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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号：１で表されるアミノ酸配列において以下のアミノ酸；
5位のArgがTrp、
17位のGlyがGlu、
22位のLeuがArg、
38位のValがGly、
42位のTyrがSer、および/または
74位のTyrがAsp、
に置換されているポリペプチド。
【請求項２】
請求項１のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド。
【請求項３】
請求項２に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項４】
請求項３に記載のベクターを含む細胞。
【請求項５】
癌の治療剤のスクリーニング方法であって、被験物質が、配列番号：１で表されるアミノ
酸配列において以下のアミノ酸；
5位のArgがTrpまたはGln、
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17位のGlyがAlaまたはGlu、
22位のLeuがArg、
38位のValがGly、
42位のTyrがCysまたはSer、
54位のGluがLys、および/または
74位のTyrがAsp、
が変異しているポリペプチドの活性化を阻害する能力を測定し、ポリペプチドの活性化を
阻害する能力を有する化合物を癌の治療剤の候補物質として選択することを含む癌の治療
剤のスクリーニング方法。
【請求項６】
癌の治療剤のスクリーニング方法であって、
配列番号：１で表されるアミノ酸配列において以下のアミノ酸；
5位のArgがTrpまたはGln、
17位のGlyがAlaまたはGlu、
22位のLeuがArg、
38位のValがGly、
42位のTyrがCysまたはSer、
54位のGluがLys、および/または
74位のTyrがAsp、
が変異しているポリペプチドを含む細胞または当該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含む細胞を被験物質と接触させ、当該細胞の形質をモニターする
ことを含む癌の治療剤のスクリーニング方法。
【請求項７】
癌が、配列番号：１で表されるアミノ酸配列において以下のアミノ酸；
5位のArgがTrpまたはGln、
17位のGlyがAlaまたはGlu、
22位のLeuがArg、
38位のValがGly、
42位のTyrがCysまたはSer、
54位のGluがLys、および/または
74位のTyrがAsp、
が変異しているポリペプチド、または当該ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを
含む癌細胞を含む癌である請求項５または６に記載のスクリーニング方法。
【請求項８】
癌が、胃癌、大腸癌、乳癌、または肺癌のいずれかである請求項５から７のいずれかに記
載のスクリーニング方法。
【請求項９】
対象から分離された試料中で、配列番号：１で示されるアミノ酸配列において以下のアミ
ノ酸；
5位のArgがTrp、
17位のGlyがAlaまたはGlu、
22位のLeuがArg、
38位のValがGly、
42位のTyrがCysまたはSer、
54位のGluがLys、および/または
74位のTyrがAsp、
の変異を有するポリペプチドまたはこれをコードするポリヌクレオチドを検出することを
含む、対象における癌の存在の検出方法。
【請求項１０】
免疫学的手法による検出を含む請求項９に記載の検出方法。
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【請求項１１】
遺伝子変異検出手法による検出を含む請求項９に記載の検出方法。
【請求項１２】
癌が、胃癌、大腸癌、乳癌、または肺癌のいずれかである請求項９から１１のいずれかに
記載の方法。
【請求項１３】
配列番号：１で表されるアミノ酸配列において以下のアミノ酸；
5位のArgがTrpまたはGln、
17位のGlyがAlaまたはGlu、
22位のLeuがArg、
38位のValがGly、
42位のTyrがCysまたはSer、
54位のGluがLys、および/または
74位のTyrがAsp、
が変異しているポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの発現を抑制することが可能
なsiRNAを含む癌の治療剤。
【請求項１４】
siRNAが配列番号：３から１２のいずれか、または配列番号：１９から２２のいずれかの
配列を含む請求項１３に記載の治療剤。
【請求項１５】
癌が、胃癌、大腸癌、乳癌、または肺癌のいずれかである請求項１３または１４に記載の
治療剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、変異を含むRHOAポリペプチドおよび当該ポリペプチドをコードするポリヌク
レオチド、当該ポリヌクレオチドを含むベクターおよび宿主細胞に関する。また、本発明
は当該ポリペプチドおよび/または当該ポリヌクレオチドを含む癌の治療剤のスクリーニ
ング方法、当該癌の検出方法、ならびに当該癌を含む対象に投与される癌の治療剤に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　胃癌は男性では肺癌、前立腺癌、大腸癌についで世界で4番目に発症率の高い癌であり
、女性でも5番目に多い癌である（非特許文献１）。2011年の胃癌における死亡者数は、
男性で推定464,000人、女性で273,000人と見積もられており（非特許文献２）、医療ニー
ズは極めて高い。地域的には、東アジア、中東ヨーロッパ、南アメリカに患者数が多く、
日本では男性で最も罹患率の高い癌となっている（非特許文献３）。
【０００３】
　分子標的薬としては、HER2陽性の胃癌患者を対象とした臨床試験の結果から、2010年に
TrastuzumabがFDAより承認されている（非特許文献４）。しかしながら、HER2の陽性率は
腸管型胃癌で30%程度、びまん型胃癌で10%以下と報告されている（非特許文献５）。よっ
て胃癌患者に対する医療ニーズは依然として高い。胃癌で高発現している分子として、VE
GFやEGFRが知られており、抗VEGF抗体医薬であるBevacizumabや、抗EGFR抗体医薬であるC
etuximabの臨床試験がフェーズ3まで進められたが、いずれも薬効不十分のため承認には
至っておらず（非特許文献６、７）、新たな薬剤の開発が望まれている。
【０００４】
　RHOAはRAS small GTPase super familyに属する分子の一つであり、乳癌、大腸癌、肝
癌、食道癌、胃癌、肺癌など、多岐に亘る癌種において、癌部での高発現がmRNA、および
タンパク質レベルで知られている（非特許文献８－１０）。RHOAの高発現は発癌よりもむ
しろ浸潤や移動能といった癌転移に関わるという報告が多く、乳癌株をはじめとする種々
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の癌細胞株を用いた転移実験において、その寄与が認められている（非特許文献１１）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】J. Surg. Oncol. (2013) 107 (3) 230-6
【非特許文献２】CA Cancer J. Clin. (2011) 61 (2) 69-90
【非特許文献３】Clinical Summary: Reimbursement & Formulary (https://subscriptio
ns.nccn.org/gl＿login.aspx?ReturnURL=http://www.nccn.org/professionals/physician
＿gls/pdf/gastric.pdf)
【非特許文献４】Lancet (2010) 376 (9742) 687-97
【非特許文献５】2013 GASTROINTESTINAL CANCERS SYMPOSIUM , Result of HER2 status 
in Japanese metastatic gastric cancer: Prospective cohort study (JFMC44-1101)
【非特許文献６】J. Clin. Oncol. (2011) 29 (30) 3968-76
【非特許文献７】Lancet Oncol. (2013) 14 (6) 490-9
【非特許文献８】Nat. Rev. Cancer (2002) 2 (2) 133-42
【非特許文献９】Biochim. Biophys. Acta. (2009) 1796 (2) 91-8
【非特許文献１０】Biochim. Biophys. Acta. (2009) 1795 (2) 137-51
【非特許文献１１】Nat. Cell Biol. (2010) 12 (5) 457-67
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の課題は、新たな癌の検出方法を提供することである。また、本発明の課題には
、癌に関連する分子を標的とした阻害剤や抗癌剤のスクリーニング方法を提供することも
含まれる。さらに本発明の課題には癌治療剤を提供することも含まれる。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、上記課題を解決するべく癌の診断および治療のために有用な標的分子を
探索したところ、癌組織検体中に、RAS small GTPase super familyに属する分子の一つ
であるRHOAに変異を含む検体があることを見出した。加えて、本発明者らは変異RHOAの発
現抑制に伴ったRHOA変異を含む癌細胞の顕著な細胞増殖抑制効果を確認し、RHOAの変異が
、癌細胞の増殖に大きく寄与していることを明らかにした。本発明はRHOA変異の検出を含
む癌、特に胃癌および/または食道癌の検出方法を提供する。また、本発明はRHOA変異を
含む癌の治療方法、ならびに癌の治療剤のスクリーニング方法を提供する。さらに、本発
明はRHOA変異体のサイレンシング効果を有するsiRNAを含む癌治療剤を提供する。
【０００８】
