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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌由来の生物学的サンプル中のＦＩＧ－ＲＯＳ
融合ポリペプチドの存在を検出する方法であって、
　前記ポリペプチドに特異的に結合する少なくとも１つの試薬を利用して、前記ポリペプ
チドが前記生物学的サンプル中に存在するか否かを決定する工程；
を含み、ここで前記生物学的サンプルに対する試薬の特異的結合の検出が、前記ポリペプ
チドが前記生物学的サンプル中に存在することを示す、
上記方法。
【請求項２】
　前記生物学的サンプルは、肺生検、気管支肺胞洗浄、腫瘍摘出、微細針吸引または胸水
貯留から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記哺乳動物肺癌はヒト肺癌である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記ＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペプチドは、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ポリペプチド（配列番
号：５８）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）ポリペプチド（配列番号：５６）およびＦＩＧ－ＲＯ
Ｓ（ＶＬ）ポリペプチド（配列番号：６０）からなる群から選択されるポリペプチドに対
し９５％同一である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
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　前記試薬は抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　フロー・サイトメトリー・アッセイ、免疫組織化学（ＩＨＣ）アッセイ、免疫蛍光（Ｉ
Ｆ）アッセイ、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）アッセイおよびウエスタン・ブロ
ット分析アッセイからなる群から選択される形式で実行される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌由来の生物学的サンプル中のＦＩＧ－ＲＯＳ
融合ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの存在を検出する方法であって、
　前記ポリペプチドをコードする前記ポリヌクレオチドに特異的に結合する試薬を利用し
て、前記ポリヌクレオチドが前記生物学的サンプル中に存在するか否かを決定する工程；
を含み、ここで前記生物学的サンプルに対する試薬の特異的結合の検出が、前記ポリペプ
チドをコードする前記ポリヌクレオチドが前記生物学的サンプル中に存在することを示す
、
上記方法。
【請求項８】
　前記生物学的サンプルは、肺生検、気管支肺胞洗浄、腫瘍摘出、微細針吸引または胸水
貯留から選択される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記哺乳動物肺癌はヒト肺癌である、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペプチドは、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ポリペプチド（配列番
号：５８）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）ポリペプチド（配列番号：５６）およびＦＩＧ－ＲＯ
Ｓ（ＶＬ）ポリペプチド（配列番号：６０）からなる群から選択されるポリペプチドに対
し９５％同一である、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ポリヌクレオチドは、配列番号：５７、配列番号：５５、配列番号：５９からなる
群から選択されるヌクレオチド配列を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記試薬は核酸プローブである、請求項７に記載の方法。
【請求項１３】
　前記核酸プローブは蛍光ｉｎ－ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）プローブ
であり、前記方法はＦＩＳＨアッセイで実行される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記試薬はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマー対を含み、前記方法はＰＣＲア
ッセイで実行される、請求項７に記載の方法。
【請求項１５】
　前記試薬は検出可能に標識される、請求項１または７に記載の方法。
【請求項１６】
　肺癌におけるＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現および／または活性を阻害する工
程を含む、前記ポリペプチドを発現する前記癌の進行を阻害する方法において使用するた
めの薬剤の調製における物質の使用。
【請求項１７】
　肺癌におけるＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの発現を
阻害する工程を含む、前記ポリヌクレオチドを含む前記癌の進行を阻害する方法において
使用するための薬剤の調製における物質の使用。
【請求項１８】
　前記哺乳動物肺癌はヒト由来である、請求項１６または１７に記載の使用。
【請求項１９】
　前記物質は、ＰＦ－０２３４１０６６、ＮＶＴ　ＴＡＥ－６８４およびＡＰ２６１１３
からなる群から選択される治療剤である、請求項１６に記載の使用。
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【請求項２０】
　肺癌を有する患者または肺癌を有すると疑われる患者においてＲＯＳ阻害性治療剤に応
答する可能性を予測する方法であって、
　前記患者の肺由来の生物学的サンプルを、ＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペプチドに特異的に
結合する試薬と接触させる工程、
　その試薬が生物学的サンプルに特異的に結合するか否かを検出する工程；
を含み、ここで生物学的サンプルに対するその試薬の結合の検出が、ＲＯＳ阻害性治療剤
に応答する可能性が高い患者であることを示す、
方法。
【請求項２１】
　前記生物学的サンプルは、肺生検、気管支肺胞洗浄、腫瘍摘出、微細針吸引または胸水
貯留から選択される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記ＲＯＳ阻害性治療剤は、ＰＦ－０２３４１０６６、ＮＶＴ　ＴＡＥ－６８４または
ＡＰ２６１１３である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　肺癌を有する患者または肺癌を有すると疑われる患者由来の生物学的サンプル中のＦＩ
Ｇ－ＲＯＳ融合ポリペプチドの存在を検出する工程、および有効量の薬剤をその患者に投
与する工程を含む、肺癌の患者を処置する方法において使用するための薬剤の調製におけ
るＲＯＳ阻害性治療剤の使用。
【請求項２４】
　前記生物学的サンプルは、肺生検、気管支肺胞洗浄、腫瘍摘出、微細針吸引または胸水
貯留から選択される、請求項２３に記載の使用。
【請求項２５】
　前記治療剤は、ＰＦ－０２３４１０６６、ＮＶＴ　ＴＡＥ－６８４またはＡＰ２６１１
３である、請求項２３に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、肺癌（例えばヒト肺癌）に関与するタンパク質および遺伝子、ならびに肺癌
の検出、診断および処置に一般に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多くの癌は、成長および増殖を含む細胞プロセスの異常な制御を導く、細胞シグナル伝
達経路における破壊を特徴とする。これらの破壊は、特定のシグナル伝達タンパク質、例
えばキナーゼの活性における変化によって引き起こされる場合が多い。
【０００３】
　プロテイン・キナーゼ・タンパク質の異常な発現は、癌の原因因子（およびその駆動体
）であり得る。異常な発現は、タンパク質（またはそのキナーゼ部分）と二次タンパク質
（またはその部分）との融合、タンパク質の切断型部分の発現、または全長タンパク質の
発現の異常な調節によって、引き起こされ得る。
【０００４】
　異常なシグナル伝達活性を有するキナーゼ融合タンパク質を生じる遺伝子転座は、特定
の癌を直接的に導き得ることが公知である（例えば、非特許文献１、非特許文献２および
非特許文献３を参照のこと）。例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ癌タンパク質、チロシン・キナー
ゼ融合タンパク質は、原因因子であり、ヒト慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）を駆動する。Ｃ
ＭＬ症例の少なくとも９０～９５％において見出されるＢＣＲ－ＡＢＬ癌タンパク質は、
第９染色体上のｃ－ＡＢＬプロテイン・チロシン・キナーゼ由来の遺伝子配列の、第２２
染色体上のＢＣＲ配列中への転座によって生成され、いわゆるフィラデルフィア染色体を
生じる。例えば、非特許文献４を参照のこと。転座は、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）お
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よび急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の症例においても観察される。これらの発見は、ＣＭＬ
およびＡＬＬの処置のための、ＡＢＬキナーゼの小分子インヒビター、メシル酸イマチニ
ブ（Ｎｏｖａｒｔｉｓにより商標Ｇｌｅｅｖｅｃ（登録商標）の下で販売される）および
ダサチニブ（Ｂｒｉｓｔｏｌ－Ｍｙｓｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂにより商標Ｓｐｒｙｃｅｌ（
登録商標）の下で販売される）のＦＤＡ承認に拍車をかけた。これらの薬物は、腫瘍細胞
の成長を駆動するシグナル伝達経路を妨害するために設計された薬物の例である。かかる
薬物の開発は、周知の副作用に苦しめられ、癌の根本原因を特異的に標的化することがで
きないためにしばしば効果が限定的である、ＣＭＬおよびＡＬＬに対する従来の治療剤、
化学療法ならびに放射線を越えた顕著な利点を示す。
【０００５】
　従って、癌が治療に応答する可能性がより高い場合に、癌を初期段階で検出するために
、癌を駆動するタンパク質を同定することが有用である。さらに、かかるタンパク質の同
定は、とりわけ、標的化された治療のために患者を選択するため、ならびにかかるタンパ
ク質を阻害する、従って癌を処置する新規薬物のスクリーニングおよび開発のための新規
方法を可能にすることが望ましい。
【０００６】
　レセプター・チロシン・キナーゼ（ＲＴＫ）の発癌性の役割は、肺癌を含む多くの型の
固形腫瘍に関与している。非小細胞肺癌および小細胞肺癌を含むいくつかのサブタイプを
有する肺癌は、世界中の男性および女性の両方において、癌に起因する死亡の最も一般的
な原因である。Ｕ．Ｓ．Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅによれば
、米国における１４人の男性および女性のうちおよそ１人が、生涯におけるいくつかの時
点で肺の癌を有すると診断されることになる。肺癌の２つの特に致命的な形態は、小細胞
肺癌腫（ＳＣＬＣ）および非小細胞肺癌腫である。
【０００７】
　残念なことに、肺癌は、初期段階で診断されない場合が多く、化学療法または放射線療
法と併用した場合でさえ、手術に完全に応答しない場合が多い。例えば、ＮＳＣＬＣは、
米国における癌死亡の主要原因であり、全ての肺癌の約８７％を占める。米国では毎年約
１５１，０００のＮＳＣＬＣの新規症例が存在し、１２０，０００人を超える患者が、米
国単独において毎年この疾患により死亡するであろうと推定される。非特許文献５を参照
のこと。３つの別個のサブタイプを含むＮＳＣＬＣは、転移した後になってやっと検出さ
れる場合が多く、従って、死亡率は診断の２年以内に７５％である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｍｉｔｅｌｍａｎら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｃａｎｃｅｒ　
７巻：２３３～２４５頁、２００７年
【非特許文献２】Ｆｕｔｒｅａｌら、Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｃａｎｃｅｒ　４巻（３号）：１
７７～１８３頁（２００４年）
【非特許文献３】Ｆａｌｉｎｉら、Ｂｌｏｏｄ　９９巻（２号）：４０９～４２６頁（２
００２年）
【非特許文献４】Ｋｕｒｚｏｃｋら、Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３１９巻：９９０～９
９８頁（１９８８年）
【非特許文献５】「Ｃａｎｃｅｒ　Ｆａｃｔｓ　ａｎｄ　Ｆｉｇｕｒｅｓ　２００５」、
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｓｏｃｉｅｔｙ
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　従って、初期段階で肺癌を同定する新規方法、および肺癌を処置するための新規方法（
および新規試薬）を発見することは、有用である。
【課題を解決するための手段】
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【００１０】
　本発明は、癌、特に肺癌における異常なＲＯＳ発現および／または活性の発見に基づい
ている。健康で正常な肺の組織および細胞は、ＲＯＳキナーゼ・タンパク質もＲＯＳキナ
ーゼ活性も発現しないので、哺乳動物肺癌におけるＲＯＳの異常な発現は、例えば、哺乳
動物肺癌における全長ＲＯＳキナーゼの発現に起因し得る。哺乳動物肺癌におけるＲＯＳ
の異常な発現は、切断型ＲＯＳ（例えば、キナーゼ・ドメインを含むＲＯＳキナーゼの一
部を含む）、または本明細書中に開示されるＲＯＳ融合タンパク質のうち１つのいずれか
の存在にも、起因し得る。肺癌におけるＲＯＳの全ての開示された発現は、ＲＯＳキナー
ゼ・ドメインの発現を生じる；従って、全ての開示されたＲＯＳ融合ポリペプチドは、ア
クティブなＲＯＳキナーゼ活性を有する。
【００１１】
　従って、第１の態様において、本発明は、哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌由
来の生物学的サンプル中のＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドの存在を検出する方
法を提供する。この方法は、以下の工程を含む：哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺
癌から生物学的サンプルを得る工程；および前記生物学的サンプルに対する試薬の特異的
結合の検出が、前記ポリペプチドが前記生物学的サンプル中に存在することを示す、ＲＯ
Ｓキナーゼ活性を有する前記ポリペプチドに特異的に結合する少なくとも１つの試薬を利
用して、前記ポリペプチドが前記生物学的サンプル中に存在するか否かを決定する工程。
【００１２】
　別の実施形態において、試薬は抗体である。いくつかの実施形態において、試薬（例え
ば抗体）は、検出可能に標識される。別の実施形態において、試薬は、全長ＲＯＳポリペ
プチドに特異的に結合する。別の実施形態において、試薬は、ＲＯＳキナーゼ・ドメイン
に特異的に結合する。別の実施形態において、試薬は、ＲＯＳ融合ポリペプチドに特異的
に結合する（例えば、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ
）ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｌ）ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ
（ＶＳ）ポリペプチド、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）ポリペプチド、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ポリ
ペプチドまたはＦＩＧ－ＲＯＳ（ＶＬ）ポリペプチドに特異的に結合する）。
【００１３】
　本発明の方法の種々の実施形態において、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドは
、全長ＲＯＳポリペプチドである。別の実施形態において、ポリペプチドは、ＲＯＳ融合
ポリペプチドである。別の実施形態において、ＲＯＳ融合ポリペプチドは、ＣＤ７４－Ｒ
ＯＳ融合ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ）ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－
ＲＯＳ（Ｌ）ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（ＶＳ）ポリペプチド、ＦＩＧ－Ｒ
ＯＳ（Ｌ）ポリペプチド、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ポリペプチドおよびＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｖ
Ｌ）ポリペプチドからなる群から選択される。種々の実施形態において、ＲＯＳキナーゼ
活性を有するポリペプチドは、配列番号：１、配列番号：６１、配列番号：５８、配列番
号：５６、配列番号：６０、配列番号：２８、配列番号：７、配列番号：５または配列番
号：２２のアミノ酸配列を含む。
【００１４】
　いくつかの実施形態において、この方法は、フロー・サイトメトリー・アッセイ、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏキナーゼ・アッセイ、免疫組織化学（ＩＨＣ）アッセイ、免疫蛍光（ＩＦ）
アッセイ、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）アッセイおよびウエスタン・ブロッテ
ィング分析アッセイからなる群から選択される形式で実施される。
【００１５】
　一実施形態において、前記ポリペプチドのキナーゼ活性が検出される。別の実施形態に
おいて、試薬は、重同位体標識された（ＡＱＵＡ）ペプチドである。別の実施形態におい
て、重同位体標識された（ＡＱＵＡ）ペプチドは、ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合接合部
を含むアミノ酸配列を含む。別の実施形態において、この方法は、質量分析を使用して実
施される。
【００１６】
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　別の態様において、本発明は、哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌由来の生物学
的サンプル中のＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
の存在を検出する方法を提供する。この方法は、以下の工程を含む：（ａ）哺乳動物肺癌
または疑われる哺乳動物肺癌から生物学的サンプルを得る工程、および（ｂ）前記生物学
的サンプルに対する試薬の特異的結合の検出が、ＲＯＳキナーゼ活性を有する前記ポリペ
プチドをコードする前記ポリヌクレオチドが前記生物学的サンプル中に存在することを示
す、ＲＯＳキナーゼ活性を有する前記ポリペプチドをコードする前記ポリヌクレオチドに
特異的に結合する試薬を利用して、前記ポリヌクレオチドが前記生物学的サンプル中に存
在するか否かを決定する工程。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、このポリヌクレオチドは、配列番号：２、６、８、２３
、２９、５５、５７および５９からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、試薬は核酸プローブである。いくつかの実施形態におい
て、試薬は検出可能に標識される。別の実施形態において、核酸プローブは、蛍光ｉｎ－
ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）プローブであり、前記方法は、ＦＩＳＨア
ッセイで実施される。別の実施形態において、核酸プローブは、ポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）プローブであり、前記方法は、ＰＣＲアッセイで実施される。さらなる実施形態
において、試薬は検出可能に標識される。
【００１９】
　本発明の方法の種々の実施形態において、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドは
、全長ＲＯＳポリペプチドである。別の実施形態において、このポリペプチドは、ＲＯＳ
融合ポリペプチドである。別の実施形態において、このＲＯＳ融合ポリペプチドは、ＣＤ
７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ）ポリペプチド、ＳＬＣ３
４Ａ２－ＲＯＳ（Ｌ）ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（ＶＳ）ポリペプチド、Ｆ
ＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）ポリペプチド、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ポリペプチドおよびＦＩＧ－Ｒ
ＯＳ（ＶＬ）ポリペプチドからなる群から選択される。種々の実施形態において、ＲＯＳ
キナーゼ活性を有するポリペプチドは、配列番号：１、配列番号：６１、配列番号：５８
、配列番号：５６、配列番号：６０、配列番号：２８、配列番号：７、配列番号：５また
は配列番号：２２のアミノ酸配列を含む。
【００２０】
　本発明の方法の種々の実施形態において、肺癌は、ヒト肺癌（例えば、非小細胞肺癌腫
または小細胞肺癌腫）である。さらなる実施形態において、生物学的サンプルは、肺生検
、気管支肺胞洗浄、腫瘍摘出、微細針吸引、胸水貯留および循環腫瘍細胞からなる群から
選択される。
【００２１】
　本発明の方法の種々の実施形態において、哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌は
、非小細胞肺癌腫である。種々の実施形態において、哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動
物肺癌は、ヒト由来である。
【００２２】
　本発明の方法の種々の実施形態において、生物学的サンプルは、ＲＯＳキナーゼ活性に
よって駆動される哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌由来であると診断される。い
くつかの実施形態において、哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌は、ＲＯＳ阻害性
治療剤に応答する可能性が高い。種々の実施形態において、前記生物学的サンプルが得ら
れる患者は、試薬が生物学的サンプルに特異的に結合する場合、ＲＯＳキナーゼ活性によ
って駆動される哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌を有すると診断される。いくつ
かの実施形態において、患者は、ＲＯＳ阻害性治療剤に応答する可能性が高いと診断され
る。ＲＯＳ阻害性治療剤の１つの非限定的な例は、クリゾチニブ（ＰＦ－０２３４１０６
６としても公知）である。ＲＯＳ阻害性治療剤のさらなる非限定的な例には、ＮＶＴ　Ｔ
ＡＥ－６８４、ＡＰ２６１１３、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥＰ－１４５１３、ＣＨ５４２
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４８０２、ＣＥＰ１１９８８、ＷＨＩ－Ｐ１３１およびＷＨＩ－Ｐ１５４が含まれる。
【００２３】
　別の態様において、本発明は、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドを発現する哺
乳動物癌または疑われる哺乳動物癌の進行を阻害する方法を提供し、前記方法は、前記哺
乳動物癌または疑われる哺乳動物癌における前記ポリペプチドの発現および／または活性
を阻害する工程を含む。
【００２４】
　別の態様において、本発明は、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする
ポリヌクレオチドを含む哺乳動物癌または疑われる哺乳動物癌の進行を阻害する方法を提
供し、前記方法は、前記哺乳動物癌または疑われる哺乳動物癌における前記ポリヌクレオ
チドの発現を阻害する工程を含む。
【００２５】
　種々の実施形態において、肺癌または疑われる肺癌は、ヒト由来である。いくつかの実
施形態において、このポリペプチドまたはポリヌクレオチドの発現および／または活性は
、ＰＦ－０２３４１０６６、ＮＶＴ　ＴＡＥ－６８４、ＡＰ２６１１３、ＣＥＰ－１４０
８３、ＣＥＰ－１４５１３、ＣＥＰ１１９８８、ＣＨ５４２４８０２、ＷＨＩ－Ｐ１３１
およびＷＨＩ－Ｐ１５４からなる群から選択されるＲＯＳ阻害性治療剤によって阻害され
る。
【００２６】
　なお別の態様において、本発明は、ＲＯＳ阻害性治療剤に応答する可能性が高い患者と
して、肺癌を有する患者または肺癌を有すると疑われる患者を同定する方法を提供し、こ
の方法は以下を含む：前記患者の肺由来の生物学的サンプルを、ＲＯＳキナーゼ活性を有
するポリペプチドに特異的に結合する試薬と接触させる工程、生物学的サンプルに対する
その試薬の結合の検出が、ＲＯＳ阻害性治療剤に応答する可能性が高い患者として患者を
同定する、その試薬が生物学的サンプルに特異的に結合するか否かを検出する工程。
【００２７】
　なお別の態様において、本発明は、肺癌について患者を処置する方法を提供し、この方
法は以下を含む：肺癌を有する患者または肺癌を有すると疑われる患者の肺由来の生物学
的サンプル中のＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドの存在を検出する工程；および
治療有効量のＲＯＳ阻害性治療剤を患者に投与し、それにより肺癌について被験体を処置
する工程。
【００２８】
　なお別の態様において、本発明は、肺癌について患者を処置する方法を提供し、この方
法は以下を含む：肺癌を有する患者または肺癌を有すると疑われる患者の肺由来の生物学
的サンプル中の、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドおよびＡＬＫキナーゼ活性を
有するポリペプチドからなる群から選択されるポリペプチドの存在を検出する工程；およ
び治療有効量のＡＬＫ／ＲＯＳ阻害性治療剤を患者に投与し、それにより肺癌について被
験体を処置する工程。
【００２９】
　さらなる態様において、本発明は、ＲＯＳ阻害性治療剤に応答する可能性が高い患者と
して、肺癌を有する患者または肺癌を有すると疑われる患者を同定する方法を提供し、こ
の方法は以下を含む：前記患者の肺由来の生物学的サンプルを、ＲＯＳキナーゼ活性を有
するポリペプチドに特異的に結合する第１の試薬およびＡＬＫキナーゼ活性を有するポリ
ペプチドに特異的に結合する第２の試薬と接触させる工程、ならびに生物学的サンプルに
対する第１の試薬または第２の試薬のいずれかの結合の検出が、ＲＯＳ阻害性治療剤に応
答する可能性が高い患者として患者を同定する、第１の試薬または第２の試薬が生物学的
サンプルに特異的に結合するか否かを検出する工程。
【００３０】
　さらなる態様において、本発明は、ＡＬＫ阻害性治療剤に応答する可能性が高い患者と
して、肺癌を有する患者または肺癌を有すると疑われる患者を同定する方法を提供し、こ
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の方法は以下を含む：前記患者の肺由来の生物学的サンプルを、ＲＯＳキナーゼ活性を有
するポリペプチドに特異的に結合する第１の試薬およびＡＬＫキナーゼ活性を有するポリ
ペプチドに特異的に結合する第２の試薬と接触させる工程、ならびに生物学的サンプルに
対する第１の試薬または第２の試薬のいずれかの結合の検出が、ＡＬＫ阻害性治療剤に応
答する可能性が高い患者として患者を同定する、第１の試薬または第２の試薬が生物学的
サンプルに特異的に結合するか否かを検出する工程。
【００３１】
　種々の実施形態において、第１の試薬は、全長ＲＯＳキナーゼ・タンパク質に特異的に
結合する。種々の実施形態において、第２の試薬は、全長ＡＬＫキナーゼ・タンパク質に
特異的に結合する。種々の実施形態において、第１の試薬は、ＲＯＳキナーゼ・タンパク
質のキナーゼ・ドメインに特異的に結合する。種々の実施形態において、第２の試薬は、
ＡＬＫキナーゼ・タンパク質のキナーゼ・ドメインに特異的に結合する。いくつかの実施
形態において、第１の試薬は抗体である。いくつかの実施形態において、第２の試薬は抗
体である。
【００３２】
　本発明の全ての態様の種々の実施形態において、患者はヒト患者であり、肺癌（または
疑われる肺癌）はヒト由来である。いくつかの実施形態において、肺癌は、ＮＳＣＬＣま
たはＳＣＬＣである。いくつかの実施形態において、ＲＯＳ阻害性治療剤またはＡＬＫ阻
害性治療剤は、ＰＦ－０２３４１０６６、ＮＶＴ　ＴＡＥ－６８４またはＡＰ２６１１３
である。いくつかの実施形態において、ＲＯＳ阻害性治療剤またはＡＬＫ阻害性治療剤は
、ＡＰ２６１１３、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥＰ－１４５１３、ＣＥＰ１１９８８、ＣＨ
５４２４８０２、ＷＨＩ－Ｐ１３１およびＷＨＩ－Ｐ１５４である。
【００３３】
　種々の実施形態において、生物学的サンプルは、肺生検、気管支肺胞洗浄、循環腫瘍細
胞、腫瘍摘出、微細針吸引および胸水貯留からなる群から選択される。
【００３４】
　さらなる態様において、本発明は、化合物が、ＲＯＳ活性を有するポリペプチドの発現
を特徴とする哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌の進行を阻害するか否かを決定す
る方法を提供し、前記方法は、前記化合物が、前記癌における前記ポリペプチドの発現を
阻害するか否かを決定する工程を含む。別の態様において、本発明は、ＲＯＳ活性を有す
るポリペプチドの発現を特徴とする哺乳動物癌または疑われる哺乳動物癌の進行を阻害す
る方法を提供し、前記方法は、前記哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌において前
記ポリペプチドの発現および／または活性を阻害する工程を含む。いくつかの実施形態に
おいて、癌はヒト由来である。
【００３５】
　この特許または出願のファイルは、カラーで作成された図面を含む。カラー図面を有す
るこの特許または特許出願の公報のコピーは、請求および必要な手数料の支払いに応じて
、庁によって提供されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３６】
【図１】全長／野生型ＲＯＳよりもかなり小さい分子量を有するＲＯＳの形態の発現を示
す、ヒトＮＳＣＬＣ細胞株（ＨＣＣ７８）由来の抽出物のウエスタン・ブロット分析を示
す図である。
【図２】ヒトＮＳＣＬＣ細胞株における変異体ＲＯＳキナーゼのｓｉＲＮＡ阻害を示す図
である：パネルＡは、ｓｉＲＮＡトランスフェクション後の細胞阻害のグラフを示し、パ
ネルＢは、ＲＯＳの特異的ノック・ダウンおよび増加したアポトーシス（変異体ＲＯＳ駆
動細胞株中）を示すイムノブロットであり、パネルＣは、ＲＯＳの下流のシグナル伝達分
子の減少した活性を示すイムノブロットである。
【図３Ａ】それぞれ染色体４ｐおよび６ｑ上のＳＬＣ３４Ａ２遺伝子およびＲＯＳ遺伝子
の位置を示す図である。
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【図３Ｂ】全長ＳＬＣ３４Ａ２タンパク質およびＲＯＳタンパク質のドメイン位置を示す
図である。
【図３Ｃ】長いＳＣＬ３４Ａ２－ＲＯＳバリアントを示す模式図であり、ＳＣＬ３４Ａ２
のエキソン１～４を、ＲＯＳのエキソン３２～４３と組み合わせている。融合接合部は、
ＲＯＳの膜貫通ドメインの上流の残基１７５０に存在し、融合接合部に隣接するヌクレオ
チドおよびアミノ酸残基（それぞれ、配列番号：１２および配列番号：１３）は、図３Ｃ
の下に示される（ＳＣＬ３４Ａ２由来のヌクレオチドおよびアミノ酸残基は標準のフォン
トであり、ＲＯＳ由来のヌクレオチドおよびアミノ酸残基は太字である）。
【図３Ｄ】短いＳＣＬ３４Ａ２－ＲＯＳバリアントを示す模式図であり、ＳＣＬ３４Ａ２
のエキソン１～４を、ＲＯＳのエキソン３２～４３と組み合わせている。融合接合部は、
ＲＯＳの膜貫通ドメインの直ぐ上流の残基１８５３に存在し、融合接合部に隣接するヌク
レオチドおよびアミノ酸残基（それぞれ、配列番号：１４および配列番号：１５）は、図
３Ｄの下に示される（ＳＣＬ３４Ａ２由来のヌクレオチドおよびアミノ酸残基は標準のフ
ォントであり、ＲＯＳ由来のヌクレオチドおよびアミノ酸残基は太字である）。
【図３Ｅ】予測された非常に短いＳＣＬ３４Ａ２－ＲＯＳバリアントを示す模式図であり
、ＳＣＬ３４Ａ２のエキソン１～４を、ＲＯＳのエキソン３５～４３と組み合わせている
。融合接合部は、ＲＯＳの膜貫通ドメインのＮ末端境界において、ＲＯＳの残基１８８２
に存在すると予測され、融合接合部に隣接するヌクレオチドおよびアミノ酸残基（それぞ
れ、配列番号：１６および配列番号：１７）は、図３Ｅの下に示される（ＳＣＬ３４Ａ２
由来のヌクレオチドおよびアミノ酸残基は標準のフォントであり、ＲＯＳ由来のヌクレオ
チドおよびアミノ酸残基は太字である）。
【図４Ａ】ヒトＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の長いバリアントのアミノ酸配列
（１文字コード）（配列番号：５）（上のパネル）を示す図であり、コードするＤＮＡ配
列もまた示されている（配列番号：６）（下のパネル）；ＳＬＣ３４Ａ２部分の残基はイ
タリックであり、ＲＯＳのキナーゼ・ドメインの残基は太字である。
【図４Ｂ】ヒトＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の短いバリアントのアミノ酸配列
（１文字コード）（配列番号：７）（上のパネル）を示す図であり、コードするＤＮＡ配
列もまた示されている（配列番号：８）（下のパネル）；ＳＬＣ３４Ａ２部分の残基はイ
タリックであり、ＲＯＳのキナーゼ・ドメインの残基は太字である。
【図５】ヒトＳＬＣ３４Ａ２タンパク質のアミノ酸配列（１文字コード）（配列番号：３
）（ＳｗｉｓｓＰｒｏｔアクセッション番号０９５４３６）（上のパネル）を示す図であ
り、コードするＤＮＡ配列もまた示されている（配列番号：４）（ＧｅｎｅＢａｎｋアク
セッション番号ＮＭ＿００６４２４）（下のパネル）；転座に関与する残基に下線を付し
ている。
【図６Ａ】ヒトＲＯＳキナーゼのアミノ酸配列（１文字コード）（配列番号：１）（Ｓｗ
ｉｓｓＰｒｏｔアクセッション番号Ｐ０８９２２）を示す図であり；ＳＬＣ３４Ａ２－Ｒ
ＯＳ（長い）バリアント転座に関与する残基に下線を付しており、下線付きの太字の残基
は、（短い）バリアント転座に関与する残基であり、下線付きの太字の赤色残基は、予測
された（非常に短い）バリアント転座に関与する残基である。
【図６Ｂ－１】ヒトＲＯＳキナーゼのコードするＤＮＡ配列（配列番号：２）（Ｇｅｎｅ
Ｂａｎｋアクセッション番号ＮＭ＿００２９４４）を示す図であり；第１のＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳ（長い）バリアント転座に関与する残基に下線を付しており、下線付きの太字
の残基は、第２の（短い）バリアント転座に関与する残基であり、下線付きの太字の大文
字残基は、（非常に短い）バリアント転座に関与する残基である。
【図６Ｂ－２】図６Ｂ－１の続き。
【図７】コントロール（レーン１および２）と比較した、トランスフェクトされた２９３
細胞（ヒト胚腎臓）におけるＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質（第１の（長い）バ
リアント）の発現を示すゲルを示す図である。
【図８】それぞれ染色体５ｑおよび６ｑ上のＣＤ７４遺伝子およびＲＯＳ遺伝子の位置（
パネルＡ）、ならびに全長ＣＤ７４タンパク質およびＲＯＳタンパク質のドメイン位置な
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らびにＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質中のドメイン位置（パネルＢおよびＣ（配列番号
：３０はパネルＣの下に示される））を示す図である。融合接合部は、ＲＯＳの膜貫通ド
メインの上流の残基１８５３に存在する。
【図９－１】ヒトＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質のアミノ酸配列（１文字コード）（配
列番号：２２）（上のパネル）を示す図であり、コードするＤＮＡ配列もまた示されてい
る（配列番号：２３）（下のパネル）；ＣＤ７４部分の残基には下線を付しており、ＲＯ
Ｓのキナーゼ・ドメインの残基は太字である。
【図９－２】図９－１の続き。
【図１０】ヒトＣＤ７４タンパク質のアミノ酸配列（１文字コード）（配列番号：２４）
（ＳｗｉｓｓＰｒｏｔアクセッション番号Ｐ０４２３３）（上のパネル）を示す図であり
、コードするＤＮＡ配列もまた示されている（配列番号：２５）（ＧｅｎｅＢａｎｋアク
セッション番号ＮＭ＿００１０２５１５９）（下のパネル）；転座に関与する残基に下線
を付している。
【図１１Ａ】ヒトＲＯＳキナーゼのアミノ酸配列（１文字コード）（配列番号：１）（Ｓ
ｗｉｓｓＰｒｏｔアクセッション番号Ｐ０８９２２）を示す図であり；ＣＤ７４－ＲＯＳ
転座に関与する残基に下線を付している。
【図１１Ｂ－１】ヒトＲＯＳキナーゼのコードするＤＮＡ配列（配列番号：２）（Ｇｅｎ
ｅＢａｎｋアクセッション番号ＮＭ＿００２９４４）を示す図であり；ＣＤ７４－ＲＯＳ
転座に関与する残基に下線を付している。
【図１１Ｂ－２】図１１Ｂ－１の続き。
【図１２】ＲＴ－ＰＣＲによる、ＣＤ７４およびＲＯＳの転座によって形成された融合遺
伝子の検出を示すゲルを示す図である；ＣＤ７４－Ｆ１（上）およびＲＯＳ－ＧＳＰ３（
下）に対するプライマー配列が示されている（それぞれ、配列番号：２６および２７）。
【図１３】Ａ～Ｆは、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）ＦＦＰＥ腫瘍組織における、ＲＯＳタ
ンパク質の免疫組織化学およびＲＯＳ核酸のＦＩＳＨを示す写真を示す図である。ＲＯＳ
タンパク質の局在におけるバリエーションは、以下のように示される：（Ａ）細胞質に拡
散、挿入図（Ａ）中の黄色矢印は、ＦＩＳＨによるｃ－ｒｏｓ遺伝子座の平衡転座を示す
。（Ｂ）腺癌におけるＲＯＳの強い点状局在であり、ズーム（即ち拡大画像）は挿入図中
にある。（Ｃ）大細胞癌腫におけるＲＯＳ染色の細胞質局在ならびにパネルＥにおける対
応するヘマトキシリンおよびエオシン染色。（Ｄ）独自の細胞質染色および膜局在を有す
る腺癌、挿入図中のズームは、膜染色を示す。（Ｅ）パネルＣのＲＯＳ染色に対応するヘ
マトキシリンおよびエオシン染色。（Ｆ）点状小胞染色、挿入図中のズームは、小胞染色
を示す。
【図１４】Ａ～Ｂは、２色ブレイク－ア－パート（ｂｒｅａｋ－ａ－ｐａｒｔ）プローブ
を使用するＦＩＳＨによる、ＲＯＳ融合／転座の特異的検出（ヒトＮＳＣＬＣ細胞株にお
ける）を示す図である。図１４Ａは、ＦＩＳＨプローブがハイブリダイズするＲＯＳ遺伝
子上の位置を示し、図１４Ｂは、別個のオレンジ色および緑色のシグナルを生じる、ヒト
ＮＳＣＬＣ細胞株（左）およびヒトＮＳＣＬＣ腫瘍におけるＲＯＳ遺伝子の再編成を示す
。
【図１５】２つのプローブ・セットのＤＮＡプローブがＲＯＳ遺伝子およびＦＩＧ遺伝子
にハイブリダイズすることを示す模式図である。両方のプローブ・セットの近位プローブ
、即ちＲＰ１－１７９Ｐ９はオレンジ色のシグナルを生じるが、３つの遠位プローブは全
て、緑色のシグナルを生じる。プローブ・セット１は、ｃ－ｒｏｓ由来であり、平衡転座
が存在する場合、オレンジ色は緑色から分離される；しかし、ＦＩＧ－ＲＯＳ転座が存在
する場合、緑色のシグナルは消失する。プローブ・セット２は、ｃ－ｒｏｓ（オレンジ色
ＲＰ１－１７９Ｐ９）およびｆｉｇ（緑色ＲＰ１１－２１３Ａ１７）由来であった。
【図１６】Ａ～Ｆは、ＨＣＣ７８細胞（パネルＡおよびＢ）、Ｕ１１８ＭＧ細胞（パネル
ＣおよびＤ）およびＦＦＰＥ腫瘍ＩＤ７４９（パネルＥおよびＦ）のＦＩＳＨ分析の結果
を示す写真を示す図である。プローブ・セット１（Ａ）およびプローブ・セット２（Ｂ）
で精査したＨＣＣ７８細胞は、これらの細胞中に存在するＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合物
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から予測された結果を示す。黄色の矢印は、ＨＣＣ７８細胞における平衡転座を示すスプ
リット・シグナル（ｓｐｌｉｔ　ｓｉｇｎａｌ）を指し、白色の矢印は、インタクトな染
色体を指す。プローブ・セット１（Ｃ）およびプローブ・セット２（Ｄ）で精査したＵ１
１８ＭＧ細胞は、これらの細胞中に存在するＦＩＧ－ＲＯＳ融合物から予測された結果を
示す。プローブ・セット１（Ｅ）およびプローブ・セット２（Ｆ）で精査したＦＦＰＥ腫
瘍７４９は、Ｕ１１８ＭＧ細胞と同一である。プローブ・セット１で精査したＵ－１１８
ＭＧおよび腫瘍ＩＤ７４９の両方において、ｃ－ｒｏｓ（オレンジ色）プローブだけがア
ニールし、欠失領域（緑色プローブ）は存在しない（それぞれ、パネルＣおよびＥ）。プ
ローブ・セット２で精査したＵ－１１８ＭＧおよび腫瘍ＩＤ７４９（それぞれ、パネルＥ
およびＦ）において、ｃ－ｒｏｓ（オレンジ色）プローブおよびｆｉｇ（緑色）プローブ
は一緒になって、ｆｉｇ－ｒｏｓ融合物を示す。
【図１７】腫瘍７４９由来のＲＯＳ融合タンパク質のｃＤＮＡ配列決定の結果（「ｓｂｊ
ｔ」のライン）およびＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ヌクレオチド配列とのそのアラインメント（
「ｑｕｅｒｙ」として）を示す図である。
【図１８】ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）を発現するＢａＦ３（赤色四角）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ
）を発現するＢａＦ３（青色菱形）、ＦＬＴ３ＩＴＤを発現するＢａＦ３（緑色三角）お
よびＫａｒｐａｓ　２９９細胞（紫色×字）の、０ｎＭ、３ｎＭ、１０ｎＭ、３０ｎＭ、
１００ｎＭ、３００ｎＭまたは１０００ｎＭのＴＡＥ－６８４の存在下での細胞成長応答
を示す折れ線グラフを示す図である。
【図１９】ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）またはＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）のいずれかを発現するＢａ
Ｆ３が、ＴＡＥ－６８４の存在下で、アポトーシスによって死ぬことを示す棒グラフを示
す図である。
【図２０】ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）およびＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）の両方のリン酸化を示すウ
エスタン・ブロッティング分析の描写を示す図であり、その下流のシグナル伝達分子はＴ
ＡＥ－６８４によって阻害される。
【図２１Ａ】ｎｅｏ－ｍｙｃ（陰性コントロール；青色菱形）；ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）を
発現するＢａＦ３（紫色×字）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）を発現するＢａＦ３（緑色三角）
、ＦＬＴ３ＩＴＤを発現するＢａＦ３（赤色四角）およびＫａｒｐａｓ　２９９細胞（青
色星印）で形質導入したＢａＦ３細胞の、０ｕＭ、０．０１ｕＭ、０．０３Ｍ、０．１０
ｕＭ、０．３ｕＭ、１．０ｕＭのＴＡＥ－６８４の存在下での細胞成長応答を示す折れ線
グラフを示す図である。
【図２１Ｂ】ｎｅｏ－ｍｙｃ（陰性コントロール；青色菱形）；ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）を
発現するＢａＦ３（紫色×字）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）を発現するＢａＦ３（緑色三角）
、ＦＬＴ３ＩＴＤを発現するＢａＦ３（赤色四角）およびＫａｒｐａｓ　２９９細胞（青
色星印）で形質導入したＢａＦ３細胞の、０ｕＭ、０．０１ｕＭ、０．０３Ｍ、０．１０
ｕＭ、０．３ｕＭ、１．０ｕＭのクリゾチニブの存在下での細胞成長応答を示す折れ線グ
ラフを示す図である。
【図２２】ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）およびＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）の両方のリン酸化を示すウ
エスタン・ブロッティング分析の描写を示す図であり、ＡＬＫおよびさらなるシグナル伝
達分子が、クリゾチニブによって阻害される。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
　本発明は、ヒト肺癌における異常なＲＯＳキナーゼ発現の発見に基づいている。ＲＯＳ
キナーゼは、正常な肺の組織でも細胞でも発現されないので、異常なＲＯＳキナーゼ活性
は、ＲＯＳキナーゼが発現される肺癌の増殖および生存を駆動すると予測される。かかる
癌は、本明細書中に提供される教示に従って同定（例えば診断）および／または処置され
得る。
【００３８】
　これらの発見に基づいて、その肺癌（または疑われる肺癌）がＲＯＳ活性を有するタン
パク質（例えば、全長ＲＯＳタンパク質またはＲＯＳ融合タンパク質）を発現する患者は
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、健康な患者の肺組織がかかるＲＯＳ活性を有するタンパク質を発現しない場合、ＲＯＳ
インヒビターの投与に対して好ましい応答をし得る（例えば、癌の成長は、同じ癌に罹患
している未処置の患者と比較して、鈍化または停止し得る）。
【００３９】
　本明細書中で言及される公開された特許、特許出願、ウェブサイト、企業名および科学
文献は、当業者に利用可能な知識を確立しており、それぞれが参照により組み入れられる
と具体的かつ個々に示されるのと同程度まで、その全体が参照により本明細書中に組み入
れられる。本明細書中で引用された任意の参照文献と本明細書の具体的な教示との間のい
ずれの矛盾も、後半を支持して解消されるであろう。
【００４０】
　本発明のさらなる態様、利点および実施形態は、以下により詳細に記載されている。本
明細書中で言及される特許、公開された出願および科学文献は、当業者の知識を確立し、
それぞれが参照により組み入れられると具体的かつ個々に示されるのと同程度まで、その
全体が参照により本明細書中に組み入れられる。本明細書中で引用された任意の参照文献
と本明細書の具体的な教示との間のいずれの矛盾も、後半を支持して解消されるであろう
。同様に、単語もしくは語句の当該分野で理解される定義と本明細書中で具体的に教示さ
れる単語または語句の定義との間のいずれの矛盾も、後半を支持して解消されるであろう
。本明細書中で使用する場合、以下の用語は、示された意味を有する。本明細書中で使用
される場合、単数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、内容が明確に他を示さない限
り、それらが言及する用語の複数形もまた具体的に包含する。用語「約」は、およそ、そ
の領域中に、大まかにまたはその前後を意味するために本明細書中で使用される。用語「
約」は、数値範囲と合わせて使用される場合、示された数値の上および下の境界を広げる
ことによって、その範囲を改変する。一般に、用語「約」は、述べられた値の上および下
の数値を２０％の変動分改変するために、本明細書中で使用される。
【００４１】
　本明細書中で使用される技術用語および科学用語は、特に定義しない限り、本発明が属
する分野の当業者によって一般に理解される意味を有する。当業者に公知の種々の方法論
および材料に対する言及が、本明細書中でなされる。全てその全体が参照により本明細書
中に組み入れられる、抗体および組換えＤＮＡ技術の一般原理を示す標準的な参照研究に
は、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８８年）、Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　
Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．（１９８９年、および２０１０年９月までの改訂
）、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８９年）；Ｋａｕｆｍａｎら、編、Ｈａｎ
ｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｏｃａ　Ｒａ
ｔｏｎ（１９９５年）；ＭｃＰｈｅｒｓｏｎ、編、Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｍｕｔａｇｅｎｅ
ｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒ
ｄ（１９９１年）が含まれる。全てその全体が参照により本明細書中に組み入れられる、
薬理学の一般原理を示す標準的な参照研究には、ＧｏｏｄｍａｎおよびＧｉｌｍａｎのＴ
ｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ
、第１１編、ＭｃＧｒａｗ　Ｈｉｌｌ　Ｃｏｍｐａｎｉｅｓ　Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ（２００６年）が含まれる。
【００４２】
　第１の態様において、本発明は、哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌由来の生物
学的サンプル中のＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドの存在を検出する方法を提供
する。この方法は、以下の工程を含む：哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌から生
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物学的サンプルを得る工程；および前記生物学的サンプルに対する試薬の特異的結合の検
出が、前記ポリペプチドが前記生物学的サンプル中に存在することを示す、ＲＯＳキナー
ゼ活性を有する前記ポリペプチドに特異的に結合する少なくとも１つの試薬を利用して、
前記ポリペプチドが前記生物学的サンプル中に存在するか否かを決定する工程。
【００４３】
　ヒトＲＯＳキナーゼ・タンパク質（ＲＯＳ１遺伝子によってコードされる）は、癌を導
く異常な発現の傾向がある、２３４７アミノ酸長のレセプター・チロシン・キナーゼであ
る。全長ヒトＲＯＳキナーゼ（ヒトＲＯＳタンパク質のアミノ酸配列を有する）の説明は
、ＵｎｉＰｒｏｔアクセッション番号Ｐ０８９２２において見出され得る。表１に示すよ
うに、ＲＯＳのシグナル・ペプチド・ドメイン、細胞外ドメイン、膜貫通ドメインおよび
キナーゼ・ドメインは、配列番号：１中の以下のアミノ酸残基において見出される：
【００４４】
【表１】

