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(54)【発明の名称】 タンパク質リン酸化酵素活性の測定方法、測定用キット及び測定に用いる抗体

(57)【要約】
【課題】  ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素により
リン酸化された基質を特異的に認識して結合する抗体を
用いてヒトAurora２リン酸化酵素の活性を測定する方
法、活性を測定するためのキット、活性を測定するため
の抗体及びヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素の活性
を阻害若しくは促進する化合物をスクリーニングする方
法を提供することを目的とする。
【解決手段】  ヒトAurora２タンパク質リン酸化酵素に
よりリン酸化された基質、例えばヒトLats2タンパク質
を特異的に認識して結合する抗体を用いて該基質のリン
酸化を免疫学的に測定し、ヒトAurora2タンパク質リン
酸化酵素のリン酸化活性を測定する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素
と、これによってリン酸化される基質を接触させて、リ
ン酸化基質を合成するリン酸化ステップと、リン酸化さ
れた基質のみを認識する抗体とリン酸化された基質を結
合させる抗体結合ステップと、リン酸化基質と前記抗体
との結合物を測定する測定ステップと、を含むことを特
徴とするタンパク質リン酸化酵素の活性測定方法。
【請求項２】  前記抗体結合ステップの次に、前記抗体
を認識する標識抗体を前記結合物と反応させる２次抗体
結合ステップを含むことを特徴とする、請求項１記載の
タンパク質リン酸化酵素の活性測定方法。
【請求項３】  前記ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵
素がリコンビナントタンパク質であることを特徴とす
る、請求項１または２記載のタンパク質リン酸化酵素の
活性測定方法。
【請求項４】  前記基質がヒトLats2タンパク質の83番
目のアミノ酸を含む全長或いは部分配列であることを特
徴とする請求項１から３のいずれか１項に記載のタンパ
ク質リン酸化酵素の活性測定方法。
【請求項５】  前記基質がリコンビナントタンパク質で
あることを特徴とする請求項１から４のいずれか1項に
記載のタンパク質リン酸化酵素の活性測定方法。
【請求項６】  前記抗体が８３番目のセリン残基がリン
酸化されたヒトLats2タンパク質の７８番目から８７番
目のアミノ酸配列（配列番号１）からなるペプチドを認
識する抗体であることを特徴とする、請求項１から５の
いずれか１項に記載のタンパク質リン酸化酵素の活性測
定方法。
【請求項７】  前記抗体がモノクローナル抗体であるこ
とを特徴とする請求項１から６のいずれか１項に記載の
タンパク質リン酸化酵素の活性測定方法。
【請求項８】  少なくとも、ヒトAurora2タンパク質リ
ン酸化酵素によってリン酸化される基質と、該タンパク
質リン酸化酵素によって該基質をリン酸化して得られる
リン酸化基質のみを認識する抗体と、を含むことを特徴
とする、タンパク質リン酸化酵素の活性測定キット。
【請求項９】  さらに、リン酸化された基質が固相化さ
れる担体を含む請求項8に記載のタンパク質リン酸化酵
素の活性測定キット。
【請求項１０】  前記ヒトAurora2タンパク質リン酸化
酵素を、さらに含むことを特徴とする請求項８または９
に記載のタンパク質リン酸化酵素の活性測定キット。
【請求項１１】  前記抗体を認識する標識抗体を、さら
に含むことを特徴とする、請求項８から１０のいずれか
1項に記載のタンパク質リン酸化酵素の活性測定キッ
ト。
【請求項１２】  前記ヒトAurora2タンパク質リン酸化
酵素がリコンビナントタンパク質であることを特徴とす
る、請求項８から１１のいずれか１項に記載のタンパク
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質リン酸化酵素の活性測定キット。
【請求項１３】  前記基質がヒトLats2タンパク質の83
番目のアミノ酸を含む全長或いは部分配列であることを
特徴とする請求項８から１２のいずれか１項に記載のタ
ンパク質リン酸化酵素の活性測定キット。
【請求項１４】  前記基質がリコンビナントタンパク質
であることを特徴とする請求項８から１３のいずれか１
項に記載のタンパク質リン酸化酵素の活性測定キット。
【請求項１５】  前記抗体が８３番目のセリン残基がリ
ン酸化されたヒトLats2タンパク質の７８番目から８７
番目のアミノ酸配列（配列番号１）からなるペプチドを
認識する抗体であることを特徴とする、請求項８から１
４のいずれか１項に記載のタンパク質リン酸化酵素の活
性測定キット。
【請求項１６】  前記抗体がモノクローナル抗体である
ことを特徴とする請求項８から１５のいずれか１項に記
載のタンパク質リン酸化酵素の活性測定キット。
【請求項１７】  ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素
と化合物を接触させた後に、ヒトAurora2タンパク質リ
ン酸化酵素と、これによってリン酸化される基質を接触
させて、リン酸化基質を合成するリン酸化ステップと、
リン酸化された基質のみを認識する抗体とリン酸化され
た基質を結合させる抗体結合ステップと、リン酸化基質
と前記抗体との結合物を測定する測定ステップと、を含
むことを特徴とするヒトAurora2タンパク質リン酸化酵
素の活性を阻害または促進する化合物をスクリーニング
する方法。
【請求項１８】  前記抗体結合ステップの次に、前記抗
体を認識する標識抗体を前記結合物と反応させる２次抗
体結合ステップを含むことを特徴とする、請求項１７に
記載のヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素の活性を阻
害または促進する化合物をスクリーニングする方法。
【請求項１９】  前記ヒトAurora2タンパク質リン酸化
酵素がリコンビナントタンパク質であることを特徴とす
る、請求項１７または１８に記載のヒトAurora2タンパ
ク質リン酸化酵素の活性を阻害または促進する化合物を
スクリーニングする方法。
【請求項２０】  前記基質がヒトLats2タンパク質の83
番目のアミノ酸を含む全長或いは部分配列であることを
特徴とする請求項１７から１９のいずれか１項に記載の
ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素の活性を阻害また
は促進する化合物をスクリーニングする方法。
【請求項２１】  前記基質がリコンビナントタンパク質
であることを特徴とする請求項１７から２０のいずれか
1項に記載のヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素の活性
を阻害または促進する化合物をスクリーニングする方
法。
【請求項２２】  前記抗体が８３番目のセリン残基がリ
ン酸化されたヒトLats2タンパク質の７８番目から８７
番目のアミノ酸配列（配列番号１）からなるペプチドを
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3
認識する抗体であることを特徴とする、請求項１７から
２１のいずれか１項に記載のヒトAurora2タンパク質リ
ン酸化酵素の活性を阻害または促進する化合物をスクリ
ーニングする方法。
【請求項２３】  前記抗体がモノクローナル抗体である
ことを特徴とする請求項１７から２２のいずれか１項に
記載のヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素の活性を阻
害または促進する化合物をスクリーニングする方法。
【請求項２４】  ８３番目のセリン残基がリン酸化され
たヒトLats2タンパク質の７８番目から８７番目のアミ
ノ酸配列（配列番号１）からなるペプチドを認識する抗
体。
【請求項２５】  モノクローナル抗体である請求項２４
に記載の抗体。
【請求項２６】  請求項２５に記載のモノクローナル抗
体を産生するハイブリドーマ。
【請求項２７】  ハイブリドーマ株３Ｂ１１Ｆ３Ｆ４
（受託番号ＦＥＲＭＰ－１８１７４）である請求項２６
に記載のハイブリドーマ。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、ヒトAurora2タン
パク質リン酸化酵素と、リン酸化された基質アミノ酸を
特異的に認識して結合する抗リン酸化ペプチド抗体との
結合物を定量化することによりタンパク質リン酸化酵素
の活性を測定する方法、活性を測定するためのキット、
活性を測定するための抗体及びヒトAurora2タンパク質
リン酸化酵素の活性を阻害若しくは促進する化合物をス
クリーニングする方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】細胞周期はDNA合成準備期（G1）→DNA合
成期（S）→細胞分裂準備期（G2）→分裂期（M）→G1…
…という4つの時期からなる周期である。このなかでM期
は前期、前中期、中期、後期、終期、細胞質分裂という
順番に、複製された染色体の凝縮・分離・脱凝縮、核膜
の崩壊と再形成、紡錘体形成、細胞質分裂などきわめて
複雑な事象が時間的かつ空間的に秩序正しく起き、均等
に染色体と細胞質が娘細胞に分配される期間である。細
胞が遺伝情報を正確に次の世代に伝えるためには、染色
体複製が正確に完了することが必須である。もし何らか
の原因でDNA複製が遅れたときには細胞周期を停止し、
複製の完了を待つしくみがあり、これをDNA複製のチェ
ックポイントと言う。チェックポイントはG1/S、G2、M
期において作動し、染色体の安定性を維持するための監
視機構である。チェックポイント機構が異常を感知した
場合、細胞周期を停止させると同時に、修復に関わる分
子を活性化する。修復できた場合は再び細胞周期は回り
始めるが、修復不可能な場合は細胞死を誘導し、異常細
胞を除去する。このシステムの破綻は癌の特徴である、
染色体数が過剰或いは不足した異数体(aneuploid)や倍
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数体（polyploidy）と呼ばれる染色体数(ploidy)が異常
となった細胞を生じさせる。 近年、癌の悪性化と深く
関わっている染色体数の異数化を生じる原因として、G2
/M期のチェックポイント機構の問題が注目されている
（参考文献1,2,3、以下同じ）。なかでもM期チェックポ
イントはG1/S、G2期のチェックポイントを何らかの原因
により回避してきた細胞周期を停止させるための最後の
関門である。したがってこのM期チェックポイントの破
綻は、染色体数の変化を起こす原因であるばかりでな
く、そのような異常細胞の生存を許容し、個体にとって
危険な状況を生む原因になると考えられている。したが
ってM期チェックポイントを活性化する薬剤が次世代の
抗癌治療を担うものとして期待されている。
【０００３】Aurora及びIpl1pはそれぞれショウジョウ
バエと出芽酵母においてM期の染色体分離において異常
を起こす原因遺伝子の1つとして同定されたセリン/スレ
オニンリン酸化酵素である。このファミリーはその後の
解析によりM期における分裂装置の重要な構成成分であ
ると共に、M期チェックポイントの制御に中心的な役割
を担っていると考えられるようになっている(4,5,6,
7)。Aurora/Ipl1pファミリーはヒトでは3種類の遺伝子
が報告されている(8,9)。
【０００４】Aurora1（AUR1/ARK2/AIK2/AIM-1/STK12/ST
K-1）は344アミノ酸で構成され、17番染色体短腕13に位
置し、タンパク質量はG2からM期にかけて増加し、タン
パク質リン酸化活性はM期の後期と終期に高く、細胞質
分裂期に出現する中央体に存在することが明らかにされ
ている(10, 11)。
【０００５】Aurora2（AUR2/ARK1/AIK1/BTAK/STK15）は
403アミノ酸で構成され、20番染色体長腕13.2に位置
し、タンパク質量はG2からM期にかけて増加し、タンパ
ク質リン酸化活性はG2期の後半からM期の前期に高く、M
期以外の間期には中心体に位置し、M期の間は分裂装置
の主役である有糸分裂紡錘体に存在することが報告され
ている(10,12,13,14,15,16,17)。
【０００６】Aurora3（AIE2/Aik3/STK13）は309アミノ
酸で構成され、19番染色体長腕13.4に位置し、睾丸特異
的な発現パターンを示すことから減数分裂に関わると予
測されている。M期の後期に中心体に局在していること
が報告されている(18, 19,20)。
【０００７】3種類のAuroraはN末端側に39-129アミノ酸
からなる領域とそれに続きリン酸化酵素活性を示すコン
センサス領域と15-20アミノ酸からなる短いC末端領域を
もつ。N末端領域はほとんど相同性を示さないが、KEN
（リジン-グルタミン酸-アスパラギン）及びQRVL（グル
タミン-アルギニン-バリン-ロイシン）という共通に保
存されたアミノ酸配列を有する事が報告されており、基
質特異性、局在、代謝、或いはAuroraのリン酸化活性の
制御に関与している領域であると予想されている(8, 2
1)。またリン酸化酵素領域は3種類のAuroraで67-76％の
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同一性を示す。なおC末端領域にはD-boxと呼ばれるタン
パク質分解に関与するコンセンサス配列が存在し、実際
にユビキチン/プロテアソーム依存性タンパク質分解シ
ステムによりM期終了とともに急速に分解されることが
報告されている（22, 23）。
【０００８】Auroraはその局在と活性がM期に高いこと
からM期において重要な機能を担うと予測されている、
特筆すべきは3種類のAuroraが癌細胞で過剰発現してい
る点である。なかでもAurora2は、癌患者検体を用いた
解析でAurora2がマップされている染色体20q13領域にお
いて増幅、転座、あるいは欠失という染色体異常が高頻
度に観察されている(10, 12, 15)。Aurora2は、結腸癌
で過剰発現しているリン酸化酵素としてPCRスクリーニ
ング法で最初に単離されたが(10)、これは以前乳癌にお
いて異常増幅が報告されている20番染色体長腕13(20q1
3)におけるアンプリコンで同定されたリン酸化酵素BTAK
（breast-tumor-amplified kinase）と同一の遺伝子で
あった(12)。20q13の増幅は様々な癌で観察されている
が、特に結腸癌、胃癌、乳癌で顕著であることが報告さ
れている(24, 25,26,27,28,29)。約60％の原発結腸癌、
6-18％の原発性乳癌、BRCA2陽性乳癌の約60％で低いレ
ベルの増幅が報告されている。また予後が非常に悪い悪
性の乳癌においては高いレベルで20q13の増幅が報告さ
れている(30)。次にAurora2遺伝子の増幅は52％の原発
性結腸癌と(10)、12％の原発性乳癌で報告されている(1
5)。また培養細胞を用いた解析でも、乳癌、卵巣癌、結
腸癌、前立腺癌、神経芽腫や子宮頚癌などの様々な頚部
癌でAurora2遺伝子の増幅が確認されている(10,15)。更
にAurora2は正常繊維芽細胞をトランスフォームして癌
化させる事が実験的に証明されていることから、20q13
染色体領域における癌遺伝子本体である可能性が極めて
高い(10, 15)。Aurora2特異抗体を用いた病理学的解析
により、血管浸潤性の乳癌において94％もの高い確率で
患部においてのみAurora2タンパク質を検出し、正常部
位においては全く検出できなかったと言う報告がなされ
ている。これは癌細胞の病理診断に用いられているPCNA
の陽性率が40％前後であることを考えると驚異的な数字
である。さらにAurora2タンパク質の局在は細胞質に変
化しており、20q13の遺伝子増幅が観察されない患者検
体においてもAurora2タンパク質の異常発現が観察され
た(31)。これらのことより、Aurora2タンパク質の異常
発現とその蓄積により、M期チェックポイントの破綻を
来たし、中心体形成異常→紡錘体形成異常→染色体分離
異常を生じ癌の特徴的な表現型である異数体に至ると言
う、発癌に関わる点も強く示唆されている。これらの報
