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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つの未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ）小分子キナーゼ阻害剤に耐性であ
る、キナーゼ活性を有するＡＬＫをコードする、単離されたポリヌクレオチドであって、
　前記単離されたポリヌクレオチドのヌクレオチド配列が、以下からなる群から選択され
るヌクレオチド配列を含む、ポリヌクレオチド：
　　　ａ）配列番号５、７、９、１１、２５、２７、２９、３１、９８、または１００に
記載されるヌクレオチド配列、
　　　ｂ）配列番号６、８、１０、１２、２６、２８、３０、３２、９９、または１０１
に記載されるアミノ酸配列をコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｃ）配列番号５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列であって、前記ヌクレオチド配列は、配列番号２のアミノ酸残基
１１２３位に対応する位置にセリン残基を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチ
ド配列、
　　　ｄ）配列番号７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列であって、前記ヌクレオチド配列は、配列番号２のアミノ酸残基
１１２３位に対応する位置にアラニン残基を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオ
チド配列、
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　　　ｅ）配列番号９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号１０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコ
ードするヌクレオチド配列であって、前記ヌクレオチド配列は、配列番号２のアミノ酸残
基１１２９位に対応する位置にバリン残基を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオ
チド配列、
　　　ｆ）配列番号１１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ヌクレオチド配列は、配列番号２のアミノ酸
残基１１３２位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードする、ヌクレ
オチド配列、
　　　ｈ）配列番号２５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ヌクレオチド配列は、配列番号２のアミノ酸
残基１２０２位に対応する位置にアルギニン残基を有するポリペプチドをコードする、ヌ
クレオチド配列、
　　　ｉ）配列番号２７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ヌクレオチド配列は、配列番号２のアミノ酸
残基１２０３位に対応する位置にアスパラギン残基を有するポリペプチドをコードする、
ヌクレオチド配列、
　　　ｊ）配列番号２９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号３０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ヌクレオチド配列は、配列番号２のアミノ酸
残基１２１０位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードする、ヌクレ
オチド配列、
　　　ｋ）配列番号３１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号３２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ヌクレオチド配列は、配列番号２のアミノ酸
残基１２６９位に対応する位置にアラニン残基を有するポリペプチドをコードする、ヌク
レオチド配列、
　　　ｌ）配列番号９８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号９９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ヌクレオチド配列は、配列番号２のアミノ酸
残基１４０６位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードする、ヌクレ
オチド配列、および
　　　ｍ）配列番号１００に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド
配列、または配列番号１０１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列であって、前記ヌクレオチド配列は、配列番号２のアミ
ノ酸残基１４０８位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードする、ヌ
クレオチド配列。
【請求項２】
　プロモーターに作動可能に連結される請求項１に記載の単離されたポリヌクレオチドを
含む、発現カセット。
【請求項３】
　請求項２に記載の発現カセットを含む、宿主細胞。
【請求項４】
　以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み、少なくとも１つの未分化リンパ腫
キナーゼ（ＡＬＫ）小分子キナーゼ阻害剤に耐性である、単離されたＡＬＫ：
　　　ａ）配列番号６、８、１０、１２、２６、２８、３０、３２、９９、または１０１
に記載されるアミノ酸配列、
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　　　ｂ）配列番号６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列であ
って、前記アミノ酸配列は、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にセリ
ン残基を有する、アミノ酸配列、
　　　ｃ）配列番号８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列であ
って、前記アミノ酸配列は、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にアラ
ニン残基を有する、アミノ酸配列、
　　　ｄ）配列番号１０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記アミノ酸配列は、配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置にバ
リン残基を有する、アミノ酸配列、
　　　ｅ）配列番号１２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記アミノ酸配列は、配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置にリ
ジン残基を有する、アミノ酸配列、
　　　ｇ）配列番号２６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記アミノ酸配列は、配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置にア
ルギニン残基を有する、アミノ酸配列、
　　　ｈ）配列番号２８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記アミノ酸配列は、配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置にア
スパラギン残基を有する、アミノ酸配列、
　　　ｉ）配列番号３０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記アミノ酸配列は、配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置にリ
ジン残基を有する、アミノ酸配列、
　　　ｊ）配列番号３２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記アミノ酸配列は、配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置にア
ラニン残基を有する、アミノ酸配列、
　　　ｋ）配列番号９９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記アミノ酸配列は、配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置にリ
ジン残基を有する、アミノ酸配列、および
　　　ｌ）配列番号１０１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列
であって、前記アミノ酸配列は、配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置に
リジン残基を有する、アミノ酸配列。
【請求項５】
　少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である、外来性ヒトＡＬＫ耐性突
然変異体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含むように遺伝的に変化させられ
た非ヒトトランスジェニック動物であって、
　前記ＡＬＫ耐性突然変異体をコードするポリヌクレオチドが、プロモーターに作動可能
に連結されており、
　前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、以下からなる群から選択される少なくとも
１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤耐性突然変異体残基を有するＡＬＫである、非ヒトトランス
ジェニック動物：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
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よび
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
【請求項６】
　少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ阻害剤耐性突然変異
体ポリペプチドに特異的に結合する抗体であって、
　前記抗体は、特定のＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体ポリペプチドに見出されるが天然ＡＬ
Ｋポリペプチド中には存在しないエピトープを認識し、
　前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体ポリペプチドは、以下からなる群から選択される少な
くとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤耐性突然変異体残基を有するＡＬＫである、抗体：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
【請求項７】
　請求項６に記載の抗体及びＡＬＫに結合する抗体の検出のための化学物質を含む、生物
学的試料中のＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を検出するためのキット。
【請求項８】
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫをコードするポリヌクレオチドを特異的に検
出または特異的に増幅することができるプライマー対又はプローブ、及び、増幅又はハイ
ブリッド形成のための試薬を含む、生物学的試料中のＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を検出す
るためのキットであって、
　前記プライマー又はプローブは、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫをコー
ドするポリヌクレオチドを、前記ＡＬＫをコードしないポリヌクレオチドから識別するこ
とができ、
　前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫをコードするポリヌクレオチドは、少な
くとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫをコードし、
　前記ＡＬＫは、以下からなる群から選択される少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤
耐性突然変異体残基を有する、キット：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
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【請求項９】
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異について生物学的試料をアッセイするための方法であって、
前記生物学的試料を請求項６に記載の抗体と接触させることと、前記抗体の、前記ＡＬＫ
阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫへの結合を検出することと、を含む、方法。
【請求項１０】
　異常なＡＬＫ活性に関連する癌を有する患者において、少なくとも１つのＡＬＫ小分子
キナーゼ阻害剤に耐性である癌の診断に役立つ情報を提供する方法であって、
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在について、前記患者からの生物学的試料をアッセイす
ることを含み、
　前記方法は、
　　前記生物学的試料を請求項６に記載の抗体と接触させることと、
　　前記抗体の、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫへの結合を検出すること
と、を含み、
　前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する前記ＡＬＫの存在は、前記患者が、少なくとも
１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である癌を有することを示す、方法。
【請求項１１】
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異について生物学的試料をアッセイするための方法であって、
　前記生物学的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫをコードするポリヌク
レオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができるプライマー対又はプローブ
と接触させることを含み、
　前記プライマー又はプローブは、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫをコー
ドするポリヌクレオチドを、前記ＡＬＫをコードしないポリヌクレオチドから識別するこ
とができ、
　前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫをコードするポリヌクレオチドは、少な
くとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫをコードし、
　前記ＡＬＫは、以下からなる群から選択される少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤
耐性突然変異体残基を有する、方法：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
【請求項１２】
　異常なＡＬＫ活性に関連する癌を有する患者において、少なくとも１つのＡＬＫ小分子
キナーゼ阻害剤に耐性である癌の診断に役立つ情報を提供する方法であって、
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在について、前記患者からの生物学的試料をアッセイす
ることを含み、
　前記方法は、
　前記生物学的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫをコードするポリヌク
レオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができるプライマー対又はプローブ
と接触させることであって、前記プライマー又はプローブは、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然
変異を有するＡＬＫをコードするポリヌクレオチドを、前記ＡＬＫをコードしないポリヌ



(6) JP 6223822 B2 2017.11.1

10

20

30

40

50

クレオチドから識別することができ、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫをコ
ードするポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であ
るＡＬＫをコードし、前記ＡＬＫは、以下からなる群から選択される少なくとも１つのＡ
ＬＫキナーゼ阻害剤耐性突然変異体残基を有することと：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　および
　前記生物学的試料中の前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在または不在を検出すること
と、を含み、
　前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在は、前記患者が、少なくとも１つのＡＬＫ小分子
キナーゼ阻害剤に耐性である癌を有することを示す、方法。
【請求項１３】
　対象において、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である癌の診断に
役立つ情報を提供する方法であって、
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質の存在について、前記
対象からの生物学的試料をアッセイすることを含み、
　前記方法は、
　　前記生物学的試料を、請求項４に記載のＡＬＫに特異的に結合する抗体と接触させる
ことであって、前記抗体は、特定のＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫに見出され
るが天然ＡＬＫポリペプチド中には存在しないエピトープを認識することと、
　　前記抗体の、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質へ
の結合を検出することと、
を含み、
　前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質の存在は、前記対
象が、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である癌を有することを示す
、方法。
【請求項１４】
　対象において、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である癌の診断に
役立つ情報を提供する方法であって、
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードするポリヌク
レオチドの存在について、前記対象からの生物学的試料をアッセイすることを含み、
　前記方法は、
　　前記生物学的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク
質をコードする前記ポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができ
るプライマー対又はプローブと接触させることであって、前記プライマー対又はプローブ
は、請求項１に記載のポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することが可
能であり、前記プライマー又はプローブは、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬ
Ｋをコードするポリヌクレオチドを、前記ＡＬＫをコードしないポリヌクレオチドから識
別できることと、
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　　前記生物学的試料中の、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タ
ンパク質をコードする前記ポリヌクレオチドの存在または不在を検出することと、
を含み、
　前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする
前記ポリヌクレオチドの存在は、前記対象が、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻
害剤に耐性である癌を有することを示す、方法。
【請求項１５】
　対象において、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性である癌の診断に役立つ情報を提供する
方法であって、
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質の存在について、前記
対象からの生物学的試料をアッセイすることを含み、
　前記方法は、以下を含む、方法：
　　　ａ）前記生物学的試料を、以下ｉ）およびｉｉ）からなる群から選択されるポリペ
プチドを含むＡＬＫ発癌性融合タンパク質に特異的に結合する抗体と接触させることと：
　　　　　ｉ）配列番号５２に記載されるアミノ酸配列、および
　　　　　ｉｉ）配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸
配列、ここで、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位
置にセリン又はアラニン残基を有し、また前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質は、ＰＦ－０
２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を有する、
　　　　ここで、前記抗体は、特定のＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫに見出さ
れるが天然ＡＬＫポリペプチド中には存在しないエピトープを認識する、および
　　　ｂ）前記抗体の、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する前記ＡＬＫ発癌性融合タンパ
ク質への結合を検出することであって、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発
癌性融合タンパク質の存在は、前記対象が、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性である癌を有
することを示すこと。
【請求項１６】
　対象において、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性である癌の診断に役立つ情報を提供する
方法であって、
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードするポリヌク
レオチドの存在について、前記対象からの生物学的試料をアッセイすることを含み、
　前記方法は、以下を含む、方法：
　　　ａ）前記生物学的試料を、前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードするポリヌク
レオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができるプライマー対又はプローブ
と接触させることであって、ここで、前記プライマー又はプローブは、前記ＡＬＫ阻害剤
耐性突然変異を有するＡＬＫをコードするポリヌクレオチドを、前記ＡＬＫをコードしな
いポリヌクレオチドから識別でき、前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする前記ポ
リヌクレオチドは、以下ｉ）～ｉｉｉ）からなる群から選択されるポリヌクレオチドを含
むこと：
　　　　　ｉ）配列番号５１に記載されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチド、
　　　　　ｉｉ）配列番号５２に記載されるアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチド
、および
　　　　　ｉｉｉ）配列番号５１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するポリヌ
クレオチド、または配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ
酸配列をコードするポリヌクレオチド、ここで、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２の
アミノ酸残基１１２３位に対応する位置にセリン又はアラニン残基を有するポリペプチド
をコードし、また前記ポリヌクレオチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナー
ゼ活性を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする、および
　　　ｂ）前記生物学的試料中の、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性
融合タンパク質をコードする前記ポリヌクレオチドの存在または不在を検出することであ
って、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコード
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する前記ポリヌクレオチドの存在は、前記対象が、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性である
癌を有することを示す。
【請求項１７】
　少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ阻害剤耐性突然変異
体の発現を特異的に低減する方法であって、
　前記方法は、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体を発現する細胞中に、前記ＡＬＫ阻害剤
耐性突然変異体をコードする遺伝子を標的とするサイレンシング因子を導入することを含
み、
　前記サイレンシング因子がアンチセンスオリゴヌクレオチドであり、
　前記サイレンシング因子が、少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤に対する耐性を付
与する突然変異を含む前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体の領域を標的とし、
　前記サイレンシング因子の前記導入または発現は、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体の
前記発現を特異的に低減し、
　前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体は、請求項４に記載のＡＬＫであり、かつ、
　前記方法がin vitro又はex vivoで起こる方法。
【請求項１８】
　少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である異常なＡＬＫ活性に関連す
る癌を治療するための医薬組成物であって、
　前記医薬組成物は、前記少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡ
ＬＫ阻害剤耐性突然変異体をコードする遺伝子を標的とする、有効量のサイレンシング因
子を含み、
　前記サイレンシング因子がアンチセンスオリゴヌクレオチドであり、
　前記サイレンシング因子が、少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤に対する耐性を付
与する突然変異を含む前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体の領域を標的とし、かつ、
　前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体は、請求項４に記載のＡＬＫである、医薬組成物。
【請求項１９】
　　　ａ）候補薬剤を請求項４に記載のＡＬＫと接触させることと、
　　　ｂ）前記候補薬剤が、前記ＡＬＫのキナーゼ活性を阻害するかどうかを決定するこ
とと、
を含む、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体またはＡＬＫ融合タンパク質のキナーゼ活性を阻害
することが可能な薬剤を特定する方法であって、前記方法がin vitro又はex vivoで起こ
る方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
連邦政府による資金提供を受けた研究開発
　本発明は、国立衛生研究所の一部門である、国立癌研究所によって授与された認可番号
ＣＡ６９１２９の下で、米国政府支援により行われた。米国政府は本発明において一定の
権利を有する。
【０００２】
ＥＦＳ－ＷＥＢを介してテキストファイルで提出された配列表への参照
　配列表の正式な写しは、４０４１０８ＳＥＱＬＩＳＴ．ＴＸＴと名付けられ、２０１１
年４月１２日に作成され、９５１キロバイトのサイズを有するファイルにより、ＡＳＣＩ
Ｉ形式の配列表として、ＥＦＳ－Ｗｅｂを介して電子的に提出され、また本明細書と同時
に出願される。このＡＳＣＩＩ形式の文書に含まれる配列表は、本明細書の一部であり、
ここで参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０００３】
　本発明は、一般に、未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ）キナーゼ阻害剤に耐性である癌
の検出および治療に関する。
【背景技術】
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【０００４】
　未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ）は、当初、未分化大細胞リンパ腫中において構成性
活性型の発癌性融合型のうちの１つの形態、すなわちヌクレオホスミン（ＮＰＭ）ＡＬＫ
で同定された、インスリン受容体スーパーファミリーにおける受容体型チロシンキナーゼ
（ＲＴＫ）である（Ｍｏｒｒｉｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６３：
１２８１－１２８４；Ｍｏｒｒｉｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１４
：２１７５－２１８８）。その後の研究により、びまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、悪性
組織球症、炎症性筋線維芽細胞性腫瘍肉腫、食道扁平上皮癌、乳癌、結腸直腸癌、および
非小細胞肺癌のサブセットにおけるＡＬＫ融合が特定されている（Ｗｅｂｂ　ｅｔ　ａｌ
．（２００９）Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ　９：３３１－
３５６に概説される）。より最近では、ＡＬＫのゲノムＤＮＡ増幅およびタンパク質過剰
発現、ならびに活性化点突然変異が、神経芽細胞腫を引き起こすことが示されている（Ｗ
ｅｂｂ　ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｔｈ
ｅｒ　９：３３１－３５６、Ｇｅｏｒｇｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｎａｔｕｒｅ　４
５５：９７５－９７９）。癌の原因となる異常なＡＬＫ活性の役割が十分に検証されてい
るこれらの癌に加えて、さらなる状況的な関連によって、報告されているＡＬＫリガンド
であるプレイオトロフィン、およびミッドカインと共に、自己分泌および／または傍分泌
成長ループが関与する受容体活性化の機構を介した、膠芽腫等のなおも他の悪性腫瘍の発
生にＡＬＫが関連することが示される（Ｗｅｂｂ　ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｅｘｐｅｒ
ｔ　Ｒｅｖ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ　９：３３１－３５６）。
【０００５】
　この広範囲の癌におけるＡＬＫの突然変異、構成性活性型の関与は、それぞれ、Ａｂｅ
ｌｓｏｎ（ＡＢＬ）キナーゼおよび上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）キナーゼを標的とす
る、小分子キナーゼ阻害剤イマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ，Ｎｏｖａｒｔｉｓ）およびエル
ロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ，Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ／ＯＳＩ）に類似したＡＬＫ阻害剤の開
発において、製薬企業および生物工学企業の間で大きな関心を生み出している。２００１
年以来、８つのＡＴＰ競合小分子キナーゼ阻害剤（イマチニブおよびエルロチニブを含む
）が、米国において種々の癌適応症に承認されている（Ｗｅｂｂ　ｅｔ　ａｌ．（２００
９）Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ　９：３３１－３５６に概
説される）。これらの薬剤は、恐らく、メシル酸イマチニブ（Ｇｌｅｅｖｅｃ，Ｎｏｖａ
ｒｔｉｓ）の投与に続く、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）および消化管間質腫瘍（ＧＩＳＴ
）を有する患者における治療効果によって最もよく例示されるように、抗癌剤として非常
に有益であることが判明しているが、診療所でのこれらの阻害剤の使用は、薬剤耐性の腫
瘍の出現をもたらしている（Ｏ’Ｈａｒｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００７）Ｂｌｏｏｄ　１１
０：２２４２－２２４９、Ｅｎｇｅｌｍａｎ　ａｎｄ　Ｓｅｔｔｌｅｍａｎ（２００８）
Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｇｅｎｅｔ　Ｄｅｖ　１８：１－７、Ｂｉｋｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
（２００９）Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　５２：１４９３－１５０９）。この耐性は、発癌性
キナーゼをコードする遺伝子の増幅、ならびに代替的なシグナル伝達経路の活性化を含む
幾つかの機構に起因しているが、ＡＴＰ競合キナーゼ阻害剤耐性を媒介する最も一般的な
機構は、キナーゼ標的のキナーゼ触媒ドメイン内またはその近くでの個々の突然変異また
は突然変異の群の発生である（Ｏ’Ｈａｒｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００７）Ｂｌｏｏｄ　１
１０：２２４２－２２４９、Ｅｎｇｅｌｍａｎ　ａｎｄ　Ｓｅｔｔｌｅｍａｎ（２００８
）Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｇｅｎｅｔ　Ｄｅｖ　１８：１－７、Ｂｉｋｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．（２００９）Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　５２：１４９３－１５０９）。これらの突然変異
は、それらの触媒ドメインによるＡＴＰ結合を未変化に保ちながら、阻害剤のそれらのキ
ナーゼ標的との高親和性相互作用を妨げる。キナーゼ阻害剤に対する臨床耐性の出現およ
びかかる耐性を付与するキナーゼドメイン突然変異の特定は、腫瘍が第一世代の薬剤での
治療にもはや反応しなくなった患者を治療するための、後続薬の設計および開発を生み出
している。
【０００６】
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　ＡＬＫキナーゼドメインにおける耐性突然変異の存在を検出するための堅牢な診断アッ
セイが、ＡＬＫキナーゼ阻害剤での治療に耐性となる癌患者における耐性の機構を確認す
るために、および第一世代の阻害剤耐性腫瘍を有する患者の管理のための第二世代の阻害
剤の医師による、情報を得た上での選択を可能にするために、臨床適用に必要とされる。
ＡＬＫ阻害剤耐性の検出のためのアッセイは、現在、何ら存在しない。これらの突然変異
の特定はまた、第一世代の阻害剤に耐性であるＡＬＫのこれらの突然変異型を阻害するた
めに開発される、ＡＬＫの第二世代および後期世代阻害剤の、情報を得た上での設計およ
び合成を先導する役割を果たすであろう。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　ＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは遺伝的に耐性となる素因がある癌の特定、
予後、診断、および治療のための組成物および方法が提供される。本発明は、ＰＦ－０２
３４１６６等のＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性を付与する、ＡＬＫにおける新規突然変異の
発見に基づく。ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を含むポリペプチドおよびそれをコードするポ
リヌクレオチドが提供され、耐性突然変異を検出するための方法において、およびＡＬＫ
キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断する際に使
用するためのバイオマーカーとして使用される。本開示の耐性突然変異を含むＡＬＫポリ
ペプチドに特異的に結合する抗体、本抗体を含むキット、およびＡＬＫ阻害剤耐性突然変
異を有するＡＬＫをコードするポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅する
ことが可能なポリヌクレオチド（複数可）を含むキットもまた、生物学的試料中の耐性突
然変異の検出のために、本明細書に提供される。耐性突然変異を含むＡＬＫまたはＡＬＫ
発癌性融合タンパク質に特異的に結合するかつ／またはそれらの活性を阻害する薬剤を特
定するための方法が更に提供される。
【０００８】
　次の実施形態が、本発明によって包含される。
　１．以下からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、単離されたポリヌクレオ
チド：
　　　ａ）配列番号５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２５、２７、２
９、３１、９８、１００、または１０２に記載されるヌクレオチド配列、
　　　ｂ）配列番号６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２６、２８、
３０、３２、９９、１０１、または１０３に記載されるアミノ酸配列をコードするヌクレ
オチド配列、
　　　ｃ）配列番号５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残基１
１２３位に対応する位置にセリン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリヌク
レオチドが、少なくとも１つの未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ）小分子キナーゼ阻害剤
に耐性であるキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｄ）配列番号７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残基１
１２３位に対応する位置にアラニン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリヌ
クレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性
を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｅ）配列番号９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号１０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコ
ードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残基
１１２９位に対応する位置にそのバリン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポ
リヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ
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活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｆ）配列番号１１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１３２位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリ
ヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活
性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｇ）配列番号１３に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１５１位に対応する位置にメチオニン残基を有するポリペプチドをコードし、また該
ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｈ）配列番号１５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１５６位に対応する位置にチロシン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポ
リヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ
活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｉ）配列番号１７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１７４位に対応する位置にシステイン残基を有するポリペプチドをコードし、また該
ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｊ）配列番号１９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１７４位に対応する位置にイソロイシン残基を有するポリペプチドをコードし、また
該ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｋ）配列番号２１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１７４位に対応する位置にバリン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリ
ヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活
性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｌ）配列番号２５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１２０２位に対応する位置にアルギニン残基を有するポリペプチドをコードし、また該
ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｍ）配列番号２７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１２０３位に対応する位置にアスパラギン残基を有するポリペプチドをコードし、また
該ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｎ）配列番号２９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
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列、または配列番号３０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１２１０位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリ
ヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活
性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｏ）配列番号３１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号３２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１２６９位に対応する位置にアラニン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポ
リヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ
活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｐ）配列番号９８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号９９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１４０６位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリ
ヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活
性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｑ）配列番号１００に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド
配列、または配列番号１０１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ
酸残基１４０８位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また該
ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、および
　　　ｒ）配列番号１０２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド
配列、または配列番号１０３に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ
酸残基１１７４位に対応する位置にロイシン残基を有するポリペプチドをコードし、また
該ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列。
【０００９】
　２．以下からからなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、実施形態１に記載の
単離されたポリヌクレオチド：
　　　ａ）配列番号５に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残基１
１２３位に対応する位置にセリン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリヌク
レオチドが、少なくとも１つの未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ）小分子キナーゼ阻害剤
に耐性であるキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｂ）配列番号７に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残基１
１２３位に対応する位置にアラニン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリヌ
クレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性
を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｃ）配列番号９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号１０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコ
ードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残基
１１２９位に対応する位置にそのバリン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポ
リヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ
活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
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　　　ｄ）配列番号１１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１３２位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリ
ヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活
性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｅ）配列番号１３に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１４に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１５１位に対応する位置にメチオニン残基を有するポリペプチドをコードし、また該
ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｆ）配列番号１５に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１５６位に対応する位置にチロシン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポ
リヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ
活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｇ）配列番号１７に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１７４位に対応する位置にシステイン残基を有するポリペプチドをコードし、また該
ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｈ）配列番号１９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１７４位に対応する位置にイソロイシン残基を有するポリペプチドをコードし、また
該ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｉ）配列番号２１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１１７４位に対応する位置にバリン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリ
ヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活
性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｊ）配列番号２５に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１２０２位に対応する位置にアルギニン残基を有するポリペプチドをコードし、また該
ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｋ）配列番号２７に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１２０３位に対応する位置にアスパラギン残基を有するポリペプチドをコードし、また
該ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｌ）配列番号２９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号３０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
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コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１２１０位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリ
ヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活
性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｍ）配列番号３１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号３２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１２６９位に対応する位置にアラニン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポ
リヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ
活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｎ）配列番号９８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号９９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ酸残
基１４０６位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また該ポリ
ヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活
性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｏ）配列番号１００に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド
配列、または配列番号１０１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ
酸残基１４０８位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また該
ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、および
　　　ｐ）配列番号１０２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド
配列、または配列番号１０３に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のアミノ
酸残基１１７４位に対応する位置にロイシン残基を有するポリペプチドをコードし、また
該ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列。
【００１０】
　３．以下からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、実施形態１に記載の単離
されたポリヌクレオチド：
　　　ａ）配列番号３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、４９、５３、５
５、５７、５９、６１、６３、または１０４に記載されるヌクレオチド配列、
　　　ｂ）配列番号３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５４、５
６、５８、６０、６２、６４、または１０５に記載されるアミノ酸配列をコードするヌク
レオチド配列、
　　　ｃ）配列番号３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、４９、５３、５
５、５７、５９、６１、６３、または１０４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子
キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオ
チド配列、および
　　　ｄ）配列番号３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５４、５
６、５８、６０、６２、６４、または１０５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、該ポリ
ヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活
性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列。
【００１１】
　４．ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーをコードするヌクレオチド配列を更に含み
、また該ポリヌクレオチドが、ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする、実施形態３に
記載の単離されたポリヌクレオチド。
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【００１２】
　５．該ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーが、ヌクレオホスミン（ＮＰＭ）、非筋
肉トロポミオシン３（ＴＰＭ３）、５－アミノイミダゾール－４－カルボキサミドリボヌ
クレオチドホルミルトランスフェラーゼ／ＩＭＰシクロヒドロラーゼ（ＡＴＩＣ）、クラ
スリン重鎖（ＣＬＴＣ）、ＴＲＫ－融合遺伝子（ＴＦＧ）、非筋肉トロポミオシン４（Ｔ
ＰＭ４）、モエシン（ＭＳＮ）、Ｒａｎ結合タンパク質２（ＲａｎＢＰ２）、微小管会合
タンパク質様４（ＥＭＬ４）、システイニルｔＲＮＡ合成酵素（ＣＡＲＳ）、キネシンフ
ァミリーメンバー５Ｂ（ＫＩＦ５Ｂ）、非筋肉ミオシン重鎖９（ＭＹＨ９）、ＳＥＣ３１
ホモログＡ（ＳＥＣ３１Ｌ１）、およびリングフィンガータンパク質２１３（ＲＮＦ２１
３）／染色体１７上のＡＬＫリンパ腫オリゴマー化パートナー（ＡＬＯ１７）からなる群
から選択される、実施形態４に記載の単離されたポリヌクレオチド。
【００１３】
　６．該ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーが、配列番号９７に記載されるアミノ酸
配列を有する、実施形態５に記載の単離されたポリヌクレオチド。
【００１４】
　７．以下からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、実施形態１に記載の単離
されたポリヌクレオチド：
　　　ａ）配列番号６５、６７、６９、７１、７３、７５、７７、７９、８１、８５、８
７、８９、９１、９３、９５、または１０６に記載されるヌクレオチド配列、
　　　ｂ）配列番号６６、６８、７０、７２、７４、７６、７８、８０、８２、８６、８
８、９０、９２、９４、９６、または１０７に記載されるアミノ酸配列をコードするヌク
レオチド配列、
　　　ｃ）配列番号６５、６７、６９、７１、７３、７５、７７、７９、８１、８５、８
７、８９、９１、９３、９５、または１０６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するヌクレオチド配列であって、該ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子
キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオ
チド配列、および
　　ｄ）配列番号６６、６８、７０、７２、７４、７６、７８、８０、８２、８６、８８
、９０、９２、９４、９６、または１０７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有す
るアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、該ポリヌ
クレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性
を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列。
【００１５】
　８．該ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤が、ＰＦ－０２３４１６６、ＮＶＰ－ＴＡＥ６８４
、スタウロスポリン、７－ヒドロキシスタウロスポリン、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥＰ－
１４５１３、ＣＥＰ－２８１２２、ピリドン１４、ピリドン１５、ＣＲＬ１５１１０４Ａ
、およびＷＺ－５－１２６からなる群から選択される、実施形態１～７のいずれか１つに
記載の単離されたポリヌクレオチド。
【００１６】
　９．該ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤が、ＰＦ－０２３４１０６６である、実施形態８に
記載の単離されたポリヌクレオチド。
【００１７】
　１０．プロモーターに作動可能に連結される実施形態１～９に記載のいずれか１つの単
離されたポリヌクレオチドを含む、発現カセット。
【００１８】
　１１．実施形態１０に記載の発現カセットを含む、宿主細胞。
【００１９】
　１２．以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド：
　　　ａ）配列番号６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２６、２８、
３０、３２、９９、１０１、１０３に記載されるアミノ酸配列、
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　　　ｂ）配列番号６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列であ
って、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にセリン
残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つの未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ
）小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｃ）配列番号８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列であ
って、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にアラニ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｄ）配列番号１０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置にバリ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｅ）配列番号１２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置にリジ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｆ）配列番号１４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置にメチ
オニン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｇ）配列番号１６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置にチロ
シン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤
に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｈ）配列番号１８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にシス
テイン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｉ）配列番号２０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列ポ
リペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にイソロイシン残基
を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性で
あるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｊ）配列番号２２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にバリ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｋ）配列番号２６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置にアル
ギニン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｌ）配列番号２８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置にアス
パラギン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｍ）配列番号３０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置にリジ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｎ）配列番号３２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置にアラ



