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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
活性化または不活性化が、腫瘍形成性について、細胞の誘導性癌遺伝子への依存性をバイ
パスする遺伝子を同定する方法であって、
　（ａ）生体外で腫瘍細胞を提供する工程であって、該腫瘍細胞はマウスの腫瘍細胞であ
り、該細胞は誘導性テトラサイクリンプロモーターに作動可能に連結された該癌遺伝子を
含み、該癌遺伝子は、発現がスイッチオンされたときに腫瘍形成性を与える、工程；
　（ｂ）該癌遺伝子をスイッチオフする工程であって、それによって該細胞を腫瘍形成性
から１変異離れたものにする、工程；
　（ｃ）該細胞に、該細胞のゲノムに組み込まれるレトロウイルスベクターを導入する工
程；
　（ｄ）該細胞を、免疫無防備マウスの注射部位に導入し、そして該注射部位における腫
瘍の形成について該マウスをモニターする工程；および
　（ｅ）該レトロウイルスベクターの導入の結果、該腫瘍における発現の増加または発現
の減少を示す遺伝子を、その活性化または不活性化が腫瘍形成性について細胞の該癌遺伝
子への依存性をバイパスする遺伝子として同定する工程、
を包含する、方法。
【請求項２】
前記癌遺伝子が、活性型ｒａｓ遺伝子である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
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工程（ａ）における前記細胞は、内因性の腫瘍抑制遺伝子について、ホモ接合性でヌルで
ある、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記腫瘍サプレッサー遺伝子が、ＩＮＫ４ａ／Ａｒｆ遺伝子である、請求項３に記載の方
法。
【請求項５】
前記レトロウイルスベクターは、モロニーマウス白血病ウイルスである、請求項１～４の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
工程（ａ）における前記細胞がメラノサイトである、請求項１～５のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項７】
前記工程（ａ）の細胞が、以下：
　（ａ）組織特異的プロモーターもしくは細胞特異的プロモーターに作動可能に連結され
た逆テトラサイクリントランスアクチベーターをコードする遺伝子を含む、第１の発現構
築物；および
　（ｂ）該逆テトラサイクリントランスアクチベーターおよびテトラサイクリンまたはテ
トラサイクリンアナログによって調節されるプロモーターに作動可能に連結された前記癌
遺伝子を含む、第２の発現構築物、
を含み、該第１の発現構築物および第２の発現構築物は、該細胞のゲノムに安定に組み込
まれている、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（技術分野）
　本発明は、癌発生、癌の進行、癌維持、転移および細胞生存のような表現型に関与する
遺伝子を同定するための方法および物質に関する。
【背景技術】
【０００２】
（背景）
　我々の社会に対する癌の影響を控えめに述べることはできない。さらに、化合物の問題
に対し、いくつかの癌の発生率は、増加している。例えば、癌型として黒色腫の発生率は
、女性の肺癌に次ぐ速度で増加している（Ｒｉｇｅｌら、Ｊ．Ａｍ．Ａｃａｄ．Ｄｅｒｍ
．３５：１０１２，１９９６を参照のこと）。この発症は、ほとんどの固形腫瘍型と対照
的に、黒色腫は、非常に若い集団に影響し、疾患の過程の初期に転移し、そして現在の治
療レジメンに対応できないという事実によって、悪化される（Ｈｅｒｌｙｎ，Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｆｏｒ　Ｍｅｌａｎｏｍａ，Ａ
ｕｓｔｉｎ，Ｒ．Ｇ．Ｌａｎｄｅｓ，１９９３を参照のこと）。
【０００３】
　癌の理解に向けた臨床努力および研究努力の長い歴史にも関わらず、驚いたことに、遺
伝性病変の発生、進行、および臨床的性質の原因であるその遺伝性障害についてはほとん
ど知られていない。例えば、黒色腫の場合、多くの遺伝子が、この疾患の発生に関与して
いるが、ＩＮＫ４ａ遺伝子およびＲＡＳ遺伝子のみが、形式的遺伝的意味（ｇｅｎｅｔｉ
ｃ　ｓｅｎｓｅ）において、真の病因学的病変であることが示されている（Ｃｈｉｎら、
Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖｅｌ．１１：２８２２，１９９７）。さらに、臨床医が直面し得る、
最も恐ろしい状態中である進行型悪性腫瘍は、多くの癌遺伝子経路および腫瘍サプレッサ
遺伝子経路に影響する多くの一連の遺伝性障害の表現型指標（ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ　ｅ
ｎｄｐｏｉｎｔ）を示す。従って、このような状態に導く病変は、その状態を維持するた
めに必要とされる病変とは異なるかもしれない。これらの変異は、癌の処置における理に
適った治療標的に相当する。
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【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
（要旨）
　第１の局面において、本発明は、癌（例えば、皮膚癌（例えば、黒色腫）、肺癌、前立
腺癌、乳癌、結腸直腸癌、肝癌、膵癌、脳腫瘍、精巣癌、卵巣癌、子宮癌、子宮頸癌、腎
癌、甲状腺癌、膀胱癌、食道癌、血液の癌（例えば、白血病）、またはリンパ腺癌）－関
連遺伝子を同定する方法を提供する。これらの方法は、以下の工程を包含する：（ａ）癌
遺伝子の発現が誘導されない条件下で、腫瘍形成性（ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ）が
誘導性癌遺伝子の発現に依存する細胞を維持する工程；（ｂ）細胞のゲノム内に取り込ま
れる核酸分子を細胞中に導入し、これによって、組み込まれる遺伝子座に付加する工程；
（ｃ）腫瘍形成性がその核酸分子の組み込みによって誘導された細胞を同定する工程；お
よび（ｄ）組み込まれた核酸分子によって付加された遺伝子を、癌関連遺伝子として同定
する工程。
【０００５】
　これらの方法において使用される細胞（例えば、上皮細胞、内皮細胞、またはメラノサ
イトのような皮膚細胞）は、これらの細胞に、腫瘍形成性に対する感受性を与える変異を
含み得る。例えば、メラノサイトの場合、この細胞は、ＩＮＫ４ａ／ＡＲＦ遺伝子におけ
る変異を含み得る（例えば、その細胞は、ＩＮＫ４ａ／ＡＲＦ遺伝子変異についてヘテロ
接合性であるか、またはホモ接合性であり得る）。このＩＮＫ４ａ／ＡＲＦ遺伝子は、２
つのポリペプチド（ｐｌ６ＩＮＫ４ａおよびｐｌ９ＡＲＦ）をコードする。このＩＮＫ４
ａ／ＡＲＦ遺伝子における変異は、ｐｌ６ＩＮＫ４ａ、ｐｌ９ＡＲＦ、またはｐｌ６ＩＮ

Ｋ４ａおよびｐｌ９ＡＲＦの両方の発現を中断させ得る。さらに、この細胞は、他の変異
を含み得る（例えば、ＰＴＥＮ遺伝子における変異（例えば、その細胞は、ＰＴＥＮ＋／

－またはＰＴＥＮ－／－であり得る）またはＲｂ遺伝子における変異（例えば、その細胞
は、Ｒｂ＋／－またはＲｂ－／－であり得る））。さらに、この細胞は、変異の任意の組
み合わせを含み得る（例えば、この細胞には、ｐｌ６ＩＮＫ４ａ、ｐｌ９ＡＲＦ、および
Ｒｂが存在し得ない）。これらの方法における癌遺伝子は、任意の優性癌遺伝子（例えば
、活性化ｒａｓ）であり得る。あるいは、腫瘍サプレッサ遺伝子が使用され得る。組み込
まれる核酸分子は、（例えば、モロニー（Ｍｏｌｏｎｅｙ）レトロウイルス（ＭｕＬＶ）
）を含み得る。
【０００６】
　これらの方法における核酸分子の組み込みによる腫瘍形成性の誘導は、例えば、非ヒト
哺乳動物（例えば、マウス）に組み込まれた核酸分子を含む細胞を注入し、そして腫瘍発
生についてその哺乳動物をモニターすることによって、決定され得る。あるいは、軟寒天
アッセイまたは本明細書中に記載される任意の他のアッセイのいずれかが使用され得る。
【０００７】
　本発明の方法において使用される細胞は、任意の誘導性遺伝子系を含み得る。例えば、
この誘導性遺伝子系としては、（ａ）組織特異的プロモーター（例えば、黒色腫の場合、
チロシナーゼプロモーター）に作動可能に連結されるテトラサイクリントランス活性化因
子（これからは、標準テトラサイクリンＯＦＦバージョンおよび逆性テトラサイクリン－
ＯＮバージョンの両方を示す）をコードする遺伝子を含む、第１の発現構築物、および（
ｂ）テトラサイクリントランス活性化因子およびテトラサイクリン（または、ドキシサイ
クリンのようなテトラサイクリンアナログ）によって調節されるプロモーターに作動可能
に連結される癌遺伝子を含む第２の発現構築物が挙げられ得る。テトラサイクリンアナロ
グは、本明細書中に記載されるテトラサイクリン調節系において使用されるテトラサイク
リンと類似の様式で機能する化合物である。この第１の発現構築物および第２の発現構築
物は、細胞のゲノム中に安定に組み込まれ得る。あるいは、この第１の発現構築物および
第２の発現構築物は、ゲノム中に安定に組み込まれる単一の発現構築物中に含まれ得る。
【０００８】
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　別の局面において、本発明は、腫瘍形成性に対する候補の癌関連遺伝子の効果を試験す
るための方法を提供する。この方法は、例えば、本明細書中に記載されるテトラサイクリ
ンに基づく系であり得る誘導発現系を使用する。この方法は、以下の工程を包含する：
　（ａ）（ｉ）第１の発現構築物および（ｉｉ）第２の発現構築物がゲノム中に安定に組
み込まれた細胞を含む、トランスジェニック非ヒト哺乳動物（例えば、マウス）を作製す
る工程：ここで、（ｉ）この第１の発現構築物が、以下のプロモーターに作動可能に連結
される、逆テトラサイクリントランス活性化因子をコードする遺伝子を含む、第１の発現
構築物：例えば、任意の組織特異的プロモーターまたは細胞型特異的プロモーター（例え
ば、黒色腫の場合、チロシナーゼプロモーター；メラノサイトの場合、ＴＲＰ２プロモー
ター；乳房細胞および／または癌の場合、ＭＭＴＶプロモーターまたはＷＡＰプロモータ
ー；腸管細胞および／または癌の場合、ＶｉｌｌｉｎプロモーターまたはＦＡＢＰプロモ
ーター；膵臓β細胞の場合、ＲＩＰプロモーター；ケラチノサイトの場合、ケラチンプロ
モーター；前立腺上皮の場合、プロバシン（Ｐｒｏｂａｓｉｎ）プロモーター；ＣＮＳ細
胞および／または癌の場合、ネスチンプロモーターまたはＧＦＡＰプロモーター；ニュー
ロンの場合、チロシンヒドロキシラーゼプロモーターまたはＳ１００プロモーター；およ
び心臓細胞の場合、αミオシンプロモーター）または任意の一般的なプロモーター（例え
ば、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター）、および（ｉｉ）この第２の発現構
築物が、逆テトラサイクリントランス活性化因子およびテトラサイクリン（またはテトラ
サイクリンアナログ（例えば、ドキシサイクリン））によって制御されるプロモーターに
作動可能に連結される候補の癌関連遺伝子を含む、第２の発現構築物、ならびに
　（ｂ）テトラサイクリン（または、そのアナログ）の存在または非存在下で、テトラサ
イクリン（または、そのアナログ）の存在または非存在に影響を受ける腫瘍の発達、維持
、または進行について観察する工程。
【０００９】
　このような試験はまた、誘導性癌遺伝子を含むように操作され、そして癌遺伝子、腫瘍
サプレッサ遺伝子、および／またはテロメラーゼの適切な組み合わせの存在によって腫瘍
形成性を与えられた細胞（例えば、ヒト細胞）において、実施され得る。これらの方法に
おいて使用される候補の癌関連遺伝子は、本明細書中に記載される方法を用いて同定され
る癌関連遺伝子であり得る。また、この方法および本発明の他の方法は、上記の癌遺伝子
系の代わりに、任意の誘導性癌遺伝子系（例えば、メタロチオネイン（ｍｅｔａｌｌｏｔ
ｈｉｏｎｉｅｎ）プロモーターまたはエストロゲンレセプター融合に基づく）を使用し得
る。
【００１０】
　さらなる局面において、本発明は、以下を含む細胞を提供する：（ａ）組織特異的プロ
モーターまたは細胞型特異的プロモーターに作動可能に連結される逆テトラサイクリント
ランス活性化因子をコードしている遺伝子を含む、第１の発現構築物、（ｂ）逆テトラサ
イクリントランス活性化因子およびテトラサイクリン（または、ドキシサイクリンのよう
なテトラサイクリンアナログ）によって調節されるプロモーターに作動可能に連結される
癌遺伝子を含む、第２の発現構築物、および（ｃ）レトロウイルスベクター。この第１お
よび第２の発現構築物ならびにレトロウイルスベクターは、細胞のゲノム中に安定に組み
込まれる。
【００１１】
　別の局面において、本発明は、その細胞のゲノム中に安定に組み込まれた以下を有する
、トランスジェニックな、非ヒト哺乳動物（例えば、マウス、ラット、またはウサギ）を
提供する：（ａ）組織特異的プロモーター、細胞型特異的プロモーターまたは一般的プロ
モーターに作動可能に連結される逆テトラサイクリントランス活性化因子をコードしてい
る遺伝子を含む、第１の発現構築物、（ｂ）逆テトラサイクリントランス活性化因子およ
びテトラサイクリン（または、ドキシサイクリンのようなテトラサイクリンアナログ）に
よって調節されるプロモーターに作動可能に連結される、候補の癌関連遺伝子を含む第２
の発現構築物。この方法で使用される候補の癌関連遺伝子は、本明細書中に記載される方
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法を用いて同定される癌関連遺伝子であり得る。
【００１２】
　なおさらなる局面において、本発明は、癌（例えば、皮膚癌（例えば、黒色腫）、肺癌
、前立腺癌、乳癌、結腸直腸癌、肝癌、膵癌、脳腫瘍、精巣癌、卵巣癌、子宮癌、子宮頸
癌、腎癌、甲状腺癌、膀胱癌、食道癌、血液の癌（例えば、白血病）、またはリンパ腺癌
）を予防または処置することにおける候補化合物の効力を決定する方法を提供する。この
方法は、本明細書中に記載されるトランスジェニック非ヒト哺乳動物に、候補化合物を投
与する工程、および哺乳動物における腫瘍の発生、維持、または進行に対する化合物の効
果を観察する工程を包含する。
【００１３】
　本発明は、いくつかの利点を提供する。例えば、癌モデルおよび本発明の遺伝子経路分
