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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】プロテインキナーゼ関連の癌の予知及び治療方
法を提供する。
【解決手段】上皮間葉転換（ＥＭＴ）が起きている対象
を特定する方法であって、前記対象から得た試料におけ
るＡｋｔ３の発現レベル又は活性レベルを対照試料と比
較して決定するステップ、を含み、Ａｋｔ３の発現レベ
ル又は活性レベルの増加が、ＥＭＴの発生を示す、方法
。対象におけるＥＭＴの発生の検出用バイオマーカーと
してのＡｋｔ３の使用、及び癌を治療するためにＡｋｔ
３阻害薬の使用。また、Ａｋｔ３発現及び／又は活性を
測定することにより対象における上皮間葉転換（ＥＭＴ
）の発生を検出するための方法。Ａｋｔ３の発現レベル
又は活性レベルの増加はＥＭＴの発生を示し、ＥＭＴの
発生は転移性癌又は薬物耐性癌発生リスクの増加を示す
、方法。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：ＥＭＴ）が起きている対
象を特定する方法であって、
　前記対象から得た試料におけるＡｋｔ３の発現レベル又は活性レベルを対照試料と比較
して決定するステップ、
　を含み、
　Ａｋｔ３の発現レベル又は活性レベルの増加が、ＥＭＴの発生を示す、
　方法。
【請求項２】
　Ａｋｔ３の発現レベル又は活性レベルの増加によって示される前記ＥＭＴの発生は、前
記対象の転移性癌又は薬物耐性癌発症リスクの増加を示す、
　請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　Ａｋｔ３の発現レベル又は活性レベルの増加によって示される前記ＥＭＴの発生は、癌
幹細胞（Cancer　Stem　Cell：ＣＳＣ）の存在を示す、
　請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　（ｉ）対象がＡｘｌ阻害薬による治療に対して感受性を示すかどうかを判定することと
、
　（ｉｉ）対象が特に転移性癌に罹患し易いかどうかを判定することと、
　のいずれか１つのための予知方法であって、
　前記対象から得た試料におけるＡｋｔ３の発現レベル又は活性レベルを対照試料と比較
して評価することにより、前記対象における上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchyma
l　Transition：ＥＭＴ）の発生を検出するステップ、
　を含む方法。
【請求項５】
　対照試料対比のＡｋｔ３活性又は発現の増加は、ＥＭＴを阻害又は逆転する能力を有す
る薬剤による治療に対する感受性の指標となる、
　請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記薬剤はＡｋｔ３阻害薬又はＡｘｌ阻害薬である、
　請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　Ａｘｌ活性を特定する方法であって、
　対象から得た試料におけるＡｋｔ３の発現レベル又は活性レベルを対照試料と比較して
決定するステップ、
　を含み、
　Ａｋｔ３の発現レベル又は活性レベルの増加はＡｘｌ活性と相関する、
　方法。
【請求項８】
　前記対象は哺乳類である、
　請求項１乃至７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記対象はヒトである、
　請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記対象から得た試料におけるＡｋｔ２の発現レベル又は活性レベルを評価するステッ
プ、
　をさらに含み、
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　Ａｋｔ２の発現レベル又は活性レベルの低下は、
　（ｉ）前記対象がＡｋｔ３関連病態を有すること、
　（ｉｉ）転移性癌又は薬物耐性癌の発症リスクの増加、
　（ｉｉｉ）癌幹細胞の存在、及び／又は
　（ｉｖ）上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：ＥＭＴ）の発生
、
　を示す、
　請求項１乃至９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　Ａｋｔ１及び／又はＡｋｔ２ではなく、Ａｋｔ３の発現が決定される、
　請求項１乃至１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記Ａｋｔ３の発現レベルは、
　（ｉ）Ａｋｔ３をコードする遺伝子のコピー数を対照試料と比較して決定することによ
り評価され、前記コピー数の増加はＡｋｔ３の発現レベルの増加を示し、且つ／又は、
　（ｉｉ）Ａｋｔ３のタンパク質レベル又はｍＲＮＡレベルを決定することにより評価さ
れる、
　請求項１乃至１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　Ａｋｔ３活性は、
　（ｉ）Ａｋｔ３のリン酸化を決定することにより評価され、Ａｋｔ３のリン酸化は活性
Ａｋｔ３を示し、任意にＡｋｔ３のリン酸化は、セリン４７２で決定され、且つ／又は、
　（ｉｉ）Ａｋｔ３タンパク質の細胞内局在性を決定することにより評価され、核におけ
る局在が活性Ａｋｔ３を示す、
　請求項１乃至１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　Ａｋｔ３関連病態の治療対象として患者、好ましくはヒトの患者を選択する方法であっ
て、
　上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal Transition：ＥＭＴ）の発生の指標を有
する患者を特定するステップと、
　特定された患者を治療対象として選択するステップと、
　を含み、
　ＥＭＴの発生の指標を有する患者は、前記患者から得た試料におけるＡｋｔ３の発現レ
ベル又は活性レベルを決定するステップを含む方法によって特定され、Ａｋｔ３の発現レ
ベル又は活性レベルの増加が、ＥＭＴの発生を示し、
　前記治療は、Ａｘｌ阻害薬を投与することを含む、
　方法。
【請求項１５】
　前記Ａｋｔ３関連病態は癌である、
　請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　癌又はＡｋｔ３関連病態は、乳癌、黒色腫、前立腺癌、卵巣癌、結腸直腸癌、肺癌又は
神経膠腫から選択される癌である、
　請求項１乃至１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：ＥＭＴ）の阻害薬を含む
、Ａｋｔ３関連病態の治療に使用される医薬組成物。
【請求項１８】
　前記Ａｋｔ３関連病態は癌である、
　請求項１７に記載の医薬組成物。
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【請求項１９】
　Ａｋｔ３阻害薬を含む、上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：
ＥＭＴ）関連疾患の治療に使用される医薬組成物。
【請求項２０】
　癌を有する対象における薬剤耐性の予防、阻害又は治療に使用される、Ａｋｔ３活性の
阻害能を有する化合物を含む医薬組成物。
【請求項２１】
　別の治療剤と組み合わせられる、
　請求項１７乃至２０のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項２２】
　対象におけるＡｋｔ３関連病態の治療に使用される医薬組成物であって、
　Ａｋｔ３阻害薬又は請求項３４乃至３６のいずれか一項に記載の方法により得られる候
補化合物として選択されるか若しくは前記候補化合物に由来する医薬化合物を含む、
　医薬組成物。
【請求項２３】
　前記対象の治療は、前記対象におけるＡｋｔ３活性レベルを定期的に評価するステップ
を含む、
　請求項２２に記載の医薬組成物。
【請求項２４】
　前記Ａｋｔ３関連病態は癌である、
　請求項２２又は２３に記載の医薬組成物。
【請求項２５】
　前記対象の治療は、検出されたＡｋｔ３活性レベルに応じて調整される、
　請求項２２乃至２４のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項２６】
　前記対象の治療は、Ａｘｌ阻害薬での治療を含む、
　請求項２２乃至２５のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項２７】
　ＥＭＴ阻害能を有する化合物を含む、対象におけるＡｋｔ３関連病態の治療に使用され
る医薬組成物。
【請求項２８】
　Ａｋｔ３活性の阻害能を有する化合物を含む、対象における癌幹細胞の阻害に使用され
る医薬組成物。
【請求項２９】
　別の癌治療薬と組み合わせられる、
　請求項２２乃至２８のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項３０】
　癌を有する対象における薬剤耐性の予防又は阻害に使用される医薬組成物であって、
　Ａｋｔ３活性の阻害能を有する化合物、
　を含む医薬組成物。
【請求項３１】
　前記対象は哺乳類である、
　請求項２２乃至３０のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項３２】
　前記対象はヒトである、
　請求項３１に記載の医薬組成物。
【請求項３３】
　前記別の治療剤は、
　（ｉ）スルホン酸アルキル（例えばブスルファン）等のアルキル化剤、
　（ｉｉ）ナイトロジェンマスタード（例えばクロラムブシル、シクロホスファミド、エ
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ストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、メルファラン、ウラムスチン）、
　（ｉｉｉ）エチレンイミン誘導体（例えばチオテパ）、
　（ｉｖ）ニトロソウレア（例えばカルムスチン、ロムスチン、ストレプトゾシン）、
　（ｖ）トリアゼン（例えばダカルバジン、プロカルバジン、テモゾロミド）、
　（ｖｉ）白金化合物（例えばシスプラチン、カルボプラチン、オキサリプラチン、サト
ラプラチン、ピコプラチン、オンナプラチン（ｏｎｎａｐｌａｔｉｎ）、テトラプラチン
、スプリオプラチン（ｓｐｒｉｏｐｌａｔｉｎ）、イプロプラチン、クロロ（ジエチレン
ジアミノ）－白金（ＩＩ）クロリド、ジクロロ（エチレンジアミノ）－白金（ＩＩ）、ジ
アミノ（２－エチルマロナト）白金（ＩＩ）、（１，２－ジアミノシクロヘキサン）マロ
ナト白金（ＩＩ）、（４－カルボキシフタロ）－（１，２－ジアミノシクロヘキサン）白
金（ＩＩ）、（１，２－ジアミノシクロヘキサン）－（イソシトラト）白金（ＩＩ）、（
１，２－ジアミノシクロヘキサン）－ｃｉｓ－（ピルバト）白金（ＩＩ））、
　（ｖｉｉ）抗葉酸剤（例えばメトトレキサート、ペメトレキセド、ラルチトレキセド、
トリメトレキサート）等の代謝拮抗薬、
　（ｖｉｉｉ）ピリミジン類似体（例えばアザシチジン、カペシタビン、シタラビン、エ
ダトレキサート、フロクスウリジン、フルオロウラシル、ゲムシタビン、トロキサシタビ
ン）、
　（ｉｘ）プリン類似体（例えばクラドリビン、クロロデオキシアデノシン、クロファラ
ビン、フルダラビン、メルカプトプリン、ペントスタチン、チオグアニン）、
　（ｘ）抗腫瘍抗生物質（例えばブレオマイシン、ダクチノマイシン、ミトラマイシン、
マイトマイシン、ミトキサントロン、ポルフィロマイシン）等の天然生成物、
　（ｘｉ）アントラサイクリン（例えばダウノルビシン、ドキソルビシン、エピルビシン
、イダルビシン、バルルビシン）、
　（ｘｉｉ）有糸分裂阻害薬（例えばビンカアルカロイド、ビンブラスチン、ビンベシル
、ビンクリスチン、ビンデシン、ビノレルビン）、
　（ｘｉｉｉ）酵素（例えばＬ－アスパラギナーゼ、ＰＥＧ－Ｌ－アスパラギナーゼ）、
　（ｘｉｖ）微小管ポリマー安定剤（例えばタキサン、パクリタキセル、ドセタキセル）
、
　（ｘｖ）トポイソメラーゼＩ阻害薬（例えばカンプトテシン、イリノテカン、トポテカ
ン）、
　（ｘｖｉ）トポイソメラーゼＩＩ阻害薬（例えばポドフィロトキシン、アムサクリン、
エトポシド、テニポシド、ロソキサントロン、アクチノマイシン）、
　（ｘｖｉｉ）アンドロゲン（例えばフルオキシメステロン、テストラクトン）、抗アン
ドロゲン薬（例えばビカルタミド、シプロテロン、フルタミド、ニルタミド）、コルチコ
ステロイド（例えばデキサメタゾン、プレドニゾン）、アロマターゼ阻害薬（例えばアミ
ノグルテチミド、アナストロゾール、エキセメスタン、ホルメスタン、レトロゾール）、
エストロゲン（例えばジエチルスチルベストロール）、抗エストロゲン薬（例えばフルベ
ストラント、ラロキシフェン、タモキシフェン、トレミフェン）、黄体形成ホルモン放出
ホルモン（ＬＨＲＨ）作用薬及び拮抗薬（例えばアバレリックス、ブセレリン、ゴセレリ
ン、ロイプロリド、ヒストレリン、デスロレリン、酢酸ナファレリン、トリプトレリン）
、プロゲスチン（例えば酢酸メドロキシプロゲステロン、酢酸メゲストロール）、甲状腺
ホルモン（例えばレボチロキシン、リオチロニン）等のホルモン及びホルモン拮抗薬、
　（ｘｖｉｉｉ）ＰＫＢ経路阻害薬（例えばペリホシン、エンザスタウリン塩酸塩、トリ
シリビン）、
　（ｘｉｘ）Ｐ１３Ｋ阻害薬（例えばセマフォア（ｓｅｍａｐｈｏｒｅ）、ＳＦ１１２６
）、ＭＴＯＲ阻害薬（例えばラパマイシン及び類似体）、
　（ｘｘ）ＣＤＫ阻害薬（例えばセリシクリブ、アルボシジブ、７－ヒドロキシスタウロ
スポリン）、
　（ｘｘｉ）ＣＯＸ－２阻害薬（例えばセレコキシブ）、
　（ｘｘｉｉ）ＨＤＡＣ阻害薬（例えばトリコスタチンＡ、スベロイルアニリドヒドロキ
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サム酸、クラミドシン）、
　（ｘｘｉｉｉ）ＤＮＡメチラーゼ阻害薬（例えばテモゾロミド）、その他の薬剤（例え
ばアルトレタミン、三酸化ヒ素、サリドマイド、レナリドマイド、硝酸ガリウム、レバミ
ゾール、ミトタン、ヒドロキシウレア、オクトレオチド、プロカルバジン、スラミン、光
線力学的化合物（メトキサレン、ポルフィマーナトリウム等）、
　（ｘｘｉｖ）プロテアソーム阻害薬（ボルテゾミブ等））、
　（ｘｘｖ）分子標的療法剤（遺伝子療法剤、アンチセンス療法剤等の機能性治療剤）、
　（ｘｘｖｉ）チロシンキナーゼ阻害薬（例えばエルロチニブ塩酸塩、ゲフィチニブ、メ
シル酸イマチニブ、セマクサニブ）、
　（ｘｘｖｉｉ）Ｒａｆ阻害薬（例えばソラフェニブ）、レチノイド、レキシノイド等の
遺伝子発現修飾物質（例えばアダパレン、ベキサロテン、ｔｒａｎｓ－レチノイン酸、９
－ｃｉｓ－レチノイン酸、Ｎ－（４－ヒドロキシフェニル）レチンアミド）、
　（ｘｘｖｉｉ）モノクローナル抗体（例えばアレムツズマブ、ベバシズマブ、セツキシ
マブ、イブリツモマブチウキセタン、リツキシマブ、トラスツズマブ）を含む表現型特異
的療法剤、免疫毒素（例えばゲムツズマブオゾガマイシン）、放射性免疫複合体（例えば
Ｉ－トシツモマブ（ｔｏｓｉｔｕｍｏｂａｂ））、
　（ｘｘｉｘ）癌ワクチン、
　（ｘｘｘ）インターフェロン（例えばインターフェロン－［α］２ａ、インターフェロ
ン－［α］２ｂ）、インターロイキン（例えばアルデスロイキン、デニロイキンジフチト
クス、オプレルベキン）等の生物学的療法剤、
　（ｘｘｘｉ）抗癌療法であって以下を含む保護剤又は補助剤（細胞保護剤（例えばアミ
ホスチン、デクスラゾキサン）、ホスホン酸塩（例えばパミドロネート、ゾレドロン酸）
、刺激因子（例えばエポエチン、ダルベポエチン、フィルグラスチム、ＰＥＧ－フィルグ
ラスチム、サルグラモスチム）等）の使用が関わるもの、
　（ｘｘｘｉｉ）Ａｘｌ阻害薬（例えば、１－（６，７－ジヒドロ－５Ｈ－ベンゾ［６，
７］シクロヘプタ［１，２－ｃ］ピリダジン－３－イル）－Ｎ３－（（７－（Ｓ）－ピロ
リジン－１－イル）－６，７，８，９－テトラヒドロ－５Ｈ－ベンゾ［７］アヌレン－２
－イル）－１Ｈ－１，２，４－トリアゾール－３，５－ジアミン）、及び／又は、
　（ｘｘｘｉｉｉ）さらなる併用化学療法レジメン（例えばカルボプラチン／パクリタキ
セル、カペシタビン／ドセタキセル、フルオロウラシル／レバミゾール、フルオロウラシ
ル／ロイコボリン、メトトレキサート／ロイコボリン、トラスツズマブ／パクリタキセル
の組み合わせであって、単独か、又はカルボプラチンなどとさらに併用するもの）、
　から選択される癌治療剤である、
　請求項２１又は請求項２９乃至３２のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項３４】
　（ｉ）Ａｋｔ３関連病態の予防、阻害又は治療に有用な医薬化合物、
　（ｉｉ）転移性癌又は薬剤耐性癌の治療に有用な医薬化合物、又は、
　（ｉｉｉ）上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：ＥＭＴ）の予
防又は阻害に有用な医薬化合物、
を選択する方法であって、
　試験対象として一群の候補医薬化合物を提供するステップと、
　試験系においてＥＭＴの発生に対する候補医薬化合物の効果を試験するステップと、
　Ａｋｔ３活性の阻害に基づき、候補医薬化合物を選択するステップと、
　を含む方法。
【請求項３５】
　Ａｋｔ３関連病態の予防、阻害又は治療に有用な候補医薬化合物の選択方法であって、
　（ｉ）試験細胞におけるＡｋｔ３の発現を選択的に低下させ、前記試験細胞を候補医薬
化合物と接触させ、前記候補医薬化合物のＥＭＴの発生に対する効果を決定するステップ
、又は、
　（ｉｉ）インビトロ試験系においてＡｋｔ３の発現を低レベルまで選択的に低下させ、
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前記試験系を候補医薬化合物と接触させ、ＥＭＴの発生を阻害する候補医薬化合物を選択
するステップ、
　を含む方法。
【請求項３６】
　Ａｋｔ３活性を大幅に又は完全に阻害する候補医薬化合物が選択される、
　請求項３４又は３５に記載の方法。
【請求項３７】
　ＥＭＴの低下は、Ａｋｔ３活性の阻害により示される、
　請求項３５乃至３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　前記試験系における細胞のＡｋｔ３の発現は、９０％、８０％、７０％、６０％、５０
％、４０％、３０％又は２０％低下する、
　請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：ＥＭＴ）の阻害を生じさ
せないように前記Ａｋｔ３の発現を低下させる、
　請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記試験系における細胞にＡｋｔ３の発現を妨げるヌクレオチドを導入することにより
、前記Ａｋｔ３の発現を選択的に低下させる、
　請求項３４乃至３９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：ＥＭＴ）の阻害薬に対し
て感受性を示す細胞株であって、
　ＥＭＴを妨げるには僅かに不十分なＡｋｔ３発現レベルを有する、
　細胞株。
【請求項４２】
　ヒト細胞株である、請求項４１に記載の細胞株。
【請求項４３】
　上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：ＥＭＴ）を阻害する化合
物を特定する方法であって、
　請求項４１又は４２に記載の細胞株由来の細胞を試験化合物に接触させるステップと、
　前記細胞におけるＡｋｔ３活性の阻害を決定するステップと、
　を含む方法。
【請求項４４】
　対象における上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：ＥＭＴ）の
発生を検出するためのバイオマーカーとしてのＡｋｔ３の使用。
【請求項４５】
　ＥＭＴの発生は、Ａｋｔ３の発現及び／又は活性化の増加により示される、
　請求項４４に記載の使用。
【請求項４６】
　Ａｘｌの発現及び／又は活性化を検出するためのバイオマーカーとしてのＡｋｔ３の使
用であって、
　Ａｘｌの発現及び／又は活性化の増加は、Ａｋｔ３の発現及び／又は活性化の増加によ
り示される、
　使用。
【請求項４７】
　試料において上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：ＥＭＴ）の
