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요약

본 발명의 일반적 특징은 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 자극된 세포의 사멸을 유도하는데 있다. 본 발명은 포

유류, 예컨대 사람에게 치료 목적을 위해 조성물을 투여하는 것을 포함하는 세포 사멸을 유발하는 조성물

을 투여하는 방법; 조성물, 예컨대 Ca
2+
 유입 차단제 및 세포 사멸이 유발될 세포를 정상적으로 자극하는 

약제를 갖는 조성물; 조성물의 키트, 예컨대 Ca
2+
 유입 차단제 및 세포 사멸이 유발될 세포를 정상적으로 

자극하는 약제를 포함하는 키트; 이러한 조성물 또는 조성물의 키트의 항염증제 및/또는 항증식제로서의 

용도; 및 세포 사멸을 유발하는데 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제의 용도 또는 Ca

2+
 

유입 차단제 및 약제의 용도를 포함한다. 본 발명은 또한 Ca
2+
 유입 차단제 또는 Ca

2+
 유입 차단제와 세포 

사멸을 유발하도록 세포를 정상적으로 자극하는 약제의 조합물을 사용한 처리에 대한 병든 동물의 감수성

을 진단하는 방법을 포함한다. 본 발명은 또한 Ca
2+
 유입 차단제로서 강력한 화합물을 스크리닝하는 방법

을 포함한다. 

대표도

도1

명세서

기술분야

본 발명은 증식성 질병을 치료하는 방법을 포함한, 자극된 세포의 사멸을 유도하는 Ca
2+
 유입 차단제의 용

도에 관한 것이다.

배경기술

암 치료는 대부분 정상 조직에 해를 끼치지 않으면서 암 세포의 성장을 막거나 제어하는 것을 목적으로 
한다.  따라서, 암 세포를 정상 세포로부터 구별짓는 특징들을 확인하여 이들 차이점에 특정 치료제를 적
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용시키려하는 연구가 실행되어 왔다.

대부분, 정상적인 세포의 성장 및 발육은 가용성의, 분비 리간드와 자극된 세포의 표면상에 존재하는 특
정 수용체간의 상호 작용에 의해 조절된다(Cell, 61:203-12[1990]).  세포 성장의 조절에 있어서 이들의 

중요한 역할을 고려할 때, 다수의 성장 인자 또는 이들의 수용체는 neu, EGF
R
(v-erb-b), c-fms(CSF-1

R
) 및 

c-키트를 포함한 원종양유전자로 공지되어 있고, 이들 예에서 정상적인 성장 자극과 및 비정상적인 성장 
자극간의 밀접한 관계를 나타낸다.  성장 인자 또는 이들 수용체가 종양 세포의 발생 및/또는 유지에 관
계되어 있으므로, 상기 분자는 이들의 자극 활성을 상쇄시키거나 중화시키는 것을 목적으로 하는 특정 치
료제의 유효한 타겟으로 여겨질 수 있다.

c-키트 수용체는 부적합한 발현 또는 돌연변이가 다수의 종양과 관련되어 있는 예이다.  골수성 백혈병
(Siitonen 일행, 1994)에서 흔히 발견되는 이외에, c-키트는 소세포 폐암(Hida 일행, 1994), 여성 생식기
관의 종양(Inoue 일행, 1994) 및 유방암(Hines 일행, 1995)에서 높은 비율로 발견된다.  이러한 많은 경
우, 종양 세포는 c-키트 및 SLF를 발현하여 종양 형성에 기여하는 오토크린(autocrine) 자극을 일으킨다.  
또한, c-키트에서 일반적인 우세한 활성화 돌연변이는 인간, 마우스 및 레트의 비만 세포에서 확인되었다
(Tsujimura 일행, 1994; Tsujimura 일행, 1995; Kanakura 일행, 1994; Kitayama 일행, 1995).

우성-전이 종양 유전자 및 종양 억제제 기능 손실이 많은 형태의 암에 관련되어 있다.  예컨대, 몇몇 연
구는 초기 유방암 세포에서 성장 인자 수용체의 돌연변이, 부적합한 발현, 과도발현 및 오토크린 자극을 
제시하고 있다(Lupu 일행, 1992; Ethier 일행, 1995; LeJeune 일행, 1993).  결과적으로 많은 연구자들은 
이들 분자를 특정 타겟으로 한 혁신적인 방법을 추구하고 있다(Kopreski 일행, 1996; Fry 일행, 1995; 
Levitzki 일행, 1995).  종양 억제제 기능 손실이 세포 사멸의 생리학적 메카니즘에 더 이상 종속되지 않
는 세포 생성을 통한 암 세포 형성에 기여할 수 있다는 것은 명확하다.  종양 억제제 기능의 손실은 유방
암에서도 널리 입증되고 있다(Horak 일행, 1991; Thor 일행, 1992; Wang 일행, 1993; Bargou 일행, 1995; 
Krajewski 일행, 1995; Lee 일행, 1995).  종양 억제제 기능 손실의 중요한 결과는 통상적인 형태의 항암 
치료를 견딜 수 있는 것이다(Lu 일행, 1996; Korsmeyer, 1995).

다수의 항증식제가 현재 암 치료에 사용되고 있다.  대부분, 이들은 빠르게 분열하는 세포에 특이적으로 
작용되게 고안되었다.  그러나, 세포 분열은 신체의 많은 세포 유형에서 정상적으로 생기는 것이므로, 정
상 조직에 대한 독성이 흔히 발견되어, 이들 약품의 용도 및 유효성이 제한된다.

이와 유사하게, 비정상적인 또는 과도한 세포의 활성 및 증식은 많은 염증 상태의 특징이기도 하다.  예
컨대, 자가면역 질병은 면역계의 세포가 병에 걸린 개체에 존재하는 자가항원을 인식하여 반응하는 상황
을 나타낸다.  현재 치료는 불특정 방식으로 면역 세포 반응을 약화시키는 경향이 있어, 감염 및 기타 바
람직하지 않은 결과를 초래한다.

알레르기성 질병은 부적합한 활성화 신호가 중요한 이환상태를 야기하는 또 다른 상황을 나타낸다.

따라서, 이러한 또는 기타 상황에서, 특성 성장 또는 활성화 신호에 반응하는 세포에 대해 우수한 특이성
을 갖는 치료법이 요청되고 있다.

세포내 저장으로부터 Store-Operated Channels(lcrac 채널로 칭함)을 통한 세포외 Ca
2+
의 유입에 따른 Ca

2+

의 이동(Hoth 일행, 1992; Hoth 일행, 1993; Penner 일행, 1993)은 많은 성장 인자, 항원, Fc 및 G-단백
질-결합 수용체에 의해 개시되는 통상적인 신호이다.  상기 신호는 다양한 동형 포스포리파제 C(PLC)의 

활성화 결과로서, 제 2 메신저인 IP3 및 디아실글리세롤의 형성을 야기한다(Rhee, 1991).  세포내 Ca
2+
의 

빠른 증가에 이은 점진적인 감소는 유사분열촉진, 활성화 및 세포 이동을 포함하는 다수의 세포 작용에 
관련되어 있다(Lewis 일행, 1995).

Ca
2+
 유입이 아포프토시스의 조절 또는 다수의 세포 유형에서의 예정된 세포 사멸과 관련되어 있지만, 아

포프토시스에서 Ca
2+
 유입의 정확한 역할은 밝혀지지 않았다(Orrenius 일행, 1992; Nicotera 일행, 1994; 

Dowd 일행, 1995).  Ca
2+
 이오노포어에 의한 유도와 같은 과도한 세포내 Ca

2+
의 수준은 다수의 실험계에서, 

아포프토시스를  유도하는  것으로  알려져  있다(Kizaki  일행,  1989;  Tadakuma  일행,  1990).   비장세포

(splenocytes)에서의  아포프토시스는 Ca
2+

-의존  엔도뉴클레아제와  관련되어  있음을  나타내고(Ribeiro 

일행, 1993), 세포내 Ca
2+
의 증가는 활성화된 T-세포 하이브리도마(Mercep 일행, 1989) 및 미성숙 흉선세

포(MeConkey 일행, 1989)의 아포프토시스와 관련되어 있다.  최근에 Takata 일행(Takata 일행, 1995)은 

B-세포의 표면-IgM-매개 아포프토시스가 PLC-γ 부재하에 감소되며, 이러한 형태의 아포프토시스는 Ca
2+ 

이동과 관련되어 있음을 밝혔다.  이러한 관찰과는 대조적으로, 어떤 세포는 Ca
2+ 
유입에 의해 아포프토시

스로부터 보호되는 것 같다.  예컨대, IL-3 의존 비만 세포 및 세포주는 Ca
2+
 이오노포어의 부가에 의한 

성장 인자 제거로 매개된 아포프토시스로부터 보호되어지고(Rodriguez-Tarduchy 일행, 1992), 예정된 신

경의 사멸도 또한 세포내 Ca
2+
의 중가에 의해 억제된다(Lampe 일행, 1995).

아포프토시스에 대한 긍적적인 및 부정적인 효과와 관련된 특정 단백질은 확인되어 있다.  Bcl-2는 C. 
elegans ced-9가 원형인 관련 단백질 군의 일원이다.  일계 군의 계통(Bcl-2 포함)이 아포프토시스 신호
로부터 세포를 보호하는 반면, 다른 계통(bax, 상기 군의 프로-아포프토시스성 멤버를 포함)은 아포프토
시스를 증진시킨다.  이는 이들 두 계통간의 균형이 세포가 아포프토시스로 사멸하거나 생존하는지의 여
부를 결정하는 것임을 제시한다(Oltvai 일행, 1993).

Bcl-2 단백질의 과도한 발현은 방사선, 화학요법약제, 산화제 및 스테로이드 제제를 포함하는 다양한 약
품에 의해 유도되는 아포프토시스로부터의 보호를 유도한다(Korsmeyer, 1995).  그러나, 기타 아포프토시
스성 신호는 Bcl-2에 영향을 받지 않는 것으로 나타난다.  이들은 TNF, Fas 활성화, 활성화-유도 세포 사
멸,  WEHI-231  세포의  항-IgM  치료  및  초항원-매개  클론의  결실에  의해  유도된  세포  사멸을 유도한다
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(Ashwell  일행, 1987;  Smith  일행, 1989;  Jones  일행, 1990;  Sentman  일행, 1991;  Brown  일행, 1992; 
Cuende 일행, 1993; Memon 일행, 1995; Miura 일행, 1995).  어떤 경우에는, 이들 아포프토시스성 신호가 
아포프토시스에서 이들 효소의 관련이 제시되는 프로테아제의 인터류킨-1β 전환 효소(ICE)군의 억제제에 
의해 중화될 수 있다고 알려져 있다(Enari 일행, 1995; Chinnaiyan 일행, 1996).  

Ca
2+
 유입 차단제로 공지된 케토티펜(ketotifen)은 고농도에서 비만 세포의 활성화 및 단핵성 세포의 증식

을 억제한다고 보고되었다(Gushchin 일행, 1985).  케토티펜은 신경섬유종에서 비만 세포-관련 증상을 조
절하는데 사용될 수 있다고 알려져 있다(Riccardi 일행, 1987; Riccardi 일행, 1993).  케토티펜은 또한 
전신성 비만 세포증의 증상을 억제하는데 유효하다고 알려져 있다(Povoa 일행, 1991).  케토티펜은 PHA 
또는 파상풍 독소를 제외한 항원의 T-세포 반응을 억제하는 것으로 알려져 있다(Kondo 일행, 1994).  케
토티펜은 유사분열촉진인자-자극 림프구 증식을 억제할 수 있다고 보고되었다(Petrasch 일행 1993).  고
농도의 케토티펜은 또한 T-림프구 유사분열촉진 인자를 억제하였고, 삼인산 아데노신은 림프구 및 U937 

인간 단구 전구체 세포주 각각에서 세포내 Ca
2+
의 증가를 자극하였다.  그러나, 생체내 실험에서, 1mg의 

케토티펜을 1일 2회, 7일 동안 건강한 지원자에게 치료했을 때, 순환 림프구의 갯수나 조성은 변화하지 
않았다.

또 다른 Ca
2+
 유입 차단제인 에코나졸(Econazole)은 1㎍/㎖에서 NS1/Ag4 골수종 세포의 세포 생존력 및 세

포 갯수를 감소시키는 것으로 드러났다(denyer 일행, 1985).

Ca
2+
 유입 억제 특성을 갖는 CAI 화합물은 종양 세포의 성장과 FSF에 대응한 HUVECs의 성장을 억제하는 것

으로 보고되었다(Kohn 일행 1992; Kohn 일행 1994a; Kohn 일행 1994b).

칼슘 채널 차단제 화합물을 사용하여 종양 성장 및 전이를 억제시키는 것은 미국 특허 제 4,690,935호에 
기재되어 있다(Taylor 일행, 1987).  종양 성장 및 전이를 억제시키기 위해 칼슘 채널 차단제 화합물 및 
백금 배위 화합물을 투여하는 것은 미국 특허 제 4,906,646호에 기재되어 있다(Honn 일행, 1990).  

클로트리마졸(Clotrimazole)은 시험관에서 3T3 세포의 세포내 저장으로부터 세포 증식을 억제하는 수준으

로 Ca
2+
를 방출하는 것으로 나타났다.  Ca

2+ 
풀(pool)에 대한 클로트리마졸의 효과는 가역적인 것으로 나타

났다.  클로트리마졸은 인간 흑색종 세포에 의해 SCID 마우스에서 생긴 실험적 폐 전이의 수에 대해 억제 
효과를 갖는 것으로 밝혀졌다(Benzaquen 일행, 1995). 

발명의 요약

일반적으로 본 발명은 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 자극된 세포의 사멸을 유도하는 것을 특징으로 한다.  다

양한 측면에서, 본 발명은 치료를 목적으로 인간과 같은 포유 동물에 대해 조성물을 투여하는 방법; 조성

물, 예컨대, Ca
2+
 유입 차단제 및 세포 사멸이 유도될 세포를 정상적으로 자극시키는 약제를 갖는 조성물; 

조성물 키트, 예컨대, Ca
2+
 유입 차단제 및 세포 사멸이 유도될 세포를 정상적으로 자극시키는 약제를 갖

는 키트; 항염증제 및/또는 항증식제로서 이러한 조성물 또는 키트 조성물의 용도; 및 세포 사멸을 유도

하는 데 사용하기 위한 약물 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제의 용도 또는 Ca

2+
 유입 차단제 및 약제의 용

도를 포함한다.  본 발명은 Ca
2+
 유입 차단제 또는 Ca

2+
 유입 차단제와 세포 사멸을 유발하도록 세포를 정

상적으로  자극하는  약제의  조성물을  사용한  질병에  걸린  동물의  처리  용이도를  진단하는  방법을 

포함한다.  본 발명은 Ca
2+
 유입 차단제로서 강력한 화합물을 스크리닝하는 방법을 포함한다.

발명의 상세한 설명

본 발명에서, 세포 또는 세포 수용체를 정상적으로 자극하는 약제 또는 인자 또는 리간드 또는 작용물질
은 세포 또는 수용체를 자극하는 것이다.  이러한 자극은 일반적으로 세포의 성장, 생존 및/또는 활성화
를 증진시킨다.  즉, 본 발명에 따르면, 세포 사멸은 실제로 자극된 세포에서 유도된다.  이하에 기술되
는 상세한 특정 실시예에 따르면, SLF 존재하에서 배양될 때, 정상적으로 자극되는 비만 세포는 SLF 및 

Ca
2+
 유입 차단제의 조합물의 존재하에서 배양될 때, 사멸이 유도된다.  일반적으로, 이러한 정상적인 자

극은 세포로의 Ca
2+
 유입에 의해 이루어진다.  

바람직한 Ca
2+
 유입 차단제는 비전압 게이팅 유입 차단제이다.

바람직한 치료 대상은 인간이다.

본 발명의 바람직한 방법은 유효량의 Ca
2+
 유입 차단제 및 Ca

2+
 유입을 수반하는 유효량의 인자를 포유 동

물에 투여하는 것을 포함하는, Ca
2+
 유입을 수반하는 인자에 의해 자극될 수 있는 사멸시킬 필요가 있는 

포유 동물 세포의 사멸을 유도하는 방법이다. 

본 발명의 바람직한 구체예에 따르면, 본 발명은 Ca
2+
 유입을 수반하는 약제로써 세포 수용체의 리간드에 

의해 자극되는 세포를 갖는 포유 동물에서, 유효량의 Ca
2+
 유입 차단제 및 유효량의 리간드를 포유 동물에 

투여하는 것을 포함하는, 세포의 사멸을 유도하는 방법에 관한 것이다.

본 발명의 바람직한 구체예에 따르면, 본 발명은 유효량의 Ca
2+
 유입 차단제 및 유효량의 약제를 포유 동

물에 투여하는 것을 포함하는, 상기 약제와 결합시 세포로 칼슘 유입 및 포스포리파제 C의 활성화를 유도
하는 수용체를 갖는 사멸시킬 필요가 있는 포유 동물 세포의 사멸을 유발하는 방법에 관한 것이다.