(17) JP 6223822 B2 2017.11.1

10

20

30

40

50

ニン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤
に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｏ）配列番号９９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置にリジ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｐ）配列番号１０１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列
であって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置にリ
ジン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤
に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、および
　　　ｑ）配列番号１０３に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列
であって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にロ
イシン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列。
【００２０】
　１３．該ポリペプチドが、以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、実施形
態１２に記載の単離されたポリペプチド：
　　　ａ）配列番号６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列であ
って、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にセリン
残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つの未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ
）小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｂ）配列番号８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列であ
って、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にアラニ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｃ）配列番号１０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置にバリ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｄ）配列番号１２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置にリジ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｅ）配列番号１４に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置にメチ
オニン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｆ）配列番号１６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置にチロシ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｇ）配列番号１８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にシス
テイン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｈ）配列番号２０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にイソ
ロイシン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｉ）配列番号２２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
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あって、ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にバリン
残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐
性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｊ）配列番号２６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置にアルギ
ニン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤
に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｋ）配列番号２８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置にアス
パラギン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｌ）配列番号３０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置にリジ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｍ）配列番号３２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置にアラ
ニン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤
に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｎ）配列番号９９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置にリジ
ン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に
耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｏ）配列番号１０１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列
であって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置にリ
ジン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤
に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、および
　　　ｐ）配列番号１０３に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列
であって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にロ
イシン残基を有し、また該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列。
【００２１】
　１４．以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、実施形態１２に記載の単離
されたポリペプチド：
　　　ａ）配列番号３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５４、５
６、５８、６０、６２、６４、または１０５に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５４、５
６、５８、６０、６２、６４、または１０５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するアミノ酸配列であって、該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列。
【００２２】
　１５．ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーを更に含み、故にＡＬＫ発癌遺伝子融合
タンパク質を形成する、実施形態１４に記載の単離されたポリペプチド。
【００２３】
　１６．該ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーが、ヌクレオホスミン（ＮＰＭ）、非
筋肉トロポミオシン３（ＴＰＭ３）、５－アミノイミダゾール－４－カルボキサミドリボ
ヌクレオチドホルミルトランスフェラーゼ／ＩＭＰシクロヒドロラーゼ（ＡＴＩＣ）、ク
ラスリン重鎖（ＣＬＴＣ）、ＴＲＫ－融合遺伝子（ＴＦＧ）、非筋肉トロポミオシン４（
ＴＰＭ４）、モエシン（ＭＳＮ）、Ｒａｎ結合タンパク質２（ＲａｎＢＰ２）、微小管会
合タンパク質様４（ＥＭＬ４）、システイニルｔＲＮＡ合成酵素（ＣＡＲＳ）、キネシン
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ファミリーメンバー５Ｂ（ＫＩＦ５Ｂ）、非筋肉ミオシン重鎖９（ＭＹＨ９）、ＳＥＣ３
１ホモログＡ（ＳＥＣ３１Ｌ１）、およびリングフィンガータンパク質２１３（ＲＮＦ２
１３）／染色体１７上のＡＬＫリンパ腫オリゴマー化パートナー（ＡＬＯ１７）からなる
群から選択される、実施形態１５に記載の単離されたポリペプチド。
【００２４】
　１７．該ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーが、配列番号９７に記載されるアミノ
酸配列を有する、実施形態１６に記載の単離されたポリペプチド。
【００２５】
　１８．以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、実施形態１２に記載の単離
されたポリペプチド：
　　　ａ）配列番号６６、６８、７０、７２、７４、７６、７８、８０、８２、８６、８
８、９０、９２、９４、９６、または１０７に記載されるアミノ酸配列、
　　　ｂ）配列番号６６、６８、７０、７２、７４、７６、７８、８０、８２、８６、８
８、９０、９２、９４、９６、または１０７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するアミノ酸配列であって、該ポリペプチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列。
【００２６】
　１９．該ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤が、ＰＦ－０２３４１６６、ＮＶＰ－ＴＡＥ６８
４、スタウロスポリン、７－ヒドロキシスタウロスポリン、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥＰ
－１４５１３、ＣＥＰ－２８１２２、ピリドン１４、ピリドン１５、ＣＲＬ１５１１０４
Ａ、およびＷＺ－５－１２６からなる群から選択される、実施形態１２～１８のいずれか
１つに記載の単離されたポリペプチド。
【００２７】
　２０．該ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤が、ＰＦ－０２３４１０６６である、実施形態１
９に記載の単離されたポリペプチド。
【００２８】
　２１．少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異
体ポリペプチドを発現するように変化させられており、該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプ
チドが、以下からなる群から選択される少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤耐性突然
変異体残基を有する、非ヒトトランスジェニック動物：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
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よび
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
【００２９】
　２２．少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異
体ポリペプチドに特異的に結合する抗体であって、該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチド
が、以下からなる群から選択される少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤耐性突然変異
体残基を有する、抗体：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
【００３０】
　２３．該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドが、実施形態１２～２０のいずれか１つに
記載の単離されたポリペプチドを含む、実施形態２２に記載の抗体。
【００３１】
　２４．実施形態２２または２３に記載の抗体を含む、生物学的試料中のＡＬＫ阻害剤耐
性突然変異を検出するためのキット。
【００３２】
　２５．ＡＬＫに結合する抗体の検出のための化学物質を更に含む、実施形態２４に記載
のキット。
【００３３】
　２６．ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドを特
異的に検出または特異的に増幅することができる少なくとも１つのポリヌクレオチドを含
む試薬を含む、生物学的試料中のＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を検出するためのキットであ
って、該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドが、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナ
ーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードし、該ＡＬＫ耐性突
然変異体ポリペプチドが、以下からなる群から選択される少なくとも１つのＡＬＫキナー
ゼ阻害剤耐性突然変異体残基を有する、キット：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
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　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
【００３４】
　２７．ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅する
ことができる、該少なくとも１つのポリヌクレオチドが、実施形態１～９のいずれか１つ
に記載のポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することが可能である、実
施形態２６に記載のキット。
【００３５】
　２８．該試薬が、該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を含むアンプリコンを増幅する一対のプ
ライマーを含む、実施形態２６に記載のキット。
【００３６】
　２９．該試薬が、ストリンジェントな条件下で該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチ
ドとハイブリッド形成し、それによってＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を検出する、ポリヌク
レオチド配列を含む少なくとも１つのプローブを含む、実施形態２６に記載のキット。
【００３７】
　３０．ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異について生物学的試料をアッセイするための方法であ
って、該生物学的試料を実施形態２２に記載の抗体と接触させることと、該抗体の、ＡＬ
Ｋ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫへの結合を検出することとを含む、方法。
【００３８】
　３１．異常なＡＬＫ活性に関連する癌を有する患者において、少なくとも１つのＡＬＫ
小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断する
ための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在について患者からの生物学的試料
をアッセイすることを含み、該方法は、該生物学的試料を、実施形態２２に記載の抗体と
接触させることと、該抗体の、該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫへの結合を検
出することとを含み、該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する該ＡＬＫの存在は、該患者が
、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる
可能性が高い癌を有することを示す、方法。
【００３９】
　３２．ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異について生物学的試料をアッセイするための方法であ
って、該生物学的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ耐性突然変異体ポリ
ヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができる少なくとも１つのポリ
ヌクレオチドを含む試薬と接触させることを含み、該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオ
チドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異
体ポリペプチドをコードし、該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、以下からなる群か
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ら選択される少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤耐性突然変異体残基を有する、方法
：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
【００４０】
　３３．異常なＡＬＫ活性に関連する癌を有する患者において、少なくとも１つのＡＬＫ
小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断する
ための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在について、該患者からの生物学的
試料をアッセイすることを含み、該方法は、該生物学的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変
異を有するＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅す
ることができる少なくとも１つのポリヌクレオチドを含む試薬と接触させることであって
、該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードし、該ＡＬＫ耐性突然変
異体ポリペプチドは、以下からなる群から選択される少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻
害剤耐性突然変異体残基を有することと：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
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　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基、
　該生物学的試料中の該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在または不在を検出することとを
含み、該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在は、該患者が、少なくとも１つのＡＬＫ小分子
キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を有することを示
す、方法。
【００４１】
　３４．ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅する
ことができる該少なくとも１つのポリヌクレオチドは、実施形態１～９のいずれか１つに
記載のポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することが可能である、実施
形態３２または３３に記載の方法。
【００４２】
　３５．対象において、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかま
たは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断するための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性
突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質の存在について、該対象からの生物学的試
料をアッセイすることを含み、該方法は、該生物学的試料を、実施形態１５～１７のいず
れか１つに記載のポリペプチドに特異的に結合する抗体と接触させることと、該抗体の、
ＡＬＫ耐性突然変異を有する該ＡＬＫ発癌性融合タンパク質への結合を検出することとを
含み、該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質の存在は、該対
象が、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達さ
せる可能性が高い癌を有することを示す、方法。
【００４３】
　３６．対象において、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかま
たは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断するための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性
突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドの存在につ
いて、該対象からの生物学的試料をアッセイすることを含み、該方法は、該生物学的試料
を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする該ポリ
ヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができる少なくとも１つのポリ
ヌクレオチドを含む試薬と接触させることであって、該少なくとも１つのポリヌクレオチ
ドは、実施形態４～６のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを特異的に検出または特
異的に増幅することが可能であることと、該生物学的試料中の、該ＡＬＫ阻害剤耐性突然
変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする該ポリヌクレオチドの存在または
不在を検出することとを含み、該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する該ＡＬＫ発癌性融合
タンパク質をコードする該ポリヌクレオチドの存在は、該対象が、少なくとも１つのＡＬ
Ｋ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を有する
ことを示す、方法。
【００４４】
　３７．該ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤が、ＰＦ－０２３４１６６、ＮＶＰ－ＴＡＥ６８
４、スタウロスポリン、７－ヒドロキシスタウロスポリン、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥＰ
－１４５１３、ＣＥＰ－２８１２２、ピリドン１４、ピリドン１５、ＣＲＬ１５１１０４
Ａ、およびＷＺ－５－１２６からなる群から選択される、実施形態３０～３６のいずれか
１つに記載の方法。
【００４５】
　３８．該ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤が、ＰＦ－０２３４１０６６である、実施形態３
７に記載の方法。



(24) JP 6223822 B2 2017.11.1

10

20

30

40

50

【００４６】
　３９．異常なＡＬＫ活性に関連する癌を有する患者において、ＰＦ－０２３４１０６６
に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断するための方法であって、
ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在について、該患者からの生物学的試料をアッセイするこ
とを含み、該方法は、該生物学的試料を、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるＡＬＫ耐
性突然変異体ポリペプチドに特異的に結合する抗体と接触させることであって、該ＡＬＫ
耐性突然変異体ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１９６位に対応する位置に
メチオニン残基を有することと、該抗体の、該ＡＬＫ耐性突然変異を有するＡＬＫへの結
合を検出することとを含み、該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する該ＡＬＫの存在は、該
患者が、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌
を有することを示す、方法。
【００４７】
　４０．該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドが、以下からなる群から選択されるアミノ
酸配列を含む、実施形態３９に記載の方法：
　　　ａ）配列番号２４に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号２４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１９６位に対応する位置にメチ
オニン残基を有し、またポリペプチドが、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ
活性を有する、アミノ酸配列。
【００４８】
　４１．該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドが、以下からなる群から選択されるアミノ
酸配列を含む、実施形態３９に記載の方法：
　　　ａ）配列番号５２に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を有する
、アミノ酸配列。
【００４９】
　４２．該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドが、ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナ
ーを更に含み、故にＡＬＫ発癌性融合タンパク質を含む、実施形態４１に記載の方法。
【００５０】
　４３．該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドが、以下からなる群から選択されるアミノ
酸配列を含む、実施形態３９に記載の方法：
　　　ａ）配列番号８４に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号８４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を有する
、アミノ酸配列。
【００５１】
　４４．異常なＡＬＫ活性に関連する癌を有する患者において、ＰＦ－０２３４１０６６
に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断するための方法であって、
ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在について、該対象からの生物学的試料をアッセイするこ
とを含み、該方法が以下を含む、方法：
　　　ａ）該生物学的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ耐性突然変異体
ポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができる少なくとも１つの
ポリヌクレオチドを含む試薬と接触させることであって、該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌ
クレオチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチド
をコードし、該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１９
６位に対応する位置にメチオニン残基を有する、および
　　　ｂ）該生物学的試料中の該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在または不在を検出し、
該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在は、該患者が、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性である
かまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を有することを示す。
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【００５２】
　４５．該ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドが、以下からなる群から選択されるポ
リヌクレオチドを含む、実施形態４４に記載の方法：
　　　ａ）配列番号２３、５１、または８３に記載されるヌクレオチド配列を有するポリ
ヌクレオチド、
　　　ｂ）配列番号２４、５２、または８４に記載されるアミノ酸配列をコードするポリ
ヌクレオチド、および
　　　ｃ）配列番号２３、５１、もしくは８３に対して少なくとも９０％の配列同一性を
有するポリヌクレオチド、または配列番号２４、５２、もしくは８４に対して少なくとも
９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドであって、該ポ
リヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にメチオニン残
基を有するポリペプチドをコードし、またポリヌクレオチドは、ＰＦ－０２３４１０６６
に耐性であるキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ポリヌクレオチド。
【００５３】
　４６．対象において、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるかまたは耐性を発達させる
可能性が高い癌を診断するための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬ
Ｋ発癌性融合タンパク質の存在について、該対象からの生物学的試料をアッセイすること
を含み、該方法は以下を含む、方法
　　　ａ）該生物学的試料を、以下ｉ）およびｉｉ）からなる群から選択されるポリペプ
チドを含むＡＬＫ発癌性融合タンパク質に特異的に結合する抗体と接触させることと：
　　　　　ｉ）配列番号５２に記載されるアミノ酸配列、および
　　　　　ｉｉ）配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸
配列であって、該ポリペプチドが、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を
有する、アミノ酸配列、
　　　ｂ）該抗体の、ＡＬＫ耐性突然変異を有する該ＡＬＫ発癌性融合タンパク質への結
合を検出することであって、該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タン
パク質の存在は、該対象が、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるかまたは耐性を発達さ
せる可能性が高い癌を有することを示すこと。
【００５４】
　４７．対象において、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるかまたは耐性を発達させる
可能性が高い癌を診断するための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬ
Ｋ発癌性融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドの存在について、該対象からの生
物学的試料をアッセイすることを含み、該方法は以下を含む、方法：
　　　ａ）該生物学的試料を、ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードするポリヌクレオチ
ドを特異的に検出または特異的に増幅することができる少なくとも１つのポリヌクレオチ
ドを含む試薬と接触させることであって、ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする該ポ
リヌクレオチドは、以下ｉ）～ｉｉｉ）からなる群から選択されるポリヌクレオチドを含
むことと：
　　　　　ｉ）配列番号５１に記載されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチド、
　　　　　ｉｉ）配列番号５２に記載されるアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチド
、および
　　　　　ｉｉｉ）配列番号５１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するポリヌ
クレオチド、または配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ
酸配列をコードするポリヌクレオチドであって、該ポリヌクレオチドが、配列番号２のア
ミノ酸残基１１２３位に対応する位置にメチオニン残基を有するポリペプチドをコードし
、またポリヌクレオチドが、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を有する
ポリペプチドをコードする、ポリヌクレオチド、
　　　ｂ）該生物学的試料中の、該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合
タンパク質をコードする該ポリヌクレオチドの存在または不在を検出することとを含み、
該ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する該ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする該ポリ
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ヌクレオチドの存在は、該対象が、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるかまたは耐性を
発達させる可能性が高い癌を有することを示す。
【００５５】
　４８．該ＡＬＫ発癌性融合タンパク質が、ヌクレオホスミン（ＮＰＭ）、非筋肉トロポ
ミオシン３（ＴＰＭ３）、５－アミノイミダゾール－４－カルボキサミドリボヌクレオチ
ドホルミルトランスフェラーゼ／ＩＭＰシクロヒドロラーゼ（ＡＴＩＣ）、クラスリン重
鎖（ＣＬＴＣ）、ＴＲＫ－融合遺伝子（ＴＦＧ）、非筋肉トロポミオシン４（ＴＰＭ４）
、モエシン（ＭＳＮ）、Ｒａｎ結合タンパク質２（ＲａｎＢＰ２）、微小管会合タンパク
質様４（ＥＭＬ４）、システイニルｔＲＮＡ合成酵素（ＣＡＲＳ）、キネシンファミリー
メンバー５Ｂ（ＫＩＦ５Ｂ）、非筋肉ミオシン重鎖９（ＭＹＨ９）、ＳＥＣ３１ホモログ
Ａ（ＳＥＣ３１Ｌ１）、およびリングフィンガータンパク質２１３（ＲＮＦ２１３）／染
色体１７上のＡＬＫリンパ腫オリゴマー化パートナー（ＡＬＯ１７）、からなる群から選
択されるＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーを含む、実施形態４６または４７に記載
の方法。
【００５６】
　４９．該発癌性融合タンパク質パートナーは、配列番号９７に記載されるアミノ酸配列
を有する、実施形態４８に記載の方法。
【００５７】
　５０．該ポリヌクレオチドを検出することが、核酸配列決定技術、核酸増幅方法、また
は核酸ハイブリダイゼーション技術を含む、実施形態３２～３４、３６、４４、４５、お
よび４７のいずれか１つに記載の方法。
【００５８】
　５１．該癌が、大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫（ＡＬＣＬ）、悪性組
織球症、炎症性筋線維芽細胞性腫瘍肉腫、食道扁平上皮癌、乳癌、結腸直腸癌、非小細胞
肺癌、神経芽細胞腫、膀胱癌、腎臓癌、および膠芽腫からなる群から選択される、実施形
態３１、３３、３５、３６、および３９～４９のいずれか１つに記載の方法。
【００５９】
　５２．該患者のために治療法を選択することを更に含む、実施形態３１、３３、３５、
３６、および３９～４９のいずれか１つに記載の方法。
【００６０】
　５３．少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に抵抗性であるＡＬＫ抵抗性突然
変異体の発現を特異的に低減する方法であって、該方法は、該ＡＬＫ抵抗性突然変異体を
発現する細胞中に、該ＡＬＫ抵抗性突然変異体をコードする遺伝子を標的とするサイレン
シング因子を導入することを含み、該サイレンシング因子の該導入または発現は、該ＡＬ
Ｋ抵抗性突然変異体の該発現を特異的に低減し、該ＡＬＫ抵抗性突然変異体は、実施形態
１２～２０のいずれか１つに記載のポリペプチドである、方法。
【００６１】
　５４．少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である異常なＡＬＫ活性に
関連する癌を治療する方法であって、該方法は、該少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナー
ゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異体をコードする遺伝子を標的とする、有効量の
サイレンシング因子を投与することを含み、該サイレンシング因子の該導入または発現は
、該ＡＬＫ耐性突然変異体の発現を低減し、該ＡＬＫ耐性突然変異体は、実施形態１２～
２０のいずれか１つに記載のポリペプチドである、方法。
【００６２】
　５５．ＰＦ－０２３４１０６６に耐性である異常なＡＬＫ活性に関連する癌を治療する
方法であって、該方法は、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異体を
コードする遺伝子を標的とする、有効量のサイレンシング因子を投与することを含み、該
サイレンシング因子の導入または発現は、該ＡＬＫ耐性突然変異体の発現を低減し、該Ａ
ＬＫ耐性突然変異体は、以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチド
である、方法：
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　　　ａ）配列番号２４に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号２４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸残基１１９６位に対応する位置にメチ
オニン残基を有し、またポリペプチドが、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ
活性を有する、アミノ酸配列。
【００６３】
　５６．該ポリペプチドが、以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、実施形
態５５に記載の方法：
　　　ａ）配列番号５２に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を有する
、アミノ酸配列。
【００６４】
　５７．該ポリペプチドが、ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーを更に含み、故にＡ
ＬＫ発癌性融合タンパク質を含む、実施形態５６に記載の方法。
【００６５】
　５８．該ポリペプチドが、以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、実施形
態５５に記載の方法：
　　　ａ）配列番号８４に記載されるアミノ酸配列、
　　　ｂ）配列番号８４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、該ポリペプチドが、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を有する
、アミノ酸配列。
【００６６】
　５９．該癌が、大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫（ＡＬＣＬ）、悪性組
織球症、炎症性筋線維芽細胞性腫瘍肉腫、食道扁平上皮癌、乳癌、結腸直腸癌、非小細胞
肺癌、神経芽細胞腫、膀胱癌、腎臓癌、および膠芽腫からなる群から選択される、実施形
態５４～５８のいずれか１つに記載の方法。
【００６７】
　６０．以下を含む、ＡＬＫ耐性突然変異体またはＡＬＫ融合タンパク質のキナーゼ活性
を阻害することが可能な薬剤を特定する方法：
　　　ａ）候補薬剤を実施形態１２～２０のいずれか１つに記載のポリペプチドと接触さ
せること、および
　　　ｂ）該候補薬剤が、該ポリペプチドのキナーゼ活性を阻害するかどうかを決定する
こと。
【００６８】
　６１．該ポリペプチドが、真核細胞中で発現され、該ポリペプチドが、実施形態１５～
１７のいずれか１つに記載のポリペプチドであり、該薬剤が該ポリペプチドのキナーゼ活
性を阻害するかどうかを決定することは、該細胞を、
　　　ａ）細胞増殖の阻害、
　　　ｂ）細胞死の刺激、
　　　ｃ）足場非依存性増殖の阻害、および
　　　ｄ）細胞遊走または浸潤の阻害、からなる群から選択される細胞活性における少な
くとも１つの変化について監視することを含み、
　細胞活性における該変化のうちの少なくとも１つを誘導する薬剤が、ＡＬＫ耐性突然変
異体の阻害剤として特定される、実施形態６０に記載の方法。
【００６９】
　６２．非ヒト動物が、該ポリペプチドを発現するように変化させられているか、または
該ポリペプチドを発現する真核細胞が、非ヒト動物中に導入されており、該ポリペプチド
が、実施形態１５～１７のいずれか１つに記載のポリペプチドであり、該薬剤が該ポリペ
プチドのキナーゼ活性を阻害するかどうかを決定することが、該非ヒト動物を腫瘍増殖に
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ついて監視することを含み、腫瘍増殖の低減が、薬剤が該ポリペプチドのキナーゼ活性を
阻害することを示す、実施形態６０に記載の方法。
【００７０】
　６３．該ポリペプチドが、真核細胞中で発現され、該ポリペプチドが、実施形態１２ま
たは１８に記載の単離されたポリペプチドであり、該ポリペプチドのキナーゼ活性が、活
性化され、該薬剤が該ポリペプチドのキナーゼ活性を阻害するかどうかを決定することが
、該細胞を、
　　　ａ）細胞増殖の阻害、
　　　ｂ）細胞死の刺激、
　　　ｃ）足場非依存性増殖の阻害、および
　　　ｄ）細胞遊走または浸潤の阻害、からなる群から選択される細胞活性における少な
くとも１つの変化について監視することを含み、
　細胞活性における該変化のうちの少なくとも１つを誘導する薬剤が、ＡＬＫ耐性突然変
異体の阻害剤として特定される、実施形態６０に記載の方法。
【００７１】
　６４．以下のステップを含む、実施形態１２～２０のいずれか１つに記載のポリペプチ
ドに特異的に結合することが可能な薬剤を特定する方法：
　　　ａ）候補薬剤を実施形態１３～２１のいずれか１つに記載の該ポリペプチドと接触
させること、および
　　　ｂ）該候補薬剤が該ポリペプチドに特異的に結合するかどうかを決定すること。
【００７２】
　６５．該ポリペプチドが、活性または不活性状態にある、実施形態６４に記載の方法。
【００７３】
　本発明のこれらのおよび他の態様は、下記に提供される本発明の説明でより詳細に開示
される。
【図面の簡単な説明】
【００７４】
【図１】天然ＮＰＭ－ＡＬＫ（「ＮＰＭ－ＡＬＫ／ＢａＦ３」）、またはキナーゼドメイ
ンにおいて３つの阻害剤耐性突然変異（Ｌ１１９６Ｍ、Ｇ１２０２Ｒ、またはＤ１２０３
Ｎ）のうちの１つを含有するように操作されたＮＰＭ－ＡＬＫのいずれかを発現する、Ｂ
ａＦ３細胞クローンに対する７２時間ＸＴＴアッセイを用いて、既述のように行われた（
Ｌａｇｉｓｅｔｔｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　５２：６９７９
－６９９０）、ＰＦ－０２３４１０６６に反応した死滅曲線の結果を示す。親ＢａＦ３細
胞（「ＢａＦ３」）もまた、正常な非ＡＬＫ依存性細胞対照として試験した。細胞クロー
ンの各々についてのＰＦ－０２３４１０６６のＩＣ50値は、表３に見出すことができる。
【発明を実施するための形態】
【００７５】
　本発明の組成物は、ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である、ＡＬＫポリペプチド、
それをコードするポリヌクレオチド、ならびにその変異体および断片を含む。表面抗原分
類ＣＤ２４６としても知られる、ＡＬＫまたは未分化リンパ腫キナーゼは、受容体型チロ
シンキナーゼのインスリン受容体スーパーファミリーの成員である。ＡＬＫポリペプチド
は、細胞外リガンド結合領域、膜貫通ドメイン、および細胞質キナーゼ触媒領域を含む、
１本鎖膜貫通タンパク質である。ＡＬＫは、ヒトにおける染色体縞２ｐ２３で（Ｍｏｒｒ
ｉｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６３：１２８１－１２８４、Ｓｈｉ
ｏｔａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　９：１５６７－１５７４）、およ
びマウス遠位染色体１７上で（Ｍａｔｈｅｗ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｃｙｔｏｇｅｎ
ｅｔ．Ｃｅｌｌ．Ｇｅｎｅｔ．７０：１４３－１４４）見出されるゲノム遺伝子座によっ
てコードされる。
【００７６】
　ＡＬＫポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、当該技術分野において、様々な種につ
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いて知られている。ヒトＡＬＫについてのゲノム配列は、Ｇｅｎｂａｎｋ受入番号ＮＣ＿
０００００２．１１に記載される。ヒトＡＬＫについてのコード配列は、Ｇｅｎｂａｎｋ
受入番号Ｕ６２５４０に見出すことができ、配列番号１に記載されており、コードされた
ヒトＡＬＫポリペプチドは、配列番号２に記載される。マウスおよびショウジョウバエＡ
ＬＫ　ｃＤＮＡは、それぞれ、Ｄ８３００２およびＡＡＦ３６９９０のＧｅｎｂａｎｋ受
入番号を有する。ヒトＡＬＫは、１６２０アミノ酸の（ａａ）ポリペプチドである一方で
、マウスＡＬＫは、１６２１　ａａ長であり、ミバエＡＬＫポリペプチドは、１７０１　
ａａである。ヒトＡＬＫｃＤＮＡは、１７７ｋＤａのポリペプチドをコードするが、Ｎ－
グリコシル化等の翻訳後修飾を伴うと、成熟ＡＬＫは、およそ２００～２２０ｋＤａであ
る。
【００７７】
　ＡＬＫポリペプチドは、多様な保存された構造ドメインを含む。ヒトＡＬＫの１０３０
アミノ酸長の細胞外ドメインは、２６アミノ酸アミノ末端シグナルペプチド配列、ならび
に内在性リガンドプレイオトロフィンおよびミッドカインのための結合部位（残基３９１
～４０１に位置する）を含む、複数のモチーフを含有する。２８アミノ酸の膜貫通ドメイ
ン（配列番号２の残基１０３１～１０５８に位置する）には、ＩＲ基質－１とのホスホチ
ロシン依存性相互作用のための結合部位（残基１０９３～１０９６に位置する）を含む、
６４アミノ酸の細胞質膜近傍セグメントが続く。ミニマルキナーゼドメイン（残基１１１
６～１３８３）は、その活性化ループ内に３つのチロシン含有モチーフ（チロシン１２７
８、１２８２、および１２８３）を含む。これらのチロシン残基は、活性化ループ立体配
座を調節する自己リン酸化部位であり、ＡＴＰの、その非リン酸化状態にあるＡＴＰ結合
ポケットへのアクセスを遮断し、結合ポケットから離れて外側に揺れ、トリプレットチロ
シンのリン酸化に続く、キナーゼ活性化プロセス中のＡＴＰの無妨害の進入を可能にする
（Ｔａｒｔａｒｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２８３：３７４
３－３７５０）。
ＡＬＫの残基１１１６～１３８３がミニマルキナーゼドメインを包含するが、残基Ｅ１４
０６およびＥ１４０８が、最適な活性に必要とされ、伸長キナーゼドメインの一部と考え
られる。２４４アミノ酸のＡＬＫカルボキシ末端は、基質タンパク質Ｓｒｃ相同性２ドメ
イン含有（ＳＨＣ）のためのホスホチロシン依存性結合部位（残基１５０４～１５０７）
およびホスホリパーゼＣ－γのホスホチロシン依存性結合のための相互作用部位（残基１
６０３～１６０６）を含有する。
【００７８】
　ＡＬＫの神経系優性発現プロフィールは、キナーゼが神経系の発達または機能において
役割を果たすことを示唆するが、ＡＬＫノックアウトマウスは、生存可能であり、容易に
明白な異常を何ら示さない（Ｉｗａｈａｒａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｏｎｃｏｇｅｎ
ｅ　１４：４３９－４４９、Ｍｏｒｒｉｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ
　１４：２１７５－２１８８、Ｌｏｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｇｅｎｅｓ　Ｃｅ
ｌｌｓ　６：５３１－５４４、Ｐｕｌｆｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｂｌｏｏｄ　
８９：１３９４－１４０４）。ＡＬＫノックアウトマウスの更なる研究により、このマウ
スが「抗うつプロフィール」を示すことが明らかとなり、ＡＬＫが認知および／または気
分障害の病態生理に関与し得ることを示唆する（Ｂｉｌｓｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．（２０
０８）Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　３３：６８４－７００）。
【００７９】
　ＡＬＫのゲノムＤＮＡ増幅およびタンパク質過剰発現、ならびに点突然変異の活性化は
、神経芽細胞腫を引き起こすことが示されており（Ｗｅｂｂ　ｅｔ　ａｌ．（２００９）
Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ　９：３３１－３５６、Ｇｅｏ
ｒｇｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｎａｔｕｒｅ　４５５：９７５－９７９）、完全長Ａ
ＬＫは、膠芽腫等のなおも他の悪性腫瘍の発生と関連があるとされているが（Ｗｅｂｂ　
ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ　９
：３３１－３５６）、異常なＡＬＫ活性に関連するほとんどの癌は、構成性キナーゼ活性
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出するための方法、キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い
癌を診断する際、ならびに耐性突然変異を含むＡＬＫまたはＡＬＫ発癌性融合タンパク質
に特異的に結合するかつ／またはそれらの活性を阻害する薬剤を特定するための方法にお
いて有用なＡＬＫポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、キナーゼドメイン、完全長Ａ
ＬＫ、またはＡＬＫ発癌性融合タンパク質を含むＡＬＫポリヌクレオチドおよびポリペプ
チドを含む。
【００８０】
　「ＡＬＫ発癌性融合」または「ＡＬＫ発癌性融合タンパク質」は、アミノ末端融合パー
トナー、およびカルボキシ末端においてＡＬＫポリペプチドの断片を含む、ポリペプチド
である。この２つのタンパク質の融合は、アミノ末端融合パートナーにおけるオリゴマー
化ドメインによって媒介されるオリゴマー化、および成長促進細胞シグナルのその後の構
成的な伝達を通じて、ＡＬＫのキナーゼ活性の構成的な活性化をもたらす。ＡＬＫ活性化
は、タンパク質キナーゼＣ（ＰＫＣ）、マイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（ＭＡＰ
Ｋ）、およびホスホイノシチド３－キナーゼ（ＰＩ３Ｋ）経路の活性化に少なくとも部分
的に起因して、増加された細胞増殖およびアポトーシスを引き起こす。加えて、ＡＬＫの
活性化は、細胞遊走および浸潤を増大させ、細胞の足場非依存性増殖を促進する。幾つか
の実施形態では、アミノ末端パートナータンパク質は、正常な細胞中で幅広く発現される
タンパク質であり、そのプロモーターが、コードされる融合タンパク質の異常な発現に関
与する。天然に生じるＡＬＫ発癌性融合は、染色体転座の結果である。
【００８１】
　本明細書で使用されるとき、「ＡＬＫ発癌性融合パートナー」または「ＡＬＫ発癌性融
合タンパク質パートナー」は、オリゴマー化ドメインを含むＡＬＫ発癌性融合のアミノ末
端断片を指す。
【００８２】
　天然に生じる発癌性融合パートナーは、当該技術分野で既知であり、ヌクレオホスミン
（ＮＰＭ）、非筋肉トロポミオシン３（ＴＰＭ３）、５－アミノイミダゾール－４－カル
ボキサミドリボヌクレオチドホルミルトランスフェラーゼ／ＩＭＰシクロヒドロラーゼ（
ＡＴＩＣ）、クラスリン重鎖（ＣＬＴＣ）、ＴＲＫ－融合遺伝子（ＴＦＧ）、非筋肉トロ
ポミオシン４（ＴＰＭ４）、モエシン（ＭＳＮ）、Ｒａｎ結合タンパク質２（ＲａｎＢＰ
２）、微小管会合タンパク質様４（ＥＭＬ４）、システイニルｔＲＮＡ合成酵素（ＣＡＲ
Ｓ）、キネシンファミリーメンバー５Ｂ（ＫＩＦ５Ｂ）、非筋肉ミオシン重鎖９（ＭＹＨ
９）、ＳＥＣ３１ホモログＡ（ＳＥＣ３１Ｌ１）、およびリングフィンガータンパク質２
１３（ＲＮＦ２１３）／染色体１７上のＡＬＫリンパ腫オリゴマー化パートナー（ＡＬＯ
１７）を含むが、これらに限定されない（概説については、Ｗｅｂｂ　ｅｔ　ａｌ．（２
００９）Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ　９：３３１－３５６
を参照されたく、それは参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。表１は、ＡＬ
Ｋと融合する断片のコード配列への参照と共に、各ＡＬＫ発癌性融合パートナーのゲノム
配列およびコード配列についての受入番号を提供する。
【００８３】
表１．ＡＬＫ発癌性融合パートナー
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【表１】

