
(57)【要約】

本発明は、ヒストン2B上のα－リン酸化セリン14残基に

対する抗体の生成に関する。ヒストン2Bのアミノ末端の

、この翻訳後修飾は、アポトーシスに入ろうとしている

か、または既にアポトーシスを被っている細胞に関連す

る。これらの抗体は、アポトーシス細胞を同定するのに

有用であり、そして診断、およびスクリーニングのツー

ルとして働く。本発明はまた、Mst1キナーゼ、およびMs

t1の活性を調節する化合物の単離に関する。このキナー

ゼは、インビボにおいて、ヒストン2B上で、この翻訳後

修飾を引き起こすことを担う酵素として同定されている

。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
CSAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 3） 、 SAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 1） 、 お よ び SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号
2） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 抗 体 が 、 配 列 SAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 1） に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 抗 体
。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 抗 体 が 、 配 列 SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 抗 体
。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 抗 体 が 標 識 さ れ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 抗 体 が 、 蛍 光 マ ー カ ー を 用 い て 標 識 さ れ る 、 請 求 項 5に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 1に 記 載 の 抗 体 、 お よ び 希 釈 剤 、 ま た は 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
11～ 20個 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 精 製 さ れ た ペ プ チ ド で あ っ て 、 こ こ で 該 ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 以 下 ： SAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 1） 、 お よ び SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 、 配 列 を 含 む 精 製 さ れ た ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 ペ プ チ ド が 、 配 列 CSAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 3） か ら な る 、 請 求 項 8に 記 載 の 精 製 さ れ た
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
脊 椎 動 物 種 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、
以 下 の 工 程 ：
生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 S14P抗 体 と を 接 触 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 該 サ ン プ ル が 、 該 脊
椎 動 物 種 か ら 単 離 さ れ 、 か つ ク ロ マ チ ン を 含 む 、 工 程 ； な ら び に
該 ク ロ マ チ ン と 該 S14P抗 体 と の 間 で 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 を 、 該 脊 椎 動 物 種 に お け る ア ポ
ト ー シ ス 細 胞 の 存 在 の 指 標 と し て 同 定 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
S14P抗 体 が 標 識 さ れ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル が 、 前 記 脊 椎 動 物 種 の 前 記 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 、 本 質 的 に 精 製 さ れ
た ク ロ マ チ ン か ら な る 、 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 免 疫 複 合 体 が 、 免 疫 沈 降 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 10に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 S14P抗 体 が 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ 、 前 記 免 疫 複
合 体 を 同 定 す る 工 程 が 、 以 下 ： 緩 衝 液 を 用 い て 該 結 合 さ れ た 抗 体 を 洗 浄 す る 工 程 、 次 い で
、 該 結 合 さ れ た 抗 体 と 、 ヒ ス ト ン H2Bに 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 標 識 さ れ た 抗 体 と を 接 触
さ せ る 工 程 を 、 さ ら に 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 同 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 該 キ ッ ト は 、 以 下 ： CSAPAPKKG KK（
配 列 番 号 3） 、 お よ び SAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 1） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 ペ プ チ ド に
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） に 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 抗 体 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 15に 記 載
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 含 む 、 請 求 項 15に 記
載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
Mst1キ ナ ー ゼ 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、
以 下 の 工 程 ：
混 合 物 で あ っ て 、 Mst1、 配 列 SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） を 含 む ペ プ チ ド 、 お よ び Mst1の 潜
在 的 イ ン ヒ ビ タ ー を 含 む 混 合 物 、 を 調 製 す る 工 程 ；
キ ナ ー ゼ 活 性 を 許 容 さ せ る 条 件 下 で 、 所 定 の 長 さ の 時 間 、 該 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る
工 程 ； な ら び に
潜 在 的 な Mst1イ ン ヒ ビ タ ー の 阻 害 性 効 果 の 指 標 と し て 、 形 成 さ れ た SAPAPKKG KK（ 配 列 番
号 1） の 量 を 定 量 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 18に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 形 成 さ れ た 前 記 SAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 1） の 量 が 、 前 記
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 の 後 に 、 前 記 ペ プ チ ド に 結 合 す る S14P抗 体 の 量 を 測 定 す る こ と に
よ っ て 決 定 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
メ チ ル 化 さ れ た H3ヒ ス ト ン の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、 ヒ ス ト ン タ ン パ ク
質 と 、 前 記 ペ プ チ ド 配 列 SAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 1） に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と を 接 触 さ せ
る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 米 国 政 府 の 権 利 ）
本 発 明 は 、 助 成 金 番 号 GM40922と し て 、 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 か ら 与 え ら れ た 、 米 国 政 府 の
支 援 に よ っ て な さ れ た 。 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に 特 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 関 連 出 願 ）
本 出 願 は 、 そ の 開 示 が 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る 、 2001年 8月 3日 出 願 、 米 国 仮 出 願 第 60
/310,015号 、 2002年 3月 14日 出 願 同 第 60/364,386号 、 お よ び 2002年 4月 26日 出 願 同 第 60/375
,892号 に 対 し て 、 米 国 特 許 法 第 199条 （ e） 項 の 規 定 の も と で 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 技 術 分 野 ）
本 発 明 は 、 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 に よ っ て 作 製 さ れ た ヒ ス ト ン エ ピ ト ー プ に 結
合 す る 抗 体 、 こ の よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 、 な ら び に 診 断 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ の ツ ー ル
と し て の こ の よ う な 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス に 関
連 す る ヒ ス ト ン 修 飾 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
（ 背 景 技 術 ）
ア ポ ト ー シ ス は 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 で あ っ て 、 発 生 、 お よ び 細 胞 の 加 齢 の 両 方 に 関
与 す る 天 然 に 存 在 す る プ ロ セ ス で あ る 。 こ れ は 、 身 体 が 、 望 ま し く な い 細 胞 、 老 齢 の 細 胞
、 ま た は 損 傷 し た 細 胞 を 、 自 ら 取 り 除 く こ と が で き る プ ロ セ ス で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、
細 胞 増 殖 の 生 物 学 的 な 対 応 事 象 で あ る 。 こ れ は 、 正 常 な 組 織 の 代 謝 回 転 、 胚 発 生 、 お よ び
免 疫 系 の 成 熟 の よ う な 生 物 学 的 プ ロ セ ス で あ っ て 、 ホ ル モ ン 欠 乏 、 熱 ス ト レ ス 、 お よ び 代
謝 ス ト レ ス の よ う な 病 理 学 的 プ ロ セ ス を 含 む プ ロ セ ス に 必 須 で あ る 。 （ Bowen、 お よ び Loc
kshin（ 編 ） Cell Death in Biology and Pathology（ Chapman、 お よ び Hall,1981） に お け
る Wyllie,A.H.（ 9～ 34頁 ） ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 を 深 く 研 究 す る ほ ど 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 が 生 じ る の に は 、
い く つ か の 異 な る 機 構 が 存 在 し 得 る と い う こ と が 明 ら か に な っ て き て い る 。 1つ の 実 施 形
態 に お い て 、 細 胞 死 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 特 徴 で あ る 、 細 胞 容 積 の 低 下 、 ク ロ マ チ ン の 凝 縮
、 細 胞 出 芽 、 お よ び 3'－ OH遊 離 末 端 を 有 す る 180塩 基 対 （ bp） の オ リ ゴ マ ー の ラ ダ ー へ の D
NAの 断 片 化 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 細 胞 膜 は 、 そ の プ ロ セ ス を 通 じ て 細 胞 膜 の 完 全 性 を
維 持 し て お り 、 そ し て リ ソ ソ ー ム は イ ン タ ク ト な ま ま で あ る 。 炎 症 性 応 答 は 、 ア ポ ト ー シ
ス の プ ロ セ ス の 間 に 生 じ る 。 罹 患 し た 細 胞 は 、 隣 接 す る 正 常 細 胞 に よ る 、 お よ び お く つ か
の マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 食 細 胞 作 用 を 受 け る 。 あ る い は 、 細 胞 小 器 官 自 体 が 断 片 化 さ れ て
い る 、 細 胞 死 の 他 の 機 構 が 現 在 記 載 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 「 ア
ポ ト ー シ ス 」 と い う 用 語 は 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 の 全 て の 形 態 を 包 含 す る こ と が 意 図
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
ア ポ ト ー シ ス の 機 構 の 背 景 に あ る 生 化 学 的 エ フ ェ ク タ ー 経 路 は 、 依 然 と し て 未 知 で あ る 。
ア ポ ト ー シ ス 機 構 は 、 以 下 を 含 む と い う こ と が 示 唆 さ れ て い る ： 1つ 以 上 の Ca 2 ＋ /Mg 2 ＋ 依
存 性 の 内 因 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ Arendsら （ 1990） Am． J． Pathol． 136： 593～ 608） ；
ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 活 性 （ Fesusら （ 1987） FEBS Lett． 224： 104～ 108； Taressら （ 1
992） J． Biol． Chem． Cell 75： 653～ 660） ； お よ び 酸 素 ラ ジ カ ル の 生 成 （ Hockenberryら
（ 1993） Cell 75： 241～ 251； Butke、 お よ び Sandstrom（ 1994） Immun． Today 15： 7～ 10
） 。 遺 伝 子 発 現 は ア ポ ト ー シ ス に 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 な ぜ な ら こ の プ ロ セ ス は 、 RN
A、 ま た は タ ン パ ク 質 合 成 の イ ン ヒ ビ タ ー に よ っ て 停 止 さ れ 得 る か ら で あ る （ Martinら （ 1
988） J． Cell Biol． 106： 829～ 844） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
ア ポ ト ー シ ス は 、 多 数 の 内 因 性 の シ グ ナ ル 、 ま た は 外 因 性 の シ グ ナ ル に よ っ て 始 動 さ れ 得
る 。 こ れ ら の シ グ ナ ル と し て は 、 以 下 が 挙 げ ら れ る ： 軽 度 の 物 理 的 シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 電
離 放 射 線 、 紫 外 線 、 ま た は 高 熱 ） ； 低 度 ～ 中 度 の 用 量 の 毒 性 化 合 物 （ 例 え ば 、 ア ジ ド 、 ま
た は 過 酸 化 水 素 ） ； 化 学 療 法 剤 （ 例 え ば 、 エ ト ポ シ ド 、 お よ び テ ニ ポ シ ド ） 、 サ イ ト カ イ
ン （ 例 え ば 、 腫 瘍 壊 死 因 子 、 お よ び ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 ） ； な ら び に T細 胞 レ
セ プ タ ー の 刺 激 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
真 核 生 物 の ク ロ マ チ ン の 基 本 的 単 位 は 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム で あ っ て 、 こ の 粒 子 は ヒ ス ト ン コ
ア の 八 量 体 （ 各 々 の ヒ ス ト ン H3、 H4、 H2A、 お よ び H2Bの 2つ の コ ピ ー ） の 周 囲 を 囲 ん だ 146
塩 基 対 の DNAを 含 む 。 次 に 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム の ア レ イ が 、 ど の よ う に 、 高 次 の ク ロ マ チ ン
フ ァ イ バ ー （ こ れ が 次 に 別 個 の 機 能 的 な ド メ イ ン を 規 定 す る ） 中 に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ る
の か は 、 十 分 理 解 さ れ て い な い 。 証 拠 が ま す ま す 増 え て お り 、 こ れ に よ っ て 、 ヒ ス ト ン 翻
訳 後 修 飾 （ ア セ チ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 メ チ ル 化 、 な ど ） が 、 い く つ か の 場 合 に は 、 こ の プ ロ
セ ス の 中 心 で あ る 機 構 の 1つ を 提 供 す る と い う こ と が 示 唆 さ れ る 。 さ ら に 、 最 近 の 証 拠 で
は 、 共 有 結 合 的 に 改 変 さ れ た ヒ ス ト ン の 別 個 の パ タ ー ン が 、 核 因 子 （ 未 知 の 機 能 に よ っ て
下 流 の 機 能 を 媒 介 す る ） を 補 充 し 、 か つ 結 合 す る た め の 「 シ グ ナ ル 伝 達 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム
」 （ す な わ ち 、 「 ヒ ス ト ン コ ー ド 」 と し て 機 能 し 得 る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
ヒ ス ト ン と 、 DNAと の 間 の 親 密 な 関 連 を 考 慮 す れ ば 、 ア ポ ト ー シ ス を 特 徴 付 け る DNAの 完 全
性 、 お よ び ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ ン の 状 態 の 変 化 は 、 ヒ ス ト ン 修 飾 に よ っ て 媒 介 さ れ 得
る 。 し か し 、 現 在 ま で 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 に 特 異 的 に 誘 導 さ れ る ヒ ス ト ン 修 飾 は 、 十 分 規
定 さ れ て い な い 。 ミ オ チ ン ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ ン は 、 例 え ば 、 セ リ ン 10に お け る ヒ ス
ト ン H3リ ン 酸 化 に 関 連 す る が 、 こ の 修 飾 は 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ
ン の 間 に 一 貫 し て 観 察 さ れ て は い な い （ Cheungら （ 2000） Cell 103,263～ 271に お い て 概
説 さ れ た ） 。 対 照 的 に 、 比 較 的 マ イ ナ ー な ヒ ス ト ン 改 変 体 で あ る H2A.Xの リ ン 酸 化 は 、 ア
ポ ト ー シ ス に お け る DNA断 片 化 の 初 期 段 階 の 間 に 増 大 す る （ Rogakouら （ 2000） J Biol Che
m 275,9390～ 9395） 。 し か し 、 H2A.Xリ ン 酸 化 （ セ リ ン 139に お け る ） は 、 全 て の 公 知 の 二
本 鎖 DNA分 解 と 相 関 し て お り 、 こ れ に よ っ て 、 こ の リ ン 酸 化 が 、 ア ポ ト ー シ ス プ ロ セ ス に
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関 連 し た 特 定 の ク ロ マ チ ン マ ー ク よ り も 「 DNA損 傷 セ ン サ ー 」 と し て 機 能 す る こ と が 示 唆
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス に 固 有 に 関 連 し て い る 唯 一 の 主 な コ ア ヒ ス ト ン 修 飾
は 、 ヒ ス ト ン H2Bリ ン 酸 化 で あ る が 、 ア ミ ノ 末 端 に お け る リ ン 酸 化 の 代 表 的 な 部 位 は 十 分
に は 規 定 さ れ て い な い 。 こ れ を 踏 ま え れ ば 、 H2Bア ミ ノ 末 端 テ ー ル （ た だ し 、 他 の ヒ ス ト
ン テ ー ル で は な い ） は 、 ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ ン を 誘 導 す る Xenopusの 無 細 胞 系 に お い
て ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ ン に 必 須 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 は 、 ヒ ト HL60細 胞 に お け る 、 ア ポ ト ー シ ス 性 ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ ン 、 お よ び DN
A断 片 化 の 発 生 と 特 異 的 に 相 関 す る 、 特 定 の ヒ ス ト ン （ H2B） 翻 訳 後 修 飾 （ セ リ ン 14リ ン 酸
化 ） に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 （ 本 明
細 書 に お い て 、 以 降 は 、 「 S14P抗 体 」 ） 、 な ら び に 種 々 の 疾 患 を 診 断 お よ び 処 置 す る た め
の そ の 抗 体 の 使 用 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
ア ポ ト ー シ ス が 調 節 さ れ な い 場 合 、 疾 患 が 生 じ る 。 調 節 さ れ な い ア ポ ト ー シ ス は 、 ガ ン 、
心 疾 患 、 神 経 変 性 性 障 害 、 自 己 免 疫 障 害 、 な ら び に ウ イ ル ス 感 染 、 お よ び 細 菌 感 染 の よ う
な 疾 患 に 関 与 す る 。 ガ ン は 例 え ば 、 細 胞 が 増 殖 す る こ と を 誘 発 す る だ け で な く 、 ア ポ ト ー
シ ス を ブ ロ ッ ク す る 。 ガ ン は 、 部 分 的 に は ア ポ ト ー シ ス の 不 全 で あ り 、 こ こ で は 、 ア ポ ト
ー シ ス に よ っ て 細 胞 が 自 分 自 身 を 殺 傷 す る 順 序 が ブ ロ ッ ク さ れ て い る 。 ア ポ ト ー シ ス を 誘
導 す る こ と を 含 む 、 新 し い ガ ン の 処 置 が 研 究 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ 発 明 の 要 旨 ）
本 発 明 は 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 に 固 有 に 関 連 す る マ ー カ ー に 関 す る 。 こ の マ ー カ ー は
、 ヒ ス ト ン H2Bの ア ミ ノ 末 端 の 翻 訳 後 修 飾 （ セ リ ン 14の リ ン 酸 化 ） で あ る 。 よ り 詳 細 に は
、 本 発 明 は 、 ヒ ス ト ン H2Bの 修 飾 に よ っ て 作 製 さ れ た エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ
ア ポ ト ー シ ス を 被 る 細 胞 の マ ー カ ー と し て 働 く 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 ヒ ス ト ン H2
Bの セ リ ン 14の リ ン 酸 化 を 担 う キ ナ ー ゼ Mst1、 お よ び Mst1活 性 を 改 変 し 得 る 化 合 物 を 同 定
