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(57)【要約】
本発明は、癌の診断分野に関し、病理学および血液学に
おける診断技術の適用に関するものである。具体的には
、本発明は、染色体異常の検出、および腫瘍細胞によっ
てのみ発現される腫瘍特異的遺伝子産物の検出のための
フローサイトメトリ技術の改良、およびそれらに関する
キットに関連する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍特異的融合タンパク質を検出するための方法であって、
　Ａ）融合タンパク質分析工程であって、少なくとも１つの腫瘍特異的融合タンパク質を
含むことが予想される細胞ライセートを、少なくとも、ビーズ結合捕捉プローブと、融合
タンパク質の少なくとも１つに対する蛍光標識化検出プローブとに接触させ、それぞれの
プローブは、前記融合タンパク質の融合領域の反対側に位置する結合部位を認識して、前
記融合タンパク質への前記プローブの結合をフローサイトメトリにより測定することが可
能である、融合タンパク質分析工程、
　Ｂ）少なくとも、ビーズ結合捕捉プローブと、細胞内に存在することが知られているハ
ウスホールドタンパク質に対する蛍光標識化検出プローブとに、細胞ライセートを接触さ
せることを含み、各プローブは、前記ハウスホールドタンパク質の異なる結合部位を認識
して、融合タンパク質の存在について分析されたライセート中における無傷のタンパク質
の量を測定するために、前記ハウスホールドタンパク質への前記プローブの結合をフロー
サイトメトリによって測定することが可能である、定性管理分析を前記ライセートについ
て実施する工程、ならびに
　Ｃ）融合タンパク質分析工程（Ａ）において使用された蛍光標識化した融合タンパク質
検出プローブを、少なくとも第１セットの定量ビーズと接触させることを含み、ビーズに
は、蛍光標識化した融合タンパク質検出プローブのための既知量の結合部位が設けられ、
フローサイトメトリによって、前記既知量の結合部位と関連付けられる蛍光シグナルを測
定することを含む定量管理工程、
を含む腫瘍特異的融合タンパク質を検出するための方法。
【請求項２】
　融合タンパク質分析（Ａ）および管理分析（Ｂ）、および／または（Ｃ）の工程が、フ
ローサイトメトリによる検出の間に区別することができるビーズを用いてシングルチュー
ブで同時に実行される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ビーズ結合捕捉プローブ、および定性管理分析工程（Ｂ）において使用されるハウスホ
ールドタンパク質に対する蛍光標識化検出プローブは、前記ハウスホールドタンパク質の
Ｎ末端およびＣ末端の結合部位をそれぞれ認識すること、または前記ハウスホールドタン
パク質のＣ末端およびＮ末端の結合部位をそれぞれ認識することができる、請求項１また
は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ハウスホールドタンパク質が、ＡＢＬ、β２Ｍ、ＭＧＵＳ、ＧＡＰＤＨ、およびβ
アクチンのようなアクチンからなる群から選択される、請求項１～３のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項５】
　前記定量管理分析（Ｃ）が、標準曲線のプロットをするために、少なくとも、第１既知
量の結合部位を含む第１セットの定量ビーズと、前記第２既知量の結合部位を含む第２セ
ットの定量ビーズとを使用することを含む、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　細胞を含むサンプル中の融合タンパク質を検出するための方法であって、前記細胞ライ
セートを調製すること、および、少なくとも、融合タンパク質の少なくとも１つに対する
蛍光標識化検出プローブと、ビーズ結合捕捉プローブとを前記ライセートに接触させるこ
とを含み、それぞれのプローブは、前記融合タンパク質の融合領域の反対側の部位に位置
する結合部位を認識することができ、かつフローサイトメトリにより前記融合タンパク質
への前記プローブの結合を測定することができ、ここで前記細胞ライセートの調製は、エ
ンドヌクレアーゼを含む溶解緩衝液と、細胞とを接触させることを含む、方法。
【請求項７】
　前記エンドヌクレアーゼは、セラチアマルセセンス（Serratia marcessens）に由来す
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る非特異的なエンドヌクレアーゼである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　細胞質の融合タンパク質、および核の融合タンパク質の検出を含む、請求項６または７
に記載の方法。
【請求項９】
　細胞を含むサンプル中の融合タンパク質を検出するための方法であって、前記細胞ライ
セートを調製する工程、および、少なくとも、融合タンパク質の少なくとも１つに対する
蛍光標識化検出プローブと、ビーズ結合捕捉プローブとを前記ライセートに接触させる工
程を含み、それぞれのプローブは、前記融合タンパク質の融合領域の反対側の部位に位置
する結合部位を認識し、フローサイトメトリにより前記融合タンパク質への前記プローブ
の結合を測定することができ、前記細胞ライセートの調製は、プロテアーゼ阻害剤の１つ
以上を含む溶解緩衝液中で前処理された細胞の溶解に続いて、細胞透過性のプロテアーゼ
阻害剤の少なくとも１つによる無傷の細胞の処理を含む、方法。
【請求項１０】
　無傷の細胞が、不可逆的なセリンプロテアーゼ阻害剤の少なくとも１つとインキュベー
トされる、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　無傷の細胞が、フェニルメチルスルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）、および４－（２－
アミノエチル）ベンゼンスルホニルフルオライド　ハイドロクロライド（ＡＥＢＳＦ　Ｈ
ＣＩ）の少なくとも１つ、またはそれらの組合せとインキュベートされる、請求項１０に
記載の方法。
【請求項１２】
　融合タンパク質分析工程（Ａ）は、タンパク質分析（Ａ）において使用されるプローブ
に結合する腫瘍特異的融合タンパク質に競合することができる少なくとも１つの天然タン
パク質を含むライセートを枯渇させることにより開始され、前記枯渇は、前記ライセート
と、天然タンパク質に反応するビーズ結合した結合分子の少なくとも１つとを接触させる
ことを含み、ここで前記天然タンパク質の断片は、検出される腫瘍特異的タンパク質の一
部であり、前記結合分子は、天然タンパク質に反応するが、融合タンパク質に反応しない
、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　異なる腫瘍特異的融合タンパク質を少なくとも２つ検出することを含み、ビーズ結合捕
捉プローブと、蛍光標識化検出プローブとの特定の組合せを、融合タンパク質のそれぞれ
に対して同時に使用する、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　ＭＬＬ－ＡＦ４、ＭＬＬ－ＡＦ６、ＭＬＬ－ＡＦ９、ＭＬＬ－ＥＮＬ、ＭＬＬ－ＡＦ１
０、ＭＬＬ－ＥＬＬ、ＰＭＬ－ＲＡＲＡ、ＰＬＺＦ－ＲＡＲＡ、ＮＰＭ－ＲＡＲＡ、ＮＵ
ＭＡ－ＲＡＲＡ、ＮＰＭ－ＡＬＫ、ＴＰＭ３－ＡＬＫ、ＴＦＧ－ＡＬＫ、ＡＴＩＣ－ＡＬ
Ｋ、ＥＷＳ－ＦＬＩ１、ＥＷＳ－ＥＲＧ、ＥＷＳ－ＥＴＶ１、ＡＭＬ１－ＥＴＯ、ＰＭＬ
－ＲＡＲＡ、ＣＢＦＢ－ＭＹＨ１１、Ｅ２Ａ－ＰＢＸ１、ＢＣＲ－ＡＢＬ、およびＴＥＬ
－ＡＭＬ１からなる群から選択された腫瘍特異的タンパク質の１つ以上、好ましくは少な
くとも２つの検出を含む、請求項１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　細胞内の腫瘍特異的融合タンパク質のフローサイトメトリ測定のためのキットであって
、
　少なくとも、第１のビーズ結合した融合タンパク質捕捉プローブ（Ａ１）と、第２の蛍