【００８４】
　未分化大細胞リンパ腫（ＡＬＣＬ）のおよそ６０％、および主に小児および若年成人を
侵す遅延増殖性肉腫である、炎症性筋線維芽細胞性腫瘍（ＩＭＴ）の約６０％が、ＮＰＭ
－ＡＬＫ融合タンパク質を有する。（Ａｒｍｉｔａｇｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｃａ
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ｎｃｅｒ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，
６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，２２５６－２３１６、Ｋｕｔｏｋ　ａｎｄ　Ａｓｔｅｒ（２０
０２）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．２０：３６９１－３７０２、Ｌａｗｒｅｎｃｅ　ｅｔ
　ａｌ．（２０００）Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１５７：３７７－３８４）。ＮＰＭ－Ａ
ＬＫ融合のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列は、それぞれ、配列番号３および４に記
載され、ＮＰＭ－ＡＬＫ発癌性融合タンパク質中でＡＬＫに融合されるＮＰＭの断片は、
配列番号９７に記載される。ＭＳＮ－ＡＬＫおよびＴＰＭ３／ＴＰＭ４－ＡＬＫ（それら
に組み込まれるＡＬＫの部分に関して、全ての他のＡＬＫ融合から若干異なるのみである
）を除いて、全ての既知のキメラＡＬＫタンパク質は、ＡＬＫのアミノ酸残基１０５８～
１６２０に対応する（配列番号２）、ＡＬＫの細胞質内部分全体を含有する。かかるＡＬ
Ｋの断片は、本明細書で「ＡＬＫ融合断片」と称される。
【００８５】
　本明細書ではＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体またはＡＬＫ耐性突然変異体とも称される、
ＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ突然変異体が、本明細書に記載される。ＡＬＫ
耐性突然変異体ポリペプチドは、配列番号６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０
、２２、２６、２８、３０、３２（突然変異ＡＬＫキナーゼドメイン）、配列番号３４、
３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５４、５６、５８、６０、６２、６
４（突然変異ＡＬＫ融合断片）、ならびに配列番号６６、６８、７０、７２、７４、７６
、７８、８０、８２、８６、８８、９０、９２、９４、および９６（突然変異完全長ＡＬ
Ｋポリペプチド）に記載されるアミノ酸配列と、それらの変異体および断片とを含む。同
様に、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドは、配列番号５、７、９、１１、１３、１
５、１７、１９、２１、２５、２７、２９、３１（突然変異ＡＬＫキナーゼドメイン）、
配列番号３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、４９、５３、５５、５７、
５９、６１、６３（突然変異ＡＬＫ融合断片）、ならびに配列番号６５、６７、６９、７
１、７３、７５、７７、７９、８１、８５、８７、８９、９１、９３、および９５（突然
変異完全長ＡＬＫポリヌクレオチド）に記載されるヌクレオチド配列と、それらの変異体
および断片、ならびに配列番号６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２
６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５４
、５６、５８、６０、６２、６４、６６、６８、７０、７２、７４、７６、７８、８０、
８２、８６、８８、９０、９２、９４、および９６に記載されるＡＬＫ耐性突然変異体ポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドと、その変異体および断片とを含む。
【００８６】
　「ＡＬＫ耐性突然変異」または「ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異」は、ＡＬＫポリペプチド
の、少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤への耐性を付与する、天然ＡＬＫの、ヌクレ
オチド配列またはアミノ酸配列における変化である。ポリヌクレオチドレベルおよびポリ
ペプチドレベルの両方で特定されるＡＬＫ耐性突然変異（それらは単一アミノ酸残基の置
換をもたらす点突然変異である）は、表１に開示される。更なるポリヌクレオチド突然変
異が、コドン縮重に起因して同じアミノ酸置換をもたらし得ることが理解される。
【００８７】
　本明細書で使用されるとき、「ポリヌクレオチド」という用語は、単一の核酸、ならび
に複数形の核酸を包含することが意図され、核酸分子または構築物、例えば、メッセンジ
ャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、プラスミドＤＮＡ（ｐＤＮＡ）、または短干渉ＲＮＡ（ｓｉＲ
ＮＡ）を指す。ポリヌクレオチドは、１本鎖または２本鎖、線状または環状であることが
でき、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはそれらの組み合わせからなることができる。ポリヌクレオ
チドは、従来のホスホジエステル結合または非従来の結合（例えば、ペプチド核酸（ＰＮ
Ａ）に見出されるもの等のアミド結合）を含むことができる。「核酸」という用語は、ポ
リヌクレオチド中に存在する、任意の１つ以上の核酸セグメント、例えば、ＤＮＡまたは
ＲＮＡ断片を指す。「ポリヌクレオチド」は、ホスホロチオエート等の修飾された核酸、
リン酸塩、環原子修飾誘導体等を含み得る。「ポリヌクレオチド」は、天然に生じるポリ
ヌクレオチド（すなわち、人間の介入なしに天然に存在するもの）、組み換えポリヌクレ
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オチド（すなわち、人間の介入によってのみ存在するもの）、または合成的に誘導される
ポリヌクレオチドであり得る。
【００８８】
　ポリヌクレオチドは、ポリペプチドまたはタンパク質をコードすることができる。指定
される核酸に関して、「コードする」または「コードされる」とは、ＲＮＡへの転写のた
め、および幾つかの実施形態では、指定されるタンパク質への翻訳のための情報を含むこ
とを意味する。タンパク質をコードする核酸は、核酸の翻訳領域内で非翻訳配列を含んで
もよく（例えば、イントロン）、またはかかる介入非翻訳配列を欠いていてもよい（例え
ば、ｃＤＮＡにおけるように）。タンパク質がコードされる情報は、コドンの使用によっ
て指定される。典型的には、アミノ酸配列は、「普遍的」遺伝コードを使用して、核酸に
よってコードされる。しかしながら、一部の植物、動物、および真菌ミトコンドリア、細
菌マイコプラズマ・カプリコルム（Ｙａｍａｏ，ｅｔ　ａｌ．，（１９８５）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８２：２３０６－９）、または繊毛虫大核中に存
在するもの等の、普遍的コードの変異体が、これらの生物を使用して核酸が発現されると
きに使用されてもよい。
【００８９】
　本明細書で使用されるとき、「ポリペプチド」または「タンパク質」という用語は、単
一の「ポリペプチド」ならびに複数形の「ポリペプチド」を包含することが意図され、ア
ミド結合（ペプチド結合としても知られる）によって線状で連結された単量体（アミノ酸
）から構成される分子を指す。「ポリペプチド」という用語は、２つ以上のアミノ酸の任
意の鎖（単数または複数）を指し、産物の特定の長さを指しているわけではない。故に、
２つ以上のアミノ酸の鎖（単数または複数）を指すために使用される、ペプチド、ジペプ
チド、トリペプチド、オリゴペプチド、「タンパク質」、「アミノ酸鎖」、または任意の
他の用語が「ポリペプチド」の定義内に含まれ、「ポリペプチド」という用語は、これら
の用語のいずれの代わりにも、またはこれらの用語のいずれとも交換可能に、使用され得
る。
【００９０】
　「単離された」または「精製された」ポリヌクレオチドもしくはタンパク質、またはそ
れらの生物学的に活性な部分は、通常、その天然に生じる環境で見出される、ポリヌクレ
オチドまたはタンパク質に伴うか、またはそれらと相互作用する構成成分が実質的にまた
は本質的にない。故に、単離されたまたは精製されたポリヌクレオチドまたはタンパク質
は、組み換え技術によって産生されるとき、他の細胞物質または培養媒体が実質的にない
か、または化学的に合成されるとき、化学的前駆体または他の化学物質が実質的にない。
最適には、「単離された」ポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチドが由来する生物のゲノ
ムＤＮＡ中のポリヌクレオチドに天然に隣接した配列（すなわち、ポリヌクレオチドの５
’末端および３’末端に位置する配列）（最適にはタンパク質コード配列）がない。例え
ば、種々の実施形態では、単離されたポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチドが由来する
細胞のゲノムＤＮＡ中のポリヌクレオチドに天然に隣接する、約５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ
、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂ、または０．１ｋｂ未満のヌクレオチド配列を含有し得る
。実質的に細胞物質のないタンパク質には、約３０％、２０％、１０％、５％、または１
％（乾燥重量で）未満の汚染タンパク質を有するタンパク質の調製物が含まれる。本発明
のタンパク質またはその生物学的に活性な部分が、組み換えにより産生されるとき、最適
には、培養媒体は、約３０％、２０％、１０％、５％、または１％（乾燥重量で）未満の
化学的前駆体または目的のタンパク質ではない化学物質を示す。
【００９１】
　ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの断片および変異体
、ならびにポリペプチド自体の断片および変異体は、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチド
の生物学的に活性な変異体および断片を含めて、本発明の種々の方法および組成物に用い
ることができる。かかる活性な変異体および断片は、少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻
害剤に耐性である機能キナーゼドメインを保持するであろう。キナーゼ活性についてアッ
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セイするための方法は知られており、本明細書の他の箇所に記載される。
【００９２】
　「断片」とは、ポリヌクレオチドの部分、したがって、それによってコードされるタン
パク質またはポリペプチドの部分が意図される。ポリヌクレオチドの断片は、ＡＬＫ耐性
突然変異体タンパク質の生物学的活性を保持するタンパク質断片をコードし得、したがっ
て、少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する。故に、
ポリヌクレオチドの断片は、少なくとも約２０ヌクレオチド、約５０ヌクレオチド、約１
００ヌクレオチド、約１５０、約２００、約２５０、約３００、約３５０、約４００、約
４５０、約５００、約６００、約７００、約８００、約９００、約１０００、約１５００
、約２０００、約２５００、約３０００、約３５００、約４０００、約４５００隣接ヌク
レオチドから、最大で、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードする完全長ポリヌク
レオチドの範囲であってもよい。
【００９３】
　ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドの生物学的に活性な部分をコードするポリヌクレオ
チドの断片は、少なくとも約１５、約２５、約３０、約５０、約１００、約１５０、約２
００、約２５０、約３００、約３５０、約４００、約４５０、約５００、約６００、約７
００、約８００、約９００、約１０００、約１１００、約１２００、約１３００、約１４
００、約１５００、約１６００隣接アミノ酸、または最大で、完全長ＡＬＫ耐性突然変異
体ポリペプチド中に存在するアミノ酸の総数をコードするであろう。
【００９４】
　ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドの生物学的に活性な部分は、ＡＬＫ耐性突然変異体
ポリペプチドの部分をコードするポリヌクレオチドの１つの一部分を単離すること、およ
びポリペプチドのコードされる部分を発現させること（例えば、体外での組み換え発現に
よって）、およびＡＬＫポリペプチドの部分の活性を査定することによって、調製するこ
とができる。ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドの断片をコードするポリヌクレオチドは
、少なくとも１５、２０、５０、７５、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５
０、４００、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、８００、９００、１０
００、１５００、２０００、２５００、３０００、３５００、４０００、４５００隣接ヌ
クレオチド、または最大で、本明細書に開示される完全長ＡＬＫ耐性突然変異体ヌクレオ
チド配列中に存在する数のヌクレオチドを含む、ヌクレオチド配列を含むことができる。
【００９５】
　「変異体」配列は、高度な配列類似性を有する。ポリヌクレオチドについて、保存的変
異体は、遺伝コードの縮重のため、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドの１つのアミノ酸
配列をコードする配列を含む。これらのような変異体は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）およびハイブリダイゼーション技術等の、周知の分子生物学技術の使用により
特定することができる。変異体ポリヌクレオチドはまた、例えば、部位特異的突然変異誘
発を使用することによって生成されるが、依然としてＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチド
をコードするもの等の、合成的に誘導されるヌクレオチド配列を含む。一般に、特定のポ
リヌクレオチドの変異体は、本明細書の他の箇所に記載される配列アライメントプログラ
ムおよびパラメータによって決定するとき、その特定のポリヌクレオチドに対して少なく
とも約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８
５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、またはそれを超える配列同一性を有するであろう。
【００９６】
　特定のポリヌクレオチドの変異体はまた、変異体ポリヌクレオチドによってコードされ
るポリペプチドと、参照ポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドとの間の配
列同一性パーセントの比較によって評価することもできる。故に、変異体は、例えば、本
明細書に記載されるＡＬＫポリペプチドに対して所与の配列同一性パーセントを有するポ
リペプチドをコードする、単離されたポリヌクレオチドを含む。任意の２つのポリペプチ
ドの間の配列同一性パーセントは、本明細書に記載される配列アライメントプログラムお
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よびパラメータを使用して算出することができる。ポリヌクレオチドの任意の所定の対が
、それらがコードする２つのポリペプチドによって共有される配列同一性パーセントの比
較によって評価される場合、２つのコードされたポリペプチドの間の配列同一性パーセン
トは、少なくとも約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％
、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％
、９８％、９９％、またはそれを超える配列同一性である。
【００９７】
　「変異体」ポリペプチドとは、ポリペプチドのＮ末端および／もしくはＣ末端への１つ
以上のアミノ酸の欠失（いわゆるトランケーション）もしくは付加、ポリペプチド中の１
つ以上の部位での１つ以上のアミノ酸の欠失もしくは付加、またはポリペプチド中の１つ
以上の部位での１つ以上のアミノ酸の置換によって、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチド
に由来するポリペプチドが意図される。変異体ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、生
物学的に活性であり、つまりそれらは少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性であ
るキナーゼ活性を有し続ける。かかる変異体は、例えば、遺伝的多型から、または人間に
よる操作からもたらされてもよい。ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドの生物学的に活性
な変異体は、本明細書の他の箇所に記載される配列アライメントプログラムおよびパラメ
ータによって決定するとき、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドのためのアミノ酸配列に
対して少なくとも約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％
、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％
、９８％、９９％、またはそれを超える配列同一性を有するであろう。本発明のタンパク
質の生物学的に活性な変異体は、わずか１～１５アミノ酸残基、６～１０等のわずか１～
１０、わずか５、わずか４、３、２、または更に１アミノ酸残基分だけ、そのタンパク質
から異なってもよい。
【００９８】
　ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドの生物学的に活性な変異体および断片は、少なくと
も１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤への耐性に関与する点突然変異を保持する。したがって、
ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドの変異体および断片は、次のアミノ酸残基のうちの少
なくとも１つを含む：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基また
はその保存的置換、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基ま
たはその保存的置換、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基また
はその保存的置換、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基また
はその保存的置換、
　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
またはその保存的置換、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基ま
たはその保存的置換、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
またはその保存的置換、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基またはその保存的置換、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基また
はその保存的置換、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基ま
たはその保存的置換、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１１９６位に対応する位置におけるメチオニン残基
またはその保存的置換、
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　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
またはその保存的置換、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基またはその保存的置換、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基また
はその保存的置換、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基ま
たはその保存的置換、
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基また
はその保存的置換、および
　　　ｑ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基また
はその保存的置換。
【００９９】
　同様に、変異体ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドは、かかる変異体ＡＬＫ耐性突
然変異体ポリペプチドをコードするものであり得る。
【０１００】
　本明細書で使用されるとき、アミノ酸残基の「保存的置換」は、別のアミノ酸残基とサ
イズおよび／または電荷において同様である、他のアミノ酸残基を含む。アミノ酸残基の
保存的置換は、天然ＡＬＫ配列内のその特定の位置で見出されるアミノ酸残基（配列番号
２に開示される）を包含しない。
【０１０１】
　本明細書で使用されるとき、天然ＡＬＫの特定のアミノ酸残基（配列番号２）に対応す
る位置におけるＡＬＫ突然変異体ポリペプチドのアミノ酸残基は、ＡＬＫ突然変異体配列
が、当該技術分野で既知のプログラム（例えば、ＢＬＯＳＵＭ６２マトリックスまたはＰ
ＡＭ２５０マトリックスのいずれかを使用する、ＧＣＧソフトウェアパッケージにおける
ＧＡＰプログラム）等のアライメントプログラムを使用して、最大限の相同性のために天
然ＡＬＫ配列（配列番号２）と揃えられるとき、天然ＡＬＫ配列中の特定の位置における
アミノ酸残基と反対であると思われる、ＡＬＫ突然変異体ポリペプチド内のアミノ酸残基
を指す。
【０１０２】
　ポリペプチドは、アミノ酸置換、欠失、トランケーション、および挿入を含む、種々の
方法で変化させられてもよい。かかる操作のための方法は、当該技術分野で一般に既知で
ある。例えば、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドのアミノ酸配列変異体は、ＤＮＡ中の
突然変異によって調製することができる。突然変異誘発およびヌクレオチド配列変更のた
めの方法は、当該技術分野で周知である。例えば、Ｋｕｎｋｅｌ（１９８５）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８２：４８８－４９２、Ｋｕｎｋｅｌ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９８７）Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５４：３６７－３８２、米
国特許第４，８７３，１９２号、Ｗａｌｋｅｒ　ａｎｄ　Ｇａａｓｔｒａ，ｅｄｓ．（１
９８３）Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（ＭａｃＭ
ｉｌｌａｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）、およびそこ
で引用される参考文献を参照されたい。目的のポリペプチドの生物学的活性に影響を及ぼ
さない適切なアミノ酸置換に関する手引きは、参照により本明細書に組み込まれるＤａｙ
ｈｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．（１９７８）Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎ
ｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（Ｎａｔｌ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｒｅｓ．Ｆｏｕｎｄ．，
Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．）のモデルに見出され得る。１つのアミノ酸を、同様の
特性を有する別のアミノ酸と置換する等の、保存的置換が好ましい場合がある。
【０１０３】
　故に、本明細書に使用されるポリヌクレオチドは、天然に生じる配列ならびに合成的に
誘導または修飾される配列を含むことができる。同様に、本発明の方法に使用されるポリ
ペプチドは、天然に生じるポリペプチドならびにその変形および修飾型を包含する。一般
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に、変異体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド中でなされる突然変異は、配列を
リーディングフレームの外に配置すべきではなく、かつ／または二次ｍＲＮＡ構造を産生
する可能性のある相補的領域を作り出すべきではない。欧州特許出願公開第７５，４４４
号を参照されたい。
【０１０４】
　本明細書に包含されるポリペプチド配列の欠失、挿入、および置換は、ポリペプチドの
特徴の根本的な変化をもたらすことが予想されていない。しかしながら、置換、欠失、ま
たは挿入を行う前にそれらの正確な影響を予測することが困難な場合、当業者であれば、
日常的なスクリーニングアッセイによってその影響が評価されるであろうことを理解する
であろう。
【０１０５】
　変異体ポリヌクレオチドおよびポリペプチドはまた、ＤＮＡシャフリング等の突然変異
誘発および組み換え誘導手順に由来する配列およびポリペプチドを包含する。かかる手順
を用いて、１つ以上の異なるＡＬＫ耐性突然変異体コード配列を、所望の特性を有する新
たなＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドを作り出すように操作することができる。このよ
うにして、組み換えポリヌクレオチドのライブラリが、実質的な配列同一性を有し、体外
または体内で相同に組み換えることができる、配列領域を含む関連する配列ポリヌクレオ
チドの集団から生成される。かかるＤＮＡシャフリングのための戦略は、当該技術分野で
既知である。例えば、Ｓｔｅｍｍｅｒ（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ　９１：１０７４７－１０７５１、Ｓｔｅｍｍｅｒ（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ
　３７０：３８９－３９１、Ｃｒａｍｅｒｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ　
Ｂｉｏｔｅｃｈ．　１５：４３６－４３８、Ｍｏｏｒｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２７２：３３６－３４７、Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９４：４５０４－４５０９、Ｃｒａｍｅ
ｒｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｎａｔｕｒｅ　３９１：２８８－２９１、ならびに米国
特許第５，６０５，７９３号および第５，８３７，４５８号を参照されたい。
【０１０６】
　本明細書で使用されるとき、２つのポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列の文脈に
おける「配列同一性」または「同一性」は、指定される比較のウィンドウにわたって最大
限に一致するように揃えられるとき、同じである２つの配列中の残基を指す。タンパク質
を参照して配列同一性の百分率が使用されるとき、同一でない残基位置は、保存的アミノ
酸置換によってしばしば異なり、ここでアミノ酸残基は、同様の化学特性（例えば、電荷
または疎水性）を有する他のアミノ酸残基の代わりに置換され、したがって分子の機能的
特性を変化させないことが認識される。配列が保存的置換において異なるとき、配列同一
性パーセントは、置換の保存的性質について補正するために上方に調整されてもよい。か
かる保存的置換によって異なる配列は、「配列類似性」または「類似性」を有するとされ
る。この調整をなすための手段は、当業者に周知である。典型的には、これは保存的置換
を完全なミスマッチよりはむしろ部分的なミスマッチとしてスコア化し、それによって配
列同一性百分率を増加させることを伴う。故に、例えば、同一のアミノ酸が１のスコアを
与えられ、および非保存的置換がゼロのスコアを与えられる場合、保存的置換は、ゼロか
ら１の間のスコアを与えられる。保存的置換のスコア化は、例えば、プログラムＰＣ／Ｇ
ＥＮＥ（Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，Ｃａｌｉｆｏ
ｒｎｉａ）において実装されるように算出される。
【０１０７】
　本明細書で使用されるとき、「配列同一性の百分率」は、比較のウィンドウにわたって
最適に揃えられた２つの配列を比較することによって決定される値を意味する。ここで比
較のウィンドウ内のポリヌクレオチド配列の部分は、２つの配列の最適な整列について参
照配列（付加または欠失を含まない）と比較して、付加または欠失（すなわち、ギャップ
）を含み得る。百分率は、両方の配列中で同一の核酸塩基またはアミノ酸残基が生じる位
置の数を決定してマッチした位置の数を得、マッチした位置の数を、比較のウィンドウ内
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の位置の総数で割り、その結果に１００を掛けて配列同一性の百分率を得ることによって
算出される。
【０１０８】
　別段の定めのない限り、本明細書に提供される配列同一性／類似性値は、ＧＡＰ　Ｖｅ
ｒｓｉｏｎ　１０を使用して、次のパラメータを使用して得られる値を指す：５０のＧＡ
Ｐ　Ｗｅｉｇｈｔおよび３のＬｅｎｇｔｈ　Ｗｅｉｇｈｔならびにｎｗｓｇａｐｄｎａ．
ｃｍｐスコアリングマトリックスを使用したヌクレオチド配列についての同一性％および
類似性％、８のＧＡＰ　Ｗｅｉｇｈｔおよび２のＬｅｎｇｔｈ　ＷｅｉｇｈｔならびにＢ
ＬＯＳＵＭ６２スコアリングマトリックスを使用したアミノ酸配列についての同一性％お
よび類似性％、または任意のその等価のプログラム。「等価のプログラム」とは、問題と
なる任意の２つの配列について、ＧＡＰ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　１０によって生成される対応
する整列と比較するとき、同一のヌクレオチドまたはアミノ酸残基マッチならびに配列同
一性の同一のパーセントを有する整列を生成する、任意の配列比較プログラムが意図され
る。
【０１０９】
　ＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性を付与するＡＬＫ内の新規突然変異が本明細書に開示され
る。本明細書で使用されるとき、「ＡＬＫキナーゼ阻害剤」は、ＡＬＫポリペプチドのキ
ナーゼ活性を阻害することができる化合物である。幾つかの実施形態では、ＡＬＫ突然変
異体は、ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に対して耐性である。本明細書で使用されるとき、
「小分子」は、補助なしに細胞膜を容易に通過することができるような、サイズが十分に
小さい化学化合物を指す。一般に、小分子は、核酸、ポリペプチド、または多糖類等の、
ポリマーでない化学化合物を指すが、この用語は、細胞膜を容易に横断することができる
小ポリマーを包含することができる。
【０１１０】
　ＡＬＫのキナーゼ活性は、天然産または合成のいずれであれ、ＡＬＫ自体および他の下
流基質（例えば、ＳＨＣ）を含む、基質のチロシン残基をリン酸化するＡＬＫの能力を指
す。オリゴマー化されると、ＡＬＫは、３個のＡＬＫチロシン残基を自己リン酸化するが
、それは酵素を完全に活性化し、ＡＬＫがＳＨＣ等の更なる基質をリン酸化することを可
能にする。ＡＬＫキナーゼ阻害剤は、ＡＬＫポリペプチドのキナーゼ活性を阻害し、これ
は阻害剤化合物の不在下でのキナーゼと比較して、キナーゼ活性が部分的にまたは完全に
低減されることを意味する。幾つかの実施形態では、ＡＬＫキナーゼ活性は、阻害剤の不
在下でのキナーゼの活性と比較したとき、ＡＬＫキナーゼ阻害剤によって、少なくとも約
１０％、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約
９０％、約９５％、または約１００％低減される。
【０１１１】
　ＡＬＫポリペプチドのキナーゼ活性をアッセイするための方法は、当該技術分野で知ら
れており、体外でのキナーゼアッセイを含み、この場合、ＡＬＫポリペプチドは、親和性
精製または免疫沈降法を介して単離され、ＡＬＫの自己リン酸化または基質タンパク質も
しくはペプチドのリン酸化が、ＡＴＰの存在下で測定される。細胞ベースのアッセイもま
た使用することができ、この場合、ＡＬＫ自己リン酸化またはＡＬＫ基質のリン酸化は、
例えば、免疫ブロット法または酵素結合免疫測定法を使用して決定される。ＡＬＫキナー
ゼ活性を分析するための方法の非限定的な例は、米国出願公開第２００８／００９０７７
６号および第２００９／００９９１９３号に見出すことができ、それらの各々は、参照に
よりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１１２】
　ＡＬＫキナーゼ阻害剤は、活性化ループにおける３個のチロシン残基がリン酸化されな
いＡＬＫの不活性型に、またはＡＬＫの活性な自己リン酸化型に結合してもよい。ＡＬＫ
キナーゼ阻害剤は、キナーゼの自己リン酸化および更なる基質のリン酸化の両方を阻害す
る。臨床的に有用であるために、多くのＡＬＫキナーゼ阻害剤は、ＡＬＫにかなり特異的
であるが、ＡＬＫキナーゼ阻害剤という用語は、ＭＥＴキナーゼ等の他のキナーゼを阻害
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することもできる阻害剤も包含する。
【０１１３】
　当該技術分野で既知であるＡＬＫのキナーゼ阻害剤の非限定的な例としては、ＰＦ－０
２３４１６６（Ｚｏｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００７）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　６７：４４０
８－４４１７、Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００７）Ｍｏｌ　Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｔｈｅｒ　６：３３１４－３３２２、米国出願公開第２００８／００５１４１９号）
、ＮＶＰ－ＴＡＥ６８４（Ｇａｌｋｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００７）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ
　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１０４：２７０－２７５）、スタウロスポリン、７－ヒド
ロキシスタウロスポリン、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥＰ－１４５１３、ＣＥＰ－２８１２
２（Ｗａｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００６）Ｂｌｏｏｄ　１０７：１６１７－１６２３、Ｐｉ
ｖａ　ｅｔ　ａｌ．（２００６）Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　１１６：３１７１－３１
８２１）、ピリドン１４（Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００６）Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　４９
：１００６－１０１５）、ピリドン１５、ＣＲＬ１５１１０４Ａ（米国出願公開第２００
８／０１７１７６９号）、およびＷＺ－５－１２６（ＭｃＤｅｒｍｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ．
（２００８）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　６８：３３８９－３３９５）が挙げられ、それらの
各々は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。具体的な実施形態では、本開示
のＡＬＫ耐性突然変異は、ＰＦ－０２３４１６６に耐性を付与する。
【０１１４】
　ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドは、発現カセットに見出すことができる。発現
カセットは、ポリヌクレオチドの発現を促進するＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチド
に作動可能に連結された、１つ以上の調節配列を含むことができる。「調節配列」は、コ
ード配列の上流（５’非コード配列）、コード配列内、またはコード配列の下流（３’非
コード配列）に位置し、関連するコード配列の転写、ＲＮＡプロセシングまたは安定性、
または翻訳に影響を及ぼす、ヌクレオチド配列を指す。例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ（１９９
０）ｉｎ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅ
ｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）を参照されたい。調節配列は、プロモーター、翻訳リーダ
ー配列、イントロン、およびポリアデニル化認識配列を含んでもよい。
【０１１５】
　調節配列は、コード配列によってコードされるポリペプチドの発現を可能にするために
、コード配列と作動可能に連結される。「作動可能に連結」とは、コード配列が、ヌクレ
オチド配列の発現を可能にする様態で、調節配列（複数可）に機能的に連結されることを
意味することが意図される。作動可能に連結された要素は、隣接していても隣接していな
くてもよい。ポリヌクレオチドは、センスまたはアンチセンス配向で、調節配列に作動可
能に連結されてもよい。
【０１１６】
　調節領域（すなわち、プロモーター、転写調節領域、および翻訳終結領域）および／ま
たはコードポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチドが導入されている細胞に対して、また
は互いに対して天然／類似していてもよい。代替的に、調節領域および／またはコードポ
リヌクレオチドは、ポリヌクレオチドが導入されている細胞に対して、または互いに対し
て異種性であってもよい。
【０１１７】
　本明細書で使用されるとき、配列に言及する場合の「異種性」は、外来種に由来する配
列であるか、または、同じ種に由来する場合、人間の意図的な介入によって、組成および
／もしくはゲノム遺伝子座においてその天然型から大幅に修飾された配列である。例えば
、異種性ポリヌクレオチドに作動可能に連結されたプロモーターは、ポリヌクレオチドが
由来する種とは異なる種に由来するか、または、同じ／類似した種に由来する場合、１つ
または双方は、それらの原型および／またはゲノム遺伝子座から大幅に修飾されるか、あ
るいはプロモーターは、作動可能に連結されたポリヌクレオチドのための天然プロモータ
ーでない。
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【０１１８】
　調節配列は、多くの種類の宿主細胞中のヌクレオチド配列の構成性発現を導く配列、お
よびある種の宿主細胞中のみの（例えば、組織特異的調節配列）もしくは発達分化の特定
の段階における（例えば、発達特異的調節配列）ヌクレオチド配列の発現を導く配列、ま
たは化学的に誘導される配列を含む。発現カセットの設計が、ポリヌクレオチドが導入さ
れるべき宿主細胞の選択、所望されるポリペプチドの発現のレベル等のような要因に依存
し得ることは、当業者によって理解されるであろう。かかる発現カセットは、典型的には
、核酸のベクター中への導入を促進するために、制限酵素のために適切に位置付けられた
１つ以上の部位を含む。
【０１１９】
　適切なプロモーターおよび／または調節要素は、目的の細胞中の、および特定の発達／
分化状態における、コード配列の発現を可能にするために容易に選択することができるこ
とが更に理解されるであろう。幾つかの実施形態では、ＲＮＡポリメラーゼＩＩによって
認識されるプロモーターを使用することができる。
【０１２０】
　調節配列はまた、ウイルス調節要素によって提供することができる。例えば、一般に使
用されるプロモーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルス、およ
びシミアンウイルス４０に由来する。真核細胞のための他の好適な発現系については、Ｓ
ａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（２ｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）
の１６および１７章を参照されたい。Ｇｏｅｄｄｅｌ（１９９０）ｉｎ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇ
ｙ　１８５（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉ
ａ）を参照されたい。
【０１２１】
　種々の構成性プロモーターが知られている。例えば、種々の実施形態では、ヒトサイト
メガロウイルス（ＣＭＶ）最初期遺伝子プロモーター、ＳＶ４０初期プロモーター、ラウ
ス肉腫ウイルスの長い末端反復、ラットインスリンプロモーター、およびグリセルアルデ
ヒド－３－リン酸塩デヒドロゲナーゼを使用して、目的のコード配列の高レベルの発現を
得ることができる。当該技術分野で周知である他のウイルスまたは哺乳類細胞または細菌
ファージプロモーターの使用を用いて、目的のコード配列の発現を達成することができる
。使用され得るプロモーターには、Ｓｑｕｉｎｔｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｃｅｌｌ
　６５：１　２０）に記載される長い末端反復、ＳＶ４０初期プロモーター領域（Ｂｅｒ
ｎｏｉｓｔ　ａｎｄ　Ｃｈａｍｂｏｎ（１９８１）Ｎａｔｕｒｅ　２９０：３０４　３１
０）、ＣＭＶプロモーター、Ｍ－ＭｕＬＶ　５’末端反復、ラウス肉腫ウイルスの長い３
’末端反復中に含有されるプロモーター（Ｙａｍａｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９８０）
Ｃｅｌｌ　２２：７８７　７９７）、およびヘルペスチミジンキナーゼプロモーター（Ｗ
ａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ
．Ａ．７８：１４４　１４４５）が含まれるが、これらに限定されない。
【０１２２】
　誘導性プロモーターもまた知られている。誘導性プロモーターおよびそれらの誘導因子
の非限定的な例としては、ＭＴ　ＩＩ／ホルボールエステル（ＴＰＡ）（Ｐａｌｍｉｔｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８２）Ｎａｔｕｒｅ　３００：６１１）および重金属（Ｈａｓｌ
ｉｎｇｅｒ　ａｎｄ　Ｋａｒｉｎ（１９８５）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ．８２：８５７２、Ｓｅａｒｌｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ
．Ｂｉｏｌ．５：１４８０、Ｓｔｕａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ　３
１７：８２８、Ｉｍａｇａｗａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｃｅｌｌ　５１：２５１、Ｋ
ａｒｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．７：６０６、Ａｎｇ
ｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｃｅｌｌ　４９：７２９、ＭｃＮｅａｌｌ　ｅｔ　ａｌ
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．（１９８９）Ｇｅｎｅ　７６：８）、ＭＭＴＶ（マウス乳腺腫瘍ウイルス）／糖質コル
チコイド（Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９８１）Ｃｅｌｌ　２７：２４５、Ｌｅｅ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９８１）Ｎａｔｕｒｅ　２９４：２２８、Ｍａｊｏｒｓ　ａｎｄ　Ｖａｒ
ｍｕｓ（１９８３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．８０：５８６６
、Ｃｈａｎｄｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８３）Ｃｅｌｌ　３３：４８９、Ｐｏｎｔａ　
ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．８２：１
０２０、Ｓａｋａｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　Ｄｅｖ．２：１１
４４）、β－インターフェロン／ポリ（ｒＩ）Ｘおよびポリ（ｒｃ）（Ｔａｖｅｒｎｉｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８３）Ｎａｔｕｒｅ　３０１：６３４）、アデノウイルス５　Ｅ
２／Ｅ１Ａ（Ｉｍｐｅｒｉａｌｅ　ａｎｄ　Ｎｅｖｉｎｓ（１９８４）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ
．Ｂｉｏｌ．４：８７５）、ｃ－ｊｕｎ／ホルボールエステル（ＴＰＡ）、Ｈ2Ｏ2、コラ
ゲナーゼ／ホルボールエステル（ＴＰＡ）（Ａｎｇｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｍｏ
ｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．７：２２５６）、ストロメリシン／ホルボールエステル（ＴＰ
Ａ）、ＩＬ－１（Ａｎｇｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｃｅｌｌ　４９：７２９）、Ｓ
Ｖ４０／ホルボールエステル（ＴＰＡ）（Ａｎｇｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｃｅｌ
ｌ　４９：７２９）、マウスＭＸ遺伝子／インターフェロン、ニューカッスル病ウイルス
、ＧＲＰ７８遺伝子／Ａ２３１８７（Ｒｅｓｅｎｄｅｚ　Ｊｒ．ｅｔ　ａｌ．（１９８８
）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．８：４５７９）、α－２－マクログロブリン／ＩＬ－６
、ビメンチン／血清（Ｋｕｎｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．１７：１１２１）、ＭＨＣクラスＩ遺伝子Ｈ－２　ｋＢ／インターフェロン（Ｂｌａ
ｎａｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）ＥＭＢＯ　Ｊ．８：１１３９）、ＨＳＰ７０／ｅｌａ
、ＳＶ４０大型Ｔ抗原（Ｔａｙｌｏｒ　ａｎｄ　Ｋｉｎｇｓｔｏｎ（１９９０）Ｍｏｌ．
Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０：１６５、Ｔａｙｌｏｒ　ａｎｄ　Ｋｉｎｇｓｔｏｎ（１９９
０）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１０：１７６、Ｔａｙｌｏｒ　ｓ　ａｌ．（１９８９
）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６４：１５１６０）、プロリフェリン／ホルボールエステ
ル－ＴＰＡ（Ｍｏｒｄａｃｑ　ａｎｄ　Ｌｉｎｚｅｒ（１９８９）Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　
Ｄｅｖ．３：７６０）、腫瘍壊死因子／ＰＭＡ（Ｈｅｎｓｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９
）Ｌｙｍｐｈｏｋｉｎｅ　Ｒｅｓ．８：３４７）、甲状腺刺激ホルモンα遺伝子／甲状腺
ホルモン（Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．８６：９１１４）、ならびにインスリンＥボックス／グルコー
スが挙げられる。
【０１２３】
　多様な翻訳制御要素が当業者に知られており、本開示の方法および組成物に使用するこ
とができる。これらには、リボソーム結合部位、翻訳開始および終結コドン、ならびにピ
コルナウイルスに由来する要素（特に、ＣＩＴＥ配列とも称される内部リボソーム進入部
位またはＩＲＥＳ）が含まれるが、これらに限定されない。
【０１２４】
　一般に、組み換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクターは、しばしばプラスミド（ベ
クター）の形態である。しかしながら、本発明は、ウイルスベクター（例えば、複製欠損
レトロウイルス、アデノウイルス、レンチウイルス、およびアデノ関連ウイルス）等の、
発現ベクターのかかる他の形態を含むことが意図される。例えば、参照により本明細書に
組み込まれる米国公開第２００５２１４８５１号を参照されたい。レトロウイルスベクタ
ー、特に、レンチウイルスベクターは、細胞との接触前に、ベクターをビリオン中にパッ
ケージングすることによって形質導入される。
【０１２５】
　発現カセットは、選択マーカーを更に含むことができる。本明細書で使用されるとき、
「選択マーカー」という用語は、細胞中で発現されるとき、ベクターにより形質転換され
た細胞の選択を可能にする、任意のポリヌクレオチドを含む。例えば、選択マーカーは、
薬物、栄養要求量、または細胞傷害性薬物に耐性を付与することができる。選択マーカー
はまた、蛍光または色素堆積等の選択可能な表現型を誘導することができる。「陽性選択
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マーカー」は、マーカーを発現する細胞が、選択剤に対して生存することを可能にし、故
にそのマーカーを発現する細胞に対して陽性選択特徴を付与する。陽性選択マーカー／薬
剤には、例えば、ｎｅｏ／Ｇ４１８、ｎｅｏ／カナマイシン、ｈｙｇ／ハイグロマイシン
、ｈｉｓＤ／ヒスチジノール、ｇｐｔ／キサンチン、ｂｌｅ／ブレオマイシン、ＨＰＲＴ
／ヒポキサンチンが含まれる。他の陽性選択マーカーには、膜結合ポリペプチドをコード
するＤＮＡ配列が含まれる。かかるポリペプチドは、当業者に周知であり、例えば、分泌
性配列、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、および細胞内ドメインを含むことができる。
陽性選択マーカーとして発現されるとき、かかるポリペプチドは、細胞膜と会合する。細
胞外ドメインに特異的な蛍光標識された抗体は次いで、膜結合ポリペプチドを発現する細
胞について選択するために、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）において使用されてもよ
い。発現カセットが選択可能なマーカーを更に含む実施形態の幾つかでは、ＣＩＴＥ配列
とも称される、内部リボソーム進入部位またはＩＲＥＳを使用して、選択可能なマーカー
および目的のポリポリペプチド（ｐｏｌｙｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ）のコード配列を分離
することができ、それは同じプロモーター配列の制御下での２つの配列の同時転写を可能
にするが、転写物のポリペプチドへの別個の翻訳を可能にする。
【０１２６】
　また、本発明の宿主細胞を使用して、非ヒトトランスジェニック動物を産生することも
できる。例えば、一実施形態では、本発明の宿主細胞は、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプ
チドをコードする配列が導入された、受精卵母細胞または胚性幹細胞である。次いで、か
かる宿主細胞を使用して、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードする外来性配列が
ゲノム中に導入された、非ヒトトランスジェニック動物、または相同組み換え動物を作り
出すことができる。幾つかの実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体は、ＡＬＫ発癌性融合
タンパク質の一部である。かかる動物は、本明細書の他の箇所に記載されるアッセイを使
用して、本開示のＡＬＫ耐性突然変異体を阻害することが可能である薬剤を特定するため
に、または少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性である異常なＡＬＫ活性に関連
する癌の増殖を阻害する、新規阻害剤の能力を更に検証するために、ＡＬＫ耐性突然変異
体を阻害する候補薬剤をスクリーニングするのに有用である。
【０１２７】
　本明細書で使用されるとき、「トランスジェニック動物」は、非ヒト動物、具体的な実
施形態では、哺乳動物、ラットまたはマウス等の齧歯類であり、ここでその動物の細胞の
１つ以上は導入遺伝子を含む。トランスジェニック動物の他の例としては、非ヒト霊長類
、ヒツジ、イヌ、ウシ、ヤギ、ニワトリ、両生類等が挙げられる。導入遺伝子は、トラン
スジェニック動物が発達する元の細胞のゲノム中に組み込まれ、成熟動物のゲノム中に残
る、外来性ＤＮＡであり、それによってトランスジェニック動物の１つ以上の細胞型また
は組織中での、コードされる遺伝子産物の発現を導く。本明細書で使用されるとき、「相
同組み換え動物」は、非ヒト動物、具体的な実施形態では、哺乳動物であり、他の実施形
態では、マウスであるが、ここで内在性ＡＬＫ遺伝子は、動物の発達前に、内在性遺伝子
と、動物の細胞、例えば、動物の胚性細胞中に導入される外来性ＤＮＡ分子との間の相同
組み換えによって変化させられている。
【０１２８】
　本発明のトランスジェニック動物は、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードする
核酸を、受精卵母細胞の雄性前核中に、例えば、マイクロインジェクション、レトロウイ
ルス感染によって導入し、卵母細胞が偽妊娠雌育成用動物中で発達することを可能にする
ことによって、作り出すことができる。かかる配列は、非ヒト動物のゲノム中へ導入遺伝
子として導入することができる。介在配列およびポリアデニル化シグナルもまた、導入遺
伝子の発現の効率を増加させるために、導入遺伝子に含めることができる。組織特異的調
