JP 3888974 B2 2007.3.7

(19) BFEHEF (P) Wi F A HEB2) (1) s S
$IET R 38889745
(P3888974)
45)%TH FR1MEIATH (2007.3.7) 24) B8RE FRLISEI2ASH (2006.12.8)
(51) Int.CL. F 1
GO 1N 33/53%2  (2006.01) GO1N 33/532 B
GO1N 21/64 (2006, 01) GO1N 21/64 ZNAF
CO7K 19/00 (2006.01) CO7K 19/00
c12qQ 1102 (2006.01) c1z2qQ 1/02
GO1IN 21/78 (2006, 01) GO1N 21/78 C
FMREOH 10 (£ 14 H) BRECHKL
@1) HEES £ EE2002-575624 (P2002-575624)  [|(73) #53r48% 503360115
(86) (22) HERH FRR134E3H 230 (2001.3.29) WIFTEGE AR TR SIS
86) EREHEES  PCT/JP2001/002360 WER)IOMEE4 TH1&S8E
@) EELHEE  W02002/077623 (74 fKEA 100093230
87 EREAMA SR 145E10 A 3E (2002.10.3) £E+ EE FlX
EBEWRA FRRISEIZA24H (2003.12.24) (72 %AAE wE =R
BrERR#HERT» EESH 45—
1-203
72) REAE £ <
AFEERFRHCREEME2 -25—16
mEH=—a—R
103
(72) REAE /B EB
BrEFEREFmEE617 18
Bt EICHK S

(54) (READER] EREY) 8L - BY CBLIRIL7o -7 ZhtAVEEBR Y BRI - Bt ) CBLOkE

BLUERRNE

(57) 000000000
Dooo00
00000000000 00O00
00000000000 00O00
000000000 O0O0oOoOoQ

gboboogbooooooboobobobooooooboao

choooooobbooboboooNoOoOoboooonn

00000000 goog0gooognnFe4L/S65T/

Y66W/N1461/M153T/V163A/N212K0

OCO0O0O0OO00O0O0g0gggcrPddOses6/ves8L/Q

69K/S72A/T203Y0 0 0 00O OO

gooogyrPOOOOOOOODOOO0OO0ODOOODO

gbobooooboobobo

goo
oono

O
O

0Dooo
oooao

O
O

gogoog
goad

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao

O
O

Ooooooogogooooaoo
OooooooQgooooao
|D
]
(]
O

Oooooooogoogoooao

O Ooooo

O Ooooo

O Ooooo
O

ooooaod

1 Iy

|
O

O

I

oboood

ooooooboooobooboooboooboooooao
oooooooboooooooobobooo

gbosH20 0000000000000 oboOobOoboobDOwooDOo
gboboboobooobobgobooooboboboooooao

gbobobogogbooooobobobuobooboboboboooboa
oooooobocoobooobooooDbn

ooooOoopoboooooboooooobooooboooobood

10

20



Oo0oooooo0oooooo oo oooo oo oooDoDoooDooDoDoDoooooooao
OOo0o0oooooo0oooooo oo ooooo oo oooDoDooooooDoDoDoooooooao

a
O
0J.

I s e e e [ e A R s [ |
R e e e e s e e e A s [ |

O
O

Cell Biol. 140, 485-498(1998)0 0 00 DO OO DO O O Nature 349, 694-697(1
997); Nat.Cell Biol. 2, 25-29(1999)00000O0O0O0O0O0OO0OD0OO0OAO0OAnal.Chem. 72,591

O
O

O

O
O

O

O
O

OO0 oooooo0ooDooogogogogoooo
O

OO0 oooooo0ooDooogogogoooo

O 0Ooo0ooooao

O 0o oo

O Ooooo
O OooOgooo
O Ooogooo
O Ooogooo
O Ooogooo
O Ooogoo
O Ooogoo
O Oogogo
I Y [ Y
Y I Y
Y I Y
O 0Ooo0ooo
O O0oo0ooo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0ooOoo
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O Ooogooo
O OooOooo
O OooOooo
O Ooogooo

O

oo oooooogodg
Oo0oooooogoQgog
O OooQgooo
O Ooogooo

Oooooogogg

u
O
a
O
g

ooooaod
in vitroQO
ooooaod
ooooo

ogboooadg

oo

O
O

o0

g
u

O

O

O

O
O
O
O
O
O
O

O
O

O

ooooo
Cell 100,

OO0 oooooogogg
Oooooogogaog
Oooooogogdg
OO0 oooogogdg
OO0 oooogogdg
Oooo0oooogoaod
OooooooOoogoad
OooooooOogod

O

O

O

0

O

0

0

O
O
O
O
O
O
O

|
|

O

O

O

O

O

O

O
O

O
g
u

O
O

O
g
u

(2)

O

O
O

O

[ |

oo

JP 3888974 B2 2007.3.7

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O O
O O
O d
O d
O d
O O
O O
O O
O O
O O
[ |
[ |
[ |
[ |
[ |

O

O

O

O

O
O
O

gobooooao
gboooboooboboboboobobobobooooobao
113-127(2000) 0 0 0000000000000y 000000

O

O

O

O

OoooooooogoQgodg
OooooooooQgg
OoooooooogooQgog
OoooooooogoQgog
OooooooogogoQgog
OoooooooogoQgoog
OoooooooogoQgog
OoooooooogoQgg
OooooooogoQgg
Oooooooogogog
OooooooogoQgg
Oooooooogogg
OOo0oooooogogg
OOo0oooooogogg
OOooooooogogg
OO0 oooooogogg
OO0 oooooogogg
OO0 ooooogogg