光標識化した融合タンパク質検出プローブ（Ａ２）とを含み、それぞれのプローブは、前
記融合タンパク質の融合領域の反対側に位置する結合部位を認識することができる、プロ
ーブセット（Ａ）、
　ビーズ結合したハウスホールドタンパク質捕捉プローブ（Ｂ１）、および蛍光標識化し
たハウスホールドタンパク質検出プローブ（Ｂ２）を含み、それぞれのプローブは、前記
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細胞内で発現されたハウスホールドタンパク質の異なる部位に位置する結合部位を認識す
ることができる、プローブセット（Ｂ）、および／または
　少なくとも、第１セットの定量ビーズ（Ｃ１）であって、融合タンパク質検出プローブ
（Ａ２）のための第１既知量の結合部位を備える定量ビーズ（Ｃ１）、を含むキット。
【請求項１６】
　さらに第２セットの定量ビーズ（Ｃ２）を含み、前記定量ビーズがプローブ（Ａ２）へ
の第２既知量の結合部位を備える、請求項１５に記載のキット。
【請求項１７】
　少なくとも２つのプローブセット（Ａ）を含み、それぞれのプローブセットが、異なる
腫瘍特異的融合タンパク質に特異的に結合することと、異なる腫瘍特異的融合タンパク質
を検出することとを可能とする、請求項１５または１６に記載のキット。
【請求項１８】
　ＭＬＬ－ＡＦ４、ＭＬＬ－ＡＦ６、ＭＬＬ－ＡＦ９、ＭＬＬ－ＥＮＬ、ＭＬＬ－ＡＦ１
０、ＭＬＬ－ＥＬＬ、ＰＭＬ－ＲＡＲＡ、ＰＬＺＦ－ＲＡＲＡ、ＮＰＭ－ＲＡＲＡ、ＮＵ
ＭＡ－ＲＡＲＡ、ＮＰＭ－ＡＬＫ、ＴＰＭ３－ＡＬＫ、ＴＦＧ－ＡＬＫ、ＡＴＩＣ－ＡＬ
Ｋ、ＥＷＳ－ＦＬＩ１、ＥＷＳ－ＥＲＧ、ＥＷＳ－ＥＴＶ１、ＡＭＬ１－ＥＴＯ、ＰＭＬ
－ＲＡＲＡ、ＣＢＦＢ－ＭＹＨ１１、Ｅ２Ａ－ＰＢＸ１、ＢＣＲ－ＡＢＬ、およびＴＥＬ
－ＡＭＬ１からなる群から選択される腫瘍特異的タンパク質の少なくとも１つ、好ましく
は少なくとも２つに対するプローブセット（Ａ）を含む、請求項１５～１７のいずれか１
項に記載のキット。
【請求項１９】
　プローブセット（Ａ）のビーズ、プローブセット（Ｂ）のビーズ、および／または定量
ビーズ（Ｃ）が、異なるビーズ特性を有し、好ましくは異なる大きさ、および／または色
を有する、請求項１５～１８のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２０】
　プローブセット（Ｂ）が、ＡＢＬ、β２Ｍ、ＧＵＳ　ＧＡＰＤＨ、およびβ－アクチン
のようなアクチンからなる群から選択されたハウスホールドタンパク質に対するものであ
る、請求項１５～１９のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２１】
　さらに、ヌクレアーゼ、好ましくはｎエンドヌクレアーゼ、好ましくはセラチアマルセ
センス（Serratia marcessens）に由来する非特異的エンドヌクレアーゼ、より好ましく
はBenzonase（登録商標）を含む、請求項１５～２０のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２２】
　さらに、不可逆的な細胞透過性セリンプロテアーゼ阻害剤の少なくとも１つ、好ましく
は、フェニルメチルスルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）もしくは（２－アミノエチル）ベ
ンゼンスルホニルフルオライド　ハイドロクロライド（ＡＥＢＳＦ　ＨＣｌ）、またはそ
れらの組み合わせを含む、請求項１５～２１のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２３】
　天然タンパク質に特異的に反応するビーズ結合した結合分子の少なくとも１つをさらに
含み、前記天然タンパク質の断片が、検出される腫瘍特異的タンパク質の一部であって、
前記結合分子が、天然タンパク質に反応するが融合タンパク質に反応しない、請求項１５
～２２のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２４】
　疾患の診断、分類、および／または観察における、請求項１５～２３のいずれか１項に
記載のキットの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌の診断分野、および病理学および血液学における診断技術の適用に関する
。具体的には、本発明は、染色体異常の検出、および前記染色体異常を含む腫瘍細胞によ
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ってのみ発現される腫瘍特異的遺伝子産生物の検出のための、各フローサイトメトリ技術
およびそれらに関するキットに関し、サンプルは、融合タンパク質に対して向けられる少
なくとも２つの異なるプローブと接触させられ、それぞれのプローブは融合タンパク質の
異なる部位と反応する。
【背景技術】
【０００２】
　この様式の検出方法は、当該技術分野で知られている。例えば、ＵＳ６６８６１６５に
は、フローサイトメトリによる複数の融合タンパク質の同時検出のための多重化された迅
速なビーズベース免疫測定法が記載されている。融合タンパク質特異的モノクローナル抗
体（捕捉プローブ）は、大きさまたは色で分けられたビーズに共有結合することができる
。抗体に結合されたビーズは、サンプル中の融合タンパク質を捕捉するために使用でき、
次に、結合された融合タンパク質は、フローサイトメトリに使用される蛍光色素に共役し
た融合タンパク質特異的抗体（検出プローブ）のカクテルで検出される。多重免疫測定は
、適した大きさ、または色で分けられたビーズを利用することで、１つの病気のカテゴリ
内における数種の融合タンパク質（例えば、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）またはプレＢ細
胞白血病）を同時に検出するためのシングルチューブアッセイへ容易に変換することがで
きる。
【０００３】
　ＷＯ２００５／０１５２３５は、実質的にＵＳ６６８６１６５の方法のさらなる改善に
関する。ＷＯ２００５／０１５２３５は、ＵＳ６６８６１６５に記載されているようなビ
ーズベース捕捉／検出アッセイの感度は、融合タンパク質の検出に先立ち、天然の非融合
タンパク質Ａ、および／またはタンパク質Ｂに関する融合タンパク質Ａ－Ｂについてのサ
ンプルを濃縮することにより著しく改良することができることを開示している。これは、
融合タンパク質の1つ以上の非融合の、天然の対応物のサンプルを枯渇させることによっ
て達成される。 
【０００４】
　上述の融合タンパク質の検出技術は、特に白血病、リンパ腫、および遺伝子融合をもた
らす染色体異常に起因する固形腫瘍といった病気の診断および観察のために非常に価値が
あると証明された。 
【０００５】
　しかし、前記方法のさらなる改善が必要とされていることは明らかである。本発明の目
的は、この要求を満たすことである。例えば、ＰＣＲによる腫瘍特異的融合遺伝子の検出
が陽性の検査結果をもたらす一方、タンパク質レベルでの融合遺伝子産物の検出が陰性の
検査結果をもたらす場合があることが知られている。本発明の目的は、特に、融合タンパ
ク質分析の偽陰性の結果を見落とす数を最小限に抑えること、および偽陰性の分析結果の
発生を減少させることである。本発明の更なる目的は、1つ以上の融合タンパク質の信頼
性の高い定量を可能にする方法を提供することである。このことは、例えば、抗がん治療
への反応を評価するために、患者間および患者の観察において特に重要である。本発明は
、好ましくは、簡単かつ便利な方法でこれらの問題を同時に解決することを目的とする。
【発明の概要】
【０００６】
　目的の少なくとも一部は、融合タンパク質の検出分析に加えて、いわゆる「定性管理ビ
ーズ」および／または「定量ビーズ」の使用を含む、1以上の追加の定性管理分析および
／または定量管理分析を実行することによって満たすことができることが見出された。さ
らに、アッセイの改良は、サンプル調製手順、特に、1つ以上の腫瘍特異的融合タンパク
質の存在についてアッセイする細胞ライセートを調製する工程の変法に関する。以下の説
