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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象の幹細胞様特性を有する腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ）の集団を含む脳腫瘍を治療するた
めの医薬組成物であって、前記医薬組成物が、治療量の治療剤を含み且つ薬学的に許容さ
れる担体を含んでいてもよく、
　前記治療剤が、Ｗｎｔ５ａのペプチド誘導体であり、前記Ｗｎｔ５ａのペプチド誘導体
が、アミノ酸配列ＬＥＣＧＤＭ（配列番号２）を有するヘキサペプチドであり、
　Ｗｎｔ５ａのペプチド誘導体は、それ自体が製剤化されるか、塩形態で製剤化され、
　Ｗｎｔ５ａのペプチド誘導体が、ｔ－ブチルオキシカルボニルペプチド誘導体である、
医薬組成物。
【請求項２】
　前記脳腫瘍が、
(i)神経膠腫であるか、或いは
(ii)髄芽腫、髄膜腫、シュワン細胞腫、頭蓋咽頭腫、胚細胞腫瘍および松果体部腫瘍から
なる群より選択される、
請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記神経膠腫が、
(a)星状細胞腫、乏突起神経膠腫および上衣腫からなる群より選択されるか、
(b)間葉系組織、前神経組織、典型的組織またはその組合せを含むか、或いは
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(c)Ｗｎｔ５ａリガンド陽性細胞を含む、請求項２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　前記星状細胞腫、前記乏突起神経膠腫および前記上衣腫が退形成性である、請求項３に
記載の医薬組成物。
【請求項５】
　前記星状細胞腫が多形神経膠芽腫である、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　前記神経膠腫が、(b)間葉系組織、前神経組織、典型的組織またはその組合せを含み、
且つ
　前記間葉系組織および前記前神経組織が、典型的組織と比較したＷｎｔ５ａリガンドの
発現レベルの増大を特徴とする、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　前記Ｗｎｔ５ａリガンドの発現レベルの増大が、細胞遊走を示す、請求項６に記載の医
薬組成物。
【請求項８】
　前記幹細胞様特性を有する腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ）の集団が、浸潤性表現型を有する、
請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記神経膠腫が、(c)Ｗｎｔ５ａリガンド陽性細胞を含み、且つ
　前記Ｗｎｔ５ａリガンド陽性細胞が、
(a')推定神経芽細胞マーカーであるＰＳＡ－ＮＣＡＭを共発現し、Ｗｎｔ５ａ陽性細胞お
よびＤｌｘ２陽性細胞の最大６０％がＰＳＡ－ＮＣＡＭに対して免疫反応性であるか、
(b')対照と比較したＣＤ４４の発現レベルの増大によって特徴付けられるか、或いは
(c')推定幹細胞様腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ）マーカーであるＥｐｈＡ２を共発現しない、
請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　前記浸潤性表現型が、浸潤マーカーであるＦＲＡＳ１関連細胞外マトリックスタンパク
質２（Ｆｒｅｍ２）の発現を含む、請求項８に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　前記脳腫瘍が、(i)神経膠腫であり、且つ
　前記ペプチド誘導体が、ＴＰＣの集団を含む腫瘍の脳実質への浸潤を未処理対照に比し
て低下させるのに有効である、請求項２に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互参照）
　本願は、２０１４年１２月１０日に出願された「ＭＥＴＨＯＤＳ　ＡＮＤ　ＣＯＭＰＯ
ＳＩＴＩＯＮＳ　ＦＯＲ　ＲＥＤＵＣＩＮＧ　ＧＲＯＷＴＨ，ＭＩＧＲＡＴＩＯＮ　ＡＮ
Ｄ　ＩＮＶＡＳＩＶＥＮＥＳＳ　ＯＦ　ＢＲＡＩＮ　ＣＡＮＣＥＲ　ＳＴＥＭ　ＣＥＬＬ
Ｓ　ＡＮＤ　ＩＭＰＲＯＶＩＮＧ　ＳＵＲＶＩＶＡＬ　ＯＦ　ＰＡＴＩＥＮＴＳ　ＷＩＴ
Ｈ　ＢＲＡＩＮ　ＴＵＭＯＲＳ」と題する米国仮特許出願第６２／０９０，０２９号に対
する優先権の利益を主張するものであり、上記出願の内容は、その全体が参照により本明
細書に組み込まれる。
【０００２】
　記載される発明は、腫瘍の成長、遊走、浸潤またはその組合せを低下させ対象の生存率
を対照に比して改善する方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００３】
　悪性腫瘍／癌
　癌は、細胞数（増殖）または細胞サイズの点で細胞が異常に成長し、身体の他の部位へ
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浸潤または拡散する（転移）可能性のある疾患である。癌細胞増殖はよく知られているが
、転移を引き起こす機序（１つまたは複数）についてはよく知られていない。癌はゲノム
が変化する疾患であり、具体的には、ＤＮＡ配列の変化、コピー数の異常、染色体再配列
およびＤＮＡメチル化の修飾がヒト悪性腫瘍の発生および進行を引き起こす。（Ｔｈｅ　
Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｔｌａｓ　Ｎｅｔｗｏｒｋ（ＴＣＧＡ），Ｎａｔｕｒｅ
　２００８，４５５（２３）：１０６１－６８。）
【０００４】
　神経膠腫
　神経膠腫は、脳または脊椎のグリア細胞から生じる腫瘍の一種である。神経膠腫が最も
よくみられる部位は脳である。神経膠腫は、脳および中枢神経系の腫瘍全体の約３０％を
占め、悪性脳腫瘍全体の８０％を占めている。
【０００５】
　中枢神経系に最も多く存在する細胞型であるグリア細胞は、ニューロンを取り囲み、ニ
ューロンを支持および絶縁する支持細胞である。グリア細胞はニューロンとは異なり、電
気インパルスを伝導しない。中枢神経系のグリア細胞には２種類の主要なクラス、すなわ
ち星状膠細胞および乏突起膠細胞がある（Ｋａｎｄｅｌ　ＥＲら，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ
　ｏｆ　Ｎｅｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，第４版，ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ　Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ（２０００），第２章，ｐｐ．２０－２１）。
【０００６】
　神経膠腫は、起源が必ずしも共通するわけではないが組織学的特徴が同じである細胞の
特定のタイプに従って命名される。主な神経膠腫のタイプには、星状細胞腫（星状膠細胞
と組織学的特徴が同じである）（例えば、多形神経膠芽腫は悪性星状細胞腫の１つであり
、成人に最もよくみられる原発性脳腫瘍である）；乏突起神経膠腫（乏突起膠細胞と組織
学的特徴が同じである）；脳幹神経膠腫（脳幹に発生する神経膠腫である）；視神経神経
膠腫（視神経の中または周囲に発生する神経膠腫である）；ならびに混合神経膠腫、例え
ば乏突起膠細胞および星状膠細胞と組織学的特徴が同じ細胞を含む乏突起星細胞腫などが
ある。
【０００７】
　神経膠腫は、腫瘍の病理学的評価によって判定されるそのグレードに従ってさらに分類
される。用いられている多数の分類体系のうち、神経膠腫に最もよく用いられるのが世界
保健機関（ＷＨＯ）の分類法であり、この分類法では、腫瘍をグレートＩ～ＩＶに分類す
る（Ｌｏｕｉｓ　ＤＮら，Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ，２００７，１１４（２）
：９７－１０９）。
【０００８】
　グレードＩの腫瘍は、成長が遅く非悪性であり、生存期間が長くなる（例えば、毛様細
胞性星細胞腫）。
【０００９】
　グレードＩＩの腫瘍は、成長は比較的遅いが、さらに高いグレードの腫瘍として再発す
ることがある。非悪性であることも悪性であることもある（例えば、びまん性星細胞腫）
。
【００１０】
　グレードＩＩＩの腫瘍は悪性であり、さらに高いグレードの腫瘍として再発することが
多い（例えば、未分化星状細胞腫）。
【００１１】
　グレードＩＶの腫瘍は増殖速度が速く、極めて侵襲性の高い悪性腫瘍である（例えば、
膠芽腫、巨細胞膠芽腫および膠肉腫）。
【００１２】
　髄芽腫は、小児に最もよく発生するタイプの原発性脳腫瘍である。「髄芽腫」という用
語は、小児の小脳にみられる一連の腫瘍を指す。髄芽腫（ＷＨＯグレードＩＶの腫瘍）は
最初、神経膠腫に分類されていたが、現在は胚芽腫と呼ばれている。この腫瘍は、小脳の
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外顆粒層の前駆細胞の悪性形質転換によって発生すると考えられており、頭蓋内腫瘍全体
の約７～８％、小児脳腫瘍の３０％を占め、膠腫とは逆にニューロン分化を主な特徴とす
る。
【００１３】
　膠芽腫
　ＷＨＯグレードＩＶ、分類名「膠芽腫」の悪性神経膠腫である多形神経膠芽腫（ＧＢＭ
）は、成人に最もよくみられ最も侵襲性の高い原発性脳腫瘍である。ＧＢＭはグリア細胞
から発生し、びまん性星細胞系腫瘍全体の４０％～６０％、頭蓋内腫瘍性病変全体の１０
％～１５％を占める。この腫瘍の生物学的特徴の代表的なものとして、顕著な増殖性、活
発な浸潤性および旺盛な血管新生が挙げられる。（Ｎａｋａｄａ，Ｍ．ら，Ｃａｎｃｅｒ
ｓ，２０１１，３：３２４２－３２７８）。ＧＢＭは、分化に乏しい腫瘍性星状膠細胞か
らなる。ＧＢＭの組織病理学的診断には微小血管の増殖および／または壊死の存在が不可
欠である。
【００１４】
　ＧＢＭは、ヒト癌のうち最も侵襲性の高いものの１つであり、複数の因子が複雑に絡み
合っていること、すなわち：従来の治療法に対する腫瘍細胞の抵抗性が極めて高いこと；
脳が従来の治療法による損傷を受けやすいこと；脳そのものの修復能が極めて低いこと；
および血液脳関門を通過して腫瘍に作用することができない薬物が多いことにより、治療
するのが極めて困難である。
【００１５】
　治療では放射線照射、外科手術およびメチル化剤のテモゾロミドによる化学療法を実施
し得る（Ｐ．Ｊ．Ｎｏｕｇｈｔｏｎら，Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．（２０００）
６：４１１０－４１１８）が、外科手術療法、放射線療法および化学療法を数十年間実施
しても、ＧＢＭの生存期間に目覚ましい変化をみるに至っていない。集学的療法を実施し
たＧＢＭ患者の臨床試験集団の生存期間中央値は約１２～１５か月であり、生存期間が３
６か月を超えた患者はわずか３％～５％である。（ＭｃＮａｍａｒａ．Ｍ．Ｇ．ら，Ｃａ
ｎｃｅｒｓ，２０１３，５：１１０３－１１１９）。
【００１６】
　臨床経験に基づき、ＧＢＭには原発性膠芽腫および続発性膠芽腫の２つのサブグループ
が確立されているが、この２つのグループを組織学的に区別することはできない。原発性
膠芽腫は生検症例または切除症例の９０％超を占め、低悪性度疾患の先行既往がなくｄｅ
　ｎｏｖｏで発生するのに対し、続発性膠芽腫は既に診断された低悪性度神経膠腫から進
行する。
【００１７】
　Ｔｈｅ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｔｌａｓ（ＴＣＧＡ）Ｎｅｔｗｏｒｋによっ
て記載されている遺伝子発現に基づく分子分類によれば、多形神経膠芽腫には、４つの異
なる分子学的サブタイプ、すなわち、典型的、前神経性、間葉系および神経性がある（Ｔ
ＣＧＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｎｅｔｗｏｒｋ，Ｎａｔｕｒｅ，２００８，４５５：１０６
１－１０６８）。
【００１８】
　典型的ＧＢＭ腫瘍は、一部の細胞の表面にあるタンパク質の１つであって、上皮成長因
子が結合すると、細胞数の増大（増殖）を継続させるシグナルを送るタンパク質である上
皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）の増幅に異常を来たすほか、その濃度が高くなることを特
徴とする。これ以外の３つのＧＢＭサブタイプでは、ＥＧＦＲに異常がみられる割合はは
るかに低い。ＴＰ５３遺伝子は、通常であれば腫瘍成長を低下させる腫瘍タンパク質ｐ５
３をコードする。ＴＰ５３は、典型的ＧＢＭ腫瘍サブタイプで変異することはまれである
が、これ以外のＧＢＭのサブタイプでは最も変異の頻度が高い遺伝子である。
【００１９】
　前神経性ＧＢＭ腫瘍は、血小板由来成長因子受容体Ａ（ＰＤＧＦＲＡ）の変化およびＩ
ＤＨ１の点変異を特徴とする。イソクエン酸デヒドロゲナーゼ１をコードする遺伝子ＩＤ
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Ｈ１に変異があると、細胞増殖異常の一因となり得るタンパク質をコードする。ＰＤＧＦ
ＲＡは細胞増殖、細胞遊走および血管新生に重要な役割を果たし、ほかにも、変異して異
常に多量に発現することがわかっている。ＰＤＧＦＲＡの変化がみられるのは前神経性腫
瘍に限られ、他のサブタイプにはみられない。ＰＤＧＦＲＡが変化すると、そのタンパク
質が過剰に産生され、制御できない腫瘍成長をもたらし得る。このサブタイプの患者は、
他のサブタイプの患者よりも若く、生存期間が長くなる傾向がある。
【００２０】
　間葉系サブグループは、神経線維腫症１型（ＮＦ１）腫瘍抑制遺伝子の変異の頻度が最
も高い。間葉系サブグループはこのほか、腫瘍抑制遺伝子ＰＴＥＮ（ホスファターゼ・テ
ンシン・ホモログ）およびＴＰ５３の変異頻度が高い。ＰＴＥＮタンパク質は腫瘍抑制因
子として作用し、細胞分裂の周期の調節に働く。
【００２１】
　神経性サブグループは他のグループと同じ遺伝子の多くに変異がみられるが、変異率が
他のグループよりも際立って高いわけでも低いわけでもない。神経性グループは、脳の正
常な非癌性の神経細胞またはニューロンの典型的なマーカーでもある複数のマーカー、例
えばＮＥＦＬ、ＧＡＢＲＡ１、ＳＹＴ１およびＳＬＣ１２Ａ５などを発現するのが特徴で
ある。
【００２２】
　上に挙げた多形膠芽腫の分子学的サブタイプは、その臨床経過および治療効果に差があ
るものと考えられる。例えば、積極的化学療法および放射線療法に対する応答はサブタイ
プによって異なり、サブタイプ間の差は約５０％である。各サブタイプの病的状態が様々
なタイプの細胞から始まり、このことが治療に対する応答に差がみられる理由となってい
る可能性が示唆されている。最も大きな便益がみられたのは典型的サブタイプおよび間葉
系サブタイプであり、集中的治療によって死亡率の大幅な減少がみられたほか、神経性サ
ブタイプにも何らかの効果があることがうかがえたが、前神経性サブタイプは、従来の化
学療法または化学放射線療法を含めた集中的治療に対する応答は芳しいものではなかった
。（Ｖｅｒｈａａｋ，ＲＧら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ，２０１０，１７（１）：９８－
１１０。）
【００２３】
【表１】

