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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
発癌性融合タンパク質のレベル又は活性化状態を決定する方法であって、前記方法は、以
下の工程を含む：
（ａ）細胞抽出物中に存在する第１の全長タンパク質を、前記第１全長タンパク質と第１
結合成分とを含む複合体に変換するのに適した条件下で、前記細胞抽出物を、前記第１全
長タンパク質の第１ドメインに特異的な前記第１結合成分と接触させる工程であって、
前記第１全長タンパク質は、前記第１全長タンパク質の第１ドメイン及び前記第１全長タ
ンパク質の第２の異なるドメインを含み、
前記第１全長タンパク質の第１ドメインは、第２の異なる全長タンパク質の第１ドメイン
に融合する前記第１全長タンパク質の第２の異なるドメインを含む対応する発癌性融合タ
ンパク質に存在せず、
前記第２の異なる全長タンパク質は、前記第２の異なる全長タンパク質の第１ドメイン及
び前記第２の異なる全長タンパク質の第２の異なるドメインを含み、
前記細胞抽出物は、前記第１全長タンパク質、前記第２の異なる全長タンパク質及び前記
発癌性融合タンパク質を含む、
前記工程；
（ｂ）前記細胞抽出物から工程（ａ）からの前記複合体を除去し、前記第１全長タンパク
質を含まない細胞抽出物を形成する工程；
（ｃ）前記細胞抽出物中に存在する前記発癌性融合タンパク質を、前記発癌性融合タンパ
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ク質と第２、第３及び第４結合成分とを含む複合体に変換するのに適した条件下で、工程
（ｂ）からの前記細胞抽出物を、第２、第３及び第４結合成分と接触させる工程であって
、
前記第２結合成分は前記第１全長タンパク質の前記第２の異なるドメインに特異的であり
、前記第２結合成分がアドレス可能なアレイにおける固体支持体上に拘束されており、前
記第３結合成分が、促進成分を用いて標識化されており、そして、下記の内の１つに特異
的であり：
（ｉ）第２の異なる全長タンパク質の第１ドメイン；
（ｉｉ）前記第１全長タンパク質の第２の異なるドメイン；又は
（ｉｉｉ）前記第１全長タンパク質の前記第２の異なるドメインと前記第２の異なる全長
タンパク質の前記第１ドメインとの間の融合部位、
前記第４結合成分が、シグナル増幅対の第１メンバーを用いて標識化されており、そして
前記第２の異なる全長タンパク質の前記第１ドメインに特異的であり、そして
前記促進成分が、前記シグナル増幅対の第１メンバーへチャネリングしかつ前記シグナル
増幅対の第１メンバーと反応する酸化剤を生成する、前記工程；
（ｄ）工程（ｃ）からの前記複合体を、前記シグナル増幅対の第２メンバーとインキュベ
ートして、増幅シグナルを生成する工程；及び
（ｅ）前記シグナル増幅対の第１及び第２メンバーから生成される増幅シグナルを検出し
、それによって前記発癌性融合タンパク質のレベル又は活性化状態を決定する工程。
【請求項２】
前記細胞抽出物が、サンプルから単離される細胞の抽出物を含み、前記サンプルは、全血
、血清、血漿、尿、痰、気管支洗浄液、涙液、乳頭吸引液、リンパ液、唾液、微細針吸引
液（ＦＮＡ）、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
前記サンプルが癌を有する患者から得られ、前記癌が、癌細胞中の染色体転座による発癌
性融合タンパク質の形成によって、引き起こされるものである、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記癌が、血液悪性腫瘍、骨原性肉腫、又は軟部組織肉腫である、請求項３に記載の方法
。
【請求項５】
前記の単離された細胞が、循環腫瘍細胞、白血球、及びそれらの組み合わせからなる群か
ら選択される、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
前記発癌性融合タンパク質が、ＢＣＲ－ＡＢＬ、ＤＥＫ－ＣＡＮ、Ｅ２Ａ－ＰＢＸ１、Ｒ
ＡＲα－ＰＭＬ、ＩＲＥＬ－ＵＲＧ、ＣＢＦβ－ＭＹＨ１１、ＡＭＬ１－ＭＴＧ８、ＥＷ
Ｓ－ＦＬＩ、ＬＹＴ－１０－Ｃα１、ＨＲＸ－ＥＮＬ、ＨＲＸ－ＡＦ４、ＮＰＭ－ＡＬＫ
、ＩＧＨ－ＭＹＣ、ＲＵＮＸ１－ＥＴＯ、ＴＥＬ－ＴＲＫＣ、ＴＥＬ－ＡＭＬ１、ＭＬＬ
－ＡＦ４、ＴＣＲ－ＲＢＴＮ２、ＣＯＬ１Ａ１－ＰＤＧＦ、Ｅ２Ａ－ＨＬＦ、ＰＡＸ３－
ＦＫＨＲ、ＥＴＶ６－ＮＴＲＫ３、ＲＥＴ－ＰＴＣ、ＴＭＲＳＳ－ＥＲＧ、ＴＰＲ－ＭＥ
Ｔ、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１～５のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項７】
前記発癌性融合タンパク質がＢＣＲ－ＡＢＬである、請求項１～５のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項８】
前記第１全長タンパク質がＢＣＲであり、
前記第２の異なる全長タンパク質がＡＢＬであるか、
前記第１全長タンパク質がＡＢＬであり、
前記第２の異なる全長タンパク質がＢＣＲである、
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請求項６に記載の方法。
【請求項９】
前記活性化状態が、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態、及びそれらの組
み合わせからなる群から選択される、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
１以上のシグナル伝達分子のレベル又は活性化状態を決定することを更に含み、
前記の１以上のシグナル伝達分子がＢＣＲ－ＡＢＬ基質であり、前記ＢＣＲ－ＡＢＬ基質
が、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５、ＶＡＶ、ＢＡＰ－１、及びそれらの組み合わせか
らなる群から選択される、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
前記第１結合成分が第１抗体を含み、
前記第１抗体が固体支持体に結合している、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１２】
前記第２の結合成分が第２抗体を含み、
前記第２抗体が固体支持体に結合している、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１３】
工程（ｃ）～（ｅ）が、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、フローサイトメトリー
測定法、タグ選別測定法、又は近接二重検出アッセイを含む、請求項１～１２のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１４】
工程（ｂ）からの細胞抽出物を、第２結合成分の希釈系列と接触させ、前記発癌性融合タ
ンパク質と前記第２結合成分とを含む複数の複合体を形成し、
前記第３及び第４結合成分が、第３及び第４抗体をそれぞれ含んでいる、請求項１に記載
の方法。
【請求項１５】
前記第３抗体が活性化状態非依存性抗体であり、そして前記第４抗体が活性化状態依存性
抗体であり、
前記シグナル増幅対の第１及び第２メンバーから生成される前記増幅シグナルが、活性化
した発癌性融合タンパク質の量と相関的である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
前記第３結合成分を、前記促進成分を用いて直接的に標識化する、
請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
前記第４結合成分を、前記シグナル増幅対の第１メンバーを用いて直接的に標識化するか
、
前記第４結合成分にコンジュゲートされる結合対の第１メンバーと、前記シグナル増幅対
の第１メンバーにコンジュゲートされる前記結合対の第２メンバーとの間の結合を介して
、前記第４結合成分を、前記シグナル増幅対の第１メンバーを用いて標識化する、請求項
１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
以下の工程を更に含む：
（ｆ）前記細胞抽出物中に存在する第２の異なる全長タンパク質を、前記第２の異なる全
長タンパク質と第５結合成分とを含む複合体に変換するのに適した条件下で、前記細胞抽
出物を、前記第２の異なる全長タンパク質の第２ドメインに特異的な前記第５結合成分と
接触させる工程であって、前記第２の異なる全長タンパク質の第２ドメインが、前記発癌
性融合タンパク質に存在しない、前記工程；及び
（ｇ）前記細胞抽出物から工程（ｆ）からの前記複合体を除去し、前記第２の異なる全長
タンパク質を含まない細胞抽出物を形成する工程であって、
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工程（ｆ）を、工程（ａ）の前、中、又は後に実施する、前記工程、
請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
前記第５結合成分が第５抗体を含み、前記第５抗体が固体支持体に結合している、請求項
１８に記載の方法。
【請求項２０】
癌を有し、且つ癌治療のための治療過程を受ける被験者において療法を最適化するため及
び／又は毒性を減少するための方法であって、前記方法が以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後に被験者から単離された癌細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工
程；
（ｂ）請求項１～１９のいずれか一項に記載の方法に従って、前記細胞抽出物中の発癌性
融合タンパク質についての発現及び／又は活性化のレベルを測定する工程；及び、
（ｃ）被験者のための治療過程の今後の用量を決定するか、又は異なる治療過程を被験者
に施すかどうかを決定するために、測定した前記発癌性融合タンパク質についての発現及
び／又は活性化のレベルを、治療過程の間の初期に測定される前記発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化のレベルと比較する工程。
【請求項２１】
前記発癌性融合タンパク質がＢＣＲ－ＡＢＬであり、前記被験者が、治療過程を受ける前
に、前記発癌性融合タンパク質を発現する癌細胞を有することを決定され、
前記被験者がＢＣＲ－ＡＢＬについて陽性である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
発癌性融合タンパク質についての発現のレベルと活性化のレベルとの両方を、前記細胞抽
出物中で測定し、
工程（ｂ）が、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の比を計算すること
をさらに含んでいる、
請求項２０又は２１に記載の方法。
【請求項２３】
工程（ｃ）が、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の前記計算比を、初
期に前記被験者のために計算されるトータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化
の比と比較することを含む、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の前記計算比が、抗癌剤治療におけ
る前記活性化した発癌性融合タンパク質のパーセント阻害と相関する、
請求項２２に記載の方法。
【請求項２５】
トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の前記計算比が、対照タンパク質レ
ベルに関連している、請求項２２に記載の方法。
【請求項２６】
トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の前記計算比が、ホスホ／トータル
ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比を含んでいる、請求項２２に記載の方法。
【請求項２７】
対照タンパク質が、前記発癌性融合タンパク質内で見つけられる配列又はドメインを含有
する天然全長タンパク質を含む、請求項２４～２６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
前記発癌性融合タンパク質の活性化の５０％より低い阻害が、治療過程の今後の用量を増
加させることの必要性、又は異なる治療過程を施すことの必要性を示す、
請求項２０～２７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
前記発癌性融合タンパク質の活性化レベルの５０％未満の阻害が、治療過程への被験者に
よるコンプライアンスの不足、治療過程と関連した副作用若しくは毒性の可能性の存在、
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又はそれらの組み合わせを示す、請求項２０～２７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
前記発癌性融合タンパク質の活性化レベルの８０％を超える阻害が、被験者が正しい用量
で正しい治療にあることを示す、請求項２０～２７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
前記癌が慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）であり、
前記抗癌剤が、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、化学療法剤、ホルモン療
法剤、放射線療法剤、ワクチン、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請
求項２０～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
前記工程（ｂ）～（ｃ）が以下の工程を代わりに含む、請求項２０～３１のいずれか一項
に記載の方法：
（ｂ’）請求項１～１９のいずれか一項に記載の方法に従って前記細胞抽出物中の発癌性
融合タンパク質の発現及び／又は活性化のレベルを測定し、前記細胞抽出物中の経路にお
ける、１以上のシグナル伝達分子についての発現及び／又は活性化のレベルを測定する工
程；
（ｃ’）被験者のための治療過程の今後の用量を決定するか、又は異なる治療過程を被験
者に施すかどうかを決定するために、測定した前記発癌性融合タンパク質及びシグナル伝
達分子についての発現及び／又は活性化のレベルを、治療過程の間の初期に測定される前
記発癌性融合タンパク質及びシグナル伝達分子についての発現及び／又は活性化のレベル
と比較する工程。
【請求項３３】
癌の治療のために、適した抗癌剤を選択するための方法であって、前記方法が、以下の工
程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に単離された癌細胞を溶解
し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｂ）請求項１～１９のいずれか一項に記載の方法に従って、前記細胞抽出物中の発癌性
融合タンパク質についての発現及び／又は活性化のレベルを測定する工程；及び、
（ｃ）前記抗癌剤が、癌の治療のために適切であるか不適切であるかを決定するために、
前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する工程
。
【請求項３４】
抗癌剤を用いる治療に対する癌の応答を同定するための方法であって、前記方法が、以下
の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に単離された癌細胞を溶解
し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｂ）請求項１～１９のいずれか一項に記載の方法に従って、前記細胞抽出物中の発癌性
融合タンパク質についての発現及び／又は活性化のレベルを測定する工程；及び、
（ｃ）前記抗癌剤を用いる治療に対して、癌が応答性又は非応答性であると同定するため
に、前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、抗
癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する工程。
【請求項３５】
抗癌剤を用いる治療に対して、癌を有する被験者の応答を予測するための方法であって、
前記方法が、以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に単離された癌細胞を溶解
し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｂ）請求項１～１９のいずれか一項に記載の方法に従って、前記細胞抽出物中の発癌性
融合タンパク質についての発現及び／又は活性化のレベルを測定する工程；及び、
（ｃ）被験者が、前記抗癌剤を用いる治療に対して応答することの可能性を予測するため
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に、前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、抗
癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する工程。
【請求項３６】
癌を有する被験者が、抗癌剤を用いる治療に対して耐性があるかどうかを決定するための
方法であって、前記方法が、以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に単離された癌細胞を溶解
し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｂ）請求項１～１９のいずれか一項に記載の方法に従って、前記細胞抽出物中の発癌性
融合タンパク質についての発現及び／又は活性化のレベルを測定する工程；及び、
（ｃ）前記抗癌剤を用いる治療に対して、耐性があるか又は感受性があるかどうかを決定
するために、前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベ
ルを、初期に抗癌剤がある状態又は抗癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は
活性化プロフィールと比較する工程。
【請求項３７】
前記癌が慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）であり、
前記抗癌剤が、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、化学療法剤、ホルモン療
法剤、放射線療法剤、ワクチン、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請
求項３４～３６のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
　本出願は、２００９年１０月２０日出願の米国仮特許出願第６１／２５３３９３号、２
０１０年２月１６日出願の米国仮特許出願第６１／３０５０８４号、２０１０年４月２３
日出願の米国仮特許出願第６１／３２７４８７号、及び２０１０年９月１５日出願の米国
仮特許出願第６１／３８３０３７号による優先権を主張し、これらの開示内容は、あらゆ
る目的のためにこれらの全体が参照することにより本明細書に組み込まれる。
【発明の背景】
【０００２】
　キメラタンパク質としても知られている融合タンパク質は、最初は別々のタンパク質を
コードする２つ以上の遺伝子を接合することによってつくられるタンパク質である。この
融合遺伝子の翻訳は、オリジナルタンパク質の各々に由来する機能的特性を有する単一の
ポリペプチドをもたらす。大規模な突然変異（典型的には、染色体移動）が２つの異なる
遺伝子のコード配列の部分を含んでいる新規なコード配列をつくるときに、キメラ変異体
タンパク質は発生する。天然に存在する融合タンパク質は癌において重要であり、ここで
、それらは腫瘍性タンパク質として機能する。
【０００３】
　ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質は、発癌性融合タンパク質の周知の例である。それは、
慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）の主要な発癌性要因であると考えられるが、急性リンパ性白
血病（ＡＬＬ）にも関連している。実際、ＣＭＬの細胞遺伝学的な特質は、フィラデルフ
ィア染色体（Ｐｈ）であり、それは２１０ｋＤａのタンパク質をコードしているＢＣＲ－
ＡＢＬ融合遺伝子の形成をもたらす。実際、結果として生じるＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパ
ク質は、活性化したチロシンキナーゼであり、ＣＭＬの病因にきわめて重大である。イマ
チニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標））が、ＣＭＬとして新しく診断された患者のための現在
における第１次療法であるにもかかわらず、患者の約２０－２５％は、永続的にかつ完全
には細胞遺伝学的な反応が得られていない。継続的なイマチニブ治療の場合には、ＢＣＲ
－ＡＢＬシグナリングの再活性化が耐性の主な原因であるという調査結果が示されている
。大多数の患者において、再活性化は、薬剤耐性の誘導に導かれるイマチニブの結合を損
なうＢＣＲ－ＡＢＬキナーゼ領域の突然変異から生じる。このように、ＢＣＲ－ＡＢＬ活
性の測定は、イマチニブなどのチロシンキナーゼ阻害剤を有する治療への反応を予測した
り、このような阻害剤に対する耐性を高める患者を同定したりする際における、有用性を
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発見する。
【０００４】
　現時点では、ＢＣＲ－ＡＢＬ活性を検出するために利用される方法は、リン酸化された
ＣＲＫＬ（ｐＣＲＫＬ）、ＢＣＲ－ＡＢＬ基板を測定することに依存している。例えば、
La Roseeら（Haematologica, 93:765-9 (2008)）は、ＢＣＲ－ＡＢＬの代用としてｐＣＲ
ＫＬレベルを決定するために、全白血球溶解物のウェスタンブロット法を記載している（
Hochhausら, Leukemia, 16:2190-6 (2002)；Whiteら, J. Clin. Oncol. 25:4445-51 (200
7)参照）。同様に、Khorashadら（Haematologica, 94:861-4 (2009)）は、ＢＣＲ－ＡＢ
Ｌ活性を評価するために、ｐＣＲＫＬレベルを測定するフローサイトメトリーに基づく方
法を記載している（Hamiltonら、Leukemia, 20:1035-9 (2006)参照）。しかしながら、こ
れらの方法は、サロゲートタンパク質（surrogate protein）のリン酸化を検出すること
に依存する単一の抗体分析であるので、サンプル中のＢＣＲ－ＡＢＬ活性の存在又はレベ
ルを決定するために必要とされる特異性及び感度を欠いている。したがって、特異性があ
りかつ感度の高い方法は、診断目的、予後目的及び治療目的のために、ＢＣＲ－ＡＢＬ活
性、並びに他の発癌性融合タンパク質の活性を検出するために必要である。本発明は、こ
の必要性を満たして、更に関連した利点も提供する。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、生体サンプル［例えば、全血（例えば、単離された希少循環細胞又は白血球
から調製された溶解物）又は腫瘍組織（例えば、微細針吸引液）］中における１又は複数
の発癌性融合タンパク質についての活性化状態及び／又は総量を検出するための、抗体に
基づく近接アレイ、及びそれらの使用方法を提供する。所定の場合において、サンプル中
に存在する発癌性融合タンパク質の活性化状態及び／又は総量を、１又は複数のシグナル
伝達分子との組み合わせで、測定することができる。本発明の組成物及び方法は、酵素結
合抗体免疫測定法と関連する特異性、シグナル増幅と関連する感度、及びマイクロアレイ
と関連する高スループットな多重化（high-throughput multiplexing）の利点を有する。
【０００６】
　１つの観点では、本発明は、発癌性融合タンパク質のレベル又は活性化状態を決定する
方法であって、前記方法は、以下の工程を含む：
（ａ）細胞抽出物中に存在する第１の全長タンパク質を、前記第１全長タンパク質と第１
結合成分とを含む複合体に変換するのに適した条件下で、前記細胞抽出物を、前記第１全
長タンパク質の第１ドメインに特異的な前記第１結合成分と接触させる工程であって、前
記の第１全長タンパク質の第１ドメインは、第２の異なる全長タンパク質の第１ドメイン
に融合する前記第１全長タンパク質の第２の異なるドメインを含む対応する発癌性融合タ
ンパク質に存在しない、前記工程;
（ｂ）前記細胞抽出物から工程（ａ）からの前記複合体を除去し、前記第１全長タンパク
質を含まない細胞抽出物を形成する工程；
（ｃ）前記細胞抽出物中に存在する前記発癌性融合タンパク質を、前記発癌性融合タンパ
ク質と第２結合成分とを含む複合体に変換するのに適した条件下で、工程（ｂ）からの前
記細胞抽出物を、前記第１全長タンパク質の前記第２の異なるドメインに特異的な前記第
２結合成分と接触させる工程；及び
（ｄ）工程（ｃ）からの前記複合体のレベル又は活性化状態を決定し、それによって前記
発癌性融合タンパク質のレベル又は活性化状態を決定する工程を提供する。
【０００７】
　特定の実施形態において、発癌性融合タンパク質のレベル又は活性化状態を決定するこ
とは、（例えば、細胞抽出物中の）発癌性融合タンパク質の発現及び／又は活性化（例え
ば、リン酸化）の（例えば、濃度）レベルを測定することを含む。
【０００８】
　好ましい実施形態において、本発明の方法の工程（ｃ）及び（ｄ）は、酵素結合免疫吸
着測定法（ＥＬＩＳＡ）、フローサイトメトリー測定法、タグ選別測定法、又は本明細書
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に記載の近接二重検出アッセイ（proximity dual detection assay）を含む。
【０００９】
近接二重検出アッセイの１つの特定の実施形態において、本発明は、発癌性融合タンパク
質のレベル又は活性化状態を決定する方法を提供して、前記方法が以下の工程を含む：
（ａ）細胞抽出物を、発癌性融合タンパク質に特異的な捕捉抗体の希釈系列とインキュベ
ートして、複数の捕捉された発癌性融合タンパク質を形成する工程であって、前記捕捉抗
体が、固体支持体上に拘束されており、前記発癌性融合タンパク質が、第１のタンパク質
に対応する第２ドメインと第２の異なるタンパク質に対応する第１ドメインを含み、そし
て、前記捕捉抗体が、融合タンパク質の第１ドメインに特異的である、前記工程;
（ｂ）複数の捕捉された発癌性融合タンパク質を、前記発癌性融合タンパク質の第２ドメ
インに特異的な少なくとも２つのタイプの検出抗体とインキュベートして、複数の検出可
能な捕捉された発癌性融合タンパク質を形成する工程であって、前記検出抗体が以下を含
む：
（１）促進成分を用いて標識化される複数の活性化状態非依存性抗体、及び
（２）シグナル増幅対の第１メンバーを用いて標識化される複数の活性化状態依存性抗体
、
前記促進成分が、前記シグナル増幅対の第１メンバーにチャネリングして該メンバーと反
応する酸化剤を生成する、前記工程；
（ｃ）複数の検出可能な捕捉された発癌性融合タンパク質を、前記シグナル増幅対の第２
メンバーとインキュベートして、増幅シグナルを生成する工程；及び
（ｄ）前記シグナル増幅対の第１及び第２メンバーから生成される増幅シグナルを検出す
る工程。
【００１０】
近接二重検出アッセイの１つの別の特定の実施形態において、本発明は、発癌性融合タン
パク質のレベル又は活性化状態を決定する方法を提供して、前記方法が以下の工程を含む
：
（ａ）細胞抽出物を、発癌性融合タンパク質に特異的な捕捉抗体の希釈系列とインキュベ
ートして、複数の捕捉された発癌性融合タンパク質を形成する工程であって、前記捕捉抗
体が、固体支持体上に拘束されており、前記発癌性融合タンパク質が、第１のタンパク質
に対応する第２ドメインと第２の異なるタンパク質に対応する第１ドメインを含み、そし
て、前記捕捉抗体が、融合タンパク質の第１ドメインに特異的である、前記工程;
（ｂ）複数の捕捉された発癌性融合タンパク質を、少なくとも２つのタイプの検出抗体と
インキュベートして、複数の検出可能な捕捉された発癌性融合タンパク質を形成する工程
であって、前記検出抗体が以下を含む：
（１）促進成分を用いて標識化される複数の活性化状態非依存性抗体（前記活性化状態非
依存性抗体が、前記融合タンパク質の第１ドメインに特異的である）、及び
（２）シグナル増幅対の第１メンバーを用いて標識化される複数の活性化状態依存性抗体
（前記活性化状態依存性抗体が、前記融合タンパク質の第２ドメインに特異的である）、
前記促進成分が、前記シグナル増幅対の第１メンバーにチャネリングして該メンバーと反
応する酸化剤を生成する、前記工程；
（ｃ）複数の検出可能な捕捉された発癌性融合タンパク質を、前記シグナル増幅対の第２
メンバーとインキュベートして、増幅シグナルを生成する工程；及び
（ｄ）前記シグナル増幅対の第１及び第２メンバーから生成される増幅シグナルを検出す
る工程。
【００１１】
　別の観点では、本発明は、癌を有し、且つ癌治療のための治療過程を受ける被験者にお
いて療法を最適化するため及び／又は毒性を減少するための方法であって、前記方法が以
下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後に癌細胞を単離する工程；
（ｂ）前記単離された細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
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（ｃ）本明細書に記載の方法を使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質につ
いての発現及び／又は活性化のレベルを測定する工程；及び、
（ｄ）測定した前記発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活性化のレベルを、
治療過程の間の初期に測定される前記発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活
性化のレベルと比較する工程；及び
（ｅ）工程（ｄ）からの比較に基づいて、被験者のための治療過程の今後の用量を決定す
るか、又は異なる治療過程を被験者に施すかどうかを決定する工程。
【００１２】
　所定の実施形態において、細胞抽出物中に存在する１以上のシグナル伝達分子は、１以
上の発癌性融合タンパク質に加えて検出される。シグナル伝達分子の例として、受容体チ
ロシンキナーゼ、非受容体チロシンキナーゼ、チロシンキナーゼシグナル伝達カスケード
成分、１以上の発癌性融合タンパク質のための基質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ基質）が挙
げられるが、これに限定されるものではない。或る場合には、シグナル伝達分子は、本明
細書において記載されている方法を使用して検出される［但し、アッセイに応じて、２つ
の抗体（すなわち、捕捉抗体及び検出抗体）又は３つの抗体（すなわち、捕捉抗体及び両
方の検出抗体）が、同じタンパク質に向けられる場合を除く］。他の場合において、シグ
ナル伝達分子は、当業者に知られているいかなる方法も使用して検出される。特定の実施
形態において、細胞抽出物中に存在する１以上のシグナル伝達分子は、本明細書において
記載されている分析（例えば、イムノアッセイ）を使用して、１以上の発癌性融合タンパ
ク質と共に検出される。
【００１３】
　所定の実施形態では、本発明は、以下を含む、本願明細書において記載されている近接
二重検出アッセイ実施するためのキットも提供する：
（ａ）固体支持体上に拘束される１又は複数の捕捉抗体の希釈系列［前記捕捉抗体は、目
的の１以上の分析物（例えば、発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子）に特異的で
ある］；及び
（ｂ）目的の分析物ごとの、複数の（例えば、少なくとも２つのタイプ）検出抗体。
前記キットは、他の試薬（例えば、シグナル増幅対の第１及び第２メンバー）を任意に更
に含むことができる。
【００１４】
　本発明の他の目的、特徴、及び利点は、以下の詳細な記載及び図面から当業者に明らか
となるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】本発明のアセイフォーマット（assay format）の１実施形態を示す図である。こ
のフォーマットは、結合した各標的発癌性融合タンパク質ごとに、後続のチャネリング事
象のための酵素と結合される２つの付加的な検出抗体の共局在性に依存している。
【００１６】
【図２】癌治療過程の全体を通じて、薬剤選択のための本発明のアレイについての用途を
模式的に示す図である。
【００１７】
【図３】発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）の発現及び活性化レベルを検
出するための本発明のアセイフォーマットの種々の実施形態を示す図である。
【００１８】
【図４】遊離なＢＣＲの除去後における、Ｋ５６２細胞中のＢＣＲ－ＡＢＬシグナルを示
す図である。
【００１９】
【図５】遊離なＢＣＲの除去後における、Ｋ５６２細胞中のＢＣＲシグナルを示す図であ
る。
【００２０】
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【図６】Ｋ５６２細胞中のＢＣＲ－ＡＢＬのトータル及びリン酸化されたレベルの検出を
示す図である。
【００２１】
【図７】ＢＣＲＣ末端抗体結合ビーズを使用して、ＢＣＲの減少についての有無にかかわ
らず、Ｋ５６２ヒト慢性骨髄性白血病細胞中で検出されるＢＣＲ－ＡＢＬについてのリン
酸化レベル（「ホスホＢＣＲ－ＡＢＬ」）及び総量（「トータルＢＣＲ－ＡＢＬ」）を示
す図である。
【００２２】
【図８】ＢＣＲＣ末端抗体結合ビーズを使用して、遊離なＢＣＲの除去の有無にかかわら
ず、Ｋ５６２細胞中のリン酸化したＢＣＲ－ＡＢＬシグナルを示す図である。図８Ａは、
全長ＢＣＲの除去の有無にかかわらず、Ｋ５６２細胞可溶化物中で検出されるリン酸化さ
れたＢＣＲ－ＡＢＬシグナルのマイクロアレイ比較を提供する［「非ビーズ処理」（＝Ｂ
ＣＲが除去されない）に対する「ビーズ処理」（＝ＢＣＲが、ビーズにコンジュゲートさ
れる全長ＢＣＲのＣ末端に特異的な抗体を含有するビーズで除去される）］。図８Ｂは、
細胞数の関数として、相対的な蛍光ユニット（ＲＦＵ）を用いて、マイクロアレイデータ
のグラフ図を提供する。
【００２３】
【図９】ＢＣＲＣ末端抗体結合ビーズを使用して、遊離なＢＣＲの除去の有無にかかわら
ず、Ｋ５６２細胞中のトータルＢＣＲ－ＡＢＬシグナルを示す図である。特に、図９Ａは
、全長ＢＣＲの除去の有無にかかわらず、Ｋ５６２細胞可溶化物中で検出されるトータル
ＢＣＲ－ＡＢＬシグナルのマイクロアレイ比較を提供する［「非ビーズ処理」（＝ＢＣＲ
が除去されない）に対する「ビーズ処理」（＝ＢＣＲが、ビーズにコンジュゲートされる
全長ＢＣＲのＣ末端に特異的な抗体を含有するビーズで除去される）］。図９Ｂは、細胞
数の関数として、相対的な蛍光ユニット（ＲＦＵ）を用いて、マイクロアレイデータのグ
ラフィック描写を提供する。
【００２４】
【図１０】細胞抽出物をＢＣＲＣ末端抗体結合ビーズと接触させた後に、Ｋ５６２細胞の
抽出物から遊離な全長ＢＣＲを除去することを示す図である。特に、図１０Ａは、全長Ｂ
ＣＲの除去の有無にかかわらず、Ｋ５６２細胞可溶化物中で検出されるトータルＢＣＲシ
グナルのマイクロアレイ比較を提供する［「非ビーズ処理」（＝ＢＣＲが除去されない）
に対する「ビーズ処理」（＝ＢＣＲが、ビーズにコンジュゲートされる全長ＢＣＲのＣ末
端に特異的な抗体を含有するビーズで除去される）］。図１０Ｂは、細胞数の関数として
、相対的な蛍光ユニット（ＲＦＵ）を用いて、マイクロアレイデータのグラフィック描写
を提供する。
【００２５】
【図１１】遊離な全長ＢＣＲ及びＡＢＬタンパク質（ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質では
ない）が、白血球（ＷＢＣ）中に存在することを示す図である。
【００２６】
【図１２】このようなＫ５６２細胞抽出物をＷＢＣ抽出物と混合する際に、ＷＢＣ中に存
在する遊離な全長ＢＣＲが、Ｋ５６２細胞抽出物中のホスホＢＣＲ－ＡＢＬシグナルを阻
害したことを示す図である。
【００２７】
【図１３】ＢＣＲＣ末端抗体結合ビーズを使用して、遊離なＢＣＲの除去後に、ＷＢＣ抽
出物と混合されるＫ５６２細胞中のトータルＢＣＲ－ＡＢＬシグナルを示す図である。特
に、図１３Ａは、Ｋ５６２細胞抽出物をＷＢＣ抽出物で混合した際に、遊離なＢＣＲシグ
ナルが飽和したことを示す。ＢＣＲＣ末端抗体結合ビーズで処理した後に、遊離なＢＣＲ
を取り出した。図１３Ｂは、ＢＣＲ－ＡＢＬシグナルが、同様の実験中におけるビーズ処
理の有無にかかわらず、変化しなかったことを示す。
【００２８】
【図１４】ＢＣＲ－ＡＢＬ阻害剤イマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標）が、Ｋ５６２細胞
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中のＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質についての、発現（すなわち、トータルレベル）でなく、
活性（すなわち、リン酸化）を、用量依存的に阻害したことを示す図である。
【００２９】
【図１５】ＢＣＲ－ＡＢＬ阻害剤ニロチニブ（Ｔａｓｉｇｎａ（商標））が、Ｋ５６２細
胞中のＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質についての、発現（すなわち、トータルレベル）でなく
、活性（すなわち、リン酸化）を、用量依存的に阻害したことを示す図である。
【００３０】
【図１６】ＢＣＲ－ＡＢＬ阻害剤ダサチニブ（Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標））が、Ｋ５６２細
胞中のＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質についての、発現（すなわち、トータルレベル）でなく
、活性（すなわち、リン酸化）を、用量依存的に阻害したことを示す図である。
【００３１】
【図１７】ＣＲＫＬが、Ｋ５６２細胞中で存在しかつ活性化（すなわち、リン酸化）して
いる両方のことを示す図である。
【００３２】
【図１８】ＣＲＫＬが、Ａ４３１ヒト上皮癌細胞に存在し、そしてＥＧＦ処理に応じて活
性化（すなわち、リン酸化）していることを示す図である。
【００３３】
【図１９】ＣＲＫＬが、Ｔ４７Ｄヒト腺管上皮腫瘍細胞中に存在するが、ＥＧＦ処理に応
じて活性化（すなわち、リン酸化）していないことを示す図である。
【００３４】
【図２０】ＣＲＫＬが、Ｔ４７Ｄ細胞中に存在して、そしてヘレグリン（ＨＲＧ）処理に
応じて低レベルで活性化（すなわち、リン酸化）していることを示す図である。
【００３５】
【図２１】ＣＲＫＬが、ＭＣＦ－７ヒト胸部腺癌細胞に存在して、そしてヘレグリン（Ｈ
ＲＧ）処理に応じて低レベルで活性化（すなわち、リン酸化）していることを示す図であ
る。
【００３６】
【図２２】種々のドナーの白血球（ＷＢＣ）中における活性化した（すなわち、リン酸化
した）ＣＲＫＬの存在を示す図である。
【００３７】
【図２３】ＪＡＫ２が、Ｋ５６２細胞及びＡ４３１細胞中において活性化する（すなわち
、リン酸化する）ことを示す図である。
【００３８】
【図２４】抗ＣＤ４５磁気ビーズを使用して、リン酸化したＢＣＲ－ＡＢＬを、血液から
単離されるＫ５６２細胞から調製される細胞溶解物中で検出し測定することができること
を示す図である。
【００３９】
【図２５】ＢＣＲ－ＡＢＬのＮ末端領域に向けられた抗体のように、天然の全長ＢＣＲの
Ｃ末端（Ｃ末端ドメインは、ＢＣＲ－ＡＢＬ中に存在しない）に向けられた抗体が、同じ
パッド中の同じスライド上にスポットされた際に、トータルＢＣＲ－ＡＢＬレベルが変化
しなかったことを示す図である。
【００４０】
【図２６】天然のＢＣＲのＣ末端に向けられた抗体が同じパッド中のスライド上にスポッ
トされる際に、Ｎ末端に特異的なＢＣＲ抗体で検出される遊離で天然なＢＣＲシグナルが
減少することを示す図である。
【発明の詳細な記載】
【００４１】
Ｉ．序論
　血液悪性腫瘍は、血液、骨髄及びリンパ節に影響を及ぼす癌の種類である。その３つが
免疫系によって親密に結びついているので、３つのうちの１つに影響を及ぼしている疾患
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は、しばしば他のものにも影響を及ぼすであろう。例えば、リンパ腫が技術的にはリンパ
節の病気であるにもかかわらず、それはしばしば骨髄及び血液まで広がる。２つの異なる
遺伝子のコード配列の部分を含んでいる新規なコード配列を有する融合タンパク質をつく
る染色体移動は、これらの疾患の一般的な原因であるが、固形腫瘍のより一般的でない原
因である。このように、この種の癌患者に適切な予後及び処理を提供するために、血液悪
性腫瘍に関連する発癌性融合タンパク質の存在及び／又は活性を確認することは、重要で
ある。
【００４２】
　例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質は、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）及び慢性骨
髄性白血病（ＣＭＬ）と関係している。特に、ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質は、癌病因にき
わめて重大である活性化したチロシンキナーゼである。イマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商
標））が、ＣＭＬとして新しく診断された患者のための現在における第１次療法であるに
もかかわらず、患者の約２０－２５％は、永続的にかつ完全には細胞遺伝学的な反応が得
られていない。継続的なイマチニブ治療の場合には、ＢＣＲ－ＡＢＬシグナリングの再活
性化が耐性の主な原因であるという調査結果が示されている。このように、ＢＣＲ－ＡＢ
Ｌ活性の測定は、イマチニブなどのチロシンキナーゼ阻害剤を有する治療への反応を予測
したり、このような阻害剤に対する耐性を高める患者を同定する際における、有用性を発
見する。
【００４３】
　本発明は、単離された細胞の１又は複数の融合タンパク質（単独、あるいは１又は複数
のシグナル伝達分子との組み合わせ）についての活性化状態及び／又は総量を検出するた
めの、抗体に基づくアレイアッセイシステムを用いた方法を提供する。単離された白血球
、循環細胞、又は、他の種類の細胞から抽出された細胞抽出物は、本明細書において記載
されている方法において特に有用である。いくつかの実施形態では、本発明による多重で
高スループットなイムノアッセイが、単一細胞レベルでの、１以上の発癌性融合タンパク
質及び／又はシグナル伝達分子についての活性状態を検出することができる。事実、ＥＧ
ＦＲのようなシグナル伝達分子を、約１００ゼプトモルの感度、及び約１００ゼプトモル
から約１００フェムトモルまでの線形動的範囲で検出することができる。このように、１
以上の発癌性融合タンパク質及び／又はシグナル伝達分子の活性化状態の単一細胞検出は
、癌の予後及び診断、並びに個人的に目標を定めた治療法の設計を容易にする。
【００４４】
　図１は、発癌性融合タンパク質、例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬが、捕捉抗体及び２つの検出
抗体（すなわち、活性化状態非依存性抗体及び活性化状態依存性抗体）に結合している本
発明の代表的な近接二重検出アッセイを図示している。捕捉抗体１は、その活性化状態か
ら独立している融合タンパク質のＢＣＲ部分に結合する。活性化状態非依存性抗体２が、
その活性化状態から独立している融合タンパク質のＡＢＬ部分に結合して、活性化状態依
存性抗体３が、その活性化状態に依存している融合タンパク質のＡＢＬ部分に結合する（
例えば、活性化状態依存性抗体は、リン酸化された残基を有するＢＣＲ－ＡＢＬの活性形
に結合するだけである）。活性化状態非依存性抗体には、促進成分４（「酵素Ａ」）で標
識化され、そして、活性化状態依存性抗体には、シグナル増幅対５（「酵素Ｂ」）の第１
のメンバーで標識している。促進成分によって発生するシグナルが、シグナル増幅対の第
１のメンバーにチャネリングして、検出可能な及び／又は増幅可能なシグナルをもたらす
ことができるように、両方の検出抗体を融合タンパク質のＡＢＬ部分に結合することによ
って、シグナル増幅対の第１のメンバーに対して充分な近接範囲内に促進成分を運ぶ。近
接チャネリングのための様々な方法が、本明細書において記載されており、そして、これ
らの方法は、ＦＲＥＴ、時間分解蛍光－ＦＲＥＴ、ＬＯＣＩ（それらに限定されない）な
どを含む公知技術でもある。本発明の方法において用いられているような近接チャネリン
グの利点は、単一の検出可能なシグナルを、全３つの抗体を結合したそれらの分析物（例
えば、融合タンパク質又はシグナル伝達分子）のためにだけ発生するということであり、
この利点は、増加したアッセイの特異性、より低いバックグラウンド、及び単純化された
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検出をもたらす。
【００４５】
　本明細書でより詳細に説明するように、個別患者に対して有望な抗癌療法を評価するた
めに、単離した細胞を様々な量の抗ガン剤１種又は２種以上とインキュベートすることが
できる。次いで、成長因子刺激を数分間（例えば、約１～５分間）又は数時間（例えば、
約１～６時間）にわたり実施することができる。抗ガン剤を用いた及び用いないシグナル
伝達経路の活性化の差異は、各個別患者に対する適正用量での適切な癌療法の選択に役立
つことができる。細胞を抗ガン剤治療中の患者から単離し、成長因子１種又は２種以上を
用いて刺激することにより、療法の変更を実施すべきかどうかを決定することもできる。
従って、図２に示すように、本発明の方法は、有利なことに、医師が患者ごとに適切な時
点で適切な用量の適切な抗ガン剤を提供することを支援する。
【００４６】
ＩＩ．定義
　本明細書で使用する場合に、以下の用語は、他に特に規定しない限り、それらに与えら
れた意味を有する。
【００４７】
　用語「癌」は、異常細胞の制御されない増殖を特徴とする疾患クラスの任意のメンバー
を含むことを意図する。この用語は、悪性、良性、軟組織、若しくは固形、又は転移前及
び転移後癌を含むあらゆるステージ及びグレードの癌のいずれであると特徴付けられよう
と、あらゆる公知の癌及び腫瘍状態を含む。様々な癌のタイプの限定的でない例として、
血液悪性腫瘍（例えば、白血病、リンパ腫）；骨原性肉腫（例えば、ユーイング肉腫）；
軟部組織肉腫（例えば、隆起性皮膚線維（ＤＦＳＰ）、横紋筋肉腫）；他の軟部組織悪性
、乳頭甲状腺の癌腫；前立腺ガン；胃癌（例えば、胃）；乳癌；肺癌（例えば、非小細胞
肺癌）；消化器及び消化管癌（例えば、結腸直腸癌、消化管間質腫瘍、消化管カルチノイ
ド腫瘍、結腸癌、直腸癌、肛門癌、胆管癌、小腸癌、及び胃癌）；食道癌；胆嚢癌；肝臓
癌；膵臓癌；虫垂癌；卵巣癌；腎臓癌（例えば、腎細胞癌）；中枢神経系の癌；皮膚癌；
リンパ腫；絨毛腫；頭頸部癌を挙げることができる。本明細書で使用する「腫瘍」は、癌
性細胞（cancerous cell）１個又は２個以上を含む。１つの実施形態では、乳房腫瘍は、
浸潤性若しくは非浸潤性の乳管癌又は小葉癌を有する被験者に由来する。
【００４８】
　「血液悪性腫瘍」は、血液、骨髄及び／又はリンパ節に影響を及ぼす癌のいかなる種類
も含む。血液悪性腫瘍の実施例は、白血病、リンパ腫及び多発性骨髄腫を含むが、それら
に限定されるものではない。様々な種類の白血病の限定的でない例として、慢性骨髄性白
血病（ＣＭＬ）、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、急性
骨髄性白血病（ＡＭＬ）及び大きい顆粒性リンパ性白血病を挙げることができる。ＣＭＬ
のサブタイプは、例えば、慢性単球の白血病を含む。ＡＬＬのサブタイプは、例えば、前
駆体Ｂ細胞急性リンパ性白血病、プロＢ細胞急性リンパ性白血病、前駆体Ｔ細胞急性リン
パ性白血病及び急性双表現型白血病を含む。ＣＬＬのサブタイプは、例えば、Ｂ細胞プロ
・リンパ性白血病を含む。ＡＭＬのサブタイプは、例えば、急性前骨髄球性白血病、急性
骨髄芽球性白血病及び急性巨核芽球白血病を含む。様々な種類のリンパ腫の例として、Ｈ
Ｌ（４つのサブタイプ）及び非ホジキン・リンパ腫（例えば、例えば小さいリンパ性リン
パ腫（ＳＬＬ）、拡散大細胞型Ｂ細胞リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）、小胞リンパ腫（ＦＬ）、
マントル細胞リンパ腫（ＭＣＬ）、毛様細胞白血病（ＨＣＬ）、周辺帯リンパ腫（ＭＺＬ
）、バーキットリンパ腫（ＢＬ）、移植後リンパ増殖性障害（ＰＴＬＤ）、Ｔ－細胞プロ
・リンパ性白血病（Ｔ－ＰＬＬ）、Ｂ－細胞プロ・リンパ性白血病（Ｂ－ＰＬＬ）、Ｗａ
ｌｄｅｎｓｔｒｍのマクログロブリン血症（別名リンパ形質細胞性リンパ腫））、そして
、他のＮＫ細胞又はＴ細胞リンパ腫が挙げられるが、それらに限定されるものではない。
【００４９】
　用語「分析物」には、目的の任意の分子、典型的にはその存在、量、及び／又は同一性
が決定されるポリペプチドなどの高分子が含まれる。所定の場合には、分析物は、例えば
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、ＨＥＲ２（ＥｒｂＢ２）シグナル伝達経路の成分などのシグナル伝達分子である。特定
の例において、分析物は、ガン細胞（好ましくは発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達
分子）の細胞構成要素である。
【００５０】
　用語「変換」又は「変換する」は、本明細書で定義されるように、分析物を抽出するか
、又は分析物を変化若しくは修正するための、分析物又はサンプルの物理的な及び／又は
化学変化を含む。本明細書で使用しているように、分析物のレベル、濃度又は活性化状態
を測定するための、分析物又はサンプルの抽出、操作、化学沈殿、ＥＬＩＳＡ、複合体形
成、免疫抽出、物理学的又は化学的な改変すべては、変換を構成する。言い換えれば、分
析物又はサンプルが変換ステップの前後で同一でない限り、変化又は改変は変換である。
【００５１】
　本明細書で使用する用語「希釈系列」は、特定の試料（例えば、細胞溶解物）又は試薬
（例えば、抗体）の一連の減少する濃度を含むことを意図する。希釈系列は、典型的には
、測定された量の出発濃度の試料又は試薬を希釈液（例えば、希釈バッファ）と混合して
低濃度の試料又は試薬を作成するプロセスと、所望の数の連続希釈液を得るために充分な
回数にわたり前記プロセスを繰り返す工程によって生成される。試料又は試薬を、少なく
とも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４
５、５０、１００、５００、又は１，０００倍に連続的に希釈して、少なくとも２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９、２０、２５、３０、３５、４０、４５、又は５０の減少濃度の試料又は試薬を含む希
釈系列を生成することができる。例えば、出発濃度１ｍｇ／ｍＬの捕捉抗体試薬の２倍連
続希釈を含む希釈系列は、或る量の前記出発濃度の捕捉抗体を等量の希釈バッファと混合
して０．５ｍｇ／ｍＬ濃度の捕捉抗体を作成することと、該プロセスを繰り返して０．２
５ｍｇ／ｍＬ、０．１２５ｍｇ／ｍＬ、０．０６２５ｍｇ／ｍＬ、０．０３２５ｍｇ／ｍ
Ｌなどの捕捉抗体濃度を得ることによって生成することができる。
【００５２】
　本明細書で使用する用語「優れたダイナミックレンジ」とは、１個という少ない細胞内
又は数千個という多数の細胞内で特異的分析物を検出するアッセイの能力を意味する。例
えば、本明細書に記載したイムノアッセイは、有利には希釈系列の捕捉抗体濃度を用いて
約１～１０，０００細胞（例えば、約１、５、１０、２５、５０、７５、１００、２５０
、５００、７５０、１，０００、２，５００、５，０００、７，５００、若しくは１０，
０００細胞）中で目的の特定シグナル伝達分子を検出するので、優れたダイナミックレン
ジを有する。
【００５３】
　「融合タンパク質」又は「キメラタンパク質」という用語は、最初は別々のタンパク質
をコードする２つ以上の遺伝子を接合することによってつくられるタンパク質を含む。染
色体移動によって、１つの遺伝子の末端エキソンを、第２の遺伝子からのそのままのエキ
ソンに置き換える際に、この種の遺伝子融合は典型的に発生する。これは、機能的な融合
タンパク質を生産するために、転写され、スプライシングされ、翻訳されることが可能な
単一の遺伝子をつくる。発癌性融合タンパク質の例としては、ＢＣＲ－ＡＢＬ，ＤＥＫ－
ＣＡＮ，Ｅ２Ａ－ＰＢＸ１、ＲＡＲα－ＰＭＬ、ＩＲＥＬ－ＵＲＧ、ＣＢＦβ－ＭＹＨ１
１、ＡＭＬ１－ＭＴＧ８、ＥＷＳ－ＦＬＩ、ＬＹＴ－１０－Ｃα１、ＨＲＸ－ＥＮＬ、Ｈ
ＲＸ－ＡＦ４、ＮＰＭ－ＡＬＫ、ＩＧＨ－ＭＹＣ、ＲＵＮＸ１－ＥＴＯ、ＴＥＬ－ＴＲＫ
Ｃ、ＴＥＬ－ＡＭＬ１、ＭＬＬ－ＡＦ４、ＴＣＲ－ＲＢＴＮ２、ＣＯＬ１Ａ１－ＰＤＧＦ
、Ｅ２Ａ－ＨＬＦ、ＰＡＸ３－ＦＫＨＲ、ＥＴＶ６－ＮＴＲＫ３、ＲＥＴ－ＰＴＣ、ＴＭ
ＲＳＳ－ＥＲＧ、及びＴＰＲ－ＭＥＴが挙げられるが、それらに限定されるものではない
。
【００５４】
　用語「シグナル伝達分子」又は「シグナル伝達物質」は、それにより細胞が細胞外シグ
ナル又は刺激を応答に転換するプロセスであって、典型的には細胞の内部での順序付けら
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れた生化学反応の順序を含むプロセスを実施するタンパク質及び他の分子を含む。シグナ
ル伝達分子の例として、受容体チロシンキナーゼ、例えば、ＥＧＦＲ（例えば、ＥＧＦＲ
／ＨＥＲ１／ＥｒｂＢ１、ＨＥＲ２／Ｎｅｕ／ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ３／ＥｒｂＢ３、ＨＥ
Ｒ４／ＥｒｂＢ４）、ＶＥＧＦＲ１／ＦＬＴ１、ＶＥＧＦＲ２／ＦＬＫ１／ＫＤＲ、ＶＥ
ＧＦＲ３／ＦＬＴ４、ＦＬＴ３／ＦＬＫ２、ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧ
ＦＲＢ）、ｃ－ＭＥＴ、ｃ－ＫＩＴ／ＳＣＦＲ、ＩＮＳＲ（インスリン受容体）、ＩＧＦ
－ＩＲ、ＩＧＦ－ＩＩＲ、ＩＲＲ（インスリン受容体関連受容体）、ＣＳＦ－１Ｒ、ＦＧ
ＦＲ１－４、ＨＧＦＲ１－２、ＣＣＫ４、ＴＲＫ　Ａ－Ｃ、ＭＥＴ、ＲＯＮ、ＥＰＨＡ１
－８、ＥＰＨＢ１－６、ＡＸＬ、ＭＥＲ、ＴＹＲＯ３、ＴＩＥ１－２、ＴＥＫ、ＲＹＫ、
ＤＤＲ１－２、ＲＥＴ、ｃ－ＲＯＳ、Ｖ－カドヘリン、ＬＴＫ（白血球チロシンキナーゼ
）、ＡＬＫ（未分化リンパ腫キナーゼ）、ＲＯＲ１－２、ＭＵＳＫ、ＡＡＴＹＫ１－３、
ＲＴＫ１０６、及び；受容体チロシンキナーゼの切断形、例えば、ｐ９５ＥｒｂＢ２；非
受容体チロシンキナーゼ、例えば、Ｓｒｃ、Ｆｒｋ、Ｂｔｋ、Ｃｓｋ、Ａｂｌ、Ｚａｐ７
０、Ｆｅｓ／Ｆｐｓ、Ｆａｋ、Ｊａｋ、Ａｃｋ、及びＬＩＭＫ；チロシンキナーゼシグナ
ル伝達カスケード成分、例えば、ＡＫＴ、ＭＡＰＫ／ＥＲＫ、ＭＥＫ、ＲＡＦ、ＰＬＡ２
、ＭＥＫＫ、ＪＮＫＫ、ＪＮＫ、ｐ３８、Ｓｈｃ（ｐ６６）、Ｒａｓ（例えば、Ｋ－Ｒａ
ｓ、Ｎ－Ｒａｓ、Ｈ－Ｒａｓ）、Ｒｈｏ、Ｒａｃ１、Ｃｄｃ４２、ＰＬＣ、ＰＫＣ、ｐ７
０Ｓ６キナーゼ、ｐ５３、サイクリンＤ１、ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３、ＰＩＰ２、ＰＩＰ
３、ＰＤＫ、ｍＴＯＲ、ＢＡＤ、ｐ２１、ｐ２７、ＲＯＣＫ、ＩＰ３、ＴＳＰ－１、ＮＯ
Ｓ、ＰＴＥＮ、ＲＳＫ１－３、ＪＮＫ、ｃ－Ｊｕｎ、Ｒｂ、ＣＲＥＢ、Ｋｉ６７、及びパ
キシリン；核ホルモン受容体、例えば、エストロゲン受容体（ＥＲ）、プロゲステロン受
容体（ＰＲ）、アンドロゲン受容体、グルココルチコイド受容体、鉱質コルチコイド受容
体、ビタミンＡ受容体、ビタミンＤ受容体、レチノイド受容体、甲状腺ホルモン受容体、
及びオーファン受容体；核受容体コアクチベーター及びリプレッサー；並びにそれらの組
み合わせを挙げることができるがそれらに限定されない。
【００５５】
　本明細書で使用する用語「試料」は、患者から得られる任意の生物学的検体を含む。試
料として、限定的でなく、全血、血漿、血清、乳管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液（例え
ば、リンパ節の播種性腫瘍細胞）、骨髄吸引液、唾液、尿、便（すなわち大便）、痰、気
管支洗浄液、涙液、微細針吸引液（例えば、乳輪周囲の無作為微細針吸引により採取）、
任意の他の体液、腫瘍の生検（例えば、針生検）又はリンパ節の生検（例えば、センチネ
ルリンパ節生検）などの組織試料（例えば、腫瘍組織）、並びにそれらの細胞抽出物を挙
げることができる。或る実施形態において、試料は、全血又は血漿、血清、赤血球、白血
球（例えば末梢血単核細胞）及び／又は希少循環細胞などの全血の分画成分である。特定
の実施形態において、当業者に公知である任意の技術を用いて全血又はその細胞分画から
固形腫瘍の白血球又は循環細胞を単離することによって試料を入手する。他の実施形態に
おいて、試料は、例えば、固形腫瘍由来の、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）
腫瘍組織試料である。
