抗ｐ２１、抗ｃＦＬＩＰ、抗ＭＹＣ、抗ｐ５３、抗
ＮＦＫＢ、抗Ｉｋｋα、抗Ｉｋｋβ、抗ホスホチロシン、および抗ホスホスレオニンから
なる群より選択される、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
前記蛍光標識が化学発光標識及びＦＲＥＴ標識からなる群より選択される、請求項１に記
載の方法。
【請求項３３】
前記試料が全血である、請求項１に記載の方法。
【請求項３４】
前記試料が全血試料から単離された前記白血球を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３５】
シグナル伝達経路の活性化状態をモニターするキットであって、
ａ）パンキナーゼ活性化剤、ならびに
ｂ）Ｐ３８、ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、ＪＮＫおよびリボソームＳ６からなる群より選択される
少なくとも１つのシグナル伝達経路タンパク質に結合する少なくとも２つの異なる捕捉分
子（ここで、少なくとも１つの該捕捉分子はＰＩ３Ｋ、ＪＮＫ、またはリボソームＳ６の
いずれかに結合する）
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を含むキット。
【請求項３６】
前記パンキナーゼ活性化剤がｔｏｌｌ様受容体４活性化剤またはＬＰＳである、請求項３
６に記載のキット。
【請求項３７】
少なくとも１つの前記捕捉分子がＰＩ３Ｋ、ＪＮＫ、またはＰ３８のいずれかに結合し、
他の前記捕捉分子がリボソームＳ６に結合する、請求項３６に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明のある実施態様は、シグナル伝達経路シグナリングタンパク質の活性化状態を測
定する方法に関する。少なくともいくつかの実施態様において、患者におけるシグナル伝
達阻害剤の有効性をモニターするための方法が提供される。本発明は、さらに、例えば新
生児のような大きな細胞試料を得ることが困難な患者集団において有用な高感度のアッセ
イを提供する。本発明のある実施態様は、新規のシグナル伝達経路タンパク質阻害剤の同
定方法に関する。本発明のある実施態様は、患者試料における敗血症を検出する方法に関
する。また、本発明の方法を実施するためのキットも提供される。
【背景技術】
【０００２】
　多くの疾患は、癌性の細胞の制御されない成長および増殖、ならびに異常な炎症プロセ
スを包含する病理へと導く、細胞シグナリング経路の崩壊によって特徴づけられる。その
ような欠陥は、脂質キナーゼ（脂質へのリン酸基の転移を触媒する一群の酵素）の活性に
おける変化を包含し得る。これらのリン酸化脂質は、次には、受容体チロシンキナーゼお
よび抗原受容体等の上流シグナリングメディエーターに由来するシグナルを伝播する下流
タンパク質を動員する。例えば、プロテインキナーゼＡｋｔは、リン脂質によって、それ
が活性化される原形質膜へと動員される。一旦活性化されると、Ａｋｔは正常および癌性
組織の両方の生存において中心的な役割を果たす。
【０００３】
　ホスホイノシチド３－キナーゼ（ＰＩ３Ｋ）は、多数の細胞表面受容体からの下流のシ
グナル伝達経路において中心的役割を果たし、成長、増殖、および細胞生存を制御する脂
質キナーゼのファミリーである。活性ＰＩ３Ｋは２つのサブユニットからなり、すなわち
、分子量８５または５５ｋＤ（ｐ８５またはｐ５５）のいずれかを有する調節サブユニッ
ト、および分子量１１０ｋＤ（ｐ１１０）の触媒サブユニットからなる。調節サブユニッ
トがＰＩ３Ｋの機能に重要である一方、これらの調節サブユニットは、ＰＩ３－キナーゼ
非依存的にもシグナルを伝達する（非特許文献１）。ｐ８５－アルファは、ＰＩ３Ｋシグ
ナル伝達経路非依存的に誘導性転写因子ＮＦＡＴ３を介してアポトーシスを誘導し得るこ
とが最近になって証明された（非特許文献２）。
【０００４】
　ＰＩ３Ｋ経路は、糖尿病、心不全、および大腸直腸癌、急性骨髄性白血病、乳癌、神経
膠腫および卵巣癌を包含する多くの癌を包含する様々なヒト疾患と関係している（非特許
文献３を参照）。ＰＩ３Ｋの阻害剤は、癌、心不全および自己免疫／炎症性障害を包含す
る様々な疾患における潜在的な治療薬として研究されている。
【０００５】
　また、マイトジェン活性化プロテインキナーゼ（ＭＡＰＫ）シグナル伝達経路も細胞増
殖および分化に関与する。この経路は、卵母細胞の減数分裂による成熟を調節する役割を
果たす（非特許文献４；非特許文献５；非特許文献６）。
【０００６】
　また、ＭＡＰＫ経路は、細胞の成長、生存および分化の調節にも関与する（Ｌｅｗｉｓ
ら、上掲）。さらに、活性化されたＭＡＰＫおよび／または上昇したＭＡＰＫ発現のレベ
ルは、様々なヒト腫瘍において検出されてきており（非特許文献７；非特許文献８；非特
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許文献９；非特許文献１０；非特許文献１１）、腫瘍細胞の侵襲性、転移性および脈管形
成活性と関連する可能性がある。従って、ＭＡＰＫ経路の不適切な活性化は、多くのタイ
プの腫瘍に共通する本質的な特性である。この理由のため、ＭＥＫのようなこのシグナル
伝達経路の参加者は、癌治療のための潜在的な標的である。
【０００７】
　幾つかのグループが様々なシグナル伝達経路の阻害剤をモニターするためのアッセイを
開発してきた。ＰＩ３Ｋ＞Ａｋｔ経路の阻害剤の活性を検出する１つのアッセイは、末梢
血血小板を使用する（非特許文献１２）。しかしながら、このアッセイは、この経路の阻
害の影響（血小板活性化の阻害）のみを測定し、標的シグナリングタンパク質のリン酸化
（活性化）を直接モニターするものではない。加えて、技術的な問題が、末梢血血小板を
用いるこの経路の測定を困難にしている。
【０００８】
　同様に、Ｗｅｓｔら（非特許文献１３）は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでリポポリサッカリド（
ＬＰＳ）に曝された後、（ｐ３８およびＥＲＫのリン酸化によって測定される）末梢血単
球の活性化の欠如を用いて、敗血症を検出するためのフローサイトメトリーに基づくアッ
セイを報告した。しかしながら、このアッセイは特異性を確立しておらず、初期のＥＲＫ
活性化または全ての３つのＭＡＰＫ経路の二次活性化に言及していなかった。また、この
アッセイは、臨床的に意義のあるアッセイとして受け入れ難いほどの高いバックグラウン
ドレベルの影響を受けやすかった。例えば、それらの結果より、著者らは、正常コントロ
ールにおいて、ホスホ－ＥＲＫを発現する単球のパーセントが、ＬＰＳ刺激なしの３５％
からｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＬＰＳ処理後５８％陽性（ＬＰＳ添加後１５分の１つの時間点
で測定）に増加したと結論付けている。その一方で、推定敗血症患者はＬＰＳ添加前２５
％のＰ－ＥＲＫ単球を示し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＬＰＳ添加の後１０％未満増加した。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｕｅｋｉら、Ｊ　Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．１１月２８日；２７８（４８）
：４８４５３－６６（２００３）
【非特許文献２】Ｓｏｎｇら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．２７：２７１３－２７３１
（２００７）
【非特許文献３】Ｋｉｍら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇ．Ｄｒｕｇｓ．１２
月；６（１２）：１２５０－８（２００５）
【非特許文献４】Ｍｏｒｉｇｕｃｈｉら、Ａｄｖ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．３６：１２１－
１３７（１９９６）
【非特許文献５】Ｍｕｒａｋａｍｉら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　
２８３：５８４－６００（Ｄｕｎｐｈｙ，ｅｄ．，１９９７）
【非特許文献６】Ｍａｔｔｅｎら、Ｓｅｍｉｎａｒｓ　ｉｎ　Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．５：１
７３－１８１（１９９４）
【非特許文献７】Ｈｏｓｈｉｎｏ，Ｒ．ら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１８：８１３－８２２（
１９９９）
【非特許文献８】Ｓａｌｈ，Ｂ．ら、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．１９：７４１－４
８（１９９９）
【非特許文献９】Ｓｉｖａｒａｍａｎ，Ｖ．Ｓ．ら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９９
：１４７８－４８３（１９９７）
【非特許文献１０】Ｍａｎｄｅｌｌ，Ｊ．Ｗら、Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１５３：１４
１１－２３（１９９８）
【非特許文献１１】Ｌｉｃａｔｏ，Ｌ．Ｌ．ら、Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ
　ａｎｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　４３，１４５４－１４６４（１９９８）
【非特許文献１２】Ｂｏｗｅｒｓら、Ｍｏｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ．６：２６００
－２６０７（２００７）
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【非特許文献１３】Ｊ．Ｔｒａｕｍａ　Ｉｎｊｕｒｙ，Ｉｎｆ．ａｎｄ　Ｃｒｉｔ　Ｃａ
ｒｅ　６２：８０５－８１１（２００８）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　当該分野において、患者においてシグナル伝達阻害剤の有効性を正確にモニターするこ
とが可能なアッセイが求められている。シグナル伝達経路シグナリングタンパク質の異常
な活性化に関連する、ある疾患又は障害を検出しモニターすることも求められている。現
在のアッセイは、混合細胞集団において反応を生み出している正確な細胞型を同定するこ
とができない免疫ブロッティング技術に依存する。また、試料から薬剤を除去しなければ
ならないため、これらのアッセイは煩雑であり、感度を欠如しがちである。高感度のアッ
セイは、例えば新生児のような大きな試料を得ることが困難な患者において特に必要とさ
れている。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　１つの実施態様において、本発明は、白血球含有試料（すなわち血液試料）中のシグナ
ル伝達経路シグナリングタンパク質の活性化状態を測定する方法であって、ａ）パンキナ
ーゼ活性化剤に試料を曝すことによって、試料の白血球中の少なくとも１つのシグナル伝
達経路の活性化可能なタンパク質を活性化する工程、ｂ）試料を保護剤（ｐｒｅｓｅｒｖ
ａｔｉｖｅ）で保護する工程、ｃ）試料中の保護された白血球の細胞内エピトープをアン
マスク（ｕｎｍａｓｋ）する工程、ｄ）保護された白血球のアンマスクされた細胞内エピ
トープと、複数の蛍光標識捕捉分子とを接触させる工程（前記複数の捕捉分子は、試料中
の、保護され、活性化された白血球の少なくとも２つの異なるアンマスクされた細胞内エ
ピトープの活性化状態に結合することが可能な少なくとも２つの異なる捕捉分子、および
少なくとも１つのコントロール捕捉分子を含む（ここで、該コントロール捕捉分子は、パ
ンキナーゼ活性化剤によって活性化していない（ｕｎａｃｔｉｖａｔｅｄ）（すなわち、
非活性化の（ｎｏｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ））、保護された白血球上のエピトープに結合
する））、ｅ）アンマスクされた細胞内エピトープの活性化状態への捕捉分子の結合によ
って捕捉された、活性化され、保護された白血球の蛍光を検出する工程、ｆ）コントロー
ル捕捉分子の結合によって、捕捉された保護白血球の蛍光を検出する工程、ならびにｇ）
捕捉分子によって捕捉された、活性化され、保護され、検出された白血球の蛍光と、捕捉
分子によって捕捉された、保護され、検出された白血球の蛍光を比較する工程を含む方法
を提供する。
【００１２】
　ある実施態様において、該方法は、工程ｇ）において実施された（ｍｅａｓｕｒｅｄ）
、比較された蛍光を、活性化していない参照試料において実施された、比較された蛍光に
対して評価する工程をさらに含む。
【００１３】
　他の実施態様において、該方法は、該試料が患者由来であり、該活性化および活性化し
ていない試料の蛍光がおおよそ類似する（ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ　ｃｏｍｐａｒａ
ｂｌｅ）場合、蛍光の評価が、その患者がシグナル伝達関連疾患又は状態を有することを
示すような方法である。
【００１４】
　少なくともいくつかの実施態様において、該方法は、該患者が炎症、発熱、敗血症、癌
、糖尿病、または心不全を処置するための治療剤を受けた後の該患者由来の試料を用いた
工程ａ）～ｇ）を反復する工程、ならびに活性化および活性化していない試料間で検出さ
れた蛍光における変化についてモニターすることによってその治療剤の効果をモニターす
る工程を含む。
【００１５】
　本発明は、さらに、該検出された蛍光の評価が、活性化および活性化していない試料間
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で検出された蛍光において変化が測定された場合、シグナル伝達関連疾患又は状態の患者
の処置においてキナーゼ阻害剤が効果的であることを指す方法を提供する。
【００１６】
　本発明は、該試料が想定のキナーゼ阻害剤に曝された場合で、活性化された試料が、少
なくとも１つのシグナル伝達経路の活性化可能なタンパク質の蛍光変化を明らかに示さな
いときに、キナーゼ阻害剤の効果を確認することになる工程をさらに含む方法を提供する
。
【００１７】
　また、パンキナーゼ活性化剤、ならびにＰ３８、ＥＲＫ、ＰＩ３ＫおよびリボソームＳ
６からなる群より選択される少なくとも１つのシグナル伝達経路タンパク質に結合する少
なくとも２つの捕捉分子を含む、シグナル伝達阻害をモニターするキットも本発明によっ
て提供される。
【００１８】
　本発明のさらなる実施態様、特性、および利点は、様々な実施態様の構造及び操作とと
もに、添付の図面を参照して以下に詳細に記載される。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
　本明細書に組込まれ、本明細書の一部を形成する添付の図は、本発明の１以上の実施態
様を、詳細な記載と共に例証し、さらに本発明の趣旨を説明するために供される。
【図１】図１は、単球におけるリポポリサッカリド（ＬＰＳ）による細胞内活性化の一般
的な概略を示す。
【図２】図２は、非刺激全血中の３つのＭＡＰＫ経路メンバー（ｐ３８、ＪＮＫ、および
ＥＲＫ）の同時測定を示す。全血試料中の単球を同定するためにＣＤ１４を使用した。
【図３】図３は、１０分間３７℃でＬＰＳにより刺激された正常全血を示し、全てのＣＤ
１４＋単球が活性化されたｐ－３８、ＪＮＫ、およびＥＲＫを有することを示している。
【図４】図４は、全血単球中のＬＰＳ反応の動態を示す。ＥＲＫは、ＪＮＫまたはｐ３８
活性化前の３７℃でのＬＰＳ刺激の２分後における、ここで示される最も初期の活性化を
実証する。
【図５】図５は、全血単球中のＬＰＳ反応の動態を示す。３７℃でのＬＰＳ活性化の６分
後、初期のＥＲＫ活性化が低下する。後の時間点（約１０分）において、ｐ３８、ＪＮＫ
およびＥＲＫは増加する。
【図６】図６は、ＬＰＳ反応の動態を示す。ＬＰＳ活性化の６０分後、全ての３つのＭＡ
ＰＫ経路の活性は減少するが、ベースラインまでは戻らない。追加のＬＰＳが添加された
場合、いかなるＭＡＰＫ活性の追加の増加も見られない。ＬＰＳによる再刺激によって（
ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＬＰＳによる刺激の後２時間までも）、これらの経路のシグナリン
グを増加させることができない。
【図７】図７は、ＬＰＳ刺激単球におけるリボソームＳ６タンパク質活性化の動態を示す
。Ｓ６の活性化のピークは、他のＭＡＰＫ経路タンパク質よりも後に見られる。
【図８】図８は、ＥＲＫ阻害剤（Ｕ０１２６）もしくはＰＩ３Ｋ阻害剤（Ｌｙ２９４００
２）のいずれかまたは両方を用いたＬＰＳによるＳ６活性化の阻害を示す。両方の経路の
阻害のみが、リボソームＳ６タンパク質の完全な阻害を導く。リボソームＳ６の阻害は、
ＥＲＫ経路（ここではＵ０１２６を使用）およびＰＩ３Ｋ＞Ａｋｔ経路（ここではＬｙ２
９４００２を使用）の両方の阻害によってのみ達成される。両方の阻害剤の存在下でのリ
ボソームＳ６の完全な阻害は、ＰＩ３Ｋが阻害されるという追加の証拠を提供する。
【図９】図９は、正常試料（ＬＰＳに予め曝されていない）において、ＬＰＳはＥＲＫ　
ＭＡＰキナーゼの迅速な活性化（早期のピーク（ＬＰＳ添加１～４分後）、Ｐ－ＥＲＫに
おける下降、およびＬＰＳ刺激１０～１５分後の第２ピークによって特徴づけられる）を
誘導することを示す。この第２Ｐ－ＥＲＫピークは、Ｐ－ｐ３８およびＰ－ＳＡＰＫのレ
ベルが最高レベルに達するのと同時に起こる。
【図１０】図１０は、ＬＰＳに再度曝されることにより、Ｐ－ＥＲＫの平均蛍光強度（Ｍ
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ＦＩ）は、ＬＰＳ再刺激の９０分後までの間、０時間コントロールを上回る顕著な変化を
しないことを示す。
【図１１】図１１、左上は、正常ドナー由来の非刺激全血試料においてＰ－ｐ３８を発現
するおよそ１０～１５％の単球（ＣＤ１４＋）が検出されたことを示す。最初のＬＰＳ刺
激の後、全単球集団（約１００％）は、ＬＰＳ刺激１５分後に最高ＭＦＩ値に達する反応
を伴う、ＭＦＩにおける顕著な増加を示す。Ｐ－ｐ３８レベルは、１２０分の期間後であ
っても、図１１左下において見られる二峰性の分布を示し、ベースレベルまで戻らない。
ＬＰＳに再度曝された後、Ｐ－ｐ３８陽性単球のパーセンテージは、４０％（０時間、左
下）から４６％（ＬＰＳに再度曝された１５分後、右下）に増加する。凝集したＭＦＩは
、０時間（左下）で５．０であり、ＬＰＳに再度曝された１５分後（右下）で５．５であ
った。
【図１２】図１２、左上では、正常個体において、非刺激単球におけるＰ－Ｓ６のレベル
は低く、約１０％の単球が、異種性の、陽性レベルのＰ－Ｓ６を発現していることを示し
ている。ＬＰＳ刺激１５～６０分後のＰ－Ｓ６ピークのレベルは、Ｐ－ＥＲＫ活性化の次
のその下流の活性化と一致する。Ｐ－ＥＲＫおよびＰ－ｐ３８と異なり、Ｐ－Ｓ６のレベ
ルは、ＬＰＳ刺激の後１２０分を超えて持続する（図１２、左下）。ＬＰＳ再刺激の後、
図１２右下に示されるように、ＭＦＩにおける緩やかな減少を伴うＰ－Ｓ６集団のＭＦＩ
においてほんの少しの変化しかない。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　概説
　１つの実施態様において、本発明は、白血球を含有する試料中のシグナル伝達経路シグ
ナリングタンパク質の活性化状態を測定する方法に関する。他の実施態様は、患者または
試験試料におけるシグナル伝達阻害剤の有効性をモニターする方法を提供する。ある実施
態様において、該方法は、また、例えば新生児のような、大きな細胞試料を得ることが困