析の方法は、疾患の特定の段階、特定の経路において機能する腫瘍遺伝子（例えば、イン
ビボでの腫瘍の発生、維持、進行、および／または転移に必要とされる遺伝子）の同定お
よび確認を可能にする。これは、非常に重要である。なぜなら、進行型の悪性腫瘍は、多
くの癌遺伝子経路および腫瘍サプレッサ遺伝子経路に影響する多くの一連の遺伝性障害の
表現型指標を示し、そしてこのような状態に導く病変は、その状態を維持するために必要
とされる病変とは異なるかもしれないからである。従って、例えば、初期腫瘍発生ではな
く、腫瘍維持に関連する遺伝子および経路に焦点を合わせるアプローチは、より良い抗癌
治療および進行型疾患についての診断の開発につながり得る。あるいは、癌のイニシエー
ションに関与すると同定される遺伝子は、疾患の予防または初期制御に関する治療および
診断の発見において使用され得る。
【００１４】
　別の局面において、本発明は、癌関連遺伝子を同定する方法を特徴とする。この方法は
、以下の工程を包含する：（ａ）腫瘍形成性が、癌遺伝子の発現に依存する細胞を提供す
る工程；（ｂ）細胞が癌遺伝子を発現しない条件下で細胞を維持する工程であって、この
癌遺伝子が発現される場合、その細胞が腫瘍形成性である、工程；（ｃ）細胞のゲノム中
に組み込まれる核酸分子を細胞に導入し、これによって核酸分子が組み込まれる遺伝子座
に付加する工程；（ｄ）核酸分子の組み込みによって腫瘍形成性が誘導されている細胞を
同定する工程；および（ｅ）組み込まれた核酸分子によって（ｄ）の細胞中に付加された
遺伝子を、癌関連遺伝子として同定する工程。（ａ）の細胞は、ＩＮＫ４ａ／Ａｒｆ遺伝
子中に変異を含み得る。この癌遺伝子は、ｒａｓであり得る。この組み込まれた核酸分子
は、レトロウイルスベクター配列を含み得る。この細胞は、メラノサイトであり得る。工
程（ｄ）は、工程（ｃ）で作製された細胞を非ヒト哺乳動物中に導入する工程、および腫
瘍発生について、その哺乳動物をモニターする工程を含み得る。工程（ｄ）は、腫瘍形成
性の軟寒天アッセイを含み得る。（ａ）の細胞は、以下：（ａ）組織特異的プロモーター
または細胞型特異的プロモーターあるいは一般的プロモーターに作動可能に連結される逆
テトラサイクリントランス活性化因子をコードしている遺伝子を含む、第１の発現構築物
；および（ｂ）逆テトラサイクリントランス活性化因子およびテトラサイクリンまたはテ
トラサイクリンアナログによって調節されるプロモーターに作動可能に連結される癌遺伝
子を含む、第２の発現構築物を含み得；ここでこの第１および第２の発現構築物は、細胞
のゲノム中に安定に組み込まれる。
【００１５】
　別の局面において、本発明は、癌関連遺伝子を同定する方法を特徴とする。この方法は
、以下の工程を包含する：（ａ）細胞を提供する工程であって、ここでこの細胞は、以下
によって獲得され得る：（ｉ）腫瘍細胞の腫瘍形成性に必要とされる少なくとも１つの癌
遺伝子が発現されないように、腫瘍細胞のゲノムを変化させる工程か、または（ｉｉ）腫
瘍細胞の腫瘍形成性を防げる少なくとも１つの腫瘍サプレッサ遺伝子が発現されるように
、腫瘍細胞のゲノムを変化させる工程；（ｂ）細胞のゲノム中に組み込まれる核酸分子を
、この細胞内に導入し、これによって、核酸分子が組み込まれる遺伝子座に付加する工程
する工程；（ｃ）腫瘍形成性が核酸分子の組み込みによって誘導されている細胞を同定す
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る工程；および（ｄ）組み込まれた核酸分子によって（ｃ）の細胞中に付加された遺伝子
を、癌関連遺伝子として同定する工程。この腫瘍細胞は、ヒト腫瘍細胞であり得る。この
少なくとも１つの癌遺伝子は、ｒａｓであり得る。この少なくとも１つの腫瘍サプレッサ
遺伝子は、ＩＮＫ４ａ／Ａｒｆ遺伝子であり得る。この核酸分子は、レトロウイルスベク
ター配列であり得る。工程（ｃ）は、工程（ｂ）で作製された細胞を非ヒト哺乳動物中に
導入する工程、および腫瘍発生について、その哺乳動物をモニターする工程を含み得る。
工程（ｃ）は、腫瘍形成性の軟寒天アッセイを含み得る。
【００１６】
　本発明の別の局面は、特定の表現型に関連する遺伝子を同定する方法を特徴とする。こ
の方法は、以下の工程を包含する：（ａ）特定の表現型が遺伝子の発現に依存する細胞を
提供する工程、（ｂ）細胞が癌遺伝子を発現しない条件下で細胞を維持する工程であって
、その遺伝子が発現される場合、その細胞が特定の表現型を示す、工程；（ｃ）細胞のゲ
ノム中に組み込まれる核酸分子を（ｂ）の細胞内に導入し、これによって核酸分子が組み
込まれる遺伝子座に付加する工程；（ｄ）核酸分子の組み込みによって特定の表現型が誘
導されている細胞を同定する工程；および（ｄ）組み込まれた核酸分子によって（ｄ）の
細胞中に付加された遺伝子を、特定の表現型に関連する遺伝子として同定する工程。この
特定の表現型は、腫瘍形成性、転移する能力、または細胞生存性（ｓｕｒｖｉｖａｂｉｌ
ｉｔｙ）であり得る。この核酸分子は、レトロウイルスベクター配列を含み得る。
【００１７】
　本発明の別の局面は、所定の表現型と関連する遺伝子を同定する方法を特徴とする。本
方法は、以下の工程を包含する：（ａ）細胞を提供する工程、ここで細胞は以下の工程に
よって得られ：（ｉ）所定の表現型のために必要な少なくとも１つの遺伝子が細胞中で発
現されないように、所定の表現型を示す細胞のゲノムを改変する工程、または（ｉｉ）表
現型を防ぐ少なくとも１つの抑制遺伝子が細胞中で発現されるのように所定の表現型を示
す細胞のゲノムを改変する工程；（ｂ）細胞のゲノム中に組み込まれる核酸分子を細胞中
に導入し、これによって核酸分子が組み込まれる遺伝子座をタグ化する工程；（ｃ）表現
型が核酸分子の組込みによって誘導されている細胞を同定する工程；および（ｄ）組み込
まれた核酸分子によって、（ｃ）の細胞中のタグ化されている遺伝子を、所定の表現型に
関連する遺伝子として同定する工程。所定の表現型が、腫瘍形成性、転移する能力、また
は細胞生存性であり得る。核酸分子は、レトロウイルスベクター配列を含み得る。
【００１８】
　本発明の別の局面は、癌関連遺伝子を同定する方法を特徴とする。この方法は、以下の
工程を包含する：（ａ）細胞の転移が遺伝子の発現に依存する細胞を提供する工程、（ｂ
）細胞が遺伝子を発現しない条件下で細胞を維持する工程であって、ここで遺伝子が発現
される場合、細胞が哺乳動物内で転移する、工程；（ｃ）細胞のゲノム中に組み込む核酸
分子を細胞中に導入し、これによって、核酸分子が組み込む遺伝子座をタグ化する工程；
（ｄ）転移する能力が核酸分子の組込みによって誘導される細胞を同定する工程；および
（ｅ）組み込まれた核酸分子によって、（ｄ）の細胞中でタグ化されている遺伝子を、癌
関連遺伝子として同定する工程。
【００１９】
　本発明の別の局面は、癌関連遺伝子を同定する方法を特徴とする。この方法は以下の工
程を包含する：（ａ）以下の工程によって得られる細胞を提供する工程：（ｉ）転移する
能力に必要な少なくとも１つの遺伝子が発現されないように、転移する能力を示す細胞の
ゲノムを改変する工程、または（ｉｉ）転移する能力を防ぐ少なくとも１つの抑制遺伝子
が細胞で発現されないように、転移する能力を示す細胞のゲノムを改変する工程；（ｂ）
細胞のゲノムに組み込む核酸分子を細胞中に導入し、これによって核酸分子が組み込まれ
る遺伝子座をタグ化する工程；（ｃ）転移する能力が核酸分子の組込みによって誘導され
ている細胞を同定する工程；および（ｄ）組み込まれた核酸分子によって、（ｃ）の細胞
中のタグ化されている遺伝子を、癌関連遺伝子として同定する工程。
【００２０】
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　本発明の他の特徴および利点は、以下の詳細な説明、図面および特許請求の範囲から明
らかである。
【００２１】
　（詳細な説明）
　本発明は、腫瘍の発達、維持、進行および／または転移に関与する遺伝子を同定および
特徴付けるために、インビボおよびインビトロでのモデル系を使用する方法を提供する。
本発明の方法は、細胞を腫瘍形成性にするために遺伝子の活性化（または不活性化）を必
要とする細胞の使用の周囲に焦点をあてられている。本明細書中でさらに考察されるよう
に、これらの細胞は腫瘍形成性から「ワンヒット（ｏｎｅ　ｈｉｔ）」（すなわち、１つ
の変異）離れるように操作され得る。核酸分子（例えば、レトロウイルスベクター）は、
これらの細胞のゲノム中に統合され、そして組込みに起因して腫瘍形成性になる細胞がさ
らに評価される。
【００２２】
　細胞は、例えば動物（例えば、ヌードマウス）に移植すること、および腫瘍形成につい
て動物をモニタリングすることによって、腫瘍形成性について分析され得る。移植された
細胞が腫瘍を生じる場合、挿入に起因して活性化（または不活性化）されている任意の遺
伝子を同定するために細胞のゲノム中の挿入部位が特徴付けられる（例えば、配列分析に
よって）。この様式で同定される遺伝子は、腫瘍発達、維持、進行および／または転移へ
の関与についての候補であり、そして本明細書中に記載されるように動物モデル系におい
てさらに評価され得る。
【００２３】
　本発明の方法はまた、癌遺伝子発見のための系として癌の誘導性動物モデルを用いる。
優性に作用する癌遺伝子の発現を制御する調節スイッチを保持する癌易発性動物の構築は
、例えばインビボモデルを提供し、ここで完全に形成された腫瘍における癌遺伝子の連続
した発現が、腫瘍形成性および腫瘍生存性を維持するために必要とされることを実証し得
る。さらに、このようなモデルは、腫瘍形成性および腫瘍の維持のためのこのような癌遺
伝子の発現を同様に必要とするインビトロ癌細胞株モデル系の確立を容易にする。従って
、このような癌遺伝子が発現されない（すなわち、調節スイッチがオフである）場合、こ
れらの細胞株は、完全に形質転換された状態または悪性の状態について、１つを除いて全
ての必要な変更を持続しているゲノムを有する細胞のクローン性集団を表す。完全に形質
転換される（すなわち、インビボで腫瘍形成可能かつ維持可能である）ことから「ワンヒ
ット」離れたゲノムを有する、これらのクローン集団を利用することにより、切り換え可
能な癌遺伝子の損傷に対する依存性をバイパスし得る挿入（例えば、プロウイルス性挿入
）の結果として生じる機能テキ変異の獲得または喪失について選択し得る。このような挿
入性変異誘発によって活性化または不活性化される遺伝子は、挿入－タグ化ゲノム配列を
クローニングおよび配列決定することによって同定され得る。この「ワンヒット」哺乳動
物第２部位サプレッサー（Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｓｅｃｏｎｄ　Ｓｉｔｅ　Ｓｕｐｐｒｅ
ｓｓｏｒ）（ＭａＳＳ）スクリーニングにより、全ての候補遺伝子は、おそらく同じ経路
中の切り換え可能な癌遺伝子の下流または上流でか、あるいは同様の機能を有する並行す
る経路のいずれかにおいて、機能する。従って、本発明の「ワンヒット」－ＭａＳＳスク
リーニングは、特定の経路において機能する遺伝子の迅速な同定を可能にするだけでなく
、並行の経路を介する「回避」機構を予測する。このような「回避」経路は、誘導性癌遺
伝子を標的化する薬物に対する耐性機構をおそらく表す。
【００２４】
　インビボでの腫瘍発達、維持、進行および／または転移において役割を果たす任意の優
性に作用する癌遺伝子が、本発明において使用され得る。例えば、ＥＧＦＲ、ＢＤＮＦ、
ＨＥＲ２／Ｎｅｕ、ｅｒｂ－Ｂ２、ＴＧＦβ、ＲｈｏＣ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＫＲＡＳ，ＨＲ
ＡＳおよびＡＫＴのような癌遺伝子、ならびにそれらの活性化形態が使用され得る。特定
の実施例および本明細書中にさらに記載されるように、ＲＡＳ癌遺伝子は、本発明の方法
において使用され得る。既知の経路または新規の経路に従って優性に作用する癌遺伝子の
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発現を制御する調節スイッチを有する、腫瘍易発性変異マウス由来の腫瘍細胞株を生成し
、インビボまたはインビトロのいずれかで所望の表現型を与える機能損傷の獲得または喪
失について選択し（例えば、外植片モデル中での増強された腫瘍形成性、宿主中での腫瘍
の維持、インビトロでの運動性／脈管形成性能力、またはインビボでの腫瘍侵襲もしくは
腫瘍転移）、次いでＭａＳＳによってこれらの経路において機能する特定の候補を同定し
得る。次いで、これらの候補は、インビトロで試験され得、そして治療的標的としてイン
ビボの同じモデルにおいて確認され得る。
【００２５】
　本明細書中で提供される方法および材料は、ヒト細胞由来の癌関連遺伝子を同定するた
めに使用され得る。例えば、２つの癌遺伝子（シミアンウイルス４０ラージＴ腫瘍タンパ
ク質およびスモールＴ対立遺伝子、ならびにＨ－ｒａｓの腫瘍形成）と組み合わせたテロ
メラーゼ触媒サブユニット（ｈＴＥＲＴ）の異所的発現は、正常なヒト上皮細胞および正
常なヒト繊維芽細胞の直接的な腫瘍形成性転換を導き得る（Ｈａｈｎら、Ｎａｔｕｒｅ、
４００（６７４３）：４６４～８、１９９９）。従って、ヒト腫瘍細胞は、Ｈ－ＲＡＳが
誘導性ベクター（例えば、ｔｅｔ－調節された）下で発現されることを除いて、この組み
合わせを導入することによって作製され得る。一旦腫瘍形成性転換が生じると、ＲＡＳ発
現は、スイッチオフされ得る。ＲＡＳをスイッチオフすることは、ヒト腫瘍細胞を腫瘍形
成性にし得ず、故に腫瘍形成性から「ワンヒット」離れたヒト細胞を作製する。このよう
な細胞を用いて、ＭａＳＳスクリーニングが、ＲＡＳと等価な遺伝子を同定するために実
行され得る。
【００２６】
　さらに、完全に確立された腫瘍細胞（例えば、マウス腫瘍細胞またはヒト腫瘍細胞）は
、優性に作用する癌遺伝子（例えば、ＲＡＳ）を不活性化するために体細胞的に変更され
得、その結果、腫瘍形成性から「ワンヒット」離れた細胞が作製される。例えば、ヒト結
腸癌細胞株（例えば、ＤＬＤ－１およびＨＣＴ　１１６）における活性化Ｋｉ－ｒａｓ遺
伝子は、他で記載されるように相同組換えによって破壊され得る（Ｓｈｉｒａｓａｗａら
、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２６０（５１０４）：８５～８、１９９３）。遺伝子発現の体細胞的
不活性化は、リボソーム媒介不活性化（Ｔｏｋｕｎａｇａら、Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ、
８３（６）：８３３～９、２０００を参照のこと）およびＲＮＡｉ（Ｐａｄｄｉｓｏｎら
