
JP 2018-531891 A 2018.11.1

10

(57)【要約】
　本開示は、BETインヒビター並びにプロテインホスフ
ァターゼ2A(PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ腫-2(Bc
l-2)インヒビター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒ
ビター、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及び/
又はメディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒ
ビターを含む、がんに対する併用療法を提供する。併用
療法は、単独療法と比較して、がんの治療において相乗
作用的であると期待される。また、ブロモドメイン及び
エキストラ末端(BET)インヒビター治療に抵抗性を持つ
又は抵抗性を生じる危険性があるがんを有する対象を特
定する方法も提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　がんを治療する方法であって、
　それを必要とする対象に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末
端(BET)インヒビター並びにプロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーターを投与す
る工程
を含む方法。
【請求項２】
　がんが、BETインヒビター単体による治療に抵抗性を持つ、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　BETインヒビター及びPP2Aアクチベーターが、BETインヒビター単体又はPP2Aアクチベー
ター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である、請求項1又は2に記載の方法
。
【請求項４】
　BETインヒビターが、ブロモドメイン含有タンパク質2(BRD2)インヒビター、ブロモドメ
イン含有タンパク質3(BRD3)インヒビター、又はブロモドメイン含有タンパク質4(BRD4)イ
ンヒビターである、請求項1から3のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　BETインヒビターが小分子である、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
　BETインヒビターが、JQ1又はその誘導体である、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　PP2Aアクチベーターが小分子である、請求項1から6のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　PP2Aアクチベーターが、フェノチアジン化合物又はFTY720である、請求項7に記載の方
法。
【請求項９】
　フェノチアジン化合物が、クロルプロマジン、メソリダジン、チオリダジン、アセトフ
ェナジン、フルフェナジン、ペルフェナジン、トルフルオペラジン、並びにこれらの薬学
的に許容される塩及びエステルからなる群から選択される、請求項8に記載の方法。
【請求項１０】
　BETインヒビター及びPP2Aアクチベーターが、同時に又は連続して投与される、請求項1
から9のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、カ
ゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及び/又はメディエーター複合体サブユニット1(MED
1)インヒビターを対象に投与する工程を更に含む、請求項1から10のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１２】
　がんを治療する方法であって、
　それを必要とする対象に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末
端(BET)インヒビター並びに巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビターを投与する工程
を含む方法。
【請求項１３】
　がんが、BETインヒビター単体による治療に抵抗性を持つ、請求項12に記載の方法。
【請求項１４】
　BETインヒビター及びBcl-xlインヒビターが、BETインヒビター単体又はBcl-xlインヒビ
ター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である、請求項12又は13に記載の方
法。
【請求項１５】
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　BETインヒビターが、ブロモドメイン含有タンパク質2(BRD2)インヒビター、ブロモドメ
イン含有タンパク質3(BRD3)インヒビター、又はブロモドメイン含有タンパク質4(BRD4)イ
ンヒビターである、請求項12から14のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　BETインヒビターが小分子である、請求項15に記載の方法。
【請求項１７】
　BETインヒビターが、JQ1又はその誘導体である、請求項16に記載の方法。
【請求項１８】
　Bcl-xlインヒビターが小分子である、請求項12から17のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　Bcl-xlインヒビターが、ABT737、ABT-263、AT101、Sabutoclax又はTW-37である、請求
項18に記載の方法。
【請求項２０】
　BETインヒビター及びBcl-xlインヒビターが、同時に又は連続して投与される、請求項1
2から19のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビ
ター、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及び/又はメディエーター複合体サブユニ
ット1(MED1)インヒビターを対象に投与する工程を更に含む、請求項12から20のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２２】
　がんを治療する方法であって、
　それを必要とする対象に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末
端(BET)インヒビター並びにカゼインキナーゼ2(CK2)インヒビターを投与する工程
を含む方法。
【請求項２３】
　がんが、BETインヒビター単体による治療に抵抗性を持つ、請求項22に記載の方法。
【請求項２４】
　BETインヒビター及びCK2インヒビターが、BETインヒビター単体又はCK2インヒビター単
体と比較して、がんの治療において相乗作用的である、請求項22又は23に記載の方法。
【請求項２５】
　BETインヒビターが、ブロモドメイン含有タンパク質2(BRD2)インヒビター、ブロモドメ
イン含有タンパク質3(BRD3)インヒビター、又はブロモドメイン含有タンパク質4(BRD4)イ
ンヒビターである、請求項22から24のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　BETインヒビターが小分子である、請求項25に記載の方法。
【請求項２７】
　BETインヒビターが、JQ1又はその誘導体である、請求項26に記載の方法。
【請求項２８】
　CK2インヒビターが小分子である、請求項22から27のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　CK2インヒビターが、CX-4945、DMAT、エラグ酸、又はTTP22である、請求項28に記載の
方法。
【請求項３０】
　BETインヒビター及びCK2インヒビターが、同時に又は連続して投与される、請求項22か
ら29のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビ
ター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、及び/又はメディエーター複合体サブユ
ニット1(MED1)インヒビターを対象に投与する工程を更に含む、請求項22から30のいずれ
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か一項に記載の方法。
【請求項３２】
　がんを治療する方法であって、
　それを必要とする対象に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末
端(BET)インヒビター並びにメディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビターを投
与する工程
を含む方法。
【請求項３３】
　がんが、BETインヒビター単体による治療に抵抗性を持つ、請求項32に記載の方法。
【請求項３４】
　BETインヒビター及びMED1インヒビターが、BETインヒビター単体又はMED1インヒビター
単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である、請求項32又は33に記載の方法。
【請求項３５】
　BETインヒビターが、ブロモドメイン含有タンパク質2(BRD2)インヒビター、ブロモドメ
イン含有タンパク質3(BRD3)インヒビター、又はブロモドメイン含有タンパク質4(BRD4)イ
ンヒビターである、請求項32から34のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　BETインヒビターが小分子である、請求項35に記載の方法。
【請求項３７】
　BETインヒビターが、JQ1又はその誘導体である、請求項36に記載の方法。
【請求項３８】
　MED1インヒビターが、MED1とBRD4との間の相互作用を破壊する、請求項32から37のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　MED1インヒビターが、小分子、抗体、ペプチド又はアンチセンス化合物である、請求項
38に記載の方法。
【請求項４０】
　BETインヒビター及びMED1インヒビターが、同時に又は連続して投与される、請求項32
から39のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビ
ター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、及び/又はカゼインキナーゼ2(CK2)イン
ヒビターを対象に投与する工程を更に含む、請求項32から40のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項４２】
　ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性
を生じる危険性があるがんを有する対象を特定する方法であって、
　BETインヒビター治療を受けた対象から得た腫瘍サンプル中のブロモドメイン含有タン
パク質4(BRD4)の細胞内の位置を決定するアッセイを実施する工程と、
　BRD4が核局在性を有する場合、BETインヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じ
る危険性があるがんを有するものとして対象を特定する工程と
を含む方法。
【請求項４３】
　BRD4が細胞質内局在性を有する場合、対象が、BETインヒビター治療に抵抗性がないが
んを有するものとして特定される、請求項42に記載の方法。
【請求項４４】
　BETインヒビターを、プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ
腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、カゼインキナーゼ
2(CK2)インヒビター、及び/又はメディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビター
と組み合わせて投与することによって、BETインヒビター治療に抵抗性を持つがんを有す
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るものとして特定された対象を治療する工程を更に含む、請求項42に記載の方法。
【請求項４５】
　アッセイが、免疫組織化学、免疫蛍光、ラジオイムノアッセイ、ELISA、又はFACS分析
を含む、請求項42から44のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４６】
　BRD4の細胞内の位置が、抗体を免疫蛍光と併用して決定される、請求項45に記載の方法
。
【請求項４７】
　ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性
を生じる危険性があるがんを有する対象を特定する方法であって、
　がんを有する対象から得た腫瘍サンプル中のリン酸化ブロモドメイン含有タンパク質4(
pBRD4)の非リン酸化BRD4(BRD4)に対する比を決定するアッセイを実施する工程と、
　pBRD4のBRD4に対する比が、対照のpBRD4のBRD4に対する比と比較して高い場合、BETイ
ンヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるがんを有するものとして
対象を特定する工程と
を含む方法。
【請求項４８】
　pBRD4のBRD4に対する比が、対照のpBRD4のBRD4に対する比と比較して低い場合又は変わ
らない場合、対象が、BETインヒビター治療に抵抗性がないがんを有するものとして特定
される、請求項47に記載の方法。
【請求項４９】
　BETインヒビターを、プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ
腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、カゼインキナーゼ
2(CK2)インヒビター、及び/又はメディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビター
と組み合わせて投与することによって、BETインヒビター治療に抵抗性を持つがんを有す
るものとして特定された対象を治療する工程を更に含む、請求項47に記載の方法。
【請求項５０】
　アッセイが、免疫ブロット法、免疫組織化学、免疫蛍光、ラジオイムノアッセイ、ELIS
A、又はFACS分析を含む、請求項47から49のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５１】
　pBRD4のBRD4に対する比が、免疫ブロット法によって決定される、請求項50に記載の方
法。
【請求項５２】
　がんを治療する方法であって、
　それを必要とする対象に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末
端(BET)インヒビター並びにB細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビターを投与する工程
を含む方法。
【請求項５３】
　がんが、BETインヒビター単体による治療に抵抗性を持つ、請求項52に記載の方法。
【請求項５４】
　BETインヒビター及びBcl-2インヒビターが、BETインヒビター単体又はBcl-2インヒビタ
ー単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である、請求項52又は53に記載の方法
。
【請求項５５】
　BETインヒビターが、ブロモドメイン含有タンパク質2(BRD2)インヒビター、ブロモドメ
イン含有タンパク質3(BRD3)インヒビター、又はブロモドメイン含有タンパク質4(BRD4)イ
ンヒビターである、請求項52から54のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５６】
　BETインヒビターが小分子である、請求項55に記載の方法。
【請求項５７】
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　BETインヒビターが、JQ1又はその誘導体である、請求項56に記載の方法。
【請求項５８】
　Bcl-2インヒビターが小分子である、請求項52から57のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５９】
　Bcl-2インヒビターがABT-199である、請求項58に記載の方法。
【請求項６０】
　BETインヒビター及びBcl-2インヒビターが、同時に又は連続して投与される、請求項52
から59のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６１】
　プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)イン
ヒビター、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及び/又はメディエーター複合体サブ
ユニット1(MED1)インヒビターを対象に投与する工程を更に含む、請求項52から60のいず
れか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、全内容が参照により本明細書に援用される、2015年8月10日出願の米国仮特
許出願第62/203,128号に対する米国特許法第119条(e)による優先権を主張するものである
。
【０００２】
政府助成
　本発明は、米国国立衛生研究所により認可された第CA168504号及び第CA103867号の下、
並びに米国国防総省により認可された第CDMRP BC122003号及び第CA120184号の下で国家支
援によりなされたものである。米国政府は本発明にある権利を有している。
【背景技術】
【０００３】
　トリプルネガティブ乳がん(TNBC)は、エストロゲン受容体(ER)及びプロゲステロン受容
体(PR)の発現がなく、ヒト上皮成長因子受容体2(HER2)の増幅がないことを特徴とする、
主要な乳房腫瘍サブタイプである。TNBC患者は、特に遠位部位において、再発の5年リス
クが他のいずれのサブタイプよりも高いため、不良臨床転帰を経験する。TNBCに焦点を当
てたがんゲノム解読研究は、新規の反復突然変異がん促進遺伝子の特定に失敗し、標的の
治療法開発の即座の機会は失われた。TNBCは不均一な疾患でもあり、一つの治療法がすべ
ての患者に適合するわけでなく、新規に複数の治療戦略を必要とする。したがって、TNBC
に対応する新規の治療選択が至急必要とされている。
【０００４】
　ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET: bromodomain and extra terminal)タンパク
質(BRD2、BRD3及びBRD4)は、アセチル-リジンのツイン認識モジュール(twin acetyl-lysi
ne recognition modules)(ブロモドメイン)を介してプロモーター及びエンハンサー領域
に局在化し、そこで、正の転写因子伸長複合体(CDK9及びサイクリンT、P-TEFb)の補充に
よって転写伸長を促進する。JQ1等のBETブロモドメインインヒビター(BBI)によるアセチ
ル-リジンへの競合的結合は、クロマチンからBETを移動させ、結果として血液悪性腫瘍及
び固形腫瘍のモデルにおいて選択的転写応答及び抗増殖の効力をもたらす。しかし、BET
インヒビターに対する適応的抵抗性疾患(adaptive resistance disease to BET inhibito
rs)は、がんにおけるBBIに関する一般に普及した文献中の共通テーマであり、いまだ機構
について洞察は一切得られていない。したがって、BBIに抵抗性を持つ又は抵抗性を生じ
得るがんに対する新規の治療法の発見が必要とされている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
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【特許文献１】JP2009028043
【特許文献２】JP2009183291
【特許文献３】WO2011054843
【特許文献４】WO2011054848
【特許文献５】WO2009/084693A1
【特許文献６】WO2009084693
【特許文献７】WO2011054844
【特許文献８】WO2011054846
【特許文献９】US2012028912
【特許文献１０】JP2008-156311
【特許文献１１】US2011143651
【特許文献１２】WO2011143669
【特許文献１３】WO2011143660
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【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本開示のいくつかの態様は、がんを治療する方法を提供する。方法は、それを必要とす
る対象に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビ
ター並びにプロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーターを投与する工程を含む。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、がんは、BETインヒビター単体による治療に抵抗性を持つ。
【０００９】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びPP2Aアクチベーターは、BETインヒビタ
ー単体又はPP2Aアクチベーター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、ブロモドメイン含有タンパク質2(BRD2)
インヒビター、ブロモドメイン含有タンパク質3(BRD3)インヒビター、又はブロモドメイ
ン含有タンパク質4(BRD4)インヒビターである。いくつかの実施形態では、BETインヒビタ
ーは小分子である。いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、JQ1又はその誘導体で
ある。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、PP2Aアクチベーターは小分子である。いくつかの実施形態で
は、PP2Aアクチベーターは、フェノチアジン化合物又はFTY720である。いくつかの実施形
態では、フェノチアジン化合物は、クロルプロマジン、メソリダジン、チオリダジン、ア
セトフェナジン、フルフェナジン、ペルフェナジン、トルフルオペラジン、並びにこれら
の薬学的に許容される塩及びエステルからなる群から選択される。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びPP2Aアクチベーターは、同時に又は連
続して投与される。
【００１３】
　いくつかの実施形態では、方法は、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細胞
リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及び/又はメデ
ィエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビターを対象に投与する工程を更に含む。
【００１４】
　本開示のいくつかの態様は、がんを治療する方法を提供し、該方法は、それを必要とす
る対象に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビ
ター並びに巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビターを投与する工程を含む。
【００１５】
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　いくつかの実施形態では、がんは、BETインヒビター単体による治療に抵抗性を持つ。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びBcl-xlインヒビターは、BETインヒビタ
ー単体又はBcl-xlインヒビター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である。
【００１７】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、ブロモドメイン含有タンパク質2(BRD2)
インヒビター、ブロモドメイン含有タンパク質3(BRD3)インヒビター、又はブロモドメイ
ン含有タンパク質4(BRD4)インヒビターである。いくつかの実施形態では、BETインヒビタ
ーは小分子である。いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、JQ1又はその誘導体で
ある。
【００１８】
　いくつかの実施形態では、Bcl-xlインヒビターは小分子である。いくつかの実施形態で
は、Bcl-xlインヒビターは、ABT737、ABT-263、AT101、Sabutoclax又はTW-37である。い
くつかの実施形態では、BETインヒビター及びBcl-xlインヒビターは、同時に又は連続し
て投与される。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、方法は、プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター
、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及び/
又はメディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビターを対象に投与する工程を更
に含む。
【００２０】
　本開示のいくつかの態様は、がんを治療する方法を提供し、該方法は、それを必要とす
る対象に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビ
ター並びにカゼインキナーゼ2(CK2)インヒビターを投与する工程を含む。
【００２１】
　いくつかの実施形態では、がんは、BETインヒビター単体による治療に抵抗性を持つ。
【００２２】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びCK2インヒビターは、BETインヒビター
単体又はCK2インヒビター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である。
【００２３】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、ブロモドメイン含有タンパク質2(BRD2)
インヒビター、ブロモドメイン含有タンパク質3(BRD3)インヒビター、又はブロモドメイ
ン含有タンパク質4(BRD4)インヒビターである。いくつかの実施形態では、BETインヒビタ
ーは小分子である。いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、JQ1又はその誘導体で
ある。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、CK2インヒビターは小分子である。いくつかの実施形態では
、CK2インヒビターは、CX-4945、DMAT、エラグ酸、又はTTP22である。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びCK2インヒビターは、同時に又は連続し
て投与される。
【００２６】
　いくつかの実施形態では、方法は、プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター
、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、及
び/又はメディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビターを対象に投与する工程を
更に含む。
【００２７】
　本開示のいくつかの態様は、がんを治療する方法を提供し、該方法は、それを必要とす
る対象に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビ
ター並びにメディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビターを投与する工程を含
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む。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、がんは、BETインヒビター単体による治療に抵抗性を持つ。
【００２９】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びMED1インヒビターは、BETインヒビター
単体又はMED1インヒビター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である。
【００３０】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、ブロモドメイン含有タンパク質2(BRD2)
インヒビター、ブロモドメイン含有タンパク質3(BRD3)インヒビター、又はブロモドメイ
ン含有タンパク質4(BRD4)インヒビターである。いくつかの実施形態では、BETインヒビタ
ーは小分子である。いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、JQ1又はその誘導体で
ある。
【００３１】
　いくつかの実施形態では、MED1インヒビターは、MED1とBRD4との間の相互作用を破壊す
る。いくつかの実施形態では、MED1インヒビターは、小分子、抗体、ペプチド又はアンチ
センス化合物である。
【００３２】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びMED1インヒビターは、同時に又は連続
して投与される。
【００３３】
　いくつかの実施形態では、方法は、プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター
、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、及
び/又はカゼインキナーゼ2(CK2)インヒビターを対象に投与する工程を更に含む。
【００３４】
　本開示のいくつかの態様は、ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビター治
療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるがんを有する対象を特定する方法を提
供し、該方法は、BETインヒビター治療を受けた対象から得た腫瘍サンプル中のブロモド
メイン含有タンパク質4(BRD4)の細胞内の位置を決定するアッセイを実施する工程と、BRD
4が核局在性を有する場合、BETインヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険
性があるがんを有するものとして対象を特定する工程とを含む。
【００３５】
　いくつかの実施形態では、BRD4が細胞質内局在性を有する場合、対象は、BETインヒビ
ター治療に抵抗性がないがんを有するものとして特定される。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、方法は、BETインヒビターを、プロテインホスファターゼ2A(
PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-x
l)インヒビター、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及び/又はメディエーター複合
体サブユニット1(MED1)インヒビターと組み合わせて投与することによって、BETインヒビ
ター治療に抵抗性を持つがんを有するものとして特定された対象を治療する工程を更に含
む。
【００３７】
　いくつかの実施形態では、アッセイは、免疫組織化学、免疫蛍光、ラジオイムノアッセ
イ、ELISA、又はFACS分析を含む。いくつかの実施形態では、BRD4の細胞内の位置は、抗
体を免疫蛍光と併用して決定される。
【００３８】
　本開示のいくつかの態様は、ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビター治
療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるがんを有する対象を特定する方法を提
供し、該方法は、がんを有する対象から得た腫瘍サンプル中のリン酸化ブロモドメイン含
有タンパク質4(pBRD4)の非リン酸化BRD4(BRD4)に対する比を決定するアッセイを実施する
工程と、pBRD4のBRD4に対する比が、対照のpBRD4のBRD4に対する比と比較して高い場合、
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BETインヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるがんを有するもの
として対象を特定する工程とを含む。
【００３９】
　いくつかの実施形態では、pBRD4のBRD4に対する比が、対照のpBRD4のBRD4に対する比と
比較して低い場合又は変わらない場合、対象は、BETインヒビター治療に抵抗性がないが
んを有するものとして特定される。
【００４０】
　いくつかの実施形態では、方法は、BETインヒビターを、プロテインホスファターゼ2A(
PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-x
l)インヒビター、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及び/又はメディエーター複合
体サブユニット1(MED1)インヒビターと組み合わせて投与することによって、BETインヒビ
ター治療に抵抗性を持つがんを有するものとして特定された対象を治療する工程を更に含
む。
【００４１】
　いくつかの実施形態では、アッセイは、免疫ブロット法、免疫組織化学、免疫蛍光、ラ
ジオイムノアッセイ、ELISA、又はFACS分析を含む。
【００４２】
　いくつかの実施形態では、pBRD4のBRD4に対する比は、免疫ブロット法によって決定さ
れる。
【００４３】
　本開示のいくつかの態様は、がんを治療する方法を提供し、該方法は、それを必要とす
る対象に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビ
ター並びにB細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビターを投与する工程を含む。
【００４４】
　いくつかの実施形態では、がんは、BETインヒビター単体による治療に抵抗性を持つ。
【００４５】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びBcl-2インヒビターは、BETインヒビタ
ー単体又はBcl-2インヒビター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、ブロモドメイン含有タンパク質2(BRD2)
インヒビター、ブロモドメイン含有タンパク質3(BRD3)インヒビター、又はブロモドメイ
ン含有タンパク質4(BRD4)インヒビターである。いくつかの実施形態では、BETインヒビタ
ーは小分子である。いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、JQ1又はその誘導体で
ある。
【００４７】
　いくつかの実施形態では、Bcl-2インヒビターは小分子である。いくつかの実施形態で
は、Bcl-2インヒビターはABT-199である。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びBcl-2インヒビターは、同時に又は連続
して投与される。
【００４９】
　いくつかの実施形態では、方法は、プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター
、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及
び/又はメディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビターを対象に投与する工程を
更に含む。
【００５０】
　本発明の実施形態及び態様はそれぞれ、単独で又は組み合わせて実践することができる
。また、本明細書で用いられる表現及び専門用語は、説明を目的としたものであり、限定
するものと見なすべきではない。「含めた(including)」、「含む(comprising)」、又は
「有する(having)」、「含有する(containing)」、「要する(involving)」、及びこれら
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の変形体の本明細書における使用は、以下に列挙する項目及びその同等物、並びに追加の
項目を包含することを意味する。
【００５１】
　これら、また、本発明の他の態様、並びに様々な利点及び実用性が、詳細な説明を参照
して明らかになるであろう。本発明の各態様は、当然のことながら、さまざまな実施形態
を包含することができる。
【００５２】
　本出願中で確認されるすべての文献は、その全内容が参照により本明細書に援用される
。
【図面の簡単な説明】
【００５３】
【図１Ａ】乳がんにおけるBBIに対する応答を示す図である。TNBC、HER2+、及び管腔細胞
型乳がん、並びに不死化乳腺基底上皮細胞株のパネルにおける、BETインヒビター及び陰
性対照としての不活性類似体(JQ1R及びアルプラゾラム)の平均IC50のヒートマップ。比色
スケールにおけるIC50値:非常に感受性(<0.01μM)、感受性(=1μM)、抵抗性まで(>20μM)
。
【図１Ｂ】乳がんにおけるBBIに対する応答を示す図である。すべての誤差バーはSEMを表
す。BETブロモドメインタンパク質を標的とするsiRNAのトランスフェクションの4日後の
細胞生存率。
【図１Ｃ】乳がんにおけるBBIに対する応答を示す図である。G2/Mにおいて、100ng/mLの
ノコダゾールで同期化した後、放出の1時間前又は3時間後に添加したDMSO又はJQ1(500nM)
を含む新鮮培地に置き換えたSUM159細胞の細胞周期プロファイル。放出後の異なる時点(0
、6、12時間)で、細胞を採取した。
【図１Ｄ】乳がんにおけるBBIに対する応答を示す図である。乳房細胞株のパネルにおけ
る、示したタンパク質の免疫ブロット分析。
【図１Ｅ】乳がんにおけるBBIに対する応答を示す図である。JQ1(500nM)処理の前及び3日
後のTNBC株における基底(高分子量-HMW)及び管腔(低分子量-LMW及びサイトケラチン18)サ
イトケラチンの免疫蛍光。スケールバーは20μmを示す。
【図１Ｆ】乳がんにおけるBBIに対する応答を示す図である。すべての誤差バーはSEMを表
す。箱ひげ図は、乳腺脂肪体への親の及びTET誘導性のshBRD4-発現SUM159細胞の注射の28
日後及び60日後の異種移植片の質量を示す;nは、実験当たりのマウスの数を示す。マウス
は、JQ1(50mg/kg、毎日)、14日目に開始して14日間ビヒクルのみ(SUM159)、又は注射の21
日後にドキシサイクリン(SUM159-shBRD4)を投与された。
【図１Ｇ】乳がんにおけるBBIに対する応答を示す図である。JQ1処理した又はしていない
SUM159の異種移植片における基底(HMWサイトケラチン、サイトケラチン17、pSTAT3、及び
CD44)及び管腔(LMWサイトケラチン、サイトケラチン18、及びCD24)マーカーのヘマトキシ
リン-エオシン染色及び免疫蛍光分析。スケールバーは、それぞれ、H&Eについては100μm
、免疫蛍光については50μmを示す。
【図２Ａ】TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーに関連する遺伝子転写
を示す図である。プロモーター転写開始部位(TSS)領域において結合するビオチン化JQ1(B
io-JQ1)、BRD4、及びH3K27ac並びにTSSと遠位のエンハンサー領域に結合するBio-JQ1(右)
を示すヒートマップ。各行は、TSS又はエンハンサーセンターのいずれかからの単一のゲ
ノム領域(+/-10kb)を表す。ゲノム占有率については、Bio-JQ1、BRD4、及びH3K27acにつ
いて、塩基対当たりのリード数/百万(rpm/bp)の単位での結合強度によって影をつけてい
る。
【図２Ｂ】TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーに関連する遺伝子転写
を示す図である。すべてのBio-JQ1が豊富な結合領域において、BRD4とBio-JQ1のゲノム結
合の間の相関関係(左)又はH3K27acとBio-JQ1のゲノム結合の間の相関関係(右)を示す散布
図。ゲノム占有率の単位は、rpm/bpである。単純線形回帰は、黒で描かれている。ピアソ
ン相関関係による統計が示されている。
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【図２Ｃ】TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーに関連する遺伝子転写
を示す図である。HIF1A遺伝子座において、SUM159細胞におけるBio-JQ1、BRD4+DMSO、及
びBRD4+JQ1を示す遺伝子のトラック。x軸は、以下に描かれている遺伝子構造を有する染
色体に沿ったポジションを示す。y軸は、rpm/bpの単位でのゲノム占有率を示す。HIF1Aス
ーパーエンハンサーを太線で示す。
【図２Ｄ】TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーに関連する遺伝子転写
を示す図である。SUM159のBio-JQ1結合領域におけるBRD4+/-JQ1(左)又はH3K27ac+/-JQ1(
右)のlog2変化倍率を示す箱ひげ図。12,999個のBio-JQ1領域は、Bio-JQ1結合の増加によ
ってランク付けされ、10個の別々のビンに分割される(左から右へと表示されている)。最
も弱いBio-JQ1結合領域のビンと最も強いBio-JQ1結合領域のビンの間の平均BRD4のlog2変
化倍率の統計的有意差が示されている(ウェルチのt-検定***p-値<1e-10)。
【図２Ｅ】TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーに関連する遺伝子転写
を示す図である。Bio-JQ1シグナル(単位rpm)が増加するようにランク付けされた未処理の
SUM159細胞において画定されるランク付けされたエンハンサーのプロット。エンハンサー
は、プロモーターに含有されないBio-JQ1結合の領域として画定される。典型的なエンハ
ンサーとスーパーエンハンサーとを識別するカットオフは、灰色の破線として示されてい
る。TNBCの特徴的遺伝子と関連するエンハンサーを強調している。
【図２Ｆ】TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーに関連する遺伝子転写
を示す図である。処理の3、12、及び24時間後に、JQ1処理と関連するすべての活性遺伝子
又はスーパーエンハンサー(SE)のいずれかのDMSO対照に対する発現におけるlog2変化倍率
を示す箱ひげ図。すべての活性遺伝子とスーパーエンハンサーに関連する遺伝子の間の発
現の変化の統計的有意差は、ウェルチのt-検定(**p-値<1e-5、*p-値<1e-3)によって示さ
れている。
【図２Ｇ】TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーに関連する遺伝子転写
を示す図である。SUM159細胞におけるJQ1に誘導される遺伝子発現の変化によって影響を
受ける最も重要なシグナル伝達経路。
【図３Ａ】TNBCにおいて獲得されたBBI抵抗性を示す図である。異なる用量のJQ1で処理し
たSUM159細胞の生存細胞数。誤差バーはSDを表す。
【図３Ｂ】TNBCにおいて獲得されたBBI抵抗性を示す図である。異なる用量のJQ1で処理し
たSUM159R細胞の生存細胞数。誤差バーはSDを表す。
【図３Ｃ】TNBCにおいて獲得されたBBI抵抗性を示す図である。BBIインヒビターで処理し
たSUM159細胞及びSUM159R細胞の細胞生存能。誤差バーは、パネルのSEMを表す。
【図３Ｄ】TNBCにおいて獲得されたBBI抵抗性を示す図である。CXCR2及びJAK2インヒビタ
ーで処理したSUM159細胞及びSUM159R細胞の細胞生存能。誤差バーは、パネルのSEMを表す
。
【図３Ｅ】TNBCにおいて獲得されたBBI抵抗性を示す図である。異なる用量のJQ1で処理し
たSUM159細胞、並びにSUM159R細胞のプール及び単細胞クローンの細胞生存能。誤差バー
は、パネルのSEMを表す。
【図３Ｆ】TNBCにおいて獲得されたBBI抵抗性を示す図である。SUM159細胞及びSUM159R細
胞に由来する異種移植片の腫瘍質量。注射の後、マウスに、JQ1を14日間(SUM159)及び30
日間(SUM159R)、それぞれ14日目及び26日目から開始して投与した。誤差バーは、パネル
のSEMを表す。
【図３Ｇ】TNBCにおいて獲得されたBBI抵抗性を示す図である。ブロモドメインタンパク
質を標的とするsiRNAをトランスフェクトしたSUM159細胞及びSUM159R細胞の細胞生存能。
誤差バーは、パネルのSEMを表す。
【図４Ａ】BBI抵抗性TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーを示す図で
ある。SUM159の親又はSUM159Rにおいてスーパーエンハンサーを含有する(Bio-JQ1結合に
よって定義される)すべてのゲノム領域をBio-JQ1ゲノム結合シグナルのlog2変化(親対抵
抗性)によってランク付けして示す。x軸は、Bio-JQ1シグナルのlog2変化倍率を示す。Bio
-JQ1レベルの変化は、変化の強度によって色付けした。



