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(57)【要約】
　試料分析方法が提供される。ある実施形態において、
方法は、ａ）ホスホ－ＡＭＰＫまたはこのリン酸化標的
に特異的に結合する抗体を用いて血液試料の細胞を標識
し、標識試料を作製するステップと、ｂ）フローサイト
メトリーを用いて、標識試料の血液細胞の集団による抗
体結合を測定するステップとを含む。特定の実施形態に
おいて、方法は、標識ステップの前に、血液をエクスビ
ボまたはインビボで試験薬剤と接触させるステップと、
評価を血液細胞の参照試料から得られた結果と比較する
ステップとをさらに含んでもよい。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）ホスホ－ＡＭＰＫまたはこのリン酸化標的に特異的に結合する抗体を用いて血液試
料の細胞を標識し、標識試料を作製するステップと、
　ｂ）フローサイトメトリーを用いて前記標識試料の血液細胞の集団による抗体結合を測
定し、これにより細胞の前記集団におけるＡＭＰＫ活性化の評価を得るステップと
を含む、試料分析方法。
【請求項２】
　前記評価が血液細胞の前記集団の幾何平均蛍光である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　血液細胞の前記集団が白血球またはこの亜集団である、請求項１または２に記載の方法
。
【請求項４】
　前記亜集団がリンパ球または顆粒球から構成される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗体がホスホ－ＡＭＰＫに特異的に結合する、請求項１から４のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項６】
　前記抗体がホスホ－ＡＣＣに特異的に結合する、請求項１から４のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項７】
　前記方法が、
前記標識ステップａ）の前に、血液をエクスビボまたはインビボで試験薬剤と接触させる
ステップと、
前記評価を血液細胞の参照試料から得られた結果と比較し、これにより血液細胞の前記集
団におけるＡＭＰＫ活性化に対する前記化合物の影響を判定するステップと
をさらに含む、請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記影響が、血液細胞の前記集団の幾何平均蛍光および血液細胞の前記参照試料の幾何
平均蛍光の差を計算して測定される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記接触させるステップが、前記試験薬剤を被験者に投与するステップと、次いで一定
期間後に前記被験者から血液を採取するステップとを含む、請求項７または８に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記接触させるステップが、被験者から血液を採取するステップと、次いで採取された
血液と前記試験薬剤を一定期間接触させるステップとを含む、請求項７または８に記載の
方法。
【請求項１１】
　前記試験薬剤がＡＭＰＫ活性化に影響を与えることが知られている、請求項７から１０
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　ＡＭＰＫ活性化に対する前記試験薬剤の影響が知られていない、請求項７から１０のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記参照試料が、前記血液試料と同じ個体から得られた血液細胞を含む、請求項７から
１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記参照試料を前記試験薬剤と接触させていない、請求項７から１３のいずれか一項に
記載の方法。
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【請求項１５】
　前記血液試料を前記試験薬剤の第１の量と接触させ、参照試料を前記試験薬剤の第２の
量と接触させる、請求項１から１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記方法が、
前記標識ステップａ）の前に、哺乳動物に生活様式の変化を経験させるステップと、
前記哺乳動物から前記血液試料を得るステップと、
前記評価を血液細胞の参照試料から得られた結果と比較し、これにより前記哺乳動物のＡ
ＭＰＫ活性化に対する前記生活様式の変化の影響を判定するステップと
をさらに含む、請求項１から１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記生活様式の変化が食事である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記生活様式の変化が運動の増加である、請求項１６に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１１９（ｅ）に基づき、本願は、２０１１年１月６日に出願された
米国仮特許出願第６１／４３０，４７２号の出願日の優先権を主張するものであり、上記
出願の開示は参照により本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　ＡＭＰＫ（アデノシン一リン酸キナーゼ）は、１つの触媒サブユニット（α１またはα
２）、１つの制御サブユニット（β１またはβ２）、および１つのＡＭＰ／ＡＴＰ結合（
γ１、γ２、またはγ３）サブユニットから構成されるヘテロ三量体の多基質キナーゼで
ある。βサブユニットのＣ末端は、αサブユニットおよびγサブユニットの両方と相互作
用し、現在のエビデンスは、βサブユニットが活性ＡＭＰＫ複合体の必須成分であること
を示している。ＡＭＰＫが、細胞のエネルギー状態により制御される正確な機序は十分に
理解されていない。細胞内のエネルギーレベルが低下すると（すなわち、低ＡＴＰ：ＡＭ
Ｐ比があると）、ＡＭＰはγサブユニットからＡＴＰを移動させ、上流のキナーゼ（例え
ば、ＬＫＢ１またはＣａＭＫＫβ）がαサブユニットをリン酸化および活性化するのを可
能にするコンフォメーション変化を引き起こすと考えられている。あるいは、ＡＭＰＫは
、恒常的にリン酸化され得るが、通常条件下では急速に脱リン酸化される。しかし、高Ａ
ＭＰレベルでは、ＡＭＰ結合は、ホスファターゼによるこのような作用から活性化部位を
遮蔽するコンフォメーション変化をもたらす。
【０００３】
　ＡＭＰＫは、細胞内のエネルギー状態のセンサーの役割を果たし、エネルギー代謝のマ
スタースイッチと見なすことができる。その理由は、該酵素は、活性化すると、例えば、
脂質生合成、脂肪酸酸化、グルコース取り込み、糖新生および脂質生成に影響を与える幾
つかの下流のタンパク質基質をリン酸化するためである。ＡＭＰＫによる下流の標的のリ
ン酸化は、細胞によるＡＴＰ使用を減少させ、次には細胞におけるＡＴＰ：ＡＭＰ比を増
加させ、次にはＡＭＰＫ活性を低下させる。
【０００４】
　全てのこれらの特性が合わさって、ＡＭＰＫを糖尿病、肥満およびさまざまな他の代謝
障害の治療における魅力的な標的にしている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　試料分析方法が提供される。ある実施形態において、方法は、ａ）標識試料を作製する
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ために、ホスホ－ＡＭＰＫまたはこのリン酸化標的に特異的に結合する抗体を用いて血液
試料の細胞を標識するステップと、ｂ）フローサイトメトリーを用いて、標識試料の血液
細胞の集団による抗体結合を測定するステップとを含む。特定の実施形態において、方法
は、標識ステップの前に、血液をエクスビボまたはインビボで試験薬剤と接触させるステ
ップと、評価を血液細胞の参照試料から得られた結果と比較するステップとをさらに含ん
でもよい。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　いかなる科学的理論にも拘束されることを望むものではないが、ａ）ＡＭＰＫを調節す
るＡＭＰＫ調節化合物または生活様式（例えば、食事または運動）の影響は、生物の血液
を分析して判定することができ、ｂ）エネルギー産生または使用と通常関連しない組織で
ある血液は、エネルギー産生または使用と関連した組織（例えば、肝臓および筋肉等）の
代理の役割を果たすことができると考えられる。故に、生物のエネルギー状態は、ホスホ
－ＡＭＰＫまたはこのリン酸化標的に特異的に結合する抗体を用いたフローサイトメトリ
ーにより、生物の血液を用いて評価することができる。これらの方法は、侵襲的手順（例
えば、組織生検）を必要とせず、先行アプローチ（例えば、ウェスタンブロッティング）
と比べてより迅速およびより経済的である。
【０００７】
　本発明の幾つかの実施形態のある態様は、添付図面と併せて読まれるとき、以下の詳細
な記載から最も良く理解することができる。通常の習慣により、図面のさまざまな特徴は
原寸に比例していないことが強調される。それどころか、さまざまな特徴の寸法は、明確
さのため任意に拡大または縮小される。図面に含まれるのは、以下の図である。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】ＡＭＰＫ経路を概略的に例示する図である。