본 발명의 다른 구체예에 따르면, 본 발명은 유효량의 비전압 게이팅 Ca
2+
 유입 차단제 및 유효량의 Ca

2+
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유입을 수반하는 인자를 포유 동물에 투여하는 것을 포함하는, Ca
2+
 유입을 수반하는 인자에 의해 자극될 

수 있는 사멸시킬 필요가 있는 포유 동물 세포의 사멸을 유도하는 방법에 관한 것이다. 

인자 또는 약제등은 예컨대, 세포의 수용체에 대한 작용 물질성 항체 또는 세포 수용체의 천연 리간드일 
수 있다.

세포는 비만 세포, 단구, 대식세포, 섬유아세포, T세포, B세포, 호염기구 또는 암세포일 수 있다.

포유 동물은 증식성 질병 치료가 필요할 수 있고, 예컨대, 암, 특히 유방암에 걸린 사람, 또는 알레르기 
또는 자가면역 장애에 걸린 환자일 수 있다.

사멸이 유도되는 세포(또는 세포의 군)는 예컨대, c-키트 수용체 또는 돌연변이 c-키트 수용체, T세포 수
용체, CD3, FcγRII, FcγRIII, FcεRI, G-단백질-결합 수용체, 봄베신 수용체, 가스트린 방출 펩티드 수
용체, 브라디키닌 수용체, 카르바콜 수용체, 무스카린성 분자 수용체, CCK-8 수용체, 바소프레신 수용체, 
뉴로키닌 수용체, P 물질 수용체, 퓨린성 분자 수용체, TGF-α 수용체, EGF 수용체, 헤레굴린 수용체, 
ebrB1 수용체, ebrB2 수용체, ebrB3 수용체, ebrB4 수용체, PDGF 수용체, SLF 수용체, FLT-3 리간드 수용
체, 염기성 FGF 수용체, 산성 FGF 수용체, 에노텔린 수용체, NGF 수용체, VEGF 수용체 및 HGF 수용체로 
구성된 군으로 부터 선택된 표면 수용체를 갖는다.

상기 세포에 투여되는 약제 또는 인자는 SLF, TGF-α, EGF, 헤레굴린, ebrB1에 대한 작용물질, ebrB2에 
대한 작용물질, ebrB3에 대한 작용물질, ebrB4에 대한 작용물질, PDGF A, PDGF B, FLT-3 리간드, 염기성 
FGF, 산성 FGF, 에노텔린, NGF, VEGF, HGF, TCR에 대한 작용물질, CD3 수용체에 대한 작용물질, FcγRII 
수용체에 대한 작용물질, FcγRIII 수용체에 대한 작용물질, FcεRI 수용체에 대한 작용물질, G-단백질-
결합 수용체에 대한 작용물질, 봄베신, 가스트린, 가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 카르바콜, 무스카
린성 수용체에 대한 작용물질, CCK-8, 바소프레신, 뉴로키닌, P 물질, 퓨린성 수용체에 대한 작용물질, 
ATP, 아데노신 및 1,25-디히드록시 비타민 D3 및 이들의 결합물로 구성된 군으로부터 선택될 수 있다. 

세포는 기능항진 면역 세포일 수 있고, 방법은 항체를 포함할 수 있으며, 인자는 예컨대 항체에 대한 항
원일 수 있다.  세포는 IgE가 세포에 결합된 기능항진 면역 세포일 수 있고, 또 인자는 예컨대 IgE의 작
용물질일 수 있다.  

세포는 IgE 수용체를 포함할 수 있고, 또 인자는 수용체에 대한 항체일 수 있다.

세포는 호염기구 또는 비만 세포일 수 있다.

Ca
2+
 유입 차단제 및 인자, 리간드 등은 별도로 투여될 수 있다.

바람직한 구체예에 따르면, Ca
2+
 유입 차단제는 약제보다 먼저 투여된다. 

다른 바람직한 구체예에 따르면, 약제/인자 등 및 Ca
2+
 유입 차단제는 단일 단계로 투여된다. 

바람직하게, Ca
2+
 유입 차단제의 부재하에서, 이러한 약제에 의한 세포의 자극은 일반적으로 세포의 성장, 

생존 및/또는 활성화를 증진시킨다.

특히 구체예로서, 세포는 c-키트 수용체를 발현시키고, 이때 방법은 포유 동물에 대해 유효량의 c-키트 
리간드를 투여하는 것을 포함한다.

환자는 백혈병, 종양 성장 또는 폐암에 걸린 환자일 수 있다.

본 발명의 인자는 세포의 수용체에 결합되어 통상적으로 세포의 증식을 야기하는 성장 인자일 수 있다. 

환자는 암 또는 과형성증에 걸린 환자일 수 있다.

인자는 단백질일 수 있다.

인자는 상기 세포의 수용체에 결합되어 Ca
2+
 유입 차단제의 부재하에서, 통상적으로 세포의 수명을 연장시

키는 생존 인자일 수 있다.

특정 구체예에 따르면, 세포는 조혈 전구 세포이다.

인자는 상기 세포의 수용체에 결합되어 Ca
2+
 유입 차단제의 부재하에서, 통상적으로 세포의 활성화를 야기

하는 활성화 인자일 수 있다.

Ca
2+
 유입 차단제는 하나 이상의 Ni

2+
,  케토티펜,  에코나졸,  테니뎁,  CAI, Cd

2+
, Co

2+
, La

3+
, Mn

2+
, SKF-

96365 및 크로몰린 또는 이들의 조합물일 수 있다.

특정 구체예에 따르면, 본 발명은 유효량의 Ca
2+
 유입 차단제를 포유 동물에 투여하는 것을 포함하는, 포

유 동물의 구성적으로 활성화된 사멸시킬 필요가 있는 세포의 사멸을 유발하는 방법에 관한 것이다.  바

람직하게는, 이러한 활성화는 비활성화된 상태일 때, 상기 세포에서의 Ca
2+
 농도 이상으로 Ca

2+
 농도의 상

승을 야기한다.  구성적 활성화는 돌연변이 c-키트 수용체의 존재로 인한 것일 수 있다.  환자는 비만 세
포증에 걸린 환자일 수 있다.

다른 구체예에 따르면, 본 발명은 유효량의 Ca
2+
 유입 차단제를 포유 동물에 투여하는 것을 포함하는, 오

토크린 자극되는 사멸시킬 필요가 있는 포유 동물 세포의 사멸을 유발하는 방법에 관한 것이다.  Ca
2+
 유

입 차단제는 Ni
2+
일 수 있다.
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다른 구체예에 따르면, 본 발명은 Ca
2+
 유입 차단제 및 세포의 수용체에 정상적으로 결합되어 세포내로 

Ca
2+
 유입을 야기시키는 인자를 포함하는, 세포 성장을 저해하는 항증식성 약제로서 포유 동물에 투여하기 

위한 약제학적 조성물에 관한 것이다.

상기 조성물은 이러한 인자가 수용체에 정상적으로 결합하여 포스포리파제 C의 활성화를 야기하는 것일 

수 있다.  조성물은 비전압 게이팅 Ca
2+
 유입 차단제인 Ca

2+
 유입 차단제를 포함할 수 있다.  상기 인자는 

수용체에 대한 작용물질성 항체일 수 있다.  인자는 수용체의 천연 리간드일 수 있다.  인자는 SLF, TGF-
α, EGF, 헤레굴린, ebrB1에 대한 작용물질, ebrB2에 대한 작용물질, ebrB3에 대한 작용물질, ebrB4에 대
한 작용물질, PDGF A, PDGF B, FLT-3 리간드, 염기성 FGF, 산성 FGF, 에노텔린, NGF, VEGF, HGF, TCR에 
대한 작용물질, CD3 수용체에 대한 작용물질, FcγRII 수용체에 대한 작용물질, FcγRIII 수용체에 대한 
작용물질, FcεRI 수용체에 대한 작용물질, G-단백질-결합 수용체에 대한 작용물질, 봄베신, 가스트린, 
가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 카르바콜, 무스카린성 수용체에 대한 작용물질, CCK-8, 바소프레신, 
뉴로키닌, P 물질, 퓨린성 수용체에 대한 작용물질, ATP, 아데노신 및 1,25-디히드록시 비타민 D3 및 이들

의 조합물로 구성된 군으로부터 선택될 수 있다.  특히, 조성물은 인자로서 SLF를 포함한다.

조성물은 면역 세포의 표면 항체의 항원을 포함할 수 있다.

조성물은 IgE에 대한 작용물질인 인자를 포함할 수 있다.

조성물은 상기 Ca
2+
 유입 차단제의 부재하에서 통상적으로 수용체에 결합하여 상기 세포의 성장, 생존 및/

또는 활성화를 증진시키는 인자를 포함할 수 있다.  

다른 요지에 따르면, 본 발명은 Ca
2+
 유입 차단제 및 통상적으로 세포의 수용체에 결합하여 세포 내로 Ca

2+
 

유입을 야기시키는 인자를 포함하는, 포유 동물에서 세포 성장을 억제하는 데 사용하기 위한 약제학적 조
성물의 키트에 관한 것이다.  인자는 통상적으로 수용체에 결합하여 포스포리파제 C의 활성화를 야기하는 
것일 수 있다.

Ca
2+
 유입 차단제는 비전압 게이팅 Ca

2+
 유입 차단제일 수 있다.

조성물의 인자는 수용체에 대한 작용물질성 항체일 수 있다.  인자는 수용체의 천연 리간드일 수 있다.  
인자는 SLF, TGF-α, EGF, 헤레굴린, ebrB1에 대한 작용물질, ebrB2에 대한 작용물질, ebrB3에 대한 작용
물질, ebrB4에 대한 작용물질, PDGF A, PDGF B, FLT-3 리간드, 염기성 FGF, 산성 FGF, 에노텔린, NGF, 
VEGF, HGF, TCR에 대한 작용물질, CD3 수용체에 대한 작용물질, FcγRII 수용체에 대한 작용물질, Fcγ
RIII 수용체에 대한 작용물질, FcεRI 수용체에 대한 작용물질, G-단백질-결합 수용체에 대한 작용물질, 
봄베신, 가스트린, 가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 카르바콜, 무스카린성 수용체에 대한 작용물질, 
CCK-8, 바소프레신, 뉴로키닌, P 물질, 퓨린성 수용체에 대한 작용물질, ATP, 아데노신 및 1,25-디히드록
시 비타민 D3 및 이들의 조합물로 구성된 군으로부터 선택될 수 있다.  특히, 인자는 SLF일 수 있다.

인자는 면역 세포의 표면 항체의 항원일 수 있다.

인자는 IgE에 대한 작용물질일 수 있다.

인자는 상기 Ca
2+
 유입 차단제의 부재하에서 통상적으로 수용체에 결합하여 상기 세포의 성장, 생존 및/또

는 활성화를 증진시키는 인자일 수 있다.  

다른 구체예로서, 본 발명은 항증식제 또는 항염증제로서 본 발명의 약제학적 조성물의 용도를 포함한다.

본 발명의 약제학적 조성물의 키트는 항증식제 또는 항염증제로서 사용될 수 있다.

본 발명은 세포 성장을 억제하는 약제로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서, Ca
2+
 유입 차단제 및 통상

적으로 세포의 수용체에 결합하여 세포 내로 Ca
2+
 유입을 야기시키는 인자의 용도를 포함한다. 

본 발명은 상기 세포 성장을 억제하는 약제로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서, 본 발명의 Ca
2+
 유입 

차단제 및 수용체에 결합되어 통상적으로 포스포리파제 C의 활성화를 야기하는 인자의 용도를 포함한다. 

본 발명은 상기 세포 성장을 억제하는 약제로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서, 본 발명의 Ca
2+
 유입 

차단제 및 인자의 용도를 포함하고, 이때, 상기 Ca
2+
 유입 차단제는 비전압 게이팅 Ca

2+
 유입 차단제이다.

특정 구체예에 따르면, 본 발명은 상기 세포 성장을 억제하는 약제로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어

서, 본 발명의 Ca
2+
 유입 차단제 및 수용체에 대한 작용물질성 항체인 인자의 용도를 포함한다.

특정 구체예는 상기 세포 성장을 억제하는 약제로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서, 본 발명의 Ca
2+
 

유입 차단제 및 수용체의 천연 리간드인 인자의 용도를 포함한다.

특정 구체예는 상기 세포 성장을 억제하는 약제로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서, 본 발명의 Ca
2+
 

유입 차단제 및 SLF, TGF-α, EGF, 헤레굴린, ebrB1에 대한 작용물질, ebrB2에 대한 작용물질, ebrB3에 
대한  작용물질,  ebrB4에  대한  작용물질,  PDGF  A,  PDGF  B,  FLT-3  리간드,  염기성  FGF,  산성  FGF, 
에노텔린, NGF, VEGF, HGF, TCR에 대한 작용물질, CD3 수용체에 대한 작용물질, FcγRII 수용체에 대한 
작용물질, FcγRIII 수용체에 대한 작용물질, FcεRI 수용체에 대한 작용물질, G-단백질-결합 수용체에 
대한 작용물질, 봄베신, 가스트린, 가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 카르바콜, 무스카린성 수용체에 
대한 작용물질, CCK-8, 바소프레신, 뉴로키닌, P 물질, 퓨린성 수용체에 대한 작용물질, ATP, 아데노신 
및 1,25-디히드록시 비타민 D3 및 이들의 조합물로 구성된 군으로부터 선택된 인자의 용도를 포함한다.  
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인자는 특히 SLF일 수 있다.

바람직한 구체예는 세포 성장을 억제하는 약제로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서, 본 발명의 Ca
2+
 유

입 차단제 및 면역 세포 표면 항체의 항원인 인자의 용도를 포함한다.

특정 구체예는 세포 성장을 억제하는 약제로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서, 본 발명의 Ca
2+
 유입 

차단제 및 IgE에 대한 작용물질인 인자의 용도를 포함한다.

특정 구체예는 세포 성장을 억제하는 약제로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서, 본 발명의 Ca
2+
 유입 

차단제 및 수용체에 통상 결합하여 상기 Ca
2+
 유입 차단제의 부재하에 상기 세포의 성장, 생존 및/또는 활

성화를 증진시키는 인자의 용도를 포함한다.

다른 구체예에 따르면, 본 발명은 조직 샘플이 정상 조직과 비교하여 상승된 PLC 활성 정도를 갖는지를 
분석하는 단계를 포함하며, 활성화된 PLC의 상승 정도는 세포가 상기 처리에 감수성이라는 것을 나타내는 

것을 특징으로 하는 병든 포유 동물 세포가 Ca
2+
 유입 차단제 또는 세포의 수용체를 더욱 활성화시키는 인

자 및 차단제에 처리되는 감수성을 진단하는 방법에 관한 것이다.

이러한 방법은 또한 병든 조직 샘플을 수득하는 것을 포함할 수 있다.

또한 이 방법은 소정 양의 상기 조직으로부터 수득되는 PLC의 존재하에 반응하는 PLC 기질의 양을 조절하
는 것을 포함하는 분석 단계를 포함할 수 있다.  이 방법은 효소-결합 면역 흡착법에 의해 소정 양의 상

기 조직으로부터 PLC를 단리하는 것을 포함할 수 있다.  PLC 기질은 [
3
H]-PIP2일 수 있다.

또 다른 구체예에서, 본 발명은 

약제의 존재하에, 세포 내로 Ca
2+
의 유입을 증진시키는 활성화 수용체를 갖는 제 1군 세포를 배양하는 단

계;

약제의 존재하에, 제 2군 세포 내로 Ca
2+
의 유입을 증진시키는 활성화 수용체가 결핍된 제 2군 세포를 배

양하는 단계; 

약제의 부재하에, 제 1군 세포의 성장이 제 1군 세포에 상응하는 제 1 소정 수준 미만인지의 여부를 확인
하는 단계; 및

약제의 부재하에, 제 2군 세포의 성장이 제 2군 세포에 상응하는 제 2 소정 수준과 실질적으로 동일한 지
의 여부를 확인하는 단계를 포함하며,

여기서, 제 1군 세포의 성장이 제 1 소정 수준 미만이고, 제 2군 세포의 성장이 제 2 소정 수준과 실질적

으로 동일하다는 것은 상기 약제가 Ca
2+
 차단제임을 나타내는 것을 포함하는 Ca

2+
 유입 차단제인 약제를 스

크리닝하기 위한 방법에 관한 것이다.

제 1군 세포의 수용체는 구성적으로 활성화될 수 있거나, 또는 제 1군 세포의 수용체는 오토크린 자극처
리되거나, 또는 제 1군 세포의 수용체는 외래 물질에 의해 활성화된다.

