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(57)【要約】
本明細書に開示されるのは、EGFRに対するTTKキナーゼ活性測定方法およびこのキナーゼ
活性のモジュレーターのスクリーニング方法である。また、開示されるのはこのモジュレ
ーターを用いる、または含む、肺癌を予防および/または治療する方法ならびに薬学的組
成物である。EGFRタンパク質に対するTTKキナーゼ活性を指標として使用する肺癌診断方
法、ならびに、肺癌を評価および予後予測する方法もまた提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、肺癌の予後を評価する方法：
a. 肺癌の予後を評価する対象から採取した試料におけるTTK発現レベルおよびEGFRリン酸
化レベルのいずれかまたは両方を検出する工程、および
b. TTK発現レベルおよびEGFRリン酸化レベルのいずれかまたは両方の上昇が、対照レベル
と比較して検出された場合に予後不良を示す工程。
【請求項２】
　TTK発現レベルが以下から成る群より選択されるいずれか一つの方法によって検出され
る、請求項１記載の方法：
(a) SEQ ID NO:２のアミノ酸配列をコードするmRNAの存在を検出する方法、
(b) SEQ ID NO:２のアミノ酸配列を含むタンパク質の存在を検出する方法、および
(c) SEQ ID NO:２のアミノ酸配列を含むタンパク質の生物活性を検出する方法。 
【請求項３】
　(c)の生物活性がEGFRに対するキナーゼ活性である、請求項２記載の方法。
【請求項４】
　EGFRのリン酸化レベルがSEQ ID NO:42の992アミノ酸残基のチロシンまたは967アミノ酸
残基のセリンで検出される、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　以下から成る群から選択されるいずれか一つの構成成分を含む、肺癌予後評価のための
キット：
(a) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列をコードするmRNAを検出する試薬、
(b) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を含むタンパク質、あるいは、SEQ ID NO:42の992アミノ
酸残基のチロシンまたは967アミノ酸残基のセリンを検出する試薬、ならびに
(c) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を含むタンパク質の生物活性を検出する試薬。
【請求項６】
　対象由来の生物試料におけるTTK発現レベルまたはEGFRリン酸化レベルを決定する工程
を含む、肺癌または肺癌発症の素因を診断する方法であって、該遺伝子の正常対照レベル
と比較した、該試料における該発現レベルまたはリン酸化レベルの上昇が、該対象が肺癌
に罹患している、または肺癌発症のリスクを有していることを示す、方法。
【請求項７】
　前記試料の発現レベルが、正常対照レベルと比べ少なくとも10％高い、請求項６記載の
方法。
【請求項８】
　TTK発現レベルが以下から成る群から選択される方法によって決定される、請求項６記
載の方法：
a) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列をコードするmRNAを検出する方法、
b) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を含むタンパク質を検出する方法、および
c) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を含むタンパク質の生物活性を検出する方法。
【請求項９】
　生物活性がEGFRに対するキナーゼ活性である、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　EGFRリン酸化レベルがSEQ ID NO:42の992アミノ酸残基のチロシンまたは967アミノ酸残
基のセリンで検出される、請求項６記載の方法。
【請求項１１】
　対象由来の生物試料が上皮細胞を含む、請求項６記載の方法。
【請求項１２】
　生物試料が肺細胞を含む、請求項６記載の方法。
【請求項１３】
　生物試料が肺組織由来の上皮細胞を含む、請求項６記載の方法。



(3) JP 2010-512730 A 2010.4.30

10

20

30

40

50

【請求項１４】
　EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を検出する試薬を含む、対象の肺癌または肺癌発症の
素因を診断するキット。
【請求項１５】
　EGFRに対するTTKのキナーゼ活性が、EGF非依存的なTTKによるEGFRのリン酸化である、
請求項１４記載のキット。
【請求項１６】
　以下の工程を含む、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を測定する方法：
a. TTKによるEGFRリン酸化に適した条件下でEGFRまたはその機能的等価物とTTKとをイン
キュベートする工程であって、TTKが以下から成る群から選択される、工程：
i. SEQ ID NO:2（TTK）のアミノ酸配列を含むポリペプチド；
ii. SEQ ID NO:2の一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失または挿入されたアミノ酸配
列を含むポリペプチドであって、結果として得られるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミ
ノ酸配列から成るポリペプチドと等価な生物活性を有する、ポリペプチド；
iii. SEQ ID NO:1の核酸配列から成るポリヌクレオチドにストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドであって、結果と
して得られるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な
生物活性を有する、ポリペプチド；
b. リン酸化EGFRレベルを検出する工程；および
c. 工程(b)で検出されたリン酸化EGFRレベルと相関させることにより、TTKキナーゼ活性
を測定する工程。
【請求項１７】
　EGFRの機能的等価物がSEQ ID NO:43のアミノ酸配列を含む断片である、請求項１６記載
の方法。
【請求項１８】
　リン酸化EGFRレベルがSEQ ID NO:42の992アミノ酸残基のチロシンまたは967アミノ酸残
基のセリンで検出される、請求項１６記載の方法。
【請求項１９】
　以下の工程を含む、EGFRに対するTTKキナーゼ活性を改変する薬剤を同定する方法：
a. TTKによるEGFRのリン酸化に適した条件の下、試験化合物の存在下でEGFRまたはその機
能的等価物とTTKとをインキュベートする工程であって、TTKが以下から成る群から選択さ
れるポリペプチドである、工程：
i. SEQ ID NO:2（TTK）のアミノ酸配列を含むポリペプチド；
ii. SEQ ID NO:2の一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失または挿入されたアミノ酸配
列を含むポリペプチドであって、結果として得られるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミ
ノ酸配列から成るポリペプチドと等価な生物活性を有する、ポリペプチド；
iii. SEQ ID NO:1の核酸配列から成るポリヌクレオチドにストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドであって、結果と
して得られるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な
生物活性を有する、ポリペプチド；
b. リン酸化EGFRレベルを検出する工程；および
c. 対照レベルとリン酸化EGFRレベルとを比較する工程であって、正常対照レベルと比較
したリン酸化EGFRレベルにおける増減が、該試験化合物がEGFRに対するTTKキナーゼ活性
を改変することを示す、工程。
【請求項２０】
　EGFRの機能的同等物がSEQ ID NO:43のアミノ酸配列を含む断片である、請求項１９記載
の方法。
【請求項２１】
　リン酸化EGFRレベルがSEQ ID NO:42の992アミノ酸残基のチロシンまたは967アミノ酸残
基のセリンで検出される、請求項１９記載の方法。
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【請求項２２】
　以下の工程を含む、肺癌を治療および/または予防する化合物のスクリーニング方法：
a. TTKによるEGFRのリン酸化に適した条件の下、試験化合物の存在下でEGFRまたはその機
能的等価物とTTKとをインキュベートする工程であって、TTKが以下から成る群から選択さ
れるポリペプチドである、工程：
i. SEQ ID NO:2（TTK）のアミノ酸配列を含むポリペプチド；
ii. SEQ ID NO:2の一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失または挿入されたアミノ酸配
列を含むポリペプチドであって、該ポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成る
ポリペプチドと等価な生物活性を有する、ポリペプチド；
iii. SEQ ID NO:1の核酸配列から成るポリヌクレオチドにストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドであって、該ポリ
ペプチドがSEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な生物活性を有する
、ポリペプチド；
b. リン酸化EGFRレベルを検出する工程；および
c. 対照レベルと比較したリン酸化EGFRレベルを減少させる化合物を選択する工程。
【請求項２３】
　EGFRの機能的等価物がSEQ ID NO:43のアミノ酸配列を含む断片である、請求項２２記載
の方法。
【請求項２４】
　リン酸化EGFRレベルがSEQ ID NO:42の992アミノ酸残基のチロシンまたは967アミノ酸残
基のセリンで検出される、請求項２２記載の方法。
【請求項２５】
　以下の構成成分を含むキットであって、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を改変する試
験化合物の能力を検出するキット：
A) 以下から成る群から選択されるポリペプチド：
i. SEQ ID NO:2（TTK）のアミノ酸配列を含むポリペプチド；
ii. SEQ ID NO:2の一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失または挿入されたアミノ酸配
列を含むポリペプチドであって、結果として得られるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミ
ノ酸配列から成るポリペプチドと等価な生物活性を有する、ポリペプチド；
iii. SEQ ID NO:1の核酸配列から成るポリヌクレオチドにストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドであって、結果と
して得られるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な
生物活性を有する、ポリペプチド；
B) SEQ ID NO:43のアミノ酸配列を含むEGFRまたはEGFR断片；および
C) リン酸化EGFRを検出する試薬。
【請求項２６】
　以下の構成成分を含むキットであって、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を改変する試
験化合物の能力を検出するキット：
A) SEQ ID NO:43のアミノ酸配列を含むEGFRまたはEGFR断片、および以下から成る群から
選択されるポリペプチドを発現する細胞：
i. SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を含むポリペプチド（TTK）；
ii. SEQ ID NO:2の一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失または挿入されたアミノ酸配
列を含むポリペプチドであって、結果として得られるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミ
ノ酸配列から成るポリペプチドと等価な生物活性を有する、ポリペプチド；
iii. SEQ ID NO:1の核酸配列から成るポリヌクレオチドにストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドであって、結果と
して得られるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な
生物活性を有する、ポリペプチド；
B) リン酸化EGFRを検出する試薬。
【請求項２７】



(5) JP 2010-512730 A 2010.4.30

10

20

30

40

50

　以下の工程を含む、肺癌の転移を予測する方法：
a. キナーゼドメインにおけるTTKの1つまたは複数の変異を検出する工程、
b. 変異を検出した場合、肺癌の転移の高い危険度を示す工程。
【請求項２８】
　キナーゼドメインにおけるTTKの1つまたは複数の変異が、SEQ ID NO:2のコドン610にお
けるバリンからフェニルアラニン（V610F）、コドン753におけるグルタミンからヒスチジ
ン（Q753H）、およびコドン574におけるチロシンからシステイン（Y574C）から成る群か
ら選択される、請求項２７記載の方法。
【請求項２９】
　以下の工程を含む、TTKの1つまたは複数の変異を検出する方法であって、変異が、SEQ 
ID NO:2のコドン610におけるバリンからフェニルアラニン（V610F）、コドン753における
グルタミンからヒスチジン(Q753H)、およびコドン574におけるチロシンからシステイン（
Y574C）から成る群から選択される少なくとも1つの変異である、方法：
a) 対象ポリペプチドまたはそれをコードするcDNAと、ポリペプチドまたはそれをコード
するcDNAの変異のいずれか1つを認識する結合薬剤とを接触させる工程、
b) ポリペプチドまたはそれをコードするcDNAと結合薬剤とを検出する工程、および
c) 工程b)の薬剤の結合が検出された場合、TTKの変異が示される工程。
【請求項３０】
　結合薬剤が、SEQ ID NO:2のコドン610におけるバリンからフェニルアラニン（V610F）
、コドン753におけるグルタミンからヒスチジン（Q753H）、およびコドン574におけるチ
ロシンからシステイン（Y574C）から成る群から選択される少なくとも1つの変異を含むポ
リペプチドに結合する抗体であり、かつ、結合薬剤がSEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成
るポリペプチドには実質的に結合しない、請求項２９記載の方法。
【請求項３１】
　試薬がポリペプチドまたはそれをコードするcDNAの変異のいずれか1つを認識する結合
薬剤を含み、変異がSEQ ID NO:2のコドン610におけるバリンからフェニルアラニン（V610
F）、コドン753におけるグルタミンからヒスチジン（Q753H）、およびコドン574における
チロシンからシステイン（Y574C）から成る群から選択される少なくとも1つの変異である
、TTKの1つまたは複数の変異を検出する試薬。
【請求項３２】
　結合薬剤が、SEQ ID NO:2のコドン610におけるバリンからフェニルアラニン（V610F）
、コドン753におけるグルタミンからヒスチジン（Q753H）、およびコドン574におけるチ
ロシンからシステイン（Y574C）から成る群から選択される少なくとも1つの変異を含むポ
リペプチドと結合する抗体であり、かつ、SEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプ
チドには実質的に結合しない、請求項３１記載の試薬。
【請求項３３】
　A1870G(V610Fに対する)、G1977T(Q753Hに対する)およびG2408C(Y574Cに対する)から成
る群から選択される1つまたは複数の変異を含む、SEQ ID NO:1の変異核酸配列を含む単離
されたポリヌクレオチド、または該1つまたは複数の変異を含むその断片。
【請求項３４】
　V610F、Q753HおよびY574Cから成る群から選択される1つまたは複数の変異を含む、SEQ 
ID NO:2の変異アミノ酸配列を含む単離されたポリペプチド、または該1つまたは複数の変
異を含むその断片。
【請求項３５】
　(a) ISSILEKGERLPQPPICTI（SEQ ID NO:44）、DVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO:45)ま
たはFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO:46)を含むポリペプチド、および
　(b) ISSILEKGERLPQPPICTI（SEQ ID NO:44）、DVYMIMVKCWMIDADSRPK（SEQ ID NO:45）お
よびFRELIIEFSKMARDPQRYL（SEQ ID NO:46）から成る群から選択されるポリペプチドと機
能的に等価なポリペプチドであって、
SEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドの生物機能を欠く、ポリペプチド
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から成る群から選択される少なくともいずれか1つのポリペプチド、または、
　(a)および(b)のポリペプチドから選択されるポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド
を投与する工程を含む、肺癌の治療または予防方法。
【請求項３６】
　(a) ISSILEKGERLPQPPICTI（SEQ ID NO:44）、DVYMIMVKCWMIDADSRPK（SEQ ID NO:45）ま
たはFRELIIEFSKMARDPQRYL（SEQ ID NO:46）を含むポリペプチド、および
　(b) ISSILEKGERLPQPPICTI（SEQ ID NO:44）、DVYMIMVKCWMIDADSRPK（SEQ ID NO:45）お
よびFRELIIEFSKMARDPQRYL（SEQ ID NO:46）から成る群から選択されるポリペプチドと機
能的に等価なポリペプチドであって、
SEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドの生物機能を欠く、ポリペプチド
から成る群から選択される少なくともいずれか1つのポリペプチド、または、
　(a)および(b)のポリペプチドから選択されるポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド
の薬学的な有効量、ならびに薬学的に許容される担体を含む、肺癌の治療または予防のた
めの組成物。
【請求項３７】
　以下から成る群から選択されるポリペプチド；
(a) ISSILEKGERLPQPPICTI（SEQ ID NO:44）、DVYMIMVKCWMIDADSRPK（SEQ ID NO:45）また
はFRELIIEFSKMARDPQRYL（SEQ ID NO:46）を含むポリペプチド、および
(b) ISSILEKGERLPQPPICTI（SEQ ID NO:44）、DVYMIMVKCWMIDADSRPK（SEQ ID NO:45）およ
びFRELIIEFSKMARDPQRYL（SEQ ID NO:46）から成る群から選択されるポリペプチドと機能
的に等価なポリペプチドのアミノ酸配列を有するポリペプチドであって、
SEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドの生物機能を欠く、ポリペプチド。
【請求項３８】
　請求項３７記載のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド。
【請求項３９】
　生物機能が細胞増殖活性である、請求項３７記載のポリペプチド。
【請求項４０】
　19から57残基から成る、請求項３７記載のポリペプチド。
【請求項４１】
　細胞膜透過性物質で修飾された、請求項３７記載のポリペプチド。
【請求項４２】
　一般式：
[R]-[D]
を有し、式中、[R]が細胞膜透過性物質を表し；かつ[D]が、ISSILEKGERLPQPPICTI（SEQ I
D NO:44）またはDVYMIMVKCWMIDADSRPK（SEQ ID NO:45）またはFRELIIEFSKMARDPQRYL（SEQ
 ID NO:46）を含む断片配列のアミノ酸配列;あるいは該断片配列を含むポリペプチドと機
能的に等価なポリペプチドのアミノ酸配列を表し、
該ポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドの生物機能を欠い
ており、
[R]および[D]が、GGGから成るアミノ酸配列を含むリンカーで直接または間接的に連結さ
れている、
請求項４１記載のポリペプチド。
【請求項４３】
　細胞膜透過性物質が以下から成る群から選択されるいずれか1つである、請求項４２記
載のポリペプチド：
ポリアルギニン;
Tat / RKKRRQRRR/SEQ ID NO:47;
ペネトラチン / RQIKIWFQNRRMKWKK/SEQ ID NO:48;
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ブフォリンII / TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK/SEQ ID NO:49;
トランスポータン / GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL/SEQ ID NO:50;
MAP (モデル両親媒性ペプチド) / KLALKLALKALKAALKLA/SEQ ID NO:51;
K-FGF / AAVALLPAVLLALLAP/SEQ ID NO:52;
Ku70 / VPMLK/SEQ ID NO:53 
Ku70 / PMLKE/SEQ ID NO:61;
プリオン / MANLGYWLLALFVTMWTDVGLCKKRPKP/SEQ ID NO:54;
pVEC / LLIILRRRIRKQAHAHSK/SEQ ID NO:55;
Pep-1 / KETWWETWWTEWSQPKKKRKV/SEQ ID NO:56;
SynB1 / RGGRLSYSRRRFSTSTGR/SEQ ID NO:57;
Pep-7 / SDLWEMMMVSLACQY/SEQ ID NO:58;および 
HN-1 / TSPLNIHNGQKL/SEQ ID NO:59。　
【請求項４４】
　ポリアルギニンがArg 11 (RRRRRRRRRRR/SEQ ID NO:60)である、請求項４３記載のポリ
ペプチド。
【請求項４５】
　TTK（SEQ ID NO:1）またはEGFR（SEQ ID NO:3）の遺伝子発現を減少させる二本鎖分子
を含む組成物を対象に投与することを含む、肺癌の治療または予防方法であって、該二本
鎖分子がセンス核酸およびアンチセンス核酸を含み、該センス核酸が標的配列としてSEQ 
ID NO:62または63の配列に対応するリボヌクレオチド配列を含む、方法。
【請求項４６】
　組成物がトランスフェクション促進剤を含む、請求項４５記載の方法。
【請求項４７】
　TTK（SEQ ID NO:1）またはEGFR（SEQ ID NO:3）の遺伝子発現を減少させる二本鎖分子
の薬学的有効量、および薬学的に許容される担体を含む肺癌の治療または予防のための組
成物であって、該二本鎖分子がセンス核酸およびアンチセンス核酸を含み、該センス核酸
が標的配列としてSEQ ID NO:62または63の配列に対応するリボヌクレオチド配列を含む、
組成物。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、2006年12月13日付で出願した米国仮特許出願60/874,791号の恩典を主張する
ものであり、その開示全体は全目的に関して参照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
　本発明は、肺癌、より詳しくはその診断および治療に関する。
【背景技術】
【０００３】
　肺癌は、世界的に見て癌による死亡の最も一般的な原因の1つであり、非小細胞肺癌(NS
CLC)はそのような症例のほぼ80%を占める(Greenlee, R. T., et al., (2001) CA Cancer 
J Clin, 51: 15-36.（非特許文献1）)。小細胞肺癌(SCLC)は全肺癌の15-20%を占める(Chu
te JP et al., (1999) J Clin Oncol.; 17:1794-801（非特許文献2）, Simon GR et al.,
 (2003) Chest.; 123(1 Suppl):259S-271S（非特許文献3）)。肺癌の発症および進行に関
連した多くの遺伝子的変化が報告されているが、正確な分子機序は依然として不明である
(Sozzi, G. Eur J Cancer, (2001) 37 Suppl 7: S63-73.（非特許文献4）)。この10年の
間に、パクリタキセル、ドセタキセル、ゲムシタビンおよびビノレルビンを含む、新たに
開発された細胞毒性薬が出現し、進行性NSCLC患者に複数の治療選択肢が提供されるよう
になった。しかし、新しい治療法は、シスプラチンに基づく従来の治療と比較して、わず
かな延命効果を提供できるに過ぎない(Schiller, J. H. et al. (2002) N Engl J Med, 3
46: 92-8.（非特許文献5）; Kelly, K., et al. (2001) J Clin Oncol, 19: 3210-8（非
特許文献6）)。したがって、例えば分子標的作用物質、抗体、および癌ワクチンなどの新
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しい治療戦略の開発が切望されている。
【０００４】
　cDNAマイクロアレイ技術を用いて数千の遺伝子の発現レベルを系統的に解析することは
、発癌経路に関与する未知の分子を同定するための有効なアプローチであり、かつ新規な
治療法および診断法を開発するための候補標的として調べることができる。レーザーキャ
プチャーマイクロダイセクションにより肺癌組織101例から腫瘍細胞を濃縮した後に、27,
648の遺伝子を含むcDNAマイクロアレイ上でNSCLC細胞のゲノムワイドな発現プロファイル
を解析することによって、NSCLCの診断、治療および予防のための新規な分子標的を単離
しようという試みがなされている(Kikuchi T, et al. Oncogene. 2003 Apr10;22(14):219
2-205.（非特許文献7）; Kikuchi T, et al. Int J Oncol. 2006 Apr; 28(4):799-805.（
非特許文献8）; Kakiuchi S, et al., Mol Cancer Res. 2003 May;1(7):485-99.（非特許
文献9）; Hum Mol Genet. 2004 Dec15;13(24):3029-43. Epub 2004 Oct 20.（非特許文献
10）; Taniwaki M, et al, Int J Oncol. 2006 Sep;29(3):567-75.（非特許文献11）)。
ゲノムワイドcDNAマイクロアレイ解析の経過で、642の上方制御された遺伝子および806の
下方制御された遺伝子が、NSCLCの診断マーカーおよび治療標的として同定された(WO 200
4/31413（特許文献1）（その内容は参照により本明細書に組み入れられる）)。
【０００５】
　上皮成長因子受容体（EGFR）は、例えばEGFRの自己リン酸化を導き、EGFR情報伝達経路
を活性化するEGFのようなリガンドの刺激によって、様々な組織においてヒト癌の成長お
よび生存に重要な役割を果たす。ｃDNAおよび組織マイクロアレイ解析によって、肺癌の
大多数でTTKは過剰発現するものとして同定され、さらに予後不良と関連することが示さ
れた。さらに、siRNA処理による内因性TTK発現の抑制は、非小細胞肺癌細胞の有意な増殖
阻害を生じることが示された。癌細胞情報伝達に関連するリン酸化タンパク質に対する抗
体のパネルを用いたTTKキナーゼの候補基質のスクリーニングは、TTKの細胞内標的として
EGFRを同定する結果となった。さらに、TTKによるEGFRのチロシン-992およびセリン-967
のリン酸化がEGF刺激と独立して発生し、PLCγの活性化およびMAPKのリン酸化につながる
ことが発見された。また、原発性肺腺癌由来の転移性脳腫瘍を有する2人の患者および肺
癌細胞株RERF-LC-AIにおいて、TTK遺伝子のチロシンキナーゼドメインに点変異が同定さ
れた。インビトロでは、TTK変異体は哺乳動物細胞の浸潤能力を増大した。同時に、これ
らのデータは癌遺伝子およびその活性化としてのTTKの機能が癌細胞においてEGFR-MAPK情
報伝達の細胞内刺激において重要な役割を果たすこと、TTKキナーゼと、EGFの存在から独
立したEGFR間の新規細胞内情報伝達経路が肺癌形成において重要な役割を果たすことを示
している。したがって、本発明はTTK酵素活性を標的とすることが肺癌患者の治療に対す
る有望な治療戦略であることを示唆している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】WO 2004/31413
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Greenlee, R. T., et al., (2001) CA Cancer J Clin, 51: 15-36
【非特許文献２】Chute JP et al., (1999) J Clin Oncol.; 17:1794-801
【非特許文献３】Simon GR et al., (2003) Chest.; 123(1 Suppl):259S-271S
【非特許文献４】Sozzi, G. Eur J Cancer, (2001) 37 Suppl 7: S63-73
【非特許文献５】Schiller, J. H. et al. (2002) N Engl J Med, 346: 92-8
【非特許文献６】Kelly, K., et al. (2001) J Clin Oncol, 19: 3210-8
【非特許文献７】Kikuchi T, et al. Oncogene. 2003 Apr10;22(14):2192-205
【非特許文献８】Kikuchi T, et al. Int J Oncol. 2006 Apr; 28(4):799-805
【非特許文献９】Kakiuchi S, et al., Mol Cancer Res. 2003 May;1(7):485-99
【非特許文献１０】Hum Mol Genet. 2004 Dec15;13(24):3029-43. Epub 2004 Oct 20
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【非特許文献１１】Taniwaki M, et al, Int J Oncol. 2006 Sep;29(3):567-75
【発明の概要】
【０００８】
　ヒト癌の診断、治療および予防の新規分子標的のスクリーニングの過程で、レーザーマ
イクロダイセクションと組み合わせた27,648の遺伝子を含むcDNAマイクロアレイ上で、10
1例の肺癌のゲノム全域発現プロファイル分析が行われた(Kikuchi T, et al. Oncogene. 
2003 Apr 10;22(14):2192-205.; Kikuchi T, et al. Int J Oncol. 2006 Apr;28(4):799-
805.; Kakiuchi S, et al., Mol Cancer Res. 2003 May;1(7):485-99.; Kakiuchi S, et 
al., Hum Mol Genet. 2004 Dec 15;13(24):3029-43. Epub 2004 Oct 20.; Taniwaki M, e
t al, Int J Oncol. 2006 Sep;29(3):567-75.)。その結果は、TTKプロテインキナーゼ（
別名、hMps1）をコードしている遺伝子が、しばしば原発性肺癌の大多数で過剰発現する
ことを示している。
【０００９】
　上皮成長因子受容体（EGFR）は、成長情報伝達経路の重要な仲介物質として認識されて
いる(Carpenter G. Annu Rev Biochem. 1987;56:881-914.; Wells C. Int J Biochem Cel
l Biol. 1999 Jun;31(6):637-43.)。異常なEGFR活性は、遺伝的および後成的変化から生
じ、細胞増殖を促進して、多くの腫瘍において腫瘍発達を生じることが示された(Salomon
 DS, et al., Crit Rev Oncol Hematol. 1995 Jul;19(3):183-232.; Mendelson J. Clin 
Cancer Res. 2000 Mar;6(3):747-53.)。そのため、選択的にEGFR情報伝達を阻害する作用
物質が開発中であり、これを受けて抗EGFRモノクローナル抗体、セツキシマブ（Erbitux
）、およびゲフィニチブ(Iressa)、エルロチニブ(Tarceva)といったEGFRチロシンキナー
ゼ低分子阻害剤が診療において用いられてきた(Dowell J, et al., Nat Rev Drug Discov
. 2005 Jan;4(1):13-4.; Herbst RS, et al., Nat Rev Cancer. 2004 Dec;4(12):956-65.
)。例えばEGFのようなそのリガンドの刺激は、EGFRに構造変化および、MAPK（mitogen ac
tivated protein kinase）カスケードおよびc-Src（cellular Src）カスケードを含むEGF
R情報伝達経路を活性化する自己リン酸化を起こす(Yarden Y. Eur J Cancer. 2001 Sep;3
7 Suppl 4:S3-8.; Pal SK & Pegram M. Anticancer Drugs. 2005 Jun;16(5):483-94.; Ti
ce DA, et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 Feb 16;96(4):1415-20.)。c-Srcは、E
GFの存在下でEGFRの細胞質テールをリン酸化し、EGFRシグナルを活性化する(Yarden Y. E
ur J Cancer. 2001 Sep;37 Suppl 4:S3-8.; Pal SK & Pegram M. Anticancer Drugs. 200
5 Jun;16(5):483-94.; Tice DA, et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 Feb 16;96(4
):1415-20.)。しかしながら、EGFRをリン酸化し、その結果EGFから独立した動態でEGFR経
路を活性化するキナーゼは未だ報告されていなかった。
【００１０】
　本明細書において開示される証拠は、EGFR Tyr-992およびSer-967の、EGFから独立した
リン酸化および、それに続く、腫瘍成長/生存のために不可欠であると考えられる下流のM
APKシグナルの活性化による肺癌形成において、TTKが重要な役割を果たすことを証明する
。これらのデータは、TTKと、EGFの存在から独立したEGFRの間の新規情報伝達が、肺癌の
新規治療薬開発のための有望な標的であることを示唆している。
【００１１】
　また、様々なアミノ酸置換、例えばコドン72におけるロイシンからプロリン（L72P）、
コドン76におけるセリンからスレオニン（S76T）、コドン574におけるチロシンからシス
テイン（Y574C）、コドン789におけるプロリンからグルタミン（P789Q）およびコドン856
におけるロイシンからイソロイシン（K856I）の置換（表4）、から成る変異体TTKタンパ
ク質が本明細書において開示される。RERF-LC-AI細胞株で見られるTTKキナーゼドメイン
上のコドン574におけるミスセンス変異（Y574C）は、SNPデータベースには存在しなかっ
た(JSNP: http://snp.ims.u-tokyo.ac.jp/index_ja.html; DBSNP: http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/projects/SNP/)。さらに、原発性肺腺癌由来の2つの転移性脳腫瘍の臨床検体のT
TKキナーゼドメインにおいて、2つのミスセンス変異が同定された。変異は結果的に2つの
アミノ酸置換、すなわちコドン610におけるバリンからフェニルアラニン（V610F）、コド
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ン753におけるグルタミンからヒスチジン（Q753H）への置換、であった。適合した正常な
脳組織はこれら2人の患者のために利用可能で、野生型DNA配列のみ示し、腫瘍形成または
進行する間にその変異が身体的に生じたことを示唆した。
【００１２】
　変異TTK(Y574C)形質転換細胞は、非形質転換細胞と比較して高い自己リン酸化レベルを
示し、変異がTTKキナーゼ活性を促進し得ることを示した。さらに、変異TTK(Y574C)形質
転換細胞の浸潤能力が、変異TTK構築物を用いたマトリゲル浸潤アッセイによって、著し
く促進されることが確認された。これらの結果は、疑いなくRERF-LC-AI細胞由来のTTK変
異が、肺癌形成に関与する活性化した変異であり得ることを示す。
【００１３】
（表４）肺癌細胞株におけるTTK変異リスト
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(**) : 非コード領域
# : キナーゼドメインにおける位置
(!) : 以前に報告された
【００１４】
　したがって、本発明は、一部、TTKによるEGFRのTyr-992およびSer-967のEGFから独立し
たリン酸化と、腫瘍成長および/または生存のために不可欠だと考えられている、その後
に続く下流のMAPKシグナルの活性化の発見に基づく。
【００１５】
　また、本発明は、対象由来の生体試料において、TTK発現レベルおよびEGFRに対するTTK
キナーゼ活性レベルを測定する工程を含む、肺癌または肺癌が発達する素因を診断する方
法を提供する。正常対照レベルと比較した前記レベルの増加は、対象が肺癌に罹患してい
るか、もしくは肺癌の発症リスクを示す。特に、EGFRに対するTTKキナーゼ活性はEGFから
独立しており、EGFRのリン酸化部位の1つはTyr-992またはSer-967である。
【００１６】
　本発明はまた、肺癌の予後を評価または判定するための方法を提供する。いくつかの態
様において、その方法は次の工程を含む：
a. 肺癌の予後が評価または判定される対象由来の試料において、TTK発現レベルおよび/
またはリン酸化EGFRレベルを検出する；ならびに、
b. TTK発現および/またはリン酸化EGFRレベルの高いレベルが検出される場合に、予後不
良を示す。
【００１７】
　特に、EGFRに対するTTKキナーゼ活性はEGFから独立しており、EGFRのリン酸化部位はTy
r-992またはSer-967である。
【００１８】
　さらなる態様において、本発明はTTKキナーゼ活性を測定する方法を特徴とし、その方
法はTTKによるEGFRリン酸化に適した条件下でのポリペプチドのインキュベーションを含
む。好適なポリペプチドには、TTKポリペプチドまたはその機能的等価物、およびEGFRポ
リペプチドまたはその機能的等価物が含まれる。
【００１９】
　例えば、TTKポリペプチドはSEQ ID NO:2のアミノ酸配列を有することができる。あるい
は、結果として生じるポリペプチドがSEQ ID NO:2の生物活性を保持する限りTTKポリペプ
チドはSEQ ID NO: 2の一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失あるいは挿入によって改変
されたアミノ酸配列を有することができる。SEQ ID NO:2のポリペプチドの生物活性は、
例えば、細胞増殖の促進およびEGFRに対するTTKキナーゼ活性を含む。さらに、結果とし
て生じるポリヌクレオチドが、SEQ ID NO:2のポリペプチドの生物活性、例えばSEQ ID NO
:2のAsp-647を含む領域を保持するタンパク質をコードする限り、そのポリペプチドはSEQ
 ID NO:1のオープンリーディングフレームによって、または低いもしくは高いといったス
トリンジェントな条件下で、SEQ ID NO:1のヌクレオチド配列にハイブリダイズするポリ
ヌクレオチドによってコードされる857-アミノ酸タンパク質という形態をとることができ
る。
【００２０】
　EGFRポリペプチドは、SEQ ID NO:4のアミノ酸配列を有することができる(GenBank Acce
ssion No. NP_005219)。細胞において、EGFRはN末端ドメインで開裂し、1186残基のタン
パク質を形成する（SEQ ID NO:42）。結果として生じるポリペプチドがSEQ ID NO:4にお
けるTTKキナーゼの標的領域、例えばEGFRの開裂型でTyr-992およびSer-967を含む領域、
を保持する限り、EGFRポリペプチドは、SEQ ID NO:4の一つまたは複数のアミノ酸が置換
、欠失または挿入によって改変されたアミノ酸配列を有することができる。さらに、結果
として生じるポリヌクレオチドが、SEQ ID NO:4のTTKキナーゼの標的部位を保持する限り
、EGFRポリペプチドはSEQ ID NO:3(GenBank Accession No. NM_005228)のオープンリーデ
ィングフレーム、または低いまたは高いといったストリンジェントな条件下で、SEQ ID N
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O:3のヌクレオチド配列にハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされる121
0アミノ酸タンパク質の形態をとることができる。
【００２１】
　本発明の文脈において、EGFRに対するTTKキナーゼ活性はリン酸化EGFR、特にTyr-992に
おけるリン酸化の検出によって定義され得る（図4e）。EGFRに対するTTKキナーゼ活性は
、例えばリン酸化EGFR用抗体を用いたウエスタンブロット解析のような従来法により、検
出することができる。リン酸化はインビトロまたはインビボのどちらかで生じ得る。イン
ビトロリン酸化において、精製された組換え型TTKポリペプチドは、リン酸供与体としてA
TPを用いた細胞株、または組換え型EGFRポリペプチドから調製される全抽出物とインキュ
ベートすることができる。インビボリン酸化において、内因的または外因的に共発現して
いるTTKおよびEGFRを用いることができる。適切な合成条件は、例えばTris-HClのような
公知の基本的な緩衝液条件を含む。　
【００２２】
　本発明は、さらに、TTKポリペプチドまたはその機能的等価物およびEGFRポリペプチド
またはその機能的等価物を、リン酸供与体としてのATP存在下でインキュベートし、リン
酸化EGFRレベルを測定することによって検出されるEGFRに対するTTKキナーゼ活性を調節
（例えば増大または減少）する作用物質を同定する方法を提供する。正常な対照レベルと
比較したリン酸化EGFRレベルにおける減少は、被験薬剤がTTKキナーゼの阻害剤であるこ
とを示す。EGFRに対するTTKキナーゼ活性を阻害する（例えば減少する）化合物は、肺癌
の症状を治療、予防または軽減することに有用である。例えば、そのような化合物は肺癌
細胞の増殖を阻害することができる。あるいは、正常対照レベルと比較したレベルまたは
活性の増大は、試験作用物質がEGFRに対するTTKキナーゼ活性のエンハンサーであること
を示す。本明細書において、正常対照レベルという表現は、試験化合物の非存在下で検出
されるEGFRに対するTTKキナーゼ活性レベルをいう。例えば、TTKによるEGFRのリン酸化は
EGFから独立しており、EGFRのリン酸化部位の例はTyr-992およびSer-967、その他である
。　　
【００２３】
　本発明はまた、上記のように同定される化合物と肺癌細胞を接触させることによって、
肺癌を治療または予防する組成物および方法を含む。さらなる態様において、上記のよう
に同定される化合物の使用、および肺癌を治療または予防するのに適した薬学的組成物の
製造を提供する。例えば、肺癌を治療する方法は、上記に記載のように同定される化合物
の薬学上有効量および薬学的担体を含んだ組成物を、例えば当該疾患状態を有すると診断
されていたヒト患者のような哺乳類に投与する工程を含むことができる。
【００２４】
　本発明はまた、EGFRに対するTTKキナーゼ活性を検出するためのキットを提供する。試
薬は、好ましくはキットの形でともに包装される。試薬は別々の容器で包装することがで
き、例えばTTKポリペプチド、EGFRポリペプチド、リン酸化EGFR(Tyr992)またはリン酸化E
GFR(Ser967)などのリン酸化EGFR検出試薬、対照試薬（陽性および/または陰性）、および
/または検出可能な標識を含み得る。アッセイを実施するための使用説明書（例えば書面
、テープ、VCR、CD-ROM、その他）は、好ましくはキットに含まれる。キットのアッセイ
形式は当技術分野において公知の任意のキナーゼアッセイを含むことができる。
【００２５】
　本発明はキナーゼドメインでTTKの様々なアミノ酸置換、特に結果としてアミノ酸が置
換された変異；それぞれ2名の患者のために利用可能な、コドン610でのバリンからフェニ
ルアラニン（V610F）、コドン753でのグルタミンからヒスチジン（Q753H）、およびSNPデ
ータベースには存在しなかった、RERF-LC-AI細胞株で見出されたTTKキナーゼドメイン上
のコドン574でのチロシンからシステインへのミスセンス変異（Y574C）、の発見に一部基
づいている。TTKの変異（Y574CまたはQ753H）はTTKのキナーゼ活性および浸潤能力を促進
するため、RERF-LC-AI細胞由来のTTKの変異（Y574CまたはQ753H）は肺癌形成に関与する
活性化した変異でありうる。したがって、本発明は肺癌の転移、特にTTKのキナーゼドメ
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インの変異、例えばY574CまたはQ753Hを指標として用いた肺癌の脳転移を予測する方法を
提供する。
【００２６】
　他の態様において、本発明はまた、TTK（SEQ ID NO:1）またはEGFR（SEQ ID NO:3）遺
伝子発現を減少する二本鎖分子を含む組成物を対象に投与することを含む肺癌治療または
予防方法を提供する。該二本鎖分子はセンス核酸およびアンチセンス核酸を含んでおり、
該センス核酸は標的配列としてのSEQ ID NO:62または63の配列に一致するリボヌクレオチ
ド配列を含む。
【００２７】
　あるいは、本発明はまた、TTK（SEQ ID NO:1）またはEGFR（SEQ ID NO:3）遺伝子発現
を減少する二本鎖分子の薬学上有効量および薬学上許容される担体を含む肺癌治療および
予防のための組成物を提供する。
【００２８】
　さらに、本発明は、ISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO:44)、DVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ
 ID NO:45)およびFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO:46)の群から選択される阻害性のポリ
ペプチドを提供する。本発明は肺癌の治療および／または治療のためにこれらの阻害性の
ポリペプチドを使用するための医薬または方法をさらに提供する。
【００２９】
　本発明はまた、ISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO:44), DVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID 
NO:45)およびFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO:46)の群から選択される阻害性のポリペプ
チドまたはそれらをコードするポリヌクレオチドを投与する工程を含む肺癌の治療方法お
よび/または予防方法に関する。
【００３０】
　本発明のこれらおよびその他の目的および特徴は、添付の図および実施例と併せて以下
の詳細な説明を読むことでより完全に明らかとなるであろう。しかしながら、上記の発明
の概要および以下の詳細な説明のどちらも好ましい態様であり、本発明や本発明の他の代
替的態様を制限するものではないことは理解されるべきである。特に、発明が多くの特定
の態様に関して本明細書に記載されるとともに、明細書は発明の説明となり、発明を制限
するものとして作成されるものではないことはいうまでもない。添付された特許請求の範
囲に記載されているように、本発明の精神と範囲から逸脱しない範囲で、当業者は様々な
変更や応用を思いつく場合がある。同様に、本発明の他の目的、特徴、恩典および効果は
以下に記載されているこの概要および特定の態様から明らか、および当業者には直ちに明
らかである。そのような目的、特徴、利点および効果は添付の実施例、データ、図および
そこから引き出される全ての妥当な推論と連動して、単独で、または明細書中で引用され
た参考文献を考慮して、上記から明らかである。
【００３１】
　上記で列挙される特異的な目的および対象に関して、一つまたは複数の本発明の態様が
特定の目的に対処できることは当業者によく理解されている。その一方で、一つまたは複
数の他の態様は特定の他の目的に対処できる。本発明のあらゆる態様に対して、あらゆる
観点において、それぞれの目的は同等には適用することができない。よって、本明細書に
おける対象は、本発明のいかなる一態様に関しても代替的に考えることが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
　本発明の様々な局面および出願は、図面の簡単な説明ならびに以下の本発明およびその
好ましい態様の詳細な説明を検討することにより、当業者にとって明らかになるであろう
。
【００３３】
【図１】図1は原発性肺癌および細胞株におけるTTK発現検証を示す。パートaは半定量的R
T-PCRによって検討された、NSCLC(T)および対応する正常肺組織（N）の臨床試料における
TTK発現を示す。パートbは半定量的RT-PCRによって検討された、肺癌細胞株におけるTTK



