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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＢＲＡＦ活性を有する突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドをコードする単離された核酸分
子であって、前記突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチド（配
列番号２）またはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチド（配列番号４）と比較して、少なく
とも１つのアミノ酸置換を有するアミノ酸配列を含み、該少なくとも１つのアミノ酸置換
は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドに、１種またはそれより多くのＢＲＡＦ阻害剤に対
する耐性を付与し、
　前記少なくとも１つのアミノ酸置換は、Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ
、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２
９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ
６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ
、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆからなる群より選択される、上記核酸分子。
【請求項２】
　前記突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦ
 Ｖ６００Ｅポリペプチドと比較して、１～５個のアミノ酸置換を有する、請求項１に記
載の核酸分子。
【請求項３】
　前記突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦ
 Ｖ６００Ｅポリペプチドと比較して、１個のアミノ酸置換を有する、請求項１に記載の
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核酸分子。
【請求項４】
　前記突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、１またはそれより多くのアミノ酸位置Ｔ５２
１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、または、Ｐ６８６Ｑに置換を含むＢＲＡＦポリペプチドである、請求
項１に記載の核酸分子。
【請求項５】
　前記ＢＲＡＦ阻害剤は、ＲＡＦ－２６５またはＰＬＸ４７２０である、請求項１～４の
いずれか一項に記載の核酸分子。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか一項に記載の核酸を含む発現ベクター。
【請求項７】
　請求項６に記載の発現ベクターを含む宿主細胞。
【請求項８】
　請求項７に記載の宿主細胞によって突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドが生産されるよう
に、該細胞を培養することを含む、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの製造方法。
【請求項９】
　ＢＲＡＦ活性を有する単離された突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドであって、ここで前
記突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチド（配列番号２）また
はＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチド（配列番号４）と比較して、少なくとも１つのアミ
ノ酸置換を有するアミノ酸配列を含み、該少なくとも１つのアミノ酸置換は、突然変異型
ＢＲＡＦポリペプチドに、１種またはそれより多くのＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与
し、
　前記少なくとも１つのアミノ酸置換は、Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ
、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２
９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ
６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ
、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆからなる群より選択される、上記ポリペプチド。
【請求項１０】
　野生型ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドと比較して、１
～５個のアミノ酸置換を有する、請求項９に記載の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチド。
【請求項１１】
　野生型ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドと比較して、１
個のアミノ酸置換を有する、請求項９に記載の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチド。
【請求項１２】
　前記ＢＲＡＦ阻害剤がＲＡＦ－２６５である、請求項９～１１のいずれか一項に記載の
突然変異型ＢＲＡＦポリペプチド。
【請求項１３】
　癌治療において有用な化合物の同定方法であって、該方法は：
（ａ）請求項９に記載の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドおよびＢＲＡＦ基質を含む分析
組成物を提供すること；
（ｂ）試験化合物の非存在下でＢＲＡＦ基質のリン酸化を可能にする条件下で、分析組成
物を試験化合物と接触させること；および
（ｃ）ＢＲＡＦ基質のリン酸化に対する試験化合物の作用を決定すること；
を含み、ここで適切なコントロールと比較してＢＲＡＦ基質のリン酸化がダウンレギュレ
ーションされていれば、その化合物は癌治療において有用な化合物として同定される、上
記方法。
【請求項１４】
　前記ＢＲＡＦ基質がＭＥＫ１またはＭＥＫ２である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ＭＥＫ１またはＭＥＫ２のリン酸化は、リン酸特異的ＭＥＫ抗体を用いて決定され
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る、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ＭＥＫ１またはＭＥＫ２のリン酸化は、ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）のリ
ン酸化を測定することによって決定される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　前記分析組成物は、細胞抽出物である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１８】
　癌治療において有用な化合物の同定方法であって、該方法は：
　ａ）請求項９に記載の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを含む細胞を提供すること；
　ｂ）該細胞を試験化合物と接触させること；および、
　ｃ）ＢＲＡＦ基質のリン酸化に対する試験化合物の作用または細胞増殖に対する試験化
合物の作用を決定すること；
を含み、ここで適切なコントロールと比較してＢＲＡＦ基質のリン酸化がダウンレギュレ
ーションされているかまたは細胞増殖が減少していれば、その化合物は癌治療において有
用な化合物として同定される、上記方法。
【請求項１９】
　前記ＢＲＡＦ基質は、ＭＥＫ１またはＭＥＫ２である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　試験化合物を第二世代のＢＲＡＦ阻害剤として同定するための細胞ベースのスクリーニ
ング方法であって、該方法は、請求項７に記載の宿主細胞を試験化合物と接触させること
を含み、ここで試験化合物に対する宿主細胞の感受性が、第二世代のＢＲＡＦ阻害剤とし
ての化合物を同定する、上記方法。
【請求項２１】
　前記試験化合物に対する宿主細胞の感受性は、細胞増殖分析、細胞の生存の分析および
ＭＥＫリン酸化分析からなる群より選択される分析を用いて測定され、ここで試験化合物
の存在下において細胞増殖、細胞の生存、またはＭＥＫリン酸化における減少がみられた
場合、その化合物は第二世代のＢＲＡＦ阻害剤として同定される、請求項２０に記載の方
法。
【請求項２２】
　第二世代のＢＲＡＦ阻害剤の同定方法であって、該方法は：
　ａ）請求項１に記載の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの三次元結晶または溶液構造を
用いたコンピューター支援モデリングによって候補薬を選択すること、
ここで前記突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲ
ＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドと比較して、少なくとも１つのアミノ酸置換を有するアミ
ノ酸配列を含み、ここで上記少なくとも１つのアミノ酸置換は、突然変異型ＢＲＡＦポリ
ペプチドに、１種またはそれより多くのＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する；
ｂ）前記候補薬を突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドと接触させること；および、
ｃ）前記候補薬と突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドとの相互作用を検出すること；
を含み、ここで突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドと相互作用することができる化合物が、
第二世代のＢＲＡＦ阻害剤として同定される、上記方法。
【請求項２３】
　前記試験化合物は、化合物ライブラリーに含まれる化合物である、請求項１３～２２の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　癌を有する被験者を、ＲＡＦ阻害剤での治療に耐性を付与するＢＲＡＦ突然変異に関し
てインビトロでスクリーニングする方法であって、該方法は、
被験者から得られた癌細胞を含むサンプル中で野生型ＢＲＡＦポリペプチド（配列番号１
）またはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドをコードする核酸分子（配列番号３）と比べ
て１種またはそれより多くの突然変異を含むＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子
を同定すること、
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ここで該突然変異は、Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１
９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、
Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊、Ｓ６８３
Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３８Ｌ、およ
び、Ｃ７４８Ｆからなる群より選択されるＢＲＡＦポリペプチド中の１またはそれより多
くのアミノ酸をコードする位置で起こる、
を含み、ここで癌細胞を含むサンプル中にこのような核酸分子が存在する場合、その被験
者は、ＲＡＦ阻害剤での治療に対して耐性を有すると同定される、上記方法。
【請求項２５】
　癌細胞を含むサンプル中にこのような核酸分子が存在する場合、その被験者は、第一世
代のＢＲＡＦ阻害剤での治療中に、再発を起こす比較的高い危険を有すると同定される、
請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　癌細胞を含むサンプル中にこのような核酸分子が存在する場合、その被験者は、第一世
代のＢＲＡＦ阻害剤での治療に対して反応しないと同定される、請求項２４に記載の方法
。
【請求項２７】
　前記第一世代のＢＲＡＦ阻害剤は、ＲＡＦ－２６５である、請求項２５または２６に記
載の方法。
【請求項２８】
　癌細胞を含むサンプル中にこのような核酸分子が存在する場合、その被験者は、ＭＥＫ
阻害剤または第二世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療に層別化される、請求項２４に記載の方
法。
【請求項２９】
　前記癌細胞を含むサンプル中にこのような核酸分子が存在するかどうかは、ＢＲＡＦポ
リペプチドをコードする核酸分子の配列を決定することを含む方法によって決定される、
請求項２４～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記癌細胞を含むサンプル中にこのような核酸分子が存在するかどうかは、Ａ２９、Ｈ
７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２
９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６
５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４
８からなる群より選択される位置に突然変異を含むＢＲＡＦポリペプチドを特異的に認識
する抗体を用いて、前記核酸分子によってコードされたポリペプチドを検出することによ
って決定される、請求項２４～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　前記ＭＥＫ阻害剤は、ＣＩ－１０４０、ＡＺＤ６２４４、ＰＤ３１８０８８、ＰＤ９８
０５９、ＰＤ３３４５８１、ＲＤＥＡ１１９、６－メトキシ－７－（３－モルホリン－４
－イル－プロポキシ）－４－（４－フェノキシ－フェニルアミノ）－キノリン－３－カル
ボニトリル、および４－［３－クロロ－４－（１－メチル－１Ｈ－イミダゾール－２－イ
ルスルファニル）－フェニルアミノ］－６－メトキシ－７－（３－モルホリン－４－イル
－プロポキシ）－キノリン－３－カルボニトリルからなる群より選択される、請求項２８
に記載の方法。
【請求項３２】
　前記癌は、黒色腫、白血病、リンパ腫、骨髄腫、癌腫、転移性癌、肉腫、腺腫、神経系
癌、および、尿生殖器癌からなる群より選択される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３３】
　前記癌は、黒色腫である、請求項２８～３２のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、癌の化学療法に対する突然変異によって生じる耐性に関する。
（関連出願
　本願は、２０１０年２月２５日付けで出願された米国特許出願第６１／３０８，２７５
号の優先権を主張する。この出願の内容は、参照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
　政府支援
　本発明は、国立健康研究所（National Institutes of Health)によって付与された認可
番号Ｋ０８ＣＡ１１５９２７の政府支援のもとでなされた。本発明において政府が一定の
権利を有する。）
【背景技術】
【０００３】
　癌治療は、現代医学における最大の課題の一つである。癌に伴う症状を治療または軽減
する有効な手段は典型的には化学療法剤であるが、場合によっては治療中に１種またはそ
れより多くの化学療法剤に対する耐性が出現することもある。結果として、特定の個体に
おいてある種の化学療法剤は効果がないものになる。様々な種類の癌における耐性の発生
に関与する分子メカニズムはよくわかっていない。薬剤耐性を効果的に回避する治療法を
見出すためには、特定の物質に対して耐性を引き起こすメカニズムの解明が必須である。
【発明の概要】
【０００４】
　本発明は、癌の化学療法に対する突然変異によって生じる耐性に関する。具体的な実施
態様において、本発明は、ＲＡＦポリペプチド（例えばＢＲＡＦポリペプチド）やＲＡＦ
ポリペプチドをコードする核酸分子において同定された突然変異を対象とする。これらの
突然変異は、治療において現在使用されるＲＡＦ阻害剤に耐性を付与する。これらの突然
変異を同定することにより、１またはそれより多くの突然変異（例えば本明細書において
説明される突然変異）を含むＲＡＦポリペプチドに対する活性を示す第二世代のＲＡＦ阻
害剤の開発が可能になる。このような第二世代のＲＡＦ阻害剤は、癌治療などの様々な臨
床用途および治療用途において有用である。
【０００５】
　従って、本発明は、第一の形態において、ＢＲＡＦ活性を有する突然変異型ＢＲＡＦポ
リペプチドをコードする単離された核酸分子を特徴とし、ここで前記突然変異型ＢＲＡＦ
ポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチド（配列番号２）またはＢＲＡＦ Ｖ６００
Ｅポリペプチド（配列番号４）と比較して、少なくとも１つのアミノ酸置換を有するアミ
ノ酸配列を含み、ここでこのアミノ酸置換のうち少なくとも１種は、突然変異型ＢＲＡＦ
ポリペプチドに、１種またはそれより多くのＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する。こ
の形態の所定の実施態様において、上記アミノ酸置換のうち少なくとも１種は、以下に示
す１種またはそれより多くのアミノ酸位置：Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１
６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４
８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６
９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８で起こる。代表的な実施態様に
おいて、上記アミノ酸置換のうち少なくとも１種は、以下に示すもののうち１種またはそ
れより多く：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、
Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５
Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６
８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７
４８Ｆである。
【０００６】
　前述の形態の一実施態様において、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡ
ＦポリペプチドまたはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドと比較して、１～５個のアミノ
酸置換を有する。代表的な実施態様において、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、１個
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のアミノ酸置換を有する。その他の代表的な実施態様において、突然変異型ＢＲＡＦポリ
ペプチドは、以下に示す１種またはそれより多くの配列番号２または配列番号４のアミノ
酸位置：Ｖ５２８、Ｔ５２１、および／または、Ｐ６８６に置換を含むＢＲＡＦである。
前述の形態のいくつかの実施態様において、ＢＲＡＦ阻害剤は、ＲＡＦ－２６５である。
【０００７】
　突然変異型ＲＡＦポリペプチドをコードする単離された核酸分子は、発現ベクターに挿
入させ、宿主細胞で発現させることができる。従って、その他の形態において、本発明は
、本明細書に記載の核酸分子を含む発現ベクターを特徴とする。その他の形態において、
本発明は、前述の発現ベクターを含む宿主細胞を特徴とする。その他の形態において、本
発明は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの製造方法を特徴とし、本方法は、突然変異型
ＢＲＡＦポリペプチドが宿主細胞によって生産されるように、突然変異型ＢＲＡＦポリペ
プチドをコードする発現ベクターを含む宿主細胞を培養すること、を含む。
【０００８】
　その他の実施態様において、本発明は、単離した突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを特
徴とし、ここで突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチド（配列
番号２）またはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチド（配列番号４）と比較して、少なくと
も１つのアミノ酸置換を有するアミノ酸配列を含み、ここでこのアミノ酸置換のうち少な
くとも１種は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドに、１種またはそれより多くのＢＲＡＦ
阻害剤に対する耐性を付与する。好ましい実施態様において、単離した突然変異型ＢＲＡ
Ｆポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチドの活性を有する。前述の形態の一実施態
様において、上記アミノ酸置換のうち少なくとも１種は、以下から選択される１種または
それより多くのアミノ酸位置：Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９
４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２
１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９
７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８で起こる。代表的な実施態様において、上記
アミノ酸置換のうち少なくとも１種は、Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、
Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９
Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６
５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、
Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆから選択される。いくつかの実施態様において、突然変
異型ＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅ
ポリペプチドと比較して、１～５個のアミノ酸置換を有する。代表的な実施態様において
、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチドと比較して、１個の
アミノ酸置換を有する。前述の形態のその他の代表的な実施態様において、ＢＲＡＦ阻害
剤は、ＲＡＦ－２６５である。
【０００９】
　その他の形態において、本発明は、癌治療において有用な化合物の同定方法を特徴とし
、本方法は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドとＢＲＡＦ基質とを含む分析組成物を提供
すること、試験化合物の非存在下でＢＲＡＦ基質のリン酸化を可能にする条件下で、分析
組成物を試験化合物と接触させること、および、ＢＲＡＦ基質のリン酸化に対する試験化
合物の作用を決定すること、を含み、ここで適切なコントロールと比較してＢＲＡＦ基質
のリン酸化がダウンレギュレーションされていれば、その化合物は癌治療において有用な
化合物として同定される。いくつかの実施態様において、分析組成物は、細胞抽出物であ
る。
【００１０】
　その他の形態において、本発明は、化合物を第二世代のＢＲＡＦ阻害剤として同定する
方法を特徴とし、本方法は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドとＢＲＡＦ基質とを含む分
析組成物を提供すること、試験化合物の非存在下でＢＲＡＦ基質のリン酸化を可能にする
条件下で、分析組成物を試験化合物と接触させること、および、ＢＲＡＦ基質のリン酸化
に対する試験化合物の作用を決定すること、を含み、ここで適切なコントロールと比較し
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てＢＲＡＦ基質のリン酸化がダウンレギュレーションされていれば、その化合物は第二世
代のＢＲＡＦ阻害剤として同定される。いくつかの実施態様において、分析組成物は、細
胞抽出物である。
【００１１】
　その他の形態において、本発明は、癌治療において有用な化合物の同定方法を特徴とし
、本方法は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを含む細胞を提供すること、該細胞を試験
化合物と接触させること、および、ＢＲＡＦ基質のリン酸化に対する試験化合物の作用を
決定することを含み、ここで適切なコントロールと比較してＢＲＡＦ基質のリン酸化がダ
ウンレギュレーションされていれば、その化合物は癌治療において有用な化合物として同
定される。
その他の形態において、本発明は、第二世代のＢＲＡＦ阻害剤である化合物の同定方法を
特徴とし、本方法は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを含む細胞を提供すること、該細
胞を試験化合物と接触させること、および、ＢＲＡＦ基質のリン酸化に対する試験化合物
の作用を決定することを含み、ここで適切なコントロールと比較してＢＲＡＦ基質のリン