難な患者集団にも有用な、高感度のアッセイを提供する。他の実施態様において、本発明
は新規のシグナル伝達経路タンパク質阻害剤を同定する方法に関する。さらなる実施態様
において、本発明は患者試料中の敗血症を検出する方法に関する。また、本発明の方法を
実施するためのキットも提供される。
【００２１】
　本発明の重要な利点は、増加した特異性および感度により、非常に小さな試料サイズを
用いての該方法の使用が可能になるということである。例えば、新生児のような、小さな
患者試料のみが入手可能な場合、これは重要である。
【００２２】
　本明細書および添付の特許請求の範囲で使用される場合、単数形「ａ（ひとつの）」、
「ａｎｄ（および）」、および「ｔｈｅ（その）」は、文脈上明確に別段の記載がない限
り、複数の参照を包含することに留意されたい。
【００２３】
　本明細書に記載されるものと同様または同等のいかなる方法、装置、および材料も本発
明の実施において使用され得るが、具体的な方法、装置および材料が、ここに記載される
。
【００２４】
　試験試料の調製
　試験試料および試料という用語は、本明細書において互換的に用いられる。本発明の方
法における試験試料は、例えば全血、血漿、骨髄吸引物（あるいは骨髄から得られた任意
の細胞）、尿、血清、唾液、大脳脊髄液、尿、羊水、間質液、糞便、粘液、身体組織抽出
物、または細胞抽出物のような、あらゆる白血球含有試料を包含し得る。ある実施態様に
おいて、試料は血液試料である。好ましい実施態様において、血液試料は全血である。全
血は標準的な臨床手順を用いて、個体または被験体から得ることができる。
【００２５】
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　血液試料を得ることは、例えば瀉血士によって、患者から直接血液試料を得ることを含
む。また、血液試料を得ることは、以前に患者から得られた血液試料を得ること（例えば
、検査室技師が本発明の方法を使用して、分析のために患者の血液試料を得ること）を含
む。血漿は、抗凝固剤処理した血液の遠心分離によって全血試料から得ることができる。
そのようなプロセスは、パックされた赤血球の底層、中間の軟膜層および上清の血漿層を
提供する。
【００２６】
　白血球は、浮遊密度遠心分離および当該分野において公知の他のものを包め任意の様々
な技術によって全血試料から単離され得る。白血球（ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ）、すなわち、
白血球（ｗｈｉｔｅ　ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌ）は、単球、リンパ球、好中球、好塩基球お
よび好酸球を含む。単球は、本発明の方法における使用に関し、特に好ましい。
【００２７】
　試料は、人間またはサル、ウシ、またはウマを包含するがこれらに限定されない商業的
に重要な哺乳類から得ることができる。また、試料は、イヌまたはネコを包含するがこれ
らに限定されない家庭用ペットからも得ることもできる。
【００２８】
　いくつかの実施態様において、試料は、「ナイーブ患者」から得られる。「ナイーブ患
者」とは、シグナル伝達経路タンパク質阻害剤を用いた処置を受けていない患者を指す。
ある実施態様において、試料は、年齢をマッチングしたコントロールである「ナイーブ患
者」から得られる。「年齢をマッチングした」とは、同様の年齢のナイーブ患者由来の試
料を意味する。ある実施態様において、「年齢をマッチングした」試料は、同様の年齢、
性別、および人種の個体から得られる。いくつかの実施態様において、正常個体由来の年
齢をマッチングした白血球を、シグナル伝達経路タンパク質活性と相互に関連のあるネガ
ティブコントロールとして使用する。
【００２９】
　いくつかの実施態様において、試料は、抗凝固剤で処理される。抗凝固剤の例は、ワル
ファリン、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）、ＡＣＤ（酸性クエン酸デキストロース
）、ヘパリン、および１，３－インダンジオン等のビタミンＫ阻害剤を包含するが、これ
らに限定されない。
【００３０】
　シグナル伝達経路活性化
　本明細書において使用される場合、例えば酵素活性、修飾（例えば翻訳後修飾）または
高次構造といった特定の生物学的、生化学的または物理学的性質を有するタンパク質の具
体的な形態に対応する、少なくとも１つのアイソフォーム（および、場合によっては２以
上のアイソフォーム）を有するタンパク質を「活性化可能シグナル伝達経路タンパク質」
（またはその文法上の同等物）と呼ぶ。
【００３１】
　活性化可能なタンパク質は、特定の生物活性、修飾または高次構造に関して活性化する
ことができるか、活性化することができない（つまり非活性化）。具体的には、活性化可
能シグナル伝達経路タンパク質の活性化されたか活性な形態は、特定の生物活性、修飾ま
たは高次構造を有しているが、活性化可能シグナル伝達経路タンパク質の活性化されてい
ないか、活性でない（非活性）形態は、特定の生物活性、修飾または高次構造をそれぞれ
有していない（または、特定の生物活性、修飾または高次構造がより少ないか減少してい
るレベルである）。いくつかの実施態様において、活性または活性化の状態に関連した１
つを超えるアイソフォームが存在し得、例えば、基質結合に利用可能な「開いた（ｏｐｅ
ｎ）」高次構造に関連するアイソフォーム、第２の遷移状態のアイソフォーム、および（
例えば活性が阻害されている場合）活性が欠けているアイソフォームが存在し得る。
【００３２】
　ある実施態様において、活性化可能シグナル伝達経路タンパク質の生物学的、生化学的
、または物理的特性（例えば酵素活性、修飾または高次構造）は、活性化剤、または細胞
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シグナリング事象によって誘導可能または活性化可能である。活性化剤の例は、キナーゼ
、ホスファターゼ、プロテアーゼ（例えばカスパーゼ）、およびホルモンを包含するがこ
れらに限定されない。細胞シグナリング事象の例は、受容体クラスタリングまたは同系統
の分子またはリガンドの結合を包含するがこれらに限定されない。
【００３３】
　本明細書で使用される場合、アイソフォームは特定の、好ましくは検知できる生物活性
、修飾または高次構造を有する活性化可能なタンパク質の形態を指す。アイソフォームは
、活性化された（または活性な）形態、または活性化可能受容体の非活性化（または活性
でない）形態になり得る。先に述べたように、ある実施態様において、活性化状態に特異
的な捕捉分子（抗体等）を活性化可能受容体要素の対応するアイソフォームに結合するこ
とは、活性化可能受容体要素の同一性、および活性化可能受容体要素の活性化状態の同一
性を示す。ある実施態様において、本発明は、活性化される活性化可能受容体要素のアイ
ソフォーム（または活性化されたアイソフォーム）の存在を測定する工程を含む、受容体
要素アイソフォームプロファイルを測定する方法を提供する。
【００３４】
　ある実施態様において、活性化可能受容体要素の活性化されたアイソフォームまたは活
性化状態は、活性化可能受容体要素の少なくとも１つの他のアイソフォームによって保有
されていない、特定のまたは特異的な、生物学的、生化学的、または物理学的性質を有す
る活性化可能受容体の形態である。そのような性質の例は、酵素活性（例えば、キナーゼ
活性およびプロテアーゼ活性）、および受容体要素結合活性を包含するが、これらに限定
されない。従って、そのような特定のまたは特異的な性質または活性は、活性化可能受容
体要素の活性化されたアイソフォームに関連する。そのような性質または活性を、時によ
って本明細書において活性化状態の活性と呼ぶ。
【００３５】
　活性化状態の活性の一例は、活性化された受容体要素に対するキナーゼ活性である。本
明細書において使用されるように、活性化が、ヒドロキシル基を保有するアミノ酸または
その誘導体のリン酸化を触媒することが可能である場合、プロテインキナーゼ活性を有す
るシグナル伝達経路タンパク質をシグナル伝達経路タンパク質と呼ぶ。好ましいキナーゼ
は、セリン、スレオニン、およびチロシン残基のリン酸化を触媒することが可能なもので
ある。キナーゼ活性は、キナーゼによるリン酸化の基質、キナーゼによって使用可能なホ
スフェートの供給源を供給すること、およびキナーゼ存在下での基質のリン酸化を測定す
ることによって測定され得る。
【００３６】
　活性化可能受容体要素の活性化されたアイソフォームの抗原性は、活性化可能受容体要
素の活性化されていないアイソフォームの抗原性、または異なる活性化状態のアイソフォ
ームの抗原性から識別可能である。ある実施態様において、受容体要素の活性化されたア
イソフォームは、受容体要素の活性化されていないアイソフォームにおいて不在のエピト
ープを保有し、その逆もまた同じである。他の実施態様において、この違いは、ホスフェ
ート部分等の、受容体要素への一部の共有結合の付加によるもの、もしくはタンパク質開
裂を介するような、受容体要素中の構造変化によるもの、または別の方法で受容体要素中
に誘導された高次構造変化によるものであり、これは、抗原性が識別可能な方法で、その
要素に同じ配列を提示させる。他の実施態様において、そのような高次構造変化により、
受容体要素の活性化されたアイソフォームに、活性化されていないアイソフォームの中に
存在しない少なくとも１つのエピトープを提示するようになるか、またはその要素の非活
性化（すなわち、活性化されていない）アイソフォームによって提示される少なくとも１
つのエピトープを提示しないようになる。いくつかの実施態様において、捕捉分子識別の
ためのエピトープは受容体要素の活性部位周辺に集中され、当該分野で公知であるが、受
容体要素の１つの領域の高次構造変化は要素の異なるエリアの変更を同様に引き起こし得
る。
【００３７】
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　ある実施態様において、シグナル伝達経路は、マイトジェン活性化プロテインキナーゼ
（ＭＡＰＫ）経路である。この経路は、遺伝子調節に影響を与えるシグナル伝達経路であ
り、細胞外シグナルに応答して細胞増殖および分化を制御する。この経路はまた、卵母細
胞の減数分裂による成熟に関与する。ＭＡＰＫ経路は、例えば、カエル、および哺乳動物
において、例えば、マウス、ラット、およびヒトにおいて見出される。この経路は、ＩＬ
－１およびＴＮＦなどのサイトカインによって活性化され、Ｍｏｓ、Ｒａｆ、Ｒａｓ、お
よびＶ１２ＨａＲａｓなどのタンパク質によって構成的に活性化され得る。
【００３８】
　他の実施態様において、シグナル伝達経路はＰＩ３Ｋ経路である。ＰＩ３Ｋ経路は、細
胞のアポトーシスを仲介し調節するホスファチジルイノシトール３－キナーゼ経路である
。また、ＰＩ３Ｋ経路は、増殖、成長、分化、運動性、新生血管形成、有糸分裂誘発、形
質転換、生存能および老化を包含する細胞プロセスをも仲介する。ＰＩ３Ｋ経路を仲介す
る細胞因子は、ＰＩ３Ｋ、ＡｋｔおよびＢＡＤを包含する。これらの因子は、細胞のアポ
トーシスを仲介し調節する。ＰＩ３Ｋ因子は、ｐ８５とｐ１１０を包含する細胞基質（ｃ
ｙｔｏｓｔｏｌｉｃ）酵素複合体である、クラスＩ　ＰＩ３Ｋを包含する。ＢＡＤは、ｂ
ｃｌ－２ファミリーのアポトーシス促進性メンバーとして同定されている。
【００３９】
　リボソームタンパク質Ｓ６（ＲＰＳ６）は、リボソームタンパク質のＳ６Ｅファミリー
に属し、それは選択的な翻訳を経由して細胞成長および増殖の制御に関与する（Ｍｏｌｉ
ｎａ　Ｈ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１０４：２１９９－２
２０４，（２００７））。それは、真核生物リボソームにおけるリボソームタンパク質Ｓ
６キナーゼ（ＲＳＫ）の主な基質である。翻訳の間、それは５’末端オリゴピリミジン配
列（５’ＴＯＰ）を含有する任意のＲＮＡの翻訳を調節する。５'ＴＯＰは、細胞周期進
行タンパク質、リボソーム蛋白質および伸長因子をコードする。ＲＰＳ６のリン酸化は、
選択的な５'ＴＯＰ翻訳の増加と連結している。ＲＰＳ６中の主なリン酸化部位は、Ｓｅ
ｒ２３５、２３６、２４０および２４４を包含する（Ｐｅｔｅｒｓｏｎ，Ｒ．Ｔ．および
Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ，Ｓ．Ｌ．，１９９８）。ＲＰＳ６のリン酸化は、成長因子、腫瘍促
進剤および有系分裂促進剤によって刺激される。成長停止の間、ＲＰＳ６は脱リン酸化さ
れる。
【００４０】
　ある実施態様において、シグナル伝達経路タンパク質は、ＰＩ３ＫリボソームＳ６タン
パク質、ｐ４４／４２　ＭＡＰキナーゼ、ＴＹＫ２、ｐ３８　ＭＡＰキナーゼ、ＰＫＣ、
ＰＫＡ、ＳＡＰＫ、ＥＬＫ、ＪＮＫ、ｃＪｕｎ、ＲＡＳ、Ｒａｆ、ＭＥＫ　１／２、ＭＥ
Ｋ　３／６、ＭＥＫ　４／７、ＺＡＰ－７０、ＬＡＴ、ＳＲＣ、ＬＣＫ、ＥＲＫ　１／２
、Ｒｓｋ　１、ＰＹＫ２、ＳＹＫ、ＰＤＫｌ、ＧＳＫ３、ＦＫＨＲ、ＡＦＸ、ＰＬＣｇ、
ＰＬＣｙ、ＦＡＫ、ＣＲＥＢ、αＩＩＩβ３、ＦｃεＲＩ、ＢＡＤ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＳＴ
ＡＴ１、ＳＴＡＴ２、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５、ＳＴＡＴ６またはこれらのタンパク質の
組み合わせである。特定の実施態様において、シグナル伝達経路タンパク質はＰ３８およ
びＥＲＫ、ならびにＰＩ３ＫまたはリボソームＳ６である。他の実施態様では、シグナル
伝達経路タンパク質はＰ３８、ＥＲＫおよびリボソームＳ６である。ＪＮＫおよびリボソ
ームＳ６は、本発明の方法で使用するために好適な他のシグナル伝達経路タンパク質を提
供する。
【００４１】
　ある実施態様において、試料はパンキナーゼ活性化剤と共にインキュベートされる。あ
る実施態様において、パンキナーゼ活性化剤は、リポポリサッカリド（ＬＰＳ）である。
用語「ＬＰＳ」は、天然に存在する変異体、および合成的または半合成的に調製された変
異体が含まれると理解されるであろう。
【００４２】
　ＬＰＳは、脂質成分、脂質Ａ、および膜領域において共有結合されたポリサッカリド単
位からなる。ポリサッカリド領域は、末端Ｏ特異的鎖、通常２～８のモノマーの５０まで
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の反復オリゴサッカリド単位を含む部分構造、および脂質Ａに結合されたコア領域からな
る。
【００４３】
　Ｏ特異的鎖は、異なる種において極端な構造の可変性によって特徴づけられる。脂質Ａ
成分は、下記に記載される生物学的活性の原因となる。生物学的活性は、脂質Ａのアシル
化パターンの変化によって調整される。この活性は、最も天然型のＬＰＳ変異体（例えば
、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｆｒｉｅｄｅｎａｕまたはＳａｌｍｏｎｅｌｌａ　ａｂｏｒｔ
ｕｓ　ｅｑｕｉ）により生じるような、アゴニスト効果から、植物共生微生物または合成
誘導体のＬＰＳ変異体のアンタゴニスト効果に及ぶ（Ｃ．ＡｌｅｘａｎｄｅｒおよびＥ．
Ｔ．Ｒｉｅｔｓｃｈｅｌ，Ｂｉｏｓｐｅｋｔｒｕｍ，Ｖｏｌ．４，Ｎｏ．５，ｐｐ．２７
５－２８１，１９９９）。また、ＬＰＳの包括的な記載がＡ．Ｗｉｅｓｅ，Ｋ．Ｂｒａｎ
ｄｅｎｂｕｒｇ，Ｕ．Ｓｅｙｄｅｌ，　ａｎｄ　Ｓ．Ｍｕｌｌｅｒ－Ｌｅｏｅｎｎｉｅｓ
：Ｔｈｅ　Ｄｕａｌ　Ｒｏｌｅ　ｏｆ　Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ａｓ　
Ｅｆｆｅｃｔｏｒ　ａｎｄ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ
．，３８０，ｐｐ．７６７－７８４において見出されるであろう。
【００４４】
　リポポリサッカリドは、グラム陰性菌によって形成され、先天性免疫の非常に有力な刺
激剤である。それらはヒト単核球上のｔｏｌｌ様受容体４（ＴＬＲ４）／ＣＤ１４受容体
（図１を参照）に結合し、ＴＮＦα、ＭＩＦ、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－
１２、ＩＬ－１５およびＩＬ－１８などの炎症性サイトカイン、様々なコロニー刺激因子
、様々な脂質メディエーター、ならびに還元酸素種の形成および分泌を誘導する。
【００４５】
　また、リポポリサッカリドは、これらのメカニズムによって非特異的免疫反応を活性化
し、微生物、ウィルスおよび腫瘍細胞は、この反応の結果、より適切に除外され得る。炎
症、発熱および敗血症等の現象は、サイトカインおよび脂質メディエーターのＬＰＳ誘導
産生によって引き起こされる。敗血症におけるＬＰＳの毒作用により、アゴニストＬＰＳ
も内毒素と呼ばれる。
【００４６】
　他の実施態様において、パンキナーゼ活性化剤はＴＬＲ４活性化剤である。他の表面チ
ロシンキナーゼ受容体活性化剤を、本発明において、単球における他の経路を刺激するた
めに使用することができる（例えば、末梢血単球中のＪＡＫ／ＳＴＡＴ経路を活性化する
ＧＭ－ＣＳＦ、または末梢血リンパ球中のＪＡＫ／ＳＴＡＴ経路を活性化するＩＬ－４等
のアゴニスト）。
【００４７】
　各試料調製工程について最適なインキュベーション時間および温度は、日常の実験を用
いて容易に決定され得る。少なくとも１つの実施態様において、パンキナーゼ活性化剤に
よる活性化は、約１～１０分間行われる。この期間に、初期に活性化するシグナル伝達経
路シグナリングタンパク質をモニターすることができる。例えば、下記実施例において証
明されるように、ＥＲＸの活性化はパンキナーゼ活性化剤に曝す２分以内に測定可能であ
る。他の活性化シグナル伝達経路シグナリングタンパク質は、パンキナーゼ活性化剤に曝
されてから約１５分以内に飽和に達する。
【００４８】
　他の実施態様において、パンキナーゼ活性化剤による活性化は約３０分超の間行なわれ
る。この期間に、後期に活性化するシグナル伝達経路シグナリングタンパク質をモニター
することができる。例えば、下記実施例において証明されるように、リボソームＳ６シグ
ナリングはパンキナーゼ活性化剤に３０分間曝された後のいずれかの時にピークに達し始
める。
【００４９】
　保護およびアンマスクの方法
　１つの実施態様において、本発明は、後の検出のために細胞内のタンパク質エピトープ
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を保護する、タンパク質エピトープの測定のために生体試料を調製する方法を提供する。
該方法は、タンパク質、脂質、および核酸分子を架橋するのに十分な最終濃度を達成する
量の保護剤（固定剤）と前記試料を接触させる工程を包含する保護（固定）工程；試料中
に存在するあらゆる赤血球を溶解し、かつ白血球を透過性にするために十分な最終濃度を
達成するための量の界面活性剤の生体試料への追加を含む界面活性剤工程；および、１以
上のエピトープに特異的な検出できる結合剤と試料を接触する、ラベリング工程を包含す
る。具体的な方法は、参照によって本明細書に組み込まれる、同時係属中の米国特許出願
１０／９２８，５７０に記載される。
【００５０】
　試料が赤血球を含有しない程度（すなわち、試料は予め分画されている）までの、溶解
工程は不要であると理解される。
【００５１】
　１つの実施態様において、本発明は、後の検出のためにシグナル経路タンパク質エピト
ープを保護する、タンパク質エピトープ測定のための生体試料を調製する方法を提供する
。該方法は、タンパク質、脂質および核酸分子を架橋するのに十分な最終濃度を達成する
ための量の保護剤（固定剤）と試料を接触させる工程を包含する保護（固定）工程を包含
する。保護剤（固定剤）濃度は、およそ０．１パーセント～およそ２０パーセントの間、
およそ０．５パーセント～およそ１５パーセントの間、およそ１パーセント～およそ１０
パーセントの間、およそ１パーセント～およそ８パーセントの間、およそ１パーセント～
