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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的細胞を、ＧＰＣ５ ｍＲＮＡもしくはＧＰＣ５プレｍＲＮＡの配列に対するアンチ
センスＲＮＡまたはｄｓＲＮＡからなるＧＰＣ５アンタゴニストと接触させるステップを
含む、ｉｎ ｖｉｔｒｏでＧＰＣ５を過剰発現している標的細胞の増殖を阻害する方法。
【請求項２】
　前記標的細胞がＷＴ１を過剰発現している、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記標的細胞が癌細胞である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記癌が、横紋筋肉腫、リンパ腫、非小細胞性肺癌、膀胱癌、乳癌、前立腺癌、神経グ
リア腫瘍、頭頸部の扁平上皮癌、白血病、平滑筋肉腫、脂肪肉腫、骨もしくは軟組織の悪
性線維性組織球腫、メラノーマ、中皮腫、甲状腺癌、肺癌、精巣癌または卵巣癌である、
請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記標的細胞が、１３ｑ３１での染色体アンプリコンを有していない、請求項１～４の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記ＧＰＣ５アンタゴニストが、アンチセンスＲＮＡ、ＲＮＡｉまたはｓｉＲＮＡから
なる、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項７】
　ＧＰＣ５を過剰発現している標的細胞の増殖阻害用医薬の製造のために、ＧＰＣ５ ｍ
ＲＮＡもしくはＧＰＣ５プレｍＲＮＡの配列に対するアンチセンスＲＮＡまたはｄｓＲＮ
ＡからなるＧＰＣ５アンタゴニストを使用する方法。
【請求項８】
　前記標的細胞がＷＴ１を過剰発現している、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記標的細胞が癌細胞である、請求項７または８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記癌が、横紋筋肉腫、リンパ腫、非小細胞性肺癌、膀胱癌、乳癌、前立腺癌、神経グ
リア腫瘍、頭頸部の扁平上皮癌、白血病、平滑筋肉腫、脂肪肉腫、骨もしくは軟組織の悪
性線維性組織球腫、メラノーマ、中皮腫、甲状腺癌、肺癌、精巣癌または卵巣癌である、
請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記標的細胞が、１３ｑ３１での染色体アンプリコンを有していない、請求項７～１０
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ＧＰＣ５アンタゴニストが、アンチセンスＲＮＡ、ＲＮＡｉまたはｓｉＲＮＡから
なる、請求項７～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　標的細胞とＧＰＣ５に結合することができる抗体とを接触させるステップを含み、前記
抗体は細胞毒性薬物または標的細胞の増殖を阻害する薬物と結合する、ｉｎ ｖｉｔｒｏ
でＧＰＣ５を過剰発現している標的細胞の増殖を阻害する方法。
【請求項１４】
　前記薬物が、細胞毒性分子、多形核細胞、単核細胞もしくはＫ細胞、または細胞毒性薬
物をコードする核酸を含むウイルスベクターを含んでなる、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　ＧＰＣ５ ｍＲＮＡもしくはＧＰＣ５プレｍＲＮＡの配列に対するアンチセンスＲＮＡ
またはｄｓＲＮＡからなるＧＰＣ５アンタゴニストを含む、ＧＰＣ５を過剰発現している
標的細胞の増殖を阻害するための剤。
【請求項１６】
　前記標的細胞がＷＴ１を過剰発現している、請求項１５に記載の剤。
【請求項１７】
　前記標的細胞が癌細胞である、請求項１５または１６に記載の剤。
【請求項１８】
　前記癌が、横紋筋肉腫、リンパ腫、非小細胞性肺癌、膀胱癌、乳癌、前立腺癌、神経グ
リア腫瘍、頭頸部の扁平上皮癌、白血病、平滑筋肉腫、脂肪肉腫、骨もしくは軟組織の悪
性線維性組織球腫、メラノーマ、中皮腫、甲状腺癌、肺癌、精巣癌または卵巣癌である、
請求項１７に記載の剤。
【請求項１９】
　前記標的細胞が、１３ｑ３１での染色体アンプリコンを有していない、請求項１５～１
８のいずれか１項に記載の剤。
【請求項２０】
　ＧＰＣ５に結合することができる抗体を含み、該抗体は細胞毒性薬物または標的細胞の
増殖を阻害する薬物と結合する、ＧＰＣ５を過剰発現している標的細胞の増殖を阻害する
ための剤。
【請求項２１】
　前記薬物が、細胞毒性分子、多形核細胞、単核細胞もしくはＫ細胞、または細胞毒性薬
物をコードする核酸を含むウイルスベクターを含んでなる、請求項２０に記載の剤。
【請求項２２】
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　前記ＧＰＣ５アンタゴニストが、アンチセンスＲＮＡ、ＲＮＡｉまたはｓｉＲＮＡから
なる、請求項１６～１９のいずれか１項に記載の剤。
【請求項２３】
　ＧＰＣ５ ｍＲＮＡもしくはＧＰＣ５ プレｍＲＮＡの配列に対するアンチセンスＲＮＡ
またはｄｓＲＮＡからなるＧＰＣ５アンタゴニストを用いた治療に対する癌の感受性をｉ
ｎ ｖｉｔｒｏで測定するための方法であって、該癌由来の細胞でのＧＰＣ５の過剰発現
を検出するステップを含む、上記方法。
【請求項２４】
　前記癌由来の細胞における１３ｑ３１での染色体増幅の存在、非存在または程度を検出
するステップをさらに含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記癌が、横紋筋肉腫、リンパ腫、非小細胞性肺癌、膀胱癌、乳癌、前立腺癌、神経グ
リア腫瘍、頭頸部の扁平上皮癌、白血病、平滑筋肉腫、脂肪肉腫、骨もしくは軟組織の悪
性線維性組織球腫、メラノーマ、中皮腫、甲状腺癌、肺癌、精巣癌または卵巣癌である、
請求項２３または２４に記載の方法。
【請求項２６】
　標的細胞の増殖を阻害することが可能な作用物質のスクリーニング方法であって、以下
のステップ：
（ｉ）ＧＰＣ５タンパク質を１種以上の候補物質と接触させるステップ；
（ｉｉ）ＧＰＣ５タンパク質に結合する能力に基づいて１種以上の候補物質を選択するス
テップ；
（ｉｉｉ）１種以上の選択された該候補物質を、ＧＰＣ５を過剰発現している標的細胞と
接触させるステップ；および
（ｉｖ）選択された該物質の、該細胞の増殖に対する効果を測定するステップ
を含む、上記方法。
【請求項２７】
　前記標的細胞が癌細胞である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記癌が、横紋筋肉腫、リンパ腫、非小細胞性肺癌、膀胱癌、乳癌、前立腺癌、神経グ
リア腫瘍、頭頸部の扁平上皮癌、白血病、平滑筋肉腫、脂肪肉腫、骨もしくは軟組織の悪
性線維性組織球腫、メラノーマ、中皮腫、甲状腺癌、肺癌、精巣癌または卵巣癌である、
請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　患者由来の乳房腫瘍でのＧＰＣ５発現レベルを分析するステップを含み、ＧＰＣ５の過
剰発現が予後不良を示す、ｉｎ ｖｉｔｒｏで乳癌患者の予後を決定するためのデータを
提供する方法（ただし、ヒトに対する医療行為に該当する方法を除く）。
【請求項３０】
　患者由来の乳癌細胞を含有するサンプルを用いてｉｎ ｖｉｔｒｏでＧＰＣ５の発現の
存在、非存在または程度を決定するステップを含む、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記サンプルの細胞をＧＰＣ５に結合する抗体と接触させるステップを含む、請求項３
０に記載の方法。
【請求項３２】
　得られた結果を、治療前および／または治療の初期段階で同一患者について行った同等
なアッセイの結果と比較するステップを含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記癌の細胞中のＧＰＣ５発現レベルを測定するステップ、あるいはＧＰＣ５を発現も
しくは過剰発現している細胞の数または密度を測定するステップを含む、請求項３１また
は３２に記載の方法。
【請求項３４】
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　癌の細胞でのＧＰＣ５発現を測定するステップを含む、ＧＰＣ５を発現する癌に対する
治療の成功をモニタリングするためのデータを提供する方法であって、患者由来の癌細胞
を含有するサンプルを用いてｉｎ ｖｉｔｒｏで行うものである、上記方法（ただし、ヒ
トに対する医療行為に該当する方法を除く）。
【請求項３５】
　前記サンプルの細胞をＧＰＣ５に結合する抗体と接触させるステップを含む、請求項３
４に記載の方法。
【請求項３６】
　得られた結果を、治療前および／または治療の初期段階で同一患者について行った同等
なアッセイの結果と比較するステップを含む、請求項３４または３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記癌の細胞中のＧＰＣ５発現レベルを測定するステップ、あるいはＧＰＣ５を発現も
しくは過剰発現している細胞の数または密度を測定するステップを含む、請求項３４～３
６のいずれか１項に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は癌の治療、特に癌を治療するためのグリピカン５（ＧＰＣ５）アンタゴニスト
および結合物質の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ゲノム領域の増幅はヒト腫瘍においてしばしば観察されており、細胞挙動に重要な影響
を与えかつ腫瘍進行を駆動しうる遺伝子のアップレギュレーションをもたらす１つのメカ
ニズムである。それ故に、増幅イベントに関わる遺伝子を特定することは、腫瘍形成過程
の理解を進めるための有用なアプローチであり、それにより臨床的に有用なマーカーを提
供することができる。
【０００３】
　横紋筋肉腫（ＲＭＳ）は最も一般的な小児の軟組織肉腫であって、全小児期癌のほぼ５
％に当たる。ＲＭＳには２つの主な組織学的サブタイプ、すなわち、胞巣型（alvelor）
（ＡＲＭＳ）および胎児型（embryonal）（ＥＲＭＳ）がある。両方のサブタイプは類似
する細胞から成り、発生中の骨格筋のマーカーを有する。胞巣型サブタイプは一般的にＥ
ＲＭＳより予後不良であり、それぞれＰＡＸ３またはＰＡＸ７遺伝子をＦＯＸＯ１Ａと融
合するｔ（２；１３）（ｑ３５；ｑ１４）またはｔ（１；１３）（ｐ３６；ｑ１４）転座
を有する(1～3)。これらの転座だけでなく、ゲノム増幅の領域を含むいくつもの他の異常
が明らかにされている(4～10)。治療に対して応答不良を示す小さいが重要なＥＲＭＳの
グループが存在するが、このグループの遺伝学的特徴は十分解明されていない。
【０００４】
　本発明者らのＲＭＳに対する今までの研究結果は、研究したＡＲＭＳのほぼ２０％にお
いて１３ｑ３１－ｑ３２染色体領域の増幅を明らかにした(4)。さらに、他の肉腫（平滑
筋肉腫(11)、悪性線維性組織球腫(12)、リンパ腫(13)、乳癌(14)、小細胞性肺癌および様
々な神経学的腫瘍(15～17)）を含む、多数の他の腫瘍タイプからのサンプルが１３ｑ３１
－３２領域の増幅を有することが報告されている。また、広く利用される白血病細胞株Ｋ
５６２も、ＢＣＲ－ＡＢＬ融合遺伝子に関連する転座に加えて１３ｑ３１－３２領域の増
幅を有することが示されている(18)。色々な型のリンパ腫由来の少数のリンパ腫細胞株の
最近の研究結果は、１３ｑ３１－３２における増幅の最小領域が約４メガ塩基の領域であ
ることを明らかにした(13)。この領域はグリピカン５遺伝子（ＧＰＣ５）を含有し、これ
は発現することが示され、そしてリンパ腫での増幅イベントに対する標的としての可能性
が示唆された。この遺伝子がリンパ腫に機能的役割を果たすかどうか、および同じ遺伝子
がこの領域にゲノム異常を有する他の腫瘍タイプに関わるかどうかは、確認されていない
。
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【０００５】
　以前のＲＭＳサンプルの分析において、本発明者らは、比較発現配列ハイブリダイゼー
ション（ＣＥＳＨ）と呼ばれる染色体を標的とする示差的発現の全体的な変化をプロファ
イル化することを特徴とする新規なアプローチを用いた(19)。４５事例からのデータを研
究に用いてこれらのプロファイルの分類可能性を調べた(20)。本明細書において本発明者
らは、１３ｑ３１－３２領域に対する染色体レベルの遺伝学的データと発現データを比較
し、増幅だけがこの領域からの遺伝子発現を増大させるメカニズムでないことを提案する
。増幅に加えて１３ｑ３１－３２領域からの頻発する示差的発現を考慮して、本発明者ら
はこの領域由来の遺伝子をＲＭＳの発生と関連付けようと試みてきた。この結果は、上記
、および潜在的には他の腫瘍を治療する治療上のアプローチに対する標的を提供しうるで
あろう。
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【非特許文献１７】Reardon, D. A., Jenkins, J. J., Sublett, J. E., Burger, P. C.,
 and Kun, L. K., Pediatr Neurosurg, 32: 187-191, 2000.
【非特許文献１８】Naumann, S., Reutzel, D., Speicher, M., and Decker, H. J., Leu
k Res, 25: 313-322, 2001.
【非特許文献１９】Lu, Y. J., Williamson, D., Clark, J., Wang, R., Tiffin, N., Sk
elton, L., Gordon, T., Williams, R., Allan, B., Jackman, A., Cooper, C., Pritcha
rd-Jones, K., and Shipley, J., Proc Natl Acad Sci U S A, 98: 9197-9202, 2001.
【非特許文献２０】Lu, Y. J., Williamson, D., Wang, R., Summersgill, B., Rodrigue
z, S., Rogers, S., Pritchard-Jones, K., Campbell, C., and Shipley, J., Genes Chr
omosomes Cancer, 38: 207-214, 2003.