(15) JP 2010-512730 A 2010.4.30

10

20

30

40

50

発現を示す。パートcはウエスタンブロット解析によって検出された7つの肺癌細胞株、正
常気道上皮細胞（SAEC）および2つの正常肺線維芽細胞（CCD19LuおよびMRC-5）におけるT
TKタンパク質の発現を示す。パートdは肺腺癌（ADC）、扁平上皮癌（SCC）および小細胞
肺癌（SCLC）組織におけるTTKタンパク質の免疫組織化学的解析の代表的なイメージを提
供する。倍率×200。パートeは免疫組織化学的解析によるA549細胞（左パネル）およびLC
319細胞（右パネル）におけるTTKの発現を示す。細胞は抗TTK抗体および二次抗体としてA
lexa Fluor 488結合ヤギ抗マウスIgGを用いて固定および着色された。TTKは緑、細胞核は
青（DAPI）で可視化した。パートfは抗TTK抗体を用いたウエスタンブロット解析の結果を
示し、TTKがA549細胞（左パネル）およびLC319細胞（右パネル）の細胞質および核画分に
局在することを確認した。
【図２】図2は原発性肺癌およびその予後評価におけるTTK発現を示す。パートaは組織マ
イクロアレイにおけるTTKタンパク質発現の免疫組織化学的評価の結果を示す。実施例は
肺SCCにおけるTTK発現の強、弱、または発現なし、および正常肺には発現していないこと
を示す。倍率×100。パートbはTTK発現に基づいた非小細胞肺癌（NSCLC）患者の腫瘍特異
的生存のカプラン・マイヤー解析の結果を示す（ログランク検定によりP < 0.0001）。
【図３】図3はTTKの増殖促進効果およびTTKによる細胞浸潤活性の活性化を示す。パートa
は半定量的RT-PCRによって解析された、LC319細胞におけるsi-TTK (si-TTK-1, -2)または
対照siRNA(ルシフェラーゼ (LUC)またはスクランブル(SCR))に応答したTTKの発現を示す
（左上パネル）。LC319細胞の生存率はsi-TTK、-LUC、または-SCRに応答したMTTアッセイ
によって評価された（左下パネル）。特異的siRNAまたは対照プラスミドをトランスフェ
クションしたLC319細胞のコロニー形成アッセイ（右下パネル）。パートbはウエスタンブ
ロット解析におけるHEK293細胞のTTK定常的トランスフェクタントのTTKタンパク質発現を
示す。パートcはTTKを低レベル（クローン1）、高レベル（クローン2）に発現するトラン
スフェクタントまたはモックベクターを用いてトランスフェクションした対照細胞がそれ
ぞれ三連で培養され、各時点でMTTアッセイにより細胞生存率を評価されたことを示す。
パートdはヌードマウスの皮下に移植した（5×106個TTK導入HEK293細胞/マウス）HEK293
細胞のTTK定常的トランスフェクタントまたはモックHEK293細胞の増殖曲線を示す。パー
トeはTTK、触媒的に不活性なTTK-KD（kinase dead）、またはモックベクターをトランス
フェクションしたNIH-3T3細胞の増大した浸潤能を示す、マトリゲル浸潤アッセイの結果
を示す。マトリゲルでコーティングしたフィルターを通過した浸潤細胞数が示された。
【図４】図4はTTKプロテインキナーゼによるTyr-992におけるEGFRの直接的リン酸化に関
する。パートaは一過性にTTKを過剰発現させたCOS-7細胞におけるEGFRのTyr-992リン酸化
の結果を示す。内因性TTKをほとんど発現していないCOS-7細胞にTTK発現ベクター、触媒
不活化TTK-KD（D647A）発現ベクター、またはモックベクターをトランスフェクションし
た。これらの細胞からの全細胞抽出物は、癌細胞情報伝達に関連する様々なリン酸化タン
パク質に対して合計31個の抗体を用いたウエスタンブロット解析に用いられた（表2参照
）。ブロットは全EGFRまたはACTBの等量添加を確認するため、ストリップし、リプローブ
した。EGFRの全バンドは約175kDaである。パートbは肺癌細胞における、EGFRと内因性TTK
の相互作用の結果を示す。免疫沈降はEGFの存在（100nM）または非存在下で、抗TTK抗体
およびA549細胞抽出物を用いて行われた。免疫沈降物は、内因性EGFRを検出するためのウ
エスタンブロット解析に供与した。IP：免疫沈降（immunoprecipitation）、IB： immuno
blot（イムノブロット）パートcはAG1478処理、またはTTKに対するsiRNA（oligo）または
EGFRに対するsiRNA（oligo）を導入したA549細胞の位相差像の結果を示す。非処理のA549
細胞は対照として供与した。パートdは精製した組換えTTKタンパク質とCOS-7細胞から単
離した全細胞抽出液をインキュベートすることによるインビトロキナーゼアッセイの結果
を示す。インビトロキナーゼアッセイの後、試料は抗リン酸化EGFR抗体（Tyr-845、Tyr-9
92、Tyr-1045、 Tyr-1068、 Tyr-1148およびTyr-1173)を用いたウエスタンブロット解析
に供与した。ブロットはストリップし、全EGFRまたはACTBの等量添加（左パネル）を確認
するためにリプローブした。24時間無血清培地で維持したCOS-7細胞は37℃で5または15分
間 EGF (100 nM)に暴露された。EGF処理への暴露を行わないCOS-7細胞は対照として供与
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した。これらの細胞からの全細胞抽出物は、これらの抗リン酸化EGFR抗体を用いたウエス
タンブロット解析（右パネル）に用いた。示される全てのバンドは約175kDaである。パー
トeはEGFR欠失変異（DEL）の略図である。細胞質領域の3つの部分的EGFR配列を有するGST
融合タンパク質が構築された（欠失変異体）。個々の変異体は両端のアミノ酸残基番号を
有するバーとして示される。細胞外ドメイン、膜貫通領域（TM）、チロシンキナーゼドメ
イン、Srcリン酸化部位（Tyr-845）、およびチロシン自己リン酸化部位（Tyr-992、Tyr-1
045、Tyr-1068、Tyr-1148およびTyr-1173)の位置が示されている。全ての3つのEGFR欠失
変異体（EGFR DEL）はキナーゼ欠失構築物である。パートfはSDS-PAGEに添加された3つの
組換え型EGFR-DELがクーマシーブリリアントブルー染色によって可視化した結果を示す（
上パネル）。基質としてEGFRの3つの欠失変異体と精製した組換え型TTKをインキュベート
することによるインビトロキナーゼアッセイ（下パネル）。キナーゼ反応後、試料は抗リ
ン酸化EGFR抗体を用いたウエスタンブロット解析に供与した。ブロットはストリップし、
GSTの等量添加を確認するためリプローブした。パートgは組換え型TTK（キナーゼとして
）および触媒活性組換え型GSTタグ付加EGFR（基質として活性rhEGFR、Upstate）をインキ
ュベートすることによるインビトロキナーゼアッセイの結果を示す。キナーゼ反応後、試
料は抗リン酸化チロシン抗体を用いたウエスタンブロット解析に供与した。活性rhEGFRの
キナーゼ活性は、ATP存在下で検出された（レーン2、#は活性rhEGFRの自己リン酸化を示
す）。EGFRチロシンキナーゼ阻害剤（AG1378）で前処理した活性rhEGFRのリン酸化は組換
え型TTK非存在下では検出されなかったが（レーン3）、組換え型TTK存在下では検出され
た（レーン4）。組換え型TTKの自己リン酸化型（矢印）および組換え型TTKによる活性rhE
GFRのリン酸化型が示された。パートhは、組織マイクロアレイ上で抗リン酸化EGFR（Tyr-
992）抗体を用いて、正常肺と同様に、NSCLC（肺ADCおよびSCC）ならびにSCLCを含む代表
的な外科的切除試料の免疫組織化学的染色の結果を示す（×200）。パートiはリン酸化EG
FR（Tyr-992）発現に基づいたNSCLC患者の腫瘍特異的生存率のカプラン・マイヤー解析の
結果を示す（ログランク検定によりP < 0.0001）。パートjはNSCLC患者の予後不良と、TT
Kおよびリン酸化EGFR（Tyr-992）の関連の結果を示す。366例のNSCLC症例は3グループに
分けられた; TTKおよびリン酸化EGFR (Tyr-992)の両方を強く陽性染色するグループ1（63
例）、両マーカーとも陰性染色であるグループ2（74例）、その他全ての症例であるグル
ープ3（229例）。パートkおよびlはTTKを一過性に過剰発現したCOS-7細胞におけるリン酸
化EGFR（Tyr-992）免疫蛍光検査解析の結果を示す。内因性TTKをほとんど発現しないCOS-
7細胞はTTK発現ベクターまたは空ベクター（モック）でトランスフェクションして、12時
間無血清培地で維持し、その後洗浄して固定した。TTK-Alexa488、リン酸化EGFR(Tyr-992
)Alexa594または細胞核（DAPI）はそれぞれ緑、赤、または青で可視化された。リン酸化E
GFR（Tyr-992）の内部移行はTTK発現プラスミドをトランスフェクションした細胞におい
て観察された(k)。矢印はリン酸化EGFR(Tyr-992)の局在化を示す(l)。パートmはTTK（si-
TTK）に対するRNAi (oligo)をトランスフェクションしたA549細胞における免疫蛍光検査
解析で検出されたリン酸化EGFR(Tyr-992)レベルを示す。RNAiが仲介するTTKの抑制は、Ty
r-992でのEGFRのリン酸化を減少した。
【図５】図5はリン酸化EGFR（Tyr-992）の誘導およびTTK依存的腫瘍形成系における下流
シグナル活性化の結果を示す。パートaはTTKの発現レベルおよび24時間コルセミド処理(0
、100、200 nM)(WAKO)で有糸分裂時に停止させたA549細胞におけるEGFR(Tyr-992)のリン
酸化レベルを示す。それらは抗TTKおよびpEGFR（Tyr-992）抗体を用いたウエスタンブロ
ット解析で検出した（上部および第3パネル）。TTKまたはEGFRバンドの移動度シフトをリ
ン酸化で評価するため、細胞抽出液をホスファターゼバッファーまたはバッファーにおい
て、ラムダプロテインホスファターゼ（λ-PPase;New England Biolab）処理または非処
理を37℃で1時間行った。この処理はウエスタンブロッティングで検出したTTKおよびEGFR
バンドの移動度シフトを無効にした（第2および第4パネル）。パートbはTTKに対するRNAi
 (oligo)をトランスフェクションしたA549細胞におけるウエスタンブロット解析で検出し
た、TTK、リン酸化EGFR（Tyr-992）、全EGFR、リン酸化PLCγ1（Tyr-771）、全PLCγ1、
リン酸化p44/42MAPK(Thr202/Tyr204)および全p44/42MAPKの発現レベルを示す。TTKのRNAi
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により仲介される抑制は、両方のEGFR(Tyr-992)、PLCγ1（Tyr-771）およびp44/42MAPK(T
hr202/Tyr204)のリン酸化を減少した。パートcは一過性にTTKを過剰発現させているCOS-7
細胞における、リン酸化p44/42MAPKの免疫蛍光検査解析の結果を示す。トランスフェクシ
ョンした細胞は12時間無血清培地で維持され、その後洗浄し固定した。Flag-TTK-Alexa48
8、リン酸化p44/42MAPK(Thr202/Tyr204)-Alexa594または細胞核（DAPI）はそれぞれ緑(上
パネル)、赤（中パネル）または青で可視化した。p44/42MAPKのリン酸化はTTKトランスフ
ェクション細胞でのみ観察されたが、TTK非トランスフェクション細胞では検出されなか
った（下パネル）。パートdはTTK-ベクター、TTK-KD-ベクター、または空ベクター（モッ
ク）をトランスフェクションしたCOS-7細胞において、PLCγ1とEGFRの共免疫沈降の結果
を示す。EGFRは抗EGFR抗体を用いてこれらの細胞の全細胞抽出物から免疫沈降した。免疫
沈降物はウエスタンブロッティングにより解析した。
【図６】図６はTTKプロテインキナーゼによるSer-967におけるEGFRの直接的リン酸化の結
果を示す。パートaは組換えEGFR-DEL-2（野生型）またはTyr-992残基がアラニンに置換さ
れた（Y992A）EGFR-DEL-2変異体を[γ-32P] ATP存在下で組換え型TTKとインキュベートす
ることにより実施したインビトロキナーゼアッセイの結果を示す。その産物はSDS-PAGEで
分離され、リン酸化はオートラジオグラフィーで可視化された。パートbは肺癌細胞株に
おいて、ウエスタンブロット解析により検出したTTK、リン酸化EGFR（Ser-967）および全
EGFRタンパク質のレベルを示す。パートcは免疫蛍光検査解析によって検出された、一過
性にTTKを過剰発現させたCOS-7細胞におけるリン酸化EGFR(Ser-967)の結果を示す。内因
性TTKをほとんど発現していないCOS-7細胞はTTK発現ベクターをトランスフェクションし
た。TTK-Alexa594、リン酸化EGFR(Ser-967)-Alexa488または細胞核（DAPI）はそれぞれ赤
（右パネル）、緑（中パネル）、青（左パネル）で可視化した。TTK過剰発現はEGFR（Ser
-967）のリン酸化を誘導した。パートdはTTKに対するRNAi(oligo)をトランスフェクショ
ンしたA549細胞の免疫蛍光検査解析により検出されるEGFR（Ser-967）のリン酸化レベル
を示す。RNAiを介するTTKの抑制はEGFR（Ser-967）のリン酸化を減少させた。パートeは
組織マイクロアレイにおけるリン酸化EGFR（Ser-967）発現の免疫組織化学的評価の結果
を示す。実施例はリン酸化EGFR（Ser-967）発現の強、弱、発現なしを示す。倍率×100。
パートfはリン酸化EGFR（Ser-967）発現に基づいたNSCLC患者における腫瘍特異的生存率
のカプラン・マイヤー解析の結果を示す（ログランク検定によりP < 0.0001）。
【図７】図7はTTK-EGFR経路を標的とすることによる細胞増殖/浸潤の抑制の結果を示す。
パートaは、TTKの定常的トランスフェクタントの増大された増殖促進効果を示す、MTTア
ッセイの結果を示す。HEK293細胞のTTKまたはモック定常的トランスフェクタントはそれ
ぞれ三連で培養され、各時点において細胞生存率がMTTアッセイにより評価された。これ
らの定常的トランスフェクタントはEGFR (si-EGFR)に対するRNAi (oligo)でトランスフェ
クションした。パートbはHEK293のTTK-またはモック定常的トランスフェクタントの増大
した浸潤能力を示す、マトリゲル浸潤アッセイの結果を示す。これらの定常的トランスフ
ェクタントはsi-EGFRでトランスフェクションした。パートcはMTTアッセイにより検出さ
れる細胞透過性EGFRペプチド（11R-EGFR）による肺癌細胞の増殖抑制の結果を示す。TTK
を過剰発現させたA549細胞にトランスフェクションしたペプチド。EGFRのTTK結合領域由
来の11R-EGFR899-917、11R-EGFR918-936または11R-EGFR937-955の増殖抑制効果（左パネ
ル）。ほとんどの有効な11R-EGFR937-955ペプチド由来のスクランブルペプチド処理はMTT
アッセイで測定される細胞生存率における増殖抑制効果を示さなかった（右パネル）。カ
ラム、三連アッセイの相対的吸光度;バー、SD。
【図８】図8はヒト肺癌におけるTTKの活性化された変異に関する。パートaは肺癌のTTK変
異の配列解析の結果を示す。左パネル、肺癌細胞株RERF-LC-AIにおいて発見されたTTKの
チロシンキナーゼドメイン中でアミノ酸置換となった点変異（Y574C;矢印）。代表的な野
生型の配列は参考文献として示される。中央および右パネル、原発性肺腺癌由来の2つの
転移性脳腫瘍におけるTTKチロシンキナーゼドメインのアミノ酸置換（症例2例におけるV6
10F、症例8例におけるQ753H）となった点変異(矢印)。対となる正常脳組織由来の野生型D
NA配列に対応する部分がまた示される。パートbはNIH-3T3細胞において外因的に発現した
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変異TTK(Y574C)および(Q753H)を検出する、抗Flag抗体を用いたウエスタンブロット解析
の結果を示す。リン酸化TTKは矢印により示された。パートcおよびdはwt-TTK-ベクター、
TTK-KD-ベクター、変異TTK（Y574C）-ベクター、または変異TTK（Q753H)-ベクター、また
はモックベクターを導入NIH-3T3細胞の増大された浸潤能力を証明するマトリゲル浸潤ア
ッセイの結果を示す。ギムザ染色で評価したマトリゲル被覆フィルターを通過した浸潤細
胞(×200)(c)、および計測した細胞数(d)。
【図９】図9は臨床試料におけるTTK発現を示す。初期原発性NSCLC(I-IIIA期)、進行した
原発性NSCLC(IIIB-IV期)、およびADC(T)由来転移性脳腫瘍および正常肺組織(N)の臨床検
体におけるTTK発現、半定量的RT-PCRによって検討された(上パネル)。PCR産物の濃度測定
強度は画像分析ソフトウェアによって定量化された(下パネル)。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
発明の詳細な説明
　これらは日常的な試験および最適化に合わせて変更できるので、本明細書において記載
されている特異的な方法論およびプロトコルに限られないことは理解されるべきである。
本明細書において使用される用語は、特定のバージョンまたは実施例のみを記載するもの
であり、本発明の範囲を制限する意図はないことも理解されるべきである。本明細書にお
いておよび添付の特許請求の範囲で用いられるように、単数形「１つの（a）」、「1つの
(an）」および「その（the）」は、文脈が明らかに別のものを指す場合を除き、複数の参
照を含むことに留意しなければならない。したがって、例えば「細胞」について言及する
ことは、当業者等に公知の、一つまたは複数の細胞およびその等価物について言及するこ
とである。
【００３５】
　特に定義しない限り、本明細書において用いられる技術的および科学的用語は全て本発
明の属する技術分野の当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を有する。しか
しながら、矛盾する場合には本明細書が定義を含めて統御する。したがって、本発明の文
脈において、以下の定義を適用する。
【００３６】
　本発明の文脈において、TTKポリペプチドはSEQ ID NO: 2のアミノ酸配列を有するポリ
ペプチド、あるいは結果として提供されるポリペプチドがSEQ ID NO:2のポリペプチドと
機能的に等価である、一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失または挿入によって改変さ
れたSEQ ID NO:2を有するポリペプチドでもよい。さらに、TTKポリペプチドはSEQ ID NO:
1のオープンリーディングフレームによってコードされる857アミノ酸タンパク質、あるい
は低いまたは高いといったストリンジェントな条件下で、結果として提供されるポリヌク
レオチドがSEQ ID NO:2のポリペプチドと機能的に等価なタンパク質をコードする、SEQ I
D NO:1のヌクレオチド配列にハイブリダイズするポリペプチドという形態をとることもで
きる。
【００３７】
　本発明の文脈において、「機能的に等価な」という用語は、対象タンパク質が基のタン
パク質の生物活性を保持することを意味する。SEQ ID NO:2の生物活性は、例えば細胞増
殖の促進およびEGFRに対するTTKキナーゼ活性を含む。本発明の文脈において、TTKと機能
的に等価なタンパク質は好ましくはEGFRに対するキナーゼ活性を有する。対象タンパク質
が標的活性を有するか否かは、本発明によって判定することができる。例えば、EGFRに対
するキナーゼ活性は、EGFRのリン酸化に適した条件下でポリペプチドをインキュベートし
、リン酸化EGFRレベルを検出することによって測定することができる。例えば、TTKによ
るEGFRのリン酸化部位はTyr992またはSer967である。
【００３８】
　上記のハイブリダイゼーション技術または遺伝子増幅技術によって同定されたDNAによ
ってコードされる、ヒトTTKタンパク質と機能的に等価なタンパク質は、通常、ヒトTTKタ
ンパク質のアミノ酸配列と高い相同性を有する。本発明の文脈において、用語「高い相同



