
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が関与してい
る細胞増殖性疾患をモジュレ－トする能力について試験すべき化合物を同定する方法であ
って、
（ａ）少なくとも１種の化合物を、プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプタ
ーポリペプチド複合体のメンバーの機能性部分を含むペプチドに、該化合物を該メンバー
の機能性部分に結合させるのに十分な時間さらし、
（ｂ）結合しなかった化合物を取り除き、そして
（ｃ）プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメン
バーの機能性部分に結合した化合物の存在を検出し、それによりプロテインチロシンキナ
ーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が関与している細胞増殖性疾患をモジ
ュレートする能力について試験すべき化合物を同定する、
ことを含んでなる方法。
【請求項２】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が関与してい
る細胞増殖性疾患をモジュレートする能力のある化合物を同定する方法であって、該化合
物をプロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体に該複合
体を破壊させるのに十分な時間さらし、そしてプロテインチロシンキナーゼポリペプチド
／アダプターポリペプチド複合体の破壊を検出する、ことを含んでなる方法。
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【請求項３】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロテイン
チロシンキナーゼポリペプチドが膜貫通の受容体プロテインチロシンキナーゼポリペプチ
ドである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロテイン
チロシンキナーゼポリペプチドが細胞内の細胞質プロテインチロシンキナーゼポリペプチ
ドである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項５】
細胞内の細胞質プロテインチロシンキナーゼポリペプチドが BCR/ABL細胞内の細胞質プロ
テインチロシンキナーゼポリペプチドである、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロテイン
チロシンキナーゼポリペプチド細胞内の核プロテインチロシンキナーゼポリペプチドであ
る、請求項１または２に記載の方法。
【請求項７】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のアダプター
ポリペプチドが GRBポリペプチドである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項８】
GRBポリペプチドが GRB－２ポリペプチドである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
GRBポリペプチドが GRB－１、 GRB－４、 GRB－７または GRB－ 10ポリペプチドである、請求
項７に記載の方法。
【請求項１０】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロテイン
チロシンキナーゼポリペプチドが BCR/ABL細胞内の細胞質プロテインチロシンキナーゼポ
リペプチドであり、プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド
複合体のアダプターポリペプチドが GRB－２ポリペプチドであり、かくしてプロテインチ
ロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が BCR/ABLポリペプチド／
アダプターポリペプチド複合体となる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項１１】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメンバーの
機能性部分を含むペプチドが少なくとも１個のリン酸化チロシンアミノ酸残基を有するペ
プチドを含むものである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項１２】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメンバーの
機能性部分を含むペプチドがリン酸化ドメインの機能性部分を含むものである、請求項１
または２に記載の方法。
【請求項１３】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメンバーの
機能性部分を含むペプチドが SH2ドメインの機能性部分を含むものである、請求項１また
は２に記載の方法。
【請求項１４】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメンバーの
機能性部分を含むペプチドが SH3ドメインの機能性部分を含むものである、請求項１また
は２に記載の方法。
【請求項１５】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメンバーの
機能性部分を含むペプチドが SH2結合ドメインの少なくとも４個の連続したアミノ酸残基
を含むものである、請求項１または２に記載の方法。

10

20

30

40

50

(2) JP 3606579 B2 2005.1.5



【請求項１６】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメンバーの
機能性部分を含むペプチドが SH3結合ドメインの機能性部分を含むものである、請求項１
または２に記載の方法。
【請求項１７】
SH3結合ドメインの機能性部分が少なくとも４個のアミノ酸残基の鎖長を有するものであ
る、請求項 16に記載の方法。
【請求項１８】
SH3結合ドメインの機能性部分が少なくとも 10個のアミノ酸残基の鎖長を有するものであ
る、請求項 16に記載の方法。
【請求項１９】
同定された化合物がさらにプロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペ
プチド複合体を破壊する能力を有する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項２０】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体を破壊する能
力をもつ化合物がさらに、プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペ
プチド複合体が関与している細胞増殖性疾患をモジュレートする能力を有する、請求項１
または２に記載の方法。
【請求項２１】
同定された化合物がさらに BCR/ABLポリペプチド /GRB－２ポリペプチド複合体を破壊する
能力を有する、請求項 20に記載の方法。
【請求項２２】
BCR/ABLポリペプチド /GRB－２ポリペプチド複合体を破壊する能力を有する化合物がさら
に、 BCR/ABLポリペプチド /GRB－２ポリペプチド複合体が関与している細胞増殖性疾患を
モジュレートする能力を有する、請求項 21に記載の方法。
【請求項２３】
細胞増殖性疾患が慢性骨髄性白血病である、請求項 22に記載の方法。
【請求項２４】
細胞増殖性疾患が急性リンパ性白血病である、請求項 22に記載の方法。
【請求項２５】
細胞増殖性疾患が急性骨髄性白血病である、請求項 22に記載の方法。
【請求項２６】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が関与
している細胞増殖性疾患をモジューレートする能力について試験すべき化合物を同定する
方法であって、
（ａ）少なくとも１種の化合物を、プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／ア
ダプターポリペプチド複合体のメンバーの機能性部分を含むペプチドに、該化合物を該メ
ンバーの機能性部分に結合させるのに十分な時間さらし、
（ｂ）結合しなかった化合物を取り除き、そして
（ｃ）プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体
のメンバーの機能性部分に結合した化合物の存在を検出し、それによりプロテインチロシ
ンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が関与している細胞増殖
性疾患をモジュレートする能力について試験すべき化合物を同定する、
ことを含んでなる方法。
【請求項２７】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が関与
している細胞増殖性疾患をモジュレートする能力のある化合物を同定する方法であって、
該化合物をプロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複
合体に該複合体を破壊させるのに十分な時間さらし、そしてプロテインチロシンホスファ
ターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体の破壊を検出する、ことを含んでな
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る方法。
【請求項２８】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロ
テインチロシンホスファターゼポリペプチドが膜貫通の受容体プロテインチロシンホスフ
ァターゼポリペプチドである、請求項 26または 27に記載の方法。
【請求項２９】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロ
テインチロシンホスファターゼポリペプチドが細胞内の細胞質プロテインチロシンホスフ
ァターゼポリペプチドである、請求項 26または 27に記載の方法。
【請求項３０】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のアダ
プターポリペプチドが GRBポリペプチドである、請求項 26または 27に記載の方法。
【請求項３１】
GRBポリペプチドが GRB－２ポリペプチドである、請求項 30に記載の方法。
【請求項３２】
GRBポリペプチドが GRB－１、 GRB－４、 GRB－７または GRB－ 10ポリペプチドである、請求
項 30に記載の方法。
【請求項３３】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメン
バーの機能性部分を含むペプチドが少なくとも１個のリン酸化アミノ酸残基を有するペプ
チドを含むものである、請求項 26または 27に記載の方法。
【請求項３４】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメン
バーの機能性部分を含むペプチドが SH2ドメインの機能性部分を含むものである、請求項 2
6または 27に記載の方法。
【請求項３５】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメン
バーの機能性部分を含むペプチドが SH3ドメインの機能性部分を含むものである、請求項 2
6または 27に記載の方法。
【請求項３６】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメン
バーの機能性部分を含むペプチドが SH2結合ドメインの少なくとも４個の連続したアミノ
酸残基を含むものである、請求項 26または 27に記載の方法。
【請求項３７】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のメン
バーの機能性部分を含むペプチドが SH3結合ドメインの機能性部分を含むものである、請
求項 26または 27に記載の方法。
【請求項３８】
SH3結合ドメインの機能性部分が少なくとも４個のアミノ酸残基の鎖長を有するものであ
る、請求項 37に記載の方法。
【請求項３９】
SH3結合ドメインの機能性部分が少なくとも 10個のアミノ酸残基の鎖長を有するものであ
る、請求項 37に記載の方法。
【請求項４０】
膜貫通の受容体プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合
体が関与している細胞増殖性疾患をモジュレートする能力について試験すべき化合物を同
定する方法であって、
（ａ）該化合物と、受容体チロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合
体を形成する能力がある細胞とを、受容体プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／ア
ダプターポリペプチド複合体の受容体プロテインチロシンキナーゼポリペプチドに該化合
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物を結合させるのに十分な時間接触させ、
（ｂ）工程（ａ）の細胞に存在する受容体プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／ア
ダプターポリペプチド複合体のレベルを検出し、
（ｃ）該化合物に接触していない工程（ａ）のタイプの細胞に存在する受容体プロテイン
チロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のレベルを検出し、そし
て
（ｄ）工程（ｂ）で検出された受容体プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプ
ターポリペプチド複合体のレベルと工程（ｃ）で検出された該レベルとを比較し、その際
、工程（ｃ）で検出された該レベルが工程（ｂ）で検出された該レベルより高い場合は、
受容体プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が関与
している細胞増殖性疾患をモジュレートする能力について試験すべき化合物が同定される
、
ことを含んでなる方法。
【請求項４１】
膜貫通の受容体プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチ
ド複合体が関与している細胞増殖性疾患をモジュレートする能力について試験すべき化合
物を同定する方法であって、
（ａ）該化合物と、受容体チロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチ
ド複合体を形成する能力がある細胞とを、受容体プロテインチロシンホスファターゼポリ
ペプチド／アダプターポリペプチド複合体の受容体プロテインチロシンホスファターゼポ
リペプチドに該化合物を結合させるのに十分な時間接触させ、
（ｂ）工程（ａ）の細胞に存在する受容体プロテインチロシンホスファターゼポリペプチ
ド／アダプターポリペプチド複合体のレベルを検出し、
（ｃ）該化合物に接触していない工程（ａ）のタイプの細胞に存在する受容体プロテイン
チロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のレベルを検出し
、そして
（ｄ）工程（ｂ）で検出された受容体プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／
アダプターポリペプチド複合体のレベルと工程（ｃ）で検出された該レベルとを比較し、
その際、工程（ｃ）で検出された該レベルが工程（ｂ）で検出された該レベルより高い場
合は、受容体プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド
複合体が関与している細胞増殖性疾患をモジュレートする能力について試験すべき化合物
が同定される、
ことを含んでなる方法。
【請求項４２】
アダプターポリペプチドが GRBポリペプチドである、請求項 40または 41に記載の方法。
【請求項４３】
GRBポリペプチドが GRB－２ポリペプチドである、請求項 42に記載の方法。
【請求項４４】
GRBポリペプチドが GRB－１、 GRB－４、 GRB－７または GRB－ 10ポリペプチドである、請求
項 42に記載の方法。
【請求項４５】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が関与してい
る細胞増殖性疾患を モジュレートする方法であって、プロテインチロシンキナ
ーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体を形成する能力がある細胞を、細胞増
殖性疾患がモジュレートされるように該細胞のプロテインチロシンキナーゼポリペプチド
／アダプターポリペプチド複合体を破壊するのに十分な量の化合物と接触させる、ことを
含んでなる方法。
【請求項４６】

哺乳動物においてプロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプ
チド複合体が関与している細胞増殖性疾患をモジュレートする方法であって、 哺乳
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動物に、細胞増殖性疾患がモジュレートされるようにプロテインチロシンキナーゼポリペ
プチド／アダプターポリペプチド複合体を破壊するのに十分な量の化合物を投与する、こ
とを含んでなる方法。
【請求項４７】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロテイン
チロシンキナーゼポリペプチドが膜貫通の受容体プロテインチロシンキナーゼポリペプチ
ドである、請求項 45または 46に記載の方法。
【請求項４８】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロテイン
チロシンキナーゼポリペプチドが細胞内の細胞質プロテインチロシンキナーゼポリペプチ
ドである、請求項 45または 46に記載の方法。
【請求項４９】
細胞内の細胞質プロテインチロシンキナーゼポリペプチドが BCR/ABL細胞内の細胞質プロ
テインチロシンキナーゼポリペプチドである、請求項 48に記載の方法。
【請求項５０】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロテイン
チロシンキナーゼがポリペプチド細胞内の核プロテインチロシンキナーゼポリペプチドで
ある、請求項 45または 46に記載の方法。
【請求項５１】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のアダプター
ポリペプチドが GRBポリペプチドである、請求項 45または 46に記載の方法。
【請求項５２】
GRBポリペプチドが GRB－２ポリペプチドである、請求項 51に記載の方法。
【請求項５３】
GRBポリペプチドが GRB－１、 GRB－４、 GRB－７または GRB－ 10ポリペプチドである、請求
項 51に記載の方法。
【請求項５４】
プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロテイン
チロシンキナーゼポリペプチドが BCR/ABL細胞内の細胞質プロテインチロシンキナーゼポ
リペプチドであり、プロテインチロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド
複合体のアダプターポリペプチドが GRB－２ポリペプチドであり、かくしてプロテインチ
ロシンキナーゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が BCR/ABLポリペプチド／
アダプターポリペプチド複合体となる、請求項 45または 46に記載の方法。
【請求項５５】
モジュレートされる細胞増殖性疾患が慢性骨髄性白血病である、請求項 54に記載の方法。
【請求項５６】
モジュレートされる細胞増殖性疾患が急性リンパ性白血病である、請求項 54に記載の方法
。
【請求項５７】
モジュレートされる細胞増殖性疾患が急性骨髄性白血病である、請求項 54に記載の方法。
【請求項５８】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体が関与
している細胞増殖性疾患を モジュレートする方法であって、プロテインチロシ
ンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体を形成する能力がある細
胞を、細胞増殖性疾患がモジュレートされるように該細胞のプロテインチロシンホスファ
ターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体を破壊するのに十分な量の化合物と
接触させる、ことを含んでなる方法。
【請求項５９】

