
(57)【要約】
　本発明は、 B-Raf遺伝子生成物中の突然変異に関する。記載する突然変異は、天然由来
源のヒト腫瘍において同定される。これらの突然変異は、癌性表現型に関連し、ヒト被験
体における癌の診断、癌性細胞、または癌に対する素因の基準として、および抗癌治療薬
の開発のために使用され得る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 含 む 、 変 異 型 ヒ ト B-Rafポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 が 、 B-Rafの ア ミ ノ 酸 300よ り Ｃ 末 端 側 に 位 置 す る 、 請 求 項 　
１ に 記 載 の 変 異 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 が 、 B-Rafの 463、 465、 468、 585、 594、 595、 596お よ び 599位 の
　 １ つ 以 上 で 生 じ て い る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 変 異 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 が 、 V599E、 V599D、 G595R、 G465V、 G465E、 G465A、 G468A、 G
468E、 E585K、 F594L、 G595R、 L596V、 L596R、 お よ び G463Eか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請
求 項 ３ に 記 載 の 変 異 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； １ つ 以 上
の 点 突 然 変 異 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 ； １ つ 以 上 の 点 突 然 変 異 を 含 み 、 該 点 突 然 変 異 が B-Rafの 1388、 1394、 1403、 175
3、 1782、 1783、 1796、 1797、 1787、 お よ び 1786位 の １ つ 以 上 に お い て 生 じ て い る 、 請 求
項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； な ら び に １ つ 以
上 の 点 突 然 変 異 を 含 み 、 該 点 突 然 変 異 が B-Rafの G1388T、 G1783C、 TG1796-97AT、 G1394T、
G1394A、 G1394C、 G1403C、 G1403A、 G1753A、 T1782G、 G1388A、 T1796A、 T1787G、 ま た は C1
786Gで あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 の 相 補 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； １ つ 以 上
の 点 突 然 変 異 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 ； １ つ 以 上 の 点 突 然 変 異 を 含 み 、 該 点 突 然 変 異 が B-Rafの 1388、 1394、 1403、 175
3、 1782、 1783、 1796、 1797、 1787、 お よ び 1786位 の １ つ 以 上 に お い て 生 じ て い る 、 請 求
項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； な ら び に １ つ 以
上 の 点 突 然 変 異 を 含 み 、 該 点 突 然 変 異 が B-Rafの G1388T、 G1783C、 TG1796-97AT、 G1394T、
G1394A、 G1394C、 G1403C、 G1403A、 G1753A、 T1782G、 G1388A、 T1796A、 T1787G、 ま た は C1
786Gで あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； １ つ 以 上
の 点 突 然 変 異 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 ； １ つ 以 上 の 点 突 然 変 異 を 含 み 、 該 点 突 然 変 異 が B-Rafの 1388、 1394、 1403、 175
3、 1782、 1783、 1796、 1797、 1787、 お よ び 1786位 の １ つ 以 上 に お い て 生 じ て い る 、 請 求
項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； な ら び に １ つ 以
上 の 点 突 然 変 異 を 含 み 、 該 点 突 然 変 異 が B-Rafの G1388T、 G1783C、 TG1796-97AT、 G1394T、
G1394A、 G1394C、 G1403C、 G1403A、 G1753A、 T1782G、 G1388A、 T1796A、 T1787G、 ま た は C1
786Gで あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 の 特 異 的 な 増 幅 を 指 令 す る 核 酸 プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 選 択 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 (ａ )ヒ ト 被 験 体 か ら 天 然 の 細 胞 物 質 の サ ン プ ル を 単 離 す る ス テ ッ プ ；
　 (ｂ )該 細 胞 物 質 中 の １ つ 以 上 の B-Raf遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 に 由 来 す る 核 酸 物 質 を 検
査 す る ス テ ッ プ ； お よ び
　 (ｃ )該 核 酸 物 質 が 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 に お い て １ つ 以 上 の 点 突 然 変
異 を 含 む か 否 か を 判 断 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 発 癌 性 突 然 変 異 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 (ａ )被 験 体 の 癌 性 だ と 疑 わ れ る 天 然 の 組 織 に 由 来 す る 細 胞 物 質 の 第 １ の サ ン プ ル 、 お よ
び 同 被 験 体 の 非 癌 性 組 織 由 来 の 細 胞 物 質 の 第 ２ の サ ン プ ル を 単 離 す る ス テ ッ プ ；
　 (ｂ )該 細 胞 物 質 の 該 両 方 の サ ン プ ル 中 の １ つ 以 上 の B-Raf遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 に 由
来 す る 核 酸 物 質 を 検 査 す る ス テ ッ プ ； な ら び に
　 (ｃ )該 核 酸 物 質 が 、 RAFポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 に お い て １ つ 以 上 の 点 突 然 変 異
を 含 む か 否 か ； お よ び 該 突 然 変 異 が 、 該 癌 性 と 疑 わ れ る 組 織 に 由 来 す る 天 然 の 細 胞 物 質 に
は 存 在 す る が 、 該 非 癌 性 組 織 に 由 来 す る 細 胞 物 質 に は 存 在 し な い こ と を 判 断 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 発 癌 性 突 然 変 異 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 点 突 然 変 異 が 、 B-rafの 1388、 1394、 1403、 1753、 1782、 1783、 1796、 1797、 1787
、 お よ び 1786位 の １ つ 以 上 で 生 じ て い る 、 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 点 突 然 変 異 が 、 B-rafの G1388T、 G1783C、 TG1796-97AT、 G1394T、 G1394A、 G1394C、
G1403C、 G1403A、 G1753A、 T1782G、 G1388A、 T1796A、 T1787G、 ま た は C1786Gで あ る 、 請 求
項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 (ａ )被 験 体 か ら 細 胞 物 質 の サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ ；
　 (ｂ )該 サ ン プ ル を 請 求 項 １ ３ に 記 載 の リ ガ ン ド で ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ ； お よ び
　 (ｃ )該 サ ン プ ル に お い て 、 １ つ 以 上 の 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 発 癌 性 突 然 変 異 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド が 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 核 酸 の 増 幅 産 物 の サ ン プ ル に お い て 配 列 を モ ニ タ ー し て 、 開 始 配 列 位 置 か ら 終 結 配 列 位
置 ま で 及 ぶ 標 的 ド メ イ ン に お い て 測 定 さ れ た 塩 基 対 同 定 デ ー タ を 特 定 す る サ ン プ ル デ ー タ
セ ッ ト を 提 供 可 能 な 配 列 検 出 装 置 と ；
　 該 配 列 決 定 装 置 に 接 続 し て 該 サ ン プ ル デ ー タ セ ッ ト を 受 け 取 り 、 標 的 配 列 位 置 に つ い て
測 定 さ れ た 塩 基 対 同 定 デ ー タ が 、 該 標 的 配 列 位 置 に つ い て の 参 照 塩 基 対 デ ー タ に 対 応 す る
か 否 か を 条 件 と し て 、 該 サ ン プ ル 中 の 突 然 変 異 の 有 無 を 判 断 可 能 な デ ー タ 分 析 ユ ニ ッ ト と
、
を 備 え る 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 中 の 標 的 配 列 位 置 に お け る 突 然 変 異 を 検
出 す る た め の 装 置 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 デ ー タ 分 析 ユ ニ ッ ト に よ り 判 断 さ れ た 前 記 サ ン プ ル 中 に お け る 突 然 変 異 の 有 無 を 示
す 出 力 を 生 成 可 能 で あ る 出 力 装 置 を 備 え る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 出 力 装 置 が ： 画 像 ユ ー ザ イ ン タ ー フ ェ ー ス ； 音 声 ユ ー ザ イ ン タ ー フ ェ ー ス ； プ リ ン
タ ； コ ン ピ ュ ー タ 読 取 り 可 能 記 憶 媒 体 ； お よ び コ ン ピ ュ ー タ 翻 訳 可 能 キ ャ リ ア 媒 体 (inter
preterable carrier medium)の う ち の 少 な く と も １ つ を 備 え る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 装 置
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 核 酸 の 増 幅 産 物 の サ ン プ ル を 配 列 決 定 し て 、 開 始 配 列 位 置 か ら 終 結 配 列 位 置 ま で 及 ぶ 標
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的 ド メ イ ン に お い て 測 定 し た 塩 基 対 同 定 デ ー タ を 特 定 す る サ ン プ ル デ ー タ セ ッ ト を 得 る こ
と ；
　 標 的 配 列 位 置 に つ い て 測 定 さ れ た 塩 基 対 同 定 デ ー タ が 、 該 標 的 配 列 位 置 に つ い て の 参 照
塩 基 対 デ ー タ に 対 応 す る か 否 か を 条 件 と し て 、 該 サ ン プ ル 中 の 突 然 変 異 の 有 無 を 判 断 す る
こ と ； お よ び
　 該 判 断 ス テ ッ プ に お い て 確 立 さ れ た 該 サ ン プ ル 中 の 該 突 然 変 異 の 有 無 を 示 す 出 力 を 生 成
す る こ と
を 含 む 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 中 の 標 的 配 列 位 置 に お け る 突 然 変 異 を 検 出
す る 自 動 化 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 マ ー カ ー を 充 填 さ れ 、 か つ マ ー カ ー を 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド の サ ン プ ル 中 の １ つ 以 上 の
標 的 ア ミ ノ 酸 に 適 用 可 能 な 、 タ ン パ ク 質 マ ー キ ン グ 装 置 と ；
該 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 有 無 を 判 断 可 能 で 、 該 サ ン プ ル 中 の 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 の 有
無 を 示 す 、 マ ー カ ー 読 取 り 装 置 と
を 備 え る 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド 中 の 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 検 出 す る た め の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 マ ー カ ー が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 担 持 す る B-Rafポ リ ペ プ チ ド に 優 先 的 に 結 合 す
る リ ガ ン ド を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 マ ー カ ー が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 含 ま な い 野 生 型 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド に 優 先
的 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 マ ー カ ー が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 マ ー キ ン グ 装 置 が 、 ELISAプ ロ セ ス を 実 行 す る よ う に 構 成 さ れ て い る 、
請 求 項 ２ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 マ ー キ ン グ 装 置 が 、 マ イ ク ロ ア レ イ ヤ ー (microarrayer)を 備 え る 、 請 求
項 ２ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 マ ー カ ー 読 取 り 装 置 が 、 サ ン プ ル を 光 学 的 に 読 み 取 る よ う に 構 成 さ れ て い る 、 請 求
項 ２ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 マ ー カ ー 読 取 り 装 置 に よ り 判 断 さ れ た サ ン プ ル 中 の 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 の 有 無 を
示 す 出 力 を 生 成 可 能 な 出 力 装 置 を 備 え る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 出 力 装 置 が 、 画 像 ユ ー ザ イ ン タ ー フ ェ ー ス ； 音 声 ユ ー ザ イ ン タ ー フ ェ ー ス ； プ リ ン
タ ； コ ン ピ ュ ー タ 読 取 り 可 能 記 憶 媒 体 ； お よ び コ ン ピ ュ ー タ 翻 訳 可 能 キ ャ リ ア 媒 体 の う ち
の 少 な く と も １ つ を 備 え る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 マ ー カ ー を 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド の サ ン プ ル 中 の １ つ 以 上 の 標 的 ア ミ ノ 酸 に 適 用 す る こ
と ；
該 マ ー カ ー を 適 用 し た 後 、 該 サ ン プ ル を 読 み 取 り 、 該 サ ン プ ル に お け る 該 マ ー カ ー の 有 無
を 判 断 し て 、 該 サ ン プ ル に お け る 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 の 有 無 を 示 す こ と ； お よ び
　 該 読 取 り ス テ ッ プ に お い て 判 断 さ れ た 該 サ ン プ ル 中 の 該 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 の 有 無 を
示 す 出 力 を 生 成 す る こ と
を 含 む 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド に お い て 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 検 出 す る 自 動 化 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 (ｄ )本 発 明 に よ る １ つ 以 上 の 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を 得 る ス テ ッ プ ；
　 (ｅ )該 １ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
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； お よ び
　 (ｆ )該 １ つ 以 上 の 化 合 物 と 該 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 抗 増 殖 活 性 を 有 す る １ つ 以 上 の 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 相 互 作 用 が 、 結 合 相 互 作 用 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 (ｅ )本 発 明 に よ る １ つ 以 上 の 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を 得 る ス テ ッ プ ；
　 (ｆ )該 B-Rafポ リ ペ プ チ ド 用 の 下 流 基 質 を 得 る ス テ ッ プ ； お よ び
　 (ｇ )テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 存 在 下 に お い て 、 該 基 質 の 修 飾 を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 抗 増 殖 活 性 を 有 す る １ つ 以 上 の 化 合 物 を 同 定 す る ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 基 質 修 飾 を 直 接 検 出 す る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 基 質 が 、 第 ２ の 基 質 を 修 飾 す る 酵 素 で あ り 、 該 第 ２ の 修 飾 が 検 出 可 能 で あ る 、 請 求
項 ３ ４ に 記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 基 質 が MEKで あ り 、 前 記 第 ２ の 基 質 が MAPKで あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ア ッ セ イ に つ い て 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 不 在 下 に お け る 参 照 レ ベ ル を 決 定 す
る 、 請 求 項 ２ １ ～ ３ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 ま た は ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 B-Rafの 463、 465、 お よ び 468位 に 対 応 す る １ つ 以 上 の 位 置 に お け る 突 然 変 異 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 リ ン 酸 塩 結 合 ル ー プ に お い て 突 然 変 異 を 含 む 構 成 的 に 活 性 な キ ナ ー ゼ 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 突 然 変 異 が 、 463お よ び 468位 の １ つ 以 上 に あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の キ ナ ー ゼ 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 突 然 変 異 が 、 G463Vお よ び G468Aか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の キ
ナ ー ゼ 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 Rafタ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ナ ー ゼ 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 B-Rafで あ る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の キ ナ ー ゼ 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 (ａ )請 求 項 ４ ２ ～ ４ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 を 含
む 変 異 型 キ ナ ー ゼ を 調 製 す る こ と ；
　 (ｂ )キ ナ ー ゼ 基 質 の 存 在 下 で 、 該 変 異 型 キ ナ ー ゼ を 、 １ つ 以 上 の 化 合 物 に 晒 す こ と ； お
よ び
　 (ｈ )該 １ つ 以 上 の 化 合 物 の 存 在 下 で 、 該 基 質 を リ ン 酸 化 す る 該 キ ナ ー ゼ の 能 力 を 判 断 す
る こ と
を 含 む 、 キ ナ ー ゼ に 対 す る 阻 害 効 果 に つ い て １ つ 以 上 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 B-raf遺 伝 子 の 癌 特 異 的 変 異 体 、 な ら び に 異 常 細 胞 お よ び 癌 の 検 出 に お け る
そ の 使 用 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 癌 を 診 断 す る 方 法 、 被 験 体 に お け る 癌 性 細 胞 を 検
出 す る 方 法 、 お よ び 癌 を 治 療 す る た め の 治 療 薬 を 開 発 す る 方 法 を 説 明 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-503542 A 2006.2.2

序 章



　 癌 は 、 あ ら ゆ る 年 齢 の あ ら ゆ る 器 官 の あ ら ゆ る 組 織 に お い て 発 達 し 得 る 。 初 期 段 階 で 検
出 さ れ る ほ と ん ど の 癌 は 、 治 療 で き る 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 、 癌 の 初 期 徴 候 に つ い て 、 患
者 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 能 力 、 そ し て 早 期 介 入 を 可 能 に す る こ と が 非 常 に 望 ま れ て い る (
例 え ば 、 Merck Manual of Diagnosis and Therapy (1992) 16 ed., Merck and Coを 参 照 )
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 癌 性 細 胞 は 、 無 秩 序 な 成 長 、 分 化 の 欠 如 、 な ら び に 局 所 組 織 に 侵 入 お よ び 転 移 す る 能 力
を 示 す 。 従 っ て 、 癌 細 胞 は 、 正 常 細 胞 と 異 な り 、 そ の 表 現 型 特 徴 だ け で は な く 、 そ の 生 化
学 的 お よ び 分 子 生 物 学 的 特 徴 に よ っ て も 同 定 で き る 可 能 性 が あ る 。 そ し て こ の よ う な 特 徴
は 、 細 胞 成 長 お よ び 分 化 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 制 御 す る 癌 遺 伝 子 と し て 知 ら れ る 細 胞 遺
伝 子 の サ ブ セ ッ ト に お い て 遺 伝 子 レ ベ ル で 生 じ る 癌 性 細 胞 の 変 化 に よ り 左 右 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Raf癌 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー は 、 A-、 B-お よ び C-raf(raf-1と も 呼 ば れ る )と 称 さ れ る ３ つ の
高 度 に 保 存 さ れ た 遺 伝 子 を 含 む 。 rafフ ァ ミ リ ー の 中 で 最 も よ く 特 徴 決 定 さ れ た メ ン バ ー
で あ る C-Rafは 、 マ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 3611の 形 質 転 換 遺 伝 子 で あ る ν -rafの 細 胞 ホ モ ロ グ
で あ る 。 ウ イ ル ス raf癌 遺 伝 子 は 、 正 常 Rafタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 配 列 を 欠 く タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 。 こ れ ら の ア ミ ノ 末 端 配 列 は 、 RAFセ リ ン /ト レ オ ニ ン タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ 活
性 の 調 節 の た め に 不 可 欠 で あ り 、 こ れ ら の 欠 失 ま た は 置 換 に よ り 癌 遺 伝 子 コ ー ド 型 RAFタ
ン パ ク 質 の 構 成 的 な 活 性 が 生 じ る 。 こ の 非 調 節 型 活 性 に よ り 、 細 胞 増 殖 が 促 進 さ れ 、 細 胞
形 質 転 換 が 生 じ る 。 い く つ か の 腫 瘍 に 由 来 す る DNAは 、 NIH/3T3細 胞 の DNAト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン に よ り 平 滑 末 端 化 C-raf-1に 由 来 す る と 同 定 さ れ る こ と で 検 出 可 能 な 形 質 転 換 活 性
を 含 む と 主 張 さ れ て き た 。 し か し 、 こ れ ら の 結 果 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 人 工 産 物 で
あ る 可 能 性 が 高 い 。 な ぜ な ら 、 形 質 転 換 DNAが 由 来 す る 腫 瘍 に お い て 同 じ 突 然 変 異 は 見 と
め ら れ て い な い か ら で あ る 。 C-raf遺 伝 子 に お い て 人 工 的 に 生 じ た 突 然 変 異 は 、 in vitro
で 細 胞 に 導 入 し た 場 合 に 、 形 質 転 換 を 誘 導 で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 B-raf遺 伝 子 は 、 鳥 類 細 胞 に お い て 検 出 さ れ る 94-kDセ リ ン /ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ を コ ー
ド す る 鳥 類 c-Rmil癌 原 遺 伝 子 の ヒ ト ホ モ ロ グ で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 mil/raf遺 伝 子
フ ァ ミ リ ー の 他 の タ ン パ ク 質 に お い て 見 と め ら れ な い ア ミ ノ 末 端 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の 配
列 は 、 鳥 類 ゲ ノ ム 中 の ３ つ の エ キ ソ ン に コ ー ド さ れ る 。 Eycheneら (1992) Oncogene 7:165
7-1660は 、 こ れ ら の ３ つ の エ キ ソ ン が ヒ ト B-raf遺 伝 子 に お い て 保 存 さ れ 、 鳥 類 遺 伝 子 の
ア ミ ノ 酸 配 列 に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る こ と を 報 告 し て い る 。 彼 ら は 、 ２ つ の
ヒ ト B-raf遺 伝 子 座 (す な わ ち 、 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 7q34に マ ッ ピ
ン グ さ れ 、 機 能 性 遺 伝 子 生 成 物 を コ ー ド す る こ と が 示 さ れ た B-raf1、 お よ び Xq13上 に 位 置
す る 不 活 処 理 化 偽 遺 伝 子 で あ る B-raf2)を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 v-raf癌 遺 伝 子 プ ロ ー ブ で マ ウ ス cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 H
uebnerら (1986) Proc. Nat. Acad. Sci. 83: 3934-3938は 、 形 質 転 換 raf関 連 cDNAで あ る A
-rafを 単 離 し 、 こ れ は 、 raf1と 区 別 さ れ る 遺 伝 子 を 表 し て い た 。 マ ウ ス の 単 一 の A-raf遺
伝 子 座 、 お よ び ヒ ト の A-raf1遺 伝 子 座 は 、 い く つ か の マ ウ ス お よ び ヒ ト 細 胞 系 に お い て 能
動 的 に 転 写 さ れ る 。 ヒ ト A-raf1癌 遺 伝 子 の 完 全 606ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 cDNAの 2,453ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 か ら 推 定 さ れ て い る 。 A-raf遺 伝 子 は 、 Ｘ 染 色 体 性 (X-linked)で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 癌 原 遺 伝 子 か ら 癌 遺 伝 子 へ の 変 換 の 既 知 の メ カ ニ ズ ム は 、 点 突 然 変 異 と し て 知 ら れ る DN
A配 列 中 の 単 一 突 然 変 異 の 現 れ で あ り 、 こ れ は 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配
列 の 変 化 を 生 じ る 。 例 え ば 、 ras癌 遺 伝 子 は 、 正 常 細 胞 中 に は 存 在 し な い が 、 癌 原 遺 伝 子
対 応 部 分 は 全 て の 細 胞 に 存 在 す る 。 野 生 型 Rasタ ン パ ク 質 は 、 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 小
さ い GTP結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 し か し 、 ウ イ ル ス お よ び ヒ ト 腫 瘍 に 由 来 す る 多 く の ras癌
遺 伝 子 は 、 コ ド ン 番 号 12に お い て 点 突 然 変 異 を 有 す る (す な わ ち 、 通 常 は グ リ シ ン を コ ー
ド す る コ ド ン GGCが 、 バ リ ン を コ ー ド す る GTCに 変 化 す る )。 こ の コ ド ン に お い て 、 作 用 す
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る 少 な く と も ５ つ の 異 な る 置 換 を 含 む 、 複 数 の 突 然 変 異 が 見 と め ら れ て い る 。 こ の 単 一 ア
ミ ノ 酸 変 化 に よ り 、 Rasタ ン パ ク 質 の GTPア ー ゼ 活 性 が 妨 げ ら れ 、 GTP結 合 の ま ま で あ る た
め に 、 Rasを 構 成 的 に 活 性 化 さ せ る 。 13お よ び 61位 に お け る ア ミ ノ 酸 も 、 ヒ ト 腫 瘍 由 来 の r
as癌 遺 伝 子 に お い て 頻 繁 に 変 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Rafタ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ｃ (PKC)フ ァ ミ リ ー に 構 造 的 に 関 連 す る セ リ ン /
ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ で あ り 、 細 胞 成 長 お よ び 分 化 に お い て 必 須 で あ る 。 Rafタ ン パ ク 質 は
、 MAPキ ナ ー ゼ の 活 性 化 に お け る シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 し 、 こ れ は 、 真 核 生 物 に お い て 高 度
に 保 存 さ れ て い る 。 ERK1お よ び ERK2を 含 む MAPキ ナ ー ゼ (マ イ ト ジ ェ ン -活 性 化 タ ン パ ク 質
キ ナ ー ゼ )は 、 転 写 因 子 を 直 接 リ ン 酸 化 し て 、 生 物 学 的 事 象 を 調 節 す る 。 そ し て 、 MAPKK(M
APキ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ )お よ び MAPKKK(MAPKKキ ナ ー ゼ )は 、 MAPキ ナ ー ゼ を 調 節 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Rafタ ン パ ク 質 は MAPKKKで あ り 、 哺 乳 動 物 生 物 学 系 に お い て MAPKK MEKを in vivoで リ ン
酸 化 す る と 考 え ら れ て い る 。 明 確 な raf遺 伝 子 は 、 脊 椎 動 物 に お い て 、 A-Raf、 B-Raf、 お
よ び Raf-1(c-Rafと し て も 知 ら れ て い る )を コ ー ド す る (Papinら , 1998, Oncogene 12:2218
-2221に お い て 概 論 さ れ て い る )。 ３ つ の タ ン パ ク 質 の MEKを 活 性 化 す る 能 力 は 、 等 し く な
い 。 フ ァ ミ リ ー の 中 で も あ ま り 特 徴 決 定 さ れ て い な い メ ン バ ー で あ る A-Rafは 、 MEKア ク チ
ベ ー タ ー と し て は 乏 し い と 思 わ れ 、 そ の 活 性 は 測 定 す る の が 困 難 で あ る (Pritchardら , 19
95, Mol. Cell. Biol. 15, 6430-6442)。 B-Rafお よ び Raf-1も 、 MEKを 活 性 化 す る 能 力 が 異
な る 。 Raf-1は 、 遍 在 的 に 発 現 さ れ る の に 対 し て 、 B-Rafは 神 経 組 織 に お い て 最 も 高 い レ ベ
ル の 発 現 を 提 示 す る (Barnierら , 1995, J. Biol. Chem. 270, 23381-23389)。 し か し 、 B-
Rafは 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 に よ り 発 現 が ほ と ん ど 検 出 さ れ な い 細 胞 に お い て
さ え も 、 主 な MEKア ク チ ベ ー タ ー と し て 同 定 さ れ て き た (Catlingら , 1994； Jaiswalら , 19
94； Reuterら , 1995； Huserら , 2001； Mikulaら , 2001)。 そ れ に 一 貫 し て 、 B-Rafは 、 Raf
-1よ り も 、 MEK-1お よ び MEK-2に 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 し (Papinら , 1996； Papinら , 1998)
、 MAPKK MEKを リ ン 酸 化 す る の に よ り 効 率 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 B-Rafの 上 流 ア ク チ ベ ー タ ー は 、 GTPア ー ゼ Rasで あ る 。 い く つ か の Rasイ ソ フ ォ ー ム (N-R
as、 Ha-Ras、 Ki-Ras4A、 お よ び Ki-Ras4B)は 、 哺 乳 動 物 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 R
asス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 他 の GTPア ー ゼ も 、 B-Rafと 相 互 作 用 し 得 る 。 例 え ば 、 Peysonnaux
ら , (2001) Biology of the Cell 93:53-62に お い て 概 論 さ れ て い る Rap-1は 、 B-Rafの 選
択 的 ア ク チ ベ ー タ ー と 思 わ れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 明 細 書 は 、 B-Raf遺 伝 子 に お け る 点 突 然 変 異 に つ い て 記 載 す る 。 記 載 す る 点 突 然 変 異
は 、 天 然 の 由 来 原 の ヒ ト 腫 瘍 に お い て 同 定 さ れ る 。 こ れ ら の 点 突 然 変 異 は 、 癌 性 表 現 型 に
関 連 し 、 ヒ ト 被 験 者 に お け る 、 癌 の 診 断 、 癌 性 細 胞 、 ま た は 癌 に 対 す る 素 因 に つ い て の 基
準 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 B-Rafの キ ナ ー ゼ 活 性 の 活 性 化 に よ り 仲 介 さ れ る 多 く の シ グ ナ リ ン グ 経 路 が 、 細 胞 増 殖
お よ び 発 癌 性 形 質 転 換 の 制 御 に 関 与 す る た め 、 発 癌 性 特 徴 を 生 じ 得 る B-raf遺 伝 子 の 変 化
を 迅 速 に 検 出 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 、 第 １ の 態 様 で は 、 １ つ 以 上 の 突 然 変 異 を 含 む 、 ヒ ト B-Rafポ リ ペ プ チ ド の 天 然
の 癌 関 連 変 異 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 癌 関 連 変 異 体 は 、 天 然 の ヒ ト 原 発 腫 瘍 か ら 単 離 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 突 然 変 異 は 、 B-Rafの キ ナ ー ゼ ド メ イ ン に 含 ま れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 本 発 明 は 、 ヒ ト 癌 に お け る 癌 性 表 現 型 に 関 連 す る こ と が 分 か っ て い る い く つ か の 突 然 変
異 を 提 供 し ； 従 っ て 、 B-Raf突 然 変 異 と 癌 と の 関 連 性 を in vivoで 確 立 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 突 然 変 異 は 、 点 突 然 変 異 で あ る こ と が 好 ま し い 。 突 然 変 異 は ま た 、 １ つ 以 上 の ヌ ク レ オ
チ ド 、 好 ま し く は ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ ま た は ６ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 、 欠 失 ま た は 置 換 等 の 変 化
を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 突 然 変 異 は 、 B-Rafに お い て 、 ア ミ ノ 酸 300位 の Ｃ 末 端 側 に 位 置 し て い る こ と が 都 合 が よ
い 。 好 ま し い 位 置 は 、 463、 465、 468、 585、 594、 596、 お よ び 599で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 最 も 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 突 然 変 異 は 、 V599E、 V599D、 G595R、 G465V、 G465E、 G465A、
G468A、 G468E、 E585K、 F594L、 G595R、 L596V、 L596R、 お よ び G463Eか ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 離 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 記 載 す る 突 然 変 異 を 含 む 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を 包 含
す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 第 ２ の 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る
核 酸 を 提 供 す る 。 核 酸 は 、 １ つ 以 上 の 点 突 然 変 異 を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 核 酸 は 、 単 離 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 B-raf遺 伝 子 に お い て 、 腫 瘍 と の 関 連 を 示 す 点 突 然 変 異 が 検 出 さ れ て い る 。 点 突 然 変 異
は 、 B-raf中 の 1388、 1394、 1403、 1753、 1782、 1783、 1796、 1797、 1787、 お よ び 1786位
の １ つ 以 上 に お い て 生 じ て い る こ と が 都 合 が よ い 。 点 突 然 変 異 は 、 B-raf中 の G1388T、 G17
83C、 TG1796-97AT、 G1394T、 G1394A、 G1394C、 G1403C、 G1403A、 G1753A、 T1782G、 G1388A
、 T1796A、 T1787G、 ま た は C1786Gで あ る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 は 、 上 記 核 酸 の い ず れ か
の 相 補 体 (complement)を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 本 発 明 に よ る 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 核 酸 は 、 例 え ば 、 核 酸 増 幅 反 応 に お い て 、 本
発 明 に よ る 変 異 型 B-Rafコ ー ド 核 酸 の 特 異 的 な 増 幅 を 指 令 す る プ ラ イ マ ー で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 第 ３ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド に 選 択 的 に 結 合 す
る リ ガ ン ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の よ う な リ ガ ン ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る こ と が 都 合 が よ く 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原
結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 第 ４ の 態 様 に よ れ ば 、
　 (ａ )被 験 体 か ら 細 胞 物 質 の サ ン プ ル を 単 離 す る ス テ ッ プ ；
　 (ｂ )該 細 胞 物 質 中 の １ つ 以 上 の B-raf遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 に 由 来 す る 核 酸 物 質 を 検
査 す る ス テ ッ プ ； お よ び
　 (ｃ )こ の よ う な 核 酸 物 質 が 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 に お い て １ つ 以 上 の
突 然 変 異 を 含 む か 否 か を 判 断 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 細 胞 形 質 転 換 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 突 然 変 異 は 、 点 突 然 変 異 で あ る こ と が 都 合 が よ い 。