告はAurora2を中心とするAuroraファミリーの阻害剤が
有望な抗癌剤になり得る事を示している。
【０００９】ヒトAuroraを介したシグナル伝達系はまだ
明らかにされていない。Auroraタンパク質をリン酸化或
いは脱リン酸化して活性を制御するであろう因子、或い
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はAuroraタンパク質に結合して基質特異性や局在性、或
いは結合することでAuroraタンパク質の活性を制御して
いるであろう因子については今後の研究を待たねばなら
ない。またAuroraがリン酸化する生体内の基質について
もまだ明らかにされていない。しかしながら、これまで
の知見より、Aurora2の過剰発現により、下流のシグナ
ル伝達が過剰に活性化されることが癌化を誘発している
と考えられる。Auroraファミリーはセリン/スレオニン
キナーゼであることより、Auroraを介するシグナル伝達
は標的分子のリン酸化に担われている。Auroraが標的分
子をリン酸化する活性を指標にAuroraのリン酸化活性を
阻害あるいは促進する分子のスクリーニング系の構築は
癌に代表される細胞の異形成によって生じる疾患のみな
らず、形成不全による疾患の治療薬を開発する有効なツ
ールになる。我々は、3種類のヒトAuroraタンパク質の
なかで、最も癌との関係が深いと思われるAurora2に関
してその基質がヒト癌抑制遺伝子Lats2であることを特
定し、この阻害剤或いは促進剤を、安全で簡便かつ迅速
にして大量にスクリーニングするシステムの構築に成功
した。
【００１０】ショウジョウバエの癌抑制遺伝子 lats (l
arge tumor suppressor)/wartsはその欠失により、ショ
ウジョウバエの全身に上皮性の腫瘍が発生することが報
告されている（32,33）。99年にその哺乳動物オーソロ
グLats1もまた癌抑制遺伝子であることが報告された（3
4,35,36,37）。Lats 1は細胞周期依存的にM期にリン酸
化され、cdc2に結合し、そのリン酸化活性を抑制する。
この知見は、他の癌抑制遺伝子である、p53やRbで証明
されてきたようにLats1にも細胞周期を停止させる機能
が存在することを示している。彼らはヒトのLats1がシ
ョウジョウバエのlatsを完全に相補する事、Lats1ノッ
クアウトマウスは軟部組織の肉腫及び卵巣実質に腫瘍が
生じる事を明らかにした。これらのことはlatsがショウ
ジョウバエのみならず、ヒトにおいても癌抑制遺伝子と
して機能していることを強く示している。
【００１１】我々は、マウスの精子形成過程においてmR
NAの発現が誘導される新規遺伝子として、Lats1のヒト
及びマウスホモログを単離し、これをそれぞれヒトLats
2、マウスLats2と命名し、機能解析を行った（38,3
9）。
【００１２】ヒトLats2とマウスLats2の遺伝子産物はそ
れぞれ1088アミノ酸、1042アミノ酸からなり、その C 
末端領域にセリン・スレオニンキナーゼドメイン（40）
を有していた。アミノ酸レベルでのホモロジー検索の結
果、ヒトLats2とマウスLats2のホモロジーは80％であ
り、ヒトLats2とヒトLats1、マウスLats1及びショウジ
ョウバエlatsとのホモロジーは全体でそれぞれ50％、46
％、36％であった。またC末端領域でのホモロジーは、
ヒトLats2とマウスLats2が91％、ヒトLats2とヒトLats
1、マウスLats1及びショウジョウバエlatsはそれぞれ74
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%、74%、69%の高いホモロジーが認められた。しかしな
がらキナーゼドメインよりN末端領域ではヒトLats2とマ
ウスLats2では72％のホモロジーが認められたが、ヒトL
ats2とヒトLats1、マウスLats1及びショウジョウバエla
tsとはそれぞれ33%、25%、17%の低いホモロジーであっ
た。この事は哺乳動物のLats2とLats1は細胞内において
N末端領域に由来する異なった機能がある可能性を示唆
している。Lats2のC末端領域に存在するキナーゼ・ドメ
インを大腸菌において発現させ、精製したリコンビナン
トタンパク質を用いた試験管内リン酸化アッセイによ
り、Lats2はマンガンイオン要求性のセリン・スレオニ
ンキナーゼであり、自己リン酸化活性は存在するが、様
々なリン酸化酵素の良い基質となるヒストンH1、H3、ミ
エリン塩基性タンパク質やβーカゼインなどの外来性タ
ンパク質に対するリン酸化活性は観察されなかった(4
1)。これはこの領域において高い相同性を示すNdr (nuc
lear, Dbf2-related) タンパク質リン酸化酵素で示され
た結果と同じである（42, 43）。また、ホスホアミノ酸
解析によりこの自己リン酸化部位がセリン残基であるこ
とを明らかにした(41)。
【００１３】ヒトLats2 遺伝子は染色体座位は第 13 番
染色体上(13q11-q12)にマップされ、この近傍には癌抑
制遺伝子RB (13q14),BRCA2(13q12-q13)が位置し、多く
の癌患者で LOH  (loss of heterozygosity,ヘテロ接合
性の消失）が見られる領域(44,45,46,47,48,49,50)であ
ることから、Lats2が臨床的にも重要な癌抑制遺伝子で
ある可能性が考えられる（39）。
【００１４】マウスLats2はどの組織でも発現が見らる
が、とりわけ卵巣と精巣 で高い発現がみられた。これ
に対して、ヒトLats2は心臓と筋肉で高い発現が観察さ
れた（39）。
【００１５】ヒトLats2タンパク質に対する特異的モノ
クローナル抗体（3D10）を用いた解析によりLats2タン
パク質はおよそ125 kDaの移動度を示し、HeLa細胞など
幾つかの細胞株においてリン酸化によるバンドシフトが
確認された(39)。さらに、同調した培養細胞を用いて細
胞周期におけるLats2タンパク質の発現とリン酸化シフ
トを調べた。その結果、Lats2タンパク質の発現は細胞
周期依存的な変動は認められなかったが、リン酸化状態
はG0期以外の細胞周期で常にリン酸化されているもの
の、M期（分裂期）にはリン酸化状態が亢進された。興
味深いことに、微小管重合阻害剤であるノコダゾールで
処理すると、通常の細胞周期では見られない高リン酸化
シフトが観察された(41)。このことはヒトLats2タンパ
ク質が細胞周期、特に分裂期の進行において重要な機能
を担っている可能性を示唆している。また3D10抗体を用
いた間接蛍光抗体法により Lats2タンパク質は間期にお
いて核に局在することが明らかになった(41)。これは L
ats2タンパク質が分画した核画分から塩濃度依存的に溶
出されてくることとよく一致する(39,41)。
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【００１６】以上の知見より、セリン/スレオニンリン
酸化酵素であるヒトLats2タンパク質はリン酸化/脱リン
酸化によって厳密に機能が制御されており、特にM期に
おいてリン酸化レベルが上昇することから細胞周期に関
与するリン酸化酵素によるリン酸化制御を受けていると
考察された。そして前述のAurora2によってLats2は少な
くとも2箇所以上がリン酸化され、そのうち83番目のセ
リン残基がリン酸化の標的になっていることを発見し
た。Lats2の83番目のセリン残基のリン酸化はG1/S期に
おいて顕著である。83番目のセリン残基のリン酸化がLa
ts2の機能にどのような影響を与えるか今後の検討を待
たなければならないが、Lats2の基質特異性、リン酸化
活性、局在あるいは代謝に関与することが明らかになれ
ば、Aurora2の活性測定以外にも、生理検体を用いてLat
s2の83番目のセリン残基のリン酸化状態を検出すること
で、疾患との関連性を探る診断スクリーニングとしての
用途も示唆される。
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【００１８】
【発明が解決しようとする課題】これまでタンパク質リ
ン酸化酵素の活性測定においては、放射性同位元素であ
る32Pで標識された[γ-32P] ATPを用い、放射性同位元
素ラベルされたリン酸基が基質に転移される活性を測定
する。その操作手順の概略は、1）リン酸化酵素と阻害
剤或いは促進剤候補物質との接触  2） 1）と[γ-32P] 
ATPと基質との接触  3）リン酸基転移反応に利用されな
かった[γ-32P] ATPの除去  4）放射性同位元素ラベル
された基質の検出、という段階を経て通常行われる。こ
のため、放射性同位元素を用いて活性測定を実施するに
あたり、科学技術庁の許可を得た特別な施設が必要とな
り、放射性同位元素の厳重な管理、使用者の制限、定期
的な健康チェックなどの多くの制約が課せられる。また
放射性同位元素には半減期という制約が存在する上に、
これら実験を行う実施者に精神的苦痛が生じることも忘
れてはならない。したがって、安全で簡易かつ迅速に大
量の候補物質のスクリーニングを行うことが困難であっ
た。
【００１９】本発明は、上述の問題点を解決すべく、安
全で簡易かつ迅速に、ヒトAurora2のリン酸化酵素活性
を測定できる、タンパク質リン酸化酵素の活性測定方
法、タンパク質リン酸化酵素の活性測定キット、タンパ
ク質リン酸化酵素の活性を測定するための抗体、タンパ
ク質リン酸化酵素の活性を阻害または促進する化合物を
スクリーニングする方法を提供することを目的とする。
【００２０】
【課題を解決するための手段】本発明者はヒトAurora2
がヒトLats2タンパク質の少なくとも2箇所以上をリン酸
化することを発見し、そのうちの1個所についてリン酸
化されるアミノ酸残基を特定した。このリン酸化アミノ
酸特異的な抗体を用いることで、放射性同位元素を用い
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ることなくAurora2リン酸化酵素活性測定系の構築に至
った。
【００２１】すなわち、本発明は、
（１）  ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素と、これ
によってリン酸化される基質を接触させて、リン酸化基
質を合成するリン酸化ステップと、リン酸化された基質
のみを認識する抗体とリン酸化された基質を結合させる
抗体結合ステップと、リン酸化基質と前記抗体との結合
物を測定する測定ステップと、を含むことを特徴とする
タンパク質リン酸化酵素の活性測定方法。
（２）  前記抗体結合ステップの次に、前記抗体を認識
する標識抗体を前記結合物と反応させる２次抗体結合ス
テップを含むことを特徴とする、（１）記載のタンパク
質リン酸化酵素の活性測定方法。
（３）  前記ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素がリ
コンビナントタンパク質であることを特徴とする、
（１）または（２）記載のタンパク質リン酸化酵素の活
性測定方法。
（４）  前記基質がヒトLats2タンパク質の83番目のア
ミノ酸を含む全長或いは部分配列であることを特徴とす
る（１）から（３）のいずれかに記載のタンパク質リン
酸化酵素の活性測定方法。
（５）  前記基質がリコンビナントタンパク質であるこ
とを特徴とする（１）から（４）のいずれかに記載のタ
ンパク質リン酸化酵素の活性測定方法。
（６）  前記抗体が８３番目のセリン残基がリン酸化さ
れたヒトLats2タンパク質の７８番目から８７番目のア
ミノ酸配列（配列番号１）からなるペプチドを認識する
抗体であることを特徴とする、（１）から（５）のいず
れかに記載のタンパク質リン酸化酵素の活性測定方法。
（７）  前記抗体がモノクローナル抗体であることを特
徴とする（１）から（６）のいずれかに記載のタンパク
質リン酸化酵素の活性測定方法。
（８）  少なくとも、ヒトAurora2タンパク質リン酸化
酵素によってリン酸化される基質と、該タンパク質リン
酸化酵素によって該基質をリン酸化して得られるリン酸
化基質のみを認識する抗体と、を含むことを特徴とす
る、タンパク質リン酸化酵素の活性測定キット。
（９）  さらに、リン酸化された基質が固相化される担
体を含む（８）に記載のタンパク質リン酸化酵素の活性
測定キット。
（１０）  前記ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素
を、さらに含むことを特徴とする（８）または（９）に
記載のタンパク質リン酸化酵素の活性測定キット。
（１１）  前記抗体を認識する標識抗体を、さらに含む
ことを特徴とする、（８）から（１０）のいずれかに記
載のタンパク質リン酸化酵素の活性測定キット。
（１２）  前記ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素が
リコンビナントタンパク質であることを特徴とする、
（８）から（１１）のいずれかに記載のタンパク質リン
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酸化酵素の活性測定キット。
（１３）  前記基質がヒトLats2タンパク質の83番目の
アミノ酸を含む全長或いは部分配列であることを特徴と
する（８）から（１２）のいずれかに記載のタンパク質
リン酸化酵素の活性測定キット。
（１４）  前記基質がリコンビナントタンパク質である
ことを特徴とする（８）から（１３）のいずれかに記載
のタンパク質リン酸化酵素の活性測定キット。
（１５）  前記抗体が８３番目のセリン残基がリン酸化
されたヒトLats2タンパク質の７８番目から８７番目の
アミノ酸配列（配列番号１）からなるペプチドを認識す
る抗体であることを特徴とする、（８）から（１４）の
いずれかに記載のタンパク質リン酸化酵素の活性測定キ
ット。
（１６）  前記抗体がモノクローナル抗体であることを
特徴とする（８）から（１５）のいずれかに記載のタン
パク質リン酸化酵素の活性測定キット。
（１７）  ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素と化合
物を接触させた後に、ヒトAurora2タンパク質リン酸化
酵素と、これによってリン酸化される基質を接触させ
て、リン酸化基質を合成するリン酸化ステップと、リン
酸化された基質のみを認識する抗体とリン酸化された基
質を結合させる抗体結合ステップと、リン酸化基質と前
記抗体との結合物を測定する測定ステップと、を含むこ
とを特徴とするヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素の
活性を阻害または促進する化合物をスクリーニングする
方法。
（１８）  前記抗体結合ステップの次に、前記抗体を認
識する標識抗体を前記結合物と反応させる２次抗体結合
ステップを含むことを特徴とする、（１７）に記載のヒ
トAurora2タンパク質リン酸化酵素の活性を阻害または
促進する化合物をスクリーニングする方法。
（１９）  前記ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素が
リコンビナントタンパク質であることを特徴とする、
（１７）または（１８）に記載のヒトAurora2タンパク
質リン酸化酵素の活性を阻害または促進する化合物をス
クリーニングする方法。
（２０）   前記基質がヒトLats2タンパク質の83番目の
アミノ酸を含む全長或いは部分配列であることを特徴と
する（１７）から（１９）のいずれかに記載のヒトAuro
ra2タンパク質リン酸化酵素の活性を阻害または促進す
る化合物をスクリーニングする方法。
（２１）  前記基質がリコンビナントタンパク質である
ことを特徴とする（１７）から（２０）のいずれかに記
載のヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素の活性を阻害
または促進する化合物をスクリーニングする方法。
（２２）  前記抗体が８３番目のセリン残基がリン酸化
されたヒトLats2タンパク質の７８番目から８７番目の
アミノ酸配列（配列番号１）からなるペプチドを認識す
る抗体であることを特徴とする、（１７）から（２１）
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のいずれかに記載のヒトAurora2タンパク質リン酸化酵
素の活性を阻害または促進する化合物をスクリーニング
する方法。
