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(54)【発明の名称】 アミノペプチダーゼインヒビターの使用

(57)【要約】
本発明は、腫瘍性疾患及び／または免疫性疾患の治療に
おいて使用される医薬の生産のための、少なくとも一つ
のアミノペプチダーゼインヒビターの使用に関し、その
場合少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビター
は、腫瘍細胞及び／または免疫細胞の表面のタンパク質
ネットワークのメンバーとしての少なくとも一つの表面
タンパク質CD13を変性することによって、侵襲性の
ヒトまたは動物の腫瘍細胞及び／または免疫細胞の分極
のブロックを生じ、上記タンパク質ネットワークは、所
定の群から得られる３０までの表面タンパク質を含む。
本発明はまた、製薬調製物、及び少なくとも一つのアミ
ノペプチダーゼインヒビターと組み合わせて機能する少
なくとも一つのさらなるインヒビターを同定するための
方法に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  腫瘍性疾患及び／または免疫性疾患の治療において使用され

る医薬の生産のための、少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターの使

用であって、少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターが、腫瘍細胞及

び／または免疫細胞の表面のタンパク質ネットワークのメンバーとしての少なく

とも一つの表面タンパク質CD13を変性することによって、侵襲性のヒトまたは動

物の腫瘍細胞及び／または免疫細胞の分極のブロックを生じ、上記タンパク質ネ

ットワークは、以下のもの：

【数１】

より成る群から得られる３０までの表面タンパク質を含む使用。

    【請求項２】  上記少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターが、

ホモフタルイミドタイプのアミノペプチダーゼインヒビター、及び／またはアク

チノニン、及び／またはベスタチン、及び／または表面タンパク質の一つに対す

る抗体、特にモノクローナル抗体であることを特徴とする、請求項１記載の使用

。

    【請求項３】    上記免疫性疾患が、自己免疫疾患、または移植器官の拒絶

、またはアレルギー、特に呼吸管のアレルギーであることを特徴とする、請求項

１または２記載の使用。

    【請求項４】  上記医薬の生産のために、アミノペプチダーゼではない少な

くとも一つの表面タンパク質を阻害する、少なくとも一つのさらなるインヒビタ

ーが使用されることを特徴とする、請求項１から３のいずれか一項記載の使用。

    【請求項５】  少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビター及び／ま
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たは少なくとも一つのさらなるインヒビターが、内皮細胞及び／または細胞外構

造、特に器官特異的内皮細胞及び／または器官特異的細胞外構造に対する接着に

応答性である、腫瘍細胞及び／または免疫細胞の少なくとも一つの表面タンパク

質の変性を引き起こすことを特徴とする、請求項１から４のいずれか一項記載の

使用。

    【請求項６】  少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビター及び／ま

たは少なくとも一つのさらなるインヒビターが、内皮細胞の接着機能の変性を引

き起こすことを特徴とする、請求項１から５のいずれか一項記載の使用。

    【請求項７】  少なくとも一つの表面タンパク質、特に接着分子の発現が、

少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビター及び／または少なくとも一つ

のさらなるインヒビターによって影響されることを特徴とする、請求項１から６

のいずれか一項記載の使用。

    【請求項８】  請求項１から７のいずれか一項記載の少なくとも一つのアミ

ノペプチダーゼインヒビター、または少なくとも一つのアミノペプチダーゼイン

ヒビターと少なくとも一つのさらなるインヒビターの組み合わせを使用して生産

できる製薬調製物。

    【請求項９】  侵襲性のヒトまたは動物の腫瘍細胞及び／または免疫細胞の

分極のブロックを生じる少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターを同

定する方法であって、

(a)非処理腫瘍細胞及び／または免疫細胞の表面上のタンパク質ネットワークの

表面タンパク質の組み合わせを検出する工程で、上記タンパク質ネットワークが

、以下のもの

【数２】
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より成る群から得られる３０までの表面タンパク質を含む工程；

