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(57)【要約】
一部の態様において、腫瘍細胞の生存または増殖を阻害
する方法であって、腫瘍細胞のグリシン開裂系（ＧＣＳ
）を阻害するステップを含む方法が提供される。一部の
態様において、腫瘍のための処置を必要とする対象を処
置する方法であって、腫瘍におけるＧＣＳを阻害するス
テップを含む方法。一部の実施形態において、方法は、
腫瘍細胞または腫瘍をＧＣＳ阻害剤と接触させるステッ
プを含む。一部の実施形態において、腫瘍細胞または腫
瘍は、セリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ２（
ＳＨＭＴ２）の発現が上昇している。一部の態様におい
て、ＧＣＳの阻害に対し感受性である腫瘍細胞または腫
瘍を同定する方法であって、腫瘍細胞または腫瘍が、Ｓ
ＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するステップを
含む方法が提供される。一部の態様において、候補抗が
ん剤を同定する方法であって、ＧＣＳ阻害剤を同定また
は修飾するステップを含む方法が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍細胞の増殖または生存を阻害する方法であって、前記細胞をグリシン開裂系（ＧＣ
Ｓ）の阻害剤と接触させるステップを含む方法。
【請求項２】
　前記腫瘍細胞が、対照細胞と比較してセリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ２（
ＳＨＭＴ２）を過剰発現する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記腫瘍細胞が、脳腫瘍細胞、膀胱腫瘍細胞、乳房腫瘍細胞、頸部腫瘍細胞、結腸直腸
腫瘍細胞、胚性腫瘍細胞、胃腫瘍細胞、生殖細胞腫瘍細胞、頭頸部腫瘍細胞、血液系腫瘍
細胞、腎臓腫瘍細胞、メラノーマ細胞、中皮腫瘍細胞、卵巣腫瘍細胞、卵黄嚢腫瘍細胞ま
たは肉腫細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記腫瘍細胞が、多形神経膠芽腫（ＧＢＭ）細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記腫瘍細胞が、腫瘍幹細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記腫瘍細胞が、ヒト腫瘍細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、低分子を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＲＮＡｉ剤を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、システアミンまたはシステアミンの塩、アナログもしくはプロド
ラッグを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、グリシン脱水素酵素（ＧＬＤＣ）阻害剤である、請求項１に記載
の方法。
【請求項１１】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、グリシン開裂系タンパク質Ｈ（ＧＣＳＨ）阻害剤である、請求項
１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記腫瘍細胞が、対象中に存在する、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　ＳＨＭＴ２を過剰発現する細胞の増殖または生存を阻害する方法であって、前記細胞を
ＧＣＳの阻害剤と接触させるステップを含む方法。
【請求項１４】
　前記細胞が、腫瘍細胞である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　候補抗腫瘍剤を同定する方法であって、被験薬剤が、ＧＣＳ構成成分に結合するかもし
くはＧＣＳ構成成分を阻害するかまたはＧＣＳを阻害するかどうかを決定するステップを
含み、前記被験薬剤がＧＣＳ構成成分に結合するもしくはＧＣＳ構成成分を阻害するまた
はＧＣＳを阻害する場合、前記被験薬剤が候補抗腫瘍剤として同定される方法。
【請求項１６】
　（ａ）１種または複数のＧＣＳ構成成分を用意するステップと、（ｂ）被験薬剤を用意
するステップと、（ｃ）前記被験薬剤が、前記ＧＣＳ構成成分の１種または複数に結合す
るかまたは前記ＧＣＳ構成成分の１種または複数を阻害するかどうかを決定するステップ
とを含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ＧＣＳ構成成分が、組換えにより産生されたポリペプチドである、請求項１６に記
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載の方法。
【請求項１８】
　前記被験薬剤が、低分子である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１９】
　ハイスループットスクリーニングを含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２０】
　少なくとも１，０００種の被験薬剤を検査するステップを含む、請求項１５に記載の方
法。
【請求項２１】
　前記被験薬剤が、ＧＣＳ構成成分の酵素活性を阻害するかどうかを決定するステップを
含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２２】
　前記被験薬剤が、ＧＬＤＣに結合するかまたはＧＬＤＣを阻害するかどうかを決定する
ステップを含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２３】
　前記被験薬剤が、ＧＣＳＨに結合するかまたはＧＣＳＨを阻害するかどうかを決定する
ステップを含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２４】
　前記被験薬剤が、腫瘍細胞の増殖もしくは生存を阻害するかまたは腫瘍の維持、成長も
しくは転移を阻害するかどうかを決定するステップをさらに含む、請求項１５に記載の方
法。
【請求項２５】
　前記被験薬剤が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞の増殖もしくは生存を阻害するか
またはＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍の維持、成長もしくは転移を阻害するかどうかを決
定するステップをさらに含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２６】
　前記被験薬剤が、非腫瘍細胞に対するその効果と比較して、腫瘍細胞の増殖または生存
を選択的に阻害するかどうかを決定するステップをさらに含む、請求項１５に記載の方法
。
【請求項２７】
　前記被験薬剤が、非腫瘍細胞に対するその効果と比較して、ＳＨＭＴ２を過剰発現する
腫瘍細胞の増殖または生存を選択的に阻害するかどうかを決定するステップをさらに含む
、請求項１５に記載の方法。
【請求項２８】
　前記被験薬剤を、腫瘍を患っている対象に投与するステップをさらに含む、請求項１５
に記載の方法。
【請求項２９】
　変更された被験薬剤を産生するステップと、前記変更された被験薬剤が、ＧＣＳ構成成
分を阻害するか、ＧＣＳを阻害するか、腫瘍細胞の生存もしくは増殖を阻害するか、また
は腫瘍の維持、成長もしくは転移を阻害する能力を評価するステップとをさらに含む、請
求項１５に記載の方法。
【請求項３０】
　変更された被験薬剤を産生するステップと、前記変更された被験薬剤が、ＧＣＳ構成成
分を阻害するか、ＧＣＳを阻害するか、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞の生存もしく
は増殖を阻害するか、またはＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍の維持、成長もしくは転移を
阻害する能力を評価するステップとをさらに含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項３１】
　抗腫瘍剤を同定する方法であって、（ａ）腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍をＧＣＳ阻
害剤と接触させるステップと、（ｂ）前記腫瘍細胞または腫瘍の生存、増殖、成長または
転移が阻害されたかどうかを決定するステップとを含み、前記腫瘍細胞、腫瘍細胞株また
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は腫瘍の生存、増殖、成長または転移が阻害された場合、前記ＧＣＳ阻害剤が抗腫瘍剤で
ある方法。
【請求項３２】
　ステップ（ｂ）が、（ａ）の前記腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍の生存、増殖、成長
または転移を対照値と比較することを含み、（ａ）の前記腫瘍細胞または腫瘍の生存、増
殖、成長または転移が対照値と比較して低下している場合、前記ＧＣＳ阻害剤が抗腫瘍剤
として同定される、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記腫瘍細胞または腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する、請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　前記対照値が、前記ＧＣＳ阻害剤と接触されなかった場合の前記腫瘍細胞、腫瘍細胞株
または腫瘍の生存、増殖、成長または転移を表す、請求項３１に記載の方法。
【請求項３５】
　腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＧＣＳ阻害に対し感受性である見込みを予測する
方法であって、（ａ）前記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現す
るかまたはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型に属するかどうかを決定するス
テップを含み、前記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合
またはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型に属する場合、腫瘍、腫瘍細胞また
は腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現しない場合またはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向
を有する腫瘍型に属さない場合よりも、前記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＧＣＳ
阻害に対し感受性である見込みが増加している方法。
【請求項３６】
　腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するス
テップを含み、前記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合
、前記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現しない場合よりも、前
記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＧＣＳ阻害に対し感受性である見込みが増加して