　すなわち、本発明は以下を提供するものである。
〔１〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列において以下のアミノ酸；
5位のArg、
17位のGly、
22位のLeu、
38位のVal、
42位のTyr、
54位のGlu、および/または
74位のTyr、
が変異しているポリペプチド；
〔２〕5位のArgがTrpまたはGln、
17位のGlyがGlu、
22位のLeuがArg、
38位のValがGly、
42位のTyrがCys、
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54位のGluがLys、および/または
74位のTyrがAsp、
に置換されている〔１〕に記載のポリペプチド；
〔３〕〔１〕または〔２〕のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；
〔４〕〔３〕に記載のポリヌクレオチドを含むベクター；
〔５〕〔４〕に記載のベクターを含む細胞；
〔６〕被験物質が〔１〕または〔２〕に記載のポリペプチドの活性化を阻害する能力を測
定し、阻害する能力を有する被検物質を癌の治療剤の候補物質として選択することを含む
癌の治療剤のスクリーニング方法；
〔７〕〔１〕または〔２〕に記載のポリペプチドを含む細胞または〔５〕に記載の細胞を
被験物質と接触させ、当該細胞の形質をモニターすることを含む癌の治療剤のスクリーニ
ング方法；
〔８〕癌が〔１〕または〔２〕に記載のポリペプチド、または〔３〕に記載のポリヌクレ
オチドを含む癌細胞を含む癌である〔６〕または〔７〕に記載のスクリーニング方法；
〔９〕癌が、胃癌、大腸癌、乳癌、または肺癌のいずれかである〔６〕から〔８〕のいず
れかに記載のスクリーニング方法；
〔１０〕対象から分離された試料中で、配列番号：１で示されるアミノ酸配列において以
下のアミノ酸；
5位のArg、
17位のGly、
22位のLeu、
38位のVal、
42位のTyr、
54位のGlu、および/または
74位のTyr、
の変異を有するポリペプチドまたはこれをコードするポリヌクレオチドを検出することを
含む、対象における癌の存在の検出方法；
〔１１〕アミノ酸の変異が、
5位のArgがTrpまたはGln、
17位のGlyがGlu、
22位のLeuがArg、
38位のValがGly、
42位のTyrがCys、
54位のGluがLys、および/または
74位のTyrがAsp、
への置換である、〔１０〕に記載の検出方法；
〔１２〕免疫学的手法による検出を含む〔１０〕または〔１１〕に記載の検出方法；
〔１３〕遺伝子変異検出手法による検出を含む〔１０〕または〔１１〕に記載の検出方法
；
〔１４〕癌が、胃癌、大腸癌、乳癌、または肺癌のいずれかである〔１０〕から〔１３〕
のいずれかに記載の方法；
〔１５〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列において以下のアミノ酸；
5位のArg、
17位のGly、
22位のLeu、
38位のVal、
42位のTyr、
54位のGlu、および/または
74位のTyr、
が変異しているポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの発現を抑制することが可能
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なsiRNAを含む癌の治療剤；
〔１６〕siRNAが配列番号：３から１２のいずれか、または配列番号：１９から２２のい
ずれかの配列を含む〔１５〕に記載の治療剤。
〔１７〕癌が、胃癌、大腸癌、乳癌、または肺癌のいずれかである〔１５〕または〔１６
〕に記載の治療剤。
〔１８〕〔１〕または〔２〕に記載のポリペプチドの機能を阻害する物質を含有する、変
異RHOA陽性の癌治療剤。
〔１９〕癌が、胃癌、大腸癌、乳癌、または肺癌のいずれかである〔１８〕に記載の治療
剤。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】RHOA変異を有する癌細胞株のRHOAのY42とG17の各部位に存在する変異を表す図で
ある。
【図２】各細胞に対するRHOA-siRNAによるRHOA mRNAの発現抑制効率を示す図である。
【図３Ａ】Y42Sの変異を有するOE19細胞に対するRHOA-siRNAの細胞増殖抑制活性を表す。
【図３Ｂ】G17Aの変異を有するHCC95細胞に対するRHOA-siRNAの細胞増殖抑制活性を表す
。
【図３Ｃ】G17Eの変異を有するSW948細胞に対するRHOA-siRNAの細胞増殖抑制活性を表す
。
【図３Ｄ】G17Eの変異を有するBT474細胞に対するRHOA-siRNAの細胞増殖抑制活性を表す
。
【図３Ｅ】野生型のRHOAを有するHCC38細胞に対するRHOA-siRNAの細胞増殖抑制活性を表
す。
【図３Ｆ】野生型のRHOAを有するAGS細胞に対するRHOA-siRNAの細胞増殖抑制活性を表す
。
【図４】正常の大腸組織、肺組織、胃、および胸部、ならびにOE19、SW948、BT474、HCC9
5、HCC38およびAGSにおけるRHOAの発現量を表す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
１．定義
アミノ酸
　本明細書においては、たとえば、Ala/A、Leu/L、Arg/R、Lys/K、Asn/N、Met/M、Asp/D
、Phe/F、Cys/C、Pro/P、Gln/Q、Ser/S、Glu/E、Thr/T、Gly/G、Trp/W、His/H、Tyr/Y、I
le/I、Val/Vと表されるように、アミノ酸を1文字コードまたは3文字コード、またはその
両方で表記する。なお、本発明で記載されているアミノ酸配列に含まれるアミノ酸は翻訳
後に修飾（例えば、Asn-Glyの連続するアミノ酸配列等におけるAsnの脱アミド化反応）を
受ける場合もあるが、そのようにアミノ酸が翻訳後修飾された場合であっても当然のこと
ながら本発明で記載されているアミノ酸配列に含まれる。
【００１１】
および/または
　本明細書において、アミノ酸の変異を表す際に用いられる「および/または」の用語の
意義は、「および」と「または」が適宜組み合わされたあらゆる組合せを含む。具体的に
は、例えば「22位、38位、および/または42位のアミノ酸の変異」とは以下のアミノ酸の
変異のバリエーションが含まれる；
(a) 22位、(b) 38位、(c) 42位、(d) 22位および38位、(e) 22位および42位、(f) 38位お
よび42位、(g) 22位および38位および42位。
【００１２】
GTPase活性
　GTPase活性は、自己を含む標的ポリペプチドに結合するGTPをGDPに加水分解する活性を
いい、例えば、配列番号：１で表されるRHOAのGTPase活性はHommaら（EMBOJ. (1995) 14,
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286）に記載の方法、すなわち、[γ-32P]GTP/GST-RHOAの放射活性の減少の測定等の方法
を用いて測定することが可能である。また、市販のGTPase測定キットを適宜利用すること
も可能である。
【００１３】
Rhoファミリーポリペプチド
　Rhoファミリーポリペプチドとは、GTPと結合し、GTPを加水分解することによって機能
する小さい膜結合したRas関連のGTP結合性タンパク質をいう。RHOファミリーポリペプチ
ドは、不活性なGDP結合型の立体配座と、活性なGTP結合型の立体配座との間を循環する分
子スイッチとして機能し、これには、RHOA、RHOB、RHOC、CDC42、RAC1、RAC2、RAC3、TC1
0、RHOG、RHOD、CHP、WRCH1、TCLおよびRIF等が知られている。
【００１４】
ポリヌクレオチド
　ポリヌクレオチドとは、一本鎖又は二本鎖形態の、及びセンス又はアンチセンス方向の
ポリ核酸をいう。ポリヌクレオチドには、ポリリボ核酸、ポリデオキシリボ核酸及びその
合成類似体が含まれる。また、ペプチド核酸（PNA）、ポリシロキサン及び2'-O-（2-メト
キシ）エチルホスホロチオエート等の修飾された骨格を有する核酸も含まれる。ポリヌク
レオチドは、約10～約5000塩基、特に約100～約4000塩基、特に約250～約2500塩基の範囲
で長さにおいて変化する配列により記載される。一つのポリヌクレオチドの実施態様には
、約10～約30塩基長を含む。ポリヌクレオチドの別の異なる非限定な一態様としては、約
17～約22ヌクレオチドのポリリボヌクレオチドであり、より一般的には低分子干渉RNA（s
iRNA）としても表現される。別の非限定な一態様としては、ペプチド核酸（PNA）、ポリ
シロキサン及び2'-O-（2-メトキシ）エチルホスホロチオエートなどの修飾された骨格を
有する核酸、または非天然存在型核酸残基、もしくはメチル－、チオ－、サルフェート－
、ベンゾイル－、フェニル－、アミノ－、プロピル－、クロロ－及びメタノカルバヌクレ
オシド－などの一以上の核酸置換基、もしくはその検出を容易にするレポーター分子を含
む核酸も含まれる。ポリヌクレオチドは、本明細書において、特定の標的DNA配列の異な
る鎖と実質的に相補的に選択される。これは、当該ポリヌクレオチドが、それらのそれぞ
れの鎖でハイブリダイズするために十分に相補的でなければならないことを意味する。ポ
リヌクレオチドには、ストリンジェント条件下において特定のポリ核酸にハイブリダイズ
する相補的ポリ核酸、並びに、その塩基対のうち少なくとも約60パーセント、好ましくは
約70パーセントが同一であり、特に好ましくは約80パーセント、さらに好ましくは約90パ
ーセント、および特定の一態様においてはその塩基対の100パーセントが同一の塩基対を
含むポリヌクレオチドも含まれる。
【００１５】
　本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、好ましくは単離されたものである。
本明細書において本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに関し「単離された」と
は、それに天然に付随する他の成分から分離されていることをいう。非限定な一態様では
、天然に付随しているポリペプチド、ペプチドおよび天然に存在する有機分子を含まずに