(14) JP 2018-531891 A 2018.11.1

10

20

30

40

50

【図４Ｂ】BBI抵抗性TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーを示す図で
ある。抵抗性SUM159R細胞対親のSUM159細胞における取得された、保存された、又は消失
した(左、中央、右)Bio-JQ1結合のいずれかを有する領域におけるBDR4ゲノム占有率のlog

2変化倍率を示す箱ひげ図。
【図４Ｃ】BBI抵抗性TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーを示す図で
ある。抵抗性SUM159R細胞対親のSUM159細胞における取得された、保存された、又は消失
した(左、中央、右)Bio-JQ1結合のいずれかを有する領域に近接する遺伝子における発現
のlog2変化倍率を示す箱ひげ図。
【図４Ｄ】BBI抵抗性TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーを示す図で
ある。SUM159Rの取得したBCL-xL遺伝子座でSUM159の親細胞(上)又はSUM159R抵抗性細胞(
下)におけるBio-JQ1、BRD4、及びH3K27acを示す遺伝子のトラック。x軸は、以下に描かれ
ている遺伝子構造を有する染色体に沿ったポジションを示す。y軸は、rpm/bpの単位での
ゲノム占有率を示す。BCL-xLスーパーエンハンサーをバーで示す。
【図４Ｅ】BBI抵抗性TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーを示す図で
ある。Bio-JQ1が結合したSOD2遺伝子座でSUM159の親細胞(上)又はSUM159R抵抗性細胞(下)
におけるBio-JQ1、BRD4+/-JQ1、及びH3K27ac+/-JQ1を示す遺伝子のトラック。x軸は、以
下に描かれている遺伝子構造を有する染色体に沿ったポジションを示す。y軸は、rpm/bp
の単位でのゲノム占有率を示す。SOD2スーパーエンハンサーをバーで示す。
【図４Ｆ】BBI抵抗性TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーを示す図で
ある。親のSUM159細胞(左)又は抵抗性SUM159R細胞(右)のいずれかにおいて、Bio-JQ1が結
合した領域でのBRD4のゲノム占有率におけるlog2変化倍率を示す箱ひげ図。
【図４Ｇ】BBI抵抗性TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーを示す図で
ある。親のSUM159細胞(左)又は抵抗性SUM159R細胞(右)のいずれかにおいて、Bio-JQ1が結
合した領域でのH3K27acのゲノム占有率におけるlog2変化倍率を示す箱ひげ図。
【図４Ｈ】BBI抵抗性TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーを示す図で
ある。親のSUM159細胞において、処理の24時間後に、JQ1対DMSOによって上方調節された
遺伝子の発現におけるlog2変化倍率を示す箱ひげ図。発現におけるlog2変化倍率は、親の
SUM159細胞(左)又は抵抗性SUM159R細胞(右)のいずれかについて示される。
【図４Ｉ】BBI抵抗性TNBCにおけるBRD4ゲノム結合及びスーパーエンハンサーを示す図で
ある。親のSUM159細胞において、処理の24時間後に、JQ1対DMSOによって下方調節された(
図4I)遺伝子の発現におけるlog2変化倍率を示す箱ひげ図。発現におけるlog2変化倍率は
、親のSUM159細胞(左)又は抵抗性SUM159R細胞(右)のいずれかについて示される。
【図５Ａ】TNBCにおけるBBI抵抗性の機構を示す図である。SILAC RIMEに基づくJQ1処理後
の、SUM159細胞及びSUM159R細胞におけるBRD4関連タンパク質の変化を示すプロット。軸
は、変化倍率(FC)のlog10を表す。
【図５Ｂ】TNBCにおけるBBI抵抗性の機構を示す図である。SUM159細胞及びSUM159R細胞に
おけるBRD4免疫沈降物(上のパネル)及び総細胞溶解物(下のパネル)の免疫ブロット分析。
【図５Ｃ】TNBCにおけるBBI抵抗性の機構を示す図である。すべての誤差バーはSEMを表す
。内因性BRD4の付随するノックダウンを有する外因性WT、BDmut、7A及び7D突然変異体BRD
4を発現するSUM159細胞及びSUM159R細胞の細胞生存能。
【図５Ｄ】TNBCにおけるBBI抵抗性の機構を示す図である。すべての誤差バーはSEMを表す
。内因性BRD4の付随するノックダウンを有する、外因性WT又はBDmut BRD4を発現するSUM1
59細胞のJQ1に対する感受性。
【図５Ｅ】TNBCにおけるBBI抵抗性の機構を示す図である。すべての誤差バーはSEMを表す
。内因性BRD4の付随するノックダウンを有する、外因性WT又はBDmut BRD4を発現するSUM1
59R細胞のJQ1に対する感受性。
【図６Ａ】BRD4リン酸化の調節及び関連性を示す図である。示した用量のJQ1を用いる処
理後のSUM159細胞及びSUM159R細胞におけるリン酸化BRD4(pBRD4)、BRD4、MED1、及びBRD3
の免疫ブロット分析。
【図６Ｂ】BRD4リン酸化の調節及び関連性を示す図である。PP2A-A、PP2A-C又は両方のサ
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ブユニットのノックダウン後のSUM149及びSUM159細胞におけるPP2AのA及びCサブユニット
、pBRD4並びにBRD4の免疫ブロット分析。
【図６Ｃ】BRD4リン酸化の調節及び関連性を示す図である。対照並びに異なる用量のJQ1
を用いて処理されたSUM149及びshPP2A-C発現SUM149細胞の生存細胞数。誤差バーはSEMを
表す。
【図６Ｄ】BRD4リン酸化の調節及び関連性を示す図である。異なる用量のフェノチアジン
を用いる治療の3時間後のSUM159R細胞におけるpBRD4及びBRD4の免疫ブロット分析。
【図６Ｅ】BRD4リン酸化の調節及び関連性を示す図である。JQ1、フェノチアジン又は両
方の化合物で処理したSUM159R細胞の生存細胞数。誤差バーはSDを表す。
【図６Ｆ】BRD4リン酸化の調節及び関連性を示す図である。JQ1(5μM)及びCK2インヒビタ
ーCX-4945(10μM)を用いた処理の3時間後のBRD4免疫沈降物及びSUM159R細胞の総細胞溶解
物の免疫ブロット分析。
【図６Ｇ】BRD4リン酸化の調節及び関連性を示す図である。JQ1(5μM)及びフェノチアジ
ン(20μM)を用いた処理の3時間後のBRD4免疫沈降物及びSUM159R細胞の総細胞溶解物の免
疫ブロット分析。
【図６Ｈ】BRD4リン酸化の調節及び関連性を示す図である。JQ1(5μM)を用いた処理の3時
間後のFLAGでタグ付けしたWT又は突然変異体(7A、7D)のBRD4突然変異体タンパク質を発現
するFLAG-BRD4免疫沈降物及びSUM159細胞の総細胞溶解物の免疫ブロット分析。
【図６Ｉ】BRD4リン酸化の調節及び関連性を示す図である。外因性WT、7A又は7D突然変異
体のBRD4を発現するSUM159細胞及びSUM159R細胞のJQ1感受性。誤差バーはSEMを表す。
【図７Ａ】TNBCにおけるBETブロモドメインタンパク質及び細胞の成長を示す図である。T
ET誘導性BRD4標的化又はlacZ shRNAを発現するSUM159細胞及びMDA-MB-231細胞の細胞生存
能。
【図７Ｂ】TNBCにおけるBETブロモドメインタンパク質及び細胞の成長を示す図である。s
iRNAによるトランスフェクションの4日後のBETブロモドメインタンパク質の免疫ブロット
分析。
【図７Ｃ】TNBCにおけるBETブロモドメインタンパク質及び細胞の成長を示す図である。1
00ng/mlのノコダゾールで同期化した後、放出の1時間前又は3時間後に添加されたDMSO又
はJQ1(500nM)を有する新鮮な培地に置き換えたSUM159細胞の放出後の異なる時点(0、3、6
、12時間)における、示したタンパク質の免疫ブロット分析。
【図７Ｄ】TNBCにおけるBETブロモドメインタンパク質及び細胞の成長を示す図である。7
2時間のJQ1(500nM)を用いる処理又はTET誘導性shRNAを使用するBRD4の下方調節後のSUM15
9細胞の細胞周期分析。
【図７Ｅ】TNBCにおけるBETブロモドメインタンパク質及び細胞の成長を示す図である。7
2時間のJQ1(500nM)を用いる処理　TET誘導性shRNAを使用するBRD4の下方調節後のSUM159
細胞のアネキシンV染色。すべての誤差バーはSEMを表す。
【図８Ａ】TNBCにおけるBBIに対する応答を示す図である。SUM159細胞におけるJQ1処理(5
00nM)後の異なる時点における(上)及びSUM159細胞及びMDA-MB-436細胞における24時間の
処理のための異なるJQ1用量における(下)、示したタンパク質の免疫ブロット分析。
【図８Ｂ】TNBCにおけるBBIに対する応答を示す図である。SUM149、SUM159及びMDA-MB-23
1細胞におけるJQ1処理(500nM)後の異なる時点における、示したタンパク質の免疫ブロッ
ト分析。
【図８Ｃ】TNBCにおけるBBIに対する応答を示す図である。3日間のJQ1処理後のSUM159細
胞のH&E染色。
【図８Ｄ】TNBCにおけるBBIに対する応答を示す図である。3日間のJQ1処理後のSUM159細
胞及びMDA-MB-231細胞の老化βガラクトシダーゼ染色。スケールバーは100μmを示す。
【図８Ｅ】TNBCにおけるBBIに対する応答を示す図である。箱ひげ図は、NOGマウスの鼠径
部乳腺脂肪体へのMDA-MB-231(2X106)及びIDC50X(2X105)細胞の注射の30日後の異種移植片
の質量を示し、nは、実験当たりのマウスの頭数を示す。マウスには、注射の16日後(MDA-
MB-231)又は10日後(IDC50X) (腫瘍が触診できる大きさに達した後)に開始して14日間、JQ