いる、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　腫瘍または腫瘍細胞株がＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するステップが、（
ａ）前記腫瘍または腫瘍細胞株から得られた試料におけるＳＨＭＴ２遺伝子産物のレベル
を決定することと、（ｂ）前記レベルをＳＨＭＴ２遺伝子産物の対照レベルと比較するこ
ととを含み、（ａ）において決定された前記レベルが前記対照レベルを超える場合、（ａ
）において決定された前記レベルが前記対照レベルを超えない場合よりも、前記腫瘍また
は腫瘍細胞株が、ＧＣＳ阻害に対し感受性である見込みが増加している、請求項３５に記
載の方法。
【請求項３８】
　ＳＨＭＴ２遺伝子産物の前記対照レベルが、非腫瘍組織または非腫瘍細胞における前記
遺伝子産物のレベルである、請求項３５に記載の方法。
【請求項３９】
　前記ＳＨＭＴ２遺伝子産物が、ＳＨＭＴ２　ＲＮＡまたはＳＨＭＴ２ポリペプチドであ
る、請求項３５に記載の方法。
【請求項４０】
　腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するステップが、ＳＨＭＴ２ポリペプ
チドに結合する抗体を使用して、前記腫瘍から得られた試料において免疫組織化学（ＩＨ
Ｃ）を行うことを含む、請求項３５に記載の方法。
【請求項４１】
　腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型のものであるかどうかを決定する
ステップが、前記腫瘍が、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性
腫瘍、胃腫瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫
瘍、卵巣腫瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫であるかどうかを決定することを含む、請求項３５
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に記載の方法。
【請求項４２】
　ＧＣＳ阻害に対し感受性である見込みが増加した腫瘍細胞または腫瘍を同定する方法で
あって、前記腫瘍細胞または腫瘍におけるＳＨＭＴ２の発現を評価するステップを含み、
前記腫瘍細胞または腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合、ＳＨＭＴ２が過剰発現され
ていない場合よりも、前記腫瘍細胞または腫瘍が、ＧＣＳ阻害に対し感受性である見込み
が増加している方法。
【請求項４３】
　前記腫瘍細胞または腫瘍におけるＳＨＭＴ２遺伝子産物のレベルを評価するステップを
含む、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　前記腫瘍から得られた試料において免疫組織化学（ＩＨＣ）を行うステップを含み、Ｉ
ＨＣが、ＳＨＭＴ２ポリペプチドに結合する抗体を使用して行われる、請求項４２に記載
の方法。
【請求項４５】
　腫瘍のための処置を必要とする対象が、ＧＣＳ阻害剤による処置に適した候補であるか
どうかを決定する方法であって、前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現するかまたはＳＨＭ
Ｔ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型のものであるかどうかを決定するステップを含み
、前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合またはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有
する腫瘍型のものである場合、前記対象が、ＧＣＳ阻害剤による処置に適した候補である
方法。
【請求項４６】
　前記腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するステップが、（ａ）前記腫瘍
から得られた試料におけるＳＨＭＴ２遺伝子産物のレベルを決定することを含む、請求項
４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記レベルをＳＨＭＴ２遺伝子産物の対照レベルと比較するステップをさらに含み、（
ａ）において決定された前記レベルが、前記対照レベルを超える場合、前記対象が、ＧＣ
Ｓ阻害剤による処置に適した候補である、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　ＳＨＭＴ２遺伝子産物の前記対照レベルが、非腫瘍組織または非腫瘍細胞における前記
遺伝子産物のレベルである、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記ＳＨＭＴ２遺伝子産物が、ＳＨＭＴ２　ＲＮＡまたはＳＨＭＴ２ポリペプチドであ
る、請求項４６に記載の方法。
【請求項５０】
　前記腫瘍から得られた試料において免疫組織化学（ＩＨＣ）を行うステップを含み、Ｉ
ＨＣが、ＳＨＭＴ２ポリペプチドに結合する抗体を使用して行われる、請求項４６に記載
の方法。
【請求項５１】
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２の過剰発現を起こし易い腫瘍型のものであるかどうかを決定す
るステップが、前記腫瘍が、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚
性腫瘍、胃腫瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮
腫瘍、卵巣腫瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫であるかどうかを決定することを含む、請求項４
５に記載の方法。
【請求項５２】
　腫瘍のための処置を必要とする対象のための治療剤を選択する方法であって、（ａ）前
記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現するかまたはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫
瘍型のものであるかどうかを決定するステップと、（ｂ）前記対象のための治療剤を、ス
テップ（ａ）の結果の少なくとも一部に基づき選択するステップとを含む方法。
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【請求項５３】
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合またはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有
する腫瘍型のものである場合、ステップ（ｂ）が、治療剤としてＧＣＳ阻害剤を選択する
ことを含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　ステップ（ａ）が、前記腫瘍から得られた試料において免疫組織化学（ＩＨＣ）を行う
ことを含み、ＩＨＣが、ＳＨＭＴ２ポリペプチドに結合する抗体を使用して行われる、請
求項５２に記載の方法。
【請求項５５】
　腫瘍のための処置を必要とする対象を処置する方法であって、前記対象にＧＣＳ阻害剤
を投与するステップを含む方法。
【請求項５６】
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する、請求項５５に記載の方法。
【請求項５７】
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型のものである、請求項５５
に記載の方法。
【請求項５８】
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現することを決定するステップを含む、請求項５５に
記載の方法。
【請求項５９】
　前記腫瘍から得られた試料においてＩＨＣを行うことにより、前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２
を過剰発現することを決定するステップを含む、請求項５５に記載の方法。
【請求項６０】
　前記腫瘍が、前記ＧＣＳの阻害に対し感受性であることを決定するステップを含む、請
求項５５に記載の方法。
【請求項６１】
　前記対象が、前記腫瘍を処置するためのＧＣＳ阻害剤による処置に適した候補であるこ
とを決定するステップを含む、請求項５５に記載の方法。
【請求項６２】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＲＮＡｉ剤を含む、請求項５５に記載の方法。
【請求項６３】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、システアミンまたはシステアミンの塩、アナログもしくはプロド
ラッグを含む、請求項５５に記載の方法。
【請求項６４】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＬＤＣ阻害剤である、請求項５５に記載の方法。
【請求項６５】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＣＳＨ阻害剤である、請求項５５に記載の方法。
【請求項６６】
　前記腫瘍が、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性腫瘍、胃腫
瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫瘍、卵巣腫
瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫である、請求項５５に記載の方法。
【請求項６７】
　前記腫瘍が、ＧＢＭである、請求項５５に記載の方法。
【請求項６８】
　放射線療法を前記対象に施すステップをさらに含む、請求項５５に記載の方法。
【請求項６９】
　第２の抗腫瘍剤を前記対象に投与するステップをさらに含む、請求項５５に記載の方法
。
【請求項７０】
　腫瘍のための処置を必要とする対象を処置する方法であって、（ａ）対象が、ＳＨＭＴ
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２を過剰発現する腫瘍を有することを決定するステップと、（ｂ）前記対象をＧＣＳ阻害
剤により処置するステップとを含む方法。
【請求項７１】
　前記腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現することを決定するステップが、前記腫瘍から得られ
た試料においてＩＨＣを行うことを含む、請求項７０に記載の方法。
【請求項７２】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＲＮＡｉ剤を含む、請求項７０に記載の方法。
【請求項７３】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、システアミンまたはシステアミンの塩、プロドラッグもしくはア
ナログを含む、請求項７０に記載の方法。
【請求項７４】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＬＤＣ阻害剤である、請求項７０に記載の方法。
【請求項７５】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＣＳＨ阻害剤である、請求項７０に記載の方法。
【請求項７６】
　前記腫瘍が、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性腫瘍、胃腫
瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫瘍、卵巣腫
瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫である、請求項７０に記載の方法。
【請求項７７】
　前記腫瘍が、ＧＢＭである、請求項７０に記載の方法。
【請求項７８】
　放射線療法を使用して前記対象を処置するステップをさらに含む、請求項７０に記載の
方法。
【請求項７９】
　第２の抗腫瘍剤により前記対象を処置するステップをさらに含む、請求項７０に記載の
方法。
【請求項８０】
　腫瘍のための処置を必要とする対象をモニターする方法であって、（ａ）前記対象にＧ
ＣＳ阻害剤を投与するステップと、（ｂ）投与後の１または複数の時点において前記対象
をモニターするステップとを含む方法。
【請求項８１】
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する、請求項８０に記載の方法。
【請求項８２】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＲＮＡｉ剤を含む、請求項８０に記載の方法。
【請求項８３】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、システアミンまたはシステアミンの塩、プロドラッグもしくはア
ナログを含む、請求項８０に記載の方法。
【請求項８４】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＬＤＣ阻害剤である、請求項８０に記載の方法。
【請求項８５】
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＣＳＨ阻害剤である、請求項８０に記載の方法。
【請求項８６】
　前記腫瘍が、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性腫瘍、胃腫
瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫瘍、卵巣腫
瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫である、請求項８０に記載の方法。
【請求項８７】
　前記腫瘍が、ＧＢＭである、請求項８０に記載の方法。
【請求項８８】
　放射線療法を使用して前記対象を処置するステップをさらに含む、請求項８０に記載の
方法。
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【請求項８９】
　第２の抗腫瘍剤により前記対象を処置するステップをさらに含む、請求項８０に記載の
方法。
【請求項９０】
　（ａ）有効量のＧＣＳ阻害剤と、（ｂ）薬学的に許容される担体とを含む、抗腫瘍療法
のための医薬組成物。
【請求項９１】
　腫瘍の処置のための対象への投与に適切な量でＧＣＳ阻害剤を含む単位剤形。
【請求項９２】
　（ａ）ＧＣＳ阻害剤と、（ｂ）第２の抗腫瘍剤とを含む組成物。
【請求項９３】
　（ａ）ＳＨＭＴ２遺伝子産物に結合する試薬と、（ｂ）（ｉ）腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰
発現するかどうかを決定するために前記試薬を使用するための説明書、（ｉｉ）検出試薬
および（ｉｉｉ）対照試薬からなる群から選択される少なくとも１種の物品とを含むキッ
ト。
【請求項９４】
　（ａ）の前記試薬が、ＳＨＭＴ２ポリペプチドに結合する抗体を含む、請求項９３に記
載のキット。
【請求項９５】
　（ａ）の前記試薬が、ＳＨＭＴ２ポリペプチドをコードするｍＲＮＡに結合するプロー
ブまたはプライマーを含む、請求項９３に記載のキット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の引用
　本願は、２０１２年２月１０日に出願された米国仮出願第６１／５９７，５５０号の利
益を主張する。上記出願の教示全体は、本明細書に参考として援用される。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　がんは、主な死亡原因であり、世界保健機関（World　Health　Organization）による
と、２００８年における世界中のおよそ７６０万名の死亡の原因であった（全死亡の１３
％前後）。いくつもの腫瘍型の薬理療法において注目すべき成功が達成されてきたが、多
くの腫瘍は、依然として処置が困難である。例えば、成人に最もよく見られる原発性脳腫
瘍である多形神経膠芽腫（ＧＢＭ）患者の平均余命は、現在最先端の治療法で処置した場
合であっても、診断後約１２～１８ヶ月である。がんの処置のための新たな標的および治
療アプローチの必要がある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００３】
　概要
　一部の態様において、本開示は、腫瘍細胞の増殖または生存を阻害する方法であって、
前記細胞のグリシン開裂系（ＧＣＳ）を阻害するステップを含む方法を提供する。一部の
実施形態において、方法は、腫瘍細胞をＧＣＳ阻害剤と接触させるステップを含む。一部
の実施形態において、腫瘍細胞は、セリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ２（ＳＨ
ＭＴ２）を過剰発現する。
【０００４】
　一部の態様において、本開示は、腫瘍の維持、成長または転移を阻害する方法であって
、腫瘍をＧＣＳ阻害剤と接触させるステップを含む方法を提供する。一部の実施形態にお
いて、腫瘍は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する。一部の実施形態において、方法は、腫瘍がＳ
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ＨＭＴ２を過剰発現することを決定するステップを含む。
【０００５】
　一部の態様において、本開示は、腫瘍のための処置を必要とする対象を処置する方法で
あって、前記対象をＧＣＳ阻害剤で処置するステップを含む方法を提供する。一部の実施
形態において、対象を処置する方法は、（ａ）腫瘍のための処置を必要とする対象を用意
するステップと、（ｂ）前記対象にＧＣＳ阻害剤を投与するステップとを含む。一部の実
施形態において、腫瘍は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する。一部の実施形態において、方法は
、（ａ）対象が腫瘍を有すると診断するステップと、（ｂ）前記対象をＧＣＳ阻害剤で処
置するステップとを含む。一部の実施形態において、方法は、（ａ）対象が腫瘍を有する
と診断するステップと、（ｂ）前記対象にＧＣＳ阻害剤を投与するステップとを含む。一
部の実施形態において、方法は、対象が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍を有すると決定
するステップを含む。
【０００６】
　一部の態様において、本開示は、腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍を分類する方法であ
って、前記腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍におけるＳＨＭＴ２発現を評価するステップ
と、（ｂ）ステップ（ａ）の結果に基づき前記腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍を分類す
るステップとを含む方法を提供する。一部の実施形態において、ステップ（ｂ）は、腫瘍
細胞、腫瘍細胞株または腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現する場合、ＧＣＳ阻害に対し感受性
である見込みが増加したと前記腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍を分類することを含む。
【０００７】
　一部の態様において、本開示は、ＧＣＳ阻害剤による処置に適した候補である対象を同
定する方法であって、前記対象から得られた腫瘍試料におけるＳＨＭＴ２発現を評価する
ステップを含む方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１Ａ】図１Ａ～１Ｃは、ＧＬＤＣをノックダウンするｓｈＲＮＡは、ＧＢＭＳＣに毒
性であることを示す。ＢＴ１４５細胞は、ＧＬＤＣ（Ｇ１からＧ５）を標的化するヘアピ
ンを発現しているレンチウイルスまたはＧＦＰを標的化する対照ヘアピンのいずれかを感
染させた。（Ａ）ＧＬＤＣについてのウエスタンブロッティングは、ヘアピンＧ１、Ｇ４
およびＧ５についてＧＬＤＣ発現の強い抑制を実証する。（Ｂ）細胞生存率がＡＴＰアッ
セイを使用して測定された際に、本発明者らは、ＧＦＰ対照ヘアピンと比較してｓｈＲＮ
Ａ　Ｇ１、Ｇ４およびＧ５が細胞生存率を顕著に減らしたが、Ｇ２またはＧ３　ｓｈＲＮ
Ａはしなかったことを見出した。ＧＦＰ対照に対するＧ１、Ｇ４およびＧ５の差異は、５
日目および７．５日目でそれぞれ統計的に有意であった（ｐ＜０．０５）（エラーバーは
明確さのために示さない）。（Ｃ）ＧＬＤＣノックダウン後のＢＴ１４５ニューロスフェ
アの形態は毒性を示す。示す通りＧ２、Ｇ３およびＧＦＰで感染させたニューロスフェア
は、大きく、円形で正常なスフェアを形成し、生存を示す。一方Ｇ１、Ｇ４またはＧ５で
感染させたスフェアは、小さく、不規則であって、崩壊の過程にあり、細胞死および増殖
障害を示す。
【図１Ｂ】図１Ａ～１Ｃは、ＧＬＤＣをノックダウンするｓｈＲＮＡは、ＧＢＭＳＣに毒
性であることを示す。ＢＴ１４５細胞は、ＧＬＤＣ（Ｇ１からＧ５）を標的化するヘアピ
ンを発現しているレンチウイルスまたはＧＦＰを標的化する対照ヘアピンのいずれかを感
染させた。（Ａ）ＧＬＤＣについてのウエスタンブロッティングは、ヘアピンＧ１、Ｇ４
およびＧ５についてＧＬＤＣ発現の強い抑制を実証する。（Ｂ）細胞生存率がＡＴＰアッ
セイを使用して測定された際に、本発明者らは、ＧＦＰ対照ヘアピンと比較してｓｈＲＮ
Ａ　Ｇ１、Ｇ４およびＧ５が細胞生存率を顕著に減らしたが、Ｇ２またはＧ３　ｓｈＲＮ
Ａはしなかったことを見出した。ＧＦＰ対照に対するＧ１、Ｇ４およびＧ５の差異は、５
日目および７．５日目でそれぞれ統計的に有意であった（ｐ＜０．０５）（エラーバーは
明確さのために示さない）。（Ｃ）ＧＬＤＣノックダウン後のＢＴ１４５ニューロスフェ
アの形態は毒性を示す。示す通りＧ２、Ｇ３およびＧＦＰで感染させたニューロスフェア
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は、大きく、円形で正常なスフェアを形成し、生存を示す。一方Ｇ１、Ｇ４またはＧ５で
感染させたスフェアは、小さく、不規則であって、崩壊の過程にあり、細胞死および増殖
障害を示す。
【図１Ｃ】図１Ａ～１Ｃは、ＧＬＤＣをノックダウンするｓｈＲＮＡは、ＧＢＭＳＣに毒
性であることを示す。ＢＴ１４５細胞は、ＧＬＤＣ（Ｇ１からＧ５）を標的化するヘアピ
ンを発現しているレンチウイルスまたはＧＦＰを標的化する対照ヘアピンのいずれかを感
染させた。（Ａ）ＧＬＤＣについてのウエスタンブロッティングは、ヘアピンＧ１、Ｇ４
およびＧ５についてＧＬＤＣ発現の強い抑制を実証する。（Ｂ）細胞生存率がＡＴＰアッ
セイを使用して測定された際に、本発明者らは、ＧＦＰ対照ヘアピンと比較してｓｈＲＮ
Ａ　Ｇ１、Ｇ４およびＧ５が細胞生存率を顕著に減らしたが、Ｇ２またはＧ３　ｓｈＲＮ
Ａはしなかったことを見出した。ＧＦＰ対照に対するＧ１、Ｇ４およびＧ５の差異は、５
日目および７．５日目でそれぞれ統計的に有意であった（ｐ＜０．０５）（エラーバーは
明確さのために示さない）。（Ｃ）ＧＬＤＣノックダウン後のＢＴ１４５ニューロスフェ
