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(54)【発明の名称】 サイクリン依存性キナーゼのアッセイ方法

(57)【要約】
【課題】  ＣＤＫ－リン酸化Ｒｂタンパク質の定量に基
づき、サンプル中の１以上のサイクリン依存性キナーゼ
（ＣＤＫｓ）の活性を計測するための新規の方法の提
供。
【解決手段】  本サイクリン依存性キナーゼ（ＣＤＫ）
活性の計測方法は、以下の：
ｉ）上記サンプルを、ＣＤＫリン酸化Ｒｂを特異的に認
識する抗－網膜芽腫タンパク質（Ｒｂ）捕獲抗体と接触
させ；
ii）上記捕獲抗体－Ｒｂ複合体を、抗－Ｒｂ１次抗体と
接触させ、そして上記捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗体複合体
を単離し；そして
iii ）上記捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗体複合体内に存在す
る１次抗体を定量することにより、上記サンプル中のＣ
ＤＫ－リン酸化Ｒｂ量を計測する、を含む。本法は、培
養された細胞又は動物から採取された細胞内の細胞内Ｃ
ＤＫ活性を評価するために使用されうる。ＣＤＫの活性
を調節する作用物質を同定する方法をも開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  サンプル中のサイクリン依存性キナーゼ
（cyclin-dependentkinase(ＣＤＫ））活性の計測方法
であって：
ｉ）上記サンプルを、抗－網膜芽腫（retinoblastoma）
タンパク質（Ｒｂ）捕獲抗体と接触させ、そして上記捕
獲抗体－Ｒｂ複合体を単離し；
ii）上記捕獲抗体－Ｒｂ複合体を、抗－Ｒｂ１次抗体と
接触させ、そして上記捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗体複合体
を単離し；そして
iii ）上記捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗体複合体内に存在す
る上記１次抗体を定量することにより、上記サンプル中
のＣＤＫ－リン酸化Ｒｂ量を計測する、を含む前記方
法。
【請求項２】  前記ＣＤＫがＣＤＫ２である、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】  前記ＣＤＫがＣＤＫ４である、請求項１
に記載の方法。
【請求項４】  前記方法が細胞内ＣＤＫ活性を計測す
る、請求項１に記載の方法。
【請求項５】  前記方法が培養細胞内のＣＤＫ活性を計
測する、請求項４に記載の方法。
【請求項６】  前記方法が動物から採取された細胞内の
エクスビボＣＤＫ活性を計測する、請求項４に記載の方
法。
【請求項７】  前記ＣＤＫ活性がヒトＣＤＫ活性であ
る、請求項１に記載の方法。
【請求項８】  前記捕獲抗体がテスト・プレートに結合
されている、請求項１に記載の方法。
【請求項９】  細胞内のＣＤＫ活性を調節する作用物質
を同定する方法であって、上記方法が；
ｉ）作用物質を上記細胞と接触させ；
ii）上記細胞を溶解させ；
iii ）上記細胞溶解産物を抗－網膜芽腫タンパク質（Ｒ
ｂ）捕獲抗体と接触させ、そして上記捕獲抗体－Ｒｂ複
合体を単離し；
iv）上記捕獲抗体－Ｒｂ複合体を抗－Ｒｂ１次抗体と接
触させ、そして上記捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗体複合体を
単離し；そして
ｖ）上記捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗体複合体内に存在する
１次抗体量を定量することによりＣＤＫ－リン酸化Ｒｂ
量を計測することを含み；ここで、上記ＣＤＫ－リン酸
化Ｒｂの量が、上記作用物質に晒されなかった対照細胞
と異なる場合、上記作用物質がＣＤＫ活性を調節する、
前記方法。
【請求項１０】  前記方法が、ＣＤＫ活性を低下させる
作用物質を同定する、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】  前記作用物質が、細胞の増殖を阻害す
ることにより改善される疾患又は症状の治療のために、
同定される、請求項１０に記載の方法。 *
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*【請求項１２】  前記疾患又は症状が、癌、自己免疫疾
患、ウイルス性疾患、真菌性疾患、変性障害、心臓血管
疾患、発作、炎症性障害、及び皮膚科学障害から成る群
から選ばれる、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】  前記作用物質がＣＤＫ活性を高める、
請求項９に記載の方法。
【請求項１４】  前記作用物質が、細胞の増殖を高める
ことにより改善される疾患又は症状の治療のために、同
定される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】  前記作用物質が、神経変性を治療し、
外傷の治癒を刺激し、又は免疫系の活性を刺激するため
に使用される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】  前記ＣＤＫがＣＤＫ２である、請求項
９に記載の方法。
【請求項１７】  前記ＣＤＫがＣＤＫ４である、請求項
９に記載の方法。
【請求項１８】  前記方法が細胞内ＣＤＫ活性を計測す
る、請求項９に記載の方法。
【請求項１９】  前記方法が培養細胞内のＣＤＫ活性を
計測する、請求項９に記載の方法。
【請求項２０】  前記方法が、動物から採取された細胞
内のエクスビボＣＤＫ活性を計測する、請求項４に記載
の方法。
【請求項２１】  前記ＣＤＫ活性がヒトＣＤＫ活性であ
る、請求項９に記載の方法。
【請求項２２】  前記捕獲抗体がテスト・プレートに結
合されている、請求項９に記載の方法。
【請求項２３】  複数の作用物質であって、各々が複数
の細胞サンプルの中の少なくとも１内にあるものが、テ
ストされる、請求項９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】本発明の背景
本発明は、サイクリン依存性キナーゼ（ＣＤＫｓ）の活
性を計測するための方法に関する。上記キナーゼは、細
胞の分裂サイクルを調節し、そしてそれ故、細胞の成長
及び分裂において役割を演じている。本発明に係る方法
は、細胞内ＣＤＫ活性の計測のために特に有用である。
【０００２】細胞分裂サイクルは、４つの定義された逐
次期をもつ：Ｇ１は最初のギャップ期であり、ここで
は、細胞はＤＮＡ複製を準備する；Ｓ期は、ＤＮＡ合成
の期であり、この間に、ゲノム全体の完全なコピーが作
製される；Ｇ２は第２のギャップ期であり、ここでは、
細胞は分裂を準備する；そして最後に、Ｍ期（有系分
裂）は、細胞分裂の期であり、ここでは、ＤＮＡの２つ
のコピーが２つの娘細胞に分離する。
【０００３】細胞分裂サイクルを調節するためには、Ｃ
ＤＫは、サイクリン（cyclin）として知られるタンパク
質と複合体を形成することにより、触媒により活性化さ
れなければならない。異なるサイクリンの発現プロフィ
ールは、細胞分裂サイクルの経過の間に変化する。それ
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故、異なるＣＤＫ／サイクリン複合体が、形成され、そ
して細胞分裂サイクルの異なるステージにおいてかなり
の調節的役割を演じている（Pavletich, J. Mol. Biol.
