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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）配列番号１で表わされるアミノ酸配列を含有している微小管結合タンパク質様４
／未分化リンパ腫キナーゼ（Echinoderm Microtubule-Associated Protein-Like 4/Anapl
astic Lymphoma Kinase; ＥＭＬ４－ＡＬＫ）融合ポリペプチドをコードするヌクレオチ
ド配列；
　（ｂ）配列番号２で表わされるヌクレオチド配列を含有し、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリ
ペプチドをコードするヌクレオチド配列；及び
　（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のヌクレオチド配列と少なくとも９５％の相同性を有するヌク
レオチド配列を含有し、キナーゼ活性を有するＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドをコー
ドするヌクレオチド配列：
よりなる群から選ばれるいずれかのヌクレオチド配列を含有している、単離されたポリヌ
クレオチド。
【請求項２】
　ポリヌクレオチドが更に検出可能な標識を含有している、請求項１に記載の単離された
ポリヌクレオチド。
【請求項３】
　請求項１に記載の単離されたポリヌクレオチドを含有する、組み換えベクター。
【請求項４】
　請求項３に記載の組み換えベクターを含有する、組み換え宿主細胞。
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【請求項５】
　ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの発現に適している条件下で、請求項４に記載の組
み換え宿主細胞を培養し、そして当該ポリペプチドを回収する工程を含有してなる、組み
換えＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドを作成する方法。
【請求項６】
　（ａ）配列番号１で表わされるアミノ酸配列；及び
　（ｂ）配列番号１で表わされるアミノ酸配列と少なくとも９５％の相同性を有するアミ
ノ酸配列：
よりなる群から選ばれるアミノ酸配列を含有している、キナーゼ活性を有する単離された
ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド。
【請求項７】
　請求項６に記載のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的に結合するか又はこれを
検出するが、野生型のＥＭＬ－４及び野生型のＡＬＫの何れとも結合しないか又はこれを
検出しない、単離された抗体試薬。
【請求項８】
　配列番号２で表わされるヌクレオチド配列に相補的な、少なくとも２０の隣接した塩基
を含有し、配列番号２で表わされる塩基配列の７００－７０１の位置に存在する融合接合
部に対応するヌクレオチドを包含する、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（Ｆ
ＩＳＨ）プローブである、請求項１に記載のポリヌクレオチドに特異的に結合するか又は
これを検出する単離された核酸試薬。
【請求項９】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドの存在を検出すること、それによって突然変異ＡＬ
Ｋポリヌクレオチドが哺乳類の癌から得られる生体試料中に存在するか否かを判定するこ
とを含有してなる、哺乳類の癌から得られる生体試料における、突然変異ＡＬＫポリヌク
レオチドの存在を検出する方法。
【請求項１０】
　ポリヌクレオチドの検出が、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）
プローブ又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマーセットを用いて行われる、請求
項９に記載の方法。
【請求項１１】
　方法が、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）又はポリメラーゼ連
鎖反応（ＰＣＲ）のアッセイ形式で実施される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　請求項６に記載のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの存在を検出すること、それによ
って突然変異ＡＬＫポリペプチドが哺乳類の癌から得られる生体試料中に存在するか否か
を判定することを含有してなる、哺乳類の癌から得られる生体試料における、突然変異Ａ
ＬＫポリペプチドの存在を検出する方法。
【請求項１３】
　ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの検出が、抗体を用いて行われる、請求項１２に記
載の方法。
【請求項１４】
　方法が、フローサイトメトリー（ＦＣ）、免疫組織化学的検査（ＩＨＣ）、又は免疫蛍
光法（ＩＦ）のアッセイ形式で実施される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　癌が、固形腫瘍、肉腫又は癌腫である、請求項９～１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　癌腫が、肺癌である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　肺癌が、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
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　哺乳類の固形腫瘍（ただし、ヒト生体内にあるものを除く）における請求項６に記載の
ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの発現を化合物が阻害するか否かを判定する工程を含
有してなる、化合物が請求項６に記載のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの発現を特徴
としている哺乳類の固形腫瘍の進展を阻害するか否かを判定する方法。
【請求項１９】
　ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの発現の阻害が、請求項１に記載のポリヌクレオチ
ドを検出する核酸分子又は請求項６に記載のポリペプチドを検出する抗体から選択される
少なくとも１つの試薬を用いて判定される、請求項１８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願）
　本出願は、現在審査中の、２００６年４月１４に出願された米国特許出願番号（ＵＳＳ
Ｎ）第６０／７９２，３６４号の優先権を主張し、その開示の全てを参照して本明細書に
組み入れる。
【０００２】
　本発明は一般に、癌に含まれているタンパク質及び遺伝子、及び癌の検出、診断及び治
療に関する。
【背景技術】
【０００３】
　多くの癌は、細胞過程の異常な制御、又は細胞の無制御の生育及び増殖をもたらす細胞
シグナル伝達経路の障害によって特徴付けられる。これらの障害はしばしば、キナーゼの
ような、特定のシグナル伝達タンパク質の活性の変化に起因している。これらの癌の代表
的なものは、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）のような固形腫瘍である。ＮＳＣＬＣは米国に
おける癌による死亡の主要な原因であって、全肺癌の約８７％を占めている。米国におい
て年間約１５１，０００のＮＳＣＬＣの新症例があり、そして米国だけでもこの疾患によ
って年間１２０，０００人を超える患者が死亡すると予測されている。米国癌協会の「Ca
ncer Facts and Figures 2005」を参照されたい。ＮＳＣＬＣは３つの異なったサブタイ
プを含んでいて、しばしば転移してからしか検出されないので、診断から２年以内の死亡
率は７５％である。
【０００４】
　キナーゼ融合タンパク質に異常なシグナル伝達活性をもたらす遺伝子の欠失及び転座が
幾つかの癌に直接つながり得るということはよく知られている。例えば、チロシンキナー
ゼ融合タンパク質である、ＢＣＲ－ＡＢＬ癌タンパク質はヒトの慢性骨髄性白血病（ＣＭ
Ｌ）の原因物質であると言うことが直接立証されている。ＣＭＬ症例の少なくとも９０～
９５％に見出されているＢＣＲ－ＡＢＬ癌タンパク質は、いわゆるフィラデルフィア染色
体を生成する、染色体９上のｃ－ＡＢＬタンパクチロシンキナーゼから染色体２２上のＢ
ＣＲ配列への遺伝子配列の転座によって生成される。例えば、Kurzock et al., 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性白血病及びＮＳ
ＣＬＣの症例においても観察される。
【０００５】
　他の様々の癌に関連している突然変異体及び融合タンパク質をもたらす遺伝子の転座及
び欠失が記述されている。例えば、Falini et al,. Blood 99(2):409-426 (2002) は、Ａ
ＬＣＬ（未分化大細胞型リンパ腫 Anaplastic Large Cell Lymphoma ）に見られるＮＰＭ
－ＡＬＫ融合を包含して、血液癌をもたらすことが知られている転座について概説してい
る。今日まで、ノッチ３に関連するｔ（１５；１９）転座を含めて、限られた数の肺癌を
もたらす遺伝子転座、欠失及び突然変異タンパク質のみが記述されている。Dang et al.,
 J. Natl. Can. Instit. 92(16):1355-1357 (2000) を参照されたい。ＲＮＡ結合性タン
パク質－６（ＥＭＬ－４）の発現及び／又は活性の欠失が、小細胞及び非小細胞の肺癌に
見出されている。Drabkin et al., Oncogene 8(16):2589-97 (1999) を参照されたい。し
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かしながら今日まで、ヒトＮＳＣＬＣ癌におけるプロテインキナーゼに関する転座又は欠
失については記述されていない。
【０００６】
　大細胞未分化リンパ腫におけるＮＰＭのＡＬＫへの融合に起因するＡＬＫキナーゼ発現
の欠失については記述されている。Morris et al., 1994; Shiota et al., 1994 を参照
されたい。モエシン、非筋ミオシン重鎖９（Tort et al., 2001）、クラスリン 重鎖（To
uriol et al., 2000; Bridge et al., 2001）、トロポミオシン３（ＴＰＭ３）（Lamant 
et al., 2000; Bridge et al., 2001）、ＴＲＫ－融合遺伝子（ＴＧＦ）（Hernandez et 
al., Am. J. Path. 160(4):1487-1493 (2002)）及び他の遺伝子へのＡＬＫの融合につい
て述べられている。特に、ＴＧＦ－ＡＬＫ融合は非固形リンパ腫について報告されている
が、今日まで固形腫瘍におけるこの融合については述べられていない。癌におけるＡＬＫ
の一般的な役割については述べられている。Pulford et al., J. Cell Physiol. 199(3):
330-358 (2004) を参照されたい。しかしながら今日まで、ＥＭＬ－４の発現及び／又は
活性化の欠失については記述されていない。
【０００７】
　ヒトの癌における突然変異を同定することは、それがそのような融合又は突然変異タン
パク質を標的とする新規な治療法の開発、及びそのような遺伝子突然変異を有する患者を
同定する新規な診断法をもたらすことができるので非常に望ましい。例えば、ＢＣＲ－Ａ
ＢＬは、白血病を治療するための治療標的になってきている。最近、ＡＢＬキナーゼの低
分子阻害剤である、グリーベック（登録商標）（Ｇｌｅｅｖｅｃ；メシル酸イマチニブ；
Imatinib mesylate；ＳＴＩ－５７１）がＣＭＬの治療薬として承認された。この薬剤は
、ガン細胞の生育を促進するシグナル伝達経路を妨害するようにデザインされた新しい分
類の抗増殖剤の第１号である。この薬剤の開発は、ＣＭＬ及びＡＬＬの従来の治療法であ
る、化学療法及び照射療法（これらはよく知られている副作用によって悩まされ、そして
悪性腫瘍の根本原因を特異的に標的とすることができないためしばしば限られた効果のみ
を有している）を越える有意義な進歩を示している。同様に、グリーベック（登録商標）
のような標的の阻害剤に対して最も応答可能性がある患者を同定するために、患者におけ
るＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質を特異的に検出する試薬及び方法が記述されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　従って、ヒトの癌、特にＮＳＣＬＣのような肺癌を包含する固形腫瘍の進展に関わる融
合又は突然変異のタンパク質をもたらす転座若しくは欠失ような、新規な遺伝子突然変異
体の同定、及びそのような融合タンパク質の検討及び検出のための試薬及び方法が必要と
されている。とりわけ、そのような融合タンパク質の同定は、標的治療のために患者を選
択するための、更にそのような突然変異／融合タンパク質を阻害する新規な薬剤をスクリ
ーニングするための新規な方法を望ましく可能とするであろう。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
（発明の要約）
　本発明に従い、ヒト染色体２で生ずる、未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ）の部分が二
次タンパク質と結合している融合タンパク質をもたらす新規の遺伝子の欠失変異が、ヒト
固形腫瘍である非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中で同定された。ＡＬＫ融合に関わる二次タ
ンパク質は微小管結合タンパク質様４（ＥＭＬ－４）及びＴＲＫ－融合遺伝子（ＴＦＧ）
を包含している。突然変異／融合ＡＬＫキナーゼは現在、非小細胞肺癌患者の試料中で観
察されている。
【００１０】
　従って本発明は、１つには、開示した突然変異／融合ＡＬＫポリペプチドをコードする
単離されたポリヌクレオチド及びベクター、これらを検出するプローブ及びアッセイ、単
離された突然変異／融合ＡＬＫポリペプチド、組み換え突然変異ポリペプチド、及び突然
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変異ＡＬＫポリヌクレオチド及びポリペプチドを検出する試薬を提供する。開示する、こ
れらの新規な変異ＡＬＫキナーゼ及び転座／欠失の同定は、生体試料における変異ＡＬＫ
ポリヌクレオチド又はポリペプチドの存在を判定する新規な方法、突然変異キナーゼタン
パク質を阻害する化合物をスクリーニングする方法、及び突然変異ＡＬＫポリヌクレオチ
ド又はポリペプチドの発現によって特徴付けられる癌の進展を阻害する方法を可能として
、これらもまた本発明により提供される。本発明の態様及び実施態様を以下により詳細に
記載する。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１Ａ】図１Ａは、染色体２上のＥＭＬ－４遺伝子及びＡＬＫ遺伝子の位置（上の図）
、及び全長ＥＭＬ－４及びＡＬＫタンパク質のドメイン位置、更にはＥＭＬ４－ＡＬＫ融
合タンパク質（短い変異体）のドメイン位置（下の図）を示し；融合接合部がアミノ酸２
３３－２３４に生じ、そして融合タンパク質がＡＬＫのキナーゼドメイン（膜貫通及び細
胞外ではないドメイン）を含んでいる。ＥＭＬ４エクソン６／イントロン６／ＡＬＫエク
ソン２０融合接合部領域のＤＮＡ（及びタンパク質）配列（それぞれ、配列番号７及び配
列番号８）も示している（下の図）。
【図１Ｂ】図１Ｂは、染色体２上のＥＭＬ－４遺伝子及びＡＬＫ遺伝子の位置（上の図）
、及び全長ＥＭＬ－４及びＡＬＫタンパク質のドメイン位置、更にはＥＭＬ４－ＡＬＫ融
合タンパク質（長い変異体）のドメイン位置（下の図）を示し；融合接合部がアミノ酸４
９５－４９６に生じ、そして融合タンパク質がＡＬＫのキナーゼドメイン（膜貫通及び細
胞外ではないドメイン）を含んでいる。ＥＭＬ４エクソン１３／ＡＬＫエクソン２０融合
接合部領域のＤＮＡ（及びタンパク質）配列（それぞれ、配列番号２４及び配列番号２５
）も示している（下の図）。
【図１Ｃ】図１Ｃは、染色体６上のＴＦＧ遺伝子及び染色体２上のＡＬＫ遺伝子の位置（
上の図）、及び全長ＴＦＧ及びＡＬＫタンパク質のドメイン位置、更にはＴＦＧ－ＡＬＫ
融合タンパク質のドメイン位置（下の図）を示し；融合接合部がアミノ酸１３８－１３９
に生じ、そして融合タンパク質がＡＬＫのキナーゼドメイン（膜貫通及び細胞外ではない
ドメイン）を含んでいる。ＴＦＧエクソン３／ＡＬＫエクソン２０融合接合部領域のＤＮ
Ａ（及びタンパク質）配列（それぞれ、配列番号２６及び配列番号２７）も示している（
下の図）。
【図２Ａ】図２Ａは、ヒトＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質（短い変異体）のアミノ酸配
列（１文字コード）（配列番号１）（上の図）であって、コードするＤＮＡ配列（配列番
号２）（下の図）も示している。ＥＭＬ－４部分の残基はイタリック体であり、一方、Ａ
ＬＫのキナーゼドメインはボールド体である。
【図２Ｂ（１）】図２Ｂは、ヒトＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質（長い変異体）のアミ
ノ酸配列（１文字コード）（配列番号１８）（上の図）であって、コードするＤＮＡ配列
（配列番号１９）（下の図）も示している。ＥＭＬ－４部分の残基はイタリック体であり
、一方、ＡＬＫのキナーゼドメインはボールド体である。
【図２Ｂ（２）】図２Ｂは、ヒトＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質（長い変異体）のアミ
ノ酸配列（１文字コード）（配列番号１８）（上の図）であって、コードするＤＮＡ配列
（配列番号１９）（下の図）も示している。ＥＭＬ－４部分の残基はイタリック体であり
、一方、ＡＬＫのキナーゼドメインはボールド体である。
【図２Ｃ】図２Ｃは、ヒトＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパク質のアミノ酸配列（１文字コード
）（配列番号２０）（上の図）であって、コードするＤＮＡ配列（配列番号２１）（下の
図）も示している。ＴＦＧ部分の残基はイタリック体であり、一方、ＡＬＫのキナーゼド
メインはボールド体である。
【図３Ａ】図３Ａ－３Ｂは、ヒトＥＭＬ－４タンパク質のアミノ酸配列（１文字コード）
（配列番号３）（SwissProt Accession No.061936）であって、コードするＤＮＡ配列（
配列番号４）（GeneBank Accession No.NM019063）も示している。欠失変異体の短い変異
体に保持されている残基は下線付きで、一方、長い変異体に保存されている残基はイタリ
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ック体である。
【図３Ｂ（１）】図３Ａ－３Ｂは、ヒトＥＭＬ－４タンパク質のアミノ酸配列（１文字コ
ード）（配列番号３）（SwissProt Accession No.061936）であって、コードするＤＮＡ
配列（配列番号４）（GeneBank Accession No.NM019063）も示している。欠失変異体の短
い変異体に保持されている残基は下線付きで、一方、長い変異体に保存されている残基は
イタリック体である。
【図３Ｂ（２）】図３Ａ－３Ｂは、ヒトＥＭＬ－４タンパク質のアミノ酸配列（１文字コ
ード）（配列番号３）（SwissProt Accession No.061936）であって、コードするＤＮＡ
配列（配列番号４）（GeneBank Accession No.NM019063）も示している。欠失変異体の短
い変異体に保持されている残基は下線付きで、一方、長い変異体に保存されている残基は
イタリック体である。
【図４Ａ】図４Ａ－４Ｂは、ヒトＡＬＫキナーゼのアミノ酸配列（１文字コード）（配列
番号５）（SwissProt Accession No.Q9UM73）であって、コードするＤＮＡ配列（配列番
号６）（GeneBank Accession No.HSU66559）も示している。欠失変異体に保持されている
残基は下線付きで、一方、キナーゼドメインの残基はボールド体である。
【図４Ｂ（１）】図４Ａ－４Ｂは、ヒトＡＬＫキナーゼのアミノ酸配列（１文字コード）
（配列番号５）（SwissProt Accession No.Q9UM73）であって、コードするＤＮＡ配列（
配列番号６）（GeneBank Accession No.HSU66559）も示している。欠失変異体に保持され
ている残基は下線付きで、一方、キナーゼドメインの残基はボールド体である。
【図４Ｂ（２）】図４Ａ－４Ｂは、ヒトＡＬＫキナーゼのアミノ酸配列（１文字コード）
（配列番号５）（SwissProt Accession No.Q9UM73）であって、コードするＤＮＡ配列（
配列番号６）（GeneBank Accession No.HSU66559）も示している。欠失変異体に保持され
ている残基は下線付きで、一方、キナーゼドメインの残基はボールド体である。
【図４Ｃ】図４Ｃ－４Ｄは、ヒトＴＦＧタンパク質のアミノ酸配列（１文字コード）（配
列番号２２）（SwissProt Accession No.Q92734）であって、コードするＤＮＡ配列（配
列番号２３）（GeneBank Accession No.NM006070）も示している。欠失変異体に保持され
ている残基は下線付きである。
【図４Ｄ】図４Ｃ－４Ｄは、ヒトＴＦＧタンパク質のアミノ酸配列（１文字コード）（配
列番号２２）（SwissProt Accession No.Q92734）であって、コードするＤＮＡ配列（配
列番号２３）（GeneBank Accession No.NM006070）も示している。欠失変異体に保持され
ている残基は下線付きである。
【図５Ａ－Ｂ】図５は、（Ａ）ＰＣＲの第２ラウンド後のＡＬＫプライマーでの５’ＲＡ
ＣＥ生成によるＡＬＫの検出；ＵＡＰは、 ユニバーサル増幅プライマー（Universal Amp
lification Primer）を示し、ＧＳＰは遺伝子特異的プライマー（Gene Specific Primer
）を示す、（Ｂ）ＲＴ－ＰＣＲによるＥＭＬ－４及びＡＬＫ欠失変異体によって形成され
た融合遺伝子の検出、を表しているゲルである。
【図５Ｃ－Ｄ】図５は、（Ｃ）５’ＲＡＣＥによるヒトＮＳＣＬＣ腫瘍試料中のＥＭＬ４
－ＡＬＫ融合遺伝子（短い変異体及び長い変異体）の検出、そして（Ｄ）５’ＲＡＣＥに
よるヒトＮＳＣＬＣ腫瘍試料中のＴＦＧ－ＡＬＫ融合遺伝子の検出、を表しているゲルで
ある。
【図６】図６は、ＡＬＫ遺伝子の切断点２ｐ２３の両側にプローブを含有している、２色
（橙色／緑色）分解プローブを用いるＦＩＳＨアッセイによるＨ２２２８細胞中のＥＭＬ
－４及びＡＬＫの転座によって形成された融合遺伝子の検出を表している画像であって；
プローブの大きさ及び位置が上の図に示されている。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
（発明の詳細な説明）
　本発明により、未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ）の部分が二次タンパク質の部分と結
合している突然変異融合タンパク質をもたらす従来知られていない遺伝子の欠失及び転座
が、ヒト固形腫瘍である非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中で同定された。発見されたＡＬＫ
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融合に関わる二次タンパク質は微小管結合タンパク質様４（ＥＭＬ－４）及びＴＲＫ－融
合遺伝子（ＴＦＧ）を包含している。
【００１３】
　ＥＭＬ４と染色体２上のＡＬＫ遺伝子の間に生じる本開示の二つの欠失は、４０１のア
ミノ酸の微小管結合タンパク質であるＥＭＬ－４のＮ－末端が、１６２０のアミノ酸の膜
チロシンキナーゼであるキナーゼドメイン及びＡＬＫのＣ－末端と結合する融合タンパク
質を産生する。それぞれ７９６のアミノ酸（短い変異体）及び１０５９のアミノ酸（長い
変異体）であって、ＡＬＫキナーゼ活性を保持している、生じたＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タ
ンパク質が、ＮＳＣＬＣを包含するヒト固形腫瘍サブセットの増殖及び生存を促進すると
考えられる。
【００１４】
　染色体６上のＴＦＧ遺伝子と染色体２上のＡＬＫ遺伝子の間に生じる本開示の転座は、
４００のアミノ酸タンパク質であるＴＦＧのＮ－末端が、１６２０のアミノ酸の膜チロシ
ンキナーゼであるキナーゼドメイン及びＡＬＫのＣ－末端と結合する融合タンパク質を産
生する。得られるＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパク質は、７０１のアミノ酸であり、非固形ヒ
トリンパ腫で以前に観察されている（Hernadez et al. (2002)、supra.）が、固形腫瘍に
ついては未だ記述されていない。ＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパク質はＡＬＫキナーゼ活性を
保持しており、そしてＮＳＣＬＣを包含するヒト固形腫瘍のサブセットの増殖及び生存を
促進することが考えられる。
【００１５】
　ノッチ３に関するｔ（１５；１９）転座（Dang et al., supra.）を含む、異常な融合
タンパク質をもたらす幾つかの遺伝子転座又は欠失が、ＮＳＣＬＣにおいて述べられてい
るが、本開示のＥＭＬ４－ＡＬＫの欠失変異体及び融合タンパク質は新規である。同様に
、ＴＦＧ－ＡＬＫの転座変異体及び融合タンパク質は、リンパ腫のような非固形腫瘍にお
いては知られているが、固形腫瘍であるＮＳＣＬにおいては新規である。ＥＭＬ－４は、
殆どのヒト組織中で発現される微小管関連タンパク質である。現在まで、ＥＭＬ－４の発
現及び／又は活性の欠陥については報告されていない。ＡＬＫは膜チロシンキナーゼであ
って、ヒトにおいては、脳及びＣＮＳ組織、さらに小腸及び睾丸においても発現されるが
、正常なリンパ細胞では発現されない。これは神経系の正常な発達及び機能において重要
な役割を果たしている（Iwahara et al., 1997）。
【００１６】
　ＡＬＫの発現及び／又は活性の異常は大細胞型未分化リンパ腫及び神経芽細胞腫におい
て見出されている（Morris et al., 1994, Osajima-Hakomori et al., 2005 を参照され
たい）。モエシン、非筋ミオシン重鎖９、クラスリン重鎖、トロポミシン３（ＴＰＭ３）
、ＴＲＫ融合遺伝子（ＴＦＧ）、及び他の遺伝子へのＡＬＫの融合が記述されている。To
rt et al.; Tourio et al., Hernadez et al., supra.を参照されたい。興味深いことに
、開示されているＥＭＬ－４のＡＬＫ（短い変異体）への融合は、他のＡＬＫ融合突然変
異体について既に記載されているように、野生型ＡＬＫ（アミノ酸１０５８個）と正確に
同じ位置で生じる。
【００１７】
　以下に更に詳細に述べるように、ＥＭＬ４－ＡＬＫ欠失変異体及び発現された融合タン
パク質が単離され、配列決定され、融合タンパク質を発現するｃＤＮＡが産生される。従
って、本発明は、一つには、ＥＭＬ４－ＡＬＫの融合ポリペプチドをコードする単離され
たポリヌクレオチド、そのようなポリヌクレオチドへハイブリダイズする核酸プローブ、
及び組み換えの突然変異ＡＬＫポリペプチドを産生するためのそのようなポリヌクレオチ
ドを利用するための方法、ベクター及び宿主細胞を提供する。本発明は、一つには、ＥＭ
Ｌ４－ＡＬＫの融合ポリペプチドをコードするアミノ酸配列を含んでいる単離されたポリ
ペプチド、組み換えの突然変異ポリペプチド、及びＥＭＬ４－ＡＬＫの融合ポリペプチド
と特異的に結合及び／又はこれを検出するが、野生型のＥＭＬ－４又は野生型のＡＬＫの
何れとも結合又はこれを検出しない単離された試薬も提供する。以下に更に詳細に述べて
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いる、本発明のこれらの態様は、とりわけ、突然変異ＡＬＫキナーゼの発現／活性によっ
て促進される癌のメカニズムの更なる研究、固形腫瘍（例えば、肺癌を包含する癌腫及び
肉腫）及び開示のＡＬＫ欠失及び転座変異及び／又は融合タンパク質によって特徴付けら
れる他の癌の同定、及び以下に更に記載するような本発明の方法の実施において有用であ
ろう。
【００１８】
　新規なＡＬＫキナーゼの突然変異体及び遺伝子の欠失及び転座変異は、これらの融合タ
ンパク質の１つ又はそれ以上により特徴付けられる、ＮＳＣＬＣのような、固形腫瘍の潜
在的診断及び治療において重要な意味を有している。例えば、ＮＳＣＬＣは多くの場合に
、それが転移した後にしか検出されないので、診断２年以内の死亡率は７５％である。従
って、ＮＳＣＬＣを引き起こす遺伝子突然変異を有している患者をできるだけ早く同定す
ることが非常に望ましい。
【００１９】
　従って、固形腫瘍（ＮＳＣＬＣ）の増殖及び生存を促進すると考えられる、遺伝子欠失
によってもたらされるＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質（短い又は長い変異体）及び遺伝
子転座によってもたらされるＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパク質の発見は、肺癌（ＮＳＣＬＣ
のような）を含む哺乳類の固形腫瘍を、更にはＡＬＫ融合タンパク質（ＥＭＬ４－ＡＬＫ
又はＴＦＧ－ＡＬＫのような）が発現される他の癌を的確に同定する重要な新規な方法を
可能にする。これらの癌は、ＷＨＩ－１３１又はＷＨＩ－１５４のような、突然変異ＡＬ
Ｋタンパク質のキナーゼ活性の阻害剤に応答する可能性が最も高い。突然変異ＡＬＫタン
パク質キナーゼによって促進される癌をできるだけ早く同定することは、どの療法又は併
用療法が特定の患者に対して最も適しているかを臨床的に判断するのに大いに役立ち、実
際には癌を促進す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
の処方を避けることに役立つであろう。
【００２０】
　従って、本発明は、一つには、癌におけるＡＬＫ突然変異ポリヌクレオチド及び／又は
融合ポリペプチドの存在を、本発明の融合特異的及び突然変異体特異的な試薬を用いて検
出する方法を提供する。そのような方法は、例えば、タンパク質のＡＬＫキナーゼ活性の
阻害剤に応答すると思われる、ＮＳＣＬＣのような、固形腫瘍を同定するために実施する
ことができる。本発明は、一つには、ある化合物がＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドに
よって特徴付けられる癌の進展を阻害するか否かを判定する方法も提供する。更に、突然
変異ポリペプチドの発現及び／又は活性を阻害することによって、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合
ポリペプチド又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドを発現する固形腫瘍の進展を阻害する
方法が本発明によって提供される。そのような方法を以下に詳細に記述する。
【００２１】
　本発明の更なる態様、利益及び具体的態様は以下により詳細に記述されている。本明細
書で引用する全ての文献はその全てを参照して本明細書に取り込まれる。
【００２２】
（定義）
　本明細書では、以下の用語は表記の意味を有している。
　「抗体」（複数を含む）は、Ｆａｂ又はその抗原認識断片を包含し、キメラ、ポリクロ
ーナル及びモノクローナル抗体を包含する、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、及びＩｇＥを含ん
でいる全てのタイプの免疫グロブリンを示す。本明細書では、用語「ヒト化抗体」は、元
の結合能力を保持しながら、ヒト抗体により酷似するように、非抗原結合領域のアミノ酸
を置き換えた抗体を示す。
【００２３】
用語「生物学的に活性な」は、天然に存在する分子の構造的、調節的、又は生化学的機能
を有しているタンパク質を示す。同様に、「免疫学的に活性な」は、天然、組み換え、又
は合成のＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド、又はそれらのオリゴペ
プチドの、しかるべき動物又は細胞に特異的な免疫応答を誘発して特異抗体と結合する能
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力を示す。
【００２４】
　用語「生体試料」は、その広い意味で用いられて、ＡＬＫ融合のポリヌクレオチド又は
ポリペプチド又はその断片（ＥＭＬ４－ＡＬＫ及びＴＦＧ－ＡＬＫの融合ポリヌクレオチ
ド及びポリペプチドを包含する）を含有していることが推測される何れかの生体試料を意
味し、そして細胞、細胞から単離された染色体（例えば、分裂中期染色体の核酸）、ゲノ
ムＤＮＡ（溶液中又はサウザン分析用のように固体支持体に結合して）、ＲＮＡ（溶液中
又はノーザン分析用のように固体支持体に結合して）、ｃＤＮＡ（溶液中又は固体支持体
に結合して）、細胞からの抽出物、血液、尿、骨髄、又は組織などを含有していてよい。
【００２５】
　癌及び突然変異ＡＬＫポリヌクレオチド及びポリペプチドに関する「によって特徴付け
られる」は、遺伝子の欠失又は転座及び／又は発現されたＡＬＫに関するポリペプチドが
、そのような遺伝子欠失及び／又は融合ポリペプチドが存在していない癌と比べて、存在
している癌を示す。突然変異ポリペプチドの存在が、全部又は一部において、そのような
癌の生育又は生存を促進する可能性がある。
【００２６】
　「コンセンサス配列」は、不要な塩基を削除するめに再配列されている、又はＸＬ－Ｐ
ＣＲ（登録商標、Perkin Elmer, Norwalk, Conn.)を用いて５’及び／又は３’方向に延
伸されて再配列されている、又はＧＥＬＶＩＥＷ（登録商標）のフラグメントアセンブリ
ーシステム（GCG, Madison, Wis.）を用いて２つ以上のインサイトクローンの重複配列で
構築されている、又は延伸され構築されている、核酸配列を示す。
【００２７】
　「ＡＬＫキナーゼ阻害療法剤」は、野生型又は切断型のＡＬＫキナーゼの発現又は活性
を、単独で及び／又は融合タンパク質（ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質又はＴＦＧ－Ａ
ＬＫ融合タンパク質のような）の一部として、直接的又は間接的の何れかで阻害する、１
つ又はそれ以上の化学的又は生物学的な化合物を含有している何れかの組成物を意味する
。
【００２８】
　「誘導体化」は、開示した融合ポリヌクレオチドをコードする核酸配列又はコードされ
たポリペプチド自体の化学修飾を示す。そのような修飾の例はアルキル基、アシル基、又
はアミノ基による水素の置換であるだろう。核酸誘導体は天然の分子の必須の生物学的特
性を保持しているポリペプチドをコードするであろう。
【００２９】
　本明細書に開示されるポリペプチド、ポリヌクレオチド、又は試薬に関する「検出可能
な標識」は、これに限定されないが、蛍光、質量、残基、染色、放射性同位体、標識、又
はタグ修飾等を包含し、これによって目的の分子の存在を検出できる、化学的、生物学的
