
JP 2011-501669 A 2011.1.13

10

(57)【要約】
　本発明によれば、ＣＤ７４の一部と癌原遺伝子チロシ
ンプロテインキナーゼＲＯＳ前駆体（ＲＯＳ）キナーゼ
とを結合している融合タンパク質の原因となる、ヒト非
小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）における新規な遺伝子転座（
５ｑ３２、６ｑ２２）がここで同定されている。このＣ
Ｄ７４－ＲＯＳ融合タンパク質は、ＮＳＣＬＣ腫瘍のサ
ブグループの増殖および生存を引き起こすことが予想さ
れる。したがって、本発明は、部分的には、開示の変異
ＲＯＳキナーゼポリペプチドをコードしている単離ポリ
ヌクレオチドおよびベクター、それらを検出するための
プローブ、単離した変異ポリペプチド、組換えポリペプ
チド、ならびに該融合ポリペプチドおよび切断型ポリペ
プチドを検出するための試薬を提供する。開示の新しい
融合タンパク質の同定によって、生体試料中のこれらの
変異ＲＯＳキナーゼポリペプチドの存在を判定する新し
い方法、これらの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、およびこれらの変異ポリヌクレオチ
ドまたは変異ポリペプチドを特徴とする癌の進行を抑制
する方法が可能となり、本発明はこれらの方法も提供す
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下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有
する単離ポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：１のアミノ酸配列を含有するＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコー
ドしているヌクレオチド配列；
（ｂ）ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードしているヌクレオチド配列であって、
配列番号：２のヌクレオチド配列を含有するヌクレオチド配列；
（ｃ）ＣＤ７４のＮ末端アミノ酸配列（配列番号：３の残基１～２０８）およびＲＯＳの
キナーゼドメイン（配列番号：５の残基１９４５～２２２２）を含有するＣＤ７４－ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチドをコードしているヌクレオチド配列；
（ｄ）ＣＤ７４のＮ末端ヌクレオチド配列（配列番号：４の残基１～６２４）およびＲＯ
Ｓのキナーゼドメインヌクレオチド配列（配列番号：６の残基６０３２～６８６５）を含
有するヌクレオチド配列；
（ｅ）ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合ジャンクション（配列番号：２の残
基６２２～６２７）を含む少なくとも６つの連続したヌクレオチドを含有するヌクレオチ
ド配列；
（ｆ）ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクション（配列番号：１の残基２
０８～２０９）を含む少なくとも６つの連続したアミノ酸を含有するポリペプチドをコー
ドしているヌクレオチド配列；ならびに
（ｇ）（ａ）～（ｆ）のいずれかのヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチド配列。
【請求項２】
　（ｂ）の前記ヌクレオチド配列がＡＴＣＣ寄託番号＊＊＊－＊＊＊＊に含まれるｃＤＮ
Ａクローンのコードヌクレオチド配列を含有する、請求項１に記載の単離ポリヌクレオチ
ド。
【請求項３】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドとストリンジェントハイブリダイゼーション条件下
でハイブリッド形成する単離ポリヌクレオチドであって、ハイブリッド形成する前記単離
ポリヌクレオチドが、Ａ残基のみまたはＴ残基のみからなるヌクレオチド配列を有するポ
リヌクレオチドとはストリンジェントハイブリダイゼーション条件下でハイブリッド形成
しない単離ポリヌクレオチド。
【請求項４】
　前記ポリヌクレオチドが検出可能な標識をさらに含有する、請求項３に記載の単離ポリ
ヌクレオチド。
【請求項５】
　請求項１に記載の単離核酸分子をベクター内に挿入するステップを含む、組換えベクタ
ーの作製方法。
【請求項６】
　請求項５に記載の方法によって作製される組換えベクター。
【請求項７】
　請求項６に記載の組換えベクターを宿主細胞内に導入するステップを含む、組換え宿主
細胞の作製方法。
【請求項８】
　請求項７に記載の方法によって作製される組換え宿主細胞。
【請求項９】
　組換えＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを作製する方法であって、請求項８に記載の
組換え宿主細胞を前記融合ポリペプチドの発現に好適な条件下において培養するステップ
と、前記ポリペプチドを回収するステップとを含む方法。
【請求項１０】
　以下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有する
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単離ポリペプチド：
（ａ）配列番号：１のアミノ酸配列を含有するＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコー
ドしているアミノ酸配列；
（ｂ）ＣＤ７４のＮ末端アミノ酸配列（配列番号：３の残基１～２０８）およびＲＯＳの
キナーゼドメイン（配列番号：５の残基１９４５～２２２２）を含有するＣＤ７４－ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチドをコードしているアミノ酸配列；ならびに（ｃ）ＣＤ７４－ＲＯＳ融
合ポリペプチドの融合ジャンクション（配列番号：１の残基２０８～２０９）を含む少な
くとも６つの連続したアミノ酸を含有するポリペプチドをコードしているアミノ酸配列。
【請求項１１】
　（ａ）の前記アミノ酸配列がＡＴＣＣ寄託番号＊＊＊－＊＊＊＊に含まれるｃＤＮＡに
よってコードされるＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド配列を含有する、請求項１０に記
載の単離ポリペプチド。
【請求項１２】
　請求項６に記載の組換えベクターまたは請求項８に記載の組換え宿主細胞を用いて作製
される組換えＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは切断型ＲＯＳキナーゼポリペプチ
ド。
【請求項１３】
　請求項１０に記載のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを特異的に結合または検出する
が野生型ＣＤ７４も野生型ＲＯＳも結合または検出しない単離試薬。
【請求項１４】
　前記試薬が抗体または重同位体標識（ＡＱＵＡ）ペプチドである、請求項１２に記載の
単離試薬。
【請求項１５】
　前記ペプチドがＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクションのアミノ酸配
列を含む、請求項１５に記載の重同位体標識（ＡＱＵＡ）ペプチド。
【請求項１６】
　癌における変異ＲＯＳポリヌクレオチドおよび／または変異ＲＯＳポリペプチドの存在
を検出する方法であって、
（ａ）癌を有する患者または癌を有する疑いのある患者から生体試料を採取するステップ
と、
（ｂ）前記生体試料中にＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドおよび／またはＣＤ７４
－ＲＯＳ融合ポリペプチドが存在するかどうかを判定するために、請求項１に記載のポリ
ヌクレオチドを検出する少なくとも１つの試薬および／または請求項１３に記載の少なく
とも１つの試薬を利用するステップと
を含む方法。
【請求項１７】
　前記癌が肺癌である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記肺癌が非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　変異ＲＯＳポリヌクレオチドまたは変異ＲＯＳポリペプチドの存在によって、少なくと
も１つのＲＯＳキナーゼ阻害治療薬を含有する組成物に反応性を示す可能性の高い癌を同
定する、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　フローサイトメトリー（ＦＣ）、免疫組織化学（ＩＨＣ）、または免疫蛍光（ＩＦ）の
アッセイ形態で実施される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）またはポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）のアッセイ形態で実施される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
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　前記ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの活性を検出する、請求項１７に記載の方法。
【請求項２３】
　化合物がＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドおよび／またはＣＤ７４－ＲＯＳ融合
ポリペプチドを特徴とする癌の進行を抑制するかどうかを判定する方法であって、前記化
合物が前記癌において前記ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現および／または活性
を阻害するかどうかを判定するステップを含む方法。
【請求項２４】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドを検出する少なくとも１つの試薬および／または請
求項１３に記載の少なくとも１つの試薬を用いて、前記ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチ
ドの発現および／または活性の阻害を判定する、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを発現する癌の進行を抑制する方法であって、前記
癌において前記ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現および／または活性を阻害する
ステップを含む方法。
【請求項２６】
　前記癌が肺癌である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記肺癌が非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　生体試料中のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドおよび／またはＣＤ７４－ＲＯＳ
融合ポリペプチドの検出用のキットであって、請求項１に記載の少なくとも１つのポリヌ
クレオチドおよび／または請求項１３に記載の少なくとも１つの試薬、ならびに１つまた
は複数の第２の試薬を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般には癌に関わるタンパク質および遺伝子に関し、癌の検出、診断、およ
び治療に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多くの癌は、細胞のプロセスの異常な制御、あるいは細胞の無制御な成長および増殖を
導く、細胞のシグナル伝達経路における崩壊を特徴とする。これらの崩壊は、キナーゼな
どの特定のシグナル伝達タンパク質の活性における変化によって引き起こされることが多
い。非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）は、これらの癌の１つである。ＮＳＣＬＣは、米国にお
ける癌死の主要な原因であり、すべての肺癌のうち約８７％を占める。米国では毎年ＮＳ
ＣＬＣの新しい症例が約１５１，０００件あり、米国だけで毎年１２０，０００名を超え
る患者がこの疾患で死亡するであろうと推定される。「Cancer Facts and Figures 2005
」American
Cancer Societyを参照されたい。ＮＳＣＬＣには３種類の異なるサブタイプが含まれるが
、ＮＳＣＬＣはその転移後に初めて検出されることが多く、したがって、その死亡率は、
診断の２年以内で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の原因となる遺伝子転座は、
特定の癌を直接的に導き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腫瘍性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的に証明されている。このＢＣＲ－ＡＢＬ腫瘍性タンパク質は、ＣＭ
Ｌの症例の少なくとも９０～９５％で認められ、いわゆるフィラデルフィア染色体を形成
する、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ＢＣ
Ｒ配列中への遺伝子配列の転座によって生じる。例えば、Kurzockら、N. Engl. J. Med. 
319：990-998（1988）を参照されたい。この転座は、急性リンパ球性白血病およびＡＭＬ
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の症例においても観察される。
【０００４】
　他の多様な癌に関わるとされる変異タンパク質または融合タンパク質を生じさせる遺伝
子転座が記載されている。例えば、Faliniら、Blood 99（2）: 409-426（2002）は、血液
癌において生じることが知られている転座を概説している。これまでのところ、肺癌にお
いて生じている、わずかに限られた数の遺伝子転座および変異タンパク質が記載され、Ｎ
ｏｔｃｈ３が関与しているｔ（１５；１９）転座が含まれる。Dangら、J. Natl. Can. In
stit. 92（16）：1355-1357（2000）を参照されたい。小細胞肺癌および非小細胞肺癌に
おいて、ＲＮＡ結合タンパク質－６（ＲＢＭ―６）の発現および／または活性に欠陥が見
いだされている。Drabkinら、Oncogene 8（16）：2589-97（1999）を参照されたい。しか
し、これまでのところ、ヒトＮＳＣＬＣ癌においてプロテインキナーゼが関与する転座は
記載されていない。
【０００５】
　ＣＤ７４は、ＭＨＣクラスＩＩシャペロンタンパク質として機能する膜内在性タンパク
質である。神経膠芽細胞腫において、ＦＩＧ－ＲＯＳ欠失（６）（ｑ２１，ｑ２１）転座
から生じる、ＲＯＳキナーゼ発現における欠陥が記載されている。Charestら、Genes Chr
omos. Canc. 37（1）：58-71（2003）を参照されたい。マウスにおいて腫瘍の増殖を引き
起こし得るＲＯＳキナーゼの切断型も記載されている。Birchmeierら、Mol. Cell. Bio. 
6（9）：3109-3115（1986）を参照されたい。これまでのところ、ＲＯＳキナーゼ内に生
じる活性化点変異は知られていない。
【０００６】
　ヒトの癌における転座および変異を特定することは、そのような融合タンパク質または
変異タンパク質を標的とする新しい療法の開発およびそのような遺伝子転座がある患者を
特定するための新しい診断につながり得るためにたいへん望ましい。例えば、ＢＣＲ－Ａ
ＢＬは、白血病を治療するための療法の開発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（登録商標）（メシル酸イマチニブ、STI-571）がＣＭ
Ｌの治療用に承認された。この薬剤は、腫瘍細胞の増殖を引き起こすシグナル伝達経路と
干渉するように設計された新しいクラスの第１の抗増殖剤である。この薬剤の開発は、Ｃ
ＭＬおよびＡＬＬの従来の療法、すなわち、周知の副作用で困らされており、かつ悪性腫
瘍の根本的な原因を特異的に標的とすることができないために効果が限定されることの多
い化学療法および放射線療法を超える重要な進歩を意味する。同様に、Gleevec（登録商
標）などの標的阻害剤にきわめて反応性を示しそうな患者を特定するために、患者内のＢ
ＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質を特異的に検出するための試薬および方法が記載されている
。
【０００７】
　したがって、ＮＳＣＬＣのような肺癌を含むヒトの癌の進行に関わる融合タンパク質ま
たは変異タンパク質の原因となっている、新規な遺伝子転座または遺伝子変異を同定し、
そのような融合タンパク質の研究および検出のための新しい試薬および方法を開発する必
要性が残されている。そのような融合タンパク質の同定によって、特に、そのような変異
／融合タンパク質を阻害する新しい薬剤をスクリーニングする新しい方法、ならびに標的
療法に相応しい患者を選択する新しい方法が望ましく可能となるであろう。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明によれば、ＣＤ７４の一部と癌原遺伝子チロシンプロテインキナーゼＲＯＳ前駆
体（ＲＯＳ）キナーゼとを結合している融合タンパク質の原因となる、ヒト非小細胞肺癌
（ＮＳＣＬＣ）における新規な遺伝子転座（５ｑ３２、６ｑ２２）がここで同定されてい
る。このＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質は、ＲＯＳチロシンキナーゼ活性を維持してい
ると考えられ、この融合タンパク質を発現しているＮＳＣＬＣのような癌のサブセットに
おいて、ＮＳＣＬＣの増殖および生存を引き起こしていることが予想される。
【０００９】
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　したがって、本発明は、部分的には、開示の変異ＲＯＳポリペプチドをコードしている
単離ポリヌクレオチドおよびベクター、それらを検出するためのプローブおよびアッセイ
、単離した変異ＲＯＳポリペプチド、組換え変異ポリペプチド、ならびに変異ＲＯＳポリ
ヌクレオチドおよび変異ＲＯＳポリペプチドを検出するための試薬を提供する。開示の新
しい変異ＲＯＳキナーゼタンパク質およびＣＤ７４転座の同定によって、生体試料中の変
異ＲＯＳポリヌクレオチドまたは変異ＲＯＳポリペプチドの存在を判定する新しい方法、
変異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、および変異ＲＯＳ
ポリヌクレオチドまたは変異ＲＯＳポリペプチドの発現を特徴とする癌の進行を抑制する
方法が可能となり、本発明はこれらの方法も提供する。以下に、本発明の態様および実施
形態をより詳細に記載する。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】染色体５ｑおよび６ｑそれぞれにおけるＣＤ７４遺伝子およびＲＯＳ遺伝子の部
位（パネルＡ）と、全長のＣＤ７４タンパク質およびＲＯＳタンパク質のドメイン部位な
らびにＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質のドメイン部位（パネルＢおよびＣ）とを示す図
である。この融合のジャンクションは、ＲＯＳの膜貫通ドメイン上流の残基１８５３番に
存在する。
【図２】ヒトＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質のアミノ酸配列（１文字コード）（配列番
号：１）（上パネル）であり、コーディングＤＮＡ配列（配列番号：２）（下パネル）も
共に示す；ＣＤ７４の部分の残基には下線を引いてある一方、ＲＯＳのキナーゼドメイン
の残基は太字体である。
【図３】ヒトＣＤ７４タンパク質のアミノ酸配列（１文字コード）（配列番号：３）（Sw
issProt登録番号Ｐ０４２３３）（上パネル）であり、コーディングＤＮＡ配列（配列番
号：４）（GeneBank登録番号ＮＭ＿００１０２５１５９）（下パネル）も共に示す；転座
に関わる残基に下線を引いてある。
【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：５）（Swis
sProt登録番号Ｐ０８９２２）である；転座に関わる残基に下線を引いてある。
【図４Ｂ】ヒトＲＯＳキナーゼのコーディングＤＮＡ配列（配列番号：６）（GeneBank登
録番号ＮＭ＿００２９４４）である；転座に関わる残基に下線を引いてある。
【図５】ＲＴ－ＰＣＲによる、ＣＤ７４およびＲＯＳの転座で形成される融合遺伝子の検
出を示しているゲルである；ＣＤ７４－Ｆ１（上）およびＲＯＳ－ＧＳＰ３（下）のプラ
イマー配列（それぞれ、配列番号：９および１０）と共に示す。
【図６】二色分離プローブを使用したＦＩＳＨによる、（ヒトＮＳＣＬＣの細胞株および
患者における）ＲＯＳ融合／転座の特異的な検出を示す画像である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本発明によれば、変異キナーゼ融合タンパク質、ＣＤ７４－ＲＯＳの原因となるこれま
でに未知の遺伝子転座が、ここで、肺癌のサブタイプであるヒト非小細胞肺癌（ＮＳＣＬ
Ｃ）において同定されている。染色体（５ｑ３２）と染色体（６ｑ２２）との間で生じる
転座によって、ＣＤ７４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プロテインキナーゼＲＯＳ前駆体（ＲＯＳ）キナーゼの膜貫通ドメイ
ンおよびキナーゼドメインとを結合した融合タンパク質が産生される。この結果生じる７
０３アミノ酸のタンパク質であるＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質は、キナーゼ活性を維
持していると考えられ、この融合タンパク質を発現しているヒトＮＳＣＬＣ腫瘍のサブセ
ットの増殖および生存を引き起こしていることが予想される。
【００１２】
　神経膠芽細胞腫におけるＦＩＧ－ＲＯＳ欠失（６）（ｑ２１，ｑ２１）転座（前掲、Ch
arestら（2003）を参照されたい。）および活性のある切断型のＲＯＳ（前掲、Birchmeie
rらを参照されたい。）を含む、ＲＯＳキナーゼに関わる異常な融合タンパク質の原因と
なる少数の遺伝子転座が記載されているが、本開示のＣＤ７４－ＲＯＳの転座および融合
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タンパク質は新規であり、この融合キナーゼは原発性のヒトＮＳＣＬＣ患者において初め
て報告される。ＣＤ７４は、ＭＨＣクラスＩＩシャペロンタンパク質として機能する膜内
在性タンパク質である。ＲＯＳは、インス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、細胞の増殖および分化の過程に関与する。ＲＯＳは、ヒトに
おいて、多様な異なる組織の上皮細胞中で発現する。神経膠芽細胞腫ならびに中枢神経系
の腫瘍において、ＲＯＳの発現および／または活性化における欠陥が見いだされている。
例えば、前掲、Charestら（2003）を参照されたい。
【００１３】
　以下にさらに記載のように、ＣＤ７４－ＲＯＳの転座遺伝子および融合タンパク質は、
現在、単離および配列決定され、この変異キナーゼタンパク質を発現させるためのｃＤＮ
Ａが作製されている。したがって、本発明は、部分的には、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペ
プチドをコードする単離ポリヌクレオチド、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、ならびに組換え変異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利用するための方法、ベクター、および宿主細胞を提供する。ま
た、本発明は、部分的には、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードするアミノ酸配
列を含有する単離ポリペプチド、組換え変異ポリペプチド、ならびにＣＤ７４－ＲＯＳ融
合ポリペプチドを特異的に結合および／または検出するが、野生型ＣＤ７４も野生型ＲＯ
Ｓも結合または検出しない単離試薬も提供する。本発明のこれらの態様は、後でさらに詳
述するが、なかでも、肺癌ならびにＣＤ７４－ＲＯＳの転座および／または融合タンパク
質を特徴とする他の癌を特定するための、変異ＲＯＳキナーゼの発現／活性によって引き
起こされる癌の機序のさらなる研究において、ならびに以下にさらに記載のような本発明
の方法の実施において有用であろう。
【００１４】
　このＲＯＳキナーゼの新規な変異体および転座の同定には、この転座および／または融
合タンパク質を特徴とする、ＮＳＣＬＣのような疾患の診断および治療の可能性に向けて
重要な意味がある。ＮＳＣＬＣは、米国における癌死の主要な原因であり、転移するまで
診断するのが難しいことが多く、この疾患を効果的に治療する、あるいは治癒させること
をますます困難にしている。このため、ＮＳＣＬＣの死亡率は、診断後２年以内で７５％
である。前掲、American Cancer Societyを参照されたい。標的化されたＥＧＦＲ－阻害
剤が現在ＮＳＣＬＣの治療用に承認されているが、この療法は、全体的にまたは部分的に
、（ＥＧＦＲではなく、あるいはＥＧＦＲに加えて）変異ＲＯＳキナーゼが発現してその
疾患を引き起こしている腫瘍を有する患者に対して、部分的にまたは全体的に効果がない
こともあり得ることが予想される。
【００１５】
　したがって、ＮＳＣＬＣ腫瘍のサブセットにおいて増殖および生存を引き起こすことが
予想される、ＮＳＣＬＣにおける遺伝子転座から生じるＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質
の本発見は、哺乳動物の（ＮＳＣＬＣのような）肺癌、ならびにＣＤ７４－ＲＯＳ融合タ
ンパク質または切断型ＲＯＳキナーゼを発現している他の癌を、正確に同定するための重
要な新しい方法を使用可能にする。これらの腫瘍は、この変異ＲＯＳキナーゼのキナーゼ
活性の阻害剤に反応性を示す可能性がきわめて高い。変異ＲＯＳキナーゼによって引き起
こされる癌を可能な限り早期に同定できることは、どの療法、あるいは併用療法が特定の
患者に最適かを臨床的に決定するのを大いに助けるであろうし、したがって、実際にはそ
の癌を引き起こしている主要なシグナル伝達分子ではない他のキナーゼを標的とする阻害
剤の処方を回避するのに役立つ。
【００１６】
　したがって、本発明は、部分的には、本発明の融合に特異的な試薬および変異に特異的
な試薬を用いて、癌におけるＣＤ７４－ＲＯＳの転座（ｔ（５，６）（ｑ３２、ｑ２２）
および／または融合ポリペプチドがあることを検出する方法を提供する。このような方法
を、例えば、この変異タンパク質のＲＯＳキナーゼ活性の阻害剤に反応性を示す可能性が
高い、ＮＳＣＬＣ腫瘍のような癌を同定するために実施することもできる。また、本発明
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は、部分的には、化合物がＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを特徴とする癌の進行を抑
制するかどうかを決定するための方法も提供する。さらに、本発明は、変異ポリペプチド