酸化がダウンレギュレーションされていれば、その化合物は第二世代のＢＲＡＦ阻害剤と
して同定される。
【００１２】
　前述の形態の一実施態様において、ＢＲＡＦ基質は、ＭＥＫ１またはＭＥＫ２である。
代表的な実施態様において、ＭＥＫ１またはＭＥＫ２のリン酸化は、リン酸特異的ＭＥＫ
抗体を用いて決定される。その他の代表的な実施態様において、ＭＥＫ１またはＭＥＫ２
のリン酸化は、ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）のリン酸化を測定することによって
決定される。その他の代表的な実施態様において、ＭＥＫ１またはＭＥＫ２のリン酸化は
、ＥＲＫ１またはＥＲＫ２のリン酸化を測定することによって決定される。
【００１３】
　その他の形態において、本発明は、癌治療において有用な化合物の同定方法を特徴とし
、本方法は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを含む細胞を提供すること、該細胞を試験
化合物と接触させること、および、細胞増殖に対する試験化合物の作用を決定することを
含み、ここで適切なコントロールと比較して細胞増殖が減少していれば、その化合物は癌
治療において有用な化合物として同定される。
【００１４】
　その他の形態において、本発明は、第二世代のＢＲＡＦ阻害剤である化合物の同定方法
を特徴とし、本方法は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを含む細胞を提供すること、該
細胞を試験化合物と接触させること、および、細胞増殖に対する試験化合物の作用を決定
することを含み、ここで適切なコントロールと比較して細胞増殖が減少していれば、その
化合物は第二世代のＢＲＡＦ阻害剤として同定される。
【００１５】
　その他の形態において、本発明は、試験化合物を第二世代のＢＲＡＦ阻害剤として同定
するための細胞ベースのスクリーニング方法を特徴とし、本方法は、突然変異型ＢＲＡＦ
ポリペプチドを含む宿主細胞を試験化合物と接触させること、を含み、ここで適切なコン
トロールと比較して宿主細胞が試験化合物に対して感受性を有すれば、その化合物は第二
世代のＢＲＡＦ阻害剤として同定される。一実施態様において、このような試験化合物に
対する宿主細胞の感受性は、細胞増殖分析、細胞の生存の分析およびＭＥＫリン酸化分析
からなる群より選択される分析を用いて測定され、ここで試験化合物の存在下において細
胞増殖の減少、細胞の生存またはＭＥＫリン酸化がみられた場合、その化合物は第二世代
のＢＲＡＦ阻害剤として同定される。
【００１６】
　その他の形態において、本発明は、第二世代のＢＲＡＦ阻害剤の同定方法を提供し、本
方法は、コンピューター支援の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの三次元結晶または溶液
構造を用いたモデリングによって見込みのある薬物を選択すること（ここで前記突然変異
型ＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポ
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リペプチドと比較して、少なくとも１つのアミノ酸置換を有するアミノ酸配列を含み、こ
こで上記アミノ酸置換のうち少なくとも１種は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドに、１
種またはそれより多くのＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する）；前記見込みのある薬
物を突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドと接触させること；および、前記見込みのある薬物
と突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドとの相互作用を検出すること；を含み、ここで突然変
異型ＢＲＡＦポリペプチドと相互作用することができる化合物が、第二世代のＢＲＡＦ阻
害剤として同定される。一実施態様において、試験化合物は、化合物ライブラリーに含ま
れるものである。
【００１７】
　その他の形態において、本発明は、第二世代のＢＲＡＦ阻害剤である単離された化合物
、または、癌治療において有用な化合物を特徴とし、ここで本化合物は、本明細書におい
て説明される方法に従って第二世代のＢＲＡＦ阻害剤または癌治療において有用な化合物
として同定される。
【００１８】
　その他の形態において、本発明は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの活性を阻害する
方法を特徴とし、本方法は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを、第二世代のＢＲＡＦ阻
害剤である化合物と接触させることを含む。前述の形態の好ましい実施態様において、本
化合物はさらに、野生型ＢＲＡＦポリペプチドおよび／またはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリ
ペプチドの活性を阻害する。いくつかの実施態様において、突然変異型ＢＲＡＦポリペプ
チドを第二世代のＢＲＡＦ阻害剤と接触させることは、インビトロで起こる。その他の実
施態様において、上記接触は、インビボで起こる。代表的な実施態様において、上記接触
は被験者中で起こり、例えば癌を有する被験者中で起こる。いくつかの実施態様において
、被験者は、ＲＡＦ－２６５での治療後に再発を起こしている。代表的な実施態様におい
て、癌は黒色腫である。
【００１９】
　その他の形態において、本発明は、被験者における癌の治療方法を特徴とし、本方法は
、被験者に第二世代のＢＲＡＦ阻害剤である化合物を投与すること、を含む。代表的な実
施態様において、癌は、ＢＲＡＦ中に１またはそれより多くの突然変異を含み、ここで上
記１またはそれより多くの突然変異は、ＢＲＡＦポリペプチドにＲＡＦ－２６５に対する
耐性を付与する。前述の形態の好ましい実施態様において、本化合物はさらに、野生型Ｂ
ＲＡＦポリペプチドおよび／またはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドの活性を阻害する
。いくつかの実施態様において、被験者は、ＲＡＦ－２６５での治療後に再発を起こして
いる。代表的な実施態様において、癌は黒色腫である。
【００２０】
　その他の形態において、本発明は、癌を有する被験者を、ＲＡＦ阻害剤での治療に耐性
を付与するＢＲＡＦ突然変異に関してスクリーニングする方法を特徴とし、本方法は、被
験者から癌細胞を含むサンプルを得ること、および、サンプル中で野生型ＢＲＡＦポリペ
プチド（配列番号１）またはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドをコードする核酸分子（
配列番号３）と比べて１またはそれより多くの突然変異を含むＢＲＡＦポリペプチドをコ
ードする核酸分子を同定すること、を含み、ここで該突然変異は、Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１
１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３
２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６
８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８からなる
群より選択されるＢＲＡＦポリペプチド中の１またはそれより多くのアミノ酸をコードす
る位置で起こり、ここで癌細胞を含むサンプル中にこのような核酸分子が存在する場合、
その被験者は、ＲＡＦ阻害剤での治療に対して耐性を有すると同定される。代表的な実施
態様において、このような核酸分子は、野生型ＢＲＡＦポリペプチド（配列番号２）また
はＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチド（配列番号４）と比べて、Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ
１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ
、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８
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７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ
６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆからなる群より選択される１ま
たはそれより多くのアミノ酸置換を有するＢＲＡＦポリペプチドをコードする。いくつか
の実施態様において、癌細胞を含むサンプル中にこのような核酸分子が存在する場合、そ
の被験者は、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療中に、再発を起こす比較的高い危険を有
すると同定される。その他の実施態様において、癌細胞を含むサンプル中にこのような核
酸分子が存在する場合、その被験者は、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療に対して反応
しないと同定される。代表的な実施態様において、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤は、ＲＡＦ
－２６５である。いくつかの実施態様において、癌細胞を含むサンプル中に上記核酸分子
が存在する場合、その被験者は第二世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療に対して反応するもの
と層別化される。代表的な実施態様において、癌細胞を含むサンプル中にこのような核酸
分子が存在するかどうかは、ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子の配列を決定す
ることを含む方法によって決定される。その他の実施態様において、癌細胞を含むサンプ
ル中にこのような核酸分子が存在するかどうかは、Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４
、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３
、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６
、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８からなる群より選択され
る位置に突然変異を含むＢＲＡＦポリペプチドを特異的に認識する抗体を用いて、上記核
酸分子によってコードされたポリペプチドを検出することによって決定される。代表的な
実施態様において、前述の形態で説明される方法は、１またはそれより多くの突然変異型
ＢＲＡＦの突然変異の存在が検出された被験者に第二世代のＢＲＡＦ阻害剤を投与するこ
と、をさらに含む。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】図１は、野生型ヒトＢＲＡＦ（配列番号１）（ＮＣＢＩ参照配列番号：ＮＭ＿０
０４３３３．４；ｇｉ１８７６０８６３２）のヌクレオチド配列を示す。
【図２】図２は、野生型ヒトＢＲＡＦ（配列番号２）（ＮＣＢＩ参照配列番号：ＮＰ＿０
０４３２４．２；ｇｉ３３１８８４５９）のポリペプチド配列を示す。
【図３】図３は、ヒトＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅのヌクレオチド配列（配列番号３）を示す。
Ｖ６００Ｅアミノ酸置換を構成する、野生型ＢＲＡＦ配列と比べてチミジンがアデノシン
に転換したところは下線で示した。
【図４】図４は、ヒトＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅのポリペプチド配列（配列番号４）を示す。
野生型ＢＲＡＦ配列に対するＶ６００Ｅ置換は下線で示した。
【図５】図５は、ＲＡＦ２６５の選択によるＢＲＡＦ突然変異の全体像を示す。高頻度の
突然変異の結果として起こるアミノ酸置換を示す。
【図６】図６は、ＰＬＸ４７２０の選択によるＢＲＡＦ突然変異の全体像を示す。高頻度
の突然変異の結果として起こるアミノ酸置換を示す。
【図７】図７は、ＲＡＦ２６５とＰＬＸ４７２０両方のスクリーニングに共通する３つの
アミノ酸置換の構造的な位置を示す。
【図８】図８は、ＢＲＡＦ－野生型、ＢＲＡＦ－Ｖ６００Ｅ、ＢＲＡＦ－Ｖ６００Ｅ－Ｔ
５２１Ｋ、ＢＲＡＦ－Ｖ６００Ｅ－Ｖ５２８Ｆ、または、ＢＲＡＦ－Ｖ６００Ｅ－Ｐ６８
６Ｑを含む細胞中のＰＬＸ４７２０濃度を増加させながら処理した、ＢＲＡＦ、ｐ－ＭＥ
Ｋ１／２およびｐ－ＥＲＫ１／２レベルの免疫ブロット実験の結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　Ｉ．ＢＲＡＦの生物活性
　ＲＡＦタンパク質ファミリーには３つの種が含まれる：ＢＲＡＦ、ＡＲＡＦ、および、
ＣＲＡＦ（また、ＲＡＦ－１としても知られている）。これらのＲＡＦタンパク質はそれ
ぞれ、アミノ末端の調節ドメイン、活性化ループ、および、Ｃ末端キナーゼドメインを含
む。ＲＡＦの調節は、調節ドメインおよび触媒ドメインのリン酸化を含む。活性化された
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ら、ＲＡＦ分子は、リン酸化によって下流のシグナル伝達分子を活性化することができる
セリン／スレオニンキナーゼとして機能する。
【００２３】
　ＲＡＦは、マイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（ＭＡＰＫ）シグナル伝達経路と連
結することによって細胞増殖を促進することに関与する。具体的に言えば、ＲＡＦタンパ
ク質は、Ｒａｓ介在シグナル伝達の発端となるエフェクターである。活性化されたＲａｓ
はＲＡＦと直接相互作用し、細胞質から細胞膜にＲＡＦを補充する。細胞膜へのトランス
ロケーションの際に、Ｒａｓ結合型ＲＡＦは、ＲＡＦセリン／スレオニンキナーゼ活性を
活性化するのに役立つ一連のリン酸化現象およびコンフォメーション変化を受けない。ま
たＲＡＦは、インターフェロンベータ、プロテインキナーゼＣ（ＰＫＣ）アルファ、Ｂｃ
ｌ－２のような抗アポトーシスタンパク質、様々な足場タンパク質、紫外光、電離放射線
、レチノイド、エリスロポイエチン、および、ＲＡＦアイソフォーム間の二量体化などが
関与する、Ｒａｓとは独立した経路を介して活性化される場合もある。
【００２４】
　ＲＡＦは、一度活性化されたら、ＲＡＦによる認識を可能にするプロリンリッチな配列
を含むキナーゼＭＥＫ１およびＭＥＫ２をリン酸化することによって下流のシグナル伝達
を仲介する。ＢＲＡＦは、ＡＲＡＦまたはＲＡＦ－１のどちらよりも相当有効なＭＥＫ１
およびＭＥＫ２のアクチベーターである。ＭＥＫ１およびＭＥＫ２は順にＥＲＫ１および
ＥＲＫ２をリン酸化して活性化し、続いてそれらを細胞核に転移させる。核のＥＲＫ１お
よびＥＲＫ２はＥｌｋ－１、Ｆｏｓ、Ｊｕｎ、ＡＰ－１およびＭｙｃなどの転写因子を活
性化し、最終的に例えばサイクリンＤ１、サイクリンＥ、および、ｃｄｃアクチベーター
２５ホスファターゼなどの細胞増殖、脱分化および生存に関与する遺伝子の転写を誘導す
る。
【００２５】
　ＲＡＦ中の活性化突然変異の存在またはＲａｓを介する異常なシグナル伝達のどちら原
因でも、ＲＡＦシグナル伝達のアップレギュレーションは、前述のシグナルカスケードの
活性化、その結果としての細胞増殖および生存の増加によって腫瘍形成を促進する。ＲＡ
Ｆポリペプチド、特にＢＲＡＦ中の活性化突然変異は、高頻度でヒト癌に関連している。
このようなＢＲＡＦ突然変異の１つは単一のチミジンからアデノシンへの転換であり、そ
れによりアミノ酸６００位においてバリンがグルタミン酸に変換される。黒色腫のケース
のおよそ３分の２がこの腫瘍形成性のＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅ突然変異を有しており、この
突然変異は、ＭＡＰＫシグナル伝達の活性化を介してメラニン細胞の形質転換に関与して
いる。その他様々なタイプの癌、例えば、これらに限定されないが、結腸、卵巣および甲
状腺癌なども同様に、ＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅ突然変異を含む。従って、ＲＡＦを標的化す
ること、具体的にはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅを標的化することが癌治療に有望なアプローチ
となる。ＢＲＡＦは、そのＭＥＫ１およびＭＥＫ２基質に関して示される高度な特異性の
ために治療にとって魅力的な標的である。現在のところ様々なＢＲＡＦ阻害剤が臨床開発
中である。このような阻害剤の１つは化合物ＲＡＦ－２６５であり、これは、３種全ての
ＲＡＦアイソフォームに加えて、ＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅに対しても効果的である。ＲＡＦ
－２６５は臨床的に有望であることから、ＲＡＦの標的化は将来見込みのある癌治療法で
ある。
【００２６】
　本明細書において同じ意味で用いられる用語「ＲＡＦ活性」、「ＲＡＦ生物活性」およ
び「ＲＡＦの機能的な活性」は、標準的な技術に従ってインビボまたはインビトロで決定
されるような、ＲＡＦ反応性の細胞または組織（例えば癌細胞または癌）に対して、また
は、ＲＡＦの標的分子に対して、ＲＡＦタンパク質（例えばＢＲＡＦ）によって発揮され
る活性を含む。ＲＡＦ活性は、直接的な活性であってもよく、例えばＲＡＦ標的分子（例
えばＭＥＫ１またはＭＥＫ２）との結合、または、ＲＡＦ基質（例えばＭＥＫ１またはＭ
ＥＫ２）のリン酸化であってもよい。あるいはＲＡＦ活性は、間接的な活性であってもよ
く、例えばＲＡＦタンパク質とＲＡＦ標的分子（例えばＭＥＫ１またはＭＥＫ２）との相
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互作用が介在する下流の生物学的な事象であってもよい。ＲＡＦはＭＥＫ１およびＭＥＫ
２が関与するシグナル伝達経路中に存在することから、このような下流の生物学的な現象
としては、これらに限定されないが、例えばＭＢＰのリン酸化、ＥＲＫ１またはＥＲＫ２
のリン酸化、ＥＲＫ１またはＥＲＫ２標的遺伝子の調節の変化、および、細胞増殖または
生存の変化が挙げられる。
【００２７】
　ＩＩ．ＢＲＡＦ耐性突然変異（resistance mutation）
　ＲＡＦ阻害剤、例えばＢＲＡＦ阻害剤での癌治療は有望な治療アプローチであるが、こ
のような治療を受ける患者のなかには再発したりまたは治療に反応を示さない場合もあり
、その結果として患者の病気は進行する。本明細書において説明されているように、本発
明は、現在のところ臨床開発中のＲＡＦ阻害剤に耐性を付与するＢＲＡＦにおける突然変
異の発見に関する。このような突然変異が癌細胞に取り込まれていれば、その患者は所定
のＲＡＦ阻害剤での治療に対して耐性を示す。代表的な実施態様において、本発明は、Ｒ
ＡＦ阻害剤のＲＡＦ－２６５に対する耐性の発達に関する。
【００２８】
　（Ａ）ＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与するＢＲＡＦ突然変異の同定
　様々な実施態様において、本発明は、ＲＡＦ活性を阻害する薬物に対するＢＲＡＦポリ
ペプチドの耐性を付与する、ＢＲＡＦポリペプチドにおける突然変異、または、ＢＲＡＦ
ポリペプチドをコードする核酸分子における突然変異を同定する方法に関する。「突然変
異型ＢＲＡＦポリペプチド」は、本明細書において述べられるように、１またはそれより
多くの既知のＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する、１種またはそれより多くの突然変
異を含むＢＲＡＦポリペプチドを含む。ＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する上記１種
またはそれより多くの突然変異に加えて、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、Ｖ６００
Ｅ置換を含んでいてもよい。野生型ＢＲＡＦポリペプチド配列と比べてＶ６００Ｅ置換の
みを含み、それ以外の突然変異をまったく含まないＢＲＡＦポリペプチドは、本明細書に
おいて定義される「突然変異型ＢＲＡＦポリペプチド」とはみなされない。「突然変異型
ＢＲＡＦ核酸分子」は、本明細書において述べられるように、突然変異型ＢＲＡＦポリペ
プチドをコードする核酸分子を含む。１またはそれより多くの突然変異を含むＢＲＡＦポ
リペプチドをコードする核酸分子は、当業界でよく知られている様々な適切な方法を用い
て作製することができ、このような方法としては、例えば、野生型ＢＲＡＦ核酸配列また
はＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅ核酸配列のランダム変異誘発もしくは部位特異的変異誘発が挙げ
られ、これらの方法は、大腸菌（E. coli）で行うことができる。代表的な実施態様にお
いて、野生型ＢＲＡＦ核酸配列は、ヒト野生型ＢＲＡＦ核酸配列（配列番号１）であり、
ＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅ核酸配列は、ヒトＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅ核酸配列（配列番号３）であ
る。続いて、ＲＡＦ阻害剤での治療に対して耐性を有する突然変異型ＢＲＡＦポリペプチ
ドをコードする核酸を同定するために、ＢＲＡＦ阻害剤での治療に対して別の方法で感受
性を有する細胞中で突然変異型ＢＲＡＦ核酸分子をスクリーニングしてもよい。
【００２９】
　突然変異型ＢＲＡＦ核酸および突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを、ＲＡＦ阻害剤（例
えばＲＡＦ－２６５）での治療に対する耐性に関してスクリーニングするために、様々な
適切な方法を使用することができる。いずれの場合においても、ＲＡＦ阻害剤での治療に
対して耐性を有する突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、ＲＡＦ阻害剤の存在下で野生型
ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドが示すよりも、ＲＡＦ阻
害剤の存在下でより大きいＢＲＡＦ活性を示す。１つの典型的な方法において、突然変異
型ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子は、ＲＡＦ阻害剤での治療に対して別の方
法で感受性を有する細胞中で発現させることができる。この目的において有用な典型的な
細胞系は、黒色腫細胞系Ａ３７５である。突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを発現させた
後、細胞をＲＡＦ阻害剤で処理することができる。続いて突然変異型ＢＲＡＦポリペプチ
ドの活性を測定して、同様に発現させてＲＡＦ阻害剤で治療した野生型ＢＲＡＦポリペプ
チド（またはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチド）の活性と比較してもよい。
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【００３０】
　ＢＲＡＦポリペプチドの活性は、例えばＢＲＡＦ阻害剤での治療した後に細胞の増殖ま
たは生存を測定することによって決定することができ、ここで増殖または生存は、ＢＲＡ
Ｆ活性と決定的な相関を有する。細胞増殖、増殖または生存は、当業界でよく知られてい
るあらゆる適切な方法を用いて決定することができる。一実施態様において、細胞増殖は
、ＭＴＳまたはセルタイターＧＬｏ（Cell Titer GLo）のようなウェルベースの細胞増殖
／生存分析を用いて決定することができ、ここでＲＡＦ阻害剤の存在下における細胞増殖
は、ＲＡＦ阻害剤の非存在下で培養した未処理細胞で観察された細胞増殖に対するパーセ
ンテージとして示される。所定の実施態様において、耐性とは、ＧＩ５０値における、適
切なコントロールと比較して少なくとも２倍、より好ましくは少なくとも３倍、最も好ま
しくは少なくとも４～５倍のシフトと定義される。その他の実施態様において、耐性は、
約１μＭのＧＩ５０値と定義される。またＢＲＡＦポリペプチド活性は、例えばＢＲＡＦ
阻害剤での治療した後に細胞中に存在するリン酸化されたＭＥＫ１／２またはＥＲＫ１／
２の相対量を決定することによっても測定することができる。また野生型または突然変異
型ＢＲＡＦポリペプチドの活性は、インビトロでのリン酸化分析を用いて決定することも
でき、ここでＢＲＡＦ活性は、ＢＲＡＦ阻害剤での治療した後の分析物中のリン酸化され
たＭＥＫ１／２またはＥＲＫ１／２の比率を測定することによって決定される。上述した
ように、ＭＥＫ１／２はＢＲＡＦの基質であるが、ＥＲＫ１／２はＭＥＫ１／２の基質で
あり、これはＢＲＡＦ活性の下流の指標として役立つ。ＲＡＦ阻害剤での治療後に野生型
ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドよりも大きい活性を有す
る突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、ＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する突然変異を
含むと同定される。続いてこのようなＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する突然変異は、
突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸を配列解析すること、または、突然変
異型ＢＲＡＦポリペプチドを直接配列解析することによって同定することができる。
【００３１】
　（Ｂ）ＲＡＦ－２６５に対する耐性を付与するＢＲＡＦ突然変異
　前述の方式で、ヒトＢＲＡＦポリペプチド中の、突然変異したするとＲＡＦ阻害剤ＲＡ
Ｆ－２６５に対する耐性を付与するアミノ酸残基をいくつか同定した。このようなアミノ
酸残基としては、以下に示すアミノ酸残基の１種またはそれより多く：Ａ２９、Ｈ７２、
Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、
Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、
Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８が挙
げられる。本発明の所定の実施態様において、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、これ
らのアミノ酸残基のうち１種またはそれより多くにおいて、野生型ヒトＢＲＡＦポリペプ
チド配列（またはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチド配列）と比べて突然変異を含む。関
連する実施態様において、突然変異型ＢＲＡＦ核酸分子は、これらのアミノ酸残基の１種
またはそれより多くをコードする１種またはそれより多くのヌクレオチドにおいて、野生
型ヒトＢＲＡＦ核酸配列（またはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチド配列）と比べて突然
変異を含む。代表的な実施態様において、本明細書において具体的に述べられた突然変異
型ＢＲＡＦポリペプチドは、以下に示す１種またはそれより多くの耐性突然変異：Ａ２９
Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３
１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ
５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ
、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆを含む。その
他の代表的な実施態様において、本明細書において具体的に述べられた突然変異型ＢＲＡ
Ｆポリペプチドをコードする突然変異型ＢＲＡＦ核酸分子は、以下に示す１種またはそれ
より多くの耐性突然変異：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６２Ｈ、
Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｋ４８３
Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊、Ｓ６
８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３８Ｌ、
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および、Ｃ７４８Ｆを含む。
【００３２】
　本発明の突然変異型ＢＲＡＦ核酸分子および突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、本明
細書において説明されたものに加えてその他の突然変異を含んでいてもよい。例えば本発
明の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、アミノ酸残基Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１
２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４
８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６
８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８における１またはそ
れより多くの突然変異に加えて、その他のアミノ酸残基に突然変異を含んでいてもよい。
いずれのケースにおいても、本発明の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドはＢＲＡＦ活性を
有し、さらに本発明の突然変異型ＢＲＡＦ核酸分子は、ＢＲＡＦ活性を有するポリペプチ
ドをコードする。代表的な実施態様において、本発明の突然変異型ＢＲＡＦ分子は、アミ
ノ酸残基Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３
１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８
７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３
８、および、Ｃ７４８における１またはそれより多くの突然変異に加えて、アミノ酸残基
Ｖ６００に突然変異を有する。一実施態様において、Ｖ６００における突然変異は、活性
化突然変異であり、例えばＶ６００Ｅ突然変異である。ＲＡＦ阻害剤のＲＡＦ－２６５は
、Ｖ６００Ｅ活性化突然変異を含むＢＲＡＦの活性を効果的に阻害した。この突然変異は
高いパーセンテージで腫瘍中に存在しており、例えば黒色腫の場合はそのうちおよそ３分
の２に存在する。本明細書において説明されるＢＲＡＦ耐性突然変異は、ＲＡＦ－２６５
のようなＲＡＦ阻害剤に対する耐性をＢＲＡＦ－Ｖ６００Ｅ対立遺伝子に付与する。従っ
て、ＢＲＡＦ－Ｖ６００Ｅを含む腫瘍を有する患者は、ＲＡＦ－２６５のような第一世代
のＢＲＡＦ阻害剤での治療中に、以下の部位のいずれか：Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ
１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ
４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ
６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８に第二のＢＲＡＦ
突然変異が生じることにより、再発する危険性がある。
【００３３】
　本明細書において説明されているように、ＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与するＢＲ
ＡＦ中の突然変異を同定することによって、１またはそれより多くの耐性突然変異を有す
るＢＲＡＦタンパク質を阻害するのに効果的な「第二世代のＲＡＦ阻害剤」の設計および
スクリーニングが可能になる。このような第二世代のＲＡＦ阻害剤は、多くの臨床および
治療用途において有用であり、例えば癌治療において有用である。またＢＲＡＦポリペプ
チドにおける耐性突然変異を同定することによっても、癌に１種またはそれより多くのＢ
ＲＡＦ耐性突然変異が存在するかまたは存在しないかを決定するための癌患者のスクリー
ニングが可能になる。癌に１種またはそれより多くのＢＲＡＦ耐性突然変異が存在するか
または存在しないかを決定することによって、癌患者の治療計画の変更も可能になる。例
えば、癌患者から得られた癌細胞を含むサンプル中の本明細書において説明される１種ま
たはそれより多くのＢＲＡＦ耐性突然変異の同定は、患者を第二世代のＲＡＦ阻害剤での
治療に層別化するのに用いることができる。同様に、癌を有する患者から得られた癌細胞
を含むサンプル中の本明細書において説明される１種またはそれより多くのＢＲＡＦ耐性
突然変異の同定は、患者をＭＥＫ阻害剤での治療に層別化するのに用いることができる。
またＢＲＡＦ耐性突然変異の同定は、高い再発の危険がある患者、または、所定のＲＡＦ
阻害剤での治療に反応しない患者のスクリーニングおよび同定も可能にする。
【００３４】
　ＩＩＩ．第二世代のＢＲＡＦ阻害剤を同定する方法
　ＢＲＡＦ耐性突然変異の同定により、「第二世代のＲＡＦ阻害剤」の開発および／また
は同定が可能になる。本明細書で用いられるように、第二世代のＲＡＦ阻害剤は、本明細
書において説明される１またはそれより多くの突然変異を含む、ＲＡＦポリペプチド、例
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えばＢＲＡＦポリペプチドの活性を効果的に阻害する物質である。第二世代のＲＡＦ阻害
剤は、突然変異型ＲＡＦポリペプチドに加えて、野生型ＲＡＦポリペプチドの活性を阻害
する場合もあるし、阻害しない場合もある。好ましい実施態様において、第二世代のＲＡ
Ｆ阻害剤は、ＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチド（配列番号４）の活性を阻害し、同様に
、追加で本明細書において説明される１種またはそれより多くの耐性突然変異を有するＢ
ＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドの活性も阻害する。代表的な実施態様において、第二世
代のＲＡＦ阻害剤は、以下に示すアミノ酸残基の１種またはそれより多く：Ａ２９、Ｈ７
２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９
１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５
７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８
に突然変異を含むＢＲＡＦポリペプチドの活性を阻害する。
【００３５】
　従って、本発明は、試験化合物を第二世代のＲＡＦ阻害剤として同定するための方法を
提供する。一実施態様において、非突然変異型ＢＲＡＦポリペプチド（例えば野生型ＢＲ
ＡＦポリペプチド、または、ＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチド）と比較して、化合物の
存在または非存在下におけるＲＡＦ突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの相対的な活性を決
定することによって、その化合物を第二世代のＲＡＦ阻害剤として同定することができる
。第二世代のＲＡＦ阻害剤である化合物が存在する場合、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチ
ドは、化合物が存在しない場合よりも低いレベルのＲＡＦ活性を有する。第二世代のＲＡ
Ｆ阻害剤ではない化合物が存在する場合、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、化合物が
存在しない場合と等価体かまたはそれよりも高いレベルのＲＡＦ活性を有する。所定の実
施態様において、ＲＡＦ活性は、インビトロの組換えＢＲＡＦポリペプチドを用いた分析
で測定することができる。その他の実施態様において、ＲＡＦ活性は、インビボのＢＲＡ
Ｆポリペプチドを発現する培養細胞または実験動物を用いた分析で測定することができる
。
【００３６】
　ＢＲＡＦ活性の指標は、化合物が第二世代のＲＡＦ阻害剤であるかどうかを決定するの
に適していればどのようなものでもよい。代表的な実施態様において、ＢＲＡＦ活性は、
ＲＡＦ基質のＭＥＫ１／２のリン酸化を測定することによって決定され、ここでＭＥＫ１
／２のリン酸化の減少は、ＲＡＦ活性の減少を示す。一実施態様において、ＭＥＫ１／２
のリン酸化は、細胞または細胞抽出物中で測定される。代替の実施態様において、ＭＥＫ
１／２のリン酸化は、インビトロの精製または組換えタンパク質を用いたリン酸化分析で
測定される。当業界でよく知られているＭＥＫ１／２のリン酸化を検出する方法は、ＢＲ
ＡＦポリペプチドまたは突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの活性の指標としてＭＥＫ１／
２のリン酸化を測定するのに適している。このような方法としては、これらに限定されな
いが、ウェスタンブロットおよびマススペクトロスコピーが挙げられる。所定の実施態様
において、ＭＥＫ１／２のリン酸化分析は、インビトロで組換えタンパク質を用いて行う
ことができる。その他の実施態様において、ＭＥＫ１／２のリン酸化分析は、インビボで
培養細胞または実験動物を用いて行うことができる。
【００３７】
　その他の代表的な実施態様において、ＢＲＡＦ活性は、ＭＥＫ基質のＥＲＫ１／２のリ
ン酸化を測定することによって決定され、ここでＥＲＫ１／２のリン酸化の減少は、ＢＲ
ＡＦ活性の減少を示す。一実施態様において、ＥＲＫ１／２のリン酸化は、細胞または細
胞抽出物中で測定される。代替の実施態様において、ＥＲＫ１／２のリン酸化は、インビ
トロの精製または組換えタンパク質を用いたリン酸化分析で測定される。当業界でよく知
られているＥＲＫ１／２のリン酸化を検出する方法は、ＢＲＡＦポリペプチドまたは突然
変異型ＢＲＡＦポリペプチドの活性の指標としてＥＲＫ１／２のリン酸化を測定するのに
適している。このような方法としては、これらに限定されないが、ウェスタンブロットお
よびマススペクトロスコピーが挙げられる。所定の実施態様において、ＥＲＫ１／２のリ
ン酸化分析は、インビトロで組換えタンパク質を用いて行うことができる。その他の実施
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態様において、ＥＲＫ１／２のリン酸化分析は、インビボで培養細胞または実験動物を用
いて行うことができる。
【００３８】
　一実施態様において、第二世代のＲＡＦ阻害剤の同定に突然変異型ＢＲＡＦポリペプチ
ドを発現する宿主細胞が用いられ、ここでこのような宿主細胞が試験化合物に対して感受
性を有する場合、その試験化合物は、第二世代のＲＡＦ阻害剤として同定される。本明細
書で用いられる用語「宿主細胞の試験化合物に対する感受性」は、試験化合物が、例えば
細胞増殖、細胞増殖、細胞の生存および／または細胞内シグナル伝達（例えばＭＥＫ１／
２などの１種またはそれより多くのＢＲＡＦ基質、または、例えばＥＲＫ１／２などの１
種またはそれより多くの下流シグナル伝達分子のリン酸化によって証明されるような、Ｂ
ＲＡＦが介在するシグナル伝達）などの１種またはそれより多くのパラメーターで測定可
能な作用を有することを意味するものとする。
【００３９】
　化合物の存在または非存在下における突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを発現する細胞
の生存または増殖率を決定することによって、その化合物が第二世代のＲＡＦ阻害剤とし
て同定することが可能である。このような分析で用いられる細胞系が野生型ＢＲＡＦポリ
ペプチドを発現する場合、これらの細胞系は、ＲＡＦ阻害剤に感受性を有すると予想され
、さらに、上記細胞系が突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを発現する場合、ＲＡＦ阻害剤
（すなわち第一世代のＲＡＦ阻害剤）に対して耐性を有すると予想される。第二世代のＲ
ＡＦ阻害剤の同定に有用な典型的な細胞系は、黒色腫細胞系Ａ３７５である。Ａ３７５細
胞は、野生型ＢＲＡＦポリペプチドを発現する場合、ＲＡＦ阻害剤のＲＡＦ－２６５に感
受性を有するが、Ａ３７５細胞は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチド、例えば以下に示す
１種またはそれより多くの耐性突然変異：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ
、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２
９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ
６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ
、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆを含むＢＲＡＦポリペプチドを発現する場合、ＲＡＦ
－２６５に対して耐性を有する。
【００４０】
　第二世代のＲＡＦ阻害剤である化合物の存在下において、突然変異型ＢＲＡＦポリペプ
チドを発現する細胞系は、このような化合物が存在しない場合よりも低い生存または増殖
率を有する。第二世代のＲＡＦ阻害剤ではない化合物の存在下において、突然変異型ＢＲ
ＡＦポリペプチドを発現する細胞系は、化合物が存在しない場合と等価体かまたはそれよ
りも高い生存または増殖率を有する。ＢＲＡＦポリペプチドまたは突然変異型ＢＲＡＦポ
リペプチドを発現する細胞系の試験化合物に対する感受性を決定するために、当業界でよ
く知られている細胞の生存および／または増殖率の測定方法が適している。このような方
法としては、これらに限定されないが、トリパンブルー色素排除、テトラゾリウム化合物
の代謝、トリチウム化チミジンの取り込み、ＢｒｄＵ取り込み、グルコース摂取、ＡＴＰ
濃度、および、アポトーシスレベルの測定が挙げられる。一実施態様において、細胞増殖
は、例えばＭＴＳまたはセルタイターＧＬｏなどのウェルベースの細胞増殖／生存分析を
用いて決定することができる。所定の実施態様において、感受性は、ＧＩ５０値における
、適切なコントロールと比較して少なくとも２倍、より好ましくは少なくとも３倍、最も
好ましくは少なくとも４～５倍のシフトと定義される。
【００４１】
　従って、一実施態様において、本発明は、第二世代のＲＡＦ阻害剤である化合物の同定
方法を提供し、本方法は、ＢＲＡＦ基質と、野生型ＢＲＡＦポリペプチドに比べて（また
はＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅポリペプチドに比べて）１またはそれより多くの突然変異を有す
るＢＲＡＦポリペプチドとを含む分析組成物を提供すること、試験化合物の非存在下でＢ
ＲＡＦ基質のリン酸化を可能にする条件下で、分析組成物を試験化合物と接触させること
、および、ＢＲＡＦ基質のリン酸化に対する試験化合物の作用を決定すること、を含み、
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ここで適切なコントロールと比較してＢＲＡＦ基質のリン酸化がダウンレギュレーション
されている場合、その化合物は第二世代のＲＡＦ阻害剤として同定される。この方法で同
定された化合物は、例えば突然変異型ＲＡＦポリペプチドが検出された癌のような癌を治
療するのに有用な化合物である。前述の方法において有用なＢＲＡＦポリペプチドは、Ｒ
ＡＦ阻害剤のＲＡＦ－２６５に対する耐性を付与する１種またはそれより多くの突然変異
を含むＢＲＡＦポリペプチドであり、例えば、１種またはそれより多くの本明細書におい
て説明された突然変異を含むＢＲＡＦポリペプチドである。前述の方法において有用なＢ
ＲＡＦ基質は、例えばＭＥＫ１／２である。ＭＥＫ１／２のリン酸化の低下、減少または
ダウンレギュレーションは、その化合物がＲＡＦ阻害剤であることを示す指標である。同
様に、前述の方法において有用な下流のＲＡＦシグナル伝達分子は、例えばＥＲＫ１／２
である。ＥＲＫ１／２リン酸化の低下、減少またはダウンレギュレーションは、その化合
物がＲＡＦ阻害剤であることを示す指標である。前述の方法はインビトロで行うこともで
き、ここでＢＲＡＦポリペプチドおよびＢＲＡＦ基質は、単離タンパク質または精製タン
パク質である。また前述の方法は、インビトロで行ってもよく、ここでＢＲＡＦポリペプ
チドおよびＢＲＡＦ基質は、細胞抽出物の構成要素である。この実施態様において、分析
組成物は、細胞抽出物である。適切なコントロールは、当業者にとって上記方法を行う際
によく用いられると予想されるあらゆるコントロールであり、このようなコントロールと
しては、例えば、試験化合物で処理していない、または、コントロール化合物で処理した
類似または同一の分析組成物、または、「野生型」ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦ
 Ｖ６００Ｅポリペプチドを含む類似の分析組成物または細胞抽出物が挙げられる。
【００４２】
　その他の実施態様において、本発明は、第二世代のＲＡＦ阻害剤である化合物の同定方
法を提供し、本方法は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを含む細胞を提供すること、該
細胞を試験化合物と接触させること、および、ＭＥＫ１／２のリン酸化、ＥＲＫ１／２リ
ン酸化または細胞増殖に対する試験化合物の作用を決定すること、を含み、ここで適切な
コントロールと比べて、ＭＥＫ１／２のリン酸化、ＥＲＫ１／２リン酸化または細胞増殖
が低下、減少またはダウンレギュレーションされた場合、その化合物は第二世代のＲＡＦ
阻害剤として同定される。この方法で同定された化合物は、例えば突然変異型ＢＲＡＦポ
リペプチドが検出された癌のような癌を治療するのに有用な化合物である。適切なコント
ロールは、当業者にとって本方法を行う際によく用いられると予想されるあらゆるコント
ロールであり、このようなコントロールとしては、例えば、試験化合物で処理していない
、または、コントロール化合物で処理した類似または同一な細胞、または、組換え、「野
生型」ＢＲＡＦまたはＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅを発現させた類似の細胞または細胞抽出物が
挙げられる。
【００４３】
　一実施態様において、前述の方法で用いられる試験化合物は、野生型ＲＡＦポリペプチ
ド、例えばＢＲＡＦポリペプチドの生物活性を阻害するＲＡＦ阻害剤である。それに加え
て、または、その代わりに、前述の方法で用いられる試験化合物は、ＢＲＡＦ Ｖ６００
Ｅポリペプチドの活性を阻害するＲＡＦ阻害剤である。一実施態様において、第二世代の
ＲＡＦ阻害剤であるかどうかを決定するための試験化合物として用いられる可能性がある
ＲＡＦ阻害剤としては、ＰＬＸ４０３２、ＰＬＸ５５６８、ＸＬ２８１、および、ＵＳ２
００８／０１０８６１５（この内容は参照により本明細書に組み入れられる）で説明され
ているイミダゾール－２－カルボキサミド誘導体が挙げられる。
【００４４】
　その他の実施態様において、試験化合物は、試験化合物ライブラリーの一種である。「
試験化合物ライブラリー」は、多種多様な試験化合物を含むパネルを意味する。有機小分
子の分子ライブラリーを合成するアプローチは、説明されている (Carell et al. (1994)
. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carell et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed
. Engl. 33:2061)。本発明の化合物は、当業界でよく知られているコンビナトリアルライ
ブラリー法における様々なアプローチのいずれかを用いて得ることができ、このようなア
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プローチとしては、生物学的ライブラリー；三次元的に処理可能なパラレルな固相または
液相ライブラリー、デコンボリューションを必要とする合成ライブラリー法、「１ビーズ
に対して１化合物」のライブラリー法、および、アフィニティークロマトグラフィーによ
る選択を利用した合成ライブラリー法が挙げられる。生物学的ライブラリーのアプローチ
はペプチドライブラリーに限定されるが、それ以外の４種のアプローチはペプチド、非ペ
プチドオリゴマーまたは低分子物質の化合物ライブラリーに適用することができる(Lam, 
K.S. (1997) Anticancer Drug Des. 12:145)。その他の典型的な分子ライブラリーの合成
方法は当業界でよく知られており、例えば： Erb et al. (1994). Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 91:11422; Horwell et al. (1996) Immunopharmacology 33:68- ;および、Gallop
 et al. (1994); J. Med. Chem. 37:1233-で見出すことができる。化合物ライブラリー 
は、溶液で（例えば、Houghten (1992) Biotechniques 13:412-421）、または、ビーズ上
（Lam (1991) Nature 354:82-84）、チップ上（Fodor (1993) Nature 364:555-556）、細
菌（Ladnerの米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子（Ladnerの米国特許第５，２２３
，４０９号）、プラスミド （Cull et al. (1992) Proc Natl Acad Sci USA 89:1865-186
9）、または、ファージ（Scott and Smith (1990) Science 249:386-390）; (Devlin (19
90) Science 249:404-406); (Cwirla et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. 87:6378-6
382); (Felici (1991) J. Mol. Biol. 222:301-310)に提供されてもよい。さらにその他
の実施態様において、コンビナトリアルポリペプチドは、ｃＤＮＡライブラリーから生産
される。活性でスクリーニングすることができる典型的な化合物としては、これらに限定
されないが、ペプチド、核酸、炭水化物、有機小分子および天然産物抽出物ライブラリー
が挙げられる。
【００４５】
　第二世代のＲＡＦ阻害剤は、本明細書において説明される１またはそれより多くの耐性
突然変異を含むＢＲＡＦ対立遺伝子の構造に基づいて合理的に設計することもできる。本
明細書において説明されているように、ＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与するＢＲＡＦの
残基は、第一世代のＲＡＦ阻害剤のＲＡＦ－２６５と結合するＢＲＡＦの同じ領域に位置
する。ＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与するＢＲＡＦ突然変異体の対立遺伝子を同定する
ことによって、突然変異体の対立遺伝子の構造と野生型ＢＲＡＦまたはＢＲＡＦ Ｖ６０
０Ｅとの比較が可能になる。第一世代のＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する変更された
構造的特徴を知ることにより、突然変異体の対立遺伝子と結合しそれを阻害する阻害剤な
どのリガンドの合理的な設計および構築が可能になる。このような阻害剤は、本明細書に
おいて説明される第二の突然変異を含まないＢＲＡＦ突然変異体の対立遺伝子、ＢＲＡＦ
 Ｖ６００Ｅと野生型ＢＲＡＦとの両方に結合するように設計することができる。本明細
書において説明される１またはそれより多くの突然変異を含むＢＲＡＦ対立遺伝子と結合
するように設計された阻害剤は、第二世代のＲＡＦ阻害剤である。このような合理的に設