、ＰＮＡＳ、９９（３）：１４４３～１４４８、２００２を参照のこと）のようなほかの
標準的な方法を用いて達成され得る。一旦、腫瘍形成性に必要な癌遺伝子遺伝子の発現が
減少されると、細胞は、癌関連遺伝子を同定するために、ＭａＳＳスクリーニングにて使
用され得る。
【００２７】
　本明細書中で提供される方法および材料は、脈管形成または転移のような癌関連表現型
を支配している遺伝子を同定するために使用され得る。例えば、本明細書中で提供される
方法および材料は、非転移可能性癌細胞または低転移可能性癌細胞に対して転移可能性を
与える遺伝子を同定するために使用され得る。簡潔には、特定の遺伝子の活性化／過剰発
現は、種々の腫瘍細胞型の転移可能性を強力に増大し得る。このような優性に作用する遺
伝子およびその関連の細胞系のいくつかの例としては、Ｂ１６黒色腫細胞におけるＲｈｏ
Ｃ過剰発現（Ｃｌａｒｋら、Ｎａｔｕｒｅ、４０６（６７９５）：５３２～５、２０００
）、ヒト乳癌細胞におけるＶＥＧＦ－Ｃ過剰発現（Ｓｋｏｂｅら、Ｎａｔ．Ｍｅｄ．、７
（２）：１９２～８、２００１）、およびヒト乳癌細胞株におけるＴＧＦβ過剰発現（Ｔ
ｏｂｉｎら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、２１（１）：１０８～１８、２００２）が挙げられるが
、これらに限定されない。これらの系において、転移可能性のために必要なこれらの重要
な変化との機能的等価性を表す変異事象を同定するために、ＭａＳＳスクリーニングが設
計され得る。例えば、ＴＧＦβ依存性転移能を示すように乳癌細胞株が操作され得る。こ
れは、その肺接種（ｓｅｅｄｉｎｇ）能がドキシサイクリン投与を介するＴＧＦβ発現の
誘導に依存する、ｒｔＴＡ細胞およびＴｅｔ－ＴＧＦβ細胞を得ることによって、達成さ
れ得る。転移能は、試験される細胞を尾静脈に注射し、続いて腫瘍接種の証拠について肺
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組織を試験することによって評価され得る。ＴＧＦβ依存性転移能を示す細胞を得た後、
この細胞は本明細書中に記載されるように遺伝的に操作され得、次いで例えば、細胞をド
キシサイクリンの非存在下で免疫欠損動物に移植すること、および微小転移または大きい
転移について肺を観察することによって、転移能について評価され得る。ネガィブコント
ロールは、培養物がドキシサイクリンで処置されない動物に注射される、操作されない培
養物であり得る。ポジティブコントロールは、ドキシサイクリンで処置されたマウスへの
Ｔｅｔ－ＴＧＦβ培養物の注射であり得る。次いで、生じた肺転移病巣が収集され、そし
てＴＧＦβ過剰発現の必要性を抑制する第２の部位を有するＴＧＦβ等価遺伝的エレメン
トが、本明細書中に記載されるように同定され得る。
【００２８】
　本明細書中で記載される方法および材料はまた、非腫瘍性の経路の分析（例えば、代謝
、神経変性、リンパ球の活性化および成熟（例えば、造血幹細胞の発達）、アポトーシス
、組織分化、細胞接着、ＤＮＡ修復、ならびに細胞周期制御に関するそれらの経路）に適
用され得る。これらのようなスクリーニングにおいて、細胞は、単一の優性遺伝子エレメ
ントにより支配される、優性な表現型（例えば、細胞生存率、細胞遊走、サイトカイン分
泌、ＣＤ分子のような特定のマーカーの発現、またはレポーター活性化）を示し得る。例
えば、神経幹細胞（ＮＳＣ）の増殖および生存率を増強させる遺伝子が、同定され得る。
【００２９】
　簡潔に述べると、ＮＳＣは培養物中での、増殖および生存についてＥＧＦに依存する。
培養培地からのＥＧＦの除去は、培養の迅速かつ完全な死滅を導く。構成的に活性なＥＧ
Ｆレセプター（ＥＧＦＲ）変異体をコードする発現構築物の輸送および発現は、ＥＧＦの
非存在下では増殖および生存を付与する。従って、ＮＳＣは、優性表現型（例えば、増殖
および生存）から離れた、「ワンヒット（ｏｎｅ－ｈｉｔ）」（例えば、ＥＧＦの補充ま
たはＥＧＦＲ活性化の誘導）である。本明細書中に記載される、ＭａＳＳスクリーンの方
法および材料を使用して、ＥＧＦ／ＥＧＦＲに同等な遺伝子エレメントを同定し得る。例
えば、ＮＳＣ培養を：（１）ｒｔＴＡおよびｔｅｔ－ＥＧＦ、または活性化ＥＧＦＲ対立
遺伝子を発現させるため、そして（２）ＥＧＦ非存在下かつドキシサイクリン存在下にお
いて増殖を示すために、操作し得る。こららの培養物は、種々の標準的なアプローチ（プ
ロウイルス挿入の遺伝子変異、遺伝子の抑制エレメント、およびｃＤＮＡ補完を含むが、
これらに限定されない）を介して遺伝子的に操作され得る。これらの培養物は、ドキシサ
イクリンを除かれ得る。ドキシサイクリンの除去後、ＥＧＦまたはＥＧＦＲに非依存的な
様式で細胞の増殖または生存を付与する、ＥＧＦ／ＥＧＦＲに同等な遺伝子エレメント（
遺伝子操作により活性化または不活性化される）を獲得した細胞を除いて、全ての細胞は
増殖を停止し、そしてアポトーシスを受ける。言い換えると、生存した細胞は、第２の部
位がＥＧＦ／ＥＧＦＲ経路の活性化の喪失を抑制する、１つ以上の遺伝子的な現象を受け
る。このようにして同定された遺伝子の検証および薬理学的操作は、ＮＳＣの増殖および
生存を増強させ得、従って細胞ベースの生体治療法の可能性を向上させる得るか、または
インビボでのＮＳＣプールの拡大および可動化を増強させ得、次いで、傷害または変性の
状態（例えば、大脳血管障害、アルツハイマー病、多発性硬化症など）の環境においてＣ
ＮＳの修復または回復を向上させる。
【００３０】
　同様に、本明細書中に提供される方法および材料を使用して、ニューロンの分化および
生存を誘導する遺伝子を同定し得る。十分に確立された条件の下で、ＮＳＣは、ＥＧＦの
除去および脳由来神経栄養因子（ＢＤＧＦ）への細胞の曝露により、ニューロンへとイン
ビトロで分化するよう誘導され得る。これらのニューロンは、分化および増殖についてＢ
ＤＮＦに依存する。従って、本明細書中で提供されるＭａＳＳスクリーンの方法および材
料を使用して、ＢＤＮＦに同等な遺伝子を同定し得る。例えば、トランスジェニック動物
を操作して、ニューロンにおいて神経栄養因子またはそのレセプターの誘導性対立遺伝子
（例えば、Ｔｅｔで制御されるＢＤＮＦ）を発現させ得る。次いで、これらの動物由来の
ＮＳＣは、ドキシサイクリンがＢＤＮＦの発現を開始するので、ＥＧＦの除去かつドキシ
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サイクリンの曝露によってニューロンに分化され得る。次いで、これらにより生じたニュ
ーロン細胞は、例えば、プロウイルス挿入の遺伝子変異、またはｃＤＮＡ補完を介して、
遺伝子操作され得る。遺伝子操作の後、培養からドキシサイクリンを除去し得る。ドキシ
サイクリンの除去後、ＢＤＮＦ同等遺伝子を活性化する組み込み現象を受ける細胞のみが
生存可能である。次いで、それらの組み込み現象は標準的な分子的技術により、生存して
いる細胞からクローニングされ得る。
【００３１】
　本明細書中で提供される方法および材料を使用して、膵臓β細胞の生存に関与する遺伝
子を同定し得る。精製された膵臓β細胞の初代培養物、またはマウスβ　ＴＣ６－Ｆ７細
胞株は、培養物中での生存についてＮＧＦシグナル伝達に依存する（Ｐｅｒｕｃｃｉら、
Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｉａ、４４：１２８１、２００１）。ＮＧＦならびにそのレセプタ
ー（ｇｐ１４０（Ｔｒｋ－Ａ）およびｐ７５（ＮＴＲ））は、β細胞において発現されて
おり、ここからＮＧＦが生物学的に活性な形態で産生されてそして分泌される。これらの
培養物の、中和モノクローナル抗ＮＧＦ抗体に対する曝露は、ｐｇ１４０（Ｔｒｋ－Ａ）
により媒介される、転写／翻訳に非依存性の様式でβ細胞のアポトーシスを誘導する。従
って、増殖から離れた「ワンヒット」（ＮＧＦ経路の活性化）であるβ細胞を、ＭａＳＳ
スクリーンにおいて生産して使用して、第２部位がＮＧＦ産生の必要を抑制する、ＮＧＦ
に同等な遺伝子エレメントを同定し得る。例えば、マウスβ　ＴＣＦ－Ｆ７細胞株を操作
して、ｒｔＴＡおよびドミナントネガティブなＴｒｋ－ＡもしくはアンチセンスＴｒｋ－
Ａ（例えば、ｔｅｔ－ｄｎ　Ｔｒｋ－ＡもしくはアンチセンスＴｒｋ－Ａ）、またはアン
チセンスＮＧＦ（ｔｅｔ－アンチセンスＮＧＦ）の誘導形態を発現させ得、ドキシサイク
リンの非存在下（例えば、ドミナントネガティブ形態の活性化をせずに）でのみ生存する
細胞の培養を確立する。続いて、そのような細胞を、例えばプロウイルス挿入の遺伝子変
異、遺伝子的抑制エレメント、またはｃＤＮＡ補完を介して、遺伝子操作し得る。このよ
うに操作された培養物を、ドキシサイクリンと共にインキュベートして、アポトーシスを
誘導するドミナントネガティブな形態を稼動させ得る。ＮＧＦ非依存性の様式で細胞の生
存を付与する遺伝子操作によって活性化または不活性化される、１つ以上の遺伝子エレメ
ントを有する細胞を除いて、全ての細胞はアポトーシスを受ける。言い換えると、このア
ッセイにおいて生存した細胞は、第２部位の抑制障害（例えば、ＮＧＦ同等なヒット）を
活性化する、１つ以上の組み込み現象を受ける細胞である。これらイベントのいくつかは
、Ｔｒｋ－Ａレセプター、Ｔｒｋ－Ａに結合するリガンド、または抗アポトーシス経路の
中心成分の代替シグナル伝達経路を含み得る。次いで、標準的な技術を適用して、このよ
うな組み込み現象により活性化または不活性化された遺伝子を同定し得る。
【００３２】
　β細胞においてＮＧＦシグナル伝達を中和することはまた、培養培地中に抗ＮＧＦ抗体
または抗Ｔｒｋ－Ａ抗体を使用して達成され得る。あるいは、中和および誘導性の制御は
、内因性のＮＧＦ遺伝子またはＴｒｋ－Ａ遺伝子をノックアウトすること、およびノック
アウトした遺伝子の誘導性対立遺伝子を導入またはノックインすることにより、達成され
得る。標準的なノックアウト技術およびノックイン技術を使用し得る。これらの場合、培
地へのドキシサイクリンの添加は、ＮＧＦループにおいて鍵となる成分の継続的な発現を
可能にし得、従ってこれらの培養物の生存を可能とし得る。これらの同定された遺伝子を
使用して、例えば移植手順の間にβ島細胞の生存を増強し得る。
【００３３】
　本発明の方法および材料は、多くの適用を有する。例えば、この方法は、癌の治療剤（
例えば、アンタゴニスト／アゴニスト）を同定するためのスクリーニング方法において使
用され得る。これらの方法において、試験化合物の存在下で、癌の誘導性動物モデルにお
ける腫瘍のサイズの低減／増大の決定を使用して、そのようなアンタゴニスト／アゴニス
トを同定し得る。同様に、本発明の腫瘍細胞株における、癌遺伝子のｍＲＮＡ、タンパク
質または活性のレベルに対する試験化合物の効果を使用して、その候補をアゴニストまた
はアンタゴニストとして同定し得る（以下、ならびに図３Ａおよび３Ｂを参照のこと）。
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最後に、この系において誘導性の癌遺伝子を遺伝子的に停止させる効果と、試験化合物の
効果を比較する能力により、その化合物に対する臨床的応答の指標となる代理のマーカー
の同定が可能となる。
【００３４】
　本発明の方法はまた、癌に関与する候補遺伝子（例えば、推定の表面レセプターまたは
リガンドをコードする遺伝子）の機能的バリデーションにおいて使用され得る。具体的に
は、退行または再増殖を受ける腫瘍における遺伝子発現の詳細な発現プロフィールを使用
して、腫瘍の維持に関係する可能性のある、それらの因子を同定し得る。さらに、確立さ
れた腫瘍（インビボでの退行／再発の間の）と精製された培養腫瘍細胞＋／－誘導体（後
者は宿主細胞を含まない）との発現プロフィールの比較を、実施し得る。インビボ発現プ
ロフィール対インビトロ発現プロフィールの差異を使用して、宿主の微小環境により生じ
る、宿主由来の因子または腫瘍細胞の変化を同定し得る。マウスの発現プロファイリング
のために、腫瘍退行の間の総合的なスクリーンおよび細胞株の誘導は、ある範囲の技術を
使用して実施され得る。これらの技術としては、（細胞培養における）抑制サブトラクシ
ョンの使用、ディファレンシャルディスプレイの使用、プロテオーム分析の使用、遺伝子
発現の逐次的な分析（ＳＡＧＥ）の使用、ならびに例えば膜上もしくはガラス上でのｃＤ
ＮＡおよび／またはオリゴヌクレオチドマイクロアレイ分析の使用が挙げられる。
【００３５】
　一旦、所望の候補因子を同定すると、発現動態を、ＲＮＡインサイチュハイブリダイゼ
ーションおよび免疫組織化学（ＭＣ）を使用して、より詳細に研究し得る。これらのデー
タは、細胞のコンパートメント（宿主または腫瘍細胞）が発現の供給源である情報を提供
する。治療学的な観点から、既に変化した腫瘍のコンパートメントに対して、より多くの
このコンパートメントの静的な性質が提示されれば、宿主由来の因子がより有用であるこ
とが判明し得る。最終的に、これらの実験を基に、このインビボシステムを探索して、誘
導物の存在下または非存在下での腫瘍形成および維持において、本発明の細胞株に対して
、抗体中和の影響を評価すること、および構成的な発現（マウスｃＤＮＡまたはヒトｃＤ
ＮＡ）の影響を決定することが可能である。
【００３６】
　本発明はまた、腫瘍由来の脈管新生因子の同定のための細胞培養系を提供する。本明細
書中に記載される方法を使用して調製された腫瘍細胞の培養への適用、および無血清条件
において生存するそれら細胞の能力の適用は、細胞の生存に関係する分泌因子を同定する
、細胞ベースの機能的アッセイに有用である。さらに、単純に、プロリファリン（ｐｒｏ
ｌｉｆｅｒｉｎ）のような公知の因子との相同性に基づいて、発現プロファイリングを使
用して、脈管新生因子のホモログを同定し得る。
【００３７】
　本発明はさらに、例として、黒色腫の病因に関与する遺伝子を同定するための方法にお
いて、ＩＮＫ４ａ／ＡＲＦ欠失の背景（Ｐ１６ＩＮＫ４ａおよびＰ１９ＡＲＦの両方の欠
失；図１参照のこと）で、アクチベーター（チロシナーゼにより駆動される逆性ｔＴＡ、
すなわちｔｅｔ－ＯＮ）およびレポーター（Ｔｅｔ－ＲＡＳ）の導入遺伝子を有する、テ
トラサイクリンで制御されるＲＡＳトランスジェニックマウスの使用を用いて以下に記載
される。Ｐ１６ＩＮＫ４ａおよびＰ１９ＡＲＦの両方を破壊するＩＮＫ４ａ／ＡＲＦ遺伝
子変異についてヘテロ接合性の動物または細胞は、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ＋／－動物、また
はＩｎｋ４ａ／Ａｒｆ＋／－細胞と称され、一方でＰ１６ＩＮＫ４ａおよびＰ１９ＡＲＦ