(16) JP 2018-531891 A 2018.11.1

10

20

30

40

50

1(50mg/kg、毎日)又はビヒクルのみ(対照)を投与した。EL12-58X PDXに対しては、マウス
には、1x3x3mmに測定した組織片を鼠径部乳腺脂肪体に移植し、注射の21日後(腫瘍が触診
できる大きさに達した後)に開始して14日間、毎日JQ1(50mg/kg)を投与した。
【図８Ｆ】TNBCにおけるBBIに対する応答を示す図である。JQ1処理した又はしていないEL
12-58異種移植片のブロモドメインウリジン(BrdU)並びに管腔低分子量(Low MW CK)及び基
底高分子量(High MW CK)サイトケラチンの染色。スケールバーは50μmを示す。
【図８Ｇ】TNBCにおけるBBIに対する応答を示す図である。shRNAを標的とするTET誘導性B
RD4を発現するSUM159細胞の腫瘍体積。マウスには、注射の21日後(腫瘍が触診できる大き
さに達した後)に開始して39日間、ドキシサイクリン又はビヒクルのみ(対照)を投与した
。すべての誤差バーはSEMを表す。
【図９Ａ】SUM149のJQ1への応答を示す図である。SUM149のBDR4結合領域におけるBRD4+/-
JQ1(左)又はH3K27ac+/-JQ1(右)のlog2変化倍率を示す箱ひげ図。5,696個のBRD4結合領域
は、バックグラウンドを差し引いたBRD4結合の増加によってランク付けされ、10個の別々
のビンに分割される(左から右へと表示されている)。最も弱いBRD4結合領域のビンと最も
強いBDR4結合領域のビンの間の平均BDR4のlog2変化倍率における統計的有意差が示されて
いる(ウェルチのt-検定***p-値<1e-10)。
【図９Ｂ】SUM149のJQ1への応答を示す図である。BDR4シグナル(単位rpm)が増加するよう
にランク付けされた未処理のSUM149細胞において画定されるランク付けされたエンハンサ
ーのプロット。エンハンサーは、プロモーターに含有されないBDR4結合の領域として画定
される。典型的なエンハンサーとスーパーエンハンサーとを識別するカットオフは、灰色
の破線として示されている。TNBCの特徴的遺伝子と関連するエンハンサーを強調している
。
【図９Ｃ】SUM149のJQ1への応答を示す図である。SUM149(y軸)及びSUM159(x軸)における1
2時間のJQ1処理の際の遺伝子発現のlog2変化倍率の間の関係を示す散布図。単純線形回帰
が描かれている。ピアソン相関関係による統計も示されている。
【図９Ｄ】SUM149のJQ1への応答を示す図である。図9D、12時間のJQ1処理に関連するすべ
ての活性遺伝子又はスーパーエンハンサー(SE)のいずれかのDMSO対照と比較した発現のlo
g2変化倍率を示す箱ひげ図。すべての活性遺伝子とスーパーエンハンサーに関連する遺伝
子の間の発現の変化の統計的有意差は、ウェルチのt-検定(*p-値<1e-3)によって示されて
いる。
【図９Ｅ】SUM149のJQ1への応答を示す図である。親のSUM149細胞において、処理の12時
間後に、JQ1対DMSOによって上方調節された遺伝子の発現におけるlog2変化倍率を示す箱
ひげ図。発現におけるlog2変化倍率は、親のSUM149細胞(左)又は抵抗性SUM149R細胞(右)
のいずれかについて示されている。
【図９Ｆ】SUM149のJQ1への応答を示す図である。親のSUM149細胞において、処理の12時
間後に、JQ1対DMSOによって下方調節された遺伝子の発現におけるlog2変化倍率を示す箱
ひげ図。発現におけるlog2変化倍率は、親のSUM149細胞(左)又は抵抗性SUM149R細胞(右)
のいずれかについて示されている。
【図９Ｇ】SUM149のJQ1への応答を示す図である。異なる用量のJQ1(2μM、10μM)で処理
されたSUM149(左)及びSUM149R(右)の生存細胞数。誤差バーはSDを表す。
【図１０Ａ】SUM159R細胞の特徴付けを示す図である。SUM159細胞及びSUM159R細胞のABC
トランスポーターの発現。29個のABCトランスポーターの発現を2つの細胞株に関するRNA-
seqデータに基づいて分析した。すべての誤差バーはSEMを表す。
【図１０Ｂ】SUM159R細胞の特徴付けを示す図である。蛍光MDR(多剤耐性)物質で標識した
細胞の顕微鏡検査(左)及びFACS(右)に基づいて、JQ1単体又はベラパミルと一緒に処理し
たSUM159R細胞及びSUM159R細胞におけるMDRポンプに対するアッセイ。
【図１０Ｃ】SUM159R細胞の特徴付けを示す図である。示したタンパク質についての免疫
ブロット後の異なる時点におけるSUM159細胞及びSUM159R細胞のビオチン化JQ1(Bio-JQ1)
の免疫沈降分析。
【図１０Ｄ】SUM159R細胞の特徴付けを示す図である。shRNAを標的とするTET誘導性BDR4
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又はlacZ shRNAを発現するSUM159R細胞の細胞生存能。すべての誤差バーはSEMを表す。
【図１１Ａ】SUM159R細胞におけるBDR4結合を示す図である。JQ1の3時間の処理の前及びJ
Q1の3時間の処理(500nM)後のSUM159細胞及びSUM159R細胞におけるBCL-XL発現の免疫ブロ
ット分析。
【図１１Ｂ】SUM159R細胞におけるBDR4結合を示す図である。親のSUM159細胞において、
処理の24時間後に、JQ1対DMSOによって上方又は下方調節された遺伝子の発現を示す箱ひ
げ図。発現は、親のSUM159細胞(左)又は抵抗性SUM159R細胞(右)のいずれかに対して、FPK
Mの単位で、DMSO及びJQ1で処理された状態において示される。DMSOで処理されたSUM159細
胞及びJQ1で処理されたSUM159細胞に対する遺伝子発現の分布の間の統計的有意差が示さ
れる(p<0.01)。他のすべての分布の間の差は、有意であるとみなされない(N.S)。SUM159
のDMSO遺伝子発現の分布と他のすべての分布の間の統計的有意差が示される(*p-値<1e-3)
。他のすべての分布の間の差は、有意であるとみなされない。
【図１１Ｃ】SUM159R細胞におけるBDR4結合を示す図である。SUM159細胞及びSUM159R細胞
における管腔及び基底細胞特異的遺伝子、並びにMYCの例。RNA-seqトラックが示されてい
る。
【図１１Ｄ】SUM159R細胞におけるBDR4結合を示す図である。SUM159R異種移植片における
、管腔サイトケラチン(CK18及びHMW)及び基底サイトケラチン(CK17及びLMW)並びに管腔細
胞マーカー(VIM及びCD24)及び基底細胞マーカー(CDH1、CD44、及びpSTAT3)のH&E染色及び
免疫蛍光分析。すべての誤差バーはSEMを表す。スケールバーは、それぞれ、H&Eについて
は100μm、IFについては50μmを示す。
【図１２Ａ】他の乳がん細胞株におけるJQ1への応答。BCL-xL遺伝子座において、多発性T
NBC細胞におけるBRD4+DMSO及びBRD4+JQ1を示す遺伝子のトラック。x軸は、以下に描かれ
ている遺伝子構造を有する染色体に沿ったポジションを示す。y軸は、rpm/bpの単位での
ゲノム占有率を示す。BCL-xLスーパーエンハンサーを、上で、バーとして示す。
【図１２Ｂ】他の乳がん細胞株におけるJQ1への応答。SOD2遺伝子座において、多発性TNB
C細胞におけるBRD4+DMSO及びBRD4+JQ1を示す遺伝子のトラック。x軸は、以下に描かれて
いる遺伝子構造を有する染色体に沿ったポジションを示す。y軸は、rpm/bpの単位でのゲ
ノム占有率を示す。SOD2スーパーエンハンサーを、上で、バーとして示す。
【図１２Ｃ】他の乳がん細胞株におけるJQ1への応答。多発性TNBCに対する各細胞株のす
べてのBDR4結合領域について、BRD4占有率+/-JQ1のlog2変化倍率を示す箱ひげ図。細胞株
は、それらのJQ1(IC50)によって順序付けられ、それらの感受性によって色付けされる。
【図１２Ｄ】他の乳がん細胞株におけるJQ1への応答。SUM149の親細胞又はSUM149R抵抗性
細胞のBCL-xL座におけるH3K27AC占有率を示す遺伝子のトラック。x軸は、以下に描かれて
いる遺伝子構造を有する染色体に沿ったポジションを示す。y軸は、rpm/bpの単位でのゲ
ノム占有率を示す。
【図１３Ａ】BBI抵抗性の機構を示す図である。JQ1処理した(5uM、3時間)又はしていない
、示した細胞株におけるMED1に対するBRD4免疫沈降物の免疫ブロット分析。
【図１３Ｂ】BBI抵抗性の機構を示す図である。siRNAのトランスフェクション後のBRD4の
長い形態(BRD4L)及び短い形態(BRD4S)の免疫ブロット分析。
【図１３Ｃ】BBI抵抗性の機構を示す図である。SUM159細胞及びSUM159R細胞における、示
した、外因的に発現したFLAGでタグ付けしたBRD4タンパク質の免疫ブロット分析。
【図１３Ｄ】BBI抵抗性の機構を示す図である。示した用量のCK2、PI3K、及びMEKインヒ
ビターを用いて2時間処理したSUM159細胞及びSUM159R細胞におけるホスホBRD4(pBRD4)及
びBRD4の免疫ブロット分析。
【図１３Ｅ】BBI抵抗性の機構を示す図である。JQ1処理した又はしていない、示した細胞
株におけるpBRD4、BRD4、MED1及びACTBの免疫ブロット分析。
【図１３Ｆ】BBI抵抗性の機構を示す図である。CK2インヒビター(CX-4945、10μM)による
3時間の処理後のSUM159細胞及びSUM159R細胞におけるCK2物質の免疫ブロット分析。
【図１３Ｇ】BBI抵抗性の機構を示す図である。異なる用量のフェノチアジンで6時間処理
した、示した細胞株におけるpBRD4及びBRD4の免疫ブロット分析。
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【図１３Ｈ】BBI抵抗性の機構を示す図である。JQ1処理(5μM、3時間)した又はしていな
いSUM159細胞における外因性FLAGでタグ付けしたBRD4タンパク質(WT、BD、7D及び7A)の免
疫ブロット分析。スケールバーは20μmを示す。
【図１４Ａ】BBI抵抗性の克服を示す図である。JQ1とABT737(BCL-xl及びBCL-2インヒビタ
ー)との相乗作用の研究。点は、相乗作用について評価した薬物濃度の対応する値を表す
。対角線は薬物相加性を示す。線の上の点は、拮抗する薬物の組合せを表し、線の下の点
は相乗的な薬物の組合せを表す。
【図１４Ｂ】BBI抵抗性の克服を示す図である。JQ1とCX-4945(CK2インヒビター)との相乗
作用の研究。点は、相乗作用について評価した薬物濃度の対応する値を表す。対角線は薬
物相加性を示す。線の上の点は、拮抗する薬物の組合せを表し、線の下の点は相乗的な薬
物の組合せを表す。
【図１４Ｃ】BBI抵抗性の克服を示す図である。JQ1とペルフェナジン(PP2Aアクチベータ
ー)との相乗作用の研究。点は、相乗作用について評価した薬物濃度の対応する値を表す
。対角線は薬物相加性を示す。線の上の点は、拮抗する薬物の組合せを表し、線の下の点
は相乗的な薬物の組合せを表す。
【図１５Ａ】BBI抵抗性細胞に由来する異種移植片の腫瘍質量に関するBBI併用療法の効果
を示す図である。SUM149細胞に由来する腫瘍を有する、腫瘍保有マウスに、ビヒクル(対
照)、単剤療法(JQ1、JAK2I、ABT 263、又はABT 199)、又はBBI併用療法(JAK2I+JQ1、ABT 
263+JQ1、又はABT 199+JQ1)を投与した。
【図１５Ｂ】BBI抵抗性細胞に由来する異種移植片の腫瘍質量に関するBBI併用療法の効果
を示す図である。SUM159細胞に由来する腫瘍を有する、腫瘍保有マウスに、ビヒクル(対
照)、単剤療法(JQ1、JAK2I、ABT 263、又はABT 199)、又はBBI併用療法(JAK2I+JQ1、ABT 
263+JQ1、又はABT 199+JQ1)を投与した。
【図１６Ａ】ビヒクル、単剤療法、又はBBI併用療法で処理したBBI抵抗性SUM159異種移植
片のH&E染色を示す図である。画像は、SUM159細胞に由来する腫瘍を有する、対照として
ビヒクル(上のパネル)、JQ1(下のパネル)で処理した腫瘍保有マウスから得られた。
【図１６Ｂ】ビヒクル、単剤療法、又はBBI併用療法で処理したBBI抵抗性SUM159異種移植
片のH&E染色を示す図である。画像は、SUM159細胞に由来する腫瘍を有する、ABT 199(上
のパネル)、ABT 263(下のパネル)で処理した腫瘍保有マウスから得られた。
【図１６Ｃ】ビヒクル、単剤療法、又はBBI併用療法で処理したBBI抵抗性SUM159異種移植
片のH&E染色を示す図である。画像は、SUM159細胞に由来する腫瘍を有する、INC 424(上
のパネル)、ABT 199+JQ1(下のパネル)で処理した腫瘍保有マウスから得られた。
【図１６Ｄ】ビヒクル、単剤療法、又はBBI併用療法で処理したBBI抵抗性SUM159異種移植
片のH&E染色を示す図である。画像は、SUM159細胞に由来する腫瘍を有する、ABT 263+JQ1
(上のパネル)、INC 424+JQ1(下のパネル)で処理した腫瘍保有マウスから得られた。
【図１７】Bcl-xlマウス抗体を用いて染色したBBI感受性及びBBI抵抗性SUM159異種移植片
の細胞の蛍光画像法を示す図である。BBI感受性SUM159細胞(上)及びBBI抵抗性SUM159細胞
(下)に由来する異種移植片を染色して、Bcl-xlの相対的な存在を決定した。
【発明を実施するための形態】
【００５４】
　本開示は、BETブロモドメインインヒビター(BBI)による治療に抵抗性を持つ又はBBIに
よる治療に抵抗性を持ちやすい対象の特定及び治療の方法を提供する。本開示のいくつか
の態様は、併用療法を用いた、このようながんの治療に関する。
【００５５】
　本発明によれば、BBIに抵抗性があるがんは、ブロモドメインから独立した転写及び細
胞増殖を支持する野生型BRD4に依然として左右されることが発見されている。抵抗性細胞
中、プロテインホスファターゼ2A(PP2A、現在、主要なBRD4セリンホスファターゼと認定
される)の活動低下及びメディエーター複合体サブユニット1(MED1)への結合増加に起因す
る過剰リン酸化のために、BRD4がクロマチンに補充される。カゼインキナーゼII(CK2)イ
ンヒビター又はPP2Aアクチベーター等のBRD4リン酸化反応の調節物質を使用して抵抗性細
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胞中のBRD4リン酸化反応を阻害すると、BRD4免疫沈降実験におけるMED1量が低減され、リ
ン酸化BRD4(pBRD4)が非リン酸化BRD4より効率的にMED1を結合することが実証されている
。
【００５６】
　加えて、微分スーパーエンハンサー(SE)解析は、これらのゲノム遺伝子座に結合するBR
D4の富化及び関連遺伝子の転写増加に関連した抵抗性細胞中のSEの数の有意な増加を発見
した。その中でも最高に増加したスーパーエンハンサーは、BCL-xL遺伝子座のH3K27acが
濃縮された上流及び遺伝子内領域であった。特に、BCL-xL及びBcl-2は、発現プロファイ
リングによれば、抵抗性細胞における、数少ない高度に上方調節された遺伝子のうちに入
っており、その発見は、免疫ブロット法及び蛍光画像それぞれによって確認された。特定
のいずれの理論にも束縛されるものではないが、制御されずに増加するこうした抗アポト
ーシス因子の発現は、長期のBBI治療の間、アポトーシスに対する抵抗性をもたらすこと
が予測される。総合して、これらの結果から、PP2Aアクチベーター、CK2インヒビター、B
cl-2インヒビター、BCL-xLインヒビター又はMED1インヒビターと対にする等の、BBI抵抗
性を予測し克服するための組合せ戦略の原理が生まれた。
【００５７】
　BETブロモドメインインヒビターJQ1と、BCL-XL(ABT737)、CK2インヒビター(CX-4945)、
JAK2インヒビター(INC424)、Bcl-xl/Bcl-2インヒビター(ABT263)、Bcl-2インヒビター(AB
T199)、及びPP2Aアクチベーター(ペルフェナジンPPZ)を標的とした分子との間で極めて大
きな相乗作用が観察され、これらの複合薬が抵抗性細胞中でより高い効力を実現すること
が実証された。
【００５８】
治療方法
　これに応じて、本開示の態様は、がんを治療する方法であって、それを必要とする対象
に、がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビター並
びにプロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーターを投与する工程を含む方法を提供
する。
【００５９】
　本開示のいくつかの態様は、がんを治療する方法であって、それを必要とする対象に、
がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン含有タンパク質インヒビター及びB細胞リンパ
腫-2(Bcl-2)インヒビターを投与する工程を含む方法を提供する。
【００６０】
　本開示のいくつかの態様は、がんを治療する方法であって、それを必要とする対象に、
がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン含有タンパク質インヒビター及び巨大B細胞リ
ンパ腫(Bcl-xl)インヒビターを投与する工程を含む方法を提供する。
【００６１】
　本開示のいくつかの態様は、がんを治療する方法であって、それを必要とする対象に、
がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン含有タンパク質インヒビター及びカゼインキナ
ーゼ2(CK2)インヒビターを投与する工程を含む方法を提供する。
【００６２】
　本開示のいくつかの態様は、がんを治療する方法であって、それを必要とする対象に、
がんの治療に有効な量の、ブロモドメイン含有タンパク質インヒビター及びメディエータ
ー複合体サブユニット1(MED1)インヒビターを投与する工程を含む方法を提供する。
【００６３】
　「がん」という用語は、制御不能なほど増殖し、正常な体内組織に浸潤し破壊する能力
を有する異常細胞の発達を特徴とする疾患類を指す。例えば、Stedman's Medical Dictio
nary、25編、Hensyl編、Williams & Wilkins: Philadelphia、1990年を参照。代表的なが
んとしては、これに限定されないが、血液悪性腫瘍が挙げられる。「血液悪性腫瘍」とい
う用語は、血液、骨髄、及び/又はリンパ節を侵す腫瘍を指す。代表的な血液悪性腫瘍に
は、これらに限定されないが、急性リンパ球性白血病(ALL)(例えば、B細胞ALL、T細胞ALL
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)、急性骨髄性白血病(AML)(例えば、B細胞AML、T細胞AML)、慢性骨髄性白血病(CML)(例え
ば、B細胞CML、T細胞CML)、及び慢性リンパ球性白血病(CLL)(例えば、B細胞CLL、T細胞CL
L)等の白血病、ホジキンリンパ腫(HL)(例えば、B細胞HL、T細胞HL)及び非ホジキンリンパ
腫(NHL)(例えば、びまん性大細胞型リンパ腫(DLCL)(例えば、びまん性大細胞型B細胞リン
パ腫(DLBCL、例えば活性化B細胞(ABC)DLBCL(ABC-DLBCL)))等のB細胞NHL)、濾胞性リンパ
腫、慢性リンパ球性白血病/小リンパ球性リンパ腫(CLL/SLL)、マントル細胞リンパ腫(MCL
)、辺縁帯B細胞リンパ腫(例えば、粘膜関連リンパ組織(MALT)リンパ腫、節性辺縁帯B細胞
リンパ腫、脾性辺縁帯B細胞リンパ腫)、縦隔原発B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、
ワルデンシュトレームマクログロブリン血症(WM、リンパ形質細胞性リンパ腫)、毛髪様細
胞白血病(HCL)、免疫芽球性大細胞型リンパ腫、前駆B細胞リンパ芽球性リンパ腫、中枢神
経系(CNS)リンパ腫(例えば、一次性CNSリンパ腫及び二次性CNSリンパ腫)等のリンパ腫、
並びに前駆T細胞リンパ芽球性リンパ腫/白血病、末梢T細胞リンパ腫(PTCL)(例えば、皮膚
T細胞リンパ腫(CTCL)(例えば、菌状息肉腫、セザリー症候群)、血管免疫芽球性T細胞リン
パ腫、節外性ナチュラルキラーT細胞リンパ腫、腸症型T細胞リンパ腫、皮下脂肪織炎様T
細胞リンパ腫、及び未分化大細胞リンパ腫)等のT細胞NHL、免疫特権部位のリンパ腫(例え
ば、脳リンパ腫、眼球リンパ腫、胎盤のリンパ腫、胎児のリンパ腫、睾丸リンパ腫)、上
記の1種以上の白血病/リンパ腫の混合、骨髄異形成、並びに多発性骨髄腫(MM)が挙げられ
る。追加の代表的ながんとしては、これらに限定されないが、肺がん(例えば、気管支癌
、小細胞肺がん(SCLC)、非小細胞肺がん(NSCLC)、肺腺癌)、腎臓がん(例えば、腎芽細胞
腫、別名ウィルムス腫瘍、腎細胞癌)、聴神経腫、腺癌、副腎がん、肛門がん、脈管肉腫(
例えば、リンパ管肉腫、リンパ管皮内肉腫(lymphangioendotheliosarcoma)、血管肉腫)、
虫垂がん、良性単クローン性免疫グロブリン血症、胆道がん(例えば、胆管癌)、膀胱がん
、乳がん(例えば、乳腺腺癌、乳頭癌、トリプルネガティブ乳がん、乳がん(mammary canc
er)、乳腺髄様癌)、脳がん(例えば、髄膜腫、グリア芽細胞腫、神経膠腫(例えば、星状細
胞腫、乏突起膠腫)、髄芽細胞腫)、気管支がん、カルチノイド腫瘍、子宮頸がん(例えば
、子宮頸部腺癌)、絨毛癌、脊索腫、頭蓋咽頭腫、結腸直腸がん(例えば、結腸がん、直腸
がん、結腸直腸腺癌)、結合組織がん、上皮癌、上衣腫、内皮肉腫(例えば、カポジ肉腫、
多発性特発性出血性肉腫)、子宮内膜がん(例えば、子宮がん、子宮肉腫)、食道がん(例え
ば、食道腺癌、バレット腺癌)、ユーイング肉腫、眼がん(例えば、眼内黒色腫、網膜芽細
胞腫)、家族性過好酸球増加症(familiar hypereosinophilia)、胆嚢がん、胃がん(例えば
、胃腺癌)、消化管間質性腫瘍(GIST)、胚細胞がん、頭頸部がん(例えば、頭頸部扁平上皮
癌、口腔がん(例えば、口腔扁平上皮癌)、咽喉がん(例えば、喉頭がん、咽頭がん、鼻咽
腔がん、口腔咽頭がん))、重鎖病(例えば、アルファ鎖病、ガンマ鎖病、ミュー鎖病)、血
管芽細胞腫、下咽頭がん、炎症性筋線維芽細胞性腫瘍(inflammatory myofibroblastic tu
mors)、免疫球性アミロイドーシス、肝臓がん(例えば、肝細胞がん(HCC)、悪性ヘパトー
マ)、平滑筋肉腫(LMS)、肥満細胞症(例えば、全身性肥満細胞症)、筋がん、骨髄異形成症
候群(MDS)、中皮腫、骨髄増殖性疾患(MPD)(例えば、真性赤血球増加症(PV)、本態性血小
板増加症(ET)、原発性骨髄線維症(AMM)、別名、骨髄線維症(MF)、慢性特発性骨髄線維症
、慢性骨髄性白血病(CML)、慢性好中球性白血病(CNL)、好酸球増加症候群(HES))、神経芽
細胞腫、神経繊維腫(例えば、神経線維腫症(NF)1型又は2型、神経鞘腫症)、神経内分泌が
ん(例えば、胃腸膵神経内分泌腫瘍(gastroenteropancreatic neuroendoctrine tumor)(GE
P-NET)、カルチノイド腫瘍)、骨肉腫(例えば、骨がん)、卵巣がん(例えば、嚢胞腺癌、卵
巣胎児性癌、卵巣腺癌)、乳頭腺癌、膵臓がん(例えば、膵臓腺癌、膵管内乳頭粘液性腫瘍
(IPMN)、島細胞腫)、陰茎がん(例えば、陰茎及び陰嚢のパジェット病)、松果体腫、未分
化神経外胚葉性腫瘍(PNT)、形質細胞腫瘍形成(plasma cell neoplasia)、腫瘍随伴症候群
、上皮内新生物、前立腺がん(例えば、前立腺腺癌)、直腸がん、横紋筋肉腫、唾液腺がん
、皮膚がん(例えば、扁平上皮癌(SCC)、角化性棘細胞腫(KA)、黒色腫、基底細胞癌(BCC))
、小腸がん(例えば、虫垂がん)、軟部組織の肉腫(例えば、悪性線維性組織球腫(MFH)、脂
肪肉腫、悪性末梢神経鞘腫瘍(MPNST)、軟骨肉腫、線維肉腫、粘液肉腫)、脂腺癌、小腸が
ん、汗腺癌、滑膜腫、睾丸がん(例えば、精上皮腫、精巣胎児性癌)、甲状腺がん(例えば
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、甲状腺の乳頭状癌、甲状腺乳頭癌(PTC)、甲状腺髄様がん)、尿道がん、膣がん、及び外
陰がん(例えば、外陰パジェット病)が挙げられる。いくつかの実施形態では、がんは乳が
んである。いくつかの実施形態では、がんは、トリプルネガティブ乳がんである。
【００６４】
　いくつかの実施形態では、がんは、BETインヒビターによる治療に抵抗性がある。BETイ
ンヒビターに抵抗性のがんは、がんが、該インヒビターに応答しないことを意味し、これ
は、例えば継続した増殖並びに腫瘍成長及び腫瘍負荷の増加によって証明される。場合に
よっては、がんは、該インヒビターによる治療(本明細書では、先に行われる治療として
見なされる)に最初は応答することもあるが、しばらくすると抵抗性が高くなってくるこ
とがある。ある場合には、がんは、該インヒビターによる治療に対して全く応答していな
いこともある。
【００６５】
　「治療(treatment)」、「治療する(treat)」、「治療している(treating)」という用語
は、がんの発症の好転、軽減、遅延、又はがんの進行の阻害を意味する。いくつかの実施
形態では、疾患の徴候又は症状が1つ以上発現した後又は観察された後で、治療を行うこ
とができる。他の実施形態では、疾患の徴候又は症状がない状態で治療を行うことができ
る。例えば、症状の発症に先立って、(例えば、症状の経歴に照らしてかつ/又は病原体へ
の曝露に照らして)感受性対象に治療を行うことができる。また、症状が解決した後も、
例えば、再発の遅延及び/又は防止のために、治療を継続することがある。
【００６６】
　「阻害(inhibition)」、「阻害している(inhibiting)」、「阻害する(inhibit)」、又
は「インヒビター(inhibitor)」という用語は、ビヒクルに関連する細胞中の特定の生物
学的過程の活動を低減、減速、停止、かつ/又は防止する化合物の能力を指す。いくつか
の実施形態では、「阻害する」、「ブロックする」、「抑制する」又は「防止する」は、
阻害、ブロック、抑制、又は防止された活動が、対照の活動(例えば、インヒビター非存
在下の活動)と比較して少なくとも5%、10%、15%、20%、25%、30%、35%、40%、45%、50%、
55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、95%、又は100%低減されることを意味する。
いくつかの実施形態では、「阻害する」、「ブロックする」、「抑制する」又は「防止す
る」は、インヒビター(例えば、ブロモドメイン含有タンパク質)の標的の発現が、対照(
例えば、インヒビター非存在下の発現)と比較して少なくとも5%、10%、15%、20%、25%、3
0%、35%、40%、45%、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、95%、100%低減さ
れることを意味する。
【００６７】
　「有効な量」は、所望の生物学的応答を引き出す、すなわちがんを治療するために充分
な量を指す。当業者であれば理解するであろうが、本明細書に記載の化合物の有効な量は
、所望の生物学的終点、化合物の薬物動態、治療条件、投与方法、並びに対象の年齢及び
健康状態によって変動し得る。有効な量は、これらに限定されないが、がんに関連する1
つ以上の症状を減速、低減、阻害、改善又は好転させるために必要な量を含む。例えば、
がんの治療において、このような用語は、腫瘍サイズの縮小を指すこともある。
【００６８】
　対象に2種以上のインヒビターを投与する場合、有効な量は、併用有効量であり得る。
第1のインヒビターの有効な量は、第2及び任意選択により第3のインヒビターと併用する
場合、異なり得る。2種以上のインヒビターを併用する場合、それぞれの有効な量は、そ
れらを単独で使用する場合と同じであってもよい。
【００６９】
　或いは、所望の効果が低用量で実現されるため、それぞれの有効な量は、単独で使用し
たときの有効な量より少なくてもよい。或いは、また一方で、対象が1種以上のインヒビ
ターにより良好に耐えることができ、高用量がより治療的に有用になるならば、続けて高
用量で投与することができるため、それぞれの有効な量は、単独で使用したときの有効な
量より多くなり得る。
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【００７０】
　化合物の有効な量は、1日～数日間の(投与方法による)、単回以上の投与において、約0
.001mg/kg～約1000mg/kgの間で変動し得る。特定の実施形態では、有効な量は、約0.001m
g/kg～約1000mg/kg、約0.01mg/kg～約750mg/kg、約0.1mg/kg～約500mg/kg、約1.0mg/kg～
約250mg/kg、及び約10.0mg/kg～約150mg/kgの間で変動する。当業者は、治療に有効な適
当量を実験的に求めることができると考えられる。
【００７１】
　本明細書全体を通して用いられる「対象」又は「患者」という用語は、がん又はがんに
直接若しくは間接的に侵される任意の疾患に苦しむ又は悩まされる可能性があるヒト及び
動物を含むことが意図されている。対象の例としては、哺乳動物、例えば、ヒト、イヌ、
ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ネコ、ネズミ、ウサギ、ラット、及びトランスジェニ
ック非ヒト動物が挙げられる。いくつかの実施形態では、対象は、コンパニオンアニマル
、例えば、イヌ、ネコ、ウサギ、及びラットを含む。いくつかの実施形態では、対象は、
家畜、例えば、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、及びウサギを含む。いくつかの実施形態では
、対象は、純血腫の動物又は見世物の動物、例えば、ウマ、ブタ、ウシ、及びウサギを含
む。重要な実施形態では、対象は、ヒト、例えば、がんに罹患している、がんに罹患する
危険性がある、又は潜在的にがんに罹患する可能性があるヒトである。
【００７２】
　「治療を必要とする対象」は、がんに罹患していると特定された対象であり、すなわち
、医師によって(例えば、当技術分野において周知の方法を用いて)がんに罹患していると
診断された対象である。いくつかの実施形態では、治療を必要とする対象は、がんを示す
症状が1つ以上ある対象のような、がんに罹患している又はがんを発症している疑いがあ
る対象である。「治療を必要とする対象」という用語は、一度がんに罹患したが症状が改
善したヒトを更に含む。がんの1つ以上の症状又は臨床兆候は、腫瘍のタイプ及び位置に
よって決まる。例えば、肺腫瘍は、咳、息切れ、又は胸痛が生じ得る。結腸腫瘍は、体重
減少、下痢、便秘、鉄欠乏性貧血、及び血便が生じ得る。以下の症状、すなわち悪寒、倦
怠感、発熱、食欲不振、不快感、寝汗、及び体重減少は、ほとんどの腫瘍で起こる。「投
与する」、「投与すること」、又は「投与」という用語は、本明細書で用いられる場合、
1種以上の治療剤の埋め込み、吸収、摂取、注射、又は吸入を指す。
【００７３】
　いくつかの実施形態では、対象は、1つ以上の追加の抗腫瘍(anti-neoplasia)療法で更
に治療される。例えば、対象は、手術、放射線療法、化学療法、遺伝子療法、DNA療法、
ウイルス性治療、RNA療法、補助療法、免疫療法、又はこれらの組合せを受けることがで
きる。
【００７４】
　本明細書に記載の化合物は、どの順序で対象に投与してもよい。BETインヒビター等の
第1の治療剤は、本明細書に記載のPP2Aアクチベーター、Bcl-2インヒビター、Bcl-xlイン
ヒビター、CK2インヒビター又はMED1インヒビター等の第2の治療剤の投与の前(例えば、5
分前、15分前、30分前、45分前、1時間前、2時間前、4時間前、6時間前、12時間前、24時
間前、48時間前、72時間前、96時間前、1週間前、2週間前、3週間前、4週間前、5週間前
、6週間前、8週間前、又は12週間前)、それと同時に、又はそれに後続して(例えば、5分
後、15分後、30分後、45分後、1時間後、2時間後、4時間後、6時間後、12時間後、24時間
後、48時間後、72時間後、96時間後、1週間後、2週間後、3週間後、4週間後、5週間後、6
週間後、8週間後、又は12週間後)、がんを有する対象に投与することができる。したがっ
て、BETインヒビターは、本明細書に記載のPP2Aアクチベーター、Bcl-2インヒビター、Bc
l-xlインヒビター、CK2インヒビター又はMED1インヒビター等の第2の治療剤とは別々に、
連続的に、又は同時に投与することができる。
【００７５】
　本明細書に記載の化合物は、腸内(例えば、経口)、非経口、静脈内、筋内、動脈内、髄
内、鞘内、皮下、脳室内、経皮、皮内、直腸、膣内、腹腔内、局所(粉末、軟膏、クリー
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ム、及び/若しくは点眼によって)、粘膜、経鼻、口腔、舌下を含めた任意の経路によって
、気道内注入、気管支内注入、及び/若しくは吸入によって、並びに/又は口腔用スプレー
、鼻腔用スプレー、及び/若しくはエアロゾルとして投与することができる。特に企図さ
れる経路は、経口投与、静脈内投与(例えば、全身静脈内注射)、血液及び/若しくはリン
パ液の供給を介した局所投与、並びに/又は患部への直接投与である。一般に、最も適当
な投与経路は、薬剤の性質(例えば、胃腸管の環境内での安定性)、及び/又は対象の状態(
例えば、対象が経口投与に耐性があるか)を含めた様々な因子によって決まる。
【００７６】
　有効な量を実現するために必要な化合物の正確な量は、対象によって異なり、例えば、
対象の種、年齢、及び全身状態、副作用又は疾患の重篤度、特定の化合物のアイデンティ
ティ、投与方法等によって決まる。所望の投与量を、1日に3回、1日に2回、1日に1回、隔
日、3日ごとに、毎週、隔週、3週間ごとに、又は4週間ごとに送達することができる。特
定の実施形態では、所望の投与量を、複数回の投与(例えば、2回、3回、4回、5回、6回、
7回、8回、9回、10回、11回、12回、13回、14回、又はそれを超える投与)を利用して送達
することができる。
【００７７】
　特定の実施形態において、70kgの成人に1日に1回以上投与する化合物の有効な量は、単
位剤形当たり、約0.0001mg～約3000mg、約0.0001mg～約2000mg、約0.0001mg～約1000mg、
約0.001mg～約1000mg、約0.01mg～約1000mg、約0.1mg～約1000mg、約1mg～約1000mg、約1
mg～約100mg、約10mg～約1000mg、又は約100mg～約1000mgの化合物で占めてよい。
【００７８】
　特定の実施形態において、本明細書で提供される化合物を、1日に、対象の体重1kg当た
り、約0.001mg～約100mg、約0.01mg～約50mg、好ましくは約0.1mg～約40mg、好ましくは
約0.5mg～約30mg、約0.01mg～約10mg、約0.1mg～約10mg、より好ましくは約1mg～約25mg
で送達するために充分な投与量レベルで、1日に1回以上投与して、所望の治療効果を得る
ことができる。
【００７９】
　本明細書に記載の用量範囲は、成人への、生成された医薬組成物の投与の指導を提供す
ると理解されるであろう。例えば子供又は青年に投与する量は、開業医又は当業者によっ
て求めることができ、成人に投与する量より少ないこともあれば同じ場合もある。
【００８０】
ブロモドメインインヒビター
　ブロモドメインインヒビターは、当技術分野において公知である。ブロモドメインイン
ヒビターは、少なくとも1つのブロモドメインとタンパク質のアセチル-リジン残基(例え
ば、ヒストンのアセチル-リジン残基)との結合を部分的に又は全体的に防止又は阻害する
ことができる任意の分子又は化合物である。ブロモドメインインヒビターは、DNA及びRNA
アプタマー、アンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA及びshRNA等の核酸、小ペプチド、
抗体又は抗体フラグメント、並びに小分子化合物等の小分子を含めた、上記のブロモドメ
インを阻害する任意の分子又は化合物でよい。ブロモドメインインヒビターは、1種のブ
ロモドメイン含有タンパク質のみを阻害し得る又は複数若しくはすべてのブロモドメイン
含有タンパク質を阻害し得ることを理解されたい。
【００８１】
　ブロモドメインインヒビターの例は、参照により本明細書に援用される、JP2009028043
、JP2009183291、WO2011054843、WO2011054848、WO2009/084693A1、WO2009084693、WO201
1054844、WO2011054846、US2012028912、Filippakopoulosら、Bioorg Med Chem. 20(6): 
1878～1886、2012、Chungら、J Med Chem. 54(11):3827～38、2011、及びChungら、J Bio
mol Screen. 16(10):1170～85、2011に記載されている。
【００８２】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメインインヒビターは、1-[2-(1/-/-ベンズイミダ
ゾール-2-イルチオ)エチル]-1,3-ジヒドロ-3-メチル-2H-ベンズイミダゾール-2-チオネ(J
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P2008-156311)、アルプラゾラム(Sigma-Aldrich社)、ミダゾラム(Sigma-Aldrich社)、GW8
41819X (BZD、GlaxoSmithKline社)、Table 1(表1)の化合物(WO2011054843)、又は本明細
書に記載の任意の他のブロモドメインインヒビター化合物である。
【００８３】
【表１】