哺乳動物においてプロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポ
リペプチド複合体が関与している細胞増殖性疾患をモジュレートする方法であって、
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哺乳動物に、細胞増殖性疾患がモジュレートされるようにプロテインチロシンホスファ
ターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体を破壊するのに十分な量の化合物を
投与する、ことを含んでなる方法。
【請求項６０】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロ
テインチロシンホスファターゼポリペプチドが膜貫通の受容体プロテインチロシンホスフ
ァターゼポリペプチドである、請求項 58または 59に記載の方法。
【請求項６１】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のプロ
テインチロシンホスファターゼポリペプチドが細胞内の細胞質プロテインチロシンホスフ
ァターゼポリペプチドである、請求項 58または 59に記載の方法。
【請求項６２】
プロテインチロシンホスファターゼポリペプチド／アダプターポリペプチド複合体のアダ
プターポリペプチドが GRBポリペプチドである、請求項 58または 59に記載の方法。
【請求項６３】
GRBポリペプチドが GRB－２ポリペプチドである、請求項 62に記載の方法。
【請求項６４】
GRBポリペプチドが GRB－１、 GRB－４、 GRB－７または GRB－ 10ポリペプチドである、請求
項 58または 59に記載の方法。
【請求項６５】
単離された BCR/ABLポリペプチド /GRB－２アダプターポリペプチド複合体。
【請求項６６】
第１の結合相手分子と第２の結合相手分子の特異的相互作用を阻止する物質を同定するた
めのアッセイであって、
（ａ）第１の結合相手分子の結合ドメインに対応するアミノ酸配列を含むタンパク質また
はペプチドと、第２の結合相手分子の結合ドメインに対応するアミノ酸配列を含むタンパ
ク質またはペプチドとを、第１および第２の結合相手分子を結合させて結合相手分子複合
体を形成させるのに十分な条件下および時間にわたり試験物質の存在下に接触させ、そし
て
（ｂ）該複合体の形成を検出し、その際、第１の結合相手と第２の結合相手との相互作用
を阻止する試験物質の能力が、該試験物質の不在下で形成された複合体の量と比べたとき
の複合体形成の減少により示される、
ことを含んでなるアッセイ。
【請求項６７】
第１の結合相手分子の結合ドメインが SH2結合ドメインであり、第２の結合相手分子の結
合ドメインが SH2ドメインである、請求項 66に記載のアッセイ。
【請求項６８】
第１の結合相手分子が活性化されたチロシンキナーゼ分子であり、第２の結合相手分子が
アダプタータンパク質分子である、請求項 66に記載のアッセイ。
【請求項６９】
活性化されたチロシンキナーゼ分子が活性化された BCR－ ABL分子であり、アダプタータン
パク質分子が GRB－２分子である、請求項 68に記載のアッセイ。
【請求項７０】
上記複合体の一方の結合相手分子が固定化されており、他方の結合相手分子がシグナル発
生化合物で標識されている、請求項 66に記載のアッセイ。
【請求項７１】
上記複合体の一方の結合相手分子が工程（ａ）の前に固定化されており、かくして工程（
ａ）における接触が固－液相で行われる、請求項 70に記載のアッセイ。
【発明の詳細な説明】
本発明は、 1994年５月 20日出願の米国出願 No.08/246,441の一部継続出願であり、その全
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体を参考文献として本明細書に含める。米国出願 No.08/246,441は、 1993年９月 28日出願
の米国出願 No.08/127,922の一部継続出願である。
1.
本発明は、アダプタータンパク質の SH2－および／または SH3ドメイン含有ファミリーのメ
ンバーと複合体化し得るプロテインチロシンキナーゼまたはプロテインチロシンホスファ
ターゼが関与している細胞増殖性疾患を予防および治療するための組成物ならびに方法に
関する。本発明は、一部には、アダプタータンパク質 GRB－２が in vivoで細胞内の BCR－ A
BLチロシンキナーゼ産物と結合し、かつ BCR－ ABL産物の潜在的な発がん能力の活性化にと
って必要であること、および GRB－２のシグナル能の破壊が細胞の形質転換された表現型
を逆にし、動物での腫瘍増殖を減少させる、という驚くべき発見に基づいている。本発明
はさらに、プロテインチロシンキナーゼ／アダプタータンパク質複合体ならびに該複合体
のメンバー間の相互作用を破壊することができる作用物質を同定するための該複合体の使
用に関する。
2.
2.1.
細胞は、細胞がじかに接触する環境からの刺激を受け取る手段として、かなりの部分を細
胞外分子に頼っている。これらの細胞外のシグナルは、分化、収縮性、分泌、細胞分裂、
接触阻止および代謝などの種々の細胞プロセスの正しい調節に必須である。例えばホルモ
ン、成長因子、リンフォカインまたは神経伝達物質などの細胞外分子は、特定の細胞表面
受容体と結合するリガンドとして作用する。これらのリガンドがそれらの受容体に結合す
ると、最初の刺激の増殖および上述した個々の細胞プロセスの協調の両方をもたらすカス
ケード反応を誘発する。正常な細胞プロセスの他に、受容体およびそれらの細胞外リガン
ドは、ウイルス－受容体相互作用、炎症、およびがんの状態への細胞の形質転換などの異
常または潜在的に有害なプロセスにも関与するかもしれない。
シグナル形質導入（最近の総説として、 Posadaら、 1992,Mol.Biol.Cell 3:583－ 592;Hard
ie,D.G.,1990,Symp.Soc.Exp.Biol.44:241－ 255）と呼ばれるこのプロセスの中心的な特徴
は、ある種のタンパク質の可逆的リン酸化である。
アミノ酸残基のリン酸化または脱リン酸化は、調節されるタンパク質の生物学的特性を変
える該タンパク質の立体変化を誘発する。タンパク質は、プロテインキナーゼによってリ
ン酸化され、プロテインホスファターゼによって脱リン酸化される。プロテインキナーゼ
およびホスファターゼは、それらが作用するアミノ酸残基に従って分類される。一つの種
類は、セリン－トレオニンキナーゼおよびホスファターゼであって（ Scottら、 1992,2:28
9－ 295）、セリンおよびトレオニン残基に作用する。他の種類はチロシンキナーゼおよび
ホスファターゼであって（ Fischerら、 1991,Science 253:401－ 406;Schlessingerら、 199
2,Neuron 9:383－ 391;Ullrichら、 1990,Cell 61:203－ 212）、チロシン残基に作用する。
リン酸化は、競合するリン酸化および脱リン酸化反応を含む動的プロセスであり、ある瞬
間のリン酸化レベルは、その瞬間において、これらの反応を触媒するプロテインキナーゼ
およびホスファターゼの相対的な活性を表す。
タンパク質のリン酸化の大部分はセリンおよびトレオニンアミノ酸残基で生じるが、チロ
シン残基でのリン酸化も生じ、これは、多くのがん遺伝子産物および成長因子受容体が固
有のプロテインチロシンキナーゼ活性を有するという発見以来、かなり関心が集まり始め
ている。成長因子のシグナル形質導入、細胞サイクルの進行および悪性形質転換における
プロテインチロシンリン酸化の重要性は、現在、かなり確立されている（ Cantleyら、 199
1,Cell 64:281－ 302;Hunter T.,1991,Cell 64:249－ 270;Nurse,1990,Nature 344:503－ 30
8;Schlessingerら、 1992,Neuron 9:383－ 391;Ullrichら、 1990,Cell 61:203－ 212）。発
がんに導く正常な成長コントロール経路の破壊は、支配的な発がんタンパク質の大きな集
団を構成するプロテインチロシンキナーゼの活性化または過発現によって引き起こされる
ことが分かっている（ Hunter,T.,1991,Cell 64:249－ 270）。
2.2.
プロテインチロシンキナーゼは、多くの成長因子受容体および潜在的ながん遺伝子を含む
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タンパク質の大きなファミリーを含み、セリン／トレオニン特異的プロテインキナーゼと
起源は共通であるが、それとは異なる（ Hanksら、 1998,Science 241:42－ 52）。そのプロ
テインキナーゼはさらに、受容体型または非受容体型として定義することができる。
受容体型のプロテインチロシンキナーゼは膜内外トポロジーを有し、広く研究されている
。受容体型プロテインチロシンキナーゼの細胞外ドメインへの特異的リガンドの結合は、
受容体の二量化および自身のチロシン残基のリン酸化を誘発すると考えられる。受容体の
細胞質ドメインの個々のホスホチロシン残基は、細胞質シグナル化分子の宿主と相互作用
し、それによって種々のシグナル形質導入経路を活性化する特異的な結合部位として作用
すると考えられる（ Ullrichら、 1990,Cell 61:203－ 212）。
細胞内の細胞質非受容体型プロテインチロシンキナーゼは、疎水性の膜貫通ドメインを含
まないプロテインチロシンキナーゼとして広く定義することができる。この広い分類では
、公知の細胞質プロテインチロシンキナーゼを４種類の異なる形態に分けることができる
。すなわち、 SRCファミリー（ Martinezら、 1987,Science 237:411－ 414;Sukegawaら、 198
7,Mol.Cell.Biol.7:41－ 47;Yamanishiら、 1987,7:237－ 243;Marthら、 1985,Cell 43:393
－ 404;Dymeckiら、 1990,Science 247:332－ 336）、 FESファミリー（ Ruebroekら、 1985,EM
BO J.4:2897－ 2903;Haoら、 1989,Mol.Cell.Biol.9:1587－ 1593）、 ABLファミリー（ Shtiv
elmanら、 1986,Cell 47:277－ 284;Kruhら、 1986,Science 234:1545－ 1548）および JAKフ
ァミリーである。それらは、全体の分子構造が異なるが、細胞質プロテインチロシンキナ
ーゼのこれらの形態学上のファミリーの各メンバーは、触媒キナーゼドメインを共有する
他に、非触媒ドメインも共有する。そのような非触媒ドメインは、 SH2（ SRCホモロジード
メイン 2;Sadowskiら、 Mol.Cell.Biol.6:4396－ 4408;Kochら、 1991,Science 252:668－ 674
）ドメインおよび SH3ドメイン（ Mayerら、 1998,Nature 332:269－ 272）である。非触媒ド
メインは、シグナル形質導入中のタンパク質－タンパク質相互作用の調節に重要であると
考えられる（ Pawsonら、 1992,Cell 71:359－ 362）。
細胞質プロテインチロシンキナーゼの代謝上の役割は、受容体型プロテインチロシンキナ
ーゼに比べてあまり理解されていないが、この種の分子が関与するいくつかのプロセスの
説明において、かなり進展があった。例えば、 srcファミリーのメンバーである lckおよび
fynは、 CD4/CD8およびＴ細胞受容体複合体と相互作用することが分かっており、従って、
Ｔ細胞の活性化に関係があるとされている（ Veilletteら、 1992,TIG 8:61－ 66）。ある種
の細胞質プロテインチロシンキナーゼは、ある段階の細胞サイクルに結合している（ Morg
anら、 1989,Cell 57:775－ 786;Kipreosら、 1990,Science 248:217－ 220;Weaverら、 1991,
Mol.Cell.Biol.11:4415－ 4422）。細胞質プロテインチロシンキナーゼは、ニューロンの
発生に関係があるとされている（ Maness,P.,1992,Dev.Neurosci.14:257－ 270）。突然変
異または過発現によるキナーゼ活性の規制解除は、細胞形質転換の基礎をなす十分確立さ
れた機構である（ Hunterら、 1985,前出 ;Ullrichら、前出）。
2.3.
Ras（ Lowyら、 1993,Ann Rev.Biochem.62:851－ 891参照）などのグアニン－ヌクレオチド
－結合タンパク質（Ｇ－タンパク質 ;Simonら、 1991,Science 252:802－ 808;Kaziroら、 19
91,Ann.Rev.Biochem.60:349－ 400）は、受容体型チロシンキナーゼからのミトゲンシグナ
ルの伝達において重要な役割を果たす。一例として Rasを挙げると、リガンド結合による
受容体型チロシンキナーゼの活性化により、 Ras分子の活性 GTP結合形が蓄積する（ Gibbs
ら、 1990,J.Biol.Chem.265:20437－ 2044;Satohら、 1990,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 87:599
3－ 5997;Liら、 1992,Science 256:1456－ 1459;Budayら、 1993,Mol.Cell.Biol.13:1903－ 1
910;Medemaら、 1993,Mol.Cell.Biol.13:155－ 162）。 Ras活性化は、また、ウイルス性発
がんチロシンキナーゼによる形質転換に対しても必要である（ Smithら、 1986,Nature 320
:540－ 43）。
Ras活性は、 GTPase－活性化タンパク質（ GAPs）およびグアニンヌクレオチド交換因子の
対立する作用によって調節され、 GAPsは、 Ras上での GTP加水分解の遅い固有速度を刺激し
、交換因子は、 Ras上での GTPに対する GDP交換の基底速度を刺激する。すなわち、 GAPsは
、 Ras機能の負のレギュレータとして作用し、交換因子は Ras活性化剤として作用する。
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最近、活性化された受容体型チロシンキナーゼと Rasとの間の直接の連結が確立されると
ともに、１個の SH2ドメインと２個の SH3ドメインから成る 26キロダルトンのタンパク質で
ある哺乳類の GRB－２タンパク質（ Lowensteinら、 1992,Cell 70:431－ 442）が、哺乳類お
よびショウジョウバエにおいて、受容体型チロシンキナーゼを Ras交換因子 Sosに直接結合
させることが発見された（ Budayら、 1993,Cell 73:611－ 620;Eganら、 1993,Nature 363:4
5－ 51;Liら、 1993,Nature 363:85－ 87;Galeら、 1993,Nature 363:88－ 92;Rozakis－ Adcoc
kら、 1993,Nature 363:83－ 85;Chardinら、 1993,Science 260:1338－ 1343;Oliverら、 Cel
l 73:179－ 191;Simonら、 1993,Cell 73:169－ 177）。 GRB－２　 SH2ドメインは、受容体チ
ロシンキナーゼの特定のチロシンリン酸化配列に結合し、 GRB－２　 SH3ドメインは、 Sos
交換因子に存在するプロリンが豊富な配列に結合する。従って、 GRB－２の受容体キナー
ゼへの結合は、 Rasが位置する血漿膜への Sosの補充を準備する（ Schlessinger,J.,1993,T
IBS 18:273－ 275）。
2.4.
プロテインチロシンキナーゼなどの正常な細胞タンパク質の発がん能力の活性化は、タン
パク質の対応する酵素活性の変化、上記第 2.3.節で挙げたような他の細胞成分への不適切
な結合またはその両方によって生じると考えられる。
例えば、 BCR－ ABLプロテインチロシンキナーゼ腫瘍タンパク質は、酵素活性の変化および
／または非共有的なタンパク質－タンパク質相互作用により細胞を形質転換すると考えら
れる。 BCR－ ABL腫瘍タンパク質をコードする遺伝子は、染色体９上の cABLプロテインチロ
シンキナーゼから染色体 22上の BCR配列へ配列を移動することにより発生するキメラがん
遺伝子である（ Kurzockら、 1988,N.Engl.J.Med.319:990－ 998および Rosenbergら、 1988,A
dv.in Virus Res.35:39－ 81）。 BCR－ ABLがん遺伝子は、フィラデルフィフ染色体（ Ph1）
陽性ヒト白血球の病因に関係があるとされている。すなわち、 Ph1染色体は、造血幹細胞
の悪性形質転換から生じるクローン癌である慢性骨髄性白血病（ CML）患者の少なくとも 9
0～ 95％に見られ（ Fialkowら、 1977,Am.J.Med.63,:125－ 130）、また、成人の急性リンパ
性白血病（ ALL）患者の約 20％、小児の ALL患者の５％および成人の急性骨髄性白血病（ AM
L）患者の２％に認められる（ Whang－ Pengら、 1970,Blood 36:448－ 457;Look,A.T.,1985,
Semin.Oncol.12:92－ 104）。 BCR－ ABL遺伝子は、二つの別のキメラタンパク質、すなわち
、各々 CMLおよび ALLの特徴である P210　 BCR－ ABLおよび P185　 BCR－ ABLを産生する。さら
に、最近、 BCR－ ABL遺伝子産物が CMLの原因物質であることが直接示された（ Skorskiら、
1993,J.Clin Invest.92:194－ 202;Snyderら、 1993,Blood 82:600－ 605）。
CMLは、臨床的には、２段階的経過をとることを特徴とする。その病気は、成熟していな
い骨髄前駆細胞のプールがかなり増加することを特徴とする慢性期で始まる。最終分化が
保持されるので、この結果、循環する成熟顆粒球のプールがかなり増加する。数週間～何
年かの後、骨髄増殖が加速された状態が生じ、骨髄細胞は、次第に最終分化能を失う。こ
の間に、血小板増加症、好塩基球増加症およびクローン細胞遺伝異常がしばしば現れる。
これらの異常は、最終の急性転化段階のシグナルであり、その間に、未成熟芽細胞が急激
に増殖し、患者の死は避けられなくなる。
以前に、 BCR－ ABLタンパク質は、正常なｃ－ ABLタンパク質と比較して高まったチロシン
キナーゼ能および形質転換能を示すことが分かった（ Konopkaら、 1984,Cell 37:1035－ 10
42）。 BCRの第一エキソン配列が、 BCR－ ABLのチロシンキナーゼ能および形質転換能を特
異的に活性化する（ Mullerら、 1991,Mol.Cell.Biol.11:1785－ 1792;McWhirterら、 1991,M
ol.Cell.Biol.11:1553－ 1565）。 BCRの第一エキソンは、ホスホチロシンとは無関係な方
法で ABL　 SH2ドメインに結合することができ（ Pendergastら、 1991,Cell 66:161－ 171）
、 ABL　 SH2－結合に必須の BCR配列の欠失は、 BCR－ ABLを非形質転換にする（ Pendergast
ら、 1991,Cell 66:161－ 171）。さらに、 BCRは、 in vitroで、他のタンパク質によってコ
ードされるいくつかの他の SH2ドメインに結合することが示された（ Mullerら、 1992,Mol.
Cell.Biol.12:5087－ 5093）。これらの結果から、 SH2ドメインの BCRへの結合のいくつか
の点が、 BCR－ ABL腫瘍タンパク質の発がん性に関与すると推論されるが、そのような BCR
－ ABL発がんが生じる機構はまだはっきりしていない。例えば、多数の SH2ドメイン含有タ