（２３）  前記抗体がモノクローナル抗体であることを
特徴とする（１７）から（２２）のいずれかに記載のヒ
トAurora2タンパク質リン酸化酵素の活性を阻害または
促進する化合物をスクリーニングする方法。
（２４）  ８３番目のセリン残基がリン酸化されたヒト
Lats2タンパク質の７８番目から８７番目のアミノ酸配
列（配列番号１）からなるペプチドを認識する抗体。
（２５）  モノクローナル抗体である（２４）に記載の
抗体。
（２６）  （２５）に記載のモノクローナル抗体を産生
するハイブリドーマ。
（２７）  ハイブリドーマ株３Ｂ１１Ｆ３Ｆ４（受託番
号ＦＥＲＭ Ｐ－１８１７４）である（２６）に記載の
ハイブリドーマ。である。
【００２２】
【発明の実施の形態】以下、本発明を詳細に説明する。
汎用されている手法についてはJ. Sambrook,E. F. Frit
sch & T. Maniatis (1989) Molecular Cloning, a labo
ratory manual, second edition, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press； Ed Harlow andDavid Lane (1988) 
Antibodies, a laboratory manual,  Cold Spring Harb
or Laboratory Press； 大海忍、辻村邦夫、稲垣昌樹
（1994）細胞工学別冊 実験プロトコールシリーズ 抗ペ
プチド抗体実験プロトコール 株式会社 秀潤社； 右田
俊介、紺田進、本庶佑、濱岡利之（1995）免疫実験操作
法Ｉ・ＩＩ、株式会社南江堂等の当業者によく知られた
成書に従って行なえばよい。
【００２３】ヒトAurora２は、ヒト組織から単離精製さ
れたものでもよいし、リコンビナントタンパク質でもよ
い。リコンビナントタンパク質を用いれば、天然のヒト
Aurora2を入手する必要がなく安定的にリコンビナント
ヒトAurora2をリン酸化活性の測定に供給することがで
きる。
【００２４】リコンビナントヒトAurora２は、例えば以
下のような方法で得ることができる。
【００２５】ヒトAurora２遺伝子の塩基配列情報を基
に、ヒトAurora２遺伝子を増幅するためのプライマーを
合成し、ヒト組織細胞のｃＤＮＡライブラリーから、遺
伝子増幅法により、ヒトAurora２遺伝子を単離すること
ができる。この際、プライマーは、ＤＮＡ合成装置を用
いた通常の化学合成により得ることができる。遺伝子増
幅は、PCR法が一般的であるが、その他当業者に知られ
た遺伝子増幅法を用いることもできる。
【００２６】遺伝子増幅産物を、適当な制限酵素とリガ
ーゼを用いる通常の方法でベクターに組込みことができ
る。
【００２７】用いるベクターは、宿主中で複製可能なも
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のであれば特に限定されず、例えば、プラスミドＤＮ
Ａ、ファージＤＮＡ等があげられる。プラスミドＤＮＡ
としては、ｐＢＲ３２２，ｐＢＲ３２５、ｐＵＣ１１
８、ｐＵＣ１１９等の大腸菌由来のプラスミド、ｐＵＢ
１１０等の枯草菌由来のプラスミド、ＹＥｐ１３、ＹＣ
ｐ５０等の酵母由来のプラスミドなどがあげられ、ファ
ージＤＮＡとしては、λファージ等があげられる。さら
に、レトロウイルスまたはワクシニアウイルス等の動物
ウイルス、バキュロウイルス等の昆虫ウイルスベクター
も使用することができる。また、発現ベクターとして、
原核生物遺伝子融合ベクターも好ましく、例えば、グル
タチオン-S-トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）を含むｐＧ
ＥＸ４Ｔ－１等が利用できる。
【００２８】宿主も本発明の遺伝子を発現できるもので
あれば限定されず、例えば、大腸菌、枯草菌、酵母およ
び動物細胞などが用いられる。プロモーターおよびター
ミネーターに関しても該ベクターを用いて形質転換する
宿主に対応したものであれば特に限定されず、宿主に応
じて適切な組み合わせを選択することができる。
【００２９】ベクターの宿主細胞への導入も塩化カルシ
ウムを用いる方法、エレクトロポーレーション法等の通
常の方法により行うことができ、これらの方法により形
質転換体を得ることができる。
【００３０】塩基配列の決定は、例えば、マキサム・ギ
ルバート法（Maxam,A.M. andGilbert, W., Proc.Natl. 
Acad.Sci. USA., 74,560, 1977）又はジデオキシ法（Me
ssing, J et al., Nucl.Acids Res., 9,309, 1981）等
により行うことができる。これらの原理を応用した塩基
配列自動解析装置を用いて配列を決定することもでき
る。
【００３１】得られた形質転換体は、通常の方法により
培養することができ、本発明遺伝子によりコードされる
目的のタンパク質が生産、発現される。培養時の培地と
しては、宿主細胞に応じて通常使用されるものを適宜使
用でき、培養条件も宿主細胞の生育に適した条件を適宜
採用することができる。
【００３２】リコンビナントタンパク質は、各種の分離
精製方法により、分離・精製することができる。例え
ば、硫酸アンモニウム沈殿、ゲルろ過、イオン交換クロ
マトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー等
を単独でまたは適宜組合せて用いることができる。この
際、発現産物がＧＳＴ等との融合タンパク質として発現
される場合は、目的タンパク質と融合しているタンパク
質の性質を利用して精製することもできる。例えば、Ｇ
ＳＴはグルタチオンに対して親和性を有するので、グル
タチオンを担体に結合させたカラムを用いるアフィニテ
ィークロマトグラフィーにより効率的に精製することが
できる。この場合、以下に述べるリン酸化反応も融合タ
ンパク質として用いることも可能である。
【００３３】得られたAurora2のリン酸化酵素活性は、
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適当な基質を用いて測定することができる。例えば、ヒ
トAurora２は外来性のＭＢＰ（ミエリン塩基性タンパク
質）をリン酸化することが知られているので、ＭＢＰを
基質として用いることができる。活性の測定は該基質の
リン酸化の程度を測定することにより可能である。例え
ば、リン酸化酵素活性を測定しようとするAurora2、前
記基質および32Ｐ標識ＡＴＰを適当な温度で適当な時間
接触させ、32Ｐの取り込みをオートラジオグラフィで検
出することにより、リン酸化酵素活性を測定することが
できる。
【００３４】また、ペプチドを基質に用いた場合にはリ
ン酸化反応の後に、カルボキシルペプチダーゼ等により
限定分解し、マススペクトルに供することによりリン酸
化部位の決定およびリン酸化の程度を検出することもで
きる。
【００３５】また、ヒトAurora2は、ヒトAurora2のアミ
ノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、
置換若しくは付加されたアミノ酸配列を有し、かつヒト
Aurora2タンパク質リン酸化酵素活性を有するタンパク
質でもよい。さらに、ヒトAurora2のリン酸化活性を有
する部分ペプチドも用い得る。
【００３６】ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素の基
質としては、ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素によ
りリン酸化されるものならば特定のものに限られない
が、例えば、ショウジョウバエ癌抑制遺伝子のホモログ
であるLats2タンパク質が用いられる。Lats2タンパク質
は、ヒト由来のものが望ましいがマウス等由来のLats2
タンパク質も用いることができる。
【００３７】Latsタンパク質は、適当な組織から単離精
製したものでもよいし、リコンビナントタンパク質でも
よい。リコンビナントタンパク質を用いれば、天然のLa
ts２タンパク質を入手する必要がなく安定的にリコンビ
ナントLats2タンパク質をリン酸化活性の測定に供給す
ることができる。
【００３８】例えば、ヒトLats２リコンビナントタンパ
ク質は以下のようにして調製することができる。
【００３９】ヒトLats2遺伝子DNAを適当な発現ベクター
に組み込み、該ベクターを適当な宿主細胞に移入するこ
とにより形質転換体を得ることができる。ベクター、宿
主細胞は特定のものに限られず、上に述べたものを用い
ることができる。この形質転換体を培養することによっ
て、ヒトLats2タンパク質を製造することができる。
【００４０】Lats2タンパク質は、アミノ酸の全長配列
を有していてもよいし、またリン酸化の標的となり得る
部分を少なくとも有する部分ペプチドであってもよい。
また、Lats2タンパク質は、Lats2タンパク質のアミノ酸
配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換
若しくは付加されたアミノ酸配列を有し、かつヒトAuro
ra2タンパク質リン酸化酵素によりリン酸化され得るタ
ンパク質でもよい。また、GST等との融合タンパク質と
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して発現させることもでき、この融合タンパク質を基質
として用いることもできる。
【００４１】ヒトLats２タンパク質では、８３番目のア
ミノ酸がリン酸化されるので、８３番目のアミノ酸を含
むペプチドが基質として用いることができる。例えば、
ヒトLats2タンパク質の７９番目から１１８番目までの
アミノ酸を含むペプチド、７９番目から２５７番目まで
のアミノ酸を含むペプチド、マウスLats2タンパク質
は、７８番目から１１７番目及び１５１番目から４３６
番目のアミノ酸の領域が、リン酸化される領域であり、
またはこれらの配列を含むペプチドが基質として用い得
る。
【００４２】ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素によ
りリン酸化される基質がリン酸化された場合にのみ特異
的に該基質を認識して結合するが、リン酸化されていな
い基質を認識しない抗体を作製する。抗体は、モノクロ
ーナル抗体であっても、ポリクローナル抗体であっても
よい。また、抗体は、完全抗体であっても、Fab、F(a
b)'等のフラグメントであってもよい。基質は、ヒトAur
ora2タンパク質リン酸化酵素によりリン酸化されるもの
であれば何でもよい。例えば、ヒトLats2タンパク質が
用いられる。
【００４３】リン酸化された基質の全部またはリン酸化
された部分を含む一部断片を免疫原として、当業者によ
く知られた方法に従い、所望の抗体を得ることができ
る。例えば、免疫原として、リン酸化されたアミノ酸を
含むペプチドを使用することができ、該ペプチドは少な
くとも５個のアミノ酸を含むことが望ましい。該ペプチ
ドは基質タンパク質を断片化して得ることもできるし、
化学合成により得ることもできる。また、該ペプチドに
ペプチドをキャリアタンパク質に結合するための残基、
例えばシステイン残基を付加してもよい。基質がヒトLa
ts2タンパク質の場合、８３番目のセリン残基がリン酸
化されるので、このセリン残基を含むペプチドを免疫原
として用いることができ、例えばヒトLats２タンパク質
の７８番目から８７番目のアミノ酸配列（配列番号２、
アミノ酸配列REIRYSLLPF）を有し、８３番目のセリン残
基（配列番号２で表されるアミノ酸配列の６番目のセリ
ン残基）がリン酸化されているペプチド（配列番号１、
アミノ酸配列：REIRYS(ｐ）LLPF）、配列番号１で表さ
れるペプチドの末端にペプチドをキャリアタンパク質に
結合するためにシステイン残基を導入したペプチド（Hs
Lats2-S83、配列番号４、アミノ酸配列CREIRYSLLPF）の
アミノ酸番号７のセリンがリン酸化されたもの（配列番
号３、phospho-HsLats2-S83、アミノ酸配列：CREIRYS
(ｐ）LLPF）を用いることができる。この場合、ヒトLat
s2のアミノ酸配列８３番目のセリン残基がリン酸化され
たヒトLats2の８３番目のリン酸化されたセリン残基を
含むエピトープ、即ち配列番号１で表されるペプチドに
含まれるエピトープを認識する抗体が得られる。免疫原
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として用いるペプチドの分子量が小さい場合、例えば
５，０００～１０，０００以下の場合には、キャリアタ
ンパク質と結合させて用いるのが望ましい。キャリアタ
ンパク質として、アルブミン、ミオグロビン、ヘモシア
ニン、グロブリン等が用いられる。キャリアタンパク質
とペプチドは、当業者に周知の方法により結合させるこ
とができる。
【００４４】このようにして調製した免疫原をマウス、
モルモット、ウサギ、ヤギ等の動物の皮下、筋肉内、腹
腔内、静脈等に複数回接種し、十分に免疫した後に動物
から採血し、ポリクローナル抗体を得ることができる。
この際、フロイントの完全アジュバント等の公知のアジ
ュバントを使用することもできる。
【００４５】モノクローナル抗体も例えば、ケーラーと
ミルステインの方法（Kohler, G. and Milstein, C., N
ature, 256, 495-497, 1975）等の公知の方法により作
製し得る。例えば、ヒトLats2タンパク質で免疫したマ
ウスの脾細胞またはリンパ節細胞とマウスのミエローマ
細胞との細胞融合により得られるハイブリドーマを作製
し、該ハイブリドーマの培養上清又は該ハイブリドーマ
を腹腔内に投与したマウスの腹水から調製することがで
きる。被免疫動物は、マウスに限定されずラット、モル
モット等も利用可能である。ミエローマ細胞は、一般に
被免疫動物と同種の動物より得られたものを用いるが、
異種間でも可能な場合がある。また、免疫されていない
動物の脾細胞またはリンパ節をin vitroで免疫して、感
作細胞を得ることもできる。ハイブリドーマのスクリー
ニングは、種々の免疫化学的方法で実施することがで
き、例えばELISA法、ウエスタンブロット法等が利用で
きる。ハイブリドーマ上清またはマウス腹水からのモノ
クローナル抗体の調製は、当業者に知られた免疫グロブ
リン精製法を用いればよく、例えば、硫安分画法、イオ
ン交換クロマトグラフィー、アフィニティクロマトグラ
フィー等により行うことができる。
【００４６】モノクローナル抗体として、例えば抗phos
pho-HsLats2-S83モノクローナル抗体産生ハイブリドー
マ株3B11F3F4(受託番号FERM P-18174)の産生するものを
用いることができる。
【００４７】また、得られたポリクローナル抗体から
は、リン酸化された基質のみを認識する抗体を精製する
必要があり、当業者に知られた方法で精製することがで
きる。例えば、硫安分画法、免疫原を利用したアフィニ
ティークロマトグラフィー等を必要に応じ適宜組み合わ
せて行うことができる。アフィニティークロマトグラフ
ィーは、リン酸化基質を結合させたカラム（特異反応抗
体精製用カラム）や非リン酸化基質を結合させたカラム
（非特異反応抗体吸収用カラム）を用いて行うことによ
り、リン酸化基質のみに結合する抗体画分が効率よく精
製できる。
【００４８】調製した抗体の力価検定及び特異性検定
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は、ELISA（Enzyme Linked Immunosorbent Assay)など
のEIA（Enzyme Immunoassay）、RIA（Radio Immunoassa
y）等の当業者に知られた方法で行うことができる。
【００４９】ヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素によ
る基質のリン酸化は、リン酸化バッファーを用いて行わ
れる。リン酸化バッファーとしては、当業者に知られた
ものを用いることができ（Bischoff JR et al., EMBO 
J, 1998, 17(11): 3052-3065;Kimura M et al., J Biol
 Chem, 1997, 272(21): 13766-13711)、これを適宜修飾
して用いることもできる。例えば、20 mM Tris-HCl, pH
7.4、10 mM MgCl