およそ４パーセントの間、およそ１パーセント～およそ２パーセントの間であってもよい
。保護剤（固定剤）は所望の濃度を達成するために濃縮溶液、または希釈形態のいずれか
で加えることができる。保護剤（固定剤）は、例えばアルデヒド、ホルムアルデヒドもし
くはパラホルムアルデヒドまたはホルマリンといった、使用者に望まれるあらゆる適切な
剤であり得る。
【００５２】
　後の検出のため、細胞内のタンパク質エピトープを保護する、タンパク質エピトープ測
定のための生体試料を調製する本発明の方法は、さらに、界面活性剤工程を含み、ここで
、存在するいかなる赤血球も溶解し、かつ白血球を透過性にするのに十分な最終濃度を達
成する量の界面活性剤が添加される。様々な条件に基づいて使用者によって、界面活性剤
濃度を選択することができ、それは、およそ０．１パーセント～およそ１０パーセントの
間、およそ０．１パーセント～およそ８パーセントの間、およそ０．１パーセント～およ
そ７パーセントの間、およそ０．１パーセント～およそ６パーセントの間、およそ０．１
パーセント～およそ５パーセントの間、およそ０．１パーセント～およそ４パーセントの
間、およそ０．１パーセント～およそ３パーセントの間、およそ０．１パーセント～およ
そ２パーセントの間、およそ０．１パーセント～およそ１パーセントの間であり得る。
【００５３】
　界面活性剤は様々な因子に基づいて、選択することができ、イオン性または非イオン性
界面活性剤であってもよい。界面活性剤は、非イオン性界面活性剤の中から好ましくは選
択される。現在の好ましい１つの界面活性剤は、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（シグマＴ９２
８４）の商品名によって参照される、エトキシ化（ｅｔｈｙｏｘｙｌａｔｅｄ）オクチル
フェノールである。好ましい実施態様において、該方法はＴｒｉｔｏｎＸ－１００を用い
て実施される。本発明の方法に好適な界面活性剤は、細胞を透過性にし、表面のエピトー
プ完全性を維持することができる。本発明において有用なイオン性界面活性剤は、オクチ
ルフェノキシポリ（エチレンオキシ）エタノール、商業的に入手可能なＩｇｅｐａｌ（登
録商標）ＣＡ－６３０（シグマＮ－６５０７）またはＮｏｎｉｄｅｔＰ－４０（ＮＰ－４
０）（シグマ）、Ｂｒｉｊ－５８、および直鎖アルコールアルコキシレート（Ｐｌｕｒａ
ｆａｃ（登録商標）Ａ－３８（ＢＡＳＦ社）またはＰｌｕｒａｆａｃ（登録商標）Ａ－３
９（ＢＡＳＦ社）として商業的に入手可能）をさらに包含する。
【００５４】
　例えば、希釈されていない末梢血、骨髄吸引物および腹膜液等の複雑な細胞集団におい
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て、表面マーカーによって細胞サブセットを識別し、１つの手順で細胞内のホスホエピト
ープ染色を検出することが有用となり得る。後の検出のための細胞内のタンパク質エピト
ープを保護する、タンパク質エピトープ測定のために赤血球含有生体試料を調製するため
に、本発明によって提供される方法は、細胞内エピトープの検出と細胞表面エピトープの
検出とを組み合わせるために使用されることが受け入れられる。本発明によって提供され
る方法において、細胞内および細胞外のエピトープの両方は、細胞数測定の解析による後
の測定を可能にするように無傷のまま維持することができる。例えば、例えば、ＣＤ１４
を含む典型的な単球マーカーの表面の検出は、細胞内エピトープの検出と組み合わせるこ
とができる。
【００５５】
　さらなる実施態様において、該方法は、固定工程の間に架橋により失われる細胞エピト
ープをアンマスクするのに十分な最終濃度を達成する量のアルコールと生体試料を接触さ
せる工程を含む、さらなるアルコール工程を含む。本明細書に記載されるように、アルコ
ール工程は、大多数の細胞外のエピトープを保護することができ、保護されるエピトープ
に依存してインキュベーションの長さ、温度および濃度を使用者によって調整することが
できる。
【００５６】
　例えば、インキュベーション時間、温度、およびアンマスキングと測定のために標的と
された特定のエピトープを包含する、他の変数に基づいた最終アルコール濃度は、容易に
選択することができる。最終のアルコール濃度は、およそ２５パーセント～およそ７５パ
ーセントの間、およそ３０パーセント～およそ７０パーセントの間、およそ３５パーセン
ト～およそ６５パーセントの間、およそ４０パーセント～およそ６０パーセントの間、お
よそ４５パーセント～およそ５５パーセントの間であることができる。アルコールは、さ
らにエタノールとメタノールからなる群から選択され得る。所望であれば、アルコール工
程でアルコールの代わりにアセトンを用いることができる。試料は、例えば、およそ－３
０℃、およそ－２０℃、およそ－１０℃、およそ－５℃、およそ０℃、およそ４℃、およ
そ６℃、およそ８℃、または細胞表面エピトープの反応性を減弱せずに細胞内エピトープ
のアンマスキングを促進する他のいかなる温度で、アルコールまたはアセトンと接触させ
ることができる。
【００５７】
　本発明の捕捉分子および他の薬剤
　発明の１つの実施態様において、シグナル伝達経路タンパク質はシグナルを伝播するた
めに活性化される。シグナル伝達経路タンパク質のレベルは、捕捉分子を使用して通常決
定される。本明細書に使用される場合、用語「捕捉分子」は適切な条件下での本発明のシ
グナル伝達経路タンパク質に結合することが可能な任意の分子または複数の分子の複合体
を指す。従って、捕捉分子は、任意の分子（例えば、タンパク質、小さな有機分子、炭水
化物（ポリサッカリドを包含する）、ポリヌクレオチド、脂質等）を包含する。それらの
条件の選択は、結合条件を変えるか、または修飾する技術と同様に周知である。例えば、
インキュベーションの温度、ｐＨおよび時間がすべて結合において役割を果たすことが周
知である。通常、結合は、１を超えるリガンドに対する重要な結合を除外するための、十
分な特異性を伴って生じる。本発明のいくつかの実施態様において、捕捉分子は、抗体ま
たはリガンド結合フラグメントもしくはそのアナログである。また、捕捉分子は、本発明
のある実施態様の実施においてシグナル伝達経路タンパク質に結合する、他のタンパク質
もしくは核酸、またはその一部もしくはアナログであり得る。
【００５８】
　好ましい実施態様において、捕捉分子は抗体（特にモノクローナル抗体）である。本明
細書において使用される場合、抗体という用語は免疫グロブリン分子および免疫グロブリ
ン（Ｉｇ）分子の免疫学的に活性な部分を指す。そのような抗体は、ポリクローナル、モ
ノクローナル、モノ特異的ポリクローナル抗体、抗体模倣物、キメラ、単一鎖、Ｆａｂ、
Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２フラグメント、ＦｖならびにＦａｂ発現ライブラリーを包
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含するが、これらに限定されない。通常、ヒトから得られた抗体分子は、ＩｇＧ、ＩｇＭ
、ＩｇＡ、ＩｇＥおよびＩｇＤクラスのうちの任意のものを示し、その分子中に存在する
重鎖の特質によって互いに異なる。あるクラスは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２などのようなサブ
クラスを同様に有する。さらに、ヒトにおいては、軽鎖はカッパ鎖またはラムダ鎖であり
得る。本明細書における抗体への言及は、抗体種のすべてのそのようなクラス、サブクラ
ス、および型への言及を包含する。
【００５９】
　抗体のフラグメントが抗原を結合する機能を果たすことが可能であることが示されてい
る。本明細書において使用される場合、「抗原結合断片」は、（ｉ）ＶＬ、ＶＨ、ＣＬお
よびＣＨ１ドメインからなるＦａｂフラグメント；（ｉｉ）ＶＨとＣＨ１のドメインから
なるＦｄフラグメント；（ｉｉｉ）単一の抗体のＶＬとＶＨのドメインからなるＦｖフラ
グメント；（ｉｖ）ＶＨドメインからなるｄＡｂフラグメント；（ｖ）単離されたＣＤＲ
領域；（ｖｉ）　Ｆ（ａｂ’）２フラグメント（ｖｉｉ）単一鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）（
ここで、ＶＨドメインおよびＶＬドメインは、２つのドメインが会合して抗原結合部位を
形成することを可能にするペプチドリンカーによって連結される（Ｂｉｒｄら、Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２４２：４２３－４２６（１９８８）；Ｈｕｓｔｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３（１９８８）））；（ｖｉｉｉ）
二重特異性単一鎖Ｆｖ二量体（ＰＣＴ／ＵＳ９２／０９９６５）、および（ｉｘ）ダイア
ボディ（遺伝子融合によって構築される多価または多特異性フラグメント（ＷＯ９４／１
３８０４；Ｐ．Ｈｏｌｌｉｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　
９０：６４４４－６４４８（１９９３）））を含むが、これらに限定されない。
【００６０】
　発明の捕捉分子は蛍光標識を含むことができる。蛍光標識によって、直接（すなわち、
一次標識）または間接的に（すなわち、二次標識）検出することができる分子が意味され
、例えば、標識は、その存在または非存在を知ることができるように、視覚化すること、
そして／または測定すること、もしくは、別の方法で同定することができる。化合物は、
例えば蛍光剤（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｒ）、酵素、抗体、磁性粒子のような粒子、化学発光
剤（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｒ）、または特異的結合分子等の検出可能なシグナル
を提供する標識に直接または間接的に結合させることができる。特異的結合分子は、ビオ
チンとストレプトアビジン、ジゴキシンと抗ジゴキシン等のペアを包含する。標識は、蛍
光標識および酵素を包含するが、これらに限定されない。
【００６１】
　通常、標識は有色色素もしくは発光色素または有色成分もしくは発光成分であってもよ
く、結合パートナーであってもよい。また、標識は、酵素（ホースラディシュペルオキシ
ダーゼ等）および磁性粒子を包含してもよい。ある実施態様において、検出標識は一次標
識である。一次標識は蛍光団のように、直接検出することができるものである。
【００６２】
　ある実施態様において、標識は発色団または発光体を包含するが、蛍光色素または蛍光
成分が好適である。蛍光団は「低分子」蛍光体またはタンパク質蛍光体のいずれかであっ
てもよい。
【００６３】
　蛍光標識によって、その固有の蛍光特性を経由して検出することができるいかなる分子
も意味される。適切な蛍光標識は、フルオレセイン、ローダミン、テトラメチルローダミ
ン、エオシン、エリスロシン、クマリン、メチルクマリン、ピレン、マラカイトグリーン
（Ｍａｌａｃｉｔｅ　ｇｒｅｅｎ）、スチルベン、ルシファーイエロー、カスケードブル
ーＴＭ、テキサスレッド、ＩＡＥＤＡＮＳ、ＥＤＡＮＳ、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ、ＬＣ　Ｒ
ｅｄ　６４０、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、ＬＣ　Ｒｅｄ　７０５およびオレゴングリーンを包
含するが、これらに限定されない。適切な光学色素は、参照によって本明細書に組込まれ
る、１９９６　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｂｙ　Ｒｉｃｈ
ａｒｄ　Ｐ．Ｈａｕｇｌａｎｄに記載される。また、適切な蛍光標識は、緑色蛍光タンパ
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ク質（ＧＦＰ；Ｃｈａｌｆｉｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６３（５１４８）：８０２－８０
５（１９９４）；およびＥＧＦＰ；Ｃｌｏｎｔｅｃｈ－Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号Ｕ５５７
６２）、青色蛍光タンパク質（ＢＦＰ；１．Ｑｕａｎｔｕｍ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ，Ｉｎｃ．１８０１　ｄｅ　Ｍａｉｓｏｎｎｅｕｖｅ　Ｂｌｖｄ．Ｗｅｓｔ，８ｔ
ｈ　Ｆｌｏｏｒ，Ｍｏｎｔｒｅａｌ（Ｑｕｅｂｅｃ）Ｃａｎａｄａ　Ｈ３Ｈ　１Ｊ９；２
．Ｓｔａｕｂｅｒ，Ｒ．Ｈ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２４（３）：４６２－４７１
（１９９８）；３．Ｈｅｉｍ，Ｒ．およびＴｓｉｅｎ，Ｒ．Ｙ．Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．６
：１７８－１８２（１９９６））、強化黄色蛍光タンパク質（ＥＹＦＰ；１．　Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，１０２０　Ｅａｓｔ　Ｍｅａｄｏｗ　
Ｃｉｒｃｌｅ，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，Ｃａｌｉｆ．９４３０３）、ルシフェラーゼ（Ｉｃ
ｈｉｋｉら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５０（１２）：５４０８－５４１７（１９９３））
、Ｏ－ガラクトシダーゼ（Ｎｏｌａｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳ
Ａ　８５（８）：２６０３－２６０７（１９８８））およびウミシイタケ　ＷＯ９２／１
５６７３；ＷＯ９５／０７４６３；ＷＯ９８／１４６０５；ＷＯ９８／２６２７７；ＷＯ
９９／４９０１９；Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．５，２９２，６５８；Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ
．５，４１８，１５５；Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．５，６８３，８８８；Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．
Ｎｏ．５，７４１，６６８；Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．５，７７７，０７９；Ｕ．Ｓ．Ｐａ
ｔ．Ｎｏ．５，８０４，３８７；Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．５，８７４，３０４；Ｕ．Ｓ．
Ｐａｔ．Ｎｏ．５，８７６，９９５；およびＵ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．５，９２５，５５８
）も包含するが、これらに限定されない。上記引用文献はすべて、参照によって本明細書
に組み込まれる。
【００６４】
　本発明で使用される追加の標識は、Ａｌｅｘａ－Ｆｌｕｏｒ色素（Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕ
ｏｒ　３５０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４３０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８、Ａ
ｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５４６、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５６８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕ
ｏｒ　５９４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６３３、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６６０、Ａ
ｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６８０）、カスケードブルー、カスケードイエローおよびＲ－フ
ィコエリトリン（ＰＥ）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）（Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅ
ｇ．）、ＦＩＴＣ、ローダミンおよびテキサスレッド（Ｐｉｅｒｃｅ，　Ｒｏｃｋｆｏｒ
ｄ，Ｉｌｌ．）、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ，Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ，Ｐａ．）を包含する。Ｃｙ５ＰＥ、Ｃｙ５．５ＰＥ、Ｃ
ｙ７ＰＥ、Ｃｙ５．５ＡＰＣ、Ｃｙ７ＡＰＣに対するタンデムな結合プロトコルは、当該
分野において公知である。蛍光プローブ結合の定量を、標識の程度を測定するために評価
することができ、色素スペクトル特性を包含するプロトコルは当該分野において公知であ
る。
【００６５】
　他の実施態様において、蛍光標識は、ＧＦＰ、ならびに少なくともいくつかの実施態様
において、ウミシイタケ、プチロサルカス（ｐｔｉｌｏｓａｒｃｕｓ）、またはエクオリ
ア（ａｅｑｕｏｒｅａ）種のＧＦＰである。
【００６６】
　ある実施態様において、二次検出標識が使用される。二次標識は間接的に検出されるも
のであり、例えば、二次標識は、検出のため一次標識に結合するかまたは反応することが
でき、追加の生成物に作用して一次標識（例えば酵素）等を生成することができる。二次
標識は、結合パートナーペアのうちの１つ；化学的に修飾可能な部分；ヌクレアーゼ阻害
剤、ホースラディシュペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、ルシフェラーゼな
どの酵素を包含するが、これらに限定されない。
【００６７】
　ある実施態様において、二次標識は結合パートナーペアである。例えば、標識はハプテ
ンまたは抗原であってもよく、それはその結合パートナーを結合する。例えば、好適な結
合パートナーペアは、抗原（タンパク質（ペプチドを包含する）および低分子等）および
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抗体（そのフラグメントを包含する（ＦＡｂ等））；ビオチン／ストレプトアビジンを包
含するタンパク質および低分子；酵素および基質または阻害剤；他のタンパク質－タンパ
ク質相互作用ペア；受容体－リガンド；ならびに炭水化物およびそれらの結合パートナー
を包含するが、これらに限定されない。また、核酸－核酸結合タンパク質ペアも有用であ
る。好適な結合パートナーペアは、ビオチン（またはイミノ－ビオチン）とストレプトア
ビジン、ジゲオキシニン（ｄｉｇｅｏｘｉｎｉｎ）とＡｂ、およびＰｒｏｌｉｎｘＴＭ試
薬を包含するが、これらに限定されない。
【００６８】
　ある実施態様において、結合パートナーペアは、抗原およびその抗原に特異的に結合す
る抗体を含む。本明細書においては「特異的に結合する」によって、パートナーは、その
ペアとシステムの他の成分又は夾雑物質とを区別するのに十分な特異性を有して結合する
ことが意味される。結合は、非特異的結合を除去するための洗浄工程を包含する、アッセ
イの条件下で結合を維持するために十分でなければならない。いくつかの実施態様におい
て、ペアの解離定数は、約１０－４～１０－６Ｍ－１未満、約１０－５～１０－９Ｍ－１