す る た め の ア ッ セ イ に 関 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ４ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 S14P抗 体 が 、 H2Bホ ス ホ セ リ ン 14ペ プ チ ド の み を 認 識 す る こ と 、 そ し て こ
の 活 性 が 、 H2Bホ ス ホ セ リ ン 14ペ プ チ ド に よ っ て 阻 害 さ れ 得 る が 、 修 飾 さ れ て い な い ペ プ
チ ド に よ っ て は 阻 害 さ れ 得 な い こ と を 実 証 す る ELISAか ら の デ ー タ を 示 す 。 こ の ペ プ チ ド
は 、 4℃ で 、 一 晩 、 PBS中 で ペ プ チ ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 示 し た 量 で 、 EL
ISAプ レ ー ト 上 に コ ー テ ィ ン グ さ れ た 。 こ の ウ ェ ル を PBST（ PBS含 有 0.5％ Tween－ 20） を 用
い て 1時 間 ブ ロ ッ ク し て 、 PBSTを 用 い て 3回 洗 浄 し た 。 抗 － phos（ S14） H2B血 清 を 、 1： 200
0希 釈 で 各 ウ ェ ル に 2時 間 添 加 し 、 続 い て さ ら に 洗 浄 し た 。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結
合 体 化 ウ サ ギ 二 次 抗 体 を 、 1： 5000で 含 有 す る PBSTを 、 各 々 の ウ ェ ル に 2時 間 添 加 し た 。 PB
STを 用 い る 3回 の 洗 浄 後 、 O－ フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ジ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基
質 （ Sigma） を 添 加 し て 、 492nmの ODで 吸 光 度 に よ っ て 定 量 し た 。 固 定 し 、 か つ 試 験 さ れ た
ペ プ チ ド は 、 以 下 を 含 む ： S14（ 配 列 番 号 2； □ ） ； S14P（ 配 列 番 号 3； ◇ ） ； S14P（ ELISA
の 前 に 1mg/mlの S14競 合 ペ プ チ ド を 用 い て プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 血 清 を 用 い て 行 な っ た E
LISA） （ ○ ） ； S14P（ ELISAの 前 に 1mg/mlの S14競 合 ペ プ チ ド を 用 い て プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 血 清 を 用 い て 行 な っ た ELISA） （ △ ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 記 載 ）
（ 定 義 ）
本 発 明 の 詳 細 な 説 明 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 、 以 下 の 用 語 は 、 以 下 に 記 載 の 定 義 に
従 っ て 用 い ら れ る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 核 酸 」 と い う 用 語 は 、 RNA、 な ら び に 一 本 鎖 お よ び 二 本
鎖 の DNAお よ び cDNAを 包 含 す る 。 さ ら に 、 「 核 酸 」 、 「 DNA」 、 「 RNA」 と い う 用 語 、 お よ
び 同 様 の 用 語 は ま た 、 核 酸 ア ナ ロ グ 、 す な わ ち 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 以 外 を 有 す る ア ナ
ロ グ を 包 含 す る 。 例 え ば 、 い わ ゆ る 「 ペ プ チ ド 核 酸 」 （ 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 か つ そ の
骨 格 中 に ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 代 わ り に ペ プ チ ド 結 合 を 有 す る ） は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で
あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
「 ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 3つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 で あ っ て 、 こ こ で ア ミ ノ 酸 が 天 然
に 存 在 す る か 、 ま た は 合 成 の （ 天 然 に は 存 在 し な い ） ア ミ ノ 酸 で あ る ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 包
含 す る 。 ペ プ チ ド 模 倣 物 と し て は 、 以 下 の 改 変 の 1つ 以 上 を 有 す る ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る
：
1． ペ プ チ ド で あ っ て 、 こ こ で 1つ 以 上 の ペ プ チ ジ ル － － C（ O） NR－ － 連 結 （ 結 合 ） が 、 －
－ CH 2 カ ル バ ミ ン 酸 塩 連 結 （ － － CH 2 OC（ O） NR－ － ） 、 亜 リ ン 酸 塩 ／ エ ス テ ル 連 結 、 － CH 2
－ － ス ル ホ ン ア ミ ド （ － CH 2 － － S（ O） 2 SNR－ ） 連 結 、 尿 素 （ － － NHC（ O） NH－ － ） 連 結
、 － － CH 2 － 二 級 ア ミ ン 連 結 の よ う な 非 ペ プ チ ジ ル 連 結 に よ っ て 置 換 さ れ て い る か 、 ま た
は ア ル キ ル 化 ペ プ チ ジ ル 連 結 （ － － C（ O） NR－ － ） に よ っ て 置 換 さ れ て お り 、 こ こ で Rは
、 C 1 － C 4 ア ル キ ル で あ る 、 ペ プ チ ド ；
2． ペ プ チ ド で あ っ て 、 こ こ で N末 端 が 、 NRR 1 基 に 対 し て 、 － － NRC（ O） R基 に 対 し て 、 －
－ NRC（ O） OR基 に 対 し て 、 － － NRS（ O） 2 R基 に 対 し て 、 － － NHC（ O） NHR基 に 対 し て 、 誘
導 体 化 さ れ て お り 、 こ こ で 、 Rお よ び R 1 は 、 水 素 、 ま た は C 1 － C 4 ア ル キ ル で あ り 、 た だ し R
、 お よ び R 1 は 、 両 方 が 水 素 で は な い と い う 条 件 下 で あ る 、 ペ プ チ ド ；
3． ペ プ チ ド で あ っ て 、 C末 端 が 、 － － C（ O） R 2 に 対 し て 誘 導 体 化 さ れ て お り 、 こ こ で R 2 は
、 C 1 － C 4 ア ル コ キ シ 、 お よ び － － NR 3 R 4 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 こ こ で 、 R 3 お よ び R 4 は
、 水 素 、 お よ び C 1 － C 4 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 独 立 し て 選 択 さ れ る 、 ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ １ ８ 】
ペ プ チ ド に お い て 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 以 下 の と お り 、 IUPAC－ IUB生 化 学 命 名
法 委 員 会 に よ っ て 推 奨 さ れ る よ う に 省 略 さ れ る ： フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン は 、 Phe、 ま た は Fで あ
る ； ロ イ シ ン は 、 Leu、 ま た は Lで あ る ； イ ソ ロ イ シ ン は 、 Ile、 ま た は Iで あ る ； メ チ オ ニ
ン は 、 Met、 ま た は Mで あ る ； ノ ル ロ イ シ ン は 、 Nleで あ る ； バ リ ン は 、 Vat、 ま た は Vで あ
る ； セ リ ン は 、 Ser、 ま た は Sで あ る ； プ ロ リ ン は 、 Pro、 ま た は Pで あ る ； ト レ オ ニ ン は 、
Thr、 ま た は Tで あ る ； ア ラ ニ ン は 、 Ala、 ま た は Aで あ る ； チ ロ シ ン は 、 Tyr、 ま た は Yで あ
る ； ヒ ス チ ジ ン は 、 His、 ま た は Hで あ る ； グ ル タ ミ ン は 、 Gln、 ま た は Qで あ る ； ア ス パ ラ
ギ ン は 、 Asn、 ま た は Nで あ る ； リ ジ ン は 、 Lys、 ま た は Kで あ る ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 は 、 Asp
、 ま た は Dで あ る ； グ ル タ ミ ン 酸 は 、 Glu、 ま た は Eで あ る ； シ ス テ イ ン は 、 Cys、 ま た は C
で あ る ； ト リ プ ト フ ァ ン は 、 Trp、 ま た は Wで あ る ； ア ル ギ ニ ン は 、 Arg、 ま た は Rで あ る ；
グ リ シ ン は 、 Gly、 ま た は Gで あ る 、 そ し て Xは 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 他 の 天 然 に 存 在
す る ア ミ ノ 酸 と し て は 、 例 え ば 、 4－ ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 5－ ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン 、 な ど が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て
は 、 以 下 の 5つ の 群 の う ち の 1つ の 中 で の 交 換 と し て 、 規 定 さ れ る ：
I． 小 型 の 脂 肪 族 の 、 非 極 性 か 、 ま た は わ ず か に 極 性 の 残 基 ：
Ala、 Ser、 Thr、 Pro、 Gly；
II． 極 性 の 、 負 に 荷 電 し た 残 基 、 お よ び そ れ ら の ア ミ ド ；
Asp、 Asn、 Glu、 Gln；
III． 極 性 の 、 正 に 荷 電 し た 残 基 ：
His、 Arg、 Lys；
IV． 大 型 の 脂 肪 族 の 非 極 性 残 基 ：
Met Leu、 Ile、 Val、 Cys
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V． 大 型 の 、 芳 香 族 残 基 ：
Phe、 Tyr、 Trp
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 精 製 さ れ た 」 と い う 用 語 、 お よ び 同 様 の 用 語 は 、 そ れ が
天 然 に は 関 連 し て い る 、 他 の 成 分 を 実 質 的 に 含 ま な い （ す な わ ち 、 少 な く と も 60％ 、 好 ま
し く は 80％ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 90％ を 超 え て 含 ま な い ） 形 態 で あ る 、 分 子 ま た は 化 合
物 の 単 離 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
「 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 」 と は 、 並 列 (juxtaposition)で あ っ て 、 そ の 成 分 が 、 そ れ ら の
有 用 な 機 能 を 実 施 す る よ う に 構 成 さ れ る 、 並 列 を い う 。 例 え ば 、 コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に
連 結 さ れ た 制 御 配 列 、 ま た は プ ロ モ ー タ ー は 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 を 発 効 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 固 体 支 持 体 」 と い う 用 語 は 、 可 溶 性 分 子 と の 連 結 （ 好 ま
し く は 共 有 結 合 ） を 形 成 し 得 る 溶 媒 不 溶 性 の 基 質 に 関 す る 。 こ の 支 持 体 は 、 事 実 上 生 物 学
的 な 粒 子 （ 例 え ば 、 限 定 は し な い が 、 細 胞 、 ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ） 、 ま た は 合 成 の
粒 子 （ 例 え ば 、 限 定 は し な い が 、 ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ア ガ ロ
ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 シ リ カ 、 ま た は 磁 気 化 さ れ た 粒 子 ） の い ず れ で あ っ て も よ
い 。 支 持 体 は 、 粒 子 状 形 態 で あ っ て も 、 ま た は モ ノ リ シ ッ ク な ス ト リ ッ プ 、 も し く は シ ー
ト で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 支 持 体 の 表 面 は 、 固 体 で あ っ て も 、 多 孔 性 で あ っ て も 、 任
意 の 都 合 の よ い 形 状 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 相 補 的 な 」 、 ま た は 「 相 補 性 」 と い う 用 語 は 、 塩 基 対 規
則 に よ っ て 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 ） に 関 し て 用 い ら
れ る 。 例 え ば 、 「 A－ G－ T」 と い う 配 列 は 、 「 T－ C－ A」 と い う 配 列 に 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
「 治 療 剤 」 、 「 薬 剤 」 、 ま た は 「 薬 物 」 と い う 用 語 は 、 患 者 に お け る 病 気 、 苦 痛 、 疾 患 、
ま た は 傷 害 の 処 置 （ 予 防 、 診 断 、 軽 減 、 ま た は 治 療 を 含 む ） に お い て 用 い ら れ 得 る 、 任 意
の 治 療 用 因 子 、 ま た は 予 防 用 因 子 を い う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 処 置 す る 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 障 害 、 も し く は 状 態 に
関 連 す る 症 状 を 軽 減 す る 工 程 、 お よ び ／ ま た は こ の 症 状 を 予 防 も し く は 排 除 す る 工 程 を 包
含 す る 。 例 え ば 、 ガ ン を 処 置 す る と は 、 ガ ン 細 胞 の 増 殖 、 お よ び ／ も し く は 分 裂 を 防 止 、
ま た は 減 速 す る 工 程 、 な ら び に ガ ン 細 胞 を 殺 傷 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 」 と い う 用 語 は 、 任 意 の 標 準 的
な 薬 学 的 な 担 体 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 緩 衝 化 食 塩 水 、 水 、 お よ び エ マ ル ジ ョ ン （ 例 え ば 、 油 ／
水 エ マ ル ジ ョ ン ま た は 水 ／ 油 エ マ ル ジ ョ ン ） ） 、 な ら び に 種 々 の タ イ プ の 湿 潤 剤 を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 H2Bセ リ ン 14の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 」 と い う 用 語 は 、 ヒ
ス ト ン H2Bの ア ミ ノ 末 端 の 天 然 の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト （ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト SAPAPKKG
KK（ 配 列 番 号 1） 、 お よ び SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） を 含 む ） 、 な ら び に そ れ ら の フ ラ グ
メ ン ト の 合 成 等 価 物 の 両 方 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 も し く は モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は そ れ ら の 結 合 フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 Fab、 F（ ab'） 2、 お よ び
Fvフ ラ グ メ ン ト ） を い う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 太 字 の （ 訳 注 ； ア ン ダ ー ラ イ ン で 表 す ） 文 字 S（ S） は 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 の 状 況 に お い て 用 い る 場 合 、 リ ン 酸 化 さ れ て い る セ リ ン ア ミ ノ 酸 に 相 当 す る 。
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本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 S（ P） 」 の 「 Ser（ P） 」 と い う 用 語 は ま た 、 ア ミ ノ 酸 セ
リ ン の リ ン 酸 化 型 を い う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 S14P抗 体 」 と い う 用 語 は 、 配 列 CSAPAPKKG KK（ 配 列 番 号
3） に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る ； そ し て 「 S14抗 体 」 と い う 用 語 は 、 配 列 CSAPAPKKGSKK
（ 配 列 番 号 2） に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 S14P抗 体 の 「 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト 」 と い う 用 語
は 、 ペ プ チ ド CSAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 3） に 特 異 的 に 結 合 し 得 る そ れ ぞ れ の 全 長 抗 体 の 天
然 部 分 、 ま た は 合 成 部 分 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
「 リ ン カ ー 」 は 、 2つ の 別 個 の 実 体 を 化 学 的 に 連 結 す る よ う に 機 能 す る 分 子 （ ま た は 分 子
の 基 ） で あ る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 ペ プ チ ド 結 合 を 介 し て 2つ の ポ リ ペ プ チ ド
を 化 学 的 に 連 結 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 「 非 経 口 の 」 と い う 用 語 は 、 皮 下 、 静 脈 内 、 ま た は 筋 肉 内
の 投 与 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ 本 発 明 ）
本 発 明 は 、 ヒ ス ト ン H2Bタ ン パ ク 質 、 お よ び 他 の 種 に 由 来 す る 同 種 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
末 端 の 修 飾 が 、 ア ポ ト ー シ ス の マ ー カ ー と し て 働 き 得 る と い う 発 見 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に
は 、 出 願 人 ら は 、 ク ロ マ チ ン の 表 面 か ら ヒ ス ト ン H2Bの ア ミ ノ 末 端 が 突 出 し て い る こ と 、
お よ び こ の ア ミ ノ 末 端 か ら 14番 目 の 位 置 の セ リ ン ア ミ ノ 酸 （ Ser14） が 、 ア ポ ト ー シ ス の
プ ロ セ ス を 被 る か ま た は 既 に ア ポ ト ー シ ス の プ ロ セ ス を 開 始 し て い る 細 胞 に お い て 、 選 択
的 に イ ン ビ ボ で リ ン 酸 化 さ れ る と い う こ と を 発 見 し た 。 従 っ て 、 本 発 明 の 1つ の 局 面 に 従
っ て 、 ヒ ス ト ン H2Bの Ser14の リ ン 酸 化 は 、 脊 椎 動 物 種 に お け る ア ポ ト ー シ ス の マ ー カ ー と
し て 働 き 、 そ し て こ の タ ン パ ク 質 の こ の 部 分 を 認 識 す る 抗 体 は 、 重 要 な 診 断 ツ ー ル と し て
の 用 途 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 リ ン 酸 化 さ れ た ヒ ス ト ン H2Bタ ン パ ク 質 （ PhosH2B） の ア ミ ノ 末 端
に 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い ら れ る 抗 原 に 関 す る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 Pho
s H2Bの ア ミ ノ 末 端 の 精 製 さ れ た 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は そ の 合 成 的 な 等 価 物 が 提 供
さ れ る 。 こ の 抗 原 は 、 配 列 CSAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 3） を 含 む ア ミ ノ 酸 フ ラ グ メ ン ト を 含
み 、 こ こ で Cは 、 ネ イ テ ィ ブ な H2B配 列 に 付 加 さ れ た 人 工 的 な シ ス テ イ ン 残 基 で あ る 。 1つ
の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 抗 原 は 、 配 列 SAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 1） 、 ま た は SAPA
PKKG KK（ 配 列 番 号 1） と は 1つ 以 上 の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 ず つ 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 構
成 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 リ ン 酸 化 さ れ て い な い H2B配 列 ： SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） を
含 む 抗 原 を 包 含 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 精 製 さ れ た 抗 原 は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、
ま た は キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン の よ う な 、 安 定 な 担 体 に 連 結 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 ペ プ チ ド 配 列 SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） を コ ー ド す る 核 酸 配 列
に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 配 列 CSAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 3； 「 S14P抗 体 」 ） に 特 異
的 に 結 合 す る Phos H2B抗 体 が 提 供 さ れ 、 そ し て 配 列 CSAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2； 「 S14 抗
体 」 ） に 特 異 的 に 結 合 す る 未 修 飾 の H2B抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
S14P抗 体 、 ま た は S14抗 体 を 生 成 す る た め に 用 い ら れ た 1つ の 方 法 は 、 こ の 抗 原 に 特 異 的 な
抗 体 の 産 生 を 誘 発 す る た め の 、 実 験 動 物 （ 代 表 的 に は 、 ウ サ ギ ） に 対 す る 各 々 の 抗 原 の 投
与 を 包 含 す る 。 抗 体 産 生 を 誘 発 す る た め の 抗 原 投 与 の 用 量 お よ び レ ジ メ ン 、 な ら び に 抗 体
の 精 製 の た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 代 表 的 に は 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 免 疫 前 の