【００４５】
　さらに、ＲＯＳの天然に存在する複数の公知のバリアントが存在する（例えば、Ｇｒｅ
ｅｎｍａｎら、Ｎａｔｕｒｅ　４４６巻：１５３～１５８頁、２００７年を参照のこと）
。マウス全長ＲＯＳのヌクレオチド配列およびアミノ酸配列が公知である（例えば、Ｕｎ
ｉＰｒｏｔアクセッション番号Ｑ７８ＤＸ７を参照のこと）。慣用的な実験を使用して、
生物学の当業者は、非ヒト哺乳動物ＲＯＳホモログ中の対応する配列を容易に決定するこ
とができる。
【００４６】
　「野生型」ＲＯＳとは、正常な個体（例えば、癌に罹患していない正常な個体）の健康
な（または正常な）組織（例えば、非癌性組織）中の全長ＲＯＳキナーゼ（即ち、ヒトＲ
ＯＳについて、２３４７アミノ酸長のポリペプチドまたはシグナル・ペプチド配列の除去
後の２３２０アミノ酸長のポリペプチド）の発現および／または活性化を意味する。ＲＯ
Ｓキナーゼ（全長または切断型）は、ヒトにおける正常肺組織中では発現されないようで
ある（例えば、以下の実施例を参照のこと）。しかし、以下の実施例に記載される方法を
使用して、本発明者らは、肺癌中のＲＯＳキナーゼ発現の驚くべき発見をした。非典型的
な細胞（この場合、癌性細胞）におけるかかる発現は、典型的な細胞（例えば、非癌性肺
細胞）中で発現が見られない場合、異常である。
【００４７】
　別のタンパク質、即ちＦＩＧとの融合物の形態で異常に発現されたＲＯＳキナーゼは、
神経膠芽腫（Ｃｈａｒｅｓｔら、Ｇｅｎｅｓ　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ　Ｃａｎｃｅｒ　
３７巻：５８～７１頁、２００３年；Ｃｈａｒｅｓｔら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１００巻：９１６～９２１頁、２００３年を参照のこと）および肝臓
癌（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ２０１０／０９３９２８を参照のこと）において報告さ
れている。
【００４８】
　本明細書中で使用する場合、用語「ＲＯＳ融合物」とは、別のポリペプチド（またはそ
れをコードするポリヌクレオチド）の全てまたは一部に融合した、ＲＯＳタンパク質のキ
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ナーゼ・ドメインを含むＲＯＳポリペプチド（またはそれをコードするポリヌクレオチド
）の一部をいい、その第２のポリペプチドまたはポリヌクレオチドの名称が、融合物中で
指定される（用語「融合物」は単純に、第２の遺伝子由来のポリペプチドまたはポリヌク
レオチドの全てまたは一部に融合した、第１の遺伝子由来のポリペプチドまたはポリヌク
レオチドの全てまたは一部を意味する）。例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合物は、Ｓ
ＬＣ３４Ａ２ポリペプチド（またはそれをコードするポリヌクレオチド）の一部と、キナ
ーゼ・ドメインＲＯＳを含むＲＯＳポリペプチド（またはそれをコードするポリヌクレオ
チド）の一部との融合物である。ＲＯＳ融合物は、染色体転座または逆位から生じること
が多い。多数の公知のＲＯＳ融合物が存在し、その全てが本発明のＲＯＳ融合物であり、
これには、そのメンバーとしてＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（ＶＳ）、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯ
Ｓ（Ｓ）、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｌ）（米国特許公開番号２０１００１４３９１８を
参照のこと）、ＣＤ７４－ＲＯＳ（米国特許公開番号２０１００２２１７３７を参照のこ
と）が含まれるＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質、ならびにそのメンバーとしてＦ
ＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）およびＦＩＧ－ＲＯＳ（ＸＬ）（ＰＣＴ公開
番号ＷＯ２０１０／０９３９２８を参照のこと）が含まれるＦＩＧ－ＲＯＳ融合タンパク
質が含まれるが、これらに限定されない。
【００４９】
　既知のＲＯＳ融合タンパク質の全てが、全長ＲＯＳのキナーゼ・ドメイン全体を含む。
従って、本明細書中で使用する場合、「ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド」（ま
たは「ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド」）とは、全長ＲＯＳタンパク質のキナ
ーゼ・ドメイン全体を含み、従ってＲＯＳキナーゼ活性を保持するタンパク質（またはポ
リペプチド）を意味する。ＲＯＳキナーゼ活性を有するタンパク質の非限定的な例には、
全長ＲＯＳタンパク質、そのメンバーとしてＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（ＶＳ）、ＳＬＣ３
４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ）、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｌ）（米国特許公開番号２０１００１
４３９１８を参照のこと）、ＣＤ７４－ＲＯＳ（米国特許公開番号２０１００２２１７３
７を参照のこと）が含まれるＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質、ならびにそのメン
バーとしてＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）およびＦＩＧ－ＲＯＳ（ＸＬ）
（ＰＣＴ公開番号ＷＯ２０１０／０９３９２８を参照のこと）が含まれるＦＩＧ－ＲＯＳ
融合タンパク質、ならびに全長ＲＯＳキナーゼ・タンパク質のキナーゼ・ドメインを保持
するＲＯＳキナーゼの任意の切断型形態または変異形態が含まれるが、これらに限定され
ない。ＲＯＳのキナーゼ・ドメインは配列番号：６１に示されているので、「ＲＯＳキナ
ーゼ活性を有するポリペプチド」は、そのアミノ酸配列が配列番号：６１を含むポリペプ
チドである。
【００５０】
　本明細書中で使用する場合、「ポリペプチド」（または「アミノ酸配列」もしくは「タ
ンパク質」）とは、好ましくはα－アミノ酸、Ｄ－アミノ酸、Ｌ－アミノ酸およびそれら
の組み合わせの、規定された順序での連結から形成されたポリマーをいう。１つのアミノ
酸残基と次のアミノ酸残基との連結は、アミド結合またはペプチド結合と呼ばれる。ポリ
ペプチドの非限定的な例には、オリゴペプチド、ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク
質配列、およびそれらのフラグメントまたは一部、天然に存在する分子または合成分子が
含まれる。ポリペプチドには、糖タンパク質およびリポタンパク質ならびにより小さい分
子量のポリペプチドなどの、誘導体化分子も含まれる。「アミノ酸配列」および同様の用
語、例えば、「ポリペプチド」または「タンパク質」は、示されたアミノ酸配列を、列挙
したタンパク質分子に関連する完全なネイティブアミノ酸配列に限定する意味ではない。
【００５１】
　本発明のポリペプチド（例えば、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ポリペプチド）のいくつかのア
ミノ酸配列は、変異体タンパク質の構造または機能の顕著な影響なしに変動させ得ること
が、当該分野で認識される。配列におけるかかる差異が企図される場合、活性を決定する
タンパク質上の必須領域（例えば、ＲＯＳのキナーゼ・ドメイン）が存在することに留意
すべきである。一般に、類似の機能を果たす残基が使用されることを条件として、三次構
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造を形成する残基を置き換えることが可能である。他の場合には、残基の型は、タンパク
質の非必須領域において変更が生じる場合、完全に重要でない場合がある。
【００５２】
　従って、本発明のＲＯＳ活性を有するポリペプチドにはさらに、実質的なＲＯＳキナー
ゼ活性を示す、本明細書中に記載される全長ＲＯＳタンパク質のバリアントまたは種々の
ＲＯＳ融合ポリペプチドが含まれる。いくつかの非限定的な保存的置換には、脂肪族アミ
ノ酸Ａｌａ、Ｖａｌ、ＬｅｕおよびＩｌｅのうち１つの残基の別の残基での交換；ヒドロ
キシル残基ＳｅｒおよびＴｈｒの交換；酸性残基ＡｓｐおよびＧｌｕの交換；アミド残基
ＡｓｎおよびＧｌｎの交換；塩基性残基ＬｙｓおよびＡｒｇの交換；ならびに芳香族残基
ＰｈｅおよびＴｙｒの交換が含まれる。当業者に公知の保存的アミノ酸置換のさらなる例
は以下である：芳香族：フェニルアラニン　トリプトファン　チロシン（例えば、トリプ
トファン残基がフェニルアラニンで置き換えられる）；疎水性：ロイシン　イソロイシン
　バリン；極性：グルタミン　アスパラギン；塩基性：アルギニン　リジン　ヒスチジン
；酸性：アスパラギン酸　グルタミン酸；低分子：アラニン　セリン　スレオニン　メチ
オニン　グリシン。上に詳細に示したように、どのアミノ酸変化が表現型的にサイレント
である可能性が高い（即ち、機能に対する顕著な有害影響を有さない可能性が低い）かに
関するさらなるガイダンスは、Ｂｏｗｉｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４７巻、上記中に見出
され得る。
【００５３】
　いくつかの実施形態において、バリアントは、「非保存的」変化、例えば、トリプトフ
ァンによるグリシンの置き換えを有し得る。類似のバリアントは、アミノ酸の欠失もしく
は挿入またはその両方もまた含み得る。生物学的活性も免疫学的活性も破壊することなし
に、どのアミノ酸残基が置換、挿入または欠失され得るかを決定する際のガイダンスは、
当該分野で周知のコンピュータ・プログラム、例えばＤＮＡＳＴＡＲソフトウェアを使用
して見出され得る。
【００５４】
　本発明のＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドには、全長ヒトＲＯＳタンパク質（
配列番号：１に示されるアミノ酸配列を有する）ならびに配列番号：５、７、２２、２８
、５６、５８および６０（リーダー配列を含むか否かにかかわらない）に示されるアミノ
酸配列を有するＲＯＳ融合ポリペプチド、融合接合部（即ち、非ＲＯＳパートナー・タン
パク質とＲＯＳタンパク質との接合部における配列；表２を参照のこと）を包含する少な
くとも６つ連続するアミノ酸を含むポリペプチドをコードするアミノ酸配列、ならびに上
記のものに対して、少なくとも９０％の類似性、より好ましくは少なくとも９５％の類似
性、なおより好ましくは少なくとも９６％、９７％、９８％または９９％の類似性を有す
るポリペプチドが含まれる。
【００５５】
　以下に記載されるようなＲＯＳポリペプチド発現および／もしくはＲＯＳキナーゼ活性
を検出するためアッセイで有用な、またはＲＯＳタンパク質の機能／活性を阻害すること
が可能なＲＯＳ阻害性治療剤としての、全長ＲＯＳ特異的試薬およびＲＯＳ融合ポリペプ
チド特異的試薬（例えば、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体）。さらに、か
かるポリペプチドは、本発明に従う候補ＲＯＳ阻害性治療剤でもあるＲＯＳタンパク質結
合性タンパク質またはＲＯＳ融合タンパク質結合性タンパク質を「捕捉する」ために、酵
母ツー・ハイブリッド・システムにおいて使用され得る。酵母ツー・ハイブリッド・シス
テムは、ＦｉｅｌｄｓおよびＳｏｎｇ、Ｎａｔｕｒｅ　３４０巻：２４５～２４６頁（１
９８９年）に記載されている。
【００５６】
　いくつかの実施形態において、この試薬はさらに、検出可能な標識（例えば、蛍光標識
または赤外線標識）を含み得る。本明細書中に開示されるポリペプチド、ポリヌクレオチ
ドまたは試薬（例えば、抗体またはＦＩＳＨプローブ）に関して、「検出可能な標識」と
は、ポリペプチド、ポリヌクレオチドもしくは抗体の、またはポリペプチド、ポリヌクレ



(16) JP 6210977 B2 2017.10.11

10

20

30

40

50

オチドもしくは抗体に対する、化学的、生物学的または他の改変を意味し、これには、そ
れによって目的の分子の存在が検出され得る、蛍光（例えば、ＦＩＴＣまたはフィコエリ
トリン）、赤外線、質量（例えば、等圧タグ）、残基、色素（発色団色素）、放射性同位
体（例えば、３２Ｐ）、標識またはタグ（ｍｙｃタグまたはＧＳＴタグ）改変などが含ま
れるが、これらに限定されない。かかるポリペプチド、ポリヌクレオチドまたは試薬は従
って、「検出可能に標識される」といわれる。検出可能な標識は、共有結合（例えば、ペ
プチド結合またはホスホジエステル結合）または非共有結合的化学結合（例えば、イオン
結合）によって、ポリペプチド、ポリヌクレオチドまたは結合剤に付着され得る。
【００５７】
　本発明の方法において有用な試薬には、肺癌において発現される全長ＲＯＳタンパク質
、または多くのＲＯＳ融合タンパク質のうち１つに特異的に結合する、試薬、例えば、抗
体もしくはＡＱＵＡペプチド、またはそれらの結合部分が含まれるが、これらに限定され
ない。「特異的結合」または「特異的に結合する」とは、本発明の試薬または結合剤（例
えば、核酸プローブ、抗体またはＡＱＵＡペプチド）が、その標的分子（例えば、ＲＯＳ
融合ポリペプチドもしくはポリヌクレオチド、または全長ＲＯＳポリペプチドもしくはポ
リヌクレオチド）と相互作用することを意味し、この相互作用は、特定の構造（例えば、
ポリペプチド上の抗原決定基もしくはエピトープ、またはポリヌクレオチドのヌクレオチ
ド配列）の存在に依存する；言い換えれば、この試薬は、全てのポリペプチドまたはポリ
ヌクレオチドを一般に認識し結合するのではなく、特定のポリペプチドまたはポリヌクレ
オチド構造を認識し結合する。「その結合フラグメント」とは、標的分子に特異的に結合
する試薬のフラグメントまたは一部（例えば、抗体のＦａｂフラグメント）を意味する。
【００５８】
　標的分子に特異的に結合する試薬は、標的特異的試薬または抗標的試薬という場合があ
る。例えば、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）ポリペプチドに特異的に結合する抗体は、ＦＩＧ－Ｒ
ＯＳ（Ｌ）特異的抗体または抗ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）抗体という場合がある。同様に、Ｆ
ＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）ポリヌクレオチドに特異的に結合する核酸プローブは、ＦＩＧ－ＲＯ
Ｓ（Ｌ）特異的核酸プローブまたは抗ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）核酸プローブという場合があ
る。
【００５９】
　いくつかの実施形態において、標的分子がポリペプチドである場合、標的分子に特異的
に結合する試薬は、その標的分子（例えば、全長ＲＯＳまたはＲＯＳ融合ポリペプチド）
に対し、１×１０-6Ｍ以下の結合親和性（ＫD）を有する。いくつかの実施形態において
、標的分子に特異的に結合する本発明の試薬は、その標的分子に対し、１×１０-7Ｍ以下
のＫD、または１×１０-8Ｍ以下のＫD、または１×１０-9Ｍ以下のＫD、または１×１０-

10Ｍ以下のＫD、または１×１０-11Ｍ以下のＫD、または１×１０-12Ｍ以下のＫDを有す
る。特定の実施形態において、標的分子に特異的に結合する本発明の試薬のＫDは、その
標的分子に対し、１ｐＭ～５００ｐＭ、または５００ｐＭ～１μＭの間、または１μＭ～
１００ｎＭの間、または１００ｍＭ～１０ｎＭの間である。本発明の試薬が特異的に結合
する標的分子の非限定的な例には、全長ＲＯＳポリペプチド、またはＳＬＣ３４Ａ２－Ｒ
ＯＳ（Ｓ）融合ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（ＶＳ）融合ポリペプチド、ＳＬ
Ｃ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｌ）融合ポリペプチド、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド、ＦＩ
Ｇ－ＲＯＳ（Ｌ）融合ポリペプチド、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）融合ポリペプチド、ＦＩＧ－
ＲＯＳ（ＸＬ）融合ポリペプチドを含むＲＯＳ融合ポリペプチドおよびそれらのフラグメ
ント、特に、ＲＯＳ融合ポリペプチドのＲＯＳ部分と第２のタンパク質（例えば、ＳＬＣ
３４Ａ２、ＦＩＧまたはＣＤ７４）部分との接合部を含むフラグメントが含まれる。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、標的分子がポリヌクレオチドである場合、その標的分子
に特異的に結合する本発明の試薬は、ストリンジェントな条件下でその標的ポリヌクレオ
チドにハイブリダイズする試薬である。ヌクレオチド配列またはヌクレオチド・プローブ
・ハイブリダイゼーション条件に関して、用語「ストリンジェントな条件」は、約Ｔmマ
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イナス５℃（即ち、試薬または核酸プローブの融解温度（Ｔm）の５℃下）からＴmの約２
０℃～２５℃下までの範囲内に存在する「ストリンジェンシー」である。典型的なストリ
ンジェントな条件は以下である：以下：５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（７５０ｍＭ　
ＮａＣｌ、７５ｍＭクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）
、５×デンハルト溶液、１０％デキストラン硫酸および２０マイクログラム／ｍｌ変性剪
断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中での、４２℃での一晩のインキュベーション、その後約６
５℃での０．１×ＳＳＣ中でのフィルターの洗浄。当業者に理解されるように、ハイブリ
ダイゼーションのストリンジェンシーは、同一または関連のポリヌクレオチド配列を同定
または検出するために、変更され得る。「ストリンジェントな条件下で標的ポリヌクレオ
チド（例えば、全長ＲＯＳポリヌクレオチド）にハイブリダイズする試薬（例えば、ポリ
ヌクレオチドまたはヌクレオチド・プローブ）」は、試薬（例えば、ポリヌクレオチドま
たはヌクレオチド・プローブ（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡまたはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッ
ド））が、参照ポリヌクレオチドの長さ全体に沿ってハイブリダイズすること、または参
照ポリヌクレオチドの少なくとも約１５ヌクレオチド（ｎｔ）、もしくは少なくとも約２
０ｎｔ、もしくは少なくとも約３０ｎｔ、もしくは約３０～７０ｎｔである参照ポリヌク
レオチドの一部にハイブリダイズすることを意図する。本発明のこれらのヌクレオチド・
プローブは、本明細書中で考察されるような、診断プローブ（例えば、ＦＩＳＨ用）およ
びプライマー（例えば、ＰＣＲ用）として有用である。
【００６１】
　本発明の試薬が特異的に結合する標的分子の非限定的な例には、例えば配列番号：１の
配列を含む全長ＲＯＳポリペプチド（またはそれをコードするポリヌクレオチド）、例え
ば配列番号：６１の配列を含むＲＯＳタンパク質のキナーゼ・ドメイン（またはそれをコ
ードするポリヌクレオチド）、ＲＯＳポリペプチドの膜貫通ドメイン（またはそれをコー
ドするポリヌクレオチド）、例えば配列番号：５８の配列を含むＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）融
合ポリペプチド（またはＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ポリヌクレオチド）、例えば配列番号：５
６の配列を含むＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）融合ポリペプチド（またはＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）ポ
リヌクレオチド）、例えば配列番号６０の配列を含むＦＩＧ－ＲＯＳ（ＶＬ）融合ポリペ
プチド（またはＦＩＧ－ＲＯＳ（ＶＬ）ポリヌクレオチド）、例えば配列番号：２８の配
列を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（ＶＳ）融合ポリペプチド（またはＳＬＣ３４Ａ２－Ｒ
ＯＳ（ＶＳ）ポリヌクレオチド）、例えば配列番号７の配列を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯ
Ｓ（Ｓ）融合ポリペプチド（またはＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ）ポリヌクレオチド）、
例えば配列番号：５の配列を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｌ）融合ポリペプチド（また
はＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｌ）ポリヌクレオチド）、例えば配列番号２２の配列を含む
ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド（またはＣＤ７４－ＲＯＳポリヌクレオチド）および
それらのフラグメント、特に、ＲＯＳ融合ポリペプチドのＲＯＳ部分と第２のタンパク質
（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２、ＦＩＧまたはＣＤ７４）の部分との接合部を含むフラグメン
ト（例えば表２を参照のこと）が含まれる。
【００６２】
　開示された方法の実施において有用な試薬には、とりわけ、生物学的サンプル中の示さ
れたポリペプチドの発現に対応する、ならびに示されたポリペプチドの発現の検出および
定量に適切な、全長ＲＯＳ特異的抗体およびＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体ならびに
ＡＱＵＡペプチド（重同位体標識されたペプチド）が含まれる。従って、「ＲＯＳポリペ
プチド特異的試薬」は、生物学的サンプル中の発現されたＲＯＳポリペプチドに特異的に
結合することが可能な、発現されたＲＯＳポリペプチドの存在／レベルを検出および／ま
たは定量することが可能な、任意の生物学的または化学的な試薬である。ＲＯＳ融合タン
パク質中に存在するＲＯＳタンパク質の一部（例えばキナーゼ・ドメイン）に試薬が特異
的に結合する場合にも、ＲＯＳポリペプチド特異的試薬は、生物学的サンプル中の発現さ
れたＲＯＳ融合ポリペプチドに特異的に結合することが可能で、発現されたＲＯＳ融合ポ
リペプチドの存在／レベルを検出および／または定量することが可能である。この用語に
は、以下に考察する抗体およびＡＱＵＡペプチド試薬、ならびに本発明の範囲内の等価な
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結合剤が含まれるが、これらに限定されない。
【００６３】
　いくつかの実施形態において、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドに特異的に結
合する試薬は抗体である。いくつかの実施形態において、試薬（例えば抗体）は、全長Ｒ
ＯＳポリペプチドに特異的に結合する。いくつかの実施形態において、試薬（例えば抗体
）は、全長ＦＩＧポリペプチドに特異的に結合する。いくつかの実施形態において、試薬
（例えば抗体）は、全長ＳＬＣ３４Ａ２ポリペプチドに特異的に結合する。いくつかの実
施形態において、試薬（例えば抗体）は、全長ＣＤ７４ポリペプチドに特異的に結合する
。いくつかの実施形態において、試薬（例えば抗体）は、ＲＯＳ融合ポリペプチドに特異
的に結合し、全長ＲＯＳまたはその融合パートナー（例えば、全長ＦＩＧ、全長ＣＤ７４
または全長ＳＬＣ３４Ａ２）のいずれかの全長ポリペプチドには特異的に結合しない。
【００６４】
　本発明の方法の実施においては、他の試薬、例えば、野生型ＲＯＳタンパク質配列の細
胞外ドメイン中のエピトープに特異的に結合する（および従ってサンプル中の野生型ＲＯ
Ｓの存在（または非存在）を検出することが可能な）エピトープ特異的抗体、または野生
型ＲＯＳタンパク質配列のキナーゼ・ドメイン中のエピトープに特異的に結合する（およ
び従ってサンプル中のＲＯＳキナーゼ活性を有する任意のタンパク質の存在（または非存
在）を検出することが可能な）エピトープ特異的抗体も有用である。
【００６５】
　肺癌中の全長ＲＯＳタンパク質、またはＲＯＳ融合ポリペプチドの１つに特異的に結合
する抗体は、他の哺乳動物種、例えばマウスまたはウサギ中の、高度に相同なおよび等価
なエピトープ・ペプチド配列にも結合し得、逆もまた然りである。本発明の方法を実施す
るのに有用な抗体には、（ａ）モノクローナル抗体、（ｂ）標的ポリペプチド（例えば、
融合ポリペプチドの融合接合部）に特異的に結合する精製されたポリクローナル抗体、（
ｃ）他の非ヒト種（例えば、マウス、ラット）中の等価なおよび高度に相同なエピトープ
またはリン酸化部位に特異的に結合する、上記（ａ）～（ｂ）に記載された抗体、ならび
に（ｄ）本明細書中に開示された例示的抗体が結合する抗原（またはより好ましくはエピ
トープ）に特異的に結合する上記（ａ）～（ｃ）のフラグメントが含まれる。
【００６６】
　用語「抗体」（”ａｎｔｉｂｏｄｙ”または”ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ”）とは、その結
合フラグメント（即ち、抗体の標的分子に特異的に結合することが可能な抗体のフラグメ
ント、例えば、ＦabフラグメントおよびＦ（ａｂ’）2フラグメント）を含む、ＩｇＧ、
ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを含む全ての型の免疫グロブリン、ならびに組換え
抗体、ヒト化抗体、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体および／またはそれら
の結合フラグメントをいう。本発明の抗体は、任意の種の動物、例えば哺乳動物から誘導
され得る。非限定的な例示的な天然抗体には、ヒト抗体を生成するように遺伝子操作され
たトランスジェニックげっ歯類を含む、ヒト、ニワトリ、ヤギおよびげっ歯類（例えば、
ラット、マウス、ハムスターおよびウサギ）から誘導された抗体が含まれる（例えば、本
明細書中にその全体が参照により組み入れられる、Ｌｏｎｂｅｒｇら、ＷＯ９３／１２２
２７；米国特許第５，５４５，８０６号；およびＫｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉら、ＷＯ９１
／１０７４１；米国特許第６，１５０，５８４号を参照のこと）。本発明の抗体は、キメ
ラ抗体であってもよい。例えば、Ｍ．Ｗｒｏｓｅｒら、Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２
６巻：４０３～１１頁（１９８９年）；Ｍｏｒｒｉｓｉｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８１巻：６８５１頁（１９８４年）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒら、Ｎａｔ
ｕｒｅ　３１２巻：６０４頁（１９８４年）を参照のこと。これらの抗体は、米国特許第
４，４７４，８９３号（Ｒｅａｄｉｎｇ）または米国特許第４，８１６，５６７号（Ｃａ
ｂｉｌｌｙら）中に開示された方法に従って生成される組換えモノクローナル抗体であり
得る。これらの抗体はまた、米国特許第４，６７６，９８０号（Ｓｅｇｅｌら）中に開示
された方法に従って製造される、化学的に構築された特異的抗体であってもよい。
【００６７】
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　天然の抗体は、宿主動物によって生成される抗体であるが、本発明は、アミノ酸配列が
ネイティブ抗体の配列とは異なっている、遺伝的に変更された抗体もまた企図する。組換
えＤＮＡ技術の本出願への妥当性に起因して、これは、天然の抗体中に見出されるアミノ
酸の配列に限定される必要はない；抗体は、所望の特徴を得るために再設計され得る。可
能なバリエーションは多く、たった１個または数個のアミノ酸の変化から、例えば可変領
域または定常領域の完全な再設計までの範囲に及ぶ。定常領域における変化は、一般に、
補体結合、膜との相互作用および他のエフェクター機能などの特徴を改善または変更する
ために、行われる。可変領域における変化は、抗原結合特徴を改善するために行われる。
用語「ヒト化抗体」とは、本明細書中で使用する場合、元の結合能をなおも保持したまま
で、ヒト抗体とより近く似せるために非抗原結合領域中のアミノ酸が置き換えられた、抗
体分子をいう。他の具体的に企図される抗体は、オリゴクローナル抗体である。本明細書
中で使用する場合、語句「オリゴクローナル抗体」とは、別個のモノクローナル抗体の所
定の混合物をいう。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ９５／２０４０１；米国特許第５，７８９，
２０８号および米国特許第６，３３５，１６３号を参照のこと。一実施形態において、１
つまたはそれ以上のエピトープに対する抗体の所定の混合物からなるオリゴクローナル抗
体は、単一細胞中で生成される。他の実施形態において、オリゴクローナル抗体は、複数
の特異性を有する抗体を生成するために、共通の軽鎖とペアリングすることが可能な複数
の重鎖を含む（例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ０４／００９６１８）。オリゴクローナル抗体は
、単一の標的分子上の複数のエピトープを標的化することが望まれる場合に特に有用であ
る。本明細書中に開示されるアッセイおよびエピトープの観点から、当業者は、意図した
目的および所望の要求のために適用可能な抗体または抗体の混合物を生成または選択する
ことができる。
【００６８】
　組換え抗体もまた本発明中に含まれる。これらの組換え抗体は、天然の抗体と同じアミ
ノ酸配列を有するか、または天然の抗体の変更されたアミノ酸配列を有する。これらは、
原核生物および真核生物の両方の発現系を含む任意の発現系中で、またはファージ・ディ
スプレイ法を使用して作製され得る（例えば、その全体が参照により本明細書中に組み入
れられる、Ｄｏｗｅｒら、ＷＯ９１／１７２７１およびＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、ＷＯ９
２／０１０４７；米国特許第５，９６９，１０８号を参照のこと）。抗体は多くの方法で
操作され得る。これらは、単鎖抗体（小モジュラー免疫医薬（ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａ
ｃｅｕｔｉｃａｌ）またはＳＭＩＰ（商標）が含まれる）、ＦａｂおよびＦ（ａｂ’）2