ＴＣＧＡ分類法（Ｂａｒｔｅｋ，Ｊ．Ｊｒ．ら，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｌ　Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ
　Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ，２０１２，８３：７５３－７６０）による膠芽腫の４つのサブ
タイプのまとめ
【００２４】
　これとは逆に、ヒト悪性神経膠腫では、間葉系の表現型が腫瘍侵襲性の顕著な特徴とな
っている。間葉系サブクラスおよび典型的サブクラスは前神経性腫瘍よりも予後が不良で
あり、このことは、一部の前神経性腫瘍には、好ましい予後予測因子であるＩＤＨ１遺伝
子および神経膠腫ＣｐＧアイランドメチル化因子表現型（Ｇ－ＣＩＭＰ）の両方に変異が
みられることと関係があると思われる（Ｖｅｒｈａａｋ，ＲＧら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌ
ｌ，２０１０，１７（１）：９８－１１０）。
【００２５】
　ＧＢＭの侵襲性の増殖、活発な浸潤性および血管新生
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　ＧＢＭの侵襲性の増殖、活発な浸潤性および血管新生は主として、腫瘍のシグナル伝達
経路の大幅な調節解除に起因する。
【００２６】
　ＧＢＭ症例ではほぼ例外なく、組織病理学的に検出可能な有糸分裂を伴う増殖活性が顕
著である。神経膠腫で調節解除されている頻度の高い増殖シグナル伝達カスケードのうち
最も重要な２つにものは、のちに考察するＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ経路およびＲａｓ
／ＭＥＫ／ＭＡＰＫ経路である。
【００２７】
　遍在する血管新生がＧＢＭの際立った特徴である。血管新生の程度は、神経膠腫の悪性
度、腫瘍侵襲性および臨床予後と有意に相関する。血管新生を促進する経路には、血管内
皮成長因子（ＶＥＧＦ）などの血管新生因子が発現し、次いでこれが血管内皮細胞上のそ
のコグネート受容体に結合することによって開始される一続きの協働事象が含まれる。
【００２８】
　ＧＢＭは浸潤性が高い。神経膠腫浸潤は、（１）本来の部位からの離脱；（２）細胞外
マトリックス（ＥＣＭ）への接着；（３）ＥＣＭのリモデリング；および（４）細胞遊走
を含む複雑な過程である。遊走神経膠腫細胞は、白質の血管、樹状突起および線維に沿っ
て移動する傾向がある。これらの特徴から、ＧＢＭにはその浸潤性を媒介する特有の生物
学的機序があることが示唆される。ヒト神経膠腫の高い浸潤性はＣＮＳ発生時のグリア前
駆細胞の遊走挙動にもみられることから、神経堤の細胞遊走に寄与する活性化因子、受容
体およびシグナル伝達タンパク質が神経膠腫浸潤に中心的役割を果たしていることが示唆
される。チロシンキナーゼ受容体（ＲＴＫ）、インテグリン、ＣＤ４４およびＧタンパク
質共役受容体（ＧＰＣＲ）などの数種類の膜型タンパク質のほか、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔなら
びにＲａｃ１、ｃｄｃ４２およびＲｈｏＡなどの小型のＧＴＰアーゼを含めた細胞内シグ
ナル伝達分子によって浸潤シグナル伝達が誘導されることを示す研究結果が集まりつつあ
る。ＣＤ４４抗原は、細胞間相互作用、細胞接着および細胞遊走に関与する細胞表面糖タ
ンパク質である。
【００２９】
　ＥＧＦＲとＥｐｈＡ２（エフリンＡ型受容体２）ＲＴＫはＧＢＭに発現し、細胞表面に
共局在する。ＥｐｈＡ２のリン酸化はＥＧＦＲ活性に依存し、ＥｐｈＡ２のダウンレギュ
レーションはＥＧＦＲのリン酸化、下流のシグナル伝達およびＥＧＦ誘導性の細胞生存を
阻害する（Ｒａｍｎａｒａｉｎ，Ｄ．Ｂ．；Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２００６，６６，８
６７－８７４）。
【００３０】
　主要な神経膠腫シグナル伝達経路
　神経膠腫と関係のある主要なシグナル伝達経路が数種類あることがわかっている（Ｎａ
ｋａｄａ，Ｍ．ら，Ｃａｎｃｅｒｓ，２０１１，３：３２４２－３２７８）。
【００３１】
　１．受容体チロシンキナーゼ経路（ＲＴＫ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ経路）。
　ＲＴＫ／Ｐ１３Ｋ／Ａｋｔ経路は、増殖、成長、アポトーシスおよび細胞骨格再構成な
ど様々な基本的な細胞プロセスを調節している。この経路には、受容体チロシンキナーゼ
（ＲＴＫ）、例えば上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）、血小板由来成長因子受容体（ＰＤ
ＧＦＲ）および血管内皮成長因子受容体（ＶＥＧＦＲ）などのほかにも、腫瘍抑制因子で
あるプロテインホスファターゼ、例えばホスファターゼ・テンシン・ホモログ（ＰＴＥＮ
）ならびにプロテインキナーゼのＰＩ３Ｋ、ＡｋｔおよびｍＴＯＲが関与している。受容
体チロシンキナーゼ経路（ＲＴＫ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ経路）を図１に示す。
【００３２】
　ＥＧＦＲ遺伝子の増幅はＧＢＭで最も頻度の高い異常（約４０％）である。ＥＧＦＲは
ＥｒｂＢ受容体ファミリーの膜貫通型糖タンパク質のメンバーである。ＧＢＭでは、ＥＧ
ＦＲが過剰発現によって調節不全の状態にあり、この調節不全はＥＧＦＲ遺伝子の増幅ま
たはリガンド依存性シグナル伝達を引き起こすＥＧＦＲｖＩＩＩなどの変異の活性化が原
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因で起こる。ＥＧＦＲ異常は典型的サブタイプのＧＢＭと関係があることがわかっている
（ＴＣＧＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｎｅｔｗｏｒｋ，Ｎａｔｕｒｅ　４５５：１０６１－６
８；Ｖｅｒｈａａｋ，Ｒｏｅｌ　Ｇ．Ｗ．ら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ，２０１０，１７
：９８－１１０）。ＥＧＦＲの異常はＧＢＭの侵襲性の増大と関係があることが示唆され
ている（Ｎａｋａｄａ，Ｍ．ら，Ｃａｎｃｅｒｓ，２０１１，３：３２４２－３２７８）
が、臨床試験ではＥＧＦＲ阻害剤（例えば、ゲフィニチブ（Ｇｅｆｉｎｉｔｉｂ）、エル
ロチニブ）がＧＢＭ患者に臨床効果を引き起こしたという報告はない（Ｒｉｃｈ，Ｊ．Ｎ
．ら，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．２００４，３５１，１２６０－１２６１；Ｈａａｓ－
Ｋｏｇａｎ，Ｄ．Ａ．ら，Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．２００５，９７，８
８０－８８７；ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｂｅｎｔ，Ｍ．Ｊ．ら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．２
００９，２７，１２６８－１２７４）。
【００３３】
　星状細胞腫瘍では、いずれのグレードにも血小板由来成長因子受容体（ＰＤＧＦＲ）、
特にＰＤＧＦＲ－αおよび血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）の過剰発現が認められ、悪性
化との相関が示唆されている（Ｎａｋａｄａ，Ｍ．ら，Ｃａｎｃｅｒｓ，２０１１，３：
３２４２－３２７８）。ＴＣＧＡ分類法によれば、ＰＤＧＦＲＡの増幅（１４％）および
ＩＤＨ１の変異が前神経性サブタイプのＧＢＭの主要な特徴である（ＴＣＧＡ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　Ｎｅｔｗｏｒｋ，Ｎａｔｕｒｅ　４５５：１０６１－６８；Ｖｅｒｈａａｋ，
Ｒ．Ｇ．ら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ，２０１０，１７：９８－１１０）。この分子とＧ
ＢＭとの間には深い関係があるものの、イマチニブを用いた抗ＰＤＧＦＲ療法で得られた
臨床効果はごくわずかである（Ｒｅａｒｄｏｎ，Ｄ．Ａ．ら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ
．２００５，２３，９３５９－９３６８；Ｒｅａｒｄｏｎ，Ｄ．Ａ．ら，Ｂｒ．Ｊ．Ｃａ
ｎｃｅｒ　２００９，１０１，１９９５－２００４）。
【００３４】
　ＰＩ３Ｋは広く発現する脂質キナーゼであり、多様な生物学的機能を促進する。ＰＩ３
ＫとＲＴＫが結合すると、ホスファチジルイノシトール３，４，５－三リン酸（ＰｉＰ３
）および３－ホスホイノシチド依存性プロテインキナーゼ－１（ＰＤＫ１）を介してＡｋ
ｔが活性化され、これが細胞の生存、増殖および遊走性を含めた複数の基本的な細胞プロ
セスに影響を及ぼす。ＧＢＭの統合的なゲノム分類によれば、ＰＩ３Ｋ変異（１５％）は
前神経性サブタイプと関係がある（ＴＣＧＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｎｅｔｗｏｒｋ，Ｎａ
ｔｕｒｅ，２００８，４５５：１０６１－６８；Ｖｅｒｈａａｋ，Ｒ．Ｇ．ら，Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｃｅｌｌ，２０１０，１７：９８－１１０）。
【００３５】
　ＰＴＥＮは、ＰＩ３Ｋ機能に拮抗することによってＲＴＫ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ経路を負
に調節しているため、ＰＴＥＮ活性が低下するとＲＴＫ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ経路が活性化
され得る。ＰＴＥＮのホモ接合性欠失または変異はＧＢＭによくみられる特徴（４０％）
であり、ＲＴＫ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ経路の構成的活性化をもたらす。ＴＣＧＡの研究によ
れば、ＰＴＥＮの欠失は典型的サブタイプおよび間葉系サブタイプの両方のＧＢＭと関係
がある（ＴＣＧＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｎｅｔｗｏｒｋ，Ｎａｔｕｒｅ　４５５（２３）
：１０６１－６８）。
【００３６】
　Ａｋｔは、細胞の成長、増殖およびアポトーシスを調節するＳＴＫ（セリン／トレオニ
ン特異的プロテインキナーゼ）である。ヒトＧＢＭの約８０％にＡｋｔの活性化が報告さ
れており、ＧＢＭの８８％にＲＴＫ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔシグナル伝達の異常が認められる
ことと関係があるとされている（ＴＣＧＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｎｅｔｗｏｒｋ，Ｎａｔ
ｕｒｅ　４５５（２３）：１０６１－６８）。ＧＢＭに発癌性のＡｋｔ変異は検出されて
いない。Ａｋｔ阻害剤であるペリフォシンは、悪性神経膠腫を対象とする臨床評価の段階
にある（Ｎａｋａｄａ，Ｍ．ら，Ｃａｎｃｅｒｓ，２０１１，３：３２４２－３２７８）
。
【００３７】
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　２．ｐ１４ARF／ＭＤＭ２／ｐ５３経路。
　ｐ５３遺伝子は、多様な細胞ストレスに応答して細胞周期の停止、細胞死、細胞分化、
老化、ＤＮＡ修復および血管新生を誘導する標的遺伝子を調節するタンパク質をコードす
る。ＤＮＡが損傷を受けると、ｐ５３が活性化され、Ｇ１期の細胞周期進行の調節因子と
して機能する遺伝子（ｐ２１Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１など）の転写が誘導される。Ｍｏｕｓｅ
　Ｄｏｕｂｌｅ　Ｍｉｎｕｔｅ　２ホモログ（ＭＤＭ２）発癌遺伝子は、ｐ５３遺伝子と
強固な複合体を形成することによってｐ５３転写活性を阻害し、ｐ５３の分解に関与する
。ｐ１４ARF遺伝子は、ＭＤＭ２に直接結合しＭＤＭ２を介したｐ５３分解を阻害するタ
ンパク質をコードする。次にｐ１４ARFの発現がｐ５３によって負に調節される。したが
って、ｐ５３遺伝子、ＭＤＭ２遺伝子またはｐ１４ARF遺伝子のいずれかの発現に異常が
生じることによってｐ１４ARF／ＭＤＭ２／ｐ５３の不活性化が起こる。ｐ５３経路は続
発性ＧＢＭの発生に極めて重要な役割を果たしている。ｐ５３遺伝子は神経膠腫で最もよ
く変異が認められるｐ５３経路遺伝子であるが、この経路の他の遺伝子に及ぶ分子レベル
の異常についても記載されている。（Ｎａｋａｄａ，Ｍ．ら，Ｃａｎｃｅｒｓ，２０１１
，３：３２４２－３２７８）。ｐ１４ARF／ＭＤＭ２／ｐ５３経路を図２に示す。
【００３８】
　３．ＲＢ経路。
　ＲＢ（網膜芽細胞腫抑制タンパク質）経路は、ｐ５３経路と同じように細胞周期の移行
および進行を抑制する。ＲＢ１（１３ｑ１４）がコードする１０７ｋＤａのＲＢ１タンパ
ク質は、細胞周期のＧ１期からＳ期への進行を制御する（Ｓｅｒｒａｎｏ，Ｍ．ら，Ｎａ
ｔｕｒｅ，１９９３，３６６：７０４－７０７）。ＣＤＫＮ２Ａタンパク質（すなわち、
サイクリン依存性キナーゼ阻害因子２Ａであるｐ１６INK4a）はサイクリン依存性キナー
ゼ４（ＣＤＫ４）に結合してＣＤＫ４／サイクリンＤ１複合体を阻害し、これにより細胞
周期のＧ１期からＳ期への移行を阻害する。したがって、ＲＢ１、ＣＤＫ４またはＣＤＫ
Ｎ２Ａに異常があると、Ｇ１－Ｓ期移行の調節異常が起こり得る。しかし、ＲＢ経路のみ
に異常が生じても腫瘍形成を誘導するには不十分である。ＥＧＦＲの増幅はＰＩ３Ｋ成長
促進経路を増強し、通常、ＣＤＫＮ２Ａ欠失と関連がある。ＴＣＧＡの研究によれば、Ｃ
ＤＫＮ２Ａ欠失は典型的サブタイプのＧＢＭと関係がある。（Ｎａｋａｄａ，Ｍ．ら，Ｃ
ａｎｃｅｒｓ，２０１１，３：３２４２－３２７８）。ＲＢ経路を図２に示す。
【００３９】
　４．Ｒａｓ／ＭＥＫ／ＭＡＰＫ経路。
　ＲＡＳ（ラット肉腫）タンパク質は、ＲＴＫおよび神経線維腫症１型腫瘍抑制遺伝子（
ＮＦ－１）によって制御されるオン／オフ（ＲＡＳ－ＧＤＰ／ＲＡＳ－ＧＴＰ）スイッチ
として働く。活性化されたＲＡＳ（ＲＡＳ－ＧＴＰ）は次いでセリン／トレオニンキナー
ゼであるＲＡＦを活性化させる。ＲＡＦは、ＭＥＫとも呼ばれるマイトジェン活性化プロ
テインキナーゼキナーゼ（ＭＡＰＫＫ）を活性化させ、次いでこれがＭＡＰＫを活性化さ
せる。ＭＡＰＫの活性化により、Ｅｌｋ１、ｃ－ｍｙｃ、Ｅｔｓ、ＳＴＡＴ１／３および
ＰＰＡＲなどの様々な転写因子が活性化される。
【００４０】
　ＮＦ－１腫瘍抑制遺伝子はニューロフィブロミンをコードし、ニューロフィブロミンは
主にＲＡＳの負の調節因子として機能し、アデニル酸シクラーゼを介する経路およびＡｋ
ｔ－ｍＴＯＲを介する経路に何らかの役割を果たしている。ＮＦ－１遺伝子がＮＦ－１に
関連する神経膠腫のみならず、孤発性の神経膠腫の腫瘍形成にも関与することを示す証拠
が集まりつつある。ＴＣＧＡの予備的研究では、ＧＢＭの１８％にＮＦ－１の変異／ホモ
接合性欠失が確認されている。間葉系ＧＢＭは、ＮＦ－１遺伝子（３７％）、ｐ５３遺伝
子（３２％）およびＰＴＥＮ遺伝子の不活性化の頻度が高く、積極的化学放射線照射補助
療法が奏効する。（Ｎａｋａｄａ，Ｍ．ら，Ｃａｎｃｅｒｓ，２０１１，３：３２４２－
３２７８）。Ｒａｓ／ＭＡＰＫ経路を図３に示す。上に挙げたシグナル伝達経路の全体像
を図４に示す。
【００４１】
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　上に挙げたシグナル伝達経路に加えて、それ以外のシグナル伝達経路もＧＢＭのイニシ
エーション、遊走および浸潤に何らかの役割を果たしている可能性がある。
【００４２】
　Ｗｎｔ（ｗｉｎｇｌｅｓｓ関連／マウス乳腺腫瘍ウイルス組込みファミリー）シグナル
伝達経路
　ＷＮＴ遺伝子がコードするタンパク質は正常な胚発生に何らかの役割を果たしている。
このタンパク質が制御する胚発生過程としては、体軸パターンの形成、細胞運命の決定、
細胞増殖および細胞遊走が挙げられる。これらの過程は、骨、心臓および筋肉を含めた重
要な組織が正しく形成されるのに必要なものである。Ｗｎｔシグナル伝達経路は複雑な経
路であり、その活性化に異常がみられる悪性腫瘍は実に多岐にわたる。Ｗｎｔタンパク質
は腫瘍形成にも関与することがわかっており、Ｗｎｔ経路の活性化に異常があると、乳癌
、前立腺癌、膠芽腫をはじめとする癌を含めた数種類の癌が発生する。（Ｃａｍｉｌｌｉ
，Ｔ．Ｃ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０１０，Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．８０（５）：７０２－７
１１；Ｐｏｌａｋｉｓ　Ｐ．，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｇｅｎｅｔ　Ｄｅｖ　２００７：１
７（１）：４５－５１）。
【００４３】
　Ｗｎｔシグナル伝達経路は、細胞外から細胞表面受容体を介して細胞内にシグナルを伝
達するタンパク質のシグナル伝達経路のグループである。Ｗｎｔシグナル伝達に関与する
様々な受容体およびリガンドによって多数の多様なシグナル伝達カスケードが生じる。
【００４４】
　Ｗｎｔファミリーのタンパク質は、１９の既知のヒトメンバー（Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ２、
Ｗｎｔ２Ｂ、Ｗｎｔ３、Ｗｎｔ３Ａ、Ｗｎｔ４、Ｗｎｔ５Ａ、Ｗｎｔ５Ｂ、Ｗｎｔ６、Ｗ
ｎｔ７Ａ、Ｗｎｔ７Ｂ、Ｗｎｔ８Ａ、Ｗｎｔ８Ｂ、Ｗｎｔ９Ａ、Ｗｎｔ９Ｂ、Ｗｎｔ１０
Ａ、Ｗｎｔ１０Ｂ、Ｗｎｔ１１、Ｗｎｔ１６）からなる。これらの分泌脂質修飾シグナル
伝達糖タンパク質は、長さ３５０～４００アミノ酸であり、アミノ酸同一性が２０～８５
％であり、２３～２４のシステイン残基からなる保存されたパターンを有する。これらの
タンパク質に起こる脂質修飾の種類は、２３～２４のシステイン残基からなる保存された
パターンに含まれるしステインのパルミトイル化である。パルミトイル化が起こると、Ｗ
ｎｔタンパク質の細胞膜への標的化が惹起されて同タンパク質が分泌され、脂肪酸の共有
結合によりその受容体と結合する。分泌されたＷｎｔタンパク質は、その合成後にグリコ
シル化によって修飾される。Ｗｎｔシグナル伝達では、これらの分泌タンパク質がリガン
ドとして働き、パラクリン経路およびオートクリン経路を介して様々なＷｎｔ経路を活性
化させる。
【００４５】
　Ｗｎｔタンパク質リガンドがＦｒｉｚｚｌｅｄ（「Ｆｚ」）ファミリー受容体に結合す
ることによってＷｎｔシグナル伝達経路が活性化されると、その生物学的シグナルが細胞
内のタンパク質であるＤｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄに伝達される。Ｆｒｉｚｚｌｅｄファミリ
ー受容体はこれまでに、少なくとも１０種類のメンバーが同定されており、いずれも細胞
外Ｎ末端に保存されＷｎｔと相互作用するシステインリッチドメイン（ＣＲＤ）を特徴と
する７回膜貫通型タンパク質である。ただし、Ｗｎｔシグナル伝達を促進するには、Ｗｎ
ｔタンパク質とＦｚ受容体との間の相互作用と同時に共受容体も必要とされることがある
。例としては、低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質（Ｌｒｐ５／６）、受容体チ
ロシンキナーゼ（Ｒｙｋ）およびＲｏｒ２が挙げられる。
【００４６】
　Ｗｎｔとその受容体および共受容体との相互作用と関係のあるシグナル伝達経路には少
なくとも３種類、すなわち古典的Ｗｎｔ／β－カテニン経路、非古典的（または非正統的
）平面内細胞極性（ＰＣＰ）経路および非古典的（または非正統的）Ｗｎｔ／Ｃａ2+経路
がある。図５に、これらの３種類の代表的なＷｎｔシグナル伝達経路を示す。Ｆｚ受容体
には様々なＷｎｔリガンドを識別する能力があり、このため、リガンド／受容体相互作用
の性質が活性化を左右するのは、これら３種類の経路のうちの１種類である。（Ｃａｍｉ
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ｌｌｉ，Ｔ．Ｃ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０１０，Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．８０（５）：７０
２－７１１）。古典的Ｗｎｔ経路は遺伝子転写の調節を引き起こし、非古典的平面内細胞
極性経路は、細胞の形状に関与する細胞骨格を調節し、非古典的Ｗｎｔ／カルシウム経路
は細胞内のカルシウムを調節する。Ｗｎｔシグナル伝達経路では、近傍の細胞間のコミュ
ニケーション（パラクリン）または同一細胞のコミュニケーション（オートクリン）が利
用される。
【００４７】
　古典的Ｗｎｔシグナル伝達経路
　古典的Ｗｎｔシグナル伝達経路は十分に確立されたβ－カテニン依存性シグナル伝達経
路であり、重要なメディエーターとしてβ－カテニンを含む。Ｗｎｔシグナル伝達の不在
下では、足場タンパク質であるアキシン（Ａｘｉｎ）および腫瘍抑制遺伝子産物であるＡ
ＰＣ（腺腫性大腸ポリポーシス）を含めた数種類のタンパク質によって形成される「分解
複合体」の中のカゼインキナーゼ１（ＣＫ１）およびグリコーゲン合成酵素キナーゼ３ベ
ータ（ＧＳＫ３β）によってβ－カテニンがリン酸化される。次いで、リン酸化されたβ
－カテニンがユビキチン化機構によって認識され、プロテアソームに送られ分解される。
Ｗｎｔがその受容体ＦｚおよびＬｒｐ５／６に結合すると、Ｌｒｐ５／６がリン酸化され
、Ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄが活性化されて、β－カテニン「分解複合体」の不活性化また
は分解が起こり、これによりβ－カテニンのリン酸化が低下し、β－カテニンが安定化す
る。次いで、安定化したβ－カテニンが核に移行し、そこでＬｅｆ（リンパ系増強転写因
子（Ｌｙｍｐｈｏｉｄ　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ
））およびＴｃｆ（Ｔ細胞因子）と結合することによって下流の遺伝子発現を調節し、こ
れにより、増殖および腫瘍進行に関与するＷｎｔ標的遺伝子の転写が起こる。経路のメン
バーのなかには、Ｗｎｔシグナル伝達とは独立して調節され得るものがいくつかある。例
えば、ＧＳＫ－３βはＩＬＫ（インテグリン結合キナーゼ）によって阻害され得るメンバ
ーであり、その発現を調節する多数の経路が交わる部分に存在する。古典的Ｗｎｔタンパ
ク質としては、Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ２、Ｗｎｔ３ａ、Ｗｎｔ８ａ、Ｗｎｔ８ｂ、Ｗｎｔ１０
ａ、Ｗｎｔ１０ｂが挙げられる（Ｊｉａｒ　ＣＨ，Ｊ　Ｏｒａｌ　Ｐａｔｈｏｌ．Ｍｅｄ
．，２０１２，４１（４）：３３２－３３９）。
【００４８】
　癌の古典的Ｗｎｔ経路
　β－カテニンが安定化して分解されなくなり、最終的には核内に蓄積することは、分化
が不十分な形態（Ｅｎｄｏ　Ｋら，Ｈｕｍ　Ｐａｔｈｏｌ　２００３，３１（５）：５５
８－５６５）、高い増殖活性（Ｉｎａｇａｗａ　Ｓ．ら，Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅ
ｓ　２００２，８（２）：４５０－４５６）および予後不良（Ｗａｎｇ　ＣＭら，Ｃａｎ
ｃｅｒ　２００１，９２（１）：１３６－１４５）と関係があることがわかっている。β
－カテニンの運命、すなわちその蓄積または分解は、多数のタンパク質によって調節され
ており、そのタンパク質が適切に調節または発現されないと、それが癌におけるβ－カテ
ニン発現の増大の主な原因となる。この調節異常は、シグナル伝達経路の様々なメンバー
の変異またはエピジェネティックな事象が原因となって起こり得るものである。Ｗｎｔそ
のものが変異することはまれである。しかし、癌では、下流の標的に影響を及ぼす変異が
極めて頻繁にみられる。
【００４９】
　Ｗｎｔ／β－カテニンシグナル伝達の役割のうち最初に記載され、おそらく最もよく知
られているのは、結腸癌のものであり、結腸癌の約９０％にβ－カテニン変異をもたらす