の発現および／または活性を阻害することによってＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを
発現する癌の進行を抑制するための方法も提供する。このような方法については、後でさ
らに詳述する。本発明を実施する中で、当業者に知られる任意の好適な材料および／また
は方法を利用することができる。ただし、好ましい材料および方法については記載する。
以下の記載および実施例において言及する材料および試薬などは、特に明記しない限り、
市販の供給源から得ることができる。
【００１７】
　本発明のさらなる態様、効果、および実施形態については、後でさらに詳述する。本明
細書に引用する特許、公開された出願、および科学文献は、当業者の知識を確証し、それ
ぞれが参照により組み込まれるものとして具体的かつ個別に示されているのと同程度に、
その全体が参照により本明細書に組み込まれる。本明細書中のあらゆる引用文献と本明細
書の特定の教示との間のいかなる矛盾も後者を支持して解決されるものとする。同様に、
技術分野で知られている単語または句の定義と本明細書中で特定的に教示する単語または
句の定義との間のいかなる矛盾も後者を支持して解決されるものとする。本明細書中で用
いているように、以下の用語には示すような意味がある。本明細書中で用いているように
、単数形「一（a、an）」および「該（the）」は、その内容が他に明示されない限り、特
にこれらが指す用語の複数形も包含する。「約」という用語は、およそ、近辺、おおよそ
、または周辺を意味するために本明細書中で用いられている。数値の範囲に関連して「約
」という用語を用いる場合には、記載する数値の上下の境界が拡張されることによってそ
の範囲が少し変化する。一般に、「約」という用語は、記述した値の上下で２０％の変動
により数値を変化させるために本明細書中で用いられている。
【００１８】
　「抗体（antibody）」または「抗体（antibodies）」とは、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、
ＩｇＤ、およびＩｇＥを含む全種類の免疫グロブリンのことをいい、そのＦａｂ断片また
は抗原認識断片が含まれ、キメラ抗体、ポリクローナル抗体、およびモノクローナル抗体
が含まれる。本発明の抗体を産生するために好適なペプチド抗原を、周知の技術に従って
設計、構築、および利用することができる。例えば、ANTIBODIES：A LABORATORY MANUAL,
 第5章, p.75-76、HarlowおよびLane（編）、Cold Spring Harbor Laboratory（1988）；
Czernik、Methods
In Enzymology, 201：264-283（1991）；Merrifield、J. Am. Chem. Soc. 85：21-49（19
62））を参照されたい。また、単鎖抗体、ラクダ科動物抗体およびその類似物ならびに重
鎖または軽鎖を含むその抗体の構成要素を含む、４鎖より少ない抗体分子も本発明の範囲
内にある。いくつかの実施形態において、免疫グロブリン鎖は、５’側から３’側の順序
で可変領域および定常領域を含有していてもよい。この可変領域は、ＦＲ１、ＣＤＲ１、
ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、およびＦＲ４の構造をとるために、分散型のフレ
ームワーク（ＦＲ）領域と共に、３つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を含有していてもよい
。また、重鎖または軽鎖の可変領域、フレームワーク領域、およびＣＤＲも本発明の範囲
内にある。本発明の抗体は、ＣＨ１領域、ヒンジ領域、ＣＨ２領域、およびＣＨ３領域の
一部もしくは全部を含む重鎖定常領域を含有していてもよい。本発明の抗体は、１×１０
－７Ｍまたはそれより小さい結合親和性（ＫＤ）を有していてもよい。他の実施形態では
、該抗体は、１×１０－８Ｍ、１×１０－９Ｍ、１×１０－１０Ｍ、１×１０－１１Ｍ、
１×１０－１２Ｍ、またはそれより小さいＫＤで結合する。特定の実施形態において、こ
のＫＤは、１ｐＭ～５００ｐＭ、５００ｐＭ～１μＭの間、１μＭ～１００ｎＭの間、ま
たは１００ｍＭ～１０ｎＭの間である。本発明の抗体は、任意の種の動物、好ましくは哺
乳動物から得ることができる。非限定的な自然抗体の例には、ヒト、ニワトリ、ヤギ、お
よび齧歯動物（例えば、ラット、マウス、ハムスター、およびウサギ）に由来する抗体が
含まれ、この齧歯動物には、ヒト抗体を産生させるために遺伝的に改変した遺伝子導入齧
歯動物が含まれる（例えば、Lonbergら、ＷＯ第９３／１２２２７号；米国特許第５，５
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４５，８０６号；およびKucherlapatiら、ＷＯ第９１／１０７４１号；米国特許第６，１
５０，５８４号を参照されたく、これらは参照によりその全体が本明細書に組み込まれる
）。自然抗体は宿主動物によって産生される抗体であるが、本発明は、そのアミノ酸配列
を天然の抗体のアミノ酸配列から変化させた遺伝子改変抗体も意図する。本出願に対する
組換えＤＮＡ技術の適合性から、自然抗体に見られるアミノ酸の配列に限定する必要はな
く、望ましい特性を得るために抗体を再設計することができる。可能な変形態様は多数あ
り、ただ１つのまたは少数のアミノ酸を変更することから、例えば可変領域または定常領
域の、完全な再設計までに及ぶ。定常領域における変更は、一般に、補体固定、膜との相
互作用、および他のエフェクター機能のような特性を改良または変化させるためになされ
るであろう。可変領域における変更は、抗原結合特性を改良するためになされるであろう
。「ヒト化抗体」という用語は、本明細書中で用いているように、本来の結合能力を依然
として維持させたまま、より厳密にヒト抗体に類似させるために、非抗原結合領域中でア
ミノ酸を置換した抗体分子のことをいう。特定的に意図される他の抗体は、オリゴクロー
ナル抗体である。本明細書中で用いているように、「オリゴクローナル抗体」という句は
、異なるモノクローナル抗体の所定の混合物のことをいう。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ第９
５／２０４０１号；米国特許第５，７８９，２０８号および第６，３３５，１６３号を参
照されたい。一実施形態では、１つまたは複数のエピトープに対する抗体の所定の混合物
からなるオリゴクローナル抗体は、単一の細胞内で産生される。他の実施形態では、オリ
ゴクローナル抗体は、多様な特異性を有する抗体を産生するために、一般的な軽鎖と対形
成できる複数の重鎖を含有する（例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ第０４／００９６１８号）。オ
リゴクローナル抗体は、単一の標的分子上の複数のエピトープを標的とすることが望まれ
る場合に特に有用である。本明細書に開示のアッセイおよびエピトープに鑑みて、当業者
は、意図する目的および所望の必要性のために適用可能な抗体または抗体の混合物を作製
または選択することができる。本発明において特定したリン酸化部位に対する組換え抗体
も本出願中に含まれる。これらの組換え抗体は、その自然抗体と同じアミノ酸配列を有す
る、あるいは本出願においてその自然抗体の変更したアミノ酸配列を有する。これらは、
原核生物および真核生物の両方の発現系を含む任意の発現系において、あるいはファージ
ディスプレイ法を用いて作製することができる（例えば、Dowerら、ＷＯ第９１／１７２
７１号、およびMcCaffertyら、ＷＯ第９２／０１０４７号；米国特許第５，９６９，１０
８号を参照されたく、これらは参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。抗体を
、多数の方法によって改変することができる。これらは、（小モジュール免疫薬剤、すな
わちSMIP（商標）を含む）単鎖抗体、Ｆａｂ断片、およびＦ（ａｂ’）２断片などとして
作製することができる。抗体を、ヒト化、キメラ化、脱免疫化する、あるいは、完全なヒ
ト抗体とすることができる。多数の刊行物に、多種類の抗体およびそのような抗体の改変
方法が記載されている。例えば、米国特許第６，３５５，２４５号；第６，１８０，３７
０号；第５，６９３，７６２号；第６，４０７，２１３号；第６，５４８，６４０号；第
５，５６５，３３２号；第５，２２５，５３９号；第６，１０３，８８９号；および第５
，２６０，２０３号を参照されたい。これらの遺伝子改変抗体は、上記の自然抗体と機能
的に同等であるべきである。特定の実施形態において、改変抗体は、改良された安定性ま
たは／および治療有効性をもたらす。改変抗体の例には、アミノ酸残基の保存的置換、お
よび抗原結合の有用性をそれほど悪化させることのない１つまたは複数のアミノ酸の欠失
または付加を有するものが含まれる。置換は、その治療的な有用性が維持される限り、１
つまたは複数のアミノ酸残基を変更または修飾することから領域を完全に再設計すること
までに及んでもよい。本出願の抗体を、翻訳後に修飾（例えば、アセチル化、および／ま
たはリン酸化）することができ、あるいは合成的に修飾（例えば、標識基を付加）するこ
とができる。改変したまたはバリアントの定常領域またはＦｃ領域を有する抗体は、例え
ば抗原依存性細胞傷害作用（ＡＤＣＣ）および補体依存性細胞傷害作用（ＣＤＣ）などの
、エフェクター機能を調節するのに有用となり得る。改変したまたはバリアントの定常領
域またはＦｃ領域を有するそのような抗体は、親シグナル伝達タンパク質（表１）が正常
な組織内で発現している場合に有用となり得る；これらの場合、エフェクター機能のない
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バリアント抗体は、正常組織を損傷せずに所望の治療反応性を引き出し得る。したがって
、本開示の特定の態様および方法は、１つまたは複数のアミノ酸の置換、挿入、および／
または欠失を含有し、エフェクター機能が変化している抗体に関する。「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、調節的、または生化学的な機能を有す
るタンパク質のことをいう。同様に、「免疫学的に活性な」とは、自然の、組換えの、あ
るいは合成のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは切断型ＲＯＳポリペプチド、また
はこれらの任意のオリゴペプチドが、適切な動物内または細胞内で特定の免疫応答を誘導
できること、および特定の抗体と結合できることをいう。
【００１９】
　「生体試料」という用語は、最も広義に用いられており、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌ
クレオチドまたは切断型ＲＯＳポリヌクレオチドあるいはＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプ
チドまたは切断型ＲＯＳポリペプチドあるいはこれらの断片を含むと考えられる任意の生
体試料を意味し、細胞、細胞から単離した染色体（例えば、広がった中期染色体）、（溶
体中の、あるいはサザン解析用などの固体担体に結合した）ゲノムＤＮＡ、（溶体中の、
あるいはノーザン解析用などの固体担体に結合した）ＲＮＡ、（溶体中の、あるいは固体
担体に結合した）ｃＤＮＡ、細胞からの抽出物、血液、尿、骨髄、または組織などを含み
得る。
【００２０】
　本明細書中で用いている技術用語および科学用語には、他で定義されない限り、本発明
が属する技術分野の当業者に一般に理解されている意味がある。本明細書において、当業
者に知られている種々の方法および材料に対して参照を行う。組換えＤＮＡ技術の一般的
な原理を記載している標準的な参考資料には、Sambrookら、Molecular Cloning：A Labor
atory Manual, 第2版, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York（1989）；Kauf
manら（編）、Handbook
of Molecular and Cellular Methods in Biology in Medicine, CRC Press, Boca Raton
（1995）；McPherson（編）、Directed
Mutagenesis：A Practical Approach, IRL Press, Oxford（1991）が含まれる。薬理学の
一般的な原理を記載している標準的な参考資料には、GoodmanおよびGilmanのThe Pharmac
ological Basis of
Therapeutics, 第11版, McGraw Hill
Companies社, New York（2006）が含まれる。
【００２１】
　癌および変異ＲＯＳのポリヌクレオチドまたはポリペプチドに関して、「を特徴とする
」とは、ＣＤ７４－ＲＯＳのような転座および／または融合ポリペプチドが存在しない癌
と比較して、ＣＤ７４－ＲＯＳ遺伝子の転座および／またはＣＤ７４－ＲＯＳ遺伝子が発
現した融合ポリペプチドが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
、全体的にあるいは部分的に、そのような癌の増殖および生存を引き起こし得る。
【００２２】
　「コンセンサス」とは、不要な塩基を分離するために再配列決定した核酸配列、または
XL-PCR（商標）（Perkin Elmer, Norwalk, Conn.）を使用して５’および／または３’方
向に伸長して再配列決定した核酸配列、GELVIEW（商標）断片構築システム（GCG, Madiso
n, Wis.）を使用して２つ以上のIncyteクローンの重複している配列から構築した核酸配
列、または伸長および構築の両方を行った核酸配列のことをいう。
【００２３】
　「ＲＯＳキナーゼ阻害治療薬」とは、野生型または切断型のＲＯＳの発現および／また
は活性を、直接的もしくは間接的に、単独でかつ／もしくはＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパ
ク質の一部として阻害する、１つまたは複数の化学的または生物学的な化合物を含有する
任意の組成物を意味する。
【００２４】
　「誘導体」とは、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードしている核酸配列の化学
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修飾、あるいはそのコードされたポリペプチド自体のことをいう。このような修飾の例は
、アルキル基、アシル基、またはアミノ基による水素の置換であろう。核酸の誘導体は、
自然分子の必須の生物学的特性を維持するポリペプチドをコードするであろう。
【００２５】
　本明細書に開示のポリペプチド、ポリヌクレオチド、または試薬に関して、「検出可能
な標識」とは、これらに限定されるわけではないが、蛍光、質量、残基、色素、放射性同
位体、標識、またはタグ修飾などを含む、化学的、生物学的、あるいは他の修飾を意味し
、これによって目的とする分子の存在を検出し得る。
【００２６】
　生体試料中のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドに関して、「発現」または「発現した
」とは、この融合ポリペプチドがそれほど発現していない対照試料と比較して、顕著に発
現していることを意味する。
【００２７】
　「重同位体標識ペプチド」（ＡＱＵＡペプチドと互換可能に用いる）とは、少なくとも
１つの重同位体標識を含有するペプチドを意味し、これは、後でさらに述べる、ＷＯ第／
０３０１６８６１号、「Absolute Quantification of Proteins and Modified Forms The
reof by
Multistage Mass Spectrometry」（Gygiら）に記載のように、タンパク質の絶対的な定量
化または検出に好適である。このようなＡＱＵＡペプチドに関して、「特異的に検出する
」という用語は、このペプチドがＡＱＵＡペプチド配列を含むポリペプチドおよびタンパ
ク質のみを検出および定量化し、ＡＱＵＡペプチド配列を含まないポリペプチドおよびタ
ンパク質を実質上検出しないであろうことを意味する。
【００２８】
　「単離した」（または「実質上精製した」）とは、その自然環境から取り出して、単離
または分離した核酸配列またはアミノ酸配列のことをいう。これらは、これらが自然に結
合している他の成分が、少なくとも６０％ないことが好ましく、７５％ないことがより好
ましく、９０％以上ないことが最も好ましい。
【００２９】
　「模倣体」とは、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドまたはその一部の構造の知識から
その構造が開発されている分子であって、したがって、転座関連のタンパク質様分子の作
用の一部もしくは全部を遂行することができる分子のことをいう。
【００３０】
　「変異ＲＯＳ」ポリヌクレオチドまたは「変異ＲＯＳ」ポリペプチドとは、本明細書に
記載のようなＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドまたはＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペ
プチドを意味する。
【００３１】
　「ポリヌクレオチド」（または「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、またはポリヌクレオチド、およびこれらの断片または一部、ならびにゲノム
由来または合成由来のＤＮＡまたはＲＮＡのことをいい、これらは一本鎖または二本鎖で
あってもよく、センス鎖またはアンチセンス鎖を表してもよい。
【００３２】
　「ポリペプチド」（または「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、またはタンパク質の配列、およびこれらの断片または一部、ならびに天然に存
在する分子または合成分子のことをいう。本明細書中で天然に存在するタンパク質分子の
アミノ酸配列のことをいうために「アミノ酸配列」を列挙する場合に、「アミノ酸配列」
および「ポリペプチド」または「タンパク質」などの同様の用語は、アミノ酸配列を、列
挙したタンパク質分子に関連した、完全な、天然のアミノ酸配列に限定することを意味す
るわけではない。
【００３３】
　「ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチド」とは、自然供給源か、合成供給源か、半合
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成供給源か、または組換え供給源かを問わず、任意の供給源に由来する、任意の種、特に
、ウシ、ヒツジ、ブタ、マウス、ウマ、および好ましくはヒトを含む哺乳動物から得られ
る、実質上精製した、本明細書に記載のＣＤ７４－ＲＯＳ転座の遺伝子産物、すなわち融
合ポリヌクレオチドの核酸配列のことをいう。
【００３４】
　「ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド」とは、自然、合成、半合成、または組換えかを
問わず任意の供給源からの任意の種、特に、ウシ、ヒツジ、ブタ、マウス、ウマ、および
好ましくはヒトを含む哺乳動物から得られ、実質上精製した、本明細書に記載のＣＤ７４
－ＲＯＳ融合ポリペプチドのアミノ酸配列のことをいう。
【００３５】
　抗体とタンパク質またはペプチドとの相互作用に関して、「特異的に結合する」（ある
いは「特異的に結合している」または「特異的結合」）という用語は、その相互作用がそ
のタンパク質上の特定の構造（すなわち、抗原決定基またはエピトープ）の存在に依存し
ていることを意味する；換言すれば、その抗体は、タンパク質全体よりはむしろ特定のタ
ンパク質構造を認識して結合している。特異的でない配列または抗原決定基に対する抗体
の結合に関して、「結合しない」という用語は、その抗体に特異的な抗原決定基または配
列に対する抗体の結合と比較して、実質上反応しないことを意味する。
【００３６】
　配列またはプローブのハイブリダイゼーション条件に関して、「ストリンジェント条件
」という用語は、約Ｔｍマイナス５℃（そのプローブまたは配列の融解温度（Ｔｍ）より
５℃下）からＴｍより約２０℃～２５℃下までの範囲内で生じる「ストリンジェンシー」
である。典型的なストリンジェント条件は以下の通りである：５０％ホルムアミド、５×
ＳＳＣ（７５０ｍＭ
ＮａＣｌ、７５ｍＭクエン酸３ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）
、５×デンハート液、１０％デキストラン硫酸、および２０マイクログラム／ｍＬの変性
、切断したサケ精子ＤＮＡを含む溶液中、４２℃で一晩インキュベートした後、０．１×
ＳＳＣ中、約６５℃でフィルターを洗浄する。当業者に理解されるであろうように、同一
または類似のポリヌクレオチド配列を同定または検出するために、ハイブリダイゼーショ
ンのストリンジェンシーを変えることもできる。
【００３７】
　ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの「バリアント」とは、１つまたは複数のアミノ酸
だけ変更されたアミノ酸配列のことをいう。このバリアントは、「保存的」変化をする場
合もあり、このとき、置換されたアミノ酸は構造的または化学的に類似した特性を有し、
例えば、ロイシンがイソロイシンで置換される。稀に、バリアントが「非保存的」変化を
する場合もあり、例えば、グリシンがトリプトファンで置換される。類似した軽微な変化
には、アミノ酸の欠失または挿入、あるいはその両方が含まれ得る。生物学的または免疫
学的な活性を損なうことなく、どのアミノ酸残基を置換、挿入、または欠失することがで
きるかを決定する際の手引きは、例えばＤＮＡＳＴＡＲソフトウェアなど、当技術分野に
おいて周知のコンピュータープログラムを用いて見いだすこともできる。
【００３８】
　Ａ．ヒトＮＳＣＬＣにおける変異ＲＯＳキナーゼの同定。ヒトＮＳＣＬＣにおいて染色
体（５ｑ３２）と染色体（６ｑ２２）との間で生じ、ＣＤ７４のＮ末端（エクソン１～６
）とＲＯＳの膜貫通ドメインおよびキナーゼドメイン（エクソン３４～４３）とを結合し
た、２種類のバリアントの融合タンパク質の発現に至る、本明細書に開示の新規なヒト遺
伝子転座は、驚いたことに、肺癌のサブタイプであるヒト非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患
者からの抽出物で包括的なリン酸化ペプチドプロファイルを調べていた時に同定された。
この転座に関与するこれらの染色体、遺伝子、および産物を図１に示す。
【００３９】
　この細胞株のリン酸化プロファイルは、複雑な混合物から修飾ペプチドを単離し、質量
分析で特徴解析するための最近記載された技術を用いて明らかにした（本明細書中で実施
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例１にさらに記載のように、米国特許公開第２００３００４４８４８号、Rushら、「Immu
noaffinity Isolation of Modified
Peptides from Complex Mixtures」（「ＩＡＰ」技術）を参照されたい。リン酸化チロシ
ン特異的抗体（CELL SIGNALING TECHNOLOGY社, Beverly, MA,
2003/04 カタログ#9411）を使用したＩＡＰ技術の適用により、１名のＮＳＣＬＣ患者が
、（そうでない大部分の他のＮＳＣＬＣ患者とは対照的に）ＲＯＳキナーゼを発現するこ
とを特定した。このスクリーニングにより、ＲＯＳを含む、この患者における多数の他の
活性化したキナーゼが同定された。次いで、５’ＲＡＣＥ法による、ＲＯＳの５’の配列
の解析によって、このキナーゼがＣＤ７４のＮ末端に融合されていることを確認した（図
５を参照されたい）。
【００４０】
　図１のパネルＢに示すように、ＣＤ７４－ＲＯＳ転座は、ＣＤ７４のＮ末端（アミノ酸
１～２０８）をＲＯＳの膜貫通ドメインおよびキナーゼドメイン（アミノ酸１８５３～２
３４７）（配列番号：１も参照されたい）と結合して、１つの融合体を生じさせる（図１
のパネルＣを参照されたい）。この転座は、ＣＤ７４の最も５’側の膜貫通ドメインを維
持している。この結果生じるＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質は、７０３アミノ酸（図１
のパネルＣおよび図２（配列番号：１）を参照されたい）を含有するが、ＲＯＳのキナー
ゼ活性を維持していることが予想される。
【００４１】
　ヒトＮＳＣＬＣ腫瘍の包括的なリン酸化ペプチドプロファイリングおよびＦＩＳＨ解析
によって、少ない割合の患者が実際にこの変異を有しており（実施例１および３を参照さ
れたい）、これらの患者はＲＯＳ阻害剤療法の恩恵をうけ得ることが示されている。
【００４２】
　Ｂ．単離ポリヌクレオチド。本発明は、部分的には、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチ
ドをコードする単離ポリヌクレオチド、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、なら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利用するための方法、ベクター、および宿主細胞を提供する。特に
明記しない限り、本明細書中でＤＮＡ分子をシークエンシングすることによって決定する
全ヌクレオチド配列は、（Applied Biosystems社からのモデル３７３などの）自動ＤＮＡ
配列決定装置を使用して決定し、本明細書中で決定するＤＮＡ分子によってコードされる
ポリペプチドの全アミノ酸配列は、自動ペプチド配列決定装置を使用して決定した。この
自動化アプローチによって決定する任意のＤＮＡ配列について当技術分野で知られている
ように、本明細書中で決定する任意のヌクレオチド配列は、いくつかのエラーを含み得る
。自動操作によって決定するヌクレオチド配列は、配列決定するＤＮＡ分子の実際のヌク
レオチド配列と、典型的には少なくとも約９０％同一であり、より典型的には少なくとも
約９５％から少なくとも約９９．９％同一である。実際の配列は、当技術分野で周知の手
動ＤＮＡ配列決定方法などの他のアプローチによって、より正確に決定することができる
。また、当技術分野で知られているように、実際の配列と比較して、決定したヌクレオチ
ド配列中にある１つの挿入または欠失は、そのヌクレオチド配列の翻訳物中に、そのよう
な挿入または欠失の部位から始まり、決定し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したＤＮＡ分子によって実際にコードされるアミノ酸配列と完
全に異なるようなフレームシフトを引き起こすであろう。特に明記しない限り、本明細書
中に記載の各ヌクレオチド配列は、デオキシリボヌクレオチドの配列（略記Ａ、Ｇ、Ｃ、
およびＴ）として示す。しかし、核酸分子またはポリヌクレオチドの「ヌクレオチド配列
」は、ＤＮＡ分子またはポリヌクレオチドについては、デオキシリボヌクレオチドの配列
を、ＲＮＡ分子またはポリヌクレオチドについては、対応するリボヌクレオチドの配列（
Ａ、Ｇ、Ｃ、およびＵ）を意図し、ここで、特定の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）により置
換される。例えば、配列番号：２の配列またはデオキシリボヌクレオチドの略記号を用い
て記載される配列を有するＲＮＡ分子の参照は、配列番号：２の各デオキシリボヌクレオ