O

O

02%'0o

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Ooo
O 0Ooo
O o0Oooo
O 0Oooo

gboboooooboboboog

OO0 ooooogogg
OOoooooooOod
OoOoooooooOodg
OoOoooooooOodg

Nature 388, 882-887(1997)0 0 0O O

O

g
g

OO0OO0OO0OD0OO0OO0O0O0O0Oscience 248, 1527-1530(1999)00ooooOOOOOO

8-5924(2000) 0 00 D0DODODODODODDODODDODDODDODODODODODODDOOOODODODODOOODOOOO
000000000000 UoUUoUoooooooooooooDoooooooooan
0000000000000 UU0UUoU0ooooooooooDoDoDoDoDoDoooooooan
O Curr.Opinion Neurobiol. 10, 416-421(2000)0 O
0000000000000 UU0UU0UO0DO0D0DO0DODODOoDOoDoDoDoDoDOoDOoDOoDOoooooooOoan

10

20

30

40

50



(3

JP 3888974 B2 2007.3.7

oooboocoobooboooobooooboooobooooboboooooobooooboooao

O O Anal .Biochem.195, 148-152(1991);NeuroReport7, 2695-2700(1996);FEBS Lett. 414

I e e e s [ e e e s e O
e e s [ e e e [ [ e R [y
[ e ey e sy R e Y Iy
e e s e e e R e Y Iy

OO0 oooooo4o0 oo oooo0o oD oooDoDoooo0oDoDoooogoggooao
Oo0oooooo4oooDooo4o0o oD oo oDoooogoDoDoooogoggooao
OO0 oooooooooDooooo oD oooDoDooooooDoDoooogoggooao
OO0 oooooo0ooooDooooo oo oooDoDooooooDoDoooogoggooao
OO0 oooDooo0oo0ooDoooooUoooDoDoDooogoogoDoDoooogoggooao

Ooooooogod

55-60(1997); Nat.
oooooo
00O

O

O

u o
O

O

O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
OO oo
OO oo
OO oo
O 0Ooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O O0ooo
O O0ooo
O O0ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
OO oo
OO oo

OoooooooogoQgg

O Oooo
O Oooo
O Oooo
OO oo
O Oooo
O 0Oooo
OO oo
O 0O oo
OO oo
O 0O oo
O 0Oooo
O 0ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
OO oo
OO oo
OO oo
O 0O oo
O 0Oo o
O 0ooo
O 0ooo

O
O

O

O

O

Oo0oooooUooooDoooo4ooooDoooogogogogooao

Biotechnol.
oooooao
oooooao

O

Oo0oooooUogUoooDoDooo4ogooDoooogogogogoao

Oo0Dooooggogogoao
OO0 oooooggogogoao
OO0 ooooggogoao
OO0 oDooooggogoao
Ooooooooogooao
OoooooooogooOoao
OoooooooQgooao
Ooooooooogooao
OooooooogooQogooao
OoooooooQgooao
OoooooogoQgooao
OoooooogoQgooao
OoooooooQgooao
OoooooogogQgooao
OoooooogoQgooao
OoooooogogQgooao
OoooooogogQgooao
Ooooooogoogooao
Oooooooggoao

OoooogQgoao

Ooooooggoao

Ooooogogoao

Ooooogogogao

O Ooo0ooogoao
O OooO0oooao
O Oo0ooogoao
O 0Oo0ooogoao
O Oo0ooogoao
O 0Oo0oo0oo0oao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O0Ooo0oo0oo0oao
O0Ooo0oo0ooao
O0Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O Ooo0oooao

O

OO0 ooooooggogogoao

OO oo
O 0O oo
O 0O oo
O 0ooo
O 0ooo
O 0ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O 0Oooo
O 0O oo
O 0ooo
O 0ooo
O 0ooo

0

OO0Oo0ooooaog
OO0Oo0ooooaog
O0O0o0ooooog
O0Ooo0oo0oo0ooao
O0Ooo0oo0oo0ooao
O0Ooo0oo0oooao
OoOoo0oo0oooao
OoOoo0ooooao
OoOoo0oo0oooao
OoOoo0ooooao
OoOoo0ooooao
OoOoo0ooooao
OOoo0ooooaogo
OOoo0ooooogo
OOoooooaog
OOoooooaog
OOoooooaog

O
O
O
O
O
OJ
OJ
OJ
O
O
O

0

0

O

18, 313-316(2000) 0 000 00O0O0O0OOOOOO
ooooOooooooobDoOooboooooboo
ooo

g
g
O

g
g
O

g
g
O

g
a
O

O
O

O

O

O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
(]
O

ogoad

O

O

O

ugoad

O

O

O

O Oooo
O Oooo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0O oo
O 0Oooo
O 0O oo
O 0ooo
O 0ooo
O 0ooo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

goad

O

O

O

goad

O

O

O0Oo0oooo

OJ

0

god

0

O
O
O
O

O

O

O

O
O

10

20

30

40

50



e e e e R e [ [ A B [
e e e e e e e A [
e e e e e e e e e e [ s [
e e e e e e e e [
e e e e e e e [ e B [
e e e e e [

Oo0ooooooooooooo4oooooooogogoao
OOo0ooooooooooooo4ogoooooogoggogoao
Oo0ooooooooooooo4ogoooooogoggogoao
Oo0ooooooooooooo4ggoooooogoggogao
Oo0oooDoooo4ooooooo4ggooDoooogogogaog
OO0 oooDoogog4UoooDooo4ggooDoooogogogaog
Oo0ooooogg4UoooDooo4ggoooooogoggogaog
OO0 ooooggUoooDooodUoooooogogogaog
Ooo0ooooooooooooooooooooogoogoao