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-506973 A 2005.3.10

S

S

S

S
S

S



血 清 を 得 る た め に 最 初 に 採 血 済 み の 、 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド 白 色 ウ サ ギ に 、 目 的 の 抗 原 を 皮 下
投 与 す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ 得 る 。 抗 原 は 、 6つ の 異 な る 部 位 で 1部 位 あ た り 100μ lの 総
容 積 で 注 射 さ れ て も よ い 。 各 々 の 注 射 さ れ た 材 料 は 、 合 成 の サ ー フ ァ ク タ ン ト ア ジ ュ バ ン
ト プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ま た は 微 粉 砕 さ れ た ア ル リ ル ア ミ ド ゲ ル （ SDS－ ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 後 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ） を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
次 い で 、 こ の ウ サ ギ は 最 初 の 注 射 の 2週 間 後 に 採 血 さ れ 、 そ し て 6週 間 ご と に 、 3回 、 同 じ
抗 原 を 用 い て 定 期 的 に ブ ー ス ト さ れ る 。 次 い で 、 血 清 の サ ン プ ル を 各 ブ ー ス ト の 10日 後 に
収 集 す る 。 次 い で 、 抗 体 を 捕 獲 す る た め の 対 応 す る 抗 体 を 用 い て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 血 清 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 回 収 す る 。 最 終 的 に 、 こ の ウ サ ギ を
ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル 150mg/Kg IVを 用 い て 安 楽 死 さ せ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る
た め の こ の 手 順 、 お よ び 他 の 手 順 は 、 E． Harlowら 、 編 集 、 Antibodies： A Laboratory Ma
nual（ 1988） （ こ れ は 、 参 考 と し て 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る ） に 開 示 さ れ て い る 。 抗
体 の 特 異 性 は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 、 も し く は イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 、 ま
た は 当 業 者 に 公 知 の 同 様 の 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 H2B S14P抗 原 （ す な わ ち 、 リ ン 酸 化 セ リ ン 14ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 ヒ ス ト ン H2
Bの ア ミ ノ 末 端 の フ ラ グ メ ン ト ） 、 ま た は 未 修 飾 の H2B S14抗 原 （ す な わ ち 、 未 リ ン 酸 化 セ
リ ン 14ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 ヒ ス ト ン H2Bの ア ミ ノ 末 端 の フ ラ グ メ ン ト ） の い ず れ か に 特 異 的
に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 包 含 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 は 、 当 業 者 に 周 知 の
技 術 を 用 い て 発 効 さ れ て も よ い 。 基 本 的 に 、 こ の プ ロ セ ス は 、 最 初 に 、 イ ン ビ ボ 、 ま た は
イ ン ビ ト ロ の い ず れ か で 目 的 の 抗 原 を 用 い て 事 前 に 免 疫 さ れ て い る 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 マ
ウ ス ） の 脾 臓 か ら 免 疫 細 胞 （ リ ン パ 球 ） を 得 る 工 程 を 包 含 す る 。 次 い で 、 こ の 抗 体 分 泌 リ
ン パ 球 を 、 細 胞 培 養 物 中 で 無 期 限 に 複 製 可 能 で あ る 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 、 ま た は 形 質 転 換 さ
れ た 細 胞 と 融 合 さ せ 、 こ れ に よ っ て 不 死 の 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 泌 細 胞 株 を 産 生 す る 。 得 ら
れ た 融 合 細 胞 、 す な わ ち ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し て 、 得 ら れ た コ ロ ニ ー を 、 所 望 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の よ う な 抗 体 を 産 生 す る コ ロ ニ ー を
、 ク ロ ー ニ ン グ し て 、 イ ン ビ ボ 、 ま た は イ ン ビ ト ロ の い ず れ か で 増 殖 さ せ て 、 大 量 の 抗 体
を 産 生 す る 。 本 発 明 の 1つ の 実 施 形 態 は 、 H2B S14P抗 原 、 ま た は H2B S14抗 原 に 結 合 す る 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に 関 す る 。 こ の よ う な 細 胞 を 融 合
す る 理 論 的 根 拠 、 お よ び 実 際 的 な 方 法 論 の 説 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 参 考 と し て 援 用 さ れ
る 、 Kohler、 お よ び Milstein、 Nature、 256： 495（ 1975） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
全 抗 体 に 加 え て 、 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト は 、 特 定 の 抗 原 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 保 持 し 得 る 。
抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 組 み 換 え DNA技 術 を 用 い る 、 タ ン パ ク 質 分 解 、 ま た は 合 成 を 含 む が
、 こ れ に 限 定 さ れ な い 、 い く つ か の 方 法 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 実 施
形 態 の 例 は 、 H2B S14P抗 体 、 ま た は H2B S14抗 体 の 選 択 的 タ ン パ ク 質 分 解 で あ っ て 、 Fabフ
ラ グ メ ン ト を 生 成 す る た め の パ パ イ ン に よ る 、 ま た は F（ ab'） 2 フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る
た め の ペ プ シ ン に よ る 、 選 択 的 タ ン パ ク 質 分 解 で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 本
明 細 書 に お い て 参 考 と し て 援 用 さ れ る 、 J． Goding、 Monoclonal Antibodies： Principles
 and Practice、 第 98～ 118頁 （ N． Y． Academic Press1983） に 記 載 さ れ る よ う な 、 従 来 の
手 順 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 抗 体 全 体 の 特 定 の 結 合 を 保 持 す る H2B S14P抗 体 、 ま
た は H2B S14抗 体 の 他 の フ ラ グ メ ン ト は 、 当 業 者 に 公 知 の 他 の 手 段 に よ っ て 生 成 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 を 標 識 す る 。 本 発 明 が 、 任 意 の 特 定 の 検 出 シ ス テ ム 、 ま た
は 標 識 に 限 定 さ れ る こ と は 意 図 さ れ な い 。 抗 体 は 、 発 蛍 光 団 、 放 射 性 同 位 体 、 ま た は 非 同
位 体 標 識 試 薬 （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン 、 ま た は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ） を 用 い て 標 識 さ れ て も よ い ；
ビ オ チ ン を 含 む 抗 体 は 、 蛍 光 色 素 の よ う な 任 意 の 所 望 の 標 識 に 結 合 体 化 さ れ た 、 ア ビ ジ ン
の よ う な 「 検 出 試 薬 」 を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の ヒ ス ト
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ン 特 異 的 抗 体 は 、 二 次 抗 体 の 使 用 に よ っ て 間 接 的 に 標 識 さ れ 、 こ こ で こ の 二 次 抗 体 は 、 標
識 さ れ て お り 、 そ し て 一 次 （ ヒ ス ト ン 特 異 的 ） 抗 体 に 特 異 的 で あ る 。 あ る い は 、 こ の ヒ ス
ト ン 特 異 的 抗 体 は 、 FITC、 ま た は ロ ー ダ ミ ン の よ う な 放 射 性 同 位 体 、 ま た は 蛍 光 色 素 を 用
い て 間 接 的 に 標 識 さ れ て も よ い ； こ の よ う な 場 合 、 二 次 検 出 試 薬 は 、 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ
の 検 出 の た め に 必 要 で な く て も よ い 。 血 中 で の 修 飾 さ れ た ヒ ス ト ン の 存 在 は 、 次 い で 、 関
連 の 標 識 さ れ た 抗 体 の 使 用 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の 抗 体 、 ま た は フ ラ グ メ ン ト は 、 組 成 物 を 形 成 す る た め に 、 担 体 、 ま た は 希 釈 剤 と
合 わ さ れ て も よ い 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 担 体 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 で あ
る 。 「 担 体 」 と い う 用 語 は 、 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 賦 形 剤 、 ま た は ビ ヒ ク ル で あ っ て 、
活 性 因 子 と と も に 投 与 さ れ る も の を い う 。 こ の よ う な 担 体 、 お よ び 希 釈 剤 と し て は 、 リ ン
酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 、 水 、 油 、 お よ び エ マ ル ジ ョ ン （ 例 え ば 、 油 ／ 水 エ マ ル ジ ョ ン 、 ま た
は 水 ／ 油 エ マ ル ジ ョ ン ） の よ う な 滅 菌 液 、 な ら び に 種 々 の タ イ プ の 湿 潤 剤 で あ っ て 、 ヒ ト
を 含 む 動 物 に お け る 使 用 の た め に 、 米 国 連 邦 政 府 の 監 督 官 庁 に よ っ て 承 認 さ れ る か 、 ま た
は 米 国 薬 局 方 に 列 挙 さ れ た 薬 剤 を 含 む も の が 挙 げ ら れ る 。 こ の 組 成 物 は さ ら に 、 サ ー フ ァ
ク タ ン ト 、 お よ び 他 の 薬 理 学 的 に か つ 生 物 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 （ ア ジ ュ バ ン ト 、 賦 形 剤
、 ま た は 安 定 剤 を 含 む ） の 添 加 を 含 ん で も よ い 。 例 示 的 な 油 は 、 石 油 、 動 物 由 来 、 植 物 由
来 、 ま た は 合 成 起 源 の 油 、 例 え ば 、 ピ ー ナ ツ 油 、 大 豆 油 、 ま た は 鉱 油 で あ る 。 一 般 に 、 水
、 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 水 溶 液 、 お よ び 関 連 の 糖 溶 液 、 な ら び に グ リ コ ー ル （ 例 え ば 、
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） が 、 特 に 注 射 溶 液 に 、 好 ま し い
液 体 担 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
VP16を 用 い て 処 理 し 、 S14P抗 体 （ ペ プ チ ド CSAPAPKKGSKKに 対 す る 抗 体 ） を 用 い て 染 色 し た
HL－ 60細 胞 の 免 疫 蛍 光 は 、 H2B S14リ ン 酸 化 が 、 断 片 化 さ れ た DAPI染 色 核 に よ っ て 示 さ れ
る と お り 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 局 在 す る こ と を 示 す 染 色 パ タ ー ン を 、 明 ら か に し た 。 ア ポ
ト ー シ ス は 、 エ ト ポ シ ド を 用 い 、 そ し て Kozo Ajiroの 文 献 （ Ajiro K． Histone H2B phosp
horylation in mammalian apoptotic cells： An association with DNA fragmentation,J
 Biol Chem． 2000 Jan 7； 275（ 1） ： 439～ 43） の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
興 味 深 い こ と に 、 ア ポ ト ー シ ス に 関 す る H2B Ser14リ ン 酸 化 の 機 能 は 、 脊 椎 動 物 種 に の み
あ て は ま る よ う で あ る 。 な ぜ な ら 、 Ser14お よ び 周 囲 の 配 列 は 、 カ エ ル か ら ヒ ト ま で 、 よ
く 保 存 さ れ て い る が 、 ハ エ で も 、 ぜ ん 虫 で も 観 察 さ れ な い か ら で あ る 。 こ の ク ロ マ チ ン 修
飾 は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び Xenopus細 胞 に お い て 実 証 さ れ て い る が 、 α － Phos（ Ser14）
H2B（ S14P抗 体 ） で の 染 色 は 、 C． elegansの よ う な 無 脊 椎 動 物 で は 示 さ れ な か っ た 。 興 味
深 い こ と に 、 H2Bに お け る Ser32は ま た 、 「 脊 椎 動 物 付 加 」 で あ る よ う で あ り 、 そ し て こ れ
が ま た 、 少 な く と も HL－ 60細 胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス の H2Bリ ン 酸 化 の 部 位 で あ り 得 る
と い う い く つ か の 証 拠 が 示 唆 さ れ て い る 。 注 目 に 値 す る の は ま た 、 H2Bア ミ ノ 末 端 の Ser36
で あ り 、 そ の 部 位 は 、 酵 母 か ら ヒ ト ま で 保 存 さ れ て お り 、 ハ エ お よ び ぜ ん 虫 に 存 在 す る 。
H2Bに お け る Ser36、 ま た は 無 脊 椎 動 物 に お け る 等 価 な 残 基 が 、 ア ポ ト ー シ ス プ ロ グ ラ ム の
間 に リ ン 酸 化 さ れ る か 否 か は 未 知 で あ る 。 し か し 、 酵 母 が こ の 部 位 を 含 む ら し い と い う 事
実 に よ っ て 、 リ ン 酸 化 は 、 こ こ で 、 そ れ が 仮 に も 存 在 す れ ば 、 ア ポ ト ー シ ス 以 外 の 生 物 学
的 機 能 を 有 す る と い う 可 能 性 が 高 く な る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
経 時 的 研 究 に 基 づ け ば 、 ヒ ス ト ン H2Bセ リ ン 14リ ン 酸 化 が 、 DNAラ ダ ー 化 の 直 前 に 生 じ 、 こ
の こ と は 、 ヒ ス ト ン H2Bリ ン 酸 化 が 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 の DNA断 片 化 の た め の 「 ト リ ガ ー 」
に 関 与 す る か 、 ま た は 「 ト リ ガ ー 」 と し て 作 用 す る と い う こ と を 示 唆 す る 。 ア ポ ト ー シ ス
の 間 に ヌ ク レ オ ソ ー ム 間 の DNAを 切 断 す る い く つ か の ヌ ク レ ア ー ゼ が 同 定 さ れ て い る 。 少
な く と も イ ン ビ ト ロ に お い て は 、 ヒ ス ト ン H1、 お よ び HMGが 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 機 能 を 増 強 し
、 従 っ て 、 リ ン 酸 化 さ れ た H2Bは 、 ク ロ マ チ ン に 対 す る 重 要 な DNase活 性 の 接 近 可 能 性 を 増