未満が好ましく、約１０－７～１０－９Ｍ－１未満が特に好ましい。
【００６９】
　ある実施態様において、二次標識は化学修飾可能な部分である。この実施態様において
、反応性官能基を含む標識は、標識が付けられる分子に組み込まれる。官能基は、後に（
例えば、アッセイの前または後のいずれか）一次標識で標識され得る。適切な官能基は、
アミノ基、カルボキシ基、マレイミド基、オキソ基およびアミノ基を備えたチオール基を
包含するが、これらに限定されず、特に好ましくはチオール基である。例えば、アミノ基
を含有する一次標識は、例えば、当該分野において公知のリンカー、例えば、周知のホモ
、またはヘテロ二官能性リンカーを使用して、アミノ基を含む二次標識に結合することが
できる（本明細書に参照により組み込まれる、１９９４　Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ　ｃａｔａｌｏｇ，ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　ｓｅｃｔｉｏｎ　ｏｎ　ｃ
ｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｅｒｓ，１５５－２００頁を参照）。
【００７０】
　ある実施態様において、複数の蛍光標識は、本発明の捕捉分子と共に用いられる。好ま
しい実施態様において、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）ペアのメンバーである、少
なくとも２つの蛍光標識が使用される。
【００７１】
　ＦＲＥＴは、１つの蛍光色素の励起が光子の放射を伴わずに別のものに移動することが
当該分野において公知の現象である。ＦＲＥＴペアは、ドナー蛍光団およびアクセプター
蛍光団からなる。ドナーの蛍光発光スペクトルおよびアクセプターの蛍光吸収スペクトル
は、オーバーラップしなければならず、２つの分子は密に近接していなければならない。
ドナーの５０％が非活性化される（アクセプターにエネルギーを移動する）ドナーとアク
セプターの間の距離は、フォースター半径（Ｒｏ）によって定義され、通常１０－１００
Åである。ＦＲＥＴペアを含む蛍光発光スペクトルの変化が検出され得、密に近接してい
る（すなわち、互いに１００Å内）ペアの数における変化を指すことができる。これは、
典型的には２つの分子（そのうちの１つがＦＲＥＴドナーにより標識され、もう一方がＦ
ＲＥＴアクセプターによって標識される）の結合または解離に起因する（ここで、そのよ
うな結合は、密に近接するＦＲＥＴペアをもたらす）。そのような分子の結合は、アクセ
プターの蛍光発光の増加および／またはドナーの蛍光発光の停止を結果として生じる。
【００７２】
　本発明において有用なＦＲＥＴペア（ドナー／アクセプター）は、ＥＤＡＮＳ／フルオ
レセイン（ｆｌｕｏｒｅｓｃｉｅｎ）、ＩＡＥＤＡＮＳ／フルオレセイン、フルオレセイ
ン／テトラメチルローダミン、フルオレセイン／ＬＣ　Ｒｅｄ　６４０、フルオレセイン
／Ｃｙ５、フルオレセイン／Ｃｙ５．５およびフルオレセイン／ＬＣ　Ｒｅｄ　７０５を
包含するが、これらに限定されない。
【００７３】
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　ＦＲＥＴの別の側面において、蛍光ドナー分子および非蛍光アクセプター分子（「クエ
ンチャー」）を使用することができる。本願において、クエンチャーがドナーのすぐ傍か
ら取り除かれる場合、ドナーの蛍光発光は増加し、クエンチャーがドナーへのすぐ傍に持
ってこられる場合、蛍光発光は減少する。有用なクエンチャーは、ＴＡＭＲＡ、ＤＡＢＣ
ＹＬ、ＱＳＹ７、およびＱＳＹ３３を包含するが、これらに限定されない。有用な蛍光ド
ナー／クエンチャーペアは、ＥＤＡＮＳ／ＤＡＢＣＹＬ、テキサスレッド／ＤＡＢＣＹＬ
、ＢＯＤＩＰＹ／ＤＡＢＣＹＬ、ルシファーイエロー／ＤＡＢＣＹＬ、クマリン／ＤＡＢ
ＣＹＬおよびフルオレセイン／ＱＳＹ７色素を包含するが、これらに限定されない。
【００７４】
　ＦＲＥＴおよび蛍光消光は、標識された分子の結合の経時的なモニタリングを可能にし
、結合反応の時間的経過に関する連続的な情報を提供する。
【００７５】
　ＦＲＥＴの程度の変化は、ドナーとアクセプター部分からの蛍光の量の比率の変化の関
数として決定することができる（「レイショイング（ｒａｔｉｏｉｎｇ）」と呼ばれるプ
ロセス）。励起波長での試料中の基質の絶対量、励起強度、および濁度または他のバック
グラウンド吸光度の変化は、ほぼ平行するドナーおよびアクセプターの両方からの蛍光強
度に影響する。従って、２つの発光強度の比率は、いずれかの強度単独よりも、より頑健
な好ましい開裂の手段である。
【００７６】
　本明細書に記載された、比例的（ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ）蛍光レポーターシステムは
、発現するおよび発現しない単一の生きている細胞の両方を高感度の検出および単離を可
能とするので、タンパク質統合分析のための既存のレポーターに対して著しい長所を持つ
。ある実施態様において、アッセイシステムは、容易に細胞内に負荷（ｌｏａｄ）され、
その後、細胞内で捕捉される非毒性で非極性の蛍光基質を使用する。基質が生産物に変換
されるときに、同類のタンパク質による蛍光基質の修飾により、蛍光発光のシフトを生ず
る。レポーター読み出しが比例的（ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ）であることから、個々の細
胞に負荷された基質の量等の変数について制御するという点で、それは、レポータータン
パク質分析の間で特有である。安定で、容易に検出される、細胞内の読み出しは、発現解
析に先立ってクローン細胞系を樹立する必要をなくす。このシステムおよび他の類似した
フロー選別システムは、何百万もの生細胞のプールから、特定の受容体要素クラスタリン
グおよび／または活性化プロファイルを有する細胞を単離するために使用することができ
る。
【００７７】
　標準的な手順（ｄｒｍｒ．ｃｏｍ．ａｂｃｏｎ）を使用して、またはＭｏｒｅｃｕｌａ
ｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇ．）からのタンパク質－タンパク質／タンパ
ク質－色素架橋キットを使用することによって、抗体結合を行うことができる。例えば、
抗体等の検出分子への標識部分の結合は、イムノアッセイ技術の標準的操作手順である。
例えば、Ｏ’Ｓｕｌｌｉｖａｎら、１９８１，“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｐｒ
ｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｅ－ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　
ｆｏｒ　Ｕｓｅ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，”　ｉｎ　Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，ＬａｎｇｏｎｅおよびＶａｎ　Ｖｕｎａｋｉｓ編，
Ｖｏｌ．７３（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．），ｐｐ．
１４７－１６６を参照。従来の方法は、標識部分をタンパク質またはポリペプチドに共有
結合させるために利用可能である。例えば、ジアルデヒド、カルボジイミド、ジマレイミ
ド、ビス－イミダート、ビスジアゾ化ベンジジン等のようなカップリング剤を、上述の蛍
光標識、化学発光標識、および酵素標識で抗体を標識するために使用することができる。
例えば、Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．３，９４０，４７５（蛍光定量法）およびＵ．Ｓ．Ｐａ
ｔ．Ｎｏ．３，６４５，０９０（酵素）；Ｈｕｎｔｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ，１４４：９４
５（１９６２）；Ｄａｖｉｄら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１３：１０１４－１０２１
（１９７４）；Ｐａｉｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，４０：２１９－２３
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０（１９８１）；ならびにＮｙｇｒｅｎ　Ｊ．，Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．　ａｎｄ　Ｃｙｔ
ｏｃｈｅｍ．，３０：４０７－４１２（１９８２）を参照。蛍光標識または化学発光標識
を使用して、増幅および感度を約５－１０ｐｇ／ｍｌ、またはそれ以上に増加させること
ができる。
【００７８】
　本発明の実施態様において、捕捉分子は活性化特異的である。本発明の方法および組成
物を、抗原性に検出可能であり、試料中に存在する受容体要素の他のアイソフォームから
抗原性に識別可能な、試料中の任意の特定の受容体要素アイソフォームを検出するために
使用することができる。例えば、本明細書に証明され（例えば、実施例を参照）、そして
記載されるように、本発明の活性化状態特異的捕捉分子を、複雑な細胞集団のサブセット
またはサブポピュレーションの明確なシグナリングカスケードまた、潜在的なシグナリン
グヒエラルキーにおけるタンパク質活性化（例えば、キナーゼ活性化）の順序を同定する
ための本発明の方法、において使用することができる。さらに、本発明の方法において、
フローサイトメトリー（特に多色性フローサイトメトリー）の使用は、単細胞におけるシ
グナリング経路の多次元解析および機能的評価を可能にする。
【００７９】
　本明細書において使用される場合、用語「活性化状態特異的捕捉分子」もしくは「活性
化状態分子」、またはそれらの文法上の等価物は、対応する特異的な抗原に特異的に結合
する捕捉分子（すなわち、抗体）を指す。ある実施態様において、対応する特異的な抗原
は、活性化可能受容体要素の特異的アイソフォームである。また、好ましくは、活性化状
態特異的抗体の結合は、特異的活性化可能受容体要素の特異的活性化状態の指標である。
【００８０】
　ある実施態様において、活性化状態特異的捕捉分子の活性化可能受容体要素の対応する
アイソフォームへの結合は、活性化可能受容体要素の同定および活性化可能受容体要素の
活性化状態の指標である。
【００８１】
　ある実施態様において、活性化状態特異的捕捉分子は、活性化可能受容体要素上の標的
構造に結合する認識構造を含むペプチドである。様々な認識構造は、当該分野において周
知であり、ファージディスプレイライブラリーによるものを包含する、当該分野において
公知の方法を使用して作製され得る（例えば、Ｇｕｒｕｒａｊａら、Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ
．（２０００）７：５１５－２７；Ｈｏｕｉｍｅｌら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（
２００１）３１：３５３５－４５；Ｃｏｃｈｒａｎら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．（
２００１）１２３：６２５－３２；Ｈｏｕｉｍｅｌら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ（２０
０１）９２：７４８－５５を参照。各々は本明細書中に参照として組み込まれる）。ある
実施態様において、活性化状態特異的捕捉分子は、次の認識構造を含む：ＳＫＶＩＬＦＥ
－－ランダムペプチドループ－－ＳＫＶＩＬＦＥ。そのような認識構造を有する捕捉分子
は、高い親和性を有して特異的な標的構造へ結合することができる。さらに、蛍光団は、
本発明の方法において使用されるそのような捕捉分子に結合することができる。
【００８２】
　様々な認識構造は当該分野において公知であり（例えばＣｏｃｈｒａｎら、Ｊ．Ａｍ．
Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．（２００１）１２３：６２５－３２；Ｂｏｅｒら、Ｂｌｏｏｄ（２０
０２）１００：４６７－７３、それぞれ明示的に本明細書において参照として組み込まれ
る）、例えば、活性化可能なタンパク質上の標的構造に親和性を有するポリマー等の認識
構造を生産するコンビナトリアルケミストリーの方法を包含する（例えば、Ｂａｒｎら、
Ｊ．Ｃｏｍｂ．Ｃｈｅｍ．（２００１）３：５３４－４１；Ｊｕら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．（１９９９）６４：２３２－９を参照。それぞれは本明細書中に参照として組み込ま
れる）、当該分野で公知の方法によって生産することができる（例えばＢｏｅｒら、Ｂｌ
ｏｏｄ（２００２）１００：４６７－７３；Ｇｕａｌｉｌｌｏら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｅ
ｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．（２００２）１９０：８３－９を参照。それぞれ明示的に本明細書
において参照として組み込まれる）。他の実施態様において、活性化状態特異的捕捉分子
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は、リン酸化された特異的な活性化可能受容体要素のアイソフォームにのみ結合するタン
パク質であり、それがリン酸化されない、またはリン酸化されていない場合、この活性化
可能受容体要素のアイソフォームに結合しない。他の実施態様において、活性化状態特異
的捕捉分子は、細胞内であって細胞外でない（またはその逆も同じく）活性化可能受容体
要素のアイソフォームにのみ結合するタンパク質である。
【００８３】
　抗体は、それらの多くが商業的に入手可能であり、タンパク質のリン酸化されたアイソ
フォームに特異的に結合するが、タンパク質のリン酸化されていないアイソフォームには
特異的に結合しないものが生産されてきた。多くのそのような抗体は、可逆的にリン酸化
されるシグナル伝達タンパク質の研究のために生産されてきた。特に、プロテインキナー
ゼのリン酸化され、活性化されたアイソフォームに特異的に結合するそのような抗体であ
って、本明細書において時にキナーゼ活性化状態抗体またはその文法上のその同等物とし
て言及抗体が生産されてきた。ある実施態様において、本発明で使用される抗体は、ホス
ホ－ｐ４４／４２　ＭＡＰキナーゼ（Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）、ホスホ－ＴＹＫ２
（Ｔｙｒ１０５４／１０５５）、ホスホ－ｐ３８　ＭＡＰキナーゼ（Ｔｈｒ１８０／Ｔｙ
ｒ１８２）、ホスホ－ＰＫＣ－ＰＡＮ基質、ホスホ－ＰＫＡ基質、ホスホ－ＳＡＰＫ／Ｊ
ＮＫ（Ｔｈｒ１８３／Ｔｙｒ１８５）、ホスホチロシン（Ｐ－ｔｙｒ－１００）、ｐ４４
／４２　ＭＡＰＫ、ホスホ－　ＭＥＫ１／２（Ｓｅｒ２１７／２２１）、ホスホ－ｐ９０
ＲＳＫ（Ｓｅｒ３８１）、ｐ３８　ＭＡＰＫ、ＪＮＫ／ＳＡＰＫ、ホスホ－Ｒａｆ１（Ｓ
ｅｒ２５９）、ホスホＥｌｋ－１（Ｓｅｒ３８３）、ホスホ－ＣＲＥＢ（Ｓｅｒ１３３）
、ホスホＳＥＫ１／ＭＫＫ４（Ｔｈｒ２６１）、ホスホ－Ｊｕｎ（Ｓｅｒ６３）、ホスホ
ＭＫＫ３／ＭＫＫ６（Ｓｅｒ１８９／２０７）、ＡＫＴ、ホスホＦＫＨＲ、ＦＫＨＲ、ｐ
ｈｏｓｐｈｏ－Ｇｓｋ３　ａｌｐ２１、ｐＡＦＸ、ＰＡＲＰ、ＢＡＤ、ＢＡＤｓｅｒ　１
１２、ＢＡＤｓｅｒ　１３６、ホスホ－ＢＡＤｓｅｒ　１５５、ｐ２７、ｐ２１、ｃＦＬ
ＩＰ、抗ＭＹＣ、ｐ５３、ＮＦＫＢ、Ｉｋｋα、Ｉｋｋβ、ホスホ－チロシンおよびホス
ホ－トレオニンコンビネーションに対する抗体を包含する。本発明のある実施態様におい
て、これらの抗体はモノクローナル抗体である。ある実施態様において、これらの抗体は
様々な組み合わせにおいて使用される。
【００８４】
　また、非活性化状態捕捉分子、すなわち、コントロール捕捉分子も、本発明において使
用され得る。ある実施態様において、非活性化状態捕捉分子は、シグナル伝達経路タンパ
ク質の活性化および非活性化形態の両方におけるエピトープに結合する。そのような捕捉
分子は、試料中の非活性化に加えて活性化シグナル伝達経路タンパク質の量を測定するた
めに使用され得る。他の実施態様において、非活性化状態捕捉分子は、受容体の非活性化
形態で存在するが、シグナル伝達経路タンパク質の活性化形態では存在しないエピトープ
に結合する。そのような捕捉分子は、試料中の活性化されていない受容体の量を測定する
ために使用され得る。例えば、候補生物活性薬剤による処理の前および後の試料からの活
性化状態受容体の量における変化と非活性化状態受容体の量における変化が合致する場合
、両方のタイプの非活性化状態捕捉分子を測定に使用することができる。例えば、そのよ
うな捕捉分子は、活性化シグナル伝達経路タンパク質における増加が、非活性化状態シグ
ナル伝達経路タンパク質の活性化によるもの、もしくはそのタンパク質発現の増加による
もの、またはその両方であるかどうかを測定するために使用され得る。他の実施態様にお
いて、コントロール捕捉分子は、シグナル伝達経路活性化によって影響を受けない活性化
可能な細胞のエピトープに結合する。
【００８５】
　コントロール捕捉分子の使用は、本明細書中に参照として組み込まれる、同時係属中の
Ｕ．Ｓ．Ａｐｐｌ．Ｎｏ．１１／２７６，９４８の中でさらに例証される。好ましくは、
コントロール捕捉分子は、パンキナーゼ活性化剤によって活性化していないエピトープに
おいてであるとしても、活性化状態特異的捕捉分子が結合するのと同じ細胞に結合する。
従って、例えば、本発明のある実施態様において、パンキナーゼ活性化剤は、単球上のシ
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グナル伝達経路を活性化する。活性化状態特異的抗体は、単球のシグナリング経路の活性
