
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ある物質の細胞増殖阻害活性および細胞毒性（細胞死の誘導）を同時に測定する
ための方法を提供する。
【解決手段】死細胞または生細胞のいずれかを特異的に染色する第一の蛍光色素で処理し
、全ての細胞を染色する第二の蛍光色素で処理した後、ラテックス粒子を加え、選択的に
第三の蛍光色素によってそのラテックス粒子を染色する。ラテックス粒子量に対する全細
胞量の比率を決定した後、フローサイトメトリー解析により第一の波長において第一蛍光
色素により放出される蛍光による、死細胞または生細胞の数、第一の角度における散乱光
による、または第二の波長において第二蛍光色素により放出される蛍光による、容量当た
りの全細胞数、第二の角度における散乱光による、または第三の波長において第三蛍光色
素により放出される蛍光による、容量当たりのラテックス粒子の数を決定する。これらの
結果を用いて、この物質の細胞増殖活性および毒性を決定する。
【選択図】なし

10

JP 2004-337152 A 2004.12.2



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 を 特 徴 と す る 、 増 殖 し て い る 哺 乳 動 物 細 胞 試 料 を 試 験 系 と し て 使 用 し て 、 あ る 物 質
の 細 胞 増 殖 阻 害 活 性 お よ び 細 胞 毒 性 （ 細 胞 死 の 誘 導 ） を 同 時 に 決 定 す る た め の 方 法 ：
a） 所 定 の 容 量 に お け る 、 細 胞 懸 濁 液 ま た は 付 着 細 胞 と し て の 該 細 胞 試 料 を 、 少 な く と も 2
つ の 異 な る 所 定 の 濃 度 の 該 物 質 で 処 理 す る 段 階 ；
b） 該 細 胞 試 料 を 、 死 細 胞 ま た は 生 細 胞 の い ず れ か を 特 異 的 に 染 色 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 で
処 理 し 、 選 択 的 に 全 て の 細 胞 を 染 色 す る 第 二 の 蛍 光 色 素 で 処 理 す る 段 階 ；
c） 該 細 胞 試 料 に 、 約 1μ mか ら 約 20μ mに 渡 る サ イ ズ の 所 定 の 量 の ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 該 容 量
に な る ま で 加 え 、 選 択 的 に 第 三 の 蛍 光 色 素 に よ っ て 該 ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 染 色 す る 段 階 ；
d） 該 試 料 に お け る 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 量 に 対 す る 全 細 胞 量 の 比 率 を 決 定 す る 段 階 ；
e） 段 階 d） の 結 果 を 用 い て 、 か つ 該 試 料 に お け る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ っ て 、 以
下 を 決 定 す る 段 階 ：
‐ 第 一 の 波 長 に お い て 該 第 一 蛍 光 色 素 に よ り 放 出 さ れ る 蛍 光 に よ る 、 死 細 胞 ま た は 生 細 胞
の 数 ；
‐ 第 一 の 角 度 に お け る 散 乱 光 に よ る 、 ま た は 第 二 の 波 長 に お い て 該 第 二 蛍 光 色 素 に よ り 放
出 さ れ る 蛍 光 に よ る 、 容 量 当 た り の 全 細 胞 数 ；
‐ 第 二 の 角 度 に お け る 散 乱 光 に よ る 、 ま た は 第 三 の 波 長 に お い て 該 第 三 蛍 光 色 素 に よ り 放
出 さ れ る 蛍 光 に よ る 、 容 量 当 た り の ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 数 ； な ら び に
f） 段 階 d） お よ び e） の 結 果 を 用 い て 、 該 物 質 の 細 胞 増 殖 活 性 お よ び 毒 性 を 決 定 す る 段 階
。
【 請 求 項 ２ 】
　 蛍 光 色 素 に よ っ て 死 細 胞 が 特 異 的 に 染 色 さ れ 、 示 差 的 な 側 方 散 乱 光 お よ び 前 方 散 乱 光 に
よ っ て 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 数 お よ び 細 胞 数 が 測 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 細 胞 が ヒ ト の CD34 + 前 駆 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 胞 を 複 数 の 装 置 に お い て 同 時 に 培 養 し 、 試 料 を 自 動 ピ ペ ッ ト 操 作 に よ っ て フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー 解 析 装 置 に 移 す こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1か ら 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 あ る 物 質 の 細 胞 増 殖 阻 害 活 性 お よ び 毒 性 を 同 時 に 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ
て 、 そ の よ う な 物 質 の 増 殖 阻 害 に お け る 活 性 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 中 に 行 う こ と が で
き る 方 法 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 強 力 な 増 殖 阻 害 剤 で あ る 物 質 の 同 定 は 、 好 ま し く は 腫 瘍 学 の 分 野 に お け る 、 創 薬 の 過 程
に お い て 非 常 に 重 要 で あ る 。 そ の よ う な 候 補 物 質 の 抗 増 殖 効 果 を 調 べ る た め の 、 様 々 な イ