変異がみられる。
【００５０】
　β－カテニン経路を標的とするＷｎｔ治療剤のうち、ヒトでの臨床試験の対象とされて
いるものがいくつかある。
【００５１】
　非古典的シグナル伝達経路
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　非古典的シグナル伝達経路は、β－カテニンを介する転写を促進しないあらゆるＷｎｔ
活性化細胞シグナル伝達経路を包括した用語であり、そのような経路が多数確認されてい
る。古典的Ｗｎｔとは異なり、非古典的経路は乳腺上皮細胞を形質転換させることができ
ず、主に細胞の移動および極性に関与すると考えられている（Ｖｅｅｍａｎ　ＭＴら，Ｃ
ｕｒｒ　Ｂｉｏｌ　２００３，１３（８）：６８０－６８５；Ｋｉｋｕｃｈｉ　Ａら，Ｃ
ａｎｃｅｒ　Ｓｃｉ　２００８，９９（２）：２０２－２０８）。主要な非古典的Ｗｎｔ
経路には少なくとも、平面内細胞極性（ＰＣＰ）経路およびＷｎｔ／Ｃａ2+経路の２種類
がある。ただ、両経路ともＷｎｔ５ＡおよびＲＯＲ２などの重要な分子が含まれているた
め、ヒト癌のＷｎｔ／ＰＣＰ経路とＷｎｔ／Ｃａ2+経路を判別することは極めて困難であ
る。
【００５２】
　Ｗｎｔ／ＰＣＰ経路は、発生過程で胚の軸に沿って細胞の極性化を調和させることが記
載されている。これにはＳＴＡＴ３の活性化およびＪＡＫ／ＳＴＡＴシグナル伝達が含ま
れる（Ｍｉｙａｇｉ　Ｃら，Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　２００４，１６６（７）：９７５
－９８１）。Ｗｎｔ／ＰＣＰシグナル伝達に何らかの役割を果たすＷｎｔとしては、Ｗｎ
ｔ５Ａ，Ｗｎｔ１１およびＷｎｔ７ａが挙げられる（Ｗａｎｇ　Ｙ．，Ｍｏｌ　Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｔｈｅｒ，２００９；８（８）：２１０３－２１０９）。Ｗｎｔ／ＰＣＰシグナル
伝達の際には、Ｗｎｔ／Ｆｚ／Ｒｏｒ２相互作用によってｄｉｓｈｅｖｅｌｅｄ（Ｄｓｈ
／Ｄｖｌ）が膜に動員され、隣接細胞の膜へのｖａｎｇおよびｐｒｉｃｋｌｅの動員が誘
発され、これらの間のバランスによって極性が調節される。次いで、Ｄｉｓｈｅｖｅｌｅ
ｄ依存性Ｗｎｔ／ＰＣＰシグナル伝達がＪＮＫ、Ｊｕｎ、Ｄａａｍ、ＲｈｏＡ、Ｒａｃ、
Ｃｄｃ４２およびロフィリンを介してシグナルを伝達し、これらは最終的には、細胞骨格
に対して作用し、極性および遊走性を制御する（Ｃａｒｒｅｉｒａ－Ｂａｒｂｏｓａ　Ｆ
ら，Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｔｎ　２００３，１３０（１７）：４０３７－４０４６；Ｔａｋ
ｅｕｃｈｉ　Ｍら，Ｃｕｒｒ　Ｂｉｏｌ　２００３：，１３（８）：６７４－６７９；Ｑ
ｉａｎ　Ｄら，Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ　２００７，３０６（１）：１２１－１３３）。これら
の特徴（極性および遊走性を意味する）は腫瘍進行に極めて重要であることから、Ｗｎｔ
／ＰＣＰ　シグナル伝達は癌に関与すると考えられている。（Ｃａｍｉｌｌｉ，Ｔ．Ｃ．
，Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０１０，Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．８０（５）：７０２－７１１）。
【００５３】
　Ｗｎｔ／Ｃａ2+経路では、Ｗｎｔシグナル伝達の下流で細胞内カルシウムが放出される
。Ｗｎｔ／Ｃａ２+シグナル伝達経路に関与するＷｎｔファミリーのメンバーとしては、
Ｗｎｔ５ａ、Ｗｎｔ１１およびＷｎｔ４が挙げられ、これらのＷｎｔによってＦｚ受容体
が活性化されると、カルモジュリン依存性プロテインキナーゼＩＩ（ＣＡＭＫＩＩ）およ
びプロテインキナーゼＣ（ＰＫＣ）などのカルシウム依存性シグナル伝達分子の活性化が
起こることがわかっている。これらの分子は、細胞内の状況に依存することが多い下流シ
グナル伝達に対する作用を多数有し得る。（Ｃａｍｉｌｌｉ，Ｔ．Ｃ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ
．２０１０，Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．８０（５）：７０２－７１１）。
【００５４】
　さらに多くの非古典的Ｗｎｔカスケード（経路）の存在が示唆されており、Ｗｎｔ－Ｒ
ＡＰ１シグナル伝達；Ｗｎｔ－受容体チロシンキナーゼ様オーファン受容体２（Ｒｏｒ２
）シグナル伝達；Ｗｎｔ－プロテインキナーゼＡシグナル伝達；Ｗｎｔ－ＧＳＫ－３－ｍ
ｉｒｏｔｕｂｕｌｅシグナル伝達；Ｗｎｔ－非定型プロテインキナーゼＣ（ＰＫＣ）シグ
ナル伝達；Ｗｎｔ－受容体様チロシンキナーゼシグナル伝達；およびＷｎｔ－哺乳類ラン
パマイシン（ｒａｍｐａｍｙｃｉｎ）標的シグナル伝達がこれに含まれる。これらの分類
は、諸経路が互いに重複および交差しているため固定されたものではなく、現在も発展中
である。（Ｓｅｍｅｎｏｖ，Ｍ．Ｖ．；Ｃｅｌｌ　２００７，１３１：１３７８）。
【００５５】
　内因性Ｗｎｔアンタゴニスト
　Ｗｎｔ経路の活性化は分泌型Ｗｎｔ阻害因子によって調節されている（Ｍｉｌｌｅｒ　
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ＪＲら，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１９９９，１８（５５）：７８６０－７２）。これらの阻害
因子は、Ｗｎｔリガンドとその受容体または共受容体との結合に影響を及ぼす。このよう
なＷｎｔアンタゴニストとしては、Ｗｎｔタンパク質と直接結合する分泌型ｆｒｉｚｚｌ
ｅｄ関連タンパク質（ｓＦＲＰ）のメンバーおよびＷｎｔ共受容体ＬＲＰと結合するＤｉ
ｋｋｏｐｆ（Ｄｋｋ）ファミリーのメンバーが挙げられる。結腸直腸癌を含めたいくつか
の癌でｓＦＲＰの転写休止が検出されている（Ｓｕｚｕｋｉ　Ｈら，２００２，３１（２
）：１４１－９）。このほか、ＤｋｋファミリーのメンバーがＷｎｔシグナル伝達に対し
て阻害作用を有することが明らかにされている（Ｗｕ，Ｗら，Ｃｕｒｒ　Ｂｉｏｌ　２０
００，１０（２４）：６１１－１６１４）。
【００５６】
　Ｗｎｔ５ａの役割および機能
　Ｗｎｔ５ａは、様々な受容体の存在下で様々な作用を示すように、癌の種類に応じて腫
瘍抑制機能または発癌機能のいずれかを有することが明らかにされている。例えば、結腸
直腸癌、乳管癌、白血病および神経芽腫ではＷｎｔ５ａの発現がダウンレギュレートされ
る。（Ｂｌａｎｃ，Ｅ．ら，Ｏｎｃｏｌ　Ｒｅｐ．，２００５　１４（６）：１５８３－
１５８８）。これとは逆に、胃癌、膵癌、非小細胞肺癌および前立腺癌ではＷｎｔ５ａが
過剰発現することが明らかにされている。転移性の強いメラノーマ細胞ではＷｎｔ５ａ遺
伝子発現が増大することがわかっており、発現の増大によって遊走性が増大する。（Ｗｅ
ｅｒａｒａｔｎａ　ＡＴら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ，２００２，１（３）：２７９－２
８８）。
【００５７】
　Ｗｎｔ５ａタンパク質の発現が低下すると、乳癌患者の無再発生存期間が短くなるほか
、乳腺細胞系の遊走性が増大する。Ｗｎｔ５ａの配列解析に基づき、１４ペプチドのフラ
グメントおよび様々なペプチド誘導体が同定されており、これらは乳癌細胞系の乳腺細胞
の接着および遊走障害に対するＷｎｔ５ａの作用を模倣する能力を有することが報告され
ている。Ｆｏｘｙ－５は、乳癌に使用するために開発されたヘキサペプチド（ホルミル－
Ｍｅｔ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ）であり、Ｗｎｔ５ａの１２アミノ酸
長ペプチドフラグメント１７５（Ａｓｎ－Ｌｙｓ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｍ
ｅｔ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ）に由来し、Ｗｎｔ５ａのアゴニストと
して作用する。Ｆｏｘｙ－５ペプチドがＦｒｉｚｚｌｅｄ－５受容体に依存する機序を介
して、接着を回復させ、腫瘍細胞の遊走性を低下させたことが報告されている。このホル
ミル化ヘキサペプチドリガンドは、迅速な細胞質カルシウムシグナルを誘導したが、非リ
ン酸化β－カテニンの細胞内レベルにも活性ＪＮＫの細胞内レベルにも影響を及ぼさなか
った。Ｆｏｘｙ－５は、Ｇタンパク質共役型プロテアーゼ活性化受容体１および同受容体
４を特異的に活性化させる。哺乳動物細胞では、ヘキサペプチド配列Ｍｅｔ－Ａｓｐ－Ｇ
ｌｙ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－ＬｅｕはＷｎｔ－５タンパク質にのみ存在する。哺乳動物細胞に
はヘキサペプチドのＮ－ホルミル化はみられない。ｉｎ　ｖｉｔｒｏの解析から、組換え
Ｗｎｔ５ａおよびＷｎｔ５ａ由来Ｆｏｘｙ－５ペプチドはともに、４Ｔ１乳癌細胞のアポ
トーシスにも増殖にも影響を及ぼさずに遊走および浸潤を低下させることが明らかにされ
ている。ｉｎ　ｖｉｖｏの実験では、Ｆｏｘｙ－５のｉ．ｐ．注射によって、接種した４
Ｔ１乳癌細胞の乳腺脂肪体から肺および肝臓への転移が７０％～９０％阻害されることが
明らかにされている（Ｓａｆｈｏｌｍ，Ａら，Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ，２００
８，１４（２０）：６５５６－６５６３）。
【００５８】
　メラノーマでは、Ｗｎｔ５ａ発現の増大が細胞遊走性を増大させ、転移を引き起こす。
これらの作用を打ち消すため、２つの方法、具体的にはＷｎｔ５ａ発現の阻害またはＷｎ
ｔ５ａシグナル伝達の直接的遮断が検討されている。Ｂｏｘ５は、メラノーマに使用する
ためにＦｏｘｙ－５を改変して開発されたヘキサペプチド（ｔ－ブトキシカルボニル－Ｍ
ｅｔ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ）であり、メラノーマの転移過程に不可
欠な要素であるメラノーマ細胞のＷｎｔ５ａを介した遊走および浸潤に対する強力な選択
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的アンタゴニストである（Ｊｅｎｅｉ，Ｖ．ら，ＰＮＡＳ，２００９，１０６（４６）：
１９４７３－１９４７８）。
【００５９】
　遺伝子発現プロファイリングから、Ｗｎｔ５ａ過剰発現が生存率および転移の進展と有
意に相関することがわかっており、Ｗｎｔ５ａがメラノーマの侵襲性のマーカーとなり得
ることがうかがえる（Ｂｉｔｔｎｅｒ　Ｍら，Ｎａｔｕｒｅ，２０００，４０６：５３６
－５４０）。
【００６０】
　Ｗｎｔ５ａは、脳以外の腫瘍の転移過程に関与すると考えられているが、神経膠腫では
あまり検討されていない。
【００６１】
　脳腫瘍（神経膠腫および髄芽腫）およびＷｎｔ５ａ経路
　免疫組織化学的解析から、ヒトＧＢＭでのＷｎｔ５ａ発現は正常な脳組織および低悪性
度の星状細胞腫よりも高いことが明らかにされている。Ｗｎｔ５ａが過剰発現すると、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏのＧＢＭ－０５細胞およびＵ８７ＭＧ細胞の増殖が増大した。これに対し
、ＲＮＡ干渉によってＷｎｔ５ａ発現がダウンレギュレートされると、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
のＧＢＭ－０５細胞およびＵ８７ＭＧ細胞の増殖が低下し、ｉｎ　ｖｉｖｏのこれらの細
胞の腫瘍形成能が低下した。以上のデータから、Ｗｎｔ５ａシグナル伝達がヒト神経膠腫
細胞の増殖の重要な調節因子のひとつであることが示唆される（Ｙｕ，Ｊ．Ｍ．ら，Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｌｅｔｔ．，２００７，２５７（２）：１７２－１８１）。
【００６２】
　神経膠腫が進行すると、周囲の神経組織に広範囲に浸潤する。この浸潤性を刺激する機
序を明らかにするべく、Ｗｎｔ５ａシグナル伝達がヒト神経膠腫に果たす役割に関する試
験を独立に実施した。その結果から、神経膠腫由来細胞系では、全１９種類のＷｎｔファ
ミリーのうち主としてＷｎｔ５ａが高頻度で過剰発現し、神経膠腫由来細胞系では、１０
種類のＦｚメンバーのうちＦｚ－２、Ｆｚ－６およびＦｚ－７が優位に発現し、Ｗｎｔ５
ａ受容体であるＲｏｒ２の発現は極めて低いことがわかった。以上の所見から、神経膠腫
細胞ではＷｎｔまたはＦｚの過剰発現によってシグナル伝達経路が活性化される可能性が
示唆される。このほか、免疫組織化学的試験では、ヒト神経膠腫３３症例のうち２６例（
７９％）にＷｎｔ－５ａが高度な発現が認められている。Ｗｎｔ－５ａ発現の陽性度は臨
床グレードと相関していた。Ｗｎｔ－５ａ発現のノックダウンにより、神経膠腫細胞の遊
走、浸潤およびマトリックスメタロプロテイナーゼ２の発現が抑制された。逆に、精製Ｗ
ｎｔ５ａリガンドで処理したところ、細胞遊走および浸潤が刺激された。ＭＭＰ－２阻害
剤はＵ２５１細胞のＷｎｔ５ａ依存性の浸潤を抑制した（Ｋａｍｉｎｏ，Ｍ．ら，Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｓｃｉ，２０１１，１０２（３）：５４０－５４８）。
【００６３】
　これまでに、神経膠腫の細胞応答を媒介するＷｎｔ５ａの受容体は同定されていない。
神経膠腫細胞では、Ｒｏｒ２ではなく受容体様チロシンキナーゼ（Ｒｙｋ）のノックダウ
ンによってＭＭＰ－２の活性およびＷｎｔ５ａ依存性の浸潤活性が抑制されることが報告
されている。この結果は、神経膠腫由来細胞のＷｎｔ５ａ依存性のＭＭＰ－２誘導および
浸潤活性にはＲｙｋが重要であることのほか、Ｒｙｋが成体の癌浸潤に何らかの新規な病
態生理学的機能を果たしている可能性を示唆している（Ｈａｂｕ，Ｍ．ら，Ｊ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ，２０１４，１５６（１）：２９－３８）。
【００６４】
　小児の原発性脳腫瘍のうち最もよくみられる種類である髄芽腫（ＭＢ）は、脳に発生す
る最もよくみられるテント下原始神経外胚葉性腫瘍（ＰＮＥＴ）であり、高悪性度の原発
性脳腫瘍である。ＭＢの古典的シグナル伝達経路はよく知られている。これに対し、ＭＢ
の非古典的Ｗｎｔシグナル伝達経路に関する研究はほとんど例がない。ＭＢに関する最近
の試験では、Ｗｎｔ５ａおよびＲｏｒ２は非古典的Ｗｎｔシグナル伝達経路の調節異常に
寄与するさらなる機序であり、Ｒｏｒ２は腫瘍抑制因子としての役割を果たしている可能
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性があることがわかっている（Ｌｅｅ，Ｓ．Ｅ．ら，２０１３，２３：４４５－４５３）
。
【００６５】
　上記の試験はいずれも、一塊の脳神経膠腫腫瘍細胞におけるＷｎｔ５ａシグナル伝達経
路を対象としたものである。
【００６６】
　脳腫瘍幹細胞（またはＣＮＳ癌幹細胞）
　幹細胞は従来、分化した細胞の損失が極めて激しく、多量に補充する必要が生じやすい
組織、例えば皮膚（Ｈｕｅｌｓｋｅｎら，Ｃｅｌｌ　１０５：５３３－４５，２００１）
、腸上皮（Ｐｏｔｔｅｎら，Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　１１０：１００１－２０，１９９
０）および血液（Ｍｏｒｒｉｓｏｎら，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ
　１１：３－７１，１９９５）にのみ存在すると考えてきた。実際、成体幹細胞の最もよ
く知られた例が造血幹細胞（ＨＳＣ）であり、ＨＳＣは骨髄にみられ、究極的には動物の
全生涯を通じてあらゆる種類の血液細胞の発生に寄与する（Ｍｏｒｒｉｓｏｎら，上記；
Ｗｅｉｓｓｍａｎ，Ｃｅｌｌ　１００：１５７－６８，２０００；Ｗｅｉｓｓｍａｎ，Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　２８７：１４４２－６，２０００）。成体の中枢神経系（ＣＮＳ）は神経
細胞死があまりみられず、再生能はないと考えられていたため、神経幹細胞が存在する可
能性は低く、かつその必要もないものと思われていた。しかし、１９９２年、２つの独立
したグループが、成体哺乳動物のＣＮＳ内に新たなニューロンを生じる能力のある前駆細
胞が存在することを示すことに成功した（ＲｅｙｎｏｌｄｓおよびＷｅｉｓｓ，Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２５５：１７０７－１０，１９９２；Ｒｉｃｈａｒｄｓら，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ
　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８９：８５９１－５，１９９２）。この新たなニューロン
の発生源は、成体哺乳動物ＣＮＳの脳室内の中枢神経軸全体を裏打ちする幹細胞であるこ
とが明らかにされた（ＲｅｙｎｏｌｄｓおよびＷｅｉｓｓ，１９９２）。
【００６７】
　ＣＮＳ幹細胞（または神経幹細胞（ＮＳＣ））は、他の組織にみられる幹細胞と同じく
、増殖する、自己複製が盛んである、多数の子孫を生じる、多系列分化能を有するといっ
たｉｎ　ｖｉｔｒｏの幹細胞の決定的な特徴（Ｈａｌｌら，Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　１
０６：６１９－３３，１９８９；Ｐｏｔｔｅｎら，上記）のほか、損傷した組織を再生す
るというｉｎ　ｖｉｖｏの特徴を示すことがわかっている。
【００６８】
　幹細胞の役割の１つとして、分裂し、増殖して多数の未分化細胞を生じる能力を有する
拘束の進んだ前駆細胞を生じるというものがある。究極的には、分化した子孫を生じるの
は、この拘束の進んだタイプの前駆細胞の子孫である。したがって、幹細胞は、動物の全
生涯を通じて分裂能を有し、増殖能が高く、拘束されていない細胞を蓄える比較的静止状
態にある貯蔵所である考えることができるのに対し、前駆細胞は、拘束が進み、分裂の頻
度が高いが、徐々に増殖能が制限されていく。発生過程でも成体でも、幹細胞および前駆
細胞の増殖が細胞発生を下支えする。
【００６９】
　腫瘍の成長および増殖の一因となる幹細胞特性を有する小さい細胞集団から腫瘍が発生
するという概念は、癌生物学の分野にとって新しいものではない。そのような考えは１９
７０年代初頭に提唱され、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）を対象とした諸試験で実験的に裏
付けられており、この試験では、低頻度でみられる腫瘍始原細胞が正常な造血幹細胞（Ｈ
ＳＣ）に類似していることが明らかになった。これらの試験から、白血病幹細胞が、ＨＳ
Ｃの直接の子孫または分化の進んだ細胞がＨＳＣの特徴を獲得したものであることが示唆
された。血液系の外部の幹細胞が発見されたことにより、固形組織の癌にも幹細胞様細胞
が含まれている可能性が浮上した。初めて固形腫瘍に腫瘍始原幹細胞様細胞の存在が明ら
かにされ単離されたのはヒト乳癌組織であり、その方法はＣＮＳの腫瘍にも応用されてい
る。
【００７０】
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　ヒト神経膠腫組織に由来する細胞を培養してニューロスフェア様細胞を生じさせること
が可能であることを報告したグループがいくつかあり、ＣＮＳ腫瘍内にＮＳＣが存在する
ことが示唆される。蛍光標示式細胞分取（ＦＡＣＳ）による「サイドポピュレーション」
細胞の単離に基づき、十分に確立された神経膠腫細胞系Ｕ８７ＭＧにはｉｎ　ｖｉｖｏの
悪性腫瘍を維持するニューロスフェア形成細胞がごく少数含まれていることが明らかにさ
れた（Ｃ．Ｈｉｒｓｃｈｍａｎｎ－Ｊａｘ，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　２
００４，１０１（３９）：１４２２８－２３３）。Ｇａｌｌｉら（Ｇａｌｌｉら，Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（２００４）６４：７０１１－７０２１）は、胚ＣＮＳおよび
成人ＣＮＳに由来するＮＳＣとほぼ同じ機能的特性を示すヒト多形神経膠芽腫（ＧＢＭ）
からの腫瘍神経幹細胞（ｔＮＳＣ）の単離、増殖および連続移植を報告している。このＧ
ＢＭ　ｔＮＳＣは、神経幹細胞の極めて重要なｉｎ　ｖｉｔｒｏ特徴を示すプロミニン陽
性前駆細胞であり、安定に拡大することができ、連続移植と培養のサイクル全体を通じて
元の腫瘍開始特性を再現することが可能なものである。以上をまとめると、上記の試験は
、ＣＮＳ腫瘍には腫瘍のイニシエーションおよび悪性化の原因となり得る幹細胞集団が含
まれているとする仮説を強く裏付けるものである。ｔＮＳＣは、ＣＤ１３３が発現するこ
とにより、ＦＡＣＳを用いて他のＧＢＭ細胞から分取することが可能である（Ｓｉｎｇｈ
ら，Ｎａｔｕｒｅ（２００４）５３２：３９６－４０１）。
【００７１】
　癌幹細胞（ＣＳＣ）仮説は、癌が、無制限に複製する一部の親ＣＳＣから増殖能に制約
のある「分化した」娘細胞が生じる異常な細胞階層として組織される、すなわち、ＣＳＣ
のみが腫瘍成長を維持する能力を有し、治療が失敗した後の再発の原因となることを提唱
するものである（Ｇｉｌｂｅｒｔｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２０１２，４８８（７４１２）
：４６２－４６３）。２０１２年まで、癌幹細胞の存在を示す証拠が議論の的になってい
た。Ｄｒｉｓｓｅｎｓ（Ｄｒｉｅｓｓｅｎｓ，Ｇ．，Ｎａｔｕｒｅ，２０１２，７４２：
５２７－５３０）およびＣｈｅｎ（Ｃｈｅｎ，Ｊ，Ｎａｔｕｒｅ，２０１２，７４１２：
５２２－５２６）によって、ＣＳＣの存在を明快に裏付ける証拠がもたらされたことによ
り、癌に対する考え方およびその治療方法が大きく様変わりしている。
【００７２】
　癌幹細胞マーカー
　ＣＤ１３３は、多様な正常組織および癌の種類の幹細胞のマーカーであると考えられて
いる。脳腫瘍に関しては、Ｓｉｎｇｈらが、幹細胞特性を有し、免疫不全マウスの脳内に
移植しても自己複製および元の腫瘍の正確な再現が可能なＣＤ１３３陽性腫瘍細胞集団に
ついて初めて記載している（Ｓｉｎｇｈ　ＳＫら，Ｎａｔｕｒｅ　２００４，４３２：３
９６－４０１；Ｓｉｎｇｈ　ＳＫら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　２００３，６３：５８２１
－５８２８）。ＧＣＳＣの推定マーカーとしてはほかにも、Ｌ１ＣＡＭ、ＣＤ４４、ＣＤ
１５、インテグリンα６（Ｂｒｅｓｃｉａ　Ｐ．，Ｊ　Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅ　Ｍｕｔ
ａｇｅｎｅ　２０１１，Ｓ１）およびＥｐｈＡ２（Ｂｉｎｄａ　Ｅ．ら，Ｃａｎｃｅｒ　
Ｃｅｌｌ　２０１２，２２（６）：７６５－７８０）がある。幹細胞様特性を有するＣＤ
１３３陽性神経膠腫細胞の成長および生存の維持には神経細胞接着分子Ｌ１ＣＡＭ（Ｌ１
、ＣＤ１７１）が必要である。様々な種類の腫瘍の癌幹細胞を同定するのに細胞表面マー
カーＣＤ４４が利用できることを示した報告が、膠芽腫の幹細胞マーカーとしてＣＤ４４
を使用した例（Ａｎｉｄｏ　Ｊら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ　２０１０，１８：６５６－
６６８）を含め、いくつかある。ＣＤ１５は、腫瘍イニシエーション能を有する細胞に選
択的に発現する細胞表面タンパク質である。インテグリンα６は、微小環境内でラミニン
発現内皮細胞と相互作用するのに重要な細胞外マトリックスの構成成分の１つであり、神
経膠腫の幹細胞維持にはインテグリンα６と接触していることが重要である。インテグリ
ン－α６とラミニンとの相互作用は、成体脳の側脳室の脳室下帯（ＳＶＺ）で重要な役割
を担っていることが報告されている。ＥｐｈＡ２受容体チロシンキナーゼは、ｈＧＢＭ　
ＴＰＣに過剰発現し、ｈＧＢＭ　ＴＰＣの自己複製および腫瘍形成を引き起こす（Ｂｉｎ
ｄａ　Ｅ．ら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ　２０１２，２２（６）：７６５－７８０）。