【００５６】
　本明細書で使用する用語「循環細胞」は、固形腫瘍から転移した又は微小転移したいず
れかである腫瘍外細胞を含む。循環細胞の例として、循環腫瘍細胞、癌幹細胞、及び／又
は腫瘍へ移動中である細胞（例えば、循環内皮前駆細胞、循環内皮細胞、循環前血管新生
骨髄性細胞、循環樹状細胞など）を挙げることができるがそれらに限定されない。
【００５７】
　「生検」は、診断的又は予後診断的評価のために組織試料を取り出す工程及び組織検体
自体を意味する。当分野において公知の任意の生検技術を、本発明の方法及び組成物に適
用することができる。適用される生検技術は、一般には、他の因子の中でも特に、評価す
べき組織タイプ並びに腫瘍の大きさ及びタイプ（すなわち、固形又は浮遊型（すなわち、
血液又は腹水））に依存するであろう。代表的な生検技術には、切除生検、切開生検、針
生検（例えば、コア針生検、微細針吸引生検など）、外科生検、及び骨髄生検が含まれる
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。生検技術は、例えば、Harrison’s Principles of Internal Medicine, Kasper, et al
, eds., 16th ed., 2005, Chapter 70及びPart V全体において考察されている。当業者で
あれば、所定の組織試料中で癌性及び／又は前癌性細胞を同定するために生検技術を実施
できることを理解されよう。
【００５８】
　用語「被験者」又は「患者」又は「個人」は、典型的にはヒトを含むが、例えば、他の
霊長類、齧歯類、イヌ、ネコ、ウマ、ヒツジ、ブタなどの他の動物も含むことができる。
【００５９】
　「アレイ」又は「マイクロアレイ」は、例えば、ガラス（例えば、ガラススライド）、
プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ（例えば、磁気ビーズ、ポリスチレン
ビーズなど）、紙、膜（例えば、ナイロン、ニトロセルロース、ポリフッ化ビニリデン（
ＰＶＤＦ）など）、繊維束、又は任意の他の適切な基材などの固体支持体上に固定化又は
拘束された（restrained）個別のセット及び／又は希釈系列の捕捉抗体を含む。捕捉抗体
は、一般に共有又は非共有相互作用（例えば、イオン結合、疎水性相互作用、水素結合、
ファンデルワールス力、双極子間結合）を介して固体支持体上に固定化又は拘束される。
所定の場合には、捕捉抗体は、固体支持体に結合した捕捉剤と相互作用する捕捉タグを含
む。本発明によるアッセイにおいて使用されるアレイは、典型的には、異なる既知／アド
レス可能な場所において固体支持体の表面に結合している複数の異なる捕捉抗体及び／又
は捕捉抗体濃度を含む。
【００６０】
　用語「捕捉抗体」は、白血球又は希少循環細胞の細胞抽出物などの試料中の目的の分析
物１種又は２種以上に特異的である（すなわち、結合し、それによって結合され、又は一
緒に複合体を形成する）固定化された抗体を含むことを意図している。好ましい実施形態
において、捕捉抗体は、アレイ内の固体支持体上に拘束される。固体支持体上で様々な発
癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子のいずれかを固定化するのに適切な捕捉抗体は
、Ｕｐｓｔａｔｅ社（カリフォルニア州テメキュラ）、Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ社（カリフォ
ルニア州カマリロ）、Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社（マサ
チューセッツ州ダンバーズ）、Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ社（ミネソタ州ミネアポリス）、
Ｌａｂ Ｖｉｓｉｏｎ社（カリフォルニア州フレモント）、Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社（カリフォルニア州サンタクルーズ）、Ｓｉｇｍａ社（ミズーリ
州セントルイス）、及びＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（カリフォルニア州サンノゼ）
から入手することができる。
【００６１】
　本明細書で使用する用語「検出抗体」は、試料中の目的の分析物１種又は２種以上に特
異的である（すなわち、結合し、それによって結合され、又は一緒に複合体を形成する）
検出可能な標識を含む抗体を含む。この用語は、目的の分析物１種又は２種以上に特異的
である抗体を含み、該抗体を検出可能な標識を含む別の種に結合させることができる。検
出可能な標識の例として、ビオチン／ストレプトアビジン標識、核酸（例えば、オリゴヌ
クレオチド）標識、化学的反応性の標識、蛍光標識、酵素標識、放射活性標識、及びそれ
らの組み合わせを挙げることができるがそれらに限定されない。様々なシグナル伝達分子
のいずれかの活性化状態及び／又は全量を検出するのに適切な検出抗体は、Ｕｐｓｔａｔ
ｅ社（カリフォルニア州テメキュラ）、Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ社（カリフォルニア州カマリ
ロ）、Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社（マサチューセッツ州
ダンバーズ）、Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ社（ミネソタ州ミネアポリス）、Ｌａｂ Ｖｉｓｉ
ｏｎ社（カリフォルニア州フレモント）、Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ社（カリフォルニア州サンタクルーズ）、Ｓｉｇｍａ社（ミズーリ州セントルイス）
、及びＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（カリフォルニア州サンノゼ）から入手すること
ができる。限定的でない例として、ＥＧＦＲ、ｃ－ＫＩＴ、ｃ－Ｓｒｃ、ＦＬＫ－１、Ｐ
ＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ、ＡＫＴ、ＭＡＰＫ、ＰＴＥＮ、Ｒａｆ、及びＭＥＫなどのシ
グナル伝達分子の様々なリン酸化形に対するリン特異的抗体は、Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂ
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ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社から入手することができる。
【００６２】
　用語「活性化状態依存性抗体」は、試料中の目的の分析物１種又は２種以上の特定の活
性化状態に特異的である（すなわち、結合し、それによって結合され、又は一緒に複合体
を形成する）検出抗体を含む。好ましい実施形態において、活性化状態依存性抗体は、発
癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子１種又は２種以上などの分析物１種又は２種以
上のリン酸化、ユビキチン化、及び／又は複合体形成状態を検出する。いくつかの実施形
態では、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質のＡＢＬキナーゼ領域のリン酸化は、活性化状態
依存性抗体を使用して検出される。他の実施形態において、受容体チロシンキナーゼのＥ
ＧＦＲファミリーのメンバーのリン酸化及び／又はＥＧＦＲファミリーメンバー間のヘテ
ロ二量体複合体の形成を、活性化状態依存性抗体を用いて検出する。
【００６３】
　活性化状態依存性抗体を有する検出に適している発癌性融合タンパク質の活性化状態の
限定的でない例として、ＢＣＲ－ＡＢＬ、ＤＥＫ－ＣＡＮ、Ｅ２Ａ－ＰＢＸ１、ＲＡＲα
－ＰＭＬ、ＩＲＥＬ－ＵＲＧ、ＣＢＦβ－ＭＹＨ１１、ＡＭＬ１－ＭＴＧ８、ＥＷＳ－Ｆ
ＬＩ、ＬＹＴ－１０－Ｃα１、ＨＲＸ－ＥＮＬ、ＨＲＸ－ＡＦ４、ＮＰＭ－ＡＬＫ、ＩＧ
Ｈ－ＭＹＣ、ＲＵＮＸ１－ＥＴＯ、ＴＥＬ－ＴＲＫＣ、ＴＥＬ－ＡＭＬ１、ＭＬＬ－ＡＦ
４、ＴＣＲ－ＲＢＴＮ２、ＣＯＬ１Ａ１－ＰＤＧＦ、Ｅ２Ａ－ＨＬＦ、ＰＡＸ３－ＦＫＨ
Ｒ、ＥＴＶ６－ＮＴＲＫ３、ＲＥＴ－ＰＴＣ、ＴＭＲＳＳ－ＥＲＧ、及びＴＰＲ－ＭＥＴ
のリン酸化形が挙げられる。活性化状態依存性抗体を有する検出に適しているシグナル伝
達分子の活性化状態の限定的でない例（括弧内にリストされる）として、ＥＧＦＲ（ＥＧ
ＦＲｖＩＩＩ、ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ（ｐ－）ＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ：Ｓｈｃ、ｕ
ｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｅｄ（ｕ－）ＥＧＦＲ、ｐ－ＥＧＦＲｖＩＩＩ）；ＥｒｂＢ２（ｐ
９５：ｔｒｕｎｃａｔｅｄ（Ｔｒ）－ＥｒｂＢ２、ｐ－ＥｒｂＢ２、ｐ９５：Ｔｒ－ｐ－
ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ－２：Ｓｈｃ、ＥｒｂＢ２：ＰＩ３Ｋ、ＥｒｂＢ２：ＥＧＦＲ、Ｅｒ
ｂＢ２：ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ２：ＥｒｂＢ４）；ＥｒｂＢ３（ｐ－ＥｒｂＢ３、Ｅｒｂ
Ｂ３：ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＥｒｂＢ３：ＰＩ３Ｋ、ＥｒｂＢ３：Ｓｈｃ）；ＥｒｂＢ４（ｐ－
ＥｒｂＢ４、ＥｒｂＢ４：Ｓｈｃ）；ｃ－Ｍｅｔ（ｐ－ｃ－Ｍｅｔ又はｃ－Ｍｅｔ／ＨＧ
Ｆ　ｃｏｍｐｌｅｘ）、ＥＲ（ｐ－ＥＲ（Ｓ１１８、Ｓ１６７）；ＩＧＦ－１Ｒ（ｐ－Ｉ
ＧＦ－１Ｒ、ＩＧＦ－１Ｒ：ＩＲＳ、ＩＲＳ：ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＩＲＳ、ＩＧＦ－１Ｒ：Ｐ
Ｉ３Ｋ）；ＩＮＳＲ（ｐ－ＩＮＳＲ）；ＫＩＴ（ｐ－ＫＩＴ）；ＦＬＴ３（ｐ－ＦＬＴ３
）；ＨＧＦＲＩ（ｐ－ＨＧＦＲＩ）；ＨＧＦＲ２（ｐ－ＨＧＦＲ２）；ＲＥＴ（ｐ－ＲＥ
Ｔ）；ＰＤＧＦＲａ（ｐ－ＰＤＧＦＲａ）；ＰＤＧＦＲＰ（ｐ－ＰＤＧＦＲＰ）；ＶＥＧ
ＦＲＩ（ｐ－ＶＥＧＦＲＩ、ＶＥＧＦＲＩ：ＰＬＣｇ、ＶＥＧＦＲ１：Ｓｒｃ）；ＶＥＧ
ＦＲ２（ｐ－ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ２：ＰＬＣｙ、ＶＥＧＦＲ２：Ｓｒｃ、ＶＥＧＦ
Ｒ２：ｈｅｐａｒｉｎ　ｓｕｌｆａｔｅ、ＶＥＧＦＲ２：ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）；Ｖ
ＥＧＦＲ３（ｐ－ＶＥＧＦＲ３）；ＦＧＦＲ１（ｐ－ＦＧＦＲ１）；ＦＧＦＲ２（ｐ－Ｆ
ＧＦＲ２）；ＦＧＦＲ３（ｐ－ＦＧＦＲ３）；ＦＧＦＲ４（ｐ－ＦＧＦＲ４）；Ｔｉｅ１
（ｐ－Ｔｉｅ１）；Ｔｉｅ２（ｐ－Ｔｉｅ２）；ＥｐｈＡ（ｐ－ＥｐｈＡ）；ＥｐｈＢ（
ｐ－ＥｐｈＢ）；ＮＦＫＢ及び／又はＩＫＢ（ｐ－ＩＫ（Ｓ３２）、ｐ－ＮＦＫＢ（Ｓ５
３６）、ｐ－Ｐ６５：ＩＫＢａ）；Ａｋｔ（ｐ－Ａｋｔ（Ｔ３０８、Ｓ４７３））；ＰＴ
ＥＮ（ｐ－ＰＴＥＮ）；Ｂａｄ（ｐ－Ｂａｄ（Ｓ１１２、Ｓ１３６）、Ｂａｄ：１４－３
－３）；ｍＴｏｒ（ｐ－ｍＴｏｒ（Ｓ２４４８））；ｐ７０Ｓ６Ｋ（ｐ－ｐ７０Ｓ６Ｋ（
Ｔ２２９、Ｔ３８９））；Ｍｅｋ（ｐ－Ｍｅｋ（Ｓ２１７、Ｓ２２１））；Ｅｒｋ（ｐ－
Ｅｒｋ（Ｔ２０２、Ｙ２０４））；Ｒｓｋ－１（ｐ－Ｒｓｋ－１（Ｔ３５７、Ｓ３６３）
）；Ｊｎｋ（ｐ－Ｊｎｋ（Ｔ１８３、Ｙ１８５））；Ｐ３８（ｐ－Ｐ３８（Ｔ１８０、Ｙ
１８２））；Ｓｔａｔ３（ｐ－Ｓｔａｔ－３（Ｙ７０５、Ｓ７２７））；Ｆａｋ（ｐ－Ｆ
ａｋ（Ｙ５７６））；Ｒｂ（ｐ－Ｒｂ（Ｓ２４９、Ｔ２５２、Ｓ７８０））；Ｋｉ６７；
ｐ５３（ｐ－ｐ５３（Ｓ３９２、Ｓ２０））；ＣＲＥＢ（ｐ－ＣＲＥＢ（Ｓ１３３））；
ｃ－Ｊｕｎ（ｐ－ｃ－Ｊｕｎ（Ｓ６３））；ｃＳｒｃ（ｐ－ｃＳｒｃ（Ｙ４１６））；及
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びｐａｘｉｌｌｉｎ（ｐ－ｐａｘｉｌｌｉｎ（Ｙ１１８））が挙げられるが、それらに限
定されるものではない。
【００６４】
　用語「活性化状態非依存性抗体」は、それらの活性化状態とは無関係に試料中の目的の
分析物１種又は２種以上に特異的である（すなわち、結合し、それによって結合され、又
は一緒に複合体を形成する）検出抗体を含む。例えば、活性化状態非依存性抗体は、例え
ばシグナル伝達分子１種又は２種以上などの分析物１種又は２種以上のリン酸化形及び非
リン酸化形の両方を検出することができる。
【００６５】
　用語「核酸」又は「ポリヌクレオチド」は、例えば、ＤＮＡ及びＲＮＡなどの一本鎖形
又は二本鎖形のいずれかにあるデオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチド及びそれ
らのポリマーを含む。核酸には、合成、天然型、及び非天然型である、並びに参照核酸と
同様の結合特性を有する、公知のヌクレオチドアナログ又は修飾バックボーン残基若しく
は結合を含有する核酸が含まれる。このようなアナログの例として、限定的でなく、ホス
ホロチオエート、ホスホルアミデート、メチルホスホネート、キラル－メチルホスホネー
ト、２’－Ｏ－メチルリボヌクレオチド、及びペプチド－核酸（ＰＮＡ）を挙げることが
できる。特に限定しない限り、この用語は、参照核酸と同様の結合特性を有する天然ヌク
レオチドの公知のアナログを含有する核酸を包含する。他に特に規定しない限り、特定の
核酸配列はまた、保存的に修飾されたそれらの変異体及び相補的配列を黙示的に並びに指
示された配列を明示的に含む。
【００６６】
　用語「オリゴヌクレオチド」は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッド、及び
／又はそれらの模倣剤の、一本鎖オリゴマー若しくはポリマーを意味する。所定の場合に
、オリゴヌクレオチドは、天然型（すなわち、未修飾）核酸塩基、糖、及びインターヌク
レオシド（バックボーン）結合から構成される。所定の他の場合には、オリゴヌクレオチ
ドは、修飾された核酸塩基、糖、及び／又はインターヌクレオシド結合を含む。
【００６７】
　本明細書で使用する用語「ミスマッチモチーフ」若しくは「ミスマッチ領域」は、その
相補的配列に対して１００％相補性を有していないオリゴヌクレオチドの一部分を意味す
る。オリゴヌクレオチドは、少なくとも１、２、３、４、５、６、又は７以上のミスマッ
チ領域を有していることができる。ミスマッチ領域は隣接していることができ、又は１、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、又は１３以上のヌクレオチドによ
って分離されていることができる。ミスマッチモチーフ又は領域は、単一のヌクレオチド
を含んでいることができ、又は２、３、４、５、又は６以上のヌクレオチドを含んでいる
ことができる。
【００６８】
　語句「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、オリゴヌクレオチドがそ
の相補性配列にハイブリダイズするが、他の配列にはハイブリダイズしない条件を意味す
る。ストリンジェントな条件は配列依存性であり、異なる状況では異なるであろう。長い
配列は、詳細には高温でハイブリダイズする。核酸のハイブリダイゼーションに対する広
汎なガイドは、Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridi
zation with Nucleic Probes,“Overview of principles of hybridization and the str
ategy of nucleic acid assays”(1993)に見出される。一般に、規定のイオン強度ｐＨで
特異的配列に対して熱融点（Ｔｍ）より約５～１０℃低くなるようにストリンジェントな
条件を選択する。Ｔｍは、標的に相補的であるプローブの５０％が平衡状態で標的配列に
ハイブリダイズする温度（規定のイオン強度、ｐＨ、及び核酸濃度下で）である（標的配
列が過剰に存在するとき、Ｔｍにおいて、プローブの５０％は平衡状態で占められる）。
ストリンジェントな条件は、ホルムアミドなどの不安定化剤の添加によって達成すること
もできる。選択的又は特異的ハイブリダイゼーションに対して、陽性シグナルは、バック
グラウンドの少なくとも２倍、好ましくはバックグラウンドハイブリダイゼーションの１
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０倍である。
【００６９】
　用語「実質的に同一」又は「実質的同一性」は、核酸が２種又は３種以上のある状況に
おいて、配列比較アルゴリズムを用いて又は手動アラインメント及び目視検査によって測
定されるように比較窓若しくは指定領域にわたって最大対応について比較及びアライメン
トした場合に、同一であるか又は同一であると規定されるパーセンテージのヌクレオチド
（すなわち、規定領域にわたって少なくとも約６０％、好ましくは少なくとも約６５％、
７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、又は９５％の同一性）を有する２種又は３種
以上の配列又はサブシーケンスを意味する。この定義は、その状況が示す場合は、配列の
補体（complement）も意味する。好ましくは、実質的同一性は、長さが少なくとも約５、
１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、７５、又は１００ヌクレオチ
ドである領域にわたって存在する。
【００７０】
　用語「チロシンキナーゼ阻害剤」は、選択的若しくは非選択的阻害剤である受容体及び
／又は非受容体チロシンキナーゼとして作用する様々な治療剤又は薬剤のいずれかを含む
。いかなる特定の理論にも縛られずに、チロシンキナーゼ阻害剤は、酵素のＡＴＰ－結合
部位と結合することによって、一般に標的チロシンキナーゼを阻害する。チロシンキナー
ゼ阻害剤の例として、イマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標）；ＳＴＩ５７１）、ニロチニ
ブ（Ｔａｓｉｇｎａ（商標））、ダサチニブ（Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標））、ボスチニブ（
ＳＫＩ－６０６）、ゲフィチニブ（Ｉｒｅｓｓａ（商標））、スニチニブ（Ｓｕｔｅｎｔ
（商標）；ＳＵ１１２４８）、エルロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ（商標）；ＯＳＩ－１７７
４）、ラパチニブ（ＧＷ５７２０１６；ＧＷ２０１６）、カネルチニブ（ＣＩ１０３３）
、セマキシニブ（ＳＵ５４１６）、バタラニブ（ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２２５８４）、ソ
ラフェニブ（ＢＡＹ４３－９００６）、レフルノミド（ＳＵ１０１）、バンデタニブ（Ｚ
ａｃｔｉｍａ（商品名）；ＺＤ６４７４）、それらの誘導剤、それらのアナログ、及びそ
れらの組み合わせを含むが、それらに限定されない。本発明の使用に適している追加のチ
ロシンキナーゼ阻害剤は、例えば、米国特許番号５，６１８，８２９、５，６３９，７５
７、５，７２８，８６８、５，８０４，３９６、６，１００，２５４、６，１２７，３７
４、６，２４５，７５９、６，３０６，８７４、６，３１３，１３８、６，３１６，４４
４、６，３２９，３８０、６，３４４，４５９、６，４２０，３８２、６，４７９，５１
２、６，４９８，１６５、６，５４４，９８８、６，５６２，８１８、６，５８６，４２
３、６，５８６，４２４、６，７４０，６６５、６，７９４，３９３、６，８７５，７６
７、６，９２７，２９３及び６，９５８，３４０に記載されている。当業者は、本発明の
使用に適している他のチロシンキナーゼ阻害剤を知っているだろう。所定の場合には、チ
ロシンキナーゼ阻害剤は、限定的でなく、アルカリ又はアルカリ土類金属塩（例えばアル
ミニウム、カルシウム、リチウム、マグネシウム、カリウム、ナトリウム又は亜鉛塩；ア
ンモニウム塩（例えば三級アミン又は４原子のアンモニウム塩）；そして、酸性塩（例え
ばコハク酸塩、歯石酸塩、双歯石酸塩、二塩化水素化物、サリチル酸塩、ヘミスクシネー
ト、クエン酸塩、イソ・クエン酸塩、リンゴ酸塩、マレアート、メシラート、塩酸塩、ハ
イドロ臭化物、リン酸塩、酢酸塩、カルバミン酸塩、硫酸塩、硝酸塩、ギ酸塩、乳酸塩、
グルクロン酸で、グルコン酸塩）ピルビン酸塩、オキサル酢酸塩、フマル酸エステル、プ
ロピオン酸塩、アスパラギン酸塩、グルタミン酸塩又はベンゾアート塩を含む、薬学的に
許容することのできる形態で投与される。
【００７１】
　用語「インキュベートする」は、「接触させる」及び「曝露させる」と同義的に使用さ
れ、他に規定しない限り任意の特定の時間又は温度要件を意味しない。
【００７２】
　用語「完全な細胞遺伝学的な反応」、「完全な細胞遺伝学的な寛解」、「ＣＣｙＲ」及
び「ＣＣｇＲ」は、骨髄から単離される細胞の染色体分染法によって定められ、中期の少
なくとも２０の細胞の集団における、中期のフィラデルフィア染色体陽性細胞の欠如であ
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ると定められる臨床的に認められた基準を含む。骨髄から単離される中期細胞を染色体分
染法によって得ることができないか又は評価することができない所定の場合には、用語は
、血液細胞の間期蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）によって決定さ
れるように、記録される少なくとも２００の核の存在から１％未満のＢＣＲ－ＡＢＬ陽核
の存在として定義することができる。間期ＦＩＳＨは、例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ外部信号
、二重色、二重融合、又は、蛍光インサイチュハイブリダイゼーションプローブによって
実行することができる。これらの用語の追加の説明については、O’Brienら, N. Engl. J
. Med., 348:994-1004 (2003); Hughes et al., N. Eng.l J. Med., 349:1423-1432 (200
3); 及びBacaraniら, J. Clin. Oncol., 27:6041-6051 (2009)を参照。
【００７３】
　「大きな分子反応」、「大きな分子寛解」又は「ＭＭＲ」は、発癌性融合タンパク質、
例えばＢＣＲ－ＡＢＬのレベルが、１以上の対照タンパク質レベル、例えば全長ＢＣＲ及
び／又は全長ＡＢＬに対して、少なくとも約２－３ログ（ｌｏｇ）に減少する場合に、達
成される。或る実施形態では、大きな分子反応は、抗ガン剤（例えば、チロシンキナーゼ
阻害剤）療法での、対照タンパク質レベル（例えば、ＢＣＲ又はＡＢＬレベル）に対する
発癌性融合タンパク質レベル（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬレベル）の比が、抗ガン剤治療の
前の同じタンパク質の比と比べて、少なくとも約２－３ログ（ｌｏｇ）に低下する場合に
達成される。ｍＲＮＡ転写レベルの検出に依存する大きな分子反応の定義とは対照的に、
本発明の抗体に基づく近接二重検出アッセイは、健常なドナーから約１００，０００の細
胞のバックグラウンド中の１つの癌（例えば、ＣＭＬ）細胞を検出する能力を有利に提供
する。それによって、ＢＣＲ－ＡＢＬ、ＢＣＲ及び／又はＡＢＬタンパク質レベルを測定
して、比較することによって大きな分子反応の決定を可能にする。他の実施態様において
、大きな分子反応は、ＡＢＬ又はＢＣＲのｍＲＮＡ転写レベルのパーセンテージとして表
されるＡＢＬ又はＢＣＲのｍＲＮＡいずれかに対する、ＢＣＲ－ＡＢＬのｍＲＮＡ転写の
比において、対数目盛スケール（１０を底とする）での標準化されたベースラインスケー
ルより下に少なくとも３ログの減少としても定義される臨床分類である。特定の例におい
て、ｍＲＮＡ反訳記録のレベルは、リアルタイム定量的ＲＴ－ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）方法を
使用して決定される。所定の場合には、更なる実施形態において、大きな分子反応は、Ａ
ＢＬ、ＢＣＲ又は対照ｍＲＮＡ転写に対するＢＣＲ－ＡＢＬの比が、国際的なスケール（
ＩＳ）に関する０．１％未満であるとして定められる値とすべきｑＰＣＲで決定される場
合を条件とする。ＩＳは、インターフェロン対ＳＴＩ５７１（ＩＲＩＳ）臨床研究のイン
ターナショナルＲａｎｄｏｍｉｚｅｄ　Ｓｔｕｄｙの参加している研究室によって確立さ
れるログ減少スケールに固定される。例えば、Hughesら, N. Engl. J. Med., 349:1423-1
432 (2003); Hughesら, Blood, 108:28-37 (2006), Brandら, Blood, 112:3330-3338 (20
08); 及び Baccaraniら, J. Clin. Oncol., 27:6041-6051 (2009)を参照。
【００７４】
　「完全な分子反応」、「完全な分子寛解」又は「ＣＭＲ」は、発癌性融合タンパク質、
例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬのレベルが、１以上の対照タンパク質レベル（例えば全長ＢＣＲ
及び／又は全長ＡＢＬ）に対して、少なくとも約３－４ログに減少する場合に、達成され
る。或る実施形態では、完全な分子反応は、抗ガン剤治療中での対照タンパク質レベル（
例えば、ＢＣＲ又はＡＢＬレベル）に対する発癌性融合タンパク質レベル（例えば、ＢＣ
Ｒ－ＡＢＬレベル）の比が、抗ガン剤（例えば、チロシンキナーゼ阻害剤）療法の前の同
じタンパク質の比に対して、少なくとも約３－４のログに低下する場合に、達成される。
ｍＲＮＡ転写レベルの検出に依存する完全な分子反応の定義とは対照的に、本発明の抗体
に基づく近接二重検出アッセイは、健常なドナーから約１００，０００の細胞のバックグ
ラウンド中の１つの癌（例えば、ＣＭＬ）細胞を検出する能力を有利に提供する。それに
よって、ＢＣＲ－ＡＢＬ、ＢＣＲ及び／又はＡＢＬタンパク質レベルを測定して、比較す
ることによって大きな分子反応の決定を可能にする。他の実施態様において、完全な分子
反応は、ＢＣＲ－ＡＢＬのｍＲＮＡ転写が、ＢＣＲ－ＡＢＬのｍＲＮＡレベル中で４．０
－４．５ログ低下を検出する能力を確実にするような十分な品質の少なくとも２つの連続
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的な血液サンプルのｑＰＣＲ及び／又はネストＰＣＲによって検出不可能な、臨床分類で
ある。所定の場合には、完全な分子反応は、パーセンテージとして表されるＡＢＬ、ＢＣ
Ｒ又は対照ｍＲＮＡ転写に対するＢＣＲ－ＡＢＬの比において、対数目盛スケールでの標
準化されたベースライン値より下の少なくとも４．５－ログの減少として定義することが
できる。例えば、 Pressら, Blood, 107:4250-4256 (2006); Mullerら, Leukemia., 23:1
957-1963 (2009); 及び Baccaraniら, J. Clin. Oncol., 27:6041-6051 (2009)を参照。
【００７５】
　用語「治療過程」は、癌、例えば血液悪性腫瘍（例えば、白血病、リンパ腫、その他）
）と関連する１以上の症状を緩和するか又は予防するためにとられるいかなる療法アプロ
ーチを含む。用語は、癌をもつ個人の健康を増進することに有用ないかなる化合物、薬剤
、手順及び／又はレジメンを投与することを包含し、そして本明細書において記載されて
いる治療剤のいずれかを含む。治療過程又は現在の治療過程の用量のいずれかを、本発明
の方法を使用することで決定される１つ以上の発癌性融合タンパク質及び／又はシグナル
伝達分子の発現及び／又は活性レベルに基づいて変えることができる（例えば、増加する
か、又は減少する）ことを、当業者は理解するであろう。
【００７６】
ＩＩＩ．実施形態の説明
　本発明は、生体サンプル、例えば細胞抽出物又は溶解物中の１以上の発癌性融合タンパ
ク質及び／又はシグナル伝達分子についての活性化状態及び／又は総量を検出するための
抗体に基づくアレイを提供する。本発明は、癌の予後及び診断、薬物治療に対する耐性に
ついての予測又は同定、並びに各個人の標的化療法を容易にするためのこのようなアレイ
を使用する方法も提供する。特定の実施形態において、本発明の組成物及び方法は、有利
なことに、標的プロテインキナーゼ（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）の突然変異、療法レジメ
ンを有するノンコンプライアンス、及び／又は最適以下の薬剤用量投与のせいで、チロシ
ンキナーゼ阻害剤、例えばイマチニブを用いる治療に耐性する患者を同定する。
【００７７】
　ある特定の実施形態では、本発明は、ＢＣＲ－ＡＢＬの発現及び／又は活性化（例えば
、リン酸化）のレベル、それらの基板、及び／又は生体サンプル（例えば、細胞抽出物又
は溶解物）の他のシグナル伝達分子についてのリアルタイム検出用のアッセイ、例えば、
イムノアッセイを提供する。このように、本発明は、有利なことに、治療過程の全体にわ
たってそれらをスクリーニング及びモニタリングすることによって、並びに、軽微な毒性
を有する標的分子（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）を効果的に阻害するために、それらを代替
標的療法、例えばｎｉｌｏｔｉｎｉｂ（Ｔａｓｉｇｎａ（商標））に移動しなければなら
ないかどうか評価を評価することによって１以上の標的療法を受け入れている、血液悪性
腫瘍、例えばＣＭＬを有する患者に利益を提供する。
【００７８】
　或る実施形態では、本発明は、発癌性融合タンパク質、例えばＢＣＲ－ＡＢＬ検出用の
優れた感度範囲を有する方法を提供する。細胞抽出物中のＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質を検
出するための現在のイムノアッセイは、一般には、１０－０．００１％の検出感度に等し
い、１０－１００，０００の通常細胞中の１つのＢＣＲ－ＡＢＬ陽性の白血病細胞を検出
することができる（例えば、Jilaniら, Leuk. Res., 32:936-943 (2008); Weerkampら, L
eukemia, 23:1106-1117 (2009); Raponiら, Haematologica, 94:1767-1770 (2009); 及び
U.S. Patent Publication No. US 2006/0172345を参照）。本明細書において記載されて
いる近接アッセイは、有利なことに、約１：１００，０００－１０，０００，０００細胞
（すなわち、１００，０００－１０，０００，０００通常細胞に対して１つの白血病細胞
；約０．００１－０．００００１％の検出感度に相当する）、又は約１：１，０００，０
００－１０，０００，０００細胞（すなわち、１，０００，０００－１０，０００，００
０通常細胞に対して１つの白血病細胞；約０．０００１－０．００００１％の検出感度に
相当する）に増加した感度を示し、そして、例えば、約１：１００，０００細胞、１：２
００，０００細胞、１：３００，０００細胞、１：４００，０００細胞、１：５００，０
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００細胞、１：６００，０００細胞、１：７００，０００細胞、１：８００，０００細胞
、１：９００，０００細胞、１：１，０００，０００細胞、１：２，０００，０００細胞
、１：３，０００，０００細胞、１：４，０００，０００細胞、１：５，０００，０００
細胞、１：６，０００，０００細胞、１：７，０００，０００細胞、１：８，０００，０
００細胞、１：９，０００，０００細胞、１：１０，０００，０００細胞、１：１００，
０００－５００，０００細胞、１：１００，０００－１，０００，０００細胞、１：５０
０，０００－１，０００，０００細胞、１：１００，０００－５，０００，０００細胞、
１：５００，０００－１０，０００，０００細胞、１：２，０００，０００－１０，００
０，０００細胞、１：５，０００，０００－１０，０００，０００細胞、１：１，０００
，０００－７，５００，０００細胞、１：１，０００，０００－５，０００，０００細胞
、及びその中の他のいかなる範囲を含む。本明細書において記載されている方法の感度は
、標準核酸ベースのＢＣＲ－ＡＢＬアッセイ（例えば、ｑＰＣＲ又はネスト化したＰＣＲ
）の感度（１０，０００－１，０００，０００通常細胞中に１つの白血病細胞の検出範囲
内に入る）と同程度か、又は上回ることもできる。核酸ベースのＢＣＲ－ＡＢＬアッセイ
の感度範囲の追加の説明については、例えば、Pressら, Blood, 107:4250-4256 (2006)及
びRadish JP, Blood, 114:3376-3381 (2009)を参照。
【００７９】
　特定の実施形態において、本発明の抗体に基づく近接アッセイは、有利なことに、ＢＣ
Ｒ－ＡＢＬを検出するための現在のイムノアッセイ及び核酸ベースのアッセイと比較して
、発癌性融合タンパク質、例えばＢＣＲ－ＡＢＬの存在、レベル、及び／又は活性化状態
を検出するためのより高度な感度及び／又は特異性を可能にする。これによって、反応イ
ンジケータ、例えば、完全な細胞遺伝学的な反応、大きな分子反応、完全な分子反応及び
それらの組み合わせについてのより正確な決定を提供する。限定的でない例として、現在
の核酸ベースのアッセイは、患者試料中の超微量のＢＣＲ－ＡＢＬ転写を検出するには感
度が十分高くないので、現在の核酸ベースのアッセイを使用している完全な分子反応によ
る決定は、患者が治っており、そしてＢＣＲ－ＡＢＬ介在性疾患（例えば、ＣＭＬ）にも
はやかかっていないことを必ずしも意味するわけではない。
【００８０】
　１つの観点では、本発明は、発癌性融合タンパク質のレベル又は活性化状態を決定する
方法であって、前記方法は、以下の工程を含む：
（ａ）細胞抽出物中に存在する第１の全長タンパク質を、前記第１全長タンパク質と第１
結合成分とを含む複合体に変換するのに適した条件下で、前記細胞抽出物を、前記第１全
長タンパク質の第１ドメインに特異的な前記第１結合成分と接触させる工程であって、前
記の第１全長タンパク質の第１ドメインは、第２の異なる全長タンパク質の第１ドメイン
に融合する前記第１全長タンパク質の第２の異なるドメインを含む対応する発癌性融合タ
ンパク質に存在しない、前記工程;
（ｂ）前記細胞抽出物から工程（ａ）からの前記複合体を除去し、前記第１全長タンパク
質を含まない細胞抽出物を形成する工程；
（ｃ）前記細胞抽出物中に存在する前記発癌性融合タンパク質を、前記発癌性融合タンパ
ク質と第２結合成分とを含む複合体に変換するのに適した条件下で、工程（ｂ）からの前
記細胞抽出物を、前記第１全長タンパク質の前記第２の異なるドメインに特異的な前記第
２結合成分と接触させる工程；及び
（ｄ）工程（ｃ）からの前記複合体のレベル又は活性化状態を決定し、それによって前記
発癌性融合タンパク質のレベル又は活性化状態を決定する工程を提供する。
【００８１】
　１つの実施形態において、細胞抽出物は、試料から単離される細胞からの抽出物を含む
。所定の場合には、試料は、全血、血清、血漿、微細針吸引液（ＦＮＡ）、尿、痰、気管
支洗浄液、涙液、乳頭吸引液、リンパ液、唾液及びそれらの組み合わせから選択される。
別の実施形態において、試料は、癌を有する患者から得られる。所定の場合には、癌は、
癌細胞の染色体移動のせいで、発癌性融合タンパク質の形成によって生じる場合がある。
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このような癌の例として、血液悪性腫瘍、骨原性肉種、軟部組織肉腫及びそれらの組み合
わせを挙げることができるがそれらに限定されない。特定の実施形態において、血液悪性
腫瘍は、白血病又はリンパ腫である。１つの好ましい実施形態において、白血病は、慢性
骨髄性白血病（ＣＭＬ）である。別の実施形態において、単離された細胞（細胞抽出物又
は溶解物を、その単離された細胞から調製する）は、循環腫瘍細胞、白血球又はそれらの
組み合わせを含むことができる。或る実施形態において、単離された細胞は、成長因子に
よってインビトロで刺激される。ある場合には、単離された細胞は、成長因子の刺激の前
に抗ガン剤とインキュベートされる。他の場合には、単離された細胞は、細胞抜粋を生成
するために、成長因子刺激の後溶解する。
【００８２】
　或る実施形態において、細胞抽出物は、収集した直後か冷凍された骨髄又は全血試料か
ら調製される。限定的でない例として、抗凝固剤（例えば、ＥＤＴＡ、ヘパリン及び／又
は酸性クエン酸ブドウ糖（ＡＣＤ））で処理された全血試料は、血漿又は血清分画及び細
胞分画に最初に分離される。細胞分画を、塩化アンモニウムで赤血球の低張性溶解及び／
又はFicoll-HyPaque密度－勾配遠心分離によって処理し、白血球を血液サンプルから分離
することができる。細胞分画に存在する単離された細胞を溶解し、これによって、公知技
術（例えば、Raponiet al., Leuk Res, 32:923-43 (2008); Weerkampet al., Leukemia, 
23:1106-1117 (2009); 及びU.S. Patent Nos. 6,610,498及び6,686,165）で、単離された
細胞を細胞抽出物に変えることができる。
【００８３】
　ある場合には、単離された白血球は、溶解の前に一つ以上の細胞透過性プロテアーゼ阻
害剤で処理することができる。細胞透過性プロテアーゼ阻害剤としては、ジイソプロピル
フルオロホスフェート[（ＤＦＰ）、４－（２－アミノエチル）ベンゼンスルホニルフッ
化物塩酸塩（ＡＥＢＳＦ）、フェニルメタンスルホニルフッ化物（ＰＭＳＦ）及びそれら
の混合物を挙げることができるが、それらに限定されるものではない。限定的でない例と
して、単離された白血球を、ＰＢＳ中の２０ｍＭのＡＥＢＳＦ及び１ｍＭのＰＭＳＦを含
有するバッファ中の氷上で１０－３０分間インキュベートする。４℃、５２０ｇで５分間
穏やかに細胞を遠心分離して、上澄み及び単離された白血球を分離する。プロテアーゼ阻
害剤を有する単離された白血球の処理は、例えば、Weerkampら, Leukemia, 23:1106-1117
 (2009)に記載されている。
【００８４】
　ある場合には、単離された白血球を、１以上のプロテアーゼ阻害剤を含有するＲＩＰＡ
溶解バッファ中の氷上で最高３０分間インキュベートすることができる。ＲＩＰＡバッフ
ァは、５０ｍＭのトリスＨＣｌ、ｐＨ７．５、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１％のＮＰ４０、
及び０．１％のドデシル硫酸ナトリウムを含むか、又はこれらから本質的になる。或る他
の場合には、ＲＩＰＡバッファは、デオキシコール酸ナトリウムを含まない。培養の後、
細胞混合物を、４℃、１～１０分間、１８，０００ｇ未満で遠心分離して、細胞抽出物及
び細胞破片を切り離す。細胞抽出物を採取する。細胞溶解プロトコールの追加の説明につ
いては、例えば、Raponi et al., Haematologica, 94:1767-1770 (2009); Weerkamp et a
l., Leukemia, 23:1106-1117 (2009)；及びU.S. Patent Publication No. US 2006/01723
45を参照。
【００８５】
　或る実施形態では、血漿は、１以上の抗凝固剤（例えば、ＥＤＴＡ、ヘパリン又はＡＣ
Ｄ）で収集及び処理される新しい全部の末梢血試料から調製される（例えば、Jilaniら, 
Leuk. Res., 32:936-943 (2008)に記載されている）。限定的でない例として、血液試料
は、血漿又は血清分画及び細胞分画に分離することができる。血漿は、アッセイされるま
でか、又は血液試料の収集から９６時間以内にアッセイされるまで、７０－８０℃で保存
することができる。
【００８６】
　或る実施形態では、発癌性融合タンパク質は、ＢＣＲ－ＡＢＬ、ＤＥＫ－ＣＡＮ、Ｅ２
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Ａ－ＰＢＸ１、ＲＡＲα－ＰＭＬ、ＩＲＥＬ－ＵＲＧ、ＣＢＦβ－ＭＹＨ１１、ＡＭＬ１
－ＭＴＧ８、ＥＷＳ－ＦＬＩ、ＬＹＴ－１０－Ｃα１、ＨＲＸ－ＥＮＬ、ＨＲＸ－ＡＦ４
、ＮＰＭ－ＡＬＫ、ＩＧＨ－ＭＹＣ、ＲＵＮＸ１－ＥＴＯ、ＴＥＬ－ＴＲＫＣ、ＴＥＬ－
ＡＭＬ１、ＭＬＬ－ＡＦ４、ＴＣＲ－ＲＢＴＮ２、ＣＯＬ１Ａ１－ＰＤＧＦ、Ｅ２Ａ－Ｈ
ＬＦ、ＰＡＸ３－ＦＫＨＲ、ＥＴＶ６－ＮＴＲＫ３、ＲＥＴ－ＰＴＣ、ＴＭＲＳＳ－ＥＲ
Ｇ、ＴＰＲ－ＭＥＴ、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される。特定の実施形
態において、発癌性融合タンパク質は、ＢＣＲ－ＡＢＬである。ある場合には、第１の全
長タンパク質はＢＣＲであり、第１の全長タンパク質の第１ドメインは、ＢＣＲ（ＢＣＲ
－Ｃ）のカルボキシ末端領域を含み、そして、第１の全長タンパク質の第２の異なるドメ
インは、ＢＣＲ（ＢＣＲ－Ｎ）のアミノ末端領域を含む。或る他の場合には、第２の異な
る全長タンパク質はＡＢＬであり、第２の異なる全長タンパク質の第１ドメインは、ＡＢ
Ｌ（ＡＢＬ－Ｃ）のカルボキシ末端領域を含み、そして、第２の異なる全長タンパク質の
第２の異なるドメインは、ＡＢＬ（ＡＢＬ－Ｎ）のアミノ末端領域を含む。１つの別の実
施形態において、第１の全長タンパク質はＡＢＬであり、そして、第２の異なる全長タン
パク質はＢＣＲである。
【００８７】
　或る実施形態では、活性化状態は、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態
及びそれらの組み合わせからなる群から選択される。好ましい実施形態では、発癌性融合
タンパク質は、ＢＣＲ－ＡＢＬであり、そして、活性化状態は、リン酸化状態である。
【００８８】
　他の実施形態において、本発明のアッセイ方法は、１以上のシグナル伝達分子のレベル
又は活性化状態を決定することを更に含む。特定の実施形態において、１以上のシグナル
伝達分子は、ＢＣＲ－ＡＢＬ基板、例えば、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５、Ｓｒｃ、
ＦＡＫ、ｃ－ＡＢＬ、ｃ－ＣＢＬ、ＳＨＣ、ＳＨＰ－２、ＶＡＶ、ＢＡＰ－１及びそれら
の組み合わせを含む。
【００８９】
　１つの特定の実施形態では、第１の結合成分は、第１の抗体を含む。或る場合には、第
１の抗体は、固体支持体に結合している。固体支持体の限定的ではない例としては、ガラ
ス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊維束及びそれらの組
み合わせを挙げることができる。好ましい実施形態では、第１の抗体は、ビーズ（例えば
、磁気ビーズ、ポリスチレンビーズ等）に結合して、そして、ビーズは、細胞抽出物から
第１の全長タンパク質を除去するための減少用タグ（depletion tag）として機能する。
【００９０】
　別の特定の実施形態において、第２の結合成分は、第２の抗体を含む。或る場合には、
第１の抗体は、固体支持体に結合する。固体支持体の限定的でない例としては、ガラス、
プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊維束及びそれらの組み合
わせを挙げることができる。１つの好ましい実施形態では、第２の抗体は、固体支持体、
例えば、アドレス可能なアッセイ中の膜（例えば、ナイロン、ニトロセルロース、ＰＶＤ
Ｆなど）に拘束される。別の実施形態では、第２の抗体はビーズ（例えば、磁気ビーズ、
ポリスチレンビーズなど）に結合して、そのビーズは、染料（例えば、フルオロフォア（
例えば、着色したビーズ））を任意に含むことができる。複数のビーズを使用する場合に
おいて、各ビーズは、独立して選択されたダイ、例えば、異なる強度、又は、異なる励起
及び／又は発光スペクトルを有するフルオロフォア（例えば、赤又は赤外線のフルオロフ
ォア）を含むことができる。
【００９１】
　好ましい実施形態では、本明細書において記載されているように、ステップ（ｃ）及び
（ｄ）は近接二重検出アッセイ（別名ＣＯｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ　Ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ
　ＩｍｍｕｎｏＡｓｓａｙ（「ＣＯＰＩＡ」））を含む。他の実施形態において、本明細
書において記載されているように、ステップ（ｃ）及び（ｄ）は酵素結合抗体免疫測定法
（ＥＬＩＳＡ）、フローサイトメトリー測定法又はタグ選別測定法を含む。
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【００９２】
　工程（ｃ）及び（ｄ）が近接二重検出アッセイを含む実施形態では、工程（ｃ）が更に
以下の工程を含む：
（ｃ’）前記細胞抽出物中に存在する前記発癌性融合タンパク質を、前記発癌性融合タン
パク質と前記の第２、第３及び第４結合成分とを含む複合体に変換するのに適した条件下
で、工程（ｂ）からの前記細胞抽出物を、第３結合成分及び第４結合成分と接触させる工
程であって、
前記第３結合成分が、促進成分を用いて標識化されており、そして、下記のドメイン又は
配列中に存在する１以上のエピトープに特異的であり（例えば、特に結合して）:（ｉ）
第２の異なる全長タンパク質の第１ドメイン；（ｉｉ）前記第１全長タンパク質の第２の
異なるドメイン；又は（ｉｉｉ）前記第１全長タンパク質の前記第２の異なるドメインと
前記第２の異なる全長タンパク質の前記第１ドメインとの間の融合部位、
前記第４結合成分が、シグナル増幅対の第１メンバーを用いて標識化されており、そして
前記第２の異なる全長タンパク質の前記第１ドメインに特異的であり、そして
前記促進成分が、前記シグナル増幅対の第１メンバーへチャネリングしかつ前記シグナル
増幅対の第１メンバーと反応する酸化剤を生成する、前記工程。
【００９３】
　工程（ｃ）及び（ｄ）が近接二重検出アッセイを含む実施形態では、工程（ｄ）が更に
以下の工程を含む：
（ｄ’）工程（ｃ’）からの前記複合体を、前記シグナル増幅対の第２メンバーとインキ
ュベートして、増幅シグナルを生成する工程；及び
前記シグナル増幅対の第１及び第２メンバーから生成される増幅シグナルを検出する工程
。
【００９４】
　或る実施形態では、ステップ（ｂ）からの細胞抽出物は、第２の成分の希釈系列によっ
て接触して、発癌性融合タンパク質及び第２の結合成分から成る複数の複合体を形成する
ことができる。或る実施形態では、それぞれ、第３及び第４の結合成分は、第３及び第４
番目の抗体を含むことができる。ある場合には、第３及び第４番の抗体は、活性化状態依
存性抗体の両方である。このような場合には、シグナル増幅対の第１及び第２のメンバー
から発生する増幅シグナルは、発癌性融合タンパク質の総量と相互に関連する。他の場合
において、第３の抗体は活性化状態非依存性抗体であり、そして、第４の抗体は活性化状
態依存性抗体である。このような場合には、シグナル増幅対の第１及び第２のメンバーか
ら発生する増幅シグナルは、活性化した（例えば、リン酸化された）発癌性融合タンパク
質の量相互に関連する。
【００９５】
　他の実施形態において、第３の結合成分は、促進成分を用いて直接的に標識化すること
ができる。さらに他の実施形態では、第４の結合成分は、シグナル増幅対の第１のメンバ
ーを用いて直接的に標識化することができる。代わりの実施形態において、第４の結合成
分は、第４の結合成分にコンジュゲートされた結合対の第１のメンバーとシグナル増幅対
の第１のメンバーにコンジュゲートされた結合対の第２のメンバーとの間の結合を介して
、シグナル増幅対の第１のメンバーを用いて標識化される。これらの実施形態では、結合
対の第１のメンバーはビオチンであり、及び／又は、結合対の第２のメンバーはストレプ
トアビジンである。
【００９６】
　更なる実施形態において、促進成分は、グルコースオキシダーゼである。所定の場合に
おいて、グルコースオキシダーゼ及び第３の結合成分は、スルフヒドリル活性化デキスト
ラン分子にコンジュゲートさせる。このような場合には、スルフヒドリル活性化デキスト
ラン分子は、約５００ｋＤａの分子量を有する。他の場合において、酸化剤は、過酸化水
素（Ｈ２Ｏ２）である。このような場合には、シグナル増幅対の第１のメンバーは、例え
ば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）等のペルオキシダーゼであり、及び／又は、
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シグナル増幅対の第２のメンバーは、例えば、ビオチン－チラミド等のチラミド試薬であ
る。特定の実施形態において、増幅シグナルは、ビオチン－チラミドのペルオキシダーゼ
酸化によって発生し、活性化チラミドを生成する。所定の場合において、活性化チラミド
は、直接検出される。或る他の場合において、活性化チラミドは、シグナル検出性試薬の
添加により検出される。信号検出用試薬の限定的でない例としては、ストレプトアビジン
標識化ペルオキシダーゼと、例えば、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（Ｔ
ＭＢ）などの発色試薬との組み合わせを挙げることができる
【００９７】
　所定の実施形態では、本発明のアッセイ方法は、以下の工程を更に含む：
（ｅ）前記細胞抽出物中に存在する第２の異なる全長タンパク質を、前記第２の異なる全
長タンパク質と第５結合成分とを含む複合体に変換するのに適した条件下で、前記細胞抽
出物を、前記第２の異なる全長タンパク質の第２ドメインに特異的な前記第５結合成分と
接触させる工程であって、前記第２の異なる全長タンパク質の第２ドメインが、前記発癌
性融合タンパク質に存在しない、前記工程；及び
（ｆ）前記細胞抽出物から工程（ｅ）からの前記複合体を除去し、前記第２の異なる全長
タンパク質を含まない細胞抽出物を形成する工程であって、工程（ｅ）を、工程（ａ）の
前、中、又は後に実施する、前記工程。
【００９８】
　１つの特定の実施形態では、第５の結合成分は、第５の抗体を含む。或る場合には、第
５の抗体は、固体支持体に結合する。固体支持体の限定でない例としては、ガラス、プラ
スチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊維束及びそれらの組み合わせ
を含む。好ましい実施形態では、第５の抗体は、ビーズ、例えば、磁気ビーズ、ポリスチ
レンビーズ等に結合し、そして、ビーズは、細胞抽出物からの第２の異なる全長タンパク
質を除去するための減少用タグとして機能する。
【００９９】
　図３Ａは、発癌性融合タンパク質、例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ（３１０）の存在（トータ
ルレベル）及び／又は活性化状態（リン酸化レベル）を検出するための代表的な近接アッ
セイ（３００）を図示する。キメラＢＣＲ－ＡＢＬ遺伝子によってコードされる発癌性融
合タンパク質は、ＢＣＲ遺伝子の切断点に応じて、大きさが変化する。ＢＣＲ－ＡＢＬ融
合遺伝子は、染色体９の長い腕に位置するＡＢＬ遺伝子、及び染色体２２の長い腕に位置
するＢＣＲ遺伝子の相互転座によって発生して、染色体２２ｑ－（また、フィラデルフィ
ア染色体と呼ばれる）に関する発癌性融合遺伝子をもたらす。例えば、Kurzockら, N. En
gl. J. Med. 319:990-8 (1988); Rosenberg et al., Adv. In Virus Res. 35:39-81 (198
8)を参照。ＢＣＲ遺伝子のＮ末端上にＡＢＬ遺伝子を転位させる染色体切断点に応じて、
ＢＣＲ－ＡＢＬ融合遺伝子の異なる長さは、形成される。ＡＢＬ遺伝子の切断点が、エキ
ソン１ｂとａ２との間のほぼ２００ｋｂにわたって分布され、そして、ＢＣＲ遺伝子の切
断点が、３つの領域；エキソン１３－１５（ｂ２－ｂ４）間の主要な切断点（Ｍ－ＢＣＲ
）；選択的エキソン１と２（ｅ１及びｅ２）と間のより小さい切断点（ｍ－ＢＣＲ）；そ
して、イントロン１９（ｅ１９）のミクロな切断点（μ－ＢＣＲ）の中でクラスターされ
ていることを決定する。従って、ＢＣＲ－ＡＢＬ遺伝子再配列に応じて、特有なＢＣＬ－
ＡＢＬタンパク質が形成される。例えば、Konopkaら, Cell 37:1035-42 (1984); van Don
gen, JJM, Leukemia 19:1292-5 (2005)を参照.
【０１００】
　ｐ２１０　ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質はｂ３ａ２（ｅ１４ａ２）及び／又はｂ２ａ２（
ｅ１３ａ２）遺伝子転写から発生して、ＣＭＬケース及びＡＬＬのサブセットの９５％よ
り大きく検出される。このタンパク質は、１７９０のアミノ酸を含み、Ｎ末端でのＢＣＲ
からのオリゴマー化ドメイン（ＯＬＩ）から構成され、そして、ＢＣＲからのＳ／Ｔキナ
ーゼドメイン、常のＢＣＲに存在しないＢＣＲからのアミノ酸配列の挿入に続き、ＡＢＬ
からのＳＨ３、ＳＨ２及びＹキナーゼドメイン並びにＡＢＬのＣ末端のプロリンの豊富な
ドメインに続く。ｐ１９０　ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質は、Ｐｈ陽性のＡＬＬと主に
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関係しているｅ１ａ２融合遺伝子転写によってコードされる。ＣＭＬのまれなケースでは
、ｐ１９０－タイプＢＣＲ－ＡＢＬ遺伝子移動に起因して、これらにおいて、疾患は、慢
性骨髄単球の白血病（ＣＭＭＬ）に似ている顕著な単球の構成要素を有する傾向がある。
ｐ２３０ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質は、好中球ＣＭＬ、古典的なＣＭＬ及びＡＭＬと関係
するｅ１９ａ２遺伝子転写から形成される。例えば、Konopkaら, Cell 37:1035-42 (1984
); van Dongen, JJM, Leukemia 19:1292-5 (2005)を参照。例外的なＣＭＬケースは、３
つの定義したクラスタードメインの外側のＢＣＲ切断点で、又は、ＡＢＬの普通でない切
断点で表される（例えば、Melo, Baillieres Clin. Haematol., 10:203-22 (1997)を参照
）。本明細書において記載されている近接アッセイは、ＢＣＲ遺伝子内における任意の位
置で切断点を有するキメラＢＣＲ－ＡＢＬ遺伝子によってコードされるＢＣＲ－ＡＢＬタ
ンパク質のトータル及び活性化レベルを検出することができる。
【０１０１】
　図３Ａにて図示するように、全長ＢＣＲタンパク質は、全長ＢＣＲ（３３１）のカルボ
キシ末端領域に特異な減少用タグを用いて、患者試料から最初に除去することができる。
このような減少用タグの限定的でない例としては、全長ＢＣＲのカルボキシ末端領域に特
異的な抗体が取り付けられている（３２１ｂ）ビーズである。一旦、全長ＢＣＲが試料か
ら取り除かれると、ＢＣＲ（ＢＣＲ－Ｎ）のアミノ末端領域に特異的な捕捉抗体は、ＢＣ
Ｒ－ＡＢＬ融合タンパク質を捕捉するために用いられる。一旦、ＢＣＲ－ＡＢＬがＢＣＲ
－ＮとＢＣＲ－Ｎに特異的な捕捉抗体との間の結合を介して捕捉されると、ＢＣＲ－ＡＢ
Ｌの全濃度が決定され（３４０）、そして、活性化したＢＣＲ－ＡＢＬ（３５０）も測定
される。或る実施形態では、促進成分（例えば、ＧＯ）が、ＡＢＬ（ＡＢＬ－Ｃ）のカル
ボキシ末端領域に特異的な抗体に結合して、そして、シグナル増幅対（例えば、ＨＲＰ）
の第１部のメンバーはが、促進成分結合抗体によって認識されるものより、異なるエピト
ープでのＡＢＬ－Ｃに特異的な抗体に結合する。特定の場合において、シグナル増幅対結
合抗体は、その活性化状態に関係なく、ＡＢＬ－Ｃと結合する活性化状態非依存性抗体で
あり、これによって、ＢＣＲ－ＡＢＬ（３４０）の全濃度を測定する。或る他の場合にお
いて、シグナル増幅対結合抗体は、燐酸－ＡＢＬ－Ｃ（例えば、ｐＹ２４５、ｐＹ４１２
）に結合する活性化状態依存性抗体であり、これによって、活性化したＢＣＲ－ＡＢＬ（
３５０）の集中を測定する。１つの代わりの実施形態において、促進成分（例えば、ＧＯ
）は、ＢＣＲ－ＡＢＬ捕捉抗体によって認識されるものより、異なるエピトープでのＢＣ
Ｒ－Ｎに特異的な抗体に結合して、シグナル増幅対（例えば、ＨＲＰ）の第１部材は、Ａ
ＢＬ－Ｃに特異的な抗体に結合する。本明細書において記載されているように、シグナル
増幅対結合抗体は活性化状態非依存性抗体又は活性化状態依存性抗体とすることができる
。
【０１０２】
　或る実施形態では、全長ＡＢＬタンパク質は、全長ＡＢＬ（３３０）のアミノ末端領域
に特異的な減少用タグを用いて、ＢＣＲ－ＡＢＬ発現及び／又は活性化の捕捉及び検出の
前に、患者試料からさらに又は代わりに除去することができる。このような減少用タグの
限定的でない例としては、全長ＡＢＬのアミノ末端領域に特異的な抗体が結合される（３
２１ａ）ビーズである。これらの実施形態では、一旦、ＢＣＲ－ＡＢＬが、ＡＢＬ－Ｃと
ＡＢＬ－Ｃに特異的な捕捉抗体との間の結合を介して捕えられ、ＢＣＲ－ＡＢＬの全濃度
が決定され（３６０）、そして、活性化したＢＣＲ－ＡＢＬ（３７０）も測定される。い
くつかの実施形態では、促進成分（例えば、ＧＯ）が、ＢＣＲ－ＡＢＬ捕捉抗体によって
認識されるものより、異なるエピトープでのＡＢＬ－Ｃに特異的な抗体に結合して、シグ
ナル増幅対（例えば、ＨＲＰ）の第１のメンバーが、ＢＣＲ－Ｎに特異的な抗体に結合す
る。所定の場合において、促進成分結合抗体は、その活性化状態に関係なく、ＡＢＬ－Ｃ
に結合する活性化状態非依存性抗体であり、これによって、ＢＣＲ－ＡＢＬ（３６０）の
全濃度を測定する。所定の他の場合には、促進成分結合抗体は、燐酸－ＡＢＬ－Ｃ（例え
ば、ｐＹ２４５、ｐＹ４１２）に結合する活性化状態依存性抗体であり、これによって、
活性化したＢＣＲ－ＡＢＬ（３７０）の濃度を測定する。