ン ビ ト ロ 細 胞 系 ア ッ セ イ 法 が 存 在 す る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 の 例 は 、 例 え ば MTT比 色 ア
ッ セ イ 法 、 [3H]チ ミ ジ ン 取 り 込 み ア ッ セ イ 法 、 お よ び WSTア ッ セ イ 法 で あ る （ 非 特 許 文 献 1
、 非 特 許 文 献 2） 。 薬 剤 の 開 発 に 関 し て は 、 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 を 、 多 数 の 潜 在 的 な 薬
剤 候 補 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 使 用 で き る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 造 血 細 胞 の 増 殖 状 態 を 決 定 す る た め に は 、 調 査 す る 物 質 、 お よ び ATPの 存 在 下 に お い て
発 光 を 生 じ 、 増 殖 状 態 の 基 準 と し て 発 光 を 検 出 す る こ と が で き る 試 薬 に 細 胞 集 団 を 接 触 さ
せ る こ と が 公 知 で あ る （ 特 許 文 献 1） 。 蛍 光 測 定 に よ り 細 胞 培 養 に お け る 細 胞 数 を 決 定 す
る た め の ア ッ セ イ 法 は 、 特 許 文 献 2に お い て 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 し か し 、 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 時 間 が か か り 、 限 ら れ た 結 果 の み を 提 供 し 、 増 殖 の 阻
害 と 細 胞 死 の 誘 導 と を 識 別 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 あ る 物 質 の 増 殖 に 対 す る 影 響 お よ び 細 胞 死 の 誘 導 に 対 す る 影 響 を 、 単 純 な
方 法 で 同 時 に 決 定 す る こ と を 可 能 に す る ア ッ セ イ 法 が 必 要 と さ れ る 。 さ ら に 、 そ の よ う な
ア ッ セ イ 法 を 自 動 的 に 行 い 得 る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 公 開 第 2002/0146680号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 5,972,639号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Johnston, P.「 Cellular Assays in HTS, Methods in Molecular Biolo
gy」 、 第 110巻  Janzen W.P.(編 )、 Humana Press、 NJ、 107～ 116
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Bellamy, W.T.、 Drugs 44(1992)、 690～ 708
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 あ る 物 質 の 細 胞 増 殖 阻 害 活 性 お よ び 毒 性 を 同 時 に 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ
て 、 そ の よ う な 物 質 の 増 殖 阻 害 に お け る 活 性 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 中 に 行 う こ と が で
き る 方 法 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 を 特 徴 と す る 、 増 殖 し て い る 哺 乳 動 物 細 胞 を 試 験 系 と し て 使 用 す る 、 あ
る 物 質 の 細 胞 増 殖 阻 害 活 性 お よ び 細 胞 毒 性 （ 細 胞 死 の 誘 導 ） を 同 時 に 決 定 す る た め の 方 法
を 提 供 す る ：
a） 所 定 の 容 量 に お け る 、 細 胞 懸 濁 液 ま た は 付 着 細 胞 と し て の 細 胞 試 料 を 、 少 な く と も 2つ
の 異 な る 所 定 の 濃 度 の 物 質 で 処 理 す る 段 階 ；
b） こ の 細 胞 試 料 を 、 死 細 胞 ま た は 生 細 胞 の い ず れ か を 特 異 的 に 染 色 す る 第 一 の 蛍 光 色 素
で 、 お よ び 選 択 的 に 全 て の 細 胞 を 染 色 す る 第 二 の 蛍 光 色 素 で 処 理 す る 段 階 ；
c） こ の 細 胞 試 料 に 、 約 1μ mか ら 約 20μ mの 範 囲 に 渡 る サ イ ズ の 、 所 定 の 量 の ラ テ ッ ク ス 粒
子 を そ の 容 量 に ま で 加 え 、 選 択 的 に こ の ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 第 三 の 蛍 光 色 素 で 染 色 す る 段 階
；
d） こ の 試 料 に お け る 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 量 に 対 す る 全 細 胞 量 の 比 率 を 決 定 す る 段 階 ；
e） 段 階 d） の 結 果 を 用 い て 、 お よ び こ の 試 料 に お け る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ っ て
、 以 下 を 決 定 す る 段 階 ：
‐ 第 一 の 波 長 に お い て 第 一 蛍 光 色 素 に よ り 放 出 さ れ る 蛍 光 に よ る 、 死 細 胞 ま た は 生 細 胞 の
数 ；
‐ 第 一 の 角 度 に お け る 散 乱 光 に よ る 、 ま た は 第 二 の 波 長 に お い て 第 二 蛍 光 色 素 に よ り 放 出