又は他の修飾を意味する。
【００３０】
　生体試料中のＡＬＫ融合ポリペプチドに関する「発現」又は「発現された」は、この融
合ポリペプチドが有意に発現されない対照試料と比べて、有意に発現されることを意味す
る。
【００３１】
　「重同位体標識化ペプチド」（ＡＱＵＡペプチドと同義語で用いられる）は、少なくと
も１つの重同位体標識を含んでいるペプチドを意味し、これは、更に以下で検討する、国
際公開ＷＯ第０３／０１６８６１号公報、「多段階質量分析よるタンパク質及びその修飾
形態の絶対的定量化」（Gygi et al.) に記載されているような、タンパク質の絶対的定
量化又は検出に適している。そのようなＡＱＵＡペプチドに関する、用語「特異的に検出
する」は、ペプチドが、ＡＱＵＡペプチド配列を含有しているポリペプチド及びタンパク
質のみを検出及び定量化して、ＡＱＵＡペプチド配列を含有していないポリペプチド及び
タンパク質を実質的に検出しないであろうことを意味する。
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【００３２】
　「単離された」（又は「実質的に精製された」）は、それらの天然環境から取り出され
、単離又は分離された核酸又はアミノ酸配列を示す。これらは好ましくは、これらが天然
で結合していた他の成分を、少なくとも６０％、より好ましくは７５％、そして最も好ま
しくは９０％又はそれ以上含んでいない。
【００３３】
　「模倣物質」は、その構造がＡＬＫ融合ポリペプチド又はそのタンパク質の構造的認識
から生じていて、タンパク質様分子に関する転座の作用の幾つか又は全てに影響を与え得
るような、分子を示す。
【００３４】
　「突然変異ＡＬＫ］又は「融合」ポリヌクレオチド又はポリペプチドは、本明細書に記
載されているような、ＡＬＫ及び二次タンパク質（例えば、ＥＭＬ－４又はＴＦＧ）を含
有している融合ポリヌクレオチド又はポリペプチドを意味する。
【００３５】
　「ポリヌクレオチド」（又は「ヌクレオチド配列」）は、オリゴヌクレオチド、ヌクレ
オチド又はポリヌクレオチド、及びそれらの断片又は部分、及び一本鎖又は二本鎖で、セ
ンス又はアンチセンス鎖を表してもよい、ゲノム又は合成由来のＤＮＡ又はＲＮＡを示す
。
【００３６】
　「ポリペプチド」（又は「アミノ酸配列」）は、オリゴペプチド、ペプチド、ポリペプ
チド、又はタンパク質配列、及びそれらの断片又は部分を示し、そして天然の又は合成の
分子を示す。ここで、「アミノ酸配列」が本明細書で天然のタンパク質分子のアミノ酸配
列を示すように述べられているときは、「アミノ酸配列」及び、「ポリペプチド」又は「
タンパク質」のような同様な用語は、アミノ酸配列を、述べられているタンパク質分子に
関連する完全な、元のアミノ酸配列に限定することを意味していない。
【００３７】
　「ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド」は、何れかの種、特に、ウシ、ヒツジ、ブ
タ、ネズミ、ウマ及び好ましくはヒトを包含する哺乳類から、天然、合成、半合成、又は
組み換えか何れかの起源から得られる、本明細書に記載のような、実質的に精製されてい
るＥＭＬ４－ＡＬＫ欠失変異遺伝子の産物又は融合ポリヌクレオチド（短い又は長い変異
体）の核酸配列を示す。
【００３８】
　「ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド」は、何れかの種、特に、ウシ、ヒツジ、ブタ、
ネズミ、ウマ及び好ましくはヒトを包含する哺乳類から、天然、合成、半合成、又は組み
換えの何れかの起源から得られる、本明細書に記載の、実質的に精製されているＥＭＬ４
－ＡＬＫ融合ポリペプチド（短い又は長い変異体）のアミノ酸配列を示す。
【００３９】
　「ＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド」は、何れかの種、特に、ウシ、ヒツジ、ブタ
、ネズミ、ウマ及び好ましくはヒトを包含する哺乳類から、天然、合成、半合成、又は組
み換えの何れかの起源から得られる、本明細書に記載のような、実質的に精製されている
ＴＦＧ－ＡＬＫの転座変異遺伝子の産物又は融合ポリヌクレオチドの核酸配列を示す。
【００４０】
　「ＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド」は、何れかの種、特に、ウシ、ヒツジ、ブタ、ネ
ズミ、ウマ及び好ましくはヒトを包含する哺乳類から、天然、合成、半合成、又は組み換
えの何れかの起源から得られる、本明細書に記載の、実質的に精製されているＴＦＧ－Ａ
ＬＫ融合ポリペプチドのアミノ酸配列を示す。
【００４１】
　抗体とタンパク質又はペプチドとの相互作用に関する用語「に特異的に結合する」（又
は「特異的な結合」又は「特異結合」）は、相互作用がタンパク質上の特定な構造（すな
わち、抗原決定基又はエピトープ）によって決まること；言い換えると、抗体は一般のタ
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ンパク質ではなく特定のタンパク質構造を認識して結合するということを意味している。
特異的であるもの以外の配列又は抗原決定基への抗体の結合に関する用語「結合しない」
は、抗体が特異的な抗原決定基又は配列への抗体の結合と比べて、実質的に反応しないこ
とを意味する。
【００４２】
　配列又はプローブのハイブリダイゼーション条件に関する用語「ストリンジェントな条
件」は、約Ｔｍマイナス５℃（プローブ又は配列の融解温度（Ｔｍ）より５℃低い）から
Ｔｍより約２０℃～２５℃低いまでの範囲以内を生ずる「厳しさ」である。典型的なスト
リンジェント条件は次の通りである；５０％のホルムアミド、５倍のＳＳＣ（７５０ｍＭ
のＮａＣｌ、７５ｍＭのクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ７
．６）、５倍のデンハーズ溶液（Denhardt's solution）、１０％のデキストラン硫酸、
及び２０マイクログラム／ｍｌの変性、せん断サケ精子ＤＮＡを含有する溶液中で４２℃
にて１晩培養してから、約６５℃で濾液を０．１倍のＳＳＣ中で洗浄する。当業者によっ
て理解されるように、ハイブリダイゼーションのストリンジェントな条件を、相同な又は
関連するポリヌクレオチド配列を同定若しくは検出するために改変できる。
【００４３】
　突然変異ＡＬＫポリペプチドの「変異体」は、１つ又はそれ以上のアミノ酸が改変され
ているアミノ酸配列を示す。変異体は「保存的な」変化を有していて、置換されたアミノ
酸は同様な構造又は化学的な性質を有している（例えば、イソロイシンでロイシンを置換
）。より希には、変異体は「非保存的な」変化、例えば、トリプトファンによるグリシン
の置換、を有している。同様な軽微な変異は、アミノ酸の欠失又は挿入、又はその両方も
包含している。生物学的又は免疫学的な活性を無くさずに、どのアミノ酸を置換、挿入又
は欠失させるかを判定する指針は、当該技術分野で公知のコンピュータープログラム、例
えばＤＮＡＳＴＡＲソフトウェアを用いて見い出すことができるだろう。
【００４４】
Ａ．ヒト固形腫瘍における突然変異ＡＬＫキナーゼの同定
　染色体２上で生じて、ＥＭＬ－４のＮ末端をキナーゼドメイン及びＡＬＫのＣ末端と結
合する２つの融合タンパク質変異体の発現をもたらす、本明細書に開示されている新規な
ヒト遺伝子欠失が、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）細胞株（Ｈ２２２８を含む）及び患者の
固形腫瘍の抽出物における、広範囲のホスホペプチドプロファイルの実験中に、意外にも
同定された。固形腫瘍である、ＮＳＣＬＣは肺癌の亜類型である。これら欠失融合に含ま
れるタンパク質は図１Ａ－１Ｂの上の図に示されている。
【００４５】
　Ｈ２２２８細胞株のリン酸化プロファイルを、最近記述された、複合混合物由来の修飾
ペプチドの単離技術及び質量分析による特徴付け（Rush et al., の米国特許出願公開第
２００３００４４８４８号、「複合混合物由来の修飾ペプチドの免疫親和性単離（「ＩＡ
Ｐ」技術）を参照されたい）を用いて、以下の実施例１に更に記載されるように、初めて
明らかにした。ホスホチロシン特異抗体（CELL SIGNALING TECHNOLOGY, INC., Beverly, 
MA, 2003/04 Cat. #9411) を用いるＩＡＰ技術の適用は、Ｈ２２２８細胞株はＡＬＫキナ
ーゼを発現するが、このタンパク質は明らかに切断されないことを明確にした。このスク
リーニングでは細胞株中の、肺癌中で活性化されることが知られている幾つかを含む、多
くの他の活性化キナーゼを同定した。５'ＲＡＣＥによるＡＬＫへの配列５’の分析は、
次いでこのキナーゼがＥＭＬ－４のＮ－末端に融合していることを明確にした（図６を参
照されたい）。
【００４６】
　同様の広範なホスホプロファイリング手段を用いる、ＮＳＣＬＣ患者由来の１５４癌試
料のその後の実験は、これらの患者集団中にＥＭＬ４－ＡＬＫ（短い変異体の）突然変異
の存在を確認したばかりでなく、その他の患者集団中に第２のＥＭＬ４－ＡＬＫ（長い変
異体）の存在及びＴＦＧ－ＡＬＫ突然変異の存在も明らかにした（実施例１Ｂ及び１Ｃを
参照されたい）。



(12) JP 5562640 B2 2014.7.30

10

20

30

40

50

【００４７】
　突然変異ＡＬＫタンパク質がこれらのＮＳＣＬＣ癌において細胞の増殖及び生存を促進
していることを、ｓｉＲＮＡサイレンシングを用いて細胞を阻害することによって確認す
ることができる（実施例３参照されたい）。
【００４８】
　ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子（短い及び長い変異体）及びＴＦＧ－ＡＬＫ融合遺伝子を
ＰＣＲで増幅し、単離して、配列を決定した（実施例３を参照されたい）。図１Ａ－１Ｂ
の下の図から明らかなように、このＥＭＬ４－ＡＬＫの欠失は、野生型ＥＭＬ－４のＮ－
末端（短い変異体のアミノ酸１－１２３、又は長い変異体のアミノ酸１－４９５のどちら
か）を、野生型ＡＬＫのキナーゼドメイン及びＣ－末端（アミノ酸１０５７－１６２０）
と結合する（配列番号３及び５も参照されたい）。融合接合部はまさに野生型ＡＬＫのＣ
－末端から膜貫通ドメインまでに生じる（図１Ａ－１Ｂを参照されたい）。ＥＭＬ４－Ａ
ＬＫ融合ポリペプチドは、このタンパク質のコイルドコイルドメインを含む、ＥＭＬ－４
のＮ－末端アミノ酸２３３又は４９５をそれぞれ保持している。７９６のアミノ酸（短い
変異体）又は１０５９のアミノ酸（長い変異体）からなる、得られたＥＭＬ４－ＡＬＫ融
合タンパク質は、ＡＬＫのキナーゼ活性を保持している。関連するエクソン及び融合接合
部を図１Ａ－１Ｂ下の図に示す。融合接合部は、エクソン６に続くＥＭＬ－４のイントロ
ン６（短い変異体）、又はＥＭＬ－４のエクソン１３（長い変異体）を包含している。
【００４９】
　図１Ｃの下の図に示すように、ＴＦＧ－ＡＬＫ転座は、野生型ＴＦＧのＮ－末端（アミ
ノ酸１－１３８）を、野生型ＡＬＫのキナーゼドメイン及びＣ－末端（アミノ酸１０５７
－１６２０）と結合する（配列番号２２及び５；及び図１Ｃの下の図及び図４Ｃ（配列番
号２０及び１）も参照されたい）。融合接合部はまさに野生型ＡＬＫのＣ－末端から膜貫
通ドメインまでに生じ（図１Ｃを参照されたい）、そしてＡＬＫのキナーゼ活性を保持し
ている。関連するエクソン及び融合接合部を図１Ｃ（下の図）に示す。融合接合部は、Ｔ
ＦＧのエクソン３及びＡＬＫのエクソン２０を包含している。
【００５０】
　ＦＩＳＨプローブを、パラフィン包埋ヒトＮＳＣＬＣ試料４００個の群におけるＥＭＬ
４－ＡＬＫ（短い変異体）融合タンパク質の存在を検出するために用いた（実施例６及び
７；図６を参照されたい）。この試料サイズにおけるこの短い変異体の突然変異の出現率
は非常に低かった。しかしながら、患者由来の凍結ヒトＮＳＣＬＣ癌試料１５４個の別の
群においては、広範なリン酸化プロファイルを試験するＩＡＰ技術を用いて、ＴＦＧ－Ａ
ＬＫ融合タンパク質をより高い発現率で検出した（実施例１Ｂを参照されたい）。
【００５１】
Ｂ．単離されたポリヌクレオチド。
　本発明は、一つには、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドをコードする単離されたポリ
ヌクレオチド、そのようなポリヌクレオチドにハイブリダイズするヌクレオチドプローブ
、及び組み換えの融合ポリペプチドを産生するためにそのようなポリヌクレオチドを用い
るための方法、ベクター、及び宿主細胞を提供する。
【００５２】
　他に指示がない限り、本明細書におけるＤＮＡ分子の配列決定によって決定された全て
のヌクレオチド配列は、自動ＤＮＡシークエンサー（Applied Biosystems Inc. のモデル
３７３のような）を用いて決定され、本明細書において決定されたＤＮＡ分子によってコ
ードされるポリペプチドの全てのアミノ酸配列は、自動ペプチドシークエンサーを用いて
決定された（実施例２を参照されたい）。この自動化手段によって決定されたＤＮＡ配列
について当該技術分野で知られているように、本明細書で決定された何れかのヌクレオチ
ド配列も幾つかの誤差を含んでいてもよい。自動化によって決定されたヌクレオチド配列
は一般に、配列決定されたＤＮＡ分子の実際のヌクレオチド配列に対して、少なくとも約
９０％の相同性を有していて、より典型的には少なくとも約９５％～少なくとも約９９．
９％の相同性を有する。実際の配列は、当該技術分野で公知のＤＮＡ配列決定方法のマニ
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ュアルを含む、他の手段によってより正確に決定することができる。当該技術分野でも知
られているように、実際の配列に比べ、決定されたヌクレオチド配列における単一の挿入
又は欠失は、決定されたヌクレオチド配列によってコードされる予測アミノ酸配列が、配
列決定されたＤＮＡ分子によって実際にコードされるアミノ酸配列と完全に異なるように
、ヌクレオチド配列の翻訳において、そのような挿入又は欠失位置から始まる、読み枠移
動をもたらすであろう。
【００５３】
　他に指示がない限り、本明細書に示されているそれぞれのヌクレオチド配列は、デオキ
シリボヌクレオチド（Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔと省略）の配列として表されている。しかしながら
、特定のデオキシリボヌクレオチド配列におけるそれぞれのチミジンデオキシリボヌクレ
オチド（Ｔ）がリボヌクレオチドウリジン（Ｕ）に置換されている場合には、ＤＮＡ分子
又はポリヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチドの配列、及びＲＮＡ分子又はポリヌク
レオチドに対する、核酸分子、又はポリヌクレオチドの「ヌクレオチド配列」は、リボヌ
クレオチド（Ａ、Ｇ、Ｃ及びＵ）の対応する配列を意図している。例えば、デオキシリボ
ヌクレオチドの略号を用いて示されている配列番号２の配列を有するＲＮＡ分子への参照
は、配列番号２のそれぞれのデオキシリボヌクレオチドＡ、Ｇ又はＣが、対応するリボヌ
クレオチドＡ、Ｇ又はＣで置換されていて、それぞれのデオキシリボヌクレオチドＴがリ
ボヌクレオチドＵによって置換されている配列を有するＲＮＡ分子を示すことを意図して
いる。
【００５４】
　一態様では、本発明は、
　（ａ）配列番号１又は配列番号１８のアミノ酸配列を含有している微小管結合タンパク
質様４／未分化リンパ腫キナーゼ（Echnoderm Micrutubule-Associated Protein-LIke 4/
Anaplastic Lymphoma Kinase; ＥＭＬ４－ＡＬＫ）融合ポリペプチドをコードするヌクレ
オチド配列；
　（ｂ）ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、そ
のヌクレオチド配列は配列番号２又は配列番号１９のヌクレオチド配列を含有している；
　（ｃ）ＥＭＬ－４のＮ－末端アミノ酸配列（配列番号３の残基１－２３３又は配列番号
１９の残基１－４９５）及びＡＬＫのキナーゼドメイン（配列番号５の残基１１１６－１
３８３）を含有しているＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドをコードするヌクレオチド配
列；
　（ｄ）ＥＭＬ－４のＮ－末端ヌクレオチド配列（配列番号４の１－７００ヌクレオチド
又は配列番号４の１－１４８６ヌクレオチド）及びＡＬＫのキナーゼドメインヌクレオチ
ド配列（配列番号６の３３４８－４１４９ヌクレオチド）を含有しているヌクレオチド配
列；
　（ｅ）ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチドの融合接合部（配列番号２の７００－７
０１ヌクレオチド又は配列番号１９の１４８６－１４８７ヌクレオチド）を包含するする
少なくとも６つの隣接ヌクレオチドを含有しているヌクレオチド配列；
　（ｆ）ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの融合接合部（配列番号１の残基２３３－２
３４又は配列番号１８の残基４９５－４９６）を包含する少なくとも６つの隣接アミノ酸
を含有しているポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；及び
　（ｇ）（ａ）～（ｆ）のヌクレオチド配列の何れかと相同性を有するヌクレオチド配列
：
よりなる群から選ばれる配列に対して少なくとも９５％の相同性を有するヌクレオチド配
列を含有している単離されたポリヌクレオチドを提供する。
【００５５】
　図２（配列番号２）のヌクレオチド配列のような、本明細書で提供されている情報を用
いて、本発明の突然変異ＡＬＫポリペプチドをコードする本発明の核酸分子は、出発物質
としてｍＲＮＡを用いるｃＤＮＡのクローニングのような、標準的なクローニング及びス
クリーニング方法を用いて得ることができる。本発明の実例としては、図２（配列番号２
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）に記載されているＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド（短い変異体）は、ヒトＮＳ
ＣＬＣ細胞株由来のゲノムＤＮＡから単離した（以下の実施例２に更に記載されている）
。融合遺伝子は、開示されるＥＭＬ４－ＡＬＫ遺伝子欠失（染色体２）が生ずる、固形腫
瘍を包含する他の癌におけるゲノムＤＮＡ又はｃＤＮＡライブラリー中でも同定すること
ができる。
【００５６】
　決定されたＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子のヌクレオチド配列は７９６のアミノ酸（短い
変異体）及び１０５９のアミノ酸（長い変異体）のそれぞれのキナーゼ融合タンパク質を
コードする（図２Ａ－Ｂ（配列番号１及び１８）及び図１Ａ－Ｂを参照されたい）。ＥＭ
Ｌ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチドは、そのタンパク質のＮ－末端（アミノ酸１－２３３
（短い変異体）又はアミノ酸１－４９５（長い変異体）をコードする野生型ＥＭＬ－４の
ヌクレオチド配列（図３（配列番号４）を参照されたい）の部分を、そのタンパク質のキ
ナーゼドメイン及びＣ－末端をコードする野生型ＡＬＫのヌクレオチド配列（図４（配列
番号６）を参照されたい）の部分とともに含有している。図１Ａ－Ｂを参照されたい。キ
ナーゼドメインは短い変異融合タンパク質（短い変異融合ポリヌクレオチドのヌクレオチ
ド８７４－５６８によってコードされる）の残基２９２－５６８、又は長い変異融合タン
パク質（長い変異融合ポリヌクレオチドのヌクレオチド１６６３－２４９４によってコー
ドされる）の残基５５８－８３１から成っている。図２Ａ－２Ｂを参照されたい。
【００５７】
　示されるように、本発明は一つには、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質の成熟形態を提
供する。シグナル仮説によれば、哺乳類の細胞によって分泌されるタンパク質は、増大す
るタンパク質鎖の粗面小胞体を越える移行が開始すると、成熟タンパク質から開裂される
シグナル又は分泌リーダー配列を有している。大部分の哺乳類の細胞及び昆虫の細胞でさ
えも、同様の特異性で、分泌タンパク質を開裂する。しかしながら、ある場合には、分泌
タンパク質の開列は完全に均一ではなく、タンパク質に２つ又はそれ以上の成熟種をもた
らす。更に、分泌タンパク質の開裂特異性は完全タンパク質の一次構造よって最終的に決
定することが以前から知られている。すなわちそれはポリペプチドのアミノ酸配列に固有
なものである。
【００５８】
　例えば、寄託されているｃＤＮＡクローンによってコードされるアミノ酸配列を有して
いる、成熟したＥＭＬ４－ＡＬＫポリペプチドとは、哺乳類の細胞（例えば、以下に記載
のような、３Ｔ３細胞）中で、寄託されているクローン又は成熟融合ポリペプチドをコー
ドする他のクローンのヒトＤＮＡ配列によってコードされる完全読み込み枠の発現によっ
て産生された融合タンパク質の成熟形態を意味する。
【００５９】
　示されるように、本発明のポリヌクレオチドは、ｍＲＮＡのようなＲＮＡの形態で、又
は例えばクローニングよって得られるか又は合成で産生されるｃＤＮＡ及びゲノムＤＮＡ
を包含するＤＮＡの形態であってもよい。ＤＮＡは二本鎖又は一本鎖であってもよい。一
本鎖のＤＮＡ又はＲＮＡは、センス鎖としても知られている、コード鎖であってよく、又
はアンチセンス鎖としても知られている、非コード鎖であってもよい。
【００６０】
　本発明の単離されたポリヌクレオチドは、それらの天然環境から取り出された、核酸分
子、ＤＮＡ又はＲＮＡである。例えば、ベクター中に含まれている組み換えＤＮＡ分子は
、本発明の目的のために単離されたものと考えられる。単離されたＤＮＡ分子の更なる例
は、異種の宿主細胞中の組み換えＤＮＡ分子、又は溶液中の精製（部分的に又は実質的に
）されたＤＮＡ分子を包含する。単離されたＲＮＡ分子は、本発明のＤＮＡ分子のインビ
ボ又はインビトロでのＲＮＡ転写物を包含する。本発明による単離された核酸分子は、合
成によって産生されるような分子を更に包含する。
【００６１】
　本発明の単離されたポリヌクレオチドは、図２Ａ－Ｂ（配列番号２及び１９）で示され
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るＤＮＡ分子、図１Ａ－Ｂ（配列番号１及び１８）で示される成熟ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合
タンパク質をコードする配列を含有しているＤＮＡ分子、及び上記のようなものとは実質
的に異なる配列を含有しているが、遺伝子コードの縮重によって、本発明のＡＬＫ突然変
異ポリペプチドを未だにコードするＤＮＡ分子を包含する。この遺伝子コードは当該技術
分野で公知であり、従って、当業者にとってそのような縮重変異体を作成することは通常
のことであろう。
【００６２】
　別の態様では、本発明は上記の寄託されているｃＤＮＡクローンに含まれているＥＭＬ
４－ＡＬＫ融合ヌクレオチド配列を含有しているＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドをコ
ードする単離されたポリヌクレオチドを提供する。好ましくは、そのような核酸分子は、
上記の寄託されているｃＤＮＡクローン、又は本明細書に記載されるＥＭＬ４－ＡＬＫ融
合タンパク質の全長を発現する別のクローンによって、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。
　別の態様では、本発明は、ＥＭＬ－４のＮ－末端アミノ酸配列（配列番号３の残基１－
２３３、又は配列番号３の残基１－４９５）及びＡＬＫのキナーゼドメイン（配列番号５
の残基１１１６－１１８３）を含有しているＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドをコード
する単離されたヌクレオチド配列を提供する。
　一態様では、ＡＬＫのキナーゼドメインを含有しているポリペプチドは配列番号５の残
基１０５７－１６２０を含んでいる（図１Ｃの下の図を参照されたい）。
　その他の態様では、上記ＥＭＬ－４のＮ－末端アミノ酸配列及びＡＬＫのキナーゼドメ
インは配列番号４のヌクレオチド１－７００を含有しているヌクレオチド配列又は配列番
号４の１－１４８６のヌクレオチド及び配列番号６の３１７１－４８６０のヌクレオチド
によってそれぞれコードされる。
【００６３】
　本発明は更に、本発明の突然変異ＡＬＫポリヌクレオチドの一つと相補的な配列を有す
るヌクレオチド配列を含む単離されたポリヌクレオチドを提供する。そのような単離され
た分子、特にＤＮＡ分子は、染色体での in situ ハイブリダイゼーションによる遺伝子
マッピング用のプローブとして、そして例えば更に以下のＦ欄に記載されるているような
ノーザンブロット分析による、ヒト組織におけるＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質の発現
を検出するために有用である。
【００６４】
　本発明は更に、本明細書に記載される単離された核酸分子の断片に関する。本発明の単
離されたＥＭＬ４－ＡＬＫポリヌクレオチドの断片とは、本明細書で検討される診断用の
プローブ及びプライマーとして有用である、長さが少なくとも約１５のヌクレオチド、そ
してより好ましくは少なくとも約２０のヌクレオチド、更に好ましくは少なくとも約３０
のヌクレオチド、より一層好ましくは少なくとも約４０のヌクレオチドの断片を意図して
いる。もちろん、長さが約５０～１５００のヌクレオチドのより大きい断片も、寄託され
ているｃＤＮＡか、又は図２（配列番号２）で示されるようなものか、又は図２Ａ－Ｂ（
配列番号２又は１９）で示されるような融合ポリヌクレオチドを発現する他のクローンの
全部ではないが、殆どの突然変異ＡＬＫヌクレオチド配列に対応する断片として、本発明
により有用である。長さが少なくとも２０のヌクレオチドである断片とは、例えば、断片
が派生するそれぞれのヌクレオチド配列由来の、２０又はそれ以上の連続した塩基を含有
している断片を意図している。そのようなＤＮＡ断片の生成は当業者にとって通常のこと
であって、例を挙げると、制限エンドヌクレアーゼ切断、又は寄託されているｃＤＮＡク
ローンから入手可能な又は本明細書に開示される配列に従って合成されたＤＮＡの超音波
処理によるせん断によって、実施することができる。また、そのような断片を直接合成に
よって作り出すことができる。
【００６５】
　本発明の好ましい核酸断片又はプローブは、ＥＭＬ４－ＡＬＫの融合遺伝子産物の融合
接合部（図１Ａ－Ｂ、下の図を参照されたい）をコードする核酸分子を包含する。例えば
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、ある好ましい態様では、本発明の単離されたポリヌクレオチドは、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融
合ポリヌクレオチドの融合接合部（配列番号２のヌクレオチド７００－７０１、又は配列
番号１９のヌクレオチド１４８６－１４８７）を包含する少なくとも６つの隣接ヌクレオ
チドよりなるヌクレオチド配列／断片を含んでいる（図１Ａ－Ｂ、下の図（配列番号８及
び２５）を参照されたい）。
　その他の好ましい態様では、本発明の単離されたポリヌクレオチドは、ＥＭＬ４－ＡＬ
Ｋ融合ポリペプチドの融合接合部（配列番号１の残基２３３－２３４又は配列番号１８の
残基４９５－４９６）を包含する少なくとも６つの隣接アミノ酸を含むポリペプチドをコ
ードするヌクレオチド配列／断片を含んでいる（図１Ａ－Ｂ、最下図（配列番号７及び２
４）を参照されたい）。
【００６６】
　別の態様では、本発明は、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で、本明
細書に記載されるような本発明の突然変異ＡＬＫポリヌクレオチドの一部にハイブリダイ
ズする、単離されたポリヌクレオチドを提供する。「ストリンジェントなハイブリダイゼ
ーション条件」とは、５０％のホルムアミド、５倍のＳＳＣ（７５０ｍＭのＮａＣｌ、７
５ｍＭのクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５倍の
デンハーズ溶液（Denhardt's solution）、１０％のデキストラン硫酸、及び２０マイク
ログラム／ｍｌの変性、せん断サケ精子ＤＮＡを含有する溶液中で４２℃で１晩培養して
から、約６５℃で濾液を０．１倍のＳＳＣ中で洗浄することを意図している。
【００６７】
　ポリヌクレオチドの「一部」にハイブリダイズするポリヌクレオチドとは、参照ポリヌ
クレオチドの少なくとも約１５のヌクレオチド（ｎｔ）に、そしてより好ましくは少なく
とも約２０のｎｔ、更により好ましくは少なくとも約３０のｎｔ、そしてより一層好まし
くは約３０～７０のｎｔにハイブリダイズするポリヌクレオチド（ＤＮＡ又はＲＮＡの何
れか）を意図している。これらは上記そして以下で更に詳細に検討されるような診断用の
プローブ又はプライマーとして有用である。
【００６８】
　もちろん、参照ポリヌクレオチド（例えば、図２（配列番号２）に記載されている成熟
ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド）のより大きい部分（例えば、長さが５０～７５
０のｎｔ、又は参照ポリヌクレオチドの全長に至るまで）にハイブリダイズするポリヌク
レオチドも、寄託されているｃＤＮＡのヌクレオチド配列又は図２Ａ－Ｂ（配列番号２又
は１９）又は図１Ａ－Ｂ（下の図）（配列番号７及び２４）に示されるヌクレオチド配列
の全てでなくても、殆どに対応するポリヌクレオチドであるので、本発明によるプローブ
として有用である。
【００６９】
　「長さが少なくとも２０」のポリヌクレオチドの一部とは、例えば、参照ポリヌクレオ
チドのヌクレオチド配列由来の２０又はそれ以上の隣接ヌクレオチドを意図している。示
されるように、そのような部分は、例えば、 MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL,
 2nd Ed., Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T., eds., Cold Spring Harbor
 Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)（その開示の全てを参照して本明
細書に取り込む）に記述のように、従来のＤＮＡハイブリダイゼーション技術によるプロ
ーブか又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による標的配列を増幅するプライマーかのど
ちらかとして診断的に有用である。もちろん、ポリＡ配列（図２（配列番号２）に示され
るＥＭＬ－４－ＡＬＫ配列の３'末端ポリ（Ａ）トラクトのような）のみにハイブリダイ
ズするポリヌクレオチドは、そのようなポリヌクレオチドがポリ（Ａ）延伸体又はそれら
に相補的なもの（例えば、実質的に二本鎖のｃＤＮＡクローンの何れか）を含有している
核酸分子のいずれかにハイブリダイズするであろうために、本発明の核酸の一部にハイブ
リダイズするために用いる本発明のポリヌクレオチドに含まれないであろう。
【００７０】
　示されるように、本発明の突然変異ポリペプチドをコードする、本発明の核酸分子は、
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これに限定されないが、単独で成熟ポリペプチドのアミノ酸配列をコードするようなもの
；成熟ポリペプチドをコードする配列、及びプレ－、又はプロ－、プレ－プロ－タンパク
質配列のようなリーダー又は分泌配列をコードするもののような、付加配列；成熟ポリペ
プチドのコード配列であって、例えばこれに限定されないが、スプライシング及びポリア
デニル化シグナル、例えばリボソーム結合及びｍＲＮＡの安定化を含む、転写、ｍＲＮＡ
プロセッシングとしての役割を果たす、転写、非翻訳配列のような、イントロン及び非コ
ード５’及び３’配列を包含する、付加、非コード配列と共に、前記の付加コード配列を
有しているか又は有していないないもの；付加機能を提供するような、付加アミノ酸をコ
ードする付加コード配列を包含してもよい。
【００７１】
　従って、ポリペプチドをコードする配列は、融合タンパク質の精製を容易にするペプチ
ドをコードする配列ような、マーカー配列に融合していてもよい。
　本発明のこの態様のある好ましい実施態様では、マーカーアミノ酸配列は、ｐＱＥベク
ター（Qiagen,Inc.）に備わっている標識のような、ヘキサ－ヒスチジンペプチドであり
、とりわけこれらの多くは市販されている。Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 86:821-824 (1989) に記載されているように、例えばヘキサ－ヒスチジンは融合タンパ
ク質の簡便な精製を提供する。「ＨＡ」標識は、インフルエンザ血球凝集素タンパク質由
来の抗原決定基に対応する、精製に有用な別のペプチドであり、Wilson et al., Cell 37
:767 (1984) によって記載されている。以下で検討するように、他のそのような融合タン
パク質は、自体がＮ－又はＣ－末端のＦｃと融合しているＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプ
チドを包含する。
【００７２】
　本発明は更に、本明細書に開示されているＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの一部、
類縁体又は誘導体をコードする、本発明の核酸分子の変異体に関する。変異体は、自然の
対立遺伝子変異体のように、自然に発生してもよい。「対立遺伝子変異体」とは、有機体
の染色体上に所定の遺伝子配座を占有している遺伝子の幾つかの代替的形態の一つを意図
している。例えば、GEENS II,Lewin, B., ed., John Wiley & Sons, New York (1985) を
参照されたい。非天然の変異体を公知の突然変異生成技術を用いて産生することができる
。
【００７３】
　そのような変異体は、ヌクレオチドの置換、欠失又は付加によって産生されたものを包
含する。この置換、欠失又は付加は、一つ又はそれ以上のヌクレオチドを含む。変異体は
コード領域、非コード領域又はその両方を改変することができる。コード領域の改変は、
保存的な又は非保存的なアミノ酸置換、欠失又は付加を産生することができる。これらの
うちで特に好ましいのは、本発明で開示されている突然変異ＡＬＫポリペプチドの性質及
び活性（例えば、キナーゼ活性）を変化させない、緩和な置換、付加及び欠失である。ま
たこれに関して特に好ましいのは保存的置換である。
【００７４】
　本発明の更なる態様は、本発明の突然変異ＡＬＫポリヌクレオチド（例えば、図２（配
列番号１）で示される完全アミノ酸配列を有するＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチド配列；又はＥＭＬ－４のＮ-末端及びＡＬＫのキナーゼドメイ
ンをコードするヌクレオチド配列（図１Ａ-Ｂ、下の図；及び図３及び４を参照されたい
）；又はそのような例示の配列と相補的なヌクレオチド）と、少なくとも９０％の相同性
を有していて、そしてより好ましくは少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％又は９
９％の相同性を有する。
【００７５】
　突然変異ＡＬＫポリペプチドをコードする参照ヌクレオチド配列と少なくとも、例えば
９５％「相同な」ヌクレオチド配列を有しているポリヌクレオチドとは、ポリヌクレオチ
ドのヌクレオチド配列が、突然変異ＡＬＫポリペプチドをコードする参照ヌクレオチド配