化を検出する。パンキナーゼ活性化剤に非反応性のＣＤ１４は、その後、コントロール捕
捉分子の標的として使用され得る。その後、アッセイは、試料中の単球、およびそれらの
どれが活性化されたかを検出することができるであろう。少なくともある実施態様におけ
る異なる細胞にコントロール捕捉分子が結合することができたと理解される。従って、例
として、単球活性化をモニターする場合、コントロール捕捉分子として抗リンパ球特異的
捕捉分子を使用する可能性がある。
【００８６】
　ほとんどの実施態様において、コントロール捕捉分子は活性化状態特異的捕捉分子とし
て「同じチューブ」に添加される。同じチューブにより、それが容器、チューブまたはマ
イクロプレートのウェルなどのような、同じ反応容器であることが理解される。従って、
コントロール捕捉分子は、試験細胞のベースライン蛍光のより真の評価を提供する点で、
伝統的なアイソタイプコントロールとは異なる。例えば、評価される細胞が単球である実
施態様において、コントロール捕捉分子は、活性化非依存性単球マーカーであるＣＤ１４
に結合し得る。これにより、単球集団のベースライン蛍光のセッティングを可能になる。
その後、それらの細胞が活性化され、蛍光がシフトする場合、シフトの程度は、それゆえ
蛍光の増加のより真の尺度である。従って、これらのコントロールの使用は、評価される
細胞のバックグラウンド蛍光を減少するより良い方法を提供する。タンパク質のリン酸化
状態は従来より同定するのが困難であることから、定量化することは言うまでもなく、バ
ックグラウンドを制御することは、本発明の方法の全体的な感度について重要である。
【００８７】
　従って、少なくともある実施態様において、本発明を通して観察される蛍光強度のシフ
トは、通常、平均蛍光強度において１０倍以上の増加である。他の実施態様において、蛍
光強度におけるシフトは、２０倍以上、３０倍以上、さらに５０～１００倍以上の蛍光強
度増加である。
【００８８】
　イムノアッセイ
　捕捉分子および捕捉された分子を定量するための蛍光標識を利用するアッセイシステム
は周知である。本発明において有用なイムノアッセイの例は、蛍光発光アッセイ法（ＦＬ
Ａ）、化学発光アッセイ法（ＣＡ）、酵素結合免疫吸着アッセイ法（ＥＬＩＳＡ）等を包
含するが、これらに限定されない。例えば、ＪｏｈｎｓｔｏｎｅおよびＴｈｏｒｐｅ，１
９９６，Ｉｎ：Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｉｎ　Ｐｒａｃ
ｔｉｃｅ，３ｒｄ　ｅｄ．（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，Ｍａｌｄｅｎ
，Ｍａｓｓ．）；Ａｕｓｂｕｌら、ｅｄｓ．，２００３，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ（Ｈｏｂｏ
ｋｅｎ，ＮＪ．）；Ｇｈｉｎｄｉｌｉｓら、ｅｄｓ．，２００３，Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａ
ｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｉｎｇ，Ｍａｌｄｅｎ，Ｍａｓｓ．）；ならびにＵ．Ｓ．Ｐａｔｅｎｔ　Ｐｕｂｌｉ
ｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．２００３００４４８６５を参照。イムノアッセイは、固相アッセイ
、液相アッセイなどであってよい。
【００８９】
　１つの実施態様において、イムノアッセイは、自動化された、ハイスループット機器と
して設計されてもよい。例えば、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｉｎｃ．によるＡｃ
ｃｅｓｓ（登録商標）ファミリー機器は、本発明の方法の効果を発揮するために十分に適
している。Ａｃｃｅｓｓ（登録商標）イムノアッセイシステムは、３時間までの連続的な
試料処理の能力有する反応容器ローダーの使用を介して、毎時１００試験までの迅速な処
理能力を可能にする。
【００９０】
　ある実施態様において、フローサイトメトリーは蛍光を検出するために使用される。蛍
光を検出する他の方法を使用することもできる（例えば、クオンタムドット方法（例えば
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Ｇｏｌｄｍａｎら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．（２００２）　１２４：６３７８－８
２；Ｐａｔｈａｋら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．（２００１）１２３：４１０３－４
；およびＲｅｍａｄｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（２０００）１８：５５
３－８を参照。各々は参照によって本明細書に組み込まれる））。
【００９１】
　固相イムノアッセイについて、捕捉分子（例えばｍＡｂ）は固形支持体に固定される。
固定は、水不溶性マトリクスまたは表面への吸着によって（Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．３，
７２０，７６０）、またはＵ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．３，６４５，８５２またはＲｏｔｍａ
ｎｓら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，５７：８７－９８（１９８３）に記載さ
れるように、例えば硝酸および還元剤を用いて支持体を予め活性化させて、もしくは活性
化させないで、非共有もしくは共有カップリングによって（例えば、グルタルアルデヒド
あるいはカルボジイミド架橋を使用して）、アッセイ手順前に、または例えば、免疫沈降
によって手順後に、捕捉分子を不溶化することにより従来法で達成される。
【００９２】
　固定に使用された固相は、例えば、表面、粒子、多孔マトリクス等の形態の支持体を包
含する、実質的に不水溶性であり、免疫計量的（ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｒｉｃ）アッセイに
おいて有用な、あらゆる不活性の支持体または担体であってもよい。通例使用される支持
体の例は、小さいシート、ＳＥＰＨＡＤＥＸ（登録商標）ゲル、塩化ポリビニル、プラス
チックビーズ、および９６ウェルマイクロタイタープレートを包含するポリエチレン、ポ
リプロピレン、ポリスチレンなどで製造されたアッセイプレートまたは試験管、ならびに
濾紙、アガロース、架橋デキストラン、および他のポリサッカリド等の粒子状材料も包含
する。また、捕捉分子も、重合体ビーズ、コロイド金属または酸化鉄粒子等の基材上に固
定され得る。ビーズは、プラスチック、ガラスまたはその他の任意の好適な材料であり、
典型的に、１～２０ミクロンの範囲であり得る。いくつかの実施態様において、常磁性ビ
ーズが使用される。金コロイドおよび銀粒子ならびに酸化鉄粒子等のコロイド金属粒子は
、商業的に利用可能な、または他の方法で当業者に公知の多くの異なる手順を使用して調
製され得る。
【００９３】
　あるいは、臭化シアン活性化炭水化物およびＵ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏｓ．３，９６９，２
８７；３，６９１，０１６；４，１９５，１２８；４，２４７，６４２；４，２２９，５
３７；および４，３３０，４４０に記載される反応性基材等の反応性水不溶性マトリクス
を、捕捉分子の固定に使用することができる。１つの実施態様において、固定化捕捉分子
は、マイクロタイタープレートにコーティングされ、他の実施態様において、固相は一度
に数種の試料を分析できるマルチウェルマイクロタイタープレートである。
【００９４】
　固相は、非共有結合もしくは共有結合の相互作用、または所望の物理的結合によって連
結され得る、上記に定義されるような捕捉分子で覆われる。付着のための技術は、Ｕ．Ｓ
．Ｐａｔ．Ｎｏ．４，３７６，１１０に記載されたもの、およびそこに引用された参考文
献を包含する。共有結合の場合、プレートまたは他の固相は、該文献において周知の条件
下で捕捉分子と共に架橋剤とインキュベートされる。
【００９５】
　固相基体に捕捉分子を付着させるために通例使用される架橋剤は、例えば、１，１－ビ
ス（ジアゾアセチル）－２－フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ－ヒドロキシスク
シンイミドエステル、例えば、３，３’－ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート
）等のジスクシンイミジルエステル、およびビス－Ｎ－マレイミド－１，８－オクタン等
の二官能性マレイミドを包含する４－アジドサリチル酸とのエステル、ホモ二官能性イミ
ドエステルを包含する。メチル－３－（（ｐ－アジドフェニル）－ジチオ）プロピオイミ
ダート等の誘導剤は、光の存在下で架橋を形成することが可能な光活性化中間体をもたら
す。
【００９６】
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　その後、コーティングされたプレートは、プレートのウェル上の過剰な部位への不必要
なフリーのリガンド結合を防止するため、占有されていない結合部位と非特異的に結合し
、飽和するブロッキング剤で典型的に処理される。この目的のための適切なブロッキング
剤の例は、例えばゼラチン、ウシ血清アルブミン、卵アルブミン、カゼイン、および脱脂
乳を包含する。ブロッキング処理は、典型的には約１～４時間、典型的に約１．５～３時
間、周辺温度下で行われる。
【００９７】
　使用する捕捉分子の量は、校正標準との比較において良好なシグナルを与えるために十
分多いが、通常、試料中の対象となるシグナル伝達経路タンパク質の最大予測レベルに比
較してモル過剰ではない。十分な感度のために、固定化された捕捉分子が、試験試料の適
切な希釈の後の、該試料中に予測される、対象となるフリーの検体の最大モル濃度のモル
過剰で存在するように、試験試料の量を添加するべきである。
【００９８】
　通常、試料および固定化された捕捉分子のインキュベーション条件は、アッセイの解析
感度を最高にし、解離を最小にし、そして試料中に存在する対象となる十分な検体が固定
化された捕捉分子と結合することを確実にするように選択される。単なる日常的な実験に
、最適な反応条件の選択が通常必要であることが理解される。インキュベーションは約０
℃～約４０℃、通常室温または室温程度の範囲の適正な一定の温度で達成される。インキ
ュベーションの時間は一般に約１０時間以下である。試料中のプロテアーゼを防いで、対
象のシグナル伝達経路タンパク質の分解から防ぐために、プロテアーゼ阻害剤が添加され
た場合、インキュベーションの持続時間は延長される。
【００９９】
　本発明の方法
　本発明は、試料中のシグナル伝達経路タンパク質の活性化状態を決定する方法を提供す
るものであり、複数の蛍光性に標識された捕捉分子と試料中の保護された白血球のアンマ
スクされた細胞内エピトープとを接触させる工程を含み、複数の捕捉分子は、試料中の活
性化され、保護された白血球の少なくとも２つの異なるアンマスクされた細胞内のエピト
ープの活性化状態に結合することが可能な少なくとも２つの異なる捕捉分子を含む。この
実施態様において、捕捉分子によって捕らえられた、活性化され、保護された白血球は、
上記のイムノアッセイフォーマットのうちの１つを使用して検出される。ある実施態様に
おいて、蛍光検出は、アンマスクされた細胞内エピトープの活性化状態に結合された標識
捕捉分子を検出する。保護された白血球は同様に検出される。従って、ある実施態様にお
いて、イムノアッセイは、コントロール捕捉分子の結合により捕らえられた、保護された
白血球の蛍光を検出する。
【０１００】
　本発明の方法および組成物において、蛍光標識された成分を使用する場合、本発明を実
施するために異なるタイプの蛍光モニタリングシステム（例えばフローサイトメトリーシ
ステム）を使用できることが認識されるであろう。いくつかの実施態様において、フロー
サイトメトリーシステムは使用され、またはハイスループットスクリーニング専用のシス
テム、例えば、９６－ウェルまたはより大きなマイクロプレートを使用する。蛍光材料に
対するアッセイを行なう方法は、当該分野において周知であり、例えばＬａｋｏｗｉｃｚ
，Ｊ．Ｒ．，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏ
ｓｃｏｐｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ　（１９８３）；Ｈｅｒｍａ
ｎ，Ｂ．，Ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐ
ｙ，ｉｎ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　ｏｆ　Ｌｉｖｉｎｇ　Ｃ
ｅｌｌｓ　ｉｎ　Ｃｕｌｔｕｒｅ，Ｐａｒｔ　Ｂ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ，ｖｏｌ．３０，ｅｄ．Ｔａｙｌｏｒ，Ｄ．Ｌ．＆Ｗａｎｇ，Ｙ．－Ｌ．，
Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ：Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（１９８９），ｐｐ．２１９－２４
３；Ｔｕｒｒｏ，ＮＪ．，Ｍｏｄｅｒｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ，Ｍｅｎｌｏ　Ｐａｒｋ：Ｂｅｎｊａｍｉｎ／Ｃｕｍｍｉｎｇｓ　Ｐｕｂｌｉｓｈ
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ｉｎｇ　Ｃｏｌ，Ｉｎｃ．（１９７８），ｐｐ．２９６－３６１に記載される。
【０１０１】
　試料中の蛍光は蛍光計を使用して測定することができる。通常、第一波長を有する励起
供給源からの励起放射は、励起光学系（ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ　ｏｐｔｉｃｓ）を通りぬ
ける。励起光学系は、試料を励起するための励起放射を生じる。これを受けて、試料中の
蛍光タンパク質は、励起波長とは異なる波長を有する放射線を放出する。収光光学系（ｃ
ｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｐｔｉｃｓ）は、次に、試料からの放射を収集する。装置は、そ
れが走査されている間、特定の温度で試料を維持するための温度調節器を含むことができ
る。１つの実施態様により、多軸移動ステージは、異なるウェルを曝される位置におくた
めに複数の試料を保有するマイクロタイタープレートを移動させる。多軸移動ステージ、
温度調節器、オートフォーカス手段およびイメージングとデータ収集に関連するエレクト
ロニクスを、適切にプログラムされたディジタルコンピューターによって管理することが
できる。また、コンピューターは、アッセイの間収集したデータをプレゼンテーションの
ための別のフォーマットへ変換することができる。
【０１０２】
　他の実施態様において、抗体のような捕捉分子は、公知でありフローサイトメトリーに
おける標準化に使用されるものと類似のビーズを使用して固定化される。ビーズへの多様
な活性化状態特異的捕捉分子の付着は、当該分野で公知のおよび／または本明細書に記載
される方法によってなされ得る。そのような結合ビーズを、存在する場合、多様な活性化
受容体要素を、固定化された多様な捕捉分子に結合させることを可能にする条件下で、試
料、好ましくは細胞抽出物と接触させることができる。独自に標識された非活性化状態捕
捉分子を含む第二の多様な捕捉分子を、固定化された活性化状態特異的抗体－活性化受容
体複合体に添加することができ、ビーズは各標識の存在に基づいてフローサイトメトリー
によって選別され得る（ここで、標識の存在は、対応する第二捕捉分子の結合と対応する
活性化受容体の存在を指す）。
【０１０３】
　一旦、活性化状態特異的捕捉分子およびコントロール捕捉分子の蛍光が検出されれば、
それらの蛍光は比較され得る。用語「相互に関連させる」もしくは「比較する」、または
それらの文法上の同等物は、特定の文脈が異なる意味を含蓄しない限り、互換的に使用さ
れることを意図する。相互に関連させること／比較することは、いずれの場合であっても
、第一解析の実行および／または結果と第二解析の実行および／または結果の比較を意味
する。例えば、より詳しく以下に記載されるように、ＭＡＰＫ阻害剤を受けさせた試料に
おけるＭＡＰＫ活性のレベルは、同じ阻害剤を受けさせていない試料におけるＭＡＰＫ活
性のレベルとは異なる。特別の活性レベルの同定によって、ＭＡＰＫタンパク質の活性は
、特定の疾患状態に対する指標または予後の予測因子として働くことができ、それにより
活性と状態の段階を「相互に関連させる」。本明細書の別のところで議論された疾患およ
び状態において、パンキナーゼ活性化剤に曝された場合、疾患または状態は、活性化反応
の欠如によって特徴づけることができる。同様に、本明細書に別記されるように、処置へ
の疾患または状態の反応性は、パンキナーゼ活性化反応の再現を同定するために様々な捕
捉分子の蛍光を評価することによって同定され得る。
【０１０４】
　他の実施態様において、活性化シグナル伝達経路タンパク質の蛍光は、活性化されてい
ないシグナル伝達経路タンパク質の蛍光に対して評価することができる。これらの評価の
目的は、活性化対非活性化、または活性化対標準化された参照試料によって生み出された
蛍光シグナル間に差異があるかどうかを認めることである。通常、これらの評価は第２の
相関性工程を構成する。少なくともいくつかの実施態様において、活性化されていない参
照試料は試料の第２アリコートである。
【０１０５】
　標準化された参照試料は、１つの実施態様において、高い再現性のある条件下で処理さ
れた非活性化細胞試料の製造業者が設定した予測された蛍光の値である。標準化された参