(28) JP 5819307 B2 2015.11.24

10

20

30

40

50

【０１０３】
　促進成分がＧＯであり、シグナル増幅対の第１のメンバーがＨＲＰである実施形態にお
いて、ＧＯ成分（すなわち、Ｈ２Ｏ２）によって発生するシグナルが、ＨＲＰ成分にチャ
ネリングすることができるように、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質へのＧＯ結合抗体とＨ
ＲＰ結合抗体との結合は、ＨＲＰ成分に充分に近接する範囲内にＧＯ成分を運び、検出可
能な及び／又は増幅可能なシグナルの発生をもたらす。本明細書において記載されている
方法において用いられているように、近接チャネリングの利点は、トータル又は活性化し
たＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルと相関する単一の検出可能なシグナルが、全３つの抗
体（例えば、捕捉抗体、促進成分結合抗体及びシグナル増幅対結合抗体）の結合のみに基
づいて発生して、増加したアッセイの特異性、より低いバックグラウンド、及び単純化さ
れた検出をもたらすことである。
【０１０４】
　ＢＣＲ－ＡＢＬ（４１０）の存在（トータルレベル）及び／又は活性化状態（リン酸化
レベル）を、接合抗体を使用して検出するための代わりの実施形態（４００）を、図３Ｂ
に示す。また、ビーズ（４２１ａ及び／又は４２１ｂ）は、それぞれ全長ＢＣＲ及び／又
は、それらのカルボキシ及びアミノ末端等によって、ＡＢＬタンパク質を除去するために
用いられる。それから、固体支持体に固定化される特異的な結合成分を使用してＢＣＲ－
ＡＢＬのＮ末端部分を捕捉することによって、ＢＣＲ－ＡＢＬの全濃度は決定され（４４
０）、そして、活性化したＢＣＲ－ＡＢＬ（４５０）も測定される。全ＢＣＲ－ＡＢＬ（
４６０）及び活性化したタンパク質（４７０）は、ＡＢＬ－Ｃを捕捉することによって、
並びにトータルＢＣＲ－ＡＢＬレベルを測定するために接合抗体を使用するか又は活性化
したＢＣＲ－ＡＢＬレベルを測定するためにＡＢＬリン酸化－特異抗体を使用するかのい
ずれかによって、決定することができる。
【０１０５】
　特に、図３Ｂ（４４０）は、血清のような生体サンプルに存在するＢＣＲ－ＡＢＬの総
量が、（ｉ）ＢＣＲ（ＢＣＲ－Ｎ）のアミノ末端領域とＡＢＬ（ＡＢＬ－Ｃ）のカルボキ
シ端末領域との間の融合の部位及びポイントに特異的な第１の検出抗体（すなわち、接合
抗体）、及び（ｉｉ）ＡＢＬ－Ｃに特異的な第２の検出抗体を、捕捉された分析物を接触
させることによって、検出することができることを図示している。第１及び第２の検出抗
体の両方が、その活性化状態から独立しているＢＣＲ－ＡＢＬと結合する。第１の検出抗
体（すなわち、接合抗体）は、グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）で標識化され、そして、
第２の検出抗体は、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）で標識化される。ＢＣＲ－Ａ
ＢＬ融合タンパク質への第１及び第２の両方の検出抗体の結合は、ＧＯ成分（すなわち、
Ｈ２Ｏ２）によって発生するシグナルがＨＲＰ成分にチャネリングすることができるよう
に、ＨＲＰ成分に対して十分に近接した範囲内にＧＯ成分を運び、検出可能な及び／又は
増幅可能なシグナルの生成をもたらす。
【０１０６】
　図３Ｂ（４５０）は、血清のような生体サンプルに存在する活性化したＢＣＲ－ＡＢＬ
の量が、（ｉ）ＢＣＲ－ＮとＡＢＬ－Ｃと間の融合の部位及びポイントに特異的な第１の
検出抗体（すなわち、接合抗体）、及び（ｉｉ）ＢＣＲ－ＡＢＬの活性化した形状（例え
ば、リン酸化された形状）に特異的な第２の検出抗体に、捕捉された分析物を接触させる
ことによって検出されることができることを更に図示している。第１の検出抗体はその活
性化状態から独立しているＢＣＲ－ＡＢＬと結合し、一方、第２の検出抗体は融合タンパ
ク質のＡＢＬ－Ｃドメインに存在する活性化（例えば、リン酸化）の部位と結合する。第
１の検出抗体（すなわち、接合抗体）はグルコースオキシダーゼ（ＧＯ）で標識化され、
そして、第２の検出抗体は西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）で標識化される。ＢＣ
Ｒ－ＡＢＬ融合タンパク質への第１及び第２の両方の検出抗体の結合は、ＧＯ成分（すな
わち、Ｈ２Ｏ２）によって発生するシグナルがＨＲＰ成分にチャネリングすることができ
るように、ＨＲＰ成分に対して十分に近接した範囲内にＧＯ成分を運び、検出可能な及び
／又は増幅可能なシグナルの生成をもたらす。
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【０１０７】
　ステップ（ｃ）及び（ｄ）がＥＬＩＳＡを含む実施形態において、ＥＬＩＳＡは、サン
ドイッチＥＬＩＳＡを含むことができる。適切な任意の抗体対を、捕捉及びサンドイッチ
ＥＬＩＳＡの抗体を検出するために使用することができる。当業者であれば、アッセイの
ための適当な抗体対を選択する方法を心得て理解するであろう。一般には、第１の（捕捉
）抗体についての結合が第２の（検出）抗体を妨げないように、２つの抗体は、異なるエ
ピトープでの目的の標的、例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬに結合することを選択する。好ましい
実施形態では、第１の（捕捉）抗体は、第１の全長タンパク質、例えば、ＢＣＲ－Ｎにつ
いての第２の異なるドメインに結合し、第２の（検出）抗体は、第２の異なる全長タンパ
ク質、例えば、ＡＢＬ－Ｃについての第１ドメインに結合する。或る実施形態では、検出
抗体は、複合体の検出を助けるために、酵素、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰ）又はアルカリ性ホスファターゼ（ＡＰ）にコンジュゲートされるであろう。他の実
施態様において、検出抗体と結合する、酵素（例えば、ＨＲＰ又はＡＰ）にコンジュゲー
トされる第２の抗体は、アッセイにおいて使用することができる。一般的には、次に、複
合体は、発光基質、例えば、Ｕｌｔｒａ　ＬＩＴＥ（商品名）（ＮＡＧ研究所）；Ｓｅｎ
ｓｏＬｙｔｅ（商標）（ＡｎａＳｐｅｃ）；スーパーシグナルＥＬＩＳＡフェムト最大感
度基質（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；スーパーシグナルＥＬＩＳＡピコ化学
発光基質（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；及びＣＰＳＤ（２ナトリウム３－（
４－メトキシトスピロ｛１，２－ジオキセタン－３，２’－（５’－クロロ）トリシクロ
［３．３．１．１３，７］デカン｝－４－イル）フェニルフォスフェート；Ｔｒｏｐｉｘ
，Ｉｎｃ）を用いて検出されるであろう。ＣＰＳＤ基質は、化学発光検出システム、例え
ば、ＥＬＩＳＡ－ライトシステム（アプライドバイオシステム）等で発見することができ
る。１つの好ましい実施形態では、ＢＣＲ－ＡＢＬサンドイッチＥＬＩＳＡは、捕捉抗体
（捕捉抗体は、固体支持体、例えばよくマイクロプレートウェル上に拘束されている（re
strained））としての抗－ＢＣＲ－Ｎ抗体の使用、及び、検出抗体（検出抗体は、活性化
状態非依存性又は活性化状態依存性（例えば、燐酸に特異的な）抗体）としてのＨＲＰ－
コンジュゲートされた抗－ＡＢＬ－Ｃ抗体の使用を含む。
【０１０８】
　図３Ｃは、ＢＣＲ－ＡＢＬ（５１０）の存在（トータルレベル）及び／又は活性化状態
（リン酸化レベル）を検出するための代表的なサンドイッチＥＬＩＳＡの実施形態（５０
０）を図示する。ビーズ（５２１ａ及び／又は５２１ｂ）は、全長ＢＣＲ及び／又はＡＢ
Ｌタンパク質を、それらのカルボキシル末端及びＮ末端のそれぞれによって除去するため
に使用される。ついで、ＥＬＩＳＡを使用し、そして、特異的な結合成分を用いてＢＣＲ
－ＡＢＬのＮ末端部分を捕捉して、ＢＣＲ－ＡＢＬの全濃度が決定され（５４０）、そし
て、活性化したＢＣＲ－ＡＢＬ（５５０）も測定される。トータルＢＣＲ－ＡＢＬ（５６
０）及び活性化されたタンパク質（５７０）は、ＥＬＩＳＡを使用して、ＡＢＬ－Ｃを捕
捉して、それからＢＣＲ－Ｎに特異的な検出抗体又はＡＢＬ－Ｃ上のｐｈｏｐｈｏｒｙｌ
ａｔｉｏｎ部位に特異的な検出抗体、それぞれに、捕捉されたＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパ
ク質を接触させることで測定することもできる。
【０１０９】
　ステップ（ｃ）及び（ｄ）がフローサイトメトリー（ＦＣＭ）測定法を含む実施形態に
おいて、ＦＣＭアッセイは、蛍光活性化細胞選別機（ＦＡＣＳ）アッセイを含むことがで
きる。フローサイトメトリーは、微細粒子、例えば細胞を、流体のストリームにそれらを
懸濁して、電子検出装置によってそれらを通過させることによって、計数し調べるための
技術である。フローサイトメトリーは、秒当たりに最高何千もの粒子の物理的な及び／又
は化学的特性についての同時マルチパラメータの分析を可能にする。フローサイトメトリ
ーにおいて、単一波長の光ビーム（通常、レーザ光）は、流体力学的に集中する流体のス
トリームの上に向けられる。多くの検出器は、ストリームが光線を通過する位置を狙う：
光線（前方散乱又はＦＳＣ）に沿う及びそれに対していくつかの垂直な（横方散乱（ＳＳ
Ｃ））１つ、及び１以上の蛍光検出器。ビームを通過する約０．２から約１５０マイクロ
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メートルの各々に懸濁された粒子は、光線を散乱させ、そして、粒子中で見つかるか又は
粒子に結合する蛍光化学薬品は光源よりも長い波長で発光するように励起することができ
る。散乱し蛍光を発する光のこの組合せは、検出器によって拾われ、そして、各検出器（
各蛍光発光ピークのための１つ）で明るさの変動を分析することによって、個々の粒子の
理化構造に関する様々なタイプの情報を引き出すことがそれらから可能である。ＦＳＣは
、細胞量に相関して、ＳＳＣは、粒子の内部の複雑さに依存する。或るフローサイトメト
リーは、蛍光の必要を除去して、測定のための光散乱だけを使用し、一方、他のフローサ
イトメトリーは、個々の粒子の蛍光、散乱光及び透過光の像を形成する。
【０１１０】
　ＦＡＣＳは、専門型のフローサイトメトリーである。それは、特有の光散乱及び各粒子
の蛍光特性に基づいて、時間に１つの粒子を、１以上の容器に、粒子の不均質混合物を選
別するための方法。それは、有用な科学的な機器であり、そして、それは、個々の粒子か
らの蛍光シグナルの早く、客観的で、定量的な記録、並びに特定の目的の粒子の物理的な
分離を提供する。粒子懸濁液は、急速に流れる液体のストリーム、狭い中央に運ばれる。
粒子の直径と関連して粒子の間での大規模な分離が存在するように、フローが配置される
。振動機構によって、粒子のストリームを、個々の液滴に分解させる。液滴当たり、１よ
り大きい粒子の低い確率となるように、システムは調整される。ストリームが液滴に分解
する直前に、フローは、各粒子の目的の蛍光特性が測定されている蛍光測定ステーション
を通過する。電気をチャージしているリングが、ストリームを液滴に分解するポイントに
まさに配置される。チャージは、直ちにｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ－ｐｒｉｏｒ蛍光強度測
定に基づいて、リング上に配置され、そして、負のチャージが、それをストリームから分
解するように液滴にトラップされる。次に、チャージされた液滴は、それらの充電に基づ
き容器に液滴を転換する静電偏向システムによって落下する。或るシステムにおいて、チ
ャージは、ストリームに直接付与して、終了する（breaking off）液滴は、ストリームと
して同じサインのチャージを保持する。次に、液滴が終了したあと、ストリームは中性に
戻る。ＦＡＣＳアッセイは、ＢＤバイオサイエンス（サンノゼ、ＣＡ）から入手可能なＦ
ＡＣＳ校正フローサイトメトリーを使用して行なうことができる。
【０１１１】
　或る実施形態では、ＦＡＣＳアッセイは、第１の（捕捉）抗体の結合が第２の（検出）
抗体を妨げないように、異なるエピトープでの、目的の標的と結合する２つの抗体、例え
ば、ＢＣＲ－ＡＢＬを使用して実行される。好ましい実施形態では、第１の（捕捉）抗体
は、第１の全長タンパク質（例えば、ＢＣＲ－Ｎ）の第２の異なるドメインと結合して、
第２の（検出）抗体は、第２の異なる全長タンパク質（例えば、ＡＢＬ－Ｃ）の第１ドメ
インに結合する。或る実施形態では、捕捉抗体は、ビーズ、例えば、ポリスチレンビーズ
に結合して、ビーズは、フルオロフォアによって内部に染色される。或る実施形態では、
複合体の検出のために、検出抗体は、フルオロフォア又は酵素にコンジュゲートされる。
検出抗体は、活性化状態非依存性抗体又は活性化状態依存性（例えば、リン特異的）抗体
を含むことができる。他の実施形態において、検出抗体に結合する、フルオロフォア、酵
素又は他の検出成分が、アッセイにおいて使用することができる。一般的には、次に、複
合体は、上記の通りに検出することができる。
【０１１２】
　ステップ（ｃ）及び（ｄ）が、タグ選別測定法を含む実施形態において、タグ選別測定
法がＬｕｍｉｎｅｘ（商標）アッセイを含むことができる。Ｌｕｍｉｎｅｘ（商標）アッ
セイが、例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社（カールズバッド、ＣＡ）から入手可能である
。所定の場合には、タグ選別測定法は、複合Ｌｕｍｉｎｅｘ（商標）アッセイフォーマッ
トを含む。一般的には、第１の（捕捉）抗体の結合が、第２の（検出）抗体を妨げないよ
うに、異なるエピトープでの、目的の標的に結合する２つの抗体、例えば、ＢＣＲ－ＡＢ
Ｌが選択される。好ましい実施形態では、第１の（捕捉）抗体は、第１の全長タンパク質
（例えば、ＢＣＲ－Ｎ）の第２の異なるドメインと結合して、第２の（検出）抗体は、第
２の異なる全長タンパク質（例えば、ＡＢＬ－Ｃ）の第１ドメインと結合する。或る実施
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形態では、捕捉抗体はポリスチレンビーズに結合して、ビーズは、異なる強度の赤外及び
赤外線のフルオロフォアによって内部的に染色される。或る実施形態では、複合体の検出
のために、検出抗体は、フルオロフォア又は酵素にコンジュゲートされる。検出抗体は、
活性化状態非依存性抗体又は活性化状態依存性（例えば、リン特異的）抗体を含むことが
できる。他の実施形態において、検出抗体と結合する、フルオロフォア、酵素又は他の検
出成分を、アッセイに使用することができる。一般的には、複合体は、それから、例えば
、検出システム、例えばＬｕｍｉｎｅｘ（商標）１００（商品名）又は２００（商品名）
検出システム等（ビーズが各分析物の分類化及び定量化のためのデュアルレーザによって
一つのファイルで読むことができる）を用いて、検出することができる。
【０１１３】
　図３Ｄは、ＢＣＲ－ＡＢＬ（６１０）の存在（トータルレベル）及び／又は活性化状態
（リン酸化レベル）を検出するためのフローサイトメトリー及びタグ選別についての代表
的な実施例（６００）を図示する。ビーズ（６２１ａ及び／又は６２１ｂ）は、全長ＢＣ
Ｒ及び／又はＡＢＬタンパク質を、例えば、それらのカルボキシ末端及びＮ末端それぞれ
によって、除去するために用いる。次に、特異的な捕捉成分を使用してＢＣＲ－ＡＢＬの
Ｎ末端部分を捕捉に特異的なビーズ、及びＡＢＬのＣ末端に特異的なビーズを使用する。
トータルタンパク質（６４０）は、２つの特異的なタグ又は着色したビーズを有する分子
を計数することによって決定される。同様に、活性化したタンパク質の量は、ＡＢＬのリ
ン酸化した部分及びＢＣＲ－ＡＢＬのＮ末端に特異的な捕捉抗体を有するビーズを用いて
決定することができる。こうした２つの特異的な着色したビーズ又はタグを計数すること
によって、活性化したＢＣＲ－ＡＢＬの量が、計量される（６５０）。トータルＢＣＲ－
ＡＢＬ（６６０）及び活性化されたタンパク質（６７０）は、特異的な捕捉ビーズを有す
るＡＢＬのＣ末端を捕捉することによって、そして、ＢＣＲ－Ｎに特異的なビーズ又はＡ
ＢＬのリン酸化された部分に特異的なビーズに、捕捉されたＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク
質を接触させることによって、測定することもできる。こうした２つの特異的な着色した
ビーズ又はタグを計数することによって、トータル（６６０）又は活性化された（６７０
）ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質の量が計量される。
【０１１４】
　図３Ａ～３Ｄに図示したような、ＢＣＲ－ＡＢＬ総量及び／又は活性化したタンパク質
濃度を測定する方法における使用に適している抗体についての限定的でない例としては、
下記の表１に記載されるものを含む。
【表１】

