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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階を含む、ｃＡＭＰまたはｃＧＭＰを検出するためのインビトロ方法：
ａ）ｃＡＭＰまたはｃＧＭＰを含み得る混合物をトレーサーおよびデクエンチャー（dequ
encher）の複合体と接触させる段階であって、トレーサーがｃＡＭＰクエンチャーに共有
結合したフルオロフォアである、段階、ならびに
ｂ）蛍光における変化を測定する段階
　ここで、該ｃＡＭＰは、環状アデノシン一リン酸であり、ｃＧＭＰは、環状グアノシン
一リン酸であり、かつ
該デクエンチャーは、該ｃＡＭＰクエンチャー、及びｃＡＭＰまたはｃＧＭＰと特異的に
結合することができる分子である。
【請求項２】
　混合物が細胞溶解産物である、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　以下の段階を含む、受容体の活性を測定するためのインビトロ方法であって、受容体の
シグナル伝達がｃＡＭＰまたはｃＧＭＰを含む、方法：
ａ）該受容体を発現する細胞をトレーサーおよびデクエンチャーの複合体と接触させる段
階であって、トレーサーがｃＡＭＰクエンチャーに共有結合したフルオロフォアである、
段階、
ｂ）細胞を溶解する段階、ならびに
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ｃ）蛍光における変化を測定する段階
　ここで、該ｃＡＭＰは、環状アデノシン一リン酸であり、ｃＧＭＰは、環状グアノシン
一リン酸であり、かつ
該デクエンチャーは、該ｃＡＭＰクエンチャー、及びｃＡＭＰまたはｃＧＭＰと特異的に
結合することができる分子である。
【請求項４】
　以下の段階を含む、受容体についてのリガンドのスクリーニングのためのインビトロ方
法であって、受容体のシグナル伝達がｃＡＭＰまたはｃＧＭＰを含む、方法：
ａ）候補化合物を、該受容体を発現する細胞と接触させる段階、
ｂ）トレーサーおよびデクエンチャーの複合体を細胞に加える段階であって、トレーサー
がｃＡＭＰクエンチャーに共有結合したフルオロフォアである、段階、
ｃ）細胞を溶解する段階、ならびに
ｄ）蛍光における変化を測定する段階
　ここで、該ｃＡＭＰは、環状アデノシン一リン酸であり、ｃＧＭＰは、環状グアノシン
一リン酸であり、かつ
該デクエンチャーは、該ｃＡＭＰクエンチャー、及びｃＡＭＰまたはｃＧＭＰと特異的に
結合することができる分子である。
【請求項５】
　受容体がＧＰＣＲである、請求項３または４記載の方法。
【請求項６】
　ｃＡＭＰクエンチャーが、２－ＡＨＡ－ｃＡＭＰ、８－ＡＨＡ－ｃＡＭＰ、８－ＡＤＯ
Ａ－ｃＡＭＰ、８－ＯＨ－ｃＡＭＰ、または８－ＭＢＴ－ｃＡＭＰである、請求項１～５
のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　ｃＡＭＰクエンチャーが２－ＡＨＡ－ｃＡＭＰである、請求項１～５のいずれか一項記
載の方法。
【請求項８】
　フルオロフォアが、MR121、Evoblue30、JA314、またはAtto700である、請求項１～７の
いずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　デクエンチャーが、ｃＡＭＰ特異的抗体である、請求項１～８のいずれか一項記載の方
法。
【請求項１０】
　測定された蛍光の変化が対照と比較される、請求項１～９のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　混合物においてｃＡＭＰまたはｃＧＭＰ濃度を測定するための請求項１、２、６～１０
のいずれか一項記載の方法の使用。
【請求項１２】
　デクエンチャーおよびｃＡＭＰクエンチャーに共有結合したフルオロフォアを含むキッ
ト
　ここで、該ｃＡＭＰは、環状アデノシン一リン酸であり、ｃＧＭＰは、環状グアノシン
一リン酸であり、かつ
該デクエンチャーは、該ｃＡＭＰクエンチャー、及びｃＡＭＰまたはｃＧＭＰと特異的に
結合することができる分子である。
【請求項１３】
　ｃＡＭＰ誘導体が、２ＡＨＡ－ｃＡＭＰ、８－ＡＨＡ－ｃＡＭＰ、８－ＡＤＯＡ－ｃＡ
ＭＰ、８－ＯＨ－ｃＡＭＰ、または８－ＭＢＴ－ｃＡＭＰである、請求項１２記載のキッ
ト。
【請求項１４】
　デクエンチャーが、ｃＡＭＰ特異的抗体である、請求項１２または１３記載のキット。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、a)混合物をトレーサーおよびデクエンチャー(dequencher)の複合体と接触さ
せる段階であって、トレーサーがcAMPクエンチャーに共有結合したフルオロフォアである
、段階、ならびにb)蛍光における変化を測定する段階を含む、cAMPまたはcGMPを検出する
ためのインビトロ方法に関する。なおさらに、本発明は、混合物においてcAMPまたはcGMP
濃度を測定するための、受容体のシグナル伝達がcAMPまたはcGMPを含む、受容体の活性を
測定するための、およびそのような受容体についてのリガンドのスクリーニングのための
該方法の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヌクレオチドは、細胞のシグナル伝達において重要な役割を果たす。例えば、ヌクレオ