アの形態は毒性を示す。示す通りＧ２、Ｇ３およびＧＦＰで感染させたニューロスフェア
は、大きく、円形で正常なスフェアを形成し、生存を示す。一方Ｇ１、Ｇ４またはＧ５で
感染させたスフェアは、小さく、不規則であって、崩壊の過程にあり、細胞死および増殖
障害を示す。
【０００９】
【図２】図２は、様々な細胞株がＧＬＤＣのｓｈＲＮＡ媒介ノックダウンについて感受性
または非感受性のいずれかであることを示す。左表に赤字で示す通り、種々の起源の細胞
株がＧＬＤＣノックダウンに対して感受性である。「感受性％」は、Ｇ１またはＧ５　ｓ
ｈＲＮＡ発現に続く生存率における平均％降下を示し、１００％は生存率の完全な消失を
示す。右に、ＢＴ１４５生存率についてのプロットが（図１から）「感受性」群細胞の例
として示されている。一方青字で示すのは、他の細胞が、５．３％感受性から－１４．３
％感受性の範囲でＧＬＤＣノックダウンに高度に非感受性である（負の値は、Ｇ１または
Ｇ５　ｓｈＲＮＡで感染された場合、ＧＦＰ　ｓｈＲＮＡと比較して細胞が１４．３％高
い生存率を有することを示す）。右に種々のｓｈＲＮＡで感染させたＭＣＦ７細胞の生存
率についてのプロットが非感受性細胞株の例として示されている。ＢＴ１４５ＤＩＦおよ
び３０８ＤＩＦは、ｓｈＲＮＡ感染の前に血清処置によって分化されたＢＴ１４５および
０３０８ＧＢＭＳＣ株を示す。
【００１０】
【図３Ａ】図３Ａ～３Ｃは、ＧＬＤＣ　ｓｈＲＮＡ感受性株はＧＣＳの薬理学的阻害およ
び別のＧＣＳ構成成分（ＧＣＳＨ）のｓｈＲＮＡノックダウンにも感受性であるが、非感
受性株はそうでなはいことを示す。（Ａ）種々の細胞株は、１ｍＭシステアミンで４日間
処置された。相対光単位として表される細胞生存率を測定し、複数の実験からのデータを
±Ｓ．Ｄとして示す。（Ｂ）ＧＣＳＨについてのウエスタンブロッティングは、ＬＮ２２
９細胞において、ＧＣＳＨに対して方向付けられたＧＳ１、ＧＳ２、ＧＳ３およびＧＳ４
レンチウイルスｓｈＲＮＡによるＧＣＳＨ発現の強い抑制を実証する。（Ｃ）種々の細胞
株をＧＳ１、ＧＳ２、ＧＳ３またはＧＳ４　ｓｈＲＮＡで６日間で感染させた。細胞生存
率を測定し、複数の実験からのデータを±Ｓ．Ｄとして示す。青線は（１００％として設
定した）対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで感染させた場合の各細胞株についての細胞生存率を
示す。したがって各細胞株についてのデータは、ｓｈＧＦＰで感染させた場合の生存率と
比較した％として示される。（Ａ）および（Ｃ）についてアスタリスクは、未処置と比較
したシステアミン処置後の細胞生存率における統計的に有意な減少（ｐ＜０．０５）を示
す。赤字はＧＬＤＣ　ｓｈＲＮＡ感受性株を示し、青字は非感受性株を示す。
【図３Ｂ】図３Ａ～３Ｃは、ＧＬＤＣ　ｓｈＲＮＡ感受性株はＧＣＳの薬理学的阻害およ
び別のＧＣＳ構成成分（ＧＣＳＨ）のｓｈＲＮＡノックダウンにも感受性であるが、非感
受性株はそうでなはいことを示す。（Ａ）種々の細胞株は、１ｍＭシステアミンで４日間
処置された。相対光単位として表される細胞生存率を測定し、複数の実験からのデータを
±Ｓ．Ｄとして示す。（Ｂ）ＧＣＳＨについてのウエスタンブロッティングは、ＬＮ２２
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９細胞において、ＧＣＳＨに対して方向付けられたＧＳ１、ＧＳ２、ＧＳ３およびＧＳ４
レンチウイルスｓｈＲＮＡによるＧＣＳＨ発現の強い抑制を実証する。（Ｃ）種々の細胞
株をＧＳ１、ＧＳ２、ＧＳ３またはＧＳ４　ｓｈＲＮＡで６日間で感染させた。細胞生存
率を測定し、複数の実験からのデータを±Ｓ．Ｄとして示す。青線は（１００％として設
定した）対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで感染させた場合の各細胞株についての細胞生存率を
示す。したがって各細胞株についてのデータは、ｓｈＧＦＰで感染させた場合の生存率と
比較した％として示される。（Ａ）および（Ｃ）についてアスタリスクは、未処置と比較
したシステアミン処置後の細胞生存率における統計的に有意な減少（ｐ＜０．０５）を示
す。赤字はＧＬＤＣ　ｓｈＲＮＡ感受性株を示し、青字は非感受性株を示す。
【図３Ｃ】図３Ａ～３Ｃは、ＧＬＤＣ　ｓｈＲＮＡ感受性株はＧＣＳの薬理学的阻害およ
び別のＧＣＳ構成成分（ＧＣＳＨ）のｓｈＲＮＡノックダウンにも感受性であるが、非感
受性株はそうでなはいことを示す。（Ａ）種々の細胞株は、１ｍＭシステアミンで４日間
処置された。相対光単位として表される細胞生存率を測定し、複数の実験からのデータを
±Ｓ．Ｄとして示す。（Ｂ）ＧＣＳＨについてのウエスタンブロッティングは、ＬＮ２２
９細胞において、ＧＣＳＨに対して方向付けられたＧＳ１、ＧＳ２、ＧＳ３およびＧＳ４
レンチウイルスｓｈＲＮＡによるＧＣＳＨ発現の強い抑制を実証する。（Ｃ）種々の細胞
株をＧＳ１、ＧＳ２、ＧＳ３またはＧＳ４　ｓｈＲＮＡで６日間で感染させた。細胞生存
率を測定し、複数の実験からのデータを±Ｓ．Ｄとして示す。青線は（１００％として設
定した）対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで感染させた場合の各細胞株についての細胞生存率を
示す。したがって各細胞株についてのデータは、ｓｈＧＦＰで感染させた場合の生存率と
比較した％として示される。（Ａ）および（Ｃ）についてアスタリスクは、未処置と比較
したシステアミン処置後の細胞生存率における統計的に有意な減少（ｐ＜０．０５）を示
す。赤字はＧＬＤＣ　ｓｈＲＮＡ感受性株を示し、青字は非感受性株を示す。
【００１１】
【図４】図４は、ミトコンドリアセリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ発現は、Ｇ
ＬＤＣノックダウン／ＧＣＳ阻害への感受性と密接に相関することを示す。多数の細胞株
は、細胞を回収し、グリシン開裂複合体または近位代謝酵素（ｐｒｏｘｉｍａｌ　ｍｅｔ
ａｂｏｌｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ）に関与する種々の遺伝子についてのウエスタンブロットを
行う２日前に同一の培地（ＥＧＦおよびＦＧＦを補充したニューロベーサル培地（ｎｅｕ
ｒｏｂａｓａｌ　ｍｅｄｉａ））で増殖された。赤字は図２に示す通り、本発明者らがＧ
ＬＤＣノックダウンに感受性であると以前決定した細胞株を示し；青字は非感受性細胞株
を示す。「ＢＴ１４５　Ｄｉｆ」および「０３０８　Ｄｉｆ」は、１０％不活性化ウシ胎
児血清を含有する培地で増殖させることによって分化を誘導されたＢＴ１４５および０３
０８ＧＢＭ－ＳＣ株を示す。
【００１２】
【図５Ａ】図５Ａ～５Ｅは、ＳＨＭＴ２のノックダウンがＧＬＤＣノックダウンの毒性作
用に対してレスキューすることを示す。（Ａ）ＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲ
ＮＡ　Ｓ１～Ｓ５は、ＳＨＭＴ２を効果的にノックダウンする。示されるのは、Ｓ１～Ｓ
５または対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで５日間感染させたＢＴ１４５細胞由来のウエスタン
ブロット分析である。同様の結果が種々の細胞株について観察された（未記載）。（Ｂ）
種々の細胞株をＳ１～Ｓ５または対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで６日間感染させ、次いで細
胞生存率を測定した。青線は（１００％として設定した）対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで感
染させた場合の各細胞株についての細胞生存率を示す。したがって各細胞株についてのデ
ータは、ｓｈＧＦＰで感染させた場合の生存率と比較した％として示される。データは、
複数の実験からの平均±Ｓ．Ｄ．として示される。示される通り、ＳＨＭＴ２ノックダウ
ンは、検査した全ての細胞株において細胞生存率に有意な影響を与えなかった。（Ｃ）Ｓ
ＨＭＴ２の消失がＧＬＤＣノックダウンへの細胞感受性に影響を与えるかを検討するため
の計画。細胞株は、ＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲＮＡで最初に感染され、次
いでｓｈＲＮＡの安定な組込みおよび安定な発現を有する細胞を得るために５日間ピュー
ロマイシン中で選択された。次にこれらの細胞をＧＬＤＣに対して方向付けられたｓｈＲ
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ＮＡでの２回目の感染に供し、細胞生存率が５～７日目に測定された。（Ｄ）ＳＨＭＴ２
またはＧＦＰ　ｓｈＲＮＡ（Ｘ軸に標示）で安定に感染させ、次いでＧ１　ｓｈＲＮＡで
二次的に感染させた細胞の細胞生存率。点線は、最初にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡを発現してお
り、次いでＧ１で７日間感染させた細胞の細胞生存率のレベルを示す。生存率は、各安定
株を二次的にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡで感染させた場合の生存率（１００％として設定した）
の％として表す。（Ｅ）ＧＦＰまたはＳ３　ｓｈＲＮＡのいずれかを最初に発現しており
、次いでＧ１、Ｇ４またはＧ５　ｓｈＲＮＡで二次的に感染させたニューロスフェアの代
表的な光学顕微鏡像。示される通り、ｓｈＧＦＰ発現細胞のＧ１、Ｇ４またはＧ５感染が
細胞死を示唆する小さな、崩壊しているニューロスフェアを生じる一方で、Ｓ３を発現し
ている細胞は保護される。
【図５Ｂ】図５Ａ～５Ｅは、ＳＨＭＴ２のノックダウンがＧＬＤＣノックダウンの毒性作
用に対してレスキューすることを示す。（Ａ）ＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲ
ＮＡ　Ｓ１～Ｓ５は、ＳＨＭＴ２を効果的にノックダウンする。示されるのは、Ｓ１～Ｓ
５または対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで５日間感染させたＢＴ１４５細胞由来のウエスタン
ブロット分析である。同様の結果が種々の細胞株について観察された（未記載）。（Ｂ）
種々の細胞株をＳ１～Ｓ５または対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで６日間感染させ、次いで細
胞生存率を測定した。青線は（１００％として設定した）対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで感
染させた場合の各細胞株についての細胞生存率を示す。したがって各細胞株についてのデ
ータは、ｓｈＧＦＰで感染させた場合の生存率と比較した％として示される。データは、
複数の実験からの平均±Ｓ．Ｄ．として示される。示される通り、ＳＨＭＴ２ノックダウ
ンは、検査した全ての細胞株において細胞生存率に有意な影響を与えなかった。（Ｃ）Ｓ
ＨＭＴ２の消失がＧＬＤＣノックダウンへの細胞感受性に影響を与えるかを検討するため
の計画。細胞株は、ＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲＮＡで最初に感染され、次
いでｓｈＲＮＡの安定な組込みおよび安定な発現を有する細胞を得るために５日間ピュー
ロマイシン中で選択された。次にこれらの細胞をＧＬＤＣに対して方向付けられたｓｈＲ
ＮＡでの２回目の感染に供し、細胞生存率が５～７日目に測定された。（Ｄ）ＳＨＭＴ２
またはＧＦＰ　ｓｈＲＮＡ（Ｘ軸に標示）で安定に感染させ、次いでＧ１　ｓｈＲＮＡで
二次的に感染させた細胞の細胞生存率。点線は、最初にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡを発現してお
