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(57)【要約】
　本発明は、FRYのポリペプチドおよびヌクレオチドを含む薬学組成物、癌を治療する方
法、癌を診断する方法、癌の治療の有効性を決定する方法、ならびに幹細胞を分化させる
方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象者における癌を診断する方法であって、
　a. 前記対象者由来の生物学的試料における、FRYポリペプチドのレベルまたはFRYポリ
ペプチドをコードするポリヌクレオチドのレベルを検出すること、
　b. 前記対象者の試料において検出されたレベルを、対応する非癌性試料における基準
レベルと比較すること、
　c. 前記対象者由来の試料におけるレベルが前記基準レベルよりも低い場合に、癌であ
ると診断すること
　を含む方法。
【請求項２】
　前記FRYポリペプチドのレベルが、FRYポリペプチドに特異的に結合する抗体に対する前
記試料中のFRYポリペプチドの結合を検出することによって決定される、請求項1に記載の
方法。
【請求項３】
　前記抗体が、FRYポリペプチド中のペプチド配列WGVRRRSLDSLDKC（配列番号3）を含むエ
ピトープに結合するものである、請求項2に記載の方法。
【請求項４】
　前記抗体がポリクローナル抗体である、請求項2に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項2に記載の方法。
【請求項６】
　前記FRYポリペプチドをコードするポリヌクレオチドのレベルが、前記ポリヌクレオチ
ドに対する、配列番号1の配列もしくはその断片、または配列番号1の相補配列もしくはそ
の断片を含む第2のポリヌクレオチドのハイブリダイゼーションを検出することにより決
定される、請求項1に記載の方法。
【請求項７】
　前記癌は、上皮細胞癌、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、肺癌、脳癌、および血液癌からなる
群から選択されるものである、請求項1に記載の方法。
【請求項８】
　前記癌の細胞は幹細胞表現型を有する、請求項1に記載の方法。
【請求項９】
　前記乳癌は、ホルモン受容体陰性の癌である、請求項7に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ホルモン受容体は、エストロゲン受容体、プロゲステロン受容体、およびヒト上皮
成長因子受容体2からなる群から選択されるものであるか、またはそれらのいずれかの組
合せである、請求項9に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ホルモン受容体陰性の癌は三重陰性乳癌である、請求項9に記載の方法。
【請求項１２】
　幹細胞表現型を有する細胞の分化を誘導する化合物をスクリーニングする方法であって
、
　a. 前記細胞のFRYポリペプチドのレベルを測定して、FRYポリペプチドのベースライン
レベルを決定すること、
　b. 細胞を候補物質に接触させること、
　c. 前記接触させた細胞のFRYポリペプチドのレベルを測定すること、
　を含み、前記ベースラインレベルと比較したFRYポリペプチドのレベルの上昇により、
前記候補物質が幹細胞表現型を有する細胞の分化を誘導する化合物として同定される方法
。
【請求項１３】
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　前記細胞が、幹細胞表現型を有する癌細胞である、請求項12に記載の方法。
【請求項１４】
　前記細胞が乳癌細胞である、請求項13に記載の方法。
【請求項１５】
　癌を発生する危険性を有する対象者を同定する方法であって、前記対象者のFRY遺伝子
における易罹患性多型を検出することを含み、前記易罹患性多型の存在により癌を発生す
る危険性が高いことが予測される方法。
【請求項１６】
　前記癌は、上皮細胞癌、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、肺癌、脳癌、および血液癌からなる
群から選択されるものである、請求項16に記載の方法。
【請求項１７】
　FRYポリペプチドを低いレベルで発現する細胞を分化させる方法であって、前記細胞にF
RYポリペプチド、またはFRYポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを導入すること
を含む方法。
【請求項１８】
　FRYポリペプチド、またはFRYポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、および薬学
的に許容される担体を含む、薬学組成物。
【請求項１９】
　前記FRYポリペプチドが組換えポリペプチドである、請求項18に記載の薬学組成物。
【請求項２０】
　前記FRYポリペプチドが融合ポリペプチドである、請求項19に記載の薬学組成物。
【請求項２１】
　前記FRYをコードするポリヌクレオチドがベクターに包含されている、請求項18に記載
の薬学組成物。
【請求項２２】
　請求項18に記載の薬学組成物の有効量を、必要とする対象者に投与することを含む、癌
を治療する方法。
【請求項２３】
　前記薬学組成物がFRYポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含み、FRYポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドを含むベクターを使用して癌細胞に送達される、請求
項22に記載の方法。
【請求項２４】
　前記ベクターが発現ベクターである、請求項21に記載の薬学組成物。
【請求項２５】
　前記ベクターが、アデノウイルスベクター、レンチウイルスベクター、アデノ随伴ウイ
ルスベクター、ポックスウイルスベクター、アルファウイルスベクター、およびヘルペス
ウイルスベクターからなる群から選択されるものである、請求項23に記載の方法。
【請求項２６】
　前記癌の種類が、上皮細胞癌、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、肺癌、脳癌、および血液癌か
らなる群から選択されるものである、請求項22に記載の方法。
【請求項２７】
　前記癌細胞が、予め定められた基準と比較して低いレベルのFRYポリペプチドまたはFRY
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む、請求項26に記載の方法。
【請求項２８】
　前記癌細胞が幹細胞表現型を有する、請求項22に記載の方法。
【請求項２９】
　前記乳癌は、ホルモン受容体陰性の癌である、請求項26に記載の方法。
【請求項３０】
　前記ホルモン受容体は、エストロゲン受容体、プロゲステロン受容体、およびヒト上皮
成長因子受容体2からなる群から選択されるものであるか、またはそれらのいずれかの組
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合せである、請求項29に記載の方法。
【請求項３１】
　前記ホルモン受容体陰性の癌は三重陰性乳癌である、請求項29に記載の方法。
【請求項３２】
　FRYポリペプチドに特異的に結合する、単離された抗体。
【請求項３３】
　ポリクローナル抗体である、請求項32に記載の抗体。
【請求項３４】
　モノクローナル抗体である、請求項32に記載の抗体。
【請求項３５】
　FRYポリペプチド中のペプチド配列WGVRRRSLDSLDKC（配列番号3）を含むエピトープに結
合する抗体である、請求項32に記載の抗体。
【請求項３６】
　癌に罹患した対象者における治療の有効性を決定する方法であって、
　a. 対象者由来の癌細胞を含む治療前生物学的試料を得ること、
　b. 癌細胞を含む治療後生物学的試料を得ること、
　c. 前記試料中に存在するFRYポリペプチドのレベルを検出すること、
　d. 前記治療前生物学的試料と前記治療後生物学的試料におけるFRYポリペプチドのレベ
ルを比較すること、
　を含み、前記治療後生物学的試料中のFRYポリペプチドのレベルが、前記治療前生物学
的試料中のFRYポリペプチドのレベルと比較して上昇した場合に、前記治療が有効である
と決定される方法。
【請求項３７】
　FRYポリペプチドに結合する抗体を使用してFRYポリペプチドを検出する、請求項36に記
載の方法。
【請求項３８】
　請求項35に記載の抗体を使用してFRYポリペプチドを検出する、請求項36に記載の方法
。
【請求項３９】
　対象者由来の生物学的試料中のFRYポリペプチドをコードするポリヌクレオチドまたはF
RYポリペプチドに特異的に結合する1つ以上の検出試薬を含む、癌の診断、予後、または
治療監視のためのキット。
【請求項４０】
　核酸ハイブリダイゼーションを行うための試薬をさらに含む、請求項39に記載のキット
。
【請求項４１】
　PCRを行うための試薬をさらに含む、請求項39に記載のキット。
【請求項４２】
　免疫組織化学的検査のための試薬をさらに含む、請求項39に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［関連出願への言及］
　本出願は、2010年12月6日に出願された米国仮出願第61/419,975号に基づく優先権を主
張する。上記出願の内容は、その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
［政府の補助］
　本明細書に記述される研究は、全体的または部分的に、米国立衛生研究所からの助成金
付与番号NCI CA 77222により助成されたものである。合衆国政府は本発明に一定の権利を
有する。
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【０００３】
　本発明は、FRYのポリペプチドおよびポリヌクレオチドを含む薬学組成物、癌を治療す
る方法、癌の診断および予後のための方法、ならびに癌治療の有効性を決定する方法に関
し、幹細胞を分化させる方法にも関する。
【背景技術】
【０００４】
　乳癌は米国の女性の間で最も多い癌であり続けており、2010年には207,090件の新たな
事例が生じ39,840件の死亡が起こったと推定されている（国立癌研究所SEER癌統計）。数
多くの遺伝的改変および分子経路が乳癌の病理に関与しているが、遺伝的易罹患性につい
ての我々の知識には大きな空白が残されている。高リスク家系における遺伝連鎖解析研究
ではBRCA1およびBRCA2が同定された。しかしながら、これらの乳癌易罹患性遺伝子が関与
するのは全ての癌の10%未満であり、家系性乳癌のごく一部の要因となっているにすぎな
い。家系に基づくその後の研究では、ヒト13番染色体上でBRCA2の遠位側に存在する推定
抑制因子（BRCA3）が同定された。しかしながら後者の研究は追加的なコホートでは検証
されておらず、高リスク癌家系においてさえも連鎖解析が難しいことを実証している。
【０００５】
　癌易罹患性遺伝子を同定するための代替アプローチとして、研究者らは、同系交配され
た遺伝性癌の動物モデルにおける連鎖解析を行ってきた。例えば、異なる易罹患性を有す
るラット系統群における遺伝学的研究によって、20個を超える乳癌易罹患性（Mcs）遺伝
子座が同定された（ただし、これらの遺伝子座内にある推定抑制因子の遺伝子はいまだに
同定され検証されていない）。過去の分離比分析では、抵抗性コペンハーゲン（Cop）系
統と中程度に感受性であるフィッシャー344（F344）系統との間の交配でごく少数の遺伝
的変更因子を生じたことが示された。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　乳癌および上皮細胞から生じるその他の癌の診断および予後のためのさらなる予測マー
カーを同定する必要性が現に存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、一般的に、FRYポリペプチドまたはFRYポリヌクレオチドを含有する薬学組成
物に関し、癌を治療する方法、癌を診断する方法、癌の表現型を決定する方法、癌治療の
有効性を決定する方法、および幹細胞を分化させる方法、ならびに本発明の方法を実施す
るためのキットにも関する。
【０００８】
　一側面において本発明は、FRYポリペプチド、またはFRYポリペプチドをコードするFRY
ポリヌクレオチドと、薬学的に許容される担体とを含む薬学組成物を提供する。ある実施
態様では、FRYポリペプチドは組換えポリペプチドであり、融合ポリペプチドであっても
よい。別の実施態様では、上記FRYポリヌクレオチドはベクターに含有される。そのよう
なベクターとしては発現ベクターが含まれ、FRYポリヌクレオチドを癌細胞に送達する能
力を有するウイルスベクターも含まれる。
【０００９】
　第2の側面では、本発明は、癌を治療するための方法であって、FRYポリペプチドまたは
それをコードするFRYポリヌクレオチドを含む薬学組成物の有効量を、必要とする対象者
に投与する工程を含む方法を提供する。ある実施態様では、この方法は、腫瘍における癌
細胞の数を減少させること、腫瘍の大きさを減少させること、化学療法剤の効力を増強さ
せること、および／または癌の周辺器官への拡散を減少させることを含む。
【００１０】
　本明細書に記載される薬学組成物を使用して治療し得る癌の種類としては、上皮細胞癌
、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、肺癌、脳癌、および血液癌が含まれる。上記癌細胞は一般的
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に、同種類の非癌性組織由来の正常細胞と比べて低いレベルのFRYポリペプチドおよびFRY
 mRNAを含むか、または機能的なFRYのポリペプチドもしくは遺伝子を欠いている。上記癌
細胞は一般的に幹細胞表現型を有する。上記癌は、乳癌、ホルモン受容体陰性乳癌、また
は、三重陰性乳癌（その乳癌細胞はエストロゲン受容体（ER）、プロゲステロン受容体（
PR）、およびヒト上皮成長因子受容体2（Her2）が欠如している）であり得る。
【００１１】
　ある実施態様では、FRYポリペプチドをコードするFRYポリヌクレオチドは、ベクターを
使用して癌細胞に送達される。ある実施態様では、ベクターは発現ベクターであるか、ま
たは、FRYポリヌクレオチドを癌細胞に送達する能力を有するウイルスベクターである。
ベクターは、癌細胞において発現するのに適した形態で核酸を含む。好ましくはベクター
は、発現されるべき核酸配列に作用できるように連結された1つ以上の制御配列を含む。
制御配列という用語は、プロモーター、エンハンサー、およびその他の発現制御エレメン
ト（例えば、スプライシング・シグナル、非翻訳領域、ポリアデニル化シグナル）を含む
。制御配列は、ヌクレオチド配列の恒常的発現を導くもの、ならびに組織特異的な制御配
列および／または誘導可能な配列を含む。発現ベクターの設計は、形質転換する癌細胞の
選択、望まれるRNA転写レベルその他の要素に依存し得る。ある実施態様では、ウイルス
ベクターはアデノウイルスベクター、レンチウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベク
ター、ポックスウイルスベクター、アルファウイルスベクター、またはヘルペスウイルス
ベクターである。
【００１２】
　第3の側面において本発明は、FRYポリペプチドに特異的に結合する、単離された抗体を
提供する。ある実施態様では、この抗体はFRYポリペプチド中のWGVRRRSLDSLDKC（配列番
号3）を含むエピトープに結合する。
【００１３】
　第4の側面において本発明は、癌に罹患した対象者における治療の有効性を決定するた
めの方法であって、その対象者由来の癌細胞を含有する治療前試料を得ること、癌細胞を
含有する治療後試料を得ること、試料中に存在するFRYポリペプチドのレベルを検出する
こと、治療前試料におけるFRYポリペプチドのレベルを治療後試料と比較することを含む
方法を提供し、ここで、治療後試料中に存在するFRYポリペプチドのレベルが、治療前試
料中に存在するFRYポリペプチドのレベルと比較して上昇している場合に、治療が有効で
あると決定される。ある実施態様では、癌細胞中のFRYポリペプチドは、FRYポリペプチド
に結合する抗体を使用して検出することができる。ある実施態様では、上記FRY抗体は、W
GVRRRSLDSLDKC（配列番号3）に結合する抗体である。
【００１４】
　第5の側面において本発明は、対象者において癌を診断するための方法であって、対象
者からの試料におけるFRYポリペプチドのレベルまたはFRYポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドのレベルを検出すること、および、上記対象者の試料において検出されたレ
ベルを、同種類の非癌性組織由来の正常細胞において発現されるFRYポリペプチドのレベ
ルと比較することを含む方法を提供する。ある実施態様では、癌細胞中のFRYポリペプチ
ドは、FRYポリペプチドに結合する抗体を使用して検出される。ある実施態様では、上記F
RY抗体は、WGVRRRSLDSLDKC（配列番号3）に結合する抗体である。
【００１５】
　第6の側面において本発明は、対象者において癌の予後を評価する方法であって、対象
者からの生物学的試料におけるFRYポリペプチドのレベルまたはFRYポリペプチドをコード
するポリヌクレオチドのレベルを検出すること、および、上記対象者の試料で検出された
レベルを癌のグレード化システムと比較する方法を提供し、ここで、FRYポリペプチドの
レベルおよび癌のグレードによってその癌の予後が決定される。ある実施態様では、癌細
胞中のFRYポリペプチドは、FRYポリペプチドに結合する抗体を使用して検出することがで
きる。ある実施態様では、上記FRY抗体は、WGVRRRSLDSLDKC（配列番号3）に結合する抗体
である。
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【００１６】
　本明細書に記載される方法を使用して診断し、進行を評価し、治療の有効性を決定する
ことができる癌の種類としては、上皮細胞癌、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、肺癌、脳癌、お
よび血液癌が含まれる。上記癌細胞は一般的に、同種類の非癌性組織由来の正常細胞と比
べて低いレベルのFRYポリペプチドおよびFRY mRNAを含むか、または機能的なFRYのポリペ
プチドもしくは遺伝子を欠いている。上記癌細胞は一般的に幹細胞表現型を有する。上記
