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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＧＳＴＰ１と、ＣＲＡＦのＮ末端部分との相互作用を競合的に阻害する薬物を含み、
　前記ＣＲＡＦのＮ末端部分が、アミノ酸残基６１～１９２位のＣＲ１ドメインを含むア
ミノ酸残基１～１９２位であり、
　前記ＧＳＴＰ１とＣＲＡＦの相互作用を阻害する薬物が、ＣＲＡＦデコイペプチド又は
これを発現するベクターであり、
　前記ＣＲＡＦデコイペプチドが、
　（ａ）配列番号９に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド、
　（ｂ）配列番号９に示されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が欠失、
置換又は付加されたアミノ酸配列からなるポリペプチド、
　（ｃ）配列番号９に示されるアミノ酸配列に対して９０％以上の配列同一性を有するア
ミノ酸配列からなるポリペプチド、及び
　（ｄ）（ａ）～（ｃ）のいずれかに記載されるポリペプチドのＮ末端又はＣ末端に１～
５０個のアミノ酸が付加されたポリペプチド
からなる群から選択される、
ＲＡＳ／ＲＡＦ／ＭＥＫ／ＥＲＫシグナルカスケードが活性化されているがんに対する細
胞増殖抑制剤。
【請求項２】
　前記ＲＡＳ／ＲＡＦ／ＭＥＫ／ＥＲＫシグナルカスケードが活性化されているがんが、
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ＲＡＳに活性化変異を有するがんである、請求項１に記載の細胞増殖抑制剤。
【請求項３】
　前記がんが、大腸がんである、請求項１又は２に記載の細胞増殖抑制剤。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の細胞増殖抑制剤を含む、ＲＡＳ／ＲＡＦ／ＭＥＫ
／ＥＲＫシグナルカスケードが活性化されているがんの治療又は予防用医薬組成物。
【請求項５】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の細胞増殖抑制剤を含む、ＲＡＳ／ＲＡＦ／ＭＥＫ
／ＥＲＫシグナルカスケードが活性化されているがんの治療又は予防用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞増殖抑制剤、特にGSTP1の抑制と関連した細胞増殖抑制剤、並びにそれ
を含むがんの治療若しくは予防用医薬組成物等に関する。
【背景技術】
【０００２】
　がんは人類が直面している最も重要かつ厄介な疾患の１つであり、その治療のために多
大な研究努力がなされている。がんは、遺伝子の突然変異又はエピジェネティックな異常
などにより、細胞が無制御に増殖する疾患である。がんにおける遺伝子異常としてはすで
に数多くのものが報告されており(例えば、非特許文献１など)、その多くが、細胞の増殖
、分化、生存に関するシグナル伝達に何らかの関連を有していると考えられている。また
、かかる遺伝子異常により、正常な分子で構成される細胞内のシグナル伝達が異常を来し
、これが特定のシグナルカスケードの活性化又は不活性化をもたらし、最終的に細胞の異
常増殖を引き起す一因となることもある。初期のがん治療は、細胞増殖自体の抑制に主眼
がおかれていたが、かかる治療は生理的に正常に増殖する細胞の増殖をも抑制してしまう
ため、脱毛、消化器障害、骨髄抑制などの副作用を伴っていた。そこで、かかる副作用を
抑えるため、がん特有の遺伝子異常や、シグナル伝達の異常を標的とした分子標的薬など
の新たな発想に基づくがん治療薬の開発が進められている。
【０００３】
　グルタチオン-S-トランスフェラーゼ(GST)は、グルタチオンを薬物などの物質に付加す
るグルタチオン抱合を触媒する酵素である。GSTは生体内で、例えば生合成又は薬物代謝
分解において、重要な役割を果たす。GSTは一次構造の相同性及び基質特異性に基づいて
複数のクラス(例えば、α、μ、π、θなど)に分類される。
【０００４】
　特にGSTP1(glutathione S-transferase pi、GST-πともいう)の発現が、種々のがん細
胞において増大しており、これが一部の抗がん剤に対する耐性の一因となっている可能性
が指摘されている。実際、GSTP1を過剰発現しており、薬物耐性を示すがん細胞系に、GST
P1に対するアンチセンスDNA又はGSTP1阻害剤を作用させると、薬剤耐性が抑制されること
が知られている(非特許文献２～４)。さらに、GSTP1を過剰発現するアンドロゲン非依存
性前立腺がん細胞系にGSTP1に対するsiRNAを作用させるとその増殖が抑制され、アポトー
シスが増大することが報告されている(非特許文献５)。
【０００５】
　またGSTP1に関して、特許文献１は、GSTP1を抑制する薬物と、3-メチルアデニン等のオ
ートファジー阻害剤とを活性成分とすることで、がん細胞のアポトーシスを誘導できるこ
とを開示している。特許文献２は、GSTP1とAktの発現を同時に阻害すると、細胞増殖が抑
制され、細胞死が誘導されること、GSTP1の発現阻害により誘導されたオートファジーが
、Aktの発現を同時に阻害することにより顕著に抑制されることを開示している。特許文
献３は、GSTP1を抑制する薬物と、RB1CC1を抑制する薬物を含むアポトーシスを誘導する
ための剤を開示している。特許文献４は、GSTP1を抑制する薬物を含む、BRAF遺伝子に変
異を有する細胞の細胞死誘導剤を開示している。特許文献５は、GSTP1を抑制する薬物と
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、GSTP1とともに抑制されると合成致死性を示す恒常性維持関連タンパク質を抑制する薬
物とを含む、がん細胞の細胞死誘導剤を開示している。
【０００６】
　しかしながら、GSTP1と細胞増殖やアポトーシスとの関係、GSTP1の分子機構、種々の細
胞内シグナル伝達におけるGSTP1の役割などについては未だ殆ど明らかにされておらず、
さらなる研究努力が求められている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】国際公開第2012/176282号
【特許文献２】国際公開第2014/098210号
【特許文献３】特開2016-20337号公報
【特許文献４】特開2016-204365号公報
【特許文献５】特開2017-14185号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Futreal et al., Nat Rev Cancer. 2004;4(3):177-83
【非特許文献２】Takahashi and Niitsu, Gan To Kagaku Ryoho. 1994;21(7):945-51
【非特許文献３】Ban et al., Cancer Res. 1996;56(15):3577-82
【非特許文献４】Nakajima et al., J Pharmacol Exp Ther. 2003;306(3):861-9
【非特許文献５】Hokaiwado et al., Carcinogenesis. 2008;29(6):1134-8
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、がん細胞において効果的に細胞増殖を抑制することができる薬剤を提供する
ことを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者は、上記課題を解決するため、鋭意検討を重ねた結果、RAS/RAF/MEK/ERKシグ
ナルカスケードの活性化により誘導されるGSTP1が、CRAFと結合してその活性を増強する
ことを見出した。さらに、本発明者は、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの活性化(図
4の黒色の矢印)によりGSTP1が誘導されると、そのシグナルカスケードの上流からの刺激
とは無関係に、GSTP1が当該シグナルカスケードの成分であるCRAFの活性を増強し(GSTP1
のオートクラインループ；図4の白色の矢印)、その結果、当該シグナルカスケードが両経
路によって異常に活性化されることを見出した。
【００１１】
　これに基づき、本発明者は、GSTP1を抑制する薬物(例えば、GSTP1遺伝子に対するsiRNA
)と、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物(例えば、KRAS遺伝子に対するs
iRNA)とを併用し、GSTP1のオートクラインループと、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケー
ドの両方を阻害することにより、それぞれの薬物単独よりも、がん細胞の増殖を効果的に
抑制できることを見出した。さらに、本発明者は、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケード
とGSTP1のオートクラインループとの接合点である、GSTP1とCRAFの相互作用をCRAFデコイ
ペプチドなどの薬物によって阻害することにより、がん細胞の増殖が抑制されることを見
出した。これらの知見に基づいて、本発明者は本発明を完成するに至った。
【００１２】
　すなわち本発明は以下を包含する。
（１）GSTP1を抑制する薬物と、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物とを
組み合わせて含む、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されているがんに対す
る細胞増殖抑制剤。
（２）RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物と組み合わせて投与するため
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の、GSTP1を抑制する薬物を含む、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されてい
るがんに対する細胞増殖抑制剤。
（３）GSTP1を抑制する薬物と組み合わせて投与するための、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカ
スケードを抑制する薬物を含む、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されてい
るがんに対する細胞増殖抑制剤。
（４）前記RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されているがんが、RASに活性化
変異を有するがんである、（１）～（３）のいずれかに記載の細胞増殖抑制剤。
（５）前記がんが、大腸がんである、（１）～（４）のいずれかに記載の細胞増殖抑制剤
。
（６）前記RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物が、RASを抑制する薬物で
ある、（１）～（５）のいずれかに記載の細胞増殖抑制剤。
（７）前記GSTP1を抑制する薬物が、GSTP1に対するsiRNAである、（１）～（６）のいず
れかに記載の細胞増殖抑制剤。
（８）前記RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物が、RAS/RAF/MEK/ERKシグ