(14) JP 2011-501669 A 2011.1.13

10

20

30

40

50

チドＡ、Ｇ、またはＣが対応するリボヌクレオチドＡ、Ｇ、またはＣにより置換され、か
つ各デオキシリボヌクレオチドＴがリボヌクレオチドＵにより置換されている配列を有す
るＲＮＡ分子を示すことを意図する。
【００４３】
　一実施形態では、本発明は、以下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有する単離ポリヌクレオチドを提供する：（ａ）配列番号：１
のアミノ酸配列を含有するＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードしているヌクレオ
チド配列；（ｂ）ＣＤ７４のＮ末端アミノ酸配列（配列番号：３の残基１～２０８）およ
びＲＯＳのキナーゼドメイン（配列番号：５の残基１９４５～２２２２）を含有するＣＤ
７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードしているヌクレオチド配列；（ｃ）ＣＤ７４のＮ
末端ヌクレオチド配列（配列番号：４の残基１～６２４）およびＲＯＳのキナーゼドメイ
ンヌクレオチド配列（配列番号：６の残基６０３２～６８６５）を含有するヌクレオチド
配列；（ｄ）ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合ジャンクション（配列番号：
２の残基６２２～６２７）を含む少なくとも６つの連続したヌクレオチドを含有するヌク
レオチド配列；（ｅ）ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクション（配列番
号：１の残基２０８～２０９を含む少なくとも６つの連続したアミノ酸を含有するポリペ
プチドをコードしているヌクレオチド配列；ならびに（ｆ）（ａ）～（ｅ）のいずれかの
ヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチド配列。
【００４４】
　図２にあるヌクレオチド配列（配列番号：２）のような、本明細書に記載の情報を利用
し、出発物質としてｍＲＮＡを使用してｃＤＮＡをクローニングするための方法などの標
準的なクローニング法およびスクリーニング法を用いて、本発明の変異ＲＯＳポリペプチ
ドをコードしている本発明の核酸分子を得ることもできる。この融合遺伝子は、他の肺の
癌腫、またはＣＤ７４－ＲＯＳ転座（５ｑ３２、６ｑ２２）が生じる、あるいは欠失また
は他の転座により野生型キナーゼの細胞外ドメインを欠いている切断型ＲＯＳキナーゼの
発現に至る癌におけるｃＤＮＡライブラリー中でも同定され得る。
【００４５】
　ＣＤ７４－ＲＯＳ転座遺伝子産物の決定したヌクレオチド配列（配列番号：２）は、キ
ナーゼ融合タンパク質７０３アミノ酸（図２（配列番号：１）および図１を参照されたい
）をコードする。ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドは、野生型ＣＤ７４タンパク質
のＮ末端（エクソン１～６）をコードする野生型ＣＤ７４のヌクレオチド配列（図３（配
列番号：３）を参照されたい）の一部と野生型ＲＯＳタンパク質（エクソン３４～４３）
の膜貫通ドメインおよびキナーゼドメインをコードする野生型ＲＯＳのヌクレオチド配列
（図４（配列番号：５）を参照されたい）の一部を含有する。図１を参照されたい。
【００４６】
　示しているように、本発明は、部分的には、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質の成熟型
を提供する。シグナル仮説によれば、哺乳動物細胞により分泌されるタンパク質には、伸
長するタンパク質鎖の粗面小胞体からの輸送が開始されると成熟タンパク質から切断され
るシグナル配列または分泌リーダー配列がある。多くの哺乳動物細胞、および昆虫細胞も
、同様の特異性で分泌タンパク質を切断する。しかし、場合によっては、分泌タンパク質
の切断が完全に一様であるというわけではなく、その結果、そのタンパク質について２つ
以上の成熟種が生じる。さらに、分泌タンパク質の切断特異性は、最終的に完全なタンパ
ク質の一次構造によって決まることが長い間知られており、すなわち、そのポリペプチド
のアミノ酸配列に固有である。したがって、本発明は、部分的には、ブダペスト条約の条
項の規定により、２００６年９月２０日にアメリカ培養細胞系統保存機関（Manassas, Vi
rginia, U.S.A.）に寄託された、ＡＴＣＣ寄託番号＊＊＊－＊＊＊＊として識別されるｃ
ＤＮＡクローンにコードされるアミノ酸配列を有する成熟ＣＤ７４－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。
【００４７】
　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ＣＤ７４
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－ＲＯＳポリペプチドとは、寄託された宿主細胞内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オープンリーディングフレームを哺乳動物細
胞（後述するように、例えば、ＣＯＳ細胞）で発現させることによって産生されるこの融
合タンパク質の成熟型を意味する。
【００４８】
　示しているように、本発明のポリヌクレオチドは、ｍＲＮＡのようなＲＮＡの形態であ
ってもよく、あるいは、例えばクローニングによって得られるかまたは合成によって産生
されるｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡを含む、ＤＮＡの形態であってもよい。このＤＮＡは
、二本鎖または一本鎖であってよい。一本鎖のＤＮＡまたはＲＮＡは、センス鎖としても
知られるコード鎖であってもよく、あるいはアンチセンス鎖とも呼ばれる非コード鎖であ
ってもよい。
【００４９】
　本発明の単離ポリヌクレオチドは核酸分子、ＤＮＡ、またはＲＮＡであり、これらの天
然の環境から取り出されている。例えば、ベクター内に含まれる組換えＤＮＡ分子は、本
発明のために単離したものとみなされる。単離ＤＮＡ分子のさらなる例には、異種の宿主
細胞内で維持される組換えＤＮＡ分子、または（部分的に、あるいは実質上）精製した、
溶液中のＤＮＡ分子が含まれる。単離ＲＮＡ分子には、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏにおける、本発明のＤＮＡ分子のＲＮＡ転写産物が含まれる。本発明による単離核
酸分子には、さらに、合成的に生成されるそのような分子が含まれる。
【００５０】
　本発明の単離ポリヌクレオチドには、図２（配列番号：２）に示すＤＮＡ分子、図１（
配列番号：１）に示す成熟ＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質のコード配列を含有するＤＮ
Ａ分子、および上記のものと実質上異なる配列を含有するが遺伝暗号の縮重のために依然
として本発明の変異ＲＯＳポリペプチドをコードするＤＮＡ分子が含まれる。この遺伝暗
号は当技術分野で周知であり、したがって、そのような縮重バリアントを作製することは
当業者にとって日常的であろう。
【００５１】
　他の一実施形態では、本発明は、上記の寄託ｃＤＮＡクローン内に含まれるＣＤ７４－
ＲＯＳ転座ヌクレオチド配列を含有するＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードして
いる単離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、該寄託ｃＤ
ＮＡクローンによってコードされる成熟融合ポリペプチドをコードするであろう。他の一
実施形態では、本発明は、ＣＤ７４のＮ末端アミノ酸配列（配列番号：３の残基１～２０
８）およびＲＯＳのキナーゼドメイン（配列番号：５の残基１９４５～２２２２）を含有
するＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードしている単離ヌクレオチド配列を提供す
る。一実施形態では、ＲＯＳのキナーゼドメインを含有するポリペプチドは、配列番号：
５（図１、パネルＢを参照されたい）の残基１８５３～２３４７を含有する。他の一実施
形態では、上記のＣＤ７４のＮ末端アミノ酸配列およびＲＯＳのキナーゼドメインはそれ
ぞれ、配列番号：４のヌクレオチド１～６２４および配列番号：６のヌクレオチド６０３
２～６８６５を含有するヌクレオチド配列によってコードされる。
【００５２】
　本発明はさらに、本発明の変異ＲＯＳ融合ポリペプチドのうちの１つと相補的な配列を
有するヌクレオチド配列を含有する、単離ポリヌクレオチドを提供する。このような単離
分子、特にＤＮＡ分子は、染色体とのｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションによる遺伝
子マッピング用、かつノーザンブロット解析などによるヒト組織中のＣＤ７４－ＲＯＳ融
合タンパク質または切断型ＲＯＳキナーゼポリペプチドの発現の検出用のプローブとして
有用である。
【００５３】
　本発明はさらに、本明細書に記載の単離核酸分子の断片に関する。本発明の単離ＣＤ７
４－ＲＯＳポリヌクレオチドまたは切断型ＲＯＳポリヌクレオチドの断片とは、長さが、
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
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より好ましくは少なくとも約３０ヌクレオチド、さらにより好ましくは少なくとも約４０
ヌクレオチドの断片を意図し、これらは、本明細書中で述べるように、診断用のプローブ
およびプライマーとして有用である。当然、本発明では、該寄託ｃＤＮＡのＣＤ７４－Ｒ
ＯＳヌクレオチド配列のすべてではなくとも大部分と一致している断片あるいは図２（配
列番号：２）に示すような断片が有用であるように、長さが約５０～１５００ヌクレオチ
ドのより大きな断片も有用である。長さが少なくとも２０ヌクレオチドの断片とは、例え
ば、その断片の由来となるそれぞれのヌクレオチド配列からの２０以上の連続した塩基を
含む断片を意図する。
【００５４】
　このようなＤＮＡ断片の作製は、当業者にとって日常的であり、例えば、該寄託ｃＤＮ
Ａクローンから得られる、あるいは本明細書中に開示の配列の通りに合成して得られるＤ
ＮＡを、制限エンドヌクレアーゼ切断すること、あるいは超音波処理によって剪断するこ
とによって行うことができる。あるいは、このような断片を、直接、合成的に作製するこ
ともできる。
【００５５】
　本発明の好ましい核酸断片または核酸プローブには、ＣＤ７４－ＲＯＳ転座遺伝子産物
の融合ジャンクション（図１、パネルＢおよびＣを参照されたい）をコードしている核酸
分子が含まれる。例えば、特定の好ましい実施形態において、本発明の単離ポリヌクレオ
チドには、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合ジャンクション（配列番号：２
の残基６２２～６２７）を含む少なくとも６つの連続したヌクレオチドを含有するヌクレ
オチド配列／断片が含まれる。他の好ましい一実施形態において、本発明の単離ポリヌク
レオチドには、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクション（配列番号：１
の残基２０８～２０９）を含む少なくとも６つの連続したアミノ酸を含有するポリペプチ
ドをコードするヌクレオチド配列／断片が含まれる。
【００５６】
　他の一態様において、本発明は、ストリンジェントハイブリダイゼーション条件下で、
本明細書中に記載の本発明の変異ＲＯＳキナーゼポリヌクレオチドの一部とハイブリッド
形成する単離ポリヌクレオチドを提供する。「ストリンジェントハイブリダイゼーション
条件」とは、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（７５０ｍＭ
ＮａＣｌ、７５ｍＭクエン酸３ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）
、５×デンハート液、１０％デキストラン硫酸、および２０マイクログラム／ｍＬの変性
、剪断したサケ精子ＤＮＡを含む溶液中、４２℃で一晩インキュベートした後、０．１×
ＳＳＣ中、約６５℃でこのフィルターを洗浄することを意図する。
【００５７】
　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とは、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２
０ｎｔ、さらにより好ましくは少なくとも約３０ｎｔ、さらにより好ましくは約３０～７
０ｎｔとハイブリッド形成するポリヌクレオチド（ＤＮＡもしくはＲＮＡ）を意図する。
これらは、上述し、以下に詳述するように、診断用のプローブおよびプライマー（例えば
ＰＣＲ用）として有用である。
【００５８】
　当然、該寄託ｃＤＮＡのヌクレオチド配列または図２（配列番号：２）に示すヌクレオ
チド配列のすべてではなくとも大部分と一致しているポリヌクレオチドが有用であるのと
同様に、基準ポリヌクレオチド（例えば、図２に記載の成熟ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌ
クレオチド（配列番号：２）のより大きい部分、例えば、長さが５０～７５０ｎｔの部分
と、あるいは基準ポリヌクレオチドの全長とハイブリッド形成しているポリヌクレオチド
も本発明のプローブとして有用である。
【００５９】
　「長さが少なくとも２０ヌクレオチド」のポリヌクレオチドの一部とは、例えば、基準
ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列由来の２０以上の連続したヌクレオチドを意図する
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。示しているように、このような一部は、例えば、開示全体が参照により本明細書に組み
込まれる、MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 第2版, Sambrook, J., Fritsch, 
E. F.およびManiatis,
T.（編）、Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.（1989）に記載されているように
、従来のＤＮＡハイブリダイゼーション技術によるプローブとして、もしくはポリメラー
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、診断的に有用である
。当然、（図２に示すＣＤ７４－ＲＯＳ配列（配列番号：２の３’末端ポリ（Ａ）領域の
ような）ポリＡ配列またはＴ（もしくはＵ）残基の相補的なストレッチにのみハイブリッ
ド形成するポリヌクレオチドは、ポリ（Ａ）ストレッチまたはその相補鎖を含む任意の核
酸分子（例えば、実際的には任意の二本鎖ｃＤＮＡクローン）とハイブリッド形成するた
め、本発明の核酸の一部とハイブリッド形成させるために用いる本発明のポリヌクレオチ
ドには含まれないであろう。
【００６０】
　示しているように、本発明の変異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、それ自体でこの成熟ポリペプチドのアミノ酸配列をコードするもの；プレタ
ンパク質配列またはプロタンパク質配列、あるいはプレプロタンパク質配列のように、こ
の成熟ポリペプチドのコード配列と、例えばリーダー配列または分泌配列をコードしてい
るもののような、追加配列；上記の追加のコード配列の有無にかかわらず、この成熟ポリ
ペプチドのコード配列と、例えば、転写や、スプライシングおよびポリアデニル化シグナ
ルを含むｍＲＮＡプロセッシングにおいて、例えば、ｍＲＮＡのリボソーム結合および安
定性において、役割を果たす、転写された非翻訳配列のような、イントロンならびに５’
側および３’側の非コード配列が含まれるが、これらに限定されない追加の非コード配列
；追加の機能を提供するような追加のアミノ酸をコードする追加のコード配列が含まれ得
るが、これらに限定されない。
【００６１】
　したがって、このポリペプチドをコードしている配列を、融合ポリペプチドの精製を容
易にするペプチドをコードしている配列のようなマーカー配列と融合することもできる。
本発明のこの態様の特定の好ましい実施形態において、このマーカーアミノ酸配列は、数
ある中で、ｐＱＥベクター（Qiagen社）中に備わっているタグのようなヘキサヒスチジン
ペプチドであり、それらの多くが市販されている。Gentzら、Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 86：821-824（1989）に記載のように、例えば、ヘキサヒスチジンは、その融合タンパ
ク質の簡便な精製を可能にする。「ＨＡ」タグは、インフルエンザ血球凝集素タンパク質
由来のエピトープに相当する、精製に有用なもう１つのペプチドであり、Wilsonら、Cell
 37：767（1984）に記載されている。後述するように、他のこのような融合タンパク質に
は、Ｎ末端またはＣ末端でＦｃと融合したＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド自体が含ま
れる。
【００６２】
　本発明はさらに、本明細書中に開示のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは切断型
ＲＯＳキナーゼポリペプチドの一部、アナログ、また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。自然の対立遺伝子のバリアントのように、バリアントは自
然に生じ得る。「対立遺伝子のバリアント」とは、生物の染色体上の所定の遺伝子座を占
めている１つの遺伝子のいくつかの代替型のうちの１つを意図する。例えば、GENES II, 
Lewin, B.（編）、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、当技術分野で
公知の変異生成技術を用いて作製することができる。
【００６３】
　このようなバリアントには、ヌクレオチドの置換、欠失、または付加によって得られる
ものが含まれる。この置換、欠失、または付加には、１つまたは複数のヌクレオチドが含
まれ得る。このバリアントは、コード領域、非コード領域、または両方において変化させ
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ることができる。このコード領域における変化によって、保存的または非保存的な、アミ
ノ酸の置換、欠失、または付加を生じさせることもできる。これらの中で特に好ましいの
は、本明細書中に開示の変異ＲＯＳキナーゼポリペプチドの特性および活性（例えば、キ
ナーゼ活性）を変化させないサイレントな置換、付加、および欠失である。また、この点
に関しては、保存的置換も特に好ましい。
【００６４】
　本発明のさらなる実施形態には、少なくとも９０％同一のヌクレオチド配列を含有する
単離ポリヌクレオチドが含まれる。本発明のいくつかの実施形態において、このヌクレオ
チドは、本発明の変異ＲＯＳポリヌクレオチド（例えば、図２に示す全アミノ酸配列を有
するＲＢ－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードしているヌクレオチド配列（配列番号：１；
またはＣＤ７４のＮ末端およびＲＯＳのキナーゼドメインをコードしているヌクレオチド
配列（図１、パネルＢ；ならびに図３および４を参照されたい）；またはこのような例示
的な配列と相補的なヌクレオチド）と少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％、また
は９９％同一である。
【００６５】
　変異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、
例えば、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、このポリヌ
クレオチド配列が、変異ＲＯＳポリペプチドをコードする基準ヌクレオチド配列のそれぞ
れ１００ヌクレオチドあたり５つまでの点変異を含み得ることを除き、このポリヌクレオ
チドのヌクレオチド配列がこの基準配列と同一であることを意図する。換言すれば、基準
ヌクレオチド配列と少なくとも９５％同一であるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオ
チドを得るために、基準配列中の５％までのヌクレオチドを欠失させるか、他のヌクレオ
チドで置換するか、または基準配列中の全ヌクレオチドの５％までのいくつかのヌクレオ
チドを基準配列に挿入することもできる。基準配列のこれらの変異は、基準配列中のヌク
レオチド間に個々に点在して、もしくは基準配列中の１つまたは複数の連続した群として
点在して、基準ヌクレオチド配列の５’’末端位置に、あるいはそれら末端位置の間のど
こに生じてもよい。
【００６６】
　実際問題として、任意の特定の核酸分子が、例えば、図２に示すヌクレオチド配列（配
列番号：２）または上記の該寄託ｃＤＮＡクローンのヌクレオチド配列と、少なくとも９
０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一であるかどうかは、Bestfit
プログラム（Wisconsin Sequence Analysis
Package, バージョン8 Unix（登録商標）用,
Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison,
Wis. 53711のような既知のコンピュータプログラムを用いて、従来通り決定することがで
きる。Bestfitは、SmithおよびWaterman、Advances
in Applied Mathematics 2：482-489（1981）の局所的相同性アルゴリズムを用いて、２
つの配列間の相同性が最も高いセグメントを見つけ出す。Bestfitまたは任意の他の配列
アライメントプログラムを用いて、特定の配列が、例えば本発明の基準ＣＤ７４－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場合には、パラメータ
は、当然、同一性の百分率がその基準ヌクレオチド配列の全長にわたって算出され、基準
配列中のヌクレオチドの総数の最高５％までの相同性におけるギャップが許されるように
設定する。
【００６７】
　本発明は、その範囲内に、図２に示す核酸配列（配列番号：２）と、または配列番号：
２のヌクレオチド６２５～２１７２と、あるいは該寄託ｃＤＮＡの核酸配列と少なくとも
９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一である核酸分子を、これら
が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かかわらず含んでい
る。これは、特定の核酸分子がＲＯＳキナーゼ活性を有する融合ポリペプチドをコードし
ない場合であってもなお、当業者は、例えばハイブリダイゼーションプローブまたはポリ
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メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマーとしてのこの核酸分子の使用法を理解するであろ
うためである。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用途に
は、特に、（１）ｃＤＮＡライブラリー中のＣＤ７４－ＲＯＳ転座遺伝子またはその対立
遺伝子バリアントを単離すること；（２）Vermaら、HUMAN CHROMOSOMES：A MANUAL OF BA
SIC TECHNIQUES, Pergamon Press, New York（1988）に記載のような、ＣＤ７４－ＲＯＳ
転座遺伝子の正確な染色体部位を提供するための、分裂中期染色体伸展標本に対するｉｎ
　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（例えば、「ＦＩＳＨ」）；および特定組織内のＣＤ
７４－ＲＯＳ融合タンパク質ｍＲＮＡ発現を検出するためのノーザンブロット解析が含ま
れる。
【００６８】
　また、本発明の変異ＲＯＳキナーゼポリペプチドと、あるいはＲＯＳキナーゼ活性を有
する融合ポリペプチドを実際にコードする該寄託ｃＤＮＡ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も本発明の範囲内にある。そのような活性は、特定の生物学
的アッセイで測定されたとき、本明細書中に開示のＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質（全
長タンパク質、成熟タンパク質、またはキナーゼ活性を維持するタンパク質断片のいずれ
か）の活性と類似し得るが、必ずしも同一というわけではない。例えば、１つまたは複数
のチロシン含有ペプチド基質、例えば多くの受容体チロシンキナーゼおよび非受容体チロ
シンキナーゼの基質である「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、ＲＯＳのキナーゼ活性を調べることができる。
【００６９】
　遺伝暗号の縮重によって、当業者は、該寄託ｃＤＮＡの核酸配列または図２に示す核酸
配列（配列番号：２）と少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９
９％同一の配列を有する多数の核酸分子が、ＲＯＳキナーゼ活性を有する融合ポリペプチ
ドをコードするであろうことを直ちに理解するであろう。実際に、これらのヌクレオチド
配列の縮重バリアントはすべて同じポリペプチドをコードするため、これは上記の比較ア
ッセイを行わないとしても当業者に明らかであろう。縮重バリアントではない核酸分子に
ついても、適度な数がＲＯＳキナーゼ活性を維持するポリペプチドをコードするであろう
ことは、当技術分野でさらに理解されるであろう。これは、当業者が、タンパク質機能に
大きく影響する可能性が低い、もしくは大きくは影響しそうにないアミノ酸置換（例えば
、１つの脂肪族アミノ酸をもう１つの脂肪族アミノ酸で置換すること）を十分に知ってい
るためである。例えば、表現型的にサイレントなアミノ酸置換を作製する方法についての
手引きは、アミノ酸配列の変化の許容度を調査するための２種類の主要なアプローチを記
載する、Bowieら、「Deciphering the Message in Protein
Sequences：Tolerance to Amino Acid Substitutions」, Science 247：1306-1310（1990
）に提供されている。このような技術に精通している当業者は、どのアミノ酸の変化がそ
のタンパク質のある部位で許容的となる可能性が高いかも理解している。例えば、埋没し
ているアミノ酸残基の大部分は非極性側鎖を必要とするが、表面側鎖の特徴は一般的にほ
とんど保存されていない。他のそのような表現型的にサイレントな置換は、前掲、Bowie
ら、およびその中の引用文献に記載されている。
【００７０】
　本発明の任意のポリヌクレオチドの実施形態を実施するために、当技術分野で周知であ
り、かつ一般的に利用可能であるＤＮＡシークエンシングのための方法を用いることがで
きる。この方法には、ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ断片SEQUENASE（登録商標）（US 
Biochemical Corp,
Cleveland, Ohio）、Taqポリメラーゼ（Perkin
Elmer）、耐熱性Ｔ７ポリメラーゼ（Amersham, Chicago, I11.）、またはGibco BRL（Gai
thersburg, Md.）により市販されるELONGASE増幅系のような組換え型ポリメラーゼと校正
エキソヌクレアーゼの組合せなどの酵素を利用することもできる。このプロセスは、Hami
lton Micro Lab 2200（Hamilton, Reno, Nev.）、Peltierサーマルサイクラー（PTC200；
MJ Research, Watertown,
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Mass.）、およびABI 377 DNAシークエンサー（Perkin
Elmer）などの機械により自動化されることが好ましい。
【００７１】
　当技術分野において知られている、プロモーターおよび調節エレメントなどの上流配列
を検出するための種々の方法を用いて、部分ヌクレオチド配列を利用して、本発明の変異
ＲＯＳポリペプチドをコードしているポリヌクレオチド配列を伸長させることもできる。
例えば、利用可能な１つの方法である「制限部位」ＰＣＲ法では、既知部位に隣接する未
知配列を読み出すユニバーサルプライマーを使用する（Sarkar, G.、PCR Methods Applic
. 2：318-322（1993））。特に、ゲノムＤＮＡは、最初に、リンカー配列に対するプライ
マーおよび既知領域に特異的なプライマーの存在下で増幅させる。例示的なプライマーは
、本明細書中の実施例４に記載のものである。増幅した配列を、次いで、同リンカープラ
イマーおよび最初のプライマーより内側の別の特異的なプライマーと共に２回目のＰＣＲ
にかける。各回のＰＣＲ産物を、適切なＲＮＡポリメラーゼで転写させ、逆転写酵素を用
いて配列決定する。
【００７２】
　また、逆ＰＣＲ法を用いて、既知領域に基づく分岐プライマーを使用して配列を増幅ま
たは伸長させることができる（Trigliaら、Nucleic Acids Res. 16：8186（1988））。こ
のプライマーは、OLIGO4.06プライマー解析ソフトウェア（National Biosciences社、Ply
mouth, Minn.）または他の適切なプログラムを使用して、長さが２２～３０ヌクレオチド
であって、５０％以上のＧＣ含量を有し、かつ約６８～７２℃の温度でその標的配列とア
ニーリングするように設計することができる。この方法には、遺伝子の既知の領域中で、
好適な断片を生成するいくつかの制限酵素を使用する。この断片を、次いで、分子内ライ
ゲーションによって環状化して、ＰＣＲ鋳型として使用する。
【００７３】
　別の使用可能な方法には、ヒトおよび酵母の人工染色体ＤＮＡにおける既知の配列に隣
接するＤＮＡ断片のＰＣＲ増幅を含むキャプチャーＰＣＲ法がある（Lagerstromら、PCR 
Methods Applic. 7. 111-119（1991））。この方法では、複数の制限酵素による消化およ
びライゲーションを用いて、ＰＣＲを行う前に、改変した二本鎖配列をそのＤＮＡ分子の
未知の部分に入れることもできる。未知の配列を読み出すために使用可能な別の方法には
、Parkerら、Nucleic Acids Res. 19：3055-3060（1991））に記載されている方法がある
。さらに、ＰＣＲ、ネストプライマー、およびPROMOTERFINDER（登録商標）ライブラリー
（Clontech, Palo
Alto, Calif.）を使用して、ゲノムＤＮＡ歩行を行なうこともできる。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性を回避し、イントロン／エクソン接合部を見つ
ける際に有用である。
【００７４】
　全長ｃＤＮＡをスクリーニングする場合には、より大きなｃＤＮＡを含むようにサイズ
選択されたライブラリーを用いることが好ましい。また、遺伝子の５’領域を含む配列を
より多く含むであろうという点で、ランダムプライムライブラリーが好ましい。オリゴｄ
（Ｔ）ライブラリーで全長ｃＤＮＡを得られない状況には、ランダムプライムライブラリ
ーの使用が特に好ましいであろう。ゲノムライブラリーは、５’および３’の非転写調節
領域内への配列の伸長に有用となり得る。
【００７５】
　市販のキャピラリー電気泳動システムを用いて、シークエンシングまたはＰＣＲの産物
のサイズの解析またはヌクレオチド配列の確認を行うことができる。特に、キャピラリー
シークエンシングには、電気泳動による分離のための流動性ポリマー、レーザー励起され
る４つの異なる蛍光色素（各ヌクレオチドについて１つ）、および電荷結合素子カメラに
よる放射された波長の検出を用いることができる。適切なソフトウェア（例えば、GENOTY
PER（商標）およびSEQUENCE NAVIGATOR（商標）、Perkin Elmer）を用いて、出力／光強
度を電気的信号に変換することができ、試料のロードからコンピュータ解析までの全過程
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および電子データ表示をコンピュータ制御することができる。キャピラリー電気泳動シス
テムは、特定の試料において限られた量だけ存在し得る小断片のＤＮＡの配列決定に特に
好ましい。
【００７６】
　Ｃ．ベクターおよび宿主細胞。また、本発明は、本発明の単離ポリヌクレオチドを含む
組換えベクター、この組換えベクターで遺伝子改変した宿主細胞、および組換え技術によ
る組換えＣＤ７４－ＲＯＳポリペプチドまたはそれらの断片の作製を提供する。
【００７７】
　感染、形質導入、トランスフェクション、トランスベクション、エレクトロポレーショ
ン、および形質転換などの周知の技術を用いて、組換え構築物を宿主細胞に導入すること
ができる。このベクターは、例えば、ファージ、プラスミド、ウイルス、またはレトロウ
イルスのベクターであってもよい。レトロウイルスベクターは、複製能を有しても、ある
いは複製欠損であってもよい。後者の場合、一般的に、ウイルスの増殖は宿主細胞を相補
した時にのみ起こるであろう。
【００７８】
　ポリヌクレオチドを、宿主における増殖用の選択可能なマーカーを含有するベクターに
結合させてもよい。一般的には、プラスミドベクターを、リン酸カルシウム沈殿のような
沈殿中で、あるいは荷電脂質との複合体中で導入する。ベクターがウイルスである場合、
それを、適切なパッケージング細胞株を用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏでパッケージングし、次
いで、宿主細胞に形質導入することができる。本発明は、目的のポリヌクレオチドに対す
るシス作用性制御領域を含有するベクターを用いて実施することもできる。適切なトラン
ス作用性因子が、宿主によって供給されてもよく、相補ベクターによって供給されてもよ
く、あるいは宿主への導入によりベクター自体によって供給されてもよい。この点に関し
て、特定の好ましい実施形態において、ベクターは特異的な発現を提供し、その発現は誘
導可能および／または細胞型特異的（例えば、温度および栄養添加剤のように処置が容易
な環境因子によって誘導可能なもの）であってもよい。
【００７９】
　本発明のＣＤ７４－ＲＯＳポリヌクレオチドまたは切断型ＲＯＳポリヌクレオチドを含
有するＤＮＡ挿入断片は、適切なプロモーターに効果的に結合されるべきであり、その例
を少し挙げれば、ファージラムダＰＬプロモーター、大腸菌のｌａｃプロモーター、ｔｒ
ｐプロモーター、およびｔａｃプロモーター、ＳＶ４０初期プロモーターおよびＳＶ４０
後期プロモーター、ならびにレトロウイルスＬＴＲのプロモーターなどがある。他の好適
なプロモーターは、当業者に知られている。この発現構築物にはさらに、転写の開始部位
、終了部位、および、その転写された領域内に、翻訳用のリボソーム結合部位が含まれる
であろう。この構築物により発現される成熟転写産物のコード部分には、翻訳するポリペ
プチドの開始部分に適切に位置した翻訳開始コドン、かつ終末部分に適切に位置した終止
コドン（ＵＡＡ、ＵＧＡ、またはＵＡＧ）が含まれることが好ましいであろう。
【００８０】
　示しているように、この発現ベクターには、少なくとも１つの選択可能なマーカーが含
まれることが好ましいであろう。このようなマーカーには、真核生物細胞培養物について
はジヒドロ葉酸レダクターゼ耐性またはネオマイシン耐性、大腸菌および他の細菌におけ
る培養についてはテトラサイクリン耐性遺伝子またはアンピシリン耐性遺伝子が含まれる
。適切な宿主の代表例には、大腸菌細胞、ストレプトミセス細胞、およびサルモネラチフ
ィムリウム細胞などの細菌細胞；酵母細胞などの真菌細胞；ショウジョウバエのＳ２細胞
およびスポドプテラのＳｆ９細胞などの昆虫細胞；ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、およびＢｏ
ｗｅｓ黒色腫細胞などの動物細胞；ならびに植物細胞が含まれるが、これらに限定されな
い。上記の宿主細胞に適した培養培地および培養条件は、当技術分野において知られてい
る。
【００８１】
　細菌における使用に好ましいベクターには、Qiagenより入手可能なｐＱＥ７０、ｐＱＥ
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６０、およびｐＱＥ－９；Stratageneより入手可能なｐＢＳベクター、Phagescriptベク
ター、Bluescriptベクター、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨ１６ａ、ｐＮＨ１８Ａ、およびｐＮＨ４
６Ａ；ならびにPharmaciaより入手可能なｐｔｒｃ９９ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐＫＫ２
３３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩＴ５が含まれる。好ましい真核性のベクターには、Stra
tageneより入手可能なｐＷＬＮＥＯ、ｐＳＶ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１、およびｐ
ＳＧ；ならびにPharmaciaより入手可能なｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧ、およびｐＳ
ＶＬがある。他の好適なベクターは、当業者には容易に明らかであろう。
【００８２】
　本発明における使用に適した既知の細菌性プロモーターには、大腸菌のｌａｃＩプロモ
ーターおよびｌａｃＺプロモーター、Ｔ３プロモーターおよびＴ７プロモーター、ｇｐｔ
プロモーター、ラムダＰＲプロモーターおよびラムダＰＬプロモーター、ならびにｔｒｐ
プロモーターが含まれる。好適な真核性プロモーターには、ＣＭＶ最初期プロモーター、
ＨＳＶチミジンキナーゼプロモーター、初期および後期のＳＶ４０プロモーター、ラウス
肉腫ウイルス（ＲＳＶ）のもののようなレトロウイルスＬＴＲのプロモーター、ならびに
マウスメタロチオネイン－Ｉプロモーターのようなメタロチオネインプロモーターが含ま
れる。
【００８３】
　出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）という酵母においては、アルファ因子、アルコ
ールオキシダーゼ、およびＰＧＨなどの構成的または誘導可能なプロモーターを含有する
いくつかのベクターを使用することができる。総説には、Ausubelら、（1989）CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York, N.Y、およびGrantら
、Methods Enzymol. 153：516-544（1997）を参照されたい。
【００８４】
　宿主細胞への構築物の導入は、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デ
キストラン媒介トランスフェクション、カチオン性脂質媒介トランスフェクション、エレ
クトロポレーション、形質導入、感染、またはその他の方法によって行うことができる。
このような方法は、Davisら、BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY（1986）などの多数
の標準的な実験室マニュアルに記載されている。
【００８５】
　エンハンサー配列をベクター内に挿入することによって、高等真核生物による、本発明
のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードするＤＮＡの転写を増大させることもでき
る。エンハンサーはＤＮＡのシス作用性エレメントであって、通常、約１０～３００ｂｐ
であり、特定の宿主細胞型においてプロモーターの転写活性を増大するように作用する。
エンハンサーの例には、複製起点の後期側の１００～２７０ｂｐ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、およびアデノウイルスエンハンサーが包まれる。
【００８６】
　翻訳されたタンパク質を小胞体内腔、細胞周辺腔、または細胞外環境に分泌させるため
に、発現するポリペプチドに適切な分泌シグナルを挿入することもできる。このシグナル
は、該ポリペプチドに内因性のものであってもよく、あるいは異種シグナルであってもよ
い。
【００８７】
　該ポリペプチドは、融合タンパク質（例えばＧＳＴ－融合体）のように修飾した形態で
発現させることもでき、分泌シグナルだけでなく、さらなる異種の機能的な領域を含んで
いてもよい。例えば、さらなるアミノ酸、特に荷電アミノ酸の領域を該ポリペプチドのＮ
末端に付加して、宿主細胞内、精製中、またはその後の取り扱い中および保存中の安定性
および持続性を改善することもできる。また、ペプチド部分を該ポリペプチドに付加して
精製を容易にすることもできる。最終的にポリペプチドを調製する前に、このような領域
を除去することもできる。ペプチド部分をポリペプチドに付加し、とりわけ、分泌または
排出を引き起こして、安定性を向上させ、精製を容易にすることは、当技術分野でよく知
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られた日常的な技術である。好ましい融合タンパク質は、タンパク質を可溶化するために
有用な、免疫グロブリン由来の異種領域を含有する。
【００８８】
　例えば、ＥＰ－Ａ－Ｏ第４６４　５３３号（カナダの第２０４５８６９号に相当）は、
免疫グロビン分子の定常領域の種々の部分を別のヒトタンパク質またはその一部と共に含
む融合タンパク質を開示している。多くの場合、融合タンパク質中のＦｃ部分は、療法お
よび診断における使用に完全に有益であり、その結果、例えば、薬物動態学的特性を改善
する（ＥＰ－Ａ第０２３２　２６２号）。一方、いくつかの用途には、記載の好都合な方
法で融合蛋白質を発現、検出、および精製した後に、Ｆｃ部分を除去できることが望まし
いであろう。これは、療法および診断に用いるためにＦｃ部分が障害となることが判明し
た場合であり、例えば、その融合タンパク質を免疫化のための抗原として使用する場合で
ある。薬剤の発見において、例えば、ｈＩＬ５－のようなヒトタンパク質は、ｈＩＬ－５
のアンタゴニストを同定するための高処理スクリーニングアッセイの目的で、Ｆｃ部分と
融合されている。Bennettら、Journal of Molecular Recognition 8：52-58（1995）、お
よびJohansonら、The Journal of Biological Chemistry 270（16）：9459-9471（1995）
を参照されたい。
【００８９】
　ＣＤ７４－ＲＯＳポリペプチドは、硫酸アンモニウム沈殿またはエタノール沈殿、酸抽
出、陰イオン交換クロマトグラフィーまた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、およびレクチンクロマト
グラフィーを含む周知の方法を用いて、組換え細胞培養物から回収し精製することができ
る。高速液体クロマトグラフィー（「ＨＰＬＣ」）を精製に用いることが最も好ましい。
本発明のポリペプチドには、自然に精製された産物、化学合成法の産物、および組換え技
術によって原核生物または真核生物の宿主、例えば、細菌、酵母、高等植物、昆虫、およ
び哺乳動物細胞などから産生された産物が含まれる。組換え産生法に用いる宿主に応じて
、本発明のポリペプチドは、グリコシル化される場合もあれば、グリコシル化されない場
合もある。さらに、本発明のポリペプチドは、場合によっては宿主によって媒介される過
程により、開始修飾メチオニン残基をも含み得る。
【００９０】
　したがって、一実施形態において、本発明は、（上記のような）組換え宿主細胞をその
融合ポリペプチドの発現に好適な条件下で培養することによって組換えＣＤ７４－ＲＯＳ
融合ポリペプチドを産生させて、そのポリペプチドを回収するための方法を提供する。宿
主細胞の増殖およびそのような細胞からの組換えポリペプチドの発現に好適な培養条件は
、当業者に周知である。例えば、CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel FM
ら（編）、第2巻、第16章、Wiley
Interscienceを参照されたい。
【００９１】
Ｄ．単離ポリペプチド。
　また、本発明は、部分的には、単離ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドおよびそれらの
断片も提供する。一実施形態では、本発明は、以下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有する単離ポリペプチドを提供する：（ａ）配列番
号：１のアミノ酸配列を含有するＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードしているア
ミノ酸配列；（ｂ）ＣＤ７４のＮ末端アミノ酸配列（配列番号：３の残基１～２０８）お
よびＲＯＳのキナーゼドメイン（配列番号：５の残基１９４５～２２２２）を含有するＣ
Ｄ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードしているアミノ酸配列；ならびに（ｃ）ＣＤ７
４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクション（配列番号：１の残基２０８～２０９
または配列番号：３の残基２０８～２０９）を含む少なくとも６つの連続したアミノ酸を
含有するポリペプチドをコードしているアミノ酸配列。
【００９２】
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　好ましい一実施形態において、本発明は、上記の寄託ｃＤＮＡ（ＡＴＣＣ寄託番号＊＊