強 す る か 、 ク ロ マ チ ン に 対 す る そ れ ら の 補 充 を 促 進 す る 、 ク ロ マ チ ン の 構 造 的 変 化 を も た
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ら し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
S14P抗 体 、 ま た は そ の 生 物 活 性 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 担 体 、 ま た は 希 釈 剤 を 含 む 組 成 物 を
、 ア ポ ト ー シ ス に 入 る こ と が 運 命 付 け ら れ て い る 細 胞 、 ま た は 既 に ア ポ ト ー シ ス に あ る 細
胞 を 検 出 す る た め の 方 法 と 組 み 合 わ せ て 、 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 本 発 明 の 抗 体 は 、
ア ポ ト ー シ ス プ ロ セ ス へ 誘 導 さ れ 得 な い 細 胞 を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、
従 っ て 、 前 ガ ン ／ ガ ン の 細 胞 お よ び 組 織 を 同 定 す る た め の マ ー カ ー と し て 機 能 し 得 る 。 こ
の 実 施 形 態 に 従 っ て 、 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 因 子 （ 例 え ば 、 エ ト ポ シ ド 、 VP－ 16）
の 存 在 下 で 培 養 し 、 次 い で 、 こ の 細 胞 を 固 定 し て 、 染 色 し 、 細 胞 の か な り の 集 団 が 、 細 胞
の コ ン ト ロ ー ル の 集 団 に 比 べ て ア ポ ト ー シ ス に 入 る こ と が で き な い か 否 か を 決 定 す る 。 こ
の よ う な 方 法 を 、 生 検 に お い て 回 収 さ れ た 細 胞 を 分 析 す る た め に 用 い て 、 悪 性 度 を 診 断 し
て 、 腫 瘍 の 攻 撃 性 、 お よ び 従 っ て 処 置 の ス ト ラ テ ジ ー の 選 択 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
1つ の 実 施 形 態 に 従 っ て 、 脊 椎 動 物 種 （ ヒ ト を 含 む ） に お け る 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 、 ま た
は ア ポ ト ー シ ス に な り そ う な 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 は 、
脊 椎 動 物 種 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 単 離 す る た め の 最 初 の 工 程 を 包 含 す る 。 こ こ で は 、 生
物 学 的 サ ン プ ル は 、 種 の ク ロ マ チ ン を 含 む 。 代 表 的 に は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 個 々 の 脊
椎 動 物 種 か ら 単 離 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 を 含 む 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 ク ロ マ チ ン （
す な わ ち 、 ヒ ス ト ン に 関 連 す る ゲ ノ ム DNA） 、 ま た は 個 々 の ヒ ス ト ン を 、 生 物 学 的 サ ン プ
ル か ら 精 製 し て 、 そ の 後 に 、 精 製 さ れ た ク ロ マ チ ン ／ ヒ ス ト ン と 、 S14P抗 体 と を 接 触 さ せ
る 。 あ る い は 、 脊 椎 動 物 種 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 は 固 定 さ れ て 、 抗 体 を 用 い て 直 接 染 色 さ れ
て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 存 在 を 決 定 す る た め に 、 個 体 か ら 単 離 さ れ た ク ロ マ チ ン 、 ま た は ヒ ス
ト ン を 、 標 的 に 対 す る 抗 体 の 特 異 的 結 合 の た め の 安 定 な 条 件 下 で 、 S14P抗 体 と 接 触 さ せ る
。 非 特 異 的 な 結 合 し た S14Pは 、 引 き 続 い て 除 去 さ れ て 、 ク ロ マ チ ン と S14P抗 体 と の 間 で 形
成 さ れ た 免 疫 複 合 体 は 、 脊 椎 動 物 種 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 存 在 の 指 標 と し て 同 定 お
よ び 定 量 さ れ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 S14P抗 体 を 標 識 す る か 、 あ る い は 標 識 さ れ た
二 次 抗 体 （ S14P抗 体 、 ま た は ヒ ス ト ン H2Bに 特 異 的 ） を 用 い て 、 免 疫 複 合 体 の 形 成 を 同 定
し 、 か つ 定 量 す る 。 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 の 量 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る リ ン 酸 化 さ れ た
S14ヒ ス ト ン H2Bの 量 に 直 接 比 例 し て お り 、 従 っ て こ の 生 物 学 的 サ ン プ ル の 供 給 源 と し て 働
い た 個 体 に お け る 、 ア ポ ト ー シ ス 活 性 の 指 標 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス 活 性 の 異 常 な レ ベ ル の
検 出 は 、 ガ ン を 含 む 種 々 の 疾 患 状 態 の 診 断 と し て 働 く 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
1つ の 実 施 形 態 に 従 っ て 、 免 疫 複 合 体 の 形 成 を 同 定 ／ 定 量 す る 方 法 は 、 細 胞 、 ま た は 精 製
さ れ た ク ロ マ チ ン を 固 体 支 持 体 に 固 定 、 ま た は 結 合 さ せ る 工 程 、 お よ び 標 識 さ れ た S14P抗
体 を 用 い て プ ロ ー ブ す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 非 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 は 、 緩 衝 液 を 用 い
た 洗 浄 に よ っ て 除 去 さ れ る 工 程 、 を 包 含 す る 。 あ る い は 、 免 疫 複 合 体 の 形 成 は 、 免 疫 沈 降
に よ っ て 同 定 さ れ て も よ い 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 S14P抗 体 は 、 固 体 支 持 体 上 に 固 体 さ
れ 、 そ し て 固 定 さ れ た 抗 体 は 、 単 離 さ れ た ク ロ マ チ ン ／ ヒ ス ト ン と 接 触 さ せ ら れ る 。 次 い
で 、 免 疫 複 合 体 の 形 成 は 、 緩 衝 液 を 用 い て 、 結 合 さ れ た 抗 体 を 洗 浄 す る こ と 、 お よ び S14P
エ ピ ト ー プ と は 別 の 離 れ た 部 位 で ヒ ス ト ン H2Bに 特 異 的 に 結 合 す る 二 次 標 識 抗 体 と 、 こ の
結 合 抗 体 と を 接 触 さ せ る 工 程 に よ っ て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
Mstl（ 哺 乳 動 物 Ste20様 キ ナ ー ゼ 1； ammalian e20-like kinase 1） キ ナ ー ゼ は 、 そ の
細 胞 性 機 能 が 未 知 で あ る 、 遍 在 的 に 発 現 さ れ る セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ で あ る 。 Mst1
は 、 ス テ ラ イ ル 20様 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー （ そ の 約 30ま で の 関 連 の キ ナ ー ゼ が 、
ヒ ト に 存 在 す る ） で あ る 。 こ の キ ナ ー ゼ は 、 代 表 的 に は 、 ア ポ ト ー シ ス 、 形 態 形 成 、 お よ
び 細 胞 骨 格 再 配 列 に お い て 役 割 を 有 す る 、 MAPK経 路 の 上 流 調 節 因 子 と し て み な さ れ る 。 キ
ナ ー ゼ は 、 活 性 化 さ れ た エ フ ェ ク タ ー カ ス パ ー ゼ 3（ C末 端 調 節 領 域 、 お よ び 活 性 化 さ れ た
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N末 端 触 媒 性 ド メ イ ン を 遊 離 す る ） に よ っ て 切 断 さ れ る こ と が 公 知 で あ る 。 次 い で 、 こ の
活 性 化 さ れ た ド メ イ ン は 、 生 物 学 的 な 基 質 が 以 前 に 未 知 で あ る 経 路 に お い て 、 ア ポ ト ー シ
ス を 誘 導 す る 。 出 願 人 ら は 、 こ こ で 、 Mst1の 基 質 の 1つ が 、 ヒ ス ト ン 2Bの 14番 目 の セ リ ン
残 基 で あ る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 出 願 に お け る デ ー タ に 基 づ い て 、 Mst1の カ ス パ ー ゼ 切 断 型 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 の そ の
生 物 学 的 標 的 の 1つ と し て 、 ヒ ス ト ン H2Bを リ ン 酸 化 す る と 考 え ら れ る 。 次 い で 、 ヒ ス ト ン
末 端 の 共 有 的 修 飾 は 、 ア ポ ト ー シ ス の ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ ン 、 お よ び DNA断 片 化 を 促
進 し て 、 ま だ 十 分 に 解 明 さ れ て い な い 機 構 に よ る 細 胞 死 を も た ら す 。 例 え ば 、 Ser14で の
ヒ ス ト ン H2Bリ ン 酸 化 が 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 に ク ロ マ チ ン 構 造 に ど の よ う に 影 響 し 得 る の
か は 、 未 知 で あ る が 、 以 前 の 研 究 に よ っ て 、 ヒ ス ト ン H2Bア ミ ノ 末 端 テ ー ル が 、 イ ン ビ ト
ロ ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ ン に 必 須 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 従 っ て 、 H2Bリ ン 酸 化 は
、 ア ポ ト ー シ ス の 間 の ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ ン に 関 与 す る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ア ポ ト ー シ ス の 間 の ク ロ マ チ ン 変 化 の 機 構 を 理 解 す る こ と は 、 薬 物 標 的 化 の た め の 別 の 手
段 で あ っ て 、 細 胞 死 を 誘 導 ま た は 阻 害 し 得 る 手 段 を 提 供 す る 。 凝 縮 、 お よ び DNA断 片 化 の
よ う な ク ロ マ チ ン の 変 化 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 最 後 の 方 向 付 け ら れ た 段 階 と み な さ れ て い る
。 ア ポ ト ー シ ス を 被 る こ と に よ っ て ス ト レ ス 下 で 多 く の 細 胞 が 死 ぬ と い う こ と を 示 唆 す る
、 か な り の 証 拠 が 存 在 す る 。 し か し 、 カ ス パ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 使 用 は 、 最 初 の ス ト レ ス
（ 例 え ば 、 虚 血 ） が 生 じ た 後 の 細 胞 死 の 減 少 に 対 し て 有 効 で は な い 。 お そ ら く 、 エ フ ェ ク
タ ー で あ る カ ス パ ー ゼ が 、 規 定 さ れ た ク ロ マ チ ン 変 化 を も た ら す 死 亡 経 路 を 起 動 し た 後 、
カ ス パ ー ゼ は も は や 必 要 で は な い 。 従 っ て 、 細 胞 死 の 有 効 な 防 止 は 、 カ ス パ ー ゼ イ ン ヒ ビ
タ ー を 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 の ク ロ マ チ ン 変 化 に 影 響 す る Mst1の よ う な 下 流 の 活 性 を 標 的 す
る 薬 物 と 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 最 高 に も た ら さ れ 得 る 。 1つ の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 カ ス
パ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 お よ び Mst1の イ ン ヒ ビ タ ー を 用 い て 細 胞 を 処 理 す る こ と に よ っ て 細
胞 死 を 阻 害 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 サ ン プ ル の キ ナ ー ゼ 活 性 、 よ り 詳 細 に は Mst1活 性 を 検 出 す る た
め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 配 列 CSAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） を 含 む ペ プ チ ド と
、 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る サ ン プ ル と を 、 所 定 の 長 さ の 時 間 接 触 さ せ る 工 程
を 包 含 す る 。 基 質 に 結 合 す る S14P抗 体 の 量 は 、 基 質 が 、 所 定 の 時 間 の 間 、 リ ン 酸 化 さ れ た
程 度 と 直 接 、 相 関 し て お り 、 従 っ て こ の サ ン プ ル の キ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す 。 こ の ア ッ セ イ は
ま た 、 Mst1活 性 の 潜 在 的 な 調 節 因 子 （ イ ン ヒ ビ タ ー を 含 む ） 、 お よ び Mst1活 性 の 刺 激 因 子
に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 1つ の 実 施 形 態 に お い
て 、 Mst1活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 ： サ ン プ ル
を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で こ の サ ン プ ル が 、 キ ナ ー ゼ （ す な わ ち 、 Mst1） 、 お よ び
そ の キ ナ ー ゼ に よ っ て メ チ ル 化 さ れ る 基 質 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド CSAPAPKKGSKK； 配 列 番 号 2
が 、 Mst1活 性 に つ い て の 基 質 と し て 用 い ら れ る ） を 含 む 工 程 、 キ ナ ー ゼ の 潜 在 的 な イ ン ヒ
ビ タ ー を サ ン プ ル に 投 与 す る 工 程 、 な ら び に こ の サ ン プ ル を 、 代 表 的 に は （ す な わ ち 、 イ
ン キ ュ ベ ー ト 化 合 物 の 非 存 在 下 で ） 、 キ ナ ー ゼ 活 性 に つ い て 、 好 ま し い ／ 許 容 さ れ る 条 件
下 で 、 所 定 の 長 さ の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、 を 包 含 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い
て 、 こ の サ ン プ ル は 、 最 大 キ ナ ー ゼ 活 性 を 仮 定 し て 、 こ の 基 質 の 少 な く と も 半 分 が 修 飾 さ
れ る 時 間 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 Mst1キ ナ ー ゼ が 基 質 を 修 飾 す る こ と を 可 能 に す る の に
十 分 な 時 間 の 後 に 、 こ の 基 質 を 、 回 収 し て 、 リ ン 酸 化 さ れ た 基 質 （ た だ し 、 リ ン 酸 化 さ れ
て い な い 基 質 で は な い ） に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 1つ の 実 施 形 態 で は 、 こ
の 抗 体 は 、 ペ プ チ ド CSAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 3） に 特 異 的 に 結 合 す る 。 基 質 ペ プ チ ド に 結
合 さ れ る S14P抗 体 の 量 を 定 量 す る こ と は 、 サ ン プ ル 中 の キ ナ ー ゼ の 活 性 レ ベ ル と 直 接 相 関
す る 。 同 様 に 、 Mst1活 性 の 刺 激 因 子 は 、 同 じ ア ッ セ イ 、 お よ び 同 定 化 合 物 （ 基 質 が リ ン 酸