チドcAMPは、Gタンパク質共役受容体(GPCR)のシグナル伝達に関与する。
【０００３】
　GPCRは、最大クラスの医用薬物標的を形成する。創薬において可能性のある新しい薬剤
のGPCRへの活性を試験するために、受容体の機能をそれらの細胞環境においてモニターす
るアッセイが必要とされる。創薬過程の非常に初期でのハイスループットスクリーニング
のために、これらの機能アッセイは、少数の段階を有し単純であること、初期化合物の微
小な効果を検出するために感度が高いことが必要であり、かつ、自動方式で適用されるロ
バストな読み出しを含むことが必要である。
【０００４】
　GPCRについての機能アッセイは、受容体の活性化状態を反映する二次メッセンジャー分
子の検出により設定されうる。そのような二次メッセンジャー分子は、アデニル酸シクラ
ーゼ活性の調節で形成される環状アデノシン一リン酸(cAMP)である。蛍光または化学ルミ
ネセンス読み出しに基づいた細胞cAMPのレベルを測定する市販されている機能アッセイキ
ットに関する概説は、非特許文献１により提供されている。
【０００５】
【非特許文献１】W. Thomsen et al. (Current Opinion in Biotechnology 2005, 16, 65
5-665)
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　これらのキットは、時間がかかり、かつ複雑である。それゆえに、本発明は、cAMPを検
出するための単純なアッセイ、ならびに受容体活性を間接的に検出するための、およびリ
ガンドのスクリーニングのためのその使用を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、核酸塩基の修飾により設計されたcAMP誘導体との結合体はフルオロフォアの
蛍光放射を消光しうるが、cAMPはフルオロフォアを消光しないという驚くべき事実に基づ
いている。
【０００８】
　それゆえに、本発明は、a)cAMPを含む混合物をトレーサーおよびデクエンチャー(deque
ncher)の複合体と接触させる段階であって、トレーサーがcAMPクエンチャーに共有結合し
たフルオロフォアである、段階、ならびにb)蛍光における変化を測定する段階を含む、混
合物においてcAMPを検出するためのインビトロ方法を提供する。
【０００９】
　驚くべきことに、アッセイはまた、混合物においてcGMPを検出するためにも用いられう
る。cAMPと違って、cGMPは消光能力を有するが、約1mMおよびそれより上の濃度において
のみである。しかしながら、細胞cGMP濃度は通常、1mMより数桁下の範囲にある。
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【００１０】
　それゆえに、本発明は、a)cAMPまたはcGMPを含む混合物を、トレーサーおよびデクエン
チャーの複合体と接触させる段階であって、トレーサーがcAMPクエンチャーに共有結合し
たフルオロフォアである、段階、ならびにb)蛍光における変化を測定する段階を含む、混
合物においてcAMPまたはcGMPを検出するためのインビトロ方法を提供する。
【００１１】
　好ましくは、蛍光の測定された変化は対照と比較される。対照は、所定量のヌクレオチ
ドでの標準曲線でありうる。
【００１２】
　本発明（１）は、以下の段階を含む、cAMPまたはcGMPを検出するためのインビトロ方法
である：
a)cAMPを含む混合物をトレーサーおよびデクエンチャー(dequencher)の複合体と接触させ
る段階であって、トレーサーがcAMPクエンチャーに共有結合したフルオロフォアである、
段階、ならびに
b)蛍光における変化を測定する段階。
　本発明（２）は、混合物が細胞溶解産物である、本発明（１）の方法である。
　本発明（３）は、以下の段階を含む、受容体の活性を測定するためのインビトロ方法で
あって、受容体のシグナル伝達がcAMPまたはcGMPを含む、方法である：
a)該受容体を発現する細胞をトレーサーおよびデクエンチャーの複合体と接触させる段階
であって、トレーサーがcAMPクエンチャーに共有結合したフルオロフォアである、段階、
b)細胞を溶解する段階、ならびに
c)蛍光における変化を測定する段階。
　本発明（４）は、以下の段階を含む、受容体についてのリガンドのスクリーニングのた
めのインビトロ方法であって、受容体のシグナル伝達がcAMPまたはcGMPを含む、方法であ
る：
a)候補化合物を、該受容体を発現する細胞と接触させる段階、
b)トレーサーおよびデクエンチャーの複合体を細胞に加える段階であって、トレーサーが
cAMPクエンチャーに共有結合したフルオロフォアである、段階、
c)細胞を溶解する段階、ならびに
d)蛍光における変化を測定する段階。
　本発明（５）は、受容体がGPCRである、本発明（３）または（４）の方法である。
　本発明（６）は、cAMPクエンチャーが、2-AHA-cAMP、8-AHA-cAMP、8-ADOA-cAMP、8-OH-
cAMP、または8-MBT-cAMPである、本発明（１）～（５）のいずれか一つの方法である。
　本発明（７）は、cAMPクエンチャーが2-AHA-cAMPである、本発明（１）～（５）のいず
れか一つの方法である。
　本発明（８）は、フルオロフォアが、MR121、Evoblue30、JA314、またはAtto700である