【発明の開示】
【０００６】
　発明の概要
　上記のように、胞巣型ＲＭＳおよび多数の他の癌タイプにおいて１３ｑ３１の増幅が観
察されている。Ｙｕら(13)はさらに、ＧＰＣ５遺伝子が、１３ｑ３１－３２のアンプリコ
ンを有するリンパ腫細胞株において、該アンプリコンを欠く細胞株と比較して過剰発現し
ていることを示している。この著者らは、ＧＰＣ５が、１３ｑ３１－３２の増幅されたリ
ンパ腫の病原性にある役割を果たしうると予想したが、これについての何の証拠も与えな
かった。腫瘍細胞が遺伝的に不安定であることは周知であり、形質転換後に染色体内増幅
などの遺伝的異常を獲得しがちである。それ故に、観察された増幅を形質転換後に獲得し
たか、または、形質転換過程に単純に関わらないものである可能性がある。従って、今ま
での文献にはＧＰＣ５が正常または異常な細胞増殖に何らかの役割を果たすという証明は
ない。
【０００７】
　本発明者らは、ＧＰＣ５を過剰発現する細胞におけるＧＰＣ５発現のダウンレギュレー
ションはこれらの細胞がｉｎ ｖｉｔｒｏでコロニーを形成する能力を低下することを実
証した。本発明者らはそれ故に、ＧＰＣ５発現が細胞増殖に直接的に関係し、従って新規
の治療標的を提供することを初めて示した。
【０００８】
　本発明者らはさらに、ＧＰＣ５が、１３ｑ３１の染色体内増幅を示さない腫瘍において
過剰発現されることを見出した。
【０００９】
　本発明者らはまた、ＧＰＣ５が、ウィルムス腫瘍（ＷＴ１）遺伝子産物により調節され
ていることを示唆する証拠も見出した。ＷＴ１はジンクフィンガー転写因子であって、白
血病および広範囲の固形腫瘍、例えば前立腺、乳房、肺、甲状腺、精巣、卵巣癌、メラノ
ーマおよび中皮腫において、不適当におよび／または過剰に発現することが示されている
（総説として、Reddy, J. C.,およびLicht, J. D. (1996) Biochim Biophys Acta 1287, 
1-28；Scharnhorst, V., van der Eb, A. J.,およびJochemsen, A. G. (2001) Gene 273,
 141-161を参照）。ＧＰＣ５が腫瘍に重要な公知の遺伝子であるＭＹＣＮおよびＷＴ１に
関連するという事実は、ＧＰＣ５自体が腫瘍形成に重要であるということと一致する。
【００１０】
　ｉｎ ｖｉｔｒｏ又はｉｎ ｖｉｖｏで増殖した腫瘍細胞において、ＷＴ１のダウンレギ
ュレーションはＧＰＣ５の同時ダウンレギュレーションをもたらす。逆に、ＷＴ１のアッ
プレギュレーションはＧＰＣ５のアップレギュレーションをもたらす。ＷＴ１によるＧＰ
Ｃ５の直接的な転写調節は、ＧＰＣ５がそのプロモーター領域に２つのＷＴ１コンセンサ
ス結合部位を有するので起こりうることである。それ故に、ＷＴ１の過剰発現は、染色体
１３ｑ３１－３２アンプリコンを保持しない腫瘍においてＧＰＣ５の過剰発現を駆動する
ことができ、そしてＧＰＣ５発現は、ＷＴ１の発現を標的化することにより間接的にモジ
ュレートすることができる。アンチセンスオリゴヌクレオチドを用いるＷＴ１のダウンレ
ギュレーションは細胞増殖の阻害およびアポトーシスの誘導をもたらす（Algar, E. M., 
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Khromykh, T., Smith, S. I., Blackburn, D. M., Bryson, G. J.,およびSmith, P. J. (
1996) Oncogene 12, 1005-1014）。いくつかの細胞タイプにおいて、ＧＰＣ５のダウンレ
ギュレーションにより、増殖の阻害を全部または部分的に媒介することができる。
【００１１】
　高レベルのＷＴ１の発現は白血病および乳癌における予後不良に関連する。文献中の証
拠は、ＷＴ１が細胞チェックポイント制御およびアポトーシス経路の干渉を介して薬物耐
性メカニズムに影響を与えうることを示唆する。しかし決定的な証拠は欠いている。本発
明者らは、細胞毒性薬物を用いて処理した化学療法耐性の腫瘍細胞株におけるＷＴ１のア
ップレギュレーションを実証したが、これは感受性細胞株に見られない現象である。関連
するＧＰＣ５のアップレギュレーションも実証されている。ＧＰＣ５のアップレギュレー
ションはＷＴ１のアップレギュレーションの効果のいくつかを媒介し、かつ化学療法耐性
メカニズムに影響を与えうる。同様に、最近、ＧＰＣ３の過剰発現が、細胞株モデルにお
けるミトキサントロンおよびエトポシドに対する耐性と関係付けられている（Wichertら,
 Oncogene 23: 945-955 2004）。発現の直接的または間接的なダウンレギュレーションに
よるか、またはその活性をブロックすることによるＧＰＣ５活性の阻害は、特にＷＴ１を
不適当に発現しているかまたは過剰発現している癌において、いくつかのクラスの細胞毒
性薬物の効力を増大させる可能性がある。
【００１２】
　それ故に、本発明者らの研究結果はＧＰＣ５を治療上の標的とすることができるいくつ
もの方法を示唆する。ＧＰＣ５は細胞表面分子であり；それ故に、ＧＰＣ５と結合できる
作用物質を利用して治療薬を標的細胞に到達させることができる。さらに、またはその代
わりに、細胞表面におけるＧＰＣ５の発現または機能を阻害するアンタゴニストを利用し
て、細胞増殖を直接的に阻害することができる。さらに、かかるＧＰＣ５アンタゴニスト
は、他の化学治療薬に対する標的細胞の感受性を増大させるために用いることができるの
で、治療法に耐性を生じた腫瘍を治療するために重要でありうる。
【００１３】
　従って本発明者らの発見の治療上の応用は、染色体１３ｑ３１アンプリコンを保持する
少数の癌だけでなくもっと広いものである。
【００１４】
　従って、第１の態様において、本発明は細胞をＧＰＣ５アンタゴニストまたはＧＰＣ５
結合物質と接触させるステップを含む、標的細胞の増殖を阻害する方法を提供する。
【００１５】
　本発明のこの態様において、ＧＰＣ５結合物質は典型的にはＧＰＣ５タンパク質、すな
わち、ＧＰＣ５コアタンパク質および／またはそれに随伴するヘパラン硫酸鎖と結合する
ことができる作用物質である。好ましいＧＰＣ５結合物質は抗体であるが、ペプチドおよ
び小分子結合物質も好適でありうる。
【００１６】
　ＧＰＣ５結合物質を用いて、標的細胞の増殖を阻害できる治療薬を適当な細胞タイプに
到達させることができる。従って本方法は、細胞を治療薬と接触させるステップを含むこ
とができる。
【００１７】
　治療薬は結合物質の一部分であるか、または結合物質と随伴（共有結合もしくは非共有
結合または別の様式で連結）していてもよい。あるいは結合物質を用いて標的細胞を標識
して、それにより、次いで好適な治療薬が非標識細胞より優先的に該細胞に到達するか、
または該細胞の近傍で活性化されるようにすることができる。かかる実施形態においては
、治療薬はＧＰＣ５結合物質と結合することができるものとしてもよい。
【００１８】
　当業者であれば、好適な治療薬をＧＰＣ５結合物質を介して標的細胞に到達させること
ができる多数の考えられるメカニズムに気付くであろう。
【００１９】
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　治療薬は免疫系の細胞または分子を含みうる。例えば、標的細胞と結合した抗ＧＰＣ５
抗体は、免疫系の様々なエフェクター機構を動員して細胞を攻撃することができる。これ
には、多形核細胞、単核細胞およびＫ細胞が介在する抗体依存性の細胞介在細胞毒性など
の細胞性メカニズム、ならびに補体カスケードなどの分子性メカニズムが含まれる。
【００２０】
　あるいは、治療薬は、毒素または薬物などの、細胞を直接死滅させるかまたは増殖を阻
害することができる分子を含むことができる。このアプローチには、該細胞により発現さ
れるかまたはＧＰＣ５結合物質と関連している酵素の作用により毒素または薬物分子に変
換されうる前駆体分子の使用が含まれる。かかる方法の一例はしばしばＡＤＥＰＴ療法と
呼ばれる（下記参照）。
【００２１】
　さらなる別の実施形態においては、治療薬は、細胞内で合成される毒素または阻害剤を
コードする核酸を含有するウイルスベクターなどのベクターを含みうる。かかる場合、該
ベクターがコードする作用物質は、それ自体が本明細書の他の箇所に記載されるＧＰＣ５
アンタゴニストであってもよい。
【００２２】
　これらのアプローチは個々にまたは組合わせて用いることができる。その他の好適な実
施形態は当業者に明白であろう。
【００２３】
　ＧＰＣ５結合物質は、それ自体がＧＰＣ５アンタゴニスト活性を有してもよい（但し必
ずしもそうである必要はない）。
【００２４】
　ＧＰＣ５アンタゴニストは、細胞表面上のＧＰＣ５の活性または機能的ＧＰＣ５の発現
を阻害する作用物質である。従って、ＧＰＣ５アンタゴニストは、ＧＰＣ５の増殖効果を
直接的にブロックすることにより細胞増殖を阻害することができる。
【００２５】
　ＧＰＣ５活性（発現よりも）に影響を与えるＧＰＣ５アンタゴニストは、典型的には、
例えば、ＧＰＣ５の、リガンド、受容体、および／または共受容体との結合をブロックす
ることにより、ＧＰＣ５タンパク質がその生理学的活性を発揮することを防止または阻害
するＧＰＣ５結合物質である。これらの機能のいずれか１つを遂行する、例えば、抗体、
ペプチド、小分子などは、ＧＰＣ５アンタゴニストならびにＧＰＣ５結合物質とみなすこ
とができる。
【００２６】
　ＧＰＣ５発現を阻害するＧＰＣ５アンタゴニストは、成熟ＧＰＣ５タンパク質生成にお
けるいくつもの段階のいずれか１つに作用するものであってもよい。例えば、アンタゴニ
ストはＧＰＣ５遺伝子の転写、ＧＰＣ５プレｍＲＮＡのプロセシング、ＧＰＣ５ ｍＲＮ
Ａのタンパク質への翻訳、ＧＰＣ５の糖鎖形成（すなわち、糖残基のＧＰＣ５コアタンパ
ク質への付加）または糖鎖の成熟ヘパラン硫酸（ＨＳ）鎖へのプロセシングを阻害するも
のであってもよい。
【００２７】
　好ましいＧＰＣ５発現のアンタゴニストは、ＧＰＣ５ ｍＲＮＡまたはプレｍＲＮＡの
配列と相補的な核酸配列を含む。これにはアンチセンスＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ分子（ＲＮＡ
ｉおよびｓｉＲＮＡを含む）、およびリボザイムが含まれる。
【００２８】
　上記のように、ＧＰＣ５アンタゴニストは標的細胞を細胞毒性物質に感作させることが
できる。従って該方法は、細胞を細胞毒性物質と接触させるさらなるステップを含むこと
ができ、ここで、ＧＰＣ５アンタゴニストは細胞の細胞毒性物質に対する感受性を増大さ
せる。これは特に、その細胞が化学治療薬に耐性を有している癌患者の治療に有用であり
；化学治療薬の効力を増大させるためにＧＰＣ５アンタゴニストを化学療法と組合わせて
用いることができる。
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【００２９】
　本発明の方法はｉｎ ｖｉｔｒｏおよびｉｎ ｖｉｖｏの両方で応用できるが、以上から
明白なように、好ましい態様は、癌細胞の増殖を阻害するための、癌患者に対するＧＰＣ
５アンタゴニストまたは結合物質の投与を含む。
【００３０】
　従って、本発明はさらに、ＧＰＣ５アンタゴニストまたはＧＰＣ５結合物質を癌患者に
投与するステップを含む、癌を治療する方法を提供する。
【００３１】
　本発明はさらに、医療の方法に使用するための本明細書に記載したＧＰＣ５アンタゴニ
ストまたはＧＰＣ５結合物質を提供する。
【００３２】
　また、癌を治療するための医薬の製造における、本明細書に記載したＧＰＣ５アンタゴ
ニストまたはＧＰＣ５結合物質の使用も提供する。
【００３３】
　本明細書に記載した治療方法および組成物の全てにおいて、ＧＰＣ５アンタゴニストお
よび結合物質を単独で、または細胞毒性物質を含む他の治療剤（上記参照）と組合わせて
用いることができる。
【００３４】
　さらなる態様において、本発明は、ＧＰＣ５アンタゴニストまたは結合物質を用いる治
療に対する癌の感受性を測定する方法であって、上記癌由来の細胞におけるＧＰＣ５発現
の存在、非存在またはレベルを測定するステップを含む上記方法を提供する。さらに、ま
たはその代わりに、該方法は１３ｑ３１における染色体内増幅の存在、非存在または程度
を決定するステップ、例えばＧＰＣ５遺伝子のゲノムコピー数を測定するステップを含む
ことができる。さらに、またはその代わりに、該方法は細胞におけるＷＴ１発現の存在、
非存在または発現レベルを測定するステップを含むことができる。細胞は、前もって、Ｗ
Ｔ１を不適当に発現するかまたはＷＴ１を過剰発現することがわかっていてもよい。測定
は定性的、定量的または半定量的であってもよい。
【００３５】
　該方法は典型的には、問題の癌を患う被験体から単離したサンプルを用いてｉｎ ｖｉ
ｔｒｏで実施されるであろう。サンプルは全細胞または細胞抽出物を含むものであっても
よく、かつ１以上の癌細胞を含有することが疑われるかまたはわかっている生検サンプル
、血液などの体液サンプル、またはいずれか他の好適なサンプル由来のものであってもよ
い。該方法は被験体由来のサンプルを単離するステップを含むものであってもよい。
【００３６】
　該方法は典型的には、サンプルを本発明のこの態様においてＧＰＣ５タンパク質、ＤＮ
ＡまたはＲＮＡと結合することができるＧＰＣ５結合物質と接触させるステップを含むで
あろう。該方法は、ＧＰＣ５と結合した結合物質の量を測定するステップと、得られた結
果を、癌がＧＰＣ５アンタゴニストまたは結合物質を用いる治療に感受性を有しうる確率
と相関させるステップとをさらに含むものであってもよい。
【００３７】
　遊離の循環ＧＰＣ５（すなわち、ＧＰＩアンカーを介して細胞表面と結合していないＧ
ＰＣ５タンパク質）の存在またはレベルも、ＧＰＣ５を過剰発現する癌に対するマーカー
としての役割を果たしうる。従って、さらなる態様において、本発明は患者における癌の
存在をスクリーニングする方法であって、患者由来のサンプルをＧＰＣ５結合物質と接触
させるステップを含む上記方法を提供する。好ましくは、該サンプルは全血、血清、血漿
、尿などの体液のサンプルである。
【００３８】
　該方法は、ＧＰＣ５と結合した結合物質の量を測定するステップと、得られた結果を、
患者が癌を有する確率と相関させるステップとをさらに含むものであってもよい。
【００３９】
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　本発明者らはまた、乳癌サンプルにおけるＧＰＣ５の過剰発現が当該癌のステージと良
く相関することを見出した。特に、ＧＰＣ５を発現する腫瘍は、ステージ１またはステー
ジ２の腫瘍よりもステージ３の腫瘍である場合が顕著に多い。この結果はＧＰＣ５を乳癌
の予後マーカーとして利用できることを示唆する。
【００４０】
　それ故に、本発明は乳癌の患者に対する予後を確認する方法であって、該患者の乳房腫
瘍中のＧＰＣ５の発現レベルに基づいて患者の予後を診断するステップを含む上記方法を
提供する。
【００４１】
　該方法は典型的には、乳癌細胞を含有するサンプル中のＧＰＣ５の発現の存在、非存在
または程度を測定することを含む。該方法は典型的には、患者から単離したサンプルを用
いてｉｎ ｖｉｔｒｏで実施するが、ｉｎ ｖｉｖｏの方法も予想される。該サンプルを、
ＧＰＣ５ ｍＲＮＡまたはタンパク質と結合できるＧＰＣ５結合物質と接触させてもよい
。
【００４２】
　「予後」とはその最も一般的な意味で意図され、定量的であっても定性的であってもよ
い。予後は、予後「良好」または「不良」などの一般的な用語で、および／または無病生
存期間（ＤＦＳ）、一定期間の生存確率、および／または一定期間内の遠隔転移の確率な
どの適当な臨床転帰を表す用語で表現することができる。予後の定量的な尺度は一般に確
率で表現される。さらに、またはその代わりに、そしてとりわけ、予後を医師にまたは医
師間で連絡するために、予後をＮＰＩスケールのような、他の予後指標の用語で表現して
もよい。
【００４３】
　一般的に、「予後良好」の腫瘍を有する患者は恐らく通常の治療計画で治療されるであ
ろう。「予後不良」の腫瘍を有する患者は、代わりの、またはより侵襲性の高い治療計画
で治療される場合がある。「予後不良」の患者は通常、慣用的な治療計画が失敗するのを
待った後に、より侵襲的な治療計画に移行する必要はない。さらに、当該疾患についての