化 さ れ る 速 度 を 増 強 す る ） を 用 い て 同 定 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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本 発 明 の 1つ の 実 施 形 態 に 従 っ て 、 Mst1活 性 の 変 更 因 子 を 単 離 す る た め の 化 合 物 の ラ イ ブ
ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 均 等 に 分 割 さ れ た Mst1基 質
を 、 別 の 反 応 チ ャ ン バ （ 代 表 的 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ の 別 の ウ ェ ル ） 中 に 、
最 初 に 提 供 す る 工 程 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 Mst1基 質 は 、 配 列 SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2
） を 含 む タ ン パ ク 質 ／ ペ プ チ ド で あ っ て 、 そ し て 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 こ の ペ プ チ ド
は 、 リ ン カ ー を 直 接 、 ま た は 間 接 的 の い ず れ か で 介 し て マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ の 表
面 に 共 有 結 合 さ れ る 。 次 い で 、 Mst1基 質 は 、 Mst1酵 素 、 お よ び 多 数 の 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー
と 接 触 さ せ ら れ て 、 キ ナ ー ゼ 反 応 混 合 物 を 形 成 す る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 化 合 物 を
調 整 す る 単 一 の 候 補 物 を 、 各 々 の ウ ェ ル に 添 加 す る が 、 別 の 実 施 形 態 で は 、 2つ 以 上 の 化
合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 、 各 々 の 個 々 の 反 応 チ ャ ン バ に 添 加 す る 。 こ の キ ナ ー ゼ 反
応 混 合 物 （ Mst1基 質 、 Mst1、 お よ び 化 合 物 を 調 節 す る 候 補 物 を 含 む ） を 、 Mst1キ ナ ー ゼ 活
性 に つ い て 代 表 的 に 許 容 さ れ る 条 件 下 （ す な わ ち 、 Mst1イ ン ヒ ビ タ ー の 非 存 在 下 ） で イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 Mst1基 質 の リ ン 酸 化 を 可 能 に す る の に 十 分 な 適 切 な 長 さ の 時 間 後 に 、 反
応 を 停 止 さ せ て 基 質 を 回 収 す る 。 基 質 が リ ン 酸 化 さ れ る 程 度 （ Mst1活 性 に つ い て の 確 立 さ
れ た 標 準 曲 線 、 ま た は コ ン ト ロ ー ル の 反 応 試 行 に 対 し て 、 同 時 に ） は 、 Mst1酵 素 の 活 性 に
対 す る 、 添 加 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー 化 合 物 の 効 果 を 調 整 す る こ と に 直 接 関 連 す る 。 こ の よ う
な Mst1調 整 化 合 物 は 、 不 適 切 な ア ポ ト ー シ ス 活 性 と 関 連 す る 疾 患 （ ガ ン を 含 む ） を 処 置 す
る た め の 治 療 剤 と し て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
Mst1基 質 の リ ン 酸 化 を 測 定 す る こ と は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） を 基 質 と
し て 、 お よ び S14P抗 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 1つ の 実 施 形
態 に 従 っ て 、 共 有 結 合 、 イ オ ン 結 合 、 水 素 結 合 、 ま た は 他 の 化 学 的 結 合 を 介 し て 、 反 応 容
器 の 表 面 に 直 接 、 ま た は 間 接 的 に （ す な わ ち 、 連 結 部 分 を 介 し て ） こ の 基 質 を 連 結 す る 。
1つ の 実 施 形 態 で は 、 こ の 基 質 は 、 反 応 チ ャ ン バ に Mst1基 質 を 添 加 す る こ と 、 お よ び PBS中
で 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 こ の 反 応 チ ャ ン バ の 表 面 に 結 合 さ れ る 。
あ る い は 、 こ の ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 な 反 応 基 、 お よ び 反 応 を 用 い て 、 こ の
反 応 チ ャ ン バ の 表 面 に 共 有 結 合 さ れ る 。 Mst1酵 素 、 お よ び 潜 在 的 な イ ン ヒ ビ タ ー の 存 在 下
で 、 こ の 基 質 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 反 応 混 合 物 を 、 こ の 反 応 チ ャ ン バ か ら 除 い て 、 こ
の チ ャ ン バ を 緩 衝 液 を 用 い て 必 要 に 応 じ て 洗 浄 す る 。 次 い で 、 そ の 基 質 へ の 特 定 の 結 合 を
可 能 に す る 条 件 下 で 、 S14P抗 体 を こ の 反 応 チ ャ ン バ に 添 加 し 、 次 い で 、 こ の 反 応 チ ャ ン バ
を 、 緩 衝 液 を 用 い て 洗 浄 し て 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 材 料 を 取 り 除 く 。 1つ の 実 施 形 態 に 従
っ て 、 こ の ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の 特 定 の 結 合 は 、 ELISA反 応 を 通 じ て 検 出 さ れ る 。 別 の
実 施 形 態 に お い て 、 こ の 基 質 は 、 反 応 チ ャ ン バ に 結 合 さ れ ず 、 そ し て こ の ペ プ チ ド に 対 す
る 抗 体 の 特 異 的 な 結 合 は 、 免 疫 沈 降 に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 ア ポ ト ー シ ス の マ ー カ ー と し て の 使 用 を 含 む 、 多 数 の 潜 在 的 用 途 を 有 す
る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 ガ ン 、 神 経 変 性 性 疾 患 、 発 作 な ど に お い て 生 じ る こ と が 公 知 で あ る
。 さ ら に 、 こ の マ ー カ ー は ま た 、 治 療 処 置 の 進 行 を 評 価 、 お よ び モ ニ タ ー す る た め に 用 い
る こ と が で き る 。 S14P抗 体 は ま た 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 に 生 じ る 、 ク ロ マ チ ン の 変 化 の マ ー
カ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の 抗 体 は ま た 、 ヒ ス ト ン 修 飾 （ H2B ser 14リ ン 酸 化 ）
を 担 う シ グ ナ ル 、 お よ び こ の 修 飾 が ア ポ ト ー シ ス に ど の よ う に 関 与 す る の か を 研 究 す る た
め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 の 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 す る た め の キ ッ ト が 提 供 さ れ
る 。 こ の キ ッ ト は 、 配 列 SAPAPKKG KK（ 配 列 番 号 1） を 含 む リ ン 酸 化 さ れ た セ リ ン 修 飾 ペ プ
チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 こ の キ ッ ト は 、 配 列 SAPAP
KKGSKK（ 配 列 番 号 2） を 含 む ヒ ス ト ン H2Bペ プ チ ド の 非 リ ン 酸 化 ア ミ ノ 末 端 に 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 を さ ら に 含 む 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 抗 体 は 、 不 溶 性 の 支 持 体 に 付 着 さ
れ る 。 こ こ で こ の 支 持 体 は 、 モ ノ リ ス の 固 体 で あ る か 、 ま た は 特 定 の 形 態 の い ず れ か で あ
る 。 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 そ し て
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さ ら な る 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の 抗 体 は 、 標 識 さ れ る 。 こ の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本
発 明 の 抗 体 は 、 種 々 の 容 器 （ 例 え ば 、 バ イ ア ル 、 チ ュ ー ブ 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル プ レ
ー ト 、 ボ ト ル 、 な ど ） 内 に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ て も よ い 。 他 の 試 薬 は 、 別 の 容 器 に 含 ま れ
て も よ く 、 キ ッ ト と と も に 提 供 さ れ て も よ い ； 例 え ば 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル 、 陰 性
コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル 、 緩 衝 液 、 細 胞 培 養 培 地 な ど 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
1つ の 実 施 形 態 に 従 っ て 、 こ の キ ッ ト は 、 キ ナ ー ゼ 活 性 の 基 質 と し て 作 用 す る ペ プ チ ド を
さ ら に 含 む 。 よ り 詳 細 に は 、 こ の ペ プ チ ド は 、 配 列 SAPAPKKGSKK（ 配 列 番 号 2） を 含 む 。 1
つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の ペ プ チ ド 基 質 は 、 固 体 基 質 に 対 し て 、 直 接 、 ま た は 連 結
部 分 を 介 し て の い ず れ か で 、 共 有 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 の キ ッ ト は 、 一 旦 標 的 抗 原 に 結 合 さ れ れ ば 、 抗 体 を 検 出 す る た め の 試 薬 を さ ら に 備
え て も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 核 タ ン パ ク 質 を 、 免 疫 学 的 結 合 の た め に 接 近 可 能 に さ せ る よ
う に 、 細 胞 ま た は 組 織 を 処 理 す る た め の 試 薬 （ ペ プ シ ン 、 希 釈 塩 酸 ） が ま た 、 免 疫 蛍 光 検
出 試 薬 （ 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 ま た は 抗 ヒ ス ト ン H2B抗 体 （ フ ル オ レ セ イ ン ま た は ロ ー
ダ ミ ン で 誘 導 体 化 さ れ た ） 、 ま た は ビ オ チ ン 化 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ フ ル オ レ セ イ ン ま
た は ロ ー ダ ミ ン と 誘 導 体 化 さ れ た ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 一 緒 に な っ て ） ）
、 免 疫 組 織 化 学 、 ま た は 免 疫 細 胞 化 学 検 出 試 薬 （ 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 ま た は 抗 ヒ ス ト
ン H2B抗 体 （ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ま た は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 誘 導 体 化 さ
れ た ） 、 ま た は ビ オ チ ン 化 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ま た は 西 洋
ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 誘 導 体 化 さ れ た ア ビ ジ ン 、 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 一 緒 に
な っ て ） ） と 同 様 に 含 ま れ て も よ い 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 こ の キ ッ ト は 、 免 疫 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 染 色 の た め の 1つ 以 上 の 試 薬 （ 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 誘 導 体 化 さ れ
た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 ま た は ビ オ チ ン 化 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ 西 洋 ワ サ ビ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ と 誘 導 体 化 さ れ た ア ビ ジ ン 、 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 一 緒 に な っ て ）
） を 、 そ れ ら の た め の 色 素 生 産 性 基 質 （ 例 え ば 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン ） と 一 緒 に 、 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
（ 実 施 例 １ ）
（ ア ポ ト ー シ ス の マ ー カ ー と し て の H2Bの リ ン 酸 化 セ リ ン 14の 同 定 ）
（ 実 験 手 順 ）
細 胞 培 養 、 薬 物 、 お よ び UV処 理 、 な ら び に タ ン パ ク 質 お よ び DNAの 収 集 ： HL－ 60細 胞 を 、 1
0％ FBSを 用 い て RPMI中 で 培 養 し 、 一 方 293T、 HeLa、 HepG2、 お よ び IMR90を 、 10％ FBSを 含
む DMEM中 で 増 殖 さ せ た 。 エ ト ポ シ ド 、 ア ニ ソ マ イ シ ン 、 お よ び 抗 Fasを 、 Sigmaか ら 購 入 し
た 。 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る た め に 、 エ ト ポ シ ド に つ い て は 、 20μ g／ mL、 25ng/mlの ア ニ
ソ マ イ シ ン 、 お よ び 15ng/mlの 抗 Fasの 濃 度 で 、 薬 物 を 用 い た 。 ア ポ ト ー シ ス の UV誘 導 に つ
い て は 、 40～ 100J/m 2 を 用 い た （ Biorad GS Gene Linker UVチ ャ ン バ ） 。 ア ポ ト ー シ ス の
誘 導 後 、 増 殖 培 地 を 変 え て 、 種 々 の 時 間 後 に 収 集 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 を 、 DMSOで 処 理
す る か 、 ま た は 偽 の 処 理 の い ず れ か を し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
所 望 の 処 置 の 後 に 、 細 胞 を 以 下 の う ち の い ず れ か に 供 し た ： SDS溶 解 緩 衝 液 （ レ ム リ の サ
ン プ ル 緩 衝 液 ） に お け る 再 懸 濁 、 核 抽 出 、 ヒ ス ト ン の 酸 抽 出 、 ま た は ゲ ノ ム DNA抽 出 。 Str
ahlら （ 2001） Curr Biol 11,996～ 1000に 記 載 の よ う に 、 界 面 活 性 剤 中 で の 溶 解 、 お よ び
低 速 ス ピ ン に よ っ て 核 を 単 離 し た 。 こ れ ら の 核 を 、 核 タ ン パ ク 質 （ 以 下 を 参 照 の こ と ） に
つ い て 塩 抽 出 す る か 、 ま た は 0.4N H 2 SO 4 中 で 酸 抽 出 し て も よ い 。 氷 上 で の 2～ 4時 間 の イ ン
キ ュ ベ ー ト の 後 、 高 速 の 遠 心 分 離 を 行 な っ て 、 不 溶 性 の ペ レ ッ ト を 除 去 す る 。 5.4％ の 過
コ ー ル 酸 を 、 上 清 に 添 加 し て 、 沈 殿 し た ヒ ス ト ン を 水 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
細 胞 ペ レ ッ ト を 10mM Tris pH 9.0,1mM EDTA、 10mM NaCl、 1％  w/v SDS、 1mg/mLの プ ロ テ
