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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　NMT2合成、レベル、活性、もしくは機能の阻害、低下または排除、ならびにNMT2のタン
パク質の合成、レベル、活性、もしくは機能の誘導または刺激の阻害によって定義される
、NMT2に欠陥がある癌を有する対象を治療するための組成物であって、
NMT1阻害剤およびドキソルビシンを含み、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
組成物。
【請求項２】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
癌である、請求項1に記載の組成物。
【請求項３】
　前記対象がヒト対象である、請求項1または2に記載の組成物。



(2) JP 6463685 B2 2019.2.6

10

20

30

40

50

【請求項４】
　対象由来のサンプルが、NMT2合成、レベル、活性、もしくは機能の阻害、低下または排
除、ならびにNMT2のタンパク質の合成、レベル、活性、もしくは機能の誘導または刺激の
阻害によって定義される、ならびに、前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する分
析の結果によって定義される、NMT2に欠陥がある場合、対象に投与するための、NMT1阻害
剤およびドキソルビシンを含む、癌を有する対象を治療するための組成物であって、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
組成物。
【請求項５】
　癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象由来のサンプルを処理する工程、
処理サンプルとNMT2タンパク質に対する抗体を接触させて処理サンプル中に存在する抗体
とNMT2タンパク質の間で複合体を形成する工程を含み、前記複合体を示す少なくとも1つ
のアッセイ結果をもたらす結合アッセイを実施する工程を含み、
対照と比較して、前記サンプル中のNMT2タンパク質の量が少ないまたは存在しないとき、
前記対象への組成物の投与が示される方法によって、対象を治療するための、NMT1阻害剤
およびドキソルビシンを含む組成物であって、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
組成物。
【請求項６】
　対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分析が、処理サンプル
とNMT2に対する抗体を接触させて処理サンプル中に存在する抗体とNMT2の間で複合体を形
成する工程を含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合アッ
セイを実施する工程を含む、請求項4に記載の組成物。
【請求項７】
　前記結合アッセイが蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッセイ、免疫組織化学法
、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共鳴エネルギー移動、生
体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免疫沈降アッセイを含む
、請求項5または6のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８】
　前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体を検出するように設
定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定する、請求項5
から7のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９】
　前記機器が分光光度計、分光蛍光計、光学デバイスまたは電気化学デバイスである、請
求項8に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
癌である、請求項4から9のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記対象がヒトである、請求項4から10のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１２】
　癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象由来のサンプルを処理する工程、
処理サンプルとNMT2核酸に結合する検出可能な標識を接触させてサンプル中に存在する検
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出可能な標識とNMT2核酸の間で複合体を形成する工程を含み、前記複合体を示す少なくと
も1つのアッセイ結果をもたらす結合アッセイを実施する工程を含み、
対照と比較して、前記サンプル中のNMT2核酸に対する量が少ないまたは存在しないとき、
前記対象への組成物の投与が示される方法によって対象を治療するための、NMT1阻害剤お
よびドキソルビシンを含む組成物であって、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
組成物。
【請求項１３】
　対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分析が、処理サンプル
とNMT2核酸に結合する検出可能な標識を接触させてサンプル中に存在する検出可能な標識
とNMT2核酸の間で複合体を形成する工程を含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッ
セイ結果をもたらす結合アッセイを実施する工程を含む、請求項4に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記結合アッセイが、検出可能に標識したDNAまたはRNAプローブを使用するハイブリダ
イゼーションアッセイを含む、請求項12または13に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記ハイブリダイゼーションアッセイが定量的または半定量的である、請求項14に記載
の組成物。
【請求項１６】
　前記ハイブリダイゼーションアッセイが、RT-PCR、in situハイブリダイゼーション、R
NA保護アッセイ(「RPA」)、cDNAおよびオリゴヌクレオチドマイクロアレイ、レプレゼン
テーションディファレンス分析(「RDA」)、ディファレンシャルディスプレイ、EST配列分
析、連続遺伝子発現解析(「SAGE」)、およびLuminex FlexMAP(「LMF」)での多重ライゲー
ション媒介増幅である、請求項15に記載の組成物。
【請求項１７】
　サンプル中に存在する検出可能な標識とNMT2核酸の間の複合体を検出するように設定し
た検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定する、請求項16に記
載の組成物。
【請求項１８】
　前記機器が分光光度計、分光蛍光計、光学デバイスまたは電気化学デバイスである、請
求項17に記載の組成物。
【請求項１９】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
癌である、請求項11から18のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２０】
　前記対象がヒトである、請求項12から19のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２１】
　癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象由来のサンプルを処理する工程、
処理サンプルとサンプル内のミリストイル化タンパク質またはアジド-ビオチン標識ミリ
ストイル化タンパク質に結合する抗体を接触させてサンプル中に存在する検出可能な標識
とミリストイル化タンパク質の間で複合体を形成する工程を含み、前記複合体を示す少な
くとも1つのミリストイル化プロファイルをもたらす結合アッセイを実施する工程を含み
、
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対照と比較して、前記ミリストイル化プロファイルが、前記癌が、NMT2合成、レベル、活
性、もしくは機能の阻害、低下または排除、ならびにNMT2のタンパク質の合成、レベル、
活性、もしくは機能の誘導または刺激の阻害によって定義される、NMT2に欠陥があること
を示すとき、前記対象への組成物の投与が示される方法によって対象を治療するための、
NMT1阻害剤およびドキソルビシンを含む組成物であって、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
組成物。
【請求項２２】
　前記処理がω-アルキニル-ミリステートおよびデスチオビオチンアジド-PEGビオチンで
前記サンプルを処置する工程を含む、請求項21に記載の組成物。
【請求項２３】
　前記結合アッセイが、蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッセイ、免疫組織化学
法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共鳴エネルギー移動、
生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免疫沈降アッセイを含
む、請求項21または22に記載の組成物。
【請求項２４】
　前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体を検出するように設
定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定する、請求項23
に記載の組成物。
【請求項２５】
　前記機器が分光光度計、分光蛍光計、光学デバイスまたは電気化学デバイスである、請
求項24に記載の組成物。
【請求項２６】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
癌である、請求項21から25のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２７】
　前記対象がヒトである、請求項23から26のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項２８】
　NMT2合成、レベル、活性、もしくは機能の阻害、低下または排除、ならびにNMT2のタン
パク質の合成、レベル、活性、もしくは機能の誘導または刺激の阻害によって定義される
NMT2に欠陥がある癌を有する対象を治療するためのNMT1阻害剤およびドキソルビシンを含
む組成物であって、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
組成物。
【請求項２９】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
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癌である、請求項28に記載の組成物。
【請求項３０】
　前記対象がヒト対象である、請求項28または29に記載の組成物。
【請求項３１】
　癌を有する対象を治療するためのNMT1阻害剤およびドキソルビシンを含む組成物であっ
て、対照と比較して、前記対象由来のサンプル中のNMT2タンパク質の量が少ないまたは存
在しないとき、前記組成物の使用が示され、前記対象由来の処理サンプルとNMT2に対する
抗体を接触させて処理サンプル中に存在する抗体とNMT2タンパク質の間で複合体を形成す
る工程を含む結合アッセイが、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたら
し、前記アッセイ結果が前記サンプル中の前記NMT2タンパク質の量を示し、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
組成物。
【請求項３２】
　対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分析が、処理サンプル
とNMT2に対する抗体を接触させて処理サンプル中に存在する抗体とNMT2の間で複合体を形
成する工程を含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合アッ
セイを実施する工程を含む、請求項31に記載の組成物。
【請求項３３】
　前記結合アッセイが、蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッセイ、免疫組織化学
法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共鳴エネルギー移動、
生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免疫沈降アッセイを含
む、請求項31または32に記載の組成物。
【請求項３４】
　前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体を検出するように設
定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定する、請求項31
から33のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３５】
　前記機器が分光光度計、分光蛍光計、光学デバイスまたは電気化学デバイスである、請
求項34に記載の組成物。
【請求項３６】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
癌である、請求項28から35のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３７】
　前記対象がヒトである、請求項28から36のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項３８】
　癌を有する対象を治療するためのNMT1阻害剤およびドキソルビシンを含む組成物であっ
て、対照と比較して、前記対象由来のサンプル中のNMT2核酸の量が少ないまたは存在しな
いとき、前記組成物の使用が示され、前記対象由来の処理サンプルとNMT2核酸に結合する
検出可能な標識を接触させて前記サンプルにおいて検出可能な標識とNMT2核酸の間で複合
体を形成する工程を含む結合アッセイが、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結
果をもたらし、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
組成物。
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【請求項３９】
　対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分析が、処理サンプル
とNMT2核酸に結合する検出可能な標識を接触させてサンプル中に存在する検出可能な標識
とNMT2核酸の間で複合体を形成する工程を含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッ
セイ結果をもたらす結合アッセイを実施する工程を含む、請求項38に記載の組成物。
【請求項４０】
　前記結合アッセイが、検出可能状態で標識したDNAまたはRNAプローブを使用するハイブ
リダイゼーションアッセイを含む、請求項38または39に記載の組成物。
【請求項４１】
　前記ハイブリダイゼーションアッセイが定量的または半定量的である、請求項40に記載
の組成物。
【請求項４２】
　前記ハイブリダイゼーションアッセイが、RT-PCR、in situハイブリダイゼーション、R
NA保護アッセイ(「RPA」)、cDNAおよびオリゴヌクレオチドマイクロアレイ、レプレゼン
テーションディファレンス分析(「RDA」)、ディファレンシャルディスプレイ、EST配列分
析、連続遺伝子発現解析(「SAGE」)、およびLuminex FlexMAP(「LMF」)での多重ライゲー
ション媒介増幅である、請求項41に記載の組成物。
【請求項４３】
　サンプル中に存在する検出可能な標識とNMT2核酸の間の複合体を検出するように設定し
た検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定する、請求項41に記
載の組成物。
【請求項４４】
　前記機器が分光光度計、分光蛍光計、光学デバイスまたは電気化学デバイスである、請
求項43に記載の組成物。
【請求項４５】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
癌である、請求項39から44のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項４６】
　前記対象がヒトである、請求項39から45のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項４７】
　癌を有する対象を治療するためのNMT1阻害剤およびドキソルビシンを含む組成物であっ
て、対照と比較して、前記対象由来のサンプルからのミリストイル化プロファイルが、前
記癌がNMT2合成、レベル、活性、もしくは機能の阻害、低下または排除、ならびにNMT2の
タンパク質の合成、レベル、活性、もしくは機能の誘導または刺激の阻害によって定義さ
れる、NMT2に欠陥があることを示すとき、前記組成物の使用が示され、処理サンプルとサ
ンプル内のミリストイル化タンパク質またはアジド-ビオチン標識ミリストイル化タンパ
ク質に結合する抗体を接触させてサンプル中に存在する検出可能な標識とミリストイル化
タンパク質の間で複合体を形成する工程を含む結合アッセイが、前記複合体を示す少なく
とも1つのミリストイル化プロファイルをもたらし、かつ、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
組成物。
【請求項４８】
　前記処理がアルキニル-ミリステートおよびデスチオビオチンアジド-PEGビオチンで前
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記サンプルを処置する工程を含む、請求項47に記載の組成物。
【請求項４９】
　前記結合アッセイが、蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッセイ、免疫組織化学
法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共鳴エネルギー移動、
生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免疫沈降アッセイを含
む、請求項47または48に記載の組成物。
【請求項５０】
　前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体を検出するように設
定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定する、請求項49
に記載の組成物。
【請求項５１】
　前記機器が分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化学デバイスである、
請求項50に記載の組成物。
【請求項５２】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
癌である、請求項47から51のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５３】
　前記対象がヒトである、請求項48から52のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５４】
　NMT1阻害剤およびドキソルビシンを含む組成物で治療するのに適した対象を同定するた
めの方法であって、
癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象由来のサンプルを処理する工程、
処理サンプルとNMT2に対する抗体を接触させて処理サンプル中に存在する抗体とNMT2タン
パク質の間の複合体を形成する工程を含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ
結果をもたらす結合アッセイを実施する工程を含み、
対照と比較して、前記サンプル中のNMT2タンパク質の量が少ないまたは存在しないとき、
前記組成物を用いた治療が示される方法であって、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
方法。
【請求項５５】
　対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分析が、処理サンプル
とNMT2に対する抗体を接触させて処理サンプル中に存在する抗体とNMT2の間で複合体を形
成する工程を含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合アッ
セイを実施する工程を含む、請求項54に記載の方法。
【請求項５６】
　前記結合アッセイが、蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッセイ、免疫組織化学
法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共鳴エネルギー移動、
生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免疫沈降アッセイを含
む、請求項54または55に記載の方法。
【請求項５７】
　前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体を検出するように設
定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定する、請求項54
から56のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項５８】
　前記機器が分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化学デバイスである、
請求項57に記載の方法。
【請求項５９】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
癌である、請求項54から58のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６０】
　前記対象がヒトである、請求項54から59のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６１】
　NMT1阻害剤およびドキソルビシンを含む組成物で治療するのに適した対象を同定するた
めの方法であって、
癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象由来のサンプルを処理する工程、
処理サンプルとNMT2核酸に結合する検出可能な標識を接触させてサンプル中に存在する検
出可能な標識とNMT2核酸の間の複合体を形成する工程を含み、前記複合体を示す少なくと
も1つのアッセイ結果をもたらす結合アッセイを実施する工程を含み、
対照と比較して、前記サンプル中のNMT2核酸に対する量が少ないまたは存在しないとき、
前記対象への前記組成物の投与が示され、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
方法。
【請求項６２】
　対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分析が、処理サンプル
とNMT2核酸に結合する検出可能な標識を接触させてサンプル中に存在する検出可能な標識
とNMT2核酸の間で複合体を形成する工程を含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッ
セイ結果をもたらす結合アッセイを実施する工程を含む、請求項61に記載の方法。
【請求項６３】
　前記結合アッセイが、検出可能に標識したDNAまたはRNAプローブを使用するハイブリダ
イゼーションアッセイを含む、請求項62に記載の方法。
【請求項６４】
　前記ハイブリダイゼーションアッセイが定量的または半定量的である、請求項63に記載
の方法。
【請求項６５】
　前記ハイブリダイゼーションアッセイが、RT-PCR、in situハイブリダイゼーション、R
NA保護アッセイ(「RPA」)、cDNAおよびオリゴヌクレオチドマイクロアレイ、レプレゼン
テーションディファレンス分析(「RDA」)、ディファレンシャルディスプレイ、EST配列分
析、連続遺伝子発現解析(「SAGE」)、およびLuminex FlexMAP(「LMF」)での多重ライゲー
ション媒介増幅である、請求項64に記載の方法。
【請求項６６】
　サンプル中に存在する検出可能な標識とNMT2核酸の間の複合体を検出するように設定し
た検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定する、請求項65に記
載の方法。
【請求項６７】
　前記機器が分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化学デバイスである、
請求項66に記載の方法。
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【請求項６８】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
癌である、請求項61から67のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６９】
　前記対象がヒトである、請求項61から68のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７０】
　NMT1阻害剤およびドキソルビシンを含む組成物で治療するのに適した対象を同定するた
めの方法であって、
癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象由来のサンプルを処理する工程、
処理サンプルとサンプル内のミリストイル化タンパク質またはアジド-ビオチン標識ミリ
ストイル化タンパク質に結合する抗体を接触させてサンプル中に存在する検出可能な標識
とミリストイル化タンパク質の間で複合体を形成する工程を含み、前記複合体を示す少な
くとも1つのミリストイル化プロファイルをもたらす結合アッセイを実施する工程を含み
、
対照と比較して、前記ミリストイル化プロファイルが、前記癌が、NMT2合成、レベル、活
性、もしくは機能の阻害、低下または排除、ならびにNMT2のタンパク質の合成、レベル、
活性、もしくは機能の誘導または刺激の阻害によって定義される、NMT2に欠陥があること
を示すとき、前記対象への前記組成物の投与が示され、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
方法。
【請求項７１】
　前記処理がアルキニル-ミリステートおよびデスチオビオチンアジド-PEGビオチンで前
記サンプルを処置する工程を含む、請求項70に記載の方法。
【請求項７２】
　前記結合アッセイが、蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッセイ、免疫組織化学
法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共鳴エネルギー移動、
生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免疫沈降アッセイを含
む、請求項70または71に記載の方法。
【請求項７３】
　前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体を検出するように設
定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定する、請求項72
に記載の方法。
【請求項７４】
　前記機器が分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化学デバイスである、
請求項73に記載の方法。
【請求項７５】
　前記癌が、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/
単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性
骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫
、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管
癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞
癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、
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膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮
癌である、請求項70から74のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７６】
　前記対象がヒトである、請求項70から75のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７７】
　NMT1阻害剤およびドキソルビシンを含む組成物で治療するのに適した対象を同定するた
めのキットであって、NMT2に対する抗体、請求項54から60のいずれか一項に記載の方法に
従って対象を同定するための説明書を含み、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
キット。
【請求項７８】
　対照をさらに含む、請求項77に記載のキット。
【請求項７９】
　NMT1阻害剤およびドキソルビシンを含む組成物で治療するのに適した対象を同定するた
めのキットであって、NMT2核酸に結合する核酸、請求項61から69のいずれか一項に記載の
方法に従って対象を同定するための説明書を含み、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
キット。
【請求項８０】
　対照をさらに含む、請求項79に記載のキット。
【請求項８１】
　前記NMT2核酸に結合する核酸がRNAまたはDNAである、請求項79に記載のキット。
【請求項８２】
　NMT1阻害剤およびドキソルビシンを含む組成物で治療するのに適した対象を同定するた
めのキットであって、ミリストイル化タンパク質またはアジド－ビオチン標識ミリストイ
ル化タンパク質に結合する抗体、または、クイックケミストリーを用いるためのアルキニ
ル-ミリステート、および、アジド－ビオチン、および、NeutrAvidinTM-HRP、および請求
項70から76のいずれか一項に規定の前記対象を同定するための説明書を含み、
前記NMT1阻害剤が、DDD85646およびDDD86481から選択される、
キット。
【請求項８３】
　対照をさらに含む、請求項82に記載のキット。
【請求項８４】
　ω-アルキニル-ミリステートまたはデスチオビオチンアジド-PEGビオチンをさらに含む
、請求項83に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、参照によりその全容が本明細書に組み込まれている、2012年10月30日に出願
されたUS61/720,218号、2013年8月27日に出願されたUS61/870,418号、2013年8月27日に出
願されたUS61/870,435号に対する優先権を主張するものである。
【０００２】
　本発明の分野は一般に、癌を治療するための化合物、組成物および方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　癌はカナダにおける主な死因である。カナダ癌協会(Canadian Cancer Society)は、201
1年には約170000の新たな癌症例、および癌の結果として約75000の死が存在すると推測し
ている。
【０００４】
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　癌を治療するための新たな手法は、合成致死性の概念に関する。いずれか一方の突然変
異は生存率と適合性があるが、両者の突然変異は死をもたらす場合、2つの遺伝子(または
2つの遺伝子産物)は合成致死性である。別の言い方をすれば、「合成致死性」は、突然変
異と(例えば)薬剤が癌細胞の死を一緒に引き起こすが、突然変異または薬剤の一方が細胞
死をもたらすことはない状況を記載する。癌関連突然変異に対して合成致死性である遺伝
子(または遺伝子産物)の標的化は癌細胞のみを死滅させ、正常細胞は生存させるはずであ
る。したがって合成致死性は、抗癌性特異的物質の開発の基盤をもたらす。
【０００５】
　癌を治療するための合成致死性の手法は新しく、大部分は合成致死性遺伝子(および遺
伝子産物)を同定できないことが原因で、未だ一般的な手法ではない。
【０００６】
　タンパク質のN-ミリストイル化は、ミリスチン酸(14-炭素鎖飽和脂肪酸)が、様々な細
胞、ウイルス、および腫瘍タンパク質(例えば、発癌性Src関連チロシンキナーゼ、ヘテロ
三量体Gαサブユニットなど)のNH2末端グリシンと共有結合した修飾である。
【０００７】
　細胞ミリストイル化タンパク質には、シグナル変換および発癌において多様な生物学的
機能がある。ミリストイル化によるタンパク質の修飾は、細胞増殖において重要なシグナ
ル変換および制御機能に必要とされるものを含めて、真核生物細胞における多くの重要な
タンパク質の亜細胞標的化、タンパク質立体配座および生物学的活性に必要とされる。Sr
cファミリーのチロシンキナーゼ(原型癌遺伝子)は、特に最も広く研究されているミリス
トイル化タンパク質である。
【０００８】
　タンパク質のミリストイル化はN-ミリストイルトランスフェラーゼ(NMT)によって触媒
される。NMTは真核生物細胞中でこの活性を担い、メチオニルアミノペプチダーゼによる
開始メチオニン残基の除去後に、そのポリペプチド基質を修飾することによって働く。こ
の修飾は同時翻訳プロセスとして主に起こるが、ミリストイル化は翻訳後、タンパク質の
タンパク質分解切断後、典型的にはアポトーシス中に起こる可能性もある。哺乳動物NMT
酵素の2つのアイソザイムがクローニングされており、NMT1およびNMT2で明示される。NMT
は細胞中で生存促進的役割を果たす。この2つのNMTは全ての正常細胞に存在する。
【０００９】
　癌を治療するための化合物、組成物および方法が依然必要とされている。
【００１０】
　この背景情報は、本発明とおそらく関係があると本出願人によって考えられる既知の情
報を得る目的で与える。任意の前述の情報が本発明に対する従来技術を構成することを必
ずしも認めるものではなく、そう解釈すべきでもない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】J.A.Frearson et al(2010)Nature.464.728～723頁
【非特許文献２】Raju.R.V.,and Sharma.R.K.(1999)Preparation and assay of myristoy
l-CoA:protein N-myristoyltransferase.Methods Mol Biol 116、193～211頁
【非特許文献３】Towler,D.,and Glaser,L.(1986)Protein fatty acid acylation:enzyma
tic synthesis of an N-myristoyglycyl peptide.Proc Natl Acad Sci USA83、2812～281
6頁
【非特許文献４】http://www.bioinformatics.org/primerx/
【非特許文献５】http://rsbweb.nih.gov/ij/
【非特許文献６】King et al.1991、Anal Biochem
【非特許文献７】Barneda-Zahonero,B.,and M.Parra.2012.Histone deacetylases and ca
ncer.Mol Oncol.6:579～589頁
【発明の概要】
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【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明の一態様によれば、癌を有する対象を治療するための化合物および組成物を提供
する。本明細書に記載する化合物、組成物および方法で治療するのに適した、癌を有する
対象を同定するための方法も提供する。
【００１３】
　一態様によれば、NMT2に欠陥がある癌を有する対象を治療する方法であって、NMT阻害
剤を前記対象に投与するステップを含む方法を提供する。
【００１４】
　具体的な態様では、前記NMT阻害剤はNMT1阻害剤を含む。
【００１５】
　具体的な態様では、前記NMT1阻害剤は小分子、抗体、ペプチド断片、核酸、またはそれ
らの組合せを含む。
【００１６】
　具体的な態様では、前記小分子はトリス-DBA、HMA、またはDDD85646、DDD86481、また
はそれらの誘導体を含む。
【００１７】
　具体的な態様では、前記抗体はモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体である。
【００１８】
　具体的な態様では、前記核酸はdsRNA分子、RNAi分子、miRNA分子、リボザイム、shRNA
分子、またはsiRNA分子を含む。
【００１９】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【００２０】
　具体的な態様では、前記対象はヒト対象である。
【００２１】
　別の態様によれば、癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象を治療するための
方法であって、対象由来のサンプルがNMT2を発現するかどうか決定する分析の結果をもた
らす試験を要求するステップ、およびサンプルがNMT2に欠陥がある場合NMT1阻害剤を対象
に投与するステップを含む方法を提供する。
【００２２】
　別の態様によれば、癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象からサンプルを得
るステップ、前記サンプルを処理するステップ、処理サンプルとNMT2に対する抗体を接触
させて処理サンプル中に存在する抗体とNMT2タンパク質の間で複合体を形成するステップ
を含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合アッセイを実施
するステップを含み、場合によっては対照と比較して、前記サンプル中のNMT2タンパク質
の量が少ないまたは存在しないとき、前記対象へのNMT1阻害剤の投与が示される方法を提
供する。
【００２３】
　別の態様によれば、癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象からサンプルを得
るステップ、前記サンプルを処理するステップ、処理サンプルとNMT2タンパク質に対する
抗体を接触させて処理サンプル中に存在する抗体とNMT2タンパク質の間で複合体を形成す
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るステップを含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合アッ
セイを実施するステップ、および場合によっては対照と比較して、前記サンプル中のNMT2
タンパク質に対する量が少ないまたは存在しないとき、前記対象にNMT1阻害剤を投与する
ステップを含む方法を提供する。
【００２４】
　具体的な態様では、対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分
析は、処理サンプルとNMT2に対する抗体を接触させて処理サンプル中に存在する抗体とNM
T2の間で複合体を形成するステップを含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ
結果をもたらす結合アッセイを実施するステップを含む。
【００２５】
　具体的な態様では、前記結合アッセイは蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッセ
イ、免疫組織化学法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共鳴
エネルギー移動、生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免疫
沈降アッセイを含む。
【００２６】
　具体的な態様では、前記サンプル中において前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合
体を検出するように設定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量
を決定する。
【００２７】
　具体的な態様では、前記機器は分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化
学デバイスである。
【００２８】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【００２９】
　具体的な態様では、前記対象はヒトである。
【００３０】
　別の態様では、癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象からサンプルを得るス
テップ、前記サンプルを処理するステップ、処理サンプルとNMT2核酸に結合する検出可能
な標識を接触させてサンプル中に存在する検出可能な標識とNMT2核酸の間で複合体を形成
するステップを含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合ア
ッセイを実施するステップを含み、場合によっては対照と比較して、前記サンプル中のNM
T2核酸に対する量が少ないまたは存在しないとき、前記対象へのNMT1阻害剤の投与が示さ
れる方法を提供する。
【００３１】
　別の態様では、癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象からサンプルを得るス
テップ、前記サンプルを処理するステップ、処理サンプルとNMT2核酸に結合する検出可能
な標識を接触させてサンプル中に存在する検出可能な標識とNMT2核酸の間で複合体を形成
するステップを含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合ア
ッセイを実施するステップ、および場合によっては対照と比較して、前記サンプル中のNM
T2核酸に対する量が少ないまたは存在しないとき、前記対象にNMT1阻害剤を投与するステ
ップを含む方法を提供する。
【００３２】
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　具体的な態様では、対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分
析は、処理サンプルとNMT2核酸に結合する検出可能な標識を接触させてサンプル中に存在
する検出可能な標識とNMT2核酸の間で複合体を形成するステップを含み、前記複合体を示