発生を検出する方法であって、
　細胞、細胞群、動物モデル又はヒトから単離された試料における、対照試料対比のＡｋ
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ｔ３の発現レベル又は活性化レベルを決定するステップ、
　を含み、
　前記対照試料対比の前記Ａｋｔ３の発現レベル又は活性化レベルの増加が、ＥＭＴの発
生の指標となる、
　方法。
【請求項４８】
　上皮間葉転換（Epithelial－to－Mesenchymal　Transition：ＥＭＴ）を阻害又は逆転
する能力を有する薬剤を特定する方法であって、
　細胞、細胞群又は動物モデルに前記薬剤を投与するステップと、
　Ａｋｔ３の活性化及び／又は発現をモニタリングするステップと、
　を含む方法。
【請求項４９】
　（ｉ）ヒトにではなく、細胞、細胞群又は動物モデルに前記薬剤を投与するステップと
、
　（ｉｉ）処理済み及び未処理の細胞又は動物モデルに由来する試料において、Ａｋｔ３
発現及び／又はＡｋｔ３活性化を測定するステップと、
　（ｉｉｉ）ＥＭＴを阻害又は逆転する能力の指標として、前記未処理の試料と比較して
、前記処理済み試料におけるＡｋｔ３の発現及び／又は活性化の増加を検出するステップ
と、
を含む、
　請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記動物モデルはヒトではない、
　請求項４８又は４９に記載の方法。
【請求項５１】
　前記Ａｋｔ３の発現レベルは、
　（ｉ）Ａｋｔ３をコードする遺伝子のコピー数を対照試料と比較して決定することによ
り評価され、
　前記コピー数の増加は、Ａｋｔ３の発現レベルの増加を示し、且つ／又は、
　（ｉｉ）Ａｋｔ３のタンパク質レベル又はｍＲＮＡレベルを決定することにより評価さ
れる、
　請求項４４乃至５０のいずれか一項に記載の使用又は方法。
【請求項５２】
　Ａｋｔ３活性は、
　（ｉ）Ａｋｔ３のリン酸化を決定することにより評価され、Ａｋｔ３のリン酸化はＡｋ
ｔ３活性を示し、任意にＡｋｔ３のリン酸化はセリン４７２で決定され、且つ／又は、
　（ｉｉ）Ａｋｔ３タンパク質の細胞内局在性を決定することにより評価され、核におけ
る局在は活性Ａｋｔ３を示す、
　請求項４４乃至５０のいずれか一項に記載の使用又は方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、薬剤開発及び癌治療の分野に関する。詳細には、本発明はプロテインキナー
ゼの分野に関し、より詳細には癌の予知及び治療方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　Ａｋｔ
　Ａｋｔ（プロテインキナーゼＢ）は、増殖、運動性、成長、グルコース恒常性、生存及
び細胞死を含む多様な細胞過程に関与することが知られるセリン／スレオニンプロテイン
キナーゼである。Ａｋｔは、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ経路の３つの主要な構成要素（ホスファチ
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ジルイノシトール（ｐｈｏｓｐｈａｔｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ）３キナーゼ、そのアンタ
ゴニストＰＴＥＮ及びＡｋｔ）の１つである。この経路の構成要素の突然変異は、癌にお
いて最も頻繁に観察される突然変異として挙げられ、乳癌の最大７０％に認められる。ヒ
トには３つのＡｋｔファミリーメンバー、即ちＡｋｔ１、Ａｋｔ２及びＡｋｔ３があり、
これらは異なる遺伝子から転写される。Ａｋｔに関する研究発表の大半は、Ａｋｔ１を取
り上げているか、或いはファミリーメンバーを区別しない汎Ａｋｔ抗体が普及した結果、
どのファミリーメンバーとも特定しないＡｋｔを取り上げている。３つのアイソフォーム
のなかでは、Ａｋｔ３に関する知見が最も少ない。実際、最近のレビュー論文「乳腺発達
及び癌において鍵となるシグナル伝達ノード。非特許文献１の中で、Ａｋｔ３についての
言及は僅か３回である。１回はその存在を位置付け、１回は、それが正常な乳腺発達にお
いて担う役割は小さいと思われることを指摘し、及び１回は、それが妊娠及び授乳中のＳ
ｔａｔ５ａリン酸化に影響を及ぼさないことを指摘している。
【０００３】
　正常な発達におけるＡｋｔ１、Ａｋｔ２及びＡｋｔ３の役割がノックアウトマウスで研
究されており、Ａｋｔ１は全体的な成長に重要であり（ノックアウトマウスは概して健常
であるが、成長が低下する）、Ａｋｔ２は主にグルコース代謝に関与し（ノックアウトマ
ウスは正常に成長するが、インスリン抵抗性を示す）、及びＡｋｔ３は脳の発達において
重要であることが明らかになっている（例えば非特許文献２を参照のこと）。Ａｋｔ１及
びＡｋｔ２が体全体にわたり広範囲に発現するのに対し、Ａｋｔ３は脳、腎臓及び心臓に
発現が限られていることから、Ａｋｔ１及びＡｋｔ２の役割がより普遍的であることが示
唆される。
【０００４】
　Ａｋｔは癌療法の格好の標的であると考えられ、単独での、又は標準的な癌化学療法薬
と組み合わせたＡｋｔの阻害が、アポトーシス閾値を低下させ、癌細胞を選択的に死滅さ
せるものと見なされている（非特許文献３）。Ａｋｔメンバーを阻害する試みについての
最近のレビューでは、Ａｋｔ２が癌において変異することが最も多いファミリーメンバー
であると特定され、Ａｋｔ１及びＡｋｔ２を阻害すれば最適であることが示唆されている
（）。このレビューで対象とされている化合物の多くは他のキナーゼと比較してＡｋｔの
選択性が低く、概してＡｋｔ１を主眼としている。このレビューに報告される化合物で異
なるファミリーメンバー間の選択性を有するものは、Ａｋｔ３ではなく、圧倒的にＡｋｔ
１及び／又はＡｋｔ２を阻害する。
【０００５】
　文献では圧倒的にＡｋｔ１に主眼が置かれているが、Ａｋｔ３の過剰発現が、黒色腫（
非特許文献５）及び卵巣癌（非特許文献６）を含め、いくつかの癌と関係付けられている
。
【０００６】
　いくつかの特許公報が、Ａｋｔ３の使用に関する。
【０００７】
　特許文献１は、対象における癌の診断方法に関し、これはチロシン１７６がリン酸化さ
れた（ＡＫＴ３でなく）ＡＫＴ１の発現レベルを決定することを含む。
【０００８】
　特許文献２は、結腸直腸癌の予後判定のため評価し得る膨大な遺伝子の中に、Ａｋｔ３
を挙げている。しかしながら、Ａｋｔ３は好ましいマーカーとしては選択されていない。
【０００９】
　特許文献３は、対象における前立腺癌の再発可能性の評価においてその発現レベルを決
定し得る膨大な遺伝子の中に、Ａｋｔ３を挙げている（表３Ａ｝。Ａｋｔ３の重要性につ
いて特に言及はない。
【００１０】
　特許文献４は、対象のＡｋｔアイソフォームプロファイル、特にＡｋｔ１とＡｋｔ２と
の比を、当該のプロファイルと正常なＡｋｔアイソフォームプロファイルとの比較によっ
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て評価することにより、潜在的な癌及び既存の癌の進行を診断又は予知する方法に関する
。
【００１１】
　特許文献５は、Ａｋｔ１及びＡｋｔ２の発現レベルに基づく浸潤性膠芽腫の特定で使用
される方法及びキットに関する。非腫瘍性の脳標本ではＡｋｔ３　ｍＲＮＡ発現が高く、
神経膠腫では減少していることが認められた（［０１３０］］。さらに、長期生存患者で
はＡｋｔ３発現が有意に高いことが認められた。
【００１２】
　特許文献６は、前立腺細胞におけるアンドロゲン応答の決定方法を開示し、可能性のあ
る前立腺癌バイオマーカーの長いリストの中でＡｋｔ３に触れている。
【００１３】
　上皮間葉転換（ＥＭＴ）
　上皮組織は、結合組織、筋組織及び神経組織と共に、身体の４つの基本的な組織型の１
つを構成する。上皮細胞は、強力な細胞間結合で一体に保持されるシート状の極性細胞を
形成する傾向によって特徴付けられる。この結果、上皮細胞は自由に動くことができず、
他の細胞型と比較してほとんど移動を示さない。対照的に、間葉状細胞（例えば線維芽細
胞）は強力な細胞間結合を欠き、個々の細胞として動くことができる。間葉状細胞は高度
な運動性を有し、細胞外マトリックスを通じた移動が可能であり得る。
【００１４】
　上皮間葉転換（ＥＭＴ）は天然の細胞プログラムであり、個々の上皮細胞が上皮細胞に
特有の遺伝子発現パターン及び挙動を失い、代わりに間葉細胞に典型的な遺伝子の様相、
挙動及び発現を呈し始める。こうして上皮細胞は接着性及び尖端－基底極性を失い、細胞
外マトリックスに移動及び侵入する能力を得る。ＥＭＴは不可逆ではない。間葉上皮転換
（ＭＥＴ）と称される鏡映的プロセスが、間葉特性の消失、並びに細胞－細胞接着及び尖
端－基底極性の回復をもたらす。
【００１５】
　ＥＭＴは、胚発生時に特に重要である。ＥＭＴは原腸形成において基本的な役割を果た
し、原腸形成では、単層の上皮細胞層からなる胚が、三層の古典的胚葉である外胚葉、中
胚葉及び内胚葉を含む胚へと発達する。脊椎動物発生のやや後期に、ＥＭＴにより神経堤
細胞が生じる。これらの細胞が胚全体にわたって移動し、末梢神経系の神経節、顔及び頭
部の骨及び軟骨、色素細胞及びグリア細胞を含む多くの異なる構造を生じる。中胚葉及び
内胚葉の双方からの内臓器官の形成には、さらなるＭＥＴ及びＥＭＴラウンドが必須であ
る。
【００１６】
　ＥＭＴ及び疾患
　胚発生時のその重要性に比して、ＥＭＴプログラムが健常成体で活性化されることはほ
とんどない。しかしながらこれは、傷害又は疾患後の炎症に応答して誘導される。ＥＭＴ
は、創傷治癒及び組織修復において役割を果たし、臓器変性疾患（例えば腎線維症）の間
に起こる。
【００１７】
　ＥＭＴはまた、癌転移において重要な役割を果たすことが次第に明らかになっている。
癌腫は上皮癌であり、転移を起こすには、個々の細胞が原発腫瘍から抜け出し、一連の移
動を経る必要がある。これには、原発腫瘍から局所循環系又はリンパ系への移動、及び血
管系からの遊走及び転移部位における定着が含まれる。現在、腫瘍細胞とその微小環境と
の間の相互作用が一部の腫瘍細胞でＥＭＴの誘導を引き起こし得ることのエビデンスは、
優れたものが存在し、蓄積されつつある。次には、もたらされる細胞遊走の増加及びそう
した細胞の潜在的な浸潤能力により、転移が確立されるようになる可能性が強まる。近年
、慢性骨髄性白血病関連癌遺伝子である受容体チロシンキナーゼＡｘｌが、浸潤－転移カ
スケードに不可欠なＥＭＴ誘導エフェクターであることが示されている（特許文献７）。
【００１８】
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　転移能の亢進におけるこの役割のみならず、近年ＥＭＴプログラムは、癌幹細胞（ＣＳ
Ｃ）と関係付けられている。この細胞は、幹細胞特性、即ち特定の癌に見られるあらゆる
細胞型を生じる能力、ひいては新しい腫瘍を形成する能力を有する一部の腫瘍細胞を表す
ものと仮定されている。ＣＳＣは、腫瘍における細胞のほんの一部に相当し得るに過ぎな
いが、既存の抗癌薬に対して特に耐性を有すると考えられる。従って、薬物治療が腫瘍の
圧倒的多数の細胞を死滅させ得るとしても、唯一生き残ったＣＳＣが疾患の再発を引き起
こし得る。最新のエビデンスはＥＭＴとＣＳＣとの表現型の重複を示唆しており、化学療
法後の癌の再発及び薬物耐性腫瘍の発生においてもまたＥＭＴが役割を果たし得ることが
示唆される。
【００１９】
　ＥＭＴ表現型に対するロバストなバイオマーカーが、転移性癌又は薬物耐性癌を発症す
る特定のリスクを有する患者の特定に有用となり得る一方、ＥＭＴを起こした細胞を標的
化する新規薬物が、従来の治療後の転移及び再発を低下させ得る。
【００２０】
　ＥＭＴアクチベータ（例えば転写因子Ｓｌｕｇ）は、Ａｋｔ１活性／発現を増加させる
。また、（例えばミリスチル化変異体ＭｙｒＡｋｔ１の）Ａｋｔ１活性化がＥＭＴアクチ
ベータ（例えば転写リプレッサーのＳｎａｉｌ；非特許文献７）を誘導し、上皮から間葉
へのバイオマーカスイッチングも生じさせることが知られている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２１】
【特許文献１】国際公開第２０１０／０９１３５４号パンフレット
【特許文献２】米国特許出願公開第２０１２００４０８４２号明細書
【特許文献３】米国特許出願公開第２０１２００２８２６４号明細書
【特許文献４】米国特許出願公開第２０１２００２１９８３号明細書
【特許文献５】米国特許出願公開第２０１２０００３２０９号明細書
【特許文献６】米国特許第８１３３６８４号明細書
【特許文献７】国際公開第２０１０／１０３３８８号パンフレット
【特許文献８】国際公開第２００９／０８２４８８号パンフレット
【特許文献９】ＰＣＴ／ＵＳ０７／０８９１７７号明細書
【特許文献１０】ＰＣＴ／ＵＳ２０１０／０２１２７５号明細書
【特許文献１１】ＰＣＴ／ＥＰ２０１１／００４４５１号明細書
【特許文献１２】米国特許第４，６８３，１９５号明細書
【特許文献１３】米国特許第４，６８３，２０２号明細書
【特許文献１４】欧州特許出願公開第２３９４００Ａ号明細書
【特許文献１５】米国特許第５，８３７，８３２号明細書
【特許文献１６】米国特許第５，１４３，８５４号明細書
【特許文献１７】国際公開第９０／１５０７０号パンフレット
【特許文献１８】国際公開第９２／１００９２号パンフレット
【特許文献１９】米国特許出願公開第２００８０１４０３７号明細書
【非特許文献】
【００２２】
【非特許文献１】Ｗｉｃｋｅｎｄｅｎ　ＪＡおよびＷａｔｓｏｎ　ＣＪ、乳腺上皮におけ
るＰＩ３キナーゼの下流のシグナル伝達：３つのＡｋｔにおける役割（Key　signalling
　nodes　in　mammary　gland　development　and　cancer.Signalling　downstream　of
　PI3　kinase　in　mammary　epithelium:　a　play　in　3　Akts）、Ｂｒｅａｓｔ　
Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２０１０、１２、２０２
【非特許文献２】Ｄｕｍｍｌｅｒ　Ｂ，Ｈｅｍｍｉｎｇｓ　ＢＡ．、発達及び疾患におけ
るＰＫＢ／Ａｋｔアイソフォームの生理学的役割（Physiological　roles　of　PKB/Akt
　isoforms　in　development　and　disease）、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　Ｔｒａｎｓ
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　２００７；３５：２３１－５
【非特許文献３】Ｌｉｎｄｌｅｙ　ＣＷ，Ｃｕｒｒ　Ｔｏｐ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ，１０，
４５８，２０１０
【非特許文献４】Ｍａｔｔｍａｎｎ　ＭＥ他、小分子及び生物製剤によるＡｋｔの抑制：
歴史的観点及び特許ランドスケープの現状（Inhibition　of　Akt　with　small　molecu
les　and　biologics:historical　perspective　and　current　status　of　the　pate
nt　landscape）、Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｏｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｐ
ａｔｅｎｔｓ，２１，１３０９，２０１１
【非特許文献５】Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２００４年１０月１日；６４（１９）：７００
２－１０
【非特許文献６】Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｉｓｃｏｖ．２０１２年１月１日；２（１）：５６－
６７
【非特許文献７】Ｏｎｃｏｇｅｎｅ．２００７年１１月２２日；２６（５３）：７４４５
－５６．Ｅｐｕｂ　２００７年７月１日
【非特許文献８】Ｊｉａｎｇ　Ｑ，Ｈｏ　ＹＹ，Ｈａｏ　Ｌ，Ｎｉｃｈｏｌｓ　Ｂｅｒｒ
ｉｏｓ　Ｃ，Ｃｈａｋｒａｖａｒｔｉ　Ａ．、候補遺伝子におけるコピー数変異体はヒル
シュスプルング病の遺伝的修飾因子である（Copy　number　variants　in　candidate　g
enes　are　genetic　modifiers　of　Hirschsprung　disease）、ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ．２
０１１；６（６）
【非特許文献９】Ｓｃｉ　Ｓｉｇｎａｌ．２００９年６月３０日、２（７７）
【非特許文献１０】Ｍａｎｎ他、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２００３
年３月，Ｖｏｌ．２１，ｐｐ．２５５－２６１
【非特許文献１１】Ｍｅｌｔｏｎ他、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１２：７０３５
【非特許文献１２】Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ，Ｕ．他、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：２２９－２
３７（１９８８）
【非特許文献１３】Ｌｅｗｉｓ，Ｒ．，Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｎｅ
ｗｓ　１０：１，５４－５５（１９９０）
【非特許文献１４】Ｍｏｋ他、１９９４、Ｇｙｎａｅｃｏｌｏｇｉｃ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ
　５２：２４７－２５２
【非特許文献１５】Ｇｕａｔｅｌｌｉ他、１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８７：１８７４
【非特許文献１６】Ｗｕ，Ｄ．Ｙ．ａｎｄ　Ｗａｌｌａｃｅ，Ｒ．Ｂ．，１９８９，Ｇｅ
ｎｏｍｉｃｓ　４：５６０
【非特許文献１７】Ｌｉｚａｒｄｉ他、１９８８，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　６：
１１９７
【非特許文献１８】Ｌｉｚａｒｄｉ他、１９９８，Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ　１９：２２５
【非特許文献１９】Ｗａｌｋｅｒ他、１９９２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　８０：３９２
【非特許文献２０】Ａｕｓｕｂｅｌ他編、１９９４、現代分子生物学プロトコル（Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）、Ｖｏｌ
．１、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
【非特許文献２１】Ｌｅｍｉｅｕｘ他、１９９８，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｒｅｅｄｉｎ
ｇ　４：２７７－２８９
【非特許文献２２】Ｓｃｈｅｎａ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｓ、生物学的チップによる並列解析
（Parallel　Analysis　with　Biological　Chips）、ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍａｎ
ｕａｌ（Ｍ．Ｉｎｎｉｓ，Ｄ．Ｇｅｌｆａｎｄ，Ｊ．Ｓｎｉｎｓｋｙ編）
【非特許文献２３】Ｓｃｈｅｎａ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｓ，１９９９，遺伝子、ゲノム及び
チップ（Genes,　Genomes　and　Chips）、ＤＮＡマイクロアレイ：実践的アプローチ（D
NA　Microarrays:　A　Practical　Approach）（Ｍ．Ｓｃｈｅｎａ編），Ｏｘｆｏｒｄ　
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，ＵＫ，１９９９）