明から明らかになるように、本明細書において開示された改良は、相互に完全に互換性を
有する。それらは、そのようなものとして、または互いに任意に組み合わせで使用するこ
とができる。 
【０００７】
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　一実施形態では、腫瘍特異的融合タンパク質を検出するための方法であって、Ａ）融合
タンパク質分析を含み、腫瘍特異的融合タンパク質の少なくとも１つを含むことが予想さ
れる細胞ライセートを、少なくとも、ビーズ結合捕捉プローブと、融合タンパク質の少な
くとも１つに対する蛍光標識化検出プローブとに接触させ、それぞれのプローブは、前記
融合タンパク質の融合領域の反対側に位置する結合部位を認識して、前記融合タンパク質
への前記プローブの結合をフローサイトメトリにより測定することが可能であり、（Ｂ）
定性管理分析、および／または（Ｃ）定量管理分析をライセートについて実行することを
さらに含む、腫瘍特異的融合タンパク質を検出するための方法が提供される。
【０００８】
　工程（Ｂ）は、少なくとも、ビーズ結合捕捉プローブと、細胞内に存在することが知ら
れているハウスホールドタンパク質に対する蛍光標識化検出プローブとに、細胞ライセー
トを接触させることを含み、各プローブは、前記ハウスホールドタンパク質の異なる結合
部位を認識して、融合タンパク質の存在について分析されたライセート中における無傷の
タンパク質の量を測定するために、前記ハウスホールドタンパク質への前記プローブの結
合をフローサイトメトリによって測定することが可能である。
【０００９】
　工程（Ｃ）は、融合タンパク質分析工程（Ａ）において使用された蛍光標識化した融合
タンパク質検出プローブを、少なくとも第１セットの定量ビーズと接触させることを含み
、ビーズには、蛍光標識化した融合タンパク質検出プローブのための既知量の結合部位が
設けられ、さらに、工程（Ｃ）は、フローサイトメトリによって、前記既知量の結合部位
と関連付けられる蛍光シグナルを測定することを含む。後者は、工程（Ａ）において検出
された融合タンパク質の量の指標を提供できる。
【００１０】
　したがって、例えば、ＵＳ６６８６１６５、またはＷＯ２００５／０１５２３５の教示
に用いられている融合タンパク質検出分析（Ａ）に加えて、本発明の方法は、定性管理分
析（Ｂ）および／または定量管理分析（Ｃ）により特徴付けられる。好ましくは、本発明
の方法は、分析（Ａ）および（Ｂ）、または（Ａ）および（Ｃ）、または（Ａ）、（Ｂ）
および（Ｃ）をシングルチューブで同時に含む。 
【発明の詳細な説明】
【００１１】
　分析（Ｂ）は、腫瘍特異的融合タンパク質の存在についてアッセイされる標的である数
種類の細胞、特に、不要なタンパク質の分解を引き起こすプロテアーゼ活性が解放される
白血球の溶解に関する洞察に基づく。特に、より成熟した骨髄細胞は、細胞溶解時に放出
される細胞内タンパク質を急速に分解する、高濃度の様々なプロテアーゼを有する顆粒を
含んでいると考えられる。また、もし分析された白血球サンプル中に（成熟した）骨髄細
胞が存在していれば、放出された融合タンパク質は細胞の溶解時に分解されると考えられ
る。このプロテアーゼの問題は、特に慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）の細胞ライセート中の
ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質を検出する場合に顕著である。ＣＭＬ細胞は、より成熟し
た骨髄細胞を表し、そのため、それらの顆粒内に高濃度のプロテアーゼを含み得る。
【００１２】
　細胞ライセート中のタンパク質の完全性が確かめられていない場合は、タンパク質分解
のために融合タンパク質が検出できず、偽陰性の結果が得られることがある。したがって
、細胞のサンプルが、顆粒球、またはＣＭＬ細胞のような（より）成熟した骨髄細胞を含
んでいる場合は特に、免疫ビーズアッセイを受ける細胞ライセート中のタンパク質の完全
性を確認することが重要である。
【００１３】
　定性管理分析（Ｂ）は、腫瘍特異的融合タンパク質を含む疑いのある患者サンプルが、
悪性腫瘍に関与することが知られている1つ以上の融合タンパク質の存在について分析さ
れる場合、診断時に有利に実行される。これは一般的に多重形式アッセイを用いて行われ
、プローブの異なるセットが異なる融合タンパク質を同時に検出するために使用される。
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分析（Ｂ）における定性管理ビーズの使用は、陰性になり得るアッセイ結果を確実なもの
にする。すなわち、細胞ライセートがタンパク質の完全性の面で十分な品質であることが
分かっている場合に結論が出されるという意味で、腫瘍特異的融合タンパク質の欠如が正
確に判断される。
【００１４】
　例えば、異なる大きさ、および／または色を有するビーズを使用する多重分析を計画す
ることにより、融合タンパク質、およびハウスホールドタンパク質をシングルチューブで
検出し得る（図１）。このことは、融合タンパク質の検出アッセイについて適した定性管
理を保証する。例えば、ハウスホールドタンパク質のシグナルが特定の閾値以下であるこ
とが分かっている場合は、融合タンパク質分析の陰性結果（すなわち、融合タンパク質が
検出されない）は、放棄されるか、または対応する融合遺伝子を検出するためのＰＣＲに
基づく方法のような他の検出方法によって少なくとも検証されるだろう。
代わりに、またはそれに加えて、融合タンパク質分析は、品質を向上させたサンプル、例
えば、プロテアーゼ活性が（さらに）阻害された、および／または核融合タンパク質がＤ
ＮＡから解放された、ライセートを用いて繰り返し得る。詳細については、以下を参照の
こと。
【００１５】
　ハウスホールド遺伝子、およびハウスホールドタンパク質は、腫瘍関連融合タンパク質
の発現に関わりなく、細胞で発現されている任意のタンパク質である。好ましくは、ハウ
スホールド遺伝子、およびタンパク質は恒常的に発現される。また、検査される細胞の種
類に発現しているハウスホールドタンパク質が好ましい。
【００１６】
　本発明によれば、細胞ライセート中のタンパク質の完全性は、検査される細胞で安定し
て存在している明確に定義されたハウスホールドタンパク質の完全性を確認することによ
って評価される。例えば、白血球において、検出されるハウスホールドタンパク質は、Ａ
ＢＬ、β２ｍ、アクチン、ＭＧＵＳ、ＧＡＤＨ、β-アクチンなどのようなアクチンなど
とすることができる。類似の免疫ビーズアッセイにより、このハウスホールドタンパク質
を融合タンパク質として検出すると便利である。したがって、ハウスホールドタンパク質
は、少なくとも、ハウスホールドタンパク質の異なる結合サイトに対する、ビーズ結合捕
捉プローブと、蛍光標識化検出プローブとを用いて検出することができる。好ましくは、
この２つのプローブは、ハウスホールドタンパク質に結合するために競合しない。より好
ましくは、細胞ライセート中にプロテアーゼ活性が存在する場合に陰性の結果を得るため
に、異なるプローブによって認識されるハウスホールドタンパク質の結合部位、またはエ
ピトープの少なくとも２つは、２つのエピトープの間に潜在的なプロテアーゼ標的部位を
有するように互いに空間的に十分に分離しているべきである。したがって、ハウスホール
ドタンパク質に対する捕捉プローブ、および検出プローブは、それぞれ前記ハウスホール
ドタンパク質のＮ末端およびＣ末端の結合部位、またはそれぞれ前記ハウスホールドタン
パク質のＣ末端およびＮ末端の結合部位を認識することが可能である。アッセイについて
最も高い感度を得るために、エピトープは、ハウスホールドタンパク質の末端部の２５％
、好ましくは１５％、最も好ましくは１０％を占めるアミノ酸ストレッチに存在すること
が好ましい。
【００１７】
　特定のエピトープに対するプローブは、当技術分野で知られている方法によって製造す
ることができる。例えば、特異的な（モノクローナル）抗体プローブは、エピトープを含