【０１１５】
　腫瘍特異性ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質と非発癌性天然全長ＢＣＲ又はＡＢＬタンパ
ク質のいずれかと結合する抗体の追加の例としては、Dhutら，Oncogene, 3:561-6 (1988)
に記載されているｂ２ａ２　ｐ２１０　ＢＣＲ－ＡＢＬ，ｂ３ａ２　ｐ２１０　ＢＣＲ－
ＡＢＬ，ｐ１６０　ＢＣＲ，及びｐ１３０　ＢＣＲタンパク質を認識するＢＣＲ　ｂ２－
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エピトープ特異性モノクローナル抗体７Ｃ６；米国特許第５，３６９，００８号及び６，
６１０，４９８に記載されているｅ１ａ２　ｐ１９０　ＢＣＲ－ＡＢＬ，ｂ２ａ２，ｂ３
ａ２，及びｐ１４５　ＡＢＬタンパク質を認識するＳＨ２ドメイン－特異性抗体８Ｅ９；
及び、サンタクルスバイオテクノロジー社（サンタクルス、ＣＡ）からのＡＢＬのカルボ
キシ末端－特異性（２４－１１）マウスモノクローナル抗体＃ＳＣ－２３を含むが、これ
に限定されるものではない。
【０１１６】
　ＢＣＲ－ＡＢＬキメラタンパク質の範囲内の融合の部位又はポイントに結合することに
適している接合抗体の例としては、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ社（ダンヴァーズ、ＭＡ）から入手可能なＢＣＲ－ＡＢＬ　ｂ２ａ２接合－特異性（Ｌ
９９Ｈ４）マウスモノクローナル抗体＃３９０８、米国特許公開番号２００５０２１４３
０１に記載したｐ２１０　ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質－特異性単離された抗体、ｖａ
ｎ　Ｄｅｎｄｅｒｅｎら，Ｌｅｕｋｅｍｉａ，６：１１０７－１２（１９９２）に記載し
たＢＣＲ－ＡＢＬ　ｂ３ａ２接合－特異性ポリクローナル抗体ＢＰ－２、及びｖａｎ　Ｄ
ｅｎｄｅｒｅｎら，Ｌｅｕｋｅｍｉａ，８：１５０３－９（１９９４）に記載したＢＣＲ
－ＡＢＬ　ｅ１ａ２接合－特異性モノクローナル抗体（ＥＲ－ＦＰ１）を含むが、それら
に限定されるものではない。Ｐｈ陽性の白血病、それらに限定されるものではないが、と
関連するＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質の検出のために、ＢＣＲ－Ａ接合抗体を使用する
ことができる。
【０１１７】
　或る実施形態では、本発明の方法は、細胞回収又は単離後にいかなる洗浄ステップなし
に、抗ＣＤ４５抗体及び／又は抗ＣＤ４５抗体を有する磁気ビーズ捕捉を使用して、白血
球（例えば、慢性の骨髄性白血病（ＣＭＬ）細胞）などの目的の細胞を回収又は単離する
ことによって、採取後又は凍結された骨髄（例えば、骨髄吸引物）又は全血試料からの細
胞抽出物を調製することを提供する。このように得られた細胞抽出物は、一つ以上の発癌
性融合タンパク質、例えばＢＣＲ－ＡＢＬ、それらの基質、それらの経路、又はそれらの
組み合わせについての発現及び／又は活性化のレベルのために分析することができる。い
かなる特定の理論にも縛られずに、細胞単離後の任意の洗浄ステップの必要性を除去する
ことは有利である。なぜならば、目的の細胞が、抗ガン剤、例えばチロシンキナーゼ抑制
剤の細胞内濃度を変えずに、血液又は骨髄サンプルから回収することができるからである
。下記の実施例９にて説明したように、本願明細書において記載されている任意の洗浄ス
テップがない細胞単離は、単離後に細胞を洗浄すること（例えば、ビーズに拘束された細
胞を洗浄すること）の技術的に認められた習慣とは反対であり、細胞内部の抗ガン剤、例
えば、チロシンキナーゼ抗ガン剤（例えば、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標）、Ｔａｓｉｇｎａ（
商標）、Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標）など）の実質的な希釈をしないで、回収された細胞から
細胞抽出物を提供する。
【０１１８】
　代わりの実施形態では、本発明の方法は、発癌性融合タンパク質（例えば、全長ＢＣＲ
及び／又はＡＢＬ）内で見つかる配列又はドメインを含有する天然全長タンパク質の一方
又は両方と結合して、発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）の総量又は活性
化状態の同時検出を提供する。１つの特定の実施形態では、本発明の方法は、生体サンプ
ル、例えば血液又は骨髄吸引物サンプル中における、トータルＢＣＲ－ＡＢＬレベルの両
方並びにトータル天然全長ＢＣＲ及び／又はＡＢＬレベルについての検出及び／又は測定
を可能にする。所定の実施形態では、天然タンパク質（例えば、全長ＢＣＲ及び／又はＡ
ＢＬ）レベルは、単一のパッド上の多重化方法の発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ
－ＡＢＬ）レベルに沿って決定される。こうした実施形態では、これらの分子のレベルが
同じパッド上で決定されるように、天然全長タンパク質は、有利には、発癌性融合タンパ
ク質に沿って単離することができる。
【０１１９】
　下記の実施例１０にて説明するように、本発明の方法に対するこうした代わりの実施形
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態は、トータルＢＣＲ－ＡＢＬレベル並びにトータル天然全長ＢＣＲ又はＡＢＬレベルを
検出して及び／又は測定するために使用することができ、そして、天然全長ＢＣＲ又はＡ
ＢＬレベルに対するトータルＢＣＲ－ＡＢＬレベルの比を計算することができる。或る場
合には、天然全長ＢＣＲ又はＡＢＬレベルに対するＢＣＲ－ＡＢＬレベルの比を計算して
、反応インジケータ、例えば、大きな分子反応（ＭＭＲ）、完全な分子反応（ＣＭＲ）、
完全な細胞遺伝学的な反応（ＣＣｙＲ）及びそれらの組み合わせのより正確な決定を提供
する。他の場合において、本発明の方法に対するこうした代わりの実施形態は、治療、例
えば、チロシンキナーゼ抗ガン剤療法の関数として、（例えば、天然全長ＢＣＲ又はＡＢ
Ｌレベルに対するトータルＢＣＲ－ＡＢＬレベルの比を計算することによって、）天然全
長ＢＣＲ又はＡＢＬ等のコントロールに関して、ＢＣＲ－ＡＢＬの発現の変更をモニタリ
ングするために使用することができる。
【０１２０】
　本発明の方法は、癌（例えば、血液悪性腫瘍（例えば、白血病、リンパ腫等））に発達
する危険があるか、有する疑いがあるか、と診断されている患者における、ＢＣＲ－ＡＢ
Ｌのような１以上の発癌性融合タンパク質の活性化（例えば、リン酸化）状態を決定する
ことに特に有用である。所定の場合において、本発明の方法は、活性（例えば、リン酸化
）発癌性融合タンパク質レベル（例えば、燐酸－ＢＣＲ－ＡＢＬレベル）を測定すること
によって、被験者の癌の診断を補助するか、援助するか、又は容易にして、被験者が発癌
性融合タンパク質の活性形（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ陽性の患者）を表すかどうかを決定
する。他の実施態様において、本発明の方法は、発癌性融合タンパク質の活性形を表すこ
とをすでに決定している被験者に関して、治療を最適化にしたり、毒性を減らしたり、及
び／又は、治療処理の有効性をモニタリングしたりするために行なわれる。こうした実施
形態の１つの特定の観点において、活性化されたＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質のレベルは、
治療過程中（例えば、患者が、抗ガン剤治療（例えば、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標）、Ｔａｓ
ｉｇｎａ（商標）、Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標）などにある）のＢＣＲ－ＡＢＬ陽性の患者に
おいて、治療を最適化するために、毒性を減らすために、及び／又は、治療処理の有効性
をモニタリングするために、決定することができる。或る実施形態では、両方の総量及び
活性化した（例えば、リン酸化した）発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）
レベルを、本発明の抗体に基づくアッセイに従って測定して、そして、トータル発癌性融
合タンパク質レベルに対する活性化の比（例えば、ホスホ／総量ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク
質レベルの比）が、計算され、そして、この比が、例えば、発癌性融合タンパク質レベル
のホスホ／トータル比と、初期の時期において（例えば、抗ガン剤の薬物治療の初期の時
期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも前の時にある）被験者のために計算し
た同様の比とを比較することによって、被験者のための治療過程を評価するために使用さ
れる。所定の実施形態では、トータル発癌性融合タンパク質に対する活性化の比（例えば
、ホスホ／総量ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質濃度の比）は、１以上の対照タンパク質、例え
ば、発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質のためのＢＣＲ及び
／又はＡＢＬ）内で見つけられる配列又はドメインを含有する天然全長タンパク質の一方
又は両方のレベルに関して、計算することができる。好ましい実施形態では、対照タンパ
ク質のトータルレベルは、抗ガン剤の薬物治療によって影響を受けないか又は実質的に変
化しない。
【０１２１】
　本発明の方法は、癌（例えば、血液悪性腫瘍（例えば、白血病、リンパ腫等））に発達
する危険があるか、有する疑いがあるか、と診断されている患者における、ＢＣＲ－ＡＢ
Ｌのような発癌性融合タンパク質と関連する１以上の複数の経路中の１以上のシグナル伝
達分子についての活性化（例えば、リン酸化）状態を決定することに特に有用である。代
表的なシグナル伝達分子は、ＢＣＲ－ＡＢＬ基質、例えば、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２、ＳＴＡ
Ｔ５、Ｓｒｃ、ＦＡＫ、ｃ－ＡＢＬ、ｃ－ＣＢＬ、ＳＨＣ、ＳＨＰ－２、ＶＡＶ、ＢＡＰ
－１及びそれらの組み合わせなどを含む。所定の場合において、本発明の方法は、活性（
例えば、リン酸化）発癌性融合タンパク質レベル（例えば、リン－ＢＣＲ－ＡＢＬレベル
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）、及び活性化した（例えば、リン酸化された）シグナル伝達分子（例えば、リン酸ＣＲ
ＫＬ、リン酸ＪＡＫ２、リン酸ＳＴＡＴ５等のレベル）を測定することによって、被験者
の癌の診断を補助するか、援助するか、又は容易にして、被験者が発癌性融合タンパク質
の活性形（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ陽性の患者）及び／又は経路中の１以上のシグナル伝
達分子の活性形を表すかどうかを決定する。他の実施態様において、本発明の方法は、発
癌性融合タンパク質の活性形を表すことをすでに決定している被験者に関して、治療を最
適化にしたり、毒性を減らしたり、及び／又は、治療処理の有効性をモニタリングしたり
するために行なわれる。こうした実施形態の１つの特定の観点において、活性化されたＢ
ＣＲ－ＡＢＬタンパク質のレベル及びシグナル伝達経路成分（例えば、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ
２、ＳＴＡＴ５、Ｓｒｃ、ＦＡＫなど）は、治療過程中（例えば、患者が、抗ガン剤治療
（例えば、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標）、Ｔａｓｉｇｎａ（商標）、Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標）
などにある）のＢＣＲ－ＡＢＬ陽性の患者に対して、治療を最適化するために、毒性を減
らすために、及び／又は、治療処理の有効性をモニタリングするために、決定することが
できる。或る実施形態では、両方の総量及び活性化した（例えば、リン酸化した）発癌性
融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルを、本発明の抗体に基づくアッセイに
従って測定して、そして、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の比（例
えば、ホスホ／トータルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）が、（例えば、１以上の
対照タンパク質のレベルに関して）計算され、そして、この比が、例えば、発癌性融合タ
ンパク質レベルのホスホ／トータル比と、初期の時期において（例えば、抗ガン剤の薬物
治療の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも前の時にある）被験者
のために計算した同様の比とを比較することによって、被験者のための治療過程を評価す
るために使用される。或る実施形態では、両方の総量及び活性化した（例えば、リン酸化
した）シグナル伝達経路成分レベルを、本発明の抗体に基づくアッセイに従って測定して
、そして、シグナル伝達経路成分レベルに対する活性化の比（例えば、ホスホ／トータル
ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２又はＳＴＡＴ５タンパク質レベルの比）が、（例えば、１以上の対照
タンパク質のレベルに関して）計算され、そして、この比が、例えば、シグナル伝達経路
成分レベルのホスホ／トータル比と、初期の時期において（例えば、抗ガン剤の薬物治療
の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも前の時にある）被験者のた
めに計算した同様の比とを比較することによって、被験者のための治療過程を評価するた
めに使用される。所定の場合において、発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ
）の発現のレベルは、下流のシグナル伝達経路成分、例えば、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２、ＳＴ
ＡＴ５、Ｓｒｃ、ＦＡＫなどの活性化（例えば、リン酸化）のレベルと相関させるか、又
は関係させることができる。
【０１２２】
　１つの特定の観点では、本発明は、癌を有し、且つ癌治療のための治療過程を受ける被
験者において療法を最適化するため及び／又は毒性を減少するための方法であって、前記
方法が以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤（例えば、１以上のチロシンキナーゼ阻害剤［例えば、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商
標）、Ｔａｓｉｇｎａ（商標）、Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標）等）］の投与後に癌細胞を単離
する工程；
（ｂ）前記単離された細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化（例えば、リン酸化）のレベルを測定する工程；及び、
（ｄ）測定した前記発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活性化のレベルを、
治療過程の間の初期に測定される前記発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活
性化のレベルと比較する工程；及び
（ｅ）工程（ｄ）からの比較に基づいて、被験者のための治療過程の今後の用量を決定す
るか、又は異なる治療過程を被験者に施すかどうかを決定する工程
を提供する。
【０１２３】
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　特定の実施形態において、発癌性融合タンパク質についての発現レベル及び活性化レベ
ルの両方が、例えば本願明細書において記載されている近接アッセイのうちの１つを行な
うことによって、細胞抽出物において測定される。所定の好ましい実施形態において、発
癌性融合タンパク質は、ＢＣＲ－ＡＢＬを含む。所定の他の好ましい実施形態において、
被験者は、発癌性融合タンパク質の活性形を表す。特定の好ましい実施形態では、被験者
は、ＢＣＲ－ＡＢＬ陽性である（例えば、被験者は、抗ガン剤の投与前にホスホ－ＢＣＲ
－ＡＢＬの検出可能なレベルを有することを決定された）。
【０１２４】
　両方の総量及び活性化した（例えば、リン酸化した）発癌性融合タンパク質（例えば、
ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルを、本発明の抗体に基づくアッセイに従って細胞抽出物で測定し
て、そして、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の比（例えば、ホスホ
／トータルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）が、計算され、そして、この比が、例
えば、発癌性融合タンパク質レベルのホスホ／トータル比と、初期の時期において（例え
ば、抗ガン剤の薬物治療の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも前
の時にある）被験者のために計算した同様の比とを比較することによって、被験者のため
の治療過程を評価するために使用される。後述する実施例６に図示したように、抗ガン剤
阻害における発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルのホスホ／トータ
ルの比は、抗ガン剤治療における活性化した（例えば、リン酸化された）発癌性融合タン
パク質（例えば、ホスホ－ＢＣＲ－ＡＢＬ）シグナルのパーセント阻害と相関する（例え
ば、図１４Ｃ、１５Ｃ、及び１６Ｃ）。他の実施形態では、トータル発癌性融合タンパク
質に対する活性化の比（例えば、ホスホ／トータルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比
）は、１以上の対照タンパク質のレベル、例えば、発癌性融合タンパク質内で見つけられ
る配列又はドメインを含有する天然全長タンパク質の一方又は両方（例えば、ＢＣＲ－Ａ
ＢＬでのＢＣＲ及び／又はＡＢＬ）に関して、計算することができる。好ましい実施形態
では、対照タンパク質のトータルレベルは、抗ガン剤治療によって影響を受けないか又は
実質的に変化しない。
【０１２５】
　治療を最適化するための本明細書において記載されている方法についての或る観点にお
いて、被験者における発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルの活性化
（例えば、リン酸化）の約５０％より低い阻害は、被験者の再発から癌の危険性を防止す
るか又は低下させるために、治療過程の今後の用量を増加させるか、又は異なる治療過程
を施すか（例えば、異なる抗ガン剤へ切り替えることによって、現在の治療過程を変更す
る）の必要性を示す。被験者がＧｌｅｅｖｅｃ（商標）治療である場合における、限定的
でない例として、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質のリン酸化レベルについての約５０％の
阻害が、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標）の今後の用量を増加させるか、又は被験者をＴａｓｉｇ
ｎａ（商標）治療に切り替えるかの必要性を示す。所定の場合において、被験者における
発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルの活性化（例えば、リン酸化）
の約４９％、４８％、４７％、４６％、４５％、４４％、４３％、４２％、４１％、４０
％、３５％、３０％、２５％、２０％、１５％、１０％又は５％未満の阻害は、治療過程
の今後の用量を増加させるか、又は現在の治療過程を変えるかの必要を示す。或る実施形
態では、発癌性融合タンパク質レベルの活性化のパーセント阻害は、トータル発癌性融合
タンパク質レベル（例えば、ホスホ／トータルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）に
対する活性化の比［場合により、１以上の対照タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬにお
ける全長ＢＣＲ及び／又はＡＢＬ）レベルに関して］を計算し、そして初期の時期におい
て（例えば、抗ガン剤の薬物治療の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療
よりも前の時にある）被験者のために計算した同様の比に対する発癌性融合タンパク質レ
ベルのホスホ／トータル比とを比較することによって、決定することができる。薬物治療
が、例えば、現在の用量よりも少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．
５、５、５．５、６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０
、２５、３０、３５、４０、４５、５０又は１００倍高いか又は低い今後の用量を最適化
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するように、現在の治療過程を、適切なより高いかより低い用量に調整することができる
ことを、当業者は知っている。
【０１２６】
　治療を最適化する方法の所定の他の観点において、被験者における発癌性融合タンパク
質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルの活性化（例えば、リン酸化）の約５０％未満の阻
害は、治療過程への被験者によるコンプライアンスの不足（例えば、被験者は、定期的に
抗ガン剤をとっていないか、又は医師によって指示されたものをとっていない）及び／又
は治療過程と関連した毒性又は副作用の可能性の存在を示す。こうした実施形態では、現
在の治療過程をコンプライアンスのために（例えば、医師又は他の介護者によって）慎重
にモニタリングするか、又は、コンプライアンスを増加及び／又は副作用の危険度を防止
するか又は減らすために、異なる治療過程を施す（例えば、現在の治療過程が、異なる抗
ガン剤へ切り替えることによって変更する）ように勧める。所定の場合において、被験者
における発癌性融合タンパク質レベルの活性化の約４９％、４８％、４７％、４６％、４
５％、４４％、４３％、４２％、４１％、４０％、３５％、３０％、２５％、２０％、１
５％、１０％又は５％未満の阻害は、治療過程への被験者によるコンプライアンスの不足
及び／又は治療過程と関連した毒性又は副作用の可能性の存在を示す。或る実施形態では
、発癌性融合タンパク質レベルの活性化のパーセント阻害は、トータル発癌性融合タンパ
ク質レベル（例えば、ホスホ／トータルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）に対する
活性化の比［場合により、１以上の対照タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬにおける全
長ＢＣＲ及び／又はＡＢＬ）レベルに関して］を計算し、そして初期の時期において（例
えば、抗ガン剤の薬物治療の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも
前の時にある）被験者のために計算した同様の比に対する発癌性融合タンパク質レベルの
ホスホ／トータル比とを比較することによって、決定することができる。
【０１２７】
　治療を最適化するために、本願明細書において記載されている方法の更なる観点におい
て、被験者における発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルの活性化（
例えば、リン酸化）の約８０％を超える阻害は、被験者が正しい用量で正しい治療にある
ことを示す。所定の場合において、被験者の発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－Ａ
ＢＬ）レベルの活性化（例えば、リン酸化）の約８１％、８２％、８３％、８４％、８５
％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、９９％又は１００％を超える阻害は、被験者が正しい用量
で正しい抗ガン剤治療にあることを示す。或る実施形態では、発癌性融合タンパク質レベ
ルの活性化のパーセント阻害は、トータル発癌性融合タンパク質レベル（例えば、ホスホ
／トータルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）に対する活性化の比［場合により、１
以上の対照タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬにおける全長ＢＣＲ及び／又はＡＢＬ）
レベルに関して］を計算し、そして、次に、初期の時期において（例えば、抗ガン剤の薬
物治療の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも前の時にある）被験
者のために計算した同様の比に対する発癌性融合タンパク質レベルのホスホ／トータル比
とを比較することによって、決定することができる。
【０１２８】
　関連した観点では、本発明は、癌を有し、且つ癌治療のための治療過程を受ける被験者
において療法を最適化するため及び／又は毒性を減少するための方法であって、前記方法
が以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤（例えば、１以上のチロシンキナーゼ阻害剤［例えば、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商
標）、Ｔａｓｉｇｎａ（商標）、Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標）等）］の投与後に癌細胞を単離
する工程；
（ｂ）前記単離された細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の経路における発癌性融
合タンパク質及び１以上のシグナル伝達分子についての発現及び／又は活性化（例えば、
リン酸化）のレベルを測定する工程；及び、
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（ｄ）測定した前記発癌性融合タンパク質及びシグナル伝達分子についての発現及び／又
は活性化のレベルを、治療過程の間の初期に測定される前記発癌性融合タンパク質及びシ
グナル伝達分子についての発現及び／又は活性化のレベルと比較する工程；及び
（ｅ）工程（ｄ）からの比較に基づいて、被験者のための治療過程の今後の用量を決定す
るか、又は異なる治療過程を被験者に施すかどうかを決定する工程
を、提供する。
【０１２９】
　特定の実施形態において、発癌性融合タンパク質についての発現レベル及び活性化レベ
ル、並びに１以上のシグナル伝達分子は、例えば、近接アッセイの１つを実行することに
よって、細胞抽出物において測定される。特定の好ましい実施形態において、発癌性融合
タンパク質は、ＢＣＲ－ＡＢＬを含む。所定の他の好ましい実施形態において、シグナル
伝達分子は、例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ基質、例えば、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５、
Ｓｒｃ、ＦＡＫ、ｃ－ＡＢＬ、ｃ－ＣＢＬ、ＳＨＣ、ＳＨＰ－２、ＶＡＶ、ＢＡＰ－１及
びそれらの組み合わせ等を含む。更なる実施形態において、被験者は、発癌性融合タンパ
ク質の活性形を表す。特に好ましい実施態様では、被験者は、ＢＣＲ－ＡＢＬ陽性である
（例えば、被験者は、抗ガン剤の投与の前にリン－ＢＣＲ－ＡＢＬの検出可能なレベルを
有することを決定された）。
【０１３０】
　或る実施形態では、トータル及び活性化した（例えば、リン酸化した）発癌性融合タン
パク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベル、並びにシグナル伝達経路（例えば、ＣＲＫＬ
、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５）成分は、本発明の抗体に基づくアッセイに従って測定され、そ
して、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の比（例えば、ホスホ／トー
タルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）並びにトータルシグナル伝達経路成分レベル
に対する活性化の比（例えば、ホスホ／総量ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２又はＳＴＡＴ５タンパク
質レベルの比）が、計算され、そして、この比が、例えば、発癌性融合タンパク質レベル
とシグナル伝達経路成分レベルのホスホ／トータル比と、初期の時期において（例えば、
抗ガン剤の薬物治療の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも前の時
にある）被験者のために計算した同様の比とを比較することによって、被験者のための治
療過程を評価するために使用される。他の実施態様において、トータル発癌性融合タンパ
ク質レベルに対する活性化の比（例えば、ホスホ／トータルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レ
ベルの比）及びシグナル伝達成分レベルに対する活性化の比（例えば、ホスホ／トータル
ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２又はＳＴＡＴ５タンパク質レベルの比）が、１以上の対照タンパク質
レベル、例えば、発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬのためのＢＣＲ及び／
又はＡＢＬ）内で見つけられる配列又はドメインを含有する天然全長タンパク質の一方又
は両方のレベルに関して、計算することができる。他の好ましい実施形態では、対照タン
パク質のトータルレベルは、抗ガン剤治療によって影響を受けないか又は実質的に変更す
る。
【０１３１】
　治療を最適化するための本明細書において記載されている方法についての或る観点にお
いて、被験者における１、２、３、４、５、６、又はそれ以上の発癌性融合タンパク質（
例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベル及び／又はシグナル伝達経路成分（例えば、ＣＲＫＬ、
ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５）レベルの活性化（例えば、リン酸化）の約５０％より低い阻害は
、被験者の再発から癌の危険性を防止するか又は低下させるために、治療過程の今後の用
量を増加させるか、又は異なる治療過程を施すか（例えば、異なる抗ガン剤へ切り替える
ことによって、現在の治療過程を変更する）かの必要性を示す。被験者がＧｌｅｅｖｅｃ
（商標）治療である場合における、限定的でない例として、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク
質及び／又はシグナル伝達経路成分（例えば、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２又はＳＴＡＴ５）のリ
ン酸化レベルについての約５０％の阻害が、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標）の今後の用量を増加
させるか、又は被験者をＴａｓｉｇｎａ（商標）治療に切り替えるかの必要性を示す。所
定の場合において、被験者における１、２、３、４、５、６、又はそれ以上の発癌性融合
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タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベル及び／又はシグナル伝達経路成分（例えば
、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５）レベルの活性化（例えば、リン酸化）の約４９％、
４８％、４７％、４６％、４５％、４４％、４３％、４２％、４１％、４０％、３５％、
３０％、２５％、２０％、１５％、１０％又は５％未満の阻害は、治療過程の今後の用量
を増加させるか、又は現在の治療過程を変えるかの必要を示す。或る実施形態では、発癌
性融合タンパク質レベルの活性化及び／又はシグナル伝達分子レベルのパーセント阻害は
、トータル発癌性融合タンパク質レベル（例えば、ホスホ／トータルＢＣＲ－ＡＢＬタン
パク質レベルの比）に対する活性化の比及び／又はシグナル伝達経路成分レベルに対する
活性化の比（例えば、ホスホ／トータルＣＲＫＬ、ＪＡＫ２又はＳＴＡＴ５タンパク質レ
ベルの比）［場合により、１以上の対照タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬにおける全
長ＢＣＲ及び／又はＡＢＬ）レベルに関して］を計算し、そして初期の時期において（例
えば、抗ガン剤の薬物治療の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも
前の時にある）被験者のために計算した同様の比に対する計算したホスホ／トータル比と
を比較することによって、決定することができる。薬物治療が、例えば、現在の用量より
も少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５
、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、
４５、５０又は１００倍高いか又は低い今後の用量を最適化するように、現在の治療過程
を、適切なより高いかより低い用量に調整することができることを、当業者は知っている
。
【０１３２】
　治療を最適化する方法の所定の他の観点において、被験者における１、２、３、４、５
、６、又はそれ以上の発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベル及び／又
はシグナル伝達経路成分（例えば、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５）レベルの活性化（
例えば、リン酸化）の約５０％未満の阻害は、治療過程への被験者によるコンプライアン
スの不足（例えば、被験者は、定期的に抗ガン剤をとっていないか、又は医師によって指
示されたものをとっていない）及び／又は治療過程と関連した毒性又は副作用の可能性の
存在を示す。こうした実施形態では、現在の治療過程をコンプライアンスのために（例え
ば、医師又は他の介護者によって）慎重にモニタリングするか、又は、コンプライアンス
を増加及び／又は副作用の危険度を防止するか又は減らすために、異なる治療過程を施す
（例えば、現在の治療過程が、異なる抗ガン剤へ切り替えることによって変更する）よう
に勧める。所定の場合において、被験者における１、２、３、４、５、６、又はそれ以上
の発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベル及び／又はシグナル伝達経路
成分（例えば、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５）レベルの活性化（例えば、リン酸化）
の約４９％、４８％、４７％、４６％、４５％、４４％、４３％、４２％、４１％、４０
％、３５％、３０％、２５％、２０％、１５％、１０％又は５％未満の阻害は、治療過程
への被験者によるコンプライアンスの不足及び／又は治療過程と関連した毒性又は副作用
の可能性の存在を示す。或る実施形態では、発癌性融合タンパク質レベルの活性化及び／
又はシグナル伝達分子レベルのパーセント阻害は、トータル発癌性融合タンパク質レベル
（例えば、ホスホ／トータルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）に対する活性化の比
及び／又はシグナル伝達経路成分レベルに対する活性化の比（例えば、ホスホ／トータル
ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２又はＳＴＡＴ５タンパク質レベルの比）［場合により、１以上の対照
タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬにおける全長ＢＣＲ及び／又はＡＢＬ）レベルに関
して］を計算し、そして初期の時期において（例えば、抗ガン剤の薬物治療の初期の時期
状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも前の時にある）被験者のために計算した
同様の比に対する発癌性融合タンパク質レベルのホスホ／トータル比とを比較することに
よって、決定することができる。
【０１３３】
　治療を最適化するために、本願明細書において記載されている方法の更なる観点におい
て、被験者における１、２、３、４、５、６、又はそれ以上の発癌性融合タンパク質（例
えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベル及び／又はシグナル伝達経路成分（例えば、ＣＲＫＬ、Ｊ
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ＡＫ２、ＳＴＡＴ５）レベルの活性化（例えば、リン酸化）の約８０％を超える阻害は、
被験者が正しい用量で正しい治療にあることを示す。所定の場合において、被験者におけ
る１、２、３、４、５、６、又はそれ以上の発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－Ａ
ＢＬ）レベル及び／又はシグナル伝達経路成分（例えば、ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ
５）レベルの活性化（例えば、リン酸化）の約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％
、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％又は１００％を超える阻害は、被験者が正しい用量で
正しい抗ガン剤治療にあることを示す。或る実施形態では、発癌性融合タンパク質レベル
の活性化及び／又はシグナル伝達分子レベルのパーセント阻害は、トータル発癌性融合タ
ンパク質レベル（例えば、ホスホ／トータルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）に対
する活性化の比及び／又はシグナル伝達経路成分レベルに対する活性化の比（例えば、ホ
スホ／トータルＣＲＫＬ、ＪＡＫ２又はＳＴＡＴ５タンパク質レベルの比）［場合により
、１以上の対照タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬにおける全長ＢＣＲ及び／又はＡＢ
Ｌ）レベルに関して］を計算し、そして、次に、初期の時期において（例えば、抗ガン剤
の薬物治療の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも前の時にある）
被験者のために計算した同様の比に対する発癌性融合タンパク質レベルのホスホ／トータ
ル比とを比較することによって、決定することができる。
【０１３４】
　治療を最適化するために、本願明細書において記載されている方法の他の観点において
、代替のシグナル伝達経路の活性化は、現在の治療過程を変えるか又は調整する（例えば
、異なる抗ガン剤への切り替え）必要性を示す。被験者がＧｌｅｅｖｅｃ（商標）にある
場合において、限定的ではない例として、代替のシグナル伝達経路（例えば、Ｓｒｃ）の
活性化（例えば、リン酸化）は、被験者をＳｐｒｙｃｅｌ（商標）又はＴａｓｉｇｎａ（
商標）での治療に切り替える必要を示す。
【０１３５】
　別の観点では、本発明は、癌の治療のために、適した抗癌剤を選択する方法であって、
前記方法が、以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化のレベルを測定する工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較すること
によって、前記抗癌剤が、癌の治療のために適切であるか不適切であるかを決定する工程
を提供する。
【０１３６】
　好ましい観点では、癌の治療のために、適した抗癌剤を選択する方法が、以下の工程を
含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）発癌性融合タンパク質に特異的な捕捉抗体の希釈系列を含むアッセイを使用して、
細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質の発現及び／又は活性化（例えば、リン酸化）のレ
ベルを決定する工程であって、前記捕捉抗体が固体支持体上に拘束されている、前記工程
；
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗ガン剤がない状態で作成される参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する
工程；及び
（ｅ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルが、
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前記参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較して変化する（例えば、実質的に
減少する）場合には、抗癌剤が癌の治療に適していることを示す工程。
【０１３７】
　或る実施形態では、本発明の方法は、癌（例えば、血液悪性腫瘍など）の治療のための
適切な抗ガン剤の選択を、補助するか、援助するために有用であることがある。他の実施
態様において、本発明の方法は、癌（例えば、血液悪性腫瘍など）の治療のための適切な
抗ガン剤の選択を改善することに有用であることがある。或る実施形態では、発癌性融合
タンパク質のために検出される発現又は活性化のレベルが、参照用の発現又は活性化プロ
フィールと比較して変わらない（例えば、実質的に減少しない）場合に、前記方法は、抗
ガン剤が癌の治療に不適当なことを示すステップを更に又は代替的に含む。更なる実施形
態において、細胞抽出物に存在する１以上のシグナル伝達分子は、一つ以上の発癌性融合
タンパク質に加えて検出され、そして、抗がん剤は、この「分子プロフィール」に基づい
て適切であるか不適切であるかを決定される。
【０１３８】
　さらに別の観点では、本発明は、抗癌剤を用いる治療に対して癌の応答を同定する方法
であって、前記方法が、以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化（リン酸化）のレベルを決定する工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較すること
によって、前記抗癌剤を用いる治療に対して、癌が応答性又は非応答性であると同定する
工程。
【０１３９】
　好ましい実施形態では、抗癌剤を用いる治療に対して癌の応答を同定する方法が、以下
の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）前記発癌性融合タンパク質に特異的な捕捉抗体の希釈系列を含むアッセイを使用し
て、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活性化（リン酸
化）のレベルを決定する工程であって、前記捕捉抗体が固体支持体上に拘束されている、
前記工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗ガン剤がない状態で作成される参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する
工程；及び
（ｅ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルが、
前記参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較して変化する（例えば、実質的に
減少する）場合には、癌が抗癌剤を用いる治療に応答性があることを示す工程。
【０１４０】
　或る実施形態では、本発明の方法は、癌（例えば、血液悪性腫瘍など）の反応の識別を
補助するか、援助するために有用であることがある。或る実施形態において、本発明の方
法は、抗がん剤での治療に対する、癌（例えば、血液悪性腫瘍など）の反応の識別を改善
することに有用であることがある。或る実施形態では、発癌性融合タンパク質のために検
出される発現又は活性化のレベルが、参照用の発現又は活性化プロフィールと比較して変
わらない（例えば、実質的に減少しない）場合に、前記方法は、抗ガン剤が癌の治療に非
応答なことを示すステップを更に又は代替的に含む。更なる実施形態において、細胞抽出
物に存在する１以上のシグナル伝達分子は、１以上の発癌性融合タンパク質に加えて検出
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され、そして、抗がん剤は、この「分子プロフィール」に基づく治療に対して、応答する
か非応答のように識別される。
【０１４１】
　更になお別の観点では、本発明は、抗癌剤を用いる治療に対して、癌を有する被験者の
応答を予測する方法であって、前記方法が以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化（リン酸化）のレベルを決定する工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較すること
によって、被験者が、前記抗癌剤を用いる治療に対して応答することの可能性を予測する
工程を提供する。
【０１４２】
　好ましい実施形態では、抗癌剤を用いる治療に対して、癌を有する被験者の応答を予測
する方法が、以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）前記発癌性融合タンパク質に特異的な捕捉抗体の希釈系列を含むアッセイを使用し
て、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活性化（リン酸
化）のレベルを決定する工程であって、前記捕捉抗体が固体支持体上に拘束されている、
前記工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗ガン剤がない状態で作成される参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する
工程；及び
（ｅ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルが、
前記参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較して変化する（例えば、実質的に
減少する）場合には、被験者が抗癌剤を用いる治療に対して応答しそうであることを示す
工程。
【０１４３】
　或る実施形態では、本発明の方法は、癌（例えば、血液悪性腫瘍など）のための抗ガン
剤治療に反応する被験者の可能性の予測を改善するために有用であることがある。或る実
施形態では、発癌性融合タンパク質のために検出される発現又は活性化のレベルが、参照
用の発現又は活性化プロフィールと比較して変わらない（例えば、実質的に減少しない）
場合に、前記方法は、被験者が抗ガン剤治療におそらく応じないことを示すステップを更
に又は代替的に含む。更なる実施形態において、細胞抽出物に存在する１以上のシグナル
伝達分子は、１以上の発癌性融合タンパク質に加えて検出され、そして、被験者が治療に
応じるであろう可能性が、この「分子プロフィール」に基づいて予測される。
【０１４４】
　更なる観点では、本発明は、癌を有する被験者が、抗癌剤を用いる治療に対して耐性が
あるかどうかを決定する方法あって、前記方法が以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化（リン酸化）のレベルを決定する工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
初期に抗癌剤がある状態又は抗癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化