이 물질은 제 1군 세포의 수용체의 천연 리간드일 수 있다.  제 1군 세포의 수용체 및 제 2군 세포의 수
용체는 동일한 수용체일 수 있다.

특별한 구체예에서, 수용체는 c-키트 수용체, EGF에 대한 수용체 및 FGF에 대한 수용체로 구성된 군으로
부터 선정된다.

바람직하게는, 제 1군 세포 및 제 2군 세포는 인체 세포이다.

바람직하게는 제 1군 세포는 비만 세포이고, 제 2군 세포는 비만 세포이며, 수용체는 c-키트 수용체이고 
또 제 1군 세포는 SLF의 존재하에서 배양된다.

특별한 구체예에 따르면, 제 1군 세포는 제 1군 세포의 상기 수용체와 형질감염된다.

도면의 간단한 설명

도 1A 내지 1F는 Ca
2+
 유입 차단제를 사용한 성장 또는 활성화 신호의 조합을 통해 BMMC의 사멸 유도를 도

시하고 있다.  '재료 및 방법'에 기재된 바와 같이, 세포독성 시험을 실시하였다.  도 1A 내지 1C에서, 

BMMC를 지시량의 케토티펜(도 1A), 에코나졸(도 1B) 또는 Ni
2+
(도 1C)을 갖는 SLF(모든 경우, 500 ng/mL) 

또는 IL-3(모든 경우, 25% WEHI-3 조건화 배지)과 함께 배양하였다.  도 1D에서는 BMMC를 IL-3, 및 지시

량의 SLF와 함께 배양하였다.  도면 중 원형 표시는 Ni
2+
 2.5 밀리몰을 포함하고 또 사각형 표시는 Ni

2+
를 

포함하지 않는 것이다.  도 1E에서는 BMMC를 IgE 항-DNP 단클론성 SPE-7로 도포한 다음, IL-3와 지시량의 
DNP-HSA(Ag), 5μM에코나졸(원형 표시) 또는 에코나졸없이(사각형 표시) 배양하였다.  도 1F에서는 BMMC
를 IL-3과 지시량의 P 물질, 5μM의 에코나졸(원형 표시) 또는 에코나졸 없이(사각형 표시) 배양하였다.  
모든 경우에서, 사멸 세포의 비율은 배양 24시간 후, 트립판 블루의 배제 가능여부에 따른 세포를 계산함
으로써 측정하였다.  오차 막대표시는 3번 측정함으로써 결정된 표준 오차를 의미한다.

도 2A 및 2B는 32D-키트 또는 SLF와 Ca
2+
 유입 차단제를 가진 p815 세포에서 세포 사멸 유도를 도시하고 

있다.  32D-키트(도 2A) 또는 p815(도 2B)세포를 SLF(굵은 막대) 또는 IL-3(줄무늬 막대)과 지시 농도의 

Ca
2+
 유입 차단제와 함께 배양하였다.  배양 18시간 후 트립판 블루 배제에 의해 세포 사멸을 측정하였다.

도 3A  내지 3E는 다양한 인자 및 Ca
2+
 유입 차단제와 배양된 32D-키트 세포의 모양을 도시하고 있다.  
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32D-키트 세포를 SLF 단독(도 3A), IL-3 단독(도 3B), 5 μM 에코나졸 및 SLF(도 3C), 또는 5 μM 에코나
졸 및 IL-3(도 3D)과 18시간 동안 배양하였다.  도 3E는 세포를 부가 인자 없이 배양한 것이다.  세포를 
400배 배율의 위상차하에서 촬영하였다.  

도 4는 세포성 DNA 함량의 함수로서 32D-키트 세포의 상대적인 수(y-축)의 관계를 도시하고 있다.  32D-
키트 세포를 SLF 단독(도 4A), IL-3 단독(도 4B), 8 μM 에코나졸 및 SLF에서(도 4C), 또는 8 μM 에코나
졸 및 IL-E(도 4D)과 18시간 동안 배양하였다.  도 4E에서는 세포를 부가된 인자없이 배양하였다.  세포
를  '재료  및  방법'에서  기재한  바와  같이  프로피듐  요오드로  염색한  다음,  유동  세포계산법(flow 
cytometry)에 의해 DNA 함량을 분석하였다.   

도 5는 SLF 및 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 아포프토시스로부터 32D-키트 세포의 올레산 보호를 도

시하고 있다.  32D-키트 세포를 SLF 및 5 μM 에코나졸  및 올레산(굵은 막대), 또는 SLF 및 5 μM 에코
나졸 및 엘라이딘산(평행선 무늬 막대), 또는 IL-3 및 5 μM 에코나졸 및 올레산(점무늬 막대)과 18시간 
동안 배양하였다.  사멸 세포의 비율을 트립판 블루 배제에 의해 측정하였다.

도 6A 및 6B는 SLF 및 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 아포프토시스에 대한 이오노마이신의 효과를 도

시하고 있다.  도 6A에서는 32D-키트 세포를 SLF (원형 표시) 또는 IL-3(사각형 표시)의 존재하에서 5 μ
M 에코나졸 및 지시량의 이오노마이신과 18시간 동안 배양한 것이다.  도 6B에서는 32D-키트-Bcl-2 세포
를 SLF (원형 표시) 또는 IL-3(사각형 표시)의 존재하에서 5 μM 에코나졸 및 지시량의 이오노마이신과 
18시간 동안 배양한 것이다.  사멸 세포의 비율을 트립판 블루 배제에 의해 측정하였다.

도 7A는 32D-키트(레인 1) 또는 32D-키트-Bcl-1(레인 2) 세포로부터 세포 용균물의 웨스턴 블롯을 도시하
고 있다.  세포를 '재료 및 방법'에 기재한 바와 같이 용균화하고 SDS-PAGE에 의해 분리하고, 니트로셀룰
로오스로 이송하고 또 항-Bcl-2 항체로 검사하였다.

도 7B는 SLF와 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 아포프토시스에 대한 Bcl-2의 과발현 효과를 도시하고 

있다.  32D-키트(굵은 막대) 또는 32D-키트-Bcl-2(줄무늬 막대) 세포를 SLF 또는 IL-3와 2.5, 5 또는 10 
μM의 에코나졸과 18시간 동안 배양하고 또 사멸 세포의 비율을 트립판 블루 배제에 의해 측정하였다.  
부가적인 배양에서는, IL-3 단독 또는 어떠한 인자도 부가되지 않았고 또 세포 생존성을 유사하게 시험하
였다.  25 또는 250 μM의 YVAD-CHO를 부가했을 때 세포 생존성에 대한 효과는 어떠한 부가적인 인자가 
부가되지 않은 별도의 배양으로 평가하였다.

도 8은 SLF 및 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 아포프토시스에 대한 YVAD-CHO의 효과를 도시하고 있다.  

32D-키트 세포를 YVAD-CHO의 부재하에서 SLF(원형 표시), 또는 25μM의 YVAD-CHO 존재하에서 SLF(삼각형 
표시), 지시량의 에코나졸을 갖는 IL-3(사각형 표시)과 배양하였다.  사멸 세포의 비율을 배양 18시간 후 
트립판 블루 배제에 의해 측정하였다. 

도 9A는 연속적으로 활성화된 수용체를 갖는 암세포에서 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 아포프토시스

를 도시하고 있다.  2.5×10
4
개의 SK-BR3 세포(ATCC cat.# HTB-30)를 10 ng/ml의 EGF가 있거나(원형 표시) 

또는 없이(사각형 표시) 또 지시 농도의 에코나졸을 갖는 0.1ml의 RTMI와 0.5%의 FBS 가 있는 96-웰 플레
이트의 웰에서 18시간 동안 배양하였다.  사멸 세포의 비율을 18시간 동안 배양한 후, 트립판 블루에 의
해 평가하였다.  

도 9B는 다양한 조건하에서 오토크린 자극된 MDA-MB-231 유방암 세포에서 Ca
2+
 차단제에 의해 유도되는 아

포프토시스를 도시하고 있다.  막대 1; 대조용; 막대 2: 에코나졸 20 μM; 막대 3: 에코나졸 20 μM 및 
YVAD-CHO(ICE 억제제) 10 μM;  막대 4: 에코나졸 20 μM 및 YVAD-CHO 100 μM;  막대 5: 에코나졸 20 μ
M 및 이오노마이신 0.1 나노몰(칼슘 이온운반체);  막대 6: 에코나졸 20 μM 및 이오노마이신 10 나노몰; 
막대 7: 에코나졸 20 μM 및 이오노마이신 1 μM; 막대 8: 에코나졸 20 μM 및 올레산 10 μM(PLC 활성 
억제제); 및 막대 9: 에코나졸 20 μM 및 올레산 100 μM이다.

도 10은 인간의 유방암으로부터 유도된 세포에서 EGF 및 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 아포프토시스

를 도시하고 있다.  2.5× 10
4
개의 MCF-7 세포를 10 ng/ml의 EGF가 있거나(원형 표시) 또는 없이(사각형 

표시) 또 지시 농도의 에코나졸을 갖는 0.1 ml의 DMEM과 0.5%의 FBS가 있는 96-웰 플레이트의 웰에서 18
시간 동안 배양하였다.  사멸 세포의 비율을 18시간 동안 배양한 후, 트립판 블루 배제에 의해 평가하였
다.  

도 11A는 SLF를 정맥 투여한 마우스의 백혈병 세포에 대한 Ca
2+
 유입 차단제 및 활성 인자의 효과를 도시

하고 있다.  마우스를 1× 10
7
 개의 G418-내성 32D-키트 세포로 정맥 접종하였다.  배양 3 내지 5주 후(실

험 1 및 3; 5주, 실험 2; 3주), 마우스에게 구강 튜브를 통해 케토티펜 100 mg/kg를 투여하였다.  케토티
펜 처리한 4시간 후, 15 ㎍의 SLF를 마우스에게 정맥 주사하였다.  2시간 후, 마우스에게 케토티펜 100 
mg/kg을 더 구강 투여하였다.  다음날, 비장을 제거하고 또 20% WEHI-3 조건화 배지 및 검출을 G418-내성 
백혈병 세포로 한정하기 위해 1 mg/ml의 G418를 함유하는 성장 배지에 있는 0.3% 한천에서 세포를 평판배
양하여 백혈병 세포의 존재에 대해서 검사하였다.  7일 후, 콜로니를 조사하였다.

도 11B는 도11A와 유사하지만, 이 경우 비장 세포를 IL-3에 반응하는 한천에서 콜로니를 생성할 수 있는 
백혈병 세포 뿐만 아니라 정상세포를 포함하는 모든 세포의 존재에 대해 조사하였다.

도 12는 SLF가 피하 투여된 마우스의 백혈병 세포에 대한 Ca
2+
 유입 차단제 및 활성 인자의 효과를 도시하

고 있다.  마우스에 1× 10
7
개의 32D-키트 세포를 정맥 접종하였다.  접종 3주 후, 구강 튜브를 통해 케토

티펜 100 mg/kg를 마우스에게 투여하였다.  케토티펜 처리한지 4시간 후, 마우스에게 15 ㎍의 SLF를 피하 
주사하였다.  주사한지 2시간 후, 마우스에게 케토티펜 100 mg/kg을 더 구강 투여하였다.  다음날, 비장
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을 제거하고 또 20% WEHI-3 조건화 배지 및 검출을 G418-내성 백혈병 세포로 한정하기 위해 1 mg/ml의 
G418를 함유하는 성장 배지에 있는 0.3% 한천에서 세포를 평판배양하여 백혈병 세포의 존재에 대해서 검
사하였다.  7일 후, 콜로니를 조사하였다.

바람직한 실시예의 설명

재료 및 방법

세포.  이미 기재된 바와 같이(베르거 일행, 1994년), 골수에서 유도된 비만 세포(BMMC)를 생성시켰다.  
이들을  IL-3의  원천으로서  열-불활성된  10%  FBS  및   2%  WEHI-3  상청액을  보충한  OPTI-MEN(깁코사, 
버링톤,  오리곤  소재)에서  배양하였다.   32D-키트  세포(온타리오  암  협회의  마르크  민덴  박사로부터 
구입)는 IL-3-의존적인 골수 단핵세포의 세포주 발현 c-키트 (후 일행, 1995년)이었다.  32D-키트 세포를 
열-불활성화한 10% FBS, 2% WEHI-3 상청액, 및 1 mg/ml의 G418(깁코사)를 보충한 RPMI(깁코사)에서 성장
시켰다.  p815 세포주는 쥐의 비만세포의 세포주이다.  P815 세포를 열-불활성화한 FBS로 보충한 RPMI에
서 성장시켰다.  Bcl-2 gp+e NIH 3T3 포장 세포를 둘베코의 변형 이글 배지(DMEM-깁코)에서 성장시키고 
또 10% FBS 및 2 μg/ml의 퓨로마이신(시그마사, 세인트루이스, 미주리 소재)을 보충하였다.  모든 세포 
배양물은 55 μM 의 β-메르캅토에탄올(시그마사) 및 항생물질(시그마사)을 함유하였다.  SK-BR3, MDA-
MB231 및 ACF-7 세포를 ATCC로부터 얻었다.  SK-BR3 및 MDA-MB231 세포를 열-불활성화한 10% 우태아 혈청
을 보충한 RPMI 배지에서 배양하였다.  MCF-7 세포를 열-불활성화한 10% 우태아 혈청 및 10μg/ml의 인간 
인슐린(시그마사)를 보충한 DMEM 배지에서 배양하였다.

32D-키트 세포를 과발현시키는 Bcl-2의 생성.   gp+e bcl-2 레트로바이러스 제조 세포를 Y. 벤-데이비드 
박사(토론토)로부터 구입하였으며 또 이것은 퓨로마이신 내성 및 쥐의 bcl-2에 대한 유전자를 발현시키는 
LXSN-기재 레트로바이러스 벡터를 함유한다.  감염시키기 위해, gp+e 포장 세포의 융합층을 24시간 동안 
32D-키트 세포로 공-배합하였다.  이후, 비-부착 32D-키트 세포를 제거하고, 48시간 동안 배양한 다음, 2
μg/ml의 퓨로마이신 존재하에서 세포를 과발현시키는 bcl-2에 대해 선택하였다.

재조합체 SLF의 제조.  재조합체 쥐의 스틸 팩터(SLF)를 pFLAG.ATS, IPTG-유도성 분비 발현 벡터(인터사
이언스사, 마크함, 오리곤 소재)를 사용하여 대장균에서 용해형태로 제조하였다.  이 벡터는 8개의 아미
노산 N-말단 FLAG 에피토프(인터사이언스사)를 포함한다.  pFLAG.ATS.SLF 플라스미드를 함유하는 대장균
을 100μg/ml의 암피실린(시그마사)과 함께 37℃의 루리아 브로스(Luria Broth, 깁스사)에서 밤새 배양하
였다.  이후, 이 배양물을 20배로 희석시키고 또 33 mg/리터의 IPTG (깁코사)로 유도되기 전에 0.4 내지 
0.5의 OD600 까지  성장시켰다.  이후,  이  배양물을  37℃에서  밤새  배양시키고,  또  이  세포를  20분  동안 

10,000 rpm에서 펠렛화하였다.  박테리아 상청액을 0.22 마이크론 여과기로 통과시키고 또 1 mM CaCl2 및 

100 μM의 PMSF와 함께 -80℃에서 저장하였다.  FLAG-SLF를 아가로오스 겔(인터사이언스사)에 공유 결합

된 항-FLAG M1 마우스 단클론성 항체의 칼럼상에서 친화성-정제하였다.  이 단클론성 항체는 과량의 Ca
2+

를 EDTA와 킬레이트에 의해 용출 수 있는 Ca
2+
-의존적 방식으로 FLAG 에피토프와 결합한다.  먼저, 이 칼

럼을 30ml의 PBS + 1 mM의CaCl2로 평형화하고 또 박테리아 상청액을 칼럼상에서 3번 통과시켰다.  이 칼럼

을 PBS + 1 mM의 CaCl2로 광범위하게 세척하고 또 FLAG-SLF 융합 단백질을 1 ml의 PBS + 2 mM의 EDTA 6분

획으로 용출하였다.  이들을 수집하고, 농축시키며, PBS에 대해 투석하고 또 은 염색을 통해 순도에 대해 
조사하였다.

다른 약제.  단클론성 쥐의 디니트로페닐(DNP) - 특정 IgE, 클론 SPE-7 뿐만 아니라 알부민- 인간 DNP-

HSA 항원을 시그마사로부터 구입하였다.  P 물질, 모든 Ca
2+
 채널 차단제, 이오노마이신, 올레산- 및 엘라

이딘 산 EGF, 및 bFGF를 시그마사로부터 구입하였다.  이오노마이신을 -20℃의 DMSO에서 1 mM 용액으로서 
저장하였다.  올레산- 및 엘라이딘 산을 각각 1몰 및 100 mM 농도의 탈기된 에탄올 용액으로 저장하고, 
질소 기체하에서 밀봉하며 또 -20℃에서 저장하였다.  YVAD-CHO ICE 프로테아제 억제제 펩티드를 아메르
샴사(알링톤 하이츠, 일리노이 소재)로부터 구입하였고 또 -20℃의 DMSO에서 1 mM 용액으로서 
저장하였다.