、本発明（１）～（７）のいずれか一つの方法である。
　本発明（９）は、測定された蛍光の変化が対照と比較される、本発明（１）～（８）の
いずれか一つの方法である。
　本発明（１０）は、混合物においてcAMPまたはcGMP濃度を測定するための本発明（１）
、（２）、（６）～（９）のいずれか一つの方法の使用である。
　本発明（１１）は、デクエンチャーおよびcAMPクエンチャーに共有結合したフルオロフ
ォアを含むキットである。
　本発明（１２）は、cAMP誘導体が、2AHA-cAMP、8-AHA-cAMP、8-ADOA-cAMP、8-OH-cAMP
、または8-MBT-cAMPである、本発明（１１）のキットである。
　本発明（１３）は、実質的には、本明細書で、特に実施例に関して、記載されているよ
うな、方法および使用である。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明により、cAMPおよびcGMPの検出のための方法が提供された。
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【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　「混合物」という用語は、それぞれが変化しないままであるような方法でいっしょに混
合された2つまたはそれ以上の物質を指す。混合物は、限定されるわけではないが、細胞
溶解産物、細胞培養上清、血清、血漿、尿、気管支洗浄液、痰、脳脊髄液のような生検の
ような生体液を含む。
【００１５】
　「ヌクレオチド」という用語は、核酸塩基、糖、および1つ(MP)、2つ(DP)、または3つ(
TP)のリン酸基を含む分子を指す。5つの核酸塩基：アデニン(A)、ウラシル(U)、チミン(T
)、グアニン(G)、およびシトシン(C)がある。糖は、リボースかまたはデオキシリボース(
d)かのいずれかである。
【００１６】
　「環状ヌクレオチド」という用語は、リン酸基が糖のヒドロキシル基の2つに結合して
、環状またはリング構造を形成するヌクレオチドを指す。これらは、環状AMP(cAMP)、環
状CMP(cCMP)、環状TMP(cTMP)、環状UMP(cUMP)、および環状GMP(cGMP)を含む。
【００１７】
　本明細書に用いられる場合、「cAMPクエンチャー」という用語は、アッセイに用いられ
るフルオロフォアを消光する能力があるcAMPの誘導体を指す。クエンチャーは、該フルオ
ロフォアに共有結合している。cAMPクエンチャーは、核酸塩基が電子供与体で置換されて
いるcAMPの誘導体である。置換についての核酸塩基の位置は、図11Bに示されているよう
に、2位または8位である。cAMPの好ましい誘導体は、2-(6-アミノヘキシル)アミノ-cAMP(
2-AHA-cAMP)、8-(6-アミノヘキシル)アミノ-cAMP(8-AHA-cAMP)、8-(8-アミノ-3,6-ジオキ
サオクチルアミノ)-cAMP(8-ADOA-cAMP)、8-ヒドロキシ-cAMP(8-OH-cAMP)、8-(4-メルカプ
トブチルチオ)-cAMP(8-MBT-cAMP)である。最も好ましい誘導体は2-AHA-cAMPである。
【００１８】
　「フルオロフォア」という用語は、特定の波長で励起された場合、蛍光を放射し、静的
に消光可能な分子を指す。好ましいフルオロフォアは、例えば、MR121、Evoblue30、また
はJA314のようなEP 747 447に記載されているようなオキサジン誘導体である。さらに、
用いられうる好ましいフルオロフォアは、ATTO 590、ATTO 655、ATTO 680、Atto 700(Att
o-Tec GmbH, Am Eichenhang 50, 57076 Siegen, Germany)である。より好ましくは、フル
オロフォアはMR121またはAtto 700である。
【００１９】
　本明細書に用いられる場合、「デクエンチャー」という用語は、cAMPクエンチャーに結
合することによりcAMPクエンチャーの消光効果を逆転させる分子を指す。デクエンチャー
が、cAMPクエンチャー、ならびに検出される環状ヌクレオチド、すなわちcAMPまたはcGMP
を結合する能力があることは、必須である。
【００２０】
　デクエンチャーは結合タンパク質でありうる。好ましくは、デクエンチャーはcAMP特異
的抗体である。抗体は、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体でありうる。デク
エンチャーがタンパク質である場合には、pH値は、そのタンパク質が結合する能力がある
範囲に適合されなければならない。通常には、この範囲はpH6.8～7.8である。
【００２１】
　ヌクレオチドに特異的である抗体を産生するための方法は当業者に周知である。例えば
、KohlerおよびMilstein(Nature 1975, 256:495-497)は、モノクローナル抗体を産生する
ための方法を記載する。
【００２２】
　検出複合体は、トレーサーおよびデクエンチャーを含む。トレーサーは、cAMPクエンチ
ャーに共有結合したフルオロフォアからなる。検出複合体は、励起された場合には蛍光を
示す。検出複合体がヌクレオチドと接触している場合、デクエンチャーは特定の割合の遊
離ヌクレオチドに結合し、検出複合体を去る。トレーサーはもはや脱消光されず、励起さ