フラグメントなどとして製造され得る。抗体は、ヒト化、キメラ化、脱免疫化（ｄｅｉｍ
ｍｕｎｉｚｅｄ）、または完全にヒトであり得る。多数の刊行物が、多くの型の抗体およ
びかかる抗体を操作する方法を示している。例えば、米国特許第６，３５５，２４５号；
米国特許第６，１８０，３７０号；米国特許第５，６９３，７６２号；米国特許第６，４
０７，２１３号；米国特許第６，５４８，６４０号；米国特許第５，５６５，３３２号；
米国特許第５，２２５，５３９号；米国特許第６，１０３，８８９号および米国特許第５
，２６０，２０３号を参照のこと。本発明の遺伝的に変更された抗体は、上述の天然の抗
体と機能的に等価であり得る。特定の実施形態において、本発明の改変された抗体は、改
善された安定性または／および治療効能を提供する。
【００６９】
　改変された抗体の非限定的な例には、抗原結合の有用性を顕著に有害に変更しない、ア
ミノ酸残基の保存的置換、およびアミノ酸の１つまたはそれ以上の欠失または付加を有す
る抗体が含まれる。置換は、治療上の有用性が維持される限り、１つまたはそれ以上のア
ミノ酸残基を変化または改変することから、領域の完全な再設計までの範囲に及び得る。
本発明の抗体は、翻訳後に改変され得る（例えば、アセチル化および／またはリン酸化）
か、または合成により改変され得る（例えば、標識化基の付着）。操作されたまたはバリ
アントの定常領域またはＦｃ領域を有する抗体は、エフェクター機能、例えば、抗体依存
性細胞傷害（ＡＤＣＣ）および補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）などを改変するのに有用で
あり得る。かかる操作されたまたはバリアントの定常領域またはＦｃ領域を有する抗体は
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、親シグナル伝達タンパク質が正常組織中で発現される場合に有用であり得る；これらの
場合にエフェクター機能を有さないバリアント抗体は、正常な組織に損傷を与えることな
しに、所望の治療応答を惹起し得る。従って、本開示の特定の態様および方法は、１つま
たはそれ以上のアミノ酸置換、挿入および／または欠失を含む、変更されたエフェクター
機能を有する抗体に関する。用語「生物学的に活性な」とは、天然に存在する分子の構造
的、調節的または生化学的機能を有するタンパク質をいう。同様に、「免疫学的に活性な
」とは、天然、組換えもしくは合成の全長ＲＯＳタンパク質もしくはＲＯＳ融合ポリペプ
チド（例えば、本明細書中に記載されるＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペプチドのうち１つ）ま
たはそれらの任意のオリゴペプチドが、適切な動物または細胞中で特異的免疫応答を誘導
する能力および特異的抗体と結合する能力をいう。
【００７０】
　単鎖抗体、ラクダ科動物抗体などを含む、４つ未満の鎖を有する抗体分子、ならびに重
鎖または軽鎖が含まれる抗体の構成要素もまた、本発明の範囲内である。いくつかの実施
形態において、免疫グロブリン鎖は、５’から３’の順で、可変領域および定常領域を含
み得る。可変領域は、構造ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３およ
びＦＲ４になるように、散在するフレームワーク（ＦＲ）領域と共に、３つの相補性決定
領域（ＣＤＲ）を含み得る。重鎖または軽鎖の可変領域、フレームワーク領域およびＣＤ
Ｒもまた、本発明の範囲内である。本発明の抗体は、ＣＨ１領域、ヒンジ、ＣＨ２および
ＣＨ３領域のいくつかまたは全てを含む、重鎖定常領域を含み得る。
【００７１】
　本発明の融合ポリペプチド特異的抗体の１つの非限定的なエピトープ部位は、融合ポリ
ペプチド配列の約１１～１７アミノ酸から本質的になるペプチド・フラグメントであり、
このフラグメントは、分子のＲＯＳ部分と非ＲＯＳ融合パートナー由来の分子の一部との
融合接合部を包含する。ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合接合部を包含するより短いまたは
より長いペプチド／エピトープに特異的に結合する抗体は、本発明の範囲内であることが
理解される。
【００７２】
　本発明は、抗体の使用に限定されないが、本発明の方法において有用な全長ＲＯＳ特異
的抗体またはＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体が結合するのと本質的に同じエピトープ
に対し、ＲＯＳタンパク質特異的様式またはＲＯＳ融合タンパク質特異的様式で結合する
、タンパク質結合性ドメインまたは核酸アプタマーなどの等価な分子を含む。例えば、Ｎ
ｅｕｂｅｒｇｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ　３１２巻：６０４頁（１９８４年）を参照のこと。
かかる等価な非抗体試薬は、以下にさらに記載される本発明の方法において適切に使用さ
れ得る。
【００７３】
　本発明の方法を実施するのに有用なポリクローナル抗体は、標準的な技術に従って、適
切な動物（例えば、ウサギ、ヤギなど）を、所望の融合タンパク質特異的エピトープを包
含する抗原（例えば、ＲＯＳ融合ポリペプチド中の非ＲＯＳタンパク質パートナーとＲＯ
Ｓタンパク質パートナーとの融合接合部）で免疫し、動物から免疫血清を収集し、免疫血
清からポリクローナル抗体を分離し、所望の特異性を有するポリクローナル抗体を精製す
ることによって、公知の手順に従って生成され得る。抗原は、周知の技術に従って選択お
よび構築された所望のエピトープ配列を含む合成ペプチド抗原であり得る。例えば、ＡＮ
ＴＩＢＯＤＩＥＳ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、第５章、７５～７６頁、
ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ編、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ（１９８８年）；Ｃｚｅｒｎｉｋ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇ
ｙ、２０１巻：２６４～２８３頁（１９９１年）；Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ、Ｊ．Ａｍ．Ｃ
ｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５巻：２１～４９頁（１９６２年）を参照のこと。本明細書中に記載
されたように生成されたポリクローナル抗体は、以下にさらに記載されるようにスクリー
ニングおよび単離され得る。
【００７４】
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　モノクローナル抗体はまた、本発明の方法において有益に利用され得、Ｋｏｈｌｅｒお
よびＭｉｌｓｔｅｉｎ．Ｎａｔｕｒｅ　２６５巻：４９５～９７頁（１９７５年）；Ｋｏ
ｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６巻：５１１頁（１９
７６年）の周知の技術に従って、ハイブリドーマ細胞株中で生成され得る；ＣＵＲＲＥＮ
Ｔ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ、Ａｕｓｕｂｅｌ
ら編（Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｉｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ　１９８９年から２０１
０年一杯までの毎年の更新）もまた参照のこと。そのように生成されたモノクローナル抗
体は、高度に特異的であり、本発明によって提供されるアッセイ方法の選択性および特異
性を改善する。例えば、適切な抗原（例えば、ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合接合部を含
む合成ペプチド）を含む溶液が、マウス中に注射され得、（従来技術と調和する）充分な
時間の後、マウスが屠殺され、脾臓細胞が得られ得る。次いで、脾臓細胞は、典型的には
ポリエチレン・グリコールの存在下で骨髄腫細胞と融合させることによって不死化されて
、ハイブリドーマ細胞が得られる。ウサギ融合ハイブリドーマは、例えば、米国特許第５
，６７５，０６３号に記載されるように生成され得る。次いで、ハイブリドーマ細胞を、
以下に記載するように、ヒポキサンチン－アミノプテリン－チミジン（ＨＡＴ）などの適
切な選択培地中で成長させ、上清が、所望の特異性を有するモノクローナル抗体について
スクリーニングされる。分泌された抗体は、例えば沈澱、イオン交換またはアフィニティ
・クロマトグラフィーなどの従来の方法によって、組織培養上清から回収され得る。
【００７５】
　モノクローナルＦａｂフラグメントは、当業者に公知の組換え技術によって、大腸菌中
でも生成され得る。例えば、Ｗ．Ｈｕｓｅ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６巻：１２７５～８１
頁（１９８９年）；Ｍｕｌｌｉｎａｘら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８
７巻：８０９５頁（１９９０年）を参照のこと。１つのアイソタイプのモノクローナル抗
体が特定の適用に望まれる場合、特定のアイソタイプは、最初の融合体からから選択する
ことによって直接調製され得る、またはクラス・スイッチ・バリアントを単離するための
同胞選択技術を使用することによって、異なるアイソタイプのモノクローナル抗体を分泌
する親ハイブリドーマから二次的に調製され得る（Ｓｔｅｐｌｅｗｓｋｉら、Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、８２巻：８６５３頁（１９８５年）；Ｓｐｉｒａら、
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ、７４巻：３０７頁（１９８４年））。モノクロー
ナル抗体の抗原結合部位は、ＰＣＲによってクローニングされ得、単鎖抗体は、ファージ
・ディスプレイされた組換え抗体または可溶性抗体として大腸菌中で生成され得る（例え
ば、ＡＮＴＩＢＯＤＹ　ＥＮＧＩＮＥＥＲＩＮＧ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ、１９９５年、Ｈ
ｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓｕｄｈｉｒ　Ｐａｕｌ編者、を参照のこと）。
【００７６】
　なおさらに、米国特許第５，１９４，３９２号、Ｇｅｙｓｅｎ（１９９０年）は、目的
の抗体の特定のパラトープ（抗原結合部位）に対して相補的なエピトープの形態上の等価
物（即ち、「ミモトープ」）であるモノマー（アミノ酸または他の化合物）の配列を検出
または決定する一般的な方法を記載している。より一般的には、この方法は、目的の特定
のレセプターのリガンド結合部位に対して相補的なリガンドのトポロジカルな等価物であ
るモノマーの配列を検出または決定することを含む。同様に、米国特許第５，４８０，９
７１号、Ｈｏｕｇｈｔｅｎら（１９９６年）は、線状Ｃ1－Ｃ－ロシル・ペロシル化（ｒ
ｏｓｙｌ　ｐｅｒｒｏｓｙｌａｔｅｄ）オリゴペプチドならびにかかるペプチドのセット
およびライブラリー、ならびに目的のアクセプター分子に優先的に結合するペロシル化オ
リゴペプチドの配列を決定するためにかかるオリゴペプチドのセットおよびライブラリー
を使用する方法を開示している。従って、本発明のエピトープ保有ペプチドの非ペプチド
・アナログもまた、これらの方法によって慣用的に生成され得る。
【００７７】
　本発明の方法において有用な抗体は、ポリクローナルであれモノクローナルであれ、標
準的な技術に従ってエピトープおよび融合タンパク質特異性についてスクリーニングされ
得る。例えば、Ｃｚｅｒｎｉｋら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、２０
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１巻：２６４～２８３頁（１９９１年）を参照のこと。例えば、抗体は、所望の両方の抗
原に対する特異性を確実にするために、および所望される場合には本発明の全長ＲＯＳタ
ンパク質、特定のＲＯＳ融合ポリペプチド（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ）ポリ
ペプチド）またはそれらのフラグメントのみとの反応性について、特異性ＥＬＩＳＡによ
ってペプチド・ライブラリーに対してスクリーニングされ得る。所望の標的のみとの反応
性を確認し、他のタンパク質に対する感知できる結合がないことを確実にするために、抗
体はまた、標的タンパク質を含む細胞調製物に対するウエスタン・ブロッティングによっ
て試験され得る。融合タンパク質特異的抗体の生成、スクリーニングおよび使用は、当業
者に公知であり、記載されている。例えば、米国特許公開番号２００５０２１４３０１を
参照のこと。
【００７８】
　本発明の方法において有用な抗体（例えば、全長ＲＯＳタンパク質特異的またはＲＯＳ
融合ポリペプチド特異的）は、類似の融合ポリペプチドなどの他のタンパク質またはポリ
ペプチド中の類似のエピトープとの、いくらかの限定された交差反応性を示し得る。殆ど
の抗体がある程度の交差反応性を示すので、これは予測されないことであり、抗ペプチド
抗体は、免疫化ペプチドに対して高い相同性または同一性を有するエピトープと交差反応
することが多い。例えば、Ｃｚｅｒｎｉｋ、上記を参照のこと。他の融合タンパク質との
交差反応性は、既知の分子量のマーカーと並べて、ウエスタン・ブロッティングによって
容易に特徴付けられる。交差反応するタンパク質のアミノ酸配列は、抗体が結合する全長
ＲＯＳタンパク質配列またはＲＯＳ融合ポリペプチド（例えば、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ポ
リペプチド）配列に対して高度に相同または同一な部位を同定するために試験され得る。
望ましくない交差反応性は、ペプチド・カラムでの抗体精製を使用した陰性選択によって
除去され得る。
【００７９】
　本明細書中で開示される方法を実施するのに有用な本発明のＲＯＳ特異的抗体およびＲ
ＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体は、理想的にはヒト融合ポリペプチドに対して特異的で
あるが、ヒト種自体に対する結合のみに限定されるわけではない。本発明は、他の哺乳動
物種（例えば、マウス、ラット、サル）における保存され高度に相同または同一なエピト
ープにも結合する抗体の生成および使用を含む。他の種における高度に相同または同一な
配列は、例えばＢＬＡＳＴを使用した、本明細書中に開示されるヒトＲＯＳタンパク質配
列（配列番号：１）およびヒトＲＯＳ融合ポリペプチド配列（配列番号：５、７、２２、
２８、５６、５８および６０）との標準的な配列比較によって、容易に同定され得る。
【００８０】
　本発明の方法において使用される抗体はさらに、特定のアッセイ形式、例えばＦＣ、Ｉ
ＨＣおよび／またはＩＣＣによって特徴付けられ得、かかる特定のアッセイ形式での使用
のために認証され得る。かかる方法における全長ＲＯＳタンパク質特異的抗体および／ま
たはＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体の使用は、本明細書中にさらに記載される。単独
でまたは以下に記載されるアッセイにおいて使用される、本明細書中に記載される抗体は
また、以下にさらに記載されるように、他のシグナル伝達（ホスホ－ＡＫＴ、ホスホ－Ｅ
ｒｋ１／２）および／または細胞マーカー（サイトケラチン）抗体と共にマルチ・パラメ
トリック分析において使用するために、蛍光色素（例えば、Ａｌｅｘａ４８８、フィコエ
リトリン）または標識、例えば量子ドットに、有利にコンジュゲート化され得る。
【００８１】
　本発明の方法を実施する際に、所与の生物学的サンプル中の本発明のＲＯＳ融合ポリペ
プチドおよび／または全長ＲＯＳの発現および／または活性も、全長ＲＯＳタンパク質に
特異的な（即ち、それに特異的に結合する）抗体またはＲＯＳ融合ポリペプチドに特異的
な抗体を使用して、有利に試験され得る。例えば、ＲＯＳ特異的抗体（即ち、全長ＲＯＳ
に特異的に結合する抗体）は、市販されている（例えば、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ．，Ｉｎｃ．（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ＣＡ）カタログ番号ｓｃ－６３４７；Ｃ
ｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．（Ｄａｎｖｅｒｓ、ＭＡ
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）、カタログ番号３２６６）；ならびにＡｂｃａｍ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ）、カタ
ログ番号ａｂ５５１２およびａｂ１０８４９２を参照のこと）。いくつかの実施形態にお
いて、本発明の方法において使用されるＲＯＳ特異的抗体は、ＲＯＳのキナーゼ・ドメイ
ンに特異的に結合し、従って、本明細書中に記載される全長ＲＯＳおよび全てのＲＯＳ融
合ポリペプチドを検出する。いくつかの実施形態において、本発明の方法において使用さ
れるＲＯＳ特異的抗体は、ＲＯＳのキナーゼ・ドメインに対してＣ末端側のＲＯＳタンパ
ク質上の領域に特異的に結合し、従って、本明細書中に記載される全長ＲＯＳおよび全て
のＲＯＳ融合ポリペプチドを検出する。かかる抗体は、標準的な方法に従っても生成され
得る。
【００８２】
　生物学的サンプル（例えば、腫瘍サンプル）中の全長ＲＯＳの発現および／もしくは活
性ならびに／またはＲＯＳ融合ポリペプチド発現の検出は、融合タンパク質単独が腫瘍を
駆動するか否か、または異常に発現された全長ＲＯＳもまた存在して腫瘍を駆動している
か否かについての情報を提供し得る。かかる情報は、融合タンパク質もしくは全長タンパ
ク質（複数可）またはその両方を標的化するか否かを評価する際に臨床的に有用であるか
、または腫瘍の進行を阻害する際および適切な治療剤またはその組み合わせを選択する際
に、最も有益である可能性が高い。本明細書中に開示される変異体ＲＯＳ中に存在しない
ＲＯＳキナーゼ細胞外ドメインに特異的な抗体は、変異体ＲＯＳキナーゼの存在／非存在
を決定するために特に有用であり得る。
【００８３】
　１つより多い抗体が、本明細書中に記載される方法の実施において使用され得ることが
理解される。例えば、１つまたはそれ以上のＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体は、ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチドが発現される癌において活性化されると疑われるまたは潜在的に活性
化される別のキナーゼ、レセプターまたはキナーゼ基質に特異的な抗体と共に、かかる癌
由来の細胞を含む生物学的サンプル中のかかる他のシグナル伝達分子の活性を検出するた
めに、同時に使用され得る。
【００８４】
　当業者は、上記した本発明の融合ポリペプチドおよびそのエピトープ保有フラグメント
が、他の分子の一部と組み合わされて、キメラ・ポリペプチドを創出し得ることを理解す
る。例えば、全長ＲＯＳまたはＲＯＳ融合ポリペプチドのエピトープ保有フラグメントは
、免疫グロブリン（ＩｇＧ）の定常ドメインと組み合わされて、キメラ・ポリペプチドの
精製を促進し得、そのキメラ・ポリペプチドのｉｎ　ｖｉｖｏ半減期を増加させ得る（例
えば、ＥＰＡ３９４，８２７；Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ　３３１巻：８４
～８６頁（１９８８年）中のＣＤ４－Ｉｇキメラ・タンパク質の例を参照のこと）。ジス
ルフィド結合したダイマー構造（例えば、ＩｇＧ部分由来）を有する融合タンパク質はま
た、モノマー・ポリペプチド単独よりも、他の分子を結合および中和する際により効果的
であり得る（Ｆｏｕｎｔｏｕｌａｋｉｓら、Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　２７０巻：３９５８～
３９６４頁（１９９５年）を参照のこと）。
【００８５】
　いくつかの実施形態において、全長ＲＯＳまたはＲＯＳ融合ポリペプチドに特異的に結
合する試薬は、例えば、ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合接合部を含むペプチド配列に対応
する、重同位体標識されたペプチド（即ち、ＡＱＵＡペプチド）である。かかるＡＱＵＡ
ペプチドは、生物学的サンプル中の発現されたＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペプチドの絶対的
定量に適切であり得る。本明細書中で使用する場合、用語「重同位体標識されたペプチド
」は、「ＡＱＵＡペプチド」と相互交換可能に使用される。複雑な混合物中のタンパク質
の絶対的定量または検出のためのＡＱＵＡペプチド（ＡＱＵＡ）の生成および使用が記載
されている。ＷＯ／０３０１６８６１、「Ａｂｓｏｌｕｔｅ　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｆｏｒｍｓ　Ｔｈｅｒｅｏ
ｆ　ｂｙ　Ｍｕｌｔｉｓｔａｇｅ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ」、Ｇｙｇｉら
、およびまたＧｅｒｂｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１
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００巻：６９４０～５頁（２００３年）（これらの教示は、本明細書により、その全体が
参照により本明細書中に組み入れられる）を参照のこと。かかるＡＱＵＡペプチドに関し
て用語「特異的に検出する」とは、そのペプチドが、ＡＱＵＡペプチド配列を含むポリペ
プチドおよびタンパク質のみを検出および定量し、ＡＱＵＡペプチド配列を含まないポリ
ペプチドおよびタンパク質を実質的に検出しないことを意味する。
【００８６】
　ペプチド標準との比較によって、生物学的サンプル中の、同じ配列およびタンパク質改
変を有するペプチドの絶対量を決定するために、ＡＱＵＡ方法論は、消化された生物学的
サンプル中への、既知の量の少なくとも１つの重同位体標識されたペプチド標準（ＬＣ－
ＳＲＭクロマトグラフィーによって検出可能な独自のシグネチャーを有する）の導入を使
用する。簡潔に述べると、ＡＱＵＡ方法論は、２つの段階を有する：ペプチド内部標準の
選択および認証ならびに方法開発；およびサンプル中の標的タンパク質を検出および定量
するための認証されたペプチド内部標準を使用した履行。この方法は、細胞溶解物などの
複雑な生物学的混合物内の所与のペプチド／タンパク質を検出および定量するための強力
な技術であり、例えば、薬物処置の結果としてのタンパク質リン酸化の変化を定量するた
め、または異なる生物学的状態にあるタンパク質のレベルにおける差異を定量するために
、使用され得る。
【００８７】
　一般に、適切な内部標準を開発するために、標的タンパク質配列内の特定のペプチド（
または改変されたペプチド）が、そのアミノ酸配列および消化のために使用される特定の
プロテアーゼに基づいて選択される。次いで、１つの残基が、安定な同位体（13Ｃ、15Ｎ
）を含む同じ残基で置換されるように、固相ペプチド合成によってペプチドが生成される
。この結果は、タンパク質分解によって形成された、そのネイティブの対応物に対して化
学的に同一なペプチドであるが、７－Ｄａの質量シフトによりＭＳによって容易に識別可
能である。次いで、新たに合成されたＡＱＵＡ内部標準ペプチドは、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳに
よって評価される。このプロセスは、逆相クロマトグラフィー、イオン化効率、および衝
突誘起解離を介したフラグメント化によって、ペプチド保持についての定性的情報を提供
する。ネイティブ・ペプチドおよび内部標準ペプチドのセットについての情報をもたらす
豊富なフラグメント・イオンが選択され、次いで、ペプチド標準の独自のプロファイルに
基づいた選択される反応モニタリング（ＬＣ－ＳＲＭ）法を形成するために、クロマトグ
ラフィー保持の関数として、立て続けに特異的にモニタリングされる。
【００８８】
　ＡＱＵＡストラテジーの第２段階は、複雑な混合物由来のタンパク質または改変された
タンパク質の量を測定するためのその履行である。細胞溶解物全体が、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
ゲル電気泳動によって典型的には分画され、タンパク質移動と一致するゲルの領域が切り
出される。このプロセスの後には、ＡＱＵＡペプチドの存在下でのゲル内（ｉｎ－ｇｅｌ
）タンパク質分解と、ＬＣ－ＳＲＭ分析とが続く（Ｇｅｒｂｅｒら、上記を参照のこと）
。ＡＱＵＡペプチドは、タンパク質分解酵素による細胞溶解物全体の消化によって得られ
た複雑なペプチド混合物中に混ぜ込まれ、上記のように、免疫親和性精製に供される。消
化（例えばトリプシン処理）によって形成されたネイティブ・ペプチドの保持時間および
フラグメント化パターンは、以前に決定されたＡＱＵＡ内部標準ペプチドのものと同一で
ある；従って、ＳＲＭ実験を使用したＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析は、内部標準および非常に複
雑なペプチド混合物に直接由来する分析物の両方の、高度に特異的かつ高感度の測定を生
じる。
【００８９】
　絶対量のＡＱＵＡペプチドが添加されるので（例えば、２５０ｆｍｏｌ）、曲線下面積
の比率は、元の細胞溶解物中のタンパク質の正確な発現レベルまたはタンパク質のリン酸
化形態を決定するために使用され得る。さらに、ネイティブ・ペプチドが形成される場合
、内部標準がゲル内消化の間に存在し、その結果、ゲル片からのペプチド抽出効率、サン
プル取り扱い（真空遠心分離を含む）の間の絶対的損失、およびＬＣ－ＭＳシステム中へ
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の導入の間の変動性は、ネイティブ・ペプチドおよびＡＱＵＡペプチドの存在量の決定さ
れた比率には影響を与えない。
【００９０】
　ＡＱＵＡペプチド標準は、標的タンパク質内のＩＡＰ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法によって以
前に同定された既知の配列について開発される。この部位が改変される場合、その部位内
の特定の残基の改変された形態を取り込む１つのＡＱＵＡペプチドが開発され得、改変さ
れていない形態の残基を取り込む第２のＡＱＵＡペプチドが開発され得る。この方法では
、２つの標準が、生物学的サンプル中のこの部位の改変された形態および改変されていな
い形態の両方を検出および定量するために使用され得る。
【００９１】
　ペプチド内部標準はまた、タンパク質の一次アミノ酸配列を試験し、プロテアーゼ切断
によって生成されるペプチドの境界を決定することによって、生成され得る。あるいは、
タンパク質は、プロテアーゼによって実際に消化され得、生成された特定のペプチド・フ
ラグメントが次いで配列決定され得る。適切なプロテアーゼには、セリン・プロテアーゼ
（例えば、トリプシン、ヘプシン）、メタロ・プロテアーゼ（例えば、ＰＵＭＰ１）、キ
モトリプシン、カテプシン、ペプシン、サーモリシン、カルボキシペプチダーゼなどが含
まれるが、これらに限定されない。
【００９２】
　標的タンパク質内のペプチド配列は、内部標準としてのペプチドの使用を最適化するた
めに、１つまたはそれ以上の基準に従って選択される。好ましくは、ペプチドのサイズは
、そのペプチド配列が他の非標的タンパク質中の別の箇所で反復される可能性を最小化す
るために選択される。従って、ペプチドは、好ましくは少なくとも約６アミノ酸である。
ペプチドのサイズは、イオン化周波数を最大化するためにも最適化される。従って、いく
つかの実施形態において、このペプチドは、約２０アミノ酸以下である。いくつかの実施
形態において、このペプチドは、約７～１５アミノ酸長の間である。質量分析の間に化学
的に反応性である可能性が低いペプチド配列もまた選択され、こうして、システイン、ト
リプトファンまたはメチオニンを含む配列が回避される。
【００９３】
　標的領域の改変された領域を含まないペプチド配列が選択され得、その結果、ペプチド
内部標準は、タンパク質の全ての形態の量を決定するために使用され得る。あるいは、改
変されたアミノ酸を包含するペプチド内部標準は、改変された形態の標的タンパク質のみ
を検出および定量するために望ましい場合がある。改変された領域および改変されていな
い領域の両方についてのペプチド標準は、特定のサンプル中の改変の程度を決定するため
（即ち、タンパク質の総量のどの部分が改変された形態によって示されるかを決定するた
め）に、一緒に使用され得る。例えば、特定の部位でリン酸化されることが公知のタンパ
ク質のリン酸化形態および未リン酸化形態の両方についてのペプチド標準は、サンプル中
のリン酸化形態の量を定量するために使用され得る。
【００９４】
　ペプチドは、１つまたはそれ以上の標識されたアミノ酸を使用して標識される（即ち、
標識は、ペプチドの実際の部分である）か、またはあまり好ましくはないが、標識は、標
準的な方法に従う合成の後に付着され得る。好ましくは、標識は、以下の条件に基づいて
選択される質量変更標識である：質量は、ＭＳ分析によって生成されたフラグメント質量
を、低い背景を有するスペクトルの領域にシフトさせるために独自であるべきである；イ
オン質量シグネチャー構成要素は、ＭＳ分析中の独自のイオン質量シグネチャーを好まし
くは示す標識化部分の一部である；標識の構成原子の質量の合計は、可能な全てのアミノ
酸のフラグメントとは独自に異なることが好ましい。結果として、標識されたアミノ酸お
よびペプチドは、得られた質量スペクトル中のイオン／質量パターンによって、標識され
ていないものから容易に識別される。好ましくは、イオン質量シグネチャー構成要素は、
２０種の天然アミノ酸のいずれかについての残基質量とは一致しない質量をタンパク質フ
ラグメントに付与する。
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【００９５】
　標識は、ＭＳのフラグメント化条件下で強固でなければならず、好ましくないフラグメ
ント化を受けない。標識化化学は、様々な条件下、特に変性条件下で有効でなければなら
ず、標識されたタグは、選択されたＭＳ緩衝液系中で可溶性のままであることが好ましい
。標識は好ましくは、タンパク質のイオン化効率を抑制せず、化学的に反応性でない。標
識は、各標識されたフラグメント位置において独自の質量分析パターンを生成するように
、２つ以上の同位体的に別個の種の混合物を含み得る。適切な同位体、例えば2Ｈ、13Ｃ
、15Ｎ、17Ｏ、18Ｏまたは34Ｓは、いくつかの非限定的な標識である。異なる同位体標識
を組み込むペプチド内部標準の対もまた、調製され得る。重同位体標識が組み込まれ得る
非限定的なアミノ酸残基には、ロイシン、プロリン、バリンおよびフェニルアラニンが含
まれる。
【００９６】
　ペプチド内部標準は、質量対電荷（ｍ／ｚ）比に従って特徴付けられ、好ましくは、ク
ロマトグラフィー・カラム（例えば、ＨＰＬＣカラム）上でのその保持時間に従っても特
徴付けられる。同一の配列の標識されていないペプチドと同時溶出する内部標準が、最適
な内部標準として選択される。次いで、内部標準は、任意の適切な手段、例えばアルゴン
またはヘリウムなどを衝突ガスとして使用する衝突誘起解離（ＣＩＤ）などによってペプ
チドをフラグメント化することによって分析される。次いで、フラグメントは、フラグメ
ント・イオン・スペクトルを得るため、ペプチド・フラグメント化シグネチャーを得るた
めに、例えば多段階質量分析（ＭＳn）によって分析される。好ましくは、ペプチド・フ
ラグメントは、各フラグメントに対応するピークが充分に分離できるように、ｍ／ｚ比に
おいて顕著な差異を有し、標的ペプチドについて独自のシグネチャーが得られる。適切な
フラグメント・シグネチャーが第１の段階で得られない場合、独自のシグネチャーが得ら
れるまで、さらなる段階のＭＳが実施される。
【００９７】
　ＭＳ／ＭＳおよびＭＳ3スペクトルにおけるフラグメント・イオンは典型的に、目的の
ペプチドに高度に特異的であり、ＬＣ法と合わせて、数千または数万のタンパク質を含む
細胞溶解物などの複雑なタンパク質混合物中の標的ペプチド／タンパク質を検出および定
量する高度に選択的な手段を可能にする。目的の標的タンパク質／ペプチドを潜在的に含
む任意の生物学的サンプルがアッセイされ得る。粗細胞抽出物または部分的に精製された
細胞抽出物が、好ましくは使用される。一般に、サンプルは、少なくとも０．０１ｍｇの
タンパク質、典型的には０．１～１０ｍｇ／ｍＬの濃度を有し、所望の緩衝液濃度および
ｐＨへと調整され得る。
【００９８】
　既知の量、好ましくは約１０フェムトモル濃度の、検出／定量される標的タンパク質に
対応する標識されたペプチド内部標準が次いで、細胞溶解物などの生物学的サンプルに添
加される。次いで、混ぜ込まれたサンプルは、消化を可能にするのに適切な時間期間にわ
たり、１つまたはそれ以上のプロテアーゼ（複数可）で消化される。次いで、標識された
内部標準およびその対応する標的ペプチドをサンプル中の他のペプチドから単離するため
に、（例えば、ＨＰＬＣ、逆相ＨＰＬＣ、キャピラリー電気泳動、イオン交換クロマトグ
ラフィーなどによって）分離が実施される。マイクロキャピラリーＬＣは、１つの非限定
的な方法である。
【００９９】
　次いで、各単離されたペプチドは、ＭＳにおいて選択された反応をモニタリングするこ
とによって試験される。これは、ペプチド内部標準の特徴付けによって獲得された予備知
識を使用し、次いで、目的のペプチドおよび内部標準の両方についてのＭＳ／ＭＳまたは
ＭＳnスペクトルにおける特異的イオンを継続的にモニタリングするためにＭＳを必要と
することを含む。溶出後、ペプチド標準および標的ペプチドの両方のピークについての曲
線下面積（ＡＵＣ）が計算される。２つの面積の比率は、分析において使用される細胞の
数およびタンパク質の分子量に対して標準化され得る絶対的定量を提供して、１細胞当た
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ｉら、およびＧｅｒｂｅｒら、上記中に記載されている。
【０１００】
　ＡＱＵＡ内部ペプチド標準（重同位体標識されたペプチド）は望ましくは、上記のよう
に、本発明の変異体ＲＯＳポリペプチド内の任意の独自の部位（例えば、ＦＩＧ－ＲＯＳ
融合ポリペプチド内の融合接合部）を検出および定量するために生成され得る。例えば、
ＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペプチドのうち１つの融合接合部配列に対応するＡＱＵＡホスホ
ペプチドが調製され得る。ペプチド標準は、ＦＩＧ－ＲＯＳ融合接合部について生成され
得、かかる標準は、生物学的サンプル中の融合接合部（即ち、ＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペ
プチドの存在）を検出および定量するために、ＡＱＵＡ方法論で使用され得る。
【０１０１】
　例えば、１つの非限定的な本発明のＡＱＵＡペプチドは、ＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペプ
チド（即ち、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）融合ポリペプチド）の短いバリアント中の融合接合部
の各側に直ぐ隣接する３つのアミノ酸に対応するアミノ酸配列

