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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】化学リガンドを標的とする機能の決定および薬物リード化合物の同定に使用する
方法の提供。
【解決手段】機能未知な標的物質を使用し、続いてアッセイで使用する化学物質ライブラ
リから小分子を選択する。化学ライブラリのメンバーを生化学的結合アッセイによりタン
パク質と混合し、続いて結合するメンバーを（順番にまたは同時に）インビトロまたはイ
ンビボで生物学的アッセイを行い、生物学的あるいは病理学的条件下で、測定可能な表現
型の変化から遺伝子機能を決定する。生物学的アッセイで表現型の変化を誘発する化学物
質を使用して、標的物質の識別を決定する。少なくとも1つの生物学的アッセイで多数の
可能性のあるリガンドをスクリーニングし、1つの生物学的アッセイで表現型の変化を生
ずるリガンドを選択し、さらにそのリガンドを使用して標的候補物質をスクリーニングし
、変化した表現型の原因である特定の標的物質を同定する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的分子に結合する候補リガンドを選択する方法であって、
　（a）標的分子を含むインビトロ試料と候補リガンドのライブラリとを、該標的分子と1
つ以上の該候補リガンドとの間で複合体が形成され得る条件下で接触させる段階（ここで
該ライブラリは少なくとも2つの異なる化学的骨格または少なくとも11種類の化合物を含
む）、
　（b）前記複合体を単離する段階、
　（c）1つ以上の前記候補リガンドを前記複合体から回収する段階、および
　（d）1つ以上の回収した候補リガンドを同定する段階
を含む方法。
【請求項２】
　段階（d）が、前記の回収した候補リガンドのMS、IR、FTIR、NMR、および／またはUVス
ペクトルを測定することを含む、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　少なくとも100個の異なる候補リガンドを同時に前記標的分子と接触させる、請求項1記
載の方法。
【請求項４】
　標的分子に結合する候補リガンドを選択する方法であって、
（a）標的分子を含むインビトロ試料と候補リガンドのライブラリとを、該標的分子と1つ
以上の該候補リガンドとの間で複合体が形成され得る条件下で接触させる段階、
（b）前記複合体を単離する段階、
（c）1つ以上の前記候補リガンドを前記複合体から回収する段階、および
（d）回収した候補リガンドの質量スペクトル中の同位体ピークまたはフラグメントピー
クの質量／電荷比を決定する段階により、該回収候補リガンドを同定する段階
を含む方法。
【請求項５】
　少なくとも100個の異なる候補リガンドを同時に前記標的分子と接触させる、請求項4記
載の方法。
【請求項６】
　段階（d）が、前記回収候補リガンドの質量スペクトル中の親ピークの質量／電荷比を
決定する段階を更に含む、請求項4記載の方法。
【請求項７】
　標的分子に結合する候補リガンドを選択する方法であって、
　（a）未知の生物学的機能を持つ標的分子を含むインビトロ試料と候補リガンドのライ
ブラリとを、該標的分子と1つ以上の該候補リガンドとの間で複合体が形成され得る条件
下で接触させる段階、
　（b）前記複合体を単離する段階、
　（c）1つ以上の前記候補リガンドを前記複合体から回収する段階、ならびに
　（d）回収した候補リガンドのMS、IR、FTIR、NMR、および／またはUVスペクトルを測定
することにより、該回収候補リガンドを同定する段階
を含む方法。
【請求項８】
　　少なくとも100個の異なる候補リガンドを同時に前記標的分子と接触させる、請求項7
記載の方法。
【請求項９】
　標的分子に結合する候補リガンドを選択する方法であって、
　（a）標的分子を含むインビトロ試料と1つ以上の候補リガンドとを、該標的分子と1つ
以上の該候補リガンドとの間で複合体が形成され得る条件下で接触させる段階、
　（b）前記複合体を単離する段階、
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　（c）1つ以上の前記候補リガンドを前記複合体から回収する段階、ならびに
　（d）回収した候補リガンドのIR、FTIR、NMR、および／またはUVスペクトルを測定する
ことにより、該回収候補リガンドを同定する段階
を含む方法。
【請求項１０】
　少なくとも100個の異なる候補リガンドを同時に前記標的分子と接触させる、請求項9記
載の方法。
【請求項１１】
　標的分子に結合する候補リガンドを選択する方法であって、
　（a）第一標的分子および第二標的分子を含むインビトロ試料と候補リガンドのライブ
ラリとを、該第一標的分子と1つ以上の該候補リガンドとの間で複合体および該第二標的
分子と1つ以上の該候補リガンドとの間で複合体が形成され得る条件下で接触させる段階
、
　（b）候補リガンドに結合した前記第一標的分子を含む第一複合体を単離する段階、お
よび候補リガンドに結合した前記第二標的分子を含む第二複合体を単離する段階、
　（c）1つ以上の前記候補リガンドを前記第一複合体から、および／または前記第二複合
体から回収する段階、ならびに
　（d）1つ以上の回収した候補リガンドを同定する段階
を含む方法。
【請求項１２】
　前記試料を、前記標的分子、前記第一標的分子、または前記第二標的分子と結合するこ
とが知られている競合リガンドと接触させる段階を更に含む、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　標的分子の生物学的機能を決定する方法であって、
（a）未知の生物学的機能を持つ標的分子を含むインビトロ試料と候補リガンドのライブ
ラリとを、1つ以上の該候補リガンドが該標的分子に結合し得る条件下で接触させる段階
、
（b）前記標的分子と結合する候補リガンドを選択する段階、および
（c）選択した候補リガンドの生物学的アッセイにおける作用を測定することにより、前
記標的分子の生物学的機能を決定する段階
を含む方法。
【請求項１４】
　前記の選択した候補リガンドを同定する段階を更に含む、請求項13記載の方法。
【請求項１５】
　標的分子の生物学的機能を決定する方法であって、
　（a）疾病状態、生理学的刺激物質の存在下、または特定の細胞的もしくは生物学的過
程において上方制御または下方制御される標的分子を含むインビトロ試料と候補リガンド
のライブラリとを、1つ以上の該候補リガンドが該標的分子に結合し得る条件下で接触さ
せる段階、
　（b）前記標的分子と結合する候補リガンドを選択する段階、および
　（c）選択した候補リガンドの生物学的アッセイにおける作用を測定することにより、
前記標的分子の生物学的機能を決定する段階
を含む方法。
【請求項１６】
　前記の選択した候補リガンドを同定する段階を更に含む、請求項15記載の方法。
【請求項１７】
　前記の選択した候補リガンドが前記生物学的アッセイにおける前記標的分子の活性を増
大させる、請求項15記載の方法。
【請求項１８】
　前記の選択した候補リガンドが前記生物学的アッセイにおける前記標的分子の活性を低
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下させる、請求項15記載の方法。
【請求項１９】
　標的分子の生物学的機能を決定する方法であって、
　（a）標的分子を含むインビトロ試料と候補リガンドのライブラリとを、1つ以上の該候
補リガンドが該標的分子に結合し得る条件下で接触させる段階、
　（b）前記標的分子と結合した候補リガンドを選択する段階、および
　（c）選択した前記候補リガンドが、疾病もしくは障害を有するかまたは生理学的刺激
物質の存在下もしくは非存在下で特定の細胞的もしくは生物学的過程にある生物体の組織
に及ぼす効果を測定することにより、前記標的分子の生物学的機能を決定する段階
を含む方法。
【請求項２０】
　前記組織がヒトの組織である、請求項19記載の方法。
【請求項２１】
　関心対象の標的分子に結合する2つのリガンドを反応させる方法であって、未知の二次
構造または三次構造を有する標的分子を含む細胞またはインビトロ試料と、第一架橋剤を
含む第一リガンドおよび第二リガンドとを、該標的分子が該第一リガンドおよび第二リガ
ンドと結合しかつ該第一架橋剤が該第二リガンドと共有結合し得る条件下で接触させる段
階により、該第一リガンドと該第二リガンドとを含む架橋生成物を形成させる段階を含む
方法。
【請求項２２】
　関心対象の標的分子に結合する2つのリガンドを反応させる方法であって、標的分子を
含む細胞またはインビトロ試料と、第一架橋剤を含む第一リガンドおよび第二リガンドと
を接触（ここで該標的分子における該第一リガンドまたは該第二リガンドへの結合部位の
位置または三次構造は未知であり、かつ該接触段階が、該標的分子が該第一リガンドおよ
び第二リガンドと結合しかつ該第一架橋剤が第二リガンドと共有結合し得る条件下で実施
される）させることにより、該第一リガンドと該第二リガンドとを含む架橋生成物を形成
させる段階を含む方法。
【請求項２３】
　関心対象の標的分子に結合する2つのリガンドを反応させる方法であって、標的分子を
含む細胞またはインビトロ試料と、第一架橋剤を含む第一リガンドおよび第二リガンドと
を接触（ここで該接触段階が、該標的分子が該第一リガンドおよび該第二リガンドと結合
しかつ該第一架橋剤が該第二リガンドと共有結合し得る条件下で実施される）させること
により、該第一リガンドおよび該第二リガンドを含みかつ該標的分子に対して該第一リガ
ンドまたは該第二リガンドより高い親和性を有する架橋生成物を形成させる段階を含む方
法。
【請求項２４】
　異なる標的分子に結合する2つのリガンドを反応させる方法であって、第一標的分子お
よび第二標的分子を含む細胞またはインビトロ試料と、第一架橋剤を含む第一リガンドお
よび第二リガンドとを接触（ここで該接触段階が、
　（i） 該第一タンパク質の該第一リガンドへの結合、
　（ii） 該第二タンパク質の該第二リガンドへの結合、および
　（iii）該第一架橋剤の該第二リガンドへの共有結合
を可能にする条件下で実施される）させることにより、該第一リガンドと該第二リガンド
とを含む架橋生成物を形成させる段階を含み、ここで、該第一標的分子における該第一リ
ガンドへの結合部位の位置もしくは三次構造および／または該第二標的分子における該第
二リガンドへの結合部位の位置もしくは三次構造は未知である方法。
【請求項２５】
　前記架橋生成物の形成が、前記第一タンパク質および前記第二タンパク質とがインビボ
で相互作用することを示す、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
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　第一タンパク質に結合する第二タンパク質を単離する方法であって、
（a）第一タンパク質および第二タンパク質を含む細胞またはインビトロ試料と、第一架
橋剤を含む第一リガンドおよび第二リガンドとを、
　（i） 該第一タンパク質の該第一リガンドへの結合、
　（ii） 該第二タンパク質の該第二リガンドへの結合、および
　（iii）該第一架橋剤の該第二リガンドへの共有結合
を可能にする条件下で接触させる段階により、該第一リガンドと該第二リガンドとを含む
架橋生成物、ならびに該架橋生成物、該第一タンパク質、および該第二タンパク質を含む
複合体を形成させる段階、
（b）前記複合体を単離する段階、ならびに
（c）前記複合体中で、または前記複合体から回収した、前記第一タンパク質および／ま
たは前記第二タンパク質を同定する段階
を含む方法。
【請求項２７】
　前記第一タンパク質が検出可能な基を含む、請求項26記載の方法。
【請求項２８】
　前記第二リガンドが架橋剤を含む、請求項26記載の方法。
【請求項２９】
　前記架橋生成物の形成が、前記第一タンパク質と前記第二タンパク質とがインビボで相
互作用することを意味する、請求項26記載の方法。
【請求項３０】
　前記架橋生成物の前記標的分子に対する親和性が、前記第一リガンドまたは前記第二リ
ガンドの前記標的分子に対する親和性よりも高い、請求項26記載の方法。
【請求項３１】
　前記架橋生成物が、薬物の発見もしくは開発またはリード化合物の最適化において使用
される、請求項26記載の方法。
【請求項３２】
　前記架橋生成物が、農業用または環境用の物質の開発に使用される、請求項26記載の方
法。
【請求項３３】
　関心対象の小分子と結合する候補標的分子を選択する方法であって、
　（a）アミノ酸以外の部分を持つかまたは4000ダルトン未満の分子量を持つ関心対象の
小分子を含むインビトロ試料と、標的分子候補のライブラリとを、該関心対象の小分子と
1つ以上の該標的分子候補との間で複合体が形成され得る条件下で接触させる段階（ここ
で該標的分子はファージ表面で発現されない）、
　（b）前記複合体を単離する段階、および
　（c）1つ以上の前記標的分子候補を前記複合体から回収する段階により、前記の関心対
象の小分子に結合する1つ以上の標的分子候補を選択する段階
を含む方法。
【請求項３４】
　段階（a）に先立ち、前記の関心対象の小分子を、生物学的アッセイ中のその作用に基
づいて小分子ライブラリから選択する、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
　関心対象の小分子に結合する標的タンパク質を選択する方法であって、
　（a）表面タンパク質に共有結合した標的タンパク質を含むタンパク質融合体を細胞集
団内で発現させる段階（ここで該発現段階は該タンパク質融合体が該細胞表面にディスプ
レイされ得る条件下で実施する）、
　（b）前記細胞を、アミノ酸以外の部分を持つかまたは4000ダルトン未満の分子量を有
する、関心対象の小分子と接触させる段階、および
　（c）前記の関心対象の小分子と結合した前記細胞を選択する段階により、前記の関心
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対象の小分子に結合する前記標的タンパク質を選択する段階
を含む方法。
【請求項３６】
　前記細胞が哺乳動物細胞、細菌細胞、酵母細胞または昆虫細胞である、請求項35記載の
方法。
【請求項３７】
　関心対象の小分子に結合する標的タンパク質を選択する方法であって、
　（a）表面タンパク質に共有結合した標的タンパク質を含むタンパク質融合体を細胞集
団内で発現させる段階（ここで該発現段階は、該タンパク質融合体がウイルスに感染した
該細胞から遊離した該ウイルスの表面上でディスプレイされ得る条件下で実施する）、
　（b）前記ウイルスを関心対象の小分子と接触させる段階（ここで、関心対象の小分子
とは、
　　　（i）核酸である、
　　　（ii）糖質である、
　　　（iii）脂質である、
　　　（iv）アミノ酸以外の部分を有する、
　　　（v）750ダルトン未満の分子量を有する、または
　　　（vi）細菌により天然に生成されない分子ではない
）、および
　（c）前記の関心対象の小分子と結合した前記ウイルスを選択する段階により、前記の
関心対象の小分子に結合する前記標的タンパク質を選択する段階
を含む方法。
【請求項３８】
　前記ウイルスがバクテリオファージまたはアデノウイルスである、請求項37記載の方法
。
【請求項３９】
　関心対象の小分子に結合する標的タンパク質を選択する方法であって、
　（a）標的タンパク質のライブラリを細胞集団またはインビトロ試料内で発現させる段
階（ここで各標的タンパク質は、標的タンパク質をコードする核酸と共有結合している）
、
　（b）前記細胞またはインビトロ試料と、アミノ酸以外の部分を有するかまたは4000ダ
ルトン未満の分子量を有する関心対象の小分子とを接触させる段階、および
　（c）前記の関心対象の小分子と結合した前記の標的タンパク質を選択する段階
を含む方法。
【請求項４０】
　前記の選択された標的タンパク質を同定する段階を更に含む、請求項39記載の方法。
【請求項４１】
　少なくとも100個のヒト標的タンパク質を前記の関心対象の小分子に接触させる、請求
項39記載の方法。
【請求項４２】
　前記の関心対象の小分子が天然に存在しない分子である、請求項39記載の方法。
【請求項４３】
　該標的分子を薬物標的として確認する前に、該標的分子と結合するかまたはその活性を
調節する候補化合物を選択する方法であって、
　（a）以前に薬物標的として確認されていない標的分子を含む細胞またはインビトロ試
料と候補化合物のライブラリとを、1つ以上の該候補化合物が該標的分子に結合するかま
たはその活性を調節し得る条件下で接触させる段階、および
　（b）前記標的分子と結合するかまたはその活性を調節する候補化合物を選択する段階
を含む方法。
【請求項４４】
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　前記ライブラリが少なくとも5個の候補化合物を含む、請求項43記載の方法。
【請求項４５】
　（c）前記の選択された候補化合物の作用を生物学的アッセイにおいて測定することに
より前記標的分子の生物学的機能を決定する段階を更に含む、請求項43記載の方法。
【請求項４６】
　標的分子と結合するかまたはその活性を調節する候補化合物を選択する方法であって、
　（a）第一標的分子および第二標的分子を含む細胞またはインビトロ試料と候補化合物
のライブラリとを、1つ以上の該候補化合物が該第一標的分子と結合するかまたはその活
性を調節しかつ1つ以上の該候補化合物が該第二標的分子と結合するかまたはその活性を
調節し得る条件下で接触させる段階、
　（b）該第一標的分子と結合するかまたはその活性を調節する候補化合物を選択する段
階、および
　（c）該第二標的分子と結合するかまたはその活性を調節する候補化合物を選択する段
階
を含む方法。
【請求項４７】
　前記細胞またはインビトロ試料が少なくとも5個の標的分子を含み、かつ該標的分子各
々に対して、該標的分子に結合するかまたはその活性を調節する候補化合物が選択される
、請求項46記載の方法。
【請求項４８】
　前記標的分子に結合するかまたはその活性を調節するリガンドおよびその能力の記録に
関連する該標的分子の記録を少なくとも10件含む、電子データベース。
【請求項４９】
　生物体プロテオーム中の少なくとも0.5％のタンパク質の記録を含む、請求項48記載の
データベース。
【請求項５０】
　標的ドメインに結合するリガンドおよびその能力の記録に関連する該標的分子ドメイン
の記録を少なくとも10件含む、電子データベース。
【請求項５１】
　前記標的分子に結合するかまたはその活性を調節するリガンドおよびその能力の記録に
関連する、薬物標的として以前に確認されていない多数の該標的分子の記録を含む、電子
データベース。
【請求項５２】
　請求項48、50、または51記載のデータベース、および、（i）コンピュータにその記録
が保存されている標的分子に結合するかもしくはその活性を調節する1つ以上のリガンド
を表示できる、または(ii) 該コンピュータにその記録が保存されているリガンドに結合
するかもしくは該リガンドにより調節される活性を有する1つ以上の標的分子を表示でき
るユーザーインターフェースを含む、コンピュータ。
【請求項５３】
　前記化合物の影響を受ける1つ以上の生物学的アッセイにおける1つの表現型の記録に関
連する、少なくとも1000件の該化合物の記録を含む電子データベースであって、該生物学
的アッセイが該化合物に結合するタンパク質をコードする核酸の外因性コピーを含まない
細胞またはインビトロ試料を含む、電子データベース。
【請求項５４】
　請求項53記載のデータベース、および、（i）コンピュータにその記録が保存されてい
る化合物に対する1つ以上の生物学的アッセイにおける1つ以上の表現型を表示できる、ま
たは(ii) 該コンピュータにその記録が保存されている表現型に作用する1つ以上の化合物
を表示できるユーザーインターフェースを含む、コンピュータ。
【請求項５５】
　標的分子の発現プロフィールまたは該標的分子の活性の記録に関連する、少なくとも10
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件の該標的分子の記録を含む、電子データベース。
【請求項５６】
　標的分子の発現プロフィールまたは該標的分子の活性の記録に関連する、薬物標的とし
て以前に確認されていない多数の該標的分子の記録を含む、電子データベース。
【請求項５７】
　請求項55または56記載のデータベース、および、（i）前記コンピュータにその記録が
保存されている標的分子の1つ以上の発現プロフィールもしくは活性の記録を表示できる
、または(ii) 該コンピュータにその記録が保存されている発現プロフィールもしくは活
性を有する1つ以上の標的分子を表示できるユーザーインターフェースを含む、コンピュ
ータ。
【請求項５８】
　関心対象の表現型に関与する標的分子を同定する方法であって、
　（a）リガンドおよび前記表現型に寄与するその能力の記録に関連する、生物学的アッ
セイにおける多数の該表現型の記録を含む第一の電子データベースを提供する段階、
　（b）関心対象の表現型の選択を受ける段階、
　（c）前記第一データベースにおいて、前記の関心対象の表現型を生じる1つ以上のリガ
ンドを同定する段階、
　（d）前記リガンドに結合するかまたはその活性が該リガンドにより調節される標的分
子の記録に関連する、多数の該リガンドの記録を含む第二電子データベースを提供する段
階、および
　（e）前記第二データベースにおいて、前記の関心対象の表現型を生じる前記のリガン
ドに結合するかまたは該リガンドにより調節される1つ以上の標的分子を同定する段階に
より、関心対象の該表現型に関与する1つ以上の標的分子を同定する段階
を含む方法。
【請求項５９】
　前記の関心対象の表現型が疾病状態に関連しており、前記標的分子が該疾病状態を促進
するかまたは抑制するかが決定される、請求項58記載の方法。
【請求項６０】
　コンピュータで実行される、請求項58記載の方法。
【請求項６１】
　関心対象の標的分子に関連する表現型を同定する方法であって、
　（a）リガンドおよび前記標的分子に結合するかまたはその活性を調節するその能力の
記録に関連する、多数の該標的分子の記録を含む第一電子データベースを提供する段階、
　（b）関心対象の標的分子の選択を受ける段階、
　（c）前記第一データベースにおいて関心対象の前記の標的分子に結合するかその活性
を調節する1つ以上のリガンドを同定する段階、
　（d）前記リガンドにより生じる生物学的アッセイ中の表現型の記録に関連する、多数
の該リガンドの記録を含む第二電子データベースを提供する段階、ならびに
　（e）前記第二データベースにおいて前記リガンドにより生じる1つ以上の表現型を同定
する段階により、関心対象の前記標的分子に関連する1つ以上の表現型を同定する段階
を含む方法。
【請求項６２】
　コンピュータで実行される、請求項61記載の方法。
【請求項６３】
　関心対象の標的分子に結合するかまたはその活性を調節するリガンドを同定する方法で
あって、
　（a）リガンドおよび前記標的分子に結合するかまたはその活性を調節するその能力の
記録に関連する、少なくとも10件の該標的分子の記録を含む電子データベースを提供する
段階、
　（b）関心対象の標的分子の選択を受ける段階、ならびに
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　（c）前記データベースにおいて関心対象の前記標的分子に結合するかまたはその活性
を調節する1つ以上のリガンドを同定する段階
を含む方法。
【請求項６４】
　前記リガンドを薬物の発見もしくは開発またはリード化合物の最適化に使用する、請求
項63記載の方法。
【請求項６５】
　前記リガンドを農業用または環境用の物質の開発に使用する、請求項63記載の方法。
【請求項６６】
　コンピュータで実行される、請求項63記載の方法。
【請求項６７】
　関心対象の前記標的分子に結合するかまたはその活性を調節する2つ以上のリガンドの
化学構造を比較することにより、関心対象の該標的分子の結合または調節を促進する該リ
ガンド中の官能基を同定する段階を更に含む、請求項63記載の方法。
【請求項６８】
　関心対象の前記標的分子に結合するかまたはその活性を調節する2つ以上のリガンドの
化学構造を比較することにより、該リガンド集団における1つ以上の官能基または骨格の
頻度を決定する段階を更に含む、請求項63記載の方法。
【請求項６９】
　2つ以上の前記リガンド中に存在する1つ以上の官能基を有する化合物を1つ以上作成す
る段階を更に含み、ここで該化合物が薬物の発見もしくは開発またはリード化合物の最適
化に使用される、請求項63記載の方法。
【請求項７０】
　関心対象のリガンドに結合するかまたは該リガンドにより調節される活性を有する標的
分子を同定する方法であって、
　（a）前記リガンドに結合するかまたは該リガンドにより調節される活性を有する標的
分子の記録に関連する、少なくとも10件の該リガンドの記録を含む電子データベースを提
供する段階、
　（b）関心対象のリガンドの選択を受ける段階、および
　（c）前記データベースにおいて関心対象の前記リガンドに結合するかまたは該リガン
ドにより調節される活性を有する1つ以上の標的分子を同定する段階
を含む方法。
【請求項７１】
　コンピュータで実行される、請求項70記載の方法。
【請求項７２】
　関心対象のリガンドの選択性を決定する方法であって、
　（a）リガンドおよび前記標的分子に結合するかまたはその活性を調節するその能力の
記録に関連する、少なくとも10件の該標的分子の記録を含む電子データベースを提供する
段階、
　（b）関心対象のリガンドの選択を受ける段階、ならびに
　（c）前記データベースにおいて前記リガンドに結合するかまたは該リガンドにより調
節される標的分子数を決定する段階により、関心対象の該リガンドの選択性を決定する段
階
を含む方法。
【請求項７３】
　コンピュータで実行される、請求項72記載の方法。
【請求項７４】
　前記リガンドが標的分子の活性を増大させる請求項72記載の方法であって、該活性が疾
病状態、有害な副作用、または毒性に関与しており、かつ該リガンドが薬物の発見もしく
は開発またはリード化合物の最適化より除去される方法。
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【請求項７５】
　前記リガンドが標的分子の活性を低減させる請求項72記載の方法であって、該活性が疾
病状態、有害な副作用、または毒性に関与しており、かつ該リガンドが薬物の発見もしく
は開発またはリード化合物の最適化の為に選択される方法。
【請求項７６】
　被験者の疾病または障害の治療、安定化、または予防のための治療法を選択する方法で
あって、
　（a）治療薬および前記標的分子に結合するかまたはその活性を調節するその能力の記
録に関連する、少なくとも10件の該標的分子の記録を含む電子データベースを提供する段
階、
　（b）被験者において前記疾病または障害に関与する突然変異を有する標的分子を決定
する段階、ならびに
　（c）前記標的分子に結合するかまたはその活性を調節する治療薬を前記データベース
から選択する段階により、前記疾病もしくは障害を治療、安定化、または予防する段階
を含む方法。
【請求項７７】
　コンピュータで実行される、請求項75記載の方法。
【請求項７８】
　被験者の疾病または障害の治療、安定化、または予防のための治療法を選択する方法で
あって、
　（a）治療薬および前記標的分子に結合するかまたはその活性を調節するその能力の記
録に関連する、少なくとも10件の該標的分子の記録を含む電子データベースを提供する段
階、
　（b）被験者において前記疾病または障害に関与する突然変異を有する標的分子を決定
する段階、ならびに
　（c）前記標的分子に結合しないか、またはその活性を調節しない治療薬を前記データ
ベースから選択する段階
を含む方法。
【請求項７９】
　前記標的分子がタンパク質である、請求項78記載の方法。
【請求項８０】
　前記標的分子が核酸である、請求項78記載の方法。
【請求項８１】
　コンピュータで実行される、請求項78記載の方法。
【請求項８２】
　関心対象の化合物が試料中に存在するか否かを決定する方法であって、
　（a）化合物ライブラリから得た2つ以上の化合物の参照質量スペクトルを提供する段階
、
　（b）前記ライブラリから得た1つ以上の化合物を含む試料の被験質量スペクトルを提供
する段階、および
　（c）参照質量スペクトルのピークが前記被験質量スペクトルに含まれているか否かを
決定する段階により、該参照質量スペクトルを生成した化合物が前記試料中に存在するか
否かを決定する段階
を含む方法。
【請求項８３】
　前記被験質量スペクトルの全ピークが1つの化合物に割り当てられるまで、前記参照質
量スペクトルを順番にまたは同時に解析する、請求項82記載の方法。
【請求項８４】
　段階（c）が、1つ以上の参照質量スペクトルのピークが前記被験質量スペクトルに含ま
れるか否かを連続して決定する段階を含む、請求項82記載の方法。
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【請求項８５】
　請求項82記載の方法であって、
　（i）前記参照質量スペクトル中の全ピークが前記被験質量スペクトル中に存在すると
決定する段階により、該参照質量スペクトルを生成した化合物が前記試料中に存在すると
決定する、または
　（ii）該参照質量スペクトルの1つのピークが該被験質量スペクトル中に存在しないと
決定する段階により、該参照質量スペクトルを生成した化合物が前記試料中に存在しない
と決定する
まで、段階（c）が繰り返される方法。
【請求項８６】
　段階（a）が、前記ライブラリの各化合物の質量スペクトルを決定する段階を含む、請
求項82記載の方法。
【請求項８７】
　前記参照スペクトル中の少なくとも1つのピークが同位体ピークまたはフラグメントピ
ークである、請求項82記載の方法。
【請求項８８】
　前記参照スペクトルの少なくとも1つのピークが親ピークである、請求項82記載の方法
。
【請求項８９】
　前記参照質量スペクトルが、前記質量スペクトルを生成した化合物の参照に関連する該
質量スペクトルの1つ以上の特性の記録を含むデータベースに含有される、請求項82記載
の方法。
【請求項９０】
　段階（c）がコンピュータで実行される、請求項82記載の方法。
【請求項９１】
　関心対象の化合物が試料中に存在するか否かを決定する方法であって、
　（a）化合物ライブラリから得た2つ以上の化合物の参照質量スペクトルを提供する段階
、
　（b）前記ライブラリから得た1つ以上の化合物を含む試料の被験質量スペクトルを提供
する段階、
　（c）前記被験質量スペクトルの1つ以上のピークが参照質量スペクトルに含まれている
か否かを決定する段階、および
　（d）参照質量スペクトルの全ピークが前記被験質量スペクトル中に存在するか否かを
決定する（ここで該参照質量スペクトルは該被験質量スペクトル中に存在する1つのピー
クを含む段階（c）由来の参照質量スペクトルである）ことにより、該参照質量スペクト
ルを生成した化合物が前記試料中に存在するか否かを決定する段階
を含む方法。
【請求項９２】
　段階（d）が、1つ以上の参照質量スペクトルのピークが前記被験質量スペクトルに含ま
れるか否かを順番に決定する段階を含む、請求項91記載の方法。
【請求項９３】
　段階（d）が、前記参照質量スペクトルの1つのピークが被験質量スペクトル中に存在す
るか否かを決定する段階を含む、請求項91記載の方法であって、
　（i）該参照質量スペクトルの全ピークが該被験質量スペクトル中に存在すると決定す
る段階により、該参照質量スペクトルを生成した化合物が前記試料中に存在すると決定す
る、または
　（ii）該参照質量スペクトル中の1つのピークが該被験質量スペクトル中に存在しない
と決定する段階により、該参照質量スペクトルを生成した化合物が該試料中に存在しない
と決定する
まで、該決定が繰り返される方法。
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【請求項９４】
　段階（a）が前記ライブラリの各化合物の質量スペクトルを決定する段階を含む、請求
項91記載の方法。
【請求項９５】
　前記参照スペクトルの少なくとも1つのピークが同位体ピークまたはフラグメントピー
クである、請求項91記載の方法。
【請求項９６】
　前記参照スペクトルの少なくとも1つのピークが親ピークである、請求項91記載の方法
。
【請求項９７】
　前記参照質量スペクトルが、前記質量スペクトルを生成した化合物の参照に関連する1
つ以上の該質量スペクトルの特性の記録を含むデータベースに含有される、請求項91記載
の方法。
【請求項９８】
　前記特性が、同位体ピークの質量／電荷比、フラグメントピークの質量／電荷比、親ピ
ークの質量／電荷比、およびピーク強度からなる群より選択される、請求項97記載の方法
。
【請求項９９】
　段階（c）または（d）がコンピュータで実行される、請求項97記載の方法。
【請求項１００】
　関心対象の化合物が試料中に存在するか否かを決定するプログラムを内蔵したコンピュ
ータ読み取り可能なメモリであって、
　（a）化合物ライブラリから得た2つ以上の化合物の参照質量スペクトル中、1つ以上の
ピークの質量／電荷比を含む質量分析データを入力値として受け取るコンピュータコード
、
　（b）前記ライブラリから得た1つ以上の化合物を含む試料の被験質量スペクトル中、1
つ以上のピークの質量／電荷比を含む質量分析データを入力値として受け取るコンピュー
タコード、および
　（c）参照質量スペクトル中のピークが前記被験質量スペクトルに含まれるか否かを決
定する段階により、該参照質量スペクトルを生成した化合物が前記試料中に存在するか否
かを決定するコンピュータコード
を含むメモリ。
【請求項１０１】
　関心対象の化合物が試料中に存在するか否かを決定するプログラムを内蔵したコンピュ
ータ読み取り可能なメモリであって、
　（a）化合物ライブラリから得た2つ以上の化合物の参照質量スペクトル中、1つ以上の
ピークの質量／電荷比を含む質量分析データを入力値として受け取るコンピュータコード
、
　（b）前記ライブラリから得た1つ以上の化合物を含む試料の被験質量スペクトル中、1
つ以上のピークの質量／電荷比を含む質量分析データを入力値として受け取るコンピュー
タコード、
　（c）前記被験質量スペクトルの1つ以上のピークが参照質量スペクトルに含まれるか否
かを決定するコンピュータコード、および
　（d）参照質量スペクトル中の全ピークが前記被験質量スペクトル中に存在するか否か
を決定する段階により、該参照質量スペクトルを生成した化合物が前記試料中に存在する
か否かを決定するコンピュータコード
を含むメモリ。
【請求項１０２】
　関心対象のタンパク質をコードする2つ以上のベクターを作製する方法であって、
　（a）関心対象の第一タンパク質をコードする第一核酸と第一バックボーン核酸とを、
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それらの反応が生じ得る条件下、ロボット操作装置の第一区画においてロボット操作で接
触させる段階により、該第一タンパク質をコードする第一ベクターを作成する段階、およ
び
　（b）関心対象の第二タンパク質をコードする第二核酸と第二バックボーン核酸とを、
それらの反応が生じ得る条件下、ロボット操作装置の第二区画内においてロボット操作で
接触させる段階により、該第二タンパク質をコードする第二ベクターを作成する段階
を含む方法。
【請求項１０３】
　請求項102記載の方法であって、
　（c）前記第一ベクターと第一細胞とを、該第一細胞内に該第一ベクターが挿入され得
る条件下でロボット操作で接触させる段階、および
　（d）前記第二ベクターと第二細胞とを、該第二細胞内に該第二ベクターが挿入され得
る条件下でロボット操作で接触させる段階、
を更に含む、方法。
【請求項１０４】
　前記第一細胞が前記第一タンパク質を発現し、かつ前記第二細胞が前記第二タンパク質
を発現する、請求項103記載の方法。
【請求項１０５】
　少なくとも5個のベクターが同時に作製される、請求項102記載の方法。
【請求項１０６】
　タンパク質を精製する方法であって、
　（a）ロボット操作装置内の第一培養液中に前記第一タンパク質が分泌される条件下で
、第一細胞において該第一タンパク質を発現させる段階、
　（b）ロボット操作装置内の第二培養液中に前記第二タンパク質が分泌される条件下で
、第二細胞において該第二タンパク質を発現させる段階、
　（c）前記第一培養液を第一クロマトグラフィーカラムに、また前記第二培養液を第二
クロマトグラフィーカラムにロボット操作で移す段階、ならびに
　（d）前記第一タンパク質および前記第二タンパク質を精製する段階
を含む方法。
【請求項１０７】
　少なくとも5個のタンパク質が同時に精製される、請求項106記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
発明の背景
1.　はじめに
　本発明は、標的物質を膨大な数のリガンド中に曝露させ、リガンド－標的物質の対を収
集し、そのリガンドを使用してその標的物質の生物学的機能を分析し、状況に応じてリガ
ンドを化学的および/または構造的に同定する方法に関連する。本発明の1つの実施例では
、製薬的に適切な標的に結合するリガンドが選択されている。本発明の別の実施例では、
リガンド－標的対がゲノムスケールで収集され分析されている。本発明はさらに、表現型
の1つの変異に対し少なくとも1つの生物学的アッセイ法で多数の可能なリガンドをスクリ
ーニングし、ヒットしたリガンドを使用しそれに対応する標的分子を同定する方法に関連
する。
【０００２】
2.　本発明の背景
2.1.　新薬発見への従来法
　過去50年間に発見された薬物は一般的に、200～300の標的に基づいており、現在全製薬
会社がスクリーニングに使用している有効な標的は総計450個ほど存在している。これら
の標的の大体は、典型的に従来の薬物発見方法によって開発されてきており、その方法で
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、標的は、遺伝子過剰発現、遺伝子ノックアウト、機能ドメインの遺伝子配列相同性検索
、X線結晶化学、または特異的な細胞および生物学的アッセイを含む還元主義生物学を使
用して確認されている。さらに、今日実施されているような新薬発見では、標的確認、ア
ッセイ開発、ハイスループットスクリーニング、およびリード化合物の生成が連続して実
施されている。
【０００３】
2.2.　ゲノミクス
　ヒトゲノム解析の完了により特性の未知な多数の遺伝子の配列が分かり、ヒトゲノム配
列の価値を引き出すために正しい標的のみを確認し選択する段階は、製薬企業にとって困
難であるが必須なこととなっている。ヒトゲノムの100,000個以上の遺伝子中、最大で10,
000個の遺伝子が製薬的に有用な標的になると推定されている。遺伝子のこの膨大な数は
、遺伝子確認への還元主義的アプローチを困難にし、その結果薬物発見の主たる障害とな
っている。
【０００４】
　DNA配列データの膨大な蓄積は、この問題の解決を約束する機能ゲノミクスの分野を立
ち上げることになった。遺伝子発現のプロフィールはDNAアレイを使用して研究できる (D
e Risi JL et al., 1997, Science 278 ;680)。タンパク質発現プロフィールはタンパク
質アレイによって実施可能である (Paweletz CP et al., 2000, Drug Dev. Research 49:
34)。遺伝子機能は、遺伝子を導入・変異させ、表現型に制御変化を誘発させることによ
って試験できる。これに代わって、遺伝子のアンチセンスまたはリボザイム型が、様々な
細胞株や、トランスジェニックマウスまたはノックアウトマウス、線虫（C. elegans）、
キンカチョウ、ショウジョウバエまたは酵母などの生物内で発現される可能性がある（Co
uture LA et al., 1996, Trends in Genetics 12:510; Nadeau JH et al., 1998, Curr. 