(b)上記または同種の腫瘍細胞及び／または免疫細胞を、少なくとも一つのアミ

ノペプチダーゼインヒビターで処理する工程；

(c)処理された腫瘍細胞及び／または免疫細胞の表面上のタンパク質ネットワー

クの上記表面タンパク質の組み合わせを検出する工程；並びに

(d)工程a)とc)で検出された表面タンパク質の組み合わせを比較し、もし表面タ

ンパク質CD13の少なくとも一つの変性が存在することで、工程c)で検出された表

面タンパク質の組み合わせと、工程a)で検出された表面タンパク質の組み合わせ

の差異が存在するのであれば、少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビタ

ーが、上記腫瘍細胞及び／または免疫細胞の分極のブロックを引き起こす工程を

含む方法。

    【請求項１０】  工程d)に引き続き、工程d)で同定された少なくとも一つの

アミノペプチダーゼインヒビターを、少なくとも一つの分極している腫瘍細胞及

び／または免疫細胞に加え、少なくとも一つの分極している腫瘍細胞及び／また

は免疫細胞のさらなる発達を検出するさらなる工程を含むことを特徴とする、請

求項９記載の方法。

    【請求項１１】  工程d)に引き続き、器官特異的内皮細胞及び／または器官

特異的細胞外構造に対する非処理腫瘍細胞及び／または免疫細胞のいずれかの結

合を検出し、器官特異的内皮細胞及び／または器官特異的細胞外構造に対する工

程d)で同定された少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターで処理され

た腫瘍細胞及び／または免疫細胞のいずれかの結合を検出し、検出された結合を

比較するさらなる工程を含むことを特徴とする、請求項９または１０記載の方法
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。

    【請求項１２】  侵襲性のヒトまたは動物の腫瘍細胞及び／または免疫細胞

の分極のブロックを（少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターと組み

合わせて）引き起こす少なくとも一つのインヒビターを同定する方法であって、

(a)非処理腫瘍細胞及び／または免疫細胞の表面上のタンパク質ネットワークの

表面タンパク質の組み合わせを検出する工程で、上記タンパク質ネットワークが

、以下のもの

【数３】

より成る群から得られる３０までの表面タンパク質を含む工程；

(b)上記または同種の腫瘍細胞及び／または免疫細胞を、アミノペプチダーゼに

対するものではない少なくとも一つの潜在的なインヒビターで処理する工程；

(c)処理された腫瘍細胞及び／または免疫細胞の表面上のタンパク質ネットワー

クの上記表面タンパク質の組み合わせを検出する工程；並びに

(d)工程a)とc)で検出された表面タンパク質の組み合わせを比較し、もし表面タ

ンパク質の少なくとも一つの変性が存在することで、工程c)で検出された表面タ

ンパク質の組み合わせと、工程a)で検出された表面タンパク質の組み合わせの差

異が存在するのであれば、少なくとも一つのインヒビターが、上記腫瘍細胞及び

／または免疫細胞の分極のブロックに適する工程を含む方法。

    【請求項１３】  上記または同種の腫瘍細胞及び／または免疫細胞がまた、

工程b)において少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターで処理され、

もし表面タンパク質CD13の少なくとも一つの変性が存在することで、工程c)で検

出された表面タンパク質の組み合わせと、工程a)で検出された表面タンパク質の
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組み合わせの差異が存在するのであれば、少なくとも一つのインヒビターと少な