イ ナ ー ゼ Kに 、 4～ 5時 間 、 50℃ で 溶 解 す る こ と に よ っ て 、 ゲ ノ ム DNAを 収 集 し た 。 タ ン パ ク
質 を 除 去 す る た め に 、 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 実 施 し 、 次 い で 、 0.3M酢 酸 ナ ト リ
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ウ ム お よ び 70％ エ タ ノ ー ル 中 に DNAを 沈 殿 さ せ た 。 遠 心 分 離 後 、 ペ レ ッ ト を TEに 再 懸 濁 し
て 、 1mg/mL Rnase Aに 室 温 で 1時 間 添 加 す る こ と に よ っ て 、 RNAを 消 化 し た 。 1.2％ ア ガ ロ
ー ス TAEゲ ル に お い て 、 DNAを 分 離 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
（ 塩 で の 核 抽 出 、 お よ び イ ン ゲ ル の キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ ）
HL－ 60由 来 の 核 を 、 20mM Hepes pH7.8、 0.42M NaCl、 1.5mM MgCl 2 、 0.2mM EDTA、 0.5mM P
MSF、 0.5mM DTT、 25％ （ v/v） グ リ セ ロ ー ル 中 で 、 氷 上 で 3～ 4時 間 抽 出 し た 。 14Kで 20分 間
の 遠 心 分 離 後 、 可 溶 性 画 分 を 単 離 し て 、 イ ン ビ ト ロ に お け る キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ 、 イ ン ゲ ル
の キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ 、 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に 用 い た （ 以 下 を 参 照 の こ と ） 。 SDS－ P
AGEは 、 Laemmliに よ っ て 記 載 さ れ た と お り 行 な っ た 。 イ ン ゲ ル ア ッ セ イ の た め に 、 10～ 12
％  SDS－ PAGEゲ ル を 、 0.1 mg/mLの ニ ワ ト リ の コ ア ヒ ス ト ン 、 ま た は 0.1mg/mLの 精 製 ニ ワ
ト リ H2Bを 用 い て 重 合 化 し た 。 イ ン ゲ ル は 、 本 質 的 に 、 （ Sasson－ Corsiら （ 1999） Scienc
e 285,886－ 891） に 記 載 の よ う に 行 な っ た 。 要 す る に 、 核 抽 出 物 、 ま た は 画 分 を こ れ ら の
ゲ ル 中 に 泳 動 さ せ た 。 次 い で 、 SDSを 除 去 す る た め に 、 こ の ゲ ル を 30mM Tris HC1 pH 7.4
、 1mM DTT、 O.1mM EDTA、 20％ （ v/v） イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 中 で 、 各 回 に つ い て 20分 間 、 繰 り
返 し （ 3回 ） 洗 浄 し た 。 タ ン パ ク 質 を 変 性 す る た め に 、 こ の ゲ ル を 8M尿 素 中 、 30mM Tris H
C1（ pH 7.4） 、 1mM DTT、 O.1mM EDTA中 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ の ゲ ル を
30mM Tris HC1（ pH 7.4） 、 5mM MgCl 2 、 2mM MgCl 2 、 1mM DTT、 100mM NaCl、 0.05％  Tween
 40中 に 、 4℃ で 一 晩 浸 漬 し て 、 タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ た 。 変 性 後 、 50mCiの g－ ATPを 含 有
す る 30mM Tris HC1 pH 7.4、 5mM MgCl 2 、 2mM MnCl 2 、 1mM DTTを 用 い て 、 30℃ で 2時 間 、 イ
ン ビ ト ロ の キ ナ ー ゼ 反 応 を 実 施 し た 。 次 い で 、 こ の ゲ ル を ク マ ー シ ー ブ ル ー を 用 い て 染 色
し 、 脱 染 し て 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 用 に 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
（ 核 抽 出 分 画 、 イ ン ビ ト ロ キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ 、 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ）
核 抽 出 物 を 、 Pharmacia SMARTシ ス テ ム を 用 い て 、 superose 6 PC 3.2/300 カ ラ ム （ Amers
ham/Pharmacia） に お い て 分 画 し た 。 こ の 溶 出 物 は 、 200mM NaCl、 50mM NaP0 4 （ pH7.0） 、
5mM MgC1 2 、 20％  v/vグ リ セ ロ ー ル か ら 構 成 さ れ る 。 流 速 は 、 4℃ で 40mL/分 で あ っ た 。 カ
ス パ ー ゼ 切 断 Mst1を 含 有 す る ア ポ ト ー シ ス 画 分 は 、 約 66kDaの 分 子 量 で 外 れ る が 、 全 長 の M
st1で は 約 150kDaで 外 れ る 。 10mLの 画 分 を 、 イ ン ビ ト ロ キ ナ ー ゼ 反 応 、 お よ び ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ の た め に 用 い た 。 イ ン ビ ト ロ キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ の た め に 、 0.5mgの ヒ ス ト
ン H2Bを 、 30mM Tris（ pH 7.5） 、 5mM MgCl 2 、 10mM DTT、 0.1mg/mL マ イ ク ロ シ ス チ ン 、 10
mM ATPに 加 え て 0.5 mCiの g－ P32 ATP中 で 用 い た 。 こ の 反 応 を 30℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し て 、 P81濾 紙 上 に ス ポ ッ ト し た 。 次 い で 、 こ の 濾 紙 を 0.75％  H 3 PO 4 中 で 洗 浄 し て 、 シ
ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い て 、 P 3 2 取 り 込 み を 測 定 し た 。 非 放 射 性 反 応 （ コ ー ル ド
） に つ い て 、 g－ P 3 2  ATPは 用 い な か っ た 。 そ し て こ の 反 応 は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の
た め に SDS－ PAGEゲ ル 中 で 行 な っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
記 載 さ れ た と お り （ Briggsら （ 2001） Genes Dev 15、 3286－ 3295） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 を 実 施 し た 。 1： 1000の α － phos（ S14） H2B、 1： 2500の α － N－ Mstl、 1： 400の α － m
yc（ Santa Cruzの 9E10） 、 1： 800の α － PARP（ UBI） 、 1： 1000の α － phos H2A. X（ UBI）
、 お よ び 1： 5000の α － Acetyl H4一 次 抗 体 を 用 い た 。 HRP結 合 体 化 ウ サ ギ 二 次 （ Amersham 
Pharmacia） を 1： 5000で 用 い た 。 化 学 発 光 に つ い て は 、 ECLプ ラ ス キ ッ ト （ Amersham Phar
macia） を 検 出 に 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
（ ア ポ ト ー シ ス 細 胞 培 養 、 お よ び Xenopusの 尾 部 に 対 す る 免 疫 蛍 光 ）
細 胞 を 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 10分 間 固 定 し 、 次 い で PBS中 で 洗 浄 し た 。 0.2％  Trit
on X－ 100で 5分 間 細 胞 を 浸 透 さ せ 、 次 い で 細 胞 を 2％ ヤ ギ 血 清 PBS中 で ブ ロ ッ ク し た 。 1： 5
00～ 1： 1000の α － phos（ S14） H2Bを 用 い て 、 37℃ で 細 胞 を 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 、 ブ ロ ッ ク で 3回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 細 胞 を 、 1： 500～ 1： 80
0の ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Cy3結 合 体 化 二 次 抗 体 中 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 ブ ロ ッ ク 中 で 3回 洗
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浄 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 含 有 す る カ バ ー ガ ラ ス を 、 DAPIを 含 有 す る Vectashield封 入 培 地
中 に 据 え 付 け た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
退 縮 し て い る 尾 部 を 、 64期 の カ エ ル の 仔 か ら 切 り 出 し て 、 Bouin fixative（ Sigma） 中 で 2
時 間 固 定 し て 、 70％ エ タ ノ ー ル 中 で 一 晩 洗 浄 し 、 脱 水 し 、 Histoclear中 で 浄 化 し て 、 パ ラ
プ ラ ス ト 中 に 包 埋 し た 。 10mmの 切 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 し て 、 水 和 し て 、 30分 間 、 0.1％  
BSA含 有 PBS－ 0.05％  Tween20中 で ブ ロ ッ ク し た 。 切 片 を α － phos（ S14） H2B（ 1％  BSA含
有 PBS－ 0.05％  Tween20中 で 、 1： 5000希 釈 ） を 用 い て 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 PBS
－ Tween中 で 、 各 10分 間 、 2回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 抗 ウ サ ギ フ ル オ レ セ イ ン 結 合 体 化 二 次 抗
体 （ 1％ BSA含 有 PBS－ Tween中 で 、 1： 200希 釈 ） を 用 い て 、 切 片 を 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
て 、 PBS－ Tween中 で 、 各 10分 間 、 2回 洗 浄 し た 。 切 片 を 、 Hoechst（ 2μ g/ml） 含 有 Antifad
e（ 分 子 プ ロ ー ブ ） 中 に 据 え 付 け た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 免 疫 沈 降 、 お よ び キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ ）
リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス キ ッ ト （ Gibco Invitrogen） に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行
な っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24～ 48時 間 後 、 293T細 胞 を 、 40mM Hepes（ pH 7.5） 、 1
％  Triton X－ 100、 0.05％  NP－ 40、 150mM NaCl、 50mM NaF、 1mM EDTA、 1mM EGTA、 10％
（ v/v） グ リ セ ロ ー ル 、 1mM フ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル 、 0.5mg/mL ミ ク ロ シ ス チ ン
、 1mg/mL ア プ ロ チ ニ ン 、 1mg/mL ペ プ ス タ イ ン 、 1mg/mL ロ イ ペ プ チ ン 中 で 収 集 し た 。 上
清 を 14,000rpmで の 20分 間 の 遠 心 分 離 後 に 保 管 し た 。 免 疫 沈 降 （ IP） の た め に 、 1mgの α －
myc（ Santa Cruzの 9E10） を 、 4℃ で 2時 間 、 上 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 タ
ン パ ク 質 G－ Sepharose（ Amersham Pharmacia） を 用 い て 、 4℃ で さ ら に 2時 間 沈 殿 さ せ た 。
IPを 、 TBST（ 20mM Tris pH 7.5、 150mM NaCI、 0.1％  Tween 20） 中 で 5～ 6回 洗 浄 し た 。 次
い で 、 ビ ー ズ を 、 1mgの H2B、 40mM Hepes 7.5、 20mM MgCl 2 、 0.1mg/mL ミ ク ロ シ ス チ ン 、 1
0mM ATP、 1mCi g－ P32 ATP中 で 、 30℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 反 応 物 を 、 15％
SDS－ PAGEゲ ル 上 で 分 離 し て 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 用 に 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
（ 結 果 ）
（ セ リ ン 14で の H2Bの リ ン 酸 化 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 被 っ て い る HL－ 60細 胞 中 で 強 力 に 誘 導
さ れ る ）
以 前 に 、 イ ン ビ ボ の 標 識 研 究 に よ っ て 、 H2Bリ ン 酸 化 が 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 、 ア ミ ノ 末 端
の テ ー ル で 特 異 的 に 起 こ る こ と が 示 さ れ て い る 。 従 っ て 、 部 位 特 異 的 な 、 H2Bセ リ ン 14リ
ン 酸 － 特 異 的 抗 体 （ S14P抗 体 ） を 、 生 成 し て 、 こ れ ら の 関 係 を さ ら に 検 討 し た 。 最 初 に 、
HL－ 60（ ヒ ト 白 血 球 細 胞 株 ） 細 胞 を エ ト ポ シ ド （ VP－ 16） を 用 い て 処 理 し て 、 ア ポ ト ー シ
ス を 誘 導 す る 。 種 々 の 長 さ の 時 間 の 処 理 の 後 、 ヒ ス ト ン を 、 酸 抽 出 に よ っ て 単 離 し て 、 S1
4P抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 検 討 し た 。 H2Bリ ン 酸 化 シ グ ナ ル は 、 VP－ 16
処 理 後 約 4時 間 で 強 力 に 増 強 さ れ る 。 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 確 実 に す る た め 、 同 一 の 時 点
で 、 並 行 の サ ン プ ル か ら 、 可 溶 性 DNAを 抽 出 し た 。 「 DNAラ ダ ー 」 の 出 現 （ ア ポ ト ー シ ス の
DNAフ ラ グ メ ン ト の 指 標 ） は 、 処 理 後 4時 間 で 、 H2B Ser14リ ン 酸 化 の 出 現 と 正 確 に 同 時 に
発 生 す る 。 さ ら に 、 H2B S14リ ン 酸 化 の 増 大 は 、 エ ト ポ シ ド に 対 す る 曝 露 時 間 と 相 関 す る
こ と が 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の デ ー タ に よ っ て 、 2つ の 事 象 が 時 間 的 に 関 連 し て い た こ と が
実 証 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
セ リ ン 14で の H2Bの リ ン 酸 化 が 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に お い て 特 異 的 に 生 じ る こ と を 確 認 す
る た め 、 VP－ 16処 理 し た HL－ 60細 胞 を 、 S14P抗 体 を 用 い て 免 疫 染 色 し た 。 著 し い こ と に 、
大 部 分 の S14P抗 体 シ グ ナ ル が 、 DAPI染 色 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 特 徴 的 な ア ポ ト ー シ ス 性 染
色 質 体 に 局 在 し た こ と が 見 出 さ れ る 。 こ れ ら の デ ー タ に よ っ て 、 セ リ ン 14で の H2Bの リ ン
酸 化 が 、 ア ポ ト ー シ ス の HL－ 60細 胞 に お い て 特 異 的 に 生 じ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 対 照 的 に
、 他 の ヒ ス ト ン 抗 体 （ 「 有 糸 分 裂 の 」 H3（ Ser10） ホ ス ホ 抗 体 を 含 む ） は 、 こ れ ら の ア ポ
ト ー シ ス 核 を 染 色 し な い 。 同 様 に 、 S14P抗 体 は 、 凝 集 し た 有 糸 分 裂 の 染 色 体 を 染 色 で き ず