(26) JP 2012-501655 A 2012.1.26

10

20

30

40

50

照値のこれらのタイプは、並行の非活性化試料を実行するためエンドユーザが達成するで
あろう値に対する代用として役割を果たすように意図される。これらの標準化された参照
値の目的は、エンドユーザが並行の試料を実行する必要がないであろう場合において、エ
ンドユーザの労働、また、そのような並行の試料の用意および実行に関連した労働および
試薬コストにおいて効率性を達成することである。Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒのよ
うな診断試薬キットの製造業者は、それらの試薬およびキットのために標準化された参照
値を用意することによく慣れている。
【０１０６】
　本発明のイムノアッセイは、当該分野において記載された現在のアッセイよりも高度な
特異性を提供する。特異性は強力なコントロールの使用を介して提供される。具体的には
、先行技術において、特定のマーカー（複数可）についての陽性細胞のパーセントは特異
的な細胞において測定された。通常、細胞は抗体アイソタイプコントロールを使用して染
色された。その後、ＭＡＰＫ経路タンパク質からのシグナルは、例えば、バックグラウン
ドシグナルを引いた活性として測定され報告される。多くのシグナルの強さが低く、なら
びに現実には一時的であるため、高いバックグラウンドレベルは臨床設定におけるアッセ
イの適用を可能にしない。本発明において、タンパク質に対する細胞内のエピトープは界
面活性剤およびアルコール処理を使用してアンマスクされる。その後、特異性は様々な活
性の内部標準および合成プロファイルを使用して得られる。１つの実施態様において、単
球は、細胞表面マーカーＣＤ１４の発現と結び付けられた側面および前方散乱（ｆｏｒｗ
ａｒｄ　ｓｃａｔｔｅｒ）を用いた、フローサイトメトリーの使用によって同定される。
さらなる実施態様において、ＭＡＰＫタンパク質の活性はＬＰＳによる非刺激対刺激にお
いて測定される。この活性は、非刺激細胞に対する刺激の活性比率、またはノイズに対す
るシグナル（Ｓ／Ｎ）比として報告され得る。この比率は、真のベースライン測定と、先
行技術アッセイの許容しがたい高いバックグラウンドレベルの低減における一助を提供す
る。
【０１０７】
　すでに示されたように、本発明の方法の使用を通じて、約１０を超えるＳ／Ｎ比を達成
することができる。他の実施態様において、約２０を超える、約３０を超える、さらに約
５０を超えるＳ／Ｎ比が、本明細書に記載された方法の適用を通じて達成され得る。
【０１０８】
　本発明のほとんどの実施態様において、Ｓ／Ｎ比は、評価されるシグナリング経路タン
パク質に依存して変化し得ることが理解される。従って、いくつかのシグナリング経路タ
ンパク質は、本質的に他のものより大きなノイズを生み出す。従って、ある実施態様にお
いて、１つ目のシグナリング経路タンパク質は、例えば、約１０のＳ／Ｎ比を達成し、２
つ目のシグナリング経路タンパク質は、例えば、約２０のＳ／Ｎ比を達成する。
【０１０９】
　上記に例示されるように、ある癌または疾患は、シグナル伝達経路シグナリングタンパ
ク質の全身性の（ｓｙｓｔｅｍｉｃ）活性化によって特徴づけられる。これらの異常な試
料が本発明の方法によって特徴づけられる場合、アッセイはナイーブ試料と、パンキナー
ゼ活性化剤によって活性化された試料の間の蛍光の差異を見分けることができない。確か
に、シグナル伝達経路シグナリングタンパク質は、既に活性化状態の下にある。
【０１１０】
　ある実施態様において、本発明は、患者に投与されたシグナル伝達経路タンパク質阻害
剤の活性をモニターする方法に関する。これらの患者がシグナル伝達経路タンパク質阻害
剤を受けている場合、該阻害剤はシグナル伝達経路タンパク質の活性化状態を抑制するか
または低減する。普通は、これらの阻害剤は、患者または試験試料から経時的に滴定し、
それらの効果／有効性を維持するために再投与される。阻害剤の再投与の直前に、患者試
料（または、組織培養アッセイの場合には、細胞試料）を得ることができ、その試料中の
白血球を本発明のアッセイを使用して試験することができる。阻害剤が疾患または状態を
処置するのに有効であれば、アッセイは正常（すなわち病的でない）試料において観察さ
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れたパンキナーゼ反応の再出現を明らかにすることになる。従って、本発明は、少なくと
も１つの実施態様において、異常なシグナル伝達経路タンパク質活性化によって特徴づけ
られる疾患または状態の臨床処置の進行をモニターするために非常に有効で高感度の血液
アッセイを提供する。
【０１１１】
　あるシグナル伝達関連疾患または状態が、炎症、発熱、敗血症、癌、糖尿病および心不
全を包含することが理解される。本発明の好ましい実施態様において、状態は敗血症であ
る。
【０１１２】
　患者が敗血症である場合、敗血症状態を引き起こすバクテリアは、シグナル伝達経路タ
ンパク質の過剰刺激を導く内毒素を分泌する。この過度の刺激は、場合によっては、患者
の死を導く。敗血症検出および／またはモニタリングに係る本発明の実施態様において、
敗血症患者試料は、本発明で通常概説されたプロトコルに従うパンキナーゼ活性化剤に応
答しない。従って、本発明の少なくとも１つの実施態様において、敗血症はパンキナーゼ
活性化に対する非反応についてモニターすることにより検出することができる。
【０１１３】
　敗血症は、通常、敗血症患者への抗生物質薬剤の投与により処置される。敗血症患者の
臨床的進行をモニターする方法として、本発明のアッセイを、パンキナーゼ活性化反応の
再発についてモニターするために使用することができる。従って、以前にパンキナーゼ活
性化剤によって顕著なシグナル伝達経路タンパク質の活性化を示さなかった敗血症患者に
対して、患者試料がパンキナーゼ活性化剤によるシグナル伝達経路タンパク質の活性化を
呈し始める場合、潜在的な敗血症を抗生物質療法が処置し始めていることが理解される。
【０１１４】
　少なくともある実施態様において、該方法は、多様な受容体要素の活性なリン酸化され
たアイソフォームに特異的に結合する多様な抗体を使用して、多様なシグナル伝達経路タ
ンパク質の活性化されたアイソフォームの存在を同時に測定することを含む。
【０１１５】
　キナーゼ活性化を測定するための追加の方法は、本発明によって提供される。プロテイ
ンキナーゼによって特異的に認識され、それによってリン酸化される基質が知られている
。そのようなリン酸化された基質に特異的に結合するが、そのようなリン酸化されていな
い基質に結合しない抗体（ホスホ基質抗体）を、試料中の活性化されたキナーゼの存在を
測定するために使用することができる。
【０１１６】
　本発明のある実施態様を使用し、シグナル伝達経路タンパク質の活性レベルの変化は、
アレルギー、炎症、自己免疫または腫瘍性状態を包含するがこれらに限定されない多くの
疾患または状態の予後と関連づけることができる。
【０１１７】
　ある実施態様において、本発明は、単細胞（ｓｉｎｇｌｅ　ｃｅｌｌ）に関するシグナ
ル伝達経路タンパク質の活性化状態プロファイルを測定する方法を提供する。該方法は、
少なくとも２つのシグナル伝達経路タンパク質の活性化状態に基づいてフローサイトメト
リーによって細胞を選別することを含む。活性化状態特異的抗体は、シグナル伝達経路タ
ンパク質の活性化状態に基づいて細胞を選別するために使用される。
【０１１８】
　ある実施態様において、単細胞に関するシグナル伝達経路タンパク質の活性化状態プロ
ファイルの測定方法が提供される。該方法は、細胞集団を提供し、フローサイトメトリー
によって細胞集団を選別することを含む。ある実施態様において、細胞は、少なくとも２
つのシグナル伝達経路タンパク質の活性化状態に基づいて分離される。ある実施態様にお
いて、多様なシグナル伝達経路タンパク質活性化状態抗体は、多様なシグナル伝達経路タ
ンパク質の活性化状態を同時に決定するために使用される。
【０１１９】