くとも一つアミノペプチダーゼインヒビターの組み合わせが、上記腫瘍細胞及び

／または免疫細胞の分極のブロックを引き起こすことを特徴とする、請求項１２

記載の方法。

    【請求項１４】  工程d)に引き続き、工程d)で同定された少なくとも一つの

アミノペプチダーゼインヒビター、または工程d)で同定された少なくとも一つの

インヒビターと少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターの組み合わせ

を、少なくとも一つの分極している腫瘍細胞及び／または免疫細胞に加え、少な

くとも一つの分極している腫瘍細胞及び／または免疫細胞のさらなる発達を検出

するさらなる工程を含むことを特徴とする、請求項１２または１３記載の方法。

    【請求項１５】  工程d)に引き続き、器官特異的内皮細胞及び／または器官

特異的細胞外構造に対する非処理腫瘍細胞及び／または免疫細胞のいずれかの結

合を検出し、器官特異的内皮細胞及び／または器官特異的細胞外構造に対する工

程d)で同定された少なくとも一つのインヒビター、または工程d)で同定された少

なくとも一つのインヒビターと少なくとも一つアミノペプチダーゼインヒビター

の組み合わせで処理された腫瘍細胞及び／または免疫細胞のいずれかの結合を検

出し、検出された結合を比較するさらなる工程を含むことを特徴とする、請求項

１２から１４のいずれか一項記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    【発明の属する技術分野】

  本発明は、腫瘍性疾患及び／または免疫性疾患の治療において使用される医薬

の生産のための少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターの使用、対応

する製薬調製物、少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターを同定する

ための方法、並びに少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターと組み合

わせて機能する少なくとも一つのさらなるインヒビターを同定するための方法に

関する。

      【０００２】

    【従来の技術】

  アミノペプチダーゼは、ペプチドを切断する細胞表面酵素である。それらは、

各種のタイプの細胞によって発現されている。その分子的機能は、他のものの中

で生物学的に活性なペプチドの分解である。アミノペプチダーゼのさらなる生理

学的機能、特にその細胞機能は、今までのところ十分に確立されていない。最近

の研究により、アミノペプチダーゼインヒビターが、腫瘍細胞の増殖速度及び侵

襲を抑制できることが示されている。この侵襲の抑制は一般的に、腫瘍細胞を器

官に侵襲させ、その中で移動させる細胞外マトリックスタンパク質を切断する細

胞表面会合アミノペプチダーゼのタンパク質溶解活性の結果であると解される。

周知のアミノペプチダーゼインヒビターのいくつかは、アクチノニン、ベスタチ

ン、並びにホモフタルイミドタイプの強力なインヒビターである。

      【０００３】

  Yoneda等, Clin. Exp. Metastasis 10, 49-59, 1992に従って、ベスタチンは

、IV型コラーゲンの分解を妨げ、かくして腫瘍細胞の侵襲を妨げることができる

。この先行技術文献にはさらに、ベスタチンが腫瘍細胞の接着または細胞外マト

リックスへの移動に影響を有さないことが開示されている。

      【０００４】

  Biol. Pharm. Bull. 22, 1010-1012, 1999における文献には、ホモフタルイミ

ドタイプのPIQ-22のアミノペプチダーゼインヒビターによる侵襲の阻害は、原因
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は不明であるが、細胞伸長の形成の抑制によるものであり、PIQ-22による以下に