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れた場合、低度か無の蛍光のみを示す。この蛍光の減少は、系に存在するヌクレオチドの
量について示す。
【００２３】
　蛍光の変化は、標準曲線のような対照と比較されうる。標準曲線は、検出されるヌクレ
オチドの所定量について蛍光における変化を測定することにより確立されうる。
【００２４】
　本発明は、混合物においてcAMP濃度を測定するための上記のような方法の使用をさらに
提供する。なおさらに、上記のような方法は、受容体の活性を測定するために用いられる
ことができ、これらの受容体のシグナル伝達がcAMPまたはcGMPを含む。好ましくは、受容
体はGタンパク質共役受容体(GPCR)である。
【００２５】
　それゆえに、本発明はまた、以下の段階を含む、受容体の活性を測定するための方法で
あって、この受容体のシグナル伝達がcAMPまたはcGMPを含む、方法を提供する：
a)該受容体を発現する細胞をトレーサーおよびデクエンチャーの複合体と接触させる段階
であって、トレーサーがcAMPクエンチャーに共有結合したフルオロフォアである、段階、
b)細胞を溶解する段階、ならびに
c)蛍光における変化を測定する段階。
【００２６】
　または、段階b)は段階a)の前であってもよい。
【００２７】
　好ましい態様は、以下の段階を含む、GPCRの活性を測定するための方法である：
a)GPCRを発現する細胞をトレーサーおよびデクエンチャーの複合体と接触させる段階であ
って、トレーサーがcAMPクエンチャーに共有結合したフルオロフォアである、段階、
b)細胞を溶解する段階、ならびに
c)蛍光における変化を測定する段階。
【００２８】
　または、段階b)は段階a)の前であってもよい。
【００２９】
　好ましくは、測定された蛍光の変化は、対照と比較される。対照は、所定量のcAMPまた
はcGMPでの標準曲線でありうる。
【００３０】
　なおさらに、本発明は、受容体のリガンドをスクリーニングするための上記のような方
法の使用であって、この受容体のシグナル伝達がcAMPまたはcGMPを含む、方法の使用を提
供する。好ましくは、該受容体はGPCRである。
【００３１】
　それゆえに、本発明はまた、以下の段階を含む、受容体についてのリガンドをスクリー
ニングするための方法であって、この受容体のシグナル伝達がcAMPまたはcGMPを含む、方
法を提供する：
a)候補化合物を、該受容体を発現する細胞と接触させる段階、
b)トレーサーおよびデクエンチャーの複合体を加える段階であって、トレーサーがcAMPク
エンチャーに共有結合したフルオロフォアである、段階、
c)細胞を溶解する段階、ならびに
d)蛍光における変化を測定する段階。
【００３２】
　または、段階c)は段階b)の前であってもよい。
【００３３】
　好ましい態様は、以下の段階を含む、GPCRについてのリガンドをスクリーニングするた
めの方法である：
a)候補化合物を、該GPCRを発現する細胞と接触させる段階、
b)トレーサーおよびデクエンチャーの複合体を細胞に加える段階であって、トレーサーが
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cAMPクエンチャーに共有結合したフルオロフォアである、段階、
c)細胞を溶解する段階、
d)蛍光における変化を測定する段階。
【００３４】
　または、段階c)は段階b)の前であってもよい。
【００３５】
　好ましくは、測定された蛍光の変化は、対照と比較される。対照は、所定量のヌクレオ
チドでの標準曲線でありうる。
【００３６】
　例えば、GPCRのような受容体を発現する細胞は、該受容体を内因的に発現する細胞、ま
たは該受容体についてトランスジェニックな細胞でありうる。
【００３７】
　そのようなトランスジェニック細胞は、当技術分野において公知の方法により作製され
うる。好ましい方法は、以下の段階を含む：対象となる受容体をコードするDNAをクロー
ニングする段階、該DNAをベクターへ挿入する段階、および該ベクターを細胞へ導入する
段階。好ましくは、該ベクターは、相同組換えに適した細胞のゲノムにおけるひと続きに
相同的であるひと続きを含み、それにより、細胞のゲノムへの受容体をコードするDNAの
標的挿入を可能にする。
【００３８】
　本明細書に用いられる場合、「リガンド」という用語は、受容体に結合する分子を指す
。リガンドは、アゴニスト、アンタゴニスト、モジュレーター、部分的アゴニスト、また
は部分的アンタゴニストでありうる。
【００３９】
　「アゴニスト」という用語は、細胞において受容体に結合し、応答を引き起こす分子を
指す。「部分的アゴニスト」という用語は、受容体を部分的に活性化する分子を指す。「
アンタゴニスト」という用語は、受容体に結合するが、受容体を活性化することができず
、実際には、アゴニストによる受容体の活性化を阻止する分子を指す。
【００４０】
　本発明はまた、上記のようなデクエンチャー、およびcAMPクエンチャーと共有結合した
フルオロフォアを含むキットに関する。キットは、デクエンチャーおよび修飾フルオロフ
ォアを別々に、または複合体として含みうる。
【００４１】
　キットはまた、適した緩衝液、フィルターなどのような、それぞれのフルオロフォアの
レベルを測定することに関連して適切と考えられる任意の他の構成要素を含みうる。
【００４２】
　任意で、キットは、追加として、GPCR活性を測定することに関しての任意の測定の結果