【図２Ａ】ＨｅｐＧ２細胞で行われたＦＡＣＳベースのＡＭＰＫ活性化の結果を示すグラ
フである。
【図２Ｂ】ＨｅｐＧ２細胞で行われたＦＡＣＳベースのＡＭＰＫ活性化の結果を示すグラ
フである。
【図３】ヒト全血を用いたｐＡＭＰＫ　ＦＡＣＳアッセイの結果を示す図である。結果は
、リンパ球に関する７倍のウィンドウを示している。
【図４】ヒトおよびマウス全血におけるｐＡＭＰＫ　ＦＡＣＳアッセイの結果を示す図で
ある。プロトコルは、図３に示されたデータに使用されたものと同じであった。結果は、
リンパ球におけるロバストなウィンドウを示している。対照ピークは、各グラフの各々の
左側であり、化合物２のピークは右側である。
【図５】マウス全血を用いたｐＡＭＰＫ　ＦＡＣＳアッセイの結果を示す図である。ＡＭ
ＰＫの公知の調節因子、化合物２が試験化合物として使用される。
【図６】ｐＡＣＣについて得られたＥＣ５０データが、ｐＡＭＰＫのＥＣ５０データと相
関することを示すＦＡＣＳアッセイの結果を示す図である。
【図７】ｐＡＭＰＫヒト全血ＦＡＣＳアッセイが異なるドナーにおいて高度に特異的であ
り、異なる抗体が極めて類似した結果を提供することを示す一連のグラフである。
【図８Ａ】２つのＡＭＰＫ活性化因子を用いたｐＡＭＰＫおよびｐＡＣＣ刺激には、ドナ
ーによって低い変動性があることを示す表である。
【図８Ｂ】図８Ａの表に提示されたデータの分析を示すグラフである。
【図８Ｃ】図８Ａの表に提示されたデータの分析を示すグラフである。
【図９】ＡＭＰＫの公知の調節因子、化合物２のＥＣ５０に対するインキュベーション時
間の影響を示す一連のグラフである。
【図１０】ヒト白血球を用いたｐＡＭＰＫアッセイとＨｅｐＧ２細胞を用いたｐＡＭＰＫ
アッセイの間の相関を示す散布図である。２００化合物が試験された。
【図１１】ヒト白血球を用いたｐＡＭＰＫとｐＡＣＣとの間の相関を示す散布図である。
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【図１２】インビボでの単回試験の概略図である。
【図１３】ＡＭＰＫの公知の調節因子、化合物２による処理後のＡＭＰＫリン酸化は、イ
ンビボでのマウスにおいて用量依存的であることを示す一連のグラフである。
【図１４】ＡＭＰＫの公知の調節因子、化合物２は、マウス血液リンパ球におけるＡＭＰ
Ｋリン酸化を増加させることを示す２つの棒グラフを示す図である。
【図１５】脾臓細胞および化合物２を用いたｐＡＭＰＫ　ＦＡＣＳアッセイの結果を示す
棒グラフを示す図である。
【図１６Ａ】ｐＡＭＰＫの最大刺激レベルは、給餌し肥満したマウスと比べて絶食させ痩
せたマウスで著しく高いが、非刺激レベルは変わらないままであることを示すグラフのパ
ネルである。
【図１６Ｂ】ｐＡＭＰＫの最大刺激レベルは、給餌し肥満したマウスと比べて絶食させ痩
せたマウスで著しく高いが、非刺激レベルは変わらないままであることを示すグラフのパ
ネルである。
【図１７Ａ】実験計画を示す図である。
【図１７Ｂ】ＯＧＴＴとＰＫ／ＰＤとの結果の間に妥当な相関があることを示す図である
。
【０００９】
定義
　用語「生物学的試料」は本明細書で使用されるとき、生きた材料を含有するまたは生き
た材料から作られる任意の試料を指す。生物学的試料は、多細胞生物から得られたインタ
クトな細胞を含有することができる。生物学的試料は、個体（例えば軟組織もしくは体液
）から、またはインビトロで増殖される細胞培養物から単離することができる。生物学的
試料は、脳、副腎、皮膚、肺、脾臓、腎臓、肝臓、脾臓、リンパ節、骨髄、膀胱、胃、小
腸、大腸また筋肉等などの軟組織から作ることができる。体液には、血液、血漿、唾液、
粘液、痰、脳脊髄液（ｃｅｒｅｂｒａｌ　ｓｐｉｎａｌ　ｆｌｕｉｄ）、胸膜液、涙液、
乳糜管液（ｌａｃｔａｌ　ｄｕｃｔ　ｆｌｕｉｄ）、リンパ液、喀痰、脳脊髄液（ｃｅｒ
ｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ　ｆｌｕｉｄ）、滑液、尿、羊水、および精液等が含まれる。生物
学的試料には、インビトロでの培養下で増殖された細胞も含まれる。
【００１０】
　用語「インタクトな細胞」には、固定および／または透過処理された細胞が含まれる。
溶解および／または切片化された細胞は、インタクトな細胞ではない。ウェスタンブロッ
ト、および細胞溶解物のタンパク質または抗体のタンパク質のどちらかが固体担体（例え
ば、ＥＬＩＳＡ）に付着されるアッセイは、インタクトな細胞を含まない。
【００１１】
　用語「血液試料」またはこの文法的同等物は、全血の試料または全血中の細胞の亜集団
の試料を指す。全血中の細胞の亜集団には、血小板、赤血球（ｒｅｄ　ｂｌｏｏｄ　ｃｅ
ｌｌ）（赤血球（ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ））、血小板および白血球（すなわち、好中球
、リンパ球、好酸球、好塩基球および単球から構成される末梢血白血球）が含まれる。こ
れらの５種類の白血球は、さらに、２つのグループ、顆粒球（多形核白血球としても知ら
れ、好中球、好酸球および好塩基球が含まれる）および単核白血球（単球およびリンパ球
が含まれる）に分類することができる。リンパ球は、さらに、Ｔ細胞、Ｂ細胞およびＮＫ
細胞に分類することができる。末梢血細胞は、血液の循環プールにおいて見出され、リン
パ系、脾臓、肝臓、または骨髄内に隔離されない。血液を最初に薬剤と接触させ、次いで
該血液の試料をアッセイで使用する場合、接触させた血液の一部または全部をアッセイで
使用してもよい。
【００１２】
　用語「捕捉剤」は、薬剤が標的分子を結合し、異なる分子の均一混合物から濃縮するの
を可能にするのに十分な相互作用を介して、標的分子を結合する薬剤を指す。結合相互作
用は、典型的には捕捉剤の親和性領域により媒介される。典型的な捕捉剤は、標的分子に
特異的に結合することができるいずれかの部分を含む。ある実施形態において、ポリペプ
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チド、例えば、抗体が使用されてもよい。
【００１３】
　用語「抗体」は、抗体の少なくとも１つのエピトープ結合ドメインを有する捕捉剤を指
すのに本明細書において使用される。抗体の種類には、モノクローナル抗体が含まれ、こ
の抗原結合断片（例えば、Ｆａｂ断片、Ｆｖ断片、ｓｃＦｖ断片、およびＦｄ断片、キメ
ラ抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体等）が知られており、これ以上詳細に記載される必要は
ない。
【００１４】
　捕捉剤は、標的分子を「特異的に結合」する。したがって、用語「捕捉剤」は、他の分
子に著しく結合することなく、約１０－６Ｍ未満（例えば、約１０－７Ｍ未満、約１０－

８Ｍ未満、約１０－９Ｍ未満、約１０－１０Ｍ未満、約１０－１１Ｍ未満、約１０－１２

Ｍ未満、１０－１６Ｍの低さまで）の解離定数（ＫＤ）で標的分子、例えば、リン酸化ポ
リペプチドを特異的に結合することができる分子または多分子複合体を指す。用語「特異
的結合」は、異なる標的分子の均一混合物中に存在する特定の標的分子に優先的に結合す
る捕捉剤の能力を指す。特異的結合相互作用は、試料中の望ましい（例えば、リン酸化）
標的分子と望ましくない（例えば、非リン酸化）標的分子を、典型的には約１０超から１
００倍以上（例えば、約１０００超または１０，０００倍）識別するであろう。
【００１５】
　本明細書で使用されるとき、用語「フローサイトメトリー」は、試料の個々の細胞がレ
ーザー光線を通って一列に狭い流れの中を通過するとき、該細胞がこの光学特性（例えば
、光吸収、光散乱および蛍光特性等）により分析される方法を指す。フローサイトメトリ
ー方法には、特定の光学特性を有する細胞の集団が他の細胞から分離される蛍光活性化細
胞選別（ＦＡＣＳ）方法が含まれる。
【００１６】
　本明細書で使用されるとき、用語「標識（ｌａｂｅｌｉｎｇ）」には直接標識および間
接標識が含まれる。抗体は、フルオロフォアまたは量子ドット（この多くが知られている
）で蛍光標識することができる。
【００１７】
　用語「所定の」は、使用前に同一性が知られているエレメントを指す。エレメントは、
名称、配列、分子量、この機能、量、光学特性、またはいずれか他の属性もしくは識別子
により知ることができる。
【００１８】
　用語「混合物」は本明細書で使用されるとき、散在しているが任意の特定の順序にはな
いエレメント（例えば、細胞）の組み合わせを指す。混合物は均一であり、異なる構成素
に空間的に分離されない。エレメントの混合物の例には、空間的にむき出しの様式で同じ
水溶液中に存在する幾つかの異なる細胞が含まれる。
【００１９】
　「単離された」または「精製された」は、物質が存在する試料のかなりの割合（例えば
、２％を超える、５％を超える、１０％を超える、２０％を超える、５０％を超える、ま
たはより多い、通常は最大約９０％～１００％）を構成するように、物質（化合物、ポリ
ヌクレオチド、タンパク質、ポリペプチド、ポリペプチド組成物）を単離することを指す
。実質的に精製された成分は、試料の少なくとも５０％、８０％～８５％、または９０～
９５％を構成する。
【００２０】
　用語「査定（ａｓｓｅｓｓｉｎｇ）」には測定の任意の形態が含まれ、およびエレメン
トが存在するか否かの判定が含まれる。用語「判定（ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ）」、「測