Opin. Genet. Dev. 8, 311）。
【０００５】
　示差的遺伝子発現は以下のような各種技法によって検出できる。示差スクリーニング (
Tedder TF et. al. 1988 PNAS 85:208), 差し引きハイブリダイゼーション(Hedrick SM e
t. al. 1984, Nature 308:149)、示差ディスプレイ (Liang P and Pardee A 1993 US5262
311), 遺伝子マイクロアレイ (Lockhart, D et al., 1996,　Nature Biotechnology 14:1
675; Schena M et. al., 1995, Science 270:467; 2000, Nature Genetics 24:236)、発
現差解析法（representational difference analysis: RDA法） (Hubank M et al., 1994
, Nucleic Acids Research 22:5640)、発現配列タグ (EST) の大規模配列決定法、逆転写
酵素PCR、遺伝子発現連続分析 (SAGE; Nacht M et al., 1999, Cancer Res.59:5464) お
よびレーザー捕獲顕微解剖 (Sgroi DC et al., 1999, Cancer Research 59:5656) などで
ある。　マイクロアレイ技法はゲノミクスにおける最新の技術であり、細胞サイクル、生
化学経路、酵母のゲノム拡大発現、細胞成長、細胞分化、単一化合物への細胞反応、遺伝
病などの研究に利用されてきている (M. Schena, 1998, TIBTECH 16:301)。
【０００６】
2.3.　標的タンパク質の同定と特性決定
　従来の生化学的技法では、以前未知であった小分子レセプターを、光架橋法、標識リガ
ンド結合、および親和性クロマトグラフィーなどのインビトロ生化学方法によってタンパ
ク質レベルで同定してきた (Jakoby WB et al., 1974, Methods in Enzymology 46:1)。
これらの方法はタンパク質の精製を必要とする。レセプター遺伝子をクローン化するため
には、ペプチドの配列をそれ以上に決定する必要があり、この配列はそのタンパク質を発
現するcDNAをクローン化するのに使用される。小分子は標識化され、その分子標的を決定
するために使用される (Kwon HJ et. al., 1998, PNAS 95:3356)。代わって、小分子をア
ガロースマトリックスに固定化し、様々な細胞種および生物の抽出物のスクリーニングに
使用できる。例えば、プルバラノールB（purvalanol B）（サイクリン依存キナーゼ阻害
物質として既知）をアガロースマトリックスに固定化し、多様に収集した細胞種と生物の
抽出物のスクリーニングに使用し、キナーゼ活性を持つ多数のタンパク質が単離された (
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Knockaert M et. al., 2000, Chem. Biol. 7:411)。一方、トラポキシンは、ヒストン脱
アセチル化を阻害し、細胞サイクルを停止させるシクロテトラペプチドである。トラポキ
シンと共有結合で修飾された親和マトリックス上で、2つの核タンパク質が、分画細胞抽
出物からヒストン脱アセチラーゼ活性によって同時に精製された。続いて、これらのタン
パク質の配列が決定され、タンパク質をコードするcDNAがcDNAライブラリからクローン化
された (Taunton J et al., 1996, Science 272:408)。
【０００７】
　現時点で、タンパク質－タンパク質間の相互作用を試験する主な系は酵母の2ハイブリ
ッド系である。この方法では、1つのタンパク質がDNA結合ドメインに融合され、別のタン
パク質が真核細胞転写因子のDNA活性ドメインに結合され、酵母を成長させるレポーター
遺伝子の存在下で発現される。2つの異種タンパク質が2つのドメインを引き合わせると、
次いで、相互作用するタンパク質を含んだ酵母が成長によって選択される (Fields S et 
al., 1989, Nature 340:245)。
【０００８】
　酵母の「3ハイブリッド」転写活性化系が、すでに同定された薬物FK506レセプターのコ
ード遺伝子をクローン化するのに使用されている。この3ハイブリッド系は、転写活性化
ドメインに融合したcDNAのライブラリに対する、活性リガンドの固着誘導体を表示する (
Borchardt A. et al., 1997, Chem. Biol. 4:961; Licitra EJ et al., 1996, PNAS 93:1
2817)。Licitraらは、ラットの糖質コルチコイドレセプターのホルモン結合ドメインをLe
x A DNAドメインに融合させ、FK506レセプター(FKBP12) をコードするcDNAを転写活性化
ドメインに融合させ、この2つを酵母2ハイブリッド系において発現させた。この酵母細胞
はデキサメタゾンとFK506の共有結合ヘテロ二量体を含む培地で平板培養され、細胞は非
二量体化FK506によって阻害される可能性のある経路で成長した。この実験を、FK506結合
タンパク質をコードするcDNAに代わり、転写活性ドメインに融合したcDNA発現ライブラリ
で繰り返すと、成長酵母はFK506結合タンパク質をコードするcDNAを含んでいた。しかし
、この実験は既知標的と相互作用する化学物質を使用して行っている。Borchardt Aらは
、FKBP12-GAL4 DNA結合ドメイン融合、FK506結合タンパク質ラパマイシン関連タンパク質
のFRドメイン、およびラパマイシンなどの存在下で、酵母細胞にヒスチジン不在下で細胞
を成長させてHIS3レポーター遺伝子3個を転写させている。
【０００９】
　発現クローニングは、少数プールのタンパク質内で標的を試験するために使用され得る
 (King RW et. al., 1997, Science 277:973)。ペプチド (Kieffer et. al., 1992, PNAS
 89:12048)、ヌクレオチド誘導体 (Haushalter KA et. al., 1999, Curr. Biol. 9:174)
、および薬物-ウシ血清アルブミン (薬物-BSA) 結合体 (Tanaka et. al., 1999, Mol. Ph
armacol. 55:356) が発現クローニングに使用されてきた。
【００１０】
　標的コードDNAとリガンド結合に密接に関与する別な有用な技法は、ファージディスプ
レイである。ファージディスプレイは、モノクロナール抗体分野で主に利用されてきたが
、ペプチドまたはタンパク質ライブラリがウィルス表面で作成され、活性がスクリーニン
グされる（Smith GP, 1985, Science 228:1315）。ファージは固相に接続された標的用に
より分けられる（Parmley SF et al., 1988, Gene 73:305）。ファージディスプレイの利
点の1つは、cDNAがファージ内に存在しているので、別のクローニング手順を必要としな
いことである。Dyaxはファージティスプレイ親和カラムを使用して、小分子ではなく、マ
クロ分子を単離した（US97/04425）。
【００１１】
　最近、Scheらは親和性プローブとして天然物質であるFK506を使用し、T7 cDNAファージ
ディスプレイライブラリからFKBP12をクローン化した。彼らは、ビオチン化したFK506を
支持する親和性マトリックスを使用して、ヒト脳cDNAから調製したファージライブラリを
スクリーニングした。2ラウンドの親和性選択後、残存するファージ粒子は、完全な長さ
のFKBP12に対応する通常の450 bp 挿入部を共有していた。
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【００１２】
　ファージディスプレイの代わりとして、プラスミドディスプレイ（Cull et al., 1992,
 PNAS 89:1865; Schatz PJ et al., 1996, Methods Enzymol 267:171）、ポリソームディ
スプレイ（Mattheakis LC et al., 1996, PNAS 91:9022; Mattheakis LC, 1996, Methods
 Enzymol 267:195）、タンパク質タギング（Whitehorn EA et al., 1995, Biotechnology
 13:1215）、リボソームディスプレイ（Hanes J et al., 1998, PNAS 95:14130）、およ
び細菌および真核生物の細胞表面ディスプレイ（Georgiou G et al., 1997, Nat. Biotec
hnol 15:29; Chesnut J et. al., 1996, J. Imm Methods 193:17）などがある。ペプチド
またはタンパク質も、プロマイシンをコードするmRNAに、プロマイシンを介して化学的に
連結することができる（Roberts R et al., 1997, PNAS 94: 12297）。
【００１３】
2.4.　化学遺伝学
　化学遺伝学は化学物質を使用して遺伝子機能を確認し、遺伝子発現や遺伝子機能に制御
的変化を起こすための新たで強力と考えられるアプローチである。しかし、今日まで、そ
の化学遺伝学的アプローチも、その対象薬物がすでに市場に出回っている既知標的を用い
たハイスループット細胞に基づく従来のスクリーニングアッセイによって、これらの既知
標的にヒットするより多くの物質を見出すという、伝統的な薬物発見プロセスから飛躍的
な進歩は見られていない。化学遺伝学の現状は、Haggarty SJらによる研究（2000, Chem 
Biol 7:275）によって説明されるが、その研究では139種類の化合物が、細胞に基づくア
ッセイにおいて、有糸分裂阻害に対するChembridge Diversetライブラリのハイスループ
ットスクリーニングから同定され、続いてインビトロチューブリン重合アッセイ法によっ
て分析された。139個の化合物のうち52個はコルヒチンと同じメカニズムでチューブリン
を不安定にするアンタゴニストであった。1つの化合物はタキソールと同様なメカニズム
によって、チューブリンを安定化させるアゴニストであることが実証された。86個の化合
物には作用はなく、非チューブリン標的を通じ、有糸分裂をモジューレトする傾向であっ
た。染色体および細胞骨格に対する目で見える作用に基づいて、非チューブリン標的をタ
ーゲットする化合物に対し、7個がチューブリンの弱いアンタゴニストであると考えられ
ており、1個（モナステロール）はキネシン関連タンパク質Eg5を阻害することが認められ
た （Mayer et. al., 1999, Science 286:971）。Haggarty SJらの実験では、20～50 μM
のリガンド濃度でアッセイが実施されたことから、低親和性リガンドが選択されている。
しかし、標的機能を決定する段階では、低親和性リガンドの価値は限定される。
【００１４】
　Rosania GRらはチューブリンに結合し、筋肉細胞の可逆的核分裂や増殖を誘発させる細
胞形態学スクリーニング法によって、新規な小分子、ミロセベリン（myoseverin）を同定
した。この最新の発明とは異なり、Schulzは標準の機能ゲノミクスであるDNAアレイ法の
力をかりて、メカニズムを解明している（Rosania GR et. al.,　2000, Nat Biotechnol 
18:304）。1889年にコルヒチンが有糸核分裂に影響を与えることが認められて以来、化学
物質が機能解明に使用されてきている（Eigsti O, 1949, Science 110:692）。しかし現
在、実際には、既知標的あるいは特定な表現型を生ずる未同定標的に結合するリガンドを
同定するだけに留まっている。 
【００１５】
　未知遺伝子の機能特性を知るために過去に行われた努力の結果は、オーファン（みなし
ご）レセプター解析によって裏付けられている。オーファンレセプターは、以前に同定さ
れたレセプターとDNA配列に類似性を持つ遺伝子によってコードされる。これに基づいて
、それらの配列は自然の生理的役割やリガンドが未知なレセプターのスーパーファミリー
内に挿入される。現時点での最新技術は、遺伝学技術を使用するか、あるいはファミリー
の他のメンバーに結合することが知られている薬物またはタンパク質リガンドを使用して
、それらの機能を決定する段階である（Werme M et. al., 2000, Brain Res 863:112; Bo
rdji K. et. al., 2000, J. Biol. Chem. 275:12243; Yang C., 1999, Cancer Res. 59:4
519; Chiou L, 1999, Br. J. Pharmacol 128:103; Williams C, 2000, Curr. Opinion in
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 Biotechnology 11:42）。
【００１６】
2.5.　標的化学物質の特性決定
　一旦標的物質が確認されると、生物学的アッセイとメカニズムに基づくアッセイの2つ
の主なスクリーニング法が適用される（Gordon et. al., 1994, J. Med. Chem. 37:1386
）（非特許文献１）。生物学的アッセイでは、生存度または代謝によってスクリーニング
された化合物の細胞1個に対する作用を測定する。例えば、ペニシリンは細菌培養中、成
長が抑制されたことで発見された。メカニズムに基づくアッセイには、酵素活性への作用
を測定する生化学的アッセイ、標的およびレポーターシステム（例えば、ルシフェラーゼ
またはβ－ガラクトシダーゼ）が1つの細胞に導入された細胞ベースのアッセイ（Monks A
 et. al., 1997, Anticancer Drug Des. 12: 533）、または結合アッセイなどがある。結
合アッセイは、ウェル、ビーズ（Boswoth N et al., 1989, Nature 1989, 341:167; Meld
al M, 1994, PNAS 91, 3314）、またはチップ（Sunberg S, 2000, Curr. Opin. In Biote
chnol 11:47）に固定された標的、あるいは固定化抗体によって捕獲された標的を用いて
実施され、通常、結合したリガンドは熱量計により、または蛍光を測定することにより検
出される（Sunberg S, 2000, Curr. Opin. In Biotechnology 11:47）。
【００１７】
　新たな結合アッセイの中には、既知機能を持つ標的に結合する分子をキャピラリー電気
泳動によって分離する方法もある（US 5783397; US99/15458）。他の新規アッセイ法では
、ライブラリを質量スペクトルによって分子量によりコード化し逆重畳積分している（Ca
rell T et al., 1995, Chem Biol. 2: 171; Fang AS et. al., 1998, Comb Chem High Th
roughput Screen 1:23; US 99/23837; US99/00024）。組み合わせライブラリの純度を測
定し、血漿試料中の代謝物を分析するために、質量スペクトルと共にHPLCも使用されてい
る（Korfmacher WA et al., 1999, Rapid Commun Mass Spectrom 13:1991; Zeng L et al
., 1998, Comb Chem High Throughput Screen 1:101; Nedved ML et al., 1996, Anal Ch
em 68: 4228; Zimmer D et al., 1999, J. Chromatogr A 854:23; Aubagnac JL, Comb Ch
em High Throughput Screen 2:289）。
【非特許文献１】Gordon et. al., 1994, J. Med. Chem. 37:1386
【発明の開示】
【００１８】
3. 本発明の要旨
　本発明は、機能未知な標的物質を使用し、続いてアッセイで使用する化学物質ライブラ
リから小分子を選択し、標的の機能を決定する段階に関連する。本発明によれば、化学ラ
イブラリのメンバーを生化学的結合アッセイによりタンパク質と混合し、続いて結合する
メンバーを（順番にまたは同時に）インビトロまたはインビボで生物学的アッセイを行い
、生物学的あるいは病理学的条件下で、測定可能な表現型の変化から遺伝子機能を決定す
る。 
【００１９】
　また、本発明では、生物学的アッセイで表現型の変化を誘発する化学物質を使用して、
標的物質の識別を決定する。本発明は、少なくとも1つの生物学的アッセイで多数の可能
性のあるリガンドをスクリーニングし、1つの生物学的アッセイで表現型の変化を生ずる
リガンドを選択し、さらにそのリガンドを使用して標的候補物質をスクリーニングし、変
化した表現型の原因である特定の標的物質を同定する方法を提供している。
【００２０】
　本発明を使用して、遺伝子機能を確定し、同時に薬物標的を確認して薬物リード化合物
を得ることにより、薬物発見方法を合理化することができる。構造活性相関の情報は、標
的物質に結合するが表現型アッセイで異なる活性を示す、多数の多様な構造を有するヒッ
ト化合物を、同時に比較することにより得られ、その情報はリード化合物を迅速に最適化
するのに使用できる。本発明によって、ゲノミクスから得た膨大な数の遺伝子が系統的に
分類され、特定な疾患に対する有用な薬物標的が確認され、選択され得る。
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【００２１】
　本発明は現在の技術とは異なっている、なぜなら現在の技術では既知標的についてスク
リーニングし、一方本発明は標的の正体または機能に関して従前の知識を必要としないか
らである。さらに、本発明は、ライブラリ構築において、あらかじめ決定された特定質量
のサブユニットによる制約は全く受けない。本発明によれば、組み合わせ法または単独法
によって生成された、実質上すべてのリガンドライブラリを使用出来ると思われる。制限
のない例として、化学物質、ペプチド、天然物質、天然様類似物質、糖質または抗体ライ
ブラリが挙げられる。HIV TAT, HSV VP22またはタンパク質形質導入ドメインを含んだア
ンテナペディア（Antennapedia： 黄色ショウジョウバエ変異遺伝子群）ペプチドの1つの
配列を利用してペプチドおよびタンパク質が細胞膜を交差するようにできる（Swartz SR 
et al., 2000, Trends in Cell Biology 10:290）。ライブラリは恐らくリガンドのプー
ルから構成されるか、または個々にスクリーニングされた単一リガンドの収集されたもの
である。
【００２２】
　従って、1つの局面として、本発明は標的分子に結合するリガンド候補を選択する方法
を特徴としている。その方法は、標的分子と1つ以上の候補リガンドとの複合体が形成で
きる条件下で、候補リガンドのライブラリを持つ標的分子を含むインビトロ試料との接触
に関する。この複合体が単離され、その中から1つ以上の候補リガンドが回収される。さ
らに、回収された候補リガンドの1つ以上が同定される。
【００２３】
　上記局面に対する様々な態様において、標的分子は未知の生物学的機能を持つ分子であ
るかまたは薬物標的として以前に確認されていない分子である。他の実施例は、ライブラ
リに少なくとも2つの異なる骨格（scaffolds）を、または少なくとも11種の異なる化合物
を含んでいる。他の実施例では、複合体がサイズ除外法または2層クロマトブラフィーに
よって単離されている（すなわち、内部界面逆相（ISRP）、GFF、またはGFFII樹脂を使用
したクロマトグラフィー）。他の実施例では、MS、IR、FTIR、NMR、および/またはUV分析
法を使用して、回収した候補リガンドを同定している。他の実施例では、本発明の方法と
して、回収候補リガンドの質量スペクトルにおいて、親ピーク、フラグメントピーク、お
よび/または同位体ピークの質量/電荷比を決定する方法も含んでいる。1つの実施例には
、その標的分子に結合することが既知な競合リガンドを持つ試料との接触方法も含んでい
る。この競合リガンドは標的分子と結合する低親和性の候補リガンドの数を減少させ、よ
り高い親和性の候補リガンドが選択されるようにできる。
【００２４】
　1つの局面として、本発明は、標的分子に結合するリガンド候補を選択する別な方法を
特徴とする。この方法では、第一標的分子と1つ以上の候補リガンドとの複合体が形成さ
れ、また第二標的分子と1つ以上の候補リガンドとの複合体が形成される条件下で、第一
標的分子と第二標的分子をリガンド候補ライブラリと共に含んだインビトロ試料との接触
に関する。候補リガンドと結合した第一標的分子を含む複合体、および候補リガンドと結
合した第二標的分子を含む複合体が単離される。第一複合体および/または第二複合体か
ら1つ以上の候補リガンドが回収され同定される。1つの実施例には、第一標的分子または
第二標的分子に結合することが既知な、競合リガンドと試料との接触方法も含んでいる。
【００２５】
　さらに、本発明は、天然にまたは人工的に存在するタンパク質、核酸、炭水化物あるい
は他の有機分子など、標的分子の生物学的に機能を決定する様々な方法を提供する。この
方法は、特定な疾病状態または特定な生物学的刺激物質（例えば、TNFα）の存在下で上
方制御または下方制御される遺伝子またはタンパク質のような、対象とする遺伝子または
タンパク質の機能を決定するために使用され得る。この方法はまた、疾病状態の治療にお
いて、治療に有効な化合物を同定するために使用され得る。
【００２６】
　このような1つの局面において、本発明は標的分子の生物学的機能を決定する方法を提
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供する。この方法は、1つ以上の候補リガンドが標的分子と複合体を形成できる条件下で
、標的分子と候補リガンドのライブラリを含むインビトロ試料との接触に関する。標的分
子と結合する候補リガンドが選択される。生物学的オアッセイによって、選択した候補リ
ガンドの作用が測定され、続いて標的分子の生物学的機能が決定される。様々な実施例に
おいて、標的分子とは、生物学的機能が未知の分子であるか、または薬物標的として以前
に確認されていない分子である。他の実施例において、標的分子は、疾病状態、生理学的
刺激物質の存在（例えば、TNFのようなサイトカイン）下、または特定な細胞または生物
学的過程中において、上方制御または下方制御される。特定な実施例において、標的分子
は、脈管形成、分化、増殖、またはインスリン分泌中に上方制御または下方制御される。
1つの実施例において、選択された候補リガンドは、MS、IR、FTIR、NMR、UVまたは他の適
切な方法によって同定される。特定な実施例において、選択された候補リガンドにより生
物学的アッセイ中に標的分子が増加する。例えば、候補リガンドは、標的分子の作用（酵
素活性のような）を活性化し、標的分子の生成を促進し、標的分子の安定性を高め、標的
分子の位置を変化させ、または標的分子と別の分子との会合を促進させることもある。他
の実施例において、選択された候補リガンドは生物学的アッセイで測定すると標的分子の
活性を低下させる。例えば、候補リガンドは、標的分子の活性を阻害し、標的分子の生成
を阻害し、標的分子の安定性を低下させ、標的分子の位置を変化させ、または標的分子と
別の分子との会合を抑制させることもある。代表的な生物学的アッセイには、非形質導入
細胞株、細胞、組織、またはその標的が以前に知れられていない他の生物的システムによ
るスループットスクリーニングを含む。他の実施例において、生物学的アッセイには、疾
病または異常を持つ生物、または生理学的刺激物質の有無にかかわらず特異的な細胞また
は生体過程が起こっている生物の1組織に対する選択した候補リガンドの作用を決定し、
その結果、標的分子の生物学的機能を決定する段階が含まれる。1つの実施例における組
織は、ヒト組織のような哺乳類組織である。
【００２７】
　同じ標的分子に結合する2つのリガンドを架橋する方法も提供されている。これらの方
法により、1つ以上の標的物質表面上で、2つのリガンドの反応が促進または触媒される。
これらの方法をリガンドライブラリのスクリーニングに用い、どのリガンドが標的分子と
結合するか、またリガンドと組んだどの架橋生成物が最も高い親和力で標的分子と結合す
るかを決定する段階もある。架橋生成物を、治療法開発においてリード化合物として使用
するか、または標的分子の活性部位を特徴づけるために使用することもある。異なった標
的分子に結合する2つのリガンドを架橋させるのに、関連方法を使用することもある。こ
れらの方法を、どの標的分子が対象標的分子と相互作用するかを決定し、その結果、どの
分子が対象標的分子と同じ経路に存在するかを決定するために使用することもある。
【００２８】
　別の局面において、本発明は、関心対象の標的分子と結合する2つのリガンドを反応さ
せる方法を特徴としている。この方法は、標的分子が第一リガンドと第二リガンド両方に
結合し、さらに最初の架橋剤が第二リガンドと共有結合できる条件下で、第一リガンド（
例えば、最初の架橋剤を有する第一リガンド）と第二リガンドを伴う標的分子を含む細胞
またはインビトロ試料に接触し、その結果、第一リガンドと第二リガンドを含む架橋生成
物の形成に関する。実施例によっては、標的分子は未知の二次および三次構造を有する分
子である。他の実施例では、第一リガンドまたは第二リガンドの標的分子との結合部位の
位置または三次構造は知られていない。特定な実施例では、架橋生成物の標的分子に対す
る親和性は、第一リガンドや第二リガンドよりも高い。別の実施例で、架橋生成物は、新
薬発見または開発、リード化合物の最適化、または農業用または環境用の物質の開発に使
用される。さらに別の実施例で、標的分子は、第一と第二リガンド間の反応を促進または
触媒する。別の実施例で、第一リガンドは、標的分子と接触する前に架橋剤の反応を受け
る。さらに別の実施例で、第一リガンド、第二リガンドおよび架橋剤は、標的分子の有無
にかかわらず反応を受ける。
【００２９】
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　別の局面において、本発明は、異なる標的分子と結合する2つのリガンドを反応させる
方法を特徴とする。この方法は、第一リガンド（例えば、最初の架橋剤を有する最初のリ
ガンド）および第二リガンドを伴う、第一標的分子と第二標的分子を含む細胞またはイン
ビトロ試料との接触を含む。接触は、(i)第一標的分子を第一リガンドに結合させる、(ii
)第二標的分子を第二リガンドに結合させる、(iii)第一架橋剤を第二リガンドと共有結合
させるという条件下で、実施され、その結果、第一リガンドと第二リガンドを含む架橋生
成物が形成される。1つの実施例において、第一標的分子と第一リガンドとの結合部位の
位置または三次構造、および/または第二標的分子と第二リガンドとの結合部位の位置ま
たは三次構造は知られていない。1つの実施例において、架橋生成物が形成することは、
第一標的分子（例えばタンパク質）と第二標的分子（例えばタンパク質）が、インビボで
相互作用を行うか、あるいは同じ生体経路の一部であることを示している。別の実施例で
、架橋生成物は、新薬発見または開発、リード化合物の最適化、または農業用または環境
用の物質の開発に使用される。さらに別の実施例で、1つまたは両方の標的分子は、第一
と第二リガンド間の反応を促進するか、または触媒する。別の実施例で、第一リガンドは
、標的分子と接触する前に架橋剤の反応を受ける。さらに別の実施例で、第一リガンド、
第二リガンドおよび架橋剤は、標的分子の有無にかかわらず反応を受ける。
【００３０】
　別の局面において、本発明は、第一タンパク質と結合する第二タンパク質を単離する方
法を提供する。この方法は、第一架橋剤を持つ第一リガンドおよび第二リガンドを伴う第
一タンパク質と第二タンパク質を含む、細胞またはインビトロ試料との接触に関する。そ
の接触は、(i)第一タンパク質を第一リガンドに結合させる、(ii)第二タンパク質を第二
リガンドに結合させる、(iii)第一架橋剤を第二リガンドと共有結合させるという条件下
で、実施され、その結果、第一リガンドと第二リガンドを含む架橋生成物が形成され、さ
らに架橋生成物、第一タンパク質および第二タンパク質を含む複合体が形成される。この
複合体は単離され、複合体内の、あるいは複合体から回収された第一タンパク質および/
または第二タンパク質が同定される。1つの実施例において、第一および/または第二タン
パク質は検出可能な基を含んでいる。別な実施例において、第二リガンドは架橋剤を含む
。1つの実施例において、架橋生成物が形成することは、第一タンパク質と第二タンパク
質が、インビボで相互作用を行うか、あるいは同じ生体経路の一部であることを示してい
る。別の実施例で、架橋生成物は、新薬発見または開発、リード化合物の最適化、または
農業用または環境用の物質の開発に使用される。
【００３１】
　本発明はまた、関心対象の化合物と結合する標的分子を選択する多数の方法を提供する
。例えば、その化合物は、疾病状態を促進または阻害するように見える1つの分子である
かもしれない。選択された標的分子は、例えば、疾病の研究、疾病に関与する他の分子の