癌は、乳癌、ホルモン受容体陰性乳癌、または、三重陰性乳癌（その乳癌細胞はエストロ
ゲン受容体（ER）、プロゲステロン受容体（PR）、およびヒト上皮成長因子受容体2（Her
2）が欠如している）であり得る。
【００１７】
　第7の側面において本発明は、細胞におけるFRY遺伝子の発現または活性を増加させる候
補化合物をスクリーニングする方法を提供し、この方法は、上記接触させた細胞のFRY遺
伝子発現レベルまたはFRYポリペプチド活性を測定し、ここで、FRYポリペプチドのレベル
が上昇した場合は、未処置細胞と比較してFRY遺伝子の発現または活性を増加させる化合
物としてその候補物質が同定される。ある実施態様では上記細胞は、癌細胞、低いレベル
のFRYポリペプチドを発現する癌細胞、幹細胞表現型を有する癌細胞、および乳癌細胞で
ある。
【００１８】
　第8の側面において本発明は、低いレベルのFRYポリペプチドを発現する細胞を分化させ
る方法であって、FRYポリペプチドをコードするポリヌクレオチドまたはFRYポリペプチド
を上記細胞に導入することを含む方法を提供する。
【００１９】
　第9の側面において本発明は、本発明の方法を実施するためのキットを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図1a～bは、異なる種由来のFRY遺伝子ホモログのタンパク質配列比較アラインメ
ントを図示する。図1（a）は、F344ラットのFRYアリルの第661コドンにおける非同義SNP
が、Copタンパク質におけるアスパラギン酸（D）残基を、F344タンパク質においてはグル
タミン酸（E）に置換していることを示す。このアスパラギン酸残基は種間で高度に保存
されていることに注意。図1（b）は、F344ラットのFRYアリルの第2170コドンにおける非
同義SNPが、Copタンパク質における非極性アラニン（A）を、F344タンパク質においては
極性のセリン（S）残基に置換していることを示す。このアラニン残基は種間で高度に保
存されていることに注意。
【００２１】
【図２】図2a～eは、乳癌細胞株および非形質転換ヒト乳腺上皮細胞株におけるFRY発現を
示す。非腫瘍原性MCF10Aヒト乳腺上皮細胞株と、いくつかのER陰性（HCC 1954、MDA-MB-2
31）およびER陽性（T47D、MCF7）ヒト乳腺上皮癌細胞株とにおける、FRY mRNA発現レベル
（a）およびFRYポリペプチド発現レベル（b）を示す。（c、d）は、wt Cop Fryの異所性
発現あり（231wCFry）およびFryの異所性発現なし（MDA-MB-231）のヒト乳癌細胞株にお
けるFry発現レベルを示す。（c）は、各細胞株におけるwt Cop Fry（ラットFry）または
ヒトFRYのmRNAレベルを表すサザンブロット、ならびに、ラットおよびヒトFRY mRNA発現
を合わせたもの（各動物種のβアクチンの発現に対して標準化した）を図示するグラフで
ある。（d）は、上記細胞株におけるFRYポリペプチド総量（ラットおよびヒト）を表すウ
ェスタンブロットである。（e）は、非標的指向化shRNA（10A-CV）またはFRY標的指向化s
hRNA（10Α-shFRY：10A-1.1、10A-1.2）で安定的にトランスフェクトしたMCF10A細胞株に
おけるFRYポリペプチド発現である。
【００２２】
【図３】図3は、注射後の経過時間の関数としての腫瘍サイズを比較したものを示す。
【００２３】
【図４】図4a～kは、臨床的乳癌コホートにおけるFRY発現を示す。（a）オンコマイン(On
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comine) 3.0癌プロファイリング・データベース（20）で入手できるマイクロアレイ・デ
ータの解析（癌＝40、正常＝7）（p<0.0001）。（b）核FRY染色についての病理学者評点
の違い（癌＝69、正常＝9）（p<0.02）。（d）上皮細胞の核染色を病理学者がスコア化し
た。陰を付けた棒グラフのそれぞれが、各組織表現型で「4」と評点された（その試料中
の核の70～100%がFRYの染色について陽性であったことを示す）ものの%を示す。（g）定
量的画像解析ソフトウェアを使用したFRYポリペプチドレベルの定量化。（k）エストロゲ
ン受容体陽性（ER+）乳癌腫と比較してエストロゲン受容体陰性（ER-）ヒト乳腺腫瘍の方
がFRYポリペプチド発現レベルがより低い（p<0.05）。
【００２４】
【図５】図5は、FRY応答性遺伝子のベン図を示す。
【００２５】
【図６】図6a～bは、アイソジェニックな細胞株の対（MDA-MB-231／231wCFry、および10A
-CV／10Α-shFRY）におけるタンパク質発現レベルの定量化を図示する。（a）アイソジェ
ニックな細胞株の対におけるβカテニン（Wntシグナル伝達において重要なタンパク質で
ある）の定常状態発現レベルの比較。（b）アイソジェニックな細胞株の対におけるα4イ
ンテグリンの定常状態発現レベルの比較。
【００２６】
【図７】図7は、前立腺癌、卵巣癌、肺癌、脳癌、および血液癌においてFRY mRNA発現が
減少していることを示す。
【００２７】
【図８】図8a～cは、悪性病変と比較して良性の乳腺病変の方が核FRYタンパク質発現が有
意に高いことを示す。（a）および（b）は浮動棒グラフであり、各群における最小値から
最大値までを示し、中央値を線で示す。病理学者スコアは0～3である（0：上皮細胞核の<
10%がFRYについて陽性であった。1：上皮細胞核の10～40%がFRY染色について陽性であっ
た。2：上皮細胞核の40～70%がFRY染色について陽性であった。3：上皮細胞核の70～100%
がFRY染色について陽性であった。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
1. 概要
　本発明は、一般的に、FRYのポリペプチドおよびポリヌクレオチドを含み癌の治療に有
用な薬学組成物に関する。本発明はさらに、癌の治療のための上記薬学組成物の使用、癌
の治療の有効性を決定するための方法、癌の診断および予後のための方法、ならびに幹細
胞を分化させる方法にも関する。
【００２９】
　ほとんどの乳癌は、正常な上皮細胞から生じ、上皮系から間葉系への移行過程において
細胞間接着性を喪失する。本発明によれば、FRY発現が改変されたアイソジェニックな乳
腺上皮細胞株の対のインビトロ、インビボ、およびインシリコ解析によって、FRYが、上
皮細胞分化、細胞間接着、および細胞移動性、ならびに上皮細胞の発生と機能とに関与す
るその他の多くの経路に影響を与えることが確認された。
【００３０】
　85%を超える癌は上皮細胞から生じる。インシリコ、インビトロ、およびインビボにお
ける観察は、FRYが上皮細胞分化において役割を果たしていることを支持している。オン
コマイン3.0癌プロファイリング・データベースで入手可能な800を超えるヒトの癌組織お
よび正常組織（乳癌を含まない）からのmRNA発現プロファイルにより、FRYは、乳腺腫瘍
において正常乳腺組織と比べて減少しているだけでなく、ヒトの前立腺癌、卵巣癌、肺癌
、および脳癌を含むさらなる上皮細胞癌においても正常組織と比べて減少しており、血液
癌でも減少していることが明らかになった（図6、表S 10）。これらの結果は、FRYは乳腺
腫瘍抑制遺伝子および乳腺癌易罹患性遺伝子であるだけでなく、より一般的に上皮細胞の
腫瘍抑制因子であり易罹患性遺伝子であることを実証している。FRYの発現は、細胞の極
性化、接着、および分化を増進させ、腫瘍の増殖と浸潤性とを低減させ得る。
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【００３１】
2. 定義
　本明細書で使用される単数形の「a」、「an」、および「the」は、複数でないことが内
容から明らかでない限り、複数への言及を含む。
【００３２】
　「約」という用語は、数値の+/- 10%を表す。
【００３３】
　本明細書で使用される「FRY」という用語は、ショウジョウバエ（Drosophila melangos
ter）のfurry遺伝子の哺乳類ホモログを意味し、機能的なFRYポリペプチドの全てのアイ
ソフォームおよび変異体、ならびに機能的なFRYポリペプチドをコードするポリヌクレオ
チドを表す。
【００３４】
　「機能的」という用語は、遺伝子によりコードされたポリペプチドの構造的特性を表し
、野生型遺伝子によりコードされるポリペプチドの活性を奏するために必要な構造的特性
を維持するポリペプチドを含む。例えば、ある特定の一塩基多型に起因したある特定のア
ミノ酸置換を有する突然変異型FRYポリペプチドは、腫瘍抑制因子ポリペプチドとして作
用・機能せず、従って機能的FRYポリペプチドではない。
【００３５】
　「賦形剤」という用語は、最終的な投与形態において存在し得る、本質的に付属的な物
質を表す。例えば「賦形剤」という用語は媒体、結合剤、崩壊剤、充填剤（希釈剤）、懸
濁／分散剤等を含む。
【００３６】
　「抗体」という用語は、免疫グロブリンまたはその抗原結合断片を表し、抗体の抗原結
合断片を含有するあらゆるポリペプチドを包含する。この用語は、ポリクローナル抗体、
モノクローナル抗体、単一特異性抗体、多特異性抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、単一鎖抗
体、単一ドメイン抗体、キメラ抗体、合成抗体、組換え抗体、ハイブリッド抗体、変異導
入抗体、移植抗体、およびインビトロ生成抗体を含むが、これらに限定されない。「抗体
」という用語は、抗体の抗原結合断片も含む。抗原結合断片の例としては、Fab断片（VL
、VH、CL、およびCH1ドメインからなる）、Fd断片（VHおよびCH1ドメインからなる）、Fv
断片（固く非共有結合された1つの重鎖と1つの軽鎖の可変ドメインのダイマーを表す）dA
b断片（VHドメインからなる）、単一ドメイン断片（VHドメイン、VLドメイン、VHHドメイ
ン、またはVNARドメイン）、単離CDR領域、(Fab’)2断片、二価断片（ヒンジ領域でジス
ルフィド架橋により結合された2つのFab断片を含む）、scFv（短いリンカーで結合された
VLおよびVHドメインの融合体を表す）、および抗原結合機能を維持しているその他の抗体
断片が含まれるが、これらに限定されない。
【００３７】
　本明細書で使用される「エピトープ」という用語は、Bおよび／またはT細胞が応答する
抗原上の部位、あるいは、抗体が産生される対象および／または抗体が結合する対象とな
る分子上の部位を表す。例えば、エピトープは、そのエピトープを定義づける抗体によっ
て認識され得る。エピトープは「直線的エピトープ」であるか（この場合、アミノ酸の一
次配列がエピトープを含む。典型的には、固有の配列中少なくとも3個の連続するアミノ
酸残基、より一般的には少なくとも5個、最大約8個から約10個のアミノ酸である。）、ま
たは、「立体構造的エピトープ」（連続するアミノ酸の一次配列が唯一の規定要素ではな
いエピトープ）のいずれかであり得る。立体構造的エピトープは、直線的エピトープと比
較してより多数のアミノ酸を含み得るが、これは、この立体構造的エピトープはペプチド
またはタンパク質の三次元構造を認識するものであるからである。例えば、タンパク質分
子が折り畳まれて三次元構造を形成するときに、立体構造的エピトープを形成する一定の
アミノ酸および／またはポリペプチド骨格が並置されるようになって、抗体がそのエピト
ープを認識することを可能とする。エピトープの立体構造を決定する方法としては、例え
ば、x線結晶解析、二次元核磁気共鳴分光法、および部位特異的スピンラベル電子常磁性
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共鳴分光法が含まれるが、これらに限定されない。例えばEpitope Mapping Protocols in
 Methods in Molecular Biology, Vol. 66, Glenn E. Morris, Ed. (1996)を参照された
い（この文献の開示は参照によりその全体が本明細書に組み入れられる）。
【００３８】
　「癌」という用語は、哺乳類における生理学的状態であって、細胞の一集団が無制御の
細胞増殖をすることによって特徴付けられるものを表し、またはそれを記述する。癌の例
としては、上皮細胞癌、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、肺癌、脳癌、血液癌、癌腫、リンパ腫
、芽腫、肉腫、および白血病が含まれるが、これらに限定されない。そのような癌のより
具体的な例としては、扁平上皮癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、肺の扁平上皮
癌、腹膜の癌、肝細胞癌、胃腸癌、膵臓癌、神経膠芽腫、子宮頸癌、肝臓癌、膀胱癌、肝
細胞腫、大腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜または子宮癌、唾液腺癌腫、腎臓癌、肝臓癌、前
立腺癌、外陰部癌、甲状腺癌、肝細胞癌、および多様な種類の頭頸部癌が含まれるが、こ
れらに限定されない。
【００３９】
　本明細書で使用される「腫瘍」という用語は、良性（非癌性）であるか悪性（癌性）で
あるかを問わず、過剰な細胞の成長または増殖に起因するあらゆる組織塊を表し、前癌性
病変を含む。
【００４０】
　本明細書で使用される「転移」という用語は、癌がその発生部位から身体の他の領域へ
と拡散または移動し、その新たな位置において同様の癌性病変を発生させる過程を表す。
「転移性」または「転移する」細胞とは、隣接する細胞との接着性接触を喪失して、疾患
の第一次的部位から血流またはリンパ液を通じて移動し、近隣の身体的構造を侵す細胞で
ある。
【００４１】
　「癌細胞」および「腫瘍細胞」という用語ならびにそれらの文法的同等物は、腫瘍また
は前癌性病変に由来する細胞の総集団を表す。
【００４２】
　本明細書で使用される「生検」および「生検組織」という用語は、癌組織を含むか否か
を決定する目的で対象者から採取される組織または体液の試料を表す。ある実施態様では
、対象者が癌を有することが疑われるために生検組織または体液が採取され、その生検組
織または体液は癌の有無について検査される。
【００４３】
　本明細書で使用される「対象者」という用語は、特定の処置を受けることになるあらゆ
る動物（例えば哺乳類）を表し、ヒト、非ヒト霊長類、げっ歯類等を含むがこれらに限定
されない。典型的には、ヒト対象者に関して、本明細書で「対象者」という用語と「患者
」という用語は互換的に使用される。
【００４４】
　「有効量」、「治療的有効量」、または「治療効果」という用語は、対象者または哺乳
類における疾患または障害を「治療」する上で有効な抗体、ポリペプチド、ポリヌクレオ
チド、有機小分子その他の薬剤の量を表す。癌の場合、薬剤の治療的有効量とは、治療効
果を有することにより癌細胞の数を減少させること、腫瘍形成能、腫瘍化頻度、もしくは
腫瘍化能力を減少させること、癌細胞の数もしくは頻度を低下させること、腫瘍の大きさ
を低減させること、癌細胞の周辺器官への浸潤（例えば癌が軟組織および骨に拡散するこ
とを含む）を抑制もしくは阻止すること、腫瘍転移を抑制もしくは阻止すること、腫瘍成
長を抑制もしくは阻止すること、癌に関連する1つ以上の症状をある程度まで軽減させる
こと、罹患率および死亡率を低下させること、生活の質を改善させること、またはこれら
の効果の組合せを可能とする量である。
【００４５】
　「治療すること」または「治療」または「治療する」または「緩和させること」または
「緩和させる」といった用語は、（1）診断された病理学的状態もしくは障害を治癒する
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、遅らせる、その症状を緩和させる、および／またはその進行を停止させる治療的措置、
ならびに、（2）対象となる病理学的状態もしくは障害の発生を防止する、および／また
は遅らせる予防的もしくは防止的措置の両方を表す。従って、治療を必要とする対象者に
は、すでに障害を有する者、障害を患いやすい者、および障害を予防すべき者が含まれる
。ある実施態様では、患者が次のうちの1つ以上を示した場合に、本発明の方法による対
象者の「治療」が成功したこととなる：癌細胞の数の減少もしくは完全な不在；腫瘍の大
きさの減少；癌細胞の周辺器官への浸潤（例えば癌が軟組織および骨に拡散することを含
む）の抑制もしくは不在；腫瘍転移の抑制もしくは不在；腫瘍成長の抑制もしくは不在；
特定の癌に関連する1つ以上の症状の軽減；罹患率もしくは死亡率の低下；生活の質の改
善；腫瘍形成能の低下；癌細胞の数もしくは頻度の減少、または複数の効果のいずれかの
組合せ。
【００４６】
　本明細書で使用される「ポリヌクレオチド」または「核酸」という用語は、多数のヌク
レオチドユニット（リボヌクレオチドまたはデオキシリボヌクレオチドまたは関連する構
造異型体）がリン酸ジエステル結合で連結されたものから構成される重合体を表し、DNA
またはRNAを含むがこれらに限定されない。この用語は、DNAおよびRNAの既知の塩基類似
体を含む配列を包含する。ポリヌクレオチドの例としては、mRNA、miRNA、tRNA、rRNA、s
nRNA、siRNA、dsRNA、cDNA、およびDNA/RNAハイブリッドが含まれるが、これらに限定さ
れない。
【００４７】
　「遺伝子」という用語は、ポリペプチド、前駆体、またはRNA（例えばrRNA、tRNA）の
生成に必要なコード配列を含む核酸（例えばDNA）配列を表す。ポリペプチドは、全長コ
ード配列によってコードされていてもよいし、あるいは、全長ポリペプチドもしくは断片
の所望の活性もしくは機能的特性（例えば、酵素活性、リガンド結合、シグナル伝達、免
疫原性等）が維持される限り、コード配列のいずれかの部分によってコードされていても
よい。この用語はまた、構造遺伝子のコード領域およびそのコード領域の5’末端側と3’
末端側の両方に隣接して位置しそれぞれの末端側において約1 kbかそれ以上の長さに及ぶ
配列（これによってこの遺伝子は全長mRNAの長さに相当することとなる）を包含する。「
遺伝子」という用語は、遺伝子のcDNA形態およびゲノム形態の両方を包含する。
【００４８】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」、「タンパク質」、および「タンパク質断片」という
用語は本明細書で互換的に使用され、アミノ酸残基の重合体を表す。この用語は、1つ以
上のアミノ酸残基が、対応する天然アミノ酸の人工化学模倣物となっているアミノ酸重合
体に適用され、天然アミノ酸の重合体および非天然アミノ酸の重合体にも適用される。
【００４９】
