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(57)【要約】
　本発明に従って、ナトリウム依存性リン酸輸送体イソ
フォームＮａＰｉ－３ｂタンパク質（ＳＬＣ３４Ａ２）
の一部を癌原遺伝子チロシンタンパク質キナーゼＲＯＳ
前駆体（ＲＯＳ）キナーゼと組み合わせる融合タンパク
質をもたらす、ヒト非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中の新
規遺伝子転座（４ｐ１５，６ｑ２２）がここに同定され
た。ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質は、ＮＳＣ
ＬＣ腫瘍の亜群の増殖及び生存を誘導すると予想される
。従って、本発明は、一つには、開示されている変異体
ＲＯＳキナーゼポリペプチドをコードする単離されたポ
リヌクレオチド及びベクター、これらを検出するための
プローブ、単離された変異体ポリペプチド、組換えポリ
ペプチド並びに融合及び切断されたポリペプチドを検出
するための試薬を提供する。開示されている新たな融合
タンパク質の同定によって、生物学的試料中のこれらの
変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチドの存在を決定するた
めの新たな方法、前記タンパク質を阻害する化合物をス
クリーニングする方法及び変異体ポリヌクレオチド又は
ポリペプチドによって特徴付けられる癌の進行を阻害す
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）配列番号１又は配列番号３のアミノ酸配列を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポ
リペプチドをコードするヌクレオチド配列；
　（ｂ）配列番号２又は配列番号４のヌクレオチド配列を含む、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ
融合ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；
　（ｃ）ＳＬＣ３４Ａ２のＮ末端アミノ酸配列（配列番号５の残基１から１２６）及びＲ
ＯＳのキナーゼドメイン（配列番号７の残基１９４５から２２２２）を含むＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；
　（ｄ）ＳＬＣ３４Ａ２のＮ末端ヌクレオチド配列（配列番号６の残基１から３７８）及
びＲＯＳのキナーゼドメインヌクレオチド配列（配列番号８の残基６０３２から６８６５
）を含むヌクレオチド配列；
　（ｅ）ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合連結部（配列番号２の残基
３７６から３８１又は配列番号４の残基３７６から３８１）を包含する少なくとも６つの
連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列；
　（ｆ）ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合連結部（配列番号１の残基
１２６から１２７又は配列番号３の残基１２６から１２７）を包含する少なくとも６つの
連続するアミノ酸を含むポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；並びに
　（ｇ）（ａ）から（ｆ）のヌクレオチド配列の何れかに対して相補的なヌクレオチド配
列；
からなる群から選択される配列と少なくとも９５％同一のヌクレオチド配列を含む単離さ
れたポリヌクレオチド。
【請求項２】
　（ｂ）の前記ヌクレオチド配列がＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－７８７７中に含有されるｃ
ＤＮＡクローンのコーディングヌクレオチド配列を含む、請求項１の単離されたポリヌク
レオチド。
【請求項３】
　厳格なハイブリッド形成条件下で、請求項１のポリヌクレオチドとハイブリッド形成す
る単離されたポリヌクレオチドであり、ハイブリッド形成する前記単離されたポリヌクレ
オチドが、厳格なハイブリッド形成条件下で、Ａ残基のみ又はＴ残基のみからなるヌクレ
オチド配列を有するポリヌクレオチドとハイブリッド形成しない、前記単離されたポリヌ
クレオチド。
【請求項４】
　検出可能な標識をさらに含む、請求項３の単離されたポリヌクレオチド。
【請求項５】
　請求項１の単離された核酸分子をベクター中に挿入することを含む、組換えベクターを
作製する方法。
【請求項６】
　請求項５の方法によって作製された組換えベクター。
【請求項７】
　請求項６の組換えベクターを宿主細胞中に導入することを含む、組換え宿主細胞を作製
する方法。
【請求項８】
　請求項７の方法によって作製された組換え宿主細胞。
【請求項９】
　組換えＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドを作製する方法であり、前記融合ポリ
ペプチドの発現に適した条件下で、請求項８の組換え宿主細胞を培養すること、及び前記
ポリペプチドを回収することを含む、前記方法。
【請求項１０】
　（ａ）配列番号１又は配列番号３のアミノ酸配列を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポ
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リペプチドをコードするアミノ酸配列；
　（ｂ）ＳＬＣ３４Ａ２のＮ末端アミノ酸配列（配列番号５の残基１から１２６）及びＲ
ＯＳのキナーゼドメイン（配列番号７の残基１９４５から２２２２）を含むＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードするアミノ酸配列；並びに
　（ｃ）ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合連結部（配列番号１の残基
１２６から１２７又は配列番号３の残基１２６から１２７）を包含する少なくとも６つの
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；
からなる群から選択される配列と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を含む単離された
ポリペプチド。
【請求項１１】
　（ａ）の前記アミノ酸配列がＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－７８７７中に含有されるｃＤＮ
ＡによってコードされるＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド配列を含む、請求項１
０の単離されたポリペプチド。
【請求項１２】
　請求項６の組換えベクター又は請求項８の組換え宿主細胞を用いて作製された組換えＳ
ＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド又は切断されたＲＯＳキナーゼポリペプチド。
【請求項１３】
　請求項１０のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドを特異的に結合又は検出するが
、野生型ＳＬＣ３４Ａ２又は野生型ＲＯＳの何れも結合せず、又は検出しない単離された
試薬。
【請求項１４】
　抗体又は重同位体標識された（ＡＱＵＡ）ペプチドである、請求項１２の単離された試
薬。
【請求項１５】
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合連結部のアミノ酸配列を含む、請求項
１５の重同位体標識された（ＡＱＵＡ）ペプチド。
【請求項１６】
　癌中の変異体ＲＯＳポリヌクレオチド及び／又はポリペプチドの存在を検出するための
方法であり、
　（ａ）癌を有し、又は癌を有すると疑われる患者から生物学的試料を取得する工程；及
び
　（ｂ）請求項１のポリヌクレオチドを検出する少なくとも１つの試薬及び／又は請求項
１３の少なくとも１つの試薬を使用して、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド
及び／又はポリペプチドが前記生物学的試料中に存在するかどうかを決定する工程、
を含む前記方法。
【請求項１７】
　前記癌が肺癌である、請求項１６の方法。
【請求項１８】
　前記肺癌が非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）である、請求項１７の方法。
【請求項１９】
　変異体ＲＯＳポリヌクレオチド又はポリペプチドの存在が、少なくとも１つのＲＯＳキ
ナーゼ阻害治療薬を含む組成物に対して応答する可能性がある癌を特定する、請求項１７
の方法。
【請求項２０】
　フローサイトメトリー（ＦＣ）、免疫組織化学（ＩＨＣ）又は免疫蛍光（ＩＦ）アッセ
イ形式で実行される、請求項１７の方法。
【請求項２１】
　蛍光インサイチュハイブリッド形成（ＦＩＳＨ）又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
アッセイ形式で実行される、請求項１７の方法。
【請求項２２】
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　前記ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの活性が検出される、請求項１７の方法
。
【請求項２３】
　化合物が、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド及び／又はポリペプチドによ
って特徴付けられる癌の進行を阻害するかどうかを決定するための方法であり、前記化合
物が前記癌の中で前記ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現及び／又は活性を
阻害するかどうかを決定する工程を含む、前記方法。
【請求項２４】
　前記ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現及び／又は活性の阻害が、請求項
１のポリヌクレオチドを検出する少なくとも１つの試薬及び／又は請求項１３の少なくと
も１つの試薬を用いて決定される、請求項２３の方法。
【請求項２５】
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドを発現する癌の進行を阻害する方法であり、
前記癌中の前記ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現及び／又は活性を阻害す
る工程を含む、前記方法。
【請求項２６】
　前記癌が肺癌である、請求項２５の方法。
【請求項２７】
　前記肺癌が非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）である、請求項２６の方法。
【請求項２８】
　生物学的試料中のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド及び／又はポリペプチ
ドを検出するためのキットであり、少なくとも１つの請求項１のポリヌクレオチド及び／
又は少なくとも１つの請求項１３の試薬並びに１つ以上の第二の試薬を含む前記キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般的には、癌に関与するタンパク質及び遺伝子に関し、並びに癌の検出、
診断及び治療に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多くの癌は、細胞プロセスの異常な調節又は細胞の制御されない成長及び増殖をもたら
す細胞シグナル伝達経路の崩壊によって特徴付けられる。これらの崩壊は、多くの場合、
キナーゼなどの特定のシグナル伝達タンパク質の活性の変化によって引き起こされる。こ
れらの癌には、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）が存在する。ＮＳＣＬＣは、米国での癌死の
原因の第一位であり、全ての肺癌の約８７％に相当する。米国では、毎年、約１５１，０
００人の新たなＮＳＣＬＣ患者が存在し、米国のみで、１２０，０００人を超える患者が
、毎年、この病気で亡くなっていると推計されている。“Ｃａｎｃｅｒ　Ｆａｃｔｓ　ａ
ｎｄ　Ｆｉｇｕｒｅｓ　２００５”，Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｓｏｃｉｅｔｙ
を参照されたい。３つの異なるサブタイプを含むＮＳＣＬＣは、多くの場合、転移後に検
出されるに過ぎないので、診断の２年以内での死亡率は７５％である。
【０００３】
　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もたらす遺伝子転座が、あ
る種の癌を直接的にもたらし得ることが知られている。例えば、チロシンキナーゼ融合タ
ンパク質であるＢＣＲ－ＡＢＬ発癌タンパク質は、ヒト慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）の原
因因子であることが直接示されている。ＣＭＬ患者の少なくとも９０から９５％に見出さ
れるＢＣＲ－ＡＢＬ発癌タンパク質は、９番染色体上のｃ－ＡＢＬタンパク質チロシンキ
ナーゼから２２番染色体上のＢＣＲ配列中への遺伝子配列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もたらす。例えば、「Ｋｕｒｚｏｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ
．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３１９：９９０－９９８（１９８８）」を参照のこと。転座は
、急性リンパ性白血病及びＡＭＬ患者にも観察される。
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【０００４】
　他の様々な癌への関与が推定されている変異体又は融合タンパク質をもたらす遺伝子転
座が記載されている。例えば、「Ｆａｌｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ　９９（２）
：４０９－４２６（２００２）」は、血液の癌に発生することが知られている転座につい
て概説している。現在まで、Ｎｏｔｃｈ３を伴うｔ（１５；１９）転座など、肺癌に発生
する遺伝子転座及び変異体タンパク質の限定された数が記載されてきたに過ぎない。例え
ば、「Ｄａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎ．Ｉｎｓｔｉｔ．９２（１６）：
１３５５－１３５７（２０００）」を参照されたい。小細胞及び非小細胞肺癌中に、ＲＮ
Ａ結合タンパク質―６（ＲＢＭ－６）発現及び／又は活性の欠損が見出されている。「Ｄ
ｒａｂｋｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ８（１６）：２５８９－９７（１９９９
）」を参照されたい。しかしながら、現在まで、タンパク質キナーゼが関与するヒトＮＳ
ＣＬＣ癌内の転座は記載されていない。
【０００５】
　ＳＬＣ３４Ａ２発現及び／又は活性化の欠損は、ヒト卵巣癌内に見出されている。「Ｒ
ａｎｇｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ２２（４６）：７２２５－７２３２（２０
０３）」を参照されたい。同様に、神経膠芽腫中のＦＩＧ－ＲＯＳｄｅｌ（６）（ｑ２１
，ｑ２１）転座から生じるＲＯＳキナーゼ発現の欠損が記載されている。「Ｃｈａｒｅｓ
ｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅｓ　Ｃｈｒｏｍｏｓ．Ｃａｎｃ．３７（１）：５８－７１（
２００３）」を参照されたい。マウス中で腫瘍増殖を誘導することができるＲＯＳキナー
ゼの切断形態も記載されている。「Ｂｉｒｃｈｍｅｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅ
ｌｌ．Ｂｉｏ．６（９）：３１０９－３１１５（１９８６）」を参照されたい。現在まで
、ＲＯＳキナーゼ中に生じる公知の活性化点変異は存在しない。
【０００６】
　ヒトの癌内に転座及び変異を同定することは、このような融合又は変異体タンパク質を
標的とする新たな治療薬の開発及びこのような遺伝子転座を有する患者を特定するための
新たな診断薬に結実し得るので、極めて望ましい。例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬは、白血病を
治療するための治療薬を開発するための標的となっている。ごく最近、ＡＢＬキナーゼの
小分子阻害剤であるＧｌｅｅｖｅｃ（Ｒ）（イマチニブ・メシラート、ＳＴＩ－５７１）
が、ＣＭＬの治療に対して承認を受けた。この薬物は、腫瘍細胞の増殖を誘導するシグナ
ル伝達経路を妨害するように設計された抗増殖因子の新しいクラスの最初の薬物である。
周知の副作用という問題があり、悪性腫瘍の基礎原因を特異的に標的とすることができな
いので、しばしば効果が限られているＣＭＬとＡＬＬに対する慣用の治療法、化学療法及
び放射線照射に比べて、この薬物の開発は著しい進歩をもたらす。同様に、Ｇｌｅｅｖｅ
ｃ（Ｒ）のような標的化された阻害剤に応答する可能性が最も高い患者を同定するために
、患者内のＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質を特異的に検出するための試薬及び方法が記載
されている。
【０００７】
　従って、ＮＳＣＬＣのような肺癌など、ヒト癌の進行に関与している融合タンパク質又
は変異体タンパク質をもたらす新規遺伝子転座又は変異を同定し、並びにこのような融合
タンパク質の研究及び検出のための新規試薬及び方法を開発する必要性がなお存在してい
る。このような融合タンパク質の同定は、とりわけ、望ましくは、標的化された治療法に
対して患者を選択する新しいための方法及びこのような変異体／融合タンパク質を阻害す
る新たな薬物をスクリーニングするための新たな方法を可能とする。
【発明の開示】
【０００８】
　（発明の概要）
　本発明に従って、ナトリウム依存性リン酸輸送体イソフォームＮａＰｉ－３ｂタンパク
質（ＳＬＣ３４Ａ２）の一部を癌原遺伝子チロシンタンパク質キナーゼＲＯＳ前駆体（Ｒ
ＯＳ）キナーゼと組み合わせる融合タンパク質をもたらす、ヒト非小細胞肺癌（ＮＳＣＬ
Ｃ）中の新規遺伝子転座（４ｐ１５，６ｑ２２）がここに同定された。２つのＳＬＣ３４
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Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質は、融合タンパク質がその中で発現されるこのような癌のサ
ブセットにおいて、ＲＯＳチロシンキナーゼ活性を保持し、ＮＳＣＬＣの増殖及び生存を
誘導すると予測される。
【０００９】
　従って、本発明は、一つには、開示されている変異体ＲＯＳポリペプチドをコードする
単離されたポリヌクレオチド及びベクター、これらを検出するためのプローブ及びアッセ
イ、単離された変異体ＲＯＳポリペプチド、組換え変異体ポリペプチド並びに変異体ＲＯ
Ｓポリヌクレオチド及びポリペプチドを検出するための試薬を提供する。開示されている
新たな変異体ＲＯＳキナーゼタンパク質及びＳＬＣ３４Ａ２転座の同定によって、生物学
的試料中の変異体ＲＯＳポリヌクレオチド又はポリペプチドの存在を決定するための新た
な方法、変異体キナーゼタンパク質を阻害する化合物をスクリーニングする方法及び同じ
く本発明によって提供される、変異体ＲＯＳポリヌクレオチド又はポリペプチドの発現に
よって特徴付けられる癌の進行を阻害する方法が可能となる。本発明の態様及び実施形態
が、以下でさらに詳しく記載されている。
【００１０】
　（発明の詳細）
　本発明に従って、変異体キナーゼ融合タンパク質ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳをもたらす、
これまで公知でなかった遺伝子の転座が、ここに、肺癌のサブタイプであるヒト非小細胞
肺癌（ＮＳＣＬＣ）中に同定された。染色体（４ｐ１５）と染色体（６ｑ２２）の間に生
じる転座は、６９０アミノ酸のリン酸輸送体タンパク質であるナトリウム依存性リン酸輸
送体イソフォームＮａＰｉ－３ｂタンパク質（ＳＬＣ３４Ａ２）のＮ末端と、２３４７ア
ミノ酸の受容体チロシンキナーゼである癌原遺伝子チロシンタンパク質キナーゼＲＯＳ前
駆体（ＲＯＳ）キナーゼの膜貫通及びキナーゼドメインとを組み合わせる２つの融合タン
パク質バリアントを生成する。それぞれ、７２４アミノ酸（長いバリアント）と６２１ア
ミノ酸（短いバリアント）である生じたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質は、キナ
ーゼ活性を保持し、融合タンパク質がその中で発現されているヒトＮＳＣＬＣ腫瘍のサブ
セットの増殖及び生存を誘導すると予測される。
【００１１】
　神経膠芽腫中のＦＩＧ－ＲＯＳｄｅｌ（６）（ｑ２１，ｑ２１）転座（Ｃｈａｒｅｓｔ
　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）、上記参照）及びＲＯＳの切断された活性形態（Ｂｉｒｃ
ｈｍｅｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，上記参照）を含む、ＲＯＳキナーゼが関与する異常な融合
タンパク質をもたらす数個の遺伝子転座が記載されているが、本明細書に開示されている
ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座及び融合タンパク質は新規であり、この融合キナーゼは、ヒ
トＮＳＣＬＣにおいて、初めて報告されたものである。ＳＬＣ３４Ａ２は、ヒト肺及び小
腸中で発現されており、ナトリウム依存性の活性を有するリン酸輸送体タンパク質である
。ＳＬＣ３４Ａ２発現及び／又は活性の欠損は、卵巣癌内に見出されている。Ｒａｎｇｅ
ｌら、上記参照。ＲＯＳは、インシュリン受容体サブファミリーに属する膜貫通受容体チ
ロシンキナーゼであり、細胞増殖及び分化プロセスに関与している。ＲＯＳは、ヒトの中
で、様々な異なる組織の上皮細胞中で発現されている。神経膠芽腫及び中枢神経系の腫瘍
内で、ＲＯＳ発現及び／又は活性化の欠損が見出されている。例えば、Ｃｈａｒｅｓｔ　
ｅｔ　ａｌ．（２００３）、上記を参照されたい。
【００１２】
　さらに以下に記載されているように、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座遺伝子及び融合タン
パク質は、本発明において、単離及び配列決定され、変異体キナーゼタンパク質を発現さ
せるためのｃＤＮＡが作製された。従って、本発明は、一つには、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチドをコードする単離されたポリヌクレオチド、このようなポリヌクレオ
チドとハイブリッド形成する核酸プローブ並びに組換え変異体ＲＯＳポリペプチドを作製
するために、このようなポリヌクレオチドを使用するための方法、ベクター及び宿主細胞
を提供する。本発明は、一つには、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードす
るアミノ酸配列を含む単離されたポリペプチド、組換え変異体ポリペプチド並びにＳＬＣ
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３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドに特異的に結合し、及び／又はＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチドを検出するが、野生型ＳＬＣ３４Ａ２又は野生型ＲＯＳの何れかに結
合せず、又は検出しない単離された試薬も提供する。以下でさらに詳しく記載されている
本発明のこれらの態様は、とりわけ、変異体ＲＯＳキナーゼ発現／活性によって引き起こ
される癌の機序をさらに研究する上で、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座及び／又は融合タン
パク質によって特徴付けられる肺癌及びその他の癌を特定するために、並びに、以下でさ
らに記載されているように本発明の方法を実施する上で有用である。
【００１３】
　新規ＲＯＳキナーゼ変異体及び転座の同定は、この転座及び／又は融合タンパク質によ
って特徴付けられるＮＳＣＬＣなどの疾病の診断及び治療の可能性に対して重要な示唆を
与える。ＮＳＣＬＣは、米国での癌死の原因の第一位であり、しばしば、転移後でなけれ
ば診断が難しく、本疾患を効果的に治療又は治癒させることの困難さを増大させている。
従って、ＮＳＣＬＣの死亡率は、診断の２年以内で７５％である。Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃ
ａｎｃｅｒ　Ｓｏｃｉｅｔｙ、上記参照。標的とされるＥＧＦＲ阻害剤は、現在、ＮＳＣ
ＬＣの治療に対して承認されているが、この治療法は、（ＥＧＦＲではない、又はＥＧＦ
Ｒの他に）変異体ＲＯＳキナーゼがその中で発現されており、完全に又は部分的に、疾病
を誘導する腫瘍を有する患者に対しては、部分的に又は完全に無効であり得ると予想され
ている。
【００１４】
　従って、ＮＳＣＬＣ腫瘍のサブセットにおいて増殖及び生存を誘導すると予測される、
ＮＳＣＬＣ中の遺伝子転座から生じたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の本発明に
おける発見によって、哺乳動物の肺癌（ＮＳＣＬＣなど）及びＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融
合タンパク質又は切断されたＲＯＳキナーゼがその中で発現されているその他の癌を正確
に特定するための重要な新しい方法が可能となる。これらの腫瘍は、変異体ＲＯＳキナー
ゼのキナーゼ活性の阻害剤に対して応答する可能性が最も高い。変異体ＲＯＳキナーゼに
よって引き起こされる癌を可能な限り早く特定することができれば、ある患者に対して何
れの治療薬又は治療薬の組み合わせが最も適切であるかを臨床的に決定する上で極めて役
に立ち、従って、事実、癌を引き起こす一次シグナル伝達物質ではない他のキナーゼを標
的とする阻害剤の処方を避けるのに役立つ。
【００１５】
　従って、本発明は、一つには、本発明の融合特異的及び変異体特異的試薬を用いて、癌
中のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座（ｔ（４，６）（ｐ１５，ｑ２２））及び／又は融合ポ
リペプチドの存在を検出するための方法を提供する。このような方法は、例えば、変異体
タンパク質のＲＯＳキナーゼ活性の阻害剤に対して応答する可能性があるＮＳＣＬＣ腫瘍
などの癌を特定するために実施し得る。本発明は、一つには、ある化合物がＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳ融合ポリペプチドによって特徴付けられる癌の進行を阻害するかどうかを決定
するための方法も提供する。さらに、変異体ポリペプチドの発現及び／又は活性を阻害す
ることによって、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドを発現する癌の進行を阻害す
る方法が、本発明によって提供される。このような方法は、以下でさらに詳しく記載され
ている。
【００１６】
　本発明のさらなる態様、利点及び実施形態が、以下でさらに詳しく記載されている。本
明細書に引用されている全ての参考文献は、その全体が参照により本明細書に組み込まれ
る。
【００１７】
　定義
　本明細書において使用される、以下の用語は、表記されている意味を有する。
【００１８】
　「抗体」とは、キメラ、ポリクローナル及びモノクローナル抗体を含むイムノグロブリ
ンの全ての種類（ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥを含む。）（Ｆａｂ又はこ
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れらの抗原認識断片を含む。）を表す。本明細書において使用される「ヒト化抗体」とい
う用語は、元の結合能力を保持しながら、ヒト抗体により近似するようにするために、非
抗原結合領域中でアミノ酸が置換されている抗体分子を表す。
【００１９】
　「生物学的に活性な」という用語は、天然に存在する分子の構造的、制御的又は生化学
的機能を有するタンパク質を表す。同様に、「生物学的に活性な」とは、天然、組み換え
若しくは合成ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド若しくは切断されたＲＯＳポリペ
プチド又はこれらのあらゆるオリゴペプチドが、適切な動物又は細胞中に特異的生物応答
を誘導し、特異抗体と結合する能力を表す。
【００２０】
　「生物学的試料」という用語は、その最も広い意味において使用され、ＳＬＣ３４Ａ２
－ＲＯＳ融合又は切断されたＲＯＳポリヌクレオチド若しくはポリペプチド又はこれらの
断片を含有すると疑われるあらゆる生物学的試料を意味し、細胞、細胞から単離された染
色体（例えば、中期染色体の広がり）、（溶液中の、又はサザン分析などの固体支持体に
結合した）ゲノムＤＮＡ、（溶液中の、又はノーザン分析などの固体支持体に結合した）
ＲＮＡ、（溶液中の、又は固体支持体に結合した）ｃＤＮＡ、細胞、血液、尿、髄又は組
織などからの抽出物を含み得る。
【００２１】
　癌及び変異体ＲＯＳポリヌクレオチド又はポリペプチドに関する「によって特徴付けら
れる」とは、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ遺伝子転座及び／又は発現された融合ポリペプチド
がその中に存在しない癌に比べて、このような転座及び／又は融合ポリペプチドがその中
に存在する癌を意味する。このような融合ポリペプチドの存在は、完全に又は部分的に、
このような癌の増殖及び生存を引き起こし得る。
【００２２】
　「コンセンサス」とは、必要とされていない塩基を分離するために再度配列決定された
核酸配列、又はＸＬ－ＰＣＲＴＭ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，Ｎｏｒｗａｌｋ，Ｃｏｎ
ｎ．）を用いて５’及び／又は３’方向に伸長され、再度配列決定された核酸配列、又は
ＧＥＬＶＩＥＷＴＭＦｒａｇｍｅｎｔ　Ａｓｓｅｍｂｌｙシステム（ＧＣＧ，Ｍａｄｉｓ
ｏｎ，Ｗｉｓ．）を用いて２以上のＩｎｃｙｔｅクローンの重複配列から構築された核酸
配列、又は伸長され且つ構築された核酸配列を表す。
【００２３】
　「ＲＯＳキナーゼ阻害治療薬」とは、単独で、及び／又はＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合
タンパク質の一部として、直接的に又は間接的に、野生型又は切断されたＲＯＳの発現及
び／又は活性を阻害する１つ又はそれ以上の化学的又は生物学的化合物を含むあらゆる組
成物を意味する。
【００２４】
　「誘導体」とは、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードする核酸配列又は
コードされているポリペプチド自体の化学的修飾を表す。このような修飾の例は、アルキ
ル、アシル又はアミノ基による水素の置換である。核酸誘導体は、天然分子の不可欠な生
物学的特性を保持するポリペプチドをコードする。
【００２５】
　ポリペプチド、ポリヌクレオチド又は本明細書に開示された試薬に関する「検出可能な
標識」は、それによって目的の分子の存在を検出し得る、蛍光、集団（ｍａｓｓ）、残基
、色素、放射性同位体、標識又はタグ修飾などの（但し、これらに限定されない。）化学
的、生物学的又は他の修飾を意味する。
【００２６】
　生物学的試料中のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドに関する「発現」又は「発
現された」とは、この融合ポリペプチドがその中で有意に発現されていない対照試料と比
べて、有意に発現されていることを意味する。
【００２７】
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　「重同位体標識されたペプチド」（ＡＱＵＡペプチドと互換的に使用される。）とは、
以下でさらに論述されているＷＯ／０３０１６８６１“Ａｂｓｏｌｕｔｅ　Ｑｕａｎｔｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｆｏｒｍｓ　
Ｔｈｅｒｅｏｆ　ｂｙ　Ｍｕｌｔｉｓｔａｇｅ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ”
（Ｇｙｇｉ　ｅｔ　ａｌ．）に記載されているようなタンパク質の絶対的な定量又は検出
に適した少なくとも１つの重同位体標識を含むペプチドを意味する。ＡＱＵＡペプチドな
どに関する「特異的に検出する」という用語は、ペプチドがＡＱＵＡペプチド配列を含有
するポリペプチド及びタンパク質のみを検出及び定量し、ＡＱＵＡペプチド配列を含有し
ないポリペプチド及びタンパク質を実質的に検出しないことを意味する。
【００２８】
　「単離された」（又は「実質的に精製された」）とは、それらの天然の環境から取り出
され、単離され、又は分離されている核酸又はアミノ酸配列を表す。それらは、好ましく
は、天然の状態で付随する他の成分が少なくとも６０％存在せず、より好ましくは７５％
存在せず、最も好ましくは９０％又はそれ以上存在しない。
【００２９】
　「模倣体」とは、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド又はその一部の構造の知見
からその構造が開発されており、従って、転座関連タンパク質様分子の作用の一部又は全
部を実行することができる分子を表す。
【００３０】
　「変異体ＲＯＳ」ポリヌクレオチド又はポリペプチドは、本明細書に記載されているＳ
ＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド又はポリペプチドを意味する。
【００３１】
　「ポリヌクレオチド」（又は「ヌクレオチド配列」）とは、オリゴヌクレオチド、ヌク
レオチド又はポリヌクレオチド及びこれらの断片又は一部、並びに一本鎖又は二本鎖であ
り得、センス鎖又はアンチセンス鎖に相当するゲノム又は合成起源のＤＮＡ又はＲＮＡを
表す。
【００３２】
　「ポリペプチド」（又は「アミノ酸配列」）とは、オリゴペプチド、ペプチド、ポリペ
プチド又はタンパク質配列及びこれらの断片又は一部並びに天然に存在する分子又は合成
分子を表す。天然に存在するタンパク質分子のアミノ酸配列を表すために、本明細書にお
いて「アミノ酸配列」と表記されている場合、「アミノ酸配列」及び「ポリペプチド」又
は「タンパク質」などの類似の用語は、当該アミノ酸配列を、表記されているタンパク質
分子に付随する完全な原型状態のアミノ酸配列に限定することを意味するものではない。
【００３３】
　「ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド」とは、任意の種、特に、ウシ、ヒツ
ジ、ブタ、マウス、ウマ及び好ましくはヒトを含む哺乳動物から得られ、天然、合成、半
合成又は組換えを問わないあらゆる採取源から得られた、本明細書に記載されているよう
な実質的に精製されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座遺伝子産物又は融合ポリヌクレオチド
の核酸配列を表す。
【００３４】
　「ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド」とは、任意の種、特に、ウシ、ヒツジ、
ブタ、マウス、ウマ及び好ましくはヒトを含む哺乳動物から得られ、天然、合成、半合成
又は組換えを問わないあらゆる採取源から得られた、本明細書に記載されている実質的に
精製されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドのアミノ酸配列を表す。