＊－＊＊＊＊）によってコードされるアミノ酸配列を有する単離ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポ
リペプチドを提供する。他の好ましい一実施形態において、本発明の組換え変異ポリペプ
チドを提供し、それは、上記のような組換えベクターまたは組換え宿主細胞を用いて作製
してもよい。
【００９３】
　ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドのいくつかのアミノ酸配列を、その変異タンパク質
の構造または機能にそれほど影響することなく変更できることは、当技術分野で理解され
るであろう。配列中にそのような相違を意図する場合には、該タンパク質上に活性を決定
する重要部位（例えば、ＲＯＳのキナーゼドメイン）があるであろうことを覚えておくべ
きである。一般に、類似の機能を果たしている残基を使用する場合には、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、該タンパク質の非重要領域でこの変
化が生じる場合には、残基の種類が全く重要でないこともある。
【００９４】
　したがって、本発明にはさらに、実質的なＲＯＳキナーゼ活性を示す、あるいはＣＤ７
４タンパク質およびＲＯＳタンパク質の以下に述べるタンパク質部分のような領域を含む
ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの変形態様が含まれる。このような変異体には、欠失
、挿入、逆位、反複、およびタイプ置換（例えば、１つの親水性残基から別の残基へと置
換すること、しかし原則として強い親水性残基から強い疎水性残基へは置換しないこと）
が含まれる。小さな変化、あるいはこのような「中性」アミノ酸置換は、一般的には、活
性にほとんど影響しないであろう。
【００９５】
　典型的に保存的置換とみなされるのは、脂肪族アミノ酸Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、およ
びＩｌｅの中の１つからもう１つへの置換、ヒドロキシル残基ＳｅｒとＴｈｒの置換、酸
性残基ＡｓｐとＧｌｕの置換、アミド残基ＡｓｎとＧｌｎの間の置換、塩基性残基Ｌｙｓ
とＡｒｇの置換、および芳香族残基Ｐｈｅ、Ｔｙｒの間の置換である。当業者に知られて
いる保存的アミノ酸置換の例は、以下の通りである：芳香族：フェニルアラニン　トリプ
トファン　チロシン；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；小型：アラニン　セリン　スレオニン　メチオニン　グリシン。上記に詳細に示
したように、どのアミノ酸変化が表現型的にサイレントである（すなわち、機能にそれほ
ど悪影響を及ぼしそうにない）かに関するさらなる手引きは、前掲、Bowieら、Science 2
47に見いだすことができる。
【００９６】
　本発明のポリペプチドは、単離した形態で提供されることが好ましく、実質上精製され
ていることが好ましい。組換え産生型の本発明のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドは、
SmithおよびJohnson、Gene
67：31-40（1988）に記載のワンステップ法によって実質上精製することができる。
【００９７】
　本発明のポリペプチドには、図２のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド（配列番号：１
）（リーダー配列を含むかどうかを問わない）、該寄託ｃＤＮＡクローン（ＡＴＣＣ番号
＊＊＊－＊＊＊＊）によってコードされる融合ポリペプチド、ＣＤ７４のＮ末端アミノ酸
配列（配列番号：５の残基１～２０８）およびＲＯＳのキナーゼドメイン（配列番号：７
の残基１９４５～２２２２）を含有するＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードして
いるアミノ酸配列、およびＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクション（配
列番号：１の残基２０８～２０９）を含む少なくとも６つの連続したアミノ酸を含有する
ポリペプチドをコードしているアミノ酸配列、ならびに上記の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、さらにより好ましくは少な
くとも９６％、９７％、９８％、または９９％の類似性を有するポリペプチドが含まれる
。
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【００９８】
　２種類のポリペプチドについての「％の類似性」とは、Bestfitプログラム（Wisconsin
 Sequence Analysis
Package, バージョン8 Unix（登録商標）用,
Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison,
Wis. 53711）および類似性を決定するための初期設定を用いて、２種類のポリペプチドの
アミノ酸配列を比較することによって得られる類似性スコアを意図する。Bestfitは、Smi
thおよびWaterman（Advances in Applied Mathematics 2：482-489（1981））の局所的相
同性アルゴリズムを用いて、２つの配列間の類似性が最も高いセグメントを見つけ出す。
【００９９】
　本発明の変異ＲＯＳポリペプチドの基準アミノ酸配列と、少なくとも、例えば、９５％
「同一の」アミノ酸配列を有するポリペプチドとは、そのポリペプチド配列がＣＤ７４－
ＲＯＳ融合ポリペプチドの基準アミノ酸配列のそれぞれ１００アミノ酸あたり５つまでの
アミノ酸の変更を含み得ることを除き、そのポリペプチドのアミノ酸配列がこの基準配列
と同一であることを意図する。換言すれば、基準アミノ酸配列と少なくとも９５％同一で
あるアミノ酸配列を有するポリペプチドを得るために、基準配列中の５％までのアミノ酸
残基を欠失させるか、他のアミノ酸で置換するか、または基準配列中の全アミノ酸残基の
５％までのいくつかのアミノ酸を基準配列に挿入することもできる。基準配列のこれらの
変更は、基準配列の残基間に個々に、もしくは基準配列中の１つまたは複数の連続した群
として点在して、基準アミノ酸配列のアミノ末端またはカルボキシ末端の位置に、あるい
はそれら末端位置の間のどこに生じてもよい。
【０１００】
　Bestfitまたは任意の他の配列アライメントプログラムを用いて、特定の配列が、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場合には、パラメータは、
当然、同一性の百分率がその基準アミノ酸配列の全長にわたって算出され、基準配列中の
アミノ酸残基の総数の最高５％までの相同性におけるギャップが許されるように設定する
。
【０１０１】
　本発明のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを、例えば、当業者に周知の方法を用いて
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルまたはモレキュラーシーブゲル濾過カラムにおける分子量マーカ
ーとして使用することができる。
【０１０２】
　後でさらに詳述するように、本発明のポリペプチドを用いて、変異ＲＯＳポリペプチド
の発現を検出するための後述のようなアッセイに有用な、あるいは変異ＲＯＳタンパク質
の機能／活性を増強または阻害できるアゴニストおよびアンタゴニストとして有用なポリ
クローナル抗体およびモノクローナル抗体のような、融合ポリペプチド特異的試薬を作製
することもでる。さらに、本発明のアゴニストおよびアンタゴニストの候補でもあるＣＤ
７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド結合タンパク質を「捕獲する」ために、このようなポリペ
プチドを酵母ツーハイブリッドシステムにおいて用いることもできる。酵母ツーハイブリ
ッドシステムは、FieldsおよびSong、Nature
340：245-246（1989）に記載されている。
【０１０３】
　他の一態様において、本発明は、本発明のポリペプチドのエピトープを含む部分、すな
わち、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドバリアントの融合ジャンクションを含むエピト
ープ、を含有するペプチドまたはポリペプチドを提供する。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または抗原性のエピトープである。「免疫原
性エピトープ」は、タンパク質全体が免疫原であるときに、抗体応答を誘導する、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、その分子上の少数の部位
に限定されると考えられている。一方、抗体が結合可能な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。
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タンパク質の免疫原性エピトープの数は、一般的には、抗原性エピトープの数より少ない
。例えば、Geysenら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81：3998-4002（1983）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については、後でさらに詳述する。
【０１０４】
　抗原性エピトープを含むペプチドまたはポリペプチドによって惹起される抗体は、類似
タンパク質を検出するために有用であり、種々のペプチドに対する抗体を、翻訳後プロセ
シングを受けるタンパク質前駆体の種々の領域の運命を追跡するために使用することもで
きる。短いペプチド（例えば、約９アミノ酸）であってもより大きなペプチドを結合およ
び置換することができることが免疫沈降アッセイにおいて示されているため、このペプチ
ドおよび抗ペプチド抗体を、類似タンパク質の多様な定性的または定量的なアッセイ、例
えば、競合アッセイに用いることもできる。例えば、Wilsonら、Cell 37：767-778（1984
）の777を参照されたい。また、本発明の抗ペプチド抗体は、当技術分野で周知の方法を
用いた、例えば吸着クロマトグラフィーによる、類似タンパク質の精製にも有用である。
免疫学的アッセイ形態については、後でさらに詳述する。
【０１０５】
　また、組換え変異ＲＯＳキナーゼポリペプチドも本発明の範囲内であり、上記のセクシ
ョンＢに記載のように、本発明の融合ポリヌクレオチドを使用して作製することができる
。例えば、本発明は、（上記のような）組換え宿主細胞をその融合ポリペプチドの発現に
好適な条件下で培養することによって組換えＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを産生さ
せて、そのポリペプチドを回収するための方法を提供する。宿主細胞の増殖およびそのよ
うな細胞からの組換えポリペプチドの発現に好適な培養条件は、当業者に周知である。
【０１０６】
Ｅ．変異体特異的試薬
　開示の方法の実施において有用な変異ＲＯＳポリペプチド特異的試薬には、とりわけ、
生体試料中のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドに対応し、かつ生体試料中のＣＤ７４－
ＲＯＳ融合ポリペプチド発現の検出および定量化に適した、融合ポリペプチド特異的抗体
およびＡＱＵＡペプチド（重同位体で標識したペプチド）が含まれる。融合ポリペプチド
特異的試薬は、生体試料中で発現したＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを特異的に結合
し、生体試料中で発現したＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの存在／レベルを検出、お
よび／または定量化することができる、生物学的または化学的な、任意の試薬である。こ
の用語には、下記の好ましい抗体試薬および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、同等の試薬は本発明の範囲内にある。
【０１０７】
抗体。
　本発明の方法の実施における使用に適した試薬には、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチ
ド特異的抗体が含まれる。本発明の融合体特異的抗体は、本発明のＣＤ７４－ＲＯＳ融合
ポリペプチド（例えば、配列番号：１）を特異的に結合するが、野生型ＣＤ７４も野生型
ＲＯＳも実質上結合しない、単離抗体である。他の好適な試薬にはエピトープ特異的抗体
が含まれ、これらは、野生型ＲＯＳタンパク質配列の細胞外ドメイン（このドメインは本
明細書中に開示の切断型ＲＯＳキナーゼには存在しない）内のエピトープに特異的に結合
し、そのため、試料中の野生型ＲＯＳの存在（または欠如）を検出することができる。
【０１０８】
　ヒトＣＤ７４－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
またはウサギにおける、相同性が高くかつ同等なエピトープのペプチド配列に結合しても
よく、逆もまた同様である。本発明の方法の実施において有用な抗体には、（ａ）モノク
ローナル抗体、（ｂ）標的ポリペプチド（例えば、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの
融合ジャンクションに特異的に結合する精製ポリクローナル抗体、（ｃ）他のヒト以外の
種（例えば、マウス、ラット）において、同等でかつ相同性が高いエピトープまたはリン
酸化部位を結合する、上記の（ａ）～（ｂ）に記載のような抗体、（ｄ）本明細書中で開
示の例示的な抗体が結合する抗原（または、より好ましくは、エピトープ）に結合する、
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上記の（ａ）～（ｃ）の断片が含まれる。
【０１０９】
　本明細書で用いている「抗体（antibody）」または「抗体（antibodies）」という用語
は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、およびＩｇＥを含む、全種類の免疫グロブリンの
ことをいう。該抗体は、モノクローナルまたはポリクローナルであってよく、かつ（例え
ば）マウス、ラット、ウサギ、ウマ、またはヒトを含む任意の種の由来であってもよく、
あるいはキメラ抗体であってもよい。例えば、M. Walkerら、Molec. Immunol. 26：403-1
1（1989）；Morrisionら、Proc. Nat'l. Acad. Sci. 81：6851（1984）；Neubergerら、N
ature
312：604（1984））を参照されたい。該抗体は、米国特許第４，４７４，８９３号（Read
ing）または米国特許第４，８１６，５６７号（Cabillyら）に開示の方法に従って作製さ
れる組換えモノクローナル抗体であってもよい。また、該抗体は、米国特許第４，６７６
，９８０号（Segelら）に開示の方法に従って化学的に構築した特異的抗体であってもよ
い。
【０１１０】
　本発明のＣＤ７４－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ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド配列（配列番号：１）の約１１～１７アミノ酸か
ら本質的になるペプチド断片であり、この断片には、融合ジャンクション（第１および第
２の融合タンパク質バリアント中の残基２０８で生じる（図１（パネルＣ）および図７（
下パネル）を参照されたい））が含まれる。ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジ
ャンクションを包含するより短いまたはより長いペプチド／エピトープを特異的に結合す
る抗体は本発明の範囲内にあることが理解されよう。
【０１１１】
　本発明は、抗体の使用に限定されるわけではなく、タンパク質結合ドメインまたは核酸
アプタマーのように、融合タンパク質または切断型タンパク質に特異的な様式で、本発明
の方法において有用なＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体またはＲＯＳ切断点
エピトープ特異的抗体が結合するエピトープと本質的に同じエピトープに結合する同等の
分子が含まれる。例えば、Neubergerら、Nature 312：604（1984）を参照されたい。この
ような同等の非抗体試薬は、後で詳述する本発明の方法において適切に用いることもでき
る。
【０１１２】
　本発明の方法の実施において有用なポリクローナル抗体は、既知の方法に従って、好適
な動物（例えば、ウサギ、ヤギなど）を、所望の融合タンパク質に特異的なエピトープ（
例えば、融合ジャンクション）を含む抗原で免疫化して、その動物から免疫血清を回収し
、その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することができる。この抗原は
、周知の技術によって選択および構築され、所望のエピトープ配列を含有する合成ペプチ
ド抗原であってもよい。例えば、ANTIBODIES：A LABORATORY MANUAL, 第5章, p.75-76, H
arlowおよびLane（編）, Cold Spring Harbor Laboratory（1988）；Czernik, Methods I
n Enzymology, 201：264-283（1991）；Merrifield,
J. Am. Chem. Soc. 85：21-49（1962））を参照されたい。本明細書に記載のように作製
したポリクローナル抗体を、後で詳述するように、スクリーニングおよび単離することも
できる。
【０１１３】
　モノクローナル抗体も、本発明の方法において有益に用いることができ、Kohlerおよび
Milsteinの周知の技術に従ってハイブリドーマ細胞株において作製することができる。Na
ture 265：495-97（1975）；KohlerおよびMilstein、Eur.
J. Immunol. 6：511（1976）；また、CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY、Ausube
lら（編）（1989）も参照されたい。このようにして作製したモノクローナル抗体はきわ
めて特異的であり、本発明が提供するアッセイ方法の選択性および特異性を向上させる。
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例えば、適切な抗原（例えば、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクション
を含有する合成ペプチド）を含む溶液を、マウスに注入することができ、（従来の技術に
合わせて）十分な時間の後に、そのマウスを屠殺して脾細胞を得る。次いで、この脾細胞
を、典型的にはポリエチレングリコール存在下で、骨髄腫細胞と融合させることによって
不死化して、ハイブリドーマ細胞を作製する。ウサギ融合ハイブリドーマは、例えば、１
９９７年１０月７日に発行された、C. Knight、米国特許第５，６７５，０６３号に記載
のように作製することができる。次いで、このハイブリドーマ細胞を、ヒポキサンチン－
アミノプテリン－チミジン（ＨＡＴ）などの好適な選択培地中で増殖させ、後述するよう
に、所望の特異性を有するモノクローナル抗体があるかどうかについてその上清をスクリ
ーニングした。分泌された抗体を、沈澱、イオン交換、または親和性クロマトグラフィー
などのような従来法によって組織培養液上清から回収することができる。
【０１１４】
　モノクローナルＦａｂ断片は、当業者に知られている組換え技術によって、大腸菌中で
作製することもできる。例えば、W. Huse、Science 246：1275-81（1989）；Mullinaxら
、Proc.
Nat'l Acad. Sci. 87：8095（1990）を参照されたい。あるアイソタイプのモノクローナ
ル抗体が特定用途に好ましい場合には、特定のアイソタイプを、最初の融合から選択する
ことによって直接調製することができるし、あるいはクラススイッチバリアントを単離す
るためのシブセレクション技術を用いることによって、種々のアイソタイプのモノクロー
ナル抗体を分泌している親ハイブリドーマから二次的に調製することができる（Steplews
kiら、Proc. Nat'l. Acad. Sci., 82：8653（1985）；Spiraら、J. Immunol. Methods, 7
4：307（1984））。このモノクローナル抗体の抗原結合部位をＰＣＲによってクローニン
グすることができ、単鎖抗体をファージディスプレイ組換え抗体または可溶性抗体として
大腸菌中で産生させる（例えば、ANTIBODY ENGINEERING PROTOCOLS, 1995, Humana Press
、Sudhir Paul（編）を参照されたい）。
【０１１５】
　さらに、米国特許第５，１９４，３９２号、Geysen（１９９０）には、目的とする抗体
の特定のパラトープ（抗原結合部位）に相補的なエピトープとトポロジー的に同等なもの
（すなわち、「ミモトープ」）である単量体（アミノ酸または他の化合物）の配列を検出
または決定する一般的な方法が記載されている。より一般的には、この方法には、目的と
する特定の受容体のリガンド結合部位に相補的なリガンドのトポグラフィー的な同等物で
ある単量体の配列を検出または決定することが含まれる。同様に、米国特許第５，４８０
，９７１号、Houghtenら、（１９９６）は、直鎖状Ｃ１－Ｃ－アルキルペルアルキル化オ
リゴペプチドならびにこのようなペプチドのセットおよびライブラリー、ならびに目的と
するアクセプター分子に選択的に結合するペルアルキル化オリゴペプチドの配列を決定す
るためにこのようなオリゴペプチドのセットおよびライブラリーを使用するための方法を
開示している。したがって、本発明のエピトープを含んだペプチドの非ペプチドアナログ
も、これらの方法によって通常通りに作製することができる。
【０１１６】
　本発明の方法において有用な抗体を、ポリクローナルまたはモノクローナルにかかわら
ず、標準的な技術に従って、エピトープおよび融合タンパク質の特異性についてスクリー
ニングすることができる。例えば、Czernikら、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および、必要に応じて、野生
型ＣＤ７４または野生型ＲＯＳとではなく本発明のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの
みとの反応特異性の両方を確実にするために、ＥＬＩＳＡによってペプチドライブラリー
に対してこの抗体をスクリーニングすることもできる。標的タンパク質を含む細胞調製物
に対するウエスタンブロットによって、この抗体を試験し、所望の標的のみとの反応性を
確認し、ＲＯＳを含む他の融合タンパク質と測定可能な結合をしないことを確認すること
ができる。融合タンパク質特異的抗体の産生、スクリーニング、および使用は、当業者に
知られており、記載されている。例えば、Wetzelら、米国特許公開第２００５０２１４３
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０１号、２００５年９月２９日を参照されたい。
【０１１７】
　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にお
ける類似した融合エピトープと、あるいは野生型ＣＤ７４および野生型ＲＯＳにおける融
合ジャンクションを形成するエピトープといくらかの限られた交差反応性を示してもよい
。大部分の抗体がいくらかの程度の交差反応性を示すので、これは予想外ではなく、抗ペ
プチド抗体は、免疫化ペプチドと相同性が高いまたは同一なエピトープと交差反応するこ
とが多いであろう。例えば、前掲、Czernikを参照されたい。他の融合タンパク質との交
差反応性は、既知の分子量のマーカーと並べたウエスタンブロットによって容易に特徴付
けされる。交差反応するタンパク質のアミノ酸配列を調べて、抗体が結合するＣＤ７４－
ＲＯＳ融合ポリペプチド配列ときわめて相同または同一の部位を特定することができる。
望ましくない交差反応性は、ペプチドカラム上の抗体精製を用いるネガティブ選択（例え
ば、野生型ＣＤ７４および／または野生型ＲＯＳを結合する抗体を選択して除くこと）に
よって除去できる。
【０１１８】
　本明細書中に開示の方法を実施するのに有用な本発明のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプ
チド特異的抗体は、ヒトの融合ポリペプチドに特異的であることが理想的であるが、本質
的には、ヒト種のみを結合することに限定されない。本発明には、他の哺乳動物種（例え
ば、マウス、ラット、サル）における保存された相同性の高いまたは同一のエピトープに
も結合する抗体の作製および使用が含まれる。他の種における相同性の高いまたは同一の
配列は、本明細書中に開示のヒトＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド配列（配列番号：１
）との標準的な配列比較（例えばＢＬＡＳＴを用いる配列比較）によって容易に特定でき
る。
【０１１９】
　本発明の方法において用いる抗体を、特定のアッセイ形態、例えばＦＣ、ＩＨＣおよび
／またはＩＣＣにおいて用いることによってさらに特徴付け、特定のアッセイ形態、例え
ばＦＣ、ＩＨＣおよび／またはＩＣＣにおいて用いることの妥当性について検証すること
もできる。このような方法におけるＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体の使用
については、以下のセクションＦにおいて詳述する。以下のセクションＦにおいて詳述す
るように、抗体を、他のシグナル伝達（リン酸化型ＡＫＴ、リン酸化型Ｅｒｋ　１／２）
および／または細胞マーカー（サイトケラチン）の抗体と共にマルチパラメータ解析で使
用するために、蛍光色素（例えば、Alexa488、PE）、または量子ドットのような標識と都
合よく結合させることもできる。
【０１２０】
　本発明の方法の実施において、所定の生体試料中の野生型ＣＤ７４および／または野生
型ＲＯＳの発現および／または活性は、これらの野生型タンパク質の抗体（リン酸化特異
的抗体もしくはトータル抗体）を用いて、都合よく試験することもできる。例えば、ＣＳ
Ｆ受容体リン酸化部位特異的抗体は市販されている（CELL SIGNALING TECHNOLOGY社、Bev
erly MA、2005/06カタログ、#3151、#3155、および#3154；ならびにUpstate Biotechnolo
gy、2006カタログ、#06-457を参照されたい）。このような抗体も、上記のように、標準
的な方法に従って作製することができる。ヒトのＣＤ７４およびＲＯＳの両方のアミノ酸
配列は、他種由来のこれらのタンパク質の配列と同様に、公表されている（図３および４
、ならびに参照のSwissProt登録番号を参照されたい）。
【０１２１】
　生体試料（例えば腫瘍試料）において、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現に加
えて、野生型ＣＤ７４および野生型ＲＯＳの発現および／または活性化を検出することに
よって、この融合タンパク質が単独で腫瘍を引き起こしているのかどうか、あるいは野生
型ＲＯＳも活性化して腫瘍を引き起こしているのかどうかについての情報を得ることがで
きる。このような情報は、この融合タンパク質またはこの（これらの）野生型タンパク質
、あるいはその両方を標的とするかどうかを評価する際に臨床的に有用であり、あるいは
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腫瘍の進行の抑制および適切な治療薬またはその組合せの選択にきわめて有益となる可能
性が高い。本明細書中に開示の切断型ＲＯＳキナーゼには存在しない野生型ＲＯＳキナー
ゼ細胞外ドメインに特異的な抗体は、変異ＲＯＳキナーゼの存在／欠如を決定するために
特に有用となり得る。
【０１２２】
　上記の方法の実施において２種類以上の抗体を使用してもよいことを理解されよう。例
えば、１つまたは複数のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的抗体を、ＣＤ７４－Ｒ
ＯＳ融合ポリペプチドが発現している癌において活性化されていることが疑われる、ある
いはその可能性がある、他のキナーゼ、受容体、またはキナーゼ基質に特異的な１つまた
は複数の抗体と共に、そのような癌由来の細胞を含む生体試料中のそ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、同時に用いることもできる。
【０１２３】
　当業者は、上記の本発明のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドおよびそれらの融合ジャ
ンクションエピトープ含有断片を、免疫グロブリン（ＩｇＧ）の定常ドメインの部分と結
合することができ、結果としてキメラポリペプチドとし得ることを理解するであろう。こ
れらの融合タンパク質は、精製を容易にし、かつｉｎ　ｖｉｖｏで半減期の増加を示す。
これは、例えば、ヒトＣＤ４ポリペプチドの先頭２つのドメインと哺乳動物免疫グロブリ
ンの重鎖または軽鎖の定常領域の種々のドメインからなるキメラタンパク質について示さ
れている（ＥＰＡ第３９４，８２７号；Trauneckerら、Nature 331：84-86（1988））。
また、ＩｇＧ部分によるジスルフィド結合二量体構造を有する融合タンパク質も、他の分
子を結合および中和する際に、単量体のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド単独よりも有
効となり得る（Fountoulakisら、J Biochem 270：3958-3964（1995））。
【０１２４】
重同位体標識ペプチド（ＡＱＵＡペプチド）。
　開示の方法の実施において有用なＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的試薬には、
生体試料中の発現したＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの絶対的な定量化に好適な重同
位体標識ペプチドも含まれ得る。複雑な混合物中のタンパク質の絶対的な定量化（ＡＱＵ
Ａ）のためのＡＱＵＡペプチドの作製および使用については記載されている。ＷＯ第／０
３０１６８６１号、「Absolute Quantification of Proteins and Modified Forms There
of by
Multistage Mass Spectrometry」、Gygiら、およびGerberら、Proc. Natl. Acad. Sci. U
.S.A. 100：6940-5（2003））も参照されたい（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）。
【０１２５】
　ＡＱＵＡ法では、ペプチド標準との比較によって、生体試料中の配列およびタンパク質
修飾が同じペプチドの絶対量を決定するために、（ＬＣ－ＳＲＭクロマトグラフィーによ
って検出可能な固有のサインを有する）少なくとも１つの既知量の重同位体標識ペプチド
標準を、消化した生体試料に導入することを採用する。簡単に説明すると、このＡＱＵＡ
法には、以下の２段階がある：ペプチド内部標準の選択および検証、ならびに方法開発；
ならびに検証したペプチド内部標準を用いた試料中の標的タンパク質の検出および定量化
の実施。この方法は、細胞溶解液のような複雑な生物学的混合物中の所定のペプチド／タ
ンパク質を検出および定量化するための強力な技術であり、例えば、薬剤治療によるタン
パク質リン酸化の変化を定量化するために、あるいは種々の生物学的状態におけるタンパ
ク質のレベルの差異を定量化するために用いることもできる。
【０１２６】
　一般的には、好適な内部標準を開発するために、標的タンパク質配列内の特定のペプチ
ド（または、修飾ペプチド）を、そのアミノ酸配列および消化するために用いる特定のプ
ロテアーゼに基づいて選択する。次いで、固相ペプチド合成によって、１つの残基が安定
同位体（１３Ｃ、１５Ｎ）を含むそれと同じ残基で置換されるようにペプチドを作製する
。結果として、タンパク質分解によって生成される天然の対応物と化学的に同一のペプチ
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ドが得られるが、これは、ＭＳで７Ｄａの質量シフトによって容易に識別可能である。次
いで、この新たに合成したＡＱＵＡ内部標準ペプチドをＬＣ－ＭＳ／ＭＳによって評価す
る。このプロセスは、逆相クロマトグラフィーによるペプチド保持、イオン化効率、およ
び衝突誘起解離を介した断片化に関する定性的な情報を提供する。天然ペプチドおよび内
部標準ペプチドのセットに有益かつ豊富なフラグメントイオンを選択し、次いで、ペプチ
ド標準の固有のプロファイルに基づいて、選択反応モニタリング（ＬＣ－ＳＲＭ）法を形
成するための、クロマトグラフィーによる保持の関数として、高速で連続的に特異的にモ
ニタリングする。
【０１２７】
　ＡＱＵＡ戦略の第２段階は、複雑な混合物からのタンパク質または修飾タンパク質の量
を測定するためのその実施である。全細胞溶解液を、典型的には、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル
電気泳動によって分別して、タンパク質の移動と一致するゲルの領域を切り出す。このプ
ロセスの後に、ＡＱＵＡペプチド存在下でのインゲルタンパク質分解およびＬＣ－ＳＲＭ
解析を行う。（Gerberら、前掲を参照されたい。）タンパク質分解酵素による全細胞溶解
液の消化によって得られる複雑なペプチド混合物中に、ＡＱＵＡペプチドをスパイクして
、上記のようなイムノアフィニティー精製にかける。消化（例えば、トリプシン処理）に
よって生成される天然ペプチドの保持時間および断片化パターンは、事前に測定するＡＱ
ＵＡ内部標準ペプチドのものと等しい；したがって、ＳＲＭ実験を用いたＬＣ－ＭＳ／Ｍ
Ｓ解析は、きわめて複雑なペプチド混合物から直接に内部標準および分析物をきわめて特
異的かつ高感度に測定することになる。
【０１２８】
　絶対量のＡＱＵＡペプチド（例えば、２５０ｆｍｏｌ）を添加するため、曲線下面積の
比率を用いて、もとの細胞溶解液中のタンパク質またはリン酸化型のタンパク質の正確な
発現レベルを測定することができる。さらに、天然ペプチドが生成されるインゲル消化中
に、ゲル断片からのペプチド抽出効率、（真空遠心分離を含む）試料取扱い中の絶対的な
損失、およびＬＣ－ＭＳシステムに導入する間の可変性が、測定する天然ペプチドおよび
ＡＱＵＡペプチドの存在比に影響を及ぼさないように、内部標準を入れておく。
【０１２９】
　ＩＡＰ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法によって事前に同定された標的タンパク質内の既知配列に
対してＡＱＵＡペプチド標準を作製する。この部位が修飾される場合には、部位内の特定
の残基の修飾型を組み込んでいる１種類のＡＱＵＡペプチドを作製することができ、この
残基の非修飾型を組み込んでいるもう１種類のＡＱＵＡペプチドを作製することができる
。このように、２種類の標準を用いて、生体試料中のその部位の修飾型および非修飾型の
両方を検出および定量化することができる。
【０１３０】
　また、タンパク質の一次アミノ酸配列を調査して、プロテアーゼ切断によって生成され
るペプチドの境界を決定することによって、ペプチド内部標準を作製することもできる。
あるいは、実際にタンパク質をプロテアーゼで消化してもよく、次いで、生成された特定
のペプチド断片の配列を決定することができる。好適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。
【０１３１】
　標的タンパク質内のペプチド配列は、内部標準としてのペプチドの使用を最適化するた
めに、１つまたは複数の基準に従って選択する。このペプチド配列が標的以外の他のタン
パク質の他の部分に反復している可能性を最小限にするように、ペプチドのサイズを選択
することが好ましい。したがって、ペプチドは少なくとも約６アミノ酸であることが好ま
しい。イオン化の頻度を最大限にするように、ペプチドのサイズも最適化する。したがっ
て、約２０アミノ酸より長いペプチドは好ましくない。約７～１５アミノ酸の範囲である
ことが好ましい。また、質量分析中に化学的に反応性となる可能性が低いペプチド配列が
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選択されるので、システイン、トリプトファン、またはメチオニンを含有する配列が避け
られる。
【０１３２】
　標的領域の修飾領域を含まないペプチド配列を選択してもよく、それによって、このペ
プチド内部標準を用いて、すべての型のタンパク質の量を測定できるようになる。あるい
は、修飾型の標的タンパク質のみを検出および定量化するために、修飾アミノ酸を含むペ
プチド内部標準が望まれる場合もある。修飾領域および非修飾領域の両方に対するペプチ
ド標準を共に用いて、特定の試料中の修飾の程度を測定すること（すなわち、タンパク質
の総量のうちのどのくらいの割合が修飾型に相当するかを測定すること）ができる。例え
ば、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型および非リ
ン酸化型の両方に対するペプチド標準を用いて、試料中のリン酸化型の量を定量化するこ
とができる。
【０１３３】
　１つまたは複数の標識アミノ酸を使用してペプチドを標識する（すなわち、標識はペプ
チドの実際の一部である）。あるいは、あまり好ましくないことではあるが、標準的な方
法に従って合成後に標識を付加することもできる。この標識は、以下の考慮点に基づいて
選択される、質量を変える標識であることが好ましい：質量は、ＭＳ解析によって低バッ
クグラウンドでスペクトルの領域に生じるシフト断片の質量に固有であるべきである；イ
オン質量サインの構成要素は、ＭＳ解析において固有のイオン質量サインを示すことが好
ましい標識部分の一部である；標識の構成原子の質量の合計は、あり得るすべてのアミノ
酸の断片とは独自に異なることが好ましい。結果的に、標識したアミノ酸およびペプチド
は、結果として生じるマススペクトルにおけるイオン／質量のパターンによって、非標識
のものから容易に区別される。イオン質量サインの構成要素は、２０種類の天然アミノ酸
のうちのどの残基の質量とも一致しない質量をタンパク質断片に与えることが好ましい。
【０１３４】
　該標識は、ＭＳの断片化条件下で頑強でなければならず、好ましくない断片化を受けて
はならない。標識化学反応は、さまざまな条件下、特に変性条件下で効率的であるべきで
あり、標識したタグは、選択されるＭＳ緩衝液系中で可溶性のままであることが好ましい
。該標識は、タンパク質のイオン化効率を抑制せず、かつ化学的に反応性でないことが好
ましい。各標識断片の位置で固有の質量分析パターンを生じさせるために、該標識には、
２つ以上の同位体的に異なる種の混合物が含まれていてもよい。安定同位体、例えば、２