Ooooooooooogoo
Ooo0oooooooogoogoo
OooooooooQgoogoo
OooooooooQgoogoao
OooooooooQgoogoo
Oooooooooogoogoo
Ooo0oooooooQgogogooQg
Ooo0oooooogogoQgogogooQg
oo oooooogogogoogooQg
OooooooogogoQgogooQg
Oo0oooooogogogogooQg
Oo0oooooogogogogooQg

O Oooo

Ooooooo0oooooooo0ooDoooogogooooao
Oo0ooDoooo0ooooooo4o0ooDoooogogogoooao
OoOoo0oooDoDo+r oo oo oo ooooogoao
Oo0ooooo40oooooooo4o0DooDoooogogogoooao
OOo0DoDooo40oUoooDoooo4oDooDooogogogogoooao

Oo0Dooooggogogoao
OO0 oooooggogogoao
+ OO0 O0o0Oo0O-goog-gao
OoooooooogoOooOoao
Ooooooooogow

O 0Oooo
O o0Oooo
O o0ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

OO0 ooooogogogoooao
OO0 ooooogogogoooao
OO0 o0ooooogogoooao
OOo0ooooooooOooOoobooao
OOo0ooooooooOooooao
OOo0oooooooogooooao

O Ooo0oono
O Ooo0ooOono
O Ooo0ooOoo
O 0Ooo0ooo
+ O 0O o0OQg
O Ooooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooooo
O OooOooo
O Ooooo
O OooOooo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

OooooooogooOoooOoao

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O
O

OooooooogooooOoao

OO0Oo0oo0oooao
O0Ooo0oo0oooao
O0O0Oo0oo0oooao
O0O0Oo0oo0oooao
OOoo0ooooao
OO0o0o0ooooao
OOoo0ooooao
OOoo0ooooao
OOoo0ooooao
OOoo0ooooao
OOoOo0ooooao
OOoo0ooooao
O0Oo0ooooao

O
O

OoooocooogooooOoao

OoooocooogogoooOoao

(4)

Oooooooogooooao

OooooooQogoooao

O0Ooo0oooao
OOoo0oooao

O 0Ooo0goo
O 0Ooooo
I [y
O 0Ooo0gooo
O 0OooOooog
O 0Ooogooo
O Ooogoo
O Ooogoog
= OO OO
O Ooogoog
O Ooogoog
O O0OoQgoog
[ Y
O O0Oogogog
Y Y
O O0OoQgogaog

oo

I+

O

O
O

tyrphostin{d
O0O0O0Owm O
ooo

O
O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O

O

O

O
O

O Ooo0oooo
O Ooo0oooo
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O O0Oo0oooao
O Oo0oooao
O 0Oo0oooao
O 0Oo0oooao
O 0Oo0oo0oo0oao
O 0Oo0ooO0oo0oao
O 0Ooo0oo0oo0oao

O
O

O Oooo

O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooog
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O o0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo

I+

O Oooo

3888974 B2 2007.3.7

O Ooooo
O OooOooo
O OoOgooo
O OoOgoo
O O oOgoo
O O o0goo
O O o0gogaog
O 0Ooo0ooOoo
O Ooo0ooOoo

O Oooo

O Oooo

O Oooo

O Ooogoo

O+ O O

(]

O Oooo

O
O

[
[

O o0ood

O o0ood

O
O
O

O 0ooo

I+

O
O

O 0o oOoo

10

20

30

40

50



e e e e R e [ [ A B [
e e e e e e e A [

OOooooooo0ooooooo0DooDoDooooooooao

w

e

OO0 ooooooooooDoooooooooog

O O

Oooooooooooooogogoao

e e e s e e o Y e R e Y Iy

OoooooQgogoao

O0Ooo0oooo

Oo0ooooooo0ooDoooooooooog

OO0 oooooo0ooDooogogogoooo
OO0 ooooo4o0ooDooogogogoooo
OO0 ooooo4o0ooDooogogogoooo
OO0 ooODooo4o0ooDooogogoooo
OO0 ooODooo4Qo0ooDooogogoooo
OO0 Do oDooo4Qo0ooDoooggoooo
OO0 Do oDooo4Qo0ooDooogogoooao
OO0 0o oDoooo4ddooDoooggogoooao

O 0OO0ooOoooao
O O0Oo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O O0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O 0Ooo0ooooo
O 0Ooo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O 0Ooo0ooooao
O OooQgooooao
O Oo0ooooao
O O0OoQgooooao
O O0Oo0ooooao
O 0OO0ooooao
O 0O0OooOoooao
O O0O0OooOoooao
O 0Oo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao

OooooooooooDooooooooooog
OooooooooooDooooogooooog
OooooooooooDoooooooooog
OooooooooooDoooogogooooog
Oo0DoDoooo4ooooDooogog4ogooooog
Oo0ooooooo4ooooDooogog4ogooooog
Oo0DoDoDoooog40oDooDooogog4gogooooog
Oo0ooDoogog4UoooDoooogo4Qgooooao

Oo0OoDooogg4UoooDoDooo4dQgooooao

Oooooooooooooooooooao

OooOoo0ooodgadg

O0Ooo0oooao

O0Ooo0oooao

O0Ooo0oooo

O0OooOoooao

O 0Oo0ooogoog

O 0Oo0Oooog

O 0OoO0oooog

OO0 o0 ooDooogogogao
Oooooooooogogooo
Oooooooooogogooo
oo ooooooogogogoo
Ooooooooogogoo
oo oooooogogogoo
oo oooooogogoo
oo oooooogogoo
oo oooooogogogoo
OO0 oooooogogogoo
OO0 oooooogogogoo
OO0 oooooogogogoo
oo oooooogogoo
OO0 o0 ooooogogogoo
OO0 oooooogogooo
OO0 o ooooogogoo