세포 사멸 조사.  2.5× 10
4
개의 BMMC,  32D-키트 또는 P815  세포를 0.5%의 FBS를 함유하는 RPMI  부피 

0.1ml가 있는 96-웰 평면 바닥 플레이트에 두었다.  세포에 SLF, P 물질 또는 IL3와 Ca
2+
 채널 차단제를 

보충하였다.  IgE를 부가하는 경우, 세포를 4℃에서 45분 동안 10μg/ml의 SPE-7와 배양한 후, 96웰 플레
이트에서 평판배양 및 100 ng/ml의 DNP-HSA 부가 이전에 RPMI, 0.5% FBS로 3번 세척하였다.  18 또는 24
시간 동안 배양한 후, 사멸 세포 비율을 트립판 블루의 배제가능 여부에 따른 세포를 계산함으로써 측정
하였다. 

DNA 함량 분석  상술한 바와 같이 1.25× 106개의 세포를 18 또는 24시간 동안 배양하였다.  세포를 스핀 
다운(spin down)시키고 빈델로프 시약[3.4 mM 트리스-pH8, 75μM 프로피듐 요오드(시그마사), 0.1% NP-
40, 700μ/리터 RNAse(시그마)  및 100 mM NaCl]에 재현탁시켰다.  이후, 세포를 유동 세포계산법에 의해 
분석하였다.

웨스턴 블로팅.  1× 10
6
개의 32D-키트 및 32D-키트-bcl2 세포를 PBS에서 세척하고 또 억제제[500μM 나트

륨-오르토바나데이트(시그마사),   10μg/ml  아프로티닌(시그마사),  10μg/ml  류펩틴(시그마사) 및 1  mM 
PMSF (시그마사)]가 있는 TBS중에 NP-40 1%, 글리세롤 10%를 함유하는 용균 완충 용액에서 재현탁하고또 
4℃에서 20분동안 배양하였다.  용균물을 12,000 rpm에서 10분 동안 원심분리하고 또 그 상청액을 β2-메
르캅토에탄올을 가진 동일한 부피의 샘플 완충용액에 부가하였다.  샘플을 12% SDS-PAGE 에 의해 분리하
고 또 니트로셀룰로오스로 이송하였다.  블롯을 PBS에서 5% 탈지유 분말, 0.1% TWEEN-20(ICN사, 오로라 
오하이오 소재)로 차단하고 또 항-bcl-2 항체(U.B.I.,레이크 플레시드, 뉴욕 소재)로 검사하였다.  웨스
턴 블롯을 화학발광제(아메르샴사)로 현상하였다.

마우스. 생체내 32D-키트 실험을 위해, 마우스는 생후 6 내지 8주가 지난 수컷 C3H/he이었고 또 메사추세
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츠 보스톤 소재 찰스 리버 연구소로부터 구하였다.  마우스에게 1× 10
7
 개의 백혈병 세포를 정맥 접종하

였다.  접종한 지 3 내지 5주 후, 물 부피 0.4ml중의 100 mg/kg 케토티펜(시그마사)을 구강 튜브를 통해 
마우스에게 투여하였다.  첫 번째 케토티펜 처리 후, 마우스에게 PBS중의 15μg SLF를 정맥 또는 피하 주
사하였다.  SLF 투여후, 두 번째 케토티펜 처리하였다.  

실험 1: Ca
2+
 채널 차단제는 활성화 신호를 사멸 신호로 변환시킨다 

비만 세포를 증식시키기 위해 통상적으로 c-키트 수용체 티로신 키나아제에 대한 리간드인 SLF로 자극하

였다.  그러나, 도 1A 내지 1C에 도시된 바와 같이, 세포를 케토티펜, 에코나졸 또는 Ni
2+
와 같은 Ca

2+
 유

입 차단제와 공-배양하면, 이 증식 신호는 사멸 신호로 변환되었다.  반대로, 비만 세포가 Ca
2+
 유입 차단

제 및 IL-3과 배양되면 사멸은 관찰되지 않았다.  비만 세포를 SLF, Ca
2+
, 유입 차단제, 및 IL-3과 동시 

배양하면 세포 사멸을 초래하며(도 1D), 이것은 IL-3이 이러한 특별한 사멸 신호에 대해 보호성이 없다는 

것을 의미한다.  Ca
2+
 유입 차단제 그 자체는 성장 또는 생존 인자의 제거에 의해 비만 세포 사멸을 촉진

하지 않았다(도시하지 않음).  SLF와 Ca
2+
 유입 차단제에 의한 세포 사멸의 유도는 SLF의 농도가 증가하면

서 증가하였다.  이것은 IL-3이 아닌, SLF와 관련된 신호 특성이 있고, 이것은 차단제와 함께 세포 사멸 

형태로 유도하는데 필요하다는 것을 의미한다.  Ca
2+
 유입 차단제의 효과는 SLF의 자극 특성을 단순히 상

쇄하거나 중화시키는 것은 아니다.  다시 말해, 차단제는 SLF에 의해 발생한 임계 신호와 조합하여 활성 
경로를 세포 사멸경로로 변환시킨다.

SLF 및 IL-3이 비만 세포에 대한 유사분열촉진제(mitogenic)이지만, SLF만이 Ca
2+
 유입을 유도한다(콜룸보 

일행, 1994년; 라오 일행, 1994년).  비만 세포에서 Ca
2+
를 이동시키는 것으로 공지된 2개의 다른 신호의 

세포 생존성 효과를 조사하였다.  IgE에 대해 친화성이 큰 수용체와 항원의 교차 결합은 PLC-γ 활성화 

및 Ca
2+
 이동을 포함하는 일련의 신호 이벤트를 개시하며, 이것은 비만 세포를 탈과립시킨다(주빈 일행, 

1995년).  Ca
2+
 유입 차단제의 존재하에서 Ag와 IgE으로 비만 세포를 자극하는 세포 생존성에 관한 효과가 

도 1E에 도시되어 있다.  도시된 바와 같이, 비만 세포를 에코나졸의 존재하에서 IgE와 항원으로 자극할 
때, 세포 사멸이 유도되지만, 항원 자극 단독 또는 에코나졸 단독으로는 세포 생존성에 대한 어떠한 효과

도 없었다.  또한, Ni
2+
 및 케토티펜은 IgE 수용체 교차 결합과 조합하여 세포 사멸을 유도하였다(도시안

됨).

또한, 비만 세포는 P 물질와 같은 양쪽성 양이온 펩티드과 반응한다(부엡 일행, 1990년; 무슬리 일행, 

1990년).  이들 분자는 PLC-β 활성화, Ca
2+
 이동 및, 적정 이하 수준의 항원과 IgE의 존재하에서 비만 세

포 탈과립을 일으키는 이형삼합체 G-단백질을 직접 자극한다.  도 1F에 도시된 바와 같이, 비만 세포를 

에코나졸의 존재하에서 P 물질로 자극할 때, 세포 사멸이 유도되었다.  SLF와 마찬가지로, Ca
2+
 유입 차단

제의 존재하에서 세포 사멸 정도는 Ag 또는 P 물질의 농도가 증가하면서 증가하였다.  이들 모든 3개의 

신호(IL-3은 아님)는 Ca
2+
를 이동시켜 Ca

2+
 유입을 유도시키기 때문에, Ca

2+
 이동은 Ca

2+
 유입 차단제와 조

합하여 세포 사멸의 유도에 대해 필요한 신호로 추정된다.

또한, 비만 세포 이외의 세포에서 활성화 신호와 Ca
2+
 유입 차단제를 조합함으로써 세포 사멸의 유도를 검

사하였다.  32D 세포는 인자를 제거하면 아포프토시스성으로 소멸하는 c-키트 네가티브, IL-3-의존적 골
수 단일세포이다.  이들 세포에서 c-키트의 이송 및 발현은 이들을 시험관 실험에서는 SLF와 반응하게 하
고 또 이들을 생체내 실험에서는 종양을 형성하게 한다(후 일행, 1995년).  도 2A에 도시된 바와 같이, 

c-키트의 발현은 이들 세포가 SLF 및 Ca
2+
 유입 차단제에 의한 세포 사멸의 유도에 민감하게 하였다.  

성장 인자 수용체의 구조적인 활성화 또는 오토크린 자극에 의해 변형되는, 다수의 인자에 독립적인 종양
이 기재되어 있다.  인자에 독립적인 종양의 예는 돌연변이된, 구조적으로 활성화된 c-키트 수용체의 존

재에 의해 부가 인자의 부재하에서 성장하는 비만 세포 p815이다.  도 2B에 도시된 바와 같이, Ca
2+
 유입 

차단제는 단독으로 부가 SLF 자극의 부재하에서 p815 세포의 세포 사멸을 유도하기에 충분하다.  이것은 

p815 c-키트 수용체를 통한 신호의 리간드-독립성 및 세포 사멸을 유도하는 Ca
2+
 유입 차단제와 조합하는 

능력을 반영하는 것으로 추정된다.  이들 결과는 SLF와 Ca
2+
 유입 차단제에 의한 세포 사멸의 유도는 비만 

세포에  한정하지  않고,  다른  유형의  세포,  특히  매우  활성화된  수용체를  가진  세포에서도  관찰될  수 
있다.

실험 2: BMMC 및 32D-키트 세포에 의해 유도된 사멸은 아포프토시스성이다.   SLF 및 Ca
2+
 유입 차단제로 

처리한 후, 비만 세포 및 32D-키트 세포의 육안 검사는 핵 응고화 및 막 수포화를 포함하는 아포프토시스
성을 나타내었다(도 3C).  또한, 아포프토시스 중에 특징적으로 단편화하고 또 감소하는 DNA 함량을 측정
하였다.  도 4A 및 4B에 도시되고 또 표 1에 요약된 바와 같이, 32D-키트 세포를 SLF 또는 IL-3 단독으로 
18시간 동안 처리했더니,  서브 이배체 DNA 함량을 가진 일군의 세포가 생성되지 않는 반면, IL-3이 없는 
에코나졸과 SLF로 처리했더니,  서브 이배체 DNA를 가진 일군의 세포가 생성되었다(도 4C 및 4D).  이들
로부터 성장 인자를 제거하면, 32D-키트 세포는 아포프토시스를 겪는다는 것이 공지되어 있다.  성장 인
자를 제거한 18시간 후, 32D-키트 세포는 서브 이배체 DNA 함량을 가진 세포의 완만한 비율을 보였다.  

인자를 제거한 24시간 후, 이 개체는 실질적으로 증가하였다(도시안됨).  따라서, Ca
2+
 유입 차단제와 SLF

에 의해 유도되는 아포프토시스 과정은 인자 제거로부터 관찰되는 아포프토시스성에 비해 보다 빠르다.  

또한, SLF와 Ca
2+
 유입 차단제로 처리한 후, 비만 세포는 서브 이배체 DNA 함량을 보였으며(표 1), 이것은 

아포프토시스 메카니즘에 의한 세포 사멸 유도와 일치하였다.  
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[표 1]

에코나졸과 인자로 처리된 BMMC 또는 32D-킷 세포의 서브 G1 DNA 함량

         서브 G1 함량(%)              에코나졸 없음   8 μM의 에코나졸  

  BMMC             IL-3          25.4                20.4             SLF            6.8                
66.8           인자 제거        6.18                n.d.

  32D-키트              IL-3           1.6                 4.8              SLF           2.3                  
35           인자 제거        9.2                 n.d.

(1) BMMC를 8 μM의 에코나졸과 IL-3(25% WEHI 조건화배지), SLF(500 ng/ml), 또는 어떠한 인자 없이 24
시간 동안 배양하고, 프로피듐 요오드로 염색하며, 또 DNA 함량에 대해 분석하였다. 

(2) 32D-키트 세포를 분석 전에 18시간 동안 유사하게 배양하였다.  n.d.: 관찰 안됨.

실험 3: SLF-Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 아포프토시스로부터 올레산에 의한 세포 보호

Ca
2+
 이동 신호가 Ca

2+
 유입 차단제와 조합하여 아포프토시스를 유도할 수 있다는 관찰은 이 효과가 포스포

리파아제 C의 활성화에 의해 중개됨을 의미한다.  PLC 활성화가 세포 사멸에 대해 중요한지를 측정하기 
위해, 표피 성장 인자(EGF) 자극에 반응하는 PLC 활성화를 억제하는 것으로 보여지는 아포프토시스 유도
에 대한 올레산의 효과(카사비엘 일행, 1993년)를 조사하였다.  EGF 결합 또는 EGF 수용체 티로신 키나아
제 활성을 변경하지 않는 상기 억제 효과는 시스-9-옥타데센산(올레산)에서 관찰되지만, 트랜스-9-옥타데
센산(엘라이딘산)에서는 관찰되지 않는다(카사비엘 일행, 1991년).  32D-키트 세포를 올레산 또는 엘라이

딘산의 존재하에서 에코나졸 및 SLF 또는 IL-3과 배양하였다.  도 5에 도시된 바와 같이, SLF 및 Ca
2+
 채

널 차단제로 처리된 32D-키트은 올레산에 의해 세포 사멸로부터 보호되지만, 엘라이딘산에 의해서는 보호
되지 않았다.  올레산의 유효 범위는 PLC 억제에 필요한 농도에 상응하는 1 내지 100 

μM이었다(카사비엘, 주가자, 1993년).  이러한 결과는 Ca
2+
 유입 차단제와 조합하는 아포프토시스의 유도

에 있어서 포스포리파아제 C의 활성화에 대한 요건과 일치한다.

실험 4: SLF-Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 아포프토시스로부터 이오노마이신에 의한 세포 보호

Ca
2+
 유입에 의한 수용체 활성화는 Store Operated Ca

2+
 채널의 개구에 의해 중개된다(페너 일행, 1993년).  

3개의 화합물, 케토티펜, 에코나졸 및 Ni
2+
이 이크락을 억제하는 이들의 능력과 상호관련된 SLF와 조합하

여 세포 사멸을 유도하는 효능이 있기 때문에 이크락 체널의 억제 표적인 것으로 추정된다(프란지우스 일

행, 1994년).   또한, 전압 게이팅된 Ca
2+
 채널 차단제 베라파밀(verapamil)  및 니페디핀(nifedipine)은 

SLF와 조합하면 세포 사멸을 유도하는데 있어 비효과임이 관찰되었다(도시안됨).  이 결과는 SLF와 조합

하는 세포 사멸의 유도는 비-전압 게이팅된 Ca
2+
 유입 차단제에 대해 특이성이 있음을 의미한다.

에코나졸 및 케토티펜에 대한 다른 비-특이성 효과가 보고되었다(프란지우스, 호쓰, 1994년).  Ca
2+
 유입 

차단이 세포 사멸 유도에 대해 중요한 것인지 측정하기 위해, 아포프토시스의 유도에 대한 칼슘 이온운반

체의 효과를 검사하였다.  도 6A에 도시한 바와 같이, 이오노마이신은 농도-의존 방식으로 SLF와 Ca
2+
 유

입 차단제에 의해 유도되는 사멸로부터 32D-키트 세포를 보호하며, 그 최대 보호 농도는 10 

나노몰이었다.  Ca
2+
에 대한 이오노마이신의 특이성이 공지되어 있지만(리우 일행, 1978년), 이들 결과는 

활성화 신호와 조합하여 아포프토시스 유도에 대해 필요한 Ca
2+
 유입의 특별한 차단이 있음을 의미한다.  

과량의 세포내 Ca
2+
을 발생시키는 고농도의 이오노마이신은 세포 사멸을 회복시켰다.  이것은 세포 활성화

와 관련하여, 이 2개의 Ca
2+
의 과다 유입은 세포 사멸을 유도할 수 있음을 증명하고 있다.  

실험 5: 32D-키트 세포에서 SLF와 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 아포프토시스에 대한 Bcl-2의 효과     

단백질의 Bcl-2군은 다양한 약제의 의해 유도되는 아포프토시스로부터 세포를 보호하는 것과 밀접한 관련
이 있다.  Bcl-2의 발현은 증식 세포와 상호관련되고(호켄베리 일행, 1991년; 베이스 일행,1993년), 종양 
억제제 p53에 의해 네가티브 조정되고(미야시타 일행,1994년), 또 Bcl-2의 과발현은 인자를 제거한 후 아
포프토시스성 사멸로부터 32D 세포를 보호한다(누네즈 일행, 1990년; 배피, 미야시타 일행,1993년).  따

라서, SLF 및 Ca
2+
 유입 차단제에 의한 아포프토시스 유도에 대한 Bcl-2 단백질의 과발현 효과를 조사하였

다.  32D-키트 세포를 Bcl-2 유전자를 함유하는 레트로바이러스 벡터로 감염시켜 Bcl-2 과발현 세포주를 
생성시켰다(도 7A).  이 세포를 아포프토시스에 대한 감수성에 대해 시험하였고 또 Bcl-2 과발현은 인자 
제거에 의해 유도되는 아포프토시스로부터 32D-키트을 보호한다는 것이 밝혀졌다(도 7B).  그러나, 도 7B
에 도시된 바와 같이, 32D-키트 세포에서 Bcl-2의 과발현은 SLF 및 에코나졸에 의한 아포프토시스의 유도
로부터 이들 세포를 보호할 수 없었다.  이러한 관찰을 통해 SLF와 차단제에 의한 세포 사멸의 유도는 
Bcl-2 독립적 방식으로 발생한다는 결론에 이르렀다.