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-503542 A 2006.2.2



【 ０ ０ ３ ０ 】
　 突 然 変 異 は 、 B-rafの 1388、 1394、 1403、 1753、 1782、 1783、 1796、 1797、 1787、 お よ
び 1786位 の １ つ 以 上 に お い て 生 じ て い る こ と が 都 合 が よ い 。 点 突 然 変 異 は 、 B-raf中 の G13
88T、 G1783C、 TG1796-97AT、 G1394T、 G1394A、 G1394C、 G1403C、 G1403A、 G1753A、 T1782G
、 G1388A、 T1796A、 T1787G、 ま た は C1786Gで あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に よ り 同 定 し た 突 然 変 異 は 、 体 細 胞 組 織 (somatic tissue)で 生 じ 、 生 殖 細 胞 を 介
し て 伝 達 さ れ な い 体 細 胞 突 然 変 異 で あ る こ と が 都 合 が よ い 。 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、
(ａ )癌 性 で あ る と 疑 わ れ る 被 験 体 組 織 か ら 細 胞 物 質 の 第 １ の サ ン プ ル を 、 お よ び 同 じ 被 験
体 の 非 癌 性 組 織 か ら 細 胞 物 質 の 第 ２ の サ ン プ ル を 単 離 す る ス テ ッ プ ；
(ｂ )該 細 胞 物 質 の サ ン プ ル の 両 方 に お け る １ つ 以 上 の B-raf遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 に 由
来 す る 核 酸 物 質 を 検 査 す る ス テ ッ プ ； な ら び に
(ｃ )こ の よ う な 核 酸 物 質 が 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 に お い て １ つ 以 上 の 点
突 然 変 異 を 含 む か 否 か 、 そ し て 該 突 然 変 異 が 、 該 癌 性 と 疑 わ れ る 組 織 に 由 来 す る 細 胞 物 質
に 存 在 し て 、 か つ 該 非 癌 性 組 織 由 来 の 細 胞 物 質 に は 存 在 し て い な い こ と を 判 断 す る ス テ ッ
プ
を 含 む 、 細 胞 形 質 転 換 の 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、
(ａ )被 験 体 か ら 細 胞 物 質 の サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ ；
(ｂ )該 サ ン プ ル を 、 本 発 明 に よ る 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド に 選 択 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド
で ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｃ )該 サ ン プ ル 中 の １ つ 以 上 の 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 細 胞 形 質 転 換 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
(ａ )本 発 明 に よ る １ つ 以 上 の 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を 得 る ス テ ッ プ ；
(ｂ )該 １ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ；
お よ び
(ｃ )該 １ つ 以 上 の 化 合 物 と 該 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 抗 増 殖 活 性 を 有 す る １ つ 以 上 の 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 上 記 相 互 作 用 は 結 合 相 互 作 用 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、
(ａ )本 発 明 に よ る １ つ 以 上 の 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を 得 る ス テ ッ プ ；
(ｂ )B-Rafポ リ ペ プ チ ド 用 の 下 流 基 質 を 得 る ス テ ッ プ ； お よ び
(ｃ )テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 存 在 下 で 、 該 基 質 の 修 飾 を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 抗 増 殖 活 性 を 有 す る １ つ 以 上 の 化 合 物 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 B-Rafは 、 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ で あ り 、 従 っ て 、 基 質 は リ ン 酸 化 ま た は 脱 リ ン 酸 化 さ れ
得 る 。 基 質 上 で の 変 異 型 B-Rafの 作 用 は 、 検 出 可 能 な 変 化 を 生 じ る こ と が 好 ま し い 。 基 質
は 、 別 の キ ナ ー ゼ ま た は ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ り 、 こ れ ら は 検 出 可 能 な 変 化 を 生 じ る 第 ３ の
分 子 を 修 飾 す る こ と が 都 合 が よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 例 え ば 、 基 質 は 、 キ ナ ー ゼ MEKで あ り 得 る 。 MEKリ ン 酸 化 は 、 直 接 検 出 さ れ る か 、 ま た は
好 ま し く は 、 MAPキ ナ ー ゼ を リ ン 酸 化 す る MEKの 活 性 を 介 し て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 基 質 上 の 変 異 型 B-Rafの 参 照 活 性 を 確 立 し 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 存 在 下 お よ
び /ま た は 不 在 下 に お け る 活 性 を 該 参 照 値 と 比 較 す る こ と が 都 合 が よ い 。 変 異 型 B-Rafの 活
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性 が 低 下 し て い る 場 合 に は 、 増 殖 活 性 が 低 下 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 抗 増 殖 活 性 に つ い て 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 細 胞 利 用 型 ア
ッ セ イ を 提 供 す る 。 第 １ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
(ａ )NIH 3T3細 胞 の 培 養 物 を 得 る ス テ ッ プ ；
(ｂ )本 発 明 に よ る 変 異 型 B-raf核 酸 で 、 該 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る ス テ ッ プ ；
(ｃ )該 細 胞 を 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 に 曝 す ス テ ッ プ ； お よ び
(ｄ )該 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 に 曝 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 と 、 そ の よ う に 曝 さ
れ て い な い ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 と で 、 形 成 さ れ た フ ォ ー カ ス の 数 の 差 を 測 定 す る ス テ ッ
プ
を 含 む 、 3T3フ ォ ー カ ス 形 成 ア ッ セ イ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 細 胞 利 用 型 ア ッ セ イ は 、 NIH 3T3細 胞 を 使 用 し て 行 わ れ る こ と が 多 い 。 し か し 、 他 の 細
胞 型 、 特 に 繊 維 芽 細 胞 も 、 こ の よ う な ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 細 胞 上 の 変 異 型 B-raf遺 伝 子 の フ ォ ー カ ス 形 成 の 参 照 活 性 を
確 立 し て 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 存 在 下 お よ び /ま た は 不 在 下 で の 活 性 を 該 参 照
値 と 比 較 す る こ と が 都 合 が よ い 。 変 異 型 B-raf遺 伝 子 の フ ォ ー カ ス 形 成 活 性 の 低 下 は 、 増
殖 活 性 の 低 下 を 示 し 、 つ ま り テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 抗 増 殖 活 性 の 低 下 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 突 然 変 異 を 検 出 す る 自 動 化 さ れ た 方 法 お よ び 装 置 (apparata)も 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
　 特 に 付 記 し な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 全 て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は 、 (例 え ば
、 細 胞 培 養 、 分 子 遺 伝 子 学 、 核 酸 化 学 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 法 、 お よ び 生 化 学 に お
け る )当 業 者 に 一 般 的 に 理 解 さ れ て い る も の と 同 じ 意 味 を 持 つ 。 分 子 、 遺 伝 子 、 お よ び 生
化 学 的 方 法 の た め に 、 標 準 的 な 技 術 を 使 用 す る 。 Sambrookら , Molecular Cloning: A Lab
oratory Manual, 第 二 版  (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring H
arbor, N.Y.、 お よ び Ausubelら , Short Protocols in Molecular Biology (1999) 第 四 版
, John Wiley and Sons, Inc.； な ら び に Guthrieら , Guide to Yeast Genetics and Mole
culr Biology, Methods in Enzymology, Vol. 194, Academic Press, Inc., (1991)、 PCR
 Protocols: A Guide to Methods and Applirations (Innisら  1990. Academic Press, S
an Diego, Calif.)、 McPhersonら , PCR Volume 1, Oxford University Press, (1991)、 C
ulture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 第 二 版 (R.I. Freshney. 1987.
 Liss, Inc. New York, N.Y.)、 な ら び に Gene Transfer and Expression Protocols, pp.
 109-128, E.J. Murray編 , The Humana Press Inc., Clifton, N.J.を 概 要 的 に 参 照 の こ
と 。 こ れ ら の 文 献 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　
　 本 出 願 は 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 記 載 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 RAFポ リ ペ プ チ
ド 」 と い う 用 語 は 、 RAFフ ァ ミ リ ー の ポ リ ペ プ チ ド を 指 す の に 使 用 す る 。 RAFは 、 最 初 、 癌
遺 伝 子 v-rafを 含 む 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 固 有 の 急 性 形 質 転 換 性 複 製 欠 損 マ ウ ス Ｃ 型 ウ イ
ル ス に お い て 同 定 さ れ た (Rappら  Proc. Nat. Acad. Sci. 80: 4218-4222, 1983)。 細 胞 ホ
モ ロ グ で あ る c-rafは 、 哺 乳 動 物 DNA中 に 存 在 す る 。 そ の 後 、 他 の ホ モ ロ グ が 、 ヒ ト お よ び
ト リ に お い て 発 見 さ れ て お り 、 rafは 鳥 類 癌 遺 伝 子 milの ホ モ ロ グ で あ る こ と が 示 さ れ た 。
B-Rafは 、 RAFに 関 係 す る が 、 ３ つ の 追 加 の Ｎ 末 端 エ キ ソ ン を 有 す る 。 従 っ て 、 「 B-Raf」
と い う 用 語 は 、 全 て の 既 知 の ヒ ト B-Rafホ モ ロ グ お よ び 変 異 体 、 な ら び に B-Rafホ モ ロ グ と
し て 同 定 さ れ る B-Rafに 対 し て 十 分 な 相 同 性 を 示 す 他 の ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 こ の 用
語 は 、 ARAF、 CRAF、 ま た は RAF1は 含 ま な い 。 B-Rafは 、 受 託 番 号 NP_004324、 核 酸 受 託 番 号
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NM_004333と し て 示 さ れ る 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と し て 同 定 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 B-Raf」 と い う 用 語 は 、 NP_004324に 85％ 、 90％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 ま た は 99
％ 相 同 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が 好 ま し い 。 相 同 性 比 較 は 、 目 で 、 ま た よ り 一 般 的
に は 、 利 用 し 易 い 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム の 助 け を 借 り て 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の 市 販 さ
れ て い る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 ２ つ 以 上 の 配 列 間 の 相 同 性 パ ー セ ン テ ー ジ (％ )を 計
算 で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 相 同 性 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 連 続 し た 配 列 に わ た っ て 計 算 で き る (す な わ ち 、 一 方 の 配 列
を 、 他 方 の 配 列 と ア ラ イ ン さ せ て 、 一 方 の 配 列 中 の 各 ア ミ ノ 酸 を 、 他 方 の 配 列 中 の 対 応 す
る ア ミ ノ 酸 と 、 一 度 に １ 残 基 ず つ 直 接 比 較 す る )。 こ れ は 、 「 ア ン ギ ャ ッ プ ド 」 ア ラ イ メ
ン ト と 呼 ば れ る 。 典 型 的 に 、 こ の よ う な ア ン ギ ャ ッ プ ド ア ラ イ メ ン ト は 、 比 較 的 少 数 の 残
基 (例 え ば 、 50未 満 の 連 続 ア ミ ノ 酸 )に わ た っ て の み 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ れ は 非 常 に 単 純 で 一 貫 性 の あ る 方 法 で あ る が 、 例 え ば 、 全 く 同 一 の 配 列 対 で な け れ ば
、 １ つ の 挿 入 ま た は 欠 失 に よ り 、 後 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が ア ラ イ メ ン ト か ら 外 れ 、 従 っ て
、 大 規 模 な ア ラ イ メ ン ト を 行 っ た 場 合 に 、 相 同 性 ％ の 大 幅 な 減 少 を 生 じ る 可 能 性 が あ る と
い う 考 慮 を 欠 い て い る 。 そ の 結 果 、 ほ と ん ど の 配 列 比 較 方 法 は 、 相 同 性 ス コ ア 全 体 に 必 要
以 上 に ペ ナ ル テ ィ ー を 科 す こ と な く 、 可 能 性 の あ る 挿 入 お よ び 欠 失 を 考 慮 す る 最 適 ア ラ イ
メ ン ト を 得 る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 こ れ は 、 配 列 ア ラ イ メ ン ト に 「 ギ ャ ッ プ 」 を 挿 入 し
て 、 局 所 相 同 性 を 最 大 化 す る よ う に す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 し か し 、 こ れ ら の よ り 複 雑 な 方 法 は 、 ア ラ イ メ ン ト 中 で 生 じ る 各 ギ ャ ッ プ に 対 し て 「 ギ
ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー 」 を 科 し て 、 同 数 の 同 一 ア ミ ノ 酸 に つ い て 、 で き る だ け 少 な い ギ ャ ッ
プ で の (２ つ の 比 較 配 列 間 の よ り 高 い 関 係 性 を 反 映 す る ) 配 列 ア ラ イ メ ン ト の 方 が 、 ギ ャ
ッ プ の 多 い も の よ り も 高 い ス コ ア が 得 ら れ る 。 典 型 的 に 、 ギ ャ ッ プ の 存 在 に 対 し て 比 較 的
高 い コ ス ト を 、 そ し て ギ ャ ッ プ 中 の 後 続 す る 各 残 基 に 対 し て よ り 小 さ い ペ ナ ル テ ィ ー を 科
す る 「 ア フ ィ ン ギ ャ ッ プ コ ス ト (Affine gap cost)」 を 使 用 す る 。 こ れ は 、 最 も 一 般 的 に
使 用 さ れ る ギ ャ ッ プ ス コ ア 付 け シ ス テ ム で あ る 。 高 い ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー は 、 当 然 、 ギ
ャ ッ プ が よ り 少 な い 最 適 化 ア ラ イ メ ン ト を 作 成 す る 。 ほ と ん ど の ア ラ イ メ ン ト プ ロ グ ラ ム
は 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー を 変 え る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 こ の よ う な ソ フ ト ウ ェ ア
を 配 列 比 較 に 使 用 す る 場 合 に は 、 デ フ ォ ル ト 値 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 GCG 
Wisconsin Bestfitパ ッ ケ ー ジ (以 下 参 照 )を 使 用 す る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る デ フ ォ
ル ト ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー は 、 １ ギ ャ ッ プ に つ き -12で あ り 、 各 配 列 (extension)に つ き -4
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 従 っ て 、 最 大 相 同 性 ％ の 計 算 は 、 ま ず 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー を 考 慮 し た 、 最 適 な ア ラ
イ メ ン ト の 生 成 を 必 要 と す る 。 こ の よ う な ア ラ イ メ ン ト を 実 行 す る た め に 適 し た コ ン ピ ュ
ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 GCG Wisconsin Bestfitパ ッ ケ ー ジ (University of Wisconsin, U.S.A
.； Devereuxら , 1984, Nucleic Acids Research 12:387)で あ る 。 配 列 比 較 を 実 行 で き る
他 の ソ フ ト ウ ェ ア の 例 と し て は 、 BLASTパ ッ ケ ー ジ (Ausubelら , 1999、 前 掲 、 第 18章 を 参
照 )、 FASTA(Atschulら , 1990, J. Mol. Biol., 403-410)、 お よ び GENEWORKS比 較 ツ ー ル 一
式 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 BLASTお よ び FASTAの 両 方 は 、 オ フ ラ イ ン お よ
び オ ン ラ イ ン 検 索 の 利 用 が 可 能 で あ る (Ausubelら , 1999、 前 掲 、 7-58～ 7-60頁 を 参 照 )。
し か し 、 GCG Bestfitプ ロ グ ラ ム を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 最 終 的 な 相 同 性 ％ は 、 同 一 性 の 点 で 測 定 で き る が 、 ア ラ イ メ ン ト プ ロ セ ス 自 体 は 、 典 型
的 に 、 絶 対 的 な 対 比 較 に 基 づ い て い な い 。 そ の 代 わ り 、 化 学 的 同 一 性 ま た は 進 化 距 離 に 基
づ い て 、 対 ご と の 比 較 に 対 し て ス コ ア を 付 け る ス ケ ー ル 化 類 似 性 ス コ ア マ ト リ ッ ク ス が 一
般 的 に 使 用 さ れ る 。 よ く 使 用 さ れ る こ の よ う な マ ト リ ッ ク ス の 例 は 、 BLOSUM62マ ト リ ッ ク
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ス (BLASTプ ロ グ ラ ム 一 式 に つ い て の デ フ ォ ル ト マ ト リ ッ ク ス )で あ る 。 GCG Wisconsinプ ロ
グ ラ ム は 、 一 般 的 に 、 公 開 デ フ ォ ル ト 値 か 、 ま た は 供 給 さ れ る 場 合 に は カ ス タ ム 記 号 比 較
表 の い ず れ か を 使 用 す る (さ ら な る 詳 細 に つ い て は ユ ー ザ マ ニ ュ ア ル を 参 照 の こ と )。 GCG
パ ッ ケ ー ジ に つ い て は 公 開 デ フ ォ ル ト 値 を 使 用 し 、 他 の ソ フ ト ウ ェ ア の 場 合 に は 、 BLOSUM
62等 の デ フ ォ ル ト マ ト リ ッ ク ス を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ソ フ ト ウ ェ ア が 、 最 適 な ア ラ イ メ ン ト を 生 成 し た 後 、 相 同 性 ％ 、 好 ま し く は 配 列 同 一 性
％ を 計 算 す る こ と が 可 能 に な る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 典 型 的 に 、 配 列 比 較 の 一 部 と し て こ れ
を 実 行 し 、 数 値 的 結 果 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 「 断 片 」 は 、 本 発 明 に 従 っ て 記 載 す る 変 異 型 ア ミ ノ 酸 を 包
含 す る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 で あ る 。 断 片 は 、 完 全 長 B-Rafポ リ ペ プ チ ド ま で の あ ら ゆ る 長 さ
の も の で あ り 得 る ； 従 っ て 、 数 ア ミ ノ 酸 分 を 平 滑 末 端 化 さ れ た B-Rafポ リ ペ プ チ ド 、 お よ
び そ れ よ り も 短 い 断 片 を 含 む 。 都 合 良 く は 、 断 片 は 、 約 764～ 約 5ア ミ ノ 酸 の 長 さ ； 好 ま し
く は 、 約 5～ 約 20ア ミ ノ 酸 の 長 さ ； 都 合 良 く は 、 約 10～ 約 50ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ る 。 本 発
明 に よ る 断 片 は 、 と り わ け 、 動 物 を 免 疫 化 し て 、 抗 体 を 生 じ さ せ る た め に 有 用 で あ る 。 従
っ て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 変 異 型 B-Rafを 特 徴 と す
る 少 な く と も １ つ の 抗 原 決 定 基 (エ ピ ト ー プ )を 含 む こ と が 都 合 が よ い 。 特 定 の ポ リ ペ プ チ
ド 断 片 が 、 こ の よ う な 抗 原 特 性 を 保 持 す る か 否 か は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 常 套 的 な 方 法 に よ
り 簡 単 に 判 断 で き る 。 少 な く て ６ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ペ プ チ ド が 、 免 疫 応 答 を 示 す こ と
が 見 と め ら れ る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 「 核 酸 」 は 、 上 述 し た ヒ ト B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 。 こ の
用 語 は さ ら に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 上 記 同 定 し た 天 然
の 核 酸 ま た は そ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む 。 「 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％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × SSC(750 mM NaC
l、 75 mMク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム )、 50 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.6)、 ５ × デ ン ハ ル ト 溶 液
、 10％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 お よ び 20 pg/ml変 性 断 片 化 (sheared)サ ケ 精 子 DNAを 含 む 溶 液 中
で 、 42℃ に て 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 0.1× SSC中 で 約 65℃ に て フ ィ ル タ を 洗 浄 す
る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 す る 核 酸 は 、 概 し て 、 天 然 で 見 と め ら れ る 核 酸 で あ る が 、 同 用 語 は 、 そ
の 改 変 範 囲 内 で 、 当 該 分 野 で 公 知 の 、 改 変 さ れ た 骨 格 ま た は 基 質 を 有 す る 人 工 核 酸 も 含 み
得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 本 発 明 に よ る 突 然 変 異 を 含 む B-raf遺 伝 子 の 特
定 の 領 域 の 核 酸 増 幅 に よ る も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 す る 「 単 離 」 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 は 、 元 の 環 境 (例 え ば 、 物 質 が 自
然 と 生 じ る 自 然 環 境 )か ら 採 ら れ た 物 質 を 指 し 、 つ ま り 、 そ の 天 然 状 態 か ら 人 為 的 に 変 化
さ せ ら れ る 。 例 え ば 、 単 離 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ベ ク タ ー も し く は 組 成 物 の 一 部 で あ る か 、 ま
た は 細 胞 に 含 ま れ て い た と し て も 、 該 ベ ク タ ー 、 組 成 物 、 ま た は 特 定 の 細 胞 が 該 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 元 の 環 境 で な い 場 合 に は 、 「 単 離 」 状 態 と 言 え る 。 「 単 離 」 と い う 用 語 は 、 本
技 法 に よ り 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド /核 酸 の 独 特 の 特 徴 を 示 さ な い 、 ゲ ノ ム も し く は cDNAラ
イ ブ ラ リ ー 、 全 細 胞 合 計 も し く は mRNA調 製 物 、 ゲ ノ ム DNA調 製 物 (電 気 泳 動 で 分 離 さ れ 、 ブ
ロ ッ ト 上 に 移 さ れ た も の も 含 む )、 断 片 化 (sheared)全 細 胞 ゲ ノ ム DNA調 製 物 、 ま た は 他 の
組 成 物 は 指 さ な い こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ つ 以 上 の 突 然 変 異 を 含 む 。 「 突 然 変 異 」 と し て は 、 ア
ミ ノ 酸 付 加 、 欠 失 ま た は 置 換 が 挙 げ ら れ ； ア ミ ノ 酸 置 換 を 指 す こ と が 都 合 が よ い 。 ポ リ ペ
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プ チ ド レ ベ ル で の こ の よ う な 突 然 変 異 は 、 １ つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 、 欠 失 ま た は 置
換 に よ り 、 核 酸 レ ベ ル で 反 映 さ れ る 。 一 般 的 に 、 こ の よ う な 突 然 変 異 は 、 核 酸 の リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム を 変 え な い 。 核 酸 レ ベ ル で の 変 化 は 、 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド が 別 の ヌ ク レ オ チ
ド に 置 き 換 わ っ て 、 そ れ が 一 部 を 構 成 す る コ ド ン を 変 化 さ せ て 異 な る ア ミ ノ 酸 を 特 定 す る
点 突 然 変 異 で あ る こ と が 都 合 が よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 同 定 さ れ る B-Rafに お け る 突 然 変 異 は 、 自 然 に 生 じ る も の で 、 発 癌 物 質
ま た は 他 の 腫 瘍 化 因 子 を 使 用 す る こ と に よ り 細 胞 ま た は 組 織 に お い て 意 図 的 に 誘 導 さ れ た
も の で は な い 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に お い て 同 定 さ れ る 突 然 変 異 は 、 ヒ ト 組 織 中 か ら in viv
oで の 自 然 な 腫 瘍 形 成 を 正 確 に 反 映 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 検 出 は 、 人 為 的 な 化 学 腫 瘍 誘
導 化 の 後 に げ っ 歯 類 に お い て 同 定 さ れ る 突 然 変 異 の 検 出 よ り も 、 は る か に 良 い 診 断 用 の 基
準 と な る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 体 細 胞 」 突 然 変 異 は 、 生 物 の 生 殖 細 胞 系 を 介 し て 伝 達 さ れ ず 、 生 物 の 体 細 胞 組 織 に お
い て 生 じ る 突 然 変 異 で あ る 。 体 細 胞 突 然 変 異 は 、 正 常 /腫 瘍 対 サ ン プ ル 分 析 を 通 じ て 体 細
胞 性 で あ る と 判 断 さ れ た も の で あ る こ と が 都 合 が よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 全 て の ア ミ ノ 酸 お よ び ヌ ク レ オ チ ド の 番 号 付 け は 、 B-Rafポ リ ペ プ
チ ド の ア ミ ノ 酸 ＋ １ 、 ま た は そ れ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 最 初 の ATGか ら 開 始 す
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 増 幅 」 反 応 は 、 非 標 的 核 酸 に 対 し て 標 的 核 酸 の 特 異 的 な 増 幅 を 生 じ る 核 酸 反 応 で あ る
。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)は 、 周 知 の 増 幅 反 応 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン (抗 体 )分 子 を 特 徴 付 け る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 折 畳 み
構 造 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド の フ ァ ミ リ ー の ひ と つ で あ り 、 ２ つ の β シ ー ト 、 お よ び 通 常
、 保 存 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は
、 in vivoで の 細 胞 お よ び 非 細 胞 相 互 作 用 の 多 く の 要 素 に 関 与 し て お り 、 免 疫 系 に お け る
幅 広 い 役 割 (例 え ば 、 抗 体 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 分 子 等 )、 細 胞 付 着 に お け る 関 与 (例 え ば 、 ICAM
分 子 )、 お よ び 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ (例 え ば 、 PDGF受 容 体 等 の 受 容 体 分 子 )が 挙 げ ら れ る 。
本 発 明 は 、 高 い 特 異 性 で 標 的 抗 原 に 結 合 可 能 な 抗 体 に 適 用 可 能 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 抗 体 」 は 、 抗 体 全 体 、 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 本
発 明 は 、 Fvお よ び Fab、 な ら び に Fab'お よ び F(ab') 2 等 の フ ラ グ メ ン ト 、 な ら び に scFv、 単
一 ド メ イ ン 抗 体 、 Dab抗 体 、 お よ び 他 の 抗 原 結 合 抗 体 に 基 づ く 分 子 等 の 抗 体 変 異 体 を 含 む
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 癌 」 は 、 細 胞 形 質 転 換 か ら 生 じ る 新 生 物 成 長 か ら 、 新 生 物 表 現 型 を
指 す た め に 使 用 す る 。 こ の よ う な 細 胞 形 質 転 換 は 、 遺 伝 子 突 然 変 異 を 伴 う こ と が 多 い 。 本
発 明 に 関 し て は 、 形 質 転 換 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る １ つ 以 上 の B-raf遺 伝 子 の 変 化 に よ る
遺 伝 子 突 然 変 異 を 伴 う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　
　 本 発 明 に 関 し て は 、 B-Rafを コ ー ド す る 変 異 型 核 酸 の 検 出 を 採 用 し て 、 細 胞 形 質 転 換 お
よ び 癌 の 存 在 ま た は そ れ ら に 対 す る 素 因 を 診 断 で き る 。 B-raf遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 は
、 一 般 的 に DNAレ ベ ル で 生 じ る た め 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ゲ ノ ム DNAに お け る 突 然 変 異 、 な ら
び に 転 写 産 物 お よ び タ ン パ ク 質 自 体 の 検 出 に 基 づ く こ と が で き る 。 転 写 産 物 お よ び /ま た
は ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 ゲ ノ ム DNAに お け る 突 然 変 異 を 確 認 し て 、 検 出 さ れ た 突 然
変 異 が 実 際 に 被 験 体 に お い て 確 実 に 発 現 さ れ て い る こ と が 望 ま し く あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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　 ゲ ノ ム 核 酸 に お け る 突 然 変 異 は 、 増 幅 さ れ た 核 酸 断 片 に お け る 移 動 度 シ フ ト に 基 づ く 技
術 に よ り 検 出 さ れ る こ と が 都 合 が よ い 。 例 え ば 、 Chenら , Anal Biochem 1996 Jul 15;239
(1):61-9は 、 競 合 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ に よ る 単 一 塩 基 突 然 変 異 の 検 出 を 記 載 し て い る 。
さ ら に 、 Marcelinoら , BioTechniques 26(6):1134-1148(June 1999)の 技 術 に 基 づ く ア ッ
セ イ が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 好 適 な 例 で は 、 キ ャ ピ ラ リ ー ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 析 を 使 用 し て 、 ミ ス マ ッ チ の 存 在 に よ り 生
じ る キ ャ ピ ラ リ ー 系 に お け る 二 本 鎖 核 酸 の 移 動 度 シ フ ト に 基 づ く 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 し
得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 サ ン プ ル か ら 、 分 析 用 の 核 酸 を 生 成 す る た め に は 、 一 般 的 に 、 核 酸 増 幅 が 必 要 で あ る 。
多 く の 増 幅 方 法 は 、 酵 素 連 鎖 反 応 (ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 も し く は
自 己 持 続 性 配 列 複 製 等 )、 ま た は そ の 中 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ベ ク タ ー の 全 体 ま た は 一 部
を 複 製 す る こ と に 拠 る 。 本 発 明 に よ る 増 幅 は 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ り 示 さ れ
る 指 数 的 増 幅 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 多 く の 標 的 お よ び シ グ ナ ル 増 幅 法 が 、 例 え ば 、 こ れ ら の 方 法 の 概 論 に つ い て 、 Landegre
n, U.ら , Science 242:229-237(1988)、 お よ び Lewis, R., Genetic Engineering News 10
:1, 54-55 (1990)等 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 増 幅 方 法 は 、 本 発 明 の 方 法 に お い
て 使 用 で き 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)、 PCR in situ、 リ ガ ー ゼ 増 幅 反 応 (LAR)、 リ ガ
ー ゼ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 Qβ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ レ プ リ カ ー ゼ 、 転 写 利 用 型 増 幅 系 (
TAS)、 転 写 産 物 配 列 決 定 を 伴 う ゲ ノ ム 増 幅 (GAWTS)、 核 酸 配 列 利 用 型 増 幅 (NASBA)、 お よ び
in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。 様 々 な 増 幅 技 術 に お い て 使 用 さ れ る の に
適 し た プ ラ イ マ ー は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　
　 PCRは 、 特 に 、 米 国 特 許 第 4,683,195号 お よ び 同 第 4,683,202号 に 記 載 さ れ て い る 核 酸 増
幅 方 法 で あ る 。 PCRは 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 生 成 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 の サ イ ク ル の 繰 り 返 し に
よ り 構 成 さ れ る 。 標 的 DNAは 、 熱 変 性 さ れ 、 増 幅 さ せ る DNAの 対 向 す る 鎖 上 で 標 的 配 列 を 挟
む ２ 本 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
DNAポ リ メ ラ ー ゼ と 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー と な る 。 DNAは 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 に よ り コ ピ ー さ
れ て 、 両 鎖 の 第 ２ の コ ピ ー を 作 製 す る 。 熱 変 性 、 プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ
び 伸 長 の サ イ ク ル を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 約 ２ ～ ４ 時 間 で 標 的 DNAを 100万 倍 以 上 増 幅 で き
る 。 PCRは 、 分 子 生 物 学 的 ツ ー ル で あ り 、 検 出 技 術 と と も に 使 用 さ れ て 、 増 幅 結 果 を 判 断
し な け れ ば な ら な い 。 PCRの 利 点 は 、 約 ４ 時 間 で 100万 ～ 10億 倍 に 標 的 DNAの 量 を 増 幅 す る
こ と に よ り 、 感 度 が 高 ま る こ と で あ る 。 PCRは 、 診 断 目 的 に お い て 任 意 の 既 知 の 核 酸 を 増
幅 す る の に 使 用 で き る (Mokら , (1994), Gynaecologic Oncology, 52:247-252)。
【 ０ ０ ７ １ 】
　
　 自 己 持 続 性 配 列 複 製 (3SR)は 、 TASの 変 形 型 で あ り 、 逆 転 写 酵 素 (RT)、 酵 素 カ ク テ ル に よ
り 仲 介 さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ヌ ク リ ア ー ゼ 活 性 、 な ら び に 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー の 連 続 ラ ウ ン ド に よ る 、 核 酸 鋳 型 の 等 温 増 幅 (isothermal amplification)を 伴
う (Guatelliら , (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874)。 RNA/DNAヘ テ ロ 二 重 ら せ
ん の RNAの 酵 素 分 解 を 、 熱 変 性 の 代 わ り に 使 用 す る 。 RNア ー ゼ Hお よ び 他 の 酵 素 を 反 応 液 に
添 加 し 、 全 て の ス テ ッ プ を 同 じ 温 度 で 生 じ さ せ 、 そ れ 以 上 試 薬 は 添 加 し な い 。 こ の プ ロ セ
ス の 後 、 42℃ に て １ 時 間 で 、 10 6 ～ 10 9 の 増 幅 が 達 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 増 幅 反 応 ま た は ラ イ ゲ ー シ ョ ン 増 幅 系 は 、 DNAリ ガ ー ゼ お よ び ４ つ の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (１ 本 の 標 的 鎖 に 対 し て ２ つ )を 使 う 。 こ の 技 術 は 、 Wu, D. Y.お よ び Wal
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lace, R.B. (1989) Genomics 4:560に 記 載 さ れ て い る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 的 DNA
上 の 隣 接 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 リ ガ ー ゼ に よ り 連 結 さ れ る 。 反 応 液 を 熱 変 性 さ せ 、 サ
イ ク ル を 繰 り 返 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　 こ の 技 術 で は 、 一 本 鎖 RNAを 複 製 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Qβ 用 の RNAレ プ リ カ ー ゼ を 使
用 し て 、 Lizardiら  (1988) Bio/Technology 6:1197に 記 載 さ れ る よ う に 標 的 DNAを 増 幅 す
る 。 ま ず 、 標 的 DNAを 、 T7プ ロ モ ー タ ー お よ び Qβ 5'配 列 領 域 を 含 む プ ラ イ マ ー に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ る 。 こ の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 逆 転 写 酵 素 は 、 プ ロ セ ス に お い て 、 プ ラ イ マ
ー を 5'端 部 に 接 続 さ せ た cDNAを 生 成 す る 。 こ れ ら の ２ つ の ス テ ッ プ は 、 TASプ ロ ト コ ー ル
に 似 て い る 。 得 ら れ る ヘ テ ロ 二 重 ら せ ん は 、 熱 変 性 さ れ る 。 次 に 、 Qβ 3'配 列 領 域 を 含 む
第 ２ の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 第 ２ ラ ウ ン ド の cDNA合 成 を 開 始 す る 。 こ れ に よ り 、 Qβ バ
ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 5'お よ び 3'端 部 の 両 方 、 な ら び に 活 性 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 結 合 部 位 を
含 む 二 本 鎖 DNAが 生 じ る 。 次 い で 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 二 本 鎖 DNAを 新 し い RNAに 転 写
し 、 こ れ は Qβ を 模 倣 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い 全 て の プ ロ ー ブ を 除 去 す る た め の
激 し く 洗 浄 し た 後 、 新 し い RNAを 標 的 か ら 溶 出 し 、 Qβ レ プ リ カ ー ゼ で 複 製 す る 。 後 者 の 反
応 は 、 10 7 倍 の 増 幅 を 約 20分 間 で 生 じ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 代 替 的 な 増 幅 技 術 が 、 本 発 明 に お い て 利 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅
(Lizardiら , (1998) Nat Genet 19:225)は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 駆 動 さ れ 、 等 温 状 態
下 で 線 状 ま た は 幾 何 学 的 な 動 態 の い ず れ か を 有 す る 環 状 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 複
製 で き る 、 市 販 の 増 幅 技 術 (RCAT T M )で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ２ つ の 適 切 に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー の 存 在 下 で 、 DNA鎖 置 換 (displacement)お よ び 過 剰
分 岐 (hyperbranching)を 介 し て 幾 何 学 的 増 幅 が 生 じ 、 １ 時 間 で 、 各 環 に つ き 10 1 2 以 上 の コ
ピ ー が 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 単 一 の プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 場 合 、 RCATは 、 数 分 間 で 、 数 千 の 標 的 が 該 標 的 に 共 有 結 合
し て タ ン デ ム に 連 結 し た DNAコ ピ ー の 線 状 鎖 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 別 の 技 術 で あ る 鎖 置 換 増 幅 (SDA； Walkerら , (1992) PNAS (USA) 80:392)は 、 特 定 の 標
的 固 有 の 具 体 的 に 定 義 さ れ た 配 列 で 開 始 す る 。 熱 サ イ ク リ ン グ に 依 存 す る 他 の 技 術 と は 異
な り 、 SDAは 、 一 連 の プ ラ イ マ ー 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び 制 限 酵 素 を 利 用 し て 、 固 有 の
核 酸 配 列 を 指 数 的 に 増 幅 す る 等 温 プ ロ セ ス で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 SDAは 、 標 的 生 成 期 と 指 数 増 殖 期 の 両 方 か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 標 的 生 成 で は 、 二 本 鎖 DNAを 熱 変 性 さ せ て 、 ２ 本 の 一 本 鎖 コ ピ ー を 作 製 す る 。 一 連 の 特
異 的 に 作 製 し た プ ラ イ マ ー を 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ (塩 基 配 列 を コ ピ ー す る た め の 増 幅 プ ラ イ
マ ー 、 お よ び 新 た に 作 製 さ れ た 鎖 を 置 換 さ せ る た め の 緩 衝 (bumper)プ ラ イ マ ー )と 組 み 合
わ せ て 、 指 数 増 殖 が 可 能 な 改 変 型 標 的 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 指 数 増 幅 プ ロ セ ス は 、 標 的 生 成 期 で 得 た 改 変 型 標 的 (制 限 酵 素 認 識 部 位 を 有 す る 一 本 鎖
部 分 的 DNA鎖 )か ら 開 始 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 増 幅 プ ラ イ マ ー は 、 そ の 相 補 DNA配 列 に お い て 各 鎖 に 結 合 す る 。 す る と 、 DNAポ リ メ ラ ー
ゼ が プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 改 変 型 標 的 を 個 々 の ヌ ク レ オ チ ド を 付 加 す る た め の 鋳 型 と し て
使 用 し て 3'側 か ら プ ラ イ マ ー を 伸 長 さ せ る 位 置 を 識 別 す る 。 従 っ て 、 伸 長 プ ラ イ マ ー は 、
完 全 な 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 両 端 に 含 む 二 本 鎖 DNAセ グ メ ン ト を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 次 に 、 制 限 酵 素 を 、 二 本 鎖 DNAセ グ メ ン ト に そ の 認 識 部 位 に お い て 結 合 さ せ る 。 制 限 酵
素 は 、 両 側 (double-sided)セ グ メ ン ト の 一 方 の 鎖 の み を 切 断 し た 後 、 認 識 部 位 か ら 解 離 し
て 、 ニ ッ ク を 形 成 す る 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 ニ ッ ク を 認 識 し 、 そ の 部 位 か ら 鎖 を 伸 長 さ
せ て 、 先 に 作 製 さ れ た 鎖 に 置 き 換 わ る 。 こ の よ う に 、 認 識 部 位 は 、 制 限 酵 素 お よ び DNAポ
リ メ ラ ー ゼ に よ り 、 繰 り 返 し ニ ッ キ ン グ お よ び 復 元 さ れ て 、 標 的 セ グ メ ン ト を 含 む DNA鎖
が 連 続 的 に 置 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 す る と 、 各 置 換 さ れ た 鎖 は 、 上 述 し た よ う に 増 幅 プ ラ イ マ ー に ア ニ ー ル 可 能 に な る 。 新
し い DNA鎖 の ニ ッ キ ン グ 、 伸 長 、 お よ び 置 換 を 繰 り 返 し て 、 プ ロ セ ス を 続 け 、 元 の DNA標 的
の 指 数 増 幅 を 生 じ さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 核 酸 を 増 幅 さ せ た 後 、 単 一 塩 基 対 の 突 然 変 異 の 検 出 の た め に 多 数 の 技 術 が 利 用 で き る 。
こ の よ う な 技 術 の 一 つ は 、 一 本 鎖 高 次 構 造 多 型 (SSCP)で あ る 。 SCCP検 出 は 、 電 気 泳 動 中 の
、 参 照 DNAと 比 較 し た 場 合 の 一 本 鎖 変 異 型 DNAの 異 常 な 移 動 に 基 づ く 。 突 然 変 異 は 、 一 本 鎖
DNAに お い て 高 次 構 造 変 化 を も た ら し 、 移 動 シ フ ト を 生 じ る 。 蛍 光 SCCPは 、 蛍 光 標 識 化 プ
ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 検 出 を 補 助 す る 。 参 照 DNAお よ び 変 異 型 DNAは 、 蛍 光 標 識 化 プ ラ イ マ
ー を 使 用 し て 、 こ の よ う に 増 幅 さ れ る 。 増 幅 DNAは 、 変 性 お よ び 急 速 冷 却 (snap-cool)さ れ
て 、 一 本 鎖 DNA分 子 を 生 成 し 、 こ れ は 、 非 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 検 査 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 化 学 ミ ス マ ッ チ 切 断 (CMC)は 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 、 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム 、 お よ び ピ ペ リ
ジ ン の 組 合 せ に よ る 、 DNAミ ス マ ッ チ 塩 基 対 の 認 識 お よ び 切 断 に 基 づ く 。 従 っ て 、 参 照 DNA
お よ び 変 異 型 DNAの 両 方 を 、 蛍 光 標 識 化 プ ラ イ マ ー で 増 幅 す る 。 ミ ス マ ッ チ Ｔ 塩 基 に 結 合
す る 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム 、 ま た は ミ ス マ ッ チ Ｃ 塩 基 に 結 合 す る ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン の 後 に 、
修 飾 塩 基 の 部 位 に お い て 切 断 す る ピ ペ リ ジ ン を 使 用 し て 、 ア ン プ リ コ ン (amplicon)を ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 後 切 断 す る 。 次 い で 、 切 断 さ れ た 断 片 を 電 気 泳 動 で 検 出 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 制 限 断 片 多 形 (RFLP)に 基 づ く 技 術 も 使 用 で き る 。 多 く の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 形 (SNP)は
従 来 の RFLP分 析 に か か ら な い が 、 プ ラ イ マ ー 誘 導 型 制 限 分 析 PCR(PIRA-PCR)を 使 用 し て 、 S
NP依 存 的 に PCRプ ラ イ マ ー を 用 い て 制 限 部 位 を 導 入 で き る 。 適 切 な 制 限 部 位 を 導 入 す る PIR
A-PCR用 の プ ラ イ マ ー は 、 例 え ば 、 Xiaiyiら , (2001) Bioinformatics 17:838-839に 記 載
さ れ る よ う に 、 コ ン ピ ュ ー タ 分 析 に よ り 設 計 で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 RNAレ ベ ル で の 遺 伝 子 発 現 の 検 出 を 提 供 す る 。 リ ボ
核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 す る 典 型 的 な ア ッ セ イ 形 式 と し て は 、 核 ラ ン オ ン ア ッ
セ イ 、 RT-PCR、 お よ び RNア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る (Meltonら , Nuc. Acids Res. 1
2:7035)。 採 用 で き る 検 出 方 法 と し て は 、 放 射 活 性 標 識 、 酵 素 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 蛍 光
標 識 、 お よ び 他 の 適 切 な 標 識 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 RT-PCRを 使 用 し て 、 RNA標 的 を 増 幅 す る 。 こ の プ ロ セ ス に お い て 、 逆 転 写 酵 素 を 使 用 し
て 、 RNAを 相 補 DNA(cDNA)に 変 換 し 、 こ れ は そ の 後 PCRを 使 用 し て 増 幅 で き る 。 こ の 方 法 は
、 RNAウ イ ル ス を 検 出 す る の に 有 用 で あ る こ と が 分 か っ て い る 。 PCR以 外 で の 用 途 は 、 上 述
し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　
　 本 発 明 は 、 変 異 型 B-raf遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
タ ン パ ク 質 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の タ ン パ ク 質 ゲ ル ア ッ セ イ 、 抗 体 結 合 ア ッ セ イ 、 ま た は 他
の 検 出 方 法 に よ り 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 従 っ て 、 例 え ば 、 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を 、 タ ン パ ク 質 ゲ ル 上 の 異 な る 移 動 度 、 ま
た は 変 異 型 ア ミ ノ 酸 の 存 在 を 分 子 量 に 応 じ て 測 定 で き る 質 量 分 析 法 等 の 他 の サ イ ズ 分 析 技
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術 に よ り 検 出 で き る 。 特 に 、 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る ペ プ チ ド は 、 サ イ ズ 分
析 に よ る 差 が 出 や す い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 検 出 手 段 は 、 特 定 の 点 突 然 変 異 が 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド に お い て 正 確 に 同 定 さ れ 得
る よ う に 、 配 列 特 異 的 で あ る こ と が 都 合 が よ い 。 例 え ば 、 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を in 
vivoま た は in vitroを 特 異 的 に 認 識 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は RNA分 子 が 開 発 で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 例 え ば 、 RNAア プ タ マ ー は 、 SELEXに よ り 生 成 で き る 。 SELEXは 、 標 的 分 子 に 高 度 に 特 異
的 に 結 合 す る 核 酸 分 子 の in vitro進 化 の た め の 方 法 で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第
5654151号 、 同 第 5503978号 、 同 第 5567588号 、 お よ び 同 第 5270163号 、 な ら び に PCT公 報 WO 
96/38579に 記 載 さ れ て い る (こ れ ら の 文 献 は そ れ ぞ れ 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 特 に 援 用 さ
れ る )。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 SELEX方 法 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 核 酸 ア プ タ マ ー 、 す な わ ち 所 望
の 標 的 に 結 合 可 能 な 一 本 鎖 核 酸 を 選 択 す る こ と を 伴 う 、 好 ま し く は ラ ン ダ ム 化 配 列 の セ グ
メ ン ト を 含 む 核 酸 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 開 始 し て 、 SELEX方 法 は 、 結 合 し 易 い 条 件 下 で ラ イ
ブ ラ リ ー を 標 的 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 結 合 し て な い 核 酸 を 標 的 分 子 に 特 異 的 に 結 合 し た
核 酸 か ら 分 離 す る ス テ ッ プ 、 核 酸 -標 的 複 合 体 を 解 離 さ せ る ス テ ッ プ 、 核 酸 -標 的 複 合 体 か
ら 解 離 さ せ た 核 酸 を 増 幅 さ せ て 、 核 酸 の リ ガ ン ド 富 化 ラ イ ブ ラ リ ー を 産 生 す る ス テ ッ プ を
含 み 、 そ し て 、 結 合 、 分 離 、 解 離 、 お よ び 増 幅 ス テ ッ プ を 、 望 ま し い だ け の サ イ ク ル 繰 り
返 し て 、 標 的 分 子 に 高 度 に 特 異 的 か つ 高 親 和 性 な 核 酸 リ ガ ン ド を 産 生 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 SELEXは 、 多 数 の 可 能 性 の あ る 配 列 お よ び 構 造 体 を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 内 で は 、 所 与
の 標 的 に 対 し て 幅 広 い 結 合 親 和 性 が あ る と い う 原 理 に 基 づ い て い る 。 例 え ば 、 20ヌ ク レ オ
チ ド ラ ン ダ ム 化 セ グ メ ン ト を 含 む 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 4 2 0 の 構 造 可 能 性 を 持 ち う る 。 標
的 に 対 し て よ り 高 い 親 和 定 数 を 有 す る も の は 、 結 合 す る 可 能 性 が 最 も 高 い と 思 わ れ る 。 分
離 、 解 離 お よ び 増 幅 の プ ロ セ ス に よ り 、 よ り 高 い 結 合 親 和 性 候 補 が 富 化 さ れ た 第 ２ の 核 酸
ラ イ ブ ラ リ ー が 生 成 さ れ る 。 さ ら な る 選 択 ラ ウ ン ド に よ り 、 得 ら れ る ラ イ ブ ラ リ ー が １ つ
ま た は 数 配 列 だ け で 大 部 分 を 構 成 さ れ る ま で 、 最 良 の リ ガ ン ド が 徐 々 に 絞 り 込 ま れ る 。 そ
の 後 、 こ れ ら は 、 ク ロ ー ニ ン グ 、 配 列 決 定 、 お よ び 純 粋 な リ ガ ン ド と し て 結 合 親 和 性 に つ
い て 個 々 に テ ス ト さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 所 望 の 目 標 が 達 成 す る ま で 、 選 択 お よ び 増 幅 の サ イ ク ル を 繰 り 返 す 。 最 も 一 般 的 な ケ ー
ス で は 、 サ イ ク ル の 繰 り 返 し に よ っ て 結 合 強 度 に 有 意 な 改 善 が 得 ら れ な く な る ま で 、 選 択
/増 幅 を 続 け る 。 繰 返 し 選 択 /増 幅 方 法 は 、 少 な く と も 10 1 4 の 配 列 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー 中 の
、 単 一 配 列 変 異 体 を 単 離 さ せ る の に 十 分 に 感 度 が 高 い 。 本 方 法 は 、 原 理 的 に 、 約 10 1 8 の 異
な る 核 酸 種 を サ ン プ ル 化 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 核 酸 は 、 効 率 的 な 増 幅
の た め に 必 要 な 保 存 さ れ た 配 列 と 共 に 、 ラ ン ダ ム 化 配 列 部 分 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 核 酸
配 列 変 異 体 は 、 ラ ン ダ ム 化 核 酸 配 列 の 合 成 、 お よ び ラ ン ダ ム に 切 断 さ れ た 細 胞 核 酸 か ら の
サ イ ズ 選 択 を 含 む 多 数 の 手 法 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 可 変 的 な 配 列 部 分 は 、 完 全 ま た は 部 分
的 に ラ ン ダ ム な 配 列 を 含 み 得 る ； ま た 、 ラ ン ダ ム 化 配 列 と 合 体 し た 保 存 配 列 の サ ブ 部 分 (s
ubportion)も 含 み 得 る 。 テ ス ト 核 酸 に お け る 配 列 の ば ら つ き は 、 選 択 /増 幅 の 繰 返 し の 前
ま た は 途 中 の 突 然 変 異 誘 発 に よ り 、 お よ び ク ロ ー ン 化 ア プ タ マ ー の 特 異 的 な 修 飾 に よ り 、
導 入 ま た は 増 や す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 B-Rafポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ こ か ら 誘 導 さ れ る ペ プ チ ド を 使 用 し て 、 本 発 明 に お い て
使 用 す る 抗 体 を 生 成 で き る 。 使 用 す る B-Rafペ プ チ ド は 、 本 発 明 に よ る 変 異 型 B-Rafポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 な エ ピ ト ー プ を 含 む こ と が 好 ま し い 。 エ ピ ト ー プ と し て 機 能 す る ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 は 、 あ ら ゆ る 従 来 手 段 (例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,631,211号 を 参 照 )に よ り 生 成 さ れ
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得 る 。 本 発 明 で は 、 抗 原 エ ピ ト ー プ は 、 好 ま し く は 少 な く と も ４ 、 少 な く と も ５ 、 少 な く
と も ６ 、 少 な く と も ７ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ 、 少 な く と も ９ 、 少 な く と も 10、 少
な く と も 11、 少 な く と も 12、 少 な く と も 13、 少 な く と も 14、 少 な く と も 15、 少 な く と も 20
、 少 な く と も 25、 少 な く と も 30、 少 な く と も 40、 少 な く と も 50、 そ し て 、 最 も 好 ま し く は
約 15～ 約 30の ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 む 。 免 疫 原 性 ま た は 抗 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 む 好 ま し い ポ
リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、
95、 ま た は 100ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 遊 離 型 ま た は 担 体 共 役 型 ペ プ チ ド の い ず れ か で 、 (例 え ば 、 約 100μ gの ペ プ チ ド も し く
は 担 体 タ ン パ ク 質 、 お よ び フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト も し く は 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と が 知
ら れ て い る 他 の 任 意 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む エ マ ル ジ ョ ン を 腹 腔 内 お よ び /ま た は 皮 内 注 射
す る こ と で )ウ サ ギ ま た は マ ウ ス 等 の 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に よ る B-Rafポ
リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ を 使 用 し て 、 抗 体 が 生 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 約 ２ 週 間 ご と に
、 何 回 か の ブ ー ス タ ー 注 射 を し て 、 例 え ば 固 体 表 面 に 吸 着 し た 遊 離 ペ プ チ ド を 使 用 す る EL
ISAア ッ セ イ に よ り 検 出 さ れ 得 る 有 用 な 力 価 の 抗 ペ プ チ ド 抗 体 を 得 る こ と が 必 要 と な り う
る 。 免 疫 化 動 物 か ら 得 た 血 清 中 の 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の 力 価 は 、 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の 選 択 に よ り
(例 え ば 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ る 、 固 体 表 面 上 の ペ プ チ ド へ の 吸 着 、 お よ び 選 択 さ
れ た 抗 体 の 溶 出 に よ り )高 め ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に そ の 免 疫 原 性 お よ び /ま た は 抗 原 性 エ ピ ト ー プ 断
片 を 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 融 合 し て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン と 融 合 さ せ て も よ い 。 ヒ ト CD4-ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の ２ つ の ド メ イ ン
、 な ら び に 哺 乳 動 物 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 定 常 領 域 の 様 々 な ド メ イ ン か ら 構
成 さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 in vivoに お い て 有 利 な 性 質 を 所 有 す る こ と が 示 さ れ て い
る (例 え ば 、 EP 0394827； Trauneckerら , (1988) Nature, 331: 84-86を 参 照 )。 上 皮 バ リ
ア を 介 し た 免 疫 系 へ の 抗 原 の 送 達 の 増 強 が 、 IgGま た は Fcフ ラ グ メ ン ト 等 の FcRn結 合 パ ー
ト ナ ー と 共 役 し た 抗 原 (イ ン ス リ ン 等 )に つ い て 実 証 さ れ て い る (例 え ば 、 WO 96/22024お よ
び WO 99/04813を 参 照 )。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 融 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 し 易 く す る ペ プ チ ド