10

20

30

40

50

(10) JP 3606579 B2 2005.1.5

白血病の発生における BCR－ ABL



ンパク質の存在が知られており、 BCR－ ABLエフェクターの同定はさらにかなりの研究が必
要である。
3.
本発明は、アダプタータンパク質の SH2－および／または SH3ドメイン含有ファミリーのメ
ンバーと複合体化し得るプロテインチロシンキナーゼまたはプロテインチロシンホスファ
ターゼが関与している細胞増殖性疾患を予防および治療するための組成物ならびに方法に
関する。本発明はさらに、プロテインチロシンキナーゼ／アダプタータンパク質複合体、
プロテインチロシンホスファターゼ／アダプタータンパク質複合体ならびに該複合体の成
分間の相互作用を破壊することができる作用物質を同定するための該複合体の使用に関す
る。
「プロテインチロシンキナーゼ」は、本明細書では「 PTK」と略称し、「プロテインチロ
シンホスファターゼ」は、本明細書では「 PTP」と略称する。理解されるように、「 PTK」
は、特に断らない限り、膜貫通の受容体型プロテインチロシンキナーゼまたは細胞質プロ
テインチロシンキナーゼを意味し、同様に、「 PTP」は、特に断らない限り、膜貫通の受
容体型プロテインチロシンホスファターゼまたは細胞質プロテインチロシンホスファター
ゼを意味する。
本発明は、一部には、アダプタータンパク質 GRB－２が in vivoで細胞内の BCR－ ABL PTK産
物と結合し、かつ BCR－ ABL産物の潜在的な発がん能力の活性化にとって必要である、とい
う驚くべき発見に基づいている。本発明者らは、第一に、シグナル形質導入経路のメンバ
ー間の相互作用の生理的関連性を、一部には、このシグナル形質導入の破壊により、細胞
の形質転換された表現型が逆転し、動物におけるがんの増殖が抑制されることを示すこと
により説明する。この発見を表すデータは、以下の第６～ 14節の実施例に示す。従って、
本発明は、最初の例で、タンパク質の SH2－および／または SH3ドメイン含有アダプターフ
ァミリー、特にタンパク質の GRBサブファミリーの GRB－２メンバーが細胞増殖／活性化の
発生および維持に関係あることを表し、本明細書では、発がん、形質転換プロセスおよび
ヒトのがんの発生に関与する異常な細胞増殖に対して説明する。さらに、 BCR－ ABL形質転
換に関して、本発明は、 BCR－ ABL産物に対する第一エフェクター（すなわち、 GRB－２）
を開示する。
3.1.
下記表に、タンパク質化学者の間で一般に使用され、本明細書で使用する一文字および三
文字の略号を示す。
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4.
図 1:BCR－ ABL～ Rasによる転写活性の刺激は、 BCRの第一エキソンにチロシン 177が存在す
ることが必要である。 NIH　 3T3細胞に、１μｇの pB4X－ CATリポータープラスミドととも
に、 0.5μｇの指示した BCR－ ABL　 cDNA　＋／－　５μｇのＨ－ Ras（ 17N） cDNAをトラン
スフェクションさせた。 48時間トランスフェクションを行った後、細胞を採取し、下記の
第 9.1.1.節で概説するように CAT活性のアッセイを行った。データを任意の単位で記録し
た。基底シグナルは、リポーターの活性による。
図 2:BCR－ ABL～ Rasによる転写活性の刺激は、 GRB2　 SH3ドメインの存在を必要とする。 p2
10　 BCR/ABL細胞を発現する Rat1細胞に、１μｇの pB4X－ CATリポータープラスミドととも
に、 GRB2欠失変異株のいずれかをトランスフェクションさせた。 48時間トランスフェクシ
ョンを行った後、細胞を採取し、下記の第 9.1.1.節で概説するように CAT活性のアッセイ
を行った。レーン 1:RAT1;レーン 2:RAT1/p210/pCENベクター；レーン 3:RAT1/p210/pCEN　 G
RB2　Δ N';レーン 4:RAT1/p210/pCEN　 GRB2　Δ C'。データは、 RAT1を１に規格化して、任
意の単位で記録した。基底シグナルは、リポーターの活性による。値は、重複＋／－範囲
の平均である。
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図 3:野生型および変異体 GRB2タンパク質を発現する K562中のヘモグロビン含量。細胞溶解
産物を調製し、記載されたベンジジン染色を使用してヘモグロビン含量を測定した（ Fein
steinら、 1992,Oncogene 7:1853－ 1857）。３個のサンプルの各細胞集団を分析した。デ
ータは、指示した構成体でトランスフェクションした全細胞タンパク質１μｇに対するヘ
モグロビンの量を表す。
5.
以下に、タンパク質のアダプターファミリーの SH2－および／または SH3ドメイン含有メン
バーと複合体化し得るプロテインチロシンキナーゼまたはプロテインチロシンホスファタ
ーゼが関与している細胞増殖性疾患を予防および治療するための組成物ならびに方法を記
載する。さらに、プロテインチロシンホスファターゼ／アダプタータンパク質複合体、プ
ロテインチロシンホスファターゼ／アダプタータンパク質複合体、このような複合体の製
造法およびこれらの複合体の使用をここに記載する。そのような使用としては、それらに
限定されないが、該複合体の成分間の相互作用を破壊することができる作用物質の同定が
挙げられる。
本発明は、一部には、アダプタータンパク質 GRB－２が in vivoで細胞内の BCR－ ABL産物と
結合し、かつ BCR－ ABL産物の潜在的な発がん能力の活性化にとって必要であること、およ
び GRB－２シグナル形質導入の破壊が細胞の形質転換された表現型を逆にし、動物での腫
瘍増殖を減少させる、という驚くべき発見に基づいている。この発現を表すデータは、下
記の第６～ 14節の実施例に示す。
5.1.
本発明の PTK/アダプタータンパク質複合体は、後術するように、タンパク質の PTKファミ
リーの少なくとも１つのメンバーおよびタンパク質のアダプターファミリーの少なくとも
１つのメンバーを含む。標準的な生理的条件下では、該複合体の成分は、他の PTK/アダプ
タータンパク質複合体成分の１個以上とともに、安定して非共有的な結合を形成すること
ができる。
本発明の PTK/アダプタータンパク質複合体の PTK成分は、細胞内細胞質非受容体型 PTKs、
細胞内核非受容体型 PTKsまたは膜貫通受容体型 PTKのいずれかであり、それらは各々、１
個以上の特徴的なペプチドドメインを含む。そのようなドメインは１個以上の触媒ドメイ
ンを含むことができ、それらに限定されないが、チロシンキナーゼドメインが挙げられる
。チロシンキナーゼ触媒ドメインの長さは、一般に、約 250～約 300アミノ酸の範囲であり
、これは約 30kDaの分子量に相当する。チロシンキナーゼ触媒ドメインの位置は、固定さ
れていないが、一般に、タンパク質のカルボキシ末端付近である。チロシンキナーゼドメ
イン内に、短く、保存されたアミノ酸残基の範囲が存在してもよい。それは、高レベルの
保存性を示さない、長さが可変のアミノ酸残基の範囲と順次交互に現れる。最も硬度に保
存されたチロシンキナーゼ触媒ドメインアミノ酸残基に対応するコンセンサス配列が収集
されており、当業者には周知である。例えば、 Hanksら、（ Hanksら、 1991,Science 241:4
2－ 52）および Wilks（ Wilks,A.F.,1990,Prog.Growth Factor Res.2:97－ 111）参照（それ
らの全体を参考文献として本明細書に含める。）。該コンセンサス配列は、 PTKに特異的
な配列であるＤ－Ｌ－Ｒ－Ａ－Ａ－ＮまたはＤ－Ｌ－Ａ－Ａ－Ｒ－Ｎ、およびＰ－ I/V－ K
/R－Ｗ－ T/M－Ａ－Ｐ－Ｅである。さらに、該配列モチーフの別の例として、 Wilks,A.F.,
1990,Progress in Growth Factor Res.2:97－ 111参照。
本発明の PTK/アダプタータンパク質複合体の PTK成分は、さらに、１個以上の非触媒ドメ
インを含むことができ、例えば、それらに限定されないが、１個以上の SH2および／また
は１個以上の SH3ドメイン、１個以上の SH2結合および／または１個以上の SH3結合ペプチ
ドドメイン、および／または（受容体型 PTKの場合）疏水性膜貫通ドメインが挙げられる
。 SH2（すなわち、 srcホモロジー２）非触媒ドメインは、一般に、長さが約 100アミノ酸
残基である。そのような SH2ドメインは、いくつかの、好ましくは５個の十分保存された
アミノ酸配列モチーフ内に、高度に保存された、または不変の多数のアミノ酸残基を含む
ことができ、それらは、当業者には周知である。例えば、 Kochら、（ kochら、 1991,Scien
ce 252:668－ 674）（その全体を参考文献として本明細書に含める。）参照。例えば、ア
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ミノ酸コンセンサス配列としては、それらに限定されないが、Ｆ－Ｌ－Ｉ－Ｒ－Ｅ－Ｓお
よびＦ－Ｌ－Ｖ－Ｒ－Ｅ－Ｓが挙げられる。これらのコンセンサス配列のＲ残基は、 SH2
ドメイン間で不変である。そのような十分保存されたアミノ酸配列モチーフは、可変であ
るけれども、一般には１個以上のＧまたはＰ残基を含む、より可変のアミノ酸配列要素の
範囲によって分離される。
SH3（すなわち、 srcホモロジー３）非触媒ドメインは、一般に、長さが約 50アミノ酸残基
である。 SH3ドメイン内のアミノ酸配列は可変であってもよいが、そのドメインの三次元
構造は十分保存される。そのような SH3三次元構造は、当業者には周知である。例えば、 K
oyamaら、（ Koyamaら、 1993,Cell 72:945－ 952）（その全体を参考文献として本明細書に
含める。）参照。
SH2－結合ペプチドドメインは周知である。例えば、 Songyangら、（ Songyangら、 1993,Ce
ll 72:767－ 778）、 Rotinら、（ Rotinら、 EMBO J.11:559－ 567）および Skolnickら、（ Sk
olnickら、 1993,EMBO J.12:1929－ 1936）（これらは、その全体を参考文献として本明細
書に含める。）参照。 SH2ドメインは、ある SH2－結合ドメインに対して特異性を示す。例
えば、 SH2－結合ペプチドドメインとしては、それらに限定されないが、ホスホ Tyr－疏水
性－疏水性－ lle/Proアミノ酸配列モチーフ（一般に、該配列モチーフは、例えば src、 fy
n、 lck、 fgr、 abl、 crkおよび nckタンパク質に見られる型の SH2ドメインに対して好まし
い。）、およびホスホ Tyr－疏水性－Ｘ－疏水性および／または－ホスホ Tyr－ Met－Ｘ－ M
et（一般に、該配列モチーフは、例えば p85、ホスホリパーゼＣ－γおよび SHPTP2タンパ
ク質に見られる型の SH2ドメインに対して好ましい。）が挙げられる。さらに、 GRB－２タ
ンパク質の SH2ドメインを結合するいくつかのタンパク質のドメインの分析から明らかに
されたコンセンサス配列は、Ｘ－Ｐ－Ｘ－Ｙ－ V/I－Ｎ－ V/Iであると決定された。さらに
、 SH2－結合ペプチドドメインは、 Serおよび Thr残基（それらのいくつかまたは全部はリ
ン酸化されている）に富む領域を含むことができる（ Pendergastら、 1991,Cell 66:161－
171）。
SH3－結合ペプチドドメインもまた当業者に周知である。例えば、 Renら（ Renら ,1993,Sci
ence 259:1157－ 1161）および Cicchettiら（ Cicchettiら ,1992,Science 257:803－ 806）
を参照されたい。これらは、参照としてその全体をここに組み入れてある。そのような SH
3－結合ペプチドドメインは、プロリン以外の他のアミノ酸残基もまた SH3結合にとって重
要ではあるが、一般にアミノ酸残基プロリンに富んでいる。 SH3－結合ドメインの考えう
る１つの共通配列は、Ｘ－Ｐ－Ｘ－Ｘ－Ｐ－Ｐ－Ｐ－疎水性残基－Ｘ－Ｐである。さらに
、 GRB－２の SH3ドメインは、 SOSタンパク質に見いだされるアミノ酸配列モチーフである
Ｐ－Ｐ－Ｐ－Ｖ－Ｐ－Ｐ－Ｒ－Ｒであることが確定している（ Liら ,1993,Nature 363:858
8;Schlessinger,1993,TIBS,18:273－ 275）。
本発明の PTK/アダプタータンパク質複合体の細胞内の細胞質 PTK成分は、例えば、 Srcファ
ミリーのメンバー（ src,yes,fgr,fyn,lyn,hck,lckおよび blk等の分子） ;Fesファミリーの
メンバー（ fesおよび fer等） ;Ablファミリーのメンバー（ ablおよび arg等）；および Jak
ファミリーのメンバー（ jak1および jak2等）を含みうる。本発明の好ましい態様において
、 PTK/アダプタータンパク質複合体の PTK成分は、 BCR－ ABL遺伝子の細胞内 PTK産物である
。本発明の PTK/アダプタータンパク質複合体の膜貫通の受容体 PTK成分は、例えば、増殖
因子受容体の FGF受容体、セブンレス（ Sevenless） /ROS、インスリン受容体、 PDGF受容体
、 EGF受容体ファミリーのメンバー等の分子、または heアダプタータンパク質に関連する
他の任意の分子を含みうる（例えば、 Lowensteinら ,1992,Cell 70:431－ 442参照）。
本発明の PTK/アダプタータンパク質複合体のアダプタータンパク質成分は、１つ以上の SH
2および／または１つ以上の SH3非触媒ドメインを含む。アダプタータンパク質の一部であ
りうる SH2および SH3ドメインは、上記のように、 PTK成分のためのものである。本発明の P
TK/アダプタータンパク質複合体の成分でありうるアダプタータンパク質は、例えば、 p85
、ｃ－ Crk、 SHC、 Nck、 ISGF3α、グアニントリホスファターゼ活性化タンパク質（ GAP）
、およびタンパク質の GRBサブファミリーのメンバー（ GRB1、 GRB－２、 GRB－３、 GRB－４
、 GRB－７および GRB－ 10等）を含みうる。好ましい態様において、本発明の PTK/アダプタ
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ータンパク質複合体は BCR－ ABL遺伝子の PTK産物および GRB－２タンパク質を含む。
本発明の複合体および／または該複合体の個々の成分は、後述の第 5.3.1.節に記載の方法
を用いて実質的に精製することができる。さらに、本発明の複合体の PTKおよび／または
アダプター成分は、化学的合成または後述の第 5.3.2.節に記載の組換え DNA技法を含むが
、これらに限定されない種々の方法を用いて作成することができる。
5.2.
本発明の PTP/アダプタータンパク質複合体は、タンパク質の PTPファミリーの少なくとも
１つのメンバーおよびタンパク質のアダプターファミリーの少なくとも１つのメンバーを
含む。標準的な生理的条件のもとで、このような複合体の諸成分は一以上の他の PTP/アダ
プタータンパク質複合体成分との安定した、非共有結合を形成することが可能である。
本発明の PTP/アダプタータンパク質複合体の PTP成分は、細胞質、細胞内、非受容体 PTP、
または膜貫通、受容体型 PTPであって、これらはそれぞれ１つ以上の特徴的なペプチドド
メインを含む。そのようなドメインは、チロシンホスファターゼドメインを含むが、これ
らだけに限定されない１つ以上の触媒ドメインを含みうる。一般に、チロシンホスファタ
ーゼ触媒ドメインは長さが約 230アミノ酸である。触媒ホスファターゼドメインのアミノ
酸残基の約 40は高度に保存されており、そしてこれらのうちには、共通配列 I/V－Ｈ－Ｃ
－Ｘ－Ａ－Ｇ－Ｘ－Ｘ－Ｒ－ S/T－Ｇを有する 11アミノ酸残基からなる非常に高度に保存
されている分節が一般に存在する。非受容体 PTPは一般にそのような触媒ドメインを１個
含有し、他方、膜貫通受容体 PTPは長さ約 58アミノ酸残基のペプチド分節によって分けら
れているそのような触媒ドメイン２個を一般に含有している。
本発明の PTP/アダプタータンパク質複合体の PTP成分は、さらに、１つ以上の SH2ドメイン
、１つ以上の SH3ドメイン、１つ以上の SH2－結合ドメイン、および／または１つ以上の SH
3－結合ドメインを含むがこれらだけに限定されない、１つ以上の非触媒ドメインを含み
うる。これら非触媒ドメインのそれぞれは、第 5.2.節に記載のものでありうる。
本発明の PTP/アダプタータンパク質複合体の膜貫通の受容体 PTP成分は、例えば、 CD45、 L
AR、 RPTPα、 RPTPβ、 RPTPχおよび RPTPκを含みうる。本発明の PTP/アダプタータンパク
質複合体の細胞内の細胞質 PTP成分は、例えば PTP1C、 PTP1Dおよびコルクスクリュー（ cor
kscrew）を含みうる。
5.3.
5.3.1.
本発明の PTK/アダプター複合体および PTP/アダプター複合体を実質的に精製する、すなわ
ち、それが関連する他のタンパク質、糖タンパク質、および他の巨大分子から少なくとも
90％（重量に基づいて）、そして所望であれば少なくとも 99％精製することができる。そ
のような精製は、当業者に周知の種々の手順を用いて達成することが可能である。例えば
、 PTK/アダプター複合体または PTP/アダプター複合体を含有する細胞、組織または流体を
標準的方法の組合せ（例えば、硫酸アンモニウム沈殿法、分子ふるいクロマトグラフィー
、および／またはイオン交換クロマトグラフィー）に付す、等である。別な方法として、
もしくはそれらに加えて、 PTK/アダプター複合体または PTP/アダプター複合体の１つ以上
の成分と結合可能な抗体を固定化した免疫吸着カラムを使用したイムノアフィニティーク
ロマトグラフィーによって、 PTK/アダプター複合体または PTP/アダプター複合体を精製す
ることができる。そのような抗体は、起源がモノクローナルであっても、ポリクローナル
であってもよい。 PTK/アダプター複合体または PTP/アダプター複合体のための他の有用な
種類のアフィニティークロマトグラフィーは、例えば、触媒ドメイン（すなわち、 PTKの
キナーゼドメインまたは PTPのホスファターゼドメイン）に結合する固相基質、または複
合体を分断しないような様式で結合する複合体の PTK,PTPおよび／またはアダプター成分
の非触媒ドメインの固定化結合部位を利用しうる。
本発明の PTK/アダプター複合体または PTP/アダプター複合体は、種々の細胞または組織の
供給源より生化学的に精製することができる。天然に存在する PTK/アダプター複合体を精
製するためには、細胞の供給源は、例えばバキュロウイルス感染 SF9細胞、Ａ－ 431、 CHO
および／または 3T3細胞を含みうる。本発明の好ましい態様において、 PTK/アダプター複