む組換えタンパク質のドメイン、またはペプチド免疫原を用いて生成することができる。
【００１８】
　用語「プローブ」は、本発明の方法で検出される標的タンパク質、すなわち融合タンパ
ク質、またはハウスホールドタンパク質に特異的に結合することができる部分を含む、任
意の一部を意味する。プローブは、標的に特異的に結合することができる核酸、ペプチド
、ＰＮＡ、および他の分子を含み得る。極めて適切なプローブは、（モノクローナル）抗
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体、またはそれらの機能的フラグメントである。
【００１９】
　用語「腫瘍特異的融合タンパク質」は、公知の、および既に発見された全ての悪性融合
遺伝子によってコードされるタンパク質を意味する。腫瘍特異的融合タンパク質は、当技
術分野で広く知られている。それらを含むものが、参照により本明細書に組み込まれるＵ
Ｓ６６８６１６５の表１および２に記載されている。また、Mitelmanらに開示された融合
タンパク質は、参照によりここに組み込まれている（Nat．Rev. Cancer　2007;7:233‐24
5）。
【００２０】
　用語「蛍光色素」は、任意の蛍光分子、または検出可能なシグナルを生成することがで
きる一部を意味する。プローブに標識するために有用な蛍光色素は、フルオレセイン、ロ
ーダミン、ベンゾフェノキサジン、エネルギー転移色素、およびシアニンを含む。
【００２１】
　用語「ビーズ」は、フローサイトメトリによる分析に適した特性を有する粒子を意味す
る。このようなビーズは、当該技術分野で知られている。それらは、プラスチック、ポリ
スチレン、ラテックス、およびその他の高分子物質を含む任意の適した材料で作製でき、
一般的に球形である。多重アッセイを可能にするために、異なる種類のビーズ（融合タン
パク質捕捉ビーズ、ハウスホールドタンパク質捕捉ビーズ、および／または異なるセット
の定量ビーズ）は、好ましくは互いに区別され得る。例えば、異なる大きさ、および／ま
たは色のビーズを使用し得る。本明細書において使用される用語「免疫ビーズ」は、抗体
プローブが結合しているビーズを意味する。
【００２２】
　本発明のさらなる管理分析は、定量管理分析を含む。融合タンパク質の量の定量は、腫
瘍特異的融合タンパク質を検出するためのビーズベースアッセイの応用法において、これ
まで使用されていない。腫瘍特異的融合タンパク質は、とりわけ、微小残存病変（ＭＲＤ
）の検出に使用することができ、それは融合タンパク質の信頼性の高い定量のための方法
を提供するために望ましい。この目的のために、ビーズの複数の異なるセット（異なる色
のビーズの２以上のセットなど）を用いて、素晴らしいビーズベースアッセイを提供する
ことができる。それらの各々は、免疫ビーズアッセイに関与する検出抗体（例えば、ＢＣ
Ｒ－ＡＢＬのアッセイの場合には抗ＡＢＬ）により認識されるタンパク質ドメインにより
異なる密度で覆われている。したがって、本発明の方法の工程（Ｃ）は、標準曲線のプロ
ット（またはキャリブレーション）を可能とするために、好ましくは、少なくとも、第１
既知量の結合部位を含む第１セットの定量ビーズと、前記結合部位の第２既知量を含む第
２セットの定量ビーズとの使用を含む。２セット以上の定量ビーズを使用して、より信頼
性の高い標準曲線を取得することができることが理解される。好ましい実施形態において
、異なる大きさ／色のビーズの少なくとも３セットの混合物が使用され、各セットは、異
なる量、および／または結合部位の密度で提供される。例えば、標準曲線を得るために、
定量ビーズの５セットの混合物がアッセイに含まれ、ビーズあたりの結合部位（抗原）は
、３００から３００００までの範囲にわたる。セット内のビーズの量は、変更することが
できる。例えば、わずか５０または１００個のビーズが十分なシグナルを生成する可能性
がある。
【００２３】
　共有結合、紫外線架橋、および親和性の組合せによる結合を用いてタンパク質の結合部
位に取り付けるなど、当該分野で知られている方法によって、既知量の結合部位を有する
ビーズを提供することができる。非限定的な例として、ニッケルビーズ上を被覆したヒス
タグによりタンパク質性の結合部位が提供される。
【００２４】
　異なるビーズの混合物と、定量ビーズに基づいて作成することができる標準曲線とを図
２にまとめた。この標準曲線は、融合タンパク質アッセイの結果をプロットするために使
用することができ、これにより、例えば、診断での結果（Ｄ）と、フォローアップの間の
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複数の時点（Ｆ１およびＦ２）との比較を可能にする。この方法では、融合タンパク質の
濃度の動態と、それにより白血病細胞の動態とを正確に観察することが可能となる。定量
管理解析（Ｃ）は、患者の観察の間において、特定の腫瘍特異的融合タンパク質のアッセ
イと組み合わせて有効に使用されている。しかし、診断の早期の段階においても、融合タ
ンパク質の実際の量に関する情報を治療前に取得することは有用であり得る。前記量は、
好ましくは、白血病細胞あたり、または血液量あたりの融合タンパク質の量として表現さ
れる。
【００２５】
　定量ビーズは、適切な免疫ビーズ融合タンパク質検出アッセイとともに、シングルチュ
ーブ多重形式で実行することができる（ＢＣＲ－ＡＢＬ、およびＰＭＬ－ＲＡＲＡについ
ては図３を参照）。また、例えば、腫瘍特異的融合タンパク質の１つ以上に関して分析さ
れている複数の患者のサンプルに並行して処理されている、別の試験管において定量ビー
ズを使用することが可能である。
【００２６】
　本発明の方法についての多重化の可能性は、融合タンパク質ビーズ、定性管理ビーズ（
ハウスホールドタンパク質ビーズ）、および定量ビーズの組み合わせを可能にする（図３
を参照）。
【００２７】
　本システムは、容易に確立でき、カスタマイズ、および個々の設定を提供する。ビーズ
は、単一の定量化分析、または多重アレイのために使用することができる。明瞭に色付け
された大量の微小球体は、非常に低コストで製造することができる。アレイのための全て
の構成要素は、数か月間預けることができ、短時間で組み立てることができる。調製され
た多重ビーズアレイは冷蔵庫で保管することができ、数週間安定である。さらに、アレイ
は、異なる直径の型を有するビーズ集団に変えることにより、および高分子電解質層（例
えば、Ｃｙ５）内に追加の蛍光マーカーを導入することにより、拡張することができる。
例えば、Luminex社が販売する標準的なビーズ技術は、２つの蛍光色素の混合物に基づく
百種類の異なるビーズを有する。
【００２８】
　アレイの感度は、例えば、優れた信号対雑音比を有するフィコエリスリン（ＰＥ）標識
された二次抗体の使用により、さらに増加させることができる。一定量の抗体についてビ
ーズ数を減少させるとシグナル強度が増加するため、システムの性能は、適切な粒子対抗
体比に調整することによりさらに最適化できる。
【００２９】
　本発明のさらなる態様は、腫瘍特異的融合タンパク質を検出するためのビーズベースア
ッセイの偽陰性結果の発生を低減することに関する。これは、細胞に本来存在していた腫
瘍特異的融合タンパク質を捕捉／検出アッセイに供される細胞ライセートにおいて実際に
検出する可能性を高める手段によって達成される。本発明者らは、ＰＭＬ－ＲＡＲＡ、Ａ
ＭＬ－ＥＴＯ、およびＴＥＬ－ＡＭＬ１のような、数種の腫瘍特異的融合タンパク質が、
それら自身がＤＮＡ結合分子であること、または転写因子タンパク質複合体に関与してい
ることを十分に理解した。伝統的な細胞溶解法では、これらの核タンパク質は、核、およ
びＤＮＡ結合タンパク質複合体から容易に解放されない。免疫ビーズアッセイによりそれ
らを検出するためには、これらの融合タンパク質を解放するための追加の努力が必要であ
る。当技術分野において、超音波によって核タンパク質を解放することが知られている。
しかし、超音波処理には、いくつかの欠点がある。第１に、特別な実験施設が必要である
。第２に、従来の超音波処理は、生物学的サンプルと直接に接触する探触子を使用する。