列の各々の１００ヌクレオチド当たり、最大５箇所の突然変異を含んでいてもよいことを
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除いて、参照配列と相同であることを意図している。すなわち、参照ヌクレオチド配列と
少なくとも９５％相同な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は、参
照配列中のヌクレオチドの最大５％を別のヌクレオチドで欠失又は置換させてもよい、又
は参照配列中の総ヌクレオチドの最大５％のヌクレオチドの数を参照配列に挿入してもよ
い。参照配列のこれらの突然変異は、参照ヌクレオチド配列の５’－又は３’－末端位置
で、又はこれらの末端の間の何処かで、参照配列中のヌクレオチドの間に個々に組み込む
か、又は参照配列中に１つ又はそれ以上の連続群を組み込むかの何れかで、引き起こすこ
とができる。
【００７６】
　実際に、何れの特定の核酸分子が、例えば、図２Ａ－Ｂ（配列番号２及び１９）で示さ
れるヌクレオチド配列、又は上記の寄託されているｃＤＮＡクローンのヌクレオチド配列
と少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の相同性を有するか否
かについては、ベストフィットプログラム（Bestfit program; Wisconsin Sequence Anal
ysis Package, Version 8 for Unix, Genetics Computer Group, University Research P
ark, 575 Science Drive, Madison, Wis. 53711) のような、公知のコンピュータープロ
グラムを用いて通常の方法で判定することができる。ベストフィットは、二つの配列間の
最良の相同性部分を見出すために、Smith and Waterman の局所相同性アルゴリズム（Adv
ances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981)) を用いる。特定の配列が、参照ＥＭ
Ｌ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド配列又は本発明による切断されたＡＬＫポリヌクレオ
チド配列と、例えば、９５％の相同性を有するか否かを判定するために、ベストフィット
又は他の配列配置プログラムの何れかを用いるときは、もちろん、参照ヌクレオチド配列
の全長に対しての相同性のパーセントが計算されるように、そして参照配列の総ヌクレオ
チド数の最大５％の相同性のずれが許容されるように、パラメーターがセットされる。
【００７７】
　本発明はその範囲に、それらがＡＬＫキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする
か否かに関わりなく、図２（配列番号２）で示される核酸配列又は寄託されているｃＤＮ
Ａの核酸配列と、少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の相同
性を有する核酸分子を包含している。これは特定の核酸分子がＡＬＫキナーゼ活性を有す
る融合ポリペプチドをコードしなくても、当業者はこの核酸分子を如何に用いるか、例え
ばハイブリダイゼーションプローブとして又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）のプライ
マーとして用いるかを既に知っているからである。キナーゼを有しているポリペプチドを
コードしない本発明の核酸分子の用途は、とりわけ、（１）ＥＭＬ４－ＡＬＫ欠失遺伝子
、又は切断されたＡＬＫ遺伝子、又はｃＤＮＡライブラリー中のその対立遺伝子変異体を
単離すること；（２）Verma et al., の HUMAN CHROSOMES: A MANUAL OF BASIC TECHNIQU
ES, Pergamon Press, New York (1988) に記載のように、分裂中期の染色体拡散を、ｉｎ
　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（例えば「ＦＩＳＨ」）してＥＭＬ４－ＡＬＫ欠失遺
伝子又は切断されたＡＬＫ遺伝子の正確な染色体位置を提供すること；及び特定組織での
、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質又は切断されたＡＬＫキナーゼｍＲＮＡの発現を検出
するためのノーザンブロット分析を包含する。
【００７８】
　しかしながら、実際にＡＬＫキナーゼ活性を有する融合ポリペプチドをコードする、本
発明の突然変異ＡＬＫポリペプチド又は寄託されているｃＤＮＡの核酸配列と少なくとも
９５％相同な配列を有する核酸分子が好ましい。そのような活性は、特定な生物学的アッ
セイで測定して、本明細書に開示されるＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質（全長のタンパ
ク質、成熟タンパク質、又はキナーゼ活性を保持しているタンパク質断片の何れか）と、
同様であってよく、同一である必要はない。例えば、ＡＬＫのキナーゼ活性は、１つ又は
それ以上のチロシン含有ペプチド基質、例えば、ＡＬＫキナーゼの基質である、インシュ
リン受容体基質１又は２（ＩＲＳ１、ＩＲＳ２）をリン酸化する能力を判定するために試
験することができる。
【００７９】
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　遺伝子コードを縮重すれば、寄託されているｃＤＮＡの核酸配列又は図２Ａ-Ｂ（配列
番号２及び１９）に示される核酸配列と少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９
８％又は９９％相同な配列を有する多くの核酸分子が、ＡＬＫ活性を有する突然変異ポリ
ペプチドをコードするであろうことを当業者は直ちに認識するであろう。実際に、これら
のヌクレオチド配列の縮重変異体の全てが同様なペプチドをコードするので、このことは
上記の比較アッセイを行わなくても、当業者に明確であろう。更に、縮重変異体ではない
そのような核酸分子に関しては、相当数がＡＬＫ活性を保持しているポリペプチドをコー
ドするであろうことが、当該技術分野で認識されるだろう。それは、タンパク質機能に重
要な影響を及ぼすことが殆ど無いか又は可能性がないアミノ酸置換（例えば、１つの脂肪
族アミノ酸を第２の脂肪族アミノ酸で置換する）を、当業者が充分に認識しているからで
ある。
【００８０】
　例えば、表現型の上では軽微なアミノ酸置換を如何に行うかについての助言が、Bowie 
et al., 「Deciphering the Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid 
Substitutions」, Science 247:1306-1310 (1990) に掲載されており、これは改変するア
ミノ酸配列の許容範囲を検討する２つの主要なアプローチを記載している。第一の方法は
、突然変異は自然淘汰によって受け入れられるか又は拒絶されるかの何れかであるという
、進化の過程に因っている。第２のアプローチは、クローン遺伝子の特定部位にアミノ酸
変化を導入するための遺伝子組み換え技術、及び機能性を保持している配列を同定するた
めの選択又はスクリーニングを利用している。これらの検討は、タンパク質がアミノ酸置
換に意外に耐えるということを明確にした。そのような技術に精通している当業者は、タ
ンパク質のある特定の位置においてどのアミノ酸変化が許容可能であるかも理解される。
例えば、殆どの埋設アミノ酸残基は非極性の側鎖を必要としているのに対して、殆どの表
面側鎖の特性は一般に保護されていない。他のそのような表現型の上での軽微な置換は、
Bowie et al., supra.及びそこで引用されている引例に記載されている。
【００８１】
　当該技術分野で公知かつ一般に利用可能な、ＤＮＡ配列を決定する方法は、本発明のポ
リヌクレオチドの態様の何れかを実施するために用いることができる。この方法は、ＤＮ
Ａポリメラーゼ１のクレノウ断片（Klenow fragement）、ＳＥＱＵＥＮＡＳＥ（登録商標
）（US Biochemical Corp, Cleveland, Ohio）、Ｔａｑポリメラーゼ（Perkin Elmer）、
熱安定Ｔ７ポリメラーゼ（Amersham, Chicago, IL）、又は組み換えポリメラーゼと、Gib
co BRL（Gaithersburg, Md.) が市販しているELONGASE Amplification Systemのような校
正エクソヌクレアーゼとの組合わせのような酵素を用いることができる。この工程は、Ha
milton Micro Lab 2200 (Hamilton, Reno, Nev.)、Peltier Thermal Cycler (PTC200; MJ
 Research, Watertown, Mass.) 及び ABI 377 DNA sequencers (Perkin Elmer) のような
器械を用いて自動化することが好ましい。
【００８２】
 本発明の突然変異ＡＬＫポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は、ヌクレオ
チド配列の部分を用い、プロモーター及び制御エレメントのような上流配列を検出するた
めの、当該技術分野で公知の多数の方法を利用して拡張することができる。例えば、利用
できる一つの方法である、「制限部位」ＰＣＲは、公知の遺伝子座に隣接している未知の
配列を検索するユニバーサルプライマーを用いる（Sarkar, G., PCR Methods Applic. 2:
318-322(1993)）。特に、ゲノムＤＮＡは、リンカー配列に対するプライマー及び公知領
域に特異的なプライマーの存在下で、最初に増幅される。典型的なプライマーは本明細書
の実施例２に記載されるようなものである。増幅された配列は次いで、最初のＤＮＡ内部
に同じリンカープライマー及び別の特異的プライマーを用いて、２回目のＰＣＲを受ける
。ＰＣＲの各回の産物を適切なＲＮＡポリメラーゼを用いて転写して、逆転写酵素を用い
て配列を決定する。
【００８３】
　逆ＰＣＲも、公知領域に基づく分岐プライマーを用いて、配列を増幅又は拡張するため
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に利用することができる（Triglia et al., Nucleic Acids Res. 16:8186 (1988)）。プ
ライマーは、OLIGO 4.06 Primer Analysis software (National Biosciences Inc., Plym
outh, Minn.)、又は別の適切なプログラムを用いて、２２－３０のヌクレオチドの長さに
、５０％又はそれ以上のＧＣ含量を有するように、そして約６８～７２℃の温度で標的配
列にアニールするように設計することができる。この方法は、遺伝子の公知領域に適切な
断片を産生するために幾つかの制限酵素を用いる。この断片は次いで、分子内ライゲーシ
ョンによって環化されてＰＣＲテンプレートとして利用される。
【００８４】
　使用可能な別の方法は、ヒト及び酵母の人工染色体ＤＮＡにおける公知配列に隣接する
ＤＮＡ断片のＰＣＲ増幅を含む捕捉ＰＣＲである（Lagerstrom et al., PCR Methods App
lic. 1:111-119 (1991)）。この方法では、ＰＣＲの実施前にＤＮＡ分子の未知部分へ改
変二本鎖配列を挿入するために、多数の制限酵素による消化及びライゲーションを用いる
こともできる。未知の配列を検索するために用いることとができる別の方法は、Parker e
t al., Nucleic Acids Res. 19:3055-3060 (1991) に記載されているものである。更に、
ＰＣＲ、ネステッドプライマー（nested primers)、及びゲノムＤＮＡを扱うPROMOTERFIN
DER（登録商標）ライブラリーを用いることができる（Clontech, Palo Alto, Calif.）。
この処理はスクリーンライブラリーを必要とせず、イントロン／エクソン連結を検出する
ために有用である。
【００８５】
　全長のｃＤＮＡをスクリーニングする場合には、より大きいｃＤＮＡを包含するために
サイズ選択されているライブラリーを用いることが好ましい。また、ランダムプライムラ
イブラリーは、遺伝子の５’領域を含むより多くの配列を含有しているので好ましい。ラ
ンダムプライムライブラリーは特に、オリゴｄ（Ｔ）ライブラリーが全長のｃＤＮＡをも
たらさない状況で有用であろう。ゲノムライブラリーは５’及び３’非転写制御領域への
配列の拡張のために有用であろう。
【００８６】
　市販されているキャピラリー電気泳動システムを、シーケンシング又はＰＣＲ産物のサ
イズを分析するために又はヌクレオチド配列を確認するために用いることができる。特に
、キャピラリーシーケシングは、電気泳動分離のための流動性ポリマー、レーザーで活性
化される４つの異なった蛍光染料（一つは各ヌクレオチド用）、及び電荷結合素子カメラ
による放出波長の検出を利用する。光出力強度は適切なソフトウェア（例えば、GENOTYPE
R（登録商標）及びSEQUENCE NAVIGATOR（登録商標）、Perkin Elmer）を用いて電気信号
に変換でき、試料の挿入からコンピュータ分析及び電気データの表示までの全ての過程を
コンピュータ制御できる。キャピラリー電気泳動は、特定試料に限られた量で存在してい
るかもしれないＤＮＡの小片の配列決定のために特に好ましい。
【００８７】
Ｃ．ベクター及び宿主細胞
　本発明は、本発明の単離されたポリヌクレオチドを含有する組み換えベクター、組み換
えベクターで遺伝子操作された宿主細胞、及び組み換え技術による組み換えＥＭＬ４－Ａ
ＬＫポリペプチド又はその断片の産生も提供する。
【００８８】
　組み換え構築物を、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、電
気穿孔法及び形質転換のような周知の技術を用いて宿主細胞に導入することができる。ベ
クターは例えば、ファージ、プラスミド、ウィルス又はレトロウィルスのベクターであっ
てよい。レトロウィルスベクターは複製可能又は複製欠損であってもよい。後者の場合は
、ウィルスの増殖は一般に、相補宿主細胞中のみで起こるであろう。
【００８９】
　ポリヌクレオチドを、宿主における増殖を選択可能なマーカーを含有しているベクター
に結合することができる。一般に、プラスミドベクターは、リン酸カルシウム沈殿物のよ
うな沈殿物、又は荷電脂質との錯体に導入される。ベクターがウィルスの場合は、適切な
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パッケージング細胞株を用いてインビトロでパッケージングし、次いで宿主細胞に形質導
入することができる。
【００９０】
　目的のポリヌクレオチドに対してシス作用制御領域を含有しているベクターが好ましい
。適切なトランス作用因子を、宿主によって供給、相補ベクターによって供給、又は宿主
に導入することによりベクター自身によって供給できる。これに関するある好ましい態様
では、ベクターは、誘導可能な及び／又は細胞型固有の、特定な発現を行う。そのような
ベクターのうち特に好ましいものは、温度及び栄養素添加物のような、容易に操作できる
環境因子によって誘導可能なものである。
【００９１】
　本発明で有用な発現ベクターは、染色体、エピソーム、及びウィルス由来のベクター、
例えば細菌プラスミド、バクテリオファージ、酵母エピソーム、酵母染色体要素、バキュ
ロウィルス、パポバウィルス、ワクシナウィルス、アデノウィルス、家禽ジフテリアウィ
ルス、仮性狂犬病ウィルス及びレトロウィルス、及びコスミド及びファージミドのような
、これらの組合わせ由来のベクターを包含する。
【００９２】
　ＥＭＬ４－ＡＬＫポリヌクレオチド又は本発明のポリヌクレオチドを含むＤＮＡの挿入
物は、数例を挙げると、ラムダファージＰＬプロモーター、大腸菌ｌａｃ、ｔｒｐ及びｔ
ａｃプロモーター、ＳＶ４０早期及び後期プロモーター及びレトロウィルスＬＴＲｓのプ
ロモーターのような、適切なプロモーターと操作可能に結合しなければならない。他の適
切なプロモーターは当業者に公知である。発現構築物は更に、転写を開始、終了するため
の部位、及び転写領域に翻訳のためのリボソーム結合部位を含有しているであろう。この
構築物によって発現された成熟転写物のコード部分は、翻訳されるポリペプチドの末端に
正確に位置している開始及び終止コドン（ＵＡＡ、ＵＧＡ又はＵＡＧ）に翻訳開始部位を
包含していることが好ましいだろう。
【００９３】
　示されるように、発現ベクターは少なくとも１つの選択可能なマーカーを包含している
ことが好ましいだろう。そのようなマーカーは、真核細胞の培養のためのジヒドロ葉酸還
元酵素又はネオマイシン耐性、及び大腸菌及び他の細菌培養におけるテトラサイクリン又
はアンピシリン耐性遺伝子を包含する。適切な宿主の代表的な例は、これに限定されない
が、大腸菌、ストレプトミセス及びネズミチフス菌細胞のような細菌細胞；酵母細胞のよ
うな、真菌細胞；ショウジョウバエＳ２及びスポドプテラ（Spodoptera）Ｓｆ９細胞のよ
うな昆虫細胞；ＣＨＯ、ＣＯＳ及びボーズ（Bowes）メラノーマ細胞のような動物細胞；
及び植物細胞を包含する。上記宿主細胞のための適切な培養培地及び条件は当該技術分野
で公知である。
【００９４】
　細菌において用いられるベクターで好ましいものは、Quiagen から入手できる、ｐＱＥ
７０、ｐＱＥ６０及びｐＱＥ－９；Stratagene から入手できるｐＢＳベクター、ファー
ジスクリプト（Phagescript) ベクター、ブルースクリプト (Bluescript) ベクター、ｐ
ＮＨ８Ａ、ｐＮＨ１６ａ、ｐＮＨ１８Ａ、ｐＮＨ４６Ａ；及び Pharmacia から入手でき
るｐｔｒｃ９９ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐＫＫ２３３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩＴ５を
包含する。真核ベクターのうち好ましいものは、Stratagene から入手できるｐＷＬＮＥ
Ｏ、ｐＳＶ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１及びｐＳＧ；及び Pharmacia から入手でき
るｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧ及びｐＳＶＬである。他の適切なベクターは当業者に
とって明白であろう。
【００９５】
　公知の細菌プロモーターのうち本発明で用いるのに適しているものは、大腸菌ｌａｃ１
及びｌａｃＺプロモーター、Ｔ３及びＴ７プロモーター、ｇｐｔプロモーター、ラムダＰ
Ｒ及びＰＬプロモーター及びｔｒｐプロモーターを包含する。適切な真核プロモーターは
ＣＭＶ前初期プロモーター、ＨＳＶチミジンキナーゼプロモーター、後期及び前期ＳＶ４
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０プロモーター、ラウス肉腫ウィルス（ＲＳＶ）のような、レトロウィルスＬＴＲｓのプ
ロモーター、及びマウスメタロチオネイン－１プロモーターのような、メタロチオネイン
プロモーターを包含する。
【００９６】
　酵母、サッカロマイセス・セレヴィシエ（Saccharomyces cerevisiae）においては、ア
ルファ因子、アルコールオキシダーゼ、及びＰＧＨのような、構成的又は誘導性のプロモ
ーターを含む多くのベクターを用いることができる。総説については、Ausubel et al. (
1989) CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York, N.Y. 
及び Grant et al., Methods Enzymol. 153:516-544 (1997) を参照されたい。
【００９７】
　この構築物の宿主細胞への導入は、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ
デキストラン介在トランスフェクション、陽イオン性脂質介在トランスフェクション、電
気穿孔法、形質導入、感染又は他の方法によって達成できる。そのような方法は、Davis 
et al., BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1986) のような、多くの標準的な実験用
マニュアルに記載されている。
【００９８】
　高等真核生物による、本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドをコードするＤＮＡ
の転写は、ベクターにエンハンサー配列を挿入することによって増進させることができる
。エンハンサーは、所定の宿主細胞においてプロモーターの転写活性を増大するように働
く通常約１０～３００ｂｐである、ＤＮＡのシス作用性要素である。エンハンサーの例は
、塩基対１００～２７０の複写起点の後期部位に位置しているＳＶ４０エンハンサー、サ
イトメガロウィルス前期プロモーターエンハンサー、複写起点の後期部位にあるポリオー
マエンハンサー、及びアデノウィルスエンハンサーを包含する。
【００９９】
　翻訳されたタンパク質の、小胞体の内腔への、細胞膜周辺腔への、又は細胞外環境への
分泌のために、適切な分泌シグナルを発現されたポリペプチド中に組み入れることができ
る。このシグナルはポリペプチドに対して内因性であってよく、又はこれらは異種シグナ
ルであってもよい。
【０１００】
　ポリペプチドを、融合タンパク質（例えば、ＧＳＴ－融合）のような改変形態で発現し
てよく、そして分泌シグナルだけではなく、更なる異種の機能領域を含んでいてもよい。
例えば、追加のアミノ酸、特に荷電したアミノ酸の領域を、精製中、又はその後の処理又
は貯蔵中に、安定性及び宿主細胞への残存を改善するために、ポリペプチドのＮ－末端に
付加することができる。また、精製を促進するために、ペプチド残基をこのポリペプチド
に付加してもよい。そのような領域はポリペプチドの最終調製の前に除去することができ
る。とりわけ、分泌又は排出を引き起こすための、安定性を改善するための、そして精製
を促進するための、ペプチド残基のポリペプチドへの付加は当該技術分野でよく知られて
いて通常の手法である。好ましい融合タンパク質はタンパク質を可溶化するのに有用な免
疫グロブリン由来の異種領域を含有している。
【０１０１】
　ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドを、硫酸アンモニウム又はエタノール沈殿、酸によ
る抽出、アニオン又はカチオン交換クロマトグラフィー、リン酸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、親和性クロマトグラフィー、ヒドロキシル
アパタイトクロマトグラフィー及びレクチンクロマトグラフィーを包含する、公知の方法
で組み換え細胞培養物から回収及び精製することができる。高性能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は、天然
精製産物、化学合成過程の産物、及び例えば、細菌、酵母、高等植物、昆虫及び哺乳類の
細胞を含む、原核及び真核宿主から組み換え技術によって産生された産物を包含する。組
み換え産生過程で用いられる宿主によって、本発明のポリペプチドはグリコシル化されて
いても、又はグリコシル化されていなくてもよい。更に、本発明のポリペプチドは、ある
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場合は宿主介在過程の結果、初期改変メチオニン残基を含有していてもよい。
【０１０２】
　従って、ある態様では、本発明は、組み換え宿主細胞（上記のような）を融合ポリペプ
チドの発現に適している条件下で培養して、ポリペプチドを回収することによって組み換
えＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドを産生する方法を提供する。宿主細胞の生育及びそ
のような細胞からの組み換えポリペプチドの発現に適している培養条件は、当業者にとっ
て公知である。例えば、CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausbel FM et al., 
eds., Volume 2, Chapter 16, Wiley Interscience を参照されたい。
【０１０３】
Ｄ．単離されたポリペプチド。
　本発明は、ある部分では、単離された突然変異ＡＬＫキナーゼポリペプチド及びその断
片を提供する。一態様では、本発明は、
　（ａ）配列番号１又は配列番号１８のアミノ酸配列を含有しているＥＭＬ４－ＡＬＫ融
合ポリペプチドをコードするアミノ酸配列；
　（ｂ）ＥＭＬ－４のＮ－末端アミノ酸配列（配列番号３の残基１－１２３、又は配列番
号３の残基１－４９５）及びＡＬＫのキナーゼドメイン（配列番号５の残基１１１６－１
３８３）を含有しているＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドをコードするアミノ酸配列；
及び
　（ｃ）ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの融合接合部（配列番号１の残基２３３－２
３４、又は配列番号１８の残基４９５－４９６）を包含する少なくとも６つの隣接アミノ
酸を含有しているポリペプチドをコードするアミノ酸配列：
よりなる群から選ばれる配列と少なくとも９５％の相同性を有するアミノ酸配列を含有す
る単離されたポリペプチドを提供する。
【０１０４】
　一つの好ましい態様では、上記のような組み換えベクター又は組み換え宿主細胞を用い
て産生できる、本発明の組み換え突然変異ＡＬＫポリペプチドを提供する。
【０１０５】
　ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド又は切断された活性ＡＬＫキナーゼポリペプチドの
アミノ酸配列の幾つかを、突然変異タンパク質の構造又は機能に有意な影響をもたらさず
に、改変できるということは当該技術分野で認識されるであろう。配列中のそのような相
違を検討する場合は、タンパク質に活性を決める重要な部位（例えばＡＬＫのキナーゼド
メイン）があるようにすることを配慮すべきである。一般に、同じような機能を示す残基
を用いれば、三次構造を形成する残基を置き換えることが可能である。他の例では、改変
をタンパク質の重要ではない領域で行う場合は、残基のタイプは全く重要でなくてよい。
【０１０６】
　従って、本発明は更に、実質的なＡＬＫキナーゼ活性を保持しているか、又は以下で検
討するようなタンパク質部分のような、ＥＭＬ－４又はＡＬＫタンパク質の他の領域を含
有している、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの変異体を包含している。そのような突
然変異体は、欠失、挿入、反転、反復、及びタイプ置換（例えば、一つの親水性残基を別
のものと置換するが、一般に親水性の強いものを疎水性の強いものとは置換しない）を包
含する。小さな改変又は「中性」アミノ酸置換のようなものは、一般に活性に殆ど影響が
ないであろう。
【０１０７】
　保存的置換として典型的に見られるものは、脂肪族アミノ酸Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ及
びＩｌｅの間での互いの置換；ヒドロキシ残基ＳｅｒとＴｈｒの交換、酸性残基ＡＳｐと
Ｇｌｕの交換、アミド残基ＡｓｎとＧｌｎの間での置換、塩基残基ＬｙｓとＡｒｇの交換
、及び芳香族残基Ｐｈｅ、Ｔｙｒ間の置き換えである。当業者に知られている保存的アミ
ノ酸置換の例は；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；小分子：アラニン、セリン
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、スレオニン、メチオニン、グリシン；である。上で詳細に示したように、どのアミノ酸
交換が表現型的に軽微であると思われるか（すなわち、機能に対して有意な悪影響をおよ
ばさないと思われるか）についての更なる手引きをBowie et al., Science 247, supra 
に見出すことができる。
【０１０８】
　本発明のポリペプチドは単離された形態、好ましくは実質的に精製された形態で、提供
されることが好ましい。本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの組み換え産生物は
、Smith and Johnson, Gene 67:31-40 (1988) に記載されている一工程方法で実質的に精
製することができる。
【０１０９】
　本発明のポリペプチドは、図２Ａ－Ｂ（配列番号１及び１８）（リーダー配列を含んで
いてもいなくても）のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド、ＥＭＬ－４のＮ－末端アミノ
酸配列（配列番号３の残基１－１２３、又は配列番号３の残基１－４９５）及びＡＬＫの
キナーゼドメイン（配列番号５の残基１１１６－１３８３）を含有しているＥＭＬ４－Ａ
ＬＫ融合ポリペプチドをコードするアミノ酸配列、及びＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチ
ドの融合接合部（配列番号１の残基２３３－２３４、又は配列番号１８の残基４９５－４
９６）を包含する少なくとも６つの隣接アミノ酸を含有しているポリペプチドをコードす
るアミノ酸配列（図１Ａ－Ｂ、最下図も参照されたい）を、更に、上記のものと少なくと
も９０％の相同性、好ましくは少なくとも９５％の相同性、そして更に好ましくは少なく
とも９６％、９７％、９８％又は９９％の相同性を有するポリペプチドも包含する。
【０１１０】
　二つのポリペプチドに対する「％」の相同性とは、ベストフィットプログラム（Bestfi
t program; Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 for Unix, Genetics Com
puter Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, Wis. 53711) 
及び相同性を判定するためのデフォルト設定を用いて二つのポリペプチドのアミノ酸配列
を比較して作成した相同性スコアーを意図している。ベストフィットは、二つの配列間の
相同性の最良の部分を見出すために、Smith and Waterman の局所相同性アルゴリズム（A
dvances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981)) を用いる。
【０１１１】
　ポリペプチドが、本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの参照アミノ酸配列と、
例えば少なくとも９５％「相同な」アミノ酸配列を有しているとは、このポリペプチドの
アミノ酸配列が、突然変異ＡＬＫポリペプチドの参照アミノ酸配列の各々の１００のアミ
ノ酸当たり５個までのアミノ酸改変をアミノ酸配列が含有していてもよいことを除いて、
参照配列と相同であることを意図している。すなわち、参照アミノ酸配列と少なくとも９
５％相同なアミノ酸配列を有するポリペプチドを得るためには、参照配列の５％までのア
ミノ酸残基を欠失又は他のアミノ酸と置換させてもよい、又は参照配列中の総アミノ酸残
基の５％までのアミノ酸の数を、参照配列に挿入してもよい。参照配列のこれらの改変は
、参照アミノ酸配列のアミノ末端又はカルボキシ末端位置、又はこれら末端位置の間の何
れかの位置に、参照配列中の残基間に個々に、又は参照配列内の１つ又はそれ以上の隣接
基に散在させて、生じさせることができる。
【０１１２】
　特定の配列が、本発明による参照配列と、例えば、９５％の相同性を有するか否かを判
定するために、ベストフィット又は他の配列配置プログラムの何れかを用いるときは、も
ちろん、参照アミノ酸配列の全長に対して相同性のパーセントが計算されるように、そし
て参照配列のアミノ酸残基の総数の最大５％の相同性のずれが許容されるように、パラメ
ーターがセットされる。
【０１１３】
　本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドは、例えば当業者に公知の方法を用いる、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル、モレキュラーシーブゲルろ過カラム上で分子量マーカーとして使
用できる。
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【０１１４】
　以下に更に詳細に記載されるように、本発明のポリペプチドは、以下に記載するような
突然変異ＡＬＫポリペプチドの発現を検出するアッセイに、又は突然変異ＡＬＫタンパク
質の機能／活性を増強又は阻害することが可能な作動薬又は拮抗薬として有用な、ポリク
ローナル及びモノクローナル抗体のような融合ポリペプチドに特異的な試薬、又は切断さ
れたポリペプチドに特異的な試薬を作成するためにも用いることができる。更に、そのよ
うなポリペプチドは、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド、又は本発明による候補作動薬
及び拮抗薬でもある断片ＡＬＫキナーゼポリペプチド結合タンパク質を「捕捉」するため
の、酵母２ハイブリッドシステムで使用することができる。酵母２ハイブリッドシステム
は、Fields and Song, Nature 340:245-246 (1989) に記載されている。
【０１１５】
　別の態様では、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、例えばＥＭ
Ｌ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの融合接合部（図１Ａ－Ｂ、最下図を参照されたい）を含
有するエピトープ、を含むペプチド又はポリペプチドを提供する。このポリペプチドのエ
ピトープ部分は、本発明のポリペプチドの免疫原性又は抗原性エピトープである。「免疫
原性エピトープ」は、全タンパク質が免疫源であるときに抗体応答を誘発するタンパク質
の一部分として定義されている。これらの免疫原性エピトープは分子上の幾つかの遺伝子
座に閉じこめられると考えられている。一方、抗体が結合できるタンパク質分子の領域は
、「抗原エピトープ」と定義されている。タンパク質の免疫原性エピトープの数は一般に
抗原エピトープの数より少ない。例えば、Geysen et al., 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に特異的な抗体の産生
は以下に更に詳細に記載されている。
【０１１６】
　抗原エピトープを含むペプチド又はポリペプチドを用いて産生された抗体は模倣タンパ
ク質の検出に有用であり、そして異なったペプチドに対する抗体は、翻訳後処理を受けて
いるタンパク質前駆体の各種領域の運命を追跡するために用いることができる。ペプチド
及び抗ペプチド抗体は、例えば、免疫沈降アッセイにおいて、短いペプチド（例えば、約
９のアミノ酸）であっても、より大きいペプチドに結合して置き換え得ることが示されて
いるので、模倣タンパク質についての定性及び定量アッセイ、例えば競合アッセイに用い
ることができる。例えば、Wilson et al., Cell 37:767-778 (1984) at 777 を参照され
たい。本発明の抗ペプチド抗体は、例えば、当該技術分野で公知の方法を用いる吸着クロ
マトグラフィーによる、模倣タンパク質の精製に関して有用である。免疫アッセイの方式
は以下により詳細に記載されている。