等 の マ ー カ ー 配 列 と 融 合 さ れ 得 る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 マ ー カ ー ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 市 販
さ れ て い る 多 く の も の の 中 で も 、 pQEベ ク タ ー 中 に 配 置 さ れ た タ グ (QIAGEN, Inc., 9259 E
ton Avenue, Chatsworth, CA, 91311)等 の ヘ キ サ -ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド で あ る 。 Gentzら , 
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 都 合 の 良 い 精 製 を も た ら す 。 精 製 に 有 用 な 別 の ペ
プ チ ド タ グ で あ る "HA"タ グ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 血 球 凝 集 素 タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 さ れ た エ ピ
ト ー プ に 対 応 す る (Wilsonら , (1984) Cell 37: 767)。 従 っ て 、 上 記 融 合 の い ず れ も が 、
本 発 明 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 使 っ て 操 作 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る B-Raf変 異 体 を 特 異 的 に 認 識 す る
抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 体 は 、 診 断 的 用 途 に つ い て 特 に 示 す も の で あ る 。 従 っ て 、 こ れ ら
は 、 標 識 等 の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 含 む 改 変 さ れ た 抗 体 で あ り 得 る 。 特 に 好 ま し い の
は 、 抗 体 の in vivoで の 分 布 の 画 像 化 を 可 能 に す る 標 識 で あ る 。 こ の よ う な 標 識 は 、 患 者
の 身 体 内 で 可 視 化 し 易 い 、 金 属 粒 子 等 の 放 射 性 標 識 ま た は 放 射 線 不 透 性 (radioopaque)標
識 で あ る 。 さ ら に 、 組 織 上 で 可 視 化 可 能 な 蛍 光 標 識 ま た は 他 の 標 識 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 組 換 え DNA技 術 を 使 用 し て 、 本 発 明 の 抗 体 を 改 善 で き る 。 従 っ て 、 キ メ ラ 抗 体 を 構 築 し
て 、 診 断 的 ま た は 治 療 的 用 途 に お け る そ の 免 疫 原 性 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、
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CDRグ ラ フ テ ィ ン グ [欧 州 特 許 出 願 第 0 239 400(Winter)を 参 照 ]、 お よ び 任 意 に 、 フ レ ー ム
ワ ー ク 改 変 [EP 0 239 400； Riechmann, L.ら , Nature, 332, 323-327, 1988； Verhoeyen 
M.ら , Science, 239, 1534-1536, 1988； Kettleborough, C.A.ら , Protein Engng., 4, 7
73-783, 1991； Maeda, H.ら , Human Antibodies and Hybridoma, 2, 124-134, 1991； Gor
man S.D.ら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 4181-4185, 1991； Tempest P.R.ら , Bio
/Technology, 9, 266-271, 1991； Co, M.S.ら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 2869-
2873, 1991； Carter, P.ら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 4285-4289, 1992； Co, M
.S.ら , J. Immunol., 148, 1149-1154, 1992； お よ び Sato, K.ら , Cancer Res., 53, 851
-856, 1993]に よ り 、 抗 体 を ヒ ト 化 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 原 性 を 小 さ く す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 体 は 、 細 胞 培 養 物 中 で 生 成 で き る 。 組 換 え DNA技 術 を 使 用 し て 、 確
立 さ れ た 手 段 に よ り 、 細 菌 ま た は 好 ま し く は 哺 乳 動 物 の 細 胞 培 養 物 に お い て 抗 体 を 生 成 で
き る 。 抗 体 産 物 は 非 分 泌 性 細 胞 か ら 単 離 で き る が 、 選 択 さ れ た 細 胞 培 養 系 は 、 任 意 に 、 抗
体 産 物 を 分 泌 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 を 生 成 す る プ ロ セ ス で あ っ て 、 該 抗 体 タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 第 ２ の DNA配 列 に 正 し い リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 で 連 結 し た シ グ ナ ル ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 第 １ の DNA配 列 に 作 用 可 能 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現 カ セ ッ ト を
含 む ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 (例 え ば 、 大 腸 菌 、 昆 虫 細 胞 、 ま た は 哺
乳 動 物 細 胞 )を 培 養 す る こ と 、 お よ び 該 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と を 含 む 、 プ ロ セ ス で あ
る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 の in vitroで の 増 幅 は 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物
血 清 (例 え ば 、 ウ シ 胎 仔 血 清 )、 追 尾 (trace)エ レ メ ン ト お よ び 成 長 維 持 補 助 剤 (例 え ば 、 正
常 マ ウ ス 腹 膜 滲 出 細 胞 等 の 供 給 (feeder)細 胞 、 脾 臓 細 胞 、 骨 髄 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 2-ア ミ ノ
エ タ ノ ー ル 、 イ ン ス リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 、 オ レ イ ン 酸 等 )を
任 意 に 補 充 さ れ た ダ ル ベ ッ コ 改 良 型 イ ー グ ル 培 地 (DMEM)ま た は RPMI 1640培 地 等 の 習 慣 的
に 標 準 的 な 培 養 培 地 で あ る 適 切 な 培 養 培 地 中 で 実 施 さ れ る 。 細 菌 細 胞 ま た は 酵 母 細 胞 で あ
る 宿 主 細 胞 の 増 殖 も 同 様 に 、 当 該 分 野 で 公 知 の 適 切 な 培 養 培 地 中 (例 え ば 、 細 菌 に つ い て
は 培 地 LB、 NZCYM、 NZYM、 NZM、 テ リ フ ィ ッ ク (terrific)ブ ロ ス 、 SOB、 SOC、 ２ × YT、 ま た
は M9最 小 培 地 中 、 そ し て 酵 母 に つ い て は 培 地 YPD、 YEPD、 最 小 培 地 、 ま た は 完 全 最 小 ド ロ
ッ プ ア ウ ト (dropout)培 地 中 )で 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 In vitro生 成 に よ り 、 比 較 的 純 粋 な 抗 体 調 製 物 が 得 ら れ 、 所 望 の 抗 体 を 大 量 に 得 る た め
の 規 模 拡 大 が 可 能 に な る 。 細 菌 細 胞 、 酵 母 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 に つ い て の 技 術 は 、
当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 (例 え ば 、 空 輸 反 応 機 、 も し く は 連 続 攪 拌 反 応 機 中 で の )均 一 懸 濁
培 養 、 ま た は (例 え ば 、 中 空 繊 維 中 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 、 ア ガ ロ ー ス マ イ ク ロ ビ ー ズ 上
、 も し く は セ ラ ミ ッ ク カ ー ト リ ッ ジ 上 の )固 定 化 も し く は 取 込 み 細 胞 培 養 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 大 量 の 所 望 の 抗 体 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 を in vivoで 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て も 得 ら れ る 。
こ の 目 的 の た め に 、 所 望 の 抗 体 を 生 成 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 組 織 適 合 性 哺 乳 動
物 に 注 射 し て 、 抗 体 生 成 腫 瘍 を 成 長 さ せ る 。 任 意 に 、 注 射 前 に 、 動 物 を 炭 化 水 素 、 特 に プ
リ ス タ ン (テ ト ラ メ チ ル -ペ ン タ デ カ ン )等 の 鉱 油 、 で プ ラ イ ミ ン グ し て も よ い 。 １ ～ ３ 週
間 後 、 こ れ ら の 哺 乳 動 物 の 体 液 か ら 抗 体 を 単 離 す る 。 例 え ば 、 適 切 な 骨 髄 腫 細 胞 と 、 Balb
/cマ ウ ス 由 来 の 抗 体 生 成 脾 臓 細 胞 と の 融 合 に よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 、 ま た は 所
望 の 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 Sp2/0か ら 誘 導 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を
、 任 意 に プ リ ス タ ン で 予 備 処 置 さ れ た Balb/cマ ウ ス に 腹 腔 内 注 射 し 、 １ ～ ２ 週 間 後 に 該 動
物 か ら 腹 水 を 摂 取 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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　 上 記 お よ び 他 の 技 術 は 、 例 え ば 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 す る 、 Kohlerお よ び Milste
in, (1975) Nature 256:495-497； 米 国 特 許 第 4,376,110号 ； Harlowお よ び Lane, Antibodi
es: a Laboratory Manual, (1988) Cold Spring Harborに お い て 議 論 さ れ て い る 。 組 換 え
抗 体 分 子 の 調 製 に つ い て の 技 術 は 、 上 記 参 考 文 献 、 な ら び に 例 え ば 、 参 照 に よ り 本 明 細 書
に 援 用 す る EP 0623679； EP 0368684お よ び EP 0436597に お い て も 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 細 胞 培 養 物 上 清 を 、 好 ま し く は 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ (例 え ば 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ
も し く は ド ッ ト ア ッ セ イ )、 ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 、 所 望 の 抗 体 に つ い て ス
ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 抗 体 を 単 離 す る た め に 、 例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で の 沈 降 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
等 の 吸 湿 性 物 質 に 対 す る 透 析 、 選 択 膜 を 介 し た ろ 過 等 に よ り 、 培 養 上 清 中 ま た は 腹 水 中 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン を 濃 縮 さ せ て も よ い 。 必 要 お よ び /ま た は 所 望 で あ れ ば 、 例 え ば 、 ゲ ル ろ
過 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 DEAE-セ ル ロ ー ス 上 で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ
び /ま た は (イ ム ノ )ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (例 え ば 、 標 的 抗 原 も し く は プ ロ テ
イ ン Ａ で の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )等 の 習 慣 的 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 に
よ り 、 抗 体 を 精 製 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に 関 す
る 。 本 発 明 の 好 適 な ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 遺 伝 子 的 に 安 定 し て お り 、 所 望 の 特 異 性 を 持
つ 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 し 、 解 凍 お よ び 再 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 急 速
冷 凍 培 養 物 か ら 活 性 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 抗 変 異 型 B-Raf抗 体 の 生 成 に 関 す る 。 従 っ て 、 本
発 明 は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 調 製 す る プ ロ セ
ス に も 関 し 、 こ れ は 、 適 切 な 哺 乳 動 物 (例 え ば 、 Balb/cマ ウ ス )を 、 １ つ 以 上 の PDGFポ リ ペ
プ チ ド も し く は そ の 抗 原 性 断 片 、 ま た は 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を 含 む 抗 原 性 担 体 で 免
疫 化 す る こ と ； 免 疫 化 し た 哺 乳 動 物 の 抗 体 生 成 細 胞 を 適 切 な 骨 髄 腫 細 胞 系 の 細 胞 と 融 合 さ
せ る こ と ； 融 合 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と ； お よ び 所 望 の 抗 体
を 分 泌 す る 細 胞 ク ロ ー ン を 選 択 す る こ と を 特 徴 と す る 。 例 え ば 、 変 異 型 B-Rafで 免 疫 化 し
た Balb/cマ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を 、 骨 髄 腫 細 胞 系 PAIま た は 骨 髄 腫 細 胞 系 Sp2/0-Ag14の 細 胞 と
融 合 さ せ 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 を 、 所 望 の 抗 体 の 分 泌 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 、
陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 1～ 100μ g変 異 型 B-Rafお よ び 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト (フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 等 )で 、 数 回
(例 え ば 、 ４ ～ ６ 回 )、 数 ヶ 月 (例 え ば 、 ２ ～ ４ ヶ 月 )に わ た り 、 皮 下 注 射 お よ び /ま た は 腹
腔 内 注 射 に よ り Balb/cマ ウ ス を 免 疫 化 し 、 最 後 の 注 射 か ら ２ ～ ４ 日 後 に 免 疫 化 し た マ ウ ス
か ら 脾 臓 細 胞 を 得 て 、 融 合 プ ロ モ ー タ ー (好 ま し く は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )の 存 在 下 で
骨 髄 腫 細 胞 系 PAIの 細 胞 と 融 合 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 調 製 す
る プ ロ セ ス が 好 ま し い 。 骨 髄 腫 細 胞 は 、 分 子 量 が 約 4000の 約 30％ ～ 約 50％ の ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル を 含 む 溶 液 に お い て 、 免 疫 化 マ ウ ス か ら 得 た 3～ 20倍 過 剰 量 の 脾 臓 細 胞 と 融 合
さ せ る こ と が 好 ま し い 。 融 合 し た 後 、 上 述 し た よ う な 選 択 培 地 (例 え ば HAT培 地 )を 補 充 さ
れ た 適 切 な 培 養 培 地 に 細 胞 を 規 則 的 な 間 隔 で 広 げ て 、 正 常 な 骨 髄 腫 細 胞 が 所 望 の ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 を 上 回 っ て 成 長 さ せ な い よ う に す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 述 し た 変 異 型 B-Rafに 対 す る 抗 体 の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び /ま た は 軽
鎖 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る イ ン サ ー ト を 含 む 組 換 え 核 酸 に 関 す る 。 本 質 的 に 、 こ の よ う
な DNAは 、 コ ー ド 一 本 鎖 DNA、 該 コ ー ド DNAお よ び そ の 相 補 DNAか ら な る 二 本 鎖 DNA、 ま た は
こ れ ら の 相 補 (一 本 鎖 )DNA自 体 を 含 む 。
【 ０ １ １ ５ 】
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　 さ ら に 、 変 異 型 B-Rafに 対 す る 抗 体 の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び /ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン
を コ ー ド す る DNAは 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び /も し く は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る 真
正 (authentic)DNA配 列 ま た は そ の 変 異 体 を 有 す る 酵 素 的 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た DNAで
あ り 得 る 。 真 正 DNAの 変 異 体 は 、 １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 ま た は 別 の １ つ 以 上 の ア ミ ノ
酸 と 交 換 さ れ た 、 上 記 抗 体 の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び /ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド
す る DNAで あ る 。 該 改 変 は 、 抗 体 の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び /ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の CD
R外 に あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 変 異 型 DNAは 、 １ つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 他 の ヌ ク
レ オ チ ド に 置 き 換 え ら れ て 、 新 し い コ ド ン が 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 、 サ イ レ ン ト 変 異
体 で あ る こ と も 意 図 す る 。 こ の よ う な 変 異 型 配 列 は 変 性 配 列 で も あ る 。 変 性 配 列 は 、 元 々
コ ー ド さ れ て い た ア ミ ノ 酸 の 変 化 を 生 じ ず に 限 定 し な い 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 他 の ヌ ク レ オ
チ ド に 置 き 換 え ら れ て い る と い う 遺 伝 子 コ ー ド の 意 味 の 範 囲 内 に お い て 変 性 さ れ て い る 。
こ の よ う な 変 性 配 列 は 、 重 鎖 マ ウ ス 可 変 ド メ イ ン お よ び /ま た は 軽 鎖 マ ウ ス 可 変 ド メ イ ン
の 最 適 な 発 現 を 得 る の に 、 特 定 の 宿 主 、 特 に 大 腸 菌 が 好 む 制 限 部 位 お よ び /ま た は 特 定 の
コ ド ン の 頻 度 が 異 な る た め に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ れ に 関 連 し て 、 変 異 体 と い う 用 語 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ る 真 正 DNAの in vitr
o突 然 変 異 誘 発 に よ り 得 ら れ る DNA変 異 体 を 含 む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 完 全 四 量 体 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の ア セ ン ブ リ 、 お よ び キ メ ラ 抗 体 の 発 現 の た め に 、 重 鎖
お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る 組 換 え DNAイ ン サ ー ト を 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 定 常 ド メ
イ ン を コ ー ド す る 対 応 DNAと 融 合 さ せ て 、 例 え ば ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ ー に 取 り 込 ん だ 後 に
適 切 な 宿 主 細 胞 に 移 す 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 ま た 、 ヒ ト 定 常 ド メ イ ン γ (例 え ば 、 γ 1、 γ 2、 γ 3ま た は γ 4、 好
ま し く は γ 1ま た は γ 4)に 融 合 し た 抗 変 異 型 B-Raf抗 体 の 重 鎖 マ ウ ス 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド
す る イ ン サ ー ト を 含 む 組 換 え 核 酸 に 関 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 定 常 ド メ イ ン κ ま た
は λ (好 ま し く は κ )に 融 合 し た 変 異 型 B-Rafに 対 す る 抗 変 異 型 B-Raf抗 体 の 軽 鎖 マ ウ ス 可 変
ド メ イ ン を コ ー ド す る イ ン サ ー ト を 含 む 組 換 え DNAに 関 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン が ス ペ ー サ ー
基 に よ り 連 結 さ れ て お り 、 任 意 に 宿 主 細 胞 中 の 抗 体 を プ ロ セ シ ン グ し 易 く す る シ グ ナ ル 配
列 、 お よ び /ま た は 抗 体 を 精 製 し 易 く す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA、 お よ び /ま た は 切 断
部 位 、 お よ び /ま た は ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー 、 お よ び /ま た は エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 含 む 、 組 換
え ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え DNAに 関 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 診 断 に お い て 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 本 発
明 は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 を 含 む 診 断 用 の 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 診 断 用 組 成 物 の 場 合 、 抗 体 は 、 酵 素 的 、 蛍 光 的 、 放 射 性 同 位 的 、 ま た は 他 の 手 段 で あ り
得 る 抗 体 検 出 手 段 と 共 に 提 供 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 抗 体 お よ び 検 出 手 段 は 、 診 断 す る た
め の 診 断 キ ッ ト 中 に 、 同 時 に 、 別 個 同 時 に 、 ま た は 逐 次 的 に 使 用 す る よ う に 提 供 さ れ 得 る
。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 、 免 疫 特 異 的 結 合 に つ い て ア ッ セ
イ さ れ 得 る 。 使 用 で き る イ ム ノ ア ッ セ イ と し て は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア
ッ セ イ 、 ELISA、 サ ン ド ウ ィ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 、 沈 降 反 応 法 、 ゲ ル
拡 散 沈 降 反 応 法 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 、 凝 集 ア ッ セ イ 、 補 体 結 合 ア ッ セ イ 、 免 疫 放 射 定 量 測
定 ア ッ セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 お よ び プ ロ テ イ ン Ａ イ ム ノ ア ッ セ イ 等 の 技 術 を 使 用 し
た 競 合 お よ び 非 競 合 ア ッ セ イ 系 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な ア ッ セ
イ は 、 当 該 分 野 に お い て 常 套 手 段 で あ る (例 え ば 、 Ausubelら 編 , 1994, Current Protocol
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s in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley and Sons, Inc., New York(参 照 に よ り 本
明 細 書 に 全 体 的 に 援 用 す る )を 参 照 )。 イ ム ノ ア ッ セ イ の 例 を 、 以 下 に 簡 単 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 免 疫 沈 降 プ ロ ト コ ー ル は 、 一 般 的 に 、 タ ン パ ク 質 ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び /ま た は プ ロ テ
ア ー ゼ 阻 害 剤 (例 え ば 、 EDTA、 PMSF、 ア プ ロ チ ニ ン 、 バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )を 補 充 さ れ た
RIPA緩 衝 液 (１ ％ NP-40ま た は Triton X-100、 １ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ SDS
、 0.15 M NaCl、 0.01 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.2)、 １ ％ ト ラ ジ ロ ー ル (Trasylol))等 の 溶
解 緩 衝 液 中 で 細 胞 の 集 合 を 溶 解 す る こ と 、 目 的 の 抗 体 を 細 胞 溶 解 液 に 添 加 す る こ と 、 ４ ℃
に て 一 定 の 時 間 (例 え ば １ ～ ４ 時 間 )イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、 プ ロ テ イ ン Ａ お よ び /ま た
は プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 細 胞 溶 解 液 に 添 加 す る こ と 、 ４ ℃ に て 約 １ 時 間 以 上
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、 溶 解 緩 衝 液 中 で ビ ー ズ を 洗 浄 す る こ と 、 な ら び に ビ ー ズ を SDS/
サ ン プ ル 緩 衝 液 中 で 再 懸 濁 さ せ る こ と 、 を 含 む 。 目 的 の 抗 体 が 特 定 の 抗 原 を 免 疫 沈 降 さ せ
る 能 力 は 、 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 評 価 で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 一 般 的 に 、 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を 調 製 す る こ と 、 ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲ ル (例 え ば 、 抗 原 の 分 子 量 に 応 じ て 8％ ～ 20％  SDS-PAGE)中 で タ ン パ ク 質 サ ン
プ ル を 電 気 泳 動 に か け る こ と 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か ら タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を 膜 (ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス 、 PVDF、 ま た は ナ イ ロ ン )に 移 す こ と 、 ブ ロ ッ ク 溶 液 (例 え ば 、 ３ ％ BSAま
た は 脱 脂 乳 の 入 っ た PBS)中 で 膜 を ブ ロ ッ ク す る こ と 、 洗 浄 緩 衝 液 (例 え ば 、 PBS-Tween 20)
中 で 膜 を 洗 浄 す る こ と 、 ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 中 に 希 釈 さ れ た 一 次 抗 体 (目 的 の 抗 体 )に 膜 を 曝 す
こ と 、 洗 浄 緩 衝 液 中 で 膜 を 洗 浄 す る こ と 、 膜 を 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 中 に 希 釈 さ れ た 酵 素
基 質 (例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ も し く は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ )ま た は 放 射
活 性 分 子 (例 え ば 、 3 2 Pも し く は 1 2 5 I)と 共 役 し た (一 次 抗 体 を 認 識 す る 、 例 え ば 抗 ヒ ト 抗 体
等 の )二 次 抗 体 に 曝 す こ と 、 洗 浄 緩 衝 液 中 で 膜 を 洗 浄 す る こ と 、 お よ び 抗 原 の 存 在 を 検 出
す る こ と 、 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ELISAは 、 抗 原 を 調 製 す る こ と 、 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 抗 原 で
覆 う こ と 、 酵 素 基 質 (例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ )等 の 検 出 可 能 な 化 合 物 と 共 役 し た 目 的 の 抗 体 を ウ ェ ル に 添 加 し て 、 一 定 の 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る こ と 、 お よ び 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る こ と 、 を 含 む 。 ELISAで は 、 目 的 の 抗 体
は 、 検 出 可 能 な 化 合 物 と 共 役 さ れ な く て も よ い ； そ の 代 わ り 、 検 出 可 能 な 化 合 物 と 共 役 さ
せ た (目 的 の 抗 体 を 認 識 す る )二 次 抗 体 を ウ ェ ル に 添 加 し て も よ い 。 さ ら に 、 ウ ェ ル を 抗 原
で 覆 う 代 わ り に 、 ウ ェ ル を 抗 体 で 覆 っ て も よ い 。 こ の 場 合 、 検 出 可 能 な 化 合 物 と 共 役 し た
二 次 抗 体 を 、 目 的 の 抗 原 を 被 覆 ウ ェ ル に 添 加 し た 後 に 、 添 加 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 抗 体 と 抗 原 と の 結 合 親 和 性 、 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 の 解 離 速 度 (off-rate)は 、 競 合 結 合 ア
ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 競 合 結 合 ア ッ セ イ の 一 例 は 、 大 量 の 非 標 識 化 抗 原 の 存 在 下 で
の 標 識 化 抗 原 (例 え ば 、 3 Hま た は 1 2 5 I)と 目 的 の 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 お よ び 標 識
化 抗 原 に 結 合 し た 抗 体 の 検 出 を 含 む 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 。 特 定 の 抗 原 に 対 す る
目 的 の 抗 体 の 親 和 性 、 お よ び 結 合 解 離 速 度 は 、 ス キ ャ ッ チ ャ ー ド ・ プ ロ ッ ト 分 析 に よ る デ
ー タ か ら 決 定 で き る 。 二 次 抗 体 と の 競 合 は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 使 用 し て も 測 定 で き
る 。 こ の 場 合 、 抗 原 を 、 大 量 の 非 標 識 化 二 次 抗 体 の 存 在 下 で 、 標 識 化 化 合 物 (例 え ば 、 3 H
ま た は 1 2 5 I)と 共 役 し た 目 的 の 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　 本 発 明 に よ る 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド は 、 化 学 合 成 、 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら の 単 離 、
お よ び こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 含 む 、 任 意 の 所 望 の 技 術 に よ り
生 成 で き る 。 そ し て 、 核 酸 は 、 変 異 型 B-Rafの 生 物 学 的 由 来 源 か ら 合 成 ま た は 単 離 さ れ 得
る 。
【 ０ １ ２ ８ 】