(19) JP 2010-512730 A 2010.4.30

10

20

30

40

50

性」は40％以上の相同性を指し、好ましくは60%以上、より好ましくは80%以上、さらによ
り好ましくは95%以上を指す。タンパク質の相同性は「Wilbur, W. J. and Lipman, D. J.
 (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 726-30」においてアルゴリズムに従って決定
することができる。
【００３９】
　本発明の文脈において、ハイブリダイゼーションの文脈中の用語「ストリンジェンシー
」は利用されているハイブリダイゼーション標準の相対的な厳しさを指す。適切な低スト
リンジェントな条件の例は、例えば42℃、2×SSC、0.1%SDS、または好ましくは50℃、2×
SSC、0.1%SDSを含む。好ましくは、高ストリンジェントな条件が用いられる。適切な高ス
トリンジェントな条件の例は、例えば室温で2×SSC、0.01%SDSでの20分間の洗浄3回、次
に37℃で1×SSC、0.1%SDSでの20分間の洗浄3回、および50℃で1×SSC、0.1%SDSでの20分
間の洗浄2回を含む。しかしながら、温度および塩濃度などのいくつかの要素がハイブリ
ダイゼーションのストリンジェンシーに影響を及ぼす場合があり、当業者であれば必要な
ストリンジェンシーを達成するための要素を適切に選択することができる。
【００４０】
　本発明の文脈において、「対照レベル」という用語は、対照試料中で検出されるmRNAま
たはタンパク質発現レベルを指し、(a)正常対照レベルまたは(b)肺癌特異的対照レベルの
両方を含む。対照レベルは、単一の参照集団に由来する単一の発現パターンであっても、
または複数の発現パターンに由来する単一の発現パターンであってもよい。例えば、本発
明の文脈において、対照レベルは以前に試験された細胞由来の発現パターンのデータベー
スであってよい。用語「正常対照レベル」とは、健常個体において、または癌、例えば肺
癌に罹患していないことが分かっている個体集団において検出される遺伝子の発現レベル
を指す。健常個体とは、癌、特に肺癌の臨床症状を有さない個体である。一方で、「肺癌
対照レベル」とは、肺癌に罹患している集団において見出される遺伝子の発現レベルを指
す。
【００４１】
　本発明の文脈において、対照レベルと比較して、少なくとも0.1倍、少なくとも0.2倍、
少なくとも1倍、少なくとも2倍、少なくとも5倍、または少なくとも10倍、もしくはそれ
以上、遺伝子発現または遺伝子産物の活性が増大している場合に、特定の遺伝子の発現レ
ベルが「増大された」と見なされる。TTK遺伝子発現は患者由来の組織試料からTTKのmRNA
を、例えばRT-PCRまたはノーザンブロット解析によって検出すること、あるいはTTKによ
ってコードされるタンパク質を、例えば患者由来の組織試料の免疫組織化学的解析によっ
て検出することによって決定することができる。
【００４２】
　本発明の文脈において、対象由来の試料は、試験対象、例えば、癌、より詳細には肺癌
に罹患しているかまたはその疑いがある患者から得られる任意の体組織または体液試料で
ありうる。例えば、組織は上皮細胞を含むことができる。より詳細には、組織は肺癌細胞
、例えば非小細胞肺癌または小細胞肺癌、の上皮細胞でありうる。あるいは、試料は血液
、血清または血漿などの体液でもよい。
【００４３】
　本発明は癌の治療および予防に関する。本発明の文脈において、癌に対する治療または
癌発症の予防は、癌細胞の増殖阻害、癌の退縮および癌の発生の抑制を含む、下記工程の
いずれかを含む。そのような治療的および予防的効果は好ましくは統計的に有意である。
例えば観察時には、5%またはそれ以下の有意性レベルで、細胞増殖性疾患に対する薬学的
組成物の治療的または予防的効果は投与なしの対照と比較される。例えば、スチューデン
トのt検定、マン-ホイットニーのU検定またはANOVAは、統計解析に用いることができる。
【００４４】
　さらに、本発明の文脈において、用語「予防」は疾患の死亡率または罹患率の負荷を減
少するいずれかの活性を含む。予防は第一次、第二次および第三次の予防レベルで生じる
ことができる。第一次予防が疾患の発達を抑える一方で、機能を復元することによる、既
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に確定した疾患の悪影響を減少することならびに疾患関連合併症を減少することと同様に
、予防の第二次および第三次レベルは疾患の進行および症状の発生を予防するための活性
を含む。
【００４５】
　本発明の文脈において、「有効な」治療とは、対象において、TTKレベルまたはEGFRリ
ン酸化レベルの低下または、肺癌のサイズ、有病率、もしくは転移能の減少をもたらす治
療である。治療が予防的に適用される場合、「有効な」とは、治療によって肺癌の発生が
遅延もしくは妨害されるか、または肺癌の臨床症状が軽減されることを意味する。肺癌の
評価は、標準的な臨床プロトコルを用いて行うことができる。さらに、治療の有効性は、
肺癌の診断または治療のための公知の任意の方法に関連して判定することができる。例え
ば、肺癌は病理組織学的に、または症候性の異常を特定することにより、日常的に診断さ
れる。
【００４６】
　付加的な定義は、次の文章中に散在しており、適用され得る。
【００４７】
概説：
　癌治療のための分子標的薬剤の開発が発達してきたにもかかわらず、治療の効果と同様
に、反応する腫瘍型の範囲は非常に制限されたままである(Ranson, M., et al. (2002) J
 Clin Oncol, 20: 2240-50.; Blackledge, G. and Averbuch, S. (2004) Br J Cancer, 9
0: 566-72.)。そのため、最小限のまたはまったく副作用のない、悪性細胞に高度に特異
的な新規抗癌剤の開発が緊急に必要とされている。これらの目標に向けた強力な戦略は、
細胞増殖におけるそれらの効果のハイスループットスクリーニングとともにｃDNAマイク
ロアレイ上で得られた遺伝子情報に基づいて同定され、RNAiシステムによる機能喪失型フ
ェノタイプの誘導による、癌細胞で上方制御された遺伝子のスクリーニングと、組織マイ
クロアレイ上で何百もの臨床試料を解析することにより薬剤標的の可能性のバリデーショ
ンを組み合わせる (Sauter, G., et al. (2003) Nat Rev Drug Discov, 2: 962-72.; Kon
onen, J., et al. (1998) Nat Med, 4: 844-7.)。そのような戦略に続き、本明細書にお
いては、TTKが臨床NSCLC試料および細胞株においてしばしば共過剰発現しているだけでは
なく、高発現レベルの遺伝子産物がNSCLC細胞の増殖と同様に疾患の進行に不可欠である
ことを示している。
【００４８】
　上皮成長因子受容体（EGFR）は様々な増殖シグナル経路の重要な仲介物質として認識さ
れた(Carpenter G. Annu Rev Biochem. 1987;56:881-914.; Wells C. Int J Biochem Cel
l Biol. 1999 Jun;31(6):637-43.)。遺伝子的および後成的変化から生じている異常なEGF
R活性は、細胞増殖を増大し、多くの腫瘍において腫瘍の進行を駆動することが示された(
Salomon DS, et al., Crit Rev Oncol Hematol. 1995 Jul;19(3):183-232.; Mendelson J
. Clin Cancer Res. 2000 Mar;6(3):747-53.)。したがって、EGFRシグナルを選択的に阻
害する薬剤は開発中であり、臨床で用いられている例には、抗EGFRモノクローナル抗体、
セツキシマブ（Erbitux）、およびゲフィチニブ（Iressa) およびエルロチニブ(Tarceva)
といったEGFRチロシンキナーゼの低分子阻害剤を含まれる(Dowell J, et al., Nat Rev D
rug Discov. 2005 Jan;4(1):13-4.; Herbst RS, et al., Nat Rev Cancer. 2004 Dec;4(1
2):956-65.)。EGFのようなリガンドの刺激はMAPK(mitogen activated protein kinase)カ
スケードおよびc-Src (cellular Src)カスケードを含むEGFRシグナル経路を活性化する、
立体構造変化ならびに自己リン酸化を起こす(Yarden Y. Eur J Cancer. 2001 Sep;37 Sup
pl 4:S3-8.; Pal SK & Pegram M. Anticancer Drugs. 2005 Jun;16(5):483-94.; Tice DA
, et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 Feb 16;96(4):1415-20.)。c-SrcはEGF存在
下でEGFRの細胞質テールをリン酸化し、EGFRシグナルを活性する(Yarden Y. Eur J Cance
r. 2001 Sep;37 Suppl 4:S3-8.; Pal SK & Pegram M. Anticancer Drugs. 2005 Jun;16(5
):483-94.; Tice DA, et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 Feb 16;96(4):1415-20.
)。しかし、現在まで、EGFRをリン酸化して、その結果EGFから独立した動態でEGFR経路を
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活性するキナーゼは報告されていなかった。
【００４９】
　しかしながら、TTKはEGFRのTyr-992またはSer-967のEGFから独立したリン酸化および、
腫瘍成長/生存に不可欠であると考えられており、下流MAPKシグナルのそれに続く活性化
による肺癌形成において、重要な役割を果たしている根拠が本明細書で提供される。した
がって、データは、TTKとEGFの存在から独立しているEGFRが肺癌の新規治療薬開発の候補
標的を意味することを示唆する。
【００５０】
肺癌の予後評価：
　上述したように、本発明は、一部、TTKキナーゼ、EGFRの新規細胞内標的分子の発見に
基づく。本発明はまた、TTKの高発現レベルおよび/またはリン酸化EGFRの高レベルが肺癌
患者の予後不良と関連している所見に基づいている。特に、肺癌は非小細胞肺癌（NSCLC
）である。本明細書において提供される証拠を考慮すると、TTK発現および/またはEGFRに
対するTTKキナーゼ活性あるいはEGFRリン酸化レベルが癌患者の予後不良と関連しており
、したがって本発明は肺癌患者の予後を評価または測定する方法を提供する。例えば、EG
FRのリン酸化部位はTyr-992またはSer-967である。そのような方法の例は、次の工程を含
む：
　a. 肺癌予後が評価または測定される対象から採取した試料において、TTK発現レベルま
たはEGFRリン酸化レベルを検出する工程；および
　b. TTK発現またはリン酸化EGFRの上昇したレベルが検出される場合に、予後不良が示さ
れる工程。　
【００５１】
　本方法の文脈において、試料は対象から採取される。本発明の文脈において用いられる
好ましい治療の例は、生検または外科切除によって肺癌患者から得られた肺組織である。
本発明の文脈において、TTK発現レベルまたは試験試料で検出されるEGFRリン酸化レベル
が対照レベルよりも高い場合、試験試料は上昇したレベルのTTK発現またはEGFRのリン酸
化を有すると考えられる。本発明の文脈において、有効な対照レベルの例は、TTK発現の
基準値または良い予後に関連する群から選択されるEGFRレベルのリン酸化を含む。基準値
は従来技術において公知のいかなる方法によっても得られることができる。例えば、平均
値 ± 2 S.D、または平均値 ± 3 S.Dが基準値として使用することができる。あるいは、
予後不良は、試料組織の免疫組織化学的解析によって強い染色が観察される場合に判定す
ることができる。
【００５２】
　本発明の文脈において、TTKの発現レベルは以下からなる群から選択される方法のいず
れか一つによって検出される：
　(a) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列をコードするmRNAの存在を検出する方法：
　(b) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を有するタンパク質の存在を検出する方法：および
　(c) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を有するタンパク質の生物活性を検出する方法。
【００５３】
　本発明の文脈において、mRNA、タンパク質またはタンパク質の生物活性はいかなる方法
によっても検出され得る。所与のタンパク質、メッセンジャーRNAまたはその生物学的活
性を検出する方法は当業者に周知である。例えば、mRNAは公知のPCRまたはハイブリダイ
ゼーションベースの技術を用いて検出することができる。あるいは、いかなるイムノアッ
セイ形式もタンパク質検出に適用することができる。さらに、EGFRに対するTTKのキナー
ゼ活性のような、TTKの生物活性は、本明細書に記載されているようないかなる適切なア
ッセイ方法を用いても検出することができる。例えば、EGFRのTTKキナーゼ活性はSEQ ID 
NO:42の992アミノ酸残基のチロシン、または967アミノ酸残基のセリンで検出することが
できる。
【００５４】
　本発明の文脈において、EGFRのリン酸化レベルはリン酸化EGFR、例えばTyr-992またはS
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er-967リン酸化EGFRの量を測定することで検出することができる。リン酸化EGFRを検出す
る方法は、当業者に周知である。例えば、特異的抗体を用いたイムノアッセイは有用であ
る。
【００５５】
　本発明の文脈において、予後不良の判定はさらなる治療、例えば生活の質を低下させる
さらなる治療を止めること、過去に用いられたものとは異なる方法で癌を治療すること、
またはより積極的に癌を治療すること、の判定に用いることができる。言い換えれば、TT
KまたはEGFRのリン酸化による予後評価は、臨床医に、日常的な組織サンプリングの手順
のみを用いて、従来の疾患の臨床進行度の情報すらない個々の肺癌患者に対する、最も適
切な治療を事前に選択することを可能にする。
【００５６】
　さらに、本発明の方法は治療の経過の有効性を評価するために用いることができる。例
えば、生体試料がTTK発現またはEGFRのリン酸化の上昇したレベルを含むことが発見され
ている癌を有する哺乳類において、抗癌治療の有効性はTTK発現レベルまたはEGFRのリン
酸化レベルを長期にわたりモニタリングすることによって評価することができる。例えば
、治療過程後の哺乳類から得た生物試料におけるTTK発現レベルまたはEGFRのリン酸化レ
ベルの減少は、治療開始前または初期にその哺乳類から得た試料で観察されたレベルと比
較して、有効な治療であることを示し得る。
【００５７】
　あるいはまた、本発明によれば、中間結果は対象の予後を評価または判定するための他
の試験結果に加えて提供することができる。そのような中間結果は医師、看護士または他
の開業医が対象の予後を評価、判定または推定するのに役立つ。本発明によって得られた
中間結果を組み合わせて、予後を評価すると考えられる付加的な情報は、対象の臨床症状
および物理的条件を含む。
【００５８】
　前述したように、本発明はまた、肺癌の進行を評価または判定するキットを提供する。
キットは下記から成る群から選択されるいずれか一成分を含む；
　(a) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列をコードするｍRNAの存在を検出する試薬：
　(b) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を有するタンパク質あるいはSEQ ID NO:42でチロシン9
92アミノ酸残基またはセリン976アミノ酸残基を有するアミノ酸配列を有するタンパク質
を検出する試薬；および
　(c) SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を有するタンパク質の生物学的活性を検出する試薬。
【００５９】
　TTKはEGFRに対するキナーゼ活性を有し、ならびにその発現レベルとリン酸化EGFRレベ
ル（Tyr-992またはSer-967）はより短い腫瘍特異的な生存期間を示した。さらに、TTKに
よるTyr-992またはSer-967におけるEGFRのリン酸化はEGF刺激から独立している。したが
って、TTKが仲介するEGFRのリン酸化は肺癌、例えば非小細胞肺癌の診断パラメーターと
して有効である。
【００６０】
　本発明はまた、対象における肺癌または肺癌発症の素因を評価あるいは判定するための
キットを提供し、該キットはEGFRに対するTTKキナーゼ活性を検出するための試薬を含む
。キットは肺癌、例えば非小細胞肺癌の診断に有効である。さらに、EGFRに対するTTKの
キナーゼ活性、例えばEGFから独立したTTKによるEGFRリン酸化はあらゆる適切な試薬を用
いて検出することもできる。
【００６１】
EGFRに対するTTKのキナーゼ活性：
　TTKによるEGFRの選択的なリン酸化は本明細書において明らかにされる。したがって、
別の局面においては、本発明はEGFRに対するTTKのキナーゼ活性を測定する方法を提供す
る。そのような方法は次の工程を含み得る：
　a. EGFRまたはその機能的等価物およびTTKをTTKによるEGFRリン酸化に適した条件下で