、重量で少なくとも50％である場合、あるいはポリ核酸に関しては、生物体のゲノムにお
けるポリ核酸の配列に天然に隣接する核酸配列を含んでいないときは「単離され」ている
。好ましくは、これらのポリペプチドまたはポリヌクレオチドは重量％で、少なくとも75
％、好ましくは80％、より好ましくは少なくとも90％又は95％、さらに好ましくは、少な
くとも99％純粋である。実質的に純粋なこれらのポリペプチドまたはポリヌクレオチドは
、化学合成、天然源からのこれらのポリペプチドまたはポリヌクレオチドの分離、あるい
は天然にはこれらのポリペプチドまたはポリヌクレオチドを産生しない組換え宿主細胞に
おける因子の産生により得ることができる。
【００１６】
化合物
　本明細書において、化合物とは、本発明のスクリーニング方法に関連して記載されてい
る「被験物質」又は「治療剤候補物質」の文脈で使用される。化合物には有機化合物およ
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び無機化合物が含まれ、化学合成によるものであっても天然資源に由来するものであって
もよい。化合物は、ポリヌクレオチド、脂質またはホルモン類似体などの無機化合物また
は有機化合物を含む。他の生体高分子性の有機化合物は、約2～約40アミノ酸を含むペプ
チド、及び約40～約500アミノ酸を含むより大きなポリペプチドを含み、ポリペプチドリ
ガンド、ポリペプチドアンタゴニスト、ポリペプチドアゴニスト、抗体又は抗体コンジュ
ゲートを含む。
【００１７】
接触
　本明細書において、接触とは、対象を含む検体を異なる対象を含む検体に生体外系また
は生体内系のいずれかにおいて単に加えることをいう。例えば、被験物質と細胞を接触さ
せるとは、細胞を含む検体に被験物質を含む検体を加えることをいう。接触させる時間は
特定されず、十分な長さの時間この混合物をインキュベートして当該被験物質による当該
細胞に対する作用を観察することが可能である。
【００１８】
アッセイ
　アッセイとは、化合物の特定の特性を測定するために使用するいかなるプロセスをいい
、スクリーニング方法とは、化合物のコレクションからそれらの活性に基づく化合物を特
徴づけるかまたは選択するために使用する方法をいう。
【００１９】
阻害
　阻害とは、プロセスの減少、下方制御、またはプロセスについての刺激の除去をいい、
阻害の非限定の一態様として、ポリペプチドの発現または活性の不在あるいは最小化が例
示される。
【００２０】
対象から分離された試料
　本発明の検出方法において使用される対象にはヒト及び他の哺乳類を含む、一般に考え
られる動物が含まれる。本明細書において対象から分離された試料とは、本発明のRHOA変
異体またはそれをコードするポリヌクレオチドを含有すると推測され、対象から分離され
たいずれかの液体または固体試料をいう。しばしば、前記試料は、臨床試料、すなわち、
癌に関して検査されるべき患者から得られたかまたは単離された試料であり得る。前記試
料には、細胞材料を含有し、細胞を含有することが可能である体液、例えば、血液、血漿
、血清、尿、精液、唾液、眼球レンズ液、リンパ液等や、胃、食道、および直腸等の消化
器から分離された組織の試料が含まれるが、それに限定されるわけではない。前記試料は
、上記の組織の試料の切片でもあり得る。
【００２１】
２．RHOA変異体
　本発明に係るRHOA変異体は、ポリペプチドであって、当該ポリペプチドを構成するアミ
ノ酸のうち少なくとも一つが天然に存在するRHOAのアミノ酸配列から変異しているポリペ
プチドを表す。RHOA変異体は好ましくはGTPase活性を有する。天然に存在するRHOAのアミ
ノ酸配列の非限定の一態様として、配列番号：１（NP＿001655.1）で表されるアミノ酸配
列が例示され得る。前記の変異の一態様として、配列番号：１で表されるアミノ酸配列の
うち12位から19位、59位から63位、および/または117位から120位に相当するGTP結合に関
連する機能ドメイン（http://www.uniprot.org/uniprot/P61586、Ridley（Int. J. Bioch
em. Cell. Biol. (1997) 29 (11) 1225-9））に含まれるアミノ酸の変異が例示され得る
。また、配列番号：１で表されるアミノ酸配列のうち34位から42位に相当するシグナル伝
達にかかわるエフェクター（effector）分子の結合に関連する機能ドメインに含まれるア
ミノ酸の変異も例示され得る（http://www.uniprot.org/uniprot/P61586、Vegaら（FEBS 
Lett. (2008) 582 (14) 2093-101））。配列番号：１で表されるアミノ酸配列のうち34位
から42位に相当するシグナル伝達にかかわるエフェクター分子の結合に関連する機能ドメ
インはswitch Iとも呼ばれ（http://www.uniprot.org/uniprot/P61586、Vegaら（FEBS Le
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tt. (2008) 582 (14) 2093-101））、GDPが結合した不活性型RHOAとGTPが結合した活性型
RHOAの構造は互いに大きく異なる。こうした構造変化がエフェクター分子の結合に重要な
働きをすることが知られている（Vegaら（FEBS Lett. (2008) 582 (14) 2093-101））。
【００２２】
　前記の変異の一態様として、配列番号：１で表されるアミノ酸配列のうち、5位のArg、
17位のGly、22位のLeu、38位のVal、42位のTyr、54位のGlu、および/または74位のTyr、
の変異が例示される。これらのアミノ酸の部位における欠失、置換、または付加が例示さ
れ得るが、好ましくは、当該変異はこれらのアミノ酸の置換であり得る。そのような置換
の非限定の一態様として5位のArgのTrpまたはGlnへの置換、17位のGlyのGluへの置換、22
位のLeuのArgへの置換、38位のValのGlyへの置換、42位のTyrのCysへの置換、54位のGlu
のLysへの置換、および/または74位のTyrのAspへの置換が例示され得る。なお、本発明に
おいてアミノ酸の変異ないし置換とは、ポリペプチド中のアミノ酸残基の変異ないし置換
を意味する。
【００２３】
　また、本発明は、配列番号：１で表されるアミノ酸配列のうち、5位のArg、17位のGly
、22位のLeu、38位のVal、42位のTyr、54位のGlu、および/または74位のTyr、が変異して
いるポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを提供する。前記の変異としては、これ
らのアミノ酸の部位における欠失、置換、または付加が例示され得るが、好ましくは、当
該変異はこれらのアミノ酸の置換であり得る。そのような置換の非限定の一態様として5
位のArgのTrpまたはGlnへの置換、17位のGlyのGluへの置換、22位のLeuのArgへの置換、3
8位のValのGlyへの置換、42位のTyrのCysへの置換、54位のGluのLysへの置換、および/ま
たは74位のTyrのAspへの置換が例示され得る。
【００２４】
　本発明において、変異RHOA陽性とは、上述したアミノ酸の変異を有するRHOA変異体のポ
リペプチドまたはこれをコードするポリヌクレオチドの検出結果が陽性であることをいう
。
【００２５】
３．癌の検出方法
　本発明において、対象から分離された試料において本発明のRHOA変異体ポリペプチドま
たはこれをコードするポリヌクレオチドを検出することを含む、対象における癌の存在の
検出方法も提供される。本RHOA変異体は胃癌、食道癌、および/またはスキルス性胃癌の
腫瘍部において見出されることが判明したため、対象から分離された試料中おける本RHOA
変異体の存在を検出することによって、対象における癌、好適には胃癌、食道癌、および
/またはスキルス性胃癌の存在を検出することが可能である。これまで、いくつかの癌に
おいて配列番号：１で表されるRHOAの発現の亢進等RHOAポリペプチドの量的変化は知られ
ていたが、本発明において見出された、いくつかの癌、好適には胃癌、食道癌、および/
またはスキルス性胃癌で本発明に係る変異RHOAの発現、すなわちRHOAポリペプチドの質的
変化を示すことは予想外の発見であった。よって、本発明はこのようなRHOAの質的変化を
検出することによって対象における癌、好適には胃癌、食道癌、および/またはスキルス
性胃癌の存在を検出する方法を提供する。
【００２６】
免疫学的手法
　本発明のRHOA変異体のポリペプチドを検出するための免疫学的手法として、当該ポリペ
プチドに結合することができる抗体、例えば、検出可能な標識を有する抗体が例示される
。好ましくは、当該抗体は野生型のRHOAにはほとんどまたは全く結合しない。抗体は、ポ
リクローナルであってもモノクローナルであってもよい。完全な抗体、またはその断片（
例えば、FabまたはF(ab')2）もまた使用することが可能である。抗体の標識は、検出可能
な標識物質を抗体に連結することによる抗体の直接標識化、または直接標識されている別
の試薬との反応性による抗体の間接標識化が例示される。間接標識化の例としては、蛍光
標識された二次抗体を使用した一次抗体の検出が例示される。
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【００２７】
　別の非限定の一態様では、抗体は、例えば、放射性標識され、発色団標識され、フルオ
ロフォア標識され、または酵素標識され得る。別の実施形態では、抗体誘導体（例えば、
基質と、または例えば、ビオチン－ストレプトアビジン等のリガンド対のいずれか一方と
連結された抗体やその抗体断片（例えば、単鎖抗体、単離された抗体の可変領域等）が使
用され得る。
【００２８】
　免疫組織化学またはIHC（Immunohistochemistry）とは、生物学的組織中の抗原に特異
的に結合する抗体の原理を利用した、組織切片に存在する抗原を検出する方法をいう。免
疫組織化学染色は、癌組織または腫瘍において見出される特異的分子マーカー等の異常細
胞の診断において広範に使用されている。当該マーカーは、癌化（トランスフォーメーシ
