
(57)【要約】
複合的な一次ヒト細胞ベースの疾患モデルを測定可能なアッセイ形式で使用することによ
って、ヒト生物学に対する効果に従って生物学的活性剤を分類するための組成物および方
法を提供する。本発明のシステムは、複数のシグナル伝達経路の同時活性化を使用して、
生理学的に重要な細胞表面分子および分泌分子の発現パターンを作成および同定する。複
数の細胞型の組み合わせを使用してもよい。複数の細胞型を包含するシステムは、それぞ
れの細胞型の細胞内シグナル伝達ネットワークの乱れのみでなく、細胞間の情報伝達経路
の阻害に対しても反応する。読取情報は多システム解析に組み入れられてもよく、そこで
多システムから得られたプロファイルは薬剤分類の分解能を増強するために組み合わされ
る。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 生 物 学 的 活 性 剤 の 活 性 を 、 そ の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 対 す る 効 果 に 従 っ て 決 定 す る
方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
　 被 験 生 物 学 的 活 性 剤 を 、 複 数 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で 同 時 に 活 性 化 さ れ た 一 次 ヒ ト 細 胞 を
含 む 細 胞 培 養 系 と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 該 薬 剤 の 導 入 後 、 少 な く と も 二 つ の 異 な る 細 胞 パ ラ メ ー タ ー 読 取 値 の 変 化 を 記 録 す る 段
階 ；
　 該 パ ラ メ ー タ ー 読 取 値 の 変 化 か ら 第 一 の バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト を 導 出 す る 段 階 で あ
っ て 、 該 バ イ オ マ ッ プ が 、 該 生 物 学 的 活 性 剤 を 欠 い た 対 照 条 件 下 に お い て 複 数 の シ グ ナ ル
伝 達 経 路 で 同 時 に 活 性 化 さ れ た 、 同 じ 該 一 次 ヒ ト 細 胞 に つ い て の 対 照 デ ー タ で 標 準 化 さ れ
た デ ー タ を 含 み 、 か つ バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト が 薬 剤 の 作 用 様 式 ま た は 機 能 的 効 果 を 区
別 で き る の に 十 分 な 情 報 を 提 供 す る よ う に 、 出 力 パ ラ メ ー タ ー が 最 適 化 さ れ て い る 、 段 階
；
　 該 第 一 の バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト を 参 照 バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト と 比 較 し て 変 動 の
存 在 を 決 定 す る 段 階 で あ っ て 、 変 動 の 存 在 が 被 験 生 物 学 的 活 性 剤 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経
路 に 対 す る 効 果 の 差 を 示 す 、 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 細 胞 培 養 系 が 少 な く と も 二 つ の 異 な る 因 子 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 細 胞 培 養 系 が 少 な く と も 三 つ の 異 な る 因 子 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 胞 培 養 系 が 複 数 の ヒ ト 細 胞 型 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ヒ ト 一 次 細 胞 が 内 皮 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 細 胞 培 養 系 が 複 数 の ヒ ト 細 胞 型 を 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 細 胞 培 養 系 が 、 内 皮 細 胞 と 末 梢 血 単 核 細 胞 ま た は そ の サ ブ セ ッ ト と の 組 み 合 わ せ を 含 む
、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 細 胞 培 養 系 が 、 内 皮 細 胞 と 多 形 核 血 液 細 胞 ま た は そ の サ ブ セ ッ ト と の 組 み 合 わ せ を 含
む 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 少 な く と も 4つ の パ ラ メ ー タ ー お よ び 10以 下 の パ ラ メ ー タ ー が 測 定 さ れ る 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 被 験 生 物 学 的 活 性 剤 を 、 複 数 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で 同 時 に 活 性 化 さ れ た 一 次 ヒ ト 細 胞 を
含 む 第 二 の 細 胞 培 養 系 と 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 該 薬 剤 の 導 入 後 、 少 な く と も 二 つ の 異 な る 細 胞 パ ラ メ ー タ ー 読 取 値 の 変 化 を 記 録 す る 段
階 ；
　 該 パ ラ メ ー タ ー 読 取 値 の 変 化 か ら 第 二 の バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト を 導 出 す る 段 階 で あ
っ て 、 該 バ イ オ マ ッ プ が 、 該 生 物 学 的 活 性 剤 を 欠 い た 対 照 条 件 下 に お い て 複 数 の シ グ ナ ル
伝 達 経 路 で 同 時 に 活 性 化 さ れ た 、 同 じ 該 一 次 ヒ ト 細 胞 に つ い て の 対 照 デ ー タ で 標 準 化 さ れ
た デ ー タ を 含 み 、 か つ バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト が 薬 剤 の 作 用 様 式 ま た は 機 能 的 効 果 を 区
別 で き る よ う な 十 分 な 情 報 を 提 供 す る よ う に 、 出 力 パ ラ メ ー タ ー が 最 適 化 さ れ て い る 、 段
階 ；
　 第 一 お よ び 第 二 の バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト を 参 照 バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト と 比 較 し
て 変 動 の 存 在 を 決 定 す る 段 階 で あ っ て 、 変 動 の 存 在 が 被 験 生 物 学 的 活 性 剤 の 細 胞 内 シ グ ナ
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ル 伝 達 経 路 に 対 す る 効 果 の 差 を 示 す 、 段 階 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト が 多 次 元 尺 度 法 に よ り 相 関 プ ロ ッ ト に 配 列 さ れ て い る 、 請 求
項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 比 較 す る 段 階 が 、 薬 剤 活 性 間 の 全 て の 対 応 の あ る 相 関 （ pairwise correlations） の 有
意 性 の 客 観 的 評 価 を 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 一 般 的 に 、 遺 伝 子 お よ び 薬 物 機 能 の 解 析 、 生 物 学 的 経 路 の 同 定 、 お よ び よ り 特
定 的 に は 作 用 機 序 に よ る 薬 物 の 同 定 お よ び 特 性 化 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 構 造 の 明 確 化 、 シ
グ ナ ル 伝 達 構 成 要 素 間 の 関 係 の 発 見 、 薬 物 標 的 お よ び そ れ ら の 標 的 に 作 用 す る 薬 物 の 同 定
の た め の 方 法 に 関 す る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 生 物 学 、 分 子 生 物 学 、 化 学 、 医 化 学 、 薬 学
、 お よ び 医 学 の 分 野 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 同 時 係 属 中 の 、 2002年 9月 5日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 10/236,558号 お よ
び 第 10/220,999号 、 な ら び に 2001年 3月 6日 に 提 出 さ れ た 第 09/800,605号 に 関 連 し 、 そ れ ら
は い ず れ も 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 決 定 の 完 了 は 、 化 学 的 多 様 性 へ の 現 代 的 手 法 と と も に 、 新 し い 医 学 の 空
前 の 発 展 の 機 会 を 開 い た 。 こ の 可 能 性 の 実 現 に は 、 ヒ ト 生 物 学 の 背 景 に お け る 分 子 機 能 の
理 解 の た め の 迅 速 か つ 実 用 的 な 手 法 が 必 要 で あ る 。 シ ス テ ム 生 物 学 分 野 は 、 構 成 分 子 の 大
規 模 な 測 定 の 解 析 に 基 づ い て 複 合 的 な シ ス テ ム 反 応 を モ デ ル 化 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 生
物 学 に 知 見 を 提 供 す る 可 能 性 を 有 し て い る 。 酵 母 を 用 い た モ デ ル シ ス テ ム で い く つ か の 進
歩 が 報 告 さ れ て い る が 、 ヒ ト 生 物 学 お よ び 疾 患 に お け る 細 胞 お よ び 器 官 レ ベ ル の 反 応 は よ
り 複 雑 で あ る の で 、 こ れ ら の 大 規 模 測 定 手 法 の ヒ ト 疾 患 生 物 学 に 対 す る 適 用 は あ ま り 確 か
な も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 生 物 学 的 活 性 を 測 定 す る 有 用 な ア ッ セ イ は 、 被 験 物 質 の 存 在 下 に お い て 測 定 可 能 な パ ラ
メ ー タ ー の 力 強 く か つ 再 現 性 の あ る 変 化 を 示 す 。 創 薬 に お い て は 、 そ の よ う な ア ッ セ イ は
し ば し ば 、 例 え ば キ ナ ー ゼ ま た は 酵 素 ア ッ セ イ と い っ た 生 化 学 的 ア ッ セ イ 、 も し く は 特 定
の 標 的 ま た は 経 路 の 活 性 を 測 定 す る よ う 設 計 さ れ た 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ の い ず れ か で あ
る 。 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ の 例 は 、 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 、 NFκ B転 位 ア ッ セ イ な ど
を 含 む 。 創 薬 に お け る 典 型 的 な 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ を 区 別 す る 特 徴 に は 、 単 一 の 特 定 の
標 的 ま た は 経 路 の 活 性 を 増 強 す る ア ッ セ イ 設 計 ； 単 一 の 細 胞 型 、 典 型 的 に は 細 胞 株 の 使 用
； お よ び 、 単 一 の 強 い 読 取 値 、 例 え ば カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル な ど の 測 定 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し 、 そ の よ う な ア ッ セ イ は 高 感 度 で 再 現 性 を 有 し う る も の の 、 そ れ ぞ れ の 新 し い 標
的 ま た は 経 路 に 対 し て 個 別 の ア ッ セ イ を 立 ち 上 げ る 必 要 が あ る こ と 、 被 験 薬 剤 の ア ッ セ イ
標 的 に 対 す る 特 異 性 情 報 が 提 供 さ れ な い こ と 、 お よ び そ の ア ッ セ イ に お け る 活 性 薬 剤 の 作
用 機 序 に 関 す る 情 報 が 提 供 さ れ な い こ と を 含 む 、 い く ら か の 制 限 が あ る 。 改 良 さ れ た ア ッ
セ イ 形 式 は 強 力 さ か つ 再 現 性 を 有 し た ま ま で あ る だ け で な く 、 被 験 薬 剤 の 標 的 ま た は 経 路
に 対 す る 機 序 や 特 異 性 に つ い て の 情 報 を 含 む 、 各 ア ッ セ イ に お け る 複 数 の 標 的 ま た は 経 路
の 情 報 を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 そ の よ う な 改 良 さ れ た 方 法 論 は 、 2001年 9月 13日 に 刊 行 さ れ た PCT特 許 国 際 公 開 公 報 第 16
7103号 、 な ら び に 2002年 9月 5日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 10/236,558号 お よ び 第 10/220
,999号 に 記 述 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 様 々 な 種 類 の 遺 伝 子 発 現 お よ び /ま た は タ ン
パ ク 質 発 現 の ア レ イ デ ー タ か ら シ グ ナ ル 伝 達 ネ ッ ト ワ ー ク を 再 構 築 す る こ と を 可 能 に す る
、 パ タ ー ン 認 識 お よ び 数 学 的 モ デ ル 化 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 。 こ れ ら の 方 法 は 薬 物 標 的 や
薬 物 作 用 機 序 の 同 定 を 可 能 に す る が 、 特 に 抗 炎 症 効 果 を 有 す る 薬 物 に 関 し て 、 化 合 物 が 望
ま し く な い 副 作 用 な し に 望 ま し い 生 物 学 的 効 果 を 有 す る か ど う か 決 定 す る た め の ア ッ セ イ
の み な ら ず 、 ヒ ト 体 内 の 複 雑 な 生 物 学 的 環 境 を よ り よ く 反 映 す る 改 良 さ れ た 方 法 が 依 然 と
し て 必 要 と さ れ て い る 。 本 発 明 は こ れ ら お よ び 他 の 必 要 性 を 充 た す も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 複 合 的 な 一 次 ヒ ト 細 胞 ベ ー ス の 疾 患 モ デ ル を 測 定 可 能 な （ scalable） ア ッ セ イ 形 式 で 使
用 す る こ と に よ っ て 、 生 物 学 的 活 性 剤 を そ の ヒ ト 生 物 学 へ の 作 用 に 従 っ て 分 類 す る た め の
組 成 物 お よ び 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の シ ス テ ム は 、 複 数 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 同 時 活
性 化 を 使 用 し て 、 炎 症 を シ ミ ュ レ ー ト し た 環 境 を 含 む 一 つ ま た は 複 数 の 複 合 環 境 に お け る
、 一 次 細 胞 の 生 理 学 的 に 重 要 な 細 胞 表 面 分 子 お よ び 分 泌 分 子 の 発 現 パ タ ー ン (ま た は 「 プ
ロ フ ァ イ ル 」 )を 作 成 お よ び 同 定 す る 。 本 ア ッ セ イ シ ス テ ム は 、 強 固 で 再 現 性 が あ り 、 生
物 学 的 因 子 、 化 合 物 、 お よ び 遺 伝 子 を 含 む 多 数 の 薬 剤 活 性 に 対 し て 反 応 性 が あ り か つ 識 別
的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 活 性 剤 は 、 複 合 的 で 生 物 学 的 関 連 性 の あ る 環 境
中 の 一 次 ヒ ト 細 胞 を 含 む シ ス テ ム に お い て 特 徴 的 な 反 応 プ ロ フ ァ イ ル を 誘 導 す る こ と が 示
さ れ て お り 、 そ れ ら の プ ロ フ ァ イ ル は 比 較 的 少 数 の 生 理 学 的 意 義 の あ る タ ン パ ク 質 読 取 値
を 測 定 す る こ と に よ っ て 捕 捉 さ れ る 。 そ の よ う な 読 取 パ ラ メ ー タ ー は 、 そ れ ら の 情 報 量 お
よ び 関 心 対 象 の 生 理 学 的 プ ロ セ ス と の 関 連 性 に よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 例 え ば 異 な っ た 一 次 細 胞 型 の 組 み 合 わ せ 、 一 次 細 胞 型 と
細 胞 株 と の 組 み 合 わ せ な ど の 、 複 数 の 細 胞 型 の 組 み 合 わ せ が 用 い ら れ る 。 複 数 の 細 胞 型 を
包 含 す る シ ス テ ム は 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 型 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 ネ ッ ト ワ ー ク の 乱 れ の み で
な く 、 細 胞 間 の 情 報 伝 達 経 路 の 阻 害 に 対 し て も 反 応 す る 。 し た が っ て 、 複 数 の 細 胞 型 か ら
な る シ ス テ ム に よ り 、 生 物 学 的 機 能 空 間 の 適 用 範 囲 を さ ら に 広 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 読 取 情 報 は 多 シ ス テ ム 解 析 に 組 み 入 れ ら れ る 。 複 数 の シ ス
テ ム か ら 得 ら れ た プ ロ フ ァ イ ル は 、 薬 剤 分 類 の 分 解 能 （ resolution） を 増 強 す る た め に 組
み 合 わ さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 化 合 物 の 作 用 機 序 お よ び 関 連 す る 活 性 を 迅 速 か つ 再 現 可 能 に 特 性 化 で き る 、 複 合 的 な ヒ
ト 一 次 細 胞 シ ス テ ム に お い て 、 機 序 に 基 づ い た 薬 物 開 発 の た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 明
細 書 に 記 載 の シ ス テ ム は 、 創 薬 に 複 数 の 応 用 が あ る 。 生 物 学 の 広 い 適 用 範 囲 は 、 例 え ば 候
補 薬 剤 の 作 用 特 異 性 を 決 定 す る と い っ た 、 化 合 物 の 検 証 に 有 用 な ツ ー ル を 提 供 す る 。 測 定
可 能 な 複 合 的 細 胞 シ ス テ ム に お け る 多 重 活 性 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 新 規 分 子 の 作 用 経 路 お
よ び 機 序 を 迅 速 に 特 性 化 す る 潜 在 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 　 本 方 法 の 強 さ は 、 複 合 的 な 、 組 み 合 わ せ で 決 定 さ れ る シ ス テ ム 反 応 に 由 来 し 、 複 数 の
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 同 時 に 活 性 化 す る シ ス テ ム を 並 行 し て 検 査 す る （ parallel interroga
tion） こ と に よ り 増 強 さ れ う る 。 本 方 法 は 任 意 で 少 パ ラ メ ー タ ー 解 析 （ pauciparameter a
nalysis） を 利 用 し 、 比 較 的 少 数 の パ ラ メ ー タ ー を 読 み 取 る 。 複 数 の 細 胞 型 の 組 み 合 わ せ
を 使 用 し て も よ く 、 特 に 少 な く と も 一 つ の 一 次 細 胞 型 を 含 む 。 読 取 値 情 報 は 、 分 解 能 の 増
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強 の た め 多 シ ス テ ム 解 析 に 組 み 入 れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 応 用 は 、 大 規 模 な 遺 伝 子 機 能 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 標 的 の 検 証 、 生 物 学
お よ び 病 態 生 理 学 の 標 的 検 証 お よ び 薬 物 開 発 へ の 統 合 、 薬 物 開 発 プ ロ グ ラ ム の 効 率 改 善 ；
な ら び に 環 境 依 存 性 お よ び 細 胞 分 化 依 存 性 の 生 物 学 的 反 応 の 大 規 模 な 特 性 化 お よ び 解 析 を
含 ん で よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 「 シ ス テ ム 」 は 分 類 解 析 の た め に 、 一 つ
ま た は 複 数 の 細 胞 型 、 因 子 、 お よ び 被 験 薬 剤 を 含 む 。 多 く の 場 合 、 シ ス テ ム は さ ら に 、 被
験 薬 剤 の な い 細 胞 お よ び 因 子 の 試 料 を 含 み 、 そ の 試 料 は 対 照 と な る 。 シ ス テ ム は 公 知 の 薬