(23) JP 2010-512730 A 2010.4.30

10

20

30

40

50

インキュベートする工程。TTKは下記群から選択される：
　　i. SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を有するポリペプチド（TTK）
　　ii. SEQ ID NO:2の一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失あるいは挿入によって改
変されたポリペプチドであって、結果として生じるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミノ
酸配列を有するポリペプチドと等価な生物活性を有するポリペプチド；
　　iii. SEQ ID NO:1のヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドに対してストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチ
ドで、結果として生じるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミノ酸配列を有するポリペプチ
ドと等価な生物活性を有するポリペプチド；
　b. リン酸化EGFRレベルを検出する工程；および
　c. 工程(b)で検出されたリン酸化EGFRレベルとの相関によってTTKのキナーゼ活性を測
定する工程。
【００６２】
　本発明の文脈において、EGFRリン酸化に適した条件は、リン酸供与体の存在下でのEGFR
とTTKのインキュベーションとともに提供され得る。本発明において、好ましいリン酸供
与体はATPである。TTKによるEGFRリン酸化に適した条件はまた、ポリペプチドを発現して
いる培養細胞も含む。例えば、細胞は、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含
む発現ベクターを内部に持つ形質転換細胞でもよい。別の態様において、EGFRに対するリ
ン酸化反応はキナーゼアッセイバッファー(例えば 50 mM Tris, pH7.4, 10 mM MgCl2, 2 
mM dithiothreitol, 1 mM NaF, 0.2 mM ATP)中で60分間30℃でEGFRとTTKをインキュベー
ションすることによって行われる。本発明の文脈において、EGFRの機能的な等価物は、TT
Kが仲介するEGFRのリン酸化部位、Tyr992またはSer967を含み得るEGFR断片である。例え
ば、EGFRの断片はSEQ ID NO:43のアミノ酸配列に含まれ得る。
【００６３】
　インキュベーション後、リン酸化EGFRレベルはリン酸化EGFRを認識する抗体で検出され
得る。リン酸化EGFR検出の前に、EGFRは他の要素、またはEGFR発現細胞の細胞溶解物から
分離できる。例えば、ゲル電気泳動はEGFRの分離に使用できる。あるいは、EGFRは抗EGFR
抗体を有する担体とEGFRを接触させることによって捕捉することができる。標識化リン酸
供与体が用いられる場合、リン酸化EGFRレベルは標識の追跡によって検出することができ
る。例えば、放射性標識されたATP（例えば32P-ATP）は、単離されたEGFRの放射活性がリ
ン酸化EGFRレベルと相関するリン酸供与体として用いられた。
【００６４】
　本発明の文脈において、生体試料におけるTTKのキナーゼ活性を評価することができる
。例えば、本発明の生体試料は患者由来の癌組織または癌細胞株を含み得る。当該生体試
料においてTTKキナーゼ活性は、肺癌を示す、あるいは予後を評価または判定する信頼性
のあるマーカーとして有効である。本発明はさらに、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を
測定する試薬を提供する。そのような試薬の例としてはEGFRおよびリン酸供与体が挙げら
れる。本発明において、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を測定するキットもまた提供さ
れる。該キットは本発明の試薬およびリン酸化EGFRレベルを検出する検出試薬を含み得る
。好ましい検出試薬は、非リン酸化EGFRから特異的にリン酸化EGFRを認識する抗体である
。例えば、本発明において、好ましい抗体はTyr992またはSer967でリン酸化EGFRを認識す
る。
【００６５】
診断方法：
　本発明はまた、対象における肺癌の診断または肺癌の素因の予測方法を提供し、該方法
は対象由来の生体試料におけるTTK発現またはEGFRリン酸化レベルを決定する段階を含み
、正常対照レベルと比較した該レベルの増加は、対象が肺癌に罹患している、あるいは発
症するリスクを示す。本発明において、診断される対象由来のいかなる試料も使用するこ
とができる。本発明の文脈において用いられる好ましい例は、生検または外科切除によっ
て得られた肺組織である。例えば、TTKによるEGFRのリン酸化部位はTyr992 またはSer967
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である。
【００６６】
　あるいは、本発明によれば、対象の状態を調べるための中間結果を提供することができ
る。そのような中間結果をさらなる情報と組み合わせて、対象は疾患に罹患していること
を、医師、看護師、またはその他の医療従事者が、診断することを補助することができる
。さらに、本発明はさらなる肺癌の診断が必要とされる人をスクリーニングする方法に関
する。スクリーニング後、陽性の結果を示した人は本当に肺癌に罹患しているか確認する
ため、さらなるスクリーニング試験、または医学的治療を受けることを勧告される。
【００６７】
　あるいは、本発明を用いて対象由来の組織中の癌細胞を検出し、対象が肺癌に罹患して
いると診断するのに有用な情報を医師に提供することもできる。したがって、本発明は対
象由来試料におけるEGFRに対するTTKのキナーゼ活性レベルを決定（例えば測定する）こ
とを必要とする。本発明において、肺癌診断方法はまた、肺癌を試験または検出する方法
を含む。あるいは、本発明において、肺癌を診断することは、対象における肺癌の疑い、
リスク、あるいは可能性も指す。
【００６８】
　本発明の診断方法は、TTK発現を決定（例えば測定）する工程を含む。TTK遺伝子配列の
使用は、当業者に周知の従来技術を用いて検出および測定することができる。例えば、ノ
ザンブロットハイブリダイゼーション解析がTTK遺伝子の発現を決定するために用いられ
得る。ハイブリダイゼーションプローブは典型的には、TTK配列の少なくとも10個、少な
くとも20個、少なくとも50個、少なくとも100個、または少なくとも200個の連続したヌク
レオチドを含む。別の例としては、配列は、例えば増幅ベースの検出方法、例えば逆転写
ベースのポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）において、TTK核酸の特異的に複製するプライ
マーを構築するために用いられる。別の例としては、TTKに対する抗体、例えば抗TTKポリ
クローナル抗体または抗TTKモノクローナル抗体は、イムノアッセイ、例えば免疫組織化
学的解析、ウエスタンブロット解析またはELISA等に用いることができる。
【００６９】
　あるいは、TTKの発現は生物活性により検出することができる。例えば、生物活性は細
胞増殖活性ならびに浸潤活性ならびにEGFR Tyr997またはSer967に対するキナーゼ活性で
ある。キナーゼ活性検出方法は上述されている。
【００７０】
　また、本発明の診断方法はEGFRのリン酸化レベルを決定する工程を含む。例えば、EGFR
のリン酸化部位はTyr992またはSer967である。非リン酸化型を除くリン酸化を特に認識す
る抗体がイムノアッセイ、例えば免疫組織化学的解析、ウエスタンブロットまたはELISA
等に用いることができる。
【００７１】
　対象由来の組織試料のような試験細胞集団において検出される、TTK発現レベルまたはE
GFRリン酸化レベルは、参照細胞集団におけるそれらと比較することができる。参照細胞
集団は比較パラメーターが公知の、一つまたは複数の細胞、例えば肺癌細胞または正常肺
上皮細胞（非肺癌細胞）を含み得る。
【００７２】
　肺癌の存在または素因を示すかどうかを問わず、参照細胞集団に対する試験細胞集団に
おけるTTK発現レベルまたはEGFRのリン酸化レベルは、参照細胞集団の構成に依存する。
例えば、参照細胞集団が非肺癌細胞からなる場合、試験細胞集団および参照細胞集団間レ
ベルの類似性は、試験細胞集団が非肺癌であることを示す。逆にいえば、参照細胞集団が
肺癌細胞から成る場合、試験細胞集団および参照細胞集団間の遺伝子発現における類似性
は試験細胞集団が肺癌細胞を含むことを示す。
【００７３】
　参照細胞集団におけるレベルから、1.1倍以上、1.5倍以上、2.0倍以上、5.0倍以上、10
.0倍以上またはそれ以上変化する場合、試験細胞集団におけるTTK発現レベルまたはEGFR
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のリン酸化レベルは、「変化した」と見なされるか、または「異なる」と見なされる。
【００７４】
　試験細胞集団と参照細胞集団間の差次的な遺伝子発現は、対照遺伝子、例えばハウスキ
ーピング遺伝子に標準化することができる。例えば、対照遺伝子は細胞の癌または非癌状
態に応じて異ならないことが公知のものである。対照遺伝子の発現レベルは、したがって
、試験および参照細胞集団におけるシグナルレベルを標準化するために用いられ得る。代
表的な対照遺伝子は、例えばβ-アクチン、グリセルアルデヒド3-リン酸塩デヒドロゲナ
ーゼおよびリボソームタンパク質P1を含むが、これに限定されるものではない。
【００７５】
　試験細胞集団は、複数の参照細胞集団と比較され得る。複数の参照細胞集団の各々は、
公知のパラメーターにおいて、異なってよい。したがって、試験細胞集団は、例えば非肺
癌細胞（正常細胞）を含むことが公知である第2の参照細胞集団と同じく、例えば肺癌細
胞を含むことが公知である第1の参照細胞集団と比較され得る。試験細胞集団は、肺癌細
胞を含む、または含む疑いのあることが公知の対照からの組織あるいは細胞試料に含まれ
得る。
【００７６】
　試験細胞集団は体組織または体液、例えば生体液（例えば血液、痰、唾液）から得るこ
とができる。例えば、試験細胞集団は肺組織から精製することができる。好ましくは、試
験細胞集団は上皮細胞を含む。上皮細胞は肺癌であるまたはその疑いがあることが公知の
組織からが好ましい。
【００７７】
　参照細胞集団における細胞は、試験細胞集団の細胞と類似の組織型が好ましい。状況に
応じて、参照細胞集団は細胞株、例えば肺癌細胞株（すなわち陽性対照）、または正常非
肺癌細胞株（すなわち陰性対照）である。あるいは、対照細胞集団は検定されたパラメー
ターまたは状態が公知である細胞から得られた分子情報のデータベースでもありうる。
【００７８】
　対象は好ましくは哺乳類である。典型的な哺乳類は、例えばヒト、非ヒト霊長類、マウ
ス、ラット、イヌ、ネコ、ウマまたはウシを含むが、これに限定されるものではない。
【００７９】
　本発明はまた、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を検出するキットを提供する。当該キ
ットの範囲内で含まれる構成成分の例は、EGFR、リン酸化EGFRに結合する抗体、例えば抗
リン酸化EGFR（Tyr992）抗体または抗リン酸化EGFR(Ser967)抗体、および抗体を検出する
検出標識を含む。EGFRのリン酸化Tyr992またはSer967を認識する抗体は市販されている。
あるいは、当該抗体あるいはTyr992またはSer967残基を含む断片がTyr992またはSer967で
リン酸化EGFRとの免疫によって得られることは公知である。
【００８０】
　TTK cDNAは、SEQ ID NO:1(GenBank Accession No. NM_003318)に規定される2,571ヌク
レオチドのオープンリーディングフレームを含む2,984のヌクレオチドから成る。オープ
ンリーディングフレームはSEQ ID NO:2 (GenBank Accession No. NP_003309)に規定され
るアミノ酸配列を有する857アミノ酸タンパク質をコードする。Mps1（TTKはそのヒトホモ
ログである）は出願酵母において中心体複製に必要とされる因子として最初に発見され、
その後紡錘体チェックポイントに必須機能を有することが示された。
【００８１】
スクリーニング方法：
　本発明はまた、TTKがEGFRに対するキナーゼ活性を有するという知見に関連する。例え
ば、TTKによるEGFRのリン酸化部位はTyr992またはSer967であり、そのリン酸化はEGFとは
独立している。そのため、発明の一態様はEGFRのTTKが仲介するリン酸化を制御する試験
化合物を同定することを含む。したがって、本発明はEGFRに対するTTKのキナーゼ活性を
調節する化合物を同定する新規方法を提供する。例えば、本発明はEGFRに対するTTKのキ
ナーゼ活性を調節する作用物質を同定する方法を提供し、その方法は以下の工程を含む：
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　a. TTKが以下から成る群から選択される、EGFRまたはその機能的等価物とTTKを試験化
合物の存在下、TTKによるEGFRのリン酸化に適した条件下でインキュベートさせる工程：
　　i.SEQ ID NO: 2(TTK)のアミノ酸配列を含むポリペプチド；
　　ii. SEQ ID NO: 2の一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失または挿入されたアミノ
酸配列を含むポリペプチドであって、結果として得られるポリペプチドがSEQ ID NO: 2の
アミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な生物活性を有する、ポリペプチド。
　　iii. SEQ ID NO: 1の核酸配列から成るポリヌクレオチドにストリンジェントな条件
下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドで、結果と
して得られるポリペプチドがSEQ ID NO: 2のアミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な
生物活性を有する、ポリペプチド。
　b. リン酸化EGFRレベルを検出する工程；および
　c. 対照レベルと比較したリン酸化EGFRレベルにおける増減が、試験化合物がEGFRに対
するTTKキナーゼ活性を修飾することを示す、対照レベルとリン酸化EGFRレベルを比較す
る工程。
【００８２】
　本方法により同定される薬剤は、TTKが仲介するEGFRのリン酸化を阻害することによっ
て、例えば肺癌の進行を遅延または抑止することができる候補化合物を構成する。したが
って、本発明は例えばEGFから独立した、TTKによるEGFRのリン酸化のような、EGFRに対す
るTTKキナーゼ活性を修飾する化合物のスクリーニング方法を提供する。例えば、EGFRの
リン酸化部位はTyr992またはSer967である。上記方法は、TTKまたはEGFRに対するキナー
ゼ活性を有する機能的等価物と、EGFRまたはTTKによるリン酸化が可能な機能的等価物と
を、1つまたは複数の候補化合物と接触させ、リン酸化EGFRレベルを評価することにより
実施される。例えば、TTKによるリン酸化が可能なEGFRの機能的等価物は、TTKが仲介する
EGFRのリン酸化部位、Tyr992またはSer967を含んでもよい。より好ましくは、EGFRの断片
はSEQ ID NO: 42の889アミノ酸から1045アミノ酸領域を含むことができる。TTKまたは機
能的等価物による、EGFRのリン酸化を調節する化合物はこれにより同定される。
【００８３】
　したがって、本発明はまた、下記工程を含む、肺癌を治療および/または予防する化合
物のスクリーニング方法を提供する：
　a. 上記した方法により、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を修飾する試験化合物を同定
する工程、および
　b. 対照レベルと比較して、リン酸化EGFRレベルを減少させる化合物を選択する工程。
【００８４】
　本発明の別の観点はまた、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を調節する試験化合物の能
力を検出するキットを提供する。そのようなキットは以下の構成成分を含むことができる
：
　A) 以下から成る群から選択されるポリペプチド；
　　i.　SEQ ID NO: 2のアミノ酸配列を含むポリペプチド(TTK)；
　　ii.　SEQ ID NO: 2の一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失または挿入されたアミ
ノ酸配列を含むポリペプチドであって、結果として得られるポリペプチドがSEQ ID NO: 2
のアミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な生物活性を有する、ポリペプチド。
　　iii.　SEQ ID NO: 1の核酸配列を有するポリペプチドにストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドで、結果として
得られるポリペプチドがSEQ ID NO: 2のアミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な生物
活性を有する、ポリペプチド；および
　B)　EGFRまたはその機能的等価物：
　C)　リン酸化EGFRを検出する試薬
【００８５】
　さらに、この発明はまた、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を修飾する試験化合物の能
力を検出するキットを提供する。そのようなキットは以下の構成成分を含むことができる
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：
　A) EGFRまたはその機能的等価物と、以下から成る群から選択されるポリペプチドを発
現する細胞：
　　i. SEQ ID NO: 2のアミノ酸配列を含むポリペプチド(TTK)；
　　ii. SEQ ID NO: 2の一つまたは複数のアミノ酸が置換、欠失または挿入されたSEQ ID
 NO: 2のアミノ酸配列を含むポリペプチドであって、結果として得られるポリペプチドが
SEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な生物活性を有する、ポリペプ
チド。
　　iii. SEQ ID NO:1の核酸配列を有するポリペプチドにストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドで、結果として得
られるポリペプチドがSEQ ID NO:2のアミノ酸配列から成るポリペプチドと等価な生物活
性を有する、ポリペプチド；および
　B)リン酸化EGFRを検出する試薬。
【００８６】
　本発明において、EGFRの機能的等価物はSEQ ID NO:43のアミノ酸配列から成る断片であ
る。さらにまた、キットはリン酸供与体をさらに含むことができる。好ましいリン酸供与
体は、ATPである。本発明のキットにおける検出のための試薬はまた、リン酸化EGFR検出
のための試薬としてEGFRのリン酸化Tyr992またはSer967を認識する抗体を含んでもよい。
【００８７】
　本発明はさらに肺癌を治療または予防するための組成物を提供する。当該組成物はEGFR
に対するTTKキナーゼ活性を減少させる化合物の薬学的有効量および薬学的に許容される
担体から成る。上述したように、本発明の文脈において、用語「機能的等価物」は対象タ
ンパク質が本来のタンパク質の生物活性を保持することを意味する。この場合はEGFRのキ
ナーゼ活性である。対象タンパク質が標的活性を有するか否か、本発明に従って測定する
ことができる。例えば、EGFRのキナーゼ活性はEGFRのリン酸化に適した条件下でポリペプ
チドとインキュベートし、リン酸化EGFRレベルを検出することにより検出することができ
る。例えば、TTKによるEGFRのリン酸化はTyr992またはSer967である。
【００８８】
　所与のタンパク質と機能的に等価なタンパク質の調製方法は、当業者に周知であり、タ
ンパク質に変異を導入する従来の方法を含む。例えば、当業者は部位特異的変異を介して
ヒトTTKタンパク質のアミノ酸配列に適切な変異を導入することによってヒトTTKタンパク
質と機能的に等価なタンパク質を調製できる(Hashimoto-Gotoh, T. et al. (1995), Gene
 152, 271-5; Zoller, MJ, and Smith, M. (1983), Methods Enzymol. 100, 468-500; Kr
amer, W. et al. (1984), Nucleic Acids Res. 12, 9441-56; Kramer W, and Fritz HJ. 
(1987) Methods. Enzymol. 154, 350-67; Kunkel, TA (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 82, 488-92; Kunkel (1991), Methods Enzymol. 204, 125-39)。アミノ酸変異は、
天然において発生することもある。本発明の文脈における使用に適したタンパク質は、1
つ又は複数のアミノ酸が変異されたヒトTTKタンパク質のアミノ酸配列を有するタンパク
質を含み、結果として得られた変異タンパク質はヒトTTKタンパク質と機能的に等価であ
る。そのような変異体において変異されるアミノ酸数は、通常25アミノ酸以下、好ましく
は10から15アミノ酸以下、より好ましくは5から6アミノ酸以下、およびさらにより好まし
くは2から3アミノ酸以下である。EGFRに対するキナーゼ活性を維持するために、変異タン
パク質のアミノ酸配列におけるキナーゼドメインは保存することが好ましい。例えば、TT
Kのキナーゼドメインを維持するため、TTKのAsp647は変えられない。
【００８９】
　変異または改変されたタンパク質、あるアミノ酸配列の1つまたは複数のアミノ酸残基
を置換、欠失あるいは挿入によって改変されたアミノ酸配列を有するタンパク質は、元の
生物活性を保持することが知られている(Mark, D. F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA (1984) 81, 5662-6, Zoller, M. J. & Smith, M., Nucleic Acids Research (1982) 
10, 6487-500, Wang, A. et al., Science (1984) 224, 1431-3, Dalbadie-McFarland, G
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. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1982) 79, 6409-13)。
【００９０】
　変異させるアミノ酸残基は、アミノ酸側鎖の特性が保存される別のアミノ酸に変異させ
ることが好ましい（「保存的アミノ酸置換」として知られる方法）。典型的なアミノ酸側
鎖の特性は、疎水性アミノ酸（A、I、L、M、F、P、W、Y、V）、親水性アミノ酸（R、D、N
、C、E、Q、G、H、K、S、T）および次の官能基又は共通の特徴を有する側鎖である：脂肪
族側鎖（G、A、V、L、I、P）；水酸基を含む側鎖（S、T、Y）；硫黄原子を含む側鎖（C、
M）；カルボン酸及びアミドを含む側鎖（D、N、E、Q）；塩基を含む側鎖（R、K、H）；な
らびに芳香族官能基を含む側鎖（H、F、Y、W）。挿入された文字はアミノ酸の1文字コー
ドを示すことに注意されたい。
【００９１】
　ヒトTTKタンパク質のアミノ酸配列(SEQ ID NO: 2)に対して、1つまたは複数のアミノ酸
残基が挿入または付加されるタンパク質の例は、ヒトTTKタンパク質を含む融合タンパク
質である。本発明の文脈における使用に適した融合タンパク質は、例えばヒトTTKタンパ
ク質および他のペプチドまたはタンパク質の融合を含む。融合タンパク質は、当業者に周
知の技術を用いて、例えば他のペプチドまたはタンパク質をコードするDNAと本発明のヒ
トTTKタンパク質をコードするDNAをフレームが合うように結合し、融合DNAを発現ベクタ
ーへ挿入し、宿主で発現することによって作製することができる。本発明のタンパク質に
融合されるペプチドまたはタンパク質は制限されない。
【００９２】
　TTKタンパク質と融合させるペプチドとして使用可能な公知のペプチドには、例えば、F
LAG (Hopp, T. P. et al., (1988) Biotechnology 6, 1204-10)、6個のHis(ヒスチジン)
残基を含む6xHis、10xHis、インフルエンザ凝集素(HA)、ヒトc-mys断片、VSP-GP断片、p1
8HIV断片、T7-タグ、HSV-タグ、E-tag、SV40T抗原断片、lck タグ、αチューブリン断片
、B-タグ、プロテインC断片などが含まれる。本発明のタンパク質と融合できるタンパク
質の例には、GST (グルタチオン-S-トランスフェラーゼ)、インフルエンザ凝集素(HA)、
免疫グロブリン定常領域、βガラクトシダーゼ、MBP (マルトース結合タンパク質)などが
含まれる。
【００９３】
　融合タンパク質は、上述の融合ペプチドまたはタンパク質をコードする市販のDNAを、
本発明のタンパク質をコードするDNAと融合させて、調製された融合DNAを発現させること
によって調製可能である。
【００９４】
　機能的に等価なタンパク質を単離するための当技術分野で公知の代替法は、例えば、ハ
イブリダイゼーション技術を用いる方法である(Sambrook, J. et al., (1989) Molecular
 Cloning 2nd ed. 9.47-9.58, Cold Spring Harbor Lab. Press)。当業者は、TTKタンパ
ク質をコードするTTK DNA配列（例えば、SEQ ID NO: 1)の全体または一部に対して高い相
同性を有するDNAを容易に単離することができ、単離されたDNAからヒトのTTKタンパク質
と機能的に等価なタンパク質を単離することができる。本発明で使用されるタンパク質に
は、ヒトのTTKタンパク質をコードするDNA配列の全体または一部とハイブリダイズするDN
Aによってコードされるタンパク質、およびヒトのTTKタンパク質と機能的に等価物である
タンパク質が含まれる。これらのタンパク質には、ヒトまたはラットに由来するタンパク
質に対応する哺乳動物ホモログ（例えばサル、マウス、ウサギおよびウシ遺伝子によって
コードされたタンパク質）が含まれる。ヒトのTTKタンパク質をコードするDNAに対して高
い相同性を有するcDNAを動物から単離する際には、精巣または肺癌由来の組織を用いるこ
とが特に好ましい。
【００９５】
　ヒトのTTKタンパク質の機能的に等価なタンパク質をコードするDNAを単離するためのハ
イブリダイゼーション条件は、当業者によって日常的に選択可能である。例えば、「Rapi
d-hyb緩衝液」（アマシャムライフサイエンス）を用いて68℃で30分間以上プレハイブリ
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ダーゼーションを行い、標識プローブを添加して、68℃で1時間以上加温することにより
、ハイブリダイゼーションを実施することができる。その後の洗浄工程は、例えば低スト
リンジェントな条件で行うことができる。典型的な低ストリンジェントな条件とは、例え
ば42℃、2x SSC、0.1% SDS、または好ましくは50℃、2x SSC、0.1% SDSである。高ストリ
ンジェントな条件を用いることがより好ましい。典型的な高ストリンジェントな条件とは
、例えば、室温で、2x SSC、0.01% SDSでの20分間の洗浄3回、次に37℃で、1x SSC、0.1%
 SDSでの20分間の洗浄3回、および、50℃で、1x SSC、0.1% SDSでの20分間の洗浄2回を含
む。しかし、温度および塩濃度などのいくつかの要素はハイブリダイゼーションのストリ
ンジェンシーに影響を及ぼす場合があり、必要なストリンジェンシーを達成するための要
素を、当技術分野内の当業者は日常的に十分適切に選択することができる。
【００９６】
　ハイブリダイゼーションの代わりに、遺伝子増幅法、例えばポリメラーゼ連鎖反応（PC
R）法を利用し、ヒトのTTKタンパク質（SEQ ID NO: 2）をコードするDNA(SEQ ID NO: 1)
の配列情報に基づいて合成されたプライマーを用いて、ヒトのTTKタンパク質と機能的に
等価なタンパク質をコードするDNAを単離することができる。
【００９７】
　上記のハイブリダイゼーション技術または遺伝子増幅技術を通じて単離されたDNAによ
ってコードされるヒトTTKタンパク質と機能的に等価なタンパク質は、通常、ヒトTTKタン
パク質のアミノ酸配列に対して高い相同性を有する。本発明の文脈において、「高い相同
性」という用語は40％以上、好ましくは60%以上、より好ましくは80％以上、さらにより
好ましくは95%以上の相同性を指す。タンパク質の相同性は「Wilbur, W. J. and Lipman,
 D. J. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 726-30」におけるアルゴリズムに従っ
て決定することができる。
【００９８】
　本発明の文脈において有用なタンパク質は、それを産生するために用いた細胞もしくは
宿主、または利用した精製方法に応じて、アミノ酸配列、分子量、等電点、糖鎖の有無、
または形状に変化を有してもよい。言うまでもなく、ヒトTTKタンパク質(SEQ ID NO:2)の
機能的等価物である限り、本発明の文脈においてそれは有効である。
【００９９】
　本発明の文脈において有用なタンパク質は、当業者に周知の方法によって組換えタンパ
ク質または天然タンパク質として調製することができる。組換えタンパク質は、例えば、
以下の工程により調製可能である：本発明のタンパク質をコードするDNA（例えばSEQ ID 
NO:1の核酸配列を有するDNA）を適切な発現ベクターに挿入する工程；ベクターを適切な
宿主細胞に導入する工程；抽出物を入手する工程；抽出物をクロマトグラフィー、例えば
イオン交換クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー、ゲルろ過もしくは本発明のタ
ンパク質に対する抗体を固定したカラムを利用するアフィニティークロマトグラフィーに
供することにより、または上述のカラムを2つ以上組み合わせることにより、タンパク質
を精製する工程。
【０１００】
　さらに、本発明の文脈において有用なタンパク質が、宿主細胞（例えば、動物細胞およ
び大腸菌）中で、グルタチオン-S-トランスフェラーゼタンパク質との融合タンパク質と
して、または複数のヒスチジンを加えた組換えタンパク質として発現する場合、発現され
た組換えタンパク質を、グルタチオンカラムまたはニッケルカラムを用いて精製すること
ができる。
【０１０１】
　融合タンパク質の精製後に、必要に応じてトロンビンまたは第Xa因子で切断することに
より、目的のタンパク質以外の領域を除くこともできる。
【０１０２】
　天然のタンパク質は、当業者に公知の方法により、例えば本発明のタンパク質を発現す
る組織または細胞の抽出物を、後述のTTKタンパク質に結合する抗体が結合したアフィニ
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ティーカラムに接触させることにより、単離可能である。抗体は、ポリクローナル抗体ま
たはモノクローナル抗体でありうる。
【０１０３】
　本発明において、TTKまたはその機能的等価物のキナーゼ活性は、当技術分野において
公知の方法によって決定可能である。例えば、TTKによるEGFRのリン酸化のための適切な
アッセイ条件下で、TTKおよびEGFRはATPとインキュベートすることができる。本発明にお
いて、EGFRのリン酸化の典型的な条件は、EGFRまたは細胞抽出物とTTKを接触される段階
、およびそれらをインキュベートする段階を含む。本発明において、EGFRのリン酸化条件
は、リン酸供与体の存在下でEGFRとTTKのインキュベートによって提供される。ATPは適切
なリン酸供与体の一例である。例えば、放射性ラベル化ATPがリン酸供与体となりうる。
増加した放射性ラベル化EGFRはあらゆる適切な方法によって検出することができる。例え
ば、放射性アッセイにおいて、放射性ラベル化EGFRはシンチレーションカウンターで検出
される。一方、非放射性アッセイにおいて、リン酸化EGFRは、例えばウエスタンブロット
アッセイまたはELISAのような、リン酸化EGFRに結合する抗体を用いて検出する。例えば
、TTKによるEGFRのリン酸化に適切な条件を以下に記載する：
反応混合液：
50 mM Tris-HCl (pH 7.4),
10 mM MgCl2, 
2 mM dithiothreitol,
1 mM NaF,
0.2 mM ATP
【０１０４】
　反応混合液は同定されたTTKを含む試料と混合し、30℃で60分間インキュベートする。
反応はLaemmli試料バッファーを添加し、95℃で5分間加熱することで停止させた。タンパ
ク質はSDS-PAGEおよび、その後リン酸化EGFRに結合する抗体を用いてウエスタンブロット
によって分離した。
【０１０５】
　あるいは、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性はシンチレーションカウンターによって放
射性標識化EGFRに基づいて評価され得る。リン酸化EGFRは例えばELISAまたはウエスタン
ブロットアッセイのような抗体に基づいた検出系によって検出され得る。あるいは、リン
酸化EGFRは、例えばMALDI-TOF-MSのような、マススペクトロメトリーで検出することもで
きる。例えば、TTKによるEGFRのリン酸化部位はTyr992またはSer967である。Tyr992また
はSer967におけるEGFRに対するTTKのキナーゼ活性は、リン酸化EGFR（Tyr992またはSer96
7）に特異的な抗体を用いて検出することができる。
【０１０６】
　様々なロースループットおよびハイスループットの酵素アッセイ形式が当技術分野で公
知であり、これらを、TTKによるEGFRのリン酸化のレベルの検出または測定のために容易
に適合させることができる。ハイスループットアッセイ法のため、マルチウェルプレート
、スライドまたはチップなどの固体支持体上に、EGFRを好ましくは固定化する。反応後に
、上記の方法によってリン酸化EGFRを固体支持体上で検出することができる。リン酸化EG
FRを検出するため、例えばリン酸化EGFRに結合する抗体を用いることができる。例えば、
TTKによるEGFRのリン酸化部位はTyr992またはSer967である。TTKによるTyr992またはSer9
67におけるEGFRのリン酸化は、リン酸化EGFR（Tyr992またはSer967）に対する特異的抗体
を用いて検出することができる。あるいは、P32標識化ATPをリン酸供与体として用いるこ
とができる。リン酸化EGFRは放射性P32で追跡することができる。そのようなアッセイを
容易にするため、固体支持体をストレプトアビジンでコーティングしてEGFRをビオチンで
標識化することができる。当業者はスクリーニングの所望のスループット能力に基づいて
、適切なアッセイ形式を決定することができる。
【０１０７】
　任意の試験化合物は、例えば細胞抽出物、細胞培養上清、微生物発酵の産物、海洋生物
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からの抽出物、植物抽出物、精製タンパク質または粗タンパク質、ペプチド、非ペプチド
化合物、合成低分子化合物および天然化合物を含むが、これに限定されず、本発明のスク
リーニング方法に用いることができる。本発明の試験化合物は、（１）生物学的ライブラ
リー、(2)扱うことが空間的に可能な並列した固相または液相ライブラリー、(3)デコンボ
リューションを必要とする合成ライブラリー法、(4)「1ビーズ1化合物」ライブラリー法
、および(5)アフィニティークロマトグラフィー選択を用いる合成ライブラリー方法を含
む、当技術分野で公知のコンビナトリアルライブラリー法における多くのアプローチのい
ずれかを用いて入手することもできる。アフィニティークロマトグラフィー選択を用いる
生物学的ライブラリー法はペプチドライブラリーに限定されるが、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、または化合物の低分子ライブラリーに適用可能で
ある(Lam (1997) Anticancer Drug Des. 12: 145-67)。分子ライブラリーを合成する方法
の例は、当技術分野において見出すことができる(DeWitt et al. (1993) Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 90: 6909-13; Erb et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11422
-6; Zuckermann et al. (1994) J. Med. Chem. 37: 2678-85; Cho et al. (1993) Scienc
e 261: 1303-5; Carell et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell
 et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061; Gallop et al. (1994) J. Med
. Chem. 37: 1233-51.)。化合物のライブラリーは、溶液中に提示してもよく( Houghten 
(1992) Bio/Techniques 13: 412-21.)、またはビーズ(Lam (1991) Nature 354: 82-4.参
照)、チップ(Fodor (1993) Nature 364: 555-6.)、細菌(US Pat. No. 5,223,409)、胞子(
US Pat. No. 5,571,698; 5,403,484, および 5,223,409)、プラスミド(Cull et al. (199
2) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1865-9.)、もしくはファージ(Scott and Smith (19