を解釈するためのユーザーマニュアルを含みうる。特に、そのようなマニュアルは、測定
された蛍光における変化の解釈についての情報、好ましくは標準曲線を含みうる。
【００４３】
　ここに、本発明を一般的に記載したが、それは、特定の実施例を参照することによりよ
り良く理解されるようになると思われ、それらの実施例は、例証を目的としてのみ本明細
書に含まれ、以下の図面と関連して、他に特定がない限り限定することを意図しない。
【実施例】
【００４４】
実施例
　実施例において言及された市販されている試薬は、他に規定がない限り製造会社の使用
説明書に従って用いられた。
【００４５】
試薬および器具
　cAMP、cGMP、2-AHA-cAMP、8-AHA-cAMP、8-ADOA-cAMP、2'-AEC-cAMP、8-MBT-cAMP、N-6-
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アミノヘキシル-cAMP、および8-OH-cAMPはBiolog Life Science Institute (28071 Breme
n, Germany)から、MR121 NHSエステルおよびN-6-アミノヘキシル-cAMPはRoche diagnosti
cs (Penzberg, Germany)から、ならびにAtto 700 NHSエステルはAtto-Tec GmbH (Atto-Te
c GmbH, Am Eichenhang 50, 57076 Siegen, Germany)から購入された。モノクローナルマ
ウス抗cAMP抗体は、KohlerおよびMilstein(Nature 1975, 256:495-497)により記載されて
いるように社内で産生された。
【００４６】
　すべての実験は、0.1%BSA(アルブミン、ウシ血清、≧96%、本質的に脂肪酸を含まない
、A6003、Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Industriestrasse 25, CH-9471 Buchs, Switzerl
and)を含むPBS(pH7.4)で行われた。細胞を溶解するために、0.1%BSA(ウシ血清由来アルブ
ミン、画分V、≧96%、05480、Sigma-Aldrich Chemie GmbH)、0.45%Triton(登録商標)X-10
0(9342、Sigma-Aldrich Chemie GmbH)、0.075%NP40(Nonidet P40 Substitute、19628、US
B Corportaion, Cleveland, OH USA)、および0.3%NaN3(purum p.a.、≧99%、71290、Sigm
a-Aldrich Chemie GmbH)を含む3×PBS溶解緩衝液(pH7.4)が用いられた。細胞についての
増殖培地は、10%FCSおよび1%ペニシリン-ストレプトマイシン(Gibco 15140-122)を含むF-
12K(Gibco 21127-002)であった。
【００４７】
　すべての蛍光強度測定は、MR121での測定について630nm(帯域幅50nm)の励起フィルター
および695nm(帯域幅55nm)の放射フィルター、ならびにAtto 700での測定について655nm(
帯域幅50nm)の励起フィルターおよび710nm(帯域幅40nm)の放射フィルターを用いる高圧Xe
アークランプを備えたプレート::ビジョン蛍光リーダー(Evotec Technologies GmbH, Sch
nackenburgallee 114, D-22525 Hamburg, Germany)を用いて行われた。蛍光強度は、減衰
フィルターおよび様々な露光時間を用いることにより使用されたiCCDカメラの最大シグナ
ルの約60%に調整された。寿命測定は、励起のために630nmへ調整される光源としてのOPO
システム(GWU Lasertechnik Vertriebsgesellschaft m.b.H., 50374 Erftstadt, Germany
)、および695nmの放射フィルターを有するプレート::ビジョンTRFリーダー(Evotec Techn
ologies GmbH, Schnackenburgallee 114, D-22525 Hamburg, Germany)を用いて行われた
。
【００４８】
　すべての実験は、384ウェルマイクロタイタープレート(Costar 384、透明の平底をもつ
黒色、処理された組織培養物、製造番号3712)において行われ、総アッセイ容量は30μlか
ら40μlまで様々であった。
【００４９】
実施例1：MR121の消光
1.1　環状ヌクレオチドの消光能力
　PBS(アッセイにおけるDMSO最終濃度：1.25%)における20μl MR121(PBS中、最終濃度20n
M)および20μlクエンチャーをマイクロタイタープレートへピペッティングした。室温で3
0分間のインキュベーション時間の後、蛍光および寿命を測定した。試験された環状ヌク
レオチドの濃度は、0mM、0.1mM、0.2mM、0.4mM、0.8mM、1.6mM、3.2mM、6.4mM、および12
.8mMであった。
【００５０】
　cGMPはMR121をより高い濃度で消光する(図13a)。しかしながら、この消光は、cGMPアッ
セイにおいてそのような濃度には達しないため、アッセイウィンドウに影響を及ぼさない