定（ｍｅａｓｕｒｉｎｇ）」、「評価（ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ）」、「査定（ａｓｓｅｓ
ｓｉｎｇ）」および「アッセイ（ａｓｓａｙｉｎｇ）」は、互換的に使用され、定量的お
よび／または定性的判定を含み得る。査定は、相対的または絶対的であってもよい。「存
在の査定」には、存在している何かの量の判定、および／または有無の判定が含まれる。
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【００２１】
　用語「使用（ｕｓｉｎｇ）」は従来の意味を有し、そのため、目的を達成するための方
法または組成物の使用（ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ）、例えば利用（ｐｕｔｔｉｎｇ　ｉｎｔｏ
　ｓｅｒｖｉｃｅ）を意味する。例えば、ファイルを作成するのにプログラムが使用され
る場合、ファイルを作るのにプログラムが実行され、ファイルは通常、プログラムのアウ
トプットである。別の例では、コンピュータファイルが使用される場合、コンピュータフ
ァイルは通常、アクセスされ、読み取られ、目的を達成するために使用されるファイルに
情報が記憶される。同様に固有の識別子、例えばバーコードが使用される場合、固有の識
別子は通常、例えば、固有の識別子に関連した物体またはファイルを識別するのに読み取
られる。
【００２２】
　本明細書で使用されるとき、用語「幾何平均」は、ｎ個の数の積のｎ乗根として表され
るｎ個の数の平均を指す。
【００２３】
　本明細書で使用されるとき、用語「インビボで」は、丸ごとの生きた生物（例えば、生
きた哺乳動物）の身体を指す。
【００２４】
　本明細書で使用されるとき、用語「エクスビボで」は、丸ごとの生きた生物（例えば、
生きた哺乳動物）の身体から除去された生きた組織を指す。哺乳動物から採取され、およ
び生細胞を含有する血液の試料は、エクスビボ試料の例である。
【００２５】
　本明細書で使用されるとき、用語「インビトロで」は、培養下で増殖された細胞を指す
。
【００２６】
　本明細書で使用されるとき、用語「ＡＭＰＫ」または「ＡＭＰ活性化タンパク質キナー
ゼ」は、アルファ触媒サブユニット、ならびに非触媒ベータおよびガンマサブユニットか
ら構成されるヘテロ三量体キナーゼを指す。ＡＭＰＫは、細胞のエネルギー状態を監視す
る重要なエネルギー感知酵素である。細胞の代謝ストレスに応答して、ＡＭＰＫが活性化
され、ならびに脂肪酸およびコレステロールのデノボ生合成の制御に関与する主要な酵素
、アセチルＣｏＡカルボキシラーゼ（ＡＣＣ）およびベータ－ヒドロキシベータ－メチル
グルタリルＣｏＡレダクターゼ（ＨＭＧＣＲ）のほか、代謝に関与する他のタンパク質を
リン酸化および不活化する。ＡＭＰＫおよびエネルギーセンサーとしてのこの役割は、Ｋ
ｅｍｐら（Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｓｃｉ．　１９９９　２４：２２～５頁）
、Ｈａｒｄｉｅら（Ｂｉｏｅｓｓａｙｓ．　２００１　２３：１１１２～９頁）、Ｍｕｓ
ｉら（Ｃｕｒｒ．　Ｄｒｕｇ　Ｔａｒｇｅｔｓ　Ｉｍｍｕｎｅ　Ｅｎｄｏｃｒ．　Ｍｅｔ
ａｂｏｌ．　Ｄｉｓｏｒｄ．　２００２　２：１１９～２７頁）、Ｍｕｓｉら（Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　Ｔｒａｎｓ．　２００３　３１：１９１～５頁）およびＨａｒｄｉ
ｅ（Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ．　２００３　１４４：５１７９～８３頁）およびＡｓ
ｃｈｅｎｂａｃｈ（Ｓｐｏｒｔｓ　Ｍｅｄ．　２００４　３４：９１～１０３頁）を含む
さまざまな刊行物において総説されており、これらの刊行物は参照により組み込まれる。
【００２７】
　本明細書で使用されるとき、用語「ホスホ－ＡＭＰＫ」または「ｐ－ＡＭＰＫ」は、α
サブユニットが１７２位にリン酸化スレオニンを有するＡＭＰＫの一形態を指す。この位
置のリン酸化は、上流のＡＭＫＰキナーゼ（ＡＭＰＫＫ）により行われる。この位置のリ
ン酸化は、該キナーゼに下流の標的をリン酸化させる。ホスホ－ＡＭＰＫの１つの下流の
標的は、ＡＣＣ（アセチルＣｏＡカルボキシラーゼ）であるが、多くの他の標的がある。
【００２８】
　本明細書で使用されるとき、用語「ＡＭＰＫ活性化」は、ＡＭＰＫまたはこの直接の標
的のリン酸化状態を指す。ＡＭＰＫは、ＡＭＰＫの上流のタンパク質（例えば、アディポ
ネクチン受容体、レプチン受容体、αアドレナリン受容体、またはインスリン受容体等）
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の調節、またはＡＭＰＫ自体により活性化され得る。ＡＭＰＫ活性化は、ＡＭＰＫ自体ま
たはＡＭＰＫの下流の標的をアッセイして判定することができる。
【００２９】
　ホスホ－ＡＭＰＫまたはこのリン酸化標的に特異的な抗体は、これらのタンパク質のリ
ン酸化形態を特異的に結合するが、これらのタンパク質の非リン酸化形態は特異的に結合
しない。
【００３０】
　用語の他の定義は、本明細書を通して現れる。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　本発明がより詳細に記載される前に、本発明は記載された特定の実施形態に限定されず
、そのため、当然ながら変わり得ることが理解されるべきである。本発明の範囲は添付の
特許請求の範囲によってのみ限定されることから、本明細書に使用される用語法は、特定
の実施形態のみを記載する目的のためであり、限定されるものではないことも理解される
べきである。
【００３２】
　値の範囲が示されている場合、文脈が別途明確に指示しない限り下限の単位の１０分の
１まで、この範囲の上限と下限との間の各介在値、およびこの規定範囲にある任意の他の
規定値または介在値は、本発明の範囲内に包含されることが理解される。
【００３３】
　別途定義されない限り、本明細書で使用される全ての技術的および科学的用語は、本発
明が属する技術分野の当業者に一般に理解されているのと同じ意味を有する。本明細書に
記載されているものと類似または同等の任意の方法および材料もまた、本発明の実践また
は試験において使用することができるが、好ましい方法および材料が、これより記載され
る。
【００３４】
　本明細書に引用された全ての刊行物および特許は、個々の刊行物または特許が、参照に
より組み込まれることを具体的および個別に示されているかのように、参照により本明細
書に組み込まれ、ならびに刊行物が引用される関連での方法および／または材料を開示お
よび記載するために、参照により本明細書に組み込まれる。いかなる刊行物の引用も、出
願日前のこの開示のためであり、先行発明を理由として、本発明がこのような刊行物に先
行する権利を有さないことの承認として解釈されるべきではない。さらに、示された刊行
物の日付は、実際の刊行日とは異なる可能性があり、独自に確認される必要があり得る。
【００３５】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用されるとき、単数形「ａ」、「ａｎ
」、および「ｔｈｅ」は、文脈が別途明確に指示しない限り、複数の指示対象を含むこと
が留意されなければならない。特許請求の範囲は、いかなる随意的な要素も排除するよう
に起草され得ることがさらに留意される。そのため、この記載は、請求項要素の列挙に関
連した、「～だけ（ｓｏｌｅｌｙ）」、「～のみ（ｏｎｌｙ）」等のような排他的用語の
使用、または「否定的」限定の使用のための先行詞としての役割を果たすことが意図され
る。
【００３６】
　本開示を読むと当業者に明らかになるように、本明細書に記載および図示された個々の
実施形態はそれぞれ、本発明の範囲または趣旨から逸脱することなく、いずれの他の幾つ
かの実施形態の特徴からも容易に区別され得る、または組み合わされ得る個別の構成要素
および特徴を有する。いずれの列挙された方法も、列挙されたイベントの順、または論理
的に可能ないずれか他の順に行うことができる。
【００３７】
試料分析方法
　下記の方法は、血液の試料を使用する。しかし、血液は、該方法において使用すること
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ができる多くの生物学的試料の１つにすぎない。他の実施形態において、他の組織（例え
ば、肝臓または脾臓等などの他の軟組織）由来のインタクトな細胞、または組織培養で増
殖された細胞が使用されてもよい。フローサイトメトリーに適した細胞懸濁液を提供する
ための、このような組織の処理方法が知られている。ひとたび作製されると、細胞懸濁液
は、下記の方法と類似した方法で使用することができる。
【００３８】
　大まかに言えば、主題の方法は、ａ）ホスホ－ＡＭＰＫまたはこのリン酸化標的に特異
的に結合する抗体を用いて血液試料の細胞を標識して、標識試料を作製するステップ、お
よびｂ）フローサイトメトリーを用いて標識試料の血液細胞の集団による抗体結合を測定
し、これにより血液細胞の集団におけるＡＭＰＫ活性化の評価を得るステップを伴う。血
液から得られた結果がエネルギー消費と関連する組織（例えば、筋肉または肝臓）から得
られた結果とよく相関したことから、血液中のＡＭＰＫ活性化の評価は、血液が得られた
被験者におけるＡＭＰＫ活性化の評価を提供するまでに拡大することができる。
【００３９】
　方法は全血で行われてもよいが、特定の実施形態において、分析される血液細胞の集団