【０１１７】
　組み換え突然変異ＡＬＫポリペプチドも本発明の範囲内であって、上記Ｂ欄に記載され
るようにして、本発明のポリヌクレオチドを用いて産生することができる。例えば、本発
明はある部分では、組み換え宿主細胞（上記のような）を融合ポリペプチドを発現させる
のに適した条件下で培養し、そしてポリペプチドを回収することによる、組み換えＥＭＬ
４－ＡＬＫ融合ポリペプチドを産生する方法を提供する。宿主細胞の生育及びそのような
細胞から組み換えポリペプチドを発現するのに適している条件は当業者にとって公知であ
る。
【０１１８】
Ｅ．突然変異体に特異的な試薬
　開示される方法の実施に有用な突然変異ＡＬＫポリペプチドに特異的な試薬は、とりわ
け、融合ポリペプチドに特異的な抗体及び対応するＡＱＵＡペプチド（重同位体標識化ペ
プチド）を包含し、そして哺乳類の固形肉腫又は癌腫瘍のような、癌由来の生体試料にお
けるＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの発現を検出及び定量化するのに適している。本
発明の切断されたＡＬＫキナーゼポリヌクレオチド又はポリペプチドの存在又は非存在を
検出するのに適している、抗体、ＡＱＵＡペプチド又は核酸プローブのような、切断片に
特異的な試薬も有用である。融合ポリペプチドに特異的な試薬は、生体試料中に発現され
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たＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的に結合して、その存在／レベルを検出及び
／又は定量化できる、生物学的又は化学的試薬の何れかである。この用語は、これに限定
されないが、以下で検討する好ましい抗体及びＡＱＵＡペプチド試薬を包含し、均等な試
薬は本発明の範囲内である。
【０１１９】
抗体
　本発明方法の実施で用いるのに適している試薬は、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド
に特異的な抗体及びＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な抗体を包含する。本発明
の融合体に特異的な抗体は、本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド（例えば、配列
番号１）に特異的に結合するが野生型のＥＭＬ－４又は野生型のＡＬＫの何れとも実質的
に結合しない、又は本明細書に記載されるＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド（例えば、配
列番号２０）に特異的に結合するが野生型のＴＦＧ又は野生型のＡＬＫの何れとも実質的
に結合しない、単離された抗体（複数を含む）である。他の適切な試薬は、野生型ＡＬＫ
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に開示される切断された活性
ＡＬＫキナーゼ中に存在していない）中のエピトープに特異的に結合するので、試料中の
野生型ＡＬＫの存在（又は非存在）を検出できる、エピトープに特異的な抗体を包含する
。
【０１２０】
　ヒトＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な抗体は、他の哺
乳類種、例えばネズミ又はウサギ中の高度に相同性かつ均等性を有するエピトープペプチ
ド配列に結合してもよく、その逆も同様である。本発明の方法を実施するのに有用な抗体
は、（ａ）モノクローナル抗体、（ｂ）標的のポリペプチド（例えば、ＥＭＬ４－ＡＬＫ
融合ポリペプチドの融合接合部（図１Ａ－Ｂ、最下図を参照されたい）又はＴＦＧ－ＡＬ
Ｋ融合ポリペプチド（図１Ｃ、最下図を参照されたい）の融合接合部）に特異的に結合す
る精製されたポリクローナル抗体、（ｃ）他の非ヒト種（例えば、マウス、ラット）にお
ける均等で高度に相同性を有するエピトープか、又はリン酸化部位に結合する、上の（ａ
）～（ｂ）に記載されているような抗体、及び（ｄ）本明細書に開示される典型的な抗体
が結合する抗原（又は、より好ましくはエピトープ）に結合する上記（ａ）～（ｃ）の断
片を包含する。
【０１２１】
　本明細書で用いられる用語「抗体（複数を含む）」は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、及び
ＩｇＥを含む、全てのタイプの免疫グロブリンを示す。抗体はモノクローナル又はポリク
ローナルであってもよく、（例えば）マウス、ラット、ウサギ、ウマ又はヒトを含む、何
れかの種を起源としていてもよく、又はキメラ抗体であってもよい。例えば、M. Walker 
et al., Molec. Immunol. 26:403-11 (1989); Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci
. 81:6851 (1984); Neuberger et al., Nature 312:604 (1984) を参照されたい。抗体は
、米国特許第４，４７４，８９３号（Reading）又は米国特許第４，８１６，５６７号（C
abilly et al.) に開示されている方法によって製造される組み換えモノクローナル抗体
であってもよい。抗体は米国特許第４，６７６，９８０号（Segel et al.) に開示されて
いる方法によって作成される化学的に構築された特異抗体であってもよい。
【０１２２】
　本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な抗体の好ましいエピトープ部位
は、本質的にヒトＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド配列（配列番号１及び１８）の約１
１～１７のアミノ酸から成っているペプチド断片であって、この断片は融合接合部（短い
変異融合タンパク質の残基２３３－２３４、及び長い変異融合タンパク質の残基４９５－
４９６に起こる（図１Ａ－Ｂ（最下図）を参照されたい）を包含している。ＥＭＬ４－Ａ
ＬＫ融合ポリペプチドの融合接合部を包含するより短い又はより長いペプチド／エピトー
プに特異的に結合する抗体が本発明の範囲内であるということは理解されるであろう。
【０１２３】
　同様に、開示される方法の実施に有用なＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な抗
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体の好ましいエピトープ部位は、本質的にヒトＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド配列（配
列番号２０）の約１１～１７のアミノ酸から成っているペプチド断片であって、この断片
は融合接合部（残基１３７－１３８に起こる（図１Ｃ（最下図）を参照されたい）を包含
している。
【０１２４】
　本発明は抗体の使用に限定されず、本発明の方法で有用なＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ
－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な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、融合タンパク質又は切断されたタンパク質に特異的な方法で結合する、タンパク質
結合ドメイン又は核酸アプトマーのような、均等な分子の使用も包含する。例えば、Neub
erger et al., Nature 312:604 (1984) を参照されたい。そのような均等な非抗体試薬は
、以下に更に記載する本発明の方法において適切に利用することができる。
【０１２５】
　本発明の方法を実施するのに有用なポリクローナル抗体は、公知の手法に従って、適当
な動物（例えば、ウサギ、ヒツジなど）を、望ましい融合タンパク質に特異的なエピトー
プ（例えば、本明細書に記載されるＡＬＫ融合タンパク質の融合接合部）を包含する抗原
で免疫し、動物から免疫血清を集めて、及び免疫血清からポリクロナール抗体を分離して
、並びに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る標準的な技術に
従って産生することができる。抗原は、公知の技術に従って選択されて構築された、所望
のエピトープ配列を含有している合成ペプチド抗原であってもよい。例えば、ANTIBODIES
: A LABORATORY MANUAL, Chapter 5, p.75-76, Harlow & Lane Eds., Cold Spring Harbo
r Laboratory (1988); Czernik, Methods in Enzymology, 201:264-283 (1991); Merrifi
eld, 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し
て産生したポリクローナル抗体は、以下に更に記載されるようにして、スクリーニング及
び単離することができる。
【０１２６】
　モノクローナル抗体も本発明の方法で便利に利用することができ、Kohler and Milstei
n の公知技術に従ってハイブリドーマ細胞株中に産生することができる。Nature 265:495
-97 (1975); Kohler and Milstein, Eur. J. Immunol. 6:511 (1976); CURRENT　PROTOCO
LS　IN　MOLECULAR　BIOLOGY、Ausbel et al. Eds. (1989) も参照されたい。このように
して産生したモノクローナル抗体は高度に特異的で、本発明で提供されるアッセイ方法の
選択性及び特異性を増強する。例えば、適切な抗原（例えば、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリ
ペプチドの融合接合部を含有している合成ペプチド）を含有している溶液をマウスに注射
して、十分な時間の後（通常の技術で保持して）、マウスをと殺して、脾臓細胞を得るこ
とができる。次いでこの脾臓細胞を、一般にポリエチレングリコールの存在下で、骨髄腫
細胞と融合して不死化してハイブリドーマ細胞を産生する。ウサギ融合ハイブリドーマは
、例えば、１９９７年１０月７日登録の米国特許第５，６７５，０６３号（K.Knight）に
記載されているようにして産生できる。次いで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）のような、適切な選択培地中で生育して、上澄液を
、以下に記載するような、所望の特異性を有するモノクローナル抗体についてスクリーニ
ングする。分泌された抗体を、沈殿、イオン交換、親和性クロマトグラフィーなどのよう
な通常の方法で組織培養上澄液から回収することができる。
【０１２７】
　モノクローナルＦａｂ断片も、当該技術分野で公知の組み換え技術によって大腸菌中に
産生することができる。例えば、W. Huse, Science 246:1275-81 (1989); Mullinax et a
l., Proc. Natl. Acad. Sci. 87:8095 (1990) を参照されたい。１つのイソタイプのモノ
クローナル抗体が特定の適用に関して好ましい場合は、特定のイソタイプを最初の融合体
から選択して直接的に作成するか、又はクラススイッチ変異体を単離するための同胞選択
技術（Steplewski, et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 82:8653 (1985); Spira et al., 
J. Immunol. Methods, 74:307 (1984))を用いて、異なるイソタイプのモノクローナル抗
体を分泌する親ハイブリドーマから二次的に作成することができる。モノクローナル抗体
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の抗原結合部位を、ＰＣＲ及びファージディスプレー組み換え抗体又は大腸菌可溶性抗体
のように産生させた単鎖抗体によってクローン化できる（例えば、ANTIBODY ENGINEERING
 PROTOCOLS, 1995, Humana Press, Sudhir Paul editor を参照されたい）。
【０１２８】
　更に、米国特許第５，１９４，３９２号（Geysen, 1990）は、目的の抗体の特定パラト
ープ（抗原結合部位）と相補的なエピトープ（すなわち、「ミモトープ」）の位相同型で
あるモノマー（アミノ酸又は他の化合物）の配列を検出又は決定する一般的な方法を記載
している。より一般的には、この方法は、目的の特定の受容体のリガンド結合部位と相補
的であるリガンドの局所的同型であるモノマーの配列の検出又は決定を含む。同様に、米
国特許第５，４８０，９７１号（Houghten et al., 1996）は、直鎖Ｃ１－Ｃ－アルキル
過アルキル化オリゴペプチド及びセット及びそのようなペプチドのライブラリーを、更に
そのようなペプチドセット及びライブラリーを用いて、目的の受容体分子に優先的に結合
する過アルキル化オリゴペプチドの配列を決定する方法も開示している。本発明のエピト
ープを含むペプチドの非ペプチド類縁体も、これらの方法で普通に作成することができる
。
【０１２９】
　本発明の方法において有用な抗体は、ポリクローナル又はモノクローナルであろうと、
標準的な技術によって、エピトープ及び融合タンパク質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 et al., Methods in Enzymology, 201:264-283 (1991
) を参照されたい。例えば、抗体を、所望の抗体に対する特異性及び、所望により、例え
ば本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドとのみ反応して野生型のＥＭＬ－４又は野
生型のＡＬＫとは反応しないという特異性の両方を確証するために、ＥＬＩＳＡによって
ペプチドライブラリーに対してスクリーニングすることができる。抗体を、所望の標的の
みとの反応性を確認するために、そしてＡＬＫを含む他の融合タンパク質と感知可能程度
に結合しないことを確証するために、標的タンパク質を含有する細胞調製物に対してウエ
スタンブロッティングで試験することもできる。融合タンパク質に特異的な抗体の産生、
スクリーニング、及び使用は、当業者に公知であり、記載されている。例えば、米国特許
出願公開第２００５０２１４３０１号（Wetzel et al., September 29, 2005) を参照さ
れたい。
【０１３０】
　本発明の方法で有用な融合ポリペプチドに特異的な抗体は、他の融合タンパク質の同様
な融合エピトープと又は融合接合部を形成する野生型ＥＭＬ－４、野生型ＴＦＧ、及び野
生型ＡＬＫのエピトープといくらかの限られた交差反応性を示す可能性がある。殆んどの
抗体がある程度の交差反応性を示し、抗ペプチド抗体が免疫ペプチドと高い相同性又は同
一性を有しているエピトープとしばしば交差反応するであろうことから、このことは予想
外というわけではない。例えば、Czernic, supra を参照されたい。他の融合タンパク質
との交差反応性は、分子量が知られているマーカーと並行して行うウェスタンブロッティ
ングによって容易に明らかにすることができる。交差反応するタンパク質のアミノ酸配列
を、抗体が結合するＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド配列と高い相
同性又は同一性を有する部位を同定するために試験することができる。望ましくない交差
反応性を、ペプチドカラム上での抗体精製を用いる陰性選択（例えば、野生型ＥＭＬ－４
及び／又は野生型ＡＬＫの何れかと結合する抗体を選び出すこと）によって除くことがで
きる。
【０１３１】
　本明細書に開示される方法を実施するために有用である本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合
ポリペプチドに特異的な抗体（及びＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な抗体）は
、理想的にはヒト融合ポリペプチドに特異的であるが、ヒトの種自体にだけに結合するよ
うには限定されない。本発明は、他の哺乳類の種（例えばマウス、ラット、サル）にある
保存されそして高い相同性又は同一性を有するエピトープにも結合する抗体の産生及び使
用を包含する。他の種にある高い相同性又は同一性を有する配列は、本明細書で開示され
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るヒトＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド配列（配列番号１及び１８）又は本明細書で開
示されるヒトＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド配列（配列番号２０）との、ＢＬＡＳＴを
用いるような、標準的な配列比較によって容易に同定できる。
【０１３２】
　本発明の方法で用いられる抗体は更に、特定のアッセイ形式、例えばフローサイトメリ
ー（ＦＣ）、免疫組織化学（ＩＨＣ）、及び／又は免疫細胞化学（ＩＣＣ）での使用、に
より特徴付けられて及び、これらに対して有効化することができる。そのような方法での
ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な抗体の使用は、以下のＦ欄に更に記載されている。更
にＦ欄に記載されるような、他のシグナル変換（ホスホ－ＡＫＴ、ホスホ－Ｅｒｋ １／
２）及び／又は細胞マーカー（サイトケラチン）抗体と一緒に行う多重パラメータ解析で
用いるために、蛍光染料（例えば、Ａｌｅｘａ４８８、ＰＥ）、又は量子ドットのような
標識と有利に結合させることもできる。
【０１３３】
　本発明方法の実施において、所定の生体試料中での野生型ＥＭＬ－４、野生型ＴＦＧ、
及び／又は野生型ＡＬＫの発現及び／又は活性も、これらの野生型タンパク質に対する抗
体（リン酸特異的又は全てに特異的の何れか）を用いて有利に試験することができる。例
えば、ＡＬＫ全て及びリン酸化部位に特異的な抗体は市販されている（CELL SIGNALING T
ECHNOLOGY, INC., Beverly MA. 2005/06 Catalogue, #s 3341, 3342 を参照されたい）。
そのような抗体も上記のような、標準的な方法によって産生できる。ヒトＥＭＬ－４、Ｔ
ＦＧ、及びＡＬＫのアミノ酸配列は、他の種由来のこれらタンパク質の配列と同様に、公
表されている（図３Ａ及び４Ａ－４Ｃ、及びSwissProt Accession Nos. を参照されたい
）
【０１３４】
　生体試料（例えば、腫瘍の試料）における、ＥＭＬ４－ＡＬＫ及び／又はＴＦＧ－ＡＬ
Ｋ融合ポリペプチドの発現と共に、野生型ＥＭＬ－４、ＴＦＧ、及び野生型ＡＬＫの発現
及び／又は活性を検出することは、融合タンパク質のみが腫瘍を促進するのか否か、又は
野生型ＡＬＫも腫瘍を活性化して促進するのか否かについての情報を提供する。そのよう
な情報は、融合タンパク質又は野生型タンパク質、又は両方を標的にするか否かを評価す
るのに臨床的に有用であり、又は腫瘍の進展の阻害に、そして適切な治療法又はその組合
わせを選択するのに最も有益である。本明細書に開示される切断された活性ＡＬＫキナー
ゼに存在していない、野生型ＡＬＫキナーゼ細胞外ドメインに特異的な抗体は、突然変異
ＡＬＫキナーゼの存在／非存在を判定するために特に有用である。
【０１３５】
　１つ以上の抗体を上記の方法の実施に用いることができるということは理解されるであ
ろう。例えば、一つ又はそれ以上のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な抗体を
、別のキナーゼ、受容体、又はＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドを発現する癌の中で活
性化されることが疑われているか、潜在的に活性化される、キナーゼ基質に特異的な１つ
又はそれ以上の抗体と同時に用いて、そのような癌由来の細胞を含有している生体試料中
のそのような他のシグナル伝達分子の活性を検出することができる。
【０１３６】
　本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド及び上記の融合接合部エピトープを含むそ
れらの断片を、キメラポリペプチドをもたらすように、免疫グロブリン（ＩｇＧ）の構築
ドメインの部分と組み合わせることができることを当業者は理解されるであろう。これら
の融合タンパク質は精製を促進してインビボでの増大した半減期を示す。このことは、例
えばヒトＣＤ４－ポリペプチドの最初の２つのドメイン及び哺乳類の免疫グルブリンの重
鎖又は軽鎖の構築領域の多数のドメインを含有しているキメラタンパク質に関して、示さ
れている（ＥＰＡ ３９４，８２７；Traunecker et al., Nature 331:84-86 (1988))。Ｉ
ｇＧ部分によるジスルフィド結合二量体構造を有している融合タンパク質は、他の分子と
の結合及び中和を、単量体のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド単独よりも、より有効に
することができる（Fountoulakis et al., J. Biochem 270:3958-3964 (1995))。
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【０１３７】
重同位体標識化ペプチド（ＡＱＵＡペプチド）。
　開示される方法の実施に有用なＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド
に特異的な試薬は、生体試料中の発現されたＡＬＫ融合ポリペプチド又は切断されたＡＬ
Ｋキナーゼポリペプチドの絶対的定量化に適している重同位体標識化ペプチドを含有して
いてもよい。複合混合物中のタンパク質（ＡＱＵＡ）の絶対的定量化用のＡＱＵＡペプチ
ド産生及び使用は記述されている。国際公開ＷＯ第０３／０１６８６１号公報、"Absolut
e Quantification of Proteins and Modified Forms Thereof by Multistage Mass Spect
rometry", Gygi et al. 及び Gerber et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100:6940-
5 (2003) も参照されたい；これらの教示はその全てを参照して本明細書に組み入れる）
。
【０１３８】
　ＡＱＵＡ手順は、少なくとも１つの重同位体標識化ペプチド標準品の既知量（これはＬ
Ｃ－ＳＲＭクロマトグラフィーで検出可能な固有の符号を有している）を検出するために
消化した生体試料への導入、及びペプチド標準品と比較することによる、生体試料中の同
じ配列及びタンパク質改変を持つペプチドの絶対的定量化を利用する。すなわち、ＡＱＵ
Ａ手順は２つの段階：ペプチド内部標準品の選択及び検証及び方法の作成；及び検証され
たペプチド内部標準品を用いて試料中の標的タンパク質を検出及び定量化するための実施
：を有している。この方法は、細胞溶解物のような、複合生体混合物中の所定のペプチド
／タンパク質を検出及び定量化するための強力な手法であって、例えば、薬物治療の結果
としてのタンパク質リン酸化の変化を定量化するため、又は異なった生物学的状態におけ
るタンパク質濃度の違いを定量化するために、利用することができる。
【０１３９】
　一般に、適切な内部標準品を作成するために、標的のタンパク質配列中の特定のペプチ
ド（又は改変ペプチド）を、そのアミノ酸配列及び消化に用いられる特定のプロテアーゼ
に基づいて選択する。次いで１つの残基を安定な同位体（１３Ｃ、１５Ｎ）を含有してい
る同じ残基で置き換えるように、固相ペプチド合成によってペプチドを生成する。得られ
たものは、タンパク質分解によって形成されるその天然の対応物と化学的に同定されるが
、７－Ｄａ質量シフトを通してＭＳにより容易に区別できるペプチドである。次いで、新
たに合成されたＡＱＵＡ内部標準ペプチドをＬＣ－ＭＳ／ＭＳで評価する。この過程は、
逆相クロマトグラフィーによるペプチドの保持率、イオン化効率、及び衝突誘起解離によ
る断片化についての定量的情報をもたらす。天然及び内部標準ペプチドのセットについて
の有益且つ豊富な断片イオンを選択し、次いでペプチド標準品の固有なプロファイルに基
づいて、選択された反応モニタリング（ＬＣ－ＳＲＭ）方法を形成するクロマトグラフ保
持の機能として連続的に測定される。
【０１４０】
　ＡＱＵＡ手法の第２段階は、複合混合物からのタンパク質又は改変タンパク質の量を測
定するためのその実施である。全細胞溶解物は典型的にＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル電気泳動で
分画されて、タンパク質移動と一致するゲルの領域を取り出す。この工程に続いて、ＡＱ
ＵＡペプチドの存在下でインゲルタンパク質分解及びＬＣ－ＳＲＭ分析を行う。（Gerber
 et al. supra を参照されたい）。ＡＱＵＡペプチドを、全細胞分解物をタンパク分解酵
素で消化して得られた複合ペプチド混合物に入れて、上記のような免疫親和性の精製を行
う。消化（例えば、トリプシン処理）によって形成される天然ペプチドの保持時間及び断
片化パターンは、先に測定したＡＱＵＡ内部標準ペプチドのそれと一致しているので、Ｓ
ＲＭ実験を用いるＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析は、内部標準品及び非常に複雑なペプチド混合物
に直接由来する検体の両方について高い特異性及び感度を有する測定をもたらす。
【０１４１】
　ＡＱＵＡペプチドの絶対量を添加するので（例えば、２５０ｆモル）、曲線下の面積比
を、タンパク質又は元の細胞分解物中のタンパク質のリン酸化形態の正確な発現レベルを
判定するのに用いることができる。また、ゲル切片からのペプチド抽出効率、試料の処理
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（真空遠心分離を含む）中の絶対損失、及びＬＣ－ＭＳシステムへの導入中のばらつきが
、天然及びＡＱＵＡペプチドの存在量の比に影響を与えないように、天然のペプチドを形
成するようにインゲル消化の間に内部標準を存在させる。
【０１４２】
　ＡＱＵＡペプチド標準品を、ＩＡＰ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳによって先に同定されている標
的タンパク質中の既知配列に対して作成する。その部位が改変されている場合は、その部
位内の特定残基の改変形態を包含する１つのＡＱＵＡペプチドを作成してもよく、改変さ
れていない形態の残基を含有している第２のＡＱＵＡペプチドを作成する。このようにし
て、２つの標準品を、生体試料中の部位が改変されている形態及び改変されていない形態
の両方を検出及び定量化するために用いることができる。
【０１４３】
　ペプチド内部標準品は、タンパク質の第一次アミノ酸配列を試験して、プロテアーゼで
切断して生成したペプチドの境界を判定することによっても生成することができる。ある
いは、タンパク質を実際にプロテアーゼで消化することができ、次いで産生された特定の
ペプチド断片を配列決定することができる。適切なプロテアーゼは、これに限定されない
が、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
ペプチダーゼなどを包含する。
【０１４４】
　標的タンパク質内のペプチド配列は、内部標準品としてのペプチドの使用を最適化する
１つ又はそれ以上の基準に従って選択される。ペプチド配列が標的ではない他のタンパク
質の何処かで複写されるであろう機会を最小にするようにペプチドの大きさを選択するこ
とが好ましい。従って少なくとも約６のアミノ酸であるペプチドが好ましい。ペプチドの
大きさは、電離周波数を最大にするようにも最適化される。従って、約２０のアミノ酸よ
り長いペプチドは好ましくない。好ましい範囲は約７～１５のアミノ酸である。ペプチド
配列は質量分析中に化学反応性が高くならないようにも選択されるので、システイン、ト
リプトファン、又はメチオニンを含有する配列は避けられる。
【０１４５】
　タンパク質の全ての形態を定量化するために、ペプチド内部標準品を用いることができ
るように、標的領域の改変領域を含んでいないペプチド配列を選択することができる。も
しくは、改変アミノ酸を包含しているペプチド内部標準品は、標的タンパク質の改変形態
のみを検出及び定量化するために望ましいであろう。改変及び非改変領域の両方のための
のペプチド標準品を、特定の試料中の改変の範囲を検出する（すなわち、タンパク質の総
量のどの程度が改変形態によって表されているかを判定する）ために、一緒に用いること
ができる。例えば、特定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
及び非リン酸化形態の両方のためのペプチド標準品は試料中のリン酸化形態の量を定量化
するために用いることができる。
【０１４６】
　１つ又はそれ以上の標識化アミノ酸を用いてペプチドを標識化する（すなわち、標識は
ペプチドの実際の部分である）か、又はあまり好ましくはないが、標準的な方法に従って
合成した後に標識を付加することもできる。好ましくは、標識は以下の検討に基づいて選
ばれた質量を変える標識である：質量はＭＳ分析で産生される、低バックグランドを有す
るスペクトル領域へシフトする断片質量に特有でなければならない；イオン質量の特徴的
成分は、ＭＳ分析において好ましくは特有なイオン質量の特徴を示す、標識部位の部分で
ある；標識の構成原子の総質量は、全ての可能なアミノ酸の断片と一意的に異なることが
好ましい。結果として、標識化アミノ酸及びペプチドは、得られる質量分析のイオン／質
量パターンによって、標識化されていないものと容易に識別される。イオン質量の特徴的
成分が、２０の天然アミノ酸の何れかについての残留質量に相当しないタンパク質断片に
質量を与えることが好ましい。
【０１４７】
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　標識は、ＭＳの断片化条件下に耐えることができて、好ましくない断片化を受けてはな
らない。標識化の化学反応は、条件、特に変性条件の範囲内で効率的であって、標識タグ
はＭＳでの選ばれた緩衝液系に好ましくは可溶性を保持していなければならない。標識が
、タンパク質のイオン化効果を抑制せず化学的に反応性でないことが好ましい。それぞれ
の標識化された断片位置で特有な質量分析パターンを生じるように、標識が２つ又はそれ
以上の同位体的に識別できる種の混合物を含むことができる。２Ｈ、１３Ｃ、１５Ｎ、１

７Ｏ、１８Ｏ、又は３４Ｓのような安定な同位体が、とりわけ好ましい標識である。異な
った同位体標識を取り込んでいるペプチド内部標準品の対も作成できる。重同位元素標識
を組み入れられる好ましいアミノ酸残基は、ロイシン、プロリン、バリン及びフェニルア
ラニンを包含する。
【０１４８】
　ペプチド内部標準品は、その質量対電荷比（ｍ／ｚ）によって、及び好ましくは、クロ
マトグラフィーカラム（例えばＨＰＬＣカラム）上の保持時間によって特徴付けられる。
相同性を有する配列の非標識化ペプチドと一緒に溶出する内部標準品が、最適な内部標準
品として選択される。次いで内部標準品を、何れかの適切な方法、例えばアルゴン又はヘ
リウムを衝突ガスとして用いる、例えば衝突誘起解離（ＣＩＤ）によって、ペプチドを断
片化して分析する。次いで断片を、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（ＭＳｎ）によって、分析してペプチド断片化の特徴を得る。ペプチド断
片が、それぞれの断片に対応するピークを良好に分離できるように有意に異なっているｍ
／ｚ比を有していて、標的タンパク質に特有の特徴を得ることが好ましい。第１段階で適
切な断片の特徴が得られない場合は、特有の特徴が得られるまでＭＳの追加段階を実施す
る。
【０１４９】
　ＭＳ／ＭＳ及びＭＳ３スペクトルにおける断片イオンは、目的のペプチドに対して一般
に非常に特異的であって、ＬＣ方法を併用すると、数千又は幾万ものタンパク質を含有し
ている、細胞溶解物のような、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
検出及び定量化する高い選択性のある方法を可能にする。標的タンパク質／ペプチドを潜
在的に含有している生体試料の何れもアッセイすることができる。粗製の又は部分的に精
製した細胞抽出物を用いることが好ましい。一般に、試料は少なくとも０．０１ｍｇの、
典型的には０．１～１０ｍｇ／ｍＬの濃度のタンパク質を有していて、所望の緩衝剤濃度
及びｐＨに調節することができる。
【０１５０】
　次いで、検出／定量化される標的タンパク質に対応する、標識化ペプチド内部標準品の
既知量、好ましくは約１０フェムトモルを、細胞溶解物のような、生体試料に添加する。
次いで、添加した試料が消化されるまでの適切な時間、１つ又はそれ以上のプロテアーゼ
で消化する。次いで、試料中の他のペプチドから標識化内部標準品及び対応する標的ペプ
チドを単離するために分離を行う（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で）。マイクロキャピラリーＬＣが好ましい方
法である。
【０１５１】
　次いで、それぞれの単離したペプチドをＭＳにおける選択反応のモニタリングで試験す
る。これは、ペプチド内部標準品の特徴付けによって得られた予備知識を用いること、及
び次いで目的のペプチド及び内部標準品の両方についてのＭＳ／ＭＳ又はＭＳｎスペクト
ル中の特異イオンを連続的に観察するためのＭＳの必要性を包含している。溶出後に、ペ
プチド標準品及び標的ペプチドの両方のピークの曲線下の面積（ＡＵＣ）を計算する。２
つの面積の比が、分析で用いられた細胞の数及びタンパク質の分子量を標準化できる絶対
的定量化を提供して、細胞当たりのタンパク質の複写の正確な数をもたらす。ＡＱＵＡ手
法の更なる詳細は、Gygi et al., 及び Gerber et al. supra に記載されている。　
【０１５２】
　ＡＱＵＱ内部ペプチド標準品（重同位元素標識ペプチド）を、本発明の突然変異ＡＬＫ
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ポリペプチド内の何れかの特有の部位（例えば、開示されるＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペ
プチド内の融合接合部）を検出及び定量化するために、上記のように、望ましく産生する
ことができる。例えば、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの融合接合部配列（図１Ａ－
Ｂ（最下図）を参照されたい）に対応するか又はＥＭＬ４、ＴＦＧ、又はＡＬＫの何れか
の切断位置に対応するＡＱＵＡホスホペプチドを作成することができる。ＥＭＬ４－ＡＬ
Ｋ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合接合部のためにペプチド標準品を産生することができ、そして
そのような標準品を生体試料中の融合接合部（すなわち、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプ
チドの存在）の検出及び定量化のためにＡＱＵＡ方法で利用することができる。
【０１５３】
　例えば、本発明の代表的なＡＱＵＡペプチドは、アミノ酸配列ＩＮＱＶＹＲ（図１Ａ-
Ｃ、最下図を参照されたい）を含有し、これはＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド内の融