さ れ る 蛍 光 に よ る 、 容 量 当 た り の 全 細 胞 数 ；
‐ 第 二 の 角 度 に お け る 散 乱 光 に よ る 、 ま た は 第 三 の 波 長 に お い て 第 三 蛍 光 色 素 に よ り 放 出
さ れ る 蛍 光 に よ る 、 容 量 当 た り の ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 数 ； な ら び に
f） 段 階 d） お よ び e） の 結 果 を 用 い て 、 こ の 物 質 の 細 胞 増 殖 活 性 お よ び 毒 性 を 決 定 す る 段
階 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 死 細 胞 は 蛍 光 色 素 に よ っ て 特 異 的 に 染 色 さ れ 、 ラ テ
ッ ク ス 粒 子 の 数 お よ び 細 胞 数 は 示 差 的 な 側 方 散 乱 光 お よ び 前 方 散 乱 光 に よ っ て 測 定 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 細 胞 は ヒ ト の CD34 + 前 駆 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 方 法 は 少 な く と も 5つ の 異 な る 濃 度 の 調 査 す る 物
質 に お い て 実 施 さ れ 、 好 ま し く は 、 増 殖 お よ び 細 胞 死 の 誘 導 に つ い て の IC 5 0 値 の 算 出 を 可
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能 に す る 。 好 ま し く は 、 濃 度 範 囲 は 約 1倍 か ら 10,000倍 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 調 査 す る 物 質 で 細 胞 を 処 理 し た 後 、 細 胞 増 殖 を 可 能 に す る よ う な 標 準 的 な 条 件 下 で 細 胞
を 培 養 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 細 胞 は 複 数 の 装 置 に お い て 、 好 ま し く は
マ ル チ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お い て 並 行 し て 培 養 さ れ る 。 さ ら に 、 調 査 す る
物 質 も 、 好 ま し く は 自 動 ピ ペ ッ ト 操 作 法 に よ っ て 、 こ れ ら の 装 置 に 異 な る 濃 度 で 加 え ら れ
る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ 1） 以 下 を 特 徴 と す る 、 増 殖 し て い る 哺 乳 動 物 細 胞 試
料 を 試 験 系 と し て 使 用 し て 、 あ る 物 質 の 細 胞 増 殖 阻 害 活 性 お よ び 細 胞 毒 性 （ 細 胞 死 の 誘 導
） を 同 時 に 決 定 す る た め の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る ：
a） 所 定 の 容 量 に お け る 、 細 胞 懸 濁 液 ま た は 付 着 細 胞 と し て の 細 胞 試 料 を 、 少 な く と も 2つ
の 異 な る 所 定 の 濃 度 の 物 質 で 処 理 す る 段 階 ；
b） 細 胞 試 料 を 、 死 細 胞 ま た は 生 細 胞 の い ず れ か を 特 異 的 に 染 色 す る 第 一 の 蛍 光 色 素 で 処
理 し 、 選 択 的 に 全 て の 細 胞 を 染 色 す る 第 二 の 蛍 光 色 素 で 処 理 す る 段 階 ；
c） 細 胞 試 料 に 、 約 1μ mか ら 約 20μ mに 渡 る サ イ ズ の 所 定 の 量 の ラ テ ッ ク ス 粒 子 を そ の 容 量
に な る ま で 加 え 、 選 択 的 に 第 三 の 蛍 光 色 素 に よ っ て ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 染 色 す る 段 階 ；
d） こ の 試 料 に お け る 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 量 に 対 す る 全 細 胞 量 の 比 率 を 決 定 す る 段 階 ；
e） 段 階 d） の 結 果 を 用 い て 、 か つ こ の 試 料 に お け る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ っ て 、
以 下 を 決 定 す る 段 階 ：
‐ 第 一 の 波 長 に お い て 第 一 蛍 光 色 素 に よ り 放 出 さ れ る 蛍 光 に よ る 、 死 細 胞 ま た は 生 細 胞 の
数 ；
‐ 第 一 の 角 度 に お け る 散 乱 光 に よ る 、 ま た は 第 二 の 波 長 に お い て 第 二 蛍 光 色 素 に よ り 放 出
さ れ る 蛍 光 に よ る 、 容 量 当 た り の 全 細 胞 数 ；
‐ 第 二 の 角 度 に お け る 散 乱 光 に よ る 、 ま た は 第 三 の 波 長 に お い て 第 三 蛍 光 色 素 に よ り 放 出
さ れ る 蛍 光 に よ る 、 容 量 当 た り の ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 数 ； な ら び に
f） 段 階 d） お よ び e） の 結 果 を 用 い て 、 こ の 物 質 の 細 胞 増 殖 活 性 お よ び 毒 性 を 決 定 す る 段
階 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ 2） 蛍 光 色 素 に よ っ て 死 細 胞 が 特 異 的 に 染 色 さ
れ 、 示 差 的 な 側 方 散 乱 光 お よ び 前 方 散 乱 光 に よ っ て 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 数 お よ び 細 胞 数 が