す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合アッセイを実施するステップを含む。
【００３３】
　具体的な態様では、前記結合アッセイは、検出可能に標識したDNAまたはRNAプローブを
使用するハイブリダイゼーションアッセイを含む。
【００３４】
　具体的な態様では、前記ハイブリダイゼーションアッセイは定量的または半定量的であ
る。
【００３５】
　具体的な態様では、前記ハイブリダイゼーションアッセイは、RT-PCR、in situハイブ
リダイゼーション、RNA保護アッセイ(「RPA」)、cDNAおよびオリゴヌクレオチドマイクロ
アレイ、レプレゼンテーションディファレンス分析(「RDA」)、ディファレンシャルディ
スプレイ、EST配列分析、連続遺伝子発現解析(「SAGE」)、およびLuminex FlexMAP(「LMF
」)での多重ライゲーション媒介増幅である。
【００３６】
　具体的な態様では、サンプル中に存在する検出可能な標識とNMT2核酸の間の複合体を検
出するように設定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定
する。
【００３７】
　具体的な態様では、前記機器は分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化
学デバイスである。
【００３８】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【００３９】
　具体的な態様では、前記対象はヒトである。
【００４０】
　別の態様では、癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象からサンプルを得るス
テップ、前記サンプルを処理するステップ、処理サンプルとサンプル内のミリストイル化
タンパク質またはアジド-ビオチン標識ミリストイル化タンパク質に結合する抗体を接触
させてサンプル中に存在する検出可能な標識とミリストイル化タンパク質の間で複合体を
形成するステップを含み、前記複合体を示す少なくとも1つのミリストイル化プロファイ
ルをもたらす結合アッセイを実施するステップを含み、場合によっては対照と比較して、
前記ミリストイル化プロファイルが、前記癌がNMT2に欠陥があることを示すとき、前記対
象へのNMT1阻害剤の投与が示される方法を提供する。
【００４１】
　別の態様では、癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象からサンプルを得るス
テップ、前記サンプルを処理するステップ、処理サンプルとサンプル内のミリストイル化
タンパク質またはアジド-ビオチン標識ミリストイル化タンパク質に結合する抗体を接触
させてサンプル中に存在する検出可能な標識とミリストイル化タンパク質の間で複合体を
形成するステップを含み、前記複合体を示す少なくとも1つのミリストイル化プロファイ
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ルをもたらす結合アッセイを実施するステップを含み、および場合によっては対照と比較
して、前記ミリストイル化プロファイルが、前記癌がNMT2に欠陥があることを示すとき、
前記対象にNMT1阻害剤を投与するステップを含む方法を提供する。
【００４２】
　具体的な態様では、前記処理はアルキニル-ミリステートおよびデスチオビオチンアジ
ド-PEGビオチンで前記サンプルを処置するステップを含む。
【００４３】
　具体的な態様では、前記結合アッセイは、蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッ
セイ、免疫組織化学法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共
鳴エネルギー移動、生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免
疫沈降アッセイを含む。
【００４４】
　具体的な態様では、前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体
を検出するように設定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を
決定する。
【００４５】
　具体的な態様では、前記機器は分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化
学デバイスである。
【００４６】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【００４７】
　具体的な態様では、前記対象はヒトである。
【００４８】
　別の態様では、NMT2に欠陥がある癌を有する対象を治療するためのNMT阻害剤の使用を
提供する。
【００４９】
　具体的な態様では、前記NMT阻害剤はNMT1阻害剤を含む。
【００５０】
　具体的な態様では、前記NMT1阻害剤は小分子、抗体、ペプチド断片、核酸、またはそれ
らの組合せを含む。
【００５１】
　具体的な態様では、前記小分子はトリス-DBA、HMA、またはDDD85646、DDD86481、また
はそれらの誘導体を含む。
【００５２】
　具体的な態様では、前記小分子はDDD86481を含む。
【００５３】
　具体的な態様では、前記抗体はモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体である。
【００５４】
　具体的な態様では、前記核酸はdsRNA分子、RNAi分子、miRNA分子、リボザイム、shRNA
分子、またはsiRNA分子を含む。
【００５５】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
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大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【００５６】
　具体的な態様では、前記対象はヒト対象である。
【００５７】
　別の態様では、癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象を治療するためのNMT1
阻害剤の使用であって、場合によっては対照と比較して、前記対象由来のサンプル中のNM
T2タンパク質の量が少ないまたは存在しないとき、前記NMT1阻害剤の使用が示され、結合
アッセイが、前記対象由来の処理サンプルとNMT2に対する抗体を接触させて処理サンプル
中に存在する抗体とNMT2タンパク質の間で複合体を形成するステップを含み、前記複合体
を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらし、前記アッセイ結果が前記サンプル中の
前記NMT2タンパク質の量を示す使用を提供する。
【００５８】
　具体的な態様では、対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分
析は、処理サンプルとNMT2に対する抗体を接触させて処理サンプル中に存在する抗体とNM
T2の間で複合体を形成するステップを含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ
結果をもたらす結合アッセイを実施するステップを含む。
【００５９】
　具体的な態様では、前記結合アッセイは、蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッ
セイ、免疫組織化学法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共
鳴エネルギー移動、生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免
疫沈降アッセイを含む。
【００６０】
　具体的な態様では、前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体
を検出するように設定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を
決定する。
【００６１】
　具体的な態様では、前記機器は分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化
学デバイスである。
【００６２】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【００６３】
　具体的な態様では、前記対象はヒトである。
【００６４】
　別の態様では、癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象を治療するためのNMT1
阻害剤の使用であって、場合によっては対照と比較して、前記対象由来のサンプル中のNM
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T2核酸の量が少ないまたは存在しないとき、前記NMT1阻害剤の使用が示され、結合アッセ
イが、前記対象由来の処理サンプルとNMT2核酸に結合する検出可能な標識を接触させて前
記サンプルにおいて検出可能な標識とNMT2核酸の間で複合体を形成するステップを含み、
前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす使用を提供する。
【００６５】
　具体的な態様では、対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分
析は、処理サンプルとNMT2核酸に結合する検出可能な標識を接触させてサンプル中に存在
する検出可能な標識とNMT2核酸の間で複合体を形成するステップを含み、前記複合体を示
す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合アッセイを実施するステップを含む。
【００６６】
　具体的な態様では、前記結合アッセイは、検出可能に標識したDNAまたはRNAプローブを
使用するハイブリダイゼーションアッセイを含む。
【００６７】
　具体的な態様では、前記ハイブリダイゼーションアッセイは定量的または半定量的であ
る。
【００６８】
　具体的な態様では、前記ハイブリダイゼーションアッセイは、RT-PCR、in situハイブ
リダイゼーション、RNA保護アッセイ(「RPA」)、cDNAおよびオリゴヌクレオチドマイクロ
アレイ、レプレゼンテーションディファレンス分析(「RDA」)、ディファレンシャルディ
スプレイ、EST配列分析、連続遺伝子発現解析(「SAGE」)、およびLuminex FlexMAP(「LMF
」)での多重ライゲーション媒介増幅である。
【００６９】
　具体的な態様では、サンプル中に存在する検出可能な標識とNMT2核酸の間の複合体を検
出するように設定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定
する。
【００７０】
　具体的な態様では、前記機器は分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化
学デバイスである。
【００７１】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【００７２】
　具体的な態様では、前記対象はヒトである。
【００７３】
　一態様では、癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象を治療するためのNMT1阻
害剤の使用であって、場合によっては対照と比較して、前記対象由来のサンプルからのミ
リストイル化プロファイルが、前記癌がNMT2に欠陥があることを示すとき、前記NMT1阻害
剤の前記使用が示され、結合アッセイが、処理サンプルとサンプル内のミリストイル化タ
ンパク質またはアジド-ビオチン標識ミリストイル化タンパク質に結合する抗体を接触さ
せてサンプル中に存在する検出可能な標識とミリストイル化タンパク質の間で複合体を形
成するステップを含み、前記複合体を示す少なくとも1つのミリストイル化プロファイル
をもたらす使用を提供する。
【００７４】
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　具体的な態様では、前記処理はアルキニル-ミリステートおよびデスチオビオチンアジ
ド-PEGビオチンで前記サンプルを処置するステップを含む。
【００７５】
　具体的な態様では、前記結合アッセイは、蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッ
セイ、免疫組織化学法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共
鳴エネルギー移動、生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免
疫沈降アッセイを含む。
【００７６】
　具体的な態様では、前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体
を検出するように設定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を
決定する。
【００７７】
　具体的な態様では、前記機器は分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化
学デバイスである。
【００７８】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【００７９】
　具体的な態様では、前記対象はヒトである。
【００８０】
　別の態様では、NMT1阻害剤で治療するのに適した対象を同定するための方法であって、
前記癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象からサンプルを得るステップ、前記
サンプルを処理するステップ、処理サンプルとNMT2に対する抗体を接触させ処理サンプル
中に存在する抗体とNMT2タンパク質の間の複合体を形成するステップを含み、前記複合体
を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合アッセイを実施するステップを含み
、場合によっては対照と比較して、前記サンプル中のNMT2タンパク質の量が少ないまたは
存在しないとき、前記NMT1阻害剤を用いた治療が示される方法を提供する。
【００８１】
　具体的な態様では、対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分
析は、処理サンプルとNMT2に対する抗体を接触させ処理サンプル中に存在する抗体とNMT2
の間で複合体を形成するステップを含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結
果をもたらす結合アッセイを実施するステップを含む。
【００８２】
　具体的な態様では、前記結合アッセイは、蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッ
セイ、免疫組織化学法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共
鳴エネルギー移動、生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免
疫沈降アッセイを含む。
【００８３】
　具体的な態様では、前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体
を検出するように設定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を
決定する。
【００８４】
　具体的な態様では、前記機器は分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化
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学デバイスである。
【００８５】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【００８６】
　具体的な態様では、前記対象はヒトである。
【００８７】
　別の態様では、NMT1阻害剤で治療するのに適した対象を同定するための方法であって、
癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象からサンプルを得るステップ、前記サン
プルを処理するステップ、処理サンプルとNMT2核酸に結合する検出可能な標識を接触させ
サンプル中に存在する検出可能な標識とNMT2核酸の間の複合体を形成するステップを含み
、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合アッセイを実施するス
テップを含み、場合によっては対照と比較して、前記サンプル中のNMT2核酸に対する量が
少ないまたは存在しないとき、前記対象へのNMT1阻害剤の投与が示される方法を提供する
。
【００８８】
　具体的な態様では、対象由来の前記サンプルがNMT2を発現するかどうか決定する前記分
析は、処理サンプルとNMT2核酸に結合する検出可能な標識を接触させサンプル中に存在す
る検出可能な標識とNMT2核酸の間で複合体を形成するステップを含み、前記複合体を示す
少なくとも1つのアッセイ結果をもたらす結合アッセイを実施するステップを含む。
【００８９】
　具体的な態様では、前記結合アッセイは、検出可能に標識したDNAまたはRNAプローブを
使用するハイブリダイゼーションアッセイを含む。
【００９０】
　具体的な態様では、前記ハイブリダイゼーションアッセイは定量的または半定量的であ
る。
【００９１】
　具体的な態様では、前記ハイブリダイゼーションアッセイは、RT-PCR、in situハイブ
リダイゼーション、RNA保護アッセイ(「RPA」)、cDNAおよびオリゴヌクレオチドマイクロ
アレイ、レプレゼンテーションディファレンス分析(「RDA」)、ディファレンシャルディ
スプレイ、EST配列分析、連続遺伝子発現解析(「SAGE」)、およびLuminex FlexMAP(「LMF
」)での多重ライゲーション媒介増幅である。
【００９２】
　具体的な態様では、サンプル中に存在する検出可能な標識とNMT2核酸の間の複合体を検
出するように設定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を決定
する。
【００９３】
　具体的な態様では、前記機器は分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化
学デバイスである。
【００９４】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
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細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【００９５】
　具体的な態様では、前記対象はヒトである。
【００９６】
　別の態様では、NMT1阻害剤で治療するのに適した対象を同定するための方法であって、
癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象からサンプルを得るステップ、前記サン
プルを処理するステップ、処理サンプルとサンプル内のミリストイル化タンパク質または
アジド-ビオチン標識ミリストイル化タンパク質に結合する抗体を接触させサンプル中に
存在する検出可能な標識とミリストイル化タンパク質の間で複合体を形成するステップを
含み、前記複合体を示す少なくとも1つのミリストイル化プロファイルをもたらす結合ア
ッセイを実施するステップを含み、場合によっては対照と比較して、前記ミリストイル化
プロファイルが、前記癌がNMT2に欠陥があることを示すとき、前記対象へのNMT1阻害剤の
投与が示される方法を提供する。
【００９７】
　具体的な態様では、前記処理はアルキニル-ミリステートおよびデスチオビオチンアジ
ド-PEGビオチンで前記サンプルを処置するステップを含む。
【００９８】
　具体的な態様では、前記結合アッセイは、蛍光活性化細胞選別、酵素結合免疫吸着アッ
セイ、免疫組織化学法、定量的免疫組織化学法、蛍光共鳴エネルギー移動、フォスター共
鳴エネルギー移動、生体分子蛍光補足、質量分析法、イムノブロットアッセイまたは共免
疫沈降アッセイを含む。
【００９９】
　具体的な態様では、前記サンプルにおいて前記抗体と前記NMT2の間で形成される複合体
を検出するように設定した検出器を有する機器を使用して前記サンプル中の複合体の量を
決定する。
【０１００】
　具体的な態様では、前記機器は分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化
学デバイスである。
【０１０１】
　具体的な態様では、前記癌は、リンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性
大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンス
トレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大
細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、
プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮
細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣
明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳
癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、黒色腫、胃腺癌、子宮内膜
腺癌、食道扁平上皮癌である。
【０１０２】
　具体的な態様では、前記対象はヒトである。
【０１０３】
　別の態様では、NMT1阻害剤で治療するのに適した対象を同定するためのキットであって
、NMT2に対する抗体、請求項68から74のいずれか一項に記載の方法に従って対象を同定す
るための説明書を含むキットを提供する。
【０１０４】
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　具体的な態様では、キットは対照をさらに含む。
【０１０５】
　別の態様では、NMT1阻害剤で治療するのに適した対象を同定するためのキットであって
、NMT2に結合する核酸、請求項75から83のいずれか一項に記載の方法に従って対象を同定
するための説明書を含むキットを提供する。
【０１０６】
　具体的な態様では、キットは対照をさらに含む。
【０１０７】
　前記核酸がRNAまたはDNAである、請求項93に記載のキット。
【０１０８】
　別の態様では、NMT1阻害剤で治療するのに適した対象を同定するためのキットであって
、NeutrAvidinTM-HRP、および請求項84から90のいずれか一項に記載の前記対象を同定す
るための説明書を含むキットを提供する。
【０１０９】
　具体的な態様では、キットは対照をさらに含む。
【０１１０】
　具体的な態様では、キットはアルキニル-ミリステートまたはデスチオビオチンアジド-
PEGビオチンをさらに含む。
【０１１１】
　本発明の実施形態を、単に例として、添付の図面を参照することによって、ここで記載
する。
【図面の簡単な説明】
【０１１２】
【図１】正常B細胞の一型(L0)、ならびに様々なB細胞リンパ腫およびT細胞白血病におけ
る、NMT1およびNMT2発現のイムノブロット分析を示す図である。
【図２】NMT阻害剤、トリス-ジベンジリデンアセトン-ジパラジウム(トリス-DBA)に対す
る、様々な正常細胞および様々なB細胞リンパ腫およびT細胞白血病の感受性を示すグラフ
である。
【図３】トリス-ジベンジリデンアセトン-ジパラジウム(トリス-DBA)による、N-ミリスト
イルトランスフェラーゼ(NMT)の阻害を示す棒グラフである。
【図４Ａ】NMT1およびNMT2に対する抗体でプロ－ビングした、リンパ腫細胞系を示すイム
ノブットの図である。
【図４Ｂ】図4A参照。
【図５】不死化正常Bリンパ球性細胞系と比較した、バーキットリンパ腫細胞系に対するN
MT阻害剤の感受性を示す線グラフである。
【図６】pcDNA3.1-V5-NMT2によるRamosBリンパ腫細胞のトランスフェクションの結果を示
す図であり、細胞生存率で示す、空プラスミドベクターでトランスフェクトした対照細胞
に対して2.5倍のトリスDBA(5ug/ml)に対する生存の増大を示し(パネルA)、(パネルB)イム
ノブロットを示す。
【図７】様々なリンパ球性細胞系および固形リンパ腫腫瘍に存在したNMT2タンパク質のレ
ベルの差を示す図である。
【図８Ａ】免疫組織化学法により分析した、様々な固形リンパ腫腫瘍に存在したNMT2タン
パク質のレベルの差を示す図である。正常リンパ節、バーキットリンパ腫(BL)およびびま
ん性大細胞型B細胞リンパ腫(DLBCL)のNMT免疫組織化学法による染色、パネルC中では、NM
T1およびNMT2に関するlog2(マイクロアレイ蛍光強度NMT)をCCLEデータベースの全細胞系
に対してプロットし、パネルD中では、NMT1およびNMT2に関するlog2(マイクロアレイ蛍光
強度NMT)を最も低いNMT2発現レベルでCCLEデータベースの100細胞系に対してプロットし
、(パネルE)バーキットリンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫および濾胞性リンパ腫
におけるNMT2の発現を免疫組織化学法により分析し、Image Jを使用してペルオキシダー
ゼ染色を定量化した。正常リンパ節におけるNMT2含有量は0.392+/-0.3である(相対単位、
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データ示さず)。
【図８Ｂ】図8A参照。
【図８Ｃ】NMT2の発現を欠く細胞系では、NMT1の発現が有意に増加することはないことを
実証する。図8C中では、NMT1およびNMT2に関するlog2(マイクロアレイ蛍光強度NMT)をCCL
Eデータベースの全細胞系に対してプロットする。図8D中では、NMT1およびNMT2に関するl
og2(マイクロアレイ蛍光強度NMT)を最も低いNMT2発現レベルでCCLEデータベースの100細
胞系に対してプロットする。
【図８Ｄ】図8C参照。
【図８Ｅ】図8Eは、光学顕微鏡コンピュータ支援型光学濃度測定を使用してNMT2の測定値
を定量化した一例を示す。視覚的に、これらの数値は悪性リンパ球の染色強度と非常に関
連があった。選択したカットポイントは強力および無/微弱染色を示した。
【図９Ａ】72時間DDD85646(パネルA)、DDD86481(パネルB)、およびDDD73226(パネルC)で
処置した様々なBリンパ球性細胞系の残存率を示す図である。パネルDはIM9(i)およびBL2(
ii)リンパ球でのDDD86481によるミリストイル化阻害の確認を示す図であり、パネルEはIM
-9、BL2およびRamos細胞系でのミリストイル化を阻害するのに必要なDDD86481の最小用量
を示す。
【図９Ｂ】図9A参照。
【図９Ｃ】図9A参照。
【図９Ｄ】図9A参照。
【図９Ｅ】図9A参照。
【図１０】(パネルA)は、24時間のNMT阻害剤トリスDBAに対する、様々な不死化正常L0Bリ
ンパ球、悪性Bリンパ腫細胞(RamosとBL2)、およびT細胞白血病(CEM)の感受性を示す図で
あり、(パネルB)は、pcDNA3.1-V5-NMT2を用いたRamosBリンパ腫細胞のトランスフェクシ
ョンによって、空プラスミドベクターでトランスフェクトした対照細胞に対してトリスDB
A(5ug/ml)に対する生存が2.5倍増大したことを示す図である。
【図１１Ａ】967の癌細胞系に関する専門書(CCLE)のデータベースにおけるNMT発現のレベ
ル(パネルA)、ボックスおよびウィスカープロットを使用して選択した癌におけるNMT2発
現のレベルを示す図(パネルB)であり、NMT2発現が最も低い50のCCLE細胞系を列挙し癌タ
イプによって選別する。
【図１１Ｂ】図11A参照。
【図１１Ｃ】少なくともNMT2を発現する50の細胞系の一覧を示す図である。
【図１２Ａ】NMTはアポトーシス中に切断されるが、依然として活性状態であることを示
す図である。
【図１２Ｂ】図12A参照。
【図１２Ｃ】図12A参照。
【図１２Ｄ】図12A参照。
【図１２Ｅ】図12A参照。
【図１２Ｆ】図12A参照。
【図１３Ａ】組換えGST-ならびにHis6-タグhNMT1およびhNMT2の精製を示す図である。
【図１３Ｂ】図13A参照。
【図１３Ｃ】図13A参照。
【図１３Ｄ】図13A参照。
【図１４】精製組換え完全長His6-NMT1と組換え「カスパーゼ切断型」ct-His6-NMT1の間
の酵素活性の比較を示す図である。
【図１５】様々なNMT阻害剤および異なる細胞系のEC50とIC50の比較を示す図である。
【図１６】DDD86481によるアポトーシスの誘導を示す図である。
【図１７Ａ】NMT2の存在を調べるための示したリンパ球様細胞系を用いたイムノブロット
を示す図であり(パネルA)、CCLEデータの表示細胞系に関するlog2(マイクロアレイ蛍光強
度NMT2)として示したNMT2mRNAの発現レベルを示す図である(パネルB)。
【図１７Ｂ】図17A参照。
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【図１８】ストレプトアビジン-セファロースビーズを使用し白血病ジャーカットT細胞に
おいて、翻訳後ω-アルキニル-ミリストイル化タンパク質をプルダウンするためのデスチ
オビオチン-PEG-アジドプローブの使用を示す図である。
【図１９】ストレプトアビジン-磁気ビーズを使用し白血病ジャーカットT細胞において、
翻訳後ω-アルキニル-ミリストイル化タンパク質をプルダウンするためのデスチオビオチ
ン-PEG-アジドプローブの拡大使用を示す図である。
【図２０】アルキニル-ミリステートで標識した「正常」不死化B細胞(IM9)およびBL細胞(
BL2とRamos)のミリストイル化プロファイルを示す図である。
【図２１】DDD86481とドキソルビシンの組合せからの時間および用量依存的細胞毒性グラ
フを示す図である。
【図２２】DMSO、スタウロスポリン、αFAS、または担体のみとインキュベートした細胞
で実施したイムノブロッティングを示す図である。
【図２３】カスパーゼ切断型NMT2が完全長NMT2より3～4倍活性があることを示す図である
。
【図２４】24時間1μMのSAHA(HDACクラスI/II阻害剤)で処置した「正常」B細胞(IM9)およ
び悪性BL細胞(Ramos、BL2)のイムノブロットを示す図である。
【図２５】様々なBL細胞系においてNMT2タンパク質レベルが低下することを示す図である
。
【図２６】プロテオソームによる分解がBL細胞におけるNMT2枯渇の原因ではないことを示
す図である。
【図２７】NMT2ではなくNMT1がカスパーゼ-8により切断されることを示す図である。
【図２８】NMT1とNMT2の両方がカスパーゼ-3により切断されたことを示す図である。
【図２９】太字で示すエドマン分解により同定したNMT1とNMT2のカスパーゼ切断部位を示
す図であり、正に帯電したリシン(K)ボックスをNMT1およびNMT2アミノ酸配列(アミノ酸1
～80)で強調する。
【図３０】部位特異的突然変異誘発によるNMT切断部位の確認を示す図である。
【図３１】太字で示すエドマン分解により同定したNMT1とNMT2のカスパーゼ切断部位を示
す図であり、正に帯電したリシン(K)ボックスをNMT1およびNMT2アミノ酸配列(アミノ酸1
～80)で強調する。
【図３２】細胞がアポトーシスの過程を経るときのNMTレベルの変化を示す図である。
【図３３】一過的にトランスフェクトしたCOS7細胞の溶解物における初期NMT活性を示す
図である。
【図３４】一過的にトランスフェクトしたCOS7細胞の溶解物における初期NMT活性を示す
図である。
【図３５】スタウロスポリン(2.5μM)およびシクロヘキシミド(5μg/mL)とインキュベー
トしたV5-NMT1およびV5-NMT2を一過的に発現するCOS7細胞におけるNMT活性を示す図であ
る。
【図３６】組換えヘキサヒスチジン(His)-タグ完全長およびカスパーゼ切断型hNMT1の精
製を示す図である。
【図３７】組換えヘキサヒスチジン(His)-タグ完全長およびカスパーゼ切断型hNMT2の精
製を示す図である。
【図３８】ペプチドミリストイル化アッセイを使用してアッセイした、精製完全長および
カスパーゼ切断型ヘキサヒスチジン(His)-NMTのNMT活性を示す図である。
【図３９】アポトーシス中のHeLa細胞における内在性NMTの細胞成分分画化を示す図であ
る。
【図４０】アポトーシス中のHeLa細胞における内在性NMTの細胞成分分画化後の、異なる
分画中のNMTの量の定量化を示す図である。
【図４１】アルキニル-ミリステートで標識しアポトーシスの過程を経たHeLa細胞の亜細
胞分画化を示す図である。
【図４２】アポトーシスの誘導に対する2-ヒドロキシミリスチン酸(HMA)の影響を示す図
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である。ジャーカットT細胞はHMA(1mM)有り又は無しで処置し、アポトーシスは抗Fas(150
ng/ml)およびシクロヘキシミド(5μg/mL)で誘導した。
【発明を実施するための形態】
【０１１３】
　以下に発明を実施する形態において、肉太活字体の数字は、本発明の様々な実施形態を
示す図面に関連して記載および参照する構成要素パーツを確認するために働く。本発明の
様々な実施形態を記載する際に、同じ参照符号を使用して類似要素の同一性を確認してい
ることを留意されたい。さらに、簡潔性のため、図面の幾つかの図から幾つかのパーツを
省略してある。
【０１１４】
　以下でより詳細に記載するように、癌を有する対象を治療するための化合物、組成物お
よび方法を本明細書中に記載する。本明細書に記載する化合物、組成物および方法で治療
するのに適した癌を有する対象を同定するための方法も本明細書中に記載する。癌を有す
る対象を同定するための方法も本明細書中に記載する。
【０１１５】
　本出願は、対象におけるNMTに欠陥がある癌を治療するための方法および組成物を提供
する。NMTに欠陥がある癌には、NMT2またはNMT1に欠陥がある癌がある。具体的な例では
、NMTに欠陥がある癌はNMT2に欠陥がある癌である。
【０１１６】
　本明細書中で使用する、用語「癌」は、細胞の異常で制御不能な成長によって引き起こ
される様々な状態を指す。「癌細胞」と呼ばれ癌を引き起こし得る細胞は、制御不能な増
殖、不死性、転移能力、急激な成長および増殖率、および/または幾つかの典型的な形態
学的特徴などの特徴的性質を有する。癌細胞は腫瘍の型であり得るが、このような細胞は
対象内に単独で存在する可能性もあり、または非腫瘍形成癌細胞である可能性がある。(
例えば、臨床的または放射線医学的手段による)1つまたは複数の腫瘍の存在の検出、腫瘍
内または別の生物サンプル由来の(例えば、組織バイオプシー由来の)細胞検査、癌を示す
血中マーカーの測定、および癌を示す遺伝子型の検出だけには限られないが、これらを含
めた任意の幾つかの方法で、癌を検出することができる。しかしながら、前述の検出法の
1つまたは複数における陰性結果が癌の不在を必ずしも示すわけではなく、例えば、癌治
療に対して完全な応答を示した患者が、後の再発によって証明されるように、依然として
癌を有する可能性がある。
【０１１７】
　本開示の具体的な例では、癌はリンパ腫である。
【０１１８】
　本明細書中で使用する、用語「リンパ腫」は、リンパ系におけるBまたはT細胞の悪性増
殖を指す。「リンパ腫」は、ホジキンリンパ腫または非ホジキンリンパ腫を含めた、多型
の悪性増殖を含む。本明細書中で使用する、用語「非ホジキンリンパ腫」は、(例えば、
癌性領域内のリード-ステルンベルグ細胞の存在によって特徴付けられる)ホジキンリンパ
腫ではない、リンパ系におけるBまたはT細胞の悪性増殖を指す。非ホジキンリンパ腫は29
を超える型のリンパ腫を包含し、その間の識別は癌細胞の型に基づく。
【０１１９】
　本開示のより具体的な例では、癌はB-リンパ腫である。
【０１２０】
　したがって一実施形態では、本開示の化合物、組成物および方法は、B細胞リンパ腫を
有する対象を治療するのに適している。
【０１２１】
　B細胞リンパ腫の例には、例えば、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫、
マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、およびMALT型
/単球B細胞リンパ腫があるが、これらだけには限られない。バーキットリンパ腫などの小
児リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、前駆体B-LBL、前駆体T-
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LBL、および未分化大細胞リンパ腫の治療も企図する。
【０１２２】
　他の実施形態では、癌はリンパ腫、B細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞
型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレー
ム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リ
ンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラス
マ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌
、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞
癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結
腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺癌、骨肉腫、メラノーマ、胃腺癌、子宮内膜腺
癌、または食道扁平上皮癌である。
【０１２３】
　本明細書中で使用する、用語「対象」は動物を指し、例えばネコ、イヌなどの飼育動物
、家畜(例えば、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギなど)、実験動物(例えば、マウス、ウ
サギ、ラット、モルモットなど)、哺乳動物、非ヒト哺乳動物、霊長類、非ヒト霊長類、
げっ歯類、鳥類、爬虫類、両生類、魚類、および任意の他の動物を、例えば含むことがで
きる。具体的な例では、対象はヒトである。
【０１２４】
　本明細書中で使用する、用語「治療」または「治療する」は、臨床結果を含めた、有益
または望ましい結果を得ることを指す。有益または望ましい臨床結果は、検出可能であれ
検出不能であれ、1つまたは複数の症状もしくは状態の軽減または改善、疾患程度の減退
、疾患状態の安定化(すなわち非悪化)、疾患の蔓延防止、疾患進行の遅延または緩慢化、
疾患状態の改善または緩和、疾患再発の減退、および(部分的であれ完全であれ)寛解だけ
には限られないが、これらを含み得る。「治療する」および「治療」は、治療を施さない
場合の予想生存期間と比較した、生存期間の延長も意味することができる。本明細書中で
使用する、「治療する」および「治療」は予防的治療も含む。例えば、初期の癌、例えば
初期段階リンパ腫がある対象を治療して進行を妨げることができ、あるいは、本明細書に
記載する化合物もしくは組成物で寛解中の対象を治療して、再発を防止することができる
。
【０１２５】
　B細胞リンパ腫細胞はNMT2ではなくNMT1を発現することを、本明細書中で示す。(図1お
よび図4中に示すように)、これは、NMT1とNMT2の両方を発現する試験した白血病および他
の細胞とは対照的である。
【０１２６】
　Bリンパ腫細胞はNMT阻害剤による細胞生存率の阻害に感受性があることを、本明細書中
でさらに示す。
【０１２７】
　一例では、NMT阻害剤はトリス-ジベンジリデンアセトン-ジパラジウム(トリス-DBA)で
ある(図2)。
【０１２８】
　他の例では、NMT阻害剤2-ヒドロキシミリステート(HMA)を使用してBリンパ腫細胞を阻
害する。
【０１２９】
　さらに別の例では、T.brucie NMTのピラゾールスルホンアミド阻害剤[J.A.Frearson et
 al(2010)Nature.464.728～723頁](DDD85646)を使用してB細胞リンパ腫を阻害する(図5)
。
【０１３０】
　別の例では、阻害剤はDDD86481である。
【０１３１】
　具体的な例では、B細胞リンパ腫を有する対象の治療は、NMT阻害剤を前記対象に投与す
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るステップを含む。
【０１３２】
　本発明においてNMT阻害剤化合物または誘導体は、NMT2に欠陥がある癌の治療に使用す
ることができる。
【０１３３】
　本明細書中で使用する、用語「欠陥がある」は、例えば、(野生型または対照サンプル
と比較した)NMT合成、レベル、活性、もしくは機能の阻害、低下または排除、ならびにNM
T(例えば、NMT1またはNMT2)のタンパク質の合成、レベル、活性、もしくは機能の誘導ま
たは刺激の阻害を広く指す。この用語は、NMTの合成、レベル、活性、もしくは機能を制
御することができる、任意の代謝または制御経路も指す。この用語は、他の分子との結合
および複合体形成から生じる阻害、低下または排除も含む。したがって、用語「NMTに欠
陥がある」は、タンパク質機能またはタンパク質経路機能の阻害、低下または排除をもた
らすことを指す。しかしながら、この用語は、これらの機能のどれもが、同時に阻害され
なければならないことを意味するものではない。
【０１３４】
　幾つかの例では、NMT遺伝子における突然変異の存在を決定することによって、NMTに欠
陥があるとして癌を同定することができる。このような核酸検出および増幅の方法は、当
業者にはよく知られている。
【０１３５】
　例えば、増幅する核酸は生物サンプルに由来してよい。(フェノールおよびクロロホル
ム抽出などの)様々な抽出法が、DNAまたはRNAを単離するのに適している。サンプルから
抽出した核酸は、当技術分野でよく知られている核酸増幅技法を使用して増幅することが
できる。非制限的な例には、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖
反応(RT-PCR)、ネステッドPCR、リガーゼ連鎖反応、増幅可能RNAレポーター、Q-β複製、
転写ベース増幅、ブーメランDNA増幅、鎖置換活性化、サイクリングプローブ技術、等温
核酸配列ベース増幅(NASBA)があり、または他の配列複製アッセイもしくはシグナル増幅
アッセイも使用することができる。
【０１３６】
　増幅の方法は当技術分野でよく知られている。幾つかの方法は、cDNAへのRNAの逆転写
を利用する。
【０１３７】
　一例ではPCRを使用して、対象の標的配列、例えばNMT2配列を増幅する。
【０１３８】
　核酸は検出前に増幅させることが可能であり、または増幅ステップ中に、例えば「リア
ルタイム」法で直接検出することができる。幾つかの実施形態では、生成するアンプリコ
ンが検出可能に標識されるように、標識プライマーを使用して標的配列を増幅する。幾つ
かの実施形態では、プライマーを蛍光標識する。幾つかの実施形態では、標的配列を増幅
し、生成したアンプリコンは電気泳動によって検出する。
【０１３９】
　遺伝子発現のレベルは、サンプル中のNMT2mRNAの量を評価することにより決定すること
ができる。サンプル中のmRNAの測定法は当技術分野で知られている。mRNAのレベルを測定
するため、サンプル中の細胞を溶かすことができ、溶解物中または溶解物から精製もしく
は半精製したRNA中のmRNAのレベルを、当業者に知られている任意の様々な方法によって
測定することができる。このような方法には、非制限的に、検出可能に標識したDNAまた
はRNAプローブを使用するハイブリダイゼーションアッセイ、例えばノーザンブロッティ