32D키트-Bcl-2 세포는 저수준의 이오노마이신을 가진 SLF와 차단제에 의해 아포프토시스로부터 유사하게 
보호되지만, 32D킷 세포는 고수준의 이오노마이신에서의 상당한 세포 사멸을 설명하지 못한다.  따라서, 

이러한 결과는 활성화된 세포에 대해, Ca
2+
 차단에 의해 유도되는 사멸 대 과량의 Ca

2+
 유입에 의해 유도되

는 사멸은 적어도 Bcl-2 민감성 수준에서 상이함을 보이고 있다.   

실험 6: Ca
2+
 유입 차단제 및 SLF-유도되는 세포 사멸 및 인자 제거에 의해 유도되는 세포 사멸에 대한 
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ICE 프로테아제 억제제의 효과

TNF-α 및 Fas 리간드는 Bcl-2 과발현이 아포프토시스-유도 신호에 대해 보호할 수 없는 2개의 예이다(메
몬 일행, 1995년; 스트라서 일행, 1995년).  이들 경우에, 프로테아제의 인터류킨-1β 변환 효소군의 개

체에 의해 아포프토시스가 중개된다는 것이 밝혀졌다.  ICE-군 프로타아제가 SLF 및 Ca
2+
 유입 차단제에 

의한 아포프토시스의 유도와 관련여부를 측정하기 위해, 세포를 테트라펩티드-알데히드 ICE 억제제 YVAD-
CHO과  공-배양하였다(마시마 일행,  1995년;  바실라코스 일행,  1995년).   YVAD-CHO가 토포이소머라아제
(topoisomerase) 억제제 에토포시드(etoposide)에 의해 유도되는 아포프토시스로부터 32D-키트 세포를 보
호함을 발견하였다(도시안됨).  YVAD-CHO가 SLF와 에코나졸에 의해 유도되는 아포프토시스에 대한 내성을 
제공하지만(도 8), 인자 제거에 의해 유도되는 아포프토시스로부터 32D-키트 세포를 보호할 수 없다는 것

이 밝혀졌다(도 7B).  따라서, 성장 또는 활성화 신호와 Ca
2+
 유입 차단제의 조합에 의해 유도되는 아포프

토시스는 ICE-형 프로테아제에 의해 중개되는 것으로 추정된다.

실험 7: 인간 암 세포에 대한 Ca
2+
 차단제 및 EGF의 효과

본 연구에서는 유방암에서 성장 인자 수용체의 관련을 설명하고 있다.  예컨대 유방암의 45%이상이 EGF
R
에 

대해 양성이었다는 것이 밝혀졌다(폭스 일행, 1994년; 프란지우스 일행, 1994년).  EGF
R
에 밀접하게 관련

된 성장 인자 수용체, erbB2는 모든 유방암의 30 내지 40%에서 과발현되었다(슬라몬 일행, 1989년).  Ca
2+
 

유입 차단제와 활성화 신호를 가진 이들 세포에서 세포 사멸이 유도될 수 있는지 측정하기 위해, SK-BR3 
세포를 경우에 따라 EGF가  있고 또 에코나졸의 존재하에서 배양하였다.   SK-BR3  세포(ATCC cat.#HTB-
30)를 인간의 유방 선암으로부터 유도하였다.  이들은 털빠진 마우스에서 종양을 형성하였다.  이들 세포
는 돌연변이된 p53 유전자를 함유하고(엘스트너 일행, 1995년), 에스트로겐-수용체 네가티브이며, 또 이 
수용체의 연속 활성화를 일으키는 고수준의 erbB2 분자를 발현시킨다(리 일행, 1993년).  도 9A에 도시된 
바와 같이, 에코나졸은 경우에 따라 EGF의 존재하에서 SK-BR3 세포의 동일한 수준의 사멸을 유도하였다.

MDA-MB-231 세포주는 상당한 퇴행성 유방암이다.  털빠진 마우스에서도 역시 종양을 형성하지만, 저수준

의 erbB2만을 발현하였다.  그러나, 이것은 FGF
R
 포지티브이고 또 bFGF에 의해 오토크린식으로 자극하였다

(엘 야지디 일행, 1995년).  Ca
2+
 유입 차단제에 대한 MDA-MB-231 세포의 감수성 및 차단제에 의한 세포 

사멸의 유도에 대한 올레산, 이오노마이신, 및 YVAD-CHO의 영향을 측정하기 위한 실험을 실시하였다.  이 

결과를 도 9B에 함께 요약하였다.  기재된 바와 같이, MDA-MB-231 세포는 Ca
2+
 유입 차단제, 에코나졸의 

노출에 반응하여 아포프토시스를 경험하였다.  더욱이,  MDA-MB-231의 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 

아포프토시스 메카니즘은 32D-키트 세포와 동일한 특징을 갖는 것처럼 보인다.  이오노마이신, 올레산 및 

YVAD-CHO는 Ca
2+
 유입 차단제에 의해 유도되는 사멸로부터 MDA-MB-231 세포를 보호할 수 있었다.  

MCF-7 세포(ATCC cat. #HTB-22)는 인간의 유방암으로 부터 유래된다.  이들은 특히 마우스가 에스트로겐
으로 처리될 때(Benz 일행 1993) 또는 세포가 마트리겔에 캡슐화될 때(Noel 일행, 1995), 털빠진 마우스
에서 종양형성성으로 된다. 이들 세포는 EGF (Godden 일행, 1992)에 의해 자극되는 것으로 보고되었다.  

이들 세포가 Ca
2+ 

유입 차단제 및 활성화 신호에 의해 세포 사멸이 용이한지 여부를 측정하기 위해서, 다
양한 농도의 에코나졸을 사용하여 MCF-7 세포를 10 ng/ml의 EGF로 18시간 동안 배양하거나 EGF없이 배양
하였다.  도 10에 나타낸 바와같이, MCF-7 세포는 EGF가 없는 경우보다 10 ng/ml의 EGF 존재 하에서 에코
나졸로부터 세포 사멸율이 더 높다.  도 9A, 9B 및 10의 실험결과를 고려해 볼 때, 일부의 유방암 세포는 
EGF와 같은 활성화 인자의 존재하에서 차단제에 대한 감수성이 증가될 것이라는 것을 나타낸다.

실험 8: 생체 내에서 32D-키트 백혈병 세포에 미치는 Ca
2+ 
유입 차단제 및 SLF의 효과

생체 내에서 Ca
2+ 

유입 차단제와 활성화 신호의 조합에 관한 효율을 측정하기 위해서, 인자 의존적 및 
G418 내성 32D-키트 백혈병 세포로 접종된 마우스를 케토티펜과 SLF의 조합물로 처리하였다.  일련의 실
험에서, 비장 세포를 제거하여 20% WEHI-3 조절된(CONDITIONED) 배지 및 검출을 G418-내성 백혈병 세포로 
한정하기 위해 1 mg/ml의 G418을 함유하는 성장 배지중의 한천에 세포를 플레이팅함으로써 백혈병 세포가  
존재하는지에 대해 분석하였다.  또 다른 일련의 실험에서, IL-3에 대응하여 한천중에서 콜로니를 형성할 
수 있고 백혈병 세포 뿐만 아니라 정상 세포를 포함하는 모든 세포의 존재에 대하여 비장을 분석하였다.  
도 11A에 나타낸 바와 같이, 각 실험에서 G418-내성 콜로니-형성 세포는 접종된 동물들에서 검출될 수 있
다.  접종된 동물의 비장에서 발견된 수준은 동물에 따라 다르지만, 대부분의 동물들은 30 내지 1,000개
의 G418-내성 콜로니를 함유한다.   접종되었지만 미처리된 동물로부터 산출된 산술 평균 콜로니 수는 
69,938개이지만, 한 동물은 매우 많은 수의 백혈병 세포를 함유하였다.  이 동물이 포함되지 않으면, 산
술 평균 콜로니 갯수는 391개이다.  이 그룹으로 부터의 기하학적 평균은 813 콜로니/비장이다.  SLF만으
로 주사된 동물에서 검출된 G418-내성 콜로니의 수는 65 내지 31,000 콜로니/비장으로서 인자를 수용하지 
않은 것보다 더 높은 경향이 있었으며, 산술 평균은 7,399 콜로니/비장이며, 기하학적 평균은 1,545 콜로
니/비장이다.  검출 가능한 콜로니 수의 이러한 증가는 SLF에 의한 백혈병 세포의 자극에 의한 것이다.  
케토티펜만을 수용하는 마우스에서, 검출 가능한 콜로니의 수는 114 내지 27,645이고, 산술 평균은 5,502
이고 기하학적 평균은 849이다.  케토티펜과 SLF로 처리된 동물에서, 검출 가능한 콜로니의 수는 8 내지 
537이고, 산술 평균과 기하학적 평균은 각각 131 및 61 G418-내성 콜로니/비장이다. one-tailed paired 
학생의 t-시험을 이용한 상기 데이터를 분석한 결과(log 변환후), 미처리 및 처리된 그룹의 서로 달라질 
가능성은 오직 6.2%이라는 것을 나타낸다.  매우 높은 수준의 백혈병 세포를 함유한 미처리 그룹중 한 동
물은 상기 분석에 포함되지 않았으며, 미처리 및 처리된 그룹의 서로 달라질 가능성은 8.9%이다.  

케토티펜만을 수용한 동물과 케토티펜 및 SLF를 수용한 동물 그룹간에 유사하게 비교한 결과, 이들 그룹
이 달라질 가능성은 0.8%이므로 매우 중요하다는 것을 나타낸다.  이러한 결과는, 케토티펜만은 생체 내
에서 백혈병 세포에 거의 작용을 하지 못하는 반면 케토티펜과 SLF를 조합하면 백혈병 세포수가 크게 감
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소된다는 것은 나타낸다.

[표 2]

  A군 및 B군이 상이한 G-418 내성 콜로니가 아닐 확율(%)(1)

           A군B군 32D-키트 단독 32D-키트  + SLF  32D-키트  + 케토
티펜

32D-키트 + SLF + 
케토티펜

32D-키트 단독  33.7 (2.4)  49.1 (16.6)  6.2 (8.9)

32D-키트 + SLF  35.2  1.9

32D-키트 + 케토티
펜

 0.8

32D-키트 + SLF + 
케토티펜

(1)  one-tailed 학생의 t-시험을 이용하여 도 11A 자료의 로그(log)를 서로 비교하였다.  두 비교 그룹
이 서로 다르지 않을 가능성(%)을 나타낸다.  괄호 내의 숫자는 미처리 그룹의 매우 많은 수의 백혈병 세
포를 갖는 한 동물이 분석에 포함되지 않은 경우 측정된 동일한 가능성이다.

이들 마우스의 비장에서 콜로니 형성 세포의 총 수에 대해 유사한 분석을 실시하였으며, 그 자료를 도 
11B에 나타냈다.  백혈병 세포로 접종되지 않은 마우스로 부터의 콜로니 수에 대한 산술 평균은 857이고, 
기하학적 평균은 669이다. 접종되었지만 미처리된 동물로부터 산출된 산술 평균 콜로니 수는 84,073이지
만, 한 동물은 매우 많은 수의 백혈병 세포를 함유하였다.  이 동물이 포함되지 않으면, 산술 평균 콜로
니는 3,448이다.  이 그룹으로 부터의 기하학적 평균은 4,573 콜로니/비장이다.  SLF만으로 주사된 동물
에서 검출된 IL-3-의존적 콜로니의 인자를 수용하지 않은 것보다 더 높은 경향이 있었으며, 산술 평균과 
기하학적 평균은 각각18,212 및 5,171 콜로니/비장이다.  검출 가능한 콜로니 수의 이러한 증가는 SLF에 
의해 백혈병 세포의 자극에 의한 것이다.  케토티펜만을 수용하는 마우스에서, 산술 평균은 7,715이고 기
하학적 평균은 2320이다.  케토티펜과 SLF로 처리된 동물에서는, 산술 평균과 기하학적 평균은 각각 793 
및 66 IL-3-의존적 콜로니/비장이다. one-tailed paired 학생의 t-시험을 이용한 상기 데이터를 분석한 
결과(log 변환후), 미처리 및 처리된 그룹의 서로 다르지 않을 가능성은 2%이라는 것을 나타낸다.  매우 
높은 수준의 백혈병 세포를 함유한 미처리 그룹중 한 동물은 상기 분석에 포함되지 않았으며, 미처리 및 
처리된 그룹의 서로 다르지 않을 가능성은 5.1%이다.  마찬가지로, SLF 만으로 처리된 그룹이나 케토티펜
만으로 처리된 그룹과 케토티펜 및 SLF로 처리된 그룹간을 비교한 결과, 이들 그룹이 다르지 않을 가능성
은 2% 또는 1.6%이라는 것을 나타낸다.  

[표 3]

  A군 및 B군이 상이한 IL-3 의존성 콜로니가 아닐 확율(%)(1)

           A군
B군

세포 
없슴

32D-키트 단독 32D-키트  + SLF  32D-키트 +케토티
펜

 32D-키트 + SLF + 
케토티펜

세포 없슴 8  2.4  23.4  10.2

32D-키트 단독  46.3 (1.8)  30.9 (34.8)  2(5.1)

32D-키트 + SLF  22.8  2

32D-키트 +  케
토티펜

 1.6

(1) one-tailed 학생의 t-시험을 이용하여 도 11B 자료의 로그(log)를 서로 비교하였다.  두 비교 그룹이 
서로 다르지 않을 가능성(%)을 나타낸다.  괄호 내의 숫자는 미처리 그룹의 매우 많은 수의 백혈병 세포
를 갖는 한 동물이 분석에 포함되지 않은 경우 측정된 동일한 가능성이다.

32D-키트 세포로 접종시킨 마우스를 피하투여되는 케토티펜 p.o.와 SLF로 처리하는 또 다른 실험을 하였
다.  도 12에서 나타낸 바와같이 이러한 조건하에서, SLF와 케토티펜을 조합하였더니  처리된 마우스의 
비장에서 백혈병 세포 수에 크게 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.  이 실험에 의하면, 활성화 인자
의 투여 경로와 두 물질의 상대적인 시간은 특수 치료 영역의 효과에 영향을 미칠 수 있다는 것을 나타낸
다. 

상기 실험 결과는 아포프토시스를 유도하는 신규 방법을 나타낸다.  이 방법은 세포로의 Ca
2+
유입 차단, 

정상 상태에서 활성화될 때 Ca
2+
유입을 유도하는 수용체, 수용체를 활성화하는 인자와의 조합을 포함한다.  

특정 실시예에서, 포스포리파제 C의 활성화는 Ca
2+
유입과 관련되어 있다.

예를 들면, IL-3를 제외한 SLF, P 물질 및 IgE와 항원은 비만 세포에서 아포프토시스를 유도하기 위해 

(비전압 게이팅) Ca
2+ 

유입 차단제와 혼합할 수 있다는 것이 알려져 있다.  SLF와 IL-3 모두는 증식성이 
있는 반면, P 물질과 항원-IgE는 증식이 약하기 때문에 이 형태의 아포프토시스는 증식 신호를 반드시 요

구하지 않는다.  신호가 증가하면 아포프토시스를 증가시키기 때문에, 이러한 형태의 세포 사멸은 Ca
2+ 
유

입 차단제가 고활성 수용체와 혼합될 때 가장 효과적이다.  이러한 발견을 뒷받침하는 것으로 구성적으로 

활성인 C-키트 수용체를 갖는 p815 비만세포는 Ca
2+ 

유입 차단제에만 감수성을 나타낸다(도 2B).  SK-BR3 

및 MDA-MB-231세포는 Ca
2+
유입 차단제에만 감수성을 나타낸다. 이는 또한 유사한 돌연변이(또는 오토크린 
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자극을 받는 것)를 갖는 세포는 상기 종류의 의약에 의해 아포프토시스에 감수성일 수 있다는 것을 의미
한다.