【００８４】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメインインヒビターはBETインヒビターである。BET
インヒビターは、少なくとも1つのBETファミリーメンバーのブロモドメインとタンパク質
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である。BETインヒビターは、DNA及びRNAアプタマー、アンチセンスオリゴヌクレオチド
、siRNA及びshRNA等の核酸、小ペプチド、抗体又は抗体フラグメント、及び低分子化合物
等の小分子を含めた、上記のBETを阻害する任意の分子又は化合物でよい。
【００８５】
　BETインヒビターの例は、参照により本明細書に援用される、US2011143651、WO2009/08
4693A1、WO2011143669、WO2011143660、WO2011054851、及びJP2008156311に記載されてい
る。BETインヒビターは、1つのBETファミリーメンバーのみを阻害し得る又は複数若しく
はすべてのBETファミリーメンバーを阻害し得ることを理解されたい。当技術分野におい
て公知のBETインヒビターの例としては、これらに限定されないが、RVX-208(Resverlogix
社)、PFI-1(Structural Genomics Consortium社)、OTX015(Mitsubishi Tanabe Pharma Co
rporation社)、BzT-7、GSK525762A(iBET、GlaxoSmithKline社)、及び以下の化合物(WO201
1054851、GlaxoSmithKline社)が挙げられる。
【００８６】

【化１】

【００８７】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、BETファミリーメンバー(例えば、BRD1
、BRD2、BRD3、BRD4、BRD7、BRDT、WO2011143669参照)の第1のブロモドメインの結合ポケ
ットに結合する小分子化合物(例えば、JQ1若しくはその誘導体及び式I-XXIIの化合物又は
本明細書に記載の他の任意の化合物)である。
【００８８】
　いくつかの重要な実施形態では、BETインヒビターはJQ1であり、次式を有する。
【００８９】
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【化２】

【００９０】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビターは、式I-XXII又は下記の他の任意の化合物
の構造を有する。これらの構造は、当技術分野において公知である(参照により本明細書
に援用されるWO2011143660)。
【００９１】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、式Iの化合物、又は
その塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【００９２】
【化３】

【００９３】
　式中、Xは、N又はCR5であり、R5は、H、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアル
キル、アリール、又はヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換され、RBは、
H、アルキル、ヒドロキシルアルキル、アミノアルキル、アルコキシアルキル、ハロアル
キル、ヒドロキシ、アルコキシ、又は-COO-R3であり、それぞれ任意選択により置換され
、環Aは、アリール又はヘテロアリールであり、各RAは、独立に、アルキル、シクロアル
キル、ヘテロシクロアルキル、アリール、若しくはヘテロアリールであり、それぞれ任意
選択により置換される、又は任意の2つのRAは、それぞれが結合している原子と一緒に、
縮合アリール基若しくはヘテロアリール基を形成することができ、Rは、アルキル、シク
ロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、又はヘテロアリールであり、それぞれ任
意選択により置換され、
Riは、-(CH2)n-Lであり、nは0～3であり、Lは、H、-COO-R3、-CO-R3、-CO-N(R3R4)、-S(O
)2-R3、-S(O)2-N(R3R4)、N(R3R4)、N(R4)C(O)R3、任意選択により置換されたアリール、
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又は任意選択により置換されたヘテロアリールであり、
R2は、H、D(重水素)、ハロゲン、又は任意選択により置換されたアルキルであり、
各R3は、独立に、
(i)H、アリール、置換アリール、ヘテロアリール、又は置換ヘテロアリール、
(ii)ヘテロシクロアルキル又は置換ヘテロシクロアルキル、
(iii)-C1～C8アルキル、-C2～C8アルケニル又は-C2～C8アルキニル(それぞれO、S、又はN
から選択される0、1、2、又は3個のヘテロ原子を含有する)、-C3～C12シクロアルキル、
置換-C3～C12シクロアルキル、-C3～C12シクロアルケニル、又は置換-C3～C12シクロアル
ケニル(それぞれ任意選択により置換されていてよい)
(iv)NH2、N=CR4R6
からなる群から選択され、
各R4は、独立に、H、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、若
しくはヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換される、又はR3及びR4は、そ
れらが結合している炭素原子と一緒に、4～10員環を形成し、
R6は、アルキル、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル、ヘテロシクロアルキ
ル、アリール、若しくはヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換される、又
はR4及びR6は、それらが結合している炭素原子と一緒に、4～10員環を形成し、
mは0、1、2、又は3であるが、
但し
(a)環Aがチエニルであり、XがNであり、Rがフェニル又は置換フェニルであり、R2がHであ
り、RBがメチルであり、Riが-(CH2)n-L(式中、nが1であり、Lが-CO-N(R3R4)である)の場
合、R3及びR4は、それらが結合している窒素原子と一緒には、モルホリノ環を形成せず、
(b)環Aがチエニルであり、XがNであり、Rが置換フェニルであり、R2がHであり、RBがメチ
ルであり、Riが-(CH2)n-L(式中、nが1であり、Lが-CO-N(R3R4)である)であり、R3及びR4
の一方がHである場合、R3及びR4の他方は、メチル、ヒドロキシエチル、アルコキシ、フ
ェニル、置換フェニル、ピリジル又は置換ピリジルではなく、
(c)環Aがチエニルであり、XがNであり、Rが置換フェニルであり、R2がHであり、RBがメチ
ルであり、Riが-(CH2)n-L(式中、nが1であり、Lが-COO-R3である)の場合、R3はメチル又
はエチルではないものとする。
【００９４】
　特定の実施形態では、Rは、アリール又はヘテロアリールであり、これらはそれぞれ任
意選択により置換される。
【００９５】
　特定の実施形態では、Lは、H、-COO-R3、-CO-N(R3R4)、-S(O)2-R3、-S(O)2-N(R3R4)、N
(R3R4)、N(R4)C(O)R3又は任意選択により置換されたアリールである。特定の実施形態で
は、各R3は、独立に、H、任意選択により置換され、O、S若しくはNから選択される0、1、
2若しくは3個のヘテロ原子を含有する-Ci-C8アルキル、又はNH2、N=CR4R6からなる群から
選択される。
【００９６】
　特定の実施形態では、R2は、H、D、ハロゲン又はメチルである。
【００９７】
　特定の実施形態では、RBは、アルキル、ヒドロキシアルキル、ハロアルキル、又はアル
コキシであり、それぞれ任意選択により置換される。
【００９８】
　特定の実施形態では、RBは、メチル、エチル、ヒドロキシメチル、メトキシメチル、ト
リフルオロメチル、COOH、COOMe、COOEt、又はCOOCH2OC(O)CH3である。
【００９９】
　特定の実施形態では、環Aは、5又は6員のアリール又はヘテロアリールである。特定の
実施形態では、環Aは、チオフラニル、フェニル、ナフチル、ビフェニル、テトラヒドロ
ナフチル、インダニル、ピリジル、フラニル、インドリル、ピリミジニル、ピリジジニル
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、ピラジニル、イミダゾリル、オキサゾリル、チエニル、チアゾリル、トリアゾリル、イ
ソオキサゾリル、キノリニル、ピロリル、ピラゾリル、又は5,6,7,8-テトラヒドロイソキ
ノリニルである。
【０１００】
　特定の実施形態では、環Aは、フェニル又はチエニルである。
【０１０１】
　特定の実施形態では、mは1又は2であり、RAの少なくとも1回の出現はメチルである。
【０１０２】
　特定の実施形態では、各RAは、独立に、H、任意選択により置換されたアルキルである
、又は任意の2つのRAが、それぞれが結合する原子と一緒に、アリールを形成することが
できる。
【０１０３】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、式IIの化合物、又
はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１０４】
【化４】

【０１０５】
　式中、Xは、N又はCR5であり、R5は、H、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアル
キル、アリール、又はヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換され、RBは、
H、アルキル、ヒドロキシルアルキル、アミノアルキル、アルコキシアルキル、ハロアル
キル、ヒドロキシ、アルコキシ、又は-COO-R3であり、それぞれ任意選択により置換され
、
各RAは、独立に、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、若しく
はヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換される、又は任意の2つのRAは、
それぞれが結合している原子と一緒に、縮合アリール基若しくはヘテロアリール基を形成
することができ、
Rは、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、又はヘテロアリー
ルであり、それぞれ任意選択により置換され、
R'1は、H、-COO-R3、-CO-R3、任意選択により置換されたアリール、又は任意選択により
置換されたヘテロアリールであり、
各R3は、独立に、
(i)H、アリール、置換アリール、ヘテロアリール、又は置換ヘテロアリール、
(ii)ヘテロシクロアルキル又は置換ヘテロシクロアルキル、
(iii)-C1～C8アルキル、-C2～C8アルケニル又は-C2～C8アルキニル(それぞれO、S、又はN
から選択される0、1、2、又は3個のヘテロ原子を含有する)、-C3～C12シクロアルキル、
置換-C3～C12シクロアルキル、-C3～C12シクロアルケニル、又は置換-C3～C12シクロアル
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ケニル(それぞれ任意選択により置換されていてよい)
からなる群から選択され、
mは0、1、2、又は3であるが、
但しR'1が-COO-R3であり、XがNであり、Rが置換フェニルであり、RBがメチルである場合
、R3はメチル又はエチルではないものとする。
【０１０６】
　特定の実施形態では、Rは、アリール又はヘテロアリールであり、それぞれ任意選択に
より置換される。特定の実施形態では、Rは、フェニル又はピリジルであり、それぞれ任
意選択により置換される。特定の実施形態では、Rは、p-Cl-フェニル、o-Cl-フェニル、m
-Cl-フェニル、p-F-フェニル、o-F-フェニル、m-F-フェニル又はピリジニルである。
【０１０７】
　特定の実施形態では、R'1は、-COO-R3、任意選択により置換されたアリール、又は任意
選択により置換されたヘテロアリールであり、R3は、O、S又はNから選択される0、1、2又
は3個のヘテロ原子を含有し、任意選択により置換され得る-C1～C8アルキルである。特定
の実施形態では、R'1は、-COO-R3であり、R3は、メチル、エチル、プロピル、i-プロピル
、ブチル、sec-ブチル、若しくはt-ブチルである、又はR'1はH若しくは任意選択により置
換されたフェニルである。
【０１０８】
　特定の実施形態では、RBは、メチル、エチル、ヒドロキシメチル、メトキシメチル、ト
リフルオロメチル、COOH、COOMe、COOEt、COOCH2OC(O)CH3である。
【０１０９】
　特定の実施形態では、各RAは、独立に、任意選択により置換されたアルキルである、又
は2つの任意のRAは、それぞれが結合している原子と一緒に、縮合アリールを形成するこ
とができる。
【０１１０】
　特定の実施形態では、各RAはメチルである。
【０１１１】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、式IIIの化合物、又
はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１１２】
【化５】

【０１１３】
　式中、Xは、N又はCR5であり、R5は、H、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアル
キル、アリール、又はヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換され、RBは、
H、アルキル、ヒドロキシルアルキル、アミノアルキル、アルコキシアルキル、ハロアル
キル、ヒドロキシ、アルコキシ、又は-COO-R3であり、それぞれ任意選択により置換され
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キル、ヘテロシクロアルキル、アリール、若しくはヘテロアリールであり、それぞれ任意
選択により置換される、又は任意の2つのRAは、それぞれが結合している原子と一緒に、
縮合アリール基若しくはヘテロアリール基を形成することができ、
Rは、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、又はヘテロアリー
ルであり、それぞれ任意選択により置換され、
各R3は、独立に、
(i)H、アリール、置換アリール、ヘテロアリール、又は置換ヘテロアリール、
(ii)ヘテロシクロアルキル又は置換ヘテロシクロアルキル、
(iii)-C1～C8アルキル、-C2～C8アルケニル又は-C2～C8アルキニル(それぞれO、S、又はN
から選択される0、1、2、又は3個のヘテロ原子を含有する)、-C3～C12シクロアルキル、
置換-C3～C12シクロアルキル、-C3～C12シクロアルケニル、又は置換-C3～C12シクロアル
ケニル(それぞれ任意選択により置換されていてよい)
(iv)NH2、N=CR4R6
からなる群から選択され、
各R4は、独立に、H、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、若
しくはヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換される、又はR3及びR4は、そ
れらが結合している窒素原子と一緒に、4～10員環を形成し、
R6は、アルキル、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル、ヘテロシクロアルキ
ル、アリール、若しくはヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換される、又
はR4及びR6は、それらが結合している炭素原子と一緒に、4～10員環を形成し、
mは0、1、2、又は3であるが、
但し
(a)環Aがチエニルであり、XがNであり、Rがフェニル又は置換フェニルであり、RBがメチ
ルである場合、R3及びR4は、それらが結合している窒素原子と一緒には、モルホリノ環を
形成せず、
(b)環Aがチエニルであり、XがNであり、Rが置換フェニルであり、R2がHであり、RBがメチ
ルであり、R3及びR4の一方がHである場合、R3及びR4の他方は、メチル、ヒドロキシエチ
ル、アルコキシ、フェニル、置換フェニル、ピリジル又は置換ピリジルではないものとす
る。
【０１１４】
　特定の実施形態では、Rは、アリール又はヘテロアリールであり、それぞれ任意選択に
より置換される。特定の実施形態では、Rは、フェニル又はピリジルであり、それぞれ任
意選択により置換される。
【０１１５】
　特定の実施形態では、Rは、p-Cl-フェニル、o-Cl-フェニル、m-Cl-フェニル、p-F-フェ
ニル、o-F-フェニル、m-F-フェニル又はピリジニルである。特定の実施形態では、R3は、
H、NH2、又はN=CR4R6である。
【０１１６】
　特定の実施形態では、各R4は、独立に、H、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロ
アルキル、アリール、ヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換される。
【０１１７】
　特定の実施形態では、R6は、アルキル、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニ
ル、ヘテロシクロアルキル、アリール、又はヘテロアリールであり、それぞれ任意選択に
より置換される。
【０１１８】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、式IVの化合物、又
はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１１９】
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【化６】

【０１２０】
　式中、Xは、N又はCR5であり、R5は、H、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアル
キル、アリール、又はヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換され、
RBは、H、アルキル、ヒドロキシルアルキル、アミノアルキル、アルコキシアルキル、ハ
ロアルキル、ヒドロキシ、アルコキシ、又は-COO-R3であり、それぞれ任意選択により置
換され、
環Aは、アリール又はヘテロアリールであり、
各RAは、独立に、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、若しく
はヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換される、又は任意の2つのRAは、
それぞれが結合している原子と一緒に、縮合アリール基若しくはヘテロアリール基を形成
することができ、
Riは、-(CH2)n-Lであり、nは0～3であり、Lは、H、-COO-R3、-CO-R3、-CO-N(R3R4)、-S(O
)2-R3、-S(O)2-N(R3R4)、N(R3R4)、N(R4)C(O)R3、任意選択により置換されたアリール、
又は任意選択により置換されたヘテロアリールであり、
R2は、H、D、ハロゲン、又は任意選択により置換されたアルキルであり、
各R3は、独立に、
(i)H、アリール、置換アリール、ヘテロアリール、又は置換ヘテロアリール、
(ii)ヘテロシクロアルキル又は置換ヘテロシクロアルキル、
(iii)-C1～C8アルキル、-C2～C8アルケニル又は-C2～C8アルキニル(それぞれO、S、又はN
から選択される0、1、2、又は3個のヘテロ原子を含有する)、-C3～C12シクロアルキル、
置換-C3～C12シクロアルキル、-C3～C12シクロアルケニル、又は置換-C3～C12シクロアル
ケニル(それぞれ任意選択により置換されていてよい)、
(iv)NH2、N=CR4R6
からなる群から選択され、
各R4は、独立に、H、アルキル、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、アリール、若
しくはヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換される、
又はR3及びR4は、それらが結合している窒素原子と一緒に、4～10員環を形成し、
R6は、アルキル、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル、ヘテロシクロアルキ
ル、アリール、若しくはヘテロアリールであり、それぞれ任意選択により置換される、又
はR4及びR6は、それらが結合している炭素原子と一緒に、4～10員環を形成し、
mは0、1、2、又は3であるが、
但し
(a)環Aがチエニルであり、XがNであり、R2がHであり、RBがメチルであり、Riが-(CH2)n-L
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窒素原子と一緒には、モルホリノ環を形成せず、
(b)環Aがチエニルであり、XがNであり、R2がHであり、RBがメチルであり、Riが-(CH2)n-L
(式中、nが0であり、Lが-CO-N(R3R4)である)であり、R3及びR4の一方がHである場合、R3
及びR4の他方は、メチル、ヒドロキシエチル、アルコキシ、フェニル、置換フェニル、ピ
リジル又は置換ピリジルではなく、
(c)環Aがチエニルであり、XがNであり、R2がHであり、RBがメチルであり、Riが-(CH2)n-L
(式中、nが0であり、Lが-COO-R3である)の場合、R3はメチル又はエチルではないものとす
る。
【０１２１】
　特定の実施形態では、Riは、-(CH2)n-L(式中、nが0～3であり、Lが-COO-R3である)、任
意選択により置換されたアリール、又は任意選択により置換されたヘテロアリールであり
、R3は、O、S又はNから選択される0、1、2又は3個のヘテロ原子を含有し、任意選択によ
り置換され得る-C1～C8アルキルである。特定の実施形態では、nは1若しくは2であり、L
はアルキル若しくは-COO-R3であり、R3は、メチル、エチル、プロピル、i-プロピル、ブ
チル、sec-ブチル、若しくはt-ブチルである、又はnは1若しくは2であり、LはH若しくは
任意選択により置換されたフェニルである。
【０１２２】
　特定の実施形態では、R2は、H又はメチルである。
【０１２３】
　特定の実施形態では、RBは、メチル、エチル、ヒドロキシメチル、メトキシメチル、ト
リフルオロメチル、COOH、COOMe、COOEt、COOCH2OC(O)CH3である。
【０１２４】
　特定の実施形態では、環Aは、フェニル、ナフチル、ビフェニル、テトラヒドロナフチ
ル、インダニル、ピリジル、フラニル、インドリル、ピリミジニル、ピリジジニル、ピラ
ジニル、イミダゾリル、オキサゾリル、チエニル、チアゾリル、トリアゾリル、イソオキ
サゾリル、キノリニル、ピロリル、ピラゾリル、又は5,6,7,8-テトラヒドロイソキノリニ
ルである。
【０１２５】
　特定の実施形態では、各RAは、独立に、任意選択により置換されたアルキルである、又
は任意の2つのRAが、それぞれが結合している原子と一緒に、アリールを形成することが
できる。本発明はまた、式V-XXIIの化合物、及び本明細書に記載の任意の化合物も提供す
る。
【０１２６】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、以下、又はその塩
、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１２７】
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【化７】