剤 の 存 在 下 に あ る 細 胞 お よ び 因 子 の 試 料 を 含 ん で も よ く 、 そ の 試 料 も 対 照 と な る 。 シ ス テ
ム 内 の 試 料 は 、 異 な る 因 子 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で よ い 。 そ れ ぞ れ の 試 料 は 、 生 物 学 的 検 証
の 管 理 の た め に 、 複 製 で 存 在 し て も よ い 。 被 験 薬 剤 に 暴 露 し た 後 、 パ ラ メ ー タ ー の 評 価 に
よ っ て 、 細 胞 の 反 応 が 測 定 さ れ る 。 薬 剤 の 存 在 に よ っ て 生 じ る パ ラ メ ー タ ー の 変 化 は 、 対
照 お よ び /ま た は 他 の 薬 剤 （ 特 に そ れ ら の 薬 剤 が 既 知 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る も の を 含 む
場 合 ） か ら 得 ら れ た デ ー タ セ ッ ト と 比 較 さ れ る 。 も し 被 験 薬 剤 の 存 在 下 で 効 果 が あ れ ば 、
同 様 に し て そ の 効 果 の 標 的 お よ び 作 用 機 序 を 決 定 す る こ と が で き る 。 そ の 化 合 物 の 非 存 在
下 に お け る 変 化 の 度 合 い に つ い て の 一 群 の パ ラ メ ー タ ー に 対 す る 効 果 を 比 較 で き る こ と に
よ り 、 そ の 化 合 物 の 機 能 を 比 較 す る こ と が で き 、 作 用 す る 経 路 が 同 定 で き 、 副 作 用 が 予 測
で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト を 提 供 す る た め に 、 結 果 を デ ー タ 処 理 装 置 に 入 れ る こ と が で
き る 。 バ イ オ マ ッ プ は 、 一 つ ま た は 複 数 の シ ス テ ム か ら の パ ラ メ ー タ ー 読 取 値 を 含 む と 考
え ら れ る 。 バ イ オ マ ッ プ は 、 シ ス テ ム 内 に お け る 様 々 な 薬 剤 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で の
細 胞 の パ ラ メ ー タ ー ま た は マ ー カ ー を 測 定 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 値 、 な ら び に 関 心 対
象 の 薬 剤 の 存 在 と 少 な く と も 一 つ の 他 の 状 態 、 通 常 は 対 照 状 態 （ 薬 剤 な し ま た は 異 な る 薬
剤 を 加 え た 状 態 を 含 み う る ） を 比 較 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 値 か ら 作 成 さ れ る 。 パ ラ メ
ー タ ー は 、 細 胞 産 物 ま た は そ れ ら の エ ピ ト ー プ 、 な ら び に 因 子 の 存 在 で 値 が 変 動 す る 機 能
的 状 態 を 含 む 。 望 ま し く は 、 結 果 を 標 準 値 、 通 常 は 「 対 照 値 ま た は 状 態 」 に 対 し て 標 準 化
し 、 標 準 化 デ ー タ セ ッ ト を 提 供 す る 。 試 験 値 か ら 対 照 値 を 引 き 、 補 正 試 験 値 を 補 正 刺 激 対
照 値 で 割 る こ と に よ っ て 、 試 験 条 件 か ら 得 ら れ た 値 を 標 準 化 す る こ と が で き る 。 他 の 標 準
化 方 法 を 使 用 す る こ と も で き ； 測 定 値 、 ま た は 試 験 値 と 刺 激 対 照 も し く は 他 の 対 照 値 と の
比 の 対 数 、 ま た は 他 の 派 生 値 を 用 い て よ い 。 デ ー タ は 、 対 照 条 件 下 の 同 じ 細 胞 型 の 対 照 値
に 対 し て 標 準 化 さ れ る が 、 バ イ オ マ ッ プ は 一 つ 、 二 つ ま た は 複 数 の 細 胞 型 お よ び ア ッ セ イ
条 件 か ら の 標 準 化 デ ー タ を 含 み う る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 バ イ オ マ ッ プ は 、 シ ス テ ム 内 の 試 料 由 来 の 少 な く と も 二 つ の 異 な る パ ラ メ ー タ ー レ ベ ル
値 を 含 み 、 少 な く と も 約 3、 少 な く と も 約 4、 か つ 約 20を 超 え な い パ ラ メ ー タ ー か ら の 値 を
含 み う る 。 本 明 細 書 に 提 供 さ れ て い る 結 果 は 、 少 数 の パ ラ メ ー タ ー (少 パ ラ メ ー タ ー 解 析 )
が 非 常 に 有 益 で あ り う る こ と を 実 証 し て お り 、 そ の 場 合 の パ ラ メ ー タ ー 数 は 約 10未 満 、 か
つ 約 3よ り 多 く 、 通 常 は 約 5よ り 多 い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 バ イ オ マ ッ プ の 用 途 に 応 じ て 、 バ イ オ マ ッ プ は 複 数 の シ ス テ ム の パ ラ メ ー タ ー 値 を 含 ん
で も よ く 、 そ の 場 合 第 一 の バ イ オ マ ッ プ 、 第 二 の バ イ オ マ ッ プ 、 第 三 の バ イ オ マ ッ プ な ど
が 比 較 さ れ る 。 十 分 な 数 の 代 替 シ ス テ ム に 値 を 提 供 す る バ イ オ マ ッ プ の 編 集 物 を 開 発 し て
、 値 の 比 較 を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 多 様 な 生 物 学 的 活 性 の 識 別 お よ び 分 類 を 増 大 さ せ る た
め の 、 特 に 強 力 な 方 法 で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 バ イ オ マ ッ プ を 比 較 す る た め 、 な ら び に そ れ ら の 間 の 類 似 点 お よ び 相 違 点 の 定 量 的 測 定
を 提 供 す る た め に 、 数 学 的 シ ス テ ム を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 デ ー タ ベ ー ス 内 に あ
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る バ イ オ マ ッ プ は 、 バ イ オ マ ッ プ の 関 連 性 を 定 量 化 す る た め に 、 統 計 学 的 解 析 (相 関 係 数
な ど )を 用 い た 、 パ タ ー ン 認 識 ア ル ゴ リ ズ ム ま た は ク ラ ス タ リ ン グ 法 (例 え ば 階 層 的 、 ま た
は K平 均 ク ラ ス タ リ ン グ な ど )に よ っ て 解 析 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 バ イ オ マ
ッ プ が 異 な る 機 能 的 影 響 を 識 別 す る 能 力 を 最 適 化 す る よ う に 、 改 変 す る こ と が で き る (重
み づ け や 、 分 類 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て )。 例 え ば 平 均 化 、 標 準 化 、 対 数 標 準 化 が 行 わ
れ た プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ は 、 多 次 元 尺 度 法 （ multidimensional scaling） と ピ ボ ッ ト 選 択
法 （ pivoting） を 組 み 合 わ せ て 対 角 線 上 に 相 関 の 高 い も の を 移 動 さ せ る こ と に よ っ て 、 相
関 プ ロ ッ ト に 配 列 し て も よ い 。 統 計 学 的 解 析 に よ り 、 薬 剤 活 性 間 の 全 て の 対 応 の あ る 相 関
の 有 意 性 を 客 観 的 に 評 価 で き る 。 薬 剤 間 の 関 係 を 可 視 化 す る た め に 、 多 次 元 尺 度 法 が 用 い
ら れ る こ と も あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 複 数 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 、 細 胞 を そ の よ う な 経 路 を 活 性 化 す る 因 子 と 接 触 さ せ る こ と
に よ り 、 活 性 化 さ れ る 。 少 な く と も 一 つ の 因 子 、 通 常 は 少 な く と も 二 つ 、 よ り 通 常 は 少 な
く と も 三 つ の 因 子 が シ ス テ ム 内 に 存 在 し て お り 、 シ ス テ ム は 少 な く と も 四 つ ま た は そ れ 以
上 の 因 子 を 含 み う る 。 因 子 に 反 応 す る 細 胞 内 の 経 路 を 誘 導 す る 、 数 多 く の 因 子 が 知 ら れ て
い る 。 多 く の 場 合 、 因 子 は 細 胞 表 面 の 受 容 体 に 結 合 す る が 、 核 膜 の 受 容 体 な ど の 他 の 受 容
体 も 関 与 し う る 。 加 え て 、 受 動 的 ま た は 能 動 的 輸 送 も し く は エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ っ て
因 子 が 膜 表 面 を 貫 通 で き る 場 合 、 因 子 は 膜 、 細 胞 質 ゾ ル 、 ま た は 例 え ば 核 な ど の 細 胞 小 器
官 の 構 成 要 素 と 結 合 し う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 好 ま し く は 、 組 み 合 わ せ で 選 択 さ れ た 因 子 は 、 例 え ば 催 炎 症 反 応 ； 抗 炎 症 反 応 ； 血 管 新
生 ； 関 心 対 象 の 発 生 経 路 な ど 、 関 心 対 象 の 生 理 学 的 状 態 に 関 連 し て い る 。 望 ま し い バ イ オ
マ ッ プ に 応 じ て 、 こ れ ら の 因 子 は サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 お よ び 例 え ば 成 長 因 子 と い
っ た 他 の 因 子 （ そ の よ う な 因 子 に は イ ン タ ー ロ イ キ ン ； GM-CSF、 G-CSF、 M-CSF、 TGF、 FGF
、 EGF、 TNF-α 、 GH、 コ ル チ コ ト ロ ピ ン 、 メ ラ ノ ト ロ ピ ン 、 ACTHな ど が 含 ま れ る ） 、 細 胞
外 基 質 の 構 成 要 素 、 イ ン テ グ リ ン お よ び ア ド ヘ シ ン な ど の 膜 表 面 タ ン パ ク 質 、 な ら び に 標
的 細 胞 ま た は そ れ ら の 周 囲 の イ ン ビ ボ 環 境 に よ っ て 発 現 し て い る 他 の 構 成 要 素 を 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 関 心 対 象 の 組 み 合 わ せ は 、 内 皮 細 胞 に 関 連 す る 一 連 の 因 子 、 例 え ば EGF、 FGF、 VEGF、 イ
ン ス リ ン な ど 、 IL-1、 IL-3、 IL-4、 IL-8、 お よ び IL-13を 含 む イ ン タ ー ロ イ キ ン な ど の サ
イ ト カ イ ン ； IFN-α 、 IFN-β 、 IFN-γ を 含 む イ ン タ ー フ ェ ロ ン ； ケ モ カ イ ン ； TNF-α 、 TG
Fβ 、 血 管 形 成 促 進 因 子 お よ び 抗 血 管 形 成 因 子 な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 慢 性 Th2ア ッ セ イ の 組 み 合 わ せ は 、 反 応 性 の あ る 細 胞 を TNF-α お よ び /ま た は IL-1お よ び
IL-4と 共 に 24時 間 培 養 す る こ と に よ っ て 規 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 喘 息 な ど の 慢 性 Th
2環 境 の 炎 症 で は 、 TNF-α 、 IL-1お よ び IL-4が 存 在 す る が 、 IFN-γ が 存 在 し な い こ と に よ
っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 T細 胞 の 培 養 は 、 抗 CD3＋ IL-2 +/- IL-4 +/- IFN-γ  +/- IL-12 +/- 抗 IL-4ま た は 抗 IFN
-γ の 組 み 合 わ せ を 含 み う る 。 乾 癬 の 疾 患 環 境 は 、 IL-12、 IFN-γ お よ び TNF-α を 含 む 。 ク
ロ ー ン 病 の 疾 患 環 境 は 、 IL-1、 TNF-α 、 IL-6、 IL-8、 IL-12、 IL-18お よ び IFN-γ を 含 む 。
関 節 リ ウ マ チ の 疾 患 環 境 は 、 TNF-α 、 IL-1、 IL-6、 IL-10、 IL-15、 MIP1、 MCP-1お よ び TGF
β を 含 む 。 喘 息 の 疾 患 環 境 は 、 IL-1α 、 IL-4、 IL-5、 IL-6お よ び GM-CSFを 含 む 。 マ ク ロ フ
ァ ー ジ は IL-4お よ び 他 の IL因 子 、 M-CSFお よ び GM-CSFに 反 応 性 が あ る 。 免 疫 反 応 、 新 生 物
増 殖 、 血 管 新 生 な ど を 調 べ る た め に 癌 細 胞 を シ ス テ ム に 使 用 し て も よ く 、 こ の 場 合 、 関 心
対 象 因 子 に は ケ モ カ イ ン ； 血 管 形 成 因 子 ； IL-10な ど の サ イ ト カ イ ン ； エ ス ト ロ ゲ ン 、 プ
ロ ゲ ス テ ロ ン 、 テ ス ト ス テ ロ ン な ど の ス テ ロ イ ド ； 抗 Her-2/neu； 上 皮 成 長 因 子 ； FGF； IG
F-1な ど が 含 ま れ る 。 造 血 環 境 は 、 flt-2； 幹 細 胞 因 子 ； IL-6； IL-3； IL-7； LIFな ど を 含
み う る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 催 炎 症 性 お よ び 抗 炎 症 性 シ ス テ ム を 調 べ る た め の シ ス テ ム は 、 T細 胞 受 容 体 複 合 体 の 刺
激 と し て 糖 抗 原 を 、 ま た は Toll受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 の 刺 激 と し て リ ポ 多 糖 体 (LPS)(LPSシ
ス テ ム )を 含 ん で も よ い 。 関 心 対 象 の 因 子 は 、 IL-1α ； IL-1β ； IL-2； IL-3； IL-4； IL-5
； IL-6； IL-7； IL-8； IL-9； IL-10； IL-11； IL-12； IL-13； IL-18； M-CSF； G-CSF； GM-CS
F； MCP-1； MIG； IFN-α ； IFN-β ； IFN-γ ； TGFβ ； ヒ ス タ ミ ン ； PHA、 抗 CD3； 抗 CD28、 Co
nA； 抗 IL-1、 抗 IL-2、 抗 TNF-α 、 抗 IFN-γ 、 抗 IL-12； 抗 IL-4； 抗 TGFβ な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ シ ス テ ム は 一 つ ま た は 複 数 の 一 次 細 胞 を 含 む 。
本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 「 一 次 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 組 織 か ら 確 立 さ れ た 初 代 の 細
胞 培 養 物 に 存 在 す る 細 胞 を 意 味 し 、 か つ そ れ に 続 く 継 代 培 養 に 由 来 す る 細 胞 を 意 味 す る が
、 通 常 は 約 10継 代 未 満 、 好 ま し く は 約 5継 代 未 満 で あ る 。 一 次 培 養 物 中 の 接 着 細 胞 は 、 通
常 培 養 皿 表 面 を 覆 う ま で 、 す な わ ち そ れ ら が 接 着 阻 害 を 示 す ま で 増 殖 す る 。 一 次 細 胞 は 通
常 、 培 養 に お い て 無 制 限 に は 増 殖 で き な い 。 培 養 に お い て 無 制 限 に 増 殖 す る 細 胞 株 は 、 「
不 死 の 」 ま た は 「 不 死 化 し た 」 細 胞 株 と 呼 ば れ る こ と が あ り 、 本 発 明 の 目 的 の た め に は 一
次 細 胞 と 区 別 さ れ る 。 不 死 化 し た 細 胞 株 に は 腫 瘍 形 成 性 の も の も あ り 、 「 形 質 転 換 」 細 胞
株 と 呼 ば れ る こ と も あ る 。 そ の よ う な 永 久 細 胞 株 は 多 く の 種 類 の 実 験 に 特 に 有 用 で あ る が
、 本 発 明 の 方 法 に は そ れ ら は あ ま り 好 ま し く な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の シ ス テ ム に お い て は 、 多 く の 細 胞 型 が 使 用 さ れ る 。 炎 症 反 応 に 関 与 す る 細 胞 で
あ れ ば 制 限 な く 含 ま れ る 。 そ の よ う な 細 胞 は 、 例 え ば 一 次 微 小 血 管 、 HUVEC、 大 動 脈 内 皮
細 胞 な ど の 内 皮 細 胞 ； 例 え ば T細 胞 、 B細 胞 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ な ど の 、 血 液 単 核 細 胞 ま た は そ れ ら に 由 来 す る 細 胞 の サ ブ セ ッ ト ； 例 え ば 好 酸 球 、 好 塩
基 球 、 好 中 球 、 巨 核 球 な ど の 、 血 液 多 形 核 細 胞 ま た は そ れ に 由 来 す る 細 胞 の サ ブ セ ッ ト ；
樹 状 細 胞 ； 胸 腺 上 皮 細 胞 ； 皮 質 樹 状 細 胞 な ど を 含 む 。 構 成 細 胞 は さ ら に 細 分 化 さ れ る こ と
も あ り 、 例 え ば T細 胞 は Th1/Th2極 性 化 ； CD4+； CD8+に つ い て 選 択 さ れ ； B細 胞 系 統 の 細 胞
は 、 形 質 細 胞 、 B細 胞 、 プ レ B細 胞 に 分 け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ア ッ セ イ シ ス テ ム は 、 一 次 細 胞 、 細 胞 株 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ っ て よ い 二 つ
ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 型 を 含 ん で よ い 。 複 数 の 細 胞 型 を 包 含 す る シ ス テ ム は 、 そ れ ぞ れ の
細 胞 型 の シ グ ナ ル 伝 達 ネ ッ ト ワ ー ク の 乱 れ だ け で な く 、 細 胞 間 の 情 報 伝 達 経 路 の 阻 害 に も
反 応 す る 。 し た が っ て 、 複 数 の 細 胞 型 を 含 む シ ス テ ム に よ り 、 生 物 学 的 機 能 空 間 の さ ら な
る 適 用 範 囲 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 関 心 対 象 の 組 み 合 わ せ に は 、 内 皮 細 胞 お よ び 白 血 球 ； 白 血 球 お よ び 抗 原 提 示 細 胞 ； 癌 細
胞 お よ び 内 皮 細 胞 ； 癌 細 胞 、 抗 原 提 示 細 胞 お よ び 白 血 球 ； 間 葉 幹 細 胞 ま た は 造 血 幹 細 胞 お
よ び 間 質 細 胞 ； 胸 腺 細 胞 お よ び 胸 腺 上 皮 細 胞 お よ び /ま た は 皮 質 樹 状 細 胞 ； 神 経 幹 細 胞 お
よ び 内 皮 細 胞 な ど が 、 制 限 な く 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 遺 伝 子 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て は 、 細 胞 の 遺 伝 子 構 成 を 変 化 さ せ る た め
に 、 パ ネ ル 中 の 一 つ ま た は 複 数 の 細 胞 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 加 え ら れ る 。 特 定 の 経 路 に 影
響 す る 表 現 形 が 変 化 す る か ど う か 決 定 す る た め に 、 出 力 パ ラ メ ー タ ー が モ ニ タ ー さ れ る 。
こ の よ う に し て 、 関 心 対 象 の 経 路 、 特 に 異 常 な 生 理 学 的 状 態 に 関 連 す る 経 路 に お い て タ ン
パ ク 質 の 発 現 を コ ー ド す る か ま た は そ れ に 影 響 す る 遺 伝 子 配 列 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 通 常 同 じ 細 胞 型 ま た は 細 胞 の 組 み 合 わ せ を 用 い て 、 関 心 対 象 の 生 理 学 的 細 胞 状 態 、 特 に
イ ン ビ ボ に お け る 生 理 学 的 細 胞 状 態 を シ ミ ュ レ ー ト す る 、 細 胞 培 養 物 を 通 常 用 い る ア ッ セ
イ の 組 み 合 わ せ が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 細 胞 培 養 物 は 、 関 心 対 象 の 状 態 の 細 胞 生 理 を シ ミ
ュ レ ー ト す る 反 応 を 惹 起 し 、 か つ 環 境 の 変 化 に 対 す る 培 養 細 胞 の 状 態 が 決 定 で き る よ う に
す る 、 十 分 な 数 の 異 な る 因 子 を 加 え る こ と に よ っ て 作 成 さ れ る 。 関 心 対 象 の 状 態 は 、 通 常
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、 そ の 関 心 対 象 の 状 態 に 関 連 す る 表 現 形 を 同 定 す る 多 数 の パ ラ メ ー タ ー ま た は マ ー カ ー を