節配列（複数可）は、配列に特定の細胞の発現を導くために、導入遺伝子に作動可能に連
結することができる。胚操作およびマイクロインジェクションを介してトランスジェニッ
ク動物、特にマウス等の動物を生成するための方法は、当該技術分野で慣習となっており
、例えば、米国特許第４，７３６，８６６号、第４，８７０，００９号、および第４，８
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７３，１９１号、ならびにＨｏｇａｎ（１９８６）Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　
Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８６）に記載さ
れる。同様の方法が、他のトランスジェニック動物の産生に使用される。トランスジェニ
ック初代動物は、ゲノム中にＡＬＫ耐性突然変異を含むＡＬＫ耐性突然変異体タンパク質
もしくはポリヌクレオチドの存在、および／または動物の組織もしくは細胞中でのかかる
配列のｍＲＮＡの発現に基づいて特定することができる。次いでトランスジェニック初代
動物を使用して、導入遺伝子を担持する更なる動物を繁殖させることができる。更に、導
入遺伝子を担持するトランスジェニック動物を、他の導入遺伝子を担持する他のトランス
ジェニック動物に更に繁殖させることができる。
【０１２９】
　相同組み換え動物を作り出すために、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードする
配列の少なくとも一部分を含有するベクターを調製して、それによってＡＬＫ耐性突然変
異体ポリペプチドの発現を可能にする。一実施形態では、ＡＬＫ遺伝子の変化した部分で
ある、相同組み換えベクターには、相同組み換えが、ベクターによって担持される外来性
ＡＬＫ遺伝子と胚性幹細胞中の内在性ＡＬＫ遺伝子との間で生じるのを可能にするために
、その５’末端および３’末端において、ＡＬＫ遺伝子の更なる核酸が隣接する。更なる
隣接ＡＬＫ核酸は、内在性遺伝子との相同組み換えの成功のために十分な長さである。典
型的には、数キロベースの隣接ＤＮＡ（５’末端および３’末端の両方における）がベク
ターに含まれる（相同組み換えベクターの説明については、例えば、Ｔｈｏｍａｓ　ａｎ
ｄ　Ｃａｐｅｃｃｈｉ（１９８７）Ｃｅｌｌ　５１：５０３を参照されたい）。ベクター
は、胚性幹細胞株（例えば、エレクトロポレーションによって）中に導入され、導入され
たＡＬＫ遺伝子が内在性ＡＬＫ遺伝子により相同組み換えされた細胞が選択される（例え
ば、Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｃｅｌｌ　６９：９１５を参照されたい）。選択さ
れた細胞は次いで、凝集キメラを形成するために、動物（例えば、マウス）の胚盤胞中に
注射される（例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ（１９８７）ｉｎ　Ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍ
ａｓ　ａｎｄ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　
Ａｐｐｒｏａｃｈ，ｅｄ．Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ（ＩＲＬ，Ｏｘｆｏｒｄ　ｐｐ．１１３－
１５２を参照されたい）。キメラ胚は次いで、好適な偽妊娠雌育成用動物中に移植され、
胚が出生に至る（ｂｒｏｕｇｈｔ　ｔｏ　ｔｅｒｍ）ことが可能である。それらの生殖細
胞中に相同組み換えされたＤＮＡを抱く子孫を使用して、動物の全ての細胞が、導入遺伝
子の生殖系列伝達によって相同組み換えされたＤＮＡを含有する、動物を繁殖させること
ができる。相同組み換えベクターおよび相同組み換え動物を構築するための方法は、Ｂｒ
ａｄｌｅｙ（１９９１）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　２：８２３－８２９、ならびにＰＣＴ公開第ＷＯ９０／１１３５４号、第ＷＯ
９１／０１１４０号、第ＷＯ９２／０９６８号、および第ＷＯ９３／０４１６９号に更に
記載される。
【０１３０】
　別の実施形態では、導入遺伝子の調節された発現を可能にする、選択された系を含有す
るトランスジェニック非ヒト動物を産生することができる。かかる系の一例は、バクテリ
オファージＰ１のｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系である。ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビ
ナーゼ系の説明については、例えば、Ｌａｋｓｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：６２３２－６２３６を参照されたい。リコ
ンビナーゼ系の別の例は、出芽酵母（Ｏ’Ｇｏｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２５１：１３５１－１３５５）のＦＬＰリコンビナーゼ系である。ｃｒｅ／
ｌｏｘＰリコンビナーゼ系を使用して、導入遺伝子の発現を調節する場合、Ｃｒｅリコン
ビナーゼおよび選択されたタンパク質の両方をコードする導入遺伝子を含有する動物が必
要とされる。かかる動物は、「二重」トランスジェニック動物の構築を通じて、例えば、
一方が選択されたタンパク質をコードする導入遺伝子を含有し、他方がリコンビナーゼを
コードする導入遺伝子を含有する、２つのトランスジェニック動物を交配させることによ
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って、提供することができる。
【０１３１】
　また、本明細書に記載される非ヒトトランスジェニック動物のクローンを、Ｗｉｌｍｕ
ｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ　３８５：８１０－８１３、ならびにＰＣＴ
公開第ＷＯ９７／０７６６８号および第ＷＯ９７／０７６６９号に記載される方法に従っ
て産生することもできる。
【０１３２】
　本明細書で述べられるように、本発明は、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドに特異的
に結合する抗体を含む。本明細書で考察されるように、これらの抗体は、「抗ＡＬＫ耐性
突然変異体抗体」と称される。故に、「抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体」とは、少なくとも
１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性である、本明細書に開示されるＡＬＫポリペプチドに
特異的な抗体が意図される。この用語はまた、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ
ポリペプチドを含むＡＬＫ発癌性融合タンパク質に特異的な抗体も包含する。それぞれの
抗体は、本発明の方法において、単独でまたは組み合わせて使用することができる。
【０１３３】
　モノクローナル抗体（ｍＡｂｓ）を含む、抗体は、標準的なプロトコルによって作製す
ることができる。例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ＣＳＨＬ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１
９９９を参照されたい。簡潔に述べると、マウス、ハムスター、またはウサギ等の哺乳動
物は、ペプチドまたはペプチド複合体の免疫原性型により免疫化することができる。タン
パク質またはペプチド上に免疫原性を付与するための技術には、担体との共役、または当
該技術分野で周知である他の技術が含まれる。
【０１３４】
　「特異的に結合する抗体」とは、その抗体が別のポリペプチドと実質的に交差反応しな
いであろうことが意図される。「実質的に交差反応しない」とは、抗体または断片が、特
定のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドに対する結合親和性の１０％未満、５％未満、ま
たは１％未満である、異なるポリペプチドに対する結合親和性を有することが意図される
。
【０１３５】
　具体的な実施形態では、抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体は、特定のＡＬＫ耐性突然変異体
ポリペプチドに特異的に結合し、キナーゼのキナーゼ活性を低減する。故に、具体的な実
施形態では、抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体は、ＡＬＫ耐性突然変異体阻害剤である。
【０１３６】
　本明細書に開示される、および本発明の方法に使用するための、抗ＡＬＫ耐性突然変異
体抗体は、当業者に知られている任意の抗体産生方法を使用して産生することができる。
故に、ポリクローナル血清は、従来の方法によって調製することができる。一般に、ＡＬ
Ｋ耐性突然変異体ポリペプチドまたはその断片を含有する溶液が、好適な動物、好ましく
は、マウス、ラット、ウサギ、またはヤギを免疫化するために最初に使用される。得るこ
とができる血清の量、ならびに標識された抗ウサギおよび抗ヤギ抗体の入手のし易さに起
因して、ウサギまたはヤギがポリクローナル血清の調製のために好ましい。
【０１３７】
　ポリクローナル血清は、トランスジェニック動物、好ましくは、ヒト免疫グロブリン遺
伝子座を担持するマウス中で、調製することができる。好ましい実施形態では、ＡＬＫ耐
性突然変異体ポリペプチドを発現するＳｆ９（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒ
ｄａ）細胞またはその断片が、免疫原として使用される。免疫化はまた、食塩水中、好ま
しくは、フロイント完全アジュバント等のアジュバント中で、抗原含有溶液を混合または
乳化し、混合物または乳剤を非経口で（一般に皮下または筋肉内に）注射することによっ
て行うこともできる。５０～２００μｇ／注射の用量が、典型的には十分である。免疫化
は一般に、好ましくはフロイント不完全アジュバントを使用して、食塩水中のタンパク質
の１つ以上の注射により、２～６週後に追加免疫される。代替的に、体外免疫化によって
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、当該技術分野において知られる方法を使用して、抗体を生成してもよく、それは本発明
の目的のためには、体内免疫化と同等であるとみなされる。ポリクローナル抗血清は、免
疫化された動物からの血液をガラスまたはプラスチック容器中に採取し、血液を２５℃で
１時間インキュベートし、続いて４℃で２～１８時間インキュベートすることによって得
られる。血清は、遠心分離（例えば、１，０００ｘｇ、１０分間）によって回収される。
ウサギから、１回血液採取当たり約２０～５０ｍＬが得られ得る。
【０１３８】
　Ｓｆ９細胞の産生は、米国特許第６，００４，５５２号に開示される。簡潔に述べると
、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードする配列が、導入ベクターを使用してバキ
ュロウイルス中に組み換えられる。プラスミドは、野生型バキュロウイルスとともにＳｆ
９細胞中に共トランスフェクトされる。組み換えバキュロウイルス感染Ｓｆ９細胞が特定
され、クローン的に精製される。
【０１３９】
　幾つかの実施形態では、抗体は、モノクローナルの性質を有する。「モノクローナル抗
体」とは、実質的に均一な抗体の集団から得られる抗体が意図され、つまり、その集団を
含む個々の抗体は、少量で存在し得る潜在的な天然に生じる突然変異を除いて同一である
。この用語は、抗体の種または源に関して限定されない。この用語は、全免疫グロブリン
ならびにＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、および抗体の抗原結合機能を保持するその他等
の断片を包含する。モノクローナル抗体は、高度に特異的であり、標的ポリペプチド上の
単一の抗原部位に対して向けられる。更に、異なる決定基（エピトープ）に対して向けら
れる異なる抗体を典型的に含む従来の（ポリクローナル）抗体調製物と対照的に、各モノ
クローナル抗体は、抗原上の単一の決定基に対して向けられる。「モノクローナル」とい
う修飾語は、実質的に均一な抗体の集団から得られるという抗体の特徴を示しており、任
意の特定の方法による抗体の産生を必要とするものとして解釈されないものとする。例え
ば、本発明において使用されるべきモノクローナル抗体は、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓ
ｔｅｉｎ（Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－９７，１９７５）によって最初に記載された
ハイブリドーマ法によって作製されてもよく、または組み換えＤＮＡ法によって作製され
てもよい（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号を参照されたい）。「モノクローナ
ル抗体」はまた、例えば、Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６
２４－２８，１９９１）、Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：
５８１－９７，１９９１）、および米国特許第５，５１４，５４８号に記載される技術を
使用して、ファージ抗体ライブラリから単離されてもよい。
【０１４０】
　「エピトープ」とは、抗体が産生され、抗体が結合するであろう、抗原分子の一部が意
図される。エピトープは、線状アミノ酸残基（すなわち、エピトープ内の残基は、線状様
式で次々に順番に配置される）、非線状アミノ酸残基（本明細書で「非線状エピトープ」
と称され、これらのエピトープは、順番に配置されない）、または線状アミノ酸残基およ
び非線状アミノ酸残基の両方を含む可能性がある。本開示の主題の目的のために、特異的
な抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体によって認識されるエピトープは、特定のＡＬＫ耐性突然
変異体に見出され、天然ＡＬＫポリペプチド中に存在しないものである。
【０１４１】
　本明細書で考察されるように、ｍＡｂｓは、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎの方
法、またはその修正を使用して調製することができる。典型的には、マウスは、抗原を含
有する溶液により免疫化される。免疫化は、食塩水中、好ましくは、フロイント完全アジ
ュバント等のアジュバント中で、抗原含有溶液を混合または乳化し、混合物または乳剤を
非経口で注射することによって行うことができる。当該技術分野で知られる任意の免疫化
の方法を使用して、本発明のモノクローナル抗体を得てもよい。動物の免疫化後、脾臓（
および任意に、複数の大きいリンパ節）が取り出され、単一細胞へと解離される。脾臓細
胞は、細胞懸濁液を目的の抗原でコーティングしたプレートまたはウェルに適用すること
によってスクリーニングされてもよい。抗原に特異的な膜結合免疫グロブリンを発現する
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Ｂ細胞は、プレートに結合し、すすぎ流されない。結果として生じるＢ細胞、または全て
の解離した脾臓細胞は次いで、骨髄腫細胞と融合してハイブリドーマを形成するように誘
導され、選択培地中で培養される。結果として生じた細胞は、連続希釈によってプレート
され、目的の抗原に特異的に結合する（かつ関連のない抗原に結合しない）抗体の産生に
ついてアッセイされる。選択されたｍＡｂ分泌ハイブリドーマは次いで、体外（例えば、
組織培養瓶または中空繊維反応器中で）、または体内（マウスの腹水として）のいずれか
で培養される。
【０１４２】
　本発明の抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体が組み換えＤＮＡ法を使用して調製されることに
なる場合、モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して（例えば、
マウス抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合することが可能である、
オリゴヌクレオチドプローブを使用することによって）、容易に単離され、配列決定され
る。本明細書に記載されるハイブリドーマ細胞は、かかるＤＮＡの源としての機能を果た
すことができる。一旦単離されると、ＤＮＡは、発現ベクター中に配置することができ、
それは次いで、さもなければ免疫グロブリンタンパク質を産生しない大腸菌細胞、サルＣ
ＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または骨髄腫細胞等の宿主細胞
中にトランスフェクトされて、組み換え宿主細胞中でモノクローナル抗体の合成を得る。
抗体をコードするＤＮＡの細菌中での組み換え発現に関する概説論文には、Ｓｋｅｒｒａ
（１９９３）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．５：２５６－６２、お
よびＰｈｉｃｋｔｈｕｎ（１９９２）Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖｓ．１３０：１５１－８８
が含まれる。代替的に、抗体は、米国特許第５，５４５，４０３号、第５，５４５，４０
５号、および第５，９９８，１４４号に開示されるように、ＣＨＯ細胞株等の細胞株中で
産生することができる。簡潔に述べると、細胞株は、それぞれ、軽鎖および重鎖を発現す
ることが可能なベクターでトランスフェクトされる。別個のベクター上で２つのタンパク
質をトランスフェクトすることによって、キメラ抗体を産生することができる。別の利点
は、抗体の正しいグリコシル化である。
【０１４３】
　更に、本明細書で使用される「抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体」という用語は、キメラお
よびヒト化抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体を包含する。「キメラ」抗体とは、最も好ましく
は組み換えデオキシリボ核酸技術を使用して誘導され、ヒト（免疫学的に「関連する」種
、例えば、チンパンジーを含む）および非ヒト構成成分の両方を含む、抗体が意図される
。故に、キメラ抗体の定常領域は、最も好ましくは天然ヒト抗体の定常領域と実質的に同
一であり、キメラ抗体の可変領域は、最も好ましくは非ヒト源に由来し、ＡＬＫ耐性突然
変異体抗原に対して所望の抗原特異性を有する。非ヒト源は、それを使用してヒトＡＬＫ
耐性突然変異体抗原またはヒトＡＬＫ耐性突然変異体抗原を含む物質に対する抗体を生成
することができる、任意の脊椎動物源であることができる。かかる非ヒト源には、齧歯類
（例えば、ウサギ、ラット、マウス等、例えば、米国特許第４，８１６，５６７号を参照
されたい）および非ヒト霊長類（例えば、旧世界ザル、類人猿等、例えば、米国特許第５
，７５０，１０５号および第５，７５６，０９６号を参照されたい）が含まれるが、これ
らに限定されない。本明細書で使用されるとき、「免疫学的に活性」という語句は、キメ
ラ／ヒト化抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体を参照して使用されるとき、特定のＡＬＫ耐性突
然変異体に結合するキメラ／ヒト化抗体を意味する。
【０１４４】
　「ヒト化」とは、非ヒト免疫グロブリン配列に由来する最小配列を含有する、抗ＡＬＫ
耐性突然変異体抗体の形態が意図される。ほとんどの場合、ヒト化抗体は、レシピエント
の超可変領域（相補性決定領域またはＣＤＲとしても知られる）からの残基が、所望の特
異性、親和性、および能力を有するマウス、ラット、ウサギ、または非ヒト霊長類等の非
ヒト種（ドナー抗体）の超可変領域からの残基によって置換される、ヒト免疫グロブリン
（レシピエント抗体）である。「相補性決定領域」という語句は、天然免疫グロブリン結
合部位の天然Ｆｖ領域の結合親和性および特異性を一緒に定める、アミノ酸配列を指す。
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例えば、Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９
０１－１７、およびＫａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．（Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐｔ．ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ
　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９
１－３２４２，１９９１）を参照されたい。「定常領域」という語句は、エフェクター機
能を付与する抗体分子の部分を指す。
【０１４５】
　ヒト化は本質的に、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５
２２－２５、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３
２３－２７、およびＶｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
３９：１５３４－３６によって記載される方法に従って、齧歯類または突然変異体齧歯類
ＣＤＲまたはＣＤＲ配列を、ヒト抗体の対応する配列の代わりに置換することによって行
うことができる。また、米国特許第５，２２５，５３９号、第５，５８５，０８９号、第
５，６９３，７６１号、第５，６９３，７６２号、および第５，８５９，２０５号も参照
されたい。場合によっては、ヒト免疫グロブリンの１つ以上の可変領域のフレームワーク
領域内の残基は、対応する非ヒト残基によって置換される（例えば、米国特許第５，５８
５，０８９号、第５，６９３，７６１号、第５，６９３，７６２号、および第６，１８０
，３７０号を参照されたい）。更に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体中またはドナー抗
体中に見出されない残基を含んでもよい。これらの修飾は、抗体性能を更に改良するため
（例えば、所望の親和性を得るため）に行われる。一般に、ヒト化抗体は、少なくとも１
つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含むことになり、ここで超可変領域
の全てまたは実質的に全ては、非ヒト免疫グロブリンのそれらに対応し、フレームワーク
領域の全てまたは実質的に全ては、ヒト免疫グロブリン配列のそれらである。ヒト化抗体
はまた、任意に、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部分、典型的には、ヒ
ト免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部分を含むことになる。したがって、かかる
「ヒト化」抗体は、実質的に無傷のヒト可変ドメイン未満（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ
　ｌｅｓｓ　ｔｈａｎ　ａｎ　ｉｎｔａｃｔ　ｈｕｍａｎ　ｖａｒｉａｂｌｅ　ｄｏｍａ
ｉｎ）が、非ヒト種からの対応する配列によって置換されている抗体を含んでもよい。
【０１４６】
　また、「抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体」という用語は、非ヒト哺乳類宿主、より詳細に
は、不活性化された内在性免疫グロブリン遺伝子座を特徴とするトランスジェニックマウ
ス中で産生される、異種のまたは修飾された抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体を包含する。か
かるトランスジェニック動物において、宿主免疫グロブリンの軽鎖および重鎖サブユニッ
トの発現のためのコンピテント内在性遺伝子は、非機能的にされ、類似したヒト免疫グロ
ブリン遺伝子座で置換される。これらのトランスジェニック動物は、軽鎖または重鎖宿主
免疫グロブリンサブユニットの実質的な不在下で、ヒト抗体を産生する。例えば、米国特
許第５，８７７，３９７号および第５，９３９，５９８号を参照されたい。好ましくは、
特定のＡＬＫ耐性突然変異体に対する完全ヒト抗体が、トランスジェニックマウスを免疫
化することによって得ることができる。１つのかかるマウスは、米国特許第６，０７５，
１８１号、第６，０９１，００１号、および第６，１１４，５９８号に開示される。
【０１４７】
　抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体の断片は、それらが、完全長抗体の所望の親和性を保持す
る限り、本発明の方法における使用に好適である。故に、抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体の
断片は、特定のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドに特異的に結合する能力を保持するで
あろう。かかる断片は、対応する完全長抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体と同様の特性を特徴
とし、つまり、断片は、特定のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドに特異的に結合するで
あろう。かかる断片は、本明細書で「抗原結合性」断片と称される。
【０１４８】
　好適な抗体の抗原結合性断片は、完全長抗体の一部分、一般には、その抗原結合性また
は可変領域を含む。抗体断片の例としては、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）2、およびＦｖ断片、
ならびに１本鎖抗体分子が挙げられるが、これらに限定されない。「Ｆａｂ」とは、軽鎖
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および重鎖の一部から構成される、免疫グロブリンの一価抗原結合性断片が意図される。
Ｆ（ａｂ’）2とは、両方の軽鎖および両方の重鎖の一部を含有する、免疫グロブリンの
二価抗原結合性断片が意図される。「１本鎖Ｆｖ」または「ｓＦｖ」抗体断片とは、抗体
のＶHおよびＶLドメインを含む断片が意図され、ここでこれらのドメインは、単一のポリ
ペプチド鎖中に存在する。例えば、米国特許第４，９４６，７７８号、第５，２６０，２
０３号、第５，４５５，０３０号、および第５，８５６，４５６号を参照されたい。一般
に、Ｆｖポリペプチドは、ｓＦｖが抗原結合のために所望の構造を形成するのを可能にす
る、ＶHドメインとＶLドメインとの間のポリペプチドリンカーを更に含む。ｓＦｖの概説
については、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ（１９９４）ｉｎ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ｖｏｌ．１１３，ｅｄ．Ｒｏｓ
ｅｎｂｕｒｇ　ａｎｄ　Ｍｏｏｒｅ（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ），ｐｐ．２６９－３１５を参照されたい。
【０１４９】
　抗体または抗体断片は、例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｎ
ａｔｕｒｅ　３４８：５５２－５４、および米国特許第５，５１４，５４８号に記載され
る技術を使用して生成される抗体ファージライブラリから単離することができる。Ｃｌａ
ｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６２４－２８、およびＭ
ａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－９７は、
それぞれ、ファージライブラリを使用したマウスおよびヒト抗体の単離を記載する。その
後の刊行物は、鎖シャフリングによる高親和性（ｎＭ範囲）ヒト抗体の産生（Ｍａｒｋｓ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：７７９－８３）、な
らびに非常に大きいファージライブラリを構築するための戦略としてのコンビナトリアル
感染および体内組み換え（Ｗａｔｅｒｈｏｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｎｕｃｌｅ
ｉｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２１：２２６５－６６）を記載する。故に、これらの技術は
、モノクローナル抗体の単離のための伝統的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ技術に
対する実行可能な代替手段である。
【０１５０】
　種々の技術が、抗体断片の産生のために開発されている。伝統的には、これらの断片は
、無傷の抗体のタンパク質分解消化を介して誘導された（例えば、Ｍｏｒｉｍｏｔｏ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９２）Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２４：
１０７－１７、およびＢｒｅｎｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２
９：８１－３を参照されたい）。しかしながら、これらの断片は、現在、組み換え宿主細
胞によって直接に産生することができる。例えば、抗体断片は、上述の抗体ファージライ
ブラリから単離することができる。代替的には、Ｆａｂ断片は大腸菌から直接に回収する
ことができ、化学的にカップリングして、Ｆ（ａｂ’）2断片を形成することができる（
Ｃａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：１６３
－６７）。別のアプローチによれば、Ｆ（ａｂ’）2断片は、組み換え宿主細胞培養物か
ら直接に単離することができる。抗体断片の産生のための他の技術は、当業者に明らかで
あろう。
【０１５１】
　本発明は、特定の本開示のＡＬＫ耐性突然変異体の特異的結合剤および／または阻害剤
を特定するための方法（本明細書で「スクリーニングアッセイ」とも称される）を提供す
る。本明細書で考察されるように、ＡＬＫ耐性突然変異体特異的結合剤およびＡＬＫ耐性
突然変異体阻害剤を含む、種々のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチド結合剤の特定を目的
とする。
【０１５２】
　ＡＬＫ耐性突然変異体結合剤またはＡＬＫ耐性突然変異体阻害剤をスクリーニングする
ための方法には、試験化合物が、ＡＬＫ耐性突然変異体に特異的もしくは非特異的に結合
し得るかどうかを決定すること、および／または試験化合物が、特定のＡＬＫ耐性突然変
異体のキナーゼ活性を低減し得るかどうかを決定することが含まれる。
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【０１５３】
　種々のスクリーニングアッセイに用いられる候補薬剤は、例えば、ペプチド、ペプチド
模倣体、ポリヌクレオチド、小分子、抗体、または他の薬剤を含む、任意の化合物が含ま
れ得る。ある実施形態では、候補薬剤は、小分子である。かかる候補薬剤は、生物学的ラ
イブラリ、空間的にアドレス可能な平行（ｓｐａｔｉａｌｌｙ　ａｄｄｒｅｓｓａｂｌｅ
　ｐａｒａｌｌｅｌ）固相または溶液相ライブラリ、デコンボリューションを必要とする
合成ライブラリ法、「１ビーズ１化合物」ライブラリ法、および親和性クロマトグラフィ
ー選択を使用した合成ライブラリ法を含む、当該技術分野で既知のコンビナトリアルライ
ブラリ法における多数のアプローチのいずれを使用しても得ることができる。生物学的ラ
イブラリアプローチは、ペプチドライブラリに限定されるが、他の４つのアプローチは、
ペプチド、非ペプチドオリゴマー、または小分子のライブラリ化合物に適用可能である（
Ｌａｍ（１９９７）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ．１２：１４５）。
【０１５４】
　分子ライブラリの合成のための方法の例は、当該技術分野、例えば、ＤｅＷｉｔｔ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６９０
９、Ｅｒｂ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　９１：１１４２２、Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）．Ｊ．Ｍｅｄ．
Ｃｈｅｍ．３７：２６７８、Ｃｈｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６１
：１３０３、Ｃａｒｒｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ
．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０５９、Ｃａｒｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ａｎｇｅ
ｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０６１、およびＧａｌｌｏｐ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：１２３３に見出すことができる。
【０１５５】
　既知の薬理学的薬剤、また更に既知のＡＬＫ阻害剤も、ＡＬＫ耐性突然変異体のうちの
少なくとも１つのキナーゼ活性阻害する能力について試験され得る構造的類似体産生する
ために、アシル化、アルキル化、エステル化、アミド化（ａｍｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）
等の指向性または無作為化学修飾に供されてもよい。代替的に、候補薬剤は、細菌、真菌
、植物、または動物を含む任意の生物に由来し得る。
【０１５６】
　化合物のライブラリは、溶液中（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）Ｂｉｏ／Ｔｅ
ｃｈｎｉｑｕｅｓ　１３：４１２－４２１）、またはビーズ（Ｌａｍ（１９９１）Ｎａｔ
ｕｒｅ　３５４：８２－８４）、チップ（Ｆｏｄｏｒ（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ　３６４
：５５５－５５６）、細菌（米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子（米国特許第５，
５７１，６９８号、第５，４０３，４８４号、および第５，２２３，４０９号）、プラス
ミド（Ｃｕｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　８９：１８６５－１８６９）、またはファージ（Ｓｃｏｔｔ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ
（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：３８６－３９０、Ｄｅｖｌｉｎ（１９９０）Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２４９：４０４－４０６、Ｃｗｉｒｌａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：６３７８－６３８２、およびＦｅｌｉ
ｃｉ（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：３０１－３１０）上で提示されてもよ
い。
【０１５７】
　候補薬剤の特定のＡＬＫ耐性突然変異体に結合する能力を決定することは、候補薬剤の
ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドへの結合が、複合体中で標識された薬剤を検出するこ
とによって決定され得るように、例えば、候補薬剤を放射性同位体または酵素標識でカッ
プリングすることによって、達成することができる。例えば、候補薬剤は、直接または間
接のいずれかで、125Ｉ、35Ｓ、14Ｃ、または3Ｈで標識することができ、放射性同位体が
、電波放出の直接計数によって、またはシンチレーション計数によって検出される。代替
的に、候補薬剤は、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ま
たはルシフェラーゼで酵素的に標識することができ、酵素標識は、適切な基質の産物への
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変換を決定することによって検出される。
【０１５８】
　一実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体に対する特異的結合剤を特定するためのアッセ
イは、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドを候補薬剤と接触させること、および候補薬剤
のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドに結合する能力を決定することを含む、無細胞アッ
セイである。候補薬剤のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドへの結合は、直接的にまたは
間接的に決定することができる。間接アッセイは、ＡＬＫキナーゼ活性の低減（例えば、
ＡＬＫ基質のリン酸化）についてアッセイすることを含み得る。
【０１５９】
　幾つかのアッセイでは、アッセイの自動化を促進するために、ＡＬＫ耐性突然変異体ま
たは候補薬剤のいずれかを固定化することが望ましい場合がある。一実施形態では、ＡＬ
Ｋ耐性突然変異体は、細胞のライセートから免疫沈殿させることができ、ここで複合体は
、マトリックス（例えば、ビーズ）に結合する。別の実施形態では、候補薬剤またはＡＬ
Ｋ耐性突然変異体がマトリックスに結合することを可能にする、ドメインを候補薬剤また
はＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドに付加する、融合タンパク質を提供することができ
る。例えば、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ／ＡＬＫ耐性突然変異体融合タンパ
ク質を含むＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、グルタチオンセファロースビーズ（Ｓ
ｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）またはグルタチオン誘導体化マ
イクロタイタープレート上に吸着させることができ、それらは次いで、候補薬剤と組み合
わされ、混合物は、候補薬剤とＡＬＫ耐性突然変異体との間の複合体形成を促す条件下で
（例えば、塩およびｐＨに関して生理学的条件で）インキュベートされる。インキュベー
ションに続いて、ビーズまたはマイクロタイタープレートウェルが洗浄されて、いずれの
非結合構成成分も除去され、候補薬剤およびＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドの複合体
形成が、例えば、上述のように、直接にまたは間接的に測定される。
【０１６０】
　タンパク質をマトリックス上に固定化するための他の技術もまた、本発明のスクリーニ
ングアッセイにおいて使用することができる。例えば、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチ
ドまたは候補薬剤のいずれかを、ビオチンおよびストレプトアビジンの共役を利用して固
定化することができる。ビオチン化されたＡＬＫ耐性突然変異体または候補薬剤は、当該
技術分野で周知の技術（例えば、ビオチン化キット、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ
，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）を使用して、ビオチン－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシ－スクシン
イミド）から調製し、ストレプトアビジンコーティングプレート（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌｓ）のウェル中に固定化することができる。
【０１６１】
　本発明のなおも別の態様では、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドを、ツーハイブリッ
ドアッセイまたはスリーハイブリッドアッセイにおいて「釣り餌タンパク質」として使用
して（例えば、米国特許第５，２８３，３１７号、Ｚｅｒｖｏｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
３）Ｃｅｌｌ　７２：２２３－２３２、Ｍａｄｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１２０４６－１２０５４、Ｂａｒｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９３）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１４：９２０－９２４、Ｉｗａｂｕｃｈｉ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９３）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　８：１６９３－１６９６、およびＰＣＴ公開
第ＷＯ９４／１０３００号を参照されたい）、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドに結合
またはそれと相互作用する、また幾つかの実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体キナーゼ
活性を阻害する、他のタンパク質を特定することができる。
【０１６２】
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体に特異的に結合する候補薬剤が所望される場合の実施形態
では、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体は、候補薬剤と接触させられるとき、活性または不活
性のいずれの状態にあってもよい。活性状態は、活性化ドメイン内の３個のチロシン残基
（完全長ＡＬＫのチロシン１２７８、１２８２、および１２８３）がリン酸化されている
状態である。逆に、不活性状態は、活性化ドメインチロシン残基がリン酸化されず、活性
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化ドメインが閉鎖立体配座にある状態である。
【０１６３】
　ＡＬＫ耐性突然変異体阻害剤が所望される場合の実施形態では、アッセイは、ＡＬＫ耐
性突然変異体ポリペプチドを候補薬剤と接触させること、および候補薬剤の、ＡＬＫ耐性
突然変異体のキナーゼ活性を低減または完全に阻害する能力を決定することを含む。候補
薬剤のＡＬＫ耐性突然変異体の活性を阻害する能力を決定することは、例えば、ＡＬＫ耐
性突然変異体が、ＡＬＫ基質をリン酸化するまたは試験化合物の存在下で自己リン酸化す
る能力を決定することによって達成することができる。ＡＬＫ耐性突然変異体のキナーゼ
活性をアッセイするための方法は、本明細書の他の箇所で考察され、体外でのキナーゼア
ッセイを含み、この場合、ＡＬＫポリペプチドは、親和性精製または免疫沈降法を介して
単離され、ＡＬＫの自己リン酸化または基質タンパク質もしくはペプチドのリン酸化が、
ＡＴＰの存在下で測定される。
【０１６４】
　特異的結合剤についてのスクリーニングアッセイと同様に、ＡＬＫ耐性突然変異体は、
耐性突然変異体の阻害剤についてのスクリーニングにおいて候補薬剤と接触させられると
き、活性または不活性状態にあり得る。不活性であるときの受容体型チロシンキナーゼの
キナーゼドメインの構造は、一般に、活性化されたキナーゼの立体配座よりも固有である
ため、不活性状態にあるＡＬＫに結合する阻害剤が特に望ましい。ＡＬＫ耐性突然変異体
が不活性状態で候補薬剤と接触させられる場合の実施形態では、キナーゼは、候補薬剤の
キナーゼ活性に対する効果を試験する前に活性化される。ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体は
、ＡＬＫ突然変異体ポリペプチドがリガンド結合ドメインを含む場合、リガンド（例えば
、プレイオトロフィン（ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｎ）、ミッドカイン）の付加を通じて活性
化することができる。代替的に、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、キナーゼドメイ
ンと共に、誘導性二量体化またはオリゴマー化ドメインと融合される下流エフェクターと
相互作用するために必要なドメインを含む、キナーゼの細胞質ドメイン（例えば、アミノ
酸１０５８～１６２０）を含むことができる。誘導性二量体化ドメインまたは誘導性オリ
ゴマー化ドメインは、二量体化またはオリゴマー化リガンドの存在下で刺激されて、二量
体化またはオリゴマー化され得るポリペプチド配列である。誘導性二量体化ドメインの非
限定的な例としては、細胞透過性合成二量体化リガンドＦＫ１０１２の付加を通じて二量
体化され得る、少なくとも１つのＦＫＢＰ１２ポリペプチドを含むドメインがある（Ｓｐ
ｅｎｃｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６２：９８９、それは参照に
よりその全体が本明細書に組み込まれる）。二量体化またはオリゴマー化されると、ＡＬ
Ｋ耐性突然変異体誘導性二量体化／オリゴマー化ドメイン融合タンパク質は、活性化され
る。
【０１６５】
　また、細胞ベースのアッセイを使用して、ＡＬＫキナーゼ活性を測定することもでき、
この場合、ＡＬＫ自己リン酸化またはＡＬＫ基質のリン酸化は、例えば、免疫ブロット法
または酵素結合免疫測定法を使用して決定される。ＡＬＫキナーゼ活性の阻害もまた、細
胞ベースのアッセイにより間接に査定することができる。かかる実施形態では、ＡＬＫ耐
性突然変異体は、真核細胞中で発現される（内在性で、または例えば、配列が形質転換を
介して導入される外来性でのいずれにかにより）。完全長ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプ
チドが、かかる実験のために使用される場合、活性化リガンド（例えば、プレイオトロフ
ィン、ミッドカイン）が培養物に付加される。他の実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体
は、構成的に活性なＡＬＫ耐性突然変異体－発癌性融合タンパク質である。なおも他の実
施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、誘導性二量体化またはオリゴマー化
ドメインに融合された細胞質ドメイン（例えば、アミノ酸１０５８～１６２０）を含み、
融合タンパク質は、細胞透過性二量体化またはオリゴマー化リガンドの付加を通じて活性
化される（Ｓｐｅｎｃｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６２：９８９
）。ＡＬＫの活性化は、細胞増殖の刺激、細胞生存、足場非依存性増殖の促進、ならびに
細胞遊走および浸潤をもたらす。したがって、ＡＬＫ耐性突然変異体のキナーゼ活性を阻
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害する候補薬剤は、候補薬剤が、細胞増殖を阻害する、細胞死を刺激する、足場非依存性
増殖を阻害する、および／または活性化されたＡＬＫ耐性突然変異体を発現する細胞の細
胞遊走もしくは浸潤を阻害する能力に基づいて、選択することができる。
【０１６６】
　本明細書で使用されるとき、「細胞増殖」は、細胞増殖、細胞分化、または細胞周期を
通じた進行を指す。「細胞死」には、アポトーシスおよび壊死の両方が含まれる。かかる
細胞ベースのアッセイは、当該技術分野で既知であり（ｖｏｎ　Ｂｕｂｎｏｆｆ　ｅｔ　
ａｌ．（２００５）Ｂｌｏｏｄ　１０５：１６５２－１６５９、ｖｏｎ　Ｂｕｂｎｏｆｆ
　ｅｔ　ａｌ．（２００６）Ｂｌｏｏｄ　１０８：１３２８－１３３３、Ｋａｎｃｈａ　
ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　１５：４６０－４６７、ｖ
ｏｎ　Ｂｕｂｎｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　６９：３０３
２－３０４１、ｖｏｎ　Ｂｕｂｎｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｃｅｌｌ　Ｃｙｃｌ
ｅ　４：４００－４０６、それらの各々は参照によりその全体が本明細書に組み込まれる
）、本明細書の他の箇所に記載される（実施例１を参照されたい）。
【０１６７】
　光学密度（ＯＤ600）、ＣＯ2産生、Ｏ2消費、テトラゾリウム塩（例えば、ＭＴＴ、Ｘ
ＴＴ）または他の比色試薬（例えば、Ｒｏｃｈｅから入手可能なＷＳＴ－１試薬）を使用
するもの等のミトコンドリア機能を測定するアッセイ、蛍光色素Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３２
５８を利用するもの等の蛍光定量的（ｆｌｕｏｒｅｍｅｔｒｉｃ）アッセイを含むが、こ
れらに限定されないＤＮＡ含量を測定または概算するアッセイ、スルホロダミンＢ（ＳＲ
Ｂ）アッセイを含むが、これらに限定されないタンパク質含量を測定または概算するアッ
セイ、手動または自動細胞計数（生細胞を識別するためのトリパンブルー染色を用いるま
たは用いない）、手動または自動コロニー計数を用いるクローン原性アッセイを含むが、
これらに限定されない、当該技術分野で既知の任意の方法を使用して、細胞の増殖率また
は細胞生存への効果を測定することができる。アポトーシスのレベルを測定するために使
用され得るアッセイの非限定的な例としては、ＤＮＡ断片化の測定、カスパーゼ活性化ア
ッセイ、ＴＵＮＥＬ染色、アネキシンＶ染色が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１６８】
　「足場非依存性増殖」は、それらの生存および増殖のために細胞外マトリックス（足場
）に接着しなければならない接着正常細胞とは対照的に、かかる足場を用いなくても増殖
が可能な癌細胞の一般的な本質的性質を指す。足場依存性細胞を測定するための方法は、
当該技術分野で知られており、細胞を軟寒天培地中で増殖させること、またはスフェロイ
ド（細胞凝集体）が形成され得る条件下で細胞を培養することを含む。かかるアッセイは
、米国特許出願公開第２００８／００９０７７６号および第２００９／００９９１９３号
に記載される。
【０１６９】
　「細胞遊走」は、幾つかの実施形態では、標的に向かい得る（例えば、増殖因子）、細
胞の移動を指し、それは化学走性とも称される。「細胞浸潤」は、細胞外マトリックス等
のマトリックスを通る細胞移動を指す。細胞遊走および浸潤を測定する方法は、当該技術
分野で既知であり、１つのチャンバから第２のチャンバへの細胞の移動が、第２のチャン
バ中の細胞の数の定量化を通じて測定される、トランスウェルアッセイを含む。このアッ
セイの変形では、化学誘引物質が第２のチャンバ中で提供され、かつ／またはチャンバが
、細胞外マトリックスの種々の構成成分（例えば、コラーゲン）を含むマトリックスによ
って分離される。
【０１７０】
　ＡＬＫ耐性突然変異体の阻害剤についてスクリーニングするために使用され得る他のア
ッセイは、ＡＬＫ耐性突然変異体を発現する異常なＡＬＫ活性に関連する癌に対する体内
動物モデル（例えば、異種移植片）の使用を含む。非ヒト動物モデルは、例えば、マウス
（例えば、ヌードマウス）、ラット、またはハムスターであり得る。ＡＬＫ耐性突然変異
体ポリペプチドを内在性で発現する癌細胞、またはＡＬＫ耐性突然変異体の発現によって
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形質転換された細胞を、皮下に、皮内に、もしくは腹腔内に、または各臓器中に移植する
ことができる。本明細書の他の箇所に記載される動物等の、ＡＬＫ耐性突然変異体－発癌
性融合タンパク質を発現するように遺伝子操作された非ヒトトランスジェニック動物もま
た、使用することができる。候補薬剤のＡＬＫキナーゼ活性を阻害する能力は、候補薬剤
を経口、静脈内、皮下、および腹腔内投与等の多様な投与方法によって投与すること、な
らびに動物モデルの腫瘍の容量もしくは重量、または疾患の進行を測定することによって
、確認することができる。かかる方法は、当該技術分野で既知であり、米国特許出願公開
第２００８／００９０７７６号および第２００９／００９９１９３号に記載される。
【０１７１】
　幾つかの実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体のキナーゼ活性を阻害する薬剤について
のスクリーニングアッセイは、本開示のＡＬＫ耐性突然変異体またはＡＬＫ耐性突然変異
体－発癌性融合タンパク質の発現を特異的に低減する薬剤についてスクリーニングするこ
とを含む。それによってコードされるポリヌクレオチドまたはポリペプチドの発現レベル
を「低減する」または「低減すること」とは、ＡＬＫ耐性突然変異体のポリヌクレオチド
またはポリペプチドレベルが、サイレンシング因子に曝露されていない適切な対照におけ
る同じ標的配列のポリヌクレオチドレベルまたはポリペプチドレベルよりも、統計的に低
いことを意味することが意図される。特定の実施形態では、本開示の主題に従って、標的
配列のポリヌクレオチドレベルおよび／またはポリペプチドレベルを低減することは、適
切な対照における同じ標的配列の９５％未満、９０％未満、８０％未満、７０％未満、６
０％未満、５０％未満、４０％未満、３０％未満、２０％未満、１０％未満、または５％
未満のポリヌクレオチドレベル、またはそれによってコードされるポリペプチドのレベル
をもたらす。ＲＮＡ転写物のレベル、コードされるポリペプチドのレベル、またはポリヌ
クレオチドまたはポリペプチドの活性についてアッセイするための方法は、本明細書の他
の箇所で考察される。
【０１７２】
　故に、本発明は更に、ＡＬＫ耐性突然変異体を発現する細胞中に、サイレンシング因子
の導入または発現時にＡＬＫ耐性突然変異体標的ポリヌクレオチドまたはそれによってコ
ードされるポリペプチドの発現のレベルを低減または排除する、サイレンシング因子を導
入することによって、ＡＬＫ耐性突然変異体の発現のレベルを低減するための方法および
組成物を提供する。更に、ＡＬＫ耐性突然変異体発現を特異的に低減するものについて、
候補薬剤をスクリーニングするための方法は、ＡＬＫ耐性突然変異体を発現する細胞中に
、候補薬剤（例えば、サイレンシング因子）を導入すること、およびＡＬＫ耐性突然変異
体の発現のレベルを決定することを含む。
【０１７３】
　ＡＬＫ耐性突然変異体の発現は、ＡＬＫ耐性突然変異体の発現を阻害するポリペプチド
の導入、ＡＬＫ突然変異体遺伝子中へのトランスポゾン挿入に有用なポリヌクレオチドを
コードするサイレンシング因子を含むヌクレオチド配列、ＡＬＫ突然変異体遺伝子の相同
組み換え／遺伝子のノックアウト、ＡＬＫ突然変異体遺伝子に結合し、その発現を低減す
る亜鉛フィンガータンパク質をコードするサイレンシング因子、アンチセンスオリゴヌク
レオチドまたはｄｓＲＮＡ分子（例えば、ｓｈＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ）をコードするサイレ
ンシング因子、またはＮｒｌ発現もしくは活性を阻害する抗体もしくは他のポリペプチド
をコードするヌクレオチド配列の導入を含む、当該技術分野で知られている任意の手段に
よって阻害することができる。