超音波エネルギーが、液体中の超音波探触子の深さに依存するので、再現性の面で大きな
欠点を有する。このことは、（診断）研究室間のプロトコルの標準化された移転を妨げる
。さらに、探触子システムは、作業に長時間かかり、泡を生成し、一度に１つのサンプル
しか処理することができない。また、異なるサンプル間における汚染も頻繁に経験される
ことである。腫瘍特異的融合タンパク質の検出のために特に重要なことに関して、本発明
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者らは、融合タンパク質を検出するための方法において超音波処理の工程を回避すること
が好ましいことを見出した。例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ陽性であることが分かっているライ
セートを捕捉／検出アッセイによる分析の前に超音波処理した場合、細胞質融合タンパク
質ＢＣＲ－ＡＢＬは、非常に低い濃度で検出された。理論に束縛されるものではないが、
超音波処理は、（例えば、変性による）タンパク質内部での構造変化により特異的（抗体
）プローブに対するその親和性を低減すると考えられる。したがって、腫瘍特異的融合タ
ンパク質が、細胞質、核、または他の細胞内コンパートメントに局在しているかどうかに
関わらず、超音波処理は、任意の腫瘍特異的融合タンパク質を検出することを目的とする
（多重化）免疫ビーズアッセイでの使用には適さない。
【００３０】
　驚くべきことに、この問題は、核酸から核融合タンパク質を解放、または遊離し、それ
によって、捕捉／検出プローブセットにより認識するため、および捕捉／検出プローブセ
ットに結合するために、それらをより接近させることができるヌクレアーゼ処理、より好
ましくはエンドヌクレアーゼ処理、さらに好ましくはデオキシリボヌクレアーゼ処理によ
り克服することができることが判明した。したがって、本発明は、細胞を含むサンプル中
の融合タンパク質を検出するための方法であって、前記細胞ライセートを調製すること、
および、少なくとも、融合タンパク質の少なくとも１つに対する蛍光標識化検出プローブ
と、ビーズ結合捕捉プローブとを前記ライセートに接触させることを含み、それぞれのプ
ローブは、前記融合タンパク質の融合領域の反対側の部位に位置する結合部位を認識する
ことができ、かつフローサイトメトリにより前記融合タンパク質への前記プローブの結合
を測定することができる方法を提供する。また、換言すれば、本発明は、細胞を含むサン
プル中の融合タンパク質を検出するための方法に関し、当該方法は、細胞を含むサンプル
中の融合タンパク質を検出するための方法であって、前記細胞ライセートを調製すること
、および、少なくとも、融合タンパク質の少なくとも１つに対する蛍光標識化検出プロー
ブと、ビーズ結合捕捉プローブとを前記ライセートに接触させることを含み、それぞれの
プローブは、前記融合タンパク質の融合領域の反対側の部位に位置する結合部位を認識す
ることができ、かつフローサイトメトリにより前記融合タンパク質への前記プローブの結
合を測定することができる。ここで前記細胞ライセートの調製は、ヌクレアーゼ、好まし
くはエンドヌクレアーゼの使用を含む。
【００３１】
　数種のヌクレアーゼについて、ＤＮＡに結合する融合タンパク質の検出のために試験し
た。細胞ライセートを調製するための溶解緩衝液に、例えば、Merck KGaA、Darmstadtか
ら販売されているBenzonase（登録商標）のようなセラチアマルセセンス（Serratia marc
essens）に由来する非特異的エンドヌクレアーゼを添加することによって、非常に良い結
果が得られた。Benzonase（登録商標）は、遺伝子組み換え酵素である。当該酵素につい
ては、ＵＳ５１７３４１８およびＥＰ０２２９８６６を参照のこと。当業者は、核融合タ
ンパク質を解放するために、エンドヌクレアーゼの必要な濃度を決定することができる。
好ましくは、Benzonaseは、少なくとも１０ｍＵ／ｍｌ、好ましくは、２５ｍＵ／ｍｌ以
上のような、少なくとも２０ｍＵ／ｍｌの濃度で使用される。
【００３２】
　Benzonaseのプロトコルは、数種の他の融合タンパク質アッセイ（例えば、ＡＢＬ－Ｂ
ＣＲなど）で試験されている。これらの実験は、エンドヌクレアーゼ処理が、超音波処理
とは対照的に、細胞質の腫瘍特異的融合タンパク質の免疫ビーズアッセイの結果に効果が
ないか、またはわずかな負の効果（信号の消失、またはわずかな減少）しか有さないこと
を示した。したがって、Benzonaseのようなエンドヌクレアーゼは、融合タンパク質の型
、または細胞内局在に関係なく、融合タンパク質を検出するためのプロトコルに有利に含
まれ得る。このことは、例えば多重アッセイのような、シングルチューブで様々な腫瘍特
異的融合タンパク質の異なるものが同時に検出される多重アッセイのために特に重要であ
る。
【００３３】
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　エンドヌクレアーゼの使用は、細胞調製物の完全なプロテオームから部分的プロテオー
ム（partial proteome）を得るための方法におけるような、主に細胞内画分に関する技術
分野で知られている。ＵＳ７２６２２８３は、細胞質タンパク質に富んだ部分的プロテオ
ーム、膜／器官タンパク質に富んだ部分的プロテオーム、細胞核内に由来するタンパク質
に富んだ部分的プロテオーム、ならびに細胞骨格および核基質のタンパク質に富んだ部分
的プロテオームの連続的な生成のための方法において、「不溶性」核タンパク質（例えば
、ヒストン）の抽出のためのBenzonase（登録商標）の使用を開示している。Martinezら
の研究（BMC Cancer、2004; 4：44）は、ｔ（８;２１）陽性の急性骨髄性白血病に関連す
るＡＭＬ１－ＥＴＯとしても知られている融合タンパク質ＲＵＮＸ１－ＣＢＦＡ２Ｔ１に
関する。ＲＵＮＸ１－ＣＢＦＡ２Ｔ１の免疫ブロット分析のための核ライセートを得るた
めに、Benzonaseを含む溶解緩衝液で細胞を洗浄した。しかし、従来技術は、本明細書に
開示されているような（多重）ビーズベース捕捉／検出アッセイに用いる、多様な腫瘍特
異的融合タンパク質を分析するための全細胞ライセートの調製におけるエンドヌクレアー
ゼの使用を教示、または示唆していない。
【００３４】
　覆い隠された融合タンパク質の検出の問題に対するさらなる解決策は、タンパク質分解
の阻害に関連して本明細書で提供される。上記したように、プロテアーゼ活性は、ビーズ
に基づく（免疫）検出アッセイにおける融合タンパク質の完全性に極めて大きな影響を与
える。この問題は、成熟した（さらに成熟した）骨髄細胞が、患者サンプル中に存在して
いる場合に特に顕著である。特に、顆粒球またはＣＭＬ細胞が高頻度に存在する患者検体
においては、タンパク質分解のために、偽陰性の結果を得ることがあり得る。例えば、Ｂ
ＣＲ－ＡＢＬは、Ｂ－ＡＬＬ体細胞、およびＫ５６２のような腫瘍細胞株で容易に検出さ
れる。しかし、ＣＭＬ患者におけるＢＣＲ－ＡＢＬの検出は、おそらく、カテプシン、プ
ロテアーゼ３、およびエラスターゼのような骨髄性プロテアーゼのために、重度に妨げら
れている。
【００３５】
　本発明者らによって実行された一連のプロトコル最適化実験は、細胞溶解の前（すなわ
ち、溶解緩衝液を用いないプレインキュベーション工程）、および細胞溶解の間（すなわ
ち溶解緩衝液）に、無傷の細胞にプロテアーゼ阻害剤を添加した場合にのみ、腫瘍特異的
タンパク質の変性が効果的に阻害されることを明らかにした。この複合的なアプローチは
、プロテアーゼ活性の驚くほど強い減少をもたらし、それにより偽陰性結果を防ぐことに
寄与する。
【００３６】
　したがって、本発明は、細胞を含むサンプル中の融合タンパク質を検出するための方法
であって、前記細胞ライセートを調製すること、および、少なくとも、融合タンパク質の
少なくとも１つに対する蛍光標識化検出プローブと、ビーズ結合捕捉プローブとを前記ラ
イセートに接触させる工程を含み、それぞれのプローブは、前記融合タンパク質の融合領
域の反対側の部位に位置する結合部位を認識することができ、かつフローサイトメトリに