　「アミノ酸」という用語は、天然アミノ酸および合成アミノ酸、ならびに、天然アミノ
酸と同様に機能するアミノ酸類似体およびアミノ酸模倣物を表す。天然アミノ酸は、遺伝
暗号でコードされたもの、および、事後的に修飾されたアミノ酸、例えばヒドロキシプロ
リン、ガンマ-カルボキシグルタミン酸、およびO-ホスホセリンである。「アミノ酸類似
体」とは、例えばアルファ炭素が水素、カルボキシル基、アミノ基、およびR基と結合し
たもののように、天然アミノ酸と同じ基本的な化学構造を有する化合物を表す（例えばホ
モセリン、ノルロイシン、メチオニンスルホキシド、メチオニンメチルスルホニウム）。
そのような類似体は改変されたR基（例えばノルロイシンの場合）または改変されたペプ
チド骨格を有し得るが、天然アミノ酸と同じ基本的化学構造を維持する。「アミノ酸模倣
物」は、アミノ酸の一般的化学構造とは異なる構造を有するが天然アミノ酸と同様に機能
する化学化合物を表す。
【００５０】
　「保存的に改変された変異体」は、アミノ酸配列および核酸配列の両方に適用される。
「アミノ酸変異体」はアミノ酸配列を表す。特定の核酸配列との関係で、保存的に改変さ
れた変異体は、同一のもしくは実質的に同一のアミノ酸配列をコードする核酸を表し、あ
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るいは、その核酸がアミノ酸配列をコードしない場合にあっては、実質的に同一のもしく
は関連する（例えば自然な連続性を示す）配列を表す。遺伝暗号の縮重のため、ほとんど
のタンパク質は、機能的に同一な多数の核酸によってコードされる。例えば、GCA、GCC、
GCG、およびGCUというコドンは全てアミノ酸アラニンをコードする。従って、あるコドン
によってアラニンが規定されている全ての位置において、そのコドンは、コードされるポ
リペプチドを変えることなく上記対応コドンの内の別のものに変えることができる。その
ような核酸の変異は「サイレントな変異」であり、保存的に改変された変異の一種である
。ポリペプチドをコードする本明細書記載の全ての核酸配列は、その核酸のサイレントな
変異も記述する。一定の文脈の中で、核酸中の各コドン（通常はメチオニンについての唯
一のコドンであるAUG、および、通常はトリプトファンについての唯一のコドンであるTGG
を除く）を改変しても機能的に同一の分子を産出することができることは、当業者に認識
されるであろう。従って、あるポリペプチドをコードする核酸のサイレントな変異が、そ
の発現産物との関係で記載されている配列に包含されている。
【００５１】
　アミノ酸配列については、コードされる配列において単一のアミノ酸または小さな割合
のアミノ酸を改変、追加、または削除する、核酸配列、ペプチド配列、ポリペプチド配列
またはタンパク質配列における個々の置換、欠失、または付加は、「保存的に改変された
変異体」であり、これは改変により一つのアミノ酸が化学的に類似するもう一つのアミノ
酸に置換される場合が含まれることは、当業者に認識されるであろう。機能的に類似する
アミノ酸を提示する保存的置換一覧表は当該技術分野でよく知られている（例えば表1を
参照のこと）。どのアミノ酸変化が表現型上サイレントである可能性が高いかということ
に関する手引きは、Bowie et al., 1990, Science 247: 1306 1310にも見出される。多型
変異体、種間ホモログ、およびアリルに加えてこのような保存的に改変された変異体があ
り、また、このような保存的に改変された変異体は多型変異体、種間ホモログ、およびア
リルを除外するものではない。典型的な保存的置換としては、（1）アラニン(A)、グリシ
ン(G)；（2）アスパラギン酸(D)、グルタミン酸(E)；（3）アスパラギン(N)、グルタミン
(Q)；（4）アルギニン(R)、リシン(K)；（5）イソロイシン(I)、ロイシン(L)、メチオニ
ン(M)、バリン(V)；（6）フェニルアラニン(F)、チロシン(Y)、トリプトファン(W)；（7
）セリン(S)、トレオニン(T)；および（8）システイン(C)、メチオンニン(M)が含まれる
が、これらに限定されない（例えばCreighton, Proteins (1984)を参照のこと）。アミノ
酸は、側鎖に付随する特性に基づいて置換することができる。例えば、極性の側鎖を有す
るアミノ酸を置き換えることができ（例えばセリン(S)とトレオニン(T)）、側鎖の電荷に
基づいてアミノ酸を置き換えることができ（例えばアルギニン(R)とヒスチジン(H)）、疎
水性側鎖を有するアミノ酸を置き換えることができる（例えばバリン(V)とロイシン(L)）
。示されているように、変化は通常は些細な性質のものであり、例えばタンパク質の折り
畳みまたは活性に著しく影響しない保存的アミノ酸置換である。
【００５２】
　「組換え」ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質とは、組換えDNA技術により産生
されたペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質、すなわち、所望のペプチド、ポリペプ
チドまたはタンパク質をコードする外因性DNA構築物により形質転換された細胞から産生
されたものを表す。
【００５３】
　「融合ポリペプチド」とは、2つ以上の異種性タンパク質またはポリペプチドをつなげ
ることにより作製されたポリペプチドを表す。異種性のタンパク質、ポリペプチド、核酸
、または遺伝子とは、異なる種に由来するものであり、あるいは、同じ種由来である場合
には、元の形態から実質的に改変されたものである。融合された2つのドメインまたは配
列は、天然のタンパク質または核酸においてそれらが互いに隣接していないのであれば、
互いに対して異種性である。
【００５４】
　「予め定められた基準」という用語は、癌を有さない対象者からの同種類の組織または
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細胞の試料における特定のタンパク質の発現の対照レベルを表す。例えば、予め定められ
た基準は、乳癌を有さない対象者から単離された乳房組織におけるFRY遺伝子の発現に基
づいて決定された対照レベルであり得る。
【００５５】
　本明細書で使用される「表現型」という用語は、生命体（例えば幹細胞）の観察可能な
特徴または形質、例えばその形態、発生、生化学的もしくは生理学的特性、または行動を
表す。表現型は、その生命体の遺伝子の発現だけでなく、環境的因子の影響、およびこれ
ら2つの間の相互作用によりもたらされる。幹細胞の表現型の例としては、サイズ、細胞
表面マーカーのプロファイル、増殖能、免疫原性、無制御増殖（すなわち腫瘍細胞）、可
塑性（すなわち分化能）、生着能、治療能、およびこれらの組合せが含まれるが、けっし
てこれらに限定されるわけではない。
【００５６】
　本明細書で使用される「ホルモン受容体陰性癌」という用語は、癌の種類であって、癌
細胞がある種のホルモンに対する受容体を発現せず、典型的には、成長するためにそのホ
ルモンを必要としないものを表す。ホルモン受容体陰性癌の一例はエストロゲン受容体陰
性であり、これは、ホルモンであるエストロゲンが結合する受容体を持たない細胞を表す
。エストロゲン受容体陰性である癌細胞は、成長するためにエストロゲンを必要とせず、
また、エストロゲンの結合を遮断するホルモンで処置しても通常は成長を止めない。もう
1つの例は三重陰性乳癌であり、これは、エストロゲン受容体（ER）、プロゲステロン受
容体（PR）、またはヒト上皮成長因子受容体2（Her2）の遺伝子を発現しない乳癌を表す
。
【００５７】
　本明細書で使用される「プローブ」という用語は、オリゴヌクレオチドであって、1つ
以上の種類の化学結合（通常は相補的塩基対形成を介し、これは通常は水素結合形成を介
する）を介して相補的配列の標的核酸に結合することができるものを表す。プローブは、
ハイブリダイゼーション条件のストリンジェンシーに応じて、プローブ配列と完全なる相
補性は有さない標的配列に結合し得る。本明細書に記載される一本鎖核酸と標的配列との
間のハイブリダイゼーションに干渉する塩基対ミスマッチの数は何個であってもよい。し
かしながら、突然変異数があまりに多くて、最もストリンジェンシーの低いハイブリダイ
ゼーション条件でさえもハイブリダイゼーションが起り得ないのであれば、その配列は相
補的標的配列ではない。プローブは一本鎖であるか、または、部分的に一本鎖であって部
分的に二本鎖であり得る。プローブが何本鎖であるかは、標的配列の構造、組成、および
特性により決められる。プローブは直接的に標識してもよいし、あるいは、後でストレプ
トアビジン複合体が結合できるようにビオチンを用いる場合のように、間接的に標識して
もよい。
【００５８】
　本明細書で核酸を表すために使用される「相補鎖」または「相補的」は、核酸分子のヌ
クレオチドまたはヌクレオチド類似体の間のワトソン-クリック塩基対形成（例えばA-T/U
およびC-G）またはフーグスティーン塩基対形成を意味する。完全な相補鎖または完全に
相補的とは、核酸分子のヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体の間の100%相補的な塩基
対形成を意味し得る。
【００５９】
　本明細書で使用される「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、例えば
核酸の複雑な混合物中において第1の核酸配列（例えばプローブ）が第2の核酸配列（例え
ば標的）にハイブリダイズする条件を表す。ストリンジェントな条件は配列に依存し、異
なる状況によって変動し得るものあり、当業者によって適宜選択され得る。ストリンジェ
ントな条件は、規定されたイオン強度pHにおけるその特定の配列の熱的融点（Tm）より約
5～10℃低くなるように選択し得る。Tmは、標的と相補的なプローブの50%が、（規定され
たイオン強度、pH、および核酸濃度下で）平衡状態で標的配列とハイブリダイズする温度
であり得る（標的配列は過剰に存在するので、Tmにおいては、プローブの50%が平衡状態
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で結合に従事している）。ストリンジェントな条件は、pH 7.0～8.3において塩濃度が約1
.0 M未満のナトリウムイオン、例えば約0.01～1.0 Mのナトリウムイオン濃度（またはそ
の他の塩）であって、温度は、短いプローブ（例えば約10～50ヌクレオチド）の場合は少
なくとも約30℃、長いプローブ（例えば約50ヌクレオチド超）の場合は少なくとも約60℃
である条件であり得る。ストリンジェントな条件は、ホルムアミドのような不安定化剤の
添加によっても達成することができる。選択的または特異的なハイブリダイゼーションに
おいては、陽性シグナルがバックグラウンド・ハイブリダイゼーションの少なくとも2～1
0倍であり得る。典型的なストリンジェント・ハイブリダイゼーション条件は以下のもの
を含む：50%ホルムアミド、5xSSC、および1% SDSで、42℃においてインキュベートし、ま
たは、5xSSC、1% SDSで65℃においてインキュベートし、0.2xSSCおよび0.1% SDSで65℃に
おいて洗浄する。しかしながら、例えば塩濃度など、温度以外にもいくつかの要素がハイ
ブリダイゼーションのストリンジェンシーに影響し得、当業者は同様のストリンジェンシ
ーを達成するためにこれらの要素を適宜選択することができる。
【００６０】
　本明細書で使用される「実質的に同一」とは、核酸またはアミノ酸の配列が、8、9、10
、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、30、35、40、45、50
もしくはそれ以上の個数のヌクレオチドもしくはアミノ酸の領域に渡って、少なくとも60
%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、95%、97%、98%、もしくは99%同一であることを表し
、あるいは、核酸に関しては、第1の配列が第2の配列の相補鎖と実質的に相補的である場
合を表す。好ましくは、そのような変異体核酸配列および変異体ポリペプチド配列は、本
願に記載される配列と75%以上（すなわち80、85、90、95、97、98、99%またはそれ以上）
の配列同一性を共有する。好ましくは、そのような配列同一性は参照配列（すなわち本願
に記載される配列）の全長に関して計算される。
【００６１】
　本明細書で使用される「実質的に相補的」とは、核酸配列が、8、9、10、11、12、13、
14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、30、35、40、45、50もしくはそれ以
上の個数のヌクレオチドの領域に渡って、第2の配列の相補鎖に対して少なくとも60%、65
%、70%、75%、80%、85%、90%、95%、97%、98%、もしくは99%同一であること、または、2
つの配列がストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズすること
を表す。
【００６２】
　本明細書で使用される「標的指向化物質」とは、標的細胞表面上の受容体その他の分子
に結合する、リガンド、ポリマー、タンパク質、サイトカイン、ケモカイン、ペプチド、
核酸、脂質、糖類、多糖類、小分子、またはこれらのあらゆる組合せ（例えば糖脂質、糖
タンパク質等）を表す。典型的な小分子標的指向化化合物は葉酸であり、これは葉酸受容
体を標的とする。標的指向化分子の選択を通じて、特異性の程度を調節することができる
。例えば抗体は非常に特異的である。これら抗体はポリクローナル、モノクローナル、断
片、組換え、または単一鎖であり得、その多くは市販されているか、または標準的な技術
を使用して容易に得ることができる。抗体の例としては、アブシキシマブ、バシリキシマ
ブ、セツキシマブ、インフリキシマブ、リツキシマブ、トラスツズマブ等が含まれるが、
これらに限定されない。
【００６３】
　「トランスフェクション」という用語は、外来DNAが細胞により取り込まれることを表
す。外因性（すなわち外来の）DNAが細胞膜の内側に導入された場合、その細胞は「トラ
ンスフェクトされた」ことになる。トランスフェクションは一過性（すなわち、導入され
たDNAが染色体外に留まり、細胞分裂の際に希釈される）または安定性（すなわち、導入
されたDNAが細胞ゲノムに挿入されるか、もしくは安定的なエピソーム性因子として維持
される）であり得る。
【００６４】
　「共トランスフェクション」とは、所与の細胞に2つ以上のベクターを同時にまたは連
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続的にトランスフェクトすることを表す。
【００６５】
　「プロモーターエレメント」または「プロモーター」または「制御領域」という用語は
、細胞中でRNAポリメラーゼに結合することができ（例えば直接的に、または他のプロモ
ーター結合タンパク質もしくは物質を介して）、コード性または非コード性のRNA配列の
転写が開始されることを可能とするDNA制御領域を表す。プロモーター配列は、一般的に
、その3’末端に転写開始部位があり、何らかのレベルで転写を開始するために必要とさ
れる最小数の塩基またはエレメントを含むよう上流側（5’方向）に延びる。プロモータ
ー配列内に転写開始部位（例えばヌクレアーゼS1を用いたマッピングにより簡便に決定さ
れる）、およびRNAポリメラーゼの結合に寄与するタンパク質結合ドメイン（コンセンサ
ス配列）が見出され得る。プロモーターには、他の発現制御配列（エンハンサーおよびリ
プレッサー配列を含む）が作用可能に付随し得る。
【００６６】
　「作用可能な組合せで」、「作用可能な順番で」、あるいは「作用可能に連結されて」
という用語は、所与の遺伝子の転写および／または所望のタンパク質分子の合成を誘導す
ることができる核酸分子が生じるような態様で核酸配列を連結することを表す。この用語
はまた、機能的なタンパク質が生じるような態様でアミノ酸配列を連結することも表す。
【００６７】
　本明細書で使用される「検査試料」または「生物学的試料」とは、核酸および／または
ポリペプチドを含有する生物学的組織または体液の試料を意味し得る。そのような試料と
しては動物から単離された組織が含まれるがこれに限定されない。生物学的試料にはまた
、生検試料および剖検試料のような組織の切片、組織学的目的で採取された凍結切片、血
液、血漿、血清、痰、糞便、涙、粘液、尿、浸出液、羊水、腹水、体毛、ならびに皮膚も
含まれ得る。生物学的試料にはまた、患者組織に由来する外植片ならびに初代細胞および
／または形質転換細胞の培養物も含まれる。生物学的試料は、動物から細胞の試料を採取
することによって提供し得るが、過去に単離された細胞（例えば、別の者によって、別の
時に、および／または別の目的のために単離された細胞）を使用すること、または本明細
書に記載される方法をインビボで実施することによっても達成することができる。保存記
録組織（例えば治療または治療成果の履歴を有するもの）も使用し得る。
【００６８】
　「ベクター」という用語は、遺伝子配列を標的細胞に移入することができる核酸アセン
ブリ（例えばウイルスベクター、非ウイルスベクター、粒子性担体、およびリポソーム）
を表す。「発現ベクター」という用語は、細胞中で対象配列または遺伝子の発現を誘導す
ることができるプロモーターを含有する核酸アセンブリを表す。ベクターは、典型的には
、そのベクターでトランスフェクトされた細胞を選択するための選択可能マーカーをコー
ドする核酸配列を含有する。一般的に、「ベクター構築物」、「発現ベクター」、および
「遺伝子導入ベクター」とは、対象遺伝子の発現を誘導することができる、そして標的細
胞に遺伝子配列を移入することができる、何らかの核酸構築物を表す。従ってこの用語は
、クローニングおよび発現の媒体、ならびにウイルスベクターを含む。
【００６９】
3. 薬学組成物および使用方法
　本発明は、少なくとも1つのFRYポリペプチド、または、FRYポリペプチドをコードする
少なくとも1つのFRYポリヌクレオチド、および薬学的に許容される担体を含有する、薬学
組成物を提供する。対象者にこの薬学組成物を投与するためには、1つ以上の薬学的に許
容される担体を含有する組成物中に上記分子を調製することが好ましい。「薬学的に許容
される」という語句は、当該技術分野で周知の経路を使用して投与された場合にアレルギ
ー反応その他の有害反応を生じない分子的実体および組成物を表す。「薬学的に許容され
る担体」としては、臨床的に有用な溶媒、分散媒、コーティング、抗細菌剤および抗真菌
剤、等張剤および吸収遅延剤等のあらゆる全てが含まれる。
【００７０】