【００３５】
　抗体及びタンパク質又はペプチドの相互作用を表す「に特異的に結合する」（又は「特
異的に結合する」又は「特異的な結合」という用語は、相互作用が、タンパク質上の特定
の構造（すなわち、抗原性決定基又はエピトープ）の存在に依存すること、換言すれば、
抗体が、タンパク質一般ではなく、特異的なタンパク質構造を認識し、結合することを意
味する。抗体がそれらに対して特異的である配列又は抗原性決定基以外の配列又は抗原性
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決定基への抗体の結合に関する「結合しない」という用語は、抗体がそれらに対して特異
的である抗原性決定基又は配列への抗体の結合に比べて、実質的に反応しないことを意味
する。
【００３６】
　配列又はプローブハイブリッド形成条件に関する「厳格な条件」という用語は、約Ｔｍ

マイナス５℃（プローブ又は配列の融解温度（Ｔｍ）を５℃下回る。）からＴｍより約２
０℃ないし２５℃低い範囲内で起こる「厳格性」である。典型的な厳格な条件は、５０％
ホルムアミド、５×ＳＳＣ（７５０ｍＭＮａＣｌ、７５ｍＭクエン酸三ナトリウム）、５
０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×Ｄｅｎｈａｒｄｔの溶液、１０％硫酸デキ
ストラン及び２０μｇ／ｍＬの変性され、剪断されたサケ精子ＤＮＡを含む溶液中におけ
る４２℃での一晩の温置に続く、約６５℃での０．１×ＳＳＣ中でのフィルターの洗浄で
ある。当業者によって理解されるように、ハイブリッド形成の厳格性は、同一の又は関連
するポリヌクレオチド配列を特定又は検出するために変化させ得る。
【００３７】
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドポリペプチドの「バリアント」は、１つ又は
それ以上のアミノ酸によって変化を受けたアミノ酸配列を表す。バリアントは、置換され
たアミノ酸が類似の構造的又は化学的特性を有する（例えば、ロイシンをイソロイシンで
置換）「保存的な」変化を有し得る。さらに稀には、バリアントは、「非保存的な」変化
を有し得る（例えば、グリシンをトリプトファンで置換）。類似の僅かな変化は、アミノ
酸の欠失若しくは挿入又は両者も含み得る。生物活性又は免疫学的活性を損なわずに、何
れのアミノ酸残基が置換、挿入又は欠失され得るかを決定する上での指針は、本分野で周
知のコンピュータプログラム、例えば、ＤＮＡＳＴＡＲソフトウェアを用いて見出し得る
。
【００３８】
　Ａ．ヒトＮＳＣＬＣ中での変異体ＲＯＳキナーゼの同定
　驚くべきことに、肺癌の際タイプであるヒト非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）の細胞株（Ｈ
ＣＣ７８）から得られた抽出物中のリン酸化されたペプチドの包括的な特性の検査中に、
ヒトＮＳＣＬＣ中の染色体（４ｐ１５）と染色体（６ｑ２２）の間に生じ、及びＳＬＣ３
４Ａ２のＮ末端（エキソン１から４）をＲＯＳの膜貫通及びキナーゼドメイン（それぞれ
、エキソン３２から４３又はエキソン３４から４３）と組み合わせる２つのバリアント融
合タンパク質の発現をもたらす、本明細書に開示されている新規ヒト遺伝子転移が同定さ
れた。この転座に関与している染色体、遺伝子及び選択的スプライシング産物（長い及び
短い）が、図１に示されている。
【００３９】
　本明細書中の実施例１にさらに記載されているように、複雑な混合物から修飾されたペ
プチドを単離し、質量分析で性質決定するための最近記載された技術（米国特許公開２０
０３００４４８４８，Ｒｕｓｈ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｉｓ
ｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｆｒｏｍ　Ｃｏｍｐｌｅ
ｘ　Ｍｉｘｔｕｒｅｓ”（“ＩＡＰ”技術）を用いて、この細胞株のリン酸化特性が解明
された。ホスホチロシン特異的抗体（ＣＥＬＬ　ＳＩＧＮＡＬＩＮＧ　ＴＥＣＨＮＯＬＯ
ＧＹ，ＩＮＣ．，Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ，２００３／０４　Ｃａｔ．＃９４１１）を用い
たＩＡＰ技術の適用によって、ＨＣＣ７８細胞株は（ＲＯＳキナーゼを発現していない他
の細胞株の多くとは異なり）ＲＯＳキナーゼを発現しているが、このキナーゼは明らかに
切断されていることが同定された（図５参照）。スクリーニングによって、ＲＯＳを含む
、細胞株中の他の多くの活性化されたキナーゼが同定された。次いで、５’ＲＡＣＥによ
るＲＯＳの５’配列の分析によって、本キナーゼがＳＬＣ３４Ａ２のＮ末端に融合されて
いることが明らかとなった（図６参照）。
【００４０】
　次いで、両ＲＯＳキナーゼ発現（ＨＣＣ７８細胞中の融合タンパク質）を調べるための
ウェスタンブロット分析によって、及びそのリン酸化を確認するためのｐ－チロシン特異
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的抗体を用いた免疫沈降によって、ＨＣＣ７８細胞株中でのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合
ポリペプチドの発現が確認された（実施例２；図５参照）。ＰＣＲによってＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳ融合遺伝子が増幅され、単離され、配列決定された（実施例４；図７（上パネ
ル）参照）。図１のパネルＢに示されているように、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座は、Ｓ
ＬＣ３４Ａ２のＮ末端（アミノ酸１から１２６）を、ＲＯＳの膜貫通及びキナーゼドメイ
ン（それぞれ、アミノ酸１７５０から２３４７又はアミノ酸１８５３から２３４７）（配
列番号３及び５も参照）と組み合わせて、２つの融合バリアント（長い及び短い）を生成
する（図１のパネルＣ参照）。転座は、ＳＬＣ３４Ａ２の５’の最も末端の膜貫通ドメイ
ンを保持している。生成されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質は、それぞれ、７
２４アミノ酸及び６２１アミノ酸を含み（図１及び図２ＡからＢのパネルＣを参照（配列
番号１及び３））、ＲＯＳのキナーゼ活性を保持していると予想される。関与するエキソ
ン及び融合連結部が、図８に示されている。
【００４１】
　次いで、ＨＣＣ７８細胞中において生じるＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳとして予想される分
子量で、融合タンパク質が発現されたことを確定するために、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融
合タンパク質の長いバリアントをコードするｃＤＮＡを２９３細胞（ヒト胎児由来腎臓細
胞）中に形質移入した。図９を参照。
【００４２】
　周知の技術に従ってｓｉＲＮＡ発現停止を使用することによって、又はＲＯＳに対して
活性を有する標的化されたキナーゼ阻害剤を使用することによって、ＳＬＣ３４Ａ２－Ｒ
ＯＳ融合タンパク質のＲＯＳキナーゼ活性の阻害が、ＨＣＣ７８細胞株に対して示され得
る。このような検査の結果（実施例３参照）は、融合タンパク質が、実際に、このＮＳＣ
ＬＣ細胞株の増殖及び生存を誘導することを確認する。ヒトＮＳＣＬＣ腫瘍の包括的ホス
ホペプチドプロファイリング及びＦＩＳＨ分析は、患者の僅かなパーセントが、実際にこ
の変異を保有していること（実施例７及び９参照）、これらの患者には、ＲＯＳ阻害剤療
法が有益であり得ることを示唆する。
【００４３】
　Ｂ．単離されたポリヌクレオチド
　本発明は、一つには、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードする単離され
たポリヌクレオチド、このようなポリヌクレオチドとハイブリッド形成するヌクレオチド
プローブ並びに組換え融合ポリペプチドを作製するために、このようなポリヌクレオチド
を使用するための方法、ベクター及び宿主細胞を提供する。
【００４４】
　別段の記載がなければ、本明細書中のＤＮＡ分子を配列決定することによって決定され
た全てのヌクレオチド配列は、自動化されたＤＮＡ配列決定装置（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉ
ｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．のＭｏｄｅｌ３７３など）を用いて決定され、本明細書で決
定されたＤＮＡ分子によってコードされるポリペプチドの全てのアミノ酸配列は自動化さ
れたペプチド配列決定装置を用いて決定された。本分野において公知であるとおり、この
自動化されたアプローチによって決定された何れのＤＮＡ配列に関しても、本明細書で決
定された何れのヌクレオチド配列も幾つかの誤りを含有し得る。自動操作によって決定さ
れたヌクレオチド配列は、典型的には、配列決定されたＤＮＡ分子の実際のヌクレオチド
配列に対して少なくとも約９０％同一であり、より典型的には、少なくとも約９５％から
少なくとも９９％同一である。実際の配列は、本分野において周知の手動ＤＮＡ配列決定
方法などの他のアプローチによって、さらに正確に決定することが可能である。同じく本
分野において公知であるように、実際の配列と比べて、決定されたヌクレオチド配列中の
単一の挿入又は欠失は、決定されたヌクレオチド配列によってコードされる予測アミノ酸
配列が、配列決定されたＤＮＡ分子によって実際にコードされるアミノ酸配列と完全に異
なるように、挿入又は欠失などの点から開始され、ヌクレオチド配列の翻訳にフレームシ
フトを引き起こす。
【００４５】
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　別段の記載がなければ、本明細書に記載されている各ヌクレオチド配列は、デオキシリ
ボヌクレオチド（Ａ、Ｇ、Ｃ及びＴと略記される。）の配列として表されている。しかし
ながら、核酸分子又はポリヌクレオチドの「ヌクレオチド配列」によって、ＤＮＡ分子又
はポリヌクレオチドに関しては、デオキシリボヌクレオチドの配列が意図され、ＲＮＡ分
子又はポリヌクレオチドに関しては、リボヌクレオチドの対応する配列（Ａ、Ｇ、Ｃ及び
Ｕ）（この場合、指定されているデオキシリボヌクレオチド配列中の各チミジンデオキシ
リボヌクレオチド（Ｔ）は、リボヌクレオチドウリジン（Ｕ）によって置換されている。
）が意図される。例えば、配列番号２若しくは４の配列を有し、またはデオキシリボヌク
レオチドの略号を用いて記載されているＲＮＡ分子の表記は、配列番号２又は４の各デオ
キシリボヌクレオチドＡ、Ｇ又はＣが、対応するリボヌクレオチドＡ、Ｇ又はＣによって
置換されており、及び各デオキシリボヌクレオチドＴがリボヌクレオチドＵによって置換
されている配列を有するＲＮＡ分子を示すものとする。
【００４６】
　一実施形態において、本発明は、
　（ａ）配列番号１又は配列番号３のアミノ酸配列を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポ
リペプチドをコードするヌクレオチド配列；
　（ｂ）配列番号２又は配列番号４のヌクレオチド配列を含む、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ
融合ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；
　（ｃ）ＳＬＣ３４Ａ２のＮ末端アミノ酸配列（配列番号５の残基１から１２６）及びＲ
ＯＳのキナーゼドメイン（配列番号７の残基１９４５から２２２２）を含むＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；
　（ｄ）ＳＬＣ３４Ａ２のＮ末端ヌクレオチド配列（配列番号６の残基１から３７８）及
びＲＯＳのキナーゼドメインヌクレオチド配列（配列番号８の残基６０３２から６８６５
）を含むヌクレオチド配列；
　（ｅ）ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合連結部（配列番号２の残基
３７６から３８１又は配列番号４の残基３７６から３８１）を包含する少なくとも６つの
連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列；
　（ｆ）ＳＬＣ３４Ａ１－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合連結部（配列番号１の残基
１２６から１２７又は配列番号３の残基１２６から１２７）を包含する少なくとも６つの
連続するアミノ酸を含むポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；並びに
　（ｇ）（ａ）から（ｆ）のヌクレオチド配列の何れかに対して相補的なヌクレオチド配
列；
からなる群から選択される配列と少なくとも９５％同一のヌクレオチド配列を含む単離さ
れたポリヌクレオチドを提供する。
【００４７】
　図２ＡからＢ（配列番号２及び４）中のヌクレオチド配列などの本明細書に提供されて
いる情報を用いて、本発明の変異体ＲＯＳポリペプチドをコードする本発明の核酸分子は
、ｍＲＮＡを出発材料として用いてｃＤＮＡをクローニングするための操作など、標準的
なクローニング及びスクリーニング操作を用いて取得され得る。本発明の一例として、図
２Ａから２Ｂ中に記載されているポリヌクレオチド（配列番号２及び４）は、（以下の実
施例４でさらに記載されているように）ヒトＮＳＣＬＣ細胞株由来のゲノムＤＮＡから単
離された。その中でＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座（４ｐ１５、６ｑ２２）が生じている他
の肺癌腫若しくは肺癌、又はその中で欠失若しくは別の転座が野生型キナーゼの細胞外ド
メインを欠如する切断されたＲＯＳキナーゼの発現をもたらす他の肺癌腫若しくは肺癌中
のゲノムＤＮＡ又はｃＤＮＡライブラリー中にも融合遺伝子を同定することができる。
【００４８】
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座遺伝子産物（配列番号２及び配列番号４）の決定されたヌ
クレオチド配列は、それぞれ、７２４アミノ酸（図２Ａ（配列番号１）及び図１参照）及
び６２１アミノ酸（図２Ｂ（配列番号３）及び図１参照）の２つのキナーゼ融合タンパク
質バリアント（長い及び短い）をコードする。ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオ
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チドは、野生型ＲＯＳタンパク質の膜貫通及びキナーゼドメイン（それぞれ、エキソン３
２から４３又はエキソン３４から４３）をコードする野生型ＲＯＳのヌクレオチド配列の
一部（図４（配列番号８参照））とともに、野生型ＳＬＣ３４Ａ２タンパク質のＮ末端（
エキソン１から４）をコードする野生型ＳＬＣ３４Ａ２のヌクレオチド配列の一部（図３
（配列番号６）参照）を含む。図１を参照されたい。キナーゼドメインは、（第一のバリ
アント融合ポリヌクレオチドのヌクレオチド９６４から１７９７によってコードされる）
第一の（長い）バリアント融合タンパク質中に残基３２２から５９９を含み、及び（第二
のバリアント融合ポリヌクレオチドのヌクレオチド６５５から１４８８によってコードさ
れる）第二の（短い）バリアント融合タンパク質中に残基２１９から４９６を含む。
【００４９】
　記載されているとおり、本発明は、一つには、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質
の成熟形態を提供する。シグナル仮説によれば、哺乳動物細胞によって分泌されるタンパ
ク質は、粗面小胞体を横切る増殖中のタンパク質鎖の送出が一旦開始されると、成熟した
タンパク質から切断されるシグナル又は分泌リーダー配列を有する。多くの哺乳動物細胞
及び昆虫細胞さえ、分泌されたタンパク質を同じ特異性で切断する。しかしながら、幾つ
かの事例では、分泌されたタンパク質の切断は完全には均一でなく、これは、タンパク質
上に２つ又はそれ以上の成熟した種をもたらす。さらに、分泌されたタンパク質の切断特
異性は、最終的には、完全なタンパク質の一次構造によって決定されること、すなわち、
分泌されたタンパク質の切断特異性は、ポリペプチドのアミノ酸配列に固有であることが
以前から知られている。従って、本発明は、一つには、ブダペスト条約の規定に従って、
２００６年９月２０日に、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（Ｍａｎａｓ
ｓａｓ，Ｖｉｒｇｉｎｉａ，Ｕ．Ｓ．Ａ．）に寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－７８
７７として特定されるｃＤＮＡクローンによってコードされるアミノ酸配列を有する成熟
したＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を提供する
。
【００５０】
　寄託されたｃＤＮＡクローンによってコードされるアミノ酸配列を有する成熟したＳＬ
Ｃ３４Ａ２－ＲＯＳポリペプチドによって、寄託された宿主細胞中のベクター中に含有さ
れるクローンのヒトＤＮＡ配列によってコードされる完全な翻訳領域の哺乳動物細胞（例
えば、以下に記載されているようなＣＯＳ細胞）中での発現によって産生されるこの融合
タンパク質の成熟形態が意味される。
【００５１】
　記載されているとおり、本発明のポリヌクレオチドは、ｍＲＮＡなどのＲＮＡの形態で
あり得、又は、たとえば、クローニングによって得られた、若しくは合成的に作製された
ｃＤＮＡ及びゲノムＤＮＡなどのＤＮＡの形態であり得る。ＤＮＡは、二本鎖又は一本鎖
であり得る。一本鎖ＤＮＡ又はＲＮＡは、コード鎖（センス鎖としても知られる。）であ
り得、又は非コード鎖（アンチセンス鎖とも表記される。）であり得る。
【００５２】
　本発明の単離されたポリヌクレオチドとは、それらの固有環境から取り出された核酸分
子（ＤＮＡ又はＲＮＡ）である。例えば、ベクター中に含有される組換えＤＮＡ分子は、
本発明において、単離されたものと考えられる。単離されたＤＮＡ分子のさらなる例には
、異種の宿主細胞中に維持された組換えＤＮＡ分子又は溶液中の（部分的に又は実質的に
）精製されたＤＮＡ分子が含まれる。単離されたＲＮＡ分子には、本発明のＤＮＡ分子の
インビボ又はインビトロＲＮＡ転写物が含まれる。さらに、本発明の単離された核酸分子
には、合成的に作製されたこのような分子が含まれる。
【００５３】
　本発明の単離されたポリヌクレオチドには、図２ＡからＢに示されているＤＮＡ分子（
配列番号２及び４）、図１に示されている成熟ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質に
対するコード配列を含むＤＮＡ分子（配列番号１及び３）、及び、上記されているものと
は実質的に異なる配列を含むが、遺伝子コードの縮重のために、なお本発明の変異体ＲＯ
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Ｓポリペプチドである配列を含むＤＮＡ分子が含まれる。遺伝子コードは、本分野におい
て周知であり、従って、このような縮重バリアントを作製することは、当業者にとって定
型的な作業である。
【００５４】
　別の実施形態において、本発明は、上記の寄託されたｃＤＮＡクローン中に含有される
ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座ヌクレオチド配列を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペ
プチドをコードする単離されたポリヌクレオチドを提供する。好ましくは、このような核
酸分子は、寄託されたｃＤＮＡクローンによってコードされた成熟融合ポリペプチドをコ
ードする。別の実施形態において、本発明は、ＳＬＣ３４Ａ２のＮ末端アミノ酸配列（配
列番号５の残基１から１２６）及びＲＯＳのキナーゼドメイン（配列番号７の残基１９４
５から２２２２）を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードする単離され
たヌクレオチド配列を提供する。一実施形態において、ＲＯＳのキナーゼドメインを含む
ポリペプチドは、配列番号７の残基１７５０から２３４７又は１８５３から２３４７を含
む（図１、パネルＢ参照）。別の実施形態において、ＲＯＳのＳＬＣ３４Ａ２及びキナー
ゼドメインの上記Ｎ末端アミノ酸配列は、それぞれ、配列番号６のヌクレオチド１から３
７８及び配列番号８のヌクレオチド６０３２から６８６５を含むヌクレオチド配列によっ
てコードされる。
【００５５】
　本発明は、さらに、本発明の変異体ＲＯＳ融合ポリペプチドの１つと相補的な配列を有
するヌクレオチド配列を含む単離されたポリヌクレオチドを提供する。このような単離さ
れた分子、特に、ＤＮＡ分子は、染色体とのインサイチュハイブリッド形成による遺伝子
マッピングのための、及び、例えば、ノーザンブロット分析による、ヒト組織中でのＳＬ
Ｃ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質又は切断されたＲＯＳキナーゼポリペプチドの発現を
検出するためのプローブとして有用である。
【００５６】
　本発明は、さらに、本明細書に記載されている単離された核酸分子の断片に関する。本
発明の単離されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳポリヌクレオチド又は切断されたＲＯＳポリヌ
クレオチドの断片によって、少なくとも約１５ヌクレオチド、より好ましくは、少なくと
も約２０ヌクレオチド、さらに好ましくは、少なくとも約３０ヌクレオチド、さらに好ま
しくは、少なくとも約４０ヌクレオチドの長さの断片が意図され、これは、本明細書中に
論述されているように、診断プローブ及びプライマーとして有用である。もちろん、寄託
されたｃＤＮＡのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳヌクレオチド配列又は図２Ａ－Ｂに示されてい
る（配列番号２及び４）ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳヌクレオチド配列の全てではないとして
も、その多くに対応する断片のように、約５０から１５００ヌクレオチド長のより大きな
断片も、本発明において有用である。少なくとも２０ヌクレオチド長の断片によって、例
えば、断片が由来する各ヌクレオチド配列から得られる２０又はそれ以上の連続する塩基
を含む断片が意図される。
【００５７】
　このようなＤＮＡ断片の作製は、当業者にとって定型的なものであり、例えば、制限エ
ンドヌクレアーゼ切断又は寄託されたｃＤＮＡクローンから取得可能なＤＮＡの音波処理
による剪断によって達成され得、又は本明細書中に開示されている配列に従って合成され
得る。あるいは、このような断片は、合成的に直接作製することが可能である。
【００５８】
　本発明の好ましい核酸断片又はプローブは、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座遺伝子産物の
融合連結部をコードする核酸分子を含む（図１、パネルＢ及びＣ、並びに図７、下パネル
参照。）。例えば、ある種の好ましい実施形態において、本発明の単離されたポリヌクレ
オチドは、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合連結部（配列番号２の残
基３７６から３８１又は配列番号４の残基３７６から３８１）（図７、下パネル参照）を
包含する少なくとも６つの連続するヌクレオチドを含むヌクレオチド配列／断片を含む。
別の好ましい実施形態において、本発明の単離されたポリヌクレオチドは、ＳＬＣ３４Ａ
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２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合連結部（配列番号１の残基１２６から１２７又は配列
番号３の残基１２６から１２７）（図７、下パネル（配列番号９及び１１）も参照）を包
含する少なくとも６つの連続するアミノ酸を含むポリペプチドをコードするヌクレオチド
配列／断片を含む。
【００５９】
　別の態様において、本発明は、厳格なハイブリッド形成条件下で、本明細書に記載され
ているような本発明の変異体ＲＯＳキナーゼポリヌクレオチドの一部とハイブリッド形成
する単離されたポリヌクレオチドを提供する。「厳格なハイブリッド形成条件」によって
、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（７５０ｍＭＮａＣｌ、７５ｍＭクエン酸三ナトリウ
ム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×Ｄｅｎｈａｒｄｔの溶液、１０％
硫酸デキストラン及び変性され、剪断されたサケ精子ＤＮＡ２０μｇ／ｍＬを含む溶液中
での、４２℃での一晩の温置に続き、約６５℃の０．１×ＳＳＣ中でフィルターを洗浄す
ることが意味される。
【００６０】
　ポリヌクレオチドの「一部」とハイブリッド形成するポリヌクレオチドによって、基準
ポリヌクレオチドの少なくとも約１５ヌクレオチド（ｎｔ）、より好ましくは、少なくと
も約２０ｎｔ、さらに好ましくは、少なくとも約３０ｎｔ、さらに好ましくは約３０から
７０ｎｔとハイブリッド形成するポリヌクレオチド（ＤＮＡ又はＲＮＡの何れか）が意図
される。これらは、上に論述されているように、及び以下でさらに詳しく論述されている
ように、診断用プローブ及びプライマー（例えば、ＰＣＲ用）として有用である。
【００６１】
　もちろん、寄託されたｃＤＮＡのヌクレオチド配列又は図２Ａから２Ｂ（配列番号２又
は４）若しくは図７（下部パネル）（配列番号１０及び１２）に示されているヌクレオチ
ド配列の全てではなくても、その多くに対応するポリヌクレオチドのように、基準ポリヌ
クレオチドのより大きな一部と、例えば、５０から７５０ｎｔ長の一部と、又は基準ポリ
ヌクレオチドの全長とさえハイブリッド形成するポリヌクレオチド（例えば、図２Ａから
Ｂに記載されている成熟したＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド（配列番号２
及び４））も、本発明のプローブとして有用である。
【００６２】
　「少なくとも２０ヌクレオチド長」のポリヌクレオチドの一部によって、例えば、基準
ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列から得られる２０又はそれ以上の連続するヌクレオ
チドが意図される。前述のように、例えば、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ，Ａ　
ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，２ｎｄ．　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｓａｍｂｒｏｏｋ，
Ｊ．，Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．ａｎｄ　Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．，ｅｄｓ．，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８９）（その開示内容全体が、参照により、本明
細書に組み込まれる。）に記載されているとおり、このような一部は、慣用のＤＮＡハイ
ブリッド形成技術に従いプローブとして、又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による標
的配列の増幅用のプライマーとして、診断において有用である。もちろん、ポリＡ配列（
図２に示されているＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ配列の３’末端ポリＡ路（ｔｒａｃｔ）など
（配列番号２又は４））又はＴ（又はＵ）残基（ｒｅｓｉｄｅｓ）の相補的な連なりのみ
とハイブリッド形成するポリヌクレオチドは、ポリ（Ａ）の連なり又はその相補物（例え
ば、事実上全ての二本鎖ｃＤＮＡクローン）を含有するあらゆる核酸分子とハイブリッド
形成するので、このようなポリヌクレオチドは、本発明の核酸の一部とハイブリッド形成
させるために使用される本発明のポリヌクレオチド中には含まれない。
【００６３】
　上述のように、本発明の変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチドをコードする本発明の核酸
分子には、単独で、成熟したポリペプチドのアミノ酸配列をコードする核酸分子；成熟ポ
リペプチドと追加配列に対するコード配列（プレ又はプロ又はプレプロタンパク質配列な
どのリーダー又は分泌配列をコードするものなど）；例えば、転写、ｍＲＮＡプロセッシ
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ングにおいて役割を果たしている、転写され、翻訳されない配列（スプライシング及びポ
リアデニル化シグナルなど、例えば、ｍＲＮＡのリボソーム結合及び安定性）などのイン
トロン及び非コード５’及び３’配列などの（但し、これらに限定されない。）追加の非
コード配列と一緒に、先述の追加のコード配列を伴う又は伴わない成熟ポリペプチドのコ
ード配列；さらなる機能を付与するものなど、追加のアミノ酸をコードする追加のコード
配列を含み得るが、これらに限定されるものではない。
【００６４】
　従って、ポリペプチドをコードする配列は、融合されたポリペプチドの精製を促進する
ペプチドをコードする配列などのマーカー配列に融合され得る。本発明の本態様の好まし
いある種の実施形態において、マーカーアミノ酸配列は、とりわけ、ｐＱＥベクター（Ｑ
ｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．）中に提供されているタグなどの六ヒスチジンペプチドであり、そ
れらの多くは市販されている。「Ｇｅｎｔｚ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ　８６：８２１－８２４，１９８９」に記載されているように、例
えば、六ヒスチジンは、融合タンパク質の便利な精製を与える。「ＨＡ」タグは、「Ｗｉ
ｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　３７：７６７（１９８４）」によって記載されてい
るインフルエンザヘマグルチニンタンパク質に由来するエピトープに対応する精製のため
に有用な別のペプチドである。以下に論述されているように、他のこのような融合タンパ
ク質には、Ｎ末端又はＣ末端においてＦｃに融合されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリ
ペプチドそのものが含まれる。
【００６５】
　さらに、本発明は、本明細書に開示されているＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチ
ド又は切断されたＲＯＳキナーゼポリペプチドの一部、類縁体又は誘導体をコードする本
発明の核酸分子のバリアントに関する。天然の対立遺伝子バリアントのように、バリアン
トは、天然に存在し得る。「対立遺伝子バリアント」は、生物の染色体上の所定の遺伝子
坐を占める遺伝子の数個の別個の形態の１つを意味するものとする。例えば、「ＧＥＮＥ
Ｓ　ＩＩ，Ｌｅｗｉｎ，Ｂ．，ｅｄ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ（１９８５）」を参照されたい。天然に存在しないバリアントは、本分野で公知
の突然変異導入技術を用いて作製され得る。
【００６６】
　このようなバリアントには、ヌクレオチド置換、欠失又は付加によって生じたバリアン
トが含まれる。置換、欠失又は付加は、１つ又はそれ以上のヌクレオチドを含み得る。バ
リアントは、コード領域、非コード領域又は両者において変化され得る。コード領域中の
変化は、保存的又は非保存的アミノ酸置換、欠失又は付加を生じ得る。これらのうち特に
好ましいのは、本明細書に開示されている変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチドの特性及び
活性（例えば、キナーゼ活性）を変化させないサイレント置換、付加及び欠失である。同
じく、この点に関して特に好ましいのは、保存的置換である。
【００６７】
　本発明のさらなる実施形態には、本発明の変異体ＲＯＳポリヌクレオチド（例えば、図
２Ａ－Ｂに示されている完全なアミノ酸配列を有するＲＢ－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコ
ードするヌクレオチド配列（配列番号１若しくは３）又はＳＬＣ３４Ａ２のＮ末端及びＲ
ＯＳのキナーゼドメインをコードするヌクレオチド配列（図１参照、パネルＢ並びに図３
及び４）又はこのような典型的配列に対して相補的なヌクレオチド）と少なくとも９０％
同一、より好ましくは少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％同一である
ヌクレオチド配列を含む単離されたポリヌクレオチドが含まれる。
【００６８】
　例えば、変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチドをコードする基準ヌクレオチド配列と少な
くとも９５％「同一の」ヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドとは、ポリヌクレオ
チド配列が変異体ＲＯＳポリペプチドをコードする基準ヌクレオチド配列の各１００ヌク
レオチド当り最大５個の点変異を含み得ることを除き、ポリヌクレオチドのヌクレオチド
配列が基準配列と同一であることを意味するものとする。換言すれば、基準ヌクレオチド
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配列と少なくとも９５％同一のヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドを取得するた
めに、基準配列中のヌクレオチドの最大５％が欠失され、若しくは別のヌクレオチドで置
換され得、又は基準配列中の全ヌクレオチドの最大５％のヌクレオチドの数が基準配列中
に挿入され得る。基準配列のこれらの変異は、基準ヌクレオチド配列の５’若しくは３’
末端位置に又はこれらの末端位置の間の何れかの場所に生じ得、基準配列中のヌクレオチ
ドの間に個別に散在され又は基準配列内に１つ若しくはそれ以上の連続した群で散在され
得る。
【００６９】
　実際には、何れかの特定の核酸分子が、例えば、図２ＡからＢに示されているヌクレオ
チド配列（配列番号２又は４）と少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％若
しくは９９％同一であり、又は上記寄託されたｃＤＮＡクローンのヌクレオチド配列と少
なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％若しくは９９％同一であるかどうかは
、Ｂｅｓｔｆｉｔプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉ
ｓ　Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ　８　ｆｏｒ　Ｕｎｉｘ（登録商標），Ｇｅｎｅｔ
ｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐ
ａｒｋ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．　５３７１１
）などの公知のコンピュータプログラムを用いて、従来法によって決定することが可能で
ある。Ｂｅｓｔｆｉｔは、２つの配列間の相同性の最良セグメントを見出すために、「Ｓ
ｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａ
ｔｈｅｍａｔｉｃｓ　２：４８２－４８９（１９８１）」の局所相同性アルゴリズムを使
用する。ある配列が、例えば、本発明の基準ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチ
ド配列と９５％同一であるかどうかを決定するために、Ｂｅｓｔｆｉｔ又は他の何れかの
配列並置プログラムを使用する場合には、もちろん、基準ヌクレオチド配列の全長にわた
って同一性の％が計算されるように、及び基準配列中のヌクレオチドの総数の最大５％の
相同性におけるギャップが許容されるように、パラメータが設定される。
【００７０】
　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かどうかに関わらず
、図２Ａから２Ｂ中に示されている核酸配列（配列番号２又は４）又は配列番号２のヌク
レオチド３７９から２１７２又は配列番号４のヌクレオチド３７９から１８６３、寄託さ
れたｃＤＮＡの核酸配列と少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９
％同一である核酸分子をその範囲の中に含む。これは、ある核酸分子がＲＯＳキナーゼ活
性を有する融合ポリペプチドをコードしない場合でさえ、当業者は、例えば、ハイブリッ
ド形成プローブ又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマーとして、核酸分子をどの
ようにして使用するかどうかをなお知悉しているからである。キナーゼを有するポリペプ
チドをコードしない本発明の核酸分子の使用には、とりわけ、（１）ｃＤＮＡライブラリ
ー中のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座遺伝子又はその対立遺伝子バリアントを単離すること
、（２）「Ｖｅｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．，ＨＵＭＡＮ　ＣＨＲＯＭＯＳＯＭＥＳ：Ａ　ＭＡ
ＮＵＡＬ　ＯＦ　ＢＡＳＩＣ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ，Ｐｅｒｇａｍｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８８）」に記載されているように、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座
遺伝子の正確な染色体位置を与える、中期染色体スプレッドへのインサイチュハイブリッ
ド形成（例えば、「ＦＩＳＨ」）及び特定の組織中でのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タン
パク質ｍＲＮＡ発現を検出するためのＮｏｒｔｈｅｒｎ　Ｂｌｏｔ分析が含まれる。
【００７１】
　しかしながら、好ましいのは、本発明の変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチドと、又は、
実際に、ＲＯＳキナーゼ活性を有する融合ポリペプチドをコードしている寄託されたｃＤ
ＮＡの核酸配列と少なくとも９５％同一の配列を有する核酸分子である。このような活性
は、ある生物学的アッセイにおいて測定された場合に、本明細書に開示されているＳＬＣ
３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質（完全長タンパク質、成熟したタンパク質又はキナーゼ
活性を保持するタンパク質断片）の活性と類似しているが、必ずしも同一でない場合があ
り得る。例えば、ＲＯＳのキナーゼ活性は、１つ又はそれ以上のチロシン含有ペプチド基
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質、例えば、多くの受容体及び非受容体チロシンキナーゼに対する基質である「Ｓｒｃ関
連ペプチド」（ＲＲＬＩＥＤＡＥＹＡＡＲＧ）をリン酸化する能力を測定することによっ
て調べることができる。
【００７２】
　遺伝子コードの縮重のために、当業者は、寄託されたｃＤＮＡの核酸配列又は図２Ａか
らＢに示されている核酸配列（配列番号２及び４）と少なくとも９０％、９５％、９６％
、９７％、９８％又は９９％同一の配列を有する核酸分子の多数がＲＯＳキナーゼ活性を
有する融合ポリペプチドをコードすることを直ちに認識する。実際、これらのヌクレオチ
ド配列の縮重バリアントは全て、同じポリペプチドをコードするので、上記比較アッセイ
を行わなくても、このことは当業者にとって明らかである。縮重バリアントでないこのよ
うな核酸分子に関しては、合理的な数がＲＯＳキナーゼ活性を保持するポリペプチドもコ
ードすることが、本分野においてさらに認められる。これは、タンパク質機能に著しい影
響を与える可能性がより少ない又は可能性がないアミノ酸置換（例えば、ある脂肪族アミ
ノ酸を第二の脂肪族アミノ酸と置換すること）を当業者が完全に知悉しているからである
。
【００７３】
　例えば、表現型的にサイレントなアミノ酸置換をどのように作製するかについての指針
は、変化に対するアミノ酸配列の許容性を研究するための２つの主なアプローチを記載す
る「Ｂｏｗｉｅ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｄｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｅｓｓａｇｅ　
ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ：Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ　ｔｏ　Ａｍｉｎｏ　
Ａｃｉｄ　Ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ，”　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４７：１３０６－１３
１０（１９９０）」に提供されている。第一の方法は、変異が天然の選別によって受容又
は拒絶される進化の過程に依存する。第二のアプローチは、クローニングされた遺伝子の
特定位置にアミノ酸の変化を導入するための遺伝子工学及び機能性を維持する配列を特定
するための選択又はスクリーニングを使用する。これらの研究は、驚くべきことに、タン
パク質がアミノ酸置換を耐容することを明らかにした。このような技術に習熟している当
業者は、タンパク質のある位置において、何れのアミノ酸の変化が許容され得るかについ
ても理解している。例えば、多くの埋没されたアミノ酸残基は非極性側鎖を必要とするの
に対して、一般に、表面側鎖の特徴はほとんど保存されない。このような表現型的にサイ
レントな他の置換は、上記Ｂｏｗｉｅら及びその中に引用されている参考文献中に記載さ
れている。
【００７４】
　本発明のあらゆるポリヌクレオチド実施形態を実施するために、周知であり、本分野に
おいて一般的に利用可能なＤＮＡ配列決定法を使用し得る。この方法は、ＤＮＡポリメラ
ーゼＩのＫｌｅｎｏｗ断片、ＳＥＱＵＥＮＡＳＥ（Ｒ）（ＵＳ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｃｏｒｐ，Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ，Ｏｈｉｏ）、Ｔａｑポリメラーゼ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅ
ｌｍｅｒ）、熱安定性Ｔ７ポリメラーゼ（Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＩＩ．
）又は組換えポリメラーゼとＧｉｂｃｏＢＲＬ（Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，Ｍｄ．）に
よって販売されているＥＬＯＮＧＡＳＥ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍな
どの校正エキソヌクレアーゼとの組み合わせのような酵素を使用し得る。好ましくは、Ｈ
ａｍｉｌｔｏｎ　Ｍｉｃｒｏ　Ｌａｂ　２２００（Ｈａｍｉｌｔｏｎ，Ｒｅｎｏ，Ｎｅｖ
．）、Ｐｅｌｔｉｅｒ　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ（ＰＴＣ２００；ＭＪ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ，Ｗａｔｅｒｔｏｗｎ，Ｍａｓｓ．）及びＡＢＩ３７７ＤＮＡ配列決定装置（Ｐ
ｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）などの機械を用いて、工程は自動化される。
【００７５】
　本発明の変異体ＲＯＳポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は、部分的ヌク
レオチド配列を用いて、並びにプロモーター及び制御要素などの上流配列を検出するため
の本分野で公知の様々な方法を用いて伸長され得る。例えば、使用され得る１つの方法は
、「制限部位」ＰＣＲは、公知の坐に隣接する未知の配列を検索するために汎用プライマ
ーを使用する（Ｓａｒｋａｒ，Ｇ．，ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｐｐｌｉｃ．２：３１
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８－３２２（１９９３））。特に、ゲノムＤＮＡは、まず、リンカー配列に対するプライ
マー及び公知の領域に対して特異的なプライマーの存在下で増幅される。典型的なプライ
マーは、本明細書中の実施例４に記載されているものである。次いで、増幅された配列は
、同じリンカープライマー及び第一のプライマーに内在する別の特異的プライマーを用い
るＰＣＲの第二ラウンドに供される。ＰＣＲの各ラウンドの産物は、適切なＲＮＡポリメ
ラーゼを用いて転写され、逆転写酵素を用いて配列決定される。
【００７６】
　公知の領域に基づき、多岐のプライマーを用いて配列を増幅又は伸長するために、逆Ｐ
ＣＲも使用し得る（Ｔｒｉｇｌｉａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．１６：８１８６（１９８８））。プライマーは、ＯＬＩＧＯ　４．０６　Ｐｒｉｍｅ
ｒ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｓｏｆｔｗａｒｅ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
　Ｉｎｃ．，Ｐｌｙｍｏｕｔｈ，Ｍｉｎｎ．）又は別の適切なプログラムを用いて、２２
から３０ヌクレオチドの長さであるように、５０％又はそれ以上のＧＣ含量を有するよう
に、及び約６８から７２℃の温度で標的配列に徐冷するように設計され得る。本方法は、
遺伝子の公知の領域中の適切な断片を生成させるために、幾つかの制限酵素を使用する。
次いで、断片は、分子内連結によって環状化され、ＰＣＲテンプレートとして使用される
。
【００７７】
　使用され得る別の方法は、ヒト及び酵母人工染色体ＤＮＡ中の公知の配列に隣接するＤ
ＮＡ断片のＰＣＲ増幅を行う捕捉ＰＣＲ（ｃａｐｔｕｒｅ　ＰＣＲ）である（Ｌａｇｅｒ
ｓｔｒｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｐｐｌｉｃ．１：１１１－１１
１９（１９９１））。本方法では、ＰＣＲを実施する前に、ＤＮＡ分子の未知の部分中に
、加工された二本鎖配列を配置させるために、複数の制限酵素消化及び連結も使用し得る
。未知の配列を検索するために使用し得る別の方法は、「Ｐａｒｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９：３０５５－３０６０（１９９１）」に記載
されているものである。さらに、ＰＣＲ、入れ子状プライマー及びゲノムＤＮＡ中を歩行
するためのＰＲＯＭＯＴＥＲＦＩＮＤＥＲ（Ｒ）ライブラリー（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａ
ｌｏ　Ａｌｔｏ，Ｃａｌｉｆ．）を使用し得る。このプロセスは、ライブラリーをスクリ
ーニングする必要がなく、イントロン／エキソン連結部を発見する上で有用である。
【００７８】
　完全長ｃＤＮＡをスクリーニングする場合、より大きなｃＤＮＡを含めるために、サイ
ズによって選択されたライブラリーを使用することが好ましい。また、遺伝子の５’領域
を含有するより多くの配列を含有する点で、ランダムに開始されたライブラリーも好まし
い。オリゴｄ（Ｔ）ライブラリーが完全長ｃＤＮＡを与えない情況に対しては、ランダム
に開始されたライブラリーの使用は特に好ましい場合があり得る。ゲノムライブラリーは
、５’及び３’非転写制御領域中への配列の伸長のために有用であり得る。
【００７９】
　サイズを分析するために、又は配列決定若しくはＰＣＲ産物のヌクレオチド配列を確認
するために、市販されているキャピラリー電気泳動システムを使用し得る。特に、キャピ
ラリー配列決定は、電気泳動分離用の流動可能ポリマー、レーザーによって活性化される
４つの異なる蛍光色素（各ヌクレオチドに対して１つ）及び電荷結合素子カメラによる発
光波長の検出を使用し得る。出力／光強度は、適切なソフトウェア（例えば、ＧＥＮＯＴ
ＹＰＥＲＴＭ及びＳＥＱＵＥＮＣＥ　ＮＡＶＩＧＡＴＯＲＴＭ、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅ
ｒ）を用いて電気シグナルへと変換され得、試料の搭載からコンピュータ分析及び電子的
データ表示までのプロセス全体をコンピュータ制御し得る。キャピラリー電気泳動は、特
定の試料中に限られた量で存在し得るＤＮＡの小片の配列決定に特に好ましい。
【００８０】
　Ｃ．ベクター及び宿主細胞
　本発明は、本発明の単離されたポリヌクレオチドを含む組換えベクター、該組換えベク
ターを用いて遺伝子操作された宿主細胞及び組換え技術による組換えＳＬＣ３４Ａ２－Ｒ
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ＯＳポリペプチド又はその断片の作製も提供する。
【００８１】
　組換え構築物は、感染、形質導入、形質移入、トランスベクション、電気穿孔及び形質
転換のような周知の技術を用いて、宿主細胞中に導入され得る。ベクターは、例えば、フ
ァージ、プラスミド、ウイルス又はレトロウイルスベクターであり得る。レトロウイルス
ベクターは、複製能力を有し、又は複製欠損であり得る。後者の場合には、ウイルス増殖
は、一般に、補完的宿主細胞中でのみ生じる。
【００８２】
　ポリヌクレオチドは、宿主中での増殖に関して選択可能なマーカーを含有するベクター
に連結され得る。一般に、プラスミドベクターは、リン酸カルシウム沈殿などの沈殿中に
、又は帯電した脂質との複合体中に導入される。ベクターがウイルスである場合には、適
切なパッケージング細胞株を用いて、インビトロでパッケージングを行った後、宿主細胞
中にベクターを形質導入し得る。
【００８３】
　好ましいのは、目的のポリヌクレオチドに対するシス作用調節領域を含むベクターであ
る。適切なトランス作用因子は、宿主によって供給され、補完的ベクターによって供給さ
れ、又は宿主中への導入に際して、ベクターそのものによって供給され得る。これに関す
るある種の好ましい実施形態において、ベクターは、誘導性及び／又は細胞種特異的であ
り得る特異的な発現を与える。このようなベクターのうち特に好ましいのは、温度及び栄
養素添加物など、操作が容易である環境因子によって誘導可能なベクターである。
【００８４】
　本発明において有用な発現ベクターには、染色体、エピソーム及びウイルス由来のベク
ター、例えば、細菌プラスミド、バクテリオファージ、酵母エピソーム、酵母染色体要素
、バキュロウイルス、パポーバウイルス、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウ
イルス、仮性狂犬病ウイルス及びレトロウイルスなどのウイルスに由来するベクター並び
にコスミド及びファミジドなど、これらの組み合わせに由来するベクターが含まれる。
【００８５】
　本発明のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳポリヌクレオチド又は切断されたＲＯＳポリヌクレオ
チドを含むＤＮＡ挿入物は、例を幾つか挙げると、ファージλＰＬプロモーター、イー・
コリｌａｃ、ｔｒｐ及びｔａｃプロモーター、ＳＶ４０初期及び後期プロモーター並びに
レトロウイルスＬＴＲのプロモーターなどの適切なプロモーターへ作用可能に連結すべき
である。他の適切なプロモーターが、当業者に公知である。発現構築物は、さらに、転写
開始、終結のための部位を含有し、転写された領域中に、翻訳のためのリボソーム結合部
位を含有する。構築物によって発現された成熟転写物のコード部分は、好ましくは、翻訳
されるべきポリペプチドの末端に適切に配置された開始及び終結コドン（ＵＡＡ、ＵＧＡ
又はＵＡＧ）から始まる翻訳を含む。
【００８６】
　上述のように、発現ベクターは、好ましくは、少なくとも１つの選択可能なマーカーを
含む。このようなマーカーは、真核細胞培養に関しては、ジヒドロ葉酸還元酵素又はネオ
マイシン耐性を含み、イー・コリ及びその他の細菌中での培養に関しては、テトラサイク
リン又はアンピシリン耐性遺伝子を含む。適切な宿主の代表的な例には、イー・コリ、ス
トレプトミセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）及びサルモネラ・チフィムリウム（Ｓａｌ
ｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）細胞などの細菌細胞、酵母細胞などの真菌細
胞、ドロソフィラＳ２及びスポドプテラＳｆ９細胞などの昆虫細胞、ＣＨＯ、ＣＯＳ及び
Ｂｏｗｅｓ悪性黒色腫細胞などの動物細胞並びに植物細胞が含まれるが、これらに限定さ
れるものではない。上記宿主細胞のための適切な培地及び条件は、本分野において公知で
ある。
【００８７】
　細菌中での使用に好ましいベクターには、Ｑｉａｇｅｎから入手可能なｐＱＥ７０、ｐ
ＱＥ６０及びｐＱＥ－９；Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅから入手可能なｐＢＳベクター、Ｐｈａ
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ｇｅｓｃｒｉｐｔベクター、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔベクター、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨ１６ａ
、ｐＮＨ１８Ａ、ｐＮＨ４６Ａ；並びにＰｈａｒｍａｃｉａから入手可能なｐｔｒｃ９９
ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐＫＫ２３３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩＴ５が含まれる。好ま
しい真核生物ベクターは、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅから入手可能な真核生物：ｐＷＬＮＥＯ
、ｐＳＶ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１及びｐＳＧ並びにＰｈａｒｍａｃｉａから入手
可能なｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧ及びｐＳＶＬである。他の適切なベクターが、当
業者に自明である。
【００８８】
　本発明での使用に適した公知の細菌プロモーターには、Ｅ．コリｒａｃＩ及びｌａｃＺ
プロモーター、Ｔ３及びＴ７プロモーター、ｇｐｔプロモーター、λＰＲ及びＰＬプロモ
ーター並びにｔｒｐプロモーターが含まれる。適切な真核生物プロモーターには、ＣＭＶ
前初期プロモーター、ＨＳＶチミジンキナーゼプロモーター、初期及び後期ＳＶ４０プロ
モーター、ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）のプロモーターなどのレトロウイルスＬＲＴの
プロモーター及びマウスメタロチオネイン－１プロモーターなどのメタロチオネインプロ
モーターが含まれる。
【００８９】
　酵母、サッカロミセス・セレビシアエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓ
ｉａｅ）では、アルファ因子、アルコールオキシダーゼ及びＰＧＨなどの恒常性又は誘導
性プロモーターを含有する多数のベクターを使用し得る。総説として、「Ａｕｓｕｂｅｌ
　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵ
ＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ
．Ｙ，ａｎｄ　Ｇｒａｎｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５３：
５１６－５４４（１９９７）」を参照されたい。
【００９０】
　宿主細胞中への構築物の導入は、リン酸カルシウム形質移入、ＤＥＡＥ－デキストラン
によって媒介される形質移入、陽イオン性脂質によって媒介される形質移入、電気穿孔、
形質導入、感染又はその他の方法によって実施することが可能である。このような方法は
、「Ｄａｖｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，ＢＡＳＩＣ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡ
Ｒ　ＢＩＯＬＯＧＹ（１９８６）」などの多くの標準的な実験室マニュアルに記載されて
いる。
【００９１】
　より高等な真核生物による本発明のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコード
するＤＮＡの転写は、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することによって増加させ得
る。エンハンサーは、所定の宿主細胞種中でプロモーターの転写活性を増加させるように
作用する、通常、約１０から３００ｂｐのＤＮＡのシス作用性要素である。エンハンサー
の例には、１００から２７０塩基対で複製起点の後期側（ｌａｔｅ　ｓｉｄｅ）に位置す
るＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウイルス初期プロモーターエンハンサー、複製起
点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウイルスエンハンサーが含まれる。
【００９２】
　小胞体の管腔中、細胞膜周辺腔中又は細胞外環境中へ翻訳されたタンパク質を分泌する
ために、発現されたポリペプチド中に、適切な分泌シグナルが取り込まれ得る。シグナル
は、ポリペプチドに対して内在性であり得、又は異種のシグナルであり得る。
【００９３】
　ポリペプチドは、融合タンパク質（例えば、ＧＳＴ融合）などの修飾された形態で発現
され得、分泌シグナルのみならず、さらなる異種の機能領域も含み得る。例えば、精製の
間又はその後の取り扱い及び保存の間に、宿主細胞中での安定性及び持続性を改善するた
めに、ポリペプチドのＮ末端に、追加のアミノ酸、特に帯電したアミノ酸の領域を付加し
得る。また、精製を容易にするために、ペプチド部分をポリペプチドに付加し得る。この
ような領域は、ポリペプチドの最終調製前に除去され得る。とりわけ、分泌又は排出を生
じさせるために、安定性を改善するために、及び精製を容易にするためにポリペプチドに
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ペプチド部分を付加することは、本分野で周知の、定型的な技術である。好ましい融合タ
ンパク質は、タンパク質を可溶化するのに有用なイムノグロブリン由来の異種領域を含む
。
【００９４】
　例えば、ＥＰ－Ａ－Ｏ４６４５３３（カナダ対応出願２０４５８６９）は、別のヒトタ
ンパク質又はその一部と一緒に、免疫グロブリン分子の定常領域の様々な部分を含む融合
タンパク質を開示する。多くの事例において、融合タンパク質中のＦｃ部分は、治療及び
診断における使用にとって完全に有利であり、従って、例えば、改善された薬物動態学的
特性をもたらし得る（ＥＰ－Ａ０２３２２６２）。他方、幾つかの使用に関しては、記載
されている有利な様式で、融合タンパク質を発現し、検出し、精製した後に、Ｆｃ部分を
欠失させ得ることが望ましい。治療及び診断での使用に対して、Ｆｃ部分が妨害であるこ
とが判明している場合、例えば、融合タンパク質が、免疫化のための抗原として使用され
るべき場合には、このことが当てはまる。創薬において、ｈＩＬ－５のアンタゴニストを
同定する高情報量のスクリーニングアッセイのために、例えば、ｈＩＬ－５などのヒトタ
ンパク質はＦｃ部分と融合されている。「Ｂｅｎｎｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａ
ｌ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　８：５２－５８（１９９５）
　ａｎｄ　Ｊｏｈａｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２７０（１６）：９４５９－９４７１（１９９５）
」を参照されたい。
【００９５】
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳポリペプチドは、硫酸アンモニウム又はエタノール沈殿、酸抽
出、陰イオン又は陽イオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィ
ー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、ヒドロキ
シルアパタイトクロマトグラフィー及びレクチンクロマトグラフィーなどの周知の方法に
よって、組換え細胞培養物から回収及び精製することが可能である。最も好ましくは、精
製のために高性能液体クロマトグラフィー（「ＨＰＬＣ」）が使用される。本発明のポリ
ペプチドには、自然に精製された産物、化学合成操作の産物及び原核生物宿主又は真核生
物宿主（例えば、細菌、酵母、高等植物、昆虫及び哺乳動物細胞を含む。）からの組換え
技術によって産生された産物が含まれる。組換え産生操作において使用される宿主に応じ
て、本発明のポリペプチドはグリコシル化されていてもよく、又はグリコシル化されてい
なくてもよい。さらに、本発明のポリペプチドは、幾つかの事例では、宿主によって媒介
されるプロセスの結果として、修飾された開始メチオニン残基も含み得る。
【００９６】
　従って、一実施形態において、本発明は、融合ポリペプチドの発現に適した条件下で、
（上述のような）組換え宿主細胞を培養し、及びポリペプチドを回収することによって、
組換えＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドを作製する方法を提供する。宿主細胞の
成長に適した培養条件及びこのような細胞からの組換えポリペプチドの発現は、当業者に
周知である。例えば、「ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡ
Ｒ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ａｕｓｕｂｅｌ　ＦＭ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，Ｖｏｌｕｍｅ　
２，Ｃｈａｐｔｅｒ　１６，Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ」を参照されたい。
【００９７】
　Ｄ．単離されたポリペプチド
　本発明は、一つには、単離されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド及びその断
片も提供する。一実施形態において、本発明は、
　（ａ）配列番号１又は配列番号３のアミノ酸配列を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポ
リペプチドをコードするアミノ酸配列；
　（ｂ）ＳＬＣ３４Ａ２のＮ末端アミノ酸配列（配列番号５の残基１から１２６）及びＲ
ＯＳのキナーゼドメイン（配列番号７の残基１９４５から２２２２）を含むＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードするアミノ酸配列；並びに
　（ｃ）ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合連結部（配列番号１の残基
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１２６から１２７又は配列番号３の残基１２６から１２７）を包含する少なくとも６つの
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；
からなる群から選択される配列と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を含む単離された
ポリペプチドを提供する。
【００９８】
　好ましい一実施形態において、本発明は、上記寄託されたｃＤＮＡ（ＡＴＣＣ寄託番号
ＰＴＡ－７８７７）によってコードされるアミノ酸配列を有する単離されたＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳ融合ポリペプチドを提供する。別の好ましい実施形態において、上記組換えベ
クター又は組換え宿主細胞を用いて作製され得る本発明の組換え変異体ポリペプチドが提
供される。
【００９９】
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの幾つかのアミノ酸配列が変異体タンパク質
の構造又は機能の著しい影響なしに変動させ得ることが本分野において認められている。
配列のこのような差が想定されるのであれば、活性を決定するタンパク質上の重要な領域
（例えば、ＲＯＳのキナーゼドメイン）が存在することを銘記すべきである。一般に、類
似の機能を実行する残基が使用されれば、三次構造を形成する残基を置換することが可能
である。他の例では、変化がタンパク質の重要でない領域に生じる場合には、残基の種類
は完全に重要でない場合があり得る。
【０１００】
　従って、本発明は、さらに、実質的なＲＯＳキナーゼ活性を示すＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチドの変形物又はＳＬＣ３４Ａ２及びＲＯＳタンパク質の領域（以下で論
述されているタンパク質部分など）を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの変
形物を含む。このような変異体は、欠失、挿入、逆位、反復及び種類置換（ある親水性残
基を、概して強度に親水性でなく、又は強度に疎水性でない別の残基に置換すること。）
が含まれる。小さな変化又はこのような「中性」アミノ酸置換は、一般に、活性に対して
殆ど効果を有しない。
【０１０１】
　典型的には、保存的置換と考えられるのは、脂肪族アミノ酸Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ及
びＩｌｅの間で、あるアミノ酸を別のアミノ酸と置換すること、ヒドロキシル残基Ｓｅｒ
とＴｈｒの相互交換、酸性残基ＡｓｐとＧｌｕの交換、アミド残基ＡｓｎとＧｌｎの間で
の置換、塩基性残基ＬｙｓとＡｒｇの交換、芳香族残基Ｐｈｅ、Ｔｙｒ間での置換。当業
者に公知の保存的アミノ酸置換の例は、芳香族：フェニルアラニン　トリプトファン　チ
ロシン；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；小：
アラニン　セリン　スレオニン　メチオニン　グリシンである。上に詳しく示されている
ように、何れのアミノ酸の変化が表現型的にサイレントな可能性がある（すなわち、機能
に対して著しい有害な効果を有する可能性がない）かに関するさらなる指針は、Ｂｏｗｉ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４７、上記に見出すことができる。
【０１０２】
　本発明のポリペプチドは、好ましくは、単離された形態で提供され、好ましくは、実質
的に精製されている。本発明のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの組み換え的に
産生されたバージョンは、「Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｇｅｎｅ　６７：３
１－４０（１９８８）に記載されている一段階法によって、実質的に精製することができ
る。
【０１０３】
　本発明のポリペプチドは、図２ＡからＢのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド（
配列番号１及び３）（リーダー配列を含むかどうかを問わない。）、寄託されたｃＤＮＡ
クローン（ＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－７８７７）によってコードされた融合ポリペプチド、Ｓ
ＬＣ３４Ａ２のＮ末端アミノ酸配列（配列番号５の残基１から１２６）とＲＯＳのキナー
ゼドメイン（配列番号７の残基１９４５から２２２２）を含むＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融
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合ポリペプチドをコードするアミノ酸配列及びＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド
の融合連結部（配列番号１の残基１２６から１２７又は配列番号３の残基１２６から１２
７）を包含する少なくとも６つの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（図７も参照、下パネル）、上記ポリペプチドと少なくとも９０％の類似性、よ
り好ましくは少なくとも９５％の類似性、さらに好ましくは少なくとも９６％、９７％、
９８％又は９９％の類似性を有するポリペプチドが含まれる。
【０１０４】
　２つのポリペプチドに対する「％類似性」は、Ｂｅｓｔｆｉｔプログラム（Ｗｉｓｃｏ
ｎｓｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ　８
　ｆｏｒ　Ｕｎｉｘ（登録商標），Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐａｒｋ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉ
ｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．　５３７１１）及び類似性を決定するための初期設定を
用いて、２つのポリペプチドのアミノ酸配列を比較することによって得られた類似性スコ
アを意味するものとする。Ｂｅｓｔｆｉｔは、２つの配列間の類似性の最良セグメントを
見出すために、「Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ（Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ａ
ｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ　２：４８２－４８９（１９８１））」の局所相
同性アルゴリズムを使用する。
【０１０５】
　本発明の変異体ＲＯＳポリペプチドの基準アミノ酸配列と、例えば、少なくとも９５％
「同一の」アミノ酸配列を有するポリペプチドとは、ポリペプチド配列がＳＬＣ３４Ａ２
－ＲＯＳ融合ポリペプチドの基準アミノ酸配列の各１００アミノ酸当り最大５個のアミノ
酸変化を含み得ることを除き、ポリペプチドのアミノ酸配列が基準配列と同一であること
を意味するものとする。換言すれば、基準アミノ酸配列と少なくとも９５％同一のアミノ