(16) JP 6921755 B2 2021.8.18

10

20

30

40

50

【００７３】
　神経膠腫癌幹細胞（ＧＣＳＣ）標的化治療
　ＧＣＳＣは、自己複製、脳腫瘍イニシエーション能、神経幹細胞マーカーの発現のほか
、星状細胞または乏突起膠細胞の表現型を有する細胞に分化する能力である多能性によっ
て識別される。ＧＣＳＣは、神経幹細胞および神経前駆細胞に特異的な抗原、具体的には
ネスチン、ＣＤ１３３（プロミニン－１）、Ｍｕｓａｓｈｉ－１およびＢｍｉ－１を発現
する。ソニックヘッジホッグホモログ（ＳＨＨ）およびＮｏｔｃｈは神経前駆細胞の重要
な調節因子であり、ＧＣＳＣにはその異常または過剰発現がみられることがわかっている
（Ｎａｋａｄａら，Ｃａｎｃｅｒ，２０１１，３：３２４２－３２７８）。図６に神経膠
腫癌幹細胞の経路を示す。
【００７４】
　ＧＣＳＣは放射線にも化学療法剤にも抵抗性があり、いずれは腫瘍が再発する。治療に
はＧＣＳＣの標的化が極めて重要である。ＧＳＣを標的化する一般的な方法として、（１
）ＣＳＣのシグナル伝達経路を標的とする治療剤を新たに開発すること、（２）放射線増
感剤を用いて放射線療法のＣＳＣに対する効果を増大させること、（３）免疫細胞を用い
てＣＳＣを攻撃すること、（４）分化剤を用いてＣＳＣの正常な細胞への分化を促進する
こと、（５）遺伝子治療の５つが提唱されている（Ｃｈｏら，Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌ
ａｎｔ．２０１３，２２（４）：７３１－９）。
【００７５】
　Ｗｎｔ経路、ソニックヘッジホッグ（ｓｈｈ）、Ｎｏｔｃｈ、ホメオボックス（ＨＯｘ
）ファミリー、Ｂ－リンパ腫Ｍｏ－ＭＬＶ挿入領域１ホモログ（Ｂｍｉ－１）、ＰＴＥＮ
、テロメラーゼ、排出輸送体、ＥＧＦ、マイクロＲＮＡおよびＶＥＧＦ受容体を含むシグ
ナル経路を標的化してＧＢＭを治療する治療剤がいくつか用いられてきた（Ｃｈｏら，Ｃ
ｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．２０１３，２２（４）：７３１－９）。
【００７６】
　古典的Ｗｎｔシグナル伝達によってβ－カテニンの核への移行が活性化され、β－カテ
ニンは核内で特異的標的遺伝子の転写因子として作用し、Ｗｎｔ－β－カテニンシグナル
伝達は正常な幹細胞でもＧＣＳＣでもいくつかの役割を担っていることが明らかにされて
いる。Ｗｎｔ－β－カテニンシグナル伝達は、ＧＣＳＣの放射線抵抗性に寄与している可
能性があるほか、この経路が神経膠腫の遊走性／浸潤性を支え、上皮系から間葉系への転
換に類似した変化を引き起こすことから、脳腫瘍のＧＣＳＣに対する治療標的となり得る
。（Ｃｒｕｃｅｒｕ，Ｍ．Ｌ．ら，Ｊ．ｏｆ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　＆　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１３，１７（１０）：１２１８－１２３５）。
【００７７】
　これまでに、脳神経膠腫の遊走、浸潤および転移の背後にある経路／機序については未
だ理解されていない。現在、癌幹細胞が化学療法および放射線療法に対する抵抗性ならび
に腫瘍細胞の再発の原因であると考えられているが、Ｗｎｔ５ａ非古典的シグナル伝達経
路を標的化して神経膠腫癌幹細胞の浸潤性を低下させる研究はこれまで報告されておらず
、脳腫瘍幹細胞のＷｎｔ５ａ非古典的シグナル伝達経路を特異的に標的とする治療剤は確
認されていない。記載される発明は、これらの問題に対処するものであり、少なくとも部
分的には直接的または間接的にＷｎｔ５ａシグナル伝達に影響を及ぼすことによって、神
経膠腫癌幹細胞の浸潤性を低下させるＷｎｔ５ａのペプチド誘導体を提供する。
【発明の概要】
【００７８】
　記載される発明は、（１）腫瘍の成長、遊走、浸潤またはその組合せを低下させ、かつ
（２）対象の生存率を対照に比して改善するのに有効な治療剤を含む、医薬組成物を提供
する。
【００７９】
　一態様では、記載される発明は、対象の幹細胞様特性を有する腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ）
の集団を含む固形腫瘍を治療する医薬組成物であって、治療量の治療剤と薬学的に許容さ
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れる担体とを含み、治療剤が、Ｗｎｔ５ａのペプチド誘導体であり、治療量の療剤が、（
１）Ｗｎｔ５ａの発現レベルに影響を及ぼすことによって腫瘍の成長、遊走、浸潤または
その組合せを対照に比して低下させ；（２）対象の生存率を対照に比して増大させるのに
有効である、医薬組成物を提供する。
【００８０】
　別の態様では、記載される発明は、対象の幹細胞様特性を有する腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ
）の集団を含む固形腫瘍を治療する方法であって、治療量の治療剤と薬学的に許容される
担体とを含む医薬組成物を対象に投与することを含み、治療剤が、Ｗｎｔ５ａのペプチド
誘導体であり、治療量の治療剤が、（１）Ｗｎｔ５ａの発現レベルに影響を及ぼすことに
よって腫瘍の成長、遊走、浸潤またはその組合せを対照に比して低下させ；（２）対象の
生存率を対照に比して増大させるのに有効である、方法を提供する。
【００８１】
　別の態様では、記載される発明は、対象の幹細胞様特性を有する腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ
）の集団を含む固形腫瘍の治療に使用する医薬組成物であって、治療量の治療剤と薬学的
に許容される担体とを含み、治療剤が、Ｗｎｔ５ａのペプチド誘導体であり、治療量の治
療剤が、（１）Ｗｎｔ５ａの発現レベルに影響を及ぼすことによって腫瘍の成長、遊走、
浸潤またはその組合せを対照に比して低下させ；（２）対象の生存率を対照に比して増大
させるのに有効である、医薬組成物を提供する。
【００８２】
　別の態様では、記載される発明は、対象の幹細胞様特性を有する腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ
）の集団を含む固形腫瘍を治療する薬物の製造への医薬組成物の使用であって、治療量の
治療剤と薬学的に許容される担体とを含む医薬組成物を対象に投与することを含み、治療
剤が、Ｗｎｔ５ａのペプチド誘導体であり、治療量の治療剤が、（１）Ｗｎｔ５ａの発現
レベルに影響を及ぼすことによって腫瘍の成長、遊走、浸潤またはその組合せを対照に比
して低下させ；（２）対象の生存率を対照に比して増大させるのに有効である、使用を提
供する。
【００８３】
　一実施形態では、固形腫瘍は、脳腫瘍、結腸腫瘍、前立腺腫瘍、乳房腫瘍、肺腫瘍、皮
膚腫瘍、肝腫瘍、骨腫瘍、卵巣腫瘍、膵腫瘍、頭部腫瘍、頸部腫瘍、神経腫瘍およびリン
パ腫からなる群より選択される。別の実施形態では、固形腫瘍は脳腫瘍である。別の実施
形態では、脳腫瘍は神経膠腫である。別の実施形態では、神経膠腫は、星状細胞腫、乏突
起神経膠腫および上衣腫からなる群より選択される。別の実施形態では、星状細胞腫、乏
突起神経膠腫および上衣腫は退形成性である。別の実施形態では、星状細胞腫は多形神経
膠芽腫である。別の実施形態では、脳腫瘍は、髄芽腫、髄膜腫、シュワン細胞腫、頭蓋咽
頭腫、胚細胞腫瘍および松果体部腫瘍からなる群より選択される。
【００８４】
　一実施形態では、ペプチドはＷｎｔ５ａアンタゴニストである。別の実施形態では、ペ
プチドは合成ペプチドである。別の実施形態では、ペプチドは、ヘキサペプチド、ペンタ
ペプチドおよびその組合せからなる群より選択される。別の実施形態では、Ｗｎｔ５ａの
ペプチド誘導体はＢｏｘ５（配列番号１）の誘導体である。別の実施形態では、ヘキサペ
プチドはアミノ配列ＭＤＧＣＥＬ（配列番号１）からなる。別の実施形態では、ヘキサペ
プチドはアミノ配列ＬＥＣＧＤＭ（配列番号２）からなる。別の実施形態では、ペンタペ
プチドはアミノ酸配列ＬＥＧＤＭ（配列番号３）からなる。
【００８５】
　一実施形態では、対照は、医薬組成物で治療していない対象である。
【００８６】
　一実施形態では、神経膠腫は、間葉系組織、前神経組織、典型的組織またはその組合せ
を含む。別の実施形態では、間葉系組織および前神経組織は、典型的組織と比較したＷｎ
ｔ５ａリガンドの発現レベルの増大を特徴とする。別の実施形態では、Ｗｎｔ５ａリガン
ドの発現レベルの増大が細胞遊走の指標となる。
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【００８７】
　一実施形態では、幹細胞様特性を有する腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ）の集団は、浸潤性表現
型のものである。
【００８８】
　一実施形態では、ペプチド誘導体によるＷｎｔ５ａの発現および／または活性の調節は
、ＧＦＩ　ＴＰＣの浸潤性を用量依存的に低下させるのに有効である。
【００８９】
　一実施形態では、神経膠腫は、Ｗｎｔ５ａリガンド陽性細胞を含む。別の実施形態では
、Ｗｎｔ５ａリガンド陽性細胞は、推定神経芽細胞マーカーであるＰＳＡ－ＮＣＡＭを共
発現し、Ｗｎｔ５ａ陽性細胞およびＤｌｘ２陽性細胞の最大６０％がＰＳＡ－ＮＣＡＭに
対して免疫反応性である。別の実施形態では、Ｗｎｔ５ａリガンド陽性細胞は、対照と比
較したＣＤ４４の発現レベルの増大を特徴とする。別の実施形態では、Ｗｎｔ５ａリガン
ド陽性細胞は、推定幹細胞様腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ）マーカーであるＥｐｈＡ２を共発現
しない。
【００９０】
　一実施形態では、浸潤性表現型は、浸潤マーカーであるＦＲＡＳ１関連細胞外マトリッ
クスタンパク質２（Ｆｒｅｍ２）の発現を含む。
【００９１】
　一実施形態では、ペプチド誘導体は、幹細胞様特性を有する腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ）の
集団を含む腫瘍の脳実質への浸潤を未処理対照に比して低下させるのに有効である。
【００９２】
　一実施形態では、この方法は、腫瘍の成長、遊走および浸潤からなる群より選択される
少なくとも１つのものを測定する段階をさらに含む。別の実施形態では、この方法は、第
二の治療剤を投与する段階をさらに含む。別の実施形態では、第二の治療剤は化学療法剤
である。別の実施形態では、第二の治療剤はＷｎｔ５ａアンタゴニストである。別の実施
形態では、Ｗｎｔ５ａアンタゴニストは抗体である。別の実施形態では、Ｗｎｔ５ａアン
タゴニストはＷｎｔ３ａである。別の実施形態では、Ｗｎｔ５ａアンタゴニストはｆｒｉ
ｚｚｌｅｄ関連タンパク質である。
【００９３】
　一実施形態では、組成物を経口投与、口腔内投与、非経口投与、鼻腔内投与、直腸内投
与または局所投与する。
【図面の簡単な説明】
【００９４】
【図１】受容体チロシンキナーゼ経路（ＲＴＫ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ経路）を示
す図である。
【図２】ｐ１４ＡＲＦ／ＭＤＭ２／ｐ５３経路およびＲＢ経路を示す図である。
【図３】Ｒａｓ／ＭＥＫ／ＭＡＰＫ経路を示す図である。
【図４】ＧＢＭに関与すると考えられるシグナル伝達経路全体を示す図である。
【図５】３種類の代表的なＷｎｔシグナル伝達経路を示す図である。
【図６】神経膠腫癌幹細胞の経路を示す図である。
【図７】Ｗｎｔ５ａ発現が、神経膠腫患者の組織学的所見と相関があり、公開されている
データセットに基づけば、神経膠腫患者の生存率と相関があることを示す図である。
【図８】コンピュータでの発現プロファイリングによって検出したＷｎｔ５ａ　ｍＲＮＡ
のレベルを未分化星状細胞腫（ＡＮＡ）およびｈＧＢＭ（ＧＢＭ　Ｈ－ＴＥＸ）と、上衣
腫（ＥＰ）、低悪性度神経膠腫（ＬＯＷ）および髄芽腫（ＭＤＢ）の組織とで比較した図
である。
【図９】ｈＧＢＭ組織、ＭＤＢ組織、低悪性度（ＬＧ）組織および神経節膠腫組織の外科
手術標本のＷｎｔ５ａおよびＡ型エフリン受容体２（ＥｐｈＡ２）に対する免疫標識を示
す図である。
【図１０】幹細胞様特性を有する間葉系ｈＧＢＭ由来腫瘍伝播細胞（ｈＧＢＭ由来ＴＰＣ
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）および前神経性ｈＧＢＭ由来ＴＰＣ対典型的サブタイプおよび成長因子依存性（ＧＦＤ
）ＴＰＣ対成長因子非依存性（ＧＦＩ）ＴＰＣでのＷｎｔ５ａの免疫蛍光を示す図である
。
【図１１】Ｗｎｔ５ａ、ＥｐｈＡ２およびＣＤ４４の定量的フローサイトメトリー解析な
らびにｑＰＣＲによるＷｎｔ５ａとＤｌｘ２またはＷｎｔ５ａとＷｎｔ３ａのｍＲＮＡレ
ベルの定量化をＧＦＤ　ＴＰＣとＧＦＩ　ＴＰＣとで比較したものを示す図である。
【図１２】染色し、ゲートをかけ、Ｗｎｔ５ａ発現に従ってＦＡＣＳ分取したｈＧＢＭ標
本のバイオインフォマティック解析およびＷｎｔ５ａ遺伝子サイン／活性化と浸潤性およ
び血管新生性の高い表現型との相関を示す図である。
【図１３】ヒトＧＢＭ組織および神経膠腫患者の生存率におけるＷｎｔ５ａ、ＥｐｈＡ２
およびＤｌＸ２の相関を示す図である。
【図１４】Ｗｎｔ５ａと、移行増幅Ｃ細胞および神経芽細胞の推定マーカーであるＤｌｘ
２との同時発現をｈＧＢＭおよびＭＤＢと低悪性度原発性標本とで比較したものを示す図
である。
【図１５】ヒト脳腫瘍の悪性腫瘍スケール全体にわたるＷｎｔ５Ａ、ＥＰＨＡ２、ＤＬＸ
２および神経細胞接着分子１（ＮＣＡＭ１）の遺伝子発現を示す図である。
【図１６】ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの遊走および浸潤アッセイをＷｎｔ５ａ過剰発現ＧＦＩ　
ＴＰＣと予め確立したＧＦＤ対応物とで比較したものを示す図である。
【図１７】レンチウイルス媒介性Ｗｎｔ５ａ過剰発現Ｕ８７ＭＧ細胞（Ｕ８７－５Ａ）に
よって腫瘍の進展および浸潤性が対照細胞（Ｕ８７－ｗｔ）に比して大幅に増大したこと
を示す図である。
【図１８】Ｗｎｔ５ａの攪乱がｉｎ　ｖｉｖｏで幹細胞様特性を有するｈＧＢＭ腫瘍伝播
細胞（ＴＰＣ）の腫瘍形成能および浸潤性に影響を及ぼすことを示す図である。
【図１９】ペプチドＡのＨＰＬＣクロマトグラムを示す図である。
【図２０】ペプチドＡのＭａｌｄｉ－Ｔｏｆスペクトルを示す図である。
【図２１】ペプチドＢのＨＰＬＣクロマトグラムを示す図である。
【図２２】ペプチドＢのＭａｌｄｉ－Ｔｏｆスペクトルを示す図である。
【図２３】多形神経膠芽腫細胞の３つのサブクラス：（ｉ）典型的サブクラス（丸）；（
ｉｉ）間葉系サブクラス（三角）；および（ｉｉｉ）前神経性サブクラス（四角）のＷｎ
ｔ５遺伝子発現（ｙ軸）対ＥｐｈＡ２受容体遺伝子発現（ｘ軸）を示すグラフである。図
形の下の数値は細胞の識別番号を表す。
【発明を実施するための形態】
【００９５】
（発明の詳細な説明）
　本明細書で使用される「投与すること」または「投与」という用語は、物質を投与また
は塗布することを意味するのに互換的に使用され、ｉｎ　ｖｉｖｏ投与のほかにも、組織
にｅｘ　ｖｉｖｏで直接投与することを包含する。
【００９６】
　本明細書で使用される「アゴニスト」という用語は、受容体を活性化させて完全なまた
は部分的な薬理応答を引き起こすことができる化学物質を指す。内因性アゴニスト、外因
性アゴニスト、内因性アンタゴニストまたは外因性アンタゴニストのいずれかによって受
容体を活性化または不活性化させることにより、生物学的応答を刺激または抑制すること
ができる。生理的アゴニストとは、同じ身体応答を生じさせるが、同じ受容体とは結合し
ない物質のことである。特定の受容体に対する内因性アゴニストとは、体内で天然に産生
され、その受容体に結合して活性化させる化合物のことである。スーパーアゴニストとは
、標的受容体に対する内因性アゴニストよりも大きい最大応答、ひいては１００％超の効
率をもたらすことができる化合物のことである。このことは、必ずしもスーパーアゴニス
トが内因性アゴニストよりも強力であることを意味するものではなく、むしろ、受容体結
合後に細胞内に生じ得る最大限可能な応答を比較したうえでのことである。完全アゴニス
トは、受容体に結合して活性化させ、その受容体に対して完全な効果を示す。部分アゴニ
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ストも所与の受容体に結合して活性化させるが、受容体に対する効果は完全アゴニストに
比べ部分的なものにとどまる。逆アゴニストとは、その受容体のアゴニストと同じ受容体
結合部位と結合し、受容体の構成的活性を逆転させる作用物質のことである。逆アゴニス
トは受容体アゴニストと逆の薬理効果を発揮する。不可逆的アゴニストとは、受容体が永
続的に活性化されるようその受容体と永続的に結合するタイプのアゴニストのことである
。アゴニストと受容体との結合が可逆的であるのに対し、不可逆的アゴニストと受容体と
の結合は不可逆的であると考えられるという点で、不可逆的アゴニストは単なるアゴニス
トとは異なるものである。このため、不可逆的アゴニストによってアゴニスト活性が一時
的に高まった後、受容体の脱感作および内部移行が起こり、長期治療では、むしろアンタ
ゴニストのような効果が得られる。選択的アゴニストとは、ある特定のタイプの受容体に
特異的なアゴニストのことである。
【００９７】
　「アミノ酸残基」、「アミノ酸」または「残基」という用語は、特に限定されないが、
天然のアミノ酸および天然のアミノ酸と同じように機能し得る天然アミノ酸の既知の類似
体を含め、タンパク質、ポリペプチドまたはペプチドに組み込まれるアミノ酸を指すのに
互換的に使用される。
【００９８】
　本明細書で使用されるアミノ酸の略号は、以下の従来用いられている略号である：Ａ＝
Ａｌａ＝アラニン；Ｒ＝Ａｒｇ＝アルギニン；Ｎ＝Ａｓｎ＝アスパラギン；Ｄ＝Ａｓｐ＝
アスパラギン酸；Ｃ＝Ｃｙｓ＝システイン；Ｑ＝Ｇ１ｎ＝グルタミン；Ｅ＝Ｇｌｕ＝グル
タミン酸；Ｇ＝Ｇｌｙ＝グリシン；Ｈ＝Ｈｉｓ＝ヒスチジン；Ｉ＝Ｉｌｅ＝イソロイシン
；Ｌ＝Ｌｅｕ＝ロイシン；Ｋ＝Ｌｙｓ＝リジン；Ｍ＝Ｍｅｔ＝メチオニン；Ｆ＝Ｐｈｅ＝
フェニアラニン（Ｐｈｅｎｙａｌａｎｉｎｅ）；Ｐ＝Ｐｒｏ＝プロリン；Ｓ＝Ｓｅｒ＝セ
リン；Ｔ＝Ｔｈｒ＝トレオニン；Ｗ＝Ｔｒｐ＝トリプトファン；Ｙ＝Ｔｙｒ＝チロシン；
Ｖ＝Ｖａｌ＝バリン。アミノ酸は、Ｌ－アミノ酸であってもＤ－アミノ酸であってもよい
。アミノ酸を、ペプチドの半減期が長くなる、ペプチドの効力が増大する、またはペプチ
ドのバイオアベイラビリティが増大するよう改変した合成アミノ酸に置き換えてもよい。
【００９９】
　互いに保存的置換となるアミノ酸のグループを以下に示す：
　アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）；
　アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
　アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
　アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）；
　イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；および
　フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）。
【０１００】
　本明細書で使用される「アンタゴニスト」という用語は、別の物質の効果を打ち消す物
質を指す。本明細書で使用される「Ｗｎｔ５ａのアンタゴニスト」という用語は、共有結
合、イオン結合、水素結合、疎水性相互作用またはその組合せを介してＷｎｔ５ａ、Ｗｎ
ｔ５ａ受容体またはＷｎｔ５ａ共受容体と競合的または非競合的に結合し、Ｗｎｔ５ａシ
グナル伝達経路を直接的または間接的に不活性化することができるペプチド、タンパク質
または抗体を指す。Ｗｎｔ５ａアンタゴニストは、それ自体を製剤化しても塩形態で製剤
化してもよい。
【０１０１】
　本明細書で使用される「癌」または「悪性腫瘍」という用語は、異常な細胞が制御され
ずに分裂し近傍組織に浸潤し得る疾患を指す。癌細胞はほかにも、血液およびリンパ系か
ら身体の他の部分に拡散し得る。中枢神経系の癌とは、脳および脊髄の組織に発生する癌
のことである。
【０１０２】
　本明細書で使用される「癌幹細胞」は、自己複製が可能であり、免疫不全マウスの脳内
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に移植しても元の腫瘍を正確に再現することができる細胞の集団を指す。
【０１０３】
　本明細書で使用される「担体」という用語は、生物体に著しい刺激を引き起こさず、記
載される発明の組成物の活性化合物の生物活性および特性を打ち消すことのない材料を表
す。担体は、治療する哺乳動物への投与に適したものとなる程度に純度が高く毒性が低い
ものでなければならない。担体は、不活性なものであっても、あるいは医薬品としての有
益性、化粧品としての有益性またはその両方を有するものであってもよい。「添加剤」、
「担体」または「賦形剤」という用語は、本明細書に記載される薬学的に許容される組成
物の製剤化および投与に適した担体材料を指すのに互換的に使用される。本明細書で有用
な担体および賦形剤としては、当該技術分野で公知の任意のそのような材料であって、無
毒性で他の成分と相互作用しない材料が挙げられる。
【０１０４】
　「細胞」という用語は、生物体の構造単位および機能の単位を指すのに使用され、生物
体に分類される有機体の最小単位のことである。
【０１０５】
　本明細書で使用される「細胞系」という用語は、形質転換しており、培養して無制限に
継代することが可能な不死化細胞を指す。
【０１０６】
　本明細書で使用される「化学療法剤」という用語は、疾患の治療または管理に有用な化
学物質を指す。
【０１０７】
　本明細書で使用される「化学療法」という用語は、１つまたは複数の化学療法剤を用い
る一連の治療を指す。
【０１０８】
　「化学療法レジメン」（「併用化学療法」）という用語は、２つ以上の薬物の異なる毒
性から有益性を引き出すために２つ以上の薬物を用いる化学療法を意味する。併用癌治療
の原理は、薬物が異なれば、それが作用する際の細胞毒性機序も異なり、用量を制限する
有害作用も異なることから、それぞれ最大限の用量で一緒に投与することが可能であると
いうものである。
【０１０９】
　本明細書で使用される「適合性がある」という用語は、通常の使用条件下で組成物の効
果を実質的に低下させる相互作用が存在しないように組成物の諸成分を互いに組み合わせ
ることが可能であることを意味する。
【０１１０】
　本明細書で使用される「組成物」という用語は、複数の成分の混合物または２つ以上の
物質からなる材料を指す。
【０１１１】
　本明細書で使用される「誘導体」という用語は、構造の類似した別の化合物から１つま
たは複数の段階で生成し得る化合物を意味する。ペプチドまたは化合物の「誘導体（１つ
または複数）」は、そのペプチドまたは化合物の所望の機能を少なくともある程度は保持
している。したがって、「誘導体」に代わる用語として「機能性誘導体」がある。誘導体
は、ペプチドの化学修飾、例えばアキル化（ａｋｙｌａｔｉｏｎ）、アシル化、カルバミ
ル化、ヨウ素化またはペプチドを誘導体化する任意の修飾などを含み得る。このような誘
導体化分子としては、例えば、遊離アミノ基が誘導体化されてアミン塩酸塩、ｐ－トルエ
ンスルホニル基、カルボベンゾキシ基、ｔ－ブチルオキシカルボニル基、クロロアセチル
基またはホルマール基を形成している分子が挙げられる。遊離カルボキシル基は、誘導体
化されて塩、エステル、アミドまたはヒドラジドを形成し得る。遊離ヒドロキシル基は、
誘導体化されてＯ－アシル誘導体またはＯ－アルキル誘導体を形成し得る。ヒスチジンの
イミダゾール窒素は、誘導体化されてＮ－ｉｍ－ベンジルヒスチジンを形成し得る。誘導
体または類似体としてはこのほか、２０種類の標準アミノ酸の天然のアミノ酸誘導体、例
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えば４－ヒドロキシプロリン、５－ヒドロキシリジン、３－メチルヒスチジン、ホモセリ
ン、オルニチンまたはカルボキシグルタミアート（ｃａｒｂｏｘｙｇｌｕｔａｍｉａｔｅ
）を１つまたは複数含有し、またペプチド結合によって結合していないアミノ酸を含み得
るペプチドが挙げられる。このようなペプチド誘導体をペプチド合成時に組み込むか、周
知の化学修飾法によってペプチドを修飾することができる（例えば、Ｇｌａｚｅｒら，Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｓｅｌｅｃｔｅ
ｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ，Ｅｌｓｅ
ｖｉｅｒ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９７５）を参照さ
れたい）。本明細書で使用される「ペプチド誘導体」は、Ｗｎｔ５ａ由来ペプチドから直
接的にまたはＷｎｔ５ａペプチドの修飾もしくは部分置換によって作製されたアミノ酸配
列を指す。例えば、特に限定されないが、Ｗｎｔ５ａのペプチド誘導体としては、Ｗｎｔ
５ａの短縮産物および融合産物が挙げられる。Ｗｎｔ５ａのペプチド誘導体は、それ自体
を製剤化しても塩形態で製剤化してもよい。
【０１１２】
　本明細書で使用される「有効量」という用語は、所望の生物学的効果を得るのに必要な
量または十分な量を指す。
【０１１３】
　本明細書で使用される「製剤」という用語は、特定の処方、配合または規則に従って準
備した特定の手順、処方に従って調製される混合物を指す。
【０１１４】
　本明細書で使用される「フローサイトメトリー」という用語は、細胞の表現型および特
徴を調べるツールを指す。フローサイトメトリーは、液体流中の細胞または粒子が感知領
域を通過するレーザー（輻射の誘導放出による光増幅）／光ビームの中を移動する際にそ
れを感知するシステムである。顕微鏡レベルの粒子の相対的な光散乱および色別の蛍光が
測定される。細胞の解析および鑑別は、大きさ、粒度のほか、抗体または色素のいずれか
の形態の蛍光分子を有するかどうかに基づくものである。細胞がレーザー光の中を通過す
るとき、光が全方向に散乱し、軸から低角度（０．５～１０°）で前方に散乱する光は、
球の半径の２乗、つまり細胞または粒子の大きさに比例する。光が細胞内に入ることがあ
り、したがって、９０°の光（直角、側方）散乱を蛍光色素結合抗体で標識するか、蛍光
膜染色、細胞質染色または核染色により染色し得る。このため、細胞型の鑑別、膜受容体
および抗原の有無、膜電位、ｐＨ、酵素活性およびＤＮＡ含有量が容易になり得る。フロ
ーサイトメータは多パラメータであり、各細胞について複数の測定値を記録する。このた