より前記融合タンパク質への前記プローブの結合を測定することができ、ここで前記細胞
ライセートの調製は、プロテアーゼ阻害剤の１つ以上を含む溶解緩衝液中で前処理された
細胞の溶解に続いて、細胞透過性のプロテアーゼ阻害剤の少なくとも１つによる無傷の（
生存能力のある）細胞の処理を含む、方法を提供する。一実施形態では、細胞のサンプル
は、白血球、単核細胞、顆粒球またはそれらの混合物を含む。好ましくは、少なくとも１
つの、無傷の細胞を不可逆的なセリンプロテアーゼ阻害剤とインキュベートする。極めて
適したセリンプロテアーゼ阻害剤は、フェニルメチルスルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）
、および４－（２－アミノエチル）ベンゼンスルホニルフルオライド　ハイドロクロライ
ド（ＡＥＢＳＦ　ＨＣＩ）である。ＡＥＢＳＦは、２３９．５Ｄａの分子量を有する、水
溶性の不可逆的なセリンプロテアーゼ阻害剤である。これは、キモトリプシン、カリクレ
イン、プラスミン、トロンビン、およびトリプシンのようなプロテアーゼを阻害する。特
異性は、阻害剤ＰＭＳＦに似ているが、それにもかかわらずＡＥＢＳＦは、低いｐＨ値に
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おいてより安定している。ＰＭＳＦはセリンプロテアーゼ阻害剤であるが、全てのセリン
プロテアーゼを阻害するわけではない。ＰＭＳＦは、水中で急速に分解する。また、保存
液は、通常、無水エタノール、イソプロパノール、コーン油、またはＤＭＳＯで構成され
る。
【００３７】
　ＰＭＳＦとＡＥＢＳＦの併用は、特に、溶解緩衝液中において、その他のプロテアーゼ
阻害剤と組み合わせた場合に、プロテアーゼ活性の顕著な低下をもたらすことが分かった
（実施例１を参照）。したがって、好ましくは、ＰＭＳＦおよびＡＥＢＳＦの組み合わせ
が無傷の細胞を前処理するために使用される。ＰＭＳＦは、様々な濃度、例えば、最終的
に０．５～５ｍＭ、好ましくは、最終的に約１ｍＭのように０．５～２ｍＭで使用するこ
とができる。ＡＥＢＳＦは、通常、高濃度、例えば、５～５０ｍＭ、好ましくは、約２０
ｍＭのような、１０～３０ｍＭで使用される。
【００３８】
　その他のプロテアーゼ阻害剤を溶解緩衝液に添加することは、ライセート中におけるプ
ロテアーゼ活性をさらに低下させるために役立つ。好ましい実施形態では、溶解緩衝液は
、数種類の（広範な）プロテアーゼ阻害剤の標準的なカクテルを補われている。細胞は異
なる種類のプロテアーゼを有しているため、異なるプロテアーゼ阻害剤の混合物は、通常
、細胞溶解後に細胞タンパク質の組成物を維持、および保持する必要がある。典型的なカ
クテルは、セリン、システイン、アスパラギン、およびメタロプロテアーゼを阻害するた
めの広範な特異性を有する水溶性プロテアーゼ阻害剤の混合物を含む。これらは、当技術
分野で知られており、様々な商業的供給源から得ることができる。例えば、ＢＤバイオサ
イエンスファーミンジェン社により販売されているプロテアーゼ阻害剤カクテル（Baculo
Gold（商標））を使用することができる。この５０倍に濃縮されたカクテルは、ベンズア
ミジンＨＣｌ、フェナントロリン、アプロチニン、ロイペプチン、ペプスタチン、および
ＰＭＳＦを含む。溶解緩衝液を補うために利用可能な市販の別のプロテアーゼ混合物は、
ＡＥＢＳＦ、Ｅ－６４、ベスタチン、ロイペプチン、アプロチニン、およびナトリウムＥ
ＤＴＡを含む。本発明の方法におけるプロテアーゼ阻害剤の他の組み合わせの使用も包含
されることが理解される。
【００３９】
　本発明のさらなる態様は、開示されているような融合タンパク質を検出するための方法
において使用するためのキットに関する。本発明のキットは、特定の望ましい適用（例え
ば、診断、治療の追跡調査）に応じて様々な構成を含み得ることが理解される。
【００４０】
　一実施形態では、上記キットは、
　少なくとも、第１のビーズ結合した融合タンパク質捕捉プローブ（Ａ１）と、第２の蛍
光標識化した融合タンパク質検出プローブ（Ａ２）とを含み、それぞれのプローブは、前
記融合タンパク質の融合領域の反対側に位置する結合部位を認識することができる、プロ
ーブセット（Ａ）、
　ビーズ結合したハウスホールドタンパク質捕捉プローブ（Ｂ１）、および蛍光標識化し
たハウスホールドタンパク質検出プローブ（Ｂ２）を含み、それぞれのプローブは、前記
細胞内で発現されたハウスホールドタンパク質の異なる部位に位置する結合部位を認識す
ることができる、プローブセット（Ｂ）、および／または
　少なくとも、第１セットの定量ビーズ（C1)であって、融合タンパク質検出プローブ（
Ａ２）のための第１既知量の結合部位を備える定量ビーズ（Ｃ１）、を含む。
【００４１】
　好ましいプローブは、抗体、またはその機能断片である。しかし、ビーズおよび／また
は蛍光色素に結合することができる、他の種類の特異的結合分子も包含される。
【００４２】
　キットは、さらに第２セットの定量ビーズ（Ｃ２）を含み、前記定量ビーズがプローブ
（Ａ２）への第２既知量の結合部位を備える。第１セットの定量ビーズとともに使用する
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ことで、これは標準曲線をプロットすることを可能にする。好ましくは、キットは、定量
ビーズの少なくとも３セット、より好ましくは少なくとも４セットを含み、各セットは、
融合タンパク質検出プローブの結合部位の異なる量を備える。定量ビーズの複数のセット
の間において、例えば、ビーズの異なるセットの間で少なくとも２～３倍の結合部位の量
の差のような、有意な差があることが当然に理解される。さらに、定量ビーズは、サンプ
ルにおいて検出される融合タンパク質の数を含むことが予想される、または予想できる、
結合部位の範囲を含むことが好ましい。例えば、本発明のキットは、ビーズあたり約３０
０～約３００００の結合部位の範囲にわたるビーズの５セットを含む。定量ビーズの複数
のセットのシングルチューブアッセイについて、異なるセットに属するビーズが、例えば
、大きさ、および／または色に基づいて、互いに区別できることが好ましい。その場合に
は、キットには、定量ビーズの２以上のセットの混合物を含み得る。最も好ましいものは
、Luminex（登録商標）ビーズのように、定量ビーズの異なる色のセットを含むキットで
ある。その他の利用可能なキットの構成要素は、緩衝液、溶解試薬、および／または洗浄
試薬を含む。
【００４３】
　複数の腫瘍特異的融合タンパク質の検出を可能にするために、キットは、互いのプロー
ブセットが、異なる腫瘍特異的融合タンパク質に特異的に結合すること、および異なる腫
瘍特異的融合タンパク質を検出することを可能とするプローブセット（Ａ）の少なくとも
２つを含む。例えば、キットは、ＢＣＲ－ＡＢＬを検出するための抗体である、ビーズ結
合した抗ＢＣＲ抗体、および蛍光標識化抗ＡＢＬ抗体だけでなく、ＰＭＬ－ＲＡＲＡを検
出するための抗体である、ビーズ結合した抗ＲＡＲＡ抗体、および蛍光標識化抗ＰＭＬ抗
体を含む。重ねて、例えば、抗ＢＣＲビーズおよび抗ＰＭＬビーズのような異なるビーズ
は、フローサイトメトリにより区別できることが好ましい。もちろん、腫瘍特異的プロー
ブセットの任意の組み合わせが、本発明のキットに存することができる。一態様では、Ｍ
ＬＬ－ＡＦ４、ＭＬＬ－ＡＦ６、ＭＬＬ－ＡＦ９、ＭＬＬ－ＥＮＬ、ＭＬＬ－ＡＦ１０、
ＭＬＬ－ＥＬＬ、ＰＭＬ－ＲＡＲＡ、ＰＬＺＦ－ＲＡＲＡ、ＮＰＭ－ＲＡＲＡ、ＮＵＭＡ
－ＲＡＲＡ、ＮＰＭ－ＡＬＫ、ＴＰＭ３－ＡＬＫ、ＴＦＧ－ＡＬＫ、ＡＴＩＣ－ＡＬＫ、
ＥＷＳ－ＦＬＩ１、ＥＷＳ－ＥＲＧ、ＥＷＳ－ＥＴＶ１、ＡＭＬ１－ＥＴＯ、ＰＭＬ－Ｒ
ＡＲＡ、ＣＢＦＢ－ＭＹＨ１１、Ｅ２Ａ－ＰＢＸ１、ＢＣＲ－ＡＢＬ、およびＴＥＬ－Ａ
ＭＬ１からなる群から選択された少なくとも１つ、好ましくは少なくとも２つの腫瘍特異
的融合タンパク質に対するプローブセット（Ａ）を含む（Mitelmanら、Nat . Rev. Cance
r 2007;7:233-245）。
【００４４】