の両方を破壊したＩＮＫ４ａ／ＡＲＦ遺伝子変異についてホモ接合性の動物または細胞は
、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－の動物または細胞と称される。このＴｙｒ／Ｔｅｔ－Ｒａｓ
　Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－の系は、単なる例示のために意味されることに注意のこと。
例えば、黒色腫に加えて、本発明の方法を使用して、他のあらゆる型の癌細胞のあらゆる
段階（例えば、創生、進行、維持または転移）に関与する遺伝子を同定し得る。例えば、
とりわけ、肺癌、前立腺癌、乳癌、結腸直腸癌、肝臓癌、膵臓癌、脳癌、精巣癌、卵巣癌
、子宮癌、子宮頸癌、腎臓癌、甲状腺癌、膀胱癌、食道癌、血液学的な癌（例えば、白血
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病）およびリンパの癌、ならびに他の皮膚癌に関与する遺伝子を同定し得る。同様に、以
下の例は、テトラサイクリンに基づく系を使用して、癌遺伝子発現の誘導を制御する。適
切なプロモーターおよび細胞型、ならびに任意の他の多くの誘導系（例えば、メタロチオ
ネインプロモーターまたはエストロゲンレセプターに基づく系）が、本発明において同様
に使用され得、そしてこれらは当該分野で周知である。また、以下に記載される実施例は
、ｒａｓ癌遺伝子を使用するが、本発明はまた、本発明の方法を使用して同定された遺伝
子の使用、およびこれらの方法における他の全ての癌遺伝子（または癌抑制遺伝子）の使
用を包含する。
【００３８】
　（黒色腫のマウスモデルの構築）
　ヒトにおいて、ＩＮＫ４Ａ／ＡＲＦ変異と黒色腫の素因との明確な関係にもかかわらず
、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ欠失マウス（Ｐ１６ＩＮＫ４ａおよびＰ１９ＡＲＦの欠失；Ｉｎｋ
４ａ／Ａｒｆ－／－マウス）は黒色種を発達することが出来ない。げっ歯類は黒色腫の発
達に抵抗性であることは周知である。この抵抗性は、メラノサイトの微小環境において種
特異的な差異と部分的に関係する可能性がある。ヒトにおいて、大部分の黒色腫は放射状
の増殖期におけるインサイチュでの損傷として上皮の微小環境中に発生する。垂直方向の
増殖期への進行（すなわち、真皮内への下方の侵食）は、より「支援的」でない真皮内部
（ｄｅｒｍａｌ　ｍｉｌｅｕ）において生存の優位さを付与し得るさらなる遺伝子的な変
更を必要とすると考えられる。この観点は、上皮黒色腫細胞が、真皮の微小環境中へと移
植される場合、容易には生存および増殖しないという観察から支持される（Ｎｅｓｂｉｔ
ら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１８：６４６９、１９９９）。成体のマウスのメラノサイトは真
皮中に存在するので、複数の生存前／増殖刺激シグナルが、マウスにおいて重要な形質転
換の閾値に達するために必要とされる。本発明者らは、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－メラノ
サイトにおいて、さらなる癌遺伝子の刺激を供給することにより、この高い閾値を克服し
た。本発明者らが最初に使用した癌遺伝子の刺激は、活性化ＲＡＳ（Ｈ－ＲＡＳＶ１２Ｇ

）であった。
【００３９】
　Ｈ－ＲＡＳＶ１２Ｇを、メラノサイトにおいてチロシナーゼプロモーターおよび上流の
エンハンサーエレメントを用いて発現させた（Ｇａｎｓｓら、Ｅｍｂｏ　Ｊ．１３：３０
８３、１９９４）。Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ＋／＋の背景に対して、自発的な皮膚の黒色腫は
、非常に低い発生率かつ長い潜伏を有して発生した（Ｃｈｉｎら、前出）。意味深いこと
に、これらの稀な黒色腫は、両方のＩｎｋ４ａ／Ａｒｆ対立遺伝子の自発的な欠失を示し
た。同様に、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆヘテロ接合体において発生する黒色腫は、野生型のＩｎ
ｋ４ａ／Ａｒｆ対立遺伝子の一貫した喪失を保持した。結局、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－
の背景では、トランスジェニック動物は、短い潜伏の後に高い浸透率で、自発的な皮膚の
黒色腫を発達させた。（Ｃｈｉｎら、１９９７、前出）。従って、本発明者らは、ＲＡＳ
活性化がＩｎｋ４ａ／Ａｒｆ欠失と協調して、インビボで黒色腫の新生を促進し得ること
を示した。最後に、ヒト黒色腫と同様に、ｐ５３遺伝子はこれらのマウス黒色腫において
野生型の構成を維持した（Ｃｈｉｎら、１９９７、前出）。従って、これらの黒色腫の遺
伝子プロフィールは、ヒト黒色腫において観察された古典的な遺伝子特徴のいくつか、す
なわち、ＲＡＳ経路の活性化、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ腫瘍抑制因子の欠失、およびｐ５３変
異の不在、を再現した。
【００４０】
　（黒色腫維持における活性化ＲＡＳの役割）
　有意な活性化癌遺伝子（例えば、活性化ＲＡＳ）の役割を研究するために、完全に形成
した腫瘍において、テトラサイクリン調節系を利用する、馴化Ｈ－ＲＡＳＶ１２Ｇトラン
スジェニックモデルは、確立された（図２）。完全に確立された腫瘍において、癌遺伝子
機能を評価する必要性は、進行性悪性腫瘍が多くの癌遺伝子および腫瘍サプレッサ遺伝子
経路の機能および調節に影響する多くの連続的な遺伝的損傷の表現型の終点を表すという
事実から生じる。それ故、特定の癌開始損傷が、腫瘍維持に関連したままであるか否か、
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もし関連したままであるなら、どのような役割であり得るかは明白でない。誘発性癌遺伝
子損傷の「獲得した」役割の１つが、脈管形成および免疫隔離のようなプロセスを導く宿
主－腫瘍相互作用に影響を及ぼし得るという概念は、特に重要である。これらの問題点を
アドレスするために、テトラサイクリン（ｔｅｔ）系（Ｋｉｓｔｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９３：１０９３３，１９９６）を使用した。特
に、ｔｅｔ調節ＲＡＳトランスジェニックマウス（Ｔｙｒ／Ｔｅｔ－ＲａＳ）を生成し、
これは、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－バックグラウンド上でアクチベーター（Ｔｒｙ－ｒｔ
ＴＡ）導入遺伝子およびレセプター（Ｔｅｔ－Ｒａｓ）導入遺伝子の両方を有した（図２
）。このモデルにおける活性化ＲＡＳ発現は、それぞれ、インビトロまたはインビボで倍
地中または飲料水中でドキシサイクリンによって調節され得る（Ｃｈｉｎら、Ｎａｔｕｒ
ｅ　４００：４６８，１９９９）。さらに、これらのマウスは、厳密なドキシサイクリン
依存様式において、突発性皮膚黒色腫を発症した（すなわち、黒色腫のみがドキシサイク
リン処置Ｔｙｒ／Ｔｅｔ－ＲＡＳ　Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－マウスにおいて生じた）。
これらのドキシサイクリン誘発性腫瘍は、構成的にＴｙｒ－ＲＡＳ　Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ
－／－黒色腫モデルの全ての特性を共有した（Ｃｈｉｎら、１９９７、前出）。特に、こ
れらは、メラニン欠乏、侵襲性および高度の血管腫瘍として存在し、組織学的試験の際に
、退化および多形態の細胞学を有する紡錘体の形態、早期のメラノサイト特異的マーカー
のチロシナーゼ関連タンパク質－１（ＴＲＰ－１）（Ｔｈｏｍｓｏｎら、Ｊ　Ｉｎｖｅｓ
ｔ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．９０（４）：４５９，１９８８）に対して強い免疫反応性、なら
びに強いＨ－ＲＡＳＶ１２Ｇの発現および活性を示した。
【００４１】
　１つまたは多数の独立した原発性黒色腫を有するこれらのドキシサイクリン処置Ｔｙｒ
／Ｔｅｔ－ＲＡＳ　Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－マウスがドキシサイクリン投与から取り除
かれる場合、かろうじて検出可能または検出可能でない質量に迅速に退化した黒色腫（直
径０．５～１．５ｃｍ）を確立し（図３Ａおよび図３Ｂ）、残った散らばった腫瘍病巣の
みが、１０～１４日内で顕微鏡検査で検出可能である。言いかえると、確立された黒色腫
において活性化ＲＡＳの除去は、腫瘍退行を生じる。さらに、この退行プロセスは、腫瘍
細胞および宿主誘導内皮細胞区画の両方においてアポトーシスの活性化によって起こる（
Ｃｈｉｎら、１９９９、前出）。この所見は、活性化ＲＡＳに対して必須の役割を腫瘍形
成においてだけでなく、腫瘍維持においても同様に確立し、そして宿主－腫瘍細胞の相互
作用を維持する際に、腫瘍増殖およびホメオスタシスに対して必須の活性化ＲＡＳに対す
る役割を示唆した。
【００４２】
　（ＲＡＳ誘発Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－黒色腫細胞株は、腫瘍形成に対して厳密にＲＡ
Ｓ依存性である）
　独立したＴｙｒ／Ｔｅｔ－ＲＡＳ　Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－黒色腫細胞株は、ドキシ
サイクリン追加培地において一次黒色腫に由来した。これらの細胞株は、ドキシサイクリ
ン依存様式においてＨ－ＲＡＳＶ１２ＧｍＲＮＡ、Ｈ－ＲＡＳＶ１２Ｇタンパク質および
Ｈ－ＲＡＳＶ１２Ｇ活性を発現した。これはこれらの細胞のインビトロでの増殖特性は顕
著に影響しないが、続くＨ－ＲＡＳＶ１２Ｇの発現は、インビボでの腫瘍形成（腫瘍維持
におけるＨ－ＲＡＳＶ１２Ｇの役割と一貫した所見）に必要とされる。特に、これらの細
胞の皮下注射または真皮注射は、１００％の有効性でドキシサイクリンで処置したＳＣＩ
Ｄマウスにおいて腫瘍を生産したが、ドシサイクリンを受け取らなかったこれらのマウス
は、数ヶ月の観察の後、腫瘍を含まないままであった（Ｃｈｉｎら、１９９９、前出）。
同様に、足場独立性増殖（腫瘍形成の代理）はまた、ＲＡＳ活性化に依存する。従って、
このモデルは、腫瘍形成および腫瘍維持において遺伝子の検索が活性化ＲＡＳの機能を補
足し得る非バックグラウンド系を提供する。
【００４３】
　さらに、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ欠乏腫瘍細胞のゲノムは、ｐ５３欠乏細胞とは異なり非常
に安定なままであり、従って、安定な癌遺伝子発見系を提供する。この独特な系は、前例
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のない多数の機会（癌標的の同定、特に腫瘍維持および宿主－腫瘍相互作用に対するこれ
らの重要性（以下を参照のこと））を提供する。
【００４４】
　（Ｔｅｔ－ＲＡＳ腫瘍細胞は、インビトロでの内皮細胞の生存を支持する）
　腫瘍脈管形成におけるＨ－ＲＡＳＶ１２Ｇの役割を探索するために、発明者らは、ＳＣ
ＩＤの外植腫瘍におけるＶＥＧＦの実施された発現が、内皮細胞アポトーシスを助けず、
ドキシサイクリンを受け取る際の腫瘍退行および結果としてＨ－ＲＡＳＶ１２Ｇの下方制
御もまた取り消さないことを決定した。従って、腫瘍維持におけるＨ－ＲＡＳＶ１２Ｇの
役割は、ＶＥＧＦ発現の調節を超えて伸展するというインビボでの証拠を提供する。腫瘍
細胞においてＨ－ＲＡＳＶ１２Ｇの発現の損失の際、宿主誘導内皮細胞の生存度の損失の
所見は、腫瘍細胞によるＨ－ＲＡＳＶ１２Ｇの発現が腫瘍脈管形成を支持するプロ脈管形
成の状態を導き、そして一旦Ｈ－ＲＡＳＶ１２Ｇの発現がドキシサイクリンの除去によっ
て止まると、この状態は崩壊することを示唆する。この仮説に合わせて、発明者らは、Ｒ
ＡＳ発現黒色腫細胞が、血清を含まない状態において、一次ヒト内皮細胞の生存度を増強
し得るパラ分泌因子を確かに分泌することをインビトロでの共培養アッセイによって示し
た（図４）。本明細書中に記載される研究は、インビボおよびインビトロでのＲＡＳの下
方制御の動力学および表現型の重要性を特徴付け、そしてインビボでの腫瘍細胞と宿主誘
導内皮細胞との間の相互作用についての証拠を提供した。結果として、この系は、腫瘍許
容の微小環境を維持する際に関連する癌遺伝子調節因子（脈管形成に関連する因子を含む
）を発見する手段を提供する。
【００４５】
　本発明は、内皮細胞の生存度を増強する因子（例えば、分泌ポリペプチドのようなポリ
ペプチド）を同定する方法を提供する。このような方法は、内皮細胞が生きるために必要
な因子を欠損する条件下で、内皮細胞（例えば、一次ヒド内皮細胞）を培養する工程を包
含し得る。例えば、内皮細胞は、血清を含まない状態で培養され得る。内皮細胞培地にＲ
ＡＳ発現黒色腫細胞（例えば、ドキシサイクリン処置Ｔｙｒ／Ｔｅｔ－Ｒａｓ　Ｉｎｋ４
ａ／Ａｒｆ－／－マウス由来の黒色腫細胞）によって生産された試験化合物（または試験
化合物の集合）を添加した後、この内皮細胞は、生存の能力についてモニターされ得、そ
れによって、内皮細胞の生存度を増強した試験化合物を同定する。細胞の生存度は、可視
的にモニターされ得る。試験化合物および試験化合物の集合は、一般的なタンパク質精製
技術（例えば、アフィニティークロマトグラフィー）を用いて、ＲＡＳ発現黒色腫細胞培
養の上清から得られえる。例えば、培養上清は得られ得、そして上清内のポリペプチドは
、分泌ポリペプチドのプールを得るために分画され得る。ポジティブコントロールは、ド
キシサイクリンの存在下、内皮細胞とＴｙｒ／Ｔｅｔ－Ｒａｓ　Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／
－黒色腫細胞とを共培養する工程を包含し得、一方ネガティブコントロールは、ドキシサ
イクリンの不存在下、内皮細胞とＴｙｒ／Ｔｅｔ－Ｒａｓ　Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－黒
色腫細胞とを共培養する工程を包含し得る。
【００４６】
　（ＲＡＳ等価遺伝子座の同定）
　（プロウイルスの変異誘発、癌遺伝子発見の方法）
　ゆっくりと形質転換するレトロウイルスは、マウスのゲノムにランダムに組み込まれ得
、そして癌遺伝子自体の存在なしで腫瘍の発達を促進し得る。これらは、腫瘍発達を導く