 287 : 821-828, 1999; Mogan, Ann. Rev. Cell Dev. B
iol. 13 : 261-291, 1997)。例えば、ＣＤＫ２，ＣＤＫ
４、及びＣＤＫ６は、それぞれ、Ｄ型サイクリンと併合
して、Ｇ１制限点後の進行を調節し、ＣＤＫ２／サイク
リンＥ複合体は、Ｇ１からＳ期への移行を調節し、ＣＤ
Ｋ２／サイクリンＡ複合体は、Ｓ期からＧ２への移動を
仲介し、そしてサイクリンＢ又はサイクリンＡと複合体
を形成した（Ｃｄｃ２としても知られる）ＣＤＫ１は、
Ｇ２期からＭ期への移動を駆動し、そして有系分裂を開
始させる。
【０００４】一般に、活性化されたＣＤＫｓは、通常、
セリン残基又はスレオニン残基上の、細胞タンパク質を
リン酸化することによりそれらの調節機能を仲介する。
例えば、ＣＤＫ１（ｃｄｃ２），ＣＤＫ２，ＣＤＫ４，
ＣＤＫ５、及びＣＤＫ６は、核網膜芽腫（Ｒｂ）タンパ
ク質をリン酸化し、これは、細胞内での転写活性化及び
最終的なＳ期への進行を導く（Knudsen and Wang, J. B
iol. Chem. 271 : 8313-8320, 1996; Zarkowska and Mi
ttnoch, J. Biol. Chem. 272 : 12738-46, 1997; Kitag
awa et al., EMBO J. 15 : 7060-69, 1996; Connell-Cr
owley et al.,Mol. Cell Bio. 8 : 287-301, 1997）。
このＣＤＫ－仲介リン酸化の前には、Ｒｂは、基礎的
（basal)リン酸化の状態のままである。この基礎的な状
態においては、Ｒｂは、転写因子Ｅ２Ｆと会合し、そし
てそれ故、Ｅ２Ｆ－仲介転写を抑制する。しかしなが
ら、Ｇ１後期におけるＤＮＡ合成の開始前に、活性化さ
れたＣＤＫｓはＲｂを過リン酸化する。一旦、過リン酸
化（hyperphosphorylated)されれば、Ｒｂは、Ｅ２Ｆを
放出し、それは、Ｅ２Ｆが、細胞分裂サイクルにより調
節される遺伝子の転写を活性化し、そして上記細胞がＳ
期に移ることを拘束する（Zarkowska and Mittnoch、前
掲；Kitagawa et al., 前掲；Connell-Crowley et al.,
 前掲；及びLundberg and Weinberg, Mol. Cell. Bio. 
18 : 753-61, 1998)。
【０００５】ＣＤＫ調節における混乱は、異常な細胞成
長をもたらすことができ；細胞ＣＤＫ活性のインヒビタ
ーは細胞分裂サイクルの休止を引き起こすことができる
（Dynlacht, Nature 389 : 149-52, 1997; Fisher, Cur
r. Opin. Genet-Dev. 7 : 32-38, 1997; Morgan, Natur
e 374 : 131-34, 1995; Serrano et al., Nature 366. 
704-07, 1993; Kamb et al., Science 264 : 436-40, 1
994; Nobon et al., Nature 368 : 753-56, 1994; Levi
ne, Cell 88 : 323-31, 1997; Porter et al.,Nature M
ed. 3 : 222-25, 1997; Hunter and Pines, Cell 79 : 
573-82, 1994;Sherr, Science 274 : 1672-77, 1996; W
olfel et al., Science 269 : 1281-84, 1995; Zuo et 
al., Nature Genet. 12 : 97-99, 1996；及びSellers e
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t al.,Proc. Nat. Acad. Sci. USA 92 : 11544-48, 199
5)。それ故、ＣＤＫ活性を調節する化合物は、細胞増殖
の調節において有用であり、そして治療剤としても有用
であることができる。
【０００６】ＣＤＫ活性を計測し、そしてこのような活
性を調節する作用物質を同定するために最近利用するこ
とができる方法は、典型的には、テスト化合物の存在及
び不存在下、インビトロにおいて基質のＣＤＫリン酸化
を計測することを含むものであった。しかしながら、こ
のようなテストは、上記テスト作用物質が、細胞内で生
理学的に関連のあるＣＤＫ活性を阻害する能力をもつか
どうかに関する情報を全く提供しない。それ故、細胞内
ＣＤＫ活性及びそのような活性を調節する作用物質の能
力を評価する方法についての必要性が在る。
【０００７】本発明の要約
本発明は、ＣＤＫ－リン酸化Ｒｂタンパク質の定量に基
づき、サンプル中の１以上のサイクリン依存性キナーゼ
（ＣＤＫｓ）の活性を計測するための新規の方法を提供
する。本サイクリン依存性キナーゼ（ＣＤＫ）活性の計
測方法は、以下の：
ｉ）上記サンプルを、ＣＤＫリン酸化Ｒｂを特異的に認
識する抗－網膜芽腫タンパク質（Ｒｂ）捕獲抗体と接触
させ；
ii）上記捕獲抗体－Ｒｂ複合体を、抗－Ｒｂ１次抗体と
接触させ、そして上記捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗体複合体
を単離し；そして
iii ）上記捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗体複合体内に存在す
る１次抗体を定量することにより、上記サンプル中のＣ
ＤＫ－リン酸化Ｒｂ量を計測する、を含む。
【０００８】好ましい態様においては、上記捕獲抗体
は、テスト・プレート、好ましくはマルチ－ウェル・プ
レートに結合され、本法は、細胞内ＣＤＫ活性、好まし
くは培養された細胞のＣＤＫ活性、又は動物から採取さ
れた組織サンプルのエクスビボ活性を計測する。他の好
ましい態様においては、本法は、ＣＤＫ２活性又はＣＤ
Ｋ４活性をアッセイし、そして計測されたＣＤＫ活性は
ヒトである。
【０００９】本発明の第２の局面は、細胞内でＣＤＫの
活性を調節する作用物質を同定する方法を特徴とする。
本法は、
ｉ）作用物質を上記細胞と接触させ；ii）上記細胞を溶
解させ；iii ）上記細胞溶解産物を、ＣＤＫ－リン酸化
Ｒｂを特異的に認識する抗網膜芽腫タンパク質（Ｒｂ）
と接触させ、そして上記捕獲抗体－Ｒｂ複合体を単離
し；iv）上記捕獲抗体－Ｒｂ複合体を抗－Ｒｂ－１次抗
体と接触させ、そして上記捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗体複
合体を単離し；そしてｖ）上記捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗
体複合体内の上記１次抗体量を定量することにより、同
一サンプル中ＣＤＫ－リン酸化Ｒｂ量を計測し；ここ
で、上記ＣＤＫ－リン酸化Ｒｂの量が、上記作用物質と
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5
接触していない対照細胞溶解産物とは異なる場合、上記
作用物質はＣＤＫ活性を調節する。
【００１０】好ましい態様においては、本法は、細胞の
増殖を阻害することにより改善される疾患又は症状、例
えば、癌、自己免疫疾患、炎症性障害、変性障害、例え
ば黄斑変性（macular degeneration）及びニューロパシ
ー、心臓血管疾患、発作、ウイルス性疾患、真菌性疾