2
、5mM MnCl

2
、1 mM DTT、20 μM AT

P、10 mM β-glycerophospate、1 mM NaF、100μM Na
3
V

O
4
が挙げられるが、これに限定されるものではない。
【００５０】このようにして得られたリン酸化された基
質を認識する抗体を使用して、Aurora2タンパク質リン
酸化酵素活性を測定することが可能になる。その方法と
しては、当業者に知られた抗原-抗体反応を利用した抗
原を検出・定量する方法を採用すれば特に限定されない
が、例えばサンドイッチ法、競合法などが挙げられる。
これらの方法においては、リン酸化された基質、リン酸
化された基質に対する抗体（１次抗体）または１次抗体
に対する抗体（２次抗体）が系に応じて標識されて用い
られる。標識は、酵素、蛍光物質、金属、色素等を使用
して、当業者に知られた方法により行うことができる。
【００５１】例えば、以下に説明するサンドイッチ法に
よりリン酸化活性を測定することができる。サンドイッ
チ法においては、リン酸化基質が固相担体に固相化され
る。基質のリン酸化は、基質の固相化の後に行われても
よいし、あらかじめリン酸化された基質を固相化しても
よいが、基質を固相化した担体を用いてリン酸化反応と
その後のアッセイを連続して行うのが効率的である。基
質のリン酸化は、上述の方法により行われる。固相化担
体としては、マイクロタイタープレート、樹脂ビーズ、
磁性化ビーズ等が用いられ、物理吸着や化学結合によっ
て固相化することができる。
【００５２】基質の固相化量は、特に限定されないが担
体がマイクロタイタープレートの場合、１ウェル当たり
数ngから数十μｇが望ましい。
【００５３】固相化は固相化すべき基質を適切なバッフ
ァーに溶解し、担体と接触させ行うことができる。例え
ば、マイクロタイターウェルを用いる場合、基質溶液を
ウェルに分注し一定時間置くことにより固相化すること
ができる。基質を固相化した後は、アッセイ中の非特異
的結合を防ぐためにBSA等を含んだブロッキング溶液を
用いてブロッキングを行うのが望ましい。
【００５４】次いで、固相化したリン酸化基質とリン酸
化基質に対する抗体（１次抗体）とを反応させ、リン酸
化基質-抗体結合物を生成させる。洗浄後、１次抗体と
結合し得る２次抗体を反応させる。この２次抗体は様々
な標識酵素によって標識された物、例えば、β-D-ガラ
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クトシダーゼ、ペルオキシダーゼ、アルカリフォスファ
ーターゼやグルコースオキシダーゼなどで標識された２
次抗体を用いれば良い。また用いた標識酵素の酵素活性
を利用して発色或いは比色させて検出を行う。感度を考
えた場合ペルオキシダーゼ標識2次抗体を用いる事が推
奨される。また標識抗体（２次抗体）を用いる利点は、
リン酸化基質ペプチドに結合した1次抗体が少ない場合
でも、多数の標識抗体（２次抗体）が結合する事で、よ
りリン酸化を高感度で検出可能となることである。ただ
し、必ずしも２次抗体結合ステップは必要ではなく、１
次抗体を標識する事で簡略化することも可能である。例
えば、標識した免疫グロブリンに対する抗体が２次抗体
として用いることができる。また、標識２次抗体の代わ
りに標識したプロテインＡ、プロテインＧ等も用いるこ
とができる。洗浄後、標識抗体のシグナルを測定するこ
とにより、Aurora2タンパク質リン酸化酵素のリン酸化
活性を測定することができる。リン酸化活性とシグナル
の大きさはサンドイッチ法では比例関係にあり、競合法
では反比例関係にある。
【００５５】リン酸化活性は、あらかじめまたは同時に
作成した検量線に基づいて定量することができる。検量
線は、例えばヒトAurora2タンパク質リン酸化酵素の希
釈系列を調製して、リン酸化反応-抗原抗体反応を行わ
せることによって作成できるし、またリン酸化の程度が
判明している基質を標準試料として反応を行わせて作成
することもできる。
【００５６】シグナルの測定は、アッセイ系に応じた信
号読取装置、例えばマイクロプレートリーダーを用いて
行うことができる。
【００５７】サンドイッチ法の一例として、固相酵素免
疫検定法（ELISA)が挙げられ、多数のウェル（例えば、
９６穴）を有するマイクロタイタープレートに基質を固
相化させ、ウェル中でリン酸化反応、抗原抗体反応を連
続的に行わせることにより一度に大量測定が可能にな
る。また、用いるリン酸化酵素、基質および抗体の使用
量を非常に少なくすることも可能である。さらに、さら
に全自動EIA測定装置（MAOS2, MBL社）やラボラトリー
オートメーションシステム（Biomek2000, BECKMAN社）
などの自動測定機器を用いる事も可能になる。
【００５８】本発明は、上記リン酸化酵素測定方法を可
能にするキットの提供をも目的とするが、該キットは少
なくとも該リン酸化酵素の基質、該リン酸化酵素により
リン酸化された該基質に特異的に結合し得る抗体を含
む。
【００５９】該キットは、基質を固相化する担体を含ん
でいてもよく、基質があらかじめ担体に結合していても
よい。該キットは、さらに該リン酸化酵素またはリン酸
化酵素によりリン酸化された基質に特定的に結合し得る*
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*抗体（１次抗体）に結合する標識された抗体（２次抗
体）を含んでいてもよい。標識が酵素により行われる場
合は、該酵素の基質も含み得る。さらに、適宜、ブロッ
キング溶液、リン酸化溶液、抗体希釈液、基質希釈液、
反応溶液、反応停止液、対照試料、検量線作成用標準試
料等を含んでいてもよい。基質、１次抗体、２次抗体、
固相化担体、リン酸化酵素は上に述べたものを用いるこ
とができる。
【００６０】本発明は、ヒトAurora2タンパク質リン酸
化酵素活性阻害剤または促進剤のスクリーニング方法を
も提供する。阻害剤または促進剤の候補物質とヒトAuro
ra2タンパク質リン酸化酵素を接触させたものを、試料
として上述のリン酸化酵素活性測定法を行うことによ
り、阻害剤または促進剤のスクリーニングを行うことが
可能である。
【００６１】上述のELISAを用いてスクリーニングを行
うことにより、一度に多数の阻害剤または促進剤候補物
質をスクリーニングすることができるし、またこれらの
物質の使用量を非常に少なくすることも可能である。
【００６２】従って、本発明を用いることによって32P
のような放射性同位元素を用いることなくAurora2リン
酸化酵素の活性測定をより、安全に迅速かつ簡便で大量
に測定することが可能になる。この結果、Aurora2のリ
ン酸化活性を阻害する阻害剤、あるいは促進させる促進
剤のスクリーニングを迅速に行うことができる。
【００６３】また本発明で提供されるシステムではヒト
Lats2タンパク質の79番目から257番目のアミノ酸をコー
ドするタンパク質を基質の1つとして提案するもので、
検出にはヒトLats2タンパク質の83番目のセリン残基の
リン酸化を特異的に認識して結合する特異抗体を提供す
る物であるので、ヒトLats2タンパク質の83番目のセリ
ン残基を特異的にリン酸化する酵素であればAurora2に
限らず、そのタンパク質リン酸化活性を測定することも
可能である。
【００６４】
【実施例】以下、実施例により本発明をさらに詳しく説
明するが、本発明はこれらの実施例により何ら限定され
るものではない。
【００６５】実施例1  ヒトAurora遺伝子のクローニン
グとタンパク質精製
1-1  Aurora遺伝子の単離
1-1-1  プライマーの設定
3種類のヒトAurora遺伝子、すなわちAurora1（全長344
アミノ酸）、Aurora2 (全長403アミノ酸）、Aurora3
（全長309アミノ酸）をコードするcDNA配列を増幅する
ため、以下に示すプライマーを合成した。GenBank Acce
ssion numberはそれぞれAB011450、AF008551、AF054621
である。

Aurora1-F1: 5'-ATA GGA TCC ATG GCC CAG
 AAG GAG AAC TCC-3'
Aurora1-R1: 5'-ATA CTC GAG TCA GGC GAC
 AGA TTG AAG GGC-3'
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Aurora2-F1: 5'-GGA GGA TCC ATG GAC CGA
 TCT AAA GAA AAC-3'
Aurora2-R1: 5'-CCA CTC GAG AGA CTG TTT
 GCT AGC TGA TTC-3'
Aurora3-F1: 5'-ATA GGA TCC ATG AGC TCC
 CCC AGA GCT GTG GTG-3' 
Aurora3-R1: 5'-ATA CTC GAG TCA GGA AGC
 CAT CTG AGC ACA GGG-3'
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5'側の3つの塩基は制限酵素処理を円滑に行わせるため
に付加した。5'側4番目から9番目までのGGATCCとCTCGAG
はそれぞれ制限酵素BamH IとXho Iサイトである。
【００６６】1-1-2  PCR
鋳型cDNAとしてAurora1とAurora2はヒト胎盤由来の、Au
rora3はヒト睾丸由来のcDNAライブラリーを用い、耐熱
性DNAポリメラーゼに添付された能書に従いPCR法にてヒ
トAurora cDNAをPCR産物として増幅した。反応は、Gene
Amp PCR System 2400 (PERKINELMER社製)を用い、下記
のプログラムで行った：
a）94℃ 5分
b）94℃ 1分、55℃ 2分、72℃ 3分を1サイクル
c）94℃ 1分、65℃ 1分、72℃ 2分を35サイクル
d）72℃ 10分
反応後、増幅されたPCR産物を1 %アガロース電気泳動に
よって確認した。
【００６７】1-1-3  大腸菌発現ベクターへのクローニ
ング
増幅されたPCR産物を、常法に従い制限酵素BamHIとXhoI
で処理後、アガロースゲル電気泳動にて分離し、目的の
サイズのバンドを切り出した。これをGENECLEAN II KIT
 (BIO 101社製)にて精製した。これを予め制限酵素BamH
IとXhoIで処理後、同様に精製した大腸菌発現ベクターp
GEX4T-1(Amersham-Pharmacia社製)へ、ライゲーション
し、pGEX4T1-Aurora1、pGEX4T1-Aurora2野生型（以下W
T, wild type）とpGEX4T1-Aurora3を得た。これを用い
て大腸菌株（DH5α）を形質転換し複数のシングルコロ *
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*ニーを取得した。シングルコロニーからプラスミドDNA
を精製しAurora遺伝子の塩基配列をサンガー法に基づ
き、オートシークエンサーで行い、データベース上に公
開されているAuroraの塩基配列と比較してそれぞれ同一
であることを確認した。
【００６８】1-2  非活性型ヒトAurora2の構築
一般にリン酸化酵素はコンセンサス領域を持ち、これは
11個のサブドメインより構成されており、それぞれの機
能領域の研究が進んでいる（Hanks SK et al.,Science,
 241(4861): 42-52）。例えばAurora2では、サブドメイ
ンIIに位置する162番目のリジン（K）残基はプロトント
ランスファーに必須のアミノ酸であり、これをメチオニ
ン（M）やアルギニン（R）などに置換することで、Auro
ra2のリン酸化活性を消失させた非活性型Aurora2を人為
的に作製することが可能である（Bischoff JR et al., 
EMBO J, 1998, 17(11): 3052-3065）。ここでは、サブ
ドメインVII内でATP結合に必須な領域に含まれるアミノ
酸である273番目のアスパラギン酸（D）をグルタミン酸
（E）に置換することで非活性型Aurora2（以下Aurora2 
KD, kinase deadと記す）を構築し、ここれをAurora2に
よるリン酸化活性測定系のネガティブコントロールに用
いた。
【００６９】1-2-1  Aurora2 KD プライマーの設定
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (STRATAGE
NE社製)を用いて１アミノ酸置換非活性型ヒトAurora2を
構築するために以下のプライマーを合成した。