調 節 す る 多 数 の 経 路 を 含 む と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 表 現 形 は 、 パ ラ メ ー タ ー の 形 成 を 上 方 ま た は 下 方 制 御 に よ っ て そ の 表 現 形 の 産 生 に 影 響
す る 経 路 を 誘 導 す る 、 多 数 の 因 子 を 検 出 可 能 な 産 物 と し て 含 む こ と に よ っ て 作 る こ と が で
き る か 、 ま た は 、 例 え ば 腫 瘍 性 一 次 細 胞 、 細 胞 株 な ど の 細 胞 の 性 質 に 基 づ い て い て も よ く
、 そ の 場 合 因 子 は 関 心 対 象 の 反 応 を よ り 綿 密 に 近 似 す る イ ン ビ ト ロ の 細 胞 反 応 を 増 強 す る
。 そ れ ら の 因 子 は 、 例 え ば 、 膜 表 面 受 容 体 を 有 し か つ 改 変 さ れ た 表 現 形 を 生 じ さ せ る 細 胞
内 シ グ ナ ル を 誘 導 す る 公 知 の 化 合 物 と い っ た 、 天 然 に 存 在 す る 化 合 物 で あ る か 、 ま た は 天
然 に 存 在 す る 因 子 を 模 倣 す る 合 成 の 化 合 物 で あ る 。 あ る 例 に お い て は 、 そ れ ら の 因 子 は 細
胞 膜 表 面 を 通 過 し 、 細 胞 質 に 入 っ て 細 胞 質 ゾ ル 、 核 ま た は 他 の 細 胞 小 器 官 内 の 構 成 要 素 に
結 合 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 内 で 作 用 す る と 考 え ら れ る 。 因 子 ま た は 模 倣 物 を 使 用 す る こ
と に よ り 環 境 を 提 供 す る 際 に は 、 天 然 に 存 在 す る 因 子 ま た は そ れ ら の 模 倣 物 を 使 用 し て 、
環 境 に そ の 因 子 の 活 性 を 提 供 す る 。 因 子 に 言 及 す る 際 、 そ れ は 関 心 対 象 の 因 子 の 活 性 で あ
っ て 、 必 ず し も 特 定 の 天 然 に 存 在 す る 因 子 そ の も の で は な い こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 測 定 さ れ る パ ラ メ ー タ ー の 性 質 お よ び 数 は 、 一 般 的 に 複 数 の 経 路 へ の 反 応 を 反 映 す る 。
本 手 法 は 、 関 心 対 象 の 生 理 学 的 状 態 に 関 連 す る よ り 強 い 予 測 可 能 性 を 有 す る 強 固 な 結 果 を
提 供 す る 。 そ の 結 果 は 、 基 底 状 態 お よ び /ま た は 一 つ ま た は 複 数 の 因 子 が 存 在 す る 状 態 と
比 較 さ れ 、 特 に 薬 剤 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お い て 使 用 さ れ た 全 て の 因 子 と 比 較 さ れ う
る 。 異 な る 環 境 の 効 果 は 、 バ イ オ マ ッ プ に 都 合 よ く 提 供 さ れ 、 結 果 を 数 学 的 に 比 較 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 遺 伝 子 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に つ い て も 、 上 記 と 同 じ 手 法 が 使 用 さ れ る と 考 え
ら れ る 。 望 ま し い 環 境 、 す な わ ち 、 例 え ば 疾 患 状 態 の よ う な 異 常 な 状 態 に 関 連 す る 生 理 学
的 環 境 な ど の 関 心 対 象 の 環 境 を 提 供 す る 一 つ ま た は 複 数 の 因 子 が 存 在 す る 培 地 中 に 置 か れ
た 細 胞 に 、 遺 伝 子 薬 剤 を 添 加 す る 。 そ の 生 理 学 的 状 態 に 関 連 す る 経 路 に 関 係 す る パ ラ メ ー
タ ー が モ ニ タ ー さ れ る 。 そ の パ ラ メ ー タ ー が 、 経 路 の 上 方 ま た は 下 方 制 御 を 示 す パ タ ー ン
を 示 す 場 合 に は 、 そ の 遺 伝 子 薬 剤 は そ の 経 路 の 要 素 の 発 現 を コ ー ド す る か ま た は そ れ に 影
響 す る と 推 測 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 関 心 対 象 の 生 理 学 的 状 態 に お け る 遺 伝 子 の 役 割 を
決 定 す る こ と が で き 、 治 療 的 応 用 の た め の 標 的 を 定 義 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 い っ た ん 関 心 対 象 の 経 路 お よ び /ま た は 環 境 の た め の バ イ オ マ ッ プ が 作 成 さ れ る と 、 因
子 を 用 い て も 用 い な く て も ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と が で き る 。 個 々 の 因 子 お よ び 異 な る 因
子 の 組 み 合 わ せ に よ る パ ラ メ ー タ ー の 変 動 が 分 か る と 、 異 な る ア ッ セ イ の 組 み 合 わ せ に お
い て 以 前 に 測 定 し た パ ラ メ ー タ ー を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 そ の 薬 剤 の 細 胞 培 養 へ の 効 果
を 比 較 す る こ と が で き る 。 異 な る パ ラ メ ー タ ー レ ベ ル に 対 す る 薬 剤 の 観 測 さ れ た 効 果 は 、
そ の 後 バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト 内 の 因 子 ま た は 因 子 の 組 み 合 わ せ の 観 測 さ れ た 効 果 と 相
関 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 生 理 学 的 状 態 へ の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に 言 及 す る 際 、 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に は 通 常 、 正 常 ま
た は 疾 患 状 態 の イ ン ビ ボ の 対 応 細 胞 と 共 有 さ れ る 少 な く と も 三 つ の 異 な る 調 節 特 性 (パ ラ
メ ー タ ー )が 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。 ま た は 、 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に は 、 関 心 対 象 の 条 件 下
で 、 イ ン ビ ボ で 機 能 す る 少 な く と も 三 つ の 異 な る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 ま た は 細 胞 機 能 に お け
る 改 変 を 識 別 で き る 細 胞 培 養 系 が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 バ イ オ マ ッ プ デ ー タ セ ッ ト を 提 供 す る た め に 、 結 果 を デ ー タ 処 理 装 置 に 入 れ る こ と が で
き る 。 異 な る 条 件 下 で 得 ら れ た バ イ オ マ ッ プ の 比 較 お よ び 解 析 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム が 用
い ら れ る 。 バ イ オ マ ッ プ 内 の 複 数 の パ ラ メ ー タ ー の 変 化 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 因 子 や
薬 剤 の 効 果 が 読 み 取 ら れ る 。 バ イ オ マ ッ プ に は 、 薬 剤 の ア ッ セ イ の 組 み 合 わ せ か ら の 結 果
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が 含 ま れ 、 か つ 一 つ ま た は 複 数 の 対 照 状 態 、 シ ミ ュ レ ー ト さ れ た 状 態 、 お よ び 他 の 薬 剤 を
使 用 す る か ま た は 他 の 条 件 下 で 行 っ た ア ッ セ イ の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。 迅 速 か つ 簡
単 な 比 較 の た め に 、 結 果 を バ イ オ マ ッ プ の グ ラ フ と し て 視 覚 的 に 提 示 し て も よ く 、 数 字 、
グ ラ フ 、 色 表 示 な ど を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 パ ラ メ ー タ ー は 、 定 量 可 能 な 細 胞 の 構 成 要 素 で あ り 、 特 に 、 望 ま し く は 高 処 理 シ ス テ ム
内 で 、 正 確 に 測 定 さ れ う る 要 素 で あ る 。 パ ラ メ ー タ ー は 、 細 胞 表 面 決 定 因 子 、 受 容 体 、 タ
ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 構 造 的 も し く は 翻 訳 後 改 変 物 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 有 機 ま た は 無 機
分 子 、 例 え ば mRNA、 DNAな ど の 核 酸 、 も し く は そ の よ う な 細 胞 構 成 要 素 に 由 来 す る 部 分 ま
た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 任 意 の 細 胞 構 成 要 素 ま た は 細 胞 産 物 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し い パ ラ メ ー タ ー は 情 報 を 与 え る も の で あ り 、 す な わ ち そ れ ら は シ ス テ ム の 一 つ ま
た は 複 数 の 個 々 の 因 子 ま た は 薬 剤 に 反 応 し て 強 固 な 変 調 を 有 し ； さ ら に 、 例 え ば 炎 症 、 癌
生 物 学 な ど の シ ス テ ム に 潜 在 的 ま た は 既 知 の 関 連 性 を 有 し う る 。 先 に 論 じ た よ う に 、 選 択
さ れ た 一 連 の パ ラ メ ー タ ー は 、 薬 剤 間 の 識 別 を 可 能 に す る よ う 十 分 に 大 き い が 、 算 出 要 件
を 満 た す よ う 十 分 に 選 択 的 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 パ ラ メ ー タ ー は 、 特 定 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は リ ガ ン ド ま た は 受 容 体 結 合 決 定 因 子
に よ っ て 定 義 さ れ う る 。 パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば CD抗 原 (CD1か ら CD247)、 α 4 β 7 お よ び 他
の イ ン テ グ リ ン を 含 む 細 胞 接 着 分 子 、 CLAお よ び シ ア リ ル ル イ ス Xな ど の セ レ ク チ ン リ ガ ン
ド 、 な ら び に 細 胞 外 基 質 の 構 成 要 素 と い っ た 、 細 胞 表 面 分 子 の 存 在 を 含 み う る 。 パ ラ メ ー
タ ー は 、 IL-2、 IL-4、 IL-6、 成 長 因 子 を 含 む リ ン フ ォ カ イ ン な ど の 、 分 泌 産 物 の 存 在 も 含
み う る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 T細 胞 に つ い て は 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー は IL-1R、 IL-2R、 IL-4R、 IL-12Rβ 、 CD45RO、
CD49E、 組 織 選 択 的 接 着 分 子 、 ホ ー ミ ン グ 受 容 体 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 CD26、 CD27、 CD30
お よ び 他 の 活 性 化 抗 原 を 含 み う る 。 活 性 化 中 に 調 節 さ れ る 追 加 の パ ラ メ ー タ ー は 、 MHCク
ラ ス II； ク ラ ス タ ー 化 お よ び /ま た は 構 造 的 変 化 に よ る イ ン テ グ リ ン の 機 能 的 活 性 化 ； T細
胞 増 殖 お よ び ケ モ カ イ ン の 産 生 を 含 む サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 含 む 。 特 に 重 要 な も の は 、 サ
イ ト カ イ ン 産 生 パ タ ー ン の 調 節 で あ り 、 最 も 特 徴 的 な 例 は 、 Th2細 胞 に よ る IL-4の 産 生 、
お よ び Th1 T細 胞 に よ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ の 産 生 で あ る 。 内 皮 細 胞 に つ い て は 、 パ ラ メ
ー タ ー は ICAM-1、 E-セ レ ク チ ン 、 IL-8、 HLA-DR、 VCAM1、 GRO-α 、 ENA-78な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 関 心 対 象 の 他 の パ ラ メ ー タ ー は 、 MIG(CLCX9)； IP-10； エ オ タ キ シ ン -1； エ オ タ キ シ ン -
3； MCP-1； RANTES； Tarc； CD31； α vβ 3； P-セ レ ク チ ン (CD62P)； CD34； CD14； CD40； CD3
8； CD55； CD69； CXCR2； CD95； フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ； HLA-ABC； GROα ； MCP-4； TAPA-1； イ
ン テ グ リ ン α ｖ β 5； E-カ ド ヘ リ ン ； CD44； フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 ； CD3； CD25； CD14
1； CD142； CD143； CD151； MCP-1； 皮 膚 リ ン パ 球 抗 原 (CLA)； CXCR3； CCR3； TNF-α ； IFN-
γ ； IL-2； IL-4； IL-1α ； M-CSF； イ ン テ グ リ ン α 4β 7； イ ン テ グ リ ン α Eβ 7； L-セ レ ク
チ ン ； EGF-R； HLA-DR(CD74)； CD44； 癌 胎 児 性 抗 原 (CEA, CD66e)； イ ン テ グ リ ン α 5 β 1 ； H
LA-I； ポ リ Ig受 容 体 ； CA-19-9； CD95； イ ン テ グ リ ン α 2 β 1 ； イ ン テ グ リ ン α 3 β 1 ； イ ン
テ グ リ ン α 6 β 1 ； イ ン テ グ リ ン α 6 β 4 ； イ ン テ グ リ ン α v ； ラ ミ ニ ン 5； ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ
ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 受 容 体 (uPAR)； TNFR-I； 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (LDH)； ミ ト コ
ン ド リ ア チ ト ク ロ ー ム c； APO2.7エ ピ ト ー プ ； 活 性 型 カ ス パ ー ゼ -3； Ki-67； お よ び PCNAを
、 制 限 な く 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 関 心 対 象 の 薬 剤 は 、 特 徴 的 な シ グ ネ チ ャ ー プ ロ フ ァ イ ル （ signature profiles） を 誘 導
す る 薬 物 お よ び 遺 伝 子 を 含 む 。 当 業 者 は 、 本 発 明 は 炎 症 お よ び そ の 制 御 に 関 連 す る 多 く の
重 要 な 遺 伝 子 お よ び 薬 物 を 例 示 し て い る が 、 本 発 明 は 任 意 の 遺 伝 子 ま た は 薬 物 に 適 用 可 能
で あ る こ と を 理 解 す る と 考 え ら れ る 。 ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 の 完 了 で ヒ ト 遺 伝 子 の 全 て が 利 用 可
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能 と な り 、 化 学 的 多 様 性 へ の 現 代 的 ア プ ロ ー チ と 組 み 合 わ せ て 、 生 物 学 と 医 学 に 空 前 の 発
展 の 機 会 を 開 い た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 関 心 対 象 の 候 補 薬 剤 は 、 数 多 く の 化 学 的 分 類 を 網 羅 す る 生 物 学 的 活 性 剤 、 主 に 有 機 分 子
で あ り 、 有 機 金 属 分 子 、 無 機 分 子 、 遺 伝 子 配 列 な ど を 含 み う る 。 本 発 明 の 重 要 な 局 面 は 、
好 ま し い 生 物 学 的 反 応 機 能 を 用 い て 、 候 補 薬 物 を 評 価 し 、 治 療 用 抗 体 お よ び タ ン パ ク 質 に
基 づ い た 治 療 法 を 選 択 す る こ と で あ る 。 候 補 薬 剤 は 、 タ ン パ ク 質 と の 構 造 的 相 互 作 用 、 特
に 水 素 結 合 に 必 要 な 官 能 基 を 含 み 、 典 型 的 に は 少 な く と も 一 つ の ア ミ ン 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ
ド ロ キ シ ル 、 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 を 含 み 、 少 な く と も 二 つ の 官 能 化 学 基 を 含 む こ と が 多
い 。 候 補 薬 剤 は し ば し ば 、 上 記 の 一 つ ま た は 複 数 の 官 能 基 で 置 換 さ れ た 、 環 状 炭 素 ま た は
複 素 環 構 造 お よ び /ま た は 芳 香 族 ま た は 多 環 芳 香 族 構 造 を 含 む 。 候 補 薬 剤 は 、 ペ プ チ ド 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 糖 類 、 脂 肪 酸 、 ス テ ロ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 派 生 物 、 構 造 的 類
似 体 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 生 体 分 子 に も 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 薬 理 学 的 に 活 性 の あ る 薬 物 、 遺 伝 的 に 活 性 の あ る 分 子 な ど も 含 ま れ る 。 関 心 対 象 の 化 合
物 は 、 化 学 療 法 剤 、 抗 炎 症 剤 、 ホ ル モ ン ま た は ホ ル モ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ オ ン チ ャ ネ ル
修 飾 薬 、 お よ び 神 経 活 性 剤 を 含 む 。 本 発 明 に 適 し た 例 示 的 な 薬 剤 は 、 "Pharmacological B
asis of Therapeutics," Goodman and Gilman, McGraw-Hill, New York, New York,(1996
), 第 9版 の 以 下 の 項 に 記 述 さ れ て い る ： シ ナ プ ス お よ び 神 経 作 用 接 合 部 に 作 用 す る 薬 剤 (S
ynaptic and Neuroeffector Junctional Sites)； 中 枢 神 経 系 に 作 用 す る 薬 物 (Drugs Acti
ng on the Central Nervous System)； オ ー タ コ イ ド (Autacoids)： 炎 症 の 薬 物 療 法 (Drug 
Therapy of Inflammation)； 水 、 塩 お よ び イ オ ン (Water, Salts and Ions)； 腎 機 能 お よ
び 電 解 質 代 謝 に 作 用 す る 薬 物 (Drugs Affecting Renal Function and Electrolyte Metabo
lism)； 心 血 管 系 薬 物 (Cardiovascular Drugs)； 消 化 管 機 能 に 作 用 す る 薬 物 (Drugs Affect
ing Gastrointestinal Function)； 子 宮 運 動 に 作 用 す る 薬 物 (Drugs Affecting Uterine M
otility)； 寄 生 虫 感 染 の 化 学 療 法 (Chemotherapy of Parasitic Infections)； 微 生 物 疾 患
の 化 学 療 法 (Chemotherapy of Microbial Diseases)； 腫 瘍 性 疾 患 の 化 学 療 法 (Chemotherap
y of Neoplastic Diseases)； 免 疫 抑 制 に 使 用 さ れ る 薬 物 (Drugs Used for Immunosuppres
sion)； 造 血 器 官 に 作 用 す る 薬 物 (Drugs Acting on Blood-Forming organs)； ホ ル モ ン お
よ び ホ ル モ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト (Hormones and Hormone Antagonists)； ビ タ ミ ン (Vitamins)
； 皮 膚 科 学 (Dermatology)； お よ び 毒 性 学 (Toxicology)（ 全 て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み
入 れ ら れ る ） 。 毒 素 、 な ら び に 生 物 的 お よ び 化 学 的 兵 器 薬 剤 も 含 ま れ 、 例 え ば Somani, S.