は、白血球またはこの亜集団（例えば、リンパ球集団または顆粒球集団）であってもよい
。特定の実施形態において、血液は、エクスビボで（すなわち、被験者から採取された血
液を用いて）またはインビボで（例えば、試験薬剤を哺乳動物に投与して）試験薬剤と接
触させてもよく、およびアッセイからの結果は、血液試料が得られた被験者におけるＡＭ
ＰＫ活性化に対する該化合物の影響を判定するために、血液細胞の参照試料（例えば、試
験薬剤または異なる量の試験薬剤と接触していない血液細胞）から得られた結果と比較し
てもよい。
【００４０】
　影響は、ある場合には、血液細胞の集団の幾何平均蛍光および血液細胞の参照試料の幾
何平均蛍光の差を計算して測定することができる。明らかとなるように、ある実施形態に
おいて、接触させるステップは、試験薬剤を被験者に投与するステップ、および次いで一
定期間後に被験者から血液を採取するステップを伴い得る。他の実施形態において、接触
させるステップは、被験者から血液を採取するステップ、および次いで採取された血液と
薬剤を一定期間接触させるステップを伴い得る。試験薬剤は、ＡＭＰＫ経路の公知の調節
因子であってもなくてもよい。特定の実施形態において、参照試料は、試験血液試料と同
じ個体から得られた血液細胞を含有してもよい。参照試料は、試験薬剤と接触させていて
もいなくてもよい。特定の場合において、該方法から得られたデータは、図２に図示の通
り、試料の数の蛍光の幾何平均のグラフとして表されてもよい。このようなグラフは、例
えば、時間的経過、または試験薬剤の異なる用量間の差を示すことができる。
【００４１】
　図１に図示の通り、ＡＭＰＫは、グルコースの細胞取り込み、脂肪酸のβ酸化、ならび
にグルコーストランスポーター４（ＧＬＵＴ４）およびミトコンドリアの生合成を含む幾
つかの細胞内系（ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｙｓｔｅｍ）を制御する代謝のマスタ
ースイッチの役割を果たす。ＡＭＰＫのエネルギー感知能力は、安静時および運動（筋肉
刺激）時に起こるＡＭＰ：ＡＴＰ比の変動を検出および反応するＡＭＰＫの能力に起因し
得る。筋肉刺激時に、ＡＭＰが増加する一方でＡＴＰは減少し、これがＡＭＰＫを上流の
キナーゼ複合体、ＡＭＰＫＫを介した活性化の良好な基質に変化させ、あるいは、ＡＭＰ
の結合が、Ｔｈｒ－１７２でリン酸化された活性化ＡＭＰＫをタンパク質ホスファターゼ
２Ｃαにとってより悪い基質にする。ＡＭＰＫＫは、３つのタンパク質、ＳＴＥ関連アダ
プター（ＳＴＲＡＤ）、マウスタンパク質２５（ＭＯ２５）、およびＬＫＢ１（セリン／
スレオニンキナーゼ）の複合体である。ひと運動中、筋肉細胞がＡＴＰに対する極端な細
胞の需要によりもたらされる代謝ストレスを経験する間に、ＡＭＰＫ活性は増加する。活
性化すると、ＡＭＰＫは、同化エネルギー消費経路（脂肪酸合成、タンパク質合成等）の
阻害、およびエネルギー産生異化経路（脂肪酸酸化、グルコース輸送等）の刺激により、
細胞のエネルギーレベルを増加させる。
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【００４２】
　ＡＭＰＫの活性化の誘発は、２つの条件が満たされることを条件として行われ得る。第
一に、ＡＭＰＫのγサブユニットは、αサブユニット上の活性部位（Ｔｈｒ－１７２）を
露出するようなコンフォメーション変化を受けなければならない。ＡＭＰＫのγサブユニ
ットのコンフォメーション変化は、ＡＭＰの増加した濃度下で達成され得る。ＡＭＰの増
加した濃度は、２つのＡＭＰがＡＭＰＫのγサブユニット上に位置する２つのＢａｔｅｍ
ａｎドメインを結合させるとき、ＡＭＰＫのγサブユニット上にコンフォメーション変化
を引き起こす。αサブユニット上の活性部位（Ｔｈｒ－１７２）を露出するのは、ＡＭＰ
の増加した濃度によりもたらされるこのコンフォメーション変化である。ＡＭＰのこの役
割は、よく知られた５－アミノ－４－イミダゾールカルボキサミドリボシド（ＡＩＣＡＲ
）に由来するＡＭＰ類似体５－アミノ－４－イミダゾールカルボキサミドリボチド（ＺＭ
Ｐ）を介したＡＭＰＫ活性化を実証する実験においてさらに立証される。満たされなけれ
ばならない第二の条件は、上流のキナーゼ（ＡＭＰＫＫ）によりもたらされる、αサブユ
ニットのＴｈｒ－１７２での活性化ループにおけるＡＭＰＫのリン酸化、およびその結果
としての活性化である。ＬＫＢ１（ＳＴＫ１１）、マウスタンパク質２５（ＭＯ２５）、
および偽キナーゼＳＴＥ関連アダプタータンパク質（ＳＴＲＡＤ）間に形成される複合体
は、Ｔｈｒ－１７２での活性化ループにおけるＡＭＰＫのリン酸化に関与する主要な上流
のキナーゼとして最近同定された。ＡＭＰＫは、ＬＫＢ１／ＭＯ２５／ＳＴＲＡＤ複合体
によりリン酸化されなければならないが、アロステリック調節因子により制御することも
できる。アロステリック調節因子は、全般的なＡＭＰＫ活性を直接増加させ、およびＡＭ
ＰＫを修飾してこれをＡＭＰＫＫに対してはより良好な基質、ホスファターゼに対しては
より悪い基質にする。３－ホスホグリセリン酸（解糖中間体）は、ＡＭＰＫＫを介したＡ
ＭＰＫ活性化をさらに顕著にするように作用することが最近見出された。
【００４３】
　ＣａＭＫＫも、上流のＡＭＰＫＫとして同定されている。ＣａＭＫＫは、ＡＭＰ非依存
的にＡＭＰＫをリン酸化および活性化し、代わりにこれは、細胞内Ｃａ２＋濃度の上昇に
より誘発される。ＣａＭＫＫがＡＭＰＫＫの役割を果たしているという発見は、ＡＭＰ対
ＡＴＰ比の増加に加えて、ＡＭＰＫが、栄養素、薬物、または生理学的刺激に応答した細
胞内Ｃａ２＋濃度の上昇によっても活性化され得ることを示すものである。
【００４４】
　ＡＭＰＫの幾つかの下流の標的が図１に図示されている。図示の通り、ＡＭＰＫの下流
の標的には、炭水化物代謝（例えば、ＧＥＦ、ＭＥＦ、グリコーゲン合成酵素、ＰＦＫ２
およびＴＯＲＣ２）、脂質代謝（例えば、ＨＭＧＣｏＡＲ、ＡＣＣ、ＨＮＦ－４、ＳＲＥ
ＢＰ－１およびＨＳＬ）、細胞増殖およびアポトーシス（ｅＮＯＳ、ｐ５３、ＨｒＲおよ
びｅＥＦ２Ｋ）およびタンパク質代謝を制御するタンパク質が含まれる。ＡＭＰＫの１つ
の例示的な下流の標的は、アセチルＣｏＡカルボキシラーゼ（ＡＣＣ）である。アセチル
ＣｏＡカルボキシラーゼは、アセチルＣｏＡの不可逆的カルボキシル化を触媒して、この
２つの触媒活性、ビオチンカルボキシラーゼ（ＢＣ）およびカルボキシルトランスフェラ
ーゼ（ＣＴ）を通じてマロニルＣｏＡを産生する、ビオチン依存性酵素である。ＡＣＣは
、ほとんどの真核生物の小胞体におけるマルチサブユニット酵素である。ＡＣＣの最も重
要な機能は、脂肪酸の生合成にマロニルＣｏＡ基質を提供することである。ＡＣＣの活性
は、転写レベルでコントロールされ得るほか、小分子モジュレーターおよび共有結合修飾
によりコントロールされ得る。ヒトゲノムは、２つの異なるＡＣＣ、すなわち、ＡＣＡＣ
ＡおよびＡＣＡＣＢに対する遺伝子を含有する。
【００４５】
　ＡＭＰＫのリン酸化は、ホルモンのグルカゴンまたはエピネフリンが細胞表面受容体に
結合するときに生じるが、リン酸化の主な原因は、ＡＭＰ活性化タンパク質キナーゼ（Ａ
ＭＰＫ）の活性化をもたらす、細胞のエネルギー状態が低いときのＡＭＰレベルの上昇に
よる。ＡＭＰＫは、ＡＣＣの両方のアイソフォーム上の幾つかのセリン残基をリン酸化す
ることができる、ＡＣＣの主要なキナーゼ制御因子である。ＡＣＣ１において、ＡＭＰＫ
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は、Ｓｅｒ７９、Ｓｅｒ１２００、およびＳｅｒ１２１５をリン酸化する。ＡＣＣ２にお
いて、ＡＭＰＫは、Ｓｅｒ２１８をリン酸化する。タンパク質キナーゼＡもＡＣＣをリン
酸化する能力を有し、ＡＣＣ１よりＡＣＣ２をリン酸化する能力がはるかに大きい。しか
し、ＡＣＣの制御におけるタンパク質キナーゼＡの生理学的重要性は、現在知られていな
い。インスリンが細胞膜上の受容体に結合すると、ホスファターゼを活性化して該酵素を
脱リン酸化し、これにより阻害効果を除去する。
【００４６】
　ＡＭＰＫおよびこの標的は概して細胞内にある。そのため、方法は概して、血液細胞を
透過処理するステップ、および次いで、ホスホ－ＡＭＰＫまたはこのリン酸化標的に特異
的に結合する抗体を用いて透過処理された細胞を標識するステップを伴う。このような細
胞内標識方法の正確なステップは大きく異なり得るが、これらは概して、細胞を透過処理
するステップ、標識抗体を用いて細胞を標識するステップ、および次いで、この後の操作
の間に細胞の内容物がインタクトなままであるように、染色された細胞を固定するステッ
プを伴う。細胞が、細胞内タンパク質に特異的な蛍光抗体を用いて標識され得る例示的な
方法は、これらの方法の開示のため参照により組み込まれる、Ｌａｚａｒｕｓら（Ｃｙｔ
ｏｍｅｔｒｙ．１９９８　３２：２０６～１３頁）、Ｓａｒｔｏｒら（Ｃｙｔｏｍｅｔｒ
ｙ．１９９４　１８：１１９～２２頁）、Ｇａｄｏｌら（Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　１９９４
　１５：３５９～７０頁）およびＦａｒら（Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．１９９４　１５：３２
７～３４頁）を含むさまざまな刊行物に記載されている。ＦＡＣＳ分析のために細胞を細
胞内標識するキットには、Ｏｒｉｏｎ　ＢｉｏＳｏｌｕｔｉｏｎｓ，Ｉｎｃ（ヴィスタ、