ナルカスケードの成分に対するsiRNAである、（１）～（７）のいずれかに記載の細胞増
殖抑制剤。
（９）GSTP1とCRAFの相互作用を阻害する薬物を含む、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケー
ドが活性化されているがんに対する細胞増殖抑制剤。
（１０）前記RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されているがんが、RASに活性
化変異を有するがんである、（９）に記載の細胞増殖抑制剤。
（１１）前記がんが、大腸がんである、（９）又は（１０）に記載の細胞増殖抑制剤。
（１２）前記GSTP1とCRAFの相互作用を阻害する薬物が、CRAFデコイペプチド又はこれを
発現するベクターである、（９）～（１１）のいずれかに記載の細胞増殖抑制剤。
（１３）前記CRAFデコイペプチドが、
　(a)配列番号9に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド、
　(b)配列番号9に示されるアミノ酸配列において1若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換
又は付加されたアミノ酸配列からなるポリペプチド、
　(c)配列番号9に示されるアミノ酸配列に対して90％以上の配列同一性を有するアミノ酸
配列からなるポリペプチド、及び
　(d)(a)～(c)のいずれかに記載されるポリペプチドのN末端又はC末端に1～50個のアミノ
酸が付加されたポリペプチド
からなる群から選択される、（１２）に記載の細胞増殖抑制剤。
（１４）（１）～（１３）のいずれかに記載の細胞増殖抑制剤を含む、RAS/RAF/MEK/ERK
シグナルカスケードが活性化されているがんの治療又は予防用医薬組成物。
（１５）（１）～（１３）のいずれかに記載の細胞増殖抑制剤を含む、RAS/RAF/MEK/ERK
シグナルカスケードが活性化されているがんの治療又は予防用キット。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明により、がん細胞において効果的に細胞増殖を抑制することができる薬剤が提供
される。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図1は、実施例1に示すGSTP1との共免疫沈降実験で用いたプラスミドが発現する
タンパク質の構造を示す模式図である。
【図２】図2は、実施例1に示すGSTP1との共免疫沈降実験の結果を示す写真である。
【図３】図3は、実施例2に示すGSTP1によるCRAF活性への影響を調べた、インビトロキナ
ーゼアッセイの結果を示す写真である。
【図４】図4は、KRAS変異陽性がん細胞における、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの
促進を示す模式図である。
【図５】図5は、実施例3に示すCRAFタンパク質断片による細胞増殖への影響を調べた結果
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を示すグラフである。
【図６】図6は、実施例4に示すGSTP1とKRASの二重抑制による細胞増殖への影響を調べた
結果を示すグラフである。星印はP<0.01を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　以下、本発明を詳細に説明する。
1. GSTP1を抑制する薬物とRAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物の併用に
よる細胞増殖抑制
　本発明は、GSTP1を抑制する薬物と、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬
物とを組み合わせて含む、細胞増殖抑制剤に関する。本発明は、後述の実施例に示される
ように、GSTP1を抑制する薬物と、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物と
を併用し、GSTP1のオートクラインループと、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの両方
を阻害することにより、それぞれの薬物単独よりも、がん細胞の増殖を効果的に抑制でき
るという本発明者の知見に基づく。
【００１６】
　本明細書において、「GSTP1」(GSTP1タンパク質)は、GSTP1遺伝子によりコードされる
、グルタチオン抱合を触媒する酵素を指す。GSTP1はヒトを含む種々の動物に存在し、そ
の配列情報も公知である。GSTP1の配列情報は、例えば、NCBIデータベースなどの公のデ
ータベースから入手できる。
【００１７】
　GSTP1の具体例として、配列番号1で示される210残基のアミノ酸配列(NCBIアクセッショ
ン番号NP_000843.1)からなるヒト由来のGSTP1(ヒトGSTP1)タンパク質が挙げられる。また
、GSTP1には、配列番号1で示されるGSTP1と機能的に同等の活性を有するGSTP1バリアント
及び他生物種のGSTP1オルソログも包含される。GSTP1は、グルタチオン抱合触媒活性を有
し、当該活性の測定方法は当業者には知られている。具体的には、GSTP1には、配列番号1
で示されるアミノ酸配列において1若しくは複数個のアミノ酸が欠失、置換又は付加され
たアミノ酸配列、あるいは配列番号1で示されるアミノ酸配列に対して90％以上、95％以
上、97％以上、98％以上又は99％以上の配列同一性を有するGSTP1タンパク質が包含され
る。
【００１８】
　本明細書において、アミノ酸若しくは塩基の欠失、置換又は付加に関する「複数個」と
は、例えば、2～20個、2～15個、2～10個、2～7個、2～5個、2～4個又は2～3個をいう。
また、アミノ酸の置換は、保存的アミノ酸置換が望ましい。「保存的アミノ酸置換」とは
、電荷、側鎖、極性、芳香族性等の性質の類似するアミノ酸間の置換をいう。性質の類似
するアミノ酸は、例えば、塩基性アミノ酸(アルギニン、リジン、ヒスチジン)、酸性アミ
ノ酸(アスパラギン酸、グルタミン酸)、無電荷極性アミノ酸(グリシン、アスパラギン、
グルタミン、セリン、トレオニン、システイン、チロシン)、無極性アミノ酸(ロイシン、
イソロイシン、アラニン、バリン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトファン、メチ
オニン)、分枝鎖アミノ酸(ロイシン、バリン、イソロイシン)、芳香族アミノ酸(フェニル
アラニン、チロシン、トリプトファン、ヒスチジン)等に分類することができる。
【００１９】
　本明細書において、「配列同一性」とは、2つの核酸間の塩基配列又は2つのタンパク質
間のアミノ酸配列の同一性をいう。配列同一性は、比較対象の配列の領域にわたって、最
適な状態にアラインメントされた2つの配列を比較することにより決定される。比較対象
の核酸又はタンパク質は、2つの配列の最適なアラインメントにおいて、付加又は欠失(例
えばギャップ等)を有していてもよい。配列同一性は、BLAST又はFASTA等の検索システム
を用いて算出することができる。
【００２０】
　「GSTP1遺伝子」は、前記GSTP1をコードする遺伝子である。GSTP1遺伝子の具体例とし
て、配列番号1で示されるアミノ酸配列からなるヒトGSTP1をコードするヒトGSTP1遺伝子
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が挙げられる。より具体的には、GSTP1遺伝子は、配列番号2で示される塩基配列(NCBIア
クセッション番号NM_000852.3)からなる遺伝子であってよい。また、GSTP1遺伝子には、
配列番号1で示されるアミノ酸配列からなるヒトGSTP1と機能的に同等の活性を有するGSTP
1バリアント又は他生物種のGSTP1オルソログをコードするGSTP1遺伝子も包含される。具
体的には、配列番号2で示される塩基配列において1若しくは複数個の塩基が欠失、置換又
は付加された塩基配列、あるいは配列番号2で示される塩基配列に対して90％以上、95％
以上、97％以上、98％以上又は99％以上の配列同一性を有するGSTP1遺伝子が包含される
。
【００２１】
　本明細書において、「GSTP1を抑制する薬物」には、限定されないが、例えば、GSTP1の
産生及び/又は活性を抑制する薬物、並びにGSTP1の分解及び/又は不活性化を促進する薬
物などが含まれる。
【００２２】
　GSTP1の産生を抑制する薬物としては、限定されないが、例えばGSTP1遺伝子に対する阻
害性核酸、例えばRNAi分子、リボザイム、アンチセンス核酸、DNA/RNAキメラポリヌクレ
オチド等、及びこれを発現するベクター等が挙げられる。このような阻害性核酸及びこれ
を発現するベクターは、特異性が高く、副作用の可能性が低いために好ましい。
【００２３】
　本明細書において、RNAi分子は、RNA干渉をもたらす任意の分子を指し、限定されない
が、siRNA(small interfering RNA)、miRNA(micro RNA)、shRNA(short hairpin RNA)、dd
RNA(DNA-directed RNA)、piRNA(Piwi-interacting RNA)、rasiRNA(repeat associated si
RNA)などの二重鎖RNA及びこれらの改変体などを含む。これらのRNAi分子は市販されてい
るか、公知の配列情報、例えば、配列番号2に示した塩基配列の情報に基づいて設計及び
作製することが可能である。
【００２４】
　本明細書において、アンチセンス核酸は、標的遺伝子の転写産物(センス鎖)に対して相
補的な塩基配列を有するアンチセンスオリゴヌクレオチドを指す。アンチセンス核酸は、
RNA、DNA、PNA(ペプチド核酸)、LNA(ロックド核酸)又はこれらの複合物で構成されていて
もよい。
【００２５】
　本明細書において、DNA/RNAキメラポリヌクレオチドは、限定されないが、例えば、特
開2003-219893号公報に記載の、標的遺伝子の発現を阻害するDNAとRNAとからなる2本鎖ポ
リヌクレオチドを含む。
【００２６】
　本明細書において、発現ベクターとしては、限定されないが、プラスミドベクター、フ
ァージベクター、ファージミドベクター、コスミドベクター、ウイルスベクター等の公知
の任意のベクターを利用することができる。ベクターは、担持する核酸の発現を増強する
プロモーターを少なくとも含んでいることが好ましく、この場合、該核酸は、かかるプロ
モーターと作動可能に連結されていることが好ましい。核酸がプロモーターに作動可能に
連結されているとは、プロモーターの作用により、該核酸のコードするタンパク質が適切
に産生されるように、該核酸とプロモーターとが配置されていることを意味する。ベクタ
ーは、宿主細胞内で複製可能であってよい。ベクターからの遺伝子の転写は、宿主細胞の
核外で行われても、核内で(例えば、核酸が宿主細胞のゲノムに組み込まれて)行われても
よい。
【００２７】
　GSTP1の活性を抑制する薬物としては、限定されないが、例えば、GSTP1に結合する物質
が挙げられ、例えば、グルタチオン、グルタチオンアナログ(例えば、国際公開第95/0856
3号、同第96/40205号、同第99/54346号、又はNakajima et al., J Pharmacol Exp Ther. 