おいてCD13と称されるアミノペプチダーゼNの阻害は、不可能であると解される

ことが開示されている。この先行技術文献に従って、CD13を阻害する二つのアミ

ノペプチダーゼインヒビターアクチノニン及びベスタチンが、腫瘍細胞侵襲に効

果を有さないことが、非特異的マトリゲル分析システムを使用するin vitro実験

において示された。ベスタチンについては、細胞伸長の形成に対する効果は検出

されなかった。

      【０００５】

  特に不利な点は、今まで存在する実験方法が、in vitro条件ではなく、かくし

てしばしば不満足な結果を導くという事実であり、そのため個々のアミノペプチ

ダーゼインヒビターの効果を詳細に確立できない。通常、腫瘍の場合にアミノペ

プチダーゼのインヒビターが、in vivo、即ち患者において有効であるかどうか

、並びに特定の種類の腫瘍について、アミノペプチダーゼのインヒビターが実際

に、in vivoで侵襲の挙動の可能性である副作用を生じるかどうかは、不明確な

ままである。

      【０００６】

  さらに、周知の効果のアミノペプチダーゼインヒビターにおいて有効な機構は

今日未知であり、そのため周知の態様で細胞機能を妨げるという理由のみで、非

常に特異的に機能できる新規な物質が開発または同定できない。例えば、どの他

のタンパク質とアミノペプチダーゼが一つ及び同じ細胞において相互作用できる

か、及び上記相互作用が複雑な細胞機能をどのようにコードするかを確認するこ

とは不可能である。従って、上記相互作用に基づく細胞機構が、アミノペプチダ

ーゼの阻害によって特異的にブロックできるかどうか、及びどの上記細胞機構が

ブロックできるかどうか、並びにそこから、上記インヒビターまたは上記インヒ

ビターからさらに開発されたいずれかの物質の臨床上の使用のため、どの新規な

指標が導かれるかは周知ではない。

      【０００７】

    【発明が解決しようとする課題】

  それ故本発明の目的は、腫瘍性疾患及び／または免疫性疾患の治療において使
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用される医薬の生産のために使用可能な、事前に定義され制御可能な有効な挙動

のアミノペプチダーゼインヒビターを提供することである。本発明の別の目的は

、対応する製薬調製物、少なくとも一つの上記アミノペプチダーゼインヒビター

を同定する方法、並びに少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターと組

み合わせて機能する少なくとも一つのさらなるインヒビターを同定する方法を提

供することである。

      【０００８】

    【課題を解決するための手段】

  これらの目的の一つは、腫瘍性疾患及び／または免疫性疾患の治療において使

用される医薬の生産のための、少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビタ

ーの使用によって達成でき、その場合少なくとも一つのアミノペプチダーゼイン

ヒビターは、腫瘍細胞及び／または免疫細胞の表面のタンパク質ネットワークの

メンバーとしての少なくとも一つの表面タンパク質CD13を変性することによって

、侵襲性のヒトまたは動物の腫瘍細胞及び／または免疫細胞の分極のブロックを

生じ、上記タンパク質ネットワークは、以下のものより成る群から得られる３０

までの表面タンパク質を含む。

      【０００９】

【数４】

      【００１０】

  たくさんの細胞表面タンパク質を同時に検出する方法によって、アミノペプチ

ダーゼが、タンパク質溶解酵素のクラスの一部ではないが、特定の組み合わせ及

び立体整列において、細胞の分極を決する接着分子のクラスに属する細胞表面タ
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ンパク質を制御することが確立されている。従って、アミノペプチダーゼは、互