両方の場合において、時折、内因性のプロト癌遺伝子を活性化するか、またはより少なく
一般的に、腫瘍サプレッサ遺伝子の機能を破壊することによってそのようにする。ウイル
スの挿入は、主に白血病およびリンパ腫モデル（Ｂｅｄｉｇｉａｎら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．
５１：５８６，１９８４；ｖａｎ　Ｌｏｈｕｉｚｅｎら、Ｃｅｌｌ　６５：７３７１９９
１；Ｈａｕｐｔら、Ｃｅｌｌ　６５（５）：７５３，１９９１；Ｇｉｌｂｅｒｔら、Ｊ．
Ｖｉｒｏｌ．６７：２０８３，１９９３）において、マウスの乳癌ウイルス（Ｎｕｓｓｅ
ら、１９８２、前出）によって誘発される胸部腫瘍においてもまた、癌関連遺伝子を「探
し出す」ためにのタグとして使用され、後者は、非リンパ系癌に対するこのアプローチの
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有効性を示す。現在の研究は、白血病傾向性モデルにおける莫大な数の候補癌遺伝子を迅
速に同定するためにこのよなアプローチを使用した（Ｌｉら、１９９９、前出）。プロウ
イルスのゲノム配列の逆方向ＰＣＲに基づく方法を使用して、数百の組み込み部位は、ク
ローン化され、そして特徴付けられた（Ｌｉら、１９９９、前出）。これをするために、
高いスループット配列決定、データ分析および迅速に広がる配列データベース、ならびに
マウスの精製した遺伝子マップは、開発された。一般的な組み込み部位として以前に分類
された全ての遺伝子座は、同定され、ならびに、新しい一般的な組み込み部位は、Ｈ－Ｒ
ａｓおよび他のモデル系における腫瘍の発達に関係した遺伝子のような癌遺伝子を囲む。
プロウイルス挿入部位は、腫瘍形成に関連していなかった多くの公知の遺伝子、ならびに
種々の未知の遺伝子を含む。それぞれと確立した癌経路に関連する可能性のある転写因子
、キナーゼ、ホスファターゼおよび膜貫通レセプターをコードする遺伝子座への「単一」
組み込み（集合において１回のみ表される組み込み）の同定が最も奨励される。公知の癌
遺伝子が単一ヒットの標識として同定される場合、これらのスクリーニングは、飽和に達
していないようである。要約すると、これらのスクリーニングは、多くの新しい組み込み
部位を明らかにし、そして確証を現在必要とする多数の候補癌遺伝子を示す。それ故、こ
れらの遺伝子が疾患に本当に関する否かを確かめる必要があり、もしそうであるならば、
これらの機能および公知の癌経路に関連するか否かを決定する。このような特性は、イン
ビボの癌モデルにおいて研究され得、この癌モデルは、例えば、本発明の黒色腫傾向性マ
ウスモデルによって提供される。従って、本発明によって提供されるこのスクリーニング
方法は、これらおよび任意の他の候補癌遺伝子を確証し、そして特徴付けるために使用さ
れ得る。
【００４７】
　（ドキシサイクリン応答黒色腫細胞は、インビボでレトロウイルスによって感染され得
る）
　本明細書中に記載される場合、プロウイルスの挿入性変異誘発は、ＲＡＳ補完遺伝子（
本明細書中で「ｒａｓ等価遺伝子座」または「ＲＥＬ」ともまたいう）を同定するために
使用した。このアプローチは、標的細胞の効果的なプロウイルス感染を決定する。この目
的ために、Ｔｙｒ／Ｔｅｔ－ＲＡＳ　Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－黒色腫細胞は、これらが
レトロウイルスによって感染され得るか否かを決定するために評価された。ｐＢＡＢＥ骨
格にＧＦＰ（グリーン蛍光タンパク質）遺伝子を含むレトロウイルスベクターを、構築し
た。ＧＦＰ－ｐＢＡＢＥプラスミドを、Ｐｈｅｏｎｉｘパッケージ細胞に一過性にトラン
スフェクションした。トランスフェクションの４８時間後、ウイルスの上清を回収した。
指数関数的に増殖するドキシサイクリン応答黒色腫Ｒ５４５細胞を、ＧＦＰレトロウイル
スを用いて１２時間、感染した。３６時間後、感染細胞を、蛍光顕微鏡を用いて試験し、
感染の効率を測定した。約２０％の細胞が、ＧＦＰタンパク質の検出可能なレベルで発現
した（図５）。従って、これらの細胞は、レトロウイルスによって迅速に感染される。同
様に、Ｒ５４５細胞は、ＭｕＬＶ特異的Ｕ３ＬＴＲプローブを用いたサザンブロット分析
によって測定された場合、インビトロでＭｕＬＶ特異的Ｕ３ＬＴＲによって感染され得る
。ＭｕＬＶの組み込みはランダムであるので、予測されたバックグラウンドのスメアを観
察し、細胞の非選択的集団における多くの異なる組み込み事象をおそらく示した（図６）
。
【００４８】
　（ＯＦＦ－Ｄｏｘ黒色腫細胞に感染したＭｕＬＶは、Ｈ－ＲＡＳを活性化せずにＳＣＩ
Ｄマウス中で腫瘍を形成し得る。）
　発明者らの結果は、ＭｕＬＶ感染ＯＦＦ－Ｄｏｘ黒色腫細胞で感染したＳＣＩＤマウス
が、ドキシサイクリンでの誘導なしでインビボで腫瘍を形成し得ることを示した。特に、
発明者らは、２つの部位で１×１０６のＭｕＬＶ感染ＯＦＦ－ＤＯｘ細胞を全部で２０の
マウスに注射し続けた。２週間内で、ＭｕＬＶ感染細胞を注射した４０部位のうちの１８
部位（４５％）が、測定可能な腫瘍に発達した（図７；表１）。多数のこれらの腫瘍は、
ドキシサイクリン上で誘導されたＲＡＳ駆動親細胞の臨床的出現および臨床的挙動とは異
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なる臨床的出現および臨床的挙動を表した。例えば、図７に示されるように、親非感染Ｒ
５４５細胞株は、ドキシサイクリン上で維持されたＳＣＩＤマウス中で真皮腫瘍を生成し
た。腫瘍は、代表的に直径１．５～２ｃｍ以上になるまで潰瘍形成しない。対照的に、Ｍ
ｕＬＶ感染ＯＦＦ－ＤｏｘＲ５４５細胞の感染の１０日後に出現される１つの腫瘍におい
て、０．４×０．４ｃｍのみを測定した腫瘍でさえも、潰瘍形成は出現した。この研究か
らの結果は、ＭｕＬＶ感染ＯＦＦ－Ｄｏｘ黒色腫細胞が高いパーセンテージの場合（この
試験において、４５％であった）において腫瘍を産出し、プロウイルスの標的配列のクロ
ーニング、ならびに引き続くプロウイルスの活性化遺伝子の単離および特徴付けを促進す
ることを示した。
【００４９】
　表１．ＭｕＬＶ感染細胞を用いて注射したマウス内の部位感染したで発達した腫瘍の腫
瘍の大きさ。
【００５０】
【表１】

　（腫瘍（例えば、黒色腫）維持においてＲＡＳ活性化を補完し得る遺伝子の遺伝的同定
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（図８を参照のこと））
　本明細書中に記載される場合、プロウイルスの挿入変異誘発は、癌傾向マウスモデルに
おける使用のために特に適する癌遺伝子発見の方法である。挿入変異誘発は、癌遺伝子発
現の活性化によってか、またはそれほど多くはないが、腫瘍サプレッサー遺伝子の破壊の
いずれかによって、腫瘍形成性の表現型を誘発する。プロウイルスの組込みは、比較的ラ
ンダムな過程であり、そして、ゲノムの組み込部位に「印を付ける」ため、プロウイルス
の組込みは、癌遺伝子の同定のための最も重要な系として現われる。このプロウイルス標
識アプローチは、多くの新しい癌遺伝子および腫瘍サプレッサー遺伝子の同定を導いた。
簡潔なリストは、Ｅμ－Ｍｙｃリンパ腫系については、Ｐｉｍ１、Ｂｍｉ１、Ｇｆｉ１、
Ｐａｌ１、およびＦｒａｔ１を含み、ＢＸＨ２骨髄性白血病系については、Ｎｆ１、Ｍｒ
ｖｉ１、Ｔｒｅ２、Ｍｅｉｓ１、Ｅｖｉ５およびＨｏｘａ９を含む。重要なことに、この
アプローチは、１つの実験において、未知の多くの遺伝子に加えて、以前に記載された系
の中の白血病誘発性遺伝子の全てを同定した（Ｌｉら、１９９９、上記）。同様のストラ
テジーは、乳癌遺伝子に対してＭＭＴＶを使用して行われた（Ｎｕｓｓｅら、１９８２、
上記）。本発明者らは、原発性マウスメラノサイトおよび星状細胞が、ＭｕＬＶ感染に対
し感受性であることを示し、この方法論が、主要な非リンパ系細胞型に適用可能であるこ
とを実証する。
【００５１】
　この最後の点は、腫瘍の維持に関与する任意の誘導可能な遺伝子を使用して、本発明が
、任意の癌種に対し適用可能であるという事実を明らかにする。例えば、ｄｏｘ調節され
たＥＧＦＲ癌遺伝子マウスにおいて生じる膠芽細胞腫は、ＥＧＦＲ等価遺伝子の発見のた
めの系として役立ち得る。ＥＧＦＲが膠芽細胞腫の維持に重要であると判明した場合、次
いで、これらの細胞は、培養のために適用され、そしてそれをＭｕＬＶに感染させ、プロ
ウイルスがＥＧＦＲに等価な遺伝子を活性化する場合、ＳＣＩＤマウスにおいて腫瘍が得
られる。
【００５２】
　（ＭｕＬＶ感染）
　プロウイルス突然変異誘発アプローチは、本発明者らの黒色腫系において、以下のよう
に使用された。簡単に言うと、上記のＯＦＦ－Ｄｏｘ黒色腫細胞株は、ドキシサイクリン
の補充なしに培養中に接種された。指数増殖期の間、これらのＯＦＦ－Ｄｏｘ黒色腫細胞
を、新たにパッケージングされたＭｕＬＶウイルスに感染させた。感染の４８時間後に、
１～３×１０６細胞（特定の細胞株に依存する）を、独立して感染したプレートからカウ
ントし、そして、４～６週齢のＳＣＩＤマウスの皮内または皮下に注射した。マウスの各
々は、２つの独立の感染から得られた細胞の注射を２回、各側腹部に受けた。コントロー
ルＳＣＩＤマウスを、同数の感染していないＯＦＦ－Ｄｏｘ細胞（これらの細胞は、培養
において同じ長さの時間、同様に継代された）を用いて注射した。全てのマウスを、誘導
しない状態（すなわち、ＯＦＦドキシサイクリン、通常の飲料水を用いる）で維持し、そ
して皮膚の腫瘍の発生のために入念に続けた。ｏｆｆドキシサイクリンの１つの研究にお
いて、本発明者らは、ＭｕＬＶ感染した黒色腫細胞に由来する約４５％の腫瘍の形成率を
観察した。飽和スクリーニングに取り組むために、プロウイルス変異誘発および組込み部
位分析を、新しい遺伝子／遺伝子座の回収が減少するまで続け得る（以下を参照のこと）
。以下に記載される別の研究において、本発明者らはＭｕＬＶ感染した黒色腫細胞由来の
ｏｆｆドキシサイクリンの１００％の腫瘍形成率を観察した。０％の腫瘍形成は、感染し
ていないコントロール細胞にて観察される
　（プロウイルス組込み部位の予備的な評価）
　図８は、プロウイルス組込み部位を特徴付けるために実施され得るいくつかの工程を概
略するフローチャートである。ＲＡＳ非依存性腫瘍が、ＭｕＬＶ活性型癌遺伝子を有する
細胞のクローン性増殖を示すことを利用して、ウイルス組込み部位の最初の特徴付けが、
組込みプロフィールの全てについてのサザンブロット分析、ならびに、ＲＴＫ－ＲＡＳシ
グナル伝達において重要であることが公知の遺伝子（ＲＡＳ（内因性および導入遺伝子の
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両方）、Ｒａｆ、ＭＥＫ、ＭＡＰＫ／ＥＲＫおよびＰＩ３Ｋ）の分析によって始められ得
る。さらに、いくつかの増殖因子および黒色腫発生に関与するＲＴＫ（例として、ＥＧＦ
Ｒ、ｂＦＧＦ／ＦＧＦＲおよびＨＧＦ／ＳＣ－ＭＥＴが挙げられる）が、評価され得る。
ＥｃｏＲＩ、ＳａｃＩＩまたは、ＢａｍＨＩ消化された外植片腫瘍由来のＤＮＡは、これ
らの遺伝子における多型性についてアッセイされ得る。プロウイルスの組込みによって生
成されたこのような多型は、感染していない親の培養物との比較ゲノム解析によってか、
および／またはＭｕＬＶ特異的Ｕ３　ＬＴＲプローブを用いる連続ハイブリダイゼーショ
ンによって確認され得る。腫瘍が以前に黒色腫形成に関与した遺伝子に対して陽性である
場合、この腫瘍において増加するさらなる分子が、推測され、そして「急速に発展した（
ｆａｓｔ－ｔｒａｃｋｅｄ）」遺伝子についてより詳細に機能研究され得る（以下を参照
のこと）。このようなヒットは、インビボにおいて黒色腫の発生に対し生理学的に関連す
る可能性を持つ増殖因子およびＲＴＫを指摘するために役立つ。既知の黒色腫関連遺伝子
座の中へのプロウイルスの組込みを持たない腫瘍について、以下に記載されるように、よ
り詳細な分子分析が実施され得る。
【００５３】
　（プロウイルス組込み部位におけるプロウイルス標識された配列（ＰＴＳ）のクローニ
ング）
　サザンブロット分析の後、分子分析は、組込み部位に隣接するプロウイルス標識配列（
ＰＴＳ）のクローニングにより続けられ得る。逆ＰＣＲ(ＩＰＣＲ)ストラテジーが、この
目的のために使用され得る。図９において概説されるように、各組込み部位の分析は、そ
れぞれＭｕＬＶゲノムに隣接する２つのＰＴＳのクローニングを必要とした。ＭｕＬＶ誘
導された腫瘍由来のＤＮＡを、プロウイルスの内部を切断する制限酵素（例えば、Ｂａｍ
ＨＩおよびＳａｃＩＩ）にて消化した後、ＰＴＳは、隣接するＭｕＬＶ特異的配列で標識
された、直線化フラグメントを含んでいる。これらのフラグメントは、再び環化され、そ
して両方のＰＴＳを、ウイルス性ＬＴＲおよび制限酵素部位の外側に方向付けられたネス
トされたプロウイルス特異的プライマーセットを使用してＰＣＲ増幅した。５００ｂｐ～
１４ｋｂに及ぶ、得られたアンプリコンは、Ｔ／Ａクローニングベクターの中にサブクロ
ーニングされ得る。次いで、標準的なプライマーを使用して、このＰＴＳは、ハイスルー
プット塩基配列決定装置を使用して、双方向に塩基配列決定され得る。ＳａｃＩＩは、こ
の酵素が、遺伝子プロモーターのＣｐＧアイランドにおいて以前に過剰に示されたことを
示す場合、ゲノムＤＮＡをフラグメント化するために使用され得る。従って、ＳａｃＩＩ
消化されたＰＴＳの塩基配列決定は、関連する遺伝子標的の近くに存在する配列情報を生
じそうである。ＩＰＣＲクローニングを許容する組込み部位の数は、腫瘍ＤＮＡを切断す
るための１より多い制限エンドヌクレアーゼ（例えば、ＢａｍＨＩ）を使用することによ
って増加し得る。この場合、ＭｕＬＶ促進された腫瘍が保有する情報を最大限に引き出す
ために、ＭｕＬＶ誘導された各腫瘍のゲノムＤＮＡが、２つ（またはそれより多く）の制
限酵素（例えば、ＳａｃＩＩおよびＢａｍＨＩ）を使用してフラグメント化され得、それ
ぞれの腫瘍に関連する４つのＰＴＳ（２つの制限消化の各々について２つ）は、ＩＰＣＲ
によってクローン化され得（図９）、次いで、クローン化されたＰＴＳの双方向的な塩基
配列決定が、実施される。
【００５４】
　（データベース検索およびＢＡＣフィルタースクリーニング）
　データベース検索は、隣接する候補ＲＥＬ遺伝子を同定するために、そして染色体の位
置情報を得るために、ＭｕＬＶ標識されたＰＴＳのゲノム配列を用いて実施され得る。デ
ータベースにヒットしなくても、ＢＡＣライブラリースクリーニングおよびクローニング
は、行われ得る。プロウイルスの組込みが、遺伝子から少し離れて生じ得ることに注目す
ることは、重要である。従って、これらのいくつかがデータベースにヒットしなくても、