ョン）または細胞死（アポトーシス）等の特定の細胞の現象の特徴を示す。IHCはまた、
生物学的組織の異なる部分におけるマーカーならびに異なって発現したタンパク質の分布
および局在性を理解するための研究において広範に使用される。抗体－抗原相互作用の可
視化は、多くの方法で行うことができる。最も一般的な例では、抗体は、呈色反応を触媒
することができるペルオキシダーゼなどの酵素と連結される。そのほかの非限定の一態様
として、フルオロフォア（フルオレセイン、ローダミン、DyLight FluorまたはAlexa Flu
or等）のタグが抗体に連結される。
【００２９】
　別の非限定の一態様において、生体の組織または細胞において発現している本発明のRH
OA変異体を、抗体または抗体フラグメントを用いて、ウエスタンブロットまたは免疫蛍光
技術などの方法により検出することも可能である。当該組織または細胞に由来する試料を
、当業者に公知の技術を使用して単離することが可能である。例えば、検出に供されるポ
リペプチドを含むタンパク質画分の単離方法は、HarlowおよびLane（HarlowおよびLane、
1988年、Antibodies：A Laboratory Manual、Cold Spring Harbor Laboratory Press、Co
ld Spring Harbor、New York）において記載された方法等が例示される。このような態様
において、固体支持体上に抗体またはポリペプチドを固定化することが可能である。適切
な固相支持体または担体には、ポリペプチドまたは抗体を結合することができる任意の支
持体が含まれ得る。公知の支持体または担体には、ガラス、ポリスチレン、ポリプロピレ
ン、ポリエチレン、デキストラン、ナイロン、天然のまたは修飾されたセルロース、ポリ
アクリルアミド、およびマグネタイトが含まれる。
【００３０】
　抗体または抗原を結合するための多くの他の適切な担体が当業者にとって公知であり、
本発明の検出方法のためにこのような支持体が使用され得る。例えば、細胞から単離した
タンパク質画分を、ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供し、固相支持体（ニトロセルロ
ースなど）上に当該画分に含まれるポリペプチドを固定化することが可能である。次いで
、適切な緩衝液で洗浄された当該支持体が、検出可能な程度に標識された抗体によって処
理され得る。緩衝液で二度洗浄され、その支持体上から非結合抗体が除去された固相支持
体上に結合した標識の量が、公知の手段によって検出され得る。電気泳動技術を使用した
タンパク質を検出する手段は、当業者には公知である（前記HarlowおよびLane等）。
【００３１】
　別の非限定の一態様では、ウエスタンブロット（イムノブロット）分析を使用して、試
料中のポリペプチドの存在が検出および定量化され得る。この技術は一般に、分子量に基
づいてゲル電気泳動によって試料に含まれるポリペプチドを分離することと、分離された
ポリペプチドを適切な固相支持体（ニトロセルロースフィルター、ナイロンフィルター、
または誘導体化されたナイロンフィルター等）に転写することと、試料を、ポリペプチド
を特異的に結合する抗体と共にインキュベートすることを含む。抗RHOA変異体ポリペプチ
ド抗体は、固相支持体上でRHOA変異体ポリペプチドに特異的に結合することが可能である
。これらの抗体は直接的に標識され得るし、抗RHOA変異体ポリペプチド抗体に特異的に結
合する標識された抗体（例えば、標識されたヒツジ抗マウス抗体）を使用して検出され得
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る。
【００３２】
　RHOA変異体ポリペプチドに特異的に結合する抗体は公知の方法を用いて取得することが
可能である。本発明に使用される抗体としてはポリクローナル抗体またはモノクローナル
抗体もしくはこれらの断片が好適に例示され得る。例えば、モノクローナル抗体は、Hamm
erlingら（1981年、Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas、Elsevier，N.Y．）
によって教示されるようなハイブリドーマ技術を用いて調製され得る。この技術を用いて
、マウス等の免疫応答性動物がRHOA変異体ポリペプチドまたはそれに由来するペプチドを
用いて免疫される。次いで、免疫された動物から抽出された脾細胞と例えばSP2/0細胞等
の適切な骨髄腫細胞が融合される。その細胞融合の結果得られた後にHAT培地に選択的に
維持されたハイブリドーマ細胞が、限界希釈によってクローニングされる。次いで、その
ような選択を通して得られた細胞は、本発明のRHOA変異体ポリペプチドに優先的に結合し
、かつ野生型RHOAにはほとんどまたは全く結合しない抗体を分泌するクローンを同定する
ためにアッセイされ得る。
【００３３】
　RHOA変異体ポリペプチドまたはそれに由来するペプチドとして、例えば、配列番号：１
で表されるアミノ酸配列において以下のアミノ酸；5位のArg、17位のGly、22位のLeu、38
位のVal、42位のTyr、54位のGlu、および/または74位のTyr、が変異しているポリペプチ
ドのうち、42位のTyrの変異を含むRHOA変異体ポリペプチドに特異的に結合する抗体を取
得するために当該42位のTyrの変異を含むペプチドが動物に免疫される。免疫に供される
ペプチドの長さは適宜デザインされ得るが、好ましくは5から20のアミノ酸からなる前記4
2位のTyrの変異を含むペプチドが使用される。前記42位のTyrの変異がCysである場合、免
疫に供されるペプチドおよび/または前記クローンを同定するためのアッセイに使用され
るペプチドの非限定の一態様では、TVFENC、VFENCV、FENCVA、ENCVAD、NCVADI、またはCV
ADIE等のペプチドが使用され得る。また、当該ペプチドとして10アミノ酸からなるペプチ
ドが使用される場合には、VYVPTVFENC、YVPTVFENCV、VPTVFENCVA、PTVFENCVAD、またはTV
FENCVADI等のペプチドも使用され得る。
【００３４】
遺伝子変異検出手法
　本発明は、配列番号：１で表されるアミノ酸配列のうち、配列番号：１で表されるアミ
ノ酸配列のうち12位から19位、59位から63位、および/または117位から120位に相当するG
TP結合に関連する機能ドメインに含まれるアミノ酸変異を含むポリペプチドをコードする
ポリヌクレオチドを提供する。また、配列番号：１で表されるアミノ酸配列のうち34位か
ら42位に相当するシグナル伝達にかかわるエフェクター分子の結合に関連する機能ドメイ
ンに含まれるアミノ酸変異を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを提供する
。配列番号：１で表されるアミノ酸配列のうち34位から42位に相当するシグナル伝達にか
かわるエフェクター分子の結合に関連する機能ドメインはswitch Iとも呼ばれ、GDPが結
合した不活性型RHOAとGTPが結合した活性型RHOAの構造は互いに大きく異なる。こうした
構造変化がエフェクター分子の結合に重要な働きをすることが知られている。
【００３５】
　また、本発明は、配列番号：１で表されるアミノ酸配列のうち、5位のArg、17位のGly
、22位のLeu、38位のVal、42位のTyr、54位のGlu、および/または74位のTyr、が変異して
いるポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを提供する。前記の変異としては、これ
らのアミノ酸の部位における欠失、置換、または付加が例示され得るが、好ましくは、当
該変異はこれらのアミノ酸の置換であり得る。そのような置換の非限定の一態様として5
位のArgのTrpまたはGlnへの置換、17位のGlyのGluへの置換、22位のLeuのArgへの置換、3
8位のValのGlyへの置換、42位のTyrのCysへの置換、54位のGluのLysへの置換、および/ま
たは74位のTyrのAspへの置換が例示され得る。
【００３６】
　また本発明は、配列番号：１で表されるアミノ酸配列のうち、5位のArg、17位のGly、2
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2位のLeu、38位のVal、42位のTyr、54位のGlu、および/または74位のTyr、が変異してい
る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のプライマーおよびプロー
ブを提供する。このようなプライマーおよびプローブは、配列番号：２（NM＿001664.2）
における前記の変異をもたらす遺伝子変異の有無を検出することができる。より具体的に
は、本発明は、配列番号：２で表されるポリヌクレオチド配列であって上記のアミノ酸変
異に対応するヌクレオチド変異を有する配列のうち、連続した少なくとも10塩基（ベース
）、12塩基、15塩基、20塩基、30塩基、40塩基または50塩基のヌクレオチドの配列（たと
えば10～30塩基のヌクレオチドまたは10～25塩基のヌクレオチド）を有する、たとえば10
～30塩基のヌクレオチドの単離されたポリ核酸およびその使用方法を提供する。
【００３７】
　これらのヌクレオチドを使用して、例えば、WO2003/023063に記載された種々の方法、
例えば、RFLP法、PCR-SSCP法、ASOハイブリダイゼーション、ダイレクトシークエンス法
、ARMS法、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法、RNaseA切断法、化学切断法、DOL法、TaqMan 
PCR法、インベーダー法、MALDI-TOF/MS法、TDI法、モレキュラー・ビーコン法、ダイナミ
ック・アレルスペシフィック・ハイブリダイゼーション法、パドロック・プローブ法、UC
AN法、DNAチップまたはDNAマイクロアレイを用いた核酸ハイブリダイゼーション法、およ
びECA法等によって前記の変異を検出することが可能である。
【００３８】
　本発明の検出方法の非限定の一態様として、TaqMan PCR法について以下に説明する。Ta
qMan PCR法は、蛍光標識した変異特異的オリゴヌクレオチド（TaqManプライマー）とTaq 