測 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 （ 1） 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ 3） 細 胞 が ヒ ト の CD34 + 前 駆 細 胞 で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 上 記 （ 1） ま た は （ 2） 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ 4） 細 胞 を 複 数 の 装 置 に お い て 同 時 に 培 養 し
、 試 料 を 自 動 ピ ペ ッ ト 操 作 に よ っ て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 装 置 に 移 す こ と を 特 徴 と す
る 、 上 記 （ 1） か ら （ 3） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に よ り 、 あ る 物 質 の 細 胞 増 殖 阻 害 活 性 お よ び 毒 性 を 同 時 に 決 定 す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 そ の よ う な 物 質 の 増 殖 阻 害 に お け る 活 性 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 中 に 行 う こ と
が で き る 方 法 が 提 供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 細 胞 の 阻 害 剤 で あ る こ と が 疑 わ れ る 物 質 の 存 在 下 に お け る 、 細 胞 培 養 中 の 細 胞 増 殖 の 遅
延 は 、 細 胞 死 お よ び ／ ま た は 細 胞 増 殖 阻 害 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 得 る 。 し た が っ て 、 培 養
後 の 細 胞 の 量 を 決 定 し た だ け で は 、 そ の 物 質 の 毒 性 お よ び ／ ま た は 阻 害 活 性 を 直 接 結 論 付
け る こ と は で き な い 。 そ の よ う な 結 論 を 得 る に は 、 生 細 胞 お よ び 死 細 胞 の 量 、 な ら び に 全
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細 胞 量 に 関 す る そ れ ら の 比 率 を 知 る こ と が 必 要 で あ る 。 本 発 明 は 、 迅 速 に こ れ ら の パ ラ メ
ー タ を 同 時 に 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 に 従 う 方 法 は 、 自 動 的 に 行
う こ と が で き 、 物 質 の 毒 性 お よ び 増 殖 阻 害 活 性 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 研 究 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に 従 い 、 規 定 の （ 所 定 の ） ラ テ ッ ク ス 粒 子 の ア リ コ ー ト を 各 細 胞 培 養 装 置 に 加 え
る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 間 の ラ テ ッ ク ス 粒 子 の 計 測 に 基 づ き 、 全 て の 計 測 が 行 わ
れ た 液 体 の 容 量 を 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 容 量 当 た り の 全 細
胞 量 （ 細 胞 増 殖 の 基 準 で あ る ） 、 な ら び に 試 験 系 の 細 胞 に 対 し て 増 殖 阻 害 剤 で あ る 、 お よ
び ／ ま た は 毒 性 で あ る こ と が 疑 わ れ る 物 質 の 存 在 下 に お け る 培 養 後 の 、 容 量 当 た り の 生 細
胞 の 量 を 同 時 に 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 物 質 の 異 な る 濃 度 に つ い て 、 全 細 胞 の 量
を 死 細 胞 ま た は 生 細 胞 の 量 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 物 質 の 細 胞 増 殖 阻 害 と 毒 性 と の 関 係
に つ い て の 情 報 が 提 供 さ れ る 。 こ れ は 、 図 3か ら 即 時 に 推 定 さ れ う る 。 死 細 胞 の 全 細 胞 に
対 す る 割 合 が 有 意 に 増 加 す る 一 方 で 、 全 細 胞 数 が 減 少 す る 場 合 、 こ れ は そ の 物 質 が 高 い 毒
性 を 有 す る こ と を 示 す 。 し か し 、 物 質 濃 度 が 高 く な る に つ れ 死 細 胞 の 全 細 胞 に 対 す る 割 合
が 有 意 に 増 加 し な い 一 方 で 、 全 細 胞 数 が 減 少 す る 場 合 は 、 そ の 物 質 は 低 い 毒 性 を 示 す 。 高
い 毒 性 を 有 す る 物 質 の 例 は 、 図 3に 示 さ れ る 。 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン
は 、 著 し い 増 殖 阻 害 と 同 時 に 毒 性 を 示 す 物 質 で あ る 。 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル に 関 し て は 、 増
殖 阻 害 が 50％ よ り 多 く 認 め ら れ る よ う な 物 質 の 濃 度 範 囲 に つ い て は 、 全 細 胞 に 対 す る 死 細
胞 の 割 合 は 、 物 質 濃 度 に 伴 い 0％ か ら 25％ の 範 囲 に あ る 。 ド キ ソ ル ビ シ ン に つ い て は 、 死