ＣＡ）によるＩＮＴＲＡＣＹＴＥ（商標）細胞内ＦＡＣＳキット、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃ
ｋｉｎｓｏｎ（フランクリンレイク、ＮＪ）によるＩＮＴＲＡＳＵＲＥ（商標）またはＦ
ＡＳＴＩＭＭＵＮＥ（商標）キット、およびＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ（サンディエゴ、ＣＡ
）によるＣＹＴＯＦＩＸ（商標）またはＣＹＴＯＰＥＲＭ（商標）Ｐｌｕｓキットが含ま
れる。使用される方法に応じて、試料の赤血球は、白血球の透過処理および標識の前に溶
解され得る。このような溶解技法は、一般に血液分析に使用されるものから適合されても
よい。
【００４７】
　血液細胞の集団の個々の細胞による抗体結合は、フローサイトメトリーを用いて測定さ
れる。このような方法は公知であり、これらの方法の開示のため全てが本明細書に参照に
より組み込まれる、Ｂｒｏｗｎら（Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ．２０００　４６：１２２１～９
頁）、ＭｃＣｏｙら（Ｈｅｍａｔｏｌ．Ｏｎｃｏｌ．Ｃｌｉｎ．Ｎｏｒｔｈ　Ａｍ．２０
０２　１６：２２９～４３頁）およびＳｃｈｅｆｆｏｌｄ　Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．２０００　２０：４００～７頁）を含むさまざまな刊行物、ならびにＣａｒｅｙら（
Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　ｉｎ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ、第４版
ＡＳＣＰ　Ｐｒｅｓｓ、２００７）、Ｏｒｍｅｒｏｄ（Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ－
Ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ　第３版．Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ、ＵＫ２０００）、Ｏｒｍｅｒｏｄ（Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔ
ｏｍｅｔｒｙ　第２版．ＢＩＯＳ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、Ｏｘ
ｆｏｒｄ、ＵＫ１９９９）およびＯｒｍｅｒｏｄ（Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ－Ａ　
ｂａｓｉｃ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ２００９Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ｐａｒｔ　Ａ７５
Ａ、２００９）などの書籍においてレビューされている。
【００４８】
　特定の場合において、蛍光の測定ごとにイベント数を提供するために、単一試料のデー
タが処理されてもよい。図３に示されている通り、データは、ある場合には、蛍光単位を
ｘ軸に、細胞計数をｙ軸に示す単一パラメータヒストグラムとして表すことができる。蛍
光は対数値であってもよく、ある場合には絶対値（例えば、生の値）または正規化された
値の対数であってもよい。ヒストグラムのピークは、血液試料が得られた被験者における
ＡＭＰＫ活性化の評価を提供する。ヒストグラムのピークは、蛍光値の幾何平均であって
もよいが、類似の結果を得るために他の統計分析が使用されてもよい。血液細胞のさまざ
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まな亜集団（すなわち、赤血球、血小板、ならびに好中球、リンパ球、単球、好酸球、お
よび好塩基球から構成される白血球）は、フローサイトメトリーを用いて容易に識別でき
ることから、血液細胞の任意の亜集団におけるＡＭＰＫ活性化の評価を提供するためにデ
ータを分析してもよい。１つの実施形態において、リンパ球におけるＡＭＰＫ活性化の評
価を提供するためにデータを分析してもよい。さらなる実施形態において、血液細胞は二
次抗体、例えば細胞表面抗体で標識してもよく、二次抗体で標識した細胞におけるＡＭＰ
Ｋ活性化を評価するためにデータを分析してもよい。
【００４９】
　本明細書に記載された方法は、概して、任意の適切なフローサイトメーターで使用する
ことができる。この例は当技術分野で公知であり、例えば、米国特許第５，３７８，６３
３号、５，６３１，１６５号、６，５２４，８５８号、５，２６６，２６９号、５，０１
７，４９７号および６，５４９，８７６号、ＰＣＴ公開ＷＯ９９／５４４９４、ならびに
米国特許出願公開ＵＳ２００８０１５３１７０、２００１０００６７８７、ＵＳ２００８
０１５８５６１、ＵＳ２０１００１５１４７２、ＵＳ２０１０００９９０７４、ＵＳ２０
１００００９３６４、ＵＳ２００９０２６９８００、ＵＳ２００８０２４１８２０、ＵＳ
２００８０１８２２６２、ＵＳ２００７０１９６８７０およびＵＳ２００８０２６８４９
４に記載されており、この各々が参照により本明細書に組み込まれる）。
【００５０】
　細胞を標識するのに使用される抗体は、天然の（すなわち、折り畳まれた）ホスホ－Ａ
ＭＰＫまたはこのリン酸化標的に特異的に結合することができるべきである。特定の場合
において、抗体は、はるかに減少した（すなわち、少なくとも２、５、１０、５０または
１００倍）親和性で線形（すなわち、折り畳まれていない、変性した）形態のタンパク質
に結合することができる。このような抗体が結合する構造は、該タンパク質において隣接
しないアミノ酸を含有し得る。換言すれば、ある場合にはポリペプチドへのこのような抗
体の結合は、特定の三次元コンフォメーションに折り畳まれたポリペプチドに依存し得る
。
【００５１】
　このような抗体は、免疫応答を生成するのに適した、当技術分野でよく知られた任意の
技法を用いて、適切な動物、例えば温血動物、特にウサギ、マウス、ラット、ラクダ、ヒ
ツジ、ウシもしくはブタなどの哺乳動物、またはニワトリもしくは七面鳥などの鳥を、折
り畳まれたホスホ－ＡＭＰＫまたはこの下流の標的で例えば免疫して作ることができる。
動物を免疫する手順は、当技術分野でよく知られており、Ｈａｒｌｏｗ（Ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第１版（１９８８）Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．）およびＷｅｉｒ（Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　実験的
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ第４巻、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｅｒｓ、Ｏｘｆｏｒｄ、英国、１９８６年）に記載されている。当業者に理解される
ように、免疫原は、免疫応答を増加させるために、アジュバントもしくはハプテン（例え
ば、完全もしくは不完全フロインドアジュバントまたは脂質Ａアジュバント）、またはキ
ーホールリンペットヘモシニアン（ＫＬＨ）などの担体と混合されてもよい。
【００５２】
　ひとたび適切な動物が免疫され、および抗原に対する免疫応答が動物により確立される
と、所望の活性を有する抗体を産生する細胞を同定するために、該動物由来の抗体産生細
胞がスクリーニングされる。幾つかの実施形態において、これらの方法は、免疫された動
物の脾臓由来の細胞が、適切な不死細胞と融合されてハイブリドーマ細胞を産生するハイ
ブリドーマ技術を使用することができる。これらのハイブリドーマ細胞由来の上清はスク
リーニングすることができ、および陽性クローンが標準的手順（ＨａｒｌｏｗらＡｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第１版（１９８８）Ｃｏｌｄ
　ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．；およびＳｐｉｅｋｅｒ－Ｐｏｌｅｔら、上記
参照）により増殖される。
【００５３】
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　抗体は、天然のコンフォメーションに折り畳まれたリン酸化ＡＭＰＫまたはこのリン酸
化標的への結合についてスクリーニングすることができる（例えば、これらのタンパク質
のリン酸化形態に特異的であるような抗体を同定するための細胞染色により）。特定の実
施形態において、適切な抗体を同定するために市販の抗体がスクリーニングされてもよい
。
【００５４】
　代替の実施形態において、ファージディスプレイ抗体が使用されてもよく、この作製方
法はよく知られている（例えば、ＳｃｏｔｔらＳｃｉｅｎｃｅ　１９９０　２４９：３８
６；Ｄｅｖｌｉｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９０　２４９：４０４；例えば、米国特許第
５，２２３，４０９号、５，７３３，７３１号、５，４９８，５３０号、５，４３２，０
１８号、５，３３８，６６５号、および５，９２２，５４５号を参照のこと）。
【００５５】
　特定の場合において、ＡＭＰＫまたはこの下流の標的に特異的な抗体ではなく、上記お