Ｈ、１３Ｃ、１５Ｎ、１７Ｏ、１８Ｏ、または３４Ｓは、好ましい標識の１つである。ま
た、異なる同位体標識を組み込んだペプチド内部標準の対を調製することもできる。重同
位体標識を組み込み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、およ
びフェニルアラニンが含まれる。
【０１３５】
　ペプチド内部標準は、それらの質量電荷（ｍ／ｚ）比によって特徴付けされ、さらに、
好ましくはクロマトグラフカラム（例えば、ＨＰＬＣカラム）上でのそれらの保持時間に
よっても特徴付けされる。同一配列の非標識ペプチドと共溶出する内部標準を、最適な内
部標準として選択する。次いで、任意の好適な方法、例えばアルゴンまたはヘリウムを衝
突ガスとして用いる衝突誘起解離（ＣＩＤ）などによって、このペプチドを断片化するこ
とによって、この内部標準を解析する。次いで、ペプチド断片化サインを得るために、例
えば、フラグメントイオンスペクトルを得るための多段階質量分析法（ＭＳｎ）によって
、この断片を解析する。各断片に対応するピークをよく分離させることができるよう、ペ
プチド断片のｍ／ｚ比に顕著な差異があり、標的ペプチドに固有のサインが得られること
が好ましい。最初の段階で好適な断片サインが得られない場合には、固有のサインが得ら
れるまで追加の段階のＭＳを行う。
【０１３６】
　ＭＳ／ＭＳおよびＭＳ３のスペクトル中のフラグメントイオンは、典型的には、目的と
するペプチドにきわめて特異的であり、さらに、ＬＣ法と併せて、何千または何万ものタ
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ンパク質を含む細胞溶解液のような複雑なタンパク質混合物中の標的ペプチド／タンパク
質を検出および定量化するきわめて選択的な方法を可能にする。目的とする標的タンパク
質／ペプチドを含んでいる可能性のある任意の生体試料をアッセイすることができる。未
精製の細胞抽出液または部分的に精製した細胞抽出液は好ましく用いられる。一般的には
、試料は、少なくとも０．０１ｍｇのタンパク質を含有し、典型的には０．１～１０ｍｇ
／ｍＬの濃度であって、これを所望の緩衝液濃度およびｐＨに調整することができる。
【０１３７】
　次いで、検出／定量化する標的タンパク質に対応する既知量の標識ペプチド内部標準、
好ましくは約１０フェントモルを、細胞溶解液のような生体試料に添加する。次いで、こ
のスパイクした試料を、１つまたは複数のプロテアーゼで、消化させるために好適な時間
消化させた。次いで、（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）分離を行い、標識内部標準およびそれに対応す
る標的ペプチドを、試料中の他のペプチドから単離する。ミクロキャピラリーＬＣは、好
ましい方法である。
【０１３８】
　次いで、単離したそれぞれのペプチドを、ＭＳにおいて、選択した反応のモニタリング
によって調べる。これには、このペプチド内部標準の特徴付けによって得られる従来の知
識を用い、次いで、目的とするペプチドおよびその内部標準の両方に対するＭＳ／ＭＳス
ペクトルまたはＭＳｎスペクトル中の特定のイオンを、継続してＭＳでモニタリングする
ことが含まれる。溶出後、ペプチド標準および標的ペプチドの両方のピークの曲線下面積
（ＡＵＣ）を算出する。この２つの面積の比から、解析に用いた細胞数およびタンパク質
の分子量を標準化できる絶対的な定量化が可能となり、細胞あたりのタンパク質の正確な
コピー数が示される。このＡＱＵＡ法についてのさらなる詳細は、Gygiら、およびGerber
ら、前掲に記載されている。
【０１３９】
　本発明の変異ＲＯＳポリペプチド内の任意の固有部位（例えば、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合
ポリペプチド内の融合ジャンクション）を検出および定量化するために、ＡＱＵＡ内部ペ
プチド標準（重同位体標識ペプチド）を、上記のように、望ましいように作製することが
できる。例えば、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクション配列に対応す
るＡＱＵＡリン酸化ペプチドを調製することもできる。ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ジャンクシ
ョンに対するペプチド標準を作製して、生体試料中の融合ジャンクション（すなわち、Ｃ
Ｄ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの存在）を検出および定量化するために、そのような標
準をＡＱＵＡ法において用いることもできる。
【０１４０】
　例えば、本発明の例示的なＡＱＵＡペプチドはアミノ酸配列ＬＶＧＤＤＦを含有し、こ
れは、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの第２の（短い）バリアントにおける融合ジャ
ンクションのすぐ両側に位置する３アミノ酸に対応する。また、融合ジャンクション配列
（およびその下流または上流の追加的な残基）を含有するより大きなＡＱＵＡペプチドも
構築できることが理解されよう。同様に、そのような配列の全残基より少なく含有する（
しかし、融合ジャンクション点自体はまだ含有している）より小さいＡＱＵＡペプチドを
代わりに構築することもできる。このようなより大きなＡＱＵＡペプチドまたはより短い
ＡＱＵＡペプチドは本発明の範囲内であり、好ましいＡＱＵＡペプチドの選択および作製
を上記のように行うことができる（Gygiら、Gerberら、前掲を参照されたい。）。
【０１４１】
核酸プローブ。
　本発明が提供する融合体特異的試薬には、上記のセクションＢにおいて詳細に記載した
ような、ＣＤ７４－ＲＯＳポリヌクレオチドの検出用に好適な核酸プローブおよびプライ
マーも含まれる。蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）または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な使用については、下記のセク
ションＦに記載する。
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【０１４２】
　また、本発明は、生体試料中のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドおよび／または
ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの検出用のキットも提供し、このキットには、少なく
とも１つの本発明の融合ポリヌクレオチド特異的試薬または融合ポリペプチド特異的試薬
、および１つまたは複数の第２の試薬が含まれる。キットでの使用に適した第２の試薬は
当業者によく知られており、これには、例えば、緩衝液、検出可能な二次抗体またはプロ
ーブ、キナーゼ、活性化剤、キナーゼ基質などが含まれる。
【０１４３】
Ｆ．診断適用およびアッセイ形態。
　本発明の方法を、当業者に知られている多様な種々のアッセイ形態で行うこともできる
。
【０１４４】
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、ホモジニアスイムノアッセイま
たはヘテロジニアスイムノアッセイであってもよい。ホモジニアスアッセイにおいて、こ
の免疫学的反応は、通常、変異ＲＯＳポリペプチド特異的試薬（例えば、ＣＤ７４－ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチド特異的抗体）、標識した分析物、および目的とする生体試料を必要と
する。標識から生じるシグナルは、抗体が標識した分析物に結合することによって、直接
的または間接的に修飾される。免疫学的な反応およびその程度の検出の両方は、ホモジニ
アス溶液中で行われる。用い得る免疫化学標識には、遊離ラジカル、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、あるい
は「量子ドット」を都合よく用いることもでき、これらの調製および使用については十分
に記載されている。一般的には、K.
Barovsky, Nanotech. Law & Bus. 1（2）：Article 14（2004）およびこの中に引用され
る特許を参照されたい。
【０１４５】
　ヘテロジニアスアッセイのアプローチでは、試薬は、通常、生体試料、変異ＲＯＳキナ
ーゼポリペプチド特異的試薬（例えば、抗体）、および検出可能なシグナルを生じる好適
な手段である。後で詳述するような生体試料を用いることもできる。該抗体を、一般的に
は、ビーズ、プレート、またはスライドなどの担体上に固定して、液相中に抗原を含むと
考えられる試料と接触させる。次いで、この担体を液相から分離して、担体相もしくは液
相を、検出可能なシグナルについて、そのようなシグナルを生じる手段を用いて調べる。
このシグナルは、生体試料中の分析物の存在と関連している。検出可能なシグナルを生じ
る手段には、放射標識、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２の結合部位を含む場合には、その部位に結合する抗体を検出可能
な基に結合させて、分離工程の前に液相反応溶液に添加することができる。固体担体上の
検出可能な基の存在は、この試験試料中に抗原があることを示す。適切なイムノアッセイ
の例には、ラジオイムノアッセイ、免疫蛍光、酵素結合イムノアッセイなどがある。
【０１４６】
　本明細書中に開示の方法を行うために有用となり得る、イムノアッセイ形態およびそれ
らの変形態様は、当技術分野で周知である。一般的には、E. Maggio, Enzyme-Immunoassa
y,（1980）（CRC Press社, Boca Raton, Fla.）を参照されたい；また、例えば、米国特
許第４，７２７，０２２号（Skoldら、「Methods for Modulating
Ligand-Receptor Interactions and their Application」）；米国特許第４，６５９，６
７８号（Forrestら、「Immunoassay of Antigens」）；米国特許第４，３７６，１１０号
（Davidら、「Immunometric Assays Using Monoclonal
Antibodies」）も参照されたい。試薬－抗体複合体を形成させるための好適な条件は、当
業者に周知である。同上を参照されたい。ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的モノ
クローナル抗体を、標識モノクローナル抗体および結合モノクローナル抗体の両方の供給
源としての役割を果たす単一のハイブリドーマ細胞株による、「ツーサイト（two-site）
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」アッセイまたは「サンドイッチ」アッセイにおいて用いることもできる。このようなア
ッセイは、米国特許第４，３７６，１１０号に記載されている。ＣＤ７４－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となるように、検出可能な試薬
の濃度を十分にするべきである。
【０１４７】
　本明細書中に開示の方法の実施において有用な抗体を、沈降反応のような既知の技術に
従って、診断用アッセイに好適な固体担体（例えば、ラテックスまたはポリスチレンなど
の材料から形成されたビーズ、プレート、スライド、またはウェル）に結合させることも
できる。抗体または他のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド結合試薬を、既知の技術に従
って、同様に、放射標識（例えば、３５Ｓ、１２５Ｉ、１３１Ｉ）、酵素標識（例えば、
西洋わさびペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ）、および蛍光標識（例えば、フ
ルオレセイン）などの検出可能な基に結合させることもできる。
【０１４８】
　フローサイトメトリー（ＦＣ）、免疫組織化学（ＩＨＣ）、または免疫蛍光（ＩＦ）な
どの細胞に基づくアッセイは、本発明の方法の実施において特に望ましい。これは、この
ようなアッセイ形態が臨床上好適であって、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける変異ＲＯＳポリペプ
チド発現の検出を可能にし、抽出液を得るために、例えば腫瘍試料から得た細胞を処理す
ることに起因して活性が人為的に変化する危険性を避けるためである。したがって、いく
つかの好ましい実施形態では、本発明の方法を、フローサイトメトリー（ＦＣ）、免疫組
織化学（ＩＨＣ）、または免疫蛍光（ＩＦ）のアッセイ形態で実施する。
【０１４９】
　フローサイトメトリー（ＦＣ）を用いて、ＲＯＳキナーゼ活性の阻害を目標とした薬剤
を用いた治療の前、中、後の哺乳動物の腫瘍における変異ＲＯＳポリペプチドの発現を測
定することもできる。例えば、細針吸引で得た腫瘍細胞を、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペ
プチドの発現および／または活性化について、ならびに、望まれる場合には、癌細胞型な
どを同定するマーカーについて、フローサイトメトリーによって解析することができる。
フローサイトメトリーは、標準的な方法に従って行うことができる。例えば、Chowら、Cy
tometry（Communications
in Clinical Cytometry）46：72-78（2001）。簡単に説明すると、例えば、細胞数測定解
析用の以下のプロトコルを用いることもできる：２％パラホルムアルデヒドによる３７℃
で１０分間の細胞固定後、９０％メタノール中、氷上でｆ０分間の透過化処理。次いで、
細胞を、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的一次抗体で染色し、洗浄して、蛍光標
識した二次抗体で標識することもできる。次いで、使用する機器の規定のプロトコルに従
って、これらの細胞をフローサイトメーター（例えば、Beckman Coulter FC500）上で解
析する。このような解析は、腫瘍において発現したＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの
レベルを同定するであろう。ＲＯＳ阻害治療薬を用いた腫瘍治療後の同様な解析は、ＲＯ
Ｓキナーゼの標的化阻害剤に対する、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを発現している
腫瘍の応答性を明らかにするであろう。
【０１５０】
　免疫組織化学（ＩＨＣ）染色を用いて、ＲＯＳキナーゼ活性の阻害を目標とした薬剤を
用いた治療の前、中、後の哺乳動物の癌（例えば、ＮＳＣＬＣ）における変異ＲＯＳキナ
ーゼポリペプチドの発現および／または活性化の状態を測定することもできる。ＩＨＣは
、周知の技術に従って行うことができる。例えば、ANTIBODIES：A LABORATORY MANUAL、
第10章、HarlowおよびLane（編）、Cold Spring Harbor Laboratory（1988）を参照され
たい。簡単に説明すると、例えば、パラフィン包埋組織（例えば、生検からの腫瘍組織）
を、キシレン、次いで、エタノールで組織切片の脱パラフィンを行い；水中で水和し、次
いで、ＰＢＳ中で水和し；クエン酸ナトリウム緩衝液中でスライドを加熱することによっ
て抗原をアンマスキングし；過酸化水素中で切片をインキュベートし；ブロッキング溶液
中でブロッキングし；抗ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド一次抗体中および二次抗体中
でスライドをインキュベートし；最後に、製造業者の使用説明書に従って、ＡＢＣアビジ
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ン／ビオチン法を用いて検出することによって、免疫組織化学染色用に調製する。
【０１５１】
　また、免疫蛍光（ＩＦ）アッセイを用いても、ＲＯＳキナーゼ活性の阻害を目標とした
薬剤を用いた治療の前、中、後の哺乳動物の癌におけるＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチ
ドの発現および／または活性化の状態を測定することができる。ＩＦは、周知の技術に従
って行うことができる。例えば、J. M. polakおよびS. Van Noorden（1997）INTRODUCTIO
N TO IMMUNOCYTOCHEMISTRY、第2版；ROYAL MICROSCOPY SOCIETY MICROSCOPY
HANDBOOK 37、BioScientific/Springer-Verlagを参照されたい。簡単に説明すると、例え
ば、患者の試料を、パラホルムアルデヒド中で固定し、次いで、メタノール中で固定し、
ウマ血清のようなブロッキング溶液でブロッキングし、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチ
ドに対する一次抗体でインキュベートし、次いで、Alexa488のような蛍光色素で標識した
二次抗体でインキュベートして、落射蛍光顕微鏡で解析することもできる。
【０１５２】
　上記のアッセイに用いる抗体を、他のシグナル伝達（ＥＧＦＲ、リン酸化型ＡＫＴ、リ
ン酸化型Ｅｒｋ　１／２）および／または細胞マーカー（サイトケラチン）の抗体と共に
マルチパラメータ解析で使用するために、蛍光色素（例えば、Alexa488、PE）、または量
子ドットのような他の標識と都合よく結合させることもできる。
【０１５３】
　酵素結合免疫吸着検定（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、および蛍光
励起細胞分取（ＦＡＣＳ）を含む、変異ＲＯＳキナーゼポリペプチドを測定するための他
の多様なプロトコルは、当技術分野において知られており、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペ
プチド発現レベルの変化または異常を診断するための基礎を提供する。ＣＤ７４－ＲＯＳ
融合ポリペプチド発現の正常値、すなわち標準値は、正常哺乳動物の対象者、好ましくは
ヒトから得られた体液または細胞抽出液を、複合体形成に好適な条件下で、ＣＤ７４－Ｒ
ＯＳ融合ポリペプチドに対する抗体と結合させることによって決定する。標準的な複合体
形成の量は、種々の方法によって定量化し得るが、測光法によることが好ましい。対象者
、対照、および生検組織から得た疾患試料において発現したＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペ
プチドの量を標準値と比較する。標準値と対象者の値との間の偏差によって、疾患を診断
するためのパラメータを確立する。
【０１５４】
ペプチドアッセイおよびヌクレオチドアッセイ。
　同様に、上記のセクションＥに詳述しているように、腫瘍からの細胞を含む生体試料に
おける、発現した変異ＲＯＳポリペプチドの検出／定量化のためのＡＱＵＡペプチドを調
製して、標準的なＡＱＵＡアッセイに用いることもできる。したがって、本発明の方法の
いくつかの好ましい実施形態において、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的試薬に
は、セクションＥに上述しているように、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャ
ンクションを含有するペプチド配列に対応する重同位体標識リン酸化ペプチド（ＡＱＵＡ
ペプチド）が含まれる。
【０１５５】
　本発明の方法の実施において有用な変異ＲＯＳキナーゼポリペプチド特異的試薬は、生
体試料中の融合ポリペプチドまたは切断型ポリペプチドの発現転写産物に直接ハイブリッ
ド形成して検出可能な、ｍＲＮＡ、オリゴヌクレオチド、またはＤＮＡプローブであって
もよい。このようなプローブについては、上記のセクションＢに詳述している。簡単に説
明すると、例えば、ホルマリン固定してパラフィン包埋した患者の試料を、フルオレセイ
ン標識ＲＮＡプローブでプローブし、次いで、ホルムアミド、ＳＳＣ、およびＰＢＳで洗
浄して、蛍光顕微鏡で解析することができる。
【０１５６】
　変異ＲＯＳキナーゼポリペプチドをコードしているポリヌクレオチドを、診断目的で使
用することもできる。用い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
センスのＲＮＡ分子およびＤＮＡ分子、ならびにＰＮＡが含まれる。これらのポリヌクレ
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オチドを、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは切断型ＲＯＳポリペプチドの発現が
疾患と関連している可能性のある生検組織中の遺伝子発現を検出および定量化するために
用いることもできる。この診断用アッセイを使用して、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチ
ドの欠如、存在、および過剰発現を見分けて、治療介入期間中のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポ
リペプチドレベルの調節をモニタリングすることもできる。
【０１５７】
　好ましい一実施形態において、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは切断型ＲＯＳ
キナーゼポリペプチド、あるいは密接に関連した分子をコードする、ゲノム配列を含む、
ポリヌクレオチド配列を検出可能なＰＣＲプローブとのハイブリダイゼーションを用いて
、変異ＲＯＳポリペプチドをコードする核酸配列を同定することもできる。このようなプ
ローブの構築および使用については、上記のセクションＢに記載している。このプローブ
の特異性（きわめて特異的な領域、例えば、該融合ジャンクション中の固有の１０ヌクレ
オチドから作製されたか、あまり特異的でない領域、例えば、３’コード領域から作製さ
れたかは問わない）、およびハイブリダイゼーションまたは増幅のストリンジェンシー（
最も高い、高い、中程度、または低い）は、このプローブが変異ＲＯＳキナーゼのポリペ
プチド、対立遺伝子、または関連配列をコードしてい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であろう。
【０１５８】
　プローブは、関連配列の検出のために用いることもでき、好ましくは、変異ＲＯＳポリ
ペプチドをコードしている任意の配列由来の少なくとも５０％のヌクレオチドを含んでい
るべきである。上記のセクションＢに詳述しているように、本発明のハイブリダイゼーシ
ョンプローブは、ＤＮＡまたはＲＮＡであってよく、最も好ましくは該融合ジャンクショ
ンを含む、配列番号：２のヌクレオチド配列由来、あるいは天然に存在するＣＤ７４ポリ
ペプチドおよびＲＯＳポリペプチドのプロモーター、エンハンサーエレメント、およびイ
ントロンを含む、ゲノム配列由来であってもよい。
【０１５９】
　本発明のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドまたは切断型ＲＯＳポリヌクレオチド
を、患者の生検からの体液または組織を利用する、サザン解析またはノーザン解析、ドッ
トブロット、あるいは他のメンブレンに基づく技術において；ＰＣＲ技術において；ある
いはディップスティックアッセイ、ピンアッセイ、ＥＬＩＳＡ、またはチップアッセイに
おいて用いて、変異ＲＯＳキナーゼポリペプチド発現の変化を検出することもできる。こ
のような定性的または定量的な方法は、当技術分野で周知である。特定の一態様において
、変異ＲＯＳポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は、ＮＳＣＬＣなどの肺の癌を
含む種々の癌の活性化または誘発を検出するアッセイにおいて有用となり得る。変異ＲＯ
Ｓポリヌクレオチドを、標準的な方法によって標識して、ハイブリダイゼーション複合体
の形成に好適な条件下において、患者からの体液または組織の試料に添加することもでき
る。好適なインキュベーション時間後に、この試料を洗浄し、そのシグナルを定量化して
標準値と比較する。生検または抽出したこの試料中のシグナルの量が、比較可能な対照試
料のシグナルの量から顕著に変化している場合には、該ヌクレオチド配列が試料中のヌク
レオチド配列とハイブリッド形成しており、試料中のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド
または切断型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レベルに変化
があることから関連疾患の存在が示唆される。また、このようなアッセイを、動物試験、
臨床試験、または個々の患者の治療のモニタリングにおいて、特定の治療的処置の効力を
評価するために用いることもできる。
【０１６０】
　変異ＲＯＳポリペプチドの発現を特徴とする疾患の診断のための基礎を提供するために
、正常な、すなわち標準的な発現のプロファイルを確立する。これは、ハイブリダイゼー
ションまたは増幅に好適な条件下において、動物もしくはヒトの正常対象者から得た体液
または細胞抽出液を、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは切断型ＲＯＳキナーゼポ
リペプチドをコードする配列またはその断片と結合させることによって達成することがで
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きる。標準的なハイブリダイゼーションは、正常対象者から得られた値を、既知量の実質
上精製したポリヌクレオチドを用いた実験から得られた値と比較することによって定量化
することができる。正常試料から得られた標準値を、疾患の症状を示す患者由来の試料か
ら得られた値と比較することができる。標準値と対象値との間の偏差を用いて、疾患の存
在を確定する。
【０１６１】
　疾患を確定して療法プロトコルを開始すれば、ハイブリダイゼーションアッセイを定期
的に繰り返して、その患者における発現のレベルが、正常患者においてみられるものと近
くなるかどうかを評価することができる。連続したアッセイから得られた結果を用いて、
数日から数ヶ月に及ぶ期間にわたる治療の効力を示すこともできる。
【０１６２】
　本発明の変異ＲＯＳポリヌクレオチドのさらなる診断用の用途には、当業者に標準的な
他の好ましいアッセイ形態であるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）の用途が含まれ得る。
例えば、MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 第2版、Sambrook, J., Fritsch, E.
 F.およびManiatis, T.（編）、Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
 Harbor, N.Y.（1989）を参照されたい。ＰＣＲオリゴマーは、化学的に合成してもよく
、酵素で生成させてもよく、あるいは組換え源から産生させてもよい。オリゴマーは、特
定の遺伝子または条件を同定するために最適化された条件下で用いられる、センス方向（
５’から３’）およびアンチセンス方向（３’から５’）の２種類のヌクレオチド配列か
らなることが好ましい。密接に関連したＤＮＡまたはＲＮＡの配列を検出および／または
定量化するために、同様の２種類のオリゴマー、ネストセットのオリゴマー、または縮重
プールのオリゴマーでさえも、よりストリンジェンシーの低い条件下で用いることができ
る。
【０１６３】
　ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは切断型ＲＯＳキナーゼポリペプチドの発現を
定量化するために用い得る方法には、ヌクレオチドを放射標識またはビオチン化すること
、対照核酸の共増幅、および実験結果を内挿する標準曲線が含まれる（Melbyら、J. Immu
nol. Methods, 159：235-244（1993）；Duplaaら、Anal. Biochem. 229-236（1993））。
多数の試料の定量化の速度は、目的とするオリゴマーが多様な希釈率で提供され、分光光
度法または比色法による反応によって迅速な定量化が可能となるＥＬＩＳＡの形態でアッ
セイを行うことによって促進され得る。
【０１６４】
　本発明の他の一実施形態では、本発明の変異ＲＯＳポリヌクレオチドを用いて、天然に
存在するゲノム配列をマッピングするために有用なハイブリダイゼーションプローブを作
製することもできる。周知の技術を用いて、この配列を、特定の染色体に、あるいは染色
体の特定の領域にマッピングすることもできる。Price, C. M.、Blood Rev. 7：127-134
（1993）およびTrask,
B. J.、Trends Genet. 7：149-154（1991）に総説されるように、このような技術には、
蛍光ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）、ＦＡＣＳ、または人工染色体
構築物、例えば、酵母人工染色体、細菌人工染色体、細菌のＰ１構築物、または単一染色
体ｃＤＮＡライブラリーが含まれる。
【０１６５】
　好ましい一実施形態において、（Vermaら、HUMAN CHROMOSOMES：A MANUAL OF BASIC TE
CHNIQUES、Pergamon Press,
New York, N. Y.（1988）に記載されるように）ＦＩＳＨを用いて、これを他の物理的染
色体マッピング技術および遺伝子地図データと関連づけることもできる。遺伝子地図デー
タの例は、1994 Genome Issue of Science（265：1981f）に見いだすことができる。ＣＤ
７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは切断型ＲＯＳポリペプチドをコードする遺伝子の物
理的染色体地図上の部位と、特定の疾患、あるいは特定の疾患の疾病素質との間の関連性
は、その遺伝的疾患に関連するＤＮＡ領域の範囲の決定を補助し得る。本発明のヌクレオ
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チド配列を用いて、健常者、保因者、または罹患者の間の遺伝子配列の相違を検出するこ
とができる。
【０１６６】
　染色体標本のｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、および確立された染色体マーカ
ーを使用する連鎖解析のような物理的マッピング技術を用いて、遺伝子地図を拡張するこ
ともできる。マウスなどの他の哺乳動物種の染色体上における遺伝子の配置は、特定のヒ
ト染色体の番号または腕が未知の場合であっても、関連マーカーを明らかにし得ることが
多い。物理的マッピングによって、新しい配列を、染色体腕、またはその一部に帰属させ
ることができる。これは、ポジショナルクローニングまたは他の遺伝子発見技術を用いて
疾患遺伝子を探索している研究者に貴重な情報を提供する。例えば、ＡＴが１１ｑ２２～
２３に位置付けされているように（Gattiら、Nature 336：577-580（1988））、疾患また
は症候群が遺伝的連鎖によって特定のゲノム領域におおまかに位置づけされると、その領
域にマッピングされる任意の配列によって、さらに調査するための関連遺伝子または調節
遺伝子が表され得る。また、本発明のヌクレオチド配列を用いて、転座、逆位などに起因
する、健常者、保因者、または罹患者の間の染色体上の位置における相違を検出すること
もできる。
【０１６７】
生体試料
　本発明の方法の実施において有用な生体試料は、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの
存在を特徴とする癌が存在または進行している、あるいは存在または進行している可能性
のある、任意の哺乳動物から得ることができる。一実施形態では、該哺乳動物はヒトであ
り、このヒトは、肺癌、例えばＮＳＣＬＣの治療のためのＲＯＳ阻害治療の候補者となり
得る。該ヒト候補者は、現在ＲＯＳキナーゼ阻害剤で治療している、またはその治療を検
討している患者であってもよい。別の一実施形態では、該哺乳動物はウマまたはウシのよ
うな大型動物であり、一方、他の実施例では、該哺乳動物はイヌまたはネコのような小型
動物であり、これらの全てが肺癌を含む癌を発症することが知られている。
【０１６８】
　哺乳動物の癌由来の細胞（または細胞の抽出液）を含むすべての生体試料が、本発明の
方法における使用に適している。一実施形態では、該生体試料には、腫瘍生検から得られ
た細胞が含まれる。該生検は、標準的な臨床技術に従って、哺乳動物の臓器内に生じてい
る原発性腫瘍から、あるいは他の組織内の転移した続発性腫瘍から得ることができる。他
の一実施形態では、該生体試料には、腫瘍から採取した細針吸引液から得られた細胞が含
まれ、このような吸引液を採取する技術は当技術分野で周知である（Cristalliniら、Act
a Cytol. 36（3）：416-22（1992）を参照されたい）。
【０１６９】
　また、該生体試料には、胸水のような浸出液から得られる細胞も含まれ得る。胸水（肺
の外側の胸腔内に生じる液体であって癌細胞を含む）は、進行した肺癌（ＮＳＣＬＣを含
む）を有する多くの患者に生じることが知られており、このような浸出液の存在は、転帰
が悪く、生存期間が短いことを予示する。胸水試料を採取するための標準的な技術は、記
載されており、当技術分野で周知である（Sahn、Clin Chest Med. 3（2）：443-52（1982
）を参照されたい）。また、腫瘍マーカー、サイトケラチンタンパク質マーカー、または
記載されているような他のネガティブ選択の方法（Maら、Anticancer Res. 23（1A）：49
-62（2003）を参照されたい）を用いて、血清から循環腫瘍細胞を得ることもできる。白
血病を有する患者については、血清および骨髄の試料が特に好ましいこともある。ＲＯＳ
の異常な発現は、神経膠芽細胞腫において観察されている。Charestら、前掲を参照され
たい。
【０１７０】
　生体試料には、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドまたは切断型ＲＯＳキナーゼポリペ
プチドは発現および／または活性化しているが、野生型ＲＯＳキナーゼは発現および／ま
たは活性化していない癌由来の細胞（または細胞抽出液）が含まれ得る。あるいは、該試
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料には、変異ＲＯＳポリペプチドおよび野生型ＲＯＳキナーゼの両方が発現および／また
は活性化している癌、あるいは野生型のＲＯＳキナーゼおよび／またはＣＤ７４は発現お
よび／または活性化しているが変異ＲＯＳポリペプチドは発現および／または活性化して
いない癌の由来の細胞が含まれ得る。
【０１７１】
　上記の生体試料の細胞抽出液を、標準的な技術に従って、未精製のままで、もしくは部
分的に（あるいは完全に）精製して、調製し、本発明の方法において用いることができる
。あるいは、細胞全体を含む生体試料を、上記に詳述しているように、免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）、フローサイトメトリー（ＦＣ）、および免疫蛍光（ＩＦ）などの好ましいアッセ
イ形態において利用することもできる。このような細胞全体のアッセイは、これらが該腫
瘍細胞試料の操作を最小限に抑え、したがって、この細胞のｉｎ　ｖｉｖｏでのシグナル
伝達／活性化の状態を変化させ、かつ／または人為的なシグナルを導く危険性を低減させ
るるという点で好都合である。また、細胞全体のアッセイは、これらが、腫瘍細胞および
正常細胞の混合物よりもむしろ、腫瘍細胞のみにおける発現およびシグナル伝達の特徴を
明らかにすることからも好都合である。
【０１７２】
　ＣＤ７４－ＲＯＳの転座および／または融合ポリペプチドを特徴とする腫瘍の進行を化
合物が抑制するかどうかを決定するための開示の方法の実施において、哺乳動物の異種移
植片（または骨髄移植片）由来の細胞を含む生体試料も都合よく用いることができる。好
ましい異種移植片（または移植レシピエント）は、変異ＲＯＳキナーゼポリペプチドを発
現するヒト腫瘍（または白血病）を有している、マウスのような小型哺乳動物である。ヒ
ト腫瘍を有している異種移植片は当技術分野で周知であり（KaI、Cancer Treat Res. 72
：155-69（1995）を参照されたい）、ヒト腫瘍を有している哺乳動物の異種移植片の作製
は、よく記載されている（Winogradら、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および使用はよく記載されている（例えば、Schwalle
rら、EMBO J. 77：5321-333（1998）；Kellyら、Blood 99：310-318（2002）を参照され
たい）。ＣＤ７４－ＲＯＳの転座および／または融合ポリペプチド「を特徴とする癌」と
は、そのような転座および／または融合ポリペプチドが存在しない癌と比較したとき、そ
のような変異ＲＯＳの遺伝子および／または発現したポリペプチドが存在する癌を意味す
る。
【０１７３】