患、及び皮膚科学障害、例えば、乾癬の治療のためのＣ
ＤＫ阻害剤を同定する。他の好ましい態様においては、
本法は、細胞増殖を高めることにより改善される疾患又
は症状、例えば、神経変性疾患、例えば、アルツハイマ
ー病の治療のための、又は外傷の治癒又は免疫系の活性
を刺激するためのＣＤＫアゴニストを同定する。
【００１１】本発明の第２の局面の他の好ましい態様に
おいては、上記捕獲抗体は、テスト・プレートに、好ま
しくは、マルチ－ウェル・テスト・プレートに結合さ
れ、そして計測されるＣＤＫ活性は、ヒトＣＤＫであ
る。好ましくは、本法はＣＤＫ２活性又はＣＤＫ４活性
をアッセイする。他の好ましい態様においては、上記作
用物質は、捕獲細胞と接触され、又は上記作用物質は動
物に投与され、そしてそのエクスビボ活性が、動物から
採取された組織サンプル中に計測される。本発明の第２
の局面の追加の好ましい態様は、複数の細胞サンプルの
各々の中の少なくとも１の作用物質を用いて、複数の作
用物質をテストすることを含む。便利には、作用物質
は、最初、それらの効果をテストするために単一細胞内
で一緒にプールされることもできる。
【００１２】“サイクリン依存性キナーゼ活性”又は
“ＣＤＫ活性”は、以下のセリン（Ｓｅｒ）又はスレオ
ニン（Ｔｈｒ）残基：Ｓｅｒ２４９；Ｔｈｒ２５２；Ｔ
ｈｒ３５６；Ｓｅｒ６１２；Ｓｅｒ７８０；Ｓｅｒ８０
７；Ｓｅｒ８１１；及び／又はＴｈｒ８２１の中の１以
上において網膜芽腫（Ｒｂ）タンパク質のリン酸化をも
たらす酵素活性を意味する。このような活性をもつＣＤ
Ｋｓの例は、ＣＤＫ２であって、Ｓｅｒ２４９，Ｔｈｒ
２５２，Ｔｈｒ３５６，Ｓｅｒ６１２，Ｓｅｒ８０７，
Ｓｅｒ８１１、及びＴｈｒ８２１をリン酸化するもの、
及びＣＤＫ４であって、Ｓｅｒ７８０をリン酸化するも
のを含む。
【００１３】“捕獲抗体”又は“抗－ホスホＲｂ抗体”
は、Ｒｂタンパク質を特異的に認識する抗体を意味する
が、そのＲｂは、以下のセリン（Ｓｅｒ）又はスレオニ
ン（Ｔｈｒ）残基：Ｓｅｒ２４９；Ｔｈｒ２５２；Ｔｈ
ｒ３５６；Ｓｅｒ６１２；Ｓｅｒ７８０；Ｓｅｒ８０
７；Ｓｅｒ８１１；及び／又はＴｈｒ８２１の中の１以
上におけるＣＤＫ活性によりリン酸化される場合だけを
指す。
【００１４】“抗－Ｒｂ１次抗体”は、Ｒｂタンパク質
を特異的に認識する抗体を意味するが、リン酸化に依存
しないやり方におけるものを指す。
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【００１５】“１次抗体量を定量する”とは、検出可能
な標識、例えば、アルカリ・ホスファターゼ、ホースラ
ディシュ・ペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、
ビオチン、ユーロピウム（Europium）又は放射標識を用
いて、抗－Ｒｂ１次抗体量を計測する方法を意味する。
上記標識は、上記１次抗体を特異的に認識する２次抗体
にコンジュゲートされることができる。あるいは、上記
標識は、上記１次抗体にコンジュゲートされることがで
きる。アルカリ・ホスファターゼ、ホースラディシュ・
ペルオキシダーゼ、又はβ－ガラクトシダーゼの場合に
は、上記定量方法は、上記酵素活性に応答して、化学発
光、発色性、又は蛍光シグナルを作り出す基質の使用に
頼る。ビオチンの場合、上記定量は、ビオチンとストレ
プトアビジン又はアビジンのいずれかとの間の相互作用
に頼る。そして、放射標識の場合、定量は、放射能の計
数又はオートラジオグラフに頼る。
【００１６】“異なる”とは、統計的に有意なやり方
（ｐ＜０．１）で変化することを意味する。サンプル間
のバラツキがランダムでない確率は、本分野において周
知の統計計算により決定されることができる。
【００１７】ＣＤＫ活性を“高める”又は“低下させ
る”とは、それぞれ、その対照平均値の上又は下にあ
る、平均値における、統計的に有意な変化を意味する。
好ましくは、上記対照平均値からの変化は、少なくとも
２５％、より好ましくは少なくとも５０％、そして最も
好ましくは、少なくとも７５％である。
【００１８】本発明は、多くの利点を提供する。例え
ば、本発明の方法は、細胞内ＣＤＫ活性レベル関する情
報を提供するために使用されることができる。本法は、
典型的にはインビトロにおいてＣＤＫ活性を分析する本
分野において知られた他の方法よりも、生理学的に関連
のある、ＣＤＫ活性についての情報を提供する。それ
故、本発明の方法は、細胞分裂サイクルの経過の間に細
胞内ＣＤＫ活性における変化を試験するとき又は培養細
胞又は動物内でＣＤＫ活性を調節する化合物を同定する
ために、有用である。
【００１９】新規ＣＤＫインヒビターの同定は、以下の
治療における利点のために細胞増殖を調節するために使
用されうる細胞分裂サイクル調節物質のプールを創り出
す利益をも提供する：１）抗腫瘍剤として使用されると
き、上記ＣＤＫインヒビターは、それらが直接的ＤＮＡ
相互作用を欠くために２次腫瘍成長のリスクをほとんど
作り出さない；２）上記ＣＤＫインヒビターは、ＣＤＫ
活性が誤って調節されていないが、その症状の維持のた
めに不可欠であるところの症状（例えば、ウイルス感
染）を治療するための候補療法を提供する；そして３）
上記ＣＤＫインヒビターは、正常細胞内での細胞分裂サ
イクルの進行を防ぐことにより、Ｓ期、Ｇ２、又は有系
分裂において生じる分裂サイクル特異的な化学療法剤の
毒性から、正常な細胞を保護するために使用されること
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7
ができる（Stone et al., Cancer Research 56 : 3199-
202, 1996; Kohn et al., Journal of Cellular Bioche
mistry 54 : 440-52, 1994）。
【００２０】本発明の他の特徴及び利点は、以下の詳細
な説明及び請求の範囲から明らかであろう。本発明を、
特定の態様について記載してきたが、本発明はさらに修
飾されうることが理解される。それ故、本発明は、一般
に、本発明の原理から生じる変形、使用、又は改作の全
てを包含することを意図される。これらは、本分野にお
いて知られた又は慣用の実務内にある、本発明の開示か
ら免脱したものを含む。本明細書中に言及する全ての刊
行物をここに援用する。
【００２１】詳細な説明
アッセイ・プロトコール
本発明は、以下のセリン（Ｓｅｒ）又はスレオニン（Ｔ
ｈｒ）残基：Ｓｅｒ２４９；Ｔｈｒ２５２；Ｔｈｒ３５
６；Ｓｅｒ６１２；Ｓｅｒ７８０；Ｓｅｒ８０７；Ｓｅ
ｒ８１１；又はＴｈｒ８２１の中の１以上においてＣＤ
Ｋ活性によりリン酸化される網膜芽腫（Ｒｂ）タンパク
質量を定量することによりＣＤＫ活性を計測する方法を
特徴とする。本発明によりアッセイされることができる
特定のＣＤＫｓの例は、（Ｓｅｒ２４９，Ｔｈｒ２５
２，Ｔｈｒ３５６，Ｓｅｒ６１２，Ｓｅｒ８０７，Ｓｅ
ｒ８１１、及びＴｈｒ８２１においてＲｂタンパク質を
リン酸化する）ＣＤＫ２、及び（Ｓｅｒ７８０において
Ｒｂタンパク質をリン酸化する）ＣＤＫ４を含む。特に
注目すべきは、本発明に係る方法は、細胞内ＣＤＫ活性
を評価するための細胞ベースのアッセイにおいて使用さ
れることができる。従って、本法は、例えば、不死化細
胞系、１次細胞系から、又は動物、好ましくは、哺乳動
物から切除された組織サンプルから得られた培養細胞内
のＣＤＫ活性を評価するために、使用されることができ