り、次いでＧ１で７日間感染させた細胞の細胞生存率のレベルを示す。生存率は、各安定
株を二次的にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡで感染させた場合の生存率（１００％として設定した）
の％として表す。（Ｅ）ＧＦＰまたはＳ３　ｓｈＲＮＡのいずれかを最初に発現しており
、次いでＧ１、Ｇ４またはＧ５　ｓｈＲＮＡで二次的に感染させたニューロスフェアの代
表的な光学顕微鏡像。示される通り、ｓｈＧＦＰ発現細胞のＧ１、Ｇ４またはＧ５感染が
細胞死を示唆する小さな、崩壊しているニューロスフェアを生じる一方で、Ｓ３を発現し
ている細胞は保護される。
【図５Ｃ】図５Ａ～５Ｅは、ＳＨＭＴ２のノックダウンがＧＬＤＣノックダウンの毒性作
用に対してレスキューすることを示す。（Ａ）ＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲ
ＮＡ　Ｓ１～Ｓ５は、ＳＨＭＴ２を効果的にノックダウンする。示されるのは、Ｓ１～Ｓ
５または対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで５日間感染させたＢＴ１４５細胞由来のウエスタン
ブロット分析である。同様の結果が種々の細胞株について観察された（未記載）。（Ｂ）
種々の細胞株をＳ１～Ｓ５または対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで６日間感染させ、次いで細
胞生存率を測定した。青線は（１００％として設定した）対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで感
染させた場合の各細胞株についての細胞生存率を示す。したがって各細胞株についてのデ
ータは、ｓｈＧＦＰで感染させた場合の生存率と比較した％として示される。データは、
複数の実験からの平均±Ｓ．Ｄ．として示される。示される通り、ＳＨＭＴ２ノックダウ
ンは、検査した全ての細胞株において細胞生存率に有意な影響を与えなかった。（Ｃ）Ｓ
ＨＭＴ２の消失がＧＬＤＣノックダウンへの細胞感受性に影響を与えるかを検討するため
の計画。細胞株は、ＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲＮＡで最初に感染され、次
いでｓｈＲＮＡの安定な組込みおよび安定な発現を有する細胞を得るために５日間ピュー
ロマイシン中で選択された。次にこれらの細胞をＧＬＤＣに対して方向付けられたｓｈＲ
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ＮＡでの２回目の感染に供し、細胞生存率が５～７日目に測定された。（Ｄ）ＳＨＭＴ２
またはＧＦＰ　ｓｈＲＮＡ（Ｘ軸に標示）で安定に感染させ、次いでＧ１　ｓｈＲＮＡで
二次的に感染させた細胞の細胞生存率。点線は、最初にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡを発現してお
り、次いでＧ１で７日間感染させた細胞の細胞生存率のレベルを示す。生存率は、各安定
株を二次的にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡで感染させた場合の生存率（１００％として設定した）
の％として表す。（Ｅ）ＧＦＰまたはＳ３　ｓｈＲＮＡのいずれかを最初に発現しており
、次いでＧ１、Ｇ４またはＧ５　ｓｈＲＮＡで二次的に感染させたニューロスフェアの代
表的な光学顕微鏡像。示される通り、ｓｈＧＦＰ発現細胞のＧ１、Ｇ４またはＧ５感染が
細胞死を示唆する小さな、崩壊しているニューロスフェアを生じる一方で、Ｓ３を発現し
ている細胞は保護される。
【図５Ｄ】図５Ａ～５Ｅは、ＳＨＭＴ２のノックダウンがＧＬＤＣノックダウンの毒性作
用に対してレスキューすることを示す。（Ａ）ＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲ
ＮＡ　Ｓ１～Ｓ５は、ＳＨＭＴ２を効果的にノックダウンする。示されるのは、Ｓ１～Ｓ
５または対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで５日間感染させたＢＴ１４５細胞由来のウエスタン
ブロット分析である。同様の結果が種々の細胞株について観察された（未記載）。（Ｂ）
種々の細胞株をＳ１～Ｓ５または対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで６日間感染させ、次いで細
胞生存率を測定した。青線は（１００％として設定した）対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで感
染させた場合の各細胞株についての細胞生存率を示す。したがって各細胞株についてのデ
ータは、ｓｈＧＦＰで感染させた場合の生存率と比較した％として示される。データは、
複数の実験からの平均±Ｓ．Ｄ．として示される。示される通り、ＳＨＭＴ２ノックダウ
ンは、検査した全ての細胞株において細胞生存率に有意な影響を与えなかった。（Ｃ）Ｓ
ＨＭＴ２の消失がＧＬＤＣノックダウンへの細胞感受性に影響を与えるかを検討するため
の計画。細胞株は、ＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲＮＡで最初に感染され、次
いでｓｈＲＮＡの安定な組込みおよび安定な発現を有する細胞を得るために５日間ピュー
ロマイシン中で選択された。次にこれらの細胞をＧＬＤＣに対して方向付けられたｓｈＲ
ＮＡでの２回目の感染に供し、細胞生存率が５～７日目に測定された。（Ｄ）ＳＨＭＴ２
またはＧＦＰ　ｓｈＲＮＡ（Ｘ軸に標示）で安定に感染させ、次いでＧ１　ｓｈＲＮＡで
二次的に感染させた細胞の細胞生存率。点線は、最初にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡを発現してお
り、次いでＧ１で７日間感染させた細胞の細胞生存率のレベルを示す。生存率は、各安定
株を二次的にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡで感染させた場合の生存率（１００％として設定した）
の％として表す。（Ｅ）ＧＦＰまたはＳ３　ｓｈＲＮＡのいずれかを最初に発現しており
、次いでＧ１、Ｇ４またはＧ５　ｓｈＲＮＡで二次的に感染させたニューロスフェアの代
表的な光学顕微鏡像。示される通り、ｓｈＧＦＰ発現細胞のＧ１、Ｇ４またはＧ５感染が
細胞死を示唆する小さな、崩壊しているニューロスフェアを生じる一方で、Ｓ３を発現し
ている細胞は保護される。
【図５Ｅ】図５Ａ～５Ｅは、ＳＨＭＴ２のノックダウンがＧＬＤＣノックダウンの毒性作
用に対してレスキューすることを示す。（Ａ）ＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲ
ＮＡ　Ｓ１～Ｓ５は、ＳＨＭＴ２を効果的にノックダウンする。示されるのは、Ｓ１～Ｓ
５または対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで５日間感染させたＢＴ１４５細胞由来のウエスタン
ブロット分析である。同様の結果が種々の細胞株について観察された（未記載）。（Ｂ）
種々の細胞株をＳ１～Ｓ５または対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで６日間感染させ、次いで細
胞生存率を測定した。青線は（１００％として設定した）対照（ＧＦＰ）ｓｈＲＮＡで感
染させた場合の各細胞株についての細胞生存率を示す。したがって各細胞株についてのデ
ータは、ｓｈＧＦＰで感染させた場合の生存率と比較した％として示される。データは、
複数の実験からの平均±Ｓ．Ｄ．として示される。示される通り、ＳＨＭＴ２ノックダウ
ンは、検査した全ての細胞株において細胞生存率に有意な影響を与えなかった。（Ｃ）Ｓ
ＨＭＴ２の消失がＧＬＤＣノックダウンへの細胞感受性に影響を与えるかを検討するため
の計画。細胞株は、ＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲＮＡで最初に感染され、次
いでｓｈＲＮＡの安定な組込みおよび安定な発現を有する細胞を得るために５日間ピュー
ロマイシン中で選択された。次にこれらの細胞をＧＬＤＣに対して方向付けられたｓｈＲ



(14) JP 2015-509489 A 2015.3.30

10

20

30

40

50

ＮＡでの２回目の感染に供し、細胞生存率が５～７日目に測定された。（Ｄ）ＳＨＭＴ２
またはＧＦＰ　ｓｈＲＮＡ（Ｘ軸に標示）で安定に感染させ、次いでＧ１　ｓｈＲＮＡで
二次的に感染させた細胞の細胞生存率。点線は、最初にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡを発現してお
り、次いでＧ１で７日間感染させた細胞の細胞生存率のレベルを示す。生存率は、各安定
株を二次的にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡで感染させた場合の生存率（１００％として設定した）
の％として表す。（Ｅ）ＧＦＰまたはＳ３　ｓｈＲＮＡのいずれかを最初に発現しており
、次いでＧ１、Ｇ４またはＧ５　ｓｈＲＮＡで二次的に感染させたニューロスフェアの代
表的な光学顕微鏡像。示される通り、ｓｈＧＦＰ発現細胞のＧ１、Ｇ４またはＧ５感染が
細胞死を示唆する小さな、崩壊しているニューロスフェアを生じる一方で、Ｓ３を発現し
ている細胞は保護される。
【００１３】
【図６Ａ】図６Ａ～６Ｂは、ＳＨＭＴ２タンパク質発現がＧＢＭにおいて上昇しているこ
とを示す。（Ａ）代表的な正常脳（白質領域）および３つの代表的なＧＢＭ腫瘍のＩＨＣ
顕微鏡像。３つの画像は、７ＧＢＭについて観察されるシグナルの範囲を表す。視野は拡
大率１００Ｘである。（Ｂ）正常な脳およびＧＢＭ腫瘍におけるＳＨＭＴ２の細胞質内点
状染色パターンを示す高拡大率顕微鏡像。ＧＢＭのいくつかの細胞ではシグナルは、個々
の粒状点が容易には識別されないほど強い。ＤＡＢインキュベーション時間は全ての試料
について同一であった。視野は拡大率６００Ｘである。
【図６Ｂ】図６Ａ～６Ｂは、ＳＨＭＴ２タンパク質発現がＧＢＭにおいて上昇しているこ
とを示す。（Ａ）代表的な正常脳（白質領域）および３つの代表的なＧＢＭ腫瘍のＩＨＣ
顕微鏡像。３つの画像は、７ＧＢＭについて観察されるシグナルの範囲を表す。視野は拡
大率１００Ｘである。（Ｂ）正常な脳およびＧＢＭ腫瘍におけるＳＨＭＴ２の細胞質内点
状染色パターンを示す高拡大率顕微鏡像。ＧＢＭのいくつかの細胞ではシグナルは、個々
の粒状点が容易には識別されないほど強い。ＤＡＢインキュベーション時間は全ての試料
について同一であった。視野は拡大率６００Ｘである。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
Ｉ．用語集
【００１５】
　本開示において使用されている特定の用語に関する説明および情報を便宜上ここに集め
る。
【００１６】
　「薬剤」は、本明細書において、いずれかの物質、化合物（例えば、分子）、超分子複
合体、材料またはこれらの組合せもしくは混合物を指すよう使用されている。化合物は、
化学式、化学構造または配列により表すことのできるいずれかの薬剤となり得る。例示的
な薬剤として、例えば、低分子、ポリペプチド、核酸（例えば、ＲＮＡｉ剤、アンチセン
スオリゴヌクレオチド、アプタマー）、脂質、多糖等が挙げられる。一般に、薬剤は、当
技術分野において公知のいずれかの適した方法の使用により得ることができる。当業者で
あれば、例えば、薬剤の性質に基づき適切な方法を選択することができよう。薬剤は、少
なくとも部分的に精製されていてよい。一部の実施形態において、薬剤は、様々な実施形