DNAポリメラーゼによるPCRとを利用した方法である。TaqManプライマーとしては、配列番
号：２で表されるポリヌクレオチド配列の部分配列であって、上記したいずれかの変異に
相当する塩基を含む約15～約30塩基の連続した塩基配列からなるオリゴヌクレオチドがプ
ライマーとして用いられる。当該プライマーの5’末端がFAMやVIC等の蛍光色素で、3’末
端がTAMRAなどのクエンチャー（消光物質）でそれぞれ標識されており、そのままの状態
ではクエンチャーが蛍光エネルギーを吸収するため蛍光は検出されない。また、TaqManプ
ライマーからのPCR伸長反応が起こらないように当該プライマーの3'末端はリン酸化され
ている。TaqManプライマーとハイブリダイズする変異RHOAポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドを含むmRNAまたはゲノムDNAの部分配列を増幅するように設計されたPCRプラ
イマーおよびTaq DNAポリメラーゼを用いてPCRを行うと、TaqManプライマーが鋳型DNAと
ハイブリダイズし、同時にPCRプライマーからの伸長反応が起こるが、伸長反応が進むとT
aq DNAポリメラーゼの5’ヌクレア－ゼ活性によりハイブリダイズしたTaqManプライマー
が切断され、蛍光色素が遊離してクエンチャーの影響を受けなくなり蛍光が検出される。
鋳型の増幅により指数関数的に増大した蛍光強度を検出することによって、TaqManプライ
マーが特異的にハイブリダイズする本発明のRHOA変異体を検出することが可能である。
【００３９】
４．化合物の同定方法
　本発明の非限定の一態様では、本発明に係るRHOA変異体の機能を阻害または促進する化
合物、あるいは本発明に係るRHOA変異体をコードするポリヌクレオチドの発現を阻害また
は促進する化合物の同定方法に関する。本RHOA変異体は胃癌、食道癌、および/またはス
キルス性胃癌の腫瘍部において見出されることが判明したので、本発明において、本RHOA
変異体の機能を阻害および/または本RHOA変異体をコードするポリヌクレオチドの発現を
阻害する化合物を同定することにより、当該化合物を含む、これらの胃癌、食道癌、およ
び/またはスキルス性胃癌の腫瘍の進展を防止および/または治療する治療剤が提供される
。これまで、いくつかの癌において配列番号：１で表されるRHOAの発現の亢進等RHOAポリ
ペプチドの量的変化は知られていたが、本発明において見出された、いくつかの癌、好適
には胃癌、食道癌、および/またはスキルス性胃癌で本発明に係る変異RHOAの発現、すな
わちRHOAポリペプチドの質的変化を示すことは予想外の発見であった。よって、本発明は
このような質的変化を有するRHOAを標的とする化合物を投与することによって、対象にお
ける癌、好適には胃癌、食道癌、および/またはスキルス性胃癌の進展を防止および/また
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は治療する治療剤を提供する。好ましくは本発明の治療剤は配列番号：１で表される野生
型RHOAの機能を阻害しない。したがって、そのような治療剤に含まれる化合物の同定方法
として、本発明において好ましくは、本RHOA変異体の機能を阻害する化合物および/また
は本RHOA変異体をコードするポリヌクレオチドの発現を阻害する化合物をスクリーニング
する方法が挙げられる。
【００４０】
　本発明に係る同定方法は、本RHOA変異体、当該変異体をコードするポリヌクレオチド、
当該ポリヌクレオチドを含む組換えベクター、当該ベクターによる形質転換細胞もしくは
本RHOA変異体を内在性に含む細胞、または本RHOA変異体に特異的に結合することが可能な
抗体のうち少なくともいずれか一種類またはこれらの組合せを用いて、それ自体公知な医
薬品スクリーニング方法を利用して実現することが可能である。本同定方法は、試験管内
（in vitro（インビトロ））または生体内（in vivo（インビボ））で実施されるいずれ
の方法も包含する。本同定方法により、本RHOA変異体の立体構造に基づくドラッグデザイ
ンによる拮抗剤のスクリーニング方法、ポリペプチド合成系を利用した遺伝子レベルでの
発現の阻害剤のスクリーニング方法、または抗体を利用した抗体結合物質のスクリーニン
グ方法等が実施できる。
【００４１】
　本発明に係るRHOA変異体の機能を阻害または促進する化合物の同定方法の非限定の一態
様では、本RHOA変異体の機能を測定し得る実験系において、本発明に係るベクターによる
形質転換細胞もしくは本RHOA変異体を内在性に含む細胞と調べようとする化合物（被験物
質）の相互作用を可能にする条件下で、これらの細胞と被験物質とを共存させてその細胞
の機能を測定し、次いで、被験物質の存在下における細胞の機能と、被験物質の非存在下
における細胞の機能と本発明に係るベクターを含まない細胞もしくは本RHOA変異体を内在
性に含まない細胞の機能を比較し、本RHOA変異体の機能の存在、不存在または変化、例え
ば低減、増加、消失、出現を検出することにより実施することが可能である。被験物質の
非存在下における本RHOA変異体の機能と比較して、被験物質の存在下における本RHOA変異
体の機能が低減または消失する場合、当該被験物質は本RHOA変異体の機能を阻害すると判
定することが可能である。逆に、被験物質の存在下における本RHOA変異体の機能が増加す
る場合、当該被験物質は本RHOA変異体の機能を促進すると判定することが可能である。機
能の測定は、当該機能の直接的な検出により、または当該機能の指標となるシグナルを実
験系に導入して当該シグナルを検出することにより実施することが可能である。シグナル
として、GST等の酵素類、His-tag、Myc-tag、HA-tag、FLAG-tagまたはXpress-tag等のタ
グペプチド類、または蛍光タンパク質等が例示できるが、化合物の同定方法に一般的に用
いられている標識物質であればいずれも利用することが可能である。
【００４２】
　上記の直接的な検出に使用され得る細胞の機能の非限定の一態様としてフォーカス形成
能を利用するフォーカス形成アッセイが例示され得る。フォーカス形成アッセイは、例え
ば6ウェルプレートに播種された5×104細胞を10％FBS中で15～21日間維持された適切な細
胞（例えば本発明に係るRHOA変異体が安定的に形質導入されたNIH3T3細胞株や内在的に本
発明に係るRHOA変異体を発現するOE19株等の細胞）を用いて行われる。培地は2～3日毎に
新しいものに置換される。クリスタルバイオレット（１％）を用いて染色後、プレートを
写真撮影し、MetamMorph（登録商標）ソフトウェアを用いてフォーカスが計測される。
【００４３】
　また、上記の直接的な検出に使用され得る細胞の機能の別の非限定の一態様として足場
非依存性成長アッセイが例示され得る。種々の適切な細胞（例えば本発明に係るRHOA変異
体が安定的に形質導入されたNIH3T3細胞株や内在的に本発明に係るRHOA変異体を発現する
OE19株等の細胞）を6ウェルプレートに1ウェル当たり1.25×103細胞で播種し、0.3％アガ
ロース中で成長したコロニー数が3～5週後に計測される。各ウェルには、播種後毎週1回
の頻度で1mlの上層アガロースが添加される。
【００４４】



(14) JP 6519927 B2 2019.5.29

10

20

30

40

50

　本発明に係るRHOA変異体の機能を阻害または促進する化合物の同定方法は、本RHOA変異
体の機能を測定し得る実験系において、本RHOA変異体と調べようとする化合物（被験物質
）の相互作用を可能にする条件下で、本RHOA変異体と被験物質とを共存させてその機能を
測定し、次いで、被験物質の存在下における本RHOA変異体の機能と、被験物質の非存在下
における本RHOA変異体の機能とを比較し、本RHOA変異体の機能の存在、不存在または変化
、例えば低減、増加、消失、出現を検出することにより実施することが可能である。被験
物質の非存在下における本RHOA変異体の機能と比較して、被験物質の存在下における本RH
OA変異体の機能が低減または消失する場合、当該被験物質は本RHOA変異体の機能を阻害す
ると判定することが可能である。逆に、被験物質の存在下における本RHOA変異体の機能が
増加する場合、当該被験物質は本RHOA変異体の機能を促進すると判定することが可能であ
る。機能の測定は、当該機能の直接的な検出により、または当該機能の指標となるシグナ
ルを実験系に導入して当該シグナルを検出することにより実施することが可能である。シ
グナルとして、GST等の酵素類、His-tag、Myc-tag、HA-tag、FLAG-tagまたはXpress-tag
等のタグペプチド類、または蛍光タンパク質等が例示できるが、化合物の同定方法に一般
的に用いられている標識物質であればいずれも利用することが可能である。
【００４５】
　本発明に係るRHOA変異体の機能を阻害または促進する化合物の同定方法の非限定の一態
様として、本発明に係るRHOA変異体をコードするポリヌクレオチドの発現を指標にした同
定方法が例示され得る。本発明に係るRHOA変異体をコードするポリヌクレオチドの発現を
指標にした態様においては、本ポリヌクレオチドの発現を測定し得る実験系において、本
ポリヌクレオチドと被験物質の相互作用を可能にする条件下で、本ポリヌクレオチドと被
験物質とを共存させてその発現を測定し、次いで、被験物質の存在下における本ポリヌク
レオチドの発現と、被験物質の非存在下における本ポリヌクレオチドの発現とを比較し、
本ポリヌクレオチドの発現の存在、不存在または変化、例えば低減、増加、消失、出現を
検出することにより、所望の性質を示す化合物が同定され得る。被験物質の非存在下にお
ける本ポリヌクレオチドの発現と比較して、被験物質の存在下における本ポリヌクレオチ
ドの発現が減少または消失する場合、当該被験物質は本ポリヌクレオチドの発現を阻害す
ると判定することが可能である。逆に、被験物質の存在下における本ポリヌクレオチドの
発現が増加する場合、当該被験物質は本ポリヌクレオチドの発現を促進すると判定するこ
とが可能である。
【００４６】
　具体的には、本発明に係るポリヌクレオチドの発現を指標にした態様においては、例え