OOo0ooooog

OoOoo0oo0odgdano

gbooogogoooT

O
O
O
0
O
O
hr

O
g
u
O
g
O
g

OooooooooogogoOoao
Ooooooooogoogoao
Ooooooooogoogoo
Ooooooooogoogoao
Ooooooooogoogoao
Ooooooooogoogoao
Ooooooooogoogoo
Ooooooooogoogoo
Ooooooooogoogoao
Ooooooooogoogoao
Ooooooooogogogoao
Ooooooooogogogooao
Oooooooogogogoao
Oooooooogogoao
Oooooooogogoao
Oooooooogogoao
Oooooooogogoao
Oooooooogogoao
Ooooooogogogao
OO0 ooooogogogao
OO0 ooDooogogogao
OO0 ooDooogogogao
OooooooooogooOoao
Oooooooooogoao
Ooooooooogoogoo

O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0OooO0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O Ooo0ooooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O OoOo0ooooo
O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooo
O Ooo0ooooao
O Ooo0ooooao
O OoOooooao
O OooQgooooao
O OoQgooooao
O Oogooooao

Ooooooodgdg

OooooooQdgdg

OoooooogoQgdg

~
(63
o’

Ooo0oooogoQgdg

Ooo0oooogoQgdg

Ooo0oooogoQgg

Ooo0oooogoQgdg

Oo0oooogQgdg

Oo0oooogoQgdg

OoooooogQgdg

OooooogQgg

OoooooogoQgdg

(&
e

Oo0oooogoQgg

O
O
O
O
O

O
O
O
(]
O

Ooooooggdg

3888974 B2 2007.3.7

O Ooooooog

OoOoooooggdg

O oo oooog

Ooooooggg

O Oo0oooooog

Ooooooggdg

O oo oooog

Ooooooggdg

O O
O O
O O
O O
O O
O O

OO oo

O

(]
Ooooooooo

OO0 oooooog
OoooOoooooo
Ooooooooo

O -
Oooo0ooogo

O O0OoOgoo

O 0Ooo
O O o0gogog
O 0Ooo0ooo
O O0Ooo0ooo
O O0Ooo0ooo

Tyr0 0O O
oooooo

O 0Oo0oo0ooao

Oo0ooooggdg
Oo0oooooggdg
Oo0oooogogdg
OooOoo0oooodgadg
Ooooooodgdg

O

10

20

30

40

50



e e e e R e [ [ A B [
e e e e e e e A [
e e e e e e e e e e [ s [
e e e e e e e e [
e e e e e e e [ e B [

OooooooogoggogooQg
OO0 oooooogoggogooQg
OooooooogogogooQg
Oo0ooooooggogoQg
OoDooooooggogog
OO0 oooooogogogog
OO0 oooDoooggogog
OO0 oooDoooggogdg
OO0 oooDoooggogog
Ooo0oooooooogoogood
Ooooooooooogoo
Ooo0oooooooogoogoo
OooooooooQgoogoo
OooooooooQgoogoao
OooooooooQgoogoo
Oooooooooogoogoo
Ooo0oooooooQgogogooQg
Ooo0oooooogogoQgogogooQg
oo oooooogogogoogooQg
OooooooogogoQgogooQg
Oo0oooooogogogogooQg
Oo0oooooogogogogooQg
Oo0oooooogogogogooQg
OooooooogogogogooQg
Oo0ooooooggogooQg
Oo0ooooooggogoQg
OO0 ooooooggogoQg
OO0 ooooooggogog
OO0 ooooooggogdg
OO0 oooDoooggogodg
OO0 oooDoooggogodg

O O o0gogog
O 0Ooo0ooo
O O0Ooo0ooo
O O0Ooo0ooo

OOoooooo4ooooooo0 oo oDooo oo oDoDoooooooDoDooogogoao
e e e e e e [ A [

OoDooooooooooooggoao
Ooooooo4oooooooggoao
OoDoooogog4ogooooooggogao
OO0 oooogog4ooooooggogao
OoDooDoogog4ooooooggogo
OO0 oDoDoogog4oooDoooggogao
OO0 OoDoDoogog4QogooDoooggogao
Oooooooooooooogoao
Ooooooooooooooogoao
Oooooooooooooogoao
Oooooooooooooogoao
Ooooocooooooooogogoao
Oooooooooooooogoogoao
Ooooooooooooooogogoao
Oooooooooooooogogoao
Oooooooooooooogogoao
OooooooooooooogogQgoao
Oooooooo0oooooogoggoao
Oooooooo0oooooogoggoao
Oooooooo0ooooooggoo
Oooooooooooooogoggoao

O oOooo
O oOooo
O Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O 0Ooo
O 0Ooo
O 0Ooo

OO0 ooooo4o0ooDooogogogoooo
OO0 ooODooo4o0ooDooogogoooo
OO0 ooODooo4Qo0ooDooogogoooo
OO0 Do oDooo4Qo0ooDoooggoooo
OO0 Do oDooo4Qo0ooDooogogoooao

OO0 o oooooogdg
OO0 oo ooooogdg
OOooooooood
OOoooooooodg
oo ooooooodg
oo ooooooodg
oo ooooooogodg
oo ooooooogog
oo ooooooogodg
oo o oooooogodg
oo o0 oooooogodg
oo o0 oooooogog