(42) JP 5819307 B2 2015.11.24

10

20

30

40

50

プロフィールと比較することによって、前記抗癌剤を用いる治療に対して、耐性があるか
又は感受性があるかどうかを決定する工程を提供する。
【０１４５】
　好ましい実施形態では、癌を有する被験者が、抗癌剤を用いる治療に対して耐性がある
かどうかを決定する方法が、以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）前記発癌性融合タンパク質に特異的な捕捉抗体の希釈系列を含むアッセイを使用し
て、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活性化（リン酸
化）のレベルを決定する工程であって、前記捕捉抗体が固体支持体上に拘束されている、
前記工程；
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗ガン剤がない状態で作成される参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する
工程；及び
（ｅ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルが、
前記参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較して変化しない（例えば、実質的
に減少しない）場合には、被験者が抗癌剤を用いる治療に対して耐性があることを示す工
程。
【０１４６】
　或る実施形態では、本発明の方法は、癌を有する被験者が、抗ガン剤治療に抵抗がある
かの識別、又は、癌を有する被験者が、抗ガン剤治療に抵抗があるかどうかの決定を補助
するか、援助するために有用であることがある（なお、被験者は、癌（例えば、血液悪性
腫瘍など）を有する）。他の実施形態において、本発明の方法は、癌を有する被験者が、
抗ガン剤治療に抵抗があるかの改善、又は、癌を有する被験者が、抗ガン剤治療に抵抗が
あるかどうかの決定を補助するか、援助するために有用であることがある（なお、被験者
は、癌（例えば、血液悪性腫瘍など）を有する）。
【０１４７】
　或る実施形態では、発癌性融合タンパク質のために検出される発現又は活性化のレベル
が、参照用の発現又は活性化プロフィールと比較して変わらない（例えば、実質的に減少
しない）場合に、前記方法は、抗ガン剤が癌の治療に影響されることを示すステップを更
に又は代替的に含む。癌を有する被験者が、抗ガン剤に抵抗することがある理由の限定的
でない例としては、目的の発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）の１以上の
突然変異の存在、療法レジメンを有するノンコンプライアンス、及び／又は最適以下の薬
剤用量の投与を含む。抗ガン剤の最適以下の薬剤用量に関して、前記方法は、被験者に投
与される抗ガン剤の次又は今後の用量を増加するステップをさらに含むことができる。更
なる実施形態において、細胞抽出物に存在する１以上のシグナル伝達分子は、１以上の発
癌性融合タンパク質に加えて検出され、そして、被験者が、この「分子プロフィール」に
基づいて、治療に抵抗があるか、又は影響があるかについて識別される。
【０１４８】
　特定の実施形態において、発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子についての発現
（例えば、トータル）レベル又は活性化（例えば、リン酸化）レベルは、抗がん剤が存在
しないよりも、少なくとも約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、
４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、
９０％又は９５％より大きいか若しくは小さい発現若しくは活性化する場合には、抗ガン
剤の存在で「変化する」と考慮される。１つの実施形態において、発癌性融合タンパク質
又はシグナル伝達分子についての発現（例えば、トータル）レベル又は活性化（例えば、
リン酸化）レベルは、抗がん剤が存在しないよりも、少なくとも約５０％、５５％、６０
％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％又は９５％より小さく発現若しく
は活性化する場合には、抗ガン剤の存在で「実質的に減少する」と考慮される。更なる実
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施形態において、発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子の発現（例えば、トータル
）レベル又は活性化（例えば、リン酸化）レベルは、（１）抗ガン剤なしで発癌性融合タ
ンパク質又はシグナル伝達分子についての高いか強い発現及び／又は活性化から、抗ガン
剤ありで発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子についての中程度、弱い、低い、若
しくは非常に弱い発現及び／又は活性化への変化がある場合、又は（２）抗ガン剤なしで
発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子についての中程度の発現及び／又は活性化か
ら、抗ガン剤ありで発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子についての弱い、低い、
若しくは非常に弱い発現及び／又は活性化への変化がある場合において、抗ガン剤の存在
で「実質的に減少する」と考慮される。
【０１４９】
　或る実施形態では、発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子の発現レベル及び／又
は活性化レベルは、例えば本願明細書において記載されている近接アッセイ（Ｃｏｌｌａ
ｂｏｒａｔｉｖｅ近接イムノアッセイ（ＣＯＰＩＡ）など）を使用して決定される目的の
分析物に関するシグナル強度に相当する相対的な蛍光ユニット（ＲＦＵ）値として表され
る。他の実施形態においては、発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子の発現レベル
及び／又は活性化レベルは、例えば、近接アッセイ（ＣＯＰＩＡなど）を使用して決定さ
れる目的の分析物に関する増加するシグナル強度に相当する“－”、“±”、“＋”、“
＋＋”、“＋＋＋”、又は“＋＋＋＋”として表される。或る場合には、例えば近接アッ
セイ（ＣＯＰＩＡなど）を使用して決定される目的の特定の分析物の発現又は活性化の検
出不可能であるか最小限検出可能なレベルは、“－”又は“±”として表わすことがある
。他の場合において、例えば近接アッセイ（ＣＯＰＩＡなど）を使用して決定される目的
の特定の分析物の発現又は活性化の低いレベルは、“＋”として表わすことがある。さら
に他の場合では、例えば近接アッセイ（ＣＯＰＩＡなど）を使用して決定される目的の特
定の分析物の発現又は活性化の低いレベルは、“＋＋”として表わすことがある。よりさ
らに他の場合では、例えば近接アッセイ（ＣＯＰＩＡなど）を使用して決定される目的の
特定の分析物の発現又は活性化の高いレベルは、“＋＋＋”として表わすことがある。さ
らなる場合では、例えば近接アッセイ（ＣＯＰＩＡなど）を使用して決定される目的の特
定の分析物の発現又は活性化の高いレベルは、“＋＋＋＋”として表わすことがある。
【０１５０】
　さらに他の実施形態において、発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子の発現レベ
ル及び／又は活性化レベルは、目的の特定の分析物に関して作成される検量線に対して、
例えば近接アッセイ（ＣＯＰＩＡなど）を使用して決定されるＲＦＵ値を、校正するか、
又は標準化することによって、数量化される。所定の場合において、コンピュータ化され
たユニット（ＣＵ）値は、検量線に基づいて計算することができる。他の場合において、
ＣＵ値は、シグナル強度に関する前記説明に従って、“－”、“±”、“＋”、“＋＋”
、“＋＋＋”、又は“＋＋＋＋”として表わすことができる。
【０１５１】
　所定の実施形態では、目的の特定分析物の発現又は活性化レベル（“－”、“±”、“
＋”、“＋＋”、“＋＋＋”、又は“＋＋＋＋”として表される場合）は、（例えば、Ｉ
ｇＧコントロールなどのネガティブコントロールと比較される場合、目的の分析物に関し
て作成される検量線と比較される場合、ｐａｎ－ＣＫコントロールなどのポジィティブコ
ントロールと比較される場合、抗ガン剤の存在下で決定される発現又は活性化レベルと比
較される場合、及び／又は抗ガン剤の不存在下で決定される発現又は活性化レベルと比較
される場合）、参照用の発現レベル又は活性化レベルよりも、少なくとも約１．５、２、
２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、７．５、８、８．５、
９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０又は１００倍より
高いか若しくはより低い（例えば、約１．５－３、２－３、２－４、２－５、２－１０、
２－２０、２－５０、３－５、３－１０、３－２０、３－５０、４－５、４－１０、４－
２０、４－５０、５－１０、５－１５、５－２０、又は５－５０倍より高いか若しくはよ
り低い）発現又は活性化レベルに相当することがある。或る場合には、相関は、分析物に
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特有である。限定的でない例としては、例えば近接アッセイ（ＣＯＰＩＡなど）を使用し
て決定される発現又は活性化の“＋”レベルは、参照用の発現又は活性化レベルと比較さ
れる場合、１つの分析物に関して発現又は活性化の２倍の増加、及び他の分析物に関して
５倍の増加に相当することがある。
【０１５２】
　特定の実施形態において、両方のトータル及び活性化した（例えば、リン酸化した）発
癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）又はシグナル伝達分子レベルは、本発明
の抗体に基づくアッセイに従って細胞抽出物で測定して、そして、トータル発癌性融合タ
ンパク質レベルに対する活性化の比（例えば、ホスホ／総量ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レ
ベルの比）、又はシグナル伝達経路成分レベルに対する活性化の比（例えば、ホスホ／総
量ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２又はＳＴＡＴ５タンパク質レベルの比）が計算され、次に、この比
が、抗ガン剤の不存在下で作成される参照用の発現及び活性化プロフィールに基づいて計
算される同様の比と比較される。
【０１５３】
　或る実施形態では、ステップ（ｃ）において決定される発癌性融合タンパク質又はシグ
ナル伝達分子の参照用の発現及び活性化レベルは、癌（例えば、血液悪性腫瘍）を有しな
い健常な個人からの、通常の細胞（非ガン細胞など）から得られる。所定の他の実施形態
において、ステップ（ｃ）において決定される発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分
子の参照用の発現及び活性化レベルは、癌（例えば、白血病又はリンパ腫）を有する患者
からのサンプル（例えば、細胞抽出物）から腫瘍細胞から得られる。
【０１５４】
　或る実施形態において、ステップ（ｃ）において決定される発癌性融合タンパク質又は
シグナル伝達分子の参照用の発現及び活性化レベルは、抗ガン剤で治療されていない細胞
（例えば、患者試料から得られる腫瘍細胞）から得られる。特定の実施形態において、抗
がん剤で治療されていない細胞は、細胞抽出物を生成するために使用される単離された細
胞（例えば、interrogateされるべきテスト細胞）から得られる同じサンプルから、得ら
れる。所定の場合において、参照用の発現及び活性化レベルと比較される発癌性融合タン
パク質又はシグナル伝達分子についての発現及び活性化のより低いレベルの存在は、抗ガ
ン剤がガンの治療に適していること（例えば、腫瘍は、抗ガン剤に対して反応が高まる可
能性があること）を示す。所定の場合において、参照用の発現及び活性化レベルと比較さ
れる発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子についての発現及び活性化の同じか、同
程度であるか、又はより高いレベルの存在は、抗ガン剤がガンの治療に適していないこと
（例えば、腫瘍は、抗ガン剤に対して反応が減少する可能性があること）を示す。
【０１５５】
　代わりの実施例では、ステップ（ｃ）において決定される発癌性融合タンパク質又はシ
グナル伝達分子の参照用の発現及び活性化レベルは、抗ガン剤で治療される、抗ガン剤に
敏感な細胞から得られる。所定の場合において、参照用の発現及び活性化レベルと比較さ
れる発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子についての発現及び活性化の同じか、同
程度であるか、又はより低いレベルの存在は、抗ガン剤がガンの治療に適していること（
例えば、腫瘍は、抗ガン剤に対して反応が高まる可能性があること）を示す。このような
実施形態において、ステップ（ｃ）において決定される発癌性融合タンパク質又はシグナ
ル伝達分子の参照用の発現及び活性化レベルは、抗ガン剤で治療される、抗ガン剤に対し
て抵抗がある細胞から得られる。このような実施形態において、参照用の発現及び活性化
レベルと比較される発癌性融合タンパク質又はシグナル伝達分子についての発現及び活性
化の同じか、同程度であるか、又はより高いレベルの存在は、抗ガン剤がガンの治療に適
していないこと（例えば、腫瘍は、抗ガン剤に対して反応が減少する可能性があること）
を示す。
【０１５６】
　或る実施形態では、ステップ（ｃ）において決定される発癌性融合タンパク質又はシグ
ナル伝達分子の発現及び活性化のより高いレベルは、発現又は活性化のレベルが、抗ガン
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剤で治療される細胞（例えば、患者サンプルから得られる癌細胞）における、抗ガン剤で
治療される抗ガン剤感受性細胞における、又は抗ガン剤で治療される薬物抵抗性細胞にお
ける、相当する分析物の参照用の発現及び活性化レベルよりも、少なくとも約１．５、２
、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、７．５、８、８．５
、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０又は１００倍よ
り高い（例えば、約１．５－３、２－３、２－４、２－５、２－１０、２－２０、２－５
０、３－５、３－１０、３－２０、３－５０、４－５、４－１０、４－２０、４－５０、
５－１０、５－１５、５－２０、又は５－５０倍より高い）場合に、細胞抽出物中に存在
すると考慮される。
【０１５７】
　他の実施形態では、ステップ（ｃ）において決定される発癌性融合タンパク質又はシグ
ナル伝達分子の発現及び活性化のより低いレベルは、発現又は活性化のレベルが、抗ガン
剤で治療されるい細胞（例えば、患者サンプルから得られる癌細胞）における、抗ガン剤
で治療される抗ガン剤感受性細胞における、又は抗ガン剤で治療される薬物抵抗性細胞に
おける、相当する分析物の参照用の発現及び活性化レベルよりも、少なくとも約１．５、
２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、７．５、８、８．
５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０又は１００倍
より低い（例えば、約１．５－３、２－３、２－４、２－５、２－１０、２－２０、２－
５０、３－５、３－１０、３－２０、３－５０、４－５、４－１０、４－２０、４－５０
、５－１０、５－１５、５－２０、又は５－５０倍より低い）場合に、細胞抽出物中に存
在すると考慮される。
【０１５８】
Ａ．抗体配列
　１つの観点において、本発明は、細胞抽出物における１以上の分析物に対して特異的で
ある複数の希釈系列の捕捉抗体を含む優れたダイナミックレンジを有するアレイ（前記捕
捉抗体が固体支持体上に拘束されている）を提供する。
【０１５９】
　或る実施形態では、細胞抽出物は、全血、尿、痰、気管支洗浄液、涙液、乳頭吸引液、
リンパ液、唾液及び／又は微細針吸引液（ＦＮＡ）サンプルから調製される。限定的でな
い例として、全血サンプルは、血漿又は血清分画及び細胞分画（すなわち、細胞ペレット
）に最初に分けられる。細胞分画は、典型的には、赤血球、白血球（leukocytes）、及び
／又は固形腫瘍の循環細胞、例えば、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）、循環内皮細胞（ＣＥＣ）
、循環内皮前駆細胞（ＣＥＰＣ）、癌幹細胞（ＣＳＣ）及びそれらの組み合わせを含有す
る。細胞分画に存在する単離細胞を溶解させ、それによって当分野で公知の任意の技術に
より単離細胞を細胞抽出物に変換することができる。
【０１６０】
　或る場合には、細胞抽出物は、固形腫瘍の循環細胞の抽出物を含む。前記循環細胞を、
典型的には、例えば、免疫磁気分離法（例えば、Racila et al., Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 95:4589-4594 (1998)；Bilkenroth et al., Int. J. Cancer, 92:577-582 (2001)
参照）、マイクロ流体分離法（例えば、Mohamed et al., IEEE Trans. Nanobiosci., 3:2
51-256 (2004)；Lin et al., Abstract No. 5147, 97th AACR Annual Meeting, Washingt
on, D.C. (2006)参照）、ＦＡＣＳ（例えば、Mancuso et al., Blood, 97:3658-3661 (20
01)参照）、密度勾配遠心分離法（例えば、Baker et al., Clin. Cancer Res., 13:4865-
4871 (2003)参照）、及び枯渇法（例えば、Meye et al., Int. J. Oncol., 21:521-530 (
2002)参照）を含む１つ又は２つ以上の分離方法を用いて患者試料から単離する。
【０１６１】
　他の場合において、細胞抽出物は、例えば、好中球、好塩基球及び好酸球を含む顆粒白
血球（多形核白血球）のような白血球；例えば、リンパ球及び単球のような末梢血単核細
胞並びに大食細胞を含む無顆粒白血球（単核白血球）；それらの混合物の抽出を含む。白
血球は、例えば、Ｆｉｃｏｌｌ－ＨｙＰａｑｕｅ密度－勾配遠心分離、赤血球の低張性溶
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解、及びＬｙｍｐｈｏｐｒｅｐ（商品名）及びＰｏｌｙｍｏｒｐｈｐｒｅｐ（商品名）（
Ａｘｉｓ－Ｓｈｉｅｌｄ；Ｏｓｌｏ，Ｎｏｒｗａｙ）のような密度勾配媒体の使用を含む
、公知技術の任意の分離方法を使用する、全血から単離することができる。
【０１６２】
　或る実施形態では、単離された白血球、循環細胞又は他の細胞（例えば、微細針吸引液
を介して固形腫瘍から得られる細胞）は、目的の１以上の抗ガン剤でのインキュベーショ
ンの前、その間、及び／又はその後、インビトロで成長因子によって刺激することができ
る。刺激性成長因子として、上皮成長因子（ＥＧＦ）、ヘレグリン（ＨＲＧ）、ＴＧＦ－
α、ＰＩＧＦ、アンジオポエチン（Ａｎｇ）、ＮＲＧ１、ＰＧＦ、ＴＮＦ－α、ＶＥＧＦ
、ＰＤＧＦ、ＩＧＦ、ＦＧＦ、ＨＧＦ、サイトカインなどを挙げることができるが、これ
に限定されるものではない。他の場合において、離された細胞を、例えば、今後の成長因
子刺激及び／又は抗ガン剤治療で溶解して、任意の公知技術を使用して細胞抽出物（例え
ば、細胞溶解物）を生成する。好ましくは、細胞溶解を、成長因子刺激後約１～３６０分
間の間に、及びより好ましくは２つの異なる時間間隔：（１）成長因子刺激の約１～５分
間後；及び（２）成長因子刺激後約３０～１８０分間で、開始する。代わりに、溶解物を
、使用まで－８０℃で保存することができる。循環細胞の単離、刺激及び溶解のためのプ
ロトコールは、国際公開第２００８／０３６８０２号パンフレットに記載されており、そ
れはあらゆる目的のためにこれらの全体が参照することにより本明細書に組み込まれる。
組織、生検又は一次培養物からの腫瘍細胞抽出物の調製のためのプロトコールは、国際公
開第２００９／１０８６３７号パンフレットに記載されており、それはあらゆる目的のた
めにこれらの全体が参照することにより本明細書に組み込まれる。
【０１６３】
　所定の実施形態において、抗癌剤は、抗シグナル伝達剤（すなわち、細胞増殖抑制薬）
、例えば、モノクローナル抗体若しくはチロシンキナーゼ阻害剤；抗増殖剤；化学療法剤
（すなわち、細胞毒性薬）；ホルモン療法剤；放射線療法剤；ワクチン；及び／又は癌性
細胞などの異常な細胞の制御されない増殖を低減又は阻害する能力を有する任意の他の化
合物を含む。或る実施形態において、化学療法剤少なくとも１種と組み合わせた１種又は
２種以上の抗シグナル伝達剤、抗増殖剤、及び／又はホルモン療法剤を用いて単離された
細胞を処理する。
【０１６４】
　抗シグナル伝達剤の例として、限定的でなく、モノクローナル抗体、例えば、トラスツ
ズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標））、アレムツズマブ（Ｃａｍｐａｔｈ（商標））、
ベバシズマブ（Ａｖａｓｔｉｎ（商標））、セツキシマブ（Ｅｒｂｉｔｕｘ（商標））、
ゲムツズマブ（Ｍｙｌｏｔａｒｇ（商標））、パニツムマブ（Ｖｅｃｔｉｂｉｘ（商品名
））、リツキシマブ（Ｒｉｔｕｘａｎ（商標））、及びトシツモマブ（ＢＥＸＸＡＲ（商
標））；チロシンキナーゼ阻害剤、例えば、イマチニブメシレート（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商
標））、ニロチニブ（Ｔａｓｉｇｎａ（商標））、ダサチニブ（Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標）
）、ボスチニブ（ＳＫＩ－６０６（商標））、ゲフィチニブ（Ｉｒｅｓｓａ（商標））、
スニチニブ（Ｓｕｔｅｎｔ（商標））、エルロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ（商標））、ラパ
チニブ（ＧＷ－５７２０１６；Ｔｙｋｅｒｂ（商標））、カネルチニブ（ＣＩ１０３３）
、セマキシニブ（ＳＵ５４１６）、バタラニブ（ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２２５８４）、ソ
ラフェニブ（ＢＡＹ４３－９００６；Ｎｅｘａｖａｒ（商標））、レフルノミド（ＳＵ１
０１）、バンデタニブ（ＺＡＣＴＩＭＡ（商品名）；ＺＤ６４７４）；並びにそれらの組
み合わせを挙げることができる。
【０１６５】
　典型的な抗増殖剤として、ｍＴＯＲ阻害剤、例えば、シロリムス（ラパマイシン）、テ
ムシロリムス（ＣＣＩ－７７９）、及びエベロリムス（ＲＡＤ００１）；ＡＫＴ阻害剤、
例えば、１Ｌ６－ヒドロキシメチル－ｃｈｉｒｏ－イノシトール－２－（Ｒ）－２－Ｏ－
メチル－３－Ｏ－オクタデシル－ｓｎ－グリセロカーボネート、９－メトキシ－２－メチ
ルエリプチシニウムアセテート、１，３－ジヒドロ－１－（１－（（４－（６－フェニル
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－１Ｈ－イミダゾ［４，５－ｇ］キノキサリン－７－イル）フェニル）メチル）－４－ピ
ペリジニル）－２Ｈ－ベンズイミダゾール－２－オン、１０－（４’－（Ｎ－ジエチルア
ミノ）ブチル）－２－クロロフェノキサジン、３－ホルミルクロモンチオセミカルバゾン
（Ｃｕ（ＩＩ）Ｃｌ２複合体）、ＡＰＩ－２、プロトオンコジーンＴＣＬ１のアミノ酸１
０～２４に由来する１５－ｍｅｒペプチド（Hiromura et al., J. Biol. Chem., 279:534
07-53418 (2004), KP372-1, 及びKozikowski et al., J. Am. Chem. Soc., 125:1144-114
5 (2003)及びKau et al., Cancer Cell, 4:463-476 (2003)に記載の化合物；並びにそれ
らの組み合わせを挙げることができる。
【０１６６】
　化学療法剤の限定的でない例として、白金に基づく薬剤（例えば、オキサリプラチン、
シスプラチン、カルボプラチン、スピロプラチン、イプロプラチン、サトラプラチンなど
）、アルキル化剤（例えば、シクロホスファミド、イフォスファミド、クロラムブシル、
ブスルファン、メルファラン、メクロレタミン、ウラムスチン、チオテパ、ニトロソウレ
アなど）、代謝拮抗薬（例えば、５－フルオロウラシル、アザチオプリン、６－メルカプ
トプリン、メトトレキセート、ロイコボリン、カペシタビン、シタラビン、フロクスウリ
ジン、フルダラビン、ゲムシタビン（Ｇｅｍｚａｒ（商標））、ペメトレキセド（ＡＬＩ
ＭＴＡ（商標））、ラルチトレキセドなど）、植物アルカロイド（例えば、ビンクリスチ
ン、ビンブラスチン、ビノレルビン、ビンデシン、ポドフィロトキシン、パクリタキセル
（Ｔａｘｏｌ（商標））、ドセタキセル（Ｔａｘｏｔｅｒｅ（商標））など）、トポイソ
メラーゼ阻害剤（例えば、イリノテカン、トポテカン、アムサクリン、エトポシド（ＶＰ
１６）、エトポシドホスフェート、テニポシドなど）、抗腫瘍抗生物質（例えば、ドキソ
ルビシン、アドリアマイシン、ダウノルビシン、エピルビシン、アクチノマイシン、ブレ
オマイシン、マイトマイシン、ミトキサントロン、プリカマイシンなど）、それらの薬学
的に許容することのできる塩、それらの立体異性体、それらの誘導体、それらのアナログ
、並びにそれらの組み合わせを挙げることができる。
【０１６７】
　ホルモン療法剤の例として、限定的でなく、アロマターゼ阻害剤（例えば、アミノグル
テチミド、アナストロゾール（Ａｒｉｍｉｄｅｘ（商標））、レトロゾール（Ｆｅｍａｒ
ａ（商標））、ボロゾール、エキセメスタン（Ａｒｏｍａｓｉｎ（商標））、４－アンド
ロステン－３，６，１７－トリオン（６－ＯＸＯ）、１，４，６－アンドロスタトリエン
－３，１７－ジオン（ＡＴＤ）、フォルメスタン（Ｌｅｎｔａｒｏｎ（商標））など）、
選択的エストロゲン受容体調節剤（例えば、バゼドキシフェン、クロミフェン、フルベス
トラント、ラソフォキシフェン、ラロキシフェン、タモキシフェン、トレミフェンなど）
、ステロイド剤（例えば、デキサメタゾン）、フィナステリド、及びゴセレリンなどのゴ
ナドトロピン放出性ホルモンアゴニスト（ＧｎＲＨ）、それらの薬学的に許容することの
できる塩、それらの立体異性体、それらの誘導体、それらのアナログ、並びにそれらの組
み合わせを挙げることができる。
【０１６８】
　癌ワクチンの限定的でない例として、Ａｃｔｉｖｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ社からのＡＮＹＡ
ＲＡ、Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ社からのＤＣＶａｘ－ＬＢ
、ＩＤＭ Ｐｈａｒｍａ社からのＥＰ－２１０１、Ｐｈａｒｍｅｘａ社からのＧＶ１００
１、Ｉｄｅｒａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ社からのＩＯ－２０５５、Ｉｎｔｒｏ
ｇｅｎ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ社からのＩＮＧＮ２２５及びＢｉｏｍｉｒａ／Ｍｅｒ
ｃｋ社からのＳｔｉｍｕｖａｘを挙げることができる。
【０１６９】
　放射線療法剤の例として、限定的でなく、腫瘍抗原に向けられた抗体に場合によりコン
ジュゲートされていることがある、例えば４７Ｓｃ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、８９Ｓｒ、８

６Ｙ、８７Ｙ、９０Ｙ、１０５Ｒｈ、１１１Ａｇ、１１１Ｉｎ、１１７ｍＳｎ、１４９Ｐ
ｍ、１５３Ｓｍ、１６６Ｈｏ、１７７Ｌｕ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２１１Ａｔ、及び
２１２Ｂｉなどの放射性核種を挙げることができる。
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【０１７０】
　特定の実施形態において、細胞抜粋に存在する１以上の分析物は、１つ又は複数の発癌
性融合タンパク質単独、又は、１つ又は複数のシグナル伝達分子の組み合わせを含む。目
的の発癌性融合タンパク質及びシグナル伝達分子の限定的でない例として、上述した通り
である。
【０１７１】
　或る実施形態において、各捕捉抗体の希釈系列は、一連の減少する捕捉抗体濃度を含む
。所定の場合には、捕捉抗体を連続的に少なくとも２倍（例えば、２、５、１０、２０、
５０、１００、５００、又は１０００倍）に希釈してアレイ上にスポットされる減少する
捕捉抗体濃度の或るセット数（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、
２０、２５又は２５を超える）を含む希釈系列を生成する。好ましくは、それぞれの捕捉
抗体希釈液を少なくとも２、３、４、５、又は６回反復してアレイ上にスポットする。
【０１７２】
　他の実施形態において、固体支持体は、ガラス（例えば、ガラススライド）、プラスチ
ック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜（例えば、ナイロン、ニトロセルロー
ス、ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）など）、繊維束、又は任意の他の適切な基材を含
む。好ましい実施形態において、捕捉抗体は、例えば、Ｗｈａｔｍａｎ社（ニュージャー
ジー州フローラムパーク）から商業的に入手することができるＦＡＳＴ（商標）スライド
などの、ニトロセルロースポリマーでコーティングされたガラススライド上に（例えば、
共有結合性又は非共有結合性相互作用によって）拘束される。
【０１７３】
　限定的でない例として、本発明のアドレス可能なマイクロアレイは、細胞抽出物におけ
るＢＣＲ－ＡＢＬの活性化状態を決定するために、捕捉抗体希釈系列を含み、捕捉抗体は
ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質のＢＣＲドメインに向かっており、そして検出抗体（例え
ば、活性化状態非依存性抗体及び活性化状態依存性抗体）はＡＢＬドメインに向けられて
いる。代わりの実施形態では、捕捉抗体及び活性化状態非依存性抗体の両方は、ＢＣＲ－
ＡＢＬ融合タンパク質のＢＣＲドメインに向けられており、活性化状態依存性抗体は、Ａ
ＢＬドメインに向けられている。アレイは、一連の減少する濃度（すなわち、連続希釈液
）の追加の融合タンパク質及び／又はシグナル伝達分子に向けられた複数の異なる捕捉抗
体を更に含むことがあり、捕捉抗体は異なるアドレス可能な位置の固体支持体の表面に結
合している。
【０１７４】
　当業者であれば、アレイが、活性化された発癌性融合タンパク質及び／又はシグナル伝
達分子の各々のための別々のシグナルが検出することを可能にする任意の構成を理解され
よう。例えば、アレイは、支持表面上の異なった領域（例えば、ドット又はスポット）の
ライン又はグリッドとすることができ、各領域は、異なる捕捉抗体又は捕捉剤（すなわち
、捕捉抗体に存在する捕捉タグを結合するために）を含む。アレイは、複数の発癌性融合
タンパク質及び／又はシグナル伝達分子の活性化状態が単一、多重アッセイにおいて検出
される方法において使用されるために構成することができる。種々の実施形態において、
複数は、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、５０又はより大きい発癌性融合タンパク質及び／又はシグナル伝達分
子を含む。特定の実施形態において、複数は、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０又はより大きい追加の
発癌性融合タンパク質及び／又はシグナル伝達分子との組み合わせの、ＢＣＲ－ＡＢＬ融
合タンパク質を含む。
【０１７５】
Ｂ．近接二重検出アッセイ
　特定の観点において、腫瘍細胞などの細胞の細胞抽出物中の目的の特定の分析物の活性
化状態を検出するための本発明のアッセイは、優れたダイナミックレンジを有する多重で
高スループットの近接（すなわち、３抗体）アッセイである。
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【０１７６】
　分析物が単一のタンパク質（例えば、ＥＧＦＲ）である場合における限定的でない例と
して、前記近接アッセイにおいて使用される３つの抗体は：（１）分析物に特異的な捕捉
抗体；（２）分析物の活性化形に特異的な検出抗体（すなわち、活性化状態依存性抗体）
；及び（３）分析物の総量を検出する検出抗体（すなわち、活性化状態非依存性抗体）を
含むことができる。活性化状態依存性抗体は、例えば、分析物のリン酸化、ユビキチン化
、及び／又は複合体形成状態を検出することができる。活性化状態非依存性抗体は、分析
物の活性化及び非活性化形態の両方を一般的に検出することができる。
【０１７７】
　別の限定的でない例として、分析物が別のタンパク質（例えば、ＡＢＬ）に相当する第
２ドメインに融合する１つのタンパク質（例えば、ＢＣＲ）に相当する第１ドメインを含
んでいる融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）である場合において、近接アッセイ
において使用する３つの抗体は、以下を含むことができる：
（１）融合タンパク質の第１ドメインに特異的な捕捉抗体；
（２）融合タンパク質（すなわち、活性化状態依存性抗体）の第２ドメインの活性型に特
異的な検出抗体である；及び
（３）特に融合タンパク質の第２の領域と結合することによって［その活性化状態（すな
わち、活性化状態から独立した抗体）に関わらず］、融合タンパク質の総量を検出する検
出抗体。活性化状態依存性抗体は、例えば、前記分析物のリン酸化、ユビキチン化、及び
／又は複合体形成状態を検出することができる。代わりに、検出抗体は、細胞抽出物中の
前記分析物の総量を検出する、活性化状態非依存性抗体を含む。
【０１７８】
好ましい観点では、本発明は、優れたダイナミックレンジを有する多重で高スループット
なイムノアッセイを実施する方法であって、前記方法が以下の工程を含む：
（ａ）細胞抽出物を、１以上の発癌性融合タンパク質に特異的な１又は複数の捕捉抗体の
希釈系列とインキュベートして、複数の捕捉された発癌性融合タンパク質を形成する工程
であって、各々の捕捉抗体が、固体支持体上に拘束されており、前記発癌性融合タンパク
質が、第１のタンパク質に対応する第２ドメインと第２の異なるタンパク質に対応する第
１ドメインを含み、そして、前記捕捉抗体が、融合タンパク質の第１ドメインに特異的で
ある、前記工程;
（ｂ）複数の捕捉された融合タンパク質を、前記融合タンパク質の第２ドメインに特異的
な検出抗体とインキュベートして、複数の検出可能な捕捉された融合タンパク質を形成す
る工程であって、前記検出抗体が以下を含む：
（１）促進成分を用いて標識化される複数の活性化状態非依存性抗体、及び
（２）シグナル増幅対の第１メンバーを用いて標識化される複数の活性化状態依存性抗体
、
前記促進成分が、前記シグナル増幅対の第１メンバーにチャネリングして該メンバーと反
応する酸化剤を生成する、前記工程；
（ｃ）複数の検出可能な捕捉された融合タンパク質を、前記シグナル増幅対の第２メンバ
ーとインキュベートして、増幅シグナルを生成する工程；及び
（ｄ）前記シグナル増幅対の第１及び第２メンバーから生成される増幅シグナルを検出す
る工程。
【０１７９】
１つの別の観点では、優れたダイナミックレンジを有する多重で高スループットなイムノ
アッセイを実施する方法が、以下の工程を含む：
（ａ）細胞抽出物を、１以上の発癌性融合タンパク質に特異的な１又は複数の捕捉抗体の
希釈系列とインキュベートして、複数の捕捉された発癌性融合タンパク質を形成する工程
であって、各々の捕捉抗体が、固体支持体上に拘束されており、前記発癌性融合タンパク
質が、第１のタンパク質に対応する第２ドメインと第２の異なるタンパク質に対応する第
１ドメインを含み、そして、前記捕捉抗体が、融合タンパク質の第１ドメインに特異的で
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ある、前記工程;
（ｂ）複数の捕捉された融合タンパク質を、検出抗体とインキュベートして、複数の検出
可能な捕捉された融合タンパク質を形成する工程であって、前記検出抗体が以下を含む：
（１）促進成分を用いて標識化される複数の活性化状態非依存性抗体（前記活性化状態非
依存性抗体が、前記融合タンパク質の第１ドメインに特異的である）、及び
（２）シグナル増幅対の第１メンバーを用いて標識化される複数の活性化状態依存性抗体
（前記活性化状態依存性抗体が、前記融合タンパク質の第２ドメインに特異的である）、
前記促進成分が、前記シグナル増幅対の第１メンバーにチャネリングして該メンバーと反
応する酸化剤を生成する、前記工程；
（ｃ）複数の検出可能な捕捉された発癌性融合タンパク質を、前記シグナル増幅対の第２
メンバーとインキュベートして、増幅シグナルを生成する工程；及び
（ｄ）前記シグナル増幅対の第１及び第２メンバーから生成される増幅シグナルを検出す
る工程。
【０１８０】
別の代わりの観点では、優れたダイナミックレンジを有する多重で高スループットなイム
ノアッセイを実施する方法が、以下の工程を含む：
（ａ）細胞抽出物を、１以上の発癌性融合タンパク質に特異的な１又は複数の捕捉抗体の
希釈系列とインキュベートして、複数の捕捉された発癌性融合タンパク質を形成する工程
であって、各々の捕捉抗体が、固体支持体上に拘束されており、前記発癌性融合タンパク
質が、第１のタンパク質に対応する第２ドメインと第２の異なるタンパク質に対応する第
１ドメインを含み、そして、前記捕捉抗体が、融合タンパク質の第１ドメインに特異的で
ある、前記工程;
（ｂ）複数の捕捉された融合タンパク質を、検出抗体とインキュベートして、複数の検出
可能な捕捉された融合タンパク質を形成する工程であって、前記検出抗体が以下を含む：
（１）促進成分を用いて標識化される複数の活性化状態非依存性抗体［前記活性化状態非
依存性抗体が、前記融合タンパク質の第１と第２ドメインとの間の融合の配列、サイト、
又はポイントに特異的である（すなわち、接合抗体）］、及び
（２）シグナル増幅対の第１メンバーを用いて標識化される複数の活性化状態依存性抗体
（前記活性化状態依存性抗体が、前記融合タンパク質の第２ドメインに特異的である）、
前記促進成分が、前記シグナル増幅対の第１メンバーにチャネリングして該メンバーと反
応する酸化剤を生成する、前記工程；
（ｃ）複数の検出可能な捕捉された発癌性融合タンパク質を、前記シグナル増幅対の第２
メンバーとインキュベートして、増幅シグナルを生成する工程；及び
（ｄ）前記シグナル増幅対の第１及び第２メンバーから生成される増幅シグナルを検出す
る工程。
【０１８１】
　所定の実施形態では、細胞抽出物に存在する１以上のシグナル伝達分子は、１以上の融
合タンパク質に加えて検出される。目的のシグナル伝達分子の例として、受容体チロシン
キナーゼ、非受容体チロシンキナーゼ及び／又はチロシンキナーゼシグナル伝達カスケー
ド成分が挙げられ、記載されているが、これに限定されるものではない。シグナル伝達分
子は、本明細書において記載されている方法を使用するか［全３つの抗体（すなわち、捕
捉抗体及び両方の検出抗体）が同じタンパク質に向けられていることを除く］、又は当業
者で公知の任意の方法を使用して、検出することができる。加えて、シグナル伝達分子は
、あらゆる目的のためにこれらの全体が参照することにより本明細書に組み込まれる、国
際公開第２００８／０３６８０２号パンフレットに記載されている単一の検出（すなわち
、２抗体）アッセイを使用して検出することができる。特定の実施形態において、細胞抽
出物に存在する１以上のシグナル伝達分子は、本願明細書において記載されているイムノ
アッセイ及びアッセイを使用して、１以上の融合タンパク質と共に検出される。
【０１８２】
　ある場合には、細胞抽出物は、固体支持体にすでに拘束される捕捉抗体とインキュベー
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トされる。他の場合において、細胞抽出物は、溶液の捕捉抗体と最初にインキュベートさ
れ、次に固体支持体と接触して、例えば固体支持体に結合する捕捉剤と相互作用する捕捉
抗体に存在する捕捉タグを介して、捕捉された分析物を固定化する。
【０１８３】
　或る実施形態では、検出抗体は、溶液の捕捉抗体に結合するか、又は固体支持体に拘束
される分析物とインキュベートされる。所定の場合において、複数の分析物を含む細胞抽
出物は、溶液中の検出抗体と最初にインキュベートされ、次に溶液中の捕捉抗体と接触す
るか、又は固体支持体に拘束される。所定の他の場合において、複数の分析物を含む細胞
抽出物は、溶液の捕捉抗体及び検出抗体と最初にインキュベートされ、次に固体支持体と
接触して、例えば固体支持体に結合する捕捉剤と相互作用する捕捉抗体又は検出抗体に存
在する捕捉タグを介して、抗体－分析物複合体を固定化する。検出ステップの前に、固定
された複合体は、複合されていない抗体を除去するために洗浄することができ、その洗浄
された複合体は、支持体表面から順次放出することができ、そして、アッセイされている
分析物の各々のための近接チャネリングは、本願明細書において記載されている適切な方
法によって検出することができる。
【０１８４】
　支持表面が、アレイにおいて拘束されている捕捉剤を含む実施形態において、インキュ
ベートステップは、反応を終了に導くための過剰な全３つの抗体を使用して、溶液中に複
数の分析物を含む細胞抽出物を、捕捉抗体及び検出抗体と接触させることを含むことがで
きる。方法の１つの変形において、得られた抗体－分析物複合体は、固相に結合しており
、結合していない抗体を除去するために洗浄される。あらゆる目的のためにこれらの全体
が参照することにより本明細書に組み込まれる、国際公開第２００８／０３６８０２号パ
ンフレットにおける図２に図示するように、捕捉抗体１は、捕捉タグ１０を含むことがで
きる。固相に付着され捕捉タグを結合する捕捉剤１１を介して、複合体は固相１２に結合
して、これによって、複合体を固定化する。固定された複合体は、適切なバッファによっ
て洗浄されて、そして、放出剤１３を添加することによって、固相から放出される。放出
剤は、洗浄された複合体の放出をもたらす任意のメカニズムによっても機能することがで
きる。１つの実施形態において、捕捉タグは、放出剤によって認識されて、切断される開
裂可能な部位を含む。別の実施形態では、図２で示すように、放出剤は、捕捉剤に結合す
るための捕捉タグと競争する。例えば、捕捉剤は、捕捉抗体に付着される部分的な相補的
オリゴヌクレオチド（すなわち、捕捉タグ）とハイブリダイズする第１のオリゴヌクレオ
チドであることがあり；そして、放出剤は、ストランド置換及び固相からの洗浄された複
合体の放出をもたらす、捕捉剤に完全に相補的であるオリゴヌクレオチドであることがあ
る。使用することが可能な、適切な捕捉タグ／捕捉剤／放出剤は、２，４－ジニトロフェ
ノール（ＤＮＰ）／抗ＤＮＰ抗体／２，４－ＤＮＰリジン；Ｔ２／反Ｔ３抗体／Ｔ３；ウ
アバイン／抗ジゴキシン抗体／ジゴキシン；そして、デチオ・ビオチン／ストレプトアビ
ジン／ビオチン（例えば、Ishikawa et al., J. Clin. Lab Anal., 12:98-107 (1998)参
照）を含むが、これに限定されるものではない。
【０１８５】
　洗浄した複合体が固相から放出されたあと、それは、（１）捕捉抗体上の捕捉タグを特
異的に結合するアレイ中で拘束された捕捉分子を含む支持体表面と接触するか、又は（２
）解離するかのどちらかであり、そして解離した検出抗体が、検出抗体上の捕捉タグを特
異的に結合する捕捉剤を含む支持体表面と接触する。国際公開第２００８／０３６８０２
号パンフレットにおける図２は、洗浄した複合体が解離し、そして、解離した検出抗体が
、支持面１４と接触する実施形態を表している。支持体表面は、「アドレス可能な」又は
「ジップコード」アレイにおいて拘束される複数の捕捉分子を含む。配列の各々別個の領
域は、活性化状態非依存性検出抗体２又は活性化状態依存性抗体３に存在する捕捉タグ８
と特異的に結合する特有な捕捉剤９を含み、これによって、アレイ中のタグを付けられた
検出抗体を拘束し組織化される。好ましい実施形態において、捕捉剤及び捕捉タグは、お
互いに特異的にハイブリダイズされるオリゴヌクレオチドである。オリゴヌクレオチド捕
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捉分子を含むアドレス可能なアレイは、公知技術である（例えば、Keramas et al., Lab 
Chip, 4:152-158 (2004); Delrio-Lafreniere et al., Diag. Microbiol. Infect. Dis.,
 48:23-31 (2004)参照）。
【０１８６】
　アレイの各々別個の領域での検出抗体の存在によって、成分、例えば、促進成分又はシ
グナル増幅対の第１のメンバーと、直接又は間接的に検出することができる。直接検出す
ることができる成分の例として、フルオロフォア、発色団、コロイド状金、着色したラテ
ックスが挙げられる。１つの実施形態において、両方の成分は、独立して選択されたフル
オロフォアである。お互いに近く近接しながら識別可能に読み出しを提供するフルオロフ
ォアの任意のペアとしては、例えば、Ｃｙ３／Ｃｙ５、Ｃｙ５／フィコエリトリンなどを
使用することができる。代わりに、オリゴヌクレオチドのアドレス可能なアレイを使用す
る場合、両方の成分は異なるジップコードに送達される同じフルオロフォアであることが
可能である。レーザー読取り共焦顕微鏡検査は、アレイ上に付着されるフルオロフォア成
分を検出するために使用することができる。複合体が検出前にアレイから放出されるアッ
セイ、例えば、ストランド置換アッセイにおいて、フルオロフォア成分を検出する適切な
方法は、蛍光、ナノＨＰＬＣ、マイクロ毛管電気泳動などを含むキャピラリーフロー共焦
レーザーを含む。
【０１８７】
　或る実施形態において、活性化状態非依存性抗体は、検出可能な成分を更に含む。この
ような場合に、前記検出可能な成分の量は、細胞抽出物中の分析物１種又は２種以上の量
と相関的である。検出可能な成分の例として、蛍光標識、化学的に反応性の標識、酵素標
識、放射活性標識などを挙げることができるがそれらに限定されない。好ましくは、検出
可能な成分は、フルオロフォア、例えば、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（商標）ダイ（例えば
、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（商標）６４７）、フルオレセイン、フルオレセインイソチオ
シアネート（ＦＩＴＣ）、Ｏｒｅｇｏｎ Ｇｒｅｅｎ（商品名）；ローダミン、テキサス
レッド、テトラローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）、ＣｙＤｙｅ（商品名）フ
ルオル（例えば、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５）である。検出可能な成分は、当分野において
周知の方法を用いて活性化状態非依存性抗体に直接的又は間接的に結合させることができ
る。
【０１８８】
　所定の場合に、活性化状態非依存性抗体は、検出可能な成分を更に含む。促進成分を、
当分野において周知の方法を用いて活性化状態非依存性抗体に結合させることができる。
本発明において使用するのに適した促進成分として、該促進成分に近接した（すなわち、
空間的に近接する又は近い）別の分子へチャネリングして（すなわち、該分子へ方向付け
られて）該分子と反応する（すなわち、結合する、それによって結合される、又は一緒に
複合体を形成する）酸化剤を生成することができる任意の分子を挙げることができる。促
進成分の例として、限定的でなく、グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）又は電子受容体とし
て分子酸素（Ｏ２）を含む酸化／還元反応を触媒する任意の他の酵素などの酵素、及びメ
チレンブルー、ローズベンガル、ポルフィリン、スクアレート染料、フタロシアニンなど
の光増感剤を挙げることができる。酸化剤の限定的でない例として、過酸化水素（Ｈ２Ｏ