90) Science 249: 386-90.; Devlin (1990) Science 249: 404-6.; Cwirla et al. (1990
) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 6378-78.; Felici (1991) J. Mol. Biol. 222: 301-
10.; US 特許出願 2002103360)上に提示してもよい。
【０１０８】
　本発明のスクリーニング方法によって同定された化合物は、EGFRに対するTTKのキナー
ゼ活性を阻害する薬剤開発の候補であり、肺癌の治療または予防に適用され得る。特に、
EGFRに対するTTKのキナーゼ活性は、EGF依存的である。もしくは、EGFRのリン酸化部位は
Tyr992またはSer967である。
【０１０９】
　さらに、EGFRに対するTTKのキナーゼ活性を阻害する化合物の構造の一部が付加、欠失
および/または置換によって変換した化合物もまた、本発明のスクリーニング方法によっ
て得られた化合物に含まれる。
【０１１０】
肺癌の治療および予防：
　本発明は、本発明のスクリーニング方法により選択された化合物のいずれかを含む肺癌
の治療または予防のための組成物を提供する。
【０１１１】
　ヒトおよび他の哺乳類、例えばマウス、ラット、モルモット、ウサギ、ネコ、イヌ、羊
、ブタ、ウシ、サル、ヒヒ、およびチンパンジー、のための医薬として本発明の方法によ
って同定された化合物を投与する場合、同定された化合物は直接投与か、または従来の製
剤調製方法を用いた剤形に調製できる。例えば、必要に応じて、薬剤は経口的に糖衣錠、
カプセル、エリキシルおよびマイクロカプセルとして、または非経口的に無菌液あるいは
水または薬学的に許容される他のあらゆる液体の滅菌懸濁液の注射型をとることができる
。例えば、化合物は、一般的に許容された薬剤実施のために要求される単位投与量の形に
おいて、薬学的に許容される担体または培養液、特に滅菌水、生理的食塩水、植物油、乳
化剤、懸濁剤、界面活性剤、安定剤、香料、賦形剤、溶媒、防腐剤、結合剤、その他と混
合することができる。これら製剤における活性成分の量は、指示範囲内で適切な投与量に
する。
【０１１２】
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　錠剤およびカプセルを形成するために混合できる添加剤の例は、例えば、ゼラチン、コ
ーンスターチ、トラガカントゴムおよびアラビアゴムのような結合剤、結晶セルロースの
ような賦形剤、コーンスターチ、セラチンおよびアルギン酸のような膨潤剤、ステアリン
酸マグネシウムのような潤滑油、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味料、ならび
にペパーミント、アカモノ油およびサクランボのような香料を含む。単位投与量の形態が
カプセルの場合、油のような液体担体はまた、上記成分においてさらに含まれることがで
きる。注射のための滅菌混合物は、注射に用いられる蒸留水のような溶媒を用いた通常の
薬剤実施態様で調製することができる。
【０１１３】
　生理的食塩水、ブドウ糖、およびD-ソルビトール、D-マンノース、D-マンニトールおよ
び塩化ナトリウムのようなアジュバントを含む他の等張液は、注射用の水溶液として用い
られることができる。これらは適切な可溶化剤、例えばアルコール、特にエタノール、プ
ロピレングリコールおよびポリエチレングリコールのようなポリアルコール、ポリソルベ
ート80（商標）およびHCO-50のような非イオン性活性剤と組み合わせて用いることができ
る。
【０１１４】
　ゴマ油およびダイズ油は適切な油性液体の例であり、可溶化剤としての安息香酸ベンジ
ルまたはベンジルアルコールと組み合わせて使用することができ、リン酸緩衝液またはナ
トリウム酢酸緩衝液のような緩衝液、塩酸プロカインのような鎮痛剤、ベンジルアルコー
ルまたはフェノールのような安定化剤、および抗酸化剤とともに製剤化してもよい。調製
された注射物は、適切なアンプルに充填されてもよい。
【０１１５】
　当業者に公知の方法は、本発明の医薬品組成物を対象に投与するために用いられること
ができる。例えば動脈内注射、静脈内注射、または経皮注射、および鼻腔内投与、経気管
支性投与、筋肉内投与、または口腔内投与である。投与量および方法は、対象の体重およ
び年齢、ならびに選択した投与方法によって変化し得る。しかしながら、当業者は日常的
に適切な投与方法および投与量を選択することができる。前記化合物がDNAによってコー
ド化可能である場合、そのDNAは遺伝子治療のためのベクターに挿入することができ、ベ
クターは治療を行うため対象に投与することができる。投与量および方法は、対象の体重
、年齢、症状によっても変化し得る。しかし、当業者はそれらを最適に選択することがで
きる。
【０１１６】
　例えば、TTKに結合し、その活性を調節する化合物の用量は症状次第であるが、正常な
成人（体重60kg）へ経口投与する場合、適切な用量は一般的に1日約0.1mgから約100mg、
好ましくは1日約1.0mgから約50mg、さらに好ましくは1日約1.0mgから約20mgである。
【０１１７】
　非経口投与する場合、正常な成人（体重60kg）に注射する形では、対象、標的器官、症
状および投与方法によりいくらか異なるが、1日約0.01mgから30mg、好ましくは1日約0.1
から約20mg、およびより好ましくは1日約0.1から10mgの静脈内注射が簡便である。また、
他の動物の場合においても、体重60kgに変換した量を投与することが可能である。
【０１１８】
　別の態様において、本発明は本明細書において記載されている1つ以上の治療化合物を
含む、薬学的組成物または治療組成物を含む。薬学的製剤は、経口、直腸、経鼻、局所的
（口腔および舌下を含む）、経膣または非経口（筋肉内、皮下および静脈内を含む）投与
、あるいは吸入またはガス注入による投与に適したものを含むことができる。製剤は、必
要に応じて、薬学の従来技術において使用されている方法のいずれかにより、個別の用量
において都合よく提示され、かつ調製することができる。本明細書における全ての薬学的
方法は、液体担体または微粉固体担体、必要に応じてはその両方と活性化合物の結合をも
たらす段階、および必要な場合は製品を所望の製剤に成型する段階を含む。
【０１１９】
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　経口投与に適している薬学的製剤は個別の単位、例えばカプセル、カシェ剤または錠剤
として都合よく提示されることができ、各々は粉または顆粒として、溶液、懸濁液として
、またはエマルジョンとして活性成分の予め定められた量を含む。活性成分はまた、ボー
ラス、舐剤またはペーストとして提示され、純粋な形態、すなわち担体なしで存在するこ
とができる。経口投与用の錠剤およびカプセルは、従来の賦形剤、例えば結合剤、充填剤
、潤滑油、崩壊剤または湿潤剤を含むことができる。錠剤は任意に1つまたはそれ以上の
製剤成分を用いて、圧縮または成形によって作られることができる。圧縮錠剤は、任意で
結合剤、潤滑油、不活性希釈剤、潤滑剤、界面活性剤または分散剤と混合し、例えば粉ま
たは顆粒など自由に流れる形態において、活性成分を適切な機械で圧縮することにより調
製しても良い。成形された錠剤は、適切な機械において、不活性液体希釈剤で湿らせた粉
末状化合物の混合物を成形することによって作られ得る。錠剤は公知技術の方法に従って
被覆しても良い。口腔液製剤（Oral fluid preparations）は、例えば水性または油性の
懸濁液、溶液、エマルジョン、シロップまたはエリキシル剤の形で存在するか、あるいは
使用前に水または他の適切な溶媒と構成する乾燥製品として提示され得る。そのような液
体製剤は、従来の添加剤、例えば懸濁剤、乳化剤、非水溶溶媒（食用油を含んでよい）ま
たは防腐剤を含むことができる。さらにまた、錠剤はその中の活性成分の放出を遅くまた
は制御して提供するように、任意に調製することができる。
【０１２０】
　非経口投与用の製剤には、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、および対象とするレシピエント
の血液と製剤を等張にする溶質を含み得る水性および非水性の無菌注射液剤、ならびに、
懸濁化剤および増粘剤を含み得る水性および非水性の無菌懸濁剤が含まれる。製剤は、単
位投与用容器または複数回投与用容器、例えば、密閉されたアンプルおよびバイアルに入
れて提供されてもよく、生理食塩水、注射用水のような無菌液体担体の使用直前の添加の
みが必要なフリーズドライ（凍結乾燥）状態で保存されてもよい。あるいは、製剤は、持
続注入用として提供されてもよい。即時注射用の液剤および懸濁剤は、先に述べた種類の
無菌の粉末剤、顆粒剤および錠剤から調製してもよい。
【０１２１】
　直腸投与用製剤には、例えばココアバターまたはポリエチレングリコールのような標準
的な担体を用いた坐剤として提供してもよい。口内、例えば口腔内または舌下に局所投与
するための製剤には、ショ糖、アカシアまたはトラガカントのような風味付き基剤中に活
性成分を含む薬用キャンディー、ならびにゼラチンおよびグリセリン、またはショ糖およ
びアカシアのような基剤中に活性成分を含むトローチが含まれる。活性成分の鼻腔内投与
のためには、本発明の化合物は、液体スプレーもしくは分散性粉末剤または滴剤の形態が
使用され得る。滴剤は、1種または複数の分散剤、可溶化剤または懸濁剤もまた含む水性
または非水性基剤とともに製剤化してもよい。液体スプレーは加圧パックから都合よく送
達されてもよい。
【０１２２】
　吸入による投与のため、本発明の化合物は、吸入器、噴霧器、加圧パックまたは他のエ
アロゾルスプレーを送達する簡便な方法から、簡便に送達される。加圧パックは、ジクロ
ロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸
化炭素または他の適切なガスのような適切な噴射剤を含み得る。加圧式エアロゾルの場合
、投薬単位は、一定量を送達するバルブを備えることによって、決定されてもよい。
【０１２３】
　あるいは、吸入またはガス注入による投与のため、本発明の化合物は、乾燥粉末組成物
、例えば化合物と乳糖またはデンプンのような適切な粉末基剤との混合粉末の形態をとっ
てもよい。粉末組成物は、単位剤形、例えばカプセル、カートリッジ、ゼラチンまたはブ
リスターパックで提供されてもよく、粉末剤は、それらから、吸入器または吸込器の補助
により投与され得る。
【０１２４】
　必要に応じて、上記の製剤は、活性成分の持続的放出を与えるように適合され、使用さ
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れてもよい。本発明の医薬品組成物は、抗菌物質、免疫抑制剤または保存剤のような他の
活性成分もまた含んでもよい。
【０１２５】
　具体的に前述した成分に加えて、本発明の製剤は、該当する製剤のタイプを考慮して当
技術分野で慣例的な他の薬剤を含み得ること、例えば、経口投与に適した製剤は矯味剤を
含み得ることが、理解されるべきである。
【０１２６】
　好ましい単位用量製剤は、下記の活性成分の有効量またはその適切なフラクションを含
むものである。
【０１２７】
　前述した条件の各々のため、組成物は経口でまたは注射で、1日約0.1から約250mg/kgの
用量範囲で投与されることができる。ヒト成人の用量範囲は通常1日約5mgから約17.5g、
好ましくは1日約5mgから約10g、および最も好ましくは1日約100mgから約3gである。別々
の単位で提供された提示の錠剤または他の単位用量形態は、そのような用量またはその倍
数として有効な量、例えば約5mgから約500mg、通常約100mgから約500mgを含む単位、を都
合よく含むことができる。
【０１２８】
　医薬品組成物は好ましくは経口または注射（静脈または皮下）で投与され、および対象
に投与される正確な量は付き添いの医師の責任である。しかしながら、使用される用量は
、対象の年齢、性別、治療されている正確な疾患、およびその重篤度を含む多くの要因に
依拠する。さらに、投与経路は条件およびその重篤度によって変えることができる。
【０１２９】
肺癌の転移の診断
　本発明は、TTKのキナーゼドメインにおける様々なアミノ酸置換、特にTTKキナーゼ活性
およびその浸潤能力を促進した変異、の発見に一部基づく。TTKのキナーゼドメインにお
ける1つまたは複数のアミノ酸置換が肺癌の転移と関連しているという、本明細書に提供
される証明を考慮して、本発明は肺癌転移予測方法を提供する。当該方法の実施例は以下
の工程を含む：TTKのキナーゼドメインにおける1つまたは複数の変異を検出する工程。変
異が検出された場合、肺癌の転移の高リスクを示す。　本発明の文脈において、TTKのキ
ナーゼドメインにおける1つまたは複数のアミノ酸置換は、SEQ ID NO:2のコドン610にお
けるバリンからフェニルアラニン（V610F）、コドン753におけるグルタミンからヒスチジ
ン（Q753H）およびコドン574におけるチロシンからシステイン（Y574C）である。検出は
シークエンス、ミニシークエンス、ハイブリダイゼーション、制限断片解析、オリゴヌク
レオチド連結アッセイまたはアレル特異的PCRによって達成することができる。
【０１３０】
　本明細書において、これまでに未知のTTK変異の存在が肺癌の転移の高リスクと相関す
ることが示される。この知見に基づいて、本発明はまた、当該TTK変異の検出のための方
法および試薬を提供する。例えば、本発明はTTKの1つまたは複数の変異を検出する方法を
提供し、その変異は少なくともSEQ ID NO: 2のコドン610におけるバリンからフェニルア
ラニン（V610F）、コドン753におけるグルタミンからヒスチジン（Q753H）およびコドン5
74におけるチロシンからシステイン（Y574C）から成る群から選択される。本発明の方法
は以下の工程を含む：
a)対象ポリペプチドまたはそれをコードするcDNAと、ポリペプチドまたはそれをコードす
るcDNAの変異のいずれか1つを認識する結合試薬を接触させる工程、
b)ポリペプチドまたはそれをコードするcDNAと結合試薬を検出する工程、および
c)工程b)の薬剤の結合が検出される場合にTTKの変異を示す工程。
【０１３１】
　本発明において、ポリペプチドの変異のいずれか1つを認識する結合試薬は、好ましく
はSEQ ID NO: 2のコドン610におけるバリンからフェニルアラニン（V610F）、コドン753
におけるグルタミンからヒスチジン（Q753H）、およびコドン574におけるチロシンからシ
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ステイン（Y574C）から成る群から選択される少なくとも1つの変異を有するポリペプチド
に結合し、実質的にSEQ ID NO: 2のポリペプチドには結合しない抗体である。さらに、抗
体はモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体、または抗原結合領域を含むそれらの
断片でもよい。本発明において、当該抗体はTTKポリペプチドまたはその変異を含む免疫
学的活性断片の免疫の従来法によって得ることができる。あるいは、抗体ライブラリーか
らTTK変異を認識する抗体可変部のスクリーニングは、抗原としてTTK変異体を用いて行わ
れることができる。
【０１３２】
　本発明において、好ましい抗体は特にTTK変異体を認識する。当該抗体はTTK変異特異的
抗体として適用される。あるいは、本発明において、好ましいTTK変異特異的抗体は、SEQ
 ID NO: 2のポリペプチドに実質的に結合しない。本発明の文脈において、SEQ ID NO: 2
のアミノ酸配列を有するTTK野生型と実質的に結合しない抗体は、TTKの野生型との反応性
が、TTK変異と比較して一般的に30%以下、好ましくは20%以下、より好ましくは10%以下を
示す。
【０１３３】
　本発明において、TTK変異は、SEQ ID NO: 2のコドン610におけるバリンからフェニルア
ラニン（V610F）、コドン753におけるグルタミンからヒスチジン（Q753H）、コドン574に
おけるチロシンからシステイン（Y574C）から成る群から選択される少なくとも1つの変異
を含む。当該変異体は、部位特異的な変異をタンパク質に導入する従来法により調製する
ことができる。例えば、当業者は部位特異的変異誘発を介したヒトTTKタンパク質のアミ
ノ酸配列に部位特異的変異を導入することにより変異を有するタンパク質を調製すること
ができる(Hashimoto-Gotoh, T. et al. (1995), Gene 152, 271-5; Zoller, MJ, および 
Smith, M. (1983), Methods Enzymol. 100, 468-500; Kramer, W. et al. (1984), Nucle
ic Acids Res. 12, 9441-56; Kramer W, および Fritz HJ. (1987) Methods. Enzymol. 1
54, 350-67; Kunkel, TA (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82, 488-92; Kunkel (1
991), Methods Enzymol. 204, 125-39)。
【０１３４】
　本発明において、TTK変異はまた、TTK変異体をコードするDNAの核酸配列の測定によっ
て検出することができる。例えば、領域のcDNA(またはmRNA)とアニールするプライマーま
たはプローブは、SEQ ID NO: 2のコドン610におけるバリンからフェニルアラニン（V610F
）、コドン753におけるグルタミンからヒスチジン（Q753H）、コドン574におけるチロシ
ンからシステイン（Y574C）のいずれか1つを含むことができる。
【０１３５】
　さらに、本発明はまた、TTKの1つまたは複数の変異を検出する試薬を提供する。その変
異はSEQ ID NO: 2のコドン610におけるバリンからフェニルアラニン（V610F）、コドン75
3におけるグルタミンからヒスチジン（Q753H）、コドン574におけるチロシンからシステ
イン（Y574C）から成る群から選択される少なくとも1つの変異であり、試薬はポリペプチ
ドまたはそれをコードするcDNAの変異のいずれか1つを認識する結合剤を含む。
【０１３６】
　また、変異箇所を含むTTK変異またはその断片をコードするポリヌクレオチドは、その
変異を検出するための対照試料として有効である。したがって、本発明は、A1870G(Y574C
に対する)、G1977T (V610Fに対する)、およびG2408C (Q753Hに対する)から成る群から選
択される1つまたは複数の変異が含まれる、SEQ ID NO: 1のヌクレオチド配列を有する単
離されたポリヌクレオチド、あるいは１つまたは複数の変異を含むその断片を提供する。
例えば、ハイブリダイゼーション技術を用いた変異検出において、TTK変異のポリヌクレ
オチドは陽性対照として用いられることができる。本発明において、少なくとも1つの変
異も含まれない限り、TTK変異体のポリヌクレオチドのいかなる断片も当該対照として用
いられることが可能である。TTK変異体のポリヌクレオチド断片の好ましい長さは、通常2
5塩基以上、50塩基以上、100塩基以上、およびより好ましくは200塩基以上である。
【０１３７】
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　変異箇所を含むTTK変異体またはその断片をコードするポリペプチドはまた、変異検出
のための対照試料として有効である。したがって、本発明はV610F、Q753HおよびY574Cか
ら成る群から選択される1つまたは複数の変異が含まれる、SEQ ID NO: 2のアミノ酸配列
を有する単離されたポリペプチド、あるいは1つまたは複数の変異を含むその断片を提供
する。例えば、イムノアッセイ技術を用いた変異検出において、TTK変異体のポリペプチ
ドは陽性対照として用いることができる。本発明において、TTK変異体のポリペプチドの
任意の断片を、少なくとも1つの変異も含まない限り、そのような対照として用いること
ができる。TTKポリペプチドの変異体はまた、全ペプチドまたはその断片の分子質量解析
によって検出されることができる。例えば、分子質量分析の好ましい技術は、MALDI-TOF 
MSである。TTK変異体ポリペプチド断片の長さは、通常10アミノ酸残基以上、好ましくは2
0アミノ酸残基以上、あるいは50アミノ酸残基以上、およびより好ましくは100アミノ酸残
基以上である。
【０１３８】
EGFRに対するTTKキナーゼ活性を阻害するドミナントネガティブタンパク質
　本発明は、ISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO: 44)またはDVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID
 NO: 45)またはFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)を含む阻害ポリペプチドに関する
。好ましい態様において、阻害ポリペプチドはISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO: 44)ま
たはDVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO: 45)またはFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)
、該ポリペプチドと機能的に等価なポリペプチド、またはEGFRに対するTTKキナーゼ活性
が欠如したポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む。EGFR断片が肺癌細胞増殖
を阻害することは本発明による新規の知見である。
【０１３９】
　本発明の選択されたアミノ酸配列を含むポリペプチドは、そのポリペプチドがISSILEKG
ERLPQPPICTI (SEQ ID NO:44)またはDVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO: 45)またはFRELIIE
FSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)を含み、および癌細胞増殖を阻害する限り、いかなる長さ
でもよい。例えば、アミノ酸配列の長さは、19から76残基、好ましくは19から57残基、さ
らにより好ましくは19から38残基にわたることができる。
【０１４０】
　本発明のポリペプチドは、2つ以上の「選択されたアミノ酸配列」を含むことができる
。2つ以上の「選択されたアミノ酸配列」は同じまたは異なるアミノ酸配列でもよい。さ
らにまた、「選択されたアミノ酸配列」は直接連結することができる。あるいは、それら
の中で任意の介在配列と配置することもできる。
【０１４１】
　さらにまた、本発明はここで特に開示されるISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO:44)また
はDVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO: 45)またはFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)ポ
リペプチドに相同なポリペプチド（すなわち、配列相同性を共有する）に関する。本発明
において、ISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO:44)またはDVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO
: 45)またはFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)ポリペプチドに相同なポリペプチドは
、1つまたは複数のアミノ酸残基の付加、欠失、置換および挿入から選択される任意の変
異を含み、および機能的等価物である。「機能的等価物」という用語は、EGFRに対するTT
Kキナーゼ活性を阻害する機能、および細胞増殖を阻害する機能を有することをいう。し
たがって、本発明においてISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO: 44)またはDVYMIMVKCWMIDAD
SRPK (SEQ ID NO: 45)またはFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)ペプチドと機能的に
等価なポリペプチドは、ISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO:44)またはDVYMIMVKCWMIDADSRP
K (SEQ ID NO: 45)またはFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)配列以外の部位にアミノ
酸変異を有することが好ましい。本発明におけるISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO: 44)
またはDVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO: 45)またはFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO:46
)ペプチドと機能的に等価なポリペプチドのアミノ酸配列は、ISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ 
ID NO: 44)またはDVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO: 45)またはFRELIIEFSKMARDPQRYL (SE
Q ID NO: 46)配列を保存しており、60％以上、通常70％以上、好ましくは80%以上、より
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好ましくは90%以上、あるいは95%以上、およびさらにより好ましくは98%以上、「選択さ
れたアミノ酸配列」に相同性を有する。アミノ酸配列相同性は、公知技術のアルゴリズム
、例えばデフォルト設定されるBLASTまたはALIGNセットを用いて測定することができる。
【０１４２】
　本発明のポリペプチドは、選択されたアミノ酸配列に基づいていかなる位置からも化学
合成することができる。従来のペプチド化学で用いられる方法は、ポリペプチド合成方法
に使用することができる。特に、該方法は以下の文書および日本特許公報に記載されてい
る方法を含む：
Peptide Synthesis, Interscience, New York, 1966; The Proteins, Vol. 2, Academic 
Press Inc., New York, 1976; 
ペプチド合成 (Peptide Synthesis), 丸善(Inc.), 1975; 
ペプチド合成の基礎と実験(Fundamental and Experimental Peptide Synthesis), 丸善(I
nc.), 1985; 
医薬品の開発続(Development of Pharmaceuticals),Vol. 14: ペプチド合成(Peptide Syn
thesis), 広川書店, 1991; 
国際公開公報 WO99/67288.　
【０１４３】
　本発明のポリペプチドはまた、公知の遺伝子工学技術により合成することができる。遺
伝子工学技術の例は以下の通りである。特に、所望のペプチドをコードしているDNAは形
質転換細胞を調製する適切な宿主細胞に導入される。本発明のポリペプチドはこの形質転
換細胞によって産生されるポリペプチドを回収することによって得られる。あるいは、所
望のポリペプチドは、タンパク質合成に必要な要素が再構成される、インビトロ翻訳系を
用いて、インビトロで合成することができる。
【０１４４】
　遺伝子工学技術が用いられる場合、本発明のポリペプチドは異なるアミノ酸配列を有す
るペプチドを持つ融合タンパク質として発現することができる。所望の融合タンパク質を
発現するベクターは、それらが同じリーディングフレームに存在するように、本発明のポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドと異なるペプチドをコードするポリヌクレオチ
ドを連結し、その後結果として得られるヌクレオチドを発現ベクターに導入することによ
って得ることができる。融合タンパク質は、結果として生じるベクターで適切な宿主を形
質転換することによって発現する。形成される融合タンパク質で用いられる異なるペプチ
ドは、以下のペプチドを含む：
FLAG (Hopp et al., (1988) BioTechnology　6, 1204-10),
6個のHis（ヒスチジン）残基から成る6xHis , 10xHis,
インフルエンザ血球凝集素 (HA),
ヒト c-myc 断片, 
VSV-GP 断片, 
p18 HIV 断片,
T7-tag, 
HSV-tag, 
E-tag, 
SV40T 抗原断片, 
lck tag, 
a-チューブリン断片, 
B-tag, 
プロテイン C 断片, 
GST (グルタチオン-S-トランスフェラーゼ), 
HA (インフルエンザ血球凝集素), 
免疫グロブリン定常領域, 
a-ガラクトシダーゼ, および
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MBP (マルトース結合タンパク質)。
【０１４５】
　本発明のポリペプチドは、適切なプロテアーゼを用いて産生される融合タンパク質を処
理し、その後所望のポリペプチドを回収することによって得ることができる。ポリペプチ
ドを精製するため、融合タンパク質は、融合タンパク質と結合するアフィニティークロマ
トグラフィーを用いて予め捕獲し、その後捕獲した融合タンパク質をプロテアーゼ処理す
ることができる。プロテアーゼ処理を用いて、所望のポリペプチドはアフィニティークロ
マトグラフィーから分離され、高純度の所望のポリペプチドが回収される。
【０１４６】
　本発明のポリペプチドは改変ポリペプチドを含む。本発明において、「改変された」と
いう用語は例えば、他の基質との結合を意味する。したがって、本発明において、本発明
のポリペプチドはさらに細胞膜透過性物質のような他の基質を含みうる。他の基質は、例
えばペプチド、脂質、糖類、および様々な天然または合成ポリマーのような、有機化合物
を含む。本発明のポリペプチドは、ポリペプチドがEGFRに対するTTKキナーゼ活性を阻害
する所望の活性を保持する限り、いかなる改変も有することができる。ある態様において
、阻害ポリペプチドはTTKに結合するEGFRと直接的に競合しうる。改変はまた、本発明の
ポリペプチドにおいて付加機能を与えることができる。付加機能の例は、標的性、輸送性
、安定化を含む。
【０１４７】
　本発明において、改変の好ましい例は、例えば細胞膜透過性物質の導入を含む。通常、
細胞内構造は細胞膜によって外部から切り離される。したがって、効率的に細胞外基質を
細胞内へ導入することが難しい。細胞膜透過性は細胞膜透過性物質を用いてポリペプチド
を改変することによって本発明のポリペプチドに与えられる。その結果、細胞と本発明の
ポリペプチドを接触させることによって、ポリペプチドはそこで作用するために細胞内へ
送達されることができる。
【０１４８】
　「細胞膜透過性物質」とは、細胞質へ入るために哺乳動物細胞膜を透過することができ
る基質を言う。例えば、特定のリポソームは、細胞内に内容物を放出するため、細胞膜と
融合する。一方、ポリペプチドの特定の型は、細胞内に入るため、哺乳動物細胞の細胞質
膜を透過する。そのような細胞に入っていく活性を有するポリペプチドに対して、本発明
において細胞質膜およびそのようなものは基質として好ましい。特に、本発明は以下の一
般式を有するポリペプチドを含む。
[R]-[D]；
[R]は細胞膜透過性物質を表す；[D]はISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO: 44)またはDVYMI
MVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO: 45)またはFRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)を含む断
片配列を表す。上記一般式において、[R]および[D]はリンカーによって直接的または間接
的に連結されることができる。ペプチド、複数の官能基を有する化合物、またはその他は
リンカーとして用いられることができる。特に、-GGG-を含むアミノ酸配列はリンカーと
して使用されることができる。あるいは、細胞膜透過性物質および選択された配列を含む
ポリペプチドは、微粒子の表面に結合することができる。[R]は[D]のいずれの位置でも連
結することができる。特に、[R]は[D]のN末端またはC末端、あるいは[D]を構成するアミ
ノ酸側鎖に連結されることができる。さらにまた、1つ以上の[R]分子は[D]の1分子に連結
されることができる。[R]分子は[D]分子上の異なる位置に導入することができる。あるい
は、[D]は同時に連結される多くの[R]を用いて改変することができる。
【０１４９】
　例えば、細胞膜透過性を有する、天然に生じた、または人工的に合成された様々なポリ
ペプチドが報告されている(Joliot A. & Prochiantz A., Nat Cell Biol. 2004; 6: 189-
96)。これら公知の細胞膜透過性物質の全ては、本発明においてポリペプチドを改変する
ために用いられることができる。本発明において、例えば、以下の群から選択されるいか
なる基質も、上述の細胞透過性基質として用いられることができる：
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[ポリアルギニン]; Matsushita et al., (2003) J. Neurosci.; 21, 6000-7.
[Tat / RKKRRQRRR] (SEQ ID NO: 47) Frankel et al., (1988) Cell 55,1189-93.
Green & Loewenstein (1988) Cell 55, 1179-88.
[ペネトラチン / RQIKIWFQNRRMKWKK] (SEQ ID NO: 48)
Derossi et al., (1994) J. Biol. Chem. 269, 10444-50.
[Buforin II / TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK] (SEQ ID NO: 49)
Park et al., (2000) Proc. Natl Acad. Sci. USA 97, 8245-50.
[トランスポータン / GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL] (SEQ ID NO: 50)
Pooga et al., (1998) FASEB J. 12, 67-77.
[MAP (モデル両親媒性ペプチド) / KLALKLALKALKAALKLA] (SEQ ID NO: 51)
Oehlke et al., (1998) Biochim. Biophys. Acta. 1414, 127-39.
[K-FGF / AAVALLPAVLLALLAP] (SEQ ID NO: 52)
Lin et al., (1995) J. Biol. Chem. 270, 14255-8.
[Ku70 / VPMLK] (SEQ ID NO: 53)
Sawada et al., (2003) Nature Cell Biol. 5, 352-7.
[Ku70 / PMLKE] (SEQ ID NO: 61)
Sawada et al., (2003) Nature Cell Biol. 5, 352-7.
[プリオン / MANLGYWLLALFVTMWTDVGLCKKRPKP] (SEQ ID NO: 54)
Lundberg et al., (2002) Biochem. Biophys. Res. Commun. 299, 85-90. 
[pVEC / LLIILRRRIRKQAHAHSK] (SEQ ID NO: 55)
Elmquist et al., (2001) Exp. Cell Res. 269, 237-44.
[Pep-1 / KETWWETWWTEWSQPKKKRKV] (SEQ ID NO: 56)
Morris et al., (2001) Nature Biotechnol. 19, 1173-6.
[SynB1 / RGGRLSYSRRRFSTSTGR] (SEQ ID NO: 57)
Rousselle et al., (2000) Mol. Pharmacol. 57, 679-86.
[Pep-7 / SDLWEMMMVSLACQY] (SEQ ID NO: 58)
Gao et al., (2002) Bioorg. Med. Chem. 10, 4057-65.
[HN-1 / TSPLNIHNGQKL] (SEQ ID NO:59)
Hong & Clayman (2000) Cancer Res. 60, 6551-6.
【０１５０】
　本発明において、細胞膜透過性物質の例として上でリストされたポリアルギニンは、あ
らゆる数のアルギニン残基によって構成される。特に、例えば連続的な5-20アルギニン残
基によって構成される。アルギニン残基の好ましい数は11である(SEQ ID NO: 60)。
【０１５１】
ISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO: 44) または DVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO: 45) 
または FRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)を含む医薬品組成物
　本発明のポリペプチドは肺癌細胞の増殖を阻害する。したがって、本発明は、ISSILEKG
ERLPQPPICTI (SEQ ID NO: 44) または DVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO: 45) または FR
ELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)を含むポリペプチド、あるいはそれらをコードする
ポリヌクレオチドを活性成分として含む、癌の治療薬および/または予防薬を提供する。
あるいは、本発明は、本発明のポリペプチドを投与する工程を含む肺癌治療方法および/
または予防方法に関する。さらにまた、本発明は肺癌を治療および/または予防する医薬