ング、または適切なオリゴヌクレオチドプライマーを使用した定量もしくは半定量RT-PCR
法がある。あるいは、定量もしくは半定量in situハイブリダイゼーションアッセイを、
例えば組織切片、または非溶解細胞縣濁液、および検出可能に標識した、例えば蛍光、ま
たは酵素標識DNAもしくはRNAプローブを使用して実施することができる。mRNAを定量化す
るためのさらなる方法には、RNA保護アッセイ(「RPA」)、cDNAおよびオリゴヌクレオチド
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マイクロアレイ、レプレゼンテーションディファレンス分析(「RDA」)、ディファレンシ
ャルディスプレイ、EST配列分析、連続遺伝子発現解析(「SAGE」)、およびLuminex FlexM
AP(「LMF」)での多重ライゲ－ション媒介増幅がある。
【０１４０】
　「リアルタイム」法を使用して増幅をモニタリングすることもできる。リアルタイムPC
Rは、核酸標的の検出および定量化を可能にする。典型的には、定量PCRのためのこの手法
は蛍光色素を利用し、色素はSYBR Green.RTM.Iなどの二本鎖特異的色素であってよい。あ
るいは、他の蛍光色素、例えばFAMまたはHEXを、オリゴヌクレオチドプローブまたはプラ
イマーと結合させることが可能である。リアルタイムPCRを実施することができる様々な
器機が当技術分野で知られている。PCRの各サイクルで生じる蛍光シグナルは、PCR産物の
量に比例する。蛍光とサイクル数のプロットを使用して増幅の動態を記載し、蛍光閾値レ
ベルを使用して初期鋳型濃度と関係がある分画サイクル数を定義する。熱サイクル中に増
幅を実施し、蛍光を読み取ることができる器機で検出するとき、融解分析を使用して、目
的とするPCR産物と非特異的PCR産物を区別することができる。増幅およびシグナル生成後
の反応の温度を段階的に上昇させながら、蛍光の変化を測定することによって、目的とす
る産物の(Δct)、および非特異的産物のそれを決定することができる。
【０１４１】
　「多重検出」または「多重化」としても知られる方法は、サンプル中の多数の核酸の増
幅を含むことができる。本明細書中で使用する、用語「多重PCR」は、2セット以上のPCR
プライマーを反応に加えて、1つまたは複数の標的遺伝子マーカー由来の核酸を含めた多
数の核酸を検出し定量化するステップを含むPCRを指す。さらに、内部対照(例えば、18s 
rRNA、GADPH、またはβ-アクチン)との多重化によって、反応なしでPCRの対照をもたらす
。
【０１４２】
　幾つかの例では、NMT遺伝子の後成的不活性化を決定することにより、NMTに欠陥がある
として癌を同定することができる。
【０１４３】
　幾つかの例では、対象由来の細胞のサンプルにおける、(NMT1またはNMT2を含めた)NMT
の活性を決定することにより、NMTに欠陥があるとして癌を同定することができる。例え
ば癌細胞に欠陥がある場合は対照に対して、好ましくは同じ組織由来の非癌細胞に対して
、活性を決定することができる。したがって、NMTに欠陥がある癌にはNMT活性および/ま
たは発現の低減または排除があり得る。NMTの活性は、当技術分野でよく知られている、
および/または本明細書に記載する技法を使用することにより決定することができる。こ
れらの例では、NMTに欠陥がある癌には活性の低減または排除がある。
【０１４４】
　幾つかの例では、NMTタンパク質の量、濃度および/またはレベルを決定することにより
、NMT(例えば、NMT1 NMT2、または両方)に欠陥があるとして癌を同定することができる。
【０１４５】
　幾つかの例では、癌を有する対象、もしくは癌を有する疑いがある対象由来の生物サン
プルにおけるミリストイル化タンパク質の量を決定することにより、NMTに欠陥があると
して癌を同定することができる。この例では、ミリストイル化タンパク質の有無、または
量を、例えば適切な脂肪酸アナログを使用する、クリックケミストリーを使用して決定す
ることができる。非制限的な方法を、本明細書に記載する。ミリストイル化タンパク質の
有無、または量を決定する別の方法は、当業者に知られている。(場合によっては対照と
比較して)サンプル中に少量のミリストイル化タンパク質を有するサンプルは、NMTに欠陥
があるサンプル、またはNMTに欠陥がある癌を示す。幾つかの例では、サンプル中に少量
のミリストイル化タンパク質を有するサンプルはNMT2に欠陥があるサンプル、またはNMT2
に欠陥がある癌を示す。
【０１４６】
　幾つかの例では、癌を有する対象、もしくは癌を有する疑いがある対象由来の生物サン
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プルにおけるアシル化タンパク質の量を決定することにより、NMTに欠陥があるとして癌
を同定することができる。この例では、アシル化タンパク質の有無、または量を決定する
ことができる。このような方法は、当業者には知られているはずである。(場合によって
は対照と比較して)サンプル中に少量のアシル化タンパク質を有するサンプルは、NMTに欠
陥があるサンプル、またはNMTに欠陥がある癌を示す。幾つかの例では、サンプル中に少
量のアシル化タンパク質を有するサンプルはNMT2に欠陥があるサンプル、またはNMT2に欠
陥がある癌を示す。
【０１４７】
　幾つかの例では、突然変異などの1つまたは複数の配列変異の存在を決定することによ
り、NMTに欠陥があるとして癌を同定することができ、多型は、野生型ヌクレオチド配列
に対する1つまたは複数のヌクレオチドの欠失、挿入または置換を含むことができる。1つ
または複数の変異は核酸配列のコードもしくは非コード領域中に存在する可能性があり、
NMTの発現もしくは機能を低減または消失させる可能性がある。したがって、変異体核酸
は活性が低減もしくは消失した変異体ポリペプチドをコードする可能性があり、または例
えば制御エレメントの改変した活性により、細胞内での発現がほとんどもしくは全くない
野生型ポリペプチドをコードする可能性がある。
【０１４８】
　幾つかの例では、NMTの発現に影響を与えるかまたはそれをネガティブに制御する遺伝
子を決定することにより、NMTに欠陥があるとして癌を同定することができる。
【０１４９】
　様々な方法を、対象から得たサンプル中の特定核酸配列の有無を決定するために使用す
ることができる。
【０１５０】
　幾つかの例では、NMT経路の要素のNMTの、正または負のレギュレーターの発現または活
性のレベルを評価することにより、NMTに欠陥があるとして癌を同定することができる。
例えばイムノブロットおよびELISAなどのイムノアッセイ、ならびにRT-PCR、ナノストリ
ング技術、RNA-seq、核酸ハイブリダイゼーションまたは核型分析などの核酸検出法によ
って、発現レベルを決定することができる。
【０１５１】
　幾つかの例では、個体由来の細胞サンプル中の、1つまたは複数の変異、例えばNMT1お
よび/またはNMT2の多型または突然変異の存在を決定することにより、NMT1および/または
NMT2に欠陥があるとして癌を同定することができる。
【０１５２】
　癌と関係がある突然変異および多型は、変異体(すなわち、突然変異体または対立遺伝
子変異体)ポリペプチドの存在を検出することによって、タンパク質レベルで検出するこ
ともできる。
【０１５３】
　別の例では、癌を有する対象を治療する方法であって、前記癌がNMT2に欠陥がある癌細
胞を含み、NMT阻害剤および/またはNMT1阻害剤を前記対象に投与するステップを含む方法
を提供する。
【０１５４】
　本明細書中で使用する、用語「阻害する」または「阻害剤」は、タンパク質合成、レベ
ル、活性、もしくは機能を阻害する任意の方法または技法、ならびに対象のタンパク質、
例えばNMT2の合成、レベル、活性、もしくは機能の誘導または刺激を阻害する方法を指す
。この用語は、対象のタンパク質の合成、レベル、活性、もしくは機能を制御することが
できる任意の代謝または制御経路も指す。この用語は、他の分子との結合および複合体形
成を含む。したがって用語「阻害剤」は、その施用がタンパク質機能もしくはタンパク質
経路機能の阻害をもたらす、任意の作用物質または化合物を指す。しかしながら、この用
語は、これらの機能のどれもが、同時に阻害されなければならないことを意味するもので
はない。
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【０１５５】
　別の例では、癌を有する対象を治療する方法であって、前記癌がNMT1に欠陥がある癌細
胞を含み、NMT阻害剤および/またはNMT2阻害剤を前記対象に投与するステップを含む方法
を提供する。
【０１５６】
　幾つかの例では、治療法は、治療有効量の本明細書に記載する化合物を対象に投与する
ステップを含み、場合によっては一回投与または施用からなり、あるいは一連の投与また
は施用を含む。具体的な例では、前記化合物はNMT阻害剤、NMT1阻害剤および/またはNMT2
阻害剤である。
【０１５７】
　より具体的な例では、NMT阻害剤はトリス-DBA、HMA、DDD85646、DDD86481、またはこれ
らの誘導体である。
【０１５８】
　他の例では、対象に投与するのに適した薬学的に有効な量の化合物および/または組成
物を提供する。
【０１５９】
　本明細書中で使用する、用語「薬学的に有効な量」は、研究者または臨床医によって調
査中である組織、系、動物もしくはヒトの生物学的または医学的応答を誘導する、薬剤ま
たは薬学的作用物質の量を指す。この量は治療有効量であり得る。
【０１６０】
　化合物および組成物は薬学的に許容される形で提供する。
【０１６１】
　本明細書中で使用する、用語「薬学的に許容される」は、過度の毒性、炎症、アレルギ
ー反応、または他の問題もしくは合併症がなく妥当なベネフィット/リスク比で釣り合う
対象の組織との接触における使用に適した、化合物、材料、組成物、および/または剤形(
単位用量など)を指す。それぞれの担体、賦形剤なども、製剤の他の成分と適合性がある
意味で「許容される」。
【０１６２】
　実際の投与量、ならびに投与の速度および経時的変化は、治療される対象の性質および
重症度に依存する。治療の処方、例えば用量に関する決定などは、一般開業医および他の
医師の責任範囲内にあり、典型的には治療する障害、個々の患者の状態、送達の部位、投
与の方法、および開業医に知られている他の要因を考慮に入れる。
【０１６３】
　化合物または組成物は、治療する状態に応じて、同時的または連続的のいずれかで、単
独または他の治療と併用して投与することができる。
【０１６４】
　製剤は便宜上単位剤形で存在してよく、製薬の技術分野でよく知られている任意の方法
によって調製することができる。このような方法は、1つまたは複数の補助成分を構成し
得る担体と活性化合物を結合させるステップを含む。一般に製剤は、液状担体または微細
固形担体または両方と活性化合物を均一かつ密接に結合させるステップ、および次いで必
要であれば、生成物を成形するステップによって調製する。
【０１６５】
　経口(例えば、摂取による)、局所(例えば、経皮、鼻腔内、眼部、頬、および舌下を含
む)、肺(例えば、口または鼻を例えば介した、例えばエアロゾルを使用した吸入または注
入療法による)、直腸、膣内、例えば皮下、皮内、筋肉内、静脈内、動脈内、心臓内、髄
腔内、脊髄内、包内、被膜下、眼窩内、腹腔内、気管内、表皮下、関節内、くも膜下、お
よび胸骨内を含めた注射による非経口、例えば皮下または筋肉内へのデポー剤インプラン
トだけには限られないが、これらを含めて、全身/末梢であれ望ましい作用部位であれ、
任意の好都合な投与経路によって、対象に化合物および組成物を投与することができる。
【０１６６】
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　(例えば、摂取による)経口投与に適した製剤は、それぞれ所定量の活性化合物を含有す
る、カプセル、カシェ剤または錠剤などの別個単位として、粉末もしくは顆粒として、水
溶液もしくは非水溶液に溶かした溶液もしくは縣濁した縣濁液として、または水中油滴型
液状エマルジョンもしくは油中水滴型液状エマルジョンとして、ボーラスとして、舐剤と
して、またはペーストとして提供できる。
【０１６７】
　(例えば、皮膚、皮下、筋肉内、静脈内および皮内を含めた注射による)非経口投与に適
した製剤には、抗酸化剤、バッファー、防腐剤、安定剤、静菌剤、および目的とするレシ
ピエントの血液と製剤を等張にする溶質を含有し得る、水性または非水性の等張で、発熱
物質を含まない滅菌注射溶液、ならびに縣濁剤および増粘剤、およびリポソーム、または
血中成分または1つもしくは複数の器官を化合物が標的化するように設計した他のマイク
ロ粒子系を含み得る水性および非水性滅菌縣濁液がある。このような製剤において使用す
るのに適した等張媒体の例には、塩化ナトリウム注射液、リンゲル液、または乳酸加リン
ゲル注射液がある。
【０１６８】
　製剤は単位用量または多数回用量密閉容器、例えばアンプルおよびバイアル中で提供す
ることができ、使用直前に滅菌液状担体、例えば注射用水の添加のみを必要とする凍結-
乾燥(凍結乾燥)状態で保存することができる。即興の注射溶液および縣濁液は、滅菌粉末
、顆粒、および錠剤から調製することができる。製剤は、リポソーム、または血中成分ま
たは1つもしくは複数の器官を活性化合物が標的化するように設計した他のマイクロ粒子
系の形であってよい。
【０１６９】
　本明細書に開示する化合物を含む組成物は、標準的な化学療法レジメと併用して、また
は放射線療法と共に、本明細書に記載する方法中で使用することができる。
【０１７０】
　患者におけるリンパ腫の場合、既知の治療は治療する対象、疾患の型、およびその段階
に依存する。リンパ腫に関する既存の治療モダリティは当業者に知られている。したがっ
て既知の治療は、本明細書に開示するNMT阻害剤と一緒に使用することができる。
【０１７１】
　リンパ腫の治療において使用するための一般的な薬剤の組合せには、CHOP(すなわち、
シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、およびプレドニソン)、GAP-BOP
(すなわち、シクロホスファミド、ドキソルビシン、プロカルバジン、ブレオマイシン、
ビンクリスチン、およびプレドニソン)、m-BACOD(すなわち、メトトレキサート、ブレオ
マイシン、ドキソルビシン、シクロホスファミド、ビンクリスチン、デキサメタゾンおよ
びロイコボリン)、ProMACE-MOPP(すなわち、プレドニソン、メトトレキサート、ドキソル
ビシン、シクロホスファミド、エトポシド、ロイコボリンと標準的なMOPP)、ProMACE-Cyt
aBOM(プレドニソン、ドキソルビシン、シクロホスファミド、エトポシド、シタラビン、
ブレオマイシン、ビンクリスチン、メトトレキサート、およびロイコボリン)、ならびにM
ACOP-B(メトトレキサート、ドキソルビシン、シクロホスファミド、ビンクリスチン、プ
レドニソン、ブレオマイシン、およびロイコボリン)があるが、これらだけには限られな
い。再発侵襲性非ホジキンリンパ腫に関して、以下の化学療法剤の組合せ、IMVP-16(すな
わち、イフォスファミド、メトトレキサート、およびエトポシド)、MIME(すなわち、メチ
ル-gag、イフォスファミド、メトトレキサート、およびエトポシド)、DHAP(すなわち、デ
キサメタゾン、-16高用量シタラビン、およびシスプラチン)、ESHAP(すなわち、エトポシ
ド、メチルプレドニソン、高用量シタラビン、およびシスプラチン)、CEFF(B)(すなわち
、シクロホスファミド、エトポシド、プロカルバジン、プレドニソン、およびブレオマイ
シン)、ならびにCAMP(すなわち、ロムスチン、ミトキサントロン、シタラビン、およびプ
レドニソン)を、本明細書に記載する化合物および組成物と共に使用することができる。
【０１７２】
　再発性、耐性ホジキン病などの特定リンパ腫に使用するための救済化学療法用の治療に
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は、VABCD(すなわち、ビンブラスチン、ドキソルビシン、ダカルバジン、ロムスチンおよ
びブレオマイシン)、ABDIC(すなわち、ドキソルビシン、ブレオマイシン、ダカルバジン
、ロムスチン、およびプレドニソン)、CBVD(すなわち、ロムスチン、ブレオマイシン、ビ
ンブラスチン、デキサメタゾン)、PCVP(すなわち、ビンブラスチン、プロカルバジン、シ
クロホスファミド、およびプレドニソン)、CEP(すなわち、ロムスチン、エトポシド、お
よびプレドニムスチン)、EVA(すなわち、エトポシド、ビンブラスチンおよびドキソルビ
シン)、MOPLACE(すなわち、シクロホスファミド、エトポシド、プレドニソン、メトトレ
キサート、シタラビン、およびビンクリスチン)、MIME(すなわち、メチル-gag、イフォス
ファミド、メトトレキサート、およびエトポシド)、MINE(すなわち、ミトクアゾン(mitoq
uazone)、イフォスファミド、ビノレルビン、およびエトポシド)、MTX-CHOP(すなわち、
メトトレキサートおよびCHOP)、CEM(すなわち、ロムスチン、エトポシド、およびメトト
レキサート)、CEVD(すなわち、ロムスチン、エトポシド、ビンデシン、およびデキサメタ
ゾン)、CAVP(すなわち、ロムスチン、メルファラン、エトポシド、およびプレドニソン)
、EVAP(すなわち、エトポシド、ビンブラスチン、シタラビン、およびシスプラチン)、な
らびにEPOCH(すなわち、エトポシド、ビンクリスチン、ドキソルビシン、シクロホスファ
ミド、およびプレドニソン)があるが、これらだけには限られない。
【０１７３】
　NMT1またはNMT2を阻害するための別の方法を、癌の治療、特にB細胞リンパ腫の治療の
ための合成致死戦略において使用することができることは理解されよう。例えば、NMT1ま
たはNMT2の発現は、アンチセンスまたはRNAi技術を使用して阻害することができる。遺伝
子発現および/またはタンパク質活性を下方制御するための、これらの手法の使用は当業
者に知られている。
【０１７４】
　本開示の別の態様では、患者のNMT2阻害剤および/またはNMT1阻害剤治療の利点を決定
する方法を提供する。
【０１７５】
　一例では、本開示の方法は、NMT1および/もしくはNMT2の有無、または量または濃度に
関して、癌を有する対象、もしくは癌を有する疑いがある対象由来のサンプルを定性的ま
たは定量的に決定、分析または測定するステップを含む。
【０１７６】
　別の例では、本開示の方法は、ミリストイル化タンパク質の有無、または量または濃度
に関して、癌を有する対象、もしくは癌を有する疑いがある対象由来のサンプルを定性的
または定量的に決定、分析または測定するステップを含む。
【０１７７】
　別の例では、本開示の方法は、アシル化タンパク質の有無、または量または濃度に関し
て、癌を有する対象、もしくは癌を有する疑いがある対象由来のサンプルを定性的または
定量的に決定、分析または測定するステップを含む。
【０１７８】
　本明細書中で使用する、用語「サンプル」は、遺伝子発現レベル、タンパク質レベル、
酵素活性レベルなどに関してアッセイすることができる、癌細胞を含む、または癌細胞を
含有する疑いがある、液体、細胞または組織サンプルだけには限られないが、これらを含
めた、対象由来の任意のサンプルを指す。サンプルは、例えば、血液サンプル、分画血液
サンプル、骨髄サンプル、バイオプシー、凍結組織サンプル、新たな組織試料、細胞サン
プル、および/またはパラフィン包埋切片、そこから相対的mRNAレベルの測定を可能にす
るのに十分な量および適切な性質のRNAを抽出することができる材料、またはそこから相
対的ポリペプチドレベルの測定を可能にするのに十分な量および適切な性質のポリペプチ
ドを抽出することができる材料を含むことができる。
【０１７９】
　NMT1もしくはNMT2の決定、分析または測定、またはNMT1および/もしくはNMT2の有無は
、患者における癌のNMT1阻害剤またはNMT2阻害剤治療の利点と関連付けることができる。
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【０１８０】
　ミリストイル化タンパク質の決定、分析または測定、またはミリストイル化タンパク質
の有無は、患者における癌のNMT1阻害剤またはNMT2阻害剤治療の利点と関連付けることが
できる。
【０１８１】
　アシル化タンパク質の決定、分析もしくは測定、またはミリストイル化タンパク質の有
無は、患者における癌のNMT1阻害剤またはNMT2阻害剤治療の利点と関連付けることができ
る。
【０１８２】
　具体的な例では、本発明の抗体は、対象のタンパク質、例えばタンパク質NMT1またはNM
T2に免疫反応的または免疫特異的であり、したがってそれと特異的および選択的に結合す
る。一例では、ヒトNMT1またはNMT2に免疫反応的および免疫特異的である抗体を使用する
ことができる。ヒトNMT1またはNMT2に対する抗体は免疫特異的であることが好ましい。用
語「抗体(antibody)」および「複数の抗体(antibodies)」は、モノクローナル抗体および
ポリクローナル抗体だけには限られないが、これらを含む。
【０１８３】
　別の例では、本発明の抗体は、NMT1タンパク質またはNMT2タンパク質の両方に免疫反応
的または免疫特異的であり、したがってそれらと特異的および選択的に結合する。この例
では、ヒトNMT1またはNMT2の両方に免疫反応的および免疫特異的である抗体を使用するこ
とができる。ヒトNMT1またはNMT2に対する抗体は免疫特異的であることが好ましい。この
例では、NMT1とNMT2の異なる分子量により、例えばSDS-PAGEおよびイムノブロッティング
を使用して、両タンパク質の有無を単一抗体を使用して確認することができる。用語「抗
体(antibody)」および「複数の抗体(antibodies)」は、モノクローナル抗体およびポリク
ローナル抗体だけには限られないが、これらを含む。
【０１８４】
　用語「特異的に結合する」は、特異的ポリペプチド、例えばNMT1またはNMT2のエピトー
プとの、抗体の高アビディティーおよび/または高アフィニティー結合を指す。この特異
的ポリペプチドにおけるそのエピトープと抗体の結合は、任意の他のエピトープ、特に対
象の特異的ポリペプチドと結合している、またはそれと同じサンプル中の分子中に存在し
得るエピトープと同じ抗体の結合より強い。対象のポリペプチドと特異的に結合する抗体
は、弱い、ただし検出可能なレベルで他のポリペプチドと結合することができる。このよ
うな弱い結合、またはバックグラウンド結合は、当業者に知られているように、例えば適
切な対照を使用することによって、対象の化合物またはポリペプチドと特異的抗体の結合
とは容易に識別可能である。
【０１８５】
　一例では、癌細胞を含有するかまたは癌細胞を含有する疑いがあるサンプルを、癌を有
する対象から得る。このようなサンプルの回収は当業者によく知られている。具体的な例
では、サンプルは血液サンプルである。サンプルを得る方法、このようなサンプルの処理
および/または保存法も当業者によく知られている。
【０１８６】
　具体的な例では、サンプル内のNMT1またはNMT2タンパク質の検出、分析または測定は、
免疫組織化学法を使用して実施する。より具体的な例では、サンプル内のNMT2の検出、分
析、または測定は、免疫組織化学法を使用して実施する。他のイムノアッセイ、定性的ま
たは定量的アッセイも本発明中で使用することができることは、当業者には明らかであろ
う。
【０１８７】
　他の例では、免疫組織化学法(IHC)の任意の適切な方法またはシステムを使用して、免
疫組織化学法を実施することができる。非制限的な例には自動システム、定量的IHC、半
定量的IHC、および手動法がある。
【０１８８】
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　用語「定量的」免疫組織化学法は、抗原または他のタンパク質などの指定バイオマーカ
ーの存在を同定および定量化するため、例えばNMT1および/またはNMT2を定量化するため
の、免疫組織化学法を施したサンプルを自動的にスキャンし記録する方法を指す。サンプ
ルに与えられるスコアは免疫組織化学法によるサンプルの染色の強度の数値であり、サン
プル中に存在する(NMT1またはNMT2などの)標的バイオマーカーの量を表す。本明細書中で
使用する光学濃度(OD)は、染色の強度および染色された細胞の割合を表す数値スコアであ
る。本明細書中で使用する半定量的免疫組織化学法は、人間の目による免疫組織化学法の
結果を記録することを指し、この場合熟練オペレーターが(例えば、0[微弱または染色無
し]、1または2[強烈な染色]として)数値により結果をランク付けする。
【０１８９】
　免疫組織化学法と共に使用するのに適した自動サンプル処理、スキャンおよび分析シス
テムは当技術分野で知られており、本発明と共に使用することができる。このようなシス
テムは、自動染色および顕微鏡スキャン、コンピュータ支援イメージ解析、(サンプルの
方向およびサイズの変化に関する対照との)連続区間比較、デジタルレポート作成、なら
びに(その上に組織切片が置かれたスライドなどの)サンプルの保管および追跡を含み得る
。従来型光学顕微鏡とデジタルイメージ処理システムを組み合わせて免疫染色サンプルを
含めた細胞および組織に関する定量分析を実施する、細胞イメージングシステムが市販さ
れている。
【０１９０】
　実際、患者サンプルをNMT2腫瘍染色が少ない(例えば、微弱または染色無し)と決定する
例では、患者はNMT1阻害剤治療に適した候補であると考えられる。別の具体的な例では、
NMT2腫瘍染色が多い(例えば強烈)と決定した患者はNMT1阻害剤治療に適していない候補で
あると考えられる。
【０１９１】
　IHC陰性とIHC陽性に関するカットポイントの決定は半定量的決定であり、半定量的方法
および光学顕微鏡を使用し熟練病理学者により行われることは理解されよう。
【０１９２】
　例えば、IHCは以下のいずれかの形式で記録することができる。1.何らかの染色有り対
染色無し、2.強烈な染色対微弱な染色、3.染色無し対微弱な染色対強烈な染色、4.式(染
色無しの割合×0)+(微弱な染色の割合×100);+(適度な染色の割合×200)+(強烈な染色の
割合×300)で構成されるHスコア、5.支援型定量スコアリング用のコンピュータ支援イメ
ージ解析ソフトウエア。
【０１９３】
　カットポイントはin vitroでの変動的薬剤感受性により最初に定義される。薬剤を臨床
試験した後、感受性対非感受性カットポイントをさらに精錬し確認する。
【０１９４】
　一例では、多量(例えば強烈)または少量(例えば、微弱もしくは染色無し)のNMT2腫瘍染
色があるかどうか決定する際に、患者サンプルを一つまたは複数の対照サンプルと比較す
ることができる。一例では、対照サンプルは既知のおよび/または確立されたレベルのNMT
2腫瘍染色を有している。一例では対照サンプルは、既知のおよび/または確立されたレベ
ルのNMT2腫瘍染色および/または既知の臨床結果を有する患者サンプルである。一例では
、対照は既知量のNMT2染色がある細胞系である。
【０１９５】
　NMT1阻害剤治療に適していない候補であると考えられる患者のための持続的治療オプシ
ョンは、当業者には知られている。
【０１９６】
　幾つかの状況では、NMT1阻害剤治療に初期に応答する患者には再発の可能性があること
は理解されよう。このような再発は、原発性腫瘍の再発および転移の進行だけには限られ
ないが、これらを含めた幾つかの形式で現れる可能性がある。追加的または代替的に、別
の異なる腫瘍が生じる可能性がある。
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【０１９７】
　本発明の一態様によれば、a)癌を有する対象または癌を有する疑いがある対象からサン
プルを得るステップ、b)サンプルとNMT2に対する抗体を接触させてサンプル中に存在する
抗体とNMT2の間で複合体を形成するステップ、c)形成された複合体を測定してサンプル中
のNMT2の量または濃度を決定するステップ、およびd)前記対象における前記癌のNMT1阻害
剤治療の利点を決定するステップを含み、NMT1阻害剤治療の利点の決定が前記サンプル中
のNMT2レベルにより決定される方法を提供する。
【０１９８】
　具体的な態様では、場合によっては対照と比較して、前記サンプル中のNMT2に対する量
が少ないまたは存在しないとき、前記対象へのNMT1阻害剤の投与が示される。
【０１９９】
　本発明の一態様によれば、対象からサンプルを得るステップ、前記サンプルを処理する
ステップ、処理サンプルとNMT2に対する抗体を接触させてサンプル中に存在する抗体とNM
T2の間で複合体を形成するステップを含み、前記複合体を示す少なくとも1つのアッセイ
結果をもたらす結合アッセイを実施するステップ、および場合によっては対照と比較して
、前記サンプル中のNMT2に対する量が少ないまたは存在しないとき、前記対象にNMT1阻害
剤を投与するステップを含む方法を提供する。
【０２００】
　幾つかの態様では、前記サンプルにおいて抗体とNMT2の間で形成される複合体を検出す
るように設定した検出器を有する機器を使用してサンプル中の複合体の量を決定する。幾
つかの例では、機器は分光光度計、分光蛍光計、光学デバイス、または電気化学デバイス
である。幾つかの例では、NMT2に対する抗体はモノクローナル抗体、またはポリクローナ
ル抗体である。
【０２０１】
　NMT1またはNMT2の検出、分析または測定中で使用することができる他の例には、対象か
らサンプルを得るための、イムノブロッティング、ELISA、間接的免疫蛍光法、多重化ビ
ーズ技術、免疫沈降および質量分析があるが、これらだけには限られない。実際には、患
者のサンプルをNMT2染色が低いまたは無いと決定する例では、対象はNMT阻害剤療法に適
した候補であると考えられる。
【０２０２】
　一例では、サンプルは、直接検査によるもしくはイメージ捕捉による光学顕微鏡法およ
び分析によって、または直接検査を使用するもしくはイメージ捕捉による蛍光顕微鏡法お
よび分析によって分析する。
【０２０３】
　別の例では、本開示の方法は、NMT1および/またはNMT2活性の有無または量に関して、
癌患者を有する対象由来の生物サンプル中のNMT1タンパク質および/またはNMT2タンパク
質の活性を定性的または定量的に決定、分析または測定するステップを含む。この例では
、NMT1またはNMT2の(天然または合成)基質の使用を使用して、NMT1またはNMT2活性が存在
する、不在であるサンプル、またはその量を確認する。
【０２０４】
　実際には、対象のサンプルがNMT2に欠陥があると決定する例では、対象はNMT1阻害剤に
関する投与に適した候補であると考えられる。
【０２０５】
　実際、対象のサンプルが少量のNMT2タンパク質レベルを有するまたはNMT2タンパク質レ
ベルを有さないと決定する例では、対象はNMT1阻害剤を投与するのに適した候補であると
考えられる。
【０２０６】
　実際には、対象のサンプルはNMT2活性が低いまたは無いと決定する例では、対象はNMT1
阻害剤に関する投与に適した候補であると考えられる。
【０２０７】
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　実際には、対象のサンプルはミリストイル化タンパク質の量が少ないまたは存在しない
と決定する例では、対象はNMT1阻害剤に関する投与に適した候補であると考えられる。
【０２０８】
　実際には、対象のサンプルはアシル化タンパク質の量が少ないまたは存在しないと決定
する例では、対象はNMT2阻害剤に関する投与に適した候補であると考えられる。
【０２０９】
　別の例では、本開示の方法は、癌を有するかまたは癌を有する疑いがある対象由来のサ
ンプル中のNMT1またはNMT2遺伝子における突然変異、欠失などを確認するステップを含む
。この場合、NMT1またはNMT2遺伝子における前記突然変異、欠失などは、前記サンプル内
の癌細胞におけるNMT1またはNMT2タンパク質活性の消失または低下をもたらす。NMT1また
はNMT2におけるこのような突然変異、欠失などを確認する方法は当業者に知られており、
RFLP、RT-PCT、マイクロアレイ分析、および/または任意の適切な型のDNA配列決定を含む
が、これらだけには限られない。実際には、患者のサンプルが、低いNMT2タンパク質活性
をもたらす、またはそれをもたらさないNMT2における突然変異、欠失などを有すると決定
する例では、対象はNMT阻害剤療法に適した候補であると考えられる。
【０２１０】
　別の例では、本開示の方法は、癌を有するかまたは癌を有する疑いがある対象由来のサ
ンプル中のNMT1またはNMT2のmRNAにおける突然変異、欠失などを確認するステップを含む
。この場合、NMT1またはNMT2のmRNAにおける前記突然変異、欠失などは、前記サンプル内
の癌細胞におけるNMT1またはNMT2タンパク質活性の消失または低下をもたらす。NMT1また
はNMT2のmRNAにおけるこのような突然変異、欠失などを確認する方法は当業者に知られて
おり、ノーザンブロッティング、RT-PCR、マイクロアレイ分析、および/または任意の適
切な型のmRNA配列決定を含むが、これらだけには限られない。実際には、患者のサンプル
が、低いNMT2タンパク質活性をもたらす、またはそれをもたらさないNMT2のmRNAにおける
突然変異、欠失などを有すると決定する例では、対象はNMT阻害剤療法に適した候補であ
ると考えられる。
【０２１１】
　別の例では、本開示の方法は、NMT1またはNMT2の欠陥と関係がある癌に罹患している対
象の治療するための方法であって、NMTの阻害剤を前記対象に投与するステップを含む方
法を提供する。具体的な例では、癌はNMT2の欠陥と関係があり、阻害剤はNMT1阻害剤であ
る。
【０２１２】
　別の例では、NMT2に欠陥がある癌を治療するためのNMT1阻害剤の使用を提供する。
【０２１３】
　別の例では、癌を治療するためのNMT1阻害剤の使用を提供し、前記癌はリンパ腫、B細
胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫
、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデンストレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキ
ットリンパ腫、小児リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、急性骨髄性白血病、急性転化期慢
性骨髄性白血病、バーキットリンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫、腸腺癌、肺混合型扁平上皮
腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管癌、胃びまん性腺癌、甲状腺
髄様癌、尿路移行上皮癌、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性
骨髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、乳癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、非小細胞肺
癌、骨肉腫、メラノーマ、胃腺癌、子宮内膜腺癌、または食道扁平上皮癌である。より具
体的な例では、前記癌はNMT2に欠陥がある癌として決定する。
【０２１４】
　阻害剤の例には、小分子、抗体、ペプチド断片、および/または核酸分子があるが、こ
れらだけには限られない。
【０２１５】
　小分子の具体的な例には、トリス-DBA、HMA、DDD85646、DDD86481、およびこれらの誘
導体がある。本明細書中で使用する、用語「誘導体」には、塩、配位錯体、in vivo加水
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分解性エステルなどのエステル、遊離酸または塩基、水和物、プロドラッグまたは脂質、
カップリングパートナーがあるが、これらだけには限られない。
【０２１６】
　NMT1のその活性部位を化学合成することによって、ペプチド断片を完全または部分的に
調製することができる。当業者に知られている確立した、標準的な液相または固相ペプチ
ド合成法に従い、ペプチド断片を調製することができる。
【０２１７】
　核酸阻害剤、またはその補体は、活性ポリペプチドの生成を下方制御することによって
活性または機能を阻害する。これは、当技術分野でよく知られている従来法を使用して、
例えば実施例中に記載するリアルタイムPCRを使用したスクリーニングによって、モニタ
リングすることができる。
【０２１８】
　核酸阻害剤の例には、遺伝子発現を下方制御するためのその使用が当技術分野で十分確
立している、アンチセンスまたはRNAi技術がある。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、
核酸、プレmRNAまたは成熟mRNAの相補配列とハイブリダイズして、塩基除去修復経路成分
の生成に干渉し、結果としてその発現が低減されるまたは完全もしくは実質的に完全に妨
げられるように設計することができる。コード配列を標的化する以外に、アンチセンス技
法を使用して、例えば5'隣接配列における遺伝子の対照配列を標的化することができ、そ
れによって、アンチセンスオリゴヌクレオチドは発現対照配列に干渉することができる。
【０２１９】
　アンチセンスの代替は、標的遺伝子と同じ方向であるセンスに挿入される標的遺伝子の
全部または一部のコピーを使用して、同時抑制により標的遺伝子の発現の低減を得ること
である。
【０２２０】
　追加的に、二本鎖RNA(dsRNA)サイレンシングを使用することができる。dsRNA媒介サイ
レンシングは遺伝子特異的であり、RNA干渉(RNAi)と呼ばれることが多い。
【０２２１】
　別の例では、転写時にリボザイムを生成する核酸を使用し、リボザイムは特定部位で核
酸を切断することができ、したがってNMTに影響を与える際にも有用である。
【０２２２】
　さらに別の例では、低分子RNAを利用して遺伝子発現を制御することができる。これら
は、低分子干渉RNA(siRNA)によるmRNAの標的化分解、転写後遺伝子サイレンシング(PTG)
、マイクロRNA(miRNA)によるmRNAの発生段階制御配列特異的翻訳抑制および標的化転写遺
伝子サイレンシングを含む。
【０２２３】
　さらに別の例では、細胞内での低分子ヘアピン型RNA分子(shRNA)の発現を使用すること
ができる。shRNAは、小ループ配列により隔てられた低分子逆方向反復配列からなる。一
つの逆方向反復配列は遺伝子標的と相補的である。細胞内で、shRNAはDICERによってsiRN
Aにプロセシングされ、siRNAは標的NMT遺伝子mRNAを分解し発現を抑制する。好ましい実
施形態では、ベクターからの転写によってshRNAが(細胞内で)内在的に生成される。
【０２２４】
　NMT1またはNMT2の欠陥は、NMT1またはNMT2媒介経路の要素に欠陥がある可能性がある、
それぞれNMT1またはNMT2に欠陥がある表現型であり、すなわち、経路の要素の活性の発現
は、対照細胞と比較して、癌細胞において低減または消失する可能性がある。幾つかの実
施形態では、癌細胞はNMT1またはNMT2に欠陥がある可能性がある、すなわちNMT1またはNM
T2の活性の発現は、対照細胞と比較して、癌細胞において低減または消失する可能性があ
る。
【０２２５】
　したがって、対象における癌の診断、予後、分類、またはモニタリングの1つまたは複
数に関するマーカーとしてのNMT2の使用を提供する。幾つかの例では、イムノアッセイま
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たは核酸検出、またはタンパク質活性から選択されるアッセイを使用してNMT2を測定する
。
【０２２６】
　本明細書中で使用する用語「予後」は、乳癌などの腫瘍疾患の、癌が原因の死または再
発、転移蔓延、および薬剤耐性を含めた進行状態の可能性を予想することを指す。
【０２２７】
　本明細書中で使用する用語「予後マーカー」は、全身療法を受けていない患者の結果を
知らせる、または(そのマーカーを標的化しない)経験的全身療法にもかかわらず、そのマ
ーカーがない患者のそれとは異なる結果を意味するマーカーを指す。
【０２２８】
　本明細書中で使用する用語「予測マーカー」は、マーカー状態に基づき個々の療法の示
差的有効性(利点)を予測するマーカーを指す。
【０２２９】
　本明細書中で使用する用語「診断」は、乳癌、または他のタイプの癌の同定など、分子
および/または病的状態、疾患もしくは状態を同定することを指す。
【０２３０】
　対象における癌の診断、予後、分類またはモニタリングの1つまたは複数に関するマー
カーとしての、タンパク質のミリストイル化の使用も提供する。
【０２３１】
　対象における癌の診断、予後、分類またはモニタリングの1つまたは複数に関するマー
カーとしての、タンパク質のアシル化の使用も提供する。
【０２３２】
　幾つかの例では、前記癌はリンパ腫である。より具体的な例では、前記リンパ腫はB細
胞リンパ腫である。より具体的な例では、前記B細胞リンパ腫は、濾胞性リンパ腫、びま
ん性大細胞型B細胞リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、B-CLL/SLL、免疫細胞腫/ヴァルデ
ンストレーム病、MALT型/単球B細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、小児リンパ腫、また
は未分化大細胞リンパ腫である。
【０２３３】
　幾つかの例では、癌は急性骨髄性白血病、B細胞リンパ腫、急性転化期慢性骨髄性白血
病、バーキットリンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫、プラスマ細胞骨髄腫、腸腺
癌、肺混合型扁平上皮腺癌、肺小細胞癌、肺癌、食道扁平上皮細胞癌、骨癌、乳管癌、胃
びまん性腺癌、甲状腺髄様癌、尿路移行上皮癌である。
【０２３４】
　幾つかの例では、癌はB細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、びまん性大細胞型リンパ
腫、急性骨髄性白血病、骨髄腫、卵巣明細胞癌、移行細胞癌(尿管および膀胱癌)、慢性骨
髄性白血病(CML)、リンパ腫-CLL、肺小細胞癌、乳癌、結腸直腸腺癌、膵腺癌、卵巣癌、
非小細胞肺癌、骨肉腫、メラノーマ、胃腺癌、子宮内膜腺癌、食道扁平上皮癌である。
【０２３５】
　キットの形でこのような方法において使用する化合物および/または組成物を提供する
ことによって、本発明の方法を好都合に実施することができる。このようなキットは、組
成物を含有することが好ましい。このようなキットは、その使用説明書を含有することが
好ましい。
【０２３６】
　本明細書に記載する本発明のより良い理解を得るために、以下の実施例を述べる。これ
らの実施例が、単なる例示目的であることは理解されるはずである。したがって、それら
は如何なる形式でも本発明の範囲を制限することはないはずである。
【実施例】
【０２３７】
　以下の実施例では、当業者によって理解されているように、標準的な方法を使用した。
【０２３８】
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　材料および方法
　抗体および試薬
　トリスジブチルベンジリデンアセトンパラジウム(トリスDBA)はDr.Arbiser(U.Alabama)
の親切な提供物であった。DDD85646は[J.A.Frearson et al(2010)Nature.464.728～723頁
]中に記載されたように合成し、および/またはDDD86481はDr.David Gray and Paul Wyatt
、Dundee Universityから得た。
【０２３９】
　マウス抗NMT1(クローン14;1:1000)およびマウス抗NMT2(クローン30;1:2000)抗体はBD B
iosciences、San Jose、CA、USAからのものであった。ウサギ抗NMT1(ポリクローナル;1:3
000)はProteintech、Chicago、IL、USAから購入した。ウサギ抗GFP(1:20,000)、抗PARP-1
(1:5000)、抗GAPDH(1:5000)および抗c末端PAK2(1:2000)抗体はEusera(www.eusera.com)Ed