【０１７４】
　一実施形態では、サイレンシング因子は、ＡＬＫ耐性突然変異体遺伝子に結合する亜鉛
フィンガータンパク質をコードし、その遺伝子の低減された発現をもたらす。特定の実施
形態では、亜鉛フィンガータンパク質は、ＡＬＫ耐性突然変異体遺伝子の調節領域に結合
する。他の実施形態では、亜鉛フィンガータンパク質は、ＡＬＫ耐性突然変異体をコード
するメッセンジャーＲＮＡ（すなわち、転写物）に結合し、その翻訳を阻止する。亜鉛フ
ィンガータンパク質が標的とするための部位を選択する方法は、例えば、米国特許第６，
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４５３，２４２号に記載されており、それは参照により本明細書に組み込まれる。
【０１７５】
　本発明の幾つかの実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体の発現は、ＡＬＫ耐性突然変異
体遺伝子を撹乱することによって低減または排除される。ＡＬＫ耐性突然変異体遺伝子は
、当該技術分野で知られる任意の方法によって撹乱され得る。例えば、一実施形態では、
遺伝子は、トランスポゾンタギングによって撹乱される。別の実施形態では、遺伝子は、
無作為または標的化突然変異誘発を使用して細胞を突然変異誘発すること、およびＡＬＫ
活性を低減した細胞について選択することによって撹乱される。
【０１７６】
　本発明の一実施形態では、トランスポゾンタギングを使用して、ＡＬＫ耐性突然変異体
の発現を低減または排除する。トランスポゾンタギングは、ＡＬＫ耐性突然変異体の発現
を低減または排除するために、トランスポゾンを内在性ＡＬＫ耐性突然変異体遺伝子内に
導入することを含む。この実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体遺伝子の発現は、トラン
スポゾンをＡＬＫ耐性突然変異体遺伝子の調節領域またはコード領域内に導入することに
よって低減または排除される。ＡＬＫ耐性突然変異体遺伝子のエクソン、イントロン、５
’もしくは３’非翻訳配列、プロモーター、または任意の他の調節配列内のトランスポゾ
ンを使用して、コードされるＡＬＫ耐性突然変異体の発現および／または活性を低減また
は排除してもよい。これらの実施形態では、サイレンシング因子は、ＡＬＫ耐性突然変異
体遺伝子内に導入することができる標的化トランスポゾンを含むか、またはそれをコード
する。
【０１７７】
　他の実施形態では、サイレンシング因子は、ＡＬＫ耐性突然変異体遺伝子の領域との相
同組み換えを介した部位特異的突然変異誘発に有用なヌクレオチド配列を含む。遺伝子エ
クソン中の挿入突然変異は、通常、ヌル突然変異体をもたらす。本発明は、プロモーター
ベースのサイレンシングを伴うもの等の、ＡＬＫ耐性突然変異体の活性または発現を低減
または排除するための更なる方法を包含する。例えば、Ｍｅｔｔｅ　ｅｔ　ａｌ．（２０
００）ＥＭＢＯ　Ｊ．１９：５１９４－５２０１、Ｓｉｊｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００１
）Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．１１：４３６－４４０、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）
Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．１１：７４７－７５７を参照されたい。
【０１７８】
　本明細書で使用されるとき、「サイレンシング因子」という用語は、発現または細胞中
に導入されるとき、標的ポリヌクレオチド配列またはそれによってコードされるポリペプ
チドの発現のレベルを低減または排除することができるポリヌクレオチドを指す。サイレ
ンシング因子は、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたは干渉ＲＮＡ（ＲＮＡｉ）を含む
か、またはそれをコードすることができる。「干渉ＲＮＡ」または「ＲＮＡｉ」という用
語は、ＲＮＡｉ経路に入り、それによって標的遺伝子の発現を低減することができる、任
意のＲＮＡ分子を指す。ＲＮＡｉ経路は、標的ｍＲＮＡの翻訳を分解または遮断するよう
に機能する、ダイサーヌクレアーゼ酵素およびＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳ
Ｃ）を特徴とする。ＲＮＡｉは、典型的にはＲＮａｓｅ　Ｈ媒介型経路を通じる１本鎖オ
リゴヌクレオチドによる標的転写物の阻害を伴う「アンチセンス」機構を通じて機能する
、アンチセンスオリゴヌクレオチドとは異なる。Ｃｒｏｏｋｅ（ｅｄ．）（２００１）“
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，Ｓｔｒ
ａｔｅｇｉｅｓ，ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ”（１ｓｔ　ｅｄ），Ｍａｒｃｅｌ
　Ｄｅｋｋｅｒ；ＩＳＢＮ：０８２４７０５６６１；１ｓｔ　ｅｄｉｔｉｏｎを参照され
たい。
【０１７９】
　本明細書で使用されるとき、「遺伝子」という用語は、当該技術分野で理解されるよう
な意味を有する。一般に、遺伝子は、コード配列（オープンリーディングフレーム）に加
えて、遺伝子調節配列（例えば、プロモーター、エンハンサー等）および／またはイント
ロン配列を含むとされる。「遺伝子」の定義は、タンパク質をコードしないが、むしろマ
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イクロＲＮＡまたはｓｉＲＮＡ前駆体、ｔＲＮＡｓ等の機能的ＲＮＡ分子、またはその前
駆体をコードする、核酸への参照を含むことが更に理解されるであろう。
【０１８０】
　本明細書で使用されるとき、「標的遺伝子」は、発現のレベルを減少させることが望ま
れる任意の遺伝子を含む。遺伝子の発現レベルを「低減する」または「低減すること」と
は、コードされるポリヌクレオチド（すなわち、標的転写物）またはコードされるポリペ
プチドのレベルが、サイレンシング因子に曝露されていない適切な対照においてコードさ
れるポリヌクレオチドレベルまたはコードされるポリペプチドレベルよりも、統計的に低
いことを意味することが意図される。特定の実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体遺伝子
の発現を低減することは、適切な対照（例えば、サイレンシング因子の導入／発現前の同
じ細胞または同様の分化の段階、同じ表現型、同じ遺伝子型における同様の細胞等）にお
けるＡＬＫ耐性突然変異体転写物のレベルまたはＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドのレ
ベルの９５％未満、９０％未満、８０％未満、７０％未満、６０％未満、５０％未満、４
０％未満、３０％未満、２０％未満、１０％未満、または５％未満をもたらす。ＲＮＡ転
写物のレベル、コードされるポリペプチドのレベル、またはポリヌクレオチドまたはポリ
ペプチドの活性についてアッセイするための方法は、当該技術分野で既知であり、本明細
書の他の箇所に記載される。
【０１８１】
　「相補的」という用語は、当該技術分野で受け入れられる意味に従って、２つのヌクレ
オシド、ヌクレオチド、または核酸等の間の水素結合（例えば、ワトソンクリック塩基対
形成またはフーグスティーン塩基対形成）を介した正確な対形成のための能力を指すため
に本明細書で使用される。例えば、第１の核酸のある位置におけるヌクレオチドが、第２
の核酸中のヌクレオチドの反対に位置するヌクレオチドと安定に水素結合することができ
る場合、核酸が５’から３’の反対の配向で整列されるとき（すなわち、逆平行配向にあ
る）、核酸は、その位置で相補的であるとされる（ここで位置は、いずれかの核酸のいず
れかの末端に対して、一般に５’末端に対して、定義され得る）。互いに反対に位置する
ヌクレオチドは、「塩基対」と称され得る。相補的塩基対は、例えば、ＡとＵ、ＡとＴ、
ＧとＣ等の２つの相補的ヌクレオチドを含有するが、非相補的塩基対は、２つの非相補的
ヌクレオチド（ミスマッチとも称される）を含有する。２つのポリヌクレオチドは、各分
子中の十分な数の対応する位置が、相互に水素結合するヌクレオチドによって占有される
とき、すなわち、十分な数の塩基対が相補的であるとき、相互に相補的であると言われる
。
【０１８２】
　本明細書で使用される「ハイブリッド形成」という用語は、２つの配列が適切な条件下
で互いに関連したままである、２つの相補的核酸配列の間の相互作用を指す。
【０１８３】
　サイレンシング因子は、干渉ＲＮＡもしくはアンチセンスオリゴヌクレオチド、干渉Ｒ
ＮＡもしくはアンチセンスオリゴヌクレオチドに対する前駆体、干渉ＲＮＡもしくはアン
チセンスオリゴヌクレオチドの転写のためのテンプレート、または前駆体干渉ＲＮＡもし
くはアンチセンスオリゴヌクレオチドの転写のためのテンプレートを含むことができ、こ
こで前駆体は、細胞内でプロセスされて、干渉ＲＮＡもしくはアンチセンスオリゴヌクレ
オチドを産生する。故に、例えば、ｄｓＲＮサイレンシング因子は、ｄｓＲＮＡ分子、ｄ
ｓＲＮＡを形成することができる転写物もしくはポリリボヌクレオチド、ｄｓＲＮＡを形
成することができる１つを超える転写物もしくはポリリボヌクレオチド、ｄｓＲＮＡ分子
をコードするＤＮＡ、またはｄｓＲＮＡ分子の１本の鎖をコードするＤＮＡを含む。サイ
レンシング因子が干渉ＲＮＡをコードするＤＮＡ分子を含むとき、ＤＮＡは、細胞中で一
過性に発現され得るか、または細胞のゲノム中に安定に組み込まれることが認識される。
かかる方法は、本明細書の他の箇所で更に詳細に考察される。
【０１８４】
　サイレンシング因子は、標的ＲＮＡ転写物のレベルに影響を及ぼすことによって、標的
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ＲＮＡ転写物の翻訳に影響を及ぼすことによって、またはプレ転写レベルでの発現に影響
を及ぼすことによって（すなわち、遺伝子発現を変化させるために、クロマチン構造の調
節、メチル化パターン等を介して）、標的遺伝子の発現レベルを低減または排除すること
ができる。例えば、Ｖｅｒｄｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｓｃｉｅｎｃｅ　３０３：
６７２－６７６、Ｐａｌ－Ｂｈａｄｒａ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｓｃｉｅｎｃｅ　３
０３：６６９－６７２、Ａｌｌｓｈｉｒｅ（２００２）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９７：１８１
８－１８１９、Ｖｏｌｐｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９７：１８３
３－１８３７、Ｊｅｎｕｗｅｉｎ（２００２）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９７：２２１５－２２
１８、およびＨａｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９７：２２３２－
２２３７を参照されたい。標的遺伝子の発現を低減または排除することができる、機能的
干渉ＲＮＡについてアッセイするための方法は、当該技術分野で知られており、本明細書
の他の箇所で開示される。
【０１８５】
　標的遺伝子からの転写物（すなわち、標的転写物）の任意の領域を使用して、サイレン
シング因子が、標的遺伝子によってコードされるポリヌクレオチドまたはポリペプチドの
レベルを減少させることを可能にするための十分な配列同一性を共有する、サイレンシン
グ因子のドメインを設計することができる。例えば、サイレンシング因子は、標的転写物
の５’非翻訳領域、標的転写物の３’非翻訳領域、標的転写物のエクソン領域、標的転写
物のイントロン領域、およびそれらの任意の組み合わせとの配列同一性を共有するように
設計することができる。
【０１８６】
　サイレンシング因子の、標的転写物のレベルを低減する能力は、例えば、ノーザンブロ
ット、ヌクレアーゼ保護アッセイ、逆転写（ＲＴ）－ＰＣＲ、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ
、マイクロアレイ解析等を使用して、標的転写物の量を測定することによって直接に査定
することができる。代替的に、サイレンシング因子の、標的遺伝子および標的転写物によ
ってコードされるポリペプチドのレベルを低減する能力は、ウェスタンブロット、免疫測
定法、ＥＬＩＳＡ、フローサイトメトリー、タンパク質マイクロアレイ等を含むが、これ
らに限定されない多様な親和性ベースのアプローチを使用して（例えば、標的ポリペプチ
ドに特異的に結合するリガンドまたは抗体を使用して）、直接に測定することができる。
更に他の方法では、サイレンシング因子の、標的遺伝子によってコードされる標的ポリペ
プチドのレベルを低減する能力は、例えば、転写物によってコードされるポリペプチドの
機能活性を測定することによって、または転写物によってコードされるポリペプチドによ
って産生されるシグナルを測定することによって、間接に査定することができる。
【０１８７】
　当業者であれば、サイレンシング因子が、化学合成、体内もしくは体外での酵素もしく
は化学開裂、体内もしくは体外でのテンプレート転写、または前述の組み合わせを含むが
、これらに限定されない任意の利用可能な技術に従って調製され得ることを容易に理解す
るであろう。
【０１８８】
　種々の種類のサイレンシング因子は、下記に更に詳細に考察される。
【０１８９】
　一実施形態では、サイレンシング因子は、２本鎖ＲＮＡ分子を含むか、またはそれをコ
ードする。本明細書で使用されるとき、「２本鎖ＲＮＡ」または「ｄｓＲＮＡ」は、単一
の自己相補的ＲＮＡ分子によって形成されるポリリボヌクレオチド構造、または少なくと
も２つの別々のＲＮＡ鎖の発現によって形成されるポリリボヌクレオチド構造のいずれか
を指す。したがって、本明細書で使用されるとき、「ｄｓＲＮＡ」という用語は、例えば
、小さなＲＮＡ（ｓＲＮＡ）、短干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、２本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ
）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、ヘアピンＲＮＡ、短ヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）
、およびその他を含む、ＲＮＡ干渉または遺伝子サイレンシングを媒介することができる
核酸分子を説明するために使用される、他の用語を包含することが意図される。例えば、
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Ｍｅｉｓｔｅｒ　ａｎｄ　Ｔｕｓｃｈｌ（２００４）Ｎａｔｕｒｅ　４３１：３４３－３
４９およびＢｏｎｅｔｔａ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
１：７９－８６を参照されたい。
【０１９０】
　具体的な実施形態では、ｄｓＲＮＡの二重鎖の少なくとも１本の鎖または２本鎖領域は
、ｄｓＲＮＡが標的遺伝子の発現のレベルを低減することを可能にするために、標的遺伝
子との十分な配列同一性または配列相補性を共有する。本明細書で使用されるとき、標的
転写物に相補的である鎖は、「アンチセンス鎖」であり、標的転写物と相同な鎖は、「セ
ンス鎖」である。
【０１９１】
　一実施形態では、ｄｓＲＮＡは、ヘアピンＲＮＡを含む。ヘアピンＲＮＡは、それ自体
の上に折り返されて、２本鎖構造を形成することができるＲＮＡ分子を含む。多構造をヘ
アピン要素として用いることができる。例えば、それ自体とハイブリッド形成して、ヘア
ピン構造を形成するヘアピンＲＮＡ分子は、１本鎖ループ領域および塩基対ステムを含む
ことができる。塩基対ステム領域は、標的転写物の全てまたは一部に対応するセンス配列
を含み得、センス配列と完全にまたは部分的に相補的であるアンチセンス配列を更に含む
。故に、サイレンシング因子の塩基対ステム領域は、サイレンシングの特異性を決定し得
る。例えば、参照により本明細書に組み込まれるＣｈｕａｎｇ　ａｎｄ　Ｍｅｙｅｒｏｗ
ｉｔｚ（２０００）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９７：４９８５
－４９９０を参照されたい。体内での遺伝子発現をサイレンシングするｈｐＲＮＡ構築物
の効率についての一過性アッセイは、参照により本明細書に組み込まれるＰａｎｓｔｒｕ
ｇａ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐ．３０：１３５－１４０によ
って記載されている。
【０１９２】
　「短干渉ＲＮＡ」または「ｓｉＲＮＡ」は、ＲＮＡ二重鎖（２本鎖領域）を含み、１つ
または２つの１本鎖オーバーハング、例えば、３’または５’オーバーハングを更に含む
可能性がある。二重鎖は、およそ１９塩基対（ｂｐ）長であり得るが、１７、１８、１９
、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、および２９ヌクレオチドを
含む、１７～２９ヌクレオチドの間の長さが、使用され得る。ｓｉＲＮＡは、一緒にハイ
ブリッド形成する２つのＲＮＡ分子から形成することができるか、または代替的に、自己
ハイブリッド形成部分を含む単一のＲＮＡ分子から生成することができる。ｓｉＲＮＡの
二重鎖部分は、二重鎖の１つもしくは両方の鎖中に１つ以上の不対および／もしくはミス
マッチヌクレオチドを含有する１つ以上のバルジを含み得るか、または１つ以上の非相補
的ヌクレオチド対を含有し得る。ｓｉＲＮＡの１本の鎖（本明細書でアンチセンス鎖と称
される）は、標的転写物とハイブリッド形成する部分を含む。ある実施形態では、ｓｉＲ
ＮＡの１本の鎖（アンチセンス鎖）は、標的転写物の領域と、少なくとも約１７ヌクレオ
チド、１８ヌクレオチド、１９ヌクレオチド、２０ヌクレオチド、２１ヌクレオチド、ま
たはそれを超えるヌクレオチドにわたって正確に相補的であり、ｓｉＲＮＡアンチセンス
鎖が、その長さにわたって単一のミスマッチを伴わずに（すなわち、単一の非相補的塩基
対を伴わずに）標的転写物とハイブリッド形成することを意味する。他の実施形態では、
ｓｉＲＮＡアンチセンス鎖と標的転写物の標的化部分との間に１つ以上のミスマッチが存
在すし得る。完全な相補性が達成されない場合の実施形態では、ｓｉＲＮＡアンチセンス
鎖と標的転写物との間の任意のミスマッチは、ｓｉＲＮＡアンチセンス鎖の３’末端また
はその近くに位置することができる。例えば、ある実施形態では、アンチセンス鎖のヌク
レオチド１～９、２～９、２～１０、および／または１～１０が、標的と完全に相補的で
ある。
【０１９３】
　有効なｓｉＲＮＡ分子の設計のための考慮事項は、ＭｃＭａｎｕｓ　ｅｔ　ａｌ．（２
００２）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　３：７３７－７４７、およ
びＤｙｋｘｈｏｏｒｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｍｏ
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ｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　４：４５７－４６７に考察される。かかる
考慮事項には、ｓｉＲＮＡの塩基組成物、転写物の５’末端および３’末端に対するｓｉ
ＲＮＡのアンチセンス鎖に相補的である標的転写物の部分の位置等が含まれる。多様なコ
ンピュータプログラムもまた、ｓｉＲＮＡ配列の選択を支援するために、例えば、Ａｍｂ
ｉｏｎ（ＵＲＬ　ｗｗｗ．ａｍｂｉｏｎ．ｃｏｍのウェブサイト）から、ＵＲＬ　ｗｗｗ
．ｓｉｎｃ．ｓｕｎｙｓｂ．ｅｄｕ／Ｓｔｕ／ｓｈｉｌｉｎ／ｒｎａｉ．ｈｔｍｌのウェ
ブサイトにて利用可能である。同様に用いられ得る更なる設計検討は、Ｓｅｍｉｚａｒｏ
ｖ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．１００：６３４７－６３５２
に記載される。
【０１９４】
　「短ヘアピンＲＮＡ」または「ｓｈＲＮＡ」という用語は、ＲＮＡｉを媒介するために
十分に長い２本鎖（二重鎖）構造（一般に、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３
、２４、２５、２６、２７、２８、および２９ヌクレオチド長を含む、およそ１７～２９
ヌクレオチド長、および幾つかの実施形態では、典型的に少なくとも１９塩基対長）を形
成するためにハイブリッド形成されるか、またはハイブリッド形成する能力のある、少な
くとも２つの相補的部分、ならびに二重鎖部分の１つの末端で塩基対を形成する２つのヌ
クレオチドを接続するループを形成する、典型的におよそ１～２０または１～１０ヌクレ
オチド長である、少なくとも１つの１本鎖部分を含む、ＲＮＡ分子を指す。二重鎖部分は
、１つ以上の不対ヌクレオチドからなる１つ以上のバルジを有し得るが、必要ではない。
具体的な実施形態では、ｓｈＲＮＡｓは、３’オーバーハングを含む。故に、ｓｈＲＮＡ
ｓは、ｓｉＲＮＡの前駆体であり、一般に、同様に標的転写物の発現を阻害することが可
能である。
【０１９５】
　特に、ヘアピン（ステム－ループ）構造を有するＲＮＡ分子を、ダイサーによって細胞
内でプロセスして、短ヘアピンＲＮＡｓ（ｓｈＲＮＡｓ）と称されるｓｉＲＮＡ構造を得
ることができ、それは、互いにハイブリッド形成して（自己ハイブリッド形成）ステムと
称される２本鎖（二重鎖）領域を形成する２つの相補的領域、二重鎖の１つの末端で塩基
対を形成するヌクレオチドを接続する１本鎖ループ、および任意にオーバーハング、例え
ば、３’オーバーハングを含有する。ステムは、約１９、２０、または２１ｂｐ長を含む
ことができるが、より短いステムおよびより長いステム（例えば、最大約２９ｎｔ）が使
用され得る。ループは、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０ｎｔを含む約１～２０、約４～１０、また
は約６～９ｎｔを含む可能性がある。オーバーハングは、存在する場合、およそ１～２０
ｎｔまたはおよそ２～１０ｎｔを含み得る。ループは、阻害が所望される標的転写物に相
補的である領域の５’末端または３’末端のいずれにも位置し得る（すなわち、ｓｈＲＮ
Ａのアンチセンス部分）。
【０１９６】
　ｓｈＲＮＡｓは、自己ハイブリッド形成する単一のＲＮＡ分子を含有するが、結果とし
て生じる二重鎖構造は、センス鎖およびアンチセンス鎖または標的ｍＲＮＡに対する部分
を含むとされ得、故に２本鎖とされ得ることが理解されるであろう。したがって、本明細
書でｓｈＲＮＡのセンス鎖およびアンチセンス鎖、またはセンス部分およびアンチセンス
部分を指すことは簡便となり、ここでアンチセンス鎖または部分は、標的ポリヌクレオチ
ドの標的化部分と二重鎖を形成するか、形成することができ、またそれに相補的である分
子のセグメントであり、センス鎖または部分は、アンチセンス鎖または部分と二重鎖を形
成するか、形成することができ、配列において標的転写物の標的化部分と実質的に同一で
ある分子のセグメントである。一般に、ｓｈＲＮＡ分子のアンチセンス鎖の配列の選択の
ための考慮事項は、同じ転写物を標的とするｓｉＲＮＡ分子のアンチセンス鎖の配列の選
択のための考慮事項に類似している。
【０１９７】
　幾つかの実施形態では、サイレンシング因子は、アンチセンスオリゴヌクレオチドを含
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むか、またはそれをコードする。「アンチセンスオリゴヌクレオチド」は、標的遺伝子に
全体的または部分的に相補的な１本鎖核酸配列であり、ＤＮＡ、またはそのＲＮＡ相対物
（すなわち、ここでＤＮＡのＴ残基は、ＲＮＡ相対物中のＵ残基である）であり得る。
【０１９８】
　本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、標的ＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ）または
ＤＮＡとハイブリッド形成可能であるように設計される。例えば、ｍＲＮＡ分子とハイブ
リッド形成するオリゴヌクレオチド（例えば、ＤＮＡオリゴヌクレオチド）を使用して、
ｍＲＮＡをＲｎａｓｅＨ消化のための標的とすることができる。代替的に、ｍＲＮＡ分子
の翻訳開始部位とハイブリッド形成するオリゴヌクレオチドを使用して、ｍＲＮＡの翻訳
を阻止することができる。別のアプローチでは、２本鎖ＤＮＡに結合するオリゴヌクレオ
チドを投与することができる。かかるオリゴヌクレオチドは、三重鎖構築物を形成するこ
とができ、ＤＮＡの転写を阻害する。三重ヘリックス対形成は、ポリメラーゼ、転写因子
、または調節分子の結合を可能にするために二重ヘリックスが十分に開くのを阻止する。
本発明のかかるオリゴヌクレオチドは、三重ヘリックス形成塩基対形成規則および標的遺
伝子のヌクレオチド配列を使用して構築することができる。
【０１９９】
　非限定的な例として、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、次の領域とハイブリッド形
成するように標的化することができる：ｍＲＮＡキャップ領域、翻訳開始部位、翻訳終結
部位、転写開始部位、転写終結部位、ポリアデニル化シグナル、３’非翻訳領域、５’非
翻訳領域、５’コード領域、中央コード領域（ｍｉｄ　ｃｏｄｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎ）、
および３’コード領域。幾つかの実施形態では、相補的オリゴヌクレオチドは、５’コー
ド配列にまたがる約１５～３５ヌクレオチドのいずれも含む、遺伝子の最も固有の５’配
列とハイブリッド形成するように設計される。
【０２００】
　したがって、本発明によるアンチセンスオリゴヌクレオチドは、約１０、約１１、約１
２、約１３、約１４、約１５、約１６、約１７、約１８、約１９、約２０、約２１、約２
２、約２３、約２４、約２５、約３０、約４０、約５０、約６０、約７０、約８０、約９
０、または約１００ヌクレオチドを含むが、これらに限定されない、約１０～約１００ヌ
クレオチドを含み得る。
【０２０１】
　アンチセンス核酸は、標準的な技術によって産生することができる（例えば、Ｓｈｅｗ
ｍａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第５，１０７，０６５号を参照されたい）。適切な
オリゴヌクレオチドは、ＯＬＩＧＯソフトウェア（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
　Ｉｎｓｉｇｈｔｓ，Ｉｎｃ．，Ｃａｓｃａｄｅ，Ｃｏｌｏ．、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｏｌｉｇｏ．ｎｅｔ）を使用して設計することができる。
【０２０２】
　本発明の方法に従って、ＡＬＫ耐性突然変異体遺伝子は、サイレンシング因子によって
標的化される。本明細書で使用されるとき、標的遺伝子または標的転写物は、サイレンシ
ング因子の導入または発現が、標的遺伝子および標的転写物の発現の実質的に特異的な低
減または阻害をもたらすとき、サイレンシング因子によって「標的化」される。サイレン
シング因子と実質的な配列同一性もしくは類似性を有するか、またはサイレンシング因子
に相補的である、標的遺伝子または標的転写物の特異的領域が、サイレンシング因子によ
って「標的化」されている領域である。
【０２０３】
　サイレンシング因子によって標的化されるＡＬＫ耐性突然変異体の領域は、少なくとも
１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性を付与する突然変異を含む。具体的な実施形態では、
サイレンシング因子の導入または発現は、ＡＬＫ耐性突然変異体のレベルを特異的に低減
し、これは天然または野生型ＡＬＫ配列の発現レベルがサイレンシング因子によって影響
を受けないか、または最小限に影響を受けることを意味する。
【０２０４】
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　上で考察されるように、本発明の方法および組成物に用いられるサイレンシング因子は
、ｄｓＲＮＡ（例えば、ｓｈＲＮＡ）またはアンチセンスＲＮＡのためのＤＮＡテンプレ
ートを含み得るか、亜鉛フィンガー結合タンパク質をコードすることができる。かかる実
施形態では、ｄｓＲＮＡ、アンチセンスＲＮＡ、または亜鉛フィンガー結合タンパク質を
コードするＤＮＡ分子は、発現カセットに見出される。
【０２０５】
　本発明は更に、上述のスクリーニングアッセイによって特定される新規薬剤、および本
明細書に記載されるようなその使用に関する。簡潔に述べると、ＡＬＫ耐性突然変異体特
異的結合剤は、ＡＬＫ耐性突然変異体の検出、および少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻
害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌の診断のための方法において
使用することができる。ＡＬＫ耐性突然変異体阻害剤およびサイレンシング因子は、かか
る癌を有する患者の治療において有用である。
【０２０６】
　ＡＬＫ耐性突然変異体をコードするポリヌクレオチドを検出するため、または試料中（
例えば、生物学的試料）のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドを検出するための、種々の
方法および組成物が提供される。生物学的試料は、特定のＡＬＫ耐性突然変異体または突
然変異体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを検出することが所望される、任意
の試料を含むことができる。「生物学的試料」という用語は、対象から単離された組織、
細胞、および生体液、ならびに対象またはそのライセート内に存在する組織、細胞、およ
び流体を含むことが意図される。試料は、骨髄試料、腫瘍生検、細針吸引、または血液、
血漿、血清、リンパ、腹水、嚢胞液、もしくは尿等の体液の試料等であるが、これらに限
定されない、任意の臨床的に意義のある組織を含んでもよい。
【０２０７】
　生物学的試料をＡＬＫ阻害剤耐性突然変異についてアッセイするための方法は、生物学
的試料を、抗ＡＬＫ耐性突然変異体抗体または特定のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチド
に特異的に結合する他の薬剤と接触させること、続いて抗体または結合剤のＡＬＫ耐性突
然変異体への結合の検出を含む。抗体または結合剤のＡＬＫ耐性突然変異体への結合は、
抗体もしくは結合剤と共役させられた検出可能な標識（例えば、放射性同位体、蛍光タグ
、酵素タグ、化学発光タグ）の存在を通じて、またはＡＬＫ特異的結合剤に特異的に結合
する標識された二次抗体もしくは二次結合剤の使用を通じて、検出することができる。特
異的結合剤を使用してＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドを検出するために使用され得る
アッセイの非限定的な例としては、免疫沈降法、ウェスタンブロット、ＥＬＩＳＡ、免疫
組織化学、免疫細胞化学、およびフローサイトメトリーが挙げられる。
【０２０８】
　本発明は更に、生物学的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体（例えば、ｍＲＮＡまた
はゲノムＤＮＡ）をコードするポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅する
ことができる少なくとも１つのポリヌクレオチドを含む試薬と接触させること、および突
然変異体をコードするポリヌクレオチドを検出することを含む、生物学的試料をＡＬＫ阻
害剤耐性突然変異についてアッセイするための方法を提供する。試薬は、ＡＬＫ阻害剤耐
性突然変異体をコードするゲノムＤＮＡまたは突然変異体をコードするＲＮＡ転写物を特
異的に検出または増幅することができる。
【０２０９】
　一実施形態では、試料中のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドまたはその活性変異体お
よび断片をコードするポリヌクレオチドを検出するのための方法は、試料を、ＡＬＫ耐性
突然変異体ポリペプチドまたはその活性変異体もしくは断片をコードするポリヌクレオチ
ドのアンプリコンを特異的に増幅することができるプライマー対と接触させること、およ
びアンプリコンを増幅し次いで検出することを含む。ある実施形態では、アンプリコンは
、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドまたはその活性変異体もしくは断片をコードするポ
リヌクレオチドを特異的に検出するために十分に長い。
【０２１０】
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　他の実施形態では、試料中のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドまたはその活性変異体
および断片をコードするポリヌクレオチドを検出するための方法は、試料を、ＡＬＫ耐性
突然変異体ポリペプチドまたはその活性変異体もしくは断片をコードするポリヌクレオチ
ドを特異的に検出することができるポリヌクレオチドと接触させること、およびＡＬＫ耐
性突然変異体ポリペプチドまたはその活性変異体もしくは断片をコードするポリヌクレオ
チドを検出することを含む。
【０２１１】
　具体的な実施形態では、試料は、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で
検出対象の標的配列とハイブリッド形成するポリヌクレオチドプローブと接触させられる
。試料およびプローブは次いで、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件に供さ
れ、プローブの標的配列とのハイブリダイゼーションが検出される。
【０２１２】
　本明細書で使用されるとき、「プローブ」は、従来の検出可能な標識またはレポーター
分子、例えば、放射性同位体、リガンド、化学発光剤、酵素等が結合される、単離された
ポリヌクレオチドである。かかるプローブは、標的ポリヌクレオチドの鎖に相補的であり
、それは本発明の具体的な実施形態において、ＡＬＫ耐性突然変異体をコードするポリヌ
クレオチドを含む。デオキシリボ核酸プローブは、ＡＬＫ耐性突然変異体特異的プライマ
ー、体外で合成されるオリゴヌクレオチドプローブ、または細菌人工染色体、フォスミド
もしくはコスミドライブラリから得られるＤＮＡを使用した、ＰＣＲによって生成される
ものを含んでもよい。プローブは、デオキシリボ核酸またはリボ核酸だけでなく、標的Ｄ
ＮＡ配列の存在を特異的に検出することができるポリアミドおよび他のプローブ物質もま
た含む。核酸プローブのために、検出試薬の例としては、放射標識化プローブ、酵素標識
化プローブ（西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ）、親和性標識化プ
ローブ（ビオチン、アビジン、またはストレプトアビジン（ｓｔｅｐｔａｖｉｄｉｎ））
、および蛍光標識化プローブ（６－ＦＡＭ、ＶＩＣ、ＴＡＭＲＡ、ＭＧＢ、フルオレセイ
ン、ローダミン、テキサスレッド［ＢＡＣ／フォスミドについて］）が挙げられるが、こ
れらに限定されない。当業者であれば、本発明に記載される核酸プローブが、当該技術分
野で周知である確立されたキット形式の１つに容易に組み込まれ得ることを容易に認識す
るであろう。
【０２１３】
　本明細書で使用されるとき、「プライマー」は、核酸ハイブリダイゼーションによって
相補的な標的ＤＮＡ鎖とアニーリングされて、プライマーと標的ＤＮＡ鎖との間にハイブ
リッドを形成し、次いでポリメラーゼ、例えば、ＤＮＡポリメラーゼによって、標的ＤＮ
Ａ鎖に沿って伸長される、単離されたポリヌクレオチドである。本発明のプライマー対は
、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）または他の慣習的核酸増幅法による、標的ポ
リヌクレオチドの増幅のためのそれらの使用を指す。「ＰＣＲ」または「ポリメラーゼ連
鎖反応」は、特異的ＤＮＡ　セグメントの増幅のために使用される技術である（参照によ
り本明細書に組み込まれる、米国特許第４，６８３，１９５号および第４，８００，１５
９号を参照されたい）。
【０２１４】
　「特異的に検出する」とは、ポリヌクレオチドが、ストリンジェントな条件下でＡＬＫ
耐性突然変異体をコードするポリヌクレオチドとハイブリッド形成するプローブとして使
用され得ること、またはポリヌクレオチドが、ＡＬＫ耐性突然変異体を含む領域を配列決
定するために核酸配列決定技術において使用され得ることが意図される。「特異的に増幅
する」とは、ポリヌクレオチド（複数可）が、ＡＬＫ耐性突然変異体をコードするポリヌ
クレオチドのアンプリコンを特異的に増幅するためにプライマーとして使用得ることが意
図される。ＡＬＫ耐性突然変異体をコードするポリヌクレオチドの特異的な検出を可能に
するハイブリダイゼーションのレベルまたは度合いは、ＡＬＫ耐性突然変異体をコードす
るポリヌクレオチドを、列挙されたポリペプチド（例えば、天然ＡＫＴ、配列番号１）を
コードしないポリヌクレオチドから識別するために十分である。「ＡＬＫ耐性突然変異体
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をコードするポリヌクレオチドの増幅を可能にするために十分な配列同一性または相補性
を共有する」とは、配列が、ＡＬＫ耐性突然変異体をコードするポリヌクレオチドの断片
に対してまたはその全長にわたって、少なくとも８０％、８５％、９０％、９１％、９２
％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％の同一
性または相補性を共有することが意図される。
【０２１５】
　プローブおよびプライマーは、標的ＤＮＡ配列に結合し、ＡＬＫ耐性突然変異体をコー
ドするポリヌクレオチドを特異的に検出および／または増幅するために十分なヌクレオチ
ドの長さである。ハイブリダイゼーション条件または反応条件は、この結果を達成するた
めに操作者によって決定することができることが認識される。この長さは、選択した検出
方法において有用であるために十分に長い、任意の長さであってもよい。一般に、８、１
１、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、４０、５０、７５、１０
０、２００、３００、４００、５００、６００、７００、もしくはそれを超えるヌクレオ
チド、または約１１～２０、２０～３０、３０～４０、４０～５０、５０～１００、１０
０～２００、２００～３００、３００～４００、４００～５００、５００～６００、６０
０～７００、７００～８００の間、もしくはそれを超えるヌクレオチド長が使用される。
【０２１６】
　本明細書で使用されるとき、「増幅されたＤＮＡ」または「アンプリコン」は、核酸テ
ンプレートの一部である標的ポリヌクレオチドのポリヌクレオチド増幅の産物を指す。例
えば、生物学的試料がＡＬＫ耐性突然変異を含むかどうかを決定するために、生物学的試
料の核酸補体が、ＡＬＫ耐性突然変異体を天然または野生型ＡＬＫから識別することがで
きるアンプリコンを産生するために、ＡＬＫ耐性突然変異に隣接した５’隣接配列に由来
する第１のプライマー、およびＡＬＫ耐性突然変異に隣接した３’隣接配列に由来する第
２のプライマーを含むプライマー対を使用したポリヌクレオチド増幅法に供されてもよい
。増幅されたポリヌクレオチド（アンプリコン）は、ＡＬＫ耐性突然変異体をコードする
ポリヌクレオチドの検出を可能にする、任意の長さであり得る。例えば、アンプリコンは
、約１０、５０、１００、２００、３００、５００、７００、１００、２０００、３００
０、４０００ヌクレオチド長であるか、またはより長い可能性がある。更に、幾つかの実
施形態では、ポリヌクレオチドの特異的な検出を可能にする、ＡＬＫ耐性突然変異体をコ
ードするポリヌクレオチドの増幅された領域（アンプリコン）の長さまたは配列は、ＡＬ
Ｋ耐性突然変異体をコードするポリヌクレオチドを、列挙されたポリペプチドをコードし
ないポリヌクレオチドから識別するために十分である。隣接配列に由来するプライマー対
の成員は、耐性突然変異からの一定の距離に位置してもよい。この距離は、１ヌクレオチ
ド塩基対から最大で増幅反応の限度、または約２万ヌクレオチド塩基対までに及ぶ可能性
がある。「アンプリコン」という用語の使用は、ＤＮＡ熱増幅反応において形成され得る
プライマー二量体を明確に除外する。
【０２１７】
　プローブおよびプライマーを調製および使用するための方法は、例えば、Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２．ｓｕｐ．ｎｄ
　ｅｄ，ｖｏｌ．１－３，ｅｄ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．１９８９（これ以降、「Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ，１９８９」
）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
，ｅｄ．Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　
Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９２（周期的更新を含
む）（これ以降、「Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ，１９９２」）、およびＩｎｎｉｓ　ｅ
ｔ　ａｌ，ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎ
ｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ：Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，
１９９０に記載される。ＰＣＲプライマー対は、例えば、Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ　ｖｅｒ
ｓｉｏｎ　１０（Ｉｎｆｏｒｍａｘ　Ｉｎｃ．，Ｂｅｔｈｅｓｄａ　Ｍｄ．）におけるＰ
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ＣＲプライマー分析ツール、ＰｒｉｍｅｒＳｅｌｅｃｔ（ＤＮＡＳＴＡＲ　Ｉｎｃ．，Ｍ
ａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．）、およびプライマー３（Ｖｅｒｓｉｏｎ　０．４．０．ＣＯＰ
ＹＲＧＴ．，１９９１，Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｍｅ
ｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｍａｓｓ．）等の、その目的に向
けたコンピュータプログラムを使用することによる、既知の配列に由来し得る。更に、配
列は、可視的に走査することができ、プライマーは、当業者に既知のガイドラインを使用
して手動で特定することができる。
【０２１８】
　ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異は、核酸配列決定、核酸ハイブリダイゼーション、および核
酸増幅を含むが、これらに限定されない、当業者に既知の多様な核酸技術を使用して検出
されてもよい。
【０２１９】
　核酸配列決定技術の例証的な非限定的例としては、鎖ターミネーター（Ｓａｎｇｅｒ）
配列決定およびダイターミネーター配列決定が挙げられるが、これらに限定されない。鎖
ターミネーター配列決定は、修飾されたヌクレオチド基質を使用した、ＤＮＡ合成反応の
配列特異的終結を使用する。伸長は、その領域のテンプレートに相補的な、短放射性また
は他の標識化オリゴヌクレオチドプライマーを使用することによって、テンプレートＤＮ
Ａ上の特異的部位で開始される。オリゴヌクレオチドプライマーは、ＤＮＡポリメラーゼ
、標準的な４デオキシヌクレオチド塩基、および低濃度の１鎖終結ヌクレオチド、最も一
般的にはジ－デオキシヌクレオチドを使用して伸長される。この反応は、塩基の各々がジ
－デオキシヌクレオチドとして交替する、４つの別個の管中で反復される。ＤＮＡポリメ
ラーゼによる鎖終結ヌクレオチドの限定された組み込みは、その特定のジ－デオキシヌク
レオチドが使用される位置でのみ終結される、一連の関連するＤＮＡ断片をもたらす。各
反応管について、断片は、電気泳動によって、ポリアクリルアミド平板ゲル、または粘性
ポリマーを充填したキャピラリー管中でサイズ分離される。配列は、ゲルの最上部から底
部まで走査するときに、どの列が標識化プライマーからの可視化された印をもたらすかを
読み取ることによって決定される。ダイターミネーター配列決定は、代替的にこのターミ
ネーターを標識する。完全な配列決定は、ジ－デオキシヌクレオチド鎖ターミネーターの
各々を、異なる波長で蛍光を発する別個の蛍光色素で標識することによって、単一の反応
において行うことができる。
【０２２０】
　本発明は更に、核酸ハイブリダイゼーション技術を使用して、生物学的試料をＡＬＫ耐
性突然変異についてアッセイするための方法を提供する。核酸ハイブリダイゼーションは
、精製されたＤＮＡ、増幅されたＤＮＡ、および固定化細胞調製物（蛍光インサイツハイ
ブリダイゼーション）に対して向けられる標識化プローブを使用する方法を含む。核酸ハ
イブリダイゼーション技術の非限定的な例としては、適切なプローブを使用した、サザン
（ＤＮＡ：ＤＮＡ）ブロットハイブリダイゼーション、インサイツハイブリダイゼーショ
ン、および染色体物質のＦＩＳＨの既知の方法が挙げられる。ＡＬＫ耐性突然変異に近位
のヌクレオチド配列を含むような核酸プローブが、使用される可能性がある。「に近位の
」とは、ＡＬＫ耐性突然変異の約１００キロベース（ｋｂ）以内であることが意図される
。
【０２２１】
　インサイツハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）は、特異的ＤＮＡまたはＲＮＡ配列を、
組織の部分または切片中（インサイツ）で、あるいは組織が十分に小さい場合、組織全体
（ホールマウントＩＳＨ）において局在化するために、標識された相補的ＤＮＡまたはＲ
ＮＡ鎖をプローブとして使用する、ハイブリダイゼーションの一種である。ＤＮＡＩＳＨ
を使用して、染色体の構造を決定することができる。試料細胞および組織は通常、標的転
写物を定置に固定するため、およびプローブのアクセスを増加させるために処理される。
プローブは、昇温で標的配列とハイブリッド形成し、次いで過剰のプローブは、洗い流さ
れる。放射標識、蛍光標識、または抗原標識塩基のいずれかで標識されたプローブは、そ
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れぞれ、オートラジオグラフィー、蛍光顕微鏡、または免疫組織化学のいずれかを使用し
て、組織中で局在化され、定量化される。ＩＳＨはまた、２つ以上の転写物を同時に検出
するために、放射能またはその他の非放射性標識で標識された２つ以上のプローブを使用
することができる。幾つかの実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体は、蛍光インサイツハ
イブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）を使用して検出される。
【０２２２】
　核酸ハイブリダイゼーションための特異的プロトコルは、当該技術分野で周知であり、
本発明のために容易に適合させることができる。手法に関する手引きは、Ｉｎ　ｓｉｔｕ
　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（ｅｄｓ．
Ｇ．Ｒ．Ｃｏｕｌｔｏｎ　ａｎｄ　Ｊ．ｄｅ　Ｂｅｌｌｅｒｏｃｈｅ），Ｋｌｕｗｅｒ　
Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｂｏｓｔｏｎ（１９９２）、Ｉｎ　ｓｉｔｕ
　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：ｈｉ　Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ；Ａｄｖａｎｃｅｓ　
ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ（ｅｄｓ．Ｊ．Ｈ．Ｅｂｅｒｗｉｎｅ，Ｋ．Ｌ．Ｖａｌｅ
ｎｔｉｎｏ，ａｎｄ　Ｊ．Ｄ．Ｂａｒｃｈａｓ），Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．，Ｅｎｇｌａｎｄ（１９９４）、Ｉｎ　ｓｉｔｕ　Ｈｙｂｒｉｄ
ｉｚａｔｉｏｎ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（ｅｄ．Ｄ．Ｇ．Ｗｉｌｋ
ｉｎｓｏｎ），Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．，Ｅｎｇｌ
ａｎｄ（１９９２））、Ｋｕｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ａｍ．Ｊ．Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ
ｔ．４２：１１２－１１９、Ｋｌｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ａｍ．Ｊ．Ｈｕ
ｍ．Ｇｅｎｅｔ．５１：５５－６５、およびＷａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ａｍ．
Ｊ．Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．５２：８５４－８６５）を含む、多くの参考文献から得てもよ
い。市販されており、ＦＩＳＨアッセイを行うのためのプロトコルを提供するキットもま
た存在する（例えば、Ｏｎｃｏｒ，Ｉｎｃ．，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤから入手
可能）。手法についての手引きを提供する特許には、米国第５，２２５，３２６号、第５
，５４５，５２４号、第６，１２１，４８９号、および第６，５７３，０４３号が含まれ
る。これらの参考文献の全ては、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれ、当該
技術分野における同様の参考文献と共に使用されてもよい。
【０２２３】
　サザンブロッティングを使用して、特異的ＤＮＡ配列を検出することができる。かかる
方法において、試料から抽出されたＤＮＡは、断片化され、マトリックスゲル上で電気泳
動的に分離され、膜フィルターに移される。フィルターに結合したＤＮＡは、目的の配列
に相補的な標識化プローブでのハイブリダイゼーションに供される。フィルターに結合し
た、ハイブリッド形成されたプローブが検出される。更に、当該技術分野で既知であるノ
ーザンブロッティング技術を使用して、ＡＬＫ耐性突然変異体をコードする特異的ＲＮＡ
配列を検出することができる。
【０２２４】
　また、マイクロアレイを使用して、ＡＬＫ耐性ポリヌクレオチドを特異的に検出しても
よい。各配列は、固体支持体に結合された捕捉プローブの再現可能なパターンからなる。
標識されたＲＮＡは、配列上の相補的プローブとハイブリッド形成され、次いでレーザー
走査によって検出される。配列上の各プローブについてのハイブリダイゼーション強度が
決定され、相対的な遺伝子発現レベルを表す定量値に変換される。例えば、米国特許第６
，０４０，１３８号、第５，８００，９９２号および第６，０２０，１３５号、第６，０
３３，８６０号、ならびに第６，３４４，３１６号を参照されたく、それらの各々は、参
照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０２２５】
　ハイブリダイゼーション技術において、ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードす
る標的ポリヌクレオチドと選択的にハイブリッド形成する、ポリヌクレオチドの全てまた
は一部が用いられる。「ストリンジェントな条件」または「ストリンジェントなハイブリ
ダイゼーション条件」とは、ポリヌクレオチドプローブに言及する場合、プローブが、他
の配列よりも検出可能なほどに高い度合いで（例えば、バックグラウンドの少なくとも２
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倍）、その標的配列とハイブリッド形成するであろう条件が意図される。ストリンジェン
トな条件は、配列依存性であり、異なる状況において異なる。ハイブリダイゼーションお
よび／または洗浄条件のストリンジェンシーを制御することによって、プローブに１００
％相補的な標的配列を特定することができる（相同プロービング）。代替的に、ストリン
ジェンシー条件は、より低い度合いの同一性が検出されるように、配列中の幾らかのミス
マッチを許容するように調整することができる（非相同プロービング）。一般に、プロー
ブは、約１０００ヌクレオチド長未満または５００ヌクレオチド長未満である。
【０２２６】
　本明細書で使用されるとき、実質的に同一のまたは相補的な配列は、それが高ストリン
ジェンシー条件下で比較されている核酸分子の補体と、特異的にハイブリッド形成するで
あろうポリヌクレオチドである。ＤＮＡハイブリダイゼーションを促進する適切なストリ
ンジェンシー条件、例えば、約４５℃での６Ｘ塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（Ｓ
ＳＣ）、続いて５０℃での２ＸＳＳＣの洗浄は、当業者に既知であるか、またはＣｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　
Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．３．１－６．３．６に見出すこ
とができる。典型的には、ハイブリダイゼーションおよび検出のためのストリンジェント
な条件は、塩濃度が、ｐＨ７．０～８．３で約１．５Ｍ　Ｎａイオン未満、典型的には約
０．０１～１．０Ｍ　Ｎａイオン濃度（または他の塩）であり、温度が、短いプローブ（
例えば、１０～５０ヌクレオチド）については少なくとも約３０℃、および長いプローブ
（例えば、５０ヌクレオチドを超える）については少なくとも約６０℃である条件であろ
う。ストリンジェントな条件はまた、ホルムアミド等の不安定化剤の付加により達成され
てもよい。例示的な低ストリンジェンシー条件は、３０～３５％ホルムアミド、１Ｍ　Ｎ
ａＣｌ、１％ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム）の緩衝溶液で３７℃でのハイブリダイゼ
ーション、および１Ｘ～２Ｘ　ＳＳＣ（２０Ｘ　ＳＳＣ＝３．０Ｍ　ＮａＣｌ／０．３Ｍ
クエン酸三ナトリウム）中の５０～５５℃での洗浄を含む。例示的な中程度のストリンジ
ェンシー条件は、４０～４５％ホルムアミド、１．０Ｍ　ＮａＣｌ、１％ＳＤＳ中の３７
℃でのハイブリダイゼーション、および０．５Ｘ～１Ｘ　ＳＳＣ中の５５～６０℃での洗
浄を含む。例示的な高ストリンジェンシー条件は、５０％ホルムアミド、１Ｍ　ＮａＣｌ
、１％ＳＤＳ中の３７℃でのハイブリダイゼーション、および０．１Ｘ　ＳＳＣ中の６０
～６５℃での洗浄を含む。任意に、洗浄緩衝剤は、約０．１％～約１％ＳＤＳを含んでも
よい。ハイブリダイゼーションの持続期間は、一般に約２４時間未満、通常は約４～約１
２時間である。洗浄時間の持続期間は、少なくとも、均衡に到達するために十分な時間の
長さであろう。
【０２２７】
　ハイブリダイゼーション反応において、特異性は、典型的にはポストハイブリダイゼー
ション洗浄の関数であり、このうち必要不可欠な因子は、最終洗浄溶液のイオン強度およ
び温度である。ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリッドについては、Ｔmは、Ｍｅｉｎｋｏｔｈ　ａ
ｎｄ　Ｗａｈｌ（１９８４）Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．１３８：２６７－２８４の、Ｔ