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合体は BCR－ ABL　 PTKおよび GRB2タンパク質を含む。このような PTK/GRB－２複合体の精製
のための供給源は、 K562、 NMG－ 01および ALL－１細胞系を含みうるが、これらに限定され
ない。
5.3.2.
本発明の PTK/アダプター複合体または PTP/アダプター複合体の成分として作用しうるポリ
ペプチドまたはその断片の合成法は、当業者に周知である。例えば、参照としてここに全
体を組み入れる Creighton,1983,Proteins:Structures and Molecular Principles,W.H.Fr
eeman and Co.,NYを参照されたい。別々に合成された、または組換えによって作製された
PTK/アダプター複合体または PTP/アダプター複合体の成分を、当業者に周知の標準的生化
学技法により再構成して、複合体を形成することができる。例えば、 PTK/アダプター複合
体の諸成分を含有する複数のサンプルを、約 150mM以上の NaClを用いて緩衝化した溶液中
で、７の範囲内の生理的 pHで、室温で組み合わせることができる。例えば、 20mM Tris－ H
Cl、 pH7.4、 137mM NaCl、 10％グリセリン、ｌ％ Triton X－ 100、 0.1％ SDS、 0.5％デオキ
シコール酸および 2mM EDTAを含む緩衝液が使用可能であろう。このような手順は、 PTP/ア
ダプター複合体の再構成にも使用できる。
PTK、 PTPおよび／またはアダプタータンパク質をコードする核酸を発現させることによる
、本発明の PTK/アダプター複合体の成分の調製方法は本明細書に記述されている。当業者
に周知の方法を用いて、 PTK、 PTPおよび／またはアダプタータンパク質のコード配列およ
び適切な転写／翻訳制御シグナルを含有する発現ベクターを構築することができる。これ
らの方法は、例えば、 in vitro組換え DNA技法、合成技法および in vivo組換え／遺伝子組
換えを含む。 DNAおよび RNAの合成は、さらに自動合成機を用いて行なうこともできる。例
えば、 Maniatisら ,1989,Molecular Cloning,A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor L
aboratory,N.Y.および Ausubelら ,1989,Current Protocols in Molecular Biology,Greene
 Publishing Associatesおよび Wiley Interscience N.Y.に記載の技法を参照されたい。
本発明の PTK/アダプター、 PTP/アダプター複合体の成分のコード配列を発現させるため、
種々の宿主－発現ベクター系が使用できる。これらの系は以下のものを含むがそれらだけ
に限定されない。すなわち、 PTK、 PTPまたはアダプタータンパク質のコード配列を含有す
る組換えバクテリオファージ DNA、プラスミド DNAまたはコスミド DNA発現ベクターによっ
て形質転換された細菌（例、大腸菌、枯草菌）等の微生物 ;PTK、 PTPおよび／またはアダ
プタータンパク質のコード配列を含有する組換え酵母発現ベクターによって形質転換され
た酵母〔例、サッカロミセス（ Saccharomyces）、ピヒア（ Pichia）］ ;PTK、 PTPおよび／
またはアダプタータンパク質のコード配列を含有する組換えウイルス発現ベクター（例、
バキュロウイルス）に感染させた昆虫細胞系 ;PTK、 PTPおよび／またはアダプタータンパ
ク質のコード配列を含有する組換えウイルス発現ベクター（例、カリフラワーモザイクウ
イルス、 CaMV;タバコモザイクウイルス、 TMV）に感染させた、または、組換えプラスミド
発現ベクター（例、 Tiプラスミド）によって形質転換させた植物細胞系；または、哺乳動
物細胞のゲノム由来のプロモーター（例、メタロチオネインプロモーター）または哺乳動
物ウイルス由来のプロモーター（例、アデノウイルス後期プロモーター；ワクシニアウイ
ルス 7.5Kプロモーター）を含有する組換え発現構築物を有する哺乳動物細胞系である。
細菌系においては、 PTK/アダプター複合体または PTP/アダプター複合体発現の意図された
使用によって、多数の発現ベクターが有利に選択できる。例えば、抗体作製のため、また
はペプチドライブラリーのスクリーニングのため、大量の PTK/アダプターまたは PTP/アダ
プター複合体を生産する場合は、容易に精製できる融合タンパク質産物の高レベルな発現
を引き出すベクターが望ましい。そのようなベクターには以下のものが含まれるが、それ
らだけに限定されない。すなわち、融合タンパク質が産生されるように、 PTK、 PTPおよび
／またはアダプタータンパク質のコード配列が lac Zコード領域の枠に合わせて個々にベ
クターに連結されうる大腸菌発現ベクター pUR278（ Rutherら ,1983,EMBO J.2:1791） ;pIN
ベクター（ Inouyeら ,1985,Nucleic Acids Res.13:3101－ 3109;Van Heekeら ,1989,J.Biol.
Chem.264:5503－ 5509）等である。 pGEXベクターもまた、外来ポリペプチドをグルタチオ
ンＳ－トランスフェラーゼ（ GST）との融合タンパク質として発現させるために使用でき
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る。一般に、このような融合タンパク質は可溶性で、グルタチオン－アガロースビーズに
吸着させ、次に遊離のグルタチオンの存在下で溶出させることにより、溶解した細胞から
容易に精製できる。 pGEXベクターは、クローン化 PTKおよび／またはアダプタータンパク
質が GST部分から解放されうるように、トロンビンまたは因子 Xaプロテアーゼ開裂部位を
含むように設計されている。
昆虫系においては、オートグラファ・カリフォルニカ（ Autographa californica）核多角
体病ウイルス（ AcNPV）が、外来遺伝子を発現するベクターとして使用される。このウイ
ルスは、スポドプラテ・フルジペルダ（ Spodoptera frugiperda）細胞中で増殖する。 PTK
/アダプターまたは PTP/アダプター複合体の成分のコード配列を、このウイルスの非必須
領域〔例えば、ポリヒドリン（ polyhedrin）遺伝子〕に個別にクローン化し、そして AcNP
Vプロモーター（例えば、ポリヒドリンプロモーター）の制御下に置くことができる。コ
ード配列の上首尾な挿入は、ポリヒドリン遺伝子の不活性化および非閉鎖組換えウイルス
（すなわち、ポリヒドリン遺伝子によってコードされるタンパク質外被を欠くウイルス）
の産生をもたらす。次に、これらの組換えウイルスを用いて、挿入遺伝子が発現されてい
るスポドプテラ・フルジペルダ細胞を感染させる（例えば、 Smithら ,1983,J.Viol.46:584
;Smith,米国特許第 4,215,051号参照）。
哺乳動物宿主細胞においては、ウイルスに基づく多数の発現系が使用できる。アデノウイ
ルスを発現ベクターとして使用する場合は、 PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体
の成分のコード配列を、アデノウイルス転写／翻訳調節複合体、例えば後期プロモーター
および三部分リーダー配列、に連結することができる。次に、このキメラ遺伝子を in vit
roまたは in vivo組換えによりアデノウイルスゲノムに挿入することができる。ウイルス
ゲノムの非必須領域（例えば、領域 E1または E3）への挿入は、生存可能で、かつ感染宿主
中で PTK、 PTPおよび／またはアダプタータンパク質を発現可能な組換えウイルスをもたら
す（例えば、 Loganら ,1984,Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.81:3655－ 3659参照）。挿入され
た PTK、 PTPおよび／またはアダプターコード配列の効率的な翻訳のためには、特異的開始
シグナルもまた必要とされる。これらのシグナルは、 ATG開始コドンおよび隣接配列を含
む。自身の開始コドンおよび隣接配列を含む完全な PTK、 PTPまたはアダプタータンパク質
遺伝子が適切な発現ベクターに挿入される場合は、付加的翻訳制御シグナルは何ら必要で
はない。しかし、 PTK、 PTPまたはアダプターコード配列の一部分のみが挿入される場合は
、 ATG開始コドンを含む外因性の翻訳制御シグナルを備えていなければならない。さらに
、全挿入配列の翻訳を確実にするために、開始コドンは所望のコード配列の読み枠と一致
していなければならない。これらの外因性翻訳制御シグナルおよび開始コドンは、天然お
よび合成の種々の起源のものでありうる。適切な転写エンハンサー要素、転写ターミネー
ター、等を含めることにより、発現の効率を増大させることができる（ Bittnerら ,1987,M
ethods in Enzymol.153:516－ 544参照）。
さらに、所望の特定の様式で挿入配列の発現をモジュレートする、または遺伝子産物を修
飾およびプロセスする、宿主細胞株を選択することができる。遺伝子産物のそのような修
飾（例えばグリコシル化）およびプロセシング（例えば開裂）は、タンパク質の機能にと
って重要でありうる。異なる宿主細胞は、タンパク質の転写後プロセシングおよび修飾の
ための特徴的で、かつ特異的な作用機構を有する。発現された外来タンパク質の正しい修
飾およびプロセシングを確実にするために、適切な細胞系または宿主系を選択することが
できる。この目的のため、適切な一次転写産物のプロセシング、グリコシル化、および遺
伝子産物のリン酸化のための細胞機構を有する真核宿主細胞が使用できる。そのような哺
乳動物宿主細胞は、 CHO、 VERO、 BHK、 HeLa、 COS、 MDCK、 293、 3T3　 WI38、等を含むが、
これらだけに限定されない。組換えタンパク質の長期間の高収量生産のためには、安定し
た発現が好ましい。例えば、 PTKおよびアダプタータンパク質、または PTPおよびアダプタ
ータンパク質の両方を安定的に同時発現する細胞系を遺伝子工学的に作出することができ
る。ウイルス複製起点を含有する発現ベクターを使用するのではなく、適切な発現制御要
素（例えば、プロモーター、エンハンサー配列、転写ターミネーター、ポリアデニル化部
位、等）によってそれぞれ独立して、または整合的に制御されている、 PTKおよびアダプ
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タータンパク質 DNA、または PTPおよびアダプタータンパク質 DNAならびに選択マーカーを
用いて宿主細胞を形質転換することができる。外来 DNAの導入後、遺伝子工学的に作出し
た細胞を富化培地で１～２日間増殖させることができる。そして次にこれらの細胞を選択
培地に移す。組換えプラスミド中の選択マーカーは、選択に対する耐性を付与し、そして
細胞を安定的にプラスミドを染色体中に組み入れ、増殖してフォーカスを形成することを
可能とする。次に、これらのフォーカスをクローン化し、細胞系に発展させることが可能
である。この方法は、 PTKおよびアダプタータンパク質、または PTPおよびアダプタータン
パク質の両方を同時発現する細胞系を遺伝子工学的に作出するのに有利に使用できる。こ
のような遺伝子工学的に作出された細胞系は、本発明の複合体によって媒介されるシグナ
ルに影響を与える化合物のスクリーニングおよび評価に特に有用である。
以下のものを含むが、それらだけに限定されない多数の選択系が使用できる。すなわち、
単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（ Wiglerら ,1977,Cell 11:223）、ヒポキサンチ
ン－グアニンホスフォリボシルトランスフェラーゼ（ Szybalskaら ,1962,Proc.Natl.Acad.
Sci.U.S.A.48:2026）およびアデニンホスフォリボシルトランスフェラーゼ（ Lowyら ,1980
,Cell 22:817）遺伝子が、それぞれ tk－、 hgprt－、または aprt－細胞に使用できる。ま
た、代謝拮抗物質耐性も、メトトレキセートへの耐性を付与する dhfr遺伝子（ Wiglerら ,1
980,Natl.Acad.Sci.USA 77:3567;O'Hareら ,1981,Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.78:1527）；
ミコフェノール酸（ mycophenolic acid）への耐性を付与する gpt遺伝子（ Mulliganら ,198
1,Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.78:2072）；アミノグリコシドＧ－ 418への耐性を付与する n
eo遺伝子（ Colberre－ Garapinら ,1981,J.Mol.Biol.150:1）；およびハイグロマイシンへ
の耐性を付与する hygro遺伝子（ Santerreら ,1984,Gene 30:147）の選択の基礎として使用
できる。
本発明の複合体を形成することのできる、 PTK、 PTPおよび／またはアダプタータンパク質
ファミリーの新規なメンバーは、当技術分野で周知の分子生物学的技法によって同定およ
び単離することが可能である。例えば、 PTK、 PTPまたはアダプタータンパク質ファミリー
のメンバーに共通なドメイン内にある高度に保存された配列に基づいて設計した２つの縮
重したオリゴヌクレオチドプライマープールを用いてポリメラーゼチェーンリアクション
（ PCR）を実施することにより、以前には知られていなかった PTK、 PTPまたはアダプター
タンパク質の遺伝子を単離することができる。 PCR反応の鋳型は、 PTK/アダプター複合体
および／または PTP/アダプター複合体を発現することが知られている細胞系または組織よ
り調製した mRNAの逆転写によって得た cDNAであってよい。増幅された配列が PTK、 PTPまた
はアダプターサブファミリーのメンバーの配列を表していることを確実にするため、 PCR
産物をサブクローン化し、配列決定することができる。次に、 PCR断片を使用して、増幅
された断片を放射標識し、バクテリオファージ cDNAライブラリーをスクリーニングするこ
とにより、全長 PTK、 PTPまたはアダプタータンパク質 cDNAクローンを単離することができ
る。または、標識化断片を用いてゲノムライブラリーをスクリーニングすることができる
。使用できるクローニング戦略の総論については、例えば、 Maniatisら ,1989,Molecular 
Cloning,A Laboratory Manual,Cold Springs Harbor Press,N.Y.;および Ausubelら、 1989
,Current Protocols in Molecular Biology（ Green Publishing Associatesおよび Wiley 
Interscience,N.Y.）を参照されたい。
それまで未知であったアダプタータンパク質をクローン化する一般的な方法は、 Skolnick
（ Skolnick,E.Y.,1991,Cell 65:75）および Skolnickら（米国特許出願第 07/643,237号）
によって記述されている。これらは、参照として全体をここに組み入れてある。簡単に述
べると、タンパク質のアダプターファミリーの新しいメンバーは、アダプター－タンパク
質－結合領域を含むチロシンリン酸化ペプチドの少なくとも一部分に特異的に結合する能
力によって同定することができる。そのような領域は、 SH2－結合ドメインを含みうるが
、これだけに限定されない。
5.4.
本明細書にはまた、 PTK/アダプター複合体および PTP/アダプター複合体の機能性誘導体が
提供される。「機能性誘導体」という用語は、 PTK/アダプター複合体および PTP/アダプタ
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ー複合体の「化学的誘導体」、「断片」、「変異体」、「キメラ」または「ハイブリッド
」を意味する。これらの用語は以下に定義される。機能性誘導体は、その誘導体に本発明
による有用性を与える、 PTK、 PTPまたはアダプタータンパク質の機能の少なくとも一部を
保持する。この機能とは、例えば、 PTK/アダプター複合体または PTP/アダプター複合体に
特異的な抗体との反応性、非触媒ドメインによって媒介される PTKまたは PTPの酵素活性ま
たは結合活性、等である。
PTK/アダプター複合体または PTP/アダプター複合体の「化学的誘導体」は、通常は該タン
パク質の一部ではない付加的化学部分を含有する。上記タンパク質複合体またはペプチド
の共有結合修飾は、本発明の範囲に含まれる。ペプチドの標的アミノ酸残基を、選択され
た側鎖または末端残基と下記のように反応することができる有機誘導体化剤と反応させる
ことにより、そのような修飾を分子に導入することができる。
最も一般的には、システイニル残基をクロロ酢酸またはクロロアセトアミド等のα－ハロ
アセテート（および対応するアミン）と反応させ、カルボキシメチルまたはカルボキシア
ミドメチル誘導体を生じさせる。システイニル残基はまた、ブロモトリフルオロアセトン
、α－ブロモ－β（５－イミダゾイル）プロピオン酸、クロロアセチルホスフェート、Ｎ
－アルキルマレイミド、３－ニトロ－２－ピリジルジスルフィド、メチル２－ピリジルジ
スルフィド、ｐ－クロロメルクリベンゾエート、２－クロロメルクリ－４－ニトロフェノ
ール、またはクロロ－７－ニトロベンゾ－２－オキサ－ 1,3－ジアゾールとの反応により
誘導体化される。
ヒスチジル残基は、 pH5.5～ 7.0でジエチルプロカーボネートとの反応により誘導体化され
る。なぜなら、この作用物質はヒスチジル側鎖に比較的特異的だからである。パラ－ブロ
モフェナシルブロマイド（ para－ bromophenacyl bromide）もまた有用である。その反応
は、好ましくは 0.1Mカコジル酸ナトリウム中で、 pH6.0で実施される。
リシニルおよびアミノ末端残基は、コハク酸または他のカルボン酸無水物と反応させる。
これらの作用物質を用いた誘導体化は、リシニル残基の電荷を逆にする効果を有する。α
－アミノ－含有残基を誘導体化するのに適する他の試薬は、メチルピコリニミデート等の
イミドエステル；ピリドキサールホスフェート；ピリドキサール；クロロボロヒドリド；
トリニトロベンゼンスルホン酸 ;O－メチルイソ尿素 ;2,4－ペンタンジオン；およびトラン
スアミナーゼによって触媒されるグリオキシル酸との反応を含む。
アルギニル残基は、１種、または数種の通常の試薬との反応によって修飾される。それら
の試薬には、フェニルグリオキサール、 2,3－ブタンジオン、 1,2－シクロヘキサンジオン
およびニンヒドリンが含まれる。アルギニン残基の誘導体は、グアニジン官能基の高い pK