10

20

30

40

50

(22) JP 2006-503542 A 2006.2.2

変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド の 調 製



　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー 、 ま た は そ の 断 片
に 関 す る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 ま た は レ ト ロ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー で あ り 得 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 核 酸 は 、 宿 主 に お け る 増 殖 の た め の 選 択 マ ー カ ー を 含 む ベ ク タ ー の 一 部 で
あ り 得 る 。 一 般 的 に 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 物 等 の 沈 降 物 、 ま た
は 荷 電 脂 質 と の 複 合 体 に 導 入 さ れ る 。 ベ ク タ ー が ウ イ ル ス の 場 合 、 適 切 な パ ッ ケ ー ジ ン グ
細 胞 系 を 使 用 し て in vitroで パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た 後 に 、 宿 主 細 胞 に 形 質 導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 核 酸 イ ン サ ー ト を 、 フ ァ ー ジ λ PLプ ロ モ ー タ ー 、 大 腸 菌 lac、 trp、 phoA、 お よ び tacプ
ロ モ ー タ ー 、 SV40初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 な ら び に レ ト ロ ウ イ ル ス LTRの プ ロ モ ー
タ ー 等 の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー に 作 用 可 能 に 連 結 さ せ る 。 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 さ ら に 、 転 写 開 始 お よ び 終 結 の た め の 部 位 、 な ら び に 転 写
領 域 に お い て 翻 訳 用 の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む 。 構 築 物 に よ り 発 現 さ れ る 転 写 産 物 の コ
ー ド 部 分 は 、 最 初 に 翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 み 、 翻 訳 す る ポ リ ペ プ チ ド の 終 わ り に 適 切 に 位 置
す る 終 結 コ ド ン (UAA、 UGA、 ま た は UAG)を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 上 記 し た よ う に 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 少 な く と も １ つ の 選 択 マ ー カ ー を 含 む こ と が 好 ま し
い 。 こ の よ う な マ ー カ ー と し て は 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 、 真 核 生 物 細 胞 培 養 用 の G418も
し く は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 、 な ら び に 大 腸 菌 お よ び 他 の 細 菌 中 で 培 養 す る た め の テ ト ラ サ イ
ク リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン も し く は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な 宿 主 の 代 表
的 な 例 と し て は 、 大 腸 菌 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス お よ び ネ ズ ミ チ フ ス 菌 (Salmonella typhimur
ium)細 胞 等 の 細 菌 細 胞 ； 酵 母 細 胞 (例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ ル ヴ ィ シ エ ま た は ピ キ ア
・ パ ス ト リ ス (Pichia pastoris)等 の 菌 類 細 胞 ； ド ロ ソ フ ィ ラ S2お よ び ス ポ ド プ テ ラ Sf9細
胞 等 の 昆 虫 細 胞 ； CHO、 COS、 293お よ び Bows黒 色 腫 細 胞 等 の 動 物 細 胞 ； な ら び に 植 物 細 胞
が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 上 述 し た 宿 主 細 胞 に 適 し た 培 養 培 地 お よ び 条 件 は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 市 販 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 細 菌 に お け る 使 用 が 好 ま し い ベ ク タ ー と し て は 、 QIAGEN, Inc.か ら 入 手 可 能 な pQE70、 p
QE60お よ び pQE-9； Stratagene Cloning Systems, Inc.か ら 入 手 可 能 な pBluescriptベ ク タ
ー 、 Phagescriptベ ク タ ー 、 pNH8A、 pNH16a、 pNH18A、 pNH46A； な ら び に Pharmacia Biotec
h, Inc.か ら 入 手 可 能 な ptrc99a、 pKK2233、 pKK233-3、 pDR540、 pRIT5が 挙 げ ら れ る 。 好 ま
し い 真 核 生 物 ベ ク タ ー の 一 部 は 、 Stratageneか ら 入 手 可 能 な pWLNEO、 pSV2CAT、 pOG44、 pX
T1、 お よ び pSG； な ら び に Pharmaciaか ら 入 手 可 能 な pSVK3、 pBPV、 pMSG、 お よ び pSVLで あ
る 。 酵 母 系 に お け る 使 用 が 好 ま し い 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 pYES2、 pYD1、 pTEF1/Zeo、 pY
ES2/GS、 pPICZ、 pGAPZ、 pGAPZalph、 pPIC9、 pPIC3.5、 pHIL-D2、 pHIL-SI、 pPIC3.5K、 pPI
C9K、 お よ び PA0815(全 て Invitrogen, Carlsbad, CAか ら 入 手 可 能 )が 挙 げ ら れ る が こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 構 築 物 を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と 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 仲 介 型 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 陽 イ オ ン 脂 質 仲 介 型 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、
エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 、 形 質 導 入 、 感 染 、 ま た は 他 の 方 法 に よ り 実 行 で き る 。 こ の よ
う な 方 法 は 、 上 記 参 照 し た Sambrookら 等 、 多 く の 標 準 的 実 験 マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は エ タ ノ ー ル 沈 降 、 酸 抽 出 、 陰 イ
オ ン ま た は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎
水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア
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パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 周 知 の 方 法 に よ
り 組 換 え 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 お よ び 精 製 で き る 。 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ("HPLC")を
精 製 の た め に 採 用 す る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 体 液 、 組 織 お よ び 細 胞 を 含 む 生 物 学 的 由 来 源 、 特 に
被 験 体 か ら 得 た 腫 瘍 組 織 ま た は 可 能 性 の あ る 腫 瘍 組 織 か ら 誘 導 さ れ た 細 胞 か ら 回 収 で き る
。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 技 術 を 使 用 し て 、 化 学 的 に 合 成 さ
れ 得 る (例 え ば 、 Creighton, 1983, Proteins: Structures and Molecular Principles, W
.H. Freeman and Co., N.Y.、 お よ び Hunkapillerら , Nature, 310:105-111 (1984)を 参 照
)。 例 え ば 、 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド の 断 片 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 合 成 機
を 使 用 し て 合 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　 B-Rafに お け る 突 然 変 異 は 、 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 に お い て 同 定 さ れ て き た 。 表 １ は 、 こ れ ら の
突 然 変 異 の 位 置 お よ び そ れ ら が 同 定 さ れ た 腫 瘍 を 表 す 。 突 然 変 異 は 、 B-Rafの キ ナ ー ゼ ド
メ イ ン に あ る 。 ほ と ん ど の 突 然 変 異 は 、 体 細 胞 性 で あ る こ と が 確 認 で き 、 こ れ は 対 の 正 常
/腫 瘍 サ ン プ ル を テ ス ト し て 、 腫 瘍 サ ン プ ル に お い て の み 突 然 変 異 が 見 と め ら れ た こ と を
示 す 。
【 ０ １ ３ ９ 】
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【 表 １ 】
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　 本 発 明 に よ れ ば 、 変 異 型 B-Rafを 標 的 と し て 使 用 し て 、 変 異 型 B-Rafの 増 殖 活 性 を モ ジ ュ
レ ー ト 可 能 な 化 合 物 (例 え ば 、 医 薬 用 の リ ー ド 化 合 物 )を 同 定 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、
　 (ａ )変 異 型 B-Rafを 、 評 価 す る １ つ 以 上 の 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る ス テ ッ プ ； お よ
び
　 (ｂ )変 異 型 B-Rafの 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 を 同 定 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 活 性 変 異 型 B-Rafを 直 接 的 ま た は 間 接 的 に モ ジ ュ レ ー ト 可 能 な １ つ 以 上 の 化 合 物
を 同 定 す る ア ッ セ イ に 関 し 、 そ の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 変 異 型 B-Rafは 、 本 発 明 に 関 し て 定 義 す る 通 り で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 第 １ の 実 施 形 態 で は 、 ア ッ セ イ は 、 変 異 型 B-Rafに 直 接 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド
を 検 出 す る よ う に 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、
　 (ａ )変 異 型 B-Rafを 、 評 価 す る １ つ 以 上 の 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る ス テ ッ プ ； お よ
び
　 (ｂ )変 異 型 B-Rafに 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 モ ジ ュ レ ー タ ー 細 胞 増 殖 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 方 法 は 、
　 (ｃ )変 異 型 B-Rafに 結 合 す る 化 合 物 を 、 細 胞 利 用 型 ア ッ セ イ に お い て 細 胞 増 殖 を モ ジ ュ
レ ー ト す る 能 力 に つ い て 評 価 す る ス テ ッ プ
を さ ら に 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 変 異 型 B-Rafへ の 結 合 は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 技 術 に よ り 評 価 さ れ 得 る 。 適 切 な ア ッ
セ イ の 例 と し て は 、 in vivoで 相 互 作 用 を 測 定 す る ２ -ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ 系 、 カ ラ ム 上
に 固 定 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 を 伴 う ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ア ッ セ イ
、 １ つ 以 上 の 化 合 物 と 変 異 型 B-Rafと の 結 合 が 結 合 対 の 一 方 ま た は 両 方 の パ ー ト ナ ー の 蛍
光 の 変 化 に 関 連 す る 蛍 光 ア ッ セ イ 等 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い の は 、 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ
セ イ 等 、 細 胞 に お い て in vivoで 実 施 さ れ る ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 実 施 形 態 の 好 適 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 増 殖 を 伴 う か ま た は 使 用 す る 疾 患 の 治 療
に 有 用 な 医 薬 用 の リ ー ド 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の
存 在 下 以 外 で は B-Rafが 参 照 親 和 性 で RASと 会 合 す る 条 件 下 で 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合
物 を 変 異 型 B-Rafと イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
　 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 存 在 に お い て 、 RASに 対 す る 変 異 型 B-Rafの 結 合 親 和 性 を
測 定 す る こ と ； お よ び
　 参 照 結 合 親 和 性 に 照 ら し 、 RASに 対 す る 変 異 型 B-Rafの 結 合 親 和 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化
合 物 を 選 択 す る こ と
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に よ る ア ッ セ イ は 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 不 在 下 、 ま た は 変 異
型 B-Rafに 対 す る 結 合 の 活 性 が 知 ら れ て い る か も し く は 参 照 値 と し て 望 ま し い 参 照 化 合 物
の 存 在 下 に お い て 、 較 正 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 系 で は 、 参 照
値 は 、 任 意 の 化 合 物 の 不 在 下 に て 得 て も よ い 。 標 的 に 対 す る 変 異 型 B-Rafの 結 合 親 和 性 を
高 め る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 添 加 に よ り 、 ア ッ セ イ か ら の 読 取 り 値 が 参 照 値 を 上 回 っ て 高 く
な り 、 こ の 親 和 性 結 果 を 低 下 さ せ る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 添 加 に よ り 、 ア ッ セ イ か ら の 読 取
り 値 が 参 照 値 を 下 回 っ て 低 く な る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
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　 第 ２ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 １ つ 以 上 の 化 合 物 と 変 異 型 B-Rafと の 機 能 的 相 互 作 用
を 検 出 す る よ う に 構 成 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 相 互 作 用 は 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 に
応 答 し て 、 例 え ば RASに よ り キ ナ ー ゼ 自 体 が 活 性 化 も し く は 不 活 性 化 さ れ る 変 異 型 B-Rafの
調 節 レ ベ ル 、 ま た は MEK等 の 下 流 標 的 に 対 す る 変 異 型 B-Rafの 生 物 学 的 影 響 の モ ジ ュ レ ー シ
ョ ン レ ベ ル の い ず れ か に お い て 生 じ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 活 性 化 」 お よ び 「 不 活 性 化
」 は 、 化 合 物 の 酵 素 的 ま た は そ の 他 の 活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン 、 お よ び 、 例 え ば 細 胞 中 の
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 活 性 化 ま た は 抑 制 に よ る そ の 生 成 率 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン を 含 む 。 こ
れ ら の 用 語 は 、 遺 伝 子 生 成 物 の 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト す る た め の 遺 伝 子 転 写 に 対 す る 直 接 的
な 作 用 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 変 異 型 B-Rafと 、 シ グ ナ リ ン グ 経 路 に お け る そ の 上 流 ま た は 下 流 パ ー ト ナ ー と の 機 能 的
相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン を 検 出 す る ア ッ セ イ は 、 細 胞 利 用 型 ア ッ セ イ で あ る こ と が 好
ま し い 。 例 え ば 、 変 異 型 B-Rafの 活 性 化 か ら 生 じ る MAPKの リ ン 酸 化 の 程 度 (こ れ は 、 MEK活
性 化 の 程 度 を 示 す )の 評 価 に 基 づ き 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 核 酸 コ ー ド 変 異 型 B-Rafは 、 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー ト さ れ 、 適 切 な
宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ て 、 変 異 型 B-Rafを 発 現 す る 形 質 転 換 細 胞 系 を 生 成 す る 。 そ の 後 、 得
ら れ た 細 胞 系 は 、 変 異 型 B-Raf機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 の あ る 化 合 物 の １ つ 以 上 の 影 響
の 再 生 可 能 な 定 質 お よ び /ま た は 定 量 分 析 の た め に 生 成 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 変 異 型 B-Raf発
現 細 胞 は 、 変 異 型 B-Rafの 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 、 特 に 低 分 子 量 の 化 合 物 、 の 同
定 の た め に 採 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 変 異 型 B-Rafを 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 薬 剤 ス ク リ ー ニ
ン グ の た め に 有 用 で あ り 、 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 変 異 型 B-Rafの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト
す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ り 、 該 方 法 は 、 変 異 型 B-Rafを コ ー ド す る
異 種 DNAを 含 み 、 機 能 性 変 異 型 B-Rafを 生 成 す る 細 胞 を 、 少 な く と も １ つ の 化 合 物 も し く は
化 合 物 の 混 合 物 、 ま た は 変 異 型 B-Rafの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 を 測 定 し よ う と 思 っ
て い る シ グ ナ ル に 曝 す こ と 、 そ の 後 、 該 モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に よ り 生 じ る 変 化 に つ い て 該 細
胞 を モ ニ タ ー す る こ と 、 を 含 む 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 変 異 型 B-Rafの ア ゴ ニ ス ト 、 ア
ン タ ゴ ニ ス ト 、 お よ び ア ロ ス テ リ ッ ク モ ジ ュ レ ー タ ー 等 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 同 定 を 可 能 に
す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 、 変 異 型 B-Rafの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 ま た は シ グ ナ
ル は 、 MEK等 の 標 的 上 の 変 異 型 B-Rafの 活 性 が 、 該 化 合 物 ま た は シ グ ナ ル の 存 在 下 に お い て
は (該 化 合 物 ま た は シ グ ナ ル の 不 在 下 の 場 合 と 比 較 し て )異 な る よ う な 、 変 異 型 B-Rafの 活
性 を 変 え る 化 合 物 を 指 す 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 細 胞 利 用 型 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル
ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (CAT)ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 等 の リ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 (す な
わ ち 、 ア ッ セ イ し 易 い タ ン パ ク 質 )の 発 現 が 、 変 異 型 B-Raf基 質 の 活 性 化 に 依 存 す る 、 細 胞
系 を 構 築 す る こ と に よ り 設 計 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド す る リ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 MEKま た は MARKに よ り 特 異 的 に 活 性 化 さ れ る 応 答 エ レ メ ン ト の 制 御 下
に 置 か れ 得 る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 変 異 型 B-Rafに よ る MEKの リ ン 酸 化 を 拮 抗 す る 化 合
物 、 ま た は 変 異 型 B-Rafの 活 性 に 必 要 な 他 の 細 胞 機 能 を 阻 害 も し く は 可 能 に す る 化 合 物 等
、 変 異 型 B-Raf機 能 を 直 接 モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 の 検 出 を 可 能 に す る 。 野 生 型 非 変 異 型 B
-Rafが 存 在 す る 細 胞 は 、 適 切 な 対 照 と な る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 代 替 的 な ア ッ セ イ 形 式 と し て は 、 生 物 学 系 に お け る 増 殖 応 答 を 直 接 評 価 す る ア ッ セ イ が
挙 げ ら れ る 。 非 調 節 変 異 型 B-Rafの 構 成 的 発 現 は 、 動 物 細 胞 に お い て 増 殖 性 表 現 型 を 生 じ
る 。 3T3繊 維 芽 細 胞 等 の 細 胞 利 用 型 系 を 使 用 し て 、 変 異 型 B-Rafの 可 能 性 の あ る レ ギ ュ レ ー
タ ー の 活 性 を 評 価 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 本 実 施 形 態 の 好 適 な 態 様 で は 、 炎 症 応 答 を 伴 う ま た は 使 用 す る 疾 患 の 治 療 に 有
用 な 医 薬 用 の リ ー ド 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、
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　 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 存 在 下 以 外 で は 、 変 異 型 B-Rafが 、 参 照 リ ン 酸 化 効 率 で M
EKの リ ン 酸 化 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 生 じ る 条 件 下 で 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 を 、
変 異 型 B-Rafお よ び MEKと イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
　 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 存 在 下 で 、 変 異 型 B-Rafが 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に MEKの
リ ン 酸 化 を 生 じ る 能 力 を 判 定 す る こ と ； お よ び
　 参 照 リ ン 酸 化 効 率 に 照 ら し て 、 変 異 型 B-Rafが MEKを リ ン 酸 化 す る 能 力 を モ ジ ュ レ ー ト す
る 化 合 物 を 選 択 す る こ と 、 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 さ ら に 好 適 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 医 薬 用 の リ ー ド 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 に 関 し 、 該 方
法 は ：
　 精 製 さ れ た 変 異 型 B-Raf分 子 を 得 る ス テ ッ プ ；
　 変 異 型 B-Raf分 子 を 、 変 異 型 B-Rafに よ り リ ン 酸 化 す る こ と が 知 ら れ て い る 基 質 、 お よ び
１ つ 以 上 の テ ス ト 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る ス テ ッ プ ； な ら び に
　 基 質 の リ ン 酸 化 を モ ジ ュ レ ー ト 可 能 な １ つ 以 上 の テ ス ト 化 合 物 を 同 定 す る ス テ ッ プ 、 を
含 む 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 変 異 型 B-Rafリ ン 酸 化 用 の 基 質 は MEKで あ る 。 従 っ て 、 MEKを 基 質 と し て 使 用 し て 、 変 異
型 B-Rafキ ナ ー ゼ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト 可 能 な 化 合 物 を モ ニ タ ー す る こ と が 好 ま し い 。 こ れ
に よ り 、 当 業 者 は 、 キ ナ ー ゼ モ ジ ュ レ ー ト を 直 接 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 に な る 。
キ ナ ー ゼ モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 キ ナ ー ゼ (変 異 型 B-Raf)阻 害 剤 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 B-Rafの 活 性 は 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に よ り 測 定 さ れ 得 る ：
１ ． 溶 解 緩 衝 液 (150 mM NaCl、 25 mM HEPES [pH 7.3]、 1 mMオ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
、 １ ％ Triton X-100、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 0.5 mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル )中 で 、 細 胞 を 可
溶 化 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
２ ． 溶 解 産 物 を 、 氷 上 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 14,000 3 gで 10分 間 遠 心 分 離 に か け 、
上 清 を ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 B-Raf抗 体 と 、 そ の 次 に プ ロ テ イ ン Ｇ -セ フ ァ ロ ー ス と 、 ４ ℃ に て
１ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
３ ． 免 疫 沈 降 物 を 溶 解 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し 、 キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 (0.2 mM ATP、 30 mM MgCl 2 、
2 mM MnCl 2 、 40 mMβ -グ リ セ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.2 mMオ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、
2 mMオ カ ダ 酸 、 0.2％ β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル )中 で 、 1 mgの 精 製 組 換 え MEK1を 基 質 と し
て 添 加 し て 、 キ ナ ー ゼ 反 応 を 30℃ に て 10分 間 実 施 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
４ ． MEK1活 性 化 後 、 15 mCiの [ γ - 3 2 P ] ATP、 お よ び 1 mgの キ ナ ー ゼ 欠 損 (K52R)Erkを 基 質 と
し て 、 さ ら に ２ 分 間 添 加 す る 。 サ ン プ ル 緩 衝 液 を 添 加 す る こ と に よ り 、 反 応 を 止 め 、 混 合
液 を ５ 分 間 煮 沸 さ せ 、 SDS-PAGEに よ り タ ン パ ク 質 を 分 離 さ せ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
５ ． ゲ ル タ ン パ ク 質 を 、 ポ リ 二 フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン (polyvinylidene difluoride)膜 に 移 し
、 そ の 上 で 、 放 射 標 識 化 K52R Erkの 量 を PhosphorImagerで 定 量 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
６ ． B-Raf活 性 を 計 算 す る た め に 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 B-Rafブ ロ ッ テ ィ ン グ の 後 に 、
1 2 5 I標 識 化 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgGで 膜 を プ ロ ー ビ ン グ す る こ と に よ り 、 同 じ 膜 上 の B-Rafタ ン パ
ク 質 の 量 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
７ ． ア ッ セ イ は 、 テ ス ト す る １ つ 以 上 の 化 合 物 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 繰 り 返 し て も よ い
。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 任 意 に 、 同 定 す る テ ス ト 化 合 物 を 、 そ の 後 、 in vivoテ ス ト に 供 し て 、 例 え ば 上 記 実 施
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形 態 に 記 載 し た よ う に 、 変 異 型 B-Rafシ グ ナ リ ン グ 経 路 に 対 す る そ れ ら の 影 響 を 決 定 し て
も よ い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 変 異 型 B-Raf活 性 」 は 、 結 合 活 性 を 含 む 変 異 型 B-Rafの 任 意 の 活 性
を 指 し う る が 、 特 に 、 変 異 型 B-Rafの リ ン 酸 化 活 性 を 指 す 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 変 異 型 B-R
afに よ る 標 的 化 合 物 の リ ン 酸 化 、 お よ び 可 能 性 の あ る 治 療 薬 に よ る こ の 活 性 の モ ジ ュ レ ー
シ ョ ン を 検 出 す る よ う に 構 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 変 異 型 B-Rafの リ ン 酸 化 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 の 例 と し て は 、 B-Raf自 体 の 優 性
ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 化 合 物 は 、 変 異 型 B-Rafの 標 的 に つ い て 競 合
可 能 で あ る た め 、 生 物 学 系 ま た は 人 工 系 に お け る 変 異 型 B-Rafの 活 性 を 低 下 さ せ る 。 従 っ
て 、 本 発 明 は さ ら に 、 変 異 型 B-Rafの リ ン 酸 化 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト 可 能 な 化 合 物 に 関 す る
。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 変 異 型 B-Rafの 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 は 、 ほ ぼ 全 て の 一 般 的 な 種 類 の も の で あ り 得
、 線 状 、 環 状 、 多 環 状 、 も し く は そ れ ら の 組 合 せ で あ り 得 る 有 機 化 合 物 等 の 低 分 子 量 化 合
物 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 等 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 で 使 用
す る 「 ペ プ チ ド 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 等 価 で あ る と 見 な さ れ
る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 多 く の 化 合 物 は 、 薬 剤 開 発 に 有 用 な リ ー ド 化 合 物 で あ り 得 る 。 有 用 な リ ー
ド 化 合 物 は 、 特 に 抗 体 お よ び ペ プ チ ド で あ り 、 特 に 、 遺 伝 子 療 法 目 的 で 細 胞 内 で 発 現 さ れ
る 細 胞 内 抗 体 で あ り 、 こ れ ら は 、 ペ プ チ ド ま た は 低 分 子 量 治 療 法 の 開 発 用 の モ デ ル と し て
使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 好 適 な 態 様 で は 、 リ ー ド 化 合 物 お よ び 変 異 型 B-Raf、 ま た は 他 の
標 的 ペ プ チ ド は 、 同 時 結 晶 化 さ れ て 、 リ ー ド 化 合 物 で 見 と め ら れ る 相 互 作 用 を 模 倣 す る 適
切 な 低 分 子 量 化 合 物 を 設 計 し 易 く し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 結 晶 化 は 、 例 え ば 、 「 貯 蔵 緩 衝 液 」 に 入 っ た ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 複 合 体 の 溶 液 を 、
好 ま し く は １ ： １ の 比 率 で 、 結 晶 形 成 に 必 要 な 低 濃 度 の 沈 殿 剤 と 共 に 、 混 合 す る こ と に よ
る 、 結 晶 化 緩 衝 液 の 調 製 を 伴 う 。 結 晶 形 成 の た め に は 、 例 え ば 沈 殿 剤 を 添 加 す る こ と (例
え ば 滴 定 )に よ り 、 ま た は 沈 殿 剤 の 濃 度 を 拡 散 に よ っ て 結 晶 化 緩 衝 液 と 貯 蔵 緩 衝 液 と の 間
で 平 衡 化 さ せ る こ と に よ り 、 沈 殿 剤 の 濃 度 を 上 げ る 。 適 切 な 条 件 下 で は 、 沈 殿 剤 の こ の よ
う な 拡 散 は 、 沈 殿 剤 の 勾 配 (例 え ば 、 高 濃 度 の 沈 殿 剤 を 含 む 貯 蔵 緩 衝 液 か ら 、 低 濃 度 の 沈
殿 剤 を 含 む 結 晶 化 緩 衝 液 )に 応 じ て 生 じ る 。 拡 散 は 、 例 え ば 、 共 通 気 相 に お い て 拡 散 さ せ
る 蒸 気 拡 散 技 術 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 公 知 の 技 術 と し て は 、 例 え ば 、 「 ハ ン ギ ン グ ・ ド ロ
ッ プ (hanging drop)」 ま た は 「 シ ッ テ ィ ン グ ・ ド ロ ッ プ (sitting drop)」 法 等 の 蒸 気 拡 散
法 が あ る 。 蒸 気 拡 散 方 法 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 結 晶 化 緩 衝 液 の 水 滴 が 、 よ り 大 量 な 貯 蔵
緩 衝 液 プ ー ル の 上 に 懸 か っ て い る か ま た は 横 に 置 か れ て い る 。 あ る い は ま た 、 沈 殿 剤 の 平
衡 化 は 、 結 晶 化 緩 衝 液 を 貯 蔵 緩 衝 液 か ら 分 離 し 、 タ ン パ ク 質 が 貯 蔵 緩 衝 液 中 で 希 釈 す る の
を 防 ぐ 半 浸 透 膜 を 通 し て 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 結 晶 化 緩 衝 液 で は 、 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド /結 合 パ ー ト ナ ー 複 合 体 は 、 30 mg/mlま で
、 好 ま し く は 約 2 mg/ml～ 約 4 mg/mlの 濃 度 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 結 晶 の 形 成 は 、 以 下 の パ ラ メ ー タ に よ り 本 質 的 に 決 定 さ れ る 様 々 な 条 件 下 で 達 成 さ れ 得
る ： す な わ ち 、 pH、 塩 お よ び 添 加 物 の 存 在 、 沈 殿 剤 、 タ ン パ ク 質 濃 度 、 お よ び 温 度 。 pHは
、 約 4.0～ 9.0に 及 び う る 。 緩 衝 液 の 濃 度 お よ び 種 類 は 、 そ れ ほ ど 重 要 で は な い た め 、 (例
え ば 、 所 望 の pHに 応 じ て )可 変 的 で あ り 得 る 。 適 切 な 緩 衝 液 系 と し て は 、 リ ン 酸 塩 、 酢 酸
塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 Tris、 MES、 お よ び HEPES緩 衝 液 が 挙 げ ら れ る 。 有 用 な 塩 お よ び 添 加 物 と
し て は 、 例 え ば 、 塩 化 物 、 硫 酸 塩 、 お よ び 当 業 者 に 公 知 の 他 の 塩 が 挙 げ ら れ る 。 緩 衝 液 は
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、 水 混 和 性 有 機 溶 剤 、 好 ま し く は 、 100～ 20000、 優 先 的 に は 4000～ 10000の 分 子 量 を 有 す
る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ま た は 硫 酸 塩 、 特 に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 塩 化 物 、 ク エ ン 酸 塩
、 も し く は 酒 石 酸 塩 等 の 適 切 な 塩 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 沈 殿 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド /結 合 パ ー ト ナ ー 複 合 体 の 結 晶 は 、 (例 え ば 、 重 原
子 誘 導 体 化 に よ り )化 学 的 に 修 飾 さ れ て も よ い 。 簡 単 に 言 う と 、 こ の よ う な 誘 導 体 化 は 、
重 金 属 原 子 塩 、 ま た は 有 機 金 属 化 合 物 (例 え ば 、 塩 化 鉛 、 金 チ オ リ ン ゴ 酸 、 チ メ ロ サ ー ル
、 も し く は 酢 酸 ウ ラ ニ ル )を 含 む 、 結 晶 中 で 拡 散 可 能 か つ タ ン パ ク 質 の 表 面 に 結 合 可 能 な
溶 液 に 、 結 晶 を 浸 す こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 結 合 し た １ つ 以 上 の 重 金 属 原 子 の １ つ 以 上
の 位 置 は 、 浸 し た 結 晶 の Ｘ 線 回 折 分 析 に よ り 決 定 さ れ 得 、 こ の 情 報 は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド
の 三 次 元 モ デ ル を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 三 次 元 モ デ ル は 、 例 え ば 、 結 晶 の 重 原 子 誘 導 体 お よ び /ま た は 結 晶 化 に よ り 得 ら れ た 構
造 デ ー タ の 全 体 ま た は 一 部 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 こ の よ う な モ デ ル の 構 築 は 、 ホ モ ロ ジ ー モ デ リ ン グ お よ び /ま た は 分 子 置 換 を 伴 う こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 予 備 ホ モ ロ ジ ー モ デ ル は 、 配 列 ア ラ イ メ ン ト と 構 造 が 既 知 の 任 意 の RAFキ ナ ー ゼ と の 組
合 わ せ 、 二 次 構 造 予 測 、 お よ び 構 造 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 作 製 さ れ 得 る 。
例 え ば 、 変 異 型 B-Rafお よ び 候 補 ペ プ チ ド の 配 列 を 、 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 使
用 し て ア ラ イ ン さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア も 、 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 複 合 体 の 二 次 構 造 を 予 測 す る た
め に 使 用 さ れ 得 る 。 ペ プ チ ド 配 列 は 、 変 異 型 B-Raf構 造 に 取 り 込 ま れ 得 る 。 構 造 的 矛 盾 (例
え ば 、 挿 入 /欠 失 周 囲 の 構 造 断 片 )は 、 所 望 の 長 さ お よ び 適 切 な 高 次 構 造 を 有 す る ペ プ チ ド
に つ い て 構 造 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り モ デ リ ン グ で き る 。 側 鎖 高 次
構 造 を 予 測 す る た め に 、 側 鎖 回 転 異 性 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 採 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 最 終 的 な ホ モ ロ ジ ー モ デ ル を 使 用 し て 、 適 切 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し た 分
子 置 換 に よ り 、 ペ プ チ ド の 結 晶 構 造 を 解 明 す る 。 ホ モ ロ ジ ー モ デ ル は 、 分 子 置 換 の 結 果 に
応 じ て 配 置 さ れ 、 分 子 力 学 計 算 、 お よ び 結 晶 化 に 使 用 し た 阻 害 剤 の 電 子 密 度 へ の モ デ リ ン
グ を 含 む さ ら な る 絞 込 み に 供 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　
　 構 成 的 に 活 性 な キ ナ ー ゼ 変 異 体 は 、 シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 解 明 、 お よ び そ の よ う な 経 路 を
モ ジ ュ レ ー ト す る 治 療 薬 の 開 発 に お い て 貴 重 な 調 査 ツ ー ル で あ る 。 本 発 明 に よ る ５ つ の 変
異 体 の 活 性 を 検 査 し た 。 こ れ ら は 、 G463V、 G468A、 G595R、 L596V、 お よ び V599Eで あ る 。
変 異 体 の 活 性 を 検 査 す る た め に 、 myc-エ ピ ト ー プ タ グ 付 け 型 の B-Rafを 、 COS細 胞 に お い て
一 過 的 に 発 現 さ せ る 。 こ の 外 因 的 に 発 現 さ れ た B-Rafの 活 性 を 検 査 す る た め に 、 mycタ グ を
使 用 し て タ ン パ ク 質 を 免 疫 沈 降 さ せ 、 細 菌 生 成 GST-MEK、 GST-ERK、 お よ び ミ エ リ ン 塩 基 性
タ ン パ ク 質 (MBP)を 配 列 基 質 と し て 使 用 し た キ ナ ー ゼ 回 路 ア ッ セ イ に お い て 検 査 し た (Mara
isら  (1997); J. Biol. Chem. : 4378-83)。 B-Rafは 、 高 レ ベ ル の 基 準 キ ナ ー ゼ 活 性 を
有 し 、 Raf-1ま た は A-Rafの い ず れ よ り も 、 ア ク チ ベ ー タ ー の 不 在 下 に お い て よ り 顕 著 に 活
性 で あ る (Maraisら  (1997); J. Biol. Chem. : 4378-83)。 さ ら に 、 Raf-1お よ び A-Raf
は 、 そ れ ら の 活 性 を 完 全 に 刺 激 す る た め に 発 癌 性 Ras( V 1 2 Ras)お よ び 活 性 化 Srcの 両 方 を 必
要 と す る 一 方 で 、 B-Rafは 、 V 1 2 Rasの み と の 同 時 発 現 に よ り 完 全 に 活 性 化 さ れ る 。 従 っ て
、 こ れ ら の 突 然 変 異 が 、 B-Rafの 基 準 活 性 、 お よ び V 1 2 Rasに よ り 刺 激 さ れ る 活 性 の 両 方 に
対 し て 及 ぼ す 影 響 を ア ッ セ イ し た 。 野 生 型 B-Rafと 比 べ て 、 G 4 6 3 V B-Raf、 G 4 6 8 A B-Raf、 L 5 9