まだ他の腫瘍において既に同定された遺伝子の近くにあり得る。従って、ＢＡＣライブラ
リースクリーニングおよび塩基配列決定をの試みを簡素化するために、頻繁に標的化され
る遺伝子座（例えば、ＥＧＦＲ、ＭｅｔおよびｂＦＧＦに対するＢＡＣ）のＢＡＣを含有
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するレプリカＢＡＣフィルターが生成され得る。これらのスクリーニングにおいて、ＩＰ
ＣＲ生成物は、フィルターへのハイブリダイゼーションについてアッセイされる。ネガテ
ィブシグナルは、クローニングおよび塩基配列決定を保証するが、ポジティブシグナルは
、さらなる分析を不用にする。多くのクローンに対するハイブリダイゼーションは、反復
エレメントの存在を示唆し、そして独特のプローブの生成を必要とし得る。詳細な配列分
析が必要なものとして、フィルタースクリーニングによって同定されたＢＡＣクローンは
、少なくとも１つのエキソンを同定するために、ランダムシェアリング、ショットガンサ
ブクローニング、および高処理塩基配列決定に供せられ得る。
【００５５】
　（ＭｕＬＶ標的化ＲＥＬの最初の特徴付けおよび優先順位（図１０を参照のこと））
　これらのＲＥＬ遺伝子の限定された特徴付けは、機能的特徴付けの成果に優先順位を付
けるために行われ得る。塩基配列決定されたＲＥＬ遺伝子の各々を用いて、以下の工程が
、行われ得る：（ｉ）大きな系統学的距離を超えて、有益なＯＲＦホモロジー関連性につ
いて検索するための、データベースマイニングであって、推定上のタンパク質を機能的に
関連するグループ（例えば、増殖因子、膜貫通レセプター、ＲＡＳスーパーファミリーお
よびアダプター分子）に分類可能なモチーフを適切に同定する工程、（ｉｉ）ヒトの癌に
おける既知のホットスポットとの関連を明らかにするための、染色体の位置決定研究；（
ｉｉｉ）遺伝子が、活性化されたＲＡＳ導入遺伝子の発現によって調節されるかどうか（
すなわち、候補遺伝子およびＲＡＳとの間に調節性フィードバックループが存在するか？
）、を決定するための、黒色腫遺伝子候補の発現研究ならびに（ｉｖ）ヒトオルソログ（
ｏｒｔｈｏｌｏｇ）が、黒色腫および誘導的な細胞株において調節不全化されるかどうか
を確認するためのヒト黒色腫突然変異研究。
【００５６】
　（バイオインフォマティックス）
　手持ちの完全なまたは部分的な候補ＲＥＬ遺伝子配列を用いて、既知の機能の遺伝子と
の相同性の関連性について検索するために、データベース全体が使用され得る。相同性検
索は、ＲＥＬ遺伝子の潜在的な機能および経路配置について得られる情報を最大化するた
めに、大きな系統学的距離にわたって処理され得る。従って、このような成果は、ＲＥＬ
遺伝子生成物の同定および／または分類を直接的に導き得る。例えば、これらの遺伝子産
物の一部は、ＲＴＫ－ＲＡＳ経路の構成要素であり得る。多くのＲＴＫが、黒色腫の病原
論に関係付けられてきたが、遺伝的に確証されたものはほとんどない。この遺伝的スクリ
ーニングによる特定のＲＴＫの同定は、これらの遺伝子に磨きを掛け、そして本明細書中
に記載される機能分析のために「急速に発展する」ことを可能とする。当然、このスクリ
ーニングは、任意の癌種における任意の推定上の癌遺伝子の同様の取扱いを可能とする。
既知の遺伝子との関連が確立できない場合、モチーフマッピング情報が、なお役立てられ
ることを示し得る。例えば、ＲＡＳスーパーファミリーのメンバー（例えば、スイッチド
メインＩ）（Ｍａｌｕｍｂｒｅｓら、Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ　３：８８７，１９９８に概説される）またはＲＴＫのモチーフ特性の存在は、続く分
析のためのＲＥＬの重要性を増大し得る。最後に、推定上のＲＥＬ遺伝子産物が、パイオ
ニアタンパク質として標識される場合（すなわち、パイオニアタンパク質は、データベー
スの全てに対し相同性を持たない）、どのように進めていくかの決定が、染色体の局在化
および発現研究から得られる情報（これらは、いかに記載される）の分析によって容易に
され得る。
【００５７】
　（染色体の局在化）
　ＲＥＬ遺伝子の染色体での局在化は、詳細な機能の特徴付けのためのクローンの優先順
位において重要な因子であり得る。さらに、隣接する遺伝子が既知での場合において、そ
の「遺伝子座」が、ヒトの癌における細胞発生のホットスポットであると判明した場合、
対応するＢＡＣのクローニングおよび塩基配列決定が優先され得る。本発明者らが明白な
病原性のヒット（例えば、Ｍｅｔ）を持つ腫瘍において、データベース情報から容易に得
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られる他のプロウイルス組込みの染色体の局在化が、決定され得る。上記されたように、
多くの腫瘍は、多数の疾患関連組込みを有する。特に、プロウイルス組込みの大部分は、
非病原性組込みのバックグラウンドを示さない。現在までに、これらの配列のうち２０％
が、共通の組込み部位または正真正銘の疾患遺伝子であるヒット遺伝子に局在化すること
が見出された。
【００５８】
　ほとんどの場合、配列データベース分析は、ＲＥＬ候補の染色体の局在化を提供する。
他の全ての場合、ＲＥＬ候補のマッピングが、実施され得る。ここで、ＪＡＸ種間の戻し
交配マッピングサービスが、使用され得る。あるいは、多数のクローンのＰＣＲに基づく
マッピングによく適合する放射線ハイブリッド（ＲＨ）パネルが、使用され得る。このＲ
Ｈマップは、ヒトにおけるシンテニー領域の予測が可能である。しかし、ＲＨマッピング
のような成果のための要求は、データベースが、マウスゲノムおよびヒトゲノムの完全な
配列を提供する場合、非常に少なくなる。
【００５９】
　（発現パターンの分析）
　ＲＥＬ遺伝子をプローブとして使用する、ノーザンブロット分析は、予想されたサイズ
の転写物を明らかにするためだけでなく、親培養物と比較して、腫瘍中の転写物が「活性
化された」発現の様式を示すことを実証するためにも、実施され得る。少なくとも、主要
な候補遺伝子は、ＭｕＬＶ誘導されたＲＡＳ独立黒色腫（または分析下にある他の癌細胞
型）より高いレベルにて発現されるか、あるいはその転写物サイズは、変わり得た。ＲＥ
Ｌ遺伝子の腫瘍特異的活性化の実証に加えて、ＲＡＳに対するその調節関係が、評価され
得る。具体的には、ＲＡＦプルダウンアッセイにモニタリングされるようにＲＥＬ遺伝子
過剰発現がＲＡＳ／ＭＡＰＫ活性化と関連する否か、またはＲＡＳ導入遺伝子のドキシサ
イクリン誘導型活性化が特定のＲＥＬ遺伝子の発現を変えるか否かが、決定され得る。後
者の問題に取り組むために、候補ＲＥＬ遺伝子は、ＯＮドキシサイクリンの間およびドキ
シサイクリンが取り下げられてからの種々の時点にて回収された（例えば、６、１２、２
４、３６、４８および７２時間）ＳＣＩＤマウス外植片腫瘍に由来する総ＲＮＡに対する
ハイブリダイゼーションについてアッセイされ得る。さらに、ＲＡＳの下流の主要な候補
は、ＲＡＳ発現との共調節（ｃｏ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ）を示す。調節性のフィードバ
ックループが存在する場合、ＲＡＳの上流調節因子（おそらく新規のＲＴＫ）はまた、逆
共調節を示し得る。最後に、プロウイルスの組込みが、腫瘍サプレッサー遺伝子の不活性
化を導き得、従って転写物サイズの変更（短縮された非機能性生成物）または発現の減少
を導くことに留意しなければならない。
【００６０】
　（ヒト癌パネルにおける候補ＲＥＬ遺伝子の発現）
　本方法の重要な要素は、ＲＥＬ遺伝子のヒトオルソログがヒト癌（例えば、黒色腫）に
おいて、異常制御されるかどうかを決定することを含む。さらに、類似するアプローチが
、（実質的に任意の癌の型における）他の癌維持遺伝子に対して使用し得、そしてそのよ
うな方法は、本発明に含まれる。
【００６１】
　この決定に関する第１のアプローチは、候補ＲＥＬ遺伝子の同定に関するメラノサイト
および黒色腫に対する利用可能な電子的データベースを調べる（例えば、Ｖｏｇｅｌｓｔ
ｅｉｎ／Ｋｉｎｚｌｅｒのグループによる研究において作製されたヒトメラノサイトおよ
び黒色腫細胞株に対するＳＡＧＥデータ（Ｖｅｌｃｕｌｅｓｃｕら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
８６（５４４４）：１４９１，１９９９）を検索する）能力が利用される。この研究にお
いて、１９の正常組織型および疾患組織型由来の３５０万のヒト転写物を、これらの発現
レベルについて分析した。メラノサイト系統について、正常なヒトメラノサイトについて
の２のＳＡＧＥライブラリー、およびヒト黒色腫細胞株についての１０のＳＡＧＥライブ
ラリーを、分析した。これらのデータは、ヒト黒色腫で過剰発現され得る候補ＲＥＬの同
定についての貴重な供給源を示す。同様に、黒色腫および他の癌の型における発現プロフ
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ィールが、近年公開された（Ｄｕｇｇａｎら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１，補
遺：１０－１４，１９９９に概説される）。公開されたデータに加えて、公的／ＮＩＨ助
成データベース（例えば、多くの型の異なる癌および正常コントロールに対するＳＡＧＥ
ライブラリーを含む、ＣＧＡＰデータベース）が、存在する。これらのデータベースは、
米国政府のＮａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉ
ｎｆｏｒｍａｔｉｏｎウェブサイト（例えば、ｎｅｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｃ
ｉｇａｐ／またはｎｃｂｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＳＡＧＥ／のワールドワイドウェブ)で利
用可能である。
【００６２】
　第２のアプローチとしては、免疫組織化学によるヒト腫瘍組織における発現スクリーニ
ングまたは組織アッセイにおけるＲＮＡインサイチュハイブリダイゼーションが挙げられ
る。これは、Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　Ｔｕｍ
ｏｒ　Ｂａｎｋ（例えば、現在、侵襲的黒色腫および転移性黒色腫の両方の多くのサンプ
ルを含む、ｔｈｅ　Ｈｕｍａｎ　Ｍｅｌａｎｏｍａ　Ｔｕｍｏｒ　Ｂａｎｋ）のような腫
瘍バンクによって提供される巨大な供給源を利用し得る。従って、本発明者らは、最初に
、ヒトオルソログＥＳＴを注文し、そしてノザンブロット分析によってヒトオルソログＥ
ＳＴの発現を試験した。本発明者らは、組織アレイ技術を使用して、組織切片のＩＨＣま
たはＲＮＡインサイチュ分析もまた利用し得る。組織アレイ技術は、１００の腫瘍サンプ
ルを、従来の病理学ガラススライド上に１つのアレイで配置する技術である。このように
、数百の（同じ型または異なる型の）腫瘍サンプルを、同一の抗体またはインサイチュハ
イブリダイゼーションプローブを用いて、１つの設定でスクリーニングし得る。広い範囲
の黒色腫サブタイプおよび他の癌の型を示す、数百の標本は、組織アレイによって、候補
ＲＥＬ遺伝子の発現について迅速にスクリーニングされ得る。この型のスクリーニングは
、私的／商用または公的な任意のレポジトリ（ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｙ）から得られた任意
の癌の型由来の組織を使用して実施され得る。
【００６３】
　機能的研究に対する種々のＲＥＬ候補の選択は、上記特徴付け工程において得られたＲ
ＥＬ遺伝子のプロフィールに基づき得る。機能的研究を、以下に記載する。
【００６４】
　（ＭｕＬＶ挿入による活性化がＲＡＳ非依存性腫瘍形成性ＯＦＦ－ドキシ（ｄｏｘｙ）
サイクリンを生じるＭａＳＳスクリーニングによって同定された候補ＲＥＬ）
　Ｔｙｒ／Ｔｅｔ－ＲＡＳ　Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－動物由来のドキシサイクリン応答
性ＲＡＳ依存性黒色腫細胞（例えば、Ｒ５４５）は、ドキシサイクリン補充物を有さない
培養物中に維持され、そして新しくパッケージングされたＭｕＬＶウイルスを感染された
。感染された細胞のサザンブロット分析は、ＭｕＬＶ　３’ＵＴＲプローブを使用して探
査された場合、プロウイルスのゲノムへのランダムな組み込みを示すスメアーを示した。
注射の４８時間後、１×１０６のＭｕＬＶ感染ＯＦＦ－Ｄｏｘ細胞を、４～６匹の老ＳＣ
ＩＤマウスの２つの部位に注射した。各注射では、独立に感染されたプレート由来の細胞
が用いられた。全部で２０匹のＳＣＩＤマウスに、注射した。コントロールとして、２０
匹のＳＣＩＤに、培養物中で同じ期間継代された非感染黒色腫細胞を注射した。全ての動
物を、非誘導状態で観察した（例えば、普通の飲料水におけるＯＦＦ－ドキシサイクリン
）。４週間以内に、ＭｕＬＶ感染細胞を注射された動物の１００％が、かなりの腫瘍を発
生した（全部で４０の腫瘍）。対照的に、非感染細胞を注射された動物はどれも、腫瘍を
発生せず、このことは、これらの誘導黒色腫細胞が、腫瘍形成性に対するＲＡＳ活性化に
厳密に依存しているという本発明者らの以前の観察に一致した。
【００６５】
　ＭｕＬＶ感染細胞由来のＯＦＦ－ドキシサイクリンを生じる腫瘍を、回収し、そしてゲ
ノムＤＮＡを、ＩＰＣＲによるプロウイルス組込み部位のクローニングのために抽出した
。ＤＮＡを、ＢａｍＨＩおよびＳａｃＩＩの両方を用いて消化し、そして本明細書中に記
載されるようにＩＰＣＲに供した。ＩＰＣＲバンドを、二次的ネストＩＰＣＲの後に観察
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性化または不活化し、これらの細胞にドキシサイクリン非依存性（ＲＡＳ非依存性）腫瘍
形成性を付与すると考えられる。これらのＩＰＣＲバンドを単離し、精製し、そして配列
決定に供した。
【００６６】
　約８００のＩＰＣＲクローン化組込み配列を、分析し、約５００が有益な配列をもたら
した。これらの５００の配列から、私的ゲノムデータベースおよび公的ゲノムデータベー
スの両方における、ＢＬＡＳＴ検索は、約５０％に対してヒットを示した。これらの配列
は、全部で５７の組込み部位を同定し（表２）、これらのうち１９は共通である（例えば
、少なくとも２つの腫瘍で生じる）。これらの共通の組込み部位は、異なる染色体中に分