品組成物の製造における本発明のポリペプチドの使用に関する。さらに、本発明はまた、
肺癌治療および/または予防のためのISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO: 44)またはDVYMIM
VKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO: 45)または FRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46)を含むペ
プチドから選択されるポリペプチドに関する。
【０１５２】
　あるいは、本発明の阻害ポリペプチドは癌細胞のアポトーシスを誘導するために用いら
れることができる。したがって、本発明は、ISSILEKGERLPQPPICTI (SEQ ID NO: 44) また
は DVYMIMVKCWMIDADSRPK (SEQ ID NO: 45) または FRELIIEFSKMARDPQRYL (SEQ ID NO: 46
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)を含むポリペプチド、ならびにそれらをコードするポリヌクレオチドを活性成分として
含む、細胞のアポトーシス誘導剤を提供する。本発明のアポトーシス誘導剤は癌のような
細胞増殖性疾患を治療するために用いられることができる。あるいは、本発明は、本発明
のポリペプチドを投与する工程を含む細胞のアポトーシス誘導方法に関する。さらに、本
発明は、細胞においてアポトーシスを誘導する医薬品組成物を製造することにおける、本
発明のポリペプチドの使用に関する。
【０１５３】
　本発明の阻害ポリペプチドは肺癌のようなTTK発現細胞においてアポトーシスを誘導す
る。一方、TTK発現はほとんどの正常器官において観察されていない。ある正常器官にお
いて、TTK発現レベルは肺癌組織と比較して相対的に低い。したがって、本発明のポリペ
プチドは肺癌細胞において、特にアポトーシスを誘導することができる。
【０１５４】
　肺癌治療または細胞におけるアポトーシス誘導のために、調製された医薬品としてヒト
および他の哺乳動物、例えばマウス、ラット、モルモット、ウサギ、ネコ、イヌ、ヒツジ
、ブタ、ウシ、サル、ヒヒおよびチンパンジーに本発明のポリペプチドが投与される場合
、単離された化合物は直接投与、または医薬品を調製する公知の方法を用いて適切な剤形
に調製することができる。例えば、必要に応じて、医薬品は糖衣錠、カプセル、エリキシ
ルおよびマイクロカプセルとして経口投与、または水あるいは薬学的に許容される他のあ
らゆる液体との滅菌溶液または懸濁液の注射形態で、非経口的に投与されることができる
。例えば、一般的に許容される医薬品製造のために必要な単位用量形態において、化合物
は薬学的に許容される担体または培地、特に滅菌水、生理的食塩水、植物油、乳化剤、懸
濁剤、表面活性物質、安定化剤、矯味剤、賦形剤、溶媒、防腐剤および結合剤と混合する
ことができる。これらの製剤における活性成分の量に応じて、特定範囲内の適切な用量を
決定することができる。
【０１５５】
　錠剤およびカプセルにおいて混合されることのできる添加剤の例は、例えばゼラチン、
コーンスターチ、トラガカントゴムおよびアラビアゴムなどの結合剤、例えば結晶セルロ
ースなどの培地、例えばコーンスターチ、ゼラチンおよびアルギン酸などの膨潤剤、例え
ばステアリン酸マグネシウムなどの潤滑油、例えばショ糖、ラクトースまたはサッカリン
などの甘味料、および例えばセイヨウハッカ、ウィンターグリーン油およびサクランボな
どの矯味剤である。単位投与形態がカプセルである場合、油のような液体担体が上記成分
においてさらに含まれることができる。注射用の滅菌混合液は、通常の医薬品の認識によ
れば、例えば注射用の蒸留水のような溶液を用いて調製することができる。
【０１５６】
　生理的食塩水、ブドウ糖ならびにＤ-ソルビトール、Ｄ-マンノース、Ｄ-マンニトール
および塩化ナトリウムのようなアジュバントを含む他の等張液が、注射用水性液剤として
使用可能である。これらは、アルコール、特にエタノール；およびプロピレングリコール
およびポリエチレングリコールのような多価アルコール；ならびにポリソルベート80（商
標）およびHCO-50のような非イオン性表面活性剤等の適切な可溶化剤と組み合わせて使用
することができる。
【０１５７】
　ゴマ油またはダイズ油は、油性液体として使用することができ、それらは、可溶化剤と
して安息香酸ベンジルまたはベンジルアルコールと組み合わせて使用することもでき、そ
れらはさらに、リン酸緩衝液および酢酸ナトリウム緩衝液のような緩衝液；塩酸プロカイ
ンのような鎮痛剤、ベンジルアルコールおよびフェノールのような安定化剤、ならびに抗
酸化剤とともに製剤化してもよい。調整された注射剤は、適切なアンプル内に充填されて
もよい。
【０１５８】
　当業者に公知の方法は、例えば動脈内、静脈内、または皮下注射によって、および同様
に鼻腔内、経気管、筋肉内、または経口投与によって、患者に本発明の医薬品化合物を投
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与するために用いられることができる。用量および投与方法は、投与方法と同じく患者の
体重および年齢に応じて変化する。しかし、当業者はそれらを日常的に選択することがで
きる。本発明のポリペプチドをコードしているDNAは、遺伝子治療のためのベクターに挿
入することができ、そのベクターは治療のために投与することができる。用量および投与
方法は患者の体重、年齢および症状に応じて変化するが、当業者はそれらを適切に選択す
ることができる。例えば、それらの活性を調節するため、本発明のポリペプチドに結合す
る化合物の用量は、正常成人（体重60kg）に経口投与する場合、症状に応じてわずかに変
化はするが、1日約0.1mgから約100mg、好ましくは1日約1.0mgから約50mg、より好ましく
は1日約1.0mgから約20mgである。
【０１５９】
　正常な成人（体重60kg）に注射剤形で化合物を非経口投与する場合、患者、標的器官、
症状、および投与方法によって多少の差はあるが、1日あたり約0.01mgから約30mg、好ま
しくは1日あたり約0.1mgから20mg、より好ましくは1日あたり約0.1mgから約10mgの用量を
静脈内注射することが好都合である。他の動物の場合も、適切な投与量は、体重60kgに変
換することにより同様に算出可能である。
【０１６０】
TTKまたはEGFRのsiRNA
　TTKまたはEGFR遺伝子のsiRNAはTTKまたはEGFR遺伝子の発現レベルを低下させるために
用いられることができる。例えば、TTKまたはEGFR遺伝子のsiRNAは肺癌の治療に有効であ
る。特に、本発明のsiRNAは、対応するmRNAに結合し、それによってｍRNAの分解を促進し
、および/あるいはTTKまたはEGFR遺伝子によってコードされるタンパク質の発現を阻害し
、それによってそのタンパク質の機能を阻害することによって作用することができる。
【０１６１】
　「ポリヌクレオチド」および「オリゴヌクレオチド」という用語は、特に他を示したり
意味しなければ、本明細書において、一般的に許容された一文字コードによって互換的に
用いられる。用語は、1つまたは複数の核酸がエステル結合によって連結した核酸（ヌク
レオチド）ポリマーに適用される。ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドはDNA、R
NAまたはそれらの組み合わせから成ることができる。
【０１６２】
　本明細書で用いられる「二本鎖分子」という用語は、標的遺伝子の発現を阻害する核酸
分子を意味し、例えば低分子干渉RNA（siRNA；例えば二本鎖リボ核酸（dsRNA）または低
分子ヘアピンRNA(shRNA)および低分子干渉DNA/RNA(siD/R-NA；例えばDNAとRNAの二本鎖キ
メラ（dsD/R-NA）またはDNAとRNAの低分子ヘアピン型キメラ（shD/R-NA）)を含む。
【０１６３】
　また、TTKまたはEGFR遺伝子に対するsiRNAはTTKまたはEGFR遺伝子の発現レベルを減少
させるのに用いることができる。本明細書において、「siRNA」という用語は、標的mRNA
の翻訳を妨げる二本鎖RNA分子を意味する。siRNAを細胞に導入する標準的な技術が用いら
れることができ、RNAから転写されるDNAを鋳型にする方法を含む。本発明の文脈において
、siRNAはSEQ ID NO: 62 または 63に対するセンス核酸配列およびアンチセンス核酸配列
から成る。siRNAは、例えばヘアピンのように、単鎖の転写物が標的遺伝子のセンスおよ
び相補的なアンチセンス配列の両方を有するように構築される。siRNAはdsRNAまたはshRN
Aでもよい。
【０１６４】
　本明細書で用いられる「dsRNA」という用語は、互いに相補的な配列を含み、相補的な
配列を介して共にアニールして二本鎖RNA分子を形成するRNA二分子の構成物を意味する。
二本鎖のヌクレオチド配列は、標的遺伝子配列のタンパク質コード配列から選択される「
センス」または「アンチセンス」RNAのみでなく、標的遺伝子の非コード領域から選択さ
れるヌクレオチド配列を有するRNA分子を含んでもよい。
【０１６５】
　本明細書で用いられる「shRNA」という用語は、互いに相補的な第1および第2領域、す
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なわち、センスおよびアンチセンス鎖を含むステムループ構造を有するsiRNAを意味する
。領域の相補性と配向性の程度は、領域間で塩基が対を形成するのに十分であり、第一領
域と第二領域はループ領域によって連結され、ループはループ領域内のヌクレオチド（ま
たはヌクレオチド類似体）間の塩基対形成の欠如をもたらす。shRNAのループ領域は、セ
ンス鎖とアンチセンス鎖との間に介在する一本鎖領域であり、「介在一本鎖」とも表記さ
れ得る。
【０１６６】
　本明細書で用いられる「siD/R-NA」という用語は、RNAとDNAの両方から構成され、RNA
とDNAとのハイブリッドおよびキメラを含み、標的mRNAの翻訳を妨げる二本鎖ポリヌクレ
オチド分子を意味する。本明細書において、ハイブリッドは、DNAから成るポリヌクレオ
チドとRNAから成るポリヌクレオチドとが互いにハイブリダイズして二本鎖分子を形成し
ている分子を示し、一方、キメラは、二本鎖分子を構成する鎖の一方または両方がRNAお
よびDNAを含むことを示す。細胞内にsiD/R-NAを導入する標準的な技術が使用される。siD
/R-NA は、TTKまたはEGFRセンス核酸配列（「センス鎖」とも表記される）、TTKまたはEG
FRアンチセンス核酸配列（「アンチセンス鎖」とも表記される）またはその両方を含む。
siD/R-NAは、単一の転写産物が、標的配列のセンス核酸配列と相補的アンチセンス核酸配
列の両方を有するように、例えばヘアピンのように構築されてもよい。siD/R-NAは、dsD/
R-NAまたはshD/R-NAのいずれかであってもよい。
【０１６７】
　本明細書で用いられる「dsD/R-NA」という用語は、互いに相補的配列を含み、相補的な
配列を介して共にアニールして二本鎖ポリヌクレオチド分子を形成している二分子の構成
物を意味する。二本鎖のヌクレオチド配列は、標的遺伝子配列のタンパク質コード配列か
ら選択される「センス」または「アンチセンス」ポリヌクレオチド配列のみでなく、標的
遺伝子の非コード領域から選択されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドを含ん
でもよい。dsD/R-NAを構成する二分子の一方または両方は、RNAとDNAの両方から構成され
るか（キメラ分子）、あるいは、一方の分子がRNAで構成され、他方がDNAで構成される（
ハイブリッド二本鎖）。
【０１６８】
　本明細書で用いられる「shD/R-NA」という用語は、ステムループ構造を有するsiD/R-NA
を意味し、互いに相補的な第1および第2領域、すなわちセンス鎖およびアンチセンス鎖を
含む。領域の相補性と配向性の程度は、領域間で塩基が対を形成するのに十分であり、第
一領域と第二領域はループ領域によって連結され、ループはループ領域内のヌクレオチド
（またはヌクレオチド類似体）間の塩基対形成の欠如をもたらす。shD/R-NAのループ領域
は、センス鎖とアンチセンス鎖との間に介在する一本鎖領域であり、「介在一本鎖」とも
表記され得る。
【０１６９】
　本発明の二本鎖分子は、1つまたは複数の修飾ヌクレオチドおよび/または非リン酸ジエ
ステル結合を含んでもよい。当技術分野で周知の化学修飾は、二本鎖分子の安定性、有効
性および/または細胞への取り込みを向上させることができる。当業者は、本分子に組み
込むことができる他のタイプの化学修飾を理解するであろう(WO03/070744; WO2005/04503
7)。一実施態様では、修飾は、分解に対する耐性または取り込みを向上させるのに利用す
ることができる。そのような修飾の例としては、ホスホロチオエート結合、2’-O-メチル
-4’結合リボヌクレオチド、2’-O-メチルリボヌクレオチド（特に二本鎖分子のセンス鎖
におけるもの）、2’-デオキシ-フルオロリボヌクレオチド、2’-デオキシリボヌクレオ
チド、「ユニバーサル塩基」ヌクレオチド、5’-C- メチルヌクレオチド、および逆位デ
オキシ脱塩基残基の取り込み（inverted deoxyabasic residue incorporation）を含む(U
S20060122137)。
【０１７０】
　他の実施態様では、修飾は、二本鎖分子の安定性の向上またはターゲッティング効率を
向上させるために用いることができる。修飾は、二本鎖分子の二本の相補鎖間の化学的架
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橋結合、二本鎖分子鎖の1つの鎖の3’または5’末端の化学修飾、糖修飾、核酸塩基修飾
および/または骨格修飾、2-フルオロ修飾リボヌクレオチドおよび2’-デオキシリボヌク
レオチドを含む(WO2004/029212)。他の実施態様では、修飾は、標的mRNAおよび/または相
補的な二本鎖分子鎖において、相補的なヌクレオチドに対する親和性を増大または減少さ
せるのに用いることができる(WO2005/044976)。例えば、非修飾ピリミジンヌクレオチド
は、2-チオ、5-アルキニル、5-メチル、または5-プロピニルピリミジンと置換され得る。
さらに、非修飾プリンは、7-デアザ、7-アルキルまたは7-アルケニルプリンに置換され得
る。他の実施態様では、二本鎖分子が3’ オーバーハングを有する二本鎖分子である場合
、3’-末端ヌクレオチドオーバーハンギングヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチド
により置換され得る(Elbashir SM et al., Genes Dev 2001 Jan 15, 15(2): 188-200)。
さらなる詳細については、US20060234970のような公開文書が利用可能である。本発明は
、これらの実施例に限定されず、結果として生じる分子が標的遺伝子の発現を阻害する能
力を保持する限り、本発明の二本鎖分子に対して、如何なる公知の化学修飾も行い得る。
【０１７１】
　さらに、本発明の二本鎖分子は、DNAおよびRNAの双方を含んでもよく、例えばdsD/R-NA
またはshD/R-NAである。特に、DNA鎖とRNA鎖のハイブリッドポリヌクレオチドまたはDNA-
RNAキメラポリヌクレオチドは、増大した安定性を示す。DNAとRNAとの混合、すなわち、D
NA鎖（ポリヌクレオチド）とRNA鎖（ポリヌクレオチド）から成るハイブリッド型二本鎖
分子、いずれかまたは両方の一本鎖(ポリヌクレオチド)においてDNAおよびRNA両方を含む
キメラ型二本鎖分子または同種のものが、二本鎖分子の安定性を向上させるために形成さ
れてもよい。DNA鎖とRNA鎖のハイブリッドは、標的遺伝子発現細胞に導入されたときに該
遺伝子の発現を阻害する活性を有する限り、センス鎖がDNAでありアンチセンス鎖がRNAで
あるか、またはその逆のハイブリッドのいずれであってもよい。好ましくは、センス鎖ポ
リヌクレオチドがDNAであり、アンチセンス鎖ポリヌクレオチドがRNAである。同様に、標
的遺伝子発現細胞に導入されたときに当該遺伝子の発現を阻害する活性を有する限り、キ
メラ型二本鎖分子は、センス鎖とアンチセンス鎖の双方がDNAとRNAから構成されるか、ま
たはセンス鎖とアンチセンス鎖のいずれか一方がDNAとRNAから構成されるか、いずれであ
ってもよい。
【０１７２】
　二本鎖分子の安定性を向上させるために、分子はできるだけ多くのDNAを含むことが好
ましく、一方、標的遺伝子の発現阻害を誘導するためには、分子は、十分な発現阻害を誘
導する範囲内のRMAであることを要求される。キメラ型二本鎖分子の好ましい例は、二本
鎖分子の上流部分領域（すなわち、センス鎖またはアンチセンス鎖内の標的配列またはそ
の相補配列に隣接する領域）がRNAである。好ましくは、上流部分領域はセンス鎖の5’側
（5’末端）とアンチセンス鎖の3’側（3’末端）を指す。上流部分領域は好ましくは、
二本鎖分子のセンス鎖またはアンチセンス鎖内の標的配列または相補的配列の終点から数
えて9から13ヌクレオチドから成るドメインである。さらに、キメラ型二本鎖分子の好ま
しい例は、ポリヌクレオチドの少なくとも上流の半分の領域（センス鎖の5’側領域およ
びアンチセンス鎖の3’領域）がRNAで、もう一方の半分がDNAである、19から21ヌクレオ
チド鎖長を有するものを含む。そのようなキメラ型二本鎖分子において、標的遺伝子の発
現を阻害する効果は、全アンチセンス鎖がRNAである場合に、非常に高い(US20050004064)
。
【０１７３】
　本発明において、二本鎖分子はヘアピン構造を形成してもよい。例えば、ショートヘア
ピンRNA（shRNA）およびDNAとRNAから成る低分子ヘアピン型（shD/R-NA）である。shRNA 
またはshD/R-NAは、RNA干渉を介した遺伝子発現のサイレンシングのために用いることが
可能な、堅固なヘアピンターンを生じるRNAまたはRNAとDNAの混合物の配列である。。shR
NA またはshD/R-NAは、好ましくは一本鎖上にセンス標的配列とアンチセンス標的配列と
を含み、それらの配列は、ループ配列によって分離されている。通常、ヘアピン構造は細
胞機構により切断されdsRNAまたはdsD/R-NAとなり、その後、RNA誘導サイレシング複合体
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（RISC）に結合する。この複合体は、dsRNAまたはdsD/R-NAの標的配列とマッチするmRNA
と結合し、かつ該mRNAを切断する。
【０１７４】
　他の態様において、ハロゲン化RNA、DNAと部分的に置換されたRNA、またはメチル化RNA
は、siRNAに対するRNAアーゼ耐性を与えるために用いられることができる。RNAアーゼ耐
性を与える核酸誘導体はまた、二本鎖RNAに含まれる。本発明において、二本鎖分子は、
リボヌクレオチド、改変リボヌクレオチドまたはリボヌクレオチド誘導体から構成される
二本鎖分子を含んでもよい。
【０１７５】
　TTKまたはEGFR遺伝子のsiRNAは、標的mRNAにハイブリダイズし、正常一本鎖mRNA転写物
と結合することによってTTKまたはEGFR遺伝子にコードされるポリペプチドの産生を減少
または阻害し、タンパク質の翻訳および発現を妨げる。本発明の文脈において、siRNAは
好ましくは500、200、100、50または25ヌクレオチド以下の長さである。より好ましくは
、siRNAは19-25ヌクレオチド長である。TTKまたはEGFRsiRNAの産生ための典型的な核酸配
列は、標的配列としてSEQ ID NOs:63 または64のヌクレオチド配列を含む。siRNAの阻害
活性を増大するため、1つまたは複数のウリジン(「u」)ヌクレオチドを標的配列のアンチ
センス鎖の3’末端に付加することができる。「u」は少なくとも2つ、一般には2から10、
好ましくは2から5で付加される。付加された「u」は、siRNAのアンチセンス鎖の3’末端
で一本鎖を形成する。
【０１７６】
　TTKまたはEGFR遺伝子のsiRNAはmRNA転写物に結合可能な形態で細胞に直接導入されるこ
とができる。あるいは、siRNAをコードするDNAはベクターで運搬されうる。
【０１７７】
　ベクターは、例えば TTKまたはEGFR遺伝子標的配列を、両鎖の発現が(DNA分子の転写に
より)可能となるように、TTKまたはEGFR配列に隣接する機能的に連結された制御配列を有
する発現ベクターにクローニングすることによって作製する(Lee, N.S., et al., (2002)
 Nature Biotechnology 20: 500-5)。TTKまたはEGFR遺伝子のmRNAに対するアンチセンス
であるRNA分子は第1プロモーターによって転写され（例えばクローニングされたDNAの3’
側のプロモーター配列）、TTKまたはEGFR遺伝子のmRNAに対するセンス鎖であるRNA分子は
第2プロモーターによって転写される（例えばクローニングされたDNAの5’側のプロモー
ター配列）。センスおよびアンチセンス鎖は、インビボでハイブリダイズして、TTKまた
はEGFR遺伝子のサイレシングのためのsiRNA構築物を産生する。あるいは、2つの構築物は
siRNA構築物のセンスおよびアンチセンス鎖を作製するために利用できる。クローニング
されたTTKまたはEGFR遺伝子は二次構造、例えばヘアピン、を有する構築物をコードする
ことができ、単一の転写物は標的配列のセンスおよび相補的アンチセンス配列の両方を有
する。
【０１７８】
　任意のヌクレオチド配列から成るループ配列はヘアピンループ構造を形成するためセン
スおよびアンチセンス配列の間に位置することができる。したがって、本発明はまた、一
般式5’-[A]-[B]-[A’]-3’ を有するsiRNA、ここで、
　[A]はTTKまたはEGFR遺伝子配列に一致するリボヌクレオチド配列、
　[B]は3から23ヌクレオチドから成るリボヌクレオチド配列、および
　[A’]は[A]の相補的配列を有するリボヌクレオチド配列、を提供する。
領域[A]は[A’]にハイブリダイズし、その後領域[B]から成るループが形成される。
【０１７９】
　ループ配列は3から23ヌクレオチド長であることが好ましい。ループ配列は、例えば、
以下の配列からなる群から選択され得る(ambion.com/techlib/tb/tb_506.html、ワールド
ワイドウェブ上で見出される)。さらに、23ヌクレオチドから成るループ配列もまた、活
性のあるsiRNAを提供する(Jacque, J. M., et al., (2002) Nature 418 : 435-8.)。
【０１８０】
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　CCC, CCACC または CCACACC：Jacque, J. M, et al., (2002) Nature, Vol. 418: 435-
8.
　UUCG：Lee, N.S., et al., (2002) Nature Biotechnology 20: 500-5.; Fruscoloni, P
., et al., (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100(4): 1639-44.
　UUCAAGAGA：Dykxhoorn, D. M., et al., (2003) Nature Reviews Molecular Cell Biol
ogy 4: 457-67.
【０１８１】
　したがって、ある態様において、ループ配列はCCC、UUCG、CCACC、CCACACCおよび UUCA
AGAGAから成る群から選択されることができる。好ましいループ配列はUUCAAGAGAである（
DNAにおいては「ttcaagaga」）。本発明の文脈における使用に適した典型的なヘアピンsi
RNAは以下を含む：
TTK-siRNAに対して；
　AACAAGAUGUGUUAAAGUGUUUU-[b]-AAAACACUUUAACACAUCUUGUU(SEQ ID NO:62の標的配列に対
して)
EGFR-siRNAに対して；
　AAGUAACAAGCUCACGCAGUUUU-[b]-AAAACUGCGUGAGCUUGUUACUU(SEQ ID NO:63の標的配列に対
して)
【０１８２】
　適切なsiRNAのヌクレオチド配列はワールドワイドウェブ上のAmbionウェブサイトambio
n.com/techlib/misc/siRNA_finder.htmlから入手できる、siRNA設計コンピュータプログ
ラムを用いて設計されることができる。コンピュータプログラムは、以下のプロトコルに
基づいてsiRNA合成用のヌクレオチド配列を選択する。
【０１８３】
　TTKまたはEGFR遺伝子配列に隣接する制御配列はそれらの発現が独立して、または時間
的もしくは空間的に調節され得るように、同一であるかまたは異なる。。siRNAはTTKまた
はEGFR遺伝子テンプレートを、例えば核内低分子RNA(snRNA)U6またはヒトH1RNAプロモー
ターからのRNAポリメラーゼIII転写ユニットを含むベクターにそれぞれクローニングする
ことによって、細胞内に転写される。ベクターを細胞へ導入するため、トランスフェクシ
ョン促進剤が使用されることができる。FuGENE (ロシュダイアグノティクス)、Lipofecta
mine 2000(インビトロジェン)、Oligofectamine (インビトロジェン)、およびNucleofect
or（和光純薬化学）はトランスフェクション促進剤として有効である。
【０１８４】
　本発明のsiRNAは本発明のポリペプチドの発現を阻害し、それにより本発明のポリペプ
チドの生物活性を抑制することに有効である。また、本発明のsiRNAを含む、発現阻害剤
は、本発明のポリペプチドの生物活性を阻害することができる点において有効である。し
たがって、本発明の1つまたは複数のsiRNAから成る組成物は肺癌の治療に有効である。あ
るいは、本発明は、siRNAを含む阻害性の核酸、または肺癌の治療または予防用薬学的組
成物の製造のための核酸を発現するベクターの使用を提供する。さらに、本発明はまた、
siRNAを含む該阻害性核酸または肺癌治療または予防用核酸を発現するベクターを提供す
る。
【０１８５】
肺癌の治療または予防方法
　TTKまたはEGFRを過剰発現することを特徴とする腫瘍を有する患者は、それぞれTTKまた
はEGFRのsiRNAを投与することにより治療される。siRNA療法は、肺癌に罹患している、ま
たは肺癌発生のリスクのある患者のTTKまたはEGFRの発現を阻害するために使用される。
当該患者は特定の腫瘍型の標準的方法により同定される。肺癌細胞は、例えばCT、MRI、E
RCP、MRCP、コンピュータ断層撮影、または超音波によって診断される。TTKまたはEGFRの
発現における減少、あるいは対象における腫瘍のサイズ、罹患率、または転移能の減少の
ように、臨床的有用性を導くのであれば、治療は有効である。治療が予防的に適用される
場合、「有効な」は、治療によって、腫瘍の形成が遅延するかもしくは妨げられる、また
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は腫瘍の臨床症状が妨げられるかもしくは軽減されることを意味する。効用は、特定の腫
瘍型の診断または治療のための任意の公知方法に関連して測定される。
【０１８６】
　siRNA療法は本発明のsiRNAをコードする標準ベクター、および/または合成siRNA分子を
送達する遺伝子送達システムにより、siRNAを患者へ投与することによって行われる。概
して、合成siRNA分子はインビボでヌクレアーゼ分解を防ぐために化学的に安定化される
。化学的に安定化したRNA分子の調製方法は、公知技術である。概して、当該分子はリボ
ヌクレアーゼの作用を妨げるための改変骨格およびヌクレオチドを含む。例えば、コレス
テロール結合siRNAは薬理学的性質の改善を示したように、他の修飾もまた可能である(So
ng et al. Nature Med. 9:347-351 (2003))。
【０１８７】
　適切な遺伝子送達システムはリポソーム、受容体仲介送達システム、またはヘルペスウ
イルス、レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルスなどのウイルスベク
ターを含むことができる。治療用核酸組成物は薬学上許容される担体において調製される
。治療組成物はまた、上記のような遺伝子送達システムを含むことができる。薬学上許容
される担体は、例えば生理的食塩水のように、動物への投与に適した生物学的に適合性の
ある溶媒である。化合物の治療上の有効量は、治療動物におけるTTKまたはEGFR遺伝子産
物の産生の減少、増殖のような細胞成長の減少、または腫瘍成長の減少といった、医薬的
に望ましい結果をもたらすことができる量である。
【０１８８】
　非経口的投与、例えば静脈、皮下、筋肉内および腹腔内送達ルート、はTTKまたはEGFR
のsiRNA組成物を送達するために用いられることができる。肺癌治療のため、癌の組織ま
たは部位近くへの直接注入は有効である。
【０１８９】
　患者への投与量は、患者のサイズ、体表面積、年齢、投与される特定の核酸、性別、時
間および投与経路、全体の健康、および併用投与されている他の薬剤などを含む、多数の
要因に依拠する。核酸の静脈注射用の投与量は、核酸分子約106から1022コピーである。
【０１９０】
　筋肉または皮膚などの組織の間質腔への注射、血流または体腔への導入ならびに吸入ま
たはガス注入などの標準的方法によって、ポリヌクレオチドは投与される。ポリヌクレオ
チドは薬学上許容される液体担体、例えば水性または部分的に水性である液体担体、を用
いて動物に投与または送達される。ポリヌクレオチドはリポソームと関連している（例え
ば、カチオンまたはアニオンリポソーム）。ポリヌクレオチドは例えばプロモーターなど
の、標的細胞による発現に必要な遺伝情報を含んでいる。
【０１９１】
siRNAを含む医薬品組成物
　したがって、本発明は肺癌の予防および治療のどちらかまたは両方に有効な薬物および
方法を含む。これらの薬物および方法は、疾患細胞増殖の減弱または停止を達成するのに
効果的な量で、TKK (SEQ ID NO: 62) または EGFR (SEQ ID NO: 63)の発現を阻害するsiR
NAを含む。より詳細には、本明細書の文脈において、治療上の有効量は、治療を受けてい
る対象の進行を予防する、あるいは既存の症状を軽減する有効量を意味する。
【０１９２】
　本発明の方法を用いて治療される個体は、肺癌に罹患している任意の個体を含む。当該
個体は、例えばヒト、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、またはヤギを含む哺乳動物のような脊椎
動物、あるいは他の動物、特に商業的に重要な動物または家畜動物を含むことができる。
【０１９３】
　本発明の文脈において、適切な薬学的製剤は、経口、直腸、鼻、局所（口腔および舌下
を含む）、膣内または非経口的（筋肉内、皮下および静脈）投与、あるいは吸入またはガ
ス注入による投与に適している薬学的製剤を含む。好ましくは、投与は静脈である。製剤
は、適宜、容量単位別に封入する。
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【０１９４】
　経口投与に適した製剤処方には、カプセル、カシェ剤、または錠剤が含まれ、それぞれ
所定量の活性成分を含む。適切な製剤には、粉末剤、顆粒剤、液剤、懸濁剤および乳剤も
また含まれる。活性成分には、任意に、ボーラス、舐剤またはペースト剤として投与され
る。経口投与のための錠剤およびカプセルは、例えば、ラクトース、スクロース、マンニ
トール、またはソルビトールを含む糖類などの充填剤、例えば、トウモロコシデンプン、
コムギデンプン、イネデンプン、ジャガイモデンプン、ゼラチン、トラガカントゴム、メ
チルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナ
トリウム、および/またはポリビニルピロリドン（PVP）などのセルロース調製物、結合剤
、潤滑剤、および/または加湿剤などの従来の添加剤を含んでもよい。所望であれば、架
橋ポリビニルピロリドン、寒天、またはアルギン酸またはアルギン酸ナトリウムのような
それらの塩などの崩壊剤を添加してもよい。
【０１９５】
　錠剤は、任意に1つまたは複数の製剤用成分とともに圧縮または成形することによって
、製造されてもよい。圧縮錠剤は、粉末または顆粒のような易流動性形態の活性成分を、
任意に、結合剤、潤滑剤、不活性希釈剤、潤滑剤、表面活性剤および/または分散剤と混
合して、適切な機械の中で圧縮することによって、調整し得る。成形錠剤は、不活性な液
体希釈剤で湿らせた粉末状化合物の混合物を、適切な機械の中で成形することにより、製
造し得る。錠剤は、当技術分野において周知の方法に従って、コーティングしてもよい。
経口用液体調製物は、例えば、水性または油性懸濁剤、液剤、乳剤、シロップ剤またはエ
リキシル剤のような形態でもよく、使用前に、水または他の適切な溶剤で構成するための
乾燥製品として提供されてもよい。当該液体調製物は、懸濁剤、乳化剤、非水性溶剤（食
用油を含み得る）、pH維持剤、および/または保存剤のような通常の添加剤を含んでもよ
い。錠剤は、その中の活性成分の徐放または制御放出を提供するように、任意に製剤化し
てもよい。錠剤のパッケージは、月毎に服用されるべき1つの錠剤を含んでもよい。
【０１９６】
　非経口投与に適した製剤には、任意に抗酸化剤、緩衝液、静菌剤、および対象とするレ
シピエントの血液と製剤を等張にする溶質を含み得る水性および非水性無菌注射剤、なら
びに懸濁化剤および/または増粘剤を含む水性および非水性無菌懸濁剤が含まれる。製剤
は、単位投与用容器または複数回投与用容器、例えば密閉されたアンプルおよびバイアル
に入れて提供されてもよく、生理食塩水、注射用水のような無菌液体担体の使用直前の添
加のみが必要なフリーズドライ（凍結乾燥）状態で保存されてもよい。あるいは、製剤は
、持続注入用として提供されてもよい。即時注射用の液剤および懸濁剤は、先に述べた種
類の無菌の粉末剤、顆粒剤および錠剤から調製してもよい。
【０１９７】
　直腸投与に適した製剤は、ココアバターまたはポリエチレングリコールのような標準的
な担体を用いた坐薬が含まれる。口内、例えば口腔内または舌下に局所投与に適した製剤
には、ショ糖およびアカシアまたはトラガカンタのような風味付き基剤中に活性成分を含
む薬用キャンディー、ならびにゼラチンおよびグリセリン、またはショ糖およびアカシア
のような基剤中に活性成分を含むトローチが含まれる。鼻腔内投与のためには、本発明の
化合物の液体スプレー、分散性粉末剤または滴剤の形態が使用され得る。滴剤は、1種ま
たは複数種の分散剤、可溶化剤および／または懸濁剤をもまた含む水性または非水性基剤
とともに製剤化してもよい。
【０１９８】
　吸入による投与の場合、化合物は注入器、ネブライザ、加圧パックまたは他の便宜なエ
アロゾルスプレー送達方法から、簡便に送達される。加圧パックは、ジクロロジフルオロ
メタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素または
他の適切なガスのような適切な噴霧剤を含み得る。加圧エアロゾルの場合には、投薬単位
は一定量を送達するバルブを備えることによって、決定されてもよい。
【０１９９】
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　あるいは、吸入またはガス注入による投与の場合、化合物は、乾燥粉末組成物、例えば
化合物と乳糖またはデンプンのような適切な粉末基剤との混合粉末の形態をとってもよい
。粉末組成物は、単位剤形、例えば、カプセル、カートリッジ、ゼラチンまたはブリスタ
ーパックで提供されてもよく、粉末剤はそれらから、吸入器または注入器の補助により投
与され得る。
【０２００】
　他の製剤には、治療薬剤を放出する埋め込み装置および接着パッチが含まれる。
【０２０１】
　必要に応じて、上記の製剤は、活性成分の持続的放出を与えるように適合され、使用さ
れてもよい。薬学的組成物は、抗菌剤、免疫抑制剤および/または保存剤のような他の活
性成分もまた含んでもよい。
【０２０２】
　具体的に前述した成分に加えて、この発明の製剤は、該当する製剤のタイプを考慮して
当従来技術で慣例的な他の薬剤を含み得ること、例えば、経口投与に適した製剤は矯味剤
を含み得ることが、理解されるべきである。
【０２０３】
　例えば、投与経路によって、投与される試験化合物の濃度によって、または治療がタン
パク質、試験化合物をコードする核酸、もしくは試験化合物を分泌することができる細胞
を活性成分として含む薬剤を用いるかどうかによって、特定の添加剤賦形剤が、より好ま
しい場合があることが当業者には明らかであろう。
【０２０４】
　本発明の薬学的組成物は、それ自体公知の様式で、例えば、通常の混合、溶解、顆粒化
、糖衣丸形成、研和、乳化、カプセル化、封入（entrapping）、または凍結乾燥などのプ
ロセスによって、製造しうる。適正な製剤は、選択された投与ルートに依存する。
【実施例】
【０２０５】
実施例
実施例１：材料および方法
(a) 肺癌細胞株および組織試料
　肺癌細胞株は10%ウシ胎仔血清（FCS）を加えた適切な培地中で単層で増殖させ、37℃、
5%CO2の加湿空気雰囲気下で維持した。肺腺癌試料由来の原発性肺癌および転移性脳腫瘍
は、以前に記載されたとおり、インフォームドコンセントを得て入手した(Kikuchi et al
., Oncogene. 2003 Apr 10;22(14):2192-205., Int J Oncol. 2006 Apr;28(4):799-805.,
 Taniwaki et al., Int J Oncol. 2006 Sep;29(3):567-75.)。埼玉県立がんセンター（埼
玉、日本）で外科手術を受けた患者から、366例のホルマリン固定原発性腫瘍（234例の腺
癌（ADC）、104例の扁平上皮癌（SCC）、28例の大細胞癌（LCC））および隣接する正常肺
組織試料がこの発明で用いられた。全部で12例のSCLC組織試料も埼玉県立がんセンターで
得られた。
【０２０６】
(b) 半定量ＲＴ―ＰＣＲ解析
　全RNAが、製造業者のプロトコルに従い、Trizol試薬（Life Technologies, Inc.)を用
いて、培養細胞および臨床組織から抽出された。抽出されたRNAおよび正常ヒト組織ポリ(
A)RNAはDNase(Nippon Gene)で処理され、オリゴ(dT)20 プライマーおよびスーパースクリ
プトII逆転写酵素（Invitrogen）を用いて逆転写された。半定量的RT-PCR試験は、以下の
合成遺伝子特異的プライマーまたは内部標準としてのa-アクチン（ACTB）特異的プライマ
ーを用いて行われた：
TTK,
5’-TCTTGAATCCCTGTGGAAATC-3’ (SEQ ID NO: 5) および 