　哺乳動物の癌腫瘍由来の細胞を含む生体試料中の変異ＲＯＳのポリヌクレオチドの存在
またはポリペプチドの発現を評価する際に、比較の目的で、このような転座および／また
は融合タンパク質が生じない細胞を代表した対照試料を、望ましいように用いることがで
きる。この対照試料には、そのような変異（例えば、ＣＤ７４－ＲＯＳの転座）が生じて
おらず、かつ／またはそのような融合ポリペプチドが発現していないサブセットを代表す
る、特定の癌（例えば、ＮＳＣＬＣ）のサブセット由来の細胞が含まれることが理想的で
ある。この対照試料に対する試験生体試料中のレベルを比較することによって、変異ポリ
ヌクレオチドおよび／または変異ポリペプチドが存在するかどうかを識別する。あるいは
、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドおよび／またはＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプ
チドは、大部分の癌には存在しない可能性もあるため、同様に変異ＲＯＳポリペプチドを
発現しない（またはこの変異ポリペプチドを有していない）任意の組織を対照として用い
ることができる。
【０１７４】
　後述する方法は、変異ＲＯＳポリヌクレオチドおよび／または変異ＲＯＳポリペプチド
を特徴とする癌に対する価値ある診断的有用性を有し、このような癌の治療を決定するで
あろう。例えば、ＣＤ７４－ＲＯＳの転座および／または融合ポリペプチドを特徴とする
癌を有すると事前に診断されていない対象者、あるいはそのような癌の治療をまだ受けて
いない対象者から生体試料を採取することができ、該方法を用いて、そのような対象者に
おいて、変異ＲＯＳポリヌクレオチドおよび／または変異ＲＯＳポリペプチドが存在／発
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現している腫瘍（例えば、ＮＳＣＬＣ腫瘍）のサブセットに属するような腫瘍を診断によ
って同定する。
【０１７５】
　あるいは、ＥＦＧＲなどの１種類のキナーゼによって引き起こされる癌を有すると診断
され、そのような癌の治療のために、ＥＧＦＲ阻害剤療法（例えば、Tarceva（商標）、I
ressa（商標））のような療法を受けている対象者から生体試料を採取することもでき、
本発明の該方法を用いて、その対象者の腫瘍がＣＤ７４－ＲＯＳの転座および／または融
合ポリペプチドをも特徴とし、したがって、従来の療法に完全に反応性を示す可能性が高
いかどうか、かつ／あるいは他のまたは追加のＲＯＳキナーゼ阻害療法が望ましいかどう
かまたは正当化されるかどうかを同定する。また、ＲＯＳキナーゼを阻害する治療薬また
は併用治療薬を含有する組成物による対象者の治療後に、本発明の方法を用いて、変異Ｒ
ＯＳポリペプチドを発現している癌の進行または抑制をモニタリングすることもできる。
【０１７６】
　このような診断用アッセイを、事前の評価または外科的なサーベイランス手順の後に、
あるいはその前に行うことができる。本発明のこの同定方法は、ＲＯＳキナーゼ活性を阻
害することを目標とした療法に反応性を示す可能性がきわめて高いと考えられる、ＮＳＣ
ＬＣのような、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質によって引き起こされる癌を有する患者
を同定する診断法として用いることができるので有利である。また、そのような患者を選
択できることは、ＲＯＳを標的とした将来的な治療薬の効力の臨床評価ならびにそのよう
な薬剤の患者への将来的な処方においても有用であろう。
【０１７７】
診断。
　ＣＤ７４－ＲＯＳの転座および／または融合ポリペプチドが存在する癌を選択的に同定
できることにより、診断の目的でそのような腫瘍を正確に同定するための新しい重要な方
法、ならびに、癌の治療用の単一の薬剤として投与する場合に、そのような腫瘍がＲＯＳ
阻害治療組成物に反応性である可能性が高いのかどうか、あるいは別のキナーゼを標的と
する阻害剤に部分的にまたは完全に非反応性である可能性が高いのかどうかを決定する際
に有用となる情報を得るための新しい重要な方法が可能になる。
【０１７８】
　したがって、一実施形態では、本発明は、癌における変異ＲＯＳポリヌクレオチドおよ
び／または変異ＲＯＳポリペプチドの存在を検出する方法を提供し、この方法には以下の
ステップが含まれる：（ａ）癌を有する患者から生体試料を採取すること；ならびに（ｂ
）ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドおよび／またはＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプ
チドが生体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ＲＯＳポリヌクレ
オチドまたは変異ＲＯＳポリペプチドを検出する少なくとも１つの試薬を利用すること。
【０１７９】
　いくつかの好ましい実施形態では、この癌は、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）のような肺
癌である。他の好ましい実施形態では、変異ＲＯＳキナーゼポリペプチドの存在によって
、少なくとも１つのＲＯＳキナーゼ阻害治療薬を含有する組成物に反応性を示す可能性の
高い癌が同定される。
【０１８０】
　いくつかの好ましい実施形態では、本発明の診断方法を、フローサイトメトリー（ＦＣ
）、免疫組織化学（ＩＨＣ）、または免疫蛍光（ＩＦ）のアッセイ形態で実施する。他の
好ましい一実施形態では、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの活性を検出する。他の好
ましい実施形態では、本発明の診断法を、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（
ＦＩＳＨ）またはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）のアッセイ形態で実施する。
【０１８１】
　本発明は、化合物がＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドまたはＣＤ７４－ＲＯＳ融
合ポリペプチドを特徴とする癌の進行を抑制するかどうかを判定する方法をさらに提供し
、前記方法には、前記化合物が前記癌において前記ＣＤ７４－ＲＯＳ融合体の発現および
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／または活性を阻害するかどうかを判定するステップが含まれる。好ましい一実施形態で
は、本発明のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドまたはＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペ
プチドを検出する少なくとも１つの試薬を用いて、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの
発現および／または活性の阻害を判定する。ＲＯＳキナーゼ活性の阻害に好適な化合物に
ついては、下記のセクションＧでさらに詳述する。
【０１８２】
　本発明の方法の実施において有用な変異ＲＯＳポリヌクレオチドプローブおよび変異Ｒ
ＯＳポリペプチド特異的試薬については、上記のセクションＢおよびＤでさらに詳述して
いる。好ましい一実施形態では、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド特異的試薬には、融
合ポリペプチド特異的抗体が含まれる。他の好ましい一実施形態では、該融合ポリペプチ
ド特異的試薬には、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクションに対応する
重同位体標識リン酸化ペプチド（ＡＱＵＡペプチド）が含まれる。
【０１８３】
　また、上記の本発明の方法には、任意選択で、前記生体試料中の野生型ＲＯＳおよび野
生型ＥＧＦＲなどの他のキナーゼまたは下流の他のシグナル伝達分子の発現または活性化
のレベルを測定するステップも含まれていてもよい。所定の生体試料中のＣＤ７４－ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチドの発現／活性化と他のキナーゼおよび経路の発現／活性化の両方をプ
ロファイリングすることによって、どのキナーゼおよび経路がその疾患を引き起こしてい
るか、そのため、ど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有用な情報を
提供することができる。
【０１８４】
化合物スクリーニング。
　また、本明細書に記載の新規ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発見によって、これ
らの変異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する新しい化
合物の開発も可能となる。したがって、本発明はまた、部分的には、化合物がＣＤ７４－
ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドおよび／またはＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを特徴と
する癌の進行を抑制するかどうかを判定する方法も提供し、前記方法には、前記化合物が
前記癌において前記ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現および／または活性を阻害
するかどうかを判定するステップが含まれる。好ましい一実施形態では、本発明の変異Ｒ
ＯＳポリヌクレオチドおよび／または変異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、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現および／または活性の阻害を
判定する。本発明の好ましい試薬については、上述している。ＲＯＳキナーゼ活性の阻害
に好適な化合物については、下記のセクションＧでさらに詳述する。
【０１８５】
　この化合物は、例えば、小分子阻害剤または抗体阻害剤のようなキナーゼ阻害剤であっ
てもよい。これは、いくつかの異なるキナーゼに対する活性を有する汎キナーゼ阻害剤、
すなわちキナーゼ特異的阻害剤であってもよい。ＲＯＳキナーゼ阻害化合物については、
下記のセクションＧでさらに詳述する。該阻害剤による治療の前後に患者の生体試料を採
取してもよく、次いで、上記の方法を用いて、該阻害剤が、下流の基質タンパク質のリン
酸化を含む、ＲＯＳキナーゼ活性に及ぼす生物学的影響について解析することもできる。
このような薬力学的アッセイは、好ましくは最大耐用量までとなり得るその薬剤の生物学
的有効量を決定する際に有用となり得る。このような情報は、薬剤の作用機序を実証する
ことによって、薬剤の承認申請の際にも有用であろう。このような所望の阻害特性を有す
る化合物の同定については、下記のセクションＧで詳述する。
【０１８６】
Ｇ．癌の治療的阻害。
　本発明によって、該ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドがヒトＮＳＣＬＣの少なくとも
１つのサブグループにおいて生じることをここで示してきた。したがって、ＣＤ７４－Ｒ
ＯＳ融合タンパク質を発現する哺乳動物の癌（例えば、ＮＳＣＬＣ）の進行を、そのよう
な癌におけるＲＯＳキナーゼ活性を阻害することによってｉｎ　ｖｉｖｏで抑制すること
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ができる。変異ＲＯＳキナーゼの発現を特徴とする癌におけるＲＯＳ活性は、その癌（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することができる
。したがって、本発明は、部分的には、癌におけるＲＯＳキナーゼの発現および／または
活性を阻害することによってＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを発現する癌の進行を抑
制するための方法を提供する。
【０１８７】
　ＲＯＳキナーゼ阻害治療薬は、ＲＯＳキナーゼの発現および／または活性をｉｎ　ｖｉ
ｖｏで直接的もしくは間接的に阻害する、少なくとも１つの生物学的または化学的化合物
を含有する任意の組成物であってもよく、これには、後述の例示的な種類の化合物が含ま
れる。このような化合物には、ＲＯＳキナーゼ自体に、あるいはＲＯＳの活性を変化させ
るタンパク質または分子に、直接的に作用する治療薬、または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。また、このような組成物には、単一のＲ
ＯＳキナーゼ阻害化合物のみを含有する組成物および複数の治療薬（他のＲＴＫに対する
ものを含む）を含有する組成物も含まれ、これには、化学療法剤または一般的な転写阻害
剤のような非特異的な治療剤も含まれ得る。
【０１８８】
小分子阻害剤。
　いくつかの好ましい実施形態では、本発明の方法の実施において有用なＲＯＳ阻害治療
薬は、標的化される小分子阻害剤である。小分子標的化阻害剤は、典型的には、特異的に
、かつ多くの場合不可逆的に、それらの標的酵素の触媒部位に結合し、かつ／あるいはＡ
ＴＰ結合溝またはその酵素がその活性に必要なコンフォメーションをとることを妨げるそ
の酵素内の他の結合部位に結合して、その酵素の活性を阻害するあるクラスの分子である
。例示的な小分子標的化キナーゼ阻害剤は、Gleevec（登録商標）（イマチニブ、STI-571
）であり、これは、ＣＳＦ１ＲおよびＢＣＲ－ＡＢＬを阻害し、その特性はよく記載され
ている。Dewarら、Blood 105（8）：3127-32（2005）を参照されたい。
【０１８９】
　小分子阻害剤は、ＲＯＳキナーゼ三次元構造のＸ線結晶学的モデリングまたはコンピュ
ーターモデリングを用いて合理的に設計することができ、あるいはＲＯＳの阻害に対する
化合物ライブラリーの高処理スクリーニングによって見つけ出すこともできる。このよう
な方法は当技術分野で周知であり、記載されている。上記のように、ＲＯＳの阻害の特異
性は、例えば、キナーゼのパネルうち、ＲＯＳ活性を阻害するが、他のキナーゼ活性は阻
害しない、そのような化合物の能力を調べることによって、かつ／またはＮＳＣＬＣ腫瘍
細胞を含む生体試料中のＲＯＳ活性の阻害を調べることによって確認することができる。
このようなスクリーニング法については、後で詳述する。
【０１９０】
抗体阻害剤。
　また、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活性に必要と
される重要な触媒部位もしくは結合部位または触媒ドメインもしくは結合ドメインに特異
的に結合し、リガンド、基質、または第２の分子の第１の分子への到達を阻止することお
よび／またはこの酵素がその活性に必要なコンフォメーションをとるのを妨げることによ
ってこのキナーゼを阻害する標的化抗体であってもよい。ヒト化標的特異的抗体の作製、
スクリーニング、および治療的使用については、よく記載されている。Merluzziら、Adv 
Clin Path. 4（2）：77-85（2000）を参照されたい。ヒト化標的特異的抑制抗体の高処理
の作製およびスクリーニングのために、Morphosys社のヒトコンビナトリアル抗体ライブ
ラリー（HuCAL（登録商標））のような市販の技術およびシステムを利用することができ
る。
【０１９１】
　種々の抗受容体キナーゼ標的化抗体の作製および標的とする受容体の活性を阻害するた
めのその使用については、記載されている。例えば、米国特許公開第２００４０２０２６
５５号、「Antibodies to IGF-I Receptor for the Treatment of Cancers」、２００４
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年１０月１４日、Mortonら；米国特許公開第２００４００８６５０３号、「Human
anti-Epidermal Growth Factor Receptor Single-Chain Antibodies」、２００４年４月
１５日、Raischら；米国特許公開第２００４００３３５４３号、「Treatment of
Renal Carcinoma Using Antibodies Against the EGFr」、２００４年２月１９日、Schwa
bらなどを参照されたい。受容体チロシンキナーゼ活性抑制抗体を作製および使用するた
めの標準化された方法は、当技術分野において知られている。例えば、欧州特許第ＥＰ１
４２３４２８号、「Antibodies that Block Receptor Tyrosine Kinase Activation, Met
hods
of Screening for and Uses Thereof」、２００４年６月２日、Borgesらを参照されたい
。
【０１９２】
　また、ファージディスプレイのアプローチを用いてＲＯＳ特異的抗体阻害剤を作製する
こともでき、バクテリオファージライブラリーの構築および組換え抗体の選択のためのプ
ロトコルは、周知の参考書、CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY、Colliganら（編）、Joh
n Wiley & Sons社（1992-2000）、第17章、セクション17.1に示されている。また、米国
特許第６，３１９，６９０号、２００１年１１月２０日、Littleら；米国特許第６，３０
０，０６４号、２００１年１０月９日、Knappikら；米国特許第５，８４０，４７９号、
１９９８年１１月２４日、Littleら；米国特許公開第２００３０２１９８３９号、２００
３年１１月２７日、Bowdishらも参照されたい。
【０１９３】
　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て
（例えば、米国特許第６，３００，０６４号、２００１年１０月９日、Knappikらを参照
されたい）、（ＲＯＳのような）受容体タンパク質チロシンキナーゼの可溶性二量体型に
結合するものをスクリーニングすることができる。スクリーニングに用いるＲＴＫの可溶
性二量体型に結合する抗体断片を、細胞内で標的ＲＴＫの構成的な活性化を阻止する候補
分子として同定する。欧州特許第ＥＰ１４２３４２８号、Borgesら、前掲を参照されたい
。
【０１９４】
　抗体ライブラリーのスクリーニングで上記のように同定したＲＯＳ結合標的化抗体を、
その後、ＲＯＳの活性を阻止するそれらの能力について、ｉｎ　ｖｉｔｒｏのキナーゼア
ッセイおよびｉｎ　ｖｉｖｏの細胞株および／または腫瘍の両方においてさらにスクリー
ニングすることもできる。上記のように、ＲＯＳの阻害は、例えば、キナーゼのパネルう
ち、ＲＯＳキナーゼ活性を阻害するが、他のキナーゼ活性は阻害しない、そのような抗体
治療薬の能力を調べることによって、かつ／または癌細胞を含む生体試料中のＲＯＳ活性
の阻害を調べることによって確認することができる。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については、上記に詳述している。
【０１９５】
間接的阻害剤。
　開示の方法の実施において有用なＲＯＳ阻害化合物は、ＲＯＳキナーゼそのもの以外の
タンパク質または分子の活性を阻害することによって、間接的にＲＯＳ活性を阻害する化
合物であってもよい。このような阻害治療薬は、ＲＯＳ自体をリン酸化または脱リン酸化
する（したがって、活性化または不活性化する）重要な調節キナーゼの活性を調節する、
あるいはリガンドの結合を妨げる標的化阻害剤であってもよい。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および下流のキナーゼのネットワークを
通して下流のシグナル伝達を制御する。この結果として、これらの相互作用しているタン
パク質または下流のタンパク質を標的化することによって、ＲＯＳ活性による細胞の増殖
および生存の誘導を阻害することができる。
【０１９６】
　ＲＯＳが活性のあるコンフォメーションをとるために必要な活性化分子の結合を阻害す
る化合物を用いて、ＲＯＳキナーゼ活性を間接的に阻害することもできる。例えば、抗Ｐ
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ＤＧＦ抗体の作製および使用については記載されている。米国特許公開第２００３０２１
９８３９号、「Anti-PDGF Antibodies and Methods for Producing Engineered Antibodi
es」、Bowdishらを参照されたい。受容体に結合するリガンド（ＰＤＧＦ）の阻害により
、受容体活性が直接的に下方制御される。
【０１９７】
　ＲＯＳ活性の間接的阻害剤は、ＲＯＳ三次元構造のＸ線結晶学的モデリングまたはコン
ピューターモデリングを用いて合理的に設計することができ、あるいは結果としてＲＯＳ
キナーゼ活性を阻害することとなる、重要な上流の調節酵素および／または必要な結合分
子の阻害についての化合物ライブラリーの高処理スクリーニングによって見つけ出すこと
もできる。このようなアプローチは当技術分野で周知であり、記載されている。上記のよ
うに、このような治療薬によるＲＯＳの阻害は、例えば、キナーゼのパネルうち、ＲＯＳ
活性を阻害するが、他のキナーゼ活性は阻害しない、化合物の能力を調べることによって
、かつ／またはＮＳＣＬＣ細胞などの癌細胞を含む生体試料中のＲＯＳ活性の阻害を調べ
ることによって確認することができる。ＣＤ７４－ＲＯＳの転座および／または融合ポリ
ペプチドならびに／あるいは切断型ＲＯＳのポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチ
ドを特徴とする癌を抑制する化合物を同定する方法については、後で詳述する。
【０１９８】
アンチセンス阻害剤および／または転写阻害剤。
　ＲＯＳ阻害治療薬には、ＲＯＳをコードする遺伝子および／または該ＣＤ７４－ＲＯＳ
融合遺伝子の転写を阻止することによってＲＯＳキナーゼ活性を阻害する、アンチセンス
阻害化合物および／または転写阻害化合物も含まれていてもよい。癌の治療用のアンチセ
ンス治療薬による、ＶＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ、およびＩＧＦＲ、ならびにＦＧＦＲを含む種
々の受容体キナーゼの阻害については、記載されている。例えば、米国特許第６，７３４
，０１７号；第６，７１０，１７４号、第６，６１７，１６２号；第６，３４０，６７４
号；第５，７８３，６８３号；第５，６１０，２８８号を参照されたい。
【０１９９】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドを、標的遺伝子に対する治療剤として、既知の技術に
従って設計、構築、および利用することができる。例えば、Cohen, J.、Trends in Pharm
acol. Sci. 10（11）：435-437（1989）；Marcus-Sekura、Anal. Biochem. 172：289-295
（1988）；Weintraub,
H.、Sci AM. pp.40-46（1990）；Van Der Krolら、BioTechniques 6（10）：958-976（19
88）；Skorskiら、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阻害剤を用いた、ｉｎ　ｖｉｖｏでのヒト癌腫増殖の阻害
については、最近記載されている。米国特許公開第２００４００４７８４７号、「Inhibi
tion of Human Squamous Cell Carcinoma Growth In vivo by
Epidermal Growth Factor Receptor Antisense RNA Transcribed from a Pol III
Promoter」、２００４年３月１１日、Heらを参照されたい。同様に、哺乳動物のＲＯＳ遺
伝子（図４（配列番号：８を参照されたい）あるいはＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオ
チドまたは切断型ＲＯＳポリヌクレオチド（図２（配列番号：２）または切断型を参照さ
れたい）に対する少なくとも１種類のアンチセンスオリゴヌクレオチドを含有するＲＯＳ
阻害治療薬を、上記のような方法に従って調製することができる。ＲＯＳ阻害アンチセン
ス化合物を含有する医薬組成物を、後で詳述するように調製および投与することができる
。
【０２００】
低分子干渉ＲＮＡ。
　ＲＮＡ干渉の過程を通して、ＲＯＳの翻訳を阻害し、したがって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いよう
に用いることができる。ＲＮＡ干渉、すなわち、標的タンパク質をコードするｍＲＮＡと
相補的な配列を含有する外因性の短い二本鎖ＲＮＡ分子の導入による、標的タンパク質の
発現の選択的なサイレンシングについては、よく記載されている。例えば、米国特許公開
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第２００４００３８９２１号、「Composition and Method for Inhibiting Expression o
f a Target Gene」、２００４年２月２６日、Kreutzerら；米国特許公開第２００２００
８６３５６号、「RNA
Sequence-Specific Mediators of RNA Interference」、２００３年６月１２日、Tuschl
ら；米国特許公開第２００４０２２９２６６号、「RNA
Interference Mediating Small RNA Molecules」、２００４年１１月１８日、Tuschlらを
参照されたい。
【０２０１】
　例えば、実施例３に記載のように、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質の発現のｓｉＲＮ
Ａを介したサイレンシングを、この融合タンパク質を発現しているヒトＮＳＣＬＣ細胞株
において生じさせることもできる。
【０２０２】
　二本鎖ＲＮＡ分子（ｄｓＲＮＡ）は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として知られているきわ
めて保存された調節機構で遺伝子発現を阻止することが示されている。簡単に説明すると
、ＲＮアーゼＩＩＩダイサーがｄｓＲＮＡを処理して約２２ヌクレオチドの低分子干渉Ｒ
ＮＡ（ｓｉＲＮＡ）にして、これが、ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体ＲＩＳＣによる標
的特異的なｍＲＮＡ切断を誘導するためのガイド配列として働く（Hammondら、Nature（2
000）404：293-296を参照されたい）。ＲＮＡｉは触媒型反応に関わり、これによって、
新しいｓｉＲＮＡは、より長いｄｓＲＮＡの連続的な切断を通して生成される。したがっ
て、アンチセンスとは異なり、ＲＮＡｉは、不定比性の様式で標的ＲＮＡを分解する。細
胞または生体に投与する場合には、外因性ｄｓＲＮＡが、ＲＮＡｉを介して内因性メッセ
ンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の配列特異的な分解を導くことが示されている。
【０２０３】
　哺乳動物細胞におけるこれらの発現および使用のためのベクターおよびシステムを含む
、多種多様な標的特異的ｓｉＲＮＡ製品が、現在、市販されている。例えば、Promega社
（www.promega.com）；Dharmacon社（www.dharmacon.com）を参照されたい。ＲＮＡｉの
ためのｄｓＲＮＡの設計、構築、および使用についての詳細な技術マニュアルが利用可能
である。例えば、Dharmaconの「RNAi Technical Reference &
Application Guide」；Promegaの「RNAi：A Guide to Gene Silencing」を参照されたい
。 また、ＲＯＳ阻害ｓｉＲＮＡ製品も市販されており、本発明の方法において適切に用
いることができる。例えば、Dharmacon社、Lafayette、CO （カタログ番号M-003162-03、
MU-003162-03、D-003162-07 thru-10 （siGENOME（商標）SMARTselection and SMARTpool
（登録商標）siRNAs）を参照されたい。
【０２０４】
　哺乳動物においてＲＮＡｉを媒介する際には、標的ｍＲＮＡ配列の一部と実質的に同一
な少なくとも１つの配列を含有する長さが４９ヌクレオチド未満、好ましくは１９～２５
ヌクレオチドの短いｄｓＲＮＡであって、最適には片方の末端に１～４ヌクレオチドの突
出を少なくとも１つ有するｄｓＲＮＡが、最も有効であることが最近確立されている。米
国特許公開第２００４００３８９２１号、Kreutzerら、前掲；米国特許公開第２００４０
２２９２６６号、Tuschlら、前掲を参照されたい。このようなｄｓＲＮＡの構築、および
ｉｎ　ｖｉｖｏで標的タンパク質の発現を停止させるための医薬品におけるその使用につ
いては、このような刊行物に詳述されている。
【０２０５】
　哺乳動物において標的とする遺伝子の配列が既知の場合には、例えば、２１～２３ヌク
レオチドのＲＮＡを作製して、ヒトまたは他の霊長類の細胞のような哺乳動物細胞におい
て、ＲＮＡｉを媒介するそれらの能力について試験することができる。ｉｎ　ｖｉｖｏに
おけるこ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これ
らの２１～２３ヌクレオチドのＲＮＡ分子を、必要に応じて、適切な動物モデルにおいて
試験することもできる。既知の標的部位、例えば、リボザイムまたはアンチセンスなどの
他の核酸分子を用いた試験に基づいて有効な標的部位であることが確認された標的部位、
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あるいは変異または欠失を含む標的部位などの疾患または病態と関連していることが知ら
れている標的部位なども同様に用いて、それらの部位を標的とするｓｉＲＮＡ分子を設計
することができる。
【０２０６】
　あるいは、例えばコンピュータのフォールディングアルゴリズムを用いて、目的とする
標的ｍＲＮＡを標的部位についてスクリーニングして、有効なｄｓＲＮＡの配列を合理的
に設計／予測することもできる。カスタマイズしたPerlスクリプト、あるいはOligo、Mac
Vector、またはGCG Wisconsin Packageなどの市販の配列解析プログラムを用いて、この
標的配列をコンピュータ上（ｉｎ　ｓｉｌｉｃｏ）で解析して、特定の長さの全ての断片
または部分配列、例えば２３ヌクレオチドの断片のリストにすることができる。
【０２０７】
　多様なパラメータを用いて、標的ＲＮＡ配列内のどの部位が最も好適な標的部位である
かを決定することができる。これらのパラメータには、ＲＮＡの二次構造または三次構造
、標的配列のヌクレオチドの塩基組成、標的配列の種々の領域間の相同率、あるいはＲＮ
Ａ転写産物内での標的配列の相対的な位置が含まれるが、これらに限定されない。これら
の決定に基づいて、ＲＮＡ転写産物内の任意の数の標的部位を選択して、例えばｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏのＲＮＡ切断アッセイ、細胞培養、または動物モデルを用いて、ｓｉＲＮＡ分子
を効力についてスクリーニングすることができる。例えば、米国特許公開第２００３０１
７０８９１号、２００３年９月１１日、McSwiggen J.を参照されたい。ＲＮＡｉ標的部位
を同定および選択するためのアルゴリズムも、最近記載されている。米国特許公開第２０
０４０２３６５１７号、「Selection of Target Sites for Antisense Attack of RNA」
、２００４年１１月２５日、Drlicaらを参照されたい。
【０２０８】
　一般に用いられる遺伝子移入技術には、リン酸カルシウム法、ＤＥＡＥ－デキストラン
方、エレクトロポレーション法、およびマイクロインジェクション法、ならびにウイルス
による方法が含まれる（Grahamら（1973）Virol.
52：456；McCutchanら，（1968），J. Natl. Cancer Inst. 41：351；Chuら（1987），Nu
cl. Acids Res. 15：1311；Fraleyら（1980），J.
Biol. Chem. 255：10431；Capecchi（1980），Cell 22：479）。また、カチオン性リポソ
ームを用いてＤＮＡを細胞内に導入することもできる（Feignerら（1987）、Proc.
Natl. Acad. Sci USA
84：7413）。市販のカチオン性脂質製剤には、Tfx50（Promega）またはリポフェクトアミ
ン 200（Life Technologies）などがある。あるいは、ウイルスベクターを用いて、細胞
にｄｓＲＮＡを送達して、ＲＮＡｉを媒介させることもできる。米国特許公開第２００４
００２３３９０号、「siRNA-mediated Gene Silencing with Viral Vectors」、２００４
年２月４日、Davidsonらを参照されたい。
【０２０９】
　哺乳動物細胞におけるＲＮＡｉのためのトランスフェクションシステムおよびベクター
／発現系は、市販されており、よく記載されている。例えば、Dharmacon社、DharmaFECT
（商標）システム；Promega社、siSTRIKE（商標）U6ヘアピンシステムを参照されたい；
また、Gouら、（2003）FEBS. 548, 113-118；Sui, G.ら、A DNA vector-based RNAi tech
nology
to suppress gene expression in mammalian cells （2002）Proc. Natl. Acad. Sci. 99
, 5515-5520；Yuら、（2002）Proc. Natl. Acad. Sci. 99, 6047-6052；Paul, C.ら、（2
002）Nature
Biotechnology 19, 505-508；McManusら、（2002）RNA 8, 842-850も参照されたい。
【０２１０】
　その後、調製したｄｓＲＮＡを含有する医薬製剤を哺乳動物に投与することによって、
調製したｄｓＲＮＡ分子を用いて哺乳動物内でｓｉＲＮＡ干渉を生じさせることもできる
。標的遺伝子の発現を阻害するために十分な用量でこの医薬組成物を投与する。典型的に
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は、ｄｓＲＮＡを、１日に体重１キログラムあたりｄｓＲＮＡ５ｍｇ未満で、かつ標的遺
伝子の発現を阻害または完全に抑制するために十分な用量で投与することができる。一般
に、ｄｓＲＮＡの好適な用量は、１日に受容者の体重１キログラムあたり０．０１～２．
５ミリグラムの範囲、好ましくは１日に体重１キログラムあたり０．１～２００マイクロ
グラムの範囲、より好ましくは１日に体重１キログラムあたり０．１～１００マイクログ
ラムの範囲、さらにより好ましくは１日に体重１キログラムあたり１．０～５０マイクロ
グラムの範囲、最も好ましくは１日に体重１キログラムあたり１．０～２５マイクログラ
ムの範囲であろう。該ｄｓＲＮＡを含有する医薬組成物を、例えば、当技術分野で周知の
徐放性製剤を用いて、１日１回または複数の副用量で投与する。後で詳述するように、こ
のような医薬組成物の製剤および投与は、標準的な技術に従って行うことができる。
【０２１１】
　その後、このようなｄｓＲＮＡを用いて、上記のように、治療有効量のこのようなｄｓ
ＲＮＡを含有する医薬製剤を調製して、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質または切断型Ｒ
ＯＳキナーゼポリペプチドを発現している癌を有するヒトの対象者にこの製剤を投与する
ことによって、例えば、腫瘍に直接注射することによって、癌におけるＲＯＳの発現およ
び活性を阻害し得る。ｓｉＲＮＡ阻害剤を用いた、ＶＥＧＦＲおよびＥＧＦＲなどの他の
受容体チロシンキナーゼの同様の阻害が、最近記載されている。米国特許公開第２００４
０２０９８３２号、２００４年１０月２１日、McSwiggenら；米国特許公開第２００３０
１７０８９１号、２００３年９月１１日、McSwiggen；米国特許公開第２００４０１７５
７０３号、２００４年９月９日、Kreutzerらを参照されたい。
【０２１２】
治療用組成物：投与。
　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を、静脈内、筋肉
内、腹腔内、皮下、経皮、気道（エアロゾル）、直腸、膣、および局所（頬および舌下な
ど）の投与を含む経口または腹膜の経路を含むが、これらに限定されない、当技術分野で
知られている任意の方法によって、哺乳動物に投与することができる。
【０２１３】
　経口投与の場合、ＲＯＳ阻害治療薬は、一般的に、錠剤またはカプセル剤の形態で、粉
末または顆粒として、あるいは水溶液または懸濁液として提供されるであろう。経口使用
のための錠剤には、不活性希釈剤、崩壊剤、結合剤、潤滑剤、甘味剤、賦香剤、着色剤、
および保存剤などの医薬的に許容される賦形剤と混合された該活性成分が含まれていても