aのため、反応をアルカリ性状態で実施することが必要である。さらに、これらの試薬は
アルギニンのε－アミノ基はもとよりリシンの基とも反応しうる。
チロシル残基は、芳香族ジアゾニウム化合物またはテトラニトロメタンとの反応によりス
ペクトル標識を導入するための修飾の、周知の標的である。最も一般的には、Ｎ－アセチ
ルイミダゾールおよびテトラニトロメタンを用いて、Ｏ－アセチルチロシル種および３－
ニトロ誘導体をそれぞれ形成する。
カルボキシル側の基（アスパルチルまたはグルタミル）は、１－シクロヘキシル－３－（
２－モルホリニル（４－エチル）カルボジイミドまたは１－エチル－３－（４－アゾニア
－ 4,4－ジメチルペンチル）カルボジイミド等のカルボジイミド（ R'－Ｎ－Ｃ－Ｎ－ R'）
との反応により選択的に修飾される。さらに、アスパルチルおよびグルタミル残基は、ア
ンモニウムイオンとの反応によりアスパラギニルおよびグルタミニル残基に変換される。
グルタミニルおよびアスパラギニル残基は頻繁に脱アミド化されて、対応するグルタミル
およびアスパルチル残基になる。あるいは、これらの残基は弱酸性条件下で脱アミド化さ
れる。これらの残基のどちらの形態も、本発明の範囲内に入る。
二官能作用物質を用いた誘導体化は、例えば、 PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合
体の成分ペプチドを相互に架橋させるのに、または PTK/アダプター受容体複合体を水に不
溶性の支持マトリックスあるいは他の巨大分子キャリアーに架橋させるのに有用である。
一般に用いられる架橋剤は、例えば、 1,1－ビス（ジアゾアセチル）－２－フェニルエタ
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ン、グルタルアルデヒド、 3,3'－ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート）等のジ
スクシンイミジルエステルを含むＮ－ヒドロキシスクシンアミドエステル、例えば、４－
アジドサリチル酸を有するエステル、ホモ二官能イミドエステル、ならびにビス－Ｎ－マ
レイミド－１、８－オクタン等の二官能マレイミドを含む。メチル－３－（ｐ－アジドフ
ェニル）ジチオールプロピオイミデート等の誘導体化剤は、光の存在下で架橋を形成する
ことができる光活性化可能な中間をもたらす。または、臭化シアン活性化炭水化物等の反
応性で水に不溶性なマトリックス、および米国特許第 3,969,287号 ;3,691,016号 ;4,195,12
8号 ;4,247,642号 ;4,229,537号；および 4,330,440号に記載の反応性基質がタンパク質固定
化のために使用される。
上記以外の修飾は、プロリンおよびリシンのヒドロキシル化、セリルまたはトレオニル残
基の水酸基のリン酸化、リシン、アルギニン、およびヒスチジン側鎖のα－アミノ基のメ
チル化（ Creighton,T,E.,Proteins:Structure and Molecular Properties,W.H.Freeman 
＆  Co.,San Francisco,pp.79－ 86（ 1983））、Ｎ－末端アミンのアセチル化、および、あ
る場合にはＣ－末端カルボキシル基のアミド化を含む。
そのように誘導体化された部分は、安定性、溶解性、吸収、生物的半減期、等を改善する
ことができる。または、これらの部分はタンパク質複合体等の望ましくない副作用を除去
または軽減することができる。そのような効果を媒介可能な部分は、例えば、 Remington
著の Pharmaceutical Sciences,1990,18版 ,Mack Publishing Co.,Easton,PAに開示されて
いる。
「断片」という用語は、 PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体の PTK、 PTPまたはア
ダプタータンパク質のアミノ酸配列から得られるポリペプチドであって、それが由来する
全長ポリペプチドよりも長さの短いポリペプチドを示すのに使われている。そのような断
片は、例えば、全長タンパク質のタンパク質加水分解開裂によって作成することができる
。好ましくは、この断片は PTK、 PTPまたはアダプタータンパク質をコードする DNA配列を
適切に修飾して１個以上のアミノ酸をＣ－末端、Ｎ－末端、および／または天然の配列内
で１つ以上の部位において欠失させることにより、組換えによって得られる。天然に存在
する PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体に似た複合体中に存在する場合、 PTK、 P
TPまたはアダプタータンパク質の断片は、下記のようにシグナル伝達をモジュレートする
ように作用する化合物をスクリーニングするのに有用である。そのような断片は、複合体
中に存在する場合、天然の PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体の特徴的部分を１
つ以上保持することができると理解される。このように保持される特徴の例は、触媒活性
；基質特異性；完全な細胞内におけるたの分子との相互作用；調節機能；または天然の PT
K/アダプターまたは PTP/アダプター複合体に特異的な抗体、またはその抗原決定基との結
合を含む。
本発明の範囲内に含まれる別の機能性誘導体は、天然のポリペプチドに関して１またはそ
れ以上のアミノ酸が欠けているか、付加されているか、または置換されている、少なくと
も１つの「変異型」ポリペプチド（例えば、 PTK、 PTP、またはアダプター）を含む PTK/ア
ダプターまたは PTP/アダプター複合体である。変異型は、Ｃ末端、Ｎ末端、および／また
は天然の配列の内部の１以上の部位で、１以上のアミノ酸のコドンを付加、除去、および
／または修飾するために、 PTK、 PTP、および／またはアダプタータンパク質 DNAコード配
列を適当に修飾することによって、天然に存在している PTK/アダプターまたは PTP/アダプ
ター複合体成分に由来するものであってもよい。付加されたアミノ酸、置換されたアミノ
酸および／または追加のアミノ酸を有するこのような変異型は、上記の天然の PTK/アダプ
ターまたは PTP/アダプター複合体の１以上の特徴をあらわしている部分を保持していると
理解される。
アミノ酸残基の欠失、挿入、および／または置換を有する PTK、 PTP、および／またはアダ
プタータンパク質を含む PTK/アダプターまたは PTP/アダプターの複合体の機能性誘導体は
、当業者に公知の標準的な技術を用いて調製することができる。例えば、機能性誘導体の
修飾された成分は、部位特異的突然変異技術を用いて産生してもよく（ Adelman et al.,1
983,DNA 2:183で例示されているように）、 DNAコーディング配列中のヌクレオチドは修飾
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されたコーディング配列が修飾されるように修飾され、その後この組換え DNAを、上述の
ような技術を用いて、宿主である原核細胞または真核細胞中で発現させる。代替として、
欠失、挿入および／または置換を有する PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体の機
能性誘導体の成分は、当業者に公知の方法を用いて、直接的に化学合成することによって
、簡便に調製してもよい。 PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体の機能性誘導体は
、典型的には、天然の複合体と同質の生物学的活性を示す。
5.5　
本発明は、さらに、 PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体またはそれらのエピトー
プを特異的に認識する抗体、または PTK、 PTP、またはアダプター成分が PTK/アダプターま
たは PTP/アダプター複合体と離れて個別に存在しているときは抗体によって認識されない
はずである複合体の PTK、 PTP、またはアダプター成分のいずれかのエピトープを特異的に
認識する抗体に関する。このような抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体（
mAbs）、ヒト化またはキメラ抗体、一本鎖抗体、 Fab断片、Ｆ（ ab'）２ 断片、 FAb発現ラ
イブラリーで産生される断片、抗イディオタイプ（抗－ Id）抗体、および上記いずれかの
エピトープ結合性断片を含むが、これらに限定されない。このような抗体は、例えば、生
体試料中の PTK/アダプター複合体の検出に使用してもよく、または、代替として、 PTK/ア
ダプター複合体形成の阻害のための方法として使用してもよく、こうして細胞増殖障害の
進行を阻害する。
ポリクローナル抗体は、 PTK/アダプター複合体、またはそれらの抗原性のある機能性誘導
体などの抗原で免疫された動物の血清に由来する抗体分子の均一でない集団である。ポリ
クローナル抗体の産生のために、種々の宿主動物が PTK/アダプターまたは PTP/アダプター
複合体の注射によって免疫され、これらの動物は、ウサギ、マウス、ラット等が含まれる
が、これらに限定されるものではない。宿主の種に応じて、免疫応答を増強するために、
種々のアジュバントが使用され、フロイントのアジュバント（完全、不完全）、リゾレシ
チンなどの鉱物ゲル、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、オイルエマル
ジョン、キーホールリンペットヘモシアニン、ジニトロフェノール、および BCG（ bacille
 Calmette－ Guerin）などの潜在的に有用なヒトアジュバントおよびコリネバクテリウム
パルバム（ Corynebacterium parvum）等が含むが、これらに限定されるものではない。
モノクローナル抗体は、特定の抗原に対する抗体の実質的に均一な集団であり、細胞株の
連続的培養によって抗体分子を産生するいかなる方法によっても得ることができる。これ
らは、 Kohlerらのハイブリドーマ技術（ Kohler et al.,Nature 256:495－ 497（ 1975）お
よび米国特許番号 4,376,110）、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（ Kosber et al.,1983,Im
munology Today 4:72;Cole et al.,1983,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 80:2026－ 2030）、お
よび EBV－ハイブリドーマ技術（ Cole et al.,1985,Monoclonal Antibodies And Cancer T
herapy,Alan,R.Liss.,Inc.pp 77－ 96）を含むが、これらに限定されるものではない。こ
うした抗体は、 IgG、 IgM、 IgE、 IgA、 IgDおよびそれらのサブクラスをも含んでもよい。
本発明の mAbを産生するハイブリドーマは、 in vitro、 in vivoのいずれで培養してもよい
。 in vivoでの高力価の mAbsの産生は、これを目下好適な産生方法にする。
加えて、適当な抗原特異性を有するマウス抗体分子からの遺伝子と適当な生物学的活性を
有するヒト抗体からの遺伝子とをいっしょにスプライスすることによる「キメラ抗体」の
産生のために開発された方法（ Morrison et al.,1984,Proc.Natl.Acad.Sci.,81:6851－ 68
55;Neuberger et al.,1984,Nature 312:604－ 608;Takeda et al.,1985,Nature 314:452－
454）を用いることができる。キメラ抗体は、例えばマウスの mAbsに由来する可変領域と
ヒト免疫グロブリン定常領域とを有するような、異なる動物種に由来する異なる部分を含
む分子である。
代替として、一本鎖抗体の産生のために記載された方法（米国特許 4,946,778;Bird,1988,
Science 242:423－ 426;Huston et al.,1988,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85:5879－ 5883;お
よび Ward et al.,1989,Nature334:544－ 546）を PTK/アダプター複合体特異的一本鎖抗体
または PTP/アダプター複合体特異的一本鎖抗体の産生に適用することができる。一本鎖抗
体は、アミノ酸結合を介する Fv領域の重鎖および軽鎖断片をつなぐことによって形成され
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、一本鎖ポリペプチドを生じる。
PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体の特異的結合部位を含む抗体断片を、既知の
方法で形成させてもよい。例えば、下記の断片が含まれるが、これらに限定されるもので
はない：抗体分子のペプシン消化によって産生され得るＦ（ ab'）２ 断片、Ｆ（ ab'）２ 断
片のジスルフィド結合を還元することによって生じ得る Fab断片。代替として、 Fab発現ラ
イブラリーは、 PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体に対して所望の特異性を有す
るモノクローナル Fab断片の速やかで簡便な同定を可能にするために構築してもよい（ Hus
e et al.,1989,Science 246:1275－ 1281）。
5.6　
本発明は、最初に、アダプタータンパク質の SH2－および／または SH3－ドメインを含むフ
ァミリーのメンバーの結合が発がんおよびトランスフォーメーションの過程において必須
のステップであることを証明する。より詳細には、以下の６～ 12節における実施例で示さ
れたデータは、アダプタータンパク質の GRBサブファミリーの GRB2のメンバーのヒト BCR－
ABL遺伝子の細胞内 PTK産物への結合を詳述する。
この節においては、このような PTKおよびアダプタータンパク質および／または PTPおよび
アダプタータンパク質の結合がこのような複合体を包含する細胞の増殖障害の治療のため
に使用され得る様々な使用のいくつかが記載されている。ここで記載された使用は、こう
した複合体を破壊する（すなわち、複合体における PTKまたは PTPの成分とアダプターメン
バーとの間の相互作用を減少させるか、または阻害する）ことができる薬剤、およびアダ
プタータンパク質の SH2－および／または SH3－を含むファミリーのメンバーと複合体を形
成することができる PTKおよび PTPを含む細胞増殖障害の治療のためのこうした化合物の利
用に焦点が絞られているが、これらに限定されるものではない。ここで使用されている「
破壊する」という用語は、こうした複合体が、物理的に形成可能のままで残存するか否か
にかかわらず、タンパク質複合体成分の物理的な解離のみならず、複合体の活性の撹乱を
も意味する。ここで使用されている「活性」は、このような複合体が形成される細胞中の
シグナル伝達カスケードにおけるタンパク質複合体の機能を意味し、すなわち、細胞中へ
の細胞外のシグナルの伝達を効率的にするか阻害することにおける複合体の機能を意味す
る。このような細胞増殖障害の例は、例えば、乾せんやアテローム硬化のみならず、慢性
骨髄性白血病および急性リンパ性白血病などのガン性障害を含むが、これらに限定される
ものではない。本発明の複合体はまた、こうした細胞の活性化、分化、および生存といっ
た細胞過程においても含まれる。
個々の PTK/アダプタータンパク質複合体または PTP/アダプタータンパク質複合体に依存し
つつ、このような複合体の成分メンバー間の相互作用を破壊することは、包含されるシグ
ナルの伝達イベント上における異なるモジュレート効果を有するかもしれず、すなわち、
複合体破壊の該効果により、細胞内に正常に伝達されるシグナルを活性化するか、減少さ
せるか、ブロックするかもしれない。細胞増殖障害に依存するのと同様に、細胞へ正常に
導入されるシグナルの活性化、還元、またはブロックは、障害の治療のために望ましい。
例えば、 BCR－ ABL PTKと GRB－２アダプタータンパク質の複合体形成の１つの効果は、 Ras
シグナリング経路の活性化をひき起こすことである（下記８節の実施例を参照せよ）。こ
うして、 BCR－ ABL PTK/GRB－２アダプタータンパク質複合体の破壊は、異常なシグナルの
伝達を阻害し、 Ras経路の活性化を妨げる。代替として、例えば、 PTK/アダプターまたは P
TP/アダプター複合体を含む細胞増殖障害は、こうした複合体が正常なシグナル伝達イベ
ントの異常型の阻害を引き起こすために、進行するかもしれない。こうした場合、複合体
の破壊は、通常のシグナル伝達イベントを回復させるはずである。さらに、異常型の複合
体は、変更されたサブ細胞アダプタータンパク質の局在化を引き起こす可能性があり、こ
のことは、アダプタータンパク質の 6RBサブファミリーの GRB－２メンバーの場合にあった
ように、例えば、細胞骨格の再構成といった機能不全性細胞イベントを生じさせる可能性
がある。この場合に PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体の阻害は、正常な細胞の
構造を回復させるはずである。さらにまた、 PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体
の破壊の原因となる１つまたは複数の薬剤は、このような複合体の他の強力な成分の間の
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相互作用の破壊を引き起こすかもしれない。こうした成分は、 SOSタンパク質を含むが、
これらに限定されるものではない。
複合体の PTKまたは PTP成分が膜貫通であって、受容体型 PTKまたは PTP分子である PTK/アダ
プタータンパク質複合体および PTP/アダプタータンパク質複合体を考える場合、該受容体
またはそれらのリガンドを、細胞の増殖障害の進行を導くシグナル伝達イベントをモジュ
レートするために、直接使用してもよい。例えば、 PTK、可溶性 PTK、細胞外 PTKドメイン
を示すペプチド、またはリガンドに結合することが知られている細胞外 PTKドメインの部
分を示すペプチドは、有用なリガンドに対して内因性膜貫通 PTK受容体分子と競合的に作
用することのできる目的の PTK発現細胞に暴露されるとき、当業者に公知の方法を用いて
投与してもよく、こうして、内因性 PTKへのリガンドの結合を低下させるか、阻害する。
このような操作の結果、 PTK分子のためのアダプタータンパク質の親和性を順番に低下さ
せることができる PTKの自己リン酸化をできる限り阻害することによって、 PTKとアダプタ
ータンパク質との間の相互作用の低下または阻害を生じさせることができるはずである。
同様な状況は、 PTPの場合でも保持される。
加えて、受容体型 PTKを考えるときは、そのような PTKに結合することができる細胞外分子
であって、 PTKへの結合により活性化しない該分子を当業者に公知の方法を用いて投与し
てもよい。この型の細胞外分子は、例えば、受容体結合は未だ生じていてもよいが、キナ
ーゼの活性化が生じていないといった、目的の PTKのための天然のリガンドの修飾された
形態を含んでもよい。このような設計の分子は、可溶性 PTKの投与と同様に作用するはず
であり、これらの手順は PTK/アダプタータンパク質複合体形成の低下または阻害という最
終的効果を有するはずである。再び、同様の状況は PTPの場合においても生じる。
さらにまた、本発明の PTK/アダプター複合体の受容体 PTKまたは PTP/アダプター複合体の
受容体 PTPの天然リガンドに結合できる分子を、当業者の公知の方法を用いて投与しても
よい。このクラスの分子は、リガンドの対応する受容体への結合能を阻害するために作用
するはずであり、こうして PTK/アダプターまたは PTP/アダプタータンパク質複合体の形成
を低下させるか阻害する最終効果を有するはずである。
治療される特別の条件に応じて、このような薬剤は製剤化され、全身的にまたは局在的に
投与される。製剤化および投与の方法は、 "Remington's Pharmaceutical Science",1990,
18版、 Mack Publishing Co.,Easton,PAに中に見出される。好適な経路は、経口、直腸内
、口内粘膜、または小腸内投与を含む；非経口的投与は、２、３の例を挙げれば、硬膜下
、直接心室内、静脈内、腹腔内、鼻腔内、または眼内注射と同様に、筋肉内、皮下、骨髄
内注射を含む。投与のためには、薬剤を水溶液中、好ましくは、ハンクス溶液、リンゲル
溶液、または生理食塩水緩衝液等の生理学的に交換可能な緩衝液中で製剤化する。口内粘
膜投与のためには、透過すべきバリヤに適合した浸透剤を製剤中に使用する。このような
浸透剤は、一般的に当業者に公知である。
本発明の PTK/アダプター複合体および／または PTP/アダプター複合体の形成を直接的に妨
害するように細胞内で働く薬剤を、細胞の増殖障害の治療のために使用してもよい。この
ような薬剤は、 SH2及び／又は、 SH3ドメイン、又は SH2に結合するドメインおよび／また
は SH3に結合するドメイン、小さな有機分子、または複合体成分と競合的に作用して結合
し、複合体形成を減少させるか阻害するように作用するはずである天然物の抽出物を含む
がこれらに限定されるものではなく、これらもまた、目的の細胞増殖障害の進行を低下さ
せるか阻害するはずである。 SH2ペプチドドメインおよび SH3ペプチドドメイン、および SH
2に結合するペプチドドメインおよび SH3に結合するペプチドドメインは、上述したように
、第 5.1節に記載されている。このような薬剤はまた、複合体形成の代わりにまたは複合
体形成に加えて下流のシグナリング能を妨害することによって複合体を破壊する。
細胞内に投与しようとする薬剤は、当業者に公知の方法で投与してもよい。例えば、この
ような薬剤は、リポソーム中に封入されてもよく、その後上述のように投与されてもよい
。リポソームは、内部に水溶液を有する球状の脂質二重層である。リポソームが形成され
たときに水溶液中に存在するすべての分子は、内部の水溶液中に取り込まれる。リポソー
ムに含まれるものは外部の小環境から保護され、そしてリポソームが細胞膜と融合するた
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めに効率的に細胞の細胞質内に輸送される。加えて、小さな有機分子は疎水性であるため
、それらは直接に細胞内に投与してもよい。
細胞内で利用されるペプチド物質をコードするヌクレオチド配列は、当業者に公知の方法
を用いて、対象の細胞中で発現されてもよい。例えば、レトロウイルス、ワクシニアウイ
ルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルス、またはウシ乳頭種ウイルス等のウイルス
に由来する発現ベクターを標的とする細胞集団に輸送し、これらの細胞中でこのようなヌ
クレオチド配列を発現させるために使用してもよい。このようなベクターの構築法は公知
である。例えば、 Maniatis et al.,1989,Molecular Cloning A Laboratory Manual,Cold 
Spring Harbor Laboratory,N.Y.および Ausubel et al.,1989,Current Protocols in Mole
cular Biology,Greene Publishing Associates and Wily Interscience,N.Y.を参照せよ
。
あるいは、 PTK/アダプターおよび／または PTP/アダプター複合体形成を妨害し得る抗体を
、アダプタータンパク質との複合体を形成し得る PTKまたは PTPを包含する細胞増殖障害の
治療のために投与してもよい。例えば、リガンドの受容体型 PTKsまたは PTPsへの結合を妨
害することができる中和抗体を、上述したような技術を用いて投与してもよい。このよう
な投与の効果は、可溶性 PTKsまたは PTPsの投与にとっては、上述した効果と同様である。
加えて、細胞内のエピトープに結合して PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体形成
を破壊する効果を有する中和抗体を投与してもよい。このような抗体は、例えば、細胞内
で作用する薬剤の投与のために上記の技術を利用して、投与してもよい。あるいは、一本
鎖抗体をコーディングするヌクレオチド配列は、標的となる細胞集団の中で、例えば、 Ma
rascoらに記載された方法を用いて発現させてもよい（ Marasco et al.,1993,Proc.Natl.A
cad.Sci.USA 90:7889－ 7893）。
本発明の PTK/アダプター複合体および／または PTP/アダプター複合体は、こうした複合体
の構成メンバーの活性を破壊するように作用し得る付加的な分子をスクリーニングするた
めに使用してもよく、かくしてこのような複合体の効果などの該シグナル伝達イベントを
モジュレートすることができるかもしれない。このような化合物は、Ｄ－および／または
Ｌ－配置のアミノ酸からなるペプチド（例えば、ランダムペプチドライブラリの形態で ;L
am,et al.,1991,Nature 354:82－ 84を参照せよ）、ホスホペプチド（ phosphopeptide,例
えば、ランダムまたは一部縮重、ホスホペプチド指向性ライブラリ形態で、 Songyang et 
al.,1993,Cell 767－ 778を参照せよ）、抗体、および小さな有機分子を含むが、これらに
限定されるものではない。
例えば、 PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体の個々の成分、または個々の成分の
官能基部分に結合する（そしてさらに複合体形成を破壊することができるかもしれない）
化合物を同定してもよい。複合体の個別の官能性部分は、ここで、複合体の別のメンバー
と尚も安定な複合体を形成できる個別の複合体成分のペプチド部分として定義されてもよ
い。例えば、 PTKの SH2に結合するドメインのペプチド部分は尚もアダプタータンパク質の
SH2ドメインに安定して結合することができ、こうしてアダプタータンパク質の SH2ドメイ
ンと複合体を尚も形成する。さらに、本発明の PTKまたは PTP成分が触媒ドメインである場
合には、触媒ドメインの官能性部分は、未だに基質分子に安定して結合できるペプチドと
してもよい。
このような PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体成分に結合する分子の単離に実行
されるこのアプローチを有用する１つの方法は、成分分子またはそれらの官能基部分の、
アガロース、プラスチックビーズ、マイクロタイターウェル、シャーレ、または、例えば
、ナイロンやニトロセルロースからなる膜などの固相支持体への接着、ついで１種類の強
力な成分に結合する化合物または複数の化合物の存在下における、接着した成分分子のイ
ンキュベーションを含むはずである。インキュベーションの後、未結合の化合物を洗い流
し、成分に結合した化合物を回収する。この手順を使用することにより、多数の型の分子
を PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体成分に結合する活性のために同時にスクリ
ーニングしてもよい。
上記のスクリーニング方法で利用されてもよい PTK/アダプター複合体成分は、 PTK分子又
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はそれらの官能基部分、例えば PTK触媒ドメイン、リン酸化ドメイン、 SH2ドメイン、 SH3
ドメイン、 SH2に結合するドメイン、又は SH3に結合するドメイン、およびアダプタータン
パク質、またはそれらの官能基部分、例えば SH2ドメインおよび SH3ドメインを含んでもよ
く、特に限定されない。使用されるペプチドは、リン酸化されていてもいなくてもよく、
リン酸化されている場合には、少なくとも１つのアミノ酸残基、好ましくはリン酸化され
た Tyrを含む。リン酸ドメインは、あるアミノ酸残基が特異的にリン酸化されたペプチド
領域として定義してもよい。このようなリン酸ドメインの官能性部分は、特異的 PTKによ
ってあるアミノ酸が特異的にリン酸化されたペプチドとして定義してもよい。 SH2ドメイ
ンの官能性部分は、 SH2に結合するドメインに特異的に結合することができる SH2ドメイン
の少なくとも１つの部分を含むペプチドとして定義してもよい。同様に、 SH3ドメインの
官能性部分は、 SH3に結合するドメインに特異的に結合することができる SH3ドメインの少
なくとも１つの部分を含むペプチドとして定義してもよい。 SH2に結合するドメインの官
能性部分は、 SH2に結合することができるペプチドとして定義してもよく、少なくとも４
アミノ酸残基長を有していてもよい。 SH3に結合するドメインの官能性部分は、 SH3に結合
することができるペプチドとして定義してもよく、少なくとも４アミノ酸残基長、好まし
くは 10アミノ酸残基長を有する。
上記のスクリーニング方法で利用されてもよい PTP/アダプター複合体は、 PTP/分子または
それらの官能基部分、例えば、 PTP触媒ドメイン、リン酸化ドメイン、 SH2ドメイン、 SH3
ドメイン、 SH2に結合するドメイン、 SH3に結合するドメイン、およびアダプタータンパク
質、またはそれらの SH2ドメインおよび SH3ドメインといった官能基部分を含んでもよく、
特に限定されない。使用されるペプチドは、リン酸化されていてもされていなくてもよく
、リン酸化されている場合には、少なくとも１つのリン酸されたアミノ酸残基を含み、リ
ン酸化された Tyrアミノ酸残基を含むことが好ましい。リン酸ドメインは、あるアミノ酸
残基を特異的にリン酸化したペプチドとして定義してもよい。このようなリン酸ドメイン
の官能性部分は、特異的 PTKによってアミノ酸を特異的にリン酸化され得るペプチドとし
て定義してもよい。 SH2ドメイン、 SH3ドメイン、 SH2に結合するドメイン、および SH3に結
合するドメインの官能性部分は上記のものであってもよい。
結合活性を示す分子を、さらに PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体を破壊する能
力を調べるためにスクリーニングしてもよい。二者択一的に、分子を、 PTK/アダプターま
たは PTP/アダプター複合体を破壊能のために直接スクリーニングしてもよい。例えば、 in
 vitro複合体形成を、最初に、固相支持体に固定化された目的の複合体のうちの１つの成
分、またはそれらの官能性部分によってアッセイする。第二に、固定化された複合体成分
を、上記のように同定した化合物、および目的の複合体の第二の成分、またはそれらの官
能性成分に接触させる。第三に、化合物の存在下で、第二の成分が固定化された成分と安
定した複合体を未だに形成できるか否かを測定する。
加えて、 in vivoでの複合体形成を、当業者に公知の免疫共沈法を利用してアッセイして
もよい。簡単にいえば、目的の PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体を形成できる
細胞株を上記のように同定した化合物に接触させ、細胞ライセートをこのよう接触させた
細胞株から調製する。目的の複合体の成分の１つに対して上昇した抗体を細胞ライセート
に添加し、標準的な免疫沈降法に供する。複合体が破壊された場合に複合体の成分だけに
対して上昇した抗体が沈降するのに対して、複合体がまだ形成される場合には免疫沈降で
は複合体が沈降する。
目的の PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体のトランスフォーメーション能に対す
る薬剤の効果を直接にアッセイしてもよい。このような薬剤は、必ずしも必要ではないが
、上述のスクリーニング法を利用して同定された薬剤を含んでもよい。例えば、１または
それ以上の薬剤は、阻害剤がなければ、細胞のトランスフォーメーションを生じる PTK/ア
ダプター複合体を形成できる繊維芽細胞または造血幹細胞に投与してもよい（ Muller et 
al.,1991,Mol.Cell.Biol.11:1785－ 1792;McLaughlin et al.,1987,Proc.Natl.Acad.Sci.U
SA 84:6558－ 6562）。細胞のトランスフォーメーション状態は、その後、例えば、 in vit
roで軟寒天でのコロニー形成能をモニターすることにより測定してもよい（ Lugo et al.,
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1989,Mol.Cell.Biol.9:1263－ 1270;Gishizky et al.,1992,Science 256:836－ 839）。二
者択一的に、細胞のトランスフォーメーション状態を、 in vivoで、重篤な複合免疫不全
状態（ SCID）の免疫不全ヌードマウスでの腫瘍の形成能を測定することにより、モニター
してもよい（ Sawyers et al.,1992,Blood 79:2089－ 2098）。さらに、 BCR－ ABLの場合に
は、１つまたはそれ以上の薬剤を、当業者に公知の ALLおよび／または CMLの動物モデルに
投与してもよく（ Gishizky et al.,1993,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:3755－ 3759）およ
び／またはガン性障害の進行を逆転するかもしれない。
PTK/アダプターおよび／または PTP/アダプター複合体形成を破壊することができ、そして
こうした複合体形成から生じる細胞増殖障害を低下させるか阻害することのできる薬剤を
、こうした障害を示している患者またはこのような障害を示すおそれのある患者の治療に
使用してもよい。上記の１つまたはそれ以上の薬剤を有効な濃度で患者に投与すると、 PT
K/アダプターまたは PTP/アダプタータンパク質複合体を含むはずの細胞増殖能は、このよ
うな薬剤の存在下で、低下するかまたは消失する。
また、白血病のような造血細胞増殖性疾患の場合には、患者への直接投与よりもむしろ、
作用物質または薬剤は当技術分野で公知の自己骨髄移植および化学放射線療法とともに使
用することができる。簡単に述べれば、一般に骨盤から採取される骨髄細胞のアリコート
を患者から取り出す。次に、細胞を PTK/アダプターまたは PTP/アダプター複合体を効率よ
く破壊し得る濃度の作用物質または薬剤の存在下で培養する。かかる複合体を形成する能
力がある骨髄細胞のシグナル伝達経路をブロックすることにより、これら細胞のクローン
子孫の存在に対して選択し、治療対象の造血細胞増殖性疾患に関与しているこれら細胞の
培養物を効果的に排除する。骨髄細胞を培養して、発がん性の高い細胞を取り除いている
間、当技術分野で公知の技法および線量を用いて、その疾患に適した化学放射線療法で患
者を治療する。こうした化学放射線療法による治療の終了時に、患者は発がん性細胞を一
掃しておいた骨髄細胞培養物の自己由来の注入液を受け取る。
本発明の好ましい態様において、 PTK/アダプター複合体は破壊または妨害されており、そ
して該複合体はその PTK成分がヒト BCR－ ABL遺伝子の細胞内 PTK産物で、アダプタータンパ
ク質成分がアダプタータンパク質の GRBサブファミリーの GRB－２メンバーであるものであ
る。さらに、このような薬剤の投与により治療される細胞増殖性疾患としては、この好ま
しい態様では慢性骨髄性白血病と急性リンパ性白血病が挙げられるが、これらに限らない
。
5.7　
活性化チロシンキナーゼ分子とアダプタータンパク質分子（ここでは、「結合相手」と呼
ぶことにする）との相互作用を妨げる（すなわち、破壊または阻止する）能力について化
合物を試験するにあたって、多くのアッセイ系のどれを使用してもよい。活性化チロシン
キナーゼ分子のほかに、アダプタータンパク質と結合して複合体を形成する他の分子が結
合相手のこの定義に含まれることを認識するべきである。それゆえ、別の結合相手として
は、例えば GRB－２アダプタータンパク質と結合することが知られている SH2ドメイン含有
タンパク質の SHCがある（ Tauchi,T.ら ,1994、 J.Exp.Med.179:167－ 175;Rozakis－ Adcock,
M.ら ,1992,Nature 360:689－ 692;Pelicci,G.ら ,1992,Cell 70:93－ 104）。しかし、リガ
ンド（天然または合成）、ペプチドまたは小さな有機分子を含むがこれらに限らない多数
の化合物をスクリーニングできる迅速で高処理量のアッセイが好ましいものである。こう
して結合相手の相互作用を妨げることが確認された化合物はここに記載される阻害活性に
ついてさらに評価され得る。
結合相手間の相互作用を妨げる化合物の同定に用いられるアッセイ系の基礎的な原理は、
２種のタンパク質を相互作用させ、結合させ、複合体を形成させるのに十分な条件下およ
び時間において結合相手を含有する反応混合物を調製することを包含する。阻害活性につ
いて化合物を試験するためには、反応を試験化合物の存在下または不在下で実施する。す
なわち、試験化合物は反応混合物中に最初に添加しておいてもよいし、結合相手の添加後
のある時点で添加してもよい。対照は試験化合物の不在下でまたはプラシーボとともにイ
ンキュベートされる。その後、結合相手タンパク質の複合体の形成を検出する。対照反応