 M. (Ed.), "Chemical Warfare Agents"、 Academic Press, New York, 1992を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 薬 剤 は 、 合 成 ま た は 天 然 の 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 、 広 範 な 種 類 の 源 か ら 得 ら れ る
。 例 え ば 、 ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ チ ド の 発 現 を 含 む 、 生 体 分 子 を
含 む 広 範 な 種 類 の 有 機 化 合 物 の 無 作 為 合 成 お よ び 指 定 合 成 の た め の 数 多 く の 方 法 が 利 用 可
能 で あ る 。 ま た は 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 お よ び 動 物 の 抽 出 物 の 形 態 で の 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ
ラ リ ー も 利 用 可 能 で あ る か も し く は 容 易 に 作 製 さ れ る 。 加 え て 、 天 然 ま た は 合 成 的 に 作 製
し た ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 化 合 物 は 、 従 来 の 化 学 的 、 物 理 的 お よ び 生 化 学 的 手 段 に よ っ て 容
易 に 改 変 さ れ 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 既 知
の 薬 剤 を 、 構 造 的 類 似 体 を 作 製 す る た め に 、 ア シ ル 化 、 ア ル キ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ド
化 な ど の 指 定 ま た は 無 作 為 の 化 学 的 改 変 に 供 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る よ う に 、 「 遺 伝 子 薬 剤 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お
よ び そ れ ら の 類 似 体 を 指 し 、 こ の 薬 剤 は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 細
胞 に 遺 伝 子 薬 剤 を 加 え る こ と に よ っ て 検 査 さ れ る 。 遺 伝 子 薬 剤 の 導 入 は 、 細 胞 の 全 遺 伝 子
構 成 に 変 化 を 生 じ さ せ る 。 DNAな ど の 遺 伝 子 薬 剤 は 、 一 般 に 染 色 体 内 へ の 配 列 の 組 み 込 み
に よ っ て 、 細 胞 の ゲ ノ ム 内 に 実 験 的 に 導 入 さ れ た 変 化 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 遺 伝 子
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変 化 は 、 外 因 性 配 列 が 組 み 込 ま れ な い が エ ピ ソ ー ム 因 子 と し て 維 持 さ れ る 、 一 時 的 な も の
で あ っ て も よ い 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 遺 伝 子 薬 剤 は 、 mRNAの 転 写 ま た
は 翻 訳 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 の 遺 伝 子 型 を 変 化 さ せ る こ と な く タ ン パ ク 質 の 発 現
に 影 響 を 与 え る こ と も で き る 。 遺 伝 子 薬 剤 の 効 果 は 、 細 胞 内 の 一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 産
物 の 発 現 を 、 増 加 ま た は 減 少 さ せ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 を 用 い て 、 そ の 配 列 を 持 た な い 細 胞
内 で コ ー ド 産 物 を 発 現 さ せ た り 、 ま た は そ の 産 物 を 過 剰 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 構 成 的
ま た は 外 部 調 節 を う け る 様 々 な プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き 、 後 者 の 状 況 に お い て
は 、 遺 伝 子 の 転 写 を オ ン ま た は オ フ に 変 え る こ と が で き る 。 こ れ ら の コ ー ド 配 列 は 、 全 長
cDNAま た は ゲ ノ ム の ク ロ ー ン 、 そ れ ら に 由 来 す る 断 片 、 ま た は 天 然 配 列 と 他 の コ ー ド 配 列
の 機 能 的 ま た は 構 造 的 ド メ イ ン と を 組 み 合 わ せ た キ メ ラ を 含 み う る 。 ま た は 、 導 入 配 列 は
、 ア ン チ セ ン ス 配 列 を コ ー ド す る か ； ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る か ； ド ミ ナ
ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 、 ま た は 天 然 配 列 の 優 性 ま た は 構 成 的 活 性 化 変 異 体 ； 変 化 し た 調 節
配 列 な ど を コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 宿 主 細 胞 種 由 来 の 配 列 に 加 え て 、 他 の 関 心 対 象 の 配 列 と し て 、 例 え ば 病 原 体 の 遺 伝 子 配
列 、 例 え ば ウ イ ル ス 、 細 菌 、 原 虫 の 遺 伝 子 、 特 に ヒ ト ま た は 他 の 宿 主 細 胞 機 能 に 影 響 す る
遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 が 挙 げ ら れ る 。 他 種 に 由 来 す る 配 列 を 導 入 し て も よ く 、 こ の 場 合 対 応
す る 相 同 配 列 は あ っ て も な く て も よ い 。 　
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 例 え ば ヒ ト 、 他 の 哺 乳 類 、 お よ び ヒ ト 病 原 体 の 配 列 に 関 す る 多 数 の 公 共 の 資 源 が 、 遺 伝
子 配 列 源 と し て 利 用 可 能 で あ る 。 ヒ ト ゲ ノ ム の か な り の 部 分 が 解 読 さ れ 、 GenBankな ど の
公 共 の デ ー タ ベ ー ス を 通 じ て 利 用 で き る 。 ゲ ノ ム 配 列 の み な ら ず 、 uni-geneセ ッ ト も 資 源
に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Dunhamら 、  (1999)  402, 489-495;ま た は Deloukasら 、 (199
8)  282, 744-746を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 多 く の ヒ ト 遺 伝 子 配 列 に 対 応 す る cDNAク ロ ー ン が 、 IMAGEコ ン ソ ー シ ア ム か ら 利 用 可 能
で あ る 。 国 際 IMAGEコ ン ソ ー シ ア ム 研 究 所 （ The international IMAGE Consortium labora
tories） は 、 世 界 中 で 使 用 す る た め の cDNAク ロ ー ン を 開 発 し ア レ イ 化 （ array） し て い る
。 そ れ ら の ク ロ ー ン は 、 例 え ば Genome Systems, Inc., St. Louis, MOか ら 市 販 さ れ て い
る 。 DNA配 列 情 報 に 基 づ く PCRに よ り 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 に つ い て も 、 当 技 術 分 野
に お い て 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 当 業 者 に 本 発 明 の 作 製 法 お よ び 使 用 法 の 完 全 な 開 示 お よ び 説 明 を 提 供
す る た め に 記 載 さ れ 、 発 明 者 ら が 考 え る 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る こ と を 意 図 す る も の で は な
く 、 下 記 の 実 験 が 行 っ た 実 験 の 全 て も し く は 唯 一 の 実 験 で あ る こ と を 示 す こ と を 意 図 す る
も の で も な い 。 使 用 さ れ る 数 字 (例 え ば 量 、 温 度 な ど )に 関 す る 正 確 性 を 確 実 に す る た め の
努 力 が な さ れ て き た が 、 い く つ か の 実 験 誤 差 お よ び 偏 差 が 説 明 さ れ る べ き で あ る 。 指 示 さ
れ て い な い 限 り 、 部 分 は 重 量 部 分 （ parts by weight） で あ り 、 分 子 量 は 重 量 平 均 分 子 量
で あ り 、 温 度 は 摂 氏 温 度 で あ り 、 気 圧 は 大 気 圧 ま た は 大 気 圧 付 近 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て い る 全 て の 刊 行 物 お よ び 特 許 出 願 は 、 個 々 の 刊 行 物 ま た は 特 許 出
願 が 具 体 的 か つ 個 別 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る こ と が 示 さ れ て い る か の よ う に 、 参 照 に
よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 実 施 の た め の 好 ま し い 様 式 を 含 む 、 本 発 明 者 に よ っ て 見 出 さ れ ま た
は 提 案 さ れ た 特 定 の 態 様 に 関 し て 記 載 さ れ て い る 。 本 開 示 に 照 ら す と 、 本 発 明 の 意 図 す る
範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 例 示 さ れ た 特 定 の 態 様 に 数 多 く の 改 変 や 変 更 が 可 能 で あ る こ
と が 、 当 業 者 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 コ ド ン の 冗 長 性 に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 配 列
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に 影 響 を 与 え る こ と な く 基 礎 と な る DNA配 列 に 変 更 を 加 え る こ と が で き る 。 さ ら に 、 生 物
学 的 機 能 同 義 性 の 考 慮 に よ り 、 生 物 学 的 機 能 の 種 類 ま た は 量 に 影 響 を 与 え る こ と な く 、 タ
ン パ ク 質 の 構 造 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 す べ て の そ の よ う な 改 変 は 、 添 付 の 特 許 請 求
の 範 囲 内 に 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

材 料 と 方 法
　 本 実 施 例 は 、 本 発 明 お よ び そ れ に よ り 提 供 さ れ る 利 点 を 説 明 す る 残 り の 実 施 例 を 通 じ て
使 用 さ れ る 材 料 と 方 法 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に 例 示 さ れ て い る も の と は 異 な
る 種 々 の 材 料 も 本 発 明 の 実 施 に 使 用 可 能 で あ り 、 本 明 細 書 の 教 示 を 考 慮 す れ ば 、 説 明 さ れ
て い る 種 々 の 方 法 の 変 形 物 が 日 常 の 技 術 の 範 囲 内 に あ る こ と を 当 業 者 は 理 解 す る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

サ イ ト カ イ ン 、 抗 体 、 お よ び 試 薬
　 組 換 え ヒ ト IFN-γ 、 TNF-α 、 お よ び IL-1β は R&D Systems (Minneapolis, Minnesota)か
ら 入 手 し た 。 マ ウ ス IgGは Sigma (St. Loius, Missouri)か ら 入 手 し た 。 マ ウ ス 抗 ヒ ト 組 織
因 子 (mIgG 1 )は CALBIOCHEM (San Diego, CA)か ら 入 手 し た 。 マ ウ ス 抗 ヒ ト ICAM-1(mIgG 1 )は
Beckman Coulter (Fullerton, California)か ら 、 お よ び マ ウ ス 抗 ヒ ト E-セ レ ク チ ン (mIgG

1 )は HyCult Biotechnology (Uden, The Netherlands)か ら 入 手 し た 。 ヒ ト VCAM-1に 対 す る
非 結 合 マ ウ ス 抗 体 (mIgG 1 )、 CD31(mIgG 1 )、 HLA-DR(mIgG 2 a )、 CD3(mIgG 1 )、 CD40(mIgG 1 )、 C
D69(mIgG 1 )、 MIG(mIgG 1 )、 MCP-1(mIgG 1 )、 CD14(mIgG 1 )、 IL-1α (mIgG 1 )お よ び CD38(mIgG 1
)は BD Biosciences (San Jose, California)か ら 入 手 し た 。 IL-8に 対 す る 非 結 合 マ ウ ス 抗
体 (mIgG 1 )お よ び M-CSF(mIgG 1 )は R&D Systemsか ら 入 手 し た 。 TNF-α 、 IFN-γ お よ び IL-1β
に 対 す る ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び 対 照 ヤ ギ IgGは R&D Systemsか ら 入 手 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ア ピ ゲ ニ ン 、 UO126、 ブ デ ソ ニ ド 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ゲ ニ ス テ イ ン 、 ゼ ア ラ レ ノ ン 、 β -
ゼ ア ラ レ ノ ー ル 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 ナ ブ メ ト ン 、 AA861
、 お よ び シ ク ロ ス ポ リ ン Aは Sigmaか ら 入 手 し た 。 PD098059、 PD169316、 SKF-86002、 SB220
025、 メ バ ス タ チ ン 、 ノ ル ジ ヒ ド ロ グ ア ヤ レ ト 酸 （ nordihydroguaiaritic acid） (NGDA)、
FK506、 お よ び ラ パ マ イ シ ン は Calbiochem (San Diego, California)か ら 入 手 し た 。 ア ト
ル バ ス タ チ ン お よ び シ ン バ ス タ チ ン は LKT Laboratories (St. Paul, Minnesota)か ら 入 手
し た 。 組 換 え ヒ ト IL-1ra、 お よ び IL-10は R&D Systemsか ら 入 手 し た 。 Ro-20-1274、 R(-)ロ
リ プ ラ ム 、 DRB、 PP2、 お よ び PP1は BIOMOL (Plymouth Meeting, Pennsylvania)か ら 。 ミ コ
フ ェ ノ ー ル 酸 、 WHI-P131、 ZM39923、 ワ ー ト マ ニ ン 、 SC-560、 NS-398、 LM1685、 AG490、 AG
126、 SC68376、 お よ び SB239063は Calbiochemか ら 入 手 し た 。 ZM336372、 ラ デ ィ シ コ ー ル 、
17-AAG、 SP600125、 ロ バ ス タ チ ン 、 LY294002、 FR122047、 DUP697お よ び ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン
は Tocris (Ellisville, MO)か ら 入 手 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 化 合 物 は 一 連 の 濃 度 に わ た っ て 評 価 さ れ (例 え ば 、 図 6を 参 照 )、 示 し た デ ー タ は 細 胞 毒
性 を 生 じ な い 濃 度 に お け る も の で あ る 。 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ S. aureus） 由 来 の ブ ド ウ 球 菌
エ ン テ ロ ト キ シ ン B、 毒 性 シ ョ ッ ク 症 候 群 毒 素 -1 (ブ ド ウ 球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン F)、 お よ
び サ ル モ ネ ラ 腸 炎 菌 （ Salmonella enteritidis） 由 来 の リ ポ 多 糖 は Sigmaか ら 入 手 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
細 胞 培 養
　 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 (HUVEC)は Cascade Biologics (Portland, OR)か ら 入 手 し 、 製 造
者 に よ り 提 供 さ れ た 補 足 剤 お よ び 2%の 熱 非 働 化 ウ シ 胎 仔 血 清 (Hyclone, Logan, Utah)を 含
む EGM-2培 地 中 で 培 養 し 、 0.05%ト リ プ シ ン -0.53mM EDTA (Mediatech, Herndon, Virginia
)を 製 造 者 の 記 載 通 り に 使 用 し て 継 代 培 養 し た 。 末 梢 血 単 核 球 (PBMC)は 軟 膜 (Stanford Blo
od Bank, Stanford, California)か ら 、 Hisopaque-1077(Sigma)上 で 遠 心 分 離 す る こ と に
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よ っ て 調 製 し た 。 サ イ ト カ イ ン (IL-1β 、 1ng/ml; TNF-α 、 5ng/ml;お よ び IFN-γ 、 100ng/
ml)、 活 性 化 剤 (SAg、 20ng/mlま た は LPS、 0.2ng/ml)、 お よ び /ま た は PBMC (7.5x10 4 )の 存
在 下 で 、 HUVECを マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (Falcon; BD Biosciences)で 表 示 さ れ た 時 間
培 養 す る こ と に よ り 、 実 験 を 行 っ た 。 薬 物 は 刺 激 の 1時 間 前 に 加 え ら れ 、 24時 間 の 全 刺 激
時 間 に わ た っ て 存 在 し て い た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
細 胞 ベ ー ス の ELISA
　 細 胞 ベ ー ス の ELISAは 、 本 質 的 に は Melroseら  (1998)  161: 2457-64に 記 載
さ れ て い る よ う に 行 わ れ た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 処 理 お よ び 刺 激 さ れ た HUVEC(ま た は HUVEC/