酸配列を有するポリペプチドを取得するために、基準配列中のアミノ酸残基の最大５％が
欠失され、若しくは別のアミノ酸で置換され得、又は基準配列中の全アミノ酸残基の最大
５％のアミノの数が基準配列中に挿入され得る。基準配列のこれらの変化は、基準アミノ
酸配列のアミノ若しくはカルボキシ末端位置に又はこれらの末端位置の間の何れかの場所
に生じ得、基準配列中の残基の間に個別に散在され又は基準配列内に１つ若しくはそれ以
上の連続した群で散在され得る。
【０１０６】
　ある配列が、例えば、本発明の基準配列と９５％同一であるかどうかを決定するために
、Ｂｅｓｔｆｉｔ又は他の何れかの配列並置プログラムを使用する場合には、もちろん、
基準アミノ酸配列の全長にわたって同一性の％が計算されるように、及び基準配列中のア
ミノ酸残基の総数の最大５％の相同性でギャップが許容されるように、パラメータが設定
される。
【０１０７】
　本発明のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドは、例えば、当業者に周知の方法を
使用して、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル又は分子篩ゲルろ過カラム上の分子量マーカーとして使
用することができる。
【０１０８】
　以下でさらに詳しく記載されているように、本発明のポリペプチドは、以下に記載され
ているように変異体ＲＯＳポリペプチド発現を検出するためのアッセイにおいて、又は変
異体ＲＯＳタンパク質機能／活性を増強又は阻害することができるアゴニスト及びアンタ
ゴニストとして有用である融合ポリペプチド特異的試薬（ポリクローナル及びモノクロー
ナル抗体など）を作製するために使用することも可能である。さらに、このようなポリペ
プチドは、本発明の候補アゴニスト及びアンタゴニストでもあるＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ
融合ポリペプチド結合タンパク質を「捕捉する」ための酵母ツーハイブリッドシステム中
で使用することができる。酵母ツーハイブリッド系は、Ｆｉｅｌｄｓ　ａｎｄ　Ｓｏｎｇ
，Ｎａｔｕｒｅ　３４０：２４５－２４６（１９８９）に記載されている。
【０１０９】
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　別の態様において、本発明は、本発明のポリペプチドのエピトープ保有部分、すなわち
、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドバリアントの融合連結部を含むエピトープを
含むペプチド又はポリペプチドを提供する（図７、下パネル参照）。このポリペプチド部
分のエピトープは、本発明のポリペプチドの免疫原性又は抗原性エピトープである。「免
疫原性エピトープ」とは、完全なタンパク質が免疫原である場合に、抗体応答を惹起する
タンパク質の一部として定義される。これらの免疫原性エピトープは、分子上の数個の坐
に限局されていると考えられている。他方、抗体が結合することができるタンパク質分子
の領域は、「抗原性エピトープ」として定義される。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少ない。例えば、「Ｇｅｙｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８１　３９９８－４００２（１９８
３）」を参照されたい。本発明の融合ポリペプチド特異的抗体の作製は、以下でさらに詳
しく記載されている。
【０１１０】
　抗原性エピトープを有するペプチド又はポリペプチドによって生成された抗体は、模倣
されたタンパク質を検出するのに有用であり、翻訳後プロセッシングを受けるタンパク質
前駆体の様々な領域の運命を追跡するために異なるペプチドに対する抗体を使用し得る。
ずっと短いペプチド（例えば、約９アミノ酸）は、免疫沈降アッセイにおいて、より大き
なペプチドを結合及び置換できることが示されているので、ペプチド及び抗ペプチド抗体
は、模倣されたタンパク質に対する様々な定性又は定量アッセイにおいて、例えば、競合
アッセイにおいて使用され得る。例えば、「Ｗｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　３
７：７６７－７７８（１９８４）」の７７７を参照されたい。本発明の抗ペプチド抗体は
、例えば、本分野で周知の方法を用いた吸着クロマトグラフィーによる模倣されたタンパ
ク質の精製に関しても有用である。免疫学的アッセイの形式は、以下でさらに詳しく記載
されている。
【０１１１】
　組換え変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチドも本発明の範囲に属し、上記セクションＢに
記載されているように、本発明の融合ポリヌクレオチドを用いて作製され得る。例えば、
本発明は、融合ポリペプチドの発現に適した条件下で、（上述のような）組換え宿主細胞
を培養し、及びポリペプチドを回収することによって、組換えＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融
合ポリペプチドを作製する方法を提供する。宿主細胞の成長に適した培養条件及びこのよ
うな細胞からの組換えポリペプチドの発現は、当業者に周知である。
【０１１２】
　Ｅ．変異体特異的試薬
　開示されている方法の実施において有用な変異体ＲＯＳポリペプチド特異的試薬には、
とりわけ、生物学的試料中のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド発現に対応し、そ
の検出及び定量に適した融合ポリペプチド特異的抗体及びＡＱＵＡペプチド（重同位体標
識されたペプチド）が含まれる。融合ポリペプチド特異的試薬は、生物学的試料中の発現
されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドに特異的に結合することが可能であり、
生物学的試料中の発現されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの存在／レベルを
検出及び／又は定量することができるあらゆる試薬（生物学的又は化学的）である。本用
語には、以下に論述されている好ましい抗体及びＡＱＵＡペプチド試薬が含まれるが、こ
れらに限定されるものではなく、均等な試薬が本発明の範囲に属する。
【０１１３】
　抗体。
【０１１４】
　本発明の方法の実施において使用するのに適した試薬には、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融
合ポリペプチド特異的抗体が含まれる。本発明の融合特異的抗体は、本発明のＳＬＣ３４
Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド（例えば、配列番号１又は３）を特異的に結合するが、野
生型ＳＬＣ３４Ａ２又は野生型ＲＯＳの何れかを実質的に結合しない単離された１つ又は
複数の抗体である。他の適切な試薬には、野生型ＲＯＳタンパク質配列の細胞外ドメイン
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（本ドメインは本明細書に開示されている切断されたＲＯＳキナーゼ中に存在しない。）
中のエピトープに特異的に結合し、従って、試料中の野生型ＲＯＳの存在（又は不存在）
を検出することが可能なエピトープ特異的抗体が含まれる。
【０１１５】
　ヒトＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体は、他の哺乳動物種、例えば
、マウス又はウサギ中の高度に相同な及び均等なエピトープペプチド配列にも結合し得、
逆も同様である。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）標的ポリペプチドに特異的に結合する精製されたポリクローナル抗体（例えば
、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合連結部（図７参照、下パネル）、（ｃ
）他の非ヒト種（例えば、マウス、ラット）中の均等な及び高度に相同なエピトープ又は
リン酸化部位を結合する上記（ａ）から（ｂ）に記載されている抗体及び（ｄ）本明細書
に開示されている典型的な抗体によって結合される抗原（又は、より好ましくはエピトー
プ）に結合する上記（ａ）から（ｃ）の断片が含まれる。
【０１１６】
　本明細書において使用される「抗体」という用語は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ
及びＩｇＥを含む免疫グロブリンの全ての種類を表す。抗体はモノクローナル又はポリク
ローナルであり得、（例えば）マウス、ラット、ウサギ、ウマ若しくはヒトを含むあらゆ
る起源の種であり得、又はキメラ抗体であり得る。例えば、「Ｍ．Ｗａｌｋｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２６：４０３－１１（１９８９）；Ｍｏｒｒｉｓ
ｉｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８１：６８５１（１９
８４）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３１２：６０４（１９８４
））」を参照されたい。抗体は、米国特許４，４７４，８９３（Ｒｅａｄｉｎｇ）又は米
国特許４，８１６，５６７（Ｃａｂｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．）に開示されている方法に従
って作製された組換えモノクローナル抗体であり得る。抗体は、米国特許４，６７６，９
８０（Ｓｅｇｅｌ　ｅｔ　ａｌ．）に開示されている方法に従って作製された、化学的に
構築された特異的抗体でもあり得る。
【０１１７】
　本発明のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体の好ましいエピトープ部
位は、ヒトＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド配列（配列番号１又は３）の約１１
から１７個のアミノ酸から実質的になるペプチド断片であり、該断片は融合連結部（第一
及び第二の融合タンパク質バリアント中の残基１２６に存在する）を包含する（図１（パ
ネルＣ）及び図７（下パネル）を参照されたい。）。ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペ
プチドの融合連結部を包含するより短い又はより長いペプチド／エピトープを特異的に結
合する抗体が本発明の範囲に属することが理解される。
【０１１８】
　本発明は抗体の使用に限定されるものではなく、融合タンパク質又は切断されたタンパ
ク質特異的な様式で、本発明の方法において有用なＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプ
チド特異的抗体又はＲＯＳ切断点エピトープ特異的抗体が結合する実質的に同じエピトー
プに結合する均等な分子（タンパク質結合ドメイン又は核酸アプタマーなど）が含まれる
。例えば、「Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３１２：６０４（１９
８４）」を参照されたい。このような均等な非抗体試薬は、以下でさらに記載されている
本発明の方法において適切に使用され得る。
【０１１９】
　本発明の方法を実施する上で有用なポリクローナル抗体は、公知の操作に従って、所望
の融合タンパク質特異的なエピトープ（例えば、融合連結部（図７参照、下パネル））を
包含する抗原で適切な動物（例えば、ウサギ、ヤギなど）を免疫し、動物から免疫血清を
集め、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、標準的な技術に従って作製され得る。抗原は、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、周知の技術に従って選択及び構築され得る
。例えば、「ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，Ｃｈａ
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ｐｔｅｒ　５，ｐ．７５－７６，Ｈａｒｌｏｗ　＆　Ｌａｎｅ　Ｅｄｓ．，Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（１９８８）；Ｃｚｅｒｎｉｋ，Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２０１：２６４－２８３（１９９１）；Ｍｅ
ｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１－４９（１９６２））」を
参照されたい。本明細書に記載されているとおりに作製されたポリクローナル抗体は、以
下にさらに記載されているようにスクリーニング及び単離され得る。
【０１２０】
　モノクローナル抗体は、本発明の方法においても有利に使用され得、Ｋｏｈｌｅｒ　ａ
ｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ．Ｎａｔｕｒｅ　２６５：４９５－９７（１９７５）；Ｋｏｈｌ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：５１１（１９７６
）の周知の技術に従って、ハイブリドーマ細胞株中で作製され得る。「ＣＵＲＲＥＮＴ　
ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅ
ｔ　ａｌ．Ｅｄｓ．（１９８９）」も参照されたい。このようにして作製されたモノクロ
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法の選択性及び特
異性を改善する。例えば、適切な抗原を含有する溶液（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ
融合ポリペプチドの融合連結部を含む合成ペプチド）をマウス中に注射し得、（慣用の技
術に見合う）十分な時間の後、マウスを屠殺し、脾細胞が取得され得る。次いで、ハイブ
リドーマ細胞を作製するために、典型的には、ポリエチレングリコールの存在下で、脾細
胞を骨髄腫細胞と融合させることによって脾細胞を不死化させる。例えば、ウサギ融合ハ
イブリドーマは、「米国特許５，６７５，０６３，Ｃ．Ｋｎｉｇｈｔ，１９９７年１０月
７日に付与」に記載されているように作製され得る。次いで、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ハイブリドーマ細胞を増殖させ、
以下に記載されているように、所望の特異性を有するモノクローナル抗体に関して上清を
スクリーニングする。分泌された抗体は、沈降、イオン交換又はアフィニティークロマト
グラフィーなどの慣用法によって、組織培養上清から回収され得る。
【０１２１】
　モノクローナルＦａｂ断片は、当業者に公知の組換え技術によって、エシェリヒア・コ
リ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）中でも作製され得る。例えば、Ｗ．Ｈｕｓｅ，
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：１２７５－８１（１９８９）；Ｍｕｌｌｉｎａｘ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌＡｃａｄ．Ｓｃｉ．８７：８０９５（１９９０）を参照された
い。１つのイソタイプのモノクローナル抗体が特定の用途に対して好ましい場合には、最
初の融合から選択することによって、特定のイソタイプを直接調製することが可能であり
、又は、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副次的に調製
することが可能である（Ｓｔｅｐｌｅｗｓｋｉ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８２：８６５３（１９８５）；Ｓｐｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，７４：３０７（１９８４））。モノクローナル抗体の抗
原結合部位は、イー・コリ中のファージディスプレイされた組換え抗体又は可溶性抗体と
して作製されたＰＣＲ及び一本鎖抗体によってクローニングすることができる（例えば、
ＡＮＴＩＢＯＤＹ　ＥＮＧＩＮＥＥＲＩＮＧ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ，１９９５，Ｈｕｍａ
ｎａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓｕｄｈｉｒ　Ｐａｕｌ　ｅｄｉｔｏｒ．を参照されたい。）。
【０１２２】
　さらに、米国特許５，１９４，３９２，Ｇｅｙｓｅｎ（１９９０）は、目的の抗体の特
定のパラトープ（抗原結合部位）に対して相補的であるエピトープの形態学的均等物（す
なわち、「ミモトープ」）である単量体の配列（アミノ酸又はその他の化合物）を検出又
は決定する一般的な方法について記載している。より一般的には、この方法は、目的の受
容体のリガンド結合部位に対して相補的であるリガンドの形態学的均等物である単量体の
配列を検出又は決定することを含む。同様に、「米国特許５，４８０，９７１，Ｈｏｕｇ
ｈｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）」は、Ｃ１－Ｃアルキルによってペルアルキル化さ
れた直鎖オリゴペプチド並びにこのようなペプチドの組及びライブラリー並びに目的のア



(28) JP 2009-523446 A 2009.6.25

10

20

30

40

50

クセプター分子に優先的に結合するペルアルキル化されたオリゴペプチドの配列を決定す
るためのこのようなオリゴペプチドの組及びライブラリーを使用するための方法を開示す
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類縁体は、これらの方法によ
っても、定型的な様式で作製することが可能である。
【０１２３】
　本発明の方法において有用な抗体（ポリクローナルであるか、又はモノクローナルであ
るかを問わない。）は、標準的な技術に従い、エピトープ及び融合タンパク質特異性に関
してスクリーニングされ得る。例えば、「Ｃｚｅｍｉｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２０１：２６４－２８３（１９９１）」を参照されたい
。例えば、所望の抗原に対する特異性を確保するとともに、所望であれば、野生型ＳＬＣ
３４Ａ２又は野生型ＲＯＳとの反応性なしに、本発明のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリ
ペプチドのみとの反応性に対して特異性を確保するために、ＥＬＩＳＡによって、ペプチ
ドライブラリーに対して抗体をスクリーニングし得る。所望の標的のみとの反応性を確認
するために、及びＲＯＳを含む他の融合タンパク質への明確な結合が存在しないことを確
保するために、抗体は、標的タンパク質を含有する細胞調製物に対するウェスタンブロッ
ティングによっても検査され得る。融合タンパク質特異的な抗体の作製、スクリーニング
及び使用は当業者に公知であり、記載されている。例えば、２００５年９月２９日、Ｗｅ
ｔｚｅｌら、米国特許公開２００５０２１４３０１を参照されたい。
【０１２４】
　本発明の方法において有用な融合ポリペプチド特異的抗体は、他の融合タンパク質中の
類似の融合エピトープとの、又は融合連結部を形成する野生型ＳＬＣ３４Ａ２及び野生型
ＲＯＳ中のエピトープとの幾らかの限られた交叉反応性を示し得る。多くの抗体は交叉反
応性の幾らかの程度を示すので、これは予期されないことではなく、抗ペプチド抗体は、
しばしば、免疫化ペプチドとの高い相同性又は同一性を有するエピトープと交叉反応する
。例えば、上記Ｃｚｅｒｎｉｋを参照されたい。他の融合タンパク質との交叉反応性は、
既知の分子量のマーカーとともに、ウェスタンブロッティングによって容易に性質決定さ
れる。抗体が結合するＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド配列と高度に相同な部位
又は同一の部位を同定するために、交叉反応するタンパク質のアミノ酸配列を検査し得る
。ペプチドカラム上での抗体精製を用いた負の選択（例えば、野生型ＳＬＣ３４Ａ２及び
／又は野生型ＲＯＳの何れかを結合する抗体を選び出す。）によって、望ましくない交叉
反応性を除去することができる。
【０１２５】
　本明細書に開示されている方法を実施する上で有用な本発明のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ
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、それ自体、ヒト種への結合のみに限定されない。本発明は、他の哺乳動物種（例え
ば、マウス、ラット、サル）中の保存された高度に相同なエピトープ又は同一のエピトー
プも結合する抗体の作製及び使用を含む。他の種における高度に相同な配列又は同一の配
列は、本明細書に開示されているヒトＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド配列（配
列番号１及び３）とともに、ＢＬＡＳＴを使用するなどの標準的な配列比較によって容易
に同定することが可能である。
【０１２６】
　本発明の方法において使用される抗体は、特定のアッセイ形式、例えば、ＦＣ、ＩＨＣ
及び／又はＩＣＣ中での使用によってさらに特徴付けられ、及び前記使用に対して検証さ
れ得る。このような方法におけるＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体の
使用は、以下のセクションＦにさらに記載されている。以下のセクションＦにさらに記載
されているように、他のシグナル伝達（ホスホ－ＡＫＴ、ホスホ－Ｅｒｋ１／２）及び／
又は細胞マーカー（サイトケラチン）抗体とともに、マルチパラメトリック分析において
使用するために、抗体は蛍光色素（例えば、Ａｌｅｘａ４８８、ＰＥ）又は量子ドットな
どの標識にも有利に連結され得る。
【０１２７】
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　本発明の方法を実施する際には、ある種の生物学的試料中での野生型ＳＬＣ３４Ａ２及
び／又は野生型ＲＯＳの発現及び／又は活性は、これらの野生型タンパク質に対する抗体
（リン酸化型特異的又は完全の何れか）を用いても有利に検査され得る。例えば、ＣＳＦ
受容体リン酸化部位特異的抗体は市販されている（ＣＥＬＬ　ＳＩＧＮＡＬＩＮＧ　ＴＥ
ＣＨＮＯＬＯＧＹ，ＩＮＣ．，Ｂｅｖｅｒｌｙ　ＭＡ，２００５／０６　Ｃａｔａｌｏｇ
ｕｅ，＃’ｓ　３１５１，３１５５，ａｎｄ　３１５４；ａｎｄ　Ｕｐｓｔａｔｅ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００６　Ｃａｔａｌｏｇｕｅ，＃０６－４５７を参照された
い。）。このような抗体は、上述のように、標準的な方法に従っても作製され得る。他の
種から得られたこれらのタンパク質の配列と同様に、ヒトＳＬＣ３４Ａ２及びＲＯＳの両
者のアミノ酸配列が公表されている（図３及び４並びに参照されるＳｗｉｓｓＰｒｏｔ受
付番号を参照されたい。）。
【０１２８】
　生物学的試料（例えば、腫瘍試料）中でのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド発
現とともに、野生型ＳＬＣ３４Ａ２及び野生型ＲＯＳ発現及び／又は活性化を検出するこ
とによって、融合タンパク質が単独で腫瘍を誘導するかどうか、又は野生型ＲＯＳも活性
化され、腫瘍を誘導するかどうかに関する情報を得ることができる。このような情報は、
融合タンパク質若しくは野生型タンパク質若しくは両タンパク質を標的とするかどうかを
評価する上で臨床的に有用であり、又は腫瘍の進行を阻害する上で、及び適切な治療薬若
しくはその組み合わせを選択する上で最も有益な可能性がある。本明細書に開示されてい
る切断されたＲＯＳキナーゼ中に存在しない野生型ＲＯＳキナーゼ細胞外ドメインに対し
て特異的な抗体は、変異体ＲＯＳキナーゼの存在／不存在を決定するために特に有用であ
り得る。
【０１２９】
　上記方法を実施する際に２個以上の抗体を使用し得ることが理解される。以下のような
癌から得られた細胞を含む生物学的試料中での以下のような他のシグナル伝達分子の活性
を検出するために、例えば、その中でＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドが発現さ
れている癌中で活性化されていることが疑われ、又は活性化されている可能性がある別の
キナーゼ、受容体又はキナーゼ基質に対して特異的な１つ又はそれ以上の抗体と一緒に、
１つ又はそれ以上のＳＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体を同時に使用し得
る。
【０１３０】
　本発明のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド及び上述されているその融合連結部
エピトープ保有断片は、免疫グロブリン（ＩｇＧ）の定常ドメインの一部と組み合わされ
て、キメラポリペプチドをもたらし得ることを、当業者は理解する。これらの融合タンパ
ク質は精製を容易にし、インビボで増加した半減期を示す。これは、例えば、ヒトＣＤ４
ポリペプチドの最初の２つのドメイン及び哺乳動物の免疫グロブリンの重鎖又は軽鎖の定
常領域の様々なドメインからなるキメラタンパク質に対して示されている（ＥＰＡ３９４
，８２７；Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３１：８４－８６（
１９８８））。また、ＩｇＧ部分のためにジスルフィド連結された二量体構造を有する融
合タンパク質は、単量体ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド単独より、他の分子を
結合及び中和する上でより効率的であり得る（Ｆｏｕｎｔｏｕｌａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　２７０：３９５８－３９６４（１９９５））。
【０１３１】
　重同位体標識されたペプチド（ＡＱＵＡペプチド）
　開示されている方法の実施において有用なＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド特
異的試薬は、生物学的試料中の発現されたＳＬＥＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの
絶対的定量に適した重同位体標識されたペプチドも含み得る。複雑な混合物中のタンパク
質（ＡＱＵＡ）の絶対的定量のためのＡＱＵＡペプチドの作製及び使用は記載されている
。ＷＯ／０３０１６８６１“Ａｂｓｏｌｕｔｅ　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｆｏｒｍｓ　Ｔｈｅｒｅｏｆ　ｂｙ　Ｍ
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ｕｌｔｉｓｔａｇｅ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ”、Ｇｙｇｉら及び「Ｇｅｒ
ｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．１００：６
９４０－５（２００３）」（これらの教示は、参照により、その全体が本明細書に組み込
まれる。）を参照されたい。
【０１３２】
　ＡＱＵＡ法は、ペプチド標準に対する比較によって、生物学的試料中の同じ配列を有す
るペプチドの絶対量及びタンパク質修飾を測定するために、（ＬＣ－ＳＲＭ）クロマトグ
ラフィーによって検出可能な特有のシグナチャを有する）少なくとも１つの重同位体標識
されたペプチド標準の既知の量の、消化された生物学的試料中への導入を使用する。要約
すれば、ＡＱＵＡ法は、ペプチド内部標準の選択及び検証及び方法の開発、並びに試料中
の標的タンパク質を検出及び定量するために、検証されたペプチド内部標準を用いた実行
という２つの段階を有する。本方法は、細胞可溶化液などの複雑な生物学的混合物内の所
定のペプチド／タンパク質を検出及び定量するための強力な技術であり、例えば、薬物治
療の結果として、タンパク質リン酸化の変化を定量するために、異なる生物学的状態にお
けるタンパク質のレベルの差を定量するために使用し得る。
【０１３３】
　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（
又は修飾されたペプチド）は、そのアミノ酸配列及び消化するために使用される具体的な
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、１５

Ｎ）を含有する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を作製
される。その結果、タンパク質分解によって形成されたその固有の対応物と化学的に同一
であるが、７Ｄａの質量シフトを介してＭＳによって容易に識別可能なペプチドが得られ
る。次いで、新たに合成されたＡＱＵＡ内部標準ペプチドが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、イオン化効率及び衝突によって誘
導された解離を介した断片化によるペプチド保持についての定性的情報を提供する。原型
状態のペプチド及び内部標準ペプチドの組に関して、情報を与える多数の断片イオンを選
択し、次いで、ペプチド標準の特有のプロファイルに基づいて、選択された反応モニタリ
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、素早
く連続して特異的にモニターする。
【０１３４】
　ＡＱＵＡ戦略の第二の段階は、複雑な混合物からタンパク質又は修飾されたタンパク質
の量を測定するためのその実行である。完全な細胞可溶化液は、通例、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
ゲル電気泳動によって分画され、タンパク質の泳動と合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タンパク質分解及びＬＣ
－ＳＲＭ分析が続く。（上記Ｇｅｒｂｅｒら、参照）。タンパク分解酵素での完全な細胞
可溶化液の消化によって得られた複雑なペプチド混合物中にＡＱＵＡペプチドを加えて、
上述のように免疫アフィニティー精製に供される。消化（例えば、トリプシン消化）によ
って形成された原型状態のペプチドの保持時間及び断片化パターンは、予め決定されたＡ
ＱＵＡ内部標準ペプチドのものと同一である。従って、ＳＲＭ実験を用いたＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ分析は、内部標準及び極めて複雑なペプチド混合物から直接得られた分析物の高度に
特異的で、感度が高い測定を与える。
【０１３５】
　ＡＱＵＡペプチドの絶対量が添加されるので（例えば、２５０ｆｍｏｌ）、曲線下面積
の比は、元の細胞可溶化液中のタンパク質又はタンパク質のリン酸化された形態の正確な
発現レベルを決定するために使用することができる。さらに、原型状態ペプチドが形成さ
れるので、ゲル片からのペプチド抽出効率、試料の取り扱い（真空遠心を含む。）の間の
絶対的な喪失及びＬＣ－ＭＳシステム中への導入時の変動が原型状態のペプチド及びＡＱ
ＵＡペプチドの存在量の測定される比に影響を与えないように、ゲル内消化の間に内部標
準が存在する。
【０１３６】
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　標的タンパク質内のＩＡＰ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法によって予め同定された既知の配列に
対して、ＡＱＵＡペプチド標準が開発される。部位が修飾されている場合には、部位内の
特定の残基の修飾された形態を取り込んでいる１つのＡＱＵＡペプチドが開発され得、及
び残基の修飾されていない形態を取り込んでいる第二のＡＱＵＡペプチドが開発され得る
。このようにして、生物学的試料中の部位の修飾された形態と修飾されていない形態の両
者を検出及び定量するために、２つの標準を使用し得る。
【０１３７】
　タンパク質の一次アミノ酸配列を調べ、プロテアーゼ切断によって生成されたペプチド
の境界を決定することによっても、ペプチド内部標準を作製し得る。あるいは、タンパク
質は、実際に、プロテアーゼで消化され得、次いで、得られたペプチド断片を配列決定す
ることができる。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。
【０１３８】
　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
めの１つ又はそれ以上の基準に従って選択される。好ましくは、ペプチド配列が他の非標
的タンパク質中の他の場所で反復される可能性を最小限に抑えるように、ペプチドのサイ
ズが選択される。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、イオン化頻度を最大化するために最適化される。従って、約２０アミ
ノ酸より長いペプチドは好ましくない。好ましい範囲は、約７から１５アミノ酸である。
質量分析の間に化学的に反応する可能性がないペプチド配列も選択されるので、システイ
ン、トリプトファン又はメチオニンを含む配列は避けられる。
【０１３９】
　タンパク質の全ての形態の量を決定するためにペプチド内部標準を使用することができ
るように、標的領域の修飾された領域を含まないペプチド配列を選択し得る。あるいは、
修飾されたアミノ酸を包含するペプチド内部標準は、標的タンパク質の修飾された形態の
みを検出及び定量することが望ましい場合があり得る。特定の試料中での修飾の程度を決
定するために（すなわち、タンパク質の総量のどの割合が修飾された形態によって占めら
れているかを決定するために）、修飾された領域と修飾されていない領域の両方に対する
ペプチド標準を一緒に使用することが可能である。例えば、試料中のリン酸化された形態
の量を定量するために、特定の部位でリン酸化されることが知られているタンパク質のリ
ン酸化された形態とリン酸化されていない形態の両形態に対するペプチド標準を使用する
ことが可能である。
【０１４０】
　１つ若しくはそれ以上の標識されたアミノ酸を用いてペプチドを標識し（すなわち、標
識はペプチドの実際の部分である。）、又はより好ましくないが、標準的な方法に従って
、合成後に標識を付着させ得る。好ましくは、標識は、以下の考慮に基づいて選択された
質量変化標識である。すなわち、質量は、バックグラウンドが低いスペクトルの領域に対
するＭＳ分析によって生じたシフト断片質量に対して特有であるべきである。イオン質量
シグナチャ成分は、好ましくは、ＭＳ分析中の特有のイオン質量シグナチャを示す標識部
分の一部である。標識の構成成分原子の質量の合計は、好ましくは、全ての可能なアミノ
酸の断片と一意的に異なる。その結果、標識されたアミノ酸及びペプチドは、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、標識されていないアミノ酸及びペプチ
ドと容易に区別される。好ましくは、イオン質量シグナチャ成分は、２０の天然アミノ酸
の何れに対しても残基質量が合致しない質量をタンパク質断片に付与する。
【０１４１】
　標識はＭＳの断片化条件下において強固であり、好ましくない断片化を受けるべきでな
い。標識化学は、幅広い条件下、特に、変性条件下において効率的であるべきであり、標
識されたタグは、選択されるＭＳ緩衝系中で可溶性の状態を保つことが好ましい。好まし
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くは、標識は、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、