あり得そうな臨床経過を理解していれば、患者は将来に対する現実的な計画に備えること
が可能となり、この事は癌治療の重要な社会的側面である。
【００４４】
　疑念を避けるために、用語「決定すること」は予後の絶対的確実性を意味する訳ではな
い。むしろ、腫瘍中のＧＰＣ５の発現レベルは一般的に、患者についてのあり得そうな予
後を示すものであろう。
【００４５】
　腫瘍がＧＰＣ５を過剰発現していることがわかっている患者は恐らくステージ３の腫瘍
を有するので、予後不良に該当するであろう。しかし、ＧＰＣ５が必ずしも予後の決定に
用いられる唯一のマーカーでないことは理解されよう。むしろＧＰＣ５を他の予後マーカ
ーと組合わせて使用し、詳細な予後診断の決定を助けることができる。
【００４６】
　本発明者らは、ＧＰＣ５発現はまた、予めＧＰＣ５を発現することがわかっている癌に
対して治療の進行（例えば成功または失敗）をモニターするために利用することもできる
と予想する。かかる方法は、典型的には癌細胞におけるＧＰＣ５発現をモニターするステ
ップを含む。これは癌細胞内のＧＰＣ５の発現レベルを測定するステップを含む。経時的
なＧＰＣ５の発現レベルの低下は、治療が有効であることの指標と受け取ることができる
。さらに、またはその代わりに、該方法はＧＰＣ５を発現もしくは過剰発現する所与のサ
ンプル中の細胞の数または密度を測定するステップを含むことができる。このステップは
、腫瘍のサイズが縮小したかどうかの決定を助けるので、治療が腫瘍サイズを縮小させる
所望の効果を有するかどうかの指標を与える。
【００４７】
　該方法は典型的には、得られた結果を、治療前および／または治療の初期段階の同じ患
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者について行った同等のアッセイの結果と比較するステップを含む。
【００４８】
　該方法は典型的には、患者由来の乳癌細胞を含有するサンプル中のＧＰＣ５の発現の存
在、非存在または程度、あるいはＧＰＣ５を発現もしくは過剰発現する細胞の数または密
度を測定することを含む。本明細書に記載の他の方法と同様に、該方法は典型的には、患
者から単離したサンプルを用いてｉｎ ｖｉｔｒｏで実施するが、ｉｎ ｖｉｖｏの方法も
予想される。該サンプルを、典型的にはＧＰＣ５ ｍＲＮＡまたはタンパク質と結合でき
るＧＰＣ５結合物質と接触させる。
【００４９】
　さらなる態様において、本発明はさらに治療薬を特定するために用いることができるス
クリーニング方法を提供する。特に本発明は、標的細胞を死滅させるかまたはその増殖を
阻害することができる作用物質をスクリーニングする方法であって、以下のステップ：
（ｉ）　　ＧＰＣ５タンパク質を１種以上の候補物質と接触させるステップ；
（ｉｉ）　ＧＰＣ５タンパク質と結合する能力に基づいて１種以上の候補物質を選択する
ステップ；
（ｉｉｉ）１種以上の選択された該候補物質を標的細胞と接触させるステップ；および
（ｉｖ）　選択された該候補物質の該細胞の増殖に対する効果を測定するステップ
を含む、上記方法を提供する。
【００５０】
　該細胞は典型的にはＧＰＣ５を発現し、そして好ましくはＧＰＣ５を不適当に発現して
いるかまたは過剰発現している。該細胞は天然にＧＰＣ５を発現してもよく（例えば、Ｇ
ＰＣ５を発現しているかまたは過剰発現している癌由来であってもよく）、または該細胞
は、例えば、ＧＰＣ５をコードする核酸を含むベクターを用いた形質転換により、ＧＰＣ
５を発現するように遺伝子操作されたものであってもよい。該細胞は予めＷＴ１を不適当
に発現しているかまたは過剰発現していることがわかっていてもよい。
【００５１】
　該方法は、標的細胞の増殖を阻害することが見出された１種以上の物質をさらに選択す
るステップを含むことができる。選択された物質に１回以上の修飾処理を行って活性およ
び／またはｉｎ ｖｉｖｏ投与に対する適性を増加させ、そして細胞増殖を阻害する能力
について再試験することができる。好適な物質を、治療投与用に、例えば医薬組成物とし
て製剤化することができる。
【００５２】
　上記の様々な方法において、標的細胞または癌細胞は典型的には、ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ
および／またはＧＰＣ５タンパク質を過剰発現している。該細胞はまた、１３ｑ３１領域
の一部分もしくは全部を含む染色体アンプリコンを保持してもよい；すなわち、該細胞は
正常な２個より多くのＧＰＣ５遺伝子のゲノムコピーを保持してもよい。好ましい実施形
態においては、該細胞はＧＰＣ５を過剰発現するがその染色体領域の増幅を保持しない。
該標的細胞は典型的には、癌細胞、そして好ましくはＧＰＣ５を過剰発現する癌細胞であ
る。
【００５３】
　１３ｑ３１－３２アンプリコンを保持することが予めわかっている癌としては、横紋筋
肉腫（胎児型および胞巣型ＲＭＳの両方を含む）、リンパ腫（濾胞性リンパ腫、マントル
細胞リンパ腫および原発性皮膚Ｂ細胞リンパ腫を含む）、非小細胞性肺癌、膀胱癌、乳癌
の一部、神経グリア腫瘍（悪性末梢神経鞘腫を含む）、頭頸部の扁平上皮癌、慢性骨髄性
白血病、平滑筋肉腫、脂肪肉腫、骨もしくは軟組織の悪性線維性組織球腫の例が挙げられ
る（Gordonら、2000；Yuら、2003およびそれらの引用文献を参照）。
【００５４】
　ＧＰＣ５過剰発現がＲＭＳ、前立腺癌および乳癌において染色体内増幅の非存在のもと
で起こるという知見に基づけば、上記の癌タイプの例も１３ｑ３１の増幅無しにＧＰＣ５
を過剰発現するであろうし、従って、上記のいずれの癌タイプも本明細書に記載の方法お
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よび組成物による治療に好適であると考えられる。
【００５５】
　ＧＰＣ５発現はＷＴ１により（少なくとも部分的に）調節されるようである。従って、
ＷＴ１の不適当な発現（例えば、過剰発現）を示す癌も、記載する方法による治療に好適
でありうる。これらの癌としては、白血病ならびに前立腺、乳房および肺、さらに甲状腺
、精巣および卵巣癌、メラノーマおよび中皮腫を含む広範囲の固形腫瘍が挙げられる（Sc
harnhorst, V., van der Eb, A. J.,およびJochemsen, A. G. (2001) Gene 273, 141-161
）。
【００５６】
　ＷＴ１発現はまた、化学治療剤に対する癌細胞の耐性に関係があるとされている。従っ
て、１種以上の細胞毒性物質による治療に耐性の癌も、本発明による治療に好適でありう
る。該細胞は初めから耐性を有していてもよく、または治療の経過にわたって耐性を発達
させていてもよい。典型的には、かかる細胞はＷＴ１およびＧＰＣ５の過剰発現により特
徴付けられるであろう。
【００５７】
　加えて、化学感受性の増大におけるＧＰＣ５アンタゴニストの有効性の改善は、ＷＴ１
アンタゴニストを用いたＷＴ１の同時ダウンレギュレーションにより達成することができ
る。好ましいＷＴ１アンタゴニストは、ＷＴ１ ｍＲＮＡまたはプレｍＲＮＡの配列と相
補的な核酸配列を含んでなる。これらのアンタゴニストにはアンチセンスＲＮＡ、ｄｓＲ
ＮＡ分子（ＲＮＡｉおよびｓｉＲＮＡを含む）およびリボザイムが含まれる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００５８】
図面の説明
　図１：２種類の原発性ＲＭＳサンプルおよび細胞株Ｋ５６２中の増幅された１３ｑ３１
－ｑ３２領域にわたるＢＡＣを用いたＦＩＳＨの結果である。増幅の最小限領域は、セン
トロメア末端のＲＰ１１-５１ａ２により、および増幅を示さないテロメア末端のＧＰＣ
６ Ｔａｑｍａｎにより規定される。それ故に、最小限増幅の領域はＧＰＣ５遺伝子の両
側にはみ出すが、隣接するテロメア遺伝子ＧＰＣ６まで到達していない。ＧＰＣ５のセン
トロメア側の近位に位置する遺伝子Ｃ１３ＯＲＦ２５Ａは、リンパ腫に関係があると示唆
されている（33）。 
　図２Ａ：正常な筋肉と比較してのＧＰＣ５発現の対数分布である；左（胎児型）、右（
胞巣型）。 
　図２Ｂ：正常な筋肉と比較した横紋筋肉腫でのＣ１３ＯＲＦ２５Ａの発現を示す。「Ａ
」とマークしたバーはＣ１３ＯＲＦ２５Ａのゲノム増幅を示すサンプルである。 
　図３は、Ｋ５６２細胞における、ＧＰＣ５ ｍＲＮＡレベルおよび細胞生存に対するＧ
ＰＣ５アンチセンスオリゴヌクレオチドの効果を示す。パネルＡは１３種の代表的なＧＰ
Ｃ５標的化オリゴヌクレオチドについてのデータを、対照オリゴヌクレオチド１５７７０
と比較して示す。パネルＢおよびＣは活性オリゴヌクレオチドの１つ（２７６１０７）に
ついての用量－反応曲線を、２７６１２４と称する別の対照オリゴヌクレオチドと比較し
て示す。 
　図４Ａは、１８件の前立腺癌サンプルおよび６件の良性前立腺過形成サンプルにおける
ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ発現のレベルを、正常前立腺と比較して示す。図４Ｂは、前立腺癌と
良性前立腺過形成との間のＧＰＣ５発現の全体的相違を示す。 
　図５Ａは、乳癌サンプルにおけるＧＰＣ５ ｍＲＮＡ発現を、正常な乳房生検組織と比
較して示す。図５Ｂは、４４件の乳房腫瘍のサンプル中のＧＰＣ５を過剰発現するステー
ジ１、２または３の腫瘍の数を、正常乳房組織と比較して示す。 
　図６は、Ｋ５６２細胞において、処理後２４時間および４８時間両方の、ＷＴ１および
ＧＰＣ５ ｍＲＮＡレベルに対するＷＴ１アンチセンスオリゴヌクレオチドの効果を示し
、ＷＴ１がＧＰＣ５発現を調節することを示唆している。 
　図７は、ドセタキソールを用いて処理したＰＣ３Ｍ腫瘍における、ＷＴ１およびＧＰＣ
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５ ｍＲＮＡ両者のアップレギュレーションを示す。 
　図８は、ＲＭＳ細胞株Ｔ９１－９５におけるＧＰＣ５過剰発現の効果を示す。Ａ：５種
類のＧＰＣ５過剰発現コロニーと５種類の模擬トランスフェクション対照コロニーとの間
の増殖の差。Ｂ：ＧＰＣ５過剰発現コロニーと対照コロニーとの間のＴａｑＭａｎアッセ
イにより測定したＧＰＣ５発現の差。Ｃ：Ｉｎ ｖｉｔｒｏ翻訳についてのウェスタンブ
ロット；レーン１：水（陰性対照）、レーン２：ｐＣＭＶ－ＴＮＴ－ＧＰＣ５（６３Ｋｄ
ａ）、レーン３：ルシフェラーゼ（６１Ｋｄａ陽性対照）。タンパク質はビオチン標識リ
ジン残基を取り込むように翻訳させた。ストレプトアビジン－アルカリホスファターゼお
よび適当な比色試薬を用いて発色した。
【００５９】
発明の詳細な説明
グリピカン
　グリピカンは細胞表面ヘパラン硫酸プロテオグリカン（ＨＳＰＧ）分子であって、該分
子はヘパラン硫酸（ＨＳ）グリコサミノグリカン鎖を保持し、かつＧＰＩアンカーを介し
て細胞膜に連結されたタンパク質コアから構成される。総説については、Perrimonおよび
Bernfield (2000) Nature 404: 725-728ならびにSelleck (1999) Am J Hum Genet 64: 37
2-377を参照されたい。
【００６０】
　ＨＳ鎖自体はコンセンサスＳＧＸＧ「糖付加（glycanation）」部位のセリン残基と結
合している。ＨＳ鎖はそれぞれ四糖リンカー（-ＧｌｃＡ-Ｇａｌ-Ｇａｌ-Ｘｙｌ）から成
り、それにＧｌｃＮａｃおよびＧｌｃＡで作られた反復二糖単位の線形ポリマーが付加さ
れている。ＨＳ鎖が合成された後に、これらはゴルジ装置で酵素Ｎ-デアセチラーゼ/Ｎ-
スルホトランスフェラーゼ（ＮＤＳＴ）、ウロノシルＣ５-エピメラーゼ、２-Ｏ-スルホ
トランスフェラーゼ（２-ＯＳＴ）、６-Ｏ-スルホトランスフェラーゼ（６-ＯＳＴ）およ
び３-Ｏ-スルホトランスフェラーゼ（３-ＯＳＴ）によるプロセシングを受ける。
【００６１】
　ＨＳＰＧは細胞シグナル伝達において特異な役割を果たすと考えられるようになってい
る。いくつかのＨＳＰＧは増殖因子シグナル伝達に対する共受容体として作用するようで
ある（PerrimonおよびBernfield、ならびにSelleckによる上記総説を参照）。グリピカン
－３はＦＧＦ２およびＢＭＰ-７と免疫共沈降することが示されており（Int J Cancer 20
03 103:455-65）、一方でグリピカン－１はＦＧＦ２およびＨＢ-ＥＧＦと免疫共沈降して
これらの増殖因子の成長刺激作用を増進することが示されている（J Clin Invest 1998 1
02(9) 1662-73）。グリピカン-４はＦＧＦ２の機能を、その増殖刺激特性を抑制すること
によりモジュレートする（Dev Dyn 219(3):353-67）。
【００６２】
　ヒトＧＰＣ５のｍＲＮＡおよびタンパク質配列は、Veugelersら「グリピカン５の特徴
付けとヒトグリピカン５の染色体内局在；グリピカン遺伝子ファミリーの新しいメンバー
（Characterization of Glypican-5 and Chromosomal localization of human Glypican-
5; new member of glypican gene family）」 Genomics 1997 40(1):24-30に記載されて
いる。該遺伝子のゲノム構造は、Veugelersら「４ＭＢ ＢＡＣ/ＰＡＣコンティグおよび
染色体１３ｑ３２上のＧＰＣ５/ＧＰＣ６遺伝子クラスターの完全ゲノム構造（A 4MB BAC
/PAC contig + complete genomic structure of the GPC5/GPC6 gene cluster on chromo
some 13q32）」 Matrix Biol 2001 20(5-6):375-85に記載されている。ＧｅｎＢａｎｋ参
照配列の登録番号は、ｍＲＮＡがＡＦ００１４６２（ｇｉ：３０１５５４１）であり、タ
ンパク質がＮＰ００４４５７である。相同的なタンパク質はまた、マウス（ＮＰ７８０７
０９）およびラット（ＸＰ２２４４８９）においても見出され、ヒト配列に対してそれぞ
れ８２％および８７％のタンパク質配列同一性を有する。これはヒトゲノム内で次に最も
相同的であるＧＰＣ３（ＮＰ００４４７５）（ヒトＧＰＣ５と４６％のタンパク質配列同
一性を有する）よりも大きな値である。
【００６３】
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　本明細書では「ＧＰＣ５タンパク質」を、コアタンパク質および／またはそれと結合し
たヘパラン硫酸鎖の両方を含む広い用語として使用する。タンパク質への言及は適宜解釈
すべきである。
【００６４】
細胞
　用語「癌細胞」は、本明細書を通して、ｉｎ ｖｉｖｏで生じた癌および腫瘍由来の細
胞ならびに連続培養に適合させた実験用細胞株をはじめとするいずれかの形質転換細胞を
意味するために使用される。かかる細胞株は典型的には、無限のｉｎ ｖｉｔｒｏ複製能
力、接触阻害の消失、動物において腫瘍を形成する能力などの特徴を示す。これらの細胞
株は元々は癌に由来するものでも、または実験室で形質転換されたものでもよい。
【００６５】
　該細胞はいずれの好適な種のものであってもよいが、哺乳動物の細胞が好ましい。特に
ヒトおよびげっ歯類（例えば、マウスまたはラット）の細胞が好ましい。
【００６６】
　記載した様々な方法の標的細胞は典型的にはＧＰＣ５を過剰発現している。該細胞は、
ＧＰＣ５を過剰発現するために、例えばＧＰＣ５をコードする核酸を含むベクターを用い
た形質転換により遺伝子操作したものでもよいし、または、故意に操作せずにＧＰＣ５を
過剰発現する、天然にＧＰＣ５を過剰発現するものであってもよい。
【００６７】
　細胞は、その細胞タイプに通常見出されるレベルより高いレベルのＲＮＡまたはタンパ
ク質を示す場合、ＧＰＣ５を過剰発現するとみなされる。腫瘍細胞は、その腫瘍細胞が由
来すると思われる対応する細胞タイプにおいて見出されるより高い発現レベルを示す場合
、ＧＰＣ５を過剰発現するとみなされる。例えば、ＲＭＳ細胞を正常な筋肉細胞もしくは
筋肉前駆細胞と、乳癌細胞を健康な乳房組織もしくは正常な乳房上皮細胞と、そして前立
腺癌細胞を健康な前立腺組織もしくは正常な前立腺上皮と比較することができる。
【００６８】
　例えば、通常はＧＰＣ５を発現しない細胞タイプは、それが検出可能なレベルのＧＰＣ
５発現を示す場合、ＧＰＣ５を過剰発現しているかまたは不適当に発現しているとみなさ