6 V B-Raf、 お よ び V 5 9 9 E B-Rafは 全 て 、 大 き く 上 昇 し た 基 準 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る (図 １ Ａ 、
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１ Ｂ )。 比 較 す る と 、 G 5 9 5 R B-Rafは 、 野 生 型 タ ン パ ク 質 と 比 べ て 低 い 基 準 活 性 を 有 す る (図
１ Ａ )。 同 様 の 結 果 が in vivoで も 観 察 さ れ た 。 ５ つ の 変 異 体 の 全 て が 、 発 癌 性 Ras( V 1 2 Ras
)に よ り 刺 激 さ れ る 。 し か し 、 変 異 体 そ れ ぞ れ の 倍 数 的 活 性 化 は 、 野 生 型 B-Rafと 比 べ て 低
く (図 １ Ａ 、 Ｂ を 参 照 )、 V 5 9 9 E B-Rafの 場 合 に 特 に 低 い 。 し か し 、 G 4 6 3 V B-Raf、 G 4 6 8 A B-Raf
、 L 5 9 6 V B-Raf、 お よ び V 5 9 9 E B-Rafの そ れ ぞ れ の 基 準 活 性 は 野 生 型 タ ン パ ク 質 よ り も 高 い た
め 、 見 と め ら れ る 活 性 の 絶 対 レ ベ ル は そ れ ぞ れ の 場 合 に 、 V 1 2 Rasの 存 在 下 に お い て 、 野 生
型 タ ン パ ク 質 よ り も 高 い 。 興 味 深 い こ と に 、 G 5 9 5 R B-Rafも V 1 2 Rasに よ り 刺 激 さ れ る が 、 活
性 化 は 非 常 に 弱 く 、 こ れ は お そ ら く 低 い 開 始 レ ベ ル に よ る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 各 活 性 化 変 異 体 が 、 NIH3T3細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る 能 力 に つ い て も 検 査 し た 。 こ の ア ッ セ
イ で は 、 野 生 型 B-Rafは 非 常 に 低 い 効 率 ( V 1 2 Rasで 見 と め ら れ る コ ロ ニ ー 数 の 約 0.02％ )で
細 胞 を 形 質 転 換 す る 。 し か し 、 図 ２ に 示 す よ う に 、 各 活 性 化 変 異 体 は 、 野 生 型 B-Rafよ り
も 、 NIH3T3細 胞 を 40～ 85倍 の 効 率 で 形 質 転 換 す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ras/MEK経 路 に 対 す る 、 B-Raf変 異 体 を 含 む 細 胞 の 成 長 の 依 存 の 程 度 を 調 査 し た 。 こ れ ら
の 調 査 の た め に 、 ２ つ の ア ッ セ イ を 使 用 し た 。 第 １ の ア ッ セ イ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Y1
3-259(細 胞 Rasの 活 性 を 中 和 す る 抗 体 )の 微 量 注 入 に よ り 成 長 が 抑 制 さ れ る か を テ ス ト す る
。 結 果 を 表 ２ に 示 す 。 デ ー タ は ３ つ の グ ル ー プ に 分 け ら れ て い る 。 第 １ の グ ル ー プ は 、 野
生 型 B-Rafを 有 し 、 Y13-259に よ り 成 長 が (40～ 100％ )阻 害 さ れ て い る 。 第 ２ の グ ル ー プ は B
-Rafに お い て 活 性 化 突 然 変 異 を 有 し 、 Y13-259に よ り 成 長 は 阻 害 さ れ な か っ た (＜ 15％ )。
第 ３ の グ ル ー プ (１ ケ ー ス の み )は 、 活 性 化 Rasお よ び 活 性 化 B-Raf突 然 変 異 の 両 方 を 有 す る
細 胞 を 含 む 。 興 味 深 い こ と に 、 こ の 細 胞 系 の 成 長 は 、 Y13 259に よ り 阻 害 さ れ た が 、 こ れ
は 、 成 長 が Rasお よ び B-Rafの 両 方 に 依 存 し て い る か ら か も し れ な い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 第 ２ の ア プ ロ ー チ は 、 化 合 物 U0126(B-Rafの 唯 一 の 既 知 基 質 で あ る MEK1/2の 阻 害 剤 )の 影
響 を 検 査 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 B-Rafに お い て 活 性 化 突 然 変 異 を 有 す る 細 胞
の 処 置 が 、 MEK活 性 が 抑 制 さ れ る 場 合 に 細 胞 増 殖 の 抑 制 を 生 じ る こ と を 実 証 し 、 B-Rafの 活
性 化 変 異 体 に よ る 細 胞 シ グ ナ リ ン グ の 活 性 化 が 治 療 標 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 表 ３ を
参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 総 合 す る と 、 上 記 デ ー タ は
１ ． ヒ ト 腫 瘍 に お い て 、 活 性 化 お よ び 不 活 化 突 然 変 異 の ２ つ の ク ラ ス の B-Raf突 然 変 異 が
存 在 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
２ ． 活 性 化 型 の B-Rafは 、 NIH3T3細 胞 を 形 質 転 換 可 能 で 、 従 っ て 、 発 癌 遺 伝 子 と 定 義 さ れ
得 る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
３ ． 活 性 化 B-Rafタ ン パ ク 質 を 発 現 す る ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 は 、 Y13-259、 す な わ ち Ras中 和 抗
体 に 対 し て 感 受 性 を 持 た ず 、 こ れ ら の 成 長 が Rasタ ン パ ク 質 に 依 存 せ ず 、 従 っ て 、 Rasタ ン
パ ク 質 を 標 的 と す る 化 合 物 に 応 答 す る 可 能 性 が 低 い こ と を 示 す 。 こ れ は 、 活 性 化 変 異 体 が
、 腫 瘍 細 胞 中 の Rasシ グ ナ ル に つ い て の 要 件 を 克 服 し 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ８ ４ 】
４ ． し か し 、 こ れ ら の 活 性 は 、 化 合 物 U0126に よ り 抑 制 さ れ 、 こ れ ら の 成 長 が こ の 経 路 の
活 性 に 依 存 し 、 従 っ て 、 B-Raf活 性 を 標 的 と す る 治 療 薬 に 応 答 す る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
５ ． 突 然 変 異 の 一 部 は 、 キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の リ ン 酸 塩 結 合 ル ー プ に あ り (G463、 G465、 G46
8)、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 は 全 て の キ ナ ー ゼ に お い て 保 存 さ れ て い る た め 、 こ れ ら の 突 然 変 異
は 、 キ ナ ー ゼ を 活 性 化 す る た め の 広 範 囲 か つ 都 合 の 良 い メ カ ニ ズ ム を 表 す 。 こ れ は 、 治 療
薬 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 の 重 要 な 意 味 (implication)を 有 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
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　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 B-Rafの 463、 465、 お よ び 468位 に 対 応 す る １ つ 以 上 の 位 置 に お け る
突 然 変 異 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る リ ン 酸 塩 結 合 ル ー プ 中 に 突 然 変 異 を 含 む 、 構 成 的 に 活
性 な キ ナ ー ゼ を 提 供 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 突 然 変 異 は 、 463お よ び 468位 の １ つ 以 上 に あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 G463Vお よ び G468Aが 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 多 く の キ ナ ー ゼ は 、 特 定 の 疾 患 と 関 連 付 け ら れ て 同 定 さ れ る が 、 そ れ ら の 活 性 化 の メ カ
ニ ズ ム が 常 に 完 全 に 理 解 さ れ て い る わ け で は な い 。 本 明 細 書 に 記 載 し た 構 成 的 に 活 性 化 さ
れ た 変 異 体 は 、 活 性 化 の メ カ ニ ズ ム を 最 初 に 解 明 す る 必 要 な く 、 阻 害 剤 に つ い て の ス ク リ
ー ニ ン グ に 使 用 で き る 試 薬 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 キ ナ ー ゼ の 例 と し て は 、 MEKお よ び ERK等 の MAPキ ナ ー ゼ 経 路 、 な ら び に p38、 JNK、 お よ
び そ れ ら の 上 流 キ ナ ー ゼ 等 の 他 の MAPキ ナ ー ゼ 経 路 上 の 他 の キ ナ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 こ れ
ら の 活 性 化 メ カ ニ ズ ム に つ い て あ る 程 度 は 知 ら れ て い る が 、 一 部 に つ い て は 、 直 接 突 然 変
異 に よ っ て ど の よ う に 活 性 化 す る の か 知 ら れ て い な い 。 本 発 明 は 、 該 キ ナ ー ゼ ス ク リ ー ニ
ン グ 目 的 の 活 性 化 変 異 体 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 p90Rsk、 mnk等 の MAPキ ナ ー ゼ の 下 流 に あ る
キ ナ ー ゼ も 活 性 化 さ れ 得 る 。 代 替 的 な 活 性 化 メ カ ニ ズ ム は 知 ら れ て い る が 、 突 然 変 異 は ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 好 ま し い 経 路 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ポ イ ツ -イ エ ー ガ ー 症 候 群 に 関 与 す る Lkb1等 の 、 活 性 化 メ カ ニ ズ ム が 知
ら れ て い な い 特 定 の 公 知 キ ナ ー ゼ ； お よ び 構 成 的 に 活 性 で あ り 得 る が 、 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン
グ の た め に さ ら に 活 性 化 可 能 で あ り 得 る キ ナ ー ゼ PDK1も 包 含 す る 。 こ の キ ナ ー ゼ は 、 イ ン
ス リ ン シ グ ナ リ ン グ に 関 与 し 、 従 っ て 、 糖 尿 病 用 の 有 用 な 標 的 と な り う る 。 ま た 、 AMP活
性 化 キ ナ ー ゼ は 、 II型 糖 尿 病 に 関 与 し 、 こ れ も 同 じ く リ ン 酸 化 に よ り 活 性 化 さ れ 、 従 っ て
、 突 然 変 異 に よ る 活 性 化 を 受 け 易 い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、
(ａ )上 で 詳 細 に 記 載 し た よ う に 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 を 、 463、 465ま た は 46
8位 の １ つ 以 上 に お い て 含 む 変 異 型 キ ナ ー ゼ を 調 製 す る こ と ；
　 (ｂ )キ ナ ー ゼ 基 質 の 存 在 下 で 、 変 異 型 キ ナ ー ゼ を 、 該 １ つ 以 上 の 化 合 物 に 曝 す こ と ； お
よ び
　 (ｄ )キ ナ ー ゼ が 、 該 １ つ 以 上 の 化 合 物 の 存 在 下 で 該 基 質 を リ ン 酸 化 す る 能 力 を 判 定 す る
こ と
を 含 む 、 キ ナ ー ゼ に 対 す る 阻 害 効 果 に つ い て １ つ 以 上 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 １ つ 以 上 の テ ス ト 化 合 物 の 存 在 下 に お け る キ ナ ー ゼ の リ ン 酸 化 活 性 は 、 該 １ つ 以 上 の 化
合 物 の 不 在 下 に お け る そ の 活 性 と 都 合 よ く 比 較 さ れ る ； 変 異 型 キ ナ ー ゼ の 基 準 活 性 の 低 下
は 、 該 １ つ 以 上 の 化 合 物 に よ る キ ナ ー ゼ の 阻 害 を 示 す 。 複 数 ア ッ セ イ の た め に 、 リ ン 酸 化
の 参 照 レ ベ ル を 、 特 定 の ア ッ セ イ に つ い て 決 定 し て お き 、 比 較 の 基 準 と し て 使 用 し て も よ
い 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 キ ナ ー ゼ は 、 Rafタ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ で あ る こ と が 好 ま し く ； B-Rafで あ る こ と が 都 合 が
よ い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 逆 に 、 B-Raf G595R等 の 構 成 的 に 抑 制 さ れ た 変 異 体 は 、 キ ナ ー ゼ の ア ク チ ベ ー タ ー を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 際 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
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　 癌 に お け る 標 的 と し て の BRAFを 検 証 す る た め に 、 ま ず 、 活 性 化 変 異 型 形 態 の BRAFを 発 現
す る 細 胞 の 成 長 が 、 RAF-MEK-ERKシ グ ナ リ ン グ 経 路 を 成 長 の た め に 必 要 と し た か 否 か を テ
ス ト す る 。 こ の た め に 、 BRAF遺 伝 子 中 に 突 然 変 異 を 有 す る 黒 色 腫 お よ び 結 腸 直 腸 細 胞 系 を
、 こ の 経 路 を 介 し た シ グ ナ リ ン グ を ブ ロ ッ ク す る 製 剤 で 処 理 す る 。 ２ つ の 化 合 物 を テ ス ト
す る 。 １ つ は 、 化 合 物 U0126で あ り 、 こ れ は MEK阻 害 剤 で 、 従 っ て 、 細 胞 中 の RAF-ERKシ グ
ナ リ ン グ を 解 く (uncouple)(Sebolt-Leopoldら , 1999)。 BAY 43-9006も テ ス ト し た 。 こ れ
は 、 RAFタ ン パ ク 質 の 阻 害 剤 で あ る (Lyonsら , 2001)。 こ れ ら の 化 合 物 が 、 ERK活 性 を ブ ロ
ッ ク す る 能 力 を 、 BRAF遺 伝 子 の 599位 に お い て バ リ ン か ら ア ス パ ラ ギ ン 酸 へ の 置 換 を 有 す
る 黒 色 腫 細 胞 系 WM266.4に お い て テ ス ト し た 。 こ れ は 、 活 性 化 突 然 変 異 で あ る (図 ３ Ａ )。
こ れ ら の 細 胞 も 、 二 重 に リ ン 酸 化 さ れ た 活 性 化 型 の ERKに し か 結 合 し な い 抗 体 (ppERK)を 使
用 し て 判 断 さ れ た 場 合 の 基 準 キ ナ ー ゼ 活 性 が 高 い 。 WM266.4細 胞 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に
か け る 際 に ppERK抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 42～ 44 kDaの 領 域 に お い て 強 力 な シ グ ナ ル が 見 と
め ら れ 、 こ れ ら の 細 胞 に お い て ERKが 高 い 基 準 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と を 示 す (図 ３ Ｂ )
。 し か し 、 細 胞 を U0126、 ま た は Bay43-9006で 処 理 し た 場 合 、 ERK活 性 は 強 く 抑 制 さ れ る (
図 ３ Ｂ )。 同 様 の 結 果 が 、 A375細 胞 、 す な わ ち BRAF遺 伝 子 に お い て V599E突 然 変 異 を 有 す る
黒 色 腫 細 胞 系 を 使 用 し て 得 ら れ た (Daviesら , 2002)。 こ れ ら の デ ー タ は 、 RAFお よ び MEKシ
グ ナ リ ン グ が 、 こ れ ら の 細 胞 に お い て 高 い ERK活 性 を 維 持 す る た め に 必 要 で あ る こ と を 実
証 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 次 に 、 本 発 明 者 ら は 、 BAY 43-9002が 、 WM266.4細 胞 の 成 長 に 対 し て ど の よ う な 影 響 を 及
ぼ す の か を テ ス ト し 、 こ の 化 合 物 が 、 約 6.1μ Mの IC50で 、 こ れ ら の 細 胞 の 成 長 を ブ ロ ッ ク
し て い る こ と が 分 か っ た (表 ４ )。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 BAY43-9006は 、 低 マ イ ク ロ モ ル (micromolar)範 囲 に あ る colo829細 胞 お よ び BE細 胞 の 成
長 も ブ ロ ッ ク し た (表 ４ )。 Colo829細 胞 は 、 BRAF遺 伝 子 に お い て V599E突 然 変 異 を 含 む 黒 色
腫 細 胞 系 で あ り 、 BE細 胞 は 、 BRAF遺 伝 子 に お い て G463突 然 変 異 を 含 む 結 腸 直 腸 系 で あ る (D
aviesら , 2002)。 こ の よ う に 、 こ れ ら の 突 然 変 異 の 両 方 と も が 活 性 化 的 で あ る (Daviesら ,
 2002)。 最 後 に 、 DNA合 成 に 対 す る こ れ ら の 阻 害 剤 の 影 響 を テ ス ト し た 。 WM-266.4細 胞 と
、 10μ M U0126ま た は 10μ M BAY 43-9006と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 こ れ ら の 細 胞 中
で の DNA合 成 が 強 く 抑 制 さ れ た (図 ４ )。 こ れ ら の デ ー タ は 、 BRAF遺 伝 子 中 に 活 性 化 突 然 変
異 を 有 す る 細 胞 に お け る ERK活 性 化 お よ び 増 殖 が 、 RAFお よ び MEK活 性 に 依 存 す る こ と を 実
証 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に は 、 ３ つ の RAF遺 伝 子 、 す な わ ち CRAF(RAF-1と も 呼 ば れ る )、 ARAF、 お よ
び BRAFが あ る 。 U0126は 、 MEK阻 害 剤 で あ り 、 従 っ て 、 CRAFを 、 BRAFま た は ARAFシ グ ナ リ ン
グ と 区 別 す る こ と が で き な い 。 同 様 に 、 BAY 43-9006は 、 CRAFお よ び BRAFの 両 方 を 阻 害 で
き 、 従 っ て 異 な る RAFイ ソ フ ォ ー ム 間 を 区 別 し な い 。 従 っ て 、 ど の RAFイ ソ フ ォ ー ム が 、 WM
266.4細 胞 に お い て ERKに シ グ ナ リ ン グ し て い た か を 判 断 す る た め に 、 細 胞 を 、 個 々 の RAF
イ ソ フ ォ ー ム に つ い て 選 択 的 な 短 い 干 渉 (small interference)RNA(siRNA)プ ロ ー ブ で 処 理
し た 。 WM266.4細 胞 を 、 BRAFも し く は CRAF、 ま た は い ず れ の イ ソ フ ォ ー ム も 認 識 し な い 無
作 為 対 照 に 特 異 的 に 設 計 さ れ た siRNAプ ロ ー ブ で 処 理 し た 。 CRAFに 対 す る 認 識 の 効 率 を 、
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 測 定 し た 。 WM266.4細 胞 を 、 CRAFに 特 異 的 な siRNAプ ロ ー ブ で
処 理 す る こ と に よ り 、 CRAF発 現 が 強 く 抑 制 さ れ た (図 ５ Ａ )。 Colo829細 胞 お よ び BE細 胞 に
お い て 同 様 の 結 果 が 見 と め ら れ た (図 ５ Ａ )。 WM-266.4細 胞 を BRAF特 異 的 siRNAプ ロ ー ブ で
処 理 し た 場 合 、 細 胞 中 の BRAF活 性 は 強 く 抑 制 さ れ た が 、 無 作 為 対 照 で 細 胞 を 処 理 し た 場 合
に は 抑 制 は 見 と め ら れ な か っ た (図 ５ Ｂ )。 同 様 の 結 果 が 、 Colo829お よ び BE細 胞 に お い て
見 と め ら れ た (図 ５ Ｂ )。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 上 記 デ ー タ は 、 siRNAを 使 用 し て 、 BRAFお よ び CRAFタ ン パ ク 質 の 発 現 を 選 択 的 に 抑 制 で
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き る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ の 除 去 に よ り 、
こ れ ら の 細 胞 に お け る ERK活 性 が ど の よ う に 影 響 さ れ る か を 検 査 し た 。 WM-266.4に お け る B
RAFタ ン パ ク 質 発 現 を 除 去 す る た め に siRNAを 使 用 し た 場 合 、 時 間 依 存 的 に ERK活 性 が 抑 制
さ れ た (図 ６ )。 対 照 的 に 、 CRAF発 現 の 除 去 ま た は 無 作 為 siRNAプ ロ ー ブ で の 処 理 は 、 ERK活
性 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た (図 ６ )。 同 様 の 結 果 が 、 Colo829細 胞 に お い て 得 ら れ た (図 ６ )
。 こ れ ら の 結 果 は 、 BRAFが 、 活 性 化 BRAFタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 黒 色 腫 細 胞 に お い て ERKに
シ グ ナ リ ン グ す る 主 要 な イ ソ フ ォ ー ム で あ る こ と を 実 証 す る 。 CRAFは 、 こ れ ら の 細 胞 に お
い て 基 準 ERK活 性 に シ グ ナ リ ン グ し な い と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 者 ら は 、 WM-266.4細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 影 響 を 検 査 す る こ
と に よ り 、 BRAF除 去 が 、 細 胞 成 長 に ど の よ う に 影 響 す る か を 検 証 し た 。 こ れ ら の 調 査 の た
め に 、 細 胞 を 70％ エ タ ノ ー ル 中 で 固 定 し 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ リ ジ ウ ム で 染 色 し 、 そ れ ら の 細 胞
周 期 プ ロ フ ァ イ ル を 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 取 り (FACS)に よ り 検 査 し た 。 こ の 分 析 を 使 用 し て
、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 、 G1サ ブ ピ ー ク に お い て 見 と め ら れ た 。 こ れ ら の 細 胞 に お い て 、 自
発 的 ア ポ ト ー シ ス は 非 常 に 少 な く 、 細 胞 の １ ％ 未 満 が G1サ ブ ピ ー ク に お い て 見 と め ら れ た
(図 ７ 、 表 ５ )。 U0126で 細 胞 を 処 理 し た 場 合 、 G1サ ブ ピ ー ク に お け る 細 胞 の 割 合 は 有 意 に
増 加 す る (約 3.5％ ； 図 ７ 、 表 ５ )。 同 様 に 、 siRNAを 使 用 し た BRAF発 現 の 除 去 に よ っ て も 、
G1サ ブ ピ ー ク に お け る 細 胞 の 数 が 増 え る が 、 CRAFの 除 去 ま た は 無 作 為 対 照 で の 処 理 で は 増
加 し な か っ た 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 の マ ー カ ー で あ る PARP切 断 も 検
証 し た 。 BRAF siRNAで 細 胞 を 処 理 し た 場 合 に は PARPの 切 断 が 誘 導 さ れ た が 、 無 作 為 対 照 で
は 誘 導 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 変 異 型 BRAFタ ン パ ク 質 が 黒 色 腫 細 胞 系 に お い て
除 去 さ れ た 場 合 に 、 ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 ま と め る と 、 こ れ ら の 結 果 は 、 BRAFの 活 性 化 変 異 体 を 発 現 す る 黒 色 細 胞 系 に お い て 、 ER
K活 性 化 お よ び 細 胞 成 長 の た め に 、 RAFお よ び MEKを 介 し た シ グ ナ リ ン グ が 必 要 で あ る こ と
を 実 証 し て い る 。 CRAFよ り も BRAFの 方 が 、 ERK活 性 を 刺 激 す る 主 要 RAFイ ソ フ ォ ー ム で あ る
と 思 わ れ 、 ア ポ ト ー シ ス か ら 細 胞 を 保 護 し て い る よ う に 思 わ れ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 BR
AFが 、 成 長 お よ び ア ポ ト ー シ ス か ら の 保 護 の た め に BRAFシ グ ナ リ ン グ に 依 存 す る 細 胞 に お
い て 重 要 な 治 療 的 標 的 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　
　 B-raf変 異 型 V599Eの た め に 、 HTSア ッ セ イ が 開 発 さ れ て い る 。 結 果 を 検 証 す る た め に 、 G
ST-ERK2(キ ナ ー ゼ コ ン ピ テ ン ト )を 採 用 し 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)へ の 3 3 P-γ -
リ ン 酸 塩 の 取 り 込 み を 測 定 す る 標 準 的 な 共 役 ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と に よ り 、 -Raf発 現 溶
解 産 物 お よ び GST-MKK1試 薬 の 活 性 を チ ェ ッ ク し た 。 図 ８ に 示 す よ う に 、 B-Raf溶 解 産 物 の
存 在 下 で は 、 対 照 (非 発 現 )溶 解 産 物 と 比 べ て 、 シ グ ナ ル の 16倍 の 増 加 が 見 と め ら れ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　
　