m＝８１．５℃＋１６．６（対数Ｍ）＋０．４１（ＧＣ％）－０．６１（ホルム％）－５
００／Ｌの方程式から概算することができ、式中、Ｍは、一価陽イオンのモル濃度、ＧＣ
％は、ＤＮＡ内のグアノシンおよびシトシンヌクレオチドの百分率、ホルム％は、ハイブ
リダイゼーション溶液中のホルムアミドの百分率、Ｌは、塩基対のハイブリッドの長さで
ある。Ｔmは、相補的な標的配列の５０％が、完全にマッチしたプローブとハイブリッド
形成する温度（規定のイオン強度およびｐＨ下で）である。Ｔmは、各１％のミスマッチ
につき約１℃低減され、故に、Ｔm、ハイブリダイゼーション、および／または洗浄条件
は、所望の同一性を備える配列とハイブリッド形成するように調整することができる。例
えば、９０％以上の同一性を備える配列が求められる場合、Ｔmは１０℃減少させられ得
る。一般に、ストリンジェントな条件は、規定のイオン強度およびｐＨで、特異的配列お
よびその補体についての熱融点（Ｔm）よりも、約５℃低くなるように選択される。しか
しながら、非常にストリンジェントな条件は、熱融点（Ｔm）よりも１、２、３、または
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４℃低いハイブリダイゼーションおよび／または洗浄を利用することができ、中程度にス
トリンジェントな条件は、熱融点（Ｔm）よりも６、７、８、９、または１０℃低いハイ
ブリダイゼーションおよび／または洗浄を利用することができ、低ストリンジェンシー条
件は、熱融点（Ｔm）よりも１１、１２、１３、１４、１５、または２０℃低いハイブリ
ダイゼーションおよび／または洗浄を利用することができる。方程式、ハイブリダイゼー
ションおよび洗浄組成物、ならびに所望のＴmを使用して、当業者であれば、ハイブリダ
イゼーションおよび／または洗浄溶液のストリンジェンシーの変形が本質的に説明される
ことを理解するであろう。所望の度合いのミスマッチが、４５℃未満（水溶液）または３
２℃未満（ホルムアミド溶液）のＴmをもたらす場合、より高い温度が使用され得るよう
に、ＳＳＣ濃度を増加させることが最適である。核酸のハイブリダイゼーションの広範な
手引きは、Ｔｉｊｓｓｅｎ（１９９３）Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　
ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ＢｉｏｌｏｇｙＨｙｂ
ｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｐａｒｔ
　Ｉ，Ｃｈａｐｔｅｒ　２（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）、およびＡｕｓｕｂ
ｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．（１９９５）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｃｈａｐｔｅｒ　２（Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）に
見出される。Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（２ｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ）およびＨａｙｍｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｉｎ：Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，
ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．を参照されたい。
【０２２８】
　核酸増幅技術の例証的な非限定的例としては、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、逆転
写－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、リガーゼ鎖反応（ＬＣＲ）（Ｗｅｉｓｓ（
１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５４：１２９２、参照によりその全体が本明細書に組み込
まれる）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）（Ｗａｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：３９２－３９６、米国特許第５，２７０，
１８４号および第５，４５５，１６６号、それらの各々は、参照によりその全体が本明細
書に組み込まれる）、および核酸配列ベース増幅（ＮＡＳＢＡ）が挙げられるが、これら
に限定されない。一般的にＰＣＲと称される、ポリメラーゼ連鎖反応（米国特許第４，６
８３，１９５号、第４，６８３，２０２号、第４，８００，１５９号、および第４，９６
５，１８８号、それらの各々は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）は、標
的核酸配列のコピー数を指数関数的に増加させるために多重サイクルの変性、プライマー
対の反対鎖へのアニーリング、およびプライマー伸長を使用する。ＰＣＲの他の種々の組
み合わせおよび順序については、例えば、米国特許第４，６８３，１９５号、第４，６８
３，２０２号、および第４，８００，１５９号、Ｍｕｌｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ，（１９８７
）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５５：３３５、およびＭｕｒａｋａｗａ　ｅｔ　ａｌ．
，（１９８８）ＤＮＡ７：２８７を参照されたく、それらの各々は、参照によりその全体
が本明細書に組み込まれる。
【０２２９】
　ＰＣＲプライマーおよびＰＣＲクローニングを設計するための方法は、一般に当該技術
分野で知られており、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（２ｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｐｌａｉｎｖｉｅ
ｗ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）に開示される。また、Ｉｎｎｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．（１
９９０）ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ
　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）、Ｉ
ｎｎｉｓ　ａｎｄ　Ｇｅｌｆａｎｄ，ｅｄｓ．（１９９５）ＰＣＲ　Ｓｔｒａｔｅｇｉｅ
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ｓ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）、およびＩｎｎｉｓ　ａｎｄ　
Ｇｅｌｆａｎｄ，ｅｄｓ．（１９９９）ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍａｎｕａｌ（Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）も参照されたい。増幅の方法は更に、米国
特許第４，６８３，１９５号、第４，６８３，２０２号、およびＣｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９４）ＰＮＡＳ　９１：５６９５－５６９９に記載される。これらの方法ならびに
ＤＮＡ増幅の技術分野で既知の他の方法が、本発明の実施形態の実践において使用されて
もよい。特異的ＰＣＲプロトコルにおける幾つかのパラメータは、具体的な研究所の条件
に合わせて調整される必要があり得、若干修正され得るが、なおも同様の結果の収集を可
能にすることが理解される。これらの調整は、当業者にとって明らかであろう。サーマル
サイクラーは、ポリヌクレオチドの特異的増幅のためにしばしば用いられる。ＰＣＲのた
めの変性、アニーリング、および重合のサイクルは、典型的にはサーマルサイクラーとし
て知られる、自動装置を使用して行われてもよい。用いられ得るサーマルサイクラーは、
米国特許第５，６１２，４７３号、第５，６０２，７５６号、第５，５３８，８７１号、
および第５，４７５，６１０号に記載され、その開示は参照により本明細書に組み込まれ
る。
【０２３０】
　１つの例証的な検出方法は、増幅プロセスの定量評価をリアルタイムで提供する。増幅
プロセスの「リアルタイム」での評価は、反応混合物中のアンプリコンの量を、増幅反応
中に連続的または周期的のいずれかで決定すること、および決定された値を使用して、試
料中に最初に存在する標的配列の量を算出することを伴う。リアルタイム増幅に基づいて
試料中に存在する最初の標的配列の量を決定するための多様な方法は、当該技術分野で周
知である。これらには、米国特許第６，３０３，３０５号および第６，５４１，２０５号
に開示される方法が含まれ、それらの各々は、参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる。試料中に最初に存在する標的配列の量を決定するための、しかしリアルタイム増幅
に基づかない別の方法は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許第５，
７１０，０２９号に開示される。
【０２３１】
　増幅産物は、種々の自己ハイブリッド形成プローブの使用を通じてリアルタイムで検出
されてもよく、自己ハイブリッド形成プローブのうちのほとんどは、ステム－ループ構造
を有する。かかる自己ハイブリッド形成プローブは、標的配列へのハイブリダイゼーショ
ンを通じて、プローブが自己ハイブリッド形成状態または変化した状態にあるかどうかに
依存して、それらが異なって検出可能なシグナルを発するように標識される。非限定的な
例として、「分子トーチ」は、連結領域（例えば、非ヌクレオチドリンカー）によって接
続され、ハイブリダイゼーションアッセイ条件下で相互にハイブリッド形成する、自己相
補性の特有の領域（「標的結合ドメイン」および「標的閉鎖ドメイン」と称される）を含
む、自己ハイブリッド形成プローブの一種である。分子トーチおよび多様な種類の相互作
用標識対は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許第６，５３４，２７
４号に開示される。
【０２３２】
　自己相補性を有する検出プローブの別の例は、「分子ビーコン」である。分子ビーコン
は、標的相補的配列、増幅反応中に存在する標的配列の不在下でプローブを閉鎖立体配座
で保有する親和性対（または核酸アーム）、およびプローブが閉鎖立体配座にあるときに
相互作用する標識対を有する核酸分子を含む。標的配列および標的相補的配列のハイブリ
ダイゼーションは、親和性対の成員を分離し、それによってプローブを開放立体配座に切
り替える。開放立体配座への切り替えは、例えば、フルオロフォアおよびクエンチャー（
例えば、ＤＡＢＣＹＬおよびＥＤＡＮＳ）であり得る、標識対の低減された相互作用に起
因して検出可能である。分子ビーコンは、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる
米国特許第５，９２５，５１７号および第６，１５０，０９７号に開示される。
【０２３３】
　他の自己ハイブリッド形成プローブは、当業者に周知である。非限定的な例として、米
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国特許第５，９２８，８６２号（参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）に開示
されるもの等の、相互作用標識を有するプローブ結合対が、本発明における使用のために
適合させられ得る。一塩基多型（ＳＮＰ）を検出するために使用されるプローブ系もまた
、本発明において利用され得る。更なる検出系は、参照によりその全体が本明細書に組み
込まれる米国特許第２００５００４２６３８号に開示されるように、「分子スイッチ」を
含む。嵌入染料および／または蛍光色素を含むもの等の他のプローブもまた、本発明にお
ける増幅産物の検出に有用である。例えば、米国特許第５，８１４，４４７号を参照され
たい（参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。
【０２３４】
　本開示のＡＬＫ耐性突然変異体を特異的に検出するために使用され得る薬剤は、キット
中に提供することができる。本明細書で使用されるとき、「キット」は、生物学的試料中
のＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの特定、検出、およ
び／もしくは定量化（ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、またはＡＬＫ耐性突然変異体ポ
リペプチドの検出および／もしくは定量化（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ）のための試薬の
一式を指す。本明細書で使用される、「キット」および「システム」という用語は、具体
的な実施形態では、１つ以上の他の種類の要素または構成要素（例えば、他の種類の生化
学試薬、容器、商業用販売向きのパッケージング等のパッケージ、検出試薬が結合される
基質、電子ハードウエア構成要素、使用説明書等）と組み合わされた、少なくとも１つ以
上の検出試薬を指すことが意図される。したがって、本発明は更に、パッケージ化された
プローブおよびプライマーセット（例えば、ＴａｑＭａｎプローブ／プライマーセット）
、核酸分子のアレイ／マイクロアレイ、および１つ以上のＡＬＫ耐性突然変異体を検出す
るための１つ以上のプローブ、プライマー、または他の検出試薬を含有するビーズを含む
が、これらに限定されない、ＡＬＫ耐性突然変異体検出キットおよびシステムを提供する
。キット／システムは任意に、種々の電子ハードウエア構成要素を含む可能性がある。例
えば、種々の製造業者によって提供されるアレイ（例えば、ＤＮＡチップ）および微小流
体システム（例えば、ラブオンチップシステム）は典型的に、ハードウエア構成要素を含
む。他のキット／システム（例えば、プローブ／プライマーセット）は、電子ハードウエ
ア構成要素を含まない場合があるが、例えば、１つ以上のＡＬＫ耐性突然変異体検出試薬
と共に、１つ以上の容器中にパッケージ化された他の生化学試薬を含み得る。
【０２３５】
　幾つかの実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体検出キットは典型的に、ＡＬＫ耐性突然
変異を含むポリヌクレオチドの増幅および／または検出等のアッセイまたは反応を行うた
めに必要な、１つ以上の検出試薬および他の構成成分（例えば、緩衝剤、ＤＮＡポリメラ
ーゼまたはリガーゼ等の酵素、デオキシヌクレオチド三リン酸等の鎖伸長ヌクレオチド、
陽性対照配列、陰性対照配列等）を含有する。キットは、標的ポリヌクレオチド量を決定
するための手段、および適切な基準と比較するための手段を更に含有することができ、ま
たＡＬＫ耐性突然変異を検出するためにキットを使用するための説明書を含むことができ
る。一実施形態では、本明細書に開示されるＡＬＫ耐性突然変異のうちの１つ以上を検出
するための１つ以上のアッセイを行うために必要な試薬を含有するキットが提供される。
ＡＬＫ耐性突然変異検出キット／システムは、ＡＬＫ耐性突然変異にある、またはその近
くの核酸分子とハイブリッド形成する、例えば、１つ以上のプローブ、またはプローブの
対を含有してもよい。
【０２３６】
　具体的な実施形態では、キットは、第１のおよび第２のプライマーを含み、ここで第１
および第２のプライマーは、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を含むアンプリコンを増幅する。
他の実施形態では、キットは、阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫをコードするポリヌク
レオチドとストリンジェントな条件下でハイブリッド形成するポリヌクレオチド配列を含
む、少なくとも１つのプローブを含む。
【０２３７】
　また、キットを使用して、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体ポリペプチドを検出することも
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できる。これらの実施形態では、キットは、１つ以上の他の種類の要素または構成要素（
例えば、他の種類の生化学試薬、容器、商業用販売の規模用パッケージング等のパッケー
ジ、電子ハードウエア構成要素、洗浄試薬、抗体等の結合特異的結合剤の存在を検出する
ことが可能なキットの試薬／化学物質）と組み合わせて、抗体等の、ＡＬＫ耐性突然変異
体ポリペプチドに特異的に結合する薬剤を含む。
【０２３８】
　具体的な実施形態では、キットは、区画化されたキットを含み、試薬が別個の容器中に
含有される任意のキットを含む。かかる容器には、小ガラス容器、プラスチック容器、ま
たはプラスチック片もしくは紙片が含まれる。かかる容器は、試料および試薬が相互汚染
されず、かつ各容器の薬剤または溶液が定量的様式で１つの区画から別の区画に添加され
得るように、試薬を１つの区画から別の区画に効率的に移すことを可能にする。かかる容
器には、試験試料を受容することになる容器、アッセイに使用される抗体またはプローブ
を含有する容器、洗浄試薬（リン酸塩緩衝食塩水、トリス緩衝剤等）を含有する容器、お
よび結合された抗体またはハイブリッド形成されたプローブを検出するために使用される
試薬を含有する容器が含まれてもよい。上述のものを含むが、これらに限定されない、当
該技術分野で既知の任意の検出試薬が、使用される得る。
【０２３９】
　ＡＬＫ耐性突然変異体を検出するための方法を使用して、対象において、異常なＡＬＫ
活性に関連する疾患を診断することができる。更に、本明細書に記載されるスクリーニン
グアッセイを使用して特定されたＡＬＫ耐性突然変異体を阻害する薬剤を使用して、かか
る疾患を治療することができる。ＡＬＫ活性によって媒介される疾患には、一部には遊走
、浸潤、増殖、および浸潤性の細胞増殖に関連する他の生物学的活性を特徴とする疾患が
含まれるが、これらに限定されない。かかる疾患には、癌が含まれる。故に、対象におい
て、少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能
性が高い癌の存在を診断するための方法が提供される。かかる方法は、特異的結合剤（例
えば、抗体）によりＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドを検出すること、またはＡＬＫ耐
性突然変異を検出することが可能なポリヌクレオチドを使用してＡＬＫ耐性突然変異を検
出すること等、上述の方法のいずれかを使用して対象からの生物学的試料を、ＡＬＫ阻害
剤耐性突然変異の存在についてアッセイすることを含むことができる。
【０２４０】
　「癌」という用語は、無秩序な細胞増殖を特徴とする、対象における病態を指し、ここ
で癌性の細胞は、局所浸潤および／または非隣接の部位への転移が可能である。本明細書
で使用されるとき、「癌細胞」、「癌性の細胞」、または「腫瘍細胞」は、この無秩序な
細胞増殖および浸潤性特性を特徴とする細胞を指す。
【０２４１】
　「癌」という用語は、限定なしに、心臓系の癌：肉腫（血管肉腫、線維肉腫、横紋筋肉
腫、脂肪肉腫）、粘液腫、横紋筋腫、線維腫、脂肪腫、および奇形腫；肺の癌：気管支原
性癌（扁平上皮細胞、未分化小細胞、未分化大細胞、腺癌）、肺胞（細気管支）癌、気管
支腺腫、肉腫、リンパ腫、軟骨性過誤腫（ｃｈｏｎｄｒｏｍａｔｏｕｓ　ｈａｎｌａｒｔ
ｏｍａ）、中皮腫（ｉｎｅｓｏｔｈｅｌｉｏｍａ）；胃腸系の癌：食道（扁平上皮癌、腺
癌、平滑筋肉腫、リンパ腫）、胃（癌腫、リンパ腫、平滑筋肉腫）、膵臓（膵管腺癌、イ
ンスリノーマ、グルカゴノーマ、ガストリノーマ、カルチノイド腫瘍、ビポーマ）、小腸
（腺癌、リンパ腫、カルチノイド腫瘍、カポジ肉腫、平滑筋腫、血管腫、脂肪腫、神経線
維腫、線維腫）、大腸（腺癌、管状腺腫、絨毛腺腫、過誤腫、平滑筋腫）；尿生殖路腎臓
の癌（腺癌、ウィルムス腫瘍［腎芽細胞腫］、リンパ腫、白血病）、膀胱および尿道（扁
平上皮癌、移行上皮癌、腺癌）、前立腺（腺癌、肉腫）、精巣（セミノーマ、奇形腫、胚
性癌腫、奇形癌腫、絨毛癌、肉腫、間質細胞癌腫、線維腫、線維腺腫、類腺腫瘍、脂肪腫
）；肝臓の癌：肝癌（肝細胞癌）、胆管癌、肝芽腫、血管肉腫、肝細胞腺腫、血管腫；骨
の癌：骨原性肉腫（骨肉腫）、線維肉腫、悪性線維性組織球腫、軟骨肉腫、ユーイング肉
腫、悪性リンパ腫（細網細胞肉腫）、多発性骨髄腫、悪性巨細胞腫瘍　脊索腫、骨軟骨腫
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（ｏｓｔｅｏｃｈｒｏｎｆｒｏｍａ）（骨軟骨性外骨症）、良性軟骨腫、軟骨芽細胞腫、
軟骨粘液線維腫、類骨骨腫、および巨細胞腫瘍；神経系の癌：頭蓋（骨腫、血管腫、肉芽
腫、黄色腫、変形性骨炎）、髄膜（髄膜腫、髄膜肉腫、神経膠腫症）、脳（星状細胞腫、
髄芽細胞腫、神経膠腫、上衣腫、胚細胞腫［松果体腫］、多形膠芽腫、乏突起神経膠腫、
シュワン細胞腫、網膜芽細胞腫、先天性腫瘍）、脊髄神経線維腫、髄膜腫、神経膠腫、肉
腫）；婦人科の癌：子宮（子宮内膜癌）、子宮頚部（子宮頚癌、前腫瘍性子宮頚部異形成
）、卵巣（卵巣癌［漿液性嚢胞腺癌、粘液嚢胞腺癌、未分類癌腫］、顆粒膜－莢膜細胞腫
瘍、セルトリ・ライディッヒ細胞腫瘍、未分化胚細胞腫、悪性奇形腫）、外陰部（扁平上
皮癌、上皮内癌、腺癌、線維肉腫、黒色腫）、膣（明細胞癌、扁平上皮癌、ブドウ状肉腫
（胚性横紋筋肉腫）、卵管（癌腫）；血液系癌：血液（骨髄性白血病［急性および慢性］
、急性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ球性白血病、骨髄増殖性疾患、多発性骨髄腫、骨
髄異形成症候群）、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫［悪性リンパ腫］、未分化大細胞リ
ンパ腫（ＡＬＣＬ）；皮膚癌：悪性黒色腫、基底細胞癌、扁平上皮癌、カポジ肉腫、黒子
異形成母斑、脂肪腫、血管腫、皮膚線維腫、ケロイド、乾癬；ならびに副腎の癌：神経芽
細胞腫を含む、全ての形態の癌腫、黒色腫、肉腫、リンパ腫、および白血病を含むが、こ
れらに限定されない全ての種類の癌を包含する。
【０２４２】
　ある実施形態では、癌は、大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、悪性組織球症、炎症性筋線維芽細
胞性腫瘍肉腫、食道扁平上皮癌、乳癌、結腸直腸癌、非小細胞肺癌、神経芽細胞腫、膀胱
癌、腎臓癌、および膠芽腫である。
【０２４３】
　「対象」とは、イヌ、ネコ、畜牛、ウマ、ブタ、ヒツジ等であるが、これらに限定され
ない哺乳動物、例えば、霊長類、ヒト、農業用動物、および家畜が意図される。幾つかの
実施形態では、診断または治療されている対象は、ヒトである。
【０２４４】
　本方法を使用して、本明細書に開示される検出方法を使用した、ＡＬＫ阻害剤耐性突然
変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質、またはそれをコードするポリヌクレオチドの
検出を通じて、癌を有することが以前に知られていない対象において、癌を診断すること
ができる。
【０２４５】
　また、本方法を使用して、本明細書に開示される検出方法を使用した、ＡＬＫ阻害剤耐
性突然変異体ポリペプチドまたはそれをコードするポリヌクレオチドの検出を通じて、異
常なＡＬＫ活性に関連する癌を有することが以前に知られた対象において、少なくとも１
つのＡＬＫキナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断
することもできる。これらの実施形態では、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異体は、ゲノム増幅
またはタンパク質過剰発現が、異常なＡＬＫ活性および癌発達をもたらす可能性があるた
め、必ずしもＡＬＫ発癌性融合タンパク質の一部である必要はない。したがって、「異常
なＡＬＫ活性」は、癌性の状態の発達および／または維持に寄与するために十分である、
増加されたＡＬＫ活性（それはゲノム増幅、タンパク質過剰発現もしくは過剰活性化、ま
たは構成的に活性なＡＬＫ発癌性融合タンパク質の存在に起因し得る）を指す。したがっ
て、異常なＡＬＫ活性に関連する癌は、異常なＡＬＫ活性が癌の発達および／または増殖
に寄与する癌である。
【０２４６】
　本明細書に開示される方法を通じて特定されるＡＬＫ耐性突然変異体阻害剤は、ＡＬＫ
耐性突然変異を有する癌の治療に使用され得る。更に、ＡＬＫ耐性突然変異体の発現を低
減する薬剤（例えば、サイレンシング因子）を使用して、ＡＬＫ耐性突然変異を有する癌
を治療することができる。
【０２４７】
　本明細書で使用されるとき、「治療」は、有益なまたは所望の臨床結果を得るためのア
プローチである。本発明において、有益なまたは所望の臨床結果には、症状の緩和、視覚