れる。通常も検出可能なＧＰＣ５発現を示すであろう細胞は、該細胞がＲＮＡまたはタン
パク質についてその細胞タイプの正常レベルの２倍を示す場合、さらに好ましくはその細
胞タイプの正常レベルの５倍、１０倍、５０倍または１００倍を示す場合、ＧＰＣ５を過
剰発現しているとみなされる。脳は、ＧＰＣ５の検出可能な発現を示すと報告されている
唯一の正常なヒト成体組織である。
【００６９】
　上記考察は、全組織、体液などがＧＰＣ５レベルの上昇を示すかどうかを決定する際に
準用される。
【００７０】
　ＷＴ１は、通常は、腎臓、生殖腺、造血系および神経系ならびに中皮の特定の細胞タイ
プにおいてのみ発現される（Reddy, J. C.,およびLicht, J. D. (1996) Biochim Biophys
 Acta 1287, 1-28）。これらの組織またはそれに由来する癌におけるＷＴ１の過剰発現は
、ＧＰＣ５について上記で記載したのと同様に決定することができる。その他の細胞タイ
プにおける発現は不適当であるとみなすことができる。
【００７１】
アンタゴニスト
　用語「ＧＰＣ５アンタゴニスト」は２種の異なるクラスの作用物質を包含する。
【００７２】
　「ＧＰＣ５活性のアンタゴニスト」は、成熟ＧＰＣ５タンパク質が細胞表面に発現した
ときの、その正常機能の発揮を阻止する作用物質である。これらは、典型的にはＧＰＣ５
タンパク質（コアタンパク質および／またはＨＳＰＧ鎖）と結合してそのプロ増殖（pro-
proliferative）機能を阻害する、ＧＰＣ５タンパク質に対する結合物質であろう。
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【００７３】
　「ＧＰＣ５発現のアンタゴニスト」は、細胞表面における成熟タンパク質の発現を阻害
またはブロックすることができる作用物質であるが、かかる作用物質の最終的な効果はＧ
ＰＣ５の機能または活性も阻害することであることは理解されるであろう。
【００７４】
　ＧＰＣ５アンタゴニストはそれ故に、候補化合物または物質をＧＰＣ５と結合する能力
についてスクリーニングすることにより特定することができる。好適なアッセイ方法を以
下に記載する。
【００７５】
　それらの好適な結合を示す候補化合物を、ＧＰＣ５を過剰発現する細胞の増殖を阻害す
るそれらの能力について（続いてまたは並行して）スクリーニングすることができる。好
適な細胞としては、天然にＧＰＣ５を過剰発現する細胞（ＧＰＣ５過剰発現性の癌由来の
細胞など）ならびにＧＰＣ５を過剰発現するように遺伝子操作した細胞（例えば、ＧＰＣ
５をコードするベクターを用いた形質転換による）が挙げられる。
【００７６】
　一方で、ＧＰＣ５発現のアンタゴニストは、典型的にはＧＰＣ５ゲノムＤＮＡ、前駆体
ｍＲＮＡ、ｍＲＮＡ、またはｃＤＮＡとハイブリダイズできる核酸分子を含んでなり、こ
れは１本鎖または２本鎖であってよい。かかるモジュレーターとしては、アンチセンスＲ
ＮＡまたはＤＮＡ、三重らせん形成分子、ＲＮＡｉ、ｓｉＲＮＡおよびリボザイムが挙げ
られる（かかるアンタゴニストは下記のようにＧＰＣ５結合物質であるとみなすこともで
きる）。化学的に修飾されたヌクレオチドを含んでなる核酸（例えば、ロックド核酸、ま
たはプロピニル、メチルもしくはＧ－クランプトピリミジンヌクレオチド）ならびに修飾
された糖残基（例えば、２’-Ｏ-メチルおよび２’-メトキシエチル修飾）またはバック
ボーン構造（例えば、ホスホルアミダイトもしくはモルホリノ結合、またはペプチド核酸
（ＰＮＡ）の取り込みによる）を有してなる核酸類似体もこの定義に含まれる。これらの
修飾およびアンチセンス技術全体のさらなる詳細については、DeanおよびBennett (2003)
 Oncogene 22: 9087-9096およびそこに引用されている参照文献を参照されたい。
【００７７】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは一般的に、ワトソン・クリック塩基対合によりＲＮ
Ａの相補配列とハイブリダイズする。得られる２本鎖複合体は、メッセージのタンパク質
産物への翻訳を、リボソームにおける立体ブロッキングまたはＲＮＡ二重鎖を切断するＲ
Ｎａｓｅ Ｈの活性化により阻止する。アンチセンスＤＮＡについては、翻訳開始部位、
例えば目的の標的遺伝子ヌクレオチド配列の－１０～＋１０領域由来のオリゴデオキシリ
ボヌクレオチドが好ましい。
【００７８】
　遺伝子発現をダウンレギュレーションするためにアンチセンス遺伝子または部分的な遺
伝子配列を使用するときに、ヌクレオチド配列を「逆方向」でプロモーターの制御下に配
置し、転写によって、標的遺伝子の「センス」鎖から転写された通常のｍＲＮＡと相補的
なＲＮＡが得られるようにする。
【００７９】
　コード配列に対応する完全な配列を使用する必要はない。例えば、十分な長さの断片を
使用してもよい。当業者にとって、様々なサイズの断片、およびコード配列の様々な部分
からの断片をスクリーニングしてアンチセンス阻害のレベルを最適化することは、日常行
われる手法である。開始メチオニンＡＴＧコドン、および恐らく開始コドンの上流の１以
上のヌクレオチドを含むことは好都合である。さらに、遺伝子の保存配列、例えば調節配
列などの、１以上の遺伝子の特徴である配列を標的化することも可能である。
【００８０】
　採用する配列は、５００ヌクレオチド以下、あるいは約４００ヌクレオチド、約３００
ヌクレオチド、約２００ヌクレオチド、または約１００ヌクレオチドであってもよい。さ
らに短い長さ、１４～２３ヌクレオチドのオリゴヌクレオチドを用いることもできるが、
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可能であれば、より長い断片、一般的には５００ヌクレオチドよりさらに長いことが好ま
しい。
【００８１】
　標的配列発現のダウンレギュレーションに使用する配列と標的配列との間に完全な配列
同一性が存在することは好ましいが、配列の完全な相補性または類似性は必須でない。使
用する配列は、標的遺伝子と１個以上のヌクレオチドが異なっていてもよい。例えば、本
発明による遺伝子発現のダウンレギュレーションに使用する配列は、利用しうる配列から
選択した野生型配列（例えば、遺伝子）、またはかかる配列の１個または数個のヌクレオ
チドの挿入、付加、欠失または置換によって得た突然変異体、誘導体、変異体または対立
遺伝子であってもよい。該配列は、オープンリーディングフレームを含むことも、または
翻訳可能であるＲＮＡに特定される必要もない。ハイブリダイズするそれぞれのアンチセ
ンスとセンスＲＮＡ分子の間には十分な相同性のあることが好ましい。使用する配列と標
的遺伝子との間に約５％、１０％、１５％または２０％またはそれ以上のミスマッチが存
在する場合でも遺伝子発現のダウンレギュレーションは起こりうる。
【００８２】
　２本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）はアンチセンス鎖単独よりも遺伝子サイレンシングに有効
であることが見出されている（Fire A.ら Nature, Vol 391, (1998)）。ｄｓＲＮＡが媒
介するサイレンシングは遺伝子特異的であり、しばしばＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）と称され
る。ＲＮＡ干渉は２段階プロセスである。最初にｄｓＲＮＡが細胞内で切断され、５’末
端リン酸および３’の短いオーバーハング（～２ｎｔ）を伴う短い約２１～２３ｎｔ長の
短い干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）を生じる。ｓｉＲＮＡは対応するｍＲＮＡ配列を特異的に
標的化して破壊する（Zamore P.D. Nature Structural Biology, 8, 9, 746-750, (2001)
）。
【００８３】
　ＲＮＡｉはまた、３’-オーバーハング末端を有する同じ構造の化学的に合成したｓｉ
ＲＮＡ二重鎖を用いても効率的に誘導することができる（Zamore PDら Cell, 101, 25-33
, (2000)）。合成ｓｉＲＮＡ二重鎖は、広範囲の哺乳動物細胞株において内在性および異
種遺伝子の発現を特異的に抑制することが示されている（Elbashir SM.ら Nature, 411, 
494-498, (2001)）。Fire (1999) Trends Genet. 15: 358-363、Sharp (2001) Genes Dev
. 15: 485-490、Hammond ら (2001) Nature Rev. Genes 2: 1110-1119、およびTuschl (2
001) Chem. Biochem. 2: 239-245も参照されたい。
【００８４】
　リボザイムはＲＮＡの特異的切断を触媒することができる酵素性ＲＮＡ分子である（総
説として、Rossi, J., 1994, Current Biology 4: 469-471を参照）。リボザイム作用の
メカニズムは、標的ＲＮＡに対して相補的なリボザイム分子の配列特異的ハイブリダイゼ
ーションとそれに続くヌクレオチド鎖内切断を含む。リボザイム分子の構造は、標的タン
パク質ｍＲＮＡに対して相補的な１以上の配列を含まなければならず、またｍＲＮＡ切断
に関わる周知の触媒配列を含まなければならない。この配列については、米国特許第５，
０９３，２４６号（参照によりその全体が本明細書中に組み入れられる）を参照されたい
。同様に、標的タンパク質をコードするＲＮＡ配列のヌクレオチド鎖内切断を特異的かつ
効率的に触媒する、遺伝子操作されたハンマーヘッドモチーフリボザイム分子は本発明の
範囲内に含まれる。
【００８５】
　最初に、目的とする分子を次の配列：ＧＵＡ、ＧＵＵおよびＧＵＣを含むリボザイム切
断部位についてスキャンすることにより、潜在的なＲＮＡ標的内の特定のリボザイム切断
部位を明らかにする。それを明らかにしたら、切断部位を含有する標的タンパク質遺伝子
の領域に対応する１５～２０個のリボヌクレオチドの短い配列を、オリゴヌクレオチド配
列を不適当にしうる二次構造などの予想される構造的特徴について評価することができる
。候補配列の好適性はまた、リボヌクレアーゼ保護アッセイを用いて、相補性オリゴヌク
レオチドとハイブリダイズするためのそれらのアクセスしやすさを試験することにより評
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価することもできる。
【００８６】
　転写を阻害するための三重らせん形成に用いる核酸分子は、１本鎖であってデオキシヌ
クレオチドで構成されなければならない。これらのオリゴヌクレオチドの塩基組成は、Ｈ
ｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対合ルールによる三重らせん形成を促進するように設計しなければ
ならないので、一般的に二重鎖の一方の鎖上に存在する相当長いプリンまたはピリミジン
の伸展部を必要とする。ヌクレオチド配列はピリミジンを基礎とするものであってもよく
、この場合、得られる三重らせんの３本の会合鎖を横切るＴＡＴおよびＣＧＣ＋トリプレ
ットを生じるであろう。高ピリミジン含量分子は、その鎖と平行な方向の二重鎖の片方の
鎖の高プリン含量領域に相補的な塩基となる。さらに、核酸分子を高プリン含量であるよ
うに、例えばＧ残基の伸展部を含有するように選ぶことができる。これらの分子はＧＣ対
に富むＤＮＡ二重鎖との三重らせんを形成するであろうが、その場合、プリン残基の大部
分は標的化した二重鎖の片方の鎖上に位置し、三重鎖中の３本鎖を横切るＧＧＣトリプレ
ットを生じる。
【００８７】
　あるいは、三重らせん形成の標的とすることができる潜在的配列は、いわゆる「スイッ
チバック」核酸分子を作製することにより増加させることができる。スイッチバック分子
を交互に５’-３’、３’-５’との様式で合成し、それらがまず二重鎖の一方の鎖と塩基
対を形成し、次いで他方の鎖と塩基対を形成するようにして、二重鎖の一方の鎖上に存在
すべき相当な長さのプリンまたはピリミジンの伸展部の必要性をなくす。
【００８８】
　ＷＴ１アンタゴニストは、ＷＴ１が転写因子としてのその機能を発揮するのを阻止する
作用物質である。ＷＴ１は細胞内タンパク質であるので、好ましいＷＴ１アンタゴニスト
はＷＴ１発現を妨害するものである。特に好ましいＷＴ１アンタゴニストはＷＴ１ ｍＲ
ＮＡまたはプレｍＲＮＡの配列と相補的な核酸配列を含んでなる。これらには、アンチセ
ンスＲＮＡ、ｄｓＲＮＡ分子（ＲＮＡｉおよびｓｉＲＮＡを含む）、およびリボザイムが
含まれる。ＷＴ１配列の例については、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＮＭ_０００３７８.２、
同ＮＭ_０２４４２６.２、同ＮＭ_０２４４２５.１、同ＮＭ_０２４４２４.１を参照され
たい。本出願に引用した全ての登録番号は、２００４年２月２０日に更新されたＧｅｎＢ
ａｎｋ公報１４０.０から得たものである。
【００８９】
結合物質
　本発明のほとんどの態様において、ＧＰＣ５結合物質とは、ＧＰＣ５コアタンパク質お
よび／またはそれに関連するヘパラン硫酸鎖と結合することができる作用物質を意味する
。しかし、本発明のいくつかの態様、例えば、以下に記載の診断方法においては、ＧＰＣ
５をコードする核酸、および特にはＧＰＣ５プレｍＲＮＡ、ｍＲＮＡ、またはそれらに由
来するｃＤＮＡと結合することができる作用物質もまた、ＧＰＣ５結合物質であるとみな
すことができる。
【００９０】
　好ましい実施形態においては、使用する結合物質はＧＰＣ５と特異的な結合対を構成す
ると考えられる。用語「特異的な結合対」は特異的な結合メンバー（ｓｂｍ）と結合パー
トナー（ｂｐ）からなる１対の分子を記載するのに使用することができ、従って、該分子
対は互いに特別な特異性を有し、かつ通常の条件ではその他の分子と結合するより優先し
て互いと結合する。特異的な結合対の例は、抗原と抗体、リガンド（ホルモンなど）と受
容体、アビジン／ストレプトアビジンとビオチン、レクチンと炭水化物、および相補的な
ヌクレオチド配列である。
【００９１】
　「特異的」との語により、ＧＰＣ５と相互作用する作用物質の特定結合部位は、該結合
物質が遭遇すると思われるＧＰＣ５以外の分子（例えば、アッセイ中または所与の細胞表
面上の他の分子）とは顕著な結合を示さないであろうことを意味する。例えば、該結合物
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質とＧＰＣ５との間の相互作用は１０-６～１０-９Ｍ-１以下のオーダーのＫＤを有しう
る。
【００９２】
　結合物質は、ＧＰＣ５分子のタンパク質コアまたはＨＳ鎖と結合するものでありうるが
、好ましい実施形態においては、タンパク質コア、好ましくは該コアの親水性領域、例え
ば配列ＣＫＳＹＴＱＲＶＶＧＮＧＩＫＡＱの一部分または全部と結合する。
【００９３】
　結合物質はサイズが５０アミノ酸以上のタンパク質もしくはポリペプチド、または５０
アミノ酸長までのペプチドであってもよい。典型的にはペプチドは５～５０アミノ酸長、
さらに典型的には１０～２０アミノ酸長である。あるいは、結合物質は例えば１０００Ｄ
ａ以下、好ましくは７５０Ｄａ以下、好ましくは５００Ｄａ以下の小分子であってもよい
。
【００９４】
　抗体は好ましい結合物質の例である。従って、診断用の好ましいアッセイ形式は免疫学
的アッセイであり、該アッセイとしては、ＥＬＩＳＡアッセイ、および全細胞もしくは組
織切片について行うことができる免疫組織化学、単一細胞もしくは分散した細胞の集団に
ついて行うことができるＦＡＣＳ分析、共焦点顕微鏡などのための他の免疫染色の形態、
ならびに細胞抽出物の分析に好適なイムノブロットが挙げられる。
【００９５】
　抗体全体のうちの各フラグメントが抗原と結合する機能を発揮できることが明らかにな
っている。用語「抗体」は、それ故に、本明細書において抗体の結合フラグメントを含む
いかなる分子をも包含するものとして使用する。結合フラグメントの例は、（ｉ）ＶＬ、
ＶＨ、ＣＬおよびＣＨ１ドメインからなるＦａｂフラグメント；（ｉｉ）ＶＨおよびＣＨ
１ドメインからなるＦｄフラグメント；（ｉｉｉ）単一抗体のＶＬおよびＶＨドメインか
らなるＦｖフラグメント；（ｉｖ）ＶＨドメインからなるｄＡｂフラグメント（Ward, E.