2003;306(3):861-9等に記載のもの)、ケトプロフェン(Takahashi and Niitsu, Gan To Ka
gaku Ryoho. 1994;21(7):945-51)、インドメタシン(Hall et al., Cancer Res. 1989;49(
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22):6265-8)、エタクリン酸、ピリプロスト(Tew et al., Cancer Res. 1988;48(13):3622
-5)、抗GSTP1抗体、GSTP1のドミナントネガティブ変異体等が挙げられる。これらの薬物
は市販されているか、公知の技術に基づいて適宜製造することができる。
【００２８】
　GSTP1の抑制は、GSTP1を抑制する薬物を作用させなかった場合に比べ、細胞においてGS
TP1の発現(発現量)及び/又は活性が抑制されていることにより決定することができる。
【００２９】
　GSTP1の発現は、公知の任意の手法、例えば限定されないが、抗GSTP1抗体を利用した手
法、例えば、免疫沈降法、EIA(enzyme immunoassay)(例えば、ELISA(enzyme-linked immu
nosorbent assay)など)、RIA(radioimmunoassay)(例えば、IRMA(immunoradiometric assa
y)、RAST(radioallergosorbent test)、RIST(radioimmunosorbenttest)など)、ウェスタ
ンブロッティング法、免疫組織化学法、免疫細胞化学法又はフローサイトメトリー法、あ
るいはGSTP1遺伝子の転写産物(例えば、mRNA)若しくはスプライシング産物又はそれらの
断片に特異的にハイブリダイズする核酸を利用した手法、例えば、種々のハイブリダイゼ
ーション法、例えばノーザンブロット法若しくはサザンブロット法、又は種々のPCR法(例
えば、リアルタイムRT-PCR法)などにより評価することができる。
【００３０】
　また、GSTP1の活性は、GSTP1の公知の活性、限定されないが、例えば、CRAF(特にリン
酸化CRAF)又はEGFR(特にリン酸化EGFR)などのタンパク質との結合性などを、公知の任意
の方法、例えば、免疫沈降法、ウェスタンブロッティング法、質量分析法、プルダウン法
、表面プラズモン共鳴(SPR)法などにより解析することによって評価することができる。
【００３１】
　本明細書において、「シグナルカスケード」は、複数のシグナル伝達分子が順々にシグ
ナルを伝えていくシグナル伝達を意味する。「RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケード」は
、RAS、RAF、MEK及びERKをシグナル伝達分子として含む、細胞の増殖及び分化などに関係
するシグナルカスケードである。Gタンパク質共役型受容体やチロシンキナーゼ型受容体
に、例えば成長因子などのリガンドが結合すると、低分子Gタンパク質であるRASが活性化
され、活性化されたRASはRAF(MAPKKKの一種)をリン酸化して活性化する。活性化されたRA
FはMEK(MAPK/ERK kinase、MAP2Kの一種)を活性化し、活性化されたMEKはERK(Extracellul
ar signal-regulated kinase、MAPKの一種)を活性化する。活性化されたERKは核内へと移
行し、様々なmRNAの転写を促進することで細胞増殖の引き金となる。
【００３２】
　RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分としては、RAS、RAF、MEK及びERKが挙げら
れる。
【００３３】
　本明細書において、「RAS」(RASタンパク質)は、RAS遺伝子によりコードされる、低分
子GTP結合タンパク質を指す。RASはヒトを含む種々の動物に存在し、その配列情報も公知
である。RASの配列情報は、例えば、NCBIデータベースなどの公のデータベースから入手
できる。RASには、KRAS、NRAS及びHRASが含まれる。
【００３４】
　例えば、KRASの具体例として、配列番号3で示される189残基のアミノ酸配列(NCBIアク
セッション番号NP_203524.1)からなるヒト由来のKRAS(ヒトKRAS)タンパク質が挙げられる
。また、KRASには、配列番号3で示されるKRASと機能的に同等の活性を有するKRASバリア
ント及び他生物種のKRASオルソログも包含される。KRASは、GTP加水分解活性を有し、当
該活性の測定方法は当業者には知られている。具体的には、KRASには、配列番号3で示さ
れるアミノ酸配列において1若しくは複数個のアミノ酸が欠失、置換又は付加されたアミ
ノ酸配列、あるいは配列番号3で示されるアミノ酸配列に対して90％以上、95％以上、97
％以上、98％以上又は99％以上の配列同一性を有するKRASタンパク質が包含される。
【００３５】
　「KRAS遺伝子」は、前記KRASをコードする遺伝子である。KRAS遺伝子の具体例として、
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配列番号3で示されるアミノ酸配列からなるヒトKRASをコードするヒトKRAS遺伝子が挙げ
られる。より具体的には、KRAS遺伝子は、配列番号4で示される塩基配列(NCBIアクセッシ
ョン番号NM_033360.3)からなる遺伝子であってよい。また、KRAS遺伝子には、配列番号3
で示されるアミノ酸配列からなるヒトKRASと機能的に同等の活性を有するKRASバリアント
又は他生物種のKRASオルソログをコードするKRAS遺伝子も包含される。具体的には、配列
番号4で示される塩基配列において1若しくは複数個の塩基が欠失、置換又は付加された塩
基配列、あるいは配列番号4で示される塩基配列に対して90％以上、95％以上、97％以上
、98％以上又は99％以上の配列同一性を有するKRAS遺伝子が包含される。
【００３６】
　本明細書において、「RAF」(RAFタンパク質)は、RAF遺伝子によりコードされる、キナ
ーゼ活性を有する酵素を指す。RAFはヒトを含む種々の動物に存在し、その配列情報も公
知である。RAFの配列情報は、例えば、NCBIデータベースなどの公のデータベースから入
手できる。RAFには、ARAF、BRAF及びCRAF(Raf-1ともいう)が含まれる。
【００３７】
　例えば、CRAFの具体例として、配列番号5で示される648残基のアミノ酸配列(NCBIアク
セッション番号NP_001341619.1)又は配列番号7で示される567残基のアミノ酸配列(NCBIア
クセッション番号NP_001341620.1)からなるヒト由来のCRAF(ヒトCRAF)タンパク質が挙げ
られる。また、CRAFには、配列番号5又は7で示されるCRAFと機能的に同等の活性を有する
CRAFバリアント及び他生物種のCRAFオルソログも包含される。具体的には、CRAFには、配
列番号5又は7で示されるアミノ酸配列において1若しくは複数個のアミノ酸が欠失、置換
又は付加されたアミノ酸配列、あるいは配列番号5又は7で示されるアミノ酸配列に対して
90％以上、95％以上、97％以上、98％以上又は99％以上の配列同一性を有するCRAFタンパ
ク質が包含される。
【００３８】
　「CRAF遺伝子」は、前記CRAFをコードする遺伝子である。CRAF遺伝子の具体例として、
配列番号5又は7で示されるアミノ酸配列からなるヒトCRAFをコードするヒトCRAF遺伝子が
挙げられる。より具体的には、CRAF遺伝子は、配列番号6で示される塩基配列(NCBIアクセ
ッション番号NM_001354690.1)又は配列番号8で示される塩基配列(NCBIアクセッション番
号NM_001354691.1)からなる遺伝子であってよい。また、CRAF遺伝子には、配列番号5又は
7で示されるアミノ酸配列からなるヒトCRAFと機能的に同等の活性を有するCRAFバリアン
ト又は他生物種のCRAFオルソログをコードするCRAF遺伝子も包含される。具体的には、配
列番号6又は8で示される塩基配列において1若しくは複数個の塩基が欠失、置換又は付加
された塩基配列、あるいは配列番号6又は8で示される塩基配列に対して90％以上、95％以
上、97％以上、98％以上又は99％以上の配列同一性を有するCRAF遺伝子が包含される。
【００３９】
　本明細書において、「MEK」(MEKタンパク質)は、MEK遺伝子によりコードされる、キナ
ーゼ活性を有する酵素を指す。MEKはヒトを含む種々の動物に存在し、その配列情報も公
知である。MEKの配列情報は、例えば、NCBIデータベースなどの公のデータベースから入
手できる。MEKには、MEK1及びMEK2が含まれる。
【００４０】
　本明細書において、「ERK」(ERKタンパク質)は、ERK遺伝子によりコードされる、キナ
ーゼ活性を有する酵素を指す。ERKはヒトを含む種々の動物に存在し、その配列情報も公
知である。ERKの配列情報は、例えば、NCBIデータベースなどの公のデータベースから入
手できる。ERKには、ERK1及びERK2が含まれる。