PBMC)を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を ブ ロ ッ キ ン グ し 、 そ の 後 一 次 抗 体 ま た は ア イ ソ
タ イ プ 対 照 抗 体 (0.01-0.5μ g/ml)と と も に 一 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 プ レ ー ト
を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 マ ウ ス IgG(Promega)二 次 抗 体 、 ま た は ビ オ チ ン 結 合 抗 マ ウ ス Ig
G抗 体 (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)と も に 一 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い
て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン HRPと と も に 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 TMB基 質
(Clinical Science Products, Mansfield, Massachusetts)で 発 色 さ せ 、 Molecular Devic
e SpectraMAX 190プ レ ー ト リ ー ダ ー (Molecular Device, Sunnyvale, California)で 、 450
nmに お け る 吸 光 度 (OD)を 読 ん だ (650 nmに お け る 背 景 吸 光 度 を 差 し 引 く )。
【 ０ ０ ６ ０ 】
siRNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 早 期 の 継 代 培 養 の (5未 満 )、 指 数 関 数 的 に 増 殖 し て い る HUVEC細 胞 を 収 穫 し 、 PBSで 一 回
洗 浄 し 、 2x10 6 の 細 胞 を 100μ lの ヌ ク レ オ フ ェ ク シ ョ ン 溶 液 (Human Umbilical Vein Endot
helial Cell Nucleofector Kit, AMAXA, Koeln, Germany)に 再 懸 濁 し た 。 TNFR1 siRNA(配
列 番 号 ： 1 AAGTGCCACAAAGGAACCTAC; 20μ Mの 溶 液 中 15μ l; Dharmacon, Lafayette, Color
ado)を 細 胞 懸 濁 液 に 加 え 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 用 キ ュ ベ ッ ト に 移 し 、 U-1設 定 を 使 用
し て エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 細 胞 懸 濁 液 を 、 そ の 後 3mlの EGM-2培 地 (Clonetics
)を 含 む 別 の チ ュ ー ブ に 移 し 、 37℃ で 10分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 上 記 の よ う な サ イ ト カ イ ン
活 性 化 解 析 お よ び ELISA解 析 の た め に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (25,000細 胞 /ウ ェ ル )に
プ レ ー ト し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
デ ー タ 解 析
　 実 験 あ た り 3つ の 複 製 試 料 か ら 、 そ れ ぞ れ の パ ラ メ ー タ ー に 対 す る 平 均 OD値 を 計 算 し た
。 そ の 後 平 均 値 を 用 い て 、 そ れ ぞ れ の 実 験 内 に お け る 、 処 理 (例 え ば 薬 物 ま た は siRNA)お
よ び 対 応 す る 対 照 (例 え ば 培 地 ま た は DMSO)の パ ラ メ ー タ ー 値 の 比 を 作 成 し た 。 こ れ ら の 標
準 化 さ れ た パ ラ メ ー タ ー 比 を 、 そ の 後 log 1 0 に 変 換 し た 。 ロ グ 発 現 比 を 、 全 て の ピ ア ソ ン
相 関 計 算 (Partek Pro, Version5.1; Partek, St. Charles, Missouri)に 使 用 し た 。 ピ ア
ソ ン 相 関 の 66%信 頼 区 間 は 、 ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 再 サ ン プ リ ン グ 法 に よ っ て 決 定 し た (Efron 
& Tibshirani, An Introduction to the Bootstrap, (Chapman and Hall, New York, 199
3)。 個 々 の 実 験 プ ロ フ ァ イ ル (図 2)ま た は 平 均 プ ロ フ ァ イ ル (薬 物 あ た り の 実 験 数 n=3； 図 3
お よ び 4)は 、 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ (平 均 距 離 を 用 い た ピ ア ソ ン 相 関 メ ト リ ッ ク (metric))
に よ っ て 配 列 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 5の 平 均 プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ は 、 多 次 元 尺 度 法 と ピ ボ ッ ト 選 択 法 を 組 み 合 わ せ て 対 角
線 方 向 に 相 関 の 高 い も の を 移 動 さ せ る こ と に よ っ て 、 相 関 プ ロ ッ ト に 配 列 し た 。 有 意 な 相
関 は 、 1)経 験 的 プ ロ フ ァ イ ル の 順 序 を 変 え て 作 ら れ た 無 作 為 デ ー タ を 用 い て ピ ア ソ ン 相 関
分 布 を 作 成 す る こ と 、 2) ピ ア ソ ン 相 関 を 、 FDR(Tusherら 、 (2001) Proc Natl Acad Sci U
SA 98: 5116-21) (図 5の 2%)を 最 小 化 す る か 、 ま た は 無 作 為 デ ー タ に お け る こ の 選 択 し た
ピ ア ソ ン 相 関 よ り も 大 き い 相 関 数 の 、 経 験 的 な デ ー タ に お け る こ の 選 択 し た ピ ア ソ ン 相 関
よ り も 大 き い 相 関 数 に 対 す る 比 を 最 小 化 す る よ う に 選 択 す る こ と (図 5の 0.67)、 お よ び 3)
こ の カ ッ ト オ フ ピ ア ソ ン 相 関 値 を 実 験 プ ロ フ ァ イ ル 間 の 相 関 に 適 用 す る こ と に よ っ て 決 定
し た 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 言 い 換 え る と 、 2%の FDRの 場 合 、 実 験 プ ロ フ ァ イ ル に 由 来 す る 相 関 の 98%が 真 の 生 物 学 的
効 果 の 結 果 で あ り 、 無 作 為 的 な 偶 然 で は な い 。 AT&T GraphVizソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 相
関 関 係 を 多 次 元 尺 度 に よ っ て 二 次 元 的 に 可 視 化 し た 。 化 合 物 間 の 距 離 は そ れ ら の 類 似 性 を
表 し て お り 、 偶 然 に よ ら な い レ ベ ル で (上 記 で 定 義 さ れ て い る よ う に ) プ ロ フ ァ イ ル が 類
似 し て い る 化 合 物 間 に 線 が 引 か れ て い る 。 　
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 実 施 例 は 、 内 皮 細 胞 の 関 与 す る 免 疫 お よ び /ま た は 炎 症 状 態 を 変 化 さ せ る 化 合 物 の ス
ク リ ー ニ ン グ へ の 本 発 明 の 応 用 に つ い て 説 明 す る 。 内 皮 細 胞 は 実 施 例 1に 記 載 さ れ て い る
よ う に 培 養 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
複 合 的 な サ イ ト カ イ ン で 刺 激 し た 内 皮 細 胞 炎 症 シ ス テ ム は 、 複 数 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 阻
害 剤 を 識 別 す る
　 内 皮 細 胞 は 、 接 着 受 容 体 お よ び ケ モ カ イ ン の 発 現 を 介 し て 白 血 球 の 移 動 を 調 節 す る こ と
に よ っ て 、 炎 症 反 応 を 調 節 す る 。 慢 性 的 炎 症 組 織 に お い て 、 内 皮 細 胞 は 、 IL-1β 、 TNF-α
お よ び IFN-γ を 含 む 複 数 の 催 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン に 曝 露 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 一 次 ヒ
ト 内 皮 細 胞 (EC)を 、 こ の 三 つ の 催 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ せ (3Cシ ス テ ム )で 刺 激 し
、 慢 性 炎 症 過 程 に 関 連 し た 重 要 な 経 路 お よ び 経 路 の 相 互 作 用 を 同 時 に 活 性 化 し た 。 一 つ ま
た は 複 数 の 個 々 の サ イ ト カ イ ン ま た は サ イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ せ 、 ま た は 特 定 の 薬 物 効 果
(下 記 を 参 照 )に 反 応 し た そ れ ら の 強 固 な 調 節 、 お よ び 炎 症 生 物 学 と の そ れ ら の 潜 在 的 ま た
は 既 知 の 関 連 性 に よ っ て 、 読 取 値 を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 調 べ た 多 数 の 潜 在 性 の 読 取 値 か ら 、 次 の 読 取 り パ ラ メ ー タ ー を 選 択 し た ： VCAM-1、 ICAM
-1お よ び E-セ レ ク チ ン (白 血 球 の 血 管 接 着 分 子 )、 MHC-ク ラ ス II(抗 原 提 示 )、 MIG/CXCL9、 M
CP-1/CCL2、 お よ び IL-8/CXCL8(血 液 か ら の 選 択 的 白 血 球 動 員 を 媒 介 す る ケ モ カ イ ン )、 な
ら び に CD31(白 血 球 の 移 動 )。 タ ン パ ク 質 ま た は 生 物 活 性 分 子 を (発 現 遺 伝 子 の か わ り に )測
定 し た が 、 そ の 理 由 は 、 1)遺 伝 子 と は 異 な り 、 生 物 学 的 活 性 タ ン パ ク 質 は 生 理 学 的 お よ び
病 態 生 理 学 的 過 程 の 近 接 媒 介 物 質 で あ り 、 か つ 2)こ れ ら の 種 は 測 定 可 能 な 高 処 理 ア ッ セ イ
形 式 で 容 易 に 測 定 さ れ る た め で あ る 。 薬 物 は 24時 間 の サ イ ト カ イ ン 活 性 化 期 間 を 通 し て 含
ま れ 、 読 取 り パ ラ メ ー タ ー は ELISAで 測 定 し た 。 そ れ ぞ れ の シ ス テ ム に お け る 薬 物 処 理 に
反 応 し た 読 取 り パ ラ メ ー タ ー 発 現 レ ベ ル の 相 対 的 変 化 を 提 示 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 1に 説 明 さ れ て い る よ う に (10の 独 立 し た 実 験 )、 3Cシ ス テ ム は 、 TNF-α の 抗 体 阻 害 剤
、 お よ び ア ピ ゲ ニ ン (NF-κ B機 能 を 遮 断 す る カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ II阻 害 剤 )、 PD169316(p38 M
APK阻 害 剤 )、 お よ び PD098059(MEK阻 害 剤 )と い う 薬 物 を 含 む 、 複 数 の 異 な る 経 路 お よ び 機
序 の 阻 害 剤 に 反 応 す る 。 こ れ ら 薬 剤 の 各 々 は 、 特 徴 的 な 反 応 プ ロ フ ァ イ ル を 誘 導 し 、 3Cシ
ス テ ム が 独 特 か つ 再 現 性 の あ る 様 式 で こ れ ら の シ グ ナ ル 伝 達 要 素 の 乱 れ に 反 応 す る こ と を
示 し て い る 。 追 加 の 用 量 反 応 デ ー タ は 、 図 6に 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
実 施 例 3

　 薬 物 に 対 す る シ ス テ ム 反 応 が 、 作 用 機 序 ま た は 経 路 活 性 と 相 関 す る か ど う か 決 定 す る た
め に 、 本 発 明 者 ら は 、 通 常 の 細 胞 経 路 に 作 用 す る 化 学 的 に 多 様 な 阻 害 剤 を 用 い て 3Cシ ス テ
ム の 反 応 を 評 価 し た 。 図 2aに 、 薬 物 に つ き 3つ の 独 立 し た 実 験 か ら 得 ら れ た 薬 剤 活 性 プ ロ
フ ァ イ ル が 、 ヒ ー ト マ ッ プ 形 式 で 示 さ れ て い る (緑 は 、 示 し た 読 出 パ ラ メ ー タ ー の レ ベ ル
が 薬 物 な し の 対 照 に 対 し て 増 加 し て い る こ と を 示 し 、 黒 は 変 化 な し を 示 し 、 赤 は 減 少 を 示
す )。 図 2bは 、 薬 物 活 性 プ ロ フ ァ イ ル の 対 応 の あ る 比 較 の 結 果 を 示 す (ピ ア ソ ン 相 関 関 数 、
r)。 高 い 正 の 相 関 関 数 (も っ と も 強 い も の の 値 は ＞ 0.9)を も つ プ ロ フ ァ イ ル の 対 は 水 色 で
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あ る 。 図 2aお よ び 2bの 化 合 物 の 順 序 は 、 教 師 な し 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ (ク ラ ス タ リ ン グ
メ ト リ ッ ク と し て ピ ア ソ ン 相 関 を 使 用 し た 図 2b右 側 の 樹 形 図 を 参 照 )に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 共 通 の 標 的 を 持 つ 薬 物 は 相 同 的 な プ ロ フ ァ イ ル を 誘 導 す る 。 炎 症 の 間 、 サ イ ト カ イ ン シ
グ ナ ル 伝 達 に よ り 、 p38分 裂 促 進 因 子 活 性 化 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ (MAPK)の リ ン 酸 化 お よ び
核 内 へ の 移 行 が 生 じ 、 核 内 で そ れ は 細 胞 表 面 受 容 体 お よ び サ イ ト カ イ ン の 転 写 調 節 に 関 与
す る 。 p38 MAPKの 化 学 的 に 異 な る 阻 害 剤 に 対 す る シ ス テ ム 反 応 を 直 接 比 較 す る こ と に よ り
、 強 い 機 能 相 同 性 が 明 ら か と な る (例 え ば 、 図 2bに お い て 、 PD169316 対  SB220025 の 平 均
対 数 パ ラ メ ー タ ー 発 現 率 の 対 応 の あ る ピ ア ソ ン 相 関 は r=0.96; 66%信 頼 区 間 は [0.90, 0.99
])。 個 別 の 実 験 プ ロ フ ァ イ ル の 類 似 性 (図 2a)に よ っ て 、 お よ び 複 数 の 個 別 実 験 に わ た る PD
169316お よ び 他 の p38 MAPK阻 害 剤 (SB220025お よ び SB202190)の シ ス テ ム 反 応 の 一 様 に 高 い
相 関 性 (図 2bの 、 個 々 の PD169316、 SB202190、 お よ び SB202190の 実 験 間 の 高 い 対 応 の あ る
ピ ア ソ ン 相 関 を 参 照 )に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 こ の 機 能 的 相 関 に は 再 現 性 が あ り 、 他 の p
38 MAPK阻 害 剤 に も 及 ぶ 。 対 照 的 に 、 個 別 の 実 験 に つ い て 図 2bの 相 関 マ ッ プ で 説 明 さ れ て
い る よ う に 、 p38阻 害 対 MEK阻 害 (PD098059に よ る )ま た は NF-κ B阻 害 (ア ピ ゲ ニ ン 、 NGDAま
た は TNF-α ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る )の シ ス テ ム 反 応 に は ほ と ん ど ま た は 全 く 類 似 性 が 見 ら
れ な い (r＜ 0.4)。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 複 合 的 細 胞 シ ス テ ム に お け る 機 能 の 相 同 性 は 、 化 合 物 活 性 の 機 序 的 オ ー バ ー ラ ッ プ を 明
ら か に す る こ と が で き る 。 分 子 シ ャ ペ ロ ン hsp-90の 二 つ の 阻 害 剤 、 17-AAGお よ び ラ デ ィ シ
コ ー ル は 、 再 現 性 の あ る 機 能 的 相 関 を 示 し (図 2aお よ び 2b)、 興 味 深 い こ と に 、 p38阻 害 剤
と も 機 能 類 似 性 を 示 す (17-AAG対 PD169316の 、 平 均 対 数 発 現 率 は r=0.84, [0.78, 0.92])。
NF-κ B活 性 化 の 直 接 的 阻 害 に 加 え て 、 ラ デ ィ シ コ ー ル を 用 い た hsp-90の 遮 断 は p38経 路 を
介 す る シ グ ナ ル 伝 達 も 阻 害 す る こ と が で き 、 し た が っ て こ こ で 同 定 さ れ た 機 能 相 同 性 は こ
れ ら の 阻 害 剤 間 の 機 序 的 オ ー バ ー ラ ッ プ と 合 致 し て い る 。 ア ピ ゲ ニ ン と ノ ル ジ ヒ ド ロ グ ア
ヤ レ ト 酸 (NDGA)も ま た 、 3Cシ ス テ ム に お い て 機 能 相 同 性 を 示 す (図 2aお よ び 2b、 r=0.79, [
0.69, 0.92])。 こ れ ら の 薬 物 は 別 個 の 作 用 機 序 を 有 す る が (フ ラ ボ ノ イ ド で あ る ア ピ ゲ ニ
ン は カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ II阻 害 剤 と し て 特 徴 づ け ら れ て お り 、 一 方 NDGAは 5-リ ポ キ シ ゲ ナ ー
ゼ 阻 害 剤 で あ る )、 両 者 は 炎 症 の 重 要 な 経 路 で あ る NF-κ B経 路 が 媒 介 す る 反 応 を 阻 害 す る
。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 相 同 的 な 機 能 的 反 応 は 、 標 的 外 活 性 を 明 ら か に す る こ と も で き る 。 ZM336372に つ い て 得
ら れ た プ ロ フ ァ イ ル は 、 当 初 は c-Rafの 阻 害 剤 と し て 選 択 さ れ 、 ゆ え に Ras/Raf/MEK/ERK経
路 を 阻 害 す る と 期 待 さ れ て い た が 、 p38阻 害 剤 と 有 意 な 機 能 的 類 似 性 を 示 し た (図 2、 p38阻
害 剤 ク ラ ス タ ー の 青 の 囲 み ； PD169316に 対 し て r=0.75, [0.43, 0.97])。 こ れ ら の 結 果 に
一 致 し て 、 ZM336372は 現 在 、 c-Rafに 加 え て p38MAPK阻 害 剤 と し て 知 ら れ て い る 。 し た が っ
て 、 こ の 3Cシ ス テ ム に お け る 再 現 性 の あ る 反 応 は 、 既 知 の 作 用 機 序 と 相 関 し 、 標 的 外 活 性