S.ら、Nature 341、544-546 (1989)）；（ｖ）単離されたＣＤＲ領域；（ｖｉ）Ｆ（ａｂ
’）２フラグメント（２つの連結したＦａｂフラグメントを含む二価フラグメント）；（
ｖｉｉ）単鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）（ＶＨドメインおよびＶＬドメインがペプチドリンカ
ーにより連結し、それにより２つのドメインが結合して抗原結合メンバーを形成すること
ができる（Birdら, Science, 242, 423-426, 1988；Hustonら, PNAS USA, 85, 5879-5883
, 1988)）。
【００９６】
診断方法と他のアッセイ
　ＧＰＣ５の結合物質は、ＧＰＣ５アンタゴニストおよび標的化物質として有用であると
ともに、生物学的サンプル中のＧＰＣ５の存在を検出するためにも用いることができる。
これには本発明の範囲内でいくつもの応用がある。
【００９７】
　ＧＰＣ５アンタゴニストまたは結合物質による治療に対する特定の癌の感受性は、本明
細書に記載した結合物質を用いて上記癌におけるＧＰＣ５の発現レベルを試験することに
より、評価することができる。ＧＰＣ５を過剰発現するかまたは高いＧＰＣ５レベルを有
することが見出された癌は、本明細書に記載の方法と組成物を用いて治療可能である場合
がある。
【００９８】
　該方法は典型的には、当該癌を患う被験体から単離しておいたサンプルをＧＰＣ５結合
物質と接触させるステップを含む。該サンプルは１以上の全細胞または細胞抽出物を含ん
でもよく、かつ１以上の癌細胞を含有することが疑われるかまたはわかっているいずれか
の好適な生物学的サンプルに由来するものでもよい。例としては、組織サンプル（例えば
、生検サンプル）および体液、例えば血液、血清または血漿のサンプルが挙げられる。
【００９９】
　結合物質はＧＰＣ５タンパク質またはｍＲＮＡのいずれかの発現を検出することができ
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る。
【０１００】
　好ましい実施形態においては、該方法はさらに、ＧＰＣ５の発現レベルを、１以上の参
照サンプル中に見出されるものと比較するステップを含み、ここで参照サンプル中の発現
レベルは予め測定されていてもよい。好適な参照サンプルとしては、癌または疑わしい癌
が由来する組織タイプと同じ組織タイプ、または比較しうる組織タイプのサンプルが挙げ
られる。参照サンプルは、試験サンプルと同じ個体から、または異なる個体から得ること
ができる。参照サンプルとしては、場合によっては、陽性対照の役割を果たしうる既知の
ＧＰＣ５発現レベルの、既知のタイプの癌細胞のサンプルも挙げられる。
【０１０１】
　サンプルは、ＷＴ１を不適当に発現するかまたは過剰発現することが予め明らかになっ
ている癌由来であってもよい。あるいは、該方法は、ＷＴ１の発現レベルを測定して、１
以上のＷＴ１アンタゴニストによる併用療法が有益であるかどうかを確認するステップを
さらに含んでもよい。
【０１０２】
　本発明はまた、被験体がＧＰＣ５の過剰発現により特徴付けられる癌を患っているかど
うかを決定する方法であって、被験体からのサンプルをＧＰＣ５結合物質と接触させるス
テップを含む方法も提供する。好ましくは、該方法は、循環中の遊離の（すなわち細胞と
連結していない）ＧＰＣ５のレベルを測定するステップを含む。かかる場合、サンプルは
好ましくは血液、血清または血漿であり、そして結合物質はＧＰＣ５タンパク質を検出す
るものである。
【０１０３】
　また、得られた結果を好適な陽性および／または陰性対照サンプルと比較して、被験体
の臨床状態の示唆を得ることができる。
【０１０４】
　個体から得たサンプル中のアナライトの濃度を測定する方法は当該技術分野では周知で
あり、本発明においてＧＰＣ５タンパク質または、適宜、ｍＲＮＡの発現を測定するよう
に当業者により容易に適合させられる。かかるアッセイによって医師は障害の治療を最適
化することが可能になり、従って、記載した方法によって適当な治療法の計画が可能にな
り、最も有益と思われるものを目的とすることによって治療法の合理化を可能にする。
【０１０５】
　タンパク質マーカーの濃度を測定するアッセイ方法は、典型的には、他の分子に優先し
て、タンパク質マーカー、またはその断片と特異的に結合できる結合部位を有する結合物
質、または抗体を用いる。結合物質の例としては、目的のアナライトと特異的に結合でき
る抗体、受容体および他の分子が挙げられる。好都合には、結合物質を固体支持体上の、
例えば所定の空間的に分離した位置に固定して、アッセイ中の操作を容易にする。
【０１０６】
　サンプルは一般的に、サンプル中のアナライトが結合物質と結合することができる適当
な条件下で、結合物質と接触させる。次に、アナライトを直接的もしくは間接的に標識す
ることによって、またはサンプル中のアナライトの存在または量の示唆を与える発色剤を
用いることによって、結合物質の結合部位の占有率を測定することができる。典型的には
、発色剤を直接的または間接的に標識して（例えば、放射、蛍光または西洋わさびペルオ
キシダーゼなどの酵素標識を用いて）、それらの標識を当該技術分野で周知の技法を用い
て検出できるようにする。直接標識した発色剤は、該発色剤と連結しているかまたはカッ
プリングしている標識を有する。間接的に標識した発色剤は標識した分子種（例えば、発
色剤と結合できる標識抗体）と結合できるか、または別の分子種に作用して検出可能な結
果をもたらすことができる。例えば、放射標識は、シンチレーションカウンターまたは他
の放射計測装置を用いて検出することができ、蛍光標識はレーザーおよび共焦点顕微鏡を
用いて、そして酵素標識は基質に対する、典型的には色変を生じる酵素標識の作用によっ
て検出することができる。さらなる実施形態においては、発色剤またはアナライトにタグ
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を付けて、例えばＰＣＲ反応で増幅してアナライトを検出できるヌクレオチド配列と連結
させて、その検出を可能にする。当業者に公知である他の標識を以下に論じる。発色剤は
、発色剤とアナライトが結合物質の結合部位の占有について競合する競合的な方法で、ま
たは、標識した発色剤が結合物質と結合したアナライトまたは占有された結合部位と結合
する非競合的な方法で用いることができる。両方法は共に、例えば、既知の濃度のアナラ
イトを含有するサンプルを用いて得た標準との比較によって、アナライトが占有した結合
部位の数、従って、サンプル中のアナライトの濃度についての示唆を与える。
【０１０７】
　別の実施形態においては、アナライトにタグを付けた後に、それを結合物質を含む支持
体に加えることができる。
【０１０８】
　好ましい形式はＥＬＩＳＡアッセイおよび免疫染色（例えば、免疫組織化学）である。
【０１０９】
　診断分野においてはまた、かかるアッセイのミニチュア化が増す傾向にあり、例えば（
抗体または核酸配列などの）結合物質を、小さな区切られた位置（マイクロスポット）に
固定し、かつ／または固体支持体もしくは診断チップ上のアレイとして用いる。これらの
アプローチは、（特に蛍光標識した試薬を使用して）優れた感度を得ることができ、試験
対象の個体からのごく少量の生物学的サンプルしか必要とせず、しかも様々な別々のアッ
セイを同時に行うことができるので特に価値がある。最後に挙げた利点は、複数のアナラ
イトを扱い単一サンプルを用いて行うアッセイを提供するので有用でありうる。このミニ
チュア化技術を可能にする技法の例は、ＷＯ８４／０１０３１、ＷＯ８８／１０５８、Ｗ
Ｏ８９／０１１５７、ＷＯ９３／８４７２、ＷＯ９５／１８３７６、ＷＯ９５／１８３７
７、ＷＯ９５／２４６４９およびＥＰ ０ ３７３ ２０３Ａに記載されている。例えば、
さらなる態様において、本発明は、種々のタンパク質マーカーと特異的に結合できる複数
の結合物質または抗体を、場合によっては、アッセイを行うために必要な他の試薬（標識
した発色剤など）と組合わせて固定した支持体または診断チップを含むキットを提供する
。この関係では、支持体は、例えば米国特許第５，７１６，７８７号に開示されたビメン
チンなどのアナライトに特異的な結合物質であってもよい。
【０１１０】
　かかるアッセイ方法はまた、ＧＰＣ５タンパク質と結合できる結合物質をスクリーニン
グするために利用することもできる。改善された特性を有するさらなる作用物質を特定す
るために、かかるスクリーニングにより特定した候補作用物質を１回以上修飾して再試験
を行うことができる。当業者であれば、多数の好適なスクリーニング方法に気付くであろ
うし、また候補結合物質を特定するための適当なプロトコールを設計することができるで
あろう。
【０１１１】
　あるいは、結合物質はｍＲＮＡまたは前駆体ｍＲＮＡと結合できる核酸分子であっても
よい。例えば、ＧＰＣ５をコードするｍＲＮＡまたは前駆体ｍＲＮＡを、好適な相補性配
列を有するプローブとのハイブリダイゼーション（例えばノーザンブロットまたはｉｎ 
ｓｉｔｕハイブリダイゼーション）により検出することができる。かかるプロトコールで
は、少なくとも約２０～８０塩基長のプローブを用いることができる。プローブは１００
、２００、３００、４００または５００塩基長以上であってもよい。結合アッセイは、Sa
mbrookら, Molecular Cloning A Laboratory Manual（New York: Cold Spring Harbor La
boratory Press, 1989またはその後の新版）に記載のものなどの標準的手順を用いて実施
することができる。
【０１１２】
　あるいは、通常のＲＴ－ＰＣＲ法（定量的ＰＣＲ法を含む）を用いて、所与のサンプル
中のｍＲＮＡもしくは前駆体ｍＲＮＡの存在または量を分析することができる。典型的に
は、ＧＰＣ５のｍＲＮＡまたは前駆体ｍＲＮＡ配列と相補的な少なくとも１５～２０塩基
を有する好適なプライマーをｃＤＮＡ合成を開始するために利用しうる。その後、ｃＤＮ
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Ａのセグメントを１対の核酸プライマーを用いてＰＣＲ反応で増幅する。当業者であれば
、ＧＰＣ５に対する公に利用可能な配列データに基づいて、プローブまたはプライマーを
設計することができるであろう（上記参照）。
【０１１３】
　タンパク質、ペプチド、小分子または核酸であるか否かにかかわらず、該結合物質はＧ
ＰＣ５のアンタゴニストとしても機能しうる。
【０１１４】
医薬組成物
　ＧＰＣ５アンタゴニストおよび結合物質は医薬組成物に製剤化することができる。これ
らの組成物は、上記物質のうちの１つに加えて、当業者に周知の製薬上許容される賦形剤
、担体、バッファー、安定化剤またはその他の材料を含んでもよい。かかる材料は無毒で
なければならず、また活性成分の有効性を妨害してはならない。担体その他の材料の厳密
な性質は、投与経路（例えば経口、静脈内、皮膚または皮下、経鼻、筋肉内、腹腔内経路
または局所適用）に依存しうる。
【０１１５】
　経口投与用の医薬組成物は、錠剤、カプセル剤、粉末剤または液体剤形であってもよい
。錠剤はゼラチンなどの固体担体またはアジュバントを含んでもよい。液体医薬組成物は
一般的に、水、石油、動物もしくは植物油、鉱油または合成油などの液体担体を含む。生
理食塩水、ブドウ糖その他の糖溶液またはエチレングリコール、プロピレングリコールも
しくはポリエチレングリコールなどのグリコールを含んでもよい。
【０１１６】
　静脈内、皮膚もしくは皮下注射、または患部における注射用には、活性成分はパイロジ
ェンフリーで、かつ好適なｐＨ、等張性および安定性を有する非経口的に許容可能な水溶
液の形態であろう。当業者は好適な溶液を、例えば塩化ナトリウム注射液、リンゲル注射
液、乳酸リンゲル注射液などの等張性ビヒクルを用いて調製することが十分にできる。必
要に応じて、保存剤、安定化剤、バッファー、酸化防止剤および／またはその他の添加剤
を含んでもよい。
【０１１７】
　ポリペプチド、抗体、ペプチド、核酸分子、小分子または個体に与えるための本発明に
よる製薬上有用な他の化合物のいずれであるか否かにかかわらず、投与は好ましくは「予
防上有効な量」または「治療上有効な量」（但し、場合によっては予防は治療とみなすこ
とができる）であり、これは個体に利益をもたらすのに十分な量である。投与する実際の
量、および投与の速度と時間経過は治療対象の性質と重篤度に依存しうる。治療の処方、
例えば、用量の決定は、一般開業医その他の医師の責任の範囲内であり、典型的には、治
療対象の障害、個々の患者の症状、送達部位、投与方法および臨床医師にわかっているそ
の他の因子が考慮される。好適な担体、アジュバント、賦形剤などは標準の薬学の教科書
、例えばRemington's Pharmaceutical Sciences, 第20版, 2000, pub. Lippincott, Will
iams & Wilkins；およびHandbook of Pharmaceutical Excipients, 第2版, 1994に記載さ
れている。
【０１１８】
　あるいは、標的化療法を利用して、抗体または細胞特異的リガンドなどの標的化システ
ムの使用により、活性物質をより特異的にある特定のタイプの細胞に送達することができ
る。標的化は様々な理由から望ましい；例えば、該作用物質が許容されない毒性を有する
か、またはそうしないと過剰に高い用量を必要とする、またはそうしないと標的細胞に進
入することができないといった場合である。
【０１１９】
　これらの薬剤を直接投与する代わりに、例えばウイルスベクターで細胞中に導入したコ