(13) JP 2017-136077 A 2017.8.10

10

20

30

40

50

【非特許文献２４】ザ・チッピング・フォーキャスト（Ｔｈｅ　Ｃｈｉｐｐｉｎｇ　Ｆｏ
ｒｅｃａｓｔ）、（Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ特集号；１９９９年１月別冊）
【非特許文献２５】Ｍａｒｋ　Ｓｃｈｅｎａ編、マイクロアレイバイオチップ技術（Micr
oarray　Biochip　Technology）、Ｅａｔｏｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ
【非特許文献２６】Ｃｏｒｔｅｓ，２０００，Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ　１４（１７
）：２５；Ｇｗｙｎｎｅ　ａｎｄ　Ｐａｇｅ，マイクロアレイ解析：分子生物学における
次の革命（Microarray　analysis:the　next　revolution　in　molecular　biology）、
Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９９９年６月６日
【非特許文献２７】Ｅａｋｉｎｓ　ａｎｄ　Ｃｈｕ，１９９９，Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１７：２１７－２１８
【非特許文献２８】Ｃｅｌｉｓ他、２０００，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ，４８０（１）：２－
１６
【非特許文献２９】Ｌｏｃｋｈａｒｔ　ａｎｄ　Ｗｉｎｚｅｌｅｒ，２０００，Ｎａｔｕ
ｒｅ　４０５（６７８８）：８２７－８３６
【非特許文献３０】Ｋｈａｎ他、１９９９、２０（２）：２２３－９
【非特許文献３１】Ｍａｒｘ，２０００，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８９：１６７０－１６７２
【非特許文献３２】Ｓｃｈｅｒｆ他、２０００、Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ　２４（３）：２３
６－４４
【非特許文献３３】Ｒｏｓｓ他、２０００、Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ　２０００，２４（３）
：２２７－３５
【非特許文献３４】Ｗａｎｇ他、１９９８、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８０（５３６６）：１０
７７－８２
【非特許文献３５】Ｃｈｅｍｉｃａｌ　＆　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｎｅｗｓ，１９９
９年２月２２日，７７（８）：２７－３６
【非特許文献３６】Ｒｏｃｋｅｔｔ　ａｎｄ　Ｄｉｘ（２０００），Ｘｅｎｏｂｉｏｔｉ
ｃａ　３０（２）：１５５－７７
【非特許文献３７】Ａｆｓｈａｒｉ他、１９９９，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　５９（１９）
：４７５９－６０
【非特許文献３８】Ｎｕｗａｙｓｉｒ他、１９９９，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃａｒｃｉｎ
ｏｇｅｎｅｓｉｓ　２４：１５３－１５９
【非特許文献３９】Ｃｏｒｔｅｓｅ，２０００，Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ　１４（１
１）：２６
【非特許文献４０】Ｆｏｄｏｒ他、１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５１：７６７
【非特許文献４１】Ｄｏｗｅｒ　ａｎｄ　Ｆｏｄｏｒ，１９９１，Ａｎｎ．Ｒｅｐ．Ｍｅ
ｄ．Ｃｈｅｍ．２６：２７１
【非特許文献４２】Ｓｈａｌｏｎ他、１９９６，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ　６（７）：６３
９－４５
【非特許文献４３】Ｅｋｉｎｓ　ａｎｄ　Ｃｈｕ，１９９９，Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１７：２１７－２１８
【非特許文献４４】Ｍａｒｓｈａｌｌ　ａｎｄ　Ｈｏｄｇｓｏｎ，１９９８，Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１６（１）：２７－３１
【非特許文献４５】Ｂｒａｚｍａ　ａｎｄ　Ｖｉｌｏ　Ｊ，２０００，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔ
ｔ　４８０（１）：１７－２４
【非特許文献４６】Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ　ＣＡ，２０００，Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｔｏｄａ
ｙ　２１（８）：３７９－８２
【非特許文献４７】ＭａｃＢｅａｔｈ　ａｎｄ　Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ，２０００，Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２８９（５４８５）：１７６０－１７６３
【非特許文献４８】医薬賦形剤ハンドブック（Handbook　of　Pharmaceutical　Excipien
ts）、第２版、１９９４、編者Ａ　Ｗａｄｅ　ａｎｄ　ＰＪ　Ｗｅｌｌｅｒ
【非特許文献４９】レミントン薬学（Remington’s　Pharmaceutical　Sciences）、Ｍａ
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ｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ編、１９８５
【非特許文献５０】Ｇｊｅｒｄｒｕｍ　Ｃ　他、Ａｘｌは乳癌転移及び患者生存の必須の
上皮間葉転換誘導調節因子である（Axl　is　an　essential　epithelial－to－mesenchy
mal　transition－induced　regulator　of　breast　cancer　metastasis　and　patien
t　survival）、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．２０１０年１月１９
日；１０７（３）：１１２４－９
【非特許文献５１】Ｌｏｒｅｎｓ　ＪＢ，Ｊａｎｇ　Ｙ，Ｒｏｓｓｉ　ＡＢ，Ｐａｙａｎ
　ＤＧ，Ｂｏｇｅｎｂｅｒｇｅｒ　ＪＭ（２０００）、調節性ＬＴＲ媒介性発現の最適化
（Optimization　of　regulated　LTR－mediated　expression）、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２
７２：７－１５
【非特許文献５２】Ｅｌｅｎｂａａｓ　Ｂ，Ｓｐｉｒｉｏ　Ｌ，ａｎｄ　Ｗｅｉｎｂｅｒ
ｇ　ＲＡ、初代乳腺上皮細胞の腫瘍形成性形質転換により生成したヒト乳癌細胞（Human
　breast　cancer　cells　generated　by　oncogenic　transformation　of　primary　
mammary　epithelial　cells）、Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．、２００１年１月１日；１５（１
）：５０－６５
【非特許文献５３】Ｋｉｌｐｉｎｅｎ　Ｓ，Ａｕｔｉｏ　Ｒ，Ｏｊａｌａ　Ｋ，Ｉｌｊｉ
ｎ　Ｋ，Ｂｕｃｈｅｒ　Ｅ，Ｓａｒａ　Ｈ，Ｐｉｓｔｏ　Ｔ，Ｓａａｒｅｌａ　Ｍ，Ｓｋ
ｏｔｈｅｉｍ　ＲＩ，Ｂｊｏｅｒｋｍａｎ　Ｍ，Ｍｐｉｎｄｉ　ＪＰ，Ｈａａｐａ－Ｐａ
ａｎａｎｅｎ　Ｓ，Ｖａｉｎｉｏ　Ｐ，Ｅｄｇｒｅｎ　Ｈ，Ｗｏｌｆ　Ｍ，Ａｓｔｏｌａ
　Ｊ，Ｎｅｅｓ　Ｍ，Ｈａｕｔａｎｉｅｍｉ　Ｓ，Ｋａｌｌｉｏｎｉｅｍｉ　Ｏ、１７５
種の健常及び病的組織由来の全９，７８３例の試料にわたる１７，３３０個のヒト遺伝子
の発現レベルの体系的バイオインフォマティクス解析（Systematic　bioinformatic　ana
lysis　of　expression　levels　of　17,330　human　genes　across　9,783　samples
　from　175　types　of　healthy　and　pathological　tissues）、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｂ
ｉｏｌ．２００８；９（９）：Ｒ１３９
【非特許文献５４】Ｇｊｅｒｄｒｕｍ　Ｃ，Ｔｉｒｏｎ　Ｃ，Ｈｏｅｉｂｙ　Ｔ，Ｓｔｅ
ｆａｎｓｓｏｎ　Ｉ，Ｈａｕｇｅｎ　Ｈ，Ｓａｎｄａｌ　Ｔ，Ｃｏｌｌｅｔｔ　Ｋ，Ｌｉ
　Ｓ，ＭｃＣｏｒｍａｃｋ　Ｅ，Ｇｊｅｒｔｓｅｎ　ＢＴ，Ｍｉｃｋｌｅｍ　ＤＲ，Ａｋ
ｓｌｅｎ　ＬＡ，Ｇｌａｃｋｉｎ　Ｃ，Ｌｏｒｅｎｓ　ＪＢ、Ａｘｌは乳癌転移及び患者
生存の必須の上皮間葉転換誘導調節因子である（Axl　is　an　essential　epithelial－
to－mesenchymal　transition－induced　regulator　of　breast　cancer　metastasis
　and　patient　survival）、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．２０１
０年１月１９日；１０７（３）：１１２４－９
【非特許文献５５】Ｂａｒｔｈｅｌ　Ａ，Ｋｏｈｎ　ＡＤ，Ｌｕｏ　Ｙ，Ｒｏｔｈ　ＲＡ
、構成的に活性なバージョンのＳｅｒ／ＴｈｒキナーゼＡｋｔは、３Ｔ３－Ｌ１脂肪細胞
においてｏｂ遺伝子産物レプチンの産生を誘導する（A　constitutively　active　versi
on　of　the　Ser/Thr　kinase　Akt　induces　production　of　the　ob　gene　produ
ct,leptin,in　3T3－L1　adipocytes）、Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ．１９９７年８月
；１３８（８）：３５５９－６２
【非特許文献５６】Ｄｏｎｔｕ　Ｇ，Ａｂｄａｌｌａｈ　ＷＭ，Ｆｏｌｅｙ　ＪＭ，Ｊａ
ｃｋｓｏｎ　ＫＷ，Ｃｌａｒｋｅ　ＭＦ，Ｋａｗａｍｕｒａ　ＭＪ，Ｗｉｃｈａ　ＭＳ、
ヒト乳腺幹細胞／前駆細胞のインビトロ増殖及び転写プロファイリング（In　vitro　pro
pagation　and　transcriptional　profiling　of　human　mammary　stem/progenitor　
cells）、Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．２００３年５月１５日；１７（１０）：１２５３－７０
【非特許文献５７】Ｍａｎｉ　ＳＡ，Ｇｕｏ　Ｗ，Ｌｉａｏ　ＭＪ，Ｅａｔｏｎ　ＥＮ，
Ａｙｙａｎａｎ　Ａ，Ｚｈｏｕ　ＡＹ，Ｂｒｏｏｋｓ　Ｍ，Ｒｅｉｎｈａｒｄ　Ｆ，Ｚｈ
ａｎｇ　ＣＣ，Ｓｈｉｐｉｔｓｉｎ　Ｍ，Ｃａｍｐｂｅｌｌ　ＬＬ，Ｐｏｌｙａｋ　Ｋ，
Ｂｒｉｓｋｅｎ　Ｃ，Ｙａｎｇ　Ｊ，Ｗｅｉｎｂｅｒｇ　ＲＡ、上皮間葉転換により幹細
胞の特性を有する細胞が生じる（The　epithelial－mesenchymal　transition　generate
s　cells　with　properties　of　stem　cells）、Ｃｅｌｌ．２００８年５月１６日；
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１３３（４）：７０４－１５
【非特許文献５８】Ｇａｒｂｅ　ＪＣ，Ｐｅｐｉｎ　Ｆ，Ｐｅｌｉｓｓｉｅｒ　ＦＡ，Ｓ
ｐｕｔｏｖａ　Ｋ，Ｆｒｉｄｒｉｋｓｄｏｔｔｉｒ　ＡＪ，Ｇｕｏ　ＤＥ，Ｖｉｌｌａｄ
ｓｅｎ　Ｒ，Ｐａｒｋ　Ｍ，Ｐｅｔｅｒｓｅｎ　ＯＷ，Ｂｏｒｏｗｓｋｙ　ＡＤ，Ｓｔａ
ｍｐｆｅｒ　ＭＲ，Ｌａｂａｒｇｅ　ＭＡ、ヒト乳腺上皮の加齢時における基底分化バイ
アスを伴う多能性前駆体の蓄積（Accumulation　of　multipotent　progenitors　with　
a　basal　differentiation　bias　during　aging　of　human　mammary　epithelia）
、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２０１２年７月１５日；７２（１４）：３６８７－７０１
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
　予想外にも、ここで、Ａｋｔ３がヒト細胞におけるＥＭＴ及び癌幹細胞形質の誘導で中
心的な役割を果たすことが見出された。詳細には、構成的に活性なＡｋｔ３が、対照細胞
又は構成的に活性なＡｋｔ１を発現する細胞と比較して、インビボ及びマンモスフェアで
の細胞の腫瘍形成能を有意に増加させることが見出された。さらに、Ａｋｔ３の阻害によ
り、ＥＭＴ及びＣＳＣ形質を逆転させることが可能であった。
【００２４】
　これは、この分野でＡｋｔ１及びＡｋｔ２に主眼が置かれていることを考えると、予想
外であった。
【００２５】
　また、Ａｋｔ３はＡｘｌ受容体チロシンキナーゼシグナル伝達のバイオマーカーである
ことも見出された。より具体的には、Ａｋｔ３は上皮細胞におけるＡｘｌシグナル伝達の
バイオマーカーであることが分かった。Ａｋｔ３はまた、ＥＭＴの維持をもたらすフィー
ドバックループに関与することも見出された。癌幹細胞、転移のバイオマーカーなど、Ａ
ｋｔ３のさらなる適用が、本開示から明らかとなる。
【課題を解決するための手段】
【００２６】
　本発明の一態様によれば、Ａｋｔ３関連病態の予防、阻害又は治療に有用な医薬化合物
を選択する方法が提供される。この方法は、試験対象として一群の候補医薬化合物を提供
するステップと、試験系においてＡｋｔ３活性に対する候補医薬化合物の効果を試験する
ステップと、Ａｋｔ３活性の阻害に基づき候補医薬化合物を選択するステップと、を含む
。
【００２７】
　或いは本発明は、転移性癌又は薬剤耐性癌の治療に有用な候補医薬化合物を選択する方
法を提供する。この方法は、試験対象として一群の候補医薬化合物を提供するステップと
、試験系においてＡｋｔ３活性に対する候補医薬化合物の効果を試験するステップと、Ａ
ｋｔ３活性の阻害に基づき候補医薬化合物を選択するステップと、を含む。
【００２８】
　別の態様によれば、ＥＭＴの予防又は阻害に有用な候補医薬化合物を選択する方法が提
供される。この方法は、試験対象として一群の候補医薬化合物を提供するステップと、試
験系においてＡｋｔ３活性に対する候補医薬化合物の効果を試験するステップと、Ａｋｔ
３活性の阻害に基づき候補医薬化合物を選択するステップと、を含む。
【００２９】
　インビボ応答を予測するために、インビトロ試験系で候補医薬化合物の有効レベルを決
定できることは、極めて有利である。これにより、医薬化合物の有効最小投薬レベルの決
定が容易になり、また、用量依存的な方法での薬物標的の検証が容易になる。医薬品に対
するインビボ応答の予測に特に有用な手法は、ＲＮＡ干渉を用いた標的遺伝子の条件付き
選択的ノックアウトによるものである。かかる方法で使用するヌクレオチドの効果的な生
成は、特許文献８に記載されている。
【００３０】
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　本発明の別の態様によれば、Ａｋｔ３関連病態の予防、阻害又は治療に有用な候補医薬
化合物を選択する方法が提供される。この方法は、試験細胞におけるＡｋｔ３の発現を選
択的に低下させるステップと、試験細胞を候補医薬化合物と接触させるステップと、該候
補医薬化合物のＡｋｔ３活性の阻害に対する効果を決定するステップと、を含む。
【００３１】
　本発明のさらなる態様によれば、Ａｋｔ３関連病態の予防、阻害又は治療に有用な化合
物を選択する方法が提供される。この方法は、インビトロ試験系においてＡｋｔ３の発現
を低レベルまで選択的に低下させるステップと、試験系を候補医薬化合物と接触させるス
テップと、Ａｋｔ３活性を阻害する候補医薬化合物を選択するステップと、を含む。
【００３２】
　本発明のさらなる態様によれば、Ａｋｔ３関連病態を有する対象を特定する方法が提供
される。この方法は、対象又は対象から得た試料におけるＡｋｔ３の発現レベル又は活性
レベルを評価するステップを含む。概して、対象又は対象から得た試料における発現レベ
ル又は活性レベルは、本明細書に記載されるように、対照試料と比較して決定することが
できる。
【００３３】
　本発明のさらなる態様によれば、転移性癌又は薬物耐性癌を発症する特定のリスクを有
する対象を特定する方法が提供される。この方法は、対象又は対象から得た試料における
Ａｋｔ３の発現レベル又は活性レベルを評価するステップを含み、Ａｋｔ３の発現レベル
又は活性レベルの増加が、該対象の転移性癌又は薬物耐性癌発症リスクの増加を示す。
【００３４】
　本発明のさらなる態様によれば、対象における癌幹細胞（Cancer　Stem　Cell：ＣＳＣ
）の存在を特定する方法が提供される。この方法は、対象又は対象から得た試料における
Ａｋｔ３の発現レベル又は活性レベルを決定するステップを含み、Ａｋｔ３の発現レベル
又は活性レベルの増加が、ＣＳＣの存在を示す。
【００３５】
　本発明のさらなる態様によれば、ＥＭＴが起きている対象を特定する方法が提供される
。この方法は、対象又は対象から得た試料におけるＡｋｔ３の発現レベル又は活性レベル
を決定するステップを含み、Ａｋｔ３の発現レベル又は活性レベルの増加が、ＥＭＴの発
生を示す。
【００３６】
　本発明のさらなる態様によれば、対象における癌関連転帰を予知する方法が提供される
。この方法は、対象又は対象から得た試料におけるＡｋｔ３活性又は発現を評価するステ
ップを含む。
【００３７】
　一部の実施形態では、対照試料対比のＡｋｔ３活性又は発現の増加が、癌治療剤による
治療に対する感受性、例えばＥＭＴを阻害する又は逆転する能力の指標となる。薬剤は、
本明細書に記載されるように、例えばＡｋｔ３阻害薬又はＡｘｌ阻害薬であってもよい。
【００３８】
　本発明のさらなる態様によれば、Ａｘｌ活性を特定する方法が提供される。この方法は
、対象又は対象から得た試料におけるＡｋｔ３の発現レベル又は活性レベルを決定するス
テップを含み、Ａｋｔ３の活性レベル又は発現レベルの増加はＡｘｌ活性と相関する。
【００３９】
　予想外にも、Ａｋｔ３の発現レベル又は活性レベルがＡｋｔ２の発現レベル又は活性レ
ベルと逆相関することが見出された。本発明の方法及び使用は、対象又は対象から得た試
料におけるＡｋｔ２の発現レベル又は活性レベルを評価するステップを含む。Ａｋｔ２の
発現レベル又は活性レベルの低下は、（ｉ）対象がＡｋｔ３関連病態を有すること、（ｉ
ｉ）転移性癌又は薬物耐性癌の発症リスクの増加、（ｉｉｉ）癌幹細胞の存在及び／又は
（ｉｖ）ＥＭＴの発生、を示すことができる。
【００４０】
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　一部の実施形態では、Ａｋｔ２とＡｋｔ３の両方の発現レベル又は活性レベルが評価さ
れる。２つの逆相関するバイオマーカーを評価することにより、アッセイの信頼度を高め
ることができる
【００４１】
　一部の実施形態では、Ａｋｔ３の発現レベルは、Ａｋｔ３をコードする遺伝子のコピー
数を対照試料と比較して決定することにより評価される。ここで、コピー数の増加は、Ａ
ｋｔ３の発現レベルの増加を示す。コピー数（即ち遺伝子複製イベント）は、当該技術分
野において既知の標準技法、例えばＪｉａｎｇ他（非特許文献８）に記載されるようなＤ
ＮＡチップを使用して、決定することができる。
【００４２】
　一部の実施形態では、Ａｋｔ３（又はＡｋｔ２）の発現レベルは、Ａｋｔ３（又はＡｋ
ｔ２）のタンパク質レベル又はｍＲＮＡレベルを決定することにより評価される。タンパ
ク質レベル及びｍＲＮＡレベルの決定方法は当該技術分野において既知であり、本明細書
に記載される。
【００４３】
　一部の実施形態では、Ａｋｔ３活性は、Ａｋｔ３のリン酸化を決定することにより評価
され、ここでＡｋｔ３のリン酸化は活性Ａｋｔ３を示す。Ａｋｔ３リン酸化は、本明細書
に記載されるように、セリン４７２で決定されてもよい。代替又は追加として、リン酸化
は、スレオニン３０５及び／又はチロシン１７４で決定されてもよい。この番号はＡｋｔ
３配列を参照する。すなわち、対応するＡｋｔ１残基は、それぞれＳ４７３、Ｔ３０８及
びＹ１７６である。
【００４４】
　理論によって限定されるものではないが、スレオニン３０５におけるリン酸化は、チロ
シン１７４及びセリン４７２におけるリン酸化及びＡｋｔ３の活性化をもたらす核へのＡ
ｋｔ３の局在化において重要であると考えられる。一部の実施形態では、Ａｋｔ３活性は
、Ａｋｔ３タンパク質の細胞内局在性を決定することにより評価され、ここで核における
局在が活性Ａｋｔ３を示す。
【００４５】
　一部の実施形態では、Ａｋｔ３活性は、下流標的、例えばＥＭＴに関連する遺伝子の発
現レベルを決定することにより評価される。さらなる実施形態では、Ａｋｔ３キナーゼ活
性が、例えばＴｕｏｍｉ他（非特許文献９）に記載されるように、基質タンパク質（例え
ばＳＮＡＩＬ）又はペプチドのリン酸化を決定することにより評価されてもよい。
【００４６】
　本発明の別の態様によれば、Ａｋｔ３関連病態を有する対象を治療する方法が提供され
る。この方法は、Ａｋｔ３阻害薬又は本発明の第１の態様に係る方法により得られる候補
化合物として選択されるか若しくは該候補化合物に由来する医薬化合物に、対象を接触さ
せるステップを含む。
【００４７】
　本発明のさらなる態様は、対象におけるＥＭＴを阻害する方法を含む。この方法は、Ａ
ｋｔ３活性の阻害能を有する化合物に対象を接触させるステップを含む。
【００４８】
　本発明のさらなる態様は、対象における癌幹細胞を阻害する方法を提供する。この方法
は、Ａｋｔ３活性の阻害能を有する化合物に対象を接触させるステップを含む。
【００４９】
　本発明はまた、癌を有する対象における薬剤耐性を予防又は阻害する方法を提供する。
この方法は、Ａｋｔ３活性の阻害能を有する化合物に対象を接触させるステップを含む。
【００５０】
　本発明はまた、Ａｋｔ３関連病態、例えば癌の治療におけるＡｋｔ３阻害薬の使用を提
供する。
【００５１】