同定、また標的分子に結合するか、またはその活性を調節する治療法の同定、あるいは疾
病経路の別のメンバーの同定に、使用されることもある。
【００３２】
　別の局面で、本発明は、関心対象の小分子と結合する標的分子候補を選択する方法を提
供する。その方法は、関心対象の小分子と1つ以上の標的分子候補との複合体が形成でき
る条件下で、標的分子候補のライブラリを持つ小分子を含むインビトロ試料との接触に関
する。複合体は単離され、複合体から1つ以上の標的分子候補が回収され、その結果、関
心対象の小分子と結合する1つ以上の標的分子候補が選択される。様々な実施例で、標的
分子候補ライブラリは、遺伝子組み換え的に生成されるか、または細胞、組織あるいは生
物の抽出物から得られる。標的分子候補のライブラリは、関心対象の小分子との接触に先
立ち、他の構成物質から精製されないか、部分的に精製されるか、または完全に精製され
得る。様々な実施例で、標的分子はファージ表面で発現されるか、または発現されない。
1つの実施例で、標的分子候補ライブラリを持つ小分子との接触に先立ち、対象とするそ
の小分子は、生物学的アッセイにおける作用に基づいて小分子ライブラリから選択される
。1つの実施例で、この方法は、選択された標的タンパク質の同定も含む。特定の実施例
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で、関心対象の小分子は、アミノ酸以外の部分を持つか、または5000、4000、3000、2000
、1000、750、500、または250ダルトン未満の分子量を持つ。
【００３３】
　別の局面で、本発明は、関心対象の小分子と結合する、標的タンパク質を選択する方法
を提供する。この方法は、細胞集団内で、表面タンパク質に共有結合した標的タンパク質
を含むタンパク質融合の発現、すなわち、細胞表面上でタンパク質融合がディスプレイさ
れる条件下で行われる発現を含む。細胞は関心対象の小分子と接触し、関心対象の小分子
と結合する細胞が選択され、その結果、その関心対象の小分子と結合する標的タンパク質
が選択される。代表的な細胞は、哺乳類、細菌、酵母および昆虫の細胞である。1つの実
施例で、この方法は、選択された標的タンパク質の同定も含む。特定の実施例で、関心対
象の小分子は、アミノ酸以外の部分を持つか、または5000、4000、3000、2000、1000、75
0、500、または250未満の分子量を持つ。
【００３４】
　別の局面において、本発明は、関心対象の小分子と結合する標的タンパク質を選択する
別の方法を特徴とする。この方法は、細胞集団内で、表面タンパク質に共有結合した標的
タンパク質を含むタンパク質融合の発現、すなわち、ウィルスに感染した細胞から遊離し
たウィルス表面上でタンパク質融合がディスプレイされる条件下で行われる発現に関する
。ウィルスは関心対象の小分子と接触し、そして関心対象の小分子と結合するウィルスが
選択され、その結果、その関心対象の小分子と結合する標的タンパク質が選択される。1
つの実施例で、この方法は、選択された標的タンパク質の同定も含む。様々な実施例にお
いて、ウィルスはバクテリオファージまたはアデノウィスルである。特定の実施例で、関
心対象の小分子は、アミノ酸以外の部分を持つか、または5000、4000、3000、2000、1000
、750、500、または250未満の分子量を持つ。さらに他の実施例では、関心対象の小分子
はビオチンを含まず、また細菌によって天然には生成されない。さらに別な実施例で、関
心対象の小分子は、核酸、脂質あるいは炭水化物である。さらに別な実施例で、関心対象
の小分子は、磁気または蛍光ビースのような固体表面に固定化される。別の実施例で、ア
デノウィルスは293細胞またはperc6細胞を感染させるために使用され、またはバクテイオ
ファージが細菌を感染させるために使用される。
【００３５】
　別の局面で、本発明は、関心対象の小分子と結合する標的タンパク質を選択する方法を
特徴とする。この方法は、細胞またはインビトロ試料集団において、標的タンパク質ライ
ブラリを発現することに関わっており、そのライブラリ内で各標的タンパク質はそれをコ
ードする核酸に共有結合している。細胞またはインビトロ試料は関心対象の小分子と接触
し、関心対象の小分子と結合する標的タンパク質が選択される。1つの実施例で、この方
法は、選択された標的タンパク質の同定も含む。特定の実施例で、関心対象の小分子は、
アミノ酸以外の部分を持つか、または5000、4000、3000、2000、1000、750、500、または
250未満の分子量を持つ。
【００３６】
　標的分子または関心対象の小分子と結合する標的分子を選択する上述のいずれの方法に
関する様々な態様において、少なくとも2、5、10、20、50、100、1000、10000、またはそ
れ以上の分子量の標的分子を小分子と接触させる。他の実施例で、標的ペプチドまたはタ
ンパク質は、ファージディスプレイ、細胞表面ディスプレイ、プラスミドディスプレイ、
リボソームディスプレイ、ウィルスディスプレイのような標準的方法によって、その標的
をコードするポリヌクレオチドと会合されている。さらに別な実施例で、その小分子は、
カラム、ビーズ、または磁気ビースのような固体表面に固定化される。他の実施例で、小
分子は蛍光基を含んでいるか、または小分子は間接あるいは直接的に蛍光基とリンクして
おり（例えば、蛍光標識抗体との結合よるリンク）、さらに小分子と標的分子の複合体は
FACS識別法によって単離される。他の実施例で、関心対象の小分子は、天然に存在しない
分子、または天然に存在する分子で細菌以外の生物の由来である（例えば、天然のヒト由
来の分子）。
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【００３７】
　本発明はまた、標的分子を薬物標的として実験的に確認する前に、標的分子に結合する
化合物を同定する方法を提供する。さらに、2つ以上の標的分子に対するリガンドを同定
する方法も提供される。例えば、複数の標的分子を含むアッセイを実施するか、複数のア
ッセイを同時に実施することにより、複数の標的分子に対する結合剤も同時に同定され得
る。これらのハイスループットアッセイにより、分析する標的分子の数が大幅に増加する
。
【００３８】
　従って、1つの局面において、本発明は、薬物標的として標的分子を確認する前に、標
的分子と結合するか、またはその活性を調節する候補化合物を選択する方法を提供する。
この方法は、1つ以上の候補化合物が標的分子と結合できるか、または標的分子の活性を
調節できる条件下で、候補化合物のライブラリを持つ薬物標的として、以前に確認されて
いない標的分子を含む細胞またはインビトロ試料への接触に関する。標的分子と結合する
か、その活性を調節する候補化合物が選択される。1つの実施例で、選択された候補化合
物が同定される。他の実施例で、この方法は、生物学的アッセイによって選択した候補化
合物の作用を測定し、その結果、標的分子の生物学的機能を決定する段階も含む。さらに
他の実施例で、その細胞またはインビトロ試料は、少なくとも2、5、10、20、30、50、10
0個、またはそれ以上の標的分子を含み、各標的分子に対し、標的分子と結合あるいはそ
の活性を調節する候補化合物が選択される。
【００３９】
　別の局面で、本発明は標的分子と結合するか、またはその活性を調節する候補化合物を
選択する方法を特徴とする。この方法は、1つ以上の候補化合物を第一標的分子と結合さ
せるか、またはその活性を調節させる条件下で、また1つ以上の候補化合物を第二標的分
子と結合させるか、またはその活性を調節させる条件下で、候補化合物のライブラリを持
つ第一および第二標的分子を含む、細胞またはインビトロ試料への接触に関する。第一標
的分子と結合するかまたはその活性を調節する候補化合物が選択され、さらに第二標的分
子と結合するかまたはその活性を調節する候補化合物が選択される。1つの実施例で、1つ
以上の選択された候補化合物が同定される。他の実施例で、この方法は、選択した1つ以
上の候補化合物の作用を生物学的アッセイにより測定し、その結果、標的分子の生物学的
機能を決定する段階も含む。さらに他の実施例で、その細胞またはインビトロ試料は、少
なくとも5、10、20、30、50、100個、またはそれ以上の標的分子を含み、各標的分子に対
し、標的分子と結合あるいはその活性を調節する候補化合物が選択される。
【００４０】
　本発明はまた多様なデータベースを特徴とする。これらのデータベースは、本発明のい
ずれかの方法によって得られる情報を保存するのに有用である。これらのデータベースは
、治療法の開発、および特定な患者または特定なタイプの患者に対する好ましい治療法を
選択する際に使用されることもある。これらのデータベースの他の利用法が、多数本書に
記載されている。
【００４１】
　上述の1つの局面において、本発明は、標的分子と結合するかあるいはその活性を調節
するリガンドおよびそのリガンド能力の記録に関連する標的分子の記録が、少なくとも10
、102、103、104、105、106、107、108、または109件含む電子データベースを特徴とする
。 関連する局面として、本発明は、生物学的機能が未知で薬物標的および/または標的分
子として以前に確認されていない、標的分子の膨大な記録を含む電子データベースを提供
する。それらの記録は、標的分子と結合するか、またはその活性を調節するリガンドとそ
の能力に関する記録に関連している。別の関連する局面において、本発明は、ドメインと
結合するリガンドとその能力についての記録に関連する、標的分子ドメインの記録が、少
なくとも10、102、103、104、105、106、107、108、または109件含む電子データベースを
特徴とする。 「ドメイン」とは、同じタイプの反応を触媒するか、または同じタイプの
分子と結合する1つ以上のタンパク質中に見られるドメインを意味し、このドメインは、D
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NAあるいはアミノ酸配列分析、X線結晶構造解析、または生物学的アッセイに基づき、異
種タンパク質構造モチーフあるいは機能ファミリーとして同定される。例えば、データベ
ースは、キナーゼドメイン（すなわち、1つ以上のキナーゼと結合する能力）またはホス
ファターゼドメイン（すなわち、1つ以上のホスファターゼと結合する能力）に結合する
リガンドおよびその能力についての記録を含むことがある。このデータベースは、例えば
、タンパク質または他の標的分子の結合部位の特性決定に、また特定な結合部位または特
定な化合物族へのリガンドの選択性を決定する際に使用されることもある。
【００４２】
　上記データベースの様々な態様において、データベースは、細菌、酵母または哺乳類の
ような生物のプロテオーム中の、タンパク質あるいはタンパク質ドメインの少なくとも0.
5、1、5、10、20、30、40、50、60、70、80、90、または100%の記録を含んでいる。特定
な実施例で、データベースは、ヒトプロテオーム中のタンパク質あるいはタンパク質ドメ
インの少なくとも0.5、1、5、10、20、30、40、50、60、70、80、90、または100%の記録
を含んでいる。さらに別の実施例で、データベースは、1つの生物のゲノム中の転写解読
枠（open reading frames ：ORF）の少なくとも0.5、1、5、10、20、30、40、50、60、70
、80、90、または100%に対して、ORFによって発現された少なくとも1つのタンパク質の記
録を含む。
【００４３】
　別の局面で、本発明は、本発明のデータベースを含み、さらに(i) その記録がコンピュ
ータに保存されている標的分子に結合するか、あるいはその分子の活性を調節する1つ以
上のリガンドを表示できる、または、(ii) その記録がコンピュータに保存されているリ
ガンドに結合するか、あるいはそのリガンドよって調節される活性を有する1つ以上の標
的分子を表示できる、ユーザーインタフェースを含むコンピュータを特徴とする。代表的
なデータベースは、以前に確認されていない標的分子、あるいは生物学的機能が未知な標
的分子のような標的について少なくとも10件の記録を含んでいる。
【００４４】
　別の局面で、本発明は、化合物によって影響を受ける1つ以上の生物学的アッセイにお
いて、1つの表現型の記録に関連して、少なくとも102、103、5 x 103、104、105、106、1
07、108、または109件の化合物の記録を含む電子データベースを提供する。生物学的アッ
セイは、化合物と結合するタンパク質をコードする核酸の外因性コピーを含まないか、あ
るいは外因性リポーター遺伝子を含まない、細胞またはインビトロ試料に関する。
【００４５】
　別な局面で、本発明は、上述の局面におけるデータベースを含み、さらに(i) その記録
がコンピュータに保存されている化合物に対する1つ以上の生物学的アッセイ中で1つ以上
の表現型を表示できるか、または、(ii) その記録がコンピュータに保存されている表現
型に作用する1つ以上の化合物を表示できる、ユーザーインタフェースを含むコンピュー
タを特徴とする。
【００４６】
　別の局面で、本発明は、標的分子の発現プロフィールまたは活性の記録に関連して、少
なくとも10件の標的分子記録を含む電子データベースを提供する。別の局面として、本発
明は、標的分子の発現プロフィールまたは活性の記録に関連する、機能が未知で、薬物標
的および/または標的分子として以前に確認されていない標的分子の膨大な記録を含む、
電子データベースを特徴とする。いずれのデータベースの様々な実施例において0.5、1、
5、10、20、30、40、50、60、70、80、90または100%の生物プロテオームのタンパク質の
記録、または、少なくとも102、103、5 x 103、104、105、106、107、108、または109 件
の標的分子の記録を含む。他の実施例では、データベースは、生物プロテオーム（例えば
ヒトプロテオーム）中の少なくとも0.5、1、5、10、20、30、40、50、60、70、80、90、
または100%のタンパク質の記録を含む。さらに別の実施例で、データベースは、1つの生
物のゲノム中の転写解読枠（open reading frames ：ORF）の少なくとも0.5、1、5、10、
20、30、40、50、60、70、80、90、または100%に対して、ORFによって発現された少なく
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とも1つのタンパク質の記録を含む。
【００４７】
　さらに別の局面で、本発明は、本発明のデータベースを含み、さらに(i) その記録がコ
ンピュータに保存されている標的分子の、1つ以上の発現プロフィールまたは活性を表示
できるか、または、(ii) その記録がコンピュータに保存されている発現プロフィールま
たは活性を有する、1つ以上の標的分子を表示できる、ユーザーインタフェースを含むコ
ンピュータを特徴とする。様々な実施例において、データベースは、以前に薬物標的とし
て確認されていない標的分子、あるいは生物学的機能が未知な標的分子のような標的分子
の少なくとも10件の記録を含んでいる。
【００４８】
　データベースまたはコンピュータは共に、以下のいずれかの方法で使用できる。これら
のデータベースの代表的な使用法には、活性部位／タンパク質の共有する化学的骨格構造
と種類の収集、結合特徴と重なりなど結合特性の広範囲なインデックス作成、標的分子の
骨格の特異性の確認、化合物の潜在的毒性の確認、特定な生物学または病理学を探知する
化合物の選択、特定な化合物の作用の原因となる標的分子の選択、薬理ゲノミクスに基づ
く治療法の選択、および薬物最適化のリード化合物として必要な骨格を選択する段階など
を含む。
【００４９】
　そういった1つの局面において、本発明は、関心対象の表現型に関与する標的分子を同
定する方法を特徴とする。この方法は、リガンドおよび表現型を引き起こすかまたはそれ
の一因となるリガンド能力の記録に関連する、生物学的アッセイにおける表現型の膨大な
記録を含んだ電子データベースの使用に関する。関心対象の表現型の選択が受け入れられ
、その表現型を導く一因となる1つ以上のリガンドが同定される。リガンドに結合するか
、またはリガンドによって調節される活性を有する標的分子の記録に関連する、膨大なリ
ガンドの記録を含む電子データベースを使用して、関心対象の表現型を導く一因となるリ
ガンドに結合するか、またはそのリガンドによって調節される1つ以上の標的分子を同定
し、その結果、関心対象の表現型に関与する1つ以上の標的分子を同定する。1つの実施例
で、関心対象の表現型は疾病状態に関連しており、標的分子がその疾病状態を促進するか
または阻害するかが決定される。1つの実施例で、この方法はコンピュータで実行される
。
【００５０】
　さらに別の局面において、本発明は、関心対象の標的分子に会合している表現型を同定
する方法を特徴とする。この方法は、標的分子に結合するか、またはその活性を調節する
リガンドおよびリガンド能力の記録に関連する、膨大な標的分子の記録を含み、さらに関
心対象の標的分子の選択を受け入れる電子データベースを提供することに関する。標的分
子に結合するかその活性を調節する1つ以上のリガンドが同定される。生物学的アッセイ
中のリガンドによりもたらされる表現型の記録に関連する、膨大なリガンドの記録を含む
電子データベースが提供され、そのデータベースを使用して、その生物学的アッセイ中の
1つ以上のリガンドによりもたらされる表現型を同定し、その結果、関心対象の標的分子
に関与する1つ以上の表現型を同定する。1つの実施例で、この方法はコンピュータで実行
される。
【００５１】
　さらに別の局面において、本発明は、結合するか、または関心対象の標的分子の活性を
調節するリガンドを同定する方法を特徴とする。この方法は、標的分子に結合するか、ま
たはその活性を調節するリガンドおよびリガンド能力の記録に関連する、少なくとも10件
の標的分子の記録を含み、さらに関心対象の標的分子の選択を受け入れる電子データベー
スを提供することに関する。標的分子に結合するかその活性を調節する1つ以上のリガン
ドが同定される。様々な実施例において、本方法は、結合するか、または関心対象の標的
分子活性を調節する2つ以上の化学構造を比較し、その結果、関心対象の標的分子の結合
または調節を促進するリガンドが持つ官能基を同定する段階を含む。他の実施例では、本
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方法は、関心対象の標的分子と結合するか、またはその活性を調節する2つ以上のリガン
ドの化学構造を比較し、その結果、リガンドの収集中に1つ以上の官能基または骨格の頻
度を決定する段階も含む。他の実施例では、1つ以上の化合物が、薬物の発見または開発
、あるいはリード化合物の最適化において使用する、2つ以上のリガンドに存在する1つ以
上の官能基を持っている。1つの実施例で、この方法はコンピュータで実行されている。
【００５２】
　さらに別な局面において、本発明は、結合するか、または関心対象のリガンドによって
調節される活性を有する標的分子を同定する方法を特徴とする。この方法は、結合するか
、またはそのリガンドによって調節される活性を有する標的分子の記録に関連する、少な
くとも10件のリガンドの記録を含み、さらに関心対象のリガンドの選択を受け入れる電子
データベースを提供することに関する。結合するか、または関心対象のリガンドによって
調節される活性を有する1つ以上の標的分子が同定される。様々な実施例において、本方
法は、関心対象のリガンドと結合する2つ以上の標的分子の化学構造を比較し、その結果
、関心対象のリガンドの結合を促進あるいは、その結合の一因となる標的分子内の官能基
あるいはドメインを同定する段階を含む。
【００５３】
　さらに別の局面では、本発明は、関心対象のリガンドの選択性を決定する方法を特徴と
している。この方法は、標的分子に結合するか、またはその活性を調節するリガンドおよ
びリガンド能力の記録に関連する、少なくとも10件の標的分子の記録を含み、さらに関心
対象のリガンドの選択を受け入れる電子データベースを提供することに関する。結合する
かまたはリガンドによって調節される、データベース中の標的分子の数が決定され、その
結果、関心対象のリガンドの選択性を確認する。様々な実施例において、リガンドは、疾
病状態、有害な副作用、または毒性に関与している標的分子の活性を増大させるが、そう
いったリガンドは、薬物の発見または開発、リード化合物の最適化、または農業用または
環境用の物質の開発から除外される。他の実施例において、リガンドは、疾病状態、有害
な副作用、または毒性に関与している標的分子の活性を抑制させるが、そういったリガン
ドは、薬物の発見または開発、リード化合物の最適化、または農業用または環境用の物質
の開発向けに選択される。1つの実施例で、この方法はコンピュータで実行されている。
【００５４】
　さらに別な局面では、本発明は、被験者の疾病もしくは障害の治療、安定化、または予
防のための治療法を選択する方法を提供する。この方法は、治療薬および標的分子に結合
するかまたはその活性を調節する能力の記録に関連する、少なくとも10件の標的分子を含
む電子データベースを提供し、さらに疾病または障害に関与する突然変異を有する被験者
において標的分子を決定する段階を含む。標的分子と結合するかまたはその活性を調節す
る治療薬がデータベースから選択され、その結果、治療薬により疾病または障害が治療、
安定化または予防される。他の実施例で、突然変異を有する被験者または被験者群が、そ
の治療法の臨床試験のために選択されるか、またはその臨床試験の特定サブグループに分
類される。特定な実施例で、標的分子は、タンパク質または核酸である。1つの実施例で
、この方法はコンピュータで実行されている。
【００５５】
　さらに別な局面では、本発明は、患者の疾病もしくは障害の治療、安定化、または予防
のための治療法を選択する別法を特徴とする。この方法は、治療薬および標的分子に結合
するかまたはその活性を調節する能力の記録に関連する、少なくとも10件の標的分子の記
録を含む電子データベースを提供し、さらに疾病または障害に関与する突然変異を有する
患者において標的分子を決定する段階を含む。標的分子に結合しないか、またはその活性
を調節しない治療薬が、データベースから選択される。1つの実施例において、突然変異
によって、データベース内の1つ以上の治療薬に対する標的分子の親和性が減少し、その
結果、変異のある被験者では、変異のない被験者に比べ、治療薬の有効性が減少すること
もある。本実施例によれば、標的分子以外の分子と結合する治療薬が選択される。他の実
施例で、突然変異を有する被験者または被験者群は、標的分子の変異型に対し親和性が減
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少している治療薬の臨床試験から除外されるか、あるいはその被験者または被験者群は臨
床試験の特定サブグループとして分類される。他の実施例で、突然変異を有する被験者ま
たは被験者群は、標的分子以外の分子と結合する治療薬の臨床試験で選択されるか、ある
いはその被験者または被験者群は臨床試験の特定サブグループとして分類される。特定な
実施例で、標的分子は、タンパク質または核酸である。1つの実施例で、この方法はコン
ピュータで実行されている。
【００５６】
　本発明はまた、関心対象の化合物が試料中に存在しているかを決定するための質量分析
の改良方法を特徴とする。これらの方法を使用して、特定な標的分子に対するリガンドを
同定し得る。
【００５７】
　上述のような1つの局面において、本発明は、関心対象の化合物が試料中に存在してい
るかを決定する方法を提供する。この方法は、(i) 化合物ライブラリから得た2つ以上の
化合物の参照質量スペクトル、および(ii) そのライブラリから得た1つ以上の化合物を含
む試料の被験質量スペクトルの決定または提供を含む。参照質量スペクトルの1つ以上の
ピークが被験質量スペクトルに含まれているかを決定し、その結果、参照質量スペクトル
を生成した化合物が試料中に存在しているかを決定する。様々な実施例において、被験質
量スペクトルの全ピークが1つの化合物に割り当てられるまで、参照質量スペクトルを順
にまたは同時に解析する。他の実施例では、参照質量スペクトルのピークが被験質量スペ
クトルに含まれているか否かを決定する段階は、1つ以上の参照質量スペクトルのピーク
が被験質量スペクトルに含まれているか否かを順番に決定する段階を含む。さらに他の実
施例で、参照質量スペクトルのピークが被験質量スペクトルに含まれているか否かの決定
は、(i) 参照質量スペクトルの全ピークが被験質量スペクトル中に存在すると決定し、そ
れにより、参照質量スペクトルを生成した化合物が試料中に存在することを決定するまで
、または(ii) 参照質量スペクトルの1つのピークが被験質量スペクトル中に存在しないと
決定し、それにより、参照質量スペクトルを生成した化合物が試料中に存在しないと決定
するまで、繰り返される。
【００５８】
　さらに別な局面において、本発明は、関心対象の化合物が試料中に存在しているかを決
定する別法を提供する。この方法は、(i) 化合物ライブラリから得た2つ以上の化合物の
参照質量スペクトル、および(ii) そのライブラリから得た1つ以上の化合物を含む試料の
被験質量スペクトルの決定または提供を含む。被験質量スペクトルの1つ以上のピークを
解析し、それらのピークが参照質量スペクトルに含まれているかを決定する。被験質量ス
ペクトル中に存在する1つのピークを含む参照質量スペクトルに対して、参照質量スペク
トルの1つ以上の他のピークを解析し、それらのピークが被験質量スペクトル中に存在す
るかを決定し、それにより、参照質量スペクトルを生成する化合物が試料中に存在するか
を決定する。特定な実施例は、参照質量スペクトルのピークが被験質量スペクトル中に存
在しているかを決定する段階は、1つ以上の参照質量スペクトルのピークが被験質量スペ
クトルに含まれているかを順番にまたは同時に決定する段階を含む。他の実施例で、参照
質量スペクトルの1つのピークが被験質量スペクトル中に存在するかの決定は、(i) 参照
質量スペクトルの全ピークが被験質量スペクトル中に存在することを決定し、それにより
、参照質量スペクトルを生成した化合物が試料中に存在することを決定するまで、または
(ii) 参照質量スペクトルの1つのピークが被験質量スペクトル中に存在しないと決定し、
それにより、参照質量スペクトルを生成した化合物が試料中に存在しないと決定するまで
、繰り返される。
【００５９】
　関心対象の化合物が試料中に存在するかを決定する上述のいずれかの方法についての様
々な実施例において、ライブラリ中の各化合物質量スペクトルが決定される。さらに他の
実施例では、参照スペクトルの少なくとも1つのピークは同位体ピーク、フラグメントピ
ーク、または親ピークである。特定な実施例で、本方法は、参照スペクトルの全ピークが
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被験質量スペクトル中に存在しているかの決定を含む。他の実施例では、参照質量スペク
トルは、質量スペクトルを生成する化合物の記録に関連する、質量スペクトルの1つ以上
の特性の記録を含むデータベースに含まれている。特定な実施例において、データベース
には、同位体ピークの質量/電荷比、フラグメントピークの質量/電荷比、親ピークの質量
/電荷比、同位体のピーク強度、フラグメントのピーク強度、および親ピークの強度から
なる群より選択される1つ以上の特性に関するデータが含まれる。さらに他の実施例で、1
つの被験質量スペクトルピークが参照質量スペクトル中に存在しているかを決定する1つ
以上の操作は、コンピュータによって実行されている。 
【００６０】
　本発明においてはまた、関心対象の化合物が試料に存在しているかを決定するプロブラ
ムを内蔵したコンピュータ読み取り可能なメモリを提供する。このコンピュータ読み取り
可能なメモリは、参照質量スペクトル（すなわち、化合物のライブラリから得た個々の化
合物の質量スペクトル）の1つ以上のピークの質量/電荷比を含む質量分析データを入力値
として受け取るコンピュータコードを含む。このコンピュータ読み取り可能なメモリはま
た、被験質量スペクトル（すなわち、ライブラリから得た1つ以上の化合物を含む試料の
質量スペクトル）の1つ以上のピークの質量/電荷比を含む質量分析データを入力値として
受け取るコンピュータコードを含む。コンピュータ読み取り可能なメモリはまた、参照質
量スペクトルのピークが被験質量スペクトルに含まれているかを決定し、それにより、参
照質量スペクトルを生成する化合物が試料中に存在するかを決定する、コンピュータコー
ドを有する。
【００６１】
　関連する局面において、発明は、関心対象の化合物が試料に存在しているかを決定する
プロブラムを内蔵したコンピュータ読み取り可能なメモリを特徴とする。そのメモリは、
参照質量スペクトル（すなわち、化合物ライブラリから得た個々の化合物の質量スペクト
ル）の1つ以上のピークの質量/電荷比を含む質量分析データを入力値として受け取るコン
ピュータコード、および被験質量スペクトル（すなわち、ライブラリの1つ以上の化合物
を含む試料の質量スペクトル）の1つ以上のピークの質量/電荷比を含む質量分析データを
入力値として受け取るコンピュータコードを含む。またメモリは、被験質量スペクトルの
1つ以上のピークが参照質量スペクトルに含まれているかを決定するコンピュータコード