配され、従って、このことは、プロウイルスがＴｅｔ－ＲＡＳ導入遺伝子または内因性Ｒ
ＡＳ遺伝子座を活性化する僅かな可能性を排除する。実際に、これらの多数は、ＲＡＳ関
連ＧＴＰａｓｅ活性化タンパク質；ＣＤＥＰ／エズリン（Ｅｚｒｉｎ）様タンパク質；Ｅ
ＧＦ様ドメイン６；および潜伏性トランスホーミング増殖因子β　４Ｓのような、癌関連
経路と直接的な関連を有する。これが飽和スクリーニングでない場合、残りの３８の単一
ヒットは、ｂｏｎａ　ｆｉｄｅ　ＲＥＬ事象を示す可能性がある。一緒にすると、これら
のデータは、ＭａＳＳスクリーニングが腫瘍形成におけるＲＡＳ活性化の喪失を第２部位
抑制し得る新規遺伝子および既知遺伝子を同定するために機能するという従わざるを得な
い証拠を提出する。
【００６７】
【表２】
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　（詳細なインビボ分析に対する最良の候補を同定するためのＲＥＬ遺伝子の機能的特徴
付け（図１１を参照のこと））
　候補ＲＥＬ遺伝子の同定に関して、メラノーマ生成におけるこれら遺伝子の病理学的役
割を証明し、そして最終的にこれらの作用機構を解明する必要性が生じる。このように多
くのＲＥＬ遺伝子候補が、特徴付けを必要とするので、癌の病理（および特に癌の維持）
に最も可能性の高い関連を有するこれらの遺伝子は、最初のアプローチ（細胞培養ベース
の研究）を使用して、追跡され得る。
【００６８】
　（ｃＤＮＡ産生）
　インビトロの機能的分析を実施するために、全長ＯＲＦを有するｃＤＮＡクローンを使
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用し得る。そのような全長ｃＤＮＡを、ＰＣＲベースの方法を使用して生成し得る。この
ことを達成するために、広範に使用されてきた十分に確立した技術である、５’および３
’ＲＡＣＥ　ＰＣＲ方法論（Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ　ｓｙｓｔｅｍ）を利用し得る。ｍＲＮ
Ａの供給源は、クローニングされるべき特定の遺伝子のプロウイルス活性化およびアップ
レギュレーションを有する特定のＳＣＩＤ体外移植組織腫瘍であり得る。データベースま
たは本発明者らのＢＡＣ配列決定の努力のいずれかからのＲＥＬ遺伝子のゲノム配列の知
識は、プライマー選択を容易にし得る。
【００６９】
　（親ＯＦＦ－ドキシサイクリン黒色腫細胞株および初代メラノサイト培養物への安定な
レトロウイルス形質導入）
　一旦、ＲＥＬ候補について、全長ＯＲＦを単離すると、このＯＲＦを、ＬｏｘＰ部位に
隣接する遺伝子カセットを含むレトロウイルス骨格にサブクローニングし得る。レトロウ
イルスを、２９３Ｔパッケージング細胞株を使用して産生し、そしてレトロウイルスの上
清を使用して、機能的研究のための親ＯＦＦ－Ｄｏｘ黒色腫細胞または他の初代非形質転
換細胞（例えば、メラノサイトまたは星状細胞）を感染させる。安定に形質導入された細
胞株の樹立を、ピューロマイシン選択によって達成する。選択の後、形質導入されたＲＥ
Ｌ遺伝子が高レベルで発現されることを実証する。あるいは、ＯＲＦを、他の発現構築物
にクローニングし得、そしてトランスフェクションによってそのような細胞に形質導入し
得る。
【００７０】
　（ＲＥＬ発現メラノーマ細胞株の特徴付け）
　ＲＥＬ形質導入ＯＦＦ－Ｄｏｘ黒色腫細胞株を、増殖、生存、移動、不死化、および足
場非依存性を含む複数のレベルでの特徴付けに供し得る。これらの研究を、Ｃｒｅ切除あ
りなしで、親（形質導入されない）ＯＦＦ－Ｄｏｘ細胞株、およびＲＥＬ－形質導入培養
物を用いて、実施し得る。ＲＥＬ　ＯＲＦのＣｒｅ誘導性欠失は、観察された表現型がＲ
ＥＬ発現レトロウイルスの組込みよりむしろＲＥＬ遺伝子の過剰発現に起因するかどうか
を確かめるための重要なコントロールを提供する。このＣｒｅ誘導性欠失を、Ｃｒｅ－Ｇ
ＦＰ融合構築物の一過性トランスフェクション、その後のＦＡＣＳによって達成し得る。
細胞培養物中でのこのアプローチを用いた本発明者らの実験によって、１００％のＧＦＰ
＋細胞がｌｏｘＰ組換え／欠失を経験することが示された。従って、ＧＦＰ－細胞および
ＧＦＰ＋細胞に対する選別によって、本発明者らは、細胞の同じ集団内の全ての、ＲＥＬ
遺伝子発現の上記分析でカバーされていない表現型に対する正確な寄与を決定し得る。こ
れらの細胞を特徴付けるために使用されたこのアッセイは、以下に記載される。
【００７１】
　（増殖および生存）
　ＲＥＬ発現黒色腫細胞およびコントロールの増殖を、１０％血清、２．５％血清、およ
び０．５％血清を含む培地で試験した。１０日を過ぎて１４日までの増殖曲線を、０日目
、１日目、３日目、５日目、７日目、９日目、１１日目、および１３日目の細胞計数によ
って分析し得る。Ｓ期進行の定量的な測定は、ＢｒｄＵの取り込みによって決定され得る
。これら２つのアッセイによって、これらの細胞の増殖履歴の静的な見解および動的な見
解の両方が提供される。例えば、ＢｒｄＵの取り込みによって測定される場合に、ＲＥＬ
発現培養物がＣｒｅ切除コントロールよりも高いＳ期の割合を有し、そしてさらにこれら
の増殖曲線が重なる場合、このことは、ＲＥＬ発現はＳ期進行の増加を導くが、細胞死が
増加しなければならず、類似の増殖曲線を生じることを示唆する。低血清条件および高血
清条件でのアポトーシスの速度を決定するために、ＦＡＣＳによるアネキシンＶ染色を実
施し得る。あるいは、細胞を、チャンバースライド（ｃｈａｍｂｅｒ　ｓｌｉｄｅ）に播
種し、ＴＵＮＥＬ染色のためにメタノール：アセトン中で固定し得る。
【００７２】
　（移動）
　ＲＥＬ発現が侵襲的能力を増強するかどうかを決定するために、Ｂｏｙｄｅｎチャンバ
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ーアッセイを実施して、ＲＥＬ発現細胞およびコントロールの移動を測定し得る（Ｓｈｉ
ｍｉｚｕら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．２６４：７５１，１
９９９）。簡単には、チャンバーの下側のウェルを、１０％または２．５％のＦＣＳを有
する６００μｌの培地で満たし、そして上側のウェルに、４００μｌの細胞懸濁物を播種
する。次いで、酢酸セルロース膜フィルターを、２つのチャンバーの間に挟んだ。このチ
ャンバーを、５％ＣＯ２の湿潤雰囲気で、３７℃で４時間保持する。次いで、フィルター
を洗浄し、メタノール：アセトンで固定し、クリスタルバイオレットで染色した。フィル
ターに移動し、そしてその下側に到達した細胞の数は、顕微鏡的に決定され得る。三連の
アッセイを、各細胞株およびそのコントロールについて実施し得る。
【００７３】
　（不死化）
　ＲＥＬ発現ＯＦＦ－Ｄｏｘ黒色腫細胞は、不死化しやすさが増加している可能性がある
。従って、低密度播種アッセイを、不死化能力についての代理アッセイとして使用し得る
。このアッセイでは、６ウェルプレートに１ウェル当たり２５００の細胞を播種する。高
い不死化能力を有する細胞は、１４日で目に見えるコロニーを形成するまで増殖し得る。
出現コロニーの数を、これらの細胞の不死化の可能性についての定量的尺度として使用し
得る。
【００７４】
　（足場非依存性）
　所定のＲＥＬは、他の協同する変異のありおよびなしで、黒色腫生成を促進し得る癌遺
伝子である可能性があるので、ＲＥＬ発現黒色腫細胞は、足場非依存性増殖を示す可能性
がある。足場非依存性が、ＳＣＩＤ体外移植組織における腫瘍形成についての強力な予測
指標であるので、ソフトアガーアッセイを実施し得る。ソフトアガーでは、６ウェルプレ
ートに１ウェル当たり１０，０００の細胞を播種する。コロニー形成を、毎日顕微鏡観察
でモニターする。大きさが０．５ｍｍより大きな細胞クラスターをコロニーとして計数す
る。コロニー数は、細胞の腫瘍形成性についての定量的マーカーである。
【００７５】
　（ＳＣＩＤ外植片モデルにおけるインビボでの腫瘍形成）
　黒色腫細胞株に足場非依存性増殖をもたらし得るこれらのＲＥＬ候補物は、さらに、Ｓ
ＣＩＤ外植片モデルにおける腫瘍形成について評価され得る。特に、１×１０６のＲＥＬ
形質導入黒色腫細胞が、ＳＣＩＤマウスの側腹部の各々２箇所に注入され、そして黒色腫
の発生が、ＯＦＦ－ドキシサイクリンで観察される。この腫瘍形成表現型が、レトロウイ
ルスの組み込みではなく、実際にＲＥＬの過剰発現（ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）の
結果であることを確認するために、ＳＣＩＤマウスにＣｒｅ励起された対応物が、同様に
注入される。そして黒色腫発生が同時に観察される。
【００７６】
　一次ゲノム変化および二次ゲノム変化を維持する（すなわち、腫瘍形成性から１段階少
ない）非誘導性腫瘍細胞がこれらの実験に用いられ得るが、インビトロでの機能性研究も
また、ＲＥＬ候補物の機能についての情報およびインビボでの遺伝的確認のための候補者
の選択の補助を得るために、ＲＥＬ発現性一次非形質転換細胞（この場合、メラノサイト
）を用いることによって実施され得る。このことは、標準的なトランスジェニック技術お
よび遺伝子ターゲッティング技術を用いて達成される。
【００７７】
　（ＲＥＬ発現一次メラノサイトの特徴づけ）
　増殖速度論、増殖因子依存性、生存能力、遊走挙動、および固定化は一次メラノサイト
培養物において評価され得る。これらのアッセイは、ＲＥＬ形質導入ＯＦＦ－Ｄｏｘ黒色
腫細胞について上述されたように実施され得る。親のＯｆｆドキシサイクリン黒色腫細胞
における研究と同様に、重要なコントロールは、ＲＥＬ　ＯＲＦのＣｒｅ誘導性欠失を有
する形質導入培養物およびＲＥＬ　ＯＲＦのＣｒｅ誘導性欠失を有さない形質導入培養物
の試験である。しかし一次メラノサイト培養物においてそのような研究を実施することは
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難しく、それらの低いトランスフェクション効率をもたらす。言い換えると、Ｃｒｅ組み
換え酵素の送達は、このコントロール実験を実施するためのＲＥＬ　ＯＲＦのＣｒｅ誘導
性欠失を達成することには非効率的である。
【００７８】
　あるいは、Ｈａｒｏｌｄ Ｖａｒｍｕｓによって開発された鳥類のレトロウイルスレセ
プター（ｔＶＡ）系（Ｆｉｓｈｅｒら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ１８（３８）：５２５３、１９
９９に概説される）が使用され得る。具体的には、チロシナーゼｔＶＡカセットを有する
トランスジェニックマウスが作製され得る。トランスジェニックマウスは、それらのメラ
ノサイトにおいて、鳥類のレトロウイルスレセプターを発現する。従って、これらのメラ
ノサイトの初代培養物が、Ｃｒｅ組み換え酵素を発現するＲＣＡＳウイルスを用いて感染
され得る。これらの一次メラノサイトは、第一に、ＲＥＬ　ＯＲＦを発現するレトロウイ
ルスを用いて感染され、次いで安定した形質転換について選択される。形質導入株は、Ｃ
ｒｅ－ＧＦＰまたはＧＦＰ単独を発現するＲＣＡＳウイルスでの感染の後、上記の実験に
供される。
【００７９】
　（ゲノムワイドでの発現プロファイルを確立することによる候補ＲＥＬの作用機構）
　細胞培養物およびＳＣＩＤ外植片における機能性研究に加えて、候補ＲＥＬの作用機構
は、Ｃｒｅ励起ありおよびＣｒｅ励起なしでＲＥＬで形質導入したメラノサイト培養物の
ゲノムワイドでの発現プロファイルを確立することによって明らかになり得る。遺伝子活
性化のパターンを捜すことによって、実施者は、作用機構を解明し得る。例えば、細胞周
期遺伝子の活性化は、細胞周期調節因子としての役割を示唆し得るか、またはｐ５３依存
性経路およびＦＡＳ依存性経路における公知のアポトーシスメディエーターの開始（ｔｕ
ｒｎｉｎｇ　ｏｎ）は、アポトーシスにおける役割を示し得る。さらに、この種の実験か
ら作成された情報ベースは、ＲＥＬ遺伝子についてのシグネチュアプロファイル（ｓｉｇ
ｎａｔｕｒｅ　ｐｒｏｆｉｌｅ）の作成に有用であり、そして上記の原発性腫瘍の選別を
容易にすることを証明し得る。
【００８０】
　（遺伝子導入を介した候補ＲＥＬ遺伝子のインビボでの確認）
　本明細書中に記載される、最初の機能性特徴づけに基づき収集したＲＥＬ遺伝子候補が
、インビボでのこれらの黒色腫遺伝子の能力についてアッセイされ得る。当然、このＰＴ
Ｓのクローニングおよび配列決定から上記の候補遺伝子の特徴づけまでの種々の工程が、
他の癌の型における、他の腫瘍維持遺伝子について適用可能である。すなわち、この黒色
腫系において発見された遺伝子は、これらが他の細胞型において癌を作製または維持する
能力についてアッセイされ得る。同様に、他の癌系において発見された遺伝子が、黒色腫
系または他の癌系において試験され得る。例えば、ＲＥＬ遺伝子は、インビボでの確認の
ために選択され得、続いて、インビボでの遺伝子導入および特徴づけの努力が開始され得
る。簡単には、ＲＥＬ遺伝子のメラノサイト特異的発現は、チロシナーゼプロモーターエ
レメントおよびチロシナーゼエンハンサーエレメント（Ｔｙｒ－ＲＥＬと示される）の使
用によって達成され得る。Ｔｙｒ－ＲＥＬ導入遺伝子がメラノサイトの増殖および生存な
らびにメラノサイトの悪性形質転換に対して影響を与える能力は、野性型または腫瘍抑制
因子ヌルのバックグラウンド（例えば、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ＋／＋またはＩｎｋ４ａ／Ａ
ｒｆ－／－バックグラウンド）を用いてインビボで試験され得る。
【００８１】
　（トランスジェニックコロニーの作製および確立）
　チロシナーゼエンハンサー－プロモーターエレメントを用いて、ＲＥＬ発現は、メラノ
サイトに指向される。このプロモーターは、Ｔｙｒ－ＲＡＳトランスジェニック動物、Ｔ
ｙｒ－サイクリンＤ１トランスジェニック動物、Ｔｙｒ－ＣＤＫ４トランスジェニック動
物およびＴｙｒ－ｒｔＴＡトランスジェニック動物を作製するために首尾よく用いられて
きた。このプロモーターがこのレポーター遺伝子のコピー数依存性発現を与えることが示
されてきた。このＲＥＬ　ＯＲＦは、最初に、ＣＰＶ１ベクター５’からＳＶ４０　ＰＡ
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へとサブクローニングされる。次に、このＲＥＬ　ＯＲＦ／ＰＡ＋カセットが、単離され
、そしてこのチロシナーゼエンハンサー／プロモーターエレメントにライゲートされる。
これらのコロニーの確立を促進および簡素化するために、これらのＴｙｒ－ＲＥＬ構築物