２）、一重項酸素、及び酸化／還元反応において酸素原子を移動させ又は電子を獲得する
任意の他の化合物を挙げることができる。好ましくは、適切な基質（例えば、グルコース
、光など）の存在下で、促進成分（例えば、グルコースオキシダーゼ、光増感剤など）は
、２つの成分が相互に近接している場合に、シグナル増幅対の第１のメンバー（例えば、
西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、保護基によって保護されたハプテン、酵素阻害
剤へのチオエーテル結合によって不活性化された酵素など）へチャネリングして該第１の
メンバーと反応する酸化剤（例えば、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）、一重項酸素など）を生成
する。
【０１８９】
　スルフヒドリル活性化デキストラン分子の調製、及び抗体と促進成分（例えば、グルコ
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ースオキシダーゼ（ＧＯ））との間にコンジュゲートさせるためのそれらの使用は、あら
ゆる目的のためにその全体が参照により本明細書に組み込まれる国際公開第２００９／１
０８６３７号パンフレットに記載されている。
【０１９０】
　所定の他の場合に、第１の活性化状態非依存性抗体を、活性化状態非依存性抗体にコン
ジュゲートされたオリゴヌクレオチドリンカーと促進成分にコンジュゲートされた相補的
オリゴヌクレオチドリンカーとの間のハイブリダイゼーションを介して促進成分を用いて
間接的に標識化する。オリゴヌクレオチドリンカーを、当分野において周知の方法を用い
て促進成分又は活性化状態非依存性抗体に結合することができる。或る実施形態において
、促進成分にコンジュゲートされたオリゴヌクレオチドリンカーは、活性化状態非依存性
抗体にコンジュゲートされたオリゴヌクレオチドリンカーに対して１００％の相補性を有
する。他の実施形態では、オリゴヌクレオチドリンカー対は、例えば、ストリンジェント
なハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイゼーションする際に、少なくとも１、２
、３、４、５、６以上のミスマッチ領域を含む。当業者であれば、異なる分析物に特異的
な活性化状態非依存性抗体を、同一のオリゴヌクレオチドリンカー又は異なるオリゴヌク
レオチドリンカーのいずれかにコンジュゲートさせることができることを理解されよう。
【０１９１】
　促進成分又は活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートするオリゴヌクレオチドリンカ
ーの長さは、様々であることができる。一般に、リンカー配列は、長さが少なくとも約５
、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、７５、又は１００ヌクレオ
チドであることができる。典型的には、結合のためのランダム核酸配列が生成される。限
定的でない例として、オリゴヌクレオチドリンカーのライブラリーは、３つの別個の隣接
するドメイン：スペーサードメイン；シグニチャードメイン；及びコンジュゲーションド
メインを有するように設計することができる。好ましくは、オリゴヌクレオチドリンカー
は、それらがコンジュゲートされる促進成分又は活性化状態非依存性抗体の機能を破壊す
ることなく効率的に結合するように設計される。
【０１９２】
　オリゴヌクレオチドリンカー配列は、様々なアッセイ条件下で任意の二次構造形成を防
止し又は最小にするように設計することができる。典型的には、リンカー内の各セグメン
トについて融解温度を注意深く監視して、全アッセイ手順においてそれらが関与できるよ
うにする。一般には、リンカー配列のセグメントの融解温度の範囲は、５℃以下である。
規定されたイオン濃度下で融解温度、二次構造、及びヘアピン構造を決定するためのコン
ピュータアルゴリズム（例えば、ＯＬＩＧＯ　６．０）を用いて、各リンカー内の３つの
異なるドメインそれぞれを分析することができる。その全結合配列を、それらの構造的特
徴付け及び他のコンジュゲートされるオリゴヌクレオチドリンカー配列に対するそれらの
相補性についても、例えば、それらがストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下
で相補的なオリゴヌクレオチドリンカーにハイブリダイズするか否かについても分析する
ことができる。
【０１９３】
　オリゴヌクレオチドリンカーのスペーサー領域は、オリゴヌクレオチド架橋部位からの
コンジュゲートドメインの適切な分離を与える。コンジュゲートドメインは、相補的オリ
ゴヌクレオチドリンカー配列で標識化された分子を核酸ハイブリダイゼーションによって
コンジュゲーションドメインへ結合させるように機能する。核酸媒介ハイブリダイゼーシ
ョンは、抗体－分析物（すなわち、抗原）複合体形成の前後のいずれかで実施することが
できるので、より柔軟性のあるアッセイフォーマットを提供することができる。多数の直
接的抗体コンジュゲーション方法と異なり、抗体又は他の分子への比較的に小さなオリゴ
ヌクレオチドの結合は、標的分析物に対する抗体の特異的親和性又はコンジュゲートされ
た分子の機能に与える影響を最小にする。
【０１９４】
　或る実施形態において、オリゴヌクレオチドリンカーのシグニチャー配列ドメインは、
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複合多重化タンパク質アッセイに用いることができる。異なるシグニチャー配列を有する
オリゴヌクレオチドリンカーと複数の抗体とをコンジュゲートさせることができる。多重
イムノアッセイにおいて、適切なプローブで標識化されたレポーターオリゴヌクレオチド
配列を用いて、多重アッセイフォーマットにおける抗体とそれらの抗原との間の交差反応
性を検出することができる。
【０１９５】
　オリゴヌクレオチドリンカーを、幾つかの異なる方法を用いて抗体又は他の分子にコン
ジュゲートすることができる。例えば、５’又は３’末端上のチオール基を用いてオリゴ
ヌクレオチドリンカーを合成することができる。還元剤（例えば、ＴＣＥＰ－ＨＣｌ）を
用いてチオール基を脱保護することができ、生じたリンカーを脱塩スピンカラムを用いる
ことによって精製することができる。得られた脱保護オリゴヌクレオチドリンカーを、Ｓ
ＭＣＣなどのヘテロ二官能性架橋剤を用いて抗体又は他のタイプのタンパク質の第一アミ
ンにコンジュゲートすることができる。代わりに、水溶性カルボジイミドＥＤＣを用いて
オリゴヌクレオチド上の５’－リン酸基を処理してリン酸エステルを形成しそして引き続
いてアミン含有分子に結合することができる。所定の場合に、３’－リボース残基上のジ
オールをアルデヒド基へ酸化し、次いで還元的アミノ化を用いて抗体又は他のタイプのタ
ンパク質のアミン基にコンジュゲートすることができる。所定の他の場合に、オリゴヌク
レオチドリンカーを、３’又は５’末端上でのビオチン修飾により合成し、ストレプトア
ビジン標識化分子へコンジュゲートすることができる。
【０１９６】
　オリゴヌクレオチドリンカーは、当分野において公知である様々な技術のいずれか、例
えば、Usman et al., J. Am. Chem. Soc., 109:7845 (1987); Scaringe et al., Nucl. A
cids Res., 18:5433 (1990); Wincott et al., Nucl. Acids Res., 23:2677-2684 (1995)
; 及びWincott et al., Methods Mol. Bio., 74:59 (1997)に記載されている技術を用い
て合成することができる。一般に、オリゴヌクレオチドの合成は、例えば、５’末端にお
けるジメトキシトリチル及び３’末端におけるホスホルアミジットなどの共通の核酸保護
基及び結合基を利用する。オリゴヌクレオチド合成に適切な試薬、核酸脱保護の方法、及
び核酸精製の方法は、当業者には公知である。
【０１９７】
　トータル及びリン酸化された分析物を同時検出するための、抗体がコンジュゲートされ
たオリゴヌクレオチドの調製及び使用は、あらゆる目的のためにその全体が参照により本
明細書に組み込まれる国際公開第２００８／０３６８０２号パンフレットに記載されてい
る。
【０１９８】
　所定の場合に、活性化状態依存性抗体を、シグナル増幅対の第１のメンバーを用いて直
接的に標識化する。当分野において周知の方法を用いて、活性化状態依存性抗体にシグナ
ル増幅対のメンバーを結合させることができる。所定の他の場合に、活性化状態依存性抗
体にコンジュゲートされた結合対の第１のメンバーとシグナル増幅対の第１のメンバーに
コンジュゲートされた結合対の第２のメンバーとの間の結合を介してシグナル増幅対の第
１のメンバーを用いて活性化状態依存性抗体を直接的に標識化する。当分野において周知
の方法を用いてシグナル増幅対のメンバー又は活性化状態依存性抗体に結合対メンバー（
例えば、ビオチン／ストレプトアビジン）を結合することができる。シグナル増幅対のメ
ンバーの例として、ペルオキシダーゼ、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）
、カタラーゼ、クロロペルオキシダーゼ、チトクロームｃペルオキシダーゼ、好酸球ペル
オキシダーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ、ミエロペルオ
キシダーゼ、甲状腺ペルオキシダーゼ、脱ヨード酵素などを挙げることができるがそれら
に限定されない。シグナル増幅対のメンバーの他の例として、保護基によって保護された
ハプテン及び酵素阻害剤へのチオエーテル結合によって不活性化された酵素を挙げること
ができる。
【０１９９】
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　捕捉抗体、活性化状態非依存性抗体及び活性化状態依存性抗体を、代表的に、分析物結
合に関するそれらの間の競合を最小化するように選択する（すなわち、すべての抗体は、
それらの対応する融合タンパク質又はシグナル伝達分子に同時に結合することができる）
。
【０２００】
　近接チャネリングの１つの例において、促進成分はグルコースオキシダーゼ（ＧＯ）で
あり、シグナル増幅対の第１のメンバーは西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である
。ＧＯをグルコースなどの基質と接触させると、ＧＯは酸化剤（すなわち、過酸化水素（
Ｈ２Ｏ２））を生成する。ＨＲＰがＧＯに対してチャネリング近接内にあると、ＧＯによ
って生成されたＨ２Ｏ２は、ＨＲＰへチャネリングしＨＲＰと複合体化してＨＲＰ－Ｈ２