、および、参照質量スペクトルの全ピークが被験質量スペクトル中に存在しているかを決
定し、それにより、参照質量スペクトルを生成した化合物が試料中に存在しているかを決
定する、コンピュータコードも含む。
【００６２】
　本発明はまた、発現ベクター生産の自動化またはタンパク質の生産および生成の自動化
方法を特徴とする。
【００６３】
　そのような1つの局面において、本発明は、関心対象のタンパク質をコードする2つ以上
のベクターを作成する方法を特徴としている。この方法は、関心対象の第一タンパク質を
コードする第一核酸と第一骨格核酸を、それらが反応し得る条件下で、ロボット操作装置
を使用しロボット操作で接触させ、それにより、第一タンパク質をコードする第一ベクタ
ーを作成する段階、さらに、関心対象の第二タンパク質をコードする第二核酸と第二ベク
ター核酸を、それらが反応し得る条件下で、ロボット操作装置を使用しロボット操作で接
触させ、それにより、第二タンパク質をコードする第二ベクターを作成する段階に関与す
る。いくつかの実施例では、本法はまた、第一ベクタを第一細胞に挿入し得る条件下で、
第一ベクターを第一細胞にロボット操作で接触させる段階、ならびに第二ベクターを第二
細胞に挿入し得る条件下で、第二ベクターを第二細胞にロボット操作で接触させる段階を
含む。様々な実施例で、少なくとも3、4、5、8、10、15、30、60、90個またはそれ以上の
ベクターが同時に作製される。他の実施例では、骨格核酸は発現ベクターに線形化され、
関心対象のタンパク質をコードする挿入片は、挿入片を含む円形ベクターを生成し得る条
件下で、発現ベクターと連結される。他の実施例では、第一と第二ベクターまたは細胞は
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ロボット操作装置の別々のフラスコまたはウェルに入れられる。他の実施例では、第一細
胞は第一タンパク質を発現し、第二細胞は第二タンパク質を発現する。さらに他の実施例
では、第一タンパク質と第二タンパク質は、以下の局面記載のように精製される。他の実
施例で、第一細胞/第二細胞は、大腸菌のような細菌、ショジョウバエ細胞のような昆虫
細胞、またはCos、HEK293、またはCHOのような哺乳類の細胞である。他の実施例で、第一
ベクターと第二ベクタは、第一タンパク質と第二タンパク質の生成のため、第一細胞と第
二細胞から昆虫や哺乳類細胞のような別の細胞種に移される。他の実施例において、回転
ボトルシステム、Stirタンクシステム、キャピラリー細胞培養システム、またはバイオリ
アクターを使って細胞が増殖される。第一ベクターおよび/または第二ベクターを使って
、本発明のいずれの方法（例えば、タンパク質に結合するリガンドを同定する）でも使用
されるタンパク質を生成できる。
【００６４】
　本発明の1つのタンパク質の生成および/または精製方法は、結果としてロボット操作装
置内の第一培養液中に第一タンパク質が分泌される条件下で、第一タンパク質を第一細胞
中で発現すること、また結果としてロボット操作装置内の第二培養液中に第二タンパク質
を分泌する条件下で、第二タンパク質を第二細胞中で発現することを含む。ロボット操作
装置により、第一培養液が第一クロマトグラフィーのカラムに移され、第二培養液が第二
クロマトグラフィーのカラムに移される。1つの実施例で、第一タンパク質と第二タンパ
ク質が単離され、それにより第一タンパク質および第二タンパク質を精製する。様々な実
施例で、少なくとも3、4、5、8、10、15、30、60、90個またはそれ以上のタンパク質が同
時に精製される。他の実施例では、第一と第二細胞はロボット操作装置の別々のフラスコ
またはウェルに入れられる。他の実施例では、第一細胞/第二細胞は、大腸菌のような細
菌、ショジョウバエ細胞のような昆虫細胞、またはCos、HEK293、またはCHOのような哺乳
類の細胞である。他の実施例で、第一細胞および/または第二細胞は、一過的に形質移入
されたCos、HEK293、ショウジョウバエ細胞、またはCHO 細胞、あるいは安定して形質移
入されたCos、HEK293、CHO、大腸菌、またはショウジョウバエ細胞である。さらに他の実
施例で、第一タンパク質および/または第二タンパク質は哺乳類または昆虫の細胞中でグ
ルコシル化される。様々な実施例において、第一タンパク質または第二タンパク質は、天
然に分泌シグナルを有しているか、または分泌シグナルを持つように遺伝的に修飾されて
おり、その結果、それらのタンパク質は細胞から培養液中に分泌される。第一タンパク質
および/または第二タンパク質は、本発明のいずれの方法（例えば、タンパク質に結合す
るリガンドを同定する）においても使用できる。他の実施例で、ロボット操作装置を使用
して、第一タンパク質および/または第二タンパク質を候補リガンドのライブラリと接触
させ、本書で記載されているいずれかの方法によって、タンパク質と結合するリガンドを
選択できる。さらに他の実施例では、関心対象の小分子とロボット操作で接触する標的分
子ライブライのメンバーとして、第一タンパク質および/または第二タンパク質を使用し
、本書で記載されているいずれかの方法によって、関心対象の小分子と結合する標的分子
を選択する。
【００６５】
　本発明のいずれかの局面の様々な態様において、リガンドは共有結合または非共有結合
で標的分子と結合する。他の実施例で、リガンドは、標的分子と結合するかまたは標的分
子と同じ経路内の別の分子と結合し、それにより、標的分子を活性化または阻害する。他
の実施例で、リガンドの分子量は、5000、4000、3000、2000、1000、750、500または250 
ダルトン未満である。他の実施例で、リガンドは、5、4、3、または2個未満の水素結合ド
ナーを、または10、8、6、4、または3個の水素結合ドナーを有する。さらに他の実施例で
、リガンドのc logP は4.15未満である。さらに他の実施例で、リガンドはFK506ではない
。他の実施例で、選択された候補リガンドは、Kd が 1 fM未満、1 fM から 1 nMの間、1 
nM から 1 μMの間、または1 μM未満で標的分子と結合する。他の実施例で、選択された
候補リガンドは、IR、MS、NMR、UV、アミノ酸配列決定、核酸配列決定、またはそれらを
併用した解析を受ける。他の実施例で、同位体またはフラグメントピークを使用し、ライ
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ブラリの別の候補リガンドと同じ質量を持つ候補リガンドを同定する。
【００６６】
　本発明のいずれの局面の様々な他の態様において、候補リガンドおよび/または標的分
子は溶液相に存在している。他の実施例では、リガンドまたは標的分子はビーズまたはチ
ップのような固体表面に固定化される。他の実施例では、アッセイ培養液はクロマトグラ
フィーによって画分に分別される。特定な実施例では、複合体は、サイズ排除型（例えば
、シリカ、またはポリマー樹脂を使用）、多モード型、二モード型、または二相型クロマ
トグラフィー（例えば、サイズ排除型の逆相、サイズ排除型のアニオン交換、サイズ排除
型のカチオン交換など2つ以上の特徴を有するクロマトグラフィー、または内部表面逆相
（ISRP）、GFFあるいは GFFII樹脂）によって、単離される。代表的な樹脂は、ジオール
、セファロース、スペロース、およびポリメチルメタクリレートを含む。他の好ましい樹
脂は、5、50、500、500、5000、あるいは7000 psiを超えても安定である。特定の実施例
で、異なる分離特性を持つ樹脂を含むカラムが順番に組み合わされる。他の実施例では、
カラムクロマトグラフィーが複合体の単離に使用され、複合体は60、30、20、15、10、5
、3、2、または1分未満でカラムから溶出し、ボイド量は20、15、10、5、4、3、2、また
は1 mL未満であり、あるいは、カラム直径は、5、4、3、2、または1mm未満である。他の
実施例では、HPLC、スピンカラム、キャピラリークロマトグラフィーまたはろ過を使用し
て、複合体を単離する。他の実施例では、HPLCのUV吸収の減少または非結合リガンドに相
当する他のクロマトグラフィーピークを使用し、非結合リガンド量の減少を検出している
（つまり、結合リガンド量の増加）。さらに他の実施例では、標的分子と結合候補リガン
ドの複合体には、結合リガンドを標的分子から分離するためのクロマトグラフィー操作を
行う。本発明のいずれかの局面のまた他の実施例において、固定化された標的は、候補リ
ガンドと接触され、さらに支持体は候補リガンド不含の培養液で洗浄され、すべての結合
リガンドを標的から遊離する方法で処理される。さらに他の実施例では、標的を候補リガ
ンドに曝露後、支持体を標的分子不含の培養液で洗浄し、支持体から候補リガンド分子お
よびあらゆる結合標的分子を取り除く方法で、支持対を処理する。他の局面において、こ
の方法の1つ、複数またはすべての操作がロボット操作で自動化されるか、またはコンピ
ュータで実行さている。
【００６７】
　本発明のあらゆる局面のさらに他の態様において、選択された標的の機能または活性は
、化学的アッセイ、生化学的アッセイ、酵素アッセイ、生物学的アッセイ、またはそれら
の組み合わせによって特徴づけられる。特定な実施例で、標的分子の機能は、アポトーシ
スアッセイ、増殖アッセイ、壊死アッセイ、血管形成アッセイ、浸潤アッセイ、またはそ
れらを併用して特徴づけられる。他の実施例で、候補標的分子は、生化学的抽出物、細胞
、組織、生物体、または遺伝子組み換え源から単離される。さらに他の実施例で、選択さ
れた標的分子は、NMR、IR、UV、MS （例えば MALDITOF、MALDI、シングル4重極、トリプ
ル4重極、または電子スプレイ、MSまたはMS-MS（タンデムマス））、アミノ酸配列決定法
、または核酸配列決定法によって、同定される。他の実施例では、候補標的分子は全長タ
ンパク質または全長に足りないタンパク質のフラグメントである。代表的な標的には、GP
CR、キナーゼ、イオンチャネル、核レセプター、プロテアーゼ、ホスファターゼ、および
メチラーゼのような酵素およびレセプターが含まれる。標的には、治療薬として有効な化
合物が以前に開発された、またはされていない分子または分子のクラスを含むこともある
。
【００６８】
　候補リガンドについての本発明の様々な局面の全態様を、関心対象の小分子に適用する
ことが指摘されている。
【００６９】
　ここで、「薬物標的として以前に確認されていない標的分子」とは、疾病の動物モデル
で疾病状態を促進または阻害するための調節が、出版または公開発表の記述として、以前
に実験的に測定されていない標的分子を意味する。例えば、未確認の標的分子には、分子
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の活性化または阻害、あるいは分子発現レベルの減少または増加が、動物モデルの疾病状
態を調節することが、実験的に示されていない分子が含まれる。これに対し、確認済みの
薬物標的には、分子の量の増減または分子活性が、動物モデルの疾病状態を促進するか阻
害するかが実験的に証明されている分子が含まれる。確認済みの標的例には、ノックアオ
ウト突然変異またはその他の遺伝子サイレンス方法（例えば、遺伝子発現のアンチセンス
阻害）による過剰発現あるいは不活性化が、動物モデルの疾病状態を促進または阻害する
か、実験的に明らかにされている標的が含まれる。
【００７０】
　「生物学的機能が未知の標的分子」とは、その活性が、出版または公開発表の記述とし
て、以前に実験的に証明されていない標的分子を意味する。様々な実施例で、機能未知の
標的分子とは、活性が実験的にすでに証明されている核酸またはタンパク質への配列同一
性が60、50、40、30、20、または10%未満である核酸またはタンパク質のことである。他
の実施例では、それらの核酸またはタンパク質は推定機能が以前に与えられていない。配
列の同一性は、通常は、その中で指定された初期設定のパラメータで配列解析ソフトウエ
アを行い測定される（例えば、Genetics Computer GroupのSequence Analysis Software 
Package、University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 University Avenue, M
adison, WI 53705）。このソフトウェアプログラムは、色々な置換、削除および他の変更
に対する相同性の程度を与えることによって、類似配列と一致させる。
【００７１】
　「二次または三次構造が未知の標的分子」とは、二次または三次構造が、出版または公
開発表の記述として、以前に実験的に決定されていない標的分子を意味する。いくつかの
実施例で、二次または三次構造は、相同性分子の既知構造に基づいて以前に予測またはモ
デル化されていない。他の実施例で、標的分子の結合部位あるいは活性部位の場所または
三次構造は、以前に実験的に決定されていない。
【００７２】
　「骨格」とは、候補化合物ライブラリ中の2つ以上の異なる分子が含まれる中心化学構
造を意味する。様々な実施例では、ライブラリの少なくとも5、10、102、103、104、105

、106個またはそれ以上の分子が骨格を含んでいる。いくつかの実施例では、ライブラリ
は、少なくとも2、2、5、10、102、103、104、105種またはそれ以上の異なる骨格を含ん
でいる。
【００７３】
　「ライブラリ」とは、またはそれ以上の異なる分子の集まりを意味する。2、5、10、10
2、103、104、105、106、107、108、109個またはそれ以上の異なる分子の収集を意味する
。様々な実施例において、各ライプラリのメンバーは異なる質量を有する。他の実施例で
は、少なくとも2、5、10、15、20、30、40、50個またはそれ以上のメンバーが、他のライ
ブラリメンバーと同じ質量か、あるいはその差が1、0.5、0.1、0.05または0.01ダルトン
未満 の質量を有する。
【００７４】
　「プロテオーム」とは、生物体によって発現されるすべてのタンパク質を意味する。プ
ロテオームは、生物体によって発現されるタンパク質の、すべての選択的スプライシング
変異体を含む。
【００７５】
　「精製された」とは、天然に共存する他の成分から分離することを意味する。一般的に
、化合物は、少なくとも重量の50%に、タンパク質、抗体および天然に会合する天然有機
分子を含んでいない場合、実質的に純粋である。他の実施例では、化合物は、少なくとも
重量で75%、90%または99%が純粋である。実質的に純水な化合物は、化学的合成、天然源
からの化合物の分離、またはその化合物を天然に生成しない遺伝子組み換えホスト細胞中
での化合物の生成によって得られ得る。タンパク質および有機化合物は、Ausubelらによ
って記述されたような標準技法を用い、熟練者により精製され得る。(Current Protocols
 in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, 2000)。出発物質に比べた精製
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度は、ポリアクリルアミドゲル電気泳動、カラムクロマトグラフィー、光学密度、HPLC分
析、またはウェスタン分析（Ausubelら）のような標準方法によって測定できる。代表的
な精製法には、免疫沈降、免疫親和性のようなカラムクロマトグラフィー、磁気ビーズ免
疫親和性精製、およびプレート結合抗体によるパニングなどが含まれる。
【００７６】
　本発明の方法は多数の利点を有している。例えば、本方法によって、生物体のプロテオ
ーム（例えば、ヒトプロテオーム）のすべてのタンパク質の発現と精製、各タンパク質の
高親和性薬物様骨格の同定ができる。本方法はまた、理論的には無制限に、候補化合物お
よび候補骨格物をスクリーニングできる。本発明の方法は、迅速にまた大規模スケールで
実施できるので、以前に薬物標的として確認されていない標的分子または生物学的機能が
未知の標的分子をアッセイし、標的分子に結合および/またはその活性を調節するリガン
ドを選択するのに有用である。これに対し、標的分子と結合するリガンドを選択するため
の現行方法は、薬物標的として確認されている標的分子だけに限定されている。そのため
、本方法はアッセイされる標的分子数を非常に拡大している。高親和性結合剤が選択され
る標的分子は、それで、薬物標的として確認することができる。
【００７７】
　さらに、本発明の方法によって、同じ質量を持つ候補リガンドを区別することができる
。例えば、質量スペクトル同位体およびフラグメントのピークは、一般的に同じ質量のリ
ガンドであっても異なる。そのため、候補リガンドが化合物ライブラリの別の候補リガン
ドと同一の親ピークを有していたとしても、これらのピークを利用して候補リガンドを同
定できる。この利点により、同一または類似質量数の複数化合物を含むライブラリを使用
することができる。
【００７８】
　本発明の溶液相の態様により、液相の結合を、血清または細胞中で起きていると思われ
る状態で生じさせることができる。標的タンパク質の特異的な作用を測定する多数の現行
方法に比べ、本発明の方法は、カスタマイズせずにプロテオーム中のどの標的にもすぐに
適用され得る。本方法はまた、非常に少量の試薬しか消費しない（200,000 化合物に対す
る各標的量は<300 ug であり、各標的に対する各化合物量は<35 ng である）。本方法に
より、スクリーニング前に、個々のライブラリメンバーをタギングまたは精製せずに、化
合物のライブラリをスリーニングでき、それにより、ライブラリのスクリーニングに要す
る時間を大幅に短縮できる。ライブラリのスクリーニングに要する時間もまた、複数のラ
イブラリおよび/または複数の標的を同時に解析できる、本発明の自動化実施例によって
短縮できる。
【００７９】
　本発明の他の利点及び態様は、以下の詳細な説明と特許請求の範囲から明らかである。
【００８０】
5.　発明の詳細な説明
5.1. 遺伝子型から表現型へ
　1つの局面において、本発明は、タンパク質または核酸標的を多数の可能なリガンドに
曝露させ、リガンド－標的対を収集し、そして標的と結合するリガンドを使用して標的物
質の生物学的機能を分析する方法に関連する。1つの実施例を図1に概略する。この方法は
、今まで知られていない標的物質の機能を決定するために使用され得る。標的分子に結合
する候補リガンドを選択する他の多数の方法が本書に記載されている。セクション5.1.1
～5.1.5の下にリストされた全実施例は、本発明のいずれの方法でも使用できる。
【００８１】
5.1.1. 標的物質
　本発明によれば、標的分子とは、それに結合または反応する分子が模索されている化合
物である。好ましい実施例では、標的は、反応容器中の最大の濃度で存在する物質である
。様々な好ましい実施例では、標的は、反応容器のリガンドと同じ濃度で存在している。
さらに他の好ましい実施例で、その標的は、各リガンド濃度または、候補リガンドの全混
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合物濃度よりも高いかまたは低い。他の好ましい実施例で、標的は、反応容器中の最小濃
度で存在する物質である。発明の1つの実施例で、標的は、反応容器中の最大の分子量を
有する物質である。標的は、インビボまたはインビトロで合成された天然に存在する生体
分子であってもよい。標的は、アミノ酸、核酸、糖、脂質、天然物質またはそれらの組み
合わせでもよい。instant発明の利点は、標的物質の正体または機能の予備知識を必要と
しないことである。
【００８２】
　本発明の好ましい態様では、標的とは、アミノ酸、ペプチド、酵素、タンパク質、抗体
、またはそれらの組み合わせから構成される。第一段階は、対象タンパク質をコードする
ポリヌクレオチドを選択し、発現系に導入することである。ポリヌクレオチドは、示差ス
クリーニング、差し引きハイブリダイゼーション、ディファレンシャル ディスプレイ（
示差表示）、マイクロアレイ発現解析、発現差解析（RDA）、またはレーザー捕獲顕微解
剖 によって選択され得る。タンパク質は、細菌プラスミド、ファージ、一過性の細胞発
現系、またはウィルス発現系としてインビボで合成される。また、選択されたタンパク質
はインビトロの転写および翻訳（例えば、Promegaウェブサイト）、あるいは一般的なFMO
Cオリゴペプチド合成化学によってインビトロで合成されることもある。発現されたタン
パク質は、随意に精製され、続いてリガンドライブラリに曝露される。
【００８３】
　本発明によれば、遺伝子は、ヒトあるいは他種の完全なcDNAまたは遺伝子ライブラリ、
あるいは特定な疾患あるいは特定な刺激物中で識別発現用に選択した遺伝子のサブセット
から発現され得る。疾病または刺激された細胞および組織中で識別的に発現される遺伝子
は、差し引きハイブリダイゼーション、情報学、マイクロアレイ、SAGE、またはレーザー
捕獲顕微解剖のような技法、またこれだけに限定されないが、これらの方法によって選択
され得る。ESTのような部分的配列が回収されると、全長組織特異性cDNAsが全長ヒトcDNA
ライブラリからクローン化されることもあり、それらのいくつかは、CLONTECH、STRATAGE
NE、Life Technologies社、および NCBIなどから入手可能である。この方法でクリーン化
された遺伝子の20%から60%は、組織にも依存するが、これまで同定されておらず、クロー
ン化された実際にすべての遺伝子の機能は解明されていない。好ましい実施例において、
これらの遺伝子はゲノミクスによって発見された。タンパク質を生成するために、cDNAの
全長が、遺伝子のカルボキシ末端に挿入されたヘキサヒスチジン（6his）、およびアミノ
末端のグルタチオンシンセターゼ（GST）によってタグが付けられる（各々にプロテアー
ゼ サイトが存在）。また、プロテアーゼ処理を避けるために、New England Biolabs 社
によるインテインに基づく自己開裂タグも使用できる。これらの遺伝子は、発現され、バ
キュロウィスルの上澄み液に分泌される、例えば、HisタグとBIPタンパク質リーダーを伴
うInvitrogen社ショウジョウバエSchneider 2 細胞系、CaHPO4による形質移入、および硫
酸銅を用いるヒグロミシン誘発発現による選択などによって起こり、これにより、ニッケ
ルカラムで精製される上澄み中には、5～10 mg/L のタンパク質が生成され得る。代替え
発現系の限定されない例には、Fast Bacまたは別のバキュロウィルス系、あるいは哺乳類
発現系（CHO、COS、293など）が含まれる。大腸菌はタンパク質生成に使用されるが、タ
ンパク質をグリコシル化せず、またバキュロウィルスは同様に信頼性があり、確実にタン
パク質をグリコシル化する。得られたタンパク質は続いて、精製の第一段階としてNi(2+)
-NTA クロマトグラフィーによって、第二段階としてグルタチオン親和性クロマトグラフ
ィーによって精製が可能で、次にタグの開列による特異的なプロテアーゼ除去が行われる
。インテインに基づく親和性システムが使用される場合、プロテアーゼは必要はでない。
タンパク質は代替え技法によって同様に発現および精製でき、あるいは全長または部分的
なタンパク質がファージ中に発現または表面に結合される。
【００８４】
　本発明の別の態様では、標的物質はオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドとして
、RNAまたはDNAから構成される。本発明の限定されない1つの実施例において、発現系内
に導入される核酸は、ESTの大規模配列決定によって同定される。オリゴヌクレオチド標
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的は、直接合成され得る。ポリヌクレチド標的は直接合成されるか、またはテンプレート
ポリヌクレオチドの増幅、例えばPCRにより、作製され得る。オリゴヌクレオチドあるい
はポリヌクレオチド標的は、随意に精製され、続いてリガンドライブラリに曝露される。
【００８５】
　本発明の別の態様では、標的は単純または複合糖質から構成される。本発明の別の実施
例では、標的は脂質から構成される。本発明の別の実施例では、標的は天然物から構成さ
れる。
【００８６】
　本発明の別の態様では、標的化合物は誘導体化されることもある。限定されない例とし
て、ビオチン、フルオレセイン、ジゴキシゲニン、緑蛍光タンパク質、放射性同位体、ヒ
スチジンタグ、磁気ビーズ、グルタチオンS トランスフェラーゼ、光活性化架橋剤あるい
はそれらの組み合わせが含まれる。
【００８７】
　標的物質の調製において、必要なコンポーネントの部分的または不完全な精製の結果、
少量の他の化合物が含まれることもある。
【００８８】
5.1.2. リガンド
　本発明によれば、リガンドは、ターゲットに結合するか、生物学的アッセイで効果を発
揮するかの両方または一方の可能性がある分子である。遺伝子型から表現型へのアプロー
チの様々な実施例において、リガンドまたは候補リガンドの混合物の濃度は、反応容器中
でターゲット濃度よりも低い。遺伝子型から表現型へのアプローチの他の実施例において
、リガンドまたは候補リガンドの混合物の濃度は、反応容器中でターゲット濃度と同じで
ある。遺伝子型から表現型へのアプローチのさらに他の実施例において、リガンドまたは
候補リガンドの混合物の濃度は、反応容器中でターゲット濃度よりも高い。標的は、アミ
ノ酸、核酸、糖質、脂質、天然物質、天然物質様化合物またはそれらの組み合わせでもよ
い。リガンドは、化学的方法のいずれの組み合わせからも作製され得る。また、リガンド
は天然に存在する生体分子をインビボまたはインビトロで合成された物かもしれない。リ
ガンドは、別の化合物から随意に誘導体化され得る。この修正の1つの利点は、誘導体化
する化合物を、リガンド-標的複合体の収集またはリガンドの収集を容易にするために、
例えば、リガンドと標的を分離した後に、使用できることである。誘導体化グループの限
定されない試料には、ビオチン、フルオレセイン、ジゴキシゲニン、緑色蛍光タンパク質
、放射性同位体、ポリヒスチジン、磁気ビーズ、グルタチオンS トランスフェラーゼ、光
活性化架橋剤あるいはそれらの組み合わせが含まれる。
【００８９】
　リガンドは、標的がリガンドライブラリに曝露される条件下で、お互いの親和性は低く
なければならない。
【００９０】
　リガンドライブラリは、質量、組成、構造またはその組み合わせが異なるリガンド混合
物である。本発明では、少なくとも10個の異なるリガンド、あるいは少なくとも100個の
異なるリガンド、また少なくとも1000個の異なるリガンドを含むライブラリを意図してい
る。
【００９１】
　タンパク質に結合するリガンドライブラリは、多数のソース物質から誘導され得る。本
発明では、化学物質、タンパク質、ペプチド、抗体、糖質、脂質、天然物質、天然物質様
化合物またはそれらの組み合わせを使用している。これらの物質は、有機合成、組み合わ
せ化学、組み換えDNA、生化学抽出、精製などによって、調製される。本発明の好ましい
実施例では、天然物質様合成ライブラリは、多様な化学的方法（例えば、ビーズ上または
溶液における非対称分割プール合成、同時あるいは連続合成など）、また組み合わせ化学
あるいは医薬品学などを駆使して生成される。合成で使用されるサブユニットは、できれ
ば薬物類似であり、できるだけ高く多様化している。このユニットは、構造的に固定され
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ていても柔軟性があってもよい。ユニットはその構造を修正する化学的反応を受ける（例
えば、転位など）。ユニットに官能基が追加されることもある。
【００９２】
　薬物様化合物は、異なる化学方法を用い、異なる骨格を使用して作製されるであろう（
例えば、有機、無機、ペプチド、タンパク質、アルカロイド、糖質、脂質、天然物様化合
物など）。薬物様化合物はスペクトル上の識別子を有していることがある。スペクトル識
別子の限定のない例として、質量分析上で特徴的な同位体分裂パターンに分解する元素が
挙げられる（例えば、Cl、Br、N、H）。薬物様化合物は、質量分析で特徴的な分裂パター
ンを持つ化合物から作製され得る（ペニシリン）。ライブラリを、他の分析法および逆重
畳積分法（例えば、IR FTIR）で容易に測定できるようにデザインすることができる。
【００９３】
　本発明の別の態様で、使用される可能性のある他のライブラリの限定されない例には、
市販のライブラリも含まれ（例えば、Pharmacopeia、ArQule、およびChembridge）、特殊
な化学ライブラリ、ペプチド、TAT、VP22またはANTENNAPEDIA形質移入シグナルなどのペ
プチドまたはタンパク質、構造的に柔軟性のある小分子、天然物質、糖質、およびモノク
ロナール抗体などが含まれる。合成で使用されるサブユニットは、できれば薬物類似であ
り、できるだけ高く多様化している。
【００９４】
　本発明のライブラリには、結合が観察された後、リガンド逆重畳積分法および再合成を
容易にするためタグが付けられ得る。また、リガンドはタギングなしで逆重畳積分できる
。リガンドは個別にまたは混合物として測定できる。液相または固相支持体での混合物と
して合成された多様性なライブラリが使用できる。1つの実施例で、形質導入ペプチドま
たはTAT、VP22またはANTENNAPEDIAの変異体は、小分子と架橋し、細胞膜あるいはバリア
ーを横断する力が増強される。また、これらのペプチドの小分子同族体が開発され、同じ
物質にリンクされ得る。