計された阻害剤の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの生物活性を阻害する能力は、本明細
書において説明されるインビトロおよび／またはインビボの分析を用いて確認することが
できる。
【００４６】
　本明細書において説明される１またはそれより多くの耐性突然変異を含むＢＲＡＦポリ
ペプチドの構造は、コンピューター支援のモデリングによって、または、突然変異型ＢＲ
ＡＦポリペプチドの結晶または溶液構造を決定することによって決定することができる。
突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの構造を決定するために、当業界でよく知られている適
切なあらゆる方法を使用することができる。
【００４７】
　典型的なコンピューター支援のモデリング方法としては、例えばPYMOL、CAVITY (J. Co
mp. Aided. Mol. Des. (1990) 4:337-354で説明されている（参照により本明細書に組み
入れられる））、および、Discovery StudioR （アクセルリス(Accelrys), カリフォルニ
ア州サンディエゴ）などのソフトウェアプログラムの使用が挙げられる。コンピューター
支援の分子モデリングに有用な追加の技術は、J BUON. (2007) 12 Suppl 1:S101-18（参
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照により本明細書に組み入れられる）で説明されている。また上記タンパク質に結合する
と予想される分子を同定するのに、既知の構造を有するタンパク質のコンピューターに基
づく解析も使用することができる。このような方法は、分子の受容体部位に相補的な形状
に基づいて分子を分類する。例えばＤＯＣＫのようなプログラムは、三次元データベース
を用いて、ＸＢＰ－１、ＩＲＥ－１アルファおよび／またはＥＤＥＭに結合すると予想さ
れる分子を同定するのに利用することができる。DesJarlias et al. (1988) J. Med. Che
m. 31:722; Meng et al. (1992) J. Computer Chem. 13:505; Meng et al. (1993) Prote
ins 17:266; Shoichet et al. (1993) Science 259:1445を参照。加えて、標的タンパク
質に対する分子の電子的な相補性を解析して、標的に結合する分子を同定することもでき
る。これは、例えば、Meng et al. (1992) J. Computer Chem. 13:505、および、Meng et
 al. (1993) Proteins 17:266で説明されているような分子力学力場を用いて決定するこ
とができる。使用できるその他のプログラムとしては、推定上のリガンドとのドッキング
でGRID力場を利用するCLIX（例えば、Lawrence et al. (1992) Proteins 12:31; Goodfor
d et al. (1985) J. Med. Chem. 28:849;および、Boobbyer et al. (1989) J. Med. Chem
. 32:1083を参照、これら全体が開示に組み入れられる）が挙げられる。
【００４８】
　結晶化は、あらゆる結晶化方法によって行うことができ、このような方法としては、こ
れらに限定されないが、バッチ法、透析法および蒸気拡散法（例えば、シッティングドロ
ップおよびハンギングドロップ）法が挙げられる。また結晶化を容易にするために、結晶
のマイクロ、マクロおよび／またはストリークシーディングを行うこともある。ＢＲＡＦ
突然変異体の対立遺伝子を含む結晶は、当業界でよく知られている様々な方法によって形
成することができる。例えば結晶化は、バッチ法、透析法および蒸気拡散法（シッティン
グドロップおよびハンギングドロップ）法によって行うことができる。基本的なタンパク
質結晶化のセットアップの詳細な説明は、McRee, D., Practical Protein Crystallograp
hy, 第2版(1999), アカデミックプレス社(Academic Press Inc.)を参照してもよい。結晶
化実験を行うことに関するさらなる説明は、Stevens et al. (2000) Curr. Opin. Struct
. Biol.: 10(5):558-63ならびに米国特許第６，２９６，６７３号；５，４１９，２７８
号；および、５，０９６，６７６号（これらの内容は参照により本明細書に組み入れられ
る）で示されている。このような結晶は、ＢＲＡＦ突然変異体の対立遺伝子の三次元構造
を決定するために、Ｘ線または中性子回折解析を行うのに利用することができる。ＢＲＡ
Ｆポリペプチドまたは突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの溶液構造は、当業界でよく知ら
れている技術を利用した核磁気共鳴分光分析を用いて同定することができる。Ｘ線結晶学
またはＮＭＲ分光分析によるポリペプチド構造決定に適した方法は、Brunger et al., (1
998) “Crystallography & NMR system (CNS): A new software system for macromolecu
lar structure determination”, Acta Crystallogr D54, 905-921; Brunger et al. (19
87) “Solution of a Protein Crystal Structure With a Model Obtained From NMR Int
erproton Distance Restraints”, Science 235, 1049-1053; Drenth, “Principles of 
Protein X-ray Crystallography”, (1994), Springer-Verlag. pp. 1-19; and Narula e
t al. (1995) “Solution structure of the C-terminal SH2 domain of the human tyro
sine kinase Syk complexed with a phosphotyrosine pentapeptide”, Structure 3, 10
61-1073で説明されており、これらの全体は参照により本明細書に組み入れられる。突然
変異型ＲＡＦポリペプチドの結晶または溶液構造が同定されたら、上述のコンピューター
支援のモデリングアプローチを利用して突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの阻害剤を同定
することができる。
【００４９】
　前述の方法によって同定された第二世代のＲＡＦ阻害剤は、野生型および／または突然
変異型ＲＡＦポリペプチドの発現に伴う病気または状態を治療するのに有用である。例え
ば、第二世代のＲＡＦ阻害剤は、被験者における癌を治療するのに有用であり、具体的に
は、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドが同定されている癌を治療するのに有用である。代
表的な実施態様において、第二世代のＲＡＦ阻害剤は、以下のアミノ酸残基の１種または
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それより多く：Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、
Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、
Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、
Ｆ７３８、および、Ｃ７４８に突然変異を有するＢＲＡＦポリペプチドを含む癌を治療す
るのに有用である。関連する実施態様において、第二世代のＲＡＦ阻害剤は、以下に示す
突然変異の１種またはそれより多く：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ
１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ
、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５
７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ
７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆを有するＢＲＡＦポリペプチドを含む癌を治療するのに有
用である。
【００５０】
　ＩＶ．単離された核酸分子
　本発明は、ＢＲＡＦ遺伝子関連のポリヌクレオチドまたは核酸分子およびそれぞれの遺
伝子産物に関する。これらのポリヌクレオチドまたは核酸分子は哺乳動物細胞から単離し
て精製することができる。本発明の具体的な形態において、本明細書において説明される
単離したＢＲＡＦ核酸分子は、ＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する１種またはそれよ
り多くの突然変異を含む。「突然変異型ＢＲＡＦ核酸分子」は、本明細書において述べら
れるように、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドをコードする、すなわち１またはそれより
多くの既知のＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する１種またはそれより多くの突然変異
を含むＢＲＡＦポリペプチドをコードするＢＲＡＦ核酸分子を含む。
【００５１】
　単離して精製したＢＲＡＦ核酸分子、例えば突然変異型ＢＲＡＦ核酸分子が、ＲＮＡま
たはＤＮＡのどちらの形態でもあり得ることも考えられる。本明細書で用いられる用語「
ＲＮＡ転写物」は、ＤＮＡ核酸分子からの転写産物であるＲＮＡ分子を意味する。このよ
うな転写物は、１種またはそれより多くのポリペプチドをコードしていてもよい。
【００５２】
　本願において用いられるように、用語「ポリヌクレオチド」は、単離された核酸分子、
ＲＮＡまたはＤＮＡを意味し、例えば全体のゲノム核酸を含まない状態の核酸分子、ＲＮ
ＡまたはＤＮＡである。それゆえに「ＢＲＡＦをコードするポリヌクレオチド」は、ＢＲ
ＡＦのコード配列を含むが、全体のゲノムＤＮＡおよびタンパク質から単離されているか
、または、精製してそれらを含まない状態である核酸セグメントを意味する。本願におい
てＢＲＡＦをコードするポリヌクレオチドまたは核酸の機能または活性について述べられ
る場合、それは、そのようなポリヌクレオチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチドの活性（
例えばＭＥＫ１またはＭＥＫ２基質のリン酸化）を達成することができる分子をコードす
ることを意味する。
【００５３】
　用語「ｃＤＮＡ」は、テンプレートとしてＲＮＡを用いて製造されたＤＮＡを意味する
こととする。ｃＤＮＡを用いる利点は、ゲノムＤＮＡまたはＲＮＡ転写物とは対照的に、
安定性があることと、組換えＤＮＡ技術を用いて配列を操作する能力である（Sambrook, 
1989; Ausubel, 1996を参照）。完全なゲノム配列が好ましい場合もあるし、または部分
的なゲノム配列が好ましい場合もある。あるいは、ｃＤＮＡはポリペプチドのコード領域
を示し、イントロンなどの調節領域が除去されているため、ｃＤＮＡが有利である可能性
がある。
【００５４】
　また、所定の細胞由来の所定のＢＲＡＦをコードする核酸またはＢＲＡＦ遺伝子が、わ
ずかに異なる核酸配列を有するが、それでも活性なＢＲＡＦポリペプチドをコードする天
然の変異体または変異株によって示され得ることも考えられる。好ましい実施態様におい
て、活性なＢＲＡＦポリペプチドは、活性なヒトＢＲＡＦポリペプチドである。特に好ま
しい実施態様において、活性なＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡＦポリペプチドの
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活性を有するが、１種またはそれより多くの既知のＢＲＡＦ阻害剤に対して耐性を有する
突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドである。その結果として、本発明の所定の形態は、アミ
ノ酸変化が最小であるが、同じ生物学的機能を有するＢＲＡＦ誘導体を包含する。
【００５５】
　用語「遺伝子」は、機能性タンパク質、ポリペプチドまたはペプチドをコードする単位
を意味するものとして簡略的に用いられる。当業者であれば理解しているものと思われる
が、この機能的な用語は、タンパク質、ポリペプチド、ドメイン、融合タンパク質および
突然変異タンパク質を発現する、または、それらが発現されるように適応させることがで
きるゲノム配列、ｃＤＮＡ配列、および、比較的小さい加工された遺伝子セグメントを含
む。ＢＲＡＦをコードする核酸分子は：少なくとも約６、７、８、９、１０、２０、３０
、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１
５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２
５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３
５０、３６０、３７０、３８０、３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４
４１、４５０、４６０、４７０、４８０、４９０、５００、５１０、５２０、５３０、５
４０、５５０、５６０、５７０、５８０、５９０、６００、６１０、６２０、６３０、６
４０、６５０、６６０、６７０、６８０、６９０、７００、７１０、７２０、７３０、７
４０、７５０、７６０、７７０、７８０、７９０、８００、８１０、８２０、８３０、８
４０、８５０、８６０、８７０、８８０、８９０、９００、９１０、９２０、９３０、９
４０、９５０、９６０、９７０、９８０、９９０、１０００、１０１０、１０２０、１０
３０、１０４０、１０５０、１０６０、１０７０、１０８０、１０９０、１１００、１２
００、１３００、１４００、１５００、１６００、１７００、１８００、１９００、２０
００、２１００、２２００、２３００、２４００、２５００、２６００、２７００、２８
００、２９００、３０００、３１００、３２００、３３００、３４００、３５００、３６
００、３７００、３８００、３９００、４０００、４１００、４２００、４３００、４４
００、４５００、４６００、４７００、４８００、４９００、５０００、５１００、５２
００、５３００、５４００、５５００、５６００、５７００、５８００、５９００、６０
００、６１００、６２００、６３００、６４００、６５００、６６００、６７００、６８
００、６９００、７０００、７１００、７２００、７３００、７４００、７５００、７６
００、７７００、７８００、７９００、８０００、８１００、８２００、８３００、８４
００、８５００、８６００、８７００、８８００、８９００、９０００、９１００、９２
００、９３００、９４００、９５００、９６００、９７００、９８００、９９００、１０
０００、１０１００、１０２００、１０３００、１０４００、１０５００、１０６００、
１０７００、１０８００、１０９００、１１０００、１１１００、１１２００、１１３０
０、１１４００、１１５００、１１６００、１１７００、１１８００、１１９００、１２
０００個またはそれより多くの長さのヌクレオチド、ヌクレオシドまたは塩基対を有する
連続した核酸配列を含んでいてもよい。このような配列は、例えば配列番号１またはそれ
らのフラグメントと同一であってもよいし、またはそれらに相補的であってもよい。
【００５６】
　様々な本発明の実施態様は、ＢＲＡＦにおける遺伝学的な突然変異に関する。本明細書
で用いられるように、突然変異は、ＢＲＡＦ核酸分子の部位における単一のヌクレオチド
の付加、欠失または置換を意味する。代表的な実施態様において、突然変異型ＢＲＡＦ核
酸分子は、特定の治療に対する耐性、例えばＲＡＦ－２６５のようなＢＲＡＦ阻害剤に対
する耐性を付与する１またはそれより多くの突然変異を含む。関連する実施態様において
、突然変異型ＢＲＡＦの核酸分子は、突然変異型ＢＲＡＦ核酸分子が突然変異型ＢＲＡＦ
ポリペプチドをコードするような１またはそれより多くの突然変異を含み、ここで突然変
異型ＢＲＡＦポリペプチドは、特定の治療に対する耐性、例えばＲＡＦ－２６５のような
ＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する１またはそれより多くの突然変異を含む。従って
、本発明の具体的な形態において、配列を変更させることによって、その配列によってコ
ードされたポリペプチドの特性に、結果的に治療に対する少なくともある程度の耐性、例
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えばＢＲＡＦ阻害剤での治療に対する耐性が起るような影響を与える変化が生じる。
【００５７】
　「実質的にその他のコード配列から単離された」とは、対象の遺伝子が核酸セグメント
のコード領域の一部を形成しており、そのセグメントは、天然に存在するコード核酸の大
部分、例えば大きい染色体フラグメント、または、その他の機能的な遺伝子またはｃＤＮ
Ａコード領域を含まないことを意味する。当然ながら、これは、もともと単離されており
、人為的操作によってセグメントに付加された遺伝子またはコード領域を後で排除しない
核酸セグメントを意味する。
【００５８】
　具体的な実施態様において、本発明は、そのアミノ酸配列内に、突然変異型ＢＲＡＦポ
リペプチドに従って、または、実質的に突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドに対応する連続
したアミノ酸配列を含む、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドまたはペプチドをコードする
ＤＮＡ配列が組み込まれた、単離された核酸セグメントおよび組換えベクターに関する。
代表的な実施態様において、本発明は、そのアミノ酸配列内に、ＢＲＡＦ阻害剤に対する
耐性を付与する１種またはそれより多くの突然変異を含むＢＲＡＦポリペプチドの連続し
たアミノ酸配列を含む、ＢＲＡＦタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドをコードする
ＤＮＡ配列が組み込まれた単離したＤＮＡセグメントおよび組換えベクターに関する。所
定の実施態様において、上記１またはそれより多くの突然変異は、Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１
１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３
２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６
８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８の位置で
起こる。その他の実施態様において、上記１またはそれより多くの突然変異は、Ａ２９Ｖ
、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１
Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５
２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、
Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆを含む。
【００５９】
　本発明で用いられる核酸セグメントは、コード配列それ自身の長さに関係なく、その他
のＤＮＡまたはＲＮＡ配列、例えばプロモーター、ポリアデニル化シグナル、追加の制限
酵素部位、複数のクローニング部位、その他のコーディングセグメントなどと組み合わせ
ることができ、その結果、それら全体の長さが著しく変化してもよい。従って、ほぼあら
ゆる長さの核酸フラグメントを使用することも考えられるが、全体の長さは、目的とする
組換えＤＮＡプロトコールにおける調製および使用が容易になるように制限することが好
ましい。
【００６０】
　本発明の核酸コンストラクトが、ＢＲＡＦポリペプチドまたは突然変異型ＢＲＡＦポリ
ペプチドをコードすることが考えられる。「異種」配列は、その他の配列にとって外来ま
たは外因性である配列を意味する。異種遺伝子は、その遺伝子がその時点で一緒に配置さ
れている配列の近辺で天然状態では見出されない遺伝子を意味する。
【００６１】
　非限定的な実施例において、ＢＲＡＦ遺伝子の全部または一部と同一な、または、それ
らに相補的な連続したヌクレオチドのストレッチを含む１種またはそれより多くの核酸コ
ンストラクトを製造することができる。核酸コンストラクトは、長さが少なくとも５０、
６０、７０、８０、９０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、
８００、９００、１，０００、２，０００、３，０００、４，０００、５，０００、６，
０００、７，０００、８，０００、９，０００、１０，０００、１１，０００、１２，０
００、１３，０００、１４，０００、１５，０００、２０，０００、３０，０００、５０
，０００、１００，０００、２５０，０００、約５００，０００、７５０，０００～約１
，０００，０００個のヌクレオチドを含んでいてもよいし、加えて、酵母人工染色体のよ
うな核酸コンストラクトの出現が当業者によく知られていることを考慮すると、それより
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も大きいサイズのコンストラクト、例えば最大染色体サイズのヌクレオチドを含んでいて
もよい（その間のあらゆる中間の長さおよび中間の範囲を含む）。当然のことながら、本
明細書で用いられる「中間の長さ」および「中間の範囲」は、引用された値を含む、また
は、それらの値の間のあらゆる長さまたは範囲を意味する（すなわち、このような値を含
む、および、それらの間の全ての整数）。中間の長さの非限定的な例としては、約１１、
約１２、約１３、約１６、約１７、約１８、約１９など；約２１、約２２、約２３など；
約３１、約３２など；約５１、約５２、約５３など；約１０１、約１０２、約１０３など
；約１５１、約１５２、約１５３、約９７００１、約１，００１、約１００２、約５０，
００１、約５０，００２、約７５０，００１、約７５０，００２、約１，０００，００１
、約１，０００，００２などが挙げられる。中間の範囲の非限定的な例としては、約３～
約３２、約１５０～約５００，００１、約３，０３２～約７，１４５、約５，０００～約
１５，０００、約２０，００７～約１，０００，００３などが挙げられる。
【００６２】
　本発明の所定の実施態様は、ベクター、プロモーター、治療的な核酸、および、細胞中
の形質転換および発現に関与するその他の核酸要素などの様々な核酸に関する。所定の形
態において、核酸は、野生型核酸、または、突然変異体核酸を含む。具体的な形態におい
て、核酸は、転写された核酸をコードするか、または、転写された核酸を含む。
【００６３】
　用語「核酸」は当業界でよく知られている。「核酸」は、本明細書で用いられるように
、一般的に、ＤＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの核酸塩基を含む誘導体もしくは類似体の分子
（すなわち鎖）を意味することとする。核酸塩基としては、例えば、ＤＮＡ中に見出され
る天然に存在するプリンまたはピリミジン塩基（例えばアデニン「Ａ」、グアニン「Ｇ」
、チミン「Ｔ」またはシトシン「Ｃ」）、または、ＲＮＡ中に見出される天然に存在する
プリンまたはピリミジン塩基（例えば、Ａ、Ｇ、ウラシル「Ｕ」またはＣ）が挙げられる
。用語「核酸」は用語「オリゴヌクレオチド」および「ポリヌクレオチド」を包含し、こ
れらはそれぞれ用語「核酸」の下位分類である。用語「オリゴヌクレオチド」は、核酸塩
基の長さが約３～約１００の分子を意味する。用語「ポリヌクレオチド」は、核酸塩基の
長さが約１００よりも大きい少なくとも１つの分子を意味する。「遺伝子」は、遺伝子産
物のコード配列を意味し、加えてイントロンおよび遺伝子産物のプロモーターのコード配
列も意味する。特許請求された発明の組成物および方法とともに使用するための核酸とし
て、ＢＲＡＦ遺伝子に加えてその他の調節領域、例えばＢＲＡＦのエンハンサーも考慮さ
れる。
【００６４】
　これらの定義は、一般的には一本鎖分子を意味するが、具体的な実施態様においては、
一本鎖分子に部分的に、実質的に、または完全に相補的な追加の鎖も含まれることもある
。従って、核酸は、１またはそれより多くの相補鎖または特定の配列を含む分子の「相補
物」を含む、二本鎖分子または三本鎖分子を包含する可能性もある。本明細書で用いられ
るように、一本鎖核酸は接頭辞「ｓｓ」で、二本鎖核酸は接頭辞「ｄｓ」で、および、三
本鎖核酸は接頭辞「ｔｓ」で表示することができる。
【００６５】
　核酸は、当業者によく知られているあらゆる技術によって作製することができる、例え
ば、化学合成、または、酵素的な生産、または、生物学的な生産によって作製することが
できる。合成核酸（例えば、ＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する突然変異の同定を容
易にする合成ＢＲＡＦプライマー）の非限定的な例としては、インビトロでのホスホトリ
エステルを用いた化学合成、亜リン酸またはホスホアミダイト化学および固相技術、例え
ば、ＥＰ２６６，０３２（参照により本明細書に組み入れられる）で説明されているよう
な技術、または、Froehler et al., 1986および米国特許第５，７０５，６２９号（それ
ぞれ参照により本明細書に組み入れられる）で説明されているようなデオキシヌクレオシ
ドＨ－ホスホン酸中間体を介した技術によって製造された核酸が挙げられる。本発明の方
法において、１種またはそれより多くのオリゴヌクレオチドを用いてもよい。オリゴヌク
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レオチド合成の多種多様なメカニズムが、例えば米国特許第４，６５９，７７４号、４，
８１６，５７１号、５，１４１，８１３号、５，２６４，５６６号、４，９５９，４６３
号、５，４２８，１４８号、５，５５４，７４４号、５，５７４，１４６号、５，６０２