【００４１】
　本明細書において、「RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物」には、限
定されないが、例えば、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分の産生及び/又は活性
を抑制する薬物、並びにRAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分の分解及び/又は不活
性化を促進する薬物などが含まれる。
【００４２】
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　RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分の産生を抑制する薬物としては、限定され
ないが、例えばRAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分をコードする遺伝子に対する
阻害性核酸、例えばRNAi分子、リボザイム、アンチセンス核酸、DNA/RNAキメラポリヌク
レオチド等、及びこれを発現するベクター等が挙げられる。このような阻害性核酸及びこ
れを発現するベクターは、特異性が高く、副作用の可能性が低いために好ましい。
【００４３】
　RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分の活性を抑制する薬物としては、限定され
ないが、例えば、MEK阻害剤であるセルメチニブ及びトラメチニブ；BRAF阻害剤であるベ
ムラフェニブ及びPLX4720；ERK阻害剤；RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分に結
合する物質(例えば、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分に結合する抗体など)、R
AS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分のドミナントネガティブ変異体等が挙げられる
。これらの薬物は市販されているか、公知の技術に基づいて適宜製造することができる。
【００４４】
　一実施形態では、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物は、RASを抑制す
る薬物であってもよい。RASを抑制する薬物は、KRASを抑制する薬物であってもよい。KRA
Sを抑制する薬物は、KRAS遺伝子に対する阻害性核酸、例えばRNAi分子等であってもよい
。
【００４５】
　RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物は、1種を用いてもよいし、2種以
上(例えば、異なるRAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分を抑制する2種以上の薬物)
を用いてもよい。
【００４６】
　RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの抑制は、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを
抑制する薬物を作用させなかった場合に比べ、細胞においてRAS/RAF/MEK/ERKシグナルカ
スケードが抑制されていることにより決定することができる。本明細書において、「シグ
ナルカスケードを抑制する」とは、シグナルカスケードの不活性化を誘導することのみな
らず、シグナルカスケードの活性化を抑制することも意味する。RAS/RAF/MEK/ERKシグナ
ルカスケードの抑制は、限定されないが、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分の
発現(発現量)又はリン酸化されたRAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分の量を公知
の任意の手法(例えば、抗体を利用した手法、例えば、免疫沈降法若しくはウェスタンブ
ロッティング法、又は核酸を利用した手法、例えば、種々のハイブリダイゼーション法、
例えばノーザンブロット法若しくはサザンブロット法、又は種々のPCR法)で決定すること
によって評価できる。
【００４７】
　本発明に係る細胞増殖抑制剤は、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されて
いるがんに対して使用することができる。本明細書において、「シグナルカスケードが活
性化される」とは、シグナルカスケードの活性化が誘導されることのみならず、シグナル
カスケードの不活性化が抑制されることも意味する。
【００４８】
　本明細書において、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されているがんは、R
AS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分に活性化変異を有するがん、あるいはRAS/RAF/
MEK/ERKシグナルカスケードの成分の発現(発現量)の増大を伴うがん、リン酸化されたRAS
/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分の量の増大を伴うがん、及びRAS/RAF/MEK/ERKシ
グナルカスケードの成分以外の関連因子(例えば、受容体型チロシンキナーゼの活性化な
ど)によるシグナルカスケードの活性化を伴うがんを含み得る。本明細書において、「活
性化変異」とは、タンパク質の機能を恒常的に活性化させる変異をいう。本明細書におい
て、「変異を有するがん」を、「変異陽性がん」と称することもある。
【００４９】
　RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分における変異の検出は、公知の任意の手法
、限定されないが、例えば、公知の変異配列に特異的な核酸プローブによる選択的ハイブ
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リダイゼーション、酵素ミスマッチ切断法、配列決定法、PCR-RFLP(polymerase chain re
action-restriction fragment length polymorphism)法等が挙げられる。
【００５０】
　一実施形態では、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されているがんは、RAS
(例えば、KRAS)に活性化変異を有するがんであってもよい。本明細書において、RASに活
性化変異を有するがんとしては、RASにおいて内因性GTPaseを阻害する変異、又はグアニ
ンヌクレオチド交換速度を増大させる変異などを有するがんが挙げられる。かかる変異の
具体例としては、限定されないが、例えば、ヒトKRASにおける第12、13及び/又は61アミ
ノ酸における変異(内因性GTPaseを阻害)、又はヒトKRASにおける第116及び/又は119アミ
ノ酸における変異(グアニンヌクレオチド交換速度を増大)等が挙げられる(Bos, Cancer R
es. 1989;49(17):4682-9、Levi et al., Cancer Res. 1991;51(13):3497-502)。したがっ
て、一実施形態では、活性化変異を有するKRASとしては、ヒトKRASにおける第12、13、61
、116、及び119アミノ酸の少なくとも1つに変異を有するKRASが挙げられる。一実施形態
では、活性化変異を有するKRASは、ヒトKRASにおける第13アミノ酸に変異(例えば、第13
アミノ酸のグリシンからアスパラギン酸への変異)を有する。
【００５１】
　一実施形態では、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されているがんは、GST
P1を過剰発現するがんであってもよい。本明細書において、GSTP1発現の検出は、上述の
ものを含む公知の任意の手法を用いて行うことができる。被験細胞(例えば、がん細胞)に
おいてGSTP1が過剰発現しているか否かは、例えば、被験細胞におけるGSTP1の発現の程度
と、正常な同種の細胞におけるGSTP1の発現の程度とを比較することなどにより評価する
ことができる。この場合、被験細胞におけるGSTP1の発現の程度が正常な同種の細胞にお
けるGSTP1の発現の程度を上回っていれば、GSTP1が過剰発現しているということができる
。
【００５２】
　本明細書において、がんとしては、限定されないが、例えば、線維肉腫、悪性線維性組
織球腫、脂肪肉腫、横紋筋肉腫、平滑筋肉腫、血管肉腫、カポジ肉腫、リンパ管肉腫、滑
膜肉腫、軟骨肉腫、骨肉腫などの肉腫、脳腫瘍、頭頚部がん、乳がん、肺がん、食道がん
、胃がん、十二指腸がん、虫垂がん、大腸がん、直腸がん、肝がん、膵がん、胆嚢がん、
胆管がん、肛門がん、腎がん、尿管がん、膀胱がん、前立腺がん、陰茎がん、精巣がん、