【００９５】
5.1.3. 結合
　本発明によれば、1対のリガンド－標的対を用いて、解離定数（Kd）が20 μM未満、好
ましくは約1 μM未満のリガンドと標的間の親和性を説明している。本発明はさらに、Kd 
≦ 100 nM、Kd ≦ 100 pM、Kd ≦ 100 fMのリガンド-標的相互作用を予期している。これ
らの相互作用は共有結合性または、非共有結合性である。リガンド－標的対のリガンドは
、他の標的に親和性を示すことも示さないこともある。リガンド－標的対の標的は、他の
リガンドに親和性を示すことも示さないこともある。
【００９６】
　本発明によれば、反応容器とは、標的が少なくとも1つのリガンドに曝露されると思わ
れる容器中あるいは表面上のことである。本発明の好ましい実施例では、反応容器は、ハ
イスループットスクリーニングを容易に行えるように用意されている。このスクリーニン
グは、96個または384個のウェルを持つマイクロタイター用プレート上で実施される。別
の可能性は、MacBeathらが示した、ガラススライド上で異なる標的タンパク質を高濃度に
配置させる方法である（MacBeath et al., 2000, Science 289:1760）。本発明の他の実
施例で、反応容器はカラム、樹脂、膜、マトリックス、ビーズまたはチップである。
【００９７】
　標的がリガンドライプラリに曝露される条件は様々である。限定のない例では、結合反
応の温度は、約5℃未満、約5℃から約 25℃、約25℃から約 40℃、あるいは40℃を超える
。さらに、限定のない例で、結合反応の条件は、約pH 5未満、約pH 5から約9、あるいは
約pH9を超える。さらに限定のない例で、結合反応の溶液は、水、アルコール、有機溶媒
、またはそれらの組み合わせである。さらに限定のない例で、結合反応の条件として、添
加剤はイオン、塩、洗剤、還元剤、酸化剤、またはそれらの組み合わせである。さらに限
定のない例では、結合反応の条件として標的は固定化される。さらに限定のない例では、
結合反応の条件としてリガンドは固定化される。さらに限定のない例では、結合反応の条
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件として複数の標的は固定化される。さらに限定のない例では、結合反応の条件として標
的とリガンドは溶液状態である。
【００９８】
　さらに非限定的な実施例において、結合反応の条件として、リガンドはビオチン、フル
オレセイン、ジゴキシゲニン、緑蛍光タンパク質、放射性同位体、His（ヒスチジン）タ
グ、磁気ビーズ、酵素またはこれらの組み合わせを構成する。
【００９９】
　本発明の1つの態様で、標的は機械装置に基づくアッセイ法でスクリーニングされる。
機械装置に基づくアッセイは、標的と結合するリガンドを検出するアッセイであるが、そ
れだけに限られない。このアッセイは、リガンド、タンパク質、または検出の指標となる
いずれかの物質と固相または液相で結合するイベントを含む。また、機能が今までに確認
されていないタンパク質をコードする遺伝子は、レポーター系（β-ガラクトシダーゼ、
ルシフェラーゼ、緑色蛍光タンパク質など、しかしこれだけに限られない）によって細胞
内に形質移入され、理想的にはハイスループッットや超ハイスループット（例えば、チッ
ププレート1枚に付き1560個のウェル）スクリーニング法、またはライブラリの個々のメ
ンバーによって、ライブラリに対してスクリーニングされる。本発明の別の実施例では、
他の機械装置に基づく結合アッセイが使用され得る。これらのアッセイには、酵素活性へ
の作用を測定する生化学的アッセイ、標的およびレポーターシステム（例えば、ルシフェ
ラーゼまたはβ－ガラクトシダーゼ）が1つの細胞に導入された細胞に基づくアッセイ、
または自由エネルギーの変化を検出する結合アッセイなどの他のアッセイが入る。結合ア
ッセイはウェル、ビーズ、またはチップに固定されるか、固定化抗体に捕獲されるか、ま
たはキャピラリー電気泳動によって分離された標的を用いて実行できる。結合したリガン
ドは、比色分析、蛍光分析、あるいは表面プラスモン共鳴法によって通常検出される。カ
ラムに基づく結合アッセイにおいて、結合はウェルまたは他の容器、ゲル上などで実施さ
れる。
【０１００】
　これらのアッセイを行う多数の手段があるが、帰納的思考してみると、標的タンパク質
に結合する化学物質のみが関連を持ちその機能を伝えることができる。さらに、液相が真
の生体構造をより正確に反映している。さらに、反応において、タンパク質および化学物
質ともタグされないのが好ましく、その結果、タンパク質がビーズプレートにカップリン
グすることにより、なんらかの様式で束縛されたり、またそのリガンドが、細胞や血液中
に存在するであろう同じ液相で確認されないというような問題が減少する。結果として、
本発明の好ましい実施例では、小容量（0.1 μL～100 μLの好ましい範囲で1 fL～1 mL）
 中に、1～20,000個のリガンド（1000 ～10,000 が好ましい）が1 ng～1 mg の各タンパ
ク質（0.1 μg～100 μgが好ましい）に混合され、濃度は0.1 μM ～100 μM となり、好
ましい範囲は0.1 μM から 10 μMである。本発明の特定な実施例において、各タンパク
質にマイクロモルからナノモル単位の親和力で結合することが期待される、1～500個のリ
ガンドのみに注目すれば、数百万種の組み合わせを個別にスクリーニングしなくてもすむ
ことになる。これにより、分子自身の質量、同位体パターンまたは分解パターン以外の方
法でライブラリをタグする必要がなくなる。なぜなら、質量分析法では、1つのウェルに
付き1から5個のヒット化合物を分解し、同定する段階ができるからである。また、IRとFT
IRの両方または一方を単独で、または質量分析と併用して、ヒット化合物を分解・同定で
きる。
【０１０１】
5.1.4. リガンド-標的対の分離とリガンドの同定
　本発明の好ましい実施例において、リガンド－標的対は液体クロマトグラフィーによっ
て、非結合リガンドおよび非結合標的から分離され、次いで、リガンド－標的対は2段階
目の液体クロマトグラフィーによって各対に分離され、さらに結合しているリガンドが質
量分析によって同定される。本発明の様々な実施例において、溶液相中の結合は、ウェル
、試験管、またはカラム内で起こり得る。キャピラリー電気泳動、および/または他の検
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出方法が、ライブラリからリガンドを逆重畳積分するために使用され得る。特に、HPLC（
高速液体クロマトグラフィー）と質量分析またはキャピラリー電気泳動と質量分析で、非
常に高感度で分子を測定できる。さらに、この技法は、化学ライブラリの少量の各メンバ
ーを至適に利用するのに重要である、極少量の使用で実行できる。例えば、化学ライブラ
リの20,000 未満のリガンドは、96個のウェルプレートの各ウェル内で、約100 μL でタ
ンパク質1 μg中10 μM 以下の濃度で、再び結合するために、タンパク質とプールされ得
る。好ましい実施例で、各ウェルのカラムとして作動するために、HPLC はカートリッジ
付き96（個）ウェルプレートで実行される。別の実施例で、分離は、カラム、ウェル、カ
ートリッジ、チップ、またはフィルタを用い、384個、1536個、あるいは 10,000個以上の
ウェル型で同時に実行される。また、この分離は、標準のHPLCカラム、スピンカラム、ま
たは他のカラムで実行され得る。最初のカートリッジ／カラムは、樹脂中の非結合分子を
保持するが、結合リガンドとタンパク質を通過させるために、ゲル透過あるいはサイズ排
除、またはゲル濾過型（例えば、G25様樹脂、Pharmacia）であり得る。少量の試料量が望
まれ（好ましくは1～100 μL 以下）るが、さらにこの手順で試料は1桁以上希釈され得る
。その故、試料の希釈を最小にするため、好ましくは、直径1～2 mm以下、長さ5～200 mm
（Rocket Column、BioradまたはPharmacia 社製カラム）の、小さくて径の狭いカラムを
使用することが有用である。 キャプラリー液体クロマトグラフィーも使用できる。この
樹脂によって、高い親和性で（Kd ≦ 1.0 μM）で結合している小分子を伴ったタンパク
質が分離される。次のカートリッジ／カラムでは、疎水性または親水性逆相HPLC樹脂を使
用するであろう。使用するリガンドライブラリの疎水性によって以下のような樹脂を選択
する。すなわち、C18（シリカ疎水性-疎水性が低いリガンド用）、C8カラム（より親水性
で、より疎水性なリガンド用）、シアノカラム（より親水性なリガンド用）または、親水
性あるいは疎水性リガンドどちらにも使用できるAgilent社SB8Uである。これらの逆相HPL
Cで、タンパク質に結合している小分子リガンドをタンパク質から分離し、小分子とタン
パク質試料を樹脂結合を通じて濃縮する。続いて、小分子はタンパク質と樹脂から溶出さ
れ、溶出物は96（個）ウェルプレートで収集され得る。開始物質の量が既知であれば、こ
の操作で親和性も測定し得る。また、後に、結合親和力を測定するために競合試験を実行
できる。
【０１０２】
　これらの溶出物は、質量分析測定に回され、特性が決定され得る。この測定は、96（個
）ウェル型であっても、多分、同時多チャネルマイクロチップシステムまたは同時スプレ
イインタフェースのいずれかを用いて、リアルタイムでロボット操作で実施される可能性
があり得る。また、チップに基づくMALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionizati
on) TOF (time of flight) 質量分析も使用され得る。この場合、カラム（スピン、HPLC
、キャプラリー、その他）から分離されたタンパク質画分は、96個ウェル以上のアレイ型
のチップまたはフィルタの1つにスポット可能である。Bruker Daltonics 社のOmniflexま
たはAutoflex MALDI 機によって、試料100個と1536個の試料型から、各試料が自動的に脱
着し分析される。使用され得る限定のない型の質量分析として、電子スプレイ型、イオン
トラップ型、フーリエ変換型、MALDI型、シングルMS（Mass Spectroscopy）、MS-MS（タ
ンデムマス）、あるいはMS-MS-MS （トリプルマス）型におけるシングルあるいはトリプ
ル4重極であり得る。
【０１０３】
　溶出物は、使用するリガンドライブラリの情報を補充した質量分析計と併用されるソフ
トウェアパッケージを使用して、特性が決定され得る。質量分析法は、直接質量を測定す
ることにより、化合物を同定するために使用され得る。しかし、また、質量分析は、化合
物、特徴的な同位体パターン（例えば、35Cl, 13N, 2H）に分解する元素を含む骨格また
はリンカー、または特有な分裂パターンを有する化合物（例えばペニシリン）を検出する
ために使用され得る。例えば、塩素含有化合物は、3:1 の強度比を有し2 AMU 離れている
2つの質量ピークを生じる、35Cl と 37Cl　から構成される。同様に、臭素含有化合物は
、1:1 の強度比を有し2 AMU 離れている2つの質量ピークを生じる、79Br と 81Br から構
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成される。このアプローチは、化合物を同定する際、代替え法として、または真の分子量
と併用して使用され得る。
【０１０４】
　質量分析は質量、同位体、および分解パターンを正確に測定できるので、ソフトウェア
と併用すると、異性体を除くライブラリの正確なメンバーが同定され得る。この操作の後
、理論的に予測される500個前後のマイクロモルあるいはナノモル濃度ののヒット分子を
、元のライブラリから引き出し、大規模スケールで合成することができる。その分子がペ
プチドである場合、タンパク質が細胞膜を横断できるようなTAT形質移入配列に融合させ
ることができる。
【０１０５】
　本発明の別の態様で、リガンドの特性は、質量分析に加えてまたはそれに代わって、IR
またはFTIRによって決定される。これらの技法により、リガンドの官能基または置換基（
例えば、水酸基またはアミノ基）が同定できる。質量スペトルと併用すると、同一分子量
のリガンド間の相違を容易にさせ得る。
【０１０６】
　本発明によれば、リガンンド-標的対の解離定数（Kd）は、約100 μM未満、好ましくは
、約10 μM未満であるべきである。 リガンド-標的対の解離定数（Kd）は、標的分子機能
の決定、また薬物リード化合物として、リガンドを利用する方法に精通した人々を、リガ
ンドの有用性を決定するのに際して、決定的ではないが、ガイドする因子の1つである。
それ故、本発明では、その解離定数（Kd）が約1 μM 未満、約100 nM未満、約 10 nM未満
、約1 nM未満、約 100 pM 未満、約10 pM未満のいずれかである、リガンド－標的対の相
互作用を意図しているが、必ずしも選ぶ必要はない。
【０１０７】
　適切な親和性を持つヒット化合物が無いか、少数しか見出されない場合でも、化学ライ
ブラリの構造的多様性の中から構造的または化学的ギャップがすでに同定されていること
もあり得る。そのような場合、標的分子の直接合成を利用して、そのギャップを埋めるこ
とができる。低い親和性の結合体が見出された場合、その結合を1つの機能的ドメイン上
で、光活性化（または他の）リンカーを含むライブラリと共に繰り返すことができる。最
初のカラム使用後に、タンパク質とそれに結合している分子のみが存在している場合、光
活性化操作が実施でき、その後小分子が逆相HPLCで溶出できる。この方法で、標的は、テ
ンプレートとしてすでに使用されており、低い親和性で結合している2つの分子にリンク
しているので、それらの分子は標的に対する親和性が増大している。好ましい実施例で、
親和性は2 倍～ 100 倍増大する。
【０１０８】
5.1.4.1. 代表的な化学的アレイアッセイの実験方法と結果
HPLCに基づくアッセイ法
　薬物様化学的骨格の収集物を表す薬物様化学的化合物（Sigma-Aldrich, ICN, Calbioch
em）の重さを量り、各最終濃度が20 uM となるように50 mM 酢酸アンモニウムpH 7の10%
メタノール溶液中で混合した。 1 uM～20 uM チューブリンまたはP38 MAP キナーゼ（Sig
ma）をHPLC用 少量試料キュベットに入れ、0.5 uM～20 uM の化合物と混合した。混合し3
7℃で15 分間インキュベーション後、キュベットを氷上に置き、自動注入装置（Waters）
でHPLC (Waters 2690) に注入した。HPLCの条件は、デュアルサイズ排除および相分離型1
50 mm X 2.1mm ID Pinkerton GFF II カラム (Regis Technologies) を使用し、使用バッ
ファーは50 mM 酢酸アンモニウム10%メタノールであった。標的タンパク質と結合化合物
はDiodeアレイ検出器によって検出され、カラムのボイド（空隙）容量内で溶出され、ほ
とんどの化合物は波長243 nm でよく吸収された。ある場合には、低濃度の各化合物（0.5
～5 mM）および1個づつの分離が容易と思われる10個未満の化合物を低濃度で使用すると
、2つの標的タンパク質を滴定し、さらに標的タンパク質の1つに結合し、非特異的な対照
物質には結合しないことが既知な特異的化合物のUV吸収波長においてその滴定を観察する
ことが可能であった。
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【０１０９】
　本発明者らは、至適なカラムサイズおよび至適な樹脂を選択し、標的タンパク質と結合
した化合物を非結合化合物から最大限に分離した。ボイド容量でタンパク質を溶出する樹
脂、ボイド容量を最小限にする小径で短いカラムが使用された。このようなカラムにより
タンパク質試料の希釈量を最小限にし、各アッセイの所要時間を最小にし、その結果、タ
ンパク質から解離する結合化合物の量を最小限にする（Koff 定数に依存）。これらの特
徴により、最小量の試薬と感度の高い検出法の使用が可能となる。タンパク質が2～3 分
未満で溶出するようなカラムの長さを使用した。Regis 150 mm x 2.1 mm GFF II カラム
、1.0 mm x 100 mm YMC Diol カラム、2.1 mm x 150 mm Phenomonex ポリヒドロキシメタ
アクリレート（Polysep）カラム、およびJordi 2.1 x 150 mmジビニルベンゼンカラムを
含む多くのHPLC カラムを試験した。同様に、塩とメタノール濃度を変化させ他のバッフ
ァーも試験し、結合反応に対する標的タンパク質と小分子の比率も1000:1～1:1000まで変
化させた。異なるクラスの代表的な樹脂を使用して、薬物様小分子化合物からタンパク質
画分を分離させる能力、さらに全化合物をカラムから溶出させるサイクル時間を最小にす
る能力も試験した。これらのカラムの特徴は、表面の特性と、背圧下で樹脂が破壊するこ
とによる流速の限界によって決定される。YMCジオールカラムは、シリカベースのカラム
で、圧に対する抵抗性があり、サイクル時間が10分未満であるが、図9に挙げた100種化合
物の混合物のほんの約50％しかタンパク質から分離できなかった。Phenomonexポリヒドロ
キシメタアクリレートカラムは、100種類の化合物の約80%をタンパク質から分離でき、多
数の小分子化合物の溶出を達成するには、メタノール勾配が必要であった。つまり、600 
psiを超える背圧には耐久不能なため、比較的低い流速（0.18 ml/min）で実施した。Phen
omonexカラムのサイクル時間はメタノール勾配を使用すると1.5 時間であり、勾配を使用
せず単離できる化合物のサブセット（全体の15%）に対しては35分であった。他のポリマ
ー使用カラム（例えば、ポリヒドロキシメタアクリレート（Phenomonex, Shodex, Waters
社）、ポリメチルメタアクリレート（Shodex、TosohBiosep）、Sepharose/Sephadex/Supe
rose （Amersham Pharmacia Biotech））も比較的低い流速でのみ耐久性があった。Jordi
 DVB カラムはジビニルベンゼンポリマーカラムであり、高圧（4000 psi）で操作できる
が、化合物同様にタンパク質も不要に結合してしまい、その結果、使用したバッファー系
では分離ができなかった。非結合化合物からタンパク質を分離させるために他のバッファ
ー系の使用が期待される。異なるカラムと樹脂が連続して組み合わされ、化合物のタンパ
ク質からの分離度合いを増加させたが、サイクル時間も長くなった。サイクル時間が長く
ても（例えば、1測定に10分を超える）構わない場合は、上述のカラムまたは上述のカラ
ムシリーズが使用され得る。
【０１１０】
　短いサイクル時間が必要な場合、他のカラムが使用され得る。例えば、Regis GFF II 
カラムは、測定した化合物の97%からタンパク質画分を分離した。8000 psiの圧定格は、
これらのアッセイに使用するHPLC (Waters 2690) の定格、つまり6000 psiで操作する、
を超えていた。この樹脂のサイクル時間は、容易に8 分未満を示したので、圧力8000 psi
 まで耐久性のあるHPLCでは、より高速な流速を使用すると、さらに時間が短縮される可
能性がある。GFF II樹脂および GFF樹脂は、Thomas Pinkerton が、タンパク質吸着によ
る妨害なしで、血清中の薬物および薬物代謝物の直接分析を目的として開発した内部表面
逆相樹脂である。 この樹脂は、分子量12,000 ダルトン未満の分子のみが内部にに接近で
きる、外部表面が親水性で内部ポアが疎水性な多孔質なシリカ支持体から構成されている
。これらの表面は、グリシン-フェニルアラニン-フェニルアラニン（GFF）、またはグリ
シドキシルプロピリン-フェニルアラニン-フェニルアラニン（GFF II）のトリペプチドが
シリカ表面に結合することにより、生成される。GFFまたはGFF II を骨格とするビーズは
、続いてエキソペプチダーゼであるカルボキシペプシダーゼAで処理される。この酵素は
、ポアから排除されるほど十分大きな分子量（35,000 ダルトン）を持ち、その結果、外
表面からフェニルアラニン-フェニルアラニン部分が開裂する。この処理により、グリシ
ンまたはグリシドキシルプロピル基は外表面にそのまま曝露され、外面は親水性になり内
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面にはそのまま元のトリペプチドが残り、その結果、内表面は疎水性となる（例えば、製
造業者の添付文書に記載されている）。使用したGFF II樹脂カラムのカタログ番号は288-
4である。これらの樹脂でパックされた他のカタログ番号のカラムもRegis technologies 
で販売しており、使用できる。それで、外表面は、サイズ排除および親水性相互作用によ
って、大分子が内部相に入ることを防ぐ。疎水性作用に基づき化合物を保持し分離する、
疎水性支持体を含む内表面に、小分子が入る。GFF II樹脂で実行できる短いサイクル時間
と分離の程度から、GFF II カラムが次のアッセイに使用された。しかし、他の樹脂も使
用できる。
【０１１１】
　HPLC カラムより得られたタンパク質画分を1%TFAに解離させ、100uLの試料が逆相カラ
ム（Waters Symmetry Shield）に注入され、タンパク質に結合していた化合物が分離され
た。化合物はアセトニトリル勾配によって、UV検出器を通過後TOF質量分析計（Micromass
 LCT）に溶出された。バックグラウンドシグナルは、化合物が存在しないタンパク質を含
む対照物質を使用して、各試料から差引かれた。質量スペクトルは化合物の分解が起こる
のに十分なコーン型電極電圧（20～80 ボルト）で測定された。他の質量分析装置でも、
衝突セル中で分解は可能である。各化合物の特徴的分解パターンは、化学物質またはその
同位体の分解物を示す、大きな親ピークと他のピークからなる。標的タンパク質から遊離
された化合物の分解パターンは、標準物質で観察された分解パターンの特徴と比較され、
標的タンパク質に結合している化合物が同定された。また、化合物の分子量を示す親ピー
クに対する1つ以上の同位体の特徴的ピークが標準物質と比較され、標的タンパク質に結
合する化合物が同定された。代替えの別の分析では、化合物の分子量を示す親ピーク自身
を標準物質と比較し、化合物を同定した。時々、これらの方法を併用して化合物が同定さ
れた。化合物の分解を誘発しないMS条件下で類似な方法が適用され、その結果、その化合
物（例えば親ピーク）の分子量とその同位体を示すピークを含む質量スペクトルが得られ
た。
【０１１２】
HPLCに基づいた方法による測定結果
　SKB86002は、P38 MAPキナーゼ標的タンパク質とマイクロモル単位で親和性のあるリガ
ンドである。P38 MAP キナーゼ（5 uM）を、5 uMの 86002 と混合させ、ジオールカラム
のHPLCで分離した（図3）。タンパク質画分を採取し、質量分析計で分析した。スペクト
ル上の親ピーク、フラグメント、および同位体ピークは86002の標準物質に相当し、この
ことは、P38 MAP キナーゼがマイクロモル単位の親和性を持つ特異的なリガンドを単離し
、抽出していることを示している。
【０１１３】
　SKB86002とキニン1塩酸塩（非特異的な対照物質）を各々の最終濃度が5 uM となるよう
に混合した（図4）。P38 MAP キナーゼタンパク質を増量させながら（最終濃度0、2.5、5
 および 10 uM）混合化合物と混合し、各最終濃度を5 uM とし、タンパク質をジオールカ
ラムHPLC で分離した。UVスペクトル上で、86002ピークはP38濃度依存性の減少を示した
が、キニンのピーク減少は無視できるほどであった。
【０１１４】
　P38 タンパク質画分を、図4で示す滴定（5 uM のP38 MAP キナーゼ + 5 uMの キニンと
86002の混合物）の中点で採取する場合、混合物から抽出され、タンパク質から遊離され
た化合物は、遊離化合物の質量ペクトル上の親ピーク、フラグメント、および同位体ピー
クに基づいて、キニンではなく86002と同定された（図5）。
【０１１５】
　86002とコルヒチンを含む10種の薬物様化合物の等量混合物を調製した（図6）。P38 MA
P キナーゼタンパク質を増量させながら（最終濃度0、3.5、および5 uM）、この10種の混
合化合物と混合し、各々の最終化合物濃度を0.5 uM とし、タンパク質をGFF II カラムHP
LC で分離した（図7）。UVスペクトル上で、86002ピークはP38濃度依存性の減少を示した
が、コルヒチンのピークまたは混合物の他の化合物を表すピークの減少は無視できるほど
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であった。タンパク質画分を採取し、質量スペクトルが測定すると、そのスペクトルには
、他のピークよりもはるかに高い強度に86002の特徴を示す親ピークと同位体ピークが現
れた。
【０１１６】
　チューブリンタンパク質を増量しながら（最終濃度0、5、20 uM）この10種の混合化合
物と混合し、各々最終化合物濃度を0.5 uM とし、タンパク質をGFF II カラムHPLC で分
離した（図8）。UVスペクトル上で、コルヒチンピークはチューブリン濃度依存性の減少
を示したが、86002 のピークまたは混合物の他の化合物を表すピークの減少は無視できる
ほどであった。タンパク質画分を採取し、質量スペクトルを測定すると、そのスペクトル
には、他のピークよりもはるかに高い強度にコルヒチンの特徴を示すピークが現れた。
【０１１７】
　86002 とコルヒチンを含む100種の薬物様化合物の等量混合物を調製した（図9）。P38
（2 uM）を100種の混合物と混合し、各化合物の最終濃度を20 uM とし、GFF II カラムの
HPLCによって、タンパク質を未結合化合物から分離した（図10）。タンパク質画分を採取
し、化合物をタンパク質から遊離し、質量スペクトルを測定した。スペクトルには、他の
ピークよりはるかに高い強度に86002の特徴を示すピーク得られた。このことから、P38 M
APキナーゼは、特異的な濃度依存性様式で、100種の混合物からマイクロモル単位の親和
性を持つ1つのリガンド（86002）と結合し、抽出する。質量スペクトルのバックグランド
は、10種混合物（図7）が示したスペクトルの場合に匹敵するように見え、このことは、
アッセイがより多数の化合物にスケールアップできる可能性を示している（例えば数千か
ら 数万種類の化合物）。 例えば、これらの方法は、10、20、40、50、75、100、200、50
0、1000、2000、5000、10000個、もしくはそれ以上の化合物のライブラリ、またはより多
くの化学骨格構造のライブラリを分析するのに使用でき得る。
【０１１８】
　チューブリン（5 uM）を100種類の化合物混合物と混合し、各化合物の最終濃度を5 uM 
とし、GFF II カラムのHPLCによって、タンパク質を非結合化合物から分離した（図11）
。タンパク質画分を採取し、化合物をタンパク質から遊離し、質量スペクトルを測定した
。スペクトルには、他のピークよりはるかに高いレベルに、コルヒチンの特徴を持つピー
クが現れた。このことから、チューブリンは、特異的な濃度依存性様式で、100種の混合
物からヒット化合物（コルヒチン）と結合し、抽出する。質量スペクトルのバックグラン
ドは、10種混合物が示したスペクトルの場合に匹敵するように見え（図8）、このことは
、アッセイがより多数の化合物にスケールアップできる可能性を示している（例えば数千
から 数万種類の化合物） 例えば、これらの方法は、10、20、40、50、75、100、200、50
0、1000、2000、5000、10000個、あるいは それ以上の化合物のライブラリまた、より多
くの化学骨格構造のライブラリを分析するのに使用でき得る。
【０１１９】
　アッセイの速度を上げる方法は、流速を高くすることである（図12）。カラムが耐えら
れる最大流速に影響する限定要因は、一般的に樹脂が破壊する前に耐えられる背圧である
。GFF II樹脂を選択する理由の1つは、最大背圧が100～1500 psiであるサイズ排除ゲル（
例えば、Sepharose, Superose, Superdex、ポリメチルメタアクリレート、ポリヒドロキ
シメタアクリレートなど）と比べて、最大8000 psiまで耐久できるからである。GFF II 
カラムは高流速であっても、100種類の化合物からタンパク質は良好に分離された。
【０１２０】
スピンカラムクロマトグラフィー
　薬物様化学骨格構造（Sigma-Aldrich, ICN, Calbiochem）の収集を表す薬物様化学物質
の重さを計り、各物質の最終濃度が20 uM となるように、pH 7の50mM酢酸アンモニウム10
%メタノール溶液に混合した。5 uM～20 uM ウシ血清アルブミン（BSA）またはチューブリ
ン（Sigma）をHPLC用 少量試料キュベット（Waters）に入れ、5 uM～20 uM の化合物と混
合した。混合後、37℃インキュベーションを15分間し、キュベットを氷上に置いた。図9
に挙げた100種混合化合物の50 uL を、あらかじめ結合バッファーで2回洗浄し（すなわち