細 胞 の 割 合 は 40％ お よ び さ ら に そ れ 以 上 に ま で 増 加 す る 一 方 、 増 殖 阻 害 は 約 80％ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 増 殖 し て い る 細 胞 、 例 え ば CD34細 胞 の 培 養 過 程 は 、 下 記 に て 説 明 さ れ る よ う に 実 施 さ れ
る 。 生 細 胞 ま た は 死 細 胞 を 染 色 し 、 解 析 す る 細 胞 培 養 培 地 の 容 量 の 基 準 と し て 、 ラ テ ッ ク
ス 粒 子 を そ れ ぞ れ 計 測 す る た め に 、 FACS解 析 の 前 に 、 生 細 胞 ま た は 死 細 胞 を 染 色 す る た め
の 蛍 光 色 素 、 お よ び 別 個 の 数 の ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 各 ウ ェ ル の 装 置 （ 好 ま し く は マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト ま た は 同 様 の も の ） に 加 え る 。 異 な る 装 置 に お い て 、 調 査 す る 物 質 を 加
え 細 胞 培 養 を 行 っ た 後 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 FACSフ ロ ー チ ェ ン バ ー を 通 し て 各
ウ ェ ル か ら の 細 胞 試 料 の ア リ コ ー ト を 送 る 、 自 動 ピ ペ ッ ト 機 器 上 に 置 く 。 別 個 の 数 の ラ テ
ッ ク ス ビ ー ズ が 解 析 さ れ （ そ れ に よ り 、 測 定 さ れ る 培 地 容 量 に つ い て の 情 報 が 与 え ら れ ）
、 測 定 が 停 止 し れ 、 ピ ペ ッ ト 操 作 ロ ボ ッ ト が 次 の ウ ェ ル か ら ア リ コ ー ト を 採 取 し 、 前 と 同
様 に 解 析 が 再 度 開 始 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 調 査 す る 物 質 」 ま た は 「 物 質 」 と い う 用 語 は 、 増 殖 阻 害
活 性 ま た は 細 胞 毒 性 活 性 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 任 意 の 物 質 を 表 す 。 こ の 物 質 は 、 例 え ば
抗 体 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 短 鎖 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 低 分 子 量 の 化 合 物 で あ
り う る 。 化 合 物 は 、 少 な く と も 2つ の 異 な る 濃 度 に お い て 、 し か し 好 ま し く は 、 よ り 多 く
の 濃 度 に お い て 、 例 え ば 5つ の ま た は そ れ 以 上 の 異 な る 濃 度 に お い て 使 用 さ れ る 。 こ の 理
由 は 、 そ の よ う な 異 な る 濃 度 に つ い て の 結 果 に 基 づ き 、 濃 度 依 存 的 な 増 殖 阻 害 お よ び 細 胞
死 の 誘 導 を 非 常 に 容 易 に 調 べ る こ と が で き 、 そ の 物 質 が 細 胞 死 を 相 当 に 誘 導 す る か ど う か
、 お よ び ／ ま た は 増 殖 を 阻 害 す る か ど う か を 決 定 で き る た め で あ る 。 こ れ ら の 値 を 比 較 す
る た め 、 特 に 増 殖 お よ び 細 胞 死 の 誘 導 の 濃 度 依 存 性 を 比 較 す る た め 、 例 え ば 細 胞 死 の 相 当
な 誘 導 を 示 さ ず に 強 力 な 増 殖 阻 害 を 示 す 、 潜 在 的 な 候 補 物 質 を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る
。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 を 異 な る 濃 度 で 行 う こ と に よ っ て 、 増 殖 （ 「 増 殖 活 性 」 ） お よ び
細 胞 死 の 誘 導 （ 「 毒 性 」 ） の 双 方 に つ い て の IC 5 0 値 を 計 算 す る こ と が で き る 。 濃 度 お よ び
濃 度 の 範 囲 は 、 調 査 す る 物 質 の 望 ま し い 効 力 お よ び そ の 研 究 に 用 い ら れ る 細 胞 型 に も 依 存
す る 。 通 常 、 濃 度 範 囲 は マ イ ク ロ モ ル の 範 囲 に あ り 、 約 0.01μ M/mlか ら 100μ M/mlの 間 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 増 殖 ア ッ セ イ 法 の た め の 試 験 系 と
し て 有 用 な 、 増 殖 し て い る 哺 乳 動 物 細 胞 を 表 す 。 そ の よ う な 細 胞 は 最 先 端 技 術 に お い て 周
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知 で あ り 、 例 え ば ヒ ト CD34 + 前 駆 細 胞 お よ び 幹 細 胞 、 リ ン パ 球 、 正 常 な 線 維 芽 細 胞 ／ ケ ラ
チ ノ サ イ ト 、 正 常 な 内 皮 細 胞 お よ び 上 皮 細 胞 、 人 工 の 形 質 転 換 哺 乳 動 物 細 胞 、 白 血 病 細 胞
お よ び 固 形 腫 瘍 細 胞 で あ る 。 そ の よ う な 細 胞 の 増 殖 は 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン
、 ま た は 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル の よ う な 、 既 知 の 阻 害 剤 に よ っ て 阻 害 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 通 常 、 細 胞 は 並 行 す る 装 置 に 播 種 し 、 懸 濁 液 中 に て 増 殖 さ せ る 。 一 般 的 に 、 お よ び 例 え