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-506973 A 2005.3.10



、 こ れ ら の 別 個 の ヒ ス ト ン リ ン 酸 化 事 象 の 生 物 学 的 特 異 性 （ 有 糸 分 裂 対 ア ポ ト ー シ ス ） を
連 想 さ せ る 。 VP16の 予 期 さ れ な い あ ら ゆ る 効 果 を 除 外 す る た め に 、 他 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導
因 子 を 、 異 な る 細 胞 株 で 試 験 し た 。 表 1に 要 約 し た と お り 、 異 な る 細 胞 株 、 お よ び 周 知 の
ア ポ ト ー シ ス 誘 導 因 子 が ま た 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 、 種 々 の 程 度 に か か わ ら ず 、 H2B（ Ser14
） リ ン 酸 化 を も た ら し た 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら の デ ー タ に よ っ て 、 セ リ ン 14で の ヒ ス ト ン
H2Bリ ン 酸 化 が 、 複 数 の 哺 乳 動 物 細 胞 株 に お い て 、 凝 縮 し た ア ポ ト ー シ ス ク ロ マ チ ン に 関
連 し て い る こ と が 明 白 に 実 証 さ れ る 。
ア ポ ト ー シ ス を 被 っ て い る 種 々 の 細 胞 株 が 、 H2B S14リ ン 酸 化 の 増 大 を 示 す
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
細 胞 傷 害 性 因 子 の 処 理 後 、 細 胞 を 収 集 し た 。 α － Phos（ S14） H2Bを 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト に よ っ て 、 H2B S14リ ン 酸 化 の レ ベ ル を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
（ H2B（ Ser14） リ ン 酸 化 は 、 発 生 上 の ス カ ル プ チ ャ リ ン グ 事 象 の 間 の プ ロ グ ラ ム さ れ た 細
胞 死 の 間 に 増 大 さ れ る ）
H2B（ Ser14） リ ン 酸 化 が ま た 、 よ り 生 物 学 的 な モ デ ル に お い て ア ポ ト ー シ ス に 関 連 し て い
る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 が 周 知 で あ り 、 そ し て 十 分 特 徴 付 け
ら れ て い る 動 物 に お い て 、 こ の 修 飾 を 検 討 し た 。 ヒ ス ト ン H2Bア ミ ノ 末 端 の 一 次 ア ミ ノ 酸
配 列 の 検 査 に よ っ て 、 セ リ ン 14が 、 Xenopusを 含 む 、 脊 椎 動 物 種 の 中 で 保 存 さ れ て い る こ
と が 明 ら か に な る 。 形 態 発 生 の 間 、 再 吸 収 が 、 Xenopus laevisの 尾 部 で 生 じ 、 こ れ ら の 細
胞 の ク ラ ス タ ー は 、 発 生 上 の プ ロ グ ラ ム さ れ た ア ポ ト ー シ ス に よ っ て 死 ぬ 。 64期 の カ エ ル
の 仔 由 来 の 退 縮 中 の 尾 部 を 、 S14P抗 体 を 用 い る 免 疫 蛍 光 に よ っ て 検 討 し た 。 こ の 抗 体 か ら
の シ グ ナ ル は 代 表 的 に 、 こ の 尾 部 に お け る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の ポ ケ ッ ト を 染 色 し 、 そ し て
Hoechst－ denseア ポ ト ー シ ス 凝 縮 核 と 、 正 確 に 同 時 局 在 す る 。 こ れ ら の デ ー タ に よ っ て 、
H2B（ Ser14） リ ン 酸 化 が ま た 、 正 常 な Xenopusの 発 生 の 間 に ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に お い て 生
じ る こ と が 示 さ れ る 。 対 照 的 に 、 非 ア ポ ト ー シ ス の 染 色 は 、 S14P抗 体 を 用 い て 、 Caenorha
bditis、 ま た は Drosophilaに お い て 、 セ リ ン が こ れ ら の 無 脊 椎 動 物 に お い て 存 在 し な い と
い う 観 察 と 一 致 し て 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
（ ア ポ ト ー シ ス 細 胞 由 来 の 核 抽 出 物 は 、 34kDa H2B Ser14キ ナ ー ゼ を 含 む ）
H2B（ Ser14） リ ン 酸 化 と 、 ア ポ ト ー シ ス と の 間 の 関 連 を さ ら に 理 解 す る た め 、 こ の リ ン 酸
化 事 象 の 責 任 を 担 う キ ナ ー ゼ を 同 定 す る た め の 試 み を 行 な っ た 。 HL－ 60細 胞 が 、 こ れ ら の
研 究 の 開 始 点 と し て 選 択 さ れ た 。 な ぜ な ら 、 H2Bの Ser14リ ン 酸 化 は 、 VP－ 16処 理 さ れ た HL
－ 60細 胞 中 で 強 力 に 増 大 さ れ る か ら で あ る 。 偽 の 処 理 を し た HL－ 60細 胞 、 お よ び VP－ 16処
理 を し た HL－ 60細 胞 由 来 の 核 抽 出 物 を 、 予 備 的 な キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ 、 お よ び ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト の た め に 用 い た 。 最 初 に 、 「 ア ポ ト ー シ ス の 」 核 抽 出 物 が 、 刺 激 さ れ た 細 胞 で 大 き
く 増 大 さ れ る 、 H2B Ser14キ ナ ー ゼ 活 性 を 含 む こ と が 決 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
ヒ ス ト ン H2Bに 基 づ く 、 イ ン ゲ ル キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ を 用 い て 、 粗 ア ポ ト ー シ ス 抽 出 物 に お
け る 、 潜 在 的 な ア ポ ト ー シ ス H2Bキ ナ ー ゼ の 分 子 量 を 、 研 究 し て 、 観 念 的 に 決 定 す る 。 基
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質 と し て 、 H2B、 ま た は コ ア ヒ ス ト ン の 混 合 物 の い ず れ か を 用 い て 、 突 出 し た ア ポ ト ー シ
ス 誘 導 性 ヒ ス ト ン キ ナ ー ゼ を 検 出 し た 。 多 数 の バ ン ド が 、 共 通 し て 、 H2B含 有 ゲ ル と 、 「
基 質 な し 」 ゲ ル と の 間 に 出 現 す る が （ 自 己 リ ン 酸 化 に 起 因 す る 可 能 性 が 高 い ） 、 約 34kDa
の 見 か け の 分 子 量 を 有 す る 、 1つ の バ ン ド が 、 H2B含 有 ゲ ル に お い て 一 貫 し て 検 出 さ れ る 。
こ れ ら の デ ー タ に よ っ て 、 刺 激 さ れ た （ ア ポ ト ー シ ス の ） HL－ 60核 抽 出 物 が 、 誘 導 さ れ た
34kDa H2Bキ ナ ー ゼ （ 本 明 細 書 に お い て 、 以 降 は 、 34H2BapoK） を 含 む こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
Mst1（ 哺 乳 動 物 ス テ ラ イ ル 20） は 、 約 34kDaの カ ス パ ー ゼ 活 性 化 Ser/Thrタ ン パ ク 質 キ ナ ー
ゼ で あ り 、 そ の 活 性 は 、 い く つ か の 生 物 学 的 設 定 下 で ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る の に 原 因 と
な る 役 割 を 果 た す 。 し か し 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 に 対 す る 、 こ の キ ナ ー ゼ の 生 物 学 的
標 的 は 、 以 前 に は 未 知 で あ っ た 。 34H2BapoKが 、 実 際 に Mst1で あ る か 否 か を 決 定 す る た め
、 VP－ 16刺 激 さ れ た HL－ 60細 胞 か ら 調 製 さ れ た 核 抽 出 物 を 、 最 初 に Mst1に 対 す る ア ミ ノ 末
端 抗 体 （ α － N－ Mst1； こ の 抗 体 は 、 Mst1の N末 端 触 媒 性 ド メ イ ン を 検 出 す る （ Gravesら （
1998） EMBO 17,2224～ 2234） ） を 用 い て プ ロ ー ブ し て 、 Mst1の カ ス パ ー ゼ 切 断 型 が 、 イ ン
ゲ ル H2Bキ ナ ー ゼ ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 さ れ る よ う に 、 34H2BapoKを 含 有 す る 画 分 中 に 存 在
す る か 否 か を 決 定 し た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 、 Mst1の 切 断 型 が 、 こ れ ら の 核
抽 出 物 に 存 在 す る こ と 、 お よ び そ の 分 子 量 が 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 H2Bキ ナ ー ゼ に 対 し て
、 も し 同 一 で な く て も 、 同 様 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ Mst1の カ ス パ ー ゼ 切 断 型 は 、 H2B（ Ser14） キ ナ ー ゼ 活 性 で 同 時 断 片 化 す る ）
ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 H2Bキ ナ ー ゼ を さ ら に 特 徴 付 け る た め 、 ア ポ ト ー シ ス 核 抽 出 物 を 、 サ
イ ズ 排 除 カ ラ ム （ Superose 6） を 用 い て 分 画 し て 、 こ の キ ナ ー ゼ を 部 分 的 に 精 製 し た 。 「
ア ポ ト ー シ ス の 」 、 お よ び 「 正 常 な 」 核 抽 出 物 か ら の H2Bキ ナ ー ゼ 活 性 の 比 較 に よ っ て 、
ア ポ ト ー シ ス 抽 出 物 の 画 分 18は 、 偽 の 処 理 を し た 抽 出 物 由 来 の 同 じ 画 分 よ り も 、 H2Bキ ナ
ー ゼ 活 性 が 2～ 3倍 濃 い こ と が 示 さ れ た 。 こ の 濃 さ は 、 画 分 18に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 自 己
リ ン 酸 化 の 増 大 に は 起 因 し な い 。 な ぜ な ら 、 基 質 な し に 実 施 し た キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ で は 、
コ ン ト ロ ー ル と 、 ア ポ ト ー シ ス 画 分 と の 間 の 変 化 が 示 さ れ な か っ た か ら で あ る 。 他 の 画 分
は 、 ヒ ス ト ン H2Bキ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す が 、 偽 の 処 理 を し た 抽 出 物 と 、 VP16処 理 を し た 抽 出
物 と の 間 で は 有 意 な 相 違 は 検 出 さ れ ず 、 こ の こ と は 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 H2Bキ ナ ー ゼ が
、 こ れ ら の 画 分 に 存 在 し な い こ と を 示 唆 す る 。 画 分 18を 含 ん だ H2Bキ ナ ー ゼ 活 性 が 、 Ser14
で H2Bを リ ン 酸 化 す る こ と を 確 認 す る た め 、 基 質 と し て 非 放 射 性 ATP、 お よ び H2Bを 用 い る
キ ナ ー ゼ 反 応 を 実 施 し て 、 S14P抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 解 析 し た 。 予 想
通 り 、 画 分 18の み が 、 セ リ ン 14キ ナ ー ゼ 活 性 を 増 強 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
α － N－ Mst1を 用 い た 、 画 分 18の す ぐ 周 辺 の 画 分 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 、 ア ポ ト
ー シ ス 抽 出 物 由 来 の 画 分 18の み が 、 Mst1の カ ス パ ー ゼ 切 断 型 を 含 む こ と が 示 さ れ る 。 ま と
め る と 、 ア ポ ト ー シ ス の 核 抽 出 物 か ら 調 製 さ れ た 画 分 18に お け る 、 H2B Ser14キ ナ ー ゼ 活
性 の 増 大 、 お よ び Mst1の カ ス パ ー ゼ 活 性 型 の 存 在 の 同 時 出 現 に よ っ て 、 Mst1切 断 産 物 が 、
34H2Bapokで あ る こ と が 強 力 に 示 唆 さ れ る 。 こ の 仮 説 を さ ら に 立 証 す る た め 、 基 質 と し て
ニ ワ ト リ H2Bを 用 い 、 正 常 な 核 抽 出 物 、 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 核 抽 出 物 か ら の 画 分 18を 用
い て 、 イ ン ゲ ル の キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ を 、 実 施 し た 。 こ の イ ン ゲ ル の キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ に よ
っ て 、 こ の 画 分 が 実 際 に 、 コ ン ト ロ ー ル 画 分 に は 存 在 し な い 、 34kDaの H2Bキ ナ ー ゼ 活 性 を
含 む こ と が 示 さ れ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 34H2BapoKが 、 Mst1の 切 断 型 で あ る こ
と と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
（ Mst1は 、 イ ン ビ ト ロ 、 お よ び イ ン ビ ボ に お い て 、 セ リ ン 14で ヒ ス ト ン H2Bを リ ン 酸 化 し
得 る ）
Mst1が 、 ヒ ス ト ン H2Bを リ ン 酸 化 し 得 る か 否 か を 直 接 試 験 す る た め 、 myc－ タ グ 化 全 長 （ FL
） 型 の Mst1、 キ ナ ー ゼ 死 滅 （ KD） 型 の Mst1、 ま た は C末 端 短 縮 型 （ DC） の Mst1の い ず れ か
を 含 有 す る 、 CMV駆 動 プ ラ ス ミ ド を 、 293T細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 次 い で 、 mycに 対