各標識された断片位置に特有の質量分析パターンを生成するために、同位体的に異なる２
つ又はそれ以上の種の混合物を含有し得る。２Ｈ、１３Ｃ、１５Ｎ、１７Ｏ、１８Ｏ又は
３４Ｓなどの安定な同位体が好ましい標識に属する。異なる同位体標識を取り込むペプチ
ド内部標準の対も好ましい場合があり得る。重同位体標識がその中に取り込まれ得る好ま
しいアミノ酸残基には、ロイシン、プロリン、バリン及びフェニルアラニンが含まれる。
【０１４２】
　ペプチド内部標準は、それらの質量／電荷（ｍ／ｚ）比に従って、好ましくは、クロマ
トグラフィーカラム（例えば、ＨＰＬＣカラム）上でのそれらの保持時間に従っても特徴
付けられる。同じ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は、最適な内
部標準として選択される。次いで、内部標準は、何れかの適切な手段によってペプチドを
断片化することによって、例えば、衝突ガスとしてアルゴン又はヘリウムを用いる衝突に
よって誘導される解離（ＣＩＤ；ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｄｉｓｓｏｃｉ
ａｔｉｏｎ）による断片化によって分析される。次いで、断片イオンスペクトルを得るた
めに、ペプチド断片化シグナチャを得るために、例えば、多段階質量分析（「ＭＳ」）に
よって断片を分析する。好ましくは、各断片に対応するピークを十分に分離できるように
するために、ペプチド断片は、著しく異なるｍ／ｚの比を有し、標的ペプチドに対して特
有のシグナチャが得られる。適切な断片シグナチャが第一段階で得られない場合には、特
有のシグナチャが得られるまで、ＭＳのさらなる段階が実施される。
【０１４３】
　ＭＳ／ＭＳ及びＭＳ３スペクトル中の断片イオンは、通例、目的のペプチドに対して高
度に特異的であり、ＬＣ法と組み合わせて、何千もの又は何万ものタンパク質を含有する
細胞可溶化液などの複雑なタンパク質混合物中の標的ペプチド／タンパク質を検出及び定
量する高度に選択的な手段を可能とする。目的の標的タンパク質／ペプチドを含有してい
る可能性がある何れの生物学的試料もアッセイし得る。好ましくは、未精製又は部分的に
精製された細胞抽出物が使用される。一般に、試料は、タンパク質の少なくとも０．０１
ｍｇ、典型的には０．１から１０ｍｇ／ｍＬの濃度タンパク質を有し、所望の緩衝液濃度
及びｐＨになるように調整され得る。
【０１４４】
　次いで、検出／定量されるべき標的タンパク質に相当する標識されたペプチド内部標準
の既知の量、好ましくは、約１０ｆｍｏｌが、細胞可溶化液などの生物学的試料に添加さ
れる。次いで、添加された試料を、消化を可能とするのに適した時間にわたって、１つ又
はそれ以上のプロテアーゼで消化する。次いで、標識された内部標準及び試料中の他のペ
プチドから得られた対応するその標的ペプチドを単離するために、（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
離を実施する。ミクロキャピラリーＬＣが好ましい方法である。
【０１４５】
　次いで、ＭＳ中の選択された反応のモニタリングによって、各単離されたペプチドを調
べる。これは、ペプチド内部標準の性質決定によって得られた予備知識を使用し、次いで
、目的のペプチド及び内部標準の両者に対するＭＳ／ＭＳ又はＭＳｎスペクトル中の特異
的イオンを継続的にモニターするためにＭＳを必要とする。溶出後、ペプチド標準及び標
的ペプチドピークの両方に対する曲線下面積（ＡＵＣ）が計算される。２つの面積の比は
、分析において使用される細胞の数に対して標準化することが可能な絶対的定量及びタン
パク質の分子量を与え、細胞当りの正確なタンパク質のコピー数を提供する。ＡＱＵＡ法
のさらなる詳細は、Ｇｙｇｉら及びＧｅｒｂｅｒら、上記に記載されている。
【０１４６】
　本発明の変異体ＲＯＳポリペプチド内のあらゆる特有の部位（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２
－ＲＯＳ融合ポリペプチド内の融合連結部）を検出、定量するために、望ましくは、上述
のように、ＡＱＵＡ内部ペプチド標準（重同位体標識されたペプチド）を作製し得る。例
えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合連結部の配列に対応するＡＱＵＡ
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ホスホペプチドを調製し得る（図７（下パネル）参照）。ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合連
結部に対してペプチド標準を作製し得、このような標準は、生物学的試料中の融合連結部
（すなわち、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの存在）を検出及び定量するため
にＡＱＵＡ法において使用される。
【０１４７】
　例えば、本発明の典型的なＡＱＵＡペプチドは、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプ
チドの第二の（短い）バリアント中の融合連結部のそれぞれの側に直接隣接する３つのア
ミノ酸に対応するアミノ酸配列ＬＶＧＤＤＦ（図７参照、下パネル）を含む（配列番号１
１参照）。融合連結部配列（及びその下流又は上流のさらなる残基）を含むより大きなＡ
ＱＵＡペプチドも構築され得ることが理解される。あるいは、同様に、このような配列の
残基の全てより少ない残基を含むより小さなＡＱＵＡペプチド（但し、融合連結部の点自
体をなお含む。）を構築し得る。このようなより大きな又はより短いＡＱＵＡペプチドは
本発明の範囲に属し、好ましいＡＱＵＡペプチドの選択及び作製は、上述のように実施し
得る（Ｇｙｇｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｒｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，上記参照）。
【０１４８】
　核酸プローブ
　本発明によって提供される融合特異的試薬は、上記セクションＢに詳しく記載されてい
るように、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳポリヌクレオチドの検出に適した核酸プローブ及びプ
ライマーも含む。蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）又はＰＣＲ増幅
などのアッセイにおけるこのようなプローブの具体的使用は、以下のセクションＦに記載
されている。
【０１４９】
　生物学的試料中のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド及び／又はポリペプチ
ドを検出するためのキットであり、少なくとも１つの本発明の融合ポリヌクレオチド又は
ポリペプチド特異的試薬及び１つ又はそれ以上の第二の試薬を含むキットも、本発明によ
って提供される。キット中で使用するための適切な第二の試薬は当業者に周知であり、例
として、緩衝液、検出可能な二次抗体又はプローブ、キナーゼ、活性化因子、キナーゼ基
質などが含まれる。
【０１５０】
　Ｆ．診断用途及びアッセイ形式
　本発明の方法は、当業者に公知の様々な異なるアッセイ形式で実施され得る。
【０１５１】
　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、均一イムノアッセイ又は不均一
イムノアッセイであり得る。均一アッセイでは、免疫学的反応は、通常、変異体ＲＯＳポ
リペプチド特異的試薬（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体）
、標識された分析物及び目的の生物学的試料を含む。標識された分解物に抗体が結合する
と、標識に起因するシグナルは、直接又は間接に修飾される。免疫学的反応及びその程度
の検出は何れも、均一な溶液中で実施される。使用され得る免疫化学的標識は、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又は「量子ドット」も、有利に使用することができ、それらの調製及
び使用は多数記載されてきた。一般に、「Ｋ．Ｂａｒｏｖｓｋｙ，Ｎａｎｏｔｅｃｈ．Ｌ
ａｗ　＆　Ｂｕｓ．１（２）：Ａｒｔｉｃｌｅ　１４（２００４）」及びその中に引用さ
れている特許を参照されたい。
【０１５２】
　不均一アッセイアプローチでは、試薬は、通常、生物学的試料、変異体ＲＯＳキナーゼ
ポリペプチド特異的試薬（例えば、抗体）及び検出可能なシグナルを生成するための適切
な手段である。以下でさらに記載されている生物学的試料を使用し得る。一般に、抗体は
、ビーズ、プレート又はスライドなどの支持体上に固定化され、抗原を含有すると疑われ
る試料と液相で接触される。次いで、支持体を液相から分離し、このようなシグナルを生
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成するための手段を使用する検出可能なシグナルに関して、支持体相又は液相の何れかを
検査する。シグナルは、生物学的試料中の分析物の存在に関連する。検出可能なシグナル
を生成するための手段には、放射性標識、蛍光標識、酵素標識、量子ドットなどの使用が
含まれる。例えば、検出すべき抗原が第二の結合部位を含有するのであれば、当該部位に
結合する抗体は、検出可能な基に連結され、分離工程の前に、液相反応溶液に添加するこ
とができる。固相支持体上の検出可能な基の存在は、検査試料中の抗原の存在を示唆する
。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、酵素結合免疫検定
法などである。
【０１５３】
　本明細書に開示されている方法を実施するために有用であり得るイムノアッセイの形式
及びそれらの変形物は、本分野において周知である。一般に、Ｅ．Ｍａｇｇｉｏ，Ｅｎｚ
ｙｍｅ－ｌｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，（１９８０）（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｏ
ｃａ　Ｒａｔｏｎ，ＦＩａ．）を参照されたい。例えば、米国特許４，７２７，０２２（
Ｓｋｏｌｄ　ｅｔ　ａｌ，“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ　Ｌｉｇａ
ｎｄ－Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　Ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎ”）；米国特許４，６５９，６７８（Ｆｏｒｒｅｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｉ
ｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｏｆ　Ａｎｔｉｇｅｎｓ”）；米国特許４，３７６，１１０（Ｄ
ａｖｉｄ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｒｉｃ　Ａｓｓａｙｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ”）も参照されたい。試薬－抗体複合体の形
成に適した条件は、当業者にとって周知である。同文献参照。ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融
合ポリペプチド特異的モノクローナル抗体は、標識されたモノクローナル抗体及び結合さ
れたモノクローナル抗体の両者に対する源としての役割を果たす単一のハイブリドーマ細
胞株とともに、「２部位」又は「サンドイッチ」アッセイにおいて使用され得る。このよ
うなアッセイは、米国特許４，３７６，１１０に記載されている。検出可能な試薬の濃度
は、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの結合がバックグラウンドと比較して検出
可能であるように十分であるべきである。
【０１５４】
　本明細書に開示されている方法の実施において有用な抗体は、沈降などの公知の技術に
したがって、診断アッセイに適した固相支持体（例えば、ラテックス又はポリスチレンな
どの材料から形成されたビーズ、プレート、スライド又はウェル）に連結され得る。同様
に、抗体又は他のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド結合試薬は、公知の技術にし
たがって、放射性標識（例えば、３５Ｓ、１２５Ｉ、１３１Ｉ）、酵素標識（例えば、西
洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ）及び蛍光標識（例えば、フルオレ
セイン）などの検出可能な基に連結され得る。
【０１５５】
　フローサイトメトリー（ＦＣ）、免疫組織化学（ＩＨＣ）又は免疫蛍光（ＩＦ）のよう
な細胞をベースとしたアッセイ形式は臨床的に適切であり、変異体ＲＯＳポリペプチド発
現のインビボでの検出を可能とし、抽出物を得るために、例えば、腫瘍試料から得られた
細胞を操作することによって生じる活性の人為的変化のリスクが回避されるので、このよ
うなアッセイ形式は、本発明の方法を実施する上で特に望ましい。従って、幾つかの好ま
しい実施形態において、本発明の方法は、フローサイトメトリー（ＦＣ）、免疫組織化学
（ＩＨＣ）又は免疫蛍光（ＩＦ）アッセイ形式で実行される。
【０１５６】
　フローサイトメトリー（ＦＣ）は、ＲＯＳキナーゼ活性の阻害に標的化された薬物での
治療前、治療中及び治療後に、哺乳動物腫瘍中での変異体ＲＯＳポリペプチドの発現を測
定するために使用され得る。例えば、微細針吸引液から得られた腫瘍細胞は、ＳＬＣ３４
Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド発現及び／又は活性化に関して、並びに所望であれば、癌
細胞の種類などを同定するマーカーに関して、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
　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　（Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｃｌｉ
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ｎｉｃａｌ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ）４６：７２－７８（２００１）」を参照されたい。簡
潔に述べると、例として、細胞数測定分析のための以下のプロトコールを使用し得る。す
なわち、３７℃で１０分間、２％パラホルムアルデヒドで細胞を固定した後、氷上で３０
分間、９０％メタノール中で透過化を行う。次いで、一次ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポ
リペプチド特異的抗体で細胞を染色し、洗浄し、蛍光標識された二次抗体で標識し得る。
次いで、使用した装置の特有のプロトコールに従って、フローサイトメーター（例えば、
Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＦＣ５００）上で細胞を分析する。このような分析は
、腫瘍中の発現されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドのレベルを同定する。Ｒ
ＯＳ阻害治療薬で使用を処理した後の類似の分析によって、ＲＯＳキナーゼの標的化され
た阻害剤に対する、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドを発現している腫瘍の応答
性が明らかとなる。
【０１５７】
　免疫組織化学（ＩＨＣ）染色は、ＲＯＳキナーゼ活性の阻害に標的化された薬物での治
療前、治療中及び治療後に、哺乳動物の癌（例えば、ＮＳＣＬＣ）中での変異体ＲＯＳキ
ナーゼポリペプチドの発現及び／又は活性化状態を測定するためにも使用され得る。ＩＨ
Ｃは、周知の技術に従って実施され得る。例えば、「ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ：Ａ　ＬＡＢ
ＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，Ｃｈａｐｔｅｒ　１０，ｐ．７５－７６，Ｈａｒｌｏｗ
　＆　Ｌａｎｅ　Ｅｄｓ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ（１９８８）」を参照されたい。簡潔に述べると、例として、パラフィン除去された
組織切片をキシレンで染色した後、エタノールで染色し、水中で、次いでＰＢＳ中で水和
させ、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露出させ、
過酸化水素中で切片を温置し、ブロッキング溶液中でブロッキングし、一次抗ＳＬＣ３４
Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド抗体及び二次抗体中でスライドを温置し、最後に、製造業
者の指示書に従って、ＡＢＣアビジン／ビオチン法を用いて検出することによって、免疫
組織化学的染色のために、パラフィン包埋された組織（例えば、生検由来の腫瘍組織）が
調製される。
【０１５８】
　免疫蛍光（ＩＦ）アッセイは、ＲＯＳキナーゼ活性の阻害に標的化された薬物での治療
前、治療中及び治療後に、哺乳動物の癌中でのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド
の発現及び／又は活性化状態を測定するためにも使用され得る。ＩＦは、周知の技術に従
って実施され得る。例えば、「Ｊ．Ｍ．ｐｏｌａｋ　ａｎｄ　Ｓ．Ｖａｎ　Ｎｏｏｒｄｅ
ｎ（１９９７）ＩＮＴＲＯＤＵＣＴＩＯＮ　ＴＯ　ＩＭＭＵＮＯＣＹＴＯＣＨＥＭＩＳＴ
ＲＹ，２ｎｄ　Ｅｄ．；ＲＯＹＡＬ　ＭＩＣＲＯＳＣＯＰＹ　ＳＯＣＩＥＴＹ　ＭＩＣＲ
ＯＳＣＯＰＹ　ＨＡＮＤＢＯＯＫ　３７，ＢｉｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ／Ｓｐｒｉｎｇｅ
ｒ－Ｖｅｒｌａｇ」を参照されたい。簡潔に述べると、例として、患者の試料は、パラホ
ルムアルデヒド中で、続いて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、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドに対する一次抗体ととも
に、続いてＡｌｅｘａ４８８などの蛍光色素で標識された二次抗体とともに温置され、落
射蛍光顕微鏡で解析され得る。
【０１５９】
　他のシグナル伝達（ＥＧＦＲ、ホスホ－ＡＫＴ、ホスホ－Ｅｒｋ１／２）及び／又は細
胞マーカー（サイトケラチン）抗体とともに、マルチパラメトリック分析において使用す
るために、上記アッセイにおいて使用される抗体は、蛍光色素（例えば、Ａｌｅｘａ４８
８、ＰＥ）又は量子ドットなどの標識にも有利に連結され得る。
【０１６０】
　酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）及び蛍光標
示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）など、変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチドを測定するための
様々な他のプロトコールが、本分野において公知であり、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポ
リペプチド発現の変化したレベル又は異常なレベルを診断するための基礎を与える。ＳＬ
Ｃ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド発現に対する正常値又は標準値は、複合体形成に適
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した条件下で、正常な哺乳動物検体、好ましくはヒトから採取された体液又は細胞抽出物
をＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドに対する抗体と組み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、様々な方法によって定量化され得るが、好ましく
は、測光的手段によって定量化され得る。生検によって得られた組織からの検体、対照及
び疾病試料中で発現されたＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの量は、標準値と比
較される。標準値と検体値の乖離が疾病を診断するためのパラメータを確立する。
【０１６１】
　ペプチド及びヌクレオチドアッセイ
　同様に、腫瘍由来の細胞を含む生物学的試料中の発現された変異体ＲＯＳポリペプチド
の検出／定量のためのＡＱＵＡペプチドは、上記セクションＥに詳しく記載されているよ
うに、標準的なＡＱＵＡアッセイにおいて調製及び使用され得る。従って、本発明の方法
の幾つかの好ましい実施形態において、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的
試薬は、セクションＥに上述されているように、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチ
ドの融合連結部を含むペプチド配列に対応する重同位体標識されたホスホペプチド（ＡＱ
ＵＡペプチド）を含む。
【０１６２】
　本発明の方法を実施する上で有用な変異体ＲＯＳキナーゼペプチド特異的試薬は、生物
学的試薬中の融合又は切断されたポリペプチド発現転写物に直接ハイブリッド形成し、検
出することが可能なｍＲＮＡ、オリゴヌクレオチド又はＤＮＡプローブでもあり得る。こ
のようなプローブは、上記セクションＢに詳しく論述されている。簡潔に述べると、例と
して、ホルマリン固定され、パラフィン包埋された患者試料は、フルオレセイン標識され
たＲＮＡプローブでプローブした後、ホルムアミド、ＳＳＣ及びＰＢＳで洗浄され、蛍光
顕微鏡で分析され得る。
【０１６３】
　変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、診断目的のため
にも使用され得る。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及びＤＮＡ分子並びにＰＮＡが含まれる。ポリヌクレオチドは、ＳＬＣ３
４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド又は切断されたＲＯＳポリペプチドの発現が疾病と相関
し得る生検された組織中での遺伝子発現を検出及び定量するために使用され得る。診断ア
ッセイは、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの不存在、存在及び過剰発現を区別
し、治療的介入の間のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドレベルの制御をモニター
するために使用され得る。
【０１６４】
　好ましい一実施形態において、変異体ＲＯＳポリペプチドをコードする核酸配列を同定
するために、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド若しくは切断されたＲＯＳキナー
ゼポリペプチド又は密接に関連する分子をコードするポリヌクレオチド配列（ゲノム配列
を含む。）を検出することが可能なＰＣＲプローブとのハイブリッド形成を使用し得る。
このようなプローブの構築及び使用は、セクションＢに上記されている。プローブの特異
性（高度に特異的な領域（例えば、融合連結部中の１０個の特有のヌクレオチド）から作
製されているか、又はより特異性が低い領域（例えば、３’コード領域）から作製されて
いるかを問わない。）及びハイブリッド形成又は増幅の厳格性（最大、高い、中間又は低
い）が、プローブが変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチド、対立遺伝子又は関連配列をコー
ドする天然に存在する配列のみを同定するかどうかを決定する。
【０１６５】
　プローブは、関連配列の検出のためにも使用され得、好ましくは、変異体ＲＯＳポリペ
プチドコード配列の何れかから得られるヌクレオチドの少なくとも５０％を含有すべきで
ある。本発明のハイブリッド形成プローブはＤＮＡ又はＲＮＡであり得、配列番号２又は
４のヌクレオチド配列（最も好ましくは融合連結部を包含する（図７参照、下パネル）。
）に由来し得、又は上記セクションＢでさらに述べられているように、天然に存在するＳ
ＬＣ３４Ａ２及びＲＯＳポリペプチドのプロモーター、エンハンサー要素並びにイントロ
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ンを含むゲノム配列に由来し得る。
【０１６６】
　本発明のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド又は切断されたＲＯＳポリヌク
レオチドは、サザン又はノザン分析、ドットブロット若しくは膜をベースとする他の技術
において、ＰＣＲ技術において、又は変化した変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチド発現を
検出するために患者の生検から得られた流体又は組織を使用する尿試験紙、ピン、ＥＬＩ
ＳＡ若しくはチップアッセイにおいて使用され得る。このような定性的又は定量的方法は
、本分野において周知である。特定の態様において、変異体ＲＯＳポリペプチドをコード
するヌクレオチド配列は、ＮＳＣＬＣを含む肺癌を含む様々な癌の活性化又は誘導を検出
するアッセイにおいて有用であり得る。変異体ＲＯＳポリヌクレオチドは、標準的な方法
によって標識され、ハイブリッド形成複合体の形成に適した条件下で、患者から流体又は
組織試料に添加され得る。適切な温置期間後、試料を洗浄し、シグナルを定量化し、標準
値と比較する。生検された試料又は抽出された試料中のシグナルの量が同等の対照試料の
シグナルの量と大幅に変化していれば、ヌクレオチド配列は試料中のヌクレオチド配列と
ハイブリッド形成し、試料中のＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド又は切断された
ＲＯＳキナーゼポリペプチドをコードするヌクレオチド配列の変化したレベルの存在は付
随する疾病の存在を示唆する。このようなアッセイは、動物研究、臨床試験において特定
の治療的処置計画の有効性を評価するために、又は各患者の治療をモニタリングする際に
も使用され得る。
【０１６７】
　変異体ＲＯＳポリペプチドの発現によって特徴付けられる疾病の診断に対する基礎を与
えるために、発現に対する正常なプロファイル又は標準的なプロファイルが確立される。
これは、正常な検体（動物又はヒトの何れか）から採取された体液又は細胞抽出物を、Ｓ
ＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド又は切断されたＲＯＳキナーゼポリペプチドをコ
ードする配列又はその断片と、ハイブリッド形成又は増幅に適した条件下で合わせること
によって達成し得る。標準的なハイブリッド形成は、正常な検体から得られた値を、実質
的に精製されたポリヌクレオチドの既知量が使用されている実験から得られた値と比較す
ることによって定量化し得る。正常な試料から得られた標準値は、疾病に対して症候性で
ある患者由来の試料から得られた値と比較され得る。標準値と検体値の乖離が疾病の存在
を確立するために使用される。
【０１６８】
　一旦、疾病が確立され、治療プロトコールが開始されると、患者中の発現のレベルが正
常な患者中に観察される発現レベルを近似し始めるかどうかを評価するために、ハイブリ
ッド形成アッセイが定期的に反復され得る。連続的アッセイから得られた結果は、数日か
ら数ヶ月の期間にわたって、治療の有効性を示すために使用され得る。
【０１６９】
　本発明の変異体ＲＯＳポリヌクレオチドに対するさらなる診断的使用には、当業者にと
って標準的である別の好ましいアッセイ形式であるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）の使
用が含まれ得る。例えば、「ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ，Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴ
ＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，２ｎｄ．ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．，Ｆｒｉｔｓ
ｃｈ，Ｅ．　Ｆ．　ａｎｄ　Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．，ｅｄｓ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８９）」を参照されたい。ＰＣＲオリゴマーは、化学的に合成
し、酵素的に作製し、又は組換え源から生成され得る。オリゴマーは、好ましくは、特定
の遺伝子又は条件を同定するために最適化された条件下で使用される２つのヌクレオチド
配列（一方はセンス方向性（５’から３’）、他方はアンチセンス（３’から５’）から
なる。密接に関連したＤＮＡ又はＲＮＡ配列の検出及び／又は定量のために、より厳格性
が低い条件下で、同一の２つのオリゴマー、オリゴマーの入れ子状セット又はオリゴマー
の縮重プールさえ使用され得る。
【０１７０】
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　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド又は切断されたＲＯＳキナーゼポリペプチド
の発現を定量するためにも使用され得る方法には、放射線標識又はビオチン化ヌクレオチ
ド、対照核酸の同時増幅及び実験結果がその上に内挿される標準曲線が含まれる（Ｍｅｌ
ｂｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，１５９：２３５－２４４（
１９９３）；Ｄｕｐｌａａ　ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２２９－２３６（
１９９３））。複数の試料の定量速度は、目的のオリゴマーが様々な希釈で与えられ、分
光学的又は比色応答が迅速な定量を与えるＥＬＩＳＡ形式のアッセイを実行することによ
って加速され得る。
【０１７１】
　本発明の別の実施形態において、天然に存在するゲノム配列をマッピングするのに有用
なハイブリッド形成プローブを作製するために、本発明の変異体ＲＯＳポリヌクレオチド
を使用し得る。配列は、周知の技術を用いて、特定の染色体に又は染色体の特定の領域に
マッピングされ得る。このような技術には、「Ｐｒｉｃｅ，Ｃ．Ｍ．，Ｂｌｏｏｄ　Ｒｅ
ｖ．７：１２７－１３４（１９９３），ａｎｄ　Ｔｒａｓｋ，Ｂ．Ｊ．，Ｔｒｅｎｄｓ　
Ｇｅｎｅｔ．７：１４９－１５４（１９９１）」に概説されているように、蛍光インサイ
チュハイブリッド形成（ＦＩＳＨ）、ＦＡＣＳ又は酵母人工染色体、細菌人工染色体、細
菌Ｐ１構築物又は単一染色体ｃＤＮＡライブラリーなどの人工染色体構築物が含まれる。
【０１７２】
　好ましい一実施形態において、（Ｖｅｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．，ＨＵＭＡＮ　ＣＨＲＯＭ
ＯＳＯＭＥＳ：Ａ　ＭＡＮＵＡＬ　ＯＦ　ＢＡＳＩＣ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ，Ｐｅｒｇ
ａｍｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．（１９８８）に記載されているよう
に）ＦＩＳＨが使用され、他の物理的染色体マッピング技術及び遺伝子マップデータと相
関付けられ得る。遺伝子マップデータの例は、１９９４　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｉｓｓｕｅ　ｏ
ｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（２６５：１９８１ｆ）に見出すことができる。ＳＬＣ３４Ａ２－Ｒ
ＯＳ融合ポリペプチド又は切断されたＲＯＳポリペプチドをコードする物理的遺伝子上で
の遺伝子の位置と特定の疾病又は特定の疾病に対する素因との相関は、遺伝病と関連する
ＤＮＡの領域の限界を確定する上で役立ち得る。本発明のヌクレオチド配列は、正常な個
体、保因者又は罹患した個体間での遺伝子配列の差を検出するために使用され得る。
【０１７３】
　染色体調製物のインサイチュハイブリッド形成及び確立された染色体マーカーを用いた
連鎖分析などの物理的マッピング技術を、遺伝子マップを拡張するために使用し得る。特
定のヒト染色体の数又は腕が不明である場合でさえ、マウスなどの別の哺乳動物種の染色
体上での遺伝子の配置は、しばしば、関連するマーカーを明らかにし得る。新しい配列は
、物理的マッピングによる染色体腕又はその一部に割り当てることができる。これは、位
置クローニング又は他の遺伝子発見技術を用いて疾病遺伝子を探索している研究者に貴重
な情報を与える。特定のゲノム領域への遺伝的連鎖（例えば、ＡＴを１１ｑ２２－２３に
）（Ｇａｔｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３６：５７７－５８０（１９８８））
によって、一旦、疾病又は症候群が大まかに位置決定されたら、その領域にマッピングさ
れているあらゆる配列が、さらなる調査のための関連遺伝子又は制御遺伝子に相当し得る
。本発明のヌクレオチド配列は、正常な個体、保因者又は罹患した個体間での、転座、逆
位などに起因する染色体の位置の差を検出するためにも使用され得る。
【０１７４】
　生物学的試料
　本発明の方法の実施において有用な生物学的試料は、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリ
ペプチドの存在によって特徴付けられる癌が存在し、若しくは発達しており、又は存在し
得、若しくは発達し得る何れかの哺乳動物から取得され得る。一実施形態において、哺乳
動物はヒトであり、ヒトはＲＯＳ阻害治療薬に対する候補であり得、肺癌、例えば、ＮＳ
ＣＬＣの治療に対する候補であり得る。ヒト候補は、ＲＯＳキナーゼ阻害剤で現在治療さ
れている患者又はＲＯＳキナーゼ阻害剤での治療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、哺乳動物はウマ又はウシなどの巨大な動物であるのに対して、他の実
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施形態においては、哺乳動物はイヌ又はネコなどの小動物であり、これらの全てが肺癌を
含む癌を生じることが知られている。
【０１７５】
　哺乳動物の癌から得られた細胞（又は細胞の抽出物）を含む何れの生物学的試料も、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、生物学的試料は腫瘍生検から得
られた細胞を含む。生検は、標準的な臨床技術に従って、哺乳動物の臓器中に存在する原
発性腫瘍から又は他の組織中に転移した続発性腫瘍によって取得され得る。別の実施形態
において、生物学的試料は腫瘍から採取された微細針吸引液から得られた細胞を含み、こ
のような吸引液を取得するための技術は本分野において周知である（Ｃｒｉｓｔａｌｌｉ
ｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｃｔａ　Ｃｙｔｏｌ．３６（３）：４１６－２２（１９９２）を
参照されたい。）。
【０１７６】
　生物学的試料は、胸水などの浸出液から得られた細胞も含み得る。胸水（胸腔中の肺の
外側に形成され、癌細胞を含有する液体）は、進行した肺癌（ＮＳＣＬＣを含む。）を有