【０１２８】
　特定の実施形態では、化合物は、(+)-JQ1、又はその塩、溶媒和物若しくは水和物であ
る。
【０１２９】
【化８】

【０１３０】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、次式で表される化
合物、又はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１３１】
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【０１３２】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、次式で表される化
合物、又はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１３３】
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【０１３４】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、次式で表される化
合物、又はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１３５】
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【０１３６】
いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、次式のうちのいずれ
か1つで表される化合物、又はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１３７】
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【０１３８】
いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、次の構造のいずれか
によって表される化合物、又はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１３９】
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【０１４０】
いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、次の構造の1つ、その
塩、溶媒和物又は水和物であってよい。
【０１４１】

【化１４】
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【０１４２】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、次の構造で表され
る化合物、又はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１４３】
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【０１４４】
いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、次の構造で表される
化合物、又はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１４５】
【化１６】

【０１４６】
いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、次の構造で表される
化合物、又はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１４７】
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【０１４８】
いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、本明細書に示す任意
の化合物と逆のキラリティーを有する化合物である。いくつかの実施形態では、ブロモド
メイン又はBETインヒビターは、式(V)、(VI)、又は(VII)によって表される化合物、又は
その塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１４９】
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【０１５０】
[式中、R、Ri、及びR2並びにRBは、式(I)中と同じ意味を有し、Yは、O、N、S、又はCR5で
あり、式中、R5は式(I)中と同じ意味を有し、nは0又は1であり、式(VII)中の破線の円は
、芳香族又は非芳香族環を示す]
【０１５１】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、次式で表される化
合物、又はその塩、溶媒和物若しくは水和物である。
【０１５２】
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【０１５３】
いくつかの実施形態では、ブロモドメイン又はBETインヒビターは、(ラセミ体の)JQ1であ
り、特定の実施形態では、化合物は(+)-JQ1である。いくつかの実施形態では、ブロモド
メイン又はBETインヒビターは、以下からなる群から選択される化合物、又はその塩、溶
媒和物若しくは水和物である。
【０１５４】
【化２０】

【０１５５】
　化合物の更なる例としては、次式のいずれかによる化合物、又はその塩、溶媒和物若し
くは水和物が挙げられる。
【０１５６】
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【０１５７】
　式IX～XXII中、R及びR'は、例えば、H、アリール、置換アリール、ヘテロアリール、ヘ
テロシクロアルキル、-C1～C8アルキル、-C2～C8アルケニル、-C2～C8アルキニル、-C3～
C12シクロアルキル、置換-C3～C12シクロアルキル、-C3～C12シクロアルケニル、又は置
換-C3～C12シクロアルケニルであってよく、それぞれ任意選択により置換されていてよい
。式XIV中、Xは、本明細書に記載のアリール基の任意の置換基であってよい。
【０１５８】
　本明細書に記載の化合物は、当技術分野において周知の方法を用いて調製することがで
きる(例えば、全内容が参照により本明細書に援用される、WO2011143669を参照)。
【０１５９】
　本明細書で用いる場合、「芳香族環」又は「アリール」という用語は、炭素及び水素原
子を含む単環式又は多環式芳香族環又は環基を意味する。好適なアリール基の例としては
、これらに限定されないが、フェニル、トリル、アントラセニル、フルオレニル、インデ
ニル、アズレニル、及びナフチル、並びにベンゾ縮合炭素環部分、例えば5,6,7,8-テトラ
ヒドロナフチルが挙げられる。アリール基は、非置換であってもよいが、任意選択により
1つ以上の置換基、例えばアルキル基(限定されないがアルキル(好ましくは低級アルキル
又は1つ以上のハロで置換されたアルキル)を含む)、ヒドロキシ、アルコキシ、(好ましく
は低級アルコキシ)、アルキルチオ、シアノ、ハロ、アミノ、ボロン酸(-B(OH)2及びニト
ロ)の本明細書に記載の置換基で置換されていてもよい。特定の実施形態では、アリール
基は、単環であり、該環は6個の炭素原子を含む。
【０１６０】
　本明細書で用いる場合、「アルキル」という用語は、典型的には1～10個の炭素原子を
有する飽和、直鎖又は分枝の非環式炭化水素を意味する。代表的な飽和直鎖アルキルには
、メチル、エチル、n-プロピル、n-ブチル、n-ペンチル、n-ヘキシル、n-ヘプチル、n-オ
クチル、n-ノニル及びn-デシルが挙げられるが、飽和分枝アルキルには、イソプロピル、
sec-ブチル、イソブチル、tert-ブチル、イソペンチル、2-メチルブチル、3-メチルブチ
ル、2-メチルペンチル、3-メチルペンチル、4-メチルペンチル、2-メチルヘキシル、3-メ
チルヘキシル、4-メチルヘキシル、5-メチルヘキシル、2,3-ジメチルブチル、2,3-ジメチ
ルペンチル、2,4-ジメチルペンチル、2,3-ジメチルヘキシル、2,4-ジメチルヘキシル、2,
5-ジメチルヘキシル、2,2-ジメチルペンチル、2,2-ジメチルヘキシル、3,3-ジメチルペン
チル、3,3-ジメチルヘキシル、4,4-ジメチルヘキシル、2-エチルペンチル、3-エチルペン
チル、2-エチルヘキシル、3-エチルヘキシル、4-エチルヘキシル、2-メチル-2-エチルペ
ンチル、2-メチル-3-エチルペンチル、2-メチル-4-エチルペンチル、2-メチル2-エチルヘ
キシル、2-メチル-3-エチルヘキシル、2-メチル-4-エチルヘキシル、2,2-ジエチルペンチ
ル、3,3-ジエチルヘキシル、2,2-ジエチルヘキシル、3,3-ジエチルヘキシル等が挙げられ
る。本発明の化合物中に含まれるアルキル基は、非置換であってもよいが、任意選択によ
り1つ以上の置換基、例えばアミノ、アルキルアミノ、アリールアミノ、ヘテロアリール
アミノ、アルコキシ、アルキルチオ、オキソ、ハロ、アシル、ニトロ、ヒドロキシル、シ
アノ、アリール、ヘテロアリール、アルキルアリール、アルキルヘテロアリール、アリー
ルオキシ、ヘテロアリールオキシ、アリールチオ、ヘテロアリールチオ、アリールアミノ
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、ヘテロアリールアミノ、カルボシクリル、カルボシクリルオキシ、カルボシクリルチオ
、カルボシクリルアミノ、ヘテロシクリル、ヘテロシクリルオキシ、ヘテロシクリルアミ
ノ、ヘテロシクリルチオ等で置換されていてもよい。低級アルキルは、典型的には、本発
明の化合物に好ましい。
【０１６１】
　「ジアステレオマー」という用語は、2つ以上の非対称の中心を有し、それらの分子が
互いに鏡像ではない立体異性体を指す。
【０１６２】
　「鏡像異性体」という用語は、互いに重ね合わせることができない鏡像である化合物の
2つの立体異性体を指す。等モルの2つの鏡像異性体の混合物を「ラセミ混合物」又は「ラ
セミ体」と呼ぶ。
【０１６３】
　「ハロゲン」という用語は、-F、-Cl、-Br又は-Iを示す。
【０１６４】
　「ハロアルキル」という用語は、ハロゲンによって一置換、二置換又は多置換された上
記のアルキル基、例えばフルオロメチル及びトリフルオロメチルを含むことが意図される
。
【０１６５】
　「ヒドロキシル」という用語は、-OHを意味する。
【０１６６】
　「ヘテロ原子」という用語は、本明細書で用いる場合、炭素又は水素以外の任意の元素
の原子を意味する。好ましいヘテロ原子は、窒素、酸素、硫黄及びリンである。
【０１６７】
　「ヘテロアリール」という用語は、芳香族5～8員単環、8～12員二環、又は11～14員三
環系を指し、単環の場合は1～4個の環ヘテロ原子、二環の場合は1～6個のヘテロ原子、又
は三環の場合は1～9個のヘテロ原子を有し、前記ヘテロ原子は、O、N、又はSから選択さ
れ、残余環原子は炭素である。ヘテロアリール基は、アリール基の場合と同様に、任意選
択により1つ以上の置換基で置換されてよい。ヘテロアリール基の例としては、これらに
限定されないが、ピリジル、フラニル、ベンゾジオキソリル、チエニル、ピロリル、オキ
サゾリル、オキサジアゾリル、イミダゾリル、チアゾリル、イソオキサゾリル、キノリニ
ル、ピラゾリル、イソチアゾリル、ピリダジニル、ピリミジニル、ピラジニル、トリアジ
ニル、トリアゾリル、チアジアゾリル、イソキノリニル、インダゾリル、ベンゾオキサゾ
リル、ベンゾフリル、インドリジニル、イミダゾピリジル、テトラゾリル、ベンズイミダ
ゾリル、ベンゾチアゾリル、ベンゾチアジアゾリル、ベンゾオキサジアゾリル、及びイン
ドリルが挙げられる。
【０１６８】
　「複素環式」という用語は、本明細書で用いる場合、環構造内の炭素以外に少なくとも
1個の原子(例えば、S、O、N)を含有する有機化合物を指す。これらの有機化合物中の環構
造は、芳香族又は非芳香族のいずれであってもよい。複素環式部分のいくつかの例として
は、これらに限定されないが、ピリジン、ピリミジン、ピロリジン、フラン、テトラヒド
ロフラン、テトラヒドロチオフェン、及びジオキサンが挙げられる。
【０１６９】
　「異性体」又は「立体異性体」という用語は、同一の化学構造を有するが、空間内の原
子又は基の配置に関しては異なる化合物を指す。
【０１７０】
　「同位体誘導体」という用語は、化合物中の1個以上の原子が、対応する原子の同位体
で置き換えられる化合物の誘導体を含む。例えば、炭素原子(C112")を含有する化合物の
同位体誘導体は、化合物の炭素原子が、C13同位体で置き換えられるものと考えられる。
【０１７１】
　「光学異性体」という用語は、本明細書で用いる場合、正確な、互いに重ね合わせるこ
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とができない安定性の鏡像である、キラル分子としても知られる分子を含む。
【０１７２】
　「多環式」又は「多環式基」という用語は、2個以上の炭素が、2つの隣接している環に
共通している、2つ以上の環(例えば、環は「縮合環」である)(例えば、シクロアルキル、
シクロアルケニル、シクロアルキニル、アリール及び/又は複素環)の基を指す。非隣接原
子を通してつながる環を「架橋環」と称する。多環の各環は、上記のような置換基、例え
ば、ハロゲン、ヒドロキシル、アルキルカルボニルオキシ、アリールカルボニルオキシ、
アルコキシカルボニルオキシ、アリールオキシカルボニルオキシ、カルボキシレート、ア
ルキルカルボニル、アルコキシカルボニル、アミノカルボニル、アルキルチオカルボニル
、アルコキシル、ホスフェート、ホスホネート、ホスフィネート、シアノ、アミノ(アル
キルアミノ、ジアルキルアミノ、アリールアミノ、ジアリールアミノ、及びアルキルアリ
ールアミノを含む)、アシルアミノ(アルキルカルボニルアミノ、アリールカルボニルアミ
ノ、カルバモイル及びウレイドを含む)、アミジノ、イミノ、スルフヒドリル、アルキル
チオ、アリールチオ、チオカルボキシレート、サルフェート、スルホネート、スルファモ
イル、スルホンアミド、ニトロ、トリフルオロメチル、シアノ、アジド、複素環、アルキ
ル、アルキルアリール、又は芳香族若しくはヘテロ芳香族部分で置換されてよい。
【０１７３】
　「スルフヒドリル」又は「チオール」という用語は、-SHを意味する。
【０１７４】
　本明細書の変形形態のいずれの定義にある化学基のリストの記述も、任意の単一の基又
は列挙する基の組合せとしてのその変形形態の定義を含む。本明細書における変形形態又
は態様の実施形態の記述は、任意の単一の実施形態としての実施形態又は他の任意の実施
形態若しくはその一部と組み合わせた実施形態を含む。
【０１７５】
　「小分子」という用語は、天然の又は人工的に作製された(例えば、化学合成によって)
、比較的低分子量の分子を指す。典型的には、小分子は、有機化合物である(すなわち、
炭素を含有する)。小分子は、複数の炭素-炭素結合、立体中心、及び他の官能基(例えば
、アミン、ヒドロキシル、カルボニル、及び複素環等)を含有してよい。特定の実施形態
では、小分子の分子量は、約1000g/mol以下、約900g/mol以下、約800g/mol以下、約700g/
mol以下、約600g/mol以下、約500g/mol以下、約400g/mol以下、約300g/mol以下、約200g/
mol以下、又は約100g/mol以下である。特定の実施形態では、小分子の分子量は、少なく
とも約100g/mol、少なくとも約200g/mol、少なくとも約300g/mol、少なくとも約400g/mol
、少なくとも約500g/mol、少なくとも約600g/mol、少なくとも約700g/mol、少なくとも約
800g/mol、又は少なくとも約900g/mol、又は少なくとも約1000g/molである。上記の範囲
の組合せ(例えば、少なくとも約200g/molと約500g/mol以下)も可能である。特定の実施形
態では、小分子は、薬物(例えば、連邦規制基準(C.F.R.)に規定されているように、米国
食品医薬品局によって認可された分子)等の治療に有効な作用剤である。小分子はまた、1
個以上の金属原子及び/又は金属イオンと錯体を形成し得る。この場合、小分子は、「有
機金属小分子」とも呼ばれる。好ましい小分子は、動物、好ましくは哺乳動物、より好ま
しくはヒトにおいて生物学的効果を生むという点で生物学的に活性である。小分子には、
これらに限定されないが、放射性核種及び造影剤が挙げられる。特定の実施形態では、小
分子は薬物である。好ましくは、必ずしも必要ではないが、薬物は、しかるべき行政機関
又は規制機関によって、既にヒト又は動物への使用に安全及び有効であると見なされてい
るものである。例えば、ヒトへの使用が認可されている薬物は、参照により本明細書に援
用される、21 C.F.R.§§330.5、331～361及び440～460の下、FDAによって列挙され、家
畜に使用される薬物は、参照により本明細書に援用される、21 C.F.R.§§500～589の下
、FDAによって列挙されている。すべての列挙される薬物は、本発明による使用に許容さ
れると見なされる。
【０１７６】
　いくつかの実施形態では、ブロモドメインインヒビターは、BRD含有タンパク質の発現



(52) JP 2018-531891 A 2018.11.1

10

20

30

40

50

を低減又は防止する任意の分子又は化合物である。このようなインヒビターの例としては
、siRNA、shRNA、dsRNA、オリゴ糖ミミック、及びプロテアーゼが挙げられ、これらは、1
種以上のBRD含有タンパク質を標的とする。
【０１７７】
　上記のインヒビターを生成する方法は、当技術分野において周知である(例えば、Sambr
ook、Fritsch及びManiatis、MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL、(現行版); CURR
ENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY(F. M. Ausubelら編、(現行版)); the series METH
ODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (現行版) A
NTIBODIES, A LABORATORY MANUAL and ANIMAL CELL CULTURE (R. I. Freshney編(1987)).
 DNA Cloning: A Practical Approach, vol. I & II(D. Glover編); Oligonucleotide Sy
nthesis (N. Gait編、現行版); Nucleic Acid Hybridization (B. Hames & S. Higgins編
、現行版); Transcription and Translation (B. Hames & S. Higgins編、現行版); Fund
amental Virology, 2nd Edition, vol. I & II (B. N. Fields and D. M. Knipe編)を参
照)。
【０１７８】
プロテインホスファターゼ2A(PP2A)
　ヒトゲノムは、約107のチロシンプロテインホスファターゼを含有する(Alonso Aら、(2
004) Cell 117: 699～711)が、セリン-トレオニン(Ser/Thr)プロテインホスファターゼは
ごく少数である。Ser/Thrプロテインホスファターゼは、3つの構造的に異なったファミリ
ーであるPPM、PPP及びFCP/SCPに分類される。プロテインホスファターゼ2A(PP2A)は、PPP
ファミリーに属し、多くの細胞機能及び制御の必須面に関与し得る主要Ser/Thrホスファ
ターゼである(Janssens V & Goris J (2001) Biochem J 353:417～439; Virshup D (2000
) Curr Opin Cell Biol 12:180～185; Lechward Kら(2001) Acta Biochem Pol 48:921～9
33)。いくつかの推定から、PP2Aは、哺乳類細胞中の全てのSer/Thrホスファターゼ活性の
大部分の原因となり得る。PP2Aは、細胞周期調節、細胞増殖のコントロール、発達、多重
シグナル変換経路の制御、細胞骨格動態及び細胞移動度において主要な役割を果たす。PP
2Aの必須機能は、PP2Aの触媒サブユニットが、種のうちでも最も保存されている酵素であ
るという事実によって反映される(Cohen Pら(1990) FEBS Lett 268:355～359)。
【０１７９】
　PP2Aアクチベーターは、当技術分野において公知である。PP2Aアクチベーターは、PP2A
発現又はPP2Aホスファターゼ活性に検出可能な任意のプラス効果がある任意の分子又は化
合物である。いくつかの実施形態では、PP2Aアクチベーターは、上記のPP2Aを、対照の活
性(例えば、アクチベーターがない状態での活性)と比較して、少なくとも10%、少なくと
も20%、少なくとも50%、少なくとも100%、少なくとも200%、少なくとも300%、又は少なく
とも500%以上活性化する。PP2Aのアクチベーターは、小分子、核酸、タンパク質、ペプチ
ド、抗体又は抗体フラグメントであってよい。
【０１８０】
　PP2Aアクチベーターの例は、参照により本明細書に援用される、US2010/0267673、WO20
09/117769、WO2013181488に記載されている。いくつかの実施形態では、PP2Aアクチベー
ターは、これらに限定されないが、クロルプロマジン、メソリダジン、チオリダジン、ア
セトフェナジン、フルフェナジン、ペルフェナジン、トルフルオペラジン、並びにこれら
の薬学的に許容される塩及びエステルを含めた、フェノチアジン化合物である(参照によ
り本明細書に援用される、WO2008/119109参照)。いくつかの実施形態では、PP2Aアクチベ
ーターは、FTY720((2-アミノ-2-[2-(4-オクチルフェニル)エチル]プロパン1,3-ジオール
塩酸塩、Fingolimod/Gilenya(商標)である(参照により本明細書に援用されるWO2007/1430
81参照)。
【０１８１】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びPP2Aアクチベーターは、BETインヒビタ
ー単体又はPP2Aアクチベーター単体と比較して、がんを治療する上で相乗作用的である。
いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びPP2Aアクチベーターは、本明細書に記載
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のB細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、カ
ゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及び/又はメディエーター複合体サブユニット1(MED
1)インヒビターと一緒に投与する。
【０１８２】
B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター
　Bcl-2タンパク質は、がん及び正常細胞の両方におけるアポトーシスの重要な調整剤と
して機能する。Bcl-2タンパク質は、アポトーシスをチェックして、細胞を生き延びるた
めに健康かつ有用にする働きをする。このタンパク質ファミリーは、Bcl-2、Bcl-xL、及
びMcl-1等の抗アポトーシスタンパク質、並びにBid、Bim、Bad、Bak及びBaxを含めたアポ
トーシス促進分子を含む。Bcl-2及びBcl-xLタンパク質は、Bak、Bax、Bim、Bid、Puma、
及びBad等のアポトーシス促進Bcl-2ファミリータンパク質とのヘテロ二量化によりアポト
ーシスを阻害する。
【０１８３】
　本明細書で用いる場合、「Bcl-xlインヒビター」は、Bcl-xlの生存促進機能を部分的に
又は完全に防止又は阻害することができる任意の分子又は化合物を指す。Bcl-xlインヒビ
ターは、DNA及びRNAアプタマー、アンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA及びshRNA等の
核酸、小ペプチド、抗体又は抗体フラグメント、並びに小分子化合物等の小分子を含めた
、任意の分子又は化合物でよい。Bcl-xlインヒビターは、Bcl-xlのみを阻害することがで
きる、又は複数の若しくは全てのBcl-xl抗アポトーシスタンパク質を阻害することができ
ることを理解されたい。
【０１８４】
　本明細書で用いる場合、「Bcl-2インヒビター」は、Bcl-2の生存促進機能を部分的に又
は完全に防止又は阻害することができる任意の分子又は化合物を指す。Bcl-2インヒビタ
ーは、DNA及びRNAアプタマー、アンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA及びshRNA等の核
酸、小ペプチド、抗体又は抗体フラグメント、並びに小分子化合物等の小分子を含めた、
任意の分子又は化合物でよい。Bcl-2インヒビターは、Bcl-2のみを阻害することができる
、又は複数の若しくは全てのBcl-2抗アポトーシスタンパク質を阻害することができるこ
とを理解されたい。いくつかの実施形態では、Bcl-2インヒビターは、Bcl-xlを阻害する
。
【０１８５】
　Bcl-xl及びBcl-2インヒビターは、当技術分野において公知である。Bcl-xl及びBcl-2イ
ンヒビターの例は、参照により本明細書に援用される、WO2012/103059、US8309582、US85
57812、US8865901、WO2012071374、及びCangら(J Hematol Oncol 2015 8: 129)に記載さ
れている。本明細書に記載の方法は、任意の既知の又は以下に開発されたBcl-xlインヒビ
ターによって有用である。
【０１８６】
　いくつかの実施形態では、Bcl-xlインヒビターとしては、これらに限定されないが、AB
T-737(4-[4-[[2-(4-クロロフェニル)フェニル]メチル]ピペラジン-1-イル]-N-[4-[[(2R)-
4-(ジメチルアミノ)-1-フェニルスルファニルブタン-2-イル]アミノ]-3-ニトロフェニル]
スルホニルベンズアミド; Santa Cruz Biotechnology社)、ABT-263(4-[4-[[2-(4-クロロ
フェニル)-5,5-ジメチルシクロヘキセン-1-イル]メチル]ピペラジン-1-イル]-N-[4-[[(2R
)-4-モルホリン-4-イル-1-フェニルスルファニルブタン-2-イル]アミノ]-3-(トリフルオ
ロメチルスルホニル)フェニル]スルホニルベンズアミド; Navitoclax-ApeXBIO社)、AT101
((-)-1,1',6,6',7,7'-ヘキサヒドロキシ-3,3'-ジメチル-5,5'-ビス(1-メチルエチル)-[2,
2'-ビナフタレン]-8,8'-ジカルボキサルデヒド)、Sabutoclax(2,3,5-トリヒドロキシ-7-
メチル-N-[(2R)-2-フェニルプロピル]-6-[1,6,7-トリヒドロキシ-3-メチル-5-[[(2R)-2-
フェニルプロピル]カルバモイル]ナフタレン-2-イル]ナフタレン-1-カルボキサミド; TOC
RIS社)及びTW37(N-[4-[[2-(1,1-ジメチルエチル)フェニル]スルホニル]フェニル]-2,3,4-
トリヒドロキシ-5-[[2-(1-メチルエチル)フェニル]メチル]ベンズアミド; TOCRIS社)が挙
げられる。いくつかの実施形態では、Bcl-2インヒビターとしては、これらに限定されな
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ル]ピペラジン-1-イル]-N-[3-ニトロ-4-(オキサン-4-イルメチルアミノ)フェニル]スルホ
ニル-2-(1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-イルオキシ)ベンズアミド)が挙げられる。
【０１８７】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びBcl-xlインヒビターは、BETインヒビタ
ー単体又はBcl-xlインヒビター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である。
いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びBcl-xlインヒビターを、本明細書に記載
のプロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビ
ター、及び/又はメディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビターと一緒に、対象
に投与する。
【０１８８】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びBcl-2インヒビターは、BETインヒビタ
ー単体又はBcl-2インヒビター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である。
いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びBcl-2インヒビターを、本明細書に記載の
Bcl-xl、プロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、カゼインキナーゼ2(CK2)イ
ンヒビター、及び/又はメディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビターと一緒に
、対象に投与する。
【０１８９】
カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター
　カゼインプロテインキナーゼ2(CK2)は、細胞成長及び増殖並びにアポトーシスの制御を
含めた細胞内の複数の機能に関与する、遍在するタンパク質セリン/トレオニンキナーゼ
である(例えば、Tawficら、2001、Histol. HistopathoL、16:573～82参照)。CK2は、高度
に保存された酵素であり、細胞の生存に必須であることが示唆されてきた。キナーゼは、
2つのβサブユニットと錯体を形成する2つの触媒サブユニット(α及び/又はα')からなる
ヘテロ四量体である。CK2が細胞成長を制御するための一手段は、核基質及びクロマチン
が優先的な標的であるように見える核の中のシグナル伝達を通す。CK2インヒビターは、D
NA及びRNAアプタマー、アンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA及びshRNA等の核酸、小
ペプチド、抗体又は抗体フラグメント、並びに小分子化合物等の小分子を含めた、任意の
分子又は化合物であってよい。
【０１９０】
　CK2インヒビターは、当技術分野において公知である。CK2インヒビターの例は、参照に
より本明細書に援用される、US2011/0207789、US6607916、US2010/0256217、及びWO2006.
065724に記載されている。本明細書に記載の方法は、任意の既知の又は以下に開発された
CK2インヒビターによって有用である。
【０１９１】
　いくつかの実施形態では、CK2インヒビターとしては、これらに限定されないが、CX-49
45(5-(3-クロロアニリノ)ベンゾ[c][2,6]ナフチリジン-8-カルボン酸; Silmitasertib、A
PeXBIO社)、DMAT(MCE MedChem Express)、エラグ酸(MCE MedChem Express)、TTP22(MCE M
edChem Express)が挙げられる。
【０１９２】
　DMATの化学構造は、以下である。
【０１９３】
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【化２２】