よい。好適な不活性希釈剤には、炭酸ナトリウム、炭酸カルシウム、リン酸ナトリウム、
リン酸カルシウム、およびラクトースなどがあり、一方、好適な崩壊剤には、コーンスタ
ーチおよびアルギン酸がある。結合剤には、デンプンおよびゼラチンが含まれていてもよ
く、潤滑剤が存在する場合には、一般的に、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸、
または滑石であろう。必要に応じて、該錠剤をモノステアリン酸グリセリンまたはジステ
アリン酸グリセリンのような物質でコーティングして、胃腸管内での吸収を遅延させるこ
ともできる。
【０２１４】
　経口使用のためのカプセル剤には、該活性成分を固体希釈剤と混合した硬質ゼラチンカ
プセル剤、ならびに該活性成分を水、あるいはピーナッツ油、液体パラフィン、またはオ
リーブ油のような油と混合した軟質ゼラチンカプセル剤が含まれる。筋肉内、腹腔内、皮
下、および静脈内の使用には、本発明の医薬組成物は、一般的に、適切なｐＨおよび等張
に緩衝された、無菌の水溶液または懸濁液の中で提供されるであろう。好適な水溶性賦形
剤には、リンゲル液および等張性塩化ナトリウムなどがある。該担体は、排他的に緩衝水
溶液からなっていてもよい（「排他的に」とは、該ＲＯＳ阻害治療薬の摂取に影響を及ぼ
す可能性がある、あるいはその摂取を媒介する可能性のある、補助剤または封入物質が存
在しないことを意味する）。このような物質には、後述するように、例えば、リポソーム
またはカプシドのようなミセル構造体が含まれる。水性懸濁剤には、セルロース誘導体、
アルギン酸ナトリウム、ポリビニルピロリドン、およびトラガカントゴムなどの懸濁剤、
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ならびにレシチンなどの湿潤剤が含まれていてもよい。水性懸濁剤に好適な保存剤には、
ｐ－ヒドロキシ安息香酸エチルおよびｐ－ヒドロキシ安息香酸ｎ－プロピルなどがある。
【０２１５】
　また、ＲＯＳキナーゼ阻害治療用組成物には、植込錠およびマイクロカプセル封入送達
系を含む徐放性製剤のように、該治療薬（例えばｄｓＲＮＡ化合物）を体内からの急速な
除去から保護するためのカプセル剤が含まれていてもよい。エチレン酢酸ビニル、ポリ酸
無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸などの生
分解性の生体適合性ポリマーを用いることができる。このような製剤の調製方法は、当業
者には明らかであろう。これらの物質は、Alza社およびNova Pharmaceuticals社から市販
のものを得ることもできる。また、リポソーム懸濁液（ウイルス抗原に対するモノクロー
ナル抗体で感染細胞を標的とするリポソームを含む）も、医薬的に許容される担体として
用いることができる。例えば、米国特許第４，５２２，８１１号；ＰＣＴ公開第ＷＯ９１
／０６３０９号；および欧州特許公開第ＥＰ－Ａ－４３０７５号に記載されるような、当
業者に知られている方法に従って、これらを調製することができる。カプセル製剤には、
ウイルスコートタンパク質が含有されていてもよい。このウイルスコートタンパク質は、
ポリオーマウイルスのようなウイルス由来のものまたはそれに関連したものであってもよ
く、あるいは、部分的にまたは完全に人工のものであってもよい。例えば、このコートタ
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および／またはウイルスタンパ
ク質２、あるいはこれらの誘導体であってもよい。
【０２１６】
　また、ＲＯＳ阻害組成物には、リポソームなどの、対象者に投与するための送達賦形剤
、担体および希釈剤、ならびにこれらの塩も含まれていてもよく、かつ／あるいはＲＯＳ
阻害組成物が医薬的に許容される製剤中に含まれていてもよい。例えば、核酸分子の送達
方法は、Akhtarら、1992、Trends
Cell Bio., 2, 139；DELIVERY STRATEGIES FOR ANTISENSE
OLIGONUCLEOTIDE THERAPEUTICS、Akbtar（編）、1995、Maurerら、1999、Mol. Membr. Bi
ol., 16, 129-140；HoflandおよびHuang、1999、Handb.
Exp. Pharmacol, 137, 165-192；ならびにLeeら、2000、ACS Symp. Ser., 752, 184-192
に記載されている。Beigelmanら、米国特許第６，３９５，７１３号、およびSullivanら
、ＰＣＴ第ＷＯ９４／０２５９５号には、核酸分子の送達のための一般的な方法について
さらに記載されている。これらのプロトコルは、事実上、あらゆる核酸分子の送達に利用
することができる。
【０２１７】
　当業者に知られている多様な方法によってＲＯＳ阻害治療薬を哺乳動物の腫瘍に投与す
ることができ、これには、リポソーム中へのカプセル化法、イオン泳動法、または、他の
賦形剤、例えば、ハイドロゲル類、シクロデキストリン、生分解性ナノカプセル、および
生体接着性マイクロスフェアなどに組み入れる方法、あるいはタンパク質性ベクターによ
る方法（O'HareおよびNormand、国際ＰＣＴ公開第ＷＯ００／５３７２２号）が含まれる
が、これらに限定されない。別法としては、この治療薬／賦形剤の組合せを、直接注射に
よって、あるいは注入ポンプを用いて、局所的に送達する。該組成物の直接注射は、皮下
、筋肉内、または皮内を問わず、標準的な針およびシリンジの方法を用いて、あるいはCo
nryら、1999、Clin.
Cancer Res., 5, 2330-2337、およびBarryら、国際ＰＣＴ公開第ＷＯ９９／３　１２６２
号に記載されているような、針を使用しない技術によって行うことができる。
【０２１８】
　ＲＯＳキナーゼ阻害治療薬の医薬的に許容される製剤には、上記の化合物の塩、例えば
、酸付加塩、例えば、塩化水素、臭化水素、酢酸、およびベンゼンスルホン酸の塩が含ま
れる。薬理組成物または薬理製剤とは、例えばヒトを含む、細胞または患者への投与、例
えば全身投与、に適した形態の組成物または製剤のことをいう。好適な形態は、部分的に
は、使用法、あるいは、経口、経皮、または注射によるなどの導入経路によって異なる。
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このような形態は、該組成物または該製剤が標的細胞に到達するのを妨げるべきではない
。例えば、血流に注入する薬理組成物は、可溶性であるべきである。他の要因は当技術分
野において知られており、該組成物または該製剤がその効果を発揮するのを妨げる毒性お
よび形態などの問題が含まれる。
【０２１９】
　全身性吸収（すなわち、血流中での薬剤の全身性の吸収または蓄積に続く全身にわたる
分配）をもたらす投与経路が望ましく、これには、静脈内、皮下、腹腔内、吸入、経口、
肺内、および筋肉内が含まれるが、これらに限定されない。これらの各投与経路では、該
ＲＯＳ阻害治療薬を到達可能な患部組織または腫瘍に曝露させる。この循環への薬剤の導
入率は、分子量またはサイズの関数であることが示されている。本発明の化合物を含有す
るリポソームまたは他の薬剤担体の使用により、例えば、細網内皮系（ＲＥＳ）の組織の
ような特定の種類の組織において、薬剤を局在化させることができる可能性がある。薬剤
を、リンパ球およびマクロファージのような細胞の表面と結合しやすくさせることができ
るリポソーム製剤も有用である。このアプローチでは、マクロファージおよびリンパ球に
よる、癌細胞などの異常細胞の免疫認識の特異性を利用することによって、標的細胞への
薬剤の送達を向上させることができる。
【０２２０】
　「医薬的に許容される製剤」とは、所望の活性のために最も好適な身体部位で、本発明
の核酸分子の効果的な分配を可能にする組成物または製剤を意味する。本発明の核酸分子
を含む製剤に好適な薬剤の非限定的な例には、以下のものが含まれる：中枢神経系への薬
剤の導入を向上させることができる、Ｐ－糖タンパク質阻害剤（プルロニックＰ８５など
）（Jolliet-RiantおよびTillement、1999、Fundam. Clin. Pharmacol., 13, 16-26）；
大脳内植込後の徐放性送達のためのポリ（ＤＬ－ラクチド－コグリコリド）マイクロスフ
ェアのような、生分解性ポリマー（Emerichら、1999、Cell
Transplant, 8, 47-58）（Alkermes社、Cambridge, Mass.）；血液脳関門を越えて薬剤を
送達することができ、神経細胞による取り込みの機構を変化させ得る、ポリブチルシアノ
アクリレート製のもののような、充填ナノ粒子（Prog Neuro-psychopharmacol Biol Psyc
hiatry, 23, 941-949, 1999）。本発明の方法において有用なＲＯＳ阻害化合物の送達戦
略の他の非限定的な例には、Boadoら、1998、J.
Pharm. Sci, 87, 1308-1315；Tylerら、1999、FEBS Lett., 421, 280-284；Pardridgeら
、1995、PNAS
USA., 92, 5592-5596；Boado、1995、Adv. Drug Delivery Rev., 15, 73-107；Aldrian-H
erradaら、1998、Nucleic Acids Res., 26, 4910-4916；およびTylerら、1999、PNAS
USA., 96, 7053-7058に記載される物質が含まれる。
【０２２１】
　また、ポリ（エチレングリコール）脂質を含む表面修飾リポソーム（ＰＥＧ修飾、ある
いは長期循環リポソームまたはステルスリポソーム）を含有する治療用組成物も、本発明
の方法において適切に用いることができる。これらの製剤は、標的組織内での薬剤の蓄積
を増加させるための方法を提供する。この種の薬剤担体は、単核食細胞系（ＭＰＳまたは
ＲＥＳ）によるオプソニン作用および排除に抵抗性であり、これにより、封入された薬剤
の血液循環時間を長くして組織への曝露を促進することができる（Lasicら、Chem. Rev. 
1995, 95, 2601-2627；Ishiwataら、Chem. Pharm. Bull. 1995, 43,
1005-1011）。このようなリポソームは、おそらく血管が新生された標的組織における溢
出および捕獲によって、腫瘍中に選択的に蓄積されることが示されている（Lasicら、Sci
ence 1995, 267, 1275-1276；Okuら、1995、Biochim.
Biophys. Acta, 1238, 86-90）。長期循環リポソームは、特に、ＭＰＳ組織内に蓄積され
ることが知られている従来のカチオン性リポソームと比較して、ＤＮＡおよびＲＮＡの薬
物動態および薬力学を向上させる（Liuら、J. Biol. Chem. 1995, 42, 24864-24870；Cho
iら、国際ＰＣＴ公開第ＷＯ９６／１０３９１号；Ansellら、国際ＰＣＴ公開第ＷＯ９６
／１０３９０号；Hollandら、国際ＰＣＴ公開第ＷＯ９６／１０３９２号）。また、長期
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循環リポソームは、肝臓および脾臓のような代謝的に活発なＭＰＳ組織における蓄積を回
避できるため、カチオン性リポソームと比較して、薬剤をヌクレアーゼ分解からより強く
保護する可能性も高い。
【０２２２】
　治療用組成物には、医薬的に許容される担体または希釈剤中の医薬的有効量の所望の化
合物が含まれていてもよい。治療用途に許容される担体または希釈剤は、当医薬技術分野
で周知であり、例えば、REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES、Mack
Publishing社（A. R. Gennaro（編）1985）に記載されている。例えば、保存剤、安定剤
、色素、および賦香剤を用いることができる。これらには、安息香酸ナトリウム、ソルビ
ン酸、ｐ－ヒドロキシ安息香酸エステルが含まれる。さらに、抗酸化剤および懸濁剤を用
いることもできる。
【０２２３】
　医薬的に有効な用量とは、疾患状態の予防、発症の阻害、または治療（症状のある程度
緩和、好ましくはすべての症状の緩和）に必要な用量である。医薬的に有効な用量は、疾
患の種類、用いる組成物、投与の経路、治療する哺乳動物の種類、検討中の特定の哺乳動
物の身体的な特徴、併用する薬剤、医薬分野の当業者が認識するであろう他の因子によっ
て異なる。一般的には、負に荷電したポリマーの効力に依存して、０．１ｍｇ／ｋｇ～１
００ｍｇ／ｋｇ体重／日の量の活性成分を投与する。
【０２２４】
　上記の病態の治療において、１日に体重１ｋｇあたり約０．１ｍｇ～約１４０ｍｇの水
準の用量レベルが有効である（１日に患者あたり約０．５ｍｇ～約７ｇ）。担体物質と組
み合わせて単一の剤形を形成することのできる活性成分の量は、治療する宿主および特定
の投与様式によって異なる。単位剤形には、一般に、約１ｍｇ～約５００ｍｇの活性成分
が含有される。あらゆる特定患者に対する特定の用量レベルは、用いる特定化合物の活性
、患者の年齢、体重、一般的な健康状態、性別、食事、投与時間、投与の経路、および排
出の速度、薬剤の組合せ、ならびに治療している特定の疾患の重症度を含む多様な因子に
依存することが知られている。
【０２２５】
　ヒト以外の動物に投与する場合には、該組成物を、動物用の飼料または飲料水に添加す
ることもできる。動物が食餌と共に治療に適した量の該組成物を取り入れるように、この
動物用の飼料および飲料水の組成物を製剤することは好都合であり得る。また、飼料また
は飲料水に添加するためのプレミックスとして該組成物を提供することも好都合であり得
る。
【０２２６】
　本発明の実施において有用なＲＯＳ阻害治療薬には、上記のような単一の化合物が含有
されていてもよく、あるいは、同じ種類の阻害剤（すなわち、抗体阻害剤）中にあるか、
または異なる種類の阻害剤（すなわち、抗体阻害剤と小分子阻害剤）中にあるかにかかわ
らず、複数の化合物の組合せが含有されていてもよい。化合物のこのような組合せは、融
合タンパク質を発現している癌の進行を抑制する際の総合的な治療効果を向上させ得る。
例えば、該治療用組成物は、STI-571（Gleevec（登録商標））単独のように１種類の小分
子阻害剤であってもよく、あるいはＲＯＳ活性を標的とする他のGleevec（登録商標）ア
ナログおよび／またはTarceva（商標）またはIressa（商標）などのＥＧＦＲの小分子阻
害剤との併用であってもよい。該治療用組成物には、１つまたは複数の標的化阻害剤に加
えて、１つまたは複数の非特異的な化学療法剤が含有されていてもよい。このような組合
せにより、多くの癌において腫瘍を死滅させる相乗的な効果がもたらされることが最近示
されている。ｉｎ　ｖｉｖｏにおいてＲＯＳの活性および腫瘍の増殖を阻害する際のこの
ような組合せの有効性は、後述のように評価することができる。
【０２２７】
変異ＲＯＳキナーゼ阻害化合物の同定。
　本発明はまた、部分的には、化合物が癌においてＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの
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活性を阻害するかどうかを判定することによって、化合物がＣＤ７４－ＲＯＳの転座およ
び／または融合ポリペプチドを特徴とする癌の進行を抑制するかどうかを判定する方法も
提供する。いくつかの好ましい実施形態では、骨髄、血液、または腫瘍からの細胞を含有
する生体試料を調べることによって、ＲＯＳの活性の阻害を判定する。他の好ましい一実
施形態では、少なくとも１つの本発明の変異ＲＯＳポリヌクレオチドまたは変異ＲＯＳポ
リペプチド特異的試薬を用いて、ＲＯＳの活性の阻害を判定する。
【０２２８】
　試験される化合物は、上記のような治療薬または組成物のどのタイプであってもよい。
化合物の効力を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏの両方において、評価する方法
は、当技術分野でよく確立されており知られている。例えば、ＲＯＳキナーゼが活性化し
ている細胞または細胞抽出液を用いて、組成物がｉｎ　ｖｉｔｒｏでＲＯＳを阻害する能
力を調べることができる。化合物のパネルを用いて、（ＥＧＦＲまたはＰＤＧＦＲなどの
他の標的と対比して）ＲＯＳに対する化合物の特異性を試験することもできる。
【０２２９】
　公開されたＰＣＴ出願第ＷＯ８４/０３５６４号に記載されるように、用い得る別の薬
剤スクリーニング技術によって、目的のタンパク質に対して好適な結合親和性を有する化
合物の高処理スクリーニングを行うことができる。この方法では、変異ＲＯＳポリペプチ
ドに適用するように、多数のさまざまな小さな被験化合物を、プラスチックピンまたは何
らかの他の表面などの固体基板上で合成する。これらの被験化合物を、変異ＲＯＳポリペ
プチドまたはその断片と反応させ、洗浄する。次いで、当技術分野で周知の方法によって
、結合した変異ポリペプチド（例えば、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチド）を検出する
。精製変異ＲＯＳポリペプチドを、上記の薬剤スクリーニング技術で用いるために、プレ
ート上へ直接コーティングすることもできる。あるいは、非中和性抗体を用いて、このペ
プチドを捕捉して、これを固体担体上に固定することもできる。
【０２３０】
　次いで、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＲＯＳ活性の有効な阻害剤であることが明らかになった化
合物を、ｉｎ　ｖｉｖｏで、例えばＣＤ７４－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の異種移植片を用いて、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合
ポリペプチドを発現している癌の進行を抑制する能力について調べることができる。この
方法では、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質によって引き起こされることが知られる細胞
株をマウスの皮下に入れる。その後、この細胞は、視覚的に観察され得る腫瘍塊に成長す
る。次いで、このマウスを該薬剤で治療することができる。この薬剤治療が腫瘍サイズに
及ぼす効果を、外見的に観察することができる。次いで、このマウスを屠殺して腫瘍を採
取し、ＩＨＣおよびウエスタンブロットによって解析する。同様に、標準的な方法によっ
て、哺乳動物の骨髄移植片を調製して、変異ＲＯＳキナーゼを発現している血液学的腫瘍
における薬剤反応性を調べることもできる。このようにして、該薬剤の効果を、患者に最
も近く類似した生物学的設定において観察することができる。該腫瘍細胞または周囲の間
質細胞においてシグナル伝達を変化させる該薬剤の能力を、リン酸化特異的抗体を用いた
解析によって測定することもできる。また、細胞死誘導または細胞増殖阻害における該薬
剤の有効性を、切断されたカスパーゼ３および切断されたＰＡＲＰなどのアポトーシス特
異的マーカーを用いた解析によって観察することもできる。
【０２３１】
　このような化合物の毒性および治療有効性を、培養細胞または実験動物において、標準
的な医薬の方法、例えばＬＤ５０（集団の５０％に致死的な用量）およびＥＤ５０（集団
の５０％において治療上有効な用量）を測定するための方法などによって測定することが
できる。毒性と治療効果との間の用量比は治療指数であり、ＬＤ５０／ＥＤ５０の比とし
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。
【０２３２】
　上記および下記の全引用文献の教示は、これによって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示すものであって、本明細書に
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添付の特許請求の範囲において示す場合を除き、本発明の範囲を限定する意図はない。本
発明には、本明細書中で教示する方法の変更形態および変形形態が含まれ、これらは当業
者に明らかであろう。
【実施例】
【０２３３】
実施例１
包括的なリン酸化ペプチドプロファイリングによる、ＮＳＣＬＣ患者由来のＲＯＳキナー
ゼ活性の同定
　最近記載された、複雑な混合物から修飾ペプチドを単離して質量分析で特性決定を行う
ための強力な技術（「ＩＡＰ」技術、Rushら、前掲を参照されたい）を用いて、ＣＳ０４
２を含む数人のヒトＮＳＣＬＣ患者におけるキナーゼ活性化の包括的なリン酸化プロファ
イルを調べた。リン酸化チロシン特異的抗体（CELL SIGNALING TECHNOLOGY社、Beverly, 
MA,
2003/04カタログ#9411）を用いてＩＡＰ技術を行い、ＮＳＣＬＣ細胞株の抽出液からリン
酸化チロシンを含むペプチドを単離し、次いで、その特性決定を行った。
【０２３４】
　具体的には、ＮＳＣＬＣ患者における活性化チロシンキナーゼの同定を容易にし、この
疾患の新規の誘起因子を同定するために、このＩＡＰアプローチを用いた。
【０２３５】
リン酸化ペプチド免疫沈降。
　合計０．５ｇの腫瘍組織を、１．２５×１０８細胞／ｍＬで、尿素溶解緩衝液（２０ｍ
Ｍ
ＨＥＰＥＳ ｐＨ８．０、９Ｍ 尿素、１ｍＭ バナジン酸ナトリウム、２．５ｍＭ ピロリ
ン酸ナトリウム、１ｍＭ β－グリセロリン酸）中にホモジナイズして溶解して、超音波
で破砕した。超音波で破砕した溶解液を、２０，０００×ｇの遠心分離によって清澄化し
て、以前に記載されているようにタンパク質を還元してアルキル化した（Rushら、Nat. B
iotechnol. 23（1）：94-101（2005）を参照されたい）。試料を２０ｍＭ
ＨＥＰＥＳ ｐＨ ８．０で希釈して、尿素の最終濃度を２Ｍにした。トリプシン（０．０
０１Ｍ ＨＣｌ中に１ｍｇ／ｍＬ）をこの溶解液上清に１：１００ｖ／ｖで添加した。試
料を室温で一晩消化させた。
【０２３６】
　消化後、１％ＴＦＡの最終濃度と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-Pak C18カラムを用いてペプチド精製を行った（Rushら、前掲を参照され
たい）。精製後、全溶出液（０．１％ＴＦＡ中、８％、１２％、１５％、１８％、２２％
、２５％、３０％、３５％、および４０％のアセトニトリル）を合わせて、凍結乾燥した
。乾燥ペプチドを、１．４ｍＬのＭＯＰＳ緩衝液（５０ｍＭ
ＭＯＰＳ／ＮａＯＨ ｐＨ７．２、１０ｍＭ Ｎａ２ＨＰＯ４、５０ｍＭ ＮａＣｌ）中に
再懸濁して、１２，０００×ｇで１０分間の遠心分離によって不溶性物質を除去した。
【０２３７】
　腹水液由来のリン酸化チロシンモノクローナル抗体P-Tyr-100（Cell Signaling Techno
logy）を、プロテインＧアガロースビーズ（Roche）に４ｍｇ／ｍＬビーズで、４℃で一
晩非共有結合させた。結合後、抗体－樹脂を、ＰＢＳで２回、ＭＯＰＳ緩衝液で３回洗浄
した。固定化抗体（４０μＬ、１６０μｇ）を、ＭＯＰＳ　ＩＰ緩衝液中で１：１のスラ
リーとして、可溶化したペプチド分画に添加して、この混合物を４℃で一晩インキュベー
トした。この固定化抗体ビーズを、ＭＯＰＳ緩衝液で３回、ｄｄＨ２Ｏで２回洗浄した。
ペプチドを、４０μＬの０．１％ＴＦＡで各２０分間インキュベートすることによって、
２回ビーズから溶出させ、それらの分画を合わせた。
【０２３８】
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ質量分析法による解析。
　ＩＰ溶出液（４０μＬ）中のペプチドを、溶出した抗体からStop and Go抽出チップ（S
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tageTips）を用いて濃縮および分離させた（Rappsilberら、Anal. Chem., 75（3）：663-
70（2003）を参照されたい）。このマイクロカラムから、ペプチドを、１μＬの６０％Ｍ
ｅＣＮ、０．１％ＴＦＡで、７．６μＬの０．４％酢酸／０．００５％ヘプタフルオロ酪
酸（ＨＦＢＡ）中に溶出させた。この試料を、不活性のサンプルインジェクションバルブ
を有するFamosオートサンプラー（Dionex）を用いて、Magic C18 AQ逆相樹脂（Michrom B
ioresources）の詰まった１０ｃｍ×７５μｍのPicoFritキャピラリーカラム（New Objec
tive）上にロードした。このカラムを、０．４％酢酸、０．００５％ＨＦＢＡ中のアセト
ニトリルの４５分間の直線濃度勾配によって、流速２８０ｎＬ／分（Ultimate、Dionex）
で展開した。
【０２３９】
　タンデムマススペクトルは、LCQ Deca XP Plusイオントラップ質量分析計（ThermoFinn
igan）により、トップ４法を用いて、動的除外反復カウント１、反復期間０．５分間、デ
ータ従属方式で収集した。
【０２４０】
データベース解析および帰属。
　（BioWorks 3.0の一部として供給されるSequest Browser
package（v.27, rev.12）中の）TurboSequest（ThermoFinnigan）を用いて、ＭＳ／ＭＳ
スペクトルを評価した。以下の設定で、Sequest
BrowserプログラムCreateDtaを用いて、生のデータファイルから個々のＭＳ／ＭＳスペク
トルを抽出した：下限分子量、７００；上限分子量、４，５００；イオンの最小数、２０
；最小ＴＩＣ、４×１０５；かつプレカーサー荷電状態、不特定。試料注入前の生のデー
タファイルの開始から溶出勾配の終了まで、スペクトルを抽出した。Sequest解析用にさ
らにＭＳ／ＭＳスペクトルを選択するために、IonQuestプログラムおよびVuDtaプログラ
ムは用いなかった。以下のTurboSequestパラメータでＭＳ／ＭＳスペクトルを評価した：
ペプチドマストレランス、２．５；フラグメントイオントレランス、０．０；修飾ごとに
異なるアミノ酸の最大数、４；マスタイプ親、平均；マスタイプ断片、平均；内部切断部
位の最大数、１０；水およびアンモニアのｂおよびｙイオンからのニュートラルロスは相
関解析において考慮した。エラスターゼ消化から収集されるスペクトルを除き、タンパク
質分解酵素を特定した。
【０２４１】
　２７，１７５個のタンパク質を含む、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、動的修飾として酸化メチオニン（Ｍ＋１６）およびリン酸化（Ｙ
＋８０）を許容して検索を行った。
【０２４２】
　プロテオミクス研究において、そのタンパク質が、実際に、試料中に存在していること
を示すために、１回の実験結果で１個のペプチドを観察することのみに基づいてタンパク
質同定を確認することが望ましい。これは、ペプチド帰属を確認する統計的方法（まだ広
くは受け入れられていない）ならびにタンパク質およびペプチドの同定結果の公開のため
のガイドラインの開発をもたらし（Carrら、Mol. Cell Proteomics 3：531-533（2004）
を参照されたい）、本実施例ではこれを適用した。しかし、この免疫親和性戦略によって
、非リン酸化ペプチドからリン酸化ペプチドが分離され、多くのリン酸化タンパク質はチ
ロシンリン酸化部位を１つだけ有するため、一般的に、タンパク質から１種類のリン酸化
ペプチドのみを観察する結果となる。
【０２４３】
　このため、リン酸化ペプチドの帰属を確認するための追加の判定基準を用いることが適
切である。以下の追加の判定基準のいずれかが満たされる場合には、帰属が正しい可能性
が高い：（ｉ）ＭＳ／ＭＳスペクトルは荷電状態によって著しく変化するため、同じ配列
が、さまざまな荷電状態で共溶出するイオンに帰属する；（ｉｉ）不完全なタンパク質分
解またはトリプシン以外のプロテアーゼの使用による配列の重複によって、その部位が、
２つ以上のペプチド配列の配列中に認められる；（ｉｉｉ）同一ではないが、相同なタン
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パク質アイソフォームがあるので、その部位が、２つ以上のペプチド配列コンテキスト中
に認められる；（ｉｖ）種の間で同一ではないが、相同なのタンパク質があるので、その
部位が、２つ以上のペプチド配列コンテキスト中に認められる；および（ｖ）イオントラ
ップ質量分析計により再現性の高いＭＳ／ＭＳスペクトルが生成されるため、合成リン酸
化ペプチドのＭＳ／ＭＳ解析によって確認される部位が帰属された配列と対応している。
この最後の基準は、特に興味がある新規部位の帰属を確認するために、通常通りに用いら
れる。
【０２４４】
　Sequestで作製した全スペクトルおよび全配列帰属を関係データベースに取り込んだ。
保守的な２段階のプロセスに従って、帰属された配列を承認または否認した。第1のステ
ップでは、最大ＲＳｐ値１０を許容して、＋１の荷電状態に対して少なくとも１．５、＋
２に対して２．２、かつ＋３に対して３．３のＸＣｏｒｒ値にフィルタリングすることに
よって、高スコアの配列帰属のサブセットを選択した。以下の判定基準のいずれかが満た
された場合には、このサブセットにおける帰属を否認した：（ｉ）そのスペクトルが、ａ
イオン、ｂイオン、またはｙイオンとして、ｂイオンまたはｙイオンからの水またはアン
モニアのニュートラルロスから生じているイオンとして、あるいは多価プロトン化イオン
として、帰属された配列にマッピングされ得ない、少なくとも１つの主要なピーク（その
スペクトル中で最も強度が高いイオンの少なくとも１０％）を含む；（ｉｉ）そのスペク
トルが、少なくとも６つの連続した残基と同等な一連のｂイオンまたはｙイオンを含んで
いない；あるいは（ｉｉｉ）その配列が、我々が行ったすべての試験において少なくとも
５回観察されなかった（不完全なタンパク質分解またはトリプシン以外のプロテアーゼの
使用による配列の重複を除く）。第２のステップでは、本物の参照ライブラリー検索の戦
略を模擬し、低スコアのスペクトルが他の試験において収集された高スコアのスペクトル
と高度な類似性を示す場合には、閾値より下のスコアによる帰属を許容した。帰属した配
列の最終的な一覧を裏づける全スペクトル（ここには示していない）は、それらの信頼性
を確立するために、少なくとも３人の科学者によって再検討された。
【０２４５】
　上記のＩＡＰ解析により、多数のチロシンリン酸化タンパク質が同定され、その大多数
は新規である。チロシンリン酸化キナーゼの中で、検出された数種類のものは、通常、他
のＮＳＣＬＣ細胞株におけるＭＳ解析によって検出されず（未発表データ）、これにはＲ
ＯＳキナーゼが含まれる。
【０２４６】
実施例２
ＣＤ７４－ＲＯＳ融合遺伝子の単離および配列決定
　ＮＳＣＬＣ患者において活性化型のＲＯＳキナーゼの存在が認められた場合には、キメ
ラなＲＯＳ転写産物が存在するかどうかを決定するために、ＲＯＳのキナーゼドメインを
コードしている配列のｃＤＮＡ末端の５’高速増幅を行った。
【０２４７】
相補的ＤＮＡ末端の高速増幅
　RNeasy Miniキット（Qiagen）を用いて、ＣＳ０４５細胞株からＲＮＡを抽出した。Ｄ
ＮＡは、DNeasy Tissueキット（Qiagen）を用いて抽出した。ｃＤＮＡ末端の高速増幅は
、5' RACEシステム（Invitrogen）を用いて、ｃＤＮＡ合成用のＲＯＳ－ＧＳＰ１プライ
マーならびにネストＰＣＲ反応用のＲＯＳ－ＧＳＰ２プライマーおよびＲＯＳ－ＧＳＰ３
プライマーで行った。
【０２４８】
ＰＣＲアッセイ
　ＲＴ－ＰＣＲのために、SuperScript（商標）IIIファーストストランド合成システム（
Invitrogen）を用いて、ファーストストランドｃＤＮＡを、２．５μｇの全ＲＮＡからオ
リゴ（ｄＴ）２０で合成した。次いで、以下のＣＤ７４－Ｆ１およびＲＯＳ－ＧＳＰ３の
プライマー対を用いて、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合遺伝子を増幅した：
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ＲＯＳ－ＧＳＰ１：ＡＣＣＣＴＴＣＴＣＧＧＴＴＣＴＴＣＧＴＴＴＣＣＡ（配列番号：７
）
ＲＯＳ－ＧＳＰ２：ＧＣＡＧＣＴＣＡＧＣＣＡＡＣＴＣＴＴＴＧＴＣＴＴ（配列番号：８
）
ＲＯＳ－ＧＳＰ３：ＴＧＣＣＡＧＡＣＡＡＡＧＧＴＣＡＧＴＧＧＧＡＴＴ（配列番号：９
）
ＣＤ７４－Ｆ１：ＧＣＡＧＡＡＴＧＣＣＡＣＣＡＡＧＴＡＴＧＧＣＡＡ（配列番号：１０
）
得られた産物の配列解析によって、ＲＯＳのＣ端末がＣＤ７４遺伝子のＮ末端に融合して
いることが明らかにされた（図１、パネルＢおよびＣを参照されたい）。このＣＤ７４－
ＲＯＳ融合遺伝子は、インフレームであり、ＣＤ７４の最初の２０８アミノ酸がＲＯＳの
最後の４９５アミノ酸に融合されており（図１、パネルＢを参照されたい）、結果として
融合タンパク質が生じていた。ＣＤ７４は染色体５ｑ３２に位置し、一方、ＲＯＳは染色
体６ｑ２２に位置していた。したがって、該融合遺伝子は、ｔ（５；６）（ｑ３２；ｑ２
２）によって引き起こされていた。
【０２４９】
　ＣＤ７４とＲＯＳの融合を、ＲＮＡの逆転写酵素ＰＣＲによって確認した。図５を参照
されたい。
【０２５０】
実施例３
ＦＩＳＨアッセイを用いた、ヒト癌試料中のＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質の発現の検
出
　以前に記載されているように、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ
）アッセイを用いて、ヒトＮＳＣＬＣ腫瘍試料中のＣＤ７４－ＲＯＳ融合タンパク質の存
在を検出した。例えば、Vermaら、HUMAN CHROMOSOMES：A MANUAL OF BASIC TECHNIQUES, 
Pergamon Press, New York, N.Y.（1988）を参照されたい。２００を超える、パラフィン
包埋したヒトＮＳＣＬＣ腫瘍試料を調べた。
【０２５１】
　ＲＯＳに関する再編成を解析するために、二色分離プローブを設計した。近位プローブ
（ＢＡＣクローンＲＰ１－１７９Ｐ９）および２種類の遠位プローブ（ＢＡＣクローンＲ
Ｐ１１－３２３Ｏ１７、ＲＰ１－９４Ｇ１６）をそれぞれ、Spectrum Orange dUTPまたは
Spectrum Green dUTPで標識した。ニックトランスレーションによるプローブの標識およ
びＦＦＰＥ組織切片を用いた間期ＦＩＳＨは、製品使用説明書（Vysis）に従って、以下
の点を変更して行った。簡単に説明すると、パラフィン包埋組織切片を再水和して、０．
０１Ｍのクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）中で１１分間、マイクロ波抗原賦活化を行った。
切片を、プロテアーゼ（４ｍｇ／ｍＬペプシン、２０００～３０００Ｕ／ｍｇ）で３７℃
で２５分間消化し、脱水して、該ＦＩＳＨプローブセットと共に３７℃で１８時間ハイブ
リッド形成させた。洗浄後、Vectashieldマウンティングメディウム（Vector Laboratori
es,
Burlingame, CA）中の４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ；ｍｇ
／ｍＬ）を核対比染色に適用した。
【０２５２】
　このＲＯＳ再編成プローブには、野生型配列（図４Ｂおよび図１を参照されたい）のＲ
ＯＳ遺伝子の切断点の両側を別々に標識する２つのプローブが含まれる。ハイブリッド形
成した際に、天然のＲＯＳ領域は橙色／緑色の融合シグナルのように見えるが、（該ＣＤ
７４－ＲＯＳ融合タンパク質で生じているような）この部位における再編成によって橙色
と緑色の別々のシグナルが生じることとなる。
【０２５３】
　このＦＩＳＨ解析によって、試験した試料集団におけるこのＲＯＳ変異の発生率が低い
ことが明らかにされた。１２３腫瘍のうち２つ、すなわち１．６％の腫瘍に該融合変異が
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含まれていた。しかし、世界的なＮＳＣＬＣの高い発生率（毎年、米国だけで新規症例が
１５１，００件を超える）を考慮すると、相当な数の患者がこの変異ＲＯＳを有している
と考えられ、これらの患者は、ＲＯＳ阻害治療薬療法から恩恵をうけ得る。
【０２５４】
実施例４
ＰＣＲアッセイを用いた、ヒト癌試料中の変異ＲＯＳキナーゼの発現の検出
　以前に記載されている、ゲノムもしくは逆転写酵素（ＲＴ）のポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）を用いて、ヒト癌試料中の切断型ＲＯＳキナーゼおよび／またはＣＤ７４－ＲＯ
Ｓ融合タンパク質の存在を検出することもできる。例えば、Coolsら、N. Engl. J. Med. 
348：1201-1214（2003）を参照されたい。
【０２５５】
　簡単に説明すると、例えば、腫瘍または胸水の試料を、標準的な技術を用いて、ＮＳＣ
ＬＣを有する患者から採取することができる。切断型ＲＯＳキナーゼまたはＣＤ７４－Ｒ
ＯＳ融合タンパク質に対するＰＣＲプローブを構築する。RNeasy Miniキット（Qiagen）
を用いて、腫瘍または胸水の試料からＲＮＡを抽出することができる。ＤＮＡは、DNeasy
 Tissueキット（Qiagen）を用いて抽出することができる。ＲＴ－ＰＣＲのために、例え
ばSuperScript（商標）IIIファーストストランド合成システム（Invitrogen）を用いて、
ファーストストランドｃＤＮＡを、例えば２．５μｇの全ＲＮＡから、オリゴ（ｄＴ）２