(16) JP 2014-507629 A 2014.3.27

10

20

30

40

50

　上記薬学組成物は、配列番号2と実質的に同一であるFRYポリペプチドを含み得る。この
FRYポリペプチドは、配列番号2の保存的に改変された変異体であってもよい。当業者は、
当該技術分野で知られるルーチン的方法を利用して、FRYポリペプチドの活性を維持する
ためのアミノ酸保存性置換を同定し、そのためのポリペプチドの長さを決定することがで
きる。
【００７１】
　FRYポリペプチドは、単離タンパク質または精製タンパク質であり得る。FRYポリペプチ
ドは融合タンパク質でもあってもよい。FRYポリペプチドは、例えば抗体、抗体断片、ま
たは特異的受容体に標的指向化されるペプチドリガンドのような、標的指向化物質に融合
させることができる。その例には、RGDモチーフを有する直鎖状ペプチド、EGFモチーフを
有するペプチド、TATのような細胞貫通性ペプチドが含まれるが、これらに限定されない
。さらなる手引きを得るために当業者はAusubel et al.（上記）、Sambrook et al. (Mol
ecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbo
r, NY, 1989)を参考にすることができる。あるいは、本発明のペプチド／ポリペプチド／
タンパク質を化学合成することもできる（例えばCreighton, Proteins: Structures and 
Molecular Principles, W.H. Freeman & Co., NY, 1983を参照のこと）。
【００７２】
　「単離された」または「精製された」ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質とは
、自然状態において付随している他のタンパク質、脂質、および核酸から分離されたペプ
チド、ポリペプチド、またはタンパク質を表す。ポリペプチド／タンパク質は、精製調製
物の乾燥重量の少なくとも10%（すなわち、10%と100%の間のいずれかの割合、例として20
%、30%、40%、50%、60%、70 %、80%、85%、90%、95%、および99%）を占めることができる
。純度はあらゆる適切な標準的方法により測定することができ、例えばカラムクロマトグ
ラフィー、ポリアクリルアミドゲル電気泳動、またはHPLC分析によって測定し得る。本発
明で記述される単離ポリペプチド／タンパク質は、天然供給源から精製してもよいし、組
換えDNA技術によって製造してもよいし、または化学的方法によって製造してもよい。
【００７３】
　FRYポリペプチドは標的指向化物質に結合させることもできる。共有結合的付着は、相
互に反応する官能基を治療用物質とFRYポリペプチドとに組み入れること、あるいは、ホ
モおよび／またはヘテロ多官能性クロスリンカーを使用することにより達成することがで
きる。分解可能な共有結合の例としては、酵素感受性のペプチドリンカーおよび結合；自
己分解可能なエステルおよびチオエステル結合；イミン、ヒドラゾン、カルボキシヒドラ
ゾン、ケタール、アセタール、シス-アコニチル、およびトリチル結合のような酸感受性
結合；低酸素感受性リンカー；ならびに自己犠牲(self-immolative)結合が含まれるが、
これらに限定されない。BIOCONJUGATE TECHNIQUES (Academic Press; 1st edition, Greg
 T. Hermanson, 1996)は、生体分子の修飾または架橋のための技術を記述さいている。BI
OCONJUGATE TECHNIQUES (Academic Press; 1st edition, Greg T. Hermanson, 1996)は、
生体分子の修飾または架橋のための技術を記述している。
【００７４】
　FRYポリペプチドは、半減期および安定性を向上させるためにPEG化することもできる。
FRYポリペプチドはまた、安定性を向上させるために生分解性ポリマーに結合させること
もでき、その例としてはポリ乳酸および／もしくはポリグリコール酸、ポリ酸無水物、ポ
リカプロラクトン、ポリエチレンオキシド、ポリブチレンテレフタレート、デンプン、セ
ルロース、キトサン、ならびに／またはこれらのいずれかの組合せが含まれる。
【００７５】
　薬学組成物は、FRYポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含み得る。このFRYポ
リヌクレオチドは配列番号1と実質的に同一であり得る。このFRYポリヌクレオチドは配列
番号1と実質的に相補的であり得る。このFRYポリヌクレオチドはまた、配列番号1の保存
的に改変された変異体であり得る。当業者は、当該技術分野で知られるルーチン的方法を
利用して、FRYポリペプチドの活性を維持するための核酸保存性置換を選択・同定し、そ
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のためのポリヌクレオチドの長さを決定することができる。
【００７６】
　FRYポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は、癌細胞に送達するために様々
なベクターに組み入れてもよいし、あるいは裸の（ベクターをもたない）DNAとして送達
してもよいことは、当業者により認識されるであろう。FRYポリヌクレオチドを含有する
薬学組成物は、カテーテルのような送達器具を使用することにより送達し得る。他の送達
器具も当業者に知られている。
【００７７】
　本発明のFRYポリヌクレオチドを収容するための適切なベクターとしては、プラスミド
ベクターおよびウイルスベクターが含まれるが、これらに限定されない。Daya, S et. al
, “Gene Therapy Using Adeno-Associated Virus Vectors”, Clinical Microbiology R
eviews Oct. 2008, p. 583-593 Vol. 21, No. 4を参照のこと。本発明の方法は、分子生
物学の分野におけるルーチン的技術を利用する。一般的な分子生物学的方法を開示してい
る基礎的文献としては、Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (3
d ed. 2001)およびAusubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1994)が
挙げられる。
【００７８】
　一実施態様において、ベクターは、パルボウイルスファミリーに属するアデノ随伴ウイ
ルス（AAV）を含む。当業者は、AAVの利点として、病原性でないという事実、および、AA
Vで処置されたほとんどの人はこのウイルスを除去するための免疫反応を起こさないとい
う事実があることを認識するであろう。
【００７９】
　アデノウイルスベクターおよびAAVベクターは両方とも、導入遺伝子（所望の標的遺伝
子に向けられた導入遺伝子を含む）を中枢神経系細胞に送達する上で有効であることが示
されている。例えば、Bankiewicz et al., “Long-Term Clinical Improvement in MPTP-
Lesioned Primates after Gene Therapy with AAV-hAADC”, Mol. Ther., E-publication
 Jul. 6, 2006（MPTP病変サルにおいて、L-アミノ酸デカルボキシラーゼ抑制因子（AAV-h
AADC）遺伝子治療剤をコードする核酸配列を含有する線条体内AAVと、ドーパミン前駆体
であるl-ドーパの投与との組合せが、臨床的評点スコアの長期的改善、l-ドーパ要求性の
有意な低下、およびl-ドーパ誘発性副作用の減少をもたらした。）、Machida et al., Bi
ochem Biophys Res Commun. 343(1): 190-7 (2006)（疾患発症後のHDモデルマウスの線条
体にrAAVを介してRNAiを送達することにより、突然変異遺伝子の発現を直接的に抑制した
ことが報告されている。）、Mittoux et al., J. Neurosci. 22(11):4478-86 (2002)（ア
デノウイルスを介して繊毛様神経栄養因子を脳に送達することにより、神経毒素に対する
線条体神経細胞の生存率上昇がもたらされた。）を参照のこと。
【００８０】
　癌細胞にFRYヌクレオチドを送達するための他のベクターの例としては、レンチウイル
スベクター、ポックスウイルスベクター、アルファウイルスベクター、およびヘルペスウ
イルスベクターが含まれるが、これらに限定されない。ベクターはさらに、そのベクター
のために選択される制御領域に応じて、一定の種類の細胞で発現されるように設計するこ
ともできる。その制御配列は器官および／または組織特異的プロモーターであり得る。例
として、Mellonらは、GnRH制御領域の制御下にSV40 T抗原癌遺伝子を含むトランスジェニ
ックマウスを作成することにより、ゴナドトロピン放出因子を分泌する視床下部ニューロ
ンを含むクローン化され分化された神経分泌性細胞株を開発することに成功した（Neuron
, 5(1): 1-10 (1990)）。さらなる手引きを得るために当業者はAusubel et al.（上記）
、Sambrook et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Pr
ess, Cold Spring Harbor, NY, 1989)を参考にすることができる。インビトロまたはイン
ビボでレトロウイルスを生成し細胞を感染させるための他の方法は、Current Protocols 
in Molecular Biology, Ausubel, F. M. et al. (eds.) Greene Publishing Associates,
 (1989), Sections 9.10-9.14に記述されている。
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【００８１】
　薬学組成物は、癌治療のための追加的な抗悪性腫瘍剤をさらに含んでいてもよいし、ま
たは、他の抗悪性腫瘍剤とともに同時投与されてもよい。その例としては、アバレリック
ス、アルデスロイキン、アレムツズマブ、アリトレチノイン、アロプリノール、アルトレ
タミン、アミフォスチン、アナストロゾール、三酸化ヒ素、アスパラギナーゼ、アザシチ
ジン、ベバシズマブ、ブレオマイシン、ボルテゾミブ、カペシタビン、カルボプラチン、
カルムスチン、セレコキシブ、セツキシマブ、クロラムブシル、シスプラチン、クラドリ
ビン、クロファラビン、シクロホスファミド、シタラビン、ダカルバジン、ダウノルビシ
ン、ダウノマイシン、デクスラゾキサン、ドセタキセル、ドキソルビシン、エピルビシン
、エポエチンアルファ、エルロチニブ、エストラムスチン、リン酸エトポシド、エトポシ
ド、VP- 16、エキセメスタン、フィルグラスチム、フロクスウリジン、フルダラビン、フ
ルオロウラシル、5-FU、フルベストラント、ゲフィチニブ、ゲムシタビン、ゲムツズマブ
、酢酸ゴセレリン、酢酸ヒストレリン、ヒドロキシ尿素、イダルビシン、イホスファミド
、メシル酸イマチニブ、インターフェロンアルファ2a、イリノテカン、レナリドマイド、
レトロゾール、ロイコボリン、酢酸リュープロリド、レバミソール、ロムスチン、CCNU、
メクロレタミン、ナイトロジェンマスタード、酢酸メゲストロール、メルファラン、L-PA
M、メルカプトプリン、6-MP、メスナ、メトトレキサート、メトキサレン、マイトマイシ
ンC、ミトタン、ミトキサントロン、ネララビン、ノフェツモマブ、オプレルベキン、オ
キサリプラチン、パクリタキセル、パリフェルミン、パミドロネート、ペガデマーゼ、ペ
メトレキセド二ナトリウム、ペントスタチン、ピポブロマン、プリカマイシン、ミトラマ
イシン、ポルフィマーナトリウム、プロカルバジン、キナクリン、ラスブリカーゼ、リツ
キシマブ、サルグラモスチム、ソラフェニブ、ストレプトゾシン、マレイン酸スニチニブ
、タモキシフェン、テモゾロミド、テニポシド、VM-26、テストラクトン、チオグアニン
、6-TG、チオテパ、トポテカン、トレミフェン、トシツモマブ、トラスツズマブ、ウラシ
ルマスタード、バルルビシン、ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビノレルビン、ゾレド
ロネート、およびゾレドロン酸が含まれるが、これらに限定されない。
【００８２】
　薬学的に許容される担体または添加物の例としては、水、薬学的に許容される有機溶媒
、コラーゲン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、カルボキシビニルポポリ
マー、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ポリアクリル酸ナトリウム、アルギン酸
ナトリウム、水溶性デキストラン、カルボキシメチルデンプンナトリウム、ペクチン、メ
チルセルロース、エチルセルロース、キサンタンガム、アラビアガム、カゼイン、ゼラチ
ン、寒天、ジグリセリン、グリセリン、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール
、ワセリン、パラフィン、ステアリルアルコール、ステアリン酸、ヒト血清アルブミン（
HSA）、マンニトール、ソルビトール、ラクトース、薬学的に許容される界面活性剤等が
含まれる。使用される添加物は、本発明の投与形態に依存して、上記のものまたはそれら
の組合せから適宜選択されるが、これらに限定されない。
【００８３】
　本発明の薬学組成物を医薬として使用する場合には、本発明の化合物を薬学的に許容さ
れる担体（賦形剤、結合剤、崩壊剤、矯正剤、香料、乳化剤、希釈剤、可溶化剤等）と混
合し、経口的または非経口的に投与できる薬学組成物を提供する。薬学組成物は一般的な
方法によって調製できる。
【００８４】
　本発明は、癌を治療するための方法であって、FRYポリペプチドを含む、またはFRYポリ
ペプチドをコードするFRYポリヌクレオチドを含む薬学組成物の有効量を、必要とする対
象者に投与する方法を提供する。本発明はまた、必要とする対象者において癌の転移を抑
制するための薬学組成物を提供する。
【００８５】
　癌の種類は、FRYの過少発現および／または機能的FRYポリペプチドの発現の欠如により
特徴付けられる。一般的に、機能的FRYポリペプチドの発現の欠如は、同種類の非癌性細
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胞におけるFRY機能が50%未満しか保持されていないこととして定義される。予め定められ
た基準を得るためには、正常細胞のFRYポリペプチドの存在レベル、発現レベル、および
／または活性レベルを決定するための平易な試験が当該技術分野において知られている（
例えばウェスタン・ブロッティング、免疫組織化学、および配列決定）。
【００８６】
　一般的に、上記癌は、上皮細胞から生じた癌として特徴付けられ得る。上記癌細胞はま
た、幹細胞の表現型を有し得る。一実施態様では、癌は、乳癌、ホルモン受容体陰性乳癌
、または、乳癌細胞がエストロゲン受容体（ER）、プロゲステロン受容体（PR）、および
ヒト上皮成長因子受容体2（Her2）を欠く三重陰性乳癌である。
【００８７】
　これらの条件により特徴付けられる癌のその他の種類は、固形腫瘍または液状癌の中か
ら選択され得る。固形腫瘍としては、前立腺癌、卵巣癌、肺癌、脳癌、扁平上皮癌、小細
胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、肺の扁平上皮癌等が含まれるが、これらに限定されな
い。他の実施態様では、血液細胞の様々な癌が治療の適用対象となる。これらの血液癌と
しては、急性リンパ性白血病、慢性骨髄性白血病、慢性リンパ性白血病、有毛細胞白血病
、骨髄腫、およびリンパ腫が含まれるが、これらに限定されない。他の実施態様では、そ
の他の種類の癌として、腺癌、扁平上皮癌、腺扁平上皮癌、メラノーマ、退形成性癌(ana
plastic carcinoma)、退形成性(anaplastic)もしくは未分化(undifferentiated)の癌のよ
うな細胞腫が含まれる。
【００８８】
　癌の性質に応じて、本発明の薬学組成物は、経口投与、静脈内投与、動脈内投与、筋肉
内投与、結腸内投与、頭蓋内投与、くも膜下腔内投与、脳室内投与、尿道内投与、腟内投
与、皮下投与、眼内投与、鼻腔内投与、およびこれらのあらゆる組合せからなる群から独
立に選択される経路により、投与することができる。
【００８９】
　本明細書では、非経口投与として、皮下注射、静脈内注射、筋肉内注射、腹腔内注射、
点滴または局所投与（経皮投与、経眼投与、経肺もしくは気管支投与、経鼻投与、経直腸
投与等）などが含まれる。
【００９０】
　本発明の薬学組成物の投与量は、年齢、体重、全般的健康状態、性別、食生活、投与時
間、投与方法、クリアランス速度、および、患者が治療している疾患のその時点における
レベルに応じて、あるいはさらに他の要素を考慮して、決定される。本発明の化合物の1
日あたりの投与量は、患者の状態および体重、化合物の種類、投与経路等に依存して変動
するが、例えば、皮下投与、静脈内投与、筋肉内投与、経皮投与、経眼投与、経肺もしく
は気管支投与、経鼻投与、経直腸投与により0.01～100 mg／患者／日にて非経口投与され
る。
【００９１】
　経口投与形態としては、カプセル、錠剤、乳濁液、ならびに水性の懸濁液、分散液、お
よび溶液が含まれ得る。錠剤の場合は、一般的に使用される担体として、ラクトースおよ
びコーンスターチが含まれるが、これらに限定されない。潤滑剤（例えばステアリン酸マ
グネシウムがあるがこれに限定されない）もまた通常添加される。カプセル形態での経口
投与のための有用な希釈剤としてはラクトースおよび乾燥コーンスターチが含まれるがこ
れらに限定されない。水性懸濁液または乳濁液を経口投与する場合には、乳化剤または懸
濁剤と組み合わされた油相に活性成分を懸濁または溶解することができる。所望であれば
、一定の甘味剤、着香剤、または着色剤を添加することができる。
【００９２】
　特定の例において、経口投与量の範囲は、単一のまたは分割した投与にて体重1 kgあた
り約1.0～約100 mgであり、これには体重1 kgあたり約1.0～約50 mg、体重1 kgあたり約1
.0～約25 mg、体重1 kgあたり約1.0～約10 mgが含まれる（約70 kgの平均的体重を前提と
する。平均より重い人あるいは軽い人についてはそれに応じて値が調節される）。経口投
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与のためには、組成物は、例えば約50～約1000 mgの活性成分を含む（特に、治療されて
いる対象者に対する投与量を対症的に調節するために、約75 mg、約100 mg、約200 mg、
約400 mg、約500 mg、約600 mg、約750 mg、または約1000 mgの活性成分を含む）錠剤の
形態で提供される。
【００９３】
5. 癌の診断、予後、および治療有効性についての方法
　本発明はまた、診断方法、および、癌の予後を評価するための方法を提供する。癌を有
する、または癌に罹りやすい対象者を、FRY遺伝子の発現のレベル、パターン、またはプ
ロファイルに基づいて決定することができ、例えば対象者からの検査試料中の核酸（例え
ばmRNA、miRNA）またはポリペプチドを、予め定められた基準もしくは対応する非癌性試
料中の基準レベルと比較する。換言すれば、癌が存在するか否かを示すマーカー、あるい
は癌になるリスクを示すマーカーとして、さらには癌の予後を評価するためのマーカーと
して、FRYのポリペプチドおよび核酸を使用することができる。本発明の診断アッセイお
よび予後アッセイとしては、核酸またはポリペプチドの発現レベルを評価する方法が含ま
れる。この方法およびキットは、癌の種類および癌のステージを検出することを可能とす
る。例えば、FRYの遺伝子発現レベルの相対的増加は、腫瘍の大きさの減少を示し得る。
【００９４】
　ブルーム・リチャードソン・エルストンのグレード化システムは、乳癌をグレード化す
るための乳癌予後分類システムを提供する。より低いグレードの腫瘍は、予後の良さと関
連しており、治療の積極性をより低くすることができ、対象者はより良好な生存率を有す
る。より高いグレードの腫瘍は、予後の悪さと関連しており、より積極的に治療がなされ
る。グレードまたはスコアは、例えばその癌の進行速度、拡散度等の多くの可変要素に基
づいて癌に割り当てられ、他の要素も当業者によって検討される。当業者は、適切な癌グ