ード遺伝子からの発現により、それらを標的細胞中で産生させることができる（ＶＤＥＰ
Ｔ技法の変法、下記参照）。該ベクターは治療対象の特定の細胞を標的化することができ
、またはベクターが標的細胞により多かれ少なかれ選択的にスイッチオンされる調節エレ
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メントを含有することができる。標的化方法それ自体は、標的細胞の表面上のＧＰＣ５の
発現を利用することができる。
【０１２０】
　あるいは、作用物質を前駆体形態で投与し、治療対象の細胞内で産生させるか、または
そこに標的化された活性化剤により活性型に変換することができる。このタイプのアプロ
ーチは、時に、ＡＤＥＰＴまたはＶＤＥＰＴとして知られている；前者は細胞特異的抗体
とのコンジュゲーションにより活性化剤を細胞に標的化することを含み、後者はベクター
中の活性化剤、例えば酵素を、ウイルスベクター中のコードＤＮＡからの発現により産生
することを含む（例えば、ＥＰ-Ａ-４１５７３１およびＷＯ９０/０７９３６を参照）。
【０１２１】
　組成物は単独で、または他の治療と組合わせて、治療対象の症状に応じて同時または逐
次的に投与することができる。
【０１２２】
　健康な成体ヒト組織におけるＧＰＣ５の発現はほとんど脳に限られている。それ故に、
本発明によるｉｎ ｖｉｖｏ投与用の医薬組成物その他の組成物を設計する場合、血液脳
関門を通過しにくい成分（特に活性成分）の利用が所望される。
【０１２３】
　血液脳関門は、水、二酸化炭素、酸素および麻酔性分子などの小分子（最大約７００Ｄ
ａ）および／または親油性分子に対して最も透過性がある一方、血漿タンパク質および非
脂溶性の高分子有機分子に対してほとんど透過性がない。それ故に、本発明の組成物は、
比較的親水性であり、かつ／または少なくとも１ｋＤａを超えるＧＰＣ５アンタゴニスト
および／または結合物質を含むことが好ましい。ペプチドおよびタンパク質が好ましい。
これに従って、ＧＰＣ５結合物質およびアンタゴニストをスクリーニングならびに設計す
るための計画を立てることができる。
【０１２４】
遺伝子治療
　ＧＰＣ５発現（例えば、アンチセンス、ＲＮＡｉ、ｓｉＲＮＡまたはリボザイム分子）
のモジュレーター（アンタゴニスト）をコードする核酸は遺伝子治療の方法に利用するこ
とができる。かかる核酸を発現できる構築物をレシピエントの細胞中にいずれかの好適な
方法により導入して、対応する配列を細胞内に発現させることができる。
【０１２５】
　構築物を裸のＤＮＡの形態で導入して、哺乳動物の筋肉細胞をはじめとする動物被験体
の細胞の一部により取り込まれるようにすることができる。本発明のこの態様において、
一般的に該構築物は製薬上許容される担体だけで運ばれるであろう。該構築物を、上記の
ようにリポソーム粒子中に製剤化することもできる。
【０１２６】
　かかる遺伝子治療の方法にはさらに、本発明のポリペプチドを発現できる構築物を含む
アデノウイルスまたはレトロウイルスベクターなどの組換えウイルスベクターの使用が含
まれる。かかるウイルスベクターは、パッケージングしたウイルス粒子の形態で身体に送
達することができる。ウイルスベクター自体を、ＧＰＣ５結合物質を介して適当な細胞に
対して標的化することができる。
【０１２７】
　本発明の構築物は、どのように製剤化し送達するとしても、治療法と併用して腫瘍の治
療に使用されるであろう。構築物は、標的細胞内でそれを発現できるプロモーターと連結
した対応する核酸を含みうる。構築物をヒトまたは非ヒト哺乳動物レシピエントの細胞中
にｉｎ ｓｉｔｕまたはｅｘ ｖｉｖｏで導入し、そして身体中への再移植することができ
る。ｉｎ ｓｉｔｕで送達する場合、例えば、標的組織中への注入により、またはリポソ
ームの場合は吸入により、これを行うことができる。
【０１２８】
　遺伝子療法は当該技術分野では広く報告されており、所要の配列の発現に用いるために
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適合させることができる。
【実施例】
【０１２９】
材料と方法
患者サンプルおよび細胞株
　サンプルは、ＲＭＳと診断されたthe Royal Marsden NHS Trustからの患者、または最
初の診断の時点でＵＫＣＣＳＧ（United Kingdom Children'ｓ Cancer Study Group）セ
ンターに参加している患者から収集した。さらに、２２件のサンプルをthe University h
ospital in Leuven、Belgiumで収集し、また２件のサンプルをUniversity hospital Duss
eldorfから収集した。サンプルを瞬間凍結し、サンプルに近接して採取した材料について
高い腫瘍含量を確認した。ＲＭＳの病理学的診断は、大多数の事例でＭＭＴ研究の病理学
評価委員会（the pathological review committee of the MMT studies）により行った。
病理学の中央評価が得られない事例では、形態学および免疫組織化学を試験してＲＭＳの
病理学的特徴を確認した。ＡＲＭＳの診断は、いずれかの胞巣型病巣がＡＲＭＳ分類する
のに十分であるという現行の組織病理学的判定基準と一致するものとした。大多数の腫瘍
の臨床データはＵＫＣＣＳＧデータセンター（Leicester, UK）から取得し、その他のデ
ータは参加病院から直接収集した。２１歳未満の患者だけを生存分析に用いた。大多数の
患者は、ＳＩＯＰ（Societe Internationale de Oncologie Paediatrique）ＭＭＴ８９（
悪性間葉腫瘍）プロトコールまたは密接に関連したＭＭＴ９５およびＭＭＴ９８プロトコ
ールを用いて治療した。数人の患者は、ＭＭＴプロトコールと比較しうる局所的治療プロ
トコールを用いて治療した。乳癌および前立腺癌患者由来の腫瘍サンプルは、取り出した
後に瞬間凍結した。ＤＮＡとＲＮＡを以前に記載されているようにサンプルから抽出した
（20）。Ｋ５６２ ｃ１.６細胞（親の赤白血病のサブクローン）は、Ａｄｒｉａｎ Ｎｅ
ｗｌａｎｄ教授およびＤｒ Ｘｕ-Ｒｏｎｇ Ｊｉａｎｇ（The London Hospital Medical C
ollege, UK）から好意の提供を受け、そしてトランスフェクション研究に用いたＲＭＳ細
胞株Ｔ９１-９５は、Ｊａｃｌｙｎ Ｂｉｅｇｅｌ（Children'ｓ Hospital of Philadelph
ia）からの寄贈品であった。
【０１３０】
遺伝的不均衡と示差的発現についての染色体レベルのデータ
　以前のＲＭＳに関する研究からのデータには、ゲノム不均衡に対する比較ゲノムハイブ
リダイゼーション（ＣＧＨ）分析（ｎ＝１２７）(4～10)（未発表データ）および染色体
レベルの示差的発現についての比較発現配列ハイブリダイゼーション（ＣＥＳＨ）データ
（ｎ＝４５）(19、20)が含まれる。これらのデータを本明細書で用いて、１３ｑ３１－ｑ
３２における、筋肉と比較して示差的発現を伴うゲノム変化を比較した。
【０１３１】
蛍光ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーション－ＦＩＳＨ
　間期蛍光ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）を以前に記載されている
通り実施した（21）。本発明者らは、２つのＡＲＭＳ原発性サンプルおよび１３ｑ３１－
３２アンプリコンを有するＫ５６２細胞株からのタッチプレップ（touch preps）を用い
た。１３ｑ３１－３２領域にまたがるＢＡＣ（細菌人工染色体）クローンはＳａｎｇｅｒ
 Ｃｅｎｔｒｅから入手したが、これにはＲＰ１１-５１ａ２、ＲＰ１１-１６ｎ１３、Ｒ
Ｐ１１-１２１Ｊ７、ＲＰ１１-２１５ｍ７、ＲＰ１１-５７ｆ１０、ＲＰ１１-１６９ｉ１
５、ＲＰ１１-２１０-３が含まれた。
【０１３２】
ＧＰＣ５/６ ＤＮＡおよびＲＮＡレベルのリアルタイム定量
　ＧＰＣ５およびＧＰＣ６のゲノムおよびｍＲＮＡコピーの量を測定するために、５セッ
トのプライマーとプローブを設計した（表１を参照）。全てのプライマーとプローブは、
Ａｐｐｌｉｅｄ ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓのＴａｑＭａｎ（登録商標）標準条件に従って設
計した。プライマーとプローブは、ＧＰＣ５のゲノムコピーを検出するために、ＧＰＣ５
遺伝子のイントロン２内に設計した。ＧＰＣ６のコピーを検出するために、プライマーと
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プローブをエクソン３内に設計した。異数性を補正するために遺伝子ＧＪＢ２を内在性対
照として選んだ。ＧＪＢ２は腫瘍形成に関わることはないと考えられ、かつＲＭＳにおい
て改変されることが少ない１３番染色体の領域（１３ｑ１１）に位置する遺伝子である。
プライマーとプローブをエクソン１内に設計した。
【０１３３】
　ＧＰＣ５とＧＰＣ６の成熟ｍＲＮＡコピーの量を測定するために、エクソン１－エクソ
ン２境界およびエクソン７－８境界をそれぞれ横切るプローブを設計した。Ａｐｐｌｉｅ
ｄ ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓのＰｒｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ＧＡＰＤＨ（グリセルアルデヒド
３-リン酸デヒドロゲナーゼ）を内在性対照として用いた。２５μＬの多重ＰＣＲ反応を
、２×Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＴａｑＭａｎ（登録商標）Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Applied Bi
osystems Pt No. 4304437）、表１に示した濃度のプライマーとプローブおよび１０ｎｇ
のＤＮＡまたはｃＤＮＡを用いて行った。これらのサンプルを標準的な実施条件下でＡＢ
Ｉ７７００ ＳＤＳ ＴａｑＭａｎ（登録商標）Ｍａｃｈｉｎｅ（Applied Biosystems, CA
）を用いて３回行った。制限的なプライマー条件を設定すると、テンプレート力価測定に
より比較方法がゲノムおよび発現反応の両方に対して適当であることが示された（データ
は示していない）。このようにして、ＧＰＣ５とＧＰＣ６の量を、ゲノム測定の場合には
正常なゲノムＤＮＡと、そして発現測定の場合には正常な筋肉と比較して測定した。正常
なゲノムＤＮＡを健康なドナーの血液から抽出し、正常な筋肉ｃＤＮＡは１１件の正常な
筋肉生検サンプルのプールから抽出したＲＮＡから生成した。
【０１３４】
統計学
　全ての統計学的検定は、ＳＰＳＳ１０.０パッケージを用いて実施し、かつ５％有意水
準で検定した。無病生存期間（failure free survival）は、診断から再発、進行、死亡
またはもし問題がなければ最後の接触の日までの期間として定義した。死亡までの期間は
、診断から死亡まで、またはもし問題がなければ最後の接触の日までの期間として定義し
た。
【０１３５】
ＷＴ１ ｍＲＮＡレベルのリアルタイム定量
　ＷＴ１を定量するためのプライマー対とプローブを、Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓプ
ログラム（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて、推奨されたガイドライン
に従い、上記の通り設計した：ＷＴ１-フォワードプライマー、５’-ＴＡＣＣＣＡＧＧＣ
ＴＧＣＡＡＴＡＡＧＡＧＡＴＡＴＴＴＴＡＡＧ-３’、リバースプライマー、５’-ＣＣＴ
ＴＴＧＧＴＧＴＣＴＴＴＴＧＡＧＣＴＧＧＴＣ-３’、およびプローブ、５’-ＣＡＣＴＧ
ＧＴＧＡＧＡＡＡＣＣＡＴＡＣＣＡＧＴＧＴＧＡＣＴＴＣＡＡＧＧＡＣＴ-３’。それぞ
れのアッセイサンプルを３回ずつ上記のように分析し、そして遺伝子発現レベルの測定を
促進するために多重化したが、ここで該測定は、ＧＡＰＤＨ（ｉｎ ｖｉｖｏ腫瘍サンプ
ル）または１８ｓリボソームＲＮＡ発現（リボソームＲＮＡ対照試薬、Applied Biosyste
ms）（ｉｎ ｖｉｔｒｏ細胞株サンプル）との比較において、標準曲線法を用いて行った
。
【０１３６】
ポリクローナル抗体生成、精製およびウェスタンブロット
　ＧＰＣ５に対する市販抗体が存在しないので、特注のポリクローナル抗体をエピトープ
ペプチドＨ２Ｎ－ＣＫＳＹＴＱＲＶＶＧＮＧＩＫＡＱ－ＣＯＯＨ（１６ａａ）に対して、
２匹のウサギを免疫感作することにより生起した（Eurogentec, Belgiumが実施した）。
５ｍｇのエピトープペプチドを８ｍｌのＳｕｌｆｏＬｉｎｋカップリングゲル（Pierce B
iotechnology, IL）に固定し、これを用いて最高抗体力価を有するウサギからの最終採血
血清をアフィニティー精製した。抗体特異性はウェスタンブロットにより確認し、これは
、２μＬのＧＰＣ５ ｉｎ ｖｉｔｒｏ翻訳反応および対照として２μＬのルシフェラーゼ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ翻訳反応を用いて以前に記載されたように実施した(22)。正しいサイズ
の単一の明確なバンドをＧＰＣ５に対して得た。細胞株から、ＭＥＭ-ＰＥＲ抽出試薬（P
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ierce Biotechnology, IL）を用いて膜タンパク質を抽出し、ＹＭ-３０フィルター（Mill