【化１】

を含み、ここでＦＩＧ遺伝子によりコードされるアミノ酸はイタリックであり、ＲＯＳ遺
伝子によってコードされるアミノ酸は太字である。融合接合部配列（ならびにその下流お
よび上流のさらなる残基）を含むより大きいＡＱＵＡペプチドもまた構築され得ることが
理解される。同様に、かかる配列の残基の全てより少ない残基を含む（しかし、融合接合
部自体の点はなおも含む）より小さいＡＱＵＡペプチドが、代替的に構築され得る。かか
るより大きいまたはより短いＡＱＵＡペプチドは、本発明の範囲内であり、ＡＱＵＡペプ
チドの選択および生成は、上記のように実施され得る（Ｇｙｇｉら、Ｇｅｒｂｅｒら、上
記を参照のこと）。
【０１０２】
　本明細書中に記載されるＲＯＳ融合タンパク質のうち１つの融合接合部に及ぶＡＱＵＡ
ペプチドの配列は、ＲＯＳ融合物特異的抗体が特異的に結合するエピトープでもあり得る
（またはかかるエピトープ中に含まれ得る）からであることに留意すべきである。「エピ
トープ」とは、抗体が特異的に結合し得る免疫原性エピトープ（即ち、免疫応答を惹起す
ることが可能である）または抗原性エピトープ（即ち、タンパク質分子の領域）のいずれ
かをいう。タンパク質の免疫原性エピトープの数は一般に、抗原性エピトープの数よりも
少ない。例えば、Ｇｅｙｓｅｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８
１巻：３９９８～４００２頁（１９８３年）を参照のこと。
【０１０３】
　表２は、本発明のＲＯＳ融合ポリペプチドの全ての融合接合部の配列のリストを提供し
、表中、非ＲＯＳ遺伝子によってコードされるアミノ酸はイタリックであり、ＲＯＳ遺伝
子によってコードされるアミノ酸は太字である。
【０１０４】
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【表２】

【０１０５】
　いくつかの実施形態において、哺乳動物肺癌は、ヒト由来（即ち、ヒト）である。いく
つかの実施形態において、哺乳動物肺癌はＮＳＣＬＣ（非小細胞肺癌腫）である。いくつ
かの実施形態において、哺乳動物肺癌はＳＣＬＣ（小細胞肺癌腫）である。本発明の方法
のさらなる実施形態において、哺乳動物はヒトであり、このヒトは、肺癌の処置のための
ＲＯＳ阻害性治療剤のための候補であり得る。ヒト候補は、ＲＯＳキナーゼ・インヒビタ
ーで現在処置されている、またはＲＯＳキナーゼ・インヒビターでの処置が検討されてい
る患者であり得る。別の実施形態において、哺乳動物は、大型動物、例えばウマまたはウ
シであるが、他の実施形態においては、哺乳動物は、小型動物、例えばイヌまたはネコで
あり、これらは全て、ＮＳＣＬＣおよびＳＣＬＣなどの肺癌を発生させることが知られて
いる。
【０１０６】
　本明細書中で使用する場合、用語「生物学的サンプル」は、その最も広い意味で使用さ
れ、ＲＯＳ融合ポリペプチドもしくは全長ＲＯＳタンパク質（シグナル・ペプチド配列を
有するまたは有さない）またはＲＯＳキナーゼ活性を有するそれらのフラグメントが含ま
れるがこれらに限定されないＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドを含むと疑われる
、任意の生物学的サンプルを意味する。生物学的サンプルには、唾液、粘膜、涙液、血液
、循環腫瘍細胞、血清、組織、骨髄、リンパ液／間質液、頬細胞、粘膜細胞、脳脊髄液、
精液、大便、血漿、尿、細胞の懸濁物、もしくは細胞およびウイルスの懸濁物またはそれ
らの抽出物が含まれるがこれらに限定されず、細胞、細胞から単離された染色体（例えば
、中期染色体のスプレッド）、ゲノムＤＮＡ（溶液中、またはサザン分析などのために固
体支持体に結合している）、ＲＮＡ（溶液中、またはノーザン分析などのために固体支持
体に結合している）、ｃＤＮＡ（溶液中、または固体支持体に結合している）を含み得る
。いくつかの実施形態において、生物学的サンプルは、癌性であると疑われる肺細胞を含
む。
【０１０７】
　哺乳動物癌由来の細胞（または細胞の抽出物）を含む任意の生物学的サンプルは、本発
明の方法での使用に適している。一実施形態において、生物学的サンプルは、腫瘍生検ま
たは腫瘍摘出から得られる細胞を含む。生検または摘出は、標準的な臨床技術に従って、
哺乳動物の臓器中に発生した原発性腫瘍から、または他の組織に転移した二次腫瘍により
得られ得る。別の実施形態において、生物学的サンプルは、腫瘍から採取された微細針吸
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引から得られる細胞を含み、かかる吸引を得るための技術は当該分野で周知である（Ｃｒ
ｉｓｔａｌｌｉｎｉら、Ａｃｔａ　Ｃｙｔｏｌ．３６巻（３号）：４１６～２２頁（１９
９２年）を参照のこと）。
【０１０８】
　生物学的サンプルは、胸水貯留などの浸出液から得られる細胞もまた含み得る。胸水貯
留（胸腔中の肺の外側で形成する、癌性細胞を含む液体）は、進行した肺癌（ＮＳＣＬＣ
を含む）を有する多数の患者において形成することが公知であり、かかる浸出液の存在は
、転帰不良および短い生存時間を予測する。胸水貯留サンプルを得るための標準的な技術
は記載されており、当該分野で周知である（Ｓａｈｎ、Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｓｔ　Ｍｅｄ．
３巻（２号）：４４３～５２頁（１９８２年）を参照のこと）。
【０１０９】
　生物学的サンプルは、気管支肺胞洗浄から得られる細胞を含み得る。気管支肺胞洗浄は
、気管支鏡が口または鼻を通過して肺に至る標準的な医療手順であり、流体が、肺の小部
分に吹きかけられ、次いで試験のために再収集される。
【０１１０】
　いくつかの実施形態において、生物学的サンプルは循環腫瘍細胞を含む。循環腫瘍細胞
（「ＣＴＣ」）は、例えば、商標Ｖｉｔａ－Ａｓｓａｙｓ（商標）、Ｖｉｔａ－Ｃａｐ（
商標）およびＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（登録商標）（Ｖｉｔａｔｅｘ、ＬＬＣ（Ｊｏｈｎｓ
ｏｎ　ａｎｄ　Ｊｏｈｎｓｏｎ　ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）から市販されている）の下で
販売されるキットおよび試薬を使用して精製され得る。ＣＴＣを単離するための他の方法
は記載されている（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ／２００２／０２０８２５、Ｃｒｉｓｔ
ｏｆａｎｉｌｌｉら、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌ．Ｊ．ｏｆ　Ｍｅｄ．３５１巻（８号）：７８１
～７９１頁（２００４年）およびＡｄａｍｓら、Ｊ．Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１３
０巻（２７号）：８６３３～８６４１頁（２００８年７月）を参照のこと）。特定の実施
形態において、循環腫瘍細胞（「ＣＴＣ」）は、単離され得、肺起源であると同定され得
る。
【０１１１】
　従って、本発明は、ＣＴＣを単離し、次いでＣＴＣ中のＲＯＳキナーゼ活性を有するポ
リペプチドまたはそれをコードする核酸分子（例えば、全長ＲＯＳポリペプチドもしくは
ポリヌクレオチドまたはＲＯＳ融合ポリペプチドもしくはポリヌクレオチド）の存在を同
定するために１つまたはそれ以上のアッセイ形式でＣＴＣをスクリーニングする方法を提
供する。
【０１１２】
　本明細書中に記載される生物学的サンプルの細胞抽出物は、粗製であるかまたは標準的
な技術に従って部分的に（もしくは完全に）精製されているかのいずれかで調製され得、
本発明の方法において使用され得る。あるいは、細胞全体を含む生物学的サンプルは、以
下に記載されるものなどの標準的な方法に従って、ｉｎ　ｖｉｔｒｏキナーゼ・アッセイ
、ＥＬＩＳＡアッセイ、免疫組織化学（ＩＨＣ）、フロー・サイトメトリー（ＦＣ）およ
び免疫蛍光（ＩＦ）、免疫組織化学（ＩＨＣ）、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーシ
ョン（ＦＩＳＨ）およびポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）などのアッセイ形式で利用され
得る（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、上記もまた参照のこと）。かかる細胞全体アッセイは
、腫瘍細胞サンプルの操作を最少化し、従って、細胞のｉｎ　ｖｉｖｏシグナル伝達／活
性化状態を変更するリスクおよび／またはアーチファクト・シグナルを導入するリスクを
低減するという点で、有利である。細胞全体アッセイはまた、腫瘍細胞および正常細胞の
混合物ではなく、腫瘍細胞中だけで発現およびシグナル伝達を特徴付けるので、有利であ
る。
【０１１３】
　従って、本発明の方法の実施において有用な生物学的サンプルは、ＲＯＳキナーゼ活性
を有するポリペプチド（例えば、全長ＲＯＳポリヌクレオチドもしくはポリペプチドまた
はＲＯＳ融合ポリヌクレオチドもしくはポリペプチド）の存在を特徴とする癌または疑わ
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れる癌が存在するまたは存在し得るもしくは発生している可能性がある任意の哺乳動物か
ら得られ得る。本明細書中で使用する場合、癌（または疑われる癌）および示された分子
（例えば、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド）に関して、語句「～を特徴とする
」とは、全長ＲＯＳおよび／またはＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドのかかる転
座、異常な発現が存在しない別の癌または正常組織と比較して、遺伝子の転座もしくは変
異（例えば、全長ＲＯＳの異常な発現を引き起こす）および／または発現されたＲＯＳキ
ナーゼ活性を有するポリペプチド（例えば、ＲＯＳ融合ポリペプチド）が存在する癌（ま
たは疑われる癌）を意味する。全長ＲＯＳおよび／またはＲＯＳキナーゼ活性を有するポ
リペプチドのかかる転座、異常な発現の存在は、かかる癌または疑われる癌の成長および
生存を、全体的にまたは部分的に駆動し得る（即ち、刺激し得るまたはその原因因子であ
り得る）。
【０１１４】
　従って、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドまたはそれをコードするポリヌクレ
オチド（例えば、全長ＲＯＳポリペプチドもしくはポリヌクレオチドまたはＲＯＳ融合ポ
リペプチドもしくはポリヌクレオチド）を含むと同定された患者由来の任意の生物学的サ
ンプル（例えば、ＣＴＣ、胸水貯留、針吸引、腫瘍生検など）は、患者の発生元の癌（例
えば、ＮＳＣＬＣまたはＳＣＬＣなどの肺癌）がＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチ
ドによって駆動されており、従って、少なくとも１つのＲＯＳキナーゼ阻害性治療剤を含
む組成物に対して応答する可能性が高いことを示し得る。
【０１１５】
　本明細書中で使用する場合、「応答する可能性が高い」とは、癌が、ＲＯＳ阻害性治療
剤に応答して（例えば、ＲＯＳ阻害性治療剤との接触またはＲＯＳ阻害性治療剤による処
置の際に）、成長の遅延または抑止を示す可能性がより高いことを意味する。いくつかの
実施形態において、ＲＯＳ阻害性治療剤に応答する可能性が高い癌は、ＲＯＳ阻害性治療
剤に応答して死ぬ癌である（例えば、癌細胞はアポトーシスする）。
【０１１６】
　哺乳動物癌腫瘍由来の細胞を含む生物学的サンプル中のＲＯＳキナーゼ活性を有するポ
リペプチド（またはそれをコードするポリヌクレオチド）の存在を評価する際には、かか
るＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドが存在しない細胞（例えば、健康な肺細胞）
を提示するコントロール・サンプルが、望ましくは、比較目的のために使用され得る。理
想的には、コントロール・サンプルは、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（また
はそれをコードするポリヌクレオチド）が存在しないサブセットを代表する特定の癌（例
えば肺癌）のサブセット由来の細胞を含む。従って、コントロール・サンプル対試験生物
学的サンプル中のレベルを比較することで、変異体ポリヌクレオチドおよび／またはポリ
ペプチド（複数可）が存在するか否かが同定される。あるいは、ＲＯＳキナーゼ活性を有
するポリペプチド（またはそれをコードするポリヌクレオチド）は、大多数の癌には存在
しない場合があるので、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（またはそれをコード
するポリヌクレオチド）を同様に発現しない任意の組織が、コントロールとして使用され
得る。
【０１１７】
　以下に記載される方法は、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドの存在を特徴とす
る癌およびその癌に関する処置決定についての有益な診断有用性を有する。例えば、生物
学的サンプルは、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドの存在を特徴とする癌を有す
ると以前に診断されておらず、かかる癌に対する処置を受けてもいない被験体から得られ
得、この方法は、かかる被験体中の腫瘍が、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（
またはそれをコードするポリヌクレオチド）が存在する／発現される腫瘍（例えば、ＮＳ
ＣＬＣまたはＳＣＬＣ）のサブセットに属すると診断的に同定するために使用される。
【０１１８】
　あるいは、生物学的サンプルは、ＥＦＧＲなどのキナーゼの１つの型の存在を特徴とす
る癌を有すると診断され、かかる癌の処置のためにＥＧＦＲインヒビター治療（例えば、
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Ｔａｒｃｅｖａ（商標）、Ｉｒｅｓｓａ（商標））などの治療を受けていた被験体から得
られ得、本発明の方法は、被験体の腫瘍がＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（ま
たはそれをコードするポリヌクレオチド）、例えば、全長ＲＯＳタンパク質、または多数
のＲＯＳ融合ポリペプチドのうち１つ（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ））の存在
もまた特徴とするか否か、従って、既存の治療に完全に応答する可能性が高いか否か、お
よび／または代替的もしくはさらなるＲＯＳ阻害性治療が望ましいもしくは認可されるか
否かを同定するために使用される。本発明の方法は、ＲＯＳ阻害性治療剤または治療剤の
組み合わせを含む組成物による被験体の処置後に、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプ
チドを発現する癌の進行または阻害をモニタリングするためにも使用され得る。
【０１１９】
　かかる診断アッセイは、予備評価または外科的調査手順の後またはその前に、実施され
得る。本発明の同定方法は、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド、例えばＲＯＳ融
合タンパク質（例えば、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ））の存在を特徴とする肺癌（例えば、非小
細胞肺癌）などの癌を有する患者を同定するための診断剤として有利に使用され得、この
患者は、ＲＯＳキナーゼ活性を阻害することを標的化した治療剤に応答する可能性が最も
高い。かかる患者を選択する能力は、さらなるＲＯＳ阻害性治療剤の効能の臨床的評価な
らびにかかる薬物の患者へのさらなる処方においても有用である。
【０１２０】
　ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（またはそれをコードするポリヌクレオチド
）、例えばＲＯＳ融合タンパク質もしくはＲＯＳ融合ポリヌクレオチドまたは全長ＲＯＳ
ポリペプチドもしくは全長ＲＯＳポリヌクレオチド（複数可）が存在する癌を選択的に同
定する能力は、診断目的のためにかかる腫瘍を正確に同定するため、ならびにかかる腫瘍
がＲＯＳ阻害性治療剤組成物に応答する可能性が高いか否か、または癌の処置のための単
一の薬剤として投与される場合に異なるキナーゼを標的化するインヒビターに対して部分
的もしくは完全に非応答性である可能性が高いか否かを決定する際に有用な情報を得るた
めの、重要な新規方法を可能にする。
【０１２１】
　本明細書中で使用する場合、「癌」または「癌性」とは、同じ細胞型の正常（即ち非癌
性）細胞と比較して、異常な成長を示す細胞を意味する。例えば、癌性細胞は、転移性ま
たは非転移性であり得る。癌性細胞はまた、同じ細胞型の正常細胞が接触阻害を示す場合
、接触阻害の欠如を示し得る。いくつかの実施形態において、癌は肺癌（例えば、非小細
胞肺癌または小細胞肺癌）である。本明細書中で使用する場合、「疑われる癌」（「疑わ
れる哺乳動物肺癌」でも同様）または「癌性であると疑われる組織」とは、疑われる癌と
同じ細胞または組織型の正常細胞または組織と比較していくつかの異常な特徴（例えば、
過形成性、または接触阻害の欠如）を有する細胞または組織であるが、医師または病理学
者によって癌性であると未だ確認されていない細胞または組織を意味する。
【０１２２】
　いくつかの実施形態において、本発明の種々の方法が、当業者に公知の種々の異なるア
ッセイ形式で実施され得る。方法のいくつかの非限定的な例には、イムノアッセイならび
にペプチド・アッセイおよびヌクレオチド・アッセイが含まれる。
【０１２３】
　イムノアッセイ
　本発明の方法の実施において有用なイムノアッセイは、均一系イムノアッセイまたは不
均一系イムノアッセイであり得る。均一系アッセイにおいて、免疫学的反応は通常、特異
的試薬（例えば、ＲＯＳ特異的抗体）、標識された分析物および目的の生物学的サンプル
を含む。標識から生じるシグナルは、標識された分析物に対する抗体の結合の際に、直接
的または間接的に改変される。免疫学的反応および反応の程度の検出の両方が、均一溶液
中で実施される。使用され得る免疫化学的標識には、フリー・ラジカル、放射性同位体、
蛍光色素、酵素、バクテリオファージ、補酵素などが含まれる。半導体ナノ結晶標識また
は「量子ドット」もまた有利に使用され得、それらの調製および使用は充分記載されてい
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る。Ｋ．Ｂａｒｏｖｓｋｙ、Ｎａｎｏｔｅｃｈ．Ｌａｗ　＆　Ｂｕｓ．１巻（２号）：Ａ
ｒｔｉｃｌｅ　１４（２００４年）およびそこで引用された特許を一般に参照のこと。
【０１２４】
　不均一系アッセイ・アプローチにおいて、これらの材料は通常、生物学的サンプル、結
合試薬（例えば抗体）、および検出可能なシグナルを生成するのに適した手段である。以
下にさらに記載される生物学的サンプルが使用され得る。抗体は一般に、ビーズ、プレー
トまたはスライドなどの支持体上に固定化され、液相中で抗原を含むと疑われるサンプル
と接触させられる。次いで支持体は、液相から分離され、支持体相または液相のいずれか
が、かかるシグナルを生成する手段を使用して、検出可能なシグナルについて試験される
。このシグナルは、生物学的サンプル中の分析物の存在に関連している。検出可能なシグ
ナルを生成する手段は、放射性標識、蛍光標識、酵素標識、量子ドットなどの使用を含む
。例えば、検出される抗原が第２の結合部位を含む場合、この部位に結合する抗体は、検
出可能な基にコンジュゲート化され得、分離工程の前に液相反応溶液に添加され得る。固
体支持体上の検出可能な基の存在は、試験サンプル中の抗原の存在を示す。適切なイムノ
アッセイの例は、ラジオイムノアッセイ、免疫蛍光法、酵素結合イムノアッセイなどであ
る。
【０１２５】
　本明細書中に開示された方法を実施するために有用であり得るイムノアッセイ形式およ
びそのバリエーションは、当該分野で周知である。Ｅ．Ｍａｇｇｉｏ、Ｅｎｚｙｍｅ－Ｉ
ｍｍｕｎｏａｓｓａｙ、（１９８０年）（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．、Ｂｏｃａ　Ｒ
ａｔｏｎ、Ｆｌａ．）を一般に参照のこと；例えば、米国特許第４，７２７，０２２号（
Ｓｋｏｌｄら、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ　Ｌｉｇａｎｄ－Ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏ
ｎ」）；米国特許第４，６５９，６７８号（Ｆｏｒｒｅｓｔら、「Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａ
ｙ　ｏｆ　Ａｎｔｉｇｅｎｓ」）；米国特許第４，３７６，１１０号（Ｄａｖｉｄら、「
Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｒｉｃ　Ａｓｓａｙｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ」）もまた参照のこと。試薬－抗体複合体の形成に適した条件は、当業者
に周知である。同上を参照のこと。ＲＯＳ特異的抗体は、「２部位（ｔｗｏ－ｓｉｔｅ）
」または「サンドイッチ」アッセイにおいて使用され得、単一のハイブリドーマ細胞株が
、標識されたモノクローナル抗体および結合したモノクローナル抗体の両方について供給
源として機能する。かかるアッセイは、米国特許第４，３７６，１１０号に記載されてい
る。検出可能な試薬の濃度は、ＲＯＳキナーゼ活性を有するタンパク質（例えば、全長Ｒ
ＯＳタンパク質またはＲＯＳ融合ポリペプチド）の結合が背景と比較して検出可能となる
のに充分でなければならない。
【０１２６】
　本明細書中に開示された方法の実施において有用な抗体は、沈澱などの公知の技術に従
って、診断アッセイに適した固体支持体（例えば、ラテックスまたはポリスチレンなどの
材料から形成されたビーズ、プレート、スライドまたはウェル）にコンジュゲート化され
得る。抗体または他の結合試薬は、公知の技術に従って、放射性標識（例えば、35Ｓ、12