(28) JP 2012-501655 A 2012.1.26

10

20

30

40

50

　ある実施態様において、少なくとも２つのシグナル伝達経路タンパク質の活性化状態に
基づくフローサイトメトリーによる細胞選別は、多様な受容体要素、および単細胞に関す
るフローサイトメトリーによって測定可能な他の細胞特質の活性化状態間の相関性を提供
する表面マーカーの存在、粒度および細胞サイズ等の他のフローサイトメトリー読取り可
能な出力の測定と組み合わせられる。ある実施態様において、細胞表面マーカーＣＤ１４
の存在は単球集団を同定するために使用される。
【０１２０】
　また、末梢血単核球等の複雑な細胞混合物内の関連受容体要素活性化に基づいた、細胞
サブセットの存在を測定するために本発明を使用することができる。これらのサブセット
は、異なる分化もしくは活性化状態、または異なる細胞系統もしくは副系統（ｓｕｂｌｉ
ｎｅａｇｅ）を表わすことができる。
【０１２１】
　また、細胞間のシグナリングにおける変動がシグナル伝達事象を定性的ではなく定量的
にマスクするためのシグナル伝達についての研究には、均質の細胞集団が望ましいことが
認識される。究極の均質システムは単細胞である。本発明は、関与するシグナル伝達受容
体要素の活性化状態が、非活性化状態と抗原性で識別可能である、単細胞におけるシグナ
ル伝達の分析方法を提供する。
【０１２２】
　また、これらの方法は、末梢血単核球、またはナイーブ記憶リンパ球等の複雑な細胞集
団における人工的且つ刺激性の条件の両方に対する別個のシグナリングカスケードの同定
を提供する。
【０１２３】
　また、本明細書に提供される方法は、特定の受容体要素の特異的阻害剤の使用に関与す
ることもできる。また、本明細書に提供される方法は、シグナリング経路の他の薬理学的
阻害剤の使用を含んでもよい。これらの阻害剤は、抗体が受容体要素の活性化されたアイ
ソフォームに特異的に結合することを保証するため、コントロールとして使用され得る。
例えば、キナーゼをリン酸化および活性化することが知られているシグナル伝達経路タン
パク質の阻害剤は、キナーゼのリン酸化を阻害し、そして抗体がキナーゼのリン酸化され
たアイソフォームを特異的に認識するかどうかを検査するために使用され得る。あるいは
、阻害剤は、さらにタンパク質活性におけるシグナリング経路および相関性を探索するた
めに、特に単細胞において使用することができる。
【０１２４】
　ある実施態様において、シグナル伝達経路タンパク質活性は２以上の活性化状態特異的
抗体を使用して測定される。２以上の抗体が使用される実施態様において、抗体は独自に
標識され、１つ目のシグナル伝達経路タンパク質を認識する１つ目の活性化状態抗体は一
次標識を含み、２つ目のシグナル伝達経路タンパク質を認識する２つ目の活性化状態抗体
が二次標識を含むことを意味する（ここで、一次および二次標識は、検出可能且つ識別可
能であり、１つ目の抗体と２つ目の抗体を独自に標識する）。測定された活性の特異性を
確認するために、２つ目のシグナル伝達経路タンパク質の使用は内部コントロールとして
役立つ。
【０１２５】
　ある実施態様において、シグナル伝達経路タンパク質活性は、具体的にはモノクローナ
ル抗体を包含する、３以上の活性化状態特異的捕捉分子を使用して測定される。３つ以上
の捕捉分子が使用される実施態様において、抗体は独自に標識されるが、それは、１つ目
の活性化状態捕捉分子が１つ目の標識を含む１つ目のシグナル伝達経路タンパク質を認識
し、２つ目の活性化状態捕捉分子が２つ目の標識を含む２つ目のシグナル伝達経路タンパ
ク質を認識し、そして、３つ目の活性化状態捕捉分子が３つ目の標識を含む３つ目のシグ
ナル伝達経路タンパク質を認識することを意味し、ここで、第１、第２および第３の標識
は検知可能且つ識別可能であり、第１捕捉分子、第２捕捉分子および第３捕捉分子を独自
に標識する。
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【０１２６】
　１を超える、好ましくは２を超える、そして、いくつかの実施態様においては３を超え
る異なるシグナル伝達経路タンパク質の評価において、本発明の方法は、パンキナーゼ活
性化剤に対する細胞の活性化反応のより高い程度の感度を提供することが理解される。細
胞シグナリング経路は複合システムであって、シグナリングタンパク質の活性化状態を制
御するために計画された処置計画に対するそれらの特異的な反応を包含する、多数の経路
タンパク質の活性化状態を捕らえるために多数の捕捉分子を使用し、ユーザが正確にこれ
らのシグナリング経路の活性化状態を測定しモニターするシステムを設計することを可能
にする。例えば、以下に記載されたＬＰＳ活性化実験の構成において、あるシグナリング
タンパク質は、ＬＰＳ活性化に対して経時的に異なって反応した。従って、活性化状態タ
ンパク質のパネルのモニターにより、該システムによって、疾患または状態に応じた細胞
の活性化状態、かくして、その疾患または状態について処置されているそのような細胞の
活性化状態を、はるかに確実に評価することができる。
【０１２７】
　細胞内のホスホタンパク質／エピトープに関して本明細書中に例示されたが、本発明の
方法は、例えば、ユビキチン化、グリコシル化、メチル化、アセチル化、パルミトイル化
（ｐａｌｍｉｔｏｌｙａｔｉｏｎ）、またはタンパク質間相互作用を包含する、他の翻訳
後修飾の測定を目指した試料の調製に等しく適用可能である。従って、本発明は、該方法
の有用性をさらに拡張し、細胞内の様々なタンパク質の非ホスホエピトープの検出を可能
にする。標識結合剤を、研究される特定の細胞の事象に基づいて選択することができる。
本発明によって提供される方法は、以前は利用可能でなかった詳細な時間的経過および経
路特異的な様式で経路の検査を可能にする。フローサイトメトリー分析のため、多様な細
胞内エピトープを選択することができるが、例えば、局在化、高次構造／構造（ｃｏｎｆ
ｏｒｍａｔｉｏｎ／ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）、抗体による接触性、およびエピトープの安定
性を包含する因子を考慮に入れることにより、ユーザが問題の特異的エピトープに対して
、本明細書に提供される方法を最適化し目的に合わせることができることが理解される。
本明細書において提供される方法は、多色、多重パラメーターサイトメトリー分析に通常
適用可能である。
【０１２８】
　他の実施態様において、コントロール細胞はＬＰＳで刺激されない。これらの非刺激細
胞は、刺激および非刺激細胞間のシグナルレベルの比率を提供するために使用される。１
つの実施態様において、比率は、ＬＰＳ刺激および非刺激細胞間の平均蛍光強度における
差異である。他の実施態様において、コントロール細胞は刺激されていない単球である。
さらなる実施態様において、比率は、ＬＰＳ刺激単球対非刺激単球間の平均蛍光強度にお
ける差異である。強力な内部コントロールを使用してＭＡＰＫタンパク質の活性の差異を
容易に見ることができ、それにより活性と特定の疾患状態間の相関性が考量される。
【０１２９】
　試験化合物
　候補薬剤は、当業者に理解されるように、合成または天然化合物のライブラリーを包含
する多種多様な供給源から得られる。当業者によって理解されるように、本発明は多種多
様な公知のコンビナトリアル・ケミストリー・タイプ・ライブラリーを包含する、候補調
節物質のあらゆるライブラリーをスクリーニングするための迅速且つ簡便な方法を提供す
る。
【０１３０】
　ある実施態様において、細胞と想定の生物活性剤を接触させる工程、およびフローサイ
トメトリーによって前記細胞におけるシグナル伝達経路タンパク質の活性化を測定する工
程を含む、シグナル伝達経路タンパク質活性を阻害することが可能な生物活性剤のスクリ
ーニング方法が提供される。
【０１３１】
　「想定の薬剤」、「想定の阻害剤」、「想定の治療剤」、または「想定のシグナル伝達
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経路阻害剤」により、例えば、タンパク質、小有機分子、炭水化物（ポリサッカリドを包
含する）、ポリヌクレオチド、脂質等の、シグナル伝達経路タンパク質のシグナリングに
影響するその能力について評価されているあらゆる分子を意味する。
【０１３２】
　通常、複数のアッセイ混合物は、様々な濃度に対する反応差を得るために異なる薬剤濃
度と並行して実行することができる。典型的には、これらの濃度のうちの１つは（すなわ
ち、０濃度で、または検出のレベル以下で）陰性コントロールとして役立てることができ
る。加えて、陽性コントロールを使用することができる。
【０１３３】
　少なくとも１つの実施態様において、想定のキナーゼ阻害剤の効果は、想定のキナーゼ
阻害剤に白血球含有試料を曝すこと、パンキナーゼ活性剤に試料を曝すことによる白血球
含有試料中の少なくとも１つのシグナル伝達経路の活性化可能なタンパク質の活性化、血
液試料の保護、および試料中の保護された白血球の細胞内エピトープのアンマスクするこ
とにより測定される。試料中のシグナル伝達経路タンパク質の活性化状態は、その後、試
料中の保護された白血球のアンマスクされた細胞内エピトープと、複数の検出可能に標識
された捕捉分子とを接触させることによって測定され、その複数の捕捉分子は、血液試料
中の活性化され、保護された白血球の２つの異なるアンマスクされた細胞内エピトープの
活性化状態に結合することが可能な少なくとも２つの異なる捕捉分子を含む）。この実施
態様において、活性化され、保護された白血球は、上述のイムノアッセイフォーマットの
うちの１つを使用して検出される。ある実施態様において、蛍光検出は、アンマスクされ
た細胞内エピトープの活性化状態に結合した標識された捕捉分子を検出する。保護された
白血球は、同様に検出される。従って、ある実施態様において、イムノアッセイは、コン
トロール捕捉分子の結合により捕捉された、保護された白血球の蛍光を検出する。
【０１３４】
　この実施態様において、通常、並行の試料は、想定のキナーゼ阻害剤に曝されることな
く同一条件下で処理される。
【０１３５】
　想定の阻害剤に曝された細胞の検出された蛍光は、次に、ナイーブ試料（すなわち、想
定の阻害剤に曝されていない試料）の検出された蛍光に対して比較され得る。ナイーブ試
料の場合、パンキナーゼ活性化剤は、利用可能なシグナル伝達経路タンパク質を活性化し
、蛍光におけるシフトが観察される。しかしながら、想定の阻害剤がシグナル伝達経路タ
ンパク質活性化への影響で有効である程度まで、蛍光のシフトは観察されないか、シフト
がコントロール試料中で観察されるシフトより劇的ではない。蛍光のシフトが抑制される
かまたは減少する程度は、その想定の阻害剤の効果に相互に関連する。
まさに記載された実施態様において、並行コントロール試料の使用は必要に応じてである
ことが理解される。想定のキナーゼ阻害剤の活性は、１本のチューブのアッセイフォーマ
ットにおいて適切なコントロールを使用してモニターされ得る。
【０１３６】
　少なくとも１つの実施態様において、本発明は、リボソームＳ６経路活性化に影響する
想定の阻害剤を同定する方法を提供する。実施例１において示されるように、リボソーム
Ｓ６経路活性化は、ＥＲＫおよびＰＩ３Ｋシグナリングタンパク質の両方の阻害を要する
。従って、アッセイが想定のＥＲＫ阻害剤を試験するように意図される程度まで、試料は
、ＬＹ２９４００２等の、想定の阻害剤および公知のＰＩ３Ｋ阻害剤に曝される。想定の
阻害剤は、リボソームＳ６活性化が影響されたことが観察された場合、ＥＲＫシグナリン
グへの作用に有効である。同様に、アッセイが想定のＰＩ３Ｋ阻害剤をテストするように
意図される程度まで、試料は、Ｕ０ｌ２６等の、想定の阻害剤および公知のＥＲＫ阻害剤
に曝される。想定の阻害剤は、リボソームＳ６活性化が影響されたことが観察された場合
、ＰＩ３Ｋシグナリングへの作用に有効である。
【０１３７】
　リボソームＳ６経路活性化が、全ての経路を抑制するために多数の経路のメンバーを阻
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害することを要する、ただ一つの経路でないことはもちろん理解される。他のそのような
例は、当業者に公知であり、それらが、本発明によって包含されるように意図される。
【０１３８】
　想定の薬剤は、多数の化学薬品クラスを包含する。ある実施態様において、候補薬剤は
低分子である。他の実施態様において、候補薬剤は有機分子であり、特に有機低分子であ
って、タンパク質との構造的な相互作用（特に水素結合）に必要な官能基を含み、典型的
に、少なくともアミン、カルボニル、ヒドロキシル、またはカルボキシル基、好ましくは
少なくとも２つの官能化学基を含む。候補薬剤は、しばしば、１以上の化学的官能基で置
換された、環状炭素（ｃｙｃｌｉｃａｌ　ｃａｒｂｏｎ）または複素環式構造および／ま
たは芳香族もしくは多環芳香族（ｐｏｌｙａｒｏｍａｔｉｃ）構造を含む。
【０１３９】
　ある実施態様において、シグナル伝達経路タンパク質に関して上述されるように、想定
の薬剤は合成化合物である。本発明の方法の１つの利点は、アッセイに先立って想定の薬
剤を特徴づけることが必要ではないということである。本発明の方法を使用すれば、いか
なる候補薬剤も、活性化可能なタンパク質の活性を調整する（例えば、増加させるまたは
減少させる）能力についてスクリーニングされ得る。
【０１４０】
　あるいは、ある実施態様は、想定の薬剤として、利用可能または簡便に生産される、細
菌、真菌、植物および動物抽出物の形態で、天然の化合物ライブラリーを利用する。加え
て、天然ライブラリーまたは合成的に生産されたライブラリーおよび化合物は、従来の化
学的、物理的および生化学的手段によって簡便に修飾される。公知の薬理学的薬剤は、構
造アナログを生産するために、酵素修飾を包む、指向したまたは無作為の化学修飾に供さ
れ得る。
【０１４１】
　ある実施態様において、想定の薬剤は、約２～約５０アミノ酸、好ましくは約５～約３
０アミノ酸、特に好ましくは約８～約２０のペプチドである。ペプチドは、上記に概説さ
れるような天然型タンパク質の消化物、無作為のペプチド、または「バイアス化された」
無作為のペプチドであり得る「無作為化された」によって、各核酸およびペプチドはそれ
ぞれ、本質的に無作為のヌクレオチドおよびアミノ酸からなることが意味される。通常、
これらの無作為のペプチド（または以下に議論される核酸）が化学的に合成されることか
ら、それらは、任意のヌクレオチドまたはアミノ酸を任意の位置に組込むことができる。
合成プロセスは、無作為化されたタンパク質または核酸を作出するよう設計され得、配列
の長さにわたる全てまたはほとんどの可能な組み合わせの形成を可能にし、それにより、
無作為化候補の生物活性タンパク質性薬剤のライブラリーを形成することができる。
【０１４２】
　ライブラリーは、無作為化された薬剤の十分に構造的に多様な集団を提供して、特定の
活性化可能なタンパク質との相互作用を可能にする、同上論的に（ｐｒｏｂａｂｉｌｉｓ
ｔｉｃａｌｌｙ）十分な範囲の多様性を生じさせるべきである。従って、相互作用ライブ
ラリーは、そのメンバーの少なくとも１つが、活性化可能なタンパク質または活性化可能
なタンパク質を含むシグナル伝達経路の他の特異的コンポーネントと相互作用する構造を
有するように十分に大きくなくてはならない。相互作用ライブラリーの必要とされる絶対
的なサイズを判断するのは困難であるが、自然は免疫反応を伴うヒントを提供する。すな
わち、１０７～１０８の異なる抗体の多様性は、生体が直面した最も有力な抗原と相互作
用するための、十分な親和性を有する少なくとも１つの組み合わせを供給する。また、公
開されたｉｎ　ｖｉｔｒｏ選択技術も、１０７～１０８のライブラリーサイズが標的への
親和性を有する構造を見つけるために十分であることを示した。本明細書において通常提
案されるような、７～２０アミノ酸長のペプチドの全ての組み合わせのライブラリーは、
２０７（１０９）～２０２０をコードする可能性を有する。従って、１０７～１０８の異
なる分子のライブラリーにより、本発明の方法は、７アミノ酸に関する理論上の完全な相
互作用ライブラリーの「ワーキング」サブセットおよび、２０２０ライブラリーに関する
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形状のサブセットを可能にする。従って、好ましい実施態様において、少なくとも１０６