レード化システムおよび各グレードの腫瘍におけるFRYの発現に基づいて様々な腫瘍を比
較することにより、FRYの発現レベルに基づく癌グレード化システムを開発することがで
きる。例えば、FRYの発現レベルを、グレード1の乳癌細胞、グレード2の乳癌細胞、等に
おいて決定することができる。このようにして、対象者から乳腺腫瘍試料が得られた場合
に、FRYの発現レベルがその乳癌のグレードを決めることができ、その癌についての予後
を対象者に提供することができる。癌グレード化システムの例としては、悪性腫瘍のTNM
分類、および前立腺癌のためのグリーソン・グレード化システムが含まれる。
【００９５】
　検査試料における核酸またはポリペプチドの存在、レベル、または不在は、検査対象者
から検査試料を得て、ポリペプチドまたは核酸を検出することができる化合物または物質
（例えばmRNA、miRNA、またはゲノムDNAのプローブ）にその検査試料を接触させることに
より評価することができる。「検査試料」とは、対象者から単離された組織、細胞、およ
び生物学的液体、ならびに、対象者内に存在する組織、細胞、および液体を含む。対象遺
伝子（複数可）の発現のレベルは多くの方法で測定することができ、それら方法には、そ
の遺伝子によりコードされるmRNAを測定すること、その遺伝子によりコードされるポリペ
プチドの量を測定すること、またはその遺伝子によりコードされるポリペプチドの活性を
測定することが含まれる。
【００９６】
　発現されたRNAの試料は、よく知られた多くの手順のうちのいずれかを使用して、生物
学的試料から単離することができる。例えば、グアニジウムに基づく溶解緩衝液（RNAを
安定化させるための添加成分を任意で含む）中で生物学的試料を溶解することができる。
ある実施態様では、上記溶解緩衝液は、細胞培養物からのRNAの回収率および安定性をモ
ニターするための対照として、精製RNAを含有し得る。そのような精製RNA鋳型の例として
は、プロメガ社（ウィスコンシン州マディソン）のカナマイシン陽性対照RNA、およびラ
イフテクノロジーズ社（メリーランド州ロックビル）の7.5 kbポリ(A)テール付きRNAが含
まれる。溶解物はすぐに使用してもよいし、例えば-80℃において冷凍保存してもよい。
【００９７】
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　任意で、例えばRNEASY精製プラットフォーム（キアゲン社、カリフォルニア州バレンシ
ア）のような、自動化可能な96ウェル形式におけるシリカに基づく単離法を使用して、細
胞溶解物（またはその他の種類の試料）から全RNAを精製し得る。あるいは、マイクロビ
ーズまたはセルロースカラムに結合させたオリゴdTを用いた固相オリゴdT捕獲を使用して
RNAを単離する。この方法は、ゲノムDNAおよび全RNAからmRNAを単離し、mRNA捕獲媒体を
直接的に逆転写反応に移すことを可能にするという、追加の利点を有する。シリカでコー
ティングされたビーズまたはグアニジウムを用いた抽出など、他のRNA単離法も考慮され
る。RNAの単離および調製のためのさらなる方法は当業者が案出することができる。
【００９８】
　本発明の方法は、粗製の細胞溶解物を使用して実施することもでき、その場合RNAを単
離する必要性が省かれる。粗製試料にはRNAseインヒビターが任意で添加される。粗製の
細胞溶解物を使用する場合には、試料によっては、ゲノムDNAが標的配列（例えば遺伝子
）の1以上のコピーを提供し得ることに留意すべきである。標的配列が1以上の高レベル発
現遺伝子に由来する状況では、ゲノムDNAに起因するシグナルは有意なものにはならない
かもしれない。しかし、低いレベルで発現される遺伝子の場合は、試料をDNAseで処理す
るか、または、後でcDNAもしくは増幅産物をプライミングする際にスプライス部位を標的
とするプライマーを使用することにより、バックグラウンドを除去することができる。例
えば、2つの標的特異的プライマーの内の1つを、スプライス部位を跨ぐように設計し、鋳
型からDNAを排除することができる。別の例として、スプライス部位に隣接するように2つ
の標的特異的プライマーを設計し、プロセスされたmRNA鋳型と比べてDNAまたは未スプラ
イシングmRNAの鋳型はより大きなPCR産物を生じるようにすることができる。粗製抽出物
を本発明の目的のための試料として使用することを容易にする、様々な特化されたプライ
ミング法の応用を、当業者は設計することができる。
【００９９】
　細胞内の遺伝子に対応するmRNAのレベルは、インサイチュ(in situ)およびインビトロ
のいずれでも決定することができる。検査試料から単離されたメッセンジャーRNAを、ハ
イブリダイゼーション・アッセイまたは増幅アッセイ（サザンもしくはノザン解析、PCR
解析、およびプローブアレイを含む）において使用することができる。mRNAレベルの検出
のための好ましい診断的方法は、遺伝子によりコードされたmRNAとハイブリダイズするこ
とができる核酸プローブに、単離されたmRNAを接触させることを含む。上記プローブは、
全長核酸、あるいはその一部分であってもよく、例えば少なくとも10ヌクレオチドの長さ
のオリゴヌクレオチドであってストリンジェントな条件下でmRNAに特異的にハイブリダイ
ズする上で十分なものであり得る。
【０１００】
　1つの形式においては、mRNA（またはそれから調製されたcDNA）を表面上に固定化して
プローブと接触させるが、これは例えば、単離されたmRNAをアガロースゲル上で泳動して
、ゲルから膜（例えばニトロセルロース）へとそのmRNAを移すことによって行われる。別
の形式では、例えば遺伝子チップアレイのように、プローブを表面上に固定化してmRNA（
またはcDNA）をそのプローブに接触させる。当業者であればmRNAのレベルを検出するため
の既知のmRNA検出法を適合させることができる。
【０１０１】
　調べられる対象となる遺伝子によりコードされた、試料中のmRNA（またはそれから調製
されるcDNA）のレベルは、核酸増幅、例えば標準的なPCR（米国特許第4,683,202号）、RT
-PCR（Bustin S. J Mol Endocrinol. 25: 169-93, 2000）、定量的PCR（Ong Y. et al., 
Hematology. 7:59-67, 2002）、リアルタイムPCR（Ginzinger D. Exp Hematol. 30:503-1
2, 2002）、およびインサイチュPCR（Thaker V. Methods Mol Biol. 115:379- 402, 1999
）、または任意のその他の核酸増幅法を行った後に、増幅された分子を当該技術分野で知
られる技術を用いて検出することにより、評価することができる。
【０１０２】
　「プライマー」という用語は、その3’末端において相補的な核酸分子とハイブリダイ
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ズすることができ、核酸ポリメラーゼにより伸長され得る遊離3’ヒドロキシ末端を提供
する、あらゆる核酸を表す。本明細書で使用される場合、増幅プライマーとは、遺伝子の
5’または3’領域（それぞれプラス鎖およびマイナス鎖、またはその逆）にアニールする
ことができ、それらの間に短い領域を包含する、核酸分子の対である。適切な条件下で適
切な試薬を用いれば、そのようなプライマーは、それらプライマーに隣接するヌクレオチ
ド配列を有する核酸分子を増幅することを可能とする。インサイチュの方法においては、
細胞または組織試料を調製して支持体（例えばスライドグラス）上に固定化し、それから
mRNAとハイブリダイズすることができるプローブに接触させる。発現RNA試料に相当する
核酸を増幅するための代替法としては、米国特許第7,897,750号に記載されたものが含ま
れる。
【０１０３】
　別の実施態様では、本発明の方法は、遺伝子のmRNAを検出することができる化合物また
は物質を対照試料に接触させ、その対照試料中のmRNAの存在を検査試料中のRNAの存在と
比較することをさらに含む。
【０１０４】
　上に記述した核酸に基づく診断的方法は、対象者が癌により特徴付けられる疾患もしく
はその素因を有しているか否かということ、癌が転移する可能性、または癌が転移してい
ることを決定するための定性的および定量的情報を提供することができる。
【０１０５】
　本明細書で開示される遺伝子によりコードされるポリペプチドのレベルを決定するため
には、様々な方法を使用することができる。一般的に、これらの方法は、そのポリペプチ
ドに選択的に結合する物質（例えば抗体）に接触させて、試料中のポリペプチドのレベル
を評価することを含む。抗体はポリクローナルであってもよく、あるいはより好ましくは
モノクローナルであり得る。完全な抗体、あるいはその断片（例えばFabまたはF(ab’)2
）も使用できる。好ましい一態様において、抗体は、検出可能な標識を有する。本明細書
に記載される配列番号3に結合するFRY抗体は、1つのそのような例である。「標識」とい
う用語は、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、化学的、またはその他の物理的
手段により検出可能な組成物を表す。例えば、有用な標識としては、32P、蛍光色素、高
電子密度試薬、酵素（例えばELISAで通常使用されるもの）、ビオチン、ジゴキシゲニン
、またはハプテン、および検出可能とすることができるその他のものが含まれる。標識は
、核酸およびタンパク質の任意の位置に組み入れることがきる。プローブまたは抗体に関
して「標識された」という用語は、検出可能物質を物理的に連結させることによりプロー
ブまたは抗体を直接標識することだけでなく、検出可能物質との反応性によりプローブま
たは抗体を間接的に標識することも包含することが意図される。例えば、ウサギFc領域を
有する抗体は、そのウサギFc領域に対する第2の抗体を使用して間接的に標識することが
でき、ここでは、その第2の抗体が検出可能物質と結合される。検出可能物質の例は本明
細書で提示される。適切な検出可能物質または標識としては、放射性同位体（例えば125I
、131I、35S、3H、もしくは32P）、酵素（例えばアルカリホスファターゼ、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ、ルシフェラーゼ、もしくはβガラクトシダーゼ）、蛍光性の成分もしく
はタンパク質（例えばフルオレセイン、ローダミン、フィコエリトリン、緑色蛍光タンパ
ク質（GFP）、もしくは青色蛍光タンパク質（BFP）、または発光性の成分（例えばクオン
タム・ドット社（カリフォルニア州パロアルト）のQdot（登録商標）ナノ粒子）が含まれ
る。
【０１０６】
　検出方法は、インビトロで生物学的試料中のポリペプチドを検出することのみならずイ
ンビボにおけるポリペプチドの検出にも使用され得る。ポリペプチドを検出するためのイ
ンビトロ技術としては、ELISA、免疫沈降法、免疫蛍光法、EIA、RIA、およびウェスタン
・ブロッティング解析が含まれる。ポリペプチドを検出するためのインビボ技術としては
、標的抗抗体を対象者中に導入することが含まれる。例えばその抗体を上記のように検出
可能物質で標識することができる。対象者中の上記検出可能物質の存在および位置は、標
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準的な画像解析技術により検出することができる。
【０１０７】
　本明細書に記載される診断方法は、癌を有する対象者、または癌を発生する危険性を有
する対象者を同定することができる。本明細書に記載される予後アッセイは、対象者が癌
治療のための薬剤（例えば作動薬、拮抗薬、ペプチド模倣物、タンパク質、ペプチド、核
酸、小分子、またはその他の薬剤候補）を投与することに適しているか否かを決定するた
めに使用され得る。例えば、そのようなアッセイは、癌治療のために上記薬学組成物また
はその他の適切な薬剤を対象者に投与することができるか否かを決定するために使用する
ことができる。
【０１０８】
　癌を発生する危険性を有する対象者を同定するための方法の別の側面は、対象者のFRY
遺伝子における易罹患性多型を検出することを含み、ここで、易罹患性多型の存在は、癌
を発生する危険性が高いことを予測する。FRY遺伝子における易罹患性多型は、FRYポリペ
プチドの機能喪失またはFRYポリペプチドの不在を引き起こす多型である。機能喪失とは
、腫瘍成長を抑制する能力および／または分化を誘導する能力の喪失として定義される。
FRY機能の喪失を決定するためのアッセイは当該技術分野において知られており、下記に
記述する。一実施態様において、上記多型は、FRYポリペプチドの保存された領域におい
てアミノ酸置換をもたらす一塩基多型である。易罹患性多型は、例えば配列決定またはハ
イブリダイゼーションによる遺伝子型決定のような、当該技術分野で知られる方法により
検出することができる。多型がコード領域中にありアミノ酸の変化をもたらす場合には、
ポリペプチド中のアミノ酸変化の解析を使用して上記多型を検出し得る。
【０１０９】
　対象者において癌の治療を監視する、またはその治療の有効性を決定する方法も、本発
明により提供される。この目的のためには、本明細書で開示される遺伝子の発現レベルを
、治療を行う前、途中、または後の対象者からの検査試料について決定し得る。そして、
ベースラインのレベルと比較した上記レベルの変化の大きさを評価する。一般的に、治療
の前に癌の試料を採取し、治療後に試料を採取し、これら2つの試料の間のFRYのレベルを
比較し、治療後試料においてFRYポリペプチドのレベルが上昇したか否かによって、その
治療が有効であるか否かを当業者がさらに決定することができる。FRYポリペプチドのレ
ベルの上昇は、その治療が有効であることを示し、医療従事者は何らかの追跡治療のため
の適切な療法、投与量、および投与計画をさらに決定することができる。
【０１１０】
4. FRY抗体、およびFRY抗体とポリヌクレオチドを含むキット
　別の側面において本発明は、FRY抗体、ならびに、本明細書に記述される生物学的試料
中のFRY 遺伝子発現解析およびFRYポリペプチド検出を行うための方法、組成物、および
システムを具現化する、キットを提供する。
【０１１１】
　FRYポリペプチドに結合する単離抗体が本発明において提供される。本発明の抗体は、F
RYに対する抗体であり、FRY、またはFRYのアミノ酸配列から選択された任意のポリペプチ
ド、またはFRYポリペプチド内で選択されたエピトープを用いて、動物を免疫し、インビ
ボで生成された抗体を、当業者に知られる通常の手順に従って回収して精製することによ
り、取得することができる。FRYポリペプチドはペプチド領域WGVRRRSLDSLDKC（配列番号3
）を含有する。配列番号3を抗原上のエピトープとして産生するためのルーチン的方法は
当該技術分野において知られている。ある実施態様では、配列番号3を抗原上のエピトー
プとして使用して、動物を配列番号3によって免疫し得る。抗原は、配列番号3と実質的に
同一のエピトープを含み得る。エピトープはまた、配列番号3の保存的に改変された変異
体であってもよい。モノクローナル抗体は、既知の方法（例えば、Kohler and Milstein,
 Nature, (1975) 256, pp. 495-497；Kennet, R. ed., Monoclonal Antibodies, pp. 365
-367, Plenum Press, N.Y. (1980)）に従って、FRYに対する抗体を産生する抗体産生細胞
をミエローマ細胞と融合させてハイブリドーマを樹立することにより得ることができる。
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【０１１２】
　FRYに結合する抗体、またはFRYポリペプチド内で選択されるエピトープに結合する抗体
は、ファージ・ディスプレイ技術を使用して取得することができる。さらなる実施態様で
は、FRYおよび配列番号3に結合する抗体もファージ・ディスプレイ技術を使用して取得し
得る。本発明の抗体を作製するために使用できるファージ・ディスプレイ法の例としては
、Brinkman et al., J. Immunol. Methods 182:41-50 (1995)；Ames et al., J. Immunol
. Methods 184: 177-186 (1995)；Kettleborough et al., Eur. J. Immunol. 24:952-958
 (1994)により開示されているものが含まれる。本発明はまた、配列番号3をコードするポ
リヌクレオチドと、配列番号3をコードするポリヌクレオチドを含有するベクターとを含
む。
【０１１３】
　FRYおよび配列番号3に結合する抗体は、検出可能なように標識することもできる。標識
の非限定的な例としては、放射性同位体、酵素、酵素断片、酵素基質、酵素阻害剤、補酵
素、触媒、フルオロフォア、色素、化学発光物質、発光物質、または感作物質、非磁性も
しくは磁性粒子、放射線不透過性物質として使用されるヨード化糖類が含まれ、リンカー
に付加させ抗体に結合させることができる。そのような方法は当業者に知られており、例
えばBIOCONJUGATE TECHNIQUES (Academic Press; 1st edition, Greg T. Hermanson, 199
6)は生体分子の修飾または架橋のための技術を記述している。
【０１１４】
　さらなる側面において、本発明は、FRYポリペプチドに特異的に結合する1つ以上の検出
試薬を含むキットを提供する。好ましくは、このキットは、配列番号3に結合する抗体を
含む。検出試薬は、FRYポリペプチドに結合するFRY抗体の側面に位置することが知られる
ペプチド配列であり得る。上記試薬は固形マトリックスに結合しているか、または、それ
をマトリックスに結合させるための試薬と共に包装され得る。固形マトリックスまたは基
質は、ビーズ、プレート、チューブ、ディップスティック、ストリップ、またはバイオチ
ップの形態であり得る。位置を指定できる(with addressable locating)バイオチップま
たはプレートおよび個別化されているマイクロタイタープレートは特に有用である。
【０１１５】
　検出試薬は、洗浄試薬、および結合抗体（例えば標識化二次抗体）を検出することがで
きる試薬、または標識抗体と反応することができる試薬を含む。キットはまた、対照試薬
（陽性および／または陰性）、および／または抗体を検出するための手段を便宜よく含む
であろう。使用説明書をキットに含ませることもできる。最も一般的には、上記キットは
、当該技術分野で知られるもののように、公知のアッセイ（例えばELISAアッセイ）用に
構成されるであろう。
【０１１６】
　キットは、1つ以上の容器から構成されていてもよく、採取用備品を含んでいてもよく
、これらの例としてはボトル、バッグ（例えば静脈内注入液バッグ）、バイアル、注射器
、および試験管が挙げられる。他の構成要素としては、針、希釈剤、および緩衝液が含ま
れ得る。キットは、例えばリン酸緩衝食塩水、リンガー液、およびデキストロース溶液の
ような薬学的に許容される緩衝液を含有する少なくとも1つの容器を含むことが有用であ
り得る。
【０１１７】
　上記アッセイおよびキットにおいて使用される抗体は、モノクローナルまたはポリクロ
ーナルであり得、任意の哺乳類で調製することができ、あるいは当該技術分野で知られる
他の公知方法で調製してもよい。抗体結合の解析はいずれかの公知アッセイ方法（例えば
競合的結合アッセイ、非競合的アッセイ、直接的および間接的サンドイッチアッセイ、蛍
光免疫アッセイ、免疫放射性定量アッセイ、発光アッセイ、化学発光アッセイ、酵素結合
免疫蛍光アッセイ（ELIFA）、および免疫沈降アッセイ）を使用して行うことができる（Z
ola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc.
, 1987); Harlow and Lome (1998) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Har
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bour Publications, New York.）。
【０１１８】
　本発明は、生物学的試料中においてFRYポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを
同定するためのポリヌクレオチドを提供する。そのようなポリヌクレオチド配列としては