(71) JP 6223822 B2 2017.11.1

10

20

30

40

50

の部分的なまたは完全な回復（例えば、中心視、視力）、障害の程度の縮減、障害（例え
ば、錐体光受容体の変性）の安定化（すなわち、悪化していない）状態、障害の進行の遅
延または緩徐化、障害の寛解または和らげ、および網膜障害の予防、その阻害、またはそ
れを発症する危険性の低減が含まれるが、これらに限定されない。「治療」は、治療的処
置および予防的（ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ）または予防的（ｐｒｅｖｅｎｔａｔｉｖｅ
）措置の両方を指す。治療を必要とするものには、すでに障害を有するもの（更なる変性
を予防するため）、ならびに障害が予防されるべきものが含まれる。障害を「和らげるこ
と」とは、治療なしでの状況と比較して、障害の程度および／もしくは望ましくない臨床
徴候を低下させる、かつ／または進行の時間経過を緩徐化または延長することを意味する
。
【０２４８】
　幾つかの実施形態では、ＡＬＫ耐性突然変異体阻害剤は、薬学的に許容される担体と共
に投与され、それは本明細書で薬学的組成物と称される。本明細書で使用されるとき、「
薬学的に許容される担体」という用語は、薬学的投与と適合する溶媒、分散媒体、抗菌剤
および抗真菌剤、等張剤等を含む。補足的な活性化合物もまた、組成物中に組み込むこと
ができる。
【０２４９】
　本発明の薬学的組成物は、その意図される投与経路と適合するように製剤化される。投
与経路の例としては、非経口、例えば、静脈内、皮内、皮下、経口（例えば、吸入）、経
皮（局所）、経粘膜、および直腸投与が挙げられる。加えて、治療上有効量の薬学的組成
物を、治療を必要とする領域に（例えば、ＴR細胞機能を阻害することが所望される身体
の領域に）局所的に投与することが望ましい場合がある。これは、例えば、外科手術中の
局部（ｌｏｃａｌ）または局所（ｒｅｇｉｏｎａｌ）注入または灌流、局所適用、注射、
カテーテル、坐薬、または移植組織（例えば、シリコンゴム（ｓｉａｌａｓｔｉｃ）膜ま
たは繊維等の膜を含む、多孔質、非多孔質、またはゼラチン質物質から形成される移植組
織）等によって達成することができる。一実施形態では、投与は、治療されるべきである
癌の部位（または以前の部位）での直接注射による可能性がある。別の実施形態では、治
療上有効量の薬学的組成物は、リポソーム等の小胞中で送達される（例えば、Ｌａｎｇｅ
ｒ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：１５２７－３３、およびＴｒｅａｔ　ｅｔ　ａ
ｌ．，ｉｎ　Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　Ｉｎｆｅｃｔ
ｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ，Ｌｏｐｅｚ　Ｂｅｒｅｓｔｅｉｎ　
ａｎｄ　Ｆｉｄｌｅｒ（ｅｄｓ．），Ｌｉｓｓ，Ｎ．Ｙ．，ｐｐ．３５３－６５，１９８
９を参照されたい）。
【０２５０】
　なおも別の実施形態では、治療上有効量の薬学的組成物を、制御放出系で送達すること
ができる。一例では、ポンプが使用され得る（例えば、Ｌａｎｇｅｒ（１９９０）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２４９：１５２７－３３、Ｓｅｆｔｏｎ（１９８７）Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉ
ｏｍｅｄ．Ｅｎｇ．１４：２０１－４０、Ｂｕｃｈｗａｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８０）
Ｓｕｒｇｅｒｙ　８８：５０７－１６、Ｓａｕｄｅｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｎ．Ｅ
ｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２１：５７４－７９を参照されたい）。別の例では、ポリマー物
質が使用され得る（例えば、Ｌｅｖｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２
８：１９０－９２、Ｄｕｒｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ａｎｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．２
５：３５１－５６、Ｈｏｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．
７１：１０５－１２を参照されたい）。Ｌａｎｇｅｒ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４
９：１５２７－３３によって考察されるもの等の他の制御放出系もまた使用することがで
きる。
【０２５１】
　非経口、皮内、または皮下適用のために使用される溶液または懸濁液は、次の構成成分
を含み得る：注射用の水、食塩水溶液、固定油、ポリエチレングリコール、グリセリン、
プロピレングリコール、または他の合成溶媒等の滅菌希釈剤；ベンジルアルコールまたは
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メチルパラベン等の抗菌剤；アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウム等の酸化防止剤；
エチレンジアミン四酢酸等のキレート薬剤；酢酸塩、クエン酸塩、またはリン酸塩等の緩
衝剤、および塩化ナトリウムまたはデキストロース等の張性の調整のための薬剤。ｐＨは
、塩酸または水酸化ナトリウム等の、酸または塩基で調整することができる。非経口調製
物は、アンプル、使い捨て注射器、またはガラスもしくはプラスチック製の複数回投与バ
イアル中に封入することができる。
【０２５２】
　注入用の使用に好適な薬学的組成物には、滅菌水溶液（水溶性の場合）または分散剤、
および滅菌注射液または分散剤の即時調製のための滅菌粉末が含まれる。静脈内投与のた
めの好適な担体には、生理食塩水、静菌水、Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ（登録商標）ＥＬ（ＢＡ
ＳＦ、Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ，ＮＪ）、またはリン酸塩緩衝食塩水（ＰＢＳ）が含まれる
。全ての場合おいて、組成物は、滅菌されていなければならず、容易にシリンジで注射で
きる程度に流動的であるべきである。それは製造および保管の条件下で安定でなければな
らず、細菌および真菌等の微生物の汚染作用から守られなければならない。担体は、例え
ば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、およ
び液体ポリエチレングリコール等）を含む溶媒または分散媒、およびそれらの好適な混合
物であり得る。適切な流動性は、例えば、レシチン等のコーティングの使用によって、分
散物の場合には必要とされる粒径の維持によって、および界面活性剤の使用によって維持
することができる。微生物の作用の防止は、種々の抗菌剤および抗真菌剤、例えば、パラ
ベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサール等によって達成す
ることができる。多くの場合、等張剤、例えば、糖、マンニトール、ソルビトール等のポ
リアルコール、塩化ナトリウムを組成物中に含むことが好ましいであろう。注射用組成物
の持続的吸収は、組成物中に、吸収を遅延させる薬剤、例えば、モノステアリン酸アルミ
ニウムおよびゼラチンを含むことによってもたらすことができる。
【０２５３】
　滅菌注射液は、必要な量の活性化合物を、必要に応じて、上に列挙された成分の１つま
たはその組み合わせとともに適切な溶媒中に組み入れ、続いて濾過滅菌することによって
調製することができる。一般に、分散剤は、活性化合物を、塩基性分散媒体および上で列
挙されたものからの必要とされる他の成分を含有する滅菌ビヒクル中に組み込むことによ
って調製される。滅菌注射液の調製のための滅菌粉末の場合、好ましい調製方法は、真空
乾燥および凍結乾燥であり、それにより、活性成分の粉末に加えて、すでに滅菌濾過した
その溶液からの任意の追加的な所望の成分を得る。
【０２５４】
　経口組成物は、一般に、不活性希釈剤または可食性担体を含む。それらは、ゼラチンカ
プセル中に封入すること、または錠剤に圧縮することができる。経口治療的投与において
、活性化合物は、賦形剤と共に組み込むことができ、錠剤、トローチ、またはカプセルの
形態で使用することができる。経口組成物はまた、マウスウォッシュとして使用するため
に流動担体を使用して調製することができ、ここで流動担体中の化合物は、経口で適用さ
れ、ゆすがれ、吐き出されるかまたは飲み込まれる。薬学的に適合する結合剤、および／
またはアジュバント物質を、組成物の一部として含めることができる。錠剤、丸薬、カプ
セル、トローチ等は、次の成分のいずれか、または同様の性質の化合物を含有することが
できる：微結晶性セルロース、ゴムトラガカント、もしくはゼラチン等の結合剤；デンプ
ンもしくは乳糖等の賦形剤、アルギン酸、プリモゲル（Ｐｒｉｍｏｇｅｌ）、もしくはコ
ーンスターチ等の崩壊剤；ステアリン酸マグネシウムもしくはステロテス（Ｓｔｅｒｏｔ
ｅｓ）等の滑沢剤；コロイド状二酸化ケイ素等の流動促進剤；蔗糖もしくはサッカリン等
の甘味剤；またはペパーミント、サリチル酸メチル、もしくはオレンジ香料等の香料剤。
吸入による投与については、化合物は、好適な噴霧剤、例えば、二酸化炭素等のガスを含
有する圧力容器またはディスペンサー、または噴霧器からのエアロゾルスプレーの形態で
送達される。
【０２５５】
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　全身投与は、経粘膜手段または経皮手段によることもできる。経粘膜または経皮投与の
ために、障壁を透過するのに適した浸透剤が製剤中に使用される。かかる浸透剤は、当該
技術分野において一般に知られており、例えば、経粘膜投与のためには、洗剤、胆汁塩、
およびフシジン酸誘導体を含む。経粘膜投与は、鼻内スプレーまた坐薬の使用を通じて達
成することができる。経皮投与については、活性化合物は、当該技術分野で一般知られる
ように、軟膏、膏薬、ゲル、またはクリーム中に製剤化される。化合物はまた、直腸送達
のために、（例えば、ココアバターおよび他のグリセリド等の従来の坐薬基剤を有する）
坐薬、または保持浣腸の形態で調製することもできる。
【０２５６】
　一実施形態では、活性化合物は、化合物を、埋め込みおよびマイクロカプセル封入送達
系を含む、制御放出製剤等の、身体からの急速な排出から保護する担体と共に調製される
。エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステ
ル、およびポリ乳酸等の生分解性、生体適合性ポリマーを使用することができる。かる製
剤の調製のための方法は、当業者に明らかであろう。物質はまた、Ａｌｚａ　Ｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎおよびＮｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃから商業的に得
ることもできる。リポソーム懸濁液（特異的受容体に対するモノクローナル抗体で感染細
胞を標的としたリポソームを含む）もまた、薬学的に許容される担体として使用すること
ができる。これらは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号に記載されるように、当
業者に知られる方法に従って調製することができる。
【０２５７】
　ポリヌクレオチドは、ネイキッドＤＮＡまたはＲＮＡとして、欠損もしくは弱毒化レト
ロウイルスまたは他のウイルスベクターを使用した感染によって直接注射することができ
、あるいは脂質もしくは細胞表面受容体またはトランスフェクション剤でコーティングし
、リポソーム、微粒子、またはマイクロカプセル中にカプセル封入すること、あるいは核
に進入することが知られるペプチドと連結してそれらを投与することによって、受容体媒
介型エンドサイトーシスに供されるリガンドと連結してそれを投与することによって（例
えば、Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗｕ（１９８７）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６２：４４２９－４
４３２を参照されたい）（受容体を特異的に発現する細胞型を標的とするために使用する
ことができる）等が可能である。別の実施形態では、リガンドがエンドソームを撹乱する
ための融合性ウイルスペプチドを含む、ポリヌクレオチド－リガンド複合体を形成するこ
とができ、ポリヌクレオチドがリソソーム分解を回避することを可能にする。なおも別の
実施形態では、ポリヌクレオチドは、特異的受容体を標的とすることによって、細胞特異
的取り込みおよび発現に対して、体内で標的化することができる。代替的に、ポリヌクレ
オチドは、相同組み換えによって、細胞内に導入され、発現のために宿主細胞ＤＮＡ内に
組み込まれ得る（Ｋｏｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈｉｅｓ（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：８９３２－８９３５、Ｚｉｊｉｓｔｒａ　ｅｔ
　ａｌ．（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３４２：４３５－４３８）。
【０２５８】
　投与の容易性および投薬量の均一性のために、経口または非経口組成物を単位剤形で製
剤化することがとりわけ有利である。本明細書で使用される単位剤形とは、対象を、必要
とされる薬学的担体を伴い、所望の治療効果をもたらすように算出された、既定の量の活
性化合物を含有する、各単位により治療するために、単位の投薬（ｕｎｉｔａｒｙ　ｄｏ
ｓａｇｅｓ）として適した、物理的に個別的な単位を指す。本発明の単位剤形の仕様は、
活性化合物の固有の特徴および達成されるべき特定の治療効果、ならびに個人の治療のた
めにかかる活性化合物を調合する技術分野の本質的な限界によって決定付けられ、またそ
れに直接依存する。
【０２５９】
　薬学的組成物は、投与のための説明書と共に、容器、パック、またはディスペンサーに
含めることができる。
【０２６０】
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　投与が治療目的のためであるとき、投与は、予防的（ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ）（す
なわち、予防的（ｐｒｅｖｅｎｔａｔｉｖｅ））または治療的目的のいずれのためであっ
てもよい。予防的に提供されるとき、物質は、あらゆる症状の前に提供される。物質の予
防的投与は、あらゆるその後の症状を阻止または減弱する機能を果たす。治療的に提供さ
れるとき、物質は、症状の発現時（またはその直後）に提供される。物質の治療的投与は
、任意の実際の症状を減弱する機能を果たす。
【０２６１】
　本明細書に記載される治療（ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）様式が、単独で、または外科的療法
、放射線療法、化学療法（例えば、当該技術分野で周知の任意の化学療法剤を用いて）、
もしくは免疫療法を含むが、これらに限定されない、他の治療（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
）様式と組み合わせて（すなわち、アジュバント療法として）使用されてもよいことは、
当業者によって理解されるであろう。
【０２６２】
　当業者であれば、疾患もしくは障害の重症度、過去の治療、対象の全般的な健康および
／もしくは年齢、ならびに存在する他の疾患を含むが、これらに限定されない、対象を効
果的に治療するために必要とされる、いくつかの種類の要因が投薬量に影響を及ぼし得る
ことを理解するであろう。更に、治療上有効量のＡＬＫ耐性突然変異体阻害剤による対象
の治療は、単一の治療を含むことができるか、または、好ましくは、一連の治療を含むこ
とができる。治療に使用されるＡＬＫ耐性突然変異体阻害剤の有効な投薬量が、特定の治
療の経過にわたって増加または減少されてもよいこともまた理解されるであろう。投薬量
の変化が生じ得、本明細書に記載される診断アッセイの結果から明らかとなり得る。
【０２６３】
　かかる活性化合物の適切な用量は、専門の医師、獣医、または研究者の知識内にある幾
つかの要因に依存することが理解される。活性化合物の用量（複数可）は、例えば、処置
されている対象または試料の素性、サイズ、および病態に依存して、更に、該当する場合
、組成物が投与されるべき経路、ならびに活性化合物がＡＬＫ耐性突然変異体に対して有
する、開業医が所望する効果に依存して、異なるであろう。例示的な用量は、対象または
試料重量のキログラム当たりの、ミリグラムまたはマイクログラム量の小分子（例えば、
キログラム当たり約１マイクログラム～キログラム当たり約５００ミリグラム、キログラ
ム当たり約１００マイクログラム～キログラム当たり約５ミリグラム、またはキログラム
当たり約１マイクログラム～キログラム当たり約５０マイクログラム）を含む。活性剤の
適切な用量は、調節されるべき発現または活性に関する活性剤の効力に依存することが更
に理解される。かかる適切な用量は、本明細書に記載されるアッセイを使用して決定され
てもよい。これらの小分子のうちの１つ以上が、ＡＬＫ耐性突然変異体の発現レベルまた
は活性を低減するために動物（例えば、ヒト）に投与されるべきであるとき、医師、獣医
、または研究者は、例えば、最初に比較的低用量を処方し、その後、適切な反応が得られ
るまで用量を増加させてもよい。加えて、任意の特定の動物対象に対する特異的な用量レ
ベルは、用いられる特異的な化合物の活性、対象の年齢、体重、全般的な健康、性別、お
よび食生活、投与時間、投与経路、排泄率、任意の薬物の組み合わせ、ならびに調節され
るべき発現または活性の度合いを含む、多様な要因に依存することが理解される。
【０２６４】
　ＡＬＫ耐性突然変異体阻害剤の治療上有効量は、動物研究によって決定することができ
る。動物アッセイが使用されるとき、投薬量は、動物アッセイにおいて有効であることが
示された濃度と同様の標的組織中濃度を提供するために投与される。治療の方法は、ＡＬ
Ｋ耐性突然変異体阻害剤の治療上有効量の単回投与または治療上有効量の複数回投与を含
んでもよいことが認識される。
【０２６５】
　細胞増殖を阻害する所望の効果を効果的に達成する任意の送達系または治療レジメンを
、使用することができる。故に、例えば、ＡＬＫ耐性突然変異体阻害剤またはＡＬＫ耐性
突然変異体特異的結合剤を含む、有効な量の本発明の薬学的組成物を含む製剤を、ＡＬＫ
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耐性突然変異体の活性に関連する幾つかの臨床適応症の治療、予防、および診断の目的の
ために使用することができる。
【０２６６】
　「ａ」または「ａｎ」主体という用語は、その主体の１つ以上を指すことに留意された
く、例えば、「ポリペプチド」は、１つ以上のポリペプチドを表すことが理解される。し
たがって、「ａ」（または「ａｎ」）、「１つ以上」、および「少なくとも１つ」という
用語は、本明細書で交換可能に使用することができる。
【０２６７】
　本明細書および実施形態全体を通じて、「を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」、「を含む（
ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」、および「を含むこと（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という単語は
、文脈上、別様であることが必要である場合を除いて、非排他的な意味で使用される。
【０２６８】
　本明細書で使用されるとき、「約」という用語は、値を指すとき、幾つかの実施形態で
は±５０％、幾つかの実施形態では±２０％、幾つかの実施形態では±１０％、幾つかの
実施形態では±５％、幾つかの実施形態では±１％、幾つかの実施形態では±０．５％、
および幾つかの実施形態では±０．１％である、指定される量からの変動を包含すること
が意図され、したがって変動は、本開示の方法を行うため、または本開示の組成物を用い
るために適切である。
【０２６９】
　更に、量、濃度、または他の値もしくはパラメータが、範囲、好ましい範囲、または好
ましい上限値と好ましい下限値との一覧のいずれかとして与えられるとき、これは、範囲
が別個に開示されているかどうかに関わらず、上限範囲または好ましい値と任意の下限範
囲または好ましい値との任意の対から形成される、全ての範囲を具体的に開示していると
して理解されるべきである。数値の範囲が本明細書に列挙される場合、別段の定めのない
限り、その範囲は、その終点ならびにその範囲内の全ての整数および分数を含むことが意
図される。本開示の主題の範囲が、範囲を規定するときに列挙される具体的な値に限定さ
れることは意図されない。
【０２７０】
　別途規定されない限り、本明細書で使用される全ての学術用語および科学用語は、本発
明が属する技術分野の専門家によって一般的に理解されるものと同じ意味を有する。本発
明の実践または試験において本明細書と同様の任意の方法および物質を使用することがで
きるが、好ましい方法および物質が本明細書に記載される。
【０２７１】
　次の実施例は、限定としてではなく、例証として提供される。
【実施例】
【０２７２】
実施例１．小分子キナーゼ阻害剤に対する耐性を付与するＡＬＫの点突然変異の特定およ
び特徴付け
　マウス細胞株ＢａＦ３を、ｐｃＤＮＡ３ｎｅｏ－ＮＰＭ－ＡＬＫ発現構築物で安定にト
ランスフェクトした（ＮＰＭ－ＡＬＫのヌクレオチド配列およびアミノ酸配列は、それぞ
れ、配列番号３および４に記載される）。ＮＰＭ－ＡＬＫ／ＢａＦ３細胞クローンを、阻
害剤耐性スクリーニングに使用するために、限界希釈によって単離した。阻害剤耐性コロ
ニーについてのスクリーニングを、阻害剤への間欠的曝露または連続的曝露のいずれかを
含む小規模な修正により、以前に記述されたように行った（ｖｏｎ　Ｂｕｂｎｏｆｆ　ｅ
ｔ　ａｌ．（２００５）Ｂｌｏｏｄ　１０５：１６５２－１６５９、ｖｏｎ　Ｂｕｂｎｏ
ｆｆ　ｅｔ　ａｌ．（２００６）Ｂｌｏｏｄ　１０８：１３２８－１３３３、Ｋａｎｃｈ
ａ　ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　１５：４６０－４６７
、ｖｏｎ　Ｂｕｂｎｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　６９：３
０３２－３０４１、ｖｏｎ　Ｂｕｂｎｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｃｅｌｌ　Ｃｙ
ｃｌｅ　４：４００－４０６）。簡潔に述べると、ＮＰＭ－ＡＬＫ／ＢａＦ３細胞を、９
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６ウェルプレート中、ウェル当たり１×１０5細胞の密度で、種々の濃度の二重ＡＬＫ／
ＭＥＴ阻害剤ＰＦ－０２３４１０６６（Ｐｆｉｚｅｒ）またはＡＬＫ阻害剤化合物ＮＶＰ
－ＴＡＥ６８４（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）の存在下で培養した（Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．（２００７）Ｍｏｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ　６：３３１４－３３２２、Ｍ
ｃＤｅｒｍｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００８）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　６８：３３８９－
３３９５、Ｇａｌｋｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００７）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓ
ｃｉ　ＵＳＡ　１０４：２７０－２７５）。可視の細胞コロニーを選択し、増大させ、Ａ
ＬＫキナーゼドメインにおける阻害剤耐性突然変異を特定するために配列分析を行った。
【０２７３】
　表２は、特定した突然変異の各々を列挙する。ＡＬＫキナーゼドメインの１３の異なる
アミノ酸位置で、総計１８の突然変異の交換を特定した。突然変異の各々を、ＢａＦ３細
胞中で、野生型（ＷＴ）ＮＰＭ－ＡＬＫ（配列番号４）の部位特異的突然変異誘発によっ
て再構築し、ＷＴ　ＮＰＭ－ＡＬＫを発現するＢａＦ３細胞と比較して、ＰＦ－０２３４
１０６６への耐性を付与することが示された。ＮＶＰ－ＴＡＥ６８４を使用した選択によ
って特定した突然変異の全てもまた、ＰＦ－０２３４１０６６への耐性を付与したことに
留意されたい（データは図示されず）。
【０２７４】
表２．ＮＰＭ－ＡＬＫ融合タンパク質中に存在するとき、阻害剤化合物ＰＦ－０２３４１
０６６またはＮＶＰ－ＴＡＥ６８４への耐性を付与する、ＡＬＫキナーゼドメインにおけ
る突然変異
【表２－１】



(77) JP 6223822 B2 2017.11.1

10

20

30

40

【表２－２】

＊アミノ酸残基の位置は、完全長ＡＬＫタンパク質に対してであり、その配列は、配列番
号２に記載される。
【０２７５】
　ＰＦ－０２３４１０６６についての細胞傷害性ＩＣ50決定を、７２時間ＸＴＴアッセイ
によって、特定された突然変異の各々を含有するＮＰＭ－ＡＬＫ／ＢａＦ３細胞上で、そ
れらの突然変異が阻害剤耐性を付与することを明解に確認するために、以前に記載された
（Ｌａｇｉｓｅｔｔｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００９）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．５２：６９７
９－６９９０）ように行った。特定されたＡＬＫ　ＫＤ突然変異のうちの３つによって付
与された、細胞死に対する耐性のレベルを示す代表的な結果を図１に例証する。ＰＦ－０
２３４１０６６についてのＩＣ50値を表３に示す。３つの突然変異の各々は、正常な親Ｂ
ａＦ３よりも高いＰＦ－０２３４１０６６のＩＣ50に関連し、これらの突然変異を含有す
る腫瘍細胞を効率的に死滅させるために必要とされるＰＦ－０２３４１０６６の濃度が、
正常な組織に対して毒性である可能性が高いであろうことを示す。
【０２７６】
表３．親ＢａＦ３細胞（なし）、または特定された阻害剤耐性突然変異を有する、天然（
野生型）ＮＰＭ－ＡＬＫもしくはＮＰＭ－ＡＬＫを発現するＢａＦ３細胞中のＰＦ－０２
３４１０６６のＩＣ50値
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【表３】

【０２７７】
　本明細書で言及される全ての刊行物および特許出願は、本発明が属する技術分野の専門
家の水準を示す。全ての刊行物および特許出願は、各々の個々の刊行物および特許出願が
、参照により具体的におよび個々に組み込まれて示されるかのように、同じ程度まで参照
により本明細書に組み込まれる。
【０２７８】
　本明細書に記載される本発明の多くの修正および他の実施形態が、前述の説明および関
連する図表に提示される教示の利益を有する、これらの発明が属する技術分野の専門家に
想定されよう。したがって、本発明が、開示される具体的な実施形態に限定されるべきで
ないこと、ならびに修正および他の実施形態が、実施形態および添付の特許請求の範囲の
上述の一覧の範囲内に含まれるように意図されることを理解されたい。本明細書で具体的
な用語が用いられているが、それらは包括的かつ記述的な意味合いで使用されるにすぎず
、限定を目的としたものではない。