。10μMまでの低濃度(細胞内濃度の範囲に対応する)において、cAMPもcGMPのいずれもフ
ルオロフォアを消光しない(図13b)。MR121-2-AHA-cAMPトレーサーでの置換アッセイにお
いて、cAMPまたはcGMPとの置換についてのアッセイウインドウは、1(MR121-2-AHA-cAMPは
抗体への結合により脱消光される)から1.7 I0/I(MR121は2-AHA-cAMPにより消光される)ま
でを動く。
【００５１】
1.2　cAMP誘導体での消光
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　消光機構を分析するために、異なる分子(Trp、cAMP、2-AHA-cAMP、8-AHA-cAMP、8-ADOA
-cAMP、2'-AEC-cAMP、N-6-アミノヘキシル-cAMP、8-MBT-cAMP、および8-OH-cAMP、図4、5
参照)の機能として遊離MR121の蛍光強度および蛍光寿命の測定を行った。
【００５２】
　PBS(アッセイにおけるDMSO最終濃度：1.25%)における20μl MR121(PBS中、最終濃度20n
M)および20μlクエンチャーをマイクロタイタープレートへピペッティングした。室温で3
0分間のインキュベーション時間の後、蛍光および寿命を測定した。蛍光寿命における変
化なしでの蛍光強度における減少がTrpで観察された。驚くべきことに、蛍光強度の減少
は、2-AHA-cAMP、8-AHA-cAMP、8-ADOA-cAMP、8-MBT-cAMP、および8-OH-cAMPについてより
いっそう顕著であるが(一定の蛍光寿命をもって)、cAMP、2'-AEC-cAMP、およびN-6-アミ
ノヘキシル-cAMPは全く消光を示さない。参考文献2～5と同様に、本発明者らは、MR121が
、2-AHA-cAMP、8-AHA-cAMP、8-ADOA-cAMP、8-MBT-cAMP、および8-OH-cAMPとの非蛍光基底
状態複合体を形成するが、cAMP、2'-AEC-cAMP、およびN-6-アミノヘキシル-cAMPとは形成
しないと結論づける。
【００５３】
　2-AHA-cAMP、8-AHA-cAMP、および8-ADOA-cAMPにおいて、リンカーは、アミン結合を介
して、8-MBT-cAMPにおいてはイオウを介して、および8-OH-cAMPにおいては酸素結合を介
して、アデノシンのプリン環系へ直接的に結合している。しかしながら、N-6-アミノヘキ
シル-cAMPおよび2'-AEC-cAMPにおいて、リンカーは、アデノシンのアミン基かまたはリボ
ース部分のいずれかに結合している。明らかに、アデノシンの修飾は、その後オキサジン
色素との複合体形成に有利に働く、環系の電子状態における変化へと導く。
【００５４】
　図5において、蛍光強度(I0/I)における変化が、調べられたすべてのcAMP誘導体につい
てプロットされている。会合定数、Ksは8-AHA-cAMP、8-ADOA-cAMP、2-AHA-cAMP、8-MBT-c
AMP、および8-OH-cAMPについて、それぞれ、514M-1、475M-1、512M-1、758M-1、および23
6M-1を与えるプロットの線形領域(3.2mMまで)から計算された。この消光は、非常に効率
的であり、cAMP誘導体の大部分についてのKsは、文献で報告されたトリプトファン(～220
M-1)と比較して2倍より多い。
【００５５】
　MR121-2-AHA-cAMPが特異的なcAMP抗体に結合される場合、この非蛍光複合体は形成され
ることができず、MR121蛍光強度における増加が観察される(図6)。20nM遊離MR121、20nM 
MR121-2-AHA-cAMP(最大消光)、ならびに20nM MR121-2-AHA-cAMPおよび1000nM抗体の混合
物(最大脱消光)の蛍光強度は、0.1%BSAを含むPBSにおいて測定された。
【００５６】
　遊離MR121(100%)と比較して、トレーサーは、25%の蛍光強度を示す。抗体Aは61%まで、
抗体Bは87%まで、蛍光を脱消光する。明らかに、脱消光の程度もまた、抗cAMP抗体の結合
親和性に、および抗体の結合ドメインを形成するアミノ酸配列に依存する。抗体の結合ド
メインに近接するトリプトファンは、ある程度までMR121蛍光を消光しうる。これは、異
なる抗体が脱消光の異なる程度を示すことを説明できる。
【００５７】
　アッセイについて、抗体が、標識cAMPおよび修飾cAMP、ならびに細胞で産生された「純
粋な」cAMPであるトレーサーを認識することは非常に重要である。アッセイのさらなる開
発のために、本発明者らは、脱消光が抗体Bと比較して少ないが、抗体Aを用いた。しかし
ながら、トレーサーのcAMPとの置換は、抗体Aに関してより良く、ウィンドウ完全消光～
完全脱消光は、ロバストなアッセイを開発するのにそれでも十分良い。
【００５８】
実施例2：抗cAMP抗体のKd測定
　抗cAMP抗体(抗体A)のMR121-2-AHA-cAMPへの結合親和性(Kd)は、1×溶解緩衝液における
いくつかのトレーサー濃度(2nM、6nM、10nM、15nM、および20nM)に対して抗体を滴定する
ことにより測定された。20μl 抗cAMP希釈液を4連で384ウェルマイクロタイタープレート
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へピペッティングした。その後、20μl MR121-2-AHA-cAMPを各ウェルへ加え、384ウェル