子宮がん、卵巣がん、外陰がん、膣がん、皮膚がんなどのがん腫、さらには白血病や悪性
リンパ腫などが挙げられる。なお、本明細書では、「がん」は、上皮性悪性腫瘍及び非上
皮性悪性腫瘍を含む。がんは、身体の任意の部位、例えば、脳、頭頚部、胸部、四肢、肺
、心臓、胸腺、食道、胃、小腸(十二指腸、空腸、回腸)、大腸(結腸、盲腸、虫垂、直腸)
、肝臓、膵臓、胆嚢、肛門、腎、尿管、膀胱、前立腺、陰茎、精巣、子宮、卵巣、外陰、
膣、皮膚、横紋筋、平滑筋、滑膜、軟骨、骨、甲状腺、副腎、腹膜、腸間膜、骨髄、血液
、血管系、リンパ節等のリンパ系、リンパ液などに存在し得る。
【００５３】
　一実施形態では、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されているがんは、KRA
Sに活性化変異を有する大腸がんであってもよい。
【００５４】
　本発明に係る細胞増殖抑制剤は、後述するように医薬としてがんの治療若しくは予防に
使用してもよいし、又は研究用試薬として使用してもよい。本発明に係る細胞増殖抑制剤
は、インビボ又はインビトロで使用することができる。本明細書において、「インビボ」
とは、個体に対して使用することを指し、「インビトロ」とは、個体から単離された組織
又は細胞などに対して使用することを指す。
【００５５】
　また本発明は、本発明に係る細胞増殖抑制剤を用いて、GSTP1オートクラインループとR
AS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの両方を阻害することを含む、RAS/RAF/MEK/ERKシグ
ナルカスケードが活性化されているがんを治療又は予防する方法に関する。
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【００５６】
　がんの治療又は予防における、本発明に係る細胞増殖抑制剤の使用について、後述の「
3. 組成物及び治療/予防方法」に説明されている。
【００５７】
　本発明はまた、上述の本発明に係る細胞増殖抑制剤を用いて、細胞増殖を抑制する方法
に関する。本方法は、対象に細胞増殖抑制剤を投与することを含む、がん細胞の増殖をイ
ンビボで抑制する方法であってもよいし、又は単離された細胞若しくは組織に細胞増殖抑
制剤を投与することを含む、がん細胞の増殖をインビトロで抑制する方法であってもよい
。
【００５８】
　本明細書において、細胞増殖の抑制は、種々の公知の手法、例えば、経時的な生細胞数
の計数、腫瘍のサイズ、体積若しくは重量の測定、DNA合成量の測定、WST-1法、BrdU(ブ
ロモデオキシウリジン)法、3Hチミジン取込み法などにより評価することができる。
【００５９】
　本明細書において、インビトロでの細胞増殖抑制法の適用対象となる細胞は、限定され
ないが、例えば、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されているがん細胞、好
ましくは、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの成分に活性化変異を有するがん細胞、
より好ましくは、RAS(例えば、KRAS)に活性化変異を有するがん細胞、例えば、M7609細胞
、DLD-1細胞又はHCT116細胞であってもよい。
【００６０】
　インビトロでの投与量は、当業者であれば適宜決定できるが、例えば、培地中で0.0000
1nM～100000μM、0.01nM～100μM又は1nM～1μMの濃度になるように投与してもよい。
【００６１】
　本発明はまた、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物と組み合わせて投
与するための、GSTP1を抑制する薬物を含む、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性
化されているがんに対する細胞増殖抑制剤を提供する。
【００６２】
　本発明はまた、GSTP1を抑制する薬物と組み合わせて投与するための、RAS/RAF/MEK/ERK
シグナルカスケードを抑制する薬物を含む、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性
化されているがんに対する細胞増殖抑制剤を提供する。
【００６３】
　GSTP1を抑制する薬物と、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制する薬物とは、同
時に投与されてもよいし、時間間隔をあけて投与されてもよい。時間間隔をあけて投与さ
れる場合、GSTP1を抑制する薬物を含む製剤を、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑
制する薬物を含む製剤の前に投与してもよいし、後に投与してもよい。
【００６４】
2. GSTP1とCRAFの相互作用を阻害する薬物による細胞増殖抑制
　本発明はまた、GSTP1とCRAFの相互作用を阻害する薬物を含む、細胞増殖抑制剤に関す
る。本発明は、後述の実施例に示されるように、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードとG
STP1のオートクラインループとの接合点である、GSTP1とCRAFの相互作用を阻害すること
により、がん細胞の増殖が抑制されるという本発明者の知見に基づく。
【００６５】
　「GSTP1とCRAFの相互作用を阻害する薬物」としては、例えば、結合ドメイン(CRAF上の
GSTP1との結合ドメイン又はGSTP1上のCRAFとの結合ドメイン)を含むが活性を持たない、
デコイペプチド、及びこれを発現するベクターが挙げられる。本発明において、デコイペ
プチドは、内在性のGSTP1とCRAFの相互作用を競合的に阻害し得る。本明細書において、C
RAF上のGSTP1との結合ドメインを含むがCRAF活性を持たないデコイペプチドを、CRAFデコ
イペプチドと称する。本明細書において、GSTP1上のCRAFとの結合ドメインを含むがGSTP1
活性を持たないデコイペプチドを、GSTP1デコイペプチドと称する。
【００６６】



(12) JP 6952594 B2 2021.10.20

10

20

30

40

50

　GSTP1とCRAFの相互作用を阻害する薬物は、CRAFデコイペプチド又はこれを発現するベ
クターであってもよい。
【００６７】
　CRAFデコイペプチドは、
　(a)配列番号9に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド、
　(b)配列番号9に示されるアミノ酸配列において1若しくは複数個のアミノ酸が欠失、置
換又は付加されたアミノ酸配列からなるポリペプチド、
　(c)配列番号9に示されるアミノ酸配列に対して90％以上、95％以上、97％以上、98％以
上又は99％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなるポリペプチド、及び
　(d)(a)～(c)のいずれかに記載されるポリペプチドのN末端又はC末端に1～50個(例えば
、1～30個、1～20個、1～10個又は1～5個)のアミノ酸が付加されたポリペプチド
からなる群から選択されてもよい。
【００６８】
　配列番号9に示されるアミノ酸配列は、配列番号5に示されるヒトCRAFの56～184位のア
ミノ酸配列である。
【００６９】
　GSTP1とCRAFの相互作用の阻害は、GSTP1とCRAFの相互作用を阻害する薬物を作用させた
場合と、該薬物を作用させなかった場合において、GSTP1とCRAFの相互作用を公知の技術
、例えば免疫沈降法などによって検出することにより評価できる。
【００７０】
　本発明に係る細胞増殖抑制剤は、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されて
いるがんに対して使用することができる。RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化
されているがんについては、上述されている。一実施形態では、RAS/RAF/MEK/ERKシグナ
ルカスケードが活性化されているがんは、RAS(例えば、KRAS)に活性化変異を有するがん
であってもよい。一実施形態では、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されて
いるがんは、GSTP1を過剰発現するがんであってもよい。一実施形態では、RAS/RAF/MEK/E
RKシグナルカスケードが活性化されているがんは、KRASに活性化変異を有する大腸がんで
あってもよい。
【００７１】
　本発明に係る細胞増殖抑制剤は、後述するように医薬としてがんの治療若しくは予防に
使用してもよいし、又は研究用試薬として使用してもよい。本発明に係る細胞増殖抑制剤
は、インビボ又はインビトロで使用することができる。
【００７２】
　がんの治療又は予防における、本発明に係る細胞増殖抑制剤の使用について、後述の「
3. 組成物及び治療/予防方法」に説明されている。
【００７３】