，２４４号で開示されている（これらはそれぞれ参照により本明細書に組み入れられる）
。
【００６６】
　酵素的に生産された核酸の非限定的な例としては、ＰＣＲのような増幅反応で酵素によ
って生産された核酸（例えば、米国特許第４，６８３，２０２号および４，６８２，１９
５号を参照、それぞれ参照により本明細書に組み入れられる）、または、米国特許第５，
６４５，８９７号（参照により本明細書に組み入れられる）で説明されているようにして
オリゴヌクレオチドの合成によって生産された核酸が挙げられる。生物学的に生産された
核酸の非限定的な例としては、生きた細胞中で生産された（すなわち複製された）組換え
核酸、例えば細菌中で複製された組換えＤＮＡベクター（例えば、Sambrook et al. 1989
を参照、参照により本明細書に組み入れられる）が挙げられる。
【００６７】
　核酸は、ＢＲＡＦに対する耐性を付与する突然変異の評価の一環として、ポリアクリル
アミドゲル、塩化セシウム勾配遠心法、または、当業者によく知られているその他のあら
ゆる手段によって精製することができる（例えばSambrook et al., 1989を参照、参照に
より本明細書に組み入れられる）。好ましい形態において、核酸は、薬理学的に許容でき
る核酸である。薬理学的に許容できる組成物は当業者によく知られており、本明細書にお
いて説明されているものである。
【００６８】
　所定の形態において、本発明は、単離された核酸としての核酸に関する。本明細書で用
いられる用語「単離された核酸」は、１またはそれより多くの細胞のゲノムの核酸全体お
よび転写された核酸のほとんどが含まれないように単離された、または、それ以外の方法
でそれらのほとんどが含まれていない状態の核酸分子（例えばＲＮＡまたはＤＮＡ分子）
を意味する。所定の実施態様において、「単離された核酸」は、細胞成分またはインビト
ロでの反応構成要素（例えば脂質またはタンパク質などの高分子、低分子量の生体分子な
ど）のほとんどが含まれないように単離された、または、それ以外の方法でそれらのほと
んどが含まれていない状態の核酸を意味する。
【００６９】
　Ｖ．発現ベクターおよび宿主細胞
　本発明は、発現ベクター組成物、および、ＢＲＡＦポリペプチド、例えば突然変異型Ｂ
ＲＡＦポリペプチドをコードさせるためのこのようなベクターの使用を包含し、加えてこ
のような発現ベクターが導入された宿主細胞組成物を包含する。用語「ベクター」は、核
酸配列を複製することができる細胞に導入するために、核酸配列を挿入することができる
キャリアー核酸分子を意味するものとして用いられる。核酸配列は「外因性」であっても
よく、ここで外因性とは、その配列が、ベクターを導入しようとする細胞にとって外来の
ものであること、または、その配列が、細胞中の配列に相同であるが、その配列が通常見
出されない宿主細胞内の核酸の位置に存在することを意味する。ベクターとしては、プラ
スミド、コスミド、ウイルス（バクテリオファージ、動物ウイルスおよび植物ウイルス）
、ならびに人工染色体（例えばＹＡＣ）が挙げられる。当業者であれば標準的な組換え技
術によってベクターを構築することについて十分に認識しているものと思われ、このよう
な技術は、Sambrook et al., 1989 and Ausubel et al., 1996（いずれも参照により本明
細書に組み入れられる）で説明される。
【００７０】
　用語「発現ベクター」または「発現コンストラクト」は、転写させることができる遺伝
子産物の少なくとも一部をコードする核酸配列を含むベクターを意味する。場合によって
は、それに続いてＲＮＡ分子はタンパク質、ポリペプチド、または、ペプチドに翻訳され
る。その他のケースにおいて、これらの配列は、例えばアンチセンス分子またはリボザイ
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ム生産において翻訳されない。発現ベクターは様々な「制御配列」を含んでいてもよく、
ここで制御配列とは、特定の宿主生物中で作動可能なように連結したコード配列の転写お
よび場合によっては翻訳に必要な核酸配列を意味する。転写および翻訳を支配する制御配
列に加えて、ベクターおよび発現ベクターは、同様にその他の機能を果たす核酸配列を含
んでいてもよい（このような核酸配列については以下で説明する）。
【００７１】
　１．プロモーターおよびエンハンサー
　「プロモーター」は、コントロール配列であって、これは、転写開始および速度を制御
する核酸配列の領域である。これらは、調節タンパク質および分子が例えばＲＮＡポリメ
ラーゼやその他の転写因子と結合することができる遺伝学的要素を含んでいてもよい。「
作動可能なように位置する」、「作動可能に結合した」、「制御下で」および「転写制御
下で」という成句は、プロモーターが、転写開始および／またはその配列の発現を制御す
るための核酸配列に関して適切な機能的な位置および／または方向にあることを意味する
。プロモーターは、「エンハンサー」と共に用いられる場合もあるし、そうでない場合も
あり、ここで「エンハンサー」は、核酸配列の転写活性化に関するシス作用性の調節配列
を意味する。
【００７２】
　プロモーターは、コーディングセグメントおよび／またはエキソンの上流に位置する５
’非コード配列を単離することにより得ることができる遺伝子または配列に通常伴って存
在し得るものである。このようなプロモーターは、「内因性」と呼ぶことができる。同様
に、エンハンサーは、上記配列の下流または上流のいずれかに位置する核酸配列に通常伴
って存在し得るものである。あるいは、組換えまたは異種プロモーター（これは、その自
然の環境において通常核酸配列に結合していないプロモーターを意味する）の制御下で、
コーディング核酸セグメントの位置決めをすることによってもある種の利点が得られると
予想される。また組換えまたは異種エンハンサーも、その自然の環境において通常核酸配
列に結合していないエンハンサーのことである。このようなプロモーターまたはエンハン
サーとしては、その他の遺伝子のプロモーターまたはエンハンサー、および、その他のあ
らゆる原核、ウイルスまたは真核細胞から単離したプロモーターまたはエンハンサー、お
よび、「天然に存在」しないプロモーターまたはエンハンサー、すなわち、異なる転写調
節因子領域の異なる要素、および／または、発現を変化させる突然変異を含むプロモータ
ーまたはエンハンサーが挙げられる。
【００７３】
　当然に、発現のために選択された細胞型、細胞器官および生物中で効果的に核酸セグメ
ントの発現を指示するプロモーターおよび／またはエンハンサーを用いることが重要であ
ると予想される。分子生物学の当業者であれば一般的に、タンパク質発現のためのプロモ
ーター、エンハンサーおよび細胞型の組み合わせの使用について熟知している（例えばSa
mbrook et al. (1989)を参照、参照により本明細書に組み入れられる）。導入されたＤＮ
Ａセグメントの高レベル発現を指示するのに適切な条件下で、構成的、組織特異的、誘導
性および／または有用なプロモーターを用いることができる。このようなプロモーターは
異種プロモーターであってもよいし、または外因性プロモーターであってもよく、例えば
ＢＲＡＦをコードする配列にとって非ＢＲＡＦプロモーターであってもよい。いくつかの
例において、インビトロでの望ましい配列の転写で利用するための原核性のプロモーター
が用いられる。多くの市販の系で利用できる原核性のプロモーターとしては、Ｔ７、Ｔ３
、および、Ｓｐ６が挙げられる。
【００７４】
　２．開始シグナルおよび内部リボソーム結合部位
　特異的な開始シグナルも、コード配列の効率的な翻訳に必要な場合がある。これらのシ
グナルは、ＡＴＧ開始コドンまたは隣接する配列を含む。ＡＴＧ開始コドンなどの外因性
の翻訳制御シグナルを提供する必要性がある場合がある。当業者であれば容易にこのこと
を決定して必要なシグナルを提供することができるであろう。挿入物全体が確実に翻訳さ
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れるように、望ましいコード配列のリーディングフレームと共に開始コドンは「フレーム
内に」存在させなければならないことはよく知られている。外因性の翻訳制御シグナルお
よび開始コドンは、天然のものであってもよいし、または合成であってもよい。適切な転
写エンハンサー要素を包含させることによって発現効率が強化される場合がある。本発明
の所定の実施態様において、内部リボソーム侵入部位（ＩＲＥＳ）要素の使用は、多重遺
伝子または多シストロン性のメッセージを創り出すのに利用することができる。
【００７５】
　３．マルチクローニングサイト
　ベクターは、マルチクローニングサイト（ＭＣＳ）を含んでいてもよく、ここでマルチ
クローニングサイトとは、複数の制限酵素部位を含む核酸領域であり、そのうちのいずれ
かが、ベクターを消化するための標準的な組換え技術と共に用いることができる（例えば
、Carbonelli et al., 1999, Levenson et al., 1998, and Cocea, 1997を参照、参照に
より本明細書に組み入れられる）。「「制限酵素による消化」は、核酸分子中の特異的な
位置でのみ機能する酵素を用いた核酸分子の触媒作用による切断を意味する。これらの制
限酵素の多くは市販されている。このような酵素の使用は、当業者によって広く理解され
ている。ＭＣＳ内で切断を行う制限酵素を用いてベクターを直線状にするかまたは断片化
することにより、外来配列をベクターにライゲーションさせるようにすることがよく行わ
れる。「ライゲーション」は、２つの核酸フラグメント間にホスホジエステル結合を形成
するプロセスを意味し、これらのフラグメントは、互いに連結していてもよいし、そうで
なくてもよい。制限酵素およびライゲーション反応を含む技術は、組換え技術分野の当業
者にはよく知られている。
【００７６】
　４．スプライシング部位
　ほとんどの転写された真核ＲＮＡ分子は、一次転写物からイントロンを除去するために
ＲＮＡスプライシングを受けると予想される。真核性のゲノム配列を含むベクターは、タ
ンパク質発現のために転写物を適切にプロセシングするために、ドナーおよび／またはア
クセプタースプライシング部位を必要とする場合がある（例えば、Chandler et al., 199
7を参照、参照により本明細書に組み入れられる）。
【００７７】
　５．終結シグナル
　本発明のベクターまたはコンストラクトは、一般的に少なくとも１つの終結シグナルを
含むと予想される。「終結シグナル」または「ターミネーター」は、ＲＮＡポリメラーゼ
によるＲＮＡ転写を特定のところで終結させることに関するＤＮＡ配列で構成される。従
って、所定の実施態様において、ＲＮＡ転写物の生産を終わらせる終結シグナルが考慮さ
れる。ターミネーターは、インビボにおいて、望ましいメッセージレベルを達成するのに
必要なことがある。
【００７８】
　６．ポリアデニル化シグナル
　発現のために、特に真核性の発現のために、典型的には、転写物の適切なポリアデニル
化を実行するためのポリアデニル化シグナルを含むと予想される。ポリアデニル化シグナ
ルの性質は、本発明の実施の成功にとって重要なものではないと考えられており、および
／または、このような配列ならばどれでも使用できる。好ましい実施態様としては、便利
であり、および／または、様々な標的細胞で十分に機能することがわかっている、ＳＶ４
０ポリアデニル化シグナル、および／または、ウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナル
が挙げられる。ポリアデニル化　は転写の安定性を高めることができるか、または、細胞
質内輸送を容易にする可能性がある。
【００７９】
　７．複製起点
　宿主細胞中のベクターを増やすために、１種またはそれより多くの複製起点部位（「ｏ
ｒｉ」と称されることが多い）を含んでいてもよく、この複製起点は、複製を開始させる
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特異的な核酸配列である。あるいは宿主細胞が酵母である場合、自律複製型配列（ＡＲＳ
）を用いてもよい。
【００８０】
　８．選択可能な、および、スクリーニング可能なマーカー
　本発明の所定の実施態様において、本発明の核酸コンストラクトを含む細胞は、発現ベ
クター中にマーカーを含ませることによってインビトロでもインビボでも同定することが
可能になる。このようなマーカーは、細胞に同定可能な変化を付与すると思われ、このよ
うな変化によって発現ベクターを含む細胞を容易に同定できるようになる。一般的に、選
択マーカーとは、選択を可能にする特性を付与するマーカーのことである。陽性選択マー
カーは、マーカーの存在によって選択が可能になるようなマーカーであり、一方で陰性選
択マーカーは、マーカーの存在が選択を妨害するようなマーカーである。陽性選択マーカ
ーの例は、薬剤耐性マーカーである。
【００８１】
　通常、薬剤選択マーカーを包含することは形質転換株のクローニングおよび同定に役立
ち、有用な選択マーカーとしては、例えば、ネオマイシン、ピューロマイシン、ハイグロ
マイシン、ＤＨＦＲ、ＧＰＴ、ゼオシンおよびヒスチジノールに対する耐性を付与する遺
伝子が挙げられる。条件を満たすことによって形質転換株の識別が可能になる表現型を付
与するマーカーに加えてその他のタイプのマーカーも考慮され、例えば熱量解析を原理と
するＧＦＰなどのスクリーニング可能なマーカーが挙げられる。あるいは、単純疱疹ウイ
ルスチミジンキナーゼ（ｔｋ）またはクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ
（ＣＡＴ）のようなスクリーニング可能な酵素を利用することもできる。当業者であれば
免疫学的なマーカーをどのようにして使用するかを理解しているものと思われが、場合に
よってはＦＡＣＳ解析と共に使用することもある。使用されたマーカーが遺伝子産物をコ
ードする核酸と同時に発現されるのであれば、マーカーは重要ではないと考えられる。選
択可能なマーカーおよびスクリーニング可能なマーカーのさらなる例は、当業者によく知
られている。
【００８２】
　９．宿主細胞
　本明細書で用いられるように、用語「細胞」、「細胞系」および「細胞培養」は、同義
的に用いることができる。本発明において、ＢＲＡＦポリヌクレオチドを含む細胞は、Ｂ
ＲＡＦポリヌクレオチドが突然変異型でも野生型でも用いられる可能性がある。またこれ
らの用語はいずれもそれらの後代も含み、ここで後代とは、その後に続くすべての世代を
意味する。当然のことながら、いずれの後代も、計画的な突然変異または偶発的な突然変
異のために同一でない場合もある。異種核酸配列を発現することに関して、「宿主細胞」
は原核または真核細胞を意味し、このような細胞としては、ベクターを複製することがで
きる、および／または、ベクターによってコードされた異種遺伝子を発現することができ
るあらゆる形質転換可能な生物が挙げられる。宿主細胞はベクターの受容者として用いる
ことができでき、さらにそのように用いられてきた。宿主細胞は、「トランスフェクショ
ン」または「形質転換」されていてもよく、これらは、外来核酸を宿主細胞に移入または
導入させるプロセスを意味する。形質転換した細胞は、初代の対象の細胞とその後代を含
む。「組換え宿主細胞」は、組換え核酸、すなわちインビトロで操作された核酸、または
、そのように操作された核酸の複製コピーである核酸を有する宿主細胞を意味する。
【００８３】
　宿主細胞は、望ましい結果が、ベクターの複製なのか、ベクターによってコードされた
核酸配列の一部または全部の発現なのか、または、感染性のウイルス粒子の生産なのかに
応じて原核生物から誘導してもよいし、または真核生物から誘導してもよい。宿主細胞と
して使用するのに様々な細胞系および培養物が利用可能であり、これらはアメリカン・タ
イプ・カルチャー・コレクション（ＡＴＣＣ）から得ることができ、ＡＴＣＣとは、生き
た培養物や遺伝物質のアーカイブとして役立つ組織である。適切な宿主は、当業者によっ
てベクターの主鎖と要求される結果に基づき決定することができる。多くのベクターを複
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製するために、例えばプラスミドまたはコスミドを原核生物の宿主細胞に導入することが
できる。ベクター複製および／または発現のための宿主細胞として用いられる細菌細胞と
しては、ＤＨ５α、ＪＭ１０９およびＫＣ８が挙げられ、加えて様々な市販の細菌宿主、
例えばシュアー（SURETM）．コンピテント細胞、および、ソロパック（SolopackTM）ゴー
ルド細胞（ストラタジーン（Strategene）.RTM., ラホヤ）も挙げられる。あるいは、フ
ァージウイルス用の宿主細胞として、大腸菌（E. coli）LE392のような細菌細胞を用いて
もよい。
【００８４】
　本発明の好ましい真核宿主細胞は、黒色腫細胞系Ａ３７５であり、この細胞は、ＢＲＡ
Ｆポリペプチド、例えば本発明の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドをコードする発現ベク
ターで形質転換されている。
【００８５】
　１０．発現系
　上記で考察された組成物の少なくとも一部または全部を含む多数の発現系が存在する。
ＢＲＡＦ核酸配列またはそれらの同源のポリペプチド、 タンパク質およびペプチドを生
産するために、原核および／または真核細胞ベースの系が本発明と共に用いることができ
る。このような系の多くは通常市販されている。
【００８６】
　昆虫細胞／バキュロウイルス系は、例えば米国特許第５，８７１，９８６号、４，８７
９，２３６号（いずれも参照により本明細書に組み入れられる）で説明されているように
、異種核酸セグメントの高レベルのタンパク質発現を起こすことができ、このような系は
、例えばインビトロジェン（InvitrogenTM）からMaxBacTM2.0、および、クロンテック（C
lontechTM）からBacPackTMバキュロウイルス発現系という名称で購入することができる。
【００８７】
　発現系のその他の例としては、合成エクジソン誘導性受容体に関与するストラタジーン
のコンプリート・コントロール（Complete ControlTM）誘導性哺乳動物発現系、または、
そのｐＥＴ発現系、大腸菌発現系が挙げられる。誘導性発現系のその他の例は、インビト
ロジェンより入手可能なものがあり、これは、T-RexTM（テトラサイクリンで調節される
発現）系、全長ＣＭＶプロモーターを利用した誘導性哺乳動物発現系を含む。クロンテッ
ク（ClontechTM）製のTet-OnTMおよびTet-OffTM系は、哺乳動物宿主中での発現をテトラ
サイクリンまたはその誘導体を用いて調節するのに用いることができる。これらの系の実
際の使用は、Gossen et al., 1992およびGossen et al., 1995、ならびに米国特許第５，
６５０，２９８号で説明されている（これらはいずれも参照により本明細書に組み入れら
れる）。
【００８８】
　インビトロジェンはまた、ピチア・メタノリカ（Pichia methanolica）発現系と呼ばれ
る酵母発現系も提供しており、これは、メチロトローフ酵母のピチア・メタノリカにおい
て組換えタンパク質が高レベルで生産されるように設計されている。当業者であれば、核
酸配列またはその同源のポリペプチド、タンパク質もしくはペプチドを生産するために、
ベクター、例えば発現コンストラクトをどのようにして発現させるかについてよく知って
いるものと思われる。
【００８９】
　ＶＩ．単離したポリペプチド分子
　本発明のその他の形態は、単離および／または精製したＢＲＡＦタンパク質、および、
それらの生物学的に活性な部分に関する。本発明の具体的な形態において、本明細書にお
いて説明されるＢＲＡＦポリペプチドは、ＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する１種ま
たはそれより多くの突然変異を含む。「突然変異型ＢＲＡＦポリペプチド」は、本明細書
において述べられるように、１種またはそれより多くの既知のＢＲＡＦ阻害剤に対する耐
性を付与する、１種またはそれより多くの突然変異を含むＢＲＡＦポリペプチドを含む。
【００９０】
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　「単離した」または「精製した」タンパク質またはそれらの生物学的に活性な部分は、
実質的に、組換えＤＮＡ技術によって生産された場合ならば細胞の成分、または、化学合
成された場合ならば前駆体化学物質もしくはその他の化学物質を含まない。「実質的に細
胞成分を含まない」という文言は、ＢＲＡＦタンパク質を自然にまたは組換えによって生
産する細胞の細胞成分から、ＢＲＡＦタンパク質が分離されている状態のＢＲＡＦタンパ
ク質調製物を含む。一実施態様において、「実質的に細胞成分を含まない」という文言は
、（乾燥重量で）約３０％未満の非ＢＲＡＦタンパク質（また、本明細書においては「不
純物タンパク質」とも称される）、より好ましくは約２０％未満の非ＢＲＡＦタンパク質
、さらにより好ましくは約１０％未満の非ＢＲＡＦタンパク質、最も好ましくは約５％未
満の非ＢＲＡＦタンパク質を含むＢＲＡＦタンパク質調製物を含む。ＢＲＡＦタンパク質
またはそれらの生物学的に活性な部分が組換え生産される場合、これらも実質的に培地を
含まないことが好ましく、すなわち培地は、タンパク質調製物の体積の約２０％未満、よ
り好ましくは約１０％未満、最も好ましくは約５％未満で存在する。「実質的に前駆体化
合物またはその他の化学物質を含まない」という文言は、ＢＲＡＦタンパク質が、タンパ
ク質合成に関与する前駆体化合物またはその他の化学物質から分離されている状態のＢＲ
ＡＦタンパク質調製物を含む。一実施態様において、「実質的に前駆体化合物またはその
他の化学物質を含まない」という文言は、（乾燥重量で）約３０％未満の前駆体化合物ま
たは非ＢＲＡＦ化学物質、より好ましくは約２０％未満の前駆体化合物または非ＢＲＡＦ
化学物質、さらにより好ましくは約１０％未満の前駆体化合物または非ＢＲＡＦ化学物質
、最も好ましくは約５％未満の前駆体化合物または非ＢＲＡＦ化学物質を含むＢＲＡＦタ
ンパク質調製物を含む。
【００９１】
　ＢＲＡＦタンパク質の生物学的に活性な部分は、ＢＲＡＦタンパク質のアミノ酸配列、
例えば配列番号２に示されるアミノ酸配列、または、ＢＲＡＦタンパク質に相同なタンパ
ク質のアミノ酸配列から誘導されたアミノ酸配列を含むペプチドを含み、ここでこのよう
なペプチドは、全長ＢＲＡＦタンパク質またはＢＲＡＦタンパク質に相同な全長タンパク
質よりも少ないアミノ酸を含み、さらに、ＢＲＡＦタンパク質の活性のうち少なくとも１
種を示す。典型的には、生物学的に活性な部分（ペプチド、例えば５、１０、１５、２０
、３０、３５、３６、３７、３８、３９、４０、５０、１００、２００、３００、４００
、５００、６００、７００個またはそれより多いアミノ酸長さを有するペプチド）は、Ｂ
ＲＡＦタンパク質の活性のうち少なくとも１種を有するドメインまたはモチーフを含む。
さらに、タンパク質のその他の領域が欠失したその他の生物学的に活性な部分は組換え技
術によって製造して、それらを本明細書において説明される活性のうち１種またはそれよ
り多くについて評価することができる。好ましくは、ＢＲＡＦタンパク質の生物学的に活
性な部分は、１またはそれより多くの選択された生物活性を有するドメイン／モチーフま
たはそれらの部分を含む。好ましい実施態様において、ＢＲＡＦタンパク質の生物学的に
活性な部分は、野生型ＢＲＡＦ配列と比べて１またはそれより多くの突然変異を含み、こ
こで前記１またはそれより多くの突然変異は、全長突然変異型ＢＲＡＦポリペプチド中に
存在する場合、既知のＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドに
付与する。代表的な実施態様において、このような突然変異は、以下に示す野生型ＢＲＡ
Ｆタンパク質中の１またはそれより多くの位置：Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、
Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、
Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、
Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８に相当するアミノ酸におい
て起こる。関連する実施態様において、このような突然変異としては、以下に示す１また
はそれより多くのＢＲＡＦ残基：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６
２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｖ
４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊

、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３
８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆが挙げられる。
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【００９２】
　ＢＲＡＦタンパク質は、好ましくは組換えＤＮＡ技術によって生産される。例えばＢＲ
ＡＦタンパク質をコードする核酸分子は、（上述したように）発現ベクターにクローニン
グされ、発現ベクターは、（上述したように）宿主細胞に導入され、宿主細胞中でＢＲＡ
Ｆタンパク質が発現される。続いて標準的なタンパク質精製技術を用いた適切な精製スキ
ームによってこれらの細胞から４ＢＲＡＦタンパク質を単離することができる。組換え発
現の代わりに、ＢＲＡＦタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドは、標準的なペプチド
合成技術を用いて化学合成してもよい。さらに、天然型ＢＲＡＦタンパク質および／また
は突然変異型ＢＲＡＦタンパク質は、例えば抗ＢＲＡＦ抗体を用いて細胞（例えば癌細胞
）から単離することもでき、このような抗体は、標準的な技術によって本発明のＢＲＡＦ
タンパク質またはそれらのフラグメントを利用して生産することができる。
【００９３】
　本発明はまた、ＢＲＡＦキメラまたは融合タンパク質も提供する。本明細書で用いられ
るように、ＢＲＡＦ「キメラタンパク質」または「融合タンパク質」は、非ＢＲＡＦポリ
ペプチドに作動可能に結合したＢＲＡＦポリペプチドを含む。「ＢＲＡＦポリペプチド」
は、ＢＲＡＦタンパク質に相当するアミノ酸配列を有するポリペプチドを意味し、それに
対して「非ＢＲＡＦポリペプチド」は、実質的にＢＲＡＦタンパク質に相同ではないタン