する多くの患者内で形成されることが知られており、このような浸出液の存在は不良な結
果及び短い生存時間を予測する。胸水試料を取得するための標準的な技術が記載されてお
り、本分野において周知である（Ｓａｈｎ，Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｓｔ　Ｍｅｄ．３（２）：
４４３－５２（１９８２）を参照されたい。）。循環している腫瘍細胞は、腫瘍マーカー
、サイトケラチンタンパク質マーカー又は記載されているような他の負の選択方法を用い
て血清からも取得され得る（Ｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２３
（１Ａ）：４９－６２（２００３）を参照されたい。）。血清及び骨髄試料は、白血病を
有する患者に対して特に好ましいものであり得る。ＲＯＳの異常な発現は、神経膠芽腫中
に観察されている。Ｃｈａｒｅｓｔら、上記参照。
【０１７７】
　生物学的試料は、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド又は切断されたＲＯＳキナ
ーゼポリペプチドがその中で発現及び／又は活性化されており、野生型ＲＯＳキナーゼが
発現及び／又は活性化されていない癌由来の細胞（又は細胞抽出物）を含み得る。あるい
は、試料は、変異体ＲＯＳポリペプチドと野生型ＲＯＳキナーゼの両者が発現及び／又は
活性化されており、又は野生型ＲＯＳキナーゼ及び／又はＳＬＣ３４Ａ２が発現され及び
／又は活性であるが、変異体ＲＯＳポリペプチドが発現されておらず及び／又は活性でな
い癌由来の細胞を含み得る。
【０１７８】
　先述の生物学的試料の細胞抽出物は、標準的な技術に従って、未精製又は部分的に（又
は完全に）精製されて調製され得、本発明の方法において使用され得る。あるいは、完全
な細胞を含む生物学的試料は、上でさらに記載されているように、免疫組織化学（ＩＨＣ
）、フローサイトメトリー（ＦＣ）及び免疫蛍光（ＩＦ）などの好ましいアッセイ形式で
使用され得る。このような完全細胞アッセイは、腫瘍細胞試料の操作を最小限に抑え、従
って、細胞のインビボシグナル伝達／活性化状態を変化させるリスク及び／又は人為的シ
グナルを導入するリスクを低減する点で有利である。腫瘍及び正常な細胞の混合物でなく
、腫瘍細胞中のみで発現及びシグナル伝達を特徴付けるので、完全細胞アッセイも有利で
ある。
【０１７９】
　ある化合物がＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座及び／又は融合ポリペプチドによって特徴付
けられる腫瘍の進行を阻害するかどうかを決定するための開示された方法を実施する場合
には、哺乳動物の異種移植片（又は骨髄移植）から得られた細胞を含む生物学的試料も有
利に使用され得る。好ましい異種移植片（又は移植レシピエント）は、変異体ＲＯＳキナ
ーゼポリペプチドを発現するヒト腫瘍（又は白血病）を保有する小さな哺乳動物（マウス
など）である。ヒト腫瘍を有する異種移植片は本分野において周知であり（Ｋａｌ，Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｔｒｅａｔ　Ｒｅｓ．７２：１５５－６９（１９９５）を参照されたい。）、
ヒト腫瘍を保有する哺乳動物の異種移植片の作製は詳しく記載されている（Ｗｉｎｏｇｒ
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ａｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ　Ｖｉｖｏ．１（１）：１－１３（１９８７）を参照されたい
）。同様に、骨髄移植モデルの作製及び使用が詳しく記載されている（例えば、Ｓｃｈｗ
ａｌｌｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．１７：５３２１－３３３（１９９８）；Ｋｅ
ｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ　９９：３１０－３１８（２００２）を参照されたい
。）。ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座及び／又は融合ポリペプチド「によって特徴付けられ
る癌」とは、このような転座及び／又は融合ポリペプチドがその中に存在しない癌に比べ
て、このような変異体ＲＯＳ遺伝子及び／又は発現されたポリペプチドがその中に存在す
る癌を意味する。
【０１８０】
　哺乳動物の癌腫瘍から得られた細胞を含む生物学的試料中での変異体ＲＯＳポリヌクレ
オチドの存在又はポリペプチドの発現を評価する際には、望ましくは、このような転座及
び／又は融合タンパク質がその中に存在しない細胞に相当する対照試料が比較のために使
用され得る。理想的には、対照試料は、変異（例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座）が
存在せず、及び／又は融合ポリペプチドが発現されていないサブセットの代表である特定
の癌（例えば、ＮＳＣＬＣ）のサブセットから得られた細胞を含む。従って、対照試料中
のレベルを検査生物試料と比較することによって、変異体ポリヌクレオチド及び／又はポ
リペプチドが存在するかどうかが特定される。あるいは、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポ
リヌクレオチド及び／又はポリペプチドは癌の大半に存在し得ないので、変異体ＲＯＳポ
リペプチドを同様に発現しない（又は変異体ポリヌクレオチドを保有する）何れの組織も
、対照として使用され得る。
【０１８１】
　以下に記載されている方法は、変異体ＲＯＳポリヌクレオチド及び／又はポリペプチド
によって特徴付けられる癌に対して及び前記癌に関する治療の決定に対して価値ある診断
的な有用性を有する。例えば、生物学的試料は、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座及び／又は
融合ポリペプチドによって特徴付けられる癌を有すると以前に診断されたことがなく、こ
のような癌に対する治療を受けたこともない対象から取得され得るので、このような対象
中の腫瘍が、変異体ＲＯＳポリヌクレオチド及び／又はポリペプチドがその中で存在／発
現していない腫瘍（例えばＮＳＣＬＣ腫瘍）のサブセットに属すると診断的に特定するた
めに、前記方法が使用される。
【０１８２】
　あるいは、生物学的試料は、ＥＦＧＲなどのキナーゼの一種によって引き起こされる癌
を有すると診断され、このような癌の治療のためにＥＧＦＲ阻害剤治療（例えば、Ｔａｒ
ｃｅｖａＴＭ、ＩｒｅｓｓａＴＭ）などの治療を受けている対象から取得され得、対象の
腫瘍がＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座及び／又は融合ポリペプチドによっても特徴付けられ
、従って、既存の治療法に完全に応答する可能性があるかどうか、及び／又は別の若しく
はさらなるＲＯＳキナーゼ阻害療法が望ましく若しくは適正であるかを特定するために、
本発明の方法が使用される。本発明の方法は、ＲＯＳキナーゼ阻害治療薬又は治療薬の組
み合わせを含む組成物での対象の治療後に変異体ＲＯＳポリペプチド発現癌の進行又は阻
害をモニターするためにも使用され得る。
【０１８３】
　このような診断アッセイは、予備的な評価又は手術監視操作の後又は前に実施され得る
。本発明の特定方法は、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質によって引き起こされる
癌（ＮＳＣＬＣなど）を有する何れの患者が、ＲＯＳキナーゼ活性の阻害に対して標的化
された治療薬に対して最も応答する可能性が高いかを特定するための診断薬として有利に
使用され得る。このような患者を選択する能力は、ＲＯＳを標的とする将来の治療薬の効
果の臨床的評価及びこのような薬物の患者への将来の処方においても有用である。
【０１８４】
　診断薬
　診断目的でこのような腫瘍を正確に特定するための重要な新規方法並びにこのような腫
瘍がＲＯＳ阻害治療組成物に対して応答する可能性があるかどうか、又は、癌の治療のた
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めに単一の因子として投与された場合に、異なるキナーゼを標的とする阻害剤に対して部
分的に若しくは完全に応答しない可能性があるかどうかを決定する上で有用な情報を取得
するための重要な新規方法が、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座及び／又は融合ポリペプチド
がその中に存在する癌を選択的に特定する能力によって可能となる。
【０１８５】
　従って、一実施形態において、本発明は、
　（ａ）癌を有する患者から生物学的試料を取得する工程；及び
　（ｂ）ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド及び／又はポリペプチドが前記生
物学的試料中に存在するかどうかを決定するために、本発明の変異体ＲＯＳポリヌクレオ
チド又はポリペプチドを検出する少なくとも１つの試薬を使用する工程、
を含む、癌中の変異体ＲＯＳポリヌクレオチド及び／又はポリペプチドの存在を検出する
ための方法を提供する。
【０１８６】
　幾つかの好ましい実施形態において、癌は、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）などの肺癌で
ある。他の好ましい実施形態において、変異体ＲＯＳキナーゼポリペプチドの存在は、少
なくとも１つのＲＯＳキナーゼ阻害治療薬を含む組成物に対して応答する可能性がある癌
を特定する。
【０１８７】
　幾つかの好ましい実施形態において、本発明の診断方法は、フローサイトメトリー（Ｆ
Ｃ）、免疫組織化学（ＩＨＣ）又は免疫蛍光（ＩＦ）アッセイ形式で実行される。別の好
ましい実施形態において、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの活性が検出される
。別の好ましい実施形態において、本発明の診断方法は、蛍光インサイチュハイブリッド
形成（ＦＩＳＨ）又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）アッセイ形式で実行される。
【０１８８】
　さらに、本発明は、ある化合物が、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド又は
ポリペプチドによって特徴付けられる癌の進行を阻害するかどうかを決定する方法であり
、前記化合物が前記癌の中で前記ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合の発現及び／又は活性を阻
害するかどうかを決定する工程を含む、前記方法を提供する。好ましい一実施形態におい
て、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現及び／又は活性の阻害は、本発明の
ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド又はポリペプチドを検出する少なくとも１
つの試薬を用いて決定される。ＲＯＳキナーゼ活性の阻害に適した化合物は、以下のセク
ションＧでさらに詳しく論述されている。
【０１８９】
　本発明の方法を実施する上で有用な変異体ＲＯＳポリヌクレオチドプローブ及びポリペ
プチド特異的試薬は、上記セクションＢ及びＤでさらに詳しく記載されている。好ましい
一実施形態において、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的試薬は融合ポリペ
プチド特異的抗体を含む。別の好ましい実施形態において、融合ポリペプチド特異的試薬
は、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合連結部に対応する重同位体標識され
たホスホペプチド（ＡＱＵＡペプチド）を含む（図７（下パネル）参照）。
【０１９０】
　上記本発明の方法は、野生型ＲＯＳ及びＥＧＦＲ又は前記生物学的試料中の他の下流シ
グナル伝達分子などの他のキナーゼの発現又は活性化のレベルを測定する工程も場合によ
って含み得る。所定の生物学的試料中でのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド発現
／活性化及び他のキナーゼ及び経路の発現／活性化の両者の特性を決定することによって
、何れのキナーゼ及び経路が疾病を引き起こすかについての貴重な情報、従って、何れの
治療計画が最も有益である可能性が高いかについての貴重な情報を得ることができる。
【０１９１】
　化合物のスクリーニング
　本明細書に記載されている新規ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発見によっ
て、これらの変異体ＲＯＳタンパク質の活性、特に、それらのＲＯＳキナーゼ活性を阻害
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する新規化合物の開発も可能となる。従って、本発明は、一つには、化合物が、ＳＬＣ３
４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド及び／又はポリペプチドによって特徴付けられる癌
の進行を阻害するかどうかを決定する方法であり、前記化合物が前記癌の中で前記ＳＬＣ
３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現及び／又は活性を阻害するかどうかを決定する
工程を含む、前記方法も提供する。好ましい一実施形態において、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチドの発現及び／又は活性の阻害は、本発明の変異体ＲＯＳポリヌクレオ
チド及び／又は変異体ＲＯＳポリペプチドを検出する少なくとも１つの試薬を用いて決定
される。本発明の好ましい試薬は上に記載されている。ＲＯＳキナーゼ活性の阻害に適し
た化合物は、以下のセクションＧでさらに詳しく論述されている。
【０１９２】
　化合物は、例えば、小分子又は抗体阻害剤などのキナーゼ阻害剤であり得る。化合物は
、数個の異なるキナーゼに対して活性を有する汎キナーゼ阻害剤（ｐａｎ－ｋｉｎａｓｅ
　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）又はキナーゼ特異的阻害剤であり得る。ＲＯＳキナーゼ阻害化合
物は、以下のセクションＧにさらに詳しく論述されている。患者の生物学的試料は、阻害
剤での治療前及び治療後に採取され、次いで、上記方法を用いて、下流の基質タンパク質
のリン酸化などのＲＯＳキナーゼ活性に対する阻害剤の生物学的効果に関して分析され得
る。このような薬物動態学的アッセイは、薬物の生物学的活性用量を決定する上でも有用
であり得、これは好ましくは最大許容用量まで達し得る。このような情報は、薬物の作用
機序を示すことによって、薬物承認のための提出においても有用であり得る。このような
所望の阻害的特性を有する化合物の同定は、以下のセクションＧにさらに記載されている
。
【０１９３】
　Ｇ．癌の治療的阻害
　本発明において、ヒトＮＳＣＬＣの少なくとも１つの亜群において、ＳＬＣ３４Ａ２－
ＲＯＳ融合ポリペプチドが生じることがここに示された。従って、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯ
Ｓ融合タンパク質がその中で発現されている哺乳動物の癌（例えば、ＮＳＣＬＣ）の進行
は、このような癌中でのＲＯＳキナーゼの活性を阻害することによって、インビボで阻害
され得る。変異体ＲＯＳキナーゼの発現によって特徴付けられる癌中のＲＯＳ活性は、癌
（例えば、腫瘍）をＲＯＳキナーゼ阻害治療薬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、一つには、癌中のＲＯＳキナーゼの発現及び／又は活性を阻害するこ
とによって、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドを発現する癌の進行を阻害する方
法を提供する。
【０１９４】
　ＲＯＳキナーゼ阻害治療薬は、以下に記載されている化合物の典型的なクラスを含む、
ＲＯＳキナーゼの発現及び／又は活性をインビボで直接又は間接に阻害する少なくとも１
つの生物学的又は化学的化合物を含むあらゆる組成物であり得る。このような化合物には
、ＲＯＳキナーゼそのものに対して直接的に、又はＲＯＳの活性を修飾するタンパク質若
しくは分子に対して作用し、又はＲＯＳの発現を阻害することによって間接的に作用する
治療薬が含まれる。このような組成物には、単一のＲＯＳキナーゼ阻害化合物のみを含む
組成物及び化学療法剤又は一般的な転写阻害剤のような非特異的治療剤も含み得る複数の
治療薬（他のＲＴＫに対する治療薬を含む。）を含む組成物も含まれる。
【０１９５】
　小分子阻害剤
　幾つかの好ましい実施形態において、本発明の方法の実施において有用なＲＯＳ阻害治
療薬は標的化された小分子阻害剤である。標的化された小分子阻害剤は、特異的に、しば
しば不可逆的に、酵素の触媒部位への結合によって、及び／又はＡＴＰ結合の裂け目若し
くは酵素がその活性のために必要な立体構造を採らないようにする酵素内の他の結合部位
への結合によって、それら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。標
的化される典型的な小分子キナーゼ阻害剤は、ＣＳＦ１Ｒ及びＢＣＲ－ＡＢＬを阻害する
Ｇｌｅｅｖｅｃ（Ｒ）（Ｉｍａｔｉｎｉｂ，ＳＴＩ－５７１）であり、その特性は詳しく
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記載されている。「Ｄｅｗａｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ　１０５（８）：３１２７－
３２（２００５）」を参照されたい。
【０１９６】
　小分子阻害剤は、ＲＯＳキナーゼ三次元構造のＸ線結晶若しくはコンピュータモデリン
グを用いて合理的に設計され得、又はＲＯＳの阻害に関する化合物ライブラリーの高情報
量スクリーニングによって見出され得る。このような方法は本分野において周知であり、
記載されている。ＲＯＳ阻害の特異性は、例えば、キナーゼの群において、ＲＯＳ活性を
阻害するが、他のキナーゼ活性を阻害しないこのような化合物の能力を調べることによっ
て、及び／又は、以下に記載されているように、ＮＳＣＬＣ腫瘍細胞を含む生物学的試料
中のＲＯＳ活性の阻害を調べることによって確認され得る。このようなスクリーニング法
は、以下でさらに記載されている。
【０１９７】
　抗体阻害剤
　本発明の方法において有用なＲＯＳキナーゼ阻害治療薬は、ＲＯＳ活性のために必要と
される重要な触媒性部位又は結合部位又はドメインに特異的に結合し、リガンド、基質又
は第二の分子のαへの接近を遮断し、及び／又は酵素がその活性のために必要な立体構造
を採ることを妨げ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もあり得る。ヒ
ト化された標的特異的抗体の作製、スクリーニング及び治療的使用は詳しく記載されてい
る。「Ｍｅｒｌｕｚｚｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｄｖ　Ｃｌｉｎ　Ｐａｔｈ．４（２）：７７
－８５（２０００）」を参照されたい。ヒト化された標的特異的阻害抗体の高情報処理量
の作製及びスクリーニングための市販の技術及び系（Ｍｏｒｐｈｏｓｙｓ，Ｉｎｃ．のＨ
ｕｍａｎ　Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｌｉｂｒａｒｙ（ＨｕＣＡ
Ｌ（Ｒ））など）を利用することができる。
【０１９８】
　様々な抗受容体キナーゼ標的化抗体の作製及び標的化された受容体の活性を阻害するた
めのそれらの使用が記載されている。例えば、米国特許公開２００４０２０２６５５、“
Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　ＩＧＦ－Ｉ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｔｒｅ
ａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒｓ，”　Ｏｃｔｏｂｅｒ　１４，２００４，Ｍｏｒｔ
ｏｎ　ｅｔ　ａｌ．；米国特許公開２００４００８６５０３，“Ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉ－
Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｓｉｎｇｌｅ－
Ｃｈａｉｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，”　Ａｐｒｉｌ　１５，２００４，Ｒａｉｓｃｈ　
ｅｔ　ａｌ．；米国特許公開２００４００３３５４３，“Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｒ
ｅｎａｌ　Ｃａｒｃｉｎｏｍａ　Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｇａｉｎｓｔ　
ｔｈｅ　ＥＧＦｒ，”　Ｆｅｂｒｕａｒｙ　１９，２００４，Ｓｃｈｗａｂ　ｅｔ．　ａ
ｌ．を参照されたい。受容体チロシンキナーゼ活性阻害抗体を作製及び使用するための標
準化された方法は本分野において公知である。例えば、「欧州特許ＥＰ１４２３４２８，
“Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｈａｔ　Ｂｌｏｃｋ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｔｙｒｏｓｉｎｅ
　Ｋｉｎａｓｅ　Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　
ｆｏｒ　ａｎｄ　Ｕｓｅｓ　Ｔｈｅｒｅｏｆ，”　Ｊｕｎｅ　２，２００４，Ｂｏｒｇｅ
ｓ　ｅｔ　ａｌを参照されたい。
【０１９９】
　ファージディスプレイアプローチは、ＲＯＳ特異的抗体阻害剤を作製するためにも使用
することができ、組換え抗体のバクテリオファージライブラリーの構築及び選択のための
プロトコールは、周知の参考文献「ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＩＭＭ
ＵＮＯＬＯＧＹ，Ｃｏｌｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｅｄｓ．），Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ
　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．（１９９２－２０００），Ｃｈａｐｔｅｒ　１７，Ｓｅｃｔｉ
ｏｎ　１７．１」に記載されている。米国特許６，３１９，６９０，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　
２０，２００１，Ｌｉｔｔｌｅ　ｅｔ　ａｌ．；米国特許６，３００，０６４，Ｏｃｔｏ
ｂｅｒ　９，２００１　，Ｋｎａｐｐｉｋ　ｅｔ　ａｌ．；米国特許５，８４０，４７９
，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２４，１９９８，Ｌｉｔｔｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許公開２０
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０３０２１９８３９，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２７，２００３，Ｂｏｗｄｉｓｈ　ｅｔ　ａｌ
も参照されたい。
【０２００】
　バクテリオファージの表面上にディスプレイされた抗体断片のライブラリーを作製し（
例えば、米国特許６，３００，０６４，Ｏｃｔｏｂｅｒ　９，２００１，Ｋｎａｐｐｉｋ
　ｅｔ　ａｌ．を参照されたい。）、（ＲＯＳのような）受容体タンパク質キナーゼの可
溶性二量体形態への結合に関してスクリーニングされ得る。スクリーニングのために使用
されるＲＴＫの可溶性二量体形態に結合する抗体断片は、細胞中の標的ＲＴＫの恒常的な
活性化を遮断するための候補分子として同定されている。欧州特許ＥＰ１４２３４２８，
Ｂｏｒｇｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，上記参照。
【０２０１】
　次いで、上述のような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
合標的化抗体は、インビトロキナーゼアッセイで、並びに細胞株及び／又は腫瘍中におい
てインビボで、ＲＯＳの活性を遮断する能力に関してさらにスクリーニングされ得る。Ｒ
ＯＳ阻害は、例えば、キナーゼの群において、ＲＯＳキナーゼ活性を阻害するが、他のキ
ナーゼ活性を阻害しないこのような抗体治療薬の能力を調べることによって、及び／又は
、上に記載されているように、癌細胞を含む生物学的試料中のＲＯＳ活性の阻害を調べる
ことによって確認され得る。ＲＯＳキナーゼ阻害のためのこのような化合物をスクリーニ
ングする方法は、さらに上述されている。
【０２０２】
　間接的阻害剤
　開示されている方法の実施に有用なＲＯＳ阻害化合物は、ＲＯＳキナーゼそのもの以外
のタンパク質又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
物でもある。このような阻害治療薬は、ＲＯＳそのものをリン酸化若しくは脱リン酸化す
る（従って、活性化又は脱活性化する）又はリガンドの結合を妨害する中心的な制御キナ
ーゼの活性を調節する標的化された阻害剤であり得る。他の受容体チロシンキナーゼと同
様に、ＲＯＳはアダプタータンパク質及び下流のキナーゼのネットワークを通じて下流の
シグナル伝達を制御する。その結果、これらの相互作用又は下流タンパク質を標的化する
ことによって、ＲＯＳ活性による細胞増殖及び生存の誘導を阻害し得る。
【０２０３】
　ＲＯＳキナーゼ活性は、ＲＯＳがその活性な立体構造を採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も、間接的に阻害され得る。例えば、抗ＰＤ
ＧＦ抗体の作製及び使用が記載されている。米国特許公開２００３０２１９８３９、「Ａ
ｎｔｉ－ＰＤＧＦ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｄ
ｕｃｉｎｇ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ」、Ｂｏｗｄｉｓｈ　ｅｔ　
ａｌ．を参照されたい。受容体に結合するリガンド（ＰＤＧＦ）の阻害は、受容体活性を
直接下方制御する。
【０２０４】
　ＲＯＳ活性の間接的阻害剤は、ＲＯＳ三次元構造のＸ線結晶若しくはコンピュータモデ
リングを用いて合理的に設計され得、又はＲＯＳキナーゼ活性の阻害をもたらす中心的な
上流制御酵素及び／又は必要な結合分子の阻害に関する化合物ライブラリーの高情報量ス
クリーニングによって見出され得る。このようなアプローチは本分野において周知であり
、記載されている。このような治療薬によるＲＯＳ阻害は、例えば、キナーゼの群におい
て、ＲＯＳ活性を阻害するが、他のキナーゼ活性を阻害しない化合物の能力を調べること
によって、及び／又は、上記されているように、癌細胞（例えば、ＮＳＣＬＣ細胞）を含
む生物学的試料中のＲＯＳ活性の阻害を調べることによって確認され得る。ＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳ転座及び／又は融合ポリペプチド及び／又は切断されたＲＯＳポリヌクレオチ
ド及び／又はポリペプチドによって特徴付けられる癌を阻害する化合物を同定するための
方法が、以下でさらに記載されている。
【０２０５】
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　アンチセンス及び／又は転写阻害剤。
【０２０６】
　ＲＯＳ阻害治療薬は、ＲＯＳをコードする遺伝子及び／又はＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融
合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及
び／又は転写阻害化合物も含み得る。癌の治療のためのアンチセンス治療薬によるＶＥＧ
ＦＲ、ＥＧＦＲ及びＩＧＦＲ及びＦＧＦＲを含む様々な受容体キナーゼの阻害が記載され
ている。例えば、米国特許６，７３４，０１７；６，７１０，１７４，６，６１７，１６
２；６，３４０，６７４；５，７８３，６８３；５，６１０，２８８を参照されたい。
【０２０７】
　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因
子として設計され、構築され、使用され得る。例えば、Ｃｏｈｅｎ，Ｊ．，Ｔｒｅｎｄｓ
　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｓｃｉ．１０（１１）：４３５－４３７（１９８９）；Ｍ
ａｒｃｕｓ－Ｓｅｋｕｒａ，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．７２：２８９－２９５（１９８
８）；Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ，Ｈ．，Ｓｃｉ．ＡＭ．ｐｐ．４０－４６（１９９０）；Ｖａ
ｎ　Ｄｅｒ　Ｋｒｏｌ　ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ６（１０）：９５８
－９７６（１９８８）；Ｓｋｏｒｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９４）９１：４５０４－４５０８を参照されたい。ＥＧＦＲのア
ンチセンスＲＮＡ阻害剤を用いてヒト癌腫増殖をインビボで阻害することが最近記載され
た。米国特許公開２００４００４７８４７，“Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ
　Ｓｑｕａｍｏｕｓ　Ｃｅｌｌ　Ｃａｒｃｉｎｏｍａ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｉｎ　ｖｉｖｏ　
ｂｙ　Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ａｎｔｉ
ｓｅｎｓｅ　ＲＮＡ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ　ｆｒｏｍ　ａ　Ｐｏｌ　ＩＩＩ　Ｐｒｏ
ｍｏｔｅｒ，”　Ｍａｒｃｈ　１１　，２００４，Ｈｅ　ｅｔ　ａｌを参照されたい。同
様に、哺乳動物ＲＯＳ遺伝子（図４参照（配列番号８）又はＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合
ポリヌクレオチド若しくは切断されたＲＯＳポリヌクレオチド（図２参照（配列番号２又
は４））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阻害治
療薬は、上記方法に従って調製され得る。ＲＯＳ阻害アンチセンス化合物を含む医薬組成
物は、以下でさらに記載されているように調製及び投与され得る。
【０２０８】
　低分子干渉ＲＮＡ
　ＲＮＡ干渉のプロセスを通じてＲＯＳの翻訳を阻害し、従ってＲＯＳの活性を阻害する
低分子干渉ＲＮＡ分子（ｓｉＲＮＡ）組成物も、本発明の方法において望ましく使用され
得る。標的タンパク質をコードするｍＲＮＡに対して相補的な配列を含む外来の小さな二
本鎖ＲＮＡ分子の導入によるＲＮＡ干渉及び標的タンパク質発現の選択的発現停止は、多
数記載されている。例えば、米国特許公開２００４００３８９２１，“Ｃｏｍｐｏｓｉｔ
ｉｏｎ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　ｏｆ　ａ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｇｅｎｅ，”　Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２６，２００４，Ｋｒｅ
ｕｔｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．；米国特許公開２００２００８６３５６，“ＲＮＡ　Ｓｅｑｕ
ｅｎｃｅ－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｍｅｄｉａｔｏｒｓ　ｏｆ　ＲＮＡ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅ
ｎｃｅ，”Ｊｕｎｅ　１２，２００３，Ｔｕｓｃｈｌ　ｅｔ　．ａｌ．，；米国特許公開
２００４０２２９２６６，“ＲＮＡ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　Ｍｅｄｉａｔｉｎｇ　
Ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，”Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　１８，２００４，Ｔｕ
ｓｃｈｌ　ｅｔ　．ａｌ．を参照されたい。
【０２０９】
　例えば、実施例３に記載されているように、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の
発現のｓｉＲＮＡ媒介性発現停止は、融合タンパク質を発現するヒトＮＳＣＬＣ細胞株中
で実施され得る。
【０２１０】
　二本鎖ＲＮＡ分子（ｄｓＲＮＡ）は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として知られる高度に保
存された制御機構で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、ＲＮＡ
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ｓｅＩＩＩ　Ｄｉｃｅｒは、ｄｓＲＮＡを約２２ヌクレオチドの低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉ
ＲＮＡ）へ加工し、低分子干渉ＲＮＡは、ＲＮＡによって誘導される発現停止複合体ＲＩ
ＳＣによる標的特異的ｍＲＮＡ切断を誘導するためのガイド配列としての役割を果たす（
Ｈａｍｍｏｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ（２０００）４０４：２９３－２９６を参
照されたい。）。ＲＮＡｉは、より長いｄｓＲＮＡの連続的切断を通じて新たなｓｉＲＮ
Ａを生成する触媒型反応を含む。従って、アンチセンスとは異なり、ＲＮＡｉは、非化学
量論的な様式で標的ＲＮＡを分解する。細胞又は生物に投与されると、外来ｄｓＲＮＡは
、ＲＮＡｉを通じて、内在性メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の配列特異的分解を誘導
することが示されている。
【０２１１】
　現在、標的特異的ｓｉＲＮＡ産物の発現のための及び哺乳動物細胞中で使用するための
ベクター及び系を含む多様な標的特異的ｓｉＲＮＡ産物が市販されている。例えば、Ｐｒ
ｏｍｅｇａ，Ｉｎｃ．（ｗｗｗ．ｐｒｏｍｅｇａ．ｃｏｍ）；Ｄｈａｒｍａｃｏｎ，Ｉｎ
ｃ．（ｗｗｗ．ｄｈａｒｍａｃｏｎ．ｃｏｍ）を参照されたい。ＲＮＡｉ用のｄｓＲＮＡ
の設計、構築及び使用の詳細な技術マニュアルが入手可能である。例えば、Ｄｈａｒｍａ
ｃｏｎの“ＲＮＡｉ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　＆　Ａｐｐｌｉｃａｔ
ｉｏｎ　Ｇｕｉｄｅ”；Ｐｒｏｍｅｇａの“ＲＮＡｉ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｇｅｎｅ
　Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ”を参照されたい。ＲＯＳ阻害ｓｉＲＮＡ産物も市販されており、
本発明の方法において適切に使用され得る。例えば、Ｄｈａｒｍａｃｏｎ，Ｉｎｃ．，Ｌ