5Ｉ、131Ｉ）、酵素標識（例えば、西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ、ロザリン（ｒｏｓａ
ｌｉｎｅ）ホスファターゼ）および蛍光標識（例えば、フルオレセイン）などの検出可能
な基に、同様にコンジュゲート化され得る。
【０１２７】
　細胞ベースのアッセイ、例えば、フロー・サイトメトリー（ＦＣ）、免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）または免疫蛍光（ＩＦ）は、臨床的に適切であり、ＲＯＳキナーゼ活性を有するタ
ンパク質（例えば、全長ＲＯＳポリペプチドまたはＲＯＳ融合ポリペプチド）のｉｎ　ｖ
ｉｖｏでの発現の検出を可能にし、抽出物を得るために例えば腫瘍サンプルから得られた
細胞を操作することから生じる活性におけるアーチファクト変化のリスクを回避するので
、かかるアッセイ形式は、本発明の方法を実施する際に特に望ましい。従って、いくつか
の実施形態において、本発明の方法は、フロー・サイトメトリー（ＦＣ）、免疫組織化学
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（ＩＨＣ）または免疫蛍光（ＩＦ）アッセイ形式で実施される。
【０１２８】
　フロー・サイトメトリー（ＦＣ）は、ＲＯＳキナーゼ活性を阻害することを標的化した
薬物での処置の前、その間およびその後に、哺乳動物腫瘍中のＲＯＳキナーゼ活性を有す
るポリペプチドの発現を決定するために使用され得る。例えば、微細針吸引由来の腫瘍細
胞は、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドまたはそれをコードするポリヌクレオチ
ド（例えば、全長ＲＯＳポリヌクレオチドもしくはポリペプチドまたはＲＯＳ融合ポリヌ
クレオチドもしくはポリペプチド）の発現および／または活性化について、ならびにその
ように望まれる場合には癌細胞型などを同定するマーカーについて、フロー・サイトメト
リーによって分析され得る。フロー・サイトメトリーは、標準的な方法に従って実施され
得る。例えば、Ｃｈｏｗら、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ
　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ）４６巻：７２～７８頁（２００１年）を参照
のこと。簡潔に例として述べると、サイトメトリー分析のための以下のプロトコルが使用
され得る：２％パラホルムアルデヒドで３７℃で１０分間の細胞の固定、その後氷上で１
０分間の９０％メタノールでの透過処理。次いで細胞は、一次抗体（例えば、全長ＲＯＳ
特異的抗体またはＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体）で染色され、洗浄され、蛍光標識
された二次抗体で標識され得る。次いで細胞は、使用される機器の具体的なプロトコルに
従って、フロー・サイトメータ（例えば、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＦＣ５００
）で分析される。かかる分析は、腫瘍中の発現された全長ＲＯＳまたはＲＯＳ融合ポリペ
プチドのレベルを同定する。ＲＯＳ阻害性治療剤による腫瘍の処置後の同様の分析は、Ｒ
ＯＳキナーゼの標的化インヒビターに対する全長ＲＯＳ発現腫瘍またはＲＯＳ融合ポリペ
プチド発現腫瘍の応答性を明らかにする。
【０１２９】
　免疫組織化学（ＩＨＣ）染色もまた、ＲＯＳキナーゼ活性を阻害することを標的化する
治療剤での処置の前、その間またはその後に、哺乳動物癌（例えば肺癌）中のＲＯＳキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドの発現および／または活性化状態を決定するために使用さ
れ得る。ＩＨＣは、周知の技術に従って実施され得る。例えば、ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ：
Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、第１０章、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ編、
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（１９８８年）を参照の
こと。簡潔に例として述べると、パラフィン包埋した組織（例えば、生検由来の腫瘍組織
）は、キシレンに次ぎエタノールで組織切片を脱パラフィン化すること；水、次いでＰＢ
Ｓ中で水和すること；クエン酸ナトリウム緩衝液中でスライドを加熱することによって抗
原をアンマスキングすること；過酸化水素中で切片をインキュベートすること；ブロッキ
ング溶液中でブロッキングすること；一次抗体（例えば、ＲＯＳ特異的抗体）および二次
抗体中でスライドをインキュベートすること；ならびにアビジン／ビオチン法を使用して
最後に検出することによって、免疫組織化学染色のために調製され得る。
【０１３０】
　免疫蛍光（ＩＦ）アッセイもまた、ＲＯＳキナーゼ活性を阻害することを標的化する治
療剤での処置の前、その間またはその後に、哺乳動物癌中のＲＯＳキナーゼ活性を有する
ポリペプチド（例えば、全長ＲＯＳポリペプチドまたはＲＯＳ融合ポリペプチド）の発現
および／または活性化状態を決定するために使用され得る。ＩＦは、周知の技術に従って
実施され得る。例えば、Ｊ．Ｍ．ｐｏｌａｋおよびＳ．Ｖａｎ　Ｎｏｏｒｄｅｎ（１９９
７年）ＩＮＴＲＯＤＵＣＴＩＯＮ　ＴＯ　ＩＭＭＵＮＯＣＹＴＯＣＨＥＭＩＳＴＲＹ、第
２版；ＲＯＹＡＬ　ＭＩＣＲＯＳＣＯＰＹ　ＳＯＣＩＥＴＹ　ＭＩＣＲＯＳＣＯＰＹ　Ｈ
ＡＮＤＢＯＯＫ　３７、ＢｉｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ／Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ
を参照のこと。簡潔に例として述べると、患者サンプルは、パラホルムアルデヒドに次い
でメタノール中で固定され、ウマ血清などのブロッキング溶液でブロッキングされ、ＲＯ
Ｓキナーゼ活性を有するポリペプチド（例えば、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド）に
対する（即ち、それに特異的に結合する）一次抗体に次いでＡｌｅｘａ４８８などの蛍光
色素で標識された二次抗体と共にインキュベートされ、落射蛍光顕微鏡で分析され得る。
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【０１３１】
　ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドの発現および／または活性を測定するための
、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、ウエスタ
ン・ブロッティング分析、ｉｎ　ｖｉｔｒｏキナーゼ・アッセイおよび蛍光活性化セル・
ソーティング（ＦＡＣＳ）を含む種々の他のプロトコルは、当該分野で公知であり、ＲＯ
Ｓキナーゼ活性を有するポリペプチド（例えば、全長ＲＯＳ、またはＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ
）融合ポリペプチドなどのＲＯＳ融合ポリペプチド）の存在を診断するための基礎を提供
する。全長ＲＯＳポリペプチド発現の正常値または標準値は、正常な哺乳動物被験体、好
ましくはヒトから採取した体液または細胞抽出物を、全長ＲＯＳポリペプチドに特異的に
結合する抗体と、複合体形成に適した条件下で合わせることによって、確立される。標準
的な複合体形成の量は、種々の方法により定量され得るが、好ましくは測光手段によって
定量され得る。生検組織由来の被験体サンプル、コントロール・サンプルおよび疾患サン
プル中の発現された全長ＲＯＳポリペプチドの量は、標準値と比較される。標準値と被験
体値との間のずれは、疾患を診断するためのパラメータを確立する。もちろん、本明細書
中で記載するように、ＲＯＳキナーゼ活性を有するタンパク質（例えば、ＦＩＧ－ＲＯＳ
（Ｓ）またはＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ））は、癌性肺組織において発見されたので、
正常な肺組織の生物学的サンプルは、これらのＲＯＳキナーゼ活性を有するタンパク質（
またはそれをコードするポリヌクレオチド）を含まないと予測される。
【０１３２】
　別の態様において、本発明は、哺乳動物肺癌または疑われる哺乳動物肺癌由来の生物学
的サンプル中のＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
の存在を検出する方法を提供し、前記方法は以下の工程を含む：（ａ）哺乳動物肺癌また
は疑われる哺乳動物肺癌から生物学的サンプルを得る工程、および（ｂ）前記生物学的サ
ンプルに対する試薬の特異的結合の検出が、ＲＯＳキナーゼ活性を有する前記ポリペプチ
ドをコードする前記ポリヌクレオチドが前記生物学的サンプル中に存在することを示す、
ＲＯＳキナーゼ活性を有する前記ポリペプチドをコードする前記ポリヌクレオチドに特異
的に結合する試薬を利用して、前記ポリヌクレオチドが前記生物学的サンプル中に存在す
るか否かを決定する工程。
【０１３３】
　ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの存在は、任
意の標準的な方法によって評価され得る。さらに、これらの方法は、上記のように、ＲＯ
Ｓキナーゼ活性を有するポリペプチドを検出するための方法と組み合わされ得る。
【０１３４】
　ヌクレオチド・アッセイ
　本発明の方法の実施において有用な全長ＲＯＳポリヌクレオチドまたはＲＯＳ融合ポリ
ヌクレオチド特異的結合試薬はまた、生物学的サンプル中の融合ポリペプチド発現転写物
または切断型ポリペプチド発現転写物に直接ハイブリダイズし、それを検出し得る、ｍＲ
ＮＡ、オリゴヌクレオチドまたはＤＮＡプローブであり得る。かかるプローブは、本明細
書中で詳細に考察されている。簡潔に例として述べると、ホルマリン固定パラフィン包埋
（ＰＰＦＥ）患者サンプルは、フルオレセイン標識されたＲＮＡプローブで精査され、次
いでホルムアミド、ＳＳＣおよびＰＢＳで洗浄され、蛍光顕微鏡で分析され得る。
【０１３５】
　ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドもまた、診断
目的に使用され得る。使用され得るポリヌクレオチドには、オリゴヌクレオチド配列、ア
ンチセンスＲＮＡおよびＤＮＡ分子、ならびにＰＮＡが含まれる。ポリヌクレオチドは、
ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（例えば、ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは全長
ＲＯＳ）の発現が疾患と相関し得る生検組織中の遺伝子発現を検出および定量するために
使用され得る。診断アッセイは、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドの非存在と、
存在と、過剰な発現とを識別するため、および治療的介入の間にＲＯＳキナーゼ活性を有
するポリペプチドのレベルの調節をモニタリングするために、使用され得る。
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【０１３６】
　一実施形態において、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする（例えば
、ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは全長ＲＯＳタンパク質をコードする）、ゲノム配列を含
むポリヌクレオチド配列を検出することが可能なＰＣＲプライマーを用いたハイブリダイ
ゼーションが、かかるＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする核酸配列を
同定するために使用され得る。それが高度に特異的な領域、例えば融合接合部中の１０個
の独自のヌクレオチドから作成されたにしろ、特異性の低い領域、例えば３’コード領域
から作成されたにしろプローブの特異性、ならびにハイブリダイゼーションまたは増幅の
ストリンジェンシー（最大、高い、中間または低い）は、このプローブが、ＲＯＳキナー
ゼ・ポリペプチド（例えば、全長ＲＯＳまたはＲＯＳ融合タンパク質）、対立遺伝子また
は関連配列をコードする天然に存在する配列のみを同定するか否かを決定する。
【０１３７】
　プローブは、関連配列の検出のためにも使用され得、変異体ＲＯＳポリペプチド・コー
ド配列のいずれか由来のヌクレオチドを少なくとも５０％好ましくは含まなければならな
い。本発明のハイブリダイゼーション・プローブ（例えば、ＦＩＳＨプローブまたはサザ
ン・ブロッティング・プローブもしくはノーザン・ブロッティング・プローブ）は、ＤＮ
ＡまたはＲＮＡであり得、配列番号：＿＿＿＿のヌクレオチド配列［ＲＯＳおよび全ての
ＲＯＳ融合タンパク質のＤＮＡ配列］から誘導され得る。いくつかの実施形態において、
ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドがＲＯＳ融合タンパク質である場合、融合接合
部を包含する、またはプロモーター、エンハンサー・エレメント、ならびに天然に存在す
るＲＯＳ遺伝子および融合パートナー遺伝子（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２、ＦＩＧまたはＣ
Ｄ７４）のイントロンを含むゲノム配列由来の、ハイブリダイゼーション・プローブ。
【０１３８】
　ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド（即ち、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）またはＣＤ７４－ＲＯＳな
どのＲＯＳ融合ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド）または全長ＲＯＳポリヌク
レオチドは、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドの変更された発現を検出するため
に患者生検由来の流体または組織を利用する、サザンもしくはノーザン分析、ドット・ブ
ロットもしくは他のメンブレン・ベースの技術において；ＰＣＲ技術において；またはデ
ィップ・スティック、ピン、ＥＬＩＳＡもしくはチップ・アッセイにおいて、使用され得
る。かかる定性的方法および定量的方法は、当該分野で周知である。特定の態様において
、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は、非小細胞
肺癌腫（ＮＳＣＬＣ）および小細胞肺癌腫を含む種々の肺癌の活性化または誘導を検出す
るアッセイにおいて有用であり得る。ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコード
するポリヌクレオチドは、標準的な方法によって検出可能に標識され得、ハイブリダイゼ
ーション複合体の形成に適した条件下で、患者由来の流体または組織サンプルに添加され
得る。適切なインキュベーション期間の後、サンプルは洗浄され、シグナルが定量されて
標準値と比較される。生検サンプルまたは抽出サンプル中のシグナルの量が、比較可能な
コントロール・サンプルのシグナルの量から顕著に変更されている場合、そのヌクレオチ
ド配列は、サンプル中のヌクレオチド配列とハイブリダイズしており、サンプル中のＲＯ
Ｓキナーゼ活性を有するポリペプチド（例えば、ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは全長ＲＯ
Ｓポリペプチド）をコードするヌクレオチド配列の存在または変更されたレベルは、関連
する疾患の存在を示す。かかるアッセイは、動物研究、臨床試験における特定の治療的処
置レジメンの効能を評価するため、または個々の患者の処置をモニタリングする際にも、
使用され得る。
【０１３９】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、ＰＣＲアッセイ形式を使用して実施さ
れる。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、当業者にとって標準的である。例えば、ＭＯ
ＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ、Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ、第２版、
Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．、Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．およびＭａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．編、
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ
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　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（１９８９年）を参照のこと。ＰＣＲプライマ
ー（オリゴマーとも呼ばれる）は、化学的に合成され得、酵素的に生成され得、または組
換え供給源から生成され得る。オリゴマーは、好ましくは２つのヌクレオチド配列からな
り、一方はセンス方向（５’から３’）であり、もう一方はアンチセンス方向（３’から
５’）であり、特定の遺伝子または状態の同定のために最適化された条件下で使用される
。同じ２つのオリゴマー、オリゴマーのネステッド・セット、またはさらにはオリゴマー
の変性プールが、密接に関連したＤＮＡまたはＲＮＡ配列の検出および／または定量のた
めに、あまりストリンジェントでない条件下で使用され得る。
【０１４０】
　ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（例えば、ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは完
全ＲＯＳポリペプチド）の発現を定量するためにも使用され得る方法には、ヌクレオチド
を放射性標識またはビオチン化すること、コントロール核酸の同時増幅、および実験結果
を解釈するための検量線が含まれる（Ｍｅｌｂｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ、１５９巻：２３５～２４４頁（１９９３年）；Ｄｕｐｌａａら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．２２９～２３６頁（１９９３年））。複数のサンプルの定量の速度は、目的のオ
リゴマーが種々の希釈で提示されるＥＬＩＳＡ形式でアッセイを実行することによって加
速され得、分光光度的または比色的な応答が、迅速な定量を与える。
【０１４１】
　本発明の別の実施形態において、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードす
るポリヌクレオチドは、天然に存在するゲノム配列をマッピングするために有用なハイブ
リダイゼーション・プローブを生成するために使用され得る。配列は、周知の技術を使用
して、特定の染色体または染色体の特定の領域にマッピングされ得る。かかる技術には、
Ｐｒｉｃｅ，Ｃ．Ｍ．、Ｂｌｏｏｄ　Ｒｅｖ．７巻：１２７～１３４頁（１９９３年）お
よびＴｒａｓｋ，Ｂ．Ｊ．、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．７巻：１４９～１５４頁（１９
９１年）で概説されるような、蛍光ｉｎ－ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）
、ＦＡＣＳまたは人工染色体構築、例えば酵母人工染色体、細菌人工染色体、細菌Ｐ１構
築もしくは単一染色体ｃＤＮＡライブラリーが含まれる。
【０１４２】
　さらなる実施形態において、蛍光ｉｎ－ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）
が、本発明の方法において使用される（Ｖｅｒｍａら、ＨＵＭＡＮ　ＣＨＲＯＭＯＳＯＭ
ＥＳ：Ａ　ＭＡＮＵＡＬ　ＯＦ　ＢＡＳＩＣ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ、Ｐｅｒｇａｍｏｎ
　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．（１９８８年）中に記載されるとおり）。い
くつかの実施形態において、ＦＩＳＨアッセイは、他の物理的染色体マッピング技術およ
び遺伝子マップ・データと相関し得る。ＦＩＳＨ技術は周知である（例えば、米国特許第
５，７５６，６９６号；米国特許第５，４４７，８４１号；米国特許第５，７７６，６８
８号；および米国特許第５，６６３，３１９号を参照のこと）。遺伝子マップ・データの
例は、１９９４年のＧｅｎｏｍｅ　Ｉｓｓｕｅ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（２６５：１９８
１ｆ）中に見出され得る。物理的染色体マップ上の、ＲＯＳタンパク質をコードする遺伝
子および／またはＲＯＳ融合ポリペプチドの場合にはＲＯＳ融合タンパク質の融合パート
ナーをコードする遺伝子（例えば、ＦＩＧ遺伝子、ＳＬＣ３４Ａ２遺伝子またはＣＤ７４
遺伝子）の位置と、特定の疾患または特定の疾患の素因との相関は、遺伝疾患に関連する
ＤＮＡの領域を区切るのを助け得る。本発明のヌクレオチド配列は、正常個体、キャリア
個体または罹患個体間の遺伝子配列における差異を検出するために使用され得る。
【０１４３】
　染色体調製物のｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションおよび物理的マッピング技術、
例えば確立された染色体マーカーを使用する連鎖分析が、遺伝子マップを拡張するために
使用され得る。マウスなどの別の哺乳動物種の染色体上の遺伝子の配置は、特定のヒト染
色体の番号または腕が知られていない場合であっても、関連するマーカーを明らかにし得
る。新規配列が、物理的マッピングによって、染色体の腕またはその一部に割り当てられ
得ることが多い。これは、ポジショナル・クローニングまたは他の遺伝子発見技術を使用
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して疾患遺伝子について精査する調査者に、有益な情報を提供する。疾患または症候群が
、例えば、１１ｑ２２－２３へのＡＴのように（Ｇａｔｔｉら、Ｎａｔｕｒｅ　３３６巻
：５７７～５８０頁（１９８８年））、特定のゲノム領域への遺伝子連鎖によって大まか
に局在化されると、その領域への任意の配列マッピングは、さらなる調査のための関連の
遺伝子または調節遺伝子を提示し得る。本発明のヌクレオチド配列は、正常個体、キャリ
ア個体または罹患個体において、転座、逆位などに起因する染色体位置における差異を検
出するためにも使用され得る。
【０１４４】
　ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド（例えば、全
長ＲＯＳ、またはＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）などのＲＯＳ融合ポリヌクレオチド）を検出する
ための全ての方法（例えば、ＰＣＲおよびＦＩＳＨ）は、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポ
リペプチドまたはＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ドを検出するための他の方法と組み合わされ得ることを理解すべきである。例えば、生物
学的サンプルの遺伝子材料中のＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）融合ポリヌクレオチド（例えば、循
環腫瘍細胞中のＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ））の検出の後には、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ポリヌク
レオチドが実際に生物学的サンプル中でＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）融合ポリペプチドとして発
現されたか否かを決定するために、サンプルのタンパク質のウエスタン・ブロッティング
分析または免疫組織化学（ＩＨＣ）分析が続き得る。かかるウエスタン・ブロッティング
またはＩＨＣ分析は、検出されたＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）ポリヌクレオチドによってコード
されるポリペプチドに特異的に結合する抗体を使用して実施され得るか、または分析は、
全長ＦＩＧ（例えば、タンパク質のＮ末端に結合する）または全長ＲＯＳ（例えば、ＲＯ
Ｓのキナーゼ・ドメイン中のエピトープに結合する）のいずれかに特異的に結合する抗体
を使用して実施され得る。かかるアッセイは当該分野で公知である（例えば、米国特許第
７，４６８，２５２号を参照のこと）。
【０１４５】
　別の例において、ＤａｋｏのＣＩＳＨ技術は、同じ組織切片上で免疫組織化学と共に発
色性（ｃｈｒｏｍａｔｏｇｅｎｉｃ）ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションを可能にす
る。ＣＩＳＨおよびＦＩＳＨの比較については、Ｅｌｌｉｏｔら、Ｂｒ　Ｊ　Ｂｉｏｍｅ
ｄ　Ｓｃｉ　２００８年；６５巻（４号）：１６７～１７１頁、２００８年を参照のこと
。
【０１４６】
　本発明の別の態様は、ＲＯＳキナーゼによって駆動される肺癌または疑われる肺癌を有
すると患者を診断する方法を提供する。この方法は、前記肺癌または疑われる肺癌の生物
学的サンプル（このとき、生物学的サンプルは、少なくとも１つの核酸分子を含む）を、
ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする核酸分子、例えば全長ＲＯＳポリ
ヌクレオチドまたはＲＯＳ融合ポリヌクレオチド（例えば、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）融合ポ
リヌクレオチド、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）融合ポリヌクレオチド、ＦＩＧ－ＲＯＳ（ＶＬ）
融合ポリヌクレオチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ）融合ポリヌクレオチド、ＳＬＣ３
４Ａ２－ＲＯＳ（ＶＳ）融合ポリヌクレオチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｌ）融合ポリ
ヌクレオチドもしくはＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド）にハイブリダイズするプ
ローブと、ストリンジェントな条件下で接触させることを含み、前記生物学的サンプル中
の少なくとも１つの核酸分子に対する前記プローブのハイブリダイゼーションは、前記患
者を、ＲＯＳキナーゼによって駆動される肺癌または疑われる肺癌を有すると同定する。
【０１４７】
　本発明のなお別の態様は、ＲＯＳキナーゼによって駆動される肺癌または疑われる肺癌
を有すると患者を診断する方法を提供する。この方法は、前記肺癌または疑われる肺癌の
生物学的サンプル（このとき、前記生物学的サンプルは、少なくとも１つのポリペプチド
を含む）を、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（例えば、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）
融合ポリペプチド、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）融合ポリペプチド、ＦＩＧ－ＲＯＳ（ＶＬ）融
合ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ）融合ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－Ｒ
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ＯＳ（ＶＳ）融合ポリペプチド、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｌ）融合ポリペプチドもしく
はＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド）に特異的に結合する試薬と接触させることを含み
、前記生物学的サンプル中の少なくとも１つのポリペプチドに対する前記試薬の特異的結
合は、前記患者を、ＲＯＳキナーゼによって駆動される肺癌または疑われる肺癌を有する
と同定する。
【０１４８】
　種々の実施形態において、肺癌または疑われる肺癌を、ＲＯＳキナーゼによって駆動さ
れていると同定することは、その肺癌または疑われる肺癌を有するその患者を、ＲＯＳ阻
害性治療剤に応答する可能性が高いと同定する。
【０１４９】
　ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（例えばＲＯＳ融合ポリペプチド）の発現を
特徴とする疾患（例えば肺癌）の診断のための基礎を提供するために、発現についての正
常または標準的なプロファイルが確立され得る。これは、動物またはヒトのいずれかの正
常被験体から採取した体液または細胞抽出物を、ハイブリダイゼーションまたは増幅に適
した条件下で、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（例えば、ＲＯＳ融合ポリペプ
チドまたは全長ＲＯＳポリペプチド）をコードするポリヌクレオチド配列またはそのフラ
グメントと合わせることによって達成され得る。標準的なハイブリダイゼーションは、正
常被験体から得られた値を、既知の量の実質的に精製されたポリヌクレオチドが使用され
る実験からの値と比較することによって定量され得る。正常サンプルから得られた標準値
は、疾患について症候性である患者由来のサンプルから得られた値と比較され得る。標準
値と被験体値との間のずれは、疾患の存在を確立するために使用される。
【０１５０】
　疾患が一旦確立され、処置プロトコルが開始されると、ハイブリダイゼーション・アッ
セイは、患者における発現のレベルが、正常患者で観察されたものに近づき始めるか否か
を評価するために、定期的に反復され得る。連続アッセイから得られた結果は、数日から
数カ月までの範囲の期間にわたり処置の効能を示すために使用され得る。
【０１５１】
　ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドの発現または活性レベルについての類似の正
常または標準的プロファイルが、確立され得る。例えば、タンパク質発現について、この
プロファイルは、このポリペプチドに特異的に結合する試薬を使用して確立され得、例え
ば、このポリペプチドに特異的に結合する（例えば、全長ＲＯＳに結合するまたはＲＯＳ
融合ポリペプチドの融合接合部に結合する）抗体を使用し、正常被験体における結合のレ
ベルを肺癌について症候性の患者における結合のレベルと比較することでも、確立され得
る。同様に、ＲＯＳキナーゼ活性レベルについて、標準的なｉｎ　ｖｉｔｒｏキナーゼ・
アッセイ（Ａｕｓｕｂｅｌら、上記；Ｓａｍｂｒｏｏｋら、上記を参照のこと）が、肺癌
について症候性の患者から採取したサンプルと比較して、正常患者から採取したサンプル
に対して実施され得る。
【０１５２】
　種々の実施形態において、ＲＯＳ発現またはキナーゼ活性の阻害は、ＲＯＳ融合ポリヌ
クレオチドに特異的に結合する試薬、ＲＯＳ融合ポリペプチドに特異的に結合する試薬、
全長ＲＯＳポリヌクレオチドに特異的に結合する試薬または全長ＲＯＳポリペプチドに特
異的に結合する試薬を使用して決定される。いくつかのさらなる実施形態において、ＲＯ
Ｓ発現またはキナーゼ活性の阻害は、全長ＦＩＧポリヌクレオチドに特異的に結合する試
薬、全長ＦＩＧポリペプチドに特異的に結合する試薬、全長ＳＬＣ３４Ａ２ポリヌクレオ
チドに特異的に結合する試薬または全長ＳＬＣ３４Ａ２ポリペプチドに特異的に結合する
試薬、全長ＣＤ７４ポリヌクレオチドに特異的に結合する試薬または全長ＣＤ７４ポリペ
プチドに特異的に結合する試薬を使用して決定される。
【０１５３】
　種々の実施形態において、前記ポリペプチドの発現および／または活性は、クリゾチニ
ブ（ＰＦ－０２３４１０６６としても公知）、ＮＶＴ　ＴＡＥ－６８４、ＡＰ２６１１３
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、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥＰ－１４５１３、ＣＥＰ１１９８８、ＷＨＩ－Ｐ１３１およ
びＷＨＩ－Ｐ１５４からなる群から選択される治療剤を含む組成物で阻害される。
【０１５４】
　本明細書中で使用する場合、「ＲＯＳインヒビター」または「ＲＯＳ阻害性化合物」は
、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドの発現および／または活性を直接的または間
接的のいずれかで阻害する、１つまたはそれ以上の化合物、化学物質または生物物質（ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌ）を含む任意の組成物を意味する。かかる阻害は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
でもｉｎ　ｖｉｖｏでもよい。「ＲＯＳインヒビター治療剤」または「ＲＯＳ阻害性治療
剤」は、本明細書中に記載されるＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド、例えば異常
に発現された全長ＲＯＳタンパク質またはＲＯＳ融合ポリペプチド（例えば、ＦＩＧ－Ｒ
ＯＳ融合タンパク質のうち１つ）の存在を特徴とする肺癌（例えば、ＮＳＣＬＣまたはＳ
ＣＬＣ）を有する患者を処置するための治療剤として使用されるＲＯＳ阻害性化合物を意
味する。
【０１５５】
　本発明のいくつかの実施形態において、ＲＯＳインヒビターは、ＲＯＳ融合ポリペプチ
ド（例えば、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（ＸＬ）、
ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（ＶＳ）、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ）、ＳＬＣ３４Ａ２－Ｒ
ＯＳ（Ｌ）、またはＣＤ７４－ＲＯＳ）に特異的に結合する試薬、全長ＲＯＳポリペプチ
ドに特異的に結合する試薬、ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－Ｒ
ＯＳ（Ｌ）融合ポリヌクレオチド）を標的化するｓｉＲＮＡまたは全長ＲＯＳポリヌクレ
オチドを標的化するｓｉＲＮＡである。
【０１５６】
　ＲＯＳ阻害性治療剤は、キナーゼ・インヒビター、例えば小分子または抗体インヒビタ
ーなどであり得る。これは、いくつかの異なるキナーゼに対する活性を有する汎キナーゼ
・インヒビターまたはキナーゼ特異的インヒビターであり得る。ＲＯＳ、ＡＬＫ、ＬＴＫ
、ＩｎｓＲおよびＩＧＦ１Ｒは、同じファミリーのチロシン・キナーゼに属するので、こ
れらは、キナーゼ・ドメインにおいて類似の構造を共有し得る。従って、いくつかの実施
形態において、本発明のＲＯＳインヒビターは、ＡＬＫキナーゼ、ＬＴＫキナーゼ、イン
スリン・レセプターまたはＩＧＦ１レセプターの活性もまた阻害する。ＲＯＳ阻害性化合
物は、以下にさらに詳細に考察される。患者の生物学的サンプルは、インヒビターによる
処置の前および後に採取され、次いで、下流の基質タンパク質のリン酸化を含むＲＯＳキ
ナーゼ活性に対するインヒビターの生物学的影響について、上記の方法を使用して分析さ
れ得る。かかる薬力学的アッセイは、最大耐容用量よりも好ましい場合がある薬物の生物
学的に活性な用量を決定する際に有用であり得る。かかる情報は、薬物作用の機構を実証
することによって、薬物承認のための提出においても有用である。
【０１５７】
　別の実施形態において、前記ポリペプチドの発現および／または活性は、ＰＦ－０２３
４１０６６、ＮＶＴ　ＴＡＥ－６８４、ＡＰ２６１１３、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥＰ－
１４５１３、ＣＥＰ１１９８８、ＷＨＩ－Ｐ１３１およびＷＨＩ－Ｐ１５４からなる群か
ら選択されるＲＯＳ阻害性治療剤を含む組成物で阻害される。
【０１５８】
　本発明によれば、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドは、ヒト肺癌の少なくとも
１つのサブグループ中に存在し得る。従って、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド
が発現される哺乳動物癌の進行は、かかる癌においてＲＯＳキナーゼの活性を阻害するこ
とによって、ｉｎ　ｖｉｖｏで阻害され得る。ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド
（例えば、ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは異常に発現された全長ＲＯＳポリペプチド）の
発現を特徴とする癌におけるＲＯＳ活性は、癌を治療有効量のＲＯＳ阻害性治療剤と接触
させることによって阻害され得る。従って、本発明は一部、癌（例えば腫瘍）を治療有効
量のＲＯＳ阻害性治療剤と接触させることによって肺癌におけるＲＯＳキナーゼの発現お
よび／または活性を阻害することにより、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドを発
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現する肺癌の進行を阻害する方法を提供する。
【０１５９】
　本明細書中で使用する場合、「治療有効量」または「医薬有効量」は、癌もしくは疑わ
れる癌の成長を減速させること、癌もしくは疑われる癌の量を低減させること、癌もしく
は疑われる癌の細胞の数を低減させること、または癌を殺すことのいずれかによって、未
処置の癌または疑われる癌と比較して、癌（またはその細胞）または疑われる癌（または
その細胞）を阻害するのに適した、ＲＯＳ阻害性治療剤の量を意味する。
【０１６０】
　ＲＯＳ阻害性治療剤は、少なくとも１つのＲＯＳインヒビターを含む任意の組成物であ
り得る。かかる組成物には、単一のＲＯＳ阻害性化合物のみを含む組成物、ならびに化学
療法剤または一般的な転写インヒビターなどの非特異的治療剤もまた含み得る、複数の治
療剤（他のＲＴＫに対する治療剤を含む）を含む組成物もまた含まれる。
【０１６１】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法の実施において有用なＲＯＳ阻害性治療剤
は、標的化された小分子インヒビターである。標的化された小分子インヒビターは、酵素
の触媒部位に特異的にかつしばしば不可逆的に結合すること、および／またはその活性に
必要なコンフォメーションを酵素がとらないように酵素内のＡＴＰ結合間隙もしくは他の
結合部位に結合することによって、その標的酵素の活性を典型的に阻害する分子のクラス
である。ＲＯＳキナーゼとＡＬＫキナーゼとの間の構造および機能における密接な類似性
に起因して、任意のＡＬＫキナーゼ・インヒビターが、ＲＯＳキナーゼもまた阻害すると
予測される。さらに、実施例で以下に記載するように、ＲＯＳキナーゼによって駆動され
る肺癌は、ＡＬＫキナーゼによっては駆動されない。同様に、ＡＬＫキナーゼによって駆
動される肺癌は、ＲＯＳキナーゼによっては駆動されない。
【０１６２】
　従って、別の態様において、本発明は、肺癌について患者を処置する方法を提供し、こ
の方法は以下を含む：肺癌を有する患者または肺癌を有すると疑われる患者の肺由来の生
物学的サンプル中の、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドおよびＡＬＫキナーゼ活
性を有するポリペプチドからなる群から選択されるポリペプチドの存在を検出する工程；
ならびに有効量のＡＬＫ／ＲＯＳ阻害性治療剤を患者に投与し、それにより肺癌について
被験体を処置する工程。
【０１６３】
　さらなる態様において、本発明は、ＲＯＳ阻害性治療剤に応答する可能性が高い患者と
して、肺癌を有する患者または肺癌を有すると疑われる患者を同定する方法を提供し、こ
の方法は以下を含む：前記患者の肺由来の生物学的サンプルを、ＲＯＳキナーゼ活性を有
するポリペプチドに特異的に結合する第１の試薬およびＡＬＫキナーゼ活性を有するポリ
ペプチドに特異的に結合する第２の試薬と接触させる工程、ならびに生物学的サンプルに
対する第１の試薬または第２の試薬のいずれかの結合の検出が、ＲＯＳ阻害性治療剤に応
答する可能性が高い患者として患者を同定する、第１の試薬または第２の試薬が生物学的
サンプルに特異的に結合するか否かを検出する工程。種々の実施形態において、第１の試
薬は、全長ＲＯＳキナーゼ・タンパク質に特異的に結合する。種々の実施形態において、
第２の試薬は、全長ＡＬＫキナーゼ・タンパク質に特異的に結合する。種々の実施形態に
おいて、第１の試薬は、ＲＯＳキナーゼ・タンパク質のキナーゼ・ドメインに特異的に結
合する。種々の実施形態において、第２の試薬は、ＡＬＫキナーゼ・タンパク質のキナー
ゼ・ドメインに特異的に結合する。
【０１６４】
　本明細書中で使用する場合、「ＡＬＫキナーゼ活性を有するタンパク質」は、ＡＬＫの
全キナーゼ・ドメインを保持する、従って、ＡＬＫキナーゼ活性を有する任意のポリペプ
チドを意味する。非限定的なＡＬＫキナーゼ活性を有するポリペプチドには、全長ＡＬＫ
（米国特許第５，７７０，４２１号を参照のこと）、ＮＰＭ－ＡＬＫ、ＡＬＯ１７－ＡＬ
Ｋ、ＴＦＧ－ＡＬＫ、ＭＳＮ－ＡＬＫ、ＴＰＭ３－ＡＬＫ、ＴＰＭ４－ＡＬＫ、ＡＴＩＣ
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－ＡＬＫ、ＭＹＨ９－ＡＬＫ、ＣＬＴＣ－ＡＬＫ、ＳＥＣ３１Ｌ１－ＡＬＫ、ＲＡＮＢＰ
２－ＡＬＫ、ＣＡＲＳ－ＡＬＫ、ＥＭＬ４－ＡＬＫ、ＫＩＦ５Ｂ－ＡＬＫ、およびＴＦＧ
－ＡＬＫ（例えば、Ｐａｌｍｅｒら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．４２０巻（３）：３４５～３
６１頁、２００９年（およびそこで引用される論文）、Ｒｉｋｏｖａら、Ｃｅｌｌ　１３
１巻：１１９０～１２０３頁、２００７年；Ｓｏｄａら、Ｎａｔｕｒｅ　４４８巻：５６
１～５６６頁、２００７年；Ｍｏｒｒｉｓら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６３巻：１２８１～１
２８４頁、１９９４年；Ｄｕら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ　８４巻：８６３～８７５頁、２０
０７年；Ｐａｎａｇｏｐｏｕｌｏｓら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　１１８巻：１１８１
～１１８６頁、２００６年；Ｃｏｏｌｓら、Ｇｅｎｅｓ　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ　Ｃａ
ｎｃｅｒ　３４巻：３５４～３６２頁、２００２年；Ｄｅｂｅｌｅｎｋｏら、Ｌａｂ．Ｉ
ｎｖｅｓｔ．８３巻：１２５５～１２６５頁、２００３年；Ｍａら、Ｇｅｎｅｓ　Ｃｈｒ
ｏｍｏｓｏｍｅｓ　Ｃａｎｃｅｒ　３７巻：９８～１０５頁、２００３年；Ｌａｗｒｅｎ
ｃｅら、Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１５７巻：３７７～３８４頁、１９９５年；Ｈｅｒｎ
ａｎｄｅｚら、Ｂｌｏｏｄ　９４巻：３２６５～３２６８頁、１９９９年；Ｔａｋｅｕｃ
ｈｉ　Ｋ．、Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．１５巻（９）：３１４３～３１４９頁、
２００９年；Ｔｏｒｔら、Ｌａｂ．Ｉｎｖｅｓｔ．８１巻：４１９～４２６頁、２００１
年；Ｔｒｉｎｅｉら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．６０巻：７９３～７９８頁、２０００年；
およびＴｏｕｒｉｏｌら、Ｂｌｏｏｄ　９５巻：３２０４～３２０７頁、２０００年を参
照のこと）が含まれる。Ｐｕｌｆｏｒｄら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ、１９９巻：３３０～３５８頁、２００４年もまた参照のこと。
【０１６５】
　種々の実施形態において、この患者はヒトである。種々の実施形態において、肺癌は、
非小細胞肺癌または小細胞肺癌である。
【０１６６】
　１つの有用な小分子キナーゼ・インヒビターは、Ｐｆｉｚｅｒ，Ｉｎｃ．の化合物クリ
ゾチニブ（ＰＦ－０２３４１０６６としても公知）であり、これは、ＡＬＫおよびＭＥＴ
のキナーゼ活性を阻害し、その特性は充分に記載されている。Ｙｏｕら、Ｃａｎｃｅｒ　
Ｒｅｓ　６７巻：４４０８頁（２００７年）および米国特許公開番号２００８／０３００
２７３を参照のこと。ＲＯＳを標的化し得るさらなる小分子キナーゼ・インヒビターには
、ＴＡＥ－６８４（Ｎｏｖａｒｔｉｓのもの）、ＣＨ５４２４８０２（Ｃｈｕｇａｉ；Ｓ
ａｋａｍｏｔｏ，Ｈ．ら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ　１９巻：６７９～６９０頁、２０１
１年を参照のこと）、ＡＰ２６１１３（Ａｒｉａｄ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，
Ｉｎｃ．）ならびにＣＥＰ－１４０８３、ＣＥＰ－１４５１３およびＣＥＰ－１１９８８
（Ｃｅｐｈａｌｏｎ；Ｗａｎら、Ｂｌｏｏｄ　１０７巻：１６１７～１６２３頁、２００
６年を参照のこと）が含まれる。
【０１６７】
　ＰＦ－０２３４１０６６は、構造：
【化２】