10

20

30

40

50

(26) JP 3606579 B2 2005.1.5

結合相手間の相互作用を破壊する能力がある化合物の同定



混合物中に複合体が形成されるが、試験化合物を含む反応混合物中では複合体が形成され
ないこと、または対照反応と比較して反応混合物中での複合体形成のレベルが低下してい
ることは、該化合物が結合相手間の相互作用を妨げることを示している。利用しうるアッ
セイ成分および各種フォーマットを以下に述べる。
アッセイの成分として用いられる結合相手は、天然源から得られるものであってよく、例
えば当技術分野で公知のタンパク質分離法を用いて細胞から精製したり、当技術分野で公
知の技法を用いて組換え DNA法により作製したり（例えば、 Sambrookら ,1989,Molecular C
loning:A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratories Press,Cold Spring Har
bor,N.Y.参照）、かつ／または当技術分野で公知の技法を用いて全部または一部を化学合
成したりすることができる。例えば、ペプチドを固相法で合成し、樹脂から切り離し、分
離用の高性能液体クロマトグラフィーで精製する（例えば、 Creighton,1983,Proteins:St
ructures and Molecular Principles,W.H.Freeman ＆  Co.,N.Y.pp.50－ 60参照）。合成ペ
プチドの組成はアミノ酸分析またはシークエンシングによって確認することができ、例え
ばエドマン分解法が用いられる（例えば、 Creighton,1983,前掲を参照）。
ペプチド断片はそれぞれのタンパク質の結合ドメインに対応するように作製しうる。例え
ば、このような断片には SH2ドメイン、 SH3ドメイン、 SH2ドメインに結合するペプチド断
片および／または SH3ドメインに結合するペプチド断片が含まれるが、これらに限らない
。タンパク質の結合部位を同定および単離するには、当技術分野で常用されている多くの
方法を採用することができる。こうした方法として、タンパク質をコードする遺伝子の１
つの突然変異誘発および同時免疫沈降アッセイにおける結合の破壊についてのスクリーニ
ングがあるが、これらに限らない。それぞれのタンパク質をコードする遺伝子の配列分析
により、相互作用結合に関与するタンパク質の領域に対応する突然変異が明らかになるだ
ろう。
また、あるタンパク質を固体表面に固定し、トリプシンのようなタンパク質分解酵素で処
理しておいたその標識結合相手と相互作用させて、それに結合させることもできる。洗浄
後、結合ドメインを含む短い標識ペプチドは固体材料に結合されたままで残り、それを単
離した後アミノ酸配列決定により同定する。また、ひとたびタンパク質の遺伝子が得られ
たら、短い遺伝子セグメントを遺伝子工学的に作製してそのタンパク質のペプチド断片を
発現させ、その後ペプチド断片をその結合活性について試験し、精製し、または合成する
ことができる。
本発明のアッセイにおいて使用しうる結合相手のアミノ酸配列は、分子クローニング法で
作製されようと、化学合成法で合成されようと、それらをコードする遺伝子の既知配列に
同一である必要はない。結合相手はアミノ酸残基が欠出、付加または置換されているが機
能的に等しい産物をもたらす変更配列を含んでいてもよい。
例えば、配列内の残基の代わりに機能的に等しいアミノ酸残基を用いて配列を変えること
ができる。こうした置換残基はそのアミノ酸が属するクラスの他のメンバーから選択する
ことができ、例えば、非極性（疎水性）アミノ酸としてはアラニン、ロイシン、イソロイ
シン、バリン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトファンおよびメチオニンが含まれ
；極性中性アミノ酸としてはグリシン、セリン、トレオニン、システイン、チロシン、ア
スパラギンおよびグルタミンが含まれ；正に荷電した（塩基性）アミノ酸としてはアルギ
ニン、リシンおよびヒスチジンが含まれ；負に荷電した（酸性）アミノ酸としてはアスパ
ラギン酸およびグルタミン酸が含まれる。
アッセイ系で用いられる結合相手の１つは、結合相手間で形成される複合体の検出を容易
にするために、直接または間接的に標識されるべきである。適当な標識系のどれを使用し
てもよく、 1 2 5 Iのような放射性同位元素、基質にさらしたとき検出可能な比色分析シグナ
ルまたは光を発生する酵素標識系、それに蛍光標識が含まれるが、これらに限らない。
アッセイの結合相手を作製するために組換え DNA法を用いる場合は、標識づけ、固定化お
よび／または検出を容易にする融合タンパク質を遺伝子工学的に作製することが有利であ
る。例えば、チロシンキナーゼまたはアダプタータンパク質のコード配列を、酵素活性を
有するかまたは酵素基質として作用する異種タンパク質のコード配列に融合させることに
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より、標識づけおよび検出が簡単になる。融合構築物は、融合産物の異種成分が結合相手
の結合を妨げないように設計すべきである。
間接標識は、結合相手のひとつに特異的に結合する、標識抗体のような第３のタンパク質
の使用を伴う。そのような抗体としては、ポリクローナル、モノクローナル、キメラ、単
鎖、 Fabフラグメントおよび Fab発現ライブラリーにより生産されるフラグメントが挙げら
れるが、これらに限定されることはない。
アッセイは、不均一または均一な形態で行うことができる。不均一アッセイは、結合相手
のひとつを固相に固定し、固相に固定された複合体を反応の最後に検出することを伴う。
均一アッセイにおいては、全反応は液相中で行われる。どちらの方法においても、反応物
の添加の順序を変えて、試験される化合物に関する異なる情報を得ることができる。例え
ば、試験物質の存在下で反応を行う、すなわち、結合相手の前または結合相手と同時に反
応混合物に試験物質を添加することにより、例えば、競合により結合相手間の相互作用を
妨害する試験化合物を同定することができる。一方、複合体が形成した後に試験化合物を
反応混合物に添加することにより、前形成された複合体を分断する試験化合物、例えば、
複合体から結合相手のひとつにとって代わるより高い結合定数を有する化合物を試験する
ことができる。
不均一アッセイ系においては、一方の結合相手が固体表面に固定され、その結合相手（固
定されていない）が直接あるいは間接的に標識される。実際には、マイクロタイタープレ
ートが好都合に利用される。固定種は、非共有または共有結合により固定化されうる。非
共有結合は、固体表面をタンパク質の溶液でコーティングして乾燥することにより、簡単
に達成されうる。あるいはまた、タンパク質に特異的な固定化抗体を使用して、タンパク
質を固体表面に固定してもよい。この表面を前もって調製し、保存しておいてもよい。
上記のようなアッセイを行うために、試験化合物とともに、あるいは試験化合物なしに、
固定化種の結合相手はコーティングされた表面に添加される。反応が完了した後に、（例
えば、洗浄により）未反応の成分を除去すると、形成した複合体は固体表面に固定化され
たままでいる。固体表面に固定された複合体の検出はいくつかの方法でなされる。結合相
手が予備標識されている場合には、表面に固定化された標識の検出により、複合体の形成
が示される。結合相手が予備標識されていない場合には、間接標識を使用して、例えば、
結合相手に特異的な標識抗体（この抗体は、今度は、標識抗 Ig抗体により直接的にあるい
は間接的に標識されうる。）を用いて、表面に固定された複合体を検出することができる
。反応成分の添加の順序に依存して、複合体の形成を抑制するか、あるいは、前形成され
た複合体を分断する試験化合物を検出することができる。
あるいはまた、試験化合物の存在下または不存在下で、液相中で反応を行い、反応生成物
を未反応成分と分離し、そして、例えば、溶液中に形成した複合体を固定するための一方
の結合相手に特異的な固定化抗体および固定された複合体を検出するための他の結合相手
に特異的な標識抗体を用いて、複合体を検出することができる。ここでも、反応物の液相
への添加の順序に依存して、複合体を抑制するか、あるいは、前形成された複合体を分断
する試験化合物を同定することができる。
本発明の他の態様において、均一アッセイを使用することができる。この方法においては
、結合相手の前形成された複合体が調製され、ここでは、結合相手のひとつが標識される
が、この標識により生じるシグナルは複合体の形成により消失する（例えば、イムノアッ
セイのためのこの方法を利用する Rubensteinの米国特許第 4,109,496号を参照のこと）。
結合相手のひとつと競合し、前形成された複合体からこれにとって代わる試験物質の添加
により、バックグラウンドより高いシグナルが発生する。このようにして、ウイルスタン
パク質－宿主細胞タンパク質相互作用を壊す試験物質を同定することができる。
6.
この節で提示する実施例において、アダプタータンパク質の GRBサブファミリーの GRB－２
メンバーが BCR－ ABL細胞内 PTKに in vitroでも in vivoでも結合することが実証される。
6.1.
6.1.1　
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Spodoptera frugiperda（ Sf9）昆虫細胞を完全 Grace培地（ Smith,G.E.,1983,Mol.Cell.Bi
ol.3:2156－ 2165）中で増殖させた。 Ph1陽性白血病細胞系 K562および NMG－ 01を慢性骨髄
性白血病患者から誘導し、 P210 BCR－ ABLを発現させた。 PH1陽性細胞系 ALL－１を急性リ
ンパ性白血病患者から誘導し、 P185 BCR－ ABLを発現させた。これらの PH1陽性細胞系を 10
％牛胎児血清含有 RPMI 1640培地中で培養した。 COSアフリカミドリザル細胞（ COS Africa
n green monkey cells）および Rat1繊維芽細胞を５％牛胎児血清含有 DMEM培地中で増殖さ
せた。
Pendergastら ,1991,Cell 66:161－ 171;Pendergastら ,1991,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 88:5
927－ 5931に記載のように、野生型バキュロウイルス DNAの存在下で、 pAcCI2バキュロウイ
ルスベクター中にクローニングされた対応する cDNAを同時トランスフェクションすること
により、 cBCR、 cABLおよび BCR－ ABLの発現用の組換えバキュロウイルスを作製した。
先に記載した方法（ Mullerrら ,1991,Mol.Cell.Biol.11:1785－ 1792）に従い、 COS細胞で
の一過性の高発現（ hyperexpression）により、無ヘルパー（ Helper－ free）レトロウイ
ルスのストックを調製した。免疫組織化学的方法（ Mullerら ,1991,Mol.Cell.Biol.11:178
5－ 1792）を用いて、野生型および変異型の BCR－ ABL遺伝子産物を Rat1繊維芽細胞へ移入
する能力に従い、レトロウイルスのストックの特性付けを行った。これらの染色法におい
て、内在性レベルの rat c－ ablタンパク質は検出されなかった。 BCR－ ABLタンパク質発現
のレベルを測定する（ウエスタンブロット）ことにより、遺伝子移入のレベルをさらに評
価した。比較できるレベルの遺伝子移入を示すレトロウイルスのストックのみをこれらの
検討に使用した。ウイルスストックの限界希釈へさらした後の G418耐性 Rat1コロニーの頻
度により測定したところ、力価は ml当たり 105感染粒子の範囲であった。
6.1.2　
cBCRのアミノ末端、 cABLのアミノおよびカルボキシ末端配列に対するウサギポリクローナ
ル抗体については先に記載した（ Pendergastら ,1991,Cell 66:161－ 171;Konopkaら ,1984,
Cell 37:1035－ 1042）。マウスモノクローナル抗－ ABL（ 21－ 63）抗体を免疫ブロット法
（ Pendergastら ,1991,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 88:5927－ 5931）に採用した。 GRB－２（ A
b50）のＣ末端 SH3ドメインに対するウサギポリクローナル抗体および GRB－２（ Ab86）の
Ｎ末端 SH3ドメインから誘導された合成ペプチドに対するウサギポリクローナル抗体を、
それぞれ、免疫沈降法および免疫ブロット法（ Lowensteinら ,1992,Cell 70:431－ 442）に
使用した。
6.1.3　
650塩基対のヒト GRB－ 2 CDNA（ Lowensteinら ,1992,Cell 70:431－ 442:Matuokaら ,1992,Pr
oc.Natl.Acad.Sci.USA 89:9015－ 9019）を、ヒト胎盤 cDNAライブラリーから、ポリメラー
ゼ連鎖反応（ PCR）により、（ 5'） SH3－ SH2および（ 3'） SH3フラグメントとしてクローニ
ングした。完全長の GRB－ 2 cDNAを生成するために、 GRB－２のコドン 154のユニークな Kpn
 I部位を採用した。 GRB－２の全コーディング配列および GRB－２の（ 3'） SH3ドメインを p
GEX－ 2Tベクター（ Pharmacia）の Bam H I部位にフレーム内でサブクローニングした。 Sko
lnikら ,1993,EMBO J.12:1929－ 1936に記載のように、 GRB－２の単離された（ 5'） SH3およ
び SH2ドメインを調製した。
野生型 P185 BCR－ ABL（ McLaughlinら ,1989,Mol.Cell.Biol.9:1866－ 1874）および P185（
Δ 176－ 426）（ Mullerら ,1991,Mol.Cell.Biol.11:1785－ 1792）についての cDNAの調製な
らびに対応する cDNAの pSRα（ Pendergastら ,1991,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 88:5927－ 593
1）および pSRα MSVtKneo（ Mullerら ,1991,Mol.Cell.Biol.11:1785－ 1792）ベクターへの
クローニングは、先に記載したように行った。 Muta－ Gene Phagemid in vitro mutagenes
isi system（ Bio Rad）を用いるオリゴヌクレオチド特定部位の突然変異誘発により、 P18
5 BCR－ ABL（ Y177F）変異体を創製した。 pGEM4/cBCR由来の cBCRの 1.6Kbの EcoR I－ Sac I
フラグメントを pBlueScript SK＋ベクター（ Stratagene）の EcoR Iおよび Sac I部位にサ
ブクローニングし、 XL－ 1 Blueバクテリアをヘルパーファージ R408（ Stratagene）で同時
感染させて一本鎖 DNAを守ることにより、鋳型を作成した。この突然変異オリゴヌクレオ
チド 5'－ AAG CCC TTC TTC GTT AAC GTC GAG－ 3'を採用して、ヌクレオチド 530をＡからＴ
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に変更することにより、チロシンの代わりにフェニルアラニンコドンを生成した。さらに
、ヌクレオチド 534にサイレントな塩基の変更を導入し、ユニークな Hpa I部位を作成した
。このユニークな Hpa I部位の存在のために突然変異誘発されたプラスミドが選択された
。突然変異は、両方向でのジデオキシ読み終わり配列分析により証明された。突然変異し
た BCR配列を野生型 P185 BCR－ ABL cDNAに導入した。 P185BCR－ ABL（ Y177F）を pSRαおよ
び pSRα MSVtK　 neo哺乳類発現ベクターならびにバキュロウイルス発現用の AcC12ベクター
にサブクローニングした。野生型 cABLのための cDNAの pSRαベクターへのクローニングは
、先に記載した（ Pendergastら ,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 88:5927－ 5931）。 BCR（Δ 872
－ 1271）も、 Pendergastら ,1991,Cell 66:161－ 171に記載されているように、 pSRαにク
ローニングした。
6.1.4.
既に記載されたように（ Pendergast et al.,1991, :161－ 171）、 GST融合タンパク
質を発現させて、グルタチオン－セルファロース 4Bビーズ（ Pharmacia）を用いて精製し
た。融合タンパク質は樹脂上に残したままで４℃で保存した。
6.1.5.
示された組換えバキュロウイルスに Sf9細胞を感染させた。感染の３日後、細胞をメチオ
ニンを含まない培地中で 0.1mCi/ml［ 3 5 S］メチオニン（ ICN）とともに４～６時間、 27℃
でインキュベートした。 5mM EDTA,1mM PMSF,50μ g/mlロイペプチン、 25μ g/mlアプロチニ
ン、 25mM NaF,1mM Na3 VO4および 0.1mM Na2 MoO4を補った KLB（ 10mMリン酸ナトリウム pH7.0
,150mM NaCl,1％ Triton X－ 100）または PCLB（ 50mM HEPES,pH7.0,150mM NaCl,1mM MgCl2 ,
1％ Triton X－ 100,10％グリセロール）のいずれかで、標識細胞を溶解した。溶解物を 100
,000×ｇで１時間遠心することにより清澄とした。溶解物を示された抗体ととともに直接
またはインキュベーション緩衝液（ 20mM HEPES,pH7.0,150mM NaCl,0.1％ Triton X－ 100,1
0％グリセロール ,0.5mM Na3 VO4 ,0.1mM Na2 MoO4 ,25mM NaF,1mM PMSF,25μ g/mlロイペプチ
ン）で３倍希釈後、示されたようにインキュベートした。プロテインＡ－セファロースビ
ーズ（ Pharmacia）とともに 120分間、４℃でインキュベーションすることにより免疫複合
体を集めた。ビーズをインキュベーション緩衝液で十分に洗浄し、結合していない物質を
除去した。結合したタンパク質は SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動で分析し、フルオ
ログラフィーで肉眼で確認した。未標識の溶解物を用いるときはいつでも示された抗体に
よるイムノブロットによりそのタンパク質を検出した。
6.1.6.
タンパク質溶解物をインキュベーション緩衝液で３倍に希釈し、グルタチオン－セファロ
ースビーズに結合させた GSTまたは GST融合タンパク質とともにインキュベートした。４℃
での 90分間のインキュベーション後、ビーズをインキュベーション緩衝液または RIPA緩衝
液（ 20mM Tris－ HCl,pH7.4,137mM NaCl,10％グリセロール ,1％ Triton X－ 100,0.1％ SDS,0
.5％デオキシコール酸塩および 2mM EDTA）で、示されたように十分に洗浄した。結合タン
パク質は SDSポリアクリルアミド後の放射能標識化タンパク質のフルオログラフィーによ
り分析した。
6.1.7.
イムノブロットおよび［γ 3 2 P］ ATPによる in vitro標識化の方法は基本的には以前に記載
されたように行なった（ Pendergast et al.,1991, :161－ 171;Pendergast et al.,1
991, :5927－ 5931）。ジャガイモ酸性ホスファターゼによる脱
リン酸化は記載されたように行なった（ Pendergast et al.,1991, :161－ 171;Pende
rgast et al.,1991, :5927－ 5931）。
6.2.
6.2.1.
BCR－ ABLチロシンキナーゼが GRB－２アダプタータンパク質とそのままの細胞中で物理的
複合体を形成するかどうかを決定するために、これらの２種類のタンパク質が共免疫沈降
するかどうかを調べた。細胞溶解物を Ph1陽性白血病細胞系、 K562、 MEG－ 01、および ALL
－ 1 Ph1造血細胞系それに Rat1繊維芽細胞から調製し、抗 ABL pEx4、抗 GRB－２または対照
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抗体との免疫沈降に供した。十分な洗浄の後、免疫沈降物をプロテインＡ－セファロース
ビーズ上に集め、［γ 3 2 P］ ATPと MnCl2存在下で in vitroリン酸化に供した。そのような
条件は BCR－ ABLキナーゼの自己リン酸化を促進する。反応は 30分後に 30℃で停止させ、洗
浄し、 SDS/8％ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分析した。 3 2 P標識タンパク質はオ
ートラジオグラフィーにより検出した。匹敵する量の BCR－ ABLタンパク質を抗 GRB－２ま
たは抗 ABL抗体のいずれかを用いて沈降させた。さらに両形態の BCR－ ABL（ P210と P185）
は対応する BCR－ ABLタンパク質を発現する Rat1繊維芽細胞の GRB－２と会合した。
同様に、 GRB－２タンパク質との免疫沈降は、 BCR－ ABLを発現している細胞系の抗 ABL抗体
により沈降させることができる。具体的には、細胞溶解物を MEG－ 01細胞から調製し、対
照（前免疫血清）、抗 ABL pEX4抗体および抗 GRB－２抗体との免疫沈降に供した。免疫沈
降タンパク質を SDS/12％ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離し、ニトロセルロー
スに移し、抗 GRB－２抗体を用いてイムノブロットした。結合した抗体は［ 1 2 5 I］プロテ
インＡを用いて肉眼で確認し、抗 GRB－２と抗 ABL免疫沈降物質を含有する両レーンで検出
することができた。
BCR－ ABLを発現する細胞を 3 5 S－メチオニンで代謝的に標識した後、抗 ABL抗体か抗 GRB－
２抗体による免疫沈降により、細胞中で利用できる BCR－ ABLキナーゼの 50％～ 90％が上記
の結果と一致して GRB－２と複合体を形成する。興味あることに、 GRB－２と発がん性ｖ－
ablキナーゼとの会合は観察されなかった。これらの実験から、 GRB－２アダプタータンパ
ク質は両形態の BCR－ ABLチロシンキナーゼと安定な複合体を形成するが、ｖ－ ablキナー
ゼとは複合体を形成しないこと、および BCR－ ABL/GRB－２複合体は BCR－ ABLの in vitroリ
ン酸化後そのままの状態にあることが分かった。
6.2.2.
BCR－ ABLと GRB－２との会合の分子的基礎を調べるために、全長 GRB－ 2 cDNA配列を pGEX－
2Tにクローン化して細菌中でグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ GST）融合タンパク
質として発現させた。 GST－ GRB－２タンパク質を精製して、 in vitroで BCR－ ABLと結合す
る能力について調べた。具体的には、 P185 BCR－ ABL組換えバキュロウイルスで感染させ
た Sf9昆虫細胞の分解物からの 3 5 Sメチオニン標識タンパク質を、プロテインＡ－セファロ
ースビーズに結合させた等量の固定化 GSTのみ、 GST－ GRB－２全長、 GSTアミノ末端、 GRB
－ 2 SH3ドメイン、 GST－ GRB－ 2 SH2ドメイン GSTカルボキシ末端、 GRB－ 2 SH3ドメインお
よび抗 ABL抗体とともにインキュベートした。 90分間、４℃でのインキュベーション後、
ビーズをインキュベーション緩衝液で４回、 RIPA緩衝液で２回洗浄して、結合していない
物質を除去した。結合したタンパク質は SDS/7％ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分析
し、フルオログラフィーで検出した。バキュロウイルス感染の昆虫細胞中に発現された P1
85 BCR－ ABLは、グルタチオンセファロースビーズ上に固定化された全長 GRB－２に結合す
ることが分かった。 GSTのみへの結合は検出されなかった。 BCR－ ABLと GST－ GRB－２との
複合体は、 SDSとデオキコール酸塩洗浄剤を含有する緩衝液での洗浄後も、もとのままの
状態であった。
どの GRB－２ドメインが BCR－ ABLと結合するのかを同定するために、単離された GRB－ 2 SH
3ドメインと SH2ドメインを有する GST融合タンパク質を調製した。 BCR－ ABL結合は GST－ GR
B－ 2 SH2融合タンパク質と結合した。 GRB－２のアミノ末端とカルボキシ末端の SH3ドメイ
ンを有する GST融合タンパク質もバキュロウイルス産生 BCR－ ABLタンパク質と in vitroで
結合した。 GRB－２の SH2と SH3のドメインと BCR－ ABLとの相互作用は SDSとデオキシコール
酸塩を含有する緩衝液での洗浄に抗するものであった。 BCR－ ABLをジャガイモ酸性ホスフ
ァターゼで処理することにより、 GRB－ 2 SH2ドメインと会合するその能力は完全に取り除
かれたが、 GRB－ 2 SH3ドメインへのその結合が影響されることはなかった。
7.
本節に紹介する実施例において、 GRB－ 2 SH2ドメインを経る BCR－ ABL/GRB－２結合に必要
なアミノ酸配列を調べる。具体的には、結合は Tyr－リン酸化アミノ酸残基の存在を必要
とすることが示され、さらに BCRの第一エキソン変異は SH2を仲介とする BCR/GRB－２結合
を消滅させることができることが示される。
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7.1.
本実施例で紹介する実験に用いられた材料と技術は上記の第 6.1節に記載した通りである
。
7.2.結果
7.2.1.

BCR－ ABLのどの領域が GRB－２結合に関与しているかを同定するために、バキュロウイル
スに感染させた昆虫細胞で BCRと ABL配列を別々に発現させ、全長 GRB－２ならびに単離さ
れた GRB－ 2 SH2及び SH3ドメインに結合するそれらの能力について調べた。バキュロウイ
ルスの産生した cABLは全長 GRB－２に in vitroで結合したが、 GRB－ 2 SH2ドメインだけで
は結合しなかった。具体的には、 Sf9昆虫細胞を単独で cABL組換えバキュロウイルスに感
染させた。感染の３日後に細胞を 3 5 S－メチオニンで標識した。標識細胞を溶解させ、溶
解タンパク質を、プロテインＡ－セファロースビーズの存在下で、 GSTのみ、 GST－ GRB－
２全長、 GST－ GRB－２アミノ SH3、 GST－ GRB－ 2 SH2、 GST－ GRB－２カルボキシ SH3、およ
び対応する抗 ABL抗体とインキュベートした。 90分間４℃でのインキュベーション後、ビ
ーズをインキュベーション緩衝液で４回、 RIPA緩衝液で２回洗浄した。結合したタンパク
質を SDS/10％ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分析し、フルオログラフィーで検出した
。昆虫細胞中で過剰発現した cABLはチロシン残基上でリン酸化されている（ Pendergast e
t al.,1991, :5927－ 5931）。よって、バキュロウイルス産生 c
ABLタンパク質に対して GRB－ 2 SH2ドメインが結合不能なのはチロシンリン酸化の欠如に
よるものではなかった。
in vitroでの cABLの GRB－２への結合は、 GRB－２のアミノ末端とカルボキシ末端の SH3ド
メインのみを経て仲介されているようである。 SH3ドメインはプロリンに富む特定の部分
に結合する（ Cicchetti et al.,1992, :803－ 806;Ren et al.,1993,
:1157－ 1161）。最近、 Sos1のカルボキシ末端領域に存在するプロリンに富む配列（ PPP

VPPR）と GRB－ 2 SH3ドメインとの直接の相互作用により、 GRB－２は Sos1グアニンヌクレ
オチド交換体に結合することが示されている（ Li et al.,1993, :85－ 87;Rozak
is－ Adcock et al.,1993, :83－ 85）。 cABLのカルボキシ末端はプロリンに富む
いくつかの伸長部分を含有する。しかし、 PPPVPPR配列は cABLタンパク質に見られない。 i
n vitroでの GRB－ 2 SH3ドメインの cABLへの結合は、 cABLカルボキシ末端ドメインの大部
分を欠く cABL欠失変異タンパク質において著しく減少しているが、完全にはなくなっては
いない。後記する通り、タンパク質溶解物からの免疫沈降後の通常の cABLと GRB－２との
検出可能な会合の欠如とともに、これらのデータから、 in vitroで観察される cABL/GRB－
２相互作用は特異的なものではなく、 in vivoで起こらないことが示唆される。しかし、 c
ABL中のプロリンに富むドメインは他の SH3ドメインの結合部位として働くことが可能であ
る。
in vitroでの GRB－２の全長または単離されたドメインへの cBCRの結合の同様な分析から
、全長 GRB－２のみが、およびそれよりも少ない程度で GRB－２のＮ末端 SH3ドメインが、 i
n vitroで cBCRに結合することが明らかとなった。具体的には、 Sf9昆虫細胞を単独で cBCR
組換えバキュロウイルスに感染させ、次に cABL組換えバキュロウイルスで既に記載のよう
に処理した。興味深いことに、 GRB－２の SH2ドメインへの cBCRの結合は検出されなかった
。
in vitroで GRB－ 2 SH2ドメインが cABLと cBCRにまったく結合しないことは、このドメイン
のキメラ BCR－ ABLチロシンキナーゼへの強い結合とは対照的である。 cBCR配列のリン酸化
状態は、 BCR－ ABLキメラとは全長 cBCRタンパク質の点において異なる。 cBCRタンパク質は
、昆虫細胞での過剰発現後でさえ調べられたすべての種類の細胞のセリン／スレオニン残
基においてのみリン酸化されているだけである（ Timmons et al.,1989, :559－
567;Pendergast et al.,1991, :161－ 171）。対照的に、 BCR－ ABLキメラにおいて
、活性化 ABLキナーゼは BCRの第一エキソン配列をチロシン上でリン酸化する（ Liu et al.
,1993, :101－ 109）。 BCR配列のチロシンリン酸化が、単離された GRB－ 2 SH2ド
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メインへの結合の原因となっているかどうかを評価するために、全長 cBCRと cABLのタンパ
ク質をコードするバキュロウイルスを昆虫細胞に共感染させた。具体的には、 Sf9昆虫細
胞に cABLと cBCRの組換えバキュロウイルスを共感染させ、 cABL組換えバキュロウイルスに
ついて既に記載したように処理した。 cABLチロシンキナーゼによる cBCRのトランス－リン
酸化の結果、 GRB－ 2 SH2ドメインは cBCRに結合した。抗ホスホチロシン抗体を用いたウエ
スタンブロットにより、 cABLバキュロウイルスと cBCRバキュロウイルスを共感染させた Sf
9細胞中で cBCRはチロシンのリン酸化を受けた。 GRB－２の単離されたアミノ末端またはカ
ルボキシ末端の SH3ドメインへの cBCRの低いレベルの in vitro結合も検出された。これら
の結果から、 BCR配列への GRB－ 2 SH2ドメインの結合はチロシンリン酸化が必要であるこ
とが示された。
7.2.2.