I [ |
I [ |
O 0Ooogogoog
I [ |
O Ooogogoog
O Ooogogoog
O Ooogogoog
O Ooogogog
OO ogogog
OO ogogog
O O ogogog
OO ogogog
Y Y |
Iy |
O 0O o0oogoo
I [ |

OoOooo0ogao
OOooo0ogao

OooOoo0oooogoao
Ooo0oooooogoo
Ooooooogoao
Ooooooogoo
Ooo0ooooogooQgoo
Ooo0ooooQgoo
Ooo0oooogoQgoo
Ooo0oooogoQgoo

~
D
o’

A I o B |

O 0Oooo

OoooooogoQgoo
OoooooogogQgoo
Oo0oooogogQgoo
Ooo0oooogogQgoo
OoooooogogQgoo
Ooo0oooogoQgoo
Oooooooggoao
OoooogQgoao
Ooooooggoao
Ooooogogoao
Ooooogogogao
OoooogQgogao
Oo0oooogoQgogao
Oo0DooogoQgogao
Ooo0oo0ooogoo

O 0Oooo
O oOooo
O oOooo
O oOooo
O oOooo
O oOooo
O Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O 0Ooo
O 0Ooo
O 0Ooo

(&
e

Ooooooogogogoooao
Ooooooogogogoooao
Ooooooogogoooao
Ooooooogogoooao
OoDoooogogooooao
OO0 oooogogogoooao
OO0 oDooogogoooao
OO0 oDooogogoooao
OO0 oDooogogooooao

OooOoo0oooodgadg

3888974 B2 2007.3.7

Oooooooogoao
OoooooogooQgoao

O 0ooo
O o0ooo

O 0O O
[ Ry |
[ Ry |

OooOoo0oooodgdg
Ooooooodgdg

O 0ooo
O o0ooo

Y Y |
Iy |
O 0O o0oogoo
I [ |

10

20

30

40

50



) JP 3888974 B2 2007.3.7

>
<
~+
-
o

O Ooooo
O OooOgooo
O Ooogoo
O O0OoOgoo
O O oOgoo
O O o0goao
I Y
O 0ooo

O 0ooo

O 0ooo

O Ooo0ooOoo
O Ooo0ooOoo
O Ooo0ooo
O Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooooog
O OooOooog
O OoOooog
O OooOooog
O OoOooog
O OoOgooo
O OoOgoog
O O oOgoog
O O o0gogo
O O o0gogo
O O0Oo0ooOoo
O O0Ooo0ooOoo
O Ooo0ooOoo

O 0Ooo0oo0ooao
O 0Ooo0oo0ooao

O 0Ooo0ooao

O 0Ooo0ooo
O 0Ooo0oooao
O 0Ooo0oooo
O 0Ooo0goooo
O 0OooQgoooo
O 0Ooo0oooo
O 0OooQoooao
O 0OooQgoooao
O 0OooQgoooo
O OooQgooo
O OooQgooao
O Ooogooo
O Ooogooo
O Ooogooao
O Ooogogooao
OO oQgogoao
OO oQgogoao
OO oQgogoao
O 0Oo0oo0ooao
O 0Ooo0oo0ooao
O 0Ooo0oo0ooao

00
invivoOOOGOooOooao

goo0oO0Q0Q0Q0O0OU0U0O0DO0DOoDUoDUoUoUoogooo
o000 O0Q0O0000O0DO0DUoDUUoUoUooooogo
goo0o0Q0Q0Q0Q0O0O0O0O0DO0DUoDUoDUoUoUOoOooooo
O O O Science 279, 84-88(1998); Drug Discovery T

Oooooooooooooogdg
O

Oooooooooooooogogoao
Oooooooooooooogdg
Oooooooooooooogdg
Ooooooooooooooogdg
Oooooooooooooogdg
Oooooooooooooogdg

OooooooogoQgg
OOooooooogogg
OO0 oooooogogg
Oo0Dooooggogogoao
OO0 oooooggogogoao
OO0 ooooggogoao
OO0 oDooooggogoao

Oooooooooooooogogoao
Ooooooooogooao

0000000000
oday 4, 363-369(1999)0 O

oooboocooobooooboooobooooOoooobooooobobooooboooboooooboooao
gboobogogooobobobooboooooooboboboboobobobobooboog
uobobooobooocboboboobooboooobooboboboboooboboboboooboaa
oooboocoobOoooboooobooooOooobooooboooooobooooboooao
Oo0o0OoO00DbDO0OO0o0oo0oDO0oO0oDbO0OO0o0DbDO0oO0O0oDO0oO0D0O0OProc.Natl._Acad.Sci.USA 77,

7348-,(1980)0bOoOOOOOOOOOOOOOOOOOOODODODDODODDODDODDDODDGO
oooooao goooobogoao
gboooooobaoan
oooooboooao
gooooobonob

O 0o oOoo

OOoo0ooooao
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

OOoo0oooooo
OOoo0ooooaog
OOoooooaog
OOoooooaog
OOoooooogd
OOooooogd
OOooooogd
Oooooogd
OOooooogd
OOoooooogd
OOoooooogd
OO0 ooooogd
OOoo0oo0ooood
OoOooooood
OoOoo0ooood
OoOoo0oooooOgod
Oooo0oooogod
Oooo0oooogodg
OO0o0o0ooooao
OOoo0ooooao
OOoo0ooooao
OOoo0ooooao
OOoo0ooooao
OOoOo0ooooao
OOoo0ooooao
O0Oo0ooooao