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　本発明はまた、ＥＭＴの阻害におけるＡｋｔ３阻害薬の使用を提供する。
【００５２】
　本発明はまた、本明細書に記載されるような治療方法に使用されるＡｋｔ３阻害薬を提
供する。
【００５３】
　本発明のさらなる態様によれば、癌を有する対象における薬剤耐性の予防、阻害又は治
療における、Ａｋｔ３活性の阻害能を有する化合物の使用が提供される。この方法は、Ａ
ｋｔ３活性の阻害能を有する化合物に対象を接触させるステップを含む。
【００５４】
　本発明における方法により特定されるＡｋｔ３阻害薬又は本発明における方法又は使用
において使用されるＡｋｔ３阻害薬は、単剤療法として使用されてもよいし、以下に記載
するような他の癌治療との併用療法で使用されてもよい。
【００５５】
　好適な化学療法剤としては、以下が挙げられる。すなわち、
　スルホン酸アルキル（例えばブスルファン）等のアルキル化剤、
　ナイトロジェンマスタード（例えばクロラムブシル、シクロホスファミド、エストラム
スチン、イホスファミド、メクロレタミン、メルファラン、ウラムスチン）、エチレンイ
ミン誘導体（例えばチオテパ）、
　ニトロソウレア（例えばカルムスチン、ロムスチン、ストレプトゾシン）、トリアゼン
（例えばダカルバジン、プロカルバジン、テモゾロミド）、
　白金化合物（例えばシスプラチン、カルボプラチン、オキサリプラチン、サトラプラチ
ン、ピコプラチン、オンナプラチン（ｏｎｎａｐｌａｔｉｎ）、テトラプラチン、スプリ
オプラチン（ｓｐｒｉｏｐｌａｔｉｎ）、イプロプラチン、クロロ（ジエチレンジアミノ
）－白金（ＩＩ）クロリド、ジクロロ（エチレンジアミノ）－白金（ＩＩ）、ジアミノ（
２－エチルマロナト）白金（ＩＩ）、（１，２－ジアミノシクロヘキサン）マロナト白金
（ＩＩ）、（４－カルボキシフタロ）－（１，２－ジアミノシクロヘキサン）白金（ＩＩ
）、（１，２－ジアミノシクロヘキサン）－（イソシトラト）白金（ＩＩ）、（１，２－
ジアミノシクロヘキサン）－ｃｉｓ－（ピルバト）白金（ＩＩ））、
　抗葉酸剤（例えばメトトレキサート、ペメトレキセド、ラルチトレキセド、トリメトレ
キサート）等の代謝拮抗薬、
　ピリミジン類似体（例えばアザシチジン、カペシタビン、シタラビン、エダトレキサー
ト、フロクスウリジン、フルオロウラシル、ゲムシタビン、トロキサシタビン）、
　プリン類似体（例えばクラドリビン、クロロデオキシアデノシン、クロファラビン、フ
ルダラビン、メルカプトプリン、ペントスタチン、チオグアニン）、
　抗腫瘍抗生物質（例えばブレオマイシン、ダクチノマイシン、ミトラマイシン、マイト
マイシン、ミトキサントロン、ポルフィロマイシン）、アントラサイクリン（例えばダウ
ノルビシン、ドキソルビシン、エピルビシン、イダルビシン、バルルビシン）等の天然生
成物、
　有糸分裂阻害薬（例えばビンカアルカロイド、ビンブラスチン、ビンベシル（ｖｉｎｖ
ｅｓｉｒ）、ビンクリスチン、ビンデシン、ビノレルビン）、
　酵素（例えばＬ－アスパラギナーゼ、ＰＥＧ－Ｌ－アスパラギナーゼ）、
　微小管ポリマー安定剤（例えばタキサン、パクリタキセル、ドセタキセル）、
　トポイソメラーゼＩ阻害薬（例えばカンプトテシン、イリノテカン、トポテカン）、
　トポイソメラーゼＩＩ阻害薬（例えばポドフィロトキシン、アムサクリン、エトポシド
、テニポシド、ロソキサントロン、アクチノマイシン）、
　アンドロゲン（例えばフルオキシメステロン、テストラクトン）等のホルモン及びホル
モン拮抗薬、
　抗アンドロゲン薬（例えばビカルタミド、シプロテロン、フルタミド、ニルタミド）、
　コルチコステロイド（例えばデキサメタゾン、プレドニゾン）、
　アロマターゼ阻害薬（例えばアミノグルテチミド、アナストロゾール、エキセメスタン
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、ホルメスタン、レトロゾール）、
　エストロゲン（例えばジエチルスチルベストロール）、
　抗エストロゲン薬（例えばフルベストラント、ラロキシフェン、タモキシフェン、トレ
ミフェン）、
　黄体形成ホルモン放出ホルモン（ＬＨＲＨ）作用薬及び拮抗薬（例えばアバレリックス
、ブセレリン、ゴセレリン、ロイプロリド、ヒストレリン、デスロレリン、酢酸ナファレ
リン、トリプトレリン）、
　プロゲスチン（例えば酢酸メドロキシプロゲステロン、酢酸メゲストロール）、
　甲状腺ホルモン（例えばレボチロキシン、リオチロニン）、
　ＰＫＢ経路阻害薬（例えばペリホシン、エンザスタウリン塩酸塩、トリシリビン）、
　Ｐ１３Ｋ阻害薬（例えばセマフォア（ｓｅｍａｐｈｏｒｅ）、ＳＦ１１２６）、
　ＭＴＯＲ阻害薬（例えばラパマイシン及び類似体）、
　ＣＤＫ阻害薬（例えばセリシクリブ、アルボシジブ、７－ヒドロキシスタウロスポリン
）、
　ＣＯＸ－２阻害薬（例えばセレコキシブ）、
　ＨＤＡＣ阻害薬（例えばトリコスタチンＡ、スベロイルアニリドヒドロキサム酸、クラ
ミドシン）、
　ＤＮＡメチラーゼ阻害薬（例えばテモゾロミド）、
　その他の薬剤（例えばアルトレタミン、三酸化ヒ素、サリドマイド、レナリドマイド、
硝酸ガリウム、レバミゾール、ミトタン、ヒドロキシウレア、オクトレオチド、プロカル
バジン、スラミン、光線力学的化合物（メトキサレン、ポルフィマーナトリウム等）、プ
ロテアソーム阻害薬（ボルテゾミブ等））、
　等が挙げられる。
【００５６】
　分子標的療法剤としては、以下が挙げられる。すなわち、
　遺伝子療法剤等の機能性治療剤、
　アンチセンス療法剤、
　チロシンキナーゼ阻害薬（例えばエルロチニブ塩酸塩、ゲフィチニブ、メシル酸イマチ
ニブ、セマクサニブ）、
　Ｒａｆ阻害薬（例えばソラフェニブ）、
　レチノイド、レキシノイド等の遺伝子発現修飾物質（例えばアダパレン、ベキサロテン
、ｔｒａｎｓ－レチノイン酸、９－ｃｉｓ－レチノイン酸、Ｎ－（４－ヒドロキシフェニ
ル）レチンアミド）、
　モノクローナル抗体（例えばアレムツズマブ、ベバシズマブ、セツキシマブ、イブリツ
モマブチウキセタン、リツキシマブ、トラスツズマブ）、免疫毒素（例えばゲムツズマブ
オゾガマイシン）、放射性免疫複合体（例えばＩ－トシツモマブ（ｔｏｓｉｔｕｍｏｂａ
ｂ））等の表現型特異的療法剤、
　癌ワクチン、
　等が挙げられる。
【００５７】
　生物学的療法剤としては、以下が挙げられる。すなわち、
　インターフェロン（例えばインターフェロン－［α］２ａ、インターフェロン－［α］
２ｂ）、
　インターロイキン（例えばアルデスロイキン、デニロイキンジフチトクス、オプレルベ
キン）、
　等が挙げられる。Ａｘｌ阻害剤としては、例えば、１－（６，７－ジヒドロ－５Ｈ－ベ
ンゾ［６，７］シクロヘプタ［１，２－ｃ］ピリダジン－３－イル）－Ｎ３－（（７－（
Ｓ）－ピロリジン－１－イル）－６，７，８，９－テトラヒドロ－５Ｈ－ベンゾ［７］ア
ヌレン－２－イル）－１Ｈ－１，２，４－トリアゾール－３，５－ジアミン（ＢＧＢ３２
４／Ｒ４２８）、ＣＨ５４５１０９８（Ｒｏｃｈｅ）、並びに特許文献９、特許文献１０
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及び特許文献１１（参照により本明細書に援用される）に記載されるＡｘｌ阻害薬等が挙
げられる。
【００５８】
　癌細胞に対してする作用することが意図されるこれらの薬剤に加え、抗癌療法には、保
護剤又は補助剤の使用が含まれる。該保護剤又は補助剤には、
　細胞保護剤（例えばアミホスチン、デクスラゾキサン）、
　ホスホン酸塩（例えばパミドロネート、ゾレドロン酸）、
　刺激因子（例えばエポエチン、ダルベポエチン、フィルグラスチム、ＰＥＧ－フィルグ
ラスチム、サルグラモスチム）、
　等が含まれる。
【００５９】
　多くの併用化学療法レジメン、例えば、カルボプラチン／パクリタキセル、カペシタビ
ン／ドセタキセル、フルオロウラシル（ｆｌｕｏｒａｕｒａｃｉｌ）／レバミゾール、フ
ルオロウラシル（ｆｌｕｏｒａｕｒａｃｉｌ）／ロイコボリン、メトトレキサート／ロイ
コボリン、及びトラスツズマブ／パクリタキセルの組み合わせであって、単独か、又はカ
ルボプラチンなどとさらに併用するものが、当該技術分野で知られている。
【００６０】
　本発明のさらなる態様によれば、Ａｋｔ３関連病態の治療対象として、患者、好ましく
はヒトの患者を選択する方法が提供される。この方法は、Ａｋｔ３の活性又は発現が上昇
した患者を特定するステップと、特定された患者を治療対象として選択するステップと、
を含む。患者は、本明細書に記載されるような本発明の方法により特定されてよい。
【００６１】
　好ましくは、Ａｋｔ３関連病態は癌である。癌は、以下の癌の１つ以上であってよい。
すなわち、白血病（例えば急性白血病、急性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病（骨髄芽
球性白血病、前骨髄球性白血病、骨髄単球性白血病、単球性白血病、赤白血病、骨髄異形
成症候群等）、慢性白血病（慢性骨髄性（顆粒性）白血病、慢性リンパ性白血病、ヘアリ
ー細胞白血病等））、真性赤血球増加症、リンパ腫（ホジキン病、非ホジキン病等）、多
発性骨髄腫（くすぶり型多発性骨髄腫、非分泌性骨髄腫、骨硬化性骨髄腫、形質細胞性白
血病、孤立性形質細胞腫、髄外性形質細胞腫等）、ワルデンシュトレームマクログロブリ
ン血症、意義不明の単クローン性免疫グロブリン血症、良性単クローン性免疫グロブリン
血症、重鎖病、骨及び結合組織の肉腫（骨肉腫、骨肉腫、軟骨肉腫、ユーイング肉腫、悪
性巨細胞腫、骨線維肉腫、脊索腫、骨膜性肉腫、軟部組織肉腫、血管肉腫（ａｎｇｉｏｓ
ａｒｃｏｍａ）（血管肉腫（ｈｅｍａｎｇｉｏｓａｒｃｏｍａ））、線維肉腫、カポジ肉
腫、平滑筋肉腫、脂肪肉腫、リンパ管肉腫、転移性癌、神経鞘腫、横紋筋肉腫、滑膜肉腫
等）、脳腫瘍（神経膠腫、星状細胞腫、脳幹神経膠腫、上衣腫、乏突起膠腫、非神経膠腫
、聴神経鞘腫、頭蓋咽頭腫、髄芽腫、髄膜腫、松果体細胞腫、松果体芽細胞腫、原発性脳
リンパ腫等）、乳癌（腺癌、小葉（小細胞）癌、腺管内癌、髄様乳癌、粘液性乳癌、管状
乳癌、乳頭癌、原発性癌、パジェット病、炎症性乳癌等）、副腎癌（褐色細胞腫、副腎皮
質癌等）、甲状腺癌（乳頭様又は濾胞性甲状腺癌、甲状腺髄様癌、未分化甲状腺癌等）、
膵癌（インスリノーマ、ガストリノーマ、グルカゴノーマ、ビポーマ、ソマトスタチン産
生腫瘍、カルチノイド又は膵島細胞腫等）、下垂体癌（クッシング病、プロラクチン産生
腫瘍、先端巨大症、尿崩症等）、眼癌（眼メラノーマ（例えば虹彩メラノーマ、脈絡膜メ
ラノーマ、毛様体メラノーマ）、網膜芽細胞腫等）、腟癌（扁平上皮癌、腺癌、黒色腫）
、外陰癌（扁平上皮癌、黒色腫、腺癌、基底細胞癌、肉腫、パジェット病等）、子宮頸癌
（扁平上皮癌、腺癌等）、子宮癌（子宮内膜癌、子宮肉腫等）、卵巣癌（卵巣上皮癌、境
界型腫瘍、胚細胞腫瘍、間質性腫瘍等）、食道癌（扁平上皮癌、腺癌、腺様嚢胞癌、粘表
皮癌、腺扁平上皮癌、肉腫、黒色腫、形質細胞腫、いぼ状癌、燕麦細胞（小細胞）癌等）
、胃癌（腺癌、菌状（ポリープ状）、潰瘍性、表在拡大型、びまん性散在性、悪性リンパ
腫、脂肪肉腫、線維肉腫、癌肉腫等）、結腸癌、直腸癌、肝癌（肝細胞癌、肝芽腫等）、
胆嚢癌（腺癌等）、胆管癌（乳頭状、結節性、びまん性等）、肺癌（非小細胞肺癌、扁平
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上皮癌（類表皮癌）、腺癌、大細胞癌、小細胞肺癌等）、精巣癌（生殖細胞腫瘍、セミノ
ーマ、未分化、古典的（典型的）、精母細胞性、非セミノーム性、胚性癌腫、奇形癌腫、
絨毛癌（ヨークザック腫瘍）等）、前立腺癌（腺癌、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫等）、性器
癌（陰茎癌等）、口腔癌（扁平上皮癌等）、基底癌、唾液腺癌（腺癌、粘表皮癌、腺様嚢
胞癌等）、咽頭癌（扁平上皮癌、いぼ状等）、皮膚癌（基底細胞癌、扁平上皮癌及び黒色
腫、表在拡大型黒色腫、結節型黒色腫、黒子型悪性黒色腫、末端性黒子性黒色腫等）、腎
癌（腎細胞癌、腺癌、副腎腫、線維肉腫、移行細胞癌（腎盂及び／又は子宮）等）、ウィ
ルムス腫瘍、膀胱癌（移行上皮癌、扁平上皮癌、腺癌、癌肉腫等）のうちの１以上であっ
てよい。加えて、癌には、粘液肉腫、骨肉腫、内皮肉腫、リンパ管内皮肉腫、中皮腫、滑
膜腫、血管芽細胞腫、上皮癌、嚢胞腺癌、気管支原性肺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳頭癌、
乳頭腺癌等が含まれる。好ましくは、癌は、乳癌、黒色腫、前立腺癌、卵巣癌、結腸直腸
癌、肺癌又は神経膠腫から選択される。より好ましくは、癌は転移性乳癌である。
【００６２】
　転移性癌の治療は、原発腫瘍がどこに位置するかに依存する。例えば乳癌が肺に広がる
場合、それは依然として乳癌であり、治療は、乳房の範囲内の転移性癌原発部位により決
定され、それが現在肺にあるということによって決定されるのではない。時間全体の約５
パーセントは転移性癌が発見されるが、原発腫瘍は特定することができない。このような
転移性癌の治療は、その原発部位でなく、その位置に左右される。転移性癌は、原発腫瘍
の組織（分かる場合）により命名される。例えば、脳に広がった乳癌は、脳への転移性乳
癌と呼ばれる。
【００６３】
　本発明の方法により特定又は選択された患者は、治療されてもよいし、治療対象として
選択されてもよい。例えば、Ａｋｔ３発現が原発腫瘍で上方制御されることが示された場
合、これを用いて転移確率の増加を推測することができる。この情報は、治療の選択肢、
即ちより積極的な外科的抗癌治療、化学療法的抗癌治療又は放射線療法的抗癌治療、例え
ば根治的乳房切除術に向けた指針として使用することができる。一部の実施形態では、治
療は、任意選択で本明細書に記載される治療剤又は当該技術分野において公知のさらなる
治療剤と組み合わせた、Ａｋｔ３及び／又はＡｘｌ阻害薬の投与を含む。好ましくは、Ａ
ｘｌ阻害薬はＢＧＢ３２４／Ｒ４２８である。
【００６４】
　本発明はまた、ＥＭＴの阻害薬に対して感受性を示す細胞株を提供する。この細胞株は
、ＥＭＴを妨げるには不十分なＡｋｔ３発現レベルを有する。好ましくは、細胞株はヒト
細胞株である。
【００６５】
　本発明はまた、Ａｋｔ３活性を阻害する化合物を特定する方法を提供する。この方法は
、本発明に係る細胞株由来の細胞を試験化合物に接触させるステップと、細胞におけるＡ
ｋｔ３活性の阻害を決定するステップと、を含む。
【００６６】
　本発明の一態様は、対象における上皮間葉転換（Epitherial－to－Mesenchymal　Trans
ition：ＥＭＴ）の発生を検出するためのバイオマーカーとしてのＡｋｔ３の使用に関す
る。一部の実施形態では、ＥＭＴの発生は、Ａｋｔ３の発現及び／又は活性化の増加によ
り示される。
【００６７】
　遠隔部位への転移は、固形腫瘍による死亡の最も一般的な原因である（Ｇｕｐｔａ　２
００６，Ｓｐｏｒｎ　１９９６）。これを達成するため、腫瘍細胞は上皮の拘束を捨て、
結合複合体を再定義し、浸潤運動性を獲得することにより、基底膜境界を突破する。次に
、このような転移性細胞はリンパ及び血行循環へと血管内侵入し、身体の遠隔部位に広が
る。これらの転移性細胞のごく一部が毛細血管壁を通って血管外遊出することに成功し、
まれな例では異組織間質を定着させる（Ｗｅｉｎｂｅｒｇ他）。この悪性の過程は、上皮
間葉転換（ＥＭＴ）、即ち、原腸形成及び器官形成の間に上皮細胞が一過性に間葉表現型
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をとり、単細胞が浸潤性の移動により上皮層から離れることが可能となる発生プログラム
によって促進される（Ｈａｌｌ，１９８５；Ｔｈｉｅｒｒｙ，２００２）。ＥＭＴプログ
ラムは、Ｔｗｉｓｔ、Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ、Ｚｅｂ２等の転写調節因子の発現を誘導す
るモルフォゲンシグナル伝達経路のコンテクストによる活性化により惹起され、これらの
転写調節因子により、結合複合体タンパク質の発現が変化する（Ｔｈｉｅｒｙ　ａｎｄ　
ＳＬｅｅｍａｎ、２００６）。ＥＭＴ遺伝子発現プロファイルは、表現型シフト、Ｅ－カ
ドヘリン及びサイトケラチンの抑制と、ビメンチン及びＮ－カドヘリンの誘導を反映する
（Ｗｅｉｎｂｅｒｇ他、２００７）。
【００６８】
　用語「マーカー」又は「バイオマーカー」は、本明細書では、上皮間葉転換（ＥＭＴ）
が起こったときに、細胞又は哺乳動物に由来する試料中におけるその発現が変化し又は調
節される（例えば上方制御又は下方制御される）遺伝子又はタンパク質を指して使用され
る。バイオマーカーがタンパク質である場合、発現の調節又は変化は、種々の翻訳後修飾
を介した調節を包含する。
【００６９】
　翻訳後修飾は、タンパク質分解切断によるか又は１つ以上のアミノ酸に対する修飾基の
付加によりタンパク質の特性を変化させる共有結合性のプロセシングイベントである。一
般的な翻訳後修飾には、リン酸化、アセチル化、メチル化、アシル化、グリコシル化、Ｇ
ＰＩアンカー、ユビキチン化などが含まれる。かかる修飾及び検出方法のレビューは、非
特許文献１０を参照することができる。
【００７０】
　また、本明細書には、Ａｘｌの発現及び／又は活性化を検出するためのバイオマーカー
としてのＡｋｔ３の使用が提供される。ここで、Ａｘｌの発現及び／又は活性化の増加は
、Ａｋｔ３の発現及び／又は活性化の増加により示される。
【００７１】
　用語「発現」は、遺伝子のＤＮＡ鋳型を転写して対応するｍＲＮＡを産生し、このｍＲ
ＮＡを翻訳して対応する遺伝子産物（即ち、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質）を
産生することと、翻訳後修飾を受けた場合もあり得る１以上の形態のタンパク質の「発現
」とを指す。
【００７２】
　遺伝子発現等の発現レベルの検出は、当該技術分野において公知の方法のいずれか１つ
により、特にマイクロアレイ解析、ウエスタンブロッティング又はＱＰＣＲ等のＰＣＲ技
法により行われてよい。発現の変化はまた、本明細書に記載されるようにＥＬＩＳＡ、Ｐ
ＥＴ、ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ等の方法を用いて、また、２Ｄゲル電気泳動などのさら
なる解析手法を用いて、試料のタンパク質含量を分析することによって検出されてもよい
。このような技法は、選択的な翻訳後修飾された形態のタンパク質の形で発現の変化を検
出するのに特に有用であり得る。
【００７３】
　好適な試料としては、限定はされないが、組織試料（生検、血液、尿、口腔内擦過物等
）、血清、血漿、組織培養上清試料等が挙げられる。一実施形態において、遺伝子発現は
好ましくは、腫瘍細胞（乳癌、肺癌、胃癌、頭頸部癌、結腸直腸癌、腎癌、膵癌、子宮癌
、肝癌、膀胱癌、子宮内膜癌、前立腺癌等）及び白血病に由来する細胞又はリンパ球等の
血球細胞、好ましくはＰＢＭＣなどの末梢リンパ球に由来する細胞において検出される。
【００７４】
　血清中、詳細には患者の血漿試料中のタンパク質の検出では、試料が採取され、本明細
書に記載されるように、フローサイトメトリー、ＥＬＩＳＡ、ＰＥＴ、ＳＥＬＤＩ－ＴＯ
Ｆ　ＭＳなどのタンパク質解析手法に供される。
【００７５】
　好ましい一実施形態において、この方法は、前記試料からＲＮＡを抽出するステップと
、ＱＰＣＲにより遺伝子発現を検出するステップと、を含む。
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【００７６】
　一実施形態では、タンパク質産物を例えばウエスタンブロットにより検出することによ
り、遺伝子発現が検出される。
【００７７】
　本発明のさらなる態様は、試料において上皮間葉転換（ＥＭＴ）の発生を検出する方法
を提供する。前記方法は、細胞、細胞群、動物モデル又はヒトから単離された試料におけ
る対照試料対比のＡｋｔ３の発現レベル又は活性化レベルを決定するステップを含み、こ
こで対照試料対比のＡｋｔ３の発現レベル又は活性化レベルの増加が、上皮間葉転換（Ｅ
ＭＴ）の発生の指標となる。
【００７８】
　本発明のさらなる態様は、上皮間葉転換（ＥＭＴ）を阻害又は逆転する能力を有する薬
剤を特定する方法に関する。この方法は、細胞、細胞群又は動物モデルに前記薬剤を投与
するステップと、Ａｋｔ３の活性化及び／又は発現をモニタリングするステップと、を含
む。
【００７９】
　一実施形態において、この方法は、
　（ｉ）ヒトにではなく、細胞、細胞群又は動物モデルに薬剤を投与するステップと、
　（ｉｉ）処理済み及び未処理の細胞又は動物モデルに由来する試料において、Ａｋｔ３
発現及び／又はＡｋｔ３活性化を測定するステップと、
　（ｉｉｉ）上皮間葉転換（ＥＭＴ）を阻害又は逆転する能力の指標として、未処理試料
と比較して、処理済み試料におけるＡｋｔ３の発現及び／又は活性化の増加を検出するス
テップと、
　を含む。
【００８０】
　一部の実施形態では、動物モデルはヒトではない。
【００８１】
　一部の実施形態では、Ａｋｔ３の発現レベルは、Ａｋｔ３をコードする遺伝子のコピー
数を対照試料と比較して決定することにより評価され、ここでコピー数の増加は、Ａｋｔ
３の発現レベルの増加を示す。
【００８２】
　一部の実施形態では、Ａｋｔ３の発現レベルは、Ａｋｔ３のタンパク質レベル又はｍＲ
ＮＡレベルを決定することにより評価される。
【００８３】
　一部の実施形態では、Ａｋｔ３活性は、Ａｋｔ３のリン酸化を決定することにより評価
され、ここでＡｋｔ３のリン酸化はＡｋｔ３活性を示す。Ａｋｔ３リン酸化は、本明細書
に記載されるように、セリン４７２で決定されてよい。代替又は追加として、リン酸化は
、スレオニン３０５及び／又はチロシン１７４で決定されてもよい。
【００８４】
　一部の実施形態では、Ａｋｔ３活性は、Ａｋｔ３タンパク質の細胞内局在性を決定する
ことにより評価され、ここで核における局在は活性Ａｋｔ３を示す。
【００８５】
　一部の実施形態では、Ａｋｔ３活性は、下流標的、例えばＥＭＴに関連する遺伝子の発
現レベルを決定することにより評価される。さらなる実施形態において、Ａｋｔ３キナー
ゼ活性が、例えば非特許文献９に記載されるように、基質タンパク質（例えばＳＮＡＩＬ
）又はペプチドのリン酸化を決定することにより評価されてもよい。
【００８６】
　Ａｋｔ３
　Ａｋｔ３（ＰＫＢγとしても知られる）は、ヒトにおいて２つのアイソフォーム、即ち
アイソフォーム１及びアイソフォーム２で存在する。「カノニカル」な配列であるアイソ
フォーム１（Ｑ９Ｙ２３、バージョン１）の配列は、以下のとおりである。
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【化１】