め、異種集団内の均一な亜群を同定することが可能である（Ｍａｒｉｏｎ　Ｇ．Ｍａｃｅ
ｙ，Ｆｌｏｗ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ：ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔ
ｉｏｎｓ，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，２００７）。
【０１１５】
　本明細書で使用される「フラグメント」または「ペプチドフラグメント」という用語は
、大きいペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質から誘導、切断または分解され、その
大きいペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質の所望の生物活性を保持している小部分
を指す。
【０１１６】
　本明細書で使用される「神経膠腫」という用語は、脳または脊椎のグリア細胞から生じ
る腫瘍の一種を指す。
【０１１７】
　本明細書で使用される「成長」という用語は、大きくなる、長くなるもしくは数が増え
る過程または大きさ、数もしくは体積の増大を指す。
【０１１８】
　本明細書で使用される「阻害する」または「～を阻害する」という用語は、作用または
発生を妨害する、遅らせる、鈍らせる、妨げる、遮る、阻止する、低下させる、または防
ぐことを指す。例として、受容体アンタゴニストは、生物学的応答そのものを誘発するの
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ではなく、アゴニストを介した応答を阻害する（例えば、阻止する、または妨げる）。
【０１１９】
　本明細書で使用される「浸潤」または「浸潤性」という用語は、悪性細胞が周辺組織に
侵入し、その中を移動する過程を指す。
【０１２０】
　本明細書で使用される「カプラン・マイヤープロット」または「カプラン・マイヤー生
存曲線」という用語は、多数の小さい間隔で時間を考慮に入れて臨床試験対象が所与の期
間生存する確率をプロットしたものを指す。カプラン・マイヤープロットは以下のことを
前提とする：（ｉ）打ち切った（すなわち、いなくなった）対象は常に、追跡を継続する
対象と同じ生存率が見込まれる；（ｉｉ）試験に登録した時期が早い対象も遅い対象も生
存確率は同じである；（ｉｉｉ）事象（例えば、死亡）は特定の時間に起こる。ある時点
で事象が発生する確率を計算し、連続する確率と任意の前の時間に計算した確率とを乗じ
て最終的な推定値を求める。任意の特定の時間における生存確率は、生存対象数をリスク
のある対象の数で除した商として計算する。死亡した対象、試験から脱落した対象または
試験を打ち切った対象はリスクのある対象としてカウントしない。
【０１２１】
　本明細書で使用される「リガンド」という用語は、ある分子と選択的に結合することが
できるため、定量化可能なアッセイによってリガンドとその結合パートナーとの間の結合
相互作用が非特異的相互作用よりも優先的に検出可能である分子を指す。この用語の定義
には誘導体、類似体および模倣体化合物が包含されるものとする。
【０１２２】
　「マーカー」および「細胞表面マーカー」という用語は、本明細書では互換的に使用さ
れ、ある細胞型を別の種類の細胞と区別することを可能にする、細胞の表面に存在する受
容体、受容体の組合せまたは抗原決定基もしくは抗原エピトープを指す。体内のいかなる
細胞も、他のシグナル伝達分子に選択的に結合または接着する能力を有する専門化したタ
ンパク質受容体（マーカー）がその表面を覆っている。細胞は、他の細胞とコミュニケー
トする方法として、また体内で正しく機能するために、これらの受容体およびそれに結合
する分子を利用する。細胞分取技術は細胞のバイオマーカーに基づくものであり、この場
合、細胞集団からのポジティブ選択またはネガティブ選択、すなわち包含または排除に細
胞表面マーカー（１つまたは複数）を用い得る。
【０１２３】
　本明細書で使用される「遊走」という用語は、細胞集団がある場所から別の場所へ移動
することを指す。
【０１２４】
　本明細書で使用される「分裂指数」という用語は、細胞集団内で有糸分裂（細胞分裂）
している細胞の数と有糸分裂していない細胞の数との比を指す。
【０１２５】
　「ペプチド」という用語は、本明細書では、２個以上のアミノ酸がペプチド結合によっ
て連結したものを指すのに使用される。
【０１２６】
　「医薬組成物」という用語は、本明細書では、標的とする状態または疾患を予防する、
その強度を低下させる、それを治癒する、あるいはそれを治療するために用いる組成物を
指すのに使用される。
【０１２７】
　「ポリペプチド」という用語は、本明細書では、その最も広い意味で一続きのサブユニ
ットアミノ酸、アミノ酸類似体またはペプチド模倣物を指すのに使用され、ここでは、サ
ブユニットはペプチド結合によって連結したものである。
【０１２８】
　「タンパク質」という用語は、本明細書では、アミノ酸からなる大きく複雑な分子また
はポリペプチドを指すのに使用される。タンパク質中のアミノ酸の配列は、それをコード
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する核酸配列中の塩基の配列によって決まる。
【０１２９】
　「ペプチド」、「ポリペプチド」および「タンパク質」という用語はほかにも、１つま
たは複数のアミノ酸残基が、対応する天然のアミノ酸の人工の化学的類似体であるアミノ
酸ポリマーおよび天然のアミノ酸ポリマーに適用される。このような天然のアミノ酸の類
似体をタンパク質に組み込む場合に不可欠となる性質は、タンパク質が、天然のアミノ酸
のみからなる同じタンパク質に対して生じる抗体に特異的に反応を示すことである。「ポ
リペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」という用語はこのほか、特に限定され
ないが、グリコシル化、脂質付加、硫酸化、グルタミン酸残基ガンマ－カルボキシル化、
ヒドロキシル化およびＡＤＰリボシル化を含めた修飾を含む。周知のように、また上記の
ように、ポリペプチドは完全に直鎖状でない場合もあることが理解されよう。例えば、ポ
リペプチドは、ユビキチン化によって分岐状になることもあれば、一般には、天然のプロ
セシング事象および天然には存在しない人為的操作によって起こる事象を含めた翻訳後事
象によって、分岐の有無に関係なく環状になることもある。翻訳以外の天然の過程のほか
、完全に合成による方法でも環状、分岐状および分岐環状のポリペプチドが合成され得る
。
【０１３０】
　本明細書で使用される「薬学的に許容される塩」という用語は、正当な医学的判断の範
囲内で、過度の中毒、刺激、アレルギー反応などを引き起こさずにヒトおよびヒトより下
等な動物の組織に接触させて使用するのに適しており、利益／リスク比の釣り合いが妥当
な塩を指す。医薬に使用する場合、塩は薬学的に許容されるものであるべきであるが、薬
学的に許容されない塩を用いてその薬学的に許容される塩を調製するのが好都合な場合も
ある。このような塩としては、特に限定されないが、以下の塩から調製される塩が挙げら
れる：塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸、マレイン酸、酢酸、サリチル酸、ｐ－ト
ルエンスルホン酸、酒石酸、クエン酸、メタンスルホン酸、ギ酸、マロン酸、コハク酸、
ナフタレン－２－スルホン酸およびベンゼンスルホン酸。このような塩はほかにも、カル
ボン酸基のナトリウム塩、カリウム塩またはカルシウム塩などのアルカリ金属塩またはア
ルカリ土類塩として調製され得る。「薬学的に許容される塩」は、正当な医学的判断の範
囲内で、過度の中毒、刺激、アレルギー反応などを引き起こさずにヒトおよびヒトより下
等な動物の組織に接触させて使用するのに適しており、利益／リスク比の釣り合いが妥当
な塩を意味する。薬学的に許容される塩は当該技術分野で周知である。例えば、Ｐ．Ｈ．
Ｓｔａｈｌらは、「Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓａｌｔ
ｓ：Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄ　Ｕｓｅ」（Ｗｉｌｅｙ　ＶＣ
Ｈ，Ｚｕｒｉｃｈ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ：２００２）で薬学的に許容される塩につい
て詳細に記載している。塩は、記載される発明内に記載されている化合物を最終的に単離
および精製する際にｉｎ　ｓｉｔｕで調製しても、遊離塩基官能基と適切な有機酸とを反
応させることによって別個に調製してもよい。代表的な酸付加塩としては、特に限定され
ないが、酢酸塩、アジピン酸塩、アルギン酸塩、クエン酸塩、アスパラギン酸塩、安息香
酸塩、ベンゼンスルホン酸塩、硫酸水素塩、酪酸塩、ショウノウ酸塩、カンフォスホナー
ト（ｃａｍｐｈｏｒｓｕｆｏｎａｔｅ）、ジグルコン酸塩、グリセロリン酸塩、ヘミ硫酸
塩、ヘプタン酸塩、ヘキサン酸塩、フマル酸塩、塩酸塩、臭化水素酸塩、ヨウ化水素酸塩
、２－ヒドロキシエタンスルホン酸塩（イセチオン酸塩）、乳酸塩、マレイン酸塩、メタ
ンスルホン酸塩、ニコチン酸塩、２－ナフタレンスルホン酸塩、シュウ酸塩、パモ酸塩、
ペクチン酸塩、過硫酸塩、３－フェニルプロピオン酸塩、ピクリン酸塩、ピバル酸塩、プ
ロピオン酸塩、コハク酸塩、酒石酸塩、チオシアン酸塩、リン酸塩、グルタミン酸塩、炭
酸水素塩、ｐ－トルエンスルホン酸塩およびウンデカン酸塩が挙げられる。このほか、塩
基性窒素含有基を低級ハロゲン化アルキル、例えば塩化メチル、塩化エチル、塩化プロピ
ル、塩化ブチル、臭化メチル、臭化エチル、臭化プロピル、臭化ブチル、ヨウ化メチル、
ヨウ化エチル、ヨウ化プロピル、ヨウ化ブチルなど；硫酸ジメチル、硫酸ジエチル、硫酸
ジブチルなどの硫酸ジアルキルおよび硫酸ジアミル；長鎖ハロゲン化物、例えば塩化デシ
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ル、塩化ラウリル、塩化ミリスチル、塩化ステアリル、臭化デシル、臭化ラウリル、臭化
ミリスチル、臭化ステアリル、ヨウ化デシル、ヨウ化ラウリル、ヨウ化ミリスチル、ヨウ
化ステアリルなど；臭化ベンジルおよび臭化フェネチルなどのハロゲン化アリールアルキ
ル物などの薬剤で四級化し得る。それにより、水溶性、油溶性または分散性の生成物が得
られる。薬学的に許容される酸付加塩の生成に用い得る酸の例としては、塩酸、臭化水素
酸、硫酸およびリン酸などの無機酸ならびにシュウ酸、マレイン酸、コハク酸およびクエ
ン酸などの有機酸が挙げられる。塩基付加塩は、本発明内に記載される化合物を最終的に
単離および精製する際に、カルボン酸含有部分と、薬学的に許容される金属カチオンの水
酸化物、炭酸塩もしくは炭酸水素塩などの適切な塩基あるいはアンモニアまたは有機第一
級アミン、第二級アミンもしくは第三級アミンとを反応させることによってｉｎ　ｓｉｔ
ｕで調製し得る。薬学的に許容される塩としては、特に限定されないが、アルカリ金属ま
たはアルカリ土類金属をベースとするカチオン、例えばリチウム、ナトリウム、カリウム
、カルシウム、マグネシウムおよびアルミニウムの塩などのほか、無毒性の第四級アンモ
ニアおよびテトラメチルアンモニウム、テトラエチルアンモニウム、メチルアミン、ジメ
チルアミン、トリメチルアミン、トリエチルアミン、ジエチルアミン、エチルアミンなど
を含めたアミンカチオンが挙げられる。塩基付加塩の生成に有用なその他の代表的な有機
アミンとしては、エチレンジアミン、エタノールアミン、ジエタノールアミン、ピペリジ
ン、ピペラジンなどが挙げられる。薬学的に許容される塩はほかにも、当該技術分野で周
知の標準的な手順を用いて、例えば、アミンなどの十分に塩基性の化合物と適切な酸とを
反応させて、生理的に許容されるアニオンを生じさせることによって得られる。このほか
、カルボン酸のアルカリ金属（例えば、ナトリウム、カリウムまたはリチウム）塩または
アルカリ土類金属（例えば、カルシウムまたはアルカリマグネシウム）塩を作製してもよ
い。
【０１３１】
　「増殖誘導成長因子」という用語は、本明細書では上皮成長因子［ＥＧＦ］、塩基性線
維芽細胞成長因子［ｂＦＧＦ］などを指すのに使用される。
【０１３２】
　本明細書で使用される「対象」という用語は、ヒトを含めた哺乳動物起源の動物種を包
含する。この用語はさらに、これらの種に由来する細胞および組織を包含する。
【０１３３】
　本明細書で使用される「必要とする対象」という語句は、同語句の文脈および用法から
別の意味であることが明らかでない限り、（ｉ）少なくとも記載される発明のペプチド類
似体が投与される予定であるか、（ｉｉ）少なくとも記載される発明のペプチド類似体を
投与されているか、（ｉｉｉ）記載される発明のペプチド類似体を少なくとも１つ投与さ
れたことのある患者を指す。
【０１３４】
　本明細書で使用される「標的」という用語は、外部からの刺激によって活性が修飾され
得る生物学的実体、例えば、特に限定されないがタンパク質、細胞、器官または核酸など
を指す。刺激の性質に応じて、標的に直接的な変化がみられないこともあれば、標的の立
体構造の変化が誘導されることもある。
【０１３５】
　本明細書で使用される「治療剤」という用語は、治療効果をもたらす薬物、分子、核酸
、ペプチド、タンパク質、組成物をはじめとする物質を指す。本明細書で使用される「活
性」という用語は記載される発明の組成物の成分、構成成分または要素のうち、意図する
治療効果の要因となるものを指す。本明細書では、「治療剤」と「活性薬剤」は互換的に
使用される。
【０１３６】
　１つまたは複数の活性薬剤の「治療有効量」、「有効量」または「薬学的有効量」とい
う用語は、意図する治療利益をもたらすのに十分な量を指すのに互換的に使用される。記
載される発明に従って使用し得る活性薬剤の有効量は一般に、約０．０１ｍｇ／ｋｇ体重
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～約１００ｇ／ｋｇ体重の範囲内にある。ただし、投与量レベルは、損傷の種類、患者の
年齢、体重、性別、医学的状態、状態の重症度、投与経路および用いる具体的な活性薬剤
を含めた様々な因子に基づく。このため、投与レジメンは多岐にわたるものとなり得るが
、医師が標準的方法を用いて慣例的に決定することが可能である。さらに、「治療有効量
」および「薬学的有効量」という用語は、記載される発明の組成物の予防量を包含する。
記載される発明の予防への適用では、アミロイドペプチドの蓄積によって生じる疾患、障
害または状態に罹患しやすいか、そのリスクのある患者に、その疾患、障害または状態の
生化学的症状、組織学的症状および／または行動症状、その合併症ならびに疾患、障害ま
たは状態の発現過程でみられる中間的な病理学的表現型を含め、その疾患、障害または状
態のリスクを排除または軽減したり、重症度を軽減したり、発症を遅らせたりするのに十
分な量の医薬組成物または薬剤を投与する。
【０１３７】
　「治療」または「治療すること」という用語は、疾患、状態または障害を消失させるこ
と、実質的に抑制すること、その進行を遅らせたり逆行させたりすること、状態の臨床症
状または審美的症状を実質的に改善すること、疾患、状態または障害の臨床症状または審
美的症状の出現を実質的に予防することのほか、有害な症状または不快な症状から保護す
ることを包含する。治療することはさらに、以下に挙げるうちの１つまたは複数のものを
達成することを指す：（ａ）障害の重症度を軽減すること；（ｂ）治療する障害（１つま
たは複数）に特徴的な症状の発現を抑えること；（ｃ）治療する障害（１つまたは複数）
に特徴的な症状の悪化を抑えること；（ｄ）以前に障害（１つまたは複数）が認められた
患者にその障害（１つまたは複数）が再発するのを抑えること；および（ｅ）以前は障害
（１つまたは複数）が無症状であった患者に症状が再発するのを抑えること。
【０１３８】
　本明細書で使用される「短縮する」という用語は、残基を切り取って短くすること；切
り詰めることを指す。
【０１３９】
　本明細書で使用される「腫瘍」という用語は、細胞数（増殖）または細胞サイズの点で
細胞が異常に成長し、身体の他の部位へ浸潤または拡散する（転移）可能性のある疾患を
指す。
【０１４０】
　一態様では、記載される発明は、治療量の治療剤を含み、治療剤が、ペプチドであり、
かつ（１）腫瘍の成長、遊走、浸潤またはその組合せを低下させ、（２）対象の生存率を
対照に比して改善するのに有効である、医薬組成物を提供する。
【０１４１】
　一実施形態では、ペプチドはＢｏｘ５のペプチド誘導体である。このようなペプチド誘
導体としては、特に限定されないが、アミノ酸配列Ｍｅｔ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ－Ｇ
ｌｕ－Ｌｅｕのペプチド（ＭＤＧＣＥＬ）［配列番号１］、配列Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｃｙｓ
－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｍｅｔのペプチド（ＬＥＣＧＤＭ）［配列番号２］、配列Ｌｅｕ－Ｇ
ｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｍｅｔのペプチド（ＬＥＧＤＭ）［配列番号３］ならびにその短
縮産物および融合産物が挙げられる。
【０１４２】
　一実施形態では、ペプチドはＷｎｔ５ａアンタゴニストである。Ｗｎｔ５ａアンタゴニ
ストは、例えば、Ｗｎｔ５ａと結合すること、Ｗｎｔ５ａ受容体と結合すること、Ｗｎｔ
５ａ遺伝子の発現を妨害したり低下させたりすること、Ｗｎｔ５ａ標的遺伝子の発現を妨
害したり低下させたりすることなどによって、Ｗｎｔ５ａ活性化シグナル伝達経路に直接
的または間接的に干渉するよう機能し得る。Ｗｎｔ５ａ活性化シグナル伝達経路としては
、特に限定されないが、成長、遊走、浸潤またはその組合せに関連するシグナル伝達経路
、Ｗｎｔ５ａを含むシグナル伝達経路、古典的経路、非古典的経路などが挙げられる。一
実施形態では、Ｗｎｔ５ａアンタゴニストは、癌幹細胞（ＣＳＣ）の成長、遊走、浸潤ま
たはその組合せに関連するシグナル伝達経路に干渉する。別の実施形態では、Ｗｎｔ５ａ
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アンタゴニストは、癌幹細胞（ＣＳＣ）の成長に関連するシグナル伝達経路に干渉する。
別の実施形態では、Ｗｎｔ５ａアンタゴニストは、癌幹細胞（ＣＳＣ）の遊走に関連する
シグナル伝達経路に干渉する。別の実施形態では、Ｗｎｔ５ａアンタゴニストは、癌幹細
胞（ＣＳＣ）の浸潤に関連するシグナル伝達経路に干渉する。
【０１４３】
　記載される発明の一実施形態では、シグナル伝達経路は、□－カテニンを介する転写を
促進しないＷｎｔ活性化細胞シグナル伝達経路である。一実施形態では、□－カテニンを
介する転写を促進しないＷｎｔ活性化細胞シグナル伝達経路は、非古典的Ｗｎｔシグナル
伝達経路である。別の実施形態では、非古典的Ｗｎｔシグナル伝達経路はＷｎｔ５ａを含
むものである。
【０１４４】
　記載される発明のペプチドは、組換えにより発現させるか、化学的に合成することがで
きる。組換え発現ペプチドまたは化学合成ペプチドを作製する方法は当該技術分野で公知
である。
【０１４５】
　一実施形態では、記載される発明は合成ペプチドを提供する。合成ペプチドを調製する
方法の例は、例えば、Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，３５巻，Ｐｅｎｎｉｎｇｔｏ
ｎ，ＭＷおよびＤｕｎｎ，ＢＭ，１９９５，ＸＩＩ（Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ社、トト
ワ、ニュージャージー州）ならびにＰｅｐｔｉｄｅｓ：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｇｕｔｔｅ，Ｂ，１９９５（Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ社、サンディエゴ、カリフォルニア州）に記載されている。固相法
、液相法もしくはペプチド縮合法またはその任意の組合せを用いて調製される合成ペプチ
ドは、天然アミノ酸および非天然アミノ酸を含み得る。ペプチド合成に使用するアミノ酸
は、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ（１９６３，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－
２１５４）の最初の固相法の標準的な脱保護、中和、カップリングおよび洗浄のプロトコ
ルによる標準的なＢｏｃ（Ｎ－α－アミノ保護Ｎ－α－ｔ－ブチルオキシカルボニル）ア
ミノ酸樹脂またはＣａｒｐｉｎｏおよびＨａｎ（１９７２，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．３７
：３４０３－３４０９）が最初に記載した塩基不安定性Ｎ－α－アミノ保護９－フルオレ
ニルメトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）アミノ酸であり得る。Ｆｍｏｃ　Ｎ－α－アミノ保
護アミノ酸およびＢｏｃ　Ｎ－α－アミノ保護アミノ酸はともに、例えばＳｉｇｍａ社、
Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ社をはじめとする化学
薬品会社から購入することができる。あるいは、他の任意のＮ－α－保護基を用いてペプ
チドを合成してもよい。
【０１４６】
　固相ペプチド合成は、例えば、ＳｔｅｗａｒｔおよびＹｏｕｎｇ，１９８４，Ｓｏｌｉ
ｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，第２版（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ社、ロ
ックフォード、イリノイ州）；ＦｉｅｌｄｓおよびＮｏｂｌｅ，１９９０，Ｉｎｔ．Ｊ．
Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．３５：１６１－２１４に記載される通りに実施して
も、自動合成装置を用いて実施してもよい。本発明のペプチドは、特殊な特性をもたらす
ようにＤ－アミノ酸（ｉｎ　ｖｉｖｏでＬ－アミノ酸特異的プロテアーゼに対して耐性を
示す）、Ｄ－アミノ酸とＬ－アミノ酸の組合せおよび様々な「デザイナー」アミノ（例え
ば、β－メチルアミノ酸、Ｃ－α－メチルアミノ酸およびＮ－α－メチルアミノ酸など）
を含み得る。合成アミノ酸としては、リジンに対するオルニチンおよびロイシンまたはイ
ソロイシンに対するノルロイシンが挙げられる。
【０１４７】
　さらに、ペプチドにエステル結合などのペプチド模倣結合をもたせて、新規な特性を有
するペプチドを調製することができる。例えば、還元型ペプチド結合、すなわち、Ｒ１お
よびＲ２をアミノ酸残基またはアミノ酸配列とするＲ１－ＣＨ2－ＮＨ－Ｒ２を組み込ん
だペプチドを作製し得る。還元型ペプチド結合はジペプチドサブユニットとして導入し得
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る。このようなペプチドは、プロテアーゼ活性に対して耐性を示し、ｉｎ　ｖｉｖｏでの
半減期が長くなるものと考えられる。
【０１４８】
　合成ペプチドは長さが約２～約３０アミノ酸であり得ることが理解される。一実施形態
では、記載される発明は、配列番号１で表される合成ペプチドおよびその変異型を提供す
る。一実施形態では、記載される発明は、配列番号２で表される合成ペプチドおよびその
変異型を提供する。一実施形態では、記載される発明は、配列番号３で表される合成ペプ
チドおよびその変異型を提供する。合成ペプチドの変異型は、アミノ酸の置換、欠失また
は付加を含み得る。置換は保存的アミノ酸置換を含み得る。欠失または付加は、単一のア
ミノ酸または複数のアミノ酸を含み得る。
【０１４９】
　記載される発明は、直鎖状のペプチドおよび環状のペプチドの両方を企図する。環状ペ
プチドは、例えばアミド結合またはジスルフィド架橋によって形成され得る。ジスルフィ
ド架橋は、アミノ酸であるシステインの２つの残基の間で形成され得る。
【０１５０】
　記載される発明は、記載されるペプチドに加えて第二の治療剤を企図する。第二の治療
剤の非限定的な例としては、化学療法剤、Ｗｎｔ５ａのアンタゴニストなどが挙げられる
。Ｗｎｔ５ａアンタゴニストの非限定的な例としては、抗体（例えば、Ｗｎｔ５ａ遮断抗
体）、ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質もしくは同タンパク質の類似体またはＷｎｔ３ａ
タンパク質もしくは同タンパク質の類似体が挙げられる。Ｗｎｔ５ａアンタゴニストは、
例えば、Ｗｎｔ５ａと結合すること、Ｗｎｔ５ａ受容体と結合すること、Ｗｎｔ５ａ遺伝
子の発現を妨害したり低下させたりすること、Ｗｎｔ５ａ標的遺伝子の発現を妨害したり
低下させたりすることなどによって、Ｗｎｔ５ａ活性化シグナル伝達経路に直接的または
間接的に干渉するよう機能し得る。Ｗｎｔ５ａ活性化シグナル伝達経路としては、特に限
定されないが、成長、遊走、浸潤またはその組合せに関連するシグナル伝達経路、Ｗｎｔ
５ａを含むシグナル伝達経路、古典的経路、非古典的経路などが挙げられる。一実施形態
では、Ｗｎｔａアンタゴニストは、癌幹細胞（ＣＳＣ）の成長、遊走、浸潤またはその組
合せに関連するシグナル伝達経路に干渉する。一実施形態では、Ｗｎｔ５ａアンタゴニス
トは、癌幹細胞（ＣＳＣ）の成長に関連するシグナル伝達経路に干渉する。一実施形態で
は、Ｗｎｔ５ａアンタゴニストは、癌幹細胞（ＣＳＣ）の遊走に関連するシグナル伝達経
路に干渉する。一実施形態では、Ｗｎｔ５ａアンタゴニストは、癌幹細胞（ＣＳＣ）の浸
潤に関連するシグナル伝達経路に干渉する。
【０１５１】
　記載される発明の一実施形態では、シグナル伝達経路は、□－カテニンを介する転写を
促進しないＷｎｔ活性化細胞シグナル伝達経路である。一実施形態では、□－カテニンを
介する転写を促進しないＷｎｔ活性化細胞シグナル伝達経路は、非古典的Ｗｎｔシグナル
伝達経路である。別の実施形態では、非古典的Ｗｎｔシグナル伝達経路はＷｎｔ５ａを含
むものである。
【０１５２】
　一実施形態では、腫瘍は固形腫瘍である。固形腫瘍としては、特に限定されないが、脳
腫瘍、結腸腫瘍、前立腺腫瘍、乳房腫瘍、肺腫瘍、皮膚腫瘍、肝腫瘍、骨腫瘍、卵巣腫瘍
、膵腫瘍、頭部腫瘍、頸部腫瘍、神経腫瘍およびリンパ腫が挙げられる。脳腫瘍の非限定
的な例としては、髄芽腫、髄膜腫、シュワン細胞腫、頭蓋咽頭腫、胚細胞腫瘍、松果体部
腫瘍および神経膠腫が挙げられる。例示的な神経膠腫としては、星状細胞腫、乏突起神経