　本発明はまた、上述の本発明に係る細胞増殖抑制剤を用いて、細胞増殖を抑制する方法
に関する。本方法は、対象に細胞増殖抑制剤を投与することを含む、がん細胞の増殖をイ
ンビボで抑制する方法であってもよいし、又は単離された細胞若しくは組織に細胞増殖抑
制剤を投与することを含む、がん細胞の増殖をインビトロで抑制する方法であってもよい
。
【００７４】
　インビトロでの投与量は、当業者であれば適宜決定できるが、例えば、培地中で0.0000
1nM～100000μM、0.01nM～100μM又は1nM～1μMの濃度になるように投与してもよい。
【００７５】
　GSTP1とCRAFの相互作用を阻害する薬物は、上に記載されるRAS/RAF/MEK/ERKシグナルカ
スケードを抑制する薬物及びGSTP1を抑制する薬物の少なくとも一方と併用してもよい。
【００７６】
3. 組成物及び治療/予防方法
　本発明は、上述の本発明に係る細胞増殖抑制剤を含む、組成物にも関する。組成物は、
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医薬組成物であってもよい。
【００７７】
　組成物は、活性成分の効果を妨げない限り、活性成分に加えて、他の任意成分を含んで
もよい。そのような任意成分としては、例えば、化学治療剤、薬学的に許容される担体、
賦形剤、希釈剤等が挙げられる。また、投与経路又は薬物放出様式などに応じて、医薬組
成物を、適切な材料、例えば、腸溶性のコーティング又は時限崩壊性の材料で被覆しても
よく、また、適切な薬物放出システムに組み込んでもよい。
【００７８】
　本発明に係る細胞増殖抑制剤又は組成物は、経口及び非経口の両方を包含する種々の経
路、例えば、限定されないが、経口、静脈内、筋肉内、皮下、局所、腫瘍内、直腸、動脈
内、門脈内、心室内、経粘膜、経皮、鼻内、腹腔内、肺内及び子宮内等の経路で投与して
もよく、各投与経路に適した剤形に製剤化してもよい。かかる剤形及び製剤方法は任意の
公知のものを適宜採用することができる。
【００７９】
　例えば、経口投与に適した剤形としては、限定されないが、散剤、顆粒剤、錠剤、カプ
セル剤、液剤、懸濁剤、乳剤、ゲル剤、シロップ剤などが挙げられる。非経口投与に適し
た剤形としては、限定されないが、溶液性注射剤、懸濁性注射剤、乳濁性注射剤、用時調
製型注射剤などの注射剤が挙げられる。非経口投与用製剤は、水性又は非水性の等張性無
菌溶液又は懸濁液の形態であることができる。
【００８０】
　本発明に係る細胞増殖抑制剤又は組成物における活性成分の配合量は、当該細胞増殖抑
制剤又は組成物が投与された場合に、所望の効果(例えば、がん細胞の増殖抑制など)を達
成する量であってもよい。また、投与による利益を超える悪影響が生じない量が好ましい
。かかる量は公知であるか、培養細胞などを用いたインビトロ試験や、マウス、ラット、
イヌ又はブタなどのモデル動物における試験により適宜決定することができ、このような
試験法は当業者によく知られている。活性成分の配合量は、細胞増殖抑制剤又は組成物の
投薬態様によって変化し得る。配合量の調整は当業者が適宜行うことができる。
【００８１】
　また、活性成分は、種々の非ウイルス性脂質又はタンパク質担体に担持させることもで
きる。かかる担体としては、限定されずに、例えば、コレステロール、リポソーム、抗体
プロトマー、シクロデキストリンナノ粒子、融合ペプチド、アプタマー、生分解性ポリ乳
酸コポリマー、ポリマーなどが挙げられ、細胞内への取込み効率を高めることができる(
例えば、Pirollo and Chang, Cancer Res. 2008;68(5):1247-50などを参照)。特に、カチ
オン性リポソーム又はポリマー(例えば、ポリエチレンイミンなど)が有用である。かかる
担体として有用なポリマーのさらなる例としては、例えば、米国特許出願公開第2008/020
7553号明細書、同第2008/0312174号明細書等に記載のものなどが挙げられる。
【００８２】
　本発明に係る細胞増殖抑制剤又は組成物は、特定の組織又は細胞に標的化されていても
よい。標的化は、公知の任意の手法により達成することができる。がんへの送達を企図す
る場合は、限定されないが、例えば、製剤をEPR(enhanced permeability and retention)
効果の発現に好適な直径50～200μm、特に75～150μmなどのサイズにすることによるパッ
シブターゲティング; CD19、HER2、トランスフェリン受容体、葉酸受容体、VIP受容体、E
GFR(Torchilin, AAPS J. 2007;9(2):E128-47)、RAAG10(特表2005-532050号公報)、PIPA(
特表2006-506071号公報)、又はKID3(特表2007-529197号公報)などのリガンド; RGDモチー
フ又はNGRモチーフを有するペプチド; F3又はLyP-1(Ruoslahti et al., J Cell Biol. 20
10;188(6):759-68)などを標的化剤として利用するアクティブターゲティングなどの手法
を用いることができる。また、レチノイドががん細胞への標的化剤として有用であること
も知られているため(国際公開第2008/120815号)、レチノイドを標的化剤として含む担体
を利用することもできる。かかる担体は、上記文献のほか、国際公開第2009/036368号及
び同第2010/014117号などに記載されている。
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【００８３】
　本発明に係る細胞増殖抑制剤又は組成物は、いずれの形態で供給されてもよいが、保存
安定性の観点から、用時調製可能な形態、例えば、医療の現場又はその近傍において、医
師及び/又は薬剤師、看護士、又はその他のパラメディカルなどによって調製され得る形
態で提供してもよい。かかる形態は、本発明の細胞増殖抑制剤又は組成物が、脂質、タン
パク質又は核酸などの安定した保存が難しい成分を含むときに特に有用である。この場合
、本発明に係る細胞増殖抑制剤又は組成物は、これらに必須の構成要素の少なくとも1つ
を含む1個又は2個以上の容器において提供され、使用の前、例えば、24時間前以内、好ま
しくは3時間前以内、より好ましくは使用の直前に調製される。調製に際しては、調製す
る場所において通常入手可能な試薬、溶媒、調剤器具などを適宜使用することができる。
【００８４】
　本発明に係る細胞増殖抑制剤又は組成物の具体的な用量は、処置を要する対象に関する
種々の条件、例えば、症状の重篤度、対象の一般健康状態、年齢、体重、対象の性別、食
事、投与の時期及び頻度、併用している医薬、治療への反応性、剤形、及び治療に対する
コンプライアンスなどを考慮して決定され得る。例えば、活性成分が0.0000001mg/体重kg
/日～1000mg/体重kg/日又は0.0001mg/体重kg/日～1mg/体重kg/日となる量で投与してもよ
い。
【００８５】
　投与頻度は、用いる細胞増殖抑制剤若しくは組成物の性状、及び上記のものを含む対象
の条件によって異なるが、例えば、1日多数回(すなわち1日2、3、4回又は5回以上）、1日
1回、数日毎(すなわち2、3、4、5、6、7日毎など)、1週間毎、数週間毎(すなわち2、3、4
週間毎など)であってもよい。
【００８６】
　本発明に係る細胞増殖抑制剤又は組成物は、他の抗がん剤と併用してもよい。併用する
場合は、同時に投与するための配合剤として、あるいは独立して投与するための別個の製
剤としてもよい。併用は、同時投与及び連続投与を含む。
【００８７】
　本発明はまた、上述の本発明に係る細胞増殖抑制剤又は組成物を対象に投与することを
含む、がんの治療又は予防方法にも関する。
【００８８】
　本明細書において、「治療」は、がん細胞が死滅すること若しくはその細胞数が減少す
ること、及びがんの増殖が抑制されることを含む。本明細書において、「予防」は、がん
転移防止、がん再発防止及び発がん防止を含む。
【００８９】
　本明細書において、「対象」は、任意の生物個体を意味し、好ましくは動物、さらに好
ましくは哺乳動物、さらに好ましくはヒトの個体である。典型的には、対象は、本発明に
係る細胞増殖抑制剤の投与を必要とする対象、例えば、がんに罹患している対象、がんの
転移若しくは再発のリスクがある対象、又は発がんのリスクのある対象などであり得る。
【００９０】
4. キット
　本発明はまた、本発明に係る細胞増殖抑制剤若しくは組成物、又はそれに含まれる活性
成分を、単独で若しくは組み合わせて含む1個又は2個以上の容器を含む、組成物の調製用
、細胞増殖抑制用、又はがんの治療若しくは予防用キットにも関する。
【００９１】
　本発明のキットは、上記のほか、細胞増殖抑制剤又は組成物の調製方法や投与方法など
が記載された指示、例えば説明書、又はCD、DVD等の電子記録媒体等を含んでいてもよい
。
【実施例】
【００９２】
　以下、実施例を用いて本発明をさらに具体的に説明する。但し、本発明の技術的範囲は
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これら実施例に限定されるものではない。