【００８７】
　アイソフォーム２は以下の配列を有する。
【化２】

【００８８】
　遺伝子／タンパク質マーカーの発現変化の測定
　遺伝子及びタンパク質の発現レベルは、複数の異なる技法を用いて決定されてよい。
【００８９】
　（ａ）ＲＮＡレベルにおいて
　遺伝子発現はＲＮＡレベルで検出することができる。ＲＮＡは、例えば、酸性フェノー
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ル／グアニジンイソチオシアネート抽出（ＲＮＡｚｏｌ　Ｂ；Ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）、
ＲＮｅａｓｙ　ＲＮＡ調製キット（Ｑｉａｇｅｎ）又はＰＡＸｇｅｎｅ（ＰｒｅＡｎａｌ
ｙｔｉｘ、スイス）を使用することを含むＲＮＡ抽出技法を用いて細胞から抽出されてよ
い。リボ核酸ハイブリダイゼーションを利用する典型的なアッセイフォーマットとしては
、核ランオンアッセイ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＮアーゼ保護アッセイ（非特許文献１１）、ノ
ーザンブロッティング及びインサイチュハイブリダイゼーションが挙げられる。遺伝子発
現はまた、以下に記載するようにマイクロアレイ解析によっても検出することができる。
【００９０】
　ノーザンブロッティングは、初めに変性条件下でのアガロースゲルにおける電気泳動に
よってＲＮＡ試料をサイズで分離する。次にＲＮＡを膜に移し、標識プローブと架橋及び
ハイブリダイズさせる。非同位体又は高比活性放射標識プローブを、ランダムプライミン
グされるか、ニックトランスレーションされるか、又はＰＣＲ生成されたＤＮＡプローブ
、インビトロ転写ＲＮＡプローブ、及びオリゴヌクレオチドを含め、使用することができ
る。加えて、一部のみ相同性を有する配列（例えば、異なる種由来のｃＤＮＡ又はエクソ
ンを含み得るゲノムＤＮＡ断片）を、プローブとして使用してもよい。
【００９１】
　ヌクレアーゼ保護アッセイ（リボヌクレアーゼ保護アッセイ及びＳ１ヌクレアーゼアッ
セイの両方を含む）は、特異的なｍＲＮＡを検出及び定量化するための極めて感度の高い
方法を提供する。ＮＰＡの基本は、アンチセンスプローブ（放射性標識又は非同位体）と
ＲＮＡ試料との溶液ハイブリダイゼーションである。ハイブリダイゼーション後、一本鎖
のハイブリダイズされていないプローブ及びＲＮＡがヌクレアーゼによって分解される。
残りの保護された断片がアクリルアミドゲルで分離される。ＮＰＡは、いくつかのＲＮＡ
種の同時検出を可能にする。
【００９２】
　インサイチュハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）は、細胞又は組織において特定のｍＲ
ＮＡを局在化させるための強力で多目的なツールである。細胞又は組織内でプローブのハ
イブリダイゼーションが行われる。手順全体にわたり細胞構造が維持されるため、ＩＳＨ
は、組織試料内のｍＲＮＡの局在に関する情報を提供する。
【００９３】
　この手順は、中性緩衝ホルマリン中に試料を固定し、組織をパラフィン包埋することか
ら始まる。次に試料を薄切片にスライスし、顕微鏡スライドにマウントする。或いは、組
織は切片化し、凍結し、パラホルムアルデヒドに後固定してもよい。一連の洗浄により切
片を脱ろう及び再水和した後、プロテイナーゼＫ消化を実施してプローブの接触し易さを
高め、次に標識プローブを試料切片とハイブリダイズさせる。スライド上で乾燥させた液
膜により放射標識プローブを視覚化し、一方、非同位体標識プローブを好都合には比色試
薬又は蛍光試薬により検出する。この後者の検出方法は、蛍光インサイチュハイブリダイ
ゼーション（ＦＩＳＨ）の基礎である。
【００９４】
　用いることのできる検出方法としては、放射性標識、酵素標識、化学発光標識、蛍光標
識及び他の好適な標識が挙げられる。
【００９５】
　典型的には、ＲＴ－ＰＣＲを使用してＲＮＡ標的を増幅する。このプロセスでは、逆転
写酵素を使用してＲＮＡを相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）に変換し、次にこれを増幅して検出を
促進することができる。相対定量ＲＴ－ＰＣＲには、内部標準を目的の遺伝子と同時に増
幅することが含まれる。内部標準を使用して試料を正規化する。正規化後、全試料にわた
って特定のｍＲＮＡの相対存在量の直接比較を行うことができる。一般に用いられる内部
標準としては、例えば、ＧＡＰＤＨ、ＨＰＲＴ、アクチン及びシクロフィリンが挙げられ
る。
【００９６】
　多くのＤＮＡ増幅方法が知られており、そのほとんどは酵素連鎖反応（ポリメラーゼ連
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鎖反応、リガーゼ連鎖反応、又は自家持続配列複製法など）に頼るものか、又はそれがク
ローニングされたベクターの全て又は一部の複製によるものである。
【００９７】
　多くの標的及びシグナル増幅法（ＴＡＳ）が、文献、例えば非特許文献１２及び非特許
文献１３におけるこれらの方法の総論的レビューに記載されている。
【００９８】
　ＰＣＲは、とりわけ特許文献１２及び特許文献１３に記載される核酸増幅法である。Ｐ
ＣＲを使用することにより、診断のコンテクストにおいてあらゆる既知の核酸を増幅する
ことができる（非特許文献１４）。自家持続配列複製法（３ＳＲ）はＴＡＳの変化形であ
り、これには、逐次的な逆転写酵素（ＲＴ）ラウンドを介した核酸鋳型の等温増幅、酵素
カクテル及び適切なオリゴヌクレオチドプライマーにより媒介されるポリメラーゼ及びヌ
クレアーゼ活性が関わる（非特許文献１５）。ライゲーション増幅反応又はライゲーショ
ン増幅系は、ＤＮＡリガーゼと、標的鎖毎に２つずつの、４つのオリゴヌクレオチドとを
使用する。この技法は、非特許文献１６により記載されている。Ｑβレプリカーゼ法では
、非特許文献１７により記載されるように、一本鎖ＲＮＡを複製するバクテリオファージ
Ｑβ用のＲＮＡレプリカーゼを使用して標的ＤＮＡを増幅する。
【００９９】
　定量的ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）は、試料中における転写物の相対量の決定を可能にする技
法である。ＱＰＣＲの好適な実施方法は、本明細書に記載される。
【０１００】
　本発明では選択的増幅法を利用することができる。例えば、ローリングサークル増幅（
非特許文献１８）は市販の増幅法であり（ＲＣＡＴ（商標））、これはＤＮＡポリメラー
ゼによって駆動され、等温条件下で線形的或いは幾何学的動力学で環状オリゴヌクレオチ
ドプローブを複製することができる。さらなる技法の鎖置換増幅（ＳＤＡ；非特許文献１
９）は、特定の標的に固有の特異的に定義された配列から始める。
【０１０１】
　本明細書で特定されるＡｋｔ３又はＡｋｔ２の発現の検出に好適なプローブは、好都合
には、検査キットの形で好適な容器にパッケージ化されてもよい。かかるキットでは、プ
ローブが固体支持体に結合していてもよく、ここでキットの設計のアッセイフォーマット
にはかかる結合が必要である。キットはまた、プローブする試料の処理、プローブと試料
中の核酸とのハイブリダイズに好適な試薬、対照試薬、説明書なども含んでよい。好適な
キットは、例えば、ＱＰＣＲ反応用のプライマー又はＦＩＳＨの実施用の標識プローブを
含んでよい。
【０１０２】
　（ｂ）ポリペプチドレベルにおいて
　遺伝子又はタンパク質発現の変化はまた、Ａｋｔ３又はＡｋｔ２遺伝子によりコードさ
れるポリペプチドを測定することによっても検出されてよい。これは、Ａｋｔ３又はＡｋ
ｔ２遺伝子によりコードされるポリペプチドに結合する分子を使用して達成することがで
きる。タンパク質の存在を検出するため直接、或いは間接的にポリペプチドと結合する好
適な分子／薬剤には、ペプチド及びタンパク質、例えば抗体などの天然に存在する分子が
含まれ、又はそれは合成分子であってもよい。
【０１０３】
　Ａｋｔ３又はＡｋｔ２遺伝子又はタンパク質に対する抗体は商業的供給元から得られて
もよく、又は当業者が熟知している技法を用いて得られてもよい。一実施形態において、
発現の変化が、翻訳後修飾された形態のタンパク質バイオマーカーの変化の発現によって
現れる場合、それらの種々の形態に特異的な抗体が使用されてよい。
【０１０４】
　抗体の産生方法は当業者に公知である。ポリクローナル抗体が望ましい場合、選択され
た哺乳動物（例えば、マウス、ウサギ、ヤギ、ウマ等）が、あるポリペプチドのエピトー
プを有する免疫原性ポリペプチドで免疫される。免疫動物の血清が採取され、公知の手順
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に従い処理される。ポリペプチドのエピトープに対するポリクローナル抗体を含有する血
清が他の抗原に対する抗体を含有する場合、そのポリクローナル抗体は、イムノアフィニ
ティークロマトグラフィーにより精製することができる。ポリクローナル抗血清の産生及
び処理技法は当該技術分野において公知である。より広い免疫原性反応を生じさせるため
、ポリペプチド又はその断片を、動物又はヒトにおける免疫原として使用される別のポリ
ペプチドとハプテン化してもよい。
【０１０５】
　ポリペプチドにおけるエピトープに対するモノクローナル抗体は、当業者が容易に生成
することもできる。ハイブリドーマによりモノクローナル抗体を作製するための一般的手
法が周知されている。細胞融合により、また、腫瘍原性ＤＮＡによるＢリンパ球の直接形
質転換、又はエプスタイン・バーウイルスによるトランスフェクションなどの他の技法に
よっても、不死化抗体産生細胞株を作成することができる。本発明のポリペプチドにおけ
るエピトープに対して産生されるモノクローナル抗体のパネルを、様々な特性；即ち、ア
イソタイプ及びエピトープ親和性に関してスクリーニングすることができる。
【０１０６】
　代替的な技法には、ファージディスプレイライブラリをスクリーニングすることが含ま
れ、ここで例えばファージは、多種多様の相補性決定領域（ＣＤＲ）を有するその外被の
表面上にｓｃＦｖ断片を発現する。この技法は当該技術分野において周知されている。
【０１０７】
　この発明の目的上、用語「抗体」は、反する旨が明記されない限り、全抗体、又は標的
抗原に対するその結合活性を保持する全抗体の断片を含む。かかる断片には、Ｆｖ、Ｆ（
ａｂ’）及びＦ（ａｂ’）２断片、並びに一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）が含まれる。さらに、
抗体及びその断片は、例えば特許文献１４に記載されるようなヒト化抗体であってもよい
。例えば、モノクローナル及びポリクローナル抗体、組換え抗体、抗体のタンパク質分解
性及び組換え断片（Ｆａｂ、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、ダイアボディ）、シングルドメイン抗体（
ＶＨＨ、ｓｄＡｂ、ナノボディ、ＩｇＮＡＲ、ＶＮＡＲ）、抗体と無関係なタンパク質で
あって抗体様特異的結合を有するように構成されているもの等がある。例を以下に挙げる
（名称とベースとなっているものを列挙する）。
　Ａｆｆｉｂｏｄｙ　プロテインＡ、Ｚドメイン　６ｋＤａ
　Ａｆｆｉｔｉｎ　Ｓａｃ７ｄ（スルホロブス・アシドカルダリウス（Ｓｕｌｆｏｌｏｂ
ｕｓ　ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ）由来）　７ｋＤａ
　Ａｎｔｉｃａｌｉｎ　リポカリン　２０ｋＤａ
　ＤＡＲＰｉｎ　アンキリン反復モチーフ　１４ｋＤａ
　Ｆｙｎｏｍｅｒ　Ｆｙｎ、ＳＨ３ドメイン　７ｋＤａ
　Ｋｕｎｉｔｚドメインペプチド　様々なプロテアーゼ阻害薬　６ｋＤａ
　モノボディ　フィブロネクチン
【０１０８】
　上記に記載したような免疫ブロット法などの標準的な実験技術を使用して、同じ細胞集
団における未処置細胞と比較したときのＡｋｔ３又はＡｋｔ２活性レベルの変化を検出す
ることができる。
【０１０９】
　遺伝子発現はまた、ポリペプチドの翻訳後プロセシング又は核酸の転写後修飾の変化を
検出することによって決定されてもよい。例えば、ポリペプチドの示差的リン酸化、ポリ
ペプチドの切断又はＲＮＡの選択的スプライシングなどを測定してよい。ポリペプチドな
どの遺伝子産物の発現、並びにその翻訳後修飾のレベルは、２Ｄポリアクリルアミドゲル
電気泳動などの有標のタンパク質アッセイ又は技術を使用して検出されてよい。
【０１１０】
　Ａｋｔ３又はＡｋｔ２発現の検出には、抗体が用いられてよい。該検出は、（ａ）抗体
を提供するステップと、（ｂ）抗体抗原複合体の形成を可能にする条件下で生体試料を該
抗体と共にインキュベートするステップと、（ｃ）該抗体を含む抗体抗原複合体が形成さ
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れるかどうかを判定するステップと、を含む方法により行われてよい。
【０１１１】
　好適な試料としては、脳、乳房、卵巣、肺、結腸、膵臓、精巣、肝臓、筋肉及び骨組織
などの組織の抽出物、又はかかる組織に由来する腫瘍性成長からの抽出物が挙げられる。
他の好適な例には、血液又は尿試料が含まれる。
【０１１２】
　Ａｋｔ３又はＡｋｔ２タンパク質に特異的に結合する抗体を、当業者に公知の診断又は
予知方法及びキットに使用して、体液又は組織におけるＡｋｔ３又はＡｋｔ２タンパク質
の発現を検出又は定量化することができる。これらの試験結果を使用して、癌の発生又は
再発及び他の細胞運動性又は細胞生存介在性疾患を診断又は予測することができ、又は薬
物投薬量及び治療の有効性を評価することができる。
【０１１３】
　抗体は、当該技術分野において公知の任意の方法により、免疫特異的結合についてアッ
セイすることができる。用いることのできるイムノアッセイとしては、限定はされないが
、ウエスタンブロット、免疫組織化学、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ、サンドイッ
チイムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降反応、ゲル内拡散沈降反応、免疫拡散アッセ
イ、凝集アッセイ、補体結合アッセイ、イムノラジオメトリックアッセイ、蛍光イムノア
ッセイ及びプロテインＡイムノアッセイなどの技法を用いる競合及び非競合アッセイシス
テムが挙げられる。かかるアッセイは当該技術分野では常法である（例えば、非特許文献
２０（参照により全体として本明細書に援用される）を参照のこと）。
【０１１４】
　本発明において使用される抗体は、好ましくは固体支持体に結合され、及び／又はキッ
トとして好適な容器に、好適な試薬、対照標準、説明書などと共にパッケージ化される。
【０１１５】
　他の方法としては、限定はされないが２Ｄ－ＰＡＧＥが挙げられ、しかしながらこれは
、大規模スクリーニングにはそれほど好適でない。最新の技法には、マトリックス支援レ
ーザー脱離イオン化法飛行時間型質量分析法（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ）が含まれる。
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析では、複合混合物中のタンパク質が固体金属マトリックスに固着
され、パルスレーザービームで脱離されることにより気相イオンが生成され、この気相イ
オンがフィールドフリー飛行管を横断し、次にその質量依存速度に応じて分離される。個
々のタンパク質及びペプチドは、情報科学ツールを使用してタンパク質及びペプチド配列
データベースを検索することにより特定されてよい。表面増強レーザー脱離／イオン化飛
行時間型ＭＳ（ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ）は親和性ベースのＭＳ法であり、タンパク質
が化学修飾固体表面に選択的に吸着され、不純物が洗浄により取り除かれ、エネルギー吸
収マトリックスが加えられ、タンパク質がレーザー脱離質量分析により特定される。
【０１１６】
　ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳは、特定のタンパク質のインタクトなタンパク質又は断片の
いずれの出現／消失の検出にも使用することができる。加えて、化学基の付加／除去によ
って質量に差が生じるため、ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳはタンパク質の翻訳後修飾の検出
にも使用することができる。従って単一の残基のリン酸化が、リン酸基に起因して８０Ｄ
ａの質量シフトを引き起こし得る。翻訳後修飾に帰することのできる分子量のデータベー
スは、インターネット上で自由にアクセス可能である（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｂｒｆ
．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｃｆｍ／ｄｍ．ｈｏｍｅ？ａｖｇｍａｓｓ＝ａｌｌ）。さらに、
特定のポリペプチドを、ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳを使用する親和性ベースの手法により
、翻訳後修飾された形態のタンパク質を特異的に認識する抗体、又はあらゆる形態のタン
パク質を同等に十分に認識することのできる抗体を用いて捕捉することができる。
【０１１７】
　アレイ
　アレイ技術並びにそれに関連する様々な技術及び応用は、概して数多くのテキストブッ
ク及び文献に記載されている。それらとしては、非特許文献２１、非特許文献２２、非特
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許文献２３、非特許文献２４、非特許文献２５、非特許文献２６、非特許文献２７、及び
また様々なワールドワイドウェブサイトが挙げられる。
【０１１８】
　アレイ技術は、概して「１回の実験で１つの遺伝子」に基づき作業する結果としてスル
ープットが低くなり、且つ遺伝子機能の「全体像」を理解することができないという分子
生物学の従来方法の欠点を解消する。現在、アレイ技術の主な用途としては、配列（遺伝
子／遺伝子突然変異）の特定及び遺伝子の発現レベル（存在量）の決定が挙げられる。遺
伝子発現プロファイリングは、アレイ技術を任意選択でプロテオミクス技術と組み合わせ
て利用してよい（非特許文献２８、非特許文献２９、非特許文献３０）。アレイ技術の他
の用途もまた当該技術分野において公知である；例えば、遺伝子発見、癌研究（非特許文
献３１、非特許文献３２、非特許文献３３）、ＳＮＰ解析（非特許文献３４）、創薬、フ
ァーマコゲノミクス、疾患診断（例えば、マイクロフルイディクス装置を利用する：非特
許文献３５）、毒物学（非特許文献３６、非特許文献３７）及びトキシコゲノミクス（機
能ゲノミクスと分子毒性学との掛け合わせ）。トキシコゲノミクスの目標は、毒物に対す
る毒性反応と、かかる毒物に曝露された対象の遺伝子プロファイルの変化との間の相関を
見出すことである（非特許文献３８）。
【０１１９】
　本発明との関連においてアレイ技術は、例えば、Ａｋｔ３又はＡｋｔ２タンパク質又は
ｍＲＮＡの発現解析に使用することができる。一実施形態では、アレイ技術を使用してＡ
ｋｔ３活性に対する候補化合物の効果をアッセイしてよい。
【０１２０】
　一般には、任意のライブラリ又は一群の試料が、ライブラリ又は群のメンバーを空間的
に分けることにより、秩序立った方法でアレイに並べられてよい。配列するのに好適なラ
イブラリの例としては、とりわけ、核酸ライブラリ（ＤＮＡ、ｃＤＮＡ、オリゴヌクレオ
チド等のライブラリを含む）、ペプチド、ポリペプチド及びタンパク質ライブラリ、並び
に任意の分子を含むライブラリ、例えばリガンドライブラリが挙げられる。従って、本文
書で「ライブラリ」に言及する場合、文脈上別段の指示がない限り、かかる言及は、アレ
イの形態のライブラリに対する言及を含むものと解釈されなければならない。
【０１２１】
　試料（例えばライブラリのメンバー）は、概して、試料の拡散及び混合を制限するため
固相、好ましくは固体基板に固定又は不動化される。好ましい実施形態において、ＤＮＡ
結合リガンドのライブラリが調製されてもよい。詳細には、このライブラリは、膜及び非
多孔質基板、例えばプラスチック及びガラスを含めた略平面固相に不動化されてよい。さ
らに、試料は好ましくは、索引付け（即ち、特定の試料への参照又はアクセス）が促進さ
れるような方法で並べられる。典型的には試料は格子状編成のスポットとして加えられる
。一般的なアッセイシステムを本目的に適合させることができる。例えば、アレイはマイ
クロプレートの表面に、あるウェルに複数の試料を含んで、又は各ウェルに単一の試料を
含んで不動化されてもよい。さらに、固体基板は、膜、例えばニトロセルロース又はナイ
ロン膜（例えばブロッティング実験で使用される膜）であってもよい。代替的な基板とし
ては、ガラス、又はシリカをベースとする基板が挙げられる。従って、試料は当該技術分
野において公知の任意の好適な方法により、例えば、電荷相互作用によるか、又は壁若し
くはウェル底面、又は膜の表面との化学的カップリングにより、不動化される。
【０１２２】
　他の配列及び固定手段、例えば、ピペッティング、ドロップタッチ（ｄｒｏｐ－ｔｏｕ
ｃｈ）、圧電手段、インクジェット及びバブルジェット（登録商標）技術、静電印加等が
用いられてもよい。シリコンベースのチップの場合、試料をチップ上に配列及び固定する
ためにフォトリソグラフィが利用されてもよい。
【０１２３】
　試料は、固体基板上に「スポッティングする」ことにより並べられてもよい；これは、
手作業で、又はロボティクスを利用して試料を堆積させることにより行われてよい。一般