も 明 ら か に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 複 合 的 細 胞 シ ス テ ム は 、 タ ン パ ク 質 お よ び 遺 伝 子 操 作 に も 反 応 性 が あ る 。 TNF-α を 、 抗
TNF-α 抗 体 (ま た は 可 溶 型 TNF受 容 体 1)を 用 い て 阻 害 す る と 、 siRNAを 用 い た TNF受 容 体 1の
ノ ッ ク ダ ウ ン に よ り 得 ら れ た 結 果 と 高 い 相 関 の あ る 反 応 を 生 じ る (図 2)( r=0.92, [0.88, 
0.98])。 し た が っ て 、 そ の よ う な 複 合 的 細 胞 シ ス テ ム に お け る 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン は 、 遺
伝 子 機 能 を 詳 細 に 分 析 し 、 遺 伝 子 標 的 に 対 す る 薬 物 の 効 果 を 予 測 す る の に 有 用 で あ り う る
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 シ グ ネ チ ャ ー 薬 物 反 応 プ ロ フ ァ イ ル が 、 こ の 複 合 的 EC炎 症 シ ス テ ム
に お け る 機 能 相 同 性 に 基 づ い て 薬 物 作 用 を 検 出 す る の み で な く 、 識 別 お よ び 分 類 が で き る
こ と を 示 し て い る 。 し か し 、 こ の 一 つ の シ ス テ ム は 、 炎 症 に お け る 複 数 の 標 的 お よ び 経 路
に 対 し て 感 受 性 が あ る が 、 免 疫 調 節 因 子 の す べ て の ク ラ ス を 検 出 す る わ け で は な い 。 例 え
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ば 、 シ ス テ ム に 加 え ら れ て い な い 免 疫 サ イ ト カ イ ン の 阻 害 剤 、 ま た は 白 血 球 シ グ ナ ル 伝 達
経 路 (例 え ば T細 胞 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 )に 特 異 的 な 免 疫 調 節 因 子 は 、 多 重 刺 激 さ れ た 内 皮
細 胞 シ ス テ ム に 対 し て (毒 性 を 生 じ な い レ ベ ル で は )、 ほ と ん ど ま た は 全 く 効 果 が な か っ た
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
実 施 例 4

　 追 加 の 細 胞 型 を 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 、 複 合 的 シ ス テ ム で ア ッ セ イ 可 能 な シ グ ナ ル 伝
達 経 路 お よ び 炎 症 機 構 の 幅 を 広 げ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 末 梢 血 単 核 球 (PBMC; CD4
+ お よ び CD8 + T細 胞 、 単 球 、 NK細 胞 、 お よ び 他 の 単 核 白 血 球 の 混 合 物 )、 お よ び ECを 含 む 多
細 胞 シ ス テ ム を 、 T細 胞 受 容 体 複 合 体 の 刺 激 と し て ス ー パ ー 抗 原 (SAg)を  (SAgシ ス テ ム )、
ま た は ト ー ル 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 の 刺 激 と し て リ ポ 多 糖 を (LPSシ ス テ ム )を 用 い て 評 価 し
た 。 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ ー に は 、 CD3(T細 胞 マ ー カ ー )、 CD14(単 球 マ ー カ ー )、 CD38お よ
び CD69(早 期 活 性 化 マ ー カ ー )、 CD40(リ ン パ 球 共 刺 激 に 重 要 な TNFRフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー )、
E-セ レ ク チ ン お よ び VCAM-1(内 皮 接 着 分 子 )、 組 織 因 子 (TF、 CD142； 凝 固 開 始 因 子 )、 IL-1
α お よ び M-CSF(サ イ ト カ イ ン )、 お よ び IL-8、 MCP-1お よ び MIG(白 血 球 動 員 を 制 御 す る ケ モ
カ イ ン )が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 多 細 胞 シ ス テ ム に お い て 、 細 胞 は 直 接 的 に 開 始 刺 激 に 反 応
お よ び /ま た は 相 互 に 反 応 し 、 そ の 結 果 複 合 的 な 事 象 の カ ス ケ ー ド が 生 じ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 複 合 的 SAgシ ス テ ム は 、 内 皮 炎 症 シ ス テ ム に お い て 不 活 性 も し く は お い て 弱 い 活 性 の み
を 持 つ 数 多 く の 化 合 物 に 、 強 固 に か つ 再 現 可 能 に 反 応 す る (図 3)。 例 え ば 、 FK506お よ び シ
ク ロ ス ポ リ ン Aは 、 カ ル シ ニ ュ ー リ ン 媒 介 T細 胞 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 の 阻 害 剤 で あ る が 、 SA
gシ ス テ ム 反 応 の 強 力 な 阻 害 剤 で も あ る (図 3a； 複 数 の 白 血 球 お よ び 内 皮 パ ラ メ ー タ ー の 減
少 (赤 )に 注 目 )。 さ ら に 、 こ れ ら の 薬 物 は 強 い 機 能 相 同 性 を 示 す (図 3b)。 SAgシ ス テ ム に お
い て 活 性 を 持 つ (し か し 3Cシ ス テ ム で は 持 た な い )他 の 化 合 物 は 、 IL-10、 ホ ス ホ ジ エ ス テ
ラ ー ゼ 4阻 害 剤 で あ る Ro-20-1274お よ び ロ リ プ ラ ム 、 免 疫 抑 制 剤 で あ る ラ パ マ イ シ ン 、 JAK
阻 害 剤 で あ る WHI-P131お よ び ZM39923、 HMG-CoA還 元 酵 素 阻 害 剤 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 sr
cフ ァ ミ リ ー キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る PP1お よ び PP2を 含 む (図 3aお よ び 3b)。 内 皮 炎 症 シ ス テ
ム で 活 性 な ほ と ん ど の 化 合 物 (図 2)は 、 よ り 複 合 的 な 多 細 胞 シ ス テ ム に お い て も 活 性 を 有
す る (例 え ば 、 p38阻 害 剤 の PD169316お よ び SB220025、 お よ び 抗 TNF-α ： 図 4も 参 照 )。 再 度
、 図 3の 化 合 物 の 順 序 は 、 平 均 プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ の 教 師 な し 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ に よ
り 決 定 し た (n＝ 3の 独 立 し た 実 験 ： 図 3b右 側 の 樹 形 図 を 参 照 )。 こ の シ ス テ ム で 有 用 な 他 の
マ ー カ ー は 、 VCAM-1と エ オ タ キ シ ン -3を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 複 数 の 細 胞 型 を 包 含 す る シ ス テ ム は 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 型 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 ネ ッ ト ワ
ー ク の 乱 れ に 反 応 す る の み で な く 、 細 胞 間 の 情 報 伝 達 経 路 の 阻 害 に 対 し て も 反 応 す る 。 実
際 、 SAgシ ス テ ム は 、 複 合 型 細 胞 シ ス テ ム に お い て 、 SAgに 刺 激 さ れ た 白 血 球 に よ っ て 内 因
性 に 産 生 さ れ た TNF-α の 阻 害 (抗 TNF-α )、 IL-1β の 阻 害 (抗 IL-1β お よ び IL-1受 容 体 ア ン
タ ゴ ニ ス ト )、 お よ び IFN-γ の 阻 害 (抗 IFN-γ )を 検 出 す る (図 3)。 し た が っ て 、 複 数 の 細 胞
型 を 含 む シ ス テ ム は 、 生 物 学 的 機 能 空 間 の さ ら な る 適 用 範 囲 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 5

　 広 範 囲 の 生 物 学 を 反 応 プ ロ フ ァ イ ル に 含 む た め の さ ら な る 手 法 は 、 平 行 し て ア ッ セ イ し
た 複 数 の 複 合 的 シ ス テ ム か ら の デ ー タ を 組 み 合 わ せ る こ と で あ る 。 こ れ は 、 多 様 な 生 物 学
的 活 性 の 識 別 や 分 類 を 特 に 増 加 す る 強 力 な 方 法 で あ る こ と が わ か る (図 4)。 本 発 明 者 ら は
約 20の 機 能 的 分 類 か ら 、 48の 化 合 物 を 選 び (図 4a)、 三 つ の 複 合 的 シ ス テ ム に お い て そ れ ら
を 評 価 し た ： 3Cシ ス テ ム (図 1お よ び 図 2を 参 照 )、 SAgシ ス テ ム (図 3を 参 照 )、 お よ び LPSシ
ス テ ム (図 5a参 照 )。 図 4に お け る 化 合 物 の 提 示 順 序 は 、 プ ロ フ ァ イ ル (図 4b)ま た は プ ロ フ
ァ イ ル の 組 み 合 わ せ (図 4c)の 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ に よ り 決 定 さ れ 、 用 い る シ ス テ ム の 組
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み 合 わ せ に よ っ て 異 な る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 3Cシ ス テ ム 単 独 に お け る 化 合 物 の 評 価 は 、 20の う ち 13の 化 合 物 分 類 か ら の 、 48の う ち 25
の 化 合 物 (図 4b左 パ ネ ル ； 薄 い グ レ ー の 化 合 物 は 非 活 性 で あ っ た )を 検 出 す る の に 十 分 で あ
り (一 つ の パ ラ メ ー タ ー に お い て 少 な く と も 20％ の 変 化 と 客 観 的 に 定 義 さ れ る ； 対 数 比 は
± 0.1)、 p38阻 害 剤 、 hsp-90阻 害 剤 、 お よ び PI3K阻 害 剤 を 含 む 活 性 化 合 物 の 小 サ ブ セ ッ ト
の 分 類 を 可 能 に す る (化 合 物 リ ス ト の 左 に 階 層 的 樹 形 図 に よ り 示 さ れ て い る )。 SAgシ ス テ
ム  (図 4b、 中 央 パ ネ ル )ま た は LPSシ ス テ ム (図 4b、 右 パ ネ ル ) に お け る 化 合 物 の 解 析 は 、
検 出 さ れ た 化 合 物 数 を 、 そ れ ぞ れ 43お よ び 45に 増 加 さ せ 、 こ れ ら の 多 細 胞 シ ス テ ム の い ず
れ か で 全 て の 被 験 化 合 物 分 類 の う ち の 少 な く と も 一 つ の メ ン バ ー を 検 出 す る こ と が で き る
。 し か し 、 SAgも LPSシ ス テ ム も 、 い ず れ も 単 独 で は あ ま り 効 率 的 に 活 性 化 合 物 を 識 別 お よ
び 分 類 し な い (図 4bの 化 合 物 リ ス ト 右 の 樹 形 図 を 参 照 )。 例 え ば 、 hsp-90阻 害 剤 で あ る ラ デ
ィ シ コ ー ル お よ び ゲ ル ダ ナ マ イ シ ン は 、 SAgシ ス テ ム に お い て 、 カ ル シ ニ ュ ー リ ン 阻 害 剤 (
FK-506お よ び シ ク ロ ス ポ リ ン )お よ び srcフ ァ ミ リ ー 阻 害 剤 (PP1お よ び PP2)と は 区 別 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 個 々 の シ ス テ ム か ら の プ ロ フ ァ イ ル を 「 多 シ ス テ ム プ ロ フ ァ イ ル 」 (図 4c)に 組 み 合 わ せ
る と 、 機 能 相 同 性 に よ る 化 合 物 分 類 の 質 が 劇 的 に 向 上 す る 。 3Cお よ び SAgシ ス テ ム の 組 み
合 わ せ に お い て は 、 HMG-CoA阻 害 剤 、 カ ル シ ニ ュ ー リ ン 阻 害 剤 、 srcフ ァ ミ リ ー 阻 害 剤 、 ス
テ ロ イ ド 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 4阻 害 剤 、 お よ び Cox阻 害 剤 は 全 て 別 個 の ク ラ ス タ ー を 形
成 し 、 一 方 (3Cシ ス テ ム か ら の )p38、 hsp-90お よ び PI3K阻 害 剤 ク ラ ス タ ー は 保 持 さ れ て い
る 。 3Cお よ び SAgシ ス テ ム と 直 列 に LPSシ ス テ ム プ ロ フ ァ イ ル を 加 え る と （ 図 4C、 右 パ ネ ル
） 、 48の 被 験 化 合 物 の 最 適 な 検 出 が 可 能 に な り 、 さ ら に 機 能 的 分 類 の 識 別 が 向 上 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 図 4の よ う な 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 法 は 、 化 合 物 を 機 能 相 同 性 に よ っ て 分 類 す る 、 多 シ
ス テ ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 威 力 を 説 明 し て い る が 、 こ の 方 法 は 樹 形 図 の 異 な る 枝 に あ る 化
合 物 間 の 有 意 な 類 似 性 を 曖 昧 に す る こ と が あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 三
つ の シ ス テ ム 全 て に お け る 化 合 物 プ ロ フ ァ イ ル に 追 加 の 統 計 学 的 解 析 (方 法 を 参 照 )を 適 用
し 、 化 合 物 活 性 間 の 全 て の 対 応 の あ る 相 関 の 有 意 性 を 客 観 的 に 評 価 で き る よ う に し た (図 5
)。 こ れ ら の 三 つ の シ ス テ ム 全 て か ら 得 ら れ た プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ を 、 ま ず 25の パ ラ メ ー
タ ー プ ロ フ ァ イ ル に 連 結 し (図 5a)、 互 い に 対 応 の あ る ピ ア ソ ン 相 関 に よ り 比 較 し た (図 5b
； 青 色 の 強 度 は 正 の 相 関 度 を 示 す )。 化 合 物 間 の 関 係 を 可 視 化 す る た め に 、 多 次 元 尺 度 を
使 用 し (図 5c)； こ の グ ラ フ に お い て 、 そ れ ら の 類 似 度 を 反 映 す る よ う 化 合 物 間 の 距 離 を 調
整 し 、 直 線 を 用 い て 多 シ ス テ ム プ ロ フ ァ イ ル が 統 計 学 的 に 有 意 な 類 似 性 を 示 す 薬 物 を 結 ん
だ 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 結 果 と し て 生 じ る 機 能 相 同 性 マ ッ プ (図 5c)の 検 討 に よ り 、 共 通 の 機 序 (図 4の よ う に 色 分
け さ れ て い る )を 共 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 大 部 分 の 化 合 物 分 類 は 、 互 い に 有 意 に 関 連
が あ る こ と が 示 さ れ る 。 興 味 深 い こ と に 、 例 え ば 一 般 的 な チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る
AG126お よ び ゲ ニ ス テ イ ン 、 ま た は JAK阻 害 剤 で あ る ZM39923、 WHI-P131、 お よ び AG490な ど
の 標 的 特 異 性 が 少 な い 化 合 物 は 、 互 い に 有 意 な 機 能 類 似 性 を 示 さ ず 、 そ の か わ り 多 様 な 種
類 の 化 合 物 に 類 似 性 を 示 し 、 複 数 の 分 子 標 的 の 阻 害 と い う 独 特 な 生 物 学 的 結 果 を 反 映 し て
い る 。 二 つ の 指 定 さ れ た 5-リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る AA861と NGDAも ま た 、 際 立 っ た
生 物 学 的 反 応 を 生 じ 、 NGDAの 潜 在 的 な 標 的 外 活 性 を 反 映 し て い る 。 実 際 、 AA861は 、 5-リ
ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 増 強 し か つ 副 作 用 が 少 な い 1 5 よ う に 合 理 的 に 設 計 さ れ た 阻 害 剤 で あ
っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 両 方 の 化 合 物 と も NF-κ B依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 の 阻 害 能 力 が あ る た
め (図 2)、 NGDAは 3Cシ ス テ ム に お い て CKII阻 害 剤 で あ る ア ピ ゲ ニ ン と 機 能 相 同 性 を 示 す が
、 多 シ ス テ ム 解 析 は そ れ ら を 識 別 で き る 。 も う 一 つ の CKII阻 害 剤 で あ る DRBは 、 ア ピ ゲ ニ
ン に 対 し て 有 意 な 機 能 相 同 性 を 示 す が 、 こ れ ら の 二 つ の 化 合 物 は 3Cシ ス テ ム 単 独 で は と も
に ク ラ ス タ ー を 形 成 し な か っ た (図 2参 照 )。
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【 ０ ０ ８ ２ 】
　 多 シ ス テ ム 解 析 に よ り 機 序 的 に 別 個 の 薬 物 に よ り 誘 導 さ れ た 機 能 的 反 応 の 類 似 性 が 明 ら
か と な る 場 合 も あ る 。 mTORア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ラ パ マ イ シ ン が 一 般 的 な PI3K阻 害 剤 で あ
る LY294002お よ び ワ ー ト マ ニ ン と 高 い 機 能 相 同 性 を 示 す と い う 所 見 は 、 既 知 の p70S6K(mTO
Rの 標 的 )の PI3Kに よ る 調 節 と 一 致 し て い る 。 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 4阻 害 剤 (Ro-20-1724お
よ び ロ リ プ ラ ム )は 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド (デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ブ デ ソ ニ ド 、 お よ び プ レ ド ニ
ゾ ロ ン )と ク ラ ス タ ー を 形 成 し 、 SAgお よ び LPSシ ス テ ム に お け る そ れ ら の 白 血 球 シ グ ナ ル
伝 達 に 対 す る 効 果 の 類 似 性 と 一 致 し て い る 。 興 味 深 い こ と に 、 非 ス テ ロ イ ド 性 真 菌 エ ス ト