O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O

OOoo0ooooaog
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

OOoooooaog
OOoooooaog
OOoooooaog
OOoooooaog
OOoo0ooooaog
OO0Ooo0ooooaog
OO0Oo0ooooaog
OO0Oo0ooooaog
OO0Oo0ooooaog
O0O0o0ooooog
O0Ooo0oo0oo0ooao

goobboooooobibouooooooooboboooooobbooad

0 0O 00O Peptide institute Inc.(0saka, Japan)J O OO0 OO 0OOO

Ham' s F-120 0000000 0ODOHank' sO0OODOODOOODOLipofectAMINE 20000 O O
O Life Technologies(Rockville, MD)O OO OO OO

Tyrphostin 250 Sigma Chemical Co.(St.Louis, MO)OD OO OO OODOO
ooooooDooo0o0obOO0obO0ooDooDo0ooo0oo0obUobOOooDooDooDoDobobopOOoOO
0 O 00O Santa Cruz Biotechnology, Inc.(Santa Cruz, CA) OO OO OQOQOQOAO
OOQOODOOOClontech(Palo Alto, CA) DO OO O GOGOQOQ
0000000000000 O0D0OdOaOdJacson ImmunoResearch Lab., Inc.(Pennsylvanl

Ooooooooooooooogoooao
Oooooooo0oooooogogooao
Oooooooo0oooooogooao

Oooooooogogog



(8)

JP 3888974 B2 2007.3.7

ooooooao
ooooooboocooobooooooooboao

gboboooooobooboboobooooba

gbobooooooobobooboobao
ugboboogobooooboobobooooobad

Aequorea victoriaO OO OO OOOODOOOOOOOOO
oooooooboocoooboocooooobooooobooooao
gbobgobooooooboobobgoboooobobonb
uoboooboooobooboboboooboa

, Carlsbad, CA)O Hind 1110 0 O Xba 10

a, PADODODODODODO

000000000 Ooooooooooooo
000000000 oooooooooooo
AlvOOOOOOOO

000000000 ooooouooooooo
oooooo

000000000 UoUoooooooooogo
go0ooo0oO0o0ooooUouoouooooooo
goooO0O0O0O0oO0oDooUoUoUoUoooooooo
ooooooooooooo
gooooOooooooood
go0o0ooOooooooood
000000000 ooooooooooooo
goooOoOoOooooooooo
000000000 Uoooooooooooo
0o0oo00O0O0ooooooooooooooo
goooO0O0O0O0oO0oDooUoUoUoUoooooooo
I.Cell Biol. 13, 7418-7428(1993)0 O
0000000000 oooooooooooo
O0O00oO0o0ooDOoOoooOoOgoJd.Biol.Chem.267
000000000 ooooooooooooo
O0340-.4,00000000
000000000 Uoooooooooooo
000000000 ooooouoooooo
gooooO0oO0oO0ooooUoogououoogoood
oooOo

00000000 oooooooooood
0000000 ouououooooooooo
0000000 pcbDNA3.1(+)(Invitrogen Co.
go0ooooooooooooogo
AlvO00OOOOODODUOOoOoooooooooo
0o0oo00O0O0ooooooooooooooo
goooO0O0O0O0oO0oDooUoUoUoUoooooooo
ooooooooooo

0000000000 oooooooooooo
000000 ooououoooooooooogao
000000000 ooooooooooooo
go0o0oO0oO0O0OooooUoUoooooooooo
000000000 Uoooooooooooo
000000000000 ogupOooooooo
goooO0O0O0O0oO0oDooUoUoUoUoooooooo
O00o

ooo

ooo

Ooo

O

O

I:IEII:IS"
I

O

OO0OO0OO0OD0OO0OO0OO0O0OOTris-HCI 50mMO pH7.40 NaCl 100mMO EDTA 1mMO 0.1% Tri

oboboooboooobooboboboobog
ugbobogobooocooobobobooaobod

oooooobOooooOoobogadMo

oobooooboOooobooooobooooao
25958-259660 U D OO DO ODOODODO
uoboooboooobooboboboooboa

goooooooooboooao

goobooooobbobuooouobobbo
00000000000 000D00o0oo0O0a0
Takara Biomedical(Tokyo, Japan)J 0 OO0 OO0 O0O0ODOOCOODODODOOOO
oo0o0ao
dooooooooobobobooooooobod

a
u

O
O
O
O
O

O Ooo0oooao
OoOoo0oood

O

g
u

O Ooo0oooao
OOoo0oooao
Oooooood

O

O

O
O

O Ooo0oooao
OOoo0oooao
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao

Ham'

O
O
O

O Ooogoog

O

O

ugooad
gono

ooo
ooo

O

O
O

ogono
goagd
goad

ooo
goo
god

[ |

O 0Oooo
O

gbooooooo
gboogooooad

s F-120 000000
,000000000C0OCOD0AOLipofectAMINE 20000 0000000000000
gooobooooobooooooobooooboooobooobooooboooooboooao

gboobooooobobobobooooboobobobooboooboobobonob
ugboboobooooobobobaan

X-100O NaF 1OmMO OO0 DO OOOOODOOO2mMO PMSFImMO 10p g/mlO0 00 O O
lopg/MLOO0000O0O01W0pg/ML0000O0O0O0OOOOOOOOOOODOOODOO
oooboboooboooooobooobooooooobooooboobooooboo
ogoad

10

20

30

40

50



) JP 3888974 B2 2007.3.7

goo0oO0O0O0O0OO0O0U0oU0U0UU0UUU0UUU0UO000ODUUUUoDoDUooDoDoDoDoooooooao
O 00O Tris-HCI 50mMO pH7.40 NaCl 100mMO EDTA 1mMO 0.1% Triton X-1000 NaF 10mMO
0000000000000 2mMd PMSF ImMO 10p ¢g/mLO 0000 O O 10p g/mLlO0 00O 0O
OO00ilopg/MLO0000C00DOOO0ODOODODOOODDOOOODOODDDODOODOOOO
0000000000000 UooooooooooooOO0O 5000000000000
gooooooooooo