態において、該薬剤に加えて、例えば、対イオン、水性もしくは非水性希釈剤もしくは担
体、バッファー、保存料または他の成分を含有し得る組成物の一部として提供することが
できる。一部の実施形態において、薬剤は、塩、エステル、水和物または溶媒和物として
提供することができる。一部の実施形態において、薬剤は、細胞透過性、例えば、細胞に
取り込まれて、細胞内で、例えば、哺乳動物細胞内で作用して、生物学的効果を生じる典
型的な薬剤の範囲内にある。特定の化合物は、特定の幾何的または立体異性的形態で存在
し得る。様々な実施形態において、他に断りがなければ、シス－およびトランス－異性体
、Ｅ－およびＺ－異性体、Ｒ－およびＳ－エナンチオマー、ジアステレオマー、（Ｄ）－
異性体、（Ｌ）－異性体、（－）－および（＋）－異性体ならびにこれらのラセミ混合物
およびこれらの他の混合物を含む係る化合物が、本開示に包含されている。特定の化合物
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は、種々のプロトン化状態で存在し得る、種々の立体配置を有し得る、溶媒和物（例えば
、水（即ち、水和物）または共通溶媒との）として存在し得る、および／または異なる結
晶形（例えば、多形）もしくは異なる互変異性形態を有し得る。係る代替的プロトン化状
態、立体配置、溶媒和物および形態を呈する実施形態は、適用できる場合、本開示に包含
されている。
【００１７】
　第１の薬剤の「アナログ」は、第１の薬剤と構造的におよび／または機能的に同様の第
２の薬剤を指す。第１の薬剤の「構造的アナログ」は、第１の薬剤と構造的に同様のアナ
ログである。薬剤の構造的アナログは、該薬剤と実質的に同様の物理学的、化学的、生物
学的および／または薬理学的特性（複数可）を有してよい、あるいは少なくとも１種の物
理学的、化学的、生物学的または薬理学的特性において異なっていてよい。一部の実施形
態において、少なくとも１種の係る特性は、該アナログを対象の目的に対しより適したも
のにする様式で変更されていてよい。一部の実施形態において、薬剤の構造的アナログは
、該薬剤の少なくとも１個の原子、官能基または下部構造が、該アナログにおいて異なる
原子、官能基または下部構造に置き換えられているという点において該薬剤と異なる。一
部の実施形態において、薬剤の構造的アナログは、該薬剤に存在する少なくとも１個の水
素または置換基が、該アナログにおいて異なる部分（例えば、異なる置換基）に置き換え
られているという点において、該薬剤と異なる。「基質アナログ」は、酵素反応の基質と
構造的に似ている薬剤を指す。基質アナログの構造は、該基質アナログが、酵素との物理
学的相互作用（例えば、結合）において正常な基質の代わりになることができるように、
正常な基質の構造と十分に同様となり得る。一部の実施形態において、基質アナログの構
造は、該基質アナログが、正常な基質と同様に化学反応を行うことができないように（例
えば、反応は、検出可能に起こることができないまたはよりゆっくりと起こり得る）、正
常な基質の構造と十分に異なる。「遷移状態アナログ」は、酵素反応における基質の遷移
状態と構造的に似ている薬剤を指す。遷移状態アナログの構造は、該遷移状態アナログが
、酵素と物理学的に相互作用（例えば、結合）することができるように、正常な遷移状態
の構造と十分に同様となり得る。一部の実施形態において、遷移状態アナログの構造は、
該遷移状態アナログが、正常な遷移状態と同様に化学反応を行うことができないように、
正常な遷移状態の構造と十分に異なる。基質アナログまたは遷移状態アナログは、例えば
、酵素活性部位を遮断することにより、酵素阻害剤として作用し得る。一部の実施形態に
おいて、基質アナログまたは遷移状態アナログは、酵素と反応して共有結合を形成する部
分を含むことができる。
【００１８】
　用語「抗体」は、天然のものであれ、全面的にまたは部分的に合成により産生されたも
のであれ、免疫グロブリンを指す。抗体は、様々な実施形態において、哺乳動物、例えば
、ヒトの、クラス：ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥまたはこれらのサブク
ラスのいずれかを含むいずれかの免疫グロブリンクラスのメンバーとなることができ、抗
体断片となることができる。抗体は、種々の脊椎動物（例えば、哺乳類または鳥類）の生
物、例えば、マウス、ラット、ウサギ、ハムスター、ヤギ、ニワトリ、ヒト、ラクダ科動
物（camelid）、サメ等のいずれかから生じ得る、あるいは少なくとも一部は、前述の生
物のいずれかに由来する免疫グロブリン遺伝子配列にコードされ得る。一部の実施形態に
おいて、抗体は、ナノボディである。本明細書において使用される場合、用語「抗体断片
」は、完全抗体構造に満たない（例えば、２本の重鎖および２本の軽鎖で構成される従来
の抗体の完全構造に満たない）ものを含有する、抗体の様々な部分のいずれかを指す。一
般に、抗体断片は、完全抗体の特異的結合能力の少なくとも重要な意味を持つ部分を保持
する。抗体断片の例として、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、ｓｃＦｖ、Ｆｖ、ｄｓ
Ｆｖ、ディアボディ（diabody）、ミニボディ（minibody）、Ｆｄ断片およびシングルド
メイン抗体が挙げられるがこれらに限定されない。当技術分野において公知の抗体同定お
よび産生の標準方法は、対象のポリペプチドに結合する抗体の産生に使用することができ
る。一部の実施形態において、抗体は、モノクローナル抗体である。モノクローナル抗体
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は、様々な実施形態において、例えば、ハイブリドーマ技術または組換え核酸技術を使用
して同定および／または産生することができる。一部の実施形態において、抗体は、ライ
ブラリー、例えば、ファージまたは酵母ディスプレイライブラリーから選択される。一部
の実施形態において、抗体は、キメラ、ヒト化または完全ヒト抗体である。一部の実施形
態において、抗体は、ポリクローナル抗体である。一部の実施形態において、抗体は、別
個のエピトープに結合する少なくとも２個の別個の抗原結合部位を含む。一部の実施形態
において、抗体は、自身に標識（例えば、標識は、放射性同位体、蛍光薬剤、酵素、ハプ
テンを含むことができる）が付着している（例えば、共有結合により付着）。一部の実施
形態において、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）は、重鎖（ＶＨ）および軽鎖（ＶＬ）の抗原結合可
変領域を連結ドメインにより連接することにより作製することができる。連結ドメインは
、例えば、約１０～約２５アミノ酸のペプチドを含むことができる。
【００１９】
　用語「アプタマー」は、対象の標的、例えば、ポリペプチドに特異的にかつ高親和性で
結合するオリゴヌクレオチドを指す（用語「アプタマー」は、対象の標的がオリゴヌクレ
オチドに相補的な核酸ではない場合に典型的に用いられることが理解されよう）。アプタ
マーは、例えば、試験管内進化法（systematic　evolution　of　ligands　by　exponent
ial　enrichment）（ＳＥＬＥＸ）または様々な定方向性進化技法を使用する選択過程に
より同定することができる。例えば、Turek,　C.　and　Gold,　L.、Science、２４９巻
：５０５～１０頁、１９９０年；Brody　EN　and　Gold　LJ、Biotechnol.　J、７４巻（
１号）：５～１３頁、２０００年；L.　Cerchia　and　V.　de　Franciscis、Trends　Bi
otechnol.、２８巻：５１７～５２５頁、２０１０年；Keefe,　A.　Nat.　Rev.　Drug　D
iscov.９巻：５３７～５５０頁、２０１０年を参照されたい。アプタマーは、典型的には
、一本鎖である（但し、これは分子内相補性により二本鎖二次構造の領域を形成し得る）
。
【００２０】
　「アッセイ」は、任意のものの同定または評価に使用することのできるいずれかの手順
もしくは過程または一連の手順もしくは過程を包含することができる。本明細書において
使用される場合、「評価」、「評価する」および同様の用語は、特徴付け、検出、決定、
測定、評定、見積もり、解析、検査等を包含する。様々な実施形態において、同定または
評価されているものは、例えば、遺伝子、遺伝子産物、反応物または反応の産物、経路、
薬剤、組成物、細胞、細胞株、腫瘍、対象や、組成物または方法において使用するための
試薬となり得る。一部の実施形態において、アッセイは、定性的であっても、あるいは少
なくとも一部には定量的であってもよく、例えば、数値的に表すことのできる測定値をも
たらすことができる。測定値は、様々な実施形態において、相対的であっても絶対的であ
ってもよい。一部の実施形態において、アッセイは、規模、濃度、レベル、量、強度、モ
ジュレーションの程度（例えば、低下または増強）、活性または前述のいずれかの変化の
測定値をもたらす。スクリーニングは、１種もしくは複数の対象の特性または１種もしく
は複数の対象の目的もしくは用途へのその適合性に関する実体の評価を含むことができる
、あるいは１種もしくは複数の対象の特性を有するまたは１種もしくは複数の対象の目的
もしくは用途に適合したもしくは適合し得る実体の同定を含むことができる。スクリーニ
ングは、例えば、１種または複数のアッセイ、コンピュータ支援手順または過程等を含む
ことができる。様々な実施形態において、同定もしくは評価されているまたは同定もしく
は評価しようとするものは、例えば、遺伝子、遺伝子産物、反応物または反応の産物、経
路、薬剤、組成物、細胞、細胞株、腫瘍、対象や、組成物または方法において使用するた
めの試薬等となり得る、あるいはコンピュータを使用して操作、解析、加工または表示す
ることのできる配列、構造または他の情報もしくは表現となり得る。一部の実施形態にお
いて、スクリーニングは、協調的な様式における、例えば、共通の指示または制御下にお
ける複数の実体（例えば、複数の薬剤、例えば、複数の被験薬剤）の評価を含む。スクリ
ーニングは、例えば、複数の異なる被験薬剤を使用した、同一または基本的に同一アッセ
イの複数回の実行を含むことができる。アッセイは、同一アッセイ系を使用して（例えば
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、同一装備／計測手段を使用して）行うことができる。アッセイは、被験薬剤の同一性が
異なる、基本的に同一アッセイ組成物を使用して行うことができる。アッセイは、所定の
セットの被験薬剤、例えば、薬剤のライブラリーを使用して行うことができる。
【００２１】
　「細胞マーカー」は、細胞内または細胞上（例えば、細胞表面に少なくとも部分的に露
出した）におけるそのレベルが、１種もしくは複数の細胞型（複数可）、細胞系列（複数
可）もしくは組織型（複数可）を特徴付ける、指示するもしくは同定する、または特定の
状態（例えば、がん性または正常等の疾患または生理的状態、分化状態、幹細胞状態）を
特徴付ける、指示するもしくは同定する、分子（例えば、タンパク質、ＲＮＡ、ＤＮＡ、
脂質、炭水化物）またはその部分を指す。レベルは、例えば、高／低；＋／－；数値表示
等、種々の異なる仕方で報告することができる。特定の細胞マーカー（複数可）の存在、
非存在またはレベルは、患者、臓器、組織または細胞の特定の生理的または疾患状態を指
示することができる。複数の細胞マーカーを評価して、例えば、対象の細胞型を同定また
は単離し、疾患を診断すること等ができることを理解されよう。一部の実施形態において
、２～１０種の間の細胞マーカーを評価することができる。細胞の表面にまたは表面上に
存在する細胞マーカーは、「細胞表面マーカー」と称され得る。一部の実施形態において
、細胞表面マーカーは、受容体である。例えば、標的化部分は、受容体の細胞外ドメイン