ば、本発明に係る形質転換体を用いて本ポリヌクレオチドを発現させる実験系において、
当該形質転換体と被験物質とを接触させた後に、本ポリヌクレオチドの発現を測定するこ
とにより、所望の性質を示す化合物が同定され得る。発現は、発現される本発明に係るRH
OA変異体ポリペプチドまたはこれをコードするmRNAの量、あるいは当該RHOAの機能を指標
にして測定することが可能である。また、例えば発現の指標となるシグナルを実験系に導
入して当該シグナルを検出することにより、その発現が測定され得る。シグナルとして、
GST等の酵素類、His-tag、Myc-tag、HA-tag、FLAG-tagまたはXpress-tag等のタグペプチ
ド類、または蛍光物質等が使用できる。これらシグナルの検出方法は当業者には周知であ
る。
【００４７】
５．RHOA変異体の機能を阻害または促進する化合物
　本発明に係る同定方法により選択された化合物は、本発明に係るポリヌクレオチドの発
現阻害剤、本発明に係るRHOA変異体の機能の阻害剤や拮抗剤等の候補化合物として利用さ
れ得る。RHOA本同定方法により得られた化合物は、本発明に係るポリヌクレオチドの発現
促進剤、または本発明に係るRHOA変異体の機能の促進剤の候補化合物として利用できる。
本発明に係るRHOA変異体は胃癌、食道癌、および/またはスキルス性胃癌の腫瘍部におい
て見出されることが判明したので、本発明者らは、本発明に係るRHOA変異体の機能を阻害
および/または本ポリヌクレオチドの発現を阻害することにより、これらの疾患を防止お
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よび/または治療できると考えられる。したがって、本発明に係る同定方法により得られ
る化合物として、好ましくは、本発明に係るRHOA変異体の機能を阻害する化合物および/
または本ポリヌクレオチドの発現を阻害する化合物が挙げられる。これら候補化合物は、
その有用性と毒性のバランスを考慮して選別することにより医薬として調製され得る。こ
のような医薬は、本発明に係るRHOA変異体の機能の異常および/または本ポリヌクレオチ
ドの発現の異常に起因する各種病的症状の防止および/または治療に有効である。本発明
に係る化合物には、本同定方法以外の方法により得られた化合物であって、本発明に係る
RHOA変異体の機能を阻害するおよび/または本ポリヌクレオチドの発現を阻害する化合物
、あるいは本発明に係るRHOA変異体の機能を促進するおよび/または本ポリヌクレオチド
の発現を促進する化合物も含まれる。
【００４８】
RHOA変異体の機能を阻害する物質を含む癌治療剤
　本発明には、RHOA変異体の機能を阻害する物質（例えば、本発明のスクリーニングする
方法によって得られた物質［例えば、二重鎖核酸（ｓｉＲＮＡを含む）、蛋白質（抗体又
は抗体断片を含む）、ペプチド、又はそれ以外の化合物］）を有効成分とする変異RHOA陽
性の癌治療剤が包含される。
【００４９】
　本発明の癌治療剤における有効成分は、本発明のスクリーニング方法により選択するこ
とができる（上記「化合物の同定方法」参照。）。好ましくは本発明の治療剤は配列番号
：１で表される野生型RHOAの機能を阻害しない。
【００５０】
　本発明のRHOA変異体の機能を阻害する物質（例えば、本発明のスクリーニング方法によ
り得られた物質［例えば、二重鎖核酸、蛋白質（抗体又は抗体断片を含む）、ペプチド、
又はそれ以外の化合物］）を有効成分とする製剤は、前記有効成分のタイプに応じて、そ
れらの製剤化に通常用いられる薬理学上許容される担体、賦形剤、及び／又はその他の添
加剤を用いて、医薬組成物として調製することができる。
【００５１】
　本発明の癌治療剤による治療対象は、本発明のポリヌクレオチド及び／又は本発明のポ
リペプチドの存在が検出された被験者（即ち、本発明の変異RHOA陽性の癌患者）である。
本発明に係るRHOA変異体は胃癌、食道癌、および/またはスキルス性胃癌の腫瘍部におい
て見出されることが判明したので、本発明者らは、本発明に係るRHOA変異体の機能を阻害
することにより、これらの疾患を防止および/または治療できると考えられる。そのため
、本発明のRHOA変異体の機能を阻害する物質が本発明の変異RHOA陽性の癌（特には胃癌、
食道癌、および/またはスキルス性胃癌）の有効な治療剤になる。
【００５２】
siRNAを利用したRNAを含む治療剤
　非哺乳動物細胞において、二本鎖RNA（dsRNA）は、遺伝子発現に対して強力かつ特異的
なサイレンシング効果を発揮することが示されており、これはRNA干渉（RNAi）と呼ばれ
ている（Sharp（Genes Dev. (1999) 13 (2) 139））。dsRNAは、RNAseIIIモチーフを含む
酵素によって、低分子干渉RNA（siRNA）と呼ばれる20～23ヌクレオチドのdsRNAに処理さ
れる。siRNAは、多成分ヌクレアーゼ複合体によって相補的mRNAを特異的に標的とする（H
ammondら（Nature (2000) 404 (6775) 293））。哺乳動物細胞において、相補的ヌクレオ
チド19個を有する20または21量体dsRNAおよびチミジンまたはウリジンの3'末端非相補的
二量体からなるsiRNAは、遺伝子発現の全体的な変化を誘導することなく、遺伝子特異的
ノックダウン効果を有することが示されている（Elbashirら（Nature (2001) 411 (6836)
494））。さらに、低分子核RNA（snRNA）U6またはポリメラーゼIII H1-RNAプロモーター
を含むプラスミドは、RNAポリメラーゼIIIを動員するような低分子RNAを効率よく産生し
、したがって、その標的mRNAを構成的に抑制することが可能である（Miyagishiら（Nat. 
Biotechnol. (2002) 20 (5) 497））。
【００５３】
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　細胞の増殖は、本発明のRHOA変異体のサイレンシング効果を有するsiRNAを含む組成物
に細胞を接触させることによって阻害される。細胞にさらに、トランスフェクション剤を
接触させる。適したトランスフェクション剤は、当技術分野で公知である。「細胞増殖の
阻害」という用語は、組成物に曝されていない細胞と比較して、細胞がより低い速度で増
殖するか、または生存率が低下していることを意味する。細胞増殖は、MTT細胞増殖アッ
セイのような当技術分野で公知の方法によって測定され得る。
【００５４】
　標的mRNAとハイブリダイズする本発明のRHOA変異体のsiRNAは、通常は一本鎖のmRNA転
写産物と結合し、それにより翻訳を阻害し、したがってタンパク質の発現を阻害すること
により、RHOA変異体の遺伝子によってコードされる本発明のRHOA変異体ポリペプチド産物
の産生を減少させ、または阻害する。したがって、本発明のsiRNA分子は、本発明のRHOA
変異体の遺伝子由来のmRNAまたはcDNAに対する特異的ハイブリダイズ能によって定義する
ことができる。本発明の目的に関して、「ハイブリダイズする」または「特異的にハイブ
リダイズする」という用語は、「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」で二
つの核酸分子がハイブリダイズできることを指すために用いられる。「ストリンジェント
なハイブリダイゼーション条件」という用語は、典型的には、核酸の複雑な混合物におい
て、核酸分子がその標的配列にハイブリダイズするが、他の配列とのハイブリダイズは検
出することが困難な条件を指す。ストリンジェントな条件は、配列依存的であり、異なる
環境においては異なるであろう。より長い配列は、より高温で特異的にハイブリダイズす
る。一般的に、ストリンジェントな条件は、既定のイオン強度pHでの特異的配列に対する
熱融解点（Tm）より約5～10℃低いように選択される。Tmは標的に対して相補的なプロー
ブの50％が平衡時に標的配列とハイブリダイズする（既定のイオン強度、pH、および核酸
濃度下での）温度である（標的配列が過剰量存在する場合、Tmではプローブの50％が平衡
時に占有される）。ストリンジェント条件はまた、ホルムアミドのような脱安定化剤を加
えることによって達成され得る。選択的または特異的ハイブリダイゼーションに関して、
陽性シグナルは、バックグラウンドの少なくとも2倍、好ましくはバックグラウンドのハ
イブリダイゼーションの10倍である。例示的なストリンジェントなハイブリダイゼーショ
ン条件は、以下となり得る：50％ホルムアミド、5×SSC、および1％SDS、42℃でのインキ
ュベーション、または、5×SSC、1％SDS、65℃でのインキュベーション、その後0.2×SSC
および0.1％SDSにおける50℃での洗浄。
【００５５】
　本発明のsiRNAは、長さが約500、約200、約100、約50、または約25ヌクレオチド未満で
ある。好ましくは、siRNAは長さが約19～約25ヌクレオチドである。本発明の変異RHOAに
特異的なsiRNAを産生するための例示的な核酸配列には、標的配列として、配列番号：２
のヌクレオチドの配列であって本発明の変異体におけるアミノ酸変異に対応するヌクレオ
チド変異を有する配列が含まれる。さらに、siRNAの阻害活性を増強するために、ヌクレ
オチド「U」を標的配列のアンチセンス鎖の3'末端に加えることができる。加える「U」の
数は少なくとも約2個、一般的に約2～約10個、好ましくは約2～約5個である。添加された
「U」は、siRNAのアンチセンス鎖の3'末端で一本鎖を形成する。
【００５６】
　細胞は、本発明のRHOA変異体を発現するする任意の癌細胞である。当該癌細胞は、食道
癌、胃癌組織に含まれ得る。当該癌細胞は、スキルス性胃癌の組織に含まれ得る。
【００５７】
　本発明の変異RHOAに特異的なsiRNAは、mRNA転写産物に結合することができる形で細胞
に直接導入される。または、本発明の変異RHOAに特異的なsiRNAをコードするDNAが下記の
ようなベクターに組み込まれ得る。
【００５８】
　ベクターは、例えば、本発明の変異RHOAに含まれる標的配列を、双方の鎖を発現（DNA
分子の転写によって）することができるように、調節配列が機能的に結合するよう、RHOA
配列に隣接する発現ベクターにクローニングすることによって作製される（Leeら（Nat. 