合接合部（配列番号７を参照されたい）の各部位の直接側面に位置している３つのアミノ
酸に対応している。融合接合部配列（及びその下流又は上流の更なる残基）を含有してい
る、より大きいＡＱＵＡペプチドも構築できることは理解されるであろう。同様に、その
ような配列の全ての残基より小さい残基を含有している（しかし融合接合部自体を未だ含
有している）より小さいＡＱＵＡペプチドもまた構築されてもよい。そのようなより大き
い又はより小さいＡＱＵＡペプチドは本発明の範囲内であり、そして好ましいＡＱＵＡペ
プチドの選択及び産生は上記のようにして実施することができる（Gygi et al., Gerber 
et al. supraを参照されたい）。
【０１５４】
核酸プローブ
　本発明により提供される融合に特異的な試薬は、上記Ｂ欄に詳細に述べたように、ＥＭ
Ｌ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド又は切断されたＡＬＫキナーゼポリヌクレオチドの検出に
適している核酸プローブ及びプライマーも包含している。そのようなプローブはとりわけ
、融合を産生する野生型のＥＭＬ４及び／又は野生型ＡＬＫ遺伝子における切断点の両側
に対応する切断点プローブを望ましく包含する。蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーシ
ョン法（ＦＩＳＨ）又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅のようなアッセイ中でのそ
のようなプローブの特異的な使用は、以下のＦ欄に記載されている。同様な切断点プロー
ブを、ＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド（図１Ｃ（配列番号２１）を参照されたい）
の存在を検出するために作成することができる。
【０１５５】
Ｆ．診断的適用及びアッセイの形式
　本発明の方法は当該技術分野で公知の多種の異なったアッセイで実施することができる
。
【０１５６】
免疫アッセイ
　本発明の方法の実施に有用な免疫アッセイは、同種免疫アッセイ又は異種免疫アッセイ
であってもよい。同種アッセイにおいては、免疫学的反応は一般に、突然変異ＡＬＫ－キ
ナーゼポリペプチドに特異的な試薬（例えば、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異
的な抗体）、標識化した検体、及び目的となる生体試料を包含している。抗体が標識化検
体と結合すると、標識からのシグナル発生は、直接的に又は間接的に修飾される。免疫学
的反応及びその程度の検出の両方は、同種溶液中で実施される。利用することのできる免
疫化学的標識は、フリーラジカル、放射性同位元素、蛍光染料、酵素、バクテリオファー
ジ、補酵素、などを包含する。半導体ナノ結晶標識、又は「量子ドット」も有利に使用で
き、それらの作成及び使用は十分に記載されている。一般に、K. Barovsky, Nanotech. L
aw & Bus. 1(2): Article 14 (2004) 及びそこで引用されている特許を参照されたい。
【０１５７】
　異種アッセイ手法では、試薬は通常、生体試料、突然変異ＡＬＫキナーゼポリペプチド
に特異的な試薬（例えば、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合に特異的な抗体）、及び検出可能なシグ
ナルを産生するための適切な手段である。以下に更に記載されるような生体試料を用いる
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ことができる。抗体は一般に、ビーズ、プレート又はスライドのような支持体に固定され
ていて、抗原を含有していると思われる試料と液相で接触させる。支持体を液相から分離
して、支持体相又は液相のどちらかをそのようなシグナルを発生させるための手段を用い
て検出可能なシグナルについて試験する。このシグナルは生体試料における検体の存在に
関連している。検出可能なシグナルの発生方法は、放射性標識、蛍光標識、酵素標識、量
子ドット、などの使用を包含する。例えば、検出すべき抗原が第２結合部位を含有してい
る場合は、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段階の前に液相反応
溶液に添加することができる。固体支持体上に検出可能な基が存在していることは試験試
料中に抗原が存在していることを示している。適切な免疫アッセイの例は、放射免疫アッ
セイ、免疫蛍光法、酵素結合免疫アッセイなどである。
【０１５８】
　本明細書に開示される方法を実施するのに有用な、免疫アッセイ形式及びその変法は当
該技術分野で公知である。一般に、E. Maggio, Enzyme-Immunoassay, (1980)(CRC Press,
 Inc., Boca Raton, Fla.)　を参照されたい。例えば、米国特許第４，７２７，０２２号
（Skold et al., "Methods for Modulating Ligand-Receptor Interactions and their A
pplication")；米国特許第４，６５９，６７８号（Forrest et al., "Immunoassay of An
tigens"）；米国特許第４，３７６，１１０号（David et al., "Immunometric Assays Us
ing Monoclonal Antibodies"）も参照されたい。試薬－抗体複合体の形成に適している条
件は当業者にとって公知である。同文献を参照されたい。ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプ
チドに特異的なモノクローナル抗体は「２サイト」又は「サンドイッチ」アッセイで用い
ることができ、標識化モノクローナル抗体及び結合モノクローナル抗体の両方の供給源と
して役立つ単一のハイブリドーマ細胞株を有している。そ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。検出可能な試薬の濃度は、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又
はＴＦＧ－ＡＬＫ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になる
のに十分でなければならない。
【０１５９】
　本明細書に開示される方法の実施に有用な抗体は、沈殿法のような公知技術によって、
診断アッセイに適している固体の支持体（例えば、ラテックス又はポリスチレンのような
材料から作られるビーズ、プレート、スライド又はウェル）に結合させることができる。
抗体又は他のＡＬＫ融合ポリペプチドに又は切断されたＡＬＫキナーゼポリペプチドに結
合する試薬はさらに、公知技術によって、放射標識（例えば、３５Ｓ、１２５Ｉ、１３１

Ｉ）、酵素標識（例えば、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファター
ゼ）及び蛍光標識（例えば、フルオレセイン）のような検出可能な基に結合させることが
できる。
【０１６０】
　フローサイトメトリー（ＦＣ）、免疫組織化学法（ＩＨＣ）、又は免疫蛍光法（ＩＦ）
のような、細胞に基づいたアッセイは、そのようなアッセイが臨床的に適しており、イン
ビボでの突然変異ＡＬＫキナーゼポリペプチドの発現の検出を可能とし、そして抽出物を
得るために例えば腫瘍試料から得られる細胞の操作をもたらす人為的な活性改変のリスク
を回避するので、本発明の方法の実施に特に望ましい。従って、幾らかの好ましい態様で
は、本発明の方法は、フローサイトメトリー（ＦＣ）、免疫組織化学法（ＩＨＣ）、又は
免疫蛍光法（ＩＦ）のアッセイ形式で実施される。
【０１６１】
　フローサイトメトリー（ＦＣ）を、ＡＬＫキナーゼ活性の阻害を標的とする薬剤による
処置の前、その間、及びその後の、哺乳類腫瘍における突然変異ＡＬＫキナーゼポリペプ
チドの発現を判定するために使用することができる。例えば、骨髄試料由来の腫瘍細胞を
フローサイトメトリーにより、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドの
発現及び／又は活性について、更に所望により、癌細胞のタイプなどを同定するマーカー
についても分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よって実施す
ることができる。例えば、Chow et al., Cytometry (Communications in Clinical Cytom
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etry) 46:72-78 (2001) を参照されたい。つまり、例を挙げると、サイトメトリー分析に
ついての以下のプロトコルを利用することができる；３７℃で１０分間２％のパラホルム
アルデヒドで細胞の固定化、次いで氷上で３０分間９０％のメタノール中で透過化。次い
で細胞をＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な一次抗体で染
色し、洗浄して蛍光標識化二次抗体で標識化する。次いで、細胞はフローサイトメーター
（例えば、Beckman Counter FC500) 上で、用いる器械の特定のプロトコルに従って分析
されるだろう。そのような分析は、腫瘍中で発現されたＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－Ａ
ＬＫ融合ポリペプチドのレベルを同定することができるだろう。腫瘍のＡＬＫ阻害治療剤
による処置後の同様な分析は、ＡＬＫ融合ポリペプチドを発現する腫瘍のＡＬＫキナーゼ
の標的阻害剤に対する応答性を明らかにするだろう。
【０１６２】
　免疫組織化学（ＩＨＣ）染色法も、ＡＬＫキナーゼ活性の阻害を標的とする薬剤による
治療の前、その間、及びその後の、哺乳類の癌（例えば、ＮＳＣＬＣのような固形腫瘍）
における突然変異ＡＬＫキナーゼポリペプチドの発現及び／又は活性の状態を判定するた
めに使用することができる。ＩＨＣは公知の技術に従って実施することができる。例えば
、ANTIBODIES: A LABOLATORY MANUAL, Chapter 10, Harlow & Lane Eds., Cold Spring H
arbor Laboratory (1988) を参照されたい。つまり、例を挙げると、パラフィン包埋組織
（例えば、生検で採取した腫瘍組織）をキシレン、次いでエタノールで組織切片を脱パラ
フィン化する；水、次いでＰＢＳ中で水和化する；クエン酸緩衝液中でスライドを加熱し
て抗原を脱マスキング化する；切片を過酸化水素中で培養する；ブロッキング溶液中でブ
ロッキング化する；抗ＥＭＬ４－ＡＬＫ又は抗ＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド一次抗体
及び二次抗体中でスライドを培養する；そして最後に製造会社の使用説明書に従い、ＡＢ
Ｃアビジン／ビオチンを用いて検出することにより免疫組織化学染色用に調製される。
【０１６３】
　免疫蛍光法（ＩＦ）アッセイも、ＡＬＫキナーゼ活性の阻害を標的とする薬剤による処
置の前、その間、及びその後の、哺乳類の癌における突然変異ＡＬＫキナーゼポリペプチ
ドの発現及び／又は活性の状態を判定するために使用することができる。ＩＦは公知の技
術に従って実施することができる。例えば、J.M. Polak and S. Van Noorden (1997) INT
RODUCTION TO IMMUNOCYTOCHEMISTRY, 2nd Ed.; ROYAL MICROSCOPY SOCIETY MICROSCOPY H
ANDBOOK 37, BioScientific/Springer-Verlag を参照されたい。つまり、例を挙げると、
患者の試料をパラホルムアルデヒド中で、次いでメタノールで固定化し、ウマ血清のよう
なブロッキング溶液でブロッキング化し、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリ
ペプチドに対する一次抗体と次いでＡｌｅｘａ４８８のような蛍光染料で標識化した第二
抗体と培養して、落射蛍光顕微鏡法で分析する。
【０１６４】
　上記のアッセイで用いられる抗体は、他のシグナル変換（例えば、ＥＧＦＲ，ホスホ－
ＡＫＴ、ホスホ－Ｅｒｋ１／２）及び／又は細胞マーカー（例えば、サイトケラチン）抗
体を併用する多重パラメーター分析で用いるために、蛍光染料（例えば、Ａｌｅｘａ４８
８、ＰＥ）、又は量子ドットのような他の標識と有利に結合させることができる。
【０１６５】
　突然変異ＡＬＫキナーゼポリペプチドを測定するための、酵素免疫吸着アッセイ（ＥＬ
ＩＳＡ）、放射性免疫アッセイ（ＲＩＡ）、及び蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を包含
する、多種の他のプロトコルは、当該技術分野で公知であって、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴ
ＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドの発現の変化及び異常なレベルを診断するための基礎を提
供する。これらの融合ポリペプチド発現の正常値又は標準値は、正常な哺乳類対象、好ま
しくはヒト由来の体液又は細胞抽出物を、複合体形成に適している条件下で、ＥＭＬ４－
ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ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確定
される。標準的な複合体形成の量は、多種の方法で定量化することができるが、光度測定
法が好ましい。生検組織由来の対象、コントロール、及び病人の試料中で発現するＥＭＬ
４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ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
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者の値の間の偏差が疾患を診断するためのパラメーターを確立する。
【０１６６】
ペプチド及び核酸アッセイ
　同様に、腫瘍由来細胞を含有する生体試料中で発現する突然変異ＡＬＫキナーゼポリペ
プチドを検出／定量化するためのＡＱＵＡペプチドは、上のＥ欄で詳細に記載されるよう
に作成されて、標準的なＡＱＵＡアッセイで使用することができる。従って、本発明方法
のいくつかの好ましい態様では、ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な試薬は、上のＥ欄に
記載されるように、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプ
チドの融合接合部よりなるペプチド配列に対応している重同位元素標識化ホスホペプチド
（ＡＱＵＡペプチド）を含有している。
【０１６７】
　本発明の方法を実施するのに有用な突然変異ＡＬＫポリペプチドに特異的な試薬は、生
体試料中で融合又は切断されたポリペプチドが発現する転写物に直接ハイブリダイズして
検出できる、ｍＲＮＡ、オリゴヌクレオチド又はＤＮＡプローブであってもよい。そのよ
うなプローブは上のＢ欄で詳細に検討されている。つまり、例を挙げると、ホルマリンで
固定化してパラフィンに包埋した患者の試料は、蛍光標識化ＲＮＡプローブで検索した後
、ホルムアミド、ＳＳＣ及びＰＢＳで洗浄して、蛍光顕微鏡で分析することができる。染
色体２上でのＥＭＬ４－ＡＬＫ欠失変異のような、遺伝子再配列の蛍光検出が可能な、切
断点プローブを含有するＦＩＳＨプローブも好ましい（実施例６を参照されたい）。
【０１６８】
　突然変異ＡＬＫキナーゼポリペプチドをコードするポリヌクレオチドも、診断の目的で
使用することができる。使用できるポリヌクレオチドは、オリゴヌクレオチド配列、アン
チセンスＲＮＡ及びＤＮＡ分子、及びＰＮＡを包含する。このポリヌクレオチドは、ＥＭ
Ｌ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド又は切断された活性ＡＬＫキナーゼポ
リペプチドの発現が疾患と関連性があると思われる、生検で採取した固形腫瘍組織におけ
る遺伝子の発現を検出及び定量化するために用いることができる。例えば、この診断アッ
セイは、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドの存在、非存在、及び過
剰発現を識別するために、及び治療的介入中のＡＬＫ融合ポリペプチドのレベルの制御を
観察するために用いることができる。
【０１６９】
　ある好ましい態様では、ゲノム配列を含み、ＡＬＫ融合ポリペプチド又は切断されたＡ
ＬＫキナーゼポリペプチド又はそれに近似する分子をコードする、ポリヌクレオチド配列
を検出できるＰＣＲプローブとのハイブリダイゼーションは、突然変異ＡＬＫポリペプチ
ドをコードする核酸配列を同定するために用いることができる。そのようなプローブの構
築及び使用は上のＢ欄に記載されている。プローブの特異性、すなわち、それが、特異性
が高い領域、例えば融合接合部の１０の特有のヌクレオチド、又は特異性が低い領域、例
えば３’コード領域、から作成されたかどうか、及びハイブリダイゼーション又は増幅の
厳密性（最高、高度、中程度又は低度）により、このプローブが突然変異ＡＬＫポリペプ
チドをコードする天然の配列、対立遺伝子、又は関連する配列のみを同定するか否かが判
定されるであろう。
【０１７０】
　プローブは関連する配列を検出するためにも用いるこができ、そして配列をコードする
突然変異ＡＬＫポリペプチドの何れか由来のヌクレオチドの少なくとも５０％を含有して
いることが好ましい。本発明のハイブリダイゼーションプローブは、ＤＮＡ又はＲＮＡ、
及び配列番号２、１９、及び２１のヌクレオチド配列由来であってよく、もっとも好まし
くは、融合接合部（図１Ａ－Ｃ、最下図及び配列番号７、２４、及び２６を参照されたい
）、又は上のＢ欄に更に記載されるような、天然のＥＭＬ－４、ＴＦＧ、及びＡＬＫポリ
ペプチドのプロモーター、エンハンサー構成要素、及びイントロンを包含するゲノム配列
由来のものを包含している。
【０１７１】
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　例えば、本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチドは、改変したＡＬＫポリペプ
チドの発現を検出するために、患者の生検から採取した体液又は組織を用いる、サウザン
又はノーザン分析、ドットブロット、又は他の膜を基にした技術において；ＰＣＲ技術に
おいて；又はディップスティック、ピン、ＥＬＩＳＡ又はチップアッセイにおいて使用す
ることができる。そのような定性的又は定量的な方法は当該技術分野において公知である
。特定の態様では、本発明の突然変異ＡＬＫポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
は、肺癌を含む多種の癌の活性化及び誘発を検出するアッセイにおいて有用であろう。突
然変異ＡＬＫポリヌクレオチドを、標準的な方法で標識化して、ハイブリダイゼーション
複合体の形成に適している条件下で、患者由来の体液又は組織に添加することができる。
適切な培養期間後に、試料を洗浄し、シグナルを計量して、標準値と比較する。生検由来
又は抽出した試料中のシグナルの量が比較可能なコントロール試料のそれから有意に変化
していたら、このヌクレオチド配列は試料中のヌクレオチド配列とハイブリダイズしたこ
と、及び試料中のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド又は切断されたＡＬＫキナーゼポリ
ペプチドをコードするヌクレオチド配列の変化したレベルが存在していることが、関連疾
患の存在を示している。そのようなアッセイは、動物実験、臨床試験、又は個々の患者の
治療の観察おける特定の治療処置計画の効果を評価するためにも使用できる。
【０１７２】
　突然変異ＡＬＫキナーゼポリペプチドの発現によって特徴付けられる疾患の診断の基礎
を提供するために、発現に関する正常又は標準のプロファイルを確立する。これは、動物
又はヒトの何れかの、正常な対象由来の体液又は細胞抽出物を、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴ
ＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドをコードする配列、又はその断片と、ハイブリダイゼーシ
ョン又は増幅に適している条件下で、混合することによって遂行することができる。標準
的なハイブリダイゼーションは、正常な対象から得られた値を、実質的に精製されたポリ
ヌクレオチドの既知量を用いる実験で得られたそれと比較して定量化することができる。
正常者の試料から得られた標準値を、病状を示している患者の試料から得られる値と比較
することができる。標準値と対象者の値の間の偏差が疾患の存在を立証するために用いら
れる。
【０１７３】
　疾患が立証されて治療プロトコルが開始されたら、患者における発現のレベルが正常患
者から得られるレベルに近づき始めたかどうかを評価するために、ハイブリダイゼーショ
ンアッセイを定期的に繰り返すことができる。一連のアッセイから得られる結果を、数日
～数ヶ月の範囲の期間に渡る治療の効果を示すために用いることができる。
【０１７４】
　本発明の突然変異ＡＬＫポリヌクレオチドの更なる診断的用途は、当業者にとって標準
的な、好ましいアッセイ形式である、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）の使用に関してい
てもよい。例えば、MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 2nd edition, Sambrook,
 J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T., eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold 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、
酵素的に生成、又は組み換えの供給源から産生することができる。オリゴマーは、一方が
センス方向（５’から３’）にあり、他方がアンチセンス方向（３’から５’）にある、
２つのヌクレオチド配列からなり、特定の遺伝子又は条件を同定するのに最適化されてい
る条件下で用いられることが好ましいであろう。２つの同じオリゴマー、オリゴマーの入
れ子集合、又はオリゴマーの縮重プールでさえも、ストリンジェントでない条件下で、近
似するＤＮＡ又はＲＮＡ配列の検出及び／又は定量化に用いることができる。
【０１７５】
　ＡＬＫ融合ポリペプチド又は切断されたＡＬＫキナーゼポリペプチドの発現を定量化す
るためにも用いることができる方法は、放射性標識化又はビオチン化ヌクレオチド、コン
トロール核酸の共増幅、及び実験結果を挿入する標準曲線を包含する（Melby et al., J.
 Immunol. Methods, 159:235-244 (1993); Duplaa et al. Anal.Biochem. 229-236 (1993
)）。複数の試料の定量の速度を、目的のオリゴマーを各種希釈度で存在させるＥＬＩＳ
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Ａ形式でアッセイを行うことによって加速することができ、そして分光光度又は比色分析
応答は速い定量をもたらす。
【０１７６】
　本発明の別の態様では、本発明の突然変異ＡＬＫポリヌクレオチドを、更にそれらの近
位及び遠位にある隣接ゲノム領域をも、天然のゲノム配列をマッピングするのに有用なハ
イブリダイゼーションプローブを生成するために用いることができる。この配列を、公知
の技術を用いて、特定の遺伝子又は遺伝子の特異的な領域に対してマッピングすることが
できる。そのような技術は、Price, C.M., Blood Rev. 7:127-134 (1993) 及び Trask, B
.J., Trends Genet. 7:149-154 (1991) で概説されているように、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハ
イブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）、ＦＡＣＳ、又は酵母人工染色体、細菌人工染色体、
細菌Ｐ１構築物又は単一染色体ｃＤＮＡライブラリーのような人工染色体構築物を包含す
る。
【０１７７】
　１つの好ましい態様では、ＦＩＳＨ法が用いられて（Verma et al. HUMAN CHROMOSOMES
: A MANUAL OF BASIC TECHNIQUES, Pergamon Press, New York, N.Y. (1988) に記載のよ
うに）、他の物理的な染色体マッピング技術及び遺伝子地図データと関連付けることがで
きる。遺伝子地図データの例は、1994 Genome Issue of Science (265:1981f) 中に見出
すことができる。ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド又は切断された
活性ＡＬＫキナーゼ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位置と、
特定の疾患又は特定の疾患に罹りやすい体質との相関関係は、遺伝疾患と関わりを持つＤ
ＮＡの領域を区別するのに役立つであろう。本発明のそのようなヌクレオチド配列を、正
常者、キャリアー、又は罹患者の間の遺伝子配列の相違を検出するために用いることがで
きる。二色切断点ＦＩＳＨプローブを、例えば、試料中に突然変異ＥＭＬ－４、ＴＦＧ、
及び／又はＡＬＫ遺伝子が存在しているか否かを検出するために用いることができる。
【０１７８】
　染色体調製物のｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、及び確立された染色体マーカ
ーを用いる連鎖解析のような物理的マッピング技術を、遺伝子地図を拡張するために用い
ることができる。多くの場合、マウスのような、別の哺乳類種の染色体上の遺伝子の置換
により、たとえ特定のヒト染色体の数及び腕が未知であっても、関連マーカーを明らかに
することができる。新しい配列を、物理的マッピングによって、染色体の腕、又はその部
分に割り当てることができる。これはポジショナルクローニング又は他の遺伝子発見技術
を用いて疾患遺伝子を検討している研究者に価値ある情報を提供する。疾患又は症候群が
遺伝子連鎖によって特定の遺伝子領域、例えば、ＡＴから１１ｑ２２－２３（Gatti et a
l., Nature　336:577-580 (1988))へ大まかに局限化されると、その領域にマッピングさ
れる何れの配列も、更なる検討のための関連の又は制御の遺伝子を示すことができる。本
発明のヌクレオチド配列を、正常者、キャリアー、又は罹患者の間の、転座、反転などに
よる染色体位置の相違を検出するために用いることもできる。
【０１７９】
　副溝結合共役オリゴヌクレオチドプローブ（例えば、米国特許第６，９５１，９３０号
、"Hybridization-Triggered Fluorescent Detection of Nucleic Acids" を参照された
い）のような、核酸の検出に適している他の方法は、当業者にとって公知である。
【０１８０】
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、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ
融合ポリペプチドの発現によって特徴付けられる癌が存在又は進展している哺乳類の何れ
かから得ることができる。ある態様では、哺乳類はヒトであって、そのヒトは癌、例えば
、ＮＳＣＬＣの治療のためにＡＬＫ阻害療法の候補者であってよい。ヒト候補者はＷＨＩ
－１３１及び／又はＷＨＩ－１５４のようなＡＬＫキナーゼ阻害剤で最近治療されている
患者か又はそれで治療することが考えられている患者であってよい。別の態様では、哺乳
類は、ウマ又はウシのような、大動物であり、一方他の態様では、哺乳類は、イヌ又はネ
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コのような小動物であり、それらの全ては、肺癌を含む癌を発現することが知られている
。
【０１８１】
　哺乳類の癌由来の細胞（又は細胞の抽出物）を含有する何れの生体試料も本発明の方法
での使用に適している。ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの場合では、固形又は非固形
に関わらず、何れの癌も適しているであろう。ＴＦＧ－ＡＬＫの場合は、固形腫瘍が本発
明の方法の範囲内である。例えば、生体試料は、胸水のような浸出液から得られた細胞を
含有していてもよい。胸水（腹腔内で肺の外に形成される液体であって癌細胞を含有して
いる）は、進行性の肺癌（ＮＳＣＬＣを包含する）を有する多くの患者において形成され
ることが知られていて、そのような浸出液の存在が不良な転帰及び短い生存期間の前兆と
なる。胸水試料を得る標準的な技術は記述されていて、当該技術分野において公知である
（Sahn, Clin Chest Med. 3(2):443-52 (1982) を参照されたい）。循環している腫瘍細
胞も、腫瘍マーカー、サイトケラチンタンパク質マーカー又は記述されているような陰性
選択の他の方法（Ma et al., Anticancer Res. 23(1A):49-62 (2003) を参照されたい）
を用いて血清から得ることができる。血清及び骨髄試料は、白血病患者にとっては特に好
ましい。肉腫及び癌腫のような、固形腫瘍を含む癌については、生体試料は標準的な臨床
技術によって得ることができる、腫瘍生検から得られる細胞を含有することができる。例
えば、神経芽細胞腫及び神経外胚葉性の癌を含む多種の癌においてＡＬＫの異常な発現が
観察される。例えば、Pulford et al., supra を参照されたい。しかしながら、ＴＦＧ－
ＡＬＫ転座突然変異体はリンパ腫中のみにあることが記述されていて、今までに固形腫瘍
中では観察されていない。
【０１８２】
　生体試料は、ＡＬＫ融合ポリペプチドを発現及び／又は活性化するが野生型のＡＬＫキ
ナーゼを発現及び／又は活性化しない癌由来の細胞（又は細胞抽出物）を含有することが
できる。また、試料は、突然変異ＡＬＫポリペプチド及び野生型のＡＬＫキナーゼの両方
を発現及び／又は活性化するか、又は野生型のＡＬＫキナーゼ及び／又はＥＭＬ－４及び
／又はＴＦＧを発現及び／又は活性化するが、突然変異ＡＬＫポリペプチドを発現及び／
又は活性化しない癌由来の細胞を含有することもできる。
【０１８３】
　前述の生体試料の細胞抽出物を、標準的な技術に従って、粗製の又は部分的に（又は完
全に）精製したものの何れかに調製して、本発明の方法に用いることができる。また、全
細胞を含有している生体試料は、上記のような、免疫組織化学法（ＩＨＣ）、フローサイ
トメトリー法（ＦＣ）、免疫蛍光法（ＩＦ）及び蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーシ
ョン法（ＦＩＳＨ）のような好ましいアッセイ形式において使用できる。そのような全細
胞アッセイは、腫瘍細胞試料を処理する操作を最小にして、それによりインビボでの細胞
のシグナル伝達／活性化状態の変化、及び／又は人為的なシグナルの導入に対するリスク
を減少させるという点で有利である。全細胞アッセイは、腫瘍細胞と正常細胞の混合物に
ではなく、腫瘍細胞中にのみ発現及びシグナル伝達して特徴付けるという点でも有利であ
る。
【０１８４】
　ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合遺伝子及び／又は融合ポリペプチドによって
特徴付けられる腫瘍の進行を化合物が阻害するか否かを判定するための開示の方法の実施
において、哺乳類の骨髄移植モデル又は異種移植片由来の細胞を含む生体試料も、有利に
用いることができる。好ましい異種移植片（又は移植レシピエント）は、突然変異ＡＬＫ
キナーゼポリペプチドを発現するヒト腫瘍を移植された、マウスのような、小哺乳類のも
のである。ヒトの腫瘍を移植された異種移植片については当該技術分野で公知であって（
Kal, Cancer Treat Res. 72:155-69 (1995) を参照されたい）、ヒトの腫瘍を移植された
異種移植片の産生に関しては十分に記述されている（Winograd et al., In Vivo. 1(1)1-
13 (1987) を参照されたい）。同様に、骨髄移植モデルの生成及び使用に関しても十分に
記述されている（例えば、Schwaller, et al., EMBO J. 17:5321-333 (1998); Kelly et 
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al., Blood 99:310-318 (2002) を参照されたい）。ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬ
Ｋ融合ポリヌクレオチド及び／又は融合ポリペプチド「によって特徴付けられる癌」とは
、そのような融合遺伝子及び／又は融合ポリペプチドが存在していない癌と比較して、そ
のような突然変異ＡＬＫ遺伝子及び／又は発現されたポリペプチドが存在している癌を示
す。
【０１８５】
　哺乳類の癌腫瘍由来の細胞を含む生体試料中のＡＬＫポリヌクレオチドの存在又はポリ
ペプチドの発現の評価において、そのような転座及び／又は融合タンパク質を生じない細
胞を示すコントロール試料を、比較の目的で望ましく用いることができる。理想的には、
コントロール試料は、突然変異（例えば、ＥＭＬ４－ＡＬＫ欠失変異）が発生せず、そし
て／又は融合ポリペプチドが発現されないサブセットの象徴である特定の癌（例えば、Ｎ
ＳＣＬＣ）のサブセットに由来する細胞を含んでいる。コントロール試料中と試験生体試
料中のレベルを比較することによって、突然変異ＡＬＫポリヌクレオチド及び／又はポリ
ペプチドが存在しているか否かを同定する。あるいは、ＥＭＬ４－ＡＬＫ及び／又はＴＦ
Ｇ－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド及び／又はポリペプチドは大部分の癌に存在していない
ので、同様にそのような突然変異ＡＬＫポリペプチドを発現（又は突然変異ポリヌクレオ
チドを担持）しない組織の何れかをコントロールとして用いることができる。
【０１８６】
　下記の方法は、突然変異ＡＬＫポリヌクレオチド及び／又はポリペプチドによって特徴
付けられる癌、及びそれに関する治療方法の決定について、価値ある診断的用途を有する
であろう。例えば、生体試料は、以前にＥＭＬ４－ＡＬＫ欠失変異及び／又は融合ポリペ
プチドによって特徴付けられる癌を有していると診断されたことがなく、そのような癌の
治療を受けたこともない対象から得ることができ、そして方法は、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合
ポリヌクレオチド及び／又はポリペプチドが存在及び／又は発現している腫瘍（例えば、
ＮＳＣＬＣ）のサブセットと見なされる、対象の腫瘍を診断的に同定するために用いられ
る。本発明の方法は、対象をＡＬＫキナーゼを阻害する治療薬又は治療薬の組合わせを含
有する組成物で治療した後に、突然変異ＡＬＫキナーゼポリペプチドを発現する癌の進行