、好ましくは少なくとも１０７、より好ましくは少なくとも１０８、そして最も好ましく
は少なくとも１０９の異なる配列が、主題の方法において同時に分析される。好ましい方
法は、ライブラリーサイズおよび多様性を最大限にする。
【０１４３】
　１つの実施態様において、ライブラリーは、任意の位置での配列優先傾向または一定性
（ｃｏｎｓｔａｎｔ）なしで、完全に無作為化される。ある実施態様において、ライブラ
リーはバイアス化される。すなわち、配列内のいくつかの位置は、一定に保たれるか、ま
たは可能性のある限られた数から選ばれる。例えば、ある実施態様において、ヌクレオチ
ドまたはアミノ酸残基は、例えば、疎水性アミノ酸の、親水性残基の、立体的にバイアス
化された（大小いずれかの）残基の、架橋のためのシステイン生成に向けられた、ＳＨ－
３ドメインのためのプロリン、リン酸化部位のためのセリン、トレオニン、チロシン、ま
たはヒスチジン等の、またはプリンへ等への、定義されたクラス内に無作為化される。
【０１４４】
　ある実施態様において、バイアスは、公知のクラスの分子と相互作用するペプチドまた
は核酸に向けられる。例えば、候補薬剤がペプチドである場合、小さなペプチドドメイン
を介して他のタンパク質と相互作用するタンパク質の短い領域経由で細胞内シグナリング
の多くが遂行されることが知られている。例えば、ＨＩＶ－１エンベロープ細胞質ドメイ
ン由来の短い領域は、細胞カルモジュリンの作用を妨げることが以前に示されている。ハ
チ由来のマストパラン毒に相同性を示すＦａｓ細胞質ドメインの領域は、死誘導アポトー
シスまたはＧタンパク質誘導機能を有する短いペプチド領域に限定され得る。アフリカツ
メガエル由来の天然ペプチドである、マガイニンは、強力な抗腫瘍および反微生物活性を
有し得る。プロテインキナーゼＣアイソザイム（βＰＫＣ）の短いペプチドフラグメント
は、刺激の後、アフリカツメガエル卵母細胞中のβＰＫＣの核移行を妨げることが示され
ている。また、短いＳＨ－３標的ペプチドは、偽基質（ｐｓｕｅｄｏｓｕｂｓｔｒａｔｅ
）としてＳＨ－３タンパク質への特定の結合に使用されている。文献がこの分野において
濃厚であるように、これはもちろん生物学的活性を備えた利用可能なペプチドの短いリス
トである。従って、細胞内シグナリングカスケードに対して活性を有する小さなペプチド
の潜在力について多くの先例がある。加えて、あらゆる数の分子のアンタゴニストを、候
補阻害剤のバイアス化された無作為化の基準として同様に使用することができる。
【０１４５】
　従って、いくらかの分子またはタンパク質ドメインは、バイアス化され無作為化された
候補阻害剤の生成の出発点として好適である。共通機能、構造または親和性を与える、多
数の低分子ドメインが公知である。加えて、当該分野において理解されるように、弱いア
ミノ酸相同性の領域は、強い構造的相同性を有し得る。いくらかのこれらの分子、ドメイ
ンおよび／または対応するコンセンサス配列が知られており、それらには、ＳＨ－２ドメ
イン、ＳＨ－３ドメイン、プレクストリン、デスドメイン、プロテアーゼ開裂／認識部位
、酵素阻害剤、酵素基質、またＴｒａｆが包まれるが、これらに限定されない。
【０１４６】
　ある実施態様において、想定の阻害剤はポリペプチドである。他の実施態様において、
ポリペプチドは、少なくとも４～２０のアミノ酸を有する環状ペプチドである。また、他
の実施態様において、ポリペプチドは触媒的に不活性なポリペプチドである。触媒的に不
活発なポリペプチドの例は、触媒的に不活性な活性化可能なタンパク質、および、より具
体的には、触媒的に不活性なキナーゼ（例えばＰＩ３Ｋ）またはカスパーゼを包含するが
、これらに限定されない。さらなる側面において、候補調整剤は活性化可能なタンパク質
のペプチド断片であり、ここで、ペプチド断片は、活性化可能なタンパク質の全長アミノ
酸配列のサブ配列であるアミノ酸配列を含む。
【０１４７】
　理解されるように、例えば、本発明の方法における想定の薬剤を組み合わせることによ
って、一度に１を超えるタイプの候補剤をスクリーニングすることが可能である。従って
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、使用される想定の薬剤のライブラリーは、たった１つのタイプの薬剤（すなわちペプチ
ド）、または多数のタイプ（ペプチドおよび有機薬剤）を包含し得る。
【０１４８】
　組み合わせることにより、公知の方法を使用し、または本発明の方法を使用して検知で
きる活性を促進する条件下で（例えば、活性化可能なタンパク質の対応する抗原またはア
イソフォームに対する抗体の結合、または活性化可能なタンパク質の活性化状態）、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏでの反応混合物中またはｉｎ　ｖｉｖｏでの細胞中の様々なコンポーネント
を組み合わせることが意味される。
【０１４９】
　本発明のアッセイは無制限である。
【０１５０】
　本明細書に提供されるアッセイの工程は、それらの順において異なり得ることが理解さ
れる。しかしながら、（化合物、選択された特性または工程の順序の）様々なオプション
が本明細書に提供される一方、オプションもそれぞれ個別に提供され、それぞれ個別に本
明細書に提供される他のオプションから分離できることがさらに理解される。さらに、ア
ッセイの感度を増加させ、自明かつ当該分野において公知の工程は、本発明の範囲内であ
ることが意図される。例えば、追加の洗浄工程、ブロッキング工程等があってもよい。
【０１５１】
　ある実施態様において、反応混合物または細胞は、９６ウェルプレートまたは他の商業
的に入手可能なマルチウェルプレートのウェル中に含有される。代替実施態様において、
反応混合物または細胞が、フローサイトメトリー機械中にある。本発明において有用な他
のマルチウェルプレートは、３８４ウェルプレートおよび１５３６ウェルプレートを包含
するが、これらに限定されない。反応混合物または細胞を含有するための、本発明におい
て有用な、さらなる他の容器は明確である。
【０１５２】
　シグナル伝達経路タンパク質の活性化状態または活性を検知するため、またはそのよう
な活性化状態もしくは活性の阻害に関するアッセイのコンポーネントの追加は、連続して
、もしくは所定の順で、または分析される活性に対して適切な条件の下でグループ化され
得る。そのような条件は本明細書に記載され、当該分野において公知である。
【０１５３】
　ある実施態様において、本発明の方法は、液体を処理するコンポーネントの使用を包含
する。液体処理システムは、任意の数のコンポーネントも含む、ロボットシステムを包含
することができる。さらに、本明細書に概説された工程のうちのいずれかまたは全てを自
動化してもよく、従って、例えば、システムは、完全にまたは部分的に自動化され得る。
【０１５４】
　理解されるように、使用され得る多種多様のコンポーネントがあり、１以上のロボット
アーム、マイクロプレート配置用のプレートハンドラー、非交差汚染プレート上のウェル
の蓋を取り外し、置き換えるための自動化された蓋またはキャップハンドラー、使い捨て
のチップを備えた試料分布のためのチップアッセンブリー、試料分布のための洗浄可能な
チップアッセンブリー、９６ウェルローディングブロック、冷やされた試薬ラック、マイ
クロタイタープレートピペット配置（必要に応じて冷やされた）、プレートとチップ用の
スタッキングタワー、およびコンピューターシステムを包含するが、これらに限定されな
い。
【０１５５】
　完全なロボットシステムまたはミクロ流体システムは、スクリーニングアプリケーショ
ンの全工程を行うためのハイスループットピペッティングを包含する、自動化された液体
、粒子、細胞および生物の処理を包含する。これは、液体、粒子、細胞、および生物の操
作、例えば吸引、分配、混合、希釈、洗浄、正確な容積トランスファー（ａｃｃｕｒａｔ
ｅ　ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ　ｔｒａｎｓｆｅｒ）、ピペットチップの回収および廃棄；な
らびに、単一試料の吸引からの複数のデリバリーのための同一容積の反復ピペッティング
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を包含する。これらの操作は、交差汚染フリーの液体、粒子、細胞および生物トランスフ
ァーである。この器械は、フィルター、膜および／または娘プレート（ｄａｕｇｈｔｅｒ
　ｐｌａｔｅｓ）へのマイクロプレート試料の自動化反復、高密度トランスファー、フル
プレート連続希釈および高容量オペレーションを行う。
【０１５６】
　ある実施態様において、アッセイコンポーネントに対する特異性を備えた、化学的に誘
導体化された粒子、プレート、カートリッジ、チューブ、磁性粒子、または他の固相マト
リックスが使用される。マイクロプレート、チューブまたは任意の固相マトリックスの結
合表面は、非極性表面、高極性表面、共有結合を促進する修飾デキストランコーティング
、抗体コーティング、融合タンパク質またはペプチドを結合する親和性媒体、組換プロテ
インＡまたはＧ等の表面固定化タンパク質、ヌクレオチド樹脂またはコーティング、およ
び他の親和性マトリックスを包含し、本発明において有用である。
【０１５７】
　ある実施態様において、マルチウェルプレート、マルチチューブ、ホルダー、カートリ
ッジ、ミニチューブ、ディープウェルプレート、微量遠心チューブ（ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ
　ｔｕｂｅ）、クライオバイアル（ｃｒｙｏｖｉａｌ）、角形ウェルプレート、フィルタ
ー、チップ、光ファイバー、ビーズ、および他の固相マトリックスのためのプラットフォ
ームまたは様々な容積のプラットフォームが、さらなる能力のための品質向上可能なモジ
ュールプラットフォームに適用される。このモジュールプラットフォームは、可変速度軌
経路シェーカーおよびソース試料、試料および試薬稀釈のためのマルチポジションワーク
デッキ、アッセイプレート、試料および試薬リザーバー、ピペットチップおよびアクティ
ブ洗浄ステーションを包含する。
【０１５８】
　ある実施態様において、単一または複数の磁性プローブを備えた互換性ピペットヘッド
（シングルまたはマルチチャネル）、親和性プローブ、またはピペッターは、液体、粒子
、細胞および生物をロボットで操作する。マルチウェルまたはマルチチューブ磁性分離器
またはプラットフォームは、単一または複数の試料フォーマットにおける液体、粒子、細
胞、および生物を操作する。
【０１５９】
　開示されたアッセイを使用して同定された化合物は、アレルギー、自己免疫および腫瘍
性状態を包含する多くの疾患状態の治療薬として潜在的に有用である。そのような化合物
（複数可）の量は、所望の程度のシグナル伝達経路タンパク質の阻害をもたらす量であり
、通常０．００１～１００００μＭの間であり得る。
【０１６０】
　キット
　便宜の問題として、本発明の方法は、キットの形態で提供することができる。そのよう
なキットは、次の基本的な要素を含む、パッケージ化された組み合わせである：（ａ）パ
ンキナーゼ活性化剤；（ｂ）少なくとも１つのシグナル伝達経路タンパク質を結合する少
なくとも１つの捕捉分子；および（ｃ）これらの試薬を使用する方法の実施の仕方に関す
る指示書。ある実施態様において、キットは、少なくとも２つのシグナル伝達経路タンパ
ク質を結合する少なくとも２つの捕捉分子を含有する。ある実施態様において、キットは
、少なくとも３つのシグナル伝達経路タンパク質に結合する少なくとも３つの捕捉分子を
包含する。
【０１６１】
　１つの実施態様において、キットは、さらにシグナル伝達経路タンパク質の阻害剤を提
供することができる。これらの阻害剤は、シグナル伝達経路タンパク質阻害剤がその標的
タンパク質に特異的であり、通常、細胞内で複数の機能を阻害しないことを確認するため
に有用である。ある実施態様において、シグナル伝達経路阻害剤はＭＡＰＫ経路タンパク
質阻害剤である。いくつかのＭＡＰＫ経路タンパク質阻害剤は、商業的に入手可能であり
、ＵＯ１２６、Ｌｙ２９４００２、ＡＺＤ６２４４、ＰＤ０３２５９０１、ＸＬ５１８、
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ｈｙｐｏｔｈｅｍｙｃｉｎ、炭疽菌致死因子、ＲＡＦ２６５、ＰＬＸ４０３２、ＸＬ２８
１、Ｂａｙ４３－９００６およびＺａｒｎｅｓｔｒａを包含するが、これらに限定されな
い。
【０１６２】
　他の実施態様において、キットは、さらに、個別の要素として、または捕捉分子がその
上に既に固定化されている要素として提供することができる、捕捉分子用の固形支持体を
含む。従って、キット中の捕捉分子は、既に固形支持体上に固定化することができるか、
またはキットに含まれているか、もしくはキットとは別々に提供される支持体上で固定化
されるものでもよい。酵素で捕捉分子が標識される場合、キットは、通常、酵素に必要と
される基質および補因子を包含し、標識が蛍光団である場合、検出可能な発色団を提供す
る色素前駆物質を包含し、標識がビオチンである場合、アビジン、ストレプトアビジン等
のアビジンを単独または発色団に結合させて包含する。
【０１６３】
　キットはさらに、キットのアッセイをどのように実行するかを記載した指示シートを包
含してもよい。
【実施例】
【０１６４】
　実施例１：全血試料中のＭＡＰＫシグナリングに対するＬＰＳ活性化に関するプロトコ
ル
　１００μｌの血液を１２×７５ｍｍチューブの底に挿入した。固定していない細胞での
試料の潜在的汚染を除外するために、綿棒でチューブの側面から血液を除去した。１００
ｎｇのリポポリサッカリド（ＬＰＳ）を活性化チューブに（または、等容量のリン酸緩衝
生理食塩水（ＰＢＳ）をコントロールチューブに）添加し、このチューブを３７℃の水槽
に置いた。
【０１６５】
　様々なインキュベーション時間（例えば、１分～６０分）の後、最初のチューブをイン
キュベーターから移動し、６５μｌの１０％ホルムアルデヒドをチューブに添加した。チ
ューブを混合し、ラックに置いて室温でインキュベートした。ホルムアルデヒドで正確に
１０分インキュベートした後、１ｍｌの溶解／透過緩衝液（５８５μｌのＴｒｉｔｏｎＸ
－１００　１０％ストック溶液をＰＢＳで５００ｍｌにした。暗所で室温にて０．１１６
５％のＴｒｉｔｏｎＸ－１００溶液を、使用の直前に３７℃まで予熱した。）を各チュー
ブに添加し、激しく撹拌し、そしてラックに戻した。チューブを、室温で１５分間インキ
ュベートした。
【０１６６】
　２ｍｌの冷洗浄緩衝液（滅菌濾過（０．２２μｍフィルター）した４％ＦＢＳを含有す
るＰＢＳ（ｗ／ｏＣａ＋＋／Ｍｇ＋＋））（４℃）を、各チューブに添加した。全てのチ
ューブを、４分間５００×ｇで遠心分離した。チューブを、遠心分離機から移動して、上
清液を吸引した。１ｍｌの冷（４℃）５０％メタノールを各チューブに添加し、撹拌した
。次に、全てのチューブを氷上で１０分間インキュベートした。
【０１６７】
　次に、チューブを、４分間５００×ｇで遠心分離し、上清液を吸引した。２ｍｌの冷洗
浄緩衝液（４℃）を各チューブに添加した。全てのチューブを４分間５００×ｇで遠心分
離した。チューブを遠心分離機から移動し、上清液を吸引した。
【０１６８】
　抗体および冷洗浄緩衝液を最終容量１００μｌになるように添加し、３０分間室温でイ
ンキュベートした。２ｍｌの冷洗浄緩衝液を添加し、混合して、遠心分離した。細胞を、
１ｍｌの洗浄緩衝液に再懸濁し、撹拌し、そしてフローサイトメーターで分析した。
【０１６９】
　上記技術を使用して、非刺激全血はｐ３８、ＳＡＰＫ／ＪＮＫ、およびＥＲＫを包含す
るＭＡＰＫ経路のいくつかのメンバーのベースレベルの発現をすることが見出された（図
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２）。同様の試料がＬＰＳとインキュベートされた場合、ＭＡＰＫ経路の活性化は、非刺
激コントロールと比べた場合、劇的であった（図３）。本発明の方法を使用した、ＬＰＳ
刺激の動態は、経時的に追うことができた（図４～６）。ＥＲＫは、ＪＮＫまたはｐ３８
活性化の前、３７℃でのＬＰＳ刺激の２分後、ここで示される、最も初めの活性化を実証
する（図４）。３７℃でのＬＰＳ活性化の６分後、初期ＥＲＫ活性化が下降する（図５）
。後の時間点（約１０分）において、ｐ３８、ＪＮＫおよびＥＲＫは増加する。ＬＰＳ活
性化の６０分後、３ＭＡＰＫ経路全ての活性は減少するが、ベースラインまでは戻らない
（図６）。追加のＬＰＳが添加された場合、異なるＭＡＰキナーゼ経路が特異的および特
徴的な反応のパターンを示す。
【０１７０】
　また、ＬＰＳ刺激は、リボソームＳ６タンパク質のリン酸化阻害パターンを実証した（
図７）。リボソームＳ６タンパク質のリン酸化は、アミノ酸Ｓｅｒ２３５、Ｓｅｒ２４０
、Ｓｅｒ２４４、およびＳｅｒ２４７で起こる。リン酸化の阻害は、ＥＲＫ経路阻害剤（
例えばＵＯ１２６）およびＰＩ３Ｋ阻害剤（例えばＬＹ２９４００２）の両方の添加の後
に見られ、ＬＰＳ誘導リボソームＳ６タンパク質の活性化を防止するためには、ＥＲＫお
よびＡｋｔ経路の両方を阻害しなければならないことを示す（図８）。これらの実験は、
全血のＬＰＳ活性化は、全ての３ＭＡＰＫ経路に加えてＰＩ３Ｋ（Ａｋｔ）およびＮＦカ
ッパーＢ活性化をモニターするための迅速且つ現実的な技術を提供することができること
を証明する。特に、このアプローチは、薬剤によるこれらの経路のｉｎ　ｖｉｔｒｏおよ
びｉｎ　ｖｉｖｏの両方における阻害を測定するための手段（例えば、シグナリング経路
の分子標的阻害剤）を提供し、特異的シグナル伝達経路阻害剤によるｉｎ　ｖｉｖｏ処置
を受けた患者における（代理の標的としての）単球における機能的な活性をモニターする
ための手段を提供する。
【０１７１】
　実施例２：フローサイトメトリーに基づく敗血症アッセイ
　この研究において、Ｐ－ＥＲＫ、Ｐ－ｐ３８　ＭＡＰキナーゼ、Ｐ－ＳＡＰＫ（ストレ
ス活性化プロテインキナーゼ）、およびＰ－Ｓ６リボソームタンパク質を包含する、４つ
の異なるシグナリングリンホスホエピトープの同時測定（新たなポリペプチド合成の測定
）を行った。このアッセイにおいて、「ナイーブ」全血、及びＬＰＳ活性化に予め曝され
た（「再活性化」）全血試料の両方における、ＬＰＳ活性化の経時変化の測定を実施した
。また、このアッセイにおいて、細胞表面（単球を同定するためのＣＤ１４）および細胞
質、または核局在ホスホエピトープ（Ｐ－ＥＲＫ、Ｐ－ｐ３８、Ｐ－ＳＡＰＫ、およびＰ
－Ｓ６）の両方を測定するための上述の固定及び透過アプローチを用いた。また、このア
ッセイは、アイソタイプコントロールよりもむしろ集団（ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ）に依存
してデータを分析するための内部ネガティブコントロールを採用し、パーセントポジティ
ブよりもむしろＭＦＩ（平均蛍光強度）の変化を測定することを採用した。
【０１７２】
　各個別のマーカーに関するこの研究の結果は以下に提示され、この研究で採用したマー
カーおよび分析方法を使用する向上した有用性がそれに続く。
【０１７３】
　Ｐ－ＥＲＫ：図９に示されるように、正常試料（予めＬＰＳに曝されていない）におい
て、ＬＰＳはＥＲＫ　ＭＡＰキナーゼの急激な活性化を誘導し、これは初期のピーク、Ｐ
－ＥＲＫにおける下降、そしてＬＰＳ刺激１０～１５分後の第２のピークによって特徴づ
けられる。この第２のＰ－ＥＲＫのピークは、Ｐ－ｐ３８およびＰ－ＳＡＰＫのレベルが
最高レベルに達するのと同時に起こる。第１のＰ－ＥＲＫのピークがＰＩ３キナーゼを介
して駆動される一方、第２のピークは、おそらくＴＬＲ４からの古典的なＭＡＰＫＫＫ＞
ＭＡＰＫＫ＞ＭＡＰＫ経路を介すると思われる。ＬＰＳに再度曝された場合（図１０）、
Ｐ－ＥＲＫのＭＦＩは、ＬＰＳ再刺激の９０分後までの期間、０時間コントロールを超え
て顕著に変化することはない。
【０１７４】
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　Ｐ－ｐ３８：およそ１０～１５％の単球（ＣＤ１４＋）は、正常ドナー由来の非刺激全
血試料においてＰ－ｐ３８を発現する（図１１、左上）。最初のＬＰＳ刺激の後、全単球
集団（約１００％）は、ＬＰＳ刺激の１５分後に最高ＭＦＩ値に達する反応を伴う、ＭＦ
Ｉの顕著な増加を示す。Ｐ－ｐ３８のレベルは、１２０分の期間の後であってもベースレ
ベルには戻らず、図１１左下に見られる２峰性の分布を示す。ざっと５０％の単球が最初
の反応１５分間に見られるものと同じＭＦＩを維持する一方、残りは非刺激試料における
主要集団のＭＦＩ値を示し、陽性及び陰性集団間の集合したＭＦＩ値を結果として生じる
。ＬＰＳによる再刺激の後、ＭＦＩ値は増加し、再刺激の１５～２０分後にピークとなり
、その後初期ＬＰＳ反応の９０～１２０分後に見られるような２峰性集団に戻る。
【０１７５】
　Ｐ－Ｓ６：正常個体において、異種性の、陽性レベルのＰ－Ｓ６発現を示す約１０％の
単球を伴う非刺激単球におけるＰ－Ｓ６のレベルは低い（図１２、左上）。ＬＰＳ刺激の
１５～３０分後のＰ－Ｓ６ピークのレベルは、Ｐ－ＥＲＫ活性化に対し二次的なその下流
の活性化と一致する。Ｐ－ＥＲＫおよびＰ－ｐ３８と異なり、Ｐ－Ｓ６のレベルは、ＬＰ
Ｓ刺激の後１２０分を超えて持続する（図１２、左下）。ＬＰＳ再刺激の後、図１２右下
に示されるように、ＭＦＩにおける緩やかな減少を伴うＰ－Ｓ６集団のＭＦＩにおけるほ
んの少しの変化がある。
【０１７６】
　Ｐ－ＳＡＰＫ：初期のＬＰＳ刺激の後Ｐ－ＳＡＰＫのレベルは増加し、１５分後にピー
クとなる。Ｐ－ｐ３８レベルと同様、Ｐ－ＳＡＰＫレベルは、刺激後１２０分までベース
レベルまで戻らず、その後、陰性及び陽性集団のパーセンテージおよび蛍光強度を組み合
わせた値を反映する、集合したＭＦＩを有する３０～４０％のＰ－ＳＡＰＫ陽性単球を示
す。
【０１７７】
　本発明の様々な実施態様を上に記載しているが、それらは単に例として提示したもので
あり、限定するものではないと理解すべきである。当該技術分野の当業者にとって、本発
明の精神及び範囲から逸脱することなく、そこに形態や詳細における様々な変更がなされ
得ることは明らかであろう。従って、本発明の広がりおよび範囲は、上述の例示的ないか
なる実施態様によっても限定されるべきではなく、下記の特許請求の範囲及びそれらの同
等物のみによって定義されるべきである。
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