振盪器上で室温での30分間のインキュベーション後、蛍光強度を読んだ。データは、抗体
無しでの値を0%に設定することにより標準化された。図7は、対応する滴定曲線を示す。4
つのパラメーターモデルへのフィッティングにより、異なるトレーサー濃度について25nM
から29nMまでのKd値がもたらされる。
【００５９】
実施例3：用量応答曲線
cAMP
　Kd=28nMに基づいて、40nM抗cAMP抗体および20nM MR121-2-AHA-cAMPが、約100nMのIC50
でのcAMPの高感度の検出のために選択された。図8は、2つのcAMP標準曲線を示し、1つは
細胞無し、および1つは細胞有りである。細胞無しでの標準曲線について、0.1%BSAを含む
PBSにおける20μl cAMP希釈液を、384ウェルマイクロタイタープレートへ滴定し、その後
、10μlの検出混合物(3×溶解緩衝液における120nM抗cAMPおよび60nM MR121-2-AHA-cAMP)
を加えた。細胞有りでの標準曲線について、10,000細胞/ウェル(CHO-K1)を25μl培地に蒔
き、20時間、37℃で保った。その後、培地を除去し、PBS＋0.1%BSAにおける20μl cAMP希
釈液、続いて10μl検出混合物を加えた。その後、プレートを、蛍光シグナルを読む前に
、384ウェル振盪器上、室温でインキュベートした。測定されたIC50は、両方の標準曲線
について類似している(細胞無しおよび細胞有りで、それぞれ、109nMおよび119nM、図8参
照)。
【００６０】
　時間ならびにDMSOおよびBSAに対する許容性に関するcAMP標準曲線の安定性は、溶解緩
衝液における検出混合物を用いて細胞無しで試験された。5%DMSOおよび0.8%BSAまでに関
して、IC50における変化およびシグナルの有意な急降下は観察されなかった。シグナルお
よびIC50は少なくとも6時間、安定である。
【００６１】
　図15は、5nM Atto700-2-AHA-cAMPトレーサーおよび48nMのIC50を与える5nM抗体で行わ
れたcAMP用量応答曲線を示す。cAMPを0.1%BSAを含むPBSに希釈した。cAMP希釈液の20μl
を384ウェルマイクロタイタープレートへ滴定し、10μl検出混合物を加えた。プレートを
、蛍光シグナルを読む前に、384ウェル振盪器上、室温でインキュベートした。
【００６２】
cGMP
　図14は、20nM MR121-2-AHA-cAMPトレーサー、ならびにcAMPについて134nMおよびcGMPに
ついて387nMのIC50を与える40nM抗体で行われたcAMPおよびcGMPについての標準曲線の比
較を示す。これらのIC50値、ならびにcAMPおよびcGMPについての感度は、抗体の選択に依
存する。異なる抗体は、cGMPについて感度がより高く、cAMPについて感度がより低い可能
性がある。
【００６３】
　cAMPおよびcGMPを、0.1%BSAを含むPBSに希釈した。細胞無しでの標準曲線について、20
μlのcAMP希釈液および20μlのcGMP希釈液を384ウェルマイクロタイタープレートへ滴定
し、その後、10μlの検出混合物(3×溶解緩衝液における40nM抗cAMPおよび20nM MR121-2-
AHA-cAMP)を加えた。その後、プレートを、蛍光シグナルを読む前に、384ウェル振盪器上
、室温でインキュベートした。
【００６４】
実施例4：cAMP細胞アッセイ
　フォルスコリン用量応答曲線は、CHO-K1細胞で行われた。2,500細胞/ウェルから20,000
細胞/ウェルまでの細胞数を、25μl培地に蒔き、37℃で20時間、インキュベートした。培
地を除去し、0.1%BSAを含むPBSの10μlおよび1mM IBMXを加えた後、細胞を37℃で60分間
、インキュベートした。0.01μMから300μMまでの(20μlアッセイ容量における最終濃度)
、PBS＋0.1%BSA＋1mM IBMXにおけるフォルスコリン希釈液の10μlを加え、37℃でもう30
分間、インキュベートした。その後、3×溶解緩衝液における10μl検出混合物(20nM MR12
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1-2-AHA-cAMP＋40nM抗cAMP、30μlにおける最終濃度)を加えることにより細胞を溶解し、
384ウェル振盪器上、室温での30分間のインキュベーション後、蛍光シグナルを読んだ。1
0,000細胞/ウェルに関して、フォルスコリン(3.7μM)について最大cAMPレベルおよび最小
IC50に達した。図9は、10,000細胞/ウェルに関するフォルスコリン用量応答曲線およびcA
MP標準曲線を示す。
【００６５】
実施例5：ATTO590およびATTO655の消光
　20μlのATTO590およびATTO655のそれぞれ(PBS中、最終濃度20nM)、ならびにPBS(アッセ
イにおけるDMSO最終濃度：1.25%)における20μlのクエンチャー(8-AHA-cAMP)をマイクロ
タイタープレートへピペッティングした。室温での30分間のインキュベーション時間の後
、蛍光および寿命を測定した。結果は、シュテルン-フォルマープロットに組み込まれた
。会合定数、Ksは、プロットの線形領域(3.2mMまでの)から計算された。
【００６６】
　Atto590およびAtto655は、それぞれ、Ks=282M

-1およびKs=347M