ロ ゲ ン 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト で あ る ゼ ア ラ レ ノ ン お よ び β -ゼ ア ラ レ ノ ー ル は 、 と も に p38 MAP
K阻 害 剤 の 大 グ ル ー プ と ク ラ ス タ ー を 形 成 し 、 効 果 が p38シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る エ ス ト ロ
ゲ ン の 報 告 さ れ て い る 能 力 に 潜 在 的 に 関 連 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 同 時 に 、 相 関 す る 機 能 を 有 す る 化 合 物 の 注 意 深 い 検 討 に よ り 、 そ れ ら が 特 定 の シ ス テ ム
に お い て 区 別 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 阻 害 剤 は 、 LPS
シ ス テ ム に お い て M-CSF発 現 を 減 少 さ せ (コ ル チ コ ス テ ロ イ ド と は 対 照 的 に )、 ラ パ マ イ シ
ン は 、 SAgシ ス テ ム に お い て 、 CD69お よ び E-セ レ ク チ ン を 上 方 制 御 す る (図 5a)こ と に よ っ
て PI3K阻 害 剤 と 区 別 し て い る 。 し た が っ て 、 複 数 の シ ス テ ム 内 に お け る 化 合 物 プ ロ フ ァ イ
ル の 検 討 に よ り 、 機 序 的 な オ ー バ ー ラ ッ プ の 識 別 お よ び 同 定 の 両 方 が 可 能 に な る 。 こ れ ら
の 関 連 す る 生 物 学 的 反 応 の 阻 害 剤 の 間 の さ ら な る 識 別 力 は 、 さ ら に 複 合 シ ス テ ム を 加 え る
こ と に よ っ て 得 ら れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 加 え て 、 特 定 の 細 胞 経 路 (例 え ば 、 NFAT、 カ ル シ ニ ュ ー リ ン 、 NF-□ B、 MAPキ ナ ー ゼ な ど
)を 選 択 的 に 標 的 化 ま た は 調 節 す る 遺 伝 子 構 築 物 を 有 す る 細 胞 、 ま た は 、 例 え ば 、 Lck、 CD
45な ど を 欠 い た Jurkat細 胞 株 (Yamasaki, 1997, J. Biol. Chem. 272; 14787を 参 照 ) な ど
の 既 知 の 遺 伝 子 変 異 を 含 む 細 胞 を 含 む ア ッ セ イ パ ネ ル か ら 作 ら れ た 参 照 バ イ オ マ ッ プ を デ
ー タ ベ ー ス に 含 め て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 催 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン に 対 す る 細 胞 の 反 応 を 阻 害 す る 能 力 は 、 多 く の 抗 炎 症 性 化 合 物 に
共 通 し た 特 性 で あ り 、 創 薬 に お い て 抗 炎 症 的 な 細 胞 ベ ー ス の ス ク リ ー ニ ン グ の 基 礎 と な る
。 例 え ば 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 免 疫 抑 制 剤 、 プ ロ テ オ ソ ー ム 阻 害 剤 、 様 々 な キ ナ ー ゼ 阻
害 剤 、 そ の 他 を 含 む 多 く の 抗 炎 症 性 化 合 物 は 、 IL-1β ま た は TNF-α に よ っ て 誘 導 さ れ る 内
皮 細 胞 反 応 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 作 用 機 序 の 異 な る 化
合 物 を 検 出 す る が 、 効 果 的 に 識 別 ま た は 分 類 し な い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 炎 症 性 疾 患 生 物 学
に 関 連 し た よ り 高 レ ベ ル の 複 合 性 を 組 み 入 れ た 一 連 の ヒ ト 細 胞 ベ ー ス の モ デ ル シ ス テ ム を
介 し て 、 作 用 機 序 が 異 な る 化 合 物 同 士 を さ ら に 識 別 す る 。 そ の よ う な シ ス テ ム は 、 効 果 的
な 新 し い 治 療 法 の 迅 速 な 同 定 に 有 用 で あ る 。 既 知 の 薬 剤 を 用 い た こ れ ら の シ ス テ ム の 性 能
の 試 験 に お い て 、 こ れ ら の 複 合 的 シ ス テ ム で 測 定 さ れ た 反 応 は 、 驚 く ほ ど 強 固 か つ 再 現 性
の あ る も の で あ り 、 機 能 的 活 性 に 従 っ て 化 合 物 を 効 率 的 に 分 類 す る た め に 用 い る こ と が で
き る こ と が 発 見 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 現 在 の 研 究 の 一 つ の 局 面 は 、 比 較 的 小 さ い パ ラ メ ー タ ー セ ッ ト が 、 細 胞 お よ び 組 織 レ ベ
ル の 炎 症 に 関 し て 、 生 物 学 的 空 間 の 幅 広 い 適 用 範 囲 を 提 供 で き る と い う こ と で あ る 。 こ の
広 範 囲 の 感 受 性 は 、 測 定 さ れ る そ れ ぞ れ の 受 容 体 ま た は サ イ ト カ イ ン パ ラ メ ー タ ー の レ ベ
ル が 、 何 百 も の シ グ ナ ル 伝 達 要 素 に よ り 媒 介 さ れ る 経 路 相 互 作 用 の 間 接 的 な 反 映 で あ る 、
複 合 的 細 胞 シ ス テ ム の 生 来 の 特 質 で あ る 。 機 能 的 識 別 は 、 最 大 情 報 量 を 提 供 す る シ ス テ ム
お よ び パ ラ メ ー タ ー の 経 験 的 な 選 択 に 依 存 し て い る 。 さ ら に 、 生 物 学 的 機 能 は 状 況 依 存 性
で あ る の で 、 平 行 す る い く つ か の 複 合 的 シ ス テ ム の 解 析 は 、 検 出 お よ び 識 別 さ れ う る 機 能
的 反 応 の 範 囲 を 劇 的 に 増 強 す る 。 議 論 し た 薬 物 に 加 え て 、 こ れ ら の モ デ ル シ ス テ ム は 、 NF
-κ B、 PI3K/Akt、 Ras/ERK、 IFN-γ 経 路 の 既 知 お よ び 新 規 の 遺 伝 子 要 素 を 検 出 し 、 効 率 的
か つ 自 動 的 な 遺 伝 子 機 能 ネ ッ ト ワ ー ク の 予 測 を 可 能 に す る 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】

　
　 本 実 施 例 は 、 TH1/TH2極 性 化 過 程 の 調 節 因 子 な ど の 、 T細 胞 媒 介 性 炎 症 お よ び 免 疫 の 調 節
因 子 を 同 定 ま た は 特 徴 付 け る た め に 、 本 発 明 を ど の よ う に 使 用 す る こ と が で き る か を 説 明
す る 。 成 人 T細 胞 の 分 化 お よ び 極 性 化 反 応 の 局 面 を 再 現 す る 、 一 連 の ア ッ セ イ の 組 み 合 わ
せ が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の こ の 例 示 的 態 様 に お い て は 、 成 人 ヒ ト 末 梢 血 CD4+T細 胞 を 用 い る 。 成 人 末 梢 血 C
D8+T細 胞 、 CD4+ま た は CD8+T細 胞 の 単 離 群 、 CD4+ま た は CD8+記 憶 細 胞 ま た は ナ イ ー ブ T細 胞
を 含 む 、 他 の 細 胞 も 使 用 す る こ と が で き る 。 末 梢 血 単 核 球 を 、 記 載 さ れ て い る よ う に (Pon
ath, 1996, JEM 183;2437を 参 照 )、 血 液 か ら Ficoll-hypaque密 度 勾 配 遠 心 法 に よ っ て 単 離
す る 。 そ の 後 、 記 載 さ れ て い る よ う に (Kim, 2001, JCI 108;1331を 参 照 )、 MACSビ ー ズ を
用 い た ネ ガ テ ィ ブ 選 択 に よ っ て CD4+T細 胞 を 単 離 す る 。 細 胞 は そ の 後 、 1-5μ g/mlの 抗 CD-3
(Pharmingen)で 12時 間 あ ら か じ め コ ー テ ィ ン グ し た 培 養 皿 で 、 完 全 RPMI(RPMI-1640＋ 50μ
g/50 Uの ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン ＋ 10%の FCS＋ 50μ Mの β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
＋ 1mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ＋ 2mMの L-グ ル タ ミ ン )中 で 、 4～ 6日 間 0.5x10 6 細 胞 /mlで 培
養 す る 。 こ れ ら の 培 養 T細 胞 に 、 共 刺 激 の た め に 1μ g/mlの 抗 CD28抗 体 (Pharmingen)を 、 増
殖 の た め に 5ng/mlの IL-2を 加 え た 。 共 刺 激 の た め に 置 換 で き る 他 の 試 薬 は 、 有 効 濃 度 の 抗
CD49d、 抗 CD2、 ま た は CD40-Igを 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 加 え て 、 T細 胞 の 分 化 に
重 要 な サ イ ト カ イ ン が 、 特 に 分 化 や 極 性 化 を 誘 導 す る 他 の サ イ ト カ イ ン に 対 す る 抗 体 と 組
み 合 わ せ て 加 え ら れ る 。 有 用 な 組 み 合 わ せ は 、 TH1の 分 化 を 模 倣 す る 4ng/mlの IL-12、 10ng
/mlの IFN-γ 、 お よ び 3μ g/mlの 抗 IL-4； お よ び TH2の 極 性 化 条 件 を 模 倣 す る 10ng/mlの IL-4
、 3μ g/mlの 抗 IL-12、 3μ g/mlの 抗 IFN-γ を 含 む 。 他 の 態 様 に お い て は 、 10ng/mlの IL-13
、 IL-6ま た は IL-9が TH2条 件 に 加 え ら れ る こ と も あ り 、 10ng/mlの IL-23ま た は IL-27が TH1
条 件 に 加 え ら れ る こ と も あ る 。 他 の 極 性 化 条 件 は 、 Tr1極 性 化 (10ng/mlの IL-10お よ び 4ng/
mlの IFN-α 2 b )ま た は 中 性 極 性 化 （ neutral polarization） (5 ng/mlの IL-2の み )を 含 む 。
6日 後 、 同 じ T細 胞 群 を 、 同 じ 方 法 で 、 さ ら に 6日 間 さ ら な る 極 性 化 の た め に 再 刺 激 し て も
よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 必 要 な 時 間 の 後 に 、 培 養 物 中 の T細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 、 表 面 マ ー カ ー
お よ び 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン に 関 し て 解 析 す る 。 抗 CD-3お よ び 抗 CD-4抗 体 を 用 い て 、 CD4+T
細 胞 を 同 定 す る 。 指 定 の 分 化 条 件 に よ っ て 変 化 し た パ ラ メ ー タ ー に 基 づ い て 、 IFN-γ 、 TN
F-α 、 IL-2、 IL-4、 IL-13、 LT-α 、 CCR4、 CCR5、 CXCR3、 IL-4Rα 、 CD11c、 CD134、 CD150
、 CD137、 CD69、 B7-H1、 B7-H2、 お よ び CD200の パ ラ メ ー タ ー に つ い て の バ イ オ マ ッ プ を 作
成 す る 。 他 の 関 心 対 象 の パ ラ メ ー タ ー は 、 α 4β 7イ ン テ グ リ ン 、 L-セ レ ク チ ン (CD62L)、 C
CR7、 CXCR5、 CCR9、 CCR2、 皮 膚 リ ン パ 球 抗 原 (CLA)、 CTLA-4(CD152)お よ び CD154を 含 む 。 T
H1お よ び TH2リ ン パ 球 間 の 違 い は 、 6お よ び 12日 後 の 両 方 で 区 別 さ れ う る 。 例 え ば 、 図 8を
参 照 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 バ イ オ マ ッ プ の デ ー タ ベ ー ス は 、 二 つ の 極 性 化 条 件 (例 え ば TH1お よ び TH2)お よ び 抗 炎 症
性 薬 物 化 合 物 を 含 む 、 一 連 の ア ッ セ イ の 組 み 合 わ せ か ら 作 成 さ れ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、
カ ル シ ニ ュ ー リ ン 阻 害 剤 で あ る FK-506お よ び シ ク ロ ス ポ リ ン A、 お よ び 増 殖 阻 害 剤 で あ る
ラ パ マ イ シ ン 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 お よ び メ ト ト レ キ サ ー ト な ど の 、 T細 胞 活 性 化 お よ び /ま
た は T細 胞 増 殖 の 阻 害 剤 を 含 む こ と が で き る 。 他 の 免 疫 調 節 薬 (例 え ば デ キ サ メ タ ゾ ン )、
ま た は 抗 体 (例 え ば 抗 IL-12)も ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 異 な る 薬 剤 で の マ ー カ ー
の 変 化 を 示 す バ イ オ マ ッ プ が 作 成 さ れ る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 治 療 薬 学 の 基 礎 （ The Ph
armacologic Basis of Therapeutics） に 記 載 さ れ て い る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 図 7に 示 さ れ て い る よ う に 、 バ イ オ マ ッ プ パ ラ メ ー タ ー は 、 一 回 ま た は 二 回 の 極 性 化 後
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、 TH1ま た は TH2細 胞 を 特 徴 付 け る の に 有 用 で あ る 。 TH1ま た は TH2の 一 連 の 分 化 マ ー カ ー (
横 軸 )は 得 ら れ た T細 胞 群 を 特 徴 付 け 、 か つ そ れ ぞ れ の 極 性 化 後 の TH1お よ び TH2細 胞 間 の 差
を 同 定 す る た め の 最 良 の パ ラ メ ー タ ー を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 図 8は 、 TH1お よ び TH2極 性 化 に 対 す る 薬 物 の 効 果 を 示 し て い る 。 ネ ガ テ ィ ブ 選 択 に よ っ
て 単 離 さ れ た CD4+末 梢 血 T細 胞 を 、 TH1ま た は TH2条 件 下 で 2回 極 性 化 し た 。 2回 目 の 極 性 化
の 間 、 薬 物 ま た は 溶 媒 対 照 を 1日 お き に 培 養 液 に 加 え た (1、 3お よ び 5日 目 )。 一 連 の マ ー カ
ー (そ れ ぞ れ の プ ロ ッ ト の 横 軸 )を 用 い て 、 2回 目 の 極 性 化 後 の CD4+群 の TH1ま た は TH2状 態
を 特 性 化 し た 。 細 胞 の TH1状 態 に 極 性 化 す る 能 力 を 抗 IL-12が 大 き く 損 な う こ と が 注 目 さ れ
う る が 、 そ れ は TH2極 性 化 用 の 培 養 液 に は す で に 存 在 し て い る た め 、 TH2状 態 へ の 極 性 化 に
は ほ と ん ど 影 響 は な い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 既 知 の 薬 剤 で の バ イ オ マ ッ プ を 、 候 補 被 験 薬 剤 に つ い て の も の と 比 較 す る 。 こ れ に よ り
、 既 知 の 経 路 に 作 用 す る 既 知 の 薬 物 の 特 異 的 マ ー カ ー レ ベ ル の 変 化 と 候 補 薬 剤 で 観 察 さ れ
た 変 化 と を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 候 補 薬 剤 が 作 用 す る 経 路 を 認 識 で き る 。 デ ー タ ベ ー ス
は ま た 、 選 択 的 に 特 異 的 細 胞 経 路 (例 え ば JAK/STAT、 NF-AT、 カ ル シ ニ ュ ー リ ン 、 NF-κ B、
MAPキ ナ ー ゼ な ど )を 標 的 化 ま た は 調 節 す る 、 遺 伝 子 過 剰 発 現 ま た は ノ ッ ク ダ ウ ン 構 築 物 (
例 え ば 構 成 的 に 活 性 な STAT5a * ； 図 8)を 加 え た 細 胞 を 含 む ア ッ セ イ パ ネ ル か ら 作 成 さ れ た
、 参 照 バ イ オ マ ッ プ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 本 実 施 例 は 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 機 能 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、
本 発 明 の 方 法 を ど の よ う に 適 用 す る こ と が で き る か を 説 明 す る 。 　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ヒ ト 末 梢 血 単 球 を 使 用 す る 。 ヒ ト 末 梢 血 単 球 に か わ っ て 使 用 す る こ と が で き る 他 の 細 胞
は 、 骨 髄 由 来 単 球 、 エ ル ト リ エ ー シ ョ ン ま た は 陰 性 磁 気 ビ ー ズ 単 離 法 に よ っ て 単 離 さ れ た
単 球 、 お よ び 単 球 細 胞 株 で あ る THP-1ま た は U937を 含 む 。 1mlあ た り お よ そ 10x10 6 個 の 末 梢
血 単 核 球 を 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 む RPMIで 1時 間 培 養 す る 。 非 接 着 リ ン パ 球 を 穏 や か に 洗
浄 す る こ と で 除 去 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 そ の 後 、 以 下 の も の が 5時 間 ま た は 24時 間 加 え ら れ る ： IL-1 (1ng/ml)、 TNF-α (100 ng/
ml)ま た は LPS (200 ng/ml) (Dietz, 1998, Basic Res. Cardiology 93 Suppl2:101; Lomm
i, 1997, Eur. Heart. J. 18;1620; お よ び Jafri, 1997, Semin. Thromb. Hemost. 23:54
3を 参 照 )。 続 く パ ネ ル に お い て 、 IFN-γ (10 ng/ml)、 GM-CSF(10 ng/ml)、 IL-4(20 ng/ml)
、 IL-13(30 ng/ml)、 IL-10(10 ng/ml)、 オ ス テ オ ポ ン チ ン (10 ng/ml)、 ト ロ ン ビ ン (10U/m
l)、 CD40L、 酸 化 LDL(100μ g/ml)、 ま た は 最 小 改 変 LDLの う ち 一 つ ま た は 複 数 を 、 最 初 の 三
つ の 因 子 に 加 え る か 、 ま た は そ の 三 つ の 因 子 の 一 つ と 置 換 し て も よ い (Brown, 2000, J. C
lin. Endocrinol. Metab. 85;336; Ashkar, 2000, Science 287:860; de Boer, 1999, J.