omonton、AB、Canadaからのものであった。マウス抗αチューブリン(1:15,000)およびウ
サギ抗V5(1:10,000)抗体はSigma Aldrich、St.Louis、MO、USAから購入した。マウス抗Hi
s(1:2000)はQiagen、Germanyからのものであった。ウサギ抗切断型カスパーゼ-8(1:1000)
および抗切断型カスパーゼ-3(1:1000)は、いずれもCell Signaling Danvers、MA、USAか
らのものであった。Enhanced chemiluminesce(ECL)Plus and ECL Primeウエスタンブロッ
ティング検出キットはGE Healthcare、Pittsburgh、PA、USAから購入した。他に言及しな
い限り、使用した全ての化学物質はSigma-Aldrich(St.Louis、MO、USA)から購入し、最高
純度で利用可能であった。
【０２４０】
　DNA構築物。V5-およびHisタグNMT1およびNMT2構築物の操作処理。Gatewayクローニング
システム(Life Technologies、Grand Island、N.Y.、USA)と適合性があるNMT1およびNMT2
エントリーベクターはGenecopocia(Rockville、MD、USA)から購入した。製造者の説明書
に従いLRクロナーゼ酵素(Life Technologies)を使用して、NMT1およびNMT2遺伝子をデス
ティネーションベクターpcDNA3.1/nV5DEST(Life Technologies)に組み込んで、プラスミ
ドN末端タグNMT(His-NMT1、His-NMT2、V5-NMT1およびV5-NMT2)を生成した。V5タグNMT構
築物は哺乳動物細胞発現用に使用し、一方His-NMT構築物は細菌発現用に使用した。クロ
ーニング産物はDNAの配列決定によって確認した(Eurofins MWG Operon、Huntsville、AL
、USA)。
【０２４１】
　細胞培養。B細胞の源はDr.Jim Stoneからの提供物であり、またはATCCから得た。細胞
培養用の全ての試薬はInvitrogenから購入した。B細胞は加湿インキュベーター中で37℃
および5%CO2において培養し、10%のウシ胎児血清、100U/mlのペニシリンおよび0.1mg/ml
のストレプトマイシンを補充したRPMI培地中に維持した。
【０２４２】
　細胞溶解。細胞は冷却PBS中で洗浄し、0.1%のSDS-RIPAバッファー[50mMのトリス、150m
MのNaCl、1%のIgepal CA-630、0.5%のNaDC、2mMのMgCl2、1×完全プロテアーゼ阻害剤(Ro
che Diagnostics);pH8.0]中で溶解し、4℃において15分間固定した。4℃において15分間
の16,000gでの遠心分離後に、細胞溶解物上清を得た。
【０２４３】
　アポトーシスの誘導。他に言及しない限り、2.5μMのスタウロスポリン(STS)(Sigma Al
drich、St.Louis、MO、USA)および5μg/mLのシクロヘキシミド(ICN Biochemicals Inc.Au
rora、OH、USA)を使用しアポトーシスを誘導して、タンパク質の翻訳を阻害しアポトーシ
スの誘導を助長した。
【０２４４】
　NMT阻害剤とのインキュベーション。トリスジブチルベンジリデンアセトンパラジウム(
トリスDBA)はDr.Arbiserの親切な提供物であった。細胞は高濃度のトリスDBA(もしくは対
照に関してDMSO)と共に24時間、またはDDD85646と共に24時間および48時間インキュベー
トした。
【０２４５】
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　B細胞トランスフェクション。製造者の説明書に従いNeon(登録商標)トランスフェクシ
ョンシステム(Life technologies)、および100μLチップに適合させたRamosB細胞トラン
スフェクション用の最適化プロトコール(パルス電圧1,300V;パルス幅20ms、2パルスおよ
び7.7.106細胞/mL)を使用してB細胞をトランスフェクトした。古典的に、2つのトランス
フェクションを施用して、生存率アッセイを実施するのに十分な生存細胞を得た。
【０２４６】
　細胞生存率アッセイ。B細胞およびT細胞の生存率を、トリパンブルー色素排除法を使用
して測定した。細胞は密集状態(2×106細胞/mL、最大)で増殖させ、最小基底のアポトー
シスとなることを確実にした。NMT阻害剤とのインキュベーション後、約20000個の細胞(1
0μL)を、10μLのTC10(商標)トリパンブルー色素(Biorad)と共に15分間インキュベートし
た。TC10(商標)自動セルカウンター(Biorad)を使用して、細胞生存率を定量化した。
【０２４７】
　in vitroでのNMT活性のアッセイ。Raju.R.V.,and Sharma.R.K.(1999)Preparation and 
assay of myristoyl-CoA:protein N-myristoyltransferase.Methods Mol Biol 116、193
～211頁からのN-ミリストイルトランスフェラーゼ活性のアッセイプロトコールを適合さ
せた。[3H]ミリストイル-CoAは、Towler,D.,and Glaser,L.(1986)Protein fatty acid ac
ylation:enzymatic synthesis of an N-myristoyglycyl peptide.Proc Natl Acad Sci US
A83、2812～2816頁によって以前に記載されたように、各実験用に新たに合成した。簡単
に言うと、細胞を0.25Mのスクロースバッファー(50mMのNaH2PO4、pH7.4)に再縣濁し、Bra
nson Sonicatorにおいてレベル6.0で2ラウンドの超音波処理を施した。反応混合物は、NM
T活性バッファー(0.26Mのトリス-HCl、3.25mMのEGTA、2.92mMのEDTAおよび29.25mMの2-メ
ルカプトエタノール、1%のTriton X-100、pH7.4)中でインキュベートした10μLの細胞抽
出物(約20μgのタンパク質)、および切断型Bid(0.1mM、水中に溶解)のN末端配列に対応す
るミリストイル化または非ミリストイル化デカペプチドで構成される。7.4μL(約10pMol)
の新たに合成した[3H]ミリストイル-CoA(最終混合物体積=25μL)を加えることによって反
応を開始し、30℃で15分間インキュベートした。P81ホスホセルロースペーパーディスク(
Whatman、Kent、UK)における15μLの反応混合物のスポットにより反応を停止させ、30秒
間乾燥させる。ディスクを洗浄して(洗浄バッファー、25mMのトリスバッファー、pH7.4)
残留放射能([3H]-ミリステートおよび[3H]ミリストイル-CoA)を除去し、一方[3H]ミリス
トイル-ペプチドはホスホセルロースペーパー上に保持した。液体シンチレーション計数
により放射能を定量化し、ミリストイル化ペプチドのpMolに変換した(Raju.R.V.,and Sha
rma.R.K.(1999)Preparation and assay of myristoyl-CoA:protein N-myristoyltransfer
ase.Methods Mol Biol 116、193～211頁)。
【０２４８】
　RT-PCR。内部対照として18Sプローブを使用し、TaqmanのNMT1およびNMT2プローブを用
いてqRT-PCRを実施した。サイクル時間数の差(Δct)は、本発明者らが各細胞型に関する1
8S内部対照の発現の指数関数的増加を見たサイクル時間(ct)を、シグナルの指数関数的増
加を再度見る地点でのNMTサイクル時間から差し引くことによって計算した。
【０２４９】
　部位特異的突然変異誘発によるV5-NMTにおけるカスパーゼ切断部位の突然変異
　エドマン分解配列決定(Alphalyse)により同定したNMT1とNMT2のカスパーゼ切断部位を
部位特異的突然変異誘発により突然変異させた。したがって本発明者らは、事前にクロー
ニングしたV5-NMT1およびV5-NMT2ゲートウェイベクターを使用して、同定したカスパーゼ
切断部位を突然変異させた。したがって、V5-NMT1のAsp-72残基ならびにV5-NMT2のAsp-25
、Asp-67および両Asp-25,67(二重突然変異)残基を、製造者の説明書に従いQuickchange(
登録商標)部位特異的突然変異誘発キット(Agilent Technologies社)を使用して突然変異
させた。
【０２５０】
　簡単に言うと、部位特異的突然変異誘発は、5～50ngのdsDNA(ベクター)、5μLの10×反
応バッファー、無ヌクレアーゼ水に溶解した125ngのプライマーを使用して実施し、無ヌ
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クレアーゼ水を用いて50μLの最終反応体積にした。2.5UのPfuTurbo DNAポリメラーゼ(Ag
ilent Technologies社)を反応開始前に混合物に加え、これはエッペンドルフマスターサ
イクラー1サーモサイクラーで18サイクル実施した。その後、10UのDpn I制限酵素を各反
応物に加え1時間37℃でインキュベートすることにより親dsDNAを消化した。さらに、(表2
.6中に列挙した)PrimerXプログラム(http://www.bioinformatics.org/primerx/)を使用し
て部位特異的突然変異誘発用のプライマーを設計した。重要なことに、カスパーゼ切断部
位のアスパラギン酸(D)残基をグルタミン酸(E)残基に突然変異させて、以下のベクターV5
-NMT1(D72E)、V5-NMT2(D25E)、V5-NMT2(D67E)およびV5-NMT2(D25, 67E)を作製した。突然
変異は自動DNA配列決定装置(Eurofins MWG Operon社)により確認した。
【０２５１】
　Hisタグカスパーゼ切断型、切断型NMTベクターの作製
　以下のカスパーゼ切断型、切断型NMT、His-73NMT1、His-26NMT2およびHis-68NMT2を分
子クローニングにより作製した。切断型DNA配列を、N末端ヘキサヒスチジン(His)-タグ配
列を有するpET-19b(Novagen(登録商標))ベクターにクローニングした。
【０２５２】
　事前にクローニングしたゲートウェイベクター、GFP-NMT1およびGFP-NMT2を、これらの
PCR反応用の鋳型として使用した。PCR反応はPlatinum Pfx(登録商標)DNAポリメラーゼ(Li
fe Technologies社)を使用して実施し、PCR反応は製造者のガイドラインに従い設定した
。各PCR反応は以下のように調製した。200ngのDNA鋳型、5μLの10×Pfx増幅バッファー、
5μLの10×PCRエンハンサー溶液、1mMのMgSO4、0.3mMのdNTP混合物、0.5μMの各フォワー
ドプライマーとリバースプライマー(表2.6中に列挙)、1UのPlatinum Pfx(登録商標)DNAポ
リメラーゼおよび最大50μLの無ヌクレアーゼ水。Platinum Pfx(登録商標)DNAポリメラー
ゼキットに与えられたガイドラインに従いエッペンドルフマスターサイクラー1サーモサ
イクラーで反応を設定し、反応は30サイクル実施した。
【０２５３】
　カスパーゼの阻害
　アポトーシスの誘導前に1時間、EMD Chemicals社から購入した10μMの確立されている
カスパーゼ阻害剤を用いて細胞を事前処置した。使用したカスパーゼ阻害剤は一般的カス
パーゼ阻害剤(z-VAD-FMK)、カスパーゼ-3(z-DEVD-FMK)、カスパーゼ-8(z-IETD-FMK)、カ
スパーゼ-9(z-LEHD-FMK)および陰性対照(z-FA-FMK)であった。対照細胞はDMSO(1:1000)で
処置した。
【０２５４】
　MG-132を用いた細胞の処置
　IM9、KMH2、BL2およびRamos細胞を平板培養し(6ウェルディッシュ中にウェル当たり3×
106個の細胞)、5時間10μMのMG-132で処置した。等量のDMSOを対照サンプルに加えた。次
いで細胞を溶解しSDS-PAGE/ウエスタンブロット分析を施した。
【０２５５】
　スベロイルアニリドヒドロキサム酸(SAHA)を用いた細胞の処置
　IM9、BL2およびRamos細胞を6ウェルディッシュ中にウェル当たり3×106個の細胞で平板
培養し、クラスIおよびクラスIIヒストンデアセチラーゼ(HDAC)の可逆的阻害剤であるス
ベロイルアニリドヒドロキサム酸(SAHA)1μMを用いて24時間処置した。等量のDMSOを対照
として細胞に加えた。細胞を溶解しSDS-PAGE/ウエスタンブロット分析を施した。
【０２５６】
　アポトーシスの誘導
　150または300ng/mLのマウス抗Fas抗体を使用し外部経路を介してアポトーシスを刺激し
、2.5μMのスタウロスポリン(STS)を使用し内部経路を介してアポトーシスを刺激した。
示した場合、シクロヘキシミド(5μg/mL)を使用しタンパク質翻訳を阻害し、細胞死をさ
らに助長した。
【０２５７】
　NMT阻害剤、2-ヒドロキシミリスチン酸(HMA)を用いた細胞の処置
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　HMAを鹸化し、細胞に加える前にウシ血清アルブミン(BSA)と結合させ、以前に記載され
たように(Yap et al.,2010)その細胞への取り込みを容易にした。簡単に言うと、15分間6
5℃で20%モル過剰な水酸化カリウム(KOH)と共にHMAをインキュベートした。その後、37℃
で20%脂肪酸無BSAを含有する無血清RPMI培地にKOH鹸化HMAを溶解し、次に37℃でさらに15
分間インキュベートすることにより20×溶液を作製した。ミリスチン酸ナトリウムを対照
として使用したので、それも細胞に加える前に、37℃で20%脂肪酸無BSAを含有する無血清
RPMI培地でインキュベートした。その後、ジャーカットT細胞(1×107個の細胞)を、(FBS
、サプリメントまたは抗生物質を含まない)RPMI培地中で37℃において1時間、脂肪酸無BS
Aと結合した1mMのHMAまたは1mMのミリスチン酸ナトリウムのいずれかとインキュベートし
た(細胞培養中、最終濃度1%)。インキュベーション後、シクロヘキシミド(5μg/mL)また
は媒体(DMSO)のみで抗Fas(150ng/mL)またはSTS(2.5μM)を使用して、アポトーシスを誘導
した。サンプルは8時間の間2時間毎に回収し、冷却PBSで洗浄し、0.3mLの1%ドデシル硫酸
ナトリウム(SDS)放射性免疫沈降アッセイ(RIPA)バッファーで溶解し、Branson Sonifier
において5.5～6.5のアウトプットで15秒間2ラウンドの超音波処理を施し、各サイクル間
は氷上に2分間置いた。
【０２５８】
　NMT阻害剤、トリスDBAを用いたリンパ球性細胞系の処置
　2×106個の細胞(CEM、L0、BL2およびRamos)を6ウェルプレート中で増殖させ、多量(0、
1、2および5μg/ml)のトリス(ジベンジリデンアセトン)ジパラジウム(トリスDBA)とイン
キュベートした(Bhandarkar et al.,2008)。トリスDBAで処置した細胞の生存率はトリパ
ンブルー色素排除アッセイで測定した(Hudson,1976)。
【０２５９】
　NMT阻害剤、DDD85646およびDDD73226を用いたリンパ球性細胞系の処置
　1×105個の細胞[KMH2(ホジキンリンパ腫)、IM9(「正常」EBV不死化B細胞)、BL2、Ramos
](100μL/ウェル)を96ウェルプレートに平板培養し、24、48および72時間、多量のピラゾ
ールスルホンアミド系NMT阻害剤DDD85646[分子量(MW)495.43](Frearson et al.,2010)お
よび低効能ピラゾールスルホンアミド系アナログDDD73228(MW=362.5)で処置した。各ウェ
ル中のDMSOの最終体積が1%になるように、薬剤をDMSOに溶解し、各試験濃度に関して100
×ストック溶液を作成した。これらの阻害剤で処置した細胞の生存率はトリパンブルー色
素排除アッセイで測定した(Hudson,1976)。
【０２６０】
　NMT阻害剤、DDD86481を用いたリンパ球性細胞系の処置
　1×105個の細胞[KMH2(ホジキンリンパ腫)、IM9(「正常」EBV不死化B細胞)、BL2、Ramos
](100μL/ウェル)を96ウェルプレートに平板培養し、多量のDDD86481[MW610.5]で処置し
た。各ウェル中のDMSOの最終体積が1%になるように、薬剤をDMSOに溶解し、各試験濃度に
関して100×ストック溶液を作成した。MTS[(3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-5-(3-
カルボキシメトキシフェニル)-2-(4-スルホフェニル)-2H-テトラゾリウム)]アッセイを使
用して薬剤の細胞毒性を測定した(Cory et al.,1991)。
【０２６１】
　細胞の溶解
　典型的に、細胞を冷却PBSで洗浄し、採取し、1×完全プロテアーゼ阻害剤を補充した0.
1%のSDS-RIPAバッファーまたは0.1%のSDS-RIPA-HEPESバッファーに溶解した(このとき細
胞はアルキン-脂肪酸で標識した)。細胞懸濁液は4℃で15分固定した。次いで細胞溶解物
を4℃において10分間16,000gで遠心分離し、分裂後期核の上清を回収した。タンパク質濃
度はPierceTMビシンコニン酸(BCA)タンパク質アッセイキット(Thermo Fisher Scientific
社、Waltham、MA)を使用して測定した。
【０２６２】
　リンパ腫組織サンプルの溶解
　ヒトびまん性大細胞型B細胞リンパ腫(DLBCL)および濾胞性リンパ腫(FL)組織は、Dr. Ra
ymond Lai(Cross Cancer Institute社、Alberta、カナダ)からの親切な進物であった。凍
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結腫瘍組織は小片(約1～3mm)に切断し、1×完全プロテアーゼ阻害剤を含む1%SDS-RIPAと
混合した。サンプルは小型ダウンス型ホモジェナイザーを使用して均質化し、次いで腫瘍
組織が溶解バッファーに溶解するまで、6.0のアウトプット(Branson Sonifier450)で、(
氷上において)1分間隔で2分間の間繰り返し超音波処理した。次いでサンプルは4℃におい
て10分間16,000gで遠心分離し、ウエスタンブロッティング分析用に分裂後期核の上清を
回収した。
【０２６３】
　Odysseyスキャナーを使用したウエスタンブロッティング
　この方法は提供された切断型カスパーゼ-3ブロットのみに使用し、全ての他のウエスタ
ンブロッティングは標準的な手順を使用して行った。電気泳動後、ゲルはニトロセルロー
ス膜に移し、0.1%Tween20を含むPBS(PBS-T)中5%NFMで1時間ブロッキングした。一次抗体(
ウサギ抗切断型カスパーゼ-3、Cell Signaling社)もPBS-T中5%NEMに1:2000で希釈し、膜
に加え24時間インキュベートした。次に、膜には6洗浄サイクルを施し、それぞれ5分間続
け、PBSで2回洗浄、PBS-Tで2回洗浄、および最後にPBSで2回洗浄した。二次抗体(Alex Fl
uor680ヤギ抗ウサギ、Life Technologies社)はPBS-Tで(1:5000)希釈した後に加え、ブロ
ットはアルミホイルで覆い、二次抗体と1時間インキュベートし、前と同じPBSとPBS-Tを
用いた6×洗浄サイクルを施した。(ウサギ用の)チャンネル700において84μmのスキャン
解像度(強度:5～7)で、LI-COR Inc社からのOdyssey(登録商標)蛍光イメージングシステム
でブロットをスキャンした。
【０２６４】
　細胞成分分画化
　HeLa細胞を150mmプレート中で密集状態まで増殖させ、5時間の間抗Fas(300ng/mL)(外部
)またはSTS(内部)でアポトーシスの過程を経るように誘導した。次いで細胞を、(以下の
セクションで詳細に記載するように)(Yap et al.,2010)アルキン-C14で代謝的に標識しハ
イポトニック溶解を施した。
【０２６５】
　簡単に言うと、細胞を冷却PBSバッファーで洗浄し、セルリフターを使用してプレート
から掻きとり回収した。次いでサンプルは2000gで5分間遠心分離し、上清は吸引し、細胞
を膨張させる600μLのハイポトニックバッファー(Mg再懸濁バッファー)に細胞を再懸濁し
、氷上で20分間インキュベートした。細胞懸濁液はダウンス型ホモジェナイザーに移し、
硬い乳棒を使用して45ストロークで均質化した。結果的に、400μLの無EDTA2.5×均質化
バッファー(HB)をホモジェネートに加え、軟らかい乳棒を使用しダウンス型ホモジェナイ
ザーにおいて15ストロークで細胞を均質化した。次いでホモジェネートを1000gで5分間遠
心分離し、分裂後期核の上清(PNS)を回収した。次に、200μLのPNSを保存し、残り(約750
μL)はBeckman TLA120.2ローターで100,000gにおいて45分間遠心分離し、これによってサ
イトゾル分画(S100)および軽量膜ペレット(P100)が生じた。
【０２６６】
　P100ペレットを1×HBで1回洗浄し、P100分画は1×HBを使用して同種S100分画の体積に
調節した。この後、生成した分裂後期核の上清(PNS)、サイトゾル分画(S100)および膜分
画(P100)分画が、1%SDSを含有するように調節した。結果的に、同じ分画体積にウエスタ
ンブロット分析を施し、タンパク質レベルはImage Jソフトウエア(http://rsbweb.nih.go
v/ij/)を使用して定量化した。
【０２６７】
　バイオオルソゴナル(bio-orthogonal)ω-ミリスチン酸アルキニルおよびクリックケミ
ストリーを使用した細胞の代謝標識
　ω-ミリスチン酸アルキニルを使用した細胞の代謝標識
　細胞を採取する前に、100～25μMのω-ミリスチン酸アルキニルで30分間細胞を標識し
、0.1%SDS-RIPA-HEPESバッファーに溶解した。生成した細胞溶解物由来のタンパク質(50
～30μg)を、クリックケミストリーを使用して100μMのアジド-ビオチンと反応させ、以
前に記載されたように(Yap et al.,2010)処理した。簡単に言うと、標識前に1時間、5%デ
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キストランコーティングチャコール処置FBS(DCC-FBS)を補充した培地(RPMIまたはDMEM)で
インキュベートすることにより、細胞を脂肪酸枯渇状態にした。次に、ω-ミリスチン酸
アルキニルをDMSOに溶解し25または100mMストック溶液を作製した。典型的にω-ミリスチ
ン酸アルキニルの細胞内取り込みは、鹸化およびBSAとの結合で典型的に改善された。し
たがって標識前に、ω-ミリスチン酸アルキニルを、15分間65℃で20%モル過剰な水酸化カ
リウムで鹸化した。次に、20%脂肪酸無BSAを含有する(予め温めた)無血清培養培地を鹸化
ω-ミリスチン酸アルキニルに37℃で加え、37℃でさらに15分間インキュベートした。
【０２６８】
　その後、脂肪酸が枯渇した細胞を温PBSで1回洗浄し、如何なるサプリメントも含まない
新たなRPMIまたはDMEMでインキュベートした。次に、適切な体積の20×脂肪酸-BSAコンジ
ュゲート、無血清培地中を細胞に加え、それぞれ各々の実験に関してBSAの最終濃度が1%
になり、ω-ミリスチン酸アルキニルが示した濃度(25μMまたは100μM)になることを確実
にした。BSAと結合したDMSOまたは非標識脂肪酸は、実施した実験の対照として使用した
。細胞は採取前に、5%CO2加湿インキュベーター中で37℃において30分間ω-ミリスチン酸
アルキニルで標識した。1×完全プロテアーゼ阻害剤(無EDTA)を補充した0.1%SDS-RIPA-HE
PESバッファー中に細胞を採取した。
【０２６９】
　クリックケミストリー
　ω-ミリスチン酸アルキニルで細胞を標識した後、生成した溶解物にアジド-ビオチンを
用いたクリックケミストリーを施し、以前に記載されたような(Yap et al.,2010)ECLによ
るミリストイル化タンパク質の検出を可能にした。典型的に、細胞溶解物(タンパク質30
～50μg)が1%SDSを含有するように調節し、100μMのトリス-(ベンジルトリアゾリルメチ
ル)アミン(TBTA)、1mMのCuSO4、1mMのトリス-カルボキシエチルホスフィン(TCEP)、およ
び100μMのアジド-ビオチンと共に暗所で37℃において30分間インキュベートし、クリッ
ク反応を進行させた。次に、10体積の氷冷アセトンを加えてクリック反応を停止させ、タ
ンパク質は一晩-20℃で沈殿させた。その後、アセトン沈殿タンパク質は16,000gで10分間
遠心分離し、20mMのDTTを含む1×SDS-PAGEサンプルバッファーに再懸濁した。次いでサン
プルは95℃で5分間加熱しSDS-PAGEに施し、ウエスタンブロット分析用にPVDF膜に移した
。
【０２７０】
　中性トリス-HClまたはKOHを用いたPVDF膜の処置
　KOHまたは中性トリス-HClでPVDF膜を処置した実験用に、タンパク質サンプルを二連SDS
-PAGEゲルに充填した。電気泳動後、軽く振とうしながら45分間室温で、KOHで処置したPV
DF膜を0.1N KOH、メタノール中100ml[1N KOH、H2O:メタノール中1:9(v/v)]でインキュベ
ートし、一方他の膜は0.1Nトリス-HCl、pH7.0メタノール中[1Nトリス-HCl、pH7.0:メタノ
ール1:9(v/v)]でインキュベートした。その後、処置した膜はPBSで完全に洗浄し、ストレ
プトアビジン-HRPまたはNeutravidin-HRPでプロービングしECLで検出した。
【０２７１】
　アポトーシスの過程を経る細胞における放射性NMT活性のアッセイ
　Sharma研究室(King and Sharma,1991;Raju and Sharma,1999)により開発されたプロト
コールを採用することによってNMT活性を測定した。[3H]-ミリストイル-CoAのストック溶
液を、以前に記載されたように(Towler and Glaser,1986)新たに調製し合成した。[3H]-
ミリストイル-CoAの200μLストック溶液を作製するため、97μLのミリストイル-CoA生成
バッファーを、20μLの50mM ATP、10μLの20mM LiCoA、60μLのシュードモナスアシル-Co
Aシンテターゼおよび13μLの[9,10-3H]-ミリスチン酸と組み合わせた。溶液は軽く混合し
、37℃で30分間インキュベートした。
【０２７２】
　このアッセイ用に、V5-NMT1およびV5-NMT2をコードするプラスミドで一過的にトランス
フェクトしたCOS-7細胞を、STS(2.5μM)およびシクロヘキシミド(5μg/ml)有りまたは無
しでアポトーシスの過程を経るよう誘導し、0、1、2、4および8時点で採取した。細胞はB
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ranson sonifier450を使用して超音波処理し、(50mMのNaH2PO4 pH7.4、0.25Mのスクロー
スバッファー中に溶解した)約20μgの溶解物をそれぞれの反応に使用した。それぞれのNM
Tアッセイ反応に関して、3.85μLのNMTアッセイバッファー、1.25μLの20%Triton X-100
、および(Peptide2.0Inc社から購入した)(1mMストック、エタノール中)ct-BidのN末端配
列に相当する2.5μLの(0.1mM)ミリストイル化(BID_G:GNRSSHSRLG)または非ミリストイル
化(BID_A:ANRSSHSRLG)デカペプチドをマイクロ遠心分離チューブに加え、反応開始まで氷
上で保存した。反応開始時に、7.4μL(10pMol)の新たに合成した[3H]ミリストイル-CoAを
、15秒間隔でNMTアッセイ混合物を含有するそれぞれのマイクロ遠心分離チューブに加え
、25μLの反応物を15分間30℃でインキュベートした。15μLの反応混合物をP81ホスホセ
ルロースペーパーディスク(Whatman社)に15秒間隔でスポッティングし、30秒間ヘアドラ
イヤーで乾燥させることにより反応を停止させた。
【０２７３】
　次に、p81ホスホセルロースペーパーディスクを洗浄ユニットに移し、NMTアッセイ洗浄
バッファーで、それぞれ30分間3回、合計90分間洗浄した。その後、(ミリストイル化ペプ
チドに相当する)ホスホセルロースに残存した放射活性を、Beckman Coulter LS6500シン
チレーションカウンターを使用して5mLの液体シンチレーション混合物で定量化した。NMT
活性はfmol/分/μgタンパク質として計算した。
【０２７４】
　精製HisタグNMTにおけるNMT活性を測定するための放射性アッセイの使用
　完全長および切断型HisタグNMTのNMT活性を、前に記載したのと同じプロトコールを使
用して測定した。しかしながら、このアッセイでは、わずか1μgの精製タンパク質を使用
した(体積はNMTアッセイバッファーにおいて最大10μLにした)。
【０２７５】
　in vitroでのNMT切断アッセイ
　in vitroでのNMT切断アッセイを、カスパーゼ切断アッセイ用バッファー中、100μLの
反応で1時間37℃において、10 gの精製His-NMT1およびHis-NMT2と1μgの組換えヒト活性
カスパーゼ-3または-8をインキュベートすることにより実施した。10μMの一般的カスパ
ーゼ阻害剤z-VAD-FMKを加えて反応を停止させ、その後5×サンプルローディングバッファ
ーを加えた。反応サンプルは10%SDS-PAGEゲル上に分離させPVDF膜に移した。バンドはク
ーマシーブルー染色により可視化し、切断断片は膜から切除し、エドマン分解のためAlph
alyse社、Palo Alto, CAに送った。
【０２７６】
　組換えHis-NMTのタンパク質精製
　Lemo21(DE3)pLysSコンピテントセル(New England Biolabs社)を、製造者のプロトコー
ルに従いHis-NMT1およびHis-NMT2ベクターで形質転換した。NMT1およびNMT2タンパク質を
以下のように調製した。3mLの開始培養物をLBブロス(1%のトリプトン、0.5%の酵母エキス
、0.5%のNaCl、100μg/mLのアンピシリンおよび34μg/mLのクロラムフェニコール)中で、
225rpmで振とうしながら37℃において4時間増殖させた。全培養物を使用して、37℃にお
いて16時間増殖させた50mL培養物を接種した。次に細菌細胞を、室温における10分間6000
×gでの遠心分離によってペレット状にした。細菌ペレットは10mLのLBに再懸濁し、5mLの
再懸濁液を使用して、0.5～0.6のOD600に達するまで激しく振とうしながら(225rpm)37℃
でインキュベートした500mLのLBを接種した。
【０２７７】
　次に、4時間激しく振とうしながら(225rpm)30℃で、0.5mMのイソプロピルβ-D-1-チオ
ガラクトピラノシド(IPTG)を加えることによってタンパク質発現を誘導した。懸濁液は4
℃において20分間6000×gで遠心分離し、細菌ペレットは一晩凍結させた。その後、解凍
した細菌ペレットはRoche社からの完全プロテアーゼ阻害剤(CPI)を補充した25mLの細菌溶
解バッファーに再懸濁し、氷上で30分間インキュベートした。次いでサンプルを、5.0の
アウトプット(Branson Sonfier450)において1分間隔で1分間3回超音波処理し、4℃におい
て1時間15,000×gで遠心分離する前に37℃で30分間インキュベートした。
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【０２７８】
　一方、Ni-NTAアガロースビーズ(Thermo Fisher Scientific社からのHis-Pure Ni-NTA樹
脂)を製造者の説明書に従いカラムに充填し、カラムバッファーで三回洗浄した。前の遠
心分離から得た透明な上清を次いでカラムに充填し、1時間4℃において軽く振とうしなが
らインキュベートした。次いでサンプルを重力流によりカラムから溶出させ、カラムは5m
Lの洗浄バッファー(20mMイミダゾールを含むカラムバッファー、pH8.0)で2回洗浄した。
次に、2×5mLの溶出バッファー1(75mMイミダゾールを含むカラムバッファー、pH8.0)を使
用して最初の2分画を溶出させ、2×5mLの溶出バッファー2(150mMイミダゾールを含むカラ
ムバッファー、pH8.0)を使用して次の2分画を溶出させた。最終分画は溶出バッファー3(2
50mMイミダゾールを含むカラムバッファー、pH8.0)で溶出させた。最後に、20%グリセロ
ールをそれぞれの分画に加え、-80℃で凍結する前に回収した。タンパク質精製プロセス
の各ステップ由来のサンプルを回収し、12.5%SDS-PAGEゲル上に載せ、クーマシーブルー
で染色して、どの分画が最高濃度のタンパク質を有していたかを決定した。
【０２７９】
　最初の4溶出からのサンプルが最高濃度のタンパク質を有していたので、それらをプー
ルし、透析して存在した任意のイミダゾールを除去した。したがって、プールしたサンプ
ルは、分子量カットオフ(MWCO)12～14kDaでSpectra/Por2(Spectrum Laboratories社)透析
チューブに充填して、任意の小さな分解タンパク質断片を除去した。次いでタンパク質サ
ンプルは、軽く撹拌しながら4℃において2時間4Lの冷却透析バッファーで透析し、次に4
℃において同じバッファーおよび別の4Lの新たな冷却バッファーで一晩透析した。透析し
たタンパク質サンプルは、所望の体積を得るまで、5,000g、4℃におけるMWCO30kDaのAmic
on Ultra-15遠心分離フィルター(Millipore社)での遠心によって濃縮した。
【０２８０】
　B細胞リンパ腫細胞系のqRT-PCR
　製造者のプロトコールに従いTRIzol(登録商標)試薬を使用してIM9、KMH2、Ramosおよび
BL2細胞からRNAを単離した。次に、Applied Biosciences社からのランダムプライマース
キームを備える高性能cDNA逆転写キットを使用して、製造者の説明書に従い単離したRNA
からcDNAを合成した。定量リアルタイムPCR(qRT PCR)反応を、TaqMan(登録商標)Universa
l Master Mix II、およびNMT1、NMT2、およびLife Technologies社(Carlsbad,CA)から購
入した18のTaqman(登録商標)プローブを使用して設定し、三反復の各反応を供給者のガイ
ドラインに従い設定した。qRT PCRはMastercycler(登録商標)ep realplex thermocycler(
Eppendorf社)を使用して実施し、結果はRealplexソフトウエア(Eppendorf社)を使用して
分析した。
【０２８１】
　トリパンブルー色素排除アッセイ
　トリスDBA、DDD73228、およびDDD85646で処置した細胞の生存率を、製造者の説明書に
従い、TC10TMトリパンブルー色素(Biorad社)と細胞をインキュベートすることによって測
定した(Hudson,1976)。次いで細胞生存率を、TC10TM自動セルカウンター(Biorad社)を使
用して定量化した。
【０２８２】
　MTS[(3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-5-(3-カルボキシメトキシフェニル)-2-(4-
スルホフェニル)-2H-テトラゾリウム)]アッセイ
　DDD86481で処置した細胞の生存率を、製造者の説明書に従い、Promega社からのCellTit
er96AQueous Non-Radioactive細胞増殖アッセイ(MTS)(Cory et al.,1991)を使用して測定
した。
【０２８３】
　免疫組織化学法
　B細胞リンパ腫腫瘍をホルマリンで固定し、パラフィン包埋し、所望の厚さ(約5ミクロ
ンまたはμm)までミクロトームで切断し、Superfrost(登録商標)プラス正帯電スライド(F
isher Scientific社)上に固定した。染色前に、腫瘍組織を含有するスライドを、キシレ
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ン中にそれぞれ10分間3回の浸漬、エタノール中での一連の洗浄[100%エタノール中に20回
浸漬(4回反復)、80%エタノール中に20回浸漬、および50%エタノール中に20回浸漬]および
冷たい流水で10分間の最終洗浄によって脱パラフィン処理した。
【０２８４】
　抗原検索のため、スライドをスライドホルダーに載せ、Nordicware(登録商標)マイクロ
波式圧力釜に置き、800mLの10mMクエン酸バッファーpH6.0をそれに加えた。圧力釜を固く
閉じ、マイクロ波中に置いて20分間強くマイクロ波処理した。次に、スライドを冷たい流
水で10分間洗浄した。3%H2O2メタノール中に10分間スライドを浸し、PBS中で3分間洗浄す
る前に温かい流水で10分間洗浄することにより、ペルオキシダーゼブロッキングを実施し
た。
【０２８５】
　次に、過剰なPBSを除去し、PAPペン(Sigma-Aldrich社)でサンプルの周りに疎水性の円
線を引いた。ウサギ抗NMT1(Proteintech社)またはウサギ抗NMT2(Origene社)をDako抗体希
釈バッファー(Dako,Agilent Technologies社)で1:50希釈に希釈し、パスツールピペット(
スライド当たり約400 L)で加え、湿度調節チャンバーにおいて4℃で一晩インキュベート
した。次に、スライドをそれぞれ5分間PBSで2回洗浄し、約4滴のDAKO EnVision+System-H
RP標識ポリマー(抗ウサギ)(Dako,Agilent Technologies社)をそれぞれのスライドに加え
、室温で30分間インキュベートした。再度スライドをそれぞれ5分間PBSで2回洗浄し、4滴
の液状DAB(ジアミノベンジジン)+(製造者、Dako,Agilent Technologies社の説明書に従い
調製した)基質クロモゲンを加え、5分間発色させ、冷たい流水の下で10分間すすいだ。
【０２８６】
　次いでスライドを1%CuSO4に5分間浸し、冷たい流水で軽くすすぎ、60秒間ヘマトキシリ
ンで対比染色し、水流が透明になるまで冷たい流水ですすいだ。次にスライドを炭酸リチ
ウムに3回浸漬し、水道水で軽くすすいだ。次いでスライドを、一連のステップ;50%エタ
ノール中に20回浸漬、80%エタノール中に20回浸漬、および100%エタノール中に20回浸漬(
4回反復)、および最後にキシレン中(それぞれ10分間3回)で脱水させた。次いでカバーガ
ラスをスライドに載せ、腫瘍サンプルの鏡検はNikon eclipse 80i顕微鏡を使用して実施
した。イメージはQImaging scientificカメラ(Qimaging社)を使用して作製した。
【０２８７】
(実施例1)
　図1は、正常細胞および様々なB細胞リンパ腫およびT細胞白血病における、NMT1およびN
MT2発現の分析を示す。この図は、正常B細胞(EBV形質転換ヒトBリンパ球、L0)およびヒト
白血病T細胞系(ジャーカット、MOLT-4、CEM)と比較した、NMT1のみを発現するBリンパ腫
細胞系(BL-2、Ramos)における、NMT2の発現のほぼ完全な不在を示す。
【０２８８】
　理論によって束縛されることは望まないが、ただ一つのNMTアイソザイムのみを発現す
る細胞、例えばNMT2のほぼ完全な不在を示すバーキットリンパ腫細胞は、改変型ミリスト
イル化タンパク質プロファイルを有する可能性がある。
【０２８９】
　(場合によっては対照と比較して)サンプル中に少量のミリストイル化タンパク質を有す
るサンプルは、NMTに欠陥があるサンプル、またはNMTに欠陥がある癌を示す。このような
NMTに欠陥がある癌は、阻害剤またはNMT1で治療するのが適切である。
【０２９０】
(実施例2)
　図2は、NMT阻害剤、トリス-ジベンジリデンアセトン-ジパラジウム(トリス-DBA)に対す
る、様々なB細胞リンパ腫およびT細胞白血病の感受性を示す。様々なB細胞およびT細胞は
、高濃度のトリスDBAと共に24時間インキュベートした。トリパンブルー色素排除法を使
用して細胞生存率を測定し、対照に関しては100%に調整した。トリパンブルー色素排除に
よって測定した細胞生存曲線は、B細胞リンパ腫がNMT阻害剤、トリス-ジベンジリデンア
セトン-ジパラジウム(トリス-DBA)に対してより感受性があることを示す。
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(実施例3)
　図3は、トリス-ジベンジリデンアセトン-ジパラジウム(トリス-DBA)による、N-ミリス
トイルトランスフェラーゼ(NMT)の阻害を示す。
【０２９２】
　精製組換えNMT1およびNMT2を用いたペプチドミリストイル化アッセイを使用して、NMT
活性をアッセイした。NMT活性は、(King et al.1991、Anal Biochemから適合させた)ホス
ホセルロースペーパーで生成し検出した放射標識ミリストイルペプチドの量から計算した
。
【０２９３】
　この図は、精製組換えNMT酵素を使用すると、トリス-ジベンジリデンアセトン-ジパラ
ジウム(トリス-DBA)がin vitroでNMTを阻害することを示す。
【０２９４】
(実施例4)
　図4は、NMT1(パネルA)およびNMT2(パネルB)に対する抗体でリンパ腫細胞系をプロ－ビ
ングした、イムノブロットの結果を示す。図4の凡例は、以下に相当する:IM9:Bリンパ芽
球;BL2:バーキットリンパ腫;CEM:T細胞白血病;Karpas299:T細胞リンパ腫;Sup-M2:ALCL;UC
ONN:ALCL(ALCL:未分化大細胞リンパ腫);DAUDI:バーキットリンパ腫;Ramos:バーキットリ
ンパ腫BJAB:バーキットリンパ腫;HD-MYZ:ホジキンリンパ腫;KM-H2:ホジキンリンパ腫;L42
8:ホジキンリンパ腫;ジャーカット:T細胞白血病。
【０２９５】
(実施例5)
　図5は、異なる濃度で48時間後に不死化正常Bリンパ球性細胞系(IM9)と比較した、バー
キットリンパ腫細胞系Ramosに対するNMT阻害剤の有効性を示す。
【０２９６】
(実施例6)
　この実施例では、pcDNA3.1-V5-NMT2による(本明細書中で示すようにNMT1を発現する)Ra
mosBリンパ腫細胞のトランスフェクションによって、空プラスミドベクターでトランスフ
ェクトした対照細胞に対して、トリスDBA(5ug/ml)に対する生存が2.5倍増大した。図6で
は、Ramos細胞系に関して勧められるプロトコール(1,350ボルト、30ms)に従いNeonトラン
スフェクションシステム(Invitrogen)を使用して、20×106個のRamosBリンパ腫細胞を32
μgのDNA(pcDNA3.1-V5空またはpcDNA3.1-V5-NMT2)でトランスフェクトした。トランスフ
ェクト細胞は5分間1200rpmで遠心分離して、死細胞および細胞残骸を除去した。上清中の
細胞は完全RPMIにおいて6時間回収した。PBSで洗浄した後、細胞を再縣濁し、トリスDBA(
5ug/ml)を含有するRPMI中で24時間増殖させ、次いでトリパンブルー色素排除法を使用し
て計数した(パネルA)。細胞を溶かし、NMT2に対する抗体および充填対照用にGAPDHを用い
て、ウエスタンブロッティング(ECL)を実施してNMT2の発現を確認した(パネルB)。
【０２９７】
(実施例7)
　この実施例では、内部対照として18Sプローブを使用し、TaqmanのNMT1およびNMT2プロ
ーブを用いてqRT-PCRを実施した。サイクル時間数の差(Δct)は、本発明者らが各細胞型
に関する18S内部対照の発現の指数関数的増加を見たサイクル時間(ct)を、シグナルの指
数関数的増加を再度見る地点でのNMTサイクル時間から差し引くことによって計算した。
以下のTable 1(表1)中に示すように、Bリンパ腫細胞系においてNMT2発現とNMT1発現の比
は(最大60倍)減少する。理論によって束縛されることは望まないが、ウエスタンブロッテ
ィングにより評価して、これらの結果は、NMT2をコードするmRNAの低減は、NMT2タンパク
質レベルの低減の原因であり得ることを示唆することができる。
【０２９８】
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【表１】