　本発明のキットにおけるプローブセット（Ｂ）は、ハウスホールドタンパク質に対する
。例えば、それはビーズ結合捕捉抗体、およびＡＢＬ、β２Ｍ、ＧＵＳ、ＧＡＤＨ、β－
アクチン、またはその他からなる群から選択されたハウスホールドタンパク質の異なる部
位に対するビーズ結合した蛍光標識化抗体を含む。定性管理分析（Ｂ）の信頼性を向上さ
せるために、プローブセット（Ｂ）に対する結合部位（エピトープ）は、お互いに十分に
離れていること、それによりできるだけ多くのプロテアーゼ部位を含むことが好ましい。
例えば、それらは、ハウスホールドタンパク質の端部の２５％、好ましくは１５％、最も
好ましくは、Ｃ－ｒｅｓｐＮ末端１０％を占めるアミノ酸ストレッチにそれぞれ存在する
。
【００４５】
　本発明のさらなる態様は、細胞内の腫瘍特異的融合タンパク質のフローサイトメトリ検
出のためのキットに関し、当該キットは、少なくとも、第１のビーズ結合した融合タンパ
ク質捕捉プローブ（Ａ１）と、第２の蛍光標識化した融合タンパク質検出プローブ（Ａ２
）とを含み、それぞれのプローブは、前記融合タンパク質の融合領域の反対側に位置する
結合部位を認識することができる、プローブセット（Ａ）を含む。ここで、上記キットは
、さらにエンドヌクレアーゼを含む。上記したように、エンドヌクレアーゼは、超音波処
理を必要とせず、ＤＮＡに結合した腫瘍特異的融合タンパク質の検出を促進するために有
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効に使用される。好ましくは、キットは、セラチアマルセセンスに由来する非特異的なエ
ンドヌクレアーゼ、より好ましくはBenzonase（登録商標）を含む。
【００４６】
　なお、さらなる態様は、細胞透過性の不可逆的なセリンプロテアーゼ阻害剤の少なくと
も１つ、好ましくは、フェニルメチルスルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）または４－（２
－アミノエチル）ベンゼンスルホニルフルオライド　ハイドロクロライド（ＡＥＢＳＦ　
ＨＣＩ）、より好ましくは、ＰＭＳＦおよびＡＥＢＳＦの組合せを含む第１の容器と、プ
ロテアーゼインヒビターカクテルを含む第２の容器とを含む、キットに関する。阻害剤カ
クテルは、キットに含まれる細胞溶解緩衝液の一部として存在し得る。
【００４７】
　融合タンパク質検出アッセイの感度は、ＷＯ２００５／０１５２３５に開示された、い
わゆる「プレ－クリア工程」をライセートに施すことにより改善することができる。従っ
て、本発明のキットは、天然タンパク質に特異的に反応するビーズ結合した、少なくとも
１つの結合分子をさらに含み、前記天然タンパク質の断片が、検出される腫瘍特異的タン
パク質の一部であって、前記結合分子が、天然タンパク質に反応するが融合タンパク質に
反応しない。一実施形態では、これらのいわゆる「プレクリアビーズ」は、ＢＣＲ－ＡＢ
Ｌ融合タンパク質に存在していないＢＣＲ、またはＡＢＬの断片と反応する。
【００４８】
　本明細書において開示されたのは、特に、疾患の診断、分類、および／または観察のよ
うな、多くの臨床診断適用におけるキットの使用である。提供されるのは、例えば、腫瘍
融合タンパク質の特性がまだ明らかにされていない、腫瘍融合タンパク質を含む疑いのあ
る患者サンプルについて免疫ビーズアッセイを行うために特に設計された「診断キット」
である。診断キットは、通常、複数の腫瘍特異的融合タンパク質の同時検出のための複数
のプローブセットＡと、細胞ライセートの完全性を評価するための定性管理ビーズとを含
む。キットは、好ましくは、細胞ライセートの調製のために、ＰＭＳＦ、ＡＥＢＳＦ、お
よびBenzonase（商標）のようなエンドヌクレアーゼをも含む。ここで、もし腫瘍融合タ
ンパク質が存在するならば、その品質および量の両者は最大化されている。
【００４９】
　さらに他の実施形態は、例えば、特定の融合タンパク質を有し、治療を受けていること
が知られているＭＲＤ患者の追跡調査のため、特に疾患の観察のために設計された「モニ
タリングキット」に関する。モニタリングキットは、通常、ＢＣＲ－ＡＢＬのような、明
らかにされている融合タンパク質を検出するためのプローブセット、融合タンパク質検出
プローブに結合可能な定量管理ビーズ（例えば、蛍光色素標識された抗ＢＣＲ抗体により
認識されるＢＣＲ断片の既知の密度で覆われたビーズ）を含む。好ましくは、ライセート
に由来する競合天然タンパク質を除去するために、天然の非融合タンパク質（例えば、Ｂ
ＣＲまたはＡＢＬ）を激減させることができ、それによって、検出感度を向上させる好適
なプレクリアビーズを含む。モニタリングキットは、診断キットと同様に、さらにＰＭＳ
Ｆ、ＡＥＢＳＦ、およびBenzonase（商標）のようなエンドヌクレアーゼを含み得る。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】融合タンパク質の検出および定性管理分析の概略図である。上部は、融合タンパ
ク質のＢＣＲ－ｒｅｓｐ、ＲＡＲＡフラグメントに対するビーズ結合捕捉プローブ、およ
び融合タンパク質のＡＢＬ－ｒｅｓｐ、ＰＭＬ－フラグメントを認識することができる蛍
光色素（この場合はＰＥ）検出プローブを用いる腫瘍特異的融合タンパク質の検出を示す
（パネルＡ：ＢＣＲ－ＡＢＬ、パネルＢ：ＲＡＲＡ－ＰＭＬ）。並行して、好ましくは同
一のチューブ内で、溶解液の完全性は、ハウスホールドタンパク質（ＨＨ、およびＨＨ検
出プローブに共役した蛍光標識（ＰＥ）を認識、および捕捉することができる定性管理ビ
ーズを用いて評価される（パネル３および４）。パネル１～４において使用される区別可
能なビーズ（この場合はビーズの異なる灰色の網かけにより示される）の使用は、シング
ルチューブにおいて融合タンパク質の異なるもの、およびハウスホールドタンパク質を同
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時に検出することを可能とする。
【図２】パネルＡは、定量ビーズの５つのセットの概略図を示し、それぞれのビーズのセ
ットは、腫瘍特異的検出プローブへの結合部位（抗原）の異なる量を備える。パネルＢは
、定量ビーズを使用して得られる例示的な標準曲線を示す。この標準曲線は、融合タンパ
ク質アッセイの結果をプロットするために使用することができる。これにより、例えば、
診断（Ｄ）とフォローアップ（Ｆ１およびＦ２）の間の複数の時点との間の比較を可能と
する。これにより、融合タンパク質の濃度の動態を正確に観察することが可能となり、そ
れによって、白血病細胞の動態を正確に観察することが可能となる。
【図３】定量ビーズと共に複雑な免疫ビーズアッセイを多重形式で実行することができる
（この場合、ＢＣＲ－ＡＢＬ（パネルＡ）およびＰＭＬ-ＲＡＲＡ（パネルＢ）の検出）
。また、複雑な免疫ビーズアッセイで分析される複数の患者のサンプルに対して、分離さ
れたチューブにおいて定量ビーズを並行して使用することができる。溶解液の質は、無傷
のハウスホールドタンパク質の量を検出することで確認することができる。図１および図
２に示したように、ビーズの異なる「グレー色」は、検出抗体の蛍光色素を同一にできる
と同時に、フローサイトメトリ中に異なるビーズを認識できることを示す。
【図４】Ｋ５６２細胞におけるＢＣＲ－ＡＢＬの検出において、細胞を溶解する前にプロ
テアーゼ阻害剤で無傷の細胞を前処理する影響。詳細については、実施例１を参照。Ｙ軸
は、ＢＣＲ－ＡＢＬの信号対雑音比を示す。
【図５】ＤＮＡ結合腫瘍特異的融合タンパク質ＴＥＬ－ＡＭＬの検出における、エンドヌ
クレアーゼ処理の影響。詳細については、実施例２を参照。Ｙ軸は、ＴＥＬ－ＡＭＬの信
号対雑音比を示す。
【実施例】
【００５１】
　実施例１：ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質の検出における、プロテアーゼ阻害剤の効果
（前処理および／または溶解中）。 
【００５２】
　細胞：Ｋ５６２は、急性転化の間の慢性骨髄性白血病の患者から得られたＰｈ＋細胞株