又は阻止を観察するためにも用いることができる。
【０１８７】
　そのような診断アッセイは、予備的評価又は外科的診断手順の後又は前に実施すること
ができる。本発明の同定方法は、ＥＭＬ４－ＡＬＫ及び／又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパ
ク質又は切断されたＡＬＫキナーゼによって促進される、ＮＳＣＬＣのような、癌を有し
ている患者を同定するための診断に有利に用いることができ、そのような患者は、ＷＨＩ
ー１３１及び／又はＷＨＩ－１５４又はそれらの類縁体のような、ＡＬＫキナーゼ活性を
阻害することを標的とする治療薬に応答する可能性が最も高いだろう。そのような患者を
選択する能力は、次世代のＡＬＫを標的とする薬剤の効果を臨床的に評価するために、さ
らに将来のそのような薬剤の患者への処方においても有用であろう。
【０１８８】
診断
　ＥＭＬ４－ＡＬＫ及び／又はＴＦＧ-ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド及び／又は融合ポリ
ペプチドが存在している癌を選択的に同定する能力は、診断目的でそのような癌を的確に
同定するための重要な新規な方法を、更にまたそのような癌がＡＬＫを阻害する治療薬組
成物に応答しそうであるか、又は癌を治療するために単剤として投与したときに、異なる
キナーゼを標的にしている阻害剤に部分的に又は全く応答しそうもないかを判定するのに
有用な情報を得ることも可能にする。
【０１８９】
　従って、ある態様では、本発明は哺乳類の癌由来の生体試料における突然変異ＡＬＫポ
リヌクレオチド及び／又はそれがコードする突然変異ＡＬＫポリペプチドの存在を検出す
る方法を提供し、当該方法は工程：
　（ａ）哺乳類の癌から生体試料を得ること；及び
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　（ｂ）融合ポリヌクレオチド、又はＡＬＫの部分と二次タンパク質の部分を含有してお
り、それをコードする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、ＡＬ
Ｋ突然変異ポリヌクレオチド及び／又はそれをコードする突然変異ＡＬＫポリペプチドが
当該生体試料中に存在するか否かを判定すること：
を含んでいる。
【０１９０】
　ある好ましい態様では、癌は固形肉腫又は癌腫であり、一態様では、癌腫は、ＮＳＣＬ
Ｃのような、肺癌である。別の好ましい態様では、突然変異ＡＬＫポリペプチドはＡＬＫ
（配列番号５）の残基１１１６－１３８３を当該二次タンパク質の部分とともに含んでい
る融合ポリペプチドである。別の好ましい態様では、二次タンパク質は、ＥＭＬ－４（配
列番号３）及びＴＲＫ－融合遺伝子（ＴＦＧ）タンパク質（配列番号２２）よりなる群か
ら選ばれる。更に別の好ましい態様では、融合ポリペプチドは、ＥＭＬ－４（配列番号３
）の残基１－２３３若しくは残基１－４９５又はＴＦＧ（配列番号２２）の残基１－１３
８を含んでいる。
【０１９１】
　他の好ましい態様では、融合ポリヌクレオチドは、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレオ
チド（配列番号２又は１９）又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド（配列番号２１）
を含んでいて、更なる別の態様では、融合ポリペプチドはＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプ
チド（配列番号１又は１８）又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド（配列番号２０）を含
んでいる。更に別の好ましい態様では、融合ポリヌクレオチドは前記のＥＭＬ４－ＡＬＫ
融合ポリヌクレオチド又はポリペプチドである。
【０１９２】
　より好ましい態様では、方法は、上記のような、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチ
ド及び／又は少なくとも１つのＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な試薬（抗体
又はＡＱＵＡペプチド）を含む試薬を用いる。いくつかの好ましい態様では、この試薬は
ＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド（配列番号２０）又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリヌクレオ
チド（配列番号２１）に特異的に結合するか又はこれを検出するが、野生型のＴＦＧ又は
野生型のＡＬＫの何れかと結合せずこれを検出しない、単離された試薬を含む。その他の
好ましい態様では、この試薬はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プローブ又は蛍光ｉｎ　
ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）プローブである。ある好ましい態様は、Ｔ
ＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドの融合接合部又は野生型ＡＬＫ内の切断点のアミノ酸配列
を含む重同位体標識化（ＡＱＵＡ）ペプチドを用いる。
【０１９３】
　いくつかの好ましい態様では、本発明の診断方法は、上記のように、フローサイトメト
リー（ＦＣ）、免疫組織化学法（ＩＨＣ）、又は免疫蛍光法（ＩＦ）のアッセイ形式に組
み入れられる。別の好ましい態様では、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペ
プチドの活性を検出する。他の好ましい態様では。本発明の診断方法は、上記のように、
蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）又はポリメラーゼ連鎖反応（Ｐ
ＣＲ）アッセイ形式に組み入れられる。
【０１９４】
　本発明は更に、化合物が、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド
及び／又は融合ポリペプチドによって特徴付けられる癌の進行を阻害するか否かを判定す
る方法を提供し、この方法は、当該化合物が、当該癌における当該ＥＭＬ４－ＡＬＫ又は
ＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドの発現及び／又は活性を阻害するか否かを判定する段階
を含んでいる。ある好ましい態様では、ＡＬＫ融合ポリペプチドの発現及び／又は活性の
阻害は、本発明のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド又はポリペプチド、及び／又は
本明細書に記載されるＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド又はポリペプチドを検出する
少なくとも１つの試薬を用いて判定する。ＡＬＫキナーゼ活性の阻害に適している化合物
は、以下のＧ欄でより詳細に検討されている。
【０１９５】
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　本発明方法の実施に有用な突然変異ＡＬＫポリヌクレオチドプローブ及びポリペプチド
に特異的な試薬は、上のＢ欄及びＤ欄により詳細に記載されている。ある好ましい態様で
は、ＡＬＫ融合ポリペプチドに特異的な試薬は、融合ポリペプチドに特異的な抗体を含ん
でいる。別の好ましい態様では、融合ポリペプチドに特異的な試薬は、ＡＬＫ融合ポリペ
プチドの融合接合部（図１Ａ－Ｃ（最下図）を参照されたい）に対応する、重同位体標識
化ホスホペプチド（ＡＱＵＡペプチド）を含んでいる。さらにその他の好ましい態様では
、融合ポリヌクレオチドに特異的な試薬は、ＡＬＫ融合遺伝子の融合接合部及び／又は野
生型ＥＭＬ４、ＴＦＧ、又はＡＬＫ遺伝子の切断点に対応する、ＦＩＳＨプローブを含ん
でいる。
【０１９６】
　上記の本発明方法は、当該生体試料中の、野生型ＡＬＫ及びＥＧＦＲのような他のキナ
ーゼ、又は他の下流にあるシグナル伝達分子の発現又は活性化のレベルを判定する段階を
任意に含んでいてもよい。所定の生体試料中の、ＡＬＫ融合ポリペプチドの発現／活性化
及び他のキナーゼ及び経路の発現／活性化の解明は、どのキナーゼ及び経路がこの疾患を
促進するのか、及びどの治療計画が最も有益な可能性があるのかについての価値ある情報
をもたらすことができる。
【０１９７】
化合物のスクリーニング
　本明細書に記載の新規なＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの発見も、この突然変異Ａ
ＬＫタンパク質の活性、特にそのＡＬＫキナーゼ活性を阻害する新規な化合物の開発を可
能にする。従って、本発明は、ある側面で、化合物が、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリヌクレ
オチド及び／又は融合ポリペプチドによって特徴付けられる癌の進行を阻害するか否かを
判定する方法を提供し、その方法は当該化合物が当該癌において当該ＥＭＬ４－ＡＬＫ融
合ポリペプチドの発現及び／又は活性を阻害するか否かを判定する段階を含んでいる。あ
る好ましい態様では、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドの発現及び／又は活性の阻害は
、本発明の融合ポリヌクレオチド及び／又は融合ポリペプチドを検出する少なくとも１つ
の試薬を用いて判定する。本発明の好ましい試薬は上記されている。ＡＬＫキナーゼ活性
を阻害するのに適している化合物は以下のＧ欄により詳細に記述されている。
【０１９８】
　化合物は、例えば、小分子又は抗体阻害剤のような、キナーゼ阻害剤であってよい。こ
れはいくつかの異なったキナーゼに対する活性を持っている、総キナーゼ（pan-kinase）
、又はキナーゼに特異的な阻害剤であってよい。ＡＬＫキナーゼを阻害する化合物は以下
のＧ欄により詳細に記述されている。阻害剤による治療の前後に患者の生体試料を採取し
、次いで、上記の方法を用いて、下流の基質タンパク質のリン酸化を含む、ＡＬＫキナー
ゼ活性に対する阻害剤の生物学的効果を分析する。そのような薬力学的アッセイは、最大
許容用量として好ましい、薬剤の生物学的活性用量を決定するのに有用であろう。そのよ
うな情報は、薬物作用のメカニズムを明らかにして、医薬品許可を申請する際にも有用で
あろう。そのような望ましい阻害特性を有する化合物の同定については、以下のＧ欄に更
に記述されている。
【０１９９】
Ｇ．癌の治療的阻害
　本発明によって、そこでＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質が発現されるような哺乳類の
固形癌腫瘍（ＮＳＣＬＣ）の進行を、インビボでそのような癌にあるＡＬＫキナーゼの活
性を阻害することによって、阻止できるということが示された。同様に、本明細書に記載
のように、インビボでそのような癌にあるＡＬＫキナーゼの活性を阻害することによって
、ＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパク質が発現される哺乳類の固形癌腫瘍の活性も、同様に阻害
できる。癌（例えば、腫瘍）を、ＷＨＩ－１３１又はＷＨＩ－１５４様の小分子キナーゼ
阻害剤のようなＡＬＫキナーゼを阻害する治療薬と接触させることによって、突然変異Ａ
ＬＫポリペプチドの発現によって特徴付けられる癌におけるＡＬＫ活性を阻害することが
できる。以下の実施例２に更に記述されるように、ＡＬＫ融合タンパク質を発現する腫瘍
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の生育阻害は、例えば、典型的なＡＬＫを阻害する治療薬である、ｓｉＲＮＡを用いて融
合キナーゼを阻害することによって達成することができる。従って、本発明は、ある側面
で、癌にある突然変異ＡＬＫキナーゼの発現及び／又は活性を阻害することによって、Ｅ
ＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチドを発現する癌又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチドを発
現する固形腫瘍の進行を阻害する方法を提供する。
【０２００】
　ＡＬＫキナーゼを阻害する治療薬は、インビボでＡＬＫキナーゼの発現及び／又は活性
を、直接的に又は間接的に、阻害するもので、下記の例示的な化合物群を包含する、生物
学的又は化学的な化合物の少なくとも１つを含んでいる組成物の何れかであってよい。そ
のような化合物は、ＡＬＫキナーゼ自体、またはＡＬＫの活性を改変するタンパク質又は
分子上で直接作用するか、又はＡＬＫの発現を阻害して間接的に作用する、治療薬を包含
する。そのような組成物は、単一のＡＬＫキナーゼ阻害化合物のみを含む組成物を包含し
、更には複数の治療薬（他のＲＴＫｓに対するものを含む）を含む組成物も包含していて
、これは化学療法剤又は一般の転写阻害剤のような、非特異的な治療薬剤を含有していて
もよい。
【０２０１】
小分子阻害剤
　いくつかの好ましい態様では、本発明方法を実施するのに有用なＡＬＫを阻害する治療
薬は、ＷＨＩ－１３１及びＷＨＩ－１５４、又はその類縁体のような、小分子阻害剤を標
的にしている。ＷＨＩ－１３１及びＷＨＩ－１５４は、ＡＬＫの阻害剤を標的にしている
キナゾリンタイプの小分子であって、その性質については記述されている。Marzec et al
., Lab. Invest. 85(12):1544-54 (2005)を参照されたい。これらの化合物がリンパ腫細
胞のアポトーシスを誘発して、増殖を抑制することが示されている。キナーゼの阻害剤を
標的としている他の小分子は当該技術分野において公知である。例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ
融合キナーゼ（他のキナーゼも）のＡＴＰ－結合部位に特異的に結合してブロックし、そ
れによってこの酵素のリン酸化及び活性化を阻害する、Ｇｌｅｅｖｅｃ（登録商標；ＳＴ
Ｉ－５７１、Imatinib）は市販されていて、その性質はよく知られている。例えば、Dewa
r et al., Blood 105(8):3127-32(2005) を参照されたい。他のＡＬＫの小分子阻害剤は
、Novartis, Inc. 及び Cephalon Inc. で現在開発中である。
【０２０２】
　小分子を標的としている阻害剤は、特異的に、及びしばしば不可逆的にその酵素の触媒
部位に結合して、及び／又はその活性に必要な配座由来の酵素を阻害する、酵素内のＡＴ
Ｐ－結合裂隙又は他の結合部位に結合して、主としてそれが標的とする酵素の活性を阻害
する分子の類である。小分子阻害剤は、ＡＬＫキナーゼの三次元構造のＸ線結晶解析又は
コンピューターモデリングを用いて合理的に設計するか、又はＡＬＫの阻害に関する化合
物ライブラリーの高速大量処理スクリーニングによって見出すことができる。そのような
方法は、当該技術分野において公知であって、既に記述されている。ＡＬＫ阻害の特異性
は、例えば、ＡＬＫ活性を阻害するが、キナーゼ群の他のキナーゼ活性を阻害しないその
ような化合物の能力を試験することによって、及び／又は上記のように、肺腫瘍細胞を含
有する生体試料中のＡＬＫ活性の阻害を試験することによって、確認することができる。
そのようなスクリーニング方法は更に以下に記述されている。
【０２０３】
抗体阻害剤
　本発明の方法において有用なＡＬＫキナーゼを阻害する治療薬は、ＡＬＫ活性に必要な
臨界的触媒部位又はドメインに特異的に結合して、リガンド、基質又はＡＬＫに対する二
次タンパク質の接近を妨害することにより、及び／又はその活性に必要な配座由来の酵素
を阻害することによりキナーゼを阻害する、抗体を標的とすることもできる。ヒト化され
た標的に特異的な抗体の産生、スクリーニング及び治療的使用は、十分に記述されている
。Merluzzi et al., Adv. Clin. Path. 4(2):77-85 (2000) を参照されたい。ヒト化され
た標的を特異的に阻害する抗体を高速大量処理で生成及びスクリーニングするための、Mo
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rphosys, Inc. の Human Combinatorial Antibody Library (HuCAL(登録商標））のよう
な、市販されている技術及びシステムが入手可能である。
【０２０４】
　多種の抗－受容体キナーゼ標的抗体の産生及び、標的受容体の活性を阻害するためのそ
れらの使用について記述されている。例えば、２００４年１０月１４日公開の米国特許出
願公開第２００４０２０２６５５号、"Antibodies to IGF-I Receptor for the Treatmen
t of Cancers", Morton et al.;２００４年４月１５日公開の米国特許出願公開第２００
４００８６５０３号、"Human anti-Epidermal Growth Factor Receptor Single-Chain An
tibodies", Raisch et al. ; ２００４年２月１９日公開の米国特許出願公開第２００４
００３３５４３号、"Treatment of Renal Carcinoma Using Antibodies Against the EGF
r", Schwab et al. を参照されたい。受容体チロシンキナーゼ活性を阻害する抗体の産生
及び使用のための標準化された方法は、当該技術分野において公知である。例えば、２０
０４年６月２日登録のヨーロッパ特許第１４２３４２８号、"Antibodies that Block Rec
eptor Tyrosine KInase Activation, Methods of Screening for and Uses Thereof", Bo
rges et al. を参照されたい。
【０２０５】
　ファージ提示方法も、ＡＬＫに特異的な抗体阻害剤を生成するために利用することがで
き、バクテリオファージライブラリー構築物についてのプロトコル及び組み換え抗体の選
択については、周知の参考文献である、CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Colligan et
 al. (Eds.), John Wiley & Sons, Inc. (1992-2000), Chapter 17, Section 17.1. に記
述されている。２００１年１１月２０日登録の米国特許第６，３１９，６９０号、Little
 et al.; ２００１年１０月９日登録の米国特許第６，３００，０６４号、Knappik et al
.; １９９８年１１月２４日登録の米国特許第５，８４０，４７９号、、Little et al.; 
２００３年１１月２７日公開の米国特許出願公開第２００３０２１９８３９号、Bowdish 
et al. も参照されたい。
【０２０６】
　バクテリオファージの表面に表示される抗体断片のライブラリーを産生することができ
（例えば、２００１年１０月９日登録の米国特許第６，３００，０６４号、Knappik et a
l. を参照されたい）、受容体タンパク質チロシンキナーゼ（ＡＬＫのような）の可溶性
二量体形態との結合について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ら
れるＲＴＫの可溶性二量体形態に結合する抗体断片は、細胞中の標的ＲＴＫの構造的活性
化を妨害する候補分子として同定される。ヨーロッパ特許第１４２３４２８号、Borges e
t al., supra を参照されたい。
【０２０７】
　上記のように抗体ライブラリーのスクリーニングで同定されたＡＬＫ結合を標的とする
抗体は、インビトロでのキナーゼアッセイ及びインビボでの細胞株及び／又は腫瘍中の両
方で、ＡＬＫの活性を阻害する能力について更にスクリーニングすることができる。ＡＬ
Ｋの阻害は、例えば、そのような抗体治療薬のＡＬＫキナーゼ活性を阻害するが、キナー
ゼ群の他のキナーゼ活性を阻害しない能力を試験して、及び／又は上記のように、癌細胞
を含んでいる生体試料中のＡＬＫ活性の阻害を試験して確認することができる。そのよう
な化合物をＡＬＫキナーゼ阻害についてスクリーニングするための方法は上記されている
。
【０２０８】
間接阻害剤
　開示される方法の実施に有用なＡＬＫを阻害する化合物は、ＡＬＫキナーゼそれ自体以
外の他のタンパク質又は分子の活性を阻害することによって、ＡＬＫ活性を間接的に阻害
する化合物であってもよい。そのような阻害治療薬は、ＡＬＫ自体をリン酸化又は脱リン
酸化する（そして活性化又は非活性化する）主要な制御キナーゼの活性を調節する、若し
くはリガンドの結合を妨げるような阻害剤を標的にすることができる。他の受容体チロシ
ンキナーゼと同様に、ＡＬＫは、アダプタータンパク質のネットワークを経て下流のシグ
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ナル伝達を、及びＳＴＡＴ５及びＡＫＴを包含する下流のキナーゼを、制御する。その結
果、ＡＬＫ活性による細胞の生育及び生存の誘発を、これらの相互作用又は下流タンパク
質を標的にすることによって、阻害することができる。この方法で使用できるように現在
開発中の薬剤に、Ｗａｒｔｍａｎｉｎが含まれる。
【０２０９】
　ＡＬＫキナーゼ活性は、ＡＬＫをその活性立体配座にするのに必要な活性化分子の結合
を阻害する化合物を用いることにより、間接的に阻害することもできる。同様に、例えば
、ＰＤＧＦ受容体チロシンキナーゼを下方制御する抗－ＰＤＧＦ抗体の産生及び使用につ
いて記述されている。米国特許出願公開第２００３０２１９８３９号、"Anti-PDF Antibo
dies and Methods for Producing Engineered Antibodies", Bowdish et al. を参照され
たい。
【０２１０】
　ＡＬＫ活性の間接阻害剤は、ＡＬＫの三次元構造のＸ線結晶解析又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、若しくはＡＬＫキナーゼの阻害をもたら
す、主要な上流の制御酵素及び／又は必要な結合分子の阻害に関する化合物ライブラリー
の高速大量処理のスクリーニングによって見い出すことができる。そのような手段は当該
技術分野で公知であって、既に記述されている。そのような治療薬によるＡＬＫ阻害は、
例えば、ＡＬＫ活性を阻害するが、キナーゼ群の他のキナーゼ活性を阻害しない化合物の
能力を試験して、及び／又は上記のように、癌細胞、例えばＮＳＣＬＣ細胞を含んでいる
生体試料中のＡＬＫ活性の阻害を試験して確認することができる。ＥＭＬ４－ＡＬＫ又は
ＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリヌクレオチド及び／又は融合ポリペプチドによって特徴付けられ
る癌を阻害する化合物を同定する方法は、更に以下に記述されている。
【０２１１】
アンチセンス及び／又は転写阻害剤
　ＡＬＫを阻害する治療薬は、ＡＬＫ及び／又はＥＭＬ４－ＡＬＫ若しくはＴＦＧ－ＡＬ
Ｋ融合遺伝子又は切断されたＡＬＫ遺伝子をコードする遺伝子の転写を阻害することによ
ってＡＬＫキナーゼ活性を阻害する、アンチセンス及び／又は転写の阻害化合物を含んで
いてもよい。例えば、癌の治療のためのアンチセンス治療薬による、ＶＥＧＦＥＲ、ＥＧ
ＦＲ、及びＩＧＦＲ、及びＦＧＦＲを包含する、多種の受容体キナーゼの阻害については
、既に記述されている。例えば、米国特許第６，７３４，０１７号、同第６，７１０，１
７４号、同第６，６１７，１６２号、同第６，３４０，６７４号、同第５，７８３，６８
３号、同第５，６１０，２８８号を参照されたい。
【０２１２】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドを公知の技術に従って、標的遺伝子に対する治療薬と
して、設計し、構築し、そして用いることができる。例えば、Cohen J., Trends in Phar
macol. Sci. 10(11):435-437 (1989); Marcus-Sekura, Anal. Biochem. 172:289-295 (19
88); Weintraub, H., Sci. AM. pp.40-46 (1990); Van Der Krol et al., Bio Technique
s 6(10):958-976 (1988); Skorski et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1994) 91:450
4-4508 を参照されたい。ＥＧＥＲのアンチセンスＲＮＡ阻害剤を用いて、ヒト癌腫の生
育をインビボで阻害することが最近記述された。２００４年３月１１日公開の米国特許出
願公開第２００４００４７８４７号、"Inhibition of Human Squamous Cell Carcinoma G
rowth in vivo by Epidermal Growth Factor Receptor Antisense RNA Transcribed from
 Pol III Promoter", He et al. を参照されたい。同様に、哺乳類ＡＬＫ遺伝子（図４（
配列番号６）を参照されたい）又はＥＭＬ４－ＡＬＫ若しくはＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリヌ
クレオチド又は切断されたＡＬＫポリヌクレオチド（図２Ａ－Ｃ（配列番号２、１９及び
２１）に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドの少なくとも１つを含んでいるＡＬＫを
阻害する治療薬を、上記の方法に従って製造することができる。ＡＬＫを阻害するアンチ
センス化合物を含んでいる医薬組成物を製造して、以下に更に記述するように投与するこ
とができる。
【０２１３】
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低分子干渉ＲＮＡ
　ＲＮＡ干渉過程を経て翻訳を阻害し、それによってＡＬＫの活性を阻害する、低分子干
渉ＲＮＡ分子（ｓｉＲＮＡ）も、望ましく本発明の方法に使用することができる。ＲＮＡ
干渉、及び標的タンパク質をコードするｍＲＮＡに相補的な配列を含有する外来性の低分
子二本鎖ＲＮＡの導入による、標的遺伝子の選択的サイレンシングについては、十分に記
述されている。例えば、２００４年２月２６日公開の米国特許出願公開第２００４００３
８９２１号、"Composition and Method for Inhibiting Expression of a Target Gene",
 Kreutzer et al.; ２００３年６月１２日公開の米国特許出願公開第２００２００８６３
５６号、"RNA Sequence-Specific Mediators of RNA Interference", Tuschl et al.; ２
００４年１１月１８日公開の米国特許出願公開第２００４０２２９２６６号、"RNA Inter
ference Mediating Small RNA Molecules", Tuschl et al. を参照されたい。
【０２１４】
　例えば、ここに示されているように（実施例２を参照されたい）、融合タンパク質を発
現するヒトＮＳＣＬＣ細胞株におけるＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質の発現のｓｉＲＮ
Ａ－介在サイレンシングは、これらの細胞において疾患の進行を選択的に阻害したが、突
然変異ＡＬＫタンパク質を発現しないコントロール細胞では疾患の進行を阻害しなかった
。
【０２１５】
　二本鎖ＲＮＡ分子（ｄｓＲＮＡ）が、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として知られている、高
度に保存された制御機構における遺伝子発現を阻害することが示されている。すなわち、
ＲＮＡｓｅ ＩＩＩ Ｄｉｃｅｒが、ｄｓＲＮＡを処理して約２２ヌクレオチドの低分子干
渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）にして、これはＲＮＡ誘発サイレンシング複合体ＲＩＳＣによる
標的に特異的なｍＲＮＡの切断を誘発するガイド配列として働く（Hammond et al., Natu
re (2000) 404:293-296 を参照されたい）。ＲＮＡｉは、より長いｄｓＲＮＡの連続的な
切断によって新規なｓｉＲＮＡが生成される触媒型反応に関与している。従って、アンチ
センスとは異なって、ＲＮＡｉは非化学量論的方法で標的ＲＮＡを分解する。細胞又は臓
器に投与すると、外来性ｄｓＲＮＡが、ＲＮＡｉを介して外来性メッセンジャーＲＮＡ（
ｍＲＮＡ）の配列特異的な分解を促進するこが示されている。
【０２１６】
　それを発現するため及び哺乳類細胞で使用するためのベクター及びシステムを包含する
、多種類の標的に特異的なｓｉＲＮＡ産物は現在入手可能であり、哺乳類細胞に使用する
ことができる。例えば、Promega, Inc. (promega.com); Dharmacon, Inc. (dharmacon.co
m.) を参照されたい。ＲＮＡｉに関するｄｓＲＮＡの設計、構造及び使用の詳細な技術マ
ニュアルは入手可能である。例えば、 Dharmacon's "RNAi Thechnical Reference & Appl
ication Guide"; Promega's "RNAi: A Guide to Gene Silencing." を参照されたい。Ａ
ＬＫを阻害するｓｉＲＮＡ産物も市販されていて、本発明の方法で使用するのに適してい
る。例えば、Dharmacon, Inc., Lafayette, CO (Cat Nos. M-003162-03, MU-003162-03, 
D-003162-07 thru -10; siGENOME（登録商標）SMARTselection and SMARTpool（登録商標
）siRNAs)を参照されたい。
【０２１７】
　そのｄｓＲＮＡが最適にはその末端に１～４ヌクレオチド突出部を少なくとも１つ有し
ている、標的ｍＲＮＡ配列の部分と実質的に相同性を有する配列を少なくとも１つ含んで
いる、長さが４９ヌクレオチドより短い、好ましくは１９～２５のヌクレオチドの小さい
ｄｓＲＮＡが、哺乳類においてＲＮＡｉを介在するのに最も効果があるということが最近
立証された。米国特許出願公開第２００４００３８９２１号、Kreutzer et al., supra; 
米国特許出願公開第２００４０２２９２６６号、Tuschl et al., supra を参照されたい
。そのようなｄｓＲＮＡの構築物、及びインビボでの標的タンパク質の発現を消去するた
めの医薬製剤でのそれらの用途は、上の文献に詳細に記述されている。
【０２１８】
　哺乳類において標的とする遺伝子の配列が知られている場合は、２１～２３ｎｔＲＮＡ
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は、例えば、それらを産生して、ヒト又は他の霊長類の細胞のような哺乳類の細胞におけ
るＲＮＡｉを介在するそれらの能力について試験することができる。ＲＮＡｉを介在する
ことが示されているそれらの２１～２３ｎｔＲＮＡ分子は、所望により、適切な動物モデ
ルにおいてそれらのインビボでの効果を更に評価するために試験することができる。既知
の標的部位、例えば、他の核酸分子、例えばリボザイム又はアンチセンスでの検討に基づ
いて有効な標的部位であることが判定されている部位は、若しくは突然変異又は欠失を含
んでいる部位のような、病気又は疾患に関連していることが知られているこれらの標的は
、これらの部位を標的にするｓｉＲＮＡを設計するために同様に用いることができる。
【０２１９】
　あるいは、有効なｄｓＲＮＡの配列は、標的部位について目的となる標的ｍＲＮＡを、
例えばコンピューター組み込みアルゴリズムを用いて、合理的に設計／予測スクリーニン
グを行うことができる。標的配列は、カスタムPerlスクリプト又は Oligo、MacVector、
又はGCG Wisconsin Packageのような市販の配列解析プログラムを用いて、コンピュータ
ー内で解析して、全断片の又は特定の長さの部分列、例えば２３ヌクレオチド断片のリス
トにすることができる。
【０２２０】
　標的ＲＮＡ配列中のどの部位が最も適した標的部位であるかを判定するために多種のパ
ラメーターを用いることができる。これらのパラメーターは、これらに限定されないが、
二次又は三次ＲＮＡ構造、標的配列のヌクレオチド塩基組成、標的配列の多種領域間の相
同性の程度、又はＲＮＡ複写物中の標的配列の相対位置を包含する。これらの測定に基づ
いて、ＲＮＡ複写物中のいずれの数の標的部位も、例えばインビトロＲＮＡ切断アッセイ
、細胞培養、又は動物モデルを用いて、ｓｉＲＮＡ分子の有効性についてスクリーニング
するために選択することができる。例えば、２００３年９月１１日公開の米国特許出願公
開第２００３０１７０８９１号、McSwiggen J を参照されたい。ＲＮＡｉ標的部位を同定
及び選択するアルゴリズムについても最近記述されている。２００４年１１月２５日公開
の米国特許出願公開第２００４０２３６５１７号、"Selection of Target Sites for Ant
isense Attack of RNA", Drlica et al. を参照されたい。
【０２２１】
　通常用いられる遺伝子導入技術は、リン酸カルシウム、ＤＥＡＥデキストラン、エレク
トロポレーション及びマイクロインジェクション及びウィルス法を包含する（Graham et 
al., (1973) Virol. 52:456; McCutchan et al., (1968), J. Natl. Cancer Inst. 41:35
1; Chu et al. (1987), Nucl. Acids Res. 15:1311; Fraley et al. (1980), J. Biol. C
hem. 255:10431; Capecchi (1980), cell 22:479）。ＤＮＡも陽イオンリポソームを用い
て細胞に導入することができる（Feigner et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
84:7413）。市販の陽イオン脂質製剤は、Ｔｆｘ５０（Promega）又はリポフェクタミン２
００（Lipofectamin 200; Life Technologies）を包含する。また、ウィルスベクターは
ｄｓＲＮＡを細胞に送達してＲＮＡｉを介在させるために用いることができる。２００４
年２月４日公開の米国特許出願公開第２００４００２３３９０号、"siRNA-mediated Gene
 Silencing with Viral Vectors", Davidson et al. を参照されたい。
【０２２２】
　哺乳類の細胞におけるＲＮＡｉのトランスフェクション及びベクター／発現システムは
、市販されていて、十分に記述されている。例えば、Dharmacon, Inc., DharmaFECT（登
録商標）system; Promega, Inc., siSTRIKE（登録商標）system を参照されたい。Gou et
 al. (2003) FEBS. 548, 113-118; Sui et al. A DNA vector-based RNAi technology to
 supress gene expression in mammalian cells (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. 99, 55
15-5520; Yu et al. (2002)　Proc. Natl. Acad. Sci. 99, 6047-6052; Paul, C. et al.