【０２９９】
(実施例8)
　この実施例中、図7中では、様々なリンパ球性細胞系および固形リンパ腫腫瘍に存在し
たNMT2タンパク質のレベルの差を示す。(A)NMT1およびNMT2のレベルを、様々なタイプの
ヒト固形リンパ腫(びまん性大細胞型B細胞リンパ腫(DLBCL)および濾胞性リンパ腫(FL)腫
瘍溶解物におけるウエスタンブロッティングにより評価する。示した両パネルに関して同
じ抗体濃度、ウサギ抗NMT1(1:2500)、マウスモノクローナル抗NMT2(1:2500)を使用して、
ウエスタンブロッティングによりNMTを検出した。各タイプの多数の腫瘍サンプルが、平
均NMT2発現レベル(0.392+/-0.30)の範囲内にあることが示される。
【０３００】
　パネルA中、バーキットリンパ腫細胞系BL-2、Daudi、RamosおよびBJABはNMT2を欠いて
いることを示す。
【０３０１】
　パネルB中、5個中4個のDLBCLおよび6個中1個のFLヒト腫瘍溶解物にNMT2の顕著な低下が
あったことを示す。
【０３０２】
(実施例9)
　この実施例中、図8のパネルAおよびパネルB中では、様々な固形リンパ腫腫瘍に存在し
たNMT2タンパク質のレベルの差を免疫組織化学法により決定した。
【０３０３】
　B細胞リンパ腫腫瘍をホルマリンで固定し、パラフィン包埋し、所望の厚さ(約5ミクロ
ンまたはμm)までミクロトームで切断し、Superfrost(登録商標)プラス正帯電スライド(F
isher Scientific社)上に固定した。染色前に、腫瘍組織を含有するスライドを、キシレ
ン中にそれぞれ10分間3回の浸漬、エタノール中での一連の洗浄[100%エタノール中に20回
浸漬(4回反復)、80%エタノール中に20回浸漬、および50%エタノール中に20回浸漬]および
冷たい流水で10分間の最終洗浄によって脱パラフィン処理した。
【０３０４】
　抗原検索のため、スライドをスライドホルダーに載せ、Nordicware(登録商標)マイクロ
波式圧力釜に置き、800mLの10mMクエン酸バッファーpH6.0をそれに加えた。圧力釜を固く
閉じ、マイクロ波中に置いて20分間強くマイクロ波処理した。次に、スライドを冷たい流
水で10分間洗浄した。3%H2O2メタノール中に10分間スライドを浸し、PBS中で3分間洗浄す
る前に温かい流水で10分間洗浄することにより、ペルオキシダーゼブロッキングを実施し
た。
【０３０５】
　次に、過剰なPBSを除去し、PAPペン(Sigma-Aldrich社)でサンプルの周りに疎水性の円
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線を引いた。ウサギ抗NMT1(Proteintech社)またはウサギ抗NMT2(Origene社)をDako抗体希
釈バッファー(Dako,Agilent Technologies社)で1:50希釈に希釈し、パスツールピペット(
スライド当たり約400μL)で加え、湿度調節チャンバーにおいて4℃で一晩インキュベート
した。次に、スライドをそれぞれ5分間PBSで2回洗浄し、約4滴のDAKO EnVision+System-H
RP標識ポリマー(抗ウサギ)(Dako,Agilent Technologies社)をそれぞれのスライドに加え
、室温で30分間インキュベートした。再度スライドをそれぞれ5分間PBSで2回洗浄し、4滴
の液状DAB(ジアミノベンジジン)+(製造者、Dako,Agilent Technologies社の説明書に従い
調製した)基質クロモゲンを加え、5分間発色させ、冷たい流水の下で10分間すすいだ。
【０３０６】
　次いでスライドを1%CuSO4に5分間浸し、冷たい流水で軽くすすぎ、60秒間ヘマトキシリ
ンで対比染色し、水流が透明になるまで冷たい流水ですすいだ。次にスライドを炭酸リチ
ウムに3回浸漬し、水道水で軽くすすいだ。次いでスライドを、一連のステップ;50%エタ
ノール中に20回浸漬、80%エタノール中に20回浸漬、および100%エタノール中に20回浸漬(
4回反復)、および最後にキシレン中(それぞれ10分間3回)で脱水させた。次いでカバーガ
ラスをスライドに載せ、腫瘍サンプルの鏡検はNikon eclipse 80i顕微鏡を使用して実施
した。イメージはQImaging scientificカメラ(Qimaging社)を使用して作製した。
【０３０７】
　正常リンパ節、バーキットリンパ腫(BL)およびびまん性大細胞型B細胞リンパ腫(DLBCL
またはLCL)のNMT免疫組織化学法による染色。A)NMT1の染色。両方の正常リンパ節、およ
び未処置バーキットリンパ腫の3独立症例のそれぞれ(BL1～3)、およびDLBCL(LCL1～3)がN
MT1タンパク質に関して均一かつ強い陽性染色を示す([ダークグレーとして示す]茶色のペ
ルオキシダーゼ反応産物)。違いは観察されなかった。一次抗体を削除することにより陰
性対照を得た。上列:N1、N2正常リンパ節、Neg陰性対照。中央列:3個のバーキットリンパ
腫(BL1～3)症例。下列:3個のDLBCL(LCL1～3)症例。正常リンパ節とリンパ腫の両方が強い
染色を示す。B)NMT2の染色。両方の正常リンパ節がNMT2タンパク質に関して均一かつ強い
陽性染色を示す(ダークグレーとして示す、茶色)。非常に対照的に、未処置バーキットリ
ンパ腫の3独立症例のそれぞれおよびDLBCLは、NMT2に関してごく非常に弱い染色を示す(
ライトブルーまたはライトグレーとして示す)。一次抗体を削除することにより陰性対照
を得た。上列:N1、N2正常リンパ節、Neg陰性対照。中央列:3個のバーキットリンパ腫(BL1
～3)。下列:3個のDLBCL(LCL1～3)。
【０３０８】
　図8のパネルCおよびパネルDは、NMT2の発現を欠く細胞系では、NMT1の発現が有意に増
加することはないことを実証する。パネルC中では、NMT1およびNMT2に関するlog2(マイク
ロアレイ蛍光強度NMT)をCCLEデータベースの全細胞系に対してプロットする。パネルD中
では、NMT1およびNMT2に関するlog2(マイクロアレイ蛍光強度NMT)を最も低いNMT2発現レ
ベルでCCLEデータベースの100細胞系に対してプロットする。
【０３０９】
　図8のパネルEは、光学顕微鏡コンピュータ支援型光学濃度測定を使用してNMT2の測定値
を定量化した一例を示す。視覚的に、これらの数値は悪性リンパ球の染色強度と非常に関
連があった。選択したカットポイントは強力および無/微弱染色を示した。
【０３１０】
(実施例10)
　この実施例中、図9中では、72時間DDD85646で処置した様々なBリンパ球性細胞系の残存
率を示す(図9A)。以下の等式を使用するGraFit解析に関するLeatherbarrow,R.J.(2009)Gr
aFit Version6,Erithacus Software Ltd.,Horley,U.K中に記載された4パラメータ等式に
従い、図9A中の曲線をプロットした。
【０３１１】
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【数１】