、配列番号1およびその断片、ならびに配列番号1の相補鎖およびその断片、ならびに前記
配列と高ストリンジェンシー条件下でハイブリダイズする配列、ならびに本明細書で開示
されるプライマーが含まれる。一般的な組換え法を使用する当業者ならば、FRYポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドを検出するために使用するポリヌクレオチドを決定す
ることができる。
【０１１９】
　本明細書で開示されるポリヌクレオチドは、生物学的試料中のFRY遺伝子の存在を決定
するためのキットに含ませることができる。そのようなキットは、本明細書に記載される
核酸と共に、以下のいずれかまたは全てを含み得る：アッセイ試薬、緩衝液、プローブお
よび／またはプライマー、ならびに無菌食塩水もしくは別の薬学的に許容される乳液およ
び懸濁液基剤。加えて、上記キットは、本明細書に記載される方法の実施のための手引き
（例えばプロトコール）を含む説明資料を含み得る。例えば、上記キットは、標的FRY mR
NA配列の増幅、検出、同定、または定量のためのキットであり得る。その目的のために、
上記キットは、ポリ(T)プライマー、フォワード・プライマー、リバース・プライマー、
およびプローブを含み得る。
【０１２０】
　1つの例において、本発明のキットは、複数の異なる核酸（その各々が、FRY遺伝子の異
なる領域または核酸変異体に相当する）が配置された1つ以上のマイクロアレイスライド
（あるいは代替的なマイクロアレイ形態）を含む。キットはまた、複数の標識されたプロ
ーブを含み得る。あるいは、キットは、プローブとして適切な複数のポリヌクレオチド配
列、および、前記付属ポリヌクレオチド配列または実施者の裁量による他のポリヌクレオ
チド配列をカスタマイズするのに適した一揃いの標識を含み得る。通常は、付属のポリヌ
クレオチド配列の少なくとも1つは、対照配列、例えば「ハウスキーピング」遺伝子、β
アクチン等に相当する。典型的な標識としては、核酸プライマーに結合された蛍光発色団
、色素、放射性標識、酵素タグが含まれるが、これらに限定されない。
【０１２１】
　一実施態様において、発現されたRNA試料に相当する核酸を増幅することに適したキッ
トが提供される。そのようなキットは、上記の増幅方法のいずれかにおける使用に適した
試薬およびプライマーを含む。それに替えて、またはそれに加えて、キットは、プローブ
と標的核酸試料（例えばマイクロアレイ上に配置されたもの）との間のハイブリダイゼー
ションに対応するシグナルを増幅することに適したものである。
【０１２２】
　それに加えて、生物学的試料を遺伝子発現解析のために調製する上で必要な1つ以上の
材料および／または試薬が、任意でキットに含まれる。さらに、核酸を増幅することに適
した1つ以上の酵素（様々なポリメラーゼ（RT、Taq等）を含む）、1つ以上のデオキシヌ
クレオチド、および、増幅のために必要な反応混合物を提供するための緩衝液が、任意で
キットに含まれる。
【０１２３】
　典型的には、キットは、mRNAを出発鋳型として使用して遺伝子発現パターンを解析する
ために利用される。mRNA鋳型は、全細胞RNAとして、または単離mRNAとして提供され得る
。どちらの種類の試料も同等の結果を生じる。他の実施態様では、本発明で記述される方
法およびキットは、遺伝子発現のその他の産物（tRNA、rRNA、またはその他の転写産物を
含む）の定量化を可能とする。
【０１２４】
　任意で、本発明のキットは、データの産出、解析、および／または貯蔵を促進し、デー
タベースへのアクセスを容易にするためのソフトウェアをさらに含む。上記ソフトウェア
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は、データの回収、貯蔵、および／または解析に使用することができる論理命令、命令セ
ット、または適切なコンピュータ・プログラムを含む。提供されたソフトウェアを使用し
て、データの比較的および相関的な解析が可能である。
【０１２５】
5. FRYの発現を誘導する化合物をスクリーニングする方法
　本発明は、癌の治療のための候補化合物をスクリーニングするためのインビトロおよび
インビボの方法であって、FRYポリペプチドの発現もしくは活性、またはFRY遺伝子の発現
もしくは少なくとも1つのそのプロモーターの活性を上昇させる化合物の能力を決定する
ことを含み、上記変化は癌の治療におけるその化合物の有用性を示す方法を提供する。従
って上記方法は、FRYの発現もしくは活性、またはその遺伝子の発現もしくは少なくとも1
つのそのプロモーターの活性を増加させる能力を有する化合物を選び出すことを可能にす
る。
【０１２６】
　より具体的には、本発明のこの側面は、癌の治療のための候補化合物をスクリーニング
するインビトロの方法であって、以下の工程を含むものである。
【０１２７】
　a. 少なくとも2つの生物学的試料または反応混合物を調製すること；
【０１２８】
　b. 上記試料または反応混合物のうちの1つを、1つ以上の試験化合物に接触させること
；
【０１２９】
　c. 上記生物学的試料または反応混合物におけるFRYポリペプチドの発現もしくは活性、
その遺伝子の発現、または少なくとも1つのそのプロモーターの活性を測定すること；
【０１３０】
　d. 未処理の試料または未処理の混合物と比較して、上記bで処理された試料または混合
物において、FRYポリペプチドの発現もしくは活性、その遺伝子の発現、または少なくと
も1つのそのプロモーターの活性の上昇が測定された化合物を選択すること。
【０１３１】
　「反応混合物」は、当業者に知られているところにより、FRYポリペプチドの活性また
は発現を再現する全ての必要な試薬および生物学的材料を含む。
【０１３２】
　インビボのスクリーニング方法は、例えばげっ歯類など、あらゆる実験動物において実
行することができる。好ましい一実施態様によれば、上記スクリーニング方法は、試験化
合物を動物に投与すること、その後任意で安楽死により動物を犠牲にすること、および、
腫瘍の試料を採取し、本明細書に記載されるいずれかの方法によって上記腫瘍における遺
伝子の発現を評価することを含む。
【０１３３】
　試験される化合物はいかなる種類のものであってもよい。それらは天然由来のものであ
ってもよいし、または化学合成により製造されたものであってもよい。これには、構造が
明確に理解された化学的化合物のライブラリー、未解明の化合物もしくは物質、または化
合物の混合物が関わり得る。化合物の例としては、小分子、ポリペプチド、核酸、炭水化
物、またはこれらのいずれかの組合せが含まれるが、これらに限定されない。
【０１３４】
　これらの化合物を試験し、FRYポリペプチドの発現または活性を増加させ治療的意義を
有する化合物を同定するために、様々な技術を使用することができる。第1の実施態様に
よれば、上記生物学的試料は、FRYポリペプチドをコードする遺伝子のプロモーターの全
部または一部に機能的に連結されたレポーター遺伝子によりトランスフェクトされた細胞
であり、上記工程cは上記レポーター遺伝子の発現を測定することを含む。
【０１３５】
　レポーター遺伝子は、特に、所与の基質の存在下で有色の産物の形成をもたらす酵素、
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例えばCAT（クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ）、GAL（ベータ・ガラク
トシダーゼ）またはGUS（ベータ・グルクロニダーゼ）をコードするものであり得る。ル
シフェラーゼ遺伝子またはGFP（緑色蛍光タンパク質）遺伝子であってもよい。レポータ
ー遺伝子によりコードされるタンパク質のアッセイ、またはその活性のアッセイは、従来
法により、特に比色定量的、蛍光定量的、または化学発光的技術により、実行される。
【０１３６】
　第2の実施態様によれば、上記生物学的試料は、FRYポリペプチドをコードする遺伝子を
発現する細胞であり、上記工程cは上記遺伝子の発現を測定することを含む。
【０１３７】
　ここで使用される細胞はいかなる種類のものであってもよい。それは、FRY遺伝子を内
因的に発現する細胞であってもよく、例えば乳腺組織由来の正常分化細胞であり得る。FR
Yポリペプチドを発現しない、または低いレベルで発現する細胞、例えば三重陰性乳癌細
胞を使用してもよい。他の種類の細胞としては、幹細胞表現型を有する細胞が含まれる。
【０１３８】
　細胞はまた、好ましくはヒトの、あるいは哺乳類のFRYポリペプチドをコードする異種
性核酸により形質転換されたものであってもよい。例えばCos-7、CHO、BHK、3T3、または
HEK293細胞等、多種多様な宿主細胞系を使用することができる。例えばリン酸カルシウム
、DEAE-デキストラン、リポソーム、ウイルス、電気穿孔、微量注入等、当業者に知られ
るいずれかの方法によって、核酸を安定的または一過的にトランスフェクトすることがで
きる。
【０１３９】
　これらの方法においては、FRY遺伝子もしくはレポーター遺伝子の発現は、その遺伝子
の転写のレベル、または、その翻訳のレベルを評価することにより、決定することができ
る。
【０１４０】
　「遺伝子の転写のレベル」という表現は、対応するmRNAが産生される量を意味すること
が意図される。「遺伝子の翻訳のレベル」という表現は、タンパク質が産生される量を意
味することが意図される。当業者は、目的遺伝子のmRNAを定量的または半定量的に検出す
るための技術に精通している。mRNAが特異的ヌクレオチド・プローブにハイブリダイズす
ることに基づく技術が最も一般的である（ノザンブロッティング、RT-PCR（逆転写酵素ポ
リメラーゼ連鎖反応）、定量的RT-PCR（qRT-PCR）、RNaseプロテクション）。例えば蛍光
、放射性、もしくは酵素剤、またはその他のリガンド（例えばアビジン／ビオチン）のよ
うな検出標識を使用することが有利となり得る。
【０１４１】
　特に、遺伝子の発現はリアルタイムPCRまたはRNaseプロテクションによって測定し得る
。「RNaseプロテクション」という用語は、組織のポリ(A)-RNAの中から既知mRNAを検出す
ることを意味することが意図され、この検出は標識プローブとの特異的ハイブリダイゼー
ションを使用して行うことができる。プローブは、検出しようとしているメッセンジャー
と相補的な標識（放射性）RNAである。プローブは既知のmRNAから構築することができ、R
T-PCR後のそのmRNAのcDNAがファージにおいてクローン化される。当該配列を検出しよう
としている組織からのポリ(A)-RNAを、液状媒体中で、遅いハイブリダイゼーション条件
下でこのプローブとインキュベートする。検出しようとしているmRNAと上記アンチセンス
プローブとの間でRNA:RNAハイブリッドが形成する。ハイブリダイズした媒体を、一本鎖R
NAに特異的なリボヌクレアーゼの混合物とインキュベートし、プローブと共に形成された
ハイブリッドのみがこの消化に耐えられることとなる。続いて消化産物を脱タンパク質化
して再精製し、その後電気泳動により解析する。標識されたハイブリッドRNAはオートラ
ジオグラフィーにより検出される。
【０１４２】
　遺伝子の翻訳のレベルは、例えば、その遺伝子の産物の免疫学的アッセイによって評価
される。この目的で使用されるFRY抗体はポリクローナル型またはモノクローナル方であ
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り得る。免疫学的アッセイは、固相または均一相において、1工程または2工程において、
サンドイッチ法または競合法において、行うことができる（これらは非限定的な例である
）。1つの好ましい実施態様によれば、捕獲抗体が固相に固定化される。固相の非限定的
な例として、マイクロプレート、特にポリスチレン・マイクロプレート、または固形粒子
もしくはビーズ、または常磁性ビーズを使用し得る。
【０１４３】
　ELISAアッセイ、放射免疫アッセイ、またはその他のあらゆる検出技術を使用して、形
成された抗原／抗体複合体の存在を明らかにすることができる。
【０１４４】
　本明細書で規定されるスクリーニング方法により選び出された化合物は、その後、他の
インビトロ・モデルおよび／またはインビボ・モデル（動物またはヒトにおけるもの）で
癌に対する効果について試験することができる。
【０１４５】
　本明細書ではまた、低いレベルのFRYポリペプチドを発現する細胞に、FRYポリペプチド
をコードするポリヌクレオチド、またはFRYポリペプチドを導入することにより、前記細
胞を分化させる方法も開示される。ベクター、トランスフェクション、もしくは電気穿孔
、または当該技術分野で知られる他の方法によりFRYポリヌクレオチドを導入することが
できる。
【実施例】
【０１４６】
　本発明を一般的に記述してきたが、以下の実施例を参照することにより本発明をより容
易に理解することができるであろう。これら実施例は本発明の一定の側面および実施態様
を説明する目的のためだけに提供されるのであって、本発明を限定する意図はない。
【０１４７】
［実施例1：材料および方法］
動物
　コペンハーゲン（Co）、フィッシャー344（F344）、およびブラウン・ノルウェー（BN
）ラットはハーラン・スプレイグ・ダーレイ社（ウィスコンシン州マディソン）から購入
した。F1子孫を産生するために、F344メスをCopオスと交配させた。メス（F344 X Cop）F
1子孫をF344オスと交配させてN2戻し交配子孫を産生した。育種、処置、腫瘍部位、発生
率、潜伏期、表現型、および遺伝子型は関係データベースにより追跡した。
【０１４８】
発癌物質処置および表現型決定
　日齢50～55日のメスのN2ラットおよびF344ラットに、N’-メチル-N’-ニトロソウレア
（NMU）（アッシュ・スティーブン社、ミシガン州デトロイト）の腹腔内注射（体重1 kg
あたり50 mg）を1回行い、乳癌の発生率および潜伏期間をスコア化した。NMU（アッシュ
・スティーブン社、ミシガン州デトロイト）は、酢酸でpH 5.0まで酸性化した0.9% NaCl
溶液中の10 mg/mlのストック溶液として調製した。30分ごとに新鮮なNMU溶液を調製した
。発癌物質への曝露の後、N2子孫を高脂肪食（適宜30%脂肪を補足したラット餌）で飼育
して、腫瘍の成長を促進させた。ラットは1週間単位で腫瘍について触診を行い、瀕死と
なった時、または腫瘍が直径1 cmに達する前に、安楽死させた。腫瘍を有するラットから
乳腺腫瘍と正常乳腺組織とを採取し、液体窒素中で凍結し、-80℃で保存した。加えて、
各腫瘍の切片をホルマリン中で固定し、パラフィンに包埋し、組織病理学的解析のために
切片をヘマトキシリンおよびエオシンで染色した。各動物について乳癌の数および潜伏期
間をスコア化した。
【０１４９】
遺伝子型決定
　キアゲンDNeasy 96組織キット（キアゲン社、カリフォルニア州バレンシア）を使用し
て組織からゲノムDNAを単離した。ラットゲノムデータベース（http://rgd.mcw.edu/）か
ら有用な単純直列型反復配列（STR）マーカーを選び出した。ホールデン・マッピング関
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数を用いて計算したスウェプト・ラディウス(Swept radii)を使用して、95%信頼限界にお
いてゲノムをカバーするのに必要なマーカーおよびN2戻し交配子孫の数を推定した。低分
解能マッピングにおいては、77個の多型マーカーを使用して99匹のメスN2戻し交配子孫（
NMU誘発乳癌発生に対する易罹患性について表現型決定した）の遺伝子型決定を行った。
高分解能マッピング（1～2 cM）においては、低分解能マッピングで有意なまたは示唆的
な連鎖スコアを生じた区間内にある有用なマーカーを選んだ。
【０１５０】
連鎖統計解析
　腫瘍の数を量的形質として用いた連鎖解析は、マップマネージャーQTX（K. F. Manly e
t. AL, Mamm Genome 12, 930, Dec, 2001）を使用して行った。交互作用および関連は、S
AS v.8.0統計ソフトウェア・パッケージ（SASインスティテュート社）を用いた二元配置A
NOVA、x2検定、およびロジスティック分析モデルにより検定した。
【０１５１】
蛍光インサイチュ・ハイブリダイゼーション（FISH）
　Cop X F344 F1ラットおよびBN/SsNHsdMcw系統からの胚線維芽細胞を培養し、コルセミ
ドを用いて有糸分裂を遮断し、中期染色体のスプレッド標本を調製するために使用した。
特定のSTRマーカーを含むラットBACクローンはチルドレンズ・ホスピタル・オークランド
研究所から購入し（CHORI-230 BACライブラリー）、そのSTR配列を含むことをPCR増幅に
より確認した。BAC DNAはオートジェン740システム上で単離し、ニック・トランスレーシ
ョンでビオチン化し、過剰量の無標識ラットCot1 DNAの存在下で中期染色体スプレッド標
本にハイブリダイズさせ、アビジンFITCを用いて検出した（Trask 1999）。染色体はDAPI
染色によりQFHバンド化した。DAPIとFITCの画像は別々に、しかし同時に、採取した。ハ
イブリダイゼーション・シグナルは、プローブあたり少なくとも5個、より典型的には10
個の分裂中期細胞において解析した。
【０１５２】
ゲノムDNAの単離および遺伝子型決定
　STRマーカーのためのPCRプライマーは、リサーチ・ジェネティックス社（ウィスコンシ
ン州マディソン）から購入した。PCRに基づく遺伝子型決定アッセイは2つの方法の内のい
ずれかを使用して行った。F344アリルとCopアリルとの間でSTRの長さが8塩基対以上違う
場合は、リサーチ・ジェネティックス社から購入した無標識プライマーでPCR反応を行い
、ポリアクリルアミド・ゲル電気泳動（PAGE）解析を使用して増幅産物の長さによって遺
伝子型を決定した。差異が6塩基対以下であるSTRについては、蛍光標識プライマーでPCR
反応を行い、ABIプリズム（登録商標）3100ジェネティック・アナライザー・システムお
よびジーンスキャン・ソフトウェア上で遺伝子型を決定した。遺伝子型の判定はジェノタ
イパー・ソフトウェア（ABI社）を用いて行った。通常のPAGE解析からのものを含め、全
てのアリル判定結果は、さらなる解析のためのデータベースに入力する前に、少なくとも
もう一人の研究員によって独立に確認された。
【０１５３】
候補Mcs遺伝子のPCR増幅および配列決定
　選択された候補遺伝子を増幅するためのPCRプライマーは、2つ以上のオーバーラップす
る増幅産物を生じるように設計した。キアゲンRNeasy maxiキット（キアゲン社、カリフ
ォルニア州バレンシア）を使用して正常乳腺からRNAを抽出した。スーパースクリプト（
登録商標）II逆転写酵素の説明書（インビトロジェン社、カリフォルニア州カールスバッ
ド）に従って逆転写反応を用いてcDNAを生成した。増幅されたPCR産物をアガロースゲル
電気泳動（0.8～1.5%）により分離し、ゲルから切り出し、キアゲン・ゲル抽出キット（
キアゲン社、カリフォルニア州バレンシア）を用いて精製した。
【０１５４】
　DNA配列決定は、ビッグダイ・サイクル・シークエンシング・プロトコール（パーキン
エルマー・バイオシステムズ社、マサチューセッツ州ボストン）を使用して行った。PCR
増幅反応に使用したのと同じプライマーを使用して、それぞれのPCR産物を両方の鎖につ
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いて配列決定した。標識された配列決定反応産物を、自動蛍光式配列決定装置（アプライ
ドバイオシステムズ社（カリフォルニア州フォスターシティ）のモデル377）上で分離し
た。自動塩基判定結果は目視により確認した。Sequencer 4.2ソフトウェア（ジーン・コ
ーズ社、ミシガン州アナーバー）を使用して配列を組み合わせた。
【０１５５】
GFP標識ラットFRYタンパク質発現ベクターの構築
　3’および5’のRACEを使用して、ラットFRY遺伝子の全長転写物を決定した。増幅は、
マラソンcDNA増幅キット（BDクロンテック社、カリフォルニア州パロアルト）で2つの遺
伝子特異的プライマーを使用して行った。マラソンcDNA増幅キットを使用して二本鎖cDNA
を調製し、増幅し、TOPO TAキットを使用してクローン化し、DNA配列決定に付した。10,7
91塩基対のFRY cDNAは4つの断片としてクローン化し、それから発現ベクター中で再構築
した。手短に述べると、プライマーセット1、5’ - CAGGCATTGCTGCTTATG - 3’および5’
 - TCCAAGAACAACGCTCCA - 3’；プライマーセット2、5’ - CTGGAGAGCATCGAAATC - 3’お