올레산이 SLF 및 차단제에 의해 아포프토시스 유도를 역전할 수 있다는 것은 적어도 일부 실시예에서 포
스포리파제 C의 활성을 가져오는 활성화 신호에 대한 필요성이 있다는 것을 의미한다.  이오노마이신은 

SLF 및 차단제 유도 세포 사멸로 부터 세포를 보호할 수 있으며, 이는 Ca
2+ 
유입의 특수 차단이 아포프토

시스 유도에 필요하다는 것을 나타낸다.  SLF 및 차단제에 의해 유도된 아포프토시스는 Bcl-2의 과발현에 
둔감하지만, ICE 프로테아제의 억제제에 의해 역전될 수 있으며, 이는 ICEDP 대한 상기 아포프토시스 메
카니즘에서의 역할이나 적어도 일부 실시예에서 프로테아제의 ICE 패밀리의 멤버를 의미한다.

특정 증식 세포가 PLC의 활성을 가져오는 고활성화 수용체(도 9A)를 갖는 점에서, 본 발명은 상기 세포를 

Ca
2+ 

유입 차단제, 또는 세포의 수용체를 더 활성화시키는 인자에 처리되는 감수성을 진단하는 방법을 포
함한다.  이러한 방법은 다음 단계를 포함한다:

병든 조직의 시료를 얻는 단계;

조직이 정상 조직에 비해 상승된 양의 PLC를 함유하는 지의 여부를 결정하는 단계;

조직이 상승된 양의 PLC를 함유한다면 PLC가 활성화되는 지의 여부를 판단하는 단계.

이러한 상승된 양의 활성화 PLC가 조직에서 발견되면, 세포는 치료될 수 있는 것이며, 즉 Ca
2+ 

유입 차단

제 또는 상승된 양의 활성 PLC를 가져오는 신호를 형성하는 수용체를 더 활성화시키는 Ca
2+ 

유입 차단제 
및 인자에 세포를 노출함으로써 세포 사멸이 유도되고, 증식이 감소된다.

항-PLC 특이적 항-혈청은 유방암이 정상 대조용에 비해 상승된 양의 효소를 갖는다는 것을 나타내는 데 
사용되었다.  항-포스포티로신 항체에 의한 면역침강후 항-PLC 항체와의 웨스턴 블로팅이 활성화 PLC의 
양을 측정하는 데 사용될 수 있는 데, 그 이유는 티로신-포스포릴화된 PLC가 활성화되기 쉽기 때문이다
(Arteaga 일행, 1991).

PLC 효소 작용은 직접 분석될 수 있다(Huang 일행, 1995). 다시 말해서, 분석할 세포를 용해시키고, PLC 
특이적 항혈청(Upstate Biotechnology Inc, Lake Placid, New York으로 부터 구입)을 이용하여 PLC 면역
침강시킨 다음 50 mM의 트리스(pH 8), 0.1 mM CaCl2중의 0.3 mM의 총 지질을 함유하는 완충액에 리포좀

(90% DMPM, 10% PIP2)내의 기질로서 [
3
H]-P1P2(New England Nuclear, 보스톤, 매사추세츠로 구입)를 사용

하여 효소분석하였다.  1M의 HCl에 0.2M의 CaCl2를 첨가하여 반응을 종결시켰다. 침전된 소포를 여과 플레

이트(예, Millipore 96-웰 소수성 멀티스크린 DP 플레이트)에 수집하고 유체에 존재하는 반응의 이노시톨 
포스페이트 생성물을 신틸레이션 검출기에 의해 정량분석한다.

이오노마이신이 세포 사멸로 부터 보호하거나 세포사멸을 유도할 수 있다는 발견은 Ca
2+ 
유입의 양 극한치

가 아포프토시스를 유발할 수 있다는 것을 나타낸다.  그러나, 두 경우에, SLF 없이는 최소한의 세포 사
멸만이 관찰되었기 때문에 세포 활성화가 필요한 것으로 보인다.  Bcl-2 과발현은 고농도의 이오노마이신

에 의해 유도된 세포 사멸만을 보호하였는데, 이는 Ca
2+ 
유입의 두 극한치에서 세포 사멸을 일으키는 메카

니즘이 적어도 Bcl-2의 민감성 수준에서 동일하지 않다는 것을 의미한다.   그러므로, 고농도의 이오노마

이신에서,  세포는 'Ca
2+
과부하'상태에  놓일  수  있고,  이러한  형태의  독성에  노출된  특정  세포는 Bcl-

2(Strasser 등, 1991, Reed, 1994)에 의해 보호되는 것으로 알려져 있다.  높은 Ca
2+
 사멸의 가능한 매개

체는 T세포(시바사키 일행, 1985)와 B세포(Bonnefoy 일행, 1994)에서 아포프토시스를 강화하는 것으로 드

러난 Ca
2+
-의존적 포스파타제 칼시네우린일 수 있다는 것이 가정되었다.

본 명세서에서 기재된 결과(도 7B 및 8)에 의하면, Bcl-2 및 ICE가 서로 다른 아포프토시스 메카니즘의 
조절에 관련된다는 것을 나타낸다.  세포가 인자 제거에 의해 유래되는 아포프토시스로부터 

Bcl-2(그러나, ICE 억제제는 아님)에 의해 보호되는 반면, ICE 억제제 (그러나, Bcl-2는 아님)는 Ca
2+
 유

입 차단제 및 SLF의 조합으로 부터 보호된다.  기타 아포프토시스-유발 신호를 이용한 실험은 또한 이들 
발견과  일치한다(Cuende  일행,1993;  Memon  일행,  1995;  Strasser  일행,  1995;  Vasilakos  일행,  1995; 

Parijs 일행, 1996).  또한, 최근에는 Fas 활성화가 내부 저장으로부터 Ca
2+
 방출에 영향을 미치지 않고 T 

세포에서 항-CD3-매개 Ca
2+
 유입을 억제한다는 것이 입증되었다(Kovacs 일행,1995).  

케토티펜은 히스타민 H1 수용체 길항작용과 Ca
2+
 유입 억제 작용을 모두 나타내는 공지된 항알레르기 및 

항천식 의약이다(Martinet 일행, 1978; Grant 일행, 1990).  비만 세포 탈과립화에 Ca
2+
 유입이 관련되는 

것을 볼 때, 이 공정의 억제는 항염증 작용에 대해여 인정되는 메카니즘중의 하나로 보여진다. 이와 같이 

본 명세서에서 기재된 결과는 Ca
2+
 유입 차단제, 특히 케토티펜이 알레르기 증상을 치료하기에 적절한 활

성화 신호와 함께 공동 투여될 수 있다는 것을 제시한다.  Ca
2+
유입 차단제는 항증식제로서 제안되어왔다

(Riccardi,  1987;  Felder  일행,  1991;  Kohn  일행,  1992;  Estacion  일행,  1993;  Petrasch  일행,  1993; 
Kondo 일행, 1994; Buckley 일행, 1995; De Vries 일행, 1995).  본 명세서에 기재된 결과는 이들 화합물
이 강한 증식성 또는 활성화 신호와 결합될 때 더 효과적일 것이라는 것을 나타내고 있다.  그러므로, 

Ca
2+
 유입 차단제와 증식성 또는 활성화 신호의 조합은 잠재성이 있으나, 특이적 항증식성 또는 항염증 특

성을 갖는다.

본 발명자들은 세포로의 Ca
2+
 유입이 야기되는 정밀한 메카니즘을 설명하는 어떠한 이론에 의해 얽매이지 

않기를 원한다.  그러나, 본 명세서에서 제공된 결과는 Ca
2+
 유입을 일으키도록 수용체의 정상 상태의 활
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성화하에서 세포의 수용체에 결합하는 인자와 Ca
2+
 유입 차단제의 조합물을 세포에 투여할 때 세포  사멸

의 유도 사이의 관계를 나타낸다.

이러한 인자는 수용체의 천연 리간드, 즉 성질상 수용체에 작용하는 리간드, 작용물질성 항체일 수 있다.  
적어도 어떤 경우에는, 유입은 PLC의 활성화를 포함한다.  수많은 경우에, 활성화는 '자극'이 세포의 증
식, 활성 및/또는 생존을 포함하는 세포의 자극을 포함한다.  

도 9A에 나타낸 결과는 수용체가 리간드에 의해 통상 활성화된 후 Ca
2+
 유입되는 구성적으로 활성화되는 

세포의 경우에, Ca
2+
 유입 차단제만의 투여가 세포 사멸을 유도할 수 있다.  이와같이, 본 명세서에 기재

된 본 발명은 수용체의 활성화가 세포로의 Ca
2+
 유입을 증진시키는, 구성적으로 활성화되는 수용체를 갖는 

세포의 사멸을 유도하기 위해 Ca
2+
 유입 차단제를 투여한다.

세포 자체에 의해 생성된 인자에 대응하여 활성화되는 수용체를 갖는 세포는 Ca
2+
 차단제로 처리되어 세포 

사멸을 유도할 수 있다. 

특정 공지 인자와 관련하여, SLF, 이를테면 SLF의 변이체, c-키트 수용체 리간드는 또한 세포 사멸을 유
도하는 데 효과적일 수 있다.  예를들면, c-키트 수용체에 대한 작용물질성 항체가 당해 기술 분야에서 

공지된 방법에 따라 개발될 수 있다.  수용체를 가교시킬 수 있고 Ca
2+
 유입을 포함하는 기타 작은 분자가 

유용하다.  SLF 자체는 돌연변이에 의해 변형되어 분자를 안정화시키고 그에 따라 포유동물 체내에서 반
감기를 연장할 수 있다.  한편, SLF는 수명을 연장하기 위해서 폴리에틸렌 글리콜(PEG)로 접합시킴으로써 
변형될 수 있다.

비만 세포의 경우,  IgE  및  항원 대신에,  이를테면 세포성 IgE  수용체 자체에 대한 항체가 사용될 수 

있다.  IgE 수용체를 가교시킬 수 있는 항체는 Ca
2+
 유입을 일으키기가 가장 쉽다.

알레르기 환자의 경우에, IgE 류의 알레르겐에 특이적인 면역글로불린은 알레르겐-특이적 T 세포에 의해 
생성된다.  IgE 항체는 비만 세포나 호염기구의 표면에서 발견된 FcεR1으로 불리우는 특이 수용체에 결
합할 수 있는 세포의 공간 속으로 B세포에 의해 분비된다. 이들 비만 세포나 호염기구가 그들의 표면에 
결합된 IgE에 의해 인식되는 다가 알레르겐과 마주친다면, IgE/수용체는 가교 및 활성화될 수 있어 히스
타민과 같은 1 이상의 예비 형성된 매개체의 방출을 야기하고, 류코트리엔, 프로스타글란딘 및 시토킨과 
같은 기타 염증성 분자의 우발적인 합성과 방출을 야기시킨다.  그러므로, 이 복잡한 반응은 서로 다른 
수많은 세포 형태와 분자를 포함하며, 이들 모두는 알레르기 반응을 매개하는데 있어 가능한 표적이다.  
이는 알레르겐-특이적 IgE를 생성하는 B 세포, 알레르겐에 특이적인 T 세포 수용체를 발현하는 T 세포, 
그리고 비만 세포 및 호염기구를 그들 표면상의 알레르겐-특이적 IgE와 함께 포함한다.  이들 수용체를 

통해 전달된 신호는 모두 Ca
2+
 를 이동시키기 때문에, 이들은 비만 세포상의 IgE 및 항원에 대해 나타낸 

바와 같이, 세포 사멸을 유도하기 위해 Ca
2+
 유입 차단제와 혼합할 수 있는 것이다.  막 IgE를 발현하는 B

세포에 대해서, 특이적 항 IgE 화합물들은 이들 분자를 가교시켜 신호 전달을 가져온다.  이러한 화합물
들은, 예를들면 미국특허 5,422,258호; 5,428,133호 또는 4,940,782호에 기재되어 있는 항체이다.

또한, B 세포상의 표면 IgE를 인식하여 가교시키는 (Fab)2 시약 또는 기타 화합물과 같은 이들 항체의 단

편이 이용될 수 있다.  B세포가 특이적으로 표적될 때, B 세포 표면상의 IgE를 우선적으로 인식하지만 비
만 세포나 호염기구 상에 결합된 IgE는 인식하지 않는 시약을 사용하는 것이 바람직하다.  

특수 항원을 인식하는 항체를 생성하는 B 세포를 특이적으로 제거하는 것이 바람직한 경우에, 항원 그 자

체는 다가이며 그 양이 충분하다면 Ca
2+
 유입 차단제와 조합되어 충분한 신호를 제공하여 항체를 생성하는 

B 세포는 죽게될 것이다.  한편, B 세포에 의해 생성되는 항체의 가변 영역을 인식하는 항 이디오타입 항
체가 사용될 수도 있다.  이러한 처리를 위한 잠재적 표적은 자가항원에 항체를 생성하는 B 세포를 포함
하며, 자기면역 질병을 일으킨다.

물론, 수용체를 포함하는 세포 속으로 Ca
2+
 유입을 가져오는 기타 세포성 수용체 리간드-결합이 있다.  본 

발명의 범위 내에 있는 성장 인자 수용체 작용물질은 TGF-α(변환 성장 인자), EGF, 헤레굴린, 및 erb 
B1,2,3 및 4, PDGF A 및 B의 기타 작용물질(혈소판-유발 성장 인자), SLF, FLT-3(fms형 티로신 키나제-3) 
리간드, 염기성 및 산성 FGFs (섬유아세포 성장 인자)(관련 성장 인자의 패밀리), 에노텔린, NGF(신경 성
장 인자), VEGF(혈관 내피 성장 인자), HGF(SF)(간 성장 인자, 산란 인자)를 포함한다. 다중 체인 면역 
인식 수용체에 대한 작용 물질은 표면 면역글로불린을 가교시키는 항체를 포함하는 B 세포상의 항원 수용
체에 대한 작용물질(즉, B 세포에 의해 인식된 특이 항원), 특수 TCRs를 인식하는 항체, 항 CD3 항체 또는 

기타 작용물질성 응집 항체 및 FcγRII 및 FcγRIII를 활성화시키는 기타 시약과 같은 T 세포 수용체 작
용물질, 및 비만 세포와 호염기구 상의 FcεRI 수용체에 대한 작용물질을 포함한다.  다음과 같은 G-단백
질-결합  수용체의  작용물질도  본  발명의  범위  내에  있다;  봄베신,  가스트린,  펩티드를  방출하는 
가스트린, 브라디키닌, 카르바콜 및 기타 무스카린 수용체 작용물질, CCK-8, 바소프레신, P 물질과 같은 

뉴로키닌, ATP 및 아데노신을 포함하는 퓨린성 수용체 작용물질, 1,25-디히드록시비타민 D23.  또한 Ca
2+
 

유입을 자극하는 수많은 신경 전달물질이 있다.  세포 사멸은 본 명세서에서 기재된 것과 유사한 실험을 

이용하여 Ca
2+
 유입 차단제와 리간드를 세포에 투여한 결과 발생되는 것으로 나타내질 수 있다. 이러한 리

간드와 작용물질 수용체 항체의 변종은 실제 사용을 위해 개발될 수 있고 상기와 유사한 실험을 이용하여 

시험될 수 있다. 여기서 세포 사멸은 Ca
2+
 유입 차단제와 함께 상기와 같은 변종의 투여에 대한 반응으로 

측정된다.

양호한 실시예와 관련하여 기재된 것 이에 Ca
2+
 유입 차단제는 테니뎁, CAl, Cd

2+
, Co

2+
, La

3+
, Mn

2+
, SKF-
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96365 및 크로몰린이 있다.  물론, 당해 기술 분야에 알려진 것보다 더 많이 있다(Lewis 일행, 1995).

어떤 특별한 경우에, 1 이상의 Ca
2+
 유입 차단제와 함께 투여된 수용체-결합제의 조합은 소망의 세포 반응

을 이끌어내는 데 가장 효과적인 것으로 판명되었다.

본 명세서의 실험에 의해 나타난 바와같이, 세포 사멸이 수용체 리간드(또는 기타 작용물질제)와 Ca
2+
 유

입 차단제의 투여에 의해 유발될 수 있는 지의 여부를 결정하는데 있어 중요한 것은 적절한 수용체 결합
상에 발생된 신호에 대한 세포의 정상 반응과 수용체이다.  그럼에도 불구하고, 본 명세서의 실험에서 사
용된 것 이외의 세포 형태가 적어도 그 생명 주기의 어느 점에서 발현된 수용체를 가지며, 이는 본 발명
에서 요구되는 정상 세포 반응을 형성하게 된다는 것이 공지되어 있다.  c-키트 수용체를 발현하고 SLF에 
반응성이 있는 것으로 알려진 기타 세포 형태의 예로는 조혈 전구 세포, 멜라닌 형성세포 및 생식 세포가 
있다.  기타 리간드를 결합하고 이 결합이 통상 필연적인 반응을 가져오는 수용체를 발현할 수 있는 세포 
형태의 예로는 EGF 및 FGI 수용체를 발현하는 유방암 세포와 PDGF 수용체를 발현하는 직장 암 세포가 있
다.