を有し、構造：
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【化３】

を有するＴＡＥ－６８４、５－クロロ－２，４－ジアミノフェニルピリミジンは、ＲＯＳ
／ＡＬＫキナーゼを阻害することが示されている。Ｇｒｏｓｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　１０４巻（１号）２７０～２７５頁、２００７年。
【０１６８】
　ＲＯＳキナーゼ活性のさらなる小分子インヒビターおよび他のインヒビター（例えば、
間接的インヒビター）は、Ｘ線結晶学もしくはＲＯＳ三次元構造のコンピュータ・モデリ
ングを使用して合理的に設計され得るか、またはＲＯＳキナーゼ活性の阻害を生じる重要
な上流の調節酵素および／もしくは必要な結合分子の阻害に関して化合物ライブラリーを
ハイ・スループット・スクリーニングすることによって見出され得る。かかるアプローチ
は、当該分野で周知であり、記載されている。かかる治療剤によるＲＯＳ阻害は、例えば
、キナーゼのパネルにおいて、ＲＯＳ活性は阻害するが他のキナーゼの活性は阻害しない
化合物の能力を試験すること、および／または癌細胞（例えば肺癌細胞）を含む生物学的
サンプルにおけるＲＯＳ活性の阻害を試験することによって、確認され得る。ＲＯＳキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドの発現／存在を特徴とする癌を阻害する化合物を同定する
方法は、以下にさらに記載される。
【０１６９】
　本発明の方法において有用なＲＯＳ阻害性治療剤はまた、ＲＯＳ活性に必要な必須の触
媒部位もしくは結合部位または触媒ドメインもしくは結合ドメインに特異的に結合する、
ならびにリガンド、基質または二次的な分子のαへのアクセスを遮断し、および／または
その活性に必要なコンフォメーションを酵素がとらないようにすることによってキナーゼ
を阻害する、標的化された抗体であり得る。ヒト化標的特異的抗体の生成、スクリーニン
グおよび治療的使用は、充分に記載されている。Ｍｅｒｌｕｚｚｉら、Ａｄｖ　Ｃｌｉｎ
　Ｐａｔｈ．４巻（２号）：７７～８５頁（２０００年）を参照のこと。ヒト化標的特異
的阻害性抗体のハイ・スループットの生成およびスクリーニングのための、Ｍｏｒｐｈｏ
ｓｙｓ，Ｉｎｃ．のＨｕｍａｎ　Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｌｉ
ｂｒａｒｙ（ＨｕＣＡＬ（登録商標））などの市販の技術および系が、入手可能である。
【０１７０】
　種々の抗レセプター・キナーゼ標的化抗体の生成および標的化されたレセプターの活性
を阻害するためのその使用は、記載されている。例えば、米国特許公開番号２００４０２
０２６５５、米国特許公開番号２００４００８６５０３、米国特許公開番号２００４００
３３５４３を参照のこと。レセプター・チロシン・キナーゼ活性阻害性抗体を生成および
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使用するための標準的な方法は、当該分野で公知である。例えば、欧州特許ＥＰ１４２３
４２８号を参照のこと。
【０１７１】
　ファージ・ディスプレイ・アプローチもまた、ＲＯＳ特異的抗体インヒビターを生成す
るために使用され得、バクテリオファージ・ライブラリー構築および組換え抗体の選択の
ためのプロトコルは、周知の参考文献ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＩＭ
ＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｌｉｇａｎら（編）、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，
Ｉｎｃ．（１９９２～２０００年）、第１７章、セクション１７．１中に提供されている
。米国特許第６，３１９，６９０号、米国特許第６，３００，０６４号、米国特許第５，
８４０，４７９号および米国特許公開番号２００３０２１９８３９もまた参照のこと。
【０１７２】
　バクテリオファージの表面上にディスプレイされる抗体フラグメントのライブラリーが
生成され得（例えば、米国特許第６，３００，０６４号を参照のこと）、本明細書中に記
載されるＲＯＳ融合ポリペプチドなどのＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドに対す
る結合についてスクリーニングされ得る。ＲＯＳ融合ポリペプチド（例えば、ＳＬＣ３４
Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ）融合ポリペプチド）または全長ＲＯＳポリペプチドに特異的に結合す
る抗体フラグメントは、細胞中でのその融合ポリペプチドの構成的活性化を遮断するため
の候補分子として同定される。欧州特許ＥＰ１４２３４２８号を参照のこと。
【０１７３】
　上記のように抗体ライブラリーのスクリーニングにおいて同定されたＲＯＳ結合性標的
化抗体は、次いで、ｉｎ　ｖｉｔｒｏキナーゼ・アッセイならびに細胞株および／または
腫瘍中でｉｎ　ｖｉｖｏでの両方において、ＲＯＳの活性を遮断するその能力についてさ
らにスクリーニングされ得る。ＲＯＳ阻害は、例えば、キナーゼのパネルにおいて、ＲＯ
Ｓキナーゼ活性を阻害するかかる抗体治療剤の能力を試験すること、および／または上記
のように癌細胞を含む生物学的サンプルにおけるＲＯＳ活性の阻害を試験することによっ
て、確認され得る。いくつかの実施形態において、本発明のＲＯＳ阻害性化合物は、ＲＯ
Ｓキナーゼ活性を低減させるが、他のキナーゼのキナーゼ活性をより低い程度まで低減さ
せる（または全くさせない）。ＲＯＳキナーゼ阻害についてかかる化合物をスクリーニン
グする方法は、上にさらに記載される。
【０１７４】
　開示された方法の実施において有用なＲＯＳ阻害性化合物はまた、ＲＯＳキナーゼ自体
以外のタンパク質または分子の活性を阻害することによって、ＲＯＳ活性を間接的に阻害
する化合物であり得る。かかる阻害性治療剤は、ＲＯＳ自体をリン酸化もしくは脱リン酸
化（および従って、活性化もしくは脱活性化）するまたはリガンドの結合を妨害する重要
な調節キナーゼの活性をモジュレートする、標的化されたインヒビターであり得る。他の
レセプター・チロシン・キナーゼと同様、ＲＯＳは、アダプター・タンパク質および下流
のキナーゼのネットワークを介した下流のシグナル伝達を調節する。結果として、ＲＯＳ
活性による細胞の成長および生存の誘導は、これらの相互作用するタンパク質または下流
のタンパク質を標的化することによって、阻害され得る。
【０１７５】
　ＲＯＳキナーゼ活性は、全長ＲＯＳまたはＲＯＳ融合ポリペプチド（例えば、ＣＤ７４
－ＲＯＳ融合ポリペプチド）がその活性なコンフォメーション（即ち、ＲＯＳキナーゼ・
ドメインが活性化されることが可能であるように）をとるのに必要な活性化分子の結合を
阻害する化合物を使用することによって、間接的にも阻害され得る。例えば、抗ＰＤＧＦ
抗体の生成および使用は記載されている。米国特許公開番号２００３０２１９８３９、「
Ａｎｔｉ－ＰＤＧＦ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏ
ｄｕｃｉｎｇ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ」、Ｂｏｗｄｉｓｈらを参
照のこと。レセプターに対するリガンド（ＰＤＧＦ）結合の阻害は、レセプター活性を直
接下方調節する。
【０１７６】
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　ＲＯＳ阻害性化合物または治療剤は、全長ＲＯＳまたはＲＯＳ融合タンパク質をコード
する遺伝子の転写を遮断することによってＲＯＳキナーゼ活性を阻害する、アンチセンス
および／または転写阻害性化合物もまた含み得る。癌の処置のためのアンチセンス治療剤
による、ＶＥＧＦＲ、ＥＧＦＲおよびＩＧＦＲおよびＦＧＦＲを含む種々のレセプター・
キナーゼの阻害が、記載されている。例えば、米国特許第６，７３４，０１７号；米国特
許第６，７１０，１７４号、米国特許第６，６１７，１６２号；米国特許第６，３４０，
６７４号；米国特許第５，７８３，６８３号；米国特許第５，６１０，２８８号を参照の
こと。
【０１７７】
　アンチセンス・オリゴヌクレオチドは、公知の技術に従って、標的遺伝子に対する治療
剤として、設計、構築および使用され得る。例えば、Ｃｏｈｅｎ，Ｊ．、Ｔｒｅｎｄｓ　
ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｓｃｉ．１０巻（１１号）：４３５～４３７頁（１９８９年
）；Ｍａｒｃｕｓ－Ｓｅｋｕｒａ、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１７２巻：２８９～２９
５頁（１９８８年）；Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ，Ｈ．、Ｓｃｉ．ＡＭ．４０～４６頁（１９９
０年）；Ｖａｎ　Ｄｅｒ　Ｋｒｏｌら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６巻（１０号）：
９５８～９７６頁（１９８８年）；Ｓｋｏｒｓｋｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９４年）９１巻：４５０４～４５０８頁を参照のこと。ＥＧＦＲの
アンチセンスＲＮＡインヒビターを使用したｉｎ　ｖｉｖｏでのヒト癌腫成長の阻害が、
最近記載されている。米国特許公開番号２００４００４７８４７を参照のこと。同様に、
哺乳動物ＲＯＳ遺伝子または哺乳動物ＲＯＳ融合タンパク質をコードするポリヌクレオチ
ドに対する少なくとも１つのアンチセンス・オリゴヌクレオチドを含むＲＯＳ阻害性治療
剤は、標準的な方法に従って調製され得る。ＲＯＳ阻害性アンチセンス化合物を含む医薬
組成物は、以下にさらに記載するように、調製および投与され得る。
【０１７８】
　ＲＮＡ干渉のプロセスを介してＲＯＳの翻訳および従って活性を阻害する低分子干渉Ｒ
ＮＡ分子（ｓｉＲＮＡ）組成物もまた、本発明の方法において望ましく使用され得る。Ｒ
ＮＡ干渉、および標的タンパク質をコードするｍＲＮＡに相補的な配列を含む内因性低分
子二本鎖ＲＮＡ分子の導入による標的タンパク質発現の選択的サイレンシングは、充分に
記載されている。例えば、米国特許公開番号２００４００３８９２１、米国特許公開番号
２００２００８６３５６および米国特許公開２００４０２２９２６６を参照のこと。
【０１７９】
　二本鎖ＲＮＡ分子（ｄｓＲＮＡ）は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として公知の高度に保存
された調節機構において遺伝子発現を遮断することが示されている。簡潔に述べると、Ｒ
ＮＡｓｅ　ＩＩＩ　Ｄｉｃｅｒは、ｄｓＲＮＡをプロセシングしておよそ２２ヌクレオチ
ドの小分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）にし、これは、ＲＮＡ誘導されたサイレンシング複
合体ＲＩＳＣによる標的特異的なｍＲＮＡ切断を誘導するガイド配列として機能する（Ｈ
ａｍｍｏｎｄら、Ｎａｔｕｒｅ（２０００年）４０４巻：２９３～２９６頁を参照のこと
）。ＲＮＡｉは、触媒型反応を含み、それにより、新規ｓｉＲＮＡが、より長いｄｓＲＮ
Ａの連続的切断を介して生成される。従って、アンチセンスとは異なり、ＲＮＡｉは、非
化学量論的様式で標的ＲＮＡを分解する。細胞または生物に投与されると、外因性ｄｓＲ
ＮＡは、ＲＮＡｉを介して内因性メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の配列特異的分解を
指向することが示されている。
【０１８０】
　哺乳動物細胞におけるそれらの発現および使用のためのベクターおよび系を含む広範な
種々の標的特異的ｓｉＲＮＡ産物は、現在市販されている。例えば、Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｉ
ｎｃ．（ｗｗｗ．ｐｒｏｍｅｇａ．ｃｏｍ）；Ｄｈａｒｍａｃｏｎ，Ｉｎｃ．（ｗｗｗ．
ｄｈａｒｍａｃｏｎ．ｃｏｍ）を参照のこと。ＲＮＡｉのためのｄｓＲＮＡの設計、構築
および使用についての詳細な技術マニュアルが入手可能である。例えば、Ｄｈａｒｍａｃ
ｏｎの「ＲＮＡｉ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　＆　Ａｐｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎ　Ｇｕｉｄｅ」；Ｐｒｏｍｅｇａの「ＲＮＡｉ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｇｅｎｅ　
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Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ」を参照のこと。ＲＯＳ阻害性ｓｉＲＮＡ産物もまた市販されており
、本発明の方法において適切に使用され得る。例えば、Ｄｈａｒｍａｃｏｎ，Ｉｎｃ．、
Ｌａｆａｙｅｔｔｅ，ＣＯ（カタログ番号Ｍ－００３１６２－０３、ＭＵ－００３１６２
－０３、Ｄ－００３１６２－０７～－１０（ｓｉＧＥＮＯＭＥ（商標）ＳＭＡＲＴｓｅｌ
ｅｃｔｉｏｎおよびＳＭＡＲＴｐｏｏｌ（登録商標）ｓｉＲＮＡ）を参照のこと。
【０１８１】
　標的ｍＲＮＡ配列の一部に対し実質的に同一である少なくとも１つの配列を含み、一端
に１～４ヌクレオチドの少なくとも１つのオーバーハングを最適に有する４９ヌクレオチ
ド長未満、好ましくは１９～２５ヌクレオチドの低分子ｄｓＲＮＡは、哺乳動物において
ＲＮＡｉを媒介するのに最も有効であることが、最近確立された。米国特許公開番号２０
０４００３８９２１および米国特許公開番号２００４０２２９２６６を参照のこと。かか
るｄｓＲＮＡの構築、およびｉｎ　ｖｉｖｏで標的タンパク質の発現をサイレンシングす
るための医薬製剤におけるその使用は、かかる刊行物中に詳細に記載されている。
【０１８２】
　哺乳動物において標的化される遺伝子の配列が既知である場合、例えば２１～２３ｎｔ
のＲＮＡが生成され得、ヒトまたは他の霊長類細胞などの哺乳動物細胞においてＲＮＡｉ
を媒介するその能力について試験され得る。ＲＮＡｉを媒介することが示されている２１
～２３ｎｔのＲＮＡ分子は、所望の場合、ｉｎ　ｖｉｖｏ有効性をさらに評価するために
、適切な動物モデル中で試験され得る。公知の標的部位、例えば、他の核酸分子、例えば
リボザイムもしくはアンチセンスを用いた研究に基づいて有効な標的部位であると決定さ
れた標的部位、または変異もしくは欠失を含む部位などの、疾患もしくは状態に関連する
ことが既知の標的は、これらの部位を標的化するｓｉＲＮＡ分子を設計するために同様に
使用され得る。
【０１８３】
　あるいは、有効なｄｓＲＮＡの配列は、例えばコンピュータ・フォールディング・アル
ゴリズムを使用することによって、標的部位について目的の標的ｍＲＮＡをスクリーニン
グして、合理的に設計／予測され得る。標的配列は、カスタムＰｅｒｌスクリプトまたは
Ｏｌｉｇｏ、ＭａｃＶｅｃｔｏｒもしくはＧＣＧ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐａｃｋａｇｅ
などの市販の配列分析プログラムを使用して、全てのフラグメント、または２３ヌクレオ
チドのフラグメントなどの特定の長さの部分配列のリストへと、ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏで分
類され得る。
【０１８４】
　種々のパラメータが、標的ＲＮＡ配列内の最も適切な標的部位である部位がどれである
かを決定するために使用され得る。これらのパラメータには、二次もしくは三次ＲＮＡ構
造、標的配列のヌクレオチド塩基組成、標的配列の種々の領域間の相同性の程度、または
ＲＮＡ転写物内の標的配列の相対位置が含まれるが、これらに限定されない。これらの決
定に基づいて、ＲＮＡ転写物内の任意の数の標的部位が、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｒ
ＮＡ切断アッセイ、細胞培養または動物モデルを使用することによって、効能についてｓ
ｉＲＮＡ分子をスクリーニングするために選択され得る。例えば、米国特許公開番号２０
０３０１７０８９１を参照のこと。ＲＮＡｉ標的部位を同定および選択するためのアルゴ
リズムもまた、最近記載されている。米国特許公開番号２００４０２３６５１７を参照の
こと。
【０１８５】
　一般に使用される遺伝子移入技術には、リン酸カルシウム、ＤＥＡＥ－デキストラン、
エレクトロポレーションおよびマイクロインジェクションならびにウイルス法が含まれる
（Ｇｒａｈａｍら（１９７３年）Ｖｉｒｏｌ．５２巻：４５６頁；ＭｃＣｕｔｃｈａｎら
、（１９６８年）、Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．４１巻：３５１頁；Ｃｈｕ
ら（１９８７年）、Ｎｕｃｌ．ＡｃｉｄｓＲｅｓ．１５巻：１３１１頁；Ｆｒａｌｅｙら
（１９８０年）、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５５巻：１０４３１頁；Ｃａｐｅｃｃｈｉ
（１９８０年）、Ｃｅｌｌ　２２巻：４７９頁）。ＤＮＡはまた、カチオン性リポソーム
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を使用して細胞中に導入され得る（Ｆｅｉｇｎｅｒら（１９８７年）、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８４巻：７４１３頁）。市販のカチオン性脂質製剤には
、Ｔｆｘ　５０（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐ．、Ｆｉｔｃｈｂｕｒｇ、ＷＩ）またはＬｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ　２００（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａ
ｄ、ＣＡ）が含まれる。あるいは、ウイルス・ベクターが、細胞にｄｓＲＮＡを送達し、
ＲＮＡｉを媒介するために使用され得る。米国特許公開番号２００４００２３３９０を参
照のこと。
【０１８６】
　哺乳動物細胞におけるＲＮＡｉのためのトランスフェクションおよびベクター／発現系
は、市販されており、充分に記載されている。例えば、Ｄｈａｒｍａｃｏｎ，Ｉｎｃ．（
Ｌａｆａｙｅｔｔｅ、ＣＯ）、ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ（商標）系；Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｉｎ
ｃ．、ｓｉＳＴＲＩＫＥ（商標）Ｕ６　Ｈａｉｒｐｉｎ系を参照のこと；Ｇｏｕら（２０
０３年）ＦＥＢＳ．５４８巻、１１３～１１８頁；Ｓｕｉ，Ｇ．ら、Ａ　ＤＮＡ　ｖｅｃ
ｔｏｒ－ｂａｓｅｄ　ＲＮＡｉ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｔｏ　ｓｕｐｐｒｅｓｓ　ｇｅ
ｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｃｅｌｌｓ（２００２年）Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９９巻、５５１５～５５２０頁；Ｙｕら（２００
２年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９９巻、６０４７～６０５２頁；Ｐａｕ
ｌ，Ｃ．ら（２００２年）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１９巻、５０５
～５０８頁；ＭｃＭａｎｕｓら（２００２年）ＲＮＡ　８巻、８４２～８５０頁もまた参
照のこと。
【０１８７】
　調製されたｄｓＲＮＡ分子を使用する、哺乳動物におけるｓｉＲＮＡ干渉が次いで、ｄ
ｓＲＮＡを含む医薬製剤を哺乳動物に投与することによってもたらされ得る。医薬組成物
は、標的遺伝子の発現を阻害するのに充分な投薬量で投与される。ｄｓＲＮＡは典型的に
、１日当たり体重１キログラム当たり５ｍｇ未満のｄｓＲＮＡの投薬量で投与され得、標
的遺伝子の発現を阻害するまたは完全に抑制するのに充分である。一般に、ｄｓＲＮＡの
適切な用量は、１日当たりレシピエントの体重１キログラム当たり０．０１～２．５ミリ
グラムの範囲、好ましくは１日当たりレシピエントの体重１キログラム当たり０．１～２
００マイクログラムの範囲、より好ましくは１日当たり体重１キログラム当たり０．１～
１００マイクログラムの範囲、なおより好ましくは１日当たり体重１キログラム当たり１
．０～５０マイクログラムの範囲、最も好ましくは１日当たり体重１キログラム当たり１
．０～２５マイクログラムの範囲である。ｄｓＲＮＡを含む医薬組成物は、１日１回投与
されるか、または例えば当該分野で周知の持効性製剤を使用して、複数のサブ用量で投与
される。かかる医薬組成物の調製および投与は、以下にさらに記載されるように、標準的
な技術に従って実施され得る。
【０１８８】
　次いで、かかるｄｓＲＮＡは、上記のような治療有効量のかかるｄｓＲＮＡを含む医薬
製剤を調製し、例えば腫瘍への直接的注射を介して、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペ
プチドを発現する（例えば、全長ＲＯＳタンパク質の異常な発現またはＲＯＳ融合タンパ
ク質の発現など）肺癌または疑われる肺癌（例えば、ＮＳＣＬＣまたはＳＣＬＣ）を有す
るヒト被験体に、この製剤を投与することによって、癌におけるＲＯＳの発現および活性
を阻害するために使用され得る。ｓｉＲＮＡインヒビターを使用した、他のレセプター・
チロシン・キナーゼ、例えば、ＶＥＧＦＲおよびＥＧＦＲの類似の阻害が、最近記載され
ている。米国特許公開番号２００４０２０９８３２、米国特許公開番号２００３０１７０
８９１および米国特許公開番号２００４０１７５７０３を参照のこと。
【０１８９】
　本発明の方法の実施において有用なＲＯＳ阻害性治療剤は、静脈内、筋内、腹腔内、皮
下、経皮、気道（エアロゾル）、直腸、膣内および局所（頬側および舌下を含む）投与を
含む経口または腹腔経路を含むがこれらに限定されない、当該分野で公知の任意の手段に
よって、哺乳動物に投与され得る。
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【０１９０】
　経口投与について、ＲＯＳ阻害性治療剤は、錠剤もしくはカプセル剤の形態で、散剤も
しくは顆粒剤として、または水性溶液もしくは懸濁物の形態で、一般に提供される。経口
使用のための錠剤は、医薬的に許容される担体および賦形剤、例えば不活性希釈剤、崩壊
剤、結合剤、滑沢剤、甘味剤、調味剤、着色剤および防腐剤などと混合された、活性成分
を含み得る。適切な不活性希釈剤には、炭酸ナトリウムおよび炭酸カルシウム、リン酸ナ
トリウムおよびリン酸カルシウム、ならびにラクトースが含まれ、コーン・スターチおよ
びアルギン酸が適切な崩壊剤である。結合剤には、デンプンおよびゼラチンが含まれ得、
滑沢剤は、存在する場合、一般にはステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸またはタル
クである。所望の場合、錠剤は、胃腸管中での吸収を遅延させるために、モノステアリン
酸グリセリルまたはジステアリン酸グリセリルなどの材料でコーティングされ得る。
【０１９１】
　経口使用のためのカプセル剤には、活性成分が固体希釈剤と混合されている硬ゼラチン
・カプセル、および活性成分が、水、または落花生油、流動パラフィンもしくはオリーブ
油などの油と混合されている軟ゼラチン・カプセルが含まれる。筋内、腹腔内、皮下およ
び静脈内使用について、本発明の医薬組成物は、適切なｐＨおよび等張性に緩衝化された
、無菌の水性溶液または水性懸濁物で一般に提供される。適切な水性ビヒクルには、リン
ゲル溶液および等張塩化ナトリウムが含まれる。担体は、水性緩衝剤から排他的になり得
る（「排他的に」とは、ＲＯＳ阻害性治療剤の取り込みに影響を与え得るまたは取り込み
を媒介し得る補助剤もカプセル化物質も存在しないことを意味する）。かかる物質には、
例えば、以下に記載されるような、ミセル構造、例えば、リポソームまたはカプシドが含
まれる。水性懸濁物には、セルロース誘導体、アルギン酸ナトリウム、ポリビニル－ピロ
リドンおよびトラガカント・ゴムなどの懸濁化剤、ならびにレクチンなどの湿潤剤が含ま
れ得る。水性懸濁物に適した防腐剤には、ｐ－ヒドロキシ安息香酸エチルおよびｐ－ヒド
ロキシ安息香酸ｎ－プロピルが含まれる。
【０１９２】
　ＲＯＳ阻害性治療剤組成物には、身体からの迅速な排出に対して治療剤（例えば、ｄｓ
ＲＮＡ化合物、またはＲＯＳ融合ポリペプチドに特異的に結合する抗体）を保護するカプ
セル化製剤、例えば、インプラントおよびマイクロカプセル化送達系を含む徐放性製剤も
含まれ得る。エチレン酢酸ビニル、ポリ酸無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリ
オルトエステルおよびポリ乳酸などの、生分解性の生体適合性ポリマーが使用され得る。
かかる製剤の調製のための方法は、当業者に明らかである。材料は、Ａｌｚａ　Ｃｏｒｐ
ｏｒａｔｉｏｎおよびＮｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．から市販で
も得られ得る。リポソーム懸濁物（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体を用いて感
染細胞に標的化されたリポソームを含む）もまた、医薬的に許容される担体として使用さ
れ得る。これらは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号；ＰＣＴ公開ＷＯ９１／０
６３０９；および欧州特許公開ＥＰ－Ａ－４３０７５中に記載されるような、当業者に公
知の方法に従って調製され得る。カプセル化製剤は、ウイルス・コート・タンパク質を含
み得る。ウイルス・コート・タンパク質は、ポリオーマ・ウイルスなどのウイルスから誘
導され得るもしくはウイルスに関連し得るか、または部分的もしくは全体的に人工であり
得る。例えば、コート・タンパク質は、ポリオーマ・ウイルスのＶｉｒｕｓ　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎ　１および／もしくはＶｉｒｕｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　２、またはそれらの誘導体であ
り得る。
【０１９３】
　ＲＯＳ阻害性治療剤は、被験体への投与のためのリポソーム、担体および希釈剤ならび
にそれらの塩を含む送達ビヒクルもまた含み得、および／または医薬的に許容される製剤
中に存在し得る。例えば、核酸分子の送達方法は、Ａｋｈｔａｒら、１９９２年、Ｔｒｅ
ｎｄｓ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏ．、２巻、１３９頁；ＤＥＬＩＶＥＲＹ　ＳＴＲＡＴＥＧＩＥ
Ｓ　ＦＯＲ　ＡＮＴＩＳＥＮＳＥ　ＯＬＩＧＯＮＵＣＬＥＯＴＩＤＥ　ＴＨＥＲＡＰＥＵ
ＴＩＣＳ、編、Ａｋｂｔａｒ、１９９５年、Ｍａｕｒｅｒら、１９９９年、Ｍｏｌ．Ｍｅ
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ｍｂｒ．Ｂｉｏｌ．、１６巻、１２９～１４０頁；ＨｏｆｌａｎｄおよびＨｕａｎｇ、１
９９９年、Ｈａｎｄｂ．Ｅｘｐ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．、１３７巻、１６５～１９２頁；
ならびにＬｅｅら、２０００年、ＡＣＳ　Ｓｙｍｐ．Ｓｅｒ．、７５２巻、１８４～１９
２頁に記載されている。米国特許第６，３９５，７１３号およびＰＣＴ公開番号ＷＯ９４
／０２５９５はさらに、核酸分子の送達のための一般的な方法を記載している。これらの
プロトコルは、実質的に任意の核酸分子の送達のために利用され得る。
【０１９４】
　ＲＯＳ阻害性治療剤（即ち、治療剤として投与されるＲＯＳ阻害性化合物）は、リポソ
ーム中でのカプセル化、イオントフォレーシスによるもの、またはヒドロゲル、シクロデ
キストリン、生分解性ナノカプセルおよび生体接着ミクロスフェアなどの他のビヒクル中
への取り込みによるもの、またはタンパク質性ベクターによるものが含まれるがこれらに
限定されない、当業者に公知の種々の方法によって、哺乳動物腫瘍に投与され得る（ＰＣ
Ｔ公開番号ＷＯ００／５３７２２を参照のこと）。あるいは、治療剤／ビヒクルの併用が
、直接的注射または注入ポンプの使用によって局所的に送達される。組成物の直接的注射
は、皮下であれ筋内であれ皮内であれ、標準的な針およびシリンジ方法論を使用して、ま
たはＣｏｎｒｙら、１９９９年、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、５巻、２３３０～
２３３７頁およびＰＣＴ公開番号ＷＯ９９／３　１２６２に記載される技術などの針なし
の技術によって、行われ得る。
【０１９５】
　ＲＯＳインヒビター治療剤の医薬的に許容される製剤は、上記化合物の塩、例えば、酸
付加塩、例えば、塩酸、臭化水素酸、酢酸およびベンゼンスルホン酸の塩を含む。医薬組
成物または製剤とは、細胞または例えばヒトを含む患者中への、全身投与などの投与に適
した形態の、組成物または製剤をいう。適切な形態は一部、使用、または経口、経皮もし
くは注射によるなどの進入の経路に依存する。かかる形態は、その組成物または製剤が標
的細胞に達するのを防いではならない。例えば、血流中に注射される医薬組成物は、可溶
性でなければならない。他の因子が当該分野で公知であり、毒性などの考慮事項およびそ
の組成物または製剤がその効果を発揮するのを防ぐ形態を含む。
【０１９６】
　全身吸収（例えば、全身吸収または血流中の薬物の蓄積とその後の身体全体での分布）
を導く投与経路が望ましく、これには以下が含まれるがこれらに限定されない：静脈内、
皮下、腹腔内、吸入、経口、肺内および筋内。これらの投与経路の各々は、接近可能な罹
患組織または腫瘍にＲＯＳ阻害性治療剤を曝露させる。循環中への薬物の進入の速度は、
分子量またはサイズの関数であることが示されている。本発明の化合物を含むリポソーム
または他の薬物キャリアの使用は、例えば、特定の組織型、例えば網状内皮系（ｒｅｔｉ
ｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｓｙｓｔｅｍ）（ＲＥＳ）の組織において薬物を
潜在的に局在化させ得る。薬物とリンパ球およびマクロファージなどの細胞の表面との会
合を促進し得るリポソーム製剤もまた、有用である。このアプローチは、癌細胞などの異
常な細胞のマクロファージおよびリンパ球免疫認識の特異性を利用することによって、標
的細胞への薬物の増強された送達を提供し得る。
【０１９７】
　「医薬的に許容される製剤」とは、それらの所望の活性に最も適した物理的位置におけ
る本発明の核酸分子の有効な分布を可能にする組成物または製剤を意味する。本発明の核
酸分子を用いた製剤に適した薬剤の非限定的な例には、以下が含まれる：ＣＮＳ中への薬
物の進入を増強し得るＰ－糖タンパク質インヒビター（例えばＰｌｕｒｏｎｉｃ　Ｐ８５
）（Ｊｏｌｌｉｅｔ－ＲｉａｎｔおよびＴｉｌｌｅｍｅｎｔ、１９９９年、Ｆｕｎｄａｍ
．Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．、１３巻、１６～２６頁）；生分解性ポリマー、例え
ば脳内移植後の持効性送達のためのポリ（ＤＬ－ラクチド－コグリコリド）ミクロスフェ
ア（Ｅｍｅｒｉｃｈら、１９９９年、Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ、８巻、４７～５
８頁）（Ｒｏｓｅｒｍｅｓ，Ｉｎｃ．Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、Ｍａｓｓ．）；ならびに例え
ば、血液脳関門を横切って薬物を送達し得、ニューロン取り込み機構を変更し得る、ポリ
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ブチルシアノアクリレート製の、充填されたナノ粒子（Ｐｒｏｇ　Ｎｅｕｒｏ－ｐｓｙｃ
ｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｂｉｏｌ　Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ、２３巻、９４１～９４９頁
、１９９９年）。本発明の方法において有用なＲＯＳ阻害性化合物のための送達ストラテ
ジーの他の非限定的な例には、Ｂｏａｄｏら、１９９８年、Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．、
８７巻、１３０８～１３１５頁；Ｔｙｌｅｒら、１９９９年、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．、４
２１巻、２８０～２８４頁；Ｐａｒｄｒｉｄｇｅら、１９９５年、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ．、
９２巻、５５９２～５５９６頁；Ｂｏａｄｏ、１９９５年、Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉ
ｖｅｒｙ　Ｒｅｖ．、１５巻、７３～１０７頁；Ａｌｄｒｉａｎ－Ｈｅｒｒａｄａら、１
９９８年、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、２６巻、４９１０～４９１６頁；お
よびＴｙｌｅｒら、１９９９年、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ．、９６巻、７０５３～７０５８頁に
記載された材料が含まれる。
【０１９８】
　ポリ（エチレングリコール）脂質を含む表面改変されたリポソーム（ＰＥＧ改変された
、または長期循環型リポソームもしくはステルス・リポソーム）を含む治療組成物もまた
、本発明の方法において適切に使用され得る。これらの製剤は、標的組織における薬物の
蓄積を増加させる方法を提供する。このクラスの薬物担体は、オプソニン化および単核食
細胞系（ＭＰＳまたはＲＥＳ）による排除に耐え、それにより、より長い血液循環時間お
よびカプセル化された薬物への増強された組織曝露を可能にする（Ｌａｓｉｃら、Ｃｈｅ
ｍ．Ｒｅｖ．１９９５年、９５巻、２６０１～２６２７頁；Ｉｓｈｉｗａｔａら、Ｃｈｅ
ｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．１９９５年、４３巻、１００５～１０１１頁）。かかるリポ
ソームは、おそらく血管新生した標的組織における血管外漏出および捕捉によって、腫瘍
中に選択的に蓄積することが示されている（Ｌａｓｉｃら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９５年
、２６７巻、１２７５～１２７６頁；Ｏｋｕら、１９９５年、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐ
ｈｙｓ．Ａｃｔａ、１２３８巻、８６～９０頁）。長期循環型リポソームは、特にＭＰＳ
の組織中に蓄積することが公知の従来のカチオン性リポソームと比較して、ＤＮＡおよび
ＲＮＡの薬物動態および薬力学を増強する（Ｌｉｕら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．１９９
５年、４２巻、２４８６４～２４８７０頁；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９６／１０３９１；ＰＣ
Ｔ公開番号ＷＯ９６／１０３９０；およびＰＣＴ公開番号ＷＯ９６／１０３９２）。長期
循環型リポソームはまた、肝臓および脾臓などの代謝的に活動的なＭＰＳ組織中での蓄積
を回避するその能力に基づいて、カチオン性リポソームと比較してより高い程度まで、ヌ
クレアーゼ分解から薬物を保護する可能性が高い。
【０１９９】
　治療組成物は、医薬的に許容される担体または希釈剤中に医薬有効量の所望の化合物を
含み得る。治療的使用に許容可能な担体または希釈剤は、製薬分野で周知であり、例えば
、ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ、Ｍａｃ
ｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．（Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ編、１９８５年）中に記載
されている。例えば、防腐剤、安定剤、色素および調味剤が提供され得る。これらには、
安息香酸ナトリウム、ソルビン酸、およびｐ－ヒドロキシ安息香酸のエステルが含まれる
。さらに、抗酸化剤および懸濁剤が使用され得る。
【０２００】
　いくつかの実施形態において、ＲＯＳ阻害性治療剤および／またはＡＬＫ／ＲＯＳ阻害
性治療剤は、有効量で投与される。「有効量」または「有効用量」とは、疾患状態（例え
ば肺癌）を予防、その発生を阻害、またはそれを処置（ある程度まで症状を、好ましくは
全ての症状を緩和）するために必要な治療剤の量を意味する。有効用量は、疾患の型、使
用される治療剤、投与経路、処置される哺乳動物の型、考慮される特定の哺乳動物の肉体
的特徴、同時の薬物適用、および医療分野の当業者が認識する他の因子に依存する。一般
に、有効量は、０．１ｍｇ／ｋｇ体重／日と１００ｍｇ／ｋｇ体重／日の間の量の活性成
分であり、負に荷電したポリマーの効力に依存して投与される。
【０２０１】
　１日当たり体重１キログラム当たり約０．１ｍｇ～約１４０ｍｇのオーダーの投薬量レ
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ベルが、上記状態の処置において有用である（１日当たり患者１人当たり約０．５ｍｇ～
約７ｇ）。単一の投薬形態を生成するために担体材料と併用され得る活性成分の量は、処
置される宿主および投与の特定の様式に依存して変動する。投薬単位形態は一般に、約１
ｍｇ～約５００ｍｇの間の活性成分を含む。任意の特定の患者についての特定の用量レベ
ルは、使用される特定の化合物の活性、年齢、体重、全般的健康、性別、食餌、投与の時
間、投与経路および排泄の速度、薬物併用、ならびに治療を受けている特定の疾患の重症
度を含む、種々の因子に依存することが理解される。
【０２０２】
　非ヒト動物への投与について、組成物はまた、動物の餌または飲用水に添加され得る。
動物が、その食餌と共に治療的に適切な量で組成物を摂取するように、動物の餌および飲
用水組成物を製剤化することが簡便であり得る。餌または飲用水への添加のためのプレミ
ックスとして組成物を提示することもまた簡便であり得る。
【０２０３】
　本発明の実施において有用なＲＯＳ阻害性治療剤は、上記のような単一化合物、または
同じクラスのインヒビター（例えば、抗体インヒビター）であれ異なるクラス（例えば、
抗体インヒビターおよび低分子インヒビター）であれ複数の化合物の併用を含み得る。化
合物のかかる併用は、融合タンパク質発現癌の進行を阻害する際の全体的な治療効果を増
加させ得る。例えば、治療組成物は、低分子インヒビター、例えばＰｆｉｚｅｒ，Ｉｎｃ
．製のクリゾチニブ（ＰＦ－０２３４１０６６としても公知）（米国公開番号２００８／
０３００２７３を参照のこと）単独であり得るか、またはＲＯＳ活性を標的化する他のク
リゾチニブ・アナログおよび／もしくはＲＯＳの小分子インヒビター、例えば、Ｎｏｖａ
ｒｔｉｓ，Ｉｎｃ．製のＮＶＰ－ＴＡＥ６８４もしくはＳａｋａｍｏｔｏら、Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｃｅｌｌ　１９巻：６７９～６９０頁、２０１１年に記載されたＣＨ５４２４８０２
化合物との併用であり得る。治療組成物は、１つまたはそれ以上の標的化されたインヒビ
ターに加えて、１つまたはそれ以上の非特異的化学療法剤もまた含み得る。かかる併用は
、多くの癌において相乗的腫瘍殺傷効果を提供することが最近示されている。ＲＯＳ活性
および腫瘍成長をｉｎ　ｖｉｖｏで阻害する際のかかる併用の有効性は、以下に記載され
るように評価され得る。
【０２０４】
　本発明はまた、その化合物が、癌におけるポリペプチドのＲＯＳキナーゼ活性を阻害す
るか否かを決定することによって、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドまたはそれ
をコードするポリヌクレオチドを特徴とする癌（例えば肺癌）の進行を化合物が阻害する
か否かを決定する方法を、一部提供する。いくつかの実施形態において、ＲＯＳの活性の
阻害は、骨髄、血液または腫瘍由来の細胞を含む生物学的サンプルを試験することによっ
て決定される。別の実施形態において、ＲＯＳの活性の阻害は、ＲＯＳポリペプチドに特
異的に結合する試薬（例えば、ＲＯＳ特異的抗体）またはＲＯＳポリペプチドをコードす
るポリヌクレオチドに特異的に結合する試薬（例えば、ｓｉＲＮＡまたはＲＯＳアンチセ
ンス）を少なくとも使用して決定される。
【０２０５】
　試験された化合物は、上記のような任意の型の治療剤または組成物であり得る。ｉｎ　
ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏの両方で化合物の効能を評価する方法は、充分確立され
ており、当該分野で公知である。例えば、組成物は、ＲＯＳキナーゼが活性化される細胞
または細胞抽出物を使用して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＲＯＳを阻害する能力について試験さ
れ得る。化合物のパネルは、ＲＯＳに対する化合物の特異性を試験するために使用され得
る（ＥＧＦＲまたはＰＤＧＦＲなどの他の標的とは逆に）。
【０２０６】
　使用され得る薬物スクリーニングのための別の技術は、ＰＣＴ公開番号ＷＯ８４／０３
５６４中に記載されるような、目的のタンパク質に対する適切な結合親和性を有する化合
物のハイ・スループット・スクリーニングを提供する。この方法において、ＲＯＳ活性を
有するポリペプチド（例えば、全長ＲＯＳタンパク質、または複数のＲＯＳ融合タンパク
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質のうち１つ）に適用される場合、多数の異なる低分子試験化合物が、プラスチック・ピ
ンまたはある種の他の表面などの固体基材上で合成される。試験化合物を、本発明のポリ
ペプチドまたはそのフラグメントと反応させ、洗浄する。結合したポリペプチド（例えば
、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（ＶＳ）、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（Ｓ）、ＳＬＣ３４Ａ２－
ＲＯＳ（Ｌ）、ＣＤ７４－ＲＯＳ、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）もしく
はＦＩＧ－ＲＯＳ（ＸＬ）融合ポリペプチドまたは全長ＲＯＳポリペプチド）が次いで、
当該分野で周知の方法によって検出される。精製されたポリペプチドはまた、上述の薬物
スクリーニング技術における使用のために、プレート上に直接コーティングされ得る。あ
るいは、非中和抗体が、ペプチドを捕捉し、固体支持体上にそのペプチドを固定化するた
めに使用され得る。
【０２０７】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＲＯＳ活性の有効なインヒビターであることが見出された化合物
は次いで、例えば、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチドを発現するヒト肺、肝臓、
膵臓、腎臓、肺または結腸の腫瘍を有している哺乳動物異種移植片を使用して、キナーゼ
活性を有するポリペプチドを発現する癌（例えば、肺癌、または肝臓癌、肺癌、結腸癌、
腎臓癌もしくは膵臓癌などの他の癌）の進行をｉｎ　ｖｉｖｏで阻害するその能力につい
て、試験され得る。この手順において、ＲＯＳキナーゼ活性を有するタンパク質（例えば
、全長ＲＯＳ、またはＲＯＳ融合タンパク質のうち１つ）を発現することが公知の癌細胞
株は、動物（例えば、ヌード・マウスもしくはＳＣＩＤマウス、または他の免疫無防備動
物）中で皮下に配置され得る。次いで細胞は、視覚的にモニタリングされ得る腫瘍塊へと
成長する。次いで動物は、薬物で処置され得る。腫瘍サイズに対する薬物処置の効果は、
外側から観察され得る。次いで動物は屠殺され、ＩＨＣおよびウエスタン・ブロットによ
る分析のために腫瘍が取り出される。同様に、哺乳動物骨髄移植片が、ＲＯＳキナーゼ活
性を有するタンパク質を発現する血液腫瘍における薬物応答を試験するために、標準的な
方法によって調製され得る。この方法で、薬物の効果は、患者と最も密接に類似している
生物学的設定で観察され得る。腫瘍細胞または周辺の間質細胞においてシグナル伝達を変
更する薬物の能力は、リン酸化特異的抗体を用いた分析によって決定され得る。細胞死ま
たは細胞増殖の阻害を誘導することにおける薬物の有効性は、切断されたカスパーゼ３お
よび切断されたＰＡＲＰなどのアポトーシス特異的マーカーを用いた分析によっても、観
察され得る。
【０２０８】
　かかる化合物の毒性および治療効能は、例えば、ＬＤ５０（集団の５０％にとって致死
の用量）およびＥＤ５０（集団の５０％において治療的に有効な用量）を決定するために
、細胞培養または実験動物において標準的な製薬上の手順によって決定され得る。毒性効
果と治療効果の間の用量比率は、治療指数であり、比率ＬＤ５０／ＥＤ５０として表され
得る。いくつかの実施形態において、化合物は高い治療指数を示す。
【０２０９】
　ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（またはそれをコードするポリヌクレオチド
）の存在を特徴とする腫瘍の進行を化合物が阻害するか否かを決定するための開示された
方法を実施する際には、哺乳動物異種移植片（または骨髄移植片）由来の細胞を含む生物
学的サンプルもまた、有利に使用され得る。非限定的な異種移植片（または移植片レシピ
エント）は、ＲＯＳキナーゼ活性を有するポリペプチド（例えば、ＲＯＳ融合ポリペプチ
ド（例えば、ＣＤ７４－ＲＯＳもしくはＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ））または全長ＲＯＳ）を発
現するヒト腫瘍（または白血病）を有する、マウスなどの小型哺乳動物である。ヒト腫瘍
を有する異種移植片は、当該分野で周知であり（Ｋａｌ、Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｒｅａｔ　Ｒ
ｅｓ．７２巻：１５５～６９頁（１９９５年）を参照のこと）、ヒト腫瘍を有する哺乳動
物異種移植片の生成は、充分に記載されている（Ｗｉｎｏｇｒａｄら、Ｉｎ　Ｖｉｖｏ．
１巻（１号）：１～１３頁（１９８７年）を参照のこと）。同様に、骨髄移植モデルの生
成および使用は、充分に記載されている。（例えば、Ｓｃｈｗａｌｌｅｒら、ＥＭＢＯ　
Ｊ．１７巻：５３２１～３３３頁（１９９８年）；Ｋｅｌｌｙら、Ｂｌｏｏｄ　９９巻：
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３１０～３１８頁（２００２年）を参照のこと）．
【０２１０】
　以下の実施例は、本発明をさらに説明するためだけに提供され、添付の特許請求の範囲
に提供された場合を除き、本発明の範囲を限定する意図はない。本発明は、当業者に明ら
かな、本発明中に教示された方法の改変およびバリエーションを包含する。言及がなされ
る材料、試薬などは、特に示さない限り、商業的供給源から得られ得る。
【０２１１】
〔実施例１〕
　グローバル・ホスホペプチド・プロファイリングによる、ＮＳＣＬＣ細胞株におけるＲ
ＯＳキナーゼ活性の同定
　ＨＣＣ７８を含むいくつかのヒトＮＳＣＬＣ細胞株におけるキナーゼ活性化のグローバ
ル・リン酸化プロファイルを、複雑な混合物由来の改変されたペプチドの単離および質量
分析的特徴付けのためのＩＡＰ技術を使用して試験した（米国特許第７，３００，７５３
号および米国特許第７，１９８，８９６号を参照のこと）。ＩＡＰ技術を、ホスホチロシ
ン特異的抗体（ＣＥＬＬ　ＳＩＧＮＡＬＩＮＧ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ，ＩＮＣ．、Ｄａ
ｎｖｅｒ、ＭＡから市販される、カタログ番号９４１１）を使用して実施して、ＮＳＣＬ
Ｃ細胞株の抽出物由来のホスホチロシン含有ペプチドを単離し、引き続いて特徴付けた。
【０２１２】
　具体的には、この疾患の新規駆動体を同定するために、ＩＡＰアプローチを使用して、
ＮＳＣＬＣ細胞株における活性化されたチロシン・キナーゼの同定を促進した。
【０２１３】
　細胞培養
　ＨＣＣ７８細胞を、ＤＳＭＺ（Ｇｅｒｍａｎ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅ　
Ｃｅｎｔｒｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍａｔｅｒｉａｌ）から得て、１０％胎
仔ウシ血清（ＦＢＳ）（Ｓｉｇｍａ）を含むＲＰＭＩ－１６４０培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ）中で成長させた。
【０２１４】
　ホスホペプチド免疫沈降
　合計２×１０8細胞を、１．２５×１０8細胞／ｍｌで尿素溶解緩衝液（２０ｍＭ　ＨＥ
ＰＥＳ　ｐＨ８．０、９Ｍ尿素、１ｍＭバナジン酸ナトリウム、２．５ｍＭピロリン酸ナ
トリウム、１ｍＭ　β－グリセロホスフェート）中で溶解し、超音波処理した。超音波処
理した溶解物を、２０，０００×ｇでの遠心分離によって清澄化し、タンパク質を、以前
に記載されたように（Ｒｕｓｈら、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２３巻（１号）：９
４～１０１頁（２００５年）を参照のこと）、還元しアルキル化した。サンプルを、２０
ｍＭ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ８．０で希釈して、最終尿素濃度２Ｍにした。トリプシン（０．
００１Ｍ　ＨＣｌ中１ｍｇ／ｍｌ）を、清澄化した溶解物に１：１００ｖ／ｖで添加した
。サンプルを、室温で一晩消化した。
【０２１５】
　消化後、溶解物を酸性化して、１％ＴＦＡの最終濃度にした。ペプチド精製を、以前に
記載されたように（Ｒｕｓｈら、上記を参照のこと）、Ｓｅｐ－Ｐａｋ　Ｃ18カラムを使
用して実施した。精製後、全ての溶出物（０．１％ＴＦＡ中、８％、１２％、１５％、１
８％、２２％、２５％、３０％、３５％および４０％のアセトニトリル）を合わせ、凍結
乾燥した。乾燥したペプチドを、１．４ｍｌのＭＯＰＳ緩衝液（５０ｍＭ　ＭＯＰＳ／Ｎ
ａＯＨ　ｐＨ７．２、１０ｍＭ　Ｎａ2ＨＰＯ4、５０ｍＭ　ＮａＣｌ）中に再懸濁し、不
溶性材料を、１２，０００×ｇで１０分間の遠心分離によって除去した。
【０２１６】
　腹水由来のホスホチロシン・モノクローナル抗体Ｐ－Ｔｙｒ－１００（Ｃｅｌｌ　Ｓｉ
ｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を、４ｍｇ／ｍｌビーズで、プロテインＧアガ
ロース・ビーズ（Ｒｏｃｈｅ）に、非共有結合により４℃で一晩カップリングした。カッ
プリング後、抗体－樹脂を、ＰＢＳで２回洗浄し、ＭＯＰＳ緩衝液で３回洗浄した。固定
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された抗体（４０μｌ、１６０μｇ）を、ＭＯＰＳ　ＩＰ緩衝液中の１：１スラリーとし
て、可溶化したペプチド画分に添加し、この混合物を４℃で一晩インキュベートした。固
定化した抗体ビーズを、ＭＯＰＳ緩衝液で３回洗浄し、ｄｄＨ2Ｏで２回洗浄した。ペプ
チドを、４０μｌの０．１５％ＴＦＡとのそれぞれ２０分間のインキュベーションによっ
てビーズから２回溶出させ、画分を合わせた。
【０２１７】
　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ質量分析による分析
　ＩＰ溶離液（４０μｌ）中のペプチドを、Ｓｔｏｐ　ａｎｄ　Ｇｏ抽出チップ（Ｓｔａ
ｇｅＴｉｐｓ）を使用して、溶出した抗体から濃縮および分離した（Ｒａｐｐｓｉｌｂｅ
ｒら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．、７５巻（３号）：６６３～７０頁（２００３年）を参照の
こと）。ペプチドを、１μｌの６０％ＭｅＣＮ、０．１％ＴＦＡを用いて、マイクロカラ
ムから、７．６μｌの０．４％酢酸／０．００５％ペンタフルオロ酪酸（ＨＦＢＡ）中に
溶出させた。サンプルを、不活性サンプル注入バルブを備えたＦａｍｏｓオートサンプラ
ー（Ｄｉｏｎｅｘ）を使用して、Ｍａｇｉｃ　Ｃ１８　ＡＱ逆相樹脂（Ｍｉｃｈｒｏｍ　
Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅｓ）を充填した１０ｃｍ×７５μｍ　ＰｉｃｏＦｒｉｔキャピラ
リー・カラム（Ｎｅｗ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ）上にロードした。カラムを、２８０ｎｌ／
分で送達した０．４％酢酸、０．００５％ＨＦＢＡ中のアセトニトリルの４５分の直線勾
配で展開した（Ｕｌｔｉｍａｔｅ、Ｄｉｏｎｅｘ）。
【０２１８】
　タンデム質量スペクトルを、トップ・フォー（ｔｏｐ－ｆｏｕｒ）法、動的排除反復カ
ウント（ｄｙｎａｍｉｃ　ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　ｒｅｐｅａｔ　ｃｏｕｎｔ）１および０
．５分の反復持続時間（ｒｅｐｅａｔ　ｄｕｒａｔｉｏｎ）を使用して、ＬＣＱ　Ｄｅｃ
ａ　ＸＰ　Ｐｌｕｓイオン・トラップ質量分析器（ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ）でデ
ータ依存的様式で収集した。
【０２１９】
　データベース分析および割り当て
　ＭＳ／ＭＳスペクトルを、ＴｕｒｂｏＳｅｑｕｅｓｔ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ
）（ＢｉｏＷｏｒｋｓ　３．０の一部として供給されるＳｅｑｕｅｓｔ　Ｂｒｏｗｓｅｒ
パッケージ（ｖ．２７、ｒｅｖ．１２）中）を使用して評価した。個々のＭＳ／ＭＳスペ
クトルを、以下の設定を用いて、Ｓｅｑｕｅｓｔ　ＢｒｏｗｓｅｒプログラムＣｒｅａｔ
ｅＤｔａを使用して生データ・ファイルから抽出した：ボトムＭＷ、７００；トップＭＷ
、４，５００；イオンの最小数、２０；最小ＴＩＣ、４×１０5；および前駆体荷電状態
、不特定。スペクトルを、サンプル注入の前の生データ・ファイルの始めから、溶出勾配
の最後まで抽出した。ＩｏｎＱｕｅｓｔおよびＶｕＤｔａプログラムは、Ｓｅｑｕｅｓｔ
分析のためにＭＳ／ＭＳスペクトルをさらに選択するためには使用しなかった。ＭＳ／Ｍ
Ｓスペクトルを、以下のＴｕｒｂｏＳｅｑｕｅｓｔパラメータを用いて評価した：ペプチ
ド質量許容差（ｔｏｌｅｒａｎｃｅ）、２．５；フラグメント・イオン許容差、０．０；
改変当たりの差別的アミノ酸の最大数、４；質量タイプ・ペアレント（ｍａｓｓ　ｔｙｐ
ｅ　ｐａｒｅｎｔ）、平均；質量タイプ・フラグメント、平均；内部切断部位の最大数、
１０；ｂイオンおよびｙイオンからの水およびアンモニアの中性的損失を、相関分析にお
いて考慮した。エラスターゼ消化物から収集したスペクトルを除いて、タンパク質分解酵
素を特定した。
【０２２０】
　動的改変として酸化メチオニン（Ｍ＋１６）およびリン酸化（Ｙ＋８０）を許容する２
７，１７５のタンパク質を含む、２００４年８月２４日にリリースされたＮＣＢＩヒト・
データベースに対して、検索を行った。
【０２２１】
　プロテオミクス研究において、タンパク質が実際にサンプル中に存在することを示すた
めに、１つの実験結果における単一のペプチドの観察のみに基づいてタンパク質の同定を
認証することが望ましい。これは、以下の実施例に記載される、未だ普遍的には受け入れ