パク質、例えばＢＲＡＦ活性を示さず、同じまたは異なる生物から誘導された実質的にＢ
ＲＡＦタンパク質と異なるタンパク質に相当するアミノ酸配列を有するポリペプチドを意
味する。融合タンパク質において、用語「作動可能に結合した」は、ＢＲＡＦポリペプチ
ドおよび非ＢＲＡＦポリペプチドが、フレーム内で互いに融合していることを示すことと
する。非ＢＲＡＦポリペプチドは、ＢＲＡＦポリペプチドのＮ末端またはＣ末端に融合し
ていてもよい。例えば、一実施態様において、このような融合タンパク質は、ＢＲＡＦ配
列がＧＳＴ配列のＣ末端に融合したＧＳＴ－ＢＲＡＦ融合タンパク質である。このような
融合タンパク質は、組換えＢＲＡＦタンパク質の精製を容易にすることができる。その他
の実施態様において、このような融合タンパク質は、Ｎ末端に異種シグナル配列を含むＢ
ＲＡＦタンパク質である。所定の宿主細胞（例えば哺乳動物宿主細胞）において、異種シ
グナル配列の使用によってＢＲＡＦタンパク質の発現および／または分泌を高めることが
できる。
【００９４】
　好ましくは、本発明のＢＲＡＦキメラまたは融合タンパク質は、標準的な組換えＤＮＡ
技術によって生産される。例えば異なるポリペプチド配列をコードするＤＮＡフラグメン
トは、従来の技術によって、例えばライゲーションのための平滑末端またはジグザグ状の
末端、適切な末端にするための制限酵素消化、必要に応じて付着末端の穴埋め（filling-
in）、望ましくない結合を回避するためのアルカリホスファターゼ処理、および、酵素に
よるライゲーションを用いることによって、フレーム内にまとめてライゲーションされる
。その他の実施態様において、このような融合遺伝子は、自動ＤＮＡ合成装置などの従来
の技術によって合成することができる。あるいは、２つの連続した遺伝子フラグメント間
に相補的なオーバーハングを形成するアンカープライマーを用いて遺伝子フラグメントの
ＰＣＲ増幅を行うことができ、続いてこのオーバーハングをアニールし再度増幅させて、
キメラ遺伝子配列を生成することができる（例えば、Current Protocols in Molecular B
iology, Ausubel et al編集, ジョン・ワイリー＆サンズ(John Wiley & Sons): 1992を参
照）。さらに、予め融合部分（例えばＧＳＴポリペプチド）がコードされた発現ベクター
が多数市販されている。このような発現ベクターに、ＢＲＡＦをコードする核酸を、融合
部分がフレーム内でＢＲＡＦタンパク質に連結されるようにしてクローニングすることが
できる。
【００９５】
　好ましい実施態様において、本発明の単離したＢＲＡＦポリペプチドは、野生型ＢＲＡ
Ｆポリペプチド配列に比べて１種またはそれより多くの突然変異（例えば置換または欠失
）を含む。一実施態様において、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、ヒト野生型ＢＲＡ
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Ｆポリペプチド配列（配列番号２）に比べて１種またはそれより多くの突然変異を含む。
特に好ましい実施態様において、このような１種またはそれより多くの突然変異は、ＢＲ
ＡＦ阻害剤に対する耐性を付与する。代表的な実施態様において、ＢＲＡＦ阻害剤は、Ｒ
ＡＦ－２６５である。本発明の突然変異型ＢＲＡＦタンパク質は、野生型ＢＲＡＦタンパ
ク質に特徴的な生物活性を示す。このような生物活性としては、例えばＭＥＫ１またはＭ
ＥＫ２のリン酸化が挙げられる。典型的な本発明の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドとし
ては、野生型ヒトＢＲＡＦポリペプチドと比べて、以下に示す１種またはそれより多くの
アミノ酸残基：Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、
Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、
Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、
Ｆ７３８、または、Ｃ７４８に突然変異を含むＢＲＡＦポリペプチドが挙げられる。また
典型的な本発明の突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドとしては、野生型ヒトＢＲＡＦタンパ
ク質と比べて、以下に示す１種またはそれより多くのアミノ酸置換：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ
、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５
１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ
５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊

、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆを含むＢＲＡＦポリペプチ
ドも挙げられる。
【００９６】
　突然変異型ＢＲＡＦタンパク質は、野生型ＢＲＡＦタンパク質、または、野生型ＢＲＡ
Ｆタンパク質をコードする核酸分子の変異誘発によって生成することができる。また突然
変異型ＢＲＡＦタンパク質は、例えばＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性などの望ましい活性を
有する突然変異型ＢＲＡＦタンパク質に関してＢＲＡＦ突然変異体のコンビナトリアルラ
イブラリーをスクリーニングすることによって同定することもできる。当業界において、
点突然変異またはトランケーションによって製造されたコンビナトリアルライブラリーの
遺伝子産物をスクリーニングする技術や、選択された特性を有する遺伝子産物についてｃ
ＤＮＡライブラリーをスクリーニングする技術など様々な技術がよく知られている。この
ような技術は、コンビナトリアル変異誘発によって生成した遺伝子ライブラリーの迅速ス
クリーニングに適用することができる。大きい遺伝子ライブラリーをスクリーニングする
ためのハイスループット解析で処理することができる汎用の技術は、典型的には、遺伝子
ライブラリーを複製可能な発現ベクターにクローニングすること、細胞を結果得られたベ
クターライブラリーを適切で形質転換すること、および、望ましい活性を検出することに
よって生成物が検出された遺伝子をコードするベクターの単離が容易になるような条件下
でコンビナトリアル遺伝子を発現すること、を含む。
【００９７】
　ＶＩＩＩ．突然変異の検出
　その他の形態において、本発明は、サンプル（例えば癌患者からの生体サンプル）中の
突然変異型ＢＲＡＦタンパク質の存在を検出する方法に関する。サンプル中の、例えば核
酸および／またはポリペプチドサンプル中の本発明の突然変異型ＢＲＡＦタンパク質の存
在を検出するのに、様々なスクリーニング方法を用いることができる。具体的な実施態様
において、このようなサンプルは、細胞または細胞抽出物を含む。代表的な実施態様にお
いて、このようなサンプルは、被験者、例えば癌を有する被験者から得られたものである
。
【００９８】
　ＢＲＡＦタンパク質またはそれらの生物学的に活性な部分をコードする配列を含むゲノ
ムＤＮＡ、ｃＤＮＡおよびＲＮＡ（すなわちｍＲＮＡ）中の耐性突然変異の存在を検出す
る方法を本発明の範囲内で用いることができる。同様に、ＢＲＡＦポリペプチドまたはそ
れらの生物学的に活性な部分中の耐性突然変異の存在を検出する方法も本発明の範囲内で
用いることができる。具体的な実施態様において、これらに限定されないが、以下に示す
１種またはそれより多くのアミノ酸残基：Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６
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２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８
５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９
６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、または、Ｃ７４８に突然変異を有する、ＢＲＡＦポ
リペプチドまたはＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子の存在を検出する方法を用
いることができる。代表的な実施態様において、これらに限定されないが、以下に示す１
種またはそれより多くの突然変異：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１
６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、
Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７
＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７
３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆを有するＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦポリペプチド
をコードする核酸分子の存在を検出する方法を用いることができる。
【００９９】
　点突然変異は、例えば、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（「ＤＧＧＥ」）、制限酵素断片
長多型解析（「ＲＦＬＰ」）、化学的または酵素的な切断方法、ＰＣＲによって増幅した
標的領域の直接的な配列解析（上記を参照）、一本鎖高次構造多型分析（「ＳＳＣＰ」）
、ポリメラーゼ連鎖反応、配列解析、ハイブリダイゼーション、パイロシーケンシングま
たは単一の分子配列解析後の「ハイブリッドキャプチャー」、およびその他の当業界でよ
く知られている方法などの方法を用いて検出することができる。点突然変異に関してスク
リーニングする方法の一つは、ＲＮＡ／ＤＮＡまたはＲＮＡ／ＲＮＡヘテロ二重鎖におけ
る塩基対ミスマッチのＲＮアーゼ切断に基づく方法である。本明細書で用いられる用語「
ミスマッチ」は、二本鎖ＲＮＡ／ＲＮＡ、ＲＮＡ／ＤＮＡまたはＤＮＡ／ＤＮＡ分子中の
１またはそれより多くの対になっていない、または誤って対になったヌクレオチドの領域
と定義される。従ってこの定義は、挿入／欠失による突然変異、加えて単一または複数の
塩基の点突然変異によるミスマッチも含む。米国特許第４，９４６，７７３号は、一本鎖
ＤＮＡまたはＲＮＡ試験サンプルをＲＮＡプローブにアニーリングし、続いてこの核酸二
重鎖をＲＮアーゼＡで処理することを含む、ＲＮアーゼＡのミスマッチ切断分析を説明し
ている。ミスマッチを検出するために、電気泳動を用いてサイズで分離したＲＮアーゼＡ
処理の一本鎖産物は、同様に処理したコントロール二重鎖と比較される。コントロール二
重鎖では観察されなかった比較的小さいフラグメント（切断産物）を含むサンプルを陽性
としてスコア付けする。
【０１００】
　その他の研究者は、ミスマッチ分析におけるＲＮアーゼＩの使用を説明している。例え
ば、プロメガ（Promega）はＲＮアーゼＩを含むキットを販売しており、このＲＮアーゼ
Ｉは、４種の既知のミスマッチのうち３種を切断することが報告されている。またその他
の研究者が、ＭｕｔＳタンパク質または単一の塩基のミスマッチ検出のためのその他のＤ
ＮＡ修復酵素を用いたものも説明している。
【０１０１】
　本発明の実施で用いることができる欠失、挿入または置換による突然変異を検出する代
わりの方法が、米国特許第５，８４９，４８３号、５，８５１，７７０号、５，８６６，
３３７号、５，９２５，５２５号および５，９２８，８７０号に開示されている（これら
それぞれの全体が、参照により本明細書に組み入れられる）。
【０１０２】
　スクリーニング方法は、上記で同定された突然変異の出現について個体をスクリーニン
グするために行うことができる。例えば、一実施態様において、サンプル（例えば血液も
しくはその他の体液、または、細胞もしくは組織サンプル）を遺伝子型解析のために患者
から採取する。代表的な実施態様において、患者は癌患者である。本明細書において説明
される１種またはそれより多くの突然変異の存在または非存在によって、スクリーニング
された個体が第一世代のＢＲＡＦ阻害剤を用いた治療に対して耐性を有する能力があるか
どうかが決定される。このような結果は、本発明によって提供される方法に従って、第一
世代のＢＲＡＦ阻害剤の用量を調節および／または変更したり、または、第二世代のＢＲ
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ＡＦ阻害剤を用いた治療方針を選択したりするのに用いられると予想される。癌を有する
被験者の有効な治療は、癌細胞の根絶、癌（例えば固形腫瘍）の増殖の停止または増殖速
度の低減、または、癌の症状の少なくとも１つの改善を含んでいてもよい。
【０１０３】
　ＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子における耐性
突然変異は、当業界でよく知られているあらゆる適切な方法またはそれらの改変法を用い
て検出することができ、このような方法としては以下で説明される方法がある。このよう
な方法としては、対立形質特異的なポリメラーゼ連鎖反応の使用、直接または間接的な部
位の配列解析、制限酵素の使用（それぞれの部位の対立遺伝子が制限部位を形成している
かまたは破壊している）、対立形質特異的なハイブリダイゼーションプローブの使用、突
然変異型ＢＲＡＦポリペプチドに特異的な抗体の使用、または、その他のあらゆる生化学
的な分析法が挙げられる。
【０１０４】
　１．ＤＮＡの配列解析
　突然変異を特徴付けるための最も一般的に使用される方法は、両側に多型を有する遺伝
子座の直接のＤＮＡ配列解析（direct DNA sequencing of the genetic locus that flan
ks and includes the polymorphism）である。このような解析　は、「サンガー法」とし
ても知られている「ジデオキシ鎖終結方法」（Sanger, F., et al., 1975）、または、「
マクサム・ギルバート法」としても知られている「化学分解法」（Maxam, A. M., et al.
, 1977)のいずれかを用いて達成することができる。望ましい遺伝子の回収を容易にする
ために、配列解析と、ポリメラーゼ連鎖反応のようなゲノム配列特異的な増幅技術とを併
用してもよい（Mullis, K. et al., 1986；欧州特許出願第５０，４２４号；欧州特許出
願第８４，７９６号、欧州特許出願第２５８，０１７号、欧州特許出願第２３７，３６２
号；欧州特許出願第２０１，１８４号；米国特許第４，６８３，２０２号；４，５８２，
７８８号；および、４，６８３，１９４号、これらはいずれも参照により本明細書に組み
入れられる）。またプールしたサンプルの配列解析は、ソレクサ（Solexa）／イルミナ（
Illumina）の配列解析（イルミナ（Illumina(R)），カリフォルニア州サンディエゴ）、
パイロシーケンシング、または、その他の単一の分子を配列解析するアプローチを用いて
達成することもできる。
【０１０５】
　２．エキソヌクレアーゼ耐性
　突然変異した部位に存在するヌクレオチドの同一性を決定するのに用いることができる
その他の方法としては、特殊化したエキソヌクレアーゼ耐性ヌクレオチド誘導体を利用す
る方法がある（米国特許第４，６５６，１２７号）。３’直後から多型の部位の対立遺伝
子の配列に相補的なプライマーを調査対象のＤＮＡにハイブリダイズさせる。ＤＮＡ上の
多型の部位が、存在する特定のエキソヌクレオチド耐性のヌクレオチド誘導体に相補的な
ヌクレオチドを含む場合、その誘導体は、ポリメラーゼによってハイブリダイズしたプラ
イマーの末端に取り込まれると予想される。このような取り込みによって、プライマーは
エキソヌクレアーゼの切断に対して耐性になり、その検出が可能になる。エキソヌクレオ
チド耐性の誘導体の同一性は既にわかっているため、ＤＮＡの多型の部位に存在する特定
のヌクレオチドを決定することができる。
【０１０６】
　３．マイクロシークエンス方法
　ＤＮＡ中の突然変異部位を分析するための様々なその他のプライマー誘導ヌクレオチド
取り込み法が説明されている（Komher, J. S. et al., 1989; Sokolov, B. P., 1990; Sy
vanen 1990; Kuppuswamy et al., 1991; Prezant et al., 1992; Ugozzoll, L. et al., 
1992; Nyren et al., 1993）。これらの方法　は、突然変異部位における塩基を区別する
ための標識されたデオキシヌクレオチドの取り込みによるものである。シグナルは取り込
まれたデオキシヌクレオチドの数に比例するため、同じヌクレオチド鎖に起った突然変異
によって、鎖の長さに比例するシグナルが生じる（Syvanen et al., 1993）。
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【０１０７】
　４．溶液中での伸長
　フランス国特許第２，６５０，８４０号およびＰＣＴ出願番号ＷＯ９１／０２０８７は
、溶液ベースの突然変異部位のヌクレオチドの同一性の決定方法を論じている。これらの
方法によれば、対立遺伝子の配列の３’の直後から多型の部位に相補的なプライマーが用
いられる。その部位が多型の部位のヌクレオチドに相補的な場合、プライマーの末端に取
り込まれた標識されたジデオキシヌクレオチド誘導体を用いてその部位のヌクレオチドの
同一性が決定される。
【０１０８】
　５．遺伝学的なビット（BitTM）解析または固相での伸長
　ＰＣＴ出願第９２／１５７１２号は、標識されたターミネーターと３’から多型の部位
の配列に相補的なプライマーとの混合物を使用する方法を説明している。取り込まれた標
識されたターミネーターが評価対象の標的分子の多型の部位に存在するヌクレオチドに相
補的なので、同定される。ここでこのようなプライマーまたは標的分子は固相に固定され
る。
【０１０９】
　６．オリゴヌクレオチドライゲーション分析（ＯＬＡ）
　オリゴヌクレオチドのライゲーション分析は、上述したものとは異なる方法論を利用す
る固相方法である（Landegren et al., 1988）。標的ＤＮＡの一本鎖の隣接する配列にハ
イブリダイゼーション可能な２種のオリゴヌクレオチドを利用する。これらのオリゴヌク
レオチドのうち一方はビオチン化されており、他方は、検出可能に標識されている。標的
分子に正確な相補配列が見出される場合、オリゴヌクレオチドは、それらの末端を隣り合
わせてライゲーションの基質が形成されるようにハイブリダイズすると予想される。ライ
ゲーションにより、アビジンを用いた標識されたオリゴヌクレオチドの回収が可能になる
。また、この方法に基づくその他のＰＣＲ併用の核酸検出分析も説明されている（Nicker
son et al., 1990）。ここでＰＣＲは、標的ＤＮＡを指数関数的な増幅を達成するのに用
いられており、続いて標的ＤＮＡはＯＬＡを用いて検出される。
【０１１０】
　７．リガーゼ／ポリメラーゼが仲介する遺伝学的ビット（Bit）解析
　米国特許第５，９５２，１７４号は、同様に標的分子の隣接する配列にハイブリダイゼ
ーションすることができる２種のプライマーを用いる方法を説明している。標的が固定さ
れた固体支持体上にハイブリダイズした生成物が形成される。ここで、プライマーが、ヌ
クレオチド１つのスペースをあけて互いに分離されるようにハイブリダイゼーションが起
こる。このハイブリダイズした生成物を、ポリメラーゼ、リガーゼ、および、少なくとも
１種のデオキシヌクレオシド三リン酸を含むヌクレオシド三リン酸の混合物の存在下でイ
ンキュベートすることにより、あらゆる隣接するハイブリダイズしたオリゴヌクレオチド
対のライゲーションが可能になる。リガーゼ添加により、シグナル、伸長およびライゲー
ションの発生に必要な２つの現象が起こる。それにより、伸長またはライゲーションのい
ずれか単独を用いた方法よりも特異性が高く、かつ「ノイズ」も低くなり、さらに、ポリ
メラーゼベースの分析とは異なり、この方法と第二のハイブリダイゼーションおよび固相
に結合するシグナルのライゲーション工程とを組み合わせることによって、この方法はポ
リメラーゼ工程の特異性を強化する。
【０１１１】
　８．核酸の転移方法
　本発明の方法のうちいくつかにおいて、核酸の転移方法を用いることができる。本発明
の組成物を発現させるための核酸の送達に適した方法は、本明細書で説明されているよう
に、または、当業者が熟知していると思われるように、核酸（例えばＤＮＡ、例えばウイ
ルスおよび非ウイルスベクターなど）を細胞器官、細胞、組織または生物に導入すること
ができる実質的にはほとんどすべての方法を含むと考えられる。このような方法としては
、これらに限定されないが、例えば注射による直接のＤＮＡ送達（米国特許第５，９９４
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，６２４号、５，９８１，２７４号、５，９４５，１００号、５，７８０，４４８号、５
，７３６，５２４号、５，７０２，９３２号、５，６５６，６１０号、５，５８９，４６
６号および５，５８０，８５９号、それぞれ参照により本明細書に組み入れられる）、例
えばマイクロインジェクションなど（Harlan and Weintraub, 1985；米国特許第５，７８
９，２１５号、参照により本明細書に組み入れられる）；エレクトロポレーションによる
方法（米国特許第５，３８４，２５３号、参照により本明細書に組み入れられる）；リン
酸カルシウム沈殿による方法（Graham and Van Der Eb, 1973; Chen and Okayama, 1987;
 Rippe et al., 1990); ＤＥＡＥ－デキストラン、続いてポリエチレングリコールを用い
ることによる（Gopal, 1985）；直接の超音波処理しながらのローディングによる方法（F
echheimer et al., 1987)；リポソームが媒介するトランスフェクションによる方法（Nic
olau and Sene, 1982; Fraley et al., 1979; Nicolau et al., 1987; Wong et al., 198
0; Kaneda et al., 1989; Kato et al., 1991)；微粒子銃による方法（ＰＣＴ出願番号Ｗ
Ｏ９４／０９６９９および９５／０６１２８；米国特許第５，６１０，０４２号；５，３
２２，７８３号、５，５６３，０５５号、５，５５０，３１８号、５，５３８，８７７号
および５，５３８，８８０号、それぞれ参照により本明細書に組み入れられる）；炭化ケ
イ素繊維での撹拌による方法（Kaeppler et al., 1990; 米国特許第５，３０２，５２３
号および５，４６４，７６５号、それぞれ参照により本明細書に組み入れられる）；アグ
ロバクテリウム属が媒介する形質転換による方法（米国特許第５，５９１，６１６号およ
び５，５６３，０５５号、それぞれ参照により本明細書に組み入れられる）；プロトプラ
ストのＰＥＧが媒介する形質転換による方法（Omirulleh et al., 1993; 米国特許第４，
６８４，６１１号および４，９５２，５００号、それぞれ参照により本明細書に組み入れ
られる）；または、枯渇／阻害が媒介するＤＮＡの取り込みによる方法（Potrykus et al
., 1985）が挙げられる。このような技術の適用により、細胞器官、細胞、組織または生
物を、安定して、または一時的に形質転換させることができる。
【０１１２】
　９．対立形質特異的な抗体
　本明細書において説明される１またはそれより多くの耐性突然変異を有するＢＲＡＦポ
リペプチドは、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを特異的に認識するが野生型ＢＲＡＦポ
リペプチドを認識しない抗体を用いて検出が可能である。１またはそれより多くの耐性突
然変異を有するＢＲＡＦポリペプチドの１種またはそれより多くの対立形質に対して抗体
を発生させることができる。ペプチドまたはタンパク質上のエピトープを特異的に認識す
る抗体を惹起する抗原として特異的なタンパク質またはオリゴペプチドを用いるための技
術は、よく知られている。一実施態様において、標的遺伝子の望ましい対立形質のＤＮＡ
配列は、適切な発現ベクターに挿入することによりクローニングし、続いて原核または真
核宿主細胞中でタンパク質に翻訳することができる。このようなタンパク質を回収して、
特異的な抗体の生産を惹起する抗原として使用することができる。その他の実施態様にお
いて、標的遺伝子の望ましい対立形質のＤＮＡをＰＣＲ技術で増幅させ、その後インビト
ロでタンパク質に翻訳して、特異的な抗体の生産を惹起するための抗原として使用するこ
とができる。第三の実施態様は、特異的な抗体の生産を惹起する抗原として使用するため
に、対立遺伝子のアミノ酸配列を示す合成ペプチドを生成する基礎として、代替の対立遺
伝子のＤＮＡ配列を使用することである。
【０１１３】
　抗体は、標準的なモノクローナル抗体技術による生成、または、組換えベースの発現系
による生成のいずれかによって行うことができる。一般論として、Abbas, Lichtman, and
 Pober, Cellular and Molecular Immunology, W. B. Saunders Co. (1991)を参照。用語
「抗体」は、抗原に特異的に結合することができる無傷の抗体分子、加えて抗体フラグメ
ントまたは誘導体、例えばＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２などを意味する。このようにして
生産された抗体は、抗体を形成するために抗原として用いられた対立形質で生産された突
然変異体タンパク質のみに選択的に結合すると予想される。また、対立形質特異的な抗体
を生成する方法は、米国特許第６，２００，７５４号、および、米国特許第６，０５４，
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２７３号（これらの全内容は参照により本明細書に組み入れられる）でも説明されている
。
【０１１４】
　このような突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドに特異的な抗体は、当業界でよく知られて
いる技術を用いて、サンプル中で、例えば分析サンプル、細胞サンプル、細胞抽出物、生