０で合成する。次いで、例えばＣＤ７４－Ｆ１およびＲＯＳ－ＧＳＰ３のプライマー対を
用いて、ＣＤ７４－ＲＯＳ融合遺伝子を増幅する。
【０２５６】
　このような解析によって、切断型ＲＯＳキナーゼ（および／またはＣＤ７４－ＲＯＳ融
合タンパク質）の発現を特徴とする癌を有する患者が同定されることとなり、その患者が
ＲＯＳ阻害治療薬を用いた治療の候補者となる。

【図１】 【図２】
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【図３】

【図４Ａ】

【図４Ｂ－１】 【図４Ｂ－２】
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【図５】 【図６】

【手続補正書】
【提出日】平成22年6月17日(2010.6.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下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有
する単離ポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：１のアミノ酸配列を含有するＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコー
ドしているヌクレオチド配列；
（ｂ）ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコードしているヌクレオチド配列であって、
配列番号：２のヌクレオチド配列を含有するヌクレオチド配列；
（ｃ）ＣＤ７４のＮ末端アミノ酸配列（配列番号：３の残基１～２０８）およびＲＯＳの
キナーゼドメイン（配列番号：５の残基１９４５～２２２２）を含有するＣＤ７４－ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチドをコードしているヌクレオチド配列；
（ｄ）ＣＤ７４のＮ末端ヌクレオチド配列（配列番号：４の残基１～６２４）およびＲＯ
Ｓのキナーゼドメインヌクレオチド配列（配列番号：６の残基６０３２～６８６５）を含
有するヌクレオチド配列；
（ｅ）ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドの融合ジャンクション（配列番号：２の残
基６２２～６２７）を含む少なくとも６つの連続したヌクレオチドを含有するヌクレオチ
ド配列；
（ｆ）ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクション（配列番号：１の残基２
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０８～２０９）を含む少なくとも６つの連続したアミノ酸を含有するポリペプチドをコー
ドしているヌクレオチド配列；ならびに
（ｇ）（ａ）～（ｆ）のいずれかのヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチド配列。
【請求項２】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドとストリンジェントハイブリダイゼーション条件下
でハイブリッド形成する単離ポリヌクレオチドであって、ハイブリッド形成する前記単離
ポリヌクレオチドが、Ａ残基のみまたはＴ残基のみからなるヌクレオチド配列を有するポ
リヌクレオチドとはストリンジェントハイブリダイゼーション条件下でハイブリッド形成
しない単離ポリヌクレオチド。
【請求項３】
　前記ポリヌクレオチドが検出可能な標識をさらに含有する、請求項２に記載の単離ポリ
ヌクレオチド。
【請求項４】
　請求項１に記載の単離ポリヌクレオチドをベクター内に挿入するステップを含む、組換
えベクターの作製方法。
【請求項５】
　請求項４に記載の方法によって作製される組換えベクター。
【請求項６】
　請求項５に記載の組換えベクターを宿主細胞内に導入するステップを含む、組換え宿主
細胞の作製方法。
【請求項７】
　請求項６に記載の方法によって作製される組換え宿主細胞。
【請求項８】
　組換えＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを作製する方法であって、請求項７に記載の
組換え宿主細胞を前記ポリペプチドの発現に好適な条件下において培養するステップと、
前記ポリペプチドを回収するステップとを含む方法。
【請求項９】
　請求項８に記載の方法によって作製される組換えＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドま
たは切断型ＲＯＳキナーゼポリペプチド。
【請求項１０】
　以下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有する
単離ポリペプチド：
（ａ）配列番号：１のアミノ酸配列を含有するＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドをコー
ドしているアミノ酸配列；
（ｂ）ＣＤ７４のＮ末端アミノ酸配列（配列番号：３の残基１～２０８）およびＲＯＳの
キナーゼドメイン（配列番号：５の残基１９４５～２２２２）を含有するＣＤ７４－ＲＯ
Ｓ融合ポリペプチドをコードしているアミノ酸配列；ならびに
（ｃ）ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの融合ジャンクション（配列番号：１の残基２
０８～２０９）を含む少なくとも６つの連続したアミノ酸を含有するポリペプチドをコー
ドしているアミノ酸配列。
【請求項１１】
　請求項１０に記載のポリペプチドを特異的に結合または検出するが、野生型ＣＤ７４も
野生型ＲＯＳも結合または検出しない単離試薬。
【請求項１２】
　前記試薬が抗体または重同位体標識（ＡＱＵＡ）ペプチドである、請求項１１に記載の
単離試薬。
【請求項１３】
　癌における変異ＲＯＳポリヌクレオチドおよび／または変異ＲＯＳポリペプチドの存在
を検出する方法であって、
（ａ）癌を有する患者または癌を有する疑いのある患者から生体試料を採取するステップ
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と、
（ｂ）前記生体試料中にＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドおよび／またはＣＤ７４
－ＲＯＳ融合ポリペプチドが存在するかどうかを判定するために、請求項１に記載のポリ
ヌクレオチドを検出する少なくとも１つの試薬および／または請求項１１に記載の少なく
とも１つの試薬を利用するステップと
を含む方法。
【請求項１４】
　前記癌が肺癌である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　変異ＲＯＳポリヌクレオチドまたは変異ＲＯＳポリペプチドの存在によって、少なくと
も１つのＲＯＳキナーゼ阻害治療薬を含有する組成物に反応性を示す可能性の高い癌を同
定する、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　フローサイトメトリー（ＦＣ）の形態、免疫組織化学（ＩＨＣ）の形態、免疫蛍光（Ｉ
Ｆ）アッセイの形態、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）の形態、
およびポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）アッセイの形態からなる群から選択される形態で
実施される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの活性を検出する、請求項１３に記載の方法。
【請求項１８】
　化合物がＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドおよび／またはＣＤ７４－ＲＯＳ融合
ポリペプチドを特徴とする癌の進行を抑制するかどうかを判定する方法であって、前記化
合物が前記癌において前記ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現および／または活性
を阻害するかどうかを判定するステップを含む方法。
【請求項１９】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドを検出する少なくとも１つの試薬および／または請
求項１１に記載の少なくとも１つの試薬を用いて、前記ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチ
ドの発現および／または活性の阻害を判定する、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドを発現する癌の進行を抑制する方法であって、前記
癌において前記ＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリペプチドの発現および／または活性を阻害する
ステップを含む方法。
【請求項２１】
　前記癌が肺癌である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　生体試料中のＣＤ７４－ＲＯＳ融合ポリヌクレオチドおよび／またはＣＤ７４－ＲＯＳ
融合ポリペプチドの検出用のキットであって、請求項１に記載の少なくとも１つのポリヌ
クレオチドおよび／または請求項１１に記載の少なくとも１つの試薬、ならびに１つまた
は複数の第２の試薬を含むキット。
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　　　　 　　  4B063 QA18  QA19  QQ02  QQ08  QQ27  QQ42  QQ53  QR08  QR32  QR36 
　　　　 　　        QR42  QR48  QR50  QR55  QR62  QR72  QR77  QS15  QS25  QS28 
　　　　 　　        QS34  QS36  QS39  QX02 
　　　　 　　  4B064 AG01  CA19  CC24  DA01 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA57X AA87X AA90Y AB01  BA02  CA24  CA44 
　　　　 　　  4C084 AA17  NA05  ZB261
　　　　 　　  4H045 AA10  AA20  AA30  BA09  BA41  CA40  DA50  DA89  EA20  FA74 

【要約の続き】
る。
【選択図】図１
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根据本发明，在人非小细胞肺癌（NSCLC）中产生新的基因易位（5q32,6q22），其导致融合蛋白结合CD74的一部分与原癌基因
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明部分地提供了分离的多核苷酸和编码所公开的突变ROS激酶多肽的载体，用于检测它的探针，分离的突变多肽，重组多肽和用于
检测融合和截短多肽的试剂。所公开的新融合蛋白的鉴定能够确定生物样品中这些突变ROS激酶多肽存在的新方法，筛选抑制蛋白
质的化合物的方法，以及抑制突变多核苷酸特征的癌症进展的方法或多肽，也由本发明提供。
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