0000000 ooouooooogogo

0000000000000 UU0UUoU0ooooooooooDoDoDoDoDoDoooooooan
goo0oO0O0O0O0OO0O0U0oU0U0UU0UUU0UUU0UO000ODUUUUoDoDUooDoDoDoDoooooooao
0000000000000 UU0UU0UO0DO0D0DO0DODODOoDOoDoDoDoDoDOoDOoDOoDOoooooooOoan
0000000000000 UU0UU0UU0UOo0oooooooooDoDoDoDoooooooan
OO

0000000000000 UooooooooooooDoDoDoDoDoDoooooooan
0000000000000 UUUUOo0oooUUoooooDoDooooooooaon
00000000000 oUoUoooooooooooo

0000000000000 UU0UUoU0ooooooooooDoDoDoDoDoDoooooooan
ooooooo

0000000000000 UoUoUooooooooooooo
0000000000000 UU0UU0UU0UOo0oooooooooDoDoDoDoooooooan
ogooooooooood

0000000000000 UooooooooooooDoDoDoDoDoDoooooooan
000000000000 UoUoUoUoOoooooooooo

000000000000 0D0D0D0O00OHank! sOUODODO0OOODDODOODODODOODOOODO
O00DO00oOO0OO0O0O000OD0OOdAnal.Chem. 72, 5918-5924(1999)0 O O O O MetaFluor(Univer

sal Imaging, West Chester, PA) DD OO OO OOOODODOMicroMAXO OO O Carl Z
eiss Axiovert 1350 O O O Roper Scientific Inc., Tucson, AZO OO OOOOOGOOOd
ooooooao

440+ 10nmO 0 D0 OO0ODOCO10000000000OOO0ODOO0OOOOCarl Zeiss, Jena
GermanyO O O OO O480+ 15nm0O 0 0535+ 12.5nm0 0 000 00COO0OO0OO0ODOO

gboboooobobOobod48o+x15nm 0000000 DbDOobDOoDO00OO
ugboobogobooooood
gobobocoobooobooooboooobooooboooooboobooooooboo
gboooboooobobooboboboooobooboboboobobobobooaa
oooboocooooobooooboooooooobooooobooioonMoobooOoOonn
g440x 10nmI0 000 000O0O0DO0ODOODOO0O0O0O480x 15nmIDOD0O0DO0OO
535z 12.5nmO 000000000000 DOOOO0OOOO0OO

O ooboooobOoobooooboooao
oboboooboooobooboboboobog
ubooboobooooooboobaoanb
tyrphostin 500p MO OO OOOOODO
obobooboooooboboobooobog
oobooooboOooobooooobooooao
gboboooboooboobobobooog

oo oooooe
O0Ooo0oooo

O

O

O O0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0Ooo0ooooao

oobooooboOoooooobooao
ooooooobooooooobooao
ooobooooobooooooobooao
oooooobooooooobooao

Oooooooooogano
OooooooooooOoogdoano

O 0Oooo
O o0Oooo
O o0ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

Oo0ooooooogogoooao
O 0Oooo

OO0 ooooooQgooao
Oo0ooooooQgoooao
oo ooooooQogoooao
Oooooooogogoooao
OO0 oooooogooao
OO0 oooooogogQgoooao
Oo0oooooogoggoooao
Oo0oooooogoggoooao
OO0 oooDooogoggoooaog
OO0 oooDooogoggoooaog
OO0 oooDooogoggoooaog
OO0 oooDoooggogoooao
OO0 oo oDoooggogoooao



(10)

JP 3888974 B2 2007.3.7

000000000000 0O0000O0000O0000000000000000000
000000000000 0O0000O00D0O0D00O0O0O00O0O0O00OO0O0OOoOooooaOn
000000000000 0O0000O00D00O00O0O0O00O0O0O00O0O0O0O0O0O0ooan
0000000000000 O0O00O0O0O00

000000000000 0O0000O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O000O
00000000000 000000O0000O0000000000000000000
0000000000000 O0000O00D00D00O00O00OODO0ONO0O0ONOoOnoooan
000000000000 0O0000O00D0O0O00O0O0O00O0O000O0O0O00O0O0ooan
D0O00O0O0O00O0OO0DOEMBO J. 16, 5573-55810 0 00 0000000000000
000000000000 0O0000O0000000000000000 10
0000000000000 O0000000O0000000000
0000000000000 O0000O00D0D0O00O00O0N0OODONONOoODOoOooooooan
00000000000 00O0000O0000O00O0O000000000
0000000000000 O0000000O00000000000O000100nM0 00
0000000000000 O0000O00D00D00O00O00OODO0ONO0O0ONOoOnoooan
000000000000 0O0000O00D0O0O00O0O0O00O0O000O0O0O00O0O0ooan
0D00000000O0000O0000

000000000000 0O0000O00D0O0D00O0O0O00O0O0O00OO0O0OOoOooooaOn
000000000000 0O0000O00D00O00O0O0O00O0O0O00O0O0O0O0O0O0ooan
0000000000000 O0000000O000000o.1lnMI0D0D0000O00D0O 20
0000000000000 O00O0O000

00000000000 000000O0000O0000000000000000000
0000000000000 O000000000000000000000O0O0EMBO J.