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Biotechnol. (2002) 20, 500））。本発明の変異RHOAのmRNAに対してアンチセンスである
RNA分子は、第一のプロモーター（例えば、クローニングしたDNAの3'のプロモーター配列
）によって転写され、かつ、本発明の変異RHOAのmRNAのセンス鎖であるRNA分子は第二の
プロモーター（例えば、クローニングしたDNAの5'のプロモーター配列）によって転写さ
れる。センス鎖およびアンチセンス鎖は、インビボでハイブリダイズし、本発明の変異RH
OAの遺伝子のサイレンシングのためのsiRNA構築物が生成される。または、siRNA構築物の
センス鎖およびアンチセンス鎖を作製するために、2つの構築物が利用される。クローニ
ングされた本発明の変異RHOAは、二次構造、例えば単一の転写産物が標的遺伝子由来のセ
ンス配列および相補的アンチセンス配列の双方を伴うヘアピンを有する構築物にコードさ
れ得る。ヘアピンループ構造を形成するために、任意のヌクレオチド配列からなるループ
配列がセンス配列とアンチセンス配列との間に位置され得る。このように、本発明はまた
、一般式5'-[A]-[B]-[A']-3'を有するsiRNAであって、[A]が本発明の変異RHOAの遺伝子由
来のmRNAまたはcDNAと特異的にハイブリダイズする配列に対応するリボヌクレオチド配列
である、siRNAを提供する。好ましい態様において、[A]は、配列番号：２のヌクレオチド
配列であって本発明の変異体におけるアミノ酸変異に対応するヌクレオチド変異を有する
配列からなる群より選択される配列に対応するリボヌクレオチド配列である。[B]は3～23
ヌクレオチドからなるリボヌクレオチド配列であり、かつ、[A']は[A]の相補的配列から
なるリボヌクレオチド配列である。領域[A]は[A']にハイブリダイズして、次に領域[B]か
らなるループが形成される。ループ配列は好ましくは長さが約3～約23ヌクレオチドであ
り得る。例えばループ配列は、以下の配列からなる群より選択することが可能である。例
えば、本発明のヘアピンループ構造を有する好ましいsiRNAを以下に示す。非限定の例示
としてループ配列は、CCC、CCACC、CCACACC（Jacqueら（Nature (2002) 418, 435））、U
UCG（Leeら（Nat. Biotechnol. (2002) 20 500）、およびFruscoloniら（Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA (2003) 100, 1639））、およびUUCAAGAGA（Dykxhoornら（Nat. Rev. Mol. 
Cell Biol. (2003) 4, 457）からなる群より選択され得る。さらに、23ヌクレオチドから
なるループ配列も同様に、活性なsiRNAを提供する（Jacqueら（Nature (2002) 418, 435
））。
【００５９】
　センス鎖、およびアンチセンス鎖は公知のソフトウェアやプログラムを使用して適宜設
計することが可能である。こうしたプログラムは例えば下記のsiRNA分子のメーカー等の
サイトにおいて提供されている。
http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/rna
i.html
http://www.thermoscientificbio.com/design-center/
http://sidirect2.rnai.jp/
http://optirna.unl.edu/
http://biotools.idtdna.com/Scitools/Applications/RNAi/RNAi.aspx?source=menu
http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/sirna.pl
http://sysbio.kribb.re.kr:8080/AsiDesigner/menuDesigner.jsf
http://sirna.wi.mit.edu/
【００６０】
　非限定の一態様として以下の配列が上記の領域[A]の配列として好適に使用され得る。
si1：GAAAGACAUGCUUGCUCAUAGUCUU（配列番号：３）
si2：CAGAGGUGUAUGUGCCCACAGUGUU（配列番号：４）
si3：UGUUUGAGAACUAUGUGGCAGAUAU（配列番号：５）
si4：UGGCAGAUAUCGAGGUGGAUGGAAA（配列番号：６）
si5：UCGAGGUGGAUGGAAAGCAGGUAGA（配列番号：７）
si6：AGGUGGAUGGAAAGCAGGUAGAGUU（配列番号：８）
si7：CAGGUAGAGUUGGCUUUGUGGGACA（配列番号：９）
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si8：ACCCAGAUACCGAUGUUAUACUGAU（配列番号：１０）
si9：CCAGAUACCGAUGUUAUACUGAUGU（配列番号：１１）
si10：GAUACCGAUGUUAUACUGAUGUGUU（配列番号：１２）
【００６１】
ジンクフィンガーヌクレアーゼを利用したDNAを含む治療剤
　ジンクフィンガーヌクレアーゼ技術は、様々なDNA配列の認識および切断に、ジンクフ
ィンガーDNA認識ドメインおよびDNA切断ドメインを含むキメラヌクレアーゼである制限酵
素を使用する技術をいう。ジンクフィンガーヌクレアーゼは、細胞内に導入された際、ゲ
ノムDNAから標的化された二重鎖切断（double strand break）を誘導できるため、対象と
するポリヌクレオチドを含む細胞で効率的な遺伝子変異を生じさせるために使用され得る
。細胞内で二重鎖切断が生じると、細胞はそれ自身有する修復システムを用いて切断され
た部位を直す。この際、切断された部分と類似するDNA配列を有する供与DNAを細胞内に導
入すると、切断されたDNAと供与DNAとの間に相同組換えが生じる。遺伝子上の特定部位に
供与DNAの配列を含む所望の変異を生じさせることが可能である。一方、供与DNAがない場
合でも、前記のようにそのDNAが切断された細胞は、非相同末端連結（non-homologous en
d joining）によって切断された部位が修理され得る。同非相同末端連結では、二つの切
断末端などをともに接合して切断されたDNAを修復し、一般的に変異等は形成しないが、
一部の場合、切断されたDNA末端で塩基対等の挿入または欠失が生じるエラーが発生しや
すい方向に修復される場合もある。よって、ジンクフィンガーヌクレアーゼを用いて特定
塩基配列の部分に二重鎖切断を生じて非相同末端連結を誘導した場合でも、DNAに突然変
異が生じ、ノックアウト細胞株を作ることが可能である（Urnovら（Nature (2005) 435 (
7042) 646）、Lombardoら（Nat. Biotechnol. (2007) 25 (11) 1298）、Doら（Mutat. Re
s. (2012) 740 (1-2) 34）。
【００６２】
６．癌の治療剤
　本発明の非限定の一態様では、本発明に係るポリヌクレオチド、組換えベクター、また
は本発明のスクリーニング方法により選択された化合物を有効成分として含み、本RHOA変
異体ポリペプチドの機能および/または本RHOA変異体ポリペプチドの発現を阻害するまた
は拮抗することに基づく癌の治療剤に関する。本発明に係る治療剤は、本発明に係るポリ
ヌクレオチド、組換えベクター、または化合物のうち少なくともいずれか一つを有効成分
としてその有効量含む医薬とすることが可能である。通常は、一種類または二種類以上の
医薬用に許容される担体（医薬用担体）を用いて治療剤を製造することが好ましい。
【００６３】
　本発明の治療剤が投与される対象としては、本発明のRHOA変異体ポリペプチドが含まれ
る癌が含まれる癌患者が選択され得る。すなわち本発明のRHOA変異体ポリペプチドが含ま
れる癌であればいずれの癌もその治療対象として選択され得る。そのような本発明のRHOA
変異体ポリペプチドが含まれる癌の非限定の一態様として、胃癌、大腸癌、乳癌、肺癌等
が好適に例示され得る。
【００６４】
　本発明に係る癌の治療剤中に含まれる有効成分の量は、広範囲から適宜選択される。任
意の患者の用量は、患者の体格、体表面積、年齢、投与される特定の治療剤、性別、投与
時間および投与経路、全身の健康状態、ならびに同時投与される他の薬剤を含む、多くの
要因に依存する。通常約0.00001乃至70重量％、好ましくは0.0001乃至5重量％程度の範囲
とするのが適切であるがこれに限定されない。有効成分としてsiRNA等のポリヌクレオチ
ドが使用される場合には、その用量の単位として上記重量％のほか当該ポリヌクレオチド
分子のコピー数でも決定され得る。ポリヌクレオチド分子の静脈内投与のための用量は、
核酸分子約106～1022コピーの間から選択され得る。
【００６５】
　医薬用担体は、治療剤の使用形態に応じて通常使用される、充填剤、増量剤、結合剤、
付湿剤、崩壊剤、滑沢剤等の希釈剤や賦形剤等が例示され得る。これらは得られる治療剤
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の使用形態に応じて適宜選択して使用され得る。例えば水、医薬的に許容される有機溶剤
、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リマ
ー、アルギン酸ナトリウム、水溶性デキストラン、カルボキシメチルスターチナトリウム
、ペクチン、キサンタンガム、アラビアゴム、カゼイン、ゼラチン、寒天、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、マンニトール、ソルビトール、ラクトー
ス等が挙げられる。これらは、本発明に係る治療剤の使用形態に応じて適宜一種類または
二種類以上が組み合わせて使用され得る。
【００６６】
　所望により、通常の製剤に使用され得る各種の成分、例えば安定化剤、殺菌剤、緩衝剤
、等張化剤、キレート剤、pH調整剤、界面活性剤等を適宜使用して本発明の治療剤が調製
され得る。
【００６７】
　安定化剤としては、ヒト血清アルブミンや通常のL-アミノ酸、糖類、セルロース誘導体
等が例示され得るが、これらは単独でまたは界面活性剤等と組み合わせて使用され得る。
特にこの組合せによれば、有効成分の安定性をより向上させ得る場合がある。上記L-アミ
ノ酸は、特に限定はなく、例えばグリシン、システイン、グルタミン酸等のいずれでもよ
い。糖類も特に限定はなく、例えばグルコース、マンノース、ガラクトース、果糖等の単
糖類、マンニトール、イノシトール、キシリトール等の糖アルコール、ショ糖、マルトー
ス、乳糖等の二糖類、デキストラン、ヒドロキシプロピルスターチ、コンドロイチン硫酸
、ヒアルロン酸等の多糖類等およびそれらの誘導体等のいずれでもよい。セルロース誘導
体も特に限定はなく、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロー
ス、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、カルボキシ
メチルセルロースナトリウム等のいずれでもよい。
【００６８】
　界面活性剤も特に限定はなく、イオン性および非イオン性界面活性剤のいずれも使用可