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、各洗浄操作では、50 mM 酢酸アンモニウム10%メタノールバッファー200 uL を加え、さ
らにカラムを通過させるようにしたバッファーを1.5 mL の微量遠心管（Eppindorf）中で
、回転数の最大設定値において30秒から1分間微量遠心機（Eppindorf）で遠心させる）、
バッファーと平衡状態にしてある、MicroSpin G-25 （Amersham Pharmacia Biotech）ス
ピンカラムの上清に添加された。このようなスピンカラムは、一般的に標識化後DNAプロ
ーブ用にバッファーの脱塩および交換に使用されるが、G-25 は分子量が25KD以上の分子
を削除する従来のサイズ排除樹脂の1つである。スピンカラムを続いて1.5 mL の微量遠心
管（Eppindorf）に入れ、微量遠心機（Eppindorf）の最大設定で30秒間遠心させた。また
、吸引させるとスピンカラムから溶液を引き出すことができ、スピンカラムは、スピンカ
ラム/カートリッジを96（個）ウェル型で整列し、吸引マニホールドを使用して、溶液を
カラムから96（個）ウェルプレートに引き出す場合に特に有用である。
【０１２１】
　BSAを用いる場合、微量遠心管の底部にある50 uL溶液をHPLCに注入し、UVスペクトルを
可視化して分離前のBSA/100 化合物混合物に相当する量と比較した。チューブリンを用い
る場合、微量遠心管の底部にある25uL の溶液を1%TFA で解離させ、逆相カラム（Waters 
Symmetry Shield）に注入し、化合物をアセトニトリル勾配によってUV検出器を通過させ 
TOF MS （Micromass LCT）に溶出させた。バックグラウンドシグナルは、化合物が存在し
ないタンパク質を含む対照を使用して、各試料から電子工学的に差引かれた。質量スペク
トルは化合物の分解が起こるのに十分なコーン型電極電圧（20～80 ボルト）で測定され
た。他の質量分析装置でも、そのような分解は衝突セル中で可能である。各化合物の特徴
的分解パターンは、化学物質またはその同位体の分解を示す、大きな親ピークと他のピー
クからなる。標的タンパク質から遊離された化合物の分解パターンを、標準物質で観察さ
れた分解パターンの特徴と比較し、標的タンパク質に結合した化合物が同定された。また
、化合物の分子量を示す親ピークに対する1つの特徴的同位体を標準物質と比較し、標的
タンパク質に結合した化合物が同定された。代替えの別の分析では、化合物の分子量を示
す親ピーク自身を標準物質と比較し、化合物を同定した。時々、これらの方法を併用して
化合物を同定した。化合物の分解を誘発しないMS条件下で類似な方法を適用し、その結果
、その化合物（例えば親ピーク）の分子量とその同位体を示すピークを含む質量スペクト
ルが得られた。
【０１２２】
スピンカラムクロマトグラフィーに基づいた方法の結果
　ウシ血清アルブミン（BSA, Sigma）5 uM を、各化合物の最終濃度が5 uM となるように
100種化合物に混合した（図13）。混合物の半量（50 uL）をMicro-Spin G-25 カラムの上
部に層状に添加し、遠心分離した。タンパク質を含む画分を遠心分離管の底部に採取した
。初回のタンパク質/化合物混合物をスピンカラム分離法によって分離した後のタンパク
質/化合物混合物と比較し、タンパク質が十分生成されていることをUV吸収から観察した
。同じプロトコールを20 uM のチューブリンと20 uM の100種混合物との混合に適用し、
溶出タンパク質含有画分の質量スペクトルを測定すると、コルヒチンの特徴を持つピーク
が、他のピークよりはるかに高い強度に生じた。この場合のバックグランドピークは、HP
LC カラムの分離によって観察されたものよりも僅かに高かったが（図14）、スピンカラ
ムによる分離速度および測定の拡張性は非常に魅力的である。例えば、これらの方法は、
10、20、40、50、75、100、200、500、1000、2000、5000、10000個、あるいは それ以上
の化合物のライブラリまた、より多くの化学骨格構造のライブラリを分析するのに使用で
き得る。
【０１２３】
5.1.4.2. 単離リガンドを同定するパターン認識ソフトェアの代表的な使用方法
　本発明は、標的タンパク質と本書で記載した分離方法を用いて単離した混合物から、1
つの化合物を同定するための、質量スペクトルのパターン認識分析の方法を提供する。 
【０１２４】
　これらの方法では、候補化合物の最初の混合物中に存在する多数またはすべての化合物
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について、質量スペクトルの分解パターンが測定される。また、同位体あるいは他の質量
スペクトルパターンもこれらの化合物について測定される（例えば、M+1またはM+2 同位
体ピーク）。質量分析計は、化合物、その同位体、および/またはそのフラグメントを、m
/zで表す質量/電荷比に基づいて分類する。ほとんどあるいはすべてのピークが+1 (また
は-1) の電荷を持つ分子となるように、質量分析の条件を調整できるので、その結果、い
くつかのピーク値は親化合物、同位体または親化合物のフラグメントの質量に等しくなる
（すなわち、m/z = m/1 = m）。ある場合には、いくつかの、またはすべてのピークが+2 
以上（または-2 以下）の電荷を持つ分子を示すように他の質量分析の条件を使用し、そ
の結果、質量/電荷比が分子の質量未満となるため（例えば、m/z=m/2）、いくらかのピー
クの値は親化合物、同位体、またはフラグメントの質量より小さくなる。そのため、質量
分析パターンは、親化合物、そのフラグメントおよび/またはその同位体の質量（または
分子の電荷が1を超える場合は質量／電荷比）に相当する質量ペクトルピークから構成さ
れる。
【０１２５】
　これらの各ピークの質量（または質量/電荷比）を情報検索システムのデータベースに
入力する。標的タンパク質から遊離した対象化合物の質量スペクトルが得られ、続いてパ
ターン認識ソフトウェアを使用して、測定したパターンとデータベースのパターンを比較
する。明確にマッチすると、対象化合物が確実に同定される。1つの実施例では、2個、3
個、またはそれ以上の最も特徴的な質量に相当するピーク（化合物1に相当するピークA、
B、C、また化合物2に相当するピークD、Eなど）を、最初の混合物中の各化合物のデータ
ベースとして入力する。ソフトウェア（例えば、Micromass社のMassLynxバージョン3.5）
を使用して、標的タンパク質から遊離した化合物の質量スペクトルのピークAを検索し、
続いてピークB、C、D、Eを順番に検索する。特定ピークの存在を第二のデータベースに入
力し、そのピークが質量スペクトル上に現れていることを示す。別の可能な方法では、質
量スペクトルの特定ピークの検索は、どんな順序でも実施される。質量スペクトルの解析
には、対話型検索コマンドが使用され得る。例えば、特定化合物に相当するピークAが質
量スペクトル上に生ずる場合、そのスペクトルを解析し、同じ化合物に相当する別のピー
ク（例えばピークB）の特徴がスペクトル上に出ているかを確認し得る。また、特定化合
物に相当するピークの特徴が質量スペクトルに出ていない場合、そのスペクトルを解析し
、別の化合物のピーク（例えばピークD）の特徴がスペクトル上に出ているかを確認し得
る。さらに別に代わる方法では、マクロプログラムをMassLynxにオーバーレイして、複数
のピークを同時に検索している。 現時点で同定されたピークを、最初の混合物中の化合
物より得られた最初のデータベース内のピークと比較し、標的タンパク質から遊離される
化合物を同定する。図16 Aに、これらの方法の数例の実施例に対し、その操作を図解した
代表的なフローチャートが記載されている。 
【０１２６】
　別の態様では、質量分析パターンの最も特徴的なピークに相当する2個、3個、またはそ
れ以上の質量数値（または質量/電荷比）が、最初の混合物中の各化合物のデータベース
として入力される。代表的な方法において、このデータベースはMicrosoft ExcelまたはO
racleのプログラムを使用している。一旦、標的タンパク質から遊離された試料の質量ス
ペクトルが測定され、そのスペクトル上に2つまたは3つのピーク（例えば、最も高いシグ
ナルを持つ2つまたは3つのピーク）の位置が確認されると、これらのピークに相当する質
量数（または質量/電荷比）を用いて、最初の混合物のデータベースから検索が実行され
る。例えば、質量数を、プログラムの「検索」コマンドで入力し、その質量のピークを生
ずる候補化合物の検索ができる。その検索で同定された質量数の組み合わせから、試料中
に存在する化合物を同定する。
【０１２７】
　さらに別の態様では、特定の質量（または質量／電荷比）のシグナル強度を使用して、
化合物が正しく同定されている。この技法は特に、使用パターンが同位体の場合に適用さ
れる。この場合、混合物中の化合物のデータベースが生成され、2つまたは3つの特徴的な
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ピークの各質量と強度の両方を含んでいる。対象試料に関するこれらの情報が収集される
。データベースプログラムの検索機能を利用して、質量と強度の相関パラメータが検索さ
れる。明確にマッチすると試料中に存在する化合物が確実に同定できる。
【０１２８】
　対象となる1つ以上の化合物（例えば、1つの標的から遊離された化合物）の同定に本発
明方法を使用した様々な態様において、1つの化合物の1つ以上のフラグメントに相当する
1つ以上質量スペクトルピーク、および/または1つの化合物の1つ以上の同位体に相当する
1つ以上の質量スペクトルピークを利用してその化合物を同定している。他の実施例では
、親ピークが化合物の同定に使用されている。様々な実施例で、親ピークは化合物の同定
に使用される唯一のスペクトルピークである。さらに他の実施例で、化合物の同定におい
て、親ピークは、フラグメントまたは同位体に相当する1つ以上のピークと併せて使用さ
れる。さらに他の実施例では、親ピークが化合物の同定に使用されていない。他の実施例
では、化合物は対象標的と接触した少なくとも5、10、20、40、50、75、100、200、500、
1000、2000、5000、10000個、あるいはそれ以上の化合物との混合から回収された構成成
分である。他の実施例では、化合物は少なくとも、5、10、20、40、50、75、100、200、5
00、1000、2000、5000、10000、あるいはそれ以上の異なる化学骨格構造を含む化合物の
混合から回収された構成成分である。特殊な実施例では、親ピークは、少なくとも5、10
、20、40、50、75、100、200、500、1000、2000、5000、10000、あるいはそれ以上の異な
る化学骨格構造を含む化合物の混合から、1つの化合物を同定するために使用される。
【０１２９】
　ここに記載されている方法はすべて、実際、いずれのコンピュータによっても実行され
得る。図15は代表的なコンピュータシステムを示している。コンピュータシステム2 は内
部および外部コンポーネントを含んでいる。内部コンポーネントは、メモリ6に繋がった
プロセッサ4である。外部コンポーネントは、質量データ保存装置8、例えば、ハードドラ
イブなど、ユーザインプット装置10、例えばキーボードやマウス、ディスプレイ12、例え
ばモニター、および通常、コンピュータと他のコンピュータを繋ぎ、データや処理作業を
共有することができる、ネットワークリンク14である。プログラムは、運転中本システム
2のメモリ6に搭載される。これらのプログラムには、オペレーティングシステム16、例え
ばコンピュータを管理するMicrosoft Windowsなど、本発明の方法を実行するプログラム
を補助する共通言語および機能をコードするソフトウェア18 、および操作言語または記
号パッケージで本発明の方法をコードするソフトウェア20が含まれる。それらの方法をプ
ログラムするために使用できる言語は、Microsoft社のVisual C/C++ など、特に限定され
ない。好ましい適用では、本発明の方法は、プログラムの実行に使用されるアルゴリズム
を含んで、式の記号入力および特異性の高い処理が出来るような数学的ソフトウェアパッ
ケージによってプログラム化され、その結果、ユーザーが、個々の式またはアルゴリズム
の手順をプログラムする必要性がなくなる。この目的に役立つ代表的な数学的ソフトウェ
アパッケージはMathworks 社（Natick, MA）のMatlab である。Matlabによって、Paralle
l Virtual Machine (PVM) モジュールおよびMessage Passing Interface （MPI）を適用
でき、複数のプロセッサでの処理をサポートできる。本書の方法と共にPVMおよびMPI を
実行するには、既存の方法を使用する。また、ソフトウェアやその一部が、既存の技法に
よる専用回路でコードされる。
【０１３０】
5.1.5. 標的分子機能の解析
　標的分子機能を系統的に分類するために、各標的のヒット化合物を細胞や組織を使用し
たアッセイによってスクリーニングし、疾病病因に対する主要分子の各メカニズムを示し
得る。標的が示差的発現解析法に基づいて最初に選択される場所で、その示差的発現に特
に関連するアッセイが好ましい（例えば、がん細胞の示差的発現解析から標的が生じた場
所に特に関連することもある）。この一連のアッセイ法には、アポトーシス、増殖、虚血
/壊死、炎症、線維症、血管形成、代謝シグナル伝達、感染および発生／分化などを検出
または測定するアッセイを含むが、これだけに限定されない。病因発生経路に注目し、疾
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病および細胞に特異的な標的を研究することにより、多数の治療領域に対する新しい標的
分子が同定され得る。このパネルの目的は、重要な疾病、つまり慢性変性疾患（例えば、
アルツハイマー病、変形性関節症、骨粗鬆症）、代謝疾患（例えば、糖尿病、肥満）、炎
症疾患、がん、心血管系疾患（例えば、冠動脈疾患、高血圧、うっ血性心不全、心筋症、
慢性腎不全）および感染症（例えば、ウィルス、細菌、原虫および薬剤耐性のメカニズム
）を含み、これだけに限定されないが、これらの原因となる分子経路の小分子/タンパク
質をスクリーニングすることである。アッセイは、同じアッセイが最初に細胞で使用され
、疾患患者の生検組織での追跡検査が行えるようにデザインされる。有毒な可能性のある
分子を同定するために、壊死アッセイがすべての分子に実施され得る。業界で標準の96 
ウェルのマイクロタイタープレートは、ハイスループットおよび超ハイスループットも除
外されないが、表現型スクリーニングを実施するために十分なスケールを提供している。
。アッセイは細胞株、一次細胞培養、組織生検、組織モデル、インビボ動物モデル、また
は他の生物で実施され得る。好ましい実施例では、生物学的アッセイは、ヒト細胞株と組
織を使って実施される。他の実施例によれば、生物学的アッセイは、細胞、組織、臓器ま
たはいかなる種族の生物全体を使って実施され得る。これらのアッセイでリガンドがプー
ルできるが、各表現型のアッセイは、1つのウェルに付き1種の分子に対し実施され、表現
型の作用を隠すようなアゴニストならびにアンタゴニスト相互作用を避けることが有用で
ある。アッセイでは、疾病細胞または組織を、疾病や治療反応に関連すると思われる遺伝
子で豊富にさせるが、これだけに限定されない。
【０１３１】
　がん、糖尿病、およびTGFβ による細胞刺激などに対する標的分子同定への、本発明の
適用が実施例に記載されているが、上述のアプローチはいずれの疾患、細胞刺激、生体調
節物質（モジュレータ）または病態に対しても広く適用することができる。上述以外のア
ッセイまた、疾病に関連する他の分子経路のアッセイも使用できる。正常細胞や組織と相
対的な疾病細胞、またはアゴニストやアンタゴニスト（またはそれらの一部）の存在する
細胞内で、上方制御または下方制御される遺伝子を使ってこのアプローチを開始すると、
特異性や良好な治療指数を持つ標的が豊富になる。この特異性を疾病病因の分子メカニズ
ムと考え合わせると、治療に有用な標的が豊富となる。大きなライブラリから効率よい方
法でヒット化合物を選択する、生化学的結合アッセイを順番に組み合わせ、またヒト疾病
を反映する低スループット高品質表現型生物学的アッセイにおいてこれらのヒット化合物
を使用すると、遺伝子機能を決定できる。
【０１３２】
5.2. 表現型から遺伝子型へ
　別の一連の実施例において、本発明は、少なくとも1つの生物学的アッセイで多数の可
能性のあるガンドをスクリーニングし、1つの生物学的アッセイで表現型の変化を生ずる
リガンドを選択し、さらにそのリガンドを使用して標的候補物質をスクリーニングし、変
化した表現型の原因となる特定の標的物質を同定する方法に関連する。様々な好ましい実
施例で、個々のリガンド種は生物学的アッセイで別々にスクリーニングされる。生物学的
アッセイで表現型に変化を与えるリガンドが、リガンド-標的相互作用を起こさせる条件
下で多数の可能性のある標的に曝露され得る。本発明の様々な好ましい実施例において、
標的はペプチドまたはタンパク質であり、各ペプチドや標的タンパク質はその標的をコー
ドするポリヌクレオチドに関与している（例えば、ファージディスプレイまたは細胞表面
ディスプレイ）。選択した標的とそれに対応するポリヌクレオチドが採取される。タンパ
ク質の標的をコードするDNA配列が決定され、クローン化され、確認される。これら標的
の示差的発現は、ヒト疾病組織生検、特に表現型の分子メカニズムが表現型に関連してい
るような組織で試験され得る。同様に、リガンドも、これらの疾病組織および/またはイ
ンビトロまたはインビトロの疾病モデルにおいて試験され得る。1つの実施例の概要を図2
に示す。上述したように、5.1.1 ～5.1.5 の項で挙げた実施例はこれらのいずれの方法で
も使用できる。
【０１３３】
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　本発明によるハイスループット表現型細胞に基づくアッセイは、現在行われているハイ
スループットスクリーニング法と異なる。典型的なハイスループットスクリーニング法は
、確認した標的の遺伝子がリポーターシステム（例えば、緑色蛍光タンパク質、ルシフェ
ラーゼなど）によって細胞株に形質移入され、そのレポーターの活性から化学ライブラリ
のメンバーがスクリーニングされるという、メカニズムに基づくアッセイである。このタ
イプのスクリーニングを実施する代わりに、本発明では、1つの生物学的アッセイによる
分子標的の予備的測定をせずに、細胞株における表現型の有意な変化を探すことに着目し
ている。これらの生物学的アッセイは、重要な生体刺激物質または重要な発病メカニズム
を調節するリガンドを探すことを目的としてデザインされている。限定のない実施例には
、アポトーシス、増殖、虚血、壊死、炎症、線維症、浸潤、血管形成、代謝、感染および
胚形成などが含まれる。さらに、多分化能効果を持つ細胞刺激物の個々の経路は、アンチ
センス、転移ペプチド、抗体またはそれらの作用により特異的な標的を同定する他の技法
によって、遮断することができる。この方法で本発明者らは、1つの生物学的アッセイか
らライブラリ（上述したような）のリガンドと表現型との関連性を得る。上記事項など、
ただしそれだけに限定されないが、疾病の分子レベルメカニズムのアッセイは、ハイスル
ープットスクリーニングに採用され得る。
【０１３４】
　癌の標的同定に、本発明を適用することが本書で検討されているが、本発明はいかなる
疾病、細胞刺激または病態に広く適用できる。生体刺激に関連した上述以外の他のアッセ
イ、さらに疾病または生物学に関連する他の分子経路のアッセイも使用できる。リガンド
が対象とする特定の表現型変化に関与している生物学的アッセイを順番に組み合わせ、さ
らにこれらのヒット化合物を使って、タンパク質またはペプチドのディスプレイライブラ
リから標的分子を選択すると、標的の遺伝子をクローン化し同定できる。ヒト疾病組織に
おける標的の示差的発現が、引き続き試験され得る。さらに、インビトロまたはインビボ
の生物学的アッセイにおけるリガンドの特異的作用から、生体への影響の調節あるいは特
定疾患の治療における、そのリガンドの有用性が明らかにされ得る。
【０１３５】
5.3. シグナル経路分子のマッピング
　一旦、多くの遺伝子が発病の特定な分子経路に関連することが示されると、その標的分
子は、相互に、さらに経路の既知メンバーに関連して分子経路内でマッピングされる。異
なるタンパク質と結合するリガンドは、光活性化架橋剤で誘導体化され、経路中の各メン
バーを位置づけるのに使用され得る。例えば、経路の1つのメンバーは最初に標識化され
る（例えば、GFP）。次に、架橋が可能な官能基を持つ誘導体化リガンドに、経路のメン
バーが曝露される。続いて、その混合物が架橋刺激物に曝露される。最後に、経路内の選
択されたメンバーが、標識化（例えば、GFP）によって採取され、それに会合するように
なるどの化合物も同定される。この段階が、前部のまたは後部の経路メンバーを同定する
ために、順番に繰り返され得る。これらの方法は、架橋に先立って、前もってリガンドの
結合部位を同定したり、標的分子の二次または三次構造を決定する必要がない利点を有す
る。
【０１３６】
　経路メンバーは続いて、リガンドスクリーニングにおいて標的として使用され得る。各
経路メンバーに選択的に結合する、各リガンドの表現型を比較することによって、他のメ
ンバーと相対的な各メンバーの位置情報が得られる。この情報を利用して、特定の疾患適
応症に対する最良の標的分子を確認・選択し、最終的に、薬理遺伝学に基づく診断を通し
てベストな治療法を選択し得る。 
【０１３７】
5.4.　リード化合物の最適化
　本発明は、リード化合物を最適化し、ヒットする割合を上げる方法を提供する。ここで
、「リード化合物」とは、製薬的に好ましい特性を持つリガンドを意味する。好ましくは
、そのリガンド分子は、技術的に「小さい」分子、例えば分子量が50～3000 ダルトンの
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間の分子と考えられる。この方法は広い応用範囲を持っているが、タンパク質-タンパク
質相互作用を妨害するリガンドを得るのに、特に有用である。
【０１３８】
　多数のリード化学物質が生化学的および表現型レベルで特徴付けられるので、構造活性
相関が確証され、リード化合物の最適化の基礎となり得る。類似活性を持つ分子が同定さ
れると、構造活性相関（SAR）が決定できる。標的を目的とした合成技術を使用して、お
互いに近くで結合している分子を架橋することができ、その結果、結合分子の活性が、タ
ンパク質の同じサブサイトまたは、標的タンパク質の異なるサブサイトを通して仲介され
るか否かが示される。1つの実施例で、分子の1つは光活性化架橋剤を含むかまたは、2番
目の分子上の基と反応する反応基を含んでいる。この方法で、標的上で追加される別の機
能を持つサブサイトがマップされ、異なるメカニズムを、これらのサブサイトで結合する
分子による表現型の結果から解釈することができる（例えばアゴニスト対アンタゴニスト
）。リガンド構造骨格上の1つの官能基にある光活性化架橋剤を使用して、標的と結合し
ているリガンドをリンクさせ、その結果標的分子をテンプレート（鋳型）として使用し得
る。
【０１３９】
　この段階では、小分子A と小分子Bだけを混合することも、あるいは、標的と結合しな
い他の小分子の存在下で、A、B両分子を混合することができる。この条件下では、1つの
官能基が保護され他は無保護であり、A、Bのどちらにも反応する二官能性基架橋剤が存在
する。、また、Aは、架橋剤と反応し、その生成物はBと反応する可能性がある。官能基と
して、アミン、カルボン酸、ニトリル、およびハロゲンがあるが、これだけに限定されず
、あらゆる反応基が挙げられる。A、Bには同じまたは異なる官能基が存在してもよい。互
いに反応する小分子A と B との1ペアについての1実施例において、Aはアミンの官能基を
含み、Bはカルボン酸、活性化エステルおよび無水物、アシルハロゲン化物、またはアシ
ル化またはアルキル化反応でアミドと反応する他の基を有する架橋剤を含む。リンカーは
、2つの官能基のみを含むか、またはその官能基の間に1つの構成成分、ポリエチレングリ
コールなどを含むが、これに限定されない。代表的な保護基は、BOC、FMOC、またはベン
ジルのようなアミン保護基を含む。CBZ保護基を使用して、カルボン酸、ベンジルエステ
ル、アリルエステル、およびニトリルを保護することができる。1つの実施例で、保護基
は光活性化され、ニトロベンジルまたはアゾ基のような官能基を脱保護する。別の実施例
では、タンパク質と反応しない官能基を含むリンカーと、タンパク質上に官能基を含まな
い化合物（例えば、アミン類、カルボン酸類、アルコール、SH基など）が使用される。1
つの実施例では、化合物はハロゲンを1つ（例えばCl）含むか、またはハロゲンを1つ含む
ように修飾される。二重結合、三重結合、ハロゲン、または芳香族基を含むリンカーは続
いて、Heckカップリング反応またはSuzuki 反応を通じてその化合物にリンクされ、その
結果、タンパク質と反応せずにリンカーと化合物の結合が起きる。このような化合物はAl
drich社から販売されている。リンカーおよび上述の反応の保護基はAdvanced Chemtechや
Novobiochem 、その他から販売されている。この結合は、好ましい実施例では、標的への
結合親和性を2～100倍以上増大させ得る。そのため、高い親和性の優れたリード化合物が
得られる。このアプローチを使用して、標的に着目した生体に関連する方法で、化学ライ
ブラリの構造的多様性をさらに高めることができる。
【０１４０】
6. 遺伝子型から表現型へ
6.1.　実施例1：乳がん
6.1.1.　標的物質
　少なくとも1名の乳癌患者からまず生検を採取する。レーザー捕獲顕微解剖および、ANR
NAまたはRT PCR をマイクロアレイ分析法と併用して、がん性細胞内で識別的に発現され
る遺伝子を単離し得る。例えば、これらの技法を使用して、同じ生検中に、非がん性細胞
よりも2倍以上のレベルでがん細胞に存在する転写物を同定し得る。また、その遺伝子は
非がん性細胞内では過剰発現され得る。また遺伝子として、試験患者の有意な画分からそ
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のようなレベルで発現される遺伝子が選択され得る。
【０１４１】
　組織はTissue Tek OCT 保存液（VWR）に埋め込まれ、液体窒素で凍結し、低温槽で切断
され得る。切片は、非コーティングガラススライド上で固定し、-80℃で保存され得る。
スライドは70%エタノール 中で30 秒間固定し、H&E で染色し、続いて70%、95%、および1
00%キシレン中で5秒間脱水し、さらにキシレンで5 分間脱水し得る。空気乾燥後、切片は
PixCell I および II　LCM システム（Arcturus Engineering）でレーザー捕獲顕微解剖
され得る。形態学的に正常な乳房上皮細胞、悪性浸潤性乳がん胞および悪性転移乳がん細
胞（例えば、腋窩リンパ節）の各5 X104 が捕獲され得る。室温で接着細胞の付いた転移
フィルムをイソチアン酸グアニジンに移動させ、フェノール/クロロホルム/イソアミルア
ルコールで抽出し、イソプロパノール中で酢酸ナトリウムと10 μg/μL グリコーゲンに
よって沈殿させることによって、総RNAが、これらの細胞の各集団から単離され得る。続
いてRNAペレットは、再懸濁され、RNASE 阻害物質（Life Technologies）の存在下10ユニ
ットのDNase（Gene Hunter）で37℃で2時間処理され得る。再抽出と沈殿後、ペレットは2
7 μL のRNASE不含の水で再懸濁され得る。ANRNAまたはRT PCR が実施され、続いて配列
決定され得る。ESTであるこの技法によって同定された配列を使用して、cDNAライブラリ
（CLONTECH）からcDNAの全長を選択し得る。これらのcDNAは、罹患した正常でない細胞/
組織に豊富に見られるが、それらの機能は未知であり得る。
【０１４２】
　選択されたcDNAは、カルボキシ末端に挿入されたヘキサヒスチジン（6his）、および遺
伝子のアミノ末端のグルタチオンシンセターゼ（GST）（各々にプロテアーゼ開裂部位を
持つ）によってタグが付けられる。これらの遺伝子は、bipタンパク質リーダーによって
ショウジョウバエ発現系ベクター内でクローン化され、ハイグロマイシンベクターと共に
CaPO4によってショウジョウバエベクター内に共に形質移入され得る。 細胞を選択培地に
維持し、硫酸銅 (Invitrogen)　を用いて遺伝子発現を誘導する。　48 時間後、5-10 mg/
L の各タンパク質を含む上清を収集する。その後、得られたタンパク質を最初の精製段階
としてその上清よりNi(2+)-NTA クロマトグラフィーにより精製し、二段目の精製法とし
てグルタチオンアフィニティークロマトグラフィーを使用し、その後タグ開裂による特異
的なプロテアーゼの除去が行われる。　最高ミリグラム量の各タンパク質が回収される。
【０１４３】
6.1.2.　結合、リガンド－標的対の選択、およびリガンドの同定
　最大2百万個のリガンドを含む、多様な化学物質、天然物様物質およびペプチドの組み
合わせライブラリが、液相中でプールされた様式で合成され得る。さらに、天然物ライブ