Ｏ２複合体を形成し、該複合体はシグナル増幅対の第２のメンバー（例えば、ルミノール
若しくはイソルミノールなどの化学発光基質又はチラミド（例えば、ビオチン－チラミド
）、ホモバニリン酸、若しくは４－ヒドロキシフェニル酢酸などの蛍光発生性基質）の存
在下で増幅シグナルを生成する。近接アッセイにおいてＧＯ及びＨＲＰを使用する方法は
、例えば、Langry et al., U.S. Dept. of Energy Report No. UCRL-ID-136797 (1999)に
記載されている。ビオチン－チラミドをシグナル増幅対の第２メンバーとして用いる場合
、ＨＲＰ－Ｈ２Ｏ２複合体はチラミドを酸化して、近くの求核性残基に共有的に結合する
反応性チラミド基を生成する。活性化されたチラミドは、直接的に検出されるか、又は、
例えば、ストレプトアビジン標識化フルオロフォア若しくはストレプトアビジン標識化ペ
ルオキシダーゼと発色試薬との組み合わせなどのシグナル検出性試薬の添加により検出さ
れる。本発明において用いるのに適切なフルオロフォアの例として、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕ
ｏｒ（商標）ダイ（例えば、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（商標）５５５）、フルオレセイン
、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、Ｏｒｅｇｏｎ Ｇｒｅｅｎ（商品名
）；ローダミン、テキサスレッド、テトラローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）
、ＣｙＤｙｅ（商品名）フルオル（例えば、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５）などを挙げること
ができるがそれらに限定されない。当分野において周知の方法を用いてフルオロフォア又
はペルオキシダーゼに直接的又は間接的にストレプトアビジン標識を結合することができ
る。本発明において用いるのに適切な発色試薬の限定的でない例として、３，３’，５，
５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、
２，２’－アジノ－ビス（３－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）（ＡＢＴＳ）
、４－クロロ－１－ナフトール（４ＣＮ）、及び／又はポルフィリノーゲンを挙げること
ができる。
【０２０１】
　近接チャネリングの別の例において、促進成分は光増感剤であり、シグナル増幅対の第
１のメンバーは特異的結合パートナー（例えば、リガンド、抗体など）へのハプテンの結
合を防止する保護基を用いて保護されている複数のハプテンを用いて標識化された大分子
である。例えば、シグナル増幅対のメンバーは、保護されたビオチン、クマリン、及び／
又はフルオレセイン分子で標識化されたデキストラン分子であることができる。適切な保
護基として、フェノキシ－、アナリノ－、オレフィン－、チオエーテル－、及びセレノエ
ーテル－保護基が含まれるがそれらに限定されない。本発明の近接アッセイにおいて使用
するのに適切な追加の光増感剤及び保護されたハプテン分子は、米国特許第５，８０７，
６７５号明細書に記載されている。光増感剤は光で励起されると、酸化剤（すなわち、一
重項酸素）を生成する。ハプテン分子が光増感剤に対してチャネリング近接内に存在する
場合は、光増感剤によって生成された一重項酸素は、ハプテンの保護基上のチオエーテル
へチャネリングし、そして該チオエーテルと反応してカルボニル基（ケトン又はアルデヒ
ド）及びスルフィン酸を生じて、ハプテンから保護基を遊離させる。次いで、この保護さ
れていないハプテンは、前記シグナル増幅対の第２のメンバー（例えば、検出可能なシグ
ナルを生成することができる特異的結合パートナー）へ特異的に結合するのに利用するこ
とができる。例えば、ハプテンがビオチンである場合は、特異的結合パートナーは酵素標
識化されたストレプトアビジンであることができる。典型的な酵素として、アルカリホス
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ファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、ＨＲＰなどを挙げることができる。洗浄して未結合
の試薬を除去した後、酵素の検出可能な（例えば、蛍光、化学発光、発色性などの）基質
を添加することによって検出可能なシグナルを生成し、そして当分野において公知の適切
な方法及び計測手段を用いてこれを検出することができる。代わりに、チラミドシグナル
増幅を用いて検出可能なシグナルを増幅し、そして活性化されたチラミドを直接的に検出
し又は前記のようにシグナル検出性試薬の添加により検出することができる。
【０２０２】
　近接チャネリングの更に別の例において、促進成分は光増感剤であり、そしてシグナル
増幅対の第１のメンバーは酵素－阻害剤複合体である。酵素及び阻害剤（例えば、ホスホ
ン酸で標識化されたデキストラン）を、開裂可能なリンカー（例えば、チオエーテル）に
よって一緒に結合する。光増感剤は光で励起されると、酸化剤（すなわち、一重項酸素）
を生成する。酵素－阻害剤複合体が光増感剤に対してチャネリング近接内に存在する場合
、前記光増感剤によって生成された一重項酸素は、開裂可能なリンカーへチャネリングさ
れて該リンカーと反応し、酵素から阻害剤を遊離させ、それにより酵素を活性化する。酵
素基質を添加して検出可能なシグナルを生成するか、又は代わりに、増幅試薬を添加して
増幅シグナルを生成する。
【０２０３】
　近接チャネリングの更なる例において、促進成分はＨＲＰであり、シグナル増幅対の第
１のメンバーは前記のように保護されたハプテン又は酵素－阻害剤複合体であり、そして
保護基はｐ－アルコキシフェノールを含む。フェニレンジアミン及びＨ２Ｏ２の添加は、
保護されたハプテン又は酵素－阻害剤複合体にチャネリングしｐ－アルコキシフェノール
保護基と反応して露出されたハプテン又は反応性酵素を生ずる、反応性フェニレンジイミ
ンを生成する。増幅シグナルは、前記のように生成及び検出される（例えば、米国特許第
５，５３２，１３８号明細書及び第５，４４５，９４４号明細書参照）。
【０２０４】
　当業者は、抗体以外の結合パートナーが、本願明細書において記載されている近接（す
なわち、３抗体）アッセイに従う細胞抽出物から１以上の分析物を固定化及び／又は検出
するために使用することができることを理解されよう。このような結合パートナーの限定
的でない例として、分析物のリガンド又は受容体、分析物の基質、結合ドメイン（例えば
、ＰＴＢ、ＳＨ２など）、アプタマーなどの配位子又はレセプタを含む。
【０２０５】
　本明細書に記載した近接アッセイを実施するための典型的なプロトコールは、実施例１
に与えられている。
【０２０６】
　別の実施形態において、本発明は、前記の２近接アッセイを実施するためのキットであ
って、以下：（ａ）固体支持体上に拘束された希釈系列の複数の捕捉抗体；及び（ｂ）複
数の検出抗体（例えば、活性化状態非依存性抗体及び活性化状態依存性抗体）を含むキッ
トを提供する。或る場合には、前記キットは、１つ又は複数の融合タンパク質及び／又は
シグナル伝達分子の活性化状態を検出するキットの使用方法の説明書をさらに含んでいる
ことができる。前記キットはまた、本発明の固有の方法を実施することに関して前記の追
加の試薬のいずれか、例えば、シグナル増幅対の第１及び第２のメンバー、チラミドシグ
ナル増幅試薬、促進成分の基質、洗浄バッファなども含んでいることができる。
【０２０７】
ＩＶ．抗体アッセイの構築
　所定の観点において、本発明は、固体支持体に拘束される希釈系列の捕捉抗体を使用し
て、細胞抽出物の１つ又は複数の融合タンパク質の活性化状態を検出するための抗体に基
づくアレイを提供する。本発明のアッセイに使用されるアレイは、代表的に、異なるアド
レス可能な位置の固体支持体の表面に結合される捕捉抗体濃度の範囲で、複数の１以上の
異なる捕捉抗体を含む。
【０２０８】
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　固体支持体は、タンパク質を固定化するのに適切な任意の基材を含むことができる。固
体支持体の例として、ガラス（例えば、ガラススライド）、プラスチック、チップ、ピン
、フィルター、ビーズ（例えば、磁気ビーズ、ポリスチレンビーズなど）、紙、膜、繊維
束、ゲル、金属、セラミックなどを挙げることができるがそれらに限定されない。ナイロ
ン（Ｂｉｏｔｒａｎｓ（商品名）、ＩＣＮ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ社（カリフォルニア
州コスタメサ）；Ｚｅｔａ－Ｐｒｏｂｅ（商標）、Ｂｉｏ－Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓ社（カリフォルニア州ハーキュリーズ））、ニトロセルロース（Ｐｒｏｔｒａｎ（
商標）、Ｗｈａｔｍａｎ社（ニュージャージー州フローラムパーク））、及びＰＶＤＦ（
Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ（商品名）、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ社（マサチューセッツ州ビルリカ）
）などの膜は、本発明のアレイにおける固体支持体として使用するのに適切である。好ま
しくは、捕捉抗体は、例えば、Ｗｈａｔｍａｎ社（ニュージャージー州フローラムパーク
）から商業的に入手することができるＦＡＳＴ（商標）スライドなどのニトロセルロース
ポリマーでコーティングされたガラススライド上に拘束される。
【０２０９】
　固体支持体の望ましい特定の側面には、大量の捕捉抗体と結合する能力、最小の変性で
捕捉抗体と結合する能力、及び他のタンパク質を結合することができない能力が含まれる
。別の適切な側面は、固体支持体が、捕捉抗体を含有する抗体溶液が前記支持体に適用さ
れる場合に最小の「ウィッキング（wicking）」を示すことである。最小のウィッキング
を有する固体支持体は、前記支持体に適用された捕捉抗体溶液の小アリコートが固定化さ
れた捕捉抗体の小さな規定スポットを生じさせることを可能にする。
【０２１０】
　捕捉抗体は、典型的には、共有結合性又は非共有結合性相互作用（例えば、イオン結合
、疎水性相互作用、水素結合、ファンデルワールス力、双極子間結合）を介して固体支持
体上に直接的又は間接的に（例えば、捕捉タグを介して）拘束される。或る実施形態では
、標準架橋方法及び条件を用いるホモ二官能性又はヘテロ二官能性架橋剤を用いて前記固
体支持体へ捕捉抗体が共有結合される。適切な架橋剤は、例えば、Ｐｉｅｒｃｅ Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社（イリノイ州ロックフォード）などの販売業者から商業的に入手
することができる。
【０２１１】
　本発明のアレイを生成するための方法として、タンパク質又は核酸アレイを構築するた
めに用いられる任意の技術を挙げることができるがそれらに限定されない。或る実施形態
では、捕捉抗体は、典型的にはスプリットピン、ブラントピン、又はインクジェットプリ
ンティングを備えたロボットプリンターである、マイクロスポッターを用いてアレイ上に
スポットされる。本明細書に記載した抗体アレイをプリントするのに適切なロボットシス
テムとして、ＣｈｉｐＭａｋｅｒ２スプリットピン（ＴｅｌｅＣｈｅｍ Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌ社；カリフォルニア州サニーベール）を備えるＰｉｘＳｙｓ ５０００ロボ
ット（Ｃａｒｔｅｓｉａｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社；カリフォルニア州アーヴィン
）並びにＢｉｏＲｏｂｉｃｓ社（マサチューセッツ州ウォバーン）及びＰａｃｋａｒｄ 
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ社（コネチカット州メリデン）から入手することができる他のロボ
ットプリンターを挙げることができる。好ましくは、各捕捉抗体希釈液を少なくとも２、
３、４、５、又は６回反復してアレイ上にスポットする。
【０２１２】
　本発明において使用するのに適切なアレイを生成するための別の方法は、支持体上に規
定容量の液体を引き出すのに有効な条件下で固体支持体上にキャピラリーディスペンサを
接触させることによって、それぞれの選択されたアレイ位置に既知容量の捕捉抗体希釈液
を分注する工程を含み、それぞれの選択されたアレイ位置において選択された捕捉抗体希
釈液を用いてこのプロセスが繰り返されて完全なアレイを作成する。前記方法は、複数の
このようなアレイを形成する際に実施することができるが、ここで溶液堆積工程は複数の
各固体支持体上の選択された位置にそれぞれ反復サイクルで適用される。このような方法
の詳細な説明は、例えば、米国特許第５，８０７，５２２号明細書の中に見出すことがで
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きる。
【０２１３】
　所定の場合には、紙にプリントするためのデバイスを用いて本発明の抗体アレイを生成
することができる。例えば、デスクトップ型ジェットプリンターのプリントヘッド内に所
望の捕捉抗体希釈液を充填して適切な固体支持体上にプリントすることができる（例えば
、Silzel et al., Clin. Chem., 44:2036-2043 (1998)参照）。
【０２１４】
　或る実施形態において、固体支持体上に生成されたアレイは、少なくとも約５スポット
／ｃｍ２、及び好ましくは、少なくとも約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、
８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８
０、１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２５０、２７５、３００、３２５、３５
０、３７５、４００、４２５、４５０、４７５、５００、５５０、６００、６５０、７０
０、７５０、８００、８５０、９００、９５０、１０００、２０００、３０００、４００
０、５０００、６０００、７０００、８０００又は９０００、又は１０，０００スポット
／ｃｍ２の密度を有する。
【０２１５】
　所定の場合に、固体支持体上のスポットは各々、異なる捕捉抗体を表す。所定の他の場
合に、固体支持体上の複数のスポットは、例えば、一連の減少する捕捉抗体濃度を含む希
釈系列として、同一の捕捉抗体を表す。
【０２１６】
　固体支持体上に抗体アレイを調製及び構築するための方法の追加の例は、米国特許第６
，１９７，５９９号明細書、第６，７７７，２３９号明細書、第６，７８０，５８２号明
細書、第６，８９７，０７３号明細書、第７，１７９，６３８号明細書、及び第７，１９
２，７２０号明細書；米国特許出願公開第２００６０１１５８１０号明細書、第２００６
０２６３８３７号明細書、第２００６０２９２６８０号明細書、及び第２００７００５４
３２６号明細書；並びにVarnum et al., Methods Mol. Biol., 264:161-172 (2004)に記
載されている。
【０２１７】
　抗体アレイを走査する方法は当分野において公知であり、そしてその方法として、限定
的でなく、タンパク質又は核酸アレイを走査するために用いられる任意の技術を挙げるこ
とができる。本発明において使用するのに適切なマイクロアレイスキャナーは、Ｐｅｒｋ
ｉｎＥｌｍｅｒ社（マサチューセッツ州ボストン）、Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ社（カリフォルニア州パロアルト）、Ａｐｐｌｉｅｄ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ社（
ワシントン州イサクアー）、ＧＳＩ Ｌｕｍｏｎｉｃｓ社（マサチューセッツ州ビルリカ
）、及びＡｘｏｎ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ社（カリフォルニア州ユニオンシティ）から
入手することができる。限定的でない例として、蛍光検出用のＧＳＩ ＳｃａｎＡｒｒａ
ｙ３０００を、定量に対してＩｍａＧｅｎｅソフトウエアとともに使用することができる
。
【０２１８】
Ｖ．癌療法のための薬剤の選択及び最適化
　所定の観点において、本発明は、１以上の無秩序なシグナル伝達経路をダウンレギュレ
ート又は活動停止させるために適切な療法を選択するための方法を提供する。所定の他の
観点において、本発明は、癌を有し、且つ癌治療のための治療過程を受ける被験者におい
て療法を最適化するため及び／又は毒性を減少するための方法を提供する。従って、本発
明は、所定の患者の癌又は腫瘍における活性化された発癌性融合タンパク質及び／又はシ
グナル伝達タンパク質の収集によって提供される特定分子シグニチャーに基づいて各個人
の療法の設計を促進することができる。
【０２１９】
　従って、１つの特定の観点では、本発明は、癌を有し、且つ癌治療のための治療過程を
受ける被験者において療法を最適化するため及び／又は毒性を減少するための方法であっ
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て、前記方法が以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤（例えば、１以上のチロシンキナーゼ阻害剤［例えば、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商
標）、Ｔａｓｉｇｎａ（商標）、Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標）等）］の投与後に癌細胞を単離
する工程；
（ｂ）前記単離された細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化（例えば、リン酸化）のレベルを測定する工程；及び、
（ｄ）測定した前記発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活性化のレベルを、
治療過程の間の初期に測定される前記発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活
性化のレベルと比較する工程；及び
（ｅ）工程（ｄ）からの比較に基づいて、被験者のための治療過程の今後の用量を決定す
るか、又は異なる治療過程を被験者に施すかどうかを決定する工程
を、提供する。
【０２２０】
　特定の実施形態では、両方の総量及び活性化した（例えば、リン酸化した）発癌性融合
タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルを、本発明の抗体に基づくアッセイに従っ
て測定して、そして、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の比（例えば
、ホスホ／総量ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）が、計算され、そして、この比が
、例えば、発癌性融合タンパク質レベルのホスホ／トータル比と、初期の時期において（
例えば、抗ガン剤の薬物治療の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療より
も前の時にある）被験者のために計算した同様の比とを比較することによって、被験者の
ための治療過程を評価するために使用される。
【０２２１】
　関連した観点では、本発明は、癌を有し、且つ癌治療のための治療過程を受ける被験者
において療法を最適化するため及び／又は毒性を減少するための方法であって、前記方法
が以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤（例えば、１以上のチロシンキナーゼ阻害剤［例えば、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商
標）、Ｔａｓｉｇｎａ（商標）、Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標）等）］の投与後に癌細胞を単離
する工程；
（ｂ）前記単離された細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の経路における発癌性融
合タンパク質及び１以上のシグナル伝達分子についての発現及び／又は活性化（例えば、
リン酸化）のレベルを測定する工程；及び、
（ｄ）測定した前記発癌性融合タンパク質及びシグナル伝達分子についての発現及び／又
は活性化のレベルを、治療過程の間の初期に測定される前記発癌性融合タンパク質及びシ
グナル伝達分子についての発現及び／又は活性化のレベルと比較する工程；及び
（ｅ）工程（ｄ）からの比較に基づいて、被験者のための治療過程の今後の用量を決定す
るか、又は異なる治療過程を被験者に施すかどうかを決定する工程
を、提供する。
【０２２２】
　特定の実施形態では、トータル及び活性化した（例えば、リン酸化した）発癌性融合タ
ンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベル、並びにシグナル伝達経路（例えば、ＣＲＫ
Ｌ、ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５）成分は、本発明の抗体に基づくアッセイに従って測定され、
そして、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の比（例えば、ホスホ／ト
ータルＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）並びにトータルシグナル伝達経路成分レベ
ルに対する活性化の比（例えば、ホスホ／総量ＣＲＫＬ、ＪＡＫ２又はＳＴＡＴ５タンパ
ク質レベルの比）が、計算され、そして、この比が、例えば、発癌性融合タンパク質レベ
ルとシグナル伝達経路成分レベルのホスホ／トータル比と、初期の時期において（例えば
、抗ガン剤の薬物治療の初期の時期状態にあるか、又は、抗ガン剤の薬物治療よりも前の
時にある）被験者のために計算した同様の比とを比較することによって、被験者のための
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治療過程を評価するために使用される。
【０２２３】
　別の観点では、本発明は、癌の治療のために、適した抗癌剤を選択する方法であって、
前記方法が、以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化のレベルを測定する工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較すること
によって、前記抗癌剤が、癌の治療のために適切であるか不適切であるかを決定する工程
を提供する。
【０２２４】
　好ましい実施形態では、癌の治療のために、適した抗癌剤を選択する方法が、以下の工
程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）発癌性融合タンパク質に特異的な捕捉抗体の希釈系列を含むアッセイを使用して、
細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質の発現及び／又は活性化（例えば、リン酸化）のレ
ベルを決定する工程であって、前記捕捉抗体が固体支持体上に拘束されている、前記工程
；
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗ガン剤がない状態で作成される参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する
工程；及び
（ｅ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルが、
前記参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較して変化する（例えば、実質的に
減少する）場合には、抗癌剤が癌の治療に適していることを示す工程。
【０２２５】
　所定の場合において、好ましい実施形態は、発癌性融合タンパク質のために検出される
発現又は活性化のレベルが、参照用の発現又は活性化プロフィールと比較して変わらない
（例えば、実質的に減少しない）場合に、前記方法は、抗ガン剤が癌の治療に不適当なこ
とを示すステップを、（すなわち、工程（ｆ）として）更に含むか、又は（すなわち、工
程（ｅ）として）代替的に含む。他の場合において、細胞抽出物に存在する１以上のシグ
ナル伝達分子は、一つ以上の発癌性融合タンパク質に加えて検出され、そして、抗がん剤
は、この「分子プロフィール」に基づいて適切であるか不適切であるかを決定される。
【０２２６】
　特定の実施形態では、両方の総量及び活性化した（例えば、リン酸化した）発癌性融合
タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルを、本発明の抗体に基づくアッセイに従っ
て測定して、そして、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の比（例えば
、ホスホ／総量ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）が、計算され、そして、この比が
、例えば、発癌性融合タンパク質レベルのホスホ／トータル比と、抗癌剤が無い状態で作
成された参照用の発現及び活性化プロフィールに基づいて計算した同様の比とを比較する
ことによって、抗癌剤が癌の治療のために適切であるか不適切であるかを決定するために
使用される。
【０２２７】
　別の観点では、本発明は、抗癌剤を用いる治療に対して癌の応答を同定する方法であっ
て、前記方法が、以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
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程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化（リン酸化）のレベルを決定する工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較すること
によって、前記抗癌剤を用いる治療に対して、癌が応答性又は非応答性であると同定する
工程。
【０２２８】
　好ましい実施形態では、抗癌剤を用いる治療に対して癌の応答を同定する方法が、以下
の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）前記発癌性融合タンパク質に特異的な捕捉抗体の希釈系列を含むアッセイを使用し
て、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活性化（リン酸
化）のレベルを決定する工程であって、前記捕捉抗体が固体支持体上に拘束されている、
前記工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗ガン剤がない状態で作成される参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する
工程；及び
（ｅ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルが、
前記参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較して変化する（例えば、実質的に
減少する）場合には、癌が抗癌剤を用いる治療に応答性があることを示す工程。
【０２２９】
　所定の場合において、発癌性融合タンパク質のために検出される発現又は活性化のレベ
ルが、参照用の発現又は活性化プロフィールと比較して変わらない（例えば、実質的に減
少しない）場合に、好ましい実施形態は、抗ガン剤が癌の治療に非応答なことを示す工程
を、（すなわち、工程（ｆ）として）更に含むか、又は（すなわち、工程（ｅ）として）
代替的に含む。他の所定の場合において、細胞抽出物に存在する１以上のシグナル伝達分
子は、１以上の発癌性融合タンパク質に加えて検出され、そして、抗がん剤は、この「分
子プロフィール」に基づいて、治療に対して応答するか非応答として識別される。
【０２３０】
　特定の実施形態では、両方の総量及び活性化した（例えば、リン酸化した）発癌性融合
タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルを、本発明の抗体に基づくアッセイに従っ
て測定して、そして、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の比（例えば
、ホスホ／総量ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）が、計算され、そして、この比が
、例えば、発癌性融合タンパク質レベルのホスホ／トータル比と、抗癌剤が無い状態で作
成された参照用の発現及び活性化プロフィールに基づいて計算した同様の比とを比較する
ことによって、癌が抗癌剤を用いる治療に対して応答性又は非応答性であるかを同定する
ために使用される。
【０２３１】
　更に別の観点では、本発明は、抗癌剤を用いる治療に対して、癌を有する被験者の応答
を予測する方法であって、前記方法が以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化（リン酸化）のレベルを決定する工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
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抗癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較すること
によって、被験者が、前記抗癌剤を用いる治療に対して応答することの可能性を予測する
工程を提供する。
【０２３２】
　好ましい実施形態では、抗癌剤を用いる治療に対して、癌を有する被験者の応答を予測
する方法が、以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）前記発癌性融合タンパク質に特異的な捕捉抗体の希釈系列を含むアッセイを使用し
て、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活性化（リン酸
化）のレベルを決定する工程であって、前記捕捉抗体が固体支持体上に拘束されている、
前記工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗ガン剤がない状態で作成される参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する
工程；及び
（ｅ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルが、
前記参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較して変化する（例えば、実質的に
減少する）場合には、被験者が抗癌剤を用いる治療に対して応答しそうであることを示す
工程。
【０２３３】
　所定の場合において、好ましい実施形態は、発癌性融合タンパク質のために検出される
発現又は活性化のレベルが、参照用の発現又は活性化プロフィールと比較して変わらない
（例えば、実質的に減少しない）場合に、被験者が抗癌剤を用いる治療に対して応答しそ
うに無いことを示す工程を、（すなわち、工程（ｆ）として）更に含むか、又は（すなわ
ち、工程（ｅ）として）代替的に含む。他の所定の場合において、細胞抽出物に存在する
１以上のシグナル伝達分子は、１以上の発癌性融合タンパク質に加えて検出され、そして
、被験者が治療に応答しそうなことを、この「分子プロフィール」に基づいて、予測され
る。
【０２３４】
　特定の実施形態では、両方の総量及び活性化した（例えば、リン酸化した）発癌性融合
タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルを、本発明の抗体に基づくアッセイに従っ
て測定して、そして、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の比（例えば
、ホスホ／総量ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）が、計算され、そして、この比が
、例えば、発癌性融合タンパク質レベルのホスホ／トータル比と、抗癌剤が無い状態で作
成された参照用の発現及び活性化プロフィールに基づいて計算した同様の比とを比較する
ことによって、被験者が、抗癌剤を用いる治療に応答する可能性を有することがあるかど
うかを予測するために使用される。
【０２３５】
　更なる観点では、本発明は、癌を有する被験者が、抗癌剤を用いる治療に対して耐性が
あるかどうかを決定する方法あって、前記方法が以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）本明細書に記載のアッセイを使用して、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質
についての発現及び／又は活性化（リン酸化）のレベルを決定する工程；及び、
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
初期に抗癌剤がある状態又は抗癌剤がない状態で作成した参照用の発現及び／又は活性化
プロフィールと比較することによって、前記抗癌剤を用いる治療に対して、耐性があるか
又は感受性があるかどうかを決定する工程を提供する。
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【０２３６】
　好ましい実施形態では、癌を有する被験者が、抗癌剤を用いる治療に対して耐性がある
かどうかを決定する方法が、以下の工程を含む：
（ａ）抗癌剤の投与後又は抗癌剤とのインキュベーションの前に、癌の細胞を単離する工
程；
（ｂ）前記単離した細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する工程；
（ｃ）前記発癌性融合タンパク質に特異的な捕捉抗体の希釈系列を含むアッセイを使用し
て、前記細胞抽出物中の発癌性融合タンパク質についての発現及び／又は活性化（リン酸
化）のレベルを決定する工程であって、前記捕捉抗体が固体支持体上に拘束されている、
前記工程；
（ｄ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルを、
抗ガン剤がない状態で作成される参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較する
工程；及び
（ｅ）前記発癌性融合タンパク質のために検出される発現及び／又は活性化のレベルが、
前記参照用の発現及び／又は活性化プロフィールと比較して変化しない（例えば、実質的
に減少しない）場合には、被験者が抗癌剤を用いる治療に対して耐性があることを示す工
程。
【０２３７】
　所定の場合において、好ましい実施形態は、発癌性融合タンパク質のために検出される
発現又は活性化のレベルが、参照用の発現又は活性化プロフィールと比較して変化する（
例えば、実質的に減少する）場合に、被験者が、抗癌剤を用いる治療に対して感受性があ
ることを示す工程を、（すなわち、工程（ｆ）として）更に含むか、又は（すなわち、工
程（ｅ）として）代替的に含む。他の所定の場合において、細胞抽出物に存在する１以上
のシグナル伝達分子は、１以上の発癌性融合タンパク質に加えて検出され、そして、被験
者が、この「分子プロフィール」に基づいて、耐性があるか、又は感受性があるかとして
同定される。
【０２３８】
　特定の実施形態では、両方の総量及び活性化した（例えば、リン酸化した）発癌性融合
タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）レベルを、本発明の抗体に基づくアッセイに従っ
て測定して、そして、トータル発癌性融合タンパク質レベルに対する活性化の比（例えば
、ホスホ／総量ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルの比）が、計算され、そして、この比が
、例えば、発癌性融合タンパク質レベルのホスホ／トータル比と、初期に抗癌剤がない状
態又は抗癌剤がある状態で作成された参照用の発現及び活性化プロフィールに基づいて計
算した同様の比とを比較することによって、被験者が、抗癌剤を用いる治療に対して耐性
があるか又は感受性があるかどうかを決定するために使用される。
【０２３９】
　或る実施形態では、本発明の方法は、工程（ｄ）の結果を、臨床家（例えば、腫瘍医又
は一般開業医）に送るか又は報告することを更に含むことができる。他の実施態様におい
て、本発明の方法は、例えば研究室における、コンピュータデータベース又は情報を保存
するために適した他の機械若しくはデバイス中に、工程（ｄ）の結果を記録するか又は保
存することを更に含むことができる。
【０２４０】
　或る実施形態では、本発明の方法は、癌を有する被験者［細胞（例えば、癌細胞）は、
この被験者から単離される］からサンプルを得る工程をさらに含むことができる。サンプ
ルは、抗癌剤治療の前（例えば、抗癌剤とのインキュベーションの前）か、又は抗癌剤の
投与後（例えば、癌治療過程の全期間を通じて任意のとき）のどちらかにおいて、被験者
から得ることができる。適切なサンプルとして、限定的でなく、全血、血漿、血清、乳管
洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液（例えば、リンパ節の播種性腫瘍細胞）、骨髄吸引液、唾
液、尿、便（すなわち大便）、痰、気管支洗浄液、涙液、微細針吸引液（例えば、乳輪周
囲の無作為微細針吸引により採取）、任意の他の体液、腫瘍の生検（例えば、針生検）又
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はリンパ節の生検（例えば、センチネルリンパ節生検）などの組織試料（例えば、腫瘍組
織）、並びにそれらの細胞抽出物を挙げることができる。或る実施形態において、試料は
、全血又は血漿、血清、赤血球、白血球（例えば末梢血単核細胞）及び／又は希少循環細
胞などの全血の分画成分である。特定の実施形態において、当業者に公知である任意の技
術を用いて全血又はその細胞分画から固形腫瘍の白血球又は循環細胞を単離することによ
って試料を入手する。単離された細胞が抗癌剤を用いる処理を受けなかった被験者から得
られる場合、単離された細胞を、工程（ｃ）において検出されるべき１以上の分析物を標
的とする抗癌剤の１つ又は混合物（cocktail）と、適切な条件で、生体外でインキュベー
トすることができる。
【０２４１】
　所定の実施形態において、癌は、血液悪性腫瘍（例えば、白血病、リンパ腫）；骨原性
肉腫（例えば、ユーイング肉腫）；軟部組織肉腫（例えば、隆起性皮膚線維（ＤＦＳＰ）
、横紋筋肉腫）；他の軟部組織悪性、乳頭甲状腺の癌腫；前立腺ガンを含む。特定の実施
形態において、癌は、ガン細胞又は腫瘍の染色体転座による発癌性融合タンパク質の形成
によってもたらされる。
【０２４２】
　或る実施形態において、単離された細胞は、本明細書に記載されている成長因子によっ
てインビトロで刺激される。抗癌剤は、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、
化学療法剤、ホルモン療法剤、放射線療法剤、及びワクチンを含む（これに限定されるも
のではない）、本明細書に記載されている１以上の治療剤を含むことができる。
【０２４３】
　或る実施形態では、細胞抽出物に存在する発癌性融合タンパク質のために検出される活
性化状態は、例えば、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態及びそれらの組
み合わせとすることができる。他の実施形態において、固体支持体は、例えば、固体支持
体の限定的ではない例としては、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビ
ーズ、紙、膜、繊維束及びそれらの組み合わせを含むことができる。更なる他の実施形態
において、捕捉抗体は、アドレス可能なアレイ中の固体支持体上に拘束される。
【０２４４】
　所定の実施形態では、工程（ｃ）中のアレイは、以下の工程を含む：
（ｉ）前記細胞抽出物を、捕捉抗体の希釈系列とインキュベート（例えば、接触）して、
複数の捕捉した発癌性融合タンパク質を形成する（例えば、細胞抽出物中に存在する発癌
性融合タンパク質を、発癌性融合タンパク質と捕捉抗体とを含む捕捉された発癌性融合タ
ンパク質の複合体に変換する）工程；
（ｉｉ）複数の捕捉した発癌性融合タンパク質を、発癌性融合タンパク質の同じか若しく
は異なるドメインに特異的な活性化状態非依存性抗体と活性化状態依存性抗体とを含む検
出抗体とインキュベート（例えば、接触）して、複数の検出可能な捕捉された発癌性融合
タンパク質を形成する（例えば、捕捉された発癌性融合タンパク質の複合体を、捕捉され
た発癌性融合タンパク質と検出抗体とを含む検出可能な捕捉された発癌性融合タンパク質
の複合体に変換する）工程であって、前記活性化状態非依存性抗体が促進成分を用いて標
識化され、前記活性化状態依存性抗体がシグナル増幅対の第１メンバーを用いて標識化さ
れ、前記促進成分が、シグナル増幅対の第１メンバーにチャネリングし、かつシグナル増
幅対の第１メンバーと反応する酸化剤を生成する、前記工程；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物を、シグナル増幅対の第２メンバーとイン
キュベート（例えば、接触）して、増幅シグナルを生成する工程；及び
（ｉｖ）シグナル増幅対の第１及び第２のメンバーから生成される増幅シグナルを検出す
る工程。
【０２４５】
　活性化状態非依存性抗体は、促進成分を用いて直接的に標識化することができ、又は促
進成分を用いて、例えば、該活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートされたオリゴヌク
レオチドと該促進成分にコンジュゲートされた相補的オリゴヌクレオチドとの間のハイブ
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リダイゼーションによって、間接的に標識化することができる。同様に、活性化状態依存
性抗体は、シグナル増幅対の第１のメンバーを用いて直接的に標識化することができ、又
はシグナル増幅対の第１のメンバーを用いて、例えば、該活性化状態依存性抗体にコンジ
ュゲートされた結合対の第１のメンバーと該シグナル増幅対の第１のメンバーにコンジュ
ゲートされた結合対の第２のメンバーとの間の結合によって、間接的に標識化することが
できる。所定の場合に、結合対の第１のメンバーはビオチンであり、結合対の第２のメン
バーはストレプトアビジン又はニュートラビジンなどのアビジンである。
【０２４６】
　或る実施形態において、促進成分は、例えば、グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）である
ことができる。所定の場合には、ＧＯ及び活性化状態非依存性抗体を、スルフヒドリル活
性化デキストラン分子にコンジュゲートさせることができる。スルフヒドリル活性化デキ
ストラン分子は、典型的には、約５００ｋＤａ（例えば、約２５０、３００、３５０、４
００、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、又は７５０ｋＤａ）の分子量
を有する。他の実施形態では、酸化剤は、例えば、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）であることが
できる。さらに他の実施形態では、シグナル増幅対の第１のメンバーは、例えば、西洋ワ
サビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）などのペルオキシダーゼであることができる。更なる実
施形態では、シグナル増幅対の第２のメンバーは、例えば、チラミド試薬（例えば、ビオ
チン－チラミド）であることができる。好ましくは、増幅シグナルは、活性化チラミドを
生成する（例えば、ビオチン－チラミドを活性化チラミドに変換する）ビオチン－チラミ
ドのペルオキシダーゼ酸化によって生成される。活性化チラミドは、直接的に検出するこ
とができるか、又は、例えば、シグナル検出性試薬の添加により間接的に検出することが
できる。シグナル検出性試薬の限定的でない例として、ストレプトアビジン標識化フルオ
ロフォア、及びストレプトアビジン標識化ペルオキシダーゼと、例えば、３，３’，５，
５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）などの発色試薬との組み合わせを挙げることが
できる。
【０２４７】
　所定の場合には、ＨＲＰ及び活性化状態依存性抗体は、スルフヒドリル活性化デキスト
ラン分子にコンジュゲートさせることができる。スルフヒドリル活性化デキストラン分子
は、典型的には、約７０ｋＤａ（例えば、約４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０
、７５、８０、８５、９０、９５、又は１００ｋＤａ）の分子量を有している。
【０２４８】
ＶＩ．抗体の製造
　本発明による、生体サンプル、例えば、細胞抽出物又は溶解物中の発癌性融合タンパク
質又はシグナル伝達分子の活性化状態を分析するための未だ商業的に入手することができ
ない抗体の生成及び選択は、幾つかの方法によって達成することができる。例えば、１つ
の方法は、当分野において公知のタンパク質発現及び精製方法を用いて目的のポリペプチ
ド（すなわち、抗原）を発現及び／又は精製する方法であり、一方、別の方法は当分野に
おいて公知の固相ペプチド合成法を用いて目的のポリペプチドを合成する方法である。例
えば、Guide to Protein Purification, Murray P. Deutcher, ed., Meth. Enzymol., Vo
l. 182 (1990)；Solid Phase Peptide Synthesis, Greg B. Fields, ed., Meth. Enzymol
., Vol. 289 (1997)；Kiso et al., Chem. Pharm. Bull., 38:1192-99 (1990)；Mostafav
i et al., Biomed. Pept. Proteins Nucleic Acids, 1:255-60, (1995)；及びFujiwara e
t al., Chem. Pharm. Bull., 44:1326-31 (1996)を参照されたい。精製又は合成されたポ
リペプチドは、次に、例えば、マウス又はウサギに注射して、ポリクローナル又はモノク
ローナル抗体を生成することができる。当業者であれば、例えば、Antibodies, A Labora
tory Manual, Harlow and Lane, Eds., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring H
arbor, N.Y. (1988)に記載されているように、抗体を製造するために多くの方法が利用で
きることを認識しているであろう。当業者であれば、抗体を模倣する（例えば、抗体の機
能的結合領域を保持する）Ｆａｂ断片又は結合断片も様々な方法によって遺伝情報から調
製できることも理解しているであろう。例えば、Antibody Engineering: A Practical Ap
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proach, Borrebaeck, Ed., Oxford University Press, Oxford (1995)；及びHuse et al.
, J. Immunol., 149:3914-3920 (1992)を参照されたい。
【０２４９】
　さらに、多くの刊行物は、選択された標的抗原に結合するためのポリペプチドのライブ
ラリーを生成及びスクリーニングするファージディスプレイ技術の使用を報告している（
例えば、Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378-6382 (1990)；Devlin e
t al., Science, 249:404-406 (1990)；Scott et al., Science, 249:386-388 (1990)；
及びＬａｄｎｅｒら、米国特許第５，５７１，６９８号明細書参照）。ファージディスプ
レイ法の基本的概念は、ファージＤＮＡによってコードされたポリペプチドと標的抗原と
の間の物理的会合の確立である。この物理的会合は、ポリペプチドをコードするファージ
ゲノムを取り囲むカプシドの一部としてポリペプチドをディスプレイする、ファージ粒子
によって提供される。ポリペプチドとそれらの遺伝子材料との間の物理的会合の確立は、
種々のポリペプチドを有する極めて多数のファージの同時マススクリーニングを可能にす
る。標的抗原に対して親和性を有するポリペプチドをディスプレイするファージは標的抗
原に結合し、これらのファージは標的抗原に対する親和性スクリーニングによって濃縮さ
れる（enriched）。これらのファージからディスプレイされたポリペプチドの同一性を、
それらの各ゲノムから決定することができる。これらの方法を使用すると、所望の標的抗
原に対する結合親和性を有すると同定されたポリペプチドを、常用手段によって大量に合
成することができる（例えば、米国特許第６，０５７，０９８号明細書参照）。
【０２５０】
　次いで、これらの方法によって生成される抗体を、目的の精製ポリペプチド抗原との親
和性及び特異性に対する最初のスクリーニングによって、及び必要に応じて、その結果を
、結合から排除されることが望ましい他のポリペプチド抗原を有する抗体の親和性及び特
異性と比較することによって選択することができる。スクリーニング法は、マイクロタイ
タープレートの個々のウェル内での精製ポリペプチド抗原の固定化を含んでいることがで
きる。次いで、潜在的な抗体又は抗体群を含有する溶液を、各マイクロタイターウェル内
に配置し、約３０分間～２時間にわたりインキュベートする。次いで、このマイクロタイ
ターウェルを洗浄し、標識化された二次抗体（例えば、産生された抗体がマウス抗体であ
ればアルカリホスファターゼにコンジュゲートされた抗マウス抗体）をウェルに添加し、
約３０分間にわたりインキュベートした後に洗浄する。基質をウェルに添加すると、固定
化されたポリペプチド抗原に対する抗体が存在する場合は、呈色反応が現れるであろう。
【０２５１】
　次いで、このように同定された抗体を、親和性及び特異性についてさらに分析すること
ができる。標的タンパク質に対するイムノアッセイの開発において、精製された標的タン
パク質は、選択された抗体を用いてイムノアッセイの感受性及び特異性を判断するための
標準として機能する。様々な抗体の結合親和性は相異することがあり、例えば、所定の抗
体の組み合わせが相互に立体的に干渉することがあるので、抗体のアッセイ性能は、その
抗体の絶対的な親和性及び特異性より重要な尺度となることがある。
【０２５２】
　当業者であれば、抗体又は結合断片を生成し並びに目的の様々なポリペプチドに対する
親和性及び特異性についてスクリーニング及び選択する際に多くのアプローチを採用する
ことができるが、これらのアプローチが本発明の範囲を変化させるものではないことを理
解されよう。
【０２５３】
Ａ．ポリクローナル抗体
　ポリクローナル抗体は、好ましくは、目的のポリペプチド及びアジュバントの複数回の
皮下（ｓｃ）又は腹腔内（ｉｐ）注射によって動物において産生される。二官能性剤又は
誘導体化剤を用いて、例えば、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウ
シ・チログロブリン、又はダイズトリプシン阻害剤などの、免疫されるべき種において免
疫原性であるタンパク質担体へ、目的のポリペプチドをコンジュゲートするのが有用であ
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ることがある。二官能性剤又は誘導体化剤の限定的でない例として、マレイミドベンゾイ
ルスルホスクシンイミドエステル（システイン残基を介するコンジュゲーション）、Ｎ－
ヒドロキシスクシンイミド（リシン残基を介するコンジュゲーション）、グルタルアルデ
ヒド、無水コハク酸、ＳＯＣｌ２、及びＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲ（式中、Ｒ及びＲ１は異なるア
ルキル基である）を挙げることができる。
【０２５４】
　例えば、１００μｇ（ウサギに対して）又は５μｇ（マウスに対して）の抗原又はコン
ジュゲートを３容量のフロイント完全アジュバントと一緒にしてその溶液を動物の複数の
部位に皮下的に注射することによって、目的のポリペプチド又はその免疫原性コンジュゲ
ート若しくは誘導体に対して動物を免疫する。１カ月後、複数部位での皮下注射によって
フロイント完全アジュバント中最初の量の約１／５～１／１０のポリペプチド又はコンジ
ュゲートを用いて動物を追加免疫する。７～１４日後に、動物から採血し、抗体力価につ
いてその血清をアッセイする。一般には、力価が安定状態に達するまで動物を追加免疫す
る。好ましくは、同一のポリペプチドのコンジュゲートを用いて動物を追加免疫するが、
異なる免疫原性タンパク質に対する及び／又は異なる架橋試薬を介したコンジュゲーショ
ンを用いることができる。コンジュゲートは、融合タンパク質として組換え細胞培養にお
いて作成することもできる。所定の場合には、ミョウバンなどの凝集剤を用いて免疫応答
を強化することができる。
【０２５５】
Ｂ．モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、一般には、実質的に均質な抗体の集団から得られ、すなわち、
少量で存在することがある可能性のある天然型変異を除いて前記集団を含む個別の抗体は
同一である。このように、修飾語句「モノクローナル」は、抗体の性質が個々別々の抗体
の混合物ではないことを示している。例えば、モノクローナル抗体は、Kohler et al., N
ature, 256:495 (1975)に記載されたハイブリドーマ法を用いて又は当分野において公知
の任意の組換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号明細書参照）によっ
て作成することができる。
【０２５６】
　ハイブリドーマ法において、マウス又は他の適切な宿主動物（例えば、ハムスター）を
前記のように免疫して、免疫に用いられる目的のポリペプチドに特異的に結合する抗体を
産生する又は産生することができるリンパ球を誘発する。代わりに、リンパ球をインビト
ロで免疫する。次いで、免疫されたリンパ球をポリエチレングリコールなどの適切な融合
剤を用いてリンパ球骨髄腫細胞と融合させてハイブリドーマ細胞を形成する（例えば、Go
ding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, pp. 59-103
 (1986)参照）。このようにして調製されたハイブリドーマ細胞を、融合していない親骨
髄腫細胞の成長又は生存を阻害する物質１種又は２種以上を好ましくは含有する適切な培
地中に播種して増殖させる。例えば、親骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングアニンホスホ
リボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ）を欠く場合には、ハイブリドーマ細胞のため
の培地は、典型的には、ＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖を防止する、ヒポキサンチン、アミノ
プテリン、及びチミジン（ＨＡＴ培地）を含んでいるであろう。
【０２５７】
　好ましい骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による抗体の安定的
な高レベルの産生を支持し、及び／又はＨＡＴ培地などの培地に感受性である骨髄腫細胞
である。ヒトモノクローナル抗体の産生に対しこのような好ましい骨髄腫細胞系の例とし
て、ＭＯＰＣ－２１及びＭＰＣ－１１マウス腫瘍から誘導されたマウス骨髄腫系（Ｓａｌ
ｋ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｃｅｌｌ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ；カリフォル
ニア州サンディエゴから入手できる）などのマウス骨髄腫系、ＳＰ－２又はＸ６３－Ａｇ
８－６５３細胞（アメリカンタイプカルチャーコレクション；メリーランド州ロックビル
から入手できる）、及びヒト骨髄腫又はマウス－ヒトヘテロ骨髄腫細胞系（例えば、Kozb
or, J. Immunol., 133:3001 (1984)；及びBrodeur et al., Monoclonal Antibody Produc
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tion Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, pp. 51-63 (1987
)参照）を挙げることができるがそれらに限定されない。
【０２５８】
　目的のポリペプチドに対するモノクローナル抗体の産生のためにハイブリドーマ細胞が
増殖する培地をアッセイすることができる。好ましくは、免疫沈降法によって又はラジオ
イムノアッセイ（ＲＩＡ）若しくは酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）などのインビ
トロ結合アッセイによって、ハイブリドーマ細胞によって産生されたモノクローナル抗体
の結合特異性を決定する。モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、the Scatchard 
analysis of Munson et al., Anal. Biochem., 107:220 (1980)を用いて、決定すること
ができる。
【０２５９】
　所望の特異性、親和性、及び／又は活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞を同定し
た後、クローンを限定希釈法によってサブクローニングし、標準的方法によって増殖させ
ることができる（例えば、Goding, Monoclonal Antibodies:  Principles and Practice,
 Academic Press, pp. 59-103 (1986)参照）。この目的のために適切な培地として、例え
ば、Ｄ－ＭＥＭ又はＲＰＭＩ－１６４０培地を挙げることができる。さらに、ハイブリド
ーマ細胞を、動物において腹水腫瘍としてインビボで増殖することができる。サブクロー
ンによって分泌されたモノクローナル抗体を、例えば、タンパク質Ａ－セファロース、ヒ
ドロキシルアパタイトクロマトグラフィ、ゲル電気泳動法、透析法、又はアフィニティー
クロマトグラフィーなどの常用の抗体精製方法によって培地、腹水液、又は血清から分離
することができる。
【０２６０】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、常用の方法を用いて（例えば、マウス抗体
のＨ鎖及びＬ鎖をコードする遺伝子に特異的に結合することのできるオリゴヌクレオチド
プローブを用いることによって）容易に単離しシーケンシングすることができる。ハイブ
リドーマ細胞は、このようなＤＮＡの好ましい供給源として機能する。単離後に、ＤＮＡ
を発現ベクター中に配置し、次いでこの発現ベクターを他の場合には抗体を産生しない大
腸菌（E.coli）細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、又
は骨髄腫細胞などの宿主細胞中にトランスフェクトしてこの組換え宿主細胞中でモノクロ
ーナル抗体の合成を誘導することができる。例えば、Skerra et al., Curr. Opin. Immun
ol., 5:256-262 (1993)；及びPluckthun, Immunol Rev., 130:151-188 (1992)を参照され
たい。例えば、相同性マウス配列に代えてヒトＨ鎖及びＬ鎖定常ドメインをコードする配
列に置換することによって（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号明細書；及びMorr
ison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)参照）、又は免疫グロブリ
ンコード配列に非免疫グロブリンポリペプチドをコードする配列の全部若しくは一部を共
有的に結合させることによって、ＤＮＡを修飾することもできる。
【０２６１】
　更なる実施形態において、例えば、McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990)
；Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991)；及びMarks et al., J. Mol. Biol., 
222:581-597 (1991)に記載された技術を用いて生成された抗体ファージライブラリーから
、モノクローナル抗体又は抗体断片を単離することができる。チェーンシャッフリングに
よる高親和性（ｎＭ範囲）ヒトモノクローナル抗体の産生は、Marks et al., BioTechnol
ogy, 10:779-783 (1992)に記載されている。極めて大きなファージライブラリーを構築す
るための戦略としてのコンビナトリアル感染及びインビボ組換えの使用は、Waterhouse e
t al., Nuc. Acids Res., 21:2265-2266 (1993)に記載されている。このように、これら
の技術は、モノクローナル抗体を生成するための伝統的なモノクローナル抗体ハイブリド
ーマ法に対する実行可能な代替法である。
【０２６２】
Ｃ．ヒト化抗体
　非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当分野において公知である。好ましくは、ヒト
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化抗体は、非ヒトである起源から導入されたアミノ酸残基１個又は２個以上を有する。こ
れらの非ヒトアミノ酸残基は、「インポート」残基と呼ばれることが多く、典型的には「
インポート」可変ドメインから取られる。ヒト化は、本質的には、非ヒト抗体の超可変性
領域配列をヒト抗体の対応する配列に置換することによって実施することができる。例え
ば、Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986)；Riechmann et al., Nature, 332:323-
327 (1988)；及びVerhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)を参照されたい。
従って、このような「ヒト化」抗体は、キメラ抗体（例えば、米国特許第４，８１６，５
６７号明細書参照）であって、インタクトなヒト可変ドメインより実質的に少ない配列が
非ヒト種由来の対応する配列によって置換されている。実際には、ヒト化抗体は一般にヒ
ト抗体であって、一部の超可変性領域残基及び可能な一部のフレームワーク領域（ＦＲ）
残基が齧歯類抗体の類似部位由来の残基によって置換される。
【０２６３】
　本明細書に記載したヒト化抗体を作成するのに用いられるＬ鎖及びＨ鎖両方のヒト可変
ドメインの選択は、抗原性を減少させるために重要な検討事項である。いわゆる「ベスト
フィット」法によれば、公知のヒト可変ドメイン配列の全ライブラリーに対して齧歯類抗
体の可変ドメインの配列をスクリーニングする。次いで、齧歯類の配列に最も近いヒト配
列をヒト化抗体のためのヒトＦＲとして許容する（例えば、Sims et al., J. Immunol., 
151:2296 (1993)；及びChothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987)参照）。別の方
法は、Ｌ鎖又はＨ鎖の特定のサブグループの全ヒト抗体のコンセンサス配列に由来する特
定のＦＲを用いる。数種の異なるヒト化抗体に対して同一のＦＲを用いることができる（
例えば、Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992)；及びPresta et
 al., J. Immunol., 151:2623 (1993)参照）。
【０２６４】
　抗原に対する高親和性及びその他の好適な生物学的特性を保有する抗体をヒト化するこ
ともまた重要である。この目標を達成するために、親配列及びヒト化配列の三次元モデル
を用いて親配列及び様々な概念的ヒト化生成物を分析するプロセスによってヒト化抗体を
調製することができる。三次元免疫グロブリンモデルは、一般に利用可能であり、当業者
にはよく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の考え得る三次元立体配座構
造を図解し表示するコンピュータプログラムを利用することができる。これらの表示を検
査することにより、候補免疫グロブリン配列の機能における残基の可能性のある役割の分
析、すなわち、前記候補免疫グロブリンがその抗原に結合する能力に影響を与える残基の
分析が可能となる。このようにして、標的抗原に対する増大した親和性などの所望の抗体
特性が達成されるように、レシピエント配列及びインポート配列からＦＲ残基を選択し組
み合わせることができる。一般に、超可変領域残基は、抗原結合に影響を与えることに直
接的かつ特異的に関与する。
【０２６５】
　本発明によれば、様々な形態のヒト化抗体が意図される。例えば、ヒト化抗体は、Ｆａ
ｂ断片などの抗体断片であることができる。代わりに、ヒト化抗体は、インタクトなＩｇ
Ａ、ＩｇＧ、又はＩｇＭ抗体などのインタクト抗体であることができる。
【０２６６】
Ｄ．ヒト抗体
　ヒト化の代替法として、ヒト抗体を生成することができる。或る実施形態において、免
疫によって、内因性免疫グロブリンを産生することなくヒト抗体の完全なレパートリーを
産生することができるトランスジェニック動物（例えば、マウス）を作製することができ
る。例えば、キメラマウス及び生殖系列突然変異マウスにおける抗体Ｈ鎖結合領域（ＪＨ
）遺伝子のホモ接合欠失は内因性抗体産生の完全な阻害を生じさせると記載されている。
このような生殖系列突然変異マウスにおけるヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子アレイの
移入は、抗原チャレンジに基づくヒト抗体の産生をもたらす。例えば、Jakobovits et al
., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993)；Jakobovits et al., Nature, 362:25
5-258 (1993)；Bruggermann et al., Year in Immun., 7:33 (1993)；並びに米国特許第
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５，５９１，６６９号明細書、第５，５８９，３６９号明細書、及び第５，５４５，８０
７号明細書を参照されたい。
【０２６７】
　代わりに、ファージディスプレイ技術（例えば、McCafferty et al., Nature, 348:552
-553 (1990)参照）を用いて、非免疫化ドナーに由来する免疫グロブリン可変（Ｖ）ドメ
イン遺伝子レパートリーを使用し、インビトロでヒト抗体及び抗体断片を生成することが
できる。この技術によれば、抗体Ｖドメイン遺伝子は、Ｍ１３又はｆｄなどの繊維状バク
テリオファージの主要又は微量コートタンパク質遺伝子のいずれかの中にインフレームで
クローニングされ、ファージ粒子の表面上に機能的抗体断片として提示される。繊維状粒
子はファージゲノムの一本鎖ＤＮＡコピーを含有するので、抗体の機能的特性に基づいた
選択は、それらの特性を示す抗体をコードする遺伝子の選択も生じさせる。このように、
ファージは、Ｂ細胞の特性の一部を模倣する。ファージディスプレイは、例えば、Johnso
n et al., Curr. Opin. Struct. Biol., 3:564-571 (1993)に記載されたように、様々な
フォーマットで実施することができる。Ｖ遺伝子セグメントの幾つかの供給源をファージ
ディスプレイに使用することができる。例えば、Clackson et al., Nature, 352:624-628
 (1991)を参照されたい。非免疫化ヒトドナー由来のＶ遺伝子の一レパートリーを構築す
ることができ、様々な抗原アレイ（自己抗原を含む）に対する抗体を、Marks et al., J.
 Mol. Biol., 222:581-597 (1991)；Griffith et al., EMBO J., 12:725-734 (1993)；並
びに米国特許第５，５６５，３３２号明細書及び第５，５７３，９０５号明細書に記載さ
れた技術に本質的に従って単離することができる。
【０２６８】
　所定の場合には、例えば、米国特許第５，５６７，６１０号明細書及び第５，２２９，
２７５号明細書に記載されたように、インビトロ活性化Ｂ細胞によってヒト抗体を生成す
ることができる。
【０２６９】
Ｅ．抗体断片
　抗体断片の生成について、様々な技術が開発されてきた。伝統的には、インタクト抗体
のタンパク質分解によってこれらの断片を得た（例えば、Morimoto et al., J. Biochem.
 Biophys. Meth., 24:107-117 (1992)；及びBrennan et al., Science, 229:81 (1985)参
照）。しかしながら、今や、組換え宿主細胞を用いてこれらの断片を直接的に生成するこ
とができる。例えば、前記の抗体ファージライブラリーから抗体断片を単離することがで
きる。代わりに、Ｆａｂ’－ＳＨ断片を大腸菌細胞から直接的に回収し、化学的に結合さ
せてＦ（ａｂ’）２断片を形成することができる（例えば、Carter et al., BioTechnolo
gy, 10:163-167 (1992)参照）。別のアプローチによれば、Ｆ（ａｂ’）２断片を、組換
え宿主細胞培養物から直接的に単離することができる。抗体断片を生成するための他の技
術は、当業者には明白であろう。他の実施形態において、好適な抗体は、一本鎖Ｆｖ断片
（ｓｃＦｖ）である。例えば、国際公開第９３／１６１８５号パンフレット；並びに米国
特許第５，５７１，８９４号明細書及び第５，５８７，４５８号明細書を参照されたい。
抗体断片は、例えば、米国特許第５，６４１，８７０号明細書に記載されたような線状抗
体であることもできる。このような線状抗体断片は、単一特異的又は二重特異的であるこ
とができる。
【０２７０】
Ｆ．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対する結合特異性を有する抗
体である。典型的な二重特異性抗体は、目的の同一のポリペプチドの２つの異なるエピト
ープに結合することができる。他の二重特異性抗体は、目的のポリペプチドに対する結合
部位を追加の抗原１種又は２種以上に対する結合部位と組み合わせることができる。二重
特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片（例えば、Ｆ（ａｂ’）２二重特異性抗体）として
調製することができる。
【０２７１】
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　二重特異性抗体の作成方法は、当分野において公知である。全長二重特異性抗体の伝統
的な作成は、２つの免疫グロブリンＨ鎖－Ｌ鎖対の共発現に基づいており、ここで前記２
つの鎖は異なる特異性を有する（例えば、Millstein et al., Nature, 305:537-539 (198
3)参照）。免疫グロブリンＨ鎖及びＬ鎖の無作為組合せのために、これらのハイブリドー
マ（クアドローマ（quadroma））は１０個の異なる抗体分子の潜在的混合物を生成し、そ
のうちの１つだけが正しい二重特異性構造を有する。正しい分子の精製を、通常はアフィ
ニティークロマトグラフィーによって実施する。同様の方法は、国際公開第９３／０８８
２９号パンフレット及びTraunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991)に開示され
ている。
【０２７２】
　異なるアプローチによれば、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン（抗体－抗原
結合部位）を、免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合する。この融合は、好ましくはヒ
ンジ領域、ＣＨ２領域、及びＣＨ３領域の少なくとも一部を含む免疫グロブリンＨ鎖定常
ドメインを用いる。Ｌ鎖結合に必要な部位を含有する第１Ｈ鎖定常領域（ＣＨ１）が融合
の少なくとも１つに存在することが好ましい。免疫グロブリンＨ鎖融合をコードするＤＮ
Ａ、及び、所望であれば、免疫グロブリンＬ鎖を、別個の発現ベクター内に挿入し、適切
な宿主生物内に同時トランスフェクトする。これにより、構築に使用される不等比率の３
つのポリペプチド鎖が最適の収率を与える場合の実施形態において、３つのポリペプチド
断片の相互比率を調整するのに大きな柔軟性が与えられる。しかしながら、等しい比率の
少なくとも２つのポリペプチド鎖の発現がより高い収率を生じさせる場合、又は比率が特
に有意ではない場合は、２つ又は３つ全てのポリペプチド鎖をコードする配列を１つの発
現ベクターに挿入することができる。
【０２７３】
　このアプローチの好ましい実施形態において、二重特異性抗体は、一方のアーム中の第
１の結合特異性を備えるハイブリッド免疫グロブリンＨ鎖、及び他方のアーム中の（第２
の結合特異性を与える）ハイブリッド免疫グロブリンＨ鎖－Ｌ鎖対から構成される。二重
特異性分子の半分にのみ免疫グロブリンＬ鎖が存在することで容易な分離方法が提供され
るので、この非対称構造は望ましくない免疫グロブリン鎖の組み合わせからの所望の二重
特異性化合物の分離を促進する。例えば、国際公開第９４／０４６９０号パンフレット及
びSuresh et al., Meth. Enzymol., 121:210 (1986)を参照されたい。
【０２７４】
　米国特許第５，７３１，１６８号明細書に記載された別のアプローチによれば、抗体分
子対の間の境界面を操作して、組換え細胞培養物から回収されるヘテロ二量体の百分率を
最大化することができる。好ましい境界面は、抗体定常ドメインのＣＨ３ドメインの少な
くとも一部を含む。この方法において、第１の抗体分子の境界面から小さいアミノ酸側鎖
１つ又は２つ以上を、より大きい側鎖（例えば、チロシン又はトリプトファン）に置き換
える。大きいアミノ酸側鎖をより小さいアミノ酸側鎖（例えば、アラニン又はトレオニン
）に置き換えることによって第２抗体分子の境界面上に、前記の大きい側鎖と同一又は同
様のサイズの代償的な「空洞（cavities）」を作成する。これにより、ホモ二量体などの
他の望ましくない最終生成物に比してヘテロ二量体の収率を増加させる機構が提供される
。
【０２７５】
　二重特異性抗体は、架橋抗体又は「ヘテロコンジュゲート」抗体を含む。例えば、ヘテ
ロコンジュゲート中の抗体の一方をアビジンに、他方をビオチンに結合させることができ
る。ヘテロコンジュゲート抗体は、任意の簡便な架橋法を用いて作成することができる。
適切な架橋剤及び架橋技術は、当分野において周知であり、例えば、米国特許第４，６７
６，９８０号明細書に開示されている。
【０２７６】
　抗体断片から二重特異性抗体を生成するのに適切な技術も当分野において公知である。
例えば、二重特異性抗体は、化学結合を用いて調製することができる。所定の場合には、
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インタクト抗体をタンパク質分解により切断してＦ（ａｂ’）２断片を生成する方法によ
って二重特異性抗体を生成することができる（例えば、Brennan et al., Science, 229:8
1 (1985)参照）。これらの断片をジチオール錯化剤である亜ヒ酸ナトリウムの存在下で還
元して、隣接ジチオールを安定化させ分子間ジスルフィド形成を防止する。次いで、生成
したＦａｂ’断片をチオニトロベンゾエート（ＴＮＢ）誘導体に転換する。次いで、Ｆａ
ｂ’－ＴＮＢ誘導体の１つを、メルカプトエチルアミンを用いた還元によってＦａｂ’－
チオールへ再転換し、等モル量の他のＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体と混合して二重特異性抗体
を形成する。
【０２７７】
　或る実施形態では、Ｆａｂ’－ＳＨ断片を、大腸菌から直接的に回収し化学的に結合さ
せて二重特異性抗体を形成することができる。例えば、完全ヒト化二重特異性抗体Ｆ（ａ
ｂ’）２分子を、Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992)に記載された方
法によって生成することができる。各Ｆａｂ’断片を大腸菌から別個に分泌させ、インビ
トロでの指向性（directed）化学結合に付して二重特異性抗体を形成する。
【０２７８】
　組換え細胞培養物から直接的に二重特異性抗体断片を作成し及び単離するための様々な
技術も記載されてきた。例えば、二重特異性抗体は、ロイシンジッパーを用いて生成され
てきた。例えば、Kostelny et al., J. Immunol., 148:1547-1553 (1992)を参照されたい
。遺伝子融合によって２つの異なる抗体のＦａｂ’部分にＦｏｓタンパク質及びＪｕｎタ
ンパク質由来のロイシンジッパーペプチドを結合した。抗体ホモ二量体をヒンジ領域で還
元してモノマーを形成し、次いで再酸化して抗体ヘテロ二量体を形成した。この方法は、
抗体ホモ二量体の生成にも利用することができる。Hollinger et al., Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)に記載された「ディアボディ（diabody）」技術は、二
重特異性抗体断片を作成するための代替的機構を提供している。該断片は、同一鎖上で２
つのドメイン間の対合を行うことができないほど短いリンカーによってＬ鎖可変ドメイン
（ＶＬ）に連結されたＨ鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。従って、１つの断片のＶＨ及び
ＶＬドメインは、別の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと対合することを余儀なくされ
、それによって２つの抗原結合部位を形成する。一本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）二量体を用いるこ
とにより二重特異性抗体断片を作成する別の戦略が、Gruber et al., J. Immunol., 152:
5368 (1994)に記載されている。
【０２７９】
　３以上の結合価（valencies）を有する抗体も意図している。例えば、三重特異性抗体
を調製することができる。例えば、Tutt et al., J. Immunol., 147:60 (1991)を参照さ
れたい。
【０２８０】
Ｇ．抗体精製
　組み換え技術を使用すると、抗体を、単離された宿主細胞内で、宿主細胞の細胞周辺腔
内で産生させることができ、又は宿主細胞から培地中へ直接分泌させることができる。抗
体を細胞内で産生させる場合に、最初に微粒子破片を、例えば、遠心分離又は限外濾過に
よって除去する。Carter et al., BioTech., 10:163-167 (1992)は、大腸菌の細胞周辺腔
内に分泌される抗体を単離する方法を記載している。簡単に説明すると、酢酸ナトリウム
（ｐＨ３．５）、ＥＤＴＡ、及びフェニルメチルスルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）の存
在下で約３０分間にわたり細胞ペーストを溶かす。遠心分離によって細胞破片を取り除く
ことができる。抗体が培地中に分泌される場合、一般には、例えば、Ａｍｉｃｏｎ社又は
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｐｅｌｌｉｃｏｎ社製の限外濾過装置である商業的に入手すること
ができるタンパク質濃縮フィルターを用いて、そのような発現系由来の上澄を濃縮する。
ＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤を上記工程のいずれかに含めてタンパク質分解を阻害
することができ、そして抗生物質を含めて外来性汚染菌の増殖を防止することができる。
【０２８１】
　細胞から調製された抗体組成物を、例えば、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィ、
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ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製することがで
きる。プロテインＡの親和性リガンドとしての適合性は、抗体中に存在する任意の免疫グ
ロブリンＦｃドメインの種類及びアイソタイプに依存する。プロテインＡを用いて、ヒト
γ１Ｈ鎖、ヒトγ２Ｈ鎖、又はヒトγ４Ｈ鎖に基づく抗体を精製することができる（例え
ば、Lindmark et al., J. Immunol. Meth., 62:1-13 (1983)参照）。プロテインＧは、全
てのマウスのアイソタイプ及びヒトγ３に対して推奨される（例えば、Guss et al., EMB
O J., 5:1567-1575 (1986)参照）。親和性リガンドが結合するマトリックスは、多くの場
合にアガロースであるが、他のマトリックスも利用することができる。制御された細孔ガ
ラス又はポリ（スチレンジビニル）ベンゼンなどの機械的に安定なマトリックスは、アガ
ロースを用いて達成することができる場合より高い流速及び短い処理時間を可能にする。
抗体がＣＨ３ドメインを含む場合は、Ｂａｋｅｒｂｏｎｄ ＡＢＸ（商品名）樹脂（Ｊ．
Ｔ．Ｂａｋｅｒ社；ニュージャージー州フィリップスバーグ）が精製に有用である。他の
タンパク質精製技術、例えば、イオン交換カラム上での分画、エタノール沈殿、逆相ＨＰ
ＬＣ、シリカ上のクロマトグラフィー、ヘパリンＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（商品名）上のクロ
マトグラフィー、アニオン又はカチオン交換樹脂上のクロマトグラフィー（例えば、ポリ
アスパラギン酸カラム）、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、及び硫酸アンモ
ニウム沈殿も回収すべき抗体に応じて利用することができる。
【０２８２】
　任意の予備精製工程の後、目的の抗体及び夾雑物を含む混合物を、ｐＨ約２．５～４．
５の溶出バッファを用い、好ましくは低塩濃度（例えば、塩約０～０．２５Ｍ）で実施さ
れる、低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィーに付することができる。
【０２８３】
　当業者であれば、抗体に類似する機能を有する任意の結合分子、例えば、試料中の目的
の分析物１種又は２種以上に特異的である結合分子又は結合パートナーも、本発明の方法
及び組成物において使用することができることを理解されよう。適切な抗体様分子の例と
して、ドメイン抗体、ユニボディ、ナノボディ、サメ抗原反応性タンパク質、アビマー、
アドネクチン、アンチカルム（anticalm）、親和性リガンド、フィロマー（phylomer）、
アプタマー、アフィボディ、トリネクチンなどを挙げることができるがそれらに限定され
ない。
【０２８４】
ＶＩＩ．投与方法
　本発明の方法によれば、本明細書に記載した抗癌剤を、当分野において公知の任意の簡
便手段によって被験者に投与する。本発明の方法は、被験者の癌（例えば、血液悪性腫瘍
）の治療のための適切な抗がん剤又は抗ガン剤の組合せを選択するために使用することが
できる。本発明の方法は、抗ガン剤又は抗ガン剤の組合せを用いた治療に対する被験者の
癌（例えば、血液悪性腫瘍）の応答を同定するために使用することもできる。更に、本発
明の方法は、抗ガン剤又は抗ガン剤の組合せを用いた治療に対する癌（例えば、血液悪性
腫瘍）を有する被験者の応答を予測するために使用することができる。さらに、本発明の
方法は、抗ガン剤又は抗ガン剤の組合せを用いた治療に対して耐性がある癌（例えば、血
液悪性腫瘍）を有する被験者を同定するために使用することができる。当業者であれば、
本明細書に記載した抗癌剤を単独で、又は、通常の化学療法、放射線療法、ホルモン療法
、免疫療法、及び／又は手術との併用療法アプローチの一部として投与することができる
ことを理解されよう。
【０２８５】
　所定の実施形態において、抗癌剤は、モノクローナル抗体又はチロシンキナーゼ阻害剤
などの抗シグナル伝達剤（すなわち、細胞増殖抑制薬）；抗増殖剤；化学療法剤（すなわ
ち、細胞毒性薬）；ホルモン療法剤；放射線療法剤；ワクチン；及び／又は癌性細胞など
の異常な細胞の制御されない増殖を低減又は阻害する能力を有する任意の他の化合物を含
む。或る実施形態では、化学療法薬少なくとも１種との併用により１種又は２種以上の抗
シグナル伝達剤、抗増殖剤、及び／又はホルモン療法剤を用いて被験者を治療する。典型
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的なモノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、抗増殖剤、化学療法剤、ホルモン療
法剤、放射線療法剤、及びワクチンは前記に記載されている。
【０２８６】
　或る実施形態において、本明細書に記載の抗癌剤は、通常の免疫療法剤と同時投与する
ことができ、該免疫療法剤として、免疫賦活剤（例えば、カルメット・ゲラン桿菌（Baci
llus Calmette-Guerin）（ＢＣＧ）、レバミゾール、インターロイキン－２、α－インタ
ーフェロンなど）、免疫毒素（例えば、抗ＣＤ３３モノクローナル抗体－カリケアマイシ
ンコンジュゲート、抗ＣＤ２２モノクローナル抗体－シュードモナス外毒素コンジュゲー
トなど）、及び放射免疫療法（例えば、１１１Ｉｎ、９０Ｙ、又は１３１Ｉなどにコンジ
ュゲートされた抗ＣＤ２０モノクローナル抗体）を挙げることができるが、それらに限定
されない。
【０２８７】
　抗癌剤を、必要に応じて適切な医薬賦形剤を用いて投与することができ、許容された投
与様式のいずれかによって実施することができる。従って、投与は、例えば、経口、経頬
（buccal）、舌下、経歯肉、経口蓋、静脈内、局所、皮下、経皮的、経皮性、筋肉内、関
節内、非経口、動脈内、皮内、心室内、頭蓋内、腹腔内、膀胱内、髄腔内（intrathecal
）、病巣内、鼻腔内、直腸的、膣的、又は吸入によるものであることができる。「同時投
与する」とは、抗癌剤が第２薬（例えば、別の抗癌剤、抗癌剤療法に関連した副作用を減
少させるために有用な薬剤、放射線療法剤、ホルモン療法剤、免疫療法剤など）の投与と
同時に、その投与直前に、又はその投与直後に投与されることを意味する。
【０２８８】
　治療的有効量の抗癌剤を反復して、例えば、少なくとも２、３、４、５、６、７、８回
、又は９回以上反復して投与することができ、又は、その量を連続注入によって投与する
ことができる。投与は、固形、半固形、凍結乾燥粉末、又は液体の剤形、例えば、錠剤、
丸剤、ペレット剤、カプセル剤、粉末剤、液剤、懸濁剤、油剤、坐剤、停留浣腸剤、クリ
ーム剤、軟膏剤、ローション剤、ゲル剤、エアロゾル剤、フォーム剤などの剤形であるこ
とができ、好ましくは、正確な用量の単一の投与に適した単位剤形であることができる。
【０２８９】
　本明細書で使用する用語「単位剤形」とは、ヒト被験者及び他の哺乳動物に対する単位
投与量として適切な物理的に分離した単位を指し、各単位は所望の作用発現、寛容性、及
び／又は治療効果を生ずるように計算された予定量の抗癌剤を適切な医薬賦形剤と共に含
む（例えば、アンプル）。さらに、より濃縮した剤形を調製することができ、次に該濃縮
剤形からより希釈した単位剤形を製造することができる。このように、より濃縮した剤形
は、実質的により多量の抗癌剤、例えば、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、
９、１０倍、又は１１倍以上の量の抗癌剤を含有する。
【０２９０】
　このような剤形の調製方法は、当業者には公知である（例えば、REMINGTON’S PHARMAC
EUTICAL SCIENCES, 18TH ED., Mack Publishing Co., Easton, PA (1990)参照）。剤形は
、典型的には、通常の医薬担体又は医薬賦形剤を含み、さらに、他の薬剤、担体、アジュ
バント、希釈剤、組織浸透促進剤、可溶化剤などを含んでいることができる。適切な賦形
剤を、当分野において周知の方法によって、特定の剤形及び投与経路に合わせて作成する
ことができる（例えば、REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES、上記参照）。
【０２９１】
　適切な賦形剤の例として、ラクトース、デキストロース、スクロース、ソルビトール、
マンニトール、デンプン、アカシアガム、リン酸カルシウム、アルギン酸塩、トラガカン
ト、ゼラチン、ケイ酸カルシウム、微結晶セルロース、ポリビニルピロリドン、セルロー
ス、水、生理食塩液、シロップ、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒドロキシプロ
ピルメチルセルロース、及びポリアクリル酸、例えば、Ｃａｒｂｏｐｏｌ、例えば、Ｃａ
ｒｂｏｐｏｌ ９４１、Ｃａｒｂｏｐｏｌ ９８０、Ｃａｒｂｏｐｏｌ ９８１などを挙げ
ることができるがそれらに限定されない。剤形は、さらに、潤滑剤、例えば、タルク、ス
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テアリン酸マグネシウム、及び鉱油；湿潤剤；乳化剤；懸濁剤；保存剤、例えば、メチル
－ヒドロキシ－ベンゾエート、エチル－ヒドロキシ－ベンゾエート、及びプロピル－ヒド
ロキシ－ベンゾエート（すなわち、パラベン）；ｐＨ調整剤、例えば、無機及び有機の酸
及び塩基；甘味剤；並びに香味剤を含んでいることができる。剤形は、生分解性ポリマー
ビーズ、デキストラン、及びシクロデキストリン包接複合体も含んでいることができる。
【０２９２】
　経口投与に対する治療有効量は、錠剤、カプセル剤、油剤、懸濁剤、液剤、シロップ、
スプレー、ロゼンジ、粉末剤、及び持続放出性製剤の形態であることができる。経口投与
に対して適切な賦形剤として、医薬品グレードのマンニトール、ラクトース、デンプン、
ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、滑石、セルロース、グルコース、ゼ
ラチン、スクロース、炭酸マグネシウムなどを挙げることができる。
【０２９３】
　或る実施形態において、治療有効量は、丸剤、錠剤、又はカプセル剤の形態を取り、従
って、その剤形は、抗癌剤と共に、以下：希釈剤、例えば、ラクトース、スクロース、リ
ン酸二カルシウムなど；崩壊剤、例えば、デンプン又はその誘導体；潤滑剤、例えば、ス
テアリン酸マグネシウムなど；及び結合剤、例えば、デンプン、アカシアガム、ポリビニ
ルピロリドン、ゼラチン、セルロース及びそれらの誘導体、の任意のものを含んでいるこ
とができる。抗癌剤は、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）担体中に配置される
（disposed）坐剤中に、配合することもできる。
【０２９４】
　抗癌剤及び場合により薬剤学的に許容することのできるアジュバント１種又は２種以上
を、例えば、生理食塩水（例えば、塩化ナトリウム０．９ｗ／ｖ％）、水性デキストロー
ス、グリセロール、エタノールなどの担体中に溶解又は分散させて、例えば、経口投与、
局所投与、又は静脈内投与のための液剤又は懸濁剤を形成することにより、液体剤形を製
造することができる。抗癌剤は停留浣腸中に配合することもできる。
【０２９５】
　局所投与に対して、治療有効量は、油剤、ローション剤、ゲル剤、フォーム剤、クリー
ム剤、ジェリー剤、液剤、懸濁剤、軟膏剤、及び経皮パッチの形態であることができる。
吸入による投与に対して、抗癌剤を、乾燥粉末として又はネブライザーを介する液体形態
で送達することができる。非経口投与に対して、治療有効量は、滅菌された注射溶液及び
滅菌包装された粉末剤の形態であることができる。好ましくは、注射溶液をｐＨ約４．５
～約７．５で製剤化する。
【０２９６】
　治療有効量を凍結乾燥形態で提供することもできる。このような剤形は、投与前の再構
成のために、緩衝剤、例えば、炭酸水素塩を含んでいることができ、又は、例えば、水、
を用いた再構成のために凍結乾燥剤形に緩衝剤を含めることができる。凍結乾燥剤形は、
適切な血管収縮剤、例えば、エピネフリンをさらに含んでいることができる。凍結乾燥剤
形は、再構成された剤形を被験者に直ちに投与することができるように、場合により再構
成のための緩衝剤と組み合わせて包装された注射器により提供することができる。
【０２９７】
　所定の療法レジメンの有効性を評価するために周期的な時間間隔で被験者を監視するこ
ともできる。例えば、所定の発癌性融合タンパク質及び／又はシグナル伝達分子の活性化
状態は、本明細書に記載した抗癌剤１種又は２種以上を用いた治療の治療効果に基づいて
変化することがある。被験者を監視して、個別化されたアプローチにおける所定の薬剤又
は治療の応答を評価しそれらの効果を理解することができる。さらに、特定の抗癌剤又は
抗癌剤の組み合わせに対して初期には応答する被験者が、その薬剤又は薬剤の組み合わせ
に対して無反応性となるがあり、このことはこれらの被験者が獲得薬剤耐性を生じたこと
を示している。これらの被験者の現在の療法を中止し、本発明の方法に従って彼らに代わ
りの療法を処方することができる。
【０２９８】
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　所定の側面において、本明細書に記載した方法を、様々な集団における癌の予後診断及
び／又は再発の可能性を予測する遺伝子発現マーカーのパネルと共に使用することができ
る。これらの遺伝子パネルは、再発を経験する可能性が低く、従って、アジュバント化学
療法から利益を得る可能性が低い被験者を同定するのに有用であることができる。これら
の発現パネルを用いて、無疾患生存率及び全体的生存率（disease-free and overall sur
vival）の結果に悪影響を与えずに、安全にアジュバント化学療法を回避することができ
る女性を同定することができる。
【０２９９】
　さらに、所定の他の側面において、本明細書に記載した方法を、原発性不明癌（ＣＵＰ
）に対して最初の腫瘍を同定する遺伝子発現マーカーのパネルと共に使用することができ
る。これらの遺伝子パネルは、初期に癌と診断された被験者に与えられた療法と一致する
療法から利益を得られると考えられる転移性癌を有する被験者を同定するのに有用である
ことができる。適切なシステムとして、９２の遺伝子を測定して３９の腫瘍タイプに対す
る原発性起源部位を同定するＲＴ－ＰＣＲベース発現アッセイであるＡｖｉａｒａ Ｃａ
ｎｃｅｒＴＹＰＥ ＩＤアッセイ；及びマイクロアレイ上で１，６００超の遺伝子の発現
を測定して１５の既知の組織タイプのものに対して腫瘍の遺伝子発現「シグニチャー」を
比較するＰａｔｈｗｏｒｋ（商標）Ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ｏｒｉｇｉｎ Ｔｅｓｔを挙げる
ことができるがそれらに限定されない。
【０３００】
ＶＩＩＩ．実施例
　以下の実施例を、特許請求の範囲に記載の本発明を限定するためではなく例示するため
に提供する。
【０３０１】
実施例１．チラミドシグナル増幅を用いる近接二重検出マイクロアレイＥＬＩＳＡを使用
する単細胞検出
　本実施例は、単離された細胞から調製される細胞抽出物中における融合タンパク質及び
シグナル伝達分子の活性化状態を分析することに適している、優れたダイナミックレンジ
を有する多重で高スループットな近接二重検出マイクロアレイサンドイッチＥＬＩＳＡを
例示する。特定の実施形態において、近接アッセイは、アドレス可能なマイクロアレイの
フォーマットである。
１）捕捉抗体を、１ｍｇ／ｍＬから０．００４ｍｇ／ｍＬまでの連続希釈を用いて、１６
パッドのＦＡＳＴスライド（Ｗｈａｔｍａｎ社）上にプリントした。代わりに、２倍の希
釈系列の各捕捉抗体（０．２５ｍｇ／ｍＬ、０．１２５ｍｇ／ｍＬ及び０．０６２５ｍｇ
／ｍＬ）を使用することができ、そして、２重及び４重のスポットを、各捕捉抗体希釈液
のために作ることができる。ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質を検出するために、典型的な
捕捉抗体は、抗ＢＣＲモノクローナル又はポリクローナル抗体を含む。
２）一晩乾燥後、スライドをＷｈａｔｍａｎ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒでブロッ
クした。
３）８０μＬの細胞溶解物は、１０倍の連続希釈を用いて各パッド上に追加された。スラ
イドは、室温で、２時間インキュベートされた。
４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回洗浄した後、８０μＬの検出抗体を、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ
／２％ＢＳＡ／１％ＦＢＳ中で希釈される近接アッセイのためにスライドに追加した。
ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質を検出するための、典型的な検出抗体としては、
（１）グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）に直接コンジュゲートされる抗ＡＢＬモノクロー
ナル又はポリクローナル抗体、及び
（２）西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に直接コンジュゲートされる、リン酸化さ
れたＡＢＬを認識するモノクローナル又はポリクローナル抗体
が挙げられる。インキュベーションは、室温で、２時間であった。
５）代わりに、検出工程は、リン酸化されたＡＢＬを認識する抗体のビオチンコンジュゲ
ートを利用することができる。こうした場合において、６回洗浄した後、１時間、ストレ
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プトアビジン－ＨＲＰでのインキュベーションの追加の連続した工程が含まれた。
６）代わりに、検出工程は、抗ＡＢＬ抗体のオリゴヌクレオチド媒介ＧＯコンジュゲート
を利用することができる。リン酸化されたＡＢＬ抗体に対する、直接コンジュゲートされ
たか、又はビオチン－ｓｔｅｐｔａｖｉｄｉｎ（ＳＡ）結合されたＨＲＰのコンジュゲー
トのどちらかを使用することができる。
６）シグナル増幅のために、８０μＬのビオチン－チラミド５mｇ／ｍＬを追加して、１
５分間反応した。スライドを、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎによって６回、２０％ＤＭＳＯ／ＴＢ
Ｓ－Ｔｗｅｅｎによって２回、そして、ＴＢＳによって１回洗浄した。
７）８０μＬのＳＡ－Ａｌｅｘａ５５５を追加して、３０分間インキュベートした。次に
、スライドを、２回洗浄して、５分間乾燥して、マイクロアレイスキャナー（Ｐｅｒｋｉ
ｎＥｌｍｅｒ社）で走査した。
【０３０２】
　有利には、本明細書において記載されている近接アッセイマイクロアレイフォーマット
は、２つの検出抗体の間の近接を検出することによって得られる高められた特異性のせい
で、（例えば、２抗体アッセイと比較して）非常に低いバックグラウンドを示す。
【０３０３】
実施例２．薬剤選択用の活性化プロファイルの作成
　本発明の組成物及び方法は、癌治療のための薬剤選択のために適用することができる。
限定的でない例として、本発明は、こうしたタイプの癌を有する患者のための適切な治療
を提供するために、血液悪性腫瘍に関連する１つ又は複数の発癌性融合タンパク質の存在
又は活性を同定することの有用性が見出す。典型的なプロトコールは、２つのプロファイ
ル（参照活性化プロファイル及びテスト活性化プロファイル）の作成を伴い、次に、それ
らは、特定の薬剤治療レジメンの有効性を決定するために比較される（図２参照）。
【０３０４】
参照活性化プロファイル
　参照の活性化プロファイルを引き出すために、血液サンプルは、抗ガン剤治療の前に、
特定のタイプの癌（例えば、白血病（例えばＣＭＬ））有する患者から得られる。腫瘍細
胞は、例えば、本願明細書においてより詳細に記載されている任意の技術を使用して、血
液サンプルから単離される。単離された細胞は、１以上の成長因子によってインビトロで
刺激することができる。次に、刺激された細胞を溶解し、細胞抽出物を生成する。細胞抽
出物は、１つ又は複数の発癌性融合タンパク質［活性化状態が患者のタイプの癌において
変更することができる］（単独か、又は１つ又は複数のシグナル伝達分子との組み合わせ
）に特異的な捕捉抗体のパネルの希釈系列を含んでいるアドレス可能なアレイに付与され
る。単一の検出又は近接アッセイは、目的の各分析物の活性化状態を決定するために、適
当な検出抗体（例えば、活性化状態非依存性抗体及び／又は活性化状態依存性抗体）を使
用して実施される。従って、参照の活性化プロファイルは、任意の抗ガン剤がない場合に
おいて、患者の癌中における発癌性融合タンパク質のような特定の分析物の活性化状態を
提供することを生成する。
【０３０５】
テスト活性化プロファイル
　テストの活性化プロファイルを得るために、第２の血液サンプルは、制癌性の薬物治療
の前か、又は、抗ガン剤投与後のいずれかにおいて、特定のタイプの癌（例えば、白血病
（例えばＣＭＬ））を有する患者から得られる（例えば、癌治療過程の全期間を通じて任
意のときに）。腫瘍細胞を、血液サンプルから単離する。単離された細胞が、抗ガン剤を
用いた治療を受けなかった患者から得られる場合、その単離された細胞を、前記の参照の
活性化プロファイルから決定される１以上の活性化された発癌性融合タンパク質及び／又
はシグナル伝達分子を標的とする抗ガン剤とインキュベートする。例えば、それがＢＣＲ
－ＡＢＬ融合タンパク質が活性化される参照の活性化プロファイルから決定される場合、
次に、細胞がイマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標））とインキュベートすることができる
。次に、単離された細胞は、１以上の成長因子によってインビトロで刺激することができ
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る。次に、単離された細胞を、細胞抽出物を生成するために溶解する。細胞抽出物はアド
レス可能なアレイに適用され、単一検出又は近接アッセイは、目的の各分析物の活性化状
態を決定するために実施される。従って、患者のためのテストの活性化プロファイルは、
特定の抗ガン剤が存在する場合には、特定の分析物、例えば、患者の癌中の発癌性融合タ
ンパク質の活性化状態を提供することを生成する。
【０３０６】
薬剤選択
　抗ガン剤は、テストの活性化プロファイルを参照の活性化プロファイルと比較すること
によって、患者の癌の治療に適切であるか不適当であるかを決定される。例えば、薬物治
療によって、ほとんど又は全ての発癌性融合タンパク質及び／又はシグナル伝達分子が、
薬剤が存在しない場合よりも実質的に活性化しない（例えば、薬剤が無い強い活性化から
、薬剤が有る弱いか又は非常に弱い活性化への変化）場合には、次に、治療は、患者の癌
に適していると決定される。このような場合には、治療は、薬物治療を受けてこなかった
患者の適切な抗ガン剤で開始されるか、又は、今後の治療を、すでに薬剤を受けている患
者の適切な抗ガン剤によって続けるかのどちらかである。しかしながら、薬物治療が患者
の癌の治療に不適当であると考えられる場合、異なる薬が、選択されて、新しいテストの
活性化プロファイルを生成するために用いられる（次に、それは、参照の活性化プロファ
イルと比較される）。このような場合には、治療は、薬物治療を受けてこなかった患者の
適切な抗ガン剤で開始するか、又は、今後の治療を、現在不適切な薬剤を受けている患者
に対して適切な抗ガン剤に変えるかのどちらかである。
【０３０７】
　また、本実施例で記載されているプロトコールも、標的プロテインキナーゼ（例えば、
ＢＣＲ－ＡＢＬ）の突然変異、療法レジメンを有するノンコンプライアンス、及び／又は
最適以下の薬剤用量の投与のせいで、チロシンキナーゼ阻害剤、例えば、イマチニブを用
いた治療に耐性がある患者を同定するために有用である。
【０３０８】
実施例３．癌と関連する代表的な発癌性融合タンパク質
　本実施例は、発癌性融合タンパク質及びそれらの関連する新生物の形成を生じるヒト腫
瘍における転座の非徹底的なリストを提供する。
【０３０９】
バーキットリンパ腫：ｃ－ｍｙｃ遺伝子転座ｔ（８；１４）（ｑ２４；ｑ３２）。最も一
般的なキメラ癌タンパクは、ｃ－ｍｙｃ／ＩＧＨである。
【０３１０】
ＡＭＬ：染色体２１に対する染色体８の一部の転座。得られたキメラ癌タンパクは、ＲＵ
ＮＸ１／ＥＴＯである。別の転座ｔ（１２；１５）（ｐ１３；ｑ２５）は、ＴＥＬ／Ｔｒ
ｋＣ（キナーゼ）キメラ癌タンパクをもたらす。
【０３１１】
ＣＭＬ：フィラデルフィア染色体は、ＢＣＲ／ＡＢＬ（キナーゼ）をもたらす転座である
。
【０３１２】
ユーイング肉腫：染色体１１と２２との間の転座。得られたキメラ癌タンパクは、ＥＷＳ
／ＦＬＩ（転写因子）である。
【０３１３】
ＡＬＬ：キメラ癌タンパク：