(30) JP 2017-136077 A 2017.8.10

10

20

30

40

50

に、アレイはマクロアレイ又はマイクロアレイとして記載することができ、違いは試料ス
ポットのサイズである。マクロアレイは、典型的には約３００ミクロン又はそれ以上の試
料スポットサイズを含み、既存のゲル及びブロットスキャナにより容易に画像化すること
ができる。マイクロアレイにおける試料スポットサイズは、典型的には直径２００ミクロ
ン未満であり、これらのアレイは、通常、数千個のスポットを含む。従って、マイクロア
レイには、特注の必要があり得る特殊なロボティクス及び画像化機器が必要となり得る。
機器類については、概して非特許文献３９によるレビューに記載される。
【０１２４】
　不動化したＤＮＡ分子ライブラリの作製技術は、当該技術分野で記載がなされている。
概して、ほとんどの先行技術の方法が、一本鎖核酸分子ライブラリをどのように合成する
か、例えばマスキング技術を使用して固体基板上の様々な個別の位置に様々に並び替えた
配列を作り上げることについて記載した。特許文献１５（この内容は参照により本明細書
に援用される）は、極めて大規模な集積化技術に基づきシリコン基板に不動化されたＤＮ
Ａアレイを作製する改良された方法を記載する。詳細には、特許文献１５は、基板上の空
間的に定義された位置に特定のプローブセットを合成する「タイリング」と呼ばれる戦略
について記載しており、これは本発明の不動化されたＤＮＡライブラリの作製に用いられ
てよい。特許文献１５はまた、同様に用いられ得る先行技術に関する文献も提供する。
【０１２５】
　ペプチド（又はペプチド模倣体）のアレイはまた、表面上で、アレイにおける別々の所
定位置に個別の各ライブラリメンバー（例えばユニークなペプチド配列）を置く方法で合
成することもできる。各ライブラリメンバーのアイデンティティは、アレイにおけるその
空間的位置によって決定される。アレイにおいて、所定の分子（例えば標的又はプローブ
）と反応性のライブラリメンバーとの間の結合相互作用が起こる位置が決定され、それに
より空間的位置に基づいて反応性のライブラリメンバーの配列が特定される。これらの方
法は、特許文献１６、特許文献１７、特許文献１８、非特許文献４０及び非特許文献４１
に記載される。
【０１２６】
　検出を支援するため、標的及びプローブは、任意の容易に検出可能なレポーター、例え
ば、蛍光、生物発光、リン光、放射性等のレポーターで標識されてよい。かかるレポータ
ー、その検出、標的／プローブとのカップリング等は、本文書の他の部分で考察される。
プローブ及び標的の標識はまた、非特許文献４２にも開示されている。
【０１２７】
　ＤＮＡアレイの具体的な例としては、以下が挙げられる：
フォーマットＩ：プローブｃＤＮＡ（約５００～約５，０００塩基長）が、ロボットスポ
ッティングを使用してガラスなどの固体表面に不動化され、別々に、或いは混合物中にお
いて一組の標的に曝露される。この方法は、スタンフォード大学（Ｓｔａｎｆｏｒｄ　Ｕ
ｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）で開発されたものとして広く認められている（非特許文献４３）。
【０１２８】
　フォーマットＩＩ：オリゴヌクレオチドのアレイ（約２０～約２５ｍｅｒオリゴ）又は
ペプチド核酸（ＰＮＡ）プローブが、インサイチュ（オンチップ）で、或いは従来の合成
と、続くオンチップ不動化により合成される。標識された試料ＤＮＡにアレイが曝露され
、ハイブリダイズされ、相補配列のアイデンティティ／存在量が決定される。かかるＤＮ
ＡチップはＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，Ｉｎｃ．によりＧｅｎｅＣｈｉｐ（登録商標）の商標
で販売されている。
【０１２９】
　いくつかの市販のマイクロアレイフォーマットの例が、例えば、非特許文献４４に詳説
されている。
【０１３０】
　データ解析もまた、アレイが関わる実験の重要な一部分である。マイクロアレイ実験の
生データは典型的には画像であって、これは遺伝子発現行列に変換する必要があり、遺伝
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子発現行列は、行が例えば遺伝子を表し、列が例えば様々な試料、例えば組織又は実験条
件を表すテーブルであり、各細胞における数値が、例えば特定の試料中における特定の遺
伝子の発現レベルを特徴付ける。根底にある生物学的過程に関する任意の情報が抽出され
るべき場合には、これらの行列をさらに分析する必要がある。データ解析方法（教師付き
及び教師なしデータ解析並びにバイオインフォマティクス手法を含む）は、非特許文献４
５に開示されている。
【０１３１】
　上記に開示されるように、タンパク質、ポリペプチド等もまたアレイに不動化されてよ
い。例えば、タンパク質チップを使用したプロテオームのマイクロアレイ解析において抗
体が使用されている（非特許文献４６）。ポリペプチドアレイについては、例えば、非特
許文献４７にレビューされる。
【０１３２】
　医薬組成物
　さらなる態様は、薬学的に許容可能な希釈剤、賦形剤又は担体と混合された、上述の方
法のいずれかにより特定されるＡｋｔ３阻害薬又は他の薬剤を含む医薬組成物に関する。
【０１３３】
　本発明に係る使用に関して、薬剤は、化合物又はその生理学的に許容可能な塩、エステ
ル若しくは他の生理学的に機能性の誘導体を、１つ以上の薬学的に許容可能な担体及び任
意選択で他の治療用及び／又は予防用成分と共に含む医薬製剤として提供されてもよい。
担体は、製剤の他の成分と適合性を有し、且つそのレシピエントにとって有害でないとい
う意味で、許容されるものでなければならない。医薬組成物は、ヒト及び獣医学における
ヒト使用又は動物使用に向けたものであってよい。
【０１３４】
　本明細書に記載される種々の異なる形態の医薬組成物に好適なかかる賦形剤の例は、非
特許文献４８を参照することができる。
【０１３５】
　治療用途に許容可能な担体又は希釈剤は薬学の技術分野で周知されており、例えば、非
特許文献４９に記載されている。
【０１３６】
　好適な担体の例としては、ラクトース、デンプン、グルコース、メチルセルロース、ス
テアリン酸マグネシウム、マンニトール、ソルビトールなどが挙げられる。好適な希釈剤
の例としては、エタノール、グリセロール及び水が挙げられる。
【０１３７】
　医薬担体、賦形剤又は希釈剤の選択は、意図する投与経路及び標準的な薬務に関連して
選択することができる。医薬組成物は、担体、賦形剤又は希釈剤として、又はそれに加え
て、任意の好適な結合剤、潤滑剤、懸濁剤、コーティング剤、可溶化剤、緩衝剤、香味剤
、表面活性剤、増粘剤、保存剤（抗酸化剤を含む）など、及び製剤を意図するレシピエン
トの血液と等張性にする目的で含められる物質を含んでよい。
【０１３８】
　好適な結合剤の例としては、デンプン、ゼラチン、天然糖、例えばグルコース、無水ラ
クトース、易流動性ラクトース、βラクトース、コーンシロップ、天然及び合成ゴム、例
えば、アカシア、トラガカント又はアルギン酸ナトリウム、カルボキシメチルセルロース
及びポリエチレングリコールが挙げられる。
【０１３９】
　好適な潤滑剤の例としては、オレイン酸ナトリウム、ステアリン酸ナトリウム、ステア
リン酸マグネシウム、安息香酸ナトリウム、酢酸ナトリウム、塩化ナトリウムなどが挙げ
られる。
【０１４０】
　保存剤、安定剤、色素及びさらには香味剤が、医薬組成物中に提供されてもよい。保存
剤の例としては、安息香酸ナトリウム、ソルビン酸及びｐ－ヒドロキシ安息香酸エステル
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が挙げられる。抗酸化剤及び懸濁剤もまた用いられてよい。
【０１４１】
　医薬製剤には、経口、局所（経皮、頬側及び舌下を含む）、直腸内又は非経口（皮下、
皮内、筋肉内及び静脈内を含む）、例えば吸入による経鼻及び肺内投与に好適なものが含
まれる。製剤は、適切な場合には、好都合には個別の投薬量単位で提供されてもよく、薬
学の技術分野において公知の方法のいずれによって調製されてもよい。全ての方法が、活
性化合物を液体担体又は微粉化された固体担体又は両方と集合させて、次に、必要であれ
ば、生成物を所望の製剤に成形するステップを含む。
【０１４２】
　担体が固体である場合の経口投与に好適な医薬製剤は、最も好ましくは、所定量の活性
薬剤を各々含有するボーラス、カプセル又は錠剤などの単位用量製剤として提供される。
錠剤は圧縮又は成形によって、任意選択で１つ以上の補助成分と共に作製されてよい。圧
縮錠剤は、好適な機械において、粉末又は顆粒などの易流動性の形態の活性薬剤を、任意
選択で結合剤、潤滑剤、不活性希釈剤、潤滑剤、界面活性剤又は分散剤と混合して圧縮す
ることにより調製されてよい。成形錠剤は、活性薬剤を不活性な液体希釈剤と共に成形す
ることにより作製されてよい。錠剤は任意選択でコーティングが施されてもよく、コーテ
ィングなしの場合、任意選択で割線が設けられてもよい。カプセルは、活性薬剤を単独で
、或いは１つ以上の補助成分と混合してカプセルシェルに充填し、次にそれを常法で密封
することにより調製されてよい。カシェ剤はカプセルと類似しており、活性薬剤が任意の
補助成分と共にオブラート嚢（ｒｉｃｅ　ｐａｐｅｒ　ｅｎｖｅｌｏｐｅ）に密封される
。活性薬剤はまた、分散性顆粒として製剤化されてもよく、これは例えば投与前に水中に
懸濁されてもよいし、食物の上に振り掛けられてもよい。顆粒は、例えばサシェに包装さ
れてもよい。担体が液体である場合の経口投与に好適な製剤は、水性又は非水性液体中の
溶液又は懸濁液として提供されてもよいし、水中油型液体エマルションとして提供されて
もよい。
【０１４３】
　経口投与用の製剤には、放出制御剤形、例えば、活性薬剤が適切な放出制御マトリック
ス中に製剤化される錠剤、又は好適な放出制御膜でコーティングされる錠剤が含まれる。
かかる製剤は、特に予防用途に好都合であり得る。
【０１４４】
　担体が固体である場合の直腸投与に好適な医薬製剤は、最も好ましくは単位用量坐薬と
して提供される。好適な担体としては、カカオ脂及び当該技術分野で一般的に使用される
他の材料が挙げられる。坐薬は、好都合には、活性薬剤を軟化又は溶融させた担体と混合
し、続いて冷却及び型で成形することにより形成されてよい。
【０１４５】
　非経口投与に好適な医薬製剤としては、水性又は油性媒体中にある活性薬剤の無菌溶液
又は懸濁液が挙げられる。
【０１４６】
　注射用製剤はボーラス注射又は持続注入用に適合されてよい。かかる製剤は、好都合に
は単位用量又は複数用量容器に提供され、そうした容器は製剤の導入後、使用のため必要
となるまで密封される。或いは、活性薬剤は粉末形態であってもよく、これは使用前に無
菌パイロジェンフリー水などの好適な媒体で構成される。
【０１４７】
　活性化合物はまた長時間作用型デポ製剤として製剤化されてもよく、これは、筋肉内注
射によるか、又は例えば皮下若しくは筋内への植え込みにより投与されてよい。デポ製剤
としては、例えば、好適な高分子若しくは疎水性材料、又はイオン交換樹脂を挙げること
ができる。かかる長時間作用型製剤は、予防用途に特に好都合である。
【０１４８】
　頬側口腔からの肺内投与に好適な製剤は、活性化合物を含有し、且つ望ましくは０．５
～７ミクロンの範囲の直径を有する粒子がレシピエントの気管支樹に送達されるようにし
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て提供される。
【０１４９】
　１つの可能性として、かかる製剤は微粉砕された粉末の形態であり、これは好都合には
、好適には例えばゼラチンの、吸入装置で使用される穿孔可能なカプセルで提供されても
よく、或いは、活性薬剤、好適な液体又は気体推進剤及び任意選択で他の成分、例えば界
面活性剤及び／又は固体希釈剤を含む自己推進型製剤として提供されてもよい。好適な液
体推進剤としてはプロパン及びクロロフルオロカーボンが挙げられ、好適な気体推進剤と
しては二酸化炭素が挙げられる。活性薬剤が溶液又は懸濁液の液滴の形態で分注される自
己推進型製剤もまた用いられてよい。
【０１５０】
　かかる自己推進型製剤は、当該技術分野において公知のものと類似しており、確立され
た手順により調製されてよい。好適には自己推進型製剤は、所望の噴霧特性を有する手動
で操作可能か或いは自動で機能するバルブを備えた容器に提供される；有利には、バルブ
は、その動作毎に一定量、例えば２５～１００マイクロリットルを送達する定量式である
。
【０１５１】
　さらなる可能性として、活性薬剤は、アトマイザー又はネブライザーで使用される溶液
又は懸濁液の形態であってもよく、これにより加速気流又は超音波撹拌を用いて吸入用の
微細液滴ミストが作られる。
【０１５２】
　経鼻投与に好適な製剤としては、上記に肺内投与に関して記載されるものと略同様の製
剤が挙げられる。分注時、かかる製剤は望ましくは、鼻腔に滞留させることが可能である
ように、１０～２００ミクロンの範囲の粒径を有しなければならない；これは、必要に応
じて、好適な粒度の粉末を使用することによるか又は適切なバルブを選択することにより
達成されてよい。他の好適な製剤としては、鼻に密接して保持された容器から鼻道を介す
る急速吸入による投与用の２０～５００ミクロンの範囲の粒径を有する粗末、及び水性又
は油性溶液又は懸濁液中０．２～５％ｗ／ｖの活性薬剤を含む点鼻液が挙げられる。
【０１５３】
　薬学的に許容可能な担体は当業者に周知されており、限定はされないが、０．１Ｍ、好
ましくは０．０５Ｍリン酸緩衝液又は０．８％生理食塩水が挙げられる。加えて、かかる
薬学的に許容可能な担体は、水性又は非水性溶液、懸濁液、及びエマルションであっても
よい。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、植物油、例
えばオリーブ油、及び注射用有機エステル、例えばオレイン酸エチルである。水性担体と
しては、水、アルコール溶液／水溶液、エマルション又は懸濁液、例えば生理食塩水及び
緩衝媒体が挙げられる。非経口ビヒクルとしては、塩化ナトリウム溶液、リンガーデキス
トロース、デキストロース及び塩化ナトリウム、乳酸加リンガー液又は固定油が挙げられ
る。例えば、抗菌薬、抗酸化剤、キレート剤、不活性ガスなどの保存剤及び他の添加剤も
また存在してよい。
【０１５４】
　局所製剤に好適な製剤は、例えばゲル、クリーム又は軟膏として提供されてよい。かか
る製剤は、例えば創傷又は潰瘍に対し、その創傷又は潰瘍の表面に直接塗り広げるか、又
は好適な支持体、例えば包帯、ガーゼ、メッシュなどに付着させ、それを処置範囲に、そ
こを覆うように当てて適用されてよい。
【０１５５】
　液体又は粉末製剤が提供されてもまたよく、これは、処置部位、例えば創傷又は潰瘍に
直接噴霧又は散布することができる。或いは、包帯、ガーゼ、メッシュなどの担体に製剤
を噴霧又は散布して、次にそれを処置部位に当ててもよい。
【０１５６】
　本発明のさらなる態様によれば、上記に記載したような医薬品又は獣医用組成物の調製
方法が提供され、この方法は、活性化合物を担体と例えば混合することにより集合させる
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ステップを含む。
【０１５７】
　一般に、製剤は、均一且つ均質に活性薬剤を液体担体又は微粉化された固体担体又は両
方と集合させて、次に必要であれば生成物を成形することにより調製される。本発明は、
薬剤を薬学的又は獣医学的に許容可能な担体又はビヒクルと集合させるステップを含む、
医薬組成物の調製方法にまで及ぶ。
【０１５８】
　投与
　本発明の医薬組成物は、直腸、経鼻、気管支内、局所（頬側及び舌下を含む）、腟内又
は非経口（皮下、筋肉内、静脈内、動脈内及び皮内を含む）、腹腔内又は髄腔内投与に適
合されてよい。好ましくは、製剤は経口投与製剤である。製剤は好都合には、単位剤形で
、即ち、単位用量を含有するか、又は単位用量の複数単位若しくは部分単位を含有する個
別の部分量の形態で提供されてよい。例として、製剤は錠剤及び徐放カプセルの形態であ
ってもよく、薬学の技術分野において公知の任意の方法により調製されてよい。
【０１５９】
　本発明における経口投与用製剤は、例えば、所定量の活性薬剤を含有するカプセル、ゼ
ラチンカプセル、ドロップ、カシェ、丸薬、錠剤などの個別単位として提供されてもよい
し、粉末又は顆粒として提供されてもよいし、水性液体又は非水性液体中の活性薬剤の溶
液、エマルション又は懸濁液として提供されてもよいし、水中油型液体エマルション又は
油中水型液体エマルションとして提供されてもよいし、ボーラスとして提供されてもよい
。好ましくは、これらの組成物は、用量当たり１～２５０ｍｇの活性成分を含有し、より
好ましくは１０～１００ｍｇの活性成分を含有する。
【０１６０】
　経口投与用組成物（例えば錠剤及びカプセル）に関して、用語「許容可能な担体」は、
一般的な賦形剤等の媒体を含み、例えば結合剤（例えばシロップ、アカシア、ゼラチン、
ソルビトール、トラガカント、ポリビニルピロリドン（ポビドン）、メチルセルロース、
エチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ヒドロキシプロピル－メチ
ルセルロース、スクロース、デンプン）、充填剤及び担体（例えばコーンスターチ、ゼラ
チン、ラクトース、スクロース、微結晶性セルロース、カオリン、マンニトール、リン酸
二カルシウム、塩化ナトリウム、アルギン酸）、潤滑剤（例えば、ステアリン酸マグネシ
ウム、ステアリン酸ナトリウム及び他のステアリン酸金属塩、ステアリン酸グリセロール
、ステアリン酸、シリコーン液、タルク、ワックス、油、コロイドケイ酸）を含む。ペパ
ーミント、冬緑油、チェリーフレーバーなどの香味剤もまた使用することができる。剤形
を容易に識別可能にするため、着色剤を添加することが望ましいこともある。錠剤はまた
、当該技術分野において公知の方法によりコーティングされてもよい。
【０１６１】
　錠剤は圧縮又は成形によって、任意選択で１つ以上の補助成分と共に作製されてよい。
圧縮錠剤は、好適な機械において、粉末又は顆粒などの易流動性の形態の活性薬剤を、任
意選択で結合剤、潤滑剤、不活性希釈剤、保存剤、界面活性剤又は分散剤と混合して圧縮
することにより調製されてよい。成形錠剤は、好適な機械において、不活性な液体希釈剤
で湿らせた粉末状化合物の混合物を成形することにより作製されてよい。錠剤は任意選択
でコーティングが施されるか、又は割線が付けられてもよく、活性薬剤の遅延放出又は制
御放出を提供するように製剤化されてもよい。
【０１６２】
　経口投与に好適な他の製剤としては、香味基剤（通常はスクロース及びアカシア又はト
ラガカント）中に活性薬剤を含むロゼンジ、不活性基剤（例えばゼラチン及びグリセリン
、又はスクロース及びアカシア）中に活性薬剤を含むトローチ、好適な液体担体中に活性
薬剤を含む洗口剤等が挙げられる。
【０１６３】
　他の投与形態としては溶液又はエマルションが挙げられ、該溶液又はエマルジョンは、
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静脈内、動脈内、髄腔内、皮下、皮内、腹腔内又は筋内に注入されてよく、無菌の溶液又
は滅菌可能な溶液から調製される。注射用形態は、典型的には用量当たり１０～１０００
ｍｇ、好ましくは１０～２５０ｍｇの活性成分を含有する。
【０１６４】
　本発明の医薬組成物はまた、坐薬、ペッサリー、懸濁液、エマルション、ローション、
軟膏、クリーム、ゲル、噴霧、溶液又は散粉剤の形態であってもよい。
【０１６５】
　代替的な経皮投与手段は、皮膚パッチの使用によるものである。例えば、ポリエチレン
グリコール又は流動パラフィンの水性エマルションからなるクリーム中に活性成分を添合
することができる。活性成分はまた、１～１０重量％の濃度で、白ろう又は白色軟パラフ
ィン基剤からなる軟膏中に、必要に応じてかかる安定化剤及び保存剤と共に添合すること
もできる。
【０１６６】
　投薬量
　当業者は、必要以上に実験を行うことなく、対象に投与する本組成物の１つの適切な用
量を容易に決定することができる。典型的には、医師が、個々の患者に最適な実際の投薬
量を決定し、それは、用いる特定の薬剤の活性、当該の薬剤の代謝安定性及び作用時間、
年齢、体重、全般的な健康、性別、食事、投与の方式及び時間、排泄速度、併用薬物、特
定の病態の重症度、及び個々に行われる治療法を含む様々な要因に依存する。本明細書に
開示される投薬量は、平均的なケースの例示である。当然ながら、より高い又はより低い