　 プ ラ ッ ト ホ ー ム の 原 理 ： GSTタ グ 付 け 基 質 (ERK-2)を 、 フ ラ ッ シ ュ プ レ ー ト シ ン チ ラ ン ト
埋 め 込 み 壁 に 、 グ ル タ チ オ ン 被 膜 を 介 し て 捕 捉 し た 。 基 質 へ の 3 3 P-γ -リ ン 酸 塩 の 取 り 込
み に よ り 、 測 定 可 能 な シ ン チ レ ー シ ョ ン シ グ ナ ル が 生 じ る は ず で あ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 GST-キ ナ ー ゼ 死 活 (kinase dead)ERK2(GST-kdERK2)へ の 33P-γ -リ ン 酸 塩 の 取 り 込 み を 、
B-Raf活 性 の ア ウ ト プ ッ ト と し て 測 定 す る 確 率 を 、 グ ル タ チ オ ン フ ラ ッ シ ュ プ レ ー ト ア ッ
セ イ に お い て 評 価 し た 。 図 ９ は 、 試 薬 評 価 実 施 か ら 持 っ て き た (transfer)条 件 を 使 用 し た
場 合 、 こ の プ ラ ッ ト ホ ー ム を 使 用 し て GST-kdERK2へ の 3 3 Pの B-Raf-依 存 型 取 込 み を 検 出 す
る こ と が で き な か っ た 。 標 準 的 p81フ ィ ル タ ー プ レ ー ト ア ッ セ イ も 成 果 が な い こ と が 分 か
っ た 。 こ の カ ス ケ ー ド ア ッ セ イ の 増 幅 特 徴 の 結 果 と し て 、 最 後 の ア ッ セ イ ス テ ッ プ (す な
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わ ち 、 MBPの ERK2リ ン 酸 化 )の 不 在 下 に お い て ア ッ セ イ シ グ ナ ル を 維 持 す る た め に は 、 残 っ
て い る 構 成 要 素 の そ れ ぞ れ が 有 意 に 高 い レ ベ ル で あ る こ と が お そ ら く 必 要 と さ れ る 。 従 っ
て 、 こ の 放 射 分 析 プ ラ ッ ト ホ ー ム に お い て 試 薬 を 消 耗 す る B-Raf、 MKKI、 お よ び ERK2滴 定
の 実 施 に 着 手 す る 前 に 、 抗 体 利 用 型 プ ラ ッ ト ホ ー ム を 評 価 す る こ と が 適 切 と 思 わ れ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　
　 DELFIA(解 離 増 強 ラ ン タ ニ ド 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ )ア ッ セ イ は 、 ホ ス ホ 特 異 的 抗 体 の 結 合
を 介 し た ERK2リ ン 酸 化 の 測 定 を 伴 う 。 共 役 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ B-Raf/GST-MKKI/GST-kdERK2
は 、 リ ン 酸 化 GST-kdERK2を 生 成 す る 。 抗 GST被 覆 プ レ ー ト を 使 用 し て 、 GST-kdERK2を 捕 捉
す る 。 ト レ オ ニ ン お よ び チ ロ シ ン 上 で リ ン 酸 化 さ れ た ERK2を 特 異 的 に 検 出 す る 一 次 抗 体 を
添 加 す る 。 次 に 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム (Eu)標 識 化 二 次 抗 体 を 添 加 す る 。 増 強 溶 液 (Enhancement S
olution)の 存 在 下 に て 、 Eu標 識 は 、 抗 体 か ら 解 離 し 、 335 nmに お い て 吸 収 し 、 620 nmの 発
光 波 長 に お け る 蛍 光 検 出 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 試 薬 評 価 実 施 か ら の キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ 条 件 、 お よ び 標 準 的 DELFIAア ッ セ イ 条 件 の 組 合 せ
を 採 用 し て 、 B-Rafア ッ セ イ を こ の プ ラ ッ ト ホ ー ム に お い て 評 価 し た 。 図 １ ０ は 、 B-Raf溶
解 産 物 の 存 在 下 で 、 対 照 (非 発 現 )溶 解 産 物 と 比 較 し て 12.2倍 の シ グ ナ ル 上 昇 が 見 と め ら れ
た こ と を 示 す 。 観 察 さ れ た シ グ ナ ル は 、 ３ つ の 酵 素 /基 質 成 分 全 て の 存 在 に 完 全 に 依 存 し
て い た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 予 備 実 験 に 基 づ き 、 開 発 の た め に 、 DELFIAプ ラ ッ ト ホ ー ム を 選 択 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　
　
　 ３ つ の バ ッ チ の B-Raf溶 解 産 物 を 、 過 程 を 通 じ て 使 用 し た 。 バ ッ チ Ａ を 採 用 し て 、 DELFI
Aア ッ セ イ プ ラ ッ ト ホ ー ム を 確 立 し た 。 ア ッ セ イ 開 発 の 間 、 バ ッ チ Ｂ を 使 用 し た 。 バ ッ チ
Ｂ お よ び Ｃ に つ い て は 、 溶 解 産 物 量 と 得 ら れ た シ グ ナ ル レ ベ ル と の お よ そ の 二 次 関 数 関 係
が 、 ウ ェ ル に つ き 0.025～ 0.1μ lに お い て は っ き り と し て い た 。 各 バ ッ チ に つ い て 選 択 し
た 最 終 的 な 量 は 、 二 次 関 数 範 囲 内 で 十 分 な シ グ ナ ル の 枠 (window)を 得 る こ と に 基 づ い て い
た 。 こ れ ら の 評 価 の 結 果 、 バ ッ チ Ａ を １ μ l/ウ ェ ル [96ウ ェ ル ]で 使 用 し 、 な ら び に バ ッ チ
Ｂ お よ び Ｃ (ス ク リ ー ニ ン グ )は 0.1μ l/ウ ェ ル [96ウ ェ ル ]お よ び 0.05μ l/ウ ェ ル [384ウ ェ
ル ]で 使 用 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　
　 (両 方 と も GSTタ グ 付 け さ れ た )ERK2お よ び MKKIの 、 グ ル タ チ オ ン 結 合 部 位 に 対 す る 可 能
性 の あ る 競 合 に 関 す る 初 期 的 な 考 慮 か ら 、 「 予 備 結 合 プ ロ ト コ ー ル 」 を 使 用 し て 初 期 開 発
ア ッ セ イ を 実 施 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 こ れ ら の 条 件 は 以 下 の 通 り で あ る ：
・ 96ウ ェ ル グ ル タ チ オ ン 被 覆 プ レ ー ト に 対 す る 100 ng/ウ ェ ル GST-kdERK2の 予 備 結 合 。
【 ０ ２ １ ２ 】
・ 最 終 容 量 を 50μ M DKB(別 表 Ｉ を 参 照 )で の 、 B-Raf溶 解 産 物 (バ ッ チ Ａ )、 MKK1(6.5μ g/ml
)、 お よ び ATP(500μ M)の 添 加 、 な ら び に 30℃ に て １ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 こ の プ ロ ト コ ー ル は 、 検 出 系 の 抗 体 充 填 量 を 最 適 化 か つ 節 約 す る た め に 採 用 し た 。 一 次
お よ び 二 次 抗 体 の 両 方 の 滴 定 を 実 施 し て 、 シ グ ナ ル ： バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 比 を ≧ 10.1で 維 持
し た ま ま で 、 抗 体 レ ベ ル の 低 下 の 可 能 性 を 評 価 し た 。 図 ４ お よ び ５ は 、 1:3000お よ び 1： 1
000が 、 ホ ス ホ ERK2お よ び Eu標 識 化 抗 体 に つ い て そ れ ぞ れ 許 容 可 能 な 最 低 濃 度 で あ っ た こ
と を 示 す 。 従 っ て 、 そ の 後 の 全 て の ア ッ セ イ は 、 こ れ ら の 抗 体 濃 度 を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
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　 予 備 結 合 ス テ ッ プ 無 し に 、 「 溶 液 中 に て 」 本 ア ッ セ イ の 酵 素 構 成 要 素 を 行 う 能 力 を 調 査
し て 、 定 義 さ れ た 濃 度 の MKK1お よ び ERK2の 両 方 の 滴 定 を 可 能 に し た 。 さ ら に 、 こ の ア ッ セ
イ を 、 キ ナ ー ゼ に 関 与 す る 試 薬 の 単 一 ス テ ッ プ (均 一 )混 合 に 簡 易 化 す る こ と で 、 HTSに よ
り 適 す る よ う に な る 。 図 １ ３ は 、 均 一 ア ッ セ イ お よ び 予 備 結 合 プ ロ ト コ ー ル に よ り 、 同 等
の デ ー タ が 得 ら れ た こ と を 示 す 。 そ の 後 の 全 て の ア ッ セ イ は 、 「 均 一 」 プ ロ ト コ ー ル を 使
用 し て 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 MKK1レ ベ ル を 保 ち な が ら の ERK-2の 滴 定 は 、 最 大 シ グ ナ ル が 約 12： 1(ERK2： MKK1)の 比 率
に お い て 得 ら れ た こ と を 示 し た 。 試 薬 を 節 約 す る た め に 、 こ れ ら の 構 成 要 素 の マ ト リ ッ ク
ス 滴 定 を 行 っ た 。 0.1μ l B-Raf(バ ッ チ Ｂ )を 使 用 し て 、 6.5μ g/ml GST-MKK1お よ び 80μ g/
ml GST-kdERK2の 組 合 せ に よ り 最 大 シ グ ナ ル を 得 た 。 そ し て 、 Raf/MKK1充 填 量 の い く ら か
の 減 少 が 可 能 で あ っ た が 、 元 の 比 率 を 維 持 す る こ と が 適 切 で あ る と 見 な し た 。 こ の 決 断 は
、 さ ら な る ア ッ セ イ パ ラ メ ー タ 変 更 (例 え ば 、 384へ の 移 行 ； ATP充 填 量 の 減 少 、 自 動 化 へ
の 移 行 )に よ り 、 シ グ ナ ル 枠 が さ ら に 減 り う る と い う 知 識 と 共 に 出 し た 。 従 っ て 、 そ の 後
の 全 て の ア ッ セ イ は 、 6.5μ g/ml GST-MKK1お よ び 80μ g/ml GST-kdERK2を 使 用 し て 行 っ た
。
【 ０ ２ １ ６ 】
　
　 こ の ア ッ セ イ を 室 温 に て 実 行 す る 能 力 に よ り 、 最 終 的 な HTSプ ロ セ ス が 有 意 に 簡 易 化 さ
れ る 。 従 っ て 、 室 温 お よ び 30℃ に お け る ア ッ セ イ シ グ ナ ル を 調 査 し た 。 得 ら れ た 結 果 に 基
づ き 、 シ グ ナ ル 対 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 比 は 、 室 温 に て 許 容 可 能 な も の で あ り 、 そ の 後 の 全 て
の ア ッ セ イ は 室 温 に て 実 行 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　
　 ス ク リ ー ニ ン グ の 間 の ス ル ー プ ッ ト を 向 上 さ せ 、 試 薬 の 使 用 量 を 最 小 化 す る た め に 、 38
4ウ ェ ル 形 式 で の ア ッ セ イ の 実 績 を 評 価 し た 。 こ の 形 式 に お い て 、 ア ッ セ イ は 上 手 く 行 わ
れ 、 標 準 量 (50μ lの 最 終 量 )お よ び 減 少 量 (25μ l)の 試 薬 容 量 の ア ッ セ イ の 両 方 で 、 高 度 に
許 容 可 能 な シ グ ナ ル 対 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 比 が 得 ら れ た 。 そ の 後 の 全 て の 開 発 実 験 は 、 25μ
l反 応 容 量 を 使 用 し 、 384形 式 で 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　
　 キ ナ ー ゼ ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の ATP濃 度 は 、 同 定 さ れ た 阻 害 性 化 合 物 の 数 お よ び 性
質 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ の ATPレ ベ ル の 定 義 は 、 以 下 の 配 慮
事 項 の バ ラ ン ス で あ る ：
・ 一 貫 的 な 測 定 可 能 な 枠 の ア ッ セ イ シ グ ナ ル を 可 能 に す る ATPレ ベ ル を を 採 用 す る こ と
・ ATP競 合 阻 害 剤 の 同 定 が 可 能 な 十 分 に 低 い ATPレ ベ ル を 採 用 す る こ と
・ 細 胞 ATPに 関 し て 無 影 響 な 可 能 性 が 高 い 弱 ATP競 合 剤 が 検 出 さ れ に く い よ う に 十 分 に 高 い
ATPレ ベ ル を 採 用 す る こ と
　 キ ナ ー ゼ ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 通 常 、 Kmに 関 す る ATP濃 度 に お い て 行 わ れ る 。 B-R
afお よ び MKK1に 対 す る Km値 の 偏 差 に よ り 、 本 明 細 書 に お い て 開 発 し た 共 役 ア ッ セ イ で は な
く 、 各 酵 素 に つ い て 個 々 の ア ッ セ イ を 開 発 す る 必 要 が あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ の 開 発 に
よ り 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 同 定 さ れ た あ ら ゆ る 阻 害 化 合 物 の 作 用 モ ー ド が 、
将 来 的 に 間 違 い な く 理 解 し 易 く す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 ス ク リ ー ン グ ア ッ セ イ の ATP充 填 量 を 定 義 す る 目 的 の た め に 、 共 役 ア ッ セ イ の 濃 度 依 存
度 を 決 定 し た 。 生 成 さ れ る シ グ ナ ル は 、 約 200μ Mお よ び 約 18μ M ATPに お い て そ れ ぞ れ 最
大 値 お よ び 半 値 で あ る 。 さ ら な る 調 査 に よ り 、 50μ Mが 、 日 々 の 着 実 な ア ッ セ イ シ グ ナ ル
が 観 察 さ れ る (例 え ば 、 シ グ ナ ル ： 8000、 ２ ％ CV) 最 も 低 い ATP濃 度 で あ る こ と が 示 さ れ た
。 こ れ 未 満 (10μ M)の ATPレ ベ ル は 、 ア ッ セ イ シ グ ナ ル に お い て よ り 高 い 相 対 的 偏 差 が 生 じ
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た (例 え ば 、 シ グ ナ ル ： 2500、 10％ CV)。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 最 終 的 な ATP濃 度 は 、
ア ッ セ イ を 自 動 化 に 移 行 す る 間 の い か な る 減 少 を も 支 持 す る の に 十 分 に 大 き い シ グ ナ ル 枠
を 得 る た め に 50μ Mと 定 義 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 そ の 直 線 期 (period of linearity)に お い て 行 う こ と が 重
大 で あ る 。 共 役 ア ッ セ イ の 直 線 相 (linear phase)の 長 さ を 決 定 す る た め に 、 時 間 経 過 を 75
分 ま で 行 っ た 。 反 応 は 、 5～ 45分 の 間 は 直 線 的 で あ っ た 。 見 と め ら れ た 「 ラ グ 」 期 は 、 こ
の ア ッ セ イ 形 式 に 特 徴 的 な も の で あ り 、 検 出 可 能 な レ ベ ル の 反 応 生 成 物 を 蓄 積 す る の に 必
要 な 時 間 を 反 映 す る 。 こ の 調 査 に 基 づ き 、 室 温 に て 45分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 定 義 し
た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　
　 ア ッ セ イ の 最 終 的 な ス ク リ ー ニ ン グ 条 件 の ま と め は 以 下 の 通 り で あ る ：
　
・ 384ウ ェ ル グ ル タ チ オ ン 被 覆 プ レ ー ト
・ 0.05μ l B-Raf溶 解 産 物
・ 6.5μ g/ml GST-MKK1
・ 80μ g/ml GST-kdERK2
・ 50μ M ATP
・ 室 温 に て 45分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
・ 最 終 容 量 は 25μ l

・ 1： 3000 抗 ホ ス ホ ERK2抗 体
・ 1： 1000 Eu標 識 抗 マ ウ ス 抗 体
　
　
　 上 述 し た 条 件 を 使 用 し て 、 ア ッ セ イ を 実 施 し 、 B-Raf、 MKKIお よ び ERK-2の ス ク リ ー ニ ン
グ お よ び ア ッ セ イ 開 発 バ ッ チ を 比 較 し た 。 全 て の ケ ー ス に お い て 、 試 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ
バ ッ チ は 、 ア ッ セ イ 開 発 に 使 用 し た も の と 比 較 し た 場 合 と 結 果 が 等 し か っ た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　
　 ス ク リ ー ニ ン グ の 準 備 に お い て 、 ア ッ セ イ の た め に 自 動 化 液 体 扱 い 戦 略 を 設 計 し た 。 こ
の シ ス テ ム を テ ス ト す る た め に 、 模 擬 (す な わ ち 、 化 合 物 は 含 ま な い が 、 標 準 的 対 照 カ ラ
ム を 含 む )ス ク リ ー ニ ン グ プ レ ー ト を 使 用 し て 自 動 化 B-Rafア ッ セ イ の 「 簡 易 型 実 施 」 を 行
っ た 。 こ れ ら の 実 験 か ら 得 た デ ー タ は 、 生 物 学 的 ア ッ セ イ の 信 頼 度 の 高 い 測 定 値 、 な ら び
に 関 与 す る 自 動 化 プ ロ セ ス の 正 確 性 お よ び 一 貫 性 の 両 方 を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 簡 単 に 言 う と 、 各 プ レ ー ト は 、 カ ラ ム 1～ 22の 全 て の ウ ェ ル に B-Rafキ ナ ー ゼ 反 応 液 を 含
み 、 カ ラ ム 23～ 24は 対 照 反 応 液 を 含 ん だ 。 自 動 化 ア ッ セ イ に よ り 生 成 さ れ た デ ー タ の 品 質
を 定 義 す る た め に 、 こ の 形 式 を 使 用 し た ４ プ レ ー ト 簡 易 型 実 施 を ２ つ の 別 々 の 日 に 行 っ た
。 各 「 簡 易 型 実 施 」 に お い て 、 １ 枚 の プ レ ー ト を 、 本 ア ッ セ イ の い く つ か の 予 測 さ れ た 阻
害 剤 に つ い て の IC50値 を 定 義 す る た め に 使 用 し た 。 阻 害 剤 は 、 一 定 の 範 囲 の 作 用 モ ー ド を
網 羅 し た ： す な わ ち 、 ス タ ク ロ ス ポ リ ン (ATP競 合 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 )、 SB203580(ATP競 合 Raf
阻 害 剤 )、 お よ び U0126(非 ATP競 合 MKK1阻 害 剤 )。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 ア ッ セ イ は 、 プ レ ー ト 間 お よ び 日 々 間 の 両 方 で 、 良 好 な 一 貫 性 を 示 し た 。 得 ら れ た デ ー
タ は 、 自 動 化 ア ッ セ イ が 、 in vitroHTSア ッ セ イ に お け る 384形 式 に つ い て 定 義 し た 基 準 を
得 ら れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
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・ 少 な く と も 10： 1の シ グ ナ ル ： バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
・ ＞ 0.4の Ｚ '
・ ＞ 15％ の 行 列 CV
　 採 用 し た 阻 害 剤 は 、 Raf/MKK1活 性 の 濃 度 依 存 性 阻 害 を も た ら す こ と で 、 ア ッ セ イ を さ ら
に 有 効 に す る 。 特 に 重 要 な の は 、 標 準 的 阻 害 剤 が 、 別 々 の 日 に お い て ２ 倍 の 範 囲 内 の IC50
を 出 し た と い う 事 実 で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 こ れ ら の 化 合 物 が 、 こ の ス ク リ ー ニ ン グ
ア ッ セ イ に お い て 約 30μ m(10μ g/ml)で テ ス ト さ れ た 場 合 に は 、 ヒ ッ ト と し て 識 別 さ れ た
で あ ろ う と い う こ と も 示 す 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　
　 酵 素 カ ク テ ル (最 終 容 量 12μ l)：
　 0.05μ l Raf溶 解 産 物
　 0.0325μ l GST-MKKI
　 0.065μ l GST-kdERK2
1． ３ μ lテ ス ト 化 合 物 を 、 グ ル タ チ オ ン 被 覆 384プ レ ー ト に 予 備 プ レ ー ト 化 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
2． 12μ l酵 素 カ ク テ ル を 、 PlateMatePlusで 添 加 す る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
3． 10μ l ATPを 、 Asysで 添 加 す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
4． プ レ ー ト を 、 室 温 に て 45分 間 振 と う さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
5． プ レ ー ト を 、 プ レ ー ト 洗 浄 機 ELX405を 使 用 し て 、 ３ × 80μ l/ウ ェ ル  DELFIA洗 浄 緩 衝 液
(DWB)で 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
6． 25μ lの 抗 ホ ス ホ ERK2を Multidropで 添 加 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
7． プ レ ー ト を 、 室 温 に て １ 時 間 振 と う さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
8． プ レ ー ト を 、 ３ × 80μ l/ウ ェ ル  DWBで 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
9． 25μ l Eu標 識 抗 マ ウ ス 抗 体 を 、 Multidropで 添 加 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
10． プ レ ー ト を 、 室 温 に て 30分 間 振 と う さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
11． プ レ ー ト を 、 ３ × 80μ l/ウ ェ ル  DWBで 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
12． 25μ l DELFIA増 強 溶 液 を 、 Multidropで 添 加 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
13． プ レ ー ト を 、 暗 所 室 温 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
14． FUSION上 で プ レ ー ト を 読 み 取 る 。
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【 表 ２ 】
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表 ２ ： 本 表 は 、 B-Raf突 然 変 異 を 有 す る 様 々 な 細 胞 系 の 成 長 の 阻 害 を 示 す 。 阻 害 の 割 合 (Br
dUを 取 り 込 ま な い 細 胞 の 数 の ％ )は 、 最 後 の カ ラ ム に 示 す 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 ３ ： 本 表 は 、 MEK阻 害 剤 U0126で 処 理 し た 細 胞 に お け る 細 胞 成 長 の 阻 害 を 示 す 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ １ 】
細 胞 系 は 、 高 い レ ベ ル の BAY 43-9006の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ 、 細 胞 成 長 の レ ベ ル
は 、 ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン Ｂ 染 色 に よ り 測 定 し た 。 IC 5 0 値 は 、 非 線 形 回 帰 分 析 に よ り 測 定 し 、
表 示 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ３ 】
WM-266.4細 胞 を 、 U0126、 DMSO、 BRAFに 対 す る siRNA、 CRAFに 対 す る siRNA、 ま た は 無 作 為 s
iRNA対 照 で 処 理 し た 。 細 胞 を 、 96時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 FACSで の 細 胞 周 期 分 析 の た め に
、 ヨ ウ 化 プ ロ プ リ ジ ウ ム (propridium iodide)で 細 胞 を 固 定 お よ び 染 色 し た 。 細 胞 周 期 の
各 期 に お け る 細 胞 の 割 合 を 表 示 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　
　 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド お よ び /ま た は 変 異 型 B-raf核 酸 の 検 出 を 自 動 化 し て 、 サ ン プ
ル 集 合 の 迅 速 か つ 大 規 模 な 並 行 ス ク リ ー ニ ン グ を 得 る こ と が で き る 。 突 然 変 異 検 出 の た め
の コ ン ピ ュ ー タ 化 方 法 は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 通 常 、 配 列 決 定 装 置 、 ま た は ポ リ ペ プ
チ ド も し く は 核 酸 中 の 配 列 の 違 い を 検 出 可 能 な 他 の 装 置 、 デ ー タ 処 理 ユ ニ ッ ト 、 お よ び 技
術 者 ま た は 医 師 に よ り 解 読 可 能 な 形 式 で 結 果 を 表 示 可 能 な 出 力 装 置 の 組 合 せ を 伴 う 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 従 っ て 、 好 適 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の ヒ ト 原 発
腫 瘍 由 来 の 核 酸 の 標 的 配 列 位 置 に お け る 突 然 変 異 を 検 出 す る 自 動 化 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法
は ：
　 該 天 然 の ヒ ト 原 発 腫 瘍 由 来 の 核 酸 の 増 幅 産 物 の サ ン プ ル を 配 列 決 定 し て 、 開 始 配 列 位 置
か ら 終 結 配 列 位 置 に わ た る 標 的 ド メ イ ン に お け る 複 数 の 測 定 し た 塩 基 対 同 定 デ ー タ を 特 定
す る サ ン プ ル デ ー タ セ ッ ト を 得 る こ と ；
　 該 標 的 配 列 位 置 に つ い て の 該 測 定 し た 塩 基 対 同 定 デ ー タ が 、 該 標 的 配 列 位 置 の 参 照 塩 基
対 デ ー タ に 対 応 す る か 否 か を 条 件 と し て 、 該 サ ン プ ル に お け る 突 然 変 異 の 有 無 を 判 断 す る
こ と ； お よ び
　 該 判 断 ス テ ッ プ に よ り 確 立 さ れ た 該 サ ン プ ル に お け る 突 然 変 異 の 有 無 を 示 す 出 力 を 生 成
す る こ と
を 含 む 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 配 列 中 の 突 然 変 異 を 配 列 決 定 お よ び 検 出 す る 方 法 は 上 述 し て お り 、 当 該 分 野 に お い て 一
般 的 に 公 知 で あ る 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 方 法 を 利 用 し て 、 本 発 明 の プ ロ セ ス を 実 行 す る
装 置 を 得 る 。 こ の 装 置 は ：
　 核 酸 の サ ン プ ル の 配 列 を 判 断 し て 、 開 始 配 列 位 置 か ら 終 結 配 列 位 置 に わ た る 標 的 ド メ イ
ン に お け る 測 定 し た 塩 基 対 同 定 デ ー タ を 特 定 す る サ ン プ ル デ ー タ セ ッ ト を 得 る こ と が 可 能
な 、 配 列 読 取 り 装 置 と ；
　 配 列 決 定 装 置 と 接 続 し 、 そ こ か ら サ ン プ ル デ ー タ セ ッ ト を 受 け 取 り 、 該 標 的 配 列 位 置 に
つ い て の 該 測 定 し た 塩 基 対 同 定 デ ー タ が 、 該 標 的 配 列 位 置 の 参 照 塩 基 対 デ ー タ に 対 応 す る
か 否 か を 条 件 と し て 、 該 サ ン プ ル に お け る 突 然 変 異 の 有 無 を 判 断 可 能 な 、 デ ー タ 分 析 ユ ニ
ッ ト と