る。さらに、本発明の方法は、細胞又は動物を作用物質
に事前に晒すことにより、培養細胞又は動物の細胞内で
ＣＤＫ活性を調節する作用物質を同定するためのスクリ
ーニング・アッセイにおいて使用されることもできる。
好ましくは、上記スクリーニング・アッセイは、高処理
量アッセイであり、そして上記動物は、疾患モデル、例
えば、ゲッ歯類腫瘍モデルを表す。
【００２２】サンプル中のＣＤＫ－リン酸化Ｒｂの定量
における第１のステップとして、本発明の方法は、以下
の残基：Ｓｅｒ２４９；Ｔｈｒ２５２；Ｔｈｒ３５６；
Ｓｅｒ６１２；Ｓｅｒ７８０；Ｓｅｒ８０７；Ｓｅｒ８
１１；及びＴｈｒ８２１の中の１以上においてリン酸化
されたＲｂタンパク質と特異的に反応する“捕獲（capt
ure)”抗体の使用を利用する。例えば、ＣＤＫ２活性
は、以下の抗体の中の１を用いてアッセイされる：Ｓｅ
ｒ８０７及び／又はＳｅｒ８１１においてリン酸化され
たＲｂに特異的な抗体（Cat. # 9308, New England Bio
Labs, Inc., Beverly, MA)；Ｓｅｒ２４９及び／又はＴ
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ｈｒ２５２においてリン酸化されたＲｂに特異的な抗体
（例えば、以下のＫＬＨ－コンジュゲーティッド・ペプ
チド抗原：アセチル－ＮＧ〔ｐＳ〕ＰＲ〔ｐＴ〕ＰＲＲ
ＧＱＮＣ－アミド（配列番号１）を用いて作られたも
の）、Ｔｈｒ３５６においてリン酸化されたＲｂに特異
的な抗体（例えば、以下のＫＬＨ－コンジュゲーティッ
ド・ペプチド抗原：アセチル－ＦＥＴＱＲ〔ｐＴ〕ＰＲ
ＫＳＮＬＤＣ－アミド（配列番号２）を用いて作られた
もの）、Ｓｅｒ６１２においてリン酸化されたＲｂに特
異的な抗体（例えば、以下のＫＬＨ－コンジュゲーティ
ッド・ペプチド抗原：ＹＬＳＰＶＲ（ｐＳ）ＰＫＫＫＧ
ＳＴ（配列番号３）を用いて作られたもの）、又はＴｈ
ｒ８２１においてリン酸化されたＲｂに特異的な抗体
（例えば、ＫＬＨ－コンジュゲーティッド・ペプチド抗
原：ＳＥＧＬＰ（ｐＴ）ＰＴＫＭＴＰＲＳ（配列番号
４）を用いて作られたもの）。同様に、Ｓｅｒ７８０に
おいてリン酸化されたＲｂに特異的な抗体（例えば、Ca
t. # 9307S, New England Biolabs, Beverly, MA; Code
 # 555,Medical and Biological Laboratories, Nagoy
a, Japan）を、ＣＤＫ４活性を評価するために使用す
る。上記捕獲抗体はポリクローナルであることが好まし
い。
【００２３】テスト・サンプル中のＣＤＫ－リン酸化Ｒ
ｂタンパク質が上記捕獲抗体と複合体を形成した後、上
記複合体を、残ったサンプルから単離する。この複合体
を単離するために、上記捕獲抗体を、本分野において知
られた標準的な方法により、固相支持体、例えば、マル
チ－ウェル・プレートに、まず、付着されることが好ま
しい（例えば、Current Protocols in Immunology, Joh
n Wiley and Sons, New York, NY, 1999を参照のこ
と）。抗体付着のために使用されることができる固相支
持体の例は、好みに従って、Nunc Maxisorb プレート、
Nunc Polysorb プレート、及びプロテインＡプレート
（VWR Scientific, Bridgeport, NJ）を含む。上記固相
支持体に上記捕獲抗体を付着させるために、上記捕獲抗
体を、バッファー、例えば、０．０５Ｍ炭酸塩－炭酸水
素塩pH９．６（Cat. # C-3041, Sigma Chemical Co., S
t. Louis, MO）中で約１０μｇ／mlまで希釈する。この
抗体希釈物を、次に上記プレートに適用し、そして４℃
において約４時間～一度の範囲の時間にわたりインキュ
ベートする。上記抗体が結合した支持体を、塩（例え
ば、１００～１５０mM  ＮａＣｌ）及び少量の界面活性
剤（例えば、０．０２～０．１％  Ｔｗｅｅｎ  ２０）
を含有する２５mM  Ｔｒｉｚｍａベース（Ｔｒｉｓ）又
は５０mM  Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ′－（２
－エタンスルホン酸）（（Ｈｅｐｅｓ）ベースのバッフ
ァー（pH７．４～７．８）中で洗浄する（上記洗浄バッ
ファーの全てがSigma Chemical Co., St. Louis, MO)か
ら入手可能である。例示的な洗浄バッファーは、イミダ
ゾール洗浄バッファー（Cat. # 50-63-01, KPL, Inc., 
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9
Gaithersburg, MD）である。（アルカリ・ホスファター
ゼ検出システムが上記アッセイの次のステップにおいて
使用される場合、ホスフェート・バッファード生理食塩
水が、インキュベーション又は洗浄バッファーとして推
奨される。）
上記洗浄ステップの後、上記捕獲抗体結合支持体を、室
温において約０．５～２時間、ブロッキング・バッファ
ーとともにインキュベートする。例示的なブロッキング
・バッファーは、好みに従い、Ｔｒｉｓバッファード生
理食塩水（ＴＢＳ）（１３７mM  ＮａＣｌ、３mM  ＫＣ
ｌ、２５mM  Ｔｒｉｓ  Ｂａｓｅ  pH７．６；全ての成
分がSigma Chemical Co., St. Louis, MO から入手でき
る）及び０．１％  Ｔｗｅｅｎ－２０中のSuperblock #
 37515 (Pierce Chemical, Rockford, IL）、SuperBloc
k # 37535 (Pierce Chemical, Rockford, IL）、０．２
％カゼイン（Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)、並
びにＴＢＳ及び０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０中の０．０５
％スキム・ミルク（インキュベーション・バッファー成
分の全てがSigma Chemical Co., St. Louis, MO から入
手できる。）を含む。上記捕獲抗体結合支持体からの上
記ブロッキング・バッファーの吸引後に、次のステップ
が上記テスト・サンプルと接触される。
【００２４】ＣＤＫの細胞内活性が本発明の方法により
計測されるとき、上記テスト・サンプルは、所望の実験
条件に供された細胞系又は動物組織から得られた細胞溶
解産物を含む。正常な成長調節をもつ細胞及び細胞系は
いずれも、Ｒｂタンパク質及びＣＤＫｓを発現し、そし
てそれ故、本アッセイにおいて使用されることができ
る。多くの腫瘍細胞系、例えば、Ｕ２ＯＳ骨肉腫細胞、
Ｃｏｌｏ  ２０５結腸直腸癌腫細胞、及びＤＬＤ－１結
腸直腸細胞も、Ｒｂ及びＣＤＫｓを発現し、そして使用
されうる。しかしながら、シンクロナイゼーションが
（ＣＤＫ２の場合におけるように）アッセイされるべき
ＣＤＫに関係する場合、上記腫瘍細胞をシンクロナイズ
させるためには注意しなければならない。血漿消耗によ
りシンクロナイズされることができる腫瘍細胞系の例
は、Ｔ４７Ｄ乳癌腫細胞及びＭＤＡ－ＭＢ－２３１乳癌
腫細胞を含む。血漿消耗の２４時間以内に細胞がシンク
ロナイズされることができるということが好ましい。シ
ンクロナイゼーションを誘導するために細胞に適用され
る例示的な培地は、フェノール・レッドを含まず（Cat.