体サンプルまたは患者サンプル中で、１種またはそれより多くの耐性突然変異を有するＢ
ＲＡＦポリペプチドの存在を検出するのに用いることができる。このような技術としては
、例えば、ウェスタンブロット、免疫組織化学、間接免疫蛍光法、および、抗体マイクロ
アレイが挙げられる。また突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを特異的に認識する抗体は、
第二世代のＢＲＡＦ阻害剤である可能性もある。突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドの生物
活性を阻害する突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドを特異的に認識する抗体の能力は、本明
細書において説明される第二世代のＢＲＡＦ阻害剤を同定する方法を用いて決定すること
ができる。
【０１１５】
　ＩＸ．診断剤およびスクリーニングの適用
　前述の技術は、患者から得られたサンプル中で、ＢＲＡＦ核酸またはポリペプチド分子
中の予め同定された耐性突然変異の存在または非存在を決定するのに用いることができる
。患者サンプル中の突然変異型ＢＲＡＦ核酸またはポリペプチド分子の同定は、患者の病
気または状態を特徴付けるのに有用な可能性がある。例えば、ＢＲＡＦの異常な発現また
は活性化に関連する病気（例えば癌）を有する患者の場合、患者から得られたサンプル（
例えば癌細胞を含むサンプル）に突然変異型ＢＲＡＦ核酸またはポリペプチド分子が同定
された場合、それは、その患者が、比較的高い再発の危険を有するか、または、ＢＲＡＦ
阻害剤での治療に対して反応しないことを示す。一実施態様において、患者から得られた
癌細胞を含むサンプルに本明細書において説明される１種またはそれより多くの突然変異
を含むＢＲＡＦ核酸またはポリペプチド分子が同定された場合、それは、その患者が、比
較的高い再発の危険を有するか、または、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤、例えばＲＡＦ－２
６５での治療に対して反応しないことを示す。
【０１１６】
　本明細書において説明されるＢＲＡＦ耐性突然変異を有する患者は、第一世代のＢＲＡ
Ｆ阻害剤での治療後、ＢＲＡＦ耐性突然変異を検出できない患者よりも高い再発の危険を
有する。従って、本明細書で用いられる用語「比較的高い再発の危険」は、突然変異型Ｂ
ＲＡＦ核酸またはポリペプチド分子を検出することができない患者と比較した場合である
。すなわち、「比較的高い再発の危険」を有する患者は、突然変異型ＢＲＡＦ核酸または
ポリペプチド分子を検出することができない患者と比較して比較的高い再発の危険を有す
る患者である。
【０１１７】
　所定の実施態様において、以下に示す１種またはそれより多くの残基：Ａ２９、Ｈ７２
、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１
、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７
、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８に
おいて突然変異を有するＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦポリペプチドをコードする
核酸が同定された場合、それは、その患者が、比較的高い再発の危険を有するか、または
、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤、例えばＲＡＦ－２６５での治療に対して反応しないことを
示す。代表的な実施態様において、以下に示す１種またはそれより多くの耐性突然変異：
ＲＡＦ－２６５：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４
＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４
８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、
Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３８Ｌ、または、
Ｃ７４８Ｆを有するＢＲＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸
が同定された場合、それは、その患者が、比較的高い再発の危険を有するか、または、例
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えばＢＲＡＦ阻害剤での治療に対して反応しないことを示す。
【０１１８】
　また、患者サンプル中の突然変異型ＢＲＡＦ核酸またはポリペプチド分子の存在または
非存在を決定することによっても、患者にとって最適化された治療計画を選択すること、
または、患者を所定の治療群に層別化することが可能である。一実施態様において、患者
からの癌細胞を含むサンプルが突然変異型ＢＲＡＦ核酸またはポリペプチド分子を含まな
い場合、その患者には第一世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療を含む治療計画が選択される。
このような患者は、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤を含む治療計画に層別化することができる
。このような患者には、ＢＲＡＦ阻害剤を標準的な用量および標準的な投与インターバル
で投与することができる。
【０１１９】
　その他の実施態様において、患者からの癌細胞を含むサンプルが、突然変異型ＢＲＡＦ
核酸またはポリペプチド分子、例えば本明細書において説明される１種またはそれより多
くの上記突然変異を含むＢＲＡＦ核酸またはポリペプチド分子を含む場合、その患者には
ＢＲＡＦ阻害剤を使用しない治療を含む治療計画が選択される。このような患者は、ＢＲ
ＡＦ阻害剤を含まない治療計画に層別化することができる。
【０１２０】
　その他の実施態様において、患者からの癌細胞を含むサンプルが、突然変異型ＢＲＡＦ
核酸またはポリペプチド分子を含む場合、その患者には高い用量の第一世代のＢＲＡＦ阻
害剤での治療を含む治療計画が選択される。このような患者は、高い用量の第一世代のＢ
ＲＡＦ阻害剤を含む治療計画に層別化することができる。前述の実施態様の典型的な形態
において、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤は、ＲＡＦ－２６５である。
【０１２１】
　その代わりの実施態様において、患者から得られた癌細胞を含むサンプルで突然変異型
ＢＲＡＦ核酸またはポリペプチド分子が同定された場合、それは、その患者が、第二世代
のＢＲＡＦ阻害剤での治療に反応する可能性が高いことを示す。従って、一実施態様にお
いて、患者からの癌細胞を含むサンプルが、突然変異型ＢＲＡＦ核酸またはポリペプチド
分子を含む場合、その患者には第二世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療を含む治療計画が選択
される。このような患者は、第二世代のＢＲＡＦ阻害剤を含む治療計画に層別化すること
ができる。
【０１２２】
　前述の実施態様の具体的な形態において、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、以下に
示す１種またはそれより多くの残基：Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、
Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、
Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、
Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８に突然変異を有する。代表的な実施態
様において、突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドは、以下に示す１種またはそれより多くの
突然変異：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ
２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ
、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８
６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４
８Ｆを有する。好ましい実施態様において、突然変異型ＢＲＡＦ核酸分子は、１またはそ
れより多くの前述のアミノ酸残基に突然変異を含む突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドをコ
ードする。
【０１２３】
　従って、一実施態様において、本発明は、癌を有する被験者の治療を最適化する方法を
提供し、本方法は、癌細胞から核酸を抽出すること；および、ＢＲＡＦポリペプチドをコ
ードする核酸分子を配列解析すること、を含み；ここで、配列番号２または配列番号４の
Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２
５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６
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５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、およ
び、Ｃ７４８からなる群より選択される１またはそれより多くの位置におけるアミノ酸に
関して、コードされたＢＲＡＦポリペプチドの１またはそれより多くのアミノ酸における
アミノ酸残基の同一性を変更するヌクレオチドが存在する場合、それは、その被験者をＭ
ＥＫ阻害剤または第二世代のＲＡＦ阻害剤で治療する必要があることを示す。
【０１２４】
　その他の実施態様において、本発明は、癌を有する被験者の治療を最適化する方法を提
供し、本方法は、癌細胞から核酸を抽出すること；および、サンプルをＰＣＲで処理し、
ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子のヌクレオチド配列を同定すること、を含み
；ここで、配列番号２または配列番号４のＡ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６
２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８
５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９
６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８からなる群より選択される１また
はそれより多くの位置におけるアミノ酸に関して、コードされたＢＲＡＦポリペプチドの
１またはそれより多くのアミノ酸におけるアミノ酸残基の同一性を変更するヌクレオチド
が存在する場合、それは、その被験者をＭＥＫ阻害剤または第二世代のＲＡＦ阻害剤で治
療する必要があることを示す。
【０１２５】
　その他の実施態様において、本発明は、癌を有する被験者の治療方法を提供し、本方法
は、癌細胞から核酸を抽出すること；ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子を配列
解析すること；および、配列番号２または配列番号４のＡ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１
２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４
８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６
８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８からなる群より選択
される１またはそれより多くの位置におけるアミノ酸に関して、コードされたＢＲＡＦポ
リペプチドの１またはそれより多くのアミノ酸におけるアミノ酸残基の同一性を変更する
ヌクレオチドが上記核酸分子に含まれる場合、被験者にＭＥＫ阻害剤または第二世代のＢ
ＲＡＦ阻害剤を投与すること、を含む。
【０１２６】
　その他の実施態様において、本発明は、癌を有する被験者の治療方法を提供し、本方法
は、癌細胞から核酸を抽出すること；サンプルをＰＣＲで処理し、ＢＲＡＦポリペプチド
をコードする核酸分子のヌクレオチド配列を同定すること；および、配列番号２または配
列番号４のＡ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２
３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５
８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７
３８、および、Ｃ７４８からなる群より選択される１またはそれより多くの位置における
アミノ酸に関して、コードされたＢＲＡＦポリペプチドの１またはそれより多くのアミノ
酸におけるアミノ酸残基の同一性を変更するヌクレオチドをが上記核酸分子に含まれる場
合、被験者にＭＥＫ阻害剤または第二世代のＲＡＦ阻害剤を投与すること、を含む。
【０１２７】
　その他の実施態様において、本発明は、ＭＥＫ阻害剤または第二世代のＲＡＦ阻害剤で
の治療によって利益を得る可能性が高い癌を有する被験者の同定方法を提供し、本方法は
、癌から得られた核酸サンプルを、ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子中に、配
列番号２または配列番号４のＡ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４
、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１
、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７
、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８からなる群より選択される１またはそれより多
くの位置におけるアミノ酸に関して、コードされたＢＲＡＦポリペプチドの１またはそれ
より多くのアミノ酸残基の同一性を変更する１またはそれより多くの突然変異が存在する
かどうかについて分析すること；および、ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子中
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の１種またはそれより多くの突然変異の存在を、ＭＥＫ阻害剤または第二世代のＲＡＦ阻
害剤での治療によって利益を得る可能性が高い被験者と関連付けること、を含む。
【０１２８】
　その他の実施態様において、本発明は、ＭＥＫ阻害剤または第二世代のＲＡＦ阻害剤で
の治療によって利益を得る可能性が高い癌を有する被験者の同定方法を提供し、本方法は
、癌から得られた核酸サンプルを、ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子中の、配
列番号２または配列番号４のＡ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４
、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１
、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７
、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８からなる群より選択される１またはそれより多
くの位置におけるアミノ酸に関して、コードされたＢＲＡＦポリペプチドの１またはそれ
より多くのアミノ酸残基の同一性を変更する１またはそれより多くの突然変異の存在につ
いて分析すること；および、ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子中の１種または
それより多くの突然変異の存在を、ＭＥＫ阻害剤または第二世代のＲＡＦ阻害剤での治療
によって利益を得る可能性が高い被験者と関連付けること、を含む。
【０１２９】
　前述の形態の様々な実施態様において、ＭＥＫ阻害剤は、ＣＩ－１０４０、ＡＺＤ６２
４４、ＰＤ３１８０８８、ＰＤ９８０５９、ＰＤ３３４５８１、ＲＤＥＡ１１９、６－メ
トキシ－７－（３－モルホリン－４－イル－プロポキシ）－４－（４－フェノキシ－フェ
ニルアミノ）－キノリン－３－カルボニトリル、または、４－［３－クロロ－４－（１－
メチル－１Ｈ－イミダゾール－２－イルスルファニル）－フェニルアミノ］－６－メトキ
シ－７－（３－モルホリン－４－イル－プロポキシ）－キノリン－３－カルボニトリル、
または、それらの組み合わせである。
【０１３０】
　その他の実施態様において、本発明は、癌を有する被験者が第一世代のＢＲＡＦ阻害剤
での治療の間高い再発の危険を有することを同定する方法を提供し、本方法は、癌細胞か
ら核酸を抽出すること；および、ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子を配列解析
すること、を含み；ここで、配列番号２または配列番号４のＡ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、
Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、
Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、
Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８からなる群より
選択される１またはそれより多くの位置におけるアミノ酸に関して、コードされたＢＲＡ
Ｆポリペプチドの１またはそれより多くのアミノ酸におけるアミノ酸残基の同一性を変更
するヌクレオチドが存在する場合、その被験者が第一世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療の間
高い再発の危険を有することを同定する。
【０１３１】
　その他の実施態様において、本発明は、癌を有する被験者が第一世代のＢＲＡＦ阻害剤
での治療に対して反応しないことを同定する方法を提供し、本方法は、癌細胞から核酸を
抽出すること；および、ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子を配列解析すること
、を含み；ここで、配列番号２または配列番号４のＡ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４
、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３
、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６
、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８からなる群より選択され
る１またはそれより多くの位置におけるアミノ酸に関して、コードされたＢＲＡＦポリペ
プチドの１またはそれより多くのアミノ酸におけるアミノ酸残基の同一性を変更するヌク
レオチドが存在する場合は、その被験者が第一世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療に対して反
応しないことを同定する。
【０１３２】
　前述の形態の様々な実施態様において、ＲＡＦ阻害剤は、ＲＡＦ２６５、または、ＰＬ
Ｘ４７２０である。前述の形態のいくつかの実施態様において、癌は、白血病、リンパ腫
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、骨髄腫、癌腫、転移性癌、肉腫、腺腫、神経系癌、および、尿生殖器癌からなる群より
選択される。その他の実施態様において、癌は黒色腫である。
【０１３３】
　Ｘ．治療方法
　様々な実施態様において、本発明は、癌を有する被験者の治療方法を提供する。代表的
な実施態様において、被験者は、１種またはそれより多くの突然変異、例えば本明細書に
おいて説明される１種またはそれより多くの耐性突然変異を有するＢＲＡＦポリペプチド
を含む癌を有する。関連する実施態様において、被験者は、１種またはそれより多くの突
然変異、例えば本明細書において説明される１種またはそれより多くの耐性突然変異を有
するＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子を含む癌を有する。用語「治療した」、
「を治療すること」または「治療」は、治療しようとする状態に伴う症状の少なくとも１
つを低減または緩和することを含む。例えば、治療によって、例えば癌のような疾患の１
種または数種の症状を減少させるか、または、完全に根絶することができる。同様に、化
合物の治療有効量とは、治療しようとする状態に伴う症状の少なくとも１つを減少または
緩和するのに十分な量である。
【０１３４】
　従って、いくつかの実施態様において、本発明は、癌を有する被験者の治療方法を提供
し、本方法は、被験者に第二世代のＲＡＦ阻害剤を投与することを含む。その他の実施態
様において、本発明は、癌を有する被験者の治療方法を提供し、本方法は、被験者にＭＥ
Ｋ阻害剤を投与することを含む。前述の形態の代表的な実施態様において、癌中に、ＢＲ
ＡＦポリペプチドまたはＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子中の、本明細書にお
いて説明されているような１種またはそれより多くのＢＲＡＦ阻害剤に対する耐性を付与
する１種またはそれより多くの突然変異が同定される。例えば、本発明は、任意にＶ６０
０ＥにＢＲＡＦ突然変異を有することに加えて、以下に示す１種またはそれより多くのＢ
ＲＡＦ中の位置：配列番号２または配列番号４のＡ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、
Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、
Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、
Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８にアミノ酸置換を含む癌の
治療方法を提供し、前記方法は、被験者に治療有効量の第二世代のＢＲＡＦ阻害剤を投与
することを含む。本発明はさらに、任意にＶ６００ＥにＢＲＡＦ突然変異を有することに
加えて、以下に示す１種またはそれより多くのＢＲＡＦ中の位置：配列番号２または配列
番号４のＡ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３
１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８
７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３
８、および、Ｃ７４８にアミノ酸置換を含む癌の治療方法を提供し、前記方法は、被験者
に治療有効量のＭＥＫ阻害剤を投与することを含む。ＲＡＦ下流でＭＥＫが活性化される
と、ＭＥＫ阻害剤は、本明細書において説明される１種またはそれより多くのＲＡＦ耐性
突然変異を有する細胞中のＲＡＦシグナル伝達をうまく阻害することができる。
【０１３５】
　本発明を実施するのに適したＭＥＫ阻害剤としては、これらに限定されないが、Ｉ－１
０４０、ＡＺＤ６２４４、ＰＤ３１８０８８、ＰＤ９８０５９、ＰＤ３３４５８１、ＲＤ
ＥＡ１１９、６－メトキシ－７－（３－モルホリン－４－イル－プロポキシ）－４－（４
－フェノキシ－フェニルアミノ）－キノリン－３－カルボニトリル、４－［３－クロロ－
４－（１－メチル－１Ｈ－イミダゾール－２－イルスルファニル）－フェニルアミノ］－
６－メトキシ－７－（３－モルホリン－４－イル－プロポキシ）－キノリン－３－カルボ
ニトリル、および、ロシュ（Ｒｏｃｈｅ）製の化合物ＲＧ７４２０が挙げられる。本発明
を実施するのに適したさらなるＭＥＫ阻害剤としては、これらに限定されないが、WO2008
076415、US20080166359、WO2008067481、WO2008055236、US20080188453、US20080058340
、WO2007014011、WO2008024724、US20080081821、WO2008024725、US20080085886、WO2008
021389、WO2007123939、US20070287709、WO2007123936、US20070287737、US20070244164
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、WO2007121481、US20070238710、WO2007121269、WO2007096259、US20070197617、WO2007
071951、EP1966155、IN2008MN01163、WO2007044084、AU2006299902、CA2608201、EP19223
07、EP1967516、MX200714540、IN2007DN09015、NO2007006412、KR2008019236、WO2007044
515、AU2006302415、CA2622755、EP1934174、IN2008DN02771、KR2008050601、WO20070250
90、US20070049591、WO2007014011、AU2006272837、CA2618218、EP1912636、US200800583
40、MX200802114、KR2008068637、US20060194802、WO2006133417、WO2006058752、AU2005
311451、CA2586796、EP1828184、JP2008521858、US20070299103、NO2007003393、WO20060
56427、AU2005308956、CA2587178、EP1838675、JP2008520615、NO2007003259、US2007029
3544、WO2006045514、AU2005298932、CA2582247、EP1802579、CN101065358、JP200851702