-1で、8-AHA-cAMPにより

消光される(図10)。
【図面の簡単な説明】
【００６７】
【図１】実施例においてcAMP誘導体の標識のために用いられたようなNHSエステルとして
のフルオロフォアMR121の分子構造を示す図である。
【図２】MR121-2-AHA-cAMPの分子構造を示す図である。
【図３】細胞においてcAMP濃度を測定する例を用いたアッセイ原理の概略図を示す図であ
る。細胞を溶解し、検出混合物を細胞溶解産物に加える。検出混合物は、cAMPクエンチャ
ー(cAMP誘導体、例えば、2-AHA-cAMP)に結合したフルオロフォア(例えば、MR121)およびc
AMP抗体(例えば、マウスモノクローナル抗cAMP抗体)の複合体を含む。クエンチャーのフ
ルオロフォアへの消光効果は抗体(＝デクエンチャー)により取り消される。cAMPと接触し
た場合、抗体は、cAMP誘導体の代わりにそれを結合する。抗体の脱消光効果無しで、cAMP
クエンチャーは、フルオロフォアを消光し、蛍光シグナルの減少を引き起こす。cAMP濃度
が高ければ高いほど、蛍光は低い。
【図４】MR121とトリプトファン(a)、2-AHA-cAMP(b)、およびcAMP(c)のシュテルン-フォ
ルマープロットのグラフ表示を示す図である。I0/I：蛍光強度における変化(I0クエンチ
ャーの非存在下での蛍光強度およびIクエンチャーの存在下での蛍光強度)、t0/t：蛍光の
寿命の変化(t0クエンチャーの非存在下での蛍光寿命およびtクエンチャーの存在下での蛍
光寿命)。
【図５】異なるcAMP誘導体(8-AHA-cAMP、2-AHA-cAMP、N-6-アミノヘキシル-cAMP、8-OH-c
AMP、8-ADOA-cAMP、2'-AEC-cAMP、8-MBT-cAMP)についての蛍光強度の減少(I0/I)のグラフ
表示を示す図である。～5mMより上の8-AHA-cAMPについての直線性からの大きな逸脱は、
溶解性の問題のせいである。I0/I：蛍光強度における変化。
【図６】2つの異なる特異的cAMP抗体AおよびBを用いるトレーサーMR121-2-AHA-cAMPの蛍
光の消光および脱消光のグラフ表示を示す図である。Ab：抗体。
【図７】固定したトレーサー濃度(10nM MR121-2-AHA-cAMP)における抗cAMP抗体の滴定の
グラフ表示を示す図である。実験データのフィットは、結果として、28nMのKd値を生じた
。
【図８】2つのcAMP標準曲線、1つは細胞無し(黒色菱形)および1つは細胞の存在下(白色菱
形)、のグラフ表示を示す図であり、曲線のフィッティングは、細胞無しおよび細胞有り
で、それぞれ、IC50=109nMおよび119nMを与える。
【図９】10,000細胞/ウェルでのフォルスコリン用量応答曲線およびcAMP標準曲線のグラ
フ表示を示す図であり、曲線のフィッティングは、cAMPについてIC50=102nMおよびフォル
スコリンについて3.7μMを与える。
【図１０】以下の分子のシュテルン-フォルマープロットのグラフ表示を示す図である：M
R121-8-AHA-cAMP、ATTO590-8-AHA-cAMP、およびATTO655-8-AHA-cAMP。
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【図１１】環状アデノシン一リン酸(cAMP)(A)およびcAMPのプリン環(B)の化学構造を示す
図である。
【図１２Ａ】cAMP誘導体、2-(6-アミノヘキシル)アミノ-cAMP(2-AHA-cAMP)の化学構造を
示す図である。
【図１２Ｂ】cAMP誘導体、8-ヒドロキシ-cAMP(8-OH-cAMP)の化学構造を示す図である。
【図１２Ｃ】cAMP誘導体、8-(4-メルカプトブチルチオ)-cAMP(8-MBT-cAMP)の化学構造を
示す図である。
【図１２Ｄ】cAMP誘導体、8-(8-アミノ-3,6-ジオキサオクチルアミノ)(8-ADOA-cAMP)の化
学構造を示す図である。
【図１２Ｅ】cAMP誘導体、8-(6-アミノヘキシル)アミノ-cAMP(8-AHA-cAMP)の化学構造を
示す図である。
【図１２Ｆ】cAMP誘導体、N-6-アミノヘキシル-cAMPの化学構造を示す図である。
【図１２Ｇ】cAMP誘導体、2'-AEC-cAMP(AEC＝3-アミノ-9-エチルカルバゾール)の化学構
造を示す図である。
【図１３】(a)は13mMまでのcAMP、cGMP、cUMP、およびcTMPによるMR121の消光のグラフ表
示を示す図である。(b)はシュテルン-フォルマープロットにおいて10μMまでの濃度にお
けるcAMPおよびcGMPによるMR121の消光のグラフ表示を示す図である。低濃度において、c
AMPもcGMPもMR121を消光しない。
【図１４】cAMPおよびcGMPの濃度に関する蛍光の減少のグラフ表示を示す図である(標準
曲線)。
【図１５】トレーサーとしてAtto700-2-AHA-cAMPおよびデクエンチャーとして抗cAMP抗体
を用いてのcAMPの濃度に関する蛍光の減少のグラフ表示を示す図である(cAMP標準曲線)。
曲線のフィッティングはIC50=48nMを与える。

【図１】

【図２】

【図３】
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【図１４】
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