である。この細胞株は、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質のｐ２１０アイソフォームを発現
する。６９７は、プロテアーゼに陰性であるＰｈ白血病細胞株であり、（ｔ（１；１９）
）転座を含む。総白血球細胞（ＷＢＣ）は、赤血球のＮＨ４ＣＩ溶解後に健康なドナーの
全血から得た。血液は、健康なドナーのインフォームドコンセント後に採取した。
【００５３】
　テストサンプル：白血病サンプルを模倣するために、Ｐｈ＋陽性細胞株Ｋ５６２の細胞
と健康なドナーのＷＢＣ（プロテアーゼを多量に含む）とを混合した。コントロールとし
て、Ｋ５６２細胞と、ほとんどプロテアーゼ活性を含まないＰｈ－細胞株６７９の細胞と
を１：４の比率で混合した。溶解の前に、まだ無傷の細胞を細胞透過性プロテアーゼ阻害
剤の存在下、または非存在下において氷上でインキュベートした。その後、プロテアーゼ
阻害剤（ＰＩＣ）の有無それぞれの場合について、その細胞を溶解緩衝液に再懸濁した。
氷上でインキュベーション後、細胞ライセートをスピンダウンし、上清を無傷のＢＣＲ－
ＡＢＬ融合タンパク質の存在を検出するビーズアッセイに用いた。
【００５４】
　細胞透過性プロテアーゼ阻害剤による細胞の前処理：細胞溶解中のプロテアーゼ活性を
阻害するために、無傷の細胞を細胞透過性プロテアーゼ阻害剤で処理した。沈殿した細胞
を、２０ｍＭ　ＡＥＢＳＦ（４－（２－アミノエチル）ベンゼンスルホニルフルオライド
、シグマアルドリッチ、Zwijndrecht、オランダ）、および１ｍＭまたは５ｍＭ　ＰＭＳ
Ｆ（フェニルメタンスホニルフルオライド、シグマアルドリッチ）１ｍｌをＰＢＳ中に添
加した前処理緩衝液に再懸濁し、氷上で１０分間インキュベートした。その後、細胞を４
℃、５２０Ｇで５分間スピンダウンした。
【００５５】
　細胞ライセートの生成：沈殿した細胞を、プロテアーゼ阻害剤カクテル（ＰＩＣ、シグ



(16) JP 2011-519022 A 2011.6.30

10

20

30

40

50

マアルドリッチ、product nr．Ｐ２７１４）の有無それぞれの場合について、ＲＩＰＡ緩
衝液（５０ｍＭ　トリス塩酸　ｐＨ７．４、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％　ＮＰ４０、０
．５％　ソディウムデオキシクロライド、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１ ％　ＳＤＳ、およ
び０．０１％のアジ化ナトリウム）中で再懸濁した。（特に明記しない限り、２５万細胞
／ｍｌ）。氷上で３０分間のインキュベーション後、細胞残渣を除去するために、上記ラ
イセートをスピンダウンし、ライセートの上清をフローサイトメトリビーズアッセイで使
用した。
【００５６】
　ビーズアッセイ：５０μｌのライセート、抗ＢＣＲ抗体（捕捉プローブ）ビーズで提供
される２５μｌのビーズ、およびＰＢＳ／１％ＢＳＡに溶解したＰＥ共役抗ＡＢＬ抗体（
検出プローブ）を濾板（ミリポア社製）に添加し、振盪しながら室温で２時間インキュベ
ートした。 濾板をＰＢＳ／１％ＢＳＡで３回洗浄し、濾過した。続いて、１０００個の
ビーズをＦＡＣＳカントＩＩフローサイトメーター（BD　Bio science）で得た。
【００５７】
　全ての異なるインキュベート条件について、ＢＣＲ－ＡＢＬビーズアッセイは、標準の
プロトコルに従って行った。定量の割合は、様々なインキュベート条件で処理されたＫ５
６２細胞のライセート中で検出された平均蛍光シグナルと、アッセイ（前処理、溶解、お
よびビーズアッセイを含む）が健康な個人の純粋なＷＢＣの細胞ライセートについて行わ
れた場合に得られた平均蛍光シグナル（バックグラウンド値）との間で計算した。
【００５８】
　結果：図４は、プロテアーゼ阻害剤が使用されていない場合でも、プロテアーゼの少な
いＫ５６２細胞の細胞ライセート中で容易にＢＣＲ－ＡＢＬが検出できることを示す。こ
れに対して、顆粒球が豊富に存在するＷＢＣの存在下でＫ５６２細胞を溶解すると、検出
シグナルは、ほぼ完全に消失する。ＡＥＢＳＦおよびＰＭＳＦと、この細胞との混合物を
プレインキュベーションすると、シグナルが部分的に回復する。一方、ライセートへのプ
ロテアーゼ阻害剤カクテルの添加は、全く影響がない。驚いたことに、無傷の細胞の前処
理と前記カクテルを補った溶解緩衝液との組み合わせは、検出シグナルについて相乗効果
を有する。ＢＣＲ－ＡＢＬのシグナルは、プロテアーゼ豊富な細胞の非存在下で得られる
レベルに完全には回復しないが、信頼性の高い測定結果としては十分である。
【００５９】
　実施例２：エンドヌクレアーゼ処理は超音波処理に置き換えることができる。
　腫瘍特異的融合タンパク質ＴＥＬ－ＡＭＬは、ＤＮＡ結合タンパク質であり、ライセー
トの超音波処理後のＴＥＬ‐ＡＭＬ特異的ビーズアッセイによってのみ検出することがで
きる。この手順は全ての標準的な検査室には適用できないため、ＤＮＡを消化し、ＴＥＬ
－ＡＭＬ（およびその他）の融合タンパク質を検出し易くするためのデオキシリボヌクレ
アーゼの使用について調べた。
【００６０】
　細胞：ＲＥＨ　ｔ（１２；１２）は、発癌性融合タンパク質ＴＥＬ－ＡＭＬが発現して
いる細胞株である。
【００６１】
　細胞ライセートの生成：沈殿した細胞（２５万細胞／ｍｌ　ＲＩＰＡ）を、非特異的エ
ンドヌクレアーゼであるBenzonase（登録商標）（ノバジェン社、メルクダルムシュタッ
ト、ドイツ）の存在下、または非存在下において、プロテアーゼ阻害剤カクテル（ＰＩＣ
、シグマアルドリッチ）を添加したＲＩＰＡ緩衝液（５０ｍＭトリス塩酸　ｐＨ７．４、
１５０ｍｌ　ＮａＣｌ、１％ＮＰ４０、０．５％　デオキシコール酸ナトリウム、１ｍＭ
　ＥＤＴＡ、０．１％ＳＤＳ、および０．０１％　アジ化ナトリウム）に再懸濁した。ラ
イセートの一部を超音波処理し、氷上で１５分間インキュベートした後、細胞残渣を除去
するためにライセートをスピンダウンして、上清をフローサイトメトリビーズアッセイで
使用した。
【００６２】
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　試験サンプル：ＲＥＨ細胞をスピンダウンし、沈殿した細胞を、添加されたプロテアー
ゼ阻害剤（ＰＩＣ）とＲＩＰＡ溶緩衝液に再懸濁した。その後、
サンプル１：氷上で１５分間インキュベートした。
サンプル２：氷上で１５分間インキュベートし、続いて超音波処理した。
サンプル３：２５Ｕ／ｍｌのBenzonaseを溶解緩衝液に添加し、細胞を氷上で１５分間イ
ンキュベートした。
サンプル４：２５Ｕ／ｍｌのBenzonaseを溶解緩衝液に添加し、細胞を超音波処理し、氷
上で１５分間インキュベートした。 
【００６３】
　インキュベーション後、様々なライセートをスピンダウンし、その上清に標準条件下で
実行されるＴＥＬ－ＡＭＬ特異的捕捉／検出ビーズアッセイを行った（実施例１参照）。
【００６４】
　ＴＥＬ－ＡＭＬの検出シグナルの定量のために、様々な細胞ライセートについて検出さ
れた平均蛍光シグナルと、バックグラウンド値との間で割合を算出した。バックグラウン
ド値は、ＴＥＬ－ＡＭＬ融合タンパク質について陰性であることが分かっている細胞株の
ライセートにアッセイ（前処理、溶解、およびビーズアッセイを含む）が実行された場合
に得られた平均蛍光シグナルである。
【００６５】
　結果：図５は、プロテアーゼ阻害剤を有する溶解緩衝液のみを用いて調製されたライセ
ート中に、非常に少ないＴＥＬ－ＡＭＬシグナルしか検出されないことを示す。ライセー
トを超音波処理すると、劇的にＴＥＬ－ＡＭＬシグナルが増強する。ライセートにエンド
ヌクレアーゼを補っても、本質的に同じ効果がある。超音波と組み合わせたエンドヌクレ
アーゼ処理は、さらにシグナルを増強する。しかし、エンドヌクレアーゼ単独で得られる
信号対雑音比だけで、充分以上に信頼性の高い測定結果である。超音波処理は、ＢＣＲ－
ＡＢＬのような１つ以上の細胞基質融合タンパク質がライセート中に検出される場合も回
避することが好ましい。
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