종양형성성, 과형성증 또는 고활성 상태를 나타내는 이러한 세포는 본 발명에 따른 적합한 결합 인자 및 

Ca
2+
 유입 차단제를 투여하는 것에 의해 처리될 수 이다. 따라서 암, 비만증, 자가면역 염증성 질병 또는 

알레르기에 걸린 사람을 치료하기 위해 본 발명에 따른 처리물질을 투여할 수 있다. 

c-키트 수용체는 백혈병 세포상에서 과발현되고(Muroi 일행, 1995), 소세포 폐암(Hida 일행, 1994)  및 
여성의 생식기관의 암(Inoue  일행, 1994)  대부분에서 발견되는 것으로 밝혀져있으며 신경섬유종(Hirota 
일행, 1993)의 비만세포 침투에도 관련될 수 있다.  이러한 부위는 본 발명에 따른 치료의 주 대상이다. 

본 발명에 따라 표적으로 되는 세포가 구성적으로 활성화되는 경우(제9A도)에는 수용체 결합에 의해 생성
되는 신호를 자극하기 위한 약제를 포함할 필요가 없는데 이는 신호가 이미 생성되어 있기 때문이다. 이

러한 경우, Ca
2+
 유입 차단제는 수용체 자극제 없이 투여될 수 있다.  특정 종양 세포는 이러한 활성을 가

지고 있는 것으로 알려져 있기 때문에 이러한 방법으로 처리될 수 있다. c-키트 활성화 돌연변이는 사람 

및 설치류 기원의 비만세포에서 발견되었다(Kanakura 일행, 1994; Kitayama 일행, 1995). 이것은 Ca
2+
 차

단제와 함께 적합한 인자의 투여에 의해 신호를 강화하는 특정 경우에는 바람직하지 않을 수 있다는 것을 
말하는 것은 아니다. 

특정 세포 형태가 본 발명에 따른 처리에 감수성인지 여부를 결정하는 첫 단계는 세포막상에서 발현된 수

용체의 리간드 결합이 세포내 Ca
2+
 의 농도를 증가시키는지 여부를 결정하는 것이다. 본 명세서의 실시예

의 세포에 대해 기재된 실험과 유사하게, 다양한 농도의 리간드 및 Ca
2+
 유입 차단제 세포 배양물의 투여

를 실시하여 세포 사멸이 유도되는 정도를 측정한다. 

특히, 적합한 투여량은 처리될 숙주, 투여형태 및 처리될 환자의 상태와 심각도에 따라 달라진다.  동물 
체중 kg당 약 0.1 mg 내지 1 mg을 매일 투여할 때 가장 만족스런 수용체-결합제 결과를 나타내었지만, 이
것은 특정 약제 또는 처리될 사람 또는 처리조건에 따라 다를 수 있다. 또한 매일의 투여를 2, 3, 4 또는 
그 이상의 투여 횟수로 나누어서 하는 것이 더욱 유리할 수 있다. 

약제가 성장인자와 같은 폴리펩티드이면, 이것은 경피, 근육내 또는 정맥 주사에 의해 투여될 수 있다. 

본  발명의  수용체  결합  화합물을  함유하는  약제학적  조성물은  적어도  하나의  약제학적으로  허용되는 
담체, 희석제, 부형제, 윤활제, 완충액, 항균제, 충전제, 산화방지제 등을 포함할 수 있으며, 이 조성물
은 약제학적으로 허용되는 담체 또는 희석제와 혼합하는 통상의 방식으로 제조될 수 있다.  단위 투여 형
태는 예컨대 약 0.025 mg 내지 약 50 mg의 화합물을 함유한다. 

공지된 Ca
2+
 유입 차단제는 약제가 소망하는 표적 세포에 도달하기만 하면 공지 과정에 따라 제조되어 투

여될 수 있다. 

특정 세포를 표적으로 하기 위해, 예컨대 특정 IgE를 생산하는 B세포, IgE의 표면 일부에 대한 작용물질

성 항체가 생성될 수 있다. 적합한 Ca
2+
 유입 차단제는 항체가 표면 IgE에 결합하여 차단제가 작용하려는 

특정 세포와 접촉하도록 적합하게 항체에 결합된다(예컨대, 공유결합).  

참고 문헌

싱기 인용된 특정 참고 문헌은 다음과 같다.  여기 수록된 참고 문헌은 모드 본 명세서에 참고 서적으로 
포함되어 있다.
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(57) 청구의 범위

청구항 1 

유효량의 Ca
2+
 유입 차단제 및 Ca

2+
 유입을 수반하는 유효량의 인자를 포유동물에 투여하는 것을 포함하는, 

Ca
2+
 유입을 수반하는 인자에 의해 자극될 수 있으며  사멸시킬 필요가 있는 포유동물 세포의 사멸을 유발

하는 방법. 

청구항 2 

Ca
2+
 유입을  수반하는  약제에  의해  세포  수용체의  리간드에  의해  자극되는  세포를  갖는  포유동물에 

있어서, 유효량의 Ca
2+
 유입 차단제 및 유효량의 상기 리간드를 상기 포유동물에 투여하는 것을 포함하는 

세포의 사멸을 유발하는 방법.  

청구항 3 

유효량의 Ca
2+
 유입 차단제 및 유효량의 약제를 포유동물에 투여하는 것을 포함하는, 상기 약제와 결합시 

세포로 칼슘 유입과 포스포리파제 C의 활성화를 초래하는 수용체를 갖는 사멸시킬 필요가 있는 포유동물 
세포의 사멸을 유발하는 방법.

청구항 4 

유효량의 비전압 게이팅 Ca
2+
 유입 차단제 및 Ca

2+
 유입을 수반하는 유효량의 인자를 포유동물에 투여하는 

것을 포함하는, Ca
2+
 유입을 수반하는 인자에 의해 자극될 수 있는 사멸시킬 필요가 있는 포유동물 세포의 

사멸을 유발하는 방법. 

청구항 5 

제1항 또는 제4항에 있어서, 상기 인자가 상기 세포의 수용체에 대한 작용물질성 항체인 방법.

청구항 6 

제1항 또는 제4항에 있어서, 상기 인자가 상기 세포의 수용체의 천연 리간드인 방법.

청구항 7 
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제2항에 있어서, 상기 리간드가 수용체의 천연 리간드인 방법.

청구항 8 

제3항에 있어서, 상기 물질이 수용체에 대한 작용물질성 항체인 방법.

청구항 9 

제3항에 있어서, 상기 물질이 수용체의 리간드인 방법.

청구항 10 

제9항에 있어서, 상기 리간드가 수용체의 천연 리간드인 방법.

청구항 11 

제1항, 제2항, 제3항, 제4항, 제5항, 제6항, 제7항, 제8항, 제9항 또는 제10항에 있어서, 상기 세포가 비
만 세포, 단구, 대식세포, 섬유아세포, T 세포, B 세포, 호염기구 또는 암 세포인 방법.

청구항 12 

제1항, 제2항, 제3항, 제4항, 제5항, 제6항, 제7항, 제8항, 제9항 또는 제10항에 있어서, 상기 포유동물
이 증식성 질병에 걸려있는 방법.

청구항 13 

제1항, 제2항, 제3항, 제4항, 제5항, 제6항, 제7항, 제8항, 제9항 또는 제10항에 있어서, 상기 포유동물
이 암에 걸려있는 방법.

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 포유동물이 유방암에 걸려있는 방법.

청구항 15 

제1항, 제2항, 제3항, 제4항, 제5항, 제6항, 제7항, 제8항, 제9항 또는 제10항에 있어서, 상기 포유동물
이 알레르기를 앓고 있는 방법.

청구항 16 

제1항, 제2항, 제3항, 제4항, 제5항, 제6항, 제7항, 제8항, 제9항 또는 제10항에 있어서, 상기 포유동물
이 자가면역 장애가 있는 방법.

청구항 17 

제1항, 제4항, 제5항 또는 제6항에 있어서, 상기 세포가 c-키트 수용체 또는 돌연변이성 c-키트 수용체, 
T 세포 수용체, CD3, FcγRII, FcγRIII, FcεRI, G-단백질 결합된 수용체, 봄베신 수용체, 가스트린 방
출 펩티드 수용체, 브라디키닌 수용체, 카르바콜 수용체, 무스카린 분자 수용체, CCK-8 수용체, 바소프레
신 수용체, 뉴로키닌 수용체, P 물질 수용체, 퓨린성 분자 수용체, TGF-α 수용체, EGF 수용체, 헤레굴린 
수용체, erbB1 수용체, erbB2 수용체, erbB3 수용체, erbB4 수용체, PDGF 수용체, SLF 수용체, FLT-3 리
간드 수용체, 염기성 FGF 수용체, 산성 FGF 수용체, 에노텔린 수용체, NGF 수용체, VEGF 수용체 및 HGF 
수용체로 구성된 군으로 부터 선택된 표면 수용체를 갖는 방법.

청구항 18 

제2항, 제3항, 제7항, 제8항 또는 제9항에 있어서, 상기 수용체가 c-키트 수용체 또는 돌연변이성 c-키트 
수용체, T 세포 수용체, CD3, FcγRII, FcγRIII, FcεRI, G-단백질 결합된 수용체, 봄베신 수용체, 가스
트린 방출 펩티드 수용체, 브라디키닌 수용체, 카르바콜 수용체, 무스카린 분자 수용체, CCK-8 수용체, 
바소프레신 수용체, 뉴로키닌 수용체, P 물질 수용체, 퓨린성 분자 수용체, TGF-α 수용체, EGF 수용체, 
헤레굴린 수용체, erbB1 수용체, erbB2 수용체, erbB3 수용체, erbB4 수용체, PDGF 수용체, SLF 수용체, 
FLT-3 리간드 수용체, 염기성 FGF 수용체, 산성 FGF 수용체, 에노텔린 수용체, NGF 수용체, VEGF 수용체 
및 HGF 수용체로 구성된 군으로 부터 선택되는 방법.

청구항 19 

제1항 또는 제항에 있어서, 상기 인자가 SLF, TGF-α, EGF, 헤레굴린, erbB1에 대한작용물질, erbB2에 대
한 작용물질, erbB3에 대한 작용물질, erbB4에 대한 작용물질, PDGF A, PDGF B, FLT-3 리간드, 염기성 
FGF, 산성 FGF, 에노텔린, NGF, VEGF, HGF, TCR에 대한 작용물질, CD3 수용체에 대한 작용물질, FcγRII 
수용체에 대한 작용물질, FcγRIII 수용체에 대한 작용물질, FcεRI 수용체에 대한 작용물질, G-단백질 
결합된 수용체의 작용물질, 봄베신, 가스트린, 가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 카르바콜, 무스카린성 
수용체 작용물질,  CCK-8,  바소프레신,  뉴로키닌,  P  물질,  퓨린성 수용체 작용물질,  ATP,  아데노신 및 
1,25-디히드록시비타민 D3 및 이들의 결합물로 구성된 군으로 부터 선택되는 방법. 

청구항 20 

제2항에 있어서, 상기 인자가 SLF, TGF-α, EGF, 헤레굴린, erbB1에 대한 작용물질, erbB2에 대한 작용물
질, erbB3에 대한 작용물질, erbB4에 대한 작용물질, PDGF A, PDGF B, FLT-3 리간드, 염기성 FGF, 산성 
FGF, 에노텔린, NGF, VEGF, HGF, TCR에 대한 작용물질, CD3 수용체에 대한 작용물질, FcγRII 수용체에 
대한 작용물질, FcγRIII 수용체에 대한 작용물질, FcεRI 수용체에 대한 작용물질, G-단백질 결합된 수
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용체의 작용물질, 봄베신, 가스트린, 가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 카르바콜, 무스카린성 수용체 
작용물질, CCK-8, 바소프레신, 뉴로키닌, P 물질, 퓨린성 수용체 작용물질, ATP, 아데노신 및 1,25-디히
드록시비타민 D3 및 이들의 결합물로 구성된 군으로 부터 선택되는 방법.

청구항 21 

제2항에 있어서, 상기 리간드가 SLF, TGF-α, EGF, 헤레굴린, erbB1에 대한 작용물질, erbB2에 대한 작용
물질, erbB3에 대한 작용물질, erbB4에 대한 작용물질, PDGF A, PDGF B, FLT-3 리간드, 염기성 FGF, 산성 
FGF, 에노텔린, NGF, VEGF, HGF, TCR에 대한 작용물질, CD3 수용체에 대한 작용물질, FcγRII 수용체에 
대한 작용물질, FcγRIII 수용체에 대한 작용물질, FcεRI 수용체에 대한 작용물질, G-단백질 결합된 수
용체의 작용물질, 봄베신, 가스트린, 가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 카르바콜, 무스카린성 수용체 
작용물질, CCK-8, 바소프레신, 뉴로키닌, P 물질, 퓨린성 수용체 작용물질, ATP, 아데노신 및 1,25-디히
드록시비타민 D3 및 이들의 결합물로 구성된 군으로 부터 선택되는 방법.

청구항 22 

제3항에 있어서, 상기 물질이 SLF, TGF-α, EGF, 헤레굴린, erbB1에 대한 작용물질, erbB2에 대한 작용물
질, erbB3에 대한 작용물질, erbB4에 대한 작용물질, PDGF A, PDGF B, FLT-3 리간드, 염기성 FGF, 산성 
FGF, 에노텔린, NGF, VEGF, HGF, TCR에 대한 작용물질, CD3 수용체에 대한 작용물질, FcγRII 수용체에 
대한 작용물질, FcγRIII 수용체에 대한 작용물질, FcεRI 수용체에 대한 작용물질, G-단백질 결합된 수
용체의 작용물질, 봄베신, 가스트린, 가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 카르바콜, 무스카린성 수용체 
작용물질, CCK-8, 바소프레신, 뉴로키닌, P 물질, 퓨린성 수용체 작용물질, ATP, 아데노신 및 1,25-디히
드록시비타민 D3 및 이들의 결합물로 구성된 군으로 부터 선택되는 방법.

청구항 23 

제1항 또는 제4항에 있어서, 상기 세포가 기능항진성 면역세포이고 항체를 포함하며 또 상기 인자는 상기 
항체에 대한 항원인 방법.

청구항 24 

제1항 또는 제4항에 있어서, 상기 세포가 기능항진성 면역세포이고 IgE는 상기 면역세포에 결합되며 또 
상기 인자는 IgE에 대한 작용물질인 방법.

청구항 25 

제24항에 있어서, 상기 세포가 IgE 수용체를 포함하고 또 상기 인자는 상기 수용체에 대한 항체인 방법.

청구항 26 

제2항에 있어서, 상기 세포가 기능항진성 면역 세포이고 항체를 포함하며 또 상기 리간드가 상기 항체에 
대한 항원인 방법.

청구항 27 

제2항에 있어서, 상기 세포가 기능항진성 면역세포이고, IgE는 상기 면역세포에 결합되며 또 상기 리간드
는 IgE에 대한 작용물질인 방법.

청구항 28 

제27항에  있어서,  상기  세포가  IgE  수용체를  포함하고  또  상기  리간드는  상기  수용체에  대한  항체인 
방법.

청구항 29 

제3항에 있어서, 상기 세포가 기능항진성 면역세포이고 항체를 포함하며 또 상기 물질은 항체에 대한 항
원인 방법.

청구항 30 

제3항에 있어서, 상기 세포가 기능항진성 면역세포이고, IgE가 상기 면역세포에 결합되며 또 상기 약제는 
IgE에 대한 작용물질인 방법.

청구항 31 

제30항에 있어서, 상기 세포가 IgE 수용체를 포함하고 또 상기 약제는 상기 수용체에 대한 항체인 방법.

청구항 32 

제24항, 제27항 또는 제30항에 있어서, 상기 세포가 호염기구인 방법.

청구항 33 

제24항, 제27항 또는 제30항에 있어서, 상기 세포가 비만 세포인 방법.

청구항 34 

제1항, 제4항, 제5항, 제6항, 제17항, 제23항, 제24항 또는 제25항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 및 

상기 인자가 별도로 투여되는 방법.
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청구항 35 

제2항, 제7항, 제18항, 제20항, 제21항, 제26항 또는 제27항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 및 상기 리

간드가 별도로 투여되는 방법.

청구항 36 

제3항, 제8항, 제9항, 제22항, 제29항 또는 제30항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 및 상기 리간드가 별

도로 투여되는 방법. 

청구항 37 

제1항, 제4항, 제5항, 제6항, 제17항, 제23항, 제24항 또는 제25항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제가 상

기 인자 전에 투여되는 방법.

청구항 38 

제2항, 제7항, 제18항, 제20항, 제21항, 제26항 또는 제27항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제가 상기 리

간드 전에 투여되는 방법.

청구항 39 

제3항, 제8항, 제9항, 제22항, 제29항 또는 제30항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제가 상기 약제 전에 투

여되는 방법.