【０３１２】
　上式でレンジは適合非阻害値-バックグラウンドであり、sは勾配性因子である。等式で
は、xが増加するとyは減少するものとする。AとB。組合せプロット(n=4)。
【０３１３】
　図9、パネルA中では、関連対照[IM9(「正常」Bリンパ球)および両方のNMTを発現するKM
H2(HL細胞系)]と共に、高濃度のDDD85646を使用してBL細胞系(BL-2およびRamos)を処置し
た。トリパンブルーアッセイを使用して24、48および72時間でDDD85646の細胞毒性を測定
した。データは24時間と48時間の時点で回収したが(データ示さず)、DDD85646の最も顕著
な影響は72時間の時点で観察した。
【０３１４】
　生存率は、使用したBリンパ腫細胞系においてDDD85646濃度依存的に低下した(Ramos:DD
D85646のEC50=0.37+/-0.05μMおよびBL2:DDD85646のEC50=0.43+/-0.2μM)。対照細胞系、
IM-9(DDD85646のEC50=7.08+/-2.32μM)およびKMH2(DDD85646のEC50=29.6+/-10.6μM)の生
存率はさらに高かった。EC50のデータを以下に要約する。
【０３１５】
【表２】

【０３１６】
　DDD85646はBL細胞において低いEC50(癌細胞の50%を殺傷する濃度)を示し、HL(KMH2)細
胞では高いEC50を示した。したがってDDD85646は、癌細胞に対して高い選択殺傷指数を示
した。本明細書中で使用するように、本発明者らは、「正常」不死化B細胞のEC50/悪性細
胞のEC50の割合として選択殺傷指数を定義する。DDD85646に関する選択殺傷指数は、BL-2
細胞とRamos細胞に対してそれぞれ16.4と19.1であった。
【０３１７】
　図9、パネルB中では、DDD86481を使用してBL細胞および対照細胞系[IM9(「正常」Bリン
パ球)および両方のNMTを発現するKMH2(HL細胞系)]を処置した。細胞生存率は48時間と72
時間でMTSアッセイを使用して測定したが、本発明者らは、48時間では細胞生存率に対す
る有意な変化は観察せず(データ示さず)、本発明者らは、試験したBL細胞系の生存率は、
DDD86481濃度依存的に72時間の時点で有意に低下したことを発見した(Ramos:DDD86481のE
C50=42nMおよびBL2:DDD86481のEC50=58nM)。対照細胞系、IM-9(DDD86481のEC50=2.2μM)
およびKMH2(DDD86481のEC50=12.6μM)の生存率はさらに高かった。DDD86481に関して計算
した選択殺傷指数は、BL-2細胞とRamos細胞に対してそれぞれ37.9と52.3であった。EC50
のデータを以下に要約する。
【０３１８】
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【表３】