 #21063-029, Life Technologies, Rockville, MD）、
そして０．１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（Cat. #
 A3294, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)、Ｐ／Ｓ
／Ｇ（２mM  Ｌ－グルタミン、１００ユニット／μｌペ
ニシリン、１００μｇ／mlストレプトマイシン（Cat. #
 61146, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)を含む、
ダルベッコ修飾Ｅａｇｌｅｓ培地（ＤＭＥＭ）である。
細胞がシンクロナイゼーションを要求しない場合、それ
らは、標準的な成長培地、例えば、ＤＭＥＭ（Cat. # 1
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1965-092, Life Technologies, Rockville, MD）、１０
％胎児ウシ血清（ＦＢＳ）（Cat. # 16140-071, Life T
echnologies, Rockville, MD）、中で培養されることが
でき、そしてＰ／Ｓ／Ｇ腫瘍細胞系と正常細胞系は、Am
erican Type Culture Collection (ATCC, Manassas, V
A)及びClonetics (Walkersville, MD）の如き源から公
に入手されることができる。
【００２５】１次細胞調製物、例えば、ラット又はマウ
ス胚組織由来の線維芽細胞も、本発明によりＣＤＫ活性
を評価するために使用されうる。無菌条件下、胚性脾
臓、肝、心臓、肺、及び（１６日齢よりも長い場合）、
頭が摘出される。残りの組織は、約３７℃において、１
０～１５mlの０．０４％トリプシン溶液（Gibco BRL, G
rand Island, NY)を入れたペトリ皿に移される。上記組
織は細かくミンチにされ、上記組織／トリプシン混合物
を、Erlenmeyerフラスコに移し、そして２０～３０mlの
新鮮トリプシンを上記フラスコに添加する。約３０分間
水浴（３７℃）内でのインキュベーション後、トリプシ
ンを除去し、そして懸濁した細胞を上記フラスコから取
り出し、そして５０ml遠心分離管に添加する。１０％  
ＦＢＳを含む等容のＤＭＥＭ－高グルコース（Life Tec
hnologies, Rockville, MD）（ＤＭＥＭ＋ＦＢＳ）を上
記管に添加する。上記フラスコ内の残存組織沈殿物に、
２０～３０mlのトリプシンを添加し、そして上記トリプ
シン化ステップを繰り返す。次に懸濁した細胞を吸引
し、遠心分離管に移し、そして等容のＤＭＥＭ－Ｈ＋Ｆ
ＢＳにより再懸濁させる。次に上記細胞懸濁液の全てを
１０～１５分間３００×ｇにおいて遠心分離する。上清
を吸引し、そして上記細胞を、新鮮ＤＭＥＭ＋ＦＢＳ中
に再懸濁させる。次に細胞をプレート内で培養すること
ができる。この培地を２４時間後に交換し、そして上記
細胞をコンフルエントになったとき１：３で継代する。
細胞を保存するため、それらを、コンフルエントに近づ
いたときに冷凍することができる。
【００２６】作用物質が細胞内のＣＤＫの活性に影響を
及ぼすかどうかを決定するためのアッセイを行うため
に、上記作用物質を、まず、水、ジメチルスルホキシド
（ＤＭＳＯ）、又はトリフルオロ酢酸（Sigma Chemical
 Co., St. Louis, MO)の如き媒質中に溶解させる。培養
細胞への適用のために、媒質中の作用物質を、まず、細
胞成長培地中で希釈して所望の濃度又は濃度レンジを達
成する。これは典型的には０～１００μＭのレンジ内に
ある。使用する成長培地の例は、ＤＭＥＭ、ＭｃＣｏ
ｙ’ｓ培地、又は最小必須培地（Life Technologies, R
ockville, MD）を含む。選ばれた培地は、アッセイに使
用される特定の細胞系のために最適化され、そして特別
な成長因子を含むことができる。いくつかの細胞、例え
ば、ケラチン生成細胞のためには、細胞特異的最適化成
長培地が商業的に入手可能である（Cat. # 3001, 3004,
 3107 、及び3115, Clonetics, Walkersville, MD)。
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【００２７】ほとんどの細胞が１６～３６時間の細胞分
裂サイクルをもつので、Ｒｂタンパク質のＣＤＫリン酸
化により計測されるとき、細胞分裂サイクルの進行に対
する可能性のある効果を最適化するために、１６～２４
時間、より好ましくは、１６～２１時間、培養細胞を、
上記作用物質とともにインキュベートすることが好まし
い。次に、上記細胞を、界面活性剤含有バッファー、例
えば、０．１％  ＮＰ－４０、２５０mM  ＮａＣｌ、５
mM  ＮａＦ、１mMジチオトレイトール（ＤＴＴ）及びプ
ロテアーゼ・インヒビターの組合せ物を含有する５０mM
  ＨｅｐｅｓバッファーpH７．６中で溶解させる（上記
溶解バッファーの上記成分の全てはSigma Chemical C
o., St. Louis, MO から入手することができる）。典型
的には、上記プロテアーゼ・インヒビターの組合せ物
は、バクテリア、哺乳動物、酵母、及び植物細胞抽出物
中の、セリン－、システイン－、及びメタロ－プロテア
ーゼに対して有効なインヒビターを含む。例示的な組合
せ物は、ペファブロックＳＣ（pefabloc SC)（０．１～
１．０mg／ml）、ロイペプチン（leupeptin)（０．５μ
ｇ／ml）、アプロチニン（aprotinin)（０．０６～２．
０μｇ／ml）、ペプスタチン（pepstatin)（０．７μｇ
／ml）である（プロテアーゼ・インヒビターの全てが、
Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, INから
入手可能である）。商業的に入手できる、プロテアーゼ
・インヒビター組合せ物は、所望のプロテアーゼ組合せ
物を作るため、保存溶解バッファーへの便利な添加のた
めの濃縮錠剤形態において一緒に混合される（Cat. # 1
697498, (Boehringer Mannheim) Roche Molecular Bioc
hemicals, Indianapolis, IN）。他の例示的な溶解バッ
ファーは、２５mM  ＢｉｃｉｎｅバッファーpH７．６
（Cat. # 78501T, Pierce Chemical, Rockford, IL)で
あり、これは、ＤＴＴ（１mM）及び上記プロテアーゼ・
インヒビターの組合せ物の添加後に、使用されることが
できる。
【００２８】動物全体への投与後の作用物質の効果を評
価するとき、ｎｕ／ｎｕマウスが、使用される好ましい
癌モデルである。このマウスに、約５百万の腫瘍細胞
（例えば、全容量２００μｌホスフェート・バッファー
ド生理食塩水（Life Technologies, Rockville, MD）中
のＣｏｌｏ  ２０５又はＨＣＴ  １１６結腸直腸癌細
胞）を、下腹部に皮下接種する。上記腫瘍が約１００～
２００ｍ3 に成長したとき、上記作用物質を、所望の経
路、例えば、腹腔内、皮下、静脈内、又は経口を通して
投与する。上記作用物質のインビボにおける動態が知ら
れていないとき、それらは、テスト前に定常状態を達成
するために連続的に投与されることが好ましい。例え
ば、上記作用物質は、上記テスト作用物質を含有するオ
スモティック・ミニ－ポンプ（Alzet Model 2001, 7-da
y pump, Alza Corp, Newark, DE)により投与されること
ができる。上記ポンプは、麻酔されたマウス｛例えば、
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５０mg／kgネムブタール（nembutal、腹腔内）｝内に移
植される。上記テスト作用物質を、まず、適当な媒質、
例えば、サイクロデキストリン、プロピレン・グリコー
ル：ＤＭＳＯ（１：１）、又は５％グリシン、等中に溶
解させる。上記動物からの組織をその後に、例えば、移
植から５日後に試験する。上記腫瘍細胞及び／又は他の
組織を取り出し、そして液体窒素中に保存する。血漿
を、作用物質濃度の分析のために保存する。次に、ＣＤ
Ｋ活性のさらなる分析を、本明細書中に記載するよう
に、Ｒｂタンパク質リン酸化を評価することにより決定