投薬量範囲が有利となる個々の場合があってよく、それらは本発明の範囲内である。
【０１６７】
　この発明に従えば、薬剤の有効量を投与することによりＡｋｔ３が阻害され得る。当然
ながら、この投薬量は薬剤投与のタイプに従いさらに修正されてよい。例えば、救急治療
の「有効量」を達成するには、非経口投与が好ましい。水中又は通常生理食塩水中５％デ
キストロースの化合物、又は好適な賦形剤を含む同様の製剤の静脈内注入が最も効果的で
あるが、筋肉内ボーラス注射もまた有用である。典型的には、非経口用量は、血漿中薬物
濃度をキナーゼの阻害に有効な濃度に維持する方法において約０．０１～約１００ｍｇ／
ｋｇ、好ましくは０．１～２０ｍｇ／ｋｇであってよい。薬剤は、約０．４～約４００ｍ
ｇ／ｋｇ／日の総１日用量を達成するレベルで、１日１～４回投与されてもよい。治療上
有効な活性薬剤の正確な量、及びかかる薬剤が最良に投与される経路は、当業者によって
、血中薬剤濃度と治療効果を得るために必要な濃度とを比較することにより容易に決定さ
れる。
【０１６８】
　この発明の薬剤はまた、本明細書に開示される治療指標の１つ以上を達成するのに十分
な薬物濃度となるような方法で患者に経口投与されてよい。典型的には、薬剤を含有する
医薬組成物は、患者の病態に合致する方法で約０．１～約５０ｍｇ／ｋｇの経口用量で投
与される。好ましくは、経口用量は約０．５～約２０ｍｇ／ｋｇであってよい。
【０１６９】
　この発明の薬剤は、所与の薬理効果を得るために必要な薬剤の濃度を決定するため、い
くつかの生物学的アッセイのうち１つで試験されてよい。
【０１７０】
　パーツキット
　本発明の別の態様は、上述の方法のいずれかで使用される、Ａｋｔ３阻害薬、抗Ａｋｔ
３抗体、Ａｋｔ３用の核酸プローブ又はＡｋｔ３用の少なくとも１つのＱＰＣＲプライマ
ーを含むキットに関する。
【０１７１】
　診断及び予知
　本発明はまた、特にＡｋｔ３阻害薬で治療されている個体における、増殖活性により特
徴付けられる疾患の診断又は予知におけるバイオマーカーとしてのＡｋｔ３の使用にも関
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する。
【０１７２】
　本明細書で使用されるとき、用語「予知方法」は、疾患、詳細には癌と診断されたヒト
又は動物の疾患の進行に関する予測を可能にする方法を意味する。より具体的には、関心
が持たれる癌としては、乳癌、肺癌、胃癌、頭頸部癌、結腸直腸癌、腎癌、膵癌、子宮癌
、肝癌、膀胱癌、子宮内膜癌及び前立腺癌並びに白血病が含まれる。
【０１７３】
　用語「診断方法」は、本明細書で使用されるとき、ヒト又は動物における又はそれに関
する癌の存在又はタイプの決定を可能にする方法を意味する。好適には、マーカーにより
、Ａｋｔ３阻害薬による治療の奏功を評価することが可能である。上記に考察したように
、好適な診断は、例えばＱＰＣＲプライマー、ＦＩＳＨプローブなど、本明細書で特定さ
れるような遺伝子のいずれかを対象とするプローブを含む。
【０１７４】
　用語「予知方法」は、本明細書で使用されるとき、対象が特定の薬剤／レジメンによる
治療に対して感受性又は応答性を示す可能性の判定を可能にする方法を意味する。かかる
予知方法は、特定の治療レジメンの起こり得る転帰に関する情報、例えば、対象が前記治
療に応答する可能性、及び／又は特定の治療レジメンの範囲内で個体をどの程度積極的に
治療するべきか、及び／又は個体を放射線療法／化学療法などの従来の治療法でどの程度
積極的に治療するべきかに関する情報を提供する。従って本明細書に記載される予知方法
には、オーダーメイド医療の分野で高い適用性がある。
【０１７５】
　従って好ましい一実施形態は、オーダーメイド医療適用における上記に記載したような
バイオマーカーの使用に関する。
【０１７６】
　好ましい一実施形態において、オーダーメイド医療適用は、対象がＡｋｔ３又はＡｘｌ
阻害薬による治療に対して感受性又は応答性を示すかどうかを判定するためである。
【０１７７】
　好ましい一実施形態において、オーダーメイド医療適用は、対象が特に転移性癌に罹患
し易いかどうかを判定するためである。
【０１７８】
　本発明の別の態様は、対象がＡｋｔ３又はＡｘｌ阻害薬による治療に対して感受性を示
すかどうかを判定するための予知方法に関し、前記方法は、前記対象における上皮間葉転
換（ＥＭＴ）の発生を検出するステップを含む。
【０１７９】
　本発明の別の態様は、対象がＡｋｔ３又はＡｘｌ阻害薬による治療に対して感受性又は
応答性を示すかどうかを判定するための、予知用薬剤におけるバイオマーカーとしてのＡ
ｋｔ３の使用に関する。
【０１８０】
　本発明の別の態様は、対象が特に転移性癌に罹患し易いかどうかを判定するための予知
方法に関し、前記方法は、前記対象における上皮間葉転換（ＥＭＴ）の発生を検出するス
テップを含む。
【０１８１】
　本明細書全体を通じ、好ましくは本明細書に記載される方法はインビトロ又はエキソビ
ボで実施される。
【０１８２】
　ここで、限定ではなく例示として、添付の図面を参照することにより本発明をさらに詳
細に説明する。本開示の提供により、当業者には多くの等価な改変例及び変形例が明らか
となるであろう。従って、記載される本発明の例示的実施形態は、例示であり、限定する
ものではないと考えられる。記載される実施形態に対し、本発明の趣旨及び範囲から逸脱
することなく様々な変更を加えることができる。本明細書に引用される全ての文献は、参
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照によって明示的に援用される。
【図面の簡単な説明】
【０１８３】
【図１】ＥＭＴを起こしている乳房上皮細胞に対する実験結果を示す免疫ブロットの写真
である。
【図２】乳癌細胞がＥＭＴを起こすとＡｋｔ３が上方制御され、それらの変化がＡｘｌ依
存性であることを示す写真である。
【図３】トリプルネガティブ乳癌細胞においてＡｘｌ阻害に応答してＡｋｔ３は下方制御
され、Ａｋｔ１は下方制御されないことを示す写真である。
【図４】ＥＭＴ誘導乳癌細胞におけるＡｋｔアイソフォームのレベルを決定する免疫ブロ
ットの写真である。
【図５】乳癌細胞及び乳癌生検においてＡｋｔ３のｍＲＮＡはＥＭＴ及び幹細胞遺伝子と
相関し、Ａｋｔ１及びＡｋｔ２のｍＲＮＡは相関しないことを示す図である。
【図６】乳房上皮細胞においてＡｋｔ３発現の抑制によりＥＭＴ及びＣＳＣ形質を逆転す
ることが可能であることを示す写真である。
【図７】Ａｋｔアイソフォームの活性に関するゲル実験の写真である。
【図８】乳癌細胞の成長試験の写真である。
【図９】乳癌細胞のマンモスフェア培養物の写真及びグラフである。
【図１０】構成的に活性なＡｋｔ３（ｍｙｒ－Ａｋｔ３）はＥＭＴの誘導能を有するが、
構成的に活性なＡｋｔ１はそれを有さないことを示す写真である。
【図１１】乳房上皮細胞において構成的に活性なＡｋｔ３（ＭｙｒＡｋｔ３）はＥＭＴ及
びＣＳＣ形質の誘導能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ１はそれを有さないことを示す
写真である。
【図１２】構成的に活性なＡｋｔ３を発現する細胞はマンモスフェアでの成長能を有を示
すが、構成的に活性なＡｋｔ１を発現する細胞はそれを示さないことを示すグラフである
。
【図１３】構成的に活性なＡｋｔ３を発現する細胞は、構成的に活性なＡｋｔ１を発現す
る細胞と比べてはるかに高い腫瘍形成能を示すことを示す表である。
【図１４】乳癌細胞の成長試験の写真である。
【図１５】乳癌細胞をＡｋｔ阻害薬で処理した実験で得たゲルの写真である。
【図１６】Ａｋｔアイソフォームの活性を調べる実験で得たゲルの写真である。
【図１７】構成的に活性なＡｋｔ３は細胞核に局在化するが、構成的に活性なＡｋｔ１は
局在化しないことを示す写真である。
【図１８】Ａｋｔ３及びＳｎａｉｌが核画分に見られることを示す写真である。
【図１９】培養トリプルネガティブ乳癌細胞及び初代ヒト乳腺上皮細胞においてＡｋｔ３
が核に局在化することを示す写真である。
【図２０】Ａｘｌキナーゼ発現を抑制すると、Ａｋｔ３のＥＭＴ誘導核局在化が低下する
ことを示す写真である。
【図２１】Ａｘｌキナーゼ活性を阻害するとＡｋｔ３の核局在化が阻害されることを示す
写真及びグラフである。
【図２２】Ａｋｔ１及びＡｋｔ３キナーゼがＳｎａｉｌタンパク質を直接リン酸化する能
力を有することを示す写真である。
【図２３】ＭＣＦ７、ＷＭ１１５及びＬＮＣａＰ細胞におけるホスホ－Ａｋｔ３の特異的
検出を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【０１８４】
　実施例１　乳房上皮細胞がＥＭＴを起こすと、Ａｋｔ３が上方制御される一方、Ａｋｔ
２が下方制御され、これらの変化はＡｘｌ依存性である。
　正常乳房上皮細胞のモデルとして使用した、乳房上皮細胞株であるＭＣＦ１０Ａ細胞（
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）を、５％ウマ血
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清、２０ｎｇ／ｍＬ　ＥＧＦ、０．５μｇ／ｍＬ　ヒドロコルチゾン、１００ｎｇ／ｍＬ
　コレラ毒素、１０μｇ／ｍＬ　インスリン、１００Ｕ／ｍＬ　ペニシリン及び１００μ
ｇ／ｍＬ　ストレプトマイシン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を補足したＤＭＥＭ／Ｆ
１２培地中で培養した。この実験では、ＭＣＦ１０Ａ細胞を、ＥＭＴ誘導因子Ｓｌｕｇの
発現を駆動するレトロウイルスベクター（「Ｓｌｕｇ」）及びＡｘｌの発現をノックダウ
ンするｓｈＲＮＡの発現を駆動するレトロウイルスベクター（「Ａｘｌ２」）（非特許文
献５０に記載されるベクター）と共に使用した。簡潔に言えば、レトロウイルスベクター
ＲＲＩ－Ｒｅｄ／Ｌ０８７（ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＵ４２４１７３）のＬＴＲにおける修飾
ヒトＵ６プロモーターからＡｘｌ　ｓｈＲＮＡを発現させて、一方、ＢＣ０１２９１０（
Ｏｐｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）のヒトＳｌｕｇ　ｃＤＮＡ配列をＣＲＵ５－ＩＲＥＳ
－ＧＦＰレトロウイルスベクターにクローニングした（非特許文献５１）。ＭＣＦ１０Ａ
細胞に、レトロウイルスベクター「Ｓｌｕｇ」単独、或いは「Ｓｌｕｇ」と「Ａｘｌ２」
との両方のレトロウイルスベクターの組み合わせのいずれかを形質導入した。対照細胞に
はいずれのベクターも形質導入しなかった。対照及び形質導入細胞集団から、プロテアー
ゼ阻害薬（１３４５７２００；Ｒｏｃｈｅ）及び０．２ｍＭ　ＰＭＳＦを補足したＲＩＰ
Ａ緩衝液（１％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０（Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４
０）、０．５％（ｗｔ／ｖｏｌ）デオキシコール酸ナトリウム、及び０．１％（ｗｔ／ｖ
ｏｌ）ＳＤＳ含有ＰＢＳ）中に溶解することによってタンパク質抽出物を調製した。Ｂｒ
ａｄｆｏｒｄアッセイ（ＢｉｏＲａｄ）によりタンパク質濃度を決定し、ＳＤＳ／ＰＡＧ
Ｅの各ウェルに５０μｇの総タンパク量を負荷した。標準手順に従いゲルの泳動及び免疫
ブロット法を実施した。使用した抗体は、マウスモノクローナル抗ヒトＡｘｌ（ＭＡＢ１
５４；Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、ＡＫＴ１（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　＃２９６
７）、Ａｋｔ２（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　＃３０６３）、Ａｋｔ３（Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ　＃１５８６９１２）、ｐＡＫＴ（Ｓｅｒ４７３、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎ
ｇ　２９７１）、α－アクチン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、ｐＥＲＫ（Ｃｅｌｌ　
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　＃４６９５）であった。ｐＡＫＴ抗体はＡｋｔ１、Ａｋｔ２及びＡ
ｋｔ３と、それらのＡｋｔ１のＳｅｒ４７３に対応するアミノ酸がリン酸化されたときに
反応する。
【０１８５】
　これらの実験の結果を図１に示す。予想どおり、ＥＭＴを起こしている細胞でｐＡＫＴ
は増加し（対照、Ｓｌｕｇレーンを比較のこと）、この増加は、Ａｘｌのノックダウンに
よりＥＭＴがブロックされるとブロックされる（対照、Ｓｌｕｇ、Ａｘｌ２－Ｓｌｕｇレ
ーンを比較のこと）。予想外にも、これらの乳房上皮細胞がＥＭＴを起こすと、Ａｋｔ３
発現が強力に上方制御される。対照的に、Ａｋｔ１発現は一定のままであり、Ａｋｔ２は
下方制御される。ＥＭＴ誘導細胞におけるＡｘｌのブロック（Ａｘｌ２－Ｓｌｕｇレーン
）はまた、Ａｋｔアイソフォームのスイッチングもブロックし、Ａｋｔ２からＡｋｔ３へ
の発現の変化がＡｘｌに依存することを示している。活性化（リン酸化）Ａｋｔ（ｐＡｋ
ｔ）はＡｋｔ３レベルに従い、Ａｋｔ１及び２レベルに従うのではないことに留意された
く、これらの細胞における主要なホスホ－ＡｋｔアイソフォームがＡｋｔ３であり得るこ
とが示唆される。これは実施例４で確認する。
【０１８６】
　実施例２　形質転換乳癌細胞がＥＭＴを起こすとＡｋｔ３が上方制御され、このような
変化はＡｘｌ依存性である
　実験的に形質転換された乳癌細胞株であるＨＭＬＥ及びＨＭＬＥＲ細胞（非特許文献５
２）を、５ｎｇ／ｍＬ　ＥＧＦ、１０μｇ／ｍＬ　インスリン、０．５μｇ／ｍＬ　ヒド
ロコルチゾン、１００Ｕ／ｍＬ　ペニシリン及び１００μｇ／ｍＬ　ストレプトマイシン
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を補足したＭＥＧＭ（Ｌｏｎｚａ）／ＤＭＥＭＦ１２（
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）培地中で培養した。細胞に、実施例１に記載されるように
レトロウイルスベクター「Ｓｌｕｇ」、「Ａｘｌ２」、対照ルシフェラーゼｓｈＲＮＡ（
ｃｔｒ）、又は「Ｓｌｕｇ」と「Ａｘｌ２」との両方のレトロウイルスベクターの組み合
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わせのいずれかを形質導入した。タンパク質抽出物の調製、ゲルの泳動、免疫ブロット法
及び膜のプローブを、実施例１に記載するように実施した。
【０１８７】
　これらの実験の結果を図２に示す。実施例１で分かるように、これらの乳房上皮細胞が
ＥＭＴを起こすとＡｋｔ３発現は強力に上方制御される（対照、Ｓｌｕｇレーンを比較の
こと）。ＨＭＬＥ細胞（左）：活性化（リン酸化）Ａｋｔ（ｐＡｋｔ）はＡｋｔ３レベル
に従い、Ａｋｔ１レベルに従うのではない（対照及びＳｌｕｇレーンを比較のこと）。Ｈ
ＭＬＥＲ細胞（右）：ＥＭＴ誘導細胞におけるＡｘｌのブロック（Ｓｌｕｇ－Ａｘｌ２レ
ーン）はまた、Ａｋｔ３発現もブロックし、Ａｋｔ３発現レベルがＡｘｌに依存すること
を示している。
【０１８８】
　実施例３　トリプルネガティブ乳癌細胞におけるＡｘｌ阻害に応答してＡｋｔ３は下方
制御され、Ａｋｔ１は下方制御されない
　トリプルネガティブ乳癌細胞株であるＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔ
ｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）を、１０％ウシ胎仔血清、１００Ｕ／
ｍＬ　ペニシリン及び１００μｇ／ｍＬ　ストレプトマイシン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉ
ｃｈ）を補足したＦ１２培地中で培養した。実施例１及び実施例２に記載されるように、
細胞に、ｓｈＡｘｌ（「Ａｘｌ２」）又は対照ルシフェラーゼｓｈＲＮＡ（「対照」）を
発現するレトロウイルスコンストラクトを形質導入した。タンパク質抽出物の調製、ゲル
の泳動、免疫ブロット法及び膜のプローブを、実施例１及び２に記載するように実施した
。
【０１８９】
　結果は図３に示す。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞はＡｘｌ、Ａｋｔ１及びＡｋｔ３を発現す
る（「対照」レーンを参照のこと）。実施例１及び２に示されるデータと一致して、Ａｘ
ｌ（「Ａｘｌ２」）のブロックがＡｋｔ３発現もブロックし、しかしながらＡｋｔ１発現
に対して有意な効果は有さず、Ａｋｔ３発現レベルはＡｘｌに依存するが、Ａｋｔ１発現
レベルは依存しないことを示している。
【０１９０】
　実施例４　Ａｋｔ３は、ＥＭＴを起こすように（ＴＧＦ　β処理により）誘導されたＭ
ＣＦ１０Ａ細胞における主要なＰ－Ａｋｔアイソフォームである
　ＭＣＦ１０Ａ細胞をＴＧＦ　β（１０ｎｇ／ｍｌ）で４日間処理した。次に、ＮＰ４０
細胞溶解緩衝液（４０ｍＭ　ＨｅｐｅｓＮＡＯＨ、７５ｍＭ　ＮａＣｌ、２ｍＭ　ＥＤＴ
Ａ、１％ＮＰ４０、ホスファターゼ阻害薬カクテル錠剤、プロテアーゼ阻害薬カクテル錠
剤（Ｒｏｃｈｅ））を使用して細胞を溶解させ、プレートからこそぎ取り、４℃で３０分
間回転させ、１３０００ｒｐｍで１０分間遠心し、上清を回収した。免疫沈降のため、Ａ
ｋｔ１（２Ｈ１０、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　＃２９６７）、Ａｋｔ２（Ｃｅｌｌ
　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　＃３０６３）、Ａｋｔ３（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　＃０７－３８３
）及び対照ＩｇＧ（Ａｂｃａｍ）抗体（１μｇ／ライセート）をライセートに添加し、４
℃で一晩インキュベートした。翌日、溶解緩衝液中の予めブロックしたプロテインＧビー
ズ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を加え、４℃で１時間結合させた。次にビーズを３回
洗浄し（２０ｍＭ　トリス－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％ＮＰ４
０）、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ負荷緩衝液中で煮沸することによりタンパク質を溶出させた。Ｓ
ＤＳ／ＰＡＧＥの泳動及び免疫ブロット法を標準手順に従い実施した。ｐＡｋｔＳ４７３
（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　＃９２７１）及びＰＡＮ－Ａｋｔ（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇ
ｎａｌｉｎｇ　＃９２７２）抗体を使用して膜をプローブした。
【０１９１】
　図４に示すこれらのデータは、ホスホ－Ａｋｔ３がＥＭＴ誘導ＭＣＦ１０Ａ細胞におけ
る主要なｐＡｋｔアイソフォームであることを実証している。ホスホ－Ａｋｔ１は検出さ
れなかった。先行研究ではＡｋｔの効果がＡｋｔ１に起因したことが示唆されている点を
考えると、これは予想外であった。
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【０１９２】
　実施例５　乳癌細胞及び乳癌生検においてＡｋｔ３　ｍＲＮＡはＥＭＴ及び幹細胞遺伝
子と相関するが、Ａｋｔ１及び２　ｍＲＮＡは相関しない
　乳癌細胞株及びヒト乳癌生検試料（癌、正常）の発現解析を、既報且つＧＥＯに提出済
みのＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘデータから記載どおり実施した（非特許文献５３）。正相関は
プラス（＋）記号で示され、灰色が濃いほど強い正相関を示し、信頼度が高いほど数が多
いアスタリスク（＊）で示される。同様に、負相関はマイナス（－）記号で示され、灰色
が濃いほど強い負相関を示し、信頼度が高いほど数が多いアスタリスク（＊）で示される
。
【０１９３】
【表１】