能である。これには、例えばポリオキシエチレングリコールソルビタンアルキルエステル
系、ポリオキシエチレンアルキルエーテル系、ソルビタンモノアシルエステル系、脂肪酸
グリセリド系等が包含される。
【００６９】
　緩衝剤としては、ホウ酸、リン酸、酢酸、クエン酸、ε-アミノカプロン酸、グルタミ
ン酸および/またはそれらに対応する塩（例えばそれらのナトリウム塩、カリウム塩、カ
ルシウム塩、マグネシウム塩等のアルカリ金属塩やアルカリ土類金属塩）等が例示され得
る。
【００７０】
　等張化剤としては、例えば塩化ナトリウム、塩化カリウム、糖類、グリセリン等を例示
され得る。
【００７１】
　キレート剤としては、エデト酸ナトリウム、クエン酸等が例示され得る。
【００７２】
　本発明に係る治療剤は、溶液製剤として使用され得る。その他、これを凍結乾燥化し保
存し得る状態にした後、用時、水や生埋的食塩水等を含む緩衝液等で溶解して適当な濃度
に調製した後に使用することも可能である。
【００７３】
　siRNA療法は、本発明のsiRNAを含むポリヌクレオチドが挿入された標準的なベクターに
より、および/または合成siRNAを含むポリヌクレオチドの送達によるような遺伝子送達シ
ステムにより、当該ポリヌクレオチドを患者に投与することによって行われる。典型的に
は、本発明のsiRNAは生体内におけるヌクレアーゼ分解を防止するように化学的に安定化
される。化学的に安定なRNA分子を調製する方法は当技術分野で公知である。例えば、当
該分子は、リボヌクレアーゼの作用を防止するために修飾された骨格およびヌクレオチド
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を含み得る。他の修飾も同様に可能である（Songら（Nature Med. (2003) 9, 347））。
適切なポリヌクレオチド送達システムには、リポソーム、受容体媒介送達システム、また
は、中でもヘルペスウイルス、レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ関連ウイル
スのようなウイルスベクターが含まれ得る。当該ベクターには、プロモーターのような、
標的細胞による発現のために必要な遺伝子情報が含まれ得る。本発明の治療剤にはまた、
上記のような遺伝子送達システムが含まれ得る。
【００７４】
　投与経路としては、経口投与、または、静脈内、皮下、筋肉内、および腹腔内送達経路
のような非経口投与を用いて、本発明の治療剤が投与され得る。
【００７５】
　なお、本明細書において引用されたすべての先行技術文献は、参照として本明細書に組
み入れられる。
【００７６】
　以下、本発明を実施例により具体的に説明されるが、本発明はこれら実施例に制限され
るものではない。
【実施例】
【００７７】
〔実施例１〕RHOA変異の検出
　OCT包埋された組織学的スキルス型低分化腺癌30症例の凍結組織を用い、癌部と非癌部
の切片がそれぞれ作製された。切片はクライオスタット（Leica、CM1850）を用いて作製
された。QIAamp DNA Mini Kit（QIAGEN）を用いて、当該切片から抽出された1μgのDNAに
含まれるエクソンがAgilent社SureSelect Human All Exon Kit（Agilent）を用いて捕捉
された。Hiseq 2000（Illumina）にてその全エキソームが解析された（100b paired end
）。平均深度（average depth）は癌部で99回、非癌部で102回であった。体細胞性（Soma
tic）変異のうち、非同義置換性（non synonymous）変異を頻度順にリスト化したところ
、RHOA遺伝子に7/30（21%）の反復性変異（recurrent mutation）が存在した。7症例の変
異体の内訳はR5Wが1症例、L22Rが1症例、Y42Cが4症例、Y74Dが1症例であった。
【００７８】
　同様の凍結組織検体にて症例数を新たに57症例追加し、計87症例に関してRHOA遺伝子の
標的化シークエンス（targeted sequencing）を行った。Illumina社の提供するアプリケ
ーション　Design StudioにてRHOA遺伝子のエクソン領域をターゲットとしたアンプリコ
ンシークエンスを行うためのプライマーが設計された（ampliconサイズは175b）。設計さ
れたTruSeq Custom Amplicon Kitを用いて250ng DNA からライブラリを作成し、Illumina
社HiSeq2500 rapid run mode (150b paired end)にてシークエンスを行った。平均深度（
average depth）は癌部でx4152、非癌部でx3924であった。RHOA遺伝子に体細胞性変異を
持つ症例が22/87（25%）症例認められた。22症例の変異体の内訳はR5Wが4症例、R5Qが1症
例、R5W/R68Pの変異体が1症例、G17Eが3症例、L22Rが1症例、V38Gが1症例、Y42Cが6症例
、E54Kが1症例、W58Sが1症例、L69Rが2症例、Y74Dが1症例であった。
【００７９】
〔実施例２〕RHOA変異を有する細胞株の探索　
　胃癌、大腸癌、乳癌および肺扁平上皮癌の癌細胞株におけるRHOAの変異が解析された。
癌細胞からDNeasy Blood & Tissue Kit（QIAGEN）を用いて抽出されたDNAを用いて、臨床
検体において検出されたアミノ酸の変異領域を含むexon2とexon3部分がPCRで増幅された
。BigDye（登録商標） Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）
と3730 DNA Analyzer（Applied Biosystems）を用いて増幅されたPCR断片における変異の
有無が解析された。PCRに用いられたプライマーの配列を表１に示した。
【００８０】
exon2およびexon3の増幅に使用されたプライマーの配列
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【表１】

【００８１】
　解析の結果、胃の噴門部癌株のOE19にY42S、大腸癌株のSW948と乳癌株のBT474にG17E、
肺扁平上皮癌株のHCC95にG17Aの変異が存在していた（図１）。一方、胃癌株のAGSや乳癌
株のHCC38には、RHOAの変異は認められなかった。
【００８２】
〔実施例３〕RHOAを標的とするsiRNAによるRHOAのG17位とY42位に変異を有する癌細胞株
と、野生型RHOAを有する癌細胞株の細胞増殖抑制
　RHOAにY42S の変異を有するOE19、G17Eの変異を有するSW948とBT474、G17Aの変異を有
するHCC95、及び、野生型のRHOAを有するAGSとHCC38における、RHOAを標的とするsiRNAに
よるRHOAの発現欠失と、当該欠失に伴う細胞増殖抑制が検討された。RHOAを標的とするsi
RNAとして、2種類のsiRNAコンストラクトが用いられた（Life Technologies）。陰性対照
としてSilencer（登録商標） Select Negative Control #1 siRNA（Life Technologies）
、陽性対照としてKIF11-siRNA（Life Technologies）コンストラクトが用いられた。RHOA
、およびKIF11の各コンストラクトに使用されたsiRNAの配列を表２に示した。
【００８３】
RHOA、KIF11のsiRNAの配列
【表２】

【００８４】
　それぞれの細胞がUltra-Low Attachment Surface plate（Corning）に播種された。1E5
cells/mLの濃度で、96ウェルのプレートに100μLずつ播種された細胞はその増殖抑制の活
性評価に使用された。同濃度で6ウェルのプレートに2.5 mLずつ播種された細胞はsiRNAに
よるmRNA発現に対する抑制効率の評価に用いられた。37℃のインキュベータで2日間の培
養後、6ウェルプレートに播種された細胞からRNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いて抽出さ
れたRNA、Power SYBR（登録商標） Green PCR Master Mix（Applied Biosystems）とStep
OnePlusTM Real-Time PCR Systems（Applied Biosystems）を用いてリアルタイムPCRを行
い、mRNAが定量された。内部標準として測定されたRPS18の定量値で補正された値を用い
て、陰性対照のsiRNAで処理された細胞を0%としたRHOA mRNA発現抑制効率が算出された。
播種後、37℃のインキュベータで7日間の培養後、96ウェルプレートに播種された細胞の
うちCellTiter-GloTM Luminescent Cell Viability Assay（プロメガ）を用いて測定され
た生細胞数から、陰性対照のsiRNAで処理された細胞を0%とした細胞増殖抑制活性が算出
された。リアルタイムPCRに使用されたPCRプライマーの配列を表３に示した。
【００８５】
RHOAリアルタイムPCRプライマーの配列
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【００８６】
　評価した細胞株において、RHOA siRNA #2および#3によっていずれも、85～99%のRHOA m
RNAの発現抑制効率が示された（図２）。
【００８７】
　また、RHOA siRNA #2および#3によって、Y42Sの変異を有するOE19、ならびにG17Eの変
異を有するSW948、およびBT474の細胞増殖は、陽性対照と同等以上に非常に強く抑制され
た。また、G17Aの変異を有するHCC95の細胞増殖も抑制された。一方、野生型のRHOAを有
するHCC38とAGSの細胞増殖は、RHOA siRNA #2および#3によってあまり抑制されなかった
（図３）。
【００８８】
〔実施例４〕各種癌細胞株と、正常組織におけるRHOA mRNA量の比較
　RHOAは癌で高発現していると論文で報告されている（非特許文献６－８）。そこで、RH
OAの発現量が癌細胞株と正常組織との間で比較された。正常大腸組織、及び肺組織由来の
RNAはAmbionから、正常胃由来のRNAはStratageneから、正常胸部由来のRNAはClontechか
ら、それぞれ購入されたものが使用された。これらのRNAを鋳型としてPower SYBR（登録
商標） Green PCR Master Mix（Applied Biosystems）とStepOnePlusTM Real-Time PCR S
ystems（Applied Biosystems）を用いたリアルタイムPCRによって、RHOAのmRNAが定量さ
れた。内部標準として測定されたRPS18の定量値で補正された値を用いてRHOAのmRNAが算
出された。
【００８９】
　評価した癌細胞株においては、正常組織に比べて同等以下のRHOAの発現量が示された（
図４参照）。また、RHOA siRNAによってその細胞増殖が抑制されたOE19、SW948、BT474、
およびHCC95におけるRHOAの発現量と、RHOA siRNAによってその細胞増殖が抑制されないH
CC38、およびAGSにおけるRHOAの発現量を比較しても、その細胞増殖抑制活性と発現量と
の間に相関関係は確認されなかった。
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