よび下記の方法は、ＡＭＰＫα１およびＡＭＰＫα２に密接に関連したリン酸化ＡＭＰＫ
関連キナーゼ（例えば、ＢＲＳＫ１、ＢＲＳＫ２、ＮＵＡＫ１、ＮＵＡＫ２、ＱＩＫ、Ｑ
ＳＫ、ＳＩＫ、ＭＡＲＫ１、ＭＡＲＫ２、ＭＡＲＫ３、ＭＡＲＫ４、ＭＥＬＫ、またはＳ
ＮＡＲＫ；Ｍａｎｎｉｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２００２　２９８：１９１２～１９３４
頁）に特異的な抗体を用いて行われてもよい。リン酸化ＡＭＰＫ関連キナーゼの幾つかは
、エネルギー恒常性にも関与していた（Ｋｏｈら　ＰＮＡＳ２０１０　１０７：１５５４
１～１５５４６頁）。
【００５６】
　代替の実施形態において、定量的ウェスタンブロッティング方法（例えば、Ｃｅｌｌ　
Ｂｉｏｓｃｅｎｃｅｓ　ＣＢ１０００　ｍａｃｈｉｎｅなどのキャピラリーベースのシス
テムを用いる）が使用されてもよい。あるいは、質量分析またはマスサイトメトリーが使
用されてもよい。ある場合には、アッセイは、例えば、９６または３８４ウェルプレート
を用いてハイスループットフォーマットで行うことができる。
【００５７】
有用性
　上記の方法は、例えば、ＡＭＰＫ活性化を調節する化合物の同定、投与された化合物が
所望の効果を有しているかどうかの判定、または化合物の最適用量がＡＭＰＫ活性化を調
節することが知られていることの判定に使用することができる。これらの実施形態におい
て、上述の方法を用いて得られた測定は、血液の参照試料から得られた結果と比較するこ
とができる。上述の通り、血液の試験試料は、試験薬剤とエクスビボまたはインビボで接
触させることができる。血液の参照試料は、例えば、試験薬剤と接触させていなくてもよ
く、または異なる量の試験薬剤と接触させていてもよい。１つの実施形態において、試験
試料および参照試料はいずれも、同じ量の試験化合物と、ただし、異なる回数または異な
る期間接触させていることができる。試験試料および参照試料は、同じ被験者、または異
なる被験者から得ることができる。被験者は、少なくとも８～１２時間絶食していてもよ
く、または、ある場合には、方法は運動前、運動中または運動後に行うことができる。方
法は、被験者の健康の評価を提供するために、コレステロール試験（すなわち、脂質パネ
ル）または血糖試験などの他の医学的試験と併用することができる。試験薬剤の標的は、
ＡＭＰＫの上流であってもよく、ＡＭＰＫ自体またはＡＭＰＫの下流であってもよい。幾
つかの場合において、試験薬剤の作用機序は未知である場合がある。
【００５８】
　１つの例示的な実施形態において、同じ個体由来の血液の個別のアリコートは、ＡＭＰ
Ｋ活性化を調節することが知られている試験薬剤の２つ以上の量と接触される。接触され
た血液は、上記の方法を用いてアッセイすることができ、試験薬剤の有効量が判定され得
る。
【００５９】
　別の例示的な実施形態において、同じ個体由来の血液の個別のアリコートは、ａ）ＡＭ
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ＰＫ活性化を調節することが知られていない試験薬剤、およびｂ）試験薬剤を含有しない
対照溶液と接触させる。接触させた血液は、上記の方法を用いてアッセイすることができ
、ＡＭＰＫ活性化に対する化合物の影響が判定される。
【００６０】
　これらの実施形態において、試験試料および対照試料が異なる程度は、例えば、試験試
料から得られた結果の幾何平均を、参照試料から得られた結果の幾何平均と比較して判定
することができる。幾何平均間のより大きな差は、薬剤がＡＭＰＫ活性化に対しより大き
な影響を有することを示している。例えば、図３に図示の通り、化合物１は、顆粒球より
リンパ球においてＡＭＰＫ活性化に対するより大きな影響を有する。化合物と接触させな
かった試料の幾何平均蛍光に比べて、ＡＭＰＫ活性化を調節する化合物は、少なくとも５
％、少なくとも１０％、少なくとも２０％、または少なくとも５０％、幾何平均蛍光を変
える可能性がある。特定の実施形態において、化合物は、幾何平均蛍光における少なくと
も１０％、少なくとも２０％、少なくとも５０％、少なくとも７０％、または少なくとも
８０％の減少をもたらす可能性がある。他の実施形態において、化合物は、幾何平均蛍光
における少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも５０％、少なくとも７０％、
少なくとも１００％、または少なくとも２００％、または少なくとも５００％以上の増加
をもたらす可能性がある。
【００６１】
　上述の通り、試験薬剤はインビボで投与することができ、この場合、接触させるステッ
プは、試験薬剤を被験者に投与するステップと、次いで、フローサイトメトリーによる分
析の前の一定期間（例えば、５分から１時間、１時間から１２時間、１２時間から２４時
間、または２４時間から１週間以上）後に被験者から血液を採取するステップとを含み得
る。エクスビボでの適用において、接触させるステップは、被験者から血液を採取するス
テップと、次いで、フローサイトメトリーによる分析の前の一定期間（例えば、５分から
１時間、１時間から１２時間、１２時間から２４時間、または２４時間から１週間以上）
、採取された血液と試験薬剤を接触させるステップとを含み得る。
【００６２】
　１つのインビボでの実施形態において、ある量のＡＭＰＫ調節因子を被験者に投与し得
、一定期間後に、血液を被験者から採取し得、上記の方法を用いてアッセイし得る。アッ
セイの結果に基づき、ＡＭＰＫ調節因子の第２の量を被験者に投与し得、一定期間後に、
血液が被験者から採取し得、上記の方法を用いてアッセイし得る。これらのステップは、
所望の効果（例えば、ＡＭＰＫ活性化の所望の安定なレベルをもたらすＡＭＰＫ調節因子
の用量）が得られるまで反復することができる。この方法は、特定の被験者に対するＡＭ
ＰＫ調節因子の投与量を最適化するのに使用することができる。
【００６３】
　大まかに言えばアッセイで使用される血液は、肉食目（例えば、イヌおよびネコ）、ネ
ズミ目（例えば、マウス、モルモット、およびラット）、およびサル目（例えば、ヒト、
チンパンジー、およびサル）を含む任意の哺乳動物被験者から得ることができる。幾つか
の実施形態において、被験者はヒトであってもよい。被験者は、健康であってもよく、あ
るいは幾つかの場合において癌、炎症性疾患、または肥満もしくは糖尿病などの代謝疾患
を有してもよい。特定の実施形態において、被験者は、ストレス、過体重、座りがちな生
活様式、加齢、冠動脈心疾患、慢性心不全、リポジストロフィー、統合失調症、末梢動脈
疾患、神経変性疾患、筋萎縮／筋力低下／筋疾患、腎臓疾患、慢性閉塞性肺疾患、加齢黄
斑変性症、またはリウマチ疾患などの代謝症候群に対する１つまたは複数のリスク要因を
有し得る。例えば、被験者は、空腹時高血糖（例えば、２型糖尿病またはインスリン抵抗
性に起因した）、高血圧、中心性肥満、ＨＤＬコレステロールの低下および／またはトリ
グリセリドの上昇を有し得る。
【００６４】
　幾つかの実施形態において、試験薬剤は、ＡＭＰＫ活性化に影響を与えることが知られ
ている場合がある。このような薬剤は公知であり、メトホルミン、シロスタゾール、５－
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アミノイミダゾール－４－カルボキサミドリボヌクレオシド（ＡＩＣＡＲ）、２－デオキ
シグルコース、トログリタゾン（ｔｒｏｇｌｉｔｚｏｎｅ）、ロシグリタゾン、レスベラ
トール、およびピオグリタゾンなどのチアゾリジンジオン、ならびにＰＣＴ公開ＷＯ０８
／０８３１２４、ＷＯ０９／０６５１３１、ＷＯ０９／０７６６３１、ＷＯ０９／１３２
１３６、およびＷＯ１０／０８８３９２、米国特許出願公開ＵＳ２０１００００９９９２
、ＵＳ２００９０２５３７６４、ＵＳ２００９０１０５２９３、ＵＳ２００９００９４７
０９、ＵＳ２００８０２２１０８８、ＵＳ２００７０２４４２０２、ＵＳ２００７００５
４９６５、ＵＳ２００７００１５６６５、ＵＳ２００６０２８７３５６、ＵＳ２００６０
１３４２４０、ＵＳ２００５００３８０６８および米国特許第７，１１９，２０５号に記
載されているさまざまな他の化合物を含み、この開示は、これらの化合物の一般的開示お
よび特定の開示のため参照により組み込まれる。
【００６５】
　他の実施形態において、ＡＭＰＫ活性化に対する試験薬剤の効果は未知である場合があ
る。このような薬剤は、任意の化学的クラスからであってもよく、ある場合には合成、半
合成、または自然発生の無機または有機分子であってもよい。試験薬剤は、合成または天
然化合物の大きなライブラリーにおいて見出されるものが含まれる。例えば、合成化合物
ライブラリーは、Ｍａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（Ｔｒｅｖｉｌｌｅｔ
、コーンウォール、ＵＫ）、ＣｏｍＧｅｎｅｘ（サウスサンフランシスコ、ＣＡ）、およ
びＭｉｃｒｏＳｏｕｒｃｅ（ニューミルフォード、ＣＴ）から市販されている。あるいは
、細菌、真菌、植物および動物抽出物の形態での天然化合物のライブラリーは、Ｐａｎ　
Ｌａｂｓ（ボセル、ＷＡ）から利用可能であり、または容易に生成可能である。
【００６６】
　試験薬剤は、５０を超え、約２，５００Ｄａ未満である分子量を有する小さな有機また
は無機化合物であってもよい。試験薬剤は、タンパク質との構造的相互作用、特に水素結
合に必要な官能基を含んでもよく、少なくともアミン、カルボニル、ヒドロキシル、また