【０１９４】
　エラグ酸の化学構造は、以下である。
【０１９５】
【化２３】

【０１９６】
TTP22の化学構造は、以下である。
【０１９７】
【化２４】

【０１９８】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びCK2インヒビターは、BETインヒビター
単体又はCK2インヒビター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である。いく
つかの実施形態では、BETインヒビター及びCK2インヒビターを、本明細書に記載のプロテ
インホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨
大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、及び/又はメディエーター複合体サブユニット1(
MED1)インヒビターと一緒に、対象に投与する。
【０１９９】
メディエーター複合体サブユニット1(MED1)インヒビター
　遺伝子転写の活性化は、DNA中の転写エンハンサー部位を認識する因子によって誘発さ
れる多段階プロセスである。これらの因子は、コアクチベーターと共に作用し、RNAポリ
メラーゼII装置による転写開始を誘導する。RNAポリメラーゼII転写サブユニット1(MED1)
タンパク質のメディエーターは、TFIIDと共に、SP1による効率的な活性化に必要とされる
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CRSP(SP1活性化に必要な補助因子)複合体のサブユニットである。このタンパク質は、他
のマルチサブユニット複合体(例えば、TRと相互作用し、開始因子及び補助因子と連動し
てDNA鋳型上のTR機能を促進する甲状腺ホルモン受容体-(TR-)関連タンパク質)の成分でも
ある。また、p53依存的アポトーシスも制御し、脂質生成に必須である。このタンパク質
は、自己オリゴマー形成能を有することが知られている。
【０２００】
　CK2インヒビターは、DNA及びRNAアプタマー、アンチセンスオリゴヌクレオチド、siRNA
及びshRNA等の核酸、小ペプチド、抗体又は抗体フラグメント、並びに小分子化合物等の
小分子を含めた、任意の分子又は化合物でよい。いくつかの実施形態では、MED1インヒビ
ターは、MED1とBRD4との間の相互作用を破壊する。
【０２０１】
　いくつかの実施形態では、BETインヒビター及びMED1インヒビターは、BETインヒビター
単体又はMED1インヒビター単体と比較して、がんの治療において相乗作用的である。いく
つかの実施形態では、BETインヒビター及びMED1インヒビターを、本明細書に記載のプロ
テインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、
巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、及び/又はカゼインキナーゼ2(CK2)インヒビタ
ーと一緒に、対象に投与する。
【０２０２】
医薬組成物
　本開示の一態様は、BETインヒビター及びプロテインホスファターゼ2A(PP2A)アクチベ
ーター、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター　巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビタ
ー、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター及び/又はメディエーター複合体サブユニット1
(MED1)インヒビターを含む医薬組成物に関する。本明細書に記載されている医薬組成物は
、それを必要とする対象において、BETインヒビターに抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる
危険性があるがん等のがんを治療及び/又は予防する際に有用となりうる。本明細書に記
載されている医薬組成物は、それを必要とする対象において、BETインヒビターを用いる
治療に対するがんの抵抗性を低減する、遅延させる、及び/又は予防する際に有用であり
うる。
【０２０３】
　本明細書に記載されている医薬組成物は、薬理学の技術分野において公知の任意の方法
によって調製することができる。一般に、そのような調製方法は、BETインヒビター及び/
又はPP2Aアクチベーター等の本明細書に記載されている活性成分を、担体若しくは賦形剤
、及び/又は1種若しくは複数の他の副成分と会合させる工程と、次いで、必要ならば及び
/又は所望の場合、生成物を所望の単回又は多数回用量単位に成型する工程及び/又は包装
する工程を含む。医薬組成物は、単回単位用量として及び/又は複数の単回単位用量とし
て、バルクで調製され、包装され、及び/又は販売することができる。本明細書で使用す
る場合、「単位用量」は、所定量の活性成分を含む医薬組成物の離散的な量である。活性
成分の量は、一般的に、対象に投与される活性成分の投薬量及び/又はそのような投薬量
の都合のよい画分、例えば、そのような投薬量の2分の1又は3分の1等に等しい。
【０２０４】
　本発明の医薬調製物は、薬学的に許容される担体を含んでもよく、又は薬学的に許容さ
れる担体に希釈されてもよい。本明細書で使用する用語「薬学的に許容される担体」は、
ヒト又は他の哺乳動物、例えば、イヌ、ネコ、又はウマへの投与に適する、1種又は複数
の適合可能な充填剤、希釈剤又は他のそのような物質を意味する。用語「担体」は、適用
を促進するために、活性成分と組み合わされる、天然又は合成の、有機又は無機の成分を
示す。担体は、所望の薬学的有効性又は安定性を実質的に損なうような相互作用が存在し
ないように、本発明の調製物と、且つ互いに混合することができる。経口、皮下、静脈内
、筋肉内等のための製剤に適する担体は、Remington's Pharmaceutical Sciences、Mack 
Publishing Company、Easton、Paに見られる。
【０２０５】
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セラノスティック法
　本発明の一部の態様は、ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)インヒビター治療に
抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるがんを有するものとして対象を特定するた
めの方法を提供する。一部の実施形態では、方法は、BETインヒビター治療を受けている
対象から得た腫瘍サンプルにおいて、ブロモドメイン含有タンパク質4(BRD4)の細胞内の
位置を決定するアッセイを実施する工程と、BRD4が核局在性を有する場合、BETインヒビ
ター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるがんを有するものとして対象を
特定する工程とを含む。
【０２０６】
　本明細書に記載されている方法は、対象が、ブロモドメイン及びエキストラ末端(BET)
インヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるがんを有するか否かを
確立すること又は示すこと(すなわち、特定すること)を助ける。本明細書で使用する場合
、「BETインヒビター治療に抵抗性を持つがん」は、例えば、継続した増殖並びに腫瘍成
長及び腫瘍負荷の増加によって証明されるように、がんが、そのようなインヒビターに応
答しないことを意味する。一部の実施形態では、がんは、そのようなインヒビターを用い
る治療(本明細書では、以前に投与された療法として言及される)に最初は応答することも
あるが、しばらくすると、抵抗性が高くなる可能性がある(すなわち、がんは、BETインヒ
ビター治療に抵抗性を生じる危険性がある)。一部の実施形態では、がんは、そのような
インヒビターを用いる治療に全く応答していないこともある。
【０２０７】
　対象は、医師によって(例えば、当技術分野で公知の方法を使用して)がんを有すると診
断され、BETインヒビター治療で治療される。
【０２０８】
　対象から得た腫瘍サンプル中のBRD4の細胞内の位置は、当技術分野で公知のアッセイを
使用して決定することができる。例えば、BRD4の細胞内の位置は、免疫組織化学、免疫蛍
光、免疫ブロット法、ラジオイムノアッセイ、ELISA又はFACS分析によって決定されても
よい。一部の実施形態では、BRD4の細胞内の位置は、免疫蛍光と組み合わせて、抗体を使
用して決定される。
【０２０９】
　対象は、BRD4が核局在性を有する場合、BETインヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗
性を生じる危険性があるがんを有すると特定される。或いは、対象は、BRD4が細胞質局在
化を有する場合、BETインヒビター治療に抵抗性がないがんを有すると特定される。対象
は、BETインヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるがんを有する
と特定される場合、その後、対象は、タンパク質ホスファターゼ2A(PP2A)アクチベーター
、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、カ
ゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター、及び/又はメディエーター複合体サブユニット1(MED
1)と組み合わせてBETインヒビターを投与することによって治療されうる。したがって、
本明細書に記載されている方法は、BETインヒビターを用いる単剤療法に代わって、併用
療法による治療から利益を受ける可能性の高い対象を特定することも助ける。
【０２１０】
　一部の実施形態では、方法は、がんを有する対象から得た腫瘍サンプル中のリン酸化ブ
ロモドメイン含有タンパク質4(pBRD4)の非リン酸化BRD4(BRD4)に対する比を決定するアッ
セイを実施する工程と、pBRD4のBRD4に対する比が、対照のpBRD4のBRD4に対する比と比較
して高い場合、BETインヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるが
んを有するものとして対象を特定する工程とを含む。
【０２１１】
　対象は、医師によって(例えば、当技術分野で公知の方法を使用して)がんを有すると診
断される。一部の実施形態では、対象は、BETインヒビター治療を用いて治療される。一
部の実施形態では、対象は、BETインヒビターを用いる治療を受けないが、その治療を考
慮される。
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【０２１２】
　腫瘍サンプル中のリン酸化ブロモドメイン含有タンパク質4(pBRD4)の非リン酸化BRD4(B
RD4)に対する比は、免疫ブロット法、免疫組織化学、免疫蛍光、ラジオイムノアッセイ、
ELISA又はFACS分析によって決定することができる。一部の実施形態では、多色免疫蛍光
を使用してpBRD4のBRD4に対する比を決定する。一部の実施形態では、pBRD4のBRD4に対す
る比は免疫ブロットによって決定される。
【０２１３】
　pBRD4のBRD4に対する比が、対照のpBRD4のBRD4に対する比と比較して高い場合、対象は
、BETインヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるがんを有するも
のとして特定される。或いは、pBRD4のBRD4に対する比が、対照のpBRD4のBRD4に対する比
と比較して低い場合又は変わらない場合、対象は、BETインヒビター治療に抵抗性がない
がんを有するものとして特定される。pBRD4のBRD4に対する対照の比は決定することも、
既に存在していた比とすることもできる。一部の実施形態では、対照の比は、BRD4インヒ
ビター治療に抵抗性がないがんを有する対象から得た腫瘍サンプル中のpBRD4のBRD4に対
する比である。一部の実施形態では、対照の比は、がんを有さない対象から得られた組織
サンプル中のpBRD4のBRD4に対する比である。
【０２１４】
　対象のpBRD4のBRD4に対する比と対照の比との間の差の大きさは変化してもよい。例え
ば、対象は、pBRD4のBRD4に対する比が、対照の比よりも少なくとも1%、少なくとも5%、
少なくとも10%、少なくとも25%、少なくとも50%、少なくとも100%、少なくとも250%、少
なくとも500%、少なくとも1000%高い場合、BETインヒビター療法に抵抗性を持つ又は抵抗
性を生じる危険性があるがんを有するものとして特定されてもよい。一部の実施形態では
、対象は、pBRD4のBRD4に対する比が、対照の比よりも少なくとも2倍、少なくとも3倍、
少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも6倍、少なくとも7倍、少なくとも8倍、少な
くとも9倍、少なくとも10倍、少なくとも20倍、少なくとも30倍、少なくとも40倍、少な
くとも50倍、少なくとも100倍以上高い場合、BETインヒビター療法に抵抗性を持つ又は抵
抗性を生じる危険性があるがんを有するものとして特定されてもよい。有意差は、適当な
統計検定を使用して特定されてもよい。有意差に関する検定は、当技術分野において周知
であり、Applied Statistics for Engineers and Scientists by Petruccelli、Chen及び
Nandram 1999　再版において例示されている。
【０２１５】
　対象が、BETインヒビター治療に抵抗性を持つ又は抵抗性を生じる危険性があるがんを
有するものとして特定される場合、その後、対象は、BETインヒビターを、プロテインホ
スファターゼ2A(PP2A)アクチベーター、B細胞リンパ腫-2(Bcl-2)インヒビター、巨大B細
胞リンパ腫(Bcl-xl)インヒビター、カゼインキナーゼ2(CK2)インヒビター及び/又はメデ
ィエーター複合体サブユニット1(MED1)と組み合わせて投与することによって治療されて
もよい。したがって、本明細書に記載されている方法は、BETインヒビターを用いる単剤
療法に代わって、併用療法による治療から利益を受ける可能性の高い対象を特定すること
も助ける。
【０２１６】
　本発明は、以下の実施例によって更に例証されるが、決して更に限定するものとして解
釈されるべきではない。この出願全体にわたって引用されている参照文献のすべて(参考
文献、発行された特許、公開された特許出願、及び同時係属中の特許出願を含む)の全内
容は、参照により本明細書に明確に組み込まれる。
【実施例】
【０２１７】
BETブロモドメインインヒビターに対する乳がんの感受性
　転写により定義されるサブタイプ:管腔、HER2+、及びTNBC(基底及び間葉系サブセット
の両方)を反映する乳がん細胞のパネルにおいて、BBIの効果を最初に評価した3、22。JQ1
に加えて、構造的に異なる化学プローブ(iBET151、PFI-1)、治験薬(iBET、GSK-762; Y803



(59) JP 2018-531891 A 2018.11.1

10

20

30

40

50

、OTX-015)、及び不活性類似体(アルプラゾラム及び不活性JQ1エナンチオマー、R-JQ1)の
サンプルを調製した。ほとんどのTNBC細胞株の増殖は、低いnM範囲において、IC50に関す
る効能比例方式において著しく阻害されたが、管腔細胞株は比較的抵抗性であった(図1A)
。BETブロモドメインに関するTNBC細胞の依存度は、RNA干渉によって確認され、このこと
によって、BRD4の下方調節は、ほとんど一貫してBBIの表現型をそっくり写しとったもの
であることが明らかとなった(図1B、図7A～図7B)。
【０２１８】
　TNBC増殖に関するBBIの効果を理解するために、細胞周期の異なる期におけるJQ1の効果
を特徴付けた。SUM159細胞は、G2/Mにおいて、ノコダゾールを用いて最初に同期化された
。JQ1を放出の1時間前又は3時間後に投与し、細胞周期をフローサイトメトリーによって
評価した。放出前にJQ1で処理した細胞は、高いサイクリンD1レベルを有する初期G1にお
いて停止し、一方G2/M停止から放出の3時間後のJQ1の添加は、あまり顕著な効果を有さず
、S及びG2/M期の進行を実質的に可能とした(図1C及び図7C～図7D)。これらのデータは、G
2/MからG1期の進行におけるBRD4の報告された役割12、23と一致する。BRD4タンパク質レ
ベルの低下は、G1/Sまで進行した同期化細胞として検出され、これは、おそらくBBIの効
果を強調するJQ1処理によって更に悪化した(図7C)。JQ1への曝露を延長すると(48～72時
間)、アポトーシス応答を惹起し、これは、サブG1画分及びアネキシンv染色の増加によっ
て測定された(図7D～図7E)。初期G1停止及び後期アポトーシスについて同等の誘導が、BR
D4ノックダウンで観察され、TNBCにおけるこのコアクチベーターに対する重要な役割を裏
付けた(図7D～図7E)。
【０２１９】
　BBIに対する感受性が、標的BETタンパク質の存在量、JQ1の抗がん作用を媒介すること
が記載された因子、又はTNBCの成長に必要とされるとして以前に特定されたシグナル伝達
経路の生化学マーカー24に関連するか否かを調査するために、細胞株のパネルにおいて、
免疫ブロット分析を実施した。MYC及びBRD4の相対的発現、並びにpSTAT3及びpJAK2の相対
的存在量を、JQ1への高い感受性を有する別々のTNBC株(例えば、SUM159)で評価したが、
これらの測定値は全て、JQ1感受性との明確は関連を示さなかった(図1D)。JQ1で処理した
SUM159細胞で実施したこれらの因子の動態研究により、12時間後のpSTAT3及びpJAK2にお
ける低下と、24時間でのMYCにおける用量応答性の低下が明らかとなった(図8A～図8B)。
これらのデータは、T細胞性急性リンパ性白血病において報告されたJAK-STATシグナル伝
達における効果25と一致したが、BBIがMYCを急速に枯渇させる悪性血液疾患の以前の研究
8、9からはそれている。合わせて、これらの研究により、TNBCのBBIへの応答は、機構及
び表現型に関し以前の報告と異なる場合があることが示唆される。
【０２２０】
　実際に、TNBC細胞をJQ1と培養した場合に、顕著な形態変化が観察され、細胞状態に関
するBET阻害の効果が示唆された(図8C)。細胞老化に関する効果を測定するために、TNBC
細胞(SUM159及びMDA-MB-231)をJQ1で処理し、βガラクトシダーゼ染色を実施した。BETブ
ロモドメイン阻害は、老化の強力な誘導と整合することには酸性βガラクトシダーゼ活性
を著しく増加させた(図8D)。分化状態に関する効果を評価するために、基底及び管腔マー
カーについて、免疫蛍光顕微鏡法を実施した。JQ1処理により、管腔細胞に固有の低分子
量(LMW)サイトケラチン及びサイトケラチン18(CK18)の上昇と、基底細胞に固有の高分子
量(HMW)サイトケラチンの付随する低下が生じ、より多くの管腔上皮表現型へのシフトが
示された(図1E)。これらの老化及び分化に関する初期の、強力な作用は、がんにおけるBB
Iの以前の研究8、14、18、及び細胞状態の動的メディエーターとしてのBETブロモドメイ
ンの新たに出現した生物学的知見26に呼応したものである。
【０２２１】
　これらの知見の橋渡しの意義を拡大するために、ヒト乳がんモデルの4頭のマウス異種
移植片における乳腺腫瘍の成長を阻害するJQ1の能力をin vivoで評価した。2週間のJQ1処
理は、患者由来の原発ヒトTNBC異種移植片のものと同様に、SUM159細胞株及びMDA-MB-231
 TNBC細胞株由来の定着腫瘍の成長を有効に阻害した(図1F及び図8E～8F)。次いで、in vi
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voでのBRD4への特異的依存度を、SUM159モデルにおいて2つの独立したTET誘導性shRNAを
使用して確立した。BDR4の下方調節は、腫瘍の完全な退縮を導き、ドキシサイクリン処理
を中断した後でさえも再成長することができなくなる、更により顕著な効果を有すること
が分かった(図1F及び図8G)。基底(HMWサイトケラチン及びpSTAT3の減少)及び管腔(LMWサ
イトケラチン及びCD24の増加)マーカーの免疫蛍光顕微鏡法による薬力学測定によって、B
BIに誘導された基底から管腔への分化のエビデンスをin vivoで確認した(図1G及び図8F)
。
【０２２２】
TNBCにおけるBBIの転写標的
　次に、総合的なエピゲノム分析を使用して、TNBCにおけるBBIの直接的な転写標的を特
定した。予め固定し、断片化した核クロマチンのリガンド-アフィニティークロマトグラ
フィーを超並列DNAシークエンシング(Chem-seq)27と一組にすることによって、エピゲノ
ム内の別々の作用部位にクロマチン活性小分子を空間的に位置づけることができる技術を
報告した。Chem-seqは、JQ1(Bio-JQ1)27、及びBBI感受性TNBC細胞株(SUM159)の回復可能
な、ビオチン化誘導体を使用して実施した。BBIの機能部位は、富化配列リードをヒトゲ
ノムにアラインし、プロモーター(ヒストン3リシン4トリメチル化;H3K4me3)、エンハンサ
ー(ヒストン3リシン27アセチル化;H3K27ac)及びBRD4コアクチベーターに対してChIP-seq
データと局所的且つ全体的に比較することによってマッピングした。ブロモドメインイン
ヒビター結合を、ゲノム全体で、活性エンハンサーのBRD4の富化且つ強い富化の部位にほ
ぼ完全に共存する(図2B)、活性プロモーター及びエンハンサー領域で特定する(図2A)。期
待されるように、BBIは、処理されたTNBC細胞におけるクロマチン結合BDR4を有効に移動
させることが分かった(図2C)。この効果は、Chem-seqによってBio-JQ1富化の上昇を示す
ゲノム領域でより顕著であり(図2D)、最も高い富化部位でBRD4結合の破壊が増強されるこ
とを裏付けた。第2のBBI感受性TNBC株である、SUM149細胞におけるBRD4 ChIP-seq研究に
より、これらの知見を確認した(図9A)。
【０２２３】
　SUM159細胞及びSUM149細胞におけるBBIの生物学的に関連する、直接的な標的を特定す
るために、ゲノム全体でBio-JQ1とBRD4の結合を定量化したところ、強い富化は、それぞ
れ、219スーパーエンハンサー及び159スーパーエンハンサーにおいて見られた(SE;図2E及
び図9B)6、16～18。スーパーエンハンサーは、JQ1によってより効率的にBRD4を枯渇され
ていることが見出された。これによって、SE関連遺伝子に対する選択的な効果が説明され
る6,16-18。SUM159における最も重要なSE関連遺伝子のうちで、発生及び乳がんにおいて
重要な役割を有するPOU5F1B/MYC28、IRX229、30、HIF1α31、TFs、及びCD180(RP105)、TL
R4-アクセサリー分子は、肥満、炎症、及びアテローム性動脈硬化に関連する32(図9B)。P
OU5F1B/MYC28及びHIF1αは、SUM149細胞においてもSE関連遺伝子のうちで最も重要であっ
た。JQ1処理後の異なる時点で、RNA-seqによって、両細胞株の遺伝子発現の変化を分析す
ることにより、遺伝子発現に関する一貫した比例的効果が実証され(図9C)、SEに関連する
遺伝子が、すべての活性遺伝子と比較して著しく下方調節されやすいことが特定された(
図2F及び図9D)。24時間の処理後に、JQ1対DMSOによって上方又は下方調節される遺伝子の
発現を、処理の3、12、及び24時間後に実施した。上方調節された遺伝子には、DHRS2、HE
XIM及びCDKN1Aが含まれ、下方調節された遺伝子には、CD180、PTPN22、及びHNF4Gが含ま
れた。SE破壊後に実際に期待されたように、遺伝子発現の変化はJQ1処理の3時間後には観
察され、より多くの遺伝子を上方調節よりも有意に下方調節した(図9D～図9F)。重要なこ
ととして、ほとんどの下方調節された遺伝子は直接的なBRD4標的であったのに対し、上方
調節された遺伝子はそうでなく、この差はJQ1処理後の早い時点で最も顕著であった(デー
タは示さず)。SUM159細胞において、CD180、PTPN22、HNF4G、及びKRT17は、最も重要な下
方調節された遺伝子のうちに入っており、一方、BETブロモドメインインヒビターによっ
て上方調節されることが知られている遺伝子であるHEXIM、並びにDHRS2及びCDKN1Aは、最
も重要な上方調節された遺伝子のうちに入っている。Metacore suit33を使用して、JQ1に
よって影響を受けた標的経路の教師なし機能分析により、抗アポトーシス、骨リモデリン
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グ、WNT、及びJAK/STATシグナル伝達経路における調節遺伝子及びエフェクター遺伝子の
下方調節が明らかとなった(図2G)。合わせて、これらの研究により、細胞増殖、侵入、及
び生存に関わる協調した転写経路の調節解除を導くJQ1によるSE関連遺伝子の選択的破壊
が支持される。
【０２２４】
BET依存TNBCにおけるブロモドメイン阻害への抵抗性
　獲得された抵抗性は、標的化療法のほぼ必然的な特徴である。標的化療法に対する抵抗
性を精査することは、薬物及び標的の作用機構を説明し、患者を治療する又は患者の薬物
抵抗性を予期するための手法を示唆するのに重要である。したがって、漸増用量のJQ1に
おいて、SUM159細胞及びSUM149細胞の長期培養によって、BBI抵抗性TNBC細胞を確立した
。
【０２２５】
　親のSUM159細胞株及びSUM149細胞株の増殖は、低用量(0.5μM)及び高用量(2.0μM)のJQ
1によってひどく損なわれ、生存細胞の数は、6日間の処理にわたって減少する(図3A及び
図9G)。対照的に、単離されたJQ1抵抗性細胞(SUM159R及びSUM149R)は、高濃度(20μMまで
)のJQ1の存在下であっても、経時的に、直線的に増殖を続ける(図3B及び図9G)。構造的に
異なるインヒビターがJQ1と等しく不活性であり(図3C)、MDR1及び他のトランスポーター
が転写によって上方調節されず(図10A)、ベラパミル等のMDR1インヒビターとのコインキ
ュベーションは効果を有さない(図10B)ので、BBI抵抗性は薬物の輸送に寄与しない。さら
なる裏付けは、感受性及び抵抗性細胞におけるBRD4の同等の関与によって与えられ、Bio-
JQ1投与によって、リガンドクロマトグラフィー及び免疫ブロットを用いて実証される(図
10C)。ATP含量に関するすべてのBBIの弱いがはっきりとした用量範囲の効果は、短期間の
培養で観察され(図3C)、JQ1を除いて、EC50は、感受性株において細胞増殖を減弱させる
のに必要な濃度と一致する(図1A)。これらの短期間の用量応答曲線の肩は、長期間の培養
では明確に観察された細胞死を伴わず、薬物抵抗性増殖の表現型を裏付ける(図3A)。感受
性及び抵抗性のTNBC細胞は、異なる薬物クラス由来の化合物、例えば、TNBC細胞を標的と
することが公知のCXCR2及びJAK2インヒビターに、等しく感受性であり34、したがって、
抵抗性は、他の標的化された薬剤のうちで、BETインヒビターに特異的である(図3D)。10
個の独立した単細胞由来のクローンが、SUM159R細胞のプールと同じ抵抗性プロファイル
を示したので、適応的の薬物抵抗性は、少数派の細胞の亜集団の生育に起因しなかった(
図3E)。SUM159R細胞に由来する異種移植片は、感受性TNBC細胞を用いる並行研究において
、JQ1処理に応答しなかったため、同様の結果がin vivoでも得られた(図3F)。
【０２２６】
　標的化療法への抵抗性は、チロシンキナーゼのいわゆる「ゲートキーパー」突然変異35