ａｆａｙｅｔｔｅ，ＣＯ（カタログ番号Ｍ－００３１６２－０３，ＭＵ－００３１６２－
０３，Ｄ－００３１６２－０７から－１０（ｓｉＧＥＮＯＭＥＴＭＳＭＡＲＴｓｅｌｅｃ
ｔｉｏｎ及びＳＭＡＲＴｐｏｏｌ（Ｒ）ｓｉＲＮＡ）を参照されたい。
【０２１２】
　標的ｍＲＮＡ配列の一部と実質的に同一である少なくとも１つの配列を含み、最適には
、少なくとも１つの１から４個のヌクレオチドの突出部を末端に有する、４９ヌクレオチ
ド長未満、好ましくは１９から２５ヌクレオチドの小さなｄｓＲＮＡが、哺乳動物中でＲ
ＮＡｉを媒介する上で最も有効であることが最近確定された。米国特許公開２００４００
３８９２１，Ｋｒｅｕｔｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，上記；米国特許公開２００４０２２９２
６６，Ｔｕｓｃｈｌ　ｅｔ　ａｌ．，上記を参照されたい。このようなｄｓＲＮＡの構築
及びインビボで標的タンパク質の発現を停止させるための医薬調製物におけるそれらの使
用は、このような公報に詳しく記載されている。
【０２１３】
　哺乳動物中で標的とされるべき遺伝子の配列が公知であれば、例えば、２１から２３ヌ
クレオチドのＲＮＡを作製し、ヒト又は他の霊長類細胞などの哺乳動物細胞中でＲＮＡｉ
を媒介する能力に関して検査することができる。所望であれば、インビボでのそれらの有
効性をさらに評価するために、ＲＮＡｉを媒介することが示された２１から２３ヌクレオ
チドのＲＮＡ分子を適切な動物モデル中で検査することができる。公知の標的部位、例え
ば、他の核酸分子、例えばリボザイム若しくはアンチセンスを用いた研究に基づいて有効
な標的部位であることが決定された標的部位、又は変異若しくは欠失を含有する部位など
、疾病又は症状と関連することが知られている標的は、これらの部位を標的とするｓｉＲ
ＮＡ分子を設計するためにも使用することが可能である。
【０２１４】
　あるいは、有効なｄｓＲＮＡの配列は、標的部位に対する目的の標的ｍＲＮＡをスクリ
ーニングして、例えば、コンピュータ折り畳みアルゴリズムを使用することによって、合
理的に設計／予測することが可能である。標的配列は、特注のＰｅｒｌスクリプト又はＯ
ｌｉｇｏ、ＭａｃＶｅｃｔｏｒ若しくはＧＣＧ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐａｃｋａｇｅな
どの市販の配列分析プログラムを用いて、特定長の全ての断片又は部分配列、例えば２３
ヌクレオチド断片のリストへ、コンピュータシミュレーションで解析することができる。
【０２１５】
　何れの部位が標的ＲＮＡ配列内の最も適切な標的部位であるかを決定するために、様々
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なパラメータを使用することができる。これらのパラメータには、二次若しくは三次ＲＮ
Ａ構造、標的配列のヌクレオチド塩基組成、標的配列の様々な領域間の相同性の程度又は
ＲＮＡ転写物内の標的配列の相対的位置が含まれるが、これらに限定されるものではない
。これらの決定に基づいて、例えば、インビトロＲＮＡ切断アッセイ、細胞培養又は動物
モデルを使用することによって、有効性に関してｓｉＲＮＡ分子をスクリーニングするた
めに、ＲＮＡ転写物内の標的部位のあらゆる数を選択することができる。例えば、米国特
許公開２００３０１７０８９１、２００３年９月１１日を参照されたい。「ＭｃＳｗｉｇ
ｇｅｎ　Ｊ．　Ａｎ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ　ｆｏｒ　ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ　ａｎｄ　
ｓｅｌｅｃｔｉｎｇ　ＲＮＡｉ　ｔａｒｇｅｔ　ｓｉｔｅｓ」も、最近記載された。米国
特許公開２００４０２３６５１７，“Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｓｉｔ
ｅｓ　ｆｏｒ　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ａｔｔａｃｋ　ｏｆ　ＲＮＡ”２００４年１１月２
５日、Ｄｒｌｉｃａ　ｅｔ　ａｌを参照されたい。
【０２１６】
　一般に使用される遺伝子導入技術には、リン酸カルシウム、ＤＥＡＥ－デキストラン、
電気穿孔及び微小注入及びウイルス法が含まれる（Ｇｒａｈａｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９７
３）Ｖｉｒｏｌ．５２：４５６；ＭｃＣｕｔｃｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９６８），Ｊ
．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．４１：３５１；Ｃｈｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７
），Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１５：１３１１；Ｆｒａｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．（１
９８０），Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５５：１０４３１；Ｃａｐｅｃｃｈｉ（１９８０
），Ｃｅｌｌ２２：４７９）。また、ＤＮＡは、陽イオン性リポソームを用いて細胞中に
導入され得る（Ｆｅｉｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８４：７４１３）。市販の陽イオン性脂質製剤には、Ｔｆｘ　５
０（Ｐｒｏｍｅｇａ）又はＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ　２００（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ）が含まれる。あるいは、ｄｓＲＮＡを細胞に送達し、ＲＮＡｉを媒介させ
るために、ウイルスベクターを使用し得る。米国特許公開２００４００２３３９０，“ｓ
ｉＲＮＡ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｇｅｎｅ　Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｗｉｔｈ　Ｖｉｒａｌ　
Ｖｅｃｔｏｒｓ，”Ｆｅｂ．　４，２００４，Ｄａｖｉｄｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．を参照さ
れたい。
【０２１７】
　哺乳動物細胞中でのＲＮＡｉのための形質移入及びベクター／発現系は市販されており
、多数記載されている。例えば、Ｄｈａｒｍａｃｏｎ，Ｉｎｃ．，ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ

Ｍ系；Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｉｎｃ．，ｓｉＳＴＲＩＫＥＴＭＵ６　Ｈａｉｒｐｉｎ系を参照
されたい。Ｇｏｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）ＦＥＢＳ．５４８，１１３－１１８；Ｓｕ
ｉ，Ｇ．ｅｔ　ａｌ．Ａ　ＤＮＡ　ｖｅｃｔｏｒ－ｂａｓｅｄ　ＲＮＡｉ　ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　ｔｏ　ｓｕｐｐｒｅｓｓ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｍａｍｍ
ａｌｉａｎ　ｃｅｌｌｓ（２００２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９９，５
５１５－５５２０；Ｙｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．９９，６０４７－６０５２；Ｐａｕｌ，Ｃ．　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１９，５０５－５０８；ＭｃＭａｎｕｓ　ｅｔ　ａ
ｌ．（２００２）ＲＮＡ　８，８４２－８５０も参照されたい。
【０２１８】
　次いで、調製されたｄｓＲＮＡ分子を用いた、哺乳動物中でのｓｉＲＮＡ干渉は、ｄｓ
ＲＮＡを含む医薬調製物を哺乳動物へ投与することによって実施し得る。医薬組成物は、
標的遺伝子の発現を阻害するのに十分な投薬量で投与される。ｄｓＲＮＡは、典型的には
、５ｍｇｄｓＲＮＡ／ｋｇ体重／日未満の投薬量で投与することができ、標的遺伝子の発
現を阻害し又は完全に抑制するのに十分である。一般に、ｄｓＲＮＡの適切な用量は、０
．０１から２．５ｍｇ／ｋｇレシピエント体重／日の範囲、好ましくは、０．１から２０
０μｇ／ｋｇ体重／日、より好ましくは０．１から１００μｇ／ｋｇ体重／日の範囲、さ
らに好ましくは１．０から５０μｇ／ｋｇ体重／日の範囲、最も好ましくは１．０から２
５μｇ／ｋｇ体重／日の範囲である。ｄｓＲＮＡを含む医薬組成物は、一日一回投与され
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、又は、例えば、本分野で周知の徐放製剤を用いて、複数の亜用量で投与される。このよ
うな医薬組成物の調製及び投与は、以下でさらに記載されているように、標準的な技術に
従って実施され得る。
【０２１９】
　次いで、上述のように、このようなｄｓＲＮＡの治療的有効量を含む医薬調製物を調製
し、例えば、腫瘍への直接的注射を介して、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質又は
切断されたＲＯＳキナーゼポリペプチドを発現する癌を有するヒト対象に前記調製物を投
与することによって、癌中でのＲＯＳ発現及び活性を阻害するために、このようなｄｓＲ
ＮＡを使用し得る。ｓｉＲＮＡ阻害剤を用いて、ＶＥＧＦＲ及びＥＧＦＲなどの他の受容
体チロシンキナーゼの類似の阻害が、最近記載された。米国特許公開２００４０２０９８
３２，Ｏｃｔｏｂｅｒ　２１，２００４，ＭｃＳｗｉｇｇｅｎ　ｅｔ　．ａｌ．，；米国
特許公開２００３０１７０８９１　，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　１１　，２００３，ＭｃＳｗ
ｉｇｇｅｎ；米国特許公開２００４０１７５７０３，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　９，２００４
，Ｋｒｅｕｔｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．を参照されたい。
【０２２０】
　治療用組成物；投与。
【０２２１】
　本発明の方法の実施において有用なＲＯＳキナーゼ阻害治療用組成物は、経口又は非経
口経路（静脈内、筋肉内、腹腔内、皮下、経皮、気道（エアロゾル）、直腸、膣及び局所
（口内及び舌下を含む。）投与を含む。）を含む（但し、これらに限定されない。）本分
野で公知の何れの手段によっても、哺乳動物に投与され得る。
【０２２２】
　経口投与に関しては、ＲＯＳ阻害治療薬は、一般に、錠剤又はカプセルの形態で、粉末
若しくは顆粒として、又は水性溶液若しくは懸濁液として与えられる。経口で使用するた
めの錠剤は、不活性希釈剤、崩壊剤、結合剤、潤滑剤、甘味剤、芳香剤、着色剤及び防腐
剤などの医薬として許容される賦形剤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、炭酸ナトリウム及びカルシウム、リン酸ナトリウム及びカルシウム並びにラク
トースが含まれるのに対して、コーンスターチ及びアルギン酸は適切な崩壊剤である。結
合剤には、デンプン及びゼラチンが含まれ得るのに対して、存在する場合、潤滑剤は、一
般に、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸又はタルクである。所望であれば、胃腸
管中での吸収を遅延させるために、錠剤は、モノステアリン酸グリセリル又はジステアリ
ン酸グリセリルなどの材料で被覆され得る。
【０２２３】
　経口で使用するためのカプセルには、活性成分が固体希釈剤と混合されている硬質ゼラ
チンカプセル剤、及び活性成分が、水若しくは落花生油、流動パラフィン若しくはオリー
ブオイルなどの油と混合されている軟質ゼラチンカプセルが含まれる。筋肉内、腹腔内、
皮下及び静脈内での使用に関しては、本発明の医薬組成物は、一般に、適切なｐＨ及び等
張性になるように緩衝化された無菌水溶液又は懸濁液中に与えられる。適切な水性ビヒク
ルには、リンゲル溶液及び等張塩化ナトリウムが含まれる。担体は、専ら水性緩衝液から
なり得る（「専ら」とは、ＲＯＳ阻害治療薬の取り込みに影響を与え、又はＲＯＳ阻害治
療薬の取り込みを媒介し得る補助剤又は封入物質が存在しないことを意味する。）。この
ような物質には、例えば、以下に記載されているように、リポソーム又はキャプシドなど
のミセル状構造が含まれる。水性懸濁液には、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及びトラガカントゴムなどの懸濁剤並びにレシチンなどの湿潤剤
が含まれ得る。水性懸濁液のための適切な防腐剤には、ｐ－ヒドロキシ安息香酸エチル及
びｎ－プロピルが含まれる。
【０２２４】
　ＲＯＳキナーゼ阻害治療用組成物には、インプラント及び微小封入された送達系を含む
徐放製剤など、身体からの急速な排除に対して治療薬（例えば、ｄｓＲＮＡ化合物）を保
護するための封入された製剤も含まれ得る。エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリ
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コール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル及びポリ乳酸などの生物分解可能な生体適合
性ポリマーを使用することが可能である。このような製剤の調製方法は、当業者に自明で
ある。材料は、Ａｌｚａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ及びＮｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ
ｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．から市販されている。リポソーム懸濁液（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るリポソームを含む。）も、医薬とし
て許容される担体として使用することが可能である。これらは、例えば、米国特許４，５
２２，８１１；ＰＣＴ公開ＷＯ９１／０６３０９；及び欧州特許公開ＥＰ－Ａ－４３０７
５に記載されているように、当業者に公知の方法に従って調製することが可能である。封
入された製剤は、ウイルスのコートタンパク質を含み得る。ウイルスのコートタンパク質
は、ポリオーマウイルスなどのウイルスから誘導され得、若しくはウイルスに付随し得、
又は部分的に若しくは完全に人工であり得る。例えば、コートタンパク質は、ポリオーマ
ウイルスのウイルスタンパク質１及び／又はウイルスタンパク質２又はこれらの誘導体で
あり得る。
【０２２５】
　ＲＯＳ阻害組成物は、リポソームなど、対象に投与するための送達ビヒクル、担体及び
希釈剤及びこれらの塩も含むことができ、及び／又は医薬として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　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｔｒ
ｅｎｄｓ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏ．，２，１３９；ＤＥＬＩＶＥＲＹ　ＳＴＲＡＴＥＧＩＥＳ
　ＦＯＲ　ＡＮＴＩＳＥＮＳＥ　ＯＬＩＧＯＮＵＣＬＥＯＴＩＤＥ　ＴＨＥＲＡＰＥＵＴ
ＩＣＳ，ｅｄ．　Ａｋｂｔａｒ，１９９５，Ｍａｕｒｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９，Ｍ
ｏｌ．Ｍｅｍｂｒ．Ｂｉｏｌ．，１６，１２９－１４０；Ｈｏｆｌａｎｄ　ａｎｄ　Ｈｕ
ａｎｇ，１９９９，Ｈａｎｄｂ．Ｅｘｐ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．，１３７，１６５－１９
２；ａｎｄ　Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，２０００，ＡＣＳ　Ｓｙｍｐ．Ｓｅｒ．，７５２，
１８４－１９２に記載されている。Ｂｅｉｇｅｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許６，３
９５，７１３及びＳｕｌｌｉｖａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＣＴＷＯ　９４／０２５９５は、
さらに、核酸分子を送達するための一般的な方法を記載している。これらのプロトコール
は、実質的にあらゆる核酸分子の送達のために使用することが可能である。
【０２２６】
　ＲＯＳ阻害治療薬は、リポソーム中への封入、イオン泳動、又はヒドロゲル、シクロデ
キストリン、生分解性ナノ粒子及び生物接着性小球体などの他のビヒクル中への取り込み
又はタンパク質性ベクターなど（但し、これらに限定されない。）、当業者に公知の様々
な方法によって、哺乳動物腫瘍へ投与することが可能である（Ｏ’Ｈａｒｅ　ａｎｄ　Ｎ
ｏｒｍａｎｄ，国際ＰＣＴ公開　ＷＯ００／５３７２２）。あるいは、治療薬／ビヒクル
の組み合わせは、直接的な注射によって、又は注入ポンプの使用によって、局所的に送達
される。組成物の直接注射（皮下、筋肉内又は皮内かどうかを問わない。）は、標準的な
針と注射器の方法を用いて、又は「Ｃｏｎｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９，Ｃｌｉｎ．Ｃ
ａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５，２３３０－２３３７」及び「Ｂａｒｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，国
際ＰＣＴ公開ＷＯ９９／３１２６２」に記載されているものなど無針技術によって実施す
ることが可能である。
【０２２７】
　ＲＯＳキナーゼ阻害治療薬の医薬として許容される製剤は、上記化合物の塩、例えば、
酸付加塩、例えば、塩酸、臭化水素酸、酢酸及びベンゼンスルホン酸の塩を含む。薬理学
的組成物又は製剤は、細胞又は患者（例えばヒトを含む。）内への投与（例えば、全身投
与）に適した形態の組成物又は製剤を表す。適切な形態は、一つには、用途又は進入経路
、例えば、経口、経皮又は注射に依存する。このような形態は、組成物又は製剤が標的細
胞に到達するのを妨げるべきでない。例えば、血流中に注射される薬理学的組成物は可溶
性であるべきである。他の要因が本分野において公知であり、組成物又は製剤がその効果
を発揮するのを妨げる毒性及び形態などの考慮が含まれる。
【０２２８】
　全身的な吸収（すなわち、全身的な吸収又は血流中への薬物の蓄積に続く、全身にわた
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る分配）をもたらす投与経路が望ましく、静脈内、皮下、腹腔内、吸入、経口、肺内及び
筋肉内が含まれるが、これらに限定されない。これらの投与経路のそれぞれが、ＲＯＳ阻
害治療薬を接近可能な罹病組織又は腫瘍に曝露させる。循環中への薬物の進入速度は、分
子量又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又は
他の薬物担体の使用は、例えば、網様内皮系（ＲＥＳ）の組織など、ある種の組織の種類
に薬物を局所化できる可能性を秘めている。リンパ球及びマクロファージなどの細胞の表
面との薬物の会合を促進させることができるリポソーム製剤も有用である。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及びリンパ球免疫認識の特異性を活用す
ることによって、標的細胞への薬物の強化された送達を提供することが可能である。
【０２２９】
　「医薬として許容される製剤」とは、本発明の核酸分子の所望の活性に最も適した身体
の位置に、本発明の核酸分子を効果的に分布させることが可能な組成物又は製剤を意味す
る。本発明の核酸分子を加えた製剤に適した因子の非限定的な例には、中枢神経系内への
薬物の進入を強化することができるＰ－糖タンパク質阻害剤（ＰｌｕｒｏｎｉｃＰ８５な
ど）；（Ｊｏｌｌｉｅｔ－Ｒｉａｎｔ　ａｎｄ　Ｔｉｌｌｅｍｅｎｔ，１９９９，Ｆｕｎ
ｄａｍ．Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．，１３，１６－２６）；脳内植え込み後の徐放
送達のためのポリ（ＤＬ－ラクチド－コグリコリド）小球体などの生分解性ポリマー（Ｅ
ｍｅｒｉｃｈ　ｅｔ　ａｌ，１９９９，Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，８，４７－５
８）（Ａｌｋｅｒｍｅｓ，Ｉｎｃ．Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｍａｓｓ．）並びに血液脳関門
を横切って薬物を送達することができ、及び神経細胞の取り込み機構を変化させることが
できるポリブチルシアノアクリラートから作製されたものなど、搭載されたナノ粒子（Ｐ
ｒｏｇ　Ｎｅｕｒｏ－ｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｂｉｏｌ　Ｐｓｙｃｈｉａｔｒ
ｙ，２３，９４１－９４９，１９９９）が含まれる。本発明の方法において有用なＲＯＳ
阻害化合物に対する送達戦略の他の非限定的な例には、Ｂｏａｄｏ　ｅｔ　ａｔ．，１９
９８，Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．，８７，１３０８－１３１５；Ｔｙｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，１９９９，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．，４２１，２８０－２８４；Ｐａｒｄｒｉｄｇｅ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９５，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ，９２，５５９２－５５９６；Ｂｏａｄｏ，
１９９５，Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖ．，１５，７３－１０７；Ａｌ
ｄｒｉａｎ－Ｈｅｒｒａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．，２６，４９１０－４９１６；及びＴｙｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９，ＰＮ
ＡＳ　ＵＳＡ．，９６，７０５３－７０５８に記載されている材料が含まれる。
【０２３０】
　ポリ（エチレングリコール）脂質を含有する表面修飾されたリポソーム（ＰＥＧ修飾さ
れた若しくは長時間循環するリポソーム又はステルスリポソーム）を含む治療用組成物も
、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、標的組織中での薬物の蓄
積を増加させるための方法を与える。薬物担体のこのクラスは、単核貪食作用系（ＭＰＳ
又はＲＥＳ）によるオプソニン化及び除去に耐えることにより、封入された薬物に対して
、より長い血液循環時間及び強化された組織曝露を可能にする（Ｌａｓｉｃ　ｅｔ　ａｌ
．Ｃｈｅｍ．Ｒｅｖ．１９９５，９５，２６０１－２６２７；Ｉｓｈｉｗａｔａ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．１９９５，４３，１００５－１０１１）。こ
のようなリポソームは、おそらく、新血管新生が生じた標的組織中への血管外遊走と捕捉
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　ｅｔ　ａｌ．，
Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９５，２６７，１２７５－１２７６；Ｏｋｕ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９５，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，１２３８，８６－９０）。長時間循
環するリポソームは、とりわけ、ＭＰＳの組織中に蓄積することが知られている慣用の陽
イオン性リポソームと比べて、ＤＮＡ及びＲＮＡの薬物動態学及び薬力学を強化する（Ｌ
ｉｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．１９９５，４２，２４８６４－２４８７
０；Ｃｈｏｉ　ｅｔ　ａｌ．，国際ＰＣＴ公開ＷＯ９６／１０３９１；Ａｎｓｅｌｌ　ｅ
ｔ　ａｌ．，国際ＰＣＴ公開ＷＯ９６／１０３９０；Ｈｏｌｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，国
際ＰＣＴ公開ＷＯ９６／１０３９２）。長時間循環するリポソームは、肝臓及び脾臓など
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の代謝的に攻撃的なＭＰＳ組織中への蓄積を回避する能力に基づいて、陽イオン性リポソ
ームに比べて、より大きな程度で、薬物をヌクレアーゼ分解から保護する可能性もある。
【０２３１】
　治療用組成物は、医薬として許容される担体又は希釈剤中に、所望の化合物の医薬的有
効量を含み得る。治療用途に対して許容される担体又は希釈剤は本分野において周知であ
り、例えば、ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥ
Ｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．（Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ　ｅｄｉｔ．１
９８５）に記載されている。例えば、防腐剤、安定化剤、色素及び芳香剤を与えることが
できる。これらには、安息香酸ナトリウム、ソルビン酸及びｐ－ヒドロキシ安息香酸のエ
ステルが含まれる。さらに、抗酸化剤及び懸濁剤を使用することが可能である。
【０２３２】
　医薬的有効量とは、疾病状態を予防し、発症を抑制し、又は治療する（症候をある程度
、好ましくは症候の全てを緩和する）ために必要とされる用量である。医薬的有効量は、
疾病の種類、使用される組成物、投与経路、治療されている哺乳動物の種類、検討されて
いる特定の哺乳動物の物理的特徴、同時に行われている薬物療法及び医学分野の当業者が
認識する他の因子に依存する。一般に、負に帯電したポリマーの効力に応じて、活性成分
の０．１ｍｇ／ｋｇと１００ｍｇ／ｋｇ体重／日の間の量が投与される。
【０２３３】
　上記症状の治療において、約０．１ｍｇから約１４０ｍｇ／ｋｇ体重／日までの桁の投
薬レベルが、上記症状の治療において有用である（約０．５ｍｇから約７ｇ／患者／日）
。単一の剤形を生成するために担体材料と組み合わせることが可能な活性成分の量は、治
療される宿主及び具体的な投与様式に応じて変動する。投薬単位形態は、一般に、活性成
分の約１ｍｇから約５００ｍｇを含有する。具体的な患者に対する具体的な投薬レベルは
、使用されている具体的化合物の活性、年齢、体重、一般的な健康、性別、食事、投与の
時間、投与の経路、及び排泄の速度、薬物の組み合わせ及び治療を行っている具体的な病
気の重篤度など様々な因子に依存することが理解される。
【０２３４】
　ヒト以外の動物に投与する場合、動物の餌又は飲料水に組成物を添加することも可能で
ある。その食餌とともに組成物の治療的に適切な量で動物が摂取するように、動物の餌及
び飲料水組成物を製剤化することが都合よい場合があり得る。餌又は飲料水に添加するた
めのプレミックスとして組成物を与えることが都合よい場合もあり得る。
【０２３５】
　本発明の実施において有用なＲＯＳ阻害治療薬は、上記のような単一の化合物又は複数
の化合物の組み合わせ（阻害剤の同一クラス（すなわち、抗体阻害剤）に属するか、又は
異なるクラス（すなわち、抗体阻害剤と小分子阻害剤）に属するかを問わない。）を含み
得る。化合物のこのような組み合わせは、融合タンパク質を発現する癌の進行を阻害する
上で総合的な治療効果を増加させ得る。例えば、治療組成物は、ＳＴＩ－５７１（Ｇｌｅ
ｅｖｅｃ（Ｒ））単独又はＲＯＳ活性を標的とする他のＧｌｅｅｖｅｃ（Ｒ）類縁体との
組み合わせ及び／又はＥＧＦＲの小分子阻害剤（ＴａｒｃｅｖａＴＭ又はＩｒｅｓｓａＴ

Ｍなど）などの小分子阻害剤であり得る。治療組成物は、１つ又はそれ以上の標的化され
る阻害剤に加えて、１つ又はそれ以上の非特異的化学療法剤も含み得る。このような組み
合わせは、最近、多くの癌で相乗的腫瘍死滅効果を与えることが示されている。ＲＯＳ活
性及びインビボでの腫瘍増殖を阻害する上でのこのような組み合わせの有効性は、以下に
記載されているように評価することができる。
【０２３６】
　変異体ＲＯＳキナーゼ阻害化合物の同定
　本発明は、一つには、化合物が癌の中でＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドの活
性を阻害するかどうかを決定することによって、化合物がＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ転座及
び／又は融合ポリペプチドによって特徴付けられる癌の進行を阻害するかどうかを決定す
る方法も提供する。幾つかの好ましい実施形態において、ＲＯＳの活性の阻害は、骨髄、
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血液又は腫瘍から得られる細胞を含む生物学的試料を調べることによって測定される。別
の好ましい実施形態において、ＲＯＳの活性の阻害は、少なくとも１つの本発明の変異体
ＲＯＳポリヌクレオチド又はポリペプチド特異的試薬を用いて測定される。
【０２３７】
　検査された化合物は、上記治療薬又は組成物のあらゆる種類であり得る。化合物の有効
性を測定するための方法は、インビトロ及びインビボの何れにおいても、本分野において
十分に確立されており、公知である。例えば、組成物は、ＲＯＳキナーゼが活性化されて
いる細胞又は細胞抽出物を用いてインビトロでＲＯＳを阻害する能力に関して検査され得
る。（ＥＧＦＲ又はＰＤＧＦＲなどの他の標的ではなく）ＲＯＳに対する化合物の特異性
を検査するために、化合物の群を使用し得る。
【０２３８】
　使用され得る薬物スクリーニングのための別の技術は、公開されたＰＣＴ出願Ｗ０８４
／０３５６４に記載されているように、目的のタンパク質に対して適切な結合親和性を有
する化合物の高情報量スクリーニングを提供する。この方法において、変異体ＲＯＳポリ
ペプチドに適用される場合、異なる小さな検査化合物の多数が、プラスチックのピン又は
他の何らかの表面などの固体支持体上に合成される。検査化合物を、変異体ＲＯＳポリペ
プチド又はその断片と反応させ、洗浄する。次いで、結合された変異体ポリペプチド（例
えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチド）は、本分野で周知の方法によって検出
される。精製された変異体ＲＯＳポリペプチドは、上記薬物スクリーニング技術において
使用するためのプレート上に直接コートすることも可能である。あるいは、ペプチドを捕
捉し、ペプチドを固体支持体上に固定化するために、非中和抗体を使用することができる
。
【０２３９】
　インビトロでＲＯＳ活性の有効な阻害剤であることが見出された化合物は、次いで、例
えば、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質によって引き起こされるヒトＮＳＣＬＣ腫
瘍を有する哺乳動物異種移植片を用いて、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合ポリペプチドを発
現する癌の進行を阻害する能力に関して検査され得る。この操作において、ＳＬＣ３４Ａ
２－ＲＯＳ融合タンパク質によって誘導されることが知られている細胞株が、マウスの皮
下に配置される。次いで、細胞は、視覚的にモニターされ得る腫瘍塊へと増殖する。次い
で、マウスは薬物で処理され得る。腫瘍サイズに対する薬物処理の効果は、外部から観察
し得る。次いで、マウスを屠殺し、ＩＨＣ及びＷｅｓｔｅｒｎブロットによる分析のため
に腫瘍を取り出す。同様に、変異体ＲＯＳキナーゼを発現する血液腫瘍における薬物応答
を調べるために、標準的な方法によって、哺乳動物の骨髄移植を調製し得る。このように
、薬物の効果は、最も患者に似通った生物学的設定において観察され得る。腫瘍細胞又は
周囲の間質細胞中でのシグナル伝達を変化させる薬物の能力は、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。細胞死又は細胞増殖の阻害を誘導する上での薬物の有効
性は、切断されたカスパーゼ３及び切断された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。
【０２４０】
　このような化合物の毒性及び治療的効力は、例えば、ＬＤ５０（集団の５０％に対して
致死的な用量）及び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、細胞培養又は実験動物中での標準的な医薬操作によって測定することができる。毒
性効果と治療効果の間の用量比が治療指数であり、比ＬＤ５０／ＥＤ５０として表すこと
ができる。高い治療指数を示す化合物が好ましい。
【０２４１】
　上及び下で引用されている全ての教示は、参照により本明細書に組み込まれる。以下の
実施例は、本発明をさらに例示するためにのみ記載されており、本明細書に添付されてい
る特許請求の範囲の記載を除き、その範囲を限定することを意図するものではない。本発
明は、当業者に自明な、本明細書中に教示されている方法の修飾及び変形を包含する。
【実施例１】
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【０２４２】
　包括的ホスホペプチドプロファイリングによるＮＳＣＬＣ細胞株中でのＲＯＳキナーゼ
活性の同定
　最近記載された強力な単離技術と複雑な混合物から得られる修飾ペプチドの質量分析に
よる性質決定を用いて（「ＩＡＰ」技術、Ｒｕｓｈ　ｅｔ　ａｌ，上記参照）、ＨＣＣ７
８を含む幾つかのヒトＮＳＣＬＣ細胞株中でのキナーゼ活性化の包括的なリン酸化特性を
調べた。ＩＡＰ技術は、ＮＳＣＬＣ細胞株の抽出物から得られるホスホチロシン含有ペプ
チドを単離し、その後、性質決定するために、ホスホチロシン特異的抗体を用いて行った
（ＣＥＬＬ　ＳＩＧＮＡＬＩＮＧ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ，ＩＮＣ．，Ｂｅｖｅｒｌｙ，
ＭＡ，２００３／０４　Ｃａｔ，＃９４１１）。
【０２４３】
　具体的には、本疾病の新規誘導物質を同定するために、ＮＳＣＬＣ細胞株中での活性化
されたチロシンキナーゼの同定を容易にするために、ＩＡＰアプローチが使用された。
【０２４４】
　細胞培養。
【０２４５】
　ＨＣＣ７８細胞は、ＤＳＭＺ（ｔｈｅ　Ｇｅｒｍａｎ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｓｏｕ
ｒｃｅ　Ｃｅｎｔｒｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍａｔｅｒｉａｌ）から取得し
、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）（Ｓｉｇｍａ）を加えたＲＰＭＩ－１６４０培地（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）中で増殖させた。
【０２４６】