Aurora2-F2: 5'-GGA GAG CTT AAA ATT GCA
 GAA TTT GGG TGG-3'
Aurora2-R2: 5'-ATG TAC TGA CCA CCC AAA
 TTC TGC AAT TTT3'

下線は一塩基置換部位を示す。プライマーはAurora2-F2
の5’側から10番目から30番目までが、Aurora2-R2の10
番目から30番に相補的になるように設計した。
【００７０】1-2-2  PCRとクローニング
pGEX4T1-Aurora2 WTを鋳型プラスミドとしてAurora2－F
2とAurora2－R2プライマーを使い、α型の耐熱性pfu DN
Aポリメラーゼ (STRATAGENE社製)を用い、PCR反応は、G
eneAmp PCR System 2400にて、下記のプログラムで行っ
た：
a）95℃ 30秒
b）95℃ 30秒、55℃ 1分、68℃ 13分を1サイクル
c）95℃ 30秒、60℃ 1分、68℃ 12分を16サイクル
d）68℃ 10分
PCRの反応後、制限酵素DpnI処理を37℃、1時間行い、メ
チル化された鋳型DNAを特異的に切断した。この反応液1
 μlを用いて大腸菌株（DH5α）を形質転換し、複数の

シングルコロニーを得た。シングルコロニーからプラス
ミドDNAを精製し塩基配列をサンガー法に基づき、オー
トシークエンサーで解析した。その結果、273番目のア
スパラギン酸（D）がグルタミン酸（E）に置換した非活
性型Aurora2（Aurora2 KD）であることを確認した。
【００７１】1-3  リコンビナント  ヒトAuroraタンパ
ク質の発現と精製
pGEX4T1-Aurora1、pGEX4T1-Aurora2 WTおよびpGEX4T1-A
urora2 KD、pGEX4T1-Aurora3はそれぞれAuroraタンパク
質のN末端側に分子量約26 kDaのGST（グルタチオン-S-
トランスフェラーゼ）が結合した融合タンパク質とし
て、形質転換された大腸菌内で発現される。このGST融
合Auroraタンパク質はアフィニティー担体を用い極めて
穏やかな条件下で精製することが可能である。
【００７２】1-3-1  リコンビナント  ヒトAuroraタン
パク質の発現
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4種類のpGEX4T1-Auroraで形質転換されているそれぞれ
の大腸菌株（DH5α）をLB-アンピシリン培地中で37℃で
一晩振盪培養した。その培養液を新しいLB-アンピシリ
ン培地に約100倍希釈になるように加え 37℃で振盪培養
した。濁度が  0.6 付近で培養を中断し、流水中にて約
20℃まで温度を下げ、GST-Aurora融合タンパク質を発現
誘導するために IPTG (isopropyl -β-D(-)- thiogalac
topyranoside) を終濃度 0.1 mM になるように添加し、
さらに一晩20℃で振盪培養後、遠心操作にて集菌した。
【００７３】1-3-2  リコンビナント  ヒトAuroraタン
パク質の精製
菌体を氷冷した1% Tween- 20/PBS, pH8.5によく懸濁
し、超音波発生器を用い菌体を完全に破砕した。破砕液
を遠心し上清を、GSH-セファロース4Bカラム（pharmaci
a社製）に通してGST融合タンパク質をカラム吸着させ
た。カラムをWE バッファー（10 mM β-メルカプトエタ
ノール、2 mM MgCl

2
、20 mM Tris-HCl, pH7.5）で十分

に洗浄した後、G バッファー（10 mM GSH、50 mM Tris-
HCl, pH9.6）を用いてGST-Aurora融合タンパク質を溶出
した。溶出液を50% グリセロール, 1mM DTT, 1 mM EDTA
 ,50 mM Tris-HCl, pH7.5で濃縮およびバッファーの置
換を行なった。適量をSDS-PAGEにて泳動し、染色液（0.
2% Coomassie Brilliant BlueR-250、40% メタノール、
10％ 酢酸）にて染色後、脱色液（7% メタノール、7％
酢酸、3％ イソプロパノール）にて脱色し、それぞれ融
合タンパク質の濃度と精製度を確認した。
【００７４】1-4  リコンビナントAurora2リン酸化活性
の測定
リコンビナントAurora2 WT及びリコンビナントAurora2 
KDのリン酸化活性を測定するために、Aurora2の外来性
の基質と報告されているMBP（ミエリン塩基性タンパク
質、SIGMA社製）に対するリン酸化活性の検出を試み
た。リン酸化アッセイバッファーは論文で用いられてい
る組成を参考にして調製した（10, 14）。
【００７５】リン酸化アッセイバッファー
20 mM Tris-HCl, pH7.4、10 mM MgCl

2
、5 mM MnCl

2
、1 

mM DTT、20 μM ATP、10 mM β-glycerophospate、1 mM
 NaF、100 μM Na

3
VO
4
、10 μCi[γ-32P]ATPリン酸化ア

ッセイは20 μlの反応系で行なった。リン酸化アッセイ
バッファーにGST-Aurora2 WTあるいはGST-Aurora2 KD融
合タンパク質を約１μg加え、これにMBPを2 μg加え30
℃で30分間保温した。これに3X Laemmli's sample buff
erを10μl加え反応を停止させ、５分間煮沸処理後、15 
μlをSDS-PAGEにて分離した。泳動終了後、ゲルを染色
液にて固定染色し、脱色処理後ろ紙上でGEL DRYER (Bio
-Rad社製）を用いて減圧乾燥し、オートラジオグラフィ
ーにて結果を解析した。
【００７６】結果を図１のレーン２に示す。大腸菌にて
発現させたリコンビナント  ヒトAurora2 WTは約21kDa
のMBPに対するリン酸化活性が検出されたが、273番目の
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アスパラギン酸（D）がグルタミン酸（E）に置換した非
活性型Aurora2（Aurora2 KD）にはリン酸化活性が存在
しなかった。また約70kDaに観察されるAurora2の自己リ
ン酸化と考えられるバンドも消失していた。従ってこれ
以降の実験にはこれら酵素を用いることとした。
【００７７】実施例２  ヒトLats2をリン酸化するリン
酸化酵素の検索
2-1  ヒトLats2タンパク質の調製
ヒトLats2タンパク質をリン酸化する酵素を検索するた
めに、ヒトLats2タンパク質を2分割した大腸菌の発現系
を構築した。哺乳動物発現ベクターpAP3neoのマルチク
ローニングサイトに挿入されたヒトLats2 cDNA（79－10
88アミノ酸に相当）を制限酵素EcoRI/HpaIにて処理し、
得られたDNA断片をpGEX4T2のEcoRI/SmaIサイトにサブク
ローニングした。こうして得られたpGEX-HsLats2Nはヒ
トLats2タンパク質の79番目のアミノ酸から621番目まで
のアミノ酸をコードしている。あるいは制限酵素HincII
/NotIで処理し、得られたDNA断片を哺乳動物細胞発現ベ
クターであるpCMVmyc(+1)の制限酵素部位EcoRV/NotIに
サブクローニング後、これを制限酵素BamHI/XhoIにて処
理して得られたDNA断片をpGEX4T(+1)の制限酵素部位Bam
HI/XhoIにサブクローニングしてフレイムを合わせた。
こうして得られたプラスミドpGEX-HsLats2CはヒトLats2
タンパク質の622番目のアミノ酸から1088番目までのア
ミノ酸をコードするcDNAを持つ。前述の方法を用いてこ
れらプラスミドによって形質転換された大腸菌株よりGS
T融合タンパク質を精製しリン酸化アッセイの基質に用
いた。
【００７８】2-2  サイクリン(Cyclin)/CDKファミリー
によるリン酸化の検討
我々は細胞周期調節系で重要な機能を担っているCyclin
/CDKファミリーによってヒトLats2タンパク質がリン酸
化修飾される可能性を検討した。Cyclin D1/CDK4はRbタ
ンパク質をリン酸化することでRbを不活性化し、その結
果転写因子E2Fが活性化されS期開始に必須の遺伝子群が
転写される事が知られている。Cyclin B/CDC2はM期の誘
導に働き、Cyclin E/CDK2はG1チェックポイント通過を
誘導し、続いてCyclin A/CDK2はS期のDNA複製装置の活
性化に必要だと考えられている。これらの酵素を用い、
論文等で報告されているリン酸化アッセイバッファーを
用いて、前述の方法にてHsLats2NとHsLats2Cタンパク質
がリン酸化されるか検討した。
【００７９】結果を図２に示す。陽性コントロールおよ
び陰性コントロールとの比較から見て、Cyclin D1/CDK
4、Cyclin B/CDC2、Cyclin E/CDK2とCyclin A/CDK2はHs
Lats2NとHsLats2Cタンパク質をリン酸化しなかった。な
おそれぞれの酵素が活性を有していることは、これまで
に報告されている基質に対してのリン酸化能の結果より
明らかである。すなわちCyclin D1/CDK4はRb(New Engla
nd BioLabs社製)をCyclin B/CDC2、Cyclin E/CDK2とCyc
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lin A/CDK2はヒストン（Hisotone）H1をリン酸化するこ
とが報告されている。
【００８０】2-3  チェックポイントに関与するリン酸
化酵素を用いた検討
前述のM期の染色体分離において重要な機能を担ってい
ると考えられるAurora2、DNA傷害性チェックポイントを
制御していると考えられるリン酸化酵素ヒトChk2、DNA
修復に関わるDNA依存的リン酸化酵素DNA-PK (Promega社
製)、M期の進行において重要な機能を担っているリン酸
化酵素PLK1やNLK1を用いてヒトLats2タンパク質がリン
酸化されるか検討した。リン酸化酵素の陽性コントロー
ルとしてこれまで論文で紹介されている基質を用いた。
Aurora2とDNA-PKはMBPを、Chk2はHistone H3を、PLK1と
NLK1はβ-caseinを用いた。これらの酵素を用い、論文
等で報告されているリン酸化アッセイバッファーを用
い、前述の方法にてHsLats2NとHsLats2Cタンパク質がリ
ン酸化されるか検討した。
【００８１】結果を図３に示す。Aurora2とChk2はヒトL*
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*ats2タンパク質のN末端側（HsLats2N）を強くリン酸化
する。PLK1はヒトLats2タンパク質のN末端側（HsLats2
N）をリン酸化しているが陽性コントロールと比較して
必ずしも良い基質になっているとは言えない。DNA-PKと
NLK1はヒトLats2タンパク質に対するリン酸化活性が観
察されなかった。また陽性コントロールとの比較におい
てAurora2はMBPに対するリン酸化活性よりもHsLats2Nを
リン酸化する活性のほうが強いことから、ヒトLats2タ
ンパク質のN末端側がAurora2の基質になっている可能性
が高いと判断された。
【００８２】実施例３  Aurora2によるヒトLats2タンパ
ク質のリン酸化領域の同定
3-1  PCRによるヒトLats2デリーションコンストラクト
の構築
ヒトLats2タンパク質のN末端側がAurora2の良い基質に
なっている可能性が高いと判断された事から、この領域
を更に細分化しリン酸化される領域の特定を試みた。
【００８３】

  プライマーの設定
HsLats2-F2：5’-GCG GAA TTC GAA ATC AGA 
TAT TCC TTG TTG-3’
Lats2-F3：5’-ATA GAA TTC GAC CAG GAG AT
G GCT GGC-3’
HsLats2-F10：5’-ATA GGA TCC TTC CCG CTG
 GAC GTG GAG TAC-3’
HsLats2-F11：5’-CCG GAA TTC ATG AGG CCA
 AAG AGT TTT CCT-3’
  Lats2-R2：5’-ATA CTC GAG CGC ACA ATC T
GC TCA TTC C-3’
  Lats2-R3：5’-ATA CTC GAG GCC AGC CAT C
TC CTG GTC-3’
HsLats2-R7：5’-ATA CTC GAG CCT CCG GTT 
AAC CTT CTG CTG-3’
HsLats2-R9：5’-ATA CTC GAG CCT CAA GGC 
TTT CTG ATA AGG-3’

5'側の3つの塩基は制限酵素処理を円滑に行わせるため
に付加した。5'側4番目から9番目までのGGATCC、GAATTC
とCTCGAGはそれぞれ制限酵素BamHI、EcoRIとXhoIサイト
である。
【００８４】鋳型cDNAとして哺乳動物発現ベクターpCMV
myc-HsLats2(1-1088アミノ酸)を用い、前述の方法でPCR
法にて目的の遺伝子産物を得た。これを適切な制限酵素
で処理後、大腸菌発現ベクターpGEX4T-1にサブクローニ
ングし、得られたプラスミドDNAを前述の方法にてシー *