いの特異的相互作用を通じて腫瘍細胞及び免疫細胞のような侵襲性細胞の分極を

制御し、上記記載の３０までの異なる細胞表面タンパク質種より成るタンパク質

ネットワーク中の上位制御タンパク質であるようである。少なくとも一つのアミ

ノペプチダーゼのインヒビターは、CD13の変性にも常に関与する細胞表面上の表

面タンパク質の組み合わせの再生産性の変性を導くであろう。腫瘍細胞及び免疫

細胞を使用する細胞生物学的実験において、表面タンパク質の組み合わせの阻害

及び関連する変性が、腫瘍細胞または免疫細胞の分極の完全なブロックを生ずる

ことが示されている。ここで使用される用語、「分極」は、始原的球状細胞が、

各種の中間体状態を経て楕円形の伸長した細胞形態に遷移する工程を表す。複雑

なタンパク質ネットワークによって制御される形態の変化に寄与するこの工程は

、楕円形形態の細胞のみが移動可能であるため、細胞移動に必要不可欠なもので

ある。それ故分極工程は、侵襲を含む全ての細胞移動工程に先行する必要がある

。

      【００１１】

  それ故本発明は、特異的な上記定義された３０までの表面タンパク質のタンパ

ク質ネットワークのメンバーとして少なくとも表面タンパク質CD13の変性を引き

起こす正にそのアミノペプチダーゼインヒビターが、最初のそれ故最も重要な侵

襲工程を非常に特異的に阻害し、それ故腫瘍性疾患及び／または免疫性疾患を治

療するための、非常に特異的に機能し非常に有効な医薬の生産における使用に適

しているという発見に基づく。

      【００１２】

    【発明の実施の形態】

  上記少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターは、例えばホモフタル

イミドタイプのアミノペプチダーゼインヒビター、及び／またはアクチノニン、

及び／またはベスタチン、及び／または表面タンパク質の一つに対する抗体、特

にモノクローナル抗体であってもよい。ベスタチンは特に、上述の群から得られ

るタンパク質を含むタンパク質ネットワークの表面タンパク質の変性を導く、上

述の仮説に対して上記有効な機構を通じて機能する。さらに、アクチノニン、RB
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3014、及びCD13の細胞外ドメインに対して向けられたモノクローナル抗体（クロ

ーンSJ1D1）は、特に有効であることが示されている。

      【００１３】

  上記同定されたアミノペプチダーゼインヒビターは、腫瘍細胞の分極を可能に

する以外に、免疫細胞の分極を抑制するように有効に機能するため、アミノペプ

チダーゼインヒビターの使用は、自己免疫疾患、または移植器官の拒絶、または

アレルギー、特に呼吸管のアレルギーの治療のための有効な医薬の調製を可能に

する。

      【００１４】

  有利には、少なくとも一つのさらなるインヒビターは、上記医薬の生産のため

に使用されてもよく、上記インヒビターは、アミノペプチダーゼではない少なく

とも一つの表面タンパク質を変性及び／または阻害するであろう。この場合用語

、「阻害」は、発現変性によってもたらされる少なくとも一つの表面タンパク質

の機能の一般的阻害を指すであろう。インヒビターの組み合わせを使用すること

によって、分極のブロックが非常に増大されてもよい。例えば、CD45RAに対する

抗体は、さらなるインヒビターとして使用されてもよい。このインヒビターは、

上述のアミノペプチダーゼインヒビターの効果を特に増大し、かくしてこのイン

ヒビターの組み合わせによって、特異的に且つ特に有効な態様で分極を阻害可能

である。

      【００１５】

  特にCD13の変性のほかに、少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビター

及び／または少なくとも一つのさらなるインヒビターは、内皮細胞及び／または

細胞外構造、特に器官特異的内皮細胞及び／または器官特異的細胞外構造に対す

る接着に応答性である、腫瘍細胞及び／または免疫細胞の少なくとも一つのさら

なる表面タンパク質の変性を引き起こしてもよい。少なくとも一つのアミノペプ

チダーゼインヒビター及び／または少なくとも一つのさらなるインヒビターはま

た、内皮細胞の接着機能の変性を引き起こしてもよい。この態様において、分極

に必須である、内皮細胞に対する腫瘍細胞及び／または免疫細胞のいずれかの結

合が妨げられてもよい。特定の器官の侵襲及び上記器官内での移動を特異的に妨
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げるため、器官特異的内皮細胞及び／または器官特異的細胞外構造に対するいず