GRB－２の cABLと cBCRへの in vitro結合が in vivoでも起こっているのかどうかを調べるた
めに、対応する cDNAの発現構築物を COS細胞に移入した。これらの cDNAのトランスフェク
ションの結果、 cABLと cBCRの発現は対応する内因性タンパク質レベルを超えて約 50～ 200
倍に増加する（ Pendergast et al.,1991, :5927－ 5931）。こ
れらの条件下で、 cABLは認知できる量で GRB－２と共免疫沈降することはなかった。同様
に、 GRB－２と BCR配列との相互作用は、 COS細胞での P210 BCR－ ABLキメラに保持された BC
R配列の過剰発現後に検出することはできなかった。対照的に、顕著な量の P185 BCR－ ABL
が同じ実験で抗 GRB－２抗体により沈降した。
具体的には、 pSRαベクター中にクローン化した cABL cDNAおよび P185野生型を COS細胞に
移入した。このトランスフェクションの３日後に細胞を溶解させ、溶解物を２時間、４℃
で通常のウサギ血清、抗 ABL 2/3抗体および抗 GRB－２抗体とともにインキュベートした。
免疫沈降物をプロテインＡビーズ上に集め、インキュベーション緩衝液で６回洗浄した。
結合したタンパク質を SDS/8％ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離し、ニトロセ
ルロースに移し、フィルターを抗 ABLマウスモノクローナル抗体とともにインキュベート
した。免疫反応性バンドは増強化学発光（ ECL）検出システム（ Amersham）を用いて肉眼
で確認した。さらに、 pSRγベクター中にクローン化した BCR（△ 872－ 1271） cDNAを COS細
胞に移入した。この感染の３日後に細胞を溶解させ、溶解物を対照血清、抗 BCR抗体また
は抗 GRB－２抗体とともに２時間４℃でインキュベートした。免疫沈降物をプロテインＡ
－セファロースビーズで集め、インキュベーション緩衝液で４回洗浄し、 50mM Tris－ HCl
、 pH7.0で２回洗浄し、次にγ－ 3 2 P ATPと MnCl2存在下で in vitroリン酸化に供した。タ
ンパク質は SDS/8％ポリアクリルアミドゲル電気泳動とオートラジオグラフィーにより分
析した。
これらのデータは、通常の細胞からの抗 GRB－２免疫沈降物中の検出可能な内因性 cABLと c
BCRタンパク質の欠如とともに、 cABL/GRB－２と cBCR/GRB－２複合体は in vivoでは観察さ
れないとの主張を支持するものである。これらの知見から、 BCR－ ABLキメラはその BCRお
よび ABLタンパク質配列成分から識別できる新規なタンパク質結合性を示すことが実証さ
れた。
7.2.3.
特定のチロシンリン酸化タンパク質への SH2ドメインの結合は、リン酸化チロシンに対す
る一次配列Ｃ末端に依存する（ Fanti et al.,1992, :413－ 423;Kashishian et al.
,1992, ． :1373－ 1382;Sonyang et al.,1993, :767－ 778）。 BCRの第一エ
クソン内の 11の潜在的チロシンリン酸化部位のまわりの配列を調べることにより、チロシ
ン 177が CRB－ 2 SH2ドメインの最適結合部位に対応する配列 YVNV内に見られることが明ら
かとなった（ Sonyang et al.,1993, :767－ 778;Skolnik et al.,1993, :1
929－ 1936）。 BCRの第一エクソン中の他の 10個のチロシンのまわりの配列は、 GRB－ 2 SH2
ドメインまたは調べられた他の SH2ドメインの最適結合部位と一致しない（ Sonyang et al
.,1993, :767－ 778）。 BCR－ ABLを GRB－ 2 SH2ドメインに結合させるためにチロシ
ン 177が必要であるかどうかを決定するために、部位特異的変異により BCR－ ABL中のチロ
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シン 177をフェニルアラニンに置換し、この変異タンパク質を昆虫細胞で発現させ、 GRB－
２に対する結合について調べた。 in vitro自己リン酸化後の P185（ Y177F）変異タンパク
質と P185野生型タンパク質とのホスホペプチドマップのパターンの比較から、 P185（ Y177
F）では少なくとも一つの主要なホスホペプチドの欠如が明らかとなった。具体的には、 p
SRα MSVtkneoベクターにクローン化した P185野生型と P185（ Y177F）を COS細胞に移入した
。このトランスフェクションの３日後に、細胞を溶解させ、溶解物を抗 ABL抗体とともに
インキュベートした。免疫沈降物をγ－ 3 2 P ATPと MnCl2存在下で in vitro自己リン酸化に
供した。タンパク質を SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動により分析し、ニトロセルロ
ースに移し、ホスホペプチドマップ作製に供した。
結合の研究により、野生型 P185 BCR－ ABLとは対照的に、 BCRの第一エクソン中のチロシン
177をフェニルアラニンで置換した P185 BCR－ ABL（ Y177F）変異タンパク質は、 in vitro
で GRB－ 2 SH2ドメインと相互作用しないことが示された。具体的には、 Sf9昆虫細胞に、 p
AcC12ベクターを用いてクローン化した野生型 P185 BCR－ ABL cDNAと野生型バキュロウイ
ルス DNAを共に移入するか、または pAcC12ベクター中にクローン化した P185 BCR－ ABL（ Y1
77F） cDNAと野生型バキュロウイルス DNAを共に移入した。このトランスフェクションの６
日後、細胞を、 3 5 S－メチオニンで代謝を通して標識した。細胞を溶解し、溶解物を GST－
GRB－ 2 SH2または抗 ABL pEX4抗体とともにプロテインＡ－セファロースビーズの存在下で
インキュベートした。結合したタンパク質は SDS/7％ポリアクリルアミドゲル電気泳動と
フルオログラフィーにより分析した。
次に、 in vivoで GRB－２と相互作用する P185 BCR－ ABL（ Y117F）変異体の能力を評価した
。 P185（ Y117F）は、変異タンパク質を安定に発現する COS細胞または Rat1繊維芽細胞で過
剰発現されたときに内因性 GRB－２と相互作用を行なわなかった。同様に、チロシン 177を
欠く BCR－ ABL欠失変異体は GRB－２に結合しなかった。具体的には、 pSRα MSVtkneoベクタ
ー中にクローン化した P185野生型と P185（ Y177F）の cDNAを COS細胞に移入した。このトラ
ンスフェクションの３日後、細胞を溶解させ、溶解物を通常のウサギ血清（ NRS）、抗 ABL
 2/3抗体、または抗 GRB－２抗体とともに２時間、４℃でインキュベートした。免疫沈降
物をプロテインＡ－セファロースビーズ上に集め、［γ 3 2 P］ ATPと MnCl2存在下での in vi
troリン酸化に供した。タンパク質を SDS 10％ポリアクリルアミドゲル電気泳動とオート
ラジオグラフィーにより分析した。さらに、 P185野生型と P185（ Y177F）を発現する G418
選択 Rat1細胞の溶解物を、抗 GRB－２抗体、抗 ABL 2/3抗体または通常のウサギ血清ととも
に２時間、４℃でインキュベートした。免疫沈降物をプロテインＡ－セファロースビーズ
上に集めた。結合したタンパク質を SDS 10％ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびその
後の抗 ABLマウスモノクローナル抗体によるイムノブロットにより分析した。免疫反応性
バンドは ECL検出システム（ Amersham）で肉眼で確認した。
これらのデータから、 BCR－ ABLと GRB－２との in vivoでの相互作用は、 BCR－ ABL中のリン
酸化チロシン 177への GRB－ 2 SH2ドメインの結合により仲介されていることが示された。 G
RB－ 2 SH3ドメインは、全長 GRB－２と BCR－ ABLとの間の in vivo結合に明らかに寄与して
いない。
8.実施例 :GRB－２結合を欠損している BCR－ ABLタンパク質

この実施例に示すデータにより、 BCR－ ABL細胞内 PTKのトランスフォーメーションポテン
シャルは、タンパク質のアダプターファミリーの GRBサブファミリーの GRB－２へのこの PT
Kの結合に依存していることが示される。この結果により、このような PTKへのアダプター
タンパク質の結合がトランスフォーメーション／発がん過程における１つのステップとし
て関与していることを表している。
8.1.
8.1.1　
Rat1繊維芽細胞の感染を前記のように実施した（ Lugoら ,1989, ． :1263－
1270）。力価は、繊維芽細胞への遺伝子転移の頻度により測定した場合、 ml当たりの感染
粒子が＞ 105の範囲である。半固体培地で Rat1コロニー形成を、 15％子牛胎児血清および 0
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.4％ノーブル（ Noble）寒天を補給した、 Iscove 5ml中の６－ cm2皿当たり５× 104個の細
胞を塗布して測定した（ Lugoら ,1989, :1263－ 1270）。 G418－耐性集団を
感染細胞を G518（ 0.5mg/ml）で 12～ 15日間培養して樹立した。選択した後、 G418－耐性培
養物の細胞を ml当たり 104個の細胞の濃度で寒天に塗布した。寒天に形成したコロニーの
数を細胞塗布の２週間後に記録した。
新たに単離したマウス骨髄からの造血細胞培養物の感染および樹立を前記のように実施し
た（ McLaughlinら ,1987, :6558－ 6562）。簡単には、４～６週
令雌 BALB/cマウスからの骨髄成分を、 ml当たり Polybrene 4μｇを補給した適切なレトロ
ウイルス原液に ml当たり２× 106個の細胞で再懸濁した。細胞を 37℃で４時間インキュベ
ートした。感染後、細胞を洗浄しそして５％子牛胎児血清および 50μＭβ－メルカプトエ
タノールを補給した RPMI 1640培地に再懸濁した。 ml当たり 106個の細胞の濃度で細胞懸濁
液 5mlを各 6cm2皿に塗布した。培養物を８週間まで維持し、新鮮な培地を１週間に１度添
加した。非粘着性造血細胞の濃度が ml当たり 106個を越える場合に、培養物が形質転換し
たと考えた。
8.1.2.
セクション 8.1.1に記載したトランスフォーメーションアッセイとは別の技術は上記のセ
クション 6.1に記載されているものである。
8.2.
BCR－ ABL－誘導発がん誘発に対する GRB－２結合の生物学的関連性を測定するために、 BCR
－ ABLが繊維芽細胞および造血細胞をトランスフォームする能力に対する、 GRB－２と会合
するのに必要な突然変異チロシン－ 177の影響を調べた。ヘルパーフリーの野生型のレト
ロウイルス原液および突然変異 BCR－ ABL型を使用して Rat1繊維芽細胞および新たに単離し
たマウス骨髄細胞に感染させた。 GRB2および hSos－１の両者ともこれらの細胞型で発現す
ることが示された（ Lowensteinら ,1992, :431－ 442;Bowtellら ,1992,

.89:6511－ 6515;Chardinら ,1993,  260:1338－ 1343）。 Rat1繊維芽細胞
のトランスフォーメーションを軟寒天でのコロニー形成により検定した（ Lugoら ,1989,

:1263－ 1270）。造血細胞トランスフォーメーションを pre－Ｂ－リンパ球
の成長を支持する条件下で感染マウス骨髄細胞を培養することにより検定した（ McLaughl
inら ,1987, .84:6558－ 6562）。野生型 BCR－ ABLと対照的に、 P185
（ Y177F）タンパク質は造血細胞を形質転換せず、 Rat1細胞を形質転換する能力の減少を
示した（下の表１を参照されたい）。これらの結果は、 Y177を欠失している P185（Δ 176
－ 426）突然変異体が Rat1繊維芽細胞および造血細胞の両者でトランスフォーミング活性
の減少を呈するという以前の観察と一致する（ Mullerら ,1991, :1785－ 1
792;表１）。 P185（Δ 176－ 426）は P185（ Y177F）より、特に G418選択の後で Rat1繊維芽
細胞のトランスフォーメーションにおいてさらに顕著な欠失を示す。 BCR第一エクソンの Y
177の下流にある配列はホスホセリン／ホスホトレオニン依存形式で SH2－ドメインに結合
していることが示された（ Peudergastら ,1991, :161－ 171;Mullerら ,1991,

1785－ 1792）。２種の SH2－結合部位がこの領域内で同定され（ＡおよびＢと名
付けられた）、そしてこれらの部位の除去により繊維芽細胞の BCR－ ABL－媒介トランスフ
ォーメーションにとって重要な特異的タンパク質相互作用を停止できるであろう。 P185（
Y177F）および P185（Δ 176－ 426）の両者とも造血細胞でトランスフォーミング活性を示
さなかった。 BCR－ ABLタンパク質の形質転換活性における差異はタンパク質発現のレベル
差によるものではなかった。
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種々の BCR－ ABL型を発現する細胞の溶解物質のウェスタンブロット分析により、相当する
レトロウイルスで Rat1繊維芽細胞を感染後の、比較できる定常的なタンパク質の値が示さ
れた。ウェスタンブロット分析では、 RAT1細胞を、 P185BCR－ ABCの野生型および突然変異
体（ Y177F）型またはコントロールベクターをコードするレトロウイルスで感染させた。
感染３日後に、細胞を溶解し、そして抗－ ABLマウスモノクローナル抗体を用いたウェス
タンブロット法を実施した。免疫反応帯を ECL検出系（ Amersham）を用いて可視化した。
9.実施例：
本節に記した実施例において BCR－ ABL細胞内 PTK/GRB－２結合は rasシグナル伝達経路を活
性化することが示されている。
9.1.
9.1.1.
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ras反応性エレメント（ ets/AP－１）プロモーターからの発現の転写活性化は本質的には
既述の方法に従った（ Clarkら ,1993, 　 :4887－ 4891;Hauserら ,
1993,Methods in Enzymology,印刷中）。簡単に記せば、 NIH 3T3細胞を１μｇの pB4X－ CA
Tクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼレポータープラスミド（ Wasylykら ,1
989, 　 :2247－ 2250）及び５μｇの pZIP H－ ras（ 17N）（ Feigら ,1988,

　 3235－ 3243）の存在または不在下で明示した BCR－ ABL変異体を含有す
る 0.5μｇの pSRα MSVTkneoを用いてトランスフェクトした。トランスフェクションは 60mm
の皿を用いて２通りずつ行い、細胞は 48時間後に採取した。 250mMトリス塩酸（ pH7.8） 10
0μｌ中で凍結融解して細胞を溶解した後、遠心して細胞の破片を取り除き、上清を 62℃
で加熱して内在性のアシルトランスフェラーゼを変性させた。さらに遠心した後、上清を
50μｌずつ取り、 0.1μ Ciの 1 4 Cクロラムフェニコール（ NEN）及び 250mMトリス塩酸中に 0.
34mMアセチル CoAを含む液で最終反応容量を 140μｌとして 45分間インキュベートし、 CAT
活性を測定した。反応は 500μｌの酢酸エチル抽出によって終わらせ、真空下で蒸発させ
、残存したペレットを再溶解し、シリカゲルプレートで薄層クロマトグラフィーをおこな
った。溶剤としては、５％メタノール /95％クロロホルム（ v/v）を用いた。 AMBISベータ
スキャナーで定量した。
9.1.2.
第 8.1.1節に記載したトランスフォーメーションアッセイ以外の技法については、上記の
第 6.1節に記載したとおりである。
9.2.
GRB－２の BCR－ ABLとの結合が発癌性の形質転換を可能とする作用機作は、 Sos－１グアニ
ンヌクレオチド交換因子を経由して rasを直接的に刺激することによるものである。 BCR－
ABLと GRB－２との相互作用が、 ras経路に直接的に作用するか否かを調べるため、転写活
性化アッセイを行った。発癌性の rasは ras反応性エレメント（例えば、 ets－１及び AP－ 1
 DNAモチーフ ;Hauserら ,19993, ，印刷中）からの転写率を増加さ
せる。さらに、プロテインチロシンキナーゼおよびセリン／トレオニンキナーゼを含む広
範な機能を有するガン遺伝子は、 ras反応性エレメント、例えば ets/AP－１モチーフを有
するプロモーターからの転写を活性化しうる（ Schweighofferら ,1992, :825－
827）。各種のガン遺伝子の ets/AP－１含有プロモーターからの転写活性化能と細胞形質
転換能との間には相関関係がある（ Wasylykら ,1988, 　 2475－ 2483）。上述のと
おり、トランス活性化アッセイは、ガン遺伝子機能の分析のための細胞増殖及び腫瘍原性
研究を補完するものである。
BCR－ ABLの野生型と変異型について、 ets/AP－１からの転写活性化能を比較した。 CATレ
ポーターはβ－グロビンプロモーターの制御下にあり、４個の縦列の ras反応性エレメン
トを有している（ pB4X－ CAT）。発癌性の rasはこのエレメントからの転写率を 15倍増加さ
せることが示されている（ Schweighoffer, :825－ 827）。図１に示すとおり、
野生型 BCR－ ABLで誘導した活性化は、 ras（ 17N）、これは最も強力な阻害性の変異体で、
ras機能を中和することが示されているものであるが（ Feigら ,1988, ， :
3235－ 3243;Thomasら ,1992, ， :1031－ 1040;Woodら ,1992, ， :1041－ 1050）こ
の ras（ 17N）のコトランスフェクションによって消失する。このことは、 BCR－ ABLによっ
て誘導された転写活性が rasによって媒介されることを示している。 BCR－ ABL変異体の P18
5（ Y177F）及び P185（Δ 176－ 425）は GRB－２結合を欠いているが、それらの変異体はこ
のプロモーターからの転写トランス活性化にほとんど影響を及ぼさないことは意義深いこ
とである。これらの BCR－ ABL変異体で示された低いレベルのトランス活性化は、これらの
変異体が野生型 P185 BCR－ ABLに比し低い形質転換能を有することと相関している（上記
の表１参照）。
さらに、野生型 BCR－ ABL含有レトロウイルスを Rat1の繊維芽細胞に感染させると ras－ GTP
画分が増加する。すなわち、 Rat1細胞に P185 BCR－ ABL野生型のヘルパーフリーレトロウ
イルス又はベクター（対照）を感染させた。感染の２日後に、リン酸塩不含の培地で 3 2 P
－オルトリン酸（ 0.5mCi/ml）で 16時間、細胞をラベルした。細胞を溶解させ、抗 rasモノ
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クローナル抗体で ras－免疫沈降させた。 rasに結合したグアニンヌクレオチドは、解離さ
せた後、 0.75M KH2 PO4（ pH3.5）中の PEI－セルロースプレートで薄層クロマトグラフィー
により分離した。 rasに結合した GDP及び GTP量の AMBISベータスキャナーによる定量では中
程度だが再現性のある増加を示した。
10.実施例：
次の例は、 BCR/ABLと GRB2が関与するシグナル伝達経路が分断されると、形質転換によっ
て生じた表現型が復帰され得ることを示している。シグナル伝達能のない GRB2変異体の発
現が増大すると、 Rat1細胞の BCR/ABLで誘導された増殖が復帰する。また、シグナル伝達
経路の分断によって、慢性骨髄性白血病患者から得られた BCR/ABLを発現する細胞（ K562
細胞）及び PDGFレセプター依存性の形質転換細胞の増殖も阻害される。
10.1.
GRB2遺伝子の変異体は、Ｎ、末端又はＣ末端のどちらかから SH3ドメインを欠失すること
によって構築された。 GRB2の完全長型及び末端切断型は、改変 pCGNプラスミドベクター（
Tanakaら， ， :375－ 386,1990）の BamH I部に Pendergastら、 ， :175－ 183,19
93記載の方法で挿入した。このベクターにはヒグロマイシン抵抗性遺伝子を SV40複製起点
の上流に挿入してある。トランスフェクトされら構築物からの内在性の GRB2タンパク質を
区別するため、インフルエンザウイルスのヘマグルチニンエピトープをコードする配列（
Pati,U.K., ， :285－ 288,1992）を変異体タンパク質のＮ末端に同じ読み枠で融合
させてある。これと同じ抗原性標識を野生型 GRB2遺伝子にも融合させた。
BCR/ABLで形質転換された Rat1繊維芽細胞は上記実施例 8.1.1に記載の方法で確立した。 GR
B2構築物は Rat1－ BCR/ABL細胞系及びラットグリオーム細胞系 C6（ ATCC CCL 107）に標準
的なリン酸カルシウムトランスフェクション法（ Molecular Cloning Techniques,Laborat
ory Manual,2nd Ed.,Sambrookら編 ,Cold Spring Harbor Laboratory Press,及び Muller）
を用いてトランスフェクトした。トランスフェクト後、 Rat1細胞を 24時間培養し、 G418薬
剤＋ヒグロマイシン（ Sigma）に７－９日間さらした。２種の薬剤によって選択された細
胞群を軟寒天にまき、内在性 BCR/ABL,GRB2,トランスフェクトされた GRB2のレベルをウエ
スタンブロットで測定した。相異なる GRB2構築物を発現している個々のクローン由来の細
胞系も確立した。トランスフェクトされた C6細胞の場合には、 Muller（上述参照）の方法
に従ってヒゴロマイシン含有培地で 10日間培養することにより、細胞を選択した。薬剤に
よる選択の後、細胞を 0.5％ FCSと PDGF（ 1ng/ml）を含有する軟寒天培地にまいた。 10日目
に 0.4mmより大きいコロニー数を数えた。
GRB2構築物の発現は、 Pendergastら， ． :175－ 185,1993の方法に従って免疫沈降反
応で調べた。簡単に記せば、 BCR/ABL－ GRB2を発現している Rat1細胞を溶解させ、抗 ABL p
Ex4抗体で免疫沈降反応させ、免疫沈降物を in vitroオートキナーゼアッセイにかけた（ P
endergastら，上述参照）。サンプルは、 SDS－ PAGEゲルで分析し、オートラジオグラフィ
ーで目視可能なものとした。２つの目の実験においては、細胞を 10mMトリス塩酸（ pH7.4
）、１％ SDS、 1mM PMSF中で溶解し、各サンプルからの 15μｇのタンパク質を SDS－ PAGE（
15％）を用いて分離した。得られたタンパク質は、電気泳動でニトロセルロースフィルタ
ーに移し、抗 GRB2マウスモノクローナル抗体（ Trandsduction Laboratories）で免疫ブロ
ットした後、セイヨウワサビペルオキシダーゼに結合させたヤギ抗マウスモノクローナル
抗体（ Bio Rad）とインキュベートした。タンパク質は Enhanced Chemiluminescence検出
システム（ Amersham）で目視可能とした。
軟寒天アッセイは既述の方法（ Lugoら， ., :1263－ 1270）に従って行った
。薬剤によって選択された細胞群は、それぞれの細胞型のクローニング効率によって 103