청구항 40 

제1항, 제4항, 제5항, 제6항, 제17항, 제23항, 제24항 또는 제25항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 및 

상기 인자가 단일 단계로 투여되는 방법.

청구항 41 

제2항, 제7항, 제18항, 제20항, 제21항, 제26항 또는 제27항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 및 상기 리

간드가 단일 단계로 투여되는 방법.

청구항 42 

제3항, 제8항, 제9항, 제22항, 제29항 또는 제30항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 및 상기 약제가 단일 

단계로 투여되는 방법.

청구항 43 

제1항 또는 제4항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 부재하에서 상기 인자에 의한 세포의 자극이 통상 상

기 세포의 성장, 생존 및/또는 활성화를 증진시키는 방법. 

청구항 44 

제2항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 부재하에서 리간드가 수용체에 결합하여 통상 상기 세포의 성장, 

생존 및/또는 활성화를 증진시키는 방법. 

청구항 45 

제3항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 부재하에서 상기 약제의 결합이 통상 상기 세포의 성장, 생존 및/

또는 활성화를 증진시키는 방법.

청구항 46 

제1항, 제2항, 제3항 또는 제4항에 있어서, 상기 세포는 c-키트 수용체를 발현하고 이때 방법은 유효량의 
c-키트 리간드를 포유동물에 투여하는 것을 포함하는 방법. 

청구항 47 

제1항, 제2항, 제3항, 제4항 또는 제46항에 있어서, 상기 포유동물이 백혈병, 종양 성장 또는 폐암에 걸
린 사람인 방법.

청구항 48 

제3항에 있어서, 상기 인자는 상기 세포의 수용체에 결합되고 이러한 결합에 의해 세포의 증식을 유발하
는 성장인자인 방법. 

청구항 49 

제48항에 있어서, 상기 포유동물이 암 또는 과형성증에 걸려있는 방법.

청구항 50 
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제3항에 있어서, 상기 인자가 단백질인 방법.

청구항 51 

제3항에 있어서, 상기 인자가 상기 세포의 수용체에 결합되며, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 부재하의 이러한 결

합에 의해 세포의 수명을 증가시키는 생존 인자인 방법. 

청구항 52 

제51항에 있어서, 상기 세포가 조혈 전구세포인 방법. 

청구항 53 

제3항에 있어서, 상기 인자가 상기 세포의 수용체에 결합되고, 상기 Ca
2+
 유입 차단제 부재하의 이러한 결

합에 의해 세포의 활성화를 유발하는 활성 인자인 방법.

청구항 54 

제1항 내지 제53항중 어느 하나에 있어서, 상기 포유동물이 사람인 방법.

청구항 55 

제1항 내지 제54항중 어느 하나에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제가 Ni

2+
, 케토티펜, 에코나졸, 테니뎁, 

CAI, Cd
2+
, Co

2+
, La

3+
, Mn

2+
, SKF-96365 및 크로몰린 또는 이들의 결합물로 부터 선택되는 방법.

청구항 56 

유효량의 Ca
2+
 유입 차단제를 포유동물에 투여하는 것을 포함하는, 사멸시킬 필요가 있는 포유동물의 구성

적인 활성화 세포의 사멸을 유발하는 방법. 

청구항 57 

제56항에 있어서, 상기 활성화는 불활성화 상태일 때 상기 세포에서의 Ca
2+
 농도  이상의 Ca

2+
 농도를 초래

하는 방법. 

청구항 58 

제56항에 있어서, 상기 구성적 활성화가 돌연변이성 c-키트 수용체의 존재 결과인 방법.

청구항 59 

제58항에 있어서, 상기 포유동물이 비만세포증에 걸린 사람인 방법.

청구항 60 

유효량의 Ca
2+
 유입 차단제를 포유동물에 투여하는 것을 포함하는, 오토크린(autocrine) 자극되는 사멸시

킬 필요가 있는 포유동물 세포의 사멸을 유발하는 방법. 

청구항 61 

제56항, 제57항, 제58항, 제59항 또는 제60항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제가 Ni

2+
인 방법. 

청구항 62 

Ca
2+
 유입 차단제 및 세포로 Ca

2+
 유입을 유발하기 위해 상기 세포의 수용체에 정상적으로 결합되는 인자를 

포함하는, 세포 성장을 억제하기 위해 항증식제로서 포유동물에 투여하기 위한 약제 조성물.

청구항 63 

제62항에 있어서, 상기 인자가 수용체에 정상적으로 결합되어 포스포리파제 C의 활성화를 초래하는 조성
물. 

청구항 64 

제62항 또는 제63항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제가 비전압 게이팅 Ca

2+
 유입 차단제인 조성물.

청구항 65 

제62항, 제63항 또는 제64항에 있어서, 상기 인자가 수용체에 대한 작용물질성 항체인 조성물. 

청구항 66 

제62항, 제63항 또는 제64항에 있어서, 상기 인자가 수용체의 천연 리간드인 조성물.

청구항 67 

제62항,  제63항  또는  제64항에  있어서,  상기  인자가  SLF,  TGF-α,  EGF,  헤레굴린,  erbB1에  대한 
작용물질,  erbB2에 대한 작용물질,  erbB3에 대한 작용물질,  erbB4에 대한 작용물질,  PDGF  A,  PDGF  B, 
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FLT-3 리간드, 염기성 FGF, 산성 FGF, 에노텔린, NGF, VEGF, HGF, TCR에 대한 작용물질, CD3 수용체에 대
한 작용물질, FcγRII 수용체에 대한 작용물질, FcγRIII 수용체에 대한 작용물질, FcεRI 수용체에 대한 
작용물질, G-단백질 결합된 수용체의 작용물질, 봄베신, 가스트린, 가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 
카르바콜, 무스카린성 수용체 작용물질, CCK-8, 바소프레신, 뉴로키닌, P 물질, 퓨린성 수용체 작용물질, 
ATP, 아데노신 및 1,25-디히드록시비타민 D3 및 이들의 결합물로 구성된 군으로 부터 선택되는 조성물. 

청구항 68 

제67항에 있어서, 상기 인자가 SLF인 조성물.

청구항 69 

제62항에 있어서, 상기 인자가 면역세포의 표면 항체의 항원인 조성물.

청구항 70 

제62항에 있어서, 상기 인자가 IgE에 대한 작용물질인 조성물.

청구항 71 

제62항에 있어서, 상기 인자가 Ca
2+
 유입 차단제 부재하에서 수용체에 정상적으로 결합하여 상기 세포의 

성장, 생존 및/또는 활성화를 증진시키는 조성물.

청구항 72 

Ca
2+
 유입 차단제 및 세포로 Ca

2+
 유입을 유발하기 위하여 상기 세포의 수용체에 정상적으로 결합되는 인자

를 포함하는, 포유동물에서 세포 성장을 억제하기 위한 약제 조성물의 키트. 

청구항 73 

제72항에 있어서, 상기 인자가 수용체에 정상적으로 결합하여 포스포리파제 C의 활성화를 초래하는 조성
물. 

청구항 74 

제72항 또는 제73항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제가 비전압 게이팅 Ca

2+
 유입 차단제인 조성물.

청구항 75 

제72항, 제73항 또는 제74항에 있어서, 상기 인자가 수용체에 대한 작용물질성 항체인 조성물.

청구항 76 

제72항, 제73항 또는 제74항에 있어서, 상기 인자가 수용체의 천연 리간드인 조성물.

청구항 77 

제72항, 제73항 또는 제74항에 이어서, 상기 인자가  SLF, TGF-α, EGF, 헤레굴린, erbB1에 대한 작용물
질, erbB2에 대한 작용물질, erbB3에 대한 작용물질, erbB4에 대한 작용물질, PDGF A, PDGF B, FLT-3 리
간드, 염기성 FGF, 산성 FGF, 에노텔린, NGF, VEGF, HGF, TCR에 대한 작용물질, CD3 수용체에 대한 작용
물질, FcγRII 수용체에 대한 작용물질, FcγRIII 수용체에 대한 작용물질, FcεRI 수용체에 대한 작용물
질, G-단백질 결합된 수용체의 작용물질, 봄베신, 가스트린, 가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 카르바
콜, 무스카린성 수용체 작용물질, CCK-8, 바소프레신, 뉴로키닌, P 물질, 퓨린성 수용체 작용물질, ATP, 
아데노신 및 1,25-디히드록시비타민 D3 및 이들의 결합물로 구성된 군으로 부터 선택되는 조성물. 

청구항 78 

제77항에 있어서, 상기 인자가 SLF인 조성물.

청구항 79 

제72항에 있어서, 상기 인자가 면역세포의 표면항체의 항원인 조성물.

청구항 80 

제72항에 있어서, 상기 인자가 IgE에 대한 작용물질인 조성물.

청구항 81 

제72항에 있어서, 상기 인자가 Ca
2+
 유입 차단제 부재하에서 수용체에 정상적으로 결합하여 상기 세포의 

성장, 생존 및/또는 활성화를 증진시키는 조성물.

청구항 82 

제62항, 제63항, 제64항, 제65항, 제66항, 제67항, 제68항 또는 제71항에 따른 약제 조성물의 항증식제로
서 용도.

청구항 83 

제62항, 제63항, 제64항, 제65항, 제66항, 제67항, 제68항 또는 제71항에 따른 약제 조성물의 항염증제로
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서 용도.

청구항 84 

제72항, 제73항, 제74항, 제75항, 제76항, 제77항, 제78항 또는 제81항에 따른 키트 성분의 항증식제로서 
용도. 

청구항 85 

제72항, 제73항, 제74항, 제75항, 제76항, 제77항, 제78항 또는 제81항에 따른 키트 성분의 항염증제로서 
용도. 

청구항 86 

세포 성장을 억제하기 위한 물질로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제 및 세포로 Ca

2+
 

유입을 유발하기 위해 세포의 수용체에 정상적으로 결합되는 인자의 용도. 

청구항 87 

제86항에 있어서, 상기 인자가 수용체에 정상적으로 결합하여 포스포리파제 C의 활성화를 초래하는 것을 

특징으로 하는, 세포 성장을 억제하기 위한 물질로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제 

및 인자의 용도. 

청구항 88 

제86항 또는 제87항에 있어서, 상기 Ca
2+
 유입 차단제가 비전압 게이팅 Ca

2+
 유입 차단제인 것을 특징으로 

하는, 세포 성장을 억제하기 위한 물질로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제 및 인자

의 용도. 

청구항 89 

제86항, 제87항 또는 제88항에 있어서, 상기 인자가 수용체에 대한 작용물질성 항체인 것을 특징으로 하

는, 세포 성장을 억제하기 위한 물질로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제 및 인자의 

용도. 

청구항 90 

제86항, 제87항 또는 제88항에 있어서, 상기 인자가 수용체의 천연 리간드인 것을 특징으로 하는, 세포 

성장을 억제하기 위한 물질로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제 및 인자의 용도. 

청구항 91 

제86항,  제87항  또는  제88항에  있어서,  상기  인자가  SLF,  TGF-α,  EGF,  헤레굴린,  erbB1에  대한 
작용물질,  erbB2에 대한 작용물질,  erbB3에 대한 작용물질,  erbB4에 대한 작용물질,  PDGF  A,  PDGF  B, 
FLT-3 리간드, 염기성 FGF, 산성 FGF, 에노텔린, NGF, VEGF, HGF, TCR에 대한 작용물질, CD3 수용체에 대
한 작용물질, FcγRII 수용체에 대한 작용물질, FcγRIII 수용체에 대한 작용물질, FcεRI 수용체에 대한 
작용물질, G-단백질 결합된 수용체의 작용물질, 봄베신, 가스트린, 가스트린 방출 펩티드, 브라디키닌, 
카르바콜, 무스카린성 수용체 작용물질, CCK-8, 바소프레신, 뉴로키닌, P 물질, 퓨린성 수용체 작용물질, 
ATP, 아데노신 및 1,25-디히드록시비타민 D3 및 이들의 결합물로 구성된 군으로 부터 선택되는 것을 특징

으로 하는, 세포 성장을 억제하기 위한 물질로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제 및 

인자의 용도. 

청구항 92 

제91항에 있어서, 상기 인자가 SLF인 것을 특징으로 하는, 세포의 성장을 억제하기 위한 물질로 사용하기 

위한 약물의 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제 및 인자의 용도. 

청구항 93 

제86항에 있어서, 상기 인자가 면역세포의 표면 항체의 항원인 것을 특징으로 하는, 세포 성장을 억제하

기 위한 물질로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제 및 인자의 용도. 

청구항 94 

제86항에 있어서, 상기 인자가 IgE에 대한 작용물질인 것을 특징으로 하는, 세포 성장을 억제하기 위한 

물질로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서 Ca
2+
 유입 차단제 및 인자의 용도. 

청구항 95 

제86항에 있어서, 상기 인자가 Ca
2+
 유입 차단제 부재하에서 수용체에 정상적으로 결합하여 세포의 성장, 

생존 및/또는 활성화를 증진시키는 것을 특징으로 하는, 항증식제로 사용하기 위한 약물의 제조에 있어서 

Ca
2+
 유입 차단제 및 인자의 용도. 

청구항 96 
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조직 샘플이 정상 조직과 비교하여 상승된 PLC 활성 정도를 갖는지를 분석하는 것을 포함하며, 활성화된 
PLC의 상승 정도는 세포가 상기 처리되기 쉽다는 것을 나타내는 것을 특징으로 하는, 병든 포유동물 세포

가 Ca
2+
 유입 차단제, 또는 세포의 수용체를 더욱 활성화시키는 인자와 차단제에 처리되는 용이도를 진단

하는 방법. 

청구항 97 

제96항에 있어서, 병든 조직의 샘플을 수득하는 것을 더 포함하는 방법.

청구항 98 

제96항 또는 제97항에 있어서, 샘플을 분석하는 단계가 소정양의 상기 조직으로 부터 수득한 PLC 존재하
에서 반응하는 PLC 물질의 양을 조정하는 것을 포함하는 방법.

청구항 99 

제98항에 있어서, 효소 결합된 면역흡착 분석법에 의해 소정양의 상기 조직으로 부터 PLC를 분리하는 것
을 더 포함하는 방법. 

청구항 100 

제98항 또는 제99항에 있어서, 상기 PLC 물질이 [
3
H]-PIP2인 방법.

청구항 101 

Ca
2+
가 세포로 유입되는 것을 증진시키는 활성화된 수용체를 갖는 제1군 세포를 Ca

2+
 유입 차단제 존재하에

서 배양하고;

Ca
2+
가 세포로 유입되는 것을 증진시키는 활성화된 수용체를 갖지 않는 제2군세포를 Ca

2+
 유입 차단제 존재

하에서 배양하며; 

제1군 세포의 성장이 Ca
2+
 유입 차단제 부재하에서 제1군 세포의 성장에 상응하는 소정의 제1 수준 보다 

낮은지 여부를 확인하고; 또 

제2군 세포의 성장이 Ca
2+
 유입 차단제 부재하에서 제2군 세포의 성장에 상응하는 소정의 제2 수준과 실질

적으로 동일한지 여부를 확인하는 단계를 포함하며;

제1 소정 수준 보다 낮은 제1군의 성장과 제2 소정 수준과 실질적으로 동일한 제 2군의 성장은 Ca
2+
 유입 

차단제가 Ca
2+
 차단제임을 나타내는 것을 특징으로 하는 Ca

2+
 유입 차단제 물질을 스크리닝하는 방법. 

청구항 102 

제101항에 있어서, 상기 제1군 세포의 수용체가 구성적으로 활성화되는 방법.

청구항 103 

제101항에 있어서, 상기 제1군 세포의 수용체가 오토크린 자극되는 방법.

청구항 104 

제101하에 있어서, 제1군 세포의 수용체가 외인성 물질에 의해 활성화되는 방법.

청구항 105 

제104항에 있어서, 상기 물질이 제1군 세포의 수용체의 천연 리간드인 방법.

청구항 106 

제101항, 제104항 또는 제105항에 있어서, 제1군 세포의 수용체 및 제2군 세포의 수용체가 동일 수용체인 
방법.

청구항 107 

제101항, 제104항, 제105항 또는 제106항에 있어서, 상기 수용체가 c-키트 수용체, EGF 수용체 및 FGF 수
용체로 구성된 군으로 부터 선택되는 방법.

청구항 108 

제101항, 제102항, 제103항, 제104항, 제105항, 제106항 또는 제107항에 있어서, 상기 제1군 세포 및 제2
군 세포가 사람의 세포인 방법.

청구항 109 

제101항, 제102항, 제103항, 제104항, 제105항, 제106항 또는 제108항에 있어서, 제1군 세포가 비만 세포
이고, 제2군 세포가 비만 세포이며, 수용체가 c-키트 수용체이며 또 제1군 세포가 SLF 존재하에서 배양되
는 방법.

청구항 110 
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제101항에 있어서, 상기 제1군 세포를 제1군 세포의 상기 수용체로 형질감염시키는 방법. 
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