【００９３】
[実施例1]
(GSTP1と結合するCRAFのドメインの解析)
(1)細胞培養
　KRAS変異陽性大腸がん細胞株M7609をRPMI培地(10％FBSを含む)中で37℃にて培養した。
M7609細胞は、札幌医科大学第四内科から提供を受けた。M7609細胞はKRASに活性化変異を
有するため、M7609細胞のRAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードは活性化されている。
【００９４】
(2)プラスミドの調製
　図1に、実施例1で後述のように用いたプラスミドが発現するタンパク質の構造が示され
る。(a)はFLAG-CRAF(1-648)を示し、CRAFに含まれるドメインのアミノ酸残基位置(61～19
2位: CR1ドメイン、251～266位: CR2ドメイン、333～625位: CR3ドメイン)を示す。(b)は
FLAG-CRAFΔN(193-648)を示す。(c)はFLAG-BRAF(1-766)を示し、BRAFに含まれるドメイン
のアミノ酸残基位置(2～117位: BRSRドメイン、155～280位: CR1ドメイン、360～375位: 
CR2ドメイン、457～717位: CR3ドメイン)を示す。(d)はFLAG-BRAFΔN(149-766)を示す。
【００９５】
　図1(a)に示されるFLAG-CRAF(1-648)は、配列番号5に示される全長CRAFタンパク質のC末
端にFLAGタグが結合したタンパク質である。FLAG-CRAF(1-648)は、札幌医科大学第四内科
から提供を受けたプラスミドpcDNA3.1-FLAG-CRAFから発現する。
【００９６】
　図1(b)に示されるFLAG-CRAFΔN(193-648)は、配列番号5の193～648位のアミノ酸配列か
らなる欠失型CRAFタンパク質のC末端にFLAGタグが結合したタンパク質である。この欠失
型CRAFタンパク質は、全長CRAFのN末端部分(配列番号5のアミノ酸残基1～192位)が欠失し
ている。FLAG-CRAFΔN(193-648)は、pCMV6-Entryベクター(OriGene社)のAsiSI部位とMluI
部位の間にCRAFのアミノ酸193～648位に対応するcDNAをクローニングすることによって作
製したプラスミドpCMV6-Myc-DDK-CRAFΔNから発現する。
【００９７】
　図1(c)に示されるFLAG-BRAF(1-766)は、配列番号10に示される全長BRAFタンパク質のC
末端にFLAGタグ(DDKタグ)が結合したタンパク質である。FLAG-BRAF(1-766)は、プラスミ
ドpCMV6-Myc-DDK-BRAF(OriGene社)から発現する。
【００９８】
　図1(d)に示されるFLAG-BRAFΔN(149-766)は、配列番号10の149～766位のアミノ酸配列
からなる欠失型BRAFタンパク質のC末端にFLAGタグが結合したタンパク質である。この欠
失型BRAFタンパク質は、全長BRAFのN末端部分(配列番号10のアミノ酸残基1～148位)が欠
失している。FLAG-BRAFΔN(149-766)は、pCMV6-Entryベクター(OriGene社)のAsiSI部位と
MluI部位の間にBRAFのアミノ酸149～766位に対応するcDNAをクローニングすることによっ
て作製したプラスミドpCMV6-Myc-DDK-BRAFΔNから発現する。
【００９９】
(3)プラスミドのトランスフェクション
　4種のプラスミドをそれぞれ、M7609細胞にリポフェクタミン法によってトランスフェク
トした。また、対照として、トランスフェクションしていない細胞(NT)を用意した。
【０１００】
(4)共免疫沈降
　トランスフェクション後の細胞を用いて、共免疫沈降を行った。細胞を、0.5％NP-40溶
解バッファー(0.5％NP-40、20mM HEPES pH7.4、150mM NaCl、1mM MgCl2、1mM EGTA、10％
グリセロール、Complete, Mini(Roche Diagnostics社)及びPhosSTOP(Roche Diagnostics
社))中で氷上で30分間インキュベートして溶解した。遠心分離し、上清を細胞溶解物とし
て得た。各サンプルから得られた、等量のタンパク質を含む細胞溶解物を、抗FLAG M2磁
気ビーズ(SIGMA社)と4℃にて2時間～一晩インキュベートし、ビーズにFLAGタグ付タンパ
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ク質を結合させた。ビーズを0.5％NP-40溶解バッファーで4回洗浄した。
【０１０１】
(5)ウェスタンブロット解析
　共免疫沈降で得られたビーズから、ウェスタンブロット用のサンプルを調製し、SDS-PA
GEに供して、タンパク質を分離した。分離したタンパク質をPVDFメンブレンに転写した。
メンブレンを一次抗体溶液とインキュベートし、洗浄した。用いた一次抗体は、抗GSTP1
抗体(MBL社)、抗FLAG抗体(F3165、SIGMA社)又は抗GAPDH抗体(Abcam社)とした。次いで、
メンブレンを二次抗体(ウサギ又はマウスIgGに対するヤギ二次抗体)溶液とインキュベー
トし、洗浄した。ECL又はECL primeウェスタンブロッティング検出系(GE healthcare社)
を用いてメンブレンにおいてシグナルを可視化した。
　また、同様の方法で、細胞溶解物についてもウェスタンブロット解析を行った。
【０１０２】
(6)結果
　結果を図2に示す。GSTP1は、全長CRAFタンパク質と共沈降した(図2のレーン2)が、N末
端部分が欠失したCRAFタンパク質とは共沈降しなかった(図2のレーン4)。この結果は、CR
AFタンパク質のN末端部分(アミノ酸残基61～192位のCR1ドメインを含むアミノ酸残基1～1
92位)がGSTP1との結合に関与していることを示す。
【０１０３】
　さらに、GSTP1は、全長BRAFタンパク質とは共沈降しなかった(図2のレーン3)が、N末端
部分が欠失したBRAFタンパク質と共沈降した(図2のレーン5)。全長BRAFタンパク質は、全
長CRAFタンパク質に対して高いアミノ酸保存性を有するが、N末端側に伸長部分を有する(
図1c)。本実施例の結果は、この伸長部分があるBRAFはGSTP1に結合せず、伸長部分がない
BRAFはGSTP1に結合することを示す。このことから、BRAFのN末端伸長部分(CRAFにはない)
の存在が、GSTP1のBRAFへの結合を立体構造的に干渉又はブロックする可能性が示される
。
【０１０４】
[実施例2]
(GSTP1によるCRAF活性への影響)
(1)細胞培養及びEGF処理
　KRAS野生型HeLa細胞をDMEM培地中で5％CO2環境下で37℃にて培養した。HeLa細胞は、札
幌医科大学第四内科から提供を受けた。HeLa細胞をまず血清飢餓条件下で16時間インキュ
ベートし、次いで50ng/ml EGF(上皮成長因子、BD Biosciences社)溶液で10分間処理した
。EGF処理によりRASが活性化される。RAS活性化はCRAFのリン酸化に必要である。
【０１０５】
(2)インビトロキナーゼアッセイ
　pcDNA3.1-FLAG-CRAF(札幌医科大学第四内科から提供)をHeLa細胞(EGF処理あり又はなし
)に、FuGENE6 HD(Promega社)を用いてトランスフェクトした。トランスフェクションの48
時間後、HeLa細胞を0.5％NP-40溶解バッファー(0.5％NP-40、20mM HEPES pH7.4、150mM N
aCl、1mM MgCl2、1mM EGTA、10％グリセロール、Complete, Mini(Roche Diagnostics社)
及びPhosSTOP(Roche Diagnostics社))中で氷上で30分間インキュベートして溶解した。13
000×gで10分間、4℃にて遠心分離し、上清を細胞溶解物として得た。細胞溶解物を抗FLA
G M2アフィニティゲル(SIGMA社)と4℃で2時間インキュベートし、抗FLAG M2アフィニティ
ゲルにFLAG-CRAFを結合させた。インキュベート後の抗FLAG M2アフィニティゲルを0.5％N
P-40溶解バッファーで4回洗浄した。FLAG-CRAFを結合させた抗FLAG M2アフィニティゲル
をAssay Dilution Buffer I (Merck-Millipore社)で洗浄し、このゲルを、Assay Dilutio
n Buffer I (Merck-Millipore社)中で、1μgのヒト胎盤GSTP1(SIGMA社)の存在下又は非存
在下で、1μgの不活性MEK1(Merck-Millipore社)及びマグネシウム/ATPカクテル(Merck-Mi
llipore社)と30℃で1時間インキュベートし、FLAG-CRAFによるMEK1のリン酸化反応を行っ
た。また、FLAG-CRAFを結合させた抗FLAG M2アフィニティゲルの代わりに活性CRAF(OriGe
ne社)を、Assay Dilution Buffer I中で不活性MEK1及びマグネシウム/ATPカクテルとイン