よび5' - CAAGGCCATCAGGTATTC - 3’；プライマーセット3、5’ - AGCACTGTGACAACCCAC -
 3’および5’ - CAGAGCAGGAGGTAAGCA - 3’、ならびにプライマーセット4、5’ - TTGGG
AGACGGTATGATG - 3’および5’ - TATAGGATCCGGAGCCTCCTGTCCGAGAC - 3’を用いてCOPラ
ットFRY cDNA（ジェンバンク登録番号EU563851.1）をPCR増幅し、ここで、C末端プライマ
ーは、終止コドンをグリシンに変え、プライマーの最後にBamHIクローニング部位を追加
する改変を施した。オーバーラップする4つのPCR産物を、製造会社（インビトロジェン社
、カリフォルニア州カールスバッド）のプロトコールに従ってpCR2.1-TOPOベクター中に
クローン化し、そのベクターがCOPラットFRY遺伝子の正しい配列を含んでいることを確認
するために配列決定を行った。得られたプラスミドはそれぞれpCR2.1-1、pCR2.1-2、pCR2
.1-3、およびpCR2.1-4と名付けた。pCR2.1-1および空のpEGFP-N1発現ベクターをXho I／B
amH I制限酵素（クロンテック社、カリフォルニア州マウンテンビュー）（NEB社、マサチ
ューセッツ州イプスウィッチ）で切開し、その産物をQIAquickゲル抽出キット（キアゲン
社、カリフォルニア州バレンシア）を使用してゲル精製し、T4 DNAリガーゼ（インビトロ
ジェン社、カリフォルニア州カールスバッド）を使用してライゲートして繋ぎ合わせた。
得られたプラスミドを配列決定してpEGFP-N1-1と名付けたが、これは第1のセットのプラ
イマーにより増幅されたPCR産物を含むものである。同じ手順に従って、Xba I／BamH I制
限酵素で消化したpCR2.1-2およびpEGFP-N1-1ベクターを使用してpEGFP-N 1-2を生成した
。pEGFP-N 1-3プラスミドは、Not I／BamH I制限酵素により切開されたpEGFP-N 1-2およ
びpCR2.1-3を使用して生成した。最後に、COPラットFRY遺伝子の完全なコード配列を含む
pEGFPN1-COPプラスミドを、EcoR V／BamH I制限酵素により切開されたpEGFP-N1-3およびp
CR2.1-4ベクターから生成した。
【０１５６】
細胞培養
　細胞培養物は、5% CO2、95%空気の加湿環境中で37℃にて維持した。MCF-10Aおよび10Α
-shFRY細胞は、MEGM SingleQuots（ロンザ社）（硫酸ゲンタマイシン、アンホテリシンB
、20 ng/mlヒト上皮成長因子、10μg/mlインスリン、5μg/mlヒドロコルチゾン、および
ウシ下垂体抽出物）で補足された乳腺上皮基本培地（MEBM）中で培養した。MDA-MB-231お
よび231wCFRY細胞は、10%熱不活性化FBSおよび100μg/mlペニシリン・ストレプトマイシ
ン溶液を伴うアドバンストDMEM中で培養した。MCF 10A細胞は、MEGM SingleQuots（ロン
ザ社）で補足されたMEBM中で培養した。
【０１５７】
ノザンブロット解析
　キアゲンRNeasy maxiキット（キアゲン社、カリフォルニア州バレンシア）を使用して
全RNAを抽出した。RNA試料（30μg）を0.8%（w/v）ホルムアルデヒド／アガロースゲルを
通した電気泳動により分離し、ハイボンドNナイロン膜（アマシャム・ファルマシア・バ
イオテク社）に移し取り、[a-32P]-dCTP標識プローブを用いて検出した。ハイブリダイゼ
ーションおよび洗浄を経た後、X線フィルムに曝露することによりオートラジオグラフィ
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ーを実施した。
【０１５８】
半定量的(RT)-PCR
　キアゲンRNEasy Miniキット（キアゲン社、カリフォルニア州バレンシア）を使用して
組織および細胞株から全RNAを単離した。逆転写はスーパースクリプト（登録商標）II逆
転写酵素キット（インビトロジェン社、カリフォルニア州カールスバッド）を用いて実施
した。直線的増幅範囲におけるDNA増幅のためのPCR条件はGeneAmp PCRシステム7600（パ
ーキンエルマー社、マサチューセッツ州ウェルズリー）上で確立した。プラチナム（登録
商標）Taq DNAポリメラーゼ（インビトロジェン社、カリフォルニア州カールスバッド）
およびプライマーをDNA増幅のために使用した。RT-PCR産物は0.9%アガロースゲル上で解
析し、発現はβアクチンに対して標準化した。
【０１５９】
SNAP解析
　SNAP（許容不可能多型のスクリーニング）コンピュータツールは、単一アミノ酸置換の
機能的帰結を、二元的形式（野生型機能に対して中立的／非中立的）およびスコア形式（
-100から+100まで。負の予測は中立的であり、正の予測は非中立的であり、スコアの絶対
値がより高ければ二元的予測の信頼性がより高いことを示す。）の両方において予測する
。フィッシャー344ラット系統における非同義SNPが機能的作用を示すものであるか否かを
示すために、SNAPを使用した。問題となるコドンにおけるアミノ酸置換の各々について、
SNAP出力スコアを評価した。SNAPはまた、SNAP-BLOSUMB62スコア（野生型残基の各々につ
いて、カットオフを≧0としたBLOSUM62マトリックスにより許容される置換の平均SNAPス
コア）を計算することにより、タンパク質配列における各アミノ酸に見込まれる（構造上
ではなく）機能上の重要性を提示する。通常のSNAPスコアと同様に、SNAP-BLOSUM62スコ
アが≦0であることは特定の配列位置が機能上重要である見込みが少ないことを示し、ス
コアが＞0であることはその位置がおそらく機能上重要であることを示す。
【０１６０】
ヌードマウス腫瘍形成能アッセイ
　胸腺欠損ヌードマウス（NCR-NU）はタコニック社から購入した。被験動物は3匹ずつの
群で収容し、12時間の明／暗サイクルのもと餌と水を随意摂取できるようにして飼育した
。細胞株のインビボ腫瘍形成能は、2.5x106個の生きた細胞を、最大体積100μlにて、26
ゲージ針を有するツベルクリン注射器を使用して、オスのヌードマウスの肩甲骨内領域に
皮下注射することにより評価した。細胞は、トリプシン消化により調製し、計数し、トリ
パンブルー生体染色により生存性について試験し、ハンクス平衡塩類溶液中に懸濁した。
計画される実験あたりの動物数が所与の仮説を試験するのに十分であることを保証するた
めに、細胞種あたり6匹のマウスを使用し、これにより5%のアルファ誤差レベル（あるい
は95%信頼区間）および0.55の検出力（45%のベータ誤差レベル；統計学的検出力＝1－ベ
ータ）が得られた。
【０１６１】
　腫瘍は、デジタル式カリパスを使用して1週間に2回測定した。腫瘍成長速度および最終
体積を細胞株間で比較した。実験を終結させる際には、CO2によって窒息させて動かなく
なった動物の頸椎を脱臼させることによりマウスを犠牲にし、腫瘍組織を採取し、一部を
10%ホルマリン中で固定して液体窒素中で凍結した。各腫瘍の一部を切片にして、1) ヘマ
トキシリンとエオシン、および2) マッソン・トリクローム染色を使用した組織病理学的
解析のために染色した。腫瘍体積は、以下の式を用いて推定した。
【０１６２】
　球状腫瘍：(4/3)パイr3
【０１６３】
　楕円状腫瘍：(4/3)パイ(r1) (r2) (r3)
【０１６４】
マイクロアレイ解析
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　各試料からの40ナノグラムの全RNAを使用して、アレイ・ハイブリダイゼーションのた
めの高精度cDNAを生成した。cDNAを増幅し、断片化し、NuGENオベーション増幅・標識キ
ットV2（NuGEN社、カリフォルニア州サンディエゴ）を使用してビオチン標識した。マイ
クロアレイ・ハイブリダイゼーションに先立って、SPIA産物および断片化cDNAをアジレン
ト・バイオアナライザー2100を使用した電気泳動により分析し、適切なサイズ分布を評価
する。増幅され標識された3.75μgのcDNAを、GeneChip解析のためのハイブリダイゼーシ
ョン・カクテルに使用した。NuGENオベーション増幅・標識キットを使用した試料調製の
ための詳細なプロトコールは、http://www.nugeninc.comにおいて参照できる。
【０１６５】
　全ての試料は、アフィメトリクス・ヒトゲノムU 13 3プラス2.0高密度オリゴヌクレオ
チド・アレイ（現時点で47,000個を超える転写産物を調べることができる）を介した遺伝
子発現解析に付した。全てのアレイのハイブリダイゼーション、染色、および洗浄は、製
造会社のプロトコールに従って、アフィメトリクス流体工学モジュールにおいて実施した
。ストレプトアビジン・フィコエリトリン染色（SAPE、モレキュラープローブス社）は、
ハイブリダイズした標的配列を検出するために使用された蛍光コンジュゲートである。標
的ハイブリダイゼーションの検出および定量化は、GeneArrayスキャナー3000（アフィメ
トリクス社）を用いて実施した。本研究で言及される全てのアレイは、データ解析の前に
「アレイ性能」について評価した。
【０１６６】
　GeneMaths（アプライドマス社）を使用して生のマイクロアレイ・データを解析した。
それからLIMMA（マイクロアレイ解析のための線形モデル）を利用して各遺伝子の発現デ
ータ（対数比）に線形モデルをあてはめた（Smyth 2005）。偽発見率はベンジャミンとホ
ックバーグの手順（Benjamini 1995）を使用してコントロールした。
【０１６７】
野生型コペンハーゲンFRYアリルを用いたMDA-MB-231のトランスフェクション
　FRY遺伝子の野生型Copアリルを含むpAcGFP1-N1（クロンテック社カタログ番号632469）
プラスミドベクター（pAcGFP1-N1-COP）を細菌培養物から単離した。DoTapトランスフェ
クション試薬（ロシュ社）を使用して、pAcGFP1-N1を集密状態前のMDA-MB-231細胞に6時
間トランスフェクトした。その後細胞を血清含有培地で培養して48時間かけて回復させた
。G418（シグマ社）を800μg/mlの濃度で加え、ゲノムにpAcGFP-N1を取り込んだ細胞を選
択した。個々のG418耐性コロニーをクローニング・シリンダーで単離した。個々のクロー
ン株を拡張し、ラットとヒトの両方のFRY発現について調べた後に、インビトロおよびイ
ンビボの細胞形質転換アッセイにおいて評価した。
【０１６８】
FRYに対するshRNAによるMCF10Aのトランスフェクション
　配列確認済みの5つのshRNAレンチウイルス・プラスミド（元のベクターpLKO.1を含んで
いる）の組は、それぞれ異なるFRY標的化shRNA配列（シグマ社 MISSION shRNA SHCLND-NM
_023037）を含有する。非標的化shRNAベクターを対照として使用した（シグマ社 MISSION
非標的化shRNA対照ベクターSHC002）。これらを含むプラスミドベクターを単離し、DoTap
トランスフェクション試薬（ロシュ社）を使用して集密状態前のMCF 10A細胞に6時間トラ
ンスフェクトした。その後血清含有培地を再導入して、トランスフェクト済み細胞を48時
間かけて回復させた。ピューロマイシンを1μg/mlの濃度で加えて、ゲノムに対照またはs
hRNAプラスミドを取り込んだ細胞を選択した。個々のピューロマイシン耐性コロニーをク
ローニング・シリンダーで単離した。クローン株を拡張し、FRY発現の低下の持続性につ
いて調べた後に、インビトロおよびインビボの細胞形質転換アッセイにおいて使用した。
【０１６９】
ウェスタンブロット
　全細胞抽出物（タンパク質30μg）をプレキャスト7.5% Tris-HClゲル（バイオ・ラッド
社）における電気泳動により分離し、イモビロンFL（ミリポア社、カタログ番号IPFL0001
0）PVDF膜に転写した。この膜を4℃にて一晩FRY抗体（1:10,000）とインキュベートした
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。それからこのブロットを、TTBSで3回（10分、7分、5分）洗浄し、TBSで短時間洗浄した
後に、4℃にて穏やかに揺らしながら45分間、LI-COR抗ウサギ680 nm二次抗体とインキュ
ベートした。LI-CORオデッセイ（登録商標）赤外画像処理システムを使用してブロットを
現像した。
【０１７０】
マトリゲル三次元増殖アッセイ
　Lee et al. (S0)により記述された方法を使用して、細胞を三次元培養において増殖さ
せた。6ウェルプレートのウェルをマトリゲルの基底層で被覆し、MEBM培地に再懸濁した
細胞を基底層上に2.5x104細胞/cm2の密度で蒔き、37℃で30分間定着させた。その後、上
記細胞培養物の上に、適切な細胞培養培地中の10%のマトリゲル溶液を適用した。細胞は
目視で評価する前に5日間増殖させた。
【０１７１】
ヒト臨床的癌コホートにおけるFRY mRNA発現の統計学的解析
　オンコマイン3.0癌プロファイリング・データベース（http://www.oncomine.org）で入
手できるマイクロアレイ・データは、ダゴスティーノとピアソンのオムニバス正規性検定
を使用して正規性について確認した。データセットが正規性検定に合格した場合、続いて
パラメトリック検定を解析に利用した（スチューデントのt検定（対応なし）または一元
配置ANOVA）。それに加えて、解析されているデータセットのいずれかまたは両方が正規
分布でなかった場合は、ノンパラメトリック検定を解析に利用した（マン・ホイットニー
またはクラスカル・ウォリス）。遺伝子発現相関は、95%信頼区間および両側p値を用いた
ピアソン相関係数を使用して計算した。GraphPadプリズム5.0ソフトウェアを使用して関
連する全ての統計学的操作を実施した。
【０１７２】
インジェニュヌイティ（登録商標）経路解析
　インジェニュヌイティ経路解析（IPA）（インジェニュヌイティ（登録商標）システム
ズ、www.ingenuity.com）を使用してマイクロアレイ・データの解釈を行った。オーバー
ラップする遺伝子を決定してベン図を作成するために、p<0.05というカットオフを使用し
て、10A-shFRY／10A-CV解析（2,188遺伝子）および231wCFRY／MDA-MB-231解析（4,896遺
伝子）において有意に変化した遺伝子を全て包含させた。
【０１７３】
免疫組織化学
　ベンタナ・メディカル・システムズ・ディスカバリーXT自動免疫染色機を使用して、抗
FRY（ウサギ・ポリクローナル）を正常ヒト乳腺組織スライド上で最適化した。ヒト乳腺
腫瘍組織アレイ（TMA）スライド（U.S.バイオマックス社）は、脱パラフィン化して、CC 
1（細胞コンディショニング溶液、ベンタナ・メディカル・システムズ社、カタログ番号9
50-124）を72分の延長時間で用いて抗原回復を行った。TMAスライドを三重実験にてFRYに
ついて染色し、追加の2つの対照スライドを免疫前ウサギ血清（前血清）または二次抗体
のみを使用して染色した。抗FRY抗体および前血清を1:2500の希釈率で適用し、スライド
を37℃で1時間インキュベートした。ベンタナ社のユニバーサル二次抗体（カタログ番号7
60-4205）を1時間インキュベートした後、発色検出キットDABMap（ベンタナ・メディカル
・システムズ社、カタログ番号760-124）を使用した。スライドはヘマトキシリンで対比
染色した。
【０１７４】
　免疫組織化学染色のコンピュータ定量的画像解析を行った。ツァイス／トレッスルMedM
icro全スライド画像処理システムを40xボリュームスキャン構成で用いて標本をデジタル
化した。各々の全スライド画像に画像レジストレーション・アルゴリズムを適用してTMA
構造を再生し、各コア画像を20x等解像度にて抽出した。コア画像を色分解してヘマトキ
シリン対比染色からDABシグナルを単離し、統合染色強度（ISI）、有効染色面積（ESA）
、および有効染色強度（ESI）を得るために解析した。上記乳腺腫瘍組織アレイBR208（U.
S.バイオマックス社）は、60事例の乳癌および9事例の正常乳腺組織からなる。この乳腺T
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染色値から前血清染色値を差し引き、各コアについてのこの結果からlog2をとった。数値
は、各スライド上の患者間で、および各事例についてスライド間で（n=9）平均化した。
これらの結果値を統計学的にグラフ化して解析した。
【０１７５】
　コアは、番号付けシステム（0：染色なし、1：0～10%の細胞が染色されている、2：10
～40%の細胞が染色されている、3：40～70%の細胞が染色されている、4：70～100%の細胞
が染色されている）を使用して病理学者による評点もなされた。それから患者ごとにスコ
アを平均化し（n=3）、スチューデントのt検定を使用して結果値を統計学的に解析して、
対象となる群の間で平均値に有意差があるか否かを決定した。
【０１７６】
［実施例2：QTLマッピングおよび比較配列解析はFRYがMCS候補遺伝子であると同定する］
　N’-メチル-N’-ニトロソウレア（NMU）誘発性乳腺発癌（曝露後200日以内）によって
誘発された乳腺腫瘍の数を量的形質として使用した、324匹のメス[((F344 X Cop) Fl X F
344)N2]子孫における遺伝連鎖により、ラット12番染色体（RNO12）上に新規Mcs遺伝子座
が同定された。この遺伝子座候補McsはD12Rat59単純縦列反復配列マーカーときわめて有
意な連鎖を示し（LOD=8.6）、この領域との連鎖は区間マッピングによりさらに確認され
た（Z. Zeng, Genetica 123, 25, Feb. 2005）（表１および２）。区間マッピングにおけ
る相加効果の方向性から、Cop FRYアリルの存在は易罹患性と負に相関することが確認さ
れ、それが劣性形質であることが示された。上記推定Mcs遺伝子座はRNO12のセントロメア
付近の5.6センチモルガン領域内に位置し、この領域のシンテニーはヒト染色体13q12～13
q13で保存されていてラットBrca2を含むので、DNA配列決定ならびにこれらの系統間のmRN
Aおよびタンパク質の発現レベルの比較により、Brca2の可能性を排除した。この領域内の
Brca2および数個の候補腫瘍抑制遺伝子を除外した後、R12Rat59マーカーの30 kbp遠位で
あってBrca2の2.5 kbp以内に位置する一つの遺伝子が検討された。その後この遺伝子はラ
ットFRYと同定されたが、この遺伝子はヒトFRY遺伝子（NM_023037）と非常に類似してお
り、ショウジョウバエfurry遺伝子のオーソログである。cDNA末端迅速解析法（D. J. Par
k et. AL, Biotechniques 34, 750, Apr. 2003）により、ラットFRY転写物は10,791ヌク
レオチドを含み、3011アミノ酸のタンパク質をコードすることが示された。GHMPファミリ
ーのキナーゼに共通である推定ATP結合ドメインが、FRYポリペプチドにおいて異なる種間
で高度に保存されており（表3）、FRYはタンパク質キナーゼをコードすることが示唆され
る。
【０１７７】
　3つのラット系統間（F344、Cop、ブラウン・ノルウェー（BN））、および複数の種間の
FRYの比較配列解析により、易罹患性F344系統のFRY遺伝子に特有の2つの非同義SNPが同定
された。どちらのSNPも進化の過程で高度に保存されている残基においてアミノ酸置換を
引き起こすものであり（図1）、これらの残基は正常なFRY機能にとって重要であり得るこ
とが示唆される。
【０１７８】
　2170番目のアミノ酸におけるアラニンからセリンへの置換は、いくつかの癌関連タンパ
ク質キナーゼにあるリン酸化コンセンサス配列を新たに創出するものであり（表4）、こ
のF344特異的突然変異は異常な翻訳後修飾によってFRY機能を改変し得る。2171番目のコ
ドン（F344ラットがアラニンからセリンへの突然変異を有していた場所；スコア +15）に
おけるアミノ酸置換のSNAPスコア（Bromberg, B. Rost, Nucleic Acids Res 35, 3823, 2
007）は、この位置におけるアミノ酸変化は機能的な影響を有する可能性が高いことを示
していた。SNAP-BLOSUM62スコアは、この部位が機能的に重要であることを示していた（
スコア +8）。
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【表３】