はカルボキシル基を含んでもよく、官能化学基の少なくとも２つを含有してもよい。候補
薬剤は、上述の官能基の１つまたは複数と置換された環状炭素もしくは複素環構造および
／または芳香族もしくは多環芳香族構造を含んでもよい。候補薬剤はまた、ペプチド、糖
類、脂肪酸、ステロイド、プリン、ピリミジン、誘導体、構造類似体またはこの組み合わ
せを含む生体分子の中にも見出される。
【００６７】
　試験薬剤は、合成または天然化合物のライブラリーを含む多様な源から得ることができ
る。例えば、多くの手段が、ランダム化オリゴペプチドの発現を含む、多様な有機化合物
および生体分子のランダムおよび指向性合成に利用可能である。あるいは、細菌、真菌、
植物および動物抽出物の形態での天然化合物のライブラリーが利用可能であり、または容
易に生成される。さらに、天然のまたは合成的に生成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を通じて容易に修飾され、およびコンビナト
リアルライブラリーを生成するのに使用することができる。公知の薬理学的薬剤は、構造
類似体を生成するために、アシル化、アルキル化、エステル化、アミド化等などの指向性
化学的修飾またはランダム化学的修飾に供することができる。新たな潜在的治療剤も、合
理的な薬物設計またはコンピュータモデリングなどの方法を用いて作製することができる
。
【００６８】
　スクリーニングは、公知の薬理学的に活性な化合物およびこの化学的類似体、または合
理的な薬物設計を通じて作製されるものなど未知の特性を有する新たな薬剤を対象にする
ことができる。
【００６９】
　被験者は、候補薬剤と接触させてもよく、例えば、薬剤を、経口（例えば、強制経口投
与）、静脈内、筋肉内、鼻内、皮下、胃内等を含むがこれらに限定されない任意の許容可
能な投与経路、例えば任意の腸内または非経口経路により、動物に投与する。単回投与を
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投与する、または一定期間にわたって複数回投与を投与する。
【００７０】
　本明細書に提示されたスクリーニング方法により同定された薬剤を含む、医薬製剤を含
む製剤が提供される。製剤は、薬剤の有効量を含む。「有効量」は、所望の結果をもたら
すのに十分な投与量を意味する。
【００７１】
　使用される投与量は、達成されるべき臨床目標に応じて変わるであろうが、適切な投与
量範囲は、所望の結果をもたらし、単回投与で投与することができる、約１μｇ～約１，
０００μｇまたは約１μｇ～約１０，０００μｇまでの薬剤を提供するものである。ある
いは、所望の結果をもたらす薬剤の標的投与量は、薬剤の投与後最初の２４～４８時間以
内に採取された宿主血液の試料中、約０．１～１０００μΜ、約０．５～５００μΜ、約
１～１００μΜ、または約５～５０μΜの範囲にあると見なされ得る。
【００７２】
　当業者は、用量レベルが、特定の化合物、症状の重症度および副作用に対する被験者の
感受性に応じて変わり得ることを容易に理解するであろう。任意の化合物の好ましい投与
量は、さまざまな手段により当業者により容易に判断することができる。
【００７３】
　特定の実施形態において、主題の方法は、グルコースまたはコレステロール試験と類似
の方法で被験者の代謝的健康の読み取り情報を提供するのに使用することができる。主題
の方法は単独で、または他の臨床的技法（例えば、理学的検査または別の血液検査）と併
用して行われてもよい。例えば、被験者アッセイから得られた結果は、他の情報、例えば
、血糖レベル、体重、または個体の代謝的健康を示す他のタンパク質性血液マーカーに関
する情報と組み合わせることができる。
【００７４】
　１つの例示的な実施形態において、方法は、細胞の標識の前に、哺乳動物に生活様式の
変化（例えば、食事または運動量の変化）を経験させるステップと、この後に分析される
哺乳動物由来の血液試料を得るステップとを含んでもよい。評価は、血液細胞の参照試料
から得られた結果と比較することができ、これにより哺乳動物のＡＭＰＫ活性化に対する
生活様式の変化の影響を判定する。
【００７５】
　１つの実施形態において、試料は、最初の場所、例えば、病院または診療所などの臨床
現場で患者から回収されてもよく、試料は、第２の場所、例えば、試料が処理され、およ
び報告書を作成するために上記方法が実施される試験所に送られてもよい。本明細書に記
載された「報告書」は、試験結果（試験から得られた幾何平均、および例えば、「正常」
と見なされる幾何平均の範囲を含み得る）を提供する報告要素を含む電子または有形文書
である。作成されると、報告書は別の場所（最初の場所と同じ場所であり得る）に送られ
得、医療専門家（例えば、臨床医、検査技師、または腫瘍専門医、外科医、病理医などの
医師）により臨床診断の一環として解釈され得る。
【実施例】
【００７６】
　以下の例は、本発明をどのように行いおよび使用するかの完全な開示および記載を当業
者に提供するために提示されるものであり、発明者らが自らの発明と見なすものの範囲を
限定するものではない。使用される数（例えば量、温度等）に関して正確さを確保するた
めの努力がなされたが、いくらかの実験誤差および偏差は考慮されるべきである。別途指
示されない限り、部は重量部であり、分子量は重量平均分子量であり、温度は摂氏であり
、および圧力は大気圧または大気圧近傍である。
【００７７】
　３つの異なるＡＭＰＫ活性化因子が下記の例において使用された。化合物１はＰＣＴ公
開ＷＯ１０／０８８３９２に記載され、化合物２はＰＣＴ公開ＷＯ０９／０６５１３１に
記載されている。
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【００７８】
（実施例１）
　ＭＥＦまたはＣ２Ｃ１２細胞をＤＭＳＯまたは化合物２で処理し、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎ
ａｌｉｎｇ抗ｐＡＭＰＫ抗体を用いたウェスタンブロッティングにより調べた。抗体はｐ
ＡＭＰＫのみを認識し、他のバンドは観察されない。同じ抗体をこの後の実験におけるＦ
ＡＣＳに使用した。
【００７９】
　ＨｅｐＧ２ヒト肝臓癌細胞をトリプシン処理し、１ｍｌ当たり２×１０６細胞で完全培
地に再懸濁し、ディープウェルの丸底９６ウェルプレートに播種した（１ウェル当たり１
００μｌ）。化合物を１μｌのＤＭＳＯ中で細胞懸濁液に添加し、混合し、３７℃で１時
間インキュベートした。インキュベーション後、９００μｌのｌｙｓｅ－ｆｉｘ溶液（Ｂ
Ｄ）を添加し、プレートを３７℃でさらに１０分間インキュベートし、５分間回転させ、
上清を除去した。細胞ペレットを２５０μｌの氷冷メタノールに再懸濁し、４℃で３０分
間インキュベートした。標準の９６ウェル丸底プレートに移した後、細胞を５分間スピン
ダウンさせ、２％のＦＣＳを含有する２５０μｌのＰＢＳ（ＰＢＳ２）中で洗浄し、１：
１００希釈のｐＡＣＣ抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を含有する１００μｌのＰＢＳ２に再
懸濁した。懸濁液を、振とう機で一晩、室温でインキュベートした。翌朝、細胞をＰＢＳ
２で１回洗浄し、室温で１時間、１：２００希釈で、アレクサ４８８にコンジュゲートし
た二次ヤギ抗ウサギ抗体と共にインキュベートした。１回の洗浄後、細胞をＢＤ　ＦＡＣ
Ｓ選別装置で選別した。定量はＦｌｏｗｊｏソフトウェアを用いて行った。生細胞ゲート
に対するアレクサ４８８シグナルの幾何平均を用いて結果をプロットし、ｍａｔｌａｂに
おいてＥＣ５０を判定した。
【００８０】
　結果を図２に示す。ＦＡＣＳにより得られたＥＣ５０は、同じエピトープに対するｉｎ
－ｃｅｌｌウェスタンのＥＣ５０と強く相関し、ＦＡＣＳベースのアプローチの正当性を
立証している。
【００８１】
（実施例２）
　ヒト全血を、丸底プレートに１ウェル当たり１００μｌで等分し、１μｌの１ｕＭ化合
物１／ＤＭＳＯ溶液またはＤＭＳＯ単独を添加し、混合し、３７℃で１時間インキュベー
トし、次いで９００μｌのｌｙｓｅ－ｆｉｘ溶液（ＢＤ）を添加した。手順の残りは、１
：１００希釈のｐＡＭＰＫウサギ抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）を一次としてｐ
ＡＣＣの代わりに使用をした以外は、上述のＨｅｐＧ２細胞に関する記載の通りに行った
。リンパ球および顆粒球を示されているようにゲートした。
【００８２】
　結果を図３に示す。４～７倍大きいシグナルウィンドウは、ロバストな血液ベースのア
ッセイの作製を可能にする。
【００８３】
（実施例３）
　ヒト全血およびマウス全血を、丸底プレートに１ウェル当たり１００μｌで等分し、１
μｌの１ｕＭ化合物１ＤＭＳＯ溶液またはＤＭＳＯ単独を添加し、混合し、３７℃で１時
間インキュベートし、次いで９００μｌのｌｙｓｅ－ｆｉｘ溶液（ＢＤ）を添加した。手
順の残りは、１：１００希釈のｐＡＭＰＫウサギ抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）
を一次としてｐＡＣＣの代わりに使用をした以外は、上述のＨｅｐＧ２細胞に関する記載
の通りに行った。結果を図４に示す。抗体は、ヒトおよびげっ歯類血液を用いて両方とも
機能する。
【００８４】
（実施例４）
　ｐＡＭＰＫについて染色した、ゲートされたヒトまたはマウスリンパ球および顆粒球に
関するＦＬ－１チャネルヒストグラムを比較した。両方の種においてリンパ球は、顆粒球