の場合のように、標的タンパク質をコードする遺伝子の体細胞変異によって媒介されるこ
とが多い。研究されたすべての抵抗性TNBC集団において、エクソームシークエンスによっ
て、BETブロモドメインをコードする遺伝子への変異を特定することはできなかった。標
的化療法への適応的抵抗性は、肺がんにおけるEGFRインヒビター抵抗性に続くMET活性化
の場合のように36、バイパス経路の活性化によっても通常生じ、細胞は新しいシグナル伝
達因子に依存し、かつ薬物標的にはもはや依存しなくなる。対照的に、ここで、エクソー
ムシークエンスによって、並行経路の活性化を示唆する公知のドライバー遺伝子における
、選択された又は出現する変異を特定することはできなかった。驚くべきことに、SUM159
R細胞は、RNA干渉実験で確立されたように、細胞成長に対してBRD4に依存したままである
(図3G及び図10D)。
【０２２７】
抵抗性TNBCにおけるBRD4のブロモドメインと独立した局在化
　BRD4への持続的な依存及び遺伝学による説明の欠如により、薬物抵抗性の根底にあるエ
ピゲノム機構について検討することとした。ゲノム全体での、クロマチン構造、BRD4、及
びJQ1の局在化が、SUM159Rで測定され、SUM159とのペアワイズ比較が可能となった。差分
SE分析により、マクロファージ及び内皮細胞における炎症の遷移についての研究において
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記載されているように26、BRD4の機能に起因する細胞状態の動的変化を研究する強力なツ
ールであることが判明した。推定のBRD4に依存する細胞状態の変化を特徴付けるために、
感受性細胞及び抵抗性細胞のBio-JQ1 Chem-seqプロファイルを比較した。差分SE分析によ
り、抵抗性SUM159R細胞におけるSEの数の著しい取得と、より少ないSEのあまり顕著では
ない消失が見られた(図4A)。Bio-JQ1のSEの取得は、これらの遺伝子座に結合するBRD4に
対する富化(図4B)と、また、関連する遺伝子の転写の増加(図4C)とに関連する。上の中で
、SUM159細胞において取得されたスーパーエンハンサーは、BCL-xL座で豊富なH3K27acの
上流領域及び遺伝子内領域にあった(図4D)。特に、BCL-xLは、発現プロファイリングによ
れば、抵抗性細胞における、数少ない、高度に上方調節された遺伝子のうちに入っており
、その発見は、免疫ブロットによって確認された(図11A)。この抗アポトーシス因子の調
節解除された発現の増加によって、JQ1を用いる長期処理の間に、アポトーシスに対する
抵抗性が付与されうる。
【０２２８】
　JQ1に対するエピゲノム抵抗性は、ブロモドメインとは独立した方式で、BRD4をSE座に
動員することにより生じうると仮定される。BRD4 ChIP-seqは、JQ1へ曝露する場合もしな
い場合も、感受性細胞及び抵抗性細胞で実施された。これらの研究により、BRD4は、SUM1
59R細胞におけるJQ1処理の後、クロマチンから移動しないという重要な機構についての発
見が確認された(図4E)。Chem-seqにより画定されたSE領域で、SUM159細胞はBRD4を枯渇さ
せるが、一方SUM159R細胞はクロマチンが結合したBRD4を保持する(図4F)。機能的には、
抵抗性細胞のJQ1による処理によって、SUM159において最も動的に、JQ1により上方調節さ
れ、下方調節された転写においても、H3K27ac(図4G)又は全体的な転写(図11B)に影響を及
ぼすことができない(図4H～図4I)。特に、FOXA1、重要な管腔転写因子37、38、CD24、及
び管腔サイトケラチンを含むいくつかの管腔マーカーは、細胞培養及びin vivoの両方で
、SUM159R細胞において高いレベルを有したが、一方CD44、FOXA2、pSTAT3、及び基底サイ
トケラチンを含む基底細胞マーカーの発現は低下した(図11C～図11D)。JQ1のBRD4に対す
る直接的結合を確認する上記のプルダウンデータ及び抵抗性TNBC細胞におけるBRD4との共
存を実証するChem-seqデータと一緒に、これらのデータは、クロマチンに戻る必須のBRD4
の動員を介するが、ブロモドメインと独立した方式で抵抗性が生じるとするモデルを裏付
ける。本質的に、SUM149R細胞、及び本来JQ1に抵抗性である細胞株においてさえも同じ観
察がなされ(図9E～図9G及び図6A～図6D)、BET阻害に対するエピゲノム抵抗性のより一般
的機構を示唆していた。
【０２２９】
JQ1抵抗性のTNBCにおけるpBRD4の蓄積
　対のブロモドメインに加えて、BRD4は、定義された遺伝子調節因子に結合するさらなる
構造上の特徴を有する。実際に、BRD4は、コーンバーグ39によるメディエーター関連因子
として、最初に特定された。より最近のプロテオミクス研究により、エキストラ末端ドメ
インのATAD5、CHD4、GLTSCR1、JMJD6、及びNSD340への強い結合、並びに遠位カルボキシ
末端のCDK9及びサイクリン-T141への強い結合が明らかにされた。これらの因子の多くは
、それら自身のエピジェネティックリーダー分子、及びその機能がBRD4のブロモドメイン
と独立した動員に寄与しうる、より大きな巨大分子複合体を有する。感受性SUM159細胞と
抵抗性SUM159細胞の間の、BRD4関連複合体における、潜在的な差を開示するために、JQ1
の存在下及び非存在下で、RIME(内因性タンパク質の急速な免疫沈降質量分析(rapid immu
noprecipitation mass spectrometry of endogenous proteins))42を使用して、公平なプ
ロテオーム分析を実施した。
【０２３０】
　親の細胞と比較して抵抗性に富むBRD4と会合したタンパク質に対する分析により、MED1
及びBRD3が特定された。BRD4は、JQ1の存在下でも、これらのタンパク質に強く結合した(
図5A～図5B及びTable 1(表2))。RIMEのデータからの観察は、BRD4免疫沈降と、その後のM
ED1及びBRD3に対する免疫ブロット分析によって追跡された。JQ1は、感受性細胞において
、BRD4をMED1から有効に移動させたが、MED1のBRD4との会合の増加が確認された抵抗性細
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胞では、このような効果はなかった(図5C)。これらの発見は、本来、BBIに対して抵抗性
を示すTNBC細胞株及び管腔細胞株と同様に、SUM149細胞及びBBI抵抗性SUM149R細胞におい
て確認された(図13A)。SUM159R細胞におけるBRD4とBRD3の会合の増加は、免疫ブロットで
は確認されなかった(図5C)が、BRD3の存在量の上昇は観察された(図5D)。
【０２３１】
　MED1によるBRD4のクロマチンへの動員の増加が、JQ1に対する抵抗性の基礎となるか否
かを機能的に評価するために、ブロモドメインを不活性化する突然変異体(BDmut)をコー
ドするBRD4発現構築物を生成した。内因性BRD4のノックダウンの作用をレスキューする、
これらの構築物の能力を、安定な細胞株において評価した(図13B～図13C)。内因性BRD4の
下方調節により、親のSUM159細胞と抵抗性SUM159R細胞の両方における細胞成長が低下し
たが、これは、野生型BRD4の発現を強化することによってレスキューされた(図5D)。BDmu
t BRD4の発現は、親のSUM159細胞をレスキューすることができなかったが、ブロモドメイ
ンと独立した動員仮説の機能的検証を与えるJQ1抵抗性のSUM159Rの成長を支持した(図5D)
。次に、JQ1に対するBDmut BRD4を発現する細胞の感受性を評価した。親のSUM159細胞に
おいて、外因的に発言したBDmut BRD4は、JQ1に対する感受性に著しく影響を与えた(図5E
)。対照的に、SUM159R細胞におけるBDmut BRD4の発現は、JQ1の抗増殖作用をレスキュー
した(図5F)。合わせて、これらの研究により、BBI抵抗性は、JQ1に影響を受けないブロモ
ドメインと独立した方式で、MED1に対するBRD4の結合の増加と関連する。
【０２３２】
BBI抵抗性におけるBRD4の過剰リン酸化
　最近の研究により、BRD4の安定性及び核局在が、カゼインキナーゼII(CK2)によるリン
酸化に伴って増加することが報告された43。BBI抵抗性に対するBRD4のリン酸化の寄与を
探索するために、親の細胞及び抵抗性細胞において、免疫ブロット分析を実施し、抵抗性
細胞におけるホスホBRD4(pBRD4)の顕著な増加を発見した(図6A及び図13D)。CK2の小分子
阻害により、SUM159細胞及びSUM159R細胞におけるBRD4のリン酸化は減少した(図13E)。こ
れらの結果により、BRD4は、CK2によるリン酸化の増加によって、又は、或いは、未だ同
定されていないBRD4ホスファターゼによる脱リン酸化を減少させることによってのいずれ
かで、抵抗性細胞において、過剰リン酸化されることが示された。これらの意見を調査す
るために、全CK2物質の免疫ブロットを実施することによって、親の細胞及び抵抗性細胞
において、最初のCK2活性を分析した。構成的に活性なキナーゼとして、CK2について記載
する先行データ44と一致して、感受性細胞株と抵抗性細胞株の間のCK2活性の有意な差は
検出されなかった(図13F)。
【０２３３】
　PP2A腫瘍サプレッサー遺伝子の不活性化は、乳がんにおいて共通の事象であることが示
され、これは、治療抵抗性と予後不良に関連する45。更に、PP2Aは、CK2の機能と対抗す
ることの多いプロリフィックセリンホスファターゼである46、47。したがって、PP2AがBR
D4ホスファターゼである場合があるか否か、PP2A活性の低下がBBI抵抗性に重要な役割を
果たすか否かが調査された。SUM149細胞及びSUM159細胞におけるPP2AのA及びCサブユニッ
トのノックダウンにより、BRD4リン酸化が増加され、PP2Aが以前には認識されていなかっ
たBRD4ホスファターゼとして確立された。PP2A活性とBBI抵抗性の間の関連を強めるため
に、SUM149細胞のJQ1感受性をPP2AのCサブユニットのノックダウン後に試験し、PP2Aの下
方調節によりJQ1感受性が減少したことが決定された(図6C)。最近の研究により、PP2A酵
素活性のアクチベーターとして、フェノチアジン化合物が特定された48。したがって、SU
M159R細胞株、SUM149R細胞株、及び他の細胞株におけるpBRD4のレベルが、フェノチアジ
ン(PTZ)を用いる短期間の処理後に分析され、BRD4の急速な脱リン酸化が検出された(図6D
及び図13G)。これに則して、PTZとJQ1を合わせた処理により、SUM159R細胞におけるBBI抵
抗性が克服された(図6E)。BRD4の過剰リン酸化がBBI抵抗性に寄与する分子基盤を調査す
るために、BRD4リン酸化がMED1結合に影響を及ぼすか否かを分析した。実際に、CK2イン
ヒビター又はPTZを用いて処理したSUM159R細胞は、両方、BRD4の免疫沈降実験において、
MED1存在量を低下させ、このことは、pBRD4が、BRD4よりも効率的にMED1に結合すること
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を示唆した(図6F～図6G)。
【０２３４】
　BBI抵抗性及びMED1結合において、BRD4のリン酸化に対する役割を更に機能的に評価す
るために、CK2によってリン酸化することができない突然変異(7つのセリンからアラニン
への置換、「7A突然変異」)、又は構成的リン酸化を模倣できない突然変異(7つのセリン
からアスパラギン酸への置換、「7D突然変異」)をコードするBRD4発現構築物を生成した
。安定な細胞株における内因性BRD4のノックダウンの作用をレスキューする、これらの構
築物の能力(図13B～図13C)を評価し、7D突然変異の発現が、親のSUM159細胞及びJQ1抵抗
性SUM159R細胞の両方の成長を支持する一方、7A突然変異は、特にSUM159細胞において弱
い作用しか有さないことが分かった(図5D)。次に、JQ1の存在下及び非存在下で、7A及び7
D変異のMED1結合及び細胞内局在化を分析した。7A突然変異は、WT BRD4と比較して弱いME
D1結合を示し、JQ1の後に完全に解離することが分かったが、一方、7D突然変異は、JQ1処
理によって影響を及ぼされないMED1に対するより高い親和性を有するようである(図6H及
び図13H)。
【０２３５】
　最後に、7A又は7D突然変異BRD4を発現する細胞の、JQ1に対する感受性を評価した。親
のSUM159細胞において、外因的に発現した7D突然変異BRD4は、JQ1に対する感受性を低下
させたが、一方、7A突然変異は、感受性を若干増加させた(図6I)。対照的に、SUM159R細
胞における7A突然変異BRD4の発現は、JQ1への感受性を回復させたが、一方、7D突然変異
は、適度に、JQ1への感受性を更に減少させた(図6I)。これらの結果により、BBI抵抗性細
胞におけるPP2A活性の低下によるBRD4の過剰リン酸化により、MED1へのBRD4の動員の増加
及びBBIへの応答性の低下が導かれるという仮説が強く支持された。
【０２３６】
　これらの知見の橋渡しの意義を拡大するために、JQ1及びBCL-XL (ABT737)を標的とする
分子、SUM159R細胞において取得されたスーパーエンハンサー、及びBRD4リン酸化のモジ
ュレーター、CK2インヒビターCX-4945、及びPP2Aアクチベーターであるペルフェナジン(P
PZ)に関する相乗作用のスクリーニングを行った。JQ1とABT737、CX-4945の間に、著しい
相乗作用が観察され、また、PPZ(図14)は、これらの薬物の組合せにより、BBI単体よりも
、TNBCにおいてより高い有効性が達成される傾向にあることが示された。
【０２３７】
　相乗作用のスクリーニング実験に付け加えて、BBI抵抗性細胞に由来する腫瘍に関する
異なるBBI併用療法の効果を検査した。BBI抵抗性SUM149細胞(図15A)に由来する腫瘍、又
はBBI抵抗性SUM159細胞(図15B)に由来する腫瘍を保有するマウスに、ビヒクル、単剤療法
、又はBBI併用療法を投与した。単剤療法は、BETインヒビター(JQ1)、JAK2インヒビター(
INC424、又は「JAK2I」)、Bcl-xl/Bcl-2インヒビター(ABT 263)、又はBcl-2インヒビター
(ABT 199)を投与することからなる。併用療法は、INC424、ABT 263、又はABT 199のいず
れかと一緒にJQ1を投与することからなる。両方の異種移植片モデルでは、各BBI併用療法
は、対応する単剤療法及びJQ1単体より大きな程度まで、腫瘍質量を低減する。
【０２３８】
　BBI抵抗性SUM159細胞(SUM159R)に由来する異種移植片を、対照としてのビヒクル(図16A
、上のパネル)、JQ1(図16A、下のパネル)、ABT 199(図16B、上のパネル)、ABT 263(図16B
、下のパネル)、INC 424(図16C、上のパネル)、ABT 199+JQ1(図16C、下のパネル)、ABT 2
63+JQ1(図16D、上のパネル)、INC 424+JQ1(図16D、下のパネル)を用いる処理の後にH&E染
色に供した。示したように、組合せ治療の細胞充実性は、対応する単剤療法と比較して、
有意に低下した。合わせて、上記結果により、ある特定の併用療法は、BBI単体より、TNB
Cにおいて高い有効性を達成することが確認された。
【０２３９】
　BBI抵抗性におけるBcl-xlの役割を更に調査するために、異種移植片由来の親のSUM159
細胞(BBI感受性)及びSUM159R細胞(BBI抵抗性)を、マウスのBcl-xl抗体(1:50、終夜)で染
色することによって、Bcl-xlについて染色した。蛍光画像法により、Bcl-xlは、BBI感受
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性SUM159細胞(図17、上)におけるよりも、BBI抵抗性SUM159細胞(図17、下)においてより
大きな程度まで存在することが示された。このエビデンスは、抗アポトーシスタンパク質
であるBcl-xlの過剰発現が、BBI抵抗性に寄与する因子であるという前提と一致する。
【０２４０】
考察
　トリプルネガティブ乳がんは、有効な標的化療法を欠く、唯一の主要な乳腺腫瘍の亜型
である4。初期段階のTNBC患者のサブセットは、化学療法に十分に応答するが、大多数は
、治療選択肢が限定される転移性疾患により、急速に再発する。したがって、新規な治療
戦略が緊急に必要とされる。TNBCのがんゲノムシークエンシング研究によっては、依存性
が認識されていないため、非遺伝子標的に対する調査を必要とする療法2を探索すること
ができる遺伝変異を特定することができなかった。BET阻害に対する理論的解釈はTNBCに
おいて確認され、これは、コア調節回路の確固たる理解を先取りするものである。
【０２４１】
　BET阻害は、急速に増加している文献において、がんの異なるモデルにおいて、有効性
を実証した。ここで観察されたように、これらの報告の大多数における明らかな抵抗性に
もかかわらず、TNBCにおいてBET阻害抵抗性の機構は報告されなかった。エピジェノミク
ス、プロテオミクス及びケミカルバイオロジーにおけるアプローチをまとめると、エピジ
ェネティックな機構によって、エピジェネティックな薬物耐性の例が提供され、ここで、
抵抗性細胞におけるPP2A活性低下の結果としてのその過剰リン酸化による、MED1への結合
の増加によって、ブロモドメインと独立した方式で、BRD4は、クロマチンに動員される。
この研究により、BCL-xLインヒビター(例えば、ABT-737)又はCK2インヒビターと対にする
こと等、BBI抵抗性を予測し克服するための組合せ戦略を実証し、直交する生物物理学又
は生化学の作用を介して、BET機能を破壊する第2世代のBETインヒビターの開発を誘導す
る。より迅速に、臨床前のモデルで観察される強力な有効性により、TNBC単体で、及び機
構に基づく標的化療法と組み合わせたBET阻害の開発が支持される。
【０２４２】
材料及び方法
細胞株及び乳腺腫瘍組織
　乳腺細胞株をthe ATCC and Dr. Steve Ethier、University of Michigan、Ann Arbor、
MI(SUMシリーズ)から得た。提供者に勧められた培地中で細胞を培養し、それらの同一性
をSTR分析によって確認し、及びマイコプラズマについて規則的に試験した。DF/HCC治験
審査委員会によって承認されたプロトコルを使用して、乳腺腫瘍試料を収集した。腫瘍を
レーザーブレードで切り刻み、2mg/mLのBSA、2mg/mLのコラゲナーゼIV、及び2mg/mLのヒ
アルロニダーゼを有するDMEM/F12中で、37℃で、3～4時間撹拌しながら消化した。消化の
後、500ミクロンのメッシュを通して濾過し、5%のFBSを有するDMEM/F12中で洗浄し、5%の
FBS及び10%のDMSO中で冷凍し、次の異種移植片の研究のために液体窒素中で保存した。
【０２４３】
乳腺細胞株パネルにおけるBETブロモドメインインヒビターのハイスループットなスクリ
ーニング
　パネルの化合物(Bradner labにおいて合成された)を、記載されているように8、本質的
に、半自動化スクリーニングを使用して、ウェル当たり2,000個の細胞で、384ウェル形式
において29人のヒト乳腺細胞株で試験した。72時間における細胞生存能を、ATPlite (Per
kin Elmer社)を使用して評価した。
【０２４４】
相乗作用の研究
　SUM149細胞、SUM149R細胞、SUM159細胞、及びSUM159R細胞を、無菌の、白色の、不透明
な、384ウェルのマイクロタイタープレート(Thermo社)に、50μlの培地中、1ウェル当た
り1,000個の細胞で、自動分配装置(BioTek EL406)を使用して、播種した。薬物は、JANUS
ワークステーション(100nl)を用いて、ロボットピン移動によって、DMSOに送達し、各化
合物の対(各対は、8つの複製を有する)の用量応答インキュベーションのマトリックスを
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実現した。72時間のインキュベーションの後、処理した細胞とビヒクル対照について、AT
Pレベルを決定した(ATPlite、PerkinElmer社)。データをビヒクル対照に対して正規化し
た。組合せ指数は、Chou及びTalalay49の中位効果原理(CalcuSyn Software)を使用して決
定した。アイソボログラムプロットをGraphPad Prismソフトウェアを用いて作成した。点
は、相乗作用について評価した薬物濃度の対応する値を表す。対角線は薬物相加性を示す
。線の上の点は、拮抗する薬物の組合せを表し、線の下の点は相乗的な薬物の組合せを表
す。相乗作用アッセイは三連で実施し、2～3回繰り返した。
【０２４５】
異種移植片アッセイ
　異種移植片アッセイに対し、5～6週齢の雌のCrTac:NCr-Foxn1nu及びNOD.Cg-Prkdcscid 
Il2rgtm1Sug/JicTacマウスをTaconicから購入した。腫瘍は、DMEM/F12又はMedium 171に
おいて、50%のMatrigel(BD Biosciences社)中1×106個の細胞(Medium 171中3%のFBS及び4
mg/mlのコラーゲンゲルを用いて注射したIDC50-X細胞を除く)を両側、同所性、乳腺脂肪
体注射によって誘導した。動物実験は、Dana-Farber Cancer Institute Animal Care and
 Use Committeeにより承認されたプロトコル11-023に従って行った。すべての異種移植片
研究について、各群の標本サイズ(5～10頭のマウス)を図に示した。
【０２４６】
細胞生存能、老化、及びMDRアッセイ
　細胞生存能及び成長アッセイ(図1A～図1B、図3A～図3E、図3G、図5D～図5F、図6C、図6
E、図6I、図7A、図10D、図14A～図14C)、周期、アポトーシス、及びMDRアッセイを三連で
実施し、2～3回繰り返した。細胞増殖アッセイに対し、細胞を、96ウェルプレートにウェ
ル当たり500個の細胞でプレーティングし、翌日、インヒビター、DMSO又はドキシサイク
リン(500ng)で処理した。細胞を上述の培地中、5%のCO2を用いて、37℃で培養し、細胞生
存能を、処理の3日後に、CellTiter-Gloを使用して測定した。細胞成長アッセイに対し、
細胞を、6ウェルプレートにウェル当たり5000個(SUM159)又は20000個(SUM149)の細胞でプ
レーティングし、翌日、インヒビターで処理した。細胞を、セルカウンターにより3日毎
に計数した。細胞アポトーシスは、APCアネキシンV/7ADDアポトーシス検出キット(BD Pha
rmingen社)を用いて分析した。アネキシンV/7AADの評価及び細胞周期のグラフィックは、
Windows用FlowJoソフトウェアV7.6.1(Tree Star)を使用して作成した。老化ベータ-gal染
色は、Cell signaling社からの老化βガラクトシダーゼ染色キットを使用して実施した。
簡単には、72時間のJQ1処理(500nM)の後、SUM159細胞及びMDA-MB-231細胞をFixative Sol
utionで15分間固定し、37℃で、終夜、βガラクトシダーゼ溶液によりインキュベーショ
ンした。染色は、青色の発色について、顕微鏡かでチェックした。Multi-Drug Resistanc
e AssayをCayman Chemical社からのMDRアッセイキット(600370)を用いて実施した。簡単
には、SUM159細胞及びSUM159R細胞を、SUM培地中で、JQ1又はDMSOを用いて、30分間処理
した。ベラパミルを、1:1000希釈で陽性対照として使用した。その後、Calcein AM/Hoech
st Dye染色溶液を添加し、細胞を、37℃で、15分間インキュベートした。細胞を、蛍光顕
微鏡法及びFACSによって分析した。
【０２４７】
　細胞周期の分析を、JQ1処理又はドキシサイクリンを用いるBRD4の下方調節の72時間後
に、ヨウ化プロピジウム(PI)染色を使用して実施した。細胞を、最終濃度として、2μg/m
lのPI(Life Technologies社)を補充した1mlの成長培地中に再懸濁した。暗所で、37℃で
、60分間後、FACS AriaII血球計算器(BD Biosciences社)上で、分析を実施した。細胞周
期を、二重項を除いた後、ヒストグラムとしてプロットした。細胞同期化手順。SUM159細
胞をノコダゾール(200ng/ml)で12時間処理し、次いで、細胞を、プレートから離すために
軽くたたいた。PBSで2回洗浄した後、細胞を、コラーゲンコーティングしたプレートに、
JQ1を用いて又は用いないで、再度プレーティングした。FACS及び免疫ブロット分析のた
めに、細胞を、0、3、6、12時間の時点で収集した。
【０２４８】
免疫蛍光染色
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　免疫蛍光のために使用される抗体は、CK18(Dako社、M7010)、CK17(Dako社、M7046)、HM
W(Dako社、M0630)、LMW(Dako社、M0631)、CD44(NeoMarkers社、MS-668-P1)、CD24(NeoMar
kers社、MS-1279-P1)、p-STAT3(Cell Signaling社、9145S)、VIM(Dako社、M073501)、CDH
1(BD Biosciences社、610181)、FLAG(Sigma社、F1804)、BrdU(Roche社、11170376001)で
あった。免疫蛍光実験は、培養細胞中、又はホルマリンで固定したパラフィン包埋(FFPE)
異種移植片腫瘍の全切片中で実施した。染色を、記載されているように50実施した。抗体
の希釈は以下の通りであった:pSTAT3(1:25)、CD44(1:100)、CD24(1:100)、CK18(1:200)、
CK17(1:200)、HMK(1:200)、LMK(1:200)、VIM(1:100)、CDH1(1:100)、FLAG(1:50)、andBrd
U(1:200)。
【０２４９】
siRNA及びレンチウイルスのshRNA及び発現構築物
　siRNAのために、トランスフェクション細胞を、96ウェルプレートにウェル当たり2,000
個の細胞でプレーティングし、培地中、5%のCO2を用いて、37℃で培養した。翌日、細胞
に、DharmaFECT 1(Dharmacon社)を使用して、目的の遺伝子に対するsiGENOME SMARTpools
又は「Non-Targeting siRNA」対照を三連でトランスフェクトした。SMARTpoolsのsiRNAの
配列を、Table 2(表3)に列挙する。細胞生存能を、トランスフェクションの3日後に、Cel
lTiter-Glo(Promega社)を使用して測定し、各細胞株に関する各siRNA処理の効果を、siRN
Aなしの効果と比較した。
【０２５０】
　TET誘導性pLKO-TET-ONレンチウイルス構築物を、Lipofectamin(Life Technolgies社)を
使用して、レンチウイルスのヘパリン含有プラスミドPLKO.1並びにヘルパープラスミドpC
MV-dR8.91及びpMD2.G-VSV-GをHEK293T細胞に同時にトランスフェクトすることによってパ
ッケージングした。1000gで30分間のスピノキュレーションによる形質導入と1μg/mlのピ
ューロマイシン(Sigma社、St. Louis、MO)を72時間用いた選択の後、ノックダウンの有効
性をウエスタンブロッティングによって決定し、細胞を、上述のように、増殖アッセイの
ために播種した。使用したshRNAの配列をTable 2(表3)に列挙する。
【０２５１】
　pCDNA3の全長BRD4を、ハーバード大学医学大学院のBrigham and Women's HospitalのFr
ench博士から寄贈された。BRD4 BD1(N140A)及びBD2(N433A)のブロモドメインの突然変異
、7A及び7D突然変異体を、Table 2(表3)に列挙したプライマーを使用して、Quickchange 
Multi Site-Directed Mutagenesis Kit(Agilent Technologies社)を使用して作成し、次
に、シークエンシングによって確認した。
【０２５２】
免疫ブロット及び免疫沈降実験
　細胞を、RIPA緩衝液中で、siRNAを用いたトランスフェクションの後、5日間溶解した。
タンパク質をSDSポリアクリルアミドゲル(4%～12%)で分離し、トリスグリシン緩衝系を使
用してPVDF膜に転写した。膜を、PBS中0.1%のTween20(PBS-T)中の5%の粉ミルクを用いて
、室温で、1時間、ブロッキングした後、2.5%のミルクPBS-T中に1:1000で希釈した一次抗
体を用いてインキュベートした。免疫沈降に対し、核抽出物を以下のように調製した:10
×106個の細胞を、5mlの緩衝液A:10mMのトリス(pH7.9)、1.5mMのMgCl2、10mMのKCl、0.05
%のNP-40、1mMのDTT、並びにプロテアーゼ及びホスファターゼインヒビター中に再懸濁し
た。細胞を、氷上で、15分間インキュベートし、5分毎に穏やかにボルテックスした。2,0
00gで5分間の遠心分離の後、ペレットを、0.3mlの緩衝液B(20mMのトリス(pH7.9)、25%の
グリセロール、0.42MのNaCl、1.5mMのMgCl2、1mMのKCl、0.5%のNP40、0.2mMのEDTA、1mM
のDTT、並びにプロテアーゼ及びホスファターゼインヒビター)中に再懸濁し、氷上で、5
分間インキュベートした。14gで、4℃で、10分間、溶解物を遠心分離した後、上清を0.6m
lの緩衝液Aで希釈し、最終0.5%までNP-40を添加し、DNase Iで処理した。次いで、試料を
、1:100で希釈したBRD4又はFlag抗体を用いて、4℃で、終夜インキュベートし、免疫沈降
物を、Dynabeads Protein G上で2時間収集した。ビーズを、150mMのNaCl及び0.5%のNP-40
を含有する緩衝液Bで3回洗浄し、次いで、ゲルローディング緩衝液に再懸濁した。免疫ブ
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ロット及び免疫沈降実験を2～3回繰り返した。
【０２５３】
抗体及びインヒビター
　免疫ブロット、免疫沈降及びChip-seqのために使用した抗体は、以下の通りであった:B
RD4(Bethyl社、A301-985A)、MED1(Bethyl社、A300-793a)、BRD3(Bethyl社、A302-368A)、
BRD2(Bethyl社、A302-583A)、MYC(Santa Cruz社、sc764)、p-STAT3(Cell Signaling社、9
145S)、STAT3(Cell Signaling社、4904)、p-STAT5(Cell Signaling社、9351)、p-JAK2(Ce
ll Signaling社、3771)、CYCLIN D1(Cell Signaling社、2922)、p-H3(Cell Signaling社
、12201)、CK2基質(Cell signaling社、8738)、PP2A-A(Cell signaling社、2039)、PP2A-
C(Cell signaling社、2038)及びp-BRD4は、テキサス大学サウスウェスタンメディカルセ
ンターのChiang博士から寄贈された。ChIP-seqに使用された抗体は、BRD4(Bethyl社)　Hi
stone H3K27ac(Abcam社、ab4729)であった。CXCR2インヒビター(239819)及びCK2インヒビ
ター(218860)はCalBiochem社から、JAK2インヒビター(INC424)、MEKインヒビター(GSK112
0212、S2673)及びPI3Kインヒビター(BKM120、S2247)はSelleckchem社から、フェノチアジ
ン(1525707)及びペルフェナジン(1511000)はSigma社から、ABT-737(s1002)はSelleckchem
社からのものであった。
【０２５４】
SILAC-RIME実験及びデータ分析
　SUM159細胞及びSUM159R細胞を、R/K-欠乏SILAC DMEM(paa社;E15-086)、10%の透析した
血清(Sigma-Aldrich社;F0392)中で、「重い」標識培地に対しては800μMのL-リシン13C6