する。細胞をまず、液体窒素冷却粉砕機内で粉砕し、そ
して次に先に記載した溶解バッファー中に懸濁させる。
サンプルをボルテックスし、そして次に４℃において約
１０分間８，０００×ｇにおいて遠心分離する。上記上
清のタンパク質濃度をタンパク質アッセイにより測定す
る（Cat. # 500-0006, Biorad, Hercules, CA)。サンプ
ルを１００μｇ／mlに希釈し、そして１００μｇ／ウェ
ルを上記マルチウェル・テスト・プレートに添加する。
全てのケースにおいて、リン酸化されたＲｂのレベル
を、上記作用物質がＣＤＫレベルに影響を及ぼすかどう
かを決定するために、上記作用物質の血漿レベルと相関
させる。
【００２９】上記細胞溶解産物が培養された細胞由来で
あるか組織サンプル由来であるかに拘らず、上記細胞溶
解産物を上記捕獲抗体結合プレートに添加し、そして室
温で約１～３時間インキュベートする。インキュベーシ
ョンの全てを、３０～２００回転／分において低速シェ
ーカー上で行うことが好ましい。上記細胞溶解産物を吸
引し、そして０．１％  Ｔｗｅｅｎ－２０を含むか又は
含まない、ＴＢＳ  pH７．４～７．８中の１％カゼイン
の如きインキュベーション・バッファー中で、約１～５
μｇ／mlに希釈した抗－Ｒｂ１次抗体を、上記捕獲抗体
結合プレートに添加する。
【００３０】上記１次抗体は、リン酸化非依存性のやり
方でＲｂタンパク質を認識する。例示的な抗体は、残基
３００～３８０の間のヒトＲｂエピトープに対して向け
られたモノクローナル抗体（Cat. # 14001A, Pharmige
n, San Diego, CA)及び残基６１２～９２８の間のヒト
Ｒｂエピトープに対して向けられたモノクローナル抗体
（Cat. # MK-15-1, Medical Biological Laboratories,
 Nagoya, Japan）を含む。
【００３１】使用する抗体に依存して、上記抗体溶液
を、低速シェーカー上で室温で約１～３時間、上記捕獲
抗体結合プレートとともにインキュベートする。Pharmi
ngen抗体（Cat. # 14001A)の場合、好ましいインキュベ
ーション期間は２時間である。インキュベーション後、
上記プレートを次に、先に記載した洗浄バッファーで複
数回（例えば、３～６回）洗浄する。
【００３２】上記の一連の試験インキュベーションが完
結した後、上記固相支持体は、上記１次抗体と複合体を
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形成した、ＣＤＫリン酸化Ｒｂタンパク質と複合体を形
成した、結合捕獲抗体を含む。上記テスト・サンプル中
に元々存在したＣＤＫリン酸化Ｒｂタンパク質の量を定
量するために、標準的な検出システムを用いて、上記プ
レート結合された抗体複合体内に含まれる１次抗体の量
を評価する。上記検出システムは、上記１次抗体に又は
上記１次抗体を特異的に認識する２次抗体のいずれかに
コンジュゲートされた検出可能な標識の使用を取り込
む。検出可能な標識の例は、ペルオキシダーゼ、例え
ば、ホースラディシュ又は大豆ペルオキシダーゼ、アル
カリ・ホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、キレー
ト化ランタニド、ビオチン、ユーロピウム（Europiu
m）、及び放射性標識を含む。
【００３３】検出可能な標識にコンジュゲートされた２
次抗体の商業的な利用可能性がある場合、上記抗体の中
の１の使用が、上記１次抗体を検出するために好ましい
方法である。本発明における使用のために利用されるこ
とができる２次抗体の例は、ロバ抗－マウス・アルカリ
・ホスファターゼ標識抗体（Cat. # 715-055-150, Jack
son Immuno Research Laboratories, West Grove, P
A）、又はヤギ抗－マウス・ホースラディシュ・ペルオ
キシダーゼ標識抗体（Cat. # 12-349, Upstate Biotech
nologies, Lake Placid, NY 、及びCat. # 10767, Sigm
a Chemical Co., St. Louis, MO)、又はラビット抗－マ
ウスEuropium－標識抗体を含む。
【００３４】あるいは、上記１次抗体は、それ自体、検
出可能な標識でコンジュゲートされることができるであ
ろう。１次抗体であるか２次抗体であるかに拘らず、ア
ルカリ・ホスファターゼ、ホースラディシュ・ペルオキ
シダーゼ、又はβ－ガラクトシダーゼを抗体にコンジュ
ゲートするための方法は、文献中によく記載されている
（例えば、Porstmann et al., J. Immun. Meth. 79 : 2
7-37, 1985; Imagawaet al., J. Appl. Biochem. 4 : 4
1-57, 1982 を参照のこと）。さらに、上記抗体の選択
は、放射標識されたもの（Goding, Monoclonal Antibod
ies : Principles and Practice, Academic Press, In
c., San Diego, CA, 1996, 3rd ed.)、又はビオチン化
されたもの（Ignatowski et al., J. Exp. Ther. 290 :
 863-70, 1999; Southwick et al., Cytometry 11 : 41
8, 1990)であることができるであろう。ペルオキシダー
ゼ又はアルカリ・ホスファターゼ標識を抗体にコンジュ
ゲートするためのキットは、Pierce Chemical から商業
的に入手可能である（例えば、Cat. #'s 31487, 3148
8、及び31489, Rockford, IL）。同様に、抗体をビオチ
ン標識（例えば、Cat. # C5585, Sigma Chemical Co., 
St. Louis, MO)又はEuropium標識（例えば、Cat. # 124
4-302, Wallac)に、コンジュゲートするためのキットが
商業的に入手可能である。
【００３５】このような標識された抗体の存在を検出す
るための例示的な方法は、文献中に記載されている（例
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えば、Using Antibodies : A Lab Manual, eds. Harlow
 andLand, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Sp
ring Harbor, NY, 1999、及びCurrent Protocols in Im
munology, Cell Biology, and protein Science, John 
Wiley & Sons, New York, NY, 1999 を参照のこと）。
簡単に言えば、ホースラディシュ・ペルオキシダーゼ標
識の検出は、発色性基質、２，２′－アジノ－ビス（３
－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）ジアンモ
ニウム塩（Cat.# 11557, Fluka (Sigma Chemical Co., 
St. Louis, MO))を用いて達成され、これはSzutowicz e
t al., Anal. Biochem. 138 : 86, 1984, Envall, Meth
ods Enzymol. 70 : 419, 1989、及びAl-kaissi and Mos
tratos, J. Immunol. Methods 58 : 127, 1983 中にさ
らに記載されている。アルカリ・ホスファターゼ標識を
検出するためには、例えば、Thompson and Larson (Bio
 Techniques 12 : 656, 1992）中に記載されているよう
に、発色性基質、ニトロブルー・テトラゾリウム・クロ
ライド  ５－ブロモ－４－クロロ－３－インドールイル
・ホスフェート・トルイジン塩（ＢＣＩＰ－ＮＢＴ）
（Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)が使用されるこ
とができ、又は化学発光性基質CDP-Star Sapphire II 
(Cat. # MS 100RX, Tropix, Bedford, MA）が使用され
ることができる。Europiumキレートは、強化溶液（Cat.