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より良好なウィンドウを一貫して示した。ＩＬ－２の存在下で増殖された精製Ｔ細胞は、
刺激の極めて狭いウィンドウのため、全血の代わりとしては不足であることを証明した。
この結果、全ての追跡実験はＷＢリンパ球を用いてＥＣ５０を生成した。
【００８５】
（実施例５）
　インビトロで増殖されたヒトＴ細胞ならびにヒトおよびマウス血液細胞における、化合
物２によるＡＭＰＫリン酸化の刺激に関するＥＣ５０判定。結果を図５に示す。精製Ｔ細
胞のウィンドウは、恐らく細胞ストレスにより誘導されたＡＭＰＫリン酸化の高いバック
グラウンドレベルのため極めて狭い。マウス血液のＥＣ５０は、ヒトのＥＣ５０より著し
く（平均で約１０倍）高い。ヒトおよびマウスＥＣ５０は両方とも、ＨｅｐＧ２の対応す
るＥＣ５０より著しく高い（最大数百倍）。
【００８６】
（実施例６）
　マウス血液におけるＡＭＰＫリン酸化に対する飢餓の影響。Ｃ５７Ｂ１／６Ｊオスマウ
スは、採血の前に１４時間絶食させるか、または普通に給餌した。化合物２および化合物
１によるＡＭＰＫ刺激は、５０μｌで１時間、エクスビボで行った。染色手順は、一次お
よび二次抗体の両方に１：５００希釈を使用した以外は、ＨｅｐＧ２に関してと同じであ
った。絶食させた動物におけるＡＭＰＫリン酸化の最大レベルは、給餌した動物と比べた
場合、一貫してほぼ２倍高かったが、バックグラウンドレベルは元の状態のままであった
。
【００８７】
（実施例７）
　マウス血液におけるＡＭＰＫによるＡＣＣリン酸化に対する飢餓の影響。ＡＭＰＫリン
酸化に関する全ての観察は、同様にｐＡＣＣ染色に関連する。結果を図６に示す。両方の
タンパク質のＥＣ５０は、同じ化合物を使用する場合、予想通り同一である。
【００８８】
（実施例８）
　抗ｐＡＭＰＫウサギモノクローナルおよびポリクローナル抗体を用いた染色は、高度に
特異的であり、ドナー依存性である。２名のヒトドナー由来の全血試料を用いて、ＡＭＰ
Ｋリン酸化を誘導する化合物２　１０μＭの非存在下（青いプロフィール）および存在下
（赤いプロフィール）でｐＡＭＰＫを染色した。抗体は両方とも、化合物２処理をした際
のＡＭＰＫリン酸化の類似の増加をロバストに検出し、染色選択性を裏付けた。
【００８９】
（実施例９）
　リンパ球の染色に２つの異なる抗体を用いた場合、２名の異なるドナー由来のヒト全血
における化合物２のＥＣ５０は同一であった。結果を図７に示す。モノクローナルウサギ
抗体を用いた場合、ウィンドウは著しく良好であった。
【００９０】
（実施例１０）
　全血中の化合物をエクスビボで滴定した後、ｐＡＭＰに関して血液細胞を染色して得ら
れた曲線は、顆粒球ゲートよりリンパ球ゲートを用いた場合に再現性がより高いが、両方
の方法により得られたＥＣ５０は、抗体、細胞型またはドナーにかかわりなく本質的に同
じである。
【００９１】
（実施例１１）
　ｐＡＭＰＫアッセイの一貫性および安定性。同じドナーの血液を用いて異なる週に得ら
れた化合物１および化合物２の滴定曲線およびＥＣ５０。最終ＥＣ５０は互いに密接に一
致する。図８Ａ～８Ｃは、２つのＡＭＰＫ活性化因子を用いたｐＡＭＰＫおよびｐＡＣＣ
刺激には、ドナーによって低い変動性があることを示している。
【００９２】



(19) JP 2014-503071 A 2014.2.6

10

20

30

40

50

（実施例１２）
　ＷＢアッセイでの得られたＥＣ５０に対する、化合物とのインキュベーション時間の影
響。単一のドナー由来のヒト全血を、３７℃で一定期間、さまざまな量の化合物１により
処理した。血液を標準的方法により処理して、ＦＡＣＳによりＡＭＰＫリン酸化を検出し
た。ＥＣ５０はｍａｔｌａｂにより判定した。結果を図９に示す。リンパ球に対する影響
はほとんど観察されなかった（右の２つのパネル）。ＥＣ５０の著しい変化をもたらさな
いにもかかわらず（左の２つのパネル）、顆粒球は、検出されたｐＡＭＰＫのベースライ
ンレベルにおける著しいおよび着実な上昇のため、インキュベーション時間に極めて感受
性である。故に、インキュベーション時間が長いほど、アッセイのウィンドウおよび全般
的ロバスト性を予想外に減少させる。両方の細胞型において、化合物２は、ＡＭＰＫ活性
化の極めて速い動態を示す－５分間隔で、化合物の飽和濃度で該キナーゼの完全な刺激を
見ることができる。最大活性化レベルは同じままであり、非刺激レベルはわずかに上昇す
る。
【００９３】
（実施例１３）
　図１０は、ＨｅｐＧ２細胞においてｐＡＣＣ　ｉｎ－ｃｅｌｌ－ｗｅｓｔｅｒｎ（ＩＣ
Ｗ）により得られたＥＣ５０（Ｘ軸）と、ヒト全血においてｐＡＭＰＫ　ＦＡＣＳにより
得られたＥＣ５０（Ｙ軸）との間の強い線形相関を示す。両方の軸に対数目盛を用いた。
恐らく試験化合物の、高いタンパク質結合および赤血球への高レベルの分布（高ＶＳＳ）
の組み合わせのため、化合物の大多数が、ＨｅｐＧ２細胞と比べて血液における有効性の
著しい喪失（最大１００倍）を示す。
【００９４】
（実施例１４）
　図１１は、試験化合物に関するヒト全血におけるｐＡＣＣ　ＥＣ５０とｐＡＭＰＫ　Ｆ
ＡＣＳ　ＥＣ５０（Ｙ軸）との間の極めて良好な線形相関を示している。ＡＣＣは、ＡＭ
ＰＫの下流の標的であり、ＡＭＰＫは、ＡＣＣ上の阻害性リン酸化部位を標的にする唯一
のキナーゼである。
【００９５】
　インビボでの血液バイオマーカーとしてのｐＡＭＰＫ。図１２は、インビボ試験でのＡ
ＭＰＫ活性化に対する化合物２の影響の概略を示している。図１３は、化合物２の単回経
口投与後のマウス血液におけるｐＡＭＰＫ染色の１次元ＦＡＣＳプロットを示している。
細胞のｐＡＭＰＫ陽性集団の明らかな増加は、化合物２のより高い用量で観察される。
【００９６】
（実施例１５）
　インビボでの血液バイオマーカーとしてのｐＡＭＰＫ。結果を図１４に示す。上、５お
よび２０ｍｇ／ｋｇで化合物２を単回投与により、または示されているようにビヒクル対
照により処理したマウスの血液由来リンパ球におけるｐＡＭＰＫシグナルの幾何平均。処
理前に採取した血液試料からのｐＡＭＰＫレベルの測定結果を青で示し、処理１時間後に
採取した対応する測定結果を赤で示す。下、同じ動物群に関する、処理前１時間でのシグ
ナル幾何平均対処理前０．５時間のシグナル幾何平均の比。シグナルの明らかな用量依存
的増加が、化合物２で処理した動物由来の血液試料に関して観察される。
【００９７】
（実施例１６）
　図１５は、ＦＡＣＳベースのｐＡＭＰＫアッセイが、血液以外の組織に対する化合物の
影響を検出するのに使用できることを示している。化合物２（上）またはＲ０４３（下）
で処理した動物由来の脾臓を、単細胞懸濁液にホモジナイズし、得られた試料を血液と同
じ方法で処理し、ｐＡＭＰＫについて染色した。上、ビヒクル処理（右）または化合物２
処理（左）した動物由来の試料の幾何平均（ビヒクル対照と比較した倍）。非刺激、いず
れの追加処理もせずに処理した試料。刺激、懸濁液中の細胞に関する最大ＡＭＰＫ刺激レ
ベルを判定するための処理の前に、３７℃で５分間、３．２ｕＭ化合物１で処理した試料
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【００９８】
　下、経口投与後、示された用量および時点でビヒクルまたは化合物３で処理した動物由
来の脾臓試料のｐＡＭＰＫ幾何平均（０．５時間時点でのビヒクル対照と比較した倍）
【００９９】
　結論：同じ方法は、脾臓および肝臓などの、単細胞懸濁液処理に修正可能な固体組織に
おけるｐＡＭＰＫレベルを査定するのに使用することができる。
【０１００】
（実施例１７）
　図１６Ａおよび１６Ｂは、ｐＡＭＰＫの最大刺激レベルは、給餌し肥満したマウスと比
べて絶食させ痩せたマウスで著しく高いが、非刺激レベルは変わらないままであることを
示している。図１５Ａは、いずれの試験化合物のＥＣ５０も、満腹度に依存しなかったこ
とを示している。ＡＭＰＫおよびＡＣＣリン酸化の両方のベースラインレベルは両群で変
わらないままであったが、両方についての最大刺激レベルは絶食群で著しく高かった。図
１５Ｂの上のパネルは、化合物１によるエクスビボ刺激の前後の肥満したマウスおよび痩
せたマウスの血液におけるｐＡＭＰＫレベルを示している。図１５Ｂの下のパネルは、Ｒ
２８３によるエクスビボ刺激の前後の肥満したマウスおよび痩せたマウスの脾臓細胞にお
けるｐＡＭＰＫレベルを示している。
【０１０１】
　図１７Ａは実験計画を示し、図１７Ｂは、ＯＧＴＴとＰＫ／ＰＤとの結果の間に妥当な
相関があることを示している。
【０１０２】
　本明細書に引用された全ての刊行物および特許は、個々の刊行物または特許が、参照に
より組み込まれることを具体的および個別に示されているかのように、参照により本明細
書に組み込まれる。いかなる刊行物の引用も、出願日前のこの開示のためであり、先行発
明を理由として、本発明がこのような刊行物に先行する権利を有さないことの承認として
解釈されるべきではない。
【０１０３】
　本発明は、この特定の実施形態を参照して記載されてきたが、本発明の真の趣旨および
範囲から逸脱することなく、さまざまな変更が行われ得ること、および同等物が代用され
得ることが当業者により理解されるべきである。さらに、特定の状況、材料、物質の組成
、工程、工程ステップまたはステップを本発明の目的、趣旨および範囲に適合させるため
に、多くの改変が行われ得る。全てのこのような改変は、本明細書に添付された特許請求
の範囲の範囲内であることが意図される。
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