ば 、 CD34細 胞 の 培 養 の た め に 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 使 用 す る 場 合 、 ウ ェ ル
毎 に 100細 胞 ～ 400細 胞 /200μ lを 播 種 し 、 標 準 的 な 条 件 下 で （ 調 査 す る 物 質 を 含 ま ず に ）
、 好 ま し く は そ れ ら が ウ ェ ル 毎 に 約 10,000細 胞 /200μ lに 達 す る ま で 増 殖 さ せ る 。 細 胞 の
培 養 の た め に は 、 従 来 の 培 養 培 地 、 好 ま し く は 成 長 因 子 を 加 え た も の を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ラ テ ッ ク ス 粒 子 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 計 数 の た め の 自 動
計 器 用 較 正 液 （ calibrating fluid） に お い て 広 く 使 用 さ れ る よ う な ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 表
す 。 そ の よ う な ラ テ ッ ク ス 粒 子 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 3,977,995号 に お い て 説 明 さ れ て い
る 。 そ の よ う な ラ テ ッ ク ス 粒 子 は 、 通 常 ポ リ ス チ レ ン ポ リ ビ ニ ル ト ル エ ン ま た は ス チ レ ン
ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン コ ポ リ マ ー か ら 作 製 さ れ る 合 成 ラ テ ッ ク ス か ら な る 。 粒 子 サ イ ズ は 通 常
1μ m～ 約 20μ mの 範 囲 に 渡 り 、 粒 子 は 細 胞 懸 濁 液 に 10,000粒 子 /200μ lの 量 で 加 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 決 定 す る た め の パ ラ メ ー タ の 測 定 は 、 異 な る 波 長 に お け る 蛍 光 お よ び 異
な る 角 度 に お け る 散 乱 光 を 測 定 し 、 そ の よ う な シ グ ナ ル を 与 え る 細 胞 の 量 と 相 関 さ せ る こ
と が で き る 装 置 に お け る 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ っ て 行 わ れ る 。 1つ の 試 料 由 来
の 細 胞 が 、 並 行 し て 、 ま た は あ る パ ラ メ ー タ か ら 即 座 に 次 の パ ラ メ ー タ へ と 、 装 置 の 解 析
手 段 を 通 っ て 流 れ て い る 間 に 、 パ ラ メ ー タ が 決 定 さ れ る （ 同 時 決 定 ） 。 好 ま し く は 、 そ の
よ う な 決 定 は 解 析 用 FACS機 器 の 使 用 に よ っ て 行 わ れ る 。 散 乱 光 は 異 な る 角 度 で 、 好 ま し く
は 前 方 散 乱 光 （ FSC） （ 最 大 散 乱 光 角 度 20° ま で 、 好 ま し く は そ れ 未 満 ） お よ び 側 方 散 乱
光 （ SSC） （ 角 度 約 90° ） と し て 測 定 さ れ る 。 細 胞 お よ び ラ テ ッ ク ス 粒 子 は そ の サ イ ズ が
あ ま り 異 な ら な い 可 能 性 が あ る が 、 散 乱 光 に 関 す る そ れ ら の 挙 動 は 、 お そ ら く 細 胞 の 内 部
構 造 お よ び 形 状 、 な ら び に そ れ ら の 異 な る 不 応 指 数 （ refractory index） に 基 づ き 、 か な
り 異 な る 。 こ の 相 違 に 基 づ き 、 細 胞 （ 生 存 ／ 増 殖 し て い る 細 胞 、 生 存 し て い る 分 裂 停 止 細
胞 、 お よ び 死 細 胞 ） は 、 か な り 異 な る 散 乱 光 角 度 に よ っ て 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 か ら 容 易 に 識
別 さ れ う る 。 SSCは ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 示 し 、 FSCは 細 胞 を 示 す （ 図 2aを 参 照 の こ と ） 。 し
か し 、 全 て の 細 胞 ま た は 全 て の ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 蛍 光 色 素 で 染 色 し 、 異 な る 波 長 に お け る
蛍 光 を 調 べ る こ と に よ っ て 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 と 細 胞 を 識 別 す る こ と も 可 能 で あ る 。 測 定 す
る パ ラ メ ー タ の 使 用 は 、 単 に 使 用 す る 装 置 に よ っ て 提 供 さ れ る 可 能 性 お よ び 利 便 性 に 依 存
す る 。 装 置 に よ っ て 3つ ま た は 4つ の 異 な る 蛍 光 波 長 で 同 時 に 蛍 光 を 測 定 す る こ と が 可 能 な
場 合 は 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 全 て の 細 胞 、 お よ び 分 裂 細 胞 ま た は 死 細 胞 の い ず れ か を 、 蛍 光
色 素 で 特 異 的 に 標 識 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 と 死 細 胞 、 生 細 胞 と
増 殖 し て い る 細 胞 、 お よ び 生 細 胞 と 分 裂 停 止 細 胞 を 、 直 接 識 別 す る の に 、 散 乱 光 パ ラ メ ー
タ は 有 用 で は な い と い う 前 提 で 、 散 乱 光 お よ び 蛍 光 の 全 て の 組 み 合 わ せ を パ ラ メ ー タ の 測