5’-TGCTATCCACCCACTATTCCA-3’ (SEQ ID NO: 6); 
ACTB, 
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5’-GAGGTGATAGCATTGCTTTCG-3’ (SEQ ID NO: 7) および 
5’-CAAGTCAGTGTACAGGTAAGC-3’ (SEQ ID NO: 8)。
PCR反応は、増幅の対数期内で産物強度を確保するサイクル数に最適化された。
【０２０７】
(c) ノーザンブロット解析
　ヒト多組織ブロット（BD Biosciences Clontech)が、32Pで標識されたTTKのPCR産物と
ハイブリダイズされた。TTKの全長cDNAは、プライマーを使用して、RT-PCRにより調製し
た。プレハイブリダイゼーション、ハイブリダイゼーションおよび洗浄が、供給元の推奨
に従って行われた。ブロットは、増感スクリーンを用いて、室温で72時間、オートラジオ
グラフされた。
【０２０８】
(d) ウェスタンブロット解析
　細胞は、プロテアーゼ阻害剤カクテルセット III(CALBIOCHEM)およびホスファターゼ阻
害剤(1 mM フッ化ナトリウム, 1 mM オルトバナジウム酸ナトリウム, 2 mM イミダゾール
, 4 mM 酒石酸ナトリウム)を含む、RIPA緩衝液[50 mM Tris-HCl (pH8.0), 150 mM NaCl, 
1% NP-40, 0.5% deoxychorate-Na, 0.1% SDS]で溶解させた。細胞質および核抽出物はNE-
PER 核および細胞質抽出試薬(PIERCE)によって単離された。タンパク質試料はSDS-ポリア
クリルアミドゲルで分離され、Hybond-ECL ニトロセルロース膜上へ電気的に転移された(
GE ヘルスケアバイオサイエンス)。ブロットは、マウスモノクローナル抗Mps1(TTK)抗体(
Upstate)、ウサギポリクローナル抗リン酸化EGFR抗体(Tyr-845, Tyr-992, Tyr-1045, Tyr
-1068, Tyr-1148, および Tyr-1173; Cell Signaling Technology, Inc.)、ウサギポリク
ローナル抗EGFR抗体(Cell Signaling Technology, Inc.)、ウサギポリクローナル抗リン
酸化PLCγ1(Tyr-771)抗体(Cell Signaling Technology, Inc.)、ウサギポリクローナル抗
PLCγ1抗体(Cell Signaling Technology, Inc.)、ウサギポリクローナル抗リン酸化p44/4
2 MAPK(Thr202/Tyr204)抗体(Cell Signaling Technology, Inc.)、ウサギポリクローナル
抗p44/42 MAPK抗体(Cell Signaling Technology, Inc.)、マウスモノクローナル抗Flag抗
体(SIGMA)またはマウスモノクローナル抗βアクチン抗体(SIGMA)とともにインキュベート
した。抗リン酸化EGFR(Ser-967)抗体は、Ser-967リン酸化合成ペプチドに対して産生され
、当該リン酸化ペプチドカラムで精製された。西洋ワサビペルオキシダーゼに結合した二
次抗体を用いて抗原-抗体複合体を検出した(GE ヘルスケアバイオサイエンス)。タンパク
質のバンドはECLウエスタンブロッティング検出試薬(GE ヘルスケアバイオサイエンス)に
よって可視化した。
【０２０９】
(e)免疫細胞化学的解析
　培養細胞を、37℃で15分間4%のパラホルムアルデヒド溶液中で、または氷上で15分間10
% トリクロロ酢酸を用いて固定した。固定した細胞は0.1% Triton X-100含有PBS(-)中で1
0分間インキュベートされ、その後PBS(-)で洗浄された。一次抗体反応の前に、固定され
た細胞は、非特異的抗体結合を防止するため、10分間CAS-BLOCK(ZYMED Laboratories Inc
.)で覆った。その後、細胞をマウスモノクローナル抗Mps1(TTK)抗体(Upstate)および、ウ
サギポリクローナル抗リン酸化EGFR(Tyr-992)(Cell Signaling Technology, Inc.)または
ポリクローナル抗リン酸化-p44/42 MAPK(Thr202/Tyr204)抗体(Cell Signaling Technolog
y, Inc.)、あるいはマウスモノクローナル抗Flag抗体(SIGMA)とともにインキュベートし
た。抗体は、Alexa Fluor 488 (Molecular Probes)に結合した抗マウス二次抗体、および
Alexa Fluor 594 (Molecular Probes)に結合した抗ウサギ二次抗体で染色した。DNAを、4
’,6-ジアミジノ-2-フェニルインドール(DAPI)で染色した。488, 594 nmの波長で共焦点
顕微鏡を用いて画像を観察し、評価した(TCS SP2 AOBS: ライカマイクロシステムズ)。
【０２１０】
(f)免疫組織化学および組織マイクロアレイ
　臨床試料におけるTTKまたはリン酸化EGFR(Tyr-992)タンパク質の存在を調査するために
、ENVISION+ Kit/horseradish peroxidase (HRP) (DakoCytomation)を用いて組織切片を
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染色した。簡潔にいえば、内因性ペルオキシダーゼおよびタンパク質のブロッキング後に
、抗ヒトTTK抗体(NOVUS Biologicals, Inc.)または抗リン酸化EGFR (Tyr-992)抗体(Cell 
Signaling Technology, Inc.)あるいは抗リン酸化EGFR(Ser-967)抗体（上述）が添加され
、組織切片は二次抗体としてHRP標識抗ウサギIgGとともにインキュベートされた。発色基
質が添加され、試料はヘマトキシンで対比染色した。
【０２１１】
　腫瘍組織マイクロアレイは以前発表されたように構築された(Chin et al., Mol Pathol
. 2003 Oct;56(5):275-9.; Callagy et al., Diagn Mol Pathol. 2003 Mar;12(1):27-34.
, J Pathol. 2005 Feb;205(3):388-96.)。スライド上の対応するHE染色切片を用いた視覚
的配置に基づいて、サンプリング用の組織部が選択された。ドナー腫瘍ブロックから採取
された3、4または5つの組織コア(直径 0.6 mm; 高さ3 - 4 mm)が、組織マイクロアレイヤ
ー(Beecher Instruments)を用いて、レシピエントパラフィンブロック中に置かれた。正
常組織領域のコアが、各症例から穴を開けて採取された。マイクロアレイブロックから得
られた5μm切片が、免疫組織化学的解析のために使用された。TTKまたはリン酸化EGFR(Ty
r-992)またはリン酸化EGFR(Ser-967)タンパク質の陽性は、臨床病理学的データに関する
予備知識のない独立の調査官3名によってそれぞれ陰性（スコア3211dを0として）、弱（(
1+)、または強陽性(2+)として染色強度を記録することによって、半定量的に評価した。
全評価者がそのようにそれらを定義した場合、症例は強い陽性（2+)のみに確定した。
【０２１２】
(g)統計解析
　分割表を用いて、年齢、性別、病理組織学的検査所見、喫煙歴、腫瘍サイズ(pT)、およ
びリンパ節転移(pN)などの臨床病理学的変数を、組織マイクロアレイ解析によって決定さ
れたTTKおよび/またはリン酸化EGFR(Tyr-992)および/またはリン酸化EGFR(Ser-967)の陽
性と相関させることを試みた。腫瘍特異的生存曲線は、手術の実施日からNSCLCに関連し
た死亡時まで、または最新の追跡調査結果まで算出した。カプラン・マイヤー曲線を、そ
れぞれの関連変数、およびTTKおよび/またはリン酸化EGFR(Tyr-992)および/または（Ser-
967）発現について算出し、患者のサブグループ内での生存期間の差を、ログランク検定
を用いて解析した。コックスの比例ハザード回帰モデルを用いて、単変量解析を実施し、
臨床病理学的変数と癌関連死亡率との関連を判定した。
【０２１３】
(h)RNA干渉アッセイ
(i)ベクターベースのアッセイ
　哺乳動物細胞でsiRNAを合成するように設計されたベクターベースのRNA干渉（RNAi）シ
ステム、psiH1BX3.0が、以前に確立されている(Suzuki et al., 2003, 2005; Kato et al
, 2005; Furukawa et al, 2005)。10igのsiRNA発現ベクターが、30igのリポフェクタミン
2000(Invitrogen)を用いて、内因的にTTKを過剰発現させたNSCLC細胞株LC319およびA549
内に導入された。導入細胞は、適切な濃度のジェネテシン(G418)の存在下で5日間培養さ
れ、その後ギムザ染色および3連のMTTアッセイで細胞数および生存率が評価された。RNAi
用合成オリゴヌクレオチドの標的配列は以下の通りである：
対照1(ルシフェラーゼ: Photinus pyralisルシフェラーゼ遺伝子)、5’-CGTACGCGGAATACT
TCGA-3’ (SEQ ID NO: 9);
対照2(Scramble: 5S および16S rRNAをコードするchloroplast Euglena gracilis遺伝子)
、5’-GCGCGCTTTGTAGGATTCG-3’ (SEQ ID NO:10);
siRNA-TTK (si-TTK-1), 5’-ACAGTGTTCCGCTAAGTGA-3’ (SEQ ID NO: 11);
siRNA-TTK (si-TTK-2), 5’-ATCACGGACCAGTACATCT-3’ (SEQ ID NO: 12)。
RNAiシステムを検証するために、個々の対照siRNA( ルシフェラーゼおよび Scramble)が
、半定量的RT-PCRによって試験され、一過的にCOS-7細胞に導入された対応する標的遺伝
子の発現の減少が確認された。si-TTKによるTTK発現の下方制御は、対照によっては確認
されなかったが、このアッセイに用いられた細胞株において半定量的RT-PCRで確認された
。
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【０２１４】
(ii)オリゴベースのアッセイ
　オリゴ-siRNAs (Dharmacon, Inc., Lafayette, CO) (600 pM)は30μlのリポフェクタミ
ン2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて製造元のプロトコルに従い、適切な肺癌細
胞株に導入した。以下の配列と一致するリボヌクレオチド配列がオリゴ-siRNAとして用い
られた。
RNAi-TTK (オリゴ):CAAGATGTGTTAAAGTGTTTT (SEQ ID NO: 62); および 
RNAi-EGFR (オリゴ):GTAACAAGCTCACGCAGTTTT (SEQ ID NO: 63)。
【０２１５】
(i)細胞増殖アッセイ
　哺乳動物細胞のTTKの増殖効果はまた、TTKを発現するプラスミドまたはモックプラスミ
ドを一過的にトランスフェクションしたCOS-7およびNIH-3T3細胞を用いて検討された。細
胞は10%FCSおよびジェネティシンを含むDMEMで14日間培養され、MTTアッセイが行われた
。
【０２１６】
(j)脱リン酸化解析
　有糸分裂的に静止した細胞を得るために、抽出物がウェスタンブロット解析のために調
製される前に培養細胞をコルセミド（ＷＡＫＯ）で24時間処理した。ホスファターゼ処理
のため、細胞抽出物はλホスファターゼ(New England Biolabs)とホスファターゼバッフ
ァーまたはバッファーのみの中で37℃で1時間インキュベートし、その後イムノブロット
により解析された。
【０２１７】
(k)組換えＴＴＫの調製
　TTKの全長cDNAはpFastBac HTベクターにサブクローニングされた。組換えシャトルベク
ターは、Bac-to-Bac 発現系(Invitrogen)の製造元指示書に従って、Tn7部位特異的転位を
用いて、DH10Bacコンピテントセル(Invitrogen)においてバキュロウイルスゲノム(bacmid
 DNA)へ形質転換された。組換えbacmid DNAは同定され、精製されて、Sf9細胞(Invitroge
n)に導入され（組換えバキュロウイルス）、次の感染に用いられた。対数期Sf-9細胞は感
染効率(MOI)1で組換えバキュロウイルスに感染し、その後、感染したSf-9細胞は72時間27
℃で浮遊状態で増殖した。Sf-9細胞の抽出物は収集され、His融合タンパク質は標準的プ
ロトコルを用いて、HiTrap HPカラム(GE ヘルスケアバイオサイエンス)を用いて精製され
た。触媒的に不活性なTTK（TTK―KD）を構築するため、点変異（Ala）がコドン647（Asp
）で導入された。TTK-KDはpGEX6Tベクター(GE ヘルスケアバイオサイエンス)にクローニ
ングされた。GST融合タンパク質は大腸菌株BL21で発現され、グルタチオンセファロース4
B(GE ヘルスケアバイオサイエンス)によって標準的プロトコルに従って精製された。
【０２１８】
(l)インビトロキナーゼアッセイ
　TTKによるタンパク質のリン酸化を調べるため、精製された組換えHisタグ付加TTKは、
細胞株から調製された全抽出物または精製されたEGFRの様々な細胞質領域を含むGSTタグ
付加タンパク質と、キナーゼアッセイバッファー(50 mM Tris, pH7.4, 10 mM MgCl2, 2 m
M ジチオスレイトール, 1 mM NaF, 0.2 mM ATP)中で30℃で60分間インキュベートされた
。反応はLaemmliサンプルバッファーの添加によって停止し、5分間95℃で加熱された。タ
ンパク質はSDS-PAGEによって分離されて、その後ウエスタンブロットまたは32P取り込み
解析を行った。
【０２１９】
(m) ヌードマウス異種移植モデルにおける腫瘍成長
　TTKトランスフェクタントは回収され、5x106個の細胞が成長因子を減少させたフェノー
ルレッドフリーマトリゲル(BD Bioscience)に懸濁され、6週齢のnu/nu BalbC雌マウス(Ch
arles River Laboratories)の右背側へ皮下注射された。腫瘍サイズは定規を用いて測定
され、腫瘍容積は式V = (W/2)2 x Lを用いて算出された。Wは腫瘍の幅の距離、Lは縦の長
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さである。
【０２２０】
(n)TTK発現定常的トランスフェクタント
　TTK発現定常的トランスフェクタントは標準的プロトコルに従って樹立された。本発明
者らは、FuGENE 6 トランスフェクション試薬 (Roche Diagnostics)を用いて、TTK発現プ
ラスミド(pCAGGS-n3FH-TTK)またはモックプラスミド(pCAGGS-n3FH)をHEK293細胞およびNI
H3T3細胞にトランスフェクションした。トランスフェクションした細胞は10% FCS および
G418を含むDMEMで培養され、その後個々のコロニーはトリプシン処理され、限界希釈アッ
セイによって定常的トランスフェクタントがスクリーニングされた。TTK発現はRT-PCR、
ウエスタンブロッティング、および免疫染色によって各クローンで測定された。TTKを定
常的に発現するHEK293またはNIH3T3トランスフェクタントは6穴プレートへ播種され(5 X 
104 細胞/well)、10% FCS および 0.4 mg/ml G418を含む培地で7日間維持された。各時点
で、細胞増殖はCell Counting Kits (WAKO)を用いたMTTアッセイにより評価された。全て
の実験は3連で行われた。
【０２２１】
(o) TTK変異解析 
　全RNAは製造元のプロトコルに従ってRNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いてNSCLC細胞株か
ら抽出された。抽出されたRNAはDNase I (日本ジーン)で処理され、oligo (dT) プライマ
ーおよびSuperScript II逆転写酵素 (Invitrogen)を用いて逆転写された。TTKの増幅は、
合成TTK特異的プライマーを用いて行われた。
5’-GTGTTTGCGGAAAGGAGTTT-3’ (SEQ ID NO: 13), 
5’-CAACCAGTCCTCTGGGTTGT-3’ (SEQ ID NO: 14); 
5’-AACTCGGGAACTGTTAACCAAA-3’ (SEQ ID NO: 15), 
5’-GTGCATCATCTGGCTCTTGA-3’ (SEQ ID NO: 16); 
5’-TGTTCCGCTAAGTGATGCTC-3’ (SEQ ID NO: 17), 
5’-GCAAATTTCTTGCAGTTTGCTC-3’ (SEQ ID NO: 18); 
5’-TCAAGAGCCAGATGATGCAC-3’ (SEQ ID NO: 19), 
5’-TCTTTTCCTCCTCTGAAAGCA-3’ (SEQ ID NO: 20); 
5’-AAGCTGTAGAACGTGGAGCAG-3’ (SEQ ID NO: 21), 
5’-CATCTTGTGGTGGCATGTTC-3’ (SEQ ID NO: 22); 
5’-CGGTTCACTTGGGCATTTAC-3’ (SEQ ID NO: 23), 
5’-CCAAATCTCGGCATTCTGAT-3’ (SEQ ID NO: 24); 
5’-AGCCCAGATTGTGATGTGAA-3’ (SEQ ID NO: 25), 
5’-TTGATTCCGTTTTATTCTTCAGG-3’ (SEQ ID NO: 26); 
5’-TCAAGGAACCTCTGGTGTCA-3’ (SEQ ID NO: 27), 
5’-GACAGGTTGCTCAAAAGTGG-3’ (SEQ ID NO: 28); 
5’-ACTGGCAGATTCCGGAGTTA-3 (SEQ ID NO: 29)’, 
5’-CAACTGACAAGCAGGTGGAA-3’ (SEQ ID NO: 30); 
5’-GACACCAAGCAGCAATACCTTGG-3’ (SEQ ID NO: 31), 
5’-AACACCTGAAATACCTTGCTTGAAC-3’ (SEQ ID NO: 32); 
5’-ATGAATGCATTTCGGTTAAAGG-3’ (SEQ ID NO: 33), 
5’-TTTCCACACTCCATTACCATG-3’ (SEQ ID NO: 34); 
5’-ACAGTGATAAGATCATCCGAC-3’ (SEQ ID NO: 35), 
5’-ACACTTGTTGTATCTGGTTGC-3’ (SEQ ID NO: 36); 
5’-TTTCTGATAGTTGATGGAATGC-3’ (SEQ ID NO: 37), 
5’-GAAATCTGATTAATTATCTGCTG-3’ (SEQ ID NO: 38); 
5’-TGATGTTTGGTCCTTAGGATG-3’ (SEQ ID NO: 39), 
5’-ATTTCTTCAGTGGTTCCCTTG-3’ (SEQ ID NO: 40) and 
5’-AGCTCCTGGCTCATCCCTAT-3’ (SEQ ID NO: 41), 
5’-TGCTATCCACCCACTATTCCA-3’ (SEQ ID NO: 6)　
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次に、PCR産物の配列解析がABI Prism 3700 DNAシークエンサー (Applied Biosystems)を
用いて行われた。
【０２２２】
(p)マトリゲル浸潤アッセイ
　製造元の説明書に従って、FuGENE 6 トランスフェクション試薬 (Roche Diagnostics)
を用いて、NIH-3T3 またはCOS-7 細胞にTTK (pCAGGS-n3FH-TTK)、TTK-KD (D647A)、 変異
 TTK (RERF-LC-AI 細胞由来)を発現するプラスミド、またはモックプラスミド (pCAGGS-n
3FH)をトランスフェクションした。トランスフェクションした細胞は回収され、FCSを含
まないDMEMに懸濁された。細胞懸濁液が調製される前に、マトリゲルマトリックス(Becto
n Dickinson Labware)の乾燥層が室温で2時間、DMEMで再水和された。その次に、10% FCS
を含むDMEMが24穴マトリゲル浸潤チャンバーの各下部チャンバーへ添加され、細胞懸濁液
が上部チャンバーの各挿入物に添加された。挿入物のプレートは37℃で22時間インキュベ
ートされた。インキュベート後、マトリゲルで被覆した挿入物を通過した浸潤細胞がギム
ザによって固定され染色された。
【０２２３】
(q)合成された細胞透過性ペプチド
　TTK相互作用領域の可能性がある領域を含むEGFRタンパク質の部分と対応する17～31ア
ミノ酸ペプチド配列は、そのNH2末端で、膜伝達11ポリアルギニン配列と共有結合的に連
結した(Hayama, S, et al. Cancer Res. 66, 10339-48 (2006), Futaki S, et al. J Bio
l Chem. 276, 5836-5840 (2001))。3つの細胞透過性ペプチドをが合成した：
11R-EGFR889-907: RRRRRRRRRRR-GGG-KPYDGIPASEISSILEKGE;
11R-EGFR899-917: RRRRRRRRRRR-GGG-ISSILEKGERLPQPPICTI(SEQ ID NO: 44);
11R-EGFR918-936: RRRRRRRRRRR-GGG-DVYMIMVKCWMIDADSRPK(SEQ ID NO:45);
11R-EGFR937-955: RRRRRRRRRRR-GGG-FRELIIEFSKMARDPQRYL(SEQ ID NO: 46);
11R-EGFR958-976: RRRRRRRRRRR-GGG-QGDERMHLPSPTDSNFYRA;
11R-EGFR983-1001: RRRRRRRRRRR-GGG-MDDVVDADEYLIPQQGFFS; および
11R-EGFR965-994: RRRRRRRRRRR-GGG-LPSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADEYLI。
最も効率的な11R-EGFR937-955 ペプチド由来のScramble ペプチドは対照として合成され
た：Scramble、RRRRRRRRRRR-GGG-EFMAELLRYFRPQSKRDII。
ペプチドは調製用の逆相高圧液体クロマトグラフィにより精製された。A549細胞は2.5、5
、および7.5μモル/Lの濃度で5日間、11Rペプチドとインキュベートされた。培地は、各
ペプチドを適切な濃度として48時間ごとに交換され、細胞生存率は処理後5日でMTTアッセ
イによって評価された。
【０２２４】
実施例２：肺腫瘍および正常組織におけるTTK発現
　肺癌治療薬および/または診断マーカーの開発のための新規分子標的を探索するため、c
DNAマイクロアレイによって解析された、肺癌の50%以上で5倍以上の発現を示した遺伝子
が最初にスクリーニングされた。スクリーニングされた27,648の遺伝子の中で、TTKプロ
テインキナーゼをコードする遺伝子が、肺癌の様々な型においてしばしば過剰発現してい
るものとして同定された。この発現レベルは、さらなる14のNSCLC症例のうち11（7例の腺
癌（ADC）のうち5例、7例の扁平上皮癌（SCC）のうち6例）で確認された（図1a）。さら
に、TTKの上方制御は23の肺癌細胞株全てにおいて観察された（図1b）。さらにまた、肺
腫瘍におけるTTK発現は、抗TTK抗体を用いたウエスタンブロット解析で、内因性TTKタン
パク質の発現を検討することにより、7つの肺癌細胞株全てにおいて確認された（図1c）
。プローブとしてＴＴＫ cDNA用いたノーザンブロット法により、検討された24の正常ヒ
ト組織の中で、精巣において特異的に３．０ｋｂの転写産物が同定された（データ示さず
）。ＮＳＣＬＣ細胞株、Ａ５４９およびＬＣ３１９におけるTTKの細胞内局在は、抗TTK抗
体を用いた免疫細胞化学的およびウエスタンブロット解析によって検討され、細胞質およ
び核に主に局在することが判明した（図1eおよび1f）。
【０２２５】
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実施例３：予後不良とTTK過剰発現の関連
　TTKの生物学的および臨床病理学的な重要性を確認するために、TTKタンパク質発現が、
12人の患者由来のSCLC組織、ならびに、366人の患者由来のNSCLC組織を含む組織マイクロ
アレイによって、臨床NSCLCで検討された。TTK陽性染色は、外科的に切除されたNSCLCの6
8.6%(251/366)およびSCLCの66.7%(8/12)で観察され、その一方で正常肺組織のいずれにお
いても染色は観察されなかった（図2a）。次に、さまざまな臨床病理学的パラメータとそ
の陽性染色との相関が、366人のNSCLC患者で検討された。組織アレイ上のTTK発現レベル
は陰性（スコア0）から弱い/強い陽性（スコア1+ ~ 2+）の範囲で分類された（図2a;実施
例1参照）。検討された366のNSCLC症例のうち、TTKは135例で強く染色され（36.9%; スコ
ア2+)、116例で弱く染色され（31.7%; スコア1+)、115症例では染色されなかった（31.4%
; スコア 0)。性別（男性で高い; P = 0.0006 フィッシャーの直接確率検定）、組織学的
分類（SCCで高い; P = 0.0206 カイ二乗検定）、pTステージ（T2,T3,T4で高い; P < 0.00
01 カイ二乗検定)、およびpNステージ（N1,N2で高い; P = 0.0006 カイ二乗検定)は強いT
TK陽性（スコア2+）と有意に関連していた（表1a）。Kaplan-Meier法はNSCLCにおけるTTK
の強い陽性染色と腫瘍特異的生存との間の有意な関係を示した（P < 0.0001 ログランク
検定) (図2b)。単変量解析によって、年齢(? 65 対 < 65)、性別（男性対女性）、組織学
的分類（非ADC対ADC）、ｐTステージ（T2,T3,T4対T1）、pNステージ（N1,N2対N0）、およ
び強いTTK陽性（スコア2+対1+,0）は全てNSCLC患者で腫瘍特異的生存不良に有意に関連し
ていた（表1b、上）。予後因子の多変量解析において、年齢、pTステージ、pNステージお
よび強いTTK陽性は、独立予後因子であることが示された（表1b、下）。
【０２２６】
（表1a）NSCLC組織におけるTTK陽性と患者の特徴との関係 (n=366)
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ADC, 腺癌; SCC, 扁平上皮癌; LCC, 大細胞癌
P < 0.05 (カイ二乗検定)
NS, 有意差なし
SCC 対 他 (ADC + LCC)
【０２２７】
（表1b）NSCLC患者における予後因子のコックスの比例ハザードモデル解析
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1SCC, 扁平上皮癌
* P < 0.05
NS, 有意差なし
【０２２８】
実施例４：TTKに対するsiRNAによる肺癌細胞の増殖抑制
　TTKが肺癌細胞の増殖/生存に重要であるかどうか評価するため、2つの対照プラスミド
（ルシフェラーゼ(LUC)、またはScramble(SCR)に対するsiRNA)、ならびに、TTKに対するs
iRNA(si-TTK-1 および -2)を発現するプラスミドが構築され、LC319およびA549細胞に各
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々トランスフェクションされた（LC319の代表データを図3aに示す）。si-TTK-1をトラン
スフェクションした2つのNSCLC細胞株におけるTTK転写物の量は、2つの対照siRNAと比較
して著しく減少した（図3a、左上パネル）。MTTおよびコロニー形成アッセイで測定され
た、si-TTK-1をトランスフェクションした細胞の細胞生存度およびコロニー数は、2つの
対照siRNAの場合と比較して著しく減少した（図3a、左下および右パネル）。si-TTK-2は
弱いTTK発現の減少およびわずかな増殖抑制効果を示した。この結果はNSCLC細胞における
TTKの増殖促進効果を示唆した。
【０２２９】
実施例５：TTKによる増殖促進効果
　TTKが細胞増殖で重要な役割をしているかどうか決定するため、TTKを定常的に発現する
HEK293由来トランスフェクタントが樹立された。外因性TTKを発現しているHEK293細胞の
増殖は、モックベクターをトランスフェクションした対照細胞の増殖と比較して、TTKの
発現レベルに合致して有意な度合いで促進された（図3bおよび3c）。マウス皮下に移植さ
れたTTK導入HEK293細胞も、対照細胞と比較して高い増殖速度を呈した（図3d）。この結
果は、NSCLC細胞におけるTTKの増殖促進効果を示唆した。
【０２３０】
実施例６：TTKによる細胞内浸潤活性の活性化
　組織マイクロアレイにおける免疫組織化学的解析が、TTK強陽性腫瘍を有する肺癌患者
がTTK陰性の患者より癌特異的生存期間が短いことを示したことから、本発明者らは、TTK
が細胞浸潤能力において役割を果たすかどうか調べるため、マトリゲル浸潤アッセイを行
った。マトリゲルを通じた、TTK発現ベクターをトランスフェクションしたNHI-3T3細胞の
浸潤は、モックまたはTTK-KDベクターをトランスフェクションした対照細胞と比較して有
意に促進され、TTKが肺癌細胞の高度に悪性な表現型にも関与しうることを示唆した（図3
e）。
【０２３１】
実施例７：TTKに対する新規基質タンパク質としてのEGFRの同定
　発癌におけるTTKキナーゼの機能を解明するため、本発明者らはTTKによってリン酸化さ
れ、細胞増殖シグナルを活性化する基質タンパク質を同定することを試みた。TTKに対す
るキナーゼ基質のイムノブロットスクリーニングは、TTK発現ベクターをトランスフェク
ションしたCOS-7細胞の細胞溶解液、および癌細胞シグナルに関連したリン酸化タンパク
質に対して特異的な一連の抗体を用いて行われた（実施例1参照）。合計31個のリン酸化
タンパク質がスクリーニングされた（表2）。EGFRのTyr-992はTTK発現ベクターをトラン
スフェクションした細胞において、モックベクターを用いたものと比較して有意にリン酸
化されることが判明した（図4a）。このスクリーニングにおいて、EGFRの細胞質ドメイン
内の様々なリン酸化Tyr残基（Tyr-845, Tyr-992, Tyr-1045, Tyr-1068, Tyr-1148, およ
びTyr-1173) (Amos S, et al., J Biol Chem. 2005 Mar 4;280(9):7729-38. Epub 2004 D
ec 23; Biscardi JS, et al., J Biol Chem. 1999 Mar 19;274(12):8335-43; Honegger A
, et al., EMBO J. 1988 Oct;7(10):3045-52; Sorkin A, et al., J Biol Chem. 1991 Ma
y 5;266(13):8355-62; Wang XQ, et al., J Biol Chem. 2003 Dec 5;278(49):48770-8. E
pub 2003 Sep 25.)を認識するもの、ならびに、リン酸化Ser-1046/1047を認識するもの (
Countaway JL, et al., J Biol Chem. 1992 Jan 15;267(2):1129-40; Gamou S & Shimizu
 N. J Cell Physiol. 1994 Jan;158(1):151-9.)、合計7つのリン酸化特異的抗体がEGFRに
関して検討され、Tyr-992リン酸化のみが見出された（データ示さず）。TTKキナーゼによ
るTyr-992の特異的リン酸化を確認するため、触媒的に不活性なTTK-KD発現ベクターをCOS
-7細胞にトランスフェクションしたところ、Tyr-992でのEGFRのリン酸化の増強は検出さ
れなかった（図4a）。これらのデータは、TTKキナーゼ活性がEGFRシグナルにおいて非常
に選択的にTyr-992リン酸化を制御できることを示唆する。
【０２３２】
（表2）TTKキナーゼに対する基質タンパク質のイムノブロットスクリーニングに使用した
リン酸化特異的抗体のリスト
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　肺癌細胞におけるTTKとEGFRとの間の内因性の結合はまた、A549細胞からの抽出物を用
いた免疫沈降実験により検討され、これら2つのタンパク質間の相互作用はEGF刺激に関係
なく検出された（図4b）。EGFR情報伝達に対するTTKの関連をさらに検討するため、A549
細胞においてTTKまたはEGFR機能を抑制し、細胞形態を顕微鏡的に観察した。RNAi-TTK (o
ligo)またはRNAi-EGFR (oligo)のトランスフェクション後の細胞と同様に、EGFRチロシン
キナーゼ阻害剤、AG1478（トリフォスチン4-(3-クロロアニリノ)-6,7-ジメトキシキナゾ
リン)で処理したA549細胞は、多核を伴い非常に大型化した（図4c）。これらの結果は、T
TKがEGF非依存的な細胞内EGFR活性化シグナルに関連していることを支持する。
【０２３４】
　TTKによるEGFR Tyr-992の特異的リン酸化をさらに確認するため、インビトロキナーゼ
アッセイが、COS-7細胞から調製された全細胞抽出物と精製されたHisタグ付加TTKとをイ
ンキュベートすることで行われた。個々のリン酸化部位を調べるため、EGFRの細胞質ドメ
イン内の様々なリン酸化Tyr残基に対応する、EGFRに対するリン酸化特異的抗体（Tyr-845
, Tyr-992, Tyr-1045, Tyr-1068, Tyr-1148, and Tyr-1173)が適用された。ウエスタンブ
ロット解析は、用量依存的な組換え型TTKによるEGFR Tyr-992のリン酸化を示し、一方でE
GFRにおける他のTyr残基のリン酸化は検出されなかった（図4d、左パネル）。他方、これ
ら全てのTyr残基は、COS-7細胞におけるリガンドEGFを用いたEGFRの刺激によりリン酸化
され、各リン酸化EGFR特異的抗体が各リン酸化部位を正確に認識できることを示唆した（
図4d、右パネル）。COS-7細胞におけるEGF刺激が6つのTyr残基全てのリン酸化を誘導する
という証拠は、EGFRのTyr-992に対するTTKの特異的キナーゼ活性をさらに支持する。
【０２３５】
　EGFRチロシンリン酸化部位は、基質としてEGFRの様々な細胞質領域を含むGSTタグ付加
タンパク質を用いたTTKによってさらに評価された(EGFR-DEL1, -DEL2, および -DEL3; 図
4e)。GSTタグ付加EGFRタンパク質は大腸菌内で産生され、精製した組換え型TTKを用いた
インビトロキナーゼアッセイに供され、その後、抗リン酸化Tyr992 EGFR抗体でウエスタ
ンブロット解析された。GSTタグ付加EGFR-DEL2タンパク質（アミノ酸889-1045）における
EGFR Tyr-992のリン酸化はTTK用量依存的に促進され、一方GSTタグ付加EGFR-DEL1 (アミ
ノ酸692-891), EGFR-DEL2およびEGFR-DEL3 (アミノ酸1046-1186)タンパク質における他の
チロシン残基は全くリン酸化されなかった（図4f）。基質として触媒的に活性のある組換
え型GSTタグ付加ヒトEGFR（active-rhEGFR; Upstate)を用いたインビトロキナーゼアッセ
イ、および、続く抗リン酸化チロシン抗体を用いたウエスタンブロット解析により、ATP
存在下でactive-rhEGFRがチロシン上の自己リン酸化を受けることが示された（図4g、レ
ーン2）。このリン酸化は、EGFRチロシンキナーゼ阻害剤、AG1478(トリフォスチン4-(3-
クロロアニリノ)-6,7-ジメトキシキナゾリン)によって用量依存的に阻害された（データ
示さず）。しかし、図4g、レーン4に示すように、TTKによるactive-rhEGFRのリン酸化はA
G1478によって阻害されなかった。この結果は、TTKによるEGFRの直接的なリン酸化をさら
に確証した。
【０２３６】
　免疫組織化学的解析がさらに、336例のNSCLCおよび12例のSCLC組織から成る組織マイク
ロアレイを用いて抗リン酸化EGFR（Tyr-992）抗体により行われた。366のNSCLC症例のう
ち、123症例（33.6%）は強いリン酸化EGFR（Tyr-992）染色（スコア2+)を示し、121症例(
33.1%)は染色が弱く（スコア1+)、122症例(33.3%)では染色が観察されず（スコア0）、一
方リン酸化EGFR（Tyr-992）の染色は検討された正常肺組織のいずれにおいても観察され
なかった（図4h）。12例のSCLCのうち3例(25%)はリン酸化EGFR（Tyr-992）に陽性であっ
た。336例のうち203例はTTKおよびリン酸化EGFR（Tyr-992）両方の腫瘍に陽性（1+ ~ 2+
としてスコアした）であり、74例は両タンパク質とも陰性であった。366症例のうち48例
はTTKのみ陽性であり、41例はリン酸化EGFR（Tyr-992）のみ陽性であった。リン酸化EGFR
(Tyr-992)陽性のパターンがこれらの腫瘍におけるTTK陽性と有意に一致した(÷2 = 72.58
5; P < 0.0001)という事実は、インビトロアッセイによって得られた結果を独立に確証し
た。NSCLCにおけるリン酸化EGFR(Tyr-992)の強発現（スコア2+)が、性別(男性で高い; P 
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= 0.0086 フィッシャーの正確確率検定)、組織学的分類（SCCで高い; P = 0.0483 カイ二
乗検定）、pT ステージ (T2、T3、T4で高い; P = 0.0006 カイ二乗検定)、pN ステージ (
N1、N2で高い; P < 0.0001 カイ二乗検定)、および腫瘍特異的生存率(P < 0.0001 ログラ
ンク検定)と有意に関連することが判明した（表3a;図4i）。予後因子の単変量および続く
多変量解析において、年齢、pTステージ、pNステージ、および強いリン酸化EGFR（Tyr-99
2）陽性は、独立予後因子であることが示された（表3b、上および下）。腫瘍がTTKもリン
酸化EGFR(Tyr-992)も発現していないNSCLC患者は、最も延命効果を受け、一方両マーカー
が強い陽性値の患者は最も短い腫瘍特異的生存率であった（P < 0.0001、ログランク検定
;図4j）。
【０２３７】
（表3a）NSCLC組織におけるリン酸化EGFR陽性と患者の特徴との関連（n=366）