10

20

30

40

50

(45) JP 2006-503542 A 2006.2.2

検 出 の コ ン ピ ュ ー タ 的 要 素



を 備 え る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 適 切 な 配 列 読 取 り 装 置 と し て は 、 自 動 化 シ ー ケ ー ン サ ー 、 RFLP分 析 器 、 お よ び 移 動 度 シ
フ ト 分 析 装 置 が 挙 げ ら れ る 。 標 的 核 酸 の 増 幅 産 物 の 配 列 を 分 析 し て 、 本 装 置 が 、 PCR機 等
の 増 幅 装 置 を さ ら に 備 え る こ と が 都 合 が よ い 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 本 装 置 は 、 デ ー タ 分 析 ユ ニ ッ ト に よ り 判 断 さ れ た サ ン プ ル 中 の 突 然 変 異 の 有 無 を 示 す 出
力 を 生 成 可 能 な 出 力 装 置 を 備 え る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 出 力 装 置 は ： 画 像 ユ ー ザ イ ン
タ ー フ ェ ー ス ； 音 声 ユ ー ザ イ ン タ ー フ ェ ー ス ； プ リ ン タ ； コ ン ピ ュ ー タ 読 取 り 可 能 記 憶 媒
体 ； お よ び コ ン ピ ュ ー タ 翻 訳 可 能 キ ャ リ ア 媒 体 の 少 な く と も １ つ を 備 え 得 る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 変 異 型 B-Rafタ ン パ ク 質 自 体 を 検 出 す る よ う に 構 成 で き る 。 従 っ て 、
さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 天 然 の ヒ ト 原 発 腫 瘍 由 来 の B-Rafポ リ ペ プ チ ド に お け る 単
一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 検 出 す る 自 動 化 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は ：
　 B-Rafポ リ ペ プ チ ド の サ ン プ ル 中 の １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 に 対 し て マ ー カ ー を 適 用 す る こ
と ；
　 該 マ ー カ ー を 適 用 し た 後 、 該 サ ン プ ル を 読 み 取 っ て 、 該 サ ン プ ル 中 の 該 マ ー カ ー の 有 無
を 判 断 し 、 該 サ ン プ ル に お け る 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 の 有 無 を 示 す こ と ； お よ び
　 該 読 取 り ス テ ッ プ に お い て 判 断 し た 該 サ ン プ ル 中 の 該 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 の 有 無 を 示
す 出 力 を 生 成 す る こ と
を 含 む 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 マ ー カ ー は 、 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 持 た な い 野 生 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に 突
然 変 異 を 有 す る 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド に 差 次 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 含 む こ と が 好 ま
し い 。 本 発 明 に 関 し て は 、 B-Rafの い ず れ の 形 態 へ の 優 先 的 な 結 合 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に ：
　 マ ー カ ー を 充 填 さ れ 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド の サ ン プ ル 中 の １ つ 以 上 の 標 的 ア ミ ノ 酸 に マ
ー カ ー を 適 用 可 能 な 、 タ ン パ ク 質 マ ー キ ン グ 装 置 と ；
　 該 サ ン プ ル 中 の マ ー カ ー の 有 無 を 判 断 し て 、 該 サ ン プ ル 中 の 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 の 有
無 を 示 す 、 マ ー カ ー 読 取 り 装 置 と
を 備 え る 、 B-Rafポ リ ペ プ チ ド に お い て ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 検 出 す る 装 置 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 使 用 す る マ ー カ ー は 、 抗 体 で あ り 得 、 タ ン パ ク 質 マ ー キ ン グ 装 置 は ELISAプ ロ セ ス を 実
行 す る よ う に 構 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 マ ー キ ン グ 装 置 は 、 好 ま し く は サ ン プ ル を 光 学 的 に 読 み 取 る よ う に 構 成 さ れ
た マ イ ク ロ ア レ イ ヤ ー (microarrayer)を 備 え る こ と が 都 合 が 良 い 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 装 置 は 、 マ ー カ ー 読 取 り 装 置 に よ り 判 断 さ れ た サ ン プ ル 中 の 単 一 ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 の 有
無 を 示 す 出 力 を 生 成 可 能 な 、 出 力 装 置 を 備 え る こ と が 好 ま し い 。 適 切 な 出 力 装 置 は ： 画 像
ユ ー ザ イ ン タ ー フ ェ ー ス ； 音 声 ユ ー ザ イ ン タ ー フ ェ ー ス ； プ リ ン タ ； コ ン ピ ュ ー タ 読 取 り
可 能 記 憶 媒 体 ； お よ び コ ン ピ ュ ー タ 翻 訳 可 能 キ ャ リ ア 媒 体 の う ち の 少 な く と も １ つ を 備 え
る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　
　 本 発 明 は 、 新 生 物 症 状 を 検 出 、 お よ び こ の よ う な 症 状 を 患 う 被 験 体 の 予 後 を 判 断 す る の
に 有 用 な B-Rafポ リ ペ プ チ ド の 新 規 変 異 体 を 提 供 す る 。 一 般 的 に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る B-R
afに お け る 突 然 変 異 の 存 在 は 、 新 生 物 の 存 在 と 関 連 付 け ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
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　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 癌 性 細 胞 ま た は 癌 性 組 織 (悪 性 黒 色 腫 、 結 腸 直 腸 癌 、 乳 癌 、 も
し く は NSCLC)を 同 定 、 ま た は 新 生 物 表 現 型 を 発 達 し 易 い 細 胞 も し く は 組 織 を 同 定 す る 方 法
で あ っ て ： 該 細 胞 ま た は 組 織 の B-raf遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 を 増 幅 す る こ と ； 該 増 幅 産
物 を 分 析 し て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る B-raf遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 を 検 出 す る こ と を 含 み
； １ つ 以 上 の B-raf突 然 変 異 を 有 す る 細 胞 ま た は 組 織 は 、 癌 性 で あ る か 、 ま た は 癌 症 状 を
発 達 す る 危 険 性 が 高 い と 分 類 さ れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。 適 切 な 増 幅 手 段 と し て は 、 PCRお
よ び ク ロ ー ニ ン グ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 癌 (悪 性 黒 色 腫 、 結 腸 直 腸 癌 、 乳 癌 、 ま た は NSCLC等 )を
患 う 被 験 体 に お け る 予 後 を 判 断 す る 方 法 に 関 す る 。 本 方 法 は ： 上 述 し た B-raf遺 伝 子 の 領
域 を 増 幅 す る こ と ； 上 述 し た 突 然 変 異 の 形 跡 に つ い て 増 幅 産 物 を 分 析 す る こ と ； な ら び に
B-raf遺 伝 子 に お い て 突 然 変 異 を 持 た な い 被 験 体 を 、 治 療 お よ び /ま た は 手 術 後 に 疾 患 の 再
発 を 受 け 難 い か 、 ま た は 該 領 域 に お い て １ つ 以 上 の 突 然 変 異 を 有 す る 患 者 よ り も 生 存 す る
可 能 性 が 高 い と 分 類 す る こ と 、 を 含 む 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 技 術 は 、 前 記 し た 予 後 に 基 づ い て 、 被 験 体 が 受 け る べ き 治 療 計 画 を 決 定 す る た
め に も 採 用 さ れ 得 る 。 予 後 が 乏 し い 被 験 体 は 、 良 好 な 予 後 を 有 す る 被 験 体 よ り も 積 極 的 な
治 療 法 を 使 用 し て 処 置 さ れ る こ と が 都 合 が 良 い 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 技 術 は 、 潜 在 的 に 癌 性 の 症 状 を 同 定 す る た め に 、 サ ン プ ル の 迅 速 な ス ク リ
ー ニ ン グ が 必 要 と さ れ る 場 合 に 、 自 動 化 で き る 。 一 般 的 に 、 自 動 化 プ ロ セ ス は 、 組 織 ま た
は 細 胞 サ ン プ ル に 由 来 す る 核 酸 の 自 動 化 増 幅 、 (蛍 光 検 出 等 に よ る )増 幅 核 酸 に お け る 突 然
変 異 の 検 出 、 お よ び /ま た は 突 然 変 異 の 存 在 の 表 示 、 を 含 む 。 自 動 化 実 施 形 態 の 例 は 、 上
述 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 変 異 型 B-Rafの 同 定 は 、 こ の よ う に 、 変 異 型 B-Rafの 発 現 に 関 連 す る 疾 患 、
障 害 、 お よ び /ま た は 症 状 を 検 出 、 診 断 、 ま た は モ ニ タ ー す る 診 断 目 的 の た め に 使 用 さ れ
得 る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 変 異 型 B-Rafに 関 連 す る 癌 の 検 出 、 診 断 、 お
よ び /ま た は モ ニ タ ー に 関 す る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 (ａ )個 体 の 細 胞 ま た は 体 液 中 の 変 異 型 B-Rafの 発 現 を 、 本 明 細 書 に お い て 定
義 し た B-Raf変 異 体 に 特 異 的 な １ つ 以 上 の 抗 体 を 使 用 し て ア ッ セ イ す る こ と を 含 む 、 癌 を
診 断 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 個 体 か ら 得 た 生 検 組 織 に お け る 変 異 型 B-raf転
写 体 の 存 在 は 、 疾 患 の 発 達 し 易 さ を 示 す か 、 ま た は 実 際 の 臨 床 的 症 状 が 現 れ る 前 に 疾 患 を
検 出 す る 手 段 を 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の 種 の よ り 確 実 な 診 断 に よ り 、 健 康 専 門 家 は 、
予 防 対 策 ま た は 積 極 的 な 治 療 を 早 め に 採 用 す る こ と が で き 、 癌 の 発 達 ま た は そ れ 以 上 の 進
行 を 防 ぐ こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 当 業 者 に 公 知 の 古 典 的 な 免 疫 組 織 学 的 方 法 を 使 用 し て 、 生 物 学 的 サ ン
プ ル 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を ア ッ セ イ す る た め に 使 用 で き る (例 え ば 、 Jalkanenら , (1985
) J. Cell. Biol. 101:976-985； Jalkanenら , (1987) J. Cell. Biol. 105:3087-3096を
参 照 )。 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 発 現 を 検 出 す る の に 有 用 な 他 の 抗 体 利 用 型 方 法 と し て は 、 酵 素
結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)、 お よ び ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)等 の イ ム ノ ア ッ セ イ が
挙 げ ら れ る 。 適 切 な 抗 体 ア ッ セ イ 標 識 は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー
ゼ 等 の 酵 素 標 識 ； ヨ ウ 素 ( 1 2 5 I、 1 2 1 I)、 炭 素 ( 1 4 C)、 硫 黄 ( 3 5 S)、 ト リ チ ウ ム ( 3 H)、 イ ン ジ
ウ ム ( 1 1 2 In)、 お よ び テ ク ネ チ ウ ム ( 9 9 Tc)等 の 放 射 性 同 位 体 ； ル ミ ノ ー ル 等 の 発 光 標 識 ；
な ら び に フ ル オ レ セ イ ン お よ び ロ ー ダ ミ ン お よ び ビ オ チ ン 等 の 蛍 光 標 識 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 さ ら に 、 B-rafに お け る 突 然 変 異 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 核 酸 の 分 析 に よ り 検 出 さ れ 得
る 。 例 え ば 、 突 然 変 異 の 存 在 は 、 配 列 決 定 、 ま た は SCCP分 析 に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
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【 ０ ２ ６ ４ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 方 法 に お い て 使 用 で き る キ ッ ト を さ ら に 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 キ
ッ ト は 、 １ つ 以 上 の 容 器 に 入 っ た 、 本 発 明 の 抗 体 、 好 ま し く は 精 製 抗 体 を 含 む 。 具 体 的 な
実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 キ ッ ト に 含 ま れ る 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 免 疫 反 応 性 な
エ ピ ト ー プ を 含 む 、 実 質 的 に 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 目 的 の
ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 し な い 対 照 抗 体 を さ ら に 含 む こ と が 好 ま し い 。 別 の 特 異 的 な 実 施 形 態
で は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 抗 体 と 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 検 出 す る 手 段 を 含 む (例
え ば 、 抗 体 を 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 基 質 、 放 射 活 性 化 合 物 、 も し く は 発 光 化 合 物 等 の 検 出 可
能 な 基 質 と 共 役 さ せ て も よ い し 、 ま た は 第 １ の 抗 体 を 認 識 す る 二 次 抗 体 を 検 出 可 能 な 基 質
と 共 役 さ せ て も よ い )。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 変 異 型 B-Rafポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 血 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 使 用 す る 診 断 キ ッ ト で あ る 。
こ の よ う な キ ッ ト は 、 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド と 反 応 し な い 対 照 抗 体 を 含 み 得 る 。 こ の
よ う な キ ッ ト は 、 少 な く と も １ つ の 抗 B-Raf抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 免 疫 反 応 性 な エ ピ ト ー
プ を 含 む 、 実 質 的 に 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 を 含 み 得 る 。 さ ら に 、 こ の よ う な キ ッ ト
は 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る 手 段 を 含 む (例 え ば 、 抗 体 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー に よ り 検 出 可 能 な 、 フ ル オ レ セ イ ン ま た は ロ ー ダ ミ ン 等 の 蛍 光 化 合 物 と 共 役 さ せ て も
よ い )。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 組 換 え 生 成 さ れ た 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 を 含 み 得 る 。 キ ッ ト の ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 を 、 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ て
も よ い 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 変 異 型 B-Rafポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 を 含 む 血
清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 使 用 す る 診 断 キ ッ ト を 含 む 。 診 断 キ ッ ト は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま
た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 抗 原 に 対 し て 特 異 的 に 免 疫 反 応 性 な 実 質 的 に 単 離 さ れ た 抗 体 、 お よ
び 抗 体 に 対 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 の 結 合 を 検 出 す る 手 段 を 含 む 。
一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 固 体 支 持 体 に 付 着 し て い る 。 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 得 る 。 キ ッ ト の 検 出 手 段 は 、 第 ２ の 標 識 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 含 み 得 る 。 あ る い は ま た 、 ま た は そ れ に 加 え て 、 検 出 手 段 は 、 標 識 化 競 合 抗 原 を 含 み 得
る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 上 記 明 細 書 に お い て 言 及 し た 全 参 考 文 献 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 す る 。 本 発 明 の
記 載 し た 方 法 お よ び シ ス テ ム の 様 々 な 改 変 お よ び 変 更 が 、 本 発 明 の 範 囲 お よ び 思 想 か ら 逸
脱 す る こ と な く 、 当 業 者 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 本 発 明 は 、 具 体 的 な 好 適 な 実 施 形 態 に 関
し て 記 載 し た が 、 請 求 す る 発 明 は 、 こ の よ う な 具 体 的 な 実 施 形 態 に 不 当 に 限 定 さ れ な い こ
と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 実 際 、 分 子 生 物 学 ま た は 関 連 分 野 の 当 業 者 に 明 ら か な 、 記 載
し た 本 発 明 を 実 施 す る た め の モ ー ド の 様 々 な 改 変 は 、 請 求 の 範 囲 内 に あ る こ と を 意 図 す る
。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ６ ８ 】
【 図 １ Ａ 】 B-Raf活 性 ア ッ セ イ 。 MBPを 最 終 基 質 と し て 使 用 し 、 免 疫 沈 降 キ ナ ー ゼ カ ス ケ ー
ド ア ッ セ イ に お い て 、 B-Rafの キ ナ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。 活 性 は 、 MBPに 取 り 込 ま れ た 計 数
と し て 示 し て い る 。 ア ッ セ イ は 三 重 で 行 い 、 平 均 値 、 お よ び 平 均 値 か ら の 偏 差 を 表 す 誤 差
バ ー を 示 す 。 基 準 キ ナ ー ゼ 活 性 (空 白 バ ー )、 お よ び V 1 2 Ras刺 激 キ ナ ー ゼ 活 性 (斜 線 バ ー )の
両 方 を 示 し て い る 。
【 図 １ Ｂ 】 B-Raf活 性 ア ッ セ イ 。 MBPを 最 終 基 質 と し て 使 用 し 、 免 疫 沈 降 キ ナ ー ゼ カ ス ケ ー
ド ア ッ セ イ に お い て 、 B-Rafの キ ナ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。 活 性 は 、 MBPに 取 り 込 ま れ た 計 数
と し て 示 し て い る 。 ア ッ セ イ は 三 重 で 行 い 、 平 均 値 、 お よ び 平 均 値 か ら の 偏 差 を 表 す 誤 差
バ ー を 示 す 。 基 準 キ ナ ー ゼ 活 性 (空 白 バ ー )、 お よ び V 1 2 Ras刺 激 キ ナ ー ゼ 活 性 (斜 線 バ ー )の
両 方 を 示 し て い る 。
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【 図 ２ 】 B-Rafお よ び 活 性 化 変 異 体 に よ る NIH3T3細 胞 の 形 質 転 換 。 細 胞 を 、 表 示 の 構 築 物
で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 コ ロ ニ ー の 数 を 測 定 し た 。 結 果 は 、 少 な く と も ３ つ の ア ッ セ イ の
平 均 で あ る 。 B-Rafに よ り 誘 導 さ れ る 数 と 比 較 し た コ ロ ニ ー 数 を 示 し て い る 。
【 図 ３ Ａ 】 V599Dは 、 BRAFに お け る 活 性 化 突 然 変 異 で あ る 。 BRAFま た は V 5 9 9 D BRAFを 、 表 示
の 通 り 、 単 一 で 、 ま た は 発 癌 性 Rasと 共 に 発 現 さ せ た 。 免 疫 沈 降 さ せ た BRAFを 用 い て MEKお
よ び ERKを 順 次 活 性 化 さ せ る 免 疫 沈 降 キ ナ ー ゼ カ ス ケ ー ド ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 BRAFタ ン
パ ク 質 の 活 性 を 測 定 し た 。 ERKの 活 性 は 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 お よ び [ - 3 2 P]-γ ATP
を 基 質 と し て 使 用 し て 、 測 定 し て い る 。
【 図 ３ Ｂ 】 薬 物 試 薬 を 使 用 し た 、 黒 色 腫 細 胞 系 に お け る ERKの 阻 害 。 WM266.4ま た は A375P
細 胞 を 、 10μ M U0126、 10μ M BAY 43-9006、 ま た は 対 照 で あ る DMSOで 、 処 理 し た 。 等 量 の
細 胞 タ ン パ ク 質 を 、 SDS-ゲ ル 上 で 分 離 さ せ 、 ppERK抗 体 を 使 用 し て 活 性 ERKの レ ベ ル を 測 定
し た 。
【 図 ４ 】 薬 物 に よ る 細 胞 成 長 の 阻 害 。 U0126(10μ M)も し く は BAY 43-9006(10μ M)、 ま た は
ビ ヒ ク ル 対 照 (DMSO)の 存 在 下 で 、 WM-266.4細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 48時 間 後 、 細 胞 を
、 [ 3 H]-チ ミ ジ ン と イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ て 、 DNA合 成 を 測 定 し 、 細 胞 DNAに 取 り 込 ま れ た チ
ミ ジ ン の レ ベ ル を 測 定 し た 。
【 図 ５ Ａ 】 CRAF発 現 は 、 siRNAに よ り 抑 制 さ れ る 。 WM-266.4、 Colo 829、 ま た は BE細 胞 を
、 CRAF特 異 的 siRNAプ ロ ー ブ (CRAF)、 無 作 為 (scrambled)siRNAプ ロ ー ブ (無 作 為 )、 オ リ ゴ
フ ェ ク タ ミ ン (オ リ ゴ )で 処 理 す る か 、 ま た は 未 処 理 の ま ま (対 照 )に し た 。 細 胞 を 24時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 CRAFタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 測 定 し た 。
【 図 ５ Ｂ 】 BRAF発 現 は 、 siRNAに よ り 抑 制 さ れ る 。 WM-266.4、 Colo 829、 ま た は BE細 胞 を
、 表 示 の 通 り 、 BRAF特 異 的 siRNAプ ロ ー ブ 、 無 作 為 siRNAプ ロ ー ブ で 処 理 す る か 、 ま た は 未
処 理 の ま ま に し た 。 細 胞 を 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 BRAF活 性 の レ ベ ル を 免 疫 沈 降 キ ナ ー
ゼ ア ッ セ イ MEKお よ び ERKを 連 続 す る ア ッ セ イ と し て 測 定 し た 。 MBPお よ び [ 3 2 P]-γ ATPを 基
質 と し て 使 用 し て 、 ERKの 活 性 を 測 定 し た 。
【 図 ６ 】 CRAFで は な く BRAFの 除 去 に よ り 、 黒 色 腫 細 胞 中 の ERK活 性 が ブ ロ ッ ク さ れ る 。 WM-
266.4ま た は Colo829細 胞 を 、 表 示 の 通 り 、 BRAF特 異 的 siRNAプ ロ ー ブ (BRAF)も し く は 無 作
為 対 照 (sBRAF)、 CRAF特 異 的 プ ロ ー ブ (CRAF)も し く は そ の 無 作 為 対 照 (sCRAF)、 オ リ ゴ フ ェ
ク タ ミ ン (オ リ ゴ )で 処 理 す る か 、 ま た は 未 処 理 の ま ま (対 照 )に し た 。 細 胞 を 表 示 し た 時 間
だ け イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Colo829細 胞 は 24時 間 処 理 し た 。 等 量 の 細 胞 抽 出 物 中 の ERK活 性 の
レ ベ ル を 、 ppERK抗 体 で の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 測 定 し た 。
【 図 ７ 】 CRAFで は な く BRAFの 除 去 に よ り 、 黒 色 腫 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る
。 WM-266.4細 胞 を 、 表 示 の 通 り BRAF特 異 的 siRNAプ ロ ー ブ (BRAF)も し く は 無 作 為 対 照 (sBRA
F)、 CRAF特 異 的 プ ロ ー ブ (CRAF)、 U0126、 DMSO(オ リ ゴ )で 処 理 す る か 、 ま た は 未 処 理 の ま
ま (対 照 )に し た 。 細 胞 を 96時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 細 胞 周 期 プ ロ フ ァ イ ル を FACSで 分 析 す
る か 、 ま た は PARP発 現 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 検 査 し た 。
【 図 ８ 】 B-Rafお よ び GST-MKKI活 性 検 証 。 WTS 1 B-Raf溶 解 産 物 (バ ッ チ Ａ )、 GST MKKI(6.5
μ g/ml)お よ び ERK2(キ ナ ー ゼ コ ン ピ テ ン ト 、 100μ g/ml)を 使 用 し て ア ッ セ イ を 行 い 、 MBP(
0.3mg/ml)へ の 3 3 P-γ -リ ン 酸 塩 (phosphate)取 込 み を 測 定 す る 。 表 示 の デ ー タ は 、 三 重 測
定 の 平 均 値 ± SDで あ る 。
【 図 ９ 】 フ ィ ル タ プ レ ー ト お よ び フ ラ ッ シ ュ プ レ ー ト 放 射 測 定 ア ッ セ イ プ ラ ッ ト ホ ー ム の
評 価 。 WTS1 B-Raf1溶 解 産 物 (バ ッ チ Ａ )お よ び GST MKK1(6.5μ g/ml)を 使 用 し て ア ッ セ イ を
行 い 、 GST-kdERK2(100μ g/ml)へ の 3 3 P-γ -リ ン 酸 塩 取 込 み を 測 定 し た 。 表 示 の デ ー タ は 、
三 重 測 定 の 平 均 値 ± SDで あ る 。
【 図 １ ０ 】 DELFIA非 放 射 測 定 ア ッ セ イ プ ラ ッ ト ホ ー ム の 評 価 。 100 ng GST-kdERK2を 、 各
ウ ェ ル に 予 備 結 合 さ せ た 後 、 B-Raf溶 解 産 物 (バ ッ チ Ａ )、 GST-MKK1(6.5μ g/ml)、 お よ び AT
P(500μ M)を 添 加 し た 。 表 示 の デ ー タ は 、 三 重 測 定 の 平 均 値 ± SDで あ る 。
【 図 １ １ 】 DELFIAア ッ セ イ に お け る 抗 -ホ ス ホ -ERK2の 滴 定 。 100 ng GST-kdERK2を ウ ェ ル
に 予 備 結 合 さ せ た 後 、 B-Raf溶 解 産 物 (バ ッ チ Ａ )、 GST-MKK1(6.5μ g/ml)、 お よ び ATP(500
μ M)を 添 加 し た 。 表 示 の デ ー タ は 、 二 重 測 定 の 平 均 値 で あ る 。
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【 図 １ ２ 】 DELFIAア ッ セ イ に お け る ユ ー ロ ピ ウ ム 標 識 化 二 次 抗 体 の 滴 定 。 100 ng GST-kdE
RK2を ウ ェ ル に 予 備 結 合 さ せ た 後 、 B-Raf溶 解 産 物 (バ ッ チ Ａ )、 GST-MKK1(6.5μ g/ml)お よ
び ATP(500μ M)を 添 加 し た 。 表 示 の デ ー タ は 、 二 重 測 定 の 平 均 値 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 均 一 ア ッ セ イ プ ロ ト コ ー ル の 評 価 。 均 一 ア ッ セ イ は 、 B-Raf溶 解 産 物 (バ ッ チ Ｂ
)、 6.5μ g/ml GST-MKK1、 80μ g/ml GST-kdERK2、 お よ び 500μ M ATPを 含 む 50μ l反 応 容 量
を 使 用 し て 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 行 っ た 。 表 示 の デ ー タ は 、 三 重 測 定 の 平 均 値 ± SDで
あ る 。

【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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