に結合することができる。一部の実施形態において、受容体は、増殖因子受容体、ホルモ
ン受容体、インテグリン受容体、葉酸受容体またはトランスフェリン受容体である。細胞
マーカーは、細胞型特異的となり得る。細胞型特異的マーカーは一般に、多くのまたは大
部分の他の細胞型（例えば、身体または人工環境における他の細胞型）の中または上より
も特定の細胞型（単数または複数）の中または上に（その表面上に）高レベルで発現され
るまたは存在する。場合によっては、細胞型特異的マーカーは、対象の特定の細胞型の中
または上においてのみ検出可能レベルで存在する。しかし、有用な細胞型特異的マーカー
は、対象の細胞型に絶対的に特異的となることはできず、多くの場合、絶対的に特異的で
はない。細胞マーカー、例えば、細胞型特異的マーカーは、特定の細胞型中またはその表
面上に、例えば、複数（例えば、５～１０；１０～２０種以上）の異なる組織または臓器
由来の細胞をおよそ等量で含有する混合物からなっていてよい細胞の参照集団よりも、少
なくとも２倍または少なくとも３倍大きいレベルで存在することができる。一部の実施形
態において、細胞マーカー、例えば、細胞型特異的マーカーは、参照集団におけるその平
均発現よりも少なくとも４～５倍、５～１０倍の間または１０倍超大きいレベルで存在す
ることができる。一部の実施形態において、細胞マーカー、例えば、細胞表面マーカーは
、正常細胞、例えば、同一臓器および／または細胞型に由来する正常細胞による発現と比
較して、腫瘍細胞により選択的に発現される、例えば、腫瘍細胞により過剰発現される。
係る細胞マーカーは、「腫瘍細胞マーカー」と称され得る。腫瘍細胞の表面にまたは表面
上に存在する腫瘍マーカーは、「腫瘍細胞表面マーカー」と称され得る。一部の実施形態
において、腫瘍細胞表面マーカーは、非腫瘍細胞と比較して、少なくとも一部の腫瘍細胞
により差次的に発現される分子（またはその部分）である。有用な腫瘍細胞表面マーカー
は、１種もしくは複数の腫瘍型または１種もしくは複数の腫瘍型の腫瘍サブセットにより
発現または過剰発現され得る。一部の実施形態において、腫瘍細胞表面マーカーは、適し
たアッセイを使用して測定された場合、正常細胞、例えば、同一臓器および／または細胞
型に由来する正常細胞による発現と比べて、腫瘍の少なくとも一部の細胞において少なく
とも１．５倍過剰発現される。腫瘍細胞表面マーカーは、例えば、正常には非常に少量産
生され、腫瘍細胞においてより大量に発現されるタンパク質、正常には発生の特定のステ
ージ（例えば、出生前）においてのみ産生されるタンパク質、その構造（例えば、配列ま
たは翻訳後修飾（複数可））が、腫瘍細胞における突然変異により修飾されるタンパク質
または（正常な条件下では）免疫系から隔離される正常なタンパク質を含むことができる
。一部の実施形態において、腫瘍細胞表面マーカーは、突然変異した遺伝子、例えば、癌
遺伝子または突然変異した腫瘍抑制因子遺伝子の発現産物、過剰発現もしくは異常に発現
された細胞タンパク質または癌胎児性抗原である。一般に、細胞マーカーのレベルは、ノ
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ーザンブロッティング、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、ＲＴ－ＰＣＲ、配列決
定、イムノブロッティングや免疫組織化学等の免疫学的方法、蛍光標識された抗体による
染色後の蛍光検出（例えば、フローサイトメトリー、蛍光顕微鏡）、マーカーに特異的に
結合する非抗体リガンドを使用する同様の方法、オリゴヌクレオチドまたはｃＤＮＡマイ
クロアレイまたは膜アレイ、タンパク質マイクロアレイ解析、質量分析等、標準技法を使
用して決定することができる。細胞表面マーカー、例えば、細胞型特異的細胞表面マーカ
ーまたは腫瘍細胞表面マーカーは、細胞の検出または単離に使用、あるいは薬剤を細胞へ
と送達するための標的として使用することができる。例えば、薬剤は、細胞表面マーカー
に結合する部分に連結させることができる。適した結合部分は、例えば、抗体またはリガ
ンド、例えば、低分子、アプタマー、ポリペプチドを含む。
【００２２】
　本明細書において使用される場合、「コンピュータ支援」は、情報（例えば、データ、
結果、構造、配列等）を集める、加工する、操作する、表示する、可視化する、受け取る
、伝達する、記憶するまたは他の仕方で取り扱うために、コンピュータシステムが使用さ
れる方法を包含する。方法は、コンピュータのプロセッサに、データまたは他の情報を集
める、加工する、操作する、表示する、受け取る、伝達するまたは記憶するための命令を
実行させるステップを含むことができる。命令は、コンピュータ可読媒体を含むコンピュ
ータプログラム製品において具体化させることができる。一部の実施形態において、方法
は、通信ネットワークを通してデータまたは他の情報を伝達または受け取るステップを含
む。通信ネットワークは、例えば、１種もしくは複数のイントラネット、またはインター
ネットを含むことができる。
【００２３】
　薬剤（または係る薬剤を含有する組成物）の「有効量」または「有効用量」は、例えば
、選択された投与形態、経路および／またはスケジュールに従って細胞または生物に送達
される場合に、所望の生物学的および／または薬理学的効果を達成するのに十分な量を指
す。当業者であれば認められようが、有効な特定の薬剤または組成物の絶対量は、所望の
生物学的または薬理学的エンドポイント、送達される薬剤、標的組織等の要因に応じて変
動し得る。当業者であれば、「有効量」が、様々な実施形態において、単一用量で、ある
いは複数用量の使用により細胞と接触され得るまたは投与され得ることをさらに理解する
であろう。生物学的効果は、例えば、１種または複数の遺伝子産物の発現または活性の低
下、代謝経路または反応の活性の低下、細胞の細胞増殖または生存（例えば、腫瘍細胞増
殖または生存）の低下、腫瘍の維持、サイズ、成長または進行の低下となり得る。
【００２４】
　用語「発現」は、ポリ核酸（例えば、ＤＮＡ）が転写されてＲＮＡを産生し、（適用で
きる場合は）ＲＮＡ転写物がポリペプチドへと翻訳される過程を包含する。
【００２５】
　用語「遺伝子産物」（本明細書において、「遺伝子発現産物」または「発現産物」とも
称される）は、遺伝子から転写されたＲＮＡおよび係るＲＮＡの翻訳から生じたポリペプ
チド等、遺伝子の発現に起因する産物を包含する。特定の遺伝子産物が、例えば細胞にお
いてプロセシングまたは修飾され得ることを認められよう。例えば、ＲＮＡ転写物は、ｍ
ＲＮＡ翻訳前にスプライシング、ポリアデニル化等され得る、および／またはポリペプチ
ドは、分泌シグナル配列の除去、オルガネラ標的化配列の除去またはリン酸化や脂肪酸ア
シル化等の修飾等、翻訳時または翻訳後プロセシングされ得る。用語「遺伝子産物」は、
係るプロセシングまたは修飾形態を包含する。ヒトを含む種々の生物種由来のゲノム、ｍ
ＲＮＡ、ポリペプチド配列は、当技術分野において公知のものであり、国立バイオテクノ
ロジー情報センター（National　Center　for　Biotechnology　Information）（www.ncb
i.nih.gov）またはユニバーサル・プロテイン・リソース（Universal　Protein　Resourc
e）（www.uniprot.org）において利用できるもの等、公開されたデータベースにおいて利
用できる。例示的なデータベースとして、例えば、ＧｅｎＢａｎｋ、ＲｅｆＳｅｑ、Ｇｅ
ｎｅ、ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ／ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ／Ｔｒｅｍｂｌそ
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の他が挙げられる。一般に、ＮＣＢＩ参照配列データベースにおける配列、例えば、ｍＲ
ＮＡおよびポリペプチド配列は、対象の遺伝子の遺伝子産物配列として使用することがで
きる。同一種の個体間に遺伝子の複数のアレルが存在し得ることが認められよう。例えば
、所定の種の個体間には、特定のタンパク質をコードする核酸の１個または複数のヌクレ
オチド（例えば、ヌクレオチドの最大約１％、２％、３～５％）における差が存在し得る
。コードされるタンパク質の配列の変化をもたらすＤＮＡ多型も存在し得るが、遺伝暗号
の縮重により、係る変種は、コードされるアミノ酸配列を変更しないことが多い。多型バ
リアントの例は、例えば、ＮＣＢＩウェブサイト、www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
において利用できる一塩基多型データベース（Single　Nucleotide　Polymorphism　Data
base）（ｄｂＳＮＰ）に見出すことができる（Sherry　STら（２００１年）「dbSNP:　th
e　NCBI　database　of　genetic　variation」、Nucleic　Acids　Res.２９巻（１号）
：３０８～３１１頁；Kitts　A,　and　Sherry　S（２００９年））。The　NCBI　Handbo
ok［インターネット］、McEntyre　J、Ostell　J、編集、ベセスダ（メリーランド州）：
国立バイオテクノロジー情報センター（米国）；２００２年（www.ncbi.nlm.nih.gov/boo
kshelf/br.fcgi?book=handbook&part=ch5）におけるヌクレオチド配列変種の一塩基多型
データベース（ｄｂＳＮＰ）。例えば、選択的ＲＮＡスプライシングまたは編集の結果、
特定のタンパク質の複数のアイソフォームが存在し得る。一般に、本開示の態様が、遺伝
子または遺伝子産物に属する場合、他に指示がなければ、アレルバリアントまたはアイソ
フォームに属する実施形態が包含される。特定の実施形態は、特定の配列（複数可）、例
えば、特定のアレル（複数可）またはアイソフォーム（複数可）に方向付けることができ
る。
【００２６】
　「同一性」または「パーセント同一性」は、２種以上の核酸またはポリペプチドの配列
が同じである度合いの尺度である。対象の配列Ａと、第２の配列Ｂとの間のパーセント同
一性は、配列を整列し、同一性を最大化するためにギャップ導入し、同一残基の反対側の
残基（ヌクレオチドまたはアミノ酸）数を決定し、最小限のＴＧＡおよびＴＧＢ（この場
合、ＴＧＡおよびＴＧＢは、アライメントの配列ＡおよびＢにおける残基および内部ギャ
ップポジションの数の合計である）で割り、１００を掛けることにより算出することがで
きる。特定のパーセント同一性を得るために必要とされる同一残基の数を算出する場合、
端数は、最も近い整数となるよう四捨五入するべきである。配列は、当技術分野において
公知の種々のコンピュータプログラムの使用により整列することができる。例えば、ＢＬ
ＡＳＴ２、ＢＬＡＳＴＮ、ＢＬＡＳＴＰ、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ等、コンピュータプ
ログラムを使用して、アライメントを作成するおよび／またはパーセント同一性を得るこ
とができる。ＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔｓｃｈｕｌのアルゴリズム（Karlin　and　Altsc
hul、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA、８７巻：２２２６４～２２６８頁、１９９０年
）は、Karlin　and　Altschul、Proc.　Natl.　Acad　Sci.　USA、９０巻：５８７３～５
８７７頁、１９９３年のアルゴリズムとして修正され、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（Altschulら