4、IN2007DN02762、MX200704781、KR2007067727、NO2007002595、JP2006083133、WO20060
29862、US20060063814、US7371869、AU2005284293、CA2579130、EP1791837、CN101023079
、JP2008513397、BR2005015371、KR2007043895、MX200703166、IN2007CN01145、WO200602
4034、AU2005276974、CA2578283、US20060079526、EP1799656、CN101044125、JP20085108
39、MX200702208、IN2007DN02041、WO2006018188、AU2005274390、CA2576599、EP1781649
、CN101006085、JP2008509950、BR2005014515、AT404556、US20060041146、MX200701846
、IN2007CN00695、KR2007034635、WO2006011466、AU2005265769、CA2575232、EP1780197
、BR2005013750、JP4090070、MX200700736、CN101124199、KR2007041752、IN2007DN01319
、WO2005121142、AU2005252110、CA2569850、US20060014768、US7378423、EP1761528、CN
101006086、AT383360、BR2005011967、JP2008501631、EP1894932、ES2297723、MX2006PA1
4478、NO2007000155、IN2007CN00102、KR2007034581、HK1107084、JP2008201788、US2005
0256123、US20050250782、US20070112038、US20050187247、WO2005082891、WO2005051302
、AU2004293019、CA2546353、US20050130943、US20050130976、US20050153942、EP168923
3、JP2007511615、WO2005051301AU2004293018、CA2545660、US20050130943、US200501309
76、US20050153942、EP1682138、BR2004016692、CN1905873、JP2007511614、MX2006PA056
57、IN2006DN03183、NO2006002692、KR2007026343、WO2005028426、EP1674452、US200701
05859、US20050054701、US7230099、US20050049419、US7144907、AU2004270699、CA25373
21、WO2005023759、EP1673339、BR2004014111、CN1874769、JP2007504241、JP4131741、U
S20060030610、MX2006PA02466、NO2006001506、US20050049419、US7144907、US200500547
01、US7230099、AU2004270699、CA2537321、WO2005023759、EP1673339、BR2004014111、C
N1874769、JP2007504241、JP4131741US20060030610、MX2006PA02466、IN2006DN01661、NO
2006001506、US20060189808、US20060189649、US7271178、US20060189668、US2005004927
6、WO2005009975、CA2532067、EP1651214、BR2004012851、JP2006528621、US20050026970
、US7160915、MX2006PA00921、WO2005007616、US20050059710、WO2005000818、US2005002
6964、US7273877、WO2004056789、US20050004186、CA2509405、AU2003286306、EP1578736
、BR2003017254、JP2006516967、MX2005PA06803、WO2004044219、AU2003291268、WO20040
41811、AU2003278369、EP1575943、JP2006508944、US20050282856、US7173136、US200701
91346、WO2004041185、AU2003287366、US20060270643、WO2004030620、AU2003275282、US
20040092514、US7232826、EP1545529、US20040039037、US6989451、WO2003077855、CA247
8534、AU2003220202、US20030216460、EP1482944、CN1652792、JP2005526076、RU2300528
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83、BG107564、ZA2003000348、US20040054172、US6960614、HK1055943、US20050176820、
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US7411001、WO2000042029、JP2000204077、CA2355374、EP1144394、BR9916896、TR200102
029、HU2001005092、JP2002534515、EE200100374、NZ513432、AT302761、ES2249060、ZA2
001005219、MX2001PA06659、IN2001MN00785、NO2001003451、HR2001000525、BG105801、U
S6545030、HK1042488、US20030004193、WO2000042022、JP2000204079、CA2355470、EP114
4385、BR9916904、TR200102030、HU2001005113、EE200100373、JP2002534510、NZ513433
、AT302193、ES2247859、MX2001PA06568、ZA2001005224、IN2001MN00786、US6469004、NO
2001003452、HR2001000524、BG105800、WO2000042003、JP2000212157、CA2349832、EP114
4371、BR9916885、AT309205、ES2252996、MX2001PA04332、US6440966、US20030092748、U
S6750217、WO2000042002、JP2000204075、CA2349467、EP1144372、BR9916894、JP2002534
497、AT311363、ES2251851、MX2001PA04331、US6455582、US20030045521、US6835749、WO
2000037141、CA2352326、BR9916839、EP1140291、TR200101871、HU2001004844、JP200253
2570、EE200100339、NZ512859、AT310567、ES2253928、ZA2001004277、MX2001PA05476、I
N2001MN00673、NO2001003099、HR2001000473、BG105715、US20040171632、GB2323845、WO
9901426、CA2290506、AU9882627、AU757046、EP993439、BR9810366、NZ501276、HU200000
3731、JP2002511092、AT277895、IL132840、PT993439、ES2229515、TW396149、ZA9805728
、MX9910649、NO9906491、NO315271、US20030078428、US6821963、US20050049429、US200
60052608、US7169816、WO9901421、CA2290509、AU9882626、AU756586、EP993437、BR9810
385、JP2002509536、NZ501277、AT344791、ES2274572、TW221831、ZA9805726、MX9910556
、US6310060、US6506798、US20020022647、US6492363、US20030149015、および、US 7019
033で説明されている化合物が挙げられる（これらの全内容は参照により本明細書に組み
入れられる）。前述の化合物の投与量、 製剤および投与様式は当業界でよく知られてい
る。典型的な投与様式としては、これらに限定されないが、経口、 皮下、 静脈内、また
は、非経口が挙げられる。経口投与のための液状の投薬形態としては、これらに限定され
ないが、医薬的に許容されるエマルジョン、マイクロエマルジョン、溶液、懸濁液、シロ
ップ、および、エリキシルが挙げられる。液状の投薬形態は、活性化合物に加えて、当業
界において一般的に使用されている不活性希釈剤を含んでいてもよく、このような不活性
希釈剤としては、例えば水またはその他の溶媒、可溶化剤および乳化剤、例えばエチルア
ルコール、イソプロピルアルコール、炭酸エチル、酢酸エチル、ベンジルアルコール、安
息香酸ベンジル、プロピレングリコール、１，３－ブチレングリコール、ジメチルホルム
アミド、油（具体的には、綿実油、ピーナッツ油、トウモロコシ油、胚芽油、オリーブ油
、ヒマシ油、および、ゴマ油）、クレモフォール（cremaphor）、グリセロール、テトラ
ヒドロフルフリルアルコール、ポリエチレングリコールおよびソルビタン脂肪酸エステル
、および、それらの混合物が挙げられる。経口用組成物は、不活性希釈剤の他にも、アジ
ュバント、例えば湿潤剤、乳化および懸濁化剤、甘味剤、矯味矯臭剤、および、着香料を
含んでいてもよい。経口投与のための固形の投薬形態としては、カプセル、錠剤、丸剤、
粉末、および、顆粒が挙げられる。このような固形の投薬形態において、活性化合物は、
少なくとも１種の不活性な医薬的に許容される賦形剤またはキャリアーと混合され、この
ような賦形剤またはキャリアーとしては、例えばクエン酸ナトリウム、または、リン酸二
カルシウム、および／または、ａ）充填剤もしくは増量剤、例えばスターチ、ラクトース
、スクロース、グルコース、マンニトール、および、ケイ酸、ｂ）結合剤、例えばカルボ
キシメチルセルロース、アルギン酸塩、ゼラチン、ポリビニルピロリジノン、スクロース
、および、アカシア、ｃ）湿潤剤、例えばグリセロール、ｄ）崩壊剤、例えば寒天、炭酸
カルシウム、ポテトまたはタピオカスターチ、アルギン酸、ある種のケイ酸塩、および、
炭酸ナトリウム、ｅ）溶解遅延剤、例えばパラフィン、ｆ）吸収促進剤、例えば第四級ア
ンモニウム化合物、ｇ）湿潤剤、例えばセチルアルコール、および、モノステアリン酸グ
リセロール、ｈ）吸収剤、例えばカオリン、および、ベントナイト粘土、および、ｉ）潤
滑剤、例えばタルク、ステアリン酸カルシウム、ステアリン酸マグネシウム、固体ポリエ
チレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム、および、それらの混合物が挙げられ、さら
に（ｊ）物理的な混合物中または固体分散体の形態の場合、溶解速度促進剤、例えば高分
子量ポリエチレングリコール、または、ポリビニルピロリドンも挙げられる。カプセル、
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錠剤および丸剤の場合、その投薬形態は緩衝剤も含んでいてもよい。
【０１３６】
　ＢＲＡＦ中の突然変異は概して多種多様の癌において耐性を強化することから、本明細
書において説明される方法および第二世代のＢＲＡＦ阻害剤は、固形腫瘍や血液の悪性疾
患などの広範囲の癌の治療において有用である。このような腫瘍の例としては、これらに
限定されないが、白血病、リンパ腫、骨髄腫、癌腫、転移性癌、肉腫、腺腫、神経系癌、
および、尿生殖器癌が挙げられる。代表的な実施態様において、前述の方法は、成人およ
び小児の急性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病、副腎皮質癌腫、ＡＩＤＳ関連の癌、肛
門癌、虫垂癌、星状細胞腫、基底細胞癌、胆管癌、膀胱癌、骨癌、骨肉腫、線維性組織球
腫、脳腫瘍、脳幹グリオーマ、小脳星状細胞腫、悪性神経膠腫、脳室上皮腫、髄芽細胞腫
、テント上原始神経外胚葉腫瘍、視床下部膠腫、乳癌、男性乳癌、気管支腺腫、バーキッ
トリンパ腫、カルチノイド腫瘍、原発不明癌、中枢神経系リンパ腫、小脳星状細胞腫、悪
性神経膠腫、子宮頚癌、小児癌、慢性リンパ性白血病、慢性骨髄性白血病、慢性骨髄増殖
性疾患、結腸直腸癌、皮膚Ｔ細胞リンパ腫、子宮内膜癌、脳室上皮腫、食道癌、ユーイン
グ肉腫、頭蓋外胚細胞腫瘍、性腺外胚細胞腫瘍、肝臓外胆管癌、眼内黒色腫、網膜芽腫、
胆嚢癌、胃癌、消化管間質腫瘍、頭蓋外胚細胞腫瘍、性腺外胚細胞腫瘍、卵巣胚細胞腫瘍
、妊娠性絨毛性腫瘍、神経膠腫、ヘアリーセル白血病、頭頸部癌、肝細胞癌、ホジキンリ
ンパ腫、非ホジキンリンパ腫、下咽頭癌、視床下部および視覚路の神経膠腫、島細胞腫、
カポジ肉腫、腎臓癌、腎細胞癌、喉頭癌、口唇および口腔癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌
、中枢神経系原発リンパ腫、ワルデンストレームのマクログロブリン血症、悪性線維性組
織球腫、髄芽細胞腫、黒色腫、メルケル細胞癌、悪性中皮腫、頸部扁平上皮癌、多発性内
分泌腫瘍症候群、多発性骨髄腫、菌状息肉腫、骨髄異形成症候群、骨髄増殖性疾患、慢性
骨髄増殖性疾患、鼻腔および副鼻腔癌、鼻咽頭癌、神経芽細胞腫、口腔咽頭癌、卵巣癌、
膵臓癌、副甲状腺癌、陰茎癌、咽頭癌、褐色細胞腫、松果体芽細胞腫およびテント上原始
神経外胚葉腫瘍、下垂体癌、形質細胞腫、胸膜肺芽腫、前立腺癌、直腸癌、横紋筋肉腫、
唾液腺癌、軟部組織肉腫、子宮肉腫、セザール症候群、非黒色腫皮膚癌、小腸癌、扁平上
皮癌、頸部扁平上皮癌、テント上原始神経外胚葉腫瘍、睾丸癌、咽喉癌、胸腺腫および胸
腺癌、甲状腺癌、移行細胞癌、絨毛性腫瘍、尿道癌、子宮癌、子宮肉腫、膣癌、外陰癌、
および、ウィルムス腫瘍を治療することにおいて有用である。
【０１３７】
　ＸＩ．キット
　本発明の一部として、様々なキットを組み立てることができる。キットは、特定の患者
をＢＲＡＦ阻害剤を用いた治療に対する耐性を生じさせる危険について評価するために、
ＢＲＡＦ中の突然変異を分析する構成要素を含んでいてもよく、それにより、臨床医は、
患者にとって代替の治療法が必要か否かを決定することができる。このようなキットは、
突然変異を評価することができる試薬を含んでいてもよく、このような試薬としては、例
えばＢＲＡＦ阻害剤（例えばＲＡＦ－２６５）に対する耐性に関する表現型の出現と相関
する突然変異を評価するためのプライマーセットが挙げられる。例えば、配列番号１の全
部または一部に相補的な、または、それと同一のプライマー（またはプライマー対）が、
キットの一部であることも考えられる。好ましい実施態様において、このようなプライマ
ーは、以下に示す１種またはそれより多くのアミノ酸残基：Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、
Ｓ１２４、Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、
Ｋ４８３、Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、
Ｐ６８６、Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８に突然変異を含
む突然変異型ＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子を特異的に検出または増幅する
のに用いることができる。代表的な実施態様において、このようなプライマーは、以下に
示す１種またはそれより多くの突然変異：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ
、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２
９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ
６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ
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、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆを含むＢＲＡＦポリペプチドをコードする核酸分子を
、特異的に検出または増幅する。その他の実施態様において、本キットは、ＢＲＡＦポリ
ペプチドをコードするヌクレオチド配列を増幅するために、配列番号１の全部または一部
に相補的または同一なプライマーを使用するための説明書を含む。
【０１３８】
　その他の実施態様において、本キットは、突然変異を含むＢＲＡＦポリペプチドを検出
するための組成物、例えば１種またはそれより多くの耐性突然変異を含む突然変異型ＢＲ
ＡＦポリペプチドを特異的に認識する抗体を含む。典型的なポリペプチドとしては、以下
に示す１種またはそれより多くのアミノ酸残基：Ａ２９、Ｈ７２、Ｓ１１３、Ｓ１２４、
Ｐ１６２、Ｃ１９４、Ｌ２２７、Ｐ２３１、Ｃ２５１、Ｖ２９１、Ｑ３２９、Ｋ４８３、
Ｌ４８５、Ｔ５２１、Ｖ５２８、Ｄ５８７、Ｐ６５５、Ｓ６５７、Ｓ６８３、Ｐ６８６、
Ｃ６９６、Ｌ６９７、Ｐ７２２、Ｆ７３８、および、Ｃ７４８に突然変異を含む突然変異
型ＢＲＡＦポリペプチドが挙げられる。その他の実施態様において、突然変異型ＢＲＡＦ
ポリペプチドは、以下に示す１種またはそれより多くの突然変異：Ａ２９Ｖ、Ｈ７２Ｎ、
Ｓ１１３Ｉ、Ｓ１２４Ｆ、Ｐ１６２Ｈ、Ｃ１９４＊、Ｌ２２７Ｆ、Ｐ２３１Ｔ、Ｃ２５１
Ｆ、Ｖ２９１Ｆ、Ｑ３２９Ｋ、Ｋ４８３Ｅ、Ｌ４８５Ｆ、Ｔ５２１Ｋ、Ｖ５２８Ｆ、Ｄ５
８７Ｅ、Ｐ６５５Ｔ、Ｓ６５７＊、Ｓ６８３Ｒ、Ｐ６８６Ｑ、Ｐ６８６Ｔ、Ｃ６９６＊、
Ｌ６９７Ｉ、Ｐ７２２Ｔ、Ｆ７３８Ｌ、および、Ｃ７４８Ｆを含む。
【０１３９】
　上記で考察された特定の方法でＢＲＡＦ突然変異を分析するために必要な必須の材料お
よび試薬の全てが、キット中で一緒に組み立てられていてもよい。本キットの構成要素が
１またはそれより多くの液状の溶液中に提供される場合、その液状の溶液は、好ましくは
水溶液であり、特に好ましくは滅菌水溶液である。
【０１４０】
　また本キットの構成要素は、乾燥形態または凍結乾燥形態で提供することもできる。試
薬または構成要素が乾燥形態として提供される場合、一般的には、再溶解は、適切な溶媒
を添加することによってなされる。また、このような溶媒がその他の容器手段に提供され
ることも想定される。
【０１４１】
　また本発明のキットは、典型的には、例えば望ましいバイアルを保持する射出または吹
込成形されたプラスチック容器のような、市販するために厳重な管理下でバイアルを収容
するための手段を含むと予想される。容器の数またはタイプに関わりなく、本発明のキッ
トはさらに、サンプル回収および評価を補助する装置を含むか、または、それらがパッケ
ージ化されていてもよい。このような装置は、例えば、吸入器、注射器、ピペット、鉗子
、計量スプーン、点眼器、またはそのような医学的に承認されたあらゆる運搬手段であり
得る。
【０１４２】
　本発明のキットはまた、患者において特定の突然変異が同定された場合、選択できる治
療法のうち推奨されるものの概略を示す説明書のシートを含んでいてもよい。例えば、本
発明のキットに同梱される説明書のシートは、疾患（例えば癌）を有する患者において突
然変異型ＢＲＡＦポリペプチドが同定された場合、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療を
中止すること、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療中に再発についてモニターすること、
第一世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療を高用量で継続すること、または、第二世代のＢＲＡ
Ｆ阻害剤での治療を開始させることを推奨することができる。同様に本発明のキットに同
梱される説明書のシートは、障害を有する患者において突然変異型ＢＲＡＦポリペプチド
が検出できなかった場合、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤での治療を標準的な用量で継続する
ことを推奨することができる。代表的な実施態様において、第一世代のＢＲＡＦ阻害剤は
、ＲＡＦ－２６５である。
【０１４３】
　以下の実施例で本発明をさらに説明するが、これらは、限定と解釈されるべきではない
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。本願全体にわたり引用された全ての参考文献、特許および公開特許出願の内容は、参照
により本明細書に組み入れられる。
【実施例】
【０１４４】
　実施例１：ＢＲＡＦ－Ｖ６００Ｅランダム変異誘発のスクリーニング（ＲＡＦ２６５お
よびＰＬＸ４７２０）
　公開された方法の改変法によって突然変異させたライブラリーを作製した。簡単に言え
ば、ＭｕｔＳ、ＭｕｔＤ５－およびＭｕｔＴ－ＤＮＡ修復遺伝子が欠失したＥ．ｃｏｌｉ
（ＸＬ１－レッド；ストラタジーン（Stratagene））中でＢＲＡＦ（Ｖ６００Ｅ）発現プ
ラスミド（ｐＷＺＬ－Ｂｌａｓｔ－ＢＲＡＦ（Ｖ６００Ｅ））を増殖させることにより変
異誘発を行った。これらの細菌からプラスミドＤＮＡを抽出し、ＸＬ１－ブルーＥ．ｃｏ
ｌｉ（ストラタジーン）中で増幅した。突然変異ＢＲＡＦ（Ｖ６００Ｅ）プラスミドまた
は非突然変異コントロールを用いて、Ａ３７５黒色腫細胞に感染させた。ブラスチシジン
で選択した後、細胞を１５ｃｍの培養皿で平板培養し、耐性クローンが出現するまで、Ｒ
ＡＦ阻害剤（ＲＡＦ２６５またはＰＬＸ４７２０；それぞれ２μＭまたは１．５μＭ）の
存在下で５週間培養した。耐性クローンを配列解析して、高い頻度で出現した突然変異を
同定した。図５と図６に結果を示す（図５：ＲＡＦ２６５のスクリーニング、および、図
６：ＰＬＸ４７２０のスクリーニング）。図７は、両方のスクリーニングにおいて高い頻
度で発生した３種のＢＲＡＦ突然変異の位置を示す。
【０１４５】
　実施例２：ＢＲＡＦ突然変異体を含む細胞におけるｐＭＥＫ１／２およびｐＥＲＫ１／
２活性化のウェスタンブロット解析
　２９３Ｔ細胞をそれぞれ推定上の耐性対立遺伝子に関するＢＲＡＦを含むｐＷＺＬ（Ｂ
ＬＡＳＴ）（６μｇ）でトランスフェクションし、その後様々な濃度のＢＲＡＦ（Ｖ６０
０Ｅ）阻害剤ＰＬＸ４７２０（０、０．０８、０．４、２、５および１０μＭ）で１６時
間処理した。標準的手法を用いて免疫ブロット実験を行った。簡単に言えば、処理された
細胞をプロテアーゼ阻害剤（ロシュ（Roche））、ＮａＦおよびＮａＶＯ３（それぞれ１
ｍＭ）を含むＴＮＮ緩衝液で溶解させた。溶解産物を定量し（ブラッドフォード分析）、
変性させ（９５ｏＣ）、および、ＳＤＳゲル電気泳動で分解した。タンパク質をニトロセ
ルロースメンブレンに移し、ＢＲＡＦを認識する一次抗体（サンタクルーズ（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ）；１：１０，０００の希釈液）、ｐ－ＥＲＫ１／２、ｐ－ＭＥＫ１／２（Ｓｅ
ｒ－２１７／２２１）、および、α－チューブリン（セル・シグナリング・テクノロジー
（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；１：１，０００の希釈液）で検
査した。適切な二次抗体（抗ウサギまたは抗マウスＩｇＧ、ＨＲＰ結合型；１：１，００
０の希釈液、セル・シグナリング・テクノロジー）とインキュベートした後、タンパク質
を化学発光（ピアース（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いて検出した。図８に結果を示す。そこで示
したように、ＢＲＡＦ－Ｖ６００Ｅ、ＢＲＡＦ－Ｖ６００Ｅ－Ｔ５２１Ｋ、および、ＢＲ
ＡＦ Ｖ６００Ｅ－Ｐ６８６Ｑを含む細胞において、リン酸化ＭＥＫ１／２およびＥＲＫ
１／２のレベルは増加した。リン酸化ＭＥＫ１／２およびＥＲＫ１／２の増加は、ＰＬＸ
４７２０の濃度を増加させるにつれて、ＢＲＡＦ－Ｖ６００Ｅ－Ｔ５２１ＫおよびＢＲＡ
Ｆ Ｖ６００Ｅ－Ｐ６８６Ｑ細胞において持続した。
【０１４６】
　実施例３：ＢＲＡＦキナーゼ分析
　２９３Ｔ細胞（７０％のコンフルエント）を推定上の耐性対立遺伝子であるＢＲＡＦ（
Ｖ６００Ｅ）を含むｐｃ－ＤＮＡ－ＤＥＳＴ４０、キナーゼ欠損ＢＲＡＦまたは野生型（
１５μｇ）でトランスフェクションした。トランスフェクション後４８時間で、標準的な
方法によって溶解産物を作製した。１ｍｇの全細胞抽出物を、コバルトビーズを用いて４
℃で３０分間沈殿させた。タンパク質が結合したコバルトビーズを、２０μＬのＡＴＰ／
マグネシウム混合物（２０ｍＭのＭｏｐｓ（ｐＨ７．２）、２５ｍＭのβ－グリセロリン
酸塩、５ｍＭのＥＧＴＡ、１ｍＭのＮａ３ＶＯ４、１ｍＭのＤＴＴ、７５ｍＭのＭｇＣｌ
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２、および、０．５ｍＭＡＴＰ）、２０μＬの希釈緩衝液（２０ｍＭのＭｏｐｓ、ｐＨ７
．２、２５ｍＭのβ－グリセロールリン酸塩、５ｍＭのＥＧＴＡ、１ｍＭのオルトバナジ
ウム酸ナトリウム、１ｍＭのＤＴＴ）、および、１μｇの不活性なＭＥＫ１（ミリポア（
Millipore）から入手）と共に３０℃で３０分間インキュベートした。ｐ－ＭＥＫ１／２
抗体（セル・シグナリング・テクノロジー）を用いた免疫染色によってリン酸化ＭＥＫ１
生成物を検出した。
【０１４７】
　均等物
　本明細書において特定の実施例および実施態様のみを参照しながら本発明を説明した。
しかしながら可能な全ての本発明の実施例および実施態様を徹底的に説明する努力がなさ
れた訳ではない。実際に、当業者であれば、以下の請求項で述べられる本発明の目的とす
る本質および範囲から逸脱することなく上述の実施例および実施態様に様々な付け足し、
省略、改変などの変化を施すことができると予想される。このような全ての付け足し、省
略、改変などの変化は、以下の請求項の範囲内に含まれるものとする。

【図１】 【図２】
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