　ホスホペプチドの免疫沈降。
【０２４７】
　１．２５×１０８細胞／ｍＬで、尿素溶解緩衝液（２０ｍＭＨＥＰＥＳｐＨ８．０、９
Ｍ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、１ｍＭβ－グ
リセロリン酸）中で計２×１０８個の細胞を溶解し、音波処理した。音波処理された溶解
液を、２０，０００×ｇでの遠心によって清浄化し、以前に記載されているとおりに、タ
ンパク質を還元及びアルキル化した（Ｒｕｓｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ．２３（１）：９４－１０１（２００５）を参照）。２Ｍの最終尿素濃度になるよ
うに、２０ｍＭＨＥＰＥＳｐＨ８．０で試料を希釈した。清澄化された溶解液を、１：１
００ｖ／ｖで、トリプシン（０．００１ＭＨＣＬ中、１ｍｇ／ｍＬ）に添加した。室温で
、試料を一晩消化した。
【０２４８】
　消化後、１％ＴＦＡの最終濃度になるように、溶解液を酸性化した。以前に記載されて
いるようにＳｅｐ－ＰａｋＣ１８カラムを用いて、ペプチド精製を実施した（Ｒｕｓｈ　
ｅｔ　ａｌ．，上記参照）。精製後、全ての溶出液（０．１％ＴＦＡ中、８％、１２％、
１５％、１８％、２２％、２５％、３０％、３５％及び４０％アセトニトリル）を合わせ
て、凍結乾燥した。乾燥されたペプチドを、１．４ｍＬＭＯＰＳ緩衝液（５０ｍＭＭＯＰ
Ｓ／ＮａＯＨｐＨ７．２、１０ｍＭＮａ２ＨＰＯ４、５０ｍＭＮａＣｌ）中に再懸濁し、
１２，０００×ｇで１０分間、遠心によって不溶性物質を除去した。
【０２４９】
　腹水から得られたホスホチロシンモノクローナル抗体Ｐ－Ｔｙｒ－１００（Ｃｅｌｌ　
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を、４ｍｇ／ｍＬビーズで、一晩４℃で、
プロテインＧアガロースビーズ（Ｒｏｃｈｅ）に非共有結合させた。結合後、ＰＢＳで２
回、ＭＯＰＳ緩衝液で３回、抗体－樹脂を洗浄した。可溶化されたペプチド画分に、ＭＯ
ＰＳＩＰ緩衝液中の１：１スラリーとして、固定化された抗体（４０μＬ、１６０μｇ）
を添加し、混合物を４℃で一晩温置した。固定化された抗体ビーズを、ＭＯＰＳ緩衝液で
３回、ｄｄＨ２Ｏで２回洗浄した。それぞれ２０分間、０．１％ＴＦＡの４０μＬとの温
置によって、ペプチドをビーズから２回溶出し、画分を合わせた。
【０２５０】
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　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ質量分析による分析
　ＩＰ溶出液（４０μＬ）中のペプチドを濃縮し、ＳｔｏｐａｎｄＧｏ抽出チップ（Ｓｔ
ａｇｅＴｉｐｓ）を用いて、溶出された抗体から分離した（Ｒａｐｐｓｉｌｂｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．，７５（３）：６６３－７０（２００３）を参照された
い。）。６０％ＭｅＣＮ、０．１％ＴＦＡの１μＬで、０．４％酢酸／０．００５％ヘプ
タフルオロ酪酸（ＨＦＢＡ）７．６μＬ中に、ミクロカラムからペプチドを溶出した。不
活性な試料注射バルブ（Ｄｉｏｎｅｘ）を備えたＦａｍｏｓオートサンプラーを用いて、
ＭａｇｉｃＣ１８ＡＱ逆相樹脂（Ｍｉｃｈｒｏｍ　Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅｓ）が充填さ
れた１０ｃｍ×７５μｍＰｉｃｏＦｒｉｔキャピラリーカラム（Ｎｅｗ　Ｏｂｊｅｃｔｉ
ｖｅ）上に、試料を搭載した。２８０ｎＬ／分で送達された０．４％酢酸、０．００５％
ＨＦＢＡ中のアセトニトリルの４５分線形グラジエントを用いて、カラムを展開した（Ｕ
ｌｔｉｍａｔｅ、Ｄｉｏｎｅｘ）。
【０２５１】
　トップフォー法（ｔｏｐ－ｆｏｕｒ　ｍｅｔｈｏｄ）、１の動的排除反復カウント（ｄ
ｙｎａｍｉｃ　ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　ｒｅｐｅａｔ　ｃｏｕｎｔ）及び０．５分の反復時
間を使用し、ＬＣＱＤｅｃａＸＰＰｌｕｓイオン捕捉質量分析装置（ＴｈｅｒｍｏＦｉｎ
ｎｉｇａｎ）を用いて、データ依存的様式で、直列質量スペクトルを集めた。
【０２５２】
　データベース解析と割り当て。
【０２５３】
　（ＢｉｏＷｏｒｋｓ３．０の一部として供給されたＳｅｑｕｅｓｔ　Ｂｒｏｗｓｅｒ　
ｐａｃｋａｇｅ（ｖ．２７，ｒｅｖ．１２）中の）ＴｕｒｂｏＳｅｑｕｅｓｔ（Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ）を用いて、ＭＳ／ＭＳスペクトルを評価した。以下の設定で、Ｓ
ｅｑｕｅｓｔ　ＢｒｏｗｓｅｒプログラムＣｒｅａｔｅＤｔａを用いて、個別のＭＳ／Ｍ
Ｓスペクトルを生データファイルから抽出した。最低分子量、７００；最高分子量、４，
５００；イオンの最低数２０；最低ＴＩＣ、４×１０５；及び前駆体電荷状態、指定せず
。試料注入前の生データファイルの開始から溶出グラジエントの終了まで、スペクトルを
抽出した。Ｓｅｑｕｅｓｔ分析のためのＭＳ／ＭＳスペクトルをさらに選択するために、
ＩｏｎＱｕｅｓｔ及びＶｕＤｔａプログラムは使用しなかった。ＭＳ／ＭＳスペクトルは
、以下のＴｕｒｂｏＳｅｑｕｅｓｔパラメータを用いて評価した。ペプチド質量許容度、
２．５；断片イオン許容度、０．０；修飾当りの異なるアミノ酸の最大数、４；マスタイ
プペアレント（ｍａｓｓ　ｔｙｐｅ　ｐａｒｅｎｔ）、平均；マスタイプ断片、平均；内
部切断部位の最大数、１０；相関解析では、ｂ及びｙイオン由来の水及びアンモニアの中
性的喪失を考慮した。エラスターゼ消化物から収集されたスペクトルを除き、タンパク分
解酵素は指定された。
【０２５４】
　動的修飾として酸化されたメチオニン（Ｍ＋１６）及びリン酸化（Ｙ＋８０）を可能し
、２７，１７５のタンパク質を含有する、２００４年８月２４日に公開されたＮＣＢＩヒ
トデータベースに対して検索を実施した。
【０２５５】
　プロテオミクス研究では、タンパク質が実際に試料中に存在することを示すために、専
ら１つの実験結果での単一ペプチドの観察に基づいて、タンパク質の同定を検証すること
が望ましい。これによって、ペプチドの割り当てを検証するための統計学的方法（これは
、まだ一般的に受け入れられていない。）並びにタンパク質及びペプチドの同定結果を公
開するための指針が開発され（Ｃａｒｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅ
ｏｍｉｃｓ３：５３１－５３３（２００４）を参照）、本実施例では本指針に従った。し
かしながら、免疫親和性戦略は、リン酸化されたペプチドをリン酸化されていないペプチ
ドから分離し、多くのリン酸化されたタンパク質はチロシンリン酸化された部位を１つだ
け有するので、１つのタンパク質から唯一つのホスホペプチドを観察することは一般的な
結果である。
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【０２５６】
　この理由のため、ホスホペプチドの割り当てを検証するために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何かに合致すれば、割り当ては正しいと推定
される。（ｉ）ＭＳ／ＭＳスペクトルは荷電状態ととも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
分解から得られた配列の重複又はトリプシン以外のプロテアーゼの使用のために、２以上
のペプチド配列環境（ｃｏｎｔｅｘｔ）中に当該部位が見出される；（ｉｉｉ）均一であ
るが同一でないタンパク質のイソフォームのために、２個以上のペプチド配列環境中に当
該部位が見出される；（ｉｖ）種間の均一であるが同一でないタンパク質のために、２個
以上のペプチド配列環境中に当該部位が見出される；及び（ｖ）イオン捕捉質量分析装置
は高度に再現性のあるＭＳ／ＭＳスペクトルを生成するので、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分析によって検証された部位。最後の基準は、目的
の新規部位の割り当てを確認するために一般的に使用されている。
【０２５７】
　Ｓｅｑｕｅｓｔによって作製された全てのスペクトル及び全ての配列割り当は、リレー
ショナルデータベース中に取り込まれた。割り当てられた配列は、保守的な二段階プロセ
スに従って受容され又は拒絶された。第一の工程では、高スコアの配列割り当てのサブセ
ットは、＋１の荷電状態に関しては少なくとも１．５、＋２に関しては２．２、＋３に関
しては３．３のＸＣｏｒｒ値に対してフィルタリングを行うことによって選択し、１０の
最大ＲＳｐ値を可能とした。このサブセット中の割り当ては、以下の基準の何れかを充足
すれば拒絶された。（ｉ）スペクトルが、ａ、ｂ若しくはｙイオンとして、ａ、ｂ若しく
はｙイオンからの水若しくはアンモニアの中性的喪失から生じたイオンとして、又は多重
プロトン化されたイオンとして、割り当てられた配列にマッピングすることができない少
なくとも１つの主ピーク（スペクトル中の最も高い強度のイオンの少なくとも１０％の強
度）を含有した；（ｉｉ）スペクトルが、少なくとも６つの分断されていない残基に等し
いｂ若しくはｙイオンの系列を含有しなかった；又は（ｉｉｉ）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、配列が観察されなかった（不完全なタンパク分解又
はトリプシン以外のプロテアーゼの使用による重複配列を除く。）。第二の段階では、低
スコアスペクトルが、真の参照ライブラリー検索戦略を模倣する別の研究で収集された高
スコアスペクトルへの類似性の高い程度を示した場合には、閾値を下回るスコアを有する
割り当てが受容された。割り当てられた配列の最終リストを支持する全てのスペクトル（
ここには示さず。）は、信頼性を確立するために、少なくとも３人の科学者によって調査
された。
【０２５８】
　先述のＩＡＰ分析によって、４５４の非重複ホスホチロシン含有ペプチド、３９５のホ
スホチロシン部位及び２４０のチロシンリン酸化されたタンパク質がＨＣＣ７８細胞から
同定され、これらの多くは新規である（データは示さず。）。チロシンリン酸化されたキ
ナーゼのうち、ＲＯＳキナーゼを含む検出された幾つかのキナーゼは、他のＮＳＣＬＣ細
胞株中でのＭＳ分析によって、通常検出されない（未公開データ）。
【実施例２】
【０２５９】
　ＮＳＣＬＣ細胞株中でのＲＯＳキナーゼ発現のウェスタンブロット分析
　ＲＯＳ及び他の受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）及び下流のキナーゼに対して特異的
な抗体を用いた細胞抽出物のウェスタンブロット分析によって、ＨＣＣ７８ＮＳＣＬＣ細
胞株は活性化されたＲＯＳキナーゼを発現するが、他のＮＳＣＬＣ細胞株は発現しないと
いう観察が確認された。
【０２６０】
　ＰｒｏｔｅａｓｅＡｒｒｅｓｔＴＭ（Ｇ．Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）が補充された１×
細胞溶解緩衝液（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）中にＨＣＣ７
８細胞を溶解し、電気泳動によって分離された。イムノブロッティングのための全ての抗
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体及び試薬は、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．（Ｂｅ
ｖｅｒｌｙ，ＭＡ）から得た。ウェスタンブロッティングは、“Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ”（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．，２００５－２００６カタログ）中に記載されているとおりに
実施した。抗ＲＯＳ抗体は、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎ
ｃ．から取得した。
【０２６１】
　図５は、ウェスタンブロットの結果を示している。多くの様々な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
野生型ＲＯＳタンパク質よりずっと小さな分子量を有しており、このことは融合タンパク
質であることを示唆する。
【０２６２】
　ウェスタンブロットは、ＲＯＳ融合タンパク質がチロシンリン酸化されていることを確
認する。ホスホチロシン抗体によって、ＨＣＣ７８細胞からのタンパク質溶解液を免疫沈
降し、全ＲＯＳ抗体を用いてイムノブロッティングが行われた。ＲＯＳ抗体による全可溶
化液から得られたものと同じバンドがｐＹ－ＩＰから検出され、ＩＰｅｄバンドは僅かに
遅い泳動を有しており、同じく、タンパク質のリン酸化を示唆している。
【実施例３】
【０２６３】
　ｓｉＲＮＡを用いた異常なＲＯＳキナーゼ発現哺乳動物ＮＳＣＬＣ細胞株の増殖阻害
　ＲＯＳの切断された形態がＨＣＣ７８細胞株中での細胞増殖及び生存を誘導することを
確認するために、ｓｉＲＮＡ発現停止がこれらの細胞の増殖を阻害する能力を調べた。Ｒ
ＯＳの発現は、ＲＮＡ干渉によって下方制御された。以下のＲＯＳｓｉＲＮＡは、Ｐｒｏ
ｌｉｇｏ，Ｉｎｃ．から注文し、対応するＲＯＳ配列が括弧内に示されている。
【０２６４】
【化１】

【０２６５】
　形質移入の前日に、１２ウェルプレート中に、２×１０５の細胞を播種した。Ｍｉｒｕ
ｓ　ＴｒａｎｓＩＴ－ＴＫＯ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔを用いて、１
００ｎＭＲＯＳ１ｓｉＲＮＡを形質移入した。形質移入から４８時間後に、さらに２４時
間、細胞を飢餓培地に交換した。トリプシン処理によって細胞を採集及び計数し、次いで
、ＲＯＳタンパク質レベルをチェックするために、ＷＢ中で細胞溶解液を使用した。
【０２６６】
　イムノブロット分析によって、ＨＣＣ７８細胞中へのｓｉＲＮＡの形質移入から７２時
間後にＲＯＳの発現が特異的且つ有意に低下していることが明らかとなり、対照細胞株Ｈ
２０６６はＲＯＳタンパク質を発現しない（図１０、パネルＢ参照）。これには、予想通
り、ｐ－Ｅｒｋ１／２及びｐ－Ａｋｔなどの下流の基質のリン酸化の減少を伴った（図１
０、パネルＣ参照）。さらに、切断されたＰＡＲＰの検出によって決定されたところによ
ると、予想通り、ＲＯＳｓｉＲＮＡでの処理はＨＣＣ７８細胞株の増加したアポトーシス
をもたらした（が、対照細胞株Ｈ２０６６中にはもたらさなかった。）（図１０、パネル
Ｂ参照）。図１０、パネルＡに示されているように、ＲＯＳｓｉＲＮＡでの形質移入から
３日後に、細胞の８０％が死滅した。このような結果は、ＨＣＣ７８細胞株中の変異体／
切断されたＲＯＳキナーゼがこれらのＨＳＣＬＣ細胞の増殖及び成長を誘導すること、並
びにＲＯＳキナーゼ発現を阻害するためのｓｉＲＮＡを用いることによって成長及び増殖
が阻害され得ることを示す。
【実施例４】
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【０２６７】
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合遺伝子の単離及び配列決定
　ＮＳＣＬＣ細胞株（ＨＣＣ７８）中に検出されたＲＯＳキナーゼの切断形態の存在に鑑
みて、キメラＲＯＳ転写物が存在するかどうかを測定するために、ＲＯＳのキナーゼドメ
インをコードする配列に対するｃＤＮＡ末端の５’迅速増幅を実施した。
【０２６８】
　相補的ＤＮＡ末端の迅速増幅
　ＨＣＣ７８細胞株からＲＮＡを抽出するために、ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩａ
ｇｅｎ）を使用した。ＤＮｅａｓｙＴｉｓｓｕｅＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて、ＤＮ
Ａを抽出した。ｃＤＮＡ合成のためにプライマーＲＯＳ－ＧＳＰ１を用い、入れ子型ＰＣ
Ｒ反応のためにＲＯＳ－ＧＳＰ２及びＲＯＳ－ＧＳＰ３を用いた５’ＲＡＣＥシステム（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して、ｃＤＮＡ末端の迅速増幅を実施した。
【０２６９】
　ＰＣＲアッセイ
　ＲＴ－ＰＣＲのために、オリゴ（ｄＴ）２０とともにＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔＴＭＩＩ
Ｉ第一鎖合成システム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して、全ＲＮＡ２．５μｇから第
一鎖ｃＤＮＡを合成した。次いで、プライマー対ＳＬＣＲＯＳ－Ｆ１及びＳＬＣＲ０Ｓ－
Ｒ１、ＳＬＣＲＯＳ－Ｆ２及びＳＬＣＲＯＳ－Ｒ２を使用して、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ
融合遺伝子を増幅した。
【０２７０】
　構築物
　ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑＤＮＡポリメラーゼ高忠実度（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）並びに
プライマー対ＳＬＣ－Ｆｂ及びＲＯＳ－Ｒｂ（ＢｇｌＩＩ制限部位を有する。）を用いて
、ＰＣＲによって、ＨＣＣ７８細胞のｃＤＮＡからＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合遺伝子の
翻訳領域を増幅した。レトロウイルスベクターＭＳＣＶ－Ｎｅｏ中で、このＰＣＲ産物を
クローニングした。
【０２７１】
　プライマーは、以下のとおりであった。
【０２７２】
【化２】

【０２７３】
　図７は、２巡後におけるＰＣＲ増幅産物の検出を示している。生じた産物の配列分析は
、ＲＯＳのｃ末端がＳＬＣ３４Ａ２遺伝子のＮ末端に融合されたことを明らかにした（図
１、パネルＢ及びＣ参照）。ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合遺伝子はフレーム内に存在し、
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ＳＬＣ３４Ａ２の最初の１２６アミン酸を、それぞれＲＯＳの最後の５９８又は４９５個
のアミノ酸に融合し（図１、パネルＢ参照）、２つのバリアント融合タンパク質（長い、
短い）をもたらした。ＳＬＣ３４Ａ２は染色体４ｐ１５上に位置していたのに対して、Ｒ
ＯＳは染色体６ｑ２２上に位置していた。従って、融合遺伝子は、ｔ（４；６）（ｐ１５
；ｑ２２）によって作製された。図８、上パネルを参照されたい。
【０２７４】
　ＲＮＡに対する逆転写酵素ＰＣＲによって、ＳＬＣ３４Ａ２及びＲＯＳの融合が確認さ
れた。
【実施例５】
【０２７５】
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質は、形質移入された２９３細胞の増殖及び生存
を誘導する。
【０２７６】
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の発現が正常な細胞を癌表現型に形質転換でき
ることを確認するために、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構築物でヒト胎児性腎臓細胞（２９３細胞）を形質移入した。
【０２７７】
　（長いバリアント融合タンパク質をコードする）上記ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳｃＤＮＡ
構築物を、ＭＳＣＶウイルスベクター中に挿入し、ＳｕｐｅｒＦｅｃｔ形質移入試薬（Ｑ
ｉａｇｅｎ）を用いて、ＨＥＫ２９３細胞中に形質移入した。予想される分子量の組換え
ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質（長いバリアント）の発現を確認するために、４
８時間後に、形質移入されたＨＥＫ２９３細胞を採集し、ウェスタンブロットによってチ
ェックした（図９参照）。
【実施例６】
【０２７８】
　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増殖及び
生存を誘導する。
【０２７９】
　ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の発現が正常な細胞を癌表現型に形質転換でき
ることを確認するために、上記ｃＤＮＡ構築物で３Ｔ３細胞を形質転換し得る。１０％ウ
シ胎児血清（ＦＣＳ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を加えたＤＭＥＭ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）中に細胞を維持する。
【０２８０】
　以前に記載したとおりに、レトロウイルス上清の作製及び形質導入を実施した。「Ｓｃ
ｈｗａｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｍｂｏ　Ｊ．１７（１８）：５３２１－３３（１９９
８）」を参照されたい。それぞれ、ＭＳＣＶ－Ｎｅｏ又はＭＳＣＶ－Ｎｅｏ／ＳＬＣ３４
Ａ２－ＲＯＳ（長い）又はＭＳＣＶ－Ｎｅｏ／ＲＯＳ（短い）ベクターの何れかを含有す
るレトロウイルス上清で３Ｔ３細胞を形質導入し、Ｇ４１８（５００μｇ／ｍＬ）に対し
て選択した。ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳが３Ｔ３細胞を形質転換することを確認するために
、安定に形質移入された細胞を軟寒天アッセイ中で使用する。
【０２８１】
　このような分析は、細胞増殖が付着非依存性になるように、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融
合タンパク質の発現が３Ｔ３細胞を形質転換するかどうかを確認する。次いで、ＲＯＳ、
ＳＬＣ３４Ａ２、ＳＨＰ－１及び他の可能なＲＯＳ下流標的のリン酸化状態をチェックす
るために、ウェスタンブロット分析を実施する。
【実施例７】
【０２８２】
　ＦＩＳＨアッセイを用いた、ヒト癌試料中でのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質
発現の検出
　以前に記載されているように、蛍光インサイチュハイブリッド形成（ＦＩＳＨ）アッセ
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イを用いて、ヒトＮＳＣＬＣ腫瘍試料中でのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の存
在を検出した。例えば、「Ｖｅｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．ＨＵＭＡＮ　ＣＨＲＯＭＯＳＯＭＥ
Ｓ：Ａ　ＭＡＮＵＡＬ　ＯＦ　ＢＡＳＩＣ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ，Ｐｅｒｇａｍｏｎ　
Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．（１９８８）」を参照されたい。パラフィン包
埋された２００を超えるヒトＮＳＣＬＣ腫瘍試料を調べた。
【０２８３】
　ＲＯＳを含む再編成を分析するために、二色切断乖離プローブ（ｄｕａｌ　ｃｏｌｏｒ
　ｂｒｅａｋ－ａｐａｒｔ）を設計した。それぞれ、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｏｒａｎｇｅ　
ｄＵＴＰ又はＳｐｅｃｔｒｕｍ　Ｇｒｅｅｎ　ｄＵＴＰで、近位プローブ（ＢＡＣクロー
ンＲＰ１－１７９Ｐ９）及び２つの遠位プローブ（ＢＡＣクローンＲＰ１１－３２３Ｏ１
７、ＲＰ１－９４Ｇ１６）を標識した。以下の修飾を施し、製造業者の指示書（Ｖｙｓｉ
ｓ）に従って、ニック翻訳及びＦＦＰＥ組織切片を用いる間期ＦＩＳＨによるプローブの
標識を行った。簡潔に述べると、パラフィン包埋された組織切片を再水和し、０．０１Ｍ
クエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）中での１１分間のマイクロ波抗原修復に供した。３７℃で
２５分間、Ｐｒｏｔｅａｓｅ（４ｍｇ／ｍＬペプシン、２０００から３０００Ｕ／ｍｇ）
で切片を消化し、脱水し、３７℃で１８時間、ＦＩＳＨプローブの組を用いてハイブリッ
ドを形成した。洗浄後、Ｖｅｃｔａｓｈｉｅｌｄ戴置溶媒（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ，Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ，ＣＡ）中の４’，６－ジアミジノ－２－フェニル
インドール（ＤＡＰＩ；ｍｇ／ｍＬ）を核の対比染色に適用した。
【０２８４】
　ＲＯＳ再編成プローブは、野生型配列中のＲＯＳ遺伝子の切断点の反対側に、異なって
標識された２つのプローブを含有する（図４Ｂ及び図１参照）。ハイブリッドが形成され
ると、原型状態のＲＯＳ領域はオレンジ／緑の融合シグナルとして出現するのに対して、
（ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質中に発生するような）この坐での再編成は分離
したオレンジとグリーンのシグナルをもたらす。図１１を参照。
【０２８５】
　ＦＩＳＨ分析によって、研究されている標本集団中におけるこのＲＯＳ変異の低い発生
率が明らかとなった。１２３の腫瘍のうち２つ又は腫瘍の１．６％が融合変異を含有して
いた。しかしながら、世界中でのＮＳＣＬＣの高い発生率（米国のみで毎年、１５１，０
０を超える新たな症例）に鑑みれば、この変異体ＲＯＳを有する患者の著しい数が存在す
ると予想され、この患者はＲＯＳ阻害治療計画が有用であり得る。
【実施例８】
【０２８６】
　ＰＣＲアッセイを用いたヒト癌試料中での変異体ＲＯＳキナーゼ発現の検出
　ヒト癌試料中での切断されたＲＯＳキナーゼ及び／又はＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タ
ンパク質の存在は、以前に記載されたゲノム又は逆転写酵素（ＲＴ）ポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）の何れかを用いて検出され得る。例えば、Ｃｏｏｌｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ．
Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３４８：１２０１－１２１４（２００３）を参照されたい。
【０２８７】
　簡潔に述べると、例として、腫瘍又は胸水試料は、標準的な技術を用いて、ＮＳＣＬＣ
を有する患者から取得され得る。切断されたＲＯＳキナーゼ又はＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ
融合タンパク質に対するＰＣＲプローブを構築する。腫瘍又は胸水の試料からＲＮＡを抽
出するために、ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩａｇｅｎ）を使用し得る。ＤＮＡは、
ＤＮｅａｓｙＴｉｓｓｕｅＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて抽出し得る。ＲＴ－ＰＣＲの
ために、例えば、オリゴ（ｄＴ）２０とともに、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＩＩＩ第一
鎖合成システム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて、例えば、全ＲＮＡ２．５μｇから第
一鎖ｃＤＮＡを合成する。次いで、プライマー対、例えば、ＳＬＣ３４Ａ２－Ｆ１及びＲ
ＯＳ－Ｐ３を用いて、ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合遺伝子を増幅する（上記実施例４参照
）。ゲノムＰＣＲのために、プライマー対、例えば、ｇＳＬＣ３４Ａ２－Ｆ１とｇＲＯＳ
－Ｒ１又はＧｓｌｃ３４Ａ２－Ｆ１とｇＲＯＳ－Ｒ２とともに、Ｐｌａｔｉｎｕｍ　Ｔａ
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を行い得る（実施例４、上記参照）。
【０２８８】
　このような分析は、切断されたＲＯＳキナーゼ（及び／又はＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融
合タンパク質）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阻害治療
薬を用いた治療に対する候補である。
【実施例９】
【０２８９】
　包括的ホスホペプチドプロファイリングを用いたヒト癌試料中での変異体ＲＯＳキナー
ゼ発現の検出
　ヒトＮＳＣＬＣ中でのＲＯＳ融合突然変異の発生をさらに確認するために、上記包括的
ホスホペプチドプロファイリングのＩＡＰ技術（実施例１参照）を用いて、３４のヒトＮ
ＳＣＬＣ腫瘍の群を調べて、これらの腫瘍中にＲＯＳホスホペプチドを同定した。腫瘍試
料（瞬間凍結され、液体窒素中に保たれた解剖された腫瘍）は、中国の医療協力者（Ｓｅ
ｃｏｎｄ　Ｘｉａｎｇｙａ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｅｎｔｒａｌ　Ｓｏｕｔｈ　Ｕｎｉｖ
ｅｒｓｉｔｙ　Ｃｈａｎｇｓｈａ，Ｈｕｎａｎ）から取得した。
【０２９０】
　Ｐｏｌｙｔｒｏｎ破砕機を用いて、尿素溶解緩衝液３ｍＬ中で、凍結された組織約３０
０ｍｇを破砕した。細胞溶解液を清澄化し、還元し、アルキル化し、次いで、室温で一晩
、トリプシンを用いて消化した。標準的なプロトコールを用いて、免疫組織細胞化学によ
って、ホスホチロシンシグナル伝達が陽性であることに関して、これらの３４の腫瘍を事
前スクリーニングした。
【０２９１】
　これらの試料の包括的ホスホチロシンプロファイリングを、上記実施例１に記載されて
いるとおりに実施した。プロファイリングの結果は、３４の試料のうち１つがＲＯＳホス
ホペプチドとＳＬＣ３４Ａ２ホスホペプチドの両方を有し、ＩＲＳ－１及びＩＲＳ－２ホ
スホペプチドのような下流分子も有することを示した（下表１参照（検出された他のホス
ホペプチドは示されていない。））。この腫瘍のチロシンプロファイリングシグナチャは
、予想通り、ＮＳＣＬＣ細胞株ＨＣＣ７８のものと極めて似ている（表１参照）。ＦＩＳ
Ｈ分析は、この腫瘍がＲＯＳ転座を有することも示した（実施例７参照）。この患者（及
びＲＯＳ転座を保有する他の患者）中のＲＯＳ活性化がＳＬＣ３４Ａ２／ＲＯＳの異常な
転写物によるものであることをさらに確認するために、ＲＴ－ＰＣＲ、ＤＮＡ配列決定ア
ッセイを使用することができる。
【０２９２】
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【表１】

【図面の簡単な説明】
【０２９３】
【図１】それぞれ、染色体４ｐ及び６ｑ上のＳＬＣ３４Ａ２遺伝子及びＲＯＳ遺伝子の位
置（パネルＡ）並びに完全長ＳＬＣ３４Ａ２及びＲＯＳタンパク質のドメイン位置並びに
２つのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質バリアントのドメイン位置（パネルＢ及び
Ｃ）を示している。第一の（長い）バリアントでは、ＲＯＳの膜貫通ドメインの上流にあ
る残基１７５０に融合連結部が存在するのに対して、第二の（短い）バリアントでは、残
基１８５３に融合連結部が存在する。
【図２Ａ】ヒトＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質第一の（長い）バリアントのアミ
ノ酸配列（配列番号１）（１文字コード）（上パネル）であり、コードＤＮＡ配列（配列
番号２）（下パネル）も示されている。ＳＬＣ３４Ａ２部分の残基は斜字体であるのに対
して、ＲＯＳのキナーゼドメインの残基は太字である。
【図２Ｂ】ヒトＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質の第二の（短い）バリアントのア
ミノ酸配列（配列番号３）（１文字コード）（上パネル）であり、コードＤＮＡ配列（配
列番号４）も示されている（下パネル）。ＳＬＣ３４Ａ２部分の残基は斜字体であるのに
対して、ＲＯＳのキナーゼドメインの残基は太字である。
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【図３】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５）
（ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ受託番号０９５４３６）（上パネル）であり、コードＤＮＡ配列も
示されている（配列番号６）（ＧｅｎｅＢａｎｋ受託番号ＮＭ　００６４２４）（下パネ
ル）。転座に関与する残基に下線が付されている。
【図４Ａ】ヒトＲＯＳキナーゼのアミノ酸配列（１文字コード）（配列番号７）（Ｓｗｉ
ｓｓＰｒｏｔ受託番号Ｐ０８９２２）である。第一の（長い）バリアントの転座に関与し
ている残基に下線が付されているのに対して、下線が付された太字の残基は、第二の（短
い）バリアント転座に関与している残基である。
【図４Ｂ】ヒトＲＯＳキナーゼのコードＤＮＡ配列であり（配列番号８）（ＧｅｎｅＢａ
ｎｋ受託番号ＮＭ　００２９４４）である。第一の（長い）バリアントの転座に関与して
いる残基に下線が付されているのに対して、下線が付された太字の残基は、第二の（短い
）バリアント転座に関与している残基である。
【図４Ｂ－１】ヒトＲＯＳキナーゼのコードＤＮＡ配列であり（配列番号８）（Ｇｅｎｅ
Ｂａｎｋ受託番号ＮＭ　００２９４４）である。第一の（長い）バリアントの転座に関与
している残基に下線が付されているのに対して、下線が付された太字の残基は、第二の（
短い）バリアント転座に関与している残基である。
【図５】完全長／野生型ＲＯＳよりずっと低い分子量を有するＲＯＳの形態の発現を示す
ヒトＮＳＣＬＣ細胞株（ＨＣＣ７８）から得られる抽出物のウェスタンブロット分析であ
る。
【図６】ＰＣＲの２巡後における、ＲＯＳプライマーを用いた５’ＲＡＣＥ産物によるＲ
ＯＳの検出を示すゲルである。用いたプライマー（配列番号１３から１５）が示されてい
る。
【図７】ＳＬＣ３４Ａ２とＲＯＳの転座によって形成された融合遺伝子のＲＴ－ＰＣＲに
よる検出を示すゲルである。２つの各バリアント（長い及び短い）のエキソン４／エキソ
ン３２融合連結部のタンパク質（及びＤＮＡ）配列（配列番号９及び１０）及びエキソン
４／エキソン３４融合連結部のタンパク質（及びＤＮＡ）配列（配列番号１１及び配列番
号１２）が示されている。
【図８】融合タンパク質をもたらす転座に関与しているＳＬＣ３４Ａ２遺伝子中のエキソ
ン１から４及びＲＯＳ遺伝子中のエキソン３２から３４の位置を示す（上部）ダイアグラ
ムを示している。矢印は、図示されているプライマー配列とともに（配列番号１７から２
０）、融合タンパク質バリアントのＰＣＲ増幅のために使用されるプライマーの位置を示
している。
【図９】対照（レーン１及び２）と比較した、形質移入された２９３細胞（ヒト胎児由来
腎臓）中でのＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合タンパク質（第一の（長い）バリアント）の発
現を示すゲルである。
【図１０】ヒトＮＳＣＬＣ細胞株中での変異体ＲＯＳキナーゼのｓｉＲＮＡ阻害を示して
いる。パネルＡは、ｓｉＲＮＡ形質移入後の細胞阻害のグラフを示している。パネルＢは
、（変異体ＲＯＳによって誘導された細胞株中での）ＲＯＳの特異的ノックダウン及び増
加されたアポトーシスを示すイムノブロットであり、パネルＣは、ＲＯＳの下流に位置す
る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１１】２色の分離型（ｂｒｅａｋ－ａ－ｐａｒｔ）プローブを用いたＦＩＳＨによる
、（ヒトＮＳＣＬＣ細胞株中での）ＳＬＣ３４Ａ２－ＲＯＳ融合／転座の特異的な検出を
示す画像である。
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