【０３１９】
　[00210][00209]　以下の表は、細胞タイプならびにDDD85646およびDDD86481に関するEC
50を記載し、1種のNMT(NMT1)のみを発現するBリンパ腫細胞(BL-2およびRamos)は、両方の
NMTを発現する不死化「正常」B細胞または非ホジキンリンパ腫細胞系よりDDD85646または
DDD86481に対して約15～72倍感受性がある。
【０３２０】

【表４】

【０３２１】
　以下の表は、バーキットリンパ腫細胞系(BL-2およびRamos)ならびに「正常」不死化B細
胞における、DDD86481に関する薬理学的EC50およびEC90のデータ(図9Bから計算したデー
タ)の要約を与える。
【０３２２】
　選択指数は、DDD86481が300倍を超えて癌細胞を優先的に殺傷することを示すEC50とEC9
0の割合を示す(正常B細胞系を殺傷するのに必要とされる濃度は、はるかに高いので)。
【０３２３】
【表５】

【０３２４】
　図9C中、DDD73226を使用して、関連対照[IM9(「正常」Bリンパ球)および両方のNMTを発
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ブルー色素排除アッセイを使用してDDD73226の細胞毒性を測定した。24時間と48時間にお
いて、細胞生存率に対する有意な変化は観察されなかった(データ示さず)。さらに、72時
間の時点において最大100μMの濃度でDDD73226を用いて細胞を処置したとき、IM9、KMH2
およびRamos細胞の生存率に対する有意な変化はなかった。しかしながら、他の細胞と比
較したとき、72時間において100μMのDDD73226を用いて処置したBL2細胞で観察された、
細胞生存率の若干の低下があった。理論によって縛られることは望まないが、これは著し
く低下したNMT2レベルを有すること以外に、BL2はRamosおよび他の細胞系と比較すると低
いNMT1レベルも有していることが原因である可能性があり、したがって低効能のNMT阻害
剤の作用にさらに影響を受ける可能性がある。
【０３２５】
　図9D(パネルiおよびパネルii)中では、DDD86481(0、1および10μM)で0、1または4時間
の処置後、1時間100μMのω-アルキニル-ミリステートでIM-9細胞とBL2細胞を標識した経
時的実験を表す。タンパク質サンプルはクリックケミストリーを使用してアジド-ビオチ
ンと反応させ、NeutrAvidin(商標)-HRPを用いたウエスタンブロッティングにより可視化
した。DDD86481の阻害作用は即効性があり、処置の1時間後1μMのDDD86481で処置した細
胞(IM-9とBL2の両方)においてミリストイル化がほぼ完全に阻害された。
【０３２６】
　図9E中では、IM-9、BL2およびRamos細胞系でのミリストイル化を阻害するのに必要なDD
D86481の最小用量を決定した。細胞は2時間0、10、50、100、500および1000nMの濃度でDD
D86481を用いて処置し、処置の最後の1時間はアルキニル-ミリステートで細胞を代謝標識
した。DDD86481は、試験した全ての細胞系で濃度依存的にミリストイル化を阻害した。BL
-2およびRamos細胞系はDDD86481の阻害作用に対してより高い感受性があった。アルキン-
ミリステート標識の組み込みが100nMの濃度で始まり減少したIM-9と比較したとき、ミリ
ストイル化タンパク質へのアルキン-ミリステート標識の組み込みの減少が両BL細胞系に
関して50nMで始まり明らかだったからである。
【０３２７】
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【表６】

【０３２８】
(実施例11)
　この実施例中、図10中では、24時間のNMT阻害剤トリスDBAに対する、様々な不死化正常
L0Bリンパ球(Dr.Riabowol,U.of Calgaryから入手)、悪性Bリンパ腫細胞(RamosとBL2)、お
よびT細胞白血病(CEM)の感受性を示す。(A)24時間トリスDBAで処置した様々な細胞系の残
存率(n=9)(B)トリスDBAと24時間インキュベートしたNMT1またはNMT2を一過的に発現するC
OS7細胞における、N-ミリストイルトランスフェラーゼ活性に対するトリスDBAの影響。in
 vitroにおいて、トリスDBAに関するIC50は、NMT1に関して約2μMおよびNMT2に関して5μ
Mである。バーキットリンパ腫細胞系RamosおよびBL-2は、NMT阻害剤トリスDBAに対する感
受性がより高い。
【０３２９】
(実施例12)
　この実施例中、図11中では、967の癌細胞系に関する専門書(CCLE)のデータベースにお
けるNMT発現のレベルを決定した。パネルA)CCLEのデータベースをNMT1およびNMT2発現に
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関して調べ、各NMTレベルをプロットした。NMT1(約6～9)と比較してNMT2は広範囲の発現
を示す(約3～11)。パネルB)数種の癌亜型由来の癌細胞系のボックスおよびウィスカープ
ロットをプロットし、967の癌細胞系全てのプロットと比較する。スチューデントのT検定
を、全腫瘍と各群の比較により実施した。**は0.001より小さいP値を示す。パネルC)CCLE
のデータベースを最も低いNMT2レベルで発現した50の細胞系に関して調べ、それを表形式
で示した。様々な造血およびリンパ組織由来の腫瘍細胞系は最小NMT2発現細胞系の76%(50
中38)を表し、様々な色で強調する。
【０３３０】
(実施例13)
　この実施例中、図12中では、NMTはアポトーシス中に切断されるが依然活性状態である
。パネルAおよびパネルB。抗Fasまたはスタウロスポリン媒介アポトーシスの過程を経る
よう誘導したジャーカット細胞の溶解物を、ウエスタンブロッティングにより抗NMT1およ
び抗NMT2を用いてプロービングし、両酵素の時間依存的切断を示す。ウエスタンブロッテ
ィングは、PAK2およびGAPDHに対する抗体を使用して同じサンプルで実施した。パネルCお
よびパネルD。抗Fasまたはスタウロスポリン媒介アポトーシスの過程を経るよう誘導した
ジャーカット細胞におけるω-アルキニル-ミリステートの組み込みは、細胞が死滅し始め
るとミリストイル化プロファイルの変化を示し、NMTは切断されるがそれらは依然活性状
態であることを示唆する。ジャーカット細胞は、抗FAS(100ng/ml)とシクロヘキシミド(5
μg/ml)(C)またはスタウロスポリン(2.5μM)とシクロヘキシミド(5μg/ml)(D)を用いたア
ポトーシスの誘導後に、25μMのアルキニル-ミリステートで代謝的に標識した。タンパク
質サンプルはクリックケミストリーを使用してアジド-ビオチンと反応させ、NeutrAvidin
(商標)-HRPを用いたウエスタンブロッティングにより可視化した。ウエスタンブロッティ
ングによる標識組み込みの評価の前に、膜を0.1MのKOHでインキュベートした(BおよびD)
。パネル(E)示した様々な時点で、ct-Bid N末端デカペプチドおよび[3H]-ミリストイル-C
oAを使用してNMT活性をアッセイした。両NMT酵素が切断され両方共に依然触媒活性状態で
あるが、NMT1のみが有意な活性の消失を示す。(F)in vitroでのカスパーゼ-8および-3に
よるNMT1切断、ならびにカスパーゼ-3によるNMT2切断の再構築(クーマシー染色ゲル)。精
製His-NMT1およびHis-NMT2(それぞれ5ug)を、活性カスパーゼ3および8(それぞれ500ng)と
37℃で1時間インキュベートした。一般的カスパーゼ阻害剤(z-VAD-fmk)をインキュベーシ
ョンの最後に加えて、反応がさらに進行するのを止めた。β-メルカプトエタノールを含
む5×サンプルローディングバッファーと共にサンプルをすぐに煮沸し、10%アクリルアミ
ドゲル上に載せPVDF膜上に移した。次いで膜をクーマシーブルーで染色し、タンパク質を
可視化した。エドマン分解のため送付された切断断片に箱印をつけ、D72後のNMT1ならび
にD25およびD67後のNMT2におけるカスパーゼ切断部位の同定を可能にした。
【０３３１】
(実施例14)
　この実施例中、図13中では、組換えGST-ならびにHis6-タグhNMT1およびhNMT2の精製を
示す。パネル(A)グルタチオンアガロースでのGST-NMT1精製および(B)GST-NMT2精製、(C)N
i-キレートクロマトグラフィーおよびResource Sイオン交換クロマトグラフィーによるHi
s6-NMT1精製および(D)His6-NMT2精製。図13、パネルCおよびD中、レーンは以下の通りで
ある。パネル(C)ゲルA:NMT1の精製:1)全てブルーマーカー、2)Ni-NTAカラムプール、3)ゲ
ル濾過プール、4)Resource SのFT、5)分画8(f8)、6)f16、7)f18、8)f19、9)f20、10)f21
、11)f22、12)f41、13)f42、14)f66、15)f67。パネル(D)ゲルB:NMT2の精製:1)全てブルー
マーカー、2)Ni-NTAカラムプール、3)ゲル濾過プール、4)Resource SのFT、5)分画21(f21
)、6)f28、7)f38、8)f39、9)f40、10)f41、11)f42、12)f44。
【０３３２】
(実施例15)
　この実施例中、図14中では、精製組換え完全長His6-NMT1と組換え「カスパーゼ切断型
」ct-His6-NMT1の間の酵素活性の比較を示す。完全長His6-NMT1(アミノ酸73～496)。King
 et al.1999,Anal Biochemから取り入れたペプチドミリストイル化アッセイを使用してNM
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【０３３３】
(実施例16)
　この実施例中、図15中では、様々なNMT阻害剤および異なる細胞系のEC50とIC50の比較
を示す。グラフは、生化学的酵素アッセイにおける8個のNMT阻害剤の生化学的効能(IC50)
と、7個の細胞系を使用したアラマーブルー細胞生存率アッセイにおけるそれらの効能(EC
50)の間の相関関係を示す。回帰分析を各細胞系で実施し0.9の平均R2値(範囲0.82～0.96)
を得た。様々なIC50とEC50の間のこの高レベルの相関関係は、細胞生存率アッセイにおけ
る分子の活性は、NMTでのそれらの阻害活性によるものであることの強力な証拠である。2
対の分子は生化学的アッセイでは類似した効能があることを記す。
【０３３４】
(実施例17)
　この実施例中、図16中では、BL細胞でのDDD86481によるアポトーシスの誘導を示す。
【０３３５】
　「正常」不死化Bリンパ球(IM9)、KMH2(ホジキンリンパ腫)ならびにBL(BL2とRamos)細胞
を高濃度(nM)のDDD86481とインキュベートし、72時間の時点後にポリ-ADP-リボースポリ
メラーゼ-1(PARP-1)およびカスパーゼ-3の切断をモニタリングした。ウエスタンブロッテ
ィングを細胞溶解物に実施して、PARP-1およびカスパーゼ-3の切断、ならびに充填対照と
してのGAPDHの存在をモニタリングした(コンポジットゲル)。BL細胞系を阻害剤で処置す
ると、PARP-1切断とカスパーゼ-3切断の両方が用量依存的に起こり、これらの細胞がアポ
トーシス状態を経たことが示された。阻害剤で処置した「正常」IM9細胞では、PARP-1切
断またはカスパーゼ-3切断は観察されなかった。BL細胞で観察したPARP-1切断と比較する
と最小ではあったが、KMH2(HL)細胞におけるPARP-1切断を高濃度で観察した。したがって
本発明者らは、DDD86481で処置すると、BL細胞は「正常」B細胞よりアポトーシスの過程
を経る傾向があることを発見した。
【０３３６】
(実施例18)
　この実施例中、図17中では、ヒト腫瘍におけるNMT2の消失に関する閾値の推定値を与え
る。Table 7(表7)中では、利用可能な場合CCLEデータセットの表示細胞系に関するlog2(
マイクロアレイ蛍光強度NMT2)としてNMT2 mRNAの発現レベルを示す。
【０３３７】
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【表７】

【０３３８】
　図17、パネルA中では、示したリンパ球様細胞系をウエスタンブロッティングによりNMT
2の存在に関して調べた。図17、パネルB中では、パネルAとTable 7(表7)を比較すること
により、本発明者らは、Toledo細胞で観察したlog2(マイクロアレイ蛍光強度NMT2)=5.64
において、ウエスタンブロッティングによりNMT2は検出不能であることを実証する。NMT2
発現の消失に関する実際の閾値は5.64より高い可能性はあるが、本発明者らは、この実施
例では、ヒト集団におけるNMT2消失の大まかな広がりを確立するための閾値としてこの数
値を使用している(パネルB)。データは、NMT2の消失はバーキットリンパ腫とびまん性大
細胞型B細胞リンパ腫だけでなく、非常に様々な他の腫瘍タイプでも広がることを示す(少
なくともNMT2を発現する50の細胞系の一覧に関する図11C、および様々な癌タイプにおけ
るNMT2消失の広がりに関する表も参照)。
【０３３９】
　したがって本明細書では、1つまたは複数のNMT1阻害剤で治療するのに適したNMT2欠損
癌を同定する方法を提供する。一例では、ほぼ閾値未満のmRNAレベルまたは濃度を有する
患者サンプルは、前記患者がNMT1阻害剤で治療するのに適した候補であることを示す。幾
つかの例では、ほぼ閾値未満のmRNAレベルを低発現と呼ぶ。一例では、ほぼ閾値を超える
mRNAレベルまたは濃度を有する患者サンプルは、前記患者がNMT1阻害剤で治療するのに適
していない候補であることを示す。幾つかの例では、ほぼ閾値を超えるmRNAレベルを高発
現と呼ぶ。
【０３４０】
　Toledo細胞に関して確立した閾値に加えて、またはその代わりに、適切な閾値として別
の供給源を使用することができることは理解されよう。幾つかの例では、閾値を得るため
に使用する供給源または対照は、試験対象の癌と同じ細胞タイプである。幾つかの例では
、供給源または対照の閾値はデータベースにおいて保存または発見される。
【０３４１】
(実施例19)
　この実施例中、図18中では、ストレプトアビジン-セファロースビーズを使用し白血病
ジャーカットT細胞において、翻訳後ω-アルキニル-ミリストイル化タンパク質をプルダ
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ウンするためのデスチオビオチン-PEG-アジドプローブの使用を示す。
【０３４２】
　(I中に示す)デスチオビオチンは、アビジンおよびアビジン様タンパク質と可逆的に結
合するビオチンのアナログである。本発明者らは、デスチオビオチン-PEG-アジド(I.)お
よびビオチン-PEG-アジド(II.)の合成を設計し整理した。
【０３４３】
　(B)では、ジャーカットT細胞をω-アルキニル-ミリステートの存在下で増殖させ、シク
ロヘキシミドの存在下で抗Fas媒介アポトーシスの過程を経るよう誘導した。細胞溶解後
、溶解物を、クリックケミストリーの使用有りまたは無しでデスチオビオチン-PEG-アジ
ドと反応させ、ニュートラビジン-セファロースビーズと混合し、洗浄し10mMのビオチン
で溶出した。パネルB(i)は、デスチオビオチニル化翻訳後ミリストイル化タンパク質をプ
ルダウンし、ニュートラビジンビーズレーン5、6、7およびB(iii)から効率よく回収する
ことができることを示す。パネルB(ii)中では、デスチオビオチン-PEG-アジドをクリック
反応から削除した対照を示す。その場合、ニュートラビジン-ビーズと結合した非常に少
量のタンパク質を溶出させた(薄いバンドのみを75kDaで見ることができる)。これらの結
果はプロテオーム解析を可能にする方法の進展を示し、共翻訳および翻訳後ミリストイル
化タンパク質またはミリストイロームの細胞内含有量を評価する。
【０３４４】
(実施例20)
　この実施例中、図19中では、ストレプトアビジン-磁気ビーズを使用し白血病ジャーカ
ットT細胞において、翻訳後ω-アルキニル-ミリストイル化タンパク質をプルダウンする
ためのデスチオビオチン-PEG-アジドプローブの拡大使用を示す。ジャーカットT細胞を、
3時間2.5μMのスタウロスポリンでアポトーシスの過程を経るよう誘導し、次いで37℃で1
時間いずれもBSAと結合した100μMのミリステート(C14)(パネルA)またはアルキニル-ミリ
ステート(Alk C14)(パネルB)で標識した。細胞を回収し、溶解しクリックケミストリーを
使用してアジド-デスチオビオチンと反応させた。デスチオビオチン-アルキニル-ミリス
トイル化タンパク質をストレプトアビジン磁気ビーズと結合させ、洗浄し50mMビオチンお
よび2%SDSで15分間37℃で溶出した。溶出液1(パネルB)は多量のデスチオビオチン-ミリス
トイル化タンパク質を含有する一方で、ミリステートで標識した細胞由来の溶出液1では
ほとんど見られない(パネルA)。露出時間:5秒間。
【０３４５】
(実施例21)
　この実施例中、図20中では、アルキニル-ミリステートで標識した「正常」不死化B細胞
(IM9)およびBL細胞(BL2とRamos)のミリストイル化プロファイルを示す。採取前に1時間、
100μMのアルキニル-ミリステートで細胞を代謝的に標識した。クリックケミストリーを
使用してアジド-ビオチンとタンパク質サンプルを反応させ、各細胞溶解物由来のタンパ
ク質25μgをSDS-PAGEにより分離し、NeutrAvidin(商標)-HRPを使用したウエスタンブロッ
ティングにより可視化した。矢印は、「正常」不死化Bリンパ球IM9には存在したがBL細胞
(BL2とRamos)では見られなかった、ビオチニル化-アルキニル-ミリストイル化タンパク質
を示す。
【０３４６】
(実施例22)
　この実施例中、図21中では、DDD86481とドキソルビシンの組合せからの時間および用量
依存的細胞毒性グラフを示す。Bリンパ球性細胞系IM-9(A)およびBL-2(B)を、24、48また
は72時間(上部～底部)、0(青色)、17(赤色)および86nM(緑色)のヒドロキシドキソルビシ
ンで高濃度のDDD86481(0、0.001、0.01、0.1、1.0、10および100μM)と共に処置した。MT
Sアッセイは、個別では非常に毒性が低い濃度のドキソルビシンとDDD86481により誘導さ
れた細胞殺傷を実証し、この影響は相乗的相互作用と一致する。これは、24時間と48時間
の時点におけるDDD86481の単独使用に関するEC50と比較して、両化合物を一緒に使用した
ときのEC50の6倍の低下によって特徴付けられる。
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【０３４７】
(実施例23)
　この実施例中、以下のTable 8(表8)中では、北アメリカでの多種のヒトの癌におけるNM
T2消失の大まかな広がりを評価する。本発明者らは、NMT2がない細胞(Toledo細胞、実施
例18参照)に相当するlog2(マイクロアレイ蛍光強度)に関する5.64の最小カットオフ値を
確立し、967細胞系の114(約12%)がこの閾値より下の範囲にあることを発見した。北アメ
リカでの各腫瘍タイプの発生率、NMT阻害療法からの利点を示す患者の数(閾値未満の発生
率X%)、および選択した癌のメディカルニーズに関する根拠も示す。
【０３４８】
【表８】