定 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 死 細 胞 ま た は 生 細 胞 を 特 異 的 に 染 色 す る 蛍 光 色 素 」 と い
う 用 語 は 、 死 細 胞 の み に 入 る 色 素 （ 例 え ば ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム ） 、 ま た は 生 細 胞 に お い て
の み 濃 縮 さ れ る 色 素 （ 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ テ ー ト ） を 表 す 。 全 て の 細 胞 の 細 胞 計
数 が 必 要 と さ れ る 場 合 、 死 細 胞 の 染 色 お よ び 生 細 胞 の 染 色 に 、 蛍 光 色 素 が 有 用 で あ る （ 例
え ば 、 ヘ キ ス ト 33342） 。 生 細 胞 ま た は 死 細 胞 を 選 択 的 に 標 識 す る の に 有 用 な 、 多 数 の 蛍
光 色 素 が 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Molecular Probesの カ タ ロ グ ； http://www.molecular
probes.com/） 。 蛍 光 色 素 は 、 例 え ば 最 終 濃 度 1μ g/mlの よ う に 、 適 切 な 量 を 加 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 以 下 の 実 施 例 お よ び 図 面 は 、 本 発 明 の 理 解 に 役 立 て る た め に 提 供 し 、 本 発 明 の 真 の 範 囲
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は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 示 さ れ る 。 本 発 明 の 趣 旨 か ら 逸 脱 せ ず に 、 示 さ れ る 手 順
に お い て 改 変 を 行 い 得 る こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】

　 典 型 的 な 実 験 設 定 に お い て は 、 免 疫 磁 気 細 胞 選 別 に よ っ て ヒ ト 臍 帯 血 の CD34 + 細 胞 を 高
純 度 に ま で （ ＞ 90％ ） 単 離 し 、 ア リ コ ー ト に 分 注 し て 、 DMSOを 含 む 培 地 中 で 凍 結 す る 。 細
胞 培 養 の 設 定 の た め に は 、 凍 結 し た CD34 + 細 胞 を 解 凍 し 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 1つ の ウ ェ ル
の 完 全 培 地 200μ l中 に 、 200個 の 細 胞 を 播 種 す る 。 細 胞 培 養 基 本 培 地 は 、 20％ ヒ ト AB血 清
お よ び 抗 生 物 質 （ pen/strep） を 補 充 し た IMDM培 地 か ら な る 。 以 下 の サ イ ト カ イ ン カ ク テ
ル を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 CD34 + 細 胞 は 活 性 化 さ れ る ： hu-SCF（ 100 ng/ml） 、 hu-IL6（
10 ng/ml） 、 hu-GM-CSF（ 100 U/ml） 、 hu-TPO（ 25 ng/ml） 、 お よ び hu-EPO（ 5 U/ml） 。 3
7℃ 、 高 湿 度 、 お よ び 7％ CO 2 で イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に て 培 養 を 行 う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 2つ の 異 な る 実 験 設 定 を 使 用 す る こ と が で き る ： 1） 休 止 細 胞 を 優 先 的 に 攻 撃 す る た め に
、 培 地 に サ イ ト カ イ ン を 補 充 す る 前 に 阻 害 剤 化 合 物 を 添 加 し ； か つ 2） 活 性 化 細 胞 を 優 先
的 に 攻 撃 す る た め に 、 サ イ ト カ イ ン を 用 い た CD34活 性 化 の 4日 後 に 阻 害 剤 化 合 物 を 添 加 す
る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 図 1に お い て 示 さ れ る よ う に 、 活 性 化 さ れ た CD34生 細 胞 は 、 培 養 4日 後 に 大 き な 球 状 の 細
胞 と し て 現 れ る （ パ ネ ル A） 。 細 胞 を さ ら に 3日 間 増 殖 さ せ た 場 合 、 細 胞 数 は 有 意 に 増 加 し
た （ パ ネ ル C） 。 細 胞 毒 性 薬 剤 は 、 培 養 4日 後 の 顕 微 鏡 像 に お い て 断 片 化 さ れ て い る よ う に
見 え る 、 CD34細 胞 に お け る 細 胞 死 を 誘 導 し （ パ ネ ル B） 、 細 胞 数 に は 有 意 な 増 加 が な い ま
ま 、 断 片 化 さ れ た 細 胞 の 数 が 増 加 す る （ パ ネ ル D） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 CD34 + 細 胞 の 増 殖 速 度 に 依 存 し て 、 9日 か ら 10日 間 の 細 胞 培 養 後 に 、 採 取 な ら び に 細 胞 数
お よ び 細 胞 毒 性 の 解 析 を 行 う 。 細 胞 数 お よ び 細 胞 毒 性 は FACS技 術 に よ っ て 解 析 す る 。 ウ ェ
ル 中 に 存 在 す る 細 胞 の 数 は 、 内 部 ビ ー ズ 標 準 と の 比 較 に よ っ て 計 数 す る 。 10,000ビ ー ズ の
ア リ コ ー ト を 、 200μ lの 培 地 容 量 を 有 す る 各 ウ ェ ル （ FluoSpheres(登 録 商 標 )ポ リ ス チ レ
ン 、 15μ m； Molecular Probes） に 加 え る 。 図 2に お い て 示 さ れ る よ う に 、 典 型 的 な FACS機