【０１９４】
　結果は図５に示す。乳癌細胞株及び乳癌生検においてＡｋｔ３はＥＭＴ及び幹細胞マー
カーとの強い相関を示し、Ａｋｔ１及びＡｋｔ２はそれを示さない。
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【０１９５】
　実施例６　Ａｋｔ３をノックダウンすると、乳房上皮細胞のＥＭＴ及びＣＳＣ形質を逆
転することができる
　ＭＣＦ１０Ａ細胞及びＭＤＡ－ＭＢ　２３１細胞を、実施例１及び３に記載されるよう
に培養した。ＭＣＦ１０ａに、実施例１に記載さるようにＥＭＴ駆動因子「Ｓｌｕｇ」（
Ｓｌｕｇ／対照）を形質導入した。ＨｉＰｅｒＦｅｃｔトランスフェクション試薬（Ｑｉ
ａｇｅｎ）を使用して製造者のプロトコルに従いＡｋｔ３のｓｉＲＮＡ媒介サイレンシン
グを行い、細胞を２～３日間培養した。Ａｋｔ３に対するアニーリングしたｓｉＲＮＡ（
「ｓｉＡＫＴ３」、ＨｓＡｋｔ３＿２　ＨＰ）と、ＧＡＰＤＨ（「対照」、Ｈｓ＿ＧＡＰ
ＤＨ＿３）とを６０ｎＭの終濃度で使用した（全てＱｉａｇｅｎからであった）。ＳＤＳ
／ＰＡＧＥ、免疫ブロット法及び抗体は、ラット抗ヒトビメンチン（ＭＡＢ２１０５、Ｒ
＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を除き実施例１に記載されるとおりであった。記載どおり３Ｄマ
トリゲル実験を実施した（非特許文献５４）。Ｎｉｋｏｎ　ＴＥ２０００顕微鏡（Ｎｉｋ
ｏｎ）を使用して蛍光顕微鏡法（ＤＡＰＩ核染色）により細胞を視覚化した。
【０１９６】
　図６に提供するこれらのデータは、間葉マーカビメンチンの下方制御及び３Ｄマトリゲ
ルにおける浸潤性の星状成長の阻害により示されるように、２つの異なる乳房上皮細胞に
おいてＡｋｔ３をノックダウンするとＥＭＴ形質を逆転させることが可能であることを示
している。
【０１９７】
　実施例７　構成的に活性なＡｋｔ３はＥＭＴの活性化能及びＥＭＴ調節因子の活性化能
を有するが、構成的に活性なＡｋｔ１はそれらを有さない
　ウサギ抗ヒトＮ－カドヘリン（ａｂ１８２０３；Ａｂｃａｍ）、ウサギ抗ヒトＥカドヘ
リン（２４Ｅ１０；Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）、ウサギ抗ヒトβ－カテニン（Ｌ５
４Ｅ２；Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）、マウス抗ヒトＴｗｉｓｔ（Ｔｗｉｓｔ２Ｃ１
ａ；Ａｂｃａｍ）を除き、実施例１及び６に記載するようなＳＤＳ／ＰＡＧＥ、免疫ブロ
ット法及び抗体。
【０１９８】
　実施例１に記載するように培養したＭＣＦ１０Ａ細胞に、空のベクター（実施例１に記
載するＣＲＵ５－ＩＲＥＳ－ＧＦＰ）、又は構成的に活性なミリスチル化形態のＡｋｔ１
（ｍｙｒＡｋｔ１）若しくは構成的に活性なミリスチル化形態のＡｋｔ３（ｍｙｒＡｋｔ
３）を含むＣＲＵ５－ＩＲＥＳ－ＧＦＰベクターを形質導入した。ｓｒｃミリストイル化
配列を加えることにより膜に誘導すると、Ａｋｔは構成的に活性となった（非特許文献５
５）。ＭＣＦ１０Ａ細胞に、レトロウイルスベクター「ｍｙｒ－ＡＫＴ１」又はレトロウ
イルスベクター「ｍｙｒ－ＡＫＴ３」のいずれかを形質導入した。対照細胞（「ｗｔ」）
にはいずれのベクターも形質導入しなかった。これらの細胞株から抽出されたタンパク質
の免疫ブロットを、上皮及び間葉細胞運命並びにＥＭＴに関連するマーカーのパネルでプ
ローブした。
【０１９９】
　図７に示すこれらのデータは、予想外にも、間葉マーカ（Ｎ－カドヘリン、ビメンチン
）の上方制御及び上皮マーカ（Ｅ－カドヘリン、ｂ－カテニン）の消失によって示される
ように、構成的に活性なＡｋｔ３はＥＭＴの活性化能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ
１はそれを有さないことを示している。ｍｙｒ－Ａｋｔ３の発現はまた、ＥＭＴ調節因子
Ｓｎａｉｌ及びＡｘｌの活性化、並びにＡｋｔのリン酸化ももたらし、正のフィードバッ
クループの存在が示唆される。
【０２００】
　実施例８　構成的に活性なＡｋｔ３（ＭｙｒＡｋｔ３）は乳房上皮細胞においてＥＭＴ
及びＣＳＣ形質の誘導能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ１はそれを有さない
　この実験では、ＭＣＦ１０Ａ細胞を、構成的に活性なＡｋｔ１の発現を駆動するレトロ
ウイルスベクター（「ｍｙｒ－ＡＫＴ１」）及び構成的に活性なＡｋｔ３の発現を駆動す
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るレトロウイルスベクター（「ｍｙｒ－ＡＫＴ３」）と共に使用した。３Ｄマトリゲル実
験を実施例６に記載するように実施した。Ｎｉｋｏｎ　ＴＥ２０００顕微鏡（Ｎｉｋｏｎ
）を使用した位相差・蛍光顕微鏡法（ＤＡＰＩ核染色）により、細胞を指示倍率で視覚化
した。
【０２０１】
　図８に結果を示す。これらのデータは、構成的に活性なＡｋｔ３は乳房上皮細胞におい
てＥＭＴ及びＣＳＣ形質（２Ｄ培養における線維芽細胞様の細胞成長及び３Ｄマトリゲル
における浸潤性星状成長）の誘導能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ１はそれを有さな
いことを示している。
【０２０２】
　実施例９　構成的に活性なＡｋｔ３を発現する細胞はマンモスフェアで成長能を示すが
、構成的に活性なＡｋｔ１を発現する細胞はそれを示さない
　使用される細胞株は、実施例１に記載するとおりである。ＭＣＦ１０Ａ細胞のマンモス
フェア培養を記載どおり実施した（非特許文献５６）。簡潔に言えば、単細胞を３５ｍｍ
超低付着性プレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＵＳＡ、カタログ番号３４７１）に２００００生
細胞／ｍｌを合計３００００細胞／ウェルで播いた。マンモスフェアを１０日間培養して
画像化し、ＩｍａｇｅＪ（ｈｔｔｐ：／／ｒｓｂｗｅｂ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｉｊ／ｉｎｄ
ｅｘ．ｈｔｍｌ）を使用してマンモスフェアを定量化した。統計的分析はスチューデント
ｔ検定に基づいた。図９に結果を示す。
【０２０３】
　マンモスフェア－多数の細胞から構成される大型構造－を形成する能力は、癌幹細胞の
形質であると考えられる。構成的に活性なＡｋｔ３を発現するＭＣＦ１０Ａ細胞はマンモ
スフェアの形成能を有した。対照的に、構成的に活性なＡｋｔ１を発現する細胞及び未処
理のＭＣＦ１０Ａ細胞はマンモスフェアの形成能を有しなかった。従ってマンモスフェア
の形成能は、Ａｋｔ１ではなくＡｋｔ３を介したシグナル伝達により惹起される。
【０２０４】
　実施例１０　構成的に活性なＡｋｔ３（ｍｙｒ－Ａｋｔ３）は、ＥＭＴ／間葉マーカ（
Ａｘｌ、ビメンチン、Ｎ－カドヘリン）の上昇及び上皮マーカ（Ｅ－カドヘリン）の消失
をもたらすＥＭＴの誘導能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ１はそれを有さない
　ＨＭＬＥＲ細胞に、実施例８に記載されるようにｍｙｒＡｋｔ１又はｍｙｒＡｋｔ３を
発現するレトロウイルスベクターを形質導入し、Ａｘｌ受容体タンパク質、上皮（Ｅ－カ
ドヘリン）及び間葉（ビメンチン、Ｎ－カドヘリン）マーカー発現、Ａｋｔ１／３及びｐ
Ａｋｔレベルについて実施例７に記載するように分析した。
【０２０５】
　結果を図１０に示す。構成的に活性なＡｋｔ３はＥＭＴの活性化能及びＥＭＴ調節因子
の活性化能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ１はそれを有さない。
【０２０６】
　実施例１１　構成的に活性なＡｋｔ３（ＭｙｒＡｋｔ３）は乳房上皮細胞においてＥＭ
Ｔ及びＣＳＣ形質の誘導能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ１はそれを有さない
　実施例８に記載するように、ｍｙｒＡｋｔ１、ｍｙｒＡｋｔ３又は空のベクターを発現
するＨＭＬＥＲ細胞を２Ｄ（左）及び３Ｄマトリゲル（右）で成長させ、位相差顕微鏡法
により視覚化した。
【０２０７】
　図１１に結果を示す。
　ＨＭＬＥＲ細胞は典型的には、組織培養プラスチック（左）の上で成長させたとき上皮
形態（シート状の円形の細胞）を有し、マトリゲル（右）に包埋して成長させたとき浸潤
性ではない。これらのデータは、構成的に活性なＡｋｔ３は形質転換乳房上皮ＨＭＬＥＲ
細胞においてＥＭＴ及びＣＳＣ形質（２Ｄ培養における線維芽細胞様の細胞成長及び３Ｄ
マトリゲルにおける浸潤性星状成長）の誘導能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ１はそ
れを有さないことを示している。
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【０２０８】
　実施例１２　構成的に活性なＡｋｔ３を発現する細胞はマンモスフェアでの成長能を示
すが、構成的に活性なＡｋｔ１を発現する細胞はそれを示さない
　実施例９に記載されるように、ｍｙｒＡｋｔ１、ｍｙｒＡｋｔ３を発現するＨＭＬＥＲ
細胞をマンモスフェア培養で成長させて定量化した。
【０２０９】
　結果を図１２に示す。
【０２１０】
　球状腫瘍塊形成は、癌幹細胞に特有のものである。ＨＭＬＥＲ細胞は、通常マンモスフ
ェアを形成することができず、癌幹細胞特性を欠いていることが示唆される。活性化Ａｋ
ｔ３をコードするベクター（ｍｙｒＡｋｔ３）によるトランスフェクションはマンモスフ
ェアの形成能を付与するが、活性化Ａｋｔ１をコードするベクター（ｍｙｒＡｋｔ１）に
よるトランスフェクションはそれを付与しない。
【０２１１】
　実施例１３　構成的に活性なＡｋｔ３を発現する細胞は、構成的に活性なＡｋｔ１を発
現する細胞と比べてはるかに高い腫瘍形成能を示す
　実施例１０に記載されるようにレトロウイルスベクターにより形質導入したＨＭＬＥＲ
細胞「ＨＭＬＥＲ／ベクター」、「ＨＭＬＥＲ／ｍｙｒＡｋｔ１」及び「ＨＭＬＥＲ／ｍ
ｙｒＡｋｔ３」を、記載どおり限界希釈で宿主マウスに注入した（非特許文献５７）。
【０２１２】
　図１３に提供される結果。これらのデータは、構成的に活性なＡｋｔ３（ＨＭＬＥＲ／
ｍｙｒＡｋｔ３）が発現することにより、対照細胞又は構成的に活性なＡｋｔ１を発現す
る細胞と比較してＨＭＬＥＲ細胞の腫瘍形成能が有意に増加することを示している（１０
００細胞播種で形成された腫瘍の数を参照のこと）。
【０２１３】
　実施例１４　構成的に活性なＡｋｔ３及びＳｌｕｇは間葉表現型及び浸潤性成長の誘導
能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ１はそれを有さない；Ａｋｔ阻害薬は間葉表現型を
阻害する
　図１及び図３に記載するように、ＭＣＦ１０Ａ細胞を培養し、ｍｙｒＡｋｔ１、Ｍｙｒ
Ａｋｔ３又はＳｌｕｇを発現するレトロウイルスコンストラクトで形質導入した。細胞を
、Ａｋｔ阻害薬ＬＹ２９４００２（１０μＭ、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ、カタログ番号９９０１）及びＡｋｔ　ＶＩＩＩ（１０μＭ、Ｍｅｒｃｋ、
カタログ番号１２４０１８）で指示どおり１２時間処理した。次に細胞を位相差顕微鏡法
により指示倍率で視覚化するか、又は実施例３に記載されるように浸潤性成長のため３Ｄ
マトリゲルに播種した。
【０２１４】
　図１４に結果を示す。
【０２１５】
　これらの結果は、構成的に活性なＡｋｔ３及びＳｌｕｇは２Ｄ成長において間葉表現型
及び３Ｄ成長マトリゲルにおいて浸潤性成長の誘導能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ
１はそれを有さないことを示している。Ａｋｔ阻害薬ＬＹ－２９４００２及びＡＫＴ　Ｖ
ＩＩＩは、Ａｋｔ３により誘導される間葉表現型を阻害するが、また２Ｄ及び３Ｄ成長で
Ｓｌｕｇにより誘導される間葉／侵襲性表現型も阻害し、Ａｋｔ３がＳｌｕｇシグナル伝
達に必要であることが示唆される。
【０２１６】
　実施例１５　構成的に活性なＡｋｔ３及びＳｌｕｇはＥＭＴの活性化能を有するが、構
成的に活性なＡｋｔ１はそれを有さず、Ａｋｔ阻害薬は間葉表現型を部分的に逆転させる
能力を有する
　ＭＣＦ１０Ａ細胞を培養し、図１及び図３に記載するようにｍｙｒＡｋｔ１、ＭｙｒＡ
ｋｔ３又はＳｌｕｇを発現するレトロウイルスコンストラクトで形質導入した。細胞を、
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図６に記載するようなＡｋｔ阻害薬、ＳＤＳ／ＰＡＧＥ、免疫ブロット法及び実施例１及
び４に記載するような抗体で処理した。
【０２１７】
　結果は図１５に示す。
【０２１８】
　これらの結果は、マーカＮ－カドヘリン、ビメンチンの上方制御及び上皮マーカーＥ－
カドヘリンの消失により示されるように、構成的に活性なＡｋｔ３及びＳｌｕｇはＥＭＴ
の活性化能を有するが、構成的に活性なＡｋｔ１はそれを有さないことを示している。Ａ
ｋｔ阻害薬のＡＫＴ　ＶＩＩＩ（左）は、間葉マーカーＮ－カドヘリン及びビメンチン（
左）の有意な低下により示されるように、Ａｋｔ活性化（ｐＡｋｔ）を完全に阻害し、且
つ間葉表現型を部分的に逆転させる能力を有する。Ａｋｔ阻害薬ＬＹ－２９４００２も同
様にＥＭＴの部分的な阻害を示し、ビメンチン発現の低下を示す。いずれの阻害薬も、上
皮マーカーＥ－カドヘリンの再発現はもたらさなかった。
【０２１９】
　実施例１６　ＥＭＴを（Ｈ－ＲａｓＶ１２又はＳｌｕｇの発現により）起こすように誘
導されたＭＣＦ１０Ａ細胞におけるＡｋｔ３のＲＮＡｉサイレンシングは、Ｐ－Ａｋｔレ
ベルを有意に低下させるが、Ａｋｔ１のサイレンシングはそれを低下させない
　ＭＣＦ１０Ａ細胞に、ＥＭＴ誘導因子Ｓｌｕｇ、及びＨ－ＲａｓＶ１２をコードするレ
トロウイルスベクターを形質導入した。これらの細胞から、ＨｉＰｅｒＦｅｃｔトランス
フェクション試薬（Ｑｉａｇｅｎ）を製造者のプロトコルに従い使用して低分子干渉ＲＮ
Ａ媒介性サイレンシングを行い、細胞を３日間培養した。Ａｋｔ１（Ｈｓ＿ＡＫＴ１＿５
　Ｆｌｅｘｉｔｕｂｅ　ｓｉＲＮＡ）、Ａｋｔ３（Ｈｓ＿ＡＫＴ３＿２　ＨＰ　ｓｉＲＮ
Ａ）及びＧＡＰＤＨ（Ｈｓ＿ＧＡＰＤＨ＿３　ＨＰバリデート済みｓｉＲＮＡ）（全てＱ
ｉａｇｅｎ）（陰性対照として）に対するアニーリングしたｓｉＲＮＡを６０ｎＭの終濃
度で使用した。サイレンシング後、細胞をＳＤＳ－ＰＡＧＥ負荷緩衝液で溶解し、超音波
処理して煮沸した。ライセートをウエスタンブロット分析に供し、図２に記載されるよう
にＡｋｔ１、Ａｋｔ３、ｐＡｋｔ　Ｓｅｒ４７３抗体及びα－チューブリン１２ｇ１０（
ハイブリドーマバンク；ｈｔｔｐ：／／ｄｓｈｂ．ｂｉｏｌｏｇｙ．ｕｉｏｗａ．ｅｄｕ
／１２Ｇ１０－ａｎｔｉ－ａｌｐｈａ－ｔｕｂｕｌｉｎ）を使用してブロットをプローブ
した。
【０２２０】
　これらの結果を図１６に提供する。これらの結果は、ＥＭＴを起こすように誘導された
細胞におけるＡｋｔ３レベルのノックダウンは総Ｐ－Ａｋｔレベルを有意に低下させる能
力を有するが、Ａｋｔ１レベルのノックダウンはそれを有さないことを示している。これ
は、ＥＭＴ誘導ＭＣＦ１０Ａ細胞においてホスホ－Ａｋｔ３が主要なｐＡｋｔアイソフォ
ームであることを示唆している。
【０２２１】
　実施例１７　構成的に活性なＡｋｔ３は細胞核に局在化するが、構成的に活性なＡｋｔ
１は局在化しない
　実施例２に記載されるようにＨＭＬＥＲ細胞を培養し、抗ヒストン３（Ｃｅｌｌ　Ｓｉ
ｇｎａｌｉｎｇ、ヒストンＨ３抗体＃９７１５）を除き実施例１に記載されるようなＳＤ
Ｓ／ＰＡＧＥ、免疫ブロット法及び抗体であった。製造者の指示に従い核抽出を行った（
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｃｏ－ＩＰ　Ｋｉｔ、Ａｃｔｉｖｅ　Ｍｏｔｉ
ｆ、５４００２）。固定細胞の構成的に活性なＡｋｔ１及びＡｋｔ３の免疫蛍光染色を、
製造者が記載する方法により（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ、「免疫蛍光法一般プロト
コル（Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ）」
）、実施例１にあるような抗体を使用して行った。
【０２２２】
　これらの結果を図１７に提供する。活性化Ａｋｔ３（ＭｙｒＡｋｔ３）はＨＭＬＥＲ細
胞の核画分に局在化する（上）。免疫蛍光染色は、ｍｙｒＡｋｔ３の核／核周囲染色、一
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方でｍｙｒＡｋｔ１の核からの排除を明らかにする。
【０２２３】
　実施例１８　Ａｋｔ３及び転写因子Ｓｎａｉｌは、培養トリプルネガティブ乳癌細胞の
核画分に圧倒的に認められる。チューブリン（細胞質）及びラミン（核）マーカーにより
分画の成功が確認される。
　ＭＤＡ－ＭＢ　２３１細胞を実施例３に記載されるように培養した。Ｓａｎｔａ　Ｃｒ
ｕｚ、ｓｃ－７２９２からのラミニンＡ／Ｃを除き、実施例１及び１６に記載するような
ＳＤＳ／ＰＡＧＥ、免疫ブロット法及び抗体。細胞質タンパク質及び核タンパク質を、実
施例１７に記載するように単離した。
【０２２４】
　これらの実験の結果を図１８に示す。予想どおり、転写因子Ｓｎａｉｌは核に認められ
た。予想外にも、Ａｋｔ３もまた、ほぼ例外なく核にあった。
【０２２５】
　実施例１９　Ａｋｔ３は培養トリプルネガティブ乳癌細胞及び初代ヒト乳腺上皮細胞の
核に局在化する
　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞の培養は、実施例３に記載されるようにであった。初代ヒト
乳腺上皮細胞（ＨＭＥＣ）を記載どおり単離した（非特許文献５８）。実施例１７にある
ようなＭＤＡ－ＭＢ－２３１及び初代ヒト乳腺上皮細胞（ＨＭＥＣ）におけるＡｋｔ３（
抗Ａｋｔ３－ＦＩＴＣ、上側パネル）の局在化。核はＤＡＰＩにより染色された（下側パ
ネル）。バー：５０ミクロン
【０２２６】
　これらの実験の結果を図１９に示す。Ａｋｔ３タンパク質（上側パネル）は、乳癌細胞
及び初代乳腺上皮細胞の両方の核に局在化する（核染色と比較のこと、下側パネル）。
【０２２７】
　実施例２０　Ａｘｌキナーゼをノックダウンすると、Ａｋｔ３のＥＭＴ誘導核局在化が
有意に低下する
　ＨＭＬＥＲ及びＨＭＬＥＲ／Ｓｌｕｇ細胞に、Ａｘｌ標的化ｓｈＲＮＡ（ｓｈＡｘｌ２
）又は対照ルシフェラーゼｓｈＲＮＡ（ｓｈＬｕｃ）を発現するレトロウイルスベクター
を形質導入した。細胞質画分及び核細胞画分を実施例１７に記載するように単離し、核及
び細胞質細胞画分においてＡｋｔ３タンパク質レベルを免疫ブロット法により測定した。
抗Ａｋｔ３－ＦＩＴＣ（核の緑色）又はＤＡＰＩ核染色で染色した形質導入細胞の免疫蛍
光（ＧＦＰ、細胞質の緑色）。
【０２２８】
　図２０に示すこの実験の結果から、ＳｌｕｇによるＥＭＴの誘導がＡｘｌ依存性プロセ
スにおいてＡｋｔ３の核局在化をもたらすことがわかる。
【０２２９】
　実施例２１　Ａｘｌキナーゼ活性を阻害するとＡｋｔ３の核局在化が阻害される
　ビヒクル（ＤＭＳＯ）、ｃＫｉｔ　ＴＫＩ（１ｕＭ　イマチニブ）及びＡｘｌ　ＴＫＩ
（６００ｎＭ　ＢＧＢ３２４）で処理した乳腺上皮細胞（ＨＭＥＣ）における核Ａｋｔ３
免疫蛍光（抗Ａｋｔ３－ＦＩＴＣ、上側パネル）の定量化。バー：５０ミクロン。＊Ｐ＜
０．０５。
【０２３０】
　図２１に提供される結果は、Ａｘｌ活性をブロックすると（ＢＧＢ３２４）、Ａｋｔ３
核局在化が阻害され、一方、ｃＫｉｔ（イマチニブ）を阻害しても何らＡｋｔ３核局在化
に影響しないことを示している。
【０２３１】
　実施例２２　他のタンパク質を含まない生化学アッセイにおいて、Ａｋｔ１及びＡｋｔ
３キナーゼはＳｎａｉｌタンパク質を直接リン酸化する能力を有する。
　ＳＮＡＩ１／Ｓｎａｉｌコード配列をｐＧＥＸ－４Ｔ－１ベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ）
にクローニングし、配列を確認した。ＧＳＴ融合タンパク質を大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃ
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従い精製した（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。トロンビンを使用することによりＧＳ
Ｔ部分を切断した。組換えＡｋｔ１及びＡｋｔ３（ＰｒｏＱｉｎａｓｅ　ＧｍｂＨ）、Ｓ
ｎａｉｌ及びＳｌｕｇ基質タンパク質、及び３２Ｐ－ＡＴＰを使用してインビトロキナー
ゼアッセイを実施し、記載どおりオートラジオグラフィーにより検出した（Ｔｕｏｍｉ他
、２００９）。
【０２３２】
　図２２に提供される結果は、他のタンパク質を含まない生化学アッセイにおいて、Ａｋ
ｔ１及びＡｋｔ３キナーゼがＳｎａｉｌタンパク質を直接リン酸化する能力を有すること
を示している。
【０２３３】
　実施例２３　ＳｕｒｅＦｉｒｅアッセイは、Ａｋｔ３を発現するインスリン刺激メラノ
ーマ細胞（ＷＭ１１５）においてホスホ－Ａｋｔ３を検出する。Ａｋｔ１及びＡｋｔ２を
発現するがＡｋｔ３を発現しない乳房及び前立腺細胞株（ＭＣＦ７及びＬＮＣａＰ）では
、シグナルは検出されない。
　ＳｕｒｅＦｉｒｅアッセイを使用して、ＷＭ１１５、ＭＣＦ７及びＬＮＣａＰ細胞にお
ける活性化（リン酸化）Ａｋｔ３を特異的に検出した。簡潔に言えば、細胞を溶解し、リ
ン酸化Ａｋｔ（ｐ４７３）及びＡｋｔ３を認識する抗体を製造者（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅ
ｒ）の記載どおりアクセプター及びドナービーズとカップリングした。細胞は刺激しない
か、又は１０ｎＭインスリンで１０分間刺激してＡｋｔを活性化させた。
【０２３４】
　これらの実験の結果を図２３に示す。予想どおり、インスリンはＷＭ１１５メラノーマ
細胞においてＡｋｔ３活性（リン酸化）を有意に誘導する能力を有し、一方、ＭＣＦ７乳
房上皮細胞又はＬＮＣａＰ前立腺細胞では、シグナルは観察されなかった。
【０２３５】
　実施例２４　Ａｋｔ３の発現低下
　例えば特許文献１９に記載されるように、好適なｓｈＲＮＡ配列を特定することにより
、Ａｋｔ３の発現を種々のレベル（例えば２０％、４０％、６０％、７０％、８０％、９
０％、１００％）にノックダウンすることが可能である。哺乳類細胞、好ましくはヒト細
胞において種々のレベルのＡｋｔ３ノックダウンによりＥＭＴを誘導しようとする試みを
用いて、ＥＭＴを防ぐのに必要な最小限度のＡｋｔ３ノックダウンを定義することができ
、従って治療域を特定することができる。さらに、ＥＭＴを防ぐのに僅かに足りないＡｋ
ｔ３ノックダウンのレベルを選択することにより、ＥＭＴの阻害薬に対して特に感受性を
示す哺乳類細胞株、好ましくはヒト細胞株を生成することが可能である。かかる細胞株に
は、ＥＭＴが起こることを可能にするのに辛うじて足りるだけのＡｋｔ３発現しかなく、
Ａｋｔ３シグナル伝達を阻害する化合物は、さらに僅かでありながらＥＭＴをブロックし
得る。従ってかかる細胞株は、ＥＭＴの阻害薬、特にＡｋｔ３の阻害薬の有用なスクリー
ニングツールである。
【産業上の利用可能性】
【０２３６】
　本発明は、本発明における方法の動作を通じて産業上利用可能である。
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