～５× 104個 /6cm2皿の範囲の密度でプレートした。サンプルは 20％ウシ胎児血清を含有す
る培地に２通りずつまいた。肉眼で見えるコロニー（ 0.4mmより大）を 14日後に数えた。
データはトランスフェクトされ、薬剤で選択された細胞群について行った３ないし５回の
独立した実験でのコロニー数の平均を示している。 Rat1－ BCR/ABLの増殖に関するデータ
は、適当な構築物でトランスフェクトした３つの独立した Rat1－ BCR/ABLのクローンから
の細胞系についてそれぞれ２～３回の別の実験を繰り返して得たものである。上記のとお
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り、このデータは７つの独立した実験で観察されたコロニー数の平均を示している。
K562（ ATCC CRL 243）細胞は標準的なエレクトロポレーション法を用いて、 GRB2構築物で
トランスフェクトした。トランスフェクトした後、 18～ 24時間培養し、ヒグロマイシン（
500μ g/ml）に２日間さらした。薬剤による選択後、生細胞数はトリパンブルー染色され
ない細胞数を数えることによって決定した。軟寒天に同数の生細胞をまいた。
10.2.
10.2.1.
Rat1－ BCR/ABL細胞での GRB2 N末端変異タンパク質の発現は、正常な表現型への復帰をひ
きおこす。 GRB2 N末端変異体を発現する細胞群は液体培養で単層をなし、集密状態に達す
ると接触阻害を示した。 GRB2 N末端変異体を発現する Rat1－ BCR/ABL細胞は、空のベクタ
ーを発現している細胞と比較すると、軟寒天中にコロニーを形成する能力がはるかに低い
ことは重要である（表２参照）。 GRB2C末端変異体を発現する細胞は液体培養で単層をな
すが、集密状態になっても休止しなかった。 GRB2 C末端変異体を発現する Rat1－ BCR/ABL
繊維芽細胞の軟寒天中での増殖は、 GRB2 N末端変異体で見られた程ではないが抑制された
。Ｎ末端変異体及びＣ末端変異体を発現する細胞群には変異型タンパク質と野生型 GRB2タ
ンパク質の類似した比が示されているので、Ｎ末端変異体が BCR/ABLによって誘導される
形質転換をより強く抑制することは単に２種の変異体のレベルの差によるものではないで
あろう。詳細には、 p210 BCR－ ABLのみ、あるいはさらに野生型 GRB2又は末端切断型 GRB2
を共に発現している Rat1細胞を溶解し、抗 ABL抗体と免疫沈降反応をさせた。沈降反応生
成物を in vitroオートキナーゼアッセイし、サンプルは SDS－ PAGE（８％ゲル）で分析し
た。対照に比し GRB－２発現の増大している細胞においても ABLキナーゼ活性に変化は認め
られなかった。さらに p210 BCR－ ABLのみ、あるいはさらに野生型 GRB2又は末端切断型 GRB
－２を共に発現している Rat1細胞を溶解させ、１つのクローンの細胞溶解物から得たタン
パク質を電気泳動でニトロセルロースフィルターに移し、抗 GRB－２モノクローナル抗体
を用いて免疫ブロットした。 GTB－２形質転換体はすべてほぼ同程度の GRB2タンパク質を
発現した。これらの相異はむしろ２つの SH3ドメインが SOSと異なる親和性で結合するか、
あるいは異なる基質と結合することを示しているのかもしれない。このように GRB－２の S
H3欠失変異タンパク質は、細胞中で内在性の野生型 GRB2と等モル量又はより多量に存在す
る場合、 BCR/ABLによって誘導される形質転換の主たる負の阻害剤となる。
N'末端又は C'末端 GRB2変異体と対照的に、 Rat1－ BCR/ABL繊維芽細胞中で野生型 GRB2の発
現が増大した場合は、形質転換された表現型をより目立たせると考えられる。トランスフ
ェクトされた野生型 GRB2構築物を発現している、薬剤によって選択された細胞群は、空の
ベクターでトランスフェクトされた細胞と比較すると軟寒天中のコロニー数が常に 25～ 30
％多かった（表２）。これらのデータは、 Rat1繊維芽細胞の BCR/ABLによって誘導される
形質転換において GRB2タンパク質が制限エフェクターである可能性を示唆している。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
10.2.2.
GRB2の SH3部分の変異体はヒト白血病細胞の増殖も阻害する。 GRB2構築物を K562細胞に導
入した。 K562細胞は、 p210 BCR/ABLを発現している細胞で芽球発症の慢性骨髄性白血病患
者から確立した系である。トランスフェクション及び 48時間薬剤選択を行った後、内在性
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の BCR/ABL,GRB2及びトランスフェクトされた GRB2のレベルをウエスタンブロット法で求め
た。同時に生細胞を軟寒天にまいた。 GRB2 N末端変異体タンパク質を発現している K562細
胞の培養では、空のものをトランスフェクトした対照に比べ、軟寒天中のコロニー数が 1/
10であった（表２）。 Rat1－ BCR/ABL繊維芽細胞で認められたと同様に、 GRB2 C末端変異
体も K562のコロニー形成を阻害したが、その程度はＮ末端変異体より低かった。これらの
データは、 GRB2によって媒介されるシグナル伝達が、 BCR/ABLによって引き起こされるヒ
トの悪性腫瘍発生において重要不可欠な要素であることを示唆している。
10.2.3.
GRB2構築物をラット C6グリオーム細胞にも導入した。 C6グリオーム細胞の形質転換された
増殖性の表現型は PDGF受容体活性依存性である（ Zhangら， 　 397
－ 401,1992）。 PDGF受容体が GRB2と相互作用することは知られている（ Lowensteinら ,199
2, 　 :431－ 442）。表２に示すとおり、シグナル伝達能のない GRB2変異体の発現は
コロニー形成を顕著に阻害する。このデータは、 GRB2シグナル伝達の阻害は、受容体チロ
シンキナーゼ活性化に依存する形質転換細胞の増殖を阻害するために使用しうることを示
している。
11.実施例：
本実施例は、シグナル伝達能のない GRB2を発現している細胞は、もはや動物に腫瘍を形成
しえないことを示しており、 BCR/ABLシグナル伝達経路の分断によって動物のがんを治療
しうることを示唆している。
11.1.
GRB2（野生型及び変異体）及び BCR/ABLを発現している Rat1細胞は上記第 10.1節に記載の
方法で調製した。ヌードマウス（１群４匹）の左側腹部の皮下に、野生型 GRB2、Ｎ末端切
断 GRB2、Ｃ末端切断 GRB2のいずれかと p210 BCR/ABLを共に発現している Rat1細胞を注射し
た。 p210 BCR/ABLのみを発現している細胞（ 100μｌ中２× 106細胞）は各マウスの右後肢
に皮下注射し、その個体における対照とした。マウスは移植３週間後に屠殺し、腫瘍の大
きさを測定した。
11.2.
表３に示した結果は、シグナル伝達能のない GRB2タンパク質の発現によって in vivoの腫
瘍細胞の増殖が減少することを明瞭に示している。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
12.実施例：
本実施例は、ここに記載したシグナル伝達能のない GRB2分子はその形質転換阻害活性に比
例して BCR/ABLによって誘導される ras活性化を阻害することを示しており、 GRB2と下流の
シグナル伝達要素（ ras活性化へ導く）との相互作用が分断されることを示唆している。
12.1.
ras反応性エレメント（ ets/AP－１）プロモーターからの発現の転写活性化は上記第 9.1節
記載の方法で行った。 Rat1細胞の形質転換、軟寒天アッセイ、免疫ブロッティング実験は
上記第 10.1節記載の方法で行った。
12.2.
GRB2変異体の増殖阻害効果が、 ras活性化を阻害するためであるか否かを調べるため、野
生型又は変異型 GRB2を過剰に発現している Rat1－ BCR/ABL細胞の溶解物を調製し、 ras活性
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化能を調べた。 ras依存性転写活性化アッセイを用いることにより、Ｎ末端変異 GRB2を発
現している Rat1－ BCR/ABL細胞の溶解物は、空のベクターをトランスフェクトをした対照
と比較して 1/10～ 1/15の低い ras活性化能を示した（図２）。Ｃ末端変異 GRB2を発現して
いる細胞の溶解物もＮ末端変異体で見られた程ではないが ras活性化能の低下を示した。
このＮ末端変異体とＣ末端変異体の阻害効果の差はそれぞれの持つ BCR/ABL形質転換表現
型を復帰させる能力と整合するものであった。
もし GRB2変異体タンパク質がシグナル伝達経路の rasより前の中間段階をブロックするの
であれば、 ras活性化を回避する遺伝子による形質転換は影響を受けないはずである。こ
の仮説を検証するために、 GRB2構築物を、活性型 rafで形質転換した Rat1細胞にトランス
フェクトさせた。 rafはセリンキナーゼであり、同じシグナル伝達経路で rasの下流で、マ
イトジェン作用を示す（ Kolchら， ． :426,1991）。ヒグロマイシンで選択した
後、細胞群を寒天にまいた。Ｎ末端又はＣ末端 GRB2変異体を発現している Rat1/v－ raf細
胞は軟寒天中で空のベクターでトランスフェクトした対照の細胞と同数のコロニーを形成
した（表４）。さらに、 SH3変異体を野生型 GRB2の２倍以上発現している細胞系は、軟寒
天中でのそれ自体の増殖能を阻害しなかった。これらのデータは、 GRB2変異タンパク質が
、 BCR/ABLのマイトジェンシグナルを rafの上流のシグナル伝達経路を切断することにより
阻害することを示唆している。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
13.実施例：
下記の実施例において、 GRB2の SH3変異体タンパク質は、 BCR/ABLで誘導される造血系細胞
の発がん性表現型を復帰させる能力があるのみならず、 K562細胞の赤血球系への分化をひ
きおこす能力があることを示している。
13.1.

：軟寒天アッセイは上記の第 8.1.1節記載の方法で行った。各細胞型の
クローニング効率によって 103～５× 104個 /6cm2皿の範囲の密度で同数の生細胞を軟寒天
中にまいた。サンプルは 20％ウシ胎児血清を含有する培地に２通りずつプレートした。 14
日後に肉眼で見えるコロニー（＞ 0.4mm）の数を数えた。コロニー数は細胞数が計 104とな
るように調整した。

:ras反応性エレメント（ ets/AP－１）プロモーターからの発現の転写
活性化は既述の方法（ Pendergastら ,1993）に従って行った。簡単に記せば、正常 Rat1細
胞及び GRB2タンパク質を発現している形質転換 Rat1/BCR－ ABL細胞とを１μｇの pB4x－ CAT
レポータープラスミドでトランスフェクトし、トランスフェクションの 48時間後に細胞を
採取し、 CAT活性を第 9.1.1節記載の方法で測定した。

in vitroの結合アッセイ、 in vitroの〔γ 3 2 P〕 ATPラベル及び免疫ブロッティングの方法
は本質的には上記の第 6.1.6節及び第 6.1.7節記載のとおりに行った。

：トランスフェクトされた K562細胞群に存在するヘモグロ
ビン量は本質的には Feinsteinら ,1992, 　 1853－ 1857に記載の方法で定量した
。簡単に記せば、各細胞群から溶解物を調製し、総タンパク量を Bradfordアッセイ法で求
めた。各サンプルについて、 20μｇの総細胞性タンパク質を 90％酢酸中に１％ベンジジン
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を含む溶液及び新たに調製した過酸化水素と混合した。室温で 20分間インキュベートした
後、 10％酢酸溶液を加え、 515nmの吸光度を測定した。比較対照としてヒトのヘモグロビ
ンを用いた。

:Rat1/BCR－ ABL繊維芽細胞の腫瘍形成性について本質的には、既述の方
法（ Lugoら ,1989, 　 1263－ 1270）に従って評価した。簡単に記せば、野
生型又は変異 GRB2構築物でトランスフェクトした Rat1/BCR－ ABL繊維芽細胞群から２× 106

個の細胞を取り、ヌードマウスの左後側腹部に接種した。その個体での対照として空のベ
クターでトランスフェクトした Rat1/BCR－ ABL細胞を各マウスの右後側腹部に接種した。
各 Rat1/BCY－ ABL細胞群あたり４匹のマウスを用いた。接種３週間後、マウスを屠殺し、
左右の側腹部の腫瘍の大きさを比較し、湿重量（グラム）で記録した。
13.2.
下記の実験で、 GRB2の SH3変異体タンパク質が造血系細胞において BCR/ABLによって誘導さ
れる発癌性表現型を復帰しうるか否かを評価した。 GRB2構築物を Ph1陽性の K562細胞に導
入した。トランスフェクション及びヒグロマイシン存在下で 48時間培養後、免疫ブロット
法で内在性及びトランスフェクトされた GRB2タンパク質を定量した。同時に細胞を液体培
地から採取し、生細胞を同数ずつ軟寒天中にまいた。各実験においてトランスフェクトさ
れた GRB2変異体のレベルは内在性の GRB2より少なくとも５倍は多かった。 GRB2 N末端切断
変異体を発現している K562細胞をまいた培養では空のベクターでトランスフェクトした対
照に比べ 1/10のコロニー数を示した（上記表２）。 Rat1/BCR－ ABL繊維芽細胞で見られた
のと同様に、 GRB2 C末端切断変異体も、Ｎ末端変異体より程度は低いものの K562のコロニ
ー形成を阻害した（上記表２）。これらのデータは、 GRB2によって媒介される BCR－ ABL誘
導 ras活性化は BCR－ ABLが誘導するヒトの悪性腫瘍発生に重要不可欠な要素であることを
強く示唆する。
K562細胞系は高レベルの野生型 GRB2タンパク質を安定に発現しており、培地中で維持され
うるとはいえ、Ｎ末端切断又はＣ末端切断 GRB2タンパク質を発現する１つのクローンから
由来する細胞系を確立することは不可能であった。 K562細胞は分化能とヘモグロビン合成
能を保持している（ Anderson,L.Cら ,1979, 　 :143－ 147;Rowley,P.T.ら ,19
81, ． 32－ 37;Feinstein,E.ら ,1992, 　 1853－ 1857）。以前の研
究によれば、チロシンキナーゼ活性阻害剤は K562細胞を赤血球系へ分化させうることを示
していた（ Fukazawa,H.ら ,1991, ., :1661－ 1671;Anafi,M.ら ,1993,
　 :3524－ 3529）。
GRB2変異体の発現が同様の分化過程をおこすか否かを調べるため、軟寒天アッセイに用い
たトランスフェクトされた K562細胞の一部を取って溶解させ、ヘモグロビンタンパク量を
各細胞群毎に定量した。Ｎ末端切断又はＣ末端切断変異体を発現している細胞ではヘモグ
ロビンタンパク量の劇的な増加が認められた。これに対し、野生型 GRB2タンパク質を高レ
ベルで発現している K562細胞では、空のベクターでトランスフェクトした対照と比較して
ヘモグロビンの増加は認められなかった。このように、ここで用いられた GRB2変異体は BC
R/ABL形質転換表現型を復帰させるのみならず、 K562細胞を赤血球系へ分化させる能力も
持っている。これらのデータは、 BCR－ ABLが、部分的に通常の分化を ras依存的にブロッ
クすることにより、造血系細胞を形質転換しうることを示唆している。
13.

ここに提示する実施例では、試験物質が、結合相手である複合体との相互作用を阻害する
ポテンシャルを検定する手段を記載する。こうした結合相手は、たとえば、アダプタータ
ンパク質と、こうしたアダプタータンパク質に結合する分子、たとえば、活性化されたチ
ロシンキナーゼ分子、ならびに他のタンパク質、たとえば SHCタンパク質を含むものとす
ることができる。この実施例で特定する化合物は、細胞の成長制御をモジュレートしうる
可能性があり、腫瘍形成ならびに細胞増殖性疾患を調節しうる可能性がある。
ここに記載する特定のアッセイでは、リン酸化したチロシンキナーゼタンパク質と結合し
うるアダプター－ GST融合タンパク質を、リン酸化したチロシンキナーゼタンパク質を固
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相に固定化しておいたものとともに、試験物質の存在下でインキュベートする。試験物質
が、アダプタータンパク質－ GST融合タンパク質と、チロシンキナーゼ分子との相互作用
を阻害しうる場合には、固定化したチロシンキナーゼ分子に結合するアダプター－ GST融
合タンパク質の量が、試験物質が存在しない場合にチロシンキナーゼ分子に結合するアダ
プター－ GST融合タンパク質の量と比べて、検出が可能な程度に減少する。
こうした例を、 GRB－２と EGF－Ｒとの相互作用を阻害する物質のスクリーニングに関して
詳しく例示する。しかし、これと同一の原理を、任意のチロシンキナーゼタンパク質ある
いはチロシンキナーゼのチロシンリン酸化基質（たとえば、 SHC、ホスファターゼ 1D）と
、このものと相互作用しうるアダプタータンパク質との相互作用を阻害する物質を検出す
る際にも適用することができる。
アダプター－ GST融合タンパク質：
ここで使用するアダプター－ GST（グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ）融合タンパ
ク質は、 GRB－ 2/pGEX構築物で形質転換した大腸菌での発現によって産生した GRB－２－ GS
T融合タンパク質とした。こうした融合タンパク質の GRB－２部分は、 GRB－２タンパク質
の SH2ドメインのみから構成されるものとした。形質転換細胞は、アンピシリンを加えた
ルリアブロス（ LB）中で生育させる。 600nmでの OD（光学濃度）が 0.3に達した後、細胞を
イソプロピルβ－Ｄ－チオガラクトピラノシド（ IPTG）で６時間にわたって誘導して、誘
導タンパク質を発現させる。
６時間の発言期間の後、細胞を沈殿させ、４℃にて 10分間にわたって 10,000×ｇでペレッ
ト化し、洗浄し、リン酸緩衝生理食塩水（ PBS）中に再度懸濁させた。次に、細胞を、超
音波処理（６ストローク、５秒／ストローク）によって破壊した。不溶性の物質を、４℃
にて 10分間にわたって 10,000×ｇで遠心分離することによって取り除き、得られた上清を
、グルタチオン－セファロースカラムに通した。結合した GRB－２－ GST融合タンパク質を
、 5mMの還元グルタチオンでカラムから溶出させ、 PBSに対して透析した。
固定化したチロシンキナーゼ分子：
ここで使用するチロシンキナーゼ分子は、上皮増殖因子受容体チロシンキナーゼ（ EGF－
Ｒ）である。 EGF－Ｒは、 EGF－Ｒを過度に発現している細胞、たとえば A431（ ATCC　 CRL
　 1551）細胞系から単離する。細胞を、 HNTG緩衝液（ 20mMヘペス /HCl、 pH7.4;150mMNaCl;
1.0％トリトンＸ－ 100;5％グリセロール ;1mMフェニルメチルスルホニルフルオリド（ PMSF
）、 1mg/Lアプロトニン、 1mg/Lロイペプチン ;10mg/Lベンズアミジン）中で溶解する。
EGF－Ｒタンパク質を、以下に説明するようにしてマイクロタイタープレートに固定する
ことによって、細胞溶解産物から単離する。その後、 EGF－Ｒを以下に説明するようにし
て in vitroでリン酸化する。
EGF－Ｒ分子のマイクロタイタープレートへの固定化を行う。マイクロタイタープレート
の調製にあたっては、まず、プレートのウェルを、４℃にて一晩、 EGFRの細胞外ドメイン
に対して誘導された抗 EGF－Ｒモノクローナル抗体（ UBI、＃ 05－ 101）（ PBS中の濃度：最
終容量 150μ l/ウェルで、 0.5μ g/ウェル）でコーティングする。
一晩のコーティングの後、マイクロタイタープレートのウェルからコーティング用溶液を
取り除き、かわりに、ブロッキング用緩衝液（ドライミルク５％の PBS溶液）を加えて室
温で 30分間おき、その後ブロッキング用緩衝液を取り除き、ウェルを TBST緩衝液（ 150mMN
aCl;50mMトリス－ HCl、 pH7.2;0.1％トリトンＸ－ 100）で４回洗浄する。
EGF－Ｒ発現細胞の細胞溶解産物を、各ウェルに、 150μｌの PBSへの溶液として加え、室
温で振とうしながら 30分間インキュベートする。結合しなかった EGF－Ｒを、ウェルを TBS
T緩衝液で５回洗浄することによって取り除く。ウェル１つあたり、約 50－ 100ngの EGF－
Ｒタンパク質が結合する。
内在性ホスファターゼ活性が高い、 EGF－Ｒを過度に発現する細胞系、たとえば A431株化
細胞を使用することが重要である。これは、細胞溶解及び固定化抗体とのインキュベーシ
ョンの間に、ホスファターゼによってリン酸基が EGF－Ｒ分子から除去され、内在性のア
ダプタータンパク質、たとえば GRBタンパク質が EGFRと結合し、場合によって人為的な結
果が生じることが防止されるからである。また、使用する細胞系が容易に飢餓化しうるも
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のである場合には、細胞溶解を行う前に、細胞を飢餓化しておくこともできる。
自己リン酸化 EGF－Ｒの作成：
以下に記載する in vitroのキナーゼ反応によって、自己リン酸化された EGF－Ｒが得られ
た。キナーゼ反応は、 15μｌの ATP/Mn2 +ミックス（ 50mMの MnCl2、最終濃度 10μ M ATP、総
容量 150μｌ）を加えることによって開始した。プレートは、室温にて５分間、振盪しつ
つインキュベートし、上清を吸引し、次に、プレートを TBSTで５回洗浄した。
アッセイの手順：
30ngの GRB－２－ GST融合タンパク質（すなわち、 EGF－ R:GRB－２タンパク質の比で 1:1）
、あるいは 5ngの GRB－２－ GST融合タンパク質（すなわち、 EGF－ R:GRB－２タンパク質の
比で 4:1）を、リン酸化した EGF－Ｒでコーティングしたマイクロタイタープレートのウェ
ルに、インキュベーション用緩衝液（ 0.1Mのリン酸カリウム緩衝液、 pH6.5）中で、室温
にて 30分にわたって、ジメチルスルホキシド（ DMSO）に溶解した試験物質の存在下で加え
る。対照のウェルは、試験物質を用いずに、 GRB－２－ GST融合タンパク質とともにインキ
ュベートする。
インキュベーションの後、ウェルを TBSTで十分に洗浄する。次に、固定化 EGF－Ｒと結合
した GRB－２－ GST融合タンパク質の量を、好ましくは融合タンパク質の GST部分に対する
精製ウサギ抗血清（ AMRAD,オーストラリア、ニュービクトリア、カタログ番号 00001605）
を用いて測定する。インキュベーションは、室温にて 30分間行う。インキュベーションの
後、抗体を除去し、ウェルを TBSTで十分に洗浄する。次に、結果が目に見えるようにする
ために、ウェルを、 TAGOヤギ抗ウサギペルオキシダーゼ抗体とともに、室温にて 30分間イ
ンキュベートする。インキュベーションの後、抗体を除去し、ウェルを水道水、次に TBST
で洗浄する。基質溶液である ABTS（ 2,2'－アジノビス（３－エチルベンズチアゾリンスル
ホン酸）） /H2 O2（ 10mlの ABSTに対して 1.2μｌの H2 O2）をウェルに加え、室温にて 20分間
インキュベートする。 5NH2 SO4を加えることによって反応を停止する。 410nmでの ODを各ウ
ェルについて測定する。この方法を用いると、 GRB－２－ GSTがバックグラウンドに対して
2ngという少量であっても、検出を行うことが可能である。
また、試験物質と GRB－２－ GST融合タンパク質を EGF－Ｒのウェルでインキュベートして
から、ビオチニル化したモノクローナル抗体、たとえば EL－６あるいは EL－ 12を使用して
、融合タンパク質の結合を検定することもできる。こうした抗体によって認識されるエピ
トープは、 GRB－２の SH2ドメインに位置しているものの、 GRB－２のリン酸化 EGFRとの結
合を妨害しない。次に、これらの抗体の結合を、ストレプトアビジン－ビオチニル化した
ホースラディッシュペルオキシダーゼ反応物質を使用して測定する。
さらにまた、試験物質と GRB－２－ GST融合タンパク質の EGF－Ｒのウェルでインキュベー
トしてから、融合タンパク質の固定化 EGFRとの結合についての検定を、インキュベーショ
ン用緩衝液中で 1mM 1－クロロ－ 2,4－ジニトロベンゼン（ CDNB）及び 1.54mg/mlの還元グ
ルタチオンとともにインキュベートすることによって行うこともできる。次に、 ODを 340n
mで測定する。この反応は、 ODが 1.0となるまで線形であり、競合性の GST阻害物質を用い
て、マナービックおよびダニエルソン（ Mannervik,B.and Danielson,U.H.,1988,CRC Crit
ical Reviews in Biochemistry 23:238）に記載されたようににして停止することができ
る。
本明細書に記載した本発明に、本発明の精神及び範囲から逸脱することなく数多くの改変
や変更を加えうることは、明らかである。以上で説明した特定の実施態様は、例として挙
げただけであって、本発明は、添付した請求の範囲の用語によってのみ限定されるもので
ある。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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