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キュベートした対照サンプルを調製した。
【０１０６】
(3)ウェスタンブロット解析
　インビトロキナーゼアッセイの反応後のサンプルについて、一次抗体として抗p-MEK1/2
(Ser217/221)抗体(Cell signaling technology社)又は抗MEK1/2抗体(Cell signaling tec
hnology社)を用いたことを除き、実施例1の(5)に記載したように、ウェスタンブロット解
析を行った。
【０１０７】
(4)結果
　結果を図3に示す。GSTP1によって、FLAG-CRAFによるMEK1のリン酸化が増強されたこと
が示された(図3のレーン3及び5を比較)。特に、GSTP1によるMEK1のリン酸化の増強は、EG
F処理細胞から単離されたFLAG-CRAFを用いた場合により明らかだった(図3のレーン4及び6
を比較)。これらの結果は、GSTP1がCRAFの活性を増強することを示す。
【０１０８】
　RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードが活性化されているがんでは、当該シグナルカス
ケードの活性化によって下流のGSTP1の発現が増加し得ることが知られている(図4の黒矢
印)。例えば、KRAS変異陽性がん細胞では、恒常的に活性化した変異型KRAS(mKRAS)により
、CRAFなどのRAF、MEK、及びERKへのシグナル伝達が駆動され、異常な細胞増殖をもたら
すこと、及び駆動されたシグナルカスケードがc-FOS及びc-JUNなどの転写因子によるphor
bol 12-O-tetradecanoate-13-acetate(TPA)-responsive element(TRE；塩基配列TGACTCAG
)への結合を介して、GSTP1の転写を誘導する(図4の黒矢印)。実施例1及び2の結果から、G
STP1がRAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードの活性化によりいったん誘導されると(図4の
黒矢印の経路)、当該シグナルカスケードの成分であるCRAFの活性を増強し、変異型KRAS
による恒常的な上流からの刺激とは無関係にこのカスケードを駆動し(GSTP1のオートクラ
インループ：図4の白矢印の経路)、その結果、両経路によって当該シグナルカスケードが
異常に活性化され、細胞増殖が永続的に促進されることが示された。両経路を阻害するこ
とにより、効果的に細胞増殖抑制効果が得られると考えられた。
【０１０９】
[実施例3]
(CRAFタンパク質断片による細胞増殖への影響)
　CRAFタンパク質断片発現プラスミドpcDNA-hRAF384(5807bp)を、ベクターpcDNA3.1(+)(T
hermo Fisher Scientific社)のCMV(サイトメガロウイルス)プロモーター下にヒトCRAF遺
伝子(配列番号6)の332～718位の領域をクローニングして作製した。このプラスミドは、
ヒトCRAFタンパク質(配列番号5)の56～184位のCRAFタンパク質断片(配列番号9に示される
アミノ酸配列からなるポリペプチド)の発現をもたらす。
【０１１０】
　HCT116細胞(KRAS変異陽性ヒト大腸がん細胞)はATCCから入手した。HCT116細胞は第13ア
ミノ酸のグリシン(G)がアスパラギン酸(D)へ活性化変異したKRASを有するため、HCT116細
胞のRAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードは活性化されている。
【０１１１】
　DLD-1細胞(KRAS変異陽性ヒト大腸がん細胞)は国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養
研究所のJCRB細胞バンクから入手した。DLD-1細胞は、第13アミノ酸のグリシン(G)がアス
パラギン酸(D)へ活性化変異したKRASを有するため、DLD-1細胞のRAS/RAF/MEK/ERKシグナ
ルカスケードは活性化されている。
【０１１２】
　HCT116細胞又はDLD-1細胞を96ウェルプレートの1ウェルあたり1.0×104個又は2.0×104

個となるように播種し、McCoy's 5A培地中で5％CO2環境下で37℃にて24時間培養した。培
養後の細胞に、Lipofectamine 3000(Thermo Fisher Scientific社)を用いてCRAFタンパク
質断片発現プラスミドpcDNA-hRAF384をトランスフェクトした。対照として、空ベクターp
cDNA3.1(+)(Thermo Fisher Scientific社)をトランスフェクトした。トランスフェクショ
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ンは、1ウェルあたり0.2μlのLipofectamine 3000及び100ngのプラスミドを用いて、製造
業者のプロトコールに従って行った。
【０１１３】
　培養直後(0時間)並びに培養の24、48、72及び96時間後に細胞を回収し、WSTアッセイに
より生細胞数を測定した。WSTアッセイは、Cell Counting Kit-8(CCK-8、同仁化学研究所
)を用い、CCK-8溶液の添加後1時間インキュベートすることによって行った。
【０１１４】
　1.0×104個の細胞を播種した場合の結果を図5A(HCT116細胞)及び図5B(DLD-1細胞)に示
す。CRAFタンパク質断片を発現させた細胞は、対照と比較して、増殖の低下を示した。2.
0×104個の細胞を播種した場合も、同様の傾向が見られた。このCRAFタンパク質断片は、
内在性のGSTP1とCRAFの結合を競合的に阻害し(すなわち、デコイペプチドとして機能し)
、その結果、図4に示すGSTP1のオートクラインループが遮断され、RAS/RAF/MEK/ERKカス
ケードによる細胞増殖シグナルが抑制され、細胞増殖が抑制されたことが示された。
【０１１５】
[実施例4]
(GSTP1とKARSの二重抑制による細胞増殖への影響)
　KRAS変異陽性大腸がん細胞株M7609にsiRNAのトランスフェクションを2回行った。各ト
ランスフェクションはLipofectamine RNAiMAX (Thermo fisher scientific社)を用いて製
造業者のプロトコールに従って行った。M7609細胞をRPMI-1640培地(抗生物質なし)中で37
℃で培養し、20～30％コンフルエントに達したとき、細胞を、Opti-MEM I(Thermo fisher
 scientific社)中のsiRNAと5時間インキュベートして、1回目のトランスフェクションを
行った。トランスフェクション後、細胞をRPMI-1640培地(抗生物質なし)中で37℃で培養
した。2日間培養した後、1回目と同様の方法で2回目のトランスフェクションを行った。
トランスフェクション後、細胞をRPMI-1640培地(抗生物質なし)中で37℃で培養した。3日
間培養した後、細胞の総数をカウントした。また、対照としてトランスフェクションして
いない細胞(NT)について同様に細胞数をカウントした。実験は3回独立して行い、平均値
及び標準偏差を算出した。
【０１１６】
　1回目と2回目のトランスフェクションは以下のsiRNAを用いて行った。
【０１１７】
【表１】

【０１１８】
　GSTP1 siRNAはThermo fisher scientific社からsiRNA ID: 2385で入手した。GSTP1 siR
NAのトランスフェクション濃度は50nMとした。KRAS siRNAはThermo fisher scientific社
からsiRNA ID: s7939で入手した。KRAS siRNAのトランスフェクション濃度は10nMとした
。対照siRNAとしてAllStars Negative Control siRNA(Qiagen社)を使用した。
【０１１９】
　結果を図6に示す。KRAS変異陽性がん細胞において、GSTP1 siRNAとKRAS siRNAはそれぞ
れ単独で細胞増殖を抑制したが、GSTP1 siRNAとKRAS siRNAの併用によって細胞増殖抑制
が大幅に増強されることが示された。
【０１２０】
　KRAS単独を抑制した場合には、図4に示される変異型KRASからのシグナル伝達は抑制さ
れるが、GSTP1のオートクラインループによるシグナル伝達は抑制されない。また、GSTP1
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単独を抑制した場合には、図4に示されるGSTP1のオートクラインループによるシグナル伝
達は抑制されるが、変異型KRASからのシグナル伝達は抑制されない。一方、KRASとGSTP1
の両方を抑制すると、より効果的に、RAS/RAF/MEK/ERKシグナルカスケードを抑制でき、
細胞増殖を抑制できることが示された。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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