(54) JP 6210977 B2 2017.10.11

10

20

30

40

50

られていないペプチド割り当てを認証するための統計学的方法と、タンパク質およびペプ
チドの同定結果の公開のためのガイドラインとの開発を導いている（Ｃａｒｒら、Ｍｏｌ
．Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　３巻：５３１～５３３頁（２００４年）を参照のこ
と）。しかし、免疫親和性ストラテジーは、リン酸化されていないペプチドからリン酸化
されたペプチドを分離するので、タンパク質由来のたった１つのホスホペプチドを観察す
ることは一般的な結果であり、これは、多くのリン酸化されたタンパク質が、たった１つ
のチロシン・リン酸化部位を有するためである。
【０２２２】
　この理由のために、ホスホペプチド割り当てを認証するためのさらなる基準を使用する
ことが適切である。これらのさらなる基準のいずれかが満たされる場合、割り当ては正確
である可能性が高い：（ｉ）ＭＳ／ＭＳスペクトルは、荷電状態と共に顕著に変化するの
で、同じ配列が、異なる荷電状態を有する同時溶出イオンに割り当てられる；（ｉｉ）不
完全なタンパク質分解またはトリプシン以外のプロテアーゼの使用に由来する配列重複に
起因して、１つより多いペプチド配列コンテクストにおいて部位が見出される；（ｉｉｉ
）相同ではあるが同一ではないタンパク質アイソフォームに起因して、１つより多いペプ
チド配列コンテクストにおいて部位が見出される；（ｉｖ）種間の相同ではあるが同一で
はないタンパク質に起因して、１つより多いペプチド配列コンテクストで部位が見出され
る；および（ｖ）イオン・トラップ質量分析器が再現性の高いＭＳ／ＭＳスペクトルを生
じるので、割り当てられた配列に対応する合成ホスホペプチドのＭＳ／ＭＳ分析によって
部位が認証される。最後の基準は、特に目的とされる新規部位の割り当てを確認するため
に、慣用的に使用される。
【０２２３】
　全てのスペクトルおよびＳｅｑｕｅｓｔにより行った全ての配列割り当てを、リレーシ
ョナル・データベース中にインポートした。割り当てられた配列を、保守的な２工程プロ
セスに従って、許容または排斥した。第１の工程において、ハイスコアの配列割り当ての
サブセットを、＋１の荷電状態について少なくとも１．５、＋２の荷電状態について２．
２および＋３の荷電状態について３．３のＸＣｏｒｒ値についてフィルタリングし、１０
の最大ＲＳｐ値を許容することによって、選択した。以下の基準のいずれかが満足された
場合に、このサブセット中の割り当てを排斥した：（ｉ）このスペクトルは、ａ、ｂもし
くはｙイオンとして、ｂもしくはｙイオンからの水またはアンモニアの中性的損失から生
じるイオンとして、もしくは多重プロトン化したイオンとして割り当てられた配列にマッ
ピングされ得ない、少なくとも１つの主要ピーク（スペクトル中の最も強いイオンの少な
くとも１０％の強度）を含んだ；（ｉｉ）スペクトルは、少なくとも６つの中断されてい
ない残基と等価な一連のｂもしくはｙイオンを含まなかった；または（ｉｉｉ）配列は、
本発明者らが実施した全ての研究において少なくとも５回は観察されることがなかった（
不完全なタンパク質分解またはトリプシン以外のプロテアーゼの使用に起因して重複する
配列を除く）。第２の工程において、低スコア・スペクトルが、別の研究において収集さ
れた高スコア・スペクトルに対する高い程度の類似性を示した場合に、閾値を下回るスコ
アを有する割り当てを許容したが、これは、真の参照ライブラリー検索ストラテジーをシ
ミュレートする。割り当てられた配列の最終的なリストを支持する全てのスペクトル（本
明細書には示さない）を、少なくとも３人の科学者が審査して、その信頼性を確立した。
【０２２４】
　上記ＩＡＰ分析により、ＨＣＣ７８細胞から、４５４の非冗長ホスホチロシン含有ペプ
チド、３９５のホスホチロシン部位および２４０のチロシン・リン酸化タンパク質が同定
され、その大部分は新規であった（データ示さず）。ＲＯＳキナーゼを含めて、検出され
たチロシン・リン酸化キナーゼのうちいくつかは、他のＮＳＣＬＣ細胞株におけるＭＳ分
析によって通常検出されないものであった（未公開のデータ）。
【０２２５】
〔実施例２〕
　グローバル・ホスホペプチド・プロファイリングを使用した、ヒト癌サンプルにおける
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変異体ＲＯＳキナーゼ発現の検出
　ヒトＮＳＣＬＣにおけるＲＯＳ融合変異の発生率をさらに確認するために、上記のグロ
ーバル・ホスホペプチド・プロファイリングのＩＡＰ技術（実施例１を参照のこと）を使
用して、いくつかのヒトＮＳＣＬＣ腫瘍を試験して、これらの腫瘍中のＲＯＳホスホペプ
チドを同定した。腫瘍サンプル（解剖した腫瘍を液体窒素中で瞬間的に凍結させ、維持し
た）は、Ｃｈｉｎａ（Ｓｅｃｏｎｄ　Ｘｉａｎｇｙａ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、Ｃｅｎｔｒａ
ｌ　Ｓｏｕｔｈ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｃｈａｎｇｓｈａ、Ｈｕｎａｎ、Ｐ．Ｒ．Ｃｈ
ｉｎａ）の臨床共同研究者から得た。
【０２２６】
　簡潔に述べると、約３００ミリグラム～５００ミリグラムの間の腫瘍組織をホモジナイ
ズした。例えば、組織を、１．２５×１０8細胞／ｍｌで尿素溶解緩衝液（２０ｍＭ　Ｈ
ＥＰＥＳ　ｐＨ８．０、９Ｍ尿素、１ｍＭバナジン酸ナトリウム、２．５ｍＭピロリン酸
ナトリウム、１ｍＭ　β－グリセロホスフェート）中でホモジナイズおよび溶解し、超音
波処理した。超音波処理した溶解物を、２０，０００×ｇでの遠心分離によって清澄化し
、タンパク質を、以前に記載されたように（Ｒｕｓｈら、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．２３巻（１号）：９４～１０１頁（２００５年）を参照のこと）、還元しアルキル化し
た。サンプルを、２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ８．０で希釈して、最終尿素濃度２Ｍにし
た。トリプシン（０．００１Ｍ　ＨＣｌ中１ｍｇ／ｍｌ）を、清澄化した溶解物に１：１
００ｖ／ｖで添加した。サンプルを、室温で一晩消化した。
【０２２７】
　これらのサンプルのグローバル・ホスホチロシン・プロファイリングを、上記実施例１
に記載されるように実施した。プロファイリングの結果により、腫瘍サンプルの１つが、
ＲＯＳホスホ－ペプチドおよびＳＬＣ３４Ａ２ホスホ－ペプチドの両方を有し（以下の表
１を参照のこと（他の検出されたホスホペプチドは示さない））、ＩＲＳ－１およびＩＲ
Ｓ－２ホスホペプチドなどの下流の分子もまた有することが示された。この腫瘍のチロシ
ン・プロファイリング・シグネチャーは、予測されるように、ＮＳＣＬＣ細胞株ＨＣＣ７
８のものと非常に類似していた（表３を参照のこと）。ＦＩＳＨ分析は、この腫瘍がＲＯ
Ｓ転座を有することもまた示した（以下の実施例１０を参照のこと）。ＲＴ－ＰＣＲ、Ｄ
ＮＡ配列決定アッセイを使用して、この患者（およびＲＯＳ転座を有する他の患者）にお
けるＲＯＳ活性がＳＬＣ３４Ａ２／ＲＯＳの異常な転写物に起因することをさらに確認す
ることができる。
【０２２８】
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【表３】