ADC, 腺癌; SCC, 扁平上皮癌; LCC, 大細胞癌
* P < 0.05 (カイ二乗検定)
NS, 有意差なし
【０２３８】
（表3b）NSCLC患者における予後因子のCoxの比例ハザードモデル解析
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1 SCC, 扁平上皮癌
* P < 0.05
NS, 有意差なし
【０２３９】
　次に、TTKによるEGFRのリン酸化に対するEGFの必要性が検討された。TTKは血清を欠乏
させたCOS-7細胞で外因的に過剰発現させ、リン酸化EGFR(Tyr-992)が、TTKのみを発現す
る細胞において核周辺に小さい点として検出されることが顕微鏡的に観察された（図4kお
よび4l）。内因性リン酸化EGFR(Tyr-992)は、内因的にTTKを過剰発現している、血清を欠
乏させたA549細胞の核に局在していたが（図4m、左パネル）、RNAi-TTK (oligo)によるTT
Kタンパク質の減少は、有意にリン酸化EGFR (Tyr-992)を減少させた（図4m、右パネル）
。このデータは、EGF刺激と独立して生じる、EGFRのTyr-992でのTTK誘導性のリン酸化、
およびその内部移行を示唆した。
【０２４０】
実施例8：TTK依存的腫瘍形成経路における、リン酸化EGFR(Tyr-992)によるMAPKシグナル
の活性化
　次に、EGFR Tyr-992のリン酸化レベルがA549細胞の分裂期において検討され、このとき
TTK発現レベルは著しく上昇していた（図5a）。Tyr-992におけるEGFRのリン酸化レベルは
リン酸化TTKの発現レベルと一致していた。TTKの大量発現が癌細胞におけるEGFR Tyr-992
に必須であるか評価するため、TTK mRNAの発現をTTKに対するsiRNA(RNAi-TTK (oligo))を
用いてA549細胞において選択的にノックダウンした。RNAi-TTK (oligo)によるTTKタンパ
ク質の減少はEGFR Tyr-992のリン酸化を減少させ（図5b）、肺癌細胞における内因性TTK
がEGFRのリン酸化を誘導することを示した。
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　EGFRのTyr-992は2つのアダプタータンパク質、ホスホリパーゼCγ（PLCγ）およびShc
の結合部位であることが公知であり、そのリン酸化はこれらアダプタータンパク質15－17
の活性化（リン酸化）に必要とされる。そのため、本発明者らはRNAi-TTK(oligo)によるT
TK発現の下方制御後、これらのアダプタータンパク質のリン酸化レベルを検討した。RNAi
-TTK(oligo)によるリン酸化EGFR Tyr-992の減少に従って、リン酸化PLCγおよびp44/42 M
APKのリン酸化の減少が観察された一方で、このRNAiはPLCγまたはp44/42 MAPKタンパク
質の量には影響を与えなかった（図5b）。免疫細胞化学的解析により、TTK発現ベクター
を用いてトランスフェクションしたCOS-7細胞の核において、リン酸化p44/42 MAPKが蓄積
されていることが検出された（図5c）。さらに、PLCγとEGFRとの間の相互作用が、TTK発
現ベクターをトランスフェクションしたCOS-7細胞由来の抽出物を使用した免疫沈降実験
により確認され、その一方で、それらの結合はTTK-KDまたはモックベクターをトランスフ
ェクションした細胞ではほとんど観察されなかった（図5d）。
【０２４２】
実施例９：EGFRにおけるTTKによる新規リン酸化部位（Ser-967）の同定
　TTKによってリン酸化されたGSTタグ付加EGFR-DEL2タンパク質は二重バンドとして検出
された（図4f、右パネル）。EGFR Tyr-992がEGFR上の唯一のリン酸化部位であるかどうか
を確認するため、[γ-32P]ATPインビトロキナーゼアッセイを、Tyr-992がアラニンに置換
された、GSTタグ付加EGFR-DEL2(Y992A)タンパク質を用いて行った。この変異は下部バン
ドの強度を顕著に減少したが、上部バンドの強度は減少させなかった（図6a）。その事実
は本発明者らに、EGFR上の他のTTK依存的リン酸化部位のスクリーニングを促した。MALDI
タンデム質量分光分析が、TTKによってインビトロリン酸化されたGSTタグ付加EGFR-DEL2
タンパク質を用いて行われ、EGFR Ser-967のリン酸化が検出された（データ示さず）。次
に、Ser-967リン酸化合成ペプチドを用いて抗リン酸化EGFR (Ser-967)抗体が免疫化のた
めに産生され、肺癌細胞におけるTTKの発現パターン、リン酸化EGFR (Ser-967)および全E
GFRがウエスタンブロッティングにより検討された。興味深いことに、NSCLC細胞における
EGFR Ser-967のリン酸化レベルはTTKのタンパク質発現レベルと有意に相関し(図6b)、EGF
R Ser-967がTTKによってリン酸化されたことを示した。次にTTKをCOS-7細胞において過剰
発現させ、リン酸化EGFR (Ser-967)がTTK発現細胞の核で増加することを顕微鏡的に観察
した(図6c)。免疫細胞化学的解析により、内因性リン酸化EGFR (Ser-967)が内因性TTKを
過剰発現させたA549細胞の核に局在することが証明されたが（図6d、左パネル）、RNAi-T
TK (oligo)によるTTKタンパク質発現の抑制はリン酸化EGFR Ser -967のレベルを有意に減
少させた（図6d、右パネル）。これらの結果は、EGF刺激と独立に生じる、EGFRのSer-967
におけるTTK誘導性リン酸化、およびその核移行を示唆する。
【０２４３】
　免疫組織化学的解析はまた、374例のNSCLCから成る組織マイクロアレイを用いた抗リン
酸化EGFR (Ser-967)抗体について行われ、リン酸化EGFR (Ser-967)陽性のパターンが、こ
れら腫瘍におけるTTK陽性と有意に一致することが見出され(P < 0.0001)、インビトロア
ッセイによって得られた結果を独立に確認した。NSCLCにおけるリン酸化EGFR (Ser-967)
の強い発現は腫瘍特異的生存度と有意に相関していた（ログランク検定によりP < 0.0001
）（図6eおよび6f；詳細は表4aおよび4bに示す）。これらの証拠はまた、TTKによるEGFR
のSer-976でのリン酸化が、肺癌細胞の増殖および悪性の性質に有意に影響を与え得るこ
とを示している。
【０２４４】
（表4a）NSCLC組織における核EGFR陽性と患者の特徴の相関 (n=351)
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ADC, 腺癌; SCC, 扁平上皮癌
他, 大細胞癌および腺扁平上皮癌
*ADC 対 他の組織学的診断
+P < 0.05 (Fisherの直接確率検定)
NS, 有意差なし
【０２４５】
（表4b）NSCL患者における予後因子のCoxの比例ハザードモデル解析
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1 ADC, 腺癌
* P < 0.05
【０２４６】
実施例10：TTK-EGFR経路を標的とすることによる細胞増殖/浸潤の阻害
　TTKにより誘導される細胞の増殖/浸潤におけるEGFRの関与をさらに調べるため、本発明
者らは次に、TTKを定常的に発現するHEK293由来トランスフェクタントにRNAi-EGFR(oligo
)を導入した。HEK293細胞の増殖はRNAi-EGFR(oligo)によってほとんど減少しなかったが
（P=0.2439)（モックベクターを導入した対照細胞）、TTK誘導性細胞増殖はRNAi-EGFRに
よって有意に減少した(P = 0.0032)（図7a）。マトリゲルを通じたTTK導入HEK293細胞に
おける浸潤は、対照細胞と比較して有意に促進され（P < 0.0001）、およびTTK誘導性細
胞浸潤はRNAi-EGFRによってベースレベル近くまで減少した(P < 0.0001)。対照細胞の浸
潤はRNAi-EGFR (oligo)によってわずかに減少した(P < 0.0001) (P < 0.0161) (図7b)。
【０２４７】
　次に、TTKとEGFRタンパク質との結合の生物学的重要性、および肺癌の治療的な標的と
してのその可能性が検討された。図3cに示されるように、GSTタグ付加EGFR-DEL2タンパク
質(アミノ酸889-1045)におけるEGFR Tyr-992のリン酸化はTTK用量依存的に促進され、一
方、EGFR-DEL4(アミノ酸977-1045)タンパク質と称されるEGFR-DEL2のN末端切断型はTyr-9
92でリン酸化されなかった（データ示さず）。これらの実験は、EGFRにおける88アミノ酸
ポリペプチド（アミノ酸889-976）がTTKとの相互作用のために重要な役割を果たすことを
示唆した。肺癌細胞の増殖または生存のためのTTKとEGFRとの相互作用の機能的意義を調
べるため、本発明者らはこれら2つのタンパク質の結合を阻害すると予測される生物活性
細胞透過性ペプチドを開発した。EGFRのコドン889-1001が含まれる19または30アミノ酸配
列の、7つの異なるペプチドが合成された（実施例1参照）。これらのペプチドは、膜伝達
性11アルギニン残基（11R）にNH2末端で共有結合させた。増殖に対する効果は、A549細胞
の培地に7つの11R-EGFRペプチドを添加することにより評価し、11R-EGFR899-917 (SEQ ID
 NO:44)、 11R-EGFR918-936 (SEQ ID NO:45) あるいは 11R-EGFR937-955 (SEQ ID NO: 46
)ペプチドによる処理は、MTTアッセイによって測定される細胞生存度を有意に減少させた
（図7c）。
【０２４８】
実施例11：肺癌におけるTTKの活性化型変異
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　キナーゼドメインにおける体細胞変異による発癌プロテインキナーゼ活性化は、腫瘍形
成の一般的機序の一つである(Herbst, R.S., et al., Nat Rev Cancer. 4, 956-965. (20
04); Pal, S.K. and Pegram, M., Anticancer Drugs. 16, 483-494. (2005))。TTKの変異
活性化の存在を検討するため、TTKキナーゼドメインが36例の肺癌細胞株および60例の臨
床肺癌組織試料から調製したmRNAを用いて直接的に配列決定された（30例の原発性NSCLC
および30例の原発性NSCLC由来の転移性脳腫瘍）。ミスセンス変異がRERF-LC-AI細胞株の
コドン574（Y574C）で見出され、それはSNPデータベースで報告されていなかった(JSNP: 
http://snp.ims.u-tokyo.ac.jp/index_ja.html; DBSNP: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/p
rojects/SNP/)（図8a、左パネル）。さらに、2つのミスセンス変異が原発性肺腺癌由来の
2つの転移性脳腫瘍の臨床検体で同定された。前記変異はアミノ酸置換を生じた；コドン6
10でのバリンからフェニルアラニン（V610F）（症例2;図8a、中パネル）およびコドン753
でのグルタミンからヒスチジン（Q753H）（症例8;図8a、右パネル）。これら2人の患者由
来の対応正常脳組織は野生型DNA配列のみを示し、これら2つの変異は腫瘍形成または進行
の間に体細胞的に生じたことを示している。
【０２４９】
　変異解析によって同定された変異TTKの機能的特性を評価するため、2つの変異TTKタン
パク質（Y574CまたはQ753H）を培養哺乳動物細胞において発現させた。自己リン酸化TTK
（phospho-TTK）レベルは、野生型TTK（wt-TTK）発現ベクターをトランスフェクションし
た細胞よりも、変異TTKを発現するNIH-3T3細胞において有意に高く、これらの変異がTTK
タンパク質のキナーゼ活性を促進し得ることを示した（図8b）。NIH-3T3細胞の浸潤能力
はwt-TTK一過性発現により促進されたため（図3e）、次に、マトリゲル浸潤アッセイをTT
K-Y574C構築物をトランスフェクションしたNIH-3T3細胞を用いて行った。NIH-3T3細胞へ
の変異TTK（Y574CまたはQ753H）のトランスフェクションは、wt-TTKのトランスフェクシ
ョンと比較して、浸潤細胞数の有意な増加をもたらした（図8cおよび8d）。これらの結果
は、キナーゼドメインにおけるTTK変異は、肺癌進行に寄与し得る機能亢進型変異のカテ
ゴリに属すると考えられることを示す。
【０２５０】
考察
　Mps1(TTKはそのヒトホモログである)は中心体複製において必要とされる因子として出
芽酵母で最初に発見され(Winey M, et al., J Cell Biol. 1991 Aug;114(4):745-54.)、
その後紡錘体チェックポイントにおける重要な機能を有することが示された (Weiss E & 
Winey M. J Cell Biol. 1996 Jan;132(1-2):111-23.)。ヒトにおいて、TTKの過剰発現は
いくつかの癌において発見されているが、しかし発癌におけるその機能的意義はいまだ不
明確なままであった(Stucke VM, et al., EMBO J. 2002 Apr 2;21(7):1723-32.)。
【０２５１】
　TTKに対する特異的なsiRNAを用いたNSCLC細胞の処理は、その発現を減少させ、増殖抑
制を生じることが本明細書において示されている。哺乳動物細胞におけるTTKの導入によ
る増殖促進効果はまた、その発癌機能をサポートする。インビトロおよびインビボアッセ
イによって得られた結果は、ヒト癌におけるTTKの重要な役割、ならびにTTK経路を標的と
した分子のスクリーニングが肺癌治療のための有望な治療的アプローチを提供することを
示唆する。その経路が様々な組織の発癌に関連しているEGFRは、本明細書においてTTKキ
ナーゼの新規な細胞内標的分子として明らかにされている。また、TTKおよびリン酸化EGF
R（Tyr-992またはSer-967）の高いレベルを示すNSCLC患者が、より短い腫瘍特異的生存期
間を示すという、組織マイクロアレイ解析による発見が、本明細書中に示されている。EG
FR自己リン酸化はEGF刺激の後のMAPKカスケードの活性化において重要な役割を果たすこ
とが示されている。EGFRのリン酸化部位のうち、Tyr-992はPLCγに対する高い結合親和性
部位であることが証明されており、EGF刺激によるPLCγ活性化に必要とされる(Rotin D, 
et al., EMBO J. 1992 Feb;11(2):559-67.)。PLCγは、イノシトール1,4,5-三リン酸産生
および細胞質Ca2+における周期的変動によってRas/MAPKカスケードを活性化する(Schmidt
-Ullrich RK, Oncogene. 2003 Sep 1;22(37):5855-65.)。MAPキナーゼ経路の活性化は細
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胞分裂と関連しており、その異常な活性は腫瘍において発生する制御できない細胞増殖に
関連すると推測される(Pal SK & Pegram M. Anticancer Drugs. 2005 Jun;16(5):483-94.
)。興味深いことに、本明細書におけるデータは、TTKによるTyr-992およびSer-967でのEG
FRのリン酸化がEGF刺激とは独立していることを示している。EGFR Ser-967のリン酸化は
、恒常的なリン酸化であることが報告されているが(Elisabetta et al., 2005)、しかし
、その機能のどの役割にも関連していなかった。Ser-967でのEGFRのリン酸化は主に核EGF
Rにおいて検出された。核EGFRは近年、転写因子または転写コアクチベーターとして報告
された(Lin et al., Nat Cell Biol. 3:802-8 (2001))。本発明者らのデータはSer-967で
のEGFRのリン酸化は肺癌形成の間、EGFRの核移行に重要であるかもしれないことを示した
。
【０２５２】
　36例の肺癌細胞株ならびに60例の原発性および転移性NSCLCにおけるTTKキナーゼドメイ
ンのDNA配列もまた検討され、そこから細胞浸潤活性を促進する活性化変異を有する1つの
肺扁平上皮癌細胞株が同定された。点変異はまた、腺癌の脳転移性病変の2例においても
発見された。興味深いことに、TTKプロテインキナーゼの大量発現は様々な組織学的型の
肺癌試料の大多数において観察され、進行期腫瘍でより高い発現が、特に脳転移において
観察された（図9）。以前の報告はまた、EGFR-PLCγシグナル経路が、前立腺癌、乳癌な
らびに頭頚部扁平上皮癌の浸潤性および転移性部位において特に重要な役割を果たすこと
を示している(Chen P, et al., J Cell Biol. 1994 Feb;124(4):547-55.; Chen P, et al
., J Cell Biol. 1994 Nov;127(3):847-57.; Thomas SM, et al., Cancer Res. 2003 Sep
 1;63(17):5629-35.)。これらのインビトロおよびインビボのデータは、EGFR-PLCγ情報
伝達経路の活性化を介したTTKが、脳転移と関連する鍵分子として重要な役割を果たすこ
と、およびTTK変異を保有する肺癌患者の特異的集団は、より脳転移性疾患になる可能性
があることを示した。
【０２５３】
　要約すると、本発明はEGFR情報伝達が活性化TTKキナーゼによって細胞内で制御される
こと、TTK酵素活性を標的にすることにより、肺癌患者の治療のための新しい戦略が開発
されるものと期待されることを、初めて強く示している。
【０２５４】
産業上の利用可能性
　本明細書において示されたように、TTKはEGFRに対するキナーゼ活性を有しており、お
よびこの活性の抑制は肺癌細胞の細胞増殖の抑制につながる。したがって、EGFRに対する
TTKのキナーゼ活性を阻害する薬剤は、肺癌の治療のための抗癌剤としての、治療上の有
用性を有する。例えば、TTKによるEGFRのリン酸化部位は、EGFから独立したリン酸化であ
る、Try922またはSer967である。
【０２５５】
　また、本発明はEGFRに対するTTKキナーゼ活性を阻害する抗癌剤のスクリーニング方法
を提供する。EGFRは成長シグナル伝達経路の重要な仲介物質として認識されている。した
がって、細胞増殖のための重要な工程を阻害する候補化合物が本発明により同定され得る
と予測される。
【０２５６】
　さらに、本発明はTTKに対するsiRNAを用いた肺癌細胞の治療が、その発現を抑制すると
ともに、Tyr-992またはSer-967でのEGFRに対するTTKのキナーゼ活性を抑制し、したがっ
て、癌細胞の増殖を抑制することを示している。このデータは、TTK機能の上方制御およ
びEGFRに対するTTKのキナーゼ活性が肺癌形成の一般的特徴であることを意味する。した
がって、TTKキナーゼ活性の選択的な抑制は、肺癌患者の治療のための有望な治療的戦略
となりうる。
【０２５７】
　あるいは、肺癌は、診断マーカーとしてEGFRに対するTTKキナーゼ活性を用いて検出す
ることができる。
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【０２５８】
　さらに、TTK発現および/またはリン酸化EGFRの高いレベルは、肺癌を有する患者の予後
不良と有意に関連していることが本明細書において示された。従って、肺癌の予後は、TT
K発現レベルおよび/またはリン酸化EGFR（Tyr992またはSer967）を測定することで評価ま
たは判定することができる。
【０２５９】
　また、本発明において、TTK変異が肺癌転移の高いリスクと関連していることが示され
ている。従って、肺癌転移のリスク評価は上記変異を検出することによって達成すること
ができる。さらに、TTK変異の検出方法も本発明によって提供される。
【０２６０】
　本明細書で引用された全ての特許、特許出願及び刊行物は、それらの全体において、引
用により組み込まれる。しかしながら、本明細書において、本発明は先願発明による開示
が先行するために権利を与えられないと自認しているものと解釈されるべきではない。
【０２６１】
　本発明は詳細に、およびその特定の実施態様に関して記載されているが、前述の記載は
、事実上例示的および説明的なものであって、本発明およびその好ましい態様を例示する
ことを意図するものと理解されるべきである。当業者は、日常的な実験を通して、本発明
の精神および範囲から逸脱することなく、様々な変更および修正がなされ得ることを容易
に理解すると考えられる。当業者により理解されるように、さらなる利点および特徴が、
合理的な等価物により決定されるべき特許請求の範囲とともに、添付の特許請求の範囲か
ら明白となるであろう。それゆえ、本発明は上記の記載によって規定されるのではなく、
添付の特許請求の範囲およびそれらの等価物によって規定されることが意図される。
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