【０３４９】
(実施例24)
　この実施例中、図22中では、DMSO、スタウロスポリン、αFAS、または担体のみとイン
キュベートした細胞でイムノブロッティングを実施した。生成したイムノブロットは、抗
NMT1抗体、抗NMT2抗体、抗PARP-1抗体、および抗GAPDH抗体でプロービングした。これら
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のデータは、NMTがアポトーシスの誘導により切断されることを示す。
【０３５０】
　特にこの実施例中、図22A中では、生存細胞と死滅細胞におけるNMTの役割を調べた。抗
FasまたはSTSでプログラムされた細胞死を経るように誘導したジャーカットT細胞を、そ
れらのNMT含有量に関して分析した。ジャーカットT細胞はDMSO、スタウロスポリン(2.5μ
M)または抗Fas(300ng/ml)およびシクロヘキシミド(5μg/mL)で処置し、サンプルは0、2、
4、6および8時間の時点で回収した。細胞を溶解し、NMT1、NMT2、PARP-1、およびGAPDHの
存在を、ECLを使用したウエスタンブロッティングにより評価した。抗FasまたはSTSのい
ずれかを用いたジャーカットT細胞の処置は、NMT1とNMT2の両方の時間依存的切断をもた
らした(図22A)。NMT1の切断は細胞死の誘導後2時間で始まり、一方NMT2の切断はアポトー
シスの4時間後のみで検出可能であった。
【０３５１】
　みかけ67kDaのタンパク質(予想分子量=56.8kDa)で移動したNMT1の切断によって、みか
け約46kDaの断片が生じた(図3.1)。みかけ65kDaのタンパク質(予想分子量=56.9)で移動し
たNMT2の切断によって初期の時点でみかけ約55kDaの断片が生じ、これは後期の時点(4時
間と8時間)において約46kDa以下で移動しより短い断片に転換された。この短いNMT2断片
は、非特異的タンパク質バンドと重複して見られた。しかしながら、図3.2(8時間)および
図3.4A(4時間と8時間)において、それはFas処置ジャーカットT細胞溶解物でさらによく見
えた。したがって、NMT1とNMT2の切断は、それぞれ約11kDa断片と約10kDa断片の消失を主
として初期にもたらす。NMTのみかけの移動と予想分子量の間の不一致の理由は知られて
いない。NMTの切断のタイミングはアポトーシスマーカーPARP-1のそれと近似し、それが
カスパーゼの作用によるものであることが示唆される。
【０３５２】
　NMT1はカスパーゼ-3または-8の基質であり、NMT2はカスパーゼ-3の基質である。
【０３５３】
　図22パネルBの実験中、カスパーゼがNMTの切断に関与するかどうか調べるため、本発明
者らは、一般的カスパーゼ阻害剤と共に充分特徴付けられたカスパーゼ-3、-8および-9不
可逆的阻害剤の存在下または非存在下で、ジャーカットT細胞において抗Fas媒介アポトー
シスを誘導し、両NMTの細胞内含有量を分析した。ジャーカットT細胞は10μMのカスパー
ゼ阻害剤で1時間処置し、次いで抗Fas(300ng/mL)およびシクロヘキシミド(5μg/mL)で処
置してアポトーシスを誘導した。サンプルは0、4、および8時間の時点で回収した。細胞
を溶解し、NMT1、NMT2、およびPARP-1の存在を、ECLを使用したウエスタンブロッティン
グにより評価した。次いでブロットを剥離し、抗チューブリン(充填対照)(コンポジット
ゲル)で再度プロービングした。
【０３５４】
　NMT1の切断は一般的およびカスパーゼ-8特異的阻害剤により無効となったが、一方それ
はカスパーゼ-3特異的阻害剤によりごく部分的に遮断され(図22B)、NMT1がカスパーゼ-3
または-8の基質であることが示唆される。対照的に、NMT2の切断は使用した全てのカスパ
ーゼ阻害剤により顕著に阻害された(図22B)。これは、NMT2はおそらくカスパーゼ-3の基
質であることを示唆する。イニシエーターカスパーゼ-8または-9の阻害は、エフェクター
カスパーゼ-3の切断と活性化を順に阻害するからである。抗Fasによって誘導したアポト
ーシスの進行は、抗PARP-1抗体を用いたウエスタンブロッティングによって確認した(図2
2B)。PARP-1切断の程度はNMT1およびNMT2のそれに付随し釣り合った。
【０３５５】
(実施例25)
　この実施例中、図23中では、カスパーゼ切断型NMT2が完全長NMT2より3～4倍活性がある
ことを示す。精製完全長およびカスパーゼ切断型ヘキサヒスチジン(His)-NMTのNMT活性は
、ペプチドミリストイル化アッセイを使用してアッセイした。N-ミリストイルトランスフ
ェラーゼ活性は生成した放射標識ミリストイルペプチドの量から計算し、(King et al.19
91,Anal Biochem.から取り入れた)ホスホセルロースペーパーで検出した。それぞれのNMT
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アッセイは三連で実施した。使用した対照はHis-NMT1精製からの溶出液5である。カスパ
ーゼ切断型NMT2は完全長NMT2より3～4倍活性がある。
【０３５６】
(実施例26)
　この実施例中、図24中では、BL細胞におけるNMT2レベルの低下はヒストンデアセチラー
ゼの作用と関係があることを示す。
【０３５７】
　図24の実験中、本発明者らは、NMT2遺伝子座における遺伝子サイレンシングの考えられ
る関与を評価するよう努めた。ヒストンアセチラーゼ(HAT)によるヒストン上のリシン残
基のε-アミノ基のアセチル化はヒストンの正電荷の減少をもたらし、これによってクロ
マチン構造が弛緩し転写機構がDNAによりアクセスし易くなる(Barneda-Zahonero,B.,and 
M.Parra.2012.Histone deacetylases and cancer.Mol Oncol.6:579～589頁.)。したがっ
て、ヒストンアセチル化は遺伝子活性化と典型的には関係がある。逆に、ヒストンデアセ
チラーゼ(HDAC)によるヒストンからのアセチル基の除去はクロマチン凝縮を誘導し、転写
抑制または遺伝子サイレンシングをもたらす。
【０３５８】
　mRNA NMT2の減少がクロマチンサイレンシングによるものであったかどうか試験するた
め、本発明者らは、24時間(ボリノスタットとも呼ばれる)スベロイルアニリドヒドロキサ
ム酸(SAHA)、クラスIおよびクラスIIヒストンデアセチラーゼ阻害剤で「正常」B細胞(IM9
)および悪性BL細胞を処置し、ウエスタンブロットによりNMT1とNMT2のレベルをモニタリ
ングした。詳細には、「正常」B細胞(IM9)および悪性BL細胞(Ramos、BL2)を24時間1μMの
SAHA(HDACクラスI/II阻害剤)で処置した。次いで細胞を溶解し、SDS-PAGEに施し、NMT1、
NMT2、p21/WAF1およびGAPDH抗体を用いてウエスタンブロッティングを実施した。
【０３５９】
　本発明者らは、SAHAの使用によりBL細胞おけるNMT2レベルが上昇し、NMT2レベルは典型
的には枯渇状態であり、一方NMT1レベルは比較的不変状態であったことを発見した。サイ
クリン依存性キナーゼ1(CDK1)またはCDK2複合体と結合しその活性を阻害するタンパク質
、p21/WAF1を対照として使用し、細胞におけるp21/WAF1遺伝子発現を増加させることが知
られているSAHAの有効性を確認した。SAHAで処置した全ての細胞が高レベルのp21/WAF1を
含有していた。理論によって縛られることは望まないが、これらのデータは、ヒストン脱
アセチル化、およびそれによってBL細胞におけるNMT2遺伝子座をコンパクトにすることに
より、クラスIまたはクラスII HDACがNMT2遺伝子を発現抑制することを示唆する。
【０３６０】
　一例では、HDAC阻害剤を使用してNMT2欠陥癌を治療する。
【０３６１】
(実施例27)
　この実施例中、図25中では、様々なBL細胞系においてNMT2タンパク質レベルが低下する
ことを示す。様々なリンパ球性細胞系由来の溶解物を地方の研究者から集め、それらのNM
T含有量を分析した。結果は、「正常」不死化リンパ芽球B細胞系、IM9、L0およびVDSと比
較したとき、試験した全てのバーキットリンパ腫(BL2、Daudi、RamosおよびBJAB)細胞系
においてNMT2タンパク質レベルが低下したことを実証する。
【０３６２】
(実施例28)
　この実施例中、図26中では、プロテオソームによる分解がBL細胞におけるNMT2枯渇の原
因ではないことを示す。これらの実験では、「正常」不死化Bリンパ球(IM9)および悪性B
リンパ腫細胞[ホジキンリンパ腫(KMH2)およびBL(Ramos、BL2)]を、5時間10μMのプロテオ
ソーム阻害剤(MG-132)で処置した。ウエスタンブロッティングを細胞溶解物で実施して、
NMT1、NMT2、Mcl-1、およびGAPDHのレベルをモニタリングした。
【０３６３】
　突然変異の不安定化または癌細胞においてNMT2を不安定状態にし得る未知の因子の存在
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の結果として、NMT2の分解が増大したかどうか調べるため、本発明者らは、正常および悪
性リンパ球をプロテオソーム分解阻害剤MG-132で5時間処置した。細胞溶解物にウエスタ
ンブロッティングを施しNMT1、NMT2および骨髄性白血病細胞1タンパク質(Mcl-1)の存在を
分析して、それを対照として使用しMG-132の有効性を調べた。それはプロテオソーム分解
の影響を受けるからである。結果は、MG-132を用いた処置によりBL細胞ではNMT2レベルは
増大しなかったことを示し、悪性リンパ球に存在しNMT2の分解をもたらす不安定突然変異
または不安定因子は存在しないことを示唆する。MG-132を用いた細胞の処置は、全ての細
胞タイプでMcl-1のレベルの増大をもたらした。
【０３６４】
(実施例29)
　この実施例中、図27中では、NMT2ではなくNMT1がカスパーゼ-8により切断されることが
示される。ジャーカットT細胞(A)およびカスパーゼ-8ドミナントネガティブ突然変異体発
現ジャーカットT細胞(B)をDMSOまたは抗Fas(150ng/mL)で処置し、サンプルは0、4、およ
び8時間の時点で回収した。細胞を溶解し、NMT1、PARP-1および切断型カスパーゼ-8の存
在を、ECLを使用したウエスタンブロッティングにより評価した。*は非特異的バンドを示
す。
【０３６５】
　NMT1の切断は、野生型ジャーカットT細胞およびカスパーゼ-8ドミナントネガティブ突
然変異体発現ジャーカットT細胞(C8DN)において調べた(Juo et al.,1998)。野生型ジャー
カットT細胞において見られたレベルと比較すると、アポトーシス状態のジャーカットT細
胞におけるC8DNの発現はNMT1の切断を無効にした(図27Aおよび図27B)。最小量のNMT2切断
を、アポトーシス誘導の8時間後ジャーカットT-C8DN細胞において観察した(図27B)。PARP
-1およびカスパーゼ-8の切断もジャーカットT-C8DN細胞において阻害された。
【０３６６】
(実施例30)
　この実施例中、図28中では、NMT1とNMT2の両方がカスパーゼ-3により切断された。MCF7
(A)およびカスパーゼ3発現MCF7(MCF7/カスパーゼ3)(B)を、DMSOまたはSTS(2.5μM)および
シクロヘキシミド(5μg/mL)で処置し、サンプルは0、4、および8時間の時点で回収した。
細胞を溶解し、NMT2、PARP-1および切断型カスパーゼ3の存在を、ECLを使用したウエスタ
ンブロッティングにより評価した。
【０３６７】
　NMT1とNMT2の両方が、8時間の時点ではアポトーシス状態のMCF-7細胞において切断され
なかったことが分かった(図28A)。対照的に、カスパーゼ-3を安定的に発現するアポトー
シス状態のMCF-7細胞において両酵素は容易に切断された(Kagawa et al.,2001)(図28B)。
アポトーシスを誘導したとき、両MCF-7細胞系において既知のカスパーゼ-3/-7基質PARP-1
の切断も確認した(図27Aおよび図27B)(Walsh et al.,2008)。したがって、両方のNMTがカ
スパーゼ-3の基質であると思われる。
【０３６８】
(実施例31)
　この実施例中、図29中では、エドマン分解により同定したNMT1とNMT2のカスパーゼ切断
部位を太字で示し、正に帯電したリシン(K)ボックスをNMT1およびNMT2アミノ酸配列(アミ
ノ酸1～80)で強調する。
【０３６９】
　N末端配列決定により、NMT2がD-25部位とD-67部位の両方で切断されたことが明らかに
なった(図29)。NMT1とNMT2の両方に関する切断部位がC-末端触媒ドメインではなく酵素の
N末端に位置し、これは切断酵素がアポトーシス中依然活性状態であり得ることを示唆す
る。
【０３７０】
(実施例32)
　この実施例中、図30中では、部位特異的突然変異誘発によるNMT切断部位の確認を示す
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。野生型および突然変異V5-NMT構築物を一過的に発現したHeLa細胞をSTS(2.5μM)とイン
キュベートした。V5-NMT1またはV5-NMT2構築物でトランスフェクトした細胞は、それぞれ
4時間と5時間の時点で溶解した。ウエスタンブロッティングは、V5およびα-チューブリ
ン(充填対照)抗体を使用してこれらのサンプルで実施した。
【０３７１】
　N末端配列決定により明らかとなったNMT切断部位を確認するため、本発明者らはN末端
タグV5-NMTベクターを構築し、Quickchange(登録商標)部位特異的突然変異誘発キット(St
ratagene社)を使用してNMT切断部位に点突然変異を作製した。V5-NMT1における操作型D72
E突然変異は、4時間STSでアポトーシスの過程を経るよう誘導し適切にトランスフェクト
したHeLa細胞においてV5-NMT1のカスパーゼ切断を無効にしたが、一方で野生型のV5-NMT1
レベルはこれらの細胞において著しく低下した(図30)。これにより、NMT1におけるカスパ
ーゼ切断部位としてD72を確認した。
【０３７２】
　N末端配列決定によりNMT2に関する2つのカスパーゼ切断部位(D25およびD67)を明らかに
したので(図30)、本発明者らは、D25残基とD67残基の両方を個別[V5-NMT2(D25E)、V5-NMT
2(D67E)]および一緒に[V5-NMT2(D25,67E)]グルタミン酸(E)残基に突然変異させた。本発
明者らは、V5-NMT2(D25,67E)二重突然変異の切断は適切にトランスフェクトしたアポトー
シス状態のHeLa細胞において著しく効力を失ったが、一方で単一突然変異[V5-NMT2(D25E)
、V5-NMT2(D67E)]には様々な影響があり(図30)、野生型V5-NMT2はアポトーシス誘導後5時
間後に大部分が切断されたことを観察した(図3.8)。アポトーシス中の単一突然変異の完
全性を比較したとき、本発明者らは、V5-NMT2(D25E)は再現的にV5-NMT2(D67E)より若干切
断されなかったことを観察し(図30)、D25はNMT2の一次切断部位である可能性があり、一
方D67は二次切断部位である可能性があることが示唆される。
【０３７３】
(実施例33)
　この実施例中、図31中では、細胞がアポトーシスの過程を経るときのミリストイル化プ
ロファイルに対する変化を示す。抗Fas(150ng/mL)およびシクロヘキシミド(5μg/mL)を用
いたアポトーシスの誘導後、25μMのアルキニル-ミリステートでジャーカット細胞を代謝
的に標識した。クリックケミストリーを使用してアジド-ビオチンとタンパク質サンプル
を反応させ、NeutrAvidin(商標)-HRPを用いたウエスタンブロッティングにより可視化し
た。ウエスタンブロッティングにより標識の組み込みを評価する前に、膜を0.1Mのトリス
-HClまたは0.1MのKOHでインキュベートした。
【０３７４】
　抗Fasを使用してジャーカットT細胞がアポトーシスの過程を経るよう誘導し、様々な時
点(0、1、2、4および8時間)で細胞を採取する前にω-アルキニル-ミリスチン酸で30分間
代謝的に標識した。シクロヘキシミドも細胞に加え、アポトーシス刺激の一部としてのタ
ンパク質翻訳を阻害し、それによってアポトーシス中の共翻訳ミリストイル化をブロッキ
ングした。クリックケミストリーを使用してアジド-ビオチンと細胞溶解物を反応させ、
ビオチニル化-ミリストイル化タンパク質は、以前に記載されたように(Yap et al.,2010)
、NeutrAvidin(商標)-HRPを使用したウエスタンブロット分析により可視化した。
【０３７５】
　時間0時間におけるミリストイル化プロファイルは、非アポトーシス細胞で以前に観察
された共翻訳ミリストイル化パターンと相関関係があった(図31)(Martin et al.,2008;Ya
p et al.,2010)。故意に低い露出は、細胞溶解物中のごく少量のミリストイル化タンパク
質を示す。0.1MのKOHを用いた膜の処置によって、ω-アルキニル-ミリスチン酸がアルカ
リ耐性アミド結合を介してタンパク質に組み込まれることを確認した。アルカリ処置が、
ごく少量のタンパク質バンドから標識を除去したからである。このアルカリ処置は、パル
ミトイル化タンパク質において見られるチオエステル結合を加水分解する(Armah and Men
sa-Wilmot,1999;Zhao et al.,2000;Vilas et al.,2006)。抗Fasおよびシクロヘキシミド
を用いて1時間アポトーシスを誘導した後、おそらくシクロヘキシミドによりタンパク質
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翻訳が阻害されたため、共翻訳ミリストイル化は減少した。これは、アポトーシス誘導後
2時間で始まり実験の時間中続く電気泳動でのミリストイル化タンパク質プロファイルの
大きな違いにより例示される、細胞のミリストイル化タンパク質含有量の変化を伴った(
図31)。
【０３７６】
(実施例34)
　この実施例中、図32中では、細胞がアポトーシスの過程を経るときのNMTレベルに対す
る変化を示す。抗Fas(150ng/mL)およびシクロヘキシミド(5μg/mL)を用いたアポトーシス
の誘導後、25μMのアルキニル-ミリステートでジャーカット細胞を代謝的に標識した。ウ
エスタンブロッティングは、NMT1、NMT2およびGAPDHに対する抗体を使用して図31中と同
じサンプルで実施した。(*)は非特異的バンドを示す。
【０３７７】
　これらの結果は、アポトーシス中NMTは様々な程度に切断されるが、ミリストイル化活
性はアポトーシス誘導後8時間まで細胞において維持され得ることを示す。
【０３７８】
(実施例35)
　この実施例中、図33中では、スタウロスポリンおよびシクロヘキシミドを用いてアポト
ーシスの過程を経るための、V5-NMT1およびV5-NMT2を一過的に発現するCOS7細胞の誘導を
示す。NMT活性はペプチドミリストイル化アッセイを使用してアッセイし、ウエスタンブ
ロッティングは、v5およびα-チューブリンに対する抗体(充填対照)を使用してこのサン
プルで実施した。
【０３７９】
　図34は、一過的にトランスフェクトしたCOS7細胞の溶解物における初期NMT活性を示す
。V5-NMT1およびV5-NMT2を一過的に発現したCOS7細胞を、STS(2.5μM)およびシクロヘキ
シミド(5μg/mL)とインキュベートした。材料および方法中に記載したように、ペプチド
ミリストイル化アッセイを使用してNMT活性をアッセイした。N-ミリストイルトランスフ
ェラーゼ活性は生成した放射標識ミリストイルペプチドの量から計算し、(King et al.、
1991、Anal Biochem.から取り入れた)ホスホセルロースペーパーで検出した。活性レベル
はt=0時間でNMT1活性に標準化した。NMT1は二連で実施した3回の独立実験の平均を表す。
NMT2は二連で実施した4回の独立実験の平均を表す。
【０３８０】
　図35は、スタウロスポリン(2.5μM)およびシクロヘキシミド(5μg/mL)とインキュベー
トしたV5-NMT1およびV5-NMT2を一過的に発現するCOS7細胞におけるNMT活性を示す。材料
および方法の下で記載したように、ペプチドミリストイル化アッセイを使用してNMT活性
をアッセイした。N-ミリストイルトランスフェラーゼ活性は生成した放射標識ミリストイ
ルペプチドの量から計算し、(King et al.、1991、Anal Biochem.から取り入れた)ホスホ
セルロースペーパーで検出した。NMT活性は、それぞれのNMTに関してt=0時間で100%に標
準化した。NMT1は二連で実施した3回の独立実験の平均を表す。NMT2は二連で実施した4回
の独立実験の平均を表す。差は(*)によって示し、両NMTに関して0時間の時点で比較した
ときの統計学的有意を示す(*<p=0.05、**<p=0.005)。
【０３８１】
　切断型NMTに依然触媒活性があるかどうか評価するため、本発明者らは、アポトーシス
の発生中フィルターベースペプチドアッセイ(King and Sharma,1991;Raju and Sharma,19
99)を使用して、いずれかのV5-NMTを発現する一過的トランスフェクト細胞のV5-NMT酵素
活性を測定した。V5-NMT1、V5-NMT2または空ベクターで一過的にトランスフェクトしたCO
S-7細胞はSTS/シクロヘキシミド媒介アポトーシスの過程を経るよう誘導し、酵素の供給
源として使用した。NMT活性は[3H]-ミリストイル-CoAを使用しアポトーシスの異なる時期
で測定し、ミリストイル化または非ミリストイル化(G->A)切断型Bidデカペプチドを基質
として使用した(King and Sharma,1991;Raju and Sharma,1999)。NMT活性は、ホスホセル
ロースペーパーと結合状態であった放射標識ペプチドの量から計算し、シンチレーション



(64) JP 6463685 B2 2019.2.6

10

20

30

40

50

計数法により検出した。
【０３８２】
　トランスフェクトCOS-7細胞は類似したレベルのキメラNMTを発現したが(図32)、V5-NMT
1を発現した細胞は、t=0時間でV5-NMT2を発現した細胞よりほぼ5倍高いNMT活性を示した(
図34)。細胞溶解物において見られた完全V5-NMTの量はアポトーシス誘導の時間にわたり
減少し(図33)、内在性NMTと類似した傾向を伴ったが(図32)、ほぼ全ての過剰発現NMT1が
アポトーシスの4時間と8時間後に切断され、全ての過剰発現NMT2が8時間後に切断された(
図3.33)。90%を超えるV5-NMT1がアポトーシス誘導後4時間で切断されたが(図3.33)、これ
らの細胞におけるNMT活性は、細胞死が始まった後8時間まで比較的不変状態であった。t=
0時間での活性と比較したとき、NMT1を過剰発現したCOS-7細胞の溶解物においてt=2時間
と4時間で(有意ではなかったが)NMT触媒活性が増大する若干の傾向があった(図3.35)。こ
れは切断型V5-NMT1が、アポトーシス中、翻訳後ミリストイル化開始時に触媒活性がある
ことを示唆する。しかしながら本発明者らは、V5-NMT1でトランスフェクトした細胞にお
ける0時間の時点と比較したとき、アポトーシス誘導後8時間でNMT活性の有意な低下を観
察した(20%、p<0.05)(図35)。
【０３８３】
　V5-NMT2発現細胞のNMT活性は、カスパーゼによるV5-NMT2の切断が、アポトーシス誘導
の8時間後に酵素活性の統計学的に有意な低下(t=0時間での活性と比較したとき33%低下)(
p<0.005)をもたらすまで、0時間から4時間までに有意に影響を受けることはなかった(図3
5)。興味深いことに、アポトーシス中のカスパーゼによる切断のためNMT2レベルは大幅に
低下するが(図33)、NMT2活性の66%はアポトーシス誘導の8時間後に依然として保たれ(図3
3)、NMT2はアポトーシス中のタンパク質の翻訳後ミリストイル化においても役割を果たす
ことを示す。
【０３８４】
(実施例36)
　この実施例中、図36中では、組換えヘキサヒスチジン(His)-タグ完全長およびカスパー
ゼ切断型hNMT1の精製を示す。精製はNi-NTAクロマトグラフィーを使用して実施した(材料
および方法参照)。精製タンパク質は、クーマシーブルーゲル染色液でゲルを染色するこ
とにより可視化した。(FT:フロースルー、W:洗浄物およびE:溶出分画)。
【０３８５】
　図37は、組換えヘキサヒスチジン(His)-タグ完全長およびカスパーゼ切断型hNMT2の精
製を示す。精製はNi-NTAクロマトグラフィーを使用して実施した(材料および方法参照)。
精製タンパク質は、クーマシーブルーゲル染色液でゲルを染色することにより可視化した
。(FT:フロースルー、W:洗浄物およびE:溶出分画)。
【０３８６】
　図38は、ペプチドミリストイル化アッセイを使用してアッセイした、精製完全長および
カスパーゼ切断型ヘキサヒスチジン(His)-NMTのNMT活性を示す。N-ミリストイルトランス
フェラーゼ活性は生成した放射標識ミリストイルペプチドの量から計算し、(King et al.
1991,Anal Biochem.から取り入れた)ホスホセルロースペーパーで検出した。それぞれのN
MTアッセイは三連で実施した。使用した対照はHis-NMT1精製からの溶出液5である。
【０３８７】
　本発明者らは、His-タグ完全長(His-NMT1およびHis-NMT2)ならびにカスパーゼ切断型(H
is-73NMT1、His-26NMT2およびHis-68NMT2)ヒトNMTベクターを作製し、細菌発現用および
タンパク質精製用にこれらのベクターを使用した(図36および図337)。本発明者らは、フ
ィルターベースペプチドNMTアッセイ(King and Sharma,1991;Raju and Sharma,1999)を使
用して、完全長とカスパーゼ切断型の切断型NMT1とNMT2の両方が、in vitro設定で対照と
比較したとき、触媒活性があったことを発見した(図37)。NMT2の切断はその活性を高める
ようである。カスパーゼ切断型の切断型NMT2は、完全長NMT2と比較したとき、約3倍(His-
26NMT2)および約4倍(His-68NMT2)高い活性を有していた可能性があるからである(図38)。
【０３８８】
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(実施例37)
　この実施例中、図39中では、アポトーシス中のHeLa細胞における内在性NMTの細胞成分
分画化を示す。HeLa細胞はDMSO、STS(2.5μM)または抗Fas(300ng/mL)およびシクロヘキシ
ミド(5μg/mL)で処置し、サンプルは5時間の時点で回収し、材料および方法中に記載した
ように細胞成分分画化を施した。同体積のP100分画とS100分画を、NMT1およびNMT2抗体を
使用したウエスタンブロッティングに施した。
【０３８９】
　図40は、アポトーシス中のHeLa細胞における内在性NMTの細胞成分分画化後の、異なる
分画中のNMTの量の定量化を示す。HeLa細胞はDMSO、STS(2.5μM)または抗Fas(300ng/mL)
およびシクロヘキシミド(5μg/mL)で処置し、サンプルは5時間の時点で回収し細胞成分分
画化を施した(図39)。P100(P)分画とS100(S)分画の間の完全長(Full)ならびに切断型NMT1
(A)およびNMT2(B)のレベルを、Image J(http://rsbweb.nih.gov/ij/)を使用して定量化し
た。示した割合は、2分画(P100+S100)全体にわたる各バンドのレベルとして計算した。グ
ラフは3回の独立実験の平均を表す。
【０３９０】
　図41は、アルキニル-ミリステートで標識しアポトーシスの過程を経たHeLa細胞の細胞
成分分画化を示す。細胞成分分画化(図39および図40)の前、アポトーシスの誘導後に、25
μMのアルキニル-ミリステートでHeLa細胞を代謝的に標識した。分画化後、クリックケミ
ストリーを使用してアジド-ビオチンとタンパク質サンプルを反応させ、NeutrAvidin(商
標)-HRPを用いたウエスタンブロッティングにより可視化した。ウエスタンブロッティン
グにより標識の組み込みを評価する前に、膜を0.1Mの中性トリス-HCl(A)または0.1MのKOH
(B)でインキュベートした。
【０３９１】
　カスパーゼによる多くのタンパク質の切断は、細胞内局在の変化をもたらすことが多い
(Enari et al.,1998;Zha et al.,2000;Jakobi,2004;Vilas et al.,2006);したがって、ア
ポトーシス中の切断型NMTの局在を表すため、本発明者らは、正常細胞とアポトーシス細
胞で細胞成分分画化実験(図39)を実施した。本発明者らは、未処置HeLa細胞において、NM
T1は主にリボソーム/膜分画に局在して見られたことを発見した(ペレット中63.9%)(図40)
。STSまたは抗Fasおよびシクロヘキシミドでアポトーシスの過程を経るよう誘導したHeLa
細胞のサイトゾル分画において切断カスパーゼ切断型NMT1の増大が認められた(抗Fas処置
細胞におけるサイトゾルで54%およびSTS処置細胞におけるサイトゾルで60%)(図39および
図40)。逆に、大部分のNMT2(61.7%)はアポトーシス誘導前にサイトゾルに局在した(図39
および図40)。しかしながら、大型カスパーゼ切断型NMT2断片(約55kDa)は、アポトーシス
細胞では主に膜ペレットに局在した(Fas処置において94.7%およびSTS処置において80%)(
図39および図40)。本発明者らは、おそらく最大5時間アポトーシスの過程を経るよう細胞
を誘導したため、本発明者らによる分画化中、小型切断型NMT2断片(約46kDa)の存在は観
察しなかった。
【０３９２】
　アポトーシスの誘導有りまたは無しの前にアルキニル-ミリステートで細胞を代謝的に
標識し細胞成分分画化を施すと、本発明者らは、図31中で見られるようにアポトーシス誘
導後にミリストイル化プロファイルの変化を観察し、翻訳後ミリストイル化タンパク質は
、サイトゾル(S100)と比較して主に膜(P100)に局在したことを発見した(図40)。これは、
これらの翻訳後ミリストイル化タンパク質へのミリストイル部分の添加は、安定した膜固
定をもたらすのに充分であり得ることを示唆する。
【０３９３】
(実施例38)
　この実施例中、図42は、アポトーシスの誘導に対する2-ヒドロキシミリスチン酸(HMA)
の影響を示す。ジャーカットT細胞はHMA(1mM)有りまたは無しで処置し、アポトーシスは
抗Fas(150ng/ml)およびシクロヘキシミド(5μg/ml)で誘導した。対照細胞はDMSOで処置し
た。サンプルは0、2、4、6および8時間の時点で回収した。細胞は溶解し、サンプルはSDS



(66) JP 6463685 B2 2019.2.6

10

20

-PAGEにより分離して、PARP-1、PAK2、NMT1およびNMT2に対する抗体でイムノブロッティ
ングした(コンポジットゲル)。
【０３９４】
　PARP-1の切断は、1mMのミリスチン酸ナトリウムと抗Fasで処置した細胞と比較して、1m
MのHMAと抗Fasで処置した細胞では2時間ですぐに起こった。アポトーシスのインキュベー
ション後2時間でSTSと1mMのミリスチン酸ナトリウムを用いて処置した細胞よりPARP-1お
よびPAK2切断を示したHMA/STS細胞の存在下において、抗Fasで見られたより低い程度では
あったが、HMA/STSに曝した細胞でも類似した傾向が見られた(図42)。NMT1とNMT2の類似
した切断の刺激も観察した。これは、NMTの阻害が細胞におけるアポトーシスの誘導を加
速することを示す。NMTの阻害はアポトーシスの発生を増大させるので、NMTは細胞におい
て全体的な、生存促進的役割を果たすと思われる。
【０３９５】
　本明細書中で言及する全ての刊行物、特許および特許出願は、本発明と関係がある当業
者のレベルを示し、それぞれ個々の刊行物、特許または特許出願が参照により組み込まれ
ることが具体的かつ個別に示された場合と同じ程度で、参照により本明細書に組み込まれ
る。
【０３９６】
　このように本発明を記載してきたが、多くの方法で本発明を変更することができること
は明白であろう。このような変更は本発明の精神および範囲から逸脱するとみなすべきで
はなく、全てのこのような修正は、当業者には明白であるように、以下の特許請求の範囲
内に含まれるものとする。
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