*クエンスし、目的の遺伝子断片に変異が存在しないこと
を確認した。これらプラスミドによる形質転換大腸菌株
より前述の方法にてGST融合タンパク質を精製し、リン
酸化アッセイの基質に用いた。構築したデリーションコ
ンストラクトのアミノ酸番号とPCRプライマーの組み合
わせ及びGST融合タンパク質の予想される分子量を以下
に示す。
【００８５】

    アミノ酸番号      プライマーの組み合わせ      予想分子量（kDa）

HsLats2  1-78 aa      HsLats2-F11とHsLats
2-R9        35
         1-118 aa     HsLats2-F11とLats2-R3 
         39
         1-151 aa     HsLats2-F11とLats2-R2 
         43
         79-118 aa    HsLats2-F2とLats2-R3  
         30
         79-151 aa    HsLats2-F2とLats2-R2  
         34
         113-151 aa   Lats2-F3とLats2-R2     
        30
         500-625 aa   HsLats2-F10とHsLats2-
R7        40。

【００８６】3-2  制限酵素処理によるデリーションコ
ンストラクトの構築
pGEX4T-HsLats2 79-257 aa： ヒトLats2タンパク質の79
番目のアミノ酸から621番目までのアミノ酸をコードし
ているpGEX4T-HsLats2Nを制限酵素NotIで処理し、約1.1
kbのDNA断片を取り除き、ベクターをセルフライゲーシ

ョンさせて構築した。このプラスミドによって形質転換
された大腸菌株は発現誘導処理によりGST融合ヒトLats2
タンパク質の79番目のアミノ酸から257番目までのアミ
ノ酸からなる約46kDaのタンパク質を産生する。
【００８７】pGEX4T-HsLats2 255-621 aa：pGEX4T-HsLa
ts2Nを制限酵素NotI/XhoIで処理して得られた約1.1kbの
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DNA断片をpCMVmycのNotI/XhoIサイトにサブクローニン
グし、ここから制限酵素EcoRI/XhoIで目的とする約1.1k
bのDNA断片を切り出し、これをpGEX4T1のEcoRI/XhoIサ
イトにクローニングして構築した。このプラスミドによ
って形質転換された大腸菌株は発現誘導処理によりGST
融合ヒトLats2タンパク質の255番目のアミノ酸から621
番目までのアミノ酸からなる約66kDaのタンパク質を産
生する。
【００８８】pGEX4T-HsLats2 255-382 aa：pGEX4T-HsLa
ts2 255-621 aaを制限酵素BamHI/PstIで処理して得られ
たDNA断片を、スーパーリンカーファージミドpSL1180
(アマシャム  ファルマシア  バイオテク社製)のBamHI/
PstIサイトにサブクローニングし、ここから制限酵素Ba
mHI/XhoIで目的とするDNA断片を切り出し、これをpGEX4
T1のBamHI/XhoIサイトにクローニングして構築した。こ
のプラスミドによって形質転換された大腸菌株は発現誘
導処理によりGST融合ヒトLats2タンパク質の255番目の
アミノ酸から382番目までのアミノ酸からなる約40kDaの
タンパク質を産生する。
【００８９】pGEX4T-HsLats2 255-491 aa：pGEX4T-HsLa
ts2 255-621 aaを制限酵素BamHI/SphIで処理して得られ
たDNA断片を、pSL1180のBamHI/SphIサイトにサブクロー
ニングし、ここから制限酵素EcoRI/XhoIで目的とするDN*
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*A断片を切り出し、これをpGEX4T1のEcoRI/XhoIサイトに
クローニングして構築した。このプラスミドによって形
質転換された大腸菌株は発現誘導処理によりGST融合ヒ
トLats2タンパク質の255番目のアミノ酸から491番目ま
でのアミノ酸からなる約52kDaのタンパク質を産生す
る。
【００９０】3-1及び3-2で得られたヒトLats2デリーシ
ョンコンストラクトによって形質転換された大腸菌株よ
り前述の方法でGST融合タンパク質を精製し、Aurora2を
酵素として用いてリン酸化活性の検出を試みた。
【００９１】結果を図４に示す。Aurora2によるヒトLat
s2タンパク質のリン酸化領域は少なくとも２箇所に絞る
ことができた。１．79番目のアミノ酸から112番目のア
ミノ酸までの領域  ２．383番目のアミノ酸から491番目
のアミノ酸までの領域である。
【００９２】実施例４  Aurora2によるマウスLats2タン
パク質のリン酸化領域の同定
ヒトLats2とN末端領域において72％の相同性を示すマウ
スLats2タンパク質をAurora2がリン酸化するか検討する
ために6種類のGST融合デリーションコンストラクトを構
築した。
【００９３】

  マウスLats2cDNA増幅用プライマーの設定
MsLats2-F1：5'-CGC GAA TTC ATG AGG CCA 
AAG ACT TTT CC-3'
MsLats2-R4：5'-GCG CTC GAG CCT GAG AGC 
TTT TTG ATA AGG-3'5'側の3つの塩基は制限酵素処理を円滑に行わせるため

に付加した。5'側4番目から9番目までのGAATTCとCTCGAG
はそれぞれ制限酵素EcoRIとXhoIサイトである。鋳型cDN
Aとして哺乳動物発現ベクターpAP3neo-MsLats2を用い、
前述の方法でPCR法にて目的の遺伝子産物を得た。これ
を適切な制限酵素で処理後、大腸菌発現ベクターpGEX4T
-1にサブクローニングし、得られたプラスミドDNAを前
述の方法にてシークエンスし、目的の遺伝子断片に変異

が存在しないことを確認した。これらプラスミドによる
形質転換大腸菌株より前述の方法にてGST融合タンパク
質を精製し、リン酸化アッセイの基質に用いた。
【００９４】構築したデリーションコンストラクトのア
ミノ酸番号とPCRプライマーの組み合わせ及びGST融合タ
ンパク質の予想される分子量を以下に示す。
【００９５】

    アミノ酸番号      プライマーの組み合わせ    予想分子量（kDa）
MsLats2  1-77aa       MsLats2-F1とMsLats2
-R4          35
         1-117aa      MsLats2-F1とLats2-R3   
         39
         1-150aa      MsLats2-F1とLats2-R2   
         43
         112-150aa    Lats2-F3とLats2-R2     
         30
         144-436aa    Lats2-F2とLats2-R1     
         58
         1-436aa      MsLats2-F1とLats2-R1   
         74。

【００９６】結果を図５に示す。Aurora2はマウスのLat
s2タンパク質もリン酸化する事が明らかになった。Auro
ra2によるマウスLats2タンパク質のリン酸化領域は２箇
所に絞ることができた。１．78番目のアミノ酸から117
番目のアミノ酸までの領域２．151番目のアミノ酸から4
36番目のアミノ酸までの領域である。
【００９７】ヒトLats2とマウスLats2のアミノ酸レベル
のホモロジー検索の結果より、マウスにおける１の領域

はヒトLats2の79番目から118番目のアミノ酸と100％一
致する。従って1の領域内のリン酸化アミノ酸を同定す
ることにした。
【００９８】実施例５  Aurora2によるヒトLats１タン
パク質のリン酸化領域の同定Aurora2によってヒトLats1
がリン酸化されるかどうか検討するために、6種類のGST
融合デリーション  コンストラクトを構築した。ヒトLa
ts2とヒトLats1のホモロジーは全体で50％、C末端領域
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でのホモロジーは、74%の高いホモロジーが認めるがN末
端領域では33%と低い。
【００９９】ヒトLats1 cDNA増幅用プライマーの設定 *

30
*ヒトLats1タンパク質の様々な部分をコードするcDNA配
列を増幅するため、以下に示すヒトLats1特異的プライ
マーを合成した。

HsLats1-F1：5'-GCG GGA TCC TTC ATG AAG 
AGG AGT GAA AAG-3'
HsLats1-F2：5'-GCG GGA TCC CAG GAA ATT 
CGA AAC TCT CTG-3'
HsLats1-F3：5'-CGC GAA TTC CAA ATG AGA 
AAG ATG CTT TGC-3'
HsLats1-F4：5'-GCG GAA TTC ATC TCC CGA 
ATC TCT CCT GTC-3'
HsLats1-R1：5'-GTG CTC GAG CTG CTC TCG 
TCG AGG ATC TTG-3'
HsLats1-R2：5'-GCG CTC GAG TTC CTG CAA 
GGC TTT ATG ATG-3'
HsLats1-R4：5'-GCG CTC GAG TTA AAC ATA 
TAC TAG ATC GCG-3'
HsLats1-R5：5'-CTC CTC GAG CCA TTC ATT 
GTC AGC TTC AGC-3'
HsLats1-R6：5'-ATA CTC GAG AGC TGC TGT 
CAG AGG ATA TGG-3'

5'側の3つの塩基は制限酵素処理を円滑に行わせるため
に付加した。5'側4番目から9番目までのGGATCC、GAATTC
とCTCGAGはそれぞれ制限酵素BamH I、EcoRIとXhoIサイ
トである。
【０１００】PCR
鋳型cDNAとしてヒト胎盤由来のcDNAライブラリーを用
い、前述の方法でPCR法にて目的の遺伝子産物を得た。
これを適切な制限酵素で処理後、大腸菌発現ベクターpG
EX4T-1にサブクローニングし、得られたプラスミドDNA

を前述の方法にてシークエンスし、登録されている配列
と同一であることを確認した。これらプラスミドによる
形質転換大腸菌より前述の方法にてGST融合タンパク質
を精製しリン酸化アッセイの基質に用いた。
【０１０１】構築したデリーションコンストラクトのア
ミノ酸番号とPCRプライマーの組み合わせ及びGST融合タ
ンパク質の予想される分子量を以下に示す。
【０１０２】

    アミノ酸番号        プライマーの組み合わせ    予想分子量（KDa）

HsLats1  1-80aa        HsLats1-F1とHsLats
1-R2            35
         79-150aa      HsLats1-F2とHsLats1-R
1            34
         1-150aa       HsLats1-F1とHsLats1-R
1            43
         1-381aa       HsLats1-F1とHsLats1-R
6            68
         285-764aa     HsLats1-F4とHsLats1-
R5            79
         680-1130aa    HsLats1-F3とHsLats1-
R4            76。

【０１０３】結果を図６に示す。Aurora2によるヒトLat
s1タンパク質のリン酸化は、少なくとも151番目のアミ
ノ酸から381番目のアミノ酸までの領域と、285番目のア
ミノ酸から679番目のアミノ酸までの領域で観察され
た。しかしながら、その活性は、ヒトLats2タンパク質
の79番目のアミノ酸から257番目のアミノ酸までの領域
をリン酸化する活性よりも低く、外来性の基質であるMB
Pと同程度のリン酸化しか観察されなかった。つまりヒ
トLats1タンパク質に対するAurora2のリン酸化はヒトLa
ts2タンパク質に対するリン酸化活性よりも明らかに低
かった。この事はAurora2によるリン酸化はLats1よりも
Lats2に特異性が高い事を示しており、同時にLats2はLa
ts1と異なった機能を有することを強く示唆している。
【０１０４】実施例６  Aurora2によってリン酸化修飾
されるヒトLats2タンパク質上のアミノ酸残基の特定
Aurora2によってリン酸化修飾されるヒトLats2タンパク
質の79番目のアミノ酸から118番目のアミノ酸までの領
域はマウスLats2タンパク質の78番目のアミノ酸から117
番目のアミノ酸までの領域に相当し、この領域における
アミノ酸配列はヒトとマウスで100％一致する。Aurora2
は分類上セリン/スレオニン  キナーゼであるためリン
酸化修飾のターゲットとなるアミノ酸残基はセリン(S)

とスレオニン(T)である。この領域には4つのセリン/ス
レオニン残基が存在する。83番目のセリン、91番目のセ
リン、93番目のスレオニン、94番目のセリン残基であ
る。リン酸化修飾を受けるアミノ酸残基を、セリンであ
ればシステイン（C）やアラニン（A）へ、スレオニンで
あればアスパラギン酸（D）等に置換することでリン酸
化修飾されなくなることが報告されている。従ってこれ
らのアミノ酸を１つずつ置換した変異タンパク質を作製
して、リン酸化修飾されるアミノ酸残基を特定した。
【０１０５】プライマーの設定
83番目のセリン残基のシステイン残基への変異体（以下
S83Cと省略する）は通常のPCR法を用い、それ以外の変
異体、S91C、T93DとS94Aは前述のQuikChange Site-Dire
cted Mutagenesis Kitを用いた。
HsLats2-S83C-F1: 5'-GCG GGA TCC GAA ATC AGA TAT TG
C TTG TTG-3'
5'側の3つの塩基は制限酵素処理を円滑に行わせるため
に付加した。5'側4番目から9番目までのGGA TCCは制限
酵素BamH Iサイトである。下線は一塩基置換部位を示
す。S83C変異体の作製は上記プライマーとLats2－R3プ
ライマーを用い、pGEX4T-HsLats2 79-118aaプラスミド
を鋳型用いたPCR産物を制限酵素BamHI/XhoIで処理後、
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これをpGEX4T1のBamHI/XhoIサイトにクローニングし
た。

32
【０１０６】

  pGEX4T-HsLats2 S91C 79-118aa用のプライマー

Lats2－S91C－F1：5'-AAT GAA TGT GGC ACC T
CT GCA GCT GCA GAA-3'
Lats2－S91C－R1：5'-TGC AGA GGT GCC ACA T
TC ATT AGC AAA AGG-3'
pGEX4T-HsLats2 T93D 79-118aa用のプライマー
Lats2－T93D－F1：5'-AAT GAA TCG GGC GAC T
CT GCA GCT GCA GAA-3'
Lats2－T93D－R1：5'-TGC AGA GTC GCC CGA T
TC ATT AGC AAA AGG-3'
  pGEX4T-HsLats2 S94A 79-118aa用のプライマー

Lats2－S94A－F1：5'-AAT GAA TCG GGC ACC G
CT GCA GCT GCA GAA-3'
Lats2－S94A－R1：5'-TGC AGC GGT GCC CGA T
TC ATT AGC AAA AGG-3'