が、ＦＶＢバックグラウンドの、精管切除されたＩｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－の雄によって
受精された野生型ＦＶＢの雌から回収された受精卵に、直接注入される。ＰＣＲベースの
スクリーニングを使用する遺伝子型決定の提供が用いられ得る。重要なことに、最初の始
祖およびＦ１祖先は、ＰＣＲよりも、サザンブロット分析によって確認され得る。いった
ん始祖株が確立されると、これらは、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ＋／－交配相手に交雑されて、
Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ＋／＋およびＩｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－のバックグラウンドのＲＥＬ
トランスジェニックマウスを作製し得る。この交配図は、所望される遺伝子型の動物を作
製する前の１世代の交配を除去し、これによって、時間、労力、および籠の経費を削減す
る。
【００８２】
　（インビボでの導入遺伝子発現の多様化（ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ））
　導入遺伝子の文書化およびサザンブロット分析によるコピー数の決定に加えて、ＲＥＬ
転写物が、ＲＮＡインサイチュハイブリダイゼーションによって、標的化された細胞型（
例えば、メラノサイト）において産生されることが確認され得る。約３００ｂｐの平均サ
イズの挿入部を含むリボベクターが、構築され得、そしてノーザンブロット分析によって
、反復配列がないと判断される。３’プロモーターを用いたインビトロでの転写は、この
組織切片へのハイブリダイゼーションのために必要なアンチセンスＲＮＡプローブを作製
するために用いられ得、そしてコントロールは、そのセンス転写物であり得る。ジゴキシ
ゲン標識化リブロプローブ（ｒｉｂｒｏｐｒｏｂｅ）および放射標識化リブロプローブの
両方が用いられ得る。放射標識化リブロプローブの感度はより良好であり、一方、このジ
ゴキシゲン標識インサイチュハイブリダイゼーションを用いる利点は速度である。具体的
には、このトランスジェニック同腹仔および非トランスジェニック同腹仔は、皮膚サンプ
ルから生検され得る。組織は、４％パラホルムアルデヒド中で２４時間にわたり固定化さ
れ、１７％スクロース溶液中で４８時間にわたり平衡化され、ＯＣＴＴＭの容器に入れら
れ、次いで、ＬＮ２中で固定化され、凍結されて（ｓｎａｐｐｅｄ－ｆｒｏｚｅｎ）、Ｏ
ＣＴ組織ブロックを作製する。これらの皮膚ＯＣＴブロックが、５μｍの厚さに断片化さ
れ、そしてＲＮＡインサイチュハイブリダイゼーションに用いられ得る。連続的切片が、
形態学およびメラノサイトに関して抗ＴＲＰ１　ＩＨＣを評価するためにＨ＆Ｅで染色さ
れる。
【００８３】
　連続的Ｔｙｒ－ＲＥＬトランスジェニックに対する代替物として、誘導可能な系（例え
ば、ｔｅｔオペロンプロモーター（ＴｅｔＯ））の制御下でＲＥＬ遺伝子を有するＲＥＬ
トランスフェニックマウスが、作製され得る。一旦、ＴｅｔＯ－ＲＥＬマウスが、確立さ
れると、その創始者は、存在するＴｙｒ－ｒｔＴＡトランスジェニック株に交雑され得る
。Ｔｙｒ－ｒｔＴＡ導入遺伝子およびＴｅｔＯ－ＲＥＬ導入遺伝子の両方を収容するマウ
スが、それらの飲み水へのドキシサイクリンの投与により誘導されて、ＲＥＬ遺伝子を発
現し得る。この条件付発現系は、上記のように、その親のＯＦＦドキシサイクリン黒色腫
細胞株が誘導された、誘導性ＲＡＳ発現黒色腫モデルを作製するために首尾良く使用され
てきた。具体的には、二重のトランスジェニックマウス（Ｔｙｒ／ＴｅｔＯ－ＲＥＬ）が
、誘導されて、真皮メラノサイトにおいて、出生後にＲＥＬ遺伝子を発現し得る。標的細
胞におけるＲＥＬ転写物の発現は、上記のように、ドキシサイクリン飲み水での誘導の前
後の皮膚の生検のインサイチュハイブリダイゼーションによって確認され得る。一旦、確
認されると、構成的Ｔｙｒ－ＲＥＬトランスジェニックのための続く下記の実験が、誘導
性Ｔｙｒ／ＴｅｔＯ－ＲＥＬトランスジェニック動物と同様に、実施され得る。
【００８４】
　（プレ悪性（ｐｒｅ－ｍａｌｉｇｎａｎｔ）メラノサイトにおけるＲＥＬの、インビト
ロでの機能的特徴付け）
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　非形質転換細胞におけるＲＥＬ遺伝子の機能を決定するために、プレ悪性黒色腫におけ
るその過剰発現の生物学的結果物が、マウスメラノサイトの初代培養において試験され得
る。具体的には、親生のマウスが屠殺されて、皮膚が回収される。滅菌の後、真皮線維芽
細胞による汚染を防ぐために、その表皮がこの真皮から分離される。次いで、この表皮層
が、機械的に破壊され、細かく切られ、そしてマイトマイシン処理され、増殖停止したＸ
Ｂ２ケラチノサイトで構成されるフィーダー（ｆｅｅｄｅｒ）細胞層上にプレートされる
。約２週間後、サブスクリーニングを用いて、純粋なメラノサイト培養物が確立され得る
。この技術を用いて、例えば、（ＲＥＬ＋、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ＋／－）×（ＲＥＬ－、
Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ＋／－）交雑により産生された同腹仔から、初代培養物が作製されて
、全ての遺伝子型のメラノサイトを得ることが可能となる。一旦、これらの初代培養物が
、確立されると、これらは、本明細書中に記載されるような、これらの増殖特性、生存特
性、移動特性、および固定化特性を特徴付けるために設計されたアッセイに供され得る。
さらに、インタクトな死亡率経路を保有する活性化ＲＡＳが、早期老衰を誘導することが
示されているので、老衰は、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ＋／＋およびＩｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－
バックグラウンドのＲＥＬ発現細胞における形態学（平坦な外観、染色されたメラノサイ
トにおける過剰メラニン形成（ｈｙｐｅｒ　ｍｅｌａｎｉｚａｔｉｏｎ）、および増殖停
止）によってモニターされ得る。
【００８５】
　（インビボでのＲＥＬ誘導黒色腫の特徴づけ）
　Ｔｙｒ－ＲＥＬトランスジェニックマウスにおける黒色腫発生は、長期にわたり、慎重
に追跡される。耳および尻尾のような場所（好ましくは、ＦＶＢバックグラウンドのＴｙ
ｒ－ＲＡＳトランスフェニックマウスにおける発生場所）における連続的な皮膚生検が、
プレ悪性病変、および初期黒色腫を検出するために、小集団の動物（例えば、各々の遺伝
子型の群において１０匹）において、毎月、実施され得る。一旦、臨床的に明白な腫瘍が
出現すると、摘出的生検または切断的生検が、実施されて、病原性特徴付けのためのサン
プルおよび細胞株の確立を得ることが可能となる（以下を参照のこと）。これらは、メラ
ノサイトについての抗ＴＲＰ１染色、増殖インデックスについてのＫｉ６７、アポトーシ
スについてのＴＵＮＥＬ、脈管構造についてのＰＥＣＡＭ染色を含み得る。さらに、ＲＥ
Ｌ発現は、ノーザンブロット分析によって文書化され得る。さらに、ＲＡＳの上流である
と考えられるＲＥＬ遺伝子について、腫瘍溶解物が、ＲＡＦ結合ＲＡＳについてのＩＰ－
ウェスタンによって活性化ＲＡＳ活性について分析され得る。さらに、腫瘍促進および抑
制に関連することが知られているｌｏｃｉ（ｐ５３およびＰＴＥＮを含む）が、試験され
得る。
【００８６】
　（ＲＥＬ誘導性黒色腫のゲノム性特徴付け）
　さらなるレベルの確認として、ヒト黒色腫に関連するシンテニー領域での変化を同定す
るための比較ゲノムハイブリダイゼーション（ＣＧＨ）によって、ＲＡＳ誘導性黒色腫内
で供されるゲノム全体の変化が試験され得る。本発明者らのＩｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－お
よびｐ５３変異体のバックグラウンドの両方における、構成性黒色腫モデルおよび誘導性
黒色腫モデルの両方において誘発される２７匹のマウス黒色腫の事前の分析は、第８染色
体、第１１染色体、第１５染色体（全て、ヒト黒色腫において増幅されることが知られて
いる領域にシンテニーな（ｓｙｎｔｅｎｉｃ）領域を含む）の頻繁な増加を明らかにした
。例えば、第１１染色体は、ＥＧＦＲ（ヒト黒色腫において過剰発現されることが知られ
ているＲＴＫ）を含む。遺伝子上で、別の候補物は、ヒトにおける末端部黒子黒色腫に関
連した。さらに、ＲＥＬ誘導性黒色腫におけるゲノム変化は、ＣＧＨによって試験され得
る。これらの研究は、ヒト黒色腫において変化した領域にシンテニーな領域において誘導
されたＲＥＬの染色体の増加および損失を特徴付ける。さらに、ＲＥＬ誘導性腫瘍におけ
るゲノム変化のプロファイルは、ＲＡＳ経路の活性化を伴う共通の変化を同定するために
、ＲＡＳ誘導性黒色腫のそのプロファイルと比較され得る。
【００８７】
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　（インビトロでの、非形質転換黒色腫および形質転換黒色腫におけるＲＥＬ遺伝子の分
子の特徴付け）
　ＲＥＬ遺伝子産物の作用機構をさらに特徴付けるために、原発性腫瘍が、生化学的研究
のための細胞株を確立するための培養に適用され得る。例えば、ＲＥＬ亜細胞がどのよう
にＲＡＳ－ＭＡＰＫおよびＰ１３－Ｋ経路の活性に影響するのかを理解するために、その
局在化が、評価され得る。そのような研究は、ウサギ抗ＲＥＬ抗血清の作製から始まり得
る。一旦、利用可能になると、ＲＥＬを発現するプレ悪性黒色腫および悪性黒色腫の両方
における、ＲＥＬについての免疫蛍光染色は、例えば、Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ＋／＋および
Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－バックグラウンドの両方において、細胞周期に関して試験され
得る。ＲＡＳ－ＭＥＫ－ＭＡＰＫ／ＥＲＫ経路の活性化は、ＭＡＰＫ活性についてのキナ
ーゼアッセイを使用することによって評価され得る。
【００８８】
　最終的には、これらのトランスジェニックモデルから得られる結果は、本明細書中に記
載されるように誘導されるバイオインフォマティックデータと組み合わせられ得る。この
ことは、腫瘍形成（特に黒色腫形成）のプロセスにおけるＲＡＳシグナル伝達経路を表す
補助となり得る。この結果はまた、この経路の成分の間の機能的関係および遺伝的関係、
ならびに全体的発現パターンがその活性および非活性のいずれを示し得るかを評価するこ
との補助になり得る。同じアプローチが、他の誘導性癌関連シグナル伝達分子が用いられ
る系における他のシグナル伝達経路に適用され得る。
【００８９】
　本発明は、本発明の実施のための様式の特定の例に対する参考によって記載されている
。本発明の開示の範囲において、多数の改変および変化が、本発明の意図される範囲から
逸脱することなく、例示される特定の実施形態に対してなされ得ることは、当業者によっ
て理解される。そのような改変は、添付の特許請求の範囲内に含まれることが意図される
。
【００９０】
　本明細書中に言及されるすべての刊行物、特許、特許出願は、夫々の個々の刊行物、特
許、または特許出願が、詳細かつ個々に参考として援用されると示されているかのように
、その全体が、本明細書中に参考として援用される。
【００９１】
　他の実施形態は、以下の特許請求の範囲にある。
【図面の簡単な説明】
【００９２】
【図１】図１は、ヒトの９ｐ２１遺伝子座の概略図である。
【図２】図２は、Ｔｅｔ調節系の概略図である。
【図３Ａ】図３Ａは、飲料水中のドキシサイクリンの使用中止後のドキシサイクリン処置
されたＴｙｒ／Ｔｅｔ－Ｒａｓ　Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－マウス（ｐ１６ＩＮＫ４ａお
よびｐ１９ＡＲＦの両方についてヌル）における原発性皮膚黒色腫の退縮を示す顕微鏡写
真である。
【図３Ｂ】ドキシサイクリンの誘導および使用中止の間のＴｙｒ／Ｔｅｔ－ＲＡＳ　Ｉｎ
ｋ４ａ／Ａｒｆ－／－マウス（ｐ１６ＩＮＫ４ａおよびｐ１９ＡＲＦの両方についてヌル
）における腫瘍サイズの測定のグラフ図である。
【図４】図４は、ドキシサイクリンの存在下または非存在下でＴｙｒ／Ｔｅｔ－ＲＡＳ　
Ｉｎｋ４ａ／Ａｒｆ－／－黒色腫細胞（ｐ１６ＩＮＫ４ａおよびｐ１９ＡＲＦの両方につ
いてヌル）との同時培養における初期継代初代ヒト臍帯血管内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）の顕
微鏡写真である。ＥＧＭ－２＝完全に補充された培地；ＥＢＭ－２＋２％　ＦＣＳ＝２％
　ＦＣＳを有する基礎培地；ＥＢＭ－２＋０％　ＦＣＳ＝無血清基礎培地。ＨＵＶＥＣ細
胞の生存性の増強が、ドキシサイクリンの存在下で腫瘍細胞と共有される培地中に見出さ
れる。
【図５】図５は、ＧＦＰレトロウイルスが感染したＲ５４５細胞の顕微鏡写真である。
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【図６】図６は、ＭｕＬＶ組み込みのサザンブロット分析を示す顕微鏡写真である。レー
ン１および２＝感染；レーン３＝非感染。
【図７】図７は、親の非感染Ｒ５４５細胞株が、ドキシサイクリン上に維持されているＳ
ＣＩＤマウスにおいて皮膚の腫瘍を生成することを示す、顕微鏡写真である。上部：腫瘍
＃１１（表１を参照のこと）、ＭｕＬＶ感染細胞由来の０．４ｃｍ×０．４ｃｍを測定、
ＯＦＦドキシサイクリン誘導；下部：ドキシサイクリン上の非感染親Ｒ５４５細胞由来の
１．２ｃｍ×１．３ｃｍの腫瘍を測定。
【図８】図８は、黒色腫におけるＲＡＳ活性を補完し得る遺伝子の遺伝的同定についての
模式的な実験フローチャートである。
【図９】図９は、プロウイルスでタグ化された配列のクローニングのためのＩＰＣＲ方法
論の概略図である。Ｂ＝ＢａｍＨＩ；Ｓ＝ＳａｃＩＩ。
【図１０】図１０は、ＭｕＬＶタグ化ｒａｓ等価遺伝子座（ＲＥＬ）の最初の特徴付けお
よび優先化についての模式的な実験フローチャートである。
【図１１】図１１は、詳細なインビボ分析のための一次候補を同定する目的を有するＲＥ
Ｌの機能的特徴づけについての模式的実験フローチャートである。

【図１】 【図２】
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