膠腫、上衣腫などが挙げられる。星状細胞腫の非限定的な例には多形神経膠芽腫がある。
【０１５３】
　一実施形態では、神経膠腫は腫瘍細胞を含む。別の実施形態では、腫瘍細胞は癌幹細胞
を含む。
【０１５４】
　一実施形態では、腫瘍は生存腫瘍細胞の集団を含む。別の実施形態では、生存腫瘍細胞
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の集団は癌幹細胞の集団を含む。
【０１５５】
　一実施形態では、癌幹細胞の集団は浸潤性表現型を特徴とする。浸潤性表現型は、Ｋｉ
６７マーカー、ＣＤ１４７マーカー、Ｆｒｅｍ２マーカーまたはその組合せの発現を特徴
とし得る。別の実施形態では、癌幹細胞の集団は、Ｗｎｔ５ａとＥｐｈＡ２の共発現がま
れである。
【０１５６】
　一実施形態では、癌幹細胞の浸潤性表現型は、Ｗｎｔ５ａの高レベルの発現を示す。
【０１５７】
　別の実施形態では、腫瘍細胞の集団は、（１）Ｗｎｔ５ａおよびＣＤ４４の高レベルの
発現、（２）Ｗｎｔ５ａもしくはＥｐｈＡ２の高レベルの発現または（３）Ｗｎｔ５ａお
よびＤｌｘ２の高レベルの発現のうちの少なくとも１つを特徴とする。別の実施形態では
、腫瘍細胞の集団は、３種類の過剰発現Ｗｎｔ５ａ細胞型、すなわち、（１）脳室下帯（
ＳＶＺ）星状膠細胞、Ｂ型：グリア線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ＋）；（２）一過性
増幅前駆細胞、Ｃ型：ＧＦＡＰ－、Ｄｌｘ２＋、ＰＳＡ－ＮＣＡＭ－および（３）神経芽
細胞、Ａ型：ＧＦＡＰ－、Ｄｌｘ２＋、ＰＳＡ－ＮＣＡＭ＋の存在を特徴とする。
【０１５８】
　一実施形態では、癌幹細胞の集団を成長因子に曝露せずに培養する。別の実施形態では
、成長因子に曝露せずに培養した癌幹細胞は、成長因子とともに培養した癌幹細胞の集団
（対照）と比較したとき、Ｗｎｔ５ａの高レベルの発現を示す。
【０１５９】
　一実施形態では、記載される発明は、癌幹細胞の浸潤を低下させる治療剤を含む医薬組
成物を提供する。
【０１６０】
　一実施形態では、記載される発明は、Ｗｎｔ５ａ発現のレベルを低下させる治療剤を提
供する。
【０１６１】
　別の実施形態では、記載される発明の医薬組成物は、薬学的に許容される担体をさらに
含む。別の実施形態では、医薬組成物は化学療法剤をさらに含む。
【０１６２】
　一実施形態では、記載される発明の医薬組成物は、腫瘍の成長、遊走および浸潤に関連
するシグナル伝達経路の１つまたは複数の段階に干渉するのに有効である。別の実施形態
では、記載される発明の医薬組成物は、Ｗｎｔ５ａシグナル伝達経路のある段階に干渉す
るのに有効である。
【０１６３】
　別の態様では、記載される発明は、必要とする対象の腫瘍の成長、遊走、浸潤またはそ
の組合せを低下させる方法であって、（１）対象に治療量のペプチドを含む医薬組成物を
投与する段階であって、治療量が、腫瘍の成長、遊走、浸潤またはその組合せに関連する
シグナル伝達経路のある段階に干渉するのに有効である段階を含む、方法を提供する。
【０１６４】
　一実施形態では、記載される発明はほかにも、ＣＮＳ固体腫瘍を有する対象を治療する
方法であって、（１）治療量の治療剤を含む医薬組成物であって、治療剤がペプチドであ
り、治療量の治療剤が、腫瘍の成長、遊走、浸潤またはその組合せを低下させるのに有効
である医薬組成物を提供することと、（２）その組成物を必要とする対象に投与すること
とを含む、方法を提供する。
【０１６５】
　一実施形態では、この方法は、対象に組成物を投与することを含み、組成物は、（１）
治療量のＢｏｘ５ペプチド誘導体、Ｗｎｔ５ａ遮断抗体、Ｗｎｔ５ａアンタゴニスト、Ｗ
ｎｔ５ａ受容体と結合するタンパク質、Ｗｎｔ５ａ共受容体と結合するタンパク質または
Ｗｎｔ３ａと、（２）薬学的に許容される担体とを含む。
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【０１６６】
　一実施形態では、記載される発明は、浸潤性表現型の癌幹細胞の集団を含む腫瘍を有す
る対象を治療する方法を提供し、この方法は、必要とする対象に医薬組成物を投与するこ
とを含み、浸潤性表現型の癌幹細胞は、Ｗｎｔ５ａの発現レベルが高い。
【０１６７】
　一実施形態では、医薬組成物は、治療有効量のＢｏｘ５のペプチド誘導体を含み、この
誘導体は、ペプチドＡ（配列番号２）、ペプチドＢ（配列番号３）またはその組合せから
選択される。
【０１６８】
　一実施形態では、記載される発明は、医薬組成物を投与する経路を提供する。投与の経
路としては、特に限定されないが、経口経路、口腔内経路、非経口経路、鼻腔内経路、直
腸内経路および局所経路が挙げられる。
【０１６９】
　記載される発明の医薬組成物は、経口使用に適した形態、例えば錠剤、トローチ剤、水
性懸濁剤、油性懸濁剤、分散性散剤、分散性顆粒剤、乳剤、硬カプセル剤、軟カプセル剤
、シロップ剤またはエリキシル剤などであり得る。本明細書で使用される「経口」または
「経口的に」という用語は、口腔から体内に導入し、口腔、胃、小腸、肺（他と区別して
吸入ともいう）および舌の下にある小血管（他と区別して舌下ともいう）のうちの１つま
たは複数の領域で吸収させることを指す。経口使用を目的とする組成物は任意の既知の方
法に従って調製され得るものであり、そのような組成物は、薬学的に洗練された美味な製
剤を提供するため、甘味剤、香味剤、着色剤および保存剤からなる群より選択される１つ
または複数の薬剤を含有し得る。錠剤は、活性成分（１つまたは複数）を錠剤の製造に適
した無毒性の薬学的に許容される添加剤との混合物の形で含有し得る。このような添加剤
は例えば、不活性希釈剤、例えば炭酸カルシウム、炭酸ナトリウム、ラクトース、リン酸
カルシウムまたはリン酸ナトリウムなど；造粒剤および崩壊剤、例えばコーンスターチま
たはアルギン酸；結合剤、例えばデンプン、ゼラチンまたはアラビアゴム；および滑沢剤
、例えばステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸またはタルクであり得る。錠剤は未コ
ーティングのものであってよく、あるいは、消化管での崩壊および吸収を遅らせ、長時間
にわたって作用を持続させるため、既知の技術によって錠剤をコーティングしてもよい。
例えば、モノステアリン酸グリセリルまたはジステアリン酸グリセリルなどの時間遅延材
料を使用し得る。このほか、放出を制御するために錠剤をコーティングしてもよい。
【０１７０】
　記載される発明の組成物はこのほか、経口使用するために、活性成分（１つまたは複数
）を不活性固体希釈剤、例えば炭酸カルシウム、リン酸カルシウムもしくはカオリンと混
合した硬ゼラチンカプセル剤または活性成分（１つまたは複数）を水または油性媒質、例
えばラッカセイ油、流動パラフィンまたはオリーブ油と混合した軟ゼラチンカプセル剤と
して製剤化してもよい。
【０１７１】
　記載される発明の組成物は、活性成分（１つまたは複数）を水性懸濁液の製造に適した
添加剤と混合した水性懸濁液として製剤化してよい。このような添加剤には、懸濁化剤、
例えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、メチルセルロース、ヒドロキシ－プロピ
ルメチルセルロース、アルギン酸ナトリウム、ポリビニルピロリドン、トラガントゴムお
よびアラビアゴムがあり；分散剤または湿潤剤は、レシチンなどの天然のリン脂質または
アルキレンオキシドと脂肪酸との縮合物、例えばポリオキシエチレンステアリン酸、エチ
レンオキシドと長鎖脂肪族アルコールとの縮合物、例えばヘプタデカエチル－エンオキシ
セタノール、エチレンオキシドと脂肪酸およびヘキシトール由来の部分エステルとの縮合
物、例えばポリオキシエチレンソルビトールモノオレアートなどまたはエチレンオキシド
と脂肪酸および無水ヘキシトール由来の部分エステルとの縮合物、例えばポリエチレンソ
ルビタンモノオレアートであり得る。水性懸濁液はほかにも、１つまたは複数の着色剤、
１つまたは複数の香味剤および１つまたは複数の甘味剤、例えばスクロースまたはサッカ
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リンなどを含有し得る。
【０１７２】
　記載される発明の組成物は、活性成分を植物油、例えばラッカセイ油、オリーブ油、ゴ
マ油もしくはヤシ油または鉱油、例えば流動パラフィンなどに懸濁させることにより油性
懸濁剤として製剤化してもよい。油性懸濁剤は増粘剤、例えばミツロウ、硬パラフィンま
たはセチルアルコールを含有し得る。上記のような甘味剤および香味剤を添加して美味な
経口製剤を提供してもよい。アスコルビン酸などの酸化防止剤の添加によってこれらの組
成物を保存してもよい。
【０１７３】
　記載される発明の組成物は、水の添加によって水性懸濁液を調製するのに適した分散性
の散剤および顆粒剤の形態で製剤化してもよい。このような散剤および顆粒剤中の活性成
分は、分散剤、湿潤剤、懸濁化剤および１つまたは複数の保存剤との混合物の形態で提供
される。適切な分散剤、湿潤剤および懸濁化剤は、既に上に記載したものが代表的なもの
である。ほかにも、追加の添加剤、例えば甘味剤、香味剤および着色剤が存在してもよい
。
【０１７４】
　記載される発明の組成物はこのほか、乳剤の形態であってもよい。乳剤とは、不混和性
の液体担体を２種類組み合わせることによって調製される２相系のことであり、２種類の
液体担体うち一方は、他方の全体に均一に分配され、最も大きいコロイド粒子の以上の直
径を有する小滴からなるものである。小滴の大きさは極めて重要であり、系の安定性が最
大限になるものでなければならない。通常、第三の物質である乳化剤を組み込まない限り
、２相の分離が起こることはない。このため、基剤となる乳剤は、液体担体２種類と乳化
剤の少なくとも３種類の構成成分のほかに活性成分を含有する。ほとんどの乳剤は水相を
非水相に組み込んだもの（またはその逆）である。ただし、基本的に非水性である乳剤、
例えば、非水性で不混和系のグリセリンとオリーブ油のアニオン性界面活性剤およびカチ
オン性界面活性剤を調製することも可能である。したがって、本発明の組成物は水中油型
乳剤の形態であってもよい。油相は植物油、例えばオリーブ油もしくはラッカセイ油また
は鉱油、例えば流動パラフィンあるいはその混合物であり得る。適切な乳化剤は、天然の
ゴム、例えばアラビアゴムまたはトラガントゴム、天然のリン脂質、例えば大豆レシチン
のほか、脂肪酸および無水ヘキシトール由来のエステルまたは部分エステル、例えばソル
ビタンモノオレアートならびに部分エステルとエチレンオキシドとの縮合物、例えばポリ
オキシエチレンソルビタンモノオレアートであり得る。乳剤はほかにも、甘味剤および香
味剤を含有し得る。
【０１７５】
　記載される発明の組成物はこのほか、シロップ剤およびエリキシル剤として製剤化して
もよい。シロップ剤およびエリキシル剤は、甘味剤、例えばグリセロール、プロピレング
リコール、ソルビトールまたはスクロースとともに製剤化してもよい。このような製剤は
ほかにも、粘滑剤、保存剤、香味剤および着色剤を含有し得る。粘滑剤は、特に粘膜また
は擦過傷（裂傷または切り傷という意味）のある組織への刺激の軽減を主な目的として用
いる保護的な薬剤である。粘滑特性を有する化学物質は多数存在する。このような物質と
しては、アルギン酸塩、ゴム糊、ゴム、デキストリン、デンプン、ある種の糖およびポリ
マー性多価グリコールが挙げられる。これ以外のものとしては、アラビアゴム、寒天、ベ
ンゾイン、カルボマー、ゼラチン、グリセリン、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキ
シプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、プロピレングリコール、
アルギン酸ナトリウム、トラガント、ヒドロゲルなどが挙げられる。
【０１７６】
　口腔内投与には、記載される発明の組成物は、従来の方法で製剤化される錠剤またはト
ローチ剤の形態をとり得る。
【０１７７】
　記載される発明の組成物は、水性または油性の無菌注射用懸濁液の形態であってもよい
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。本明細書で使用される「非経口」という用語は、例えば皮下注射（すなわち、皮膚の下
への注射）、筋肉内（すなわち、筋肉内への注射）；静脈内注射（すなわち、静脈内への
注射）、髄腔内注射（すなわち、脊髄周囲の空隙内への注射）、胸骨内注射または注入の
技術を含めた注射（すなわち、注射による投与）により体内に導入することを指す。記載
される発明の非経口投与組成物は、針、例えば外科用針を用いて送達される。本明細書で
使用される「外科用針」という用語は、記載される発明の流体（すなわち、流動可能な）
組成物を選択した解剖学的構造内に送達するのに適した任意の針を指す。水性または油性
の無菌注射用懸濁液などの注射用製剤は、既知の技術に従い、適切な分散剤または湿潤剤
および懸濁化剤を用いて製剤化され得る。
【０１７８】
　無菌注射用製剤はこのほか、非経口的に許容される無毒性の希釈剤または溶媒を用いた
無菌注射用液または注射用懸濁液、例えば１，３－ブタンジオールの溶液であってもよい
。溶液は一般に、２種類以上の物質の均一な混合物であると考えられ、必ずしもというわ
けではないが、多くの場合、液体である。溶液中では、溶質（または溶解した物質）の分
子は溶媒分子の間に均一に分布している。懸濁液とは、微粉化した種とまた別の種とを混
ぜ合わせた分散物（混合物）であり、前者は短時間で沈降しないよう微粉化され混合され
ている。日常生活で最もよくみられる懸濁液は、液体の水に固体を懸濁させたものである
。使用し得る許容される賦形剤および溶媒には、水、リンガー溶液および等張塩化ナトリ
ウム溶液がある。さらに、無菌不揮発性油を従来通りに溶媒または懸濁媒として用いる。
非経口適用に特に適した賦形剤は、溶液、好ましくは油性溶液または水溶液のほか、懸濁
剤、乳剤または埋植物からなるものである。水性懸濁液は、懸濁液の粘度を増大させる物
質を含有してよく、例えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトールおよび
／またはデキストランがこれに含まれる。任意選択で、懸濁液は安定剤も含有し得る。
【０１７９】
　記載される発明の組成物は、吸入または吹入によって（口または鼻から）送達する分散
性乾燥粉末の形態であってもよい。乾燥粉末組成物は、国際公開第９１／１６０３８号お
よび米国特許第６，９２１，５２７号（両開示は参照により組み込まれる）に開示されて
いる凍結乾燥およびジェットミリングなどの当該技術分野で公知の工程によって調製され
得る。例えば、噴霧乾燥は、ノズル（例えば、二流体ノズル）、回転円板またはそれに相
当する装置によって薬物と担体との均一な水性混合物を熱ガス流中に導入し、その溶液を
噴霧して微細な液滴を形成させる工程である。水性混合物は、溶液、懸濁液、スラリーな
どであってよいが、構成成分が混合物中、最終的には粉末組成物中に均一に分布するよう
均一なもので必要がある。溶媒は一般に水であり、液滴から迅速に蒸発し、粒子の直径が
約１μｍ～５μｍの微細な乾燥粉末を生じる。噴霧乾燥は、吸入可能な粒子径を有し、含
水量が少なく、即時にエアゾール化が可能な流動性を有し、組成が均一で実質的に無定形
な粉末を生じる条件下で実施する。生じる粉末の粒子径は、質量の約９８％が直径約１０
μｍ以下の粒子となり、質量の約９０％が直径５μｍ未満となる粒子径であるのが好まし
い。あるいは、質量の約９５％が直径１０μｍ未満の粒子となり、粒子の質量の約８０％
が直径５μｍ未満となる。このほか、国際公開第９１／１６０３８号（その開示が参照に
より組み込まれる）に開示されている凍結乾燥およびジェットミリングによって乾燥粉末
組成物を調製してもよい。
【０１８０】
　「分散性」は、含水量が約１０重量％（％ｗ）未満、通常約５％ｗ未満、好ましくは約
３％ｗ未満であり、粒子径が約１．０～５．０μｍ質量中位径（ＭＭＤ）、通常１．０～
０－４．０μｍ　ＭＭＤ、好ましくは１．０～３．０μｍ　ＭＭＤであり、送達される用
量が約３０％超、通常４０％超、好ましくは５０％超、最も好ましくは６０％超であり、
エアゾール粒子径分布が約１．０～５．０μｍ空気力学的質量中位径（ＭＭＡＤ）、通常
１．５～４．５μｍ　ＭＭＡＤ、好ましくは１．５～４．０μｍ　ＭＭＡＤである乾燥粉
末を意味する。１９９５年４月１４日に出願された米国特許出願第０８／４２３，５６８
号（その開示が参照により本明細書に組み込まれる）には、分散性を改善する方法および
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組成物が開示されている。
【０１８１】
　「粉末」という用語は、微細に分散させた固体粒子であって、自由流動性であり、吸入
装置内で容易に分散し、次いで対象によって吸引されて、粒子が肺に到達し肺胞内への浸
透が可能な粒子からなる組成物を意味する。したがって、粉末は「吸入可能」であるとい
える。好ましくは、平均粒子径は直径約１０ミクロン（μｍ）未満であり、比較的均一な
回転楕円状の分布を示す。より好ましくは、直径は約７．５μｍ未満、最も好ましくは約
５．０μｍ未満である。粒子径分布は通常、直径約０．１μｍ～約５μｍ、具体的には約
０．３μｍ～約５μｍである。
【０１８２】
　「乾燥」という用語は、組成物の含水量が、粒子が吸入装置内で容易に分散してエアゾ
ールを形成する程度であることを意味する。含水量は一般に、約１０重量％（％ｗ）未満
、通常約５％ｗ未満、好ましくは約３％ｗ未満である。
【０１８３】
　薬学的に許容される担体の量とは、必要とする対象の肺に組成物を均一に送達するのに
必要な安定性、分散性、粘稠性および膨化特性をもたらすのに必要な量のことである。数
値で言えば、その量は、用いる薬物の活性に応じて約０．０５％ｗ～約９９．９５％ｗで
あり得る。約５％ｗ～約９５％用いるのが好ましい。担体は、１種類の医薬品添加剤であ
っても、２種類以上の医薬品添加剤を組み合わせたものであってもよいが、一般に、いか
なる「浸透促進剤」も実質的に含まない。浸透促進剤は、薬物が粘膜または粘膜内層から
浸透するのを促進する界面活性化合物であり、鼻腔内製剤、直腸内製剤および膣内製剤に
使用することが考えられる。例示的な浸透促進剤としては、胆汁酸塩、例えばタウロコー
ル酸塩、グリココール酸塩およびデオキシコール酸塩；フシジン酸塩、例えばタウロデヒ
ドロフシジン酸塩；および生体適合性界面活性剤、例えばＴｗｅｅｎ、Ｌａｕｒｅｔｈ－
９などが挙げられる。しかし、浸透促進剤は肺の上皮血管バリアに悪影響を及ぼし得るた
め、肺用の製剤にそのような界面活性化合物を使用するのは一般に望ましくない。記載さ
れる発明の乾燥粉末組成物は、浸透促進剤を用いる必要なく容易に肺に吸収される。
【０１８４】
　肺送達用の担体として有用な医薬品添加剤の種類としては、ヒト血清アルブミン（ＨＳ
Ａ）などの安定剤、炭水化物などの増量剤、アミノ酸およびポリペプチド；ｐＨ調整剤ま
たは緩衝剤；塩化ナトリウムなどの塩などが挙げられる。これらの担体は、結晶形態また
は非晶質形態であっても、両者の混合物であってもよい。
【０１８５】
　肺送達に特に価値のある増量剤としては、適合性のある炭水化物、ポリペプチド、アミ
ノ酸またはその組合せが挙げられる。適切な炭水化物としては、ガラクトース、Ｄ－マン
ノース、ソルボースなどの単糖類；ラクトース、トレハロースなどの二糖類；２－ヒドロ
キシプロピル－β－シクロデキストリンなどのシクロデキストリン；およびラフィノース
、マルトデキストリン、デキストランなどの多糖類；マンニトール、キシリトールなどの
アルジトールが挙げられる。好ましい炭水化物のグループとしては、ラクトース、トレハ
ロース、ラフィノース、マルトデキストリンおよびマンニトールが挙げられる。適切なポ
リペプチドとしてはアスパルテームが挙げられる。アミノ酸としては、アラニンおよびグ
リシンが挙げられ、グリシンが好ましい。
【０１８６】
　肺送達用の組成物に微量に含まれる構成成分である添加剤は、噴霧乾燥時に立体構造を
安定させるために含まれるものまたは粉末の分散性を向上させるものであり得る。このよ
うな添加剤としては、トリプトファン、チロシン、ロイシン、フェニルアラニンなどの疎
水性アミノ酸が挙げられる。
【０１８７】
　吸入または吹入による送達には、対象に単位投与治療をもたらすのに十分な量の記載さ
れる発明の組成物を適切な投与容器内に入れる。投与容器とは、乾燥粉末組成物をガス流
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中に分散させてエアゾールを形成させることによってエアゾール化した後、そのように生
成したエアゾールを治療を必要とする対象がのちに吸入するためのマウスピースが装着さ
れたチャンバ内に捕捉するのに適した吸入装置内に収まる容器のことである。このような
投与容器としては、ゼラチンカプセルまたはプラスチックカプセルなどの当該技術分野で
公知の組成物を封入する任意の容器であって、気体（例えば、空気）の流れを容器内に向
け乾燥粉末組成物を分散させる取り外し可能な部分を有する容器が挙げられる。このよう
な容器の代表的なものとして、米国特許第４，２２７，５２２号；米国特許第４，１９２
，３０９号；および米国特許第４，１０５，０２７号に示される容器がある。適切な容器
としてはほかにも、ＧｌａｘｏＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ社の商標名Ｖｅｎｔｏｌｉｎ（登録
商標）Ｒｏｔｏｈａｌｅｒの粉末吸入器またはＦｉｓｏｎ社の商標名Ｓｐｉｎｈａｌｅｒ
（登録商標）の粉末吸入器とともに使用する容器が挙げられる。また別の適切な単位用量
容器として、アルミホイルプラスチック積層板から形成され、防湿性に優れたものがある
。成形可能なホイルのくぼみの中に医薬品を主体とする粉末を重量単位または体積単位で
充填し、ホイル－プラスチック積層板のカバーで密封する。粉末吸入装置とともに使用す
るこのような容器は米国特許第４，７７８，０５４号に記載されており、ＧｌａｘｏＳｍ
ｉｔｈＫｌｉｎｅ社のＤｉｓｋｈａｌｅｒ（登録商標）（米国特許第４，６２７，４３２
号；同第４，８１１，７３１号；および同第５，０３５，２３７号）とともに使用される
。上記の参考文献はいずれも、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１８８】
　記載される発明の組成物は、滴剤またはスプレー剤（例えば、経鼻スプレー、エアゾー
ルスプレーまたはポンプスプレー）をはじめとする鼻腔投与（鼻腔内送達）用の賦形剤の
形態で使用してもよい。エアゾールスプレー製剤は、炭化水素噴射剤などの適切な噴射剤
を含む加圧容器に収納することができる。ポンプスプレーディスペンサは、計量済みの用
量または特定の粒子径または液滴径を有する用量を投薬することができるものである。単
一の用量のみまたは複数の用量を投薬するよう任意の投薬装置を配置することができる。
より一般的には、本発明の組成物、特に鼻腔内投与用に製剤化された組成物はこのほか、
液剤、懸濁剤または粘稠性組成物（例えば、ゲル剤、ローション剤、クリーム剤または軟
膏剤）として提供することができる。
【０１８９】
　記載される発明の組成物は、組成物を直腸内に投与する坐剤の形態であってもよい。本
明細書で使用される「直腸内」または「直腸内に」は、直腸から体内に導入し、直腸壁か
ら吸収させることを指す。これらの組成物は、薬物と適切な無刺激性の添加剤、例えばカ
カオ脂およびポリエチレングリコールなどと混合することによって調製することができ、
上記の添加剤は、常温では固体であるが直腸内温度では液体であるため、直腸内で融解し
て薬物を放出する。本発明の組成物を坐剤として製剤化する場合、従来の結合剤および担
体、例えばトリグリセリドなどを用いて製剤化し得る。
【０１９０】
　「局所」という用語は、本発明の組成物を適用する地点またはその直下に投与すること
を指す。「局所適用」という語句は、上表面を含めた１つまたは複数の表面に適用するこ
とを表す。局所投与は、経皮投与とは対照的に、全身効果ではなく局所効果が得られるの
が一般的であるが、本明細書で使用される場合、特に明記または暗示されない限り、局所
投与と経皮投与という用語は互換的に使用される。本願の目的には、局所適用は口腔洗浄
剤および含嗽剤を含むものとする。
【０１９１】
　局所投与ではほかにも、当該技術分野で周知の技術および方法によって調製される経皮
パッチまたはイオン導入装置などの経皮投与を用い得る。「経皮送達システム」、「経皮
パッチ」または「パッチ」という用語は、皮膚に貼付して、薬物（１つまたは複数）が剤
形から皮膚を通り、体循環を介して分布できるようにすることによって、時間放出用量の
薬物を送達する粘着システムを指す。経皮パッチは十分に認められている技術であり、特
に限定されないが、動揺病に対するスコポラミン、狭心症を治療するニトログリセリン、
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高血圧症に対するクロニジン、閉経後適応のエストラジオールおよび禁煙のためのニコチ
ンを含めた多岐にわたる医薬品の送達に使用される。
【０１９２】
　記載される発明に使用するのに適したパッチとしては、特に限定されないが、（１）マ
トリック型スパッチ；（２）リザーバ型パッチ；（３）複層型薬物溶解型粘着剤パッチ；
および（４）モノリシック型薬物溶解型粘着剤パッチ；ＴＲＡＮＳＤＥＲＭＡＬ　ＡＮＤ
　ＴＯＰＩＣＡＬ　ＤＲＵＧ　ＤＥＬＩＶＥＲＹ　ＳＹＳＴＥＭＳ，ｐｐ．２４９－２９
７（Ｔａｐａｓｈ　Ｋ．Ｇｈｏｓｈら編，１９９７）（参照により本明細書に組み込まれ
る）が挙げられる。これらのパッチは当該技術分野で周知であり、一般に市販されている
。
【０１９３】
　いくつかの実施形態では、溶媒、懸濁化剤、結合剤、充填剤、滑沢剤、崩壊剤および湿
潤剤／界面活性剤／可溶化剤から選択される添加剤、賦形剤または担体を用いて、記載さ
れる発明の組成物を製剤化し得る。「添加剤」、「賦形剤」または「担体」という用語は
、活性化合物（１つまたは複数）と混合すると、その使用が容易になるが、それと有害な
反応は起こさない物質を指す。「活性」という用語は、記載される発明の組成物の成分、
構成成分または要素のうち、意図する治療効果の要因となるものを指す。担体は、治療す
る対象に投与するのに適したものになる程度に純度が高く、毒性が低いものでなければな
らない。担体は、不活性なものであっても、医薬品としての有益性を有するものであって
もよい。
【０１９４】
　担体は液体であっても固体であってもよく、所与の組成物の活性な構成成分およびその
他の構成成分と組み合わせたときに所望のかさ、粘稠度などが得られるよう、企図する投
与方法を考慮に入れて選択する。典型的な医薬担体としては、特に限定されないが、結合
剤（特に限定されないが、予めゼラチン化したトウモロコシデンプン、ポリビニルピロリ
ドンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロースを含む）；充填剤（特に限定されないが
、ラクトースをはじめとする糖類、微結晶性セルロース、ペクチン、ゼラチン、硫酸カル
シウム、エチルセルロース、ポリアクリル酸またはリン酸水素カルシウムを含む）；滑沢
剤（特に限定されないが、ステアリン酸マグネシウム、タルク、シリカ、ソリダル（ｓｏ
ｌｌｉｄａｌ）二酸化ケイ素、ステアリン酸、ステアリン酸金属塩、水素化植物油、コー
ンスターチ、ポリエチレングリコール、安息香酸ナトリウム、酢酸ナトリウムを含む）；
崩壊剤（特に限定されないが、デンプン、デンプングリコール酸ナトリウム）および湿潤
剤（特に限定されないが、ラウリル硫酸ナトリウムを含む）が挙げられる。記載される発
明の組成物に適したほかの担体としては、特に限定されないが、水、塩溶液、アルコール
、植物油、ポリエチレングリコール、ゼラチン、ラクトース、アミロース、ステアリン酸
マグネシウム、タルク、ケイ酸、粘性パラフィン、香油；脂肪酸モノグリセリドおよび脂
肪酸ジグリセリド、ペトロエトラル（ｐｅｔｒｏｅｔｈｒａｌ）脂肪酸エステル、ヒドロ
キシメチルセルロース、ポリビニルピロリドンなどが挙げられる。医薬製剤を滅菌し、必
要に応じて、活性化合物と有害な反応を起こさない補助剤、例えば滑沢剤、保存剤、安定
剤、湿潤剤、乳化剤、浸透圧に影響を及ぼす塩、緩衝剤、着色剤、香味剤および／または
芳香物質などと混合することができる。
【０１９５】
　本明細書で使用される「薬学的に許容される担体」という用語は、活性な構成成分の安
定性およびバイオアベイラビリティが維持され、医薬品の投与に従来通り有用な実質的に
無毒性の任意の担体を指す。いくつかの実施形態では、記載される発明の組成物の薬学的
に許容される担体は、徐放担体または遅延放出担体などの放出剤を含む。このような実施
形態では、担体は、治療量の治療剤の徐放または遅延放出を可能にしてより効率的な投与
をもたらし、それにより活性成分の投与頻度および／または用量を減らし、取り扱いを容
易にし、作用時間を長くしたり遅らせたりする任意の材料であり得る。このような担体の
非限定的な例としては、天然ポリマーおよび合成ポリマーのリポソーム、マイクロスポン
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ジ、マイクロスフェアまたはマイクロカプセルなどが挙げられる。リポソームは、コレス
テロール、ステアリルアミンまたはホスファチジルコリンなどの様々なリン脂質から形成
され得る。
【０１９６】
　記載される発明の治療活性ペプチドは、それ自体を製剤化しても、塩形態で製剤化して
もよい。「薬学的に許容される塩」という用語は、記載される発明のペプチドの無毒性塩
を指す。本発明に使用し得るペプチド塩は、有機酸の薬学的に許容される塩または無機酸
の薬学的に許容される塩である。このような薬学的に許容されるペプチド塩の例としては
、特に限定されないが、遊離アミノ基を用いて形成される塩、例えば塩酸、リン酸、硫酸
、酢酸、シュウ酸、酒石酸などに由来する塩などおよび遊離カルボキシル基を用いて形成
される塩、例えば水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カル
シウム、水酸化第二鉄、イソプロピルアミン、トリエチルアミン、２－エチルアミノエタ
ノール、ヒスチジン、プロカインなどに由来する塩などが挙げられる。
【０１９７】
　当該技術分野で公知の技術、例えばペンシルベニア州イーストンのＭａｃｋ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ社が出版しているＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１８版または第１９版（参照により本明細書に組み込まれる）に
記載されている技術を用いて、記載される発明のさらなる組成物を調製することができる
。
【０１９８】
　いくつかの実施形態では、記載される発明の組成物は、Ｗｎｔ５ａ誘導体ペプチド、Ｗ
ｎｔ５ａ模倣ペプチド、Ｗｎｔ５ａアンタゴニストまたはＷｎｔ５ａ遮断抗体によって得
られる医薬効果に加えて、また別の医薬効果を組成物に付与することを目的とする１つま
たは複数の適合性のある活性成分をさらに含み得る。本明細書で使用される「適合性のあ
る」は、通常の使用条件下で各活性成分または組成物の効果を大幅に低下させる相互作用
がないように、そのような組成物の活性成分を互いに組み合わせることが可能であること
を意味する。
【０１９９】
　記載される発明の組成物はほかにも、脳腫瘍の治療に他の組成物と連続的に投与しても
、併用して投与してもよい。例えば、特に限定されないが、そのような他の組成物は、骨
形成タンパク質４（ＢＭＰ４）；および抗炎症化合物（特に限定されないが、イブプロフ
ェン、インドメタシンおよびフルルビプロフェンなどの非ステロイド性抗炎症剤（ＮＳＡ
ＩＤ）を含む）を含むものであり得る。
【０２００】
　記載される発明の組成物は、単独でまたは他の活性成分と組み合わせて、単回投与また
は長期間にわたる反復投与で対象に投与し得る。本明細書で使用される「治療有効量」、
「治療量」および「薬学的有効量」という用語は、対象に投与すると治療効果または有益
な効果が得られる本発明の組成物の量を指すのに互換的に使用される。さらに、「治療有
効量」、「治療量」および「薬学的有効量」という用語は、記載される発明の組成物の予
防量を包含する。記載される発明の予防への適用では、浸潤性表現型を有する癌幹細胞の
集団を含む腫瘍に罹患しやすいか、そのリスクのある患者に、その腫瘍の生化学的症状、
組織学的症状および／または行動症状、その合併症ならびに腫瘍の進展過程でみられる中
間的な病理学的表現型を含め、その腫瘍のリスクを排除または軽減したり、重症度を軽減
したり、発症を遅らせたりするのに十分な量の医薬組成物または薬剤を投与する。
【０２０１】
　活性物質の濃度は、その治療効果が発揮されるが、当業者の範囲内および当業者の正当
な判断の範囲内で重大な副作用を回避できる程度に低いものを選択する。組成物の有効量
は、治療する生体対象の年齢および健康状態、状態の重症度、治療の持続期間、現時点で
用いている治療法の性質、使用する具体的な化合物、組成物をはじめとする活性成分、用
いる具体的な担体などの因子によって異なり得る。当業者は、そのような因子を容易に評
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価し、この情報に基づいて、意図する目的に使用する記載される発明の組成物の具体的な
濃度を決定することができる。さらに、記載される発明の治療への適用では、そのような
疾患、障害または状態が疑われる患者、それを有する患者または既にそれに罹患している
患者に、その疾患、障害または状態の発現過程でみられるその合併症および中間的な病理
学的表現型を含め、その疾患、障害または状態の症状を治癒するか、少なくとも部分的に
阻止するのに十分な量の組成物または薬剤を投与する。いくつかの方法では、記載される
発明の組成物の投与によって、疾患、障害または状態に特徴的な病態を未だ発現していな
い患者の認知障害が軽減されるか、消失する。
【０２０２】
　本明細書では、治療または予防的治療を達成するのに十分な量を治療有効量と定義する
。予防レジメンおよび治療レジメンではいずれも通常、ある量の記載される発明の組成物
を有益な応答が十分に得られるまで複数回投与する。通常、応答をモニターし、応答が弱
まり始めれば、反復投与を実施する。当業者であれば、以降「単位用量」と呼ぶ所与の強
度の効果をもたらす投与単位（使用単位という意味）での用量を求めることによって、本
発明の組成物の薬学的有効量を求めることができる。「用量強度関係」という用語は、個
々の被投与者における効果の強度と用量との関係の様相を指す。一般にいう効果の強度と
は、最大強度の５０％のことである。それに対応する用量は５０％有効量または個別ＥＤ
５０という。「個別」という用語を使用することによって、本明細書で使用される効果の
強度に基づくＥＤ５０と、集団内での応答データの頻度から求められる半数有効量（ＥＤ
５０とも略される）とを区別する。本明細書で使用される「効果」は、記載される発明の
組成物が所望の応答をもたらす特性を指し、「最大効果」は、得られる最大の効果を指す
。特定の障害または状態の治療に効果的な記載される発明の組成物中の化合物の量は、障
害または状態の性質によって決まり、標準的な臨床技術によって求めることができる。（
例えば、Ｇｏｏｄｍａｎ　ａｎｄ　Ｇｉｌｍａｎ’ｓ　ＴＨＥ　ＰＨＡＲＭＡＣＯＬＯＧ
ＩＣＡＬ　ＢＡＳＩＳ　ＯＦ　ＴＨＥＲＡＰＥＵＴＩＣＳ，Ｊｏｅｌ　Ｇ．Ｈａｒｍａｎ
，Ｌｅｅ　Ｅ．Ｌｉｍｂｉｒｄ編；ＭｃＧｒａｗ　Ｈｉｌｌ，Ｎ．Ｙ．，２００１；ＴＨ
Ｅ　ＰＨＹＳＩＣＩＡＮ’Ｓ　ＤＥＳＫ　ＲＥＦＥＲＥＮＣＥ，Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｅｃｏ
ｎｏｍｉｃｓ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｉｎｃ．，Ｏｒａｄｅｌｌ，Ｎ．Ｊ．，１９９５；およ
びＤＲＵＧ　ＦＡＣＴＳ　ＡＮＤ　ＣＯＭＰＡＲＩＳＯＮＳ，ＦＡＣＴＳ　ＡＮＤ　ＣＯ
ＭＰＡＲＩＳＯＮＳ，ＩＮＣ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏ．，１９９３を参照されたい）
。製剤に用いる正確な用量も投与経路および疾患または障害の重篤度によって決まり、医
師の判断および各患者の状況に応じて決定するべきである。当業者には様々な投与パター
ンが明らかになるであろう。
【０２０３】
　記載される発明の組成物を投与する際の用量範囲は、所望の治療効果を得るのに十分な
量となる。治療有効量の記載される発明の組成物は、１日に１回または複数回、定期的に
投与することができる。対象に投与する典型的な用量は、組成物として１日に（体重）１
ｋｇ当たり約０．０１ｍｇ～約０．５ｍｇである。例えば、特に限定されないが、、組成
物の最小用量としては、約０．０１ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．０２５ｍｇ／（ｋｇ・日
）、約０．０５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．０７５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．０８ｍｇ
／（ｋｇ・日）、約０．１ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．１２５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０
．１５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．１７５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．２ｍｇ／（ｋｇ・
日）、約０．２２５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．２５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．２７５
ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．３ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．３２５ｍｇ／（ｋｇ・日）、
約０．３５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．３７５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．４ｍｇ／（ｋ
ｇ・日）、約０．４５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．４７５ｍｇ／（ｋｇ・日）または約０
．５ｍｇ／（ｋｇ・日）が考えられ、最大用量としては、約０．５ｍｇ／（ｋｇ・日）、
約０．４７５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．４５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．４ｍｇ／（ｋ
ｇ・日）、約０．３７５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．３５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．３
２５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．３ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．２７５ｍｇ／（ｋｇ・日
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）、約０．２５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．２２５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．２ｍｇ／
（ｋｇ・日）、約０．１７５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．１５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０
．１２５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．１ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．０８ｍｇ／（ｋｇ・
日）、約０．０７５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．０５ｍｇ／（ｋｇ・日）、約０．０２５
ｍｇ／（ｋｇ・日）または約０．０１ｍｇ／（ｋｇ・日）が考えられる。ヒトを対象とす
る本発明のいくつかの実施形態では、用量は、組成物として１日に（体重）１ｋｇ当たり
約０．０１ｍｇ～約０．３ｍｇであり得、ヒトを対象とする他の実施形態では、用量は、
組成物として１日に（体重）１ｋｇ当たり０．０１～０．０８ｍｇであり得る。
【０２０４】
　当業者は、記載される発明の組成物のしかるべき治療用量の初期指標がｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏの動物モデル系ならびにヒト臨床試験で決定され得ることを認識
するであろう。このような試験の目的は、中毒をはじめとする副作用を引き起こさずに安
全に投与することができる用量を確認することである。急性治療では、治療用量を最大耐
量に近いものにする。慢性治療では、長期毒性作用が懸念されることから、用量を低くす
るのが望ましい場合がある。
【０２０５】
　治療効果、すなわち、ヒト対象の腫瘍の成長、遊走、浸潤またはその組合せの低下は、
当該技術分野で公知の方法によって判定することができる。腫瘍成長は、特に限定されな
いが、倍加時間（ＤＴ）（すなわち、腫瘍の体積が２倍になるのにかかる時間）、比成長
速度（すなわち、１日当たりに腫瘍が成長する割合）、固形腫瘍の応答評価基準（Ｒｅｓ
ｐｏｎｓｅ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ｃｒｉｔｅｒｉａ　ｉｎ　Ｓｏｌｉｄ　Ｔｕｍｏｒ
ｓ）（ＲＥＣＩＳＴ）などを含めた技術によって判定することができる。このような技術
では通常、当該技術分野で公知のイメージング技術を１つまたは複数用いる。例示的なイ
メージング技術としては、コンピュータ断層撮影法（ＣＴ）またはコンピュータ体軸断層
撮影法（ＣＡＴ）によるスキャン、陽電子放射断層撮影法（ＰＥＴ）、磁気共鳴画像法（
ＭＲＩ）、光学イメージングなどが挙げられる。光学イメージングとしては、特に限定さ
れないが、生物発光イメージング（ＢＬＩ）および蛍光イメージング（ＦＬＩ）が挙げら
れる。腫瘍遊走は、特に限定されないが、トランスウェルシステムまたはボイデンチャン
バ、創傷治癒、デュロタキシスアッセイ、マイクロピペット、３Ｄ細胞外マトリックス（
ＥＣＭ）、マイクロパターン化、マイクロ流体および生体内イメージングを含めた技術に
よって判定することができる。生体内イメージングとしては、特に限定されないが多光子
顕微鏡法を含めた当該技術で日常的に用いられているイメージング技術が挙げられる。腫
瘍浸潤は、特に限定されないが、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）（Ｅｎｇｅｌｂｒｅｔｈ－Ｈ
ｏｌｍ－Ｓｗａｒｍマウス肉腫細胞から抽出し可溶化した基底膜調製物）アッセイ、１型
ラミニンアッセイ、Ｉ型コラーゲンアッセイおよびＩＶ型コラーゲンアッセイを含めた技
術によって判定することができる。
【０２０６】
　ある範囲の数値が記載される場合、文脈上明らかにそうでない限り、その範囲の上限値
と下限値の間にあり下限値の１０分の１の単位までの各数値およびその記載される範囲内
に記載されているかその間にある任意の数値は、本発明の範囲に包含されることが理解さ
れる。これらの狭い方の範囲の上限値および下限値は、その狭い方の範囲に独立して含ま
れ得るものであり、これらの数値も本発明に包含され、記載される範囲内で具体的に除外
される任意の限界値の対象となる。記載される範囲に限界値の一方または両方が含まれる
場合、それらの含まれる両方の限界値を除いた範囲も本発明に含まれる。
【０２０７】
　別途定義されない限り、本明細書で使用する技術用語および科学用語はいずれも、本発
明が属する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同じ意味を有する。記載さ
れる発明を実施または検討するにあたっては、本明細書に記載されるものと類似または同
等の任意の方法および材料を用いることも可能であるが、好ましい方法および材料を以下
に記載する。本明細書で言及される刊行物はいずれも、その刊行物に記載される方法およ
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び材料を開示および記載するために、参照により本明細書に組み込まれる。
【０２０８】
　本明細書および添付の「特許請求の範囲」で使用される単数形「ａ」、「ａｎ」および
「ｔｈｅ」は、文脈上明らかにそうでない限り、複数形の指示対象を包含することに留意
しなければならない。本明細書で使用される技術用語および科学用語はいずれも同じ意味
を有する。
【０２０９】
　本明細書で取り上げる刊行物は、単に本願の出願日よりも前に開示されたという理由で
記載されるものであり、それぞれその全体が参照により組み込まれる。本明細書に記載さ
れるいかなる事柄も、先行発明であるという理由でそのような刊行物に先行する権利を有
さないことを認めるものとして解釈されるべきではない。さらに、記載される公開日は実
際の公開日と異なる場合があり、独自に確認する必要が生じ得る。
【実施例】
【０２１０】
　以下の実施例は、記載される発明の作製法および使用法を当業者に全面的に開示および
説明するために記載するものであって、本発明者らが自身の発明であると考えるものの範
囲を限定することを意図するものでも、以下の実験以外に実験は一切実施していないこと
を示すことを意図するものでもない。用いた数値（例えば、量、温度など）に関しては正
確を期するよう努めたが、実験による多少の誤差および偏差は考慮に入れるべきである。
特に明示されない限り、部分は重量部とし、分子量は重量平均分子量とし、温度は摂氏度
で表し、圧力は大気圧またはその前後とする。
【０２１１】
　方法
　免疫標識／免疫蛍光標識
　免疫標識／免疫蛍光標識は、細胞、組織または器官内の特定の部位に対する抗原の検出
および位置特定を可能にする生化学的手順である。細胞染色は、細胞調製、固定、抗体適
用および評価の４つの段階に分けることができる。
【０２１２】
　最初に、のちの手順での操作を容易にするため、細胞を固体支持体に付着させる。この
作業はいくつかの方法によって実施することができ、例えば、顕微鏡スライド、カバーガ
ラスまたは光学的に適切なプラスチック製の支持体の上で付着細胞を増殖させ得る。懸濁
細胞をスライドガラス上に遠心分離し、化学的リンカーを用いて固体支持体に結合させる
か、場合によっては懸濁させた状態で取り扱う。次いで、細胞を固定し、抗体がその抗原
に到達するように透過処理する。用いることができる固定液は様々なものがあり、正しい
方法の選択は、検討する抗原の性質および使用する抗体の特性によって決まる。固定法は
一般に、有機溶媒と架橋試薬の２種類に分類される。アルコールおよびアセトンなどの有
機溶媒は、脂質を除去し細胞を脱水するとともに、細胞内構造上にタンパク質を沈殿させ
る。架橋試薬（パラホルムアルデヒドなど）は、通常は遊離アミノ基を介して分子間に架
橋を形成し、これにより抗原が網状に連結される。架橋剤は有機溶媒よりも細胞構造の保
存に優れているが、一部の細胞構成成分の抗原性が低下し、抗体を標本と接触させるため
に透過処理段階がさらに必要になる場合がある。いずれの方法で固定してもタンパク質抗
原が変性することがあり、このため、変性タンパク質に対する抗体を調製する方が細胞染
色に有用であり得る。関連する用途に応じてしかるべき固定法を選択することができる。
免疫蛍光および標識の例示的なプロトコルを以下に記載する。
【０２１３】
　恒温器から細胞を取り出し、ＰＢＳで洗浄する。余分な溶液を除去し、細胞を３～４％
パラホルムアルデヒドで１０～２０分間固定した後、ＰＢＳで短時間洗浄する。次いで、
細胞を０．５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００で２～２０分間透過処理した後、ＰＢＳで３回
（それぞれ少なくとも５分間）洗浄する。一次抗体をＰＢＳでしかるべき希釈率になるま
で希釈し、カバーガラスをかけ、室温で６０分間インキュベートする。次いで、細胞をＰ
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ＢＳで３回（それぞれ少なくとも５分間）洗浄する。蛍光標識した二次抗体をＰＢＳでし
かるべき希釈率になるまで希釈し、カバーガラスをかけ、室温で３０分間インキュベート
する。次いで、細胞をＰＢＳで３回（それぞれ少なくとも５分間）洗浄する。余分なＰＢ
Ｓを除去し、カバーガラスに封入剤を載せ、反転させてスライドガラスの上に載せる。
【０２１４】
　ニューロスフェアアッセイ（ＮＡ）－ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの神経幹細胞（ＮＳＣ）の同
定、増殖およびカウント
　幹細胞には形態学的にも、分子レベルでも、抗原にも特異的な特徴が一切ないため、こ
れまで機能に関する基準に基づいて同定されてきた。ニューロスフェアアッセ（ＮＡ）と
呼ばれる培養法（ＲｅｎｏｌｄｓおよびＷｅｉｓｓ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９２，２２５
：１７０７－１７１０）は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＮＳＣの同定、増殖およびカウントに
用いることができる。簡潔に述べれば、ＮＡでは、ＣＮＳ組織の顕微解剖（例えば、胚か
ら成体まで）、細胞間の接触の分断および単細胞の懸濁液の作製を実施する。組織培養器
中、増殖を誘導する成長因子（すなわち、上皮成長因子［ＥＧＦ］、塩基性線維芽細胞成
長因子［ｂＦＧＦ］など）が少なくとも１種類存在する規定の無血清培地に細胞を（通常
、低密度で）播く。この条件下で２～５日以内に、多能性ＮＳＣ集団が分裂を開始し、ニ
ューロスフェアと呼ばれるクローニングによりに生じた未分化細胞の集塊を形成する。増
殖誘導因子が存在し続けると、ニューロスフェアの細胞が分裂し続けることにより、ニュ
ーロスフェアを構成する細胞の数が増大し、その結果、ニューロスフェアのサイズが増大
する。ニューロスフェアを採取し、分断して単細胞懸濁液にし、細胞を再播種して培養し
、新たにニューロスフェアを形成させる。この方法でＮＳＣを継代することにより、生存
可能なＣＮＳ前駆細胞が算術級数的に増加する。ＮＡアッセイでは、規定条件下でのＮＳ
Ｃの単離および拡大が可能であり、したがって、推定幹細胞の挙動を様々な実験条件下で
検討することができる。
【０２１５】
　浸潤アッセイ－Ｍａｔｒｉｇｅｌ浸潤アッセイ
　浸潤アッセイは、悪性細胞および正常細胞の浸潤能を検討するためのｉｎ　ｖｉｔｒｏ
システムである。具体的な用途としては、腫瘍細胞の転移能、細胞外マトリックス構成成
分または抗悪性腫瘍薬による転移の阻害、転移性細胞の表面タンパク質またはマトリック
スメタロプロテイナーゼの発現異常ならびに胚性幹細胞、栄養膜細胞層、内皮細胞および
線維芽細胞などの正常細胞の浸潤の評価が挙げられる。
【０２１６】
　一実施形態では、以下のＭａｔｒｉｇｅｌ浸潤アッセイプロトコルが浸潤アッセイの一
例である。コーティング緩衝液を調製し、Ｍａｔｒｉｇｅｌマトリックスのアリコートを
４℃で解凍する。次いで、Ｍａｔｒｉｇｅｌマトリックスとコーティング緩衝液とを混合
することによってコーティング溶液を調製する。２４ウェルプレートのウェルにいくつか
の透過性支持体を移し、２４ウェルプレートの各ウェルに希釈したＭａｔｒｉｇｅｌ　１
００μｌを入れる。次いで、コーティングした透過性支持体の入ったプレートを３７℃で
２時間インキュベートしてゲル化する。浸潤アッセイ用に細胞を培養して調製する、例え
ば、幹細胞様特性を有する成長因子依存性ｈＧＢＭ腫瘍伝播細胞（ＧＦＤ　ＴＰＣ）を飽
和濃度の組換えＷｎｔ５ａタンパク質（ＧＦＤ＋Ｒ５）；レンチウイルス媒介性過剰発現
ＧＦＤ細胞（ＧＦＤ＋ＬＶ５）で前処理する；成長因子依存性（ＧＦＩ）ＴＰＣを飽和濃
度のＷｎｔ５ａ遮断抗体（ＡｂＷ５）、組換えＷｎｔ３ａタンパク質（Ｒ３）もしくは組
換え分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質１（ＳＦＲＰ１）で処理するか、ＧＦＩ　Ｔ
ＰＣをＢｏｘ５（配列番号１）、ペプチドＡ（配列番号２）およびペプチドＢ（配列番号
３）と称されるＷｎｔ５ａ由来ペプチドに曝露する。２４ウェル浸潤チャンバ用に、５×
１０4細胞／ｍＬを含有する培地で細胞懸濁液を調製する。次いで、各２４ウェル浸潤チ
ャンバに細胞懸濁液の０．５ｍＬのアリコート（２．５×１０4細胞）を加える。プレー
トのウェルに化学誘引物質を加える（付着基質としてフィブロネクチンなど）。次いで、
細胞浸潤チャンバを加湿した組織培養恒温器内で５％ＣＯ2雰囲気下、３７℃で一晩イン