ラリ（Terragen, Yonsei）および化学物質ライブラリ（Arqule, Coelocath）が購入され
得る。1,000～10,000個のリガンドが最大100 μL 中で1μg のタンパク質と共に混合され
、96ウェルプレートの1つのウェル内で1 μM の濃度となり得る。氷上で30分間インキュ
ベーション後、試料は、カートリッジ付き96ウェルプレートに装填され、各ウェルにHPLC
 カラム（Waters 2790 HPLC）として操作され得る。最初のカートリッジ／カラムは、サ
イズ排除樹脂（G25、Pharmacia）であり、樹脂中の非結合分子を保持するが、結合リガン
ドとタンパク質を通過させ得る。小型で狭いカラム（例えば、長さ2 mm x直径5 mm のRoc
ket Column, Biorad）を使用し、この操作の希釈を最小に留める。次に使用するカートリ
ッジ／カラムは、疎水性または親水性逆相HPLC樹脂であり、その選択は、使用するリガン
ドライブラリの疎水性に依存する。例えば、疎水性C18シリカカラムは、疎水性が低いリ
ガンドに使用され、親水性C8カラムは、より親水性の高いリガンドに使用され得る。別例
として、疎水性または親水性どちらのリガンドにも使用され得る、Agilant 社のSB8Uカラ
ムが挙げられる。逆層HPLCは、小分子とタンパク質を、樹脂に結合させることによりそれ
らを濃縮し、その後、小分子がタンパク質と樹脂から溶出され得る。小分子を含む溶出物
は96 ウェルプレートで採取され得る。これらの溶出物は、続いて、質量分析計（Microma
ss Quattro LC）に移動され、MassLynx、MAxENT ソフトウェア（Micromass）によってス
ペクトルが測定され得る。この方法は理論的にいって、1つのタンパク質に付き最大100個
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き同定され得る。特に、質量分析は化合物の同位体または分解パターンを検出するために
使用でき、その同位体・分解パターンいずれも代替え法として、または真の分子量と組み
合わせて使用し、化合物を同定できる。さらに、IRまたはFTIR 分析を実施し、リガンド
の官能基またはユニットが同定され得る。各リガンドが、続いて、合成されるか、または
大規模スケールで合成され得る。ペプチドリガンドは、TAT形質移入配列で融合され得る
。
【０１４４】
　同定されたリガンドの親和性はスクリーニングで使用するライブラリの濃度に一部に依
存するが、少なくともナノモルまたはマイクロモル単位の範囲であるはずである。各リガ
ンドの実際の親和性は競合試験で決定され得る。これらのリガンドは続いて、生物学的ア
ッセイで試験され得る。
【０１４５】
6.1.3.　生物学的アッセイ
　cDNAががん細胞の示差的発現 に基づいて選択される場合、リガンドは、アポトーシス
、増殖、壊死、血管形成、炎症、または転移がん浸潤を検出・測定するアッセイで試験さ
れ得る。本発明によれば、アッセイは、ヒト疾病にできるだけ近く（例えば、病理組織の
生検、インビトロ組織モデル、インビトロ疾病モデル、ヒト細胞株）、細胞株に基づきヒ
ト病理試料の一次組織に容易に適用されるモデルからデザイされる。これらのアッセイは
、がんに関与していることが知られている遺伝子bcl-2を導入したマウスの組織から、開
発され得る。アッセイされ得るヒト乳がん細胞株は、MCF-7、NCI/ADR HS578T、MDA-MB-22
231/ATCC、MDA-MB-4335、MDA-N、BT-549、T-47D （NCI、ATCC）である。　他の細胞株と
組織も使用され得る。生物学的アッセイの限定されない試料を表1に示す。
【０１４６】
（表１）細胞株、ヒト組織生検、およびホストに移植されたヒト組織生検（例えば、ヌー
ドマウス）
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【０１４７】
6.1.3.1.　アポトーシス
　アポトーシスは、細胞膜ホスファチジルセリン結合色素 （FITC Annexin V、Cy5.5 の
ような別の色素も使用可）によって測定される。結合アッセイで同定された各タンパク質
用に選択されたリガンドについて、色々な細胞株に対するアポトーシスが試験され得る。
2x105～2x108個の細胞を96ウェルプレートの各ウェルに入れ、1 μM～10 μM 濃度の各リ
ガンドを含む培養液がウェルに3ウェルづつ加えられる。少なくとも、陰性（リガンドな
し）および陽性（bcl2 反応性リガンド）対照も実施される。1.5 時間後、FITC Annexin 
をウェルに加え、15分間細胞と共にインキュベートし、3回洗浄後、蛍光強度がプレート
リーダーによって測定される。
【０１４８】
　アッセイは、bcl-2 遺伝子導入マウス（Charles River）のbcl-2 発現細胞と組織を使
用して、細胞から組織への移行が可能であることを実証し得る。アポトーシスを誘発する
リガンドを、乳癌患者の採取直後の腫瘍生検によって試験し得る。一次組織生検を使用す
る利点は、組織採取後2時間以内、例えば組織が虚血に原因する変化を示す前に、アッセ
イが実施できることである。腫瘍生検の小片が96ウェルプレートに加えられ、上述と同じ
アッセイが各試料について2ウェルで繰り返される。蛍光強度を読みとった後、試料はDAP
I（Molecular Probes, Eugene Oregon）染色法よって染色され、細胞核の形態、つまり核
の縮合および細分の確認のため、蛍光顕微鏡下で評価され得る。また、従来のTUNEL（末
端デオキシヌクレオチド転移酵素の仲介によるビオチン化デオキシウリジン3リン酸ニッ
ク末端標識）法がDNAらせん構造の切断部を標識化するのに使用され得る。
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【０１４９】
6.1.3.2.　増殖
　細胞増殖は、増殖細胞核抗原（PCNA）に結合する、フルオレセインで標識化された抗PC
NA 抗体（例えば、PC-10、Santa Cruz Biotechnology）に、細胞を曝露させることにより
アッセイされ得る。結合アッセイで同定した各タンパク質用に選択されたリガンドについ
て、細胞株の増殖作用が試験され得る。2x105～2x108個の細胞が96 ウェルプレートの各
ウェル中に加えられる。各リガンドを1 μM～10 μM 含んだ培養液がウェルに3ウェルづ
つ加えられ得る。少なくとも、陰性（リガンドなし）および陽性対照も実施される。2時
間後、FITC抗PCNAをウェルに加え、15分間細胞と共にインキュベートし、3回洗浄後、プ
レートレーダーを用いて蛍光強度が測定され得る。PCNAアッセイ法は細胞および組織中で
すでに使用されている（Kulldorff Mら、2000、 J. Clin Epidemiology 53:875）。増殖
を阻害するリガンドは、乳がん患者の採取直後の腫瘍生検によって試験され得る。腫瘍生
検の小片が96ウェルプレートに加えられ、上述と同じアッセイが各試料について2ウェル
づつ繰り返えされる。蛍光値を読みとった後、試料は、蛍光顕微鏡下で評価され、その増
殖が本当に影響を受けている細胞が、がん細胞であることを確認し得る。細胞増殖を測定
する第二のアプローチは、BRDUまたは3H-チミジン摂取を観察する従来法である。 第三の
アプローチによれば、細胞はCSFE色素（5、6 カルボキシフルオレセイン2酢酸サクシニミ
ジルエステル）で標識化され得る。細胞が7 から 8 世代にわたり増殖すると、色素は希
釈される。第四のアプローチでは、蛍光を使用したAttoPhosアッセイを利用し、内因性酵
素酸性ホスファターゼを測定し、細胞数を測定する。増殖期決定のための7-ADD（7-アミ
ノアクチノマイチンD）、またはKi67抗体による染色を含む、他の方法で増殖中の細胞を
検出し得る。
【０１５０】
6.1.3.3.　壊死
　壊死を検出する方法には、ヨウ化プロピジウムまたはTOTO-3のようなDNA結合色素によ
る従来法があるが、これだけに限定されない。またミトコンドリア酵素の遊離を測定する
メチルチアゾールテトラゾリウム（MTT）比色分析を使用して、細胞の生存度を決定し得
る。本発明の好ましい実施例では、細胞生存度はDNA結合色素ヨウ化プロピジウムおよびT
OTO-3で測定される。
【０１５１】
　細胞株のこれらのアッセイを実行すると、壊死とアポトーシスを区別でき、このアッセ
イはまた、広く細胞毒性を示すリガンドと特異的な効果を持つリガンドとを区別するのに
も役立つ。この区別は壊死とアポトーシスアッセイを同時に実行することで容易になり得
る。結合アッセイで同定した各タンパク質用に選択したリガンドについて、細胞株の壊死
作用が試験され得る。2x105～2x108個の細胞を96 ウェルプレートの各ウェル中に加え、
各リガンドを1 μM～10 μM 含んだ培養液をウェルに3ウェルづつ加える。少なくとも、
陰性（リガンドなし）および陽性対照も実施される。8時間後、ヨウ化プロピジウムまた
はTOTO-3をウェルに加え、15分間細胞と共にインキュベートし、3回洗浄後、蛍光プレー
トレーダーを用いて蛍光強度が測定され得る。
【０１５２】
　壊死は、組織生検に移行させるのが難しいアッセイと思われる。その理由は、一般的に
壊死は、少なくとも8時間後に測定され、その時点で組織生検中には虚血により多数の壊
死が発生し、それが時間を経て高いバックグランドとして表れるからである。この問題を
解決するために、ヒト生検組織をヌードマウスに移植し、その結果8時間のアッセイ中に
起こる虚血により誘発される壊死を防ぎ得る。ヌードマウスにおける成長が腫瘍を変化さ
せないことを確認するために、1ヶ月間ヌードマウスで成長した腫瘍を外植し、上述した
ように短期間のアポトーシスおよび増殖を試験し得る。腫瘍を組織学的に観察し、採取直
後の腫瘍外植部と比較し、その差を評価し得る。同じ標的分子と結合し、50%の例で壊死
を起こすリガンドを動物の腫瘍に注入し、8時間後に採取し、ヨウ化プロピジウムで染色
し得る。組織学的検査は、腫瘍細胞では壊死が進行中であり、他の生検細胞では壊死は起
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きていないことを示し得る。
【０１５３】
6.1.3.4.　血管形成
　血管形成の促進または抑制効果を試験するためにインビトロアッセイを使用し、培養し
たヒト皮膚微小血管内皮細胞の、β-FGFまたはウシ血清アルブミン（陰性対照）への移動
を、阻害対照のアンジオスタチン濃度を増加し、また別なウェル中のリガンド濃度を増加
することにより、測定する（Clonetics, San Diego; Polverini PJら、1991、Methods in
 Enzymology 198: 440）。血管形成もまた長期にわたるイベントであり、そのためヒト生
検モデルではヌードマウスでの成長が絶対に必要である。将来、抗血管形成作用をもつリ
ガンドが発見されるなら、腫瘍中へ毎日3－5日続けて注入し、その後その腫瘍を取り出し
、抗原に関連する蛍光抗因子VIIIで染色し、内皮細胞密度を測定してそのリガンドをアッ
セイできるようになる。
【０１５４】
　本発明では、血管形成の他のモデルも意図している。インビボモデルでは、それ上に試
験分子を持つヒドロンペレットを無血管ラットの角膜に移植する（角膜マイクロポケット
アッセイ）。7日間の血管縁からペレットへの増殖を、タンパク質Aビーズ上の抗体により
血管形成または抗血管形成タンパク質を取り除くことにより無効になる陽性反応としてそ
のスコアを付ける（Poverini PJら、1991、Methods in Enzymology 198: 440）。これら
の血管の密度、長さ、および管腔サイズの特徴を測定できる。同様なアッセイが、マウス
の眼においても実施できる（L Smith, Children's Hospital, Boston）。後肢虚血させた
ウサギのモデルを使って、血管形成分子を、インビボで試験できる（Shyu KGら、1998 Ci
rculation 98:2081）。他のインビトロ組織モデル系では、未成熟な毛細血管に似ている
管構造を形成する3次元培養の内皮細胞を含んでいる（Springhornら、1995、In vitro Ce
ll Dev Biol Anim 31, 473; Sierra-Honigmann MRら、1998、Science 281:1683）。平滑
筋細胞補充は、抗平滑筋アクチンの免疫組織化学によって測定できる。
【０１５５】
6.1.3.5.　浸潤
　腫瘍の浸潤は、マトリゲル（Matrigel）細胞外基質で被膜されたチャンバーである、細
胞基底膜浸潤チャンバーを使用してアッセイされ得る。細胞外基質が使用するウェルを被
覆し、24ウェルプレート中で1つのチャンバーと他方のチャンバーから分ける（Becton Di
ckinson Labware）。結合アッセイで同定した各タンパク質用に選択されたリガンドにつ
いて、細胞株の浸潤作用が試験され得る。CSFE色素で標識化された細胞はFACSで測定され
るか、インビボで細胞運命を追従するのに使用される。また、細胞は、3H-チミジンまた
は他のマーカーで標識化できる。約2x105個の標識細胞を各ウェルに加え、1 μMまたは10
 μM の各リガンドを含む培養液を、ウェルの上から半分に3ウェルづつ加える。CO2 培養
器でインキュベーションを30時間行った後、膜チャンバーの両側をDMEM/0.1%BSA で3回す
すぎ、上部表面を綿棒でこする。ウェル底部にある色素量は、蛍光プレードリーダーを用
いて定量され得る。陽性ウェル中の膜を切り取り、底部の細胞数を計測できる。このイン
ビトロアッセイ中で腫瘍浸潤に影響を与えるリガンドは、ヌードマウスのヒト腫瘍生検の
組織学分析によって、さらにインビボで試験され得る。
【０１５６】
6.1.3.6.　発生および/または分化
　細胞、組織、臓器または生体の発生および/または分化に対するリガンドの作用を試験
するために、様々なアッセイが思索されている。限定のない実施例では、主要組織適合遺
伝子複合体（MHC）クラスII陰性細胞か、単一多分化能骨髄リンパ開始細胞（ML-IC）のい
ずれかと共にリガンドをインキュベートし、さらにInaba K ら、1993、PNAS 90:3038また
は、Punzel M ら、1999、Blood 93:3750 に従った細胞学的および免疫学的方法により細
胞発生運命が評価される。
【０１５７】
6.2.　実施例2：糖尿病
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　末梢インスリン抵抗性は、II型糖尿病を引き起こす主な発病メカニズムであり、疾病に
よる死亡原因の第4位であり、盲目、腎不全および切断の主要原因でもある。インスリン
は、筋肉および脂肪細胞におけるグルコースの取り込み、肝および筋肉細胞におけるグリ
コーゲンの合成、脂肪細胞および肝細胞による脂肪生成、および肝細胞におけるグルコー
ス生成の抑制などを促進させる。NIDDM（インスリン非依存性糖尿病）は、骨格筋および
脂肪細胞へのインスリン刺激グルコース取り込みの障害、肝における糖新生の阻害障害お
よびインスリン分泌調節障害の可能性などの特徴を有する。その経路は、部分的にしか分
かっておらず、末梢インスリン抵抗性の原因となる分子は知られておらず、こういった状
況は本発明の方法を適用するの適している
【０１５８】
　インスリンは、そのインスリン二量体レセプタのαサブユニットに結合して、レセプタ
の細胞質ゾルのβサブユニットチロシンキナーゼ活性を誘発するように自身分子および近
辺のタンパク質をリン酸化する。インスリンは、DNAおよびタンパク質合成、同化代謝経
路の活性化および異化代謝経路の阻害を起こす。IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4, Gab-1 お
よび p62 dok など一連のタンパク質すべてが、リン酸化インスリンレセプタと結合し、
その基質となり得る。IRS-1 は、一番多くレセプタに関与しているように見えるが、これ
らのすべてが、ホスファチジルイノシトール3キナーゼの活性化物質であり、横紋筋/脂肪
組織特異的グルコーストランスポーターGLUT 4 を、細胞質のゴルジ体から原形質膜に輸
送させる。原形質膜では、グルコースが輸送され、その後ヘキソキナーゼによりリン酸化
される。（Glut 2 は肝臓と膵臓のβ細胞に存在する）。インスリンはまた、グルコース
をグリコーゲンに変換する最終段階を触媒するグリコーゲン合成酵素を上方制御するが、
このシグナル経路の前半で欠損が起こると考えられている。
【０１５９】
　肝臓および筋肉がグルコース代謝のほとんどを占めるので、本試験ではこれらの臓器か
らの細胞を使用する。糖尿病患者の筋肉生検は、健常人の筋肉生検と同様に、インスリン
および/またはグリクラジドで刺激され得る。ここで健常人はおそらく患者の親族で、そ
のうち数人は糖尿病の顕在性症状を示さず、インスリンには完全に正常反応を示している
。インスリン作用の欠損では顕在性疾患が先行し、糖尿病患者の非糖尿病親族に見られる
。示差ディスプレイcDNAライプラリが、糖尿病患者および健常人から調製され得る。第二
の示差ディスプレイcDNAライブラリが、インスリンおよび/またはグリクラジドで刺激さ
れた患者生検と、健常人の生検から調製され得る。これらのcDNAライブラリは、続いてタ
ンパク質として発現され得る。発現したタンパク質と結合するリガンドは、本発明で記載
されている方法によって、単離され得る（例えば、HPLC/質量分析）。
【０１６０】
　リガンドは、インスリン刺激後のグルコース取り込み作用について、アッセイされ得る
。3T3-L1 脂肪細胞およびL6筋細胞株（ATCC）は、グルコース代謝の細胞モデルとして使
用され得る。2x108～1x1010個の細胞を96 ウェルプレートの各ウェル中に加え、既知濃度
のグルコースと各リガンドを1 μM～10 μM 含んだ培養液を3ウェルづつ加え得る。少な
くとも、陰性（インスリンなし、リガンドなし）および陽性（インスリン、リガンドなし
）対照も測定される。次に低濃度および高濃度のインスリンがウェルに加えられる。CO2 
培養器でインキュベーションを2時間した後、グルコース値がグルコース計で測定され得
る。細胞株内でのインスリン刺激後、グルコース代謝に影響を与えたリガンドが、II型糖
尿病患者の新鮮な骨格筋および脂肪組織生検を用いて、同じアッセイから試験され得る。
組織生検より懸濁化した細胞が96ウェルプレートのウェル中に同じ密度で加えられ、各試
料について上述と同じ方法が2ウェルづつ繰り返される。仮にリガンドが末梢インスリン
抵抗性を減少させた場合、そのリガンドと遺伝子の組み合わせが、末梢インスリン抵抗の
治療法として有用な標的となり得る。その標的は今後さらに試験され、インスリンの代謝
的シグナル経路においてマップされ得る。
【０１６１】
6.3.　既知遺伝子の分子経路内標的の同定



(53) JP 2008-54683 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

　上述のアプローチを使用して、多能性分泌タンパク質のシグナル経路内にある未知遺伝
子の機能を同定確認し、組織特異的な方法で毒性作用から治療的応用効果を取り出し得る
。TGFβ1 は、多数の細胞種における強力な成長阻害物質としてよく知られており、また
タイプ II TGFβ レセプタ、Smad 2またはSmad 4 は、多数の癌細胞で変異することが知
られている (Kim SJ, 2000, Cytokine Growth Factor Rev. 11: 159)。一部の腫瘍抑制遺
伝子（DPC4）はSMADファミリーのメンバーであり、T細胞免疫応答の強力なダウンレギュ
レーターである（Prud'homme GJ, 2000, J. Autoimmun. 14:23）。この成長阻害およびア
ポトーシス誘発経路調節を使用して、がん細胞の成長を阻害し、自己免疫中にT 細胞の耐
性を誘発し、TGFβ 経路の遮断によってがん抗原への耐性を破壊するような新規な治療薬
が開発され得る。
【０１６２】
　こういった開発の限界要因の1つは、TGFβ1 が細胞外基質の析出を誘発することであっ
た（Massague, 1990, J Ann Rev Biochem 6:597.）。その析出には、フィブロネクチン、
コラーゲン、プラスミノーゲン活性化因子インヒビター-1および基質メタロプロテアーゼ
の組織インヒビターを上方制御し、間質のコラゲナーゼのような基質分解プロテアーゼを
下方制御する過程が含まれる。基質成分の過剰生産は、組織線維症における主な所見であ
り、腎臓および他の疾患を末期症状に導く重要な原因である。(Blobe GC, 2000, NEJM 34
2:1350)。フィブロネクチン生成の抑制はがんでよく観察され、細胞接着を減少させ、転
移を増大させる原因となる（Kornblihttら、1996、FASEB J 10:248）。c-jun N-末端キナ
ーゼ（MAPキナーゼのファミリーメンバー、JNK）がcJUN（転写因子のAP-1 ファミリーメ
ンバー）およびATF-2 （別の転写因子）を調節するように活性化されるSmad非依存性経路
を通して、TGFβ は、これらの作用をECM （細胞外基質）上で誘発させる（Hocevarら、1
999、EMBO J 18:1345）。TGFβ の多能性効果はjunおよびsmad経路を別々に標的とするこ
とによって、詳細に分析され得る。このために、ヒト一次T 細胞および線維芽細胞を2分
し、それらの細胞の半分が、アンチセンンスjunまたはSMADを含むレトロウイルスで形質
移入され得る。また、この移入は、異なるベクターで達成され、細胞がsmadまたはjunに
反応性のあるペプチドで形質導入され得る。その結果得られた細胞株は、続いてTGFβ に
よって刺激され、刺激を受けた細胞と受けない細胞間で示差的に発現されると思われるcD
NAがクローン化され、いずれかの経路を持つ細胞が、マイクアレイ解析または他の示差発
現技法によって遮断され得る。一旦cDNAが1つの経路のみのに関連する発現として同定さ
れると（しかし、その機能は未知）、これらのcDNAは、タンパク質として発現され、その
タンパク質に結合するリガンドは、生化学的結合アッセイおよびHPLC分析と質量分析によ
って、単離され得る。細胞外基質の急増（上述のPCNA に基づいたアッセイで）または分
泌を遮断あるいは誘発する能力について、引き続きリガンドを試験できる。細胞外基質ア
ッセイにおいて、48時間内で細胞外基質の主な成分であるフィブロネクチン沈着物が、96
ウェルプレート上でフィブロネクチンELISAアッセイを用いて測定されるであろう。この
方法で、遺伝子を同定でき、タンパク質の抗急増作用に関連するが、線維化促進作用には
関連しない標的、またその逆の標的を確認することができる。同様なアプローチを使用し
て、細胞または組織刺激物質を観察し、分子経路の新たなメンバーを同定し、それらを薬
物標的として確認し得る。
【０１６３】
7.1.　表現型から遺伝子型へ
7.1.1.　表現型の検出
　6.1.3.1 項および6.1.3.2.項 で記載されている腫瘍細胞のアポトーシスおよび増殖ア
ッセイを、例えば384ウェルプレート型を用いてハイスループットスクリーニングに適用
し得る（Applied Biosystems FMAT 8100）。アポトーシスおよび壊死を同時にアッセイし
得る。アポトーシスおよび壊死については、Cy5.5 Annexin V アッセイおよびTOTO 3 試
薬をそれぞれ使用し得る（Applied Biosystems）。Cy5.5 標識化抗PCNA抗体（PC-10、San
ta Cruz Biotechnology）を、細胞増殖アッセイに使用し得る。アッセイされ得るヒト乳
がん細胞株の限定されない例として、MCF-7、NCI/ADR HS578T、MDA-MB-22231/ATCC、MDA-
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MB-4335、MDA-N、BT-549、T-47D（NCI、ATCC）が挙げられる。アッセイされ得るヒト前立
腺がん細胞株の限定されない実施例は、DU-145、PC-3、LNCaPである。アッセイされ得る
ヒト大腸がん細胞株の限定されない例として、COLO 205、HCC-2998、HCT-15、HCT-116、H
T29、KM12、SW-620が挙げられる。アッセイされ得るヒト肺がん細胞株の限定されない例
として、A549/ATCC、EKVX, HOP-62、HOP-92、NCI-H23、NCI-H226、NCI-H322M、NCI-H460
、NCI-H522が挙げられる。1x105～1x108個の細胞を384 ウェルプレートの各ウェル中に加
え得る。1 pM～1 M、好ましくは1 μM～10 μM のリガンドライブラリ中の有望な各リガ
ンドを含む培養液（上述5.1.2 項でリストされている限定されない例）を試験するウェル
中に3ウェルづつ加える。陰性（リガンドなし）および陽性（スタウロスポリン）の対照
を含む。≦20 μM で表現型の作用を有するリガンドは、本発明によれば標的同定の優れ
た候補分子である。
【０１６４】
7.1.2.　標的物質の同定
　本発明の重要な利点は、従来技術と異なり、1つ以上の生物学的アッセイで作用を持つ
ことが認められたリガンドの標的が、そのリガンドを用いて同定し得ることである。本発
明によれば、標的を同定するのに使用し得るアプローチは多数存在する。
【０１６５】
　最初の一連の態様では、可能性のある標的は、細胞表面上に表現されるタンパク質であ
る。1つの限定されない例によれば、全長ヒトcDNAのライブラリは、pDisplayベクター（I
nvitrogen）内で発現される。このベクターはタンパク質を標的とし、それを真核細胞表
面上の細胞膜に固着させる。本発明の別の限定されない実施例では、全長ヒトcDNAライブ
ラリは、pYD1酵母ディスプレイベクターまたはEBY100 出芽型酵母菌（Saccharomyces cer
evisiae ）株に形質移入された類似ベクター内で発現される。さらに本発明の別な限定さ
れない実施例では、全長ヒトcDNAライブラリは、バキュロウイルスベクターによる昆虫細
胞の表面上で発現される（Ernst W ら、1998, Nucleic Acids Research 26:1718）。ペプ
チドの発現のみ起こさせる原核生物系とは反対に、これらの系では、全長タンパク質を表
面で発現させる段階ができる。
【０１６６】
　代替的態様では、ポリヌクレオチドライブラリを、ペプチド単独で、または1つの細胞
またはウイルスの表面上の融合（例えば、バクテリオファージT7またはM13）として発現
できる。限定されない例は、ヒトまたは感染物質から作製されたポリヌクレオチドライブ
ラリを含む。本発明の特異的な実施例で、cDNAは、pFliTrxベクター（Invitrogen）また
は類似ベクターにおいてドデカペプチドとして発現される。この実施例によれば、ベクタ
ーが大腸菌中で発現されると、ペプチドはチオレドキシンタンパク質の活性部位ループお
よび細菌フラジェリン遺伝子内でディスプレイされる。本発明の別の実施例では、プロマ
イシンの処理により、ペプチドがそれをコードしているRNAに融合されるリボソームディ
スプレイ系で、有望な標的をペプチドとしてディスプレイし得る（Robert R Wら、1977、
PNAS 94:12297）。本発明に従って、他のすべてのディスプレイ系（レトロウイルス、ア
デノウイルスなど、しかしこれだけに限定されない）を利用して、cDNAまたはペプチドを
ディスプレイし得る。
【０１６７】
7.1.3.　分離
　上述のいずれの方法によってディスプレイされた有望な標的物質をリガンドに曝露し得
る。リガンドを、表面、ビーズまたはカラム上に固定化されるか、または使用する分離方
法に依存して溶液中に存在し得る。本発明の最初の実施例で、リガンドを、表面上で直接
固定化、直接標識化、または検出され得る。本発明の第二の実施例では、これ以前の例で
図解されているように、標的分子がディスプレイされているリガンド-標的分子対の採取
を容易にするように、リガンドを親和性標識物質で誘導体化させ得る。このような親和性
標識物質の限定されない例として、ビオチン、ジゴキシゲニン、または抗体が含まれる。
リガンドと結合するディスプレイされた標的分子を、結合していない標的から分離し、そ
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の標的をコードする配列を標準クローン化およびDNA配列決定法によって同定し得る。
【０１６８】
　本発明の最初の態様で、細胞は、蛍光標識化されるかまたはビオチン化されたリガンド
で「染色」され (後者は、FITC アビジンと結合)、フローサイトメーター（MoFlo HTS Cy
tometer, Becton Dickinson FACS）でプレートのウェルまたはチューブなどに分別される
。この細胞は続いて、標準の細胞培養方法で増殖され得る。最初の限定されない例によれ
ば、薬物レセプタをコードする遺伝子は、COS 1 細胞のプラスミドの回収から、複製のSV
40 起点に対する大型T抗原作用の効果を利用して、クローン化され得る。第二の限定され
ない例によれば、PCRがプラスミド挿入物を回収するために使用され得る。
【０１６９】
　本発明の第二の態様では、細胞、ウイルス粒子またはペプチド－ヌクレオチド融合物が
、薬物被覆磁気ビーズ、薬物被覆表面（例えば、パニング用ウェル）または薬物被覆カラ
ムによって選択され得る。表面、ビーズ、またはカラム上の薬物リガンドは、低親和性相