、J.　MoI.　Biol.２１５巻：４０３～４１０頁、１９９０年）のＮＢＬＡＳＴおよびＸ
ＢＬＡＳＴプログラムに取り込まれている。一部の実施形態において、比較目的のために
ギャップ付きアライメントを得るため、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（Altschulら、Nucleic　Aci
ds　Res.２５巻：３３８９～３４０２頁、１９９７年）に記載されている通り、Ｇａｐｐ
ｅｄ　ＢＬＡＳＴが利用される。ＢＬＡＳＴおよびＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプログラム
を利用する場合、個々のプログラムのデフォルトパラメータを使用することができる。Ｕ
ＲＬ、www.ncbi.nlm.nih.govのウェブサイトおよび／またはMcGinnis,　S.　and　Madden
,　TL、W20～W25　Nucleic　Acids　Research、２００４年、３２巻、Web　server　issu
eを参照されたい。他の適したプログラムは、ＣＬＵＳＴＡＬＷ（Thompson　JD、Higgins
　DG、Gibson　TJ、Nuc　Ac　Res、２２巻：４６７３～４６８０頁、１９９４年）および
ＧＡＰ（ＧＣＧバージョン９．１；これはＮｅｅｄｌｅｍａｎ＆Ｗｕｎｓｃｈ、１９７０
年のアルゴリズム（Needleman　SB、Wunsch　CD、J　Mol　Biol、４８巻：４４３～４５
３頁、１９７０年）を実行する）を含む。パーセント同一性は、評定ウィンドウにわたり
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評定することができる。一部の実施形態において、評定ウィンドウは、比較されている配
列の最短の長さの少なくとも１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％
、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％
、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上、例えば、１００％の長さを有すること
ができる。一部の実施形態において、評定ウィンドウは、少なくとも１００；２００；３
００；４００；５００；６００；７００；８００；９００；１，０００；１，２００；１
，５００；２，０００；２，５００；３，０００；３，５００；４，０００；４，５００
；または５，０００アミノ酸である。一部の実施形態において、評定ウィンドウにわたる
いずれかの配列または両方の配列におけるポジションの２０％、１０％、５％または１％
以下は、ギャップで占められている。一部の実施形態において、いずれかの配列または両
方の配列におけるポジションの２０％、１０％、５％または１％以下は、ギャップで占め
られている。
【００２７】
　「阻害」は、文脈における必要に応じて、「抑制」、「減少」、「低下」等の用語と互
換的に使用することができる。阻害の度合いは変動し得ることを理解されたい。例えば、
阻害は、関連性のあるレベルの少なくとも約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３
０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８
０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％低下を指すことが
できる。一部の実施形態において、阻害は、１００％の減少、例えば、バックグラウンド
レベルまたは検出不能レベルまでの減少を指す。一部の実施形態において、阻害は、統計
的に有意である。
【００２８】
　「単離される」は、１）通常天然においては関連している構成成分の少なくとも一部か
ら分離されること、２）人の手が関与する過程により調製または精製されること、および
／または３）天然に発生しないこと、例えば、人工環境において存在することを意味する
。
【００２９】
　「核酸」は、「ポリヌクレオチド」と互換的に使用され、ヌクレオチドのポリマーを包
含する。「オリゴヌクレオチド」は、相対的に短い核酸、例えば、典型的には、約４～約
１００ヌクレオチド（ｎｔ）長の間、例えば、８～６０ｎｔ長の間または１０～４０ｎｔ
長の間を指す。ヌクレオチドは、例えば、リボヌクレオチドまたはデオキシリボヌクレオ
チドを含む。一部の実施形態において、核酸は、ＤＮＡまたはＲＮＡを含むまたはこれか
らなる。一部の実施形態において、核酸は、標準核酸塩基（多くの場合、「塩基」と称さ
れる）のみを含む。標準塩基は、シトシン、グアニン、アデニン（ＤＮＡおよびＲＮＡに
存在する）、チミン（ＤＮＡに存在する）およびウラシル（ＲＮＡに存在する）であり、
これらはそれぞれＣ、Ｇ、Ａ、ＴおよびＵと省略される。一部の実施形態において、核酸
は、様々な実施形態において、天然起源であっても非天然起源（即ち、人工的；天然には
存在しない）であってもよい１種または複数の非標準核酸塩基を含むことができる。一部
の実施形態において、核酸は、化学的または生物学的に修飾された塩基（例えば、アルキ
ル化（例えば、メチル化）塩基）、修飾糖（例えば、２’－Ｏ－アルキルリボース（alky
ribose）（例えば、２’－Ｏメチルリボース（methylribose））、２’－フルオロリボー
ス（fluororibose）、アラビノースまたはヘキソース）、修飾リン酸基（例えば、ホスホ
ロチオエートまたは５’－Ｎ－ホスホラミダイト結合）を含むことができる。一部の実施
形態において、核酸は、ホスホジエステル結合により連結されたサブユニット（残基）、
例えば、ヌクレオチドを含む。一部の実施形態において、核酸の少なくとも一部のサブユ
ニットは、非ホスホジエステル結合または他の骨格構造により連結される。一部の実施形
態において、核酸は、ロックド核酸、モルホリノまたはペプチド核酸を含む。核酸は、様
々な実施形態において、直鎖状であっても環状であってもよい。核酸は、様々な実施形態
において、一本鎖であっても、二本鎖であっても、部分的に二本鎖であってもよい。少な
くとも部分的に二本鎖の核酸は、平滑断端であっても、１個または複数のオーバーハング
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、例えば、５’および／または３’オーバーハング（複数可）を有していてもよい。研究
または治療目的のＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）、アプタマーまたはアンチセンスに基づく分子
の文脈において有用な、当技術分野において公知のもの等、核酸修飾（例えば、塩基、糖
および／または骨格修飾）、非標準ヌクレオチドまたはヌクレオシド等を、様々な実施形
態において取り込むことができる。係る修飾は、例えば、安定性を増加させ（例えば、ヌ
クレアーゼによる開裂に対する感受性を低下させることによる）、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけ
るクリアランスを減少させ、細胞取込みを増加させ、あるいは効力、有効性、特異性を改
善する他の特性を付与し、あるいは他の仕方で核酸を使用目的により適したものとするこ
とができる。核酸修飾の様々な非限定的な例は、例えば、Deleavey　GFら、Chemical　mo
dification　of　siRNA.　Curr.　Protoc.　Nucleic　Acid　Chem.２００９年；３９巻：
１６．３．１～１６．３．２２；Crooke、ST（編）Antisense　drug　technology:　prin
ciples,　strategies,　and　applications、Boca　Raton:　CRC　Press、２００８年；K
urreck,　J.（編）Therapeutic　oligonucleotides,　RSC　biomolecular　sciences.　C
ambridge:　Royal　Society　of　Chemistry、２００８年；米国特許第４，４６９，８６
３号；同第５，５３６，８２１号；同第５，５４１，３０６号；同第５，６３７，６８３
号；同第５，６３７，６８４号；同第５，７００，９２２号；同第５，７１７，０８３号
；同第５，７１９，２６２号；同第５，７３９，３０８号；同第５，７７３，６０１号；
同第５，８８６，１６５号；同第５，９２９，２２６号；同第５，９７７，２９６号；同
第６，１４０，４８２号；同第６，４５５，３０８号明細書、および／またはＰＣＴ出願
公開、国際公開第００／５６７４６号パンフレットおよび国際公開第０１／１４３９８号
パンフレットに記載されている。二本鎖核酸の２本の鎖において異なる修飾を使用するこ
とができる。核酸は、均一にまたはそのほんの一部分が修飾されていてよい、および／ま
たは複数の異なる修飾を含有することができる。
【００３０】
　「ポリペプチド」は、ペプチド結合により連結されたアミノ酸のポリマーを指す。タン
パク質は、１種または複数のポリペプチドを含む分子である。ペプチドは、典型的には、
約２～１００アミノ酸（ａａ）の間の長さ、例えば、４～６０ａａの間、８～４０ａａの
間、１０～３０ａａの間の、相対的に短いポリペプチドである。用語「タンパク質」、「
ポリペプチド」および「ペプチド」は、互換的に使用することができる。一般に、ポリペ
プチドは、標準アミノ酸のみを含有することができる、あるいは様々な実施形態において
、１種または複数の非標準アミノ酸（天然起源または非天然起源のアミノ酸となり得る）
および／またはアミノ酸アナログを含むことができる。「標準アミノ酸」は、哺乳動物に
よるタンパク質の合成において一般に利用され、遺伝暗号によりコードされる２０種のＬ
－アミノ酸のいずれかである。「非標準アミノ酸」は、哺乳動物によるタンパク質の合成
において一般に利用されないアミノ酸である。非標準アミノ酸は、天然起源のアミノ酸（
２０種の標準アミノ酸以外）および非天然起源のアミノ酸を含む。一部の実施形態におい
て、非標準の天然起源のアミノ酸は、哺乳動物に存在する。例えば、オルニチン、シトル
リンおよびホモシステインは、哺乳動物代謝において重要な役割を有する天然起源の非標
準アミノ酸である。例示的な非標準アミノ酸として、例えば、単独でまたは複数でハロゲ
ン化された（例えば、フッ素化された）アミノ酸、Ｄ－アミノ酸、ホモ－アミノ酸、Ｎ－
アルキルアミノ酸（プロリン以外）、デヒドロアミノ酸、芳香族アミノ酸（ヒスチジン、
フェニルアラニン、チロシンおよびトリプトファン以外）およびα，α二置換されたアミ
ノ酸が挙げられる。アミノ酸、例えば、ポリペプチドにおけるアミノ酸のうち１個または
複数は、例えば、アルキル基、アルカノイル基、炭水化物基、リン酸基、脂質、多糖、ハ
ロゲン、コンジュゲーションのためのリンカー、保護基等の部分の付加、例えば共有結合
により修飾されていてよい。ポリペプチドのいかなる箇所においても、例えば、ペプチド
骨格、アミノ酸側鎖およびアミノまたはカルボキシル末端において修飾は生じ得る。所定
のポリペプチドは、多くの種類の修飾を含有し得る。ポリペプチドは、分枝していてよい
、あるいは分枝したまたは分枝していない環式であってもよい。ポリペプチドは、ポリマ
ーまたはポリマーマトリックス、デンドリマー、ナノ粒子、マイクロ粒子、リポソームそ
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の他とコンジュゲートしていても、これによりカプセル封入されていても、あるいはこの
中に包埋されていてもよい。修飾は、様々な実施形態において、アミノ酸がポリペプチド
に取り込まれる前または後に生じ得る。ポリペプチドは、例えば、天然の供給源から精製
しても、組換えＤＮＡ技術（例えば、組換え宿主細胞によりまたはトランスジェニック動
物もしくは植