　本発明のまた別の態様は、以下のとおりであってもよい。
〔１〕以下からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、単離されたポリヌクレオ
チド：
　　　ａ）配列番号５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２５、２７、２
９、３１、９８、１００、または１０２に記載されるヌクレオチド配列、
　　　ｂ）配列番号６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２６、２８、
３０、３２、９９、１０１、または１０３に記載されるアミノ酸配列をコードする、ヌク
レオチド配列、
　　　ｃ）配列番号５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸残基
１１２３位に対応する位置にセリン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記ポリ
ヌクレオチドは、少なくとも１つの未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ）小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｄ）配列番号７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸残基
１１２３位に対応する位置にアラニン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記ポ
リヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ
活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｅ）配列番号９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号１０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコ
ードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸残
基１１２９位に対応する位置にそのバリン残基を有するポリペプチドをコードし、また前
記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｆ）配列番号１１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
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列、または配列番号１２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１３２位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記
ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｇ）配列番号１３に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１５１位に対応する位置にメチオニン残基を有するポリペプチドをコードし、また
前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキ
ナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｈ）配列番号１５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１５６位に対応する位置にチロシン残基を有するポリペプチドをコードし、また前
記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｉ）配列番号１７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１７４位に対応する位置にシステイン残基を有するポリペプチドをコードし、また
前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキ
ナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｊ）配列番号１９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１７４位に対応する位置にイソロイシン残基を有するポリペプチドをコードし、ま
た前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である
キナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｋ）配列番号２１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１７４位に対応する位置にバリン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記
ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列と、
　　　ｌ）配列番号２５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１２０２位に対応する位置にアルギニン残基を有するポリペプチドをコードし、また
前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキ
ナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｍ）配列番号２７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１２０３位に対応する位置にアスパラギン残基を有するポリペプチドをコードし、ま
た前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である
キナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｎ）配列番号２９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号３０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
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残基１２１０位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記
ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｏ）配列番号３１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号３２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１２６９位に対応する位置にアラニン残基を有するポリペプチドをコードし、また前
記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｐ）配列番号９８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号９９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１４０６位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記
ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｑ）配列番号１００に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド
配列、または配列番号１０１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミ
ノ酸残基１４０８位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また
前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキ
ナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、および
　　　ｒ）配列番号１０２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するヌクレオチド
配列、または配列番号１０３に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミ
ノ酸残基１１７４位に対応する位置にロイシン残基を有するポリペプチドをコードし、ま
た前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である
キナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列。
〔２〕以下からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、前記〔１〕に記載の単離
されたポリヌクレオチド：
　　　ａ）配列番号５に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸残基
１１２３位に対応する位置にセリン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記ポリ
ヌクレオチドは、少なくとも１つの未分化リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ）小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｂ）配列番号７に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸残基
１１２３位に対応する位置にアラニン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記ポ
リヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ
活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｃ）配列番号９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配列
、または配列番号１０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコ
ードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸残
基１１２９位に対応する位置にそのバリン残基を有するポリペプチドをコードし、また前
記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｄ）配列番号１１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
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残基１１３２位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記
ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｅ）配列番号１３に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１４に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１５１位に対応する位置にメチオニン残基を有するポリペプチドをコードし、また
前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキ
ナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｆ）配列番号１５に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１５６位に対応する位置にチロシン残基を有するポリペプチドをコードし、また前
記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｇ）配列番号１７に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号１８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１７４位に対応する位置にシステイン残基を有するポリペプチドをコードし、また
前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキ
ナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｈ）配列番号１９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１７４位に対応する位置にイソロイシン残基を有するポリペプチドをコードし、ま
た前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である
キナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｉ）配列番号２１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１１７４位に対応する位置にバリン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記
ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｊ）配列番号２５に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１２０２位に対応する位置にアルギニン残基を有するポリペプチドをコードし、また
前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキ
ナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｋ）配列番号２７に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号２８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１２０３位に対応する位置にアスパラギン残基を有するポリペプチドをコードし、ま
た前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である
キナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｌ）配列番号２９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号３０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１２１０位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記
ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー



(82) JP 6223822 B2 2017.11.1

10

20

30

40

50

ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｍ）配列番号３１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号３２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１２６９位に対応する位置にアラニン残基を有するポリペプチドをコードし、また前
記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナ
ーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｎ）配列番号９８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配
列、または配列番号９９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸
残基１４０６位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また前記
ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナー
ゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、
　　　ｏ）配列番号１００に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド
配列、または配列番号１０１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミ
ノ酸残基１４０８位に対応する位置にリジン残基を有するポリペプチドをコードし、また
前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキ
ナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列、および
　　　ｐ）配列番号１０２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド
配列、または配列番号１０３に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミ
ノ酸残基１１７４位に対応する位置にロイシン残基を有するポリペプチドをコードし、ま
た前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である
キナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列。
〔３〕以下からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、前記〔１〕に記載の単離
されたポリヌクレオチド：
　　　ａ）配列番号３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、４９、５３、５
５、５７、５９、６１、６３、または１０４に記載されるヌクレオチド配列、
　　　ｂ）配列番号３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５４、５
６、５８、６０、６２、６４、または１０５に記載されるアミノ酸配列をコードする、ヌ
クレオチド配列、
　　　ｃ）配列番号３３、３５、３７、３９、４１、４３、４５、４７、４９、５３、５
５、５７、５９、６１、６３、または１０４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分
子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレ
オチド配列、
　　　ｄ）配列番号３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５４、５
６、５８、６０、６２、６４、または１０５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、前記ポ
リヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ
活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列。
〔４〕ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーをコードするヌクレオチド配列を更に含み
、また前記ポリヌクレオチドは、ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする、前記〔３〕
に記載の単離されたポリヌクレオチド。
〔５〕前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーは、ヌクレオホスミン（ＮＰＭ）、非
筋肉トロポミオシン３（ＴＰＭ３）、５－アミノイミダゾール－４－カルボキサミドリボ
ヌクレオチドホルミルトランスフェラーゼ／ＩＭＰシクロヒドロラーゼ（ＡＴＩＣ）、ク
ラスリン重鎖（ＣＬＴＣ）、ＴＲＫ－融合遺伝子（ＴＦＧ）、非筋肉トロポミオシン４（
ＴＰＭ４）、モエシン（ＭＳＮ）、Ｒａｎ結合タンパク質２（ＲａｎＢＰ２）、微小管会
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合タンパク質様４（ＥＭＬ４）、システイニルｔＲＮＡ合成酵素（ＣＡＲＳ）、キネシン
ファミリーメンバー５Ｂ（ＫＩＦ５Ｂ）、非筋肉ミオシン重鎖９（ＭＹＨ９）、ＳＥＣ３
１ホモログＡ（ＳＥＣ３１Ｌ１）、およびリングフィンガータンパク質２１３（ＲＮＦ２
１３）／染色体１７上のＡＬＫリンパ腫オリゴマー化パートナー（ＡＬＯ１７）からなる
群から選択される、前記〔４〕に記載の単離されたポリヌクレオチド。
〔６〕前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーは、配列番号９７に記載されるアミノ
酸配列を有する、前記〔５〕に記載の単離されたポリヌクレオチド。
〔７〕以下からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、前記〔１〕に記載の単離
されたポリヌクレオチド：
　　　ａ）配列番号６５、６７、６９、７１、７３、７５、７７、７９、８１、８５、８
７、８９、９１、９３、９５、または１０６に記載されるヌクレオチド配列、
　　　ｂ）配列番号６６、６８、７０、７２、７４、７６、７８、８０、８２、８６、８
８、９０、９２、９４、９６、または１０７に記載されるアミノ酸配列をコードするヌク
レオチド配列、および
　　　ｃ）配列番号６５、６７、６９、７１、７３、７５、７７、７９、８１、８５、８
７、８９、９１、９３、９５、または１０６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するヌクレオチド配列であって、前記ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分
子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレ
オチド配列、
　　　ｄ）配列番号６６、６８、７０、７２、７４、７６、７８、８０、８２、８６、８
８、９０、９２、９４、９６、または１０７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列であって、前記ポ
リヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ
活性を有するポリペプチドをコードする、ヌクレオチド配列。
〔８〕前記ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤は、ＰＦ－０２３４１６６、ＮＶＰ－ＴＡＥ６８
４、スタウロスポリン、７－ヒドロキシスタウロスポリン、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥＰ
－１４５１３、ＣＥＰ－２８１２２、ピリドン１４、ピリドン１５、ＣＲＬ１５１１０４
Ａ、およびＷＺ－５－１２６からなる群から選択される、前記〔１〕～〔７〕のいずれか
１項に記載の単離されたポリヌクレオチド。
〔９〕前記ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤は、ＰＦ－０２３４１０６６である、前記〔８〕
に記載の単離されたポリヌクレオチド。
〔１０〕プロモーターに作動可能に連結される前記〔１〕～〔９〕のいずれか１項に記載
の単離されたポリヌクレオチドを含む、発現カセット。
〔１１〕前記〔１０〕に記載の発現カセットを含む、宿主細胞。
〔１２〕以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド：
　　　ａ）配列番号６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２６、２８、
３０、３２、９９、１０１、１０３に記載されるアミノ酸配列、
　　　ｂ）配列番号６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列であ
って、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にセリ
ン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つの未分化リンパ腫キナーゼ（Ａ
ＬＫ）小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｃ）配列番号８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列であ
って、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にアラ
ニン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｄ）配列番号１０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置にバ
リン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｅ）配列番号１２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
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あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置にリ
ジン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｆ）配列番号１４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置にメ
チオニン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｇ）配列番号１６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置にチ
ロシン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｈ）配列番号１８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にシ
ステイン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｉ）配列番号２０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にイ
ソロイシン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナー
ゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｊ）配列番号２２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にバ
リン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｋ）配列番号２６に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置にア
ルギニン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｌ）配列番号２８に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置にア
スパラギン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナー
ゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｍ）配列番号３０に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置にリ
ジン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｎ）配列番号３２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置にア
ラニン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｏ）配列番号９９に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置にリ
ジン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｐ）配列番号１０１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列
であって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置に
リジン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、および
　　　ｑ）配列番号１０３に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列
であって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置に
ロイシン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
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阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列。
〔１３〕以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、前記〔１２〕に記載の単離
されたポリペプチド：
　　　ａ）配列番号６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列であ
って、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にセリ
ン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つの未分化リンパ腫キナーゼ（Ａ
ＬＫ）小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｂ）配列番号８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列であ
って、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にアラ
ニン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｃ）配列番号１０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置にバ
リン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｄ）配列番号１２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置にリ
ジン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｅ）配列番号１４に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置にメ
チオニン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｆ）配列番号１６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置にチ
ロシン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｇ）配列番号１８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にシ
ステイン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｈ）配列番号２０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にイ
ソロイシン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナー
ゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｉ）配列番号２２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置にバ
リン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｊ）配列番号２６に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置にア
ルギニン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｋ）配列番号２８に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置にア
スパラギン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナー
ゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｌ）配列番号３０に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置にリ
ジン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
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剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｍ）配列番号３２に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置にア
ラニン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｎ）配列番号９９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置にリ
ジン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害
剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、
　　　ｏ）配列番号１０１に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列
であって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置に
リジン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻
害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列、および
　　　ｐ）配列番号１０３に対して少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列
であって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置に
ロイシン残基を有し、また前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ
阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列。
〔１４〕以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、前記〔１２〕に記載の単離
されたポリペプチド：
　　　ａ）配列番号３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５４、５
６、５８、６０、６２、６４、または１０５に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５４、５
６、５８、６０、６２、６４、または１０５に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するアミノ酸配列であって、前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナー
ゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列。
〔１５〕ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーを更に含み、故にＡＬＫ発癌遺伝子融合
タンパク質を形成する、前記〔１４〕に記載の単離されたポリペプチド。
〔１６〕前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーは、ヌクレオホスミン（ＮＰＭ）、
非筋肉トロポミオシン３（ＴＰＭ３）、５－アミノイミダゾール－４－カルボキサミドリ
ボヌクレオチドホルミルトランスフェラーゼ／ＩＭＰシクロヒドロラーゼ（ＡＴＩＣ）、
クラスリン重鎖（ＣＬＴＣ）、ＴＲＫ－融合遺伝子（ＴＦＧ）、非筋肉トロポミオシン４
（ＴＰＭ４）、モエシン（ＭＳＮ）、Ｒａｎ結合タンパク質２（ＲａｎＢＰ２）、微小管
会合タンパク質様４（ＥＭＬ４）、システイニルｔＲＮＡ合成酵素（ＣＡＲＳ）、キネシ
ンファミリーメンバー５Ｂ（ＫＩＦ５Ｂ）、非筋肉ミオシン重鎖９（ＭＹＨ９）、ＳＥＣ
３１ホモログＡ（ＳＥＣ３１Ｌ１）、およびリングフィンガータンパク質２１３（ＲＮＦ
２１３）／染色体１７上のＡＬＫリンパ腫オリゴマー化パートナー（ＡＬＯ１７）からな
る群から選択される、前記〔１５〕に記載の単離されたポリペプチド。
〔１７〕前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーは、配列番号９７に記載されるアミ
ノ酸配列を有する、前記〔１６〕に記載の単離されたポリペプチド。
〔１８〕以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、前記〔１２〕に記載の単離
されたポリペプチド：
　　　ａ）配列番号６６、６８、７０、７２、７４、７６、７８、８０、８２、８６、８
８、９０、９２、９４、９６、または１０７に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号６６、６８、７０、７２、７４、７６、７８、８０、８２、８６、８
８、９０、９２、９４、９６、または１０７に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
するアミノ酸配列であって、前記ポリペプチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナー
ゼ阻害剤に耐性であるキナーゼ活性を有する、アミノ酸配列。
〔１９〕前記ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤は、ＰＦ－０２３４１６６、ＮＶＰ－ＴＡＥ６
８４、スタウロスポリン、７－ヒドロキシスタウロスポリン、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥ
Ｐ－１４５１３、ＣＥＰ－２８１２２、ピリドン１４、ピリドン１５、ＣＲＬ１５１１０
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４Ａ、およびＷＺ－５－１２６からなる群から選択される、前記〔１２〕～〔１８〕のい
ずれか１項に記載の単離されたポリペプチド。
〔２０〕前記ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤は、ＰＦ－０２３４１０６６である、前記〔１
９〕に記載の単離されたポリペプチド。
〔２１〕少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異
体ポリペプチドを発現するように変化させられた非ヒトトランスジェニック動物であって
、前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、以下からなる群から選択される少なくとも
１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤耐性突然変異体残基を有する、非ヒトトランスジェニック動
物：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
〔２２〕少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異
体ポリペプチドに特異的に結合する抗体であって、前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチ
ドは、か以下からなる群から選択される少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤耐性突然
変異体残基を有する、抗体：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
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　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
〔２３〕前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、前記〔１２〕～〔２０〕のいずれか
１項に記載の単離されたポリペプチドを含む、前記〔２２〕に記載の抗体。
〔２４〕前記〔２２〕または〔２３〕に記載の抗体を含む、生物学的試料中のＡＬＫ阻害
剤耐性突然変異を検出するためのキット。
〔２５〕ＡＬＫに結合する抗体の検出のための化学物質を更に含む、前記〔２４〕に記載
のキット。
〔２６〕ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドを特
異的に検出または特異的に増幅することができる少なくとも１つのポリヌクレオチドを含
む試薬を含む、生物学的試料中のＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を検出するためのキットであ
って、前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キ
ナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードし、前記ＡＬＫ耐
性突然変異体ポリペプチドは、以下からなる群から選択される少なくとも１つのＡＬＫキ
ナーゼ阻害剤耐性突然変異体残基を有する、キット：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
〔２７〕ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅する
ことができる前記少なくとも１つのポリヌクレオチドは、前記〔１〕～〔９〕のいずれか
１項に記載のポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができる、前
記〔２６〕に記載のキット。
〔２８〕前記試薬は、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を含むアンプリコンを増幅する一対
のプライマーを含む、前記〔２６〕に記載のキット。
〔２９〕前記試薬は、ストリンジェントな条件下で前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレ
オチドとハイブリッド形成し、それによって前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を検出するポ
リヌクレオチド配列を含む少なくとも１つのプローブを含む、前記〔２６〕に記載のキッ
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ト。
〔３０〕ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異について生物学的試料をアッセイするための方法であ
って、前記生物学的試料を前記〔２２〕に記載の抗体と接触させることと、前記抗体の、
前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫへの結合を検出することと、を含む、方法
。
〔３１〕異常なＡＬＫ活性に関連する癌を有する患者において、少なくとも１つのＡＬＫ
小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断する
ための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在について、前記患者からの生物学
的試料をアッセイすることを含み、前記方法は、前記生物学的試料を前記〔２２〕に記載
の抗体と接触させることと、前記抗体の、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ
への結合を検出することと、を含み、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する前記ＡＬＫ
の存在は、前記患者が、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかま
たは耐性を発達させる可能性が高い癌を有することを示す、方法。
〔３２〕ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異について生物学的試料をアッセイするための方法であ
って、前記生物学的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ耐性突然変異体ポ
リヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができる少なくとも１つのポ
リヌクレオチドを含む試薬と接触させることを含み、前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌク
レオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然
変異体ポリペプチドをコードし、前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、以下からな
る群から選択される少なくとも１つのＡＬＫキナーゼ阻害剤耐性突然変異体残基を有する
、方法：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基。
〔３３〕異常なＡＬＫ活性に関連する癌を有する患者において、少なくとも１つのＡＬＫ
小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断する
ための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在について、前記患者からの生物学
的試料をアッセイすることを含み、前記方法は、前記生物学的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性
突然変異を有するＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に
増幅することができる少なくとも１つのポリヌクレオチドを含む試薬と接触させることで
あって、前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＬＫ小分子
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キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドをコードし、前記ＡＬＫ
耐性突然変異体ポリペプチドは、以下ａ）～ｐ）からなる群から選択される少なくとも１
つのＡＬＫキナーゼ阻害剤耐性突然変異体残基を有することと：
　　　ａ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるセリン残基、
　　　ｂ）配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｃ）配列番号２のアミノ酸残基１１２９位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｄ）配列番号２のアミノ酸残基１１３２位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｅ）配列番号２のアミノ酸残基１１５１位に対応する位置におけるメチオニン残基
、
　　　ｆ）配列番号２のアミノ酸残基１１５６位に対応する位置におけるチロシン残基、
　　　ｇ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるシステイン残基
、
　　　ｈ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるイソロイシン残
基、
　　　ｉ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるバリン残基、
　　　ｊ）配列番号２のアミノ酸残基１１７４位に対応する位置におけるロイシン残基、
　　　ｋ）配列番号２のアミノ酸残基１２０２位に対応する位置におけるアルギニン残基
、
　　　ｌ）配列番号２のアミノ酸残基１２０３位に対応する位置におけるアスパラギン残
基、
　　　ｍ）配列番号２のアミノ酸残基１２１０位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　ｎ）配列番号２のアミノ酸残基１２６９位に対応する位置におけるアラニン残基、
　　　ｏ）配列番号２のアミノ酸残基１４０６位に対応する位置におけるリジン残基、お
よび
　　　ｐ）配列番号２のアミノ酸残基１４０８位に対応する位置におけるリジン残基、
　　　および前記生物学的試料中の前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在または不在を検
出することと、を含み、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在は、前記患者が、少なくと
も１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高
い癌を有することを示す、方法。
〔３４〕ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅する
ことができる前記少なくとも１つのポリヌクレオチドは、前記〔１〕～〔９〕のいずれか
１項に記載のポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができる、前
記〔３２〕または〔３３〕に記載の方法。
〔３５〕対象において、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかま
たは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断するための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性
突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質の存在について、前記対象からの生物学的
試料をアッセイすることを含み、前記方法は、前記生物学的試料を、前記〔１５〕～〔１
７〕のいずれか１項に記載のポリペプチドに特異的に結合する抗体と接触させることと、
前記抗体の、ＡＬＫ耐性突然変異を有する前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質への結合を検
出することと、を含み、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパ
ク質の存在は、前記対象が、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である
かまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を有することを示す、方法。
〔３６〕対象において、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかま
たは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断するための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性
突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドの存在につ
いて、前記対象からの生物学的試料をアッセイすることを含み、前記方法は、前記生物学
的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする
前記ポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができる少なくとも１
つのポリヌクレオチドを含む試薬と接触させることであって、前記少なくとも１つのポリ
ヌクレオチドは、前記〔４〕～〔６〕のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを特異的
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に検出または特異的に増幅することが可能であることと、前記生物学的試料中の、前記Ａ
ＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする前記ポリヌク
レオチドの存在または不在を検出することと、を含み、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を
有する前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする前記ポリヌクレオチドの存在は、前
記対象が、少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるかまたは耐性を発
達させる可能性が高い癌を有することを示す、方法。
〔３７〕前記ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤は、ＰＦ－０２３４１６６、ＮＶＰ－ＴＡＥ６
８４、スタウロスポリン、７－ヒドロキシスタウロスポリン、ＣＥＰ－１４０８３、ＣＥ
Ｐ－１４５１３、ＣＥＰ－２８１２２、ピリドン１４、ピリドン１５、ＣＲＬ１５１１０
４Ａ、およびＷＺ－５－１２６からなる群から選択される、前記〔３０〕～〔３６〕のい
ずれか１項に記載の方法。
〔３８〕前記ＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤は、ＰＦ－０２３４１０６６である、前記〔３
７〕に記載の方法。
〔３９〕異常なＡＬＫ活性に関連する癌を有する患者において、ＰＦ－０２３４１０６６
に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断するための方法であって、
ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在について、前記患者からの生物学的試料をアッセイする
ことを含み、前記方法は、前記生物学的試料を、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるＡ
ＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドに特異的に結合する抗体と接触させることであって、前
記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１９６位に対応す
る位置にメチオニン残基を有することと、前記抗体の、前記ＡＬＫ耐性突然変異を有する
ＡＬＫへの結合を検出することと、を含み、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する前記
ＡＬＫの存在は、前記患者が、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるかまたは耐性を発達
させる可能性が高い癌を有することを示す、方法。
〔４０〕前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、以下からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含む、前記〔３９〕に記載の方法：
　　　ａ）配列番号２４に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号２４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１９６位に対応する位置にメ
チオニン残基を有し、また前記ポリペプチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキ
ナーゼ活性を有する、アミノ酸配列。
〔４１〕前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、以下からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含む、前記〔３９〕に記載の方法：
　　　ａ）配列番号５２に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を有す
る、アミノ酸配列。
〔４２〕前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パート
ナーを更に含み、故にＡＬＫ発癌性融合タンパク質を含む、前記〔４１〕に記載の方法。
〔４３〕前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、以下からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含む、前記〔３９〕に記載の方法：
　　　ａ）配列番号８４に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号８４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を有す
る、アミノ酸配列。
〔４４〕異常なＡＬＫ活性に関連する癌を有する患者において、ＰＦ－０２３４１０６６
に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を診断するための方法であって、
ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在について、前記対象からの生物学的試料をアッセイする
ことを含み、前記方法は、以下を含む、方法：
　　　ａ）前記生物学的試料を、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ耐性突然変異
体ポリヌクレオチドを特異的に検出または特異的に増幅することができる少なくとも１つ
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のポリヌクレオチドを含む試薬と接触させることであって、前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポ
リヌクレオチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプ
チドをコードし、前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基
１１９６位に対応する位置にメチオニン残基を有する、および
　　　ｂ）前記生物学的試料中の前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在または不在を検出
することであって、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異の存在は、前記患者が、ＰＦ－０２３
４１０６６に耐性であるかまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を有することを示す。
〔４５〕前記ＡＬＫ耐性突然変異体ポリヌクレオチドは、以下からなる群から選択される
ポリヌクレオチドを含む、前記〔４４〕に記載の方法：
　　　ａ）配列番号２３、５１、または８３に記載されるヌクレオチド配列を有するポリ
ヌクレオチド、
　　　ｂ）配列番号２４、５２、または８４に記載されるアミノ酸配列をコードするポリ
ヌクレオチド、および
　　　ｃ）配列番号２３、５１、もしくは８３に対して少なくとも９０％の配列同一性を
有するポリヌクレオチド、または配列番号２４、５２、もしくは８４に対して少なくとも
９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドであって、前記
ポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１２３位に対応する位置にメチオニン
残基を有するポリペプチドをコードし、また前記ポリヌクレオチドは、ＰＦ－０２３４１
０６６に耐性であるキナーゼ活性を有するポリペプチドをコードする、ポリヌクレオチド
。
〔４６〕対象において、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるかまたは耐性を発達させる
可能性が高い癌を診断するための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬ
Ｋ発癌性融合タンパク質の存在について、前記対象からの生物学的試料をアッセイするこ
とを含み、前記方法は、以下を含む、方法：
　　　ａ）前記生物学的試料を、以下ｉ）およびｉｉ）からなる群から選択されるポリペ
プチドを含むＡＬＫ発癌性融合タンパク質に特異的に結合する抗体と接触させることと：
　　　　　ｉ）配列番号５２に記載されるアミノ酸配列、および
　　　　　ｉｉ）配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸
配列であって、前記ポリペプチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性
を有する、アミノ酸配列、および
　　　ｂ）前記抗体の、ＡＬＫ耐性突然変異を有する前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質へ
の結合を検出することであって、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性融
合タンパク質の存在は、前記対象が、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるかまたは耐性
を発達させる可能性が高い癌を有することを示すこと。
〔４７〕対象において、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるかまたは耐性を発達させる
可能性が高い癌を診断するための方法であって、ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬ
Ｋ発癌性融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドの存在について、前記対象からの
生物学的試料をアッセイすることを含み、前記方法は、以下を含む、方法：
　　　ａ）前記生物学的試料を、ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードするポリヌクレオ
チドを特異的に検出または特異的に増幅することができる少なくとも１つのポリヌクレオ
チドを含む試薬と接触させることであって、ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコードする前
記ポリヌクレオチドは、以下ｉ）～ｉｉｉ）からなる群から選択されるポリヌクレオチド
を含むこと：
　　　　　ｉ）配列番号５１に記載されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチド、
　　　　　ｉｉ）配列番号５２に記載されるアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチド
、および
　　　　　ｉｉｉ）配列番号５１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するポリヌ
クレオチド、または配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ
酸配列をコードするポリヌクレオチドであって、前記ポリヌクレオチドは、配列番号２の
アミノ酸残基１１２３位に対応する位置にメチオニン残基を有するポリペプチドをコード
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し、また前記ポリヌクレオチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を
有するポリペプチドをコードする、ポリヌクレオチド、および
　　　ｂ）前記生物学的試料中の、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有するＡＬＫ発癌性
融合タンパク質をコードする前記ポリヌクレオチドの存在または不在を検出することであ
って、前記ＡＬＫ阻害剤耐性突然変異を有する前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質をコード
する前記ポリヌクレオチドの存在は、前記対象が、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性である
かまたは耐性を発達させる可能性が高い癌を有することを示す。
〔４８〕前記ＡＬＫ発癌性融合タンパク質は、ヌクレオホスミン（ＮＰＭ）、非筋肉トロ
ポミオシン３（ＴＰＭ３）、５－アミノイミダゾール－４－カルボキサミドリボヌクレオ
チドホルミルトランスフェラーゼ／ＩＭＰシクロヒドロラーゼ（ＡＴＩＣ）、クラスリン
重鎖（ＣＬＴＣ）、ＴＲＫ－融合遺伝子（ＴＦＧ）、非筋肉トロポミオシン４（ＴＰＭ４
）、モエシン（ＭＳＮ）、Ｒａｎ結合タンパク質２（ＲａｎＢＰ２）、微小管会合タンパ
ク質様４（ＥＭＬ４）、システイニルｔＲＮＡ合成酵素（ＣＡＲＳ）、キネシンファミリ
ーメンバー５Ｂ（ＫＩＦ５Ｂ）、非筋肉ミオシン重鎖９（ＭＹＨ９）、ＳＥＣ３１ホモロ
グＡ（ＳＥＣ３１Ｌ１）、およびリングフィンガータンパク質２１３（ＲＮＦ２１３）／
染色体１７上のＡＬＫリンパ腫オリゴマー化パートナー（ＡＬＯ１７）からなる群から選
択されるＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーを含む、前記〔４６〕または〔４７〕に
記載の方法。
〔４９〕前記発癌性融合タンパク質パートナーは、配列番号９７に記載されるアミノ酸配
列を有する、前記〔４８〕に記載の方法。
〔５０〕前記ポリヌクレオチドを検出することは、核酸配列決定技術、核酸増幅方法、ま
たは核酸ハイブリダイゼーション技術を含む、前記〔３２〕～〔３４〕、〔３６〕、〔４
４〕、４５、および４７のいずれか１項に記載の方法。
〔５１〕前記癌は、大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫（ＡＬＣＬ）、悪性
組織球症、炎症性筋線維芽細胞性腫瘍肉腫、食道扁平上皮癌、乳癌、結腸直腸癌、非小細
胞肺癌、神経芽細胞腫、膀胱癌、腎臓癌、および膠芽腫からなる群から選択される、前記
〔３１〕、〔３３〕、〔３５〕、〔３６〕、および３９～４９のいずれか１項に記載の方
法。
〔５２〕前記患者のために治療法を選択することを更に含む、前記〔３１〕、〔３３〕、
〔３５〕、〔３６〕、および３９～４９のいずれか１項に記載の方法。
〔５３〕少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異
体の発現を特異的に低減する方法であって、前記方法は、前記ＡＬＫ耐性突然変異体を発
現する細胞中に、前記ＡＬＫ耐性突然変異体をコードする遺伝子を標的とするサイレンシ
ング因子を導入することを含み、前記サイレンシング因子の前記導入または発現は、前記
ＡＬＫ耐性突然変異体の前記発現を特異的に低減し、前記ＡＬＫ耐性突然変異体は、前記
〔１２〕～〔２０〕のいずれか１項に記載のポリペプチドである、方法。
〔５４〕少なくとも１つのＡＬＫ小分子キナーゼ阻害剤に耐性である異常なＡＬＫ活性に
関連する癌を治療する方法であって、前記方法は、前記少なくとも１つのＡＬＫ小分子キ
ナーゼ阻害剤に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異体をコードする遺伝子を標的とする、有効
量のサイレンシング因子を投与することを含み、前記サイレンシング因子の前記導入また
は発現は、前記ＡＬＫ耐性突然変異体の発現を低減し、前記ＡＬＫ耐性突然変異体は、前
記〔１２〕～〔２０〕のいずれか１項に記載のポリペプチドである、方法。
〔５５〕ＰＦ－０２３４１０６６に耐性である異常なＡＬＫ活性に関連する癌を治療する
方法であって、前記方法は、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるＡＬＫ耐性突然変異体
をコードする遺伝子を標的とする、有効量のサイレンシング因子を投与することを含み、
前記サイレンシング因子の前記導入または発現は、前記ＡＬＫ耐性突然変異体の発現を低
減し、前記ＡＬＫ耐性突然変異体は、以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む
ポリペプチドである、方法：
　　　ａ）配列番号２４に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号２４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
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あって、前記ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸残基１１９６位に対応する位置にメ
チオニン残基を有し、また前記ポリペプチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキ
ナーゼ活性を有する、アミノ酸配列。
〔５６〕前記ポリペプチドは、以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、前記
〔５５〕に記載の方法
　　　ａ）配列番号５２に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を有す
る、アミノ酸配列。
〔５７〕前記ポリペプチドは、ＡＬＫ発癌性融合タンパク質パートナーを更に含み、故に
ＡＬＫ発癌性融合タンパク質を含む、前記〔５６〕に記載の方法。
〔５８〕前記ポリペプチドは、以下からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、前記
〔５５〕に記載の方法：
　　　ａ）配列番号８４に記載されるアミノ酸配列、および
　　　ｂ）配列番号８４に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列で
あって、前記ポリペプチドは、ＰＦ－０２３４１０６６に耐性であるキナーゼ活性を有す
る、アミノ酸配列。
〔５９〕前記癌は、大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫（ＡＬＣＬ）、悪性
組織球症、炎症性筋線維芽細胞性腫瘍肉腫、食道扁平上皮癌、乳癌、結腸直腸癌、非小細
胞肺癌、神経芽細胞腫、膀胱癌、腎臓癌、および膠芽腫からなる群から選択される、前記
〔５４〕～〔５８〕のいずれか１項に記載の方法。
〔６０〕　　ａ）候補薬剤を前記〔１２〕～〔２０〕のいずれか１項に記載のポリペプチ
ドと接触させることと、
　　　ｂ）前記候補薬剤が、前記ポリペプチドのキナーゼ活性を阻害するかどうかを決定
することと、
を含む、ＡＬＫ耐性突然変異体またはＡＬＫ融合タンパク質のキナーゼ活性を阻害するこ
とが可能な薬剤を特定する方法。
〔６１〕前記ポリペプチドは、真核細胞中で発現され、前記ポリペプチドは、前記〔１５
〕～〔１７〕のいずれか１項に記載のポリペプチドであり、前記薬剤が前記ポリペプチド
のキナーゼ活性を阻害するかどうかを決定することは、前記細胞を、
　　　ａ）細胞増殖の阻害と、
　　　ｂ）細胞死の刺激と、
　　　ｃ）足場非依存性増殖の阻害と、
　　　ｄ）細胞遊走または浸潤の阻害と、
　からなる群から選択される、細胞活性における少なくとも１つの変化について監視する
ことを含み、
　細胞活性における前記変化のうちの少なくとも１つを誘導する薬剤が、前記ＡＬＫ耐性
突然変異体の阻害剤として特定される、前記〔６０〕に記載の方法。
〔６２〕非ヒト動物は、前記ポリペプチドを発現するように変化させられているか、また
は前記ポリペプチドを発現する真核細胞は、非ヒト動物中に導入されており、前記ポリペ
プチドは、前記〔１５〕～〔１７〕のいずれか１項に記載のポリペプチドであり、前記薬
剤が前記ポリペプチドのキナーゼ活性を阻害するかどうかを決定することは、前記非ヒト
動物を腫瘍増殖について監視することを含み、腫瘍増殖の低減は、薬剤が、前記ポリペプ
チドのキナーゼ活性を阻害することを示す、前記〔６０〕に記載の方法。
〔６３〕前記ポリペプチドは、真核細胞中で発現され、前記ポリペプチドは、前記〔１２
〕または〔１８〕に記載の単離されたポリペプチドであり、前記ポリペプチドのキナーゼ
活性は、活性化され、前記薬剤が前記ポリペプチドのキナーゼ活性を阻害するかどうかを
決定することは、前記細胞を、
　　　ａ）細胞増殖の阻害と、
　　　ｂ）細胞死の刺激と、
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　　　ｃ）足場非依存性増殖の阻害と、
　　　ｄ）細胞遊走または浸潤の阻害と、からなる群から選択される、細胞活性における
少なくとも１つの変化について監視することを含み、
　細胞活性における前記変化のうちの少なくとも１つを誘導する薬剤は、前記ＡＬＫ耐性
突然変異体の阻害剤として特定される、前記〔６０〕に記載の方法。
〔６４〕　　ａ）候補薬剤を前記〔１３〕～〔２１〕のいずれか１項に記載のポリペプチ
ドと接触させるステップと、
　　　ｂ）前記候補薬剤が前記ポリペプチドに特異的に結合するかどうかを決定するステ
ップと、
を含む、前記〔１２〕～〔２０〕のいずれか１項に記載のポリペプチドに特異的に結合す
ることが可能な薬剤を特定する方法。
〔６５〕前記ポリペプチドは、活性または不活性状態にある、前記〔６４〕に記載の方法
。

【図１】
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