ipore）を用いて限外濾過して界面活性剤を除き、そしてタンパク質濃度をＢＣＡアッセ
イキット（Pierce Biotechnology, IL）を用いて測定した。
【表１】

【０１３７】
ＧＰＣ５およびＷＴ１を標的化するアンチセンスオリゴヌクレオチド（ＡＳＯ）
　２’-Ｏ-メトキシエチル（２’-ＭＯＥ）領域につないだ８個の２’-デオキシ無修飾糖
残基の中央ウインドウと、完全にチオアート化された骨格から成る２０ｍｅｒの２’-Ｍ
ＯＥキメラオリゴヌクレオチドを、Ｉｓｉｓ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ Ｉｎｃ．
によって以前に記載のように合成した（Baker, B. F., Lot, S. S., Condon, T. P., Che
ng-Flournoy, S., Lesnik, E. A., Sasmor, H. M.,およびBennett, C. F. (1997) J Biol
 Chem 272, 11994-12000）。全長ｍＲＮＡ産物全体にわたり予想されるアクセス可能なＧ
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ＰＣ５ ｍＲＮＡ配列を標的化する２０種のアンチセンスオリゴヌクレオチドを得て、Ｋ
５６２細胞において活性についてスクリーニングした。マウスｃ-ｒａｆキナーゼを標的
化するＩＳＩＳ １５７７０、配列５’-ＡＴＧＣＡＴＴＣＴＧＣＣＣＣＣＡＡＧＧＡ-３
’、５-１０-５ギャップマー（gapmer）をこのスクリーニングの対照に用いた。特定した
２種の活性化合物はＩＳＩＳ ２７６１０７、配列５’-ＣＡＧＣＣＣＣＣＴＧＡＣＡＧＣ
ＴＣＣＣＡ-３’およびＩＳＩＳ ２７６１１９ 配列５’-ＣＣＡＴＣＴＧＣＡＧＣＡＧＣ
ＴＡＡＴＴＣ-３’であった。また、対照としてＩＳＩＳ ２７６１２４、配列５’-ＴＧ
ＧＡＴＴＴＧＣＴＴＴＡＣＡＴＣＡＣＴ-３’も用いた。
【０１３８】
　以前に特定されたＷＴ１ ＡＳＯは、ＷＴ１エクソン５を標的化するＩＳＩＳ １６６０
９、配列５’-ＧＣＣＣＴＴＣＴＧＴＣＣＡＴＴＴＣＡＣＴ-３’（ＡＳＷＴ１エクソン５
）、およびＷＴ１の３’-ＵＴＲ領域を標的化するＩＳＩＳ １６６０１、配列５’-ＣＡ
ＣＡＴＡＣＡＣＡＴＧＣＣＣＴＧＧＣＣ-３’（ＡＳＷＴ１ ３’ＵＴＲ）であった。対照
ＡＳＯはＩＳＩＳ １０５７３０、配列５’－ＣＣＡＴＣＧＡＣＣＴＧＣＡＣＣＧＡＴＣ
Ａ－３’、ＡＳＷＴ１ ３’ＵＴＲのスクランブル配列（ＡＳＷＴ１ｓｃｒａｍ）とした
。
【０１３９】
ＧＰＣ５およびＷＴ１アンチセンス活性の評価
　アンチセンスまたは対照オリゴヌクレオチドをＰＢＳに溶解し、低電圧エレクトロポレ
ーションによりＫ５６２細胞中に導入した：４０μｌの適当に希釈したＡＳＯを３６０μ
ｌの細胞懸濁液（２×１０７細胞/ｍｌ）と併せ、そして細胞をＰｕｌｓｅ Ｃｏｎｔｒｏ
ｌｌｅｒ Ｐｌｕｓキャパシタンスエクステンダー・アクセサリーモジュールを備えたＢ
ｉｏ-Ｒａｄ Ｇｅｎｅ Ｐｕｌｓｅｒ（登録商標）ＩＩエレクトロポレーションシステム
（Bio-Rad Laboratories Ltd, Hemel Hempstead, Herts, UK）により３００Ｖおよび静電
容量値１０００μＦにてエレクトロポレーションし、そして完全培地を用いて１０ｍｌに
希釈した。それぞれのサンプルから、細胞の適当な重複アリコートを完全培地で連続希釈
して細胞毒性の評価を行う一方、残りの細胞を３７℃にて２４時間インキュベートし、Ｒ
ＮＡを抽出してＧＰＣ５および／またはＷＴ１発現レベルを定量した。
【０１４０】
クローン原性細胞生存アッセイ
　本アッセイにおいては、処理後に細胞を軟寒天中の懸濁状態で低密度にて増殖させる。
形成される各コロニーは単一生存細胞に由来する。希釈した細胞の２ｍｌアリコートを、
２０％ＦＣＳおよび０.２％Ｎｏｂｌｅ寒天（DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan）
を添加した３ｍｌの培地を含有するポリスチレンチューブ（Elkay Products (UK) Ltd., 
Basingstoke, Hampshire, UK）に加え、そして３７℃にてインキュベートし、１４日後に
３２個以上の細胞を含有するコロニーを数えた。薬物処理後に形成されたコロニーの数を
、模擬（sham）エレクトロポレーション後に得た数または対照スクランブルオリゴヌクレ
オチドと比較し、対照処理％として表した。複数の別々の実験において、対照プレーティ
ング効率は、典型的にはプレーティングした８００～１６００個の細胞について２２～３
８％の範囲にあった。さらに、希釈系列（約１０３～１０４細胞/ｍｌ）からの細胞を平
行して３～５日間、懸濁培養液中で増殖させて細胞毒性を確認した。
【０１４１】
ＧＰＣ５構築物の生成とトランスフェクション
　ヒトＧＰＣ５の全コード領域を含有するＩｍａｇｅクローン５７４４５３３を、ＡＴＣ
Ｃ（American Type Culture Collection at LGC Promochem, UK）から得た。コード領域
をＸｐａｎｄ高フィデリティーＰＣＲキット（Roche, Switzerland）およびプライマーを
用いて増幅し、インフレームのｋｏｚａｋ配列を５’末端に含有する産物を生成した（表
１を参照）。この産物をベクターｐＣＲ４-ＴＯＰＯ（Invitrogen, CA）中にＴＡクロー
ニングし、配列をＡｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｂｉｇ Ｄｙｅ配列決定キット
バージョン１および３７７ ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ配列決定マシンを用いて確認した。該イン
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サートをＥｃｏＲＩを用いて制限消化し、ＥｃｏＲＩ消化したベクターｐＣＭＶ-ＴｎＴ
（Promega, UK）中にＴ４ ＤＮＡリガーゼ（Invitrogen, CA）を用いて再ライゲーション
した。精製したｐＣＭＶ-ＴｎＴ-ＧＰＣ５と対照であるＴ７-ルシフェラーゼプラスミド
を、ビオチン標識したリジンを含むＰｒｏｍｅｇａのＱｕｉｃｋ ｃｏｕｐｌｅｄ ＴｎＴ
 Ｔ７ ｉｎ ｖｉｔｒｏ翻訳システム（Promega, UK）を用いて製造業者の指示書に従いｉ
ｎ ｖｉｔｒｏ翻訳した。産物をＳＤＳ-ＰＡＧＥにより分離し、Ｉｍｍｏｂｌｉｏｎ-Ｐ 
ＰＶＤＦ膜（Millipore, UK）上にブロットし、そしてストレプトアビジン-アルカリホス
ファターゼおよびウェスタンブルー比色基質（Promega, UK）を用いて製造業者の指示書
に従い発色させた。
【０１４２】
　Ｗｉｚａｒｄ Ｐｕｒｅｆｅｃｔｉｏｎキット（Promega, UK）によるプラスミドのクリ
ーンアップ後に、プラスミドを約７５％コンフルエンスのＴ９１-９５ ＲＭＳ細胞株中に
ＦｕＧｅｎｅ６トランスフェクション試薬（Roche, Switzerland）を３μｌ ＦｕＧｅｎ
ｅ：１μｇ ＤＮＡの比で用いてトランスフェクトした。ｐＣＭＶ-ＴｎＴ-ＧＰＣ５を、
１０：１のモル比でｐＴＫ－Ｈｙｇ（Clontech, CA）と共に同時トランスフェクションし
た。空ｐＣＭＶ-ＴｎＴベクターを１０：１モル比でｐＴＫ-Ｈｙｇと共に用いた対照トラ
ンスフェクションも実施した。細胞をＤｕｌｂｅｃｃｏ改変Ｅａｇｌｅ培地（ＤＭＥＭ）
および１０％胎児ウシ血清中で増殖した。安定なコロニーを得るためにトランスフェクシ
ョン４８時間に２００μｇ／ｍｌのハイグロマイシン（Clontech, CA）を加えた。２週間
後、健常で安定なコロニーを選択して増殖させた。ＧＰＣ５の過剰発現は、ＤＮａｓｅ処
理ｃＤＮＡ（DNA Free, Ambion, TX）を用いるＴａｑＭａｎ ＲＴ-ＰＣＲにより確認し、
増加したタンパク質をウェスタンブロット分析により確認した。
【０１４３】
細胞増殖アッセイ
　安定してトランスフェクトした細胞の増殖特性を評価するために、代謝酵素であるヘキ
ソサミニダーゼの、ｐ－ニトロフェノール－Ｎ－アセチル－β－Ｄ－グルコサミニドを分
解して着色産物を生成する能力に基づく方法を、以前に記載された通り使用して細胞数を
測定した(23)。
【０１４４】
結果
ＣＧＨデータとＣＥＳＨデータとの比較
　文献で利用しうる全てのＣＧＨデータのメタ分析は、領域１３ｑ３１－３２がＡＲＭＳ
の２１/８７（２５％）およびＥＲＭＳの９/４０（２２％）で増加していることを示した
。ＡＲＭＳの５/８７（６％）がこの領域を増幅していることが明らかになった(4～10)（
未発表データ）。ある領域の総体的な示差的発現を領域基準で検出するＣＥＳＨ分析は、
ＡＲＭＳの７/２７（２６％）およびＥＲＭＳの４/１９（２１％）が、正常筋肉と比較し
て１３ｑ３１－３２からの過剰発現を示すことを明らかにした。ＣＧＨデータとＣＥＳＨ
データが同じサンプルから利用しうる場合では、１３ｑ３１－３２に増加のあるサンプル
の大部分（７/８（８８％））は領域１３ｑ３１－３２からの過剰発現をも示していた。
さらに、３件のサンプルは、ＣＧＨによる明らかな増加なしに該領域からの過剰発現を示
した。
【０１４５】
１３ｑ３１－３２アンプリコンの間期ＦＩＳＨ分析
　１３ｑ３１－３２にマッピングされるＢＡＣを用いて、２つの原発性ＲＭＳサンプルお
よび細胞株Ｋ５６２での増幅領域を、１３番染色体の物理的マップ（32で構築された）に
おける約３.８Ｍｂ長（約８８,２００Ｋ～約９１,９００Ｋ）の１３ｑ３１－３２の領域
に位置付けることが可能であった（図１参照）。この増幅領域のうちの２Ｍｂは両方のＲ
ＭＳサンプルにおいて最高コピー数を有し、かつこの２Ｍｂ区間は遺伝子ＧＰＣ５（グリ
ピカン５）を含有する。約２Ｍｂ長のＧＰＣ５は、ヒトゲノムにおいて現在のところ２番
目に大きい遺伝子である(24)。Ｋ５６２での増幅レベルは、ＧＰＣ５のテロメア側にある
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次のアノテーション付き遺伝子であるＧＰＣ６の手前で低くなりそして停止するようであ
る。ＧＰＣ５に加えて、この増幅領域内の唯一の他のキュレートされた（curated）遺伝
子は偽遺伝子であり（www.ncbi.nlm.nih.gov/locuslink）、最近同定されたＣ１３ＯＲＦ
２５である(33)。Ｙｕらによる５件のリンパ腫サンプルにおける１３ｑ３１－ｑ３２増幅
のＦＩＳＨマッピングは、同じ領域にわたるがＧＰＣ５のセントロメア側に余分な１Ｍｂ
がつながった最小限の増幅を明らかにした(13)。
【０１４６】
ＧＰＣ５/ＧＰＣ６ゲノムコピー数と発現の定量
　ＲＭＳと診断された１０２個体（そのうち４５人はＡＲＭＳ、５１人はＥＲＭＳ、そし
て５人は特定できないＲＭＳ（ＲＭＳ－ＮＯＳ）であった）から採取した原発性腫瘍サン
プルにおいてＧＰＣ５のゲノム数を測定した。１０２人のＲＭＳのうちの１３人（１３％
）、サブタイプ別ではＡＲＭＳの７/４５（１６％）、ＥＲＭＳの６/５１（１２％）は正
常ＤＮＡと比較して１.５倍を越えるＧＰＣ５コピーの増加を示す。最大の増幅は、正常
なゲノムＤＮＡより約９０倍大きいゲノムコピーを示す。このデータは、データを利用し
うるサンプルに対するＣＧＨおよびＦＩＳＨデータと一致した(4)。ＡＲＭＳとＥＲＭＳ
におけるゲノムコピー数の間に有意差はなかった。ＧＰＣ５コピーの増加した全サンプル
のＧＰＣ６コピー数を測定し、ゲノムコピー数の増加がないことを示した。
【０１４７】
　ＧＰＣ５の発現を８５個体（そのうち４２人はＡＲＭＳと診断され、３９人はＥＲＭＳ
と診断され、そして４人はＲＭＳ-ＮＯＳと診断された）について測定した。ＧＰＣ５の
発現は一致して正常な筋肉より大きく、数桁の量の範囲にあり；中央値は正常な筋肉より
８３．５倍大きかった（図２Ａを参照）。ＧＰＣ５増幅の有るサンプルにおける発現は常
に上位４分の１に入っているものの、ＧＰＣ５増幅の無いいくつかのサンプルにおいても
過剰発現が明らかである。従って、コピー数と発現の間に有意な相関はない。さらに、Ｅ
ＲＭＳとＡＲＭＳの間でＧＰＣ５発現に有意差はなく；ＡＲＭＳ中央値は正常な筋肉と比
較して８０.５倍大きく、ＥＲＭＳ中央値は正常な筋肉と比較して１２６倍大きい。ＧＰ
Ｃ６発現は、１件を除く全ての試験したＲＭＳサンプルにおいて実質的に検出されなかっ
た。
【０１４８】
　同じセットの横紋筋肉腫ｃＤＮＡサンプルについて、Ｃ１３ＯＲＦ２５の発現も測定し
た。結果を図２Ｂに示す。ゲノム増幅を有する大多数のサンプルも比較的高いＣ１３ＯＲ
Ｆ２５の発現を示す一方、重要なこととして、ゲノム増加を示すが発現を示さない２つの
サンプルがある。このようなことはＧＰＣ５にはない。さらに、おおよそ半分のサンプル
は検出しうるＣ１３ＯＲＦ２５の発現を示さない、この事は、多くのサンプルが筋肉中に
見られるよりも遥かに高い発現レベルを示すＧＰＣ５と対照的である。これらのデータは
、Ｃ１３ＯＲＦ２５Ａの発現がゲノム増加の影響を受けることを示唆する一方、その横紋
筋肉腫形成に対する影響は（もし有るとしても）恐らくＧＰＣ５のそれより顕著に小さい
と思われる。
【０１４９】
臨床と病理学の相関
　ＧＰＣ５コピーのゲノム増加は主に、より年少の小児で発生するようである。２１歳未
満の付随年齢データを有する８３件のサンプルのうち、増幅のある１３件の全サンプルは
０～１０歳齢であったが、増幅のないサンプルのうち４２件が０～１０歳齢で、残りの２
８件は１０～２１歳齢であった。ＧＰＣ５のゲノムコピーの増加がある患者と腫瘍のゲノ
ムコピーの増加のない患者の診断時年齢には、有意な不均一性が存在する：尤度比＝８.