 Pathol. 188:174; お よ び Berliner, 1990, J. Clin. Invest. 85:1260を 参 照 )。 文 献 に
記 載 さ れ て い る よ う に 標 準 濃 度 の 薬 剤 が 用 い ら れ る (Kaplanski, 1999, J. Immunol. 158:
5435, 1997; Hofman, Blood 92:3064; Li, 2000, Circulation 102:1970; Essler, 1999,
 JBC 274:30361; お よ び Brown, 2000, J. Clin. Endocrinol. Metab. 85:336)。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 指 定 の 因 子 に よ っ て 変 化 を 受 け た パ ラ メ ー タ ー に 基 づ い て 、 バ イ オ マ ッ プ を 作 成 す る 。
例 示 的 な パ ラ メ ー タ ー に は 、 ア ネ キ シ ン V、 TNF-α 、 IL-1β 、 IL-6、 IL-8、 MIP-1α 、 Mac-
1(CD11b/CD18)、 IL-12、 お よ び MCP-1が 含 ま れ る (Devaux, 1997, Eur. Heart J. 18;470; 
Kessler, 1998, Diabetes Metab. 24:327; Becker, 2000, Z. Kardiol. 89:160; Kaplans
ki, 1997, J. Immunol. 158:5435; お よ び Li, 2000, 上 記 、 を 参 照 )。 バ イ オ マ ッ プ に 含
む こ と が で き る 他 の 関 心 対 象 の マ ー カ ー は 、 CD14、 PAI-1、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー
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実 施 例 7
単 球 機 能 調 節 因 子



ゲ ン 活 性 化 因 子 受 容 体 (uPAR、 CD87)、 IL-10、 IL-18、 組 織 因 子 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 活
性 、 MIG、 TARC、 MDC、 RANTES、 CD80、 CD86、 CD40お よ び CD36で あ る (Paramo, 1985, Br. M
ed. J. 291:573; Fukuhara, 2000, Hypertension 35:353; Noda-Heiny, 1995, Arteriosc
ler. Thromb. Vasc. Biol. 15:37; de Prost, 1995, J. Cardiovasc. Pharmacol., 25 Su
ppl2:S114; van de Stolpe, 1996, Thromb. Haemost. 75:182; Mach, 1999, J. Clin. In
vest. 104:1041; お よ び Nicholson, 2000, Ann. N.Y. Acad. Sci. 902:128を 参 照 )。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 バ イ オ マ ッ プ の デ ー タ ベ ー ス を 、 ス タ チ ン を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い 既 知 の 抗 ア テ ロ
ー ム 生 成 薬 剤 を 含 む 一 連 の ア ッ セ イ の 組 み 合 わ せ か ら 作 成 し 、 被 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン
グ し 、 異 な る 被 験 化 合 物 で の マ ー カ ー の 変 化 を 示 す バ イ オ マ ッ プ を 作 ら れ る 。 既 知 の 薬 剤
の バ イ オ マ ッ プ 用 い て 、 候 補 被 験 薬 剤 と 比 較 す る 。 こ れ に よ り 、 既 知 の 経 路 に 作 用 す る 既
知 の 薬 剤 に 特 異 的 な マ ー カ ー の レ ベ ル の 変 化 と 候 補 被 験 化 合 物 で 観 察 さ れ た 変 化 と を 比 較
す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る よ う に 、 候 補 薬 物 が 作 用 す る 経 路 を 認 識 で き る 。 デ ー タ ベ ー
ス 参 照 バ イ オ マ ッ プ は 、 特 定 の 細 胞 経 路 (例 え ば 、 NF-κ B、 MAPキ ナ ー ゼ な ど )を 選 択 的 に
標 的 化 ま た は 調 節 す る 遺 伝 子 構 築 物 を 有 す る 細 胞 、 ま た は 既 知 の 遺 伝 子 変 異 を 含 む 細 胞 (
例 え ば 、 CD36欠 損 、 Yanai, 2000, Am. J. Med. Genet. 93;299な ど )を 含 む ア ッ セ イ パ ネ
ル か ら 作 成 さ れ た も の を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 図 9に 示 さ れ て い る よ う に 、 バ イ オ マ ッ プ 解 析 を 使 用 し て 、 LPSで 刺 激 さ れ た 単 球 の サ イ
ト カ イ ン 分 泌 へ の 薬 物 の 効 果 を 特 性 化 す る こ と が で き る 。 CD14+単 球 を 24ウ ェ ル プ ラ ス チ
ッ ク 培 養 皿 に 1時 間 接 着 さ せ る こ と に よ っ て 集 積 し 、 非 接 着 細 胞 を 除 去 し た 。 単 球 を 、 2μ
Mの モ ネ ン シ ン (分 泌 阻 害 剤 )の 存 在 下 で 、 1μ g/mlの LPSで 5時 間 刺 激 し た 。 指 定 濃 度 の 薬 物
あ る い は 溶 媒 対 照 (DMSO)は 、 LPS刺 激 の 15分 前 に 加 え 、 5時 間 全 体 に わ た っ て 存 在 し て い た
。 ア ネ キ シ ン V染 色 は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 示 す 。 細 胞 を 培 養 皿 か ら か き 取 っ た 後 、 細 胞 を
固 定 お よ び 透 過 化 処 理 し て 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン を 検 出 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ０ 】
【 図 １ 】 複 合 的 な 催 炎 症 性 環 境 中 の 内 皮 細 胞 を 包 含 す る シ ス テ ム は 、 複 数 の シ グ ナ ル 伝 達
経 路 の 阻 害 剤 に 再 現 可 能 に 反 応 す る 。 内 皮 細 胞 を 、 抗 TNF-α (4μ g/ml)、 ア ピ ゲ ニ ン (6μ M
)、 PD098059(10μ M)、 ま た は PD169316(10μ M)の 存 在 下 で 、 IL-1β 、 TNF-α お よ び IFN-γ
と と も に 24時 間 培 養 し た 。 読 取 パ ラ メ ー タ ー を 、 材 料 と 方 法 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 EL
ISAに よ り 測 定 し た 。 デ ー タ は 、 溶 媒 ま た は 培 地 対 照 に 対 す る 対 数 発 現 率 (log 1 0 [薬 物 の パ
ラ メ ー タ ー 値 /対 照 の パ ラ メ ー タ ー 値 ])で 表 さ れ て い る 。 そ れ ぞ れ の パ ラ メ ー タ ー に つ い
て 平 均 (黒 線 )お よ び 個 々 の デ ー タ 点 (赤 点 )を 示 す (n=10か ら 12の 独 立 し た 実 験 )。 個 々 の デ
ー タ 点 は 、 異 な る 日 お よ び /ま た は 異 な る 内 皮 細 胞 ド ナ ー を 用 い て 行 っ た ア ッ セ イ を 表 す
。
【 図 ２ 】 共 通 の 経 路 お よ び 機 序 を 標 的 と す る 薬 物 は 、 類 似 の シ ス テ ム 反 応 を 誘 導 す る ： 「
機 能 の 相 同 性 」 に よ る 薬 物 比 較 。 内 皮 細 胞 を 、 指 定 の 薬 物 存 在 下 で 、 IL-1β 、 TNF-α お よ
び IFN-γ と と も に 24時 間 培 養 し た 。 (a)個 々 の 実 験 か ら の 対 数 パ ラ メ ー タ ー 発 現 率 の ヒ ー
ト マ ッ プ 、 個 々 の パ ラ メ ー タ ー 値 の 増 加 (緑 )、 減 少 (赤 )、 ま た は 変 化 な し (黒 )を 示 す 。 色
の 飽 和 度 は そ の 薬 物 効 果 の 強 度 を 反 映 す る (下 の ス ケ ー ル を 参 照 )。 (b)個 々 の 実 験 プ ロ フ
ァ イ ル の 対 比 較 の ピ ア ソ ン 相 関 ： 正 の 相 関 は 青 (最 も 強 い も の は r>0.9)； 黒 は 相 関 無 し (r
～ 0)； 黄 色 は 負 の 相 関 を 示 し て い る 。 ピ ア ソ ン 相 関 係 数 を ク ラ ス タ リ ン グ メ ト リ ッ ク （ me
tric） と し て 用 い た 、 そ れ ぞ れ の 化 合 物 お よ び 実 験 の 対 数 発 現 率 プ ロ フ ァ イ ル の 教 師 無 し
階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ の 結 果 を 示 す 樹 形 図 を 、 右 に 示 す 。 ク ラ ス タ リ ン グ の 結 果 を 偏 り の
な い 様 式 で 使 用 し 、 化 合 物 (a)と (b)の 提 示 順 序 を 決 定 し た 。 生 の 相 関 値 は 表 1に あ る 。
【 図 ３ 】 複 合 的 な PBMCお よ び 内 皮 細 胞 の 共 培 養 シ ス テ ム は 、 炎 症 に 関 す る 生 物 学 的 活 性 の
適 用 範 囲 を 広 げ る 。 PBMCを 内 皮 細 胞 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 T細 胞 受 容 体 依 存 性 反 応
を 活 性 化 さ せ る た め に SAgで 処 理 し た 。 (a)三 つ の 独 立 し た 実 験 か ら の 平 均 対 数 パ ラ メ ー タ
ー 発 現 率 の ヒ ー ト マ ッ プ (一 実 験 あ た り n=3の 複 製 )、  個 々 の パ ラ メ ー タ ー レ ベ ル の 増 加 (
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緑 )、 減 少 (赤 )、 ま た は 変 化 な し (黒 )を 示 す 。 色 の 飽 和 度 は そ の 薬 物 効 果 の 強 度 を 反 映 す
る (下 の ス ケ ー ル を 参 照 )。 (b) 図 2bと 同 様 の 、 個 々 の 実 験 間 の 対 応 の あ る ピ ア ソ ン 相 関 。
右 の 樹 形 図 は 、 平 均 プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ (複 製 実 験 の 平 均 対 数 発 現 率 )の 階 層 的 ク ラ ス タ リ
ン グ の 結 果 を 示 す 。 こ の 樹 形 図 を 使 用 し て 、 化 合 物 (a)と (b)の 提 示 順 序 を 決 定 し た 。 生 の
相 関 値 は 表 2に あ る 。
【 図 ４ 】 多 シ ス テ ム 解 析 に よ り 化 合 物 の 検 出 や 識 別 が 増 加 す る 。 20の 機 能 的 分 類 を 代 表 す
る 48の 化 合 物 を 、 3C、 SAg、 お よ び LPSシ ス テ ム で 試 験 し た 。 (a)報 告 さ れ て い る 作 用 機 序
に よ っ て 色 分 け さ れ た 、 そ れ ぞ れ の 分 類 に 属 す る 薬 物 の リ ス ト 。 (b) 3C、 SAg、 お よ び LPS
の 個 々 の シ ス テ ム に お け る 、 活 性 化 合 物 プ ロ フ ァ イ ル の 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 。 (c)組 み
合 わ せ シ ス テ ム （ 3C+SAgお よ び 3C+SAg+LPSシ ス テ ム ） か ら の 活 性 化 合 物 プ ロ フ ァ イ ル の 階
層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 。 グ レ ー の 化 合 物 は 、 所 与 の シ ス テ ム ま た は シ ス テ ム の 組 み 合 わ せ に
お い て 活 性 の な か っ た も の を 示 す 。 (b) お よ び (c)内 の 化 合 物 は 、 平 均 プ ロ フ ァ イ ル の 教
師 無 し 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ に よ り 配 列 さ れ て い る (一 薬 物 あ た り n=3の 独 立 し た 実 験 )。
【 図 ５ 】 複 数 の 複 合 シ ス テ ム に わ た る 機 能 の 相 同 性 に よ る 薬 物 分 類 。 48の 化 合 物 を 、 3つ
の シ ス テ ム (3C、 SAgお よ び LPS)か ら の 連 結 プ ロ フ ァ イ ル を 用 い て 、 機 能 相 同 性 分 類 に 供 し
た 。 (a) 三 つ の 実 験 か ら の 平 均 対 数 パ ラ メ ー タ ー 発 現 率 の ヒ ー ト マ ッ プ (各 実 験 に お い て n
=3の 複 製 )、  各 シ ス テ ム に お け る 個 々 の パ ラ メ ー タ ー の 増 加 (緑 )、 減 少 (赤 )、 変 化 な し (
黒 )を 示 す 。 (b)平 均 プ ロ フ ァ イ ル デ ー タ の 対 比 較 の ピ ア ソ ン 相 関 ： 正 の 相 関 は 青 (最 も 強
い も の は r>0.9)； 黒 は 相 関 な し (r～ 0)； 黄 色 は 負 の 相 関 を 示 す 。 (a) と (b)の 化 合 物 は 、
尺 度 法 お よ び ピ ボ ッ ト 選 択 法 に よ っ て 自 動 的 に 配 列 し 、 相 関 の 高 い も の を 対 角 線 上 に 移 動
し た 。 (c)有 意 な 相 関 (方 法 を 参 照 )を 直 線 で 示 す 多 次 元 尺 度 を 用 い て 、 二 次 元 的 に 可 視 化
さ れ た 化 合 物 の 関 係 を 表 す 機 能 相 同 性 マ ッ プ 。 直 線 の 長 さ は 化 合 物 プ ロ フ ァ イ ル の 類 似 性
と 反 比 例 す る 。 図 4の よ う に 、 報 告 さ れ て い る 分 類 に よ っ て 化 合 物 は 色 分 け さ れ て い る 。
【 図 ６ 】 代 表 的 な 化 合 物 (p38 MAPK阻 害 剤 の PD169316、 CKII/NFκ B阻 害 剤 の ア ピ ゲ ニ ン 、 H
MG-CoA阻 害 剤 の ア ト ル バ ス タ チ ン 、 ス テ ロ イ ド の デ キ サ メ タ ゾ ン 、 NF-AT阻 害 剤 の シ ク ロ
ス ポ リ ン 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 4阻 害 剤 の R(-)ロ リ プ ラ ム 、 MEK阻 害 剤 の UO126、 な ら び
に c-Rafお よ び p38阻 害 剤 の ZM336372)に 関 す る 、 複 数 の 用 量 (0.03、 0.1、 0.3、 1.0、 3.0、
10.0μ M)で 調 べ た 三 つ の 全 て の シ ス テ ム (3C、 SAg、 LPS)に お け る プ ロ フ ァ イ ル を 描 い た 一
連 の グ ラ フ で あ る 。 全 て の 図 に お い て 、 最 も 高 い 活 性 で あ る が 毒 性 の な い 用 量 を 使 用 し た
。 調 べ た そ れ ぞ れ の 薬 剤 に つ い て 、 同 様 の 用 量 反 応 性 お よ び 毒 性 試 験 を 行 っ た 。
【 図 ７ 】 一 回 ま た は 二 回 の 極 性 化 （ polarization） 後 、 TH1ま た は TH2を 特 性 化 す る バ イ オ
マ ッ プ パ ラ メ ー タ ー 。 ネ ガ テ ィ ブ 選 択 に よ り 単 離 さ れ た CD4+末 梢 血 T細 胞 を 、 TH1ま た は TH
2条 件 下 で 二 回 極 性 化 し た 。 TH1ま た は TH2分 化 の マ ー カ ー の パ ネ ル (横 軸 )を 使 用 し て 、 得
ら れ た T細 胞 集 団 を 特 性 化 し 、 そ れ ぞ れ の 極 性 化 後 の TH1細 胞 と TH2細 胞 間 の 差 を 同 定 す る
た め の 最 も よ い パ ラ メ ー タ ー を 決 定 し た 。 デ ー タ は 、 TH1ま た は TH2条 件 下 で そ れ ぞ れ の マ
ー カ ー を 発 現 す る CD4+T細 胞 の 割 合 の 差 (TH1-TH2 ％ 陽 性 )と し て 表 さ れ て い る 。 示 さ れ て
い る デ ー タ は 、 異 な る ド ナ ー CD4+細 胞 を 用 い た 三 つ の 別 々 の 極 性 化 の 、 平 均 ± SDで あ る 。
0か ら 有 意 に 異 な る 差 を 、 ス チ ュ ー デ ン ト の t検 定 を 用 い て 決 定 し 、 白 四 角 で 示 し た 。
【 図 ８ 】 TH1お よ び TH2極 性 化 に 対 す る 薬 物 の 効 果 。 ネ ガ テ ィ ブ 選 択 に よ り 単 離 さ れ た CD4+
末 梢 血 T細 胞 を 、 TH1ま た は TH2条 件 下 で 二 回 極 性 化 さ れ た 。 二 回 目 の 極 性 化 中 、 薬 物 ま た
は 溶 媒 対 照 を 一 日 お き に 培 養 液 中 に 加 え た (1、 3、 5日 目 )。 マ ー カ ー の パ ネ ル (そ れ ぞ れ の
プ ロ ッ ト の 横 軸 )を 用 い て 、 二 回 目 の 極 性 化 後 の CD4+集 団 の TH1ま た は TH2状 態 を 特 性 化 し
た 。 デ ー タ は 、 培 地 の み の 条 件 下 で 所 定 の マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 (短 い 破 線 )の 割 合 で 標
準 化 さ れ て い る 。 丸 印 の デ ー タ 点 は 、 溶 媒 対 照 の デ ー タ (長 い 破 線 )に 対 し て 、 95%信 頼 区
間 外 に あ る 標 準 化 比 を 表 す 。 TH1極 性 化 条 件 の 場 合 、 1未 満 の TH1マ ー カ ー の 変 化 ま た は 1を
超 え る TH2マ ー カ ー の 変 化 は 、 細 胞 群 の TH2状 態 へ の 移 行 を 意 味 す る 。 逆 に 、 TH2極 性 化 条
件 の 場 合 、 1を 超 え る TH1マ ー カ ー ま た は 1未 満 の TH2マ ー カ ー は 、 細 胞 群 の TH1状 態 へ の 移
行 を 意 味 す る 。 抗 IL-12は 細 胞 が TH1状 態 へ 極 性 化 す る 能 力 を 大 き く 阻 害 す る が 、 TH2極 性
化 用 の 培 養 物 中 に す で に 存 在 し て い る た め 、 TH2状 態 へ の 極 性 化 に は ほ と ん ど 影 響 は な い
こ と に 注 意 さ れ た い 。 デ ー タ は 、 2回 の 実 験 の 代 表 値 で あ る 。
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【 図 ９ 】 LPS刺 激 さ れ た 単 球 サ イ ト カ イ ン 分 泌 へ の 薬 物 の 影 響 。 CD14+単 球 を 、 24ウ ェ ル プ
ラ ス チ ッ ク 組 織 培 養 皿 に 1時 間 接 着 さ せ る こ と に よ り 集 積 し 、 非 接 着 細 胞 を 除 去 し た 。 単
球 を 、 2μ Mの モ ネ ン シ ン (分 泌 阻 害 剤 )存 在 下 に 、 1μ g/mlの LPSで 5時 間 刺 激 し た 。 指 示 濃
度 の 薬 物 ま た は 溶 媒 対 照 (DMSO)は 、 LPS刺 激 の 15分 前 に 加 え 、 そ の 5時 間 全 体 に わ た り 存 在
し て い た 。 ア ネ キ シ ン V染 色 は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 示 す 。 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン は 、 細 胞 を
培 養 デ ィ ッ シ ュ か ら か き 取 っ た 後 、 細 胞 を 固 定 お よ び 透 過 処 理 し て 検 出 し た 。 デ ー タ は 、
特 定 の パ ラ メ ー タ ー に 関 し て 染 色 陽 性 の 細 胞 の 割 合 と し て 表 さ れ て い る 。 デ ー タ は 、 異 な
る 日 に 行 っ た 3回 の 実 験 の 代 表 値 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

(23) JP 2007-503841 A 2007.3.1



【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

(25) JP 2007-503841 A 2007.3.1



【 国 際 調 査 報 告 】
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