16, 5573-5581(1997)0 0000000 O

000000000000 0O0000O0000O0000000000000000000
000000000000 0O0000O00D0O0D00O0O0O00O0O0O00OO0O0OOoOooooaOn
Doooo

0000000000000 O0000O00D0D0O00O00O0N0OODONONOoODOoOooooooan
00000000000 00O0000O00000000000O000L-783,281(Nature3l

8, 183-186(1985);Science 284, 974-977(1999)0 0 0000000000 O0O0O0OOO 30
0000000000000 O0000O00000

000000000000 0O0000O00D0O0O00O0O0O00O0O000O0O0O00O0O0ooan

0

000000000000 0O0000O00D0O0D00O0O0O00O0O0O00OO0O0OOoOooooaOn
000000000000 0O0000O00D00O00O0O0O00O0O0O00O0O0O0O0O0O0ooan
0000000000000 O0000O00D0D0O00O00O0N0OODONONOoODOoOooooooan
Doooo00

00000000000 000000O0000O0000000000000000000
0000000000000 O0000O00D00D00O00O00OODO0ONO0O0ONOoOnoooan
00000000 Diabetologia 40, $S2-S17(1997)0 O 40
000000000000 0O0000O0000O0000000000000000000
000000000000 0O0000O00D0O0D00O0O0O00O0O0O00OO0O0OOoOooooaOn
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 96, 8378-83830 0 000 O00D0O0O00ODODOOODODOOOOO
0000000000000 O0000O00D0D0O00O00O0N0OODONONOoODOoOooooooan
0000000000000 O00D0O0O00O00000O00000000000000J.8i
ol.Chem. 270, 11715-11718(1995)0 O

0000000000000 O0000O00D00D00O00O00OODO0ONO0O0ONOoOnoooan
DO0O0o0O00O0O0O0O0O0on

0000000000000 O0000000O0000O00100nMO0DO0O0000O0000
D00000000O0000O0000000O0000O0.2% Triton X-1000 000000 50



(11) JP 3888974 B2 2007.3.7

ocooooooooooOoooUooooooooooooooooooooooopOO
oooool:io0o00DO0O0O0ODO0OO0DDOOO0OO0ODODODOOODODOOODODODOOOOD
ooobooooobooooooobooobooobooobooooobooobooboooboooanat:
sopo0 0DbO0DbO0obOoO0O0oOobOobOobOobOonn

0000000000000 U0O0DO0OO0OO0OOOOO0OoO0OOoOOgoLsSe 5100 Carl Zeiss
goooooooooooo

ooooOooooooiloonMD OO O0DDDOO0ODODODODODODODODOODODOOOOOD
0000000000000 UU0UUoU0ooooooooooDoDoDoDoDoDoooooooan
goo0oO0O0O0O0OO0O0U0oU0U0UU0UUU0UUU0UO000ODUUUUoDoDUooDoDoDoDoooooooao
000000000000 UoUUUoUOooDOoOooooooOoooooOooao
0000000000000 UU0UU0UU0UOo0oooooooooDoDoDoDoooooooan
000000000 UoUoUoUoUoooooooooooooooooooooooooaon
0000000000000 UooooooooooooDoDoDoDoDoDoooooooan
ooo

000000000000 UoUUoUoooooooooooooDoooooooooan
0000000000000 UU0UUoU0ooooooooooDoDoDoDoDoDoooooooan
goo0oO0O0O0O0OO0O0U0oU0U0UU0UUU0UUU0UO000ODUUUUoDoDUooDoDoDoDoooooooao
0000000000000 UU0UU0UO0DO0D0DO0DODODOoDOoDoDoDoDoDOoDOoDOoDOoooooooOoan
go0oooOoooooooood

000000000 UoUoUoUoUoooooooooooooooooooooooooaon
0000000000000 Uooooooooooooo
0000000000000 UUUUOo0oooUUoooooDoDooooooooaon
000000000000 UoUUoUoooooooooooooDoooooooooan
0000000000000 UouoOooooooodd.Biol.Chem. 273, 29686-29692(1998
); Mol.Endocrinol. 14, 823-836(2000)0 O

ooooooooo

0000000000000 UU0UU0UU0UOo0oooooooooDoDoDoDoooooooan
000000000 UoUoUoUoUoooooooooooooooooooooooooaon
0000000000000 UooooooooooooDoDoDoDoDoDoooooooan
0000000000000 UUUUOo0oooUUoooooDoDooooooooaon
000000000000 UoUUoUoooooooooooooDoooooooooan
0000000000000 UU0UUoU0ooooooooooDoDoDoDoDoDoooooooan
gooo0oQ0O0O0oO0oO0oO0U0UUUU0UUUOo0ooUoUoUooooooDoooooooao

10

20

30



(12) JP 3888974 B2 2007.3.7

[ Sequence Listing
[ -
110> Japan Science and Technology Corporation

(<120> Probe for imaging protein phosphorylation / dephosphorylation and method
of detecting and determining protein phosphorylation / dephosporylation

[<130> 01-F-008PCT

[<150> 3

[<210> 1

[<211> 13

[<212> PRT

[<213> Artificial Seguence
[<220> Synthesized 0ligopeptide

400> 1

(61w Thr Gly Thr Glu Glu Tyr Met Lys Met Asp Leu Gly
Cq 5 \ 10

Ccat09 2 :

[ea11> 11

(<212> PRT

[¢713> Artificial Seauence
[¢220> Synthesized 0!igopeptide

(400> 2 .
[Gly Asn Asn Gly Gy Asn Asn Asn Gly Gly Ser
(1 5 10
(<210> 3

<211> 8

(<212 PRT

(<P Artificial Seauence
[<220> Synthesized Oligopeptide
[(400> 3
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