３３２、ｎ＝８３、ｐ＝０.００３８。ＧＰＣ５発現またはＧＰＣ５増幅と、進行度、ス
テージ、致死期間または無病生存期間との間に有意差は観察されない。
【０１５０】
ＧＰＣ５ダウンレギュレーションと細胞増殖
　２０種のＧＰＣ５を標的化したアンチセンスオリゴヌクレオチドを、ＧＰＣ５レベルお
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よび細胞生存の両方を有意に低下させる能力についてスクリーニングした。２種の活性化
合物、ＩＳＩＳ ２７６１０７およびＩＳＩＳ ２７６１１９をこの一次スクリーニングに
おいて特定した；これらはＧＰＣ５レベルを対照レベルの３０％未満に低下させ、かつ細
胞生存を８０％より大きく低下させた（図３Ａ）。これらの結果を、このスクリーニング
からのＧＰＣ５レベルと細胞生存の両方に影響を与えない２種の他の典型的なＡＳＯと比
較した。予備的なものであるが、これらのデータはＧＰＣ５発現のダウンレギュレーショ
ンと細胞生存度の低下との相関を示唆する。
【０１５１】
　図３ＢおよびＣは、同じアッセイにおける様々な濃度でのＩＳＩＳ ２７６１０７と対
照化合物（ＩＳＩＳ ２７６１２４）の効果を示す。パネルＢでは、活性化合物ＩＳＩＳ 
１０７と、細胞生存度またはＧＰＣ５発現に影響を与えないことがわかっている（データ
は示していない）対照化合物ＩＳＩＳ ２７６１２４による処理後の軟寒天クローン形成
アッセイにおける、模擬処理レベルと比較してのコロニーのパーセンテージを示している
。ＨＬ-６０（ＧＰＣ５を発現しない対照白血病細胞株）は、活性ＩＳＩＳ １０７または
対照ＩＳＩＳ １２４化合物を用いた処理後にコロニー数の減少を示さない。パネルＣは
、処理後２４時間の模擬（sham）処理したレベルと比較したＧＰＣ５の発現割合を示す。
【０１５２】
前立腺および乳癌におけるＧＰＣ５発現
　上記の横紋筋肉腫サンプルに対するのと同じアッセイを、前立腺サンプルに対して行っ
た；但し、発現は正常な筋肉ｃＤＮＡの代わりに、市販の正常な前立腺ＲＮＡプールから
合成した正常な前立腺ｃＤＮＡと比較して測定した。
【０１５３】
　図４Ａでは、複数の個体のサンプル中のＧＰＣ５の発現レベルを示す。いくつかのサン
プルは正常な前立腺より高い発現を示す。さらに、前立腺癌においては良性前立腺過形成
（ＢＰＨ）と比較して有意に高い発現が見られる；マン・ホイットニーＵ＝１６、ｐ＝０
.０１１、Ｎ＝２４。しかし、６件のＢＰＨサンプルしかないことから、結果の有意性は
慎重に解釈する必要がある。併せて考えると、このデータは前立腺癌の発生におけるＧＰ
Ｃ５過剰発現の潜在的役割を示唆するものである。
【０１５４】
　図４Ｂでは、正常な前立腺組織と比較した、前立腺腺癌（ｎ＝４５）および良性前立腺
過形成（ｎ＝２５）の、さらに大きいサンプルにおける全ＧＰＣ５発現を示す。ここで使
用したサンプルには、図４Ａで結果を示したサンプルが含まれる。
【０１５５】
　図５Ａに示した乳癌サンプルについては、正常筋肉ｃＤＮＡでなく、正常乳房ｃＤＮＡ
生検組織と比較して測定を実施し、そして３回ではなく２回実施した。
【０１５６】
　データはいくつかのサンプル中のＧＰＣ５の相対的な過剰発現を示す。最高値は、転移
を有するリンパ節から採取した生検に見られた。これは、これらのサンプル中の腫瘍形成
におけるＧＰＣ５の潜在的関与を示唆する。
【０１５７】
　次いでＧＰＣ５の発現を、ＴａｑＭａｎ分析により７件の正常な乳房サンプルと４４件
の乳癌サンプルについて測定した。正常乳房の平均ＧＰＣ５発現および９５％信頼区間を
計算した。ＧＰＣ５発現が正常サンプルに対する上方信頼区間を越える腫瘍サンプルは、
ＧＰＣ５を過剰発現していると考えられる。サンプルを疾患のステージ（ステージ１、２
または３）に従ってグループ化した。６件のサンプルのうちの過剰発現を示す５件はステ
ージ３である。ＧＰＣ５を過剰発現するこれらのサンプルのステージには有意差がある；
Ｆｉｓｈｅｒの正確確率検定：ｐ＝０.０１７、ｎ＝４４（図５Ｂ）。
【０１５８】
ＭＹＣＮ発現との相関
　いくつかのサンプルに対して、本発明者らは既に以前のＴａｑＭａｎ研究から得たＭＹ
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ＣＮの発現についての情報を有していた（データは示していない）。ＰＡＸ/ＦＯＸＯ１
Ａ転座が確認されたＥＲＭＳおよびＡＲＭＳにおいて、ＧＰＣ５の発現はＭＹＣＮの発現
と有意な相関のあることを見出した：それぞれＳｐｅａｒｍａｎのρ＝０.４９７、ｎ＝
３８、ｐ＝０.００２およびＳｐｅａｒｍａｎのρ＝０.３９９、ｎ＝２６、ｐ＝０.０４
３。
【０１５９】
ウィルムス腫瘍遺伝子（ＷＴ１）産物によるＧＰＣ５発現の調節
　以前に行ったＷＴ１に対するＡＳＯを用いたＫ５６２細胞処理後の遺伝子プロファイル
研究により、ＧＰＣ５を推定上にＷＴ１標的遺伝子として同定した（原稿作成中）。ＷＴ
１アンチセンス処理後と、ＷＴ１発現低下と相関するＧＰＣ５発現のダウンレギュレーシ
ョンを独立した実験で確認した（図６を参照）。同様に、予備的なｉｎ ｖｉｖｏ研究に
より、ＷＴ１アンチセンスを用いて処理した胸腺欠損ヌードマウスにおいて、皮下移植片
として増殖させたＰＣ３Ｍ前立腺癌細胞におけるＧＰＣ５のダウンレギュレーションを実
証した：ＡＳＷＴ１エクソン５マウス中のＷＴ１発現レベルの５０％減少はＧＰＣ５発現
の３０％減少に反映された（データは示していない）。ＧＰＣ５はそのプロモーター領域
に２つのＷＴ１コンセンサス結合部位を有するので、ＧＰＣ５のＷＴ１による直接転写調
節は起こりうる。
【０１６０】
　同じｉｎ ｖｉｖｏモデル系を用いて、本発明者らはマウスのドセタキソール（１５ｍ
ｇ/ｋｇ）処理後のＰＣ３Ｍ腫瘍におけるＷＴ１とＧＰＣ５発現の両者のアップレギュレ
ーションの予備的な証拠を得た：ＷＴ１発現の９倍増加がＧＰＣ５発現の５倍増加に反映
された。これらの研究結果は、ＧＰＣ５過剰発現が癌化学療法により誘導される可能性を
生じさせる。該ＰＣ３Ｍ腫瘍モデルは細胞毒性薬物治療に対して比較的耐性があるので、
ＧＰＣ５発現のアップレギュレーションが治療法に対する応答不良の原因でありうるとい
う予想をもたらす。
【０１６１】
ＧＰＣ５過剰発現と細胞増殖
　ＧＰＣ５の過剰発現が発癌性を与えうるかを試験する目的で、ＧＰＣ５を構成的に発現
させるためにＧＰＣ５構築物をＣＭＶ（サイトメガロウイルス）プロモーターの制御下に
おいた。この構築物をｉｎ ｖｉｔｒｏ翻訳により試験して、適当なサイズのタンパク質
（６３Ｋｄ）を産生することがわかった（図８Ｃを参照）。ＲＭＳ細胞株Ｔ９１-９５を
安定的にトランスフェクトし、健常なコロニーを拾った。Ｔ９１-９５は、ＧＰＣ５とＭ
ＹＣＮの両方を正常な筋肉と同様なレベルで発現するＲＭＳ細胞株である。ＧＰＣ５をト
ランスフェクトしたコロニー５個と空ベクター対照をトランスフェクトしたコロニー５個
を無作為に選択して細胞増殖アッセイを行った。
【０１６２】
　細胞を、２４ウェルプレート当たり７５００細胞にて３回反復してプレーティングした
。細胞が回復しかつプレーティング効率および細胞計数誤差の潜在的変動を標準化するこ
とができるように、最初の測定は１６時間に行った。増殖アッセイは、吸収が細胞数と比
例する比色ＰＮＮＡＧアッセイを用いる。対数標準化増殖を、（６４時間における三重測
定の吸収の平均自然対数－１６時間における三重測定の吸収の平均自然対数）として計算
する。ＧＰＣ５過剰発現コロニーの対数標準化増殖は対照コロニーと比較して有意差があ
る：ｐ＝０.０２７、ｔ＝２.７０、ｎ＝１０（図８Ａ）。
【０１６３】
　図８Ｂは、ＧＰＣ５過剰発現コロニーおよび対照コロニーにおけるＴａｑＭａｎアッセ
イにより測定したＧＰＣ５の発現レベルを、正常な筋肉組織と比較して示す。
【０１６４】
考察
　本発明者らのデータは、ＲＭＳの発生におけるＧＰＣ５遺伝子（細胞表面ヘパラン硫酸
プロテオグリカン）の潜在的役割を支持しかつ特徴付けるものである。従来のデータの分
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析によって、ＧＰＣ５遺伝子を保持する１３ｑ３１－３２領域に対応する示差的過剰発現
は、胞巣型および胎児型サブタイプの両方で、該領域を増幅する事例においておよび増幅
がないいくつかの事例においても見出されることが示された。このデータはＧＰＣ５コピ
ー数および発現の定量分析結果に反映されており、併せて、ＧＰＣ５の過剰発現が両方の
サブタイプのＲＭＳの病原性に重要であることを示唆する。該データはまた、ゲノム増幅
以外のメカニズムによりアップレギュレーションされる遺伝子発現とも矛盾しない。
【０１６５】
　グリピカンは、保存された細胞表面ヘパラン硫酸プロテオグリカンのファミリーであっ
て、ＦＧＦ（線維芽細胞増殖因子）およびＷｎｔなどのヘパラン結合増殖因子の活性をモ
ジュレートすると考えられている(25)。他のグリピカンファミリーのメンバーの脱調節が
いくつもの腫瘍の発生と関連付けられている。ＧＰＣ１（グリピカン-１）はヒト膵臓癌
で過剰発現すること、ならびにＨＢ-ＥＧＦ（ヘパラン結合上皮増殖因子）およびＦＧＦ
２（線維芽細胞増殖因子２）の作用をポジティブに調節することが示されている(26)。さ
らに、ＧＰＣ１を過剰発現している膵臓癌細胞株ＰＡＮＣ-１におけるＧＰＣ１アンチセ
ンス構築物の安定なトランスフェクションは、腫瘍形成性を低下させた(27)。ＧＰＣ１は
同様に乳癌において過剰発現され、かついくつものヘパラン結合増殖因子の活性をモジュ
レートする(28)。ＧＰＣ３は７/１０の神経芽細胞腫細胞株、４/４の原発性神経芽細胞腫
サンプルおよび７/７の原発性ウィルムス腫瘍サンプルにおいて異常に過剰発現すること
が示されている(29)。これらの腫瘍での発現は、ＲＭＳにおいてしばしば過剰発現される
遺伝子であるＩＧＦ２（インスリン様増殖因子ＩＩ）の発現と相関があることが示されて
いる(30)。
【０１６６】
　１３ｑ３１領域におけるわずか２つのアノテーション付きの遺伝子の試験結果は、ＲＭ
Ｓにおける１３ｑ３１増幅は遺伝子ＧＰＣ５を含むがＧＰＣ６を含まないことを実証した
。該領域から他の配列が発現されないことは示されているが、それでもなお特徴付けられ
ていない遺伝子が効果を及ぼす可能性は残る。Ｙｕらと対比して、本発明者らの増幅は遺
伝子ＧＰＣ５にピークの中心があるようである。本発明者らがＲＭＳ細胞中のＧＰＣ５の
タンパク質レベル上昇の機能的結果を実証したように、リンパ腫細胞株での増幅に付随し
たこの遺伝子の過剰発現は同様の効果をもたらすと思われる。さらに、本発明者らは、他
の型の軟組織肉腫、すなわち平滑筋組織に似ている平滑筋肉腫における１３ｑ３１－３２
からの増幅および／または過剰発現に注目する(11、20)（未発表データ）。他の肉腫タイ
プでもこの領域の増幅が報告されており、それ故に、この遺伝子のアップレギュレーショ
ンは軟組織肉腫のさらに一般的な特徴である可能性がある。これは、この領域の増幅につ
いて記載された他の腫瘍タイプ、例えば、乳癌、小細胞性肺癌、髄芽腫およびグリア芽細
胞腫に拡張することができる(11～17)。対応する正常組織と比較した前立腺癌および乳癌
におけるＧＰＣ５の発現レベルについての予備的データは、これらの腫瘍のいくつかがこ
の遺伝子を異常に過剰発現することを示唆する。
【０１６７】
　ＧＰＣ５の増幅および／または過剰発現はＲＭＳでしばしば起こるが、本発明者らはこ
れらが予後診断の臨床的マーカーとして有用でありそうだという証拠は有していない。研
究したシリーズにおいて、ＧＰＣ５を増幅するかまたは過剰発現する腫瘍を有する患者の
、そうでない患者と比較した生存特性に有意差は存在しないようである。さらに、増幅は
０～１０歳の患者に支配的であるように思われ；これらの患者は一般的に予後の改善がみ
られるグループである(31)。恐らく組織アレイを用いる、より大きいコホートのサンプル
のさらなる分析をすれば、ＧＰＣ５の脱調節が臨床的に重要な横紋筋肉腫のサブグループ
を特定することができよう。他の可能性は、患者の血液血清中のＧＰＣ５タンパク質の検
出が、血清中のＧＰＣ１タンパク質が肝細胞癌の患者を特定するのと同じ様にＲＭＳまた
は他の癌のマーカーとしての役割を果たしうることである(32)。
【０１６８】
　ＧＰＣ５の発現が発癌遺伝子ＭＹＣＮの発現と相関があるという事実はさらに、ＲＭＳ
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の腫瘍形成におけるＧＰＣ５の役割を支持する証拠となる。この関係が因果関係を有する
かどうかはこの研究からは明らかでない。確かに本発明者らのｉｎ ｖｉｔｒｏモデルに
おいてＧＰＣ５過剰発現はＭＹＣＮの過剰発現を生起しない。しかし、ＧＰＣ５転写開始
位置の上流近くの配列はＥ－ボックス（ＭＹＣトランス活性化部位）コンセンサス配列を
含有し、ＭＹＣＮによるＧＰＣ５の直接的トランス活性化の可能性を示唆することは注目
に価する。
【０１６９】
　可能性として重要なことは、ＷＴ１遺伝子産物によるＧＰＣ５の明らかな調節である。
発癌性であると証明されていないが、ＷＴ１はその発現が脱調節されている白血病および
広範囲の固形腫瘍における悪性表現型の維持に寄与しうる。さらに、ＷＴ１は薬物耐性メ
カニズムと関係があるとされていて、癌療法の潜在的な標的として研究されている。これ
までの本発明者らの研究はＧＰＣ５がＷＴ１発現の下流の生物学的効果の少なくともいく
つかを十分媒介できることを示し、可能性として、ＧＰＣ５は治療介入のより有効な標的
となりうることを示す。
【０１７０】
　結論として、本発明者らは、ＧＰＣ５はＲＭＳにおいて増幅および／または過剰発現さ
れること、ならびにＧＰＣ５が新規の発癌遺伝子であることを立証した。ＧＰＣ５はいく
つもの理由により、新規療法に対する特に魅力的な標的である。第１に、ＧＰＣ５は細胞
表面タンパク質であるので、いくつもの考えられる抗ＧＰＣ５療法にとって物理的にアク
セス可能であるからである。第２に、ＧＰＣ５は潜在的に複数の増殖因子のモジュレータ
ーとして作用するので、ＧＰＣ５の機能を低下する療法は複数の腫瘍形成経路に影響を与
えうるからである。第３に、ＧＰＣ５はいくつもの他の癌タイプの腫瘍形成において重要
であると思われるからである。
【０１７１】
参考文献
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【０１７２】
　本明細書に引用した全ての参考文献の開示は、当業者が本発明を実施するために使用し
うる限りにおいて、これにより明確に相互参照によって本明細書中に組み入れられる。
【図面の簡単な説明】
【０１７３】
【図１】２種類の原発性ＲＭＳサンプルおよび細胞株Ｋ５６２中の増幅された１３ｑ３１
－ｑ３２領域にわたるＢＡＣを用いたＦＩＳＨの結果である。
【図２－１】Ａ：正常な筋肉と比較してのＧＰＣ５発現の対数分布を示すグラフである；
左（胎児型）、右（胞巣型）。
【図２－２】Ｂ：正常な筋肉と比較した横紋筋肉腫でのＣ１３ＯＲＦ２５Ａの発現を示す
グラフである。
【図３－１】Ｋ５６２細胞における、ＧＰＣ５ ｍＲＮＡレベルおよび細胞生存に対する
ＧＰＣ５アンチセンスオリゴヌクレオチドの効果を示すグラフである。パネルＡは１３種
の代表的なＧＰＣ５標的化オリゴヌクレオチドについてのデータを、対照オリゴヌクレオ
チド１５７７０と比較して示す。
【図３－２】Ｋ５６２細胞における、ＧＰＣ５ ｍＲＮＡレベルおよび細胞生存に対する
ＧＰＣ５アンチセンスオリゴヌクレオチドの効果を示すグラフである。パネルＢおよびＣ
は活性オリゴヌクレオチドの１つ（２７６１０７）についての用量－反応曲線を、２７６
１２４と称する別の対照オリゴヌクレオチドと比較して示す。
【図４】Ａ：１８件の前立腺癌サンプルおよび６件の良性前立腺過形成サンプルにおける
ＧＰＣ５ ｍＲＮＡ発現のレベルを、正常前立腺と比較して示すグラフである。Ｂ：前立
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腺癌と良性前立腺過形成との間のＧＰＣ５発現の全体的相違を示すグラフである。
【図５】Ａ：乳癌サンプルにおけるＧＰＣ５ ｍＲＮＡ発現を、正常な乳房生検組織と比
較して示すグラフである。Ｂ：４４件の乳房腫瘍のサンプル中のＧＰＣ５を発現するステ
ージ１、２または３の腫瘍の数を、正常乳房組織と比較して示すグラフである。
【図６－１】Ｋ５６２細胞において、処理後２４時間および４８時間両方の、ＷＴ１およ
びＧＰＣ５ ｍＲＮＡレベルに対するＷＴ１アンチセンスオリゴヌクレオチドの効果を示
し、ＷＴ１がＧＰＣ５発現を調節することを示唆する棒グラフである。
【図６－２】Ｋ５６２細胞において、処理後２４時間および４８時間両方の、ＷＴ１およ
びＧＰＣ５ ｍＲＮＡレベルに対するＷＴ１アンチセンスオリゴヌクレオチドの効果を示
し、ＷＴ１がＧＰＣ５発現を調節することを示唆する棒グラフである。
【図７】ドセタキソールを用いて処理したＰＣ３Ｍ腫瘍における、ＷＴ１およびＧＰＣ５
 ｍＲＮＡ両者のアップレギュレーションを示す棒グラフである。
【図８】ＲＭＳ細胞株Ｔ９１－９５におけるＧＰＣ５過剰発現の効果を示すグラフである
。

【図１】 【図２－１】
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