 (2002) Nature Biotechnology 19,505-508; McManus et al. (2002) RNA 8, 842-850 も
参照されたい。
【０２２３】
　調製したｄｓＲＮＡ分子を用いる哺乳類におけるｓｉＲＮＡ干渉は、ｄｓＲＮＡを含有
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している医薬製剤を哺乳類に投与することによって達成される。医薬組成物は、標的遺伝
子の発現を阻害するのに十分な用量で投与される。ｄｓＲＮＡは、通常、１日に体重キロ
グラム当たり５ｍｇ未満の用量で投与され、この用量は、標的遺伝子の発現を阻害するの
に又は完全に止めるのに十分である。一般にｄｓＲＮＡの適切な用量は、１日に被投与者
の体重キログラム当たり０．０１～２．５ミリグラムの範囲内、好ましくは１日に体重キ
ログラム当たり０．１～２００マイクログラムの範囲内、より好ましくは１日に体重キロ
グラム当たり０．１～１００マイクログラムの範囲内、更により好ましくは１日に体重キ
ログラム当たり１．０～５０マイクログラムの範囲内、そして最も好ましくは１日に体重
キログラム当たり１．０～２５マイクログラムの範囲内であろう。ｄｓＲＮＡを含有して
いる医薬組成物は、１日１回、又は数回低用量で、例えば、当該技術分野で公知の徐放製
剤を用いて、投与される。そのような医薬組成物の調製及び投与は、以下に更に記述する
ように、標準的な技術に従って実施することができる。
【０２２４】
　次いで、そのようなｄｓＲＮＡは、上記のように、治療有効量のそのようなｄｓＲＮＡ
を含有している医薬製剤を調製して、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパク
質又は切断された活性ＡＬＫキナーゼを発現する癌を有するヒト対象に、この製剤を、例
えば腫瘍への直接注射によって投与することにより、癌におけるＡＬＫの発現及び活性を
阻害するために用いることができる。ｓｉＲＮＡ阻害剤を用いて、ＶＥＧＦＲ及びＥＧＦ
Ｒのような他の受容体チロシンキナーゼのそのような阻害について、最近記述されている
。２００４年１０月２１日公開の米国特許出願公開第２００４０２０９８３２号、McSwig
gen et al.; ２００３年９月１１日公開の米国特許出願公開第２００３０１７０８９１号
、McSwiggen; ２００４年９月９日公開の米国特許出願公開第２００４０１７５７０３号
、Kreutzer et al. を参照されたい。
【０２２５】
治療用組成物、投与
　本発明方法の実施に有用なＡＬＫキナーゼを阻害する治療用組成物は、経口又は腹腔経
路に限定されず、静脈内、筋肉内、腹腔内、皮下、経皮、気管内（エアゾール）、直腸内
、膣内及び局所（口腔内、及び舌下を含む）投与を包含する、当該技術分野で公知の何れ
かの手段で哺乳類に投与することができる。
【０２２６】
　経口投与のために、ＡＬＫを阻害する治療薬は一般に、粉末又は顆粒として、錠剤又は
カプセル、又は水性溶液又は懸濁液の形態で提供されるであろう。経口用途の錠剤は、不
活性希釈剤、崩壊剤、結合剤、滑沢剤、甘味剤、着香剤、着色剤、及び保存剤のような、
薬学的に許容される賦形剤と混合した活性成分を含有してもよい。適切な不活性希釈剤は
、炭酸ナトリウム及びカルシウム、リン酸ナトリウム及びカルシウム、及びラクトースを
包含し、一方コーンスターチ及びアルギン酸は適切な崩壊剤である。結合剤はデンプン及
びゼラチンを包含してもよく、滑沢剤は、加えるとすれば、一般にステアリン酸マグネシ
ウム、ステアリン酸又はタルクであろう。所望により、消化管で遅延吸収されるように、
錠剤をモノステアリン酸グリセリル又はジステアリン酸グリセリルのような物質でコーテ
ィングしてもよい。
【０２２７】
　経口用のカプセルは、活性成分を固体の希釈剤と混合しているハードゼラチンカプセル
、及び活性成分を水又は落花生油、流動パラフィン又はオリーブオイルのような油と混合
しているソフトゼラチンカプセルを包含している。
　筋肉内、腹腔内、皮下及び静脈内用途のために、本発明の医薬組成物は一般に、適切な
ｐＨ及び等張性に緩衝化した、無菌の水性溶液又は懸濁液で提供されるであろう。適切な
水性賦形剤は、リンゲル溶液及び生理食塩水を包含する。担体のみで水性緩衝液を構成さ
せることができる（「のみ」とは、ＡＬＫを阻害する治療薬の吸収に影響を及ぼすか又は
介在するかもしれない、補助剤又は封入剤が存在していないことを意味する）。そのよう
な物質は、例えば、下記するように、リポソーム又はカプシドのような、ミセル構造を包
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含する。水性懸濁液は、セルロース誘導体、アルギン酸ナトリウム、ポリビニルピロリド
ン及びトラガカントゴムのような懸濁化剤、及びレシチンのような湿潤剤を含有していて
もよい。水性懸濁剤用の適切な保存剤は、ｐ－ヒドロキシ安息香酸エチル及びｎ－プロピ
ルを包含する。
【０２２８】
　ＡＬＫキナーゼを阻害する治療用組成物は、移植片及びマイクロカプセル化送達システ
ムを含む、制御放出製剤のような、身体からの早い排泄から治療薬（例えばｄｓＲＮＡ化
合物）を保護するカプセル化製剤も包含することができる。エチレン酢酸ビニル、ポリ無
水物類、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル類、及びポリ乳酸のような
、生物分解性、生体適合性のポリマーを用いることができる。そのような製剤の製造方法
は当業者にとって明らかであろう。この物質も Alza Corporation 及び Nova Pharmaceut
icals Inc, から市販されている。リポソーム懸濁液（ウィルス性抗原に対するモノクロ
ーナル抗体で感染した細胞を標的にするリポソームを含有している）も薬学的に許容され
る担体として用いることができる。これらは、当業者にとって公知の方法、例えば米国特
許第４，５２２，８１１号、ＰＣＴ国際公開ＷＯ第９１／０６３０９号公報、及びヨーロ
ッパ特許公開ＥＰ－Ａ－４３０７５に記述されている方法に従って製造することができる
。カプセル製剤は、ウィルス外被タンパク質を含有することができる。ウィルス外被タン
パク質は、ポリオーマウィルスのような、ウィルスから得るか又はこれに付随していても
よく、又は部分的に又は完全に人工的であってよい。例えば、被覆タンパク質はポリオー
マウィルスのウィルスタンパク質１及び／又はウィルスタンパク質２、若しくはそれらの
誘導体であってよい。
【０２２９】
　ＡＬＫを阻害する組成物は、対象に投与するための、リポソームを包含する送達賦形剤
、担体、及び希釈剤及びその塩も含有することができ、そして／又は薬学的に許容される
製剤中に存在させることができる。例えば、核酸分子を送達する方法は、Akhtar et al.,
 1992, Trends Cell Bio., 2, 139; DELIVERY STRATEGIES FOR ANTISENSE OLIGONUCLEOTI
DE THERAPEUTICS, ed. Akbtar, 1995; Maurer et al., 1999, Mol. Membr. Biol., 16, 1
29-140; Hofland and Huang, 1999, Handb. Exp. Pharmacol., 137, 165-192; 及び Lee 
et al., 2000, ACS Symp. Ser., 752, 184-192 に記述されている。Beigelman et al. の
米国特許第６，３９５，７１３号及び Sullivan et al. のＰＣＴ公開ＷＯ第９４／０２
５９５号公報に核酸分子を送達する一般的な方法が更に記述されている。これらのプロト
コルは事実上全ての核酸分子の送達に用いることができる。
【０２３０】
　ＡＬＫを阻害する治療薬は、これらに限定されないが、リポソーム中にカプセル化、イ
オン導入による、若しくはヒドロゲル、シクロデキストリン、生物分解性ナノカプセル及
び生体接着性小粒体のような他の賦形剤中に取り込むことによる、若しくはタンパク性ベ
クターによる、を含む、当業者にとって公知の多くの方法によって哺乳類の癌に対して投
与することができる（O'Hare amd Normand のＰＣＴ国際公開ＷＯ第００／５３７２２号
公報）。また、治療薬／賦形剤の混合物は、直接注射又は注入ポンプの使用によって、局
所送達される。組成物の直接注射は、皮下、筋肉内、又は皮内であろうとも、標準的な針
及び注射器の手法を用いて、又は Conry et al., 1999, Clin. Cancer Res., 5, 2330-23
37 及び Barry et al. のＰＣＴ国際公開ＷＯ第９９／３１２６２号公報に記述されてい
るように注射針を用いない技術によって行うことができる。
【０２３１】
　ＡＬＫキナーゼを阻害する治療薬の薬学的に許容される製剤は、上記化合物の塩、例え
ば、酸付加塩、例えば塩酸、臭化水素酸、酢酸及びベンゼンスルホン酸の塩を包含する。
薬理学的組成物又は製剤とは、細胞又は例えばヒトを含む患者へ、投与、例えば全身投与
するのに適している形態の組成物又は製剤を示す。適切な形態は、用途又は投与経路、例
えば経口、経皮又は注射による、に一部において依存している。そのような形態は、組成
物又は製剤が標的細胞に到達するのを妨げてはならない。例えば、血流に注射される薬理
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学的組成物は可溶性でなければならない。他の要素は当該技術分野で公知であり、毒性、
及び組成物又は製剤がその効果に影響を及ぼさせない形態のような考慮すべき事柄を含ん
でいる。
【０２３２】
　全身吸収（すなわち、血流への薬剤の全身吸収又は蓄積、次いで全身への分布）をもた
らす投与経路が好ましく、これらに限定されないが、静脈内、皮下、腹腔内、吸入、経口
、肺内及び筋肉内を包含している。これらの投与経路のそれぞれが、ＡＬＫを阻害する治
療薬を到達可能な病変組織又は腫瘍に触れさせる。薬剤の血液循環への流入速度は、分子
量又はサイズの関数であることが示されている。本発明の化合物を含有しているリポソー
ム又は他の薬剤担体の使用が、例えば、網状網内系（ＲＥＳ）の組織のような、ある特定
の組織型に、薬剤を潜在的に局在化させることを可能にする。リンパ球及びマクロファー
ジのような、細胞表面と薬剤との結合を促進することができるリポソーム製剤も有用であ
る。この手法は、癌細胞のような、異常細胞のマクロファージ及びリンパ球の免疫認識の
特異性を駆使して、標的細胞への薬剤の増強された送達を可能にする。
【０２３３】
　「薬学的に許容される製剤」とは、本発明の核酸分子を、その望ましい活性に最も適し
ている身体の部位へ効果的に分配できる組成物又は製剤を意味する。本発明の核酸分子を
含んでいる製剤に適している薬剤の限定されない例は、薬剤のＣＮＳへの流入を増強する
ことができる、（Pluronic P85 のような）Ｐ－グリコプロテイン阻害剤（Jolliet-Riant
 and Tillement, 1999, Fundam. Clin. Pharmacol., 13, 16-26)；大脳に移植した後の徐
放送達用ポリ（ＤＬ－ラクチド－コグリコリド）マイクロスフェア（Emerich et al., 19
99, Cell Transplant, 8, 47-58; Alkermes, Inc. Cambridge, Mass.）のような、生物分
解性ポリマー；薬剤を血液脳関門を通過して送達して、ニューロンへの取り込みメカニズ
ムを変えることができる、ポリブチルシアノアクリレートでできているもののような、負
荷ナノ粒子（Prog Neuro-Psychopharmacol Biol Psychiatry, 23, 941-949, 1999）を包
含する。本発明の方法で有用なＡＬＫを阻害する化合物のための送達方策の限定されない
他の例は、Boado et al., 1998, J. Pharm. Sci., 87, 1308-1315; Tyler et al., 1999,
 FEBS Lett., 421, 280-284; Pardridge et al., 1995, PNAS USA, 92, 5592-5596; Boad
o, 1995, Adv. Drug Delivery Rev. 15, 73-107; Aldrian-Herrada et al., 1998, Nucle
ic Acid Res., 26, 4910-4916; 及び Tyler et al., 1999, PNAS USA., 96, 7053-7058 
に記載されている物質を包含している。
【０２３４】
　表面修飾リポソーム含有のポリ（エチレングリコール）脂質（ＰＥＧ修飾、又は長期血
中滞留型リポソーム又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
で適切に使用することができる。これらの製剤は、標的組織に薬剤の蓄積を増大させる方
法を提供する。この種の薬剤担体は、単核食細胞系（ＭＰＳ又はＲＥＳ）によるオプソニ
ン化及び排出に抵抗するので、カプセル化した薬剤の長期血中循環及び組織への暴露の増
強が可能になる（Lasic et al., Chem. Rev. 1995, 95, 2601-2627; Ishiwata et al., C
hem.Pharm. Bull. 1995, 43, 10005-1011）。そのようなリポソームは、恐らく管外遊出
及び新血管形成された標的組織に捕捉されることによって、腫瘍に選択的に蓄積すること
が示されている（Lasic et al., Science 1995, 267, 1275-1276; Oku et al., 1995, Bi
ochem. Biophys. Acta, 1238, 86-90）。長期血中循環リポソームは、特にＭＰＳの組織
に蓄積することが知られている従来の陽イオンリポソームと比べると、ＤＮＡ及びＲＮＡ
の薬物動態及び薬効を増強する（Liu et al., J. Biol. Chem. 1995, 42,24864-24870; C
hoi et al., ＰＣＴ国際公開ＷＯ第９６／１０３９１号公報；Ansell et al.,ＰＣＴ国際
公開ＷＯ第９６／１０３９０号公報；Holland et al., 国際特許出願公開第ＷＯ９６／１
０３９２号）。長期血中循環リポソームは、肝臓及び脾臓のような代謝的に活動的なＭＰ
Ｓ組織への蓄積を阻害する能力によって、陽イオンリポソームと比べて、より強くヌクレ
アーゼ分解から薬剤を保護するとも考えられる。
【０２３５】
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　治療用組成物は、薬学的に許容される担体又は希釈剤中に、望ましい化合物の薬学的に
有効な量を含有することができる。治療に用いる許容される担体又は希釈剤は薬学分野で
公知であって、例えば、REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, Mack Publishing Co. (
A.R. Gennaro, Ed. 1985) に記載されている。例えば、保存剤、安定化剤、染料及び着香
剤を提示することができる。これらは安息香酸ナトリウム、ソルビン酸及びＰ-ヒドロキ
シ安息香酸のエステル類を包含する。更に、抗酸化剤及び懸濁化剤を用いることができる
。
【０２３６】
　薬学的に有効な用量は、病状の発生を防止、阻止、又は病状を治療する（症状をある程
度、好ましくは症状の全てを軽減する）のに必要な用量のことである。薬学的に有効な用
量は、疾患のタイプ、用いられる組成物、投与経路、治療する哺乳類のタイプ、考慮中の
特定哺乳類の身体的特徴、併用する薬剤、及び医療分野の当業者が認識できる他の因子に
よって決まる。一般に、負の電荷を帯びたポリマーの効力に依存して、０．１ｍｇ／ｋｇ
～１００ｍｇ／体重ｋｇ／日の活性成分を投与する。
【０２３７】
　１日に体重１ｋｇ当たり約０．１ｍｇ～約１４０ｍｇ程度の用量レベルが上記の状態の
治療に有用である（１日に患者当たり約０．５ｍｇ～約７ｇ）。単回用量形態を製造する
ために担体物質と混合することができる活性成分の量は、治療される対象及び特定の投与
方法によって変わる。用量単位形態は、一般に約１ｍｇ～約５００ｍｇの活性成分を含有
している。何れかの特定患者に対する特定な用量レベルは、用いる特定化合物の活性、年
齢、体重、総体的な健康状態、性、食事、投与回数、投与経路、及び排泄速度、薬物の併
用及び治療する特定疾患の重篤性を含む、多種の要因によって決まるということは理解さ
れるだろう。
【０２３８】
　非ヒト動物に投与するために、組成物を動物の餌又は飲料水に添加することもできる。
動物が処置に適した量の組成物を食事と一緒に摂取できるように、動物用の飼料又は飲料
水組成物を便宜的に処方することができる。飼料又は飲料水に添加するように組成物を混
合飼料としておくことも便利である。
【０２３９】
　本発明の実施に有用なＡＬＫを阻害する治療薬は、上記のように単一化合物を、又は複
数化合物の組合わせを、同じ種の阻害剤（すなわち、抗体阻害剤）又は異なった種の（す
なわち、抗体阻害剤と小分子阻害剤）の何れかに含有していてもよい。化合物のそのよう
な組合わせは、融合タンパク質を発現する癌の進行の阻害において全体的な治療効果を増
強させることができる。例えば、治療用組成物は、ＷＨＩ－１３１及び／又はＷＨＩ－１
５４のような小分子阻害剤、又はＡＬＫ活性を標的とする他の阻害剤及び／又は他の小分
子阻害剤の組合わせであってよい。治療用組成物は、１つ以上の標的阻害剤に加えて、非
特異的な化学療法剤を含有していてもよい。そのような組合わせは、多くの癌において相
乗的な殺腫瘍効果をもたらすことが最近示された。インビボにおける、そのようなＡＬＫ
活性及び腫瘍生育の阻害の組合わせの効果を、以下に記述するように評価することができ
る。
【０２４０】
突然変異ＡＬＫキナーゼを阻害する化合物の同定
　本発明は、ある側面において、化合物が癌におけるＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬ
Ｋ融合融合ポリペプチド又はＡＬＫキナーゼポリペプチドの活性を阻害するか否かを確認
することによって、化合物がＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合融合ポリヌクレオ
チド及び／又は融合ポリペプチドによって特徴付けられる癌の進行を阻害できるか否かを
確認する方法を提供する。いくつかの好ましい態様では、ＡＬＫの活性の阻害は、骨髄、
血液、胸水、又は腫瘍由来の細胞を含有する生体試料を試験することによって確認される
。その他の好ましい態様では、ＡＬＫの活性の阻害は、本発明の突然変異ＡＬＫポリヌク
レオチド又はポリペプチドに特異的な試薬を用いて確認される。
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【０２４１】
　試験化合物は、上記の治療薬又は組成物の何れかのタイプのものであってよい。インビ
トロ及びインビボの両方における、化合物の有効性を評価する方法は、十分に確立されて
いて、当該技術分野で公知である。例えば、組成物は、ＡＬＫが活性化されている細胞又
は細胞抽出物を用いてインビトロでＡＬＫを阻害する能力についての試験を行うことがで
きる。化合物群は、ＡＬＫに対する化合物の特異性を（ＥＧＦＲ又はＰＤＧＦＲのような
、他の標的と対照的に）試験するために用いることができる。
【０２４２】
　使用可能な薬剤をスクリーニングするその他の技術は、ＰＣＴ国際公開ＷＯ第８４／０
３５６４号公報に記載されているような、目的のタンパク質に対して適切な結合親和性を
有する高速大量処理のスクリーニングを提供する。この方法では、突然変異ＡＬＫポリペ
プチドに適用するために、多数の異なった小分子試験化合物が、プラスチックピン又は幾
つか他の表面のような、固体基質上で合成される。この試験化合物を、突然変異ＡＬＫポ
リペプチド、又はその断片と反応させて、洗浄する。次いで、結合した突然変異ポリペプ
チド（例えば、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合ポリペプチド）を当該技術分野で公知の方法で検出
する。精製した突然変異ＡＬＫ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、直接プレート上に塗布することもできる。また、中和していない抗体は、ペプチ
ドを捕捉して、それを固体の支持体に固定するために用いることができる。
【０２４３】
　インビトロでＡＬＫ活性の有効な阻害剤であることが見出された化合物は、続いて、例
えばＮＳＣＬＣのような、ヒトの腫瘍を担持している哺乳動物の異種移植片を用いて、イ
ンビボで、ＥＭＬ４－ＡＬＫ又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合ポリペプチド及び／又は切断された
ＡＬＫキナーゼポリペプチドを発現する癌の進行を阻害するその能力についての試験を行
うことができる。この方法では、患者に最も類似した生物学的環境で薬剤の効果を観察す
ることができる。癌細胞又は周辺の間質細胞におけるシグナル伝達を変化させる薬剤の能
力を、リン酸化に特異的な抗体を用いる分析で確認することができる。細胞死又は細胞増
殖の阻害を誘発する薬剤の有効性も、切断されたカスパーゼ３及び切断されたＰＡＲＰの
ようなアポトーシスに特異的なマーカーで分析して観察することができる。同様に、突然
変異ＡＬＫタンパク質で促進されるヒト白血病を担持している哺乳類の骨髄移植体（例え
ば、マウス）を使用することができる。この手順では、突然変異ＡＬＫキナーゼによって
促進されることが知られている骨髄細胞をマウスに移植する。癌腫細胞の生育を観察して
もよい。次いでマウスを薬剤で処置して、癌表現型又は進行に対する薬剤処置の効果を外
部から観察することができる。次いでマウスをと殺して、移植した骨髄を取り出して、Ｉ
ＨＣ及びウェスタンブロットなどで分析する。
【０２４４】
　そのような化合物の毒性及び治療効果、例えばＬＤ５０（集団の５０％に対する致死用
量）及びＥＤ５０（集団の５０％における治療有効用量）の判定は、細胞培養物又は実験
動物で標準的な薬学的手順によって確認することができる。毒性と治療効果の用量比が治
療インデックスであって、ＬＤ５０／ＥＤ５０比として表すことができる。高い治療イン
デックスを示す化合物が好ましい。
【０２４５】
　上記及び下記の引用された全ての引例の教示は、参照して本明細書に組み入れられる。
以下の実施例は、本発明を更に説明するためにのみ提供されていて、本明細書に添付され
ている特許請求の範囲を除いて、本発明の範囲を限定するようには意図されていない。本
発明は本明細書で教示される方法の当業者にとって明瞭であろう修飾及び改変を包含して
いる。
【実施例１】
【０２４６】
包括的なホスホペプチドのプロファイリングによる固形腫瘍におけるＡＬＫキナーゼ活性
の検証
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Ａ．ヒトＮＳＣＬＣ細胞株のプロファイリング
　Ｈ２２２８を含む、２２のヒトＮＳＣＬＣ細胞株におけるキナーゼ活性の包括的なリン
酸化プロファイルは、複合混合物由来の改変ペプチドの単離及び質量分析によって特徴付
けるために、最近記述された有力な技術（「ＩＡＰ」技術、Rush et al., supra を参照
されたい）を用いて、試験を行った。ホスホチロシンに特異的な抗体（CELL SIGNALING T
ECHNOLOGY, INC., Beverly, MA, 2003/04 Cat. #9411) を用いてＩＡＰ技術を実施し、Ｎ
ＳＣＬＣ細胞株の抽出物由来のホスホチロシンを含有するペプチドを単離し、次いで特徴
付けを行った。
【０２４７】
　具体的には、ＩＡＰ手法は、それぞれのＮＳＣＬＣ細胞株において、タンパク質のリン
酸化に関与するチロシンキナーゼの同定を促進するために用いた。特に、特殊な若しくは
異常なキナーゼ活性を考慮した。
【０２４８】
細胞培養
　全ての細胞培養試薬は Invitrogen, Inc. から入手した。全部で４１のヒトＮＳＣＬＣ
細胞株を試験した。ヒトＮＳＣＬＣ細胞株、Ｈ５２０、Ｈ８３８、Ｈ１４３７、Ｈ１５６
３、Ｈ１５６８、Ｈ１７９２、Ｈ１９４４、Ｈ２１７０、Ｈ２１７２、Ｈ２２２８、Ｈ２
３４７、Ａ５４９、Ｈ４４１、Ｈ１７０３、Ｈ１３７３、及びＨ３５８を、American Typ
e Culture Collection から得て、２ｍＭのＬ－グルタミン、１．５ｇ／Ｌの重炭酸ナト
リウム、４．５ｇ／Ｌのグルコース、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、１０ｍＭのピルビン酸ナト
リウム、ペニシリン／ストレプトマイシンを含有するように調節した、１０％ＦＢＳを含
むＲＰＭＩ１６４０培地中で培養した。さらに６つのヒトＮＳＣＬＣ細胞株、ＨＣＣ７８
、Ｃａｌ-１２Ｔ、ＨＣＣ３６６、ＨＣＣ４４及びＬＯＵ－ＮＨ９１、をＤＳＭＺから入
手して、１０％ＦＢＳ及びペニシリン／ストレプトマイシンを含有するＲＰＭＩ１６４０
中で培養した。細胞を３７℃で５％のＣＯ２インキュベータ中に保持した。
【０２４９】
　免疫親和性沈降及びイムノブロット試験のために、細胞を８０％のコンフルエンスまで
生育させて、次いで採取の前に一晩ＦＢＳを含まないＲＰＭＩ培地中で飢餓させた。
【０２５０】
ホスホペプチドによる免疫沈降
　１００万個の細胞を尿素溶菌緩衝液（２０ｍＭのＨｅｐｅｓ（ｐＨ８．０）、９Ｍの尿
素、１ｍＭのバナジウム酸ナトリウム、２．５ｍＭのピロリン酸ナトリウム、１ｍＭのβ
－グリセロリン酸エステル）中に溶解した。溶解物を超音波処理して、遠心分離で透明に
した。透明にした溶解物をＤＴＴで還元して、先に記述されているように、ヨードアセト
アミドでアルキル化した（Rush et al., Nat. Biotechnol. 23(1):94-101 (2005) を参照
されたい）。次いで試料を２０ｍＭのＨｅｐｅｓで４倍に希釈して尿素の濃度を２Ｍに下
げて、室温で静かに撹拌しながら１晩トリプシンで消化させた。
【０２５１】
　消化したペプチドを、先に記述されているように、Ｓｅｐ－Ｐａｋ Ｃ１８カラムで粗
精製した（Rush et al., supra を参照されたい）。溶出液を凍結乾燥させて、乾燥した
ペプチドを１．４ｍｌのＭＯＰＳ ＩＰ緩衝液（５０ｍＭのＭＯＰＳ／ＮａＯＨ、ｐＨ７
．２、１０ｍＭのＮａ２ＰＯ４、５０ｍＭのＮａＣｌ）に溶解して、不溶性物質を遠心分
離で除去した。プロテインＧアガロースビーズ（Roch) に結合したホスホチロシン１００
抗体（Cell Signaling Technology) １６０μｇを用いて４℃で１晩免疫沈降を行った。
冷所で、ビーズを１ｍｌのＭＯＰＳ ＩＰ緩衝液で３回、１ｍｌのＨＰＬＣ　ｇｒａｄｅ
　ｄＨ２０で２回洗浄した。６０μｌの０．１％ＴＦＡでホスホペプチドをビーズから溶
出した後、４０μｌの０．１％ＴＦＡで２回目の溶出を行ってこの画分を集めた。溶出し
たペプチドをＺｉｐＴｉｐカラム（Millipore）を用いて濃縮して、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳで
分析した。マススペクトルをＬＴＱイオントラップ質量分析器（ThermoFinnigan）で集め
た。
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【０２５２】
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ質量分析器による分析
　ＩＰ溶出液（１００μｌ）中のペプチドを濃縮して、Stop and Go 抽出チップ（Stage 
Tips）（Rappsilber et al., Anal. Chem., 75(3):663-70 (2003) を参照されたい）を用
いて溶出した抗体から分離した。ペプチドを、７．６μｌの０．４％酢酸／０．００５％
ヘプタフルオロ酪酸（ＨＦＢＡ）中の１μｌの６０％ＭｅＣＮ、０．１％ＴＦＡでマイク
ロカラムから溶出した。
【０２５３】
　それぞれのホスホペプチド試料は、２回、ＬＣ－ＭＳで分析した。融合シリカマイクロ
キャピラルカラム（１２５μｍ×１８ｃｍ）にＣ１８逆相樹脂（Magic C18AQ、５μｍの
粒子、細孔経２００Å、Michrom Bioresources, Auburn, CA）を充填した。試料（４μＬ
）は、自動サンプラー（LC Packings Famos, San Francisico, CA) を用いてこのカラム
に搭載させて、０．１％のギ酸中の７～３０％のアセトニトリルの５５-分の直線濃度勾
配法により質量分析器中に溶出させた。この勾配法を、インラインフロースプリッターを
備えた二元ＨＰＬＣポンプ（Agilent 1100, Palo Alto, CA）を用いて、おおよそａｂｃ
　ｎｌ／ｍｉｎで実施した。溶出するペプチドのイオンをハイブリッド線形イオントラッ
プ－７テスラ・イオン・サイクロトロン反応・フーリエ変換装置（Tesla ion cyclotron 
responce Fourier transform instrument (LTQ-FT, Thermo Finnigan, San Jose, CA)） 
で質量分析した。
【０２５４】
　 線形イオントラップ及びフーリエ変換装置の操作と同時に行って、ＩＣＲ細胞で先に
行ったＭＳサーベイスキャンの間になされた測定に基づいて、線状イオントラップでの７
つのデータによるＭＳ／ＭＳスキャンを収集する、トップセブン法（top-seven method）
を用いた。ＭＳスキャンは、８×１０６の自動利得制御（automatic gain control(AGC)
）標的、及び１０５の質量分解能で、３７５～１８００ｍ／ｚで行った。ＭＳ／ＭＳに対
するＡＧＣは８×１０６、動体排出速度は２５ｓ、そしてわずかに帯電したイオンを荷電
状態スクリーニングで排除した。
【０２５５】
データーベース分析及び割り当て
　ペプチド配列を、TurboSequest ソフトウェア（ｖ．２７、ｒｅｖ．１２）（ThermoFin
nigan）及び複合順方向／逆方向ＩＰＩヒトタンパク質データベースを用いて、ＭＳ／Ｍ
Ｓスペクトルにアサインした。探索パラメーターは：プロテアーゼとしてトリプシン；１
．０８Ｄａの前躯体の質量トレーランス；システイン上で静的修正（＋５７．０２１４６