れかの結合を特異的にブロックする、アミノペプチダーゼインヒビターまたはさ

らなるインヒビターが使用されてもよい。

      【００１６】

  もし少なくとも一つの表面タンパク質、特に接着分子の発現が、少なくとも一

つのアミノペプチダーゼインヒビター及び／または少なくとも一つのさらなるイ

ンヒビターによって影響され得るのであれば、それは特に有利であると考慮され

る。

      【００１７】

  上述の目的の一つは、少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビター、及

び／または少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターと上述の少なくと

も一つのさらなるインヒビターとの組み合わせを使用して生産され得る製薬調製

物によって達成される。

      【００１８】

  さらに上述の目的の一つは、侵襲性のヒトまたは動物の腫瘍細胞及び／または

免疫細胞の分極のブロックを引き起こすアミノペプチダーゼインヒビターを同定

する方法によって達成され、この方法においては、非処理腫瘍細胞及び／または

免疫細胞の表面上のタンパク質ネットワークの表面タンパク質の組み合わせが第

一に検出され、ここで上記タンパク質ネットワークは、以下のものを含む群から

得られる３０までのタンパク質を含む：

      【００１９】

【数５】
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      【００２０】

  次の工程において、これらまたは同種の腫瘍細胞及び／または免疫細胞が、少

なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターで処理される。その後、処理さ

れた腫瘍細胞及び／または免疫細胞の表面上のタンパク質ネットワークの表面タ

ンパク質の組み合わせが検出され、非処理腫瘍細胞及び／または免疫細胞の表面

上のタンパク質ネットワークの表面タンパク質の組み合わせと比較される。もし

表面タンパク質CD13の少なくとも一つの変性が存在することで差異が見出された

ならば、少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターは、腫瘍細胞及び／

または免疫細胞の分極のブロックを引き起こすであろう。

      【００２１】

  さらなる工程として、少なくとも一つの同定されたアミノペプチダーゼインヒ

ビターは、少なくとも一つの分極している腫瘍細胞及び／または免疫細胞に加え

られてもよく、少なくとも一つの分極している腫瘍細胞及び／または免疫細胞の

さらなる発達が検出されて、分極の実際のブロックが証明されてもよい。

      【００２２】

  上記方法はさらにコントロール工程を含んでもよく、そこでは器官特異的内皮

細胞及び／または器官特異的細胞外構造に対する非処理腫瘍細胞及び／または免

疫細胞の結合が検出され、器官特異的内皮細胞及び／または器官特異的細胞外構

造に対する少なくとも一つの同定されたアミノペプチダーゼインヒビターで処理

された腫瘍細胞及び／または免疫細胞の結合が検出され、検出された結合が比較

される。もし処理された腫瘍細胞及び／または免疫細胞において結合の減少が検

出されたならば、有効な期間特異的接着が妨げられたため、特に有効な態様で分

極が阻害されているであろう。

      【００２３】

  上述の目的の一つは、少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターと組

み合わせて機能する、侵襲性のヒトまたは動物の腫瘍細胞及び／または免疫細胞

の分極のブロックを引き起こすインヒビターを同定する方法によって達成され、

この方法において、非処理腫瘍細胞及び／または免疫細胞の表面上のタンパク質

ネットワークの表面タンパク質の組み合わせがまず第一に検出され、個々でタン
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パク質ネットワークは上述の組成の群から得られる３０までの表面タンパク質を