【表４】

【０１７９】
［実施例3：インビトロでFRY発現の変化は上皮細胞の形態を改変する］
　非腫瘍原性MCF 10Aヒト乳腺上皮細胞株、FRY mRNA発現レベルは試験されたすべての乳
癌細胞株において少なくとも40%減少しており、FRYポリペプチド発現は、評価した4つの
乳癌株のうち3つにおいて減少していた（図2a、b）。FRY活性の減少が乳腺発癌に寄与す
るという仮説を試験するために、2つのインビトロモデルを使用した機能解析を行った。
浸潤性が高い進行期乳腺上皮細胞腫瘍に由来し転移性乳癌のモデルとして一般的に使用さ
れる、三重陰性MDA-MB-231乳癌細胞株（ER-/PR-/HER2-）において、野生型Cop FRYアリル
を発現させた。非腫瘍原性MCF 10A細胞株と同様のレベルでFRYを発現するいくつかのクロ
ーンを表現型解析のために単離したが、これにより、表現型の何らかの変化があった場合
にそれがCop FRYアリルの過剰発現の結果であるという可能性を排除できる（図2c、d）。
第2に、非腫瘍原性MCF 10A乳腺上皮細胞株において内因性FRYの発現をノックダウンする
ために、FRY mRNAに対してshRNAを適用した。非標的指向化shRNAで安定的にトランスフェ
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クトしたMCF-10A細胞（10A-CV）におけるレベルと比較してFRYのmRNAおよびタンパク質が
約60減少しているMCF10Aクローンを選択した（図2e）。
【０１８０】
　FRY発現の改変は、単層培養で増殖した細胞と3次元培養で増殖した細胞との両方の形態
および組織性に劇的に影響を与えた。単層において、もとになったMDA-MB-231細胞は未分
化の紡錘様の増殖パターンを示したのに対し、FRYでトランスフェクトしたものは、より
組織化され上皮様である敷石的パターンを示した。単層で培養したときに、10A-CV細胞は
組織化され上皮様である敷石的パターンを示したのに対し、10Α-shFRY細胞は改変された
形態を示した。それに加えて、マトリゲル（登録商標）の上張りを用いて培養した場合、
異所性FRYを発現する細胞は、非腫瘍原性MCF 10A細胞株により形成されるものと類似した
極性化マンモスフィア（Debnath, S. K. et. al., Methods 30, 256, Jul. 2003）を形成
した。対照的に、もとになったMDA-MB-231細胞、および10Α-shFRY細胞は、無秩序な形態
および細胞接着の低下を示すより無秩序な塊として成長した。これらの発見は、インビト
ロにおいてFRY発現の増加が細胞形態、細胞極性化、および分化の変化と関連することを
示すものであった。
【０１８１】
［実施例4：インビボでFRY遺伝子は腫瘍形成能を抑制する］
　インビボで、異所性FRY発現は腫瘍形成能を劇的に低下させた。MDA-MB-231細胞により
形成される急速な成長と比較して（図3）、Cop FRY のwtアリルを異所的に発現するMDA-M
B-231細胞（231wCFRY）のヌードマウス皮下異種移植片は、腫瘍成長において約8倍の低下
を示した。さらに、MDA-MB-231細胞により形成される急速に成長し浸潤性の高い腫瘍とは
きわめて対照的に、231wCFRY細胞により形成される小さな皮下結節は、被包されており、
下にある骨格筋および／または脂肪組織に浸潤しなかった。
【０１８２】
［実施例5：ヒト乳腺腫瘍においてFRYは減少している］
　ヒト乳癌の臨床的進行における改変されたFRY遺伝子発現の関連性を評価するために、
オンコマイン3.0癌プロファイリング・データベース（http://www.oncomine.org）で入手
可能なデータを利用した。本研究の解析は、正常乳腺組織と比較してヒト乳癌ではFRY発
現が有意に減少していることが示された（p<0.0001）（図4a）。この観察は、配列番号3
に対する抗FRY抗体、すなわちヒトおよびラットのタンパク質で保存されているペプチド
配列に対する抗体を設計し実証することにより、タンパク質レベルで確認された。この抗
体は次に、市販されている乳腺腫瘍と正常組織のマイクロアレイ（U.S.バイオマックス社
）の免疫組織化学的染色および半定量的画像解析に使用した。FRY発現のレベルは病理学
者により独立に評価された。どちらの解析においても、正常乳腺細胞と比較して腫瘍では
FRYポリペプチド発現が有意に減少していることが確認され、mRNAについての観察が独立
のコホートにおいて検証された。
【０１８３】
　免疫組織化学もまた、腫瘍と正常組織型との間で核FRYポリペプチド発現に有意な差が
あることを明らかにした（p<0.02）（図4b、c）重要なことに、>70%の正常乳腺細胞の核
がFRY染色について陽性であるのに対し、その度合いの核染色を示すのは解析された腫瘍
のわずか5%にすぎないことをこの解析は示していた（図4d）。これらの発見は、核FRYポ
リペプチド発現の喪失がヒト乳癌の臨床的表現型と高度に相関することを示すものであっ
た。
【０１８４】
［実施例6：悪性度の高いホルモン受容体陰性乳癌においてFRYは減少している］
　10個の乳癌コホートにおけるFRY発現の解析により、高分化型乳腺腫瘍と比較して低分
化型乳腺腫瘍ではFRY発現がさらに減少していることが明らかになった（n=1,860；p<0.00
01）（図4e；表5aおよびb）。これらの観察は、免疫組織化学的に染色されたTMAの定量的
画像解析を使用して、独立のコホートにおいてタンパク質レベルで確認された（N=69；p<
0.02）（図4f、g）。
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【表５ａ】

【表５ｂ】

【０１８５】
　乳腺腫瘍におけるFRY発現の解析に利用したコホート。
【０１８６】
　1特に記載がない限り、これらの試料はエルストンのグレード化システムを使用してグ
レード分けした。
【０１８７】
　2グレード1、2、および3の試料の合計。
【０１８８】
　3比較されるデータセットは、ダゴスティーノとピアソンのオムニバス正規性検定を使
用して正規性について検定した。OA：データセットが正規性検定に合格した場合、一元配
置ANOVA（パラメトリック）を利用して、患者試料の間で腫瘍グレードの上昇に伴ってFRY
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かった場合、クラスカル・ウォリス検定（ノンパラメトリック）を利用して、患者試料の
間で腫瘍グレードの上昇に伴ってFRY発現が減少する傾向があるか否かを決定した。
【０１８９】
　4これらの試料はリチャードソン・ブルームのグレード化システムを使用してグレード
分けした。
【０１９０】
　オンコマイン・データベース内で、エストロゲン受容体の状態に関するアノテーション
を含むコホートを同定した。これらの研究における解析により、エストロゲン受容体陽性
（ER+）乳癌と比較して、エストロゲン受容体陰性（ER-）乳癌ではFRYが有意に減少して
いることが示された（n=2,555；p<0.01）（図4h；表6aおよびb）。FRYはまた、三重陰性
（ERBB2/ER/PR-）乳癌において、他の受容体状態の癌と比較して有意に減少していた（n=
475；p<0.01）（図4i；表7）。このデータは独立のコホートでタンパク質レベルにおいて
確認され、FRYポリペプチド発現は、50%超のER+細胞を有するER+癌（N=12）と比較して、
ER- 乳癌（N=16）および三重陰性癌（N=4）において減少していることが実証された（p<0
.04）（図4j、k）。限られた組におけるER-（N=16）およびER+（N=18）乳癌におけるFRY
ポリペプチドの発現低下も統計学的有意性に近かった（p=0.057）。乳癌コホートの上記
解析により、最も進行性・悪性である乳腺腫瘍の種類であって臨床的結果が芳しくない傾
向にある低分化型ホルモン受容体陰性乳癌表現型と、FRYの減少とが、高い関連性を有し
ていることが示された。
【表６ａ】
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【表６ｂ】

【０１９１】
　乳腺腫瘍におけるFRY発現の解析に利用したコホート。
【０１９２】
　1エストロゲン受容体陽性試料およびエストロゲン受容体陰性試料の合計。
【０１９３】
　2比較されるデータセットは、ダゴスティーノとピアソンのオムニバス正規性検定を使
用して正規性について検定した。ST：データセットが正規性検定に合格した場合、スチュ
ーデントのt検定（パラメトリック）を利用して、エストロゲン受容体陰性試料における
平均FRY発現が、エストロゲン受容体陽性試料のものと有意に異なっており且つより低い
か否かを決定した。MW：データセットが正規性検定に合格しなかった場合、マン・ホイッ
トニー検定（ノンパラメトリック）を利用して、ER陰性試料における平均FRY発現がER陽
性試料のものより有意に低いか否かを決定した。

【表７】

【０１９４】
　乳腺腫瘍におけるFRY解析に利用されたオンコマイン・コホート。
【０１９５】
　1三重陰性試料と他の受容体状態の試料との合計。
【０１９６】
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　2比較されるデータセットは、ダゴスティーノとピアソンのオムニバス正規性検定を使
用して正規性について検定した。ST：データセットが正規性検定に合格した場合、スチュ
ーデントのt検定（パラメトリック）を利用して、三重陰性試料における平均FRY発現が、
他の受容体状態の試料のものと有意に異なっており且つより低いか否かを決定した。MW：
データセットが正規性検定に合格しなかった場合、マン・ホイットニー検定（ノンパラメ
トリック）を利用して、三重陰性試料における平均FRY発現が他の受容体状態の試料のも
のより有意に低いか否か、これらの群間で有意に異なるか否かを決定した。
【０１９７】
［実施例7：FRYは上皮細胞の分化および発生において役割を果たす］
　アイソジェニックな細胞株の対（MDA-MB-231と231wCFRY；MCF10Aと10A-shFRY）のイン
ビトロおよびインビボの解析は、FRYを上皮細胞の分化、接着、および移動性と関連付け
た。IPA（インジェニュイティ（登録商標）システムズ、www.ingenuity.com）を使用した
遺伝子発現プロファイリング・インシリコ解析では、上皮細胞の構築、分化、運動性、細
胞対細胞シグナル伝達、および細胞接着の維持に関係する遺伝子ネットワークにおけるFR
Yの同様の役割が確認された（表8）。FRYレベルの改変は、上皮細胞分化に関係する遺伝
子の42%（104/245）、組織発生に関与する遺伝子の48%（49/103）、および細胞極性に関
与する遺伝子の45%（22/49）において発現レベルを有意に変化させた（図5）。インジェ
ニュイティ（登録商標）経路解析ソフトウェアを利用して、アイソジェニックな細胞株の
両方の対（MDA-MB-231／231wCFry、および10A-CV／10A-shFRY）で共通して有意に（p<0.0
5；765遺伝子、表5（a）および（b））変化していた遺伝子の機能解析を行った。（a、b
、c）上皮細胞分化、組織発生、および細胞極性において解明されたFRY応答性遺伝子。各
ベン図の右側に挙げられている遺伝子は、アイソジェニック細胞株の両方の対において共
通して変化していたものである（図5）。腫瘍細胞における異所性FRY発現または正常乳腺
上皮細胞におけるFRY発現減少により最も影響された古典的(canonical)経路は、上皮細胞
極性の維持において重要な役割を果たすWnt／β-カテニン・シグナル伝達経路であった（
表9）。10A-shFRYにおけるFRY発現の減少はβ-カテニン発現を低下させ、231wCFRY細胞株
におけるFRYの異所性発現はβ-カテニン発現を回復させた（図6a）。
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【表９】

【０１９８】
　アイソジェニック細胞株の使用により、細胞対細胞接着および移動性においてもFRYが
役割を果たすことが示された。α4-インテグリン（ITGA4）の発現は、細胞移動に関与す
る重要な細胞接着分子（CAM）であるが、細胞の接着、増殖、移動、および分化において
主要な役割を果たす分子であるフィブロネクチンの受容体でもある。ウェスタンブロット
解析により、10A-shFRYにおけるFRY発現の減少がITGA4発現を低下させ、231wCFRY細胞株
におけるFRYの異所性発現がITGA4発現を回復させたことが示された（図6b）。図6bは、FR
Y発現を減少させたときには（10A-shFRY）α4-インテグリンが減少し、異所性FRYを発現
させたときには（231wCFry）α4-インテグリンが増加することを示している。β-アクチ
ンのタンパク質発現（N=3）に対する標準化による定量化；タンパク質発現レベルはβ-ア
クチンに対する%として表している。
【０１９９】
［実施例8：前立腺癌、卵巣癌、肺癌、脳癌、および血液癌においてFRYは減少している］
　オンコマイン3.0癌プロファイリング・データベースで入手可能なデータを使用して、
臨床的なアノテーションがされた前立腺癌、卵巣癌、肺癌、脳癌、および血液癌のコホー
トを同定した。前立腺癌コホート（p<0.003）（正常32；癌114）、卵巣癌コホート（p<0.
008）（正常19；癌182）、および肺癌コホート（p<0.008）（正常136；癌452）の解析は
すべて、正常組織と比較して癌ではFRYが有意に減少していることを示していた（図7a、b
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、c）。正常脳組織と比較して神経膠芽腫ではFRY発現が減少しており（p<0.0001）（正常
23；癌81）、正常骨髄と比較して白血病事例ではFRYが減少していた（p<0.0002）（正常6
；癌121）（図7d、e）。
【０２００】
　FRYの発現は、転移しない前立腺癌と比較して、転移する前立腺癌において最も低く（
原発性癌65；転移が存在するもの24）（p<0.0001；図7）、また、ヒト乳癌における発明
者らの観察と一致して、FRYの発現は、高分化型肺癌におけるその発現と比較して、悪性
度の高い低分化型肺癌において有意に低かった（p<0.03；図7f、g）。
【０２０１】
［実施例9：SNAP解析］
　SNAP（許容不可能多型のスクリーニング）は、単一アミノ酸置換の機能的帰結を、二元
的形式（野生型機能に対して中立的／非中立的）およびスコア形式（-100から+100まで。
負の予測は中立的であり、正の予測は非中立的であり、スコアの絶対値がより高ければ二
元的予測の信頼性がより高いことを示す。）の両方において予測する（Bromberg and Ros
t 2007）。SNAPはまた、SNAP-BLOSUMB62スコア（野生型残基の各々について、カットオフ
を≧0としたBLOSUM62マトリックスにより許容される置換の平均SNAPスコア）を計算する
ことにより、タンパク質配列における各アミノ酸に見込まれる（構造上ではなく）機能上
の重要性を提示する。通常のSNAPスコアと同様に、SNAP-BLOSUM62スコアが≦0であること
は特定の配列位置が機能上重要である見込みが少ないことを示し、スコアが＞0であるこ
とはその位置がおそらく機能上重要であることを示す。ヒトFRYポリペプチド配列はUSCS
ゲノムブラウザー（Q5TBA9; FRY_HUMAN）から入手した。第661コドン（F344ラットがアス
パラギン酸からグルタミン酸への突然変異を有する位置）におけるアミノ酸変化のSNAPス
コア（-48）は、この突然変異は機能的な帰結を引き起こす可能性が低いことを示した。
位置661のBLOSUM62スコア（-19）もさらに、その位置が機能的に重要ではないことを示唆
した。フィッシャーF344ラット系統で観察された第2170コドンの突然変異と一致するヒト
第2171コドンにおける可能なすべての置換のSNAPスコアを解析した。第2171コドン（F344
ラットがアラニンからセリンへの突然変異を有していた位置；スコア+15）におけるアミ
ノ酸置換のSNAPスコアは、この位置におけるアミノ酸変化は機能的帰結を有する可能性が
高いことを示した。SNAP-BLOSUM62スコアは、この位置が機能的に重要であることを示し
た（スコア+8）。
【０２０２】
［実施例10：FRYタンパク質発現は良性病変よりも悪性乳腺病変において低い］
　病理学者スコアによれば、ノンパラメトリックなマン・ホイットニー検定（p<0.025）
による解析に基づいて、悪性病変（浸潤性乳管癌、浸潤性小葉癌、葉状肉腫、粘液性癌、
および扁平上皮癌）と比較して良性乳腺病変（線維腺腫、肉芽腫、および良性の線維嚢胞
変化を伴う乳腺組織）における核FRYタンパク質発現は有意に高かった。図8は、悪性病変
と比較して良性乳腺病変では核FRYタンパク質発現が有意に高いことを示している。（a）
および（b）は浮動棒グラフであり、各群における最小値から最大値までを示し、中央値
を線で示す。病理学者スコアは0～3である（0：上皮細胞核の<10%がFRYについて陽性であ
った。1：上皮細胞核の10～40%がFRY染色について陽性であった。2：上皮細胞核の40～70
%がFRY染色について陽性であった。3：上皮細胞核の70～100%がFRY染色について陽性であ
った。
【０２０３】
　本明細書は、明細書中で引用する参考文献の教示を参照すれば最も完全に理解される。
明細書中の実施態様は本発明の実施態様の説明を提供するものであり、本発明の範囲を限
定するものと解釈すべきではない。当業者は他の多くの実施態様が本発明に包含されるこ
とを容易に理解する。本開示で引用するすべての刊行物、米国特許、およびジェンバンク
配列は、参照によりその全体が組み入れられる。本明細書におけるいかなる参考文献の引
用も、そのような参考文献が本発明の先行技術であることを認めるものではない。
【０２０４】
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　当業者は、本明細書に記載される本発明の具体的な実施態様の多くの等価物を認識し、
または、ルーチンの実験法を使用するだけでそれらの等価物を確認することができる。そ
のような等価物は以下の実施態様に包含されることが意図される。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図２Ｃ－Ｅ】 【図３】
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【図４Ａ－Ｄ】 【図４Ｅ】

【図４Ｆ－Ｇ】 【図４Ｈ－１】
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【図４Ｈ－２】 【図４Ｉ】

【図４Ｊ－Ｋ】 【図５Ａ－Ｂ】
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【図５Ｃ】 【図６】

【図７Ａ－Ｂ】 【図７Ｃ】
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