器 の 設 定 に お い て は 、 生 細 胞 は 前 方 散 乱 （ FSC） お よ び 低 い 側 方 散 乱 （ SSC） の 中 間 ／ 右 側
の 位 置 に 現 れ る が 、 加 え ら れ た 標 準 ビ ー ズ は よ り 低 い FSCお よ び 高 い SSCを 有 す る 領 域 に 存
在 す る （ パ ネ ル A） 。 長 方 形 の 領 域 と し て 示 さ れ る ゲ ー ト は 、 標 準 ビ ー ズ 上 に 設 定 さ れ 、
個 々 の 数 が 計 測 さ れ 、 解 析 は 停 止 し 、 細 胞 を 含 む 対 応 す る 容 量 の 培 地 が 計 算 さ れ る 。 パ ネ
ル Eは 、 こ の 測 定 の 、 解 析 さ れ た CD34細 胞 の 生 存 率 ア ッ セ イ を 示 す 。 生 細 胞 は 、 低 い ヨ ウ
化 プ ロ ピ ジ ウ ム 標 識 を 示 す か 、 ま た は 標 識 を 示 さ ず に 、 前 方 散 乱 （ FSC） の 中 間 ／ 右 側 の
位 置 に 再 度 現 れ る 。 少 数 の 死 細 胞 が 、 生 細 胞 集 団 に 対 し て 左 側 ま た は 上 部 ／ 左 側 の 位 置 に
現 れ る 。 FACS測 定 に よ っ て 、 こ こ で 1つ の ア リ コ ー ト の ビ ー ズ 計 数 を 行 い 、 ウ ェ ル 内 に 存
在 す る 細 胞 数 を 計 算 す る 一 方 、 こ の 測 定 中 に 、 細 胞 毒 性 、 死 細 胞 の 数 が 並 行 し て 記 録 さ れ
る （ ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム の 添 加 ； 最 終 濃 度 1μ g/ml） 。 細 胞 毒 性 化 合 物 濃 度 の 増 加 に 伴 い
、 死 細 胞 集 団 に お け る 細 胞 数 は 有 意 に 増 加 す る （ 図 2パ ネ ル Fお よ び パ ネ ル G） 。 最 大 の 阻
害 お よ び 細 胞 毒 性 濃 度 に お い て は 、 生 細 胞 集 団 に お い て は 、 も は や ご く 少 数 の 細 胞 し か 存
在 せ ず 、 PI染 色 ま た は 断 片 化 の 増 加 に よ っ て 明 ら か な よ う に 、 細 胞 の 大 多 数 が 死 滅 し た （
パ ネ ル H） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 あ る ウ ェ ル に お け る CD34細 胞 数 お よ び 死 細 胞 の 割 合 の 計 算 の 典 型 的 な 例 が 、 2つ の 細 胞
毒 性 化 合 物 、 即 ち 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン に 関 し て 、 図 3に 示 さ れ る 。
ウ ェ ル 毎 の 細 胞 数 は 、 試 験 さ れ る 各 濃 度 に つ い て 棒 グ ラ フ と し て 示 す 。 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ
ル に つ い て は 、 細 胞 数 は 0.3μ mol/l～ 1.0μ mol/lの 間 で 有 意 に 減 少 し 、 1 ng/mlの 最 低 濃
度 の ド キ ソ ル ビ シ ン に お い て 、 細 胞 数 は 既 に 減 少 す る 。 IC 5 0 計 算 プ ロ グ ラ ム を 適 用 し 、 阻
害 剤 化 合 物 に つ い て の IC 5 0 値 を 計 算 し た と こ ろ 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル お よ び ド キ ソ ル ビ シ
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ン に つ い て そ れ ぞ れ 、 0.34μ mol/lお よ び 0.67 ng/mlで あ っ た 。 PI陽 性 細 胞 画 分 の 解 析 （
図 2パ ネ ル E～ パ ネ ル H） か ら 得 ら れ た 死 細 胞 の 割 合 の 増 加 は 、 実 線 と し て 示 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 図 １ 】 CD34細 胞 集 団 に お け る 細 胞 の 増 殖 お よ び 細 胞 死 の 顕 微 鏡 解 析 を 示 す 図 で あ る 。 サ
イ ト カ イ ン に よ っ て 刺 激 し た CD34細 胞 を 、 細 胞 毒 性 化 合 物 で 処 理 せ ず に 、 ま た は 処 理 し て
、 4日 間 お よ び 7日 間 培 養 し た 。
【 図 ２ 】 10日 間 培 養 し た 、 標 準 ビ ー ズ 、 な ら び に サ イ ト カ イ ン に よ っ て 刺 激 し た CD34生 細
胞 お よ び CD34死 細 胞 の FACS解 析 を 示 す 図 で あ る 。 細 胞 は 、 未 処 理 （ 左 列 ） か 、 ま た は 異 な
る レ ベ ル の 細 胞 傷 害 を 誘 導 す る 細 胞 毒 性 薬 剤 で 処 理 し た 。
【 図 ３ 】 図 2に お い て 示 さ れ る よ う な FACS解 析 か ら 定 量 化 し た 死 細 胞 の 細 胞 数 お よ び 割 合
を 示 す 図 で あ る 。 2つ の 典 型 的 な 細 胞 毒 性 化 合 物 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル （ 0.1μ mol/l～ 100
μ mol/l） お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン （ 1 ng/ml～ 1,000 ng/ml） を 示 す 。 細 胞 数 解 析 に つ い て
の IC 5 0 値 は 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン に つ い て そ れ ぞ れ 、 0.34μ mol/l
お よ び 0.67 ng/mlに 相 当 す る 。
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【 図 ３ 】
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