含む。これらまたは同種の腫瘍細胞及び／または免疫細胞が、少なくとも一つの

潜在的なインヒビターで処理され、処理された腫瘍細胞及び／または免疫細胞の

表面上のタンパク質ネットワークの表面タンパク質の組み合わせが検出される。

その後、検出された表面タンパク質の組み合わせが比較され、もし表面タンパク

質の少なくとも一つの変性が存在することで差異が存在するのであれば、少なく

とも一つのインヒビターは、腫瘍細胞及び／または免疫細胞の分極のブロックに

適しているであろう。

      【００２４】

  少なくとも一つのインヒビターで処理することに加えて、当該または同等な腫

瘍細胞及び／または免疫細胞はまた、少なくとも一つのアミノペプチダーゼイン

ヒビターで処理されてもよく、そこで表面タンパク質CD13の少なくとも一つの変

性が存在することで、上記二つの工程で検出された表面タンパク質の組み合わせ

の差異が存在するのであれば、少なくとも一つのインヒビターと少なくとも一つ

のアミノペプチダーゼインヒビターの組み合わせは、腫瘍細胞及び／または免疫

細胞の分極のブロックを引き起こすであろう。

      【００２５】

  上記方法はさらに、少なくとも一つの同定されたインヒビター、または少なく

とも一つの同定されたインヒビターと少なくとも一つのアミノペプチダーゼイン

ヒビターの組み合わせが、少なくとも一つの分極している腫瘍細胞及び／または

免疫細胞に加えられ、少なくとも一つの分極している腫瘍細胞及び／または免疫

細胞のさらなる発達が検出される、さらなる工程を含んでもよい。

      【００２６】

  もし上記方法が、コントロール工程を含むのであれば、それは有利であると考

慮され、上記工程において、器官特異的内皮細胞及び／または器官特異的細胞外

構造に対する非処理腫瘍細胞及び／または免疫細胞の結合が検出され、次に、少

なくとも一つの同定されたインヒビター及び／または少なくとも一つの同定され

たインヒビターと少なくとも一つのアミノペプチダーゼインヒビターの組み合わ

せで処理された腫瘍細胞及び／または免疫細胞の、器官特異的内皮細胞及び／ま
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たは器官特異的細胞外構造に対する結合が検出され、上記検出された結合が比較

される。

      【００２７】

  第一に、表面タンパク質の組み合わせの検出は、DE 197 09 348 Cに従った固

体または液体物質中の分子クラス、分子群または分子部分を測定する自動化方法

の手続工程を含んでもよい。これらの工程において表面タンパク質は、例えば自

動化装置によって試薬溶液Yn(n=1,2,3...N)を連続的に適用することによって、

一つまたは同じ目的物、即ち免疫細胞及び／または腫瘍細胞のサンプル中におい

て調査され測定されてもよく、上記手続工程は以下のものより成る：

I.  試薬溶液を含む容器から第一の試薬溶液Y1を採取する；

II. 上記試薬溶液Y1を目的物のスライド上の目的物に適用する；

III.上記試薬溶液を、自動的にセットされた一定期間反応させる；

IV. 上記第一の試薬溶液で事前にラベルされた目的物の少なくとも一つの個々の

ラベリングパターンを記録する；

V.  上記第一の試薬溶液Y1、または第二の試薬溶液Y2、または第一と第二の試薬

溶液の混合物を適用することによって、工程I-IVを繰り返す；並びに

VI. さらなる試薬溶液Yn(n=2,3,...N)で工程I-Vを繰り返す。

      【００２８】

  この工程によって、上記方法の各サイクルで得られたラベリング分布パターン

は、目的物の複雑な分子組み合わせパターンを形成し、それをコンピューター補

助化イメージオーバーレイによって調査する。

      【００２９】

  この組み合わせパターンから、上述のタンパク質の存在に関する情報が得られ

、かくして使用された試薬溶液が問題となるタンパク質に対して向けられたラベ

ル化物質を含むのであれば、表面タンパク質の組み合わせの検出を可能にするで

あろう。

      【００３０】

  上述のコントロール工程において、規定された構造に対する特定の分子のいず

れかの結合を阻害することによって、少なくとも一つのアミノペプチダーゼイン
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ヒビター及び／または少なくとも一つのさらなるインヒビターによって分極が妨