【０２２９】
〔実施例３〕
　ＮＳＣＬＣ細胞株におけるＲＯＳキナーゼ発現のウエスタン・ブロット分析
　他のＮＳＣＬＣ細胞株ではなくＨＣＣ７８　ＮＳＣＬＣ細胞株が、活性化されたＲＯＳ
キナーゼを発現するという観察は、ＲＯＳおよび他のレセプター・チロシン・キナーゼ（
ＲＴＫ）ならびに下流のキナーゼに特異的な抗体を使用して、細胞抽出物のウエスタン・
ブロット分析によって確認した。
【０２３０】
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　ＨＣＣ７８細胞を、Ｐｒｏｔｅａｓｅ　Ａｒｒｅｓｔ（商標）（Ｇ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ）を補充した１×細胞溶解緩衝液（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ）中で溶解し、電気泳動によって分離した。イムノブロッティングのための全て
の抗体および試薬は、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．
（Ｄａｎｖｅｒｓ、ＭＡ）のものであった。ウエスタン・ブロッティングを、「Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ　Ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ」（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌ
ｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．、２００５年～２００６年のカタログ）に記載
のように実施した。抗ＲＯＳ抗体は、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ，Ｉｎｃ．から得た。
【０２３１】
　図１は、ウエスタン・ブロットの結果を示す。多数の異なるＮＳＣＬＣ細胞株のうち、
ＨＣＣ７８のみがＲＯＳタンパク質を発現する。ＨＣＣ７８中のＲＯＳタンパク質は、融
合タンパク質を示す、野生型ＲＯＳタンパク質よりもかなり小さい分子量を有する。
【０２３２】
　ウエスタン・ブロットにより、ＲＯＳ融合タンパク質がチロシン・リン酸化されること
を確認した。ＨＣＣ７８細胞由来のタンパク質溶解物を、ホスホ－チロシン抗体によって
免疫沈降させ、総ＲＯＳ抗体を用いてイムノブロットした。ＲＯＳ抗体により、総溶解物
と同じバンドがｐＹ－ＩＰから検出され、ＩＰ化されたバンドは、これもまたタンパク質
のリン酸化を示す、少し遅い移動を有した。
【０２３３】
〔実施例４〕
　ｓｉＲＮＡを使用した、異常なＲＯＳキナーゼを発現する哺乳動物ＮＳＣＬＣ細胞株の
成長阻害
　ＲＯＳの切断型形態が、ＨＣＣ７８細胞株において細胞の増殖および生存を駆動してい
ることを確認するために、ｓｉＲＮＡサイレンシングがこれらの細胞の成長を阻害する能
力を試験した。ＲＯＳの発現を、ＲＮＡ干渉によって下方調節した。以下のＲＯＳ　ｓｉ
ＲＮＡは、Ｐｒｏｌｉｇｏ，Ｉｎｃ．から注文したものであり、対応するＲＯＳ配列を括
弧内に示した：
５’ＡＡＧＣＣＣＧＧＡＵＧＧＣＡＡＣＧＵＵＴＴ３’（ＲＯＳ１（６３１８～６３４０
）（配列番号：３１）；
５’ＡＡＧＣＣＵＧＡＡＧＧＣＣＵＧＡＡＣＵＴＴ３’（ＲＯＳ１（７１８１～７２０３
）（配列番号：３２）。
【０２３４】
　２×１０5細胞を、トランスフェクションの前日に、１２ウェル・プレート中に播種し
た。１００ｎＭのＲＯＳ１　ｓｉＲＮＡを、Ｍｉｒｕｓ　ＴｒａｎｓＩＴ－ＴＫＯ　Ｔｒ
ａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔを使用してトランスフェクトした。トランスフェ
クションの４８時間後、細胞をさらに２４時間、飢餓培地に切り替えた。細胞をトリプシ
ン処理によって回収し、次いで計数し、細胞溶解物をＷＢにおいて使用して、ＲＯＳタン
パク質レベルをチェックした。
【０２３５】
　イムノブロット分析により、ＲＯＳの発現が、ＨＣＣ７８細胞中へのｓｉＲＮＡのトラ
ンスフェクションの７２時間後に、特異的かつ顕著に低減されたこと、およびコントロー
ル細胞株Ｈ２０６６がＲＯＳタンパク質を発現しないことが明らかになった（図２、パネ
ルＢを参照のこと）。これは、予測されるように、ｐ－Ｅｒｋ１／２およびｐ－Ａｋｔな
どの下流の基質のリン酸化の減少を伴った（図２、パネルＣを参照のこと）。さらに、予
測されるように、ＲＯＳ　ｓｉＲＮＡによる処置は、切断されたＰＡＲＰの検出によって
決定されるように、ＨＣＣ７８細胞株のアポトーシスの増加を生じた（しかし、コントロ
ール細胞株Ｈ２０６６中では生じなかった）（図２、パネルＢを参照のこと）。細胞の８
０％は、図２、パネルＡに示されるように、ＲＯＳ　ｓｉＲＮＡによるトランスフェクシ
ョンの３日後に殺された。かかる結果は、ＨＣＣ７８細胞株中の変異体／切断型ＲＯＳキ
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ナーゼが、これらのＮＳＣＬＣ細胞の増殖および成長を駆動していること、ならびにかか
る成長および増殖が、ＲＯＳキナーゼ発現を阻害するためのｓｉＲＮＡを使用することに
よって阻害され得ることを示している。
【０２３６】
〔実施例５〕
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合遺伝子の単離および配列決定
　ＮＳＣＬＣ細胞株（ＨＣＣ７８）中で検出されたＲＯＳキナーゼの切断型形態の存在を
考慮して、キメラＲＯＳ転写物が存在するか否かを確認するために、ＲＯＳのキナーゼ・
ドメインをコードする配列上のｃＤＮＡ末端の５’の迅速増幅を実施した。
【０２３７】
　相補的ＤＮＡ末端の迅速増幅
　ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して、ＨＣＣ７８細胞株から
ＲＮＡを抽出した。ＤＮＡを、ＤＮｅａｓｙ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を
使用して抽出した。ｃＤＮＡ末端の迅速増幅を、ｃＤＮＡ合成のためにプライマーＲＯＳ
－ＧＳＰ１を用い、ネステッドＰＣＲ反応のためにプライマーＲＯＳ－ＧＳＰ２およびＲ
ＯＳ－ＧＳＰ３を用いて、５’ＲＡＣＥ系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して実施した
。
【０２３８】
　ＰＣＲアッセイ
　ＲＴ－ＰＣＲのために、第１鎖ｃＤＮＡを、オリゴ（ｄＴ）20（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡから市販される、カタログ番号１８０８０）と共にＳｕｐｅｒ
Ｓｃｒｉｐｔ（商標）ＩＩＩ第１鎖合成系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して、２．５
μｇの総ＲＮＡから合成した。次いで、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合遺伝子を、プライマ
ー対ＳＬＣＲＯＳ－Ｆ１およびＳＬＣＲＯＳ－Ｒ１、ＳＬＣＲＯＳ－Ｆ２およびＳＬＣＲ
ＯＳ－Ｒ２を使用して増幅した。
【０２３９】
　構築物
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合遺伝子のオープン・リーディング・フレームを、Ｐｌａｔ
ｉｎｕｍ　Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ高忠実度（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）ならびにプラ
イマー対ＳＬＣ－ＦｂおよびＲＯＳ－Ｒｂ（Ｂｇｌ　ＩＩ制限部位を有する）を使用して
、ＨＣＣ７８細胞のｃＤＮＡからＰＣＲによって増幅した。このＰＣＲ産物をレトロウイ
ルス・ベクターＭＳＣＶ－Ｎｅｏ中にクローニングした。プライマーは以下のとおりであ
った：
ＲＯＳ－ＧＳＰ１：ＡＣＣＣＴＴＣＴＣＧＧＴＴＣＴＴＣＧＴＴＴＣＣＡ（配列番号９）
ＲＯＳ－ＧＳＰ２：ＧＣＡＧＣＴＣＡＧＣＣＡＡＣＴＣＴＴＴＧＴＣＴＴ（配列番号１０
）
ＲＯＳ－ＧＳＰ３：ＴＧＣＣＡＧＡＣＡＡＡＧＧＴＣＡＧＴＧＧＧＡＴＴ（配列番号１１
）
ＳＬＣＲＯＳ－Ｆ１：ＴＣＣＡＴＣＣＣＡＧＣＡＣＣＴＧＣＧＧＡＧ（配列番号１８）
ＳＬＣＲＯＳ－Ｒ１：ＣＴＣＡＡＣＴＣＴＣＴＡＴＴＴＣＣＣＡＡＡＣＡＡＣＧＣ（配列
番号２０）
ＳＬＣＲＯＳ－Ｆ２：ＣＡＴＧＧＣＴＣＣＣＴＧＧＣＣＴＧＡＡＴＴＧ（配列番号１９）
ＳＬＣＲＯＳ－Ｒ２：ＣＡＡＣＧＣＴＡＴＴＡＡＴＣＡＧＡＣＣＣＡＴＣＴＣＣ（配列番
号２１）
ＳＬＣ－Ｆｂ：ＧＡＡＧＡＴＣＴＣＴＧＡＣＣＡＴＧＧＣＴＣＣＣＴＧＧＣＣＴＧＡＡ（
配列番号３３）
ＲＯＳ－Ｒｂ：ＧＡＡＧＡＴＣＴＡＣＧＣＴＡＴＴＡＡＴＣＡＧＡＣＣＣＡＴＣＴＣＣ（
配列番号３４）
【０２４０】
　ＰＣＲ増幅産物を、２ラウンド後に検出した。次いで、５’ＲＡＣＥによるＲＯＳに対
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して５’側の配列の分析により、このキナーゼが、ＳＬＣ３４Ａ２のＮ末端に融合したこ
とが同定された。得られた産物の配列分析により、ＲＯＳのｃ末端が、ＳＬＣ３４Ａ２遺
伝子のＮ末端に融合したことが明らかになった（図３Ｃおよび３Ｄを参照のこと）。ＳＬ
Ｃ３４Ａ２－ＲＯＳ融合遺伝子は、インフレームであり、ＳＬＣ３４Ａ２の最初の１２６
アミノ酸が、ＲＯＳの最後の５９８もしくは４９５アミノ酸に融合されており（図３Ｂを
参照のこと、１７５０における矢印は、Ｃ末端の５９８アミノ酸についての分断を示し、
１８５３における矢印は、Ｃ末端の４９５アミノ酸についての分断を示す）、それぞれ２
つのバリアント融合タンパク質（長い、短い）を生じた。遺伝子構造の分析により、ＳＬ
Ｃ３４Ａ２の最初の１２６アミノ酸をＲＯＳの最後の４６７アミノ酸と共に含むことが予
測される別のバリアント、非常に短いバリアントが予測された（図３Ｅを参照のこと）。
ＳＬＣ３４Ａ２は、染色体４ｐ１５上に位置しており、ＲＯＳは染色体６ｑ２２上に存在
していた。従って、この融合遺伝子は、ｔ（４；６）（ｐ１５；ｑ２２）によって創出さ
れたものである。図３Ａを参照のこと。
【０２４１】
　予測されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（ＶＳ）（即ち、非常に短いバリアント）のアミノ
酸配列および核酸配列は、それぞれ配列番号：２８および配列番号：２９に提供される。
【０２４２】
　ＳＬＣ３４Ａ２融合物の配列は、図４Ａ（長いバリアント、アミノ酸配列は上、核酸配
列は下）および図４Ｂ（短いバリアント、アミノ酸は上、核酸は下）中に示される。ヒト
ＳＬＣ３４Ａ２タンパク質のアミノ酸配列および核酸配列は図５中に提供され、転座に関
与する残基は下線である。
【０２４３】
　同様に、ヒトＲＯＳタンパク質のアミノ酸配列および核酸配列は、それぞれ図６Ａおよ
び６Ｂ中に示される。図６Ａおよび６Ｂにおいて、長いバリアントに関与する残基には下
線が付され、下線付きの太字の残基は、（短い）バリアント転座に関与する残基であり、
下線付きの太字の赤色残基は、予測された（非常に短い）バリアント転座に関与すると予
測される残基である。
【０２４４】
　短いバージョンおよび長いバージョンについて、ＳＬＣ３４Ａ２およびＲＯＳの融合を
、ＲＮＡに対する逆転写ＰＣＲによって確認した。
【０２４５】
〔実施例６〕
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質は、トランスフェクトされた２９３細胞の成長
および生存を駆動する。
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の発現が正常細胞を癌性表現型に形質転換し得
ることを確認するために、ヒト胚腎臓細胞（２９３細胞）を、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融
合タンパク質の長いバリアントをコードする上記ｃＤＮＡ構築物でトランスフェクトした
。
【０２４６】
　上記ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ　ｃＤＮＡ構築物（長いバリアント融合タンパク質をコー
ドする）を、ＭＳＣＶウイルス・ベクター中に挿入し、ＳｕｐｅｒＦｅｃｔトランスフェ
クション試薬（Ｑｉａｑｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡから市販される）を使用して、Ｈ
ＥＫ２９３細胞中にトランスフェクトした。４８時間後、トランスフェクトしたＨＥＫ２
９３細胞を回収し、ウエスタン・ブロットによってチェックして、予測された分子量の組
換えＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質（長いバリアント）の発現を確認した（図７
を参照のこと）。
【０２４７】
〔実施例７〕
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質は、形質転換された哺乳動物細胞株の成長およ
び生存を駆動する。
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　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の発現が正常細胞を癌性表現型に形質転換し得
ることを確認するために、３Ｔ３細胞を、上記のｃＤＮＡ構築物で形質転換し得る。細胞
を、１０％胎仔ウシ血清（ＦＣＳ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｓｌｂａｄ、ＣＡ）
を含むＤＭＥＭ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中で維持した。
【０２４８】
　レトロウイルス上清の生成および形質導入を、以前に記載されたように実施した。Ｓｃ
ｈｗａｌｌｅｒら、Ｅｍｂｏ　Ｊ．１７巻（１８号）：５３２１～３３頁（１９９８年）
を参照のこと。３Ｔ３細胞を、それぞれＭＳＣＶ－ＮｅｏベクターまたはＭＳＣＶ－Ｎｅ
ｏ／ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ（長い）ベクターもしくはＭＳＣＶ－Ｎｅｏ／ＲＯＳ（短い
）ベクターのいずれかを含むレトロウイルス上清で形質導入し、Ｇ４１８（５００ｕｇ／
ｍｌ）で選択した。安定にトランスフェクトされた細胞を軟寒天アッセイにおいて使用し
て、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳが３Ｔ３細胞を形質転換することを確認した。
【０２４９】
　かかる分析により、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の発現が、３Ｔ３細胞を形
質転換し、その結果この細胞の成長が付着非依存的になるか否かを確認する。次いで、ウ
エスタン・ブロット分析を実施して、ＲＯＳ、ＳＬＣ３４Ａ２、ＳＨＰ－１および他の可
能なＲＯＳの下流標的のリン酸化状態をチェックする。
【０２５０】
〔実施例８〕
　ＣＤ７４－ＲＯＳ融合遺伝子の単離および配列決定
　第２のバッチのいくつかのヒトＮＳＣＬＣ腫瘍（患者ＣＤ０４２由来の腫瘍を含む）も
また、実施例１および２に記載された方法を試用して、グローバル・ホスホペプチド・プ
ロファイリングのＩＡＰ技術を使用してスクリーニングした。リン酸化ＲＯＳキナーゼが
患者ＣＤ０４２において検出された。この患者中に存在するこのＲＯＳキナーゼが、ＳＬ
Ｃ３４Ａ２タンパク質とＲＯＳキナーゼ・タンパク質との融合物であるか否かを決定する
ために、ＲＯＳのキナーゼ・ドメインをコードする配列上のｃＤＮＡ末端の５’の迅速増
幅を実施して、キメラＲＯＳ転写物がこれらの患者中に存在するか否かを決定した。興味
深いことに、以下に記載されるように、別のＲＯＳ融合遺伝子、即ちＣＤ７４とＲＯＳと
の融合物が、この方法を使用して見出された。
【０２５１】
　実施例４に記載されるように、ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａ
ｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）を使用して、腫瘍組織からＲＮＡを抽出した。ｃＤＮＡ合成のため
にプライマーＲＯＳ－ＧＳＰ１を用い、ネステッドＰＣＲ反応のためにプライマーＲＯＳ
－ＧＳＰ２およびＲＯＳ－ＧＳＰ３を用いて、５’ＲＡＣＥ系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（
Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．の一部）、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡから
市販される）を使用した。
【０２５２】
　ＰＣＲアッセイ
　ＲＴ－ＰＣＲについて、第１鎖ｃＤＮＡを、オリゴ（ｄＴ）20（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
、カタログ番号１８０８０）と共にＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（商標）ＩＩＩ第１鎖合成系
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して、２．５μｇの総ＲＮＡから合成した。次いで、Ｃ
Ｄ７４－ＲＯＳ融合遺伝子を、プライマー対ＣＤ７４－Ｆ１およびＲＯＳ－ＧＳＰ３：
ＲＯＳ－ＧＳＰ１：ＡＣＣＣＴＴＣＴＣＧＧＴＴＣＴＴＣＧＴＴＴＣＣＡ（配列番号９）
ＲＯＳ－ＧＳＰ２：ＧＣＡＧＣＴＣＡＧＣＣＡＡＣＴＣＴＴＴＧＴＣＴＴ（配列番号１０
）
ＲＯＳ－ＧＳＰ３：ＴＧＣＣＡＧＡＣＡＡＡＧＧＴＣＡＧＴＧＧＧＡＴＴ（配列番号１１
）
ＣＤ７４－Ｆ１：ＧＣＡＧＡＡＴＧＣＣＡＣＣＡＡＧＴＡＴＧＧＣＡＡ（配列番号２６）
を使用して増幅した。得られた産物の配列分析により、ＲＯＳのｃ末端が、ＣＤ７４遺伝
子のＮ末端に融合したことが明らかになった（図８、パネルＢおよびＣを参照のこと）。
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ＣＤ７４－ＲＯＳ融合遺伝子は、インフレームであり、ＣＤ７４の最初の２０８アミノ酸
がＲＯＳの最後の４９５アミノ酸に融合されており（図８、パネルＢを参照のこと）、融
合タンパク質を生じた。ＣＤ７４は、染色体５ｑ３２上に位置しており、ＲＯＳは染色体
６ｑ２２上に存在していた（図８、パネルＡを参照のこと）。従って、この融合遺伝子は
、ｔ（５；６）（ｑ３２；ｑ２２）によって創出されたものである。
【０２５３】
　ＣＤ７４－ＲＯＳの配列は、図９中に提供される（上、アミノ酸配列；下、ヌクレオチ
ド配列）。図９に示されるように、ＣＤ７４由来の残基には下線が付され、ＲＯＳキナー
ゼ・ドメインの残基は太字書体で示されている。
【０２５４】
　図１０は、ヒトＣＤ７４の配列（アミノ酸は上、および核酸は下）を示しており、ＣＤ
７４－ＲＯＳ融合物中に存在する残基には下線を付している。同様に、図１１Ａおよび１
１Ｂは、ヒトＲＯＳのアミノ酸配列および核酸配列を示しており、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合
物中に存在する残基には下線を付している。
【０２５５】
　ＣＤ７４およびＲＯＳの融合を、ＲＮＡに対する逆転写ＰＣＲによって確認した。図１
２は、示されたプライマーを用いたＰＣＲから生じたＲＴ－ＰＣＲ産物を示すアガロース
・ゲルである。
【０２５６】
〔実施例９〕
　免疫組織化学（ＩＨＣ）によるＲＯＳキナーゼ・タンパク質の検出
　ＮＳＣＬＣ中で発見されたＲＯＳ融合タンパク質が免疫組織化学によって検出できるか
否かを決定するために、ＲＯＳ特異的ウサギ・モノクローナル抗体を使用した。これらの
研究で使用したＲＯＳ特異的抗体（即ち、ウサギ・モノクローナル抗体ＲＯＳ１　Ｄ４Ｄ
６）は以前に記載されており（ＰＣＴ公開番号ＷＯ２０１０／０９３９２８を参照のこと
）、ＲＯＳタンパク質のキナーゼ・ドメインに対してＣ末端側であるヒトＲＯＳキナーゼ
・タンパク質上の領域に特異的に結合する。Ｄ４Ｄ６抗体は未だ市販されていないが、類
似のＲＯＳ特異的抗体は、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ
．（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ＣＡ）のＲｏｓ（Ｃ－２０）抗体、カタログ番号ｓｃ－６３
４７およびＣｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．（Ｄａｎｖ
ｅｒｓ、ＭＡ）のＲＯＳ（６９Ｄ６）抗体、カタログ番号３２６６を含むがこれらに限定
されない種々の供給業者から市販されている。
【０２５７】
　これらの研究のために、５５６人のＮＳＣＬＣ腫瘍のヒト・サンプルのコホートを、パ
ラフィン・ブロックとして調製した。全ての腫瘍サンプルを、２人の独立した病理学者が
評価したところ、２４６の腺癌、６４の気管支肺胞癌腫、２２６の扁平上皮および２０の
大細胞癌腫の症例を含むことが見出された。
【０２５８】
　免疫組織化学：４～６μｍの組織切片を、それぞれキシレンおよび段階的エタノールに
よって、脱パラフィン化および再水和した（例えば、それぞれ５分間のキシレンの３回の
交換を介し、次いでそれぞれ５分間の１００％エタノールの２回の交換および９５％エタ
ノールの２回の交換を介して再水和）。スライドをｄｉＨ2Ｏ中でリンスし、次いで１．
０ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０および製造業者の設定：ＳＰ１は１２５℃で３０秒間およ
びＳＰ２は９０℃で１０秒間、を使用する、Ｄｅｃｌｏａｋｉｎｇ　Ｃｈａｍｂｅｒ（Ｂ
ｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ、Ｃｏｎｃｏｒｄ、ＣＡ）における抗原回復に供した。ス
ライドを、３％Ｈ2Ｏ2中で１０分間クエンチし、次いでｄｉＨ2Ｏ中で洗浄した。加湿チ
ャンバ中でのＴｒｉｓ緩衝化生理食塩水陽性０．５％Ｔｗｅｅｎ－２０（ＴＢＳＴ）／５
％ヤギ血清中でのブロッキング後、スライドを、ＳｉｇｎａｌＳｔａｉｎ（登録商標）Ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ　Ｄｉｌｕｅｎｔ（＃８１１２　Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ、Ｄａｎｖｅｒｓ、ＭＡ）中に希釈した０．１９μｇ／ｍｌにおいて、Ｒ
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ＯＳ１（Ｄ４Ｄ６）ＸＰ（商標）Ｒａｂｂｉｔ　ｍＡｂと共に４℃で一晩インキュベート
した。ＴＢＳＴで洗浄した後、加湿チャンバ中で室温で３０分間のインキュベーションを
用いて、Ｅｎｖｉｓｉｏｎｐｏｓｉｔｉｖｅ（Ｄａｋｏ、Ｃａｒｐｉｎｔｅｒｉａ、ＣＡ
）またはＳｉｇｎａｌＳｔａｉｎ（登録商標）Ｂｏｏｓｔ　ＩＨＣ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
　Ｒｅａｇｅｎｔ（ＨＲＰ、Ｒａｂｂｉｔ）（カタログ番号８１１４　Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇ
ｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｄａｎｖｅｒｓ、ＭＡ）のいずれかで検出を実施
した。ＳｉｇｎａｌＳｔａｉｎ（登録商標）Ｂｏｏｓｔ　ＩＨＣスライドについて、スラ
イドを洗浄した後（例えば、ＴＢＳＴ中で３回）、スライドを次に、製造業者の指示に従
って調製したＮｏｖａＲｅｄ（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｂｕｒｌｉｎ
ｇａｍｅ、ＣＡ）に曝露させた。
【０２５９】
　スライドを１分間発色させ、次いでｄｉＨ2Ｏ中でリンスした。スライドを、ヘマトキ
シリン（直ぐに使用できる、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）から市販
される、カタログ番号００－８０１１）中で１分間インキュベートすることによって対比
染色し、ｄｉＨ2Ｏ中で３０秒間リンスし、ブルーイング試薬（Ｒｉｃｈａｒｄ　Ａｌｌ
ａｎ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｋａｌａｍａｚｏｏ、ＭＩ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ社）、カタログ番号７３０１）中で２０秒間インキュベートし、次いで最後にｄ
ｉＨ2Ｏ中で３０秒間洗浄した。スライドを、それぞれ２０秒間の９５％エタノールの２
回の交換、およびそれぞれ２分間の１００％エタノールの２回の交換によって、脱水した
。スライドを、それぞれ２０秒間のキシレンの２回の交換できれいにし、次いで風乾した
。ＶｅｃｔａＭｏｕｎｔ（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｂｕｒｌｉｎｇａ
ｍｅ、ＣＡ）を使用してカバーガラスを載せた。スライドを風乾し、次いで顕微鏡下で評
価した。Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＤＰ７０カメラおよびＤＰ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒソフトウェ
アを備えたＯｌｙｍｐｕｓ　ＣＸ４１顕微鏡を使用して、画像（２０×）を獲得した。
【０２６０】
　ＲＯＳ特異的Ｒｍａｂ　ＲＯＳ１　Ｄ４Ｄ６を用いた免疫組織化学によってスクリーニ
ングした５５６のＮＳＣＬＣ腫瘍のうち、９のＲＯＳ１陽性腫瘍が同定された。概要は以
下のとおりであった：
【０２６１】
　２４６の腺癌のうち、８つ（または３．３％）が、ＲＯＳ１キナーゼについて陽性であ
った。
【０２６２】
　２０の大細胞癌腫のうち、１つ（または５．０％）が、ＲＯＳ１キナーゼについて陽性
であった。
【０２６３】
　弱い細胞質から強い核周囲凝集体までの範囲の種々のＲＯＳ　ＩＨＣ染色パターンが観
察された（図１３Ａ～Ｆを参照のこと）。５／９（５５％）の症例において、ＲＯＳは、
細胞質中に拡散して局在していた（図１３Ａ）。強い細胞質染色が、１つの大細胞癌腫に
おいて観察された（図１３Ｃ）。２つの症例は、互いに異なる独自の表現型を有し、一方
は点状細胞膜染色の領域で細胞質に拡散し（図１３Ｄ）、他方は全体的な他の小胞染色で
あった（図１３Ｆ）。稀な症例において、マクロファージおよび気管支上皮細胞などの非
新生物細胞がＲＯＳ　Ｄ４Ｄ６で染色されたことにも留意すべきである。ＲＯＳ発現は、
周囲の間質組織には存在しなかった。
【０２６４】
〔実施例１０〕
　ＦＩＳＨアッセイを使用した、ヒト癌サンプルにおけるＲＯＳ融合物の検出
　ヒトＮＳＣＬＣ腫瘍サンプル中のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質および／また
はＣＤ７４－ＲＯＳタンパク質（または別のＲＯＳ融合タンパク質）のいずれかの存在を
、以前に記載されたように、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）ア
ッセイを使用して検出した。例えば、Ｖｅｒｍａら、ＨＵＭＡＮ　ＣＨＲＯＭＯＳＯＭＥ
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Ｓ：Ａ　ＭＡＮＵＡＬ　ＯＦ　ＢＡＳＩＣ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ、Ｐｅｒｇａｍｏｎ　
Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．（１９８８年）を参照のこと。２００を越える
パラフィン包埋ヒトＮＳＣＬＣ腫瘍サンプルを試験した。
【０２６５】
　ＲＯＳが関与する再編成を分析するために、２色ブレイク－アパート（ｂｒｅａｋ－ａ
ｐａｒｔ）プローブを設計した。近位プローブ（ＢＡＣクローンＲＰ１－１７９Ｐ９）お
よび２つの遠位プローブ（ＢＡＣクローンＲＰ１１－３２３Ｏ１７、ＲＰ１－９４Ｇ１６
）（これらは全て、例えばＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｉｎｃ．、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡか
ら、カタログ番号ＲＰＣＩ１．ＣおよびＲＰＣＩ１１．Ｃとして市販されている）を得た
。これらのプローブがＲＯＳ遺伝子に結合する位置は、図１４中に模式的に示されている
。図１９Ａに示すように、近位プローブはＳｐｅｃｔｒｕｍ　Ｏｒａｎｇｅ　ｄＵＴＰで
標識し、遠位プローブはＳｐｅｃｔｒｕｍ　Ｇｒｅｅｎ　ｄＵＴＰで標識した。プローブ
の標識化は、製造業者（Ｅｎｚｏ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｆａｒｍｉｎｇｄａｌ
ｅ、ＮＹ）の指示に従ってＮｉｃｋ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ＤＮＡ　Ｌａｂｅｌｉｎ
ｇ　Ｋｉｔを用いて実施した。ＦＩＳＨを、標準的な方法に従って、４μｍ厚のＦＦＰＥ
組織切片に対して実施した。例えば、パラフィン包埋した組織切片を再水和し、０．０１
Ｍクエン酸塩緩衝液（ｐＨ６．０）中で１１分間のマイクロ波抗原回復に供した。切片を
プロテアーゼ（４ｍｇ／ｍｌペプシン、２０００～３０００Ｕ／ｍｇ）で２５分間３７℃
で消化し、脱水し、ＦＩＳＨプローブ・セットと３７℃で１８時間ハイブリダイズさせた
。洗浄後、Ｖｅｃｔａｓｈｉｅｌｄマウティング（ｍｏｕｎｔｉｎｇ）培地（Ｖｅｃｔｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ）中の４’，６－ジアミジ
ノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ；ｍｇ／ｍｌ）を、核の対比染色のために適用し
た。
【０２６６】
　ＲＯＳについてＦＩＳＨ陽性の症例を、腫瘍細胞における＞１５％のスプリット・シグ
ナルとして規定した。Ｎｉｋｏｎ　Ｃ１　Ｃｏｎｆｏｃａｌ顕微鏡、６０×の対物レンズ
およびトリフィルター（ｄａｐｉ、ＴＲＩＴＣ、ＦＩＴＣ）を、各症例についてスコアリ
ングのために使用した。画像獲得のために、４０×の対物レンズおよびＭｅｔａｍｏｒｐ
ｈソフトウェアを備えたＯｌｙｍｐｕｓ　ＢＸ－５１広視野蛍光顕微鏡を使用して、３色
画像を生成した。
【０２６７】
　従って、ＲＯＳ再編成プローブは、野生型（ＷＴ）配列中のＲＯＳ遺伝子の分断点の反
対側に、２つの示差的に標識されたプローブを含む（図１４Ａを参照のこと）。ハイブリ
ダイズすると、ネイティブＲＯＳ領域は、オレンジ色／緑色の融合シグナルとして現われ
、この遺伝子座における再編成（ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質中に存在する場
合）は、オレンジ色および緑色の別個のシグナルを生じる。
【０２６８】
　図１４Ｂに示されるように、再編成されたＲＯＳ遺伝子が、ＨＣＣ７８において見出さ
れ（図１４Ｂ、左のパネル）、これは上記のように、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合物を生
じる遺伝子再編成を含む。ヒト肺サンプルの１つ、即ち肺３０６において、ＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳまたはＣＤ７４－ＲＯＳであり得る、類似のＲＯＳ遺伝子再編成が見出された
。
【０２６９】
　ＦＩＳＨ分析により、研究したサンプル集団におけるこのＲＯＳ変異の低い発生率が明
らかになった。最初の１２３のスクリーニングした腫瘍のうち、１２３の腫瘍のうち２つ
または１．６％の腫瘍が、ＲＯＳ融合変異を含んでいだ。しかし、ＮＳＣＬＣの世界中で
の高い発生率（米国単独で毎年１５１，００を超える新たな症例）を考慮すると、顕著な
数の、この変異体ＲＯＳを有する患者の存在が予測され、これらの患者は、ＲＯＳ阻害性
治療剤レジメンから利益を受け得る。
【０２７０】
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〔実施例１１〕
　ＦＩＧ－ＲＯＳ陽性ＮＳＣＬＣ腫瘍の発見
　実施例９から、腫瘍サンプルのうち１つ、即ち腫瘍７４９が、小胞区画に局在化したＲ
ＯＳ１染色を示した（図１３Ｆを参照のこと）。この染色パターンは、全ての他のＲＯＳ
１陽性腫瘍から識別され、異なるＲＯＳ１融合パートナーの可能性を指した。
【０２７１】
　この腫瘍７４９のＦＩＳＨパターンが何であるかを決定するために、第３の遠位プロー
ブＲＰ１１－２１３Ａ１７をＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎから得て、この腫瘍におけるＲＯＳ変
異がＦＩＧ－ＲＯＳ融合に起因し得るか否かをさらに調査した。ＦＩＧ遺伝子とＲＯＳ遺
伝子との融合物は、神経膠芽腫、胆管細胞癌および肝臓癌において記載されている（Ｃｈ
ａｒｅｓｔら、Ｇｅｎｅｓ　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ　Ｃａｎｃｅｒ　３７巻：５８～７
１頁、２００３年；Ｃｈａｒｅｓｔら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　１００巻：９１６～９２１頁、２００３年；およびＰＣＴ公開番号ＷＯ２０１０／０９
３９２８を参照のこと）が、この融合物は、肺では以前には記載されていなかった。ＦＩ
Ｇ遺伝子とＲＯＳ遺伝子との融合は、転座も逆位も生じないが、第６染色体上の２４０キ
ロベースの染色体内欠失から生じるので、新たなセットのＦＩＳＨプローブを設計した。
【０２７２】
　以前に記載された（上記実施例１１を参照のこと）ＩＨＣ確認試験において使用される
ＦＩＳＨプローブにより、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質またはＣＤ７４－ＲＯ
Ｓ融合タンパク質のうち１つの存在に起因し得るＲＯＳ平衡転座を有する腫瘍および細胞
が同定された。肺７４９におけるＦＩＳＨパターンは、再編成がこれら２つの融合物の１
つではないが、潜在的にはＦＩＧ－ＲＯＳのものであることを示唆した。肺ＩＤ７４９が
実際にＦＩＧ－ＲＯＳ陽性であるか否かを決定するために、別のＦＩＳＨプローブ・セッ
トを設計した（図１５）。実施例１１において上記したように、１７９Ｐ９および３２３
Ｏ１７　ＢＡＣを含むプローブ・セット１は、本明細書中に記載されるＲＯＳ融合タンパ
ク質中のＲＯＳ分断点のいずれかの側に隣接していた（例えば、ＲＯＳのエキソン３４、
３５または３６の後）（図１５および１４Ａを参照のこと）。ＳＬＣ３４Ａ－ＲＯＳ陽性
ＨＣＣ７８細胞（図１４Ｂ、左のパネルおよび図１６Ａを参照のこと）において、プロー
ブ・セット１は平衡転座を生じる。ＦＩＧ－ＲＯＳ陽性ヒトＵ１１８ＭＧ神経膠芽腫細胞
株において、３２３Ｏ１７　ＢＡＣはハイブリダイズしなかったが、これは、第６染色体
のこの区域が欠失し、オレンジ色のシグナルだけを生じたからである（図１６Ｃ）。プロ
ーブ・セット２は、ＲＯＳ上に位置する１７９Ｐ９およびＦＩＧ遺伝子上に位置する２１
３Ａ７を含んだ、従って、このプローブ・セットでは、Ｕ１１８ＭＧは、オレンジ色およ
び緑色の両方のシグナルを示す（図１６Ｄを参照のこと）。ＨＣＣ７８細胞は、平衡転座
を有する１つの染色体を示し（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合物由来；図１６Ｂ中
の２つの黄色の矢印を参照のこと）、図１６Ｂ中の白色の矢印は、緑色およびオレンジ色
のシグナルが一緒に近接した正常染色体を指すが、これは、ＦＩＧ遺伝子およびＲＯＳ遺
伝子が実際に、同じ染色体上で一緒に近接しているからである（図１６Ｂを参照のこと）
。野生型染色体は、プローブ間の距離に起因して、分離したシグナルを示した。肺ＩＤ７
４９は、プローブ・セット１（図１６Ｅ）またはプローブ・セット２（図１６Ｆを参照の
こと）のいずれかで精査した場合、Ｕ１１８ＭＧ細胞に似ていた（図１６ＣおよびＤ）。
これらのデータは、ＮＳＣＬＣにおいて第６染色体上の染色体内欠失としてＦＩＧ－ＲＯ
Ｓ融合物を示した最初であった。
【０２７３】
〔実施例１２〕
　肺腫瘍７４９由来のＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）融合遺伝子の単離および配列決定
　腫瘍７４９（これは、ホルマリン固定したパラフィン包埋腫瘍であった）由来のＲＯＳ
融合物を単離および配列決定するために、以下のプロトコルを使用した。
【０２７４】
　ＦＦＰＥ腫瘍サンプルからのＲＴ－ＰＣＲ：３×１０μｍの切片由来のＲＮＡを、標準
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的なプロトコル（ＲＮｅａｓｙ　ＦＦＰＥ　Ｋｉｔ、Ｑｉａｇｅｎ）に従って抽出した。
第１鎖ｃＤＮＡを、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ　ＩＩＩ第１鎖合成系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）を遺伝子特異的プライマーと共に使用して、５００ｎｇの総ＲＮＡから合成した。次
いで、ＦＩＧ－ＲＯＳ融合ｃＤＮＡを、短いアイソフォームについてＰＣＲプライマー対
ＦＩＧ－Ｆ３およびＲＯＳ－ＧＳＰ３．１を使用し、長いアイソフォームについてＰＣＲ
プライマー対ＦＩＧ－Ｆ７およびＲＯＳ－ＧＳＰ３．２を使用して、増幅した。ＧＡＰＤ
Ｈプライマーは、Ｑｉａｇｅｎ（Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）から購入した。
プライマー
ＲＯＳ－ＧＳＰ３．１：ＣＡＧＣＡＡＧＡＧＡＣＧＣＡＧＡＧＴＣＡＧＴＴＴ（配列番号
５２）
ＲＯＳ－ＧＳＰ３．２：ＧＣＡＧＣＴＣＡＧＣＣＡＡＣＴＣＴＴＴＧＴＣＴＴ（配列番号
１０）
ＦＩＧ－Ｆ３：ＧＣＴＧＴＴＣＴＣＣＡＧＧＣＴＧＡＡＧＴＡＴＡＴＧＧ（配列番号５３
）
ＦＩＧ－Ｆ７：ＧＴＡＡＣＣＣＴＧＧＴＧＣＴＡＧＴＴＧＣＡＡＡＧ（配列番号５４）
ＦＩＧのためのプライマーは、腫瘍７４９において観察されたＦＩＳＨパターンおよびＦ
ＩＧ－ＲＯＳ融合物に関する公開された情報に基づいて選択したので、腫瘍７４９は、Ｆ
ＩＧ－ＲＯＳ融合物であることが予測された。
【０２７５】
　予測されるように、腫瘍７４９におけるＲＯＳ融合タンパク質は実際に、ＦＩＧ－ＲＯ
Ｓ融合物、具体的には、以前に記載されたＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）融合物であった（ＰＣＴ
公開番号ＷＯ２０１０／０９２３８２８を参照のこと）。図１７は、腫瘍７４９由来のＦ
ＦＰＥブロック由来の配列（「ｓｂｊｃｔ」のライン）の、ＰＣＴ公開番号ＷＯ２０１０
／０９２３８２８に記載されたＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）由来の配列（「ｑｕｅｒｙ」のライ
ン）のアラインメントを示す。図１７に示すように、同一性はギャップ０で１００％であ
った。ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）は、ＲＯＳキナーゼのキナーゼ・ドメイン全体を含むので、
このＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）は、キナーゼ活性を保持すると予測され、従って、本明細書中
に記載されるＲＯＳキナーゼ活性を有するタンパク質である。
【０２７６】
　ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）のアミノ酸配列は配列番号：５８中に示され、ＦＩＧ－ＲＯＳ（
Ｓ）のヌクレオチド配列は配列番号：５７中に示される。
【０２７７】
　肝臓癌におけるＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）もまた、記載されている（ＰＣＴ公開番号ＷＯ２
０１０／０９２３８２８を参照のこと）。ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）のアミノ酸配列およびヌ
クレオチド配列は、それぞれ配列番号５６および配列番号５５に示される。さらに、ＦＩ
Ｇ遺伝子およびＲＯＳ遺伝子の遺伝子構造の分析に基づいて、第３のＦＩＧ－ＲＯＳバリ
アント（即ち、ＦＩＧ－ＲＯＳ（ＸＬ））が提案されている（ＰＣＴ公開番号ＷＯ２０１
０／０９２３８２８を参照のこと）。ＦＩＧ－ＲＯＳ（ＸＬ）のアミノ酸配列およびヌク
レオチド配列は、それぞれ配列番号６０および配列番号５９に示される。ＮＳＣＬＣにお
けるＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）のこの知見を考慮すると、ＦＩＧ－ＲＯＳ融合タンパク質の他
のバリアントもまた、ＮＳＣＬＣにおいて見出され得る。
【０２７８】
〔実施例１３〕
　ＰＣＲアッセイを使用した、ヒト肺癌サンプルにおけるＲＯＳキナーゼ発現の検出
　ヒト肺癌サンプル中の異常に発現された全長ＲＯＳタンパク質またはＲＯＳ融合タンパ
ク質（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質のうち１つ、ＣＤ７４－ＲＯＳ融
合タンパク質、またはＦＩＧ－ＲＯＳ融合タンパク質のうち１つ）の存在は、以前に記載
されたゲノム・ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）または逆転写（ＲＴ）ポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）のいずれかを使用して検出され得る。例えば、Ｃｏｏｌｓら、Ｎ．Ｅｎｇ
ｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３４８巻：１２０１～１２１４頁（２００３年）を参照のこと。
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【０２７９】
　簡潔に例として述べると、腫瘍または胸水貯留サンプルは、標準的な技術を使用してＮ
ＳＣＬＣを有する患者から得られ得る。切断型ＲＯＳキナーゼ、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ
融合タンパク質、ＣＤ７４－ＲＯＳまたはＦＩＧ－ＲＯＳに対するＰＣＲプローブを構築
した。ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）が、腫瘍または胸水貯留サンプ
ルからＲＮＡを抽出するために使用され得る。ＤＮＡは、ＤＮｅａｓｙ　Ｔｉｓｓｕｅ　
Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して抽出され得る。ＲＴ－ＰＣＲについて、第１鎖ｃＤＮ
Ａは、例えばＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（商標）ＩＩＩ第１鎖合成系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）をオリゴ（ｄＴ）20と共に使用して、例えば２．５ｍｇの総ＲＮＡから合成した。次
いで、ＲＯＳ遺伝子またはＲＯＳ融合遺伝子（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ、ＣＤ７
４－ＲＯＳまたはＦＩＧ－ＲＯＳ）を、ＳＬＣ３４Ａ２－Ｆ１およびＲＯＳ－Ｐ３などの
プライマー対を使用して増幅した（上記実施例５を参照のこと）。ゲノムＰＣＲについて
、融合遺伝子の増幅は、ＳＬＣ３４Ａ２－Ｆ１およびＲＯＳ－Ｒ１、またはＳＬＣ３４Ａ
２－Ｆ１およびＲＯＳ－Ｒ２などのプライマー対と共に、Ｐｌａｔｉｎｕｍ　Ｔａｑ　Ｄ
ＮＡポリメラーゼ高忠実度（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して実施され得る。
【０２８０】
　かかる分析は、切断型ＲＯＳキナーゼ（および／またはＲＯＳ融合タンパク質、例えば
ＦＩＧ－ＲＯＳ、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳもしくはＣＤ７４－ＲＯＳ）の発現を特徴とす
る癌を有する患者を同定し、この患者は、ＲＯＳ阻害性治療剤を使用する処置の候補であ
る。
【０２８１】
〔実施例１４〕
　ＴＡＥ－６８４およびクリゾチニブに対するＲＯＳキナーゼ融合物の感度
　低分子ＴＡＥ－６８４、５－クロロ－２，４－ジアミノフェニルピリミジンは、ＡＬＫ
キナーゼを阻害する。ＴＡＥ－６８４の構造は、参照により組み入れられるＧａｌｋｉｎ
ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　１０４巻（１号）２７０～２７５
頁、２００７年中に提供されている。別の小分子、即ちクリゾチニブもまた、ＡＬＫキナ
ーゼ、ならびにＭＥＴキナーゼを阻害する。クリゾチニブ（ＰＦ－０２３４１０６６とも
呼ばれる）の構造は、参照により組み入れられるＺｏｕ　ＨＹら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　６７巻：４４０８～４４１７頁、２００７年および米国特許公開番号２００
８０３００２７３中に提供されている。
【０２８２】
　ＴＡＥ－６８４および／またはクリゾチニブもまたＲＯＳ融合ポリペプチドを阻害する
か否かを決定した。
【０２８３】
　ＢａＦ３およびＫａｒｐａｓ　２９９細胞は、ＤＳＭＺ（Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍ
ｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅ
ｎ　ＧｍｂＨ、Ｇｅｒｍａｎｙ）から得た。生存のためにインターロイキン－３を必要と
するＢａＦ３細胞を、１０％胎仔ウシ血清（ＦＢＳ）（Ｓｉｇｍａ）および１．０ｎｇ／
ｍｌマウスＩＬ－３（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を含むＲＰＭＩ－１６４０培地（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ）中で３７℃で維持した。Ｋａｒｐａｓ　２９９細胞（リンパ腫細胞株）
を、１０％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ－１６４０中で成長させた。
【０２８４】
　ＢａＦ３細胞を、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）またはＦＬＴ－３ＩＴ
Ｄ（ＦＬＴ３における内部タンデム重複変異はＡＭＬ白血病を引き起こす）をコードする
レトロウイルスで形質導入し、ＩＬ３非依存的成長について選択した。ＮＰＭ－ＡＬＫを
発現するＫａｒｐａｓ　２９９細胞を、陽性コントロールとして使用した。レトロウイル
スは、以前に記載されたように生成した（参照により組み入れられるＰＣＴ公開番号ＷＯ
２０１０／０９３９２８を参照のこと）。
【０２８５】
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　ＭＴＳアッセイを、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ　９６　Ａｑｕｅｏｕｓ　Ｏｎｅ　Ｓｏｌｕｔ
ｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ、カタログ番号Ｇ３５８２）を使用して実施し
た。簡潔に述べると、２４ウェル・プレート中１×１０5細胞／ウェルを、０ｎＭ、３ｎ
Ｍ、１０ｎＭ、３０ｎＭ、１００ｎＭ、３００ｎＭまたは１０００ｎＭのＴＡＥ－６８４
を含む培地１ｍＬ中で成長させた。７２時間後、２０μｌのＣｅｌｌＴｉｔｅｒ　９６　
Ａｑｕｅｏｕｓ　Ｏｎｅ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔを、９６ウェル・アッセイ
・プレート（平底）の各ウェルに添加し、次いで１００μｌの細胞を、処理ありまたはな
しで成長させた。培地のみのウェルをコントロールとして使用した。９６ウェル・プレー
トを、３７℃で１～４時間インキュベートし、次いで生存細胞を、９６ウェル・プレート
・リーダーを使用して４９０ｎｍで吸光度を読み取ることによって計数した。
【０２８６】
　図１８に示すように、ＦＩＧ－ＲＯＳポリペプチドのうち１つを発現するレトロウイル
スで形質導入されたＢａＦ３細胞は、ＴＡＥ－６８４の存在下で成長を停止した。ＦＩＧ
－ＲＯＳ（Ｓ）は、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）よりもＴＡＥ－６８４に対して感受性が低かっ
た。Ｋａｒｐａｓ　２９９細胞もまたＴＡＥ－６８４の存在下で応答した（即ち、成長を
停止した）。ＦＬＴ３／ＩＴＤで形質導入されたＢａＦ３細胞は、ＴＡＥ－６８４に対し
て感受性ではなかった。２回の実験からのＩＣ５０値は、表４中に以下のとおりであり、
データは、２回目の実験でのみ入手可能な最終細胞株、即ちｍｙｃタグ化ネオマイシンを
発現するＢａＦ３細胞からであった。
【０２８７】
【表４】

【０２８８】
　次に、ＢａＦ３細胞およびＫａｒｐａｓ　２９９細胞の死の機構を、アポトーシスにつ
いてのマーカーとして切断されたカスパーゼ－３を使用するフロー・サイトメトリー・ア
ッセイによって、切断されたカスパーゼ－３陽性細胞の百分率を測定することによって評
価した。これらの結果は、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎ
ｃ．（Ｄａｎｖｅｒｓ、ＭＡ）から公に入手可能なプロトコルを使用して得た。図１９に
示すように、ＴＡＥ－６８４の存在は、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）またはＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ
）を発現するＢａＦ３細胞に、アポトーシスによる死をもたらした。ＴＡＥ－６８４の存
在下で成長を停止したＫａｒｐａｓ　２９９細胞は、アポトーシスにより死ななかった－
これらは細胞周期停止を受けただけであった。従って、ＴＡＥ－６８４がＦＩＧ－ＲＯＳ
融合ポリペプチドを阻害する機構は、ＴＡＥ－６８４がＡＬＫキナーゼを阻害する機構と
は異なっている。
【０２８９】
　ＦＩＧ－ＲＯＳ融合ポリペプチドに対するＴＡＥ－６８４の作用の機構をさらに同定す
るために、４つ全ての細胞株（即ち、Ｋａｒｐａｓ　２９９細胞、ならびにＦＩＧ－ＲＯ
Ｓ（Ｓ）、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）およびＦＬＴ－３ＩＴＤをコードするレトロウイルスで
形質導入されたＢａＦ３細胞）を、０、１０、５０、または１００ｎＭのＴＡＥ－６８４
による３時間の処理後に、ウエスタン・ブロッティング分析に供した。全ての抗体は、Ｃ
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ｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．（Ｄａｎｖｅｒｓ、ＭＡ
）からであった。
【０２９０】
　図２０に示すように、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）を発現するＢａＦ３細胞およびＦＩＧ－Ｒ
ＯＳ（Ｌ）を発現するＢａＦ３細胞におけるＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）およびＦＩＧ－ＲＯＳ
（Ｌ）の両方のリン酸化は、ＴＡＥ－６８４によって阻害された。さらに、ＳＴＡＴ３、
ＡＫＴおよびＥＲＫ、ならびにＳｈｐ２のリン酸化は、ＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）を発現する
ＢａＦ３細胞およびＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）を発現するＢａＦ３細胞において阻害された。
ＳＴＡＴ３、ＡＫＴおよびＥＲＫ、ならびにＳｈｐ２のリン酸化は、ＦＬＴ－３ＩＴＤレ
トロウイルスで形質導入されたＢａＦ３細胞では影響を受けなかった。ＴＡＥ－６８４は
、Ｋａｒｐａｓ　２９９細胞においてもＡＬＫおよびＥＲＫのリン酸化を阻害した。ＲＯ
Ｓ、ＡＬＫ、ＬＴＫ、ＩｎｓＲおよびＩＧＦｌＲは、同じファミリーのチロシン・キナー
ゼに属するので、これらは、キナーゼ・ドメインにおいて類似の構造を共有し得る。ＡＬ
Ｋ、ＬＴＫ、ＩｎｓＲおよびＩＧＦｌＲに対して設計されたキナーゼ・インヒビターまた
は抗体は、ＲＯＳキナーゼに対する治療効果を有し得る。
【０２９１】
　次に、平行セットの実験を、別の陰性コントロール、即ちｎｅｏ－ｍｙｃタグで形質導
入されたＢａＦ３細胞を追加して、同じプロトコルを使用して同じ細胞に対して実施して
、２つのＡＬＫ治療剤、即ちＴＡＥ－６８４およびクリゾチニブを比較した。
【０２９２】
　図２１Ａ（ＴＡＥ－６８４）および図２１Ｂ（クリゾチニブ）に示すように、ＦＩＧ－
ＲＯＳ融合タンパク質含有ＢａＦ３細胞は、同じ濃度の各治療剤で、クリゾチニブよりも
ＴＡＥ－６８４に対してより敏感であった。陽性コントロール、即ちＮＰＭ－ＡＬＫ融合
タンパク質を発現するＫａｒｐａｓ　２９９細胞でさえ、同じ濃度では、ＴＡＥ－６８４
と比較してクリゾチニブに対して敏感でなかったので、クリゾチニブは、類似の用量のＴ
ＡＥ－６８４ほど有効ではない可能性がある。陰性コントロール（即ち、ＦＬＴ３－ＩＴ
Ｄで形質導入されたＢａＦ３またはｎｅｏ－ｍｙｃで形質導入されたＢａＦ３）の両方が
、ＦＩＧ－ＲＯＳタンパク質を発現するＢａＦ３細胞およびＮＰＭ－ＡＬＫタンパク質を
発現するＫａｒｐａｓ　２９９よりも、クリゾチニブおよびＴＡＥ－６８４に対してあま
り敏感でなかった。
【０２９３】
　次に、０、０．１、０．３または１．０ｕＭのクリゾチニブによる３時間の処理後のウ
エスタン・ブロッティング分析を、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ，Ｉｎｃ．から入手可能な抗体を使用して実施した。図２２に示すように、ＦＩＧ－Ｒ
ＯＳ（Ｓ）を発現するＢａＦ３細胞およびＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）を発現するＢａＦ３細胞
におけるＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｓ）およびＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）の両方のリン酸化は、クリゾ
チニブによって阻害された。さらに、ＳＴＡＴ３およびＥＲＫのリン酸化は、ＦＩＧ－Ｒ
ＯＳ（Ｓ）を発現するＢａＦ３細胞およびＦＩＧ－ＲＯＳ（Ｌ）を発現するＢａＦ３細胞
において、クリゾチニブによって阻害された。ＳＴＡＴ３およびＥＲＫのリン酸化は、ク
リゾチニブ処理後に、ＦＬＴ－３ＩＴＤレトロウイルスで形質導入されたＢａＦ３細胞で
は影響を受けなかった。クリゾチニブはまた、Ｋａｒｐａｓ　２９９細胞においてＡＬＫ
、ＳＴＡＴ３およびＥＲＫのリン酸化を阻害した。ＲＯＳ、ＡＬＫ、ＬＴＫ、ＩｎｓＲお
よびＩＧＦｌＲは、同じファミリーのチロシン・キナーゼに属するので、これらは、キナ
ーゼ・ドメインにおいて類似の構造を共有し得る。ＡＬＫ、ＬＴＫ、ＩｎｓＲおよびＩＧ
ＦｌＲに対して設計されたキナーゼ・インヒビターまたは抗体は、ＲＯＳキナーゼに対す
る治療効果を有し得る。
【０２９４】
〔実施例１５〕
　ＡＬＫおよび／またはＲＯＳを発現するＮＳＣＬＣの調査
　ＲＯＳキナーゼに加えて、ＡＬＫ活性を有するタンパク質を含むＮＳＣＬＣもまた、記
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１号；米国特許第７，７２８，１２０号を参照のこと）。実施例９に上記されるＩＨＣ法
を使用して、ヒトＮＳＣＬＣ腫瘍の多数のＦＦＰＥサンプルを、抗ＲＯＳ抗体または抗Ａ
ＬＫ抗体による特異的結合についてスクリーニングした。かかる抗体は、多数の供給源か
ら市販されている。
【０２９５】
　同じサンプルを、標準的な方法を使用して、ＲＯＳ遺伝子またはＡＬＫ遺伝子について
ＦＩＳＨでもスクリーニングした。例えば、ＲＯＳ遺伝子についてのＦＩＳＨプロトコル
は、上の実施例に記載されている。ＡＬＫについてのＦＩＳＨプロトコルは、参照により
本明細書中に組み入れられる米国特許第７，７００，３３９号に記載されている。同様に
、別のＦＩＳＨアッセイは、参照により本明細書中に組み入れられる米国公開番号２０１
１０１１０９２３に記載されている。スクリーニングの結果は、以下の表５（ＲＯＳ陽性
サンプル）および表６（ＡＬＫ陽性サンプル）に示される。
【０２９６】

【表５】

【０２９７】
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【表６】

【０２９８】
　ＩＨＣおよびＦＩＳＨの両方によるヒトＮＳＣＬＣのこのスクリーニングに基づいて、
これらの腫瘍におけるＡＬＫおよびＲＯＳの発現が相互に排他的であることが見出された
。言い換えると、ＮＳＣＬＣ腫瘍は、ＡＬＫによって駆動される場合、ＲＯＳを発現しな
い。同様に、ＮＳＣＬＣ腫瘍は、ＲＯＳによって駆動される場合、ＡＬＫを発現しない。
従って、ＲＯＳ活性およびＡＬＫ活性の両方を阻害するクリゾチニブまたはＴＡＥ－６８
４などの治療剤は、ＮＳＣＬＣの処置において特に有効である。
【０２９９】
　等価物
　この開示はその詳細な説明と共に記載されているが、上述の記載は、例示を意図してお
り、添付の特許請求の範囲によって規定される本発明の範囲を限定しないことを理解すべ
きである。他の態様、利点および改変は、以下の特許請求の範囲の範囲内である。
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