1

5N2塩酸塩及び482μMのL-アルギニン13C6
15N4塩酸塩(Cambridge Isotope lab)、又は「軽

い」標識培地に対しては800μMのL-リシン12C6
14N2塩酸塩及び482μMのL-アルギニン12C6

14N4塩酸塩を補充して、成長させた。SILAC標識の後、RIMEを記載されているように42実
施した。
【０２５５】
in vitroでのChem-seq、ChIP-seq、及びRNA-seq
　Chem-seqを、本質的に、記載されているように27実施した。ChIP-seq:SUM159細胞及びS
UM159R細胞(4×107)をSUM培地中で成長させた。次いで、培地を除去し、1%のホルムアル
デヒド(EMグレード;tebu-bio)を含有する培地に置き換え、8分間架橋させた。架橋は、グ
リシンを最終濃度0.2Mまで添加することによってクエンチした。細胞を氷冷したPBSで洗
浄し、PBS中で回収し、細胞ペレットをPBSで洗浄した。核画分を、最初に、ペレットを10
mlのLB1緩衝液(50mMのHEPES-KOH[pH7.5]、140mMのNaCl、1mMのEDTA、10%のグリセロール
、0.5%のNP-40又はIgepal CA-630、及び0.25%のTriton X-100)中に再懸濁することによっ
て、4℃で10分間抽出した。細胞をペレット化し、10mlのLB2緩衝液(10mMのTris-HCL[pH 8
.0]、200mMのNaCl、1mMのEDTA、及び0.5mMのEGTA)中に再懸濁し、5分間混合した。細胞を
ペレット化し、300μlのLB3緩衝液(10mMのTris-HCl[pH 8]、100mMのNaCl、1mMのEDTA、0.
5mMのEGTA、0.1%のNa-デオキシコール酸、及び0.5%のN-ラウロイルザルコシン)に再懸濁
し、covaris社のソニケーター中で10分間超音波処理した。合計30μlの10%のTriton X-10
0を添加し、溶解物を20,000rcfで10分間遠心分離して、デブリを精製した。次いで、上清
を、20μgのBRD4抗体(Bethyl社、A301-985A)を予め結合させた100μlの磁気ビーズ(Life 
Technologies社)を用いてインキュベートし、免疫沈降(IP)を、冷蔵室で、終夜行った。
ビーズを、1mlのRIPA緩衝液中で10回、100mMの炭酸水素アンモニウム(AMBIC)溶液中で2回
洗浄した。DNAを溶離緩衝液(50mMのTris-HCl(pH8)、10mMのEDTA、及び1%のSDS)中で溶出
させた。架橋を65℃で終夜元に戻した。RNAとタンパク質を、0.2mg/mLのRNase Aで2時間
、続いて、0.2mg/mLのProteinase Kで1時間消化させた。DNAを、フェノールクロロホルム
抽出及びエタノール沈殿で精製した。Illuminaシークエンシングのためのライブラリーを
、Rubicon ThruPLEX-FDキットに従って、10～12サイクルで調製した。
【０２５６】
　RNA-seq:SUM159及びSUM159Rを、500nMのJQ1又はDMSOで処理して、3、12及び24時間、生
物学的に二連でインキュベートした。総RNAを、標準のQIAGEN RNeasyキット(74106)を使
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用して抽出した。RNA濃度を測定し、品質をBioanalyzerで制御し、Sciclone NGSx workst
ationを使用するIllumina True-Seq RNAキットを使用してRNA-Seqライブラリーを作製し
た。
【０２５７】
　すべてのRNA-seq及びChIP-seq実験(図2、図4、図9及び図12)は、二連で実施した。
【０２５８】
ゲノムデータ分析
　アクセスデータをこの文書で作成した。この公報で作成したすべてのChIP-seqデータ、
Chem-seqデータ、及びRNA-seqデータは、GEO Publication Reference ID GSE63584(www.n
cbi.nlm.nih.gov/geo/)に関連するオンラインで見つけることができる。遺伝子セットと
アノテーション。すべての分析は、RefSeq(NCBI37/HG19)ヒト遺伝子アノテーションを使
用して実施した。RNA-seqデータ処理及び遺伝子発現の定量化。すべてのRNA-Seqデータセ
ットを、ccb.jhu.edu/software/tophat/igenomes.shtmlから検索したIllumina igenomes 
NCBI37/HG19 UCSCトランスクリプトーム構造を使用するTophat252(バージョン2.0.11)使
用してトランスクリプトームにアラインした。アラインメントは、デフォルトパラメータ
を使用して実施した。転写発現の定量化は、FPKMの単位で遺伝子発現値を作成するための
デフォルトパラメータを用いるCufflinks53(バージョン2.2.0)を使用して実施した。
【０２５９】
　ChIP-seq及びChem-seqデータ処理。すべてのChIP-seq及びChem-seqデータセットをBowt
ie254(バージョン2.2.1)を使用してアラインし、ヒトゲノムのバージョンNCBI37/HG19を
構築するか、又はマウスゲノムのバージョンNCB37/MM9を構築した。アラインメントは以
下の基準を使用して実施した:-k 1、デフォルトするためのすべての他のパラメータセッ
トを有する。これらの基準によって、いかなるミスマッチもなく、ゲノムに独自にマッピ
ングしたリードのみを保存した。
【０２６０】
　リード密度の計算。ChIP-seq又はChem-seqのデータセットの正規化したリード密度を、
Bamliquidator(バージョン0.9)リード密度計算器を使用して、任意の領域で計算した(git
hub.com/BradnerLab/pipeline/wiki/bamliquidator)。簡単には、その領域にアラインす
るChIP-Seqリードを200bpまで伸長させ、ベースペア(bp)当たりのリードの密度を計算し
た。各領域のリードの密度を、reads per million mapped reads per bp(rpm/bp)の単位
で、リード密度を生じる100万個のマッピングしたリードの総数に対して正規化した。
【０２６１】
　ChIP-seq及びChem-seq富化領域の特定。MACSのバージョン1.4.2(ChIP-Seqの分析に基づ
くモデル)55のピーク検出アルゴリズムを使用して、バックグラウンドに対するChIP-Seq
富化領域を特定した。富化についてのp値の閾値、1e-9を、すべてのデータセットに対し
て使用した。
【０２６２】
　ChIP-seq占有率のヒートマップ図の作成。様々な因子に対するChIP-seq占有率のヒート
マップを、記載されているように56作成した。ヒートマップを、すべての転写開始部位(T
SS)に近接する+/-10kb領域に対して、又はすべてのTSS遠位BETブロモドメイン結合エンハ
ンサーに近接する+/-10kb領域に対して作成した。各行は、特定のTSS又はエンハンサー領
域をプロットする。行は、Bio-JQ1 Chem-seqシグナルによって決定されたBETブロモドメ
インのピーク占有率によってランク付けされている(図2A)。
【０２６３】
　Bio-JQ1に対するBRD4占有率とH3K27ac占有率の相関。BRD4の占有率とH3K27acの占有率
を、SUM159細胞のBio-JQ1富化領域のすべてにおけるBio-JQ1占有率に対して相関させた。
ピアソン相関関係の統計を示す(図2B)。JQ1処理に関するBRD4占有率又はH3K27acの占有率
の変化を定量化するために、すべてのBio-JQ1富化領域をSUM159細胞においてランク付け
し、次いで、ビンに分けた(n=10)。BRD4又はH3K27acのlog2変化倍率+/-JQ1の対応する箱
ひげ図を、各ビンについて示す(図2D)。
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【０２６４】
　Bio-JQ1占有率又はBRD4を使用するマッピングエンハンサー及びスーパーエンハンサー
。エンハンサー及びスーパーエンハンサー(SE)を、記載されている16、17及び(younglab.
wi.mit.edu/super_enhancer_code.html)で利用できるROSEソフトウェアパッケージを使用
してマッピングした。SUM159細胞及びSUM159R細胞において、Bio-JQ1 Chem-Seq富化領域
を使用して、エンハンサー及びSEをマッピングした(図2E)。SUM149細胞において、BRD4 C
hIP-seq富化領域を使用して、エンハンサー及びSEをマッピングした(図9A～図9G)。
【０２６５】
　SE近位遺伝子の遺伝子発現の変化の定量化。SUM159又はSUM149におけるSEの50kb以内の
遺伝子を、発現状態に対して特定して濾過し(任意の試料において>1のFPKM発現)、ポリア
デニル化していない転写物(例えば、microRNA)を除去するために濾過した。SUM159につい
て、SE関連遺伝子又はすべての発現した遺伝子の遺伝子発現のlog2変化倍率を、JQ1処理
の3時間後、12時間後、及び24時間後に比較した(図2F)。SUM149について、比較は、JQ1処
理の12時間後になされた(拡張データ図3B)。変化の分布間の統計的有意差を、ウェルチの
両側t検定を使用して評価した。
【０２６６】
　JQ1処理に関して差次的に発現した遺伝子の特定。SUM159細胞又はSUM149細胞におけるJ
Q1処理によって調節された遺伝子を差次的に特定するために、>log2変化倍率を有するす
べての遺伝子を、SUM159については、24時間の+/-JQ1での変化倍率、又はSUM149について
は、12時間の+/-JQ1での変化倍率によって順序付けた。各遺伝子に対してlog2行のメジア
ンを用いて正規化された変化倍率(log2 row median normalized fold change)を、SUM159
については図4H～図4Iに、SUM149については図9Dに示した。次の遺伝子セット及び経路分
析のために、一貫した、統計的に有意な発現の変化伴うSUM159遺伝子を、12及び24時間に
DMSO処理及びJQ1処理での発現値の間で、ウェルチの両側t検定を使用して選択した。
【０２６７】
　SUM159及びSUM159Rの間の取得/消失SEの特定。SE差分領域は、Brownら　201426におけ
るように定義された。簡単には、2つの条件間のスーパーエンハンサーの変化を定量化す
るために、バックグラウンドを差し引いたChIP-Seqシグナルを、少なくとも1つの条件で
、スーパーとみなされるすべてのエンハンサー領域のセットで計算した。取得/消失スー
パーエンハンサーを、いずれかの方向にlog2変化倍率超のシグナルを有するものとして決
定した。すべてのランク順のSE含有領域におけるBio-JQ1占有率のlog2変化倍率が図4Aに
示される。SE領域を、取得、保存、又は消失のいずれかとして分類した。取得/消失領域
は、いずれかの方向に>1のlog2変化倍率を有するものとして分類された。保存領域は、い
ずれかの方向に<0.25のlog2変化倍率を有するものとして分類された。BRD4又は近位(50kb
以内の領域)の遺伝子発現のいずれかにおけるlog2変化倍率は、図4B～図4Cに示される。
【０２６８】
　Bio-JQ1領域でSUM159又はSUM159R細胞のいずれかにおけるJQ1処理に関するBRD4及びH3K
27ac占有率の変化の定量化。BRD4又はH3K27acのlog2変化倍率を、それぞれの細胞株のBio
-JQ1富化領域で定量化し、図4F～図4Gに示した。
【０２６９】
　Bio-JQ1又はBRD4占有率の関数としてのBRD4及びH3K27acの変化の定量化。SUM159におけ
るBio-JQ1富化領域又はSUM149におけるBRD4富化領域を、レベルの増加によってランク付
けし、次いで、10個のビンに分配した。BRD4及びH3K27acのlog2変化倍率を、領域の各ビ
ンにおいて定量化し、箱ひげ図として示した(図2D及び図9A)。
【０２７０】
　すべてのTNBCにおけるJQ1処理に関するBRD4占有率の変化の定量化。JQ1処理の際のBRD4
のlog2変化倍率を各それぞれの細胞株のBRD4富化領域で定量化した。図12C。
【０２７１】
　ゲノム分析及びトランスクリプトーム分析に関連するすべてのコードは、github.com/B
radnerLab/TNBCにおいて見つけることができる。
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【０２７２】
【表２】

【０２７３】

【表３Ａ】
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【表３Ｂ】

【０２７５】
(参考文献)
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【０２７６】
　当業者は、本明細書に記載されている特定の実施形態に対する多くの均等物を、通常の
範囲内の実験を使用して、認識し又は確認することができる。本明細書に記載されている
本発明の実施形態の範囲は、上記記載に限定することを意図するものではなく、むしろ添
付の特許請求の範囲に示されている。当業者は、以下の特許請求の範囲に定義されている
ように、本発明の精神又は範囲から逸脱することなく、この記載に対する様々な変化及び
修正を行うことができる。
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本公开内容提供了BET抑制剂和蛋白磷酸酶2A（PP2A）激活剂，B细胞
淋巴瘤2（Bcl-2）抑制剂，巨细胞B细胞淋巴瘤（Bcl-xl）抑制剂，酪蛋
白激酶2（CK2）抑制剂和/或 提供了用于癌症的联合疗法，包括介质复
合物亚基1（MED1）抑制剂。 与单一疗法相比，组合疗法有望在治疗癌
症中发挥协同作用。 还提供了鉴定患有对溴结构域和额外的末端
（BET）抑制剂治疗有抗性或有发展抗性风险的癌症的受试者的方法。