げられたかどうかをチェックする。これらのコントロール工程は、所定の構造を

有する少なくとも一つのサンプルに対する、DE 199 32 158 Aに記載された特別

な装置における連側的な細胞フローの形態で、免疫細胞（リンパ細胞）及び／ま

たは腫瘍細胞を通過させることによって実施できる。同時に、もし細胞が少なく

とも一つのアミノペプチダーゼインヒビター及び／または少なくとも一つのさら

なるインヒビターで処理されていなければ、少なくとも一つのアミノペプチダー

ゼインヒビター及び／または少なくとも一つのさらなるインヒビターでの細胞の

処理の後、所定の構造に細胞は結合するはずであるが、上記構造に対して結合し

ない、または減少して結合するのみであろう。例えば上記サンプルは、器官組織

切片より成ってもよい。

      【００３１】

  本発明のさらなる特徴及び利点は、他のものと共に図面を参考にして記載され

た、以下に記載された実験結果から把握されるであろう。

      【００３２】

  図１は、標的インヒビターでで処理された及び処理されていない、連続的な時

間の分極している細胞の写真イメージを示す図である。

      【００３３】

    【実施例】

  多くの実験において、腫瘍細胞及び免疫細胞の早期の分極段階を制御する特異

的なタンパク質ネットワークに属する、上述の３０の細胞表面タンパク質を同定

することが可能であった。さらなる実験において、Karpas細胞のこのタンパク質

ネットワークの表面タンパク質の組み合わせが、非処理形態及びアミノペプチダ

ーゼインヒビターアクチノニンでの処理の後の両者で検出された。この目的のた

め、Kapras細胞の二つの群V1及びV2が形成され、V1群の細胞は非処理のままであ

り、V2群の細胞はアクチノニンで処理された。表２は、アクチノニン処理細胞及

び非処理細胞の両者で存在する表面タンパク質の組み合わせを示す。しかしなが

ら、この表及びさらなる表３と４は、３０のタンパク質の１８の例のみを与え、

検出されたタンパク質を１で示し非検出タンパク質を０で示す。
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      【００３４】

  上記タンパク質は、１から１８まで連続して数字が付され、分類は表１から明

らかである。

      【００３５】

【表１】

      【００３６】

  表２から４で述べられた細胞は、群V1及びV2で実験された各１０００の細胞を

指す。表２は、全部で２０３の異なるタンパク質の組み合わせを示す。

      【００３７】

  表３は、非処理Karpas細胞にのみ生じ、アクチノニン処理Karpas細胞では見出

されない表面タンパク質の組み合わせを指す。この表３に示されたタンパク質の

組み合わせの数は、１３１を数える。

      【００３８】

  最後に、表４は、アクチノニン処理Karpas細胞で排他的に生じる表面タンパク

質の組み合わせを示す。表４は、６０の異なるタンパク質の組み合わせを含む。

      【００３９】

  もし３０のタンパク質の１８のタンパク質のみを調べたならば、全部で３９４

の異なる表面タンパク質の組み合わせが生じ、全部で３３４の異なる組み合わせ

は非処理細胞で生じて、全部で２６３のことなる組み合わせが処理細胞で検出さ

れることが、表２から４から把握できるであろう。かくして検出された表面タン

パク質の組み合わせの変性は、細胞分極の特異的なブロックを引き起こす。

      【００４０】

  図面を参考にしてさらなる実験を実施する。(I)は、腫瘍細胞分極の正常な細

胞プロセスを示す。in vitro life imagingによって、３の細胞伸長（三極細胞

形態）を形成し、上記３の伸長の一つのみが後に特異的に退縮する（３６０分で
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の白色矢印）、一次球状細胞系対からの肉腫細胞の分極の様子が記録される。縦

軸の定義は、後の細胞移動のための前提条件である。(II)においては、CD13の細

胞外ドメイン（黒色矢印）に対するモノクローナル抗体の場合の選択的標的イン

ヒビターの適用が、細胞分極を完全に妨げることを示す。上記細胞は球状化して

非常に接着性となり、それは４８０分後で阻害された細胞(II)の写真イメージと

、４８０分後(I)で非阻害細胞(I)の写真イメージとの比較から明らかである。

      【００４１】

  同様な結果は、標的インヒビターとしてアクチノニンまたはベスタチンが使用

されても得られる。

      【００４２】

【表２】
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      【００４３】

【表３】
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      【００４４】

【表４】
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    【図面の簡単な説明】

      【図１】  図１は、標的インヒビターでで処理された及び処理されていな

い、連続的な時間の分極している細胞の写真イメージを示す図である。
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【図１】
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【国際調査報告】
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