(79) JP 5819307 B2 2015.11.24

10

20

30

40

【０３１４】
ＤＦＳＰ：９５％を超えるＤＦＳＰ腫瘍は、キメラ癌タンパクＣＯＬ１Ａ１／ＰＤＧＦ（
ＰＤＧＦＲを結合して、活性化させる）をもたらす染色体転座ｔ（１７；２２）を有する
。
【０３１５】
急性前骨髄球性白血病：ｔ（１５；１７）（ｑ２２；ｑ１２）として表される転座。得ら
れたキメラ癌タンパクは、ＲＡＲα／ＰＭＬ（転写複合体タンパク質）である。
【０３１６】
プロＢ細胞急性リンパ性白血病：キメラ癌タンパクＥ２Ａ／ＨＬＦ（アポトーシス阻害剤
）をもたらす転座ｔ（１７；１９）。
【０３１７】
急性前Ｂ細胞白血病：転座ｔ（１；１９）。キメラ癌タンパクは、Ｅ２Ａ／Ｐｂｘ１（キ
ナーゼ基質）である。
【０３１８】
横紋筋肉腫：キメラ癌タンパクＰＡＸ３／ＦＫＨＲ（転写因子）をもたらす、ｔ（２：１
３）（ｑ３５；ｑ１４）の転座。
【０３１９】
非常に若い児童の軟部組織悪性：下記のキメラ癌タンパクをもたらす、ｔ（１２；１５）
（ｐ１３；ｑ２５）転移：タンパク質チロシンキナーゼＥＴＶ６／ＮＴＲＫ３（キナーゼ
）。
【０３２０】
乳頭甲状腺の癌：キメラ癌タンパクは、ＲＥＴ／ＰＴＣ（キナーゼ）である。
【０３２１】
前立腺ガン：キメラ癌タンパクは、ＴＭＲＳＳ／ＥＲＧ（キナーゼ）である。
【０３２２】
発癌性融合タンパク質及びそれらの関連する新生物の形成を生じるヒト腫瘍における転座
についての追加の実施例：
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【０３２３】
実施例４．発癌性融合タンパク質のトータル及び活性化レベルを決定するための近接媒介
イムノアッセイ
序論
　癌遺伝子ＢＣＲ－ＡＢＬは、染色体２２の長い腕に位置するＢＣＲ遺伝子のＮ末端一部
への染色体９の長い腕に位置する通常のＡＢＬ遺伝子の転座によって形成され、フィラデ
ルフィア染色体を形成する。転座したＡＢＬ遺伝子がＢＣＲ遺伝子でＮ末端上でのスプラ
イシングに応じて、異なる長さのＢＣＲ－ＡＢＬ遺伝子生成物を生成し、ＣＭＬ及びＡＬ
Ｌのサブセットを生じる癌遺伝子としてのｐ２１０ＢＣＲ－ＡＢＬ遺伝子産物が最も一般
的である。他の追記の遺伝子生成物、例えば、ｐ１８５及びｐ２３０ＢＣＲ－ＡＢＬも、
生成される。特に、ｐ２１０ＢＣＲ－ＡＢＬ遺伝子生成物は、ＡＭＬを引き起こすことに
関与している。このタンパク質は、１７９０のアミノ酸を含む。そして、このタンパク質
は、Ｎ末端でのＢＣＲからのオリゴマードメイン（ＯＬＩ）、それに続くＢＣＲからのＳ
／Ｔキナーゼドメイン（通常のＢＣＲに存在しないＢＣＲからのアミノ酸配列の挿入物）
、更にそれに続くＡＢＬからのＳＨ３、ＳＨ２及びＹキナーゼドメイン、並びにＡＢＬの
Ｃ末端プロリンの豊富なドメインから構成される。
【０３２４】
臨床背景
　慢性期の慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）である大部分の患者はイマチニブに十分に反応し
、或る患者は所望のエンドポイントを達成せず、そして、他の患者は、結局応答をしない
か又は耐性がない。４００ｍｇ／日のイマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ）処理に関して：７０
－８０％の患者には、完全な細胞遺伝学的反応（ＣＣｙＲ）がある；最初の３年において
４～７％／年の比率でＣＣｙＲの損失があり、次に、その後、１～２％／年の損失がある
；７年後の全体の生存率は９０％であり、７年後の無イベント生存率は８１％である；再
発率は、５年で約３０％である。８００ｍｇ／日のイマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ）治療（
ＣＣｙＲ＝９５％；再発率＝５％）に対して良好な応答があるが、このようなイマチニブ
の用量は、より毒性がある。ニロチニブは、８００ｍｇ／日のイマチニブと類似の有効性
を有するが、それはイマチニブよりも毒性がある。
【０３２５】
　完全なＢＣＲ－ＡＢＬ阻害は、Ｇｌｅｅｖｅｃに対してより良好な応答を与えるが、不
完全なＢＣＲ－ＡＢＬ阻害は、Ｇｌｅｅｖｅｃに対して再発をもたらす。従って、ＢＣＲ
－ＡＢＬの発現のレベル及び活性化の程度についてのリアルタイム検出は、毒性を最小化
にしながら、標的を効果的に阻害するために薬剤用量を調整することによって、標的化療
法下でＣＭＬ患者に利益をもたらす。例えば、４００ｍｇ／日のＧｌｅｅｖｅｃを用いる
不完全な不活化を有するこうした患者は、すぐに応答を確実にするために、より高い用量
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（例えば、８００ｍｇ／日）に位置づけることができる。
【０３２６】
診断上の課題
　全長ＢＣＲ及びＡＢＬの高いベースライン・レベルは、多量ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパ
ク質において比較的低いものを検出することを非常に困難にする。更に、ＢＣＲ－ＡＢＬ
リン酸化レベルを検出する現在の分析法は、臨床血液サンプルのリン酸化を検出するため
に、感度を有しない。さらにまた、ＢＣＲ－ＡＢＬのような融合タンパク質に対する抗体
は、融合タンパク質の複数の変形にあまり特異的ではない。
【０３２７】
新規なＢＣＲ－ＡＢＬ検出アッセイ
　図３Ａは、発癌性融合タンパク質（例えばＢＣＲ－ＡＢＬ（３１０））の存在（トータ
ルレベル）及び／又は活性化状態（リン酸化レベル）を検出するための代表的な近接アッ
セイ（３００）を図示する。図３Ｂは、接合抗体を使用して、ＢＣＲ－ＡＢＬ（４１０）
の存在（トータルレベル）及び／又は活性化状態（リン酸化レベル）を検出するための本
発明の近接アッセイの代わりの実施形態（４００）を図示する。
【０３２８】
　図３Ａ～３Ｂにおいて図示したように、ＢＣＲ－ＡＢＬトータル及び／又は活性化した
タンパク質レベルを測定する方法の使用に適している抗体の限定的でない例として、上記
の表１に記載されるものを含む。
【０３２９】
結果
　図４は、図３Ａにおいて表される代表的な近接アッセイに従って、ビーズにコンジュゲ
ートされる全長ＢＣＲのカルボキシル末端領域に特異的な抗体を使用して、遊離な全長Ｂ
ＣＲの除去後における、Ｋ５６２細胞（すなわち、人間の慢性骨髄性白血病細胞系からの
細胞）中のＢＣＲ－ＡＢＬシグナルを図示する。特に、図４は、ＢＣＲ－ＡＢＬシグナル
が、本発明の新規な近接アッセイを使用して患者サンプルからの遊離なＢＣＲの除去によ
って、影響を受けないことを証明する。
【０３３０】
　図５は、図３Ａにおいて表される代表的な近接アッセイに従って、ビーズにコンジュゲ
ートされる全長ＢＣＲのカルボキシル末端領域に特異的な抗体を使用して、遊離なＢＣＲ
の除去後における、Ｋ５６２細胞のＢＣＲシグナルを図示する。図５に示すように、１０
，０００の細胞におけるＢＣＲシグナルの減少は、ＢＣＲだけが本発明の新規な近接アッ
セイを使用して除去されることを証明する。
【０３３１】
　図６は、図３Ａにおいて表される代表的な近接アッセイを使用して、Ｋ５６２細胞中の
ＢＣＲ－ＡＢＬのトータル及びリン酸化されたレベルの検出を図示する。
【０３３２】
結論
　本実施例は、ＢＣＲ－ＡＢＬの存在及び／又は活性化状態を検出するための図３Ａ及び
３Ｂにおいて表した代表的な近接アッセイが、少なくとも以下の理由のために有利なこと
を証明する：
（１）全長ＢＣＲタンパク質を、ＢＣＲのＣ末端領域に特異的な減少用タグを使用して、
患者サンプル、例えば、血液又は骨髄吸引液から除去することができる；
（２）一旦全長ＢＣＲが患者サンプルから除去されれば、ＢＣＲのＮ末端領域に特異的な
捕捉抗体が、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質を捕捉することができる；及び
（３）一旦ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質が捕捉されれば、それらの発現及び活性化レベ
ルが、近接チャネリングを介して高感度に検出することができる（トータル又は活性化し
たＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルに相関的である単一の検出可能なシグナルが、すべて
の３つの抗体上でのみ作り出され、増加したアッセイ特異性、より低いバックグラウンド
、及び単純化された検出をもたらす）。
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【０３３３】
実施例５．全長ＢＣＲ及び／又はＡＢＬからの干渉が無い、ＢＣＲ－ＡＢＬのトータル及
び活性化したレベルの検出
　本実施例は、ＢＣＲ－ＡＢＬの存在（トータルレベル）及び／又は活性化状態（リン酸
化レベル）を検出するための図３Ａ及び３Ｂにおいて表される代表的な近接アッセイの利
点を示している追加の実験データを提供する。ある１つの実施形態では、全長ＢＣＲタン
パク質は、ＢＣＲのＣ末端領域に特異的な減少用タグを使用して、患者サンプルから得ら
れる細胞（例えば、悪性白血球（例えば白血病細胞））の抽出物から、又は細胞系（例え
ば、白血病細胞系）から得られる細胞の抽出物から除去される。一旦全長ＢＣＲが細胞抽
出物から除去されると、ＢＣＲのＮ末端領域に特異的な捕捉抗体は、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合
タンパク質を捕捉することができる。一旦ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質が捕捉されれば
、それらの発現及び活性化レベルが、近接チャネリングを介して高感度に検出することが
できる（トータル又は活性化したＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質レベルに相関的である単一の
検出可能なシグナルが、すべての３つの抗体上でのみ作り出され、増加したアッセイ特異
性、より低いバックグラウンド、及び単純化された検出をもたらす）。
【０３３４】
　図７は、図３Ａにおいて表される代表的な近接アッセイに従って、ビーズにコンジュゲ
ートされる全長ＢＣＲのカルボキシル末端領域に特異的な抗体を使用して、遊離なＢＣＲ
の除去後における、Ｋ５６２細胞（すなわち、人間の慢性の骨髄性白血病細胞系からの細
胞）中で検出されるＢＣＲ－ＡＢＬについてのリン酸化レベル（「ホスホＢＣＲ－ＡＢＬ
」）及び総量（「トータルＢＣＲ－ＡＢＬ」）を図示する。特に、図７Ａ及び７Ｂは、本
発明の新規な近接アッセイを使用して、Ｋ５６２細胞の抽出物をビーズに結合する全長Ｂ
ＣＲのＣ末端に特異的な抗体と接触させて、遊離なＢＣＲタンパク質を除去した後に、リ
ン酸化された及びトータルＢＣＲ－ＡＢＬシグナルが変化しなかったことを示す。図７Ｃ
は、ＢＣＲＣ末端抗体結合ビーズで処理した後、遊離な全長ＢＣＲを細胞抽出物から実際
に除去したことを図示している。
【０３３５】
　図８は、図３Ａにおいて表される代表的な近接アッセイに従って、ビーズにコンジュゲ
ートされる全長ＢＣＲのカルボキシル末端領域に特異的な抗体を使用して、遊離なＢＣＲ
の除去後における、Ｋ５６２細胞（すなわち、人間の慢性の骨髄性白血病細胞系からの細
胞）中のリン酸化したＢＣＲ－ＡＢＬシグナルについての別の説明図を提供する。特に、
図８Ａは、全長ＢＣＲの除去の有無にかかわらず、Ｋ５６２細胞可溶化物中で検出される
リン酸化されたＢＣＲ－ＡＢＬシグナルのマイクロアレイ比較を提供する［「非ビーズ処
理」（＝ＢＣＲが除去されない）に対する「ビーズ処理」（＝ＢＣＲが、ビーズにコンジ
ュゲートされる全長ＢＣＲのＣ末端に特異的な抗体を含有するビーズで除去される）］。
図８Ｂは、細胞数の関数として、相対的な蛍光ユニット（ＲＦＵ）を用いて、マイクロア
レイデータのグラフィック描写を提供する。これらの図は、ホスホＢＣＲ－ＡＢＬシグナ
ルが、本発明の新規な近接アッセイを使用して、Ｋ５６２細胞の抽出物から全長ＢＣＲを
除去することに応じて変化しないことを証明する。
【０３３６】
　図９は、図３Ａにおいて表される代表的な近接アッセイに従って、ビーズにコンジュゲ
ートされる全長ＢＣＲのカルボキシル末端領域に特異的な抗体を使用して、遊離なＢＣＲ
の除去後における、Ｋ５６２細胞中のトータルＢＣＲ－ＡＢＬシグナルについての別の説
明図を提供する。特に、図９Ａは、全長ＢＣＲの除去の有無にかかわらず、Ｋ５６２細胞
可溶化物中で検出されるトータルＢＣＲ－ＡＢＬシグナルのマイクロアレイ比較を提供す
る［「非ビーズ処理」（＝ＢＣＲが除去されない）に対する「ビーズ処理」（＝ＢＣＲが
、ビーズにコンジュゲートされる全長ＢＣＲのＣ末端に特異的な抗体を含有するビーズで
除去される）］。図９Ｂは、細胞数の関数として、相対的な蛍光ユニット（ＲＦＵ）を用
いて、マイクロアレイデータのグラフィック描写を提供する。これらの図は、トータルＢ
ＣＲ－ＡＢＬシグナルが、本発明の新規な近接アッセイを使用して、Ｋ５６２細胞の抽出
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物から全長ＢＣＲを除去することに応じて変化しないことを証明する。
【０３３７】
　図１０は、細胞抽出物をＢＣＲＣ末端抗体結合ビーズと接触させた後に、Ｋ５６２細胞
の抽出物から遊離な全長ＢＣＲを除去する別の説明図を提供する。特に、図１０Ａは、全
長ＢＣＲの除去の有無にかかわらず、Ｋ５６２細胞可溶化物中で検出されるトータルＢＣ
Ｒシグナルのマイクロアレイ比較を提供する［「非ビーズ処理」（＝ＢＣＲが除去されな
い）に対する「ビーズ処理」（＝ＢＣＲが、ビーズにコンジュゲートされる全長ＢＣＲの
Ｃ末端に特異的な抗体を含有するビーズで除去される）］。図１０Ｂは、細胞数の関数と
して、相対的な蛍光ユニット（ＲＦＵ）を用いて、マイクロアレイデータのグラフィック
描写を提供する。これらの図は、全長ＢＣＲのＣ末端に特異的な抗体を含有するビーズで
処理される際に、全長ＢＣＲが、細胞抽出物から実質的に減少したことを証明する。実際
、例えば１０００未満の細胞を含有する細胞抽出物は、ＢＣＲＣ末端抗体結合ビーズとイ
ンキュベートする際に、著しく上記のバックグラウンド（０の細胞）であったＢＣＲシグ
ナルを生成しなかった。
【０３３８】
　図１１は、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質でなく、遊離な全長ＢＣＲ及びＡＢＬタンパ
ク質が、白血球（ＷＢＣ）中に存在することを示す。図１２は、このようなＫ５６２細胞
抽出物をＷＢＣ抽出物と混合する際に、ＷＢＣ中に存在する遊離な全長ＢＣＲが、Ｋ５６
２細胞抽出物中のホスホＢＣＲ－ＡＢＬシグナルを阻害したことを示す。図１３は、ビー
ズにコンジュゲートされる全長ＢＣＲのカルボキシル末端領域に特異的な抗体を使用して
、遊離なＢＣＲの除去後に、ＷＢＣ抽出物と混合されるＫ５６２細胞中のトータルＢＣＲ
－ＡＢＬシグナルを図示する。特に、図１３Ａは、Ｋ５６２細胞抽出物をＷＢＣ抽出物で
混合した際に、遊離なＢＣＲシグナルが飽和したことを示す。ＢＣＲＣ末端抗体結合ビー
ズで処理した後に、遊離なＢＣＲを取り出した。図１３Ｂは、ＢＣＲ－ＡＢＬシグナルが
、同様の実験中におけるビーズ処理の有無にかかわらず、変化しなかったことを示す。
【０３３９】
　或る実施形態では、ＢＣＲのアミノ末端領域に特異的な減少用タグを使用することによ
って、ＢＣＲ－ＡＢＬ発現及び／又は活性化の捕捉又は検出の前に、全長ＡＢＬタンパク
質は、患者サンプルから得られる細胞（例えば、悪性白血球（例えば白血病細胞））の抽
出物から、又は細胞系（例えば、白血病細胞系）から得られる細胞の抽出物から更に又は
代わりに除去される。このような減少用タグの限定的でない例は、全長ＡＢＬのＮ末端領
域に特異的な抗体を結合するビーズである。
【０３４０】
実施例６．ＢＣＲ－ＡＢＬキナーゼ活性の阻害剤を用いて処理される細胞中のＢＣＲ－Ａ
ＢＬのトータル及び活性化したレベルの検出
　本実施例は、ＢＣＲ－ＡＢＬ阻害剤［例えば、イマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標））
、ニロチニブ（Ｔａｓｉｇｎａ（商標））、ダサチニブ（Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標））］は
、Ｋ５６２細胞（すなわち、人間の慢性骨髄性白血病細胞系からの細胞）中のＢＣＲ－Ａ
ＢＬタンパク質についての、発現（すなわち、トータルレベル）でなく、活性（すなわち
、リン酸化）を、用量依存的に阻害したことを示す。
【０３４１】
　特に、図１４Ａ及び１４Ｂは、ＢＣＲ－ＡＢＬ阻害剤イマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商
標）が、Ｋ５６２細胞中のＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質についての、発現（すなわち、トー
タルレベル）でなく、活性（すなわち、リン酸化）を、用量依存的に阻害したことを示す
。図１４Ｃは、イマチニブ治療でのホスホＢＣＲ－ＡＢＬシグナルのパーセント抑制と相
関的である、イマチニブ阻害に応じたＢＣＲ－ＡＢＬのホスホ／トータル比を示す。
【０３４２】
　図１５Ａ及び１５Ｂは、ＢＣＲ－ＡＢＬ阻害剤ニロチニブ（Ｔａｓｉｇｎａ（商標））
が、Ｋ５６２細胞中のＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質についての、発現（すなわち、トータル
レベル）でなく、活性（すなわち、リン酸化）を、用量依存的に阻害したことを示す。図
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１５Ｃは、ニロチニブ治療でのホスホＢＣＲ－ＡＢＬシグナルのパーセント抑制と相関的
である、ニロチニブ阻害に応じたＢＣＲ－ＡＢＬのホスホ／トータル比を示す。
【０３４３】
　図１６Ａ及び１６Ｂは、ＢＣＲ－ＡＢＬ阻害剤ダサチニブ（Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標））
が、Ｋ５６２細胞中のＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質についての、発現（すなわち、トータル
レベル）でなく、活性（すなわち、リン酸化）を、用量依存的に阻害したことを示す。図
１６Ｃは、ダサチニブ治療でのホスホＢＣＲ－ＡＢＬシグナルのパーセント抑制と相関的
である、ダサチニブ阻害に応じたＢＣＲ－ＡＢＬのホスホ／トータル比を示す。
【０３４４】
実施例７．種々の癌細胞系中のＢＣＲ－ＡＢＬ基質ＣＲＫＬについてのトータル及び活性
化したレベルの検出
　本実施例は、サンドイッチＥＬＩＳＡによって決定されるＢＣＲ－ＡＢＬ基質ＣＲＫＬ
のトータル及び活性化した（リン酸化した）レベルについての検出を示す。他の実施態様
において、２０１０年７月１５日に出願の国際出願第ＵＳ２０１０／０４２１８２号、及
び米国特許第２００８０２６１８２９号明細書、米国特許第２００９００３５７９２号明
細書、米国特許第２０１００１６７９４５号明細書（これらの開示内容は、あらゆる目的
のためにこれらの全体が参照することにより本明細書に組み込まれる）に記載されている
近接アッセイ［例えば、協調的近接イムノアッセイ（ＣＯＰＩＡ）］を使用して、ＢＣＲ
－ＡＢＬ基質（例えば、ＣＲＫＬ）の存在及び／又は活性化状態を測定することができる
。
【０３４５】
　図１７は、ＣＲＫＬが、Ｋ５６２細胞（すなわち、人間の慢性骨髄性白血病細胞系から
の細胞）中で存在しかつ活性化（すなわち、リン酸化）している両方のことを示す。図１
８は、ＣＲＫＬが、Ａ４３１細胞（すなわち、ヒト上皮癌細胞系からの細胞）に存在し、
そしてＥＧＦ処理に応じて活性化（すなわち、リン酸化）することを示す。図１９は、Ｃ
ＲＫＬが、Ｔ４７Ｄ細胞（すなわち、ヒト腺管上皮腫瘍細胞系からの細胞）中に存在する
が、ＥＧＦ処理に応じて活性化（すなわち、リン酸化）しないことを示す。図２０は、Ｃ
ＲＫＬが、Ｔ４７Ｄ細胞中に存在して、そしてヘレグリン（ＨＲＧ）処理に応じて低レベ
ルで活性化（すなわち、リン酸化）することを示す。図２１は、ＣＲＫＬが、ＭＣＦ－７
細胞（すなわち、ヒト胸部腺癌細胞系からの細胞）に存在して、そしてヘレグリン（ＨＲ
Ｇ）処理に応じて低レベルで活性化（すなわち、リン酸化）することを示す。図２２は、
患者サンプルの白血球（ＷＢＣ）中における活性化した（すなわち、リン酸化した）ＣＲ
ＫＬの存在（活性化のレベルは、ドナー間で異なる）を図示する。
【０３４６】
実施例８．種々の癌細胞系中のＢＣＲ－ＡＢＬ基質ＪＡＫ２についてのトータル及び活性
化したレベルの検出
　本実施例は、サンドイッチＥＬＩＳＡによって決定されるＢＣＲ－ＡＢＬ基質ＪＡＫ２
の活性化した（リン酸化した）レベルについての検出を示す。他の実施態様において、２
０１０年７月１５日に出願の国際出願第ＵＳ２０１０／０４２１８２号、及び米国特許第
２００８０２６１８２９号明細書、米国特許第２００９００３５７９２号明細書、米国特
許第２０１００１６７９４５号明細書（これらの開示内容は、あらゆる目的のためにこれ
らの全体が参照することにより本明細書に組み込まれる）に記載されている近接アッセイ
［例えば、協調的近接イムノアッセイ（ＣＯＰＩＡ）］を使用して、ＢＣＲ－ＡＢＬ基質
（例えば、ＪＡＫ２）の存在及び／又は活性化状態を測定することができる。
【０３４７】
　図２３は、ＪＡＫ２が、Ｋ５６２細胞（すなわち、人間の慢性骨髄性白血病細胞系から
の細胞）及びＡ４３１細胞（すなわち、ヒト上皮癌細胞系からの細胞）中において活性化
する（すなわち、リン酸化する）ことを示す。
【０３４８】
実施例９．抗癌剤の希釈が無い場合における血液からの細胞の単離
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　本実施例は、抗ＣＤ４５抗体を用いる磁気ビーズ捕捉を使用して、Ｋ５６２細胞と混合
される血液からのＫ５６２細胞（すなわち、人間の慢性骨髄性白血病細胞系からの細胞）
の回収、これに続く、Ｋ５６２細胞可溶化物の調製と、１以上の発癌性融合タンパク質（
例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ）の発現及び／又は活性化状態、それらの基質、それらの経路、
又はそれらの組み合わせの決定とを示す。本実施例は、抗ＣＤ４５及び／又は抗ＣＤ１５
抗体を用いる磁気ビーズ捕捉を使用して、患者血液サンプルからの白血球の回収、これに
続く、細胞可溶化物の調製と、１以上の発癌性融合タンパク質（例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ
）の発現及び／又は活性化状態、それらの基質、それらの経路、又はそれらの組み合わせ
の決定とを示す。細胞単離後の任意の洗浄工程の必要性を除去することによって、抗癌剤
（例えば、チロシンキナーゼ阻害剤）の細胞内濃度を変化させないで、目的の細胞を血液
から回収することができるので、本願明細書において記載されている方法は有利である。
このように、本実施例で記載されている方法は、単離後に細胞を洗浄すること（例えば、
ビーズに拘束された細胞を洗浄すること）の技術習慣とは反対であり、そして細胞内部で
の抗癌剤［例えば、チロシンキナーゼ阻害剤（例えば、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標）、Ｔａｓ
ｉｇｎａ（商標）、Ｓｐｒｙｃｅｌ（商標）など）］の実質的な希釈なしに、回収した細
胞から細胞溶解物を提供する。
 
ＣＤ４５Ｄｙｎａｂｅａｄ（ダイナビーズ）を使用する、１ｍＬ血液からのＫ５６２細胞
回収
１．バッファ１の調製
　１．１　ＰＢＳ５００ｍＬへのＢＳＡ５００ｍｇの添加
　１．２　０．５Ｍ　ＥＤＴＡ２ｍＬの添加
２．血液の調製及びＫ５６２細胞との混合
　２．１　ドナーからの全血１０ｍＬの取得
　２．２　血液とバッファ１との１：１希釈の希釈
　２．３　自動化細胞カウンタを使用するＫ５６２細胞中の細胞カウント（cell counts
　　　　　）の実行
　２．４　各々の濃度における希釈した血液１ｍＬへの５ｅ６、１ｅ６、０．１ｅ６、０
　　　　　Ｋ５６２細胞の別々の添加
３．Ｗａｓｈダイナビーズ（インビトロゲンＣａｔ．Ｎｏ．１１１．５３Ｄ）の洗浄
　３．１　エッペンドルフチューブ１．５ｍＬ中に、各１ｅ７細胞のためのビーズ１００
　　　　　μＬの移動
　３．２　バッファ１（１ｍＬ）の添加、及び穏やかな混合
　３．３　１分間のマグネティック上へのチューブの配置
　３．４　上澄みの除去
　３．５　マグネティックからのチューブの除去、及び移動するビーズの開始容量と等し
　　　　　い量のバッファ１中での再懸濁
４．細胞単離
　４．１　血液サンプルを混合する各Ｋ５６２への洗浄したビーズ１００μＬの添加
　４．２　冷たい部屋（又は室温）における２０分、２時間又は１時間の、回転器上での
　　　　　サンプルのインキュベート
　４．３　マグネティック上へのサンプルの配置、及び上澄みの除去
５．細胞溶解物の調製
　５．１　５ｅ６　Ｋ５６２細胞と結合するビーズへの冷たい溶解バッファ１ｍＬの添加
　５．２　１ｅ６　Ｋ５６２細胞と結合するビーズへの溶解バッファ５００μＬの添加
　５．３　０．１ｅ６　Ｋ５６２細胞と結合するビーズへの溶解バッファ１００μＬの添
　　　　　加
　５．４　渦（Vortex）及び２０’で氷上での配置；断続的に渦
　５．５　４度で最大速度で１５’の遠心分離
　５．６　マイクロアレイ、例えば、本明細書において記載されている近接媒介イムノア
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　　　　　ッセイを実施するための、エッペンドルフチューブへの上澄みの移動
 
ＣＤ４５及び／又はＣＤ１５Ｄｙｎａｂｅａｄ（ダイナビーズ）を使用する、患者血液サ
ンプルからのＣＭＬ細胞単離
１．バッファ１の調製
　１．１　ＰＢＳ５００ｍＬへのＢＳＡ５００ｍｇの添加
　１．２　０．５Ｍ　ＥＤＴＡ２ｍＬの添加
２．患者血液の調製
　２．１　抗凝固剤としてのＥＤＴＡ（又は、ヘパリン）を使用する、患者からの全血２
　　　　　－３ｍＬの取得
　２．２　プロテアーゼ阻害剤の添加又は非添加
３．Ｗａｓｈダイナビーズ（インビトロゲンＣａｔ．Ｎｏ．１１１．５３Ｄ）の洗浄
　３．１　エッペンドルフチューブ１．５ｍＬ中への、各１ｅ７細胞のためのビーズ１０
　　　　　０μＬ（２００μＬ、３００μＬ）の移動
　３．２　バッファ１（１ｍＬ）の添加、及び穏やかな混合
　３．３　１分間のマグネティック上へのチューブの配置
　３．４　上澄みの除去
　３．５　マグネティックからのチューブの除去、及び移動するビーズの開始容量として
　　　　　のバッファ１（１００μＬ）中での再懸濁
４．細胞単離
　４．１　エッペンドルフチューブ１．５ｍＬ中の血液サンプル１ｍＬへの洗浄したビー
　　　　　ズ１００μＬの添加
　４．２　冷たい部屋（又は室温）における２０分、２時間又は１時間の、回転器上での
　　　　　サンプルのインキュベート
　４．３　マグネティック上へのサンプルの配置、及び上澄みの除去
５．細胞溶解物の調製
　５．１　細胞と結合するビーズへの溶解バッファ１００μＬの添加
　５．２　渦（Vortex）及び２０’で氷上での配置；断続的に渦
　５．３　４度、最大速度で１５’の遠心分離
　５．４　マイクロアレイ、例えば、本明細書において記載されている近接媒介イムノア
　　　　　ッセイを実施するための、エッペンドルフチューブへの上澄みの移動
【０３４９】
　図２４は、抗ＣＤ４５磁気ビーズを使用して、血液から単離されるＫ５６２細胞から調
製される細胞溶解物中で、リン酸化したＢＣＲ－ＡＢＬを検出し測定することができるこ
とを示す。特に、４Ｇ１０抗体（ミリポア）（融合タンパク質のＡｂｌ部分中のホスホチ
ロシン残基と結合する）を、リン酸化したＢＣＲ－ＡＢＬレベルを検出するために使用し
た。同様のアッセイは、抗ＣＤ４５及び／又は抗ＣＤ１５磁気ビーズを使用して、患者サ
ンプルの血液から単離される白血球（例えば、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）細胞）から調
製される細胞溶解物上で実施され、リン酸化したＢＣＲ－ＡＢＬの存在及び／又はレベル
を検出して測定することができる。
【０３５０】
実施例１０．患者サンプルにおける、トータル発癌性融合タンパク質とトータル天然全長
タンパク質レベルとの両方の検出
　本実施例は、発癌性融合タンパク質内で発見される配列又はドメインを含有する天然全
長タンパク質の一方又は両方と結合する発癌性融合タンパク質の総量又は活性化状態を同
時に検出する方法を示す。１つの特定の実施例では、本方法によって、生体サンプル（例
えば、血液又は骨髄吸引液サンプル）中のトータルＢＣＲ－ＡＢＬレベル並びにトータル
天然全長ＢＣＲ及び／又はＡＢＬレベルの両方についての検出及び／又は測定を可能にす
る。
【０３５１】
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　所定の実施形態では、天然タンパク質レベル（例えば、全長ＢＣＲ及び／又はＡＢＬレ
ベル）は、単一のパッド上の多重化方法の発癌性融合タンパク質レベル（例えば、ＢＣＲ
－ＡＢＬレベル）に従って決定される。こうした実施形態では、天然全長タンパク質は、
有利なことに、こうした分子のレベルを同じパッドに決定されるような発癌性融合タンパ
ク質に従って、単離することができる。
【０３５２】
　図２５は、天然の全長ＢＣＲのＣ末端（Ｃ末端ドメインは、ＢＣＲ－ＡＢＬ中に存在し
な）に向けられた抗体が、ＢＣＲ－ＡＢＬのＮ末端領域に向けられた抗体のように、同じ
パッド中の同じスライド上にスポットされた際に、トータルＢＣＲ－ＡＢＬレベルが変化
しなかったことを示す。図２６は、天然のＢＣＲのＣ末端に向けられた抗体が同じパッド
中のスライド上にスポットされる際に、Ｎ末端に特異的なＢＣＲ抗体で検出される遊離で
天然なＢＣＲシグナルが減少することを示す。
【０３５３】
　特定の実施形態において、本実施例に記載されている方法は、トータルＢＣＲ－ＡＢＬ
レベル並びにトータル天然の全長ＢＣＲ又はＡＢＬレベルを、検出及び／又は測定するた
めに使用することができ、そして、天然の全長ＢＣＲ又はＡＢＬレベルに対するトータル
ＢＣＲ－ＡＢＬレベルの比を計算することができる。或る場合には、天然の全長ＢＣＲ又
はＡＢＬレベルに対するＢＣＲ－ＡＢＬレベルの比は、反応インジケータ、例えば、大き
な分子反応、完全な分子反応、完全な細胞遺伝学的な反応、及びそれらの組み合わせにつ
いてのより正確な決定を提供するために計算される。他の場合には、本実施例に記載され
ている方法は、治療（例えば、チロシンキナーゼ阻害剤療法）に応じて、（例えば、天然
の全長ＢＣＲ又はＡＢＬレベルに対するトータルＢＣＲ－ＡＢＬレベルの比を計算するこ
とによって、）対照に関するＢＣＲ－ＡＢＬ（例えば、天然の全長ＢＣＲ又はＡＢＬ）の
発現の変化をモニタリングするために使用することができる。
【０３５４】
　本明細書に引用した全ての刊行物及び特許出願は、個々の刊行物又は特許出願がそれぞ
れ参照することにより組み込まれることを明確に及び個別に示されていたかのように、本
明細書に参照することにより組み込まれる。理解を明確にする目的で例示及び実施例によ
り本発明を或る程度詳細に記載してきたが、本発明の教示に照らせば、特許請求の範囲に
記載の精神又は範囲から逸脱することなしに所定の変更又は修飾をなすことができること
は当業者に容易に明白であろう。
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摘要(译)

本发明提供了用于检测生物样品（例如全血或肿瘤组织）中的一种或多种致癌融合蛋白的活化状态和/或总量的基于抗体的阵列及其
使用方法。在某些情况下，样品中存在的致癌融合蛋白的活化状态和/或总量可以与一种或多种信号转导分子组合测量。本发明的组
合物和方法具有与酶联免疫吸附测定相关的特异性，与信号放大相关的灵敏度和与微阵列相关的高通量多重化的优点。
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