 # 1244-114, Wallac)を要求する。以下の実施例中にさ
らに記載されるように、発光検出システムを用いたＥＬ
ＩＳＡ－ベースのアッセイの感度が与えられる場合、そ
れは、ＣＤＫ活性を検出する好ましい方法である。
【００３６】テスト作用物質又は化合物
テスト作用物質又は化合物を、対照サンプルに比較して
統計的に有意なやり方（ｐ＜０．１）でサンプル中のＣ
ＤＫリン酸化Ｒｂのレベルを変化させ、そしてその対照
平均値の上又は下の統計的に有意な変化を作り出す場合
のＣＤＫモジュレーターとして同定する。
【００３７】一般に、ＣＤＫ活性を調節する作用物質又
は化合物は、天然産物、又は合成（又は半合成）抽出
物、化学ライブラリー、又は個々の化合物から同定さ
れ、そして本分野において知られた方法に従って製造さ
れる。このような抽出物又は化合物の例は、非限定的
に、天然又は合成化学の化合物、小さな有機又は無機分
子、生物学的巨大分子（例えば、ペプチド、タンパク
質、及び核酸）、化学化合物、植物－、真菌－、原核
－、又は動物ベースの抽出物、及び発酵ブロスの混合物
を含む。
【００３８】非限定的に糖－、脂質－、ペプチド－、及
び核酸－ベースの化合物を含む、多数の化学化合物のラ
ンダム又は指示された合成（半合成又は全合成）を作り
出すために多くの方法を利用することができる。本明細
書中に記載するアッセイは、大きな化合物ライブラリー
のスクリーニングに対応する、高処理量スクリーニング
・アッセイの実施において特に有用である。
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【００３９】合成化合物ライブラリーも、例えば、Bran
don Associates (Merrimack, NH)及びAldrich Chemical
 (Milwaukee, WI)から商業的に入手可能である。バクテ
リア、真菌、植物、及び動物抽出物の形態における天然
化合物のライブラリーは、Biotics (Sussex, UK), Xeno
va (Slough, UK), Harbor Branch Oceanographics Inst
itute (Ft. Pierce, FL)、及びPharmaMar, U.S.A. (Cam
bridge, MA）を含む多くの源から商業的に入手できる。
さらに、天然及び合成ライブラリーが、例えば、標準的
な抽出及び分画法、有機合成、及びコンビナトリアル・
ケミストリーの方法により、適宜、本分野において知ら
れた方法に従って製造される。
【００４０】粗抽出物がＣＤＫ活性を調節することが発
見されるとき、さらなる分画が、その原因の化学構成成
分を単離し、かつ、精製するために使用されることがで
きる。このような異種抽出物の分画及び精製の方法は、
本開示を見て、本分野において知られることになるであ
ろう。所望により、ＣＤＫモジュレーターとして同定さ
れた化合物は、本開示を見て本分野に知られた方法に従
って、それらの調節効果を高め又は毒性を低下させるた
めに、さらに修飾されることができる。
【００４１】ＣＤＫ活性のモジュレーターに関する治療
的適用
ＣＤＫ活性のアゴニスト又はアンタゴニストとして本発
明に係る方法により同定された作用物質又は化合物は、
いくつかの治療的適用をもつ。例えば、ＣＤＫインヒビ
ターとして同定された作用物質又は化合物は、癌、自己
免疫疾患、ウイルス性疾患、真菌性（fungal）疾患、変
性障害、心臓血管疾患、発作、炎症性障害、及び皮膚科
学障害の如き疾患、並びに細胞増殖の阻害が有益である
ような他の疾患及び症状の治療において有用である。
【００４２】上記ＣＤＫインヒビターは、以下のものを
含むさまざまな癌の治療において有用である：膀胱、
乳、脳、結腸、腎臓、肝臓、肺（小細胞肺癌を含む）、
食道、胆嚢、卵巣、膵臓、胃、子宮頸部、甲状腺、前立
腺、及び皮膚（扁平上皮細胞癌腫を含む）の癌腫を含む
癌腫、リンパ系の造血性腫瘍（白血病、急性リンパ球性
白血病、急性リンパ母細胞性白血病、Ｂ細胞リンパ腫、
Ｔ細胞リンパ腫、ホジキン（hodgkins）リンパ腫、非ホ
ジキン・リンパ腫、毛状細胞リンパ腫、及びバーケット
（Burkett's)リンパ腫を含むもの）、骨髄系の造血性腫
瘍（急性及び慢性骨髄性白血病、骨髄形成異常症候群及
び前骨髄球性白血病を含むもの）、間葉起源の腫瘍（線
維肉腫及び横紋筋肉腫を含むもの）、中枢及び末梢神経
系の腫瘍（星状細胞腫、神経芽細胞腫、神経膠腫、及
び、ミュワン細胞腫を含むもの）、並びに他の腫瘍（黒
色腫、精上皮腫、奇形癌腫、骨肉腫、色素性乾皮症、角
化棘細胞腫、及び甲状腺小胞癌を含むもの）。
【００４３】癌細胞の増殖を阻害することに加えて、Ｃ
ＤＫインヒビターは、異常又は有害な細胞増殖に関連す
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る疾患又は症状、例えば、カポジ肉腫、良性前立腺過形
成、家族性腺腫様ポリープ、神経線維腫症、アテローム
性動脈硬化症、血栓性微小血管症症候群、肺線維症、関
節炎、乾癬症、血管形成術又は血管手術後の再狭窄、肥
大瘢痕形成、炎症性腸疾患、移植拒絶、内毒素ショッ
ク、メサンギウム細胞増殖性障害（糸球体腎炎を含
む）、糖尿病性ニューロパシー、糸球体症、悪性腎硬化
症、臓器移植拒絶、黄斑変性症、真菌感染、及びウイル
ス感染の治療において有用であることができる不可逆細
胞分裂停止剤として作用することができるであろう。
【００４４】もちろん、ＣＤＫアゴニストとして同定さ
れた化合物は、細胞増殖の刺激が望まれるような疾患又
は症状のための治療剤として、例えば、神経変性障害、
例えば、アルツハイマー病を治療するために、そしてま
た外傷治癒を刺激し、そして免疫系の活性を刺激するた
めに、使用されることもできるであろう。
【００４５】ＣＤＫ活性を調節する作用物質は、いずれ
かの適当な経路により投与されることができる。例え
ば、投与は、非経口、静脈内、動脈内、皮下、筋中、頭
蓋内、眼窩内、眼内、脳室内、嚢内、脊髄内、腹腔内、
鼻内、エアロゾル、座剤、又は経口投与による。
【００４６】ＣＤＫモジュレーターを含む治療製剤を投
与するとき、その製剤は、液体溶液又は懸濁液の形態に
あることができ；経口投与のためには、製剤は、錠剤又
はカプセルの形態にあることができ；そして鼻内製剤の
ためには、粉末、鼻用滴剤、又はエアロゾルの形態にあ
ることができる。
【００４７】製剤化のための本分野において周知の方法
は、例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences (e
d. Gennaro, Mack Publishing Co., Easton, PA, 18th 
ed.,1990)中に見られる。
【００４８】実施例：ＣＤＫ２又はＣＤＫ４活性のため
のＥＬＩＳＡ－ベースのアッセイ
０．０５Ｍ炭酸塩－炭酸水素塩バッファーpH９．６中１
０μｌ／mlに希釈された捕獲抗体を含む溶液（Cat. # C
3041, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)を、９６ウ
ェル・プレート（１００μｌ／ウェル、Nunc F 96 Maxi
Sorp, VWR Scientific, Bridgeport, NJ）のウェルをコ
ートするために適用し、そして４℃で一夜インキュベー
トした。ＣＤＫ２アッセイのためには、Ｓｅｒ８０７と
Ｓｅｒ８１１においてリン酸化されたＲｂを特異的に認
識する抗－ホスホＲｂ抗体を使用し（Cat. # 9308L, Ne
w England Biolabs, Inc., Beverly, MA）；ＣＤＫ４ア
ッセイのためには、Ｓｅｒ７８０においてリン酸化され
たＲｂを特異的に認識する抗－ホスホＲｂ抗体を使用し
た（Cat. # 9307S, New England Biolabs, Inc., Bever
ly, MA、又はCode # 555, Medical and Biological Lab
oratories, Nagoya,Japan）。
【００４９】乳癌細胞、Ｔ４７Ｄ（HTB-133, ATCC, Man
assas, VA, Depositor : I. Keydar）を、１００mmプレ
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ート内で培養し、コンフルエンス前にトリプシン処理
し、そしてＤＭＥＭ（Cat. # 11965-092, Life Technol
ogies, Rockville, MD）、１０％胎児ウシ血清（ＦＢ
Ｓ）（Cat. # 16140-071, Life Technologies, Rockvil
le, MD）、Ｐ／Ｓ／Ｇ（２mM  Ｌ－グルタミン、１００
ユニット／mlペニシリン、１００μｇ／mlストレプトマ
イシン）（Cat. # 91146, Sigma Chemical Co., St. Lo
uis, MO)中９，０００細胞／２００μｌ／ウェルにおい
て９６ウェル・プレート内に接種した。
【００５０】ＣＤＫ２アッセイのために、細胞を１日間
培養し、そして次に以下のように血清飢餓によりシンク
ロナイズさせた。細胞培地を吸引し、細胞を、５回、Ha
nksBuffered Saline Solution (Cat. # 14025-092, Lif
e Technologies, Rockville, MD）中で洗浄した。次に
細胞を、２４時間、フェノール・レッドを含まないＤＭ
ＥＭ（Cat. # 21063-029, Life Technologies, Rockvil
le, MD）、０．１％ＢＳＡ（Cat. # A3294, Sigma Chem
ical Co., St. Louis, MO)、及びＰ／Ｓ／Ｇ中でインキ
ュベートした。対照細胞を、０．１％  ＢＳＡ／ＤＭＥ
Ｍ中で維持して、ベースライン（血清消耗）を確立しな
がら、テスト細胞に、ＤＭＥＭ、１％ＦＢＳ、Ｐ／Ｓ／
Ｇを再供給し、そして０、２５μＭ、５０μＭ、又は１
００μＭオロモウシン（olomoucine）（Promega, Madis
on, WI）、知られたＣＤＫインヒビターとともに２０～
２４時間インキュベートした。
【００５１】ＣＤＫ４アッセイのためには、細胞のシン
クロナイゼーションは要求されなかった。細胞を２日
間、ＤＭＥＭ（Cat. # 11965-092, Life Technologies,
 Rockville, MD）、１０％  ＦＢＳ、Ｐ／Ｓ／Ｇ中で培
養した。次に、この細胞培地を吸引し、そして０、２５
μＭ、５０μＭ、又は１００μＭオロモウシンを含む２
００μｌ新鮮培地を、２０～２４時間のインキュベーシ
ョンの間に添加した。
【００５２】両ＣＤＫ２アッセイ及びＣＤＫ４アッセイ
のために、上記溶媒中、０、２５mM、５０mM、及び１０
０mMの濃度レンジにおけるＤＭＳＯ媒質（Sigma Chemic
al Co., St. Louis, MO)中に、オロモウシンをまず溶解
させた。次に、上記溶液を、上記オロモウシン又は対照
溶液を上記細胞に添加する前に、ＤＭＥＭ、１０％ＦＢ
Ｓ、Ｐ／Ｓ／Ｇ中１：１０００に希釈した。
【００５３】９６ウェル・プレート内にプレートした細
胞を、（先に記載したような）冷ＴＢＳ中で３回洗浄
し、そして５０mM  ＨｅｐｅｓバッファーpH７．６、
０．１％ＮＰ－４０、２５０mM  ＮａＣｌ、５mM  Ｎａ
Ｆ、１mM  ＤＴＴ、及びプロテアーゼ錠剤中に提供され
たプロテアーゼ・インヒビター（Cat. # 1697498, (Boe
hringer Mannheim) Roche Molecular Biochemicals, In
dianapolis, IN）から成る１２０μｌ／ウェル冷溶解バ
ッファーにより溶解させた。この細胞溶解産物を、上記
捕獲抗体結合プレート上で行われる以下のブロッキング
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・ステップの間、４℃に維持した。上記プレートを、２
５０μｌ／ウェルのイミダゾール洗浄バッファー（Cat.