互作用における結合活性を増加させるために、高密度であることが好ましい。薬物は、親
和性標識化合物（例えば、アビジン、ジゴキシゲニン）と通じて表面、ビーズ、またはカ
ラムに付着し、1回以上の洗浄操作後溶出を達成し得る。磁気ビーズの場合、マグネット
を使用し、洗浄中にビーズを単離し、結合細胞、ウイスル粒子またはペプチド-ヌクレオ
チド融合物を回収し得る。パニングの場合、ウェルで保持される細胞、ウイルス粒子また
はペプチド－ヌクレオチド融合物に対する各連続洗浄操作を完了後、上清を注ぎながら捨
てる。カラムの溶出は、標準的な方法で達成し得る。リガンドを親和性標識物質で誘導体
化した場合、細胞、ウイルス粒子またはペプチド-ヌクレオチド融合物は、遊離の親和性
標識物質をカラムに過剰に加えることにより、カラムから溶出し得る。
【０１７０】
　標的発現細胞またはウイルスは一旦分離すると、適当に増殖できる。続いて、標的分子
をコードするcDNAを標準的な分子生物学方法によって回収し得る（例えば、プラスミド回
収またはPCR）。精製されたペプチド－ヌクレオチドの場合、cDNAの部分的配列がRT PCR
によって、同定されるであろう。上述のアプローチによって、1回以上の選択を行い、標
的を精製し、クローン化できる。この方法で、今まで未知であった薬物標的をコードする
DNA配列を単離でき、その薬物標的をコードするcDNAをクローン化するのに使用できる。
【０１７１】
　薬物標的をコードするcDNAを一旦同定すると、6.1項のように、疾病組織の細胞内の示
差的発現を試験するのにcDNAを使用できる。標的が疾病と正常細胞間で示差的に発現され
ると、特異性が確立し、標的と相互作用するリガンドを、その疾病に対するインビトロお
よびインビボの生物学的アッセイで試験し得る。
【０１７２】
　そこで、表現型アッセイで機能に関与する標的を本発明を用いて同定する。
【０１７３】
7.2.　プロテオミクスによる標的分子の同定
　また、対象リガンドを複数の有望な標的と組み合わせるために6.1.2項で述べた方法を
用い、リガンド-標的対を採取し、リガンドおよび標的を随意に解離させることによって
、標的の同定を達成し得る。続いて、標的を同定し得る。本発明の1つの実施例で、標的
は、一般的な方法（例えば、アミノ酸配列決定、質量分析および/またはNMR）によって同
定され得るタンパク質である。タンパク質を一旦同定すると、標準のプロテオミクスによ
って疾病細胞との関連性を決定し得る。
【０１７４】
8.1.　シグナル経路のマッピング
　一旦、幾つかの遺伝子が発病の特定な分子経路に関与することが示されると、その標的
成分を、他の分子経路の構成成分に関連して分子経路内でマッピングできる。異なる分子
経路の構成成分に結合するリガンドは、光活性化架橋剤によって誘導体化され得る。少な
くとも1つの既知分子経路の構成成分が、GFPのようなマーカーで融合される。以下示す物
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質をインビボおよびインビトロで組み合わせ得る。(i) 既知分子経路の構成成分と結合す
る誘導体化リガンド、(ii) マークした経路の構成成分、例えば、GFP融合タンパク質、(i
ii) 別の分子経路の構成成分と結合あるいは結合する可能性のある、少なくとも1個の誘
導体化リガンド、および(iv) 他の分子経路の構成成分。架橋を起こす刺激物質を適用し
て、得られる複合体の各成分を同定する。この方法で、各分子経路の構成成分を、分子が
相互作用する他の成分に関連してマッピングし得る。本発明のさらなる利点は、経路エフ
ェクターがこの方法によって同定され得ることである。さらに、各経路の構成成分のプロ
ファイルが、もしあれば、その経路を通じて作用する既知薬物と比較し、さらに比較試験
をその発病経路によって起こされる異なった疾病の細胞に基づいたアッセイで行うことが
出来る。この情報は、特定の疾病適応に対しベストな標的を確認し選択するために使用で
きる。また代わりに、この情報は、特定な患者に対し、薬理遺伝学によるベストな治療法
を選択する場合にも使用し得る。
【０１７５】
9.1.　リード化合物の最適化
　多数のリード化学物質が生化学的および表現型レベルで特徴付けられるので、構造活性
相関（SAR）が確証され、リード化合物の最適化の基礎となり得る。類似活性を持つ2-3個
の分子が同定されると、アッセイでその構造と活性を比較することによりSAR を決定でき
る。標的に的を絞った合成技術を使用して、お互いに近くで結合している分子を架橋する
ことができ、その結果、結合分子の作用が、タンパク質の同じサブサイトまたは、標的タ
ンパク質の異なるサブサイトを通して仲介されるかを示すことが出来る。この方法で、標
的上で追加される別の機能を持つサブサイトがマップされ、異なるメカニズムを、これら
のサブサイトで結合する分子による表現型の結果から解釈することができる（例えばアゴ
ニスト対アンタゴニスト）。
【０１７６】
　標的分子に的を絞った合成の第二の利用法は、その標的に対するリガンドの親和性を増
加し、その結果リガンドを、表現型を遺伝子型にリンクさせるのに役立て、より有効な薬
物リード化合物にすることである。リガンド構造骨格上の1つの官能基にある光活性化架
橋剤を使用して、標的と結合しているリガンドをリンクさせ、その結果標的分子をテンプ
レート（鋳型）として使用し得る。このリンクにより、標的分子への結合親和性が少なく
とも2～10倍増大し、さらに標的分子に的を当てた生体関連方法でライブラリの構造多様
性を強化することになる。
【０１７７】
10. 表現型と遺伝子型をリンクするシリカ（IN SILICA）によるアプローチ
　当該発明は、表現型を遺伝子型に関連づけるようにシリカ（in silica）でマッチする
各リガンドまたはリガンドセットに対する、リガンド-標的（遺伝子型）およびリガンド-
生物学的アッセイ（表現型）の化学的フィンガープリントを確立する方法を提供する。
【０１７８】
　本発明は、リガンド－標的対の実験データを保存する第一情報検索システムを提供する
。本発明は、試験した各生物学的アッセイ中の各リガンドの作用を保存する、第二の情報
検索システムを提供する。本発明は、各標的の機能および/または発現パターンが、既知
な場合、保存される第三の情報検索システムを提供する。これらのシステムは利用し易い
ように随意に統合され得る。
【０１７９】
　本発明の1つの態様で、システムに入力されたデータは、すべての標的についてリガン
ドとの結合を試験するか、またはすべてのリガンドについて各生物学的アッセイで試験す
る、ショットガンアプローチによって得られ得る。例えば、標的セットは、最高全遺伝子
までのすべての発現生成物まで、さらに選択した生物体のゲノム中の全遺伝子まで包括し
得る。各標的は続いて、リガンドライブラリのスクリーニングを行うのに使用され、結合
しているリガンドを同定する。このデータを第一情報検索システムに入力する。
【０１８０】
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　別の例によれば、リガンドの大規模組み合わせ化学ライブラリの各メンバーの作用が利
用できる各々の生物学的アッセイで測定される。このデータを第二情報検索システムに入
力する。
【０１８１】
　本発明の別な態様では、特定疾患に対し選択された標的に結合する、または選択した生
物学的アッセイで選択されたリガンドよって誘発された表現型に結合する、リガンドに的
を絞った解析によって、システム入力されたデータが得られる。このデータを必要に応じ
て第一または第二情報検索システムに入力する。
続いて、これらのシステムを使用して、示差的発現データがないか、または特定な疾患に
焦点を当てない場合でも標的機能を予測できるように導き得る。さらに、これらのシステ
ムはユーザーを、特異的な作用を持つリガンドおよび標的を選択するように導き得る。さ
らなる利点は、本システムは必要な結合に関する実験および生物学的アッセイの数を減ら
し得ることである。他の利点は、熟練した技術者には明らかである。
【０１８２】
　本発明の1つの態様で、ユーザーは対象標的を選択する。次に、ユーザーは、対象標的
に結合するリガンドを、実験的にまたは第一情報検索システムから同定する。続いてユー
ザーは、同定したリガンドについて第二情報検索システムに検索要求をし、各リガンドに
関連する表現型を決定する。この方法で、標的は1つ以上の表現型と関連づけられ得る。
【０１８３】
　本発明の別の態様で、ユーザーは対象表現型を選択する。次に、ユーザーは、選択され
た表現型を調節するリガンドを、実験的にまたは第二情報検索システムから同定する。ユ
ーザーは、同定したリガンドについて第一情報検索システムに検索要求し、リガンドが結
合している標的を同定する。この方法で、表現型を1つ以上の標的と関連づけられ得る。
【０１８４】
　本発明の別の態様では、これらの情報検索システムを、標的機能情報および/または発
現解析データと組み合わせ、ユーザーが標的と薬物リード化合物を確認できるように導き
得る。本実施例の最初の例で、ユーザーはタンパク質である標的X および Y を選択し得
る。Xをコードする遺伝子が正常細胞で発現されるが、腫瘍細胞で発現されないことを示
す発現データを、ユーザーは得る。さらに、ユーザーは、Yをコードする遺伝子が正常細
胞で発現されず、腫瘍細胞で発現されることを示す発現データを得る。続いて、ユーザー
は第一情報検索システムに検索要求を行う。この検索要求の結果を表2に示す。
【０１８５】
（表２）
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【０１８６】
　続いて、ユーザーは第二情報検索システムに検索要求を行う。この検索要求の結果を表
3に示す。
【０１８７】
（表３）

【０１８８】
　この例によれば、ユーザーは、がんの治療法用の有効な標的物質として標的Yを選択し
、特異的にY と結合し Xとは結合しない能力を有するリガンド4を選択し得る。　従って
、本発明は、標的を確認し、薬物リード化合物を同定するようにユーザーを導くことがで
きる。
【０１８９】
　本発明の第二の例では、表現型から遺伝子型へのアプローチを使用し、リガンド1、2、
および 3 が生物学的アッセイでアポトーシスを誘発させること、リガンド3、4および 5
は、血管形成を刺激すること、およびリガンド1、3および 6 は壊死を誘発することを確
認した。この情報は、情報検索システムに保存される。ハイスループット結合アッセイに
おいて、リガンド3 と 4 がKd < 50 μMで標的X に結合することが認められた。情報検索
システムによる検索は、熟練技術者に、(i) 標的X は血管形成に関与し得ること、(ii) 
リガンド 3 は薬物リード化合物としては不十分な候補であること、および (iii) リガン
ド4 は薬物リード化合物として優れた候補であることを示すことになる。
【０１９０】
11. 本発明方法の自動化
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　図18および19に図解したような高度に自動化されたアプローチは、本発明の別な実施例
である。このアプローチには、化合物ライブラリからリガンドを決定するには量が不十分
な場合でも、発現ベクターのハイスループット構築、タンパク質生成、および1週間に>20
 のタンパク質の生成を可能にする精製装置が含まれる。これに引き続き、化学アレイア
セッイのようなハイスループットアッセイを行い、標的骨格構造の対を同定する。これら
の標的骨格構造対は、図17に概略したような利用法を持つ化学アレイデータベースを構成
する。
【０１９１】
　発現ベクターのハイスループット構築では、例えば、NCBI, Stratagene,またはIncyte 
より得られるヒトプロテオーム内の1個のタンパク質をコードするcDNAを、96ウェル型の
自動化液体処理システム（Tecan）を使用して、DES発現ベクター（Invitrogen）に挿入す
る。DES発現ベクターは、コードされたタンパク質に分泌シグナルとHisタグを加えるので
、その結果、そのコードされたタンパクは培養液中に分泌され、Hisタグと結合するニッ
ケルカラムを使用して生成できる。ベクターは、続き形質転換受容性な大腸菌内に形質移
入され、細胞が増殖される。この発現ベクターを、ロボット操作液体ハンドラーを用いて
大腸菌細胞から抽出し、標準の溶解試薬を加え細胞を溶解させ、さらに溶解物をQiagenカ
ラムに適用し発現ベクターを精製する段階ができる。特定な実施例において、QIAwell 96
 Ultra Plasmid Kit を使用して溶解物を精製する。このキットでは、溶解物の除去にQia
filter 96 ウェルプレート、プラスミドDNAの精製にはQIAwell 96ウェルプレートを、さ
らに QIAvac 96 自動吸引装置で各プレートを順番に脱塩するにはQIAprep 96 ウェルプレ
ートを使用している。 必要に応じて、適切な読み取りフレーム内でcDNAが挿入されてい
る発現ベクターを含む細胞が、標準的な方法で選択される。例えば、発現ベクターは制限
酵素で消化され、あるいはフレーム内にcDNA挿入を含むかを確認するために配列決定され
る。
【０１９２】
　挿入部を含む発現ベクターは続いて、リン酸カルシウムによる標準的な形質移入方法に
よってショウジョウバエS2細胞（Invitrogen）に形質移入され、SelecT自動化組織培養シ
ステム（Automation Partnership）中で、1ベクターにつき6～12個の フラスコ中のショ
ジョウバエ発現培養液（Invitrogen）内で増殖される。各SelecTシステムで、最大150個
のフラスコ、すなわち最大40個の異なるタンパク質を発現する細胞株を取り扱うことがで
き、同時に複数のSelecTシステムを使用すると、1週間に600個のタンパク質まで処理量を
増大できる。24時間後、硫酸銅を培養液に加え、タンパク質発現を誘発し、3日目と7日目
に上清を採取し、Biorobot （Qiagen）上の96 ウェル型のニッケルカラム（Qiagen QIAex
press タンパク質精製システム）内に通す。続いて、SDS分析または他の品質管理分析（Q
c）を行うために、Tecan 液体ハンドラーによってこのタンパク質分量がPHAST ゲル (Pha
rmacia) に移される。
【０１９３】
　残りの試料が、試薬保管検索システム（Haystack）によって、化学アレイアッセイ（例
えば、本書に記載したいずれかのアッセイ法）および保存用フリーザーに移動する。例え
ば、ロボット操作液体ハンドラー（Tecan）を使用して、精製された標的タンパク質を候
補リガンドのライブライと組み合わせ、96 ウェルプレートのウェル内で1つ以上の候補リ
ガンドを標的タンパク質に結合させることができる。続いて、標的タンパク質と候補リガ
ンドを含むアッセイ混合物を96 ウェルプレートから注入し、リガンドが結合した標的タ
ンパウ質を単離するために同時に最大6 カラムまで運転可能なHPLC （Waters 2790）に、
この96 ウェルプレートを移動できる。リガンドが結合した標的を含む画分がフラクショ
ンコレクタ（Gilson）によって採取される。代わりとなる実施例では、ロボット操作液体
ハンドラー（Tecan）を使用して、精製された標的タンパク質を候補リガンドのライブラ
イと組み合わせ、96 ウェルプレートのウェル内で1つ以上の候補リガンドを標的タンパク
質に結合させる。この96ウェルプレートは、例えば、標的タンパク質を未結合リガンドか
ら分離させる樹脂を持つカートリッジを含んでおり、ロボット（TecanまたはQiagen）に



(60) JP 2008-54683 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

より全量を移動させ、結合リガンドと標的タンパク質を2番目の96ウェルプレート内に単
離する。代わりの実施例では、結合が96ウェルプレート内で起こり、続いて液体ハンドラ
ー（Tecan）が試料を、分離用のカートリッジを含む2番目の96ウェルプレートへ移動させ
る。さらに別な実施例では、カートリッジは多ウェル型（Pharmacia）で利用できるスピ
ンカラムでもある。チップおよびキャピラリーLCを使用した分離方法も使用できる。洗剤
または他の変性剤を液体ハンドラーで（Tecan）加えて、結合リガンドをタンパク質から
遊離させることができ、続いて、遊離リガンドを分析用の適切な機器に加える。例えば、
リガンドは、自動インジェクタ（Waters）の付いたHPLC の逆相カラムによって、質量分
析計に注入され、MADLITOF質量分析用にフィルター上にスポットされるか、またはNMR、I
R、FTIR、またはUV分光計で測定される。代わりの実施例では、結合リガンドを伴う標的
タンパク質を、液体ハンドラー（Tecan）によって、96ウェル型MALDITOF質量分析計（Bru
ker Daltonics）に装填するか、スポットする。別に代わる実施例では、結合リガンドを
伴う標的タンパク質が、ロボット操作による吸引により、96ウェル型プレートのフィルタ
（例えば、ニトロセルロース）へ全量移動される（Tecan）。別の実施例では、この同じ
フィルタ上への吸引を、フィルタをカートリッジと真空装置との間に置き、96ウェルカー
トリッジの吸引と同じ操作で実施する。続いて、MALDITOF質量分析計により、96個の各ス
ポットから標的タンパク質とリガンドが解離し、化合物および/または複合物の質量スペ
クトルが生成する。本書で述べた情報システムによるデータ処理後、リガンドとその標的
の同定結果が化学アレイデータベース（Chemical Array Database）に入力される。これ
らの方法のいずれも、384、1536 （個）ウェル、チップ使用、または他の型で実施できる
。同様に、いずれのデータも、IDBS Activity BaseまたはPrice Waterhouseに基づく検査
室情報管理システム（LIMS）または、他のLIMS ソフトウェア／システムによって、入力
管理できる。
【０１９４】
　HEK293 細胞、CHOまたはCOS 細胞を含む、他の一過性発現に基づく生産系に、同様な方
法を適用できるが、これに限定されない。また、ローラーボトルシステム、攪拌タンクシ
ステム（例えば、Celligen Plus社、New Brunswick）またはキャピラリー細胞培養システ
ム（Amicon）のような、他の自動化または半自動化生産システムも使用できる。別の実施
例では、New Brunswick社の1 L 以上のバイオリアクターのような半自動段階を使用し、
上述のようにベクターのpCDNAファミリー（Invitrogen）に基づいて構築した発現作成物
が一過的に形質移入されたHEK293細胞（Life Technologies）のような細胞を増殖させる
。一過的に形質移入された CHO 細胞も使用できる。これらの細胞種の形質移入は、Lipof
ectamine 2000 （Life Technologies）を使用して効率よく実施できる。代わる実施例に
おいて、他の形質移入方法が使用される（例えば、電気穿孔法、リン酸カルシウム、リポ
フェクチン、Lipofectamine Plus （Life Technologies）または他の標準技法）。これら
の細胞は、DMEM、または他の血清含有標準培養液や血清不含の標準方法で増殖される。さ
らに、Invitrogen社のカタログ、他のベクター企業、科学文献に記載されているような様
々な細胞株に適切なベクター、または熟練技術者に明らかなベクターなど、別の発現ベク
ターも使用される。
【０１９５】
　必要に応じて、クローン化選択操作を実行し、その結果、生産システムに基づく安定な
生成細胞株が得られる（例えば、CHOまたは大腸菌ベースのシステム）。代表的なクロー
ン化選択操作には、多ウェル型で、例えばゲネチシンのような選択性抗生物質の存在下、
細胞を増殖させ、発現ベクターを含んでいそうな細胞を選択する段階、および標準のELIS
A アッセイまたはタンパク質中のHisタグを検出するための他の標準アッセイによって、
各ウェル中の分泌タンパク質の存在を確認することが含まれる。
【０１９６】
　さらに、ハイスループット生産およびスクリーニング技法は、本発明のいずれの方法に
も使用できる。例えば、いかなる結合アッセイ（チップ、フィルタ、放射同位体標識化、
蛍光、表面プラスモン共鳴法など）、生産方法（例えば、CHO、HEK 293、Cosのような哺
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乳類の細胞、ショウジョウバエのような昆虫の細胞、大腸菌のような細菌、またはピチア
（pichia）のような酵母）、生産システム（例えば、バイオリアクター（Brandel社のNew
 Brunswick システム、フラスコ使用、細胞キューブ、表面結合、懸濁培養、血清含有培
養液、または血清不含培養液）、およびいかなる精製法（Hisタグ/ニッケルカラム、GST/
グルタチオン、インテイン、または他の親和性カラム）も使用できる。これらの自動化お
よび/またはハイスループットのいずれの方法も、複数ロボットシステム（Automation Pa
rtnership社の複数SelecTロボットのような）のようなマルチシステム動作で同時に実行
できる。例えば、2、4、5、6、8、10、102、103、104、105、106個またはそれ以上の標的
を同時にアッセイし、標的に結合するリガンドを選択できる。同様に、2、5、10、102、1
03、104、105、106、107、108、または109個以上の関心対象の小分子を同時にアッセイし
、小分子と結合する標的分子を選択できる。 

【０１９７】
他の実施例
　前述の記載から、様々な利用および条件に本発明を適用するために、本書に記した本発
明に変更および修飾を行い得ることは明らかである。そのような実施例は、また、特許請
求の範囲内にある。
【０１９８】
　様々な刊行物および特許出願が本書で引用されており、その内容は、各独立した刊行物
および特許出願が参考文献として組み込まれることを具体的に個々に示す場合と同じ程度
に、本明細書に参考としてその全体が組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０１９９】
【図１】「遺伝子型から表現型ヘ」のアプローチの概略を示す。
【図２】「表現型から遺伝子型ヘ」のアプローチの概略を示す。
【図３－１】マイクロモル単位の親和性を持つ特異的リガンドを単離し抽出する、P38 MA
P キナーゼの能力を図解した一連のスペクトルを示す。
【図３－２】マイクロモル単位の親和性を持つ特異的リガンドを単離し抽出する、P38 MA
P キナーゼの能力を図解した一連のスペクトルを示す。
【図３－３】マイクロモル単位の親和性を持つ特異的リガンドを単離し抽出する、P38 MA
P キナーゼの能力を図解した一連のスペクトルを示す。
【図４－１】P38 MAP キナーゼ濃度依存性による86002 ピークの減少と、遊離化合物から
のタンパク質結合化合物のHPLC分離におけるキニンピークのごく僅かな減少を表す、一連
のUVスペクトルを示す。
【図４－２】P38 MAP キナーゼ濃度依存性による86002 ピークの減少と、遊離化合物から
のタンパク質結合化合物のHPLC分離におけるキニンピークのごく僅かな減少を表す、一連
のUVスペクトルを示す。
【図５】混合物から抽出され、p38 MAP キナーゼから遊離した化合物が、86002であると
同定されたことを表す一連の質量スペクトルを示す。
【図６－１】10種混合物中の各化合物とその分子量のリストである。
【図６－２】10種混合物中の各化合物とその分子量のリストである。
【図７－１】P38の濃度依存性の86002 ピークの減少と、コルヒチンピークあるいは、遊
離化合物からのタンパク質結合化合物のHPLC分離中、混合物中の他の化合物を表すピーク
の、ごく僅かな減少を明らかにした一連のスペクトルを示す。タンパク質画分を採取し、
質量スペクトルを測定すると、そのスペクトルには、他のピークよりもはるかに高い強度
に86002 の特徴を示すピークが生じた。
【図７－２】P38の濃度依存性の86002 ピークの減少と、コルヒチンピークあるいは、遊
離化合物からのタンパク質結合化合物のHPLC分離中、混合物中の他の化合物を表すピーク
の、ごく僅かな減少を明らかにした一連のスペクトルを示す。タンパク質画分を採取し、
質量スペクトルを測定すると、そのスペクトルには、他のピークよりもはるかに高い強度
に86002 の特徴を示すピークが生じた。
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【図７－３】P38の濃度依存性の86002 ピークの減少と、コルヒチンピークあるいは、遊
離化合物からのタンパク質結合化合物のHPLC分離中、混合物中の他の化合物を表すピーク
の、ごく僅かな減少を明らかにした一連のスペクトルを示す。タンパク質画分を採取し、
質量スペクトルを測定すると、そのスペクトルには、他のピークよりもはるかに高い強度
に86002 の特徴を示すピークが生じた。
【図８－１】チューブリン濃度依存性のコルヒチンピークの減少と、86002ピークあるい
は、遊離化合物からのタンパク質結合化合物のHPLC分離中、混合物中の他の化合物を表す
ピークの、ごく僅かな減少を表した一連のスペクトルを示す。タンパク質画分を採取し、
質量スペクトルを測定すると、そのスペクトルには、他のピークよりもはるかに高い強度
にコルヒチンの特徴を示すピークが現れた。
【図８－２】チューブリン濃度依存性のコルヒチンピークの減少と、86002ピークあるい
は、遊離化合物からのタンパク質結合化合物のHPLC分離中、混合物中の他の化合物を表す
ピークの、ごく僅かな減少を表した一連のスペクトルを示す。タンパク質画分を採取し、
質量スペクトルを測定すると、そのスペクトルには、他のピークよりもはるかに高い強度
にコルヒチンの特徴を示すピークが現れた。
【図８－３】チューブリン濃度依存性のコルヒチンピークの減少と、86002ピークあるい
は、遊離化合物からのタンパク質結合化合物のHPLC分離中、混合物中の他の化合物を表す
ピークの、ごく僅かな減少を表した一連のスペクトルを示す。タンパク質画分を採取し、
質量スペクトルを測定すると、そのスペクトルには、他のピークよりもはるかに高い強度
にコルヒチンの特徴を示すピークが現れた。
【図９】100種混合物中の各化合物とその分子量のリストである。
【図１０－１】P38 MAPキナーゼが、特異的な濃度依存性様式で、100種の混合物からマイ
クロモルの親和性を持つ1つのリガンド（86002）と結合し、抽出することを表した一連の
スペクトルを示す。
【図１０－２】P38 MAPキナーゼが、特異的な濃度依存性様式で、100種の混合物からマイ
クロモルの親和性を持つ1つのリガンド（86002）と結合し、抽出することを表した一連の
スペクトルを示す。
【図１０－３】P38 MAPキナーゼが、特異的な濃度依存性様式で、100種の混合物からマイ
クロモルの親和性を持つ1つのリガンド（86002）と結合し、抽出することを表した一連の
スペクトルを示す。
【図１１－１】チューブリンが、特異的な濃度依存性様式で、100種の混合物からのヒッ
ト化合物（コルヒチン）と結合し、抽出することを表した一連のスペクトルを示す。
【図１１－２】チューブリンが、特異的な濃度依存性様式で、100種の混合物からのヒッ
ト化合物（コルヒチン）と結合し、抽出することを表した一連のスペクトルを示す。
【図１１－３】チューブリンが、特異的な濃度依存性様式で、100種の混合物からのヒッ
ト化合物（コルヒチン）と結合し、抽出することを表した一連のスペクトルを示す。
【図１２】標的タンパク質を100種混合物中の非結合化合物から、高流速で良好に分離さ
れることを表した一連のUVスペクトルを示す。
【図１３－１】非結合化合物から標的タンパク質に結合した化合物を分離する、スピンカ
ラムの能力を表した一連のスペクトルを示す。この方法を使用して、チューブリンに結合
した100種混合物から主な化合物としてコルヒチンを同定する。
【図１３－２】非結合化合物から標的タンパク質に結合した化合物を分離する、スピンカ
ラムの能力を表した一連のスペクトルを示す。この方法を使用して、チューブリンに結合
した100種混合物から主な化合物としてコルヒチンを同定する。
【図１４】化学アレイアッセイの1つの実施例段階を表した図を示す。
【図１５】代表的なコンピュータ配置図を表す。
【図１６】試料中の化合物同定のために本発明の1つの実施例で使用する代表的なフロー
チャートを示す。
【図１７】ヒトプロテオームの化学的フィンガープリントを生成するのに使用され得る、
化学的骨格と標的タンパク質との組み合わせを表したグラフを示す。
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【図１８】リガンド/標的対を生成するための本発明の自動化ハイスループット方法の1つ
の実施例の図解を示す。
【図１９】自動クローンニングおよび生成システムによって、1週当たり約600個の割合で
約3年間にわたり、ヒトプロテオーム中の約90,000個の各タンパク質を約2 mgハイスルー
プット生産するための1つの実施例の図解を示す。
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【図３－１】 【図３－２】
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【図１８】 【図１９】
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