(41) JP 6921755 B2 2021.8.18

10

20

30

40

50

キュベートする。Ｍａｔｒｉｇｅｌでコートした透過性支持体の上端にある浸潤していな
い細胞を綿棒で擦り取る。ついで、２４ウェルプレートの透過性支持体を取り出し、細胞
染色溶液で染色し、光学顕微鏡下で浸潤した細胞をカウントする。
【０２１７】
　定量的フローサイトメトリー解析
　ＴＰＣまたは腫瘍関連マクロファージを解離してパパイン溶液で消化し、単細胞懸濁液
を得る。細胞分取解析には、細胞を遠心分離し、ＤＮアーゼを含有するＰＢＳに再懸濁さ
せる。次いで、細胞をＷｎｔ５ａ、ＣＤ４４、ＥｐｈＡ２を検出する蛍光色素結合モノク
ローナル抗体の「カクテル」と４℃で３０分間インキュベートし、ＦＡＣＳにより分取お
よび解析する。前方光散乱シグナルおよび直交光散乱シグナル（ＦＳＣおよびＳＳＣ）な
らびに蛍光シグナル（ＦＩＴＣまたはＰＥ）で細胞を同定し、電子的にゲートをかけて、
Ｗｎｔ５ａ、ＣＤ４４またはＥｐｈＡ２の発現に基づく別個の集団に分ける。一次抗体を
個別のアイソタイプ対照に置き換えることによってバックグランド蛍光を推定した。ほか
にも、試験した各条件について、自家蛍光の測定を慣例的な方法で実施した。機器の未処
理データを保管およびデータ処理用に電子的に保存した。
【０２１８】
　同所移植によるｉｎ　ｖｉｖｏでの腫瘍形成能および浸潤性の評価
　免疫が欠損した重症複合免疫不全（ＳＣＩＤ）の成体マウスに腫瘍細胞を注射すること
によって腫瘍形成性能を判定した（Ｇａｌｌｉら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２００４，６
５：７０１１－７０２１）。腫瘍細胞、例えば、Ｂｏｘ５（配列番号１）で前処理したＧ
ＦＩ　ＴＰＣ、ＧＦＤ　ＴＰＣ、ＧＦＩ　ＴＰＣ、ペプチドＡ（配列番号２）で前処理し
たＧＦＩ　ＴＰＣをＳＣＩＤマウスに同所注射して、腫瘍形成能および浸潤性をｉｎ　ｖ
ｉｖｏで評価した。このほか、ＧＦＤ　ＴＰＣまたはＧＦＩ　ＴＰＣおよびＷｎｔ５ａ遮
断タンパク質（ＡｂＷｔ）を単独で、またはＢＭＰ４（Ｂ４）、Ｂｏｘ５（配列番号１）
およびペプチドＡ（配列番号２）と組み合わせてＳＣＩＤマウスに同時注射した。
【０２１９】
　様々な時点でマウスを屠殺した。マウス脳切片を連続的に組織学的に再構築したものを
ルシフェラーゼに対して免疫標識し評価した。
【０２２０】
　ｉｎ　ｖｉｖｏ実験の全結果を統計解析に供した。カプラン・マイヤー法を用いて生存
曲線を推定した。
【０２２１】
　高速液体クロマトグラフ（ＨＰＬＣ）
　一実施形態では、以下のＨＰＬＣ条件を用いてペプチドの純度を明らかにした：Ｃ１８
　Ｖｙｄａｃカラム、移動相Ａ：ＴＦＡの０．１％水溶液、移動相Ｂ：ＴＦＡの０．１％
アセトニトリル溶液、２０分間で５％のＢから６５％のＢへの勾配。
【０２２２】
　マトリックス支援レーザー脱離／イオン化法（Ｍａｌｄｉ－Ｔｏｆ）
　マトリックス支援レーザー脱離／イオン化法（ＭＡＬＤＩ）は質量分析に用いるソフト
イオン化技術であり、この方法では、脆弱でレーザーを連続的に用いる従来のイオン化法
によってイオン化すると断片化する傾向のある生体分子（ＤＮＡ、タンパク質、ペプチド
および糖などの生体高分子）および大きい有機分子（ポリマー、デンドリマーをはじめと
する高分子など）を、短いレーザーパルスを用いて分析する。一実施形態では、Ｍａｌｄ
ｉ－Ｔｏｆに以下のパラメータを用いてペプチドの分子量を決定する：加速電圧：２００
００、グリッド電圧：９３．７％、ガイドワイヤ電圧：０．０７０％、低質量ゲート：オ
フ、遅延：１００オフ、負イオン：オフ。
【０２２３】
　材料
　Ｗｎｔ５ａ遮断抗体（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社、ミネアポリス、ミネソタ州）、組換
えＷｎｔ３ａタンパク質（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社、ミネアポリス、ミネソタ州）、組
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換え分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質１（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ社）、Ｂｏｘ５（
Ｐｒｉｍｍ　ｓｒｌ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ社）、ペプチドＡ（Ｐｒｉｍ
ｍ　ｓｒｌ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ社）、ペプチドＢ（Ｐｒｉｍｍ　ｓｒ
ｌ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ社）。
【０２２４】
　Ｂｏｘ５（配列番号１）、ペプチドＡ（配列番号２）およびペプチドＢ（配列番号３）
は、Ｐｒｉｍｍ　ｓｒｌ社（ミラノ、イタリア）で固相ペプチド合成により合成したもの
である。この合成ペプチドをＲＰ－ＨＰＬＣおよび質量分析により品質管理した。
【０２２５】
　幹細胞様特性を有するｈＧＢＭ腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ）、間葉系ＴＰＣおよび前神経性
ｈＧＢＭ由来ＴＰＣをニューロスフェアアッセイ（ＮＡ）（ＲｅｎｏｌｄｓおよびＷｅｉ
ｓｓ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９２，２２５：１７０７－１７１０）により調製した。
【０２２６】
　飽和濃度の組換えＷｎｔ５ａタンパク質（ＧＦＤ＋Ｒ５）による処理またはレンチウイ
ルス媒介性過剰発現（ＧＦＤ＋ＬＶ５）のいずれによってもＷｎｔ５ａ発現が増強される
。
【０２２７】
　実施例１
　Ｗｎｔ５ａ遺伝子発現と組織学的にグレード分けした神経膠腫患者由来の腫瘍試料との
相関関係
　この試験では、神経膠腫患者から採取した腫瘍試料を組織学的にグレード分けし、Ｔｈ
ｅ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｔｌａｓ　Ｎｅｔｗｏｒｋ（ＴＣＧＡ）（Ｎａｔｕ
ｒｅ　２００８，４５５（２３）：１０６１－６８）、Ｐｈｉｌｌｉｐｓ（Ｃａｎｃｅｒ
　Ｃｅｌｌ　２００６；９：１５７－１７３）、Ｆｒｅｉｊｅ（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．
２００４；６４：６５０３－６５１０）、Ｍｕｒａｔ（Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．２０
０８；２６：３０１５－３０２４）、Ｌｅｅ（ＢＭＣ　ｍｅｄ．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　２０
０８；１：５２）およびＢｅｒｏｕｋｈｉｍ（ＰＮＡＳ　２００７；１０４（５０）：２
０００７－２００１２）の公開されているデータセットを用いて、そのＷｎｔ５ａ遺伝子
発現レベルを評価した。
【０２２８】
　ヒトの正常な脳、膠芽腫（ＧＢＭ）およびその他の脳腫瘍の組織でのＷｎｔ５ａ遺伝子
発現を図７に示す。公開されているデータセットに基づけば、Ｗｎｔ５ａの発現は、非悪
性脳よりもヒト膠芽腫（ｈＧＢＭ）の方が統計学的に有意に高く（図７ａ）、他の脳腫瘍
組織よりも膠芽腫の方が統計学的に有意に高く（図７ｂ）、ＷＨＯグレードＩＶの非壊死
性神経膠腫よりも高壊死性膠芽腫の方が統計学的に有意に高かった（図７ｃ）。再発性膠
芽腫のＷｎｔ５ａの発現は原発性膠芽腫よりも統計学的に有意に高いものではなかった（
図７ｄ）。Ｗｎｔ５ａの発現レベルについて算出したＺスコアは、非Ｇ－ＣＩＭＰに比し
て多数の病巣における問題の過剰メチル化（神経膠腫ＣｐＧアイランドメチル化因子表現
型；Ｇ－ＣＩＭＰ）の存在と有意な正の相関がみられた（図７ｅ）。ＴＣＧＡデータセッ
トのサブグループ内では、Ｗｎｔ５ａ遺伝子発現は、前神経性サブタイプおよび典型的サ
ブタイプよりも間葉系サブタイプの方が有意に高かった（図７ｆ～７ｇ）。Ｗｎｔ５ａの
コピー数と神経膠腫患者の悪性腫瘍との間には相関がみられた（Ｂｅｒｏｕｋｈｉｍおよ
びＴＣＧＡ　Ｂｒａｉｎ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ）（図７ｈ～７ｉ）。膠芽腫の患者では
、Ｗｎｔ５ａ遺伝子発現レベルが高い患者は、Ｗｎｔ５ａ遺伝子発現レベルが低い患者よ
りも生存期間が有意に短かった（Ｐｈｉｌｉｐｓ（図７ｊ）、Ｌｅｅ（図７ｋ）およびＭ
ｕｒａｔ（図７ｌ）のデータセット）。
【０２２９】
　組織学的にグレード分けした腫瘍試料のＷｎｔ５ａ　ｍＲＮＡの発現レベルを図８に示
す。図８ａから、コンピュータでの発現プロファイリングによって検出したＷｎｔ５ａ　
ｍＲＮＡのレベルは、上衣腫（ＥＰ）、低悪性度神経膠腫（ＬＯＷ）および髄芽腫（ＭＤ
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Ｂ）の組織よりも未分化星状細胞腫（ＡＮＡ）およびｈＧＢＭ（ＧＢＭ　Ｈ－ＴＥＸ）の
方が高いことがわかる。特定の成長因子の組合せに同時に曝露せずに培養した幹細胞様特
性を有するｈＧＢＭ腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ）（成長因子非依存性；ＧＦＩ）（ＣＴＲ）は
、その同胞の成長因子依存性（ＧＦＤ）細胞ＴＰＣよりもＷｎｔ５ａレベルが高かった（
図８ｃ）。ＴＰＣ分化はＷｎｔ５ａ発現に検出可能な変化を引き起こすことはなかった（
ＤＯＵＢ対ＤＩＦＦ）。対照細胞には正常な神経幹細胞（ｈＮＳＣ；Ｂ１０）およびヒト
星状細胞腫Ｕ８７ＭＧを用いた。バイオインフォマティック解析では、間葉系ｈＧＢＭ組
織および前神経性ｈＧＢＭ組織ならびにそれに関連するＴＰＣは、典型的な組織または細
胞系および脳全体または神経幹細胞（Ｂ１０、健常）との比較でＷｎｔ５ａ　ｍＲＮＡの
発現レベルが最も高いことがわかった（図８ｂ～８ｅ）。図８ｆおよび８ｇからわかるよ
うに、リアルタイムＰＣＲ（ｑＰＣＲ）によるＷｎｔ５ａ　ｍＲＮＡレベルの定量化から
、未分化星状細胞腫（ＡＡ）および原発性ｈＧＢＭではヒトの正常な脳全体（ＷＨＢ）、
低悪性度神経膠腫および他の種類の脳腫瘍（Ｅｐ；上衣腫）に比してＷｎｔ５ａがアップ
レギュレートされていることが確認された。理論に束縛されるものではないが、この証拠
から、Ｗｎｔ５ａが、腫瘍細胞が正常な脳組織に広範囲に浸潤する能力を調節しているこ
とが示唆される。図８ｈから、ｈＧＢＭ間葉系（１３０４１９－１３１０３０）および前
神経性（１３０４２４）の幹細胞様特性を有する腫瘍伝播細胞（ＴＰＣ）が、典型的ＴＰ
Ｃ（０８１１０４－０８１０３１－０９０３１０）およびヒト神経幹細胞（ｈＮＳＣ）よ
りも高いレベルのＷｎｔ５ａ　ｍＲＮＡを発現したことがわかる。
【０２３０】
　ｈＧＢＭ、ＭＤＢ、低悪性度（ＬＧ）および神経節膠腫の外科手術試料のＷｎｔ５ａお
よびＡ型エフリン受容体２（ＥｐｈＡ２）タンパク質に対する免疫標識を図９に示す。図
９ａでは、外科手術標本の免疫標識から、低悪性度（ＬＧ）組織および神経節膠腫組織に
陽性細胞がほとんどみられなかったのに比して、ｈＧＢＭ組織およびＭＤＢ組織の多くの
細胞に強いＷｎｔ５ａ免疫反応性がみられるのがわかった。ｈＧＢＭ組織（１３０４２４
）の免疫標識ではほかにも、Ｗｎｔ５ａタンパク質とＴＰＣマーカータンパク質ＥｐｈＡ
２の同時発現の頻度が低いことがわかった。このほか、ＭＤＢ１３０２２１よりも侵襲性
および浸潤性の高い髄芽腫（線維形成性ＭＤＢ１３０９２０）の方がＷｎｔ５ａタンパク
質の発現が高かった（図９ａ）。図９ｂからわかるように、ｈＧＢＭ間葉系組織（１３１
０３０および１３０４１９）および前神経性（１３０４２４）組織は、ｈＧＢＭ典型的組
織に比してＷｎｔ５ａタンパク質に対する免疫反応性が広範囲に及んでいた（スケールバ
ー、５０μｍ）。
【０２３１】
　実施例２
　Ｗｎｔ５ａタンパク質発現の免疫蛍光イメージングおよび定量的フローサイトメトリー
解析
　この試験では、免疫蛍光イメージングおよび定量的フローサイトメトリーを用いて、間
葉系ｈＧＢＭ由来ＴＰＣおよび前神経性ｈＧＢＭ由来ＴＰＣのＷｎｔ５ａタンパク質発現
を検出し典型的細胞と比較した。
【０２３２】
　免疫蛍光画像では、間葉系ｈＧＢＭ由来ＴＰＣ（１３１０３０および１３０４１９）お
よび前神経性（０４０６２２）ｈＧＢＭ由来ＴＰＣにＷｎｔ５ａタンパク質に対する強い
陽性反応が見られたのに対し、典型的細胞（０６２７および０９１３）は標識が微弱であ
った。陽性対照にはレンチウイルス媒介性過剰発現Ｗｎｔ５ａ（０４０６２２－５Ａ）を
用いた（スケールバー、２０μｍ、３０μｍおよび５０μｍ）（図１０ａ）。このほか、
Ｗｎｔ５ａタンパク質発現とコピー数変異との間に相関がみられた（データ不掲載）。
【０２３３】
　予め確立した成長因子依存性のコグネート細胞系（ＧＦＤ　ＴＰＣ）または患者の原発
性腫瘍組織から単離した成長因子非依存性ｈＧＢＭ　ＴＰＣ（ＧＦＩ　ＴＰＣ）には、明
瞭で強い免疫反応が見られた（図１０ｂおよび１０ｃ）。ＧＦＩ細胞は、そのＧＦＤ対応
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物よりもＷｎｔ５ａタンパク質発現が高かった（スケールバー、２０μｍ、３０μｍおよ
び５０μｍ）（図１０ｂおよび１０ｃ）。共焦点画像から、ＧＦＤ　ＴＰＣおよびＧＦＩ
　ＴＰＣはＥｐｈＡ２のシグナルの明瞭さも強度も低く、Ｗｎｔ５ａタンパク質とＥｐｈ
Ａ２タンパク質の同時発現の頻度が低いことがわかった（スケールバー、１０μｍおよび
５０μｍ）（図１０ｂおよび１０ｃ）。
【０２３４】
　図１１ａからわかるように、定量的フローサイトメトリー解析では、ＧＦＤ　ＴＰＣお
よびＧＦＩ　ＴＰＣが、細胞の接着および遊走の推定マーカーであるＣＤ４４を高レベル
で発現し、Ｗｎｔ５ａタンパク質とＥｐｈＡ２タンパク質の同時発現の頻度が低いことが
確認された。
【０２３５】
　ＧＦＤ　ＴＰＣ細胞およびＧＦＩ　ＴＰＣ細胞のＷｎｔ５ａとＤｌｘ２またはＷｎｔ５
ａとＷｎｔ３ａのｍＲＮＡレベルをｑＰＣＲによって定量化し、分化ＴＰＣおよびヒトの
正常な神経幹細胞（ｈＮＳＣ）と比較したものを図１１ｂおよび１１ｃに示す。Ｄｌｘ２
遺伝子は、移行増幅細胞のマーカーであるホメオボックスタンパク質ＤＬＸ２をコードし
、前脳および頭蓋顔面の発生に何らかの役割を担っていると考えられている。
【０２３６】
　ｑＰＣＲによりＷｎｔ５ａおよびＥｐｈＡ２のｍＲＮＡレベルを経時的に定量化し、Ｇ
ＦＤ　ＴＰＣ（左）またはＧＦＩ　ＴＰＣ（右）と分化ＴＰＣとで比較したものを図１１
ｄに示す。
【０２３７】
　図２３に、示される細胞系についてＷｎｔ５ａ発現とＥｐｈＡ２発現とを相関させたも
のを示す。図の単位は、Ｙ軸がＷｎｔ５ａ発現、Ｘ軸が受容体発現である。Ｗｎｔ５発現
が高いほど細胞の遊走が増大し、受容体発現が高いほど細胞の増殖が増大している。Ｗｎ
ｔ５ａ発現と受容体発現とを相関させることによって、各細胞系を示されるクラスターに
割り当てることができる。最も侵襲性の高い細胞型は典型的サブタイプ（丸）に分類され
る。
【０２３８】
　実施例３
　ｈＧＢＭのＷｎｔ５ａ遺伝子発現のバイオインフォマティック解析
　この試験では、染色し、ゲートをかけ、Ｗｎｔ５ａの発現レベルに従ってＦＡＣＳ分取
したｈＧＢＭ標本にバイオインフォマティクス解析を実施した。
【０２３９】
　染色し、ゲートをかけ、Ｗｎｔ５ａの発現レベルに従ってＦＡＣＳ分取したｈＧＢＭ標
本で実施したバイオインフォマティック解析を図１２ａおよび１２ｂに示す。ＴＰＣおよ
び腫瘍関連マクロファージの高Ｗｎｔ５ａ対低Ｗｎｔ５ａの遺伝子サイン／活性化は、侵
襲性および血管新生性の高い表現型との相関がみられた。理論に束縛されるものではない
が、このデータから、Ｗｎｔ５ａが腫瘍細胞および腫瘍マクロファージの両方の活性を調
節し、これにより腫瘍浸潤が増大することが示唆される（図１２ａおよび１２ｂ）。
【０２４０】
　遺伝子オントロジー（ＧＯ）の項目を高Ｗｎｔ５ａと相関させ、統計的有意性のレベル
によって分類し、図１２ｃに棒グラフで表した。棒グラフが高い位置にあるほど、対応す
る項目のｐ値が小さい。
【０２４１】
　図１２ｄおよび１２ｆに、高Ｗｎｔ５ａ対低Ｗｎｔ５ａで強化した細胞発生、細胞接着
および細胞遊走に関与する生物学的過程のセットを示す。
【０２４２】
　実施例４
　ヒトＧＢＭ組織でのＷｎｔ５ａ、ＥｐｈＡ２およびＤＬＸ２の発現および相関
　この試験では、公開されているデータセット（ＴＣＧＡ、ＰｈｉｌｌｉｐｓおよびＬｅ
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ｅ）の解析ならびにｈＧＢＭおよびＭＤＢの免疫蛍光染色を用いて、Ｗｎｔ５ａとＥｐｈ
Ａ２またはＤＬＸ２との同時発現が神経膠腫患者の悪性腫瘍および／または生存率と相関
するかどうかを明らかにした。
【０２４３】
　図１３に、ヒトＧＢＭ組織でのＷｎｔ５ａ、ＥｐｈＡ２およびＤｌＸ２の発現と神経膠
腫患者の生存率との相関を示す。ＴＣＧＡのデータセットでは、Ｗｎｔ５ａ遺伝子とＥｐ
ｈＡ２遺伝子またはＷｎｔ５ａ遺伝子とＤｌｘ２遺伝子の間に相互に排除する強い傾向が
あることが際立っていた（データ不掲載）。図１３ａに示されるように、Ｗｎｔ５ａ、Ｅ
ｐｈＡ２およびＤｌｘ２のサインに関するタンパク質相互作用ネットワーク解析から、Ｗ
ｎｔ５ａとＥｐｈＡ２は、細胞の増殖および生存、アポトーシス、細胞間接着、細胞骨格
再構築ならびに分化の調節に関与する非受容体タンパク質チロシンキナーゼであるＹＥＳ
１を介して関連していることがわかった。さらに、このタンパク質相互作用ネットワーク
解析から、Ｗｎｔ５ａとＤｌｘ２は、ＧＡＢＡの迅速な除去を媒介して細胞外レベルを低
く維持するＧＡＢＡ輸送体であるＳＬＣ６Ａ１を介して関連していることがわかった。Ｌ
ｅｅおよびＰｈｉｌｉｐｓのデータセットから得た患者のカプラン・マイヤープロットか
ら、Ｗｎｔ５ａ－Ｄｌｘ２またはＷｎｔ５ａ－ＥｐｈＡ２の発現が高い神経膠腫患者の生
存率が有意に低いことがわかった。（図１３ｂ）。ｑＰＣＲにより原発性ｈＧＢＭ、低悪
性度神経膠腫、未分化星状細胞腫および髄芽腫のＷｎｔ５ａおよびＤｌｘ２のｍＲＮＡレ
ベルを定量化し、ヒトの正常な脳全体（ＷＨＢ）と比較したものを図１３ｃに示す。同じ
原発性試料およびその他の種類の脳組織（上衣腫；Ｅｐおよび原始神経外胚葉性腫瘍；Ｐ
ＮＥＴ）の非古典的Ｗｎｔ５ａのｍＲＮＡレベルと古典的Ｗｎｔ３ａ（Ｗｎｔ５ａの発現
を阻害することがわかっている）のｍＲＮＡレベルを定量化し比較したものを図１３ｄに
示す。
【０２４４】
　Ｗｎｔ５ａと、移行増幅Ｃ細胞および神経芽細胞の推定マーカーであるＤｌｘ２との同
時発現を、ｈＧＢＭおよびＭＤＢと低悪性度原発性標本（ＬＧ）とで比較したものを図１
４ａに示す（スケールバー、２０μｍおよび５０μｍ）。様々な倍率の共焦点画像から、
ｈＧＢＭ組織の細胞表面にはＷｎｔ５ａとＤｌｘ２が広範囲に共局在し、Ｗｎｔ５ａ、Ｄ
ｌｘ２およびＥｐｈＡ２の同時発現はわずかであることがわかる（図１４ｂ）。
【０２４５】
　図１５に、ヒト脳腫瘍の悪性腫瘍スケール全体にわたるＷｎｔ５Ａ、ＥＰＨＡ２、ＤＬ
Ｘ２および神経細胞接着分子１（ＮＣＡＭ１）の遺伝子発現を示す。図１５ａは、Ｇｅｎ
ｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｔｌａｓ（ＴＣＧＡ）から得たヒト脳腫瘍の悪性腫瘍スケ
ール全体（すなわち、低悪性度神経膠腫（星状細胞腫、乏突起神経膠腫；ＷＨＯグレード
ＩおよびＩＩ）およびｈＧＢＭ（グレードＩＶ））およびヒト膠芽腫細胞系のＷＮＴ５Ａ
、ＥＰＨＡ２、ＤＬＸ２およびＮＣＡＭ１の遺伝子発現を示している。図１５ｂは、Ｗｎ
ｔ５ａ、ＥｐｈＡ２、Ｄｌｘ２およびＮＣＡＭ１のサインのタンパク質相互作用ネットワ
ーク解析を示している。図１５ｃの上パネルでは、ｈＧＢＭ組織（１３０４２４）の様々
な倍率の免疫標識画像から、多数のＷｎｔ５ａリガンド陽性細胞が推定神経芽細胞マーカ
ーであるＰＳＡ－ＮＣＡＭを共発現し、Ｗｎｔ５ａ陽性細胞およびＤｌｘ２陽性細胞の最
大６０％がＰＳＡ－ＮＣＡＭに対して免疫反応を示すことがわかる（スケールバー、２０
μｍおよび５０μｍ）。図１５ｃの下パネルでは、図１５ｃの上パネルに示したもの同じ
ｈＧＢＭ組織の共焦点画像から、ｈＧＢＭ組織の細胞表面にはＤｌｘ２と神経前駆細胞マ
ーカーの□チューブリンＩＩＩの同時発現が見られるのに対し、原発性低悪性度（ＬＧ）
および正常な脳組織には標識がまれであることがわかる（スケールバー、２０μｍおよび
５０μｍ）。図１５ｄに陽性細胞の割合を示す。各バーは平均±ＳＥＭを表す。
【０２４６】
　理論に束縛されるものではないが、ｈＧＢＭ組織でのＷｎｔ５ａ、ＥｐｈＡ２およびＤ
ＬＸ２の発現の相関から、この種類の組織には過剰発現Ｗｎｔ５ａ細胞型脳室下帯（ＳＶ
Ｚ）星状膠細胞、Ｂ型：グリア線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ＋）；一過性増幅前駆細
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胞、Ｃ型：ＧＦＡＰ－、Ｄｌｘ２＋、ＰＳＡ－ＮＣＡＭ－および神経芽細胞、Ａ型：ＧＦ
ＡＰ－、Ｄｌｘ２＋、ＰＳＡ－ＮＣＡＭ＋が存在することが示唆される。
【０２４７】
　実施例５
　Ｗｎｔ５ａの発現および／または活性調節がｈＧＢＭ　ＴＰＣおよびＵ８７ＭＧ細胞の
遊走に影響を及ぼす
　この試験では、組換えＷｎｔ５ａタンパク質およびＷｎｔ５ａタンパク質のレンチウイ
ルス媒介性過剰発現を用いて、Ｗｎｔ５ａが腫瘍の進展、遊走および浸潤性に及ぼす影響
をｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏで明らかにした。
【０２４８】
　図１６に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの遊走および浸潤をＷｎｔ５ａ過剰発現ＧＦＩ　ＴＰＣ
と予め確立したＧＦＤ対応物とで比較したものを示す。Ｍａｔｒｉｇｅｌ浸潤アッセイか
ら、Ｗｎｔ５ａ過剰発現ＧＦＩ　ＴＰＣはｉｎ　ｖｉｔｒｏで、予め確立したそのＧＦＤ
対応物よりも効率的に遊走および浸潤することがわかる。飽和濃度の組換えＷｎｔ５ａタ
ンパク質（ＧＦＤ＋Ｒ５）によるＧＦＤ細胞の処理およびレンチウイルス媒介性過剰発現
（ＧＦＤ＋ＬＶ５）によってＷｎｔ５ａ発現が増強されるのに合わせて、細胞遊走が増大
している（図１６ａ）。Ｗｎｔ５ａ遮断抗体（ＡｂＷ５；Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社）、
飽和濃度の組換えＷｎｔ３ａタンパク質（Ｒ３；Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ社）または組換え
分泌型ｆｒｉｚｚｌｅｄ関連タンパク質１（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ社；ＳＦＲＰ１）（内
因性Ｗｎｔアンタゴニスト）の投与によりＧＦＩ　ＴＰＣの浸潤性が低下した（図１６ｂ
）。このほか、Ｗｎｔ５ａ由来ペプチドであるＢｏｘ５、ＰＥＰＡおよびＰＥＰＢに曝露
したＧＦＩ　ＴＰＣの浸潤性が用量依存的に低下した（図１６ｃおよび１６ｄ）。図１６
ｅに、Ｍａｔｒｉｇｅｌでコーティングしたトランスウェル装置の中を浸潤する割合を定
量化したもの示す（ヒストグラム、平均＋ＳＥＭ）。原発性患者の腫瘍組織から単離した
ＧＦＩ細胞をＡｂＷ５に曝露すると、ＧＦＤよりも遊走効率が低下した（図１６ｆ）。図
１６ｇから、ＡｂＷ５、Ｂｏｘ５およびＰＥＰＡでＷｎｔ５ａ活性を攪乱しても、曲線の
傾きから間接的に測定されるＧＦＩ　ＴＰＣまたはＧＦＤ　ＴＰＣが拡大する能力にほと
んど影響を及ぼさなかったことがわかる。陽性対照の骨形成タンパク質４（ＢＭＰ４）お
よびエフリンＡ１－Ｆｃは、成長動態からの大幅な負の逸脱を引き起こした（図（Ｇａｌ
ｌｉら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２００４，６５：７０１１－７０２１）。１６ｇ）。こ
のほか、Ｗｎｔ５ａの阻害はＴＰＣのクローン効率（すなわち、自己再生能）に負の影響
をほとんど及ぼさなかった（図１６ｈ）。
【０２４９】
　図１７は、レンチウイルス媒介性Ｗｎｔ５ａ過剰発現Ｕ８７ＭＧ細胞（Ｕ８７－５Ａ）
によって腫瘍の進展および浸潤性が対照細胞（Ｕ８７－ｗｔ）に比して大幅に増大したこ
とを示している。ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）で対比染色した代表的な脳切片か
ら、レンチウイルス媒介性Ｗｎｔ５ａ過剰発現Ｕ８７ＭＧ細胞（Ｕ８７－５Ａ）によって
腫瘍の進展および浸潤性がＵ８７－ｗｔ対照細胞に比して大幅に増強することがわかった
（図１７ａ）。同じ脳切片から、野生型（Ｕ８７－ｗｔ）のヒト白血球マーカー（ＨＬＡ
）に対する免疫反応性がＷｎｔ５ａ発現Ｕ８７ＭＧ異種移植片に比して広範囲に及び均一
であることがわかった（図１７ａ）（スケールバー、２５μｍおよび５０μｍ）。図１７
ｂに、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）で免疫標識したマウスの脳切片を連続的に組織学的
に再構築したものを示す。頭蓋内に異種移植したトランスジェニックＵ８７ＭＧ細胞（Ｕ
８７／５Ａ）から、極めて大きいが遊走能が全くみられないｗｔ　Ｕ８７由来腫瘍よりも
遊走能、拡散能および浸潤能が増大した腫瘍が発生した。このｗｔ　Ｕ８７由来腫瘍は、
注射部位に限局され漸進性に拡大する輪郭が明瞭な塊からなる（図１７ｂ）。図１７ｃに
、ＫＩ６７（分裂指数のマーカー）およびＣＤ１４７に対する免疫反応性を野生型細胞と
Ｗｎｔ５ａ発現Ｕ８７ＭＧ細胞とで直接比較したものを示す。Ｗｎｔ５ａ過剰発現により
、局所および遠位の両方で頭蓋内での増殖または血管新生が大幅に増大した（スケールバ
ー、２０μｍおよび５０μｍ）。図１７ｄおよび１７ｅに異種移植腫瘍の免疫標識を示す
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。野生型Ｕ８７の切片では、浸潤性の推定マーカーであるＦＲＡＳ１関連細胞外マトリッ
クスタンパク質２（Ｆｒｅｍ２）の標識が低頻度で微弱であったのに対し、Ｕ８７－Ｗｎ
ｔ５ａ由来腫瘍では、中心部および腫瘍辺縁部ともに免疫反応性が強く高頻度であった（
スケールバー、５０μｍ）。
【０２５０】
　実施例６
　Ｗｎｔ５ａの攪乱はｉｎ　ｖｉｖｏでＴＰＣの腫瘍形成能および浸潤性に影響を及ぼす
　この試験では、Ｗｎｔ５ａが腫瘍の成長および浸潤性ならびに全生存率に及ぼす影響を
明らかにするため、免疫が欠損した成体ＳＣＩＤマウスにＧＦＤ　ＴＰＣおよびＧＦＩ　
ＴＰＣを移植した。
【０２５１】
　図１８は、Ｗｎｔ５ａの攪乱がｉｎ　ｖｉｖｏでＴＰＣの腫瘍形成能および浸潤性に影
響を及ぼすことを示している。ルシフェラーゼに対して免疫標識したマウスの脳切片を連
続的に組織学的に再構築したものから、免疫が欠損した成体ＳＣＩＤマウスに同所移植を
実施すると、ＧＦＩ　ＴＰＣの移植片から発生した腫瘍が、移植後の様々な時点（ＤＰＴ
；移植後の日数）において、そのＧＦＤ対応細胞から発生した腫瘍よりも広範囲に拡大し
、脳実質に効率的に浸潤することが可能であることがわかった（図１８ａ）（スケールバ
ー、１ｍｍ）。ＧＦＤ　ＴＰＣ由来腫瘍およびＧＦＩ　ＴＰＣ由来腫瘍の体軸方向の拡大
を測定したところ、早くも移植後４０日の時点で、ＧＦＩ細胞から成長した腫瘍の方が、
そのＧＦＤ対応物から成長した腫瘍よりも広範囲に拡大していることがわかった（データ
不掲載）。ＧＦＩ－ＧＦＤ　ＴＰＣを移植したマウスの生存率のカプラン・マイヤープロ
ットでは、ＧＦＩ細胞の腫瘍形成能の増大が全生存率にも反映されていた（図１８ｂ）。
図１８ｃにルシフェラーゼ標識ＴＰＣ（ｌｕｃ－ＴＰＣ）の経時的定量解析を示す。培養
中のＧＦＩ細胞を移植前にＢｏｘ５（配列番号１）およびペプチドＡ（配列番号２）で処
理すること（前処理）により腫瘍成長が低下した（図１８ｃ）（ヒストグラム、平均±Ｓ
ＥＭ）。ルシフェラーゼに対して免疫標識したマウスの脳切片から、Ｂｏｘ５およびＰＥ
ＰＡで前処理したｌｕｃ－ＧＦＩから確立された腫瘍の脳実質への拡散は、未処理ＧＦＩ
　ＴＰＣから確立された腫瘍よりも少ないことが確認された（図１８ｄ）（スケールバー
、１ｍｍ）。ｌｕｃ－ＴＰＣシグナルの経時的定量解析から、ＧＦＤ　ＴＰＣまたはＧＦ
Ｉ　ＴＰＣとＡｂＷ５を単独で、またはＢＭＰ４（Ｂ４）と組み合わせて同時注射（すな
わち、同時処置）することにより、Ｂｏｘ５およびＰｅｐＡの腫瘍成長が阻害されること
がわかった（図１８ｅおよび１８ｆ）（ヒストグラム、平均±ＳＥＭ）。ＧＦＩ　ＴＰＣ
移植後（処置後）１０日からミニ浸透圧ポンプにより腫瘍周辺にＡｂＷ５を注射すること
によって、ほぼ同じ結果が得られた。（図１８ｇ）（各バーは平均±ＳＥＭを表す）。
【０２５２】
　ここまで、記載される発明をその特定の実施形態に言及しながら説明してきたが、当業
者は、本発明の本来の趣旨および範囲を逸脱することなく様々な改変および均等物による
置換を施し得ることを理解するべきである。さらに、具体的な状況、材料、組成物、工程
、工程の段階（１つまたは複数）を記載される発明の目的、趣旨および範囲に適合させる
ため、多数の修正を施し得る。このような修正はいずれも、本明細書に添付する請求項の
範囲内に含まれるものとする。
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