、カルボキサミドメチル化）；及びセリン、スレオニン及びチロシン（＋７９．９６６３
３Ｄａ、リン酸化）、リジン（＋８．０１４２０、１３Ｃ６１５Ｎ２）、アルギニン（＋
６．０２０１３、１３Ｃ６）及びメチオニン（＋１５．９９４９１、酸化）上で動的修正
。ターゲット／デコイデータベース手法を、概算の偽陽性割り当て比が＜１％となる、適
切なスコア選別基準を確立するために用いた。割り当てには、電荷依存性のＸＣｏｒｒ閾
値（ｚ＝１、ＸＣｏｒｒ≧１．５、ｚ＝２に対して、ＸＣｏｒｒ≧２．２、ｚ＝３に対し
て、ＸＣｏｒｒ≧３．３）を上回ることに加えて、ホスホチロシンを含有すること、－５
～＋２５ｐｐｍの質量精度を有すること、及び全て軽（all-light）又は全て重（all-hea
vy）の形態の何れかのリジン／アルギニン残基を含有することを必要とした。
【０２５６】
　これらの基準をパスした割り当てを、ピーク面積そして最終的にそれぞれのペプチドの
重形態及び軽形態の相対存在量を計算するために、カスタム定量化プログラム、Ｖｉｓｔ
ａ（Bakalarsky et al., manuscript in preparatin）を用いて更に評価した。ＭＳスキ
ャンにおいて信号対ノイズが１５未満の同定したペプチドは、定量化について考慮しなか
った。１つの状態にのみ見出されたこれらのペプチドについては、信号対ノイズ比を代わ
りに用いた。
【０２５７】
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　動的修飾として酸化メチオニン（Ｍ＋１６）及びリン酸化（Ｙ＋８０）が可能な２７，
１７５のタンパク質を含有している、２００４年８月２４日に公開されたＮＣＢＩヒトデ
ータベースに対して検索を行った。割り当てられた配列（本明細書では示していない）の
最終リストを支持する全てのスペクトルを、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した。
【０２５８】
　上記のＩＡＰ分析で、試験した細胞株から、その大部分が新規な、２０００を超える重
複しないホスホチロシンを含有するペプチド、１，５００を超えるホスホチロシン部位、
及び１，０００より多いチロシンリン酸化タンパク質を同定した（データは示されていな
い）。ＮＳＣＬＣのシグナル伝達に関わっていることが知られている受容体チロシンキナ
ーゼが、ＥＧＦＲ、Ｈｅｒ２、Ｈｅｒ３、ＥｐｈＡ２及びＭｅｔのような、多くの細胞株
中で、リン酸化されたチロシンとして観察された。増幅されたレベルのＥＧＦＲの遺伝的
に活性化された形態を発現することが知られいる２つの細胞株、ＨＣＣ８２７及びＨ３２
５５を含む、幾つかの細胞株中に高いレベルのＥＧＦＲホスホペプチドが観察されて、こ
の方法が、ＮＳＣＬＣ細胞株中で活性化されることが知られている受容体チロシンキナー
ゼを同定することが確認された。
【０２５９】
　３つの細胞株が、他のＮＳＣＬＣ細胞株では観察されなかった受容体チロシンキナーゼ
を発現した。Ｒｏｓ、ＡＬＫ、及びＰＤＧＦＲα由来の大量のチロシンリン酸化ペプチド
が、それぞれ、ＨＣＣ７８、Ｈ２２２８、及びＨ１７０３細胞株中に観察された。ＡＬＫ
を高度に発現する、ＮＳＣＬＣ細胞株Ｈ２２２８を、更なる実験のために選択した。
【０２６０】
Ｂ．ヒトＮＳＣＬＣ腫瘍試料のプロファイリング
　上記のＡ欄に詳細に記述したように、ＩＡＰ技術を引き続いてＮＳＣＬＣ患者由来の１
５４のヒト腫瘍試料群の総括的リン-プロファイルを試験するために適用した。組織を、S
econd Xiangya Hospital,China から得た。
【０２６１】
　凍結した組織試料を小片に切断し、溶解緩衝液（２０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ８．０）
、９Ｍの尿素、１ｍＮのバナジウム酸ナトリウム、２．５ｍＭのピロリン酸ナトリウムで
補完、１ｍＭのβ－グリセリンリン酸、凍結組織１００ｍｇ当たり溶解緩衝液１ｍｌ）中
でポリトロンを用いて各回２０秒で２回ホモジナイズした。次いで、ホモジネートを短時
間超音波処理した。透明化した溶解物をＤＴＴで還元して、既述のようにしてヨードアセ
トアミドでアルキル化した（Rush et al., Nat. Biotechnol. 23(1):94-101 (2005) を参
照されたい）。次いで試料を２０ｍＭのＨｅｐｅｓで４回希釈して尿素濃度を２Ｍに下げ
て、静かに撹拌しながら室温で１晩、トリプシンで消化させた。
【０２６２】
　消化したペプチドを既述のようにしてＳｅｐ－Ｐａｋ Ｃ１８カラムで粗精製した（Rus
h et al., supra. を参照されたい）。溶出液を凍結乾燥させて、乾燥したペプチドを１
．４ｍｌのＭＯＰＳ ＩＰ緩衝液（５０ｍＭのＭＯＰＳ／ＮａＯＨ、ｐＨ７．２、１０ｍ
ＭのＮａ２ＰＯ４、５０ｍＭのＮａＣｌ）に溶解して、不溶性物質を遠心分離で除去した
。プロテインＧアガロースビーズ（Roch) に結合したホスホチロシン１００抗体（Cell S
ignaling Technology) １６０μｇを用いて４℃で１晩免疫沈降を行った。冷所で、ビー
ズを１ｍｌのＭＯＰＳ ＩＰ緩衝液で３回、１ｍｌのＨＰＬＣ　ｇｒａｄｅ　ｄＨ２０で
２回洗浄した。６０μｌの０．１％ＴＦＡでホスホペプチドをビーズから溶出した後、４
０μｌの０．１％ＴＦＡで２回目の溶出を行ってこの画分を集めた。溶出したペプチドを
ＺｉｐＴｉｐカラム（Millipore)を用いて濃縮して、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳで分析した。マス
スペクトルをＬＴＱイオントラップ質量分析器（ThermoFinnigan）で集めた。
【０２６３】
　ホスホペプチドの免疫沈降、続いてＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分光分析を上のＡ欄に記述のよう
にして実施した。データベース検索及び配列割り当ては、上のＡ欄に詳述したように実施
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したが、２７，９７０のタンパク質を含有する２００４年８月２４日に公開されたＮＣＢ
Ｉヒトデータベースを用いた。
【０２６４】
　前記のＩＡＰ分析で、試験したヒト腫瘍試料由来の２０００を超える重複しないホスホ
チロシンを含有するペプチド、１，５００を超えるホスホチロシン部位、及び１，０００
より多いチロシンリン酸化タンパク質が同定された（データは示されていない）。ＮＳＣ
ＬＣシグナル伝達に関わっていることが知られている受容体チロシンキナーゼが、ＥＧＦ
Ｒ、Ｈｅｒ２、Ｈｅｒ３、ＥｐｈＡ２及びＭｅｔのような、多くの腫瘍中でリン酸化され
たチロシンとして再度観察された。幾つかの腫瘍試料中で高いレベルのＥＧＦＲリン酸ポ
リペプチドが再度観察されて、この方法がＮＳＣＬＣ細胞株中で活性であることが知られ
ている受容体チロシンキナーゼを同定することが確認された。
【０２６５】
　５つの患者試料が、他のＮＳＣＬＣ細胞株及び腫瘍中では観察されない受容体チロシン
キナーゼを発現した。大量のＡＬＫ由来チロシン－リン酸化ペプチドが、患者ＣＳ０１０
／１１、ＣＳ０４５、及びＣＳ１１０中で観察された。ＡＬＫを高度に発現する、これら
の３つの腫瘍を更なる実験のために選択した。
【実施例２】
【０２６６】
３つのＡＬＫ融合遺伝子の単離及び配列決定
Ａ．ヒトＮＳＣＬＣ細胞株中の配列決定
　ＮＳＣＬＣ細胞株Ｈ２２２８中でＡＬＫキナーゼの高いリン酸化レベルが検出されたこ
とを考慮して、キメラＡＬＫ転写物が存在するか否かを判定するために、ＡＬＫのキナー
ゼドメインをコードする配列のｃＤＮＡ末端の５’迅速増幅を行った。
【０２６７】
相補的ＤＮＡ末端の迅速増幅
　RNeasy Mini Kit（Quiagen）を、Ｈ２２２８細胞株からＲＮＡを抽出するために用いた
。ＤＮＡは DNeasy Tissue Kit（Quiagen）を用いて抽出した。ｃＤＮＡ末端の迅速増幅
は、５’ＲＡＣＥシステム（Invitrogen）を、ｃＤＮＡ合成用のプライマーＡＬＫ－ＧＳ
Ｐ１及びネスト化ＰＣＲ反応用のＡＬＫ－ＧＳＰ２及びＡＬＫ－ＧＳＰ３で用いて実施し
た。
【０２６８】
５’ＲＡＣＥ
　図５Ａは５’ＲＡＣＥによるＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子（短い変異体）の検出及び第
２ラウンド後のＰＣＲ増幅産物の検出を示している。ＰＣＲ産物をＰＣＲ精製キット（Qi
agen）で精製して、ＡＬＫ－ＧＳＰ３及びＡＢＩ３１３０キャピラリー自動ＤＮＡシーケ
ンサー（Applied Biosystems）を用いて配列決定を行った。得られた産物の配列分析は、
ＡＬＫのキナーゼドメイン及びＣ末端がＥＭＬ－４遺伝子のＮ末端に融合したことを明ら
かにした（図１Ａ-Ｃ、下の図を参照されたい）。ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子（短い変
異体）はフレーム単位であり、そしてＥＭＬ－４の最初の２３３のアミノ酸をＡＬＫの終
わりの５６２のアミノ酸と融合した（図１Ａ-Ｃ、下の図を参照されたい）。ＥＭＬ－４
及びＡＬＫ遺伝子の両方は染色体２に位置しているので、融合遺伝子はこの２つの遺伝子
座の間の遺伝子欠失によって創出された。
【０２６９】
　次のプライマーを用いた：
　ＡＬＫ－ＧＳＰ１：　５’－ＧＣＡＧＴＡＧＴＴＧＧＧＧＴＴＧＴＡＧＴＣ（配列番号
９）
　ＡＬＫ－ＧＳＰ２：　５’－ＧＣＧＧＡＧＣＴＴＧＣＴＣＡＧＣＴＴＧＴ（配列番号１
０）
　ＡＬＫ－ＧＳＰ３：　５’－ＴＧＣＡＧＣＴＣＣＴＧＧＴＧＣＴＴＣＣ（配列番号１１
）。
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【０２７０】
ＰＣＲアッセイ
　ＥＭＬ－４のＮ末端が融合タンパク質中に無傷で存在しているかを確認するためにＲＴ
－ＰＣＲ分析を実施した（図６を参照されたい）。ｃＤＮＡの第１鎖を、SuperScript（
登録商標）III 第１鎖合成システム（Invitrogen）をオリゴ（ｄＴ）２０で用いて２．５
ｍｇの全ＲＮＡから合成した。次いで、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子をＥＭＬ－Ａｔｇと
ＡＬＫ－ＧＳＰ３のプライマー対を用いて増幅した。ＥＭＬ－４－４３とＡＬＫ－ＧＳＰ
３、及びＥＭＬ－４－９４とＡＬＫ－ＧＳＰ３、及びＥＭＬ－４－２０２とＡＬＫ－ＧＳ
Ｐ３のプライマー対を用いて相互融合を検出した。ゲノムＰＣＲについて、Platinum　Ta
q　ＤＮＡポリメラーゼハイファイ（Invitrogen）を用いて、ＥＭＬ－４ａｔｇとＡＬＫ
－ｔｇａのプライマー対で融合遺伝子の増幅を実施した。
【０２７１】
　次のプライマーを用いた：
　ＡＬＫ－ＧＳＰ３：　５’－ＴＧＣＡＧＣＴＣＣＴＧＧＴＧＣＴＴＣＣ（配列番号１２
）
　ＥＭＬ４－Ａｔｇ：　５’－ＣＧＣＡＡＧＡＴＧＧＡＣＧＧＴＴＴＧＧＣ（配列番号１
３）
　ＥＭＬ４－４３：　　５’－ＴＧＴＴＣＡＡＧＡＴＣＧＣＣＴＧＴＣＡＧＣＴＣＴ（配
列番号１４）
　ＥＭＬ４－９４：　　５’－ＴＧＡＡＡＴＣＡＣＴＧＴＧＣＴＡＡＡＧＧＣＧＧＣ（配
列番号１５）
　ＥＭＬ４－２０２：　５’－ＡＡＧＣＣＣＴＣＧＡＧＣＡＧＴＴＡＴＴＣＣＣＡＴ（配
列番号１６）
　ＡＬＫ－Ｔｇａ：　　５’－ＧＡＡＴＴＣＣＧＣＣＧＡＧＣＴＣＡＧＧＧＣＣＣＡＧ（
配列番号１７）。
【０２７２】
　注目すべきことは、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合体（短い変異体）において、ＡＬＣＬで起こ
るＮＰＭ－ＡＬＫ融合体のような、他のＡＬＫ融合体で観察されているＡＬＫの全く同じ
位置でＡＬＫ部分がＥＭＬ－４部分と融合するということである。Ｈ２２２８細胞株中の
ＡＬＫのキナーゼドメインは更にゲノムＤＮＡから配列決定を行い、野生型であることを
見いだした。従って、Ｈ２２２８中に見出した欠失変異は、ＡＬＫキナーゼドメインに影
響を及ぼさないものである。更に、野生型のＥＭＬ－４は、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパ
ク質（短い変異体）に存在していない部位でのみチロシンがリン酸化されていて、融合タ
ンパク質中で保存されているＮ末端コイルドコイルドメイン（図１Ａを参照されたい）が
ＡＬＫを二量化及び活性化する機能を、更には野生型ＡＬＫとの相互作用を促進する機能
を果たす可能性があることを示唆している。
【０２７３】
Ｂ．ヒトＮＳＣＬＣ細胞株中の配列決定
　同様に、患者ＣＳ０１０／１１、ＣＳ０４５、及びＣＳ１１０由来のヒトＮＳＣＬＣ腫
瘍試料中で高いリン酸化レベルのＡＬＫキナーゼが検出されたことを考慮して、キメラＡ
ＬＫ転写物がこれらの腫瘍中に存在したか否かを判定するために、ＡＬＫのキナーゼドメ
インをコードする配列のｃＤＮＡ末端の５’迅速増幅を行った。
【０２７４】
　相補的ＤＮＡ末端及び５’ＲＡＣＥの迅速増幅を、上のＡ欄の詳述のように、ｃＤＮＡ
合成用のプライマーＡＬＫ－ＧＳＰ１及びネスト化ＰＣＲ反応用のＡＬＫ－ＧＳＰ２及び
ＡＬＫ－ＧＳＰ３を用いて実施した。
【０２７５】
　図５Ｃは、２つの患者試料中の５’ＲＡＣＥによるＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子（短い
変異体及び長い変異体の両方）の検出、及び１人の患者におけるＴＦＧ－ＡＬＫ融合遺伝
子の検出、及び第２ラウンド後のＰＣＲ増幅産物の検出を示している。ＰＣＲ産物は、上
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のＡ欄に詳述するように、精製して配列決定を行った。得られた産物の配列分析は、ＡＬ
Ｋのキナーゼドメイン及びＣ末端が、２つの異なった変異体のＥＭＬ－４遺伝子のＮ末端
に融合したことを明らかにした（図１Ａ－１Ｂ、下の図を参照されたい）。ＥＭＬ４－Ａ
ＬＫ融合遺伝子はフレーム単位であり、そしてＥＭＬ－４の最初の２３３のアミノ酸（短
い変異体）又は最初の４９５のアミノ酸（長い変異体）はＡＬＫの終わりの５６２のアミ
ノ酸と融合した（図１Ａ－１Ｂ、下の図を参照されたい）。ＥＭＬ－４及びＡＬＫ遺伝子
の両方は染色体２に位置しているので、融合遺伝子はこの２つの遺伝子座の間の遺伝子欠
失によって創出された。患者ＣＳ０４５中での融合遺伝子（短い変異体）の観察は、ヒト
細胞株Ｈ２２２８でこの突然変異遺伝子の発見を裏付けるものであった。
【０２７６】
　ＴＦＧ－ＡＬＫ融合遺伝子もフレーム単位であって、ＴＦＧの最初の１３８のアミノ酸
がＡＬＫの終わりの５６２のアミノ酸と融合した（図１Ｃ、下の図を参照されたい）。Ｔ
ＦＧ及びＡＬＫ遺伝子は異なった染色体（それぞれ染色体６及び２）に位置しているので
、融合遺伝子はこの２つの遺伝子座の間での遺伝子転座によって創出された。興味深いこ
とに、ＴＦＧのＡＬＫとの融合が、２つのＥＭＬ４－ＡＬＫ変異体の融合について観察さ
れたＡＬＫの全く同じ位置で生じていて、固形腫瘍中のこの位置でのＡＬＫの切断が頻繁
に起きている可能性があることを示唆している。
【０２７７】
　上のＡ欄に記述のものと同じプライマーを用いた。ＲＴ－ＰＣＲ分析を、上のＡ欄に詳
述のように実施して、ＥＭＬ－４及びＴＦＧのＮ末端が融合タンパク質中に無傷で存在し
ていることを確認した（図６を参照されたい）。ＥＭＬ－４及びＡＬＫ用のプライマー対
は上のＡ欄に記述の通りであり、次のプライマー対をＴＦＧに用いた。
　ＴＦＧ－Ｆ１：５’－ＴＴＴＧＴＴＡＡＴＧＧＣＣＡＧＣＣＡＡＧＡＣＣＣ－３（配列
番号２８）。
【０２７８】
　注目すべきことは、両方のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合突然変異体において、ＡＬＣＬで起こ
るＮＰＭ－ＡＬＫ融合体のような、他のＡＬＫ融合体で観察されているＡＬＫの全く同じ
位置でＡＬＫ部分がＥＭＬ－４部分と融合するということである。更に、野生型のＥＭＬ
－４は、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質に存在していない部位でのみチロシンがリン酸
化されていて、融合タンパク質中で保存されているＮ末端コイルドコイルドメイン（図１
Ａ－１Ｂを参照されたい）がＡＬＫを二量化及び活性化する機能を、更には野生型ＡＬＫ
との相互作用を促進する機能を果たす可能性があることを示唆している。また注目すべき
ことには、ＴＧ部分のＡＬＫとの融合もＡＬＫの全く同じ位置で生じていて、確かにこの
位置でのＴＦＧのＡＬＫとの融合について、ヒトリンパ腫においては記述されている（He
rnandez et al. (2002), Supra. を参照されたい）が、ＮＳＣＬＣのような、ヒト固形腫
瘍においてはこれまで記述されていなかった。
【実施例３】
【０２７９】
ｓｉＲＮＡを用いるＡＬＫ融合体を発現する哺乳類固形腫瘍の生育阻害
　ＡＬＫの切断／融合形態がＮＳＣＬＣ細胞株Ｈ２２２８、更に患者ＣＳ０１０／１１、
ＣＳ０４５、及びＣＡ１１０由来のＮＳＣＬＣ腫瘍試料における、細胞の生育及び生存を
促進していることを確認するために、これらの細胞及び腫瘍の生育を阻害するｓｉＲＮＡ
の（ＡＬＫに対する）能力を試験することができる。
【０２８０】
　ＡＬＫのＳＭＡＲＴプールｓｉＲＮＡ二本鎖（優先的標的配列－データは示されていな
い）は例えば Dharmacon Research, Inc. (Lafayette, CO）から入手できる。非特異的な
ＳＭＡＲＴプールｓｉＲＮＡをコントロールとして用いる。細胞を電気穿孔法によってｓ
ｉＲＮＡでトランスフェクトする。すなわち、２×１０７の細胞（Ｈ２２２８）に、方形
波エレクトロポレーター（BTX Genetronics San Diego, CA）を用いて１回パルス（２０
ｍｓ；２７５Ｖ、Ｋ５６２ ２０ｍｓ；２８５Ｖ）を与え、室温で３０分間培養して、３
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０ｍｌのＲＰＭＩ－１６４０／１０％ＦＢＳを用いてＴ１５０フラスコに移す。
【０２８１】
　生存している細胞の数を、CellTiter 96 AQｕｅｏｕｓ One solution 細胞増殖アッセ
イ（Promega）で測定する。ＩＣ５０を OriginPro 6.1 ソフトウェア（OriginLab) を用
いて計算する。４８時間におけるアポトーシス細胞の割合を Cleaved-Caspase-3 （Cell 
Signalling Technolgy) のフローサイトメトリー分析で測定できる。
【０２８２】
　イムノブロット分析は、Ｈ２２２８細胞又は患者ＣＳ０１０／１１、ＣＳ０４５、及び
ＣＳ１１０由来の腫瘍細胞へのｓｉＲＮＡのトランスフェクション後７２時間で、ＡＬＫ
の発現が特異的且つ有意に減少することを明らかにするだろう。ＡＬＫの発現低下が細胞
の生育の強力な阻害をもたらすことが期待される。ＡＬＫ　ｓｉＲＮＡによる処置も、こ
れらの固形腫瘍細胞のアポトーシスの増加をもたらすことが期待される。これらの結果は
更に、Ｈ２２２８細胞株及び患者の腫瘍にある、突然変異／融合ＡＬＫキナーゼがこれら
のＮＳＣＬＣ細胞の増殖及び生育を促進していて、そのような生育及び増殖が、ｓｉＲＮ
Ａを用いてＡＬＫキナーゼの発現及び活性を阻害することによって阻止できるということ
を示唆するだろう。
【実施例４】
【０２８３】
　ＷＩ－１３１及び／又はＷＩ－１５４を用いるＡＬＫ融合体を発現する哺乳類固形腫瘍
の生育阻害
　突然変異ＡＬＫ融合タンパク質がＮＳＣＬＣ細胞株Ｈ２２２８及び患者ＣＳ０１０／１
１、ＣＳ０４５、及びＣＳ１１０由来のＮＳＣＬＣ腫瘍株の生育及び生存を促進している
ことを更に確認するために、ＷＩ－１３１及び／又はＷＩ－１５４のようなＡＬＫキナー
ゼの標的阻害剤で細胞を処理してもよい。ＷＩ－１３１及びＷＩ－１５４はキナゾリンタ
イプのＡＬＫキナーゼの小分子阻害剤であって、Ｔ細胞リンパ腫においてＮＰＭ－ＡＬＫ
融合タンパク質に対するそれらの活性については記述されている。Marzec et al., supra
. を参照されたい。
【０２８４】
　すなわち、ＮＳＣＬＣ細胞を培養して、CellTiter 96 AQueous One solution 細胞増殖
アッセイ（Promega）で、製造会社の提示に従って細胞生育阻害アッセイを実施する。す
なわち、１０００～５０００の細胞を平底９６ウェルのプレート上に蒔種して、１０％Ｆ
ＢＳを含む完全培地中で生育する。２４時間後に、細胞の培地を各種濃度の薬剤を含有す
る１０％のＦＢＳを含む１００μｌの完全生育培地に換えて、細胞を更に７２時間培養す
る。それぞれの薬剤濃度を３通りの細胞のウェルに適用させる。培養の終期に２０μｌの
CellTiter 96 AQｕｅｏｕｓ One solution を各ウェルに添加して、プレートを１～４時
間培養する。Titan Multiskan Ascentマイクロプレートリーダー (Titertek Instrument)
 を用いて、４９０ｎｍで吸光度を読み取る。生育阻害を処置細胞対未処置細胞から読み
取った吸光度のパーセントの平均±ＳＤ値で表すことができる。
【０２８５】
　このような分析により、ＡＬＫ融合タンパク質（ＥＭＬ４－ＡＬＫ（短い変異体及び長
い変異体）、ＴＦＧ－ＡＬＫ）が、これらの突然変異タンパク質が発現しているヒトＮＳ
ＣＬＣ腫瘍のサブセットの生育及び生存を促進していること、及びＷＩ－１３１及び／又
はＷＩ－１５４のような、標的阻害剤を用いて融合ＡＬＫキナーゼの活性を阻害すること
によってそのような細胞を阻害できることを確認できると期待される。
【実施例５】
【０２８６】
ＡＬＫ融合タンパク質は形質転換した哺乳類細胞株の生育及び生存を促進する
　１つ又はそれ以上のＡＬＫ融合タンパク質の発現が正常細胞を癌表現型に転換できるか
を確認するために、３Ｔ＃細胞を、ＥＭＬ４－ＡＬＫ（短い変異体及び長い変異体）又は
ＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパク質をそれぞれ発現する、上記（実施例２）のｃＤＮＡ構築物
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で形質転換してもよい。
【０２８７】
　すなわち、細胞を、１０％のウシ胎仔血清（ＦＢＳ）（Sigma) 及び１．０ｎｇ／ｍｌ
のＩＬ－３（R&D Systems）を含むＲＰＭＩ－１６４０培地（Invitogen) 中に保持する。
レトロウィルス上清の産生及び形質導入を既述のようにして実施する。Schwaller et al.
, Embo J. 17(18):5321-33 (1988) を参照されたい。３Ｔ３細胞をＭＳＣＶ－Ｎｅｏ／Ｅ
ＭＬ４－ＡＬＫ（又はＴＦＧ－ＡＬＫ）ベクターを含有するレトロウィルス上清を用いて
形質導入して、Ｇ４１８（１ｍｇ／ｍｌ）用に選択した。次いで、形質転換された細胞の
軟寒天上での生育能力は、細胞をＰＢＳ中で３回洗浄した後、形質導入細胞をプレートに
蒔いて評価した。所望により、用量反応曲線用に、上記（実施例３を参照されたい）のよ
うにしてＡＬＫに対してｓｉＲＮＡを用いて処理して、生存している細胞の数を、CellTi
ter 96 AQｕｅｏｕｓ One solution 細胞増殖アッセイ（Promega）で測定する。ＩＣ５０

を OriginPro 6.1 ソフトウェア（OriginLab) を用いて計算することができる。４８時間
におけるアポトーシス細胞の割合を、この標的に対して特異的な抗体を用いて、Cleaved-
Caspase-3 （Cell Signaling Technology) のフローサイトメトリー分析で測定できる。
このような分析により、ＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質（短い変異体又は長い変異体）
又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパク質の発現が、３Ｔ３細胞を形質転換して、これらの細胞
がこのＡＬＫ融合タンパク質により促進される場合に軟寒天上での生存及び生育を確認で
きること、更に形質転換細胞におけるＡＬＫ発現の阻害が生存能力を減少させ及びアポト
ーシスを増加させるということが示されるだろう。
【実施例６】
【０２８８】
ＦＩＳＨアッセイを用いる、ヒト固形腫瘍におけるＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質発現
の検出
　ヒトＮＳＣＬＣ腫瘍試料中のＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質（短い変異体）の存在を
、既述のようにして、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）アッセイ
を用いて検出した。例えば、Verma et al. HUMAN CHROMOSOMES: A MANUAL OF BASIC TECH
NIQUES, Pergamon Press, New York, N.Y. (1988) を参照されたい。２００を超えるパラ
フィン包埋ヒトＮＳＣＬＣ腫瘍試料を試験した。
【０２８９】
　ＡＬＫの２色分解再配列プローブ（dual color, break-apart rearrangement probe）
を Vysis (Vysis, Dowers Grove, IL, USA）から入手して、以下の修飾を加えて製造会社
の使用説明書に従って使用した。すなわち、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、超音波による抗原回復を行った。
切片をプロテアーゼ（４ｍｇ／ｍｌのペプシン、２０００～３０００Ｕ／ｍｇ）を用いて
３７℃で２５分間消化し、脱水して、ＦＩＳＨプローブセットを用いて３７℃で１８時間
ハイブリダイズした。洗浄後、ベクタシールド（Vectashield）封入培地中の４’，６－
ジアミジノ－２－フェニルリンドール（ＤＡＰＩ；ｍｇ／ｍｌ）を核対比染色のために適
用した。
【０２９０】
　ＡＬＫの再配列プローブは、野生型配列（配列番号６）中のＡＬＫ遺伝子の切断点（ヌ
クレオチド３１７１での）の対側に２つの異なった標識化プローブを含有している。ハイ
ブリダイズすると、元のＡＬＫ領域は橙色／緑色の融合シグナルとして示され、一方この
遺伝子座における再配列は（ＥＭＬ４－ＡＬＫ欠失変異体中で起きる場合）分離した橙色
と緑色のシグナルをもたらすであろう。図６を参照されたい。
【０２９１】
　このＦＩＳＨ分析により、検討した試料群におけるこの短い型のＥＭＬ４－ＡＬＫ突然
変異の比較的低い発生率が明らかになった（２２９試料中の１つ）。しかしながら、世界
規模のＮＳＣＬＣの高い発生率（年間に米国だけで、１５１，０００人を越える新症例）
を考慮すると、この突然変異体ＡＬＫを担持している有意な数の患者がいることが見込ま
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【実施例７】
【０２９２】
ＰＣＲアッセイを用いる、ヒト固形腫瘍におけるＡＬＫ融合タンパク質発現の検出
　ヒト固形腫瘍試料中の１つ又はそれ以上のＡＬＫ融合タンパク質の存在は、既述のよう
に、ゲノム又は逆転写酵素（ＲＴ）ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）の何れかを用いても
検出することができる。例えば、Cools et al., N. Engl. J. Med. 348:1201-12014 (200
3) を参照されたい。つまり例を挙げると、標準的な技術を用いて、例えばＮＳＣＬＣを
有する患者から固形腫瘍試料を得てもよい。切断されたＡＬＫキナーゼ又はＥＭＬ４－Ａ
ＬＫ融合タンパク質（短い変異体又は長い変異体）又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパク質に
対するＰＣＲプローブを構築する。RNeasy Mini Kit(Qiagen）を、腫瘍試料からＲＮＡを
抽出するために用いてもよい。ＤＮＡは 、DNeasy Tissue Kit (Quiagen）を用いて抽出
してもよい。ＲＴ－ＰＣＲについては、第１鎖は、例えば、SuperScript（登録商標）III
 第１鎖合成システム（Invitrogen）をオリゴ（ｄＴ）２０で用いて、例えば２．５μｇ
の全ＲＮＡから合成される。
【０２９３】
　次いで、プライマー対、例えばＥＭＬ４－２０２及びＡＬＫ－ＧＳＰ３（上の実施例２
を参照されたい）を用いて、ＡＬＫ融合遺伝子を増幅する。ゲノムＰＣＲについては、融
合遺伝子の増幅は、Platinum TaqＤＮＡポリメラーゼハイファイ（Invitrogen）を用いて
、プライマー対、例えばＥＭＬ４－２０２とＡＬＫ－ＧＳＰ３（上の実施例２を参照され
たい）で実施することができる。このような分析により、切断されたＡＬＫキナーゼ（及
び／又はＥＭＬ４－ＡＬＫ融合タンパク質（複数も含む）又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合タンパ
ク質）の発現によって特徴付けられる固形腫瘍を有する患者が同定されるであろう。この
患者が、ＷＨＩ－１３１及び／又はＷＨＩ－１５４のような、ＡＬＫを阻害する治療薬を
用いる治療の候補者である。
【図２Ａ】 【図２Ｂ（１）】
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摘要(译)

根据本发明，涉及染色体2的新基因缺失和易位导致融合蛋白结合部分间变性淋巴瘤激酶（ALK）激酶与部分二级蛋白，现已在人
实体瘤中鉴定，例如，非小细胞肺癌（NSCLC）。次级蛋白质包括棘皮动物微管 - 相关蛋白样4（EML-4）和TRK-融合基因
（TFG）。保留ALK酪氨酸激酶活性的EML4-ALK融合蛋白被证实可以驱动以该突变为特征的NSCLC的增殖和存活。因此，本发明
部分地提供了分离的多核苷酸和编码所公开的突变ALK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。所公开的这种新融合蛋白的鉴定使得能够确定生物样品中这些突变ALK激酶多肽存在的新方法，筛选抑
制蛋白质的化合物的方法，以及抑制以突变多核苷酸为特征的癌症进展的方法或多肽，也由本发明提供。
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