下線は塩基置換部位を示す。F1プライマーはヒトLats2
の89から98番目のアミノ酸領域に相当するcDNA配列でR1
プライマーは86から95番目のアミノ酸領域に相当するcD
NA配列と相補的になるように設計した。前述のQuikChan
ge Site-DirectedMutagenesis Kitのプロトコールに従
ってpGEX4T-HsLats2 79-118aaプラスミドDNAを鋳型にし
て目的のプラスミドを得た。シークエンスにより、目的
のアミノ酸が置換されていることを確認し、前述の方法
に従い、GST融合タンパク質を精製しAurora2リン酸化ア
ッセイの基質にした。
【０１０７】結果を図７に示す。左図はオートラジオグ
ラフィーによる解析結果で、右図はゲルを染色した写真
である。83番目のセリン残基をシステイン残基へ置換し
た変異体（S83C）のみがAurora2によってリン酸化され
なかった。従ってAurora2はヒトLats2タンパク質の83番
目のセリン残基を特異的にリン酸化することが明らかに
なった。
【０１０８】実施例７  Aurora1とAurora3によるヒトLa
ts2のリン酸化の検討
Aurora1やAurora3によってヒトLats2がリン酸化修飾を
受けるかどうか検討した。Aurora2の1番良い基質である
ヒトLats2の79～257番目までのアミノ酸領域を基質に用
い、それぞれの酵素のコントロールには、MBP、Histone
 H1、Histone H3、β-Caseinを用いた。前述のリン酸化
アッセイバッファーを用いて、リン酸化アッセイを行っ
た。
【０１０９】結果を図８に示す。Aurora2がリン酸化す
るMBPとヒトLats2の79～257番目までのアミノ酸領域の
リン酸化状態の比較から考察すると、Aurora１とAurora
3がMBPをリン酸化する活性と、ヒトLats2の79～257番目
までのアミノ酸領域をリン酸化する活性は同程度であ
る。したがって、Aurora2ほどにはヒトLats2のこの領域
を基質として好まないことが明らかになった。これによ
り3種類のAuroraの中で、ヒトLats2の83番目のセリン残
基のリン酸化はAurora2に非常に特異的であることが強
く示された。
【０１１０】実施例８  抗リン酸化ペプチド抗体の作製
Aurora2はヒトLats2の83番目のセリン残基を特異的にリ
ン酸化することが明らかになったので、次に83番目のセ

リン残基のリン酸化を検出するためのツールとして、83
番目のセリン残基がリン酸化された場合にのみ特異的に
認識する抗リン酸化特異抗体を作製した。
【０１１１】8-1  免疫原の作製と免疫
8-1-1  ペプチドの作製
リン酸化サイトとして確定したヒトLats2タンパク質の8
3番目のセリン残基を含む、78番目から87番目までのア
ミノ酸配列に相当する以下の 2本のペプチドをペプチド
合成機を用いて作製した。
リン酸化ペプチド（phospho-HsLats2-S83と記す）：CRE
IRYS(p)LLPF（配列番号３）
非リン酸化ペプチド（HsLats2-S83と記す）：CREIRYSLL
PF（配列番号４）
上記のペプチド配列は、一文字表記で、アミノ末端から
カルボキシル末端方向に記されている。S(p)は、リン酸
化セリン残基を示す。アミノ末端のシステイン（C）残
基は、ペプチドをキャリアータンパク質に共有結合させ
るために導入したものである。これらのペプチドは、HP
LCにより、95％以上の純度であることを確認した。リン
酸化ペプチドは免疫原に用い、抗体力価の測定、ハイブ
リドーマの選別及び抗体精製にリン酸化ペプチドと非リ
ン酸化ペプチドを用いた。
【０１１２】8-1-2  ペプチドのキャリアータンパク質
への結合
合成した短いペプチド単独では抗原性が低いので、通常
ペプチドをキャリアタンパク質に結合させて動物に免疫
する。キャリアタンパク質としては、アルブミン、ミオ
グロビン、ヘモシアニン等が用いられるが、今回はヘモ
シアニン（keyhole limpet hemocyanin,以下KLH 、CALB
IOCHEM社製）を用いた。成書に従いphospho-HsLats2-S8
3とKLHを架橋剤であるMBS（m-maleimidobenzoyl- N-hyd
roxysuccinimide ester, SIGMA社製）を用いて共有結合
させ、KLH-phospho-HsLats2-S83を合成した。
【０１１３】8-1-3  免疫原の調整と免疫方法
KLH-phospho-HsLats2-S83  20 μg/100 μlおよび10 μ
g/100 μlをそれぞれウサギおよびマウスの１回あたり
の免疫に用いた。これに100 μlのフロイント完全アジ
ュバント（ヤトロン社製）を加え、エマルジョン化し免
疫原とした。ネズミに対する免疫は腹腔内注射で、ウサ
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ギには背中皮内に注射にて免疫を行った。免疫は2週間
ごと3回から5回行い、マウスは眼窩静脈叢あるは尾静脈
から採血し、ウサギは耳朶静脈から採血後その血清を回
収した。抗体力価の測定には、phospho-HsLats2-S83とH
sLats2-S83を固相化したマイクロタイタープレートを用
いたELISA法にて行った。
【０１１４】8-2  抗phospho-HsLats2-S83モノクローナ
ル抗体の作製
8-2-1  ハイブリドーマの作製
十分な抗体力価を確認後、このマウスの脾臓を摘出し、
脾臓細胞をマウスミエローマ細胞株P3U1と融合させた。
細胞融合にはウイルス（HVJ）を用いる方法、ポリエチ
レングリコール（PEG）を用いる方法、高電圧パルスに
よる方法等があるが、今回はPEGを用いて常法に従って
行った。ハイブリドーマの選別培養は、HAT（ヒポキサ
ンチン、アミノプテリン、チミジン）培地で行い、ハイ
ブリドーマの培養上清を用いてELISA法により、非リン
酸化ペプチド（HsLats2-S83）よりもリン酸化ペプチド
（phospho-HsLats2-S83）に対して高い反応性を示すク
ローンを選別し、限界希釈法にて単一コロニーとし、抗
phospho-HsLats2-S83モノクローナル抗体産生ハイブリ
ドーマ株3B11F3F4を得た。
【０１１５】8-2-2  腹水の採取と抗体の精製
限界希釈法により得られたハイブリドーマ株3B11F3F4
を、75cm2フラスコで培養した後、ハイブリドーマ細胞
浮遊液をマウス腹腔に注射した。ハイブリドーマを注射
する10日前に1 mlのプリステン（2, 6, 10, 14-tetrame
thylpentadecane, SIGMA社製）を、3日前には、0.5 ml
のプリステンをマウスに腹腔内に注射しておいた。１～
２週間後、マウスの状態を見ながら、随時腹水の採取を
行った。採取した腹水に最終濃度 50% になるように硫
酸アンモニウムを添加し、攪拌後、遠心分離を行い沈澱
物を回収した。最小限の純水で沈澱を完全に溶解した
後、PBSに対して透析した。完全に平衡化させた後、pro
tein Aセファロース（ファルマシア社製）カラムに通
し、PBS/150 mM NaClでカラムを洗浄した。0.17 M Glyc
ine HCl(pH4.0)を用いてprotein Aセファロースから、
抗体を溶出させ、続いて0.17 M Glycin HCl(pH3.0) で
溶出した。溶出した抗体は直ちに1 M Tris-HCl(pH8.0)
を適量加えて中和し、PBS に対して透析した。透析後、
適量をSDS-PAGEにて電気泳動あるいは、吸光度を測定し
て濃度を決定した。
【０１１６】8-3  抗phospho-HsLats2-S83ポリクローナ
ル抗体の作製
8-3-1  ウサギからの本採血
十分な抗体力価の確認の後、翌週より、採血（最初の１
週間）、休息（次の１週間）、免疫（最後の１週間）を
１サイクルとし、これを4回繰り返した。採血は、抗体
力価の確認の際と同様に、耳朶静脈より行った。１回の
採血あたり、およそ60～70mlの血液を採取した。最後の
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採血では、カテーテルを用いて心臓より直接血液を回収
した。
【０１１７】8-3-2  ウサギ血清の回収、保存及び抗体
分画の分離
採取した血液は、4℃で一晩静置し、血清と血餅に分離
させ、上澄み部分の血清を回収した。分離回収した血清
に、終濃度 50 %となるように、硫酸アンモニウムを添
加し攪拌後、遠心分離を行い、IgG分画を含む沈澱物に
最小限の純水を加え完全に溶解した後、PBSに対して透
析を行った。完全に PBS に平衡化した後、この粗精製
抗体分画をカラムにかけて、抗体の精製を行った。
【０１１８】8-3-3  特異化カラム及び吸収用カラムの
作製
特異化カラム作製には、phospho-HsLats2-S83合成ペプ
チドを用い、吸収用カラム作製には、HsLats2-S83合成
ペプチドを用いた。合成ペプチド1 mgを5 mlの0.1 M炭
酸バッファーに溶解し、1 mM塩酸で平衡化したCNBr活性
化セファロース 4B（ファルマシア社製）を加えた。4℃
で一晩穏やかに混和し、これをカラムに充填した。5～1
0倍量のPBSでカラムを洗浄後、セファロース 4B 表面に
残っている活性基をブロッキングするために1 M Tris-H
Cl(pH7.5)でカラムを平衡化した。ブロッキング後、PBS
で洗浄および平衡化し、抗体精製に使用した。
【０１１９】8-3-4  抗phospho-HsLats2-S83ポリクロー
ナル抗体の精製
抗リン酸化ペプチド抗体を精製するため、前述の粗精製
抗体分画を特異化カラムに通した。PBS/0.1% TritonX10
0で洗浄した後、カラムに吸着している抗リン酸化ペプ
チド抗体を、0.17 M glycine-HCl ( pH2.5 )で溶出し
た。溶出した抗体は直ちに1 M Tris-HCl(pH8.0)を適量
加えて中和し、PBS に対して透析し、抗phospho-HsLats
2-S83抗体分画とした。完全に PBS に平衡化させた後、
これを吸収用カラムであるHsLats2-S83セファロース 4B
 カラムに通した。吸収用カラムに通すことにより、抗p
hospho-HsLats2-S83抗体画分中に存在する非リン酸化ペ
プチドとも反応する抗体を取り除くことができる。一
方、抗リン酸化ペプチド特異抗体は、カラムに吸着せず
に、カラムを素通りする。 吸収カラムをPBS/0.1% Trit
onX100で洗浄し、吸収用カラムに結合した抗体は、 0.1
7 M glycine-HCl ( pH2.5) で溶出した。溶出後、カラ
ムは、再びPBS/0.1% TritonX100 で平衡化し、非リン酸
化ペプチド抗体がほぼ完全に吸収されるまで、抗phosph
o-HsLats2-S83抗体分画を吸収用カラムに、繰り返して
通した。非リン酸化ペプチド感作プレートを用いた ELI
SA によって、非リン酸化ペプチドとも反応する抗体が
除去できている事を確認した。リン酸化ペプチド感作プ
レートを用いたELISA によって、そのリン酸化ペプチド
に対する特異性を最終的に確認した。
【０１２０】8-4  抗体の検定
8-4-1  抗体力価及び抗体の特異化検定用ELISAプレート
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の作製
ペプチドを 1 μg/ml になるように0.1 M炭酸バッファ
ー に溶かした。これをELISA用の96穴マイクロタイター
プレートに、1穴あたり50 μl ずつ分注した。これを4 
℃で 一晩放置し感作した。感作後、ペプチド溶液を除
き、ブロッキング溶液（1% BSA, 5% Sucrose, 0.1% NaN

3
/PBS）を、 1穴あたり200  μl ずつ分注して、 室温
で1 時間程度放置した。ブロッキング液を完全に除去
し、ドラフト内で風乾させた（固相化）。リン酸化ペプ
チド（phospho-HsLats2-S83）固相化プレートは、それ
ぞれ抗体力価の測定、抗リン酸化セリン残基特異抗体の
吸収確認、抗リン酸化ペプチド抗体の特異性の確認に用
いた。また、非リン酸化ペプチド（HsLats2-S83）固相
化プレートは、カラムによる非特異抗体の吸収の確認に
用いた。
【０１２１】8-4-2  ELISA法による各種検定方法
力価検定用の血清は、PBSを用いて200倍希釈から、精製
抗体は1 μg/mlから、4倍ずつ段階的に希釈し、希釈し
たサンプルは、感作プレート 1穴あたり50 μl添加し
た。添加後、室温に1 時間静置した（１次抗体反応）。
反応液を捨て、各穴を、PBSで 4 回以上洗浄した。Hors
eradish Peroxidase(HRP) などで標識された抗マウスあ
るいは抗ウサギ免疫グロブリン抗体（２次抗体）を PBS
で適当に希釈し、これを各ウェルに50 μlずつ添加し、
室温で30～60分間反応させた（２次抗体反応）。血清あ
るいは抗体が、ウサギ由来であれば、２次抗体はanti-R
abbit IgG(H+L-chain) conj. Peroxidase (MBL社製)を
用い、マウス由来であればanti-Mouse IgG(H+L-chain) 
conj. Peroxidase (MBL社製)を用いた。２次抗体反応液
を捨て、各穴を、PBSで 4 回以上洗浄した。発色基質
（750 μM TMB, Tetramethylbenzidine ） 溶液を1穴あ
たり50μl 添加し、30℃で 5 ～ 20 分間発色させた
（発色反応）。反応停止液（1.5Ｎ H

3
PO
4
）を50μlずつ

加えて、発色反応を停止させた。最後に、マイクロプレ
ートリーダーを用いて、450 nmにおける吸光度を測定し
た。
【０１２２】8-4-3  抗phospho-HsLats2-S83抗体の特異
性確認
抗phospho-HsLats2-S83モノクローナル抗体、抗phospho
-HsLats2-S83ポリクローナル抗体を、それぞれ1μg/ml
（抗体）から4倍ずつ段階的に希釈し、リン酸化ペプチ
ド（phospho-HsLats2-S83）固相化プレートと非リン酸
化ペプチド（HsLats2-S83）固相化プレートを用いて、E
LISA法にて特異性を確認した。図９は、pH4.0およびpH
3.0で抽出した抗phospho-HsLats2-S83 モノクローナル
抗体の、図１０は抗phospho-HsLats2-S83ポリクローナ
ル抗体の特異性を確認した結果である。
【０１２３】両図から、抗体濃度が高くなるに従い、ph
ospho-HsLats2-S83リン酸化ペプチド固相化プレートで
は吸光度が高くなる一方で、HsLats2-S83非リン酸化ペ
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プチド固相化プレートでは吸光度がほぼゼロを維持して
いることがわかる。したがって、両抗体とも、ヒトLats
2の83番目のセリン残基のリン酸化を特異的に認識する
抗体であることが証明された。抗phospho-HsLats2-S83 
モノクローナル抗体はpH4.0で抽出した抗体の方が感度
が高いことが明らかになった。また抗phospho-HsLats2-
S83ポリクローナル抗体の方が、低い抗体濃度で高い吸
光度が得られることから、感度が高いことが明らかにな
った。
【０１２４】実施例９  Aurora2リン酸化酵素活性測定
用 ELISA 系の構築
9-1  基質と抗体の選択
96穴マイクロタイータープレート内でAurora2リン酸化
酵素活性を測定するために、用いる基質となるヒトLats
2の83番目のセリン残基を含む領域と、抗phospho-HsLat
s2-S83抗体の選択を行った。具体的には放射性同位元素
を用いたリン酸化アッセイにおいてAurora2の良い基質
となることが分かったヒトLats2の79～257番目までのア
ミノ酸領域のGST融合タンパク質と、78番目から87番目
までのアミノ酸配列に相当する非リン酸化ペプチド（Hs
Lats2-S83）を基質として検討した。抗phospho-HsLats2
-S83抗体はpH4.0で抽出したモノクローナル抗体（3B11F
3F4）と、ポリクローナル抗体の比較検討を行った。
【０１２５】9-1-1  GST-HsLats2 (79-257 aa)固相化プ
レートの作製
0.1 M炭酸バッファー を用いてGST-HsLats2 (79-257 a
a)を5 μg/ml に希釈し、ELISA 用マイクロタイタープ
レートに、1穴あたり50 μlずつ分注して、4 ℃にて一
晩感作した。感作溶液を除き、ブロッキング溶液（1% B
SA, 5% Sucrose,0.1% NaN

3
/PBS）を、 1穴あたり200 μ

lずつ分注して、 室温で1 時間程度放置した。ブロッキ
ング溶液を完全に除去し、ドラフト内で風乾させ、使用
まで４℃で保存した。この操作によりマイクロタイター
プレートの内壁にGST-HsLats2 (79-257 aa)を固相化し
た。
【０１２６】9-2  Aurora2の活性測定方法
リコンビナントタンパク質GST-HsLats2 (79-257 aa)あ
るいは非リン酸化ペプチド（HsLats2-S83）を固相化し
たウェル中において、タンパク質リン酸化反応を行う。
その後、同じウェル中で、連続してELISA を行う。
【０１２７】1倍（x1）から2倍ずつ64倍まで希釈したリ
コンビナントAurora2希釈系列をリン酸化バッファーを
用いて調製した。これを50 μlずつ固相化プレートのウ
ェル中に添加した（タンパク質リン酸化反応）。30 ℃
で一定時間保温した後、リン酸化反応液を捨て、各ウェ
ルをPBSで4 回以上十分に洗浄した。1 μg/ml となるよ
うに、抗体希釈液（1% BSA, 0.1% NaN

3
/PBS）で希釈し

た一次抗体、すなわち抗phospho-HsLats2-S83 モノクロ
ーナル抗体（pH4.0抽出）あるいは抗phospho-HsLats2-S
83 ポリクローナル抗体を、各ウェルに50 μl ずつ添加
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して、室温で 30～60分間反応させた（１次抗体反
応）。1次抗体反応液を捨て、各ウェルをPBSで4 回以上
十分に洗浄した。Horseradish Peroxidase(HRP) などで
標識された抗マウスあるいはウサギ免疫グロブリン抗体
（２次抗体、MBL社）をPBSで1000倍に希釈し、これを各
ウェルに50 μlずつ添加し、室温で30～60分間反応させ
た（２次抗体反応）。２次抗体反応液を捨て、各ウェル
を、PBSで 4 回以上洗浄した。発色基質溶液を1 ウェル
あたり50μl 添加し 5 ～ 20 分間発色させた（発色反
応）。反応停止液を50 μlずつ加えて、発色反応を停止
させ、マイクロプレートリーダーを用いて、450 nmにお
ける吸光度を測定した。
【０１２８】結果を図１１に示した。この結果より、本
発明で提供される、抗リン酸化ペプチド抗体を用いた E
LISA 法によって、Aurora2のタンパク質リン酸化酵素活
性を測定できることが明らかになった。このリン酸化酵
素活性測定系に用いる基質は、リコンビナントタンパク
質GST-HsLats2 (79-257 aa)が好ましいことが明らかに
なった。非リン酸化ペプチド（HsLats2-S83）がこの活
性測定系に利用できない原因としてはリン酸化部位を含
む領域が短く、Aurora2が標的とする83番目のセリン残
基を認識することが難しい事が予想される。また同様な
考察を行うことによって、GST-HsLats2(79-118 aa)も本
測定系における基質の1つとして提供することも可能と
考えられる。なお、抗phospho-HsLats2-S83抗体はポリ
クローナル抗体もモノクローナル抗体も本測定系におい
て同程度に有効であることが証明された。大量に安定供
給が可能なことから、以降の検討は抗phospho-HsLats2-
S83 モノクローナル抗体（pH4.0抽出）を用いた。
【０１２９】実施例１０  Aurora2とそれ以外のリン酸
化酵素による検討
本測定系において、他のリン酸化酵素を用いた場合の検
討を行った。GST-HsLats2 (79-257 aa)感作プレートと
抗phospho-HsLats2-S83 モノクローナル抗体（pH4.0抽
出）を用いた。酵素には前述のAurora2（野生型、W
T）、非活性型Aurora2（KD）、およびヒトLats2の79～2
57アミノ酸領域をリン酸化するが、83番目のセリン残基
をリン酸化しない事が明らかになっているヒトChk2、PL
K1を用い、それぞれの希釈系列にて活性測定を行った。
【０１３０】結果を図１２に示す。Aurora2 WTは酵素を
4倍まで希釈するに従い、吸光度すなわち83番目のセリ
ン残基のリン酸化が低下することが観察された。これは
リン酸化酵素活性が存在しないAurora2 KDでは観察され
なかった。固相化した基質をリン酸化するが、83番目の
セリン残基をリン酸化しないChk2ではPLK1と同様に吸光
度の変化は観察されず、干渉しないことが明らかになっ
た。これらの事より、本測定系においてAurora2特異的
なリン酸化活性の測定が可能であることが証明された。
【０１３１】実施例１１  ラジオフィルターアッセイと
ELISA測定系の比較

38
ラジオフィルターアッセイは、酸不溶性画分への放射性
同位元素[γ-32P]ATPの取り込みを利用して、基質に対
するリン酸化を検出する方法であり、リン酸化活性を測
定する場合に比較的良く用いられる。この方法と本発明
で提供されるELISA測定系における感度を比較した。1 
μgのリコンビナントタンパク質GST-HsLats2 (79-257 a
a)に、1倍（x1）から2倍ずつ64倍まで希釈したリコンビ
ナントAurora2希釈系列をリン酸化バッファーを用いて
調製し、全量を50 μlにした。30 ℃で一定時間保温し
た後、1 mlの10%トリクロロ酢酸、0.2％  Na

4
P
2
O
7
を加

え反応を停止させた。この酸不溶性画分をGFCフィルタ
ー（Whatman社製）にトラップし、2% トリクロロ酢酸、
0.02％  Na

4
P
2
O
7
を用て3回洗浄した。基質に取りこまれ

た[γ-32P]ATPのカウントを液体シンチレーションカウ
ンターで測定した。
【０１３２】結果を図１３に示す。それぞれ1倍のAuror
a2酵素濃度における、ラジオフィルターアッセイではカ
ウント（cpm）をELISAでは吸光度を100％として相対値
（％）にて示した結果である。ELISA法による測定にお
いては、x 8まで100％であることより、放射性同位元素
[γ－32P]ATPを用いた測定系と比較して、約1/8の酵素
量で測定できることが示された。またELISA法で用いる
基質の量は1ウェルに計算上0.25 μgであるのに対し、
ラジオフィルターアッセイでは約4倍量の1 μg必要とす
る点、また酵素量ゼロにおけるバックグランドがELISA
法ではほとんど存在しない事からも、放射性同位元素を
使用せずに測定できる利点以上に、感度も高く、かつ用
いる基質と酵素も少なくでき、本発明で提供されるELIS
A測定系が如何に優れているかが証明された。
【０１３３】実施例１２  Aurora2リン酸化活性阻害物
質の検索実施例
リン酸化酵素の阻害剤として知られるK-252a (CALBIOCH
EM社製)は、CaMキナーゼIIやプロテインキナーゼＡ、プ
ロテインキナーゼＣ、プロテインキナーゼＧなど、様々
なリン酸化酵素の阻害剤として知られている。このK-25
2aとAurora2リン酸化活性阻害剤候補物質Ａ及びＢを用
いて、本発明で提供されるELISA系にて検討した。それ
ぞれの希釈系列を調製し、これとリン酸化アッセイバッ
ファーで調製したAurora2とを混合し、全量を50 μlに
した。これをGST-HsLats2 (79-257 aa)を固相化したウ
ェルに添加し、前述の方法でAurora2リン酸化活性をELI
SA法にて検討した。
【０１３４】結果を図１４に示す。K-252aはリン酸化酵
素に対する特異性の低い阻害剤であることから、Aurora
2によるリン酸化活性を濃度依存的に抑制する結果が得
られた。また候補物質ＢにおいてもK-252aと比較すると
抑制効果が低いものも阻害作用が検出できた。したがっ
て候補物質Ｂについては誘導体を合成し、そのAurora2
リン酸化活性の阻害効果を検討することで、更に阻害効
果を高めた薬剤を得る事も可能と考えられる。このこと
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から、実際にAurora2のリン酸化活性阻害剤の薬剤スク
リーニングにも有効であることが示された。
【０１３５】
【発明の効果】本発明により、ヒトAurora2リン酸化酵
素によりリン酸化された基質を特異的に認識して結合す
る抗体、該抗体を用いてヒトAurora２リン酸化酵素の活
性を測定する方法及びキット、並びにヒトAurora2リン
酸化酵素の活性を阻害若しくは促進する化合物をスクリ
ーニングする方法が提供される。
【０１３６】Aurora2リン酸化酵素は癌で過剰発現して
いることが報告されていることから、臨床生理サンプル
を用い、本発明で提供される方法またはキットを用いて
Aurora2タンパク質リン酸化酵素のタンパク質リン酸化
活性の検出、またはLats2タンパク質の８３番目のセリ
ン残基がリン酸化される活性を検出し、診断することが
可能である。
【０１３７】また、本発明で提供される方法またはキッ
トを用いて、Aurora2タンパク質リン酸化酵素のリン酸
化活性阻害剤または促進剤の薬剤スクリーニングも可能
になる。
【０１３８】
【配列表】
SEQUENCE LISTING
<110> MEDICAL & BIOLOGICAL LABORATORIES CO., LTD
<120> A method, kit and antibody for detecting a p
rotein kinase activity
<160> 4
<210> 1
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD RES
<222> (6)
<223> PHOSPHOLYLATION
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Artifici
ally Synthesized Peptide.
<400> 1

<210> 2
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Artifici
ally Synthesized Peptide.
<400> 2
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<210> 3
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> MOD RES
<222> (7)
<223> PHOSPHOLYLATION
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Artifici
ally Synthesized Peptide.
<400> 3

<210> 4
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Artifici
ally Synthesized Peptide.
<400> 4

【図面の簡単な説明】
【図１】リコンビナントAurora2リン酸化活性の測定の
結果を示すオートラジオグラフィーの写真である。
【図２】Cyclin/CDKファミリーによるリン酸化の検討の
結果を示すオートラジオグラフィーの写真である。
【図３】チェックポイントに関与するリン酸化酵素を用
いた検討の結果を示すオートラジオグラフィーの写真で
ある。
【図４】ヒトLats2欠損タンパク質を用いたリン酸化部
位の検討の結果を示すオートラジオグラフィーの写真で
ある。
【図５】マウスLats2欠損タンパク質を用いたリン酸化
部位の検討の結果を示すオートラジオグラフィーの写真
である。
【図６】ヒトLats１欠損タンパク質を用いたリン酸化部
位の検討の結果を示すオートラジオグラフィーの写真で
ある。
【図７】Aurora2によってリン酸化されうるLats2タンパ
ク質アミノ酸残基の決定の結果を示すオートラジオグラ
フィーの写真である。
【図８】Aurora1とAurora3によるヒトLats2のリン酸化
の検討の結果を示すオートラジオグラフィーの写真であ
る。
【図９】抗phospho-HsLats2-S83モノクローナル抗体の
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特異性の確認の結果を示す図である。
【図１０】抗phospho-HsLats2-S83ポリクローナル抗体
の特異性の確認の結果を示す図である。
【図１１】リン酸化活性測定系構築のための基質と抗体
の選択のために行った実験の結果を示す図である。
【図１２】Aurora2とそれ以外のリン酸化酵素によるリ *
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*ン酸化の検討の結果を示す図である。
【図１３】ラジオフィルターアッセイとELISAによるリ
ン酸化活性の測定系の比較の結果を示す図である。
【図１４】Aurora2リン酸化活性阻害物質のスクリーニ
ングの実施例を示す図である。
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