 # 50-63-01, KPL, Inc, Gaithersburg, MD)で２回洗浄
し、そして室温で１時間、ブロッキング・バッファー
（Cat. # 37515, Pierce Chemical, Rockford, IL)とと
もにインキュベートした。
【００５４】上記ブロッキング・ステップの終了時、上
記ブロッキング・バッファーを吸引し、そして１００μ
ｌの細胞溶解産物を、上記捕獲抗体被覆プレートの各ウ
ェルに移した。上記プレートを、室温における２時間の
インキュベーションの間、低速設定（約１００回転／
分）においてシェーカー上に置いた。上記プレートを次
に上記イミダゾール洗浄バッファー中で６回洗浄した。
【００５５】結合した捕獲抗体－Ｒｂ複合体をもつ上記
プレートを、アミノ酸３００～３８０の間のＲｂエピト
ープを認識する抗－Ｒｂモノクローナル抗体（リン酸化
非依存性）（Cat. # 14001A, PharMingen, San Diego, 
CA）とともにインキュベートした。上記１次抗体を、１
％カゼイン、ＴＢＳ  pH７．６％、０．１％  Ｔｗｅｅ
ｎ－２０中で２μｇ／mlに希釈した（インキュベーショ
ン・バッファー成分の全てがSigma Chemical Co., St. 
Louis，MO から入手できる）。上記溶液１００μｌを、
各ウェルに添加し、そして次に上記プレートを、室温で
２時間低速設定において上記シェーカー上でインキュベ
ートした。次に上記プレートを、上記イミダゾール洗浄
バッファーで６回洗浄して、上記プレートに結合した捕
獲抗体－Ｒｂ－１次抗体複合体を単離した。
【００５６】上記プレート上でインキュベートされた最
後の抗体は、ロバ抗－マウス・アルカリ・ホスファター
ゼ標識された２次抗体であった（Cat. # 715-055-150, 
Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West G
rove, PA）。上記２次抗体を、ＴＢＳ  pH７．６、０．
１％  Ｔｗｅｅｎ－２０中、１％カゼインから成るイン
キュベーション・バッファー中で１：２０００希釈し、
そして１００μｌの上記溶液を各ウェルに添加した。室
温で１時間低速設定において上記シェーカー上で上記プ
レートをインキュベートした後、上記プレートを再び、
上記イミダゾール洗浄バッファーで６回洗浄して、上記
捕獲抗体－Ｒｂ－１次抗体－２次抗体複合体を単離し
た。
【００５７】上記アッセイの最後のステップにおいて、
元の細胞溶解産物サンプル中に存在するＣＤＫリン酸化
Ｒｂタンパク質の量を、上記プレート中に存在する標識
された２次抗体の量を定量することにより計測する。各
ウェルに、１００μｌのアルカリ・ホスファターゼ基質
CDP-Star Sapphire II (Cat. # MS 100RX, Tropix, Bed
ford, MA）を添加し、上記プレートを室温で２０分間シ
ェーカー上でインキュベートし、そして次にその発光シ
グナルを、発光計（Dynex Technologies、旧Dynatech L
aboratories, Chantilly, VA)上で計測した。
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【００５８】図１中に示すように、細胞内ＣＤＫ２とＣ
ＤＫ４活性は、血清飢餓細胞内への栄養素の投与後に上
昇し、そしてまた、ＣＤＫ活性の知られたインヒビタ
ー、オロモウシンとの接触後投与量に依存して低下し
た。これらの結果は、細胞分裂サイクル調節に関連した
ＣＤＫ活性における生理学的に関連する変化の計測にお
ける本アッセイ法の有用性を証明する。オロモウシンと
の細胞接触後のＣＤＫ活性における低下は、上記アッセ*

20
*イが、細胞レベルにおいてＣＤＫ活性における作用物質
により誘導される変化を首尾よく検出することができる
ということを証明する。本発明のアッセイ法は、ＣＤＫ
活性のモジュレーター、特に細胞内レベルにおいてＣＤ
Ｋ活性を調節することができるものを同定するためのス
クリーニング・アッセイにおいて有用である。
【００５９】
【配列表】

                            SEQUENCE LISTING
<110> Foster, Barbara
      Rastinejad, Farzan
<120> Assay Methods for Cyclin D
ependent Kinases
<130> PC10583
<140> B015844
<141> 2000-04-28
<160> 4
<170> PatentIn Ver. 2.0
<210> 1
<211> 13
<212> PRT
<213> synthetic construct
<400> 1
Asn Gly Ser Pro Arg Thr Pro Arg Arg Gly 
Gln Asn Cys
  1               5                  10
<210> 2
<211> 14
<212> PRT
<213> synthetic construct
<400> 2
Phe Glu Thr Gln Arg Thr Pro Arg Lys Ser 
Asn Leu Asp Cys
  1               5                  10
<210> 3
<211> 14
<212> PRT
<213> synthetic construct
<400> 3
Tyr Leu Ser Pro Val Arg Ser Pro Lys Lys 
Lys Gly Ser Thr
  1               5                  10
<210> 4
<211> 14
<212> PRT
<213> synthetic construct
<400> 4
Ser Glu Gly Leu Pro Thr Pro Thr Lys Met 
Thr Pro Arg Ser
  1               5                  10

【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、Ｔ４７Ｄ細胞におけるＥＬＩＳＡ－ベ
ースのＣＤＫ活性アッセイの結果を示す棒グラフであ
る。上記アッセイは、血清欠乏のままである細胞に比較
した、血清欠乏細胞における血清再投与（血清供給）後

の細胞のＣＤＫ２とＣＤＫ４活性における有意な上昇を
現す。しかしながら、上記アッセイは、ジメチルスルホ
キシド（ＤＭＳＯ）媒質中に溶解された２５～１００μ
Ｍオロモウシンで処理された細胞内での上記血清誘導効
果の投与量依存性阻害をも現す。
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