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す る 抗 体 を 用 い る 、 こ れ ら の 型 の Mst1の 免 疫 沈 降 （ IP） を 、 g（ 3 2 P） － ATPの 存 在 下 で 、
ま た は コ ー ル ド ATPと と も に 、 そ し て ヒ ス ト ン H2Bを 基 質 と し て 用 い て 、 実 施 し た イ ン ビ ト
ロ キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ に よ っ て 解 析 し た 。 コ ー ル ド の 反 応 を 、 α － myc、 お よ び α － phos（ S
14） H2Bを 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 解 析 し た 。 H2Bの 強 力 な リ ン 酸 化 を 、
全 長 の Mst1、 お よ び DC Mst1の 両 方 を 用 い て 検 出 し た 。 そ の 結 果 は 、 DC Mst1が Mst1の カ ス
パ ー ゼ 切 断 型 を 模 倣 す る と い う 知 見 と 一 致 す る 。 対 照 的 に 、 キ ナ ー ゼ 死 滅 型 Mst1（ シ ン グ
ル ポ イ ン ト ミ ュ ー テ ー シ ョ ン を 含 む ） は 、 H2Bを リ ン 酸 化 せ ず 、 こ の こ と は 、 Mst1 IPに 関
連 す る 他 の ヒ ス ト ン キ ナ ー ゼ の 可 能 性 に 反 論 す る 。 Mst1に よ る ヒ ス ト ン 優 先 を 決 定 す る た
め に 、 基 質 と し て 個 々 の コ ア ヒ ス ト ン を 用 い て 、 同 様 の IPキ ナ ー ゼ 反 応 を 実 施 し た 。 こ こ
で も 、 Mst1 FL、 お よ び DCは 、 ヒ ス ト ン H2Bに つ い て 強 力 な 優 先 を 示 す 。 ま と め る と 、 こ れ
ら の デ ー タ に よ っ て 、 H2Bが 、 イ ン ビ ボ に お い て Mst1の 生 物 学 的 に 関 連 す る 核 基 質 で あ る
こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
Mst1が 、 Ser14で H2Bを リ ン 酸 化 し 得 る か 否 か を 試 験 す る た め 、 H2B、 お よ び 非 放 射 性 ATPを
用 い て 、 同 様 の IPキ ナ ー ゼ 反 応 を 実 施 し た 。 次 い で 、 Mst1タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル に つ い て
は α － myc、 そ し て S14P抗 体 を 用 い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 反 応 を 解 析 し
た 。 予 想 ど お り 、 Mst1の FL、 お よ び DCの 両 方 が 、 S14P抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ る と お り 、 Se
r14で H2Bを リ ン 酸 化 す る が 、 キ ナ ー ゼ 死 滅 Mst 1は リ ン 酸 化 し な い 。 従 っ て 、 全 長 の Mst1
、 お よ び 短 縮 型 Mst1は 、 Ser14で ヒ ス ト ン H2Bを 直 接 リ ン 酸 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
Mst1は 、 HeLa細 胞 に お い て 過 剰 発 現 さ れ る 場 合 、 ア ポ ト ー シ ス 様 ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ
ン を 誘 導 し 得 る 。 Mst1が 、 HeLa細 胞 で 発 現 さ れ る 場 合 、 H2Bを リ ン 酸 化 し 得 る か 否 か を 決
定 す る た め 、 全 長 Mst1、 お よ び キ ナ ー ゼ 死 滅 バ ー ジ ョ ン の Mst1を 、 HeLa細 胞 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し て 、 次 い で 、 S14P抗 体 を 用 い て 、 細 胞 抽 出 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ し
た 。 H2B Ser14リ ン 酸 化 の 増 大 は 、 Mst1全 長 構 築 物 （ WT） を 保 有 す る 細 胞 に お い て の み 検
出 さ れ た 。 キ ナ ー ゼ 死 滅 変 異 体 を 用 い た 場 合 、 か な り 少 な い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ る 。 こ れ
ら の デ ー タ に よ っ て 、 Mst1が 、 こ れ ら の ア ッ セ イ 条 件 下 で 、 細 胞 中 で 、 H2B Ser14キ ナ ー
ゼ と し て 機 能 す る こ と 、 お よ び H2Bが 、 Mst1に つ い て の 重 要 な 生 物 学 的 な 基 質 で あ り 得 る
（ な ぜ な ら 、 そ れ は 、 ア ポ ト ー シ ス の 染 色 体 凝 縮 に 関 連 す る か ら ） こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ H2B Ser14リ ン 酸 化 の 反 応 速 度 論 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 の Mst1の 切 断 と 同 様 で あ る ）
Mst1切 断 が 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 に H2B Ser14リ ン 酸 化 を 確 立 す る の に 重 要 で あ る 場 合 、 両
方 の 事 象 の 反 応 速 度 論 は 、 同 様 で あ る は ず で あ る 。 HL－ 60細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス を 被 る よ
う に 誘 導 し 、 そ し て ウ エ ス タ ン 解 析 の た め に 30分 間 隔 で 収 集 し た 。 経 時 的 解 析 （ S14P抗 体
、 お よ び α － N－ Mst1抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ す る ） に よ っ て 、 H2Bリ
ン 酸 化 の 発 現 が 、 誘 導 後 2時 間 で カ ス パ ー ゼ 切 断 Mst1の 最 初 の 出 現 と 同 時 に 出 現 す る こ と
が 示 さ れ る 。 ア ポ ト ー シ ス の た め の マ ー カ ー と し て 、 同 一 の ブ ロ ッ ト を ま た 、 細 胞 が ア ポ
ト ー シ ス を 被 る と き に 切 断 す る 、 α － PARP（ ポ リ （ ADP－ リ ボ ー ス ） ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い
て プ ロ ー ブ し 、 そ し て 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNAを 、 特 徴 的 な DNAラ ダ ー の 出 現 に つ い て 評 価 し
た 。 興 味 深 い こ と に 、 PARPの 切 断 、 お よ び DNAラ ダ ー の 出 現 は 、 H2Bリ ン 酸 化 、 お よ び Mst1
の 切 断 の 両 方 の 直 後 に （ 誘 導 後 約 2.5時 間 ） 生 じ る 。 タ イ ミ ン グ の 相 違 は 、 こ れ ら の ア ポ
ト ー シ ス マ ー カ ー の 間 の 検 出 感 度 の 相 違 を 反 映 し 得 る が 、 こ の デ ー タ に よ っ て 、 H2Bリ ン
酸 化 が 、 DNAラ ダ ー 化 に 先 行 し 、 従 っ て 、 依 然 と し て 未 知 の 機 構 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス DNA
断 片 化 を 確 立 す る こ と に お い て 役 割 を 果 た し 得 る こ と が 示 唆 さ れ る 。 よ り 重 要 な こ と に は
、 カ ス パ ー ゼ 切 断 Mst1の 発 現 は 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 の 時 間 経 過 の 間 の H2B Ser14リ ン 酸 化
の 出 現 に 密 接 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
（ ア ポ ト ー シ ス の 間 の H2Bセ リ ン 14リ ン 酸 化 と 、 他 の ヒ ス ト ン 修 飾 と の 間 の 反 応 速 度 論 の
比 較 ）
ヒ ス ト ン H4の ア セ チ ル 化 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 に 低 下 す る 。 な ぜ な ら 、 細 胞 が 、 凝 縮 、 お
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よ び DNA断 片 化 を 被 り 、 そ し て よ り 詳 細 に は 、 ヒ ス ト ン H4脱 ア セ チ ル 化 が 、 H2Bリ ン 酸 化 の
出 現 の 直 後 に 生 じ る か ら で あ る 。 従 っ て 、 H2Bリ ン 酸 化 が 、 ア ポ ト ー シ ス の ク ロ マ チ ン コ
ン パ ク シ ョ ン の 間 の 過 剰 ア セ チ ル 化 さ れ た （ 活 性 の ） ク ロ マ チ ン ド メ イ ン の 損 失 に 起 因 し
て 生 じ る と い う 可 能 性 は 低 い よ う で あ る 。 H2A.Xリ ン 酸 化 は ま た 、 二 本 鎖 DNA分 解 に 関 連 し
て い る 。 VP16（ エ ト ポ シ ド ） も 、 DNA分 解 を 生 じ る の で 、 H2A.Xリ ン 酸 化 の 反 応 速 度 論 を ま
た 評 価 し た 。 予 想 ど お り 、 H2A.Xリ ン 酸 化 は 、 VP16処 理 の 1時 間 内 に 生 じ 、 こ の こ と は 、 VP
16に よ っ て 誘 導 さ れ る DNA分 解 が 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 初 期 に 生 じ る こ と を 示 唆 す る 。 H2B
（ Ser14） リ ン 酸 化 は 、 H2A.Xリ ン 酸 化 よ り も 後 に 、 た だ し 他 の 周 知 の ア ポ ト ー シ ス マ ー カ
ー の 前 に （ ま た は 同 時 に ） 生 じ る の で 、 こ れ ら の デ ー タ に よ っ て 、 H2Bリ ン 酸 化 は 、 DNA分
解 に 単 純 に 関 連 し な い こ と が 示 唆 さ れ る 。 む し ろ 、 H2Bリ ン 酸 化 は 、 HL－ 60細 胞 に お い て
、 ア ポ ト ー シ ス に つ い て の 固 有 の ク ロ マ チ ン マ ー カ ー で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
（ H2B Ser14リ ン 酸 化 、 お よ び Mst1の 切 断 は 、 カ ス パ ー ゼ 3依 存 性 で あ る ）
カ ス パ ー ゼ は 、 ア ポ ト ー シ ス プ ロ グ ラ ム の 多 く の 不 可 欠 の 部 分 に 関 与 し て い る の で 、 本 発
明 者 ら は 、 も し 存 在 す る な ら 、 H2B Ser14リ ン 酸 化 が ど の 程 度 ま で 、 活 性 化 さ れ た エ フ ェ
ク タ ー カ ス パ ー ゼ に よ っ て 制 御 さ れ る か を 決 定 し よ う と 努 力 し た 。 さ ら に 、 Mst1切 断 は 、
カ ス パ ー ゼ 3に 依 存 性 で あ り 、 次 い で 、 核 輸 出 シ グ ナ ル （ NES； 活 性 化 さ れ た カ ス パ ー ゼ 3
に よ っ て 脱 落 さ れ る ） を 失 っ て い る Mst1の N末 端 切 断 型 は 、 核 に 転 位 さ れ る 。 次 い で 、 短
縮 さ れ た Mst1は 、 核 に 移 動 し て 、 ク ロ マ チ ン コ ン パ ク シ ョ ン 、 お よ び ア ポ ト ー シ ス を 誘 導
す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
H2B（ Ser14） リ ン 酸 化 が 、 Mst1の 切 断 に 依 存 す る 場 合 、 こ の ヒ ス ト ン 修 飾 は 、 DEVDペ プ チ
ド の よ う な 立 証 さ れ た カ ス パ ー ゼ 3イ ン ヒ ビ タ ー に 感 受 性 で あ る は ず で あ る 。 こ の 予 測 を
試 験 す る た め 、 HL－ 60細 胞 を 、 種 々 の 量 の z－ DEVD－ fmk（ Trevigen） を 用 い て プ レ イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 に 引 き 続 い て 、 VP16を 用 い て 4時 間 処 理 し た 。 次 い で 、 細 胞 抽 出 物 を
、 ウ エ ス タ ン 解 析 の た め に 収 集 し た 。 Mst1 N末 端 、 お よ び H2B S14 phos抗 体 を 用 い る ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 、 200mMの z－ DEVD－ fmkを 用 い た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 、 Mst1切
断 、 お よ び H2B Ser14リ ン 酸 化 の 両 方 を 阻 害 し た こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 低 用 量 の 、 20mM
の z－ DEVD－ fmkで は 、 全 長 の Mst1、 お よ び H2Bリ ン 酸 化 を 超 え る 短 縮 さ れ た Mst1の 割 合 の
ご く 軽 度 の 低 下 が 観 察 さ れ る 。 こ れ ら の デ ー タ に よ っ て 、 H2B Ser14リ ン 酸 化 は 、 ア ポ ト
ー シ ス の 間 の Mst1自 体 の 切 断 と 同 様 に 、 カ ス パ ー ゼ 3依 存 性 で あ る こ と が 実 証 さ れ る 。 従
っ て 、 H2Bは 、 カ ス パ ー ゼ 3生 成 さ れ た 型 の Mst1に よ っ て 、 Ser14で イ ン ビ ボ で リ ン 酸 化 さ
れ る 可 能 性 が 高 い 。 さ ら に 、 こ の デ ー タ に よ っ て 、 H2Bが 、 こ の 活 性 に つ い て の 以 前 に 認
識 さ れ て い な い 核 基 質 で あ る こ と 、 お よ び Ser14に お け る H2Bの リ ン 酸 化 が 、 少 な く と も 脊
椎 動 物 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス の 「 ヒ ス ト ン コ ー ド 」 の 一 部 で あ る と い う 可 能 性 の 示 唆 が
示 さ れ る 。
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【 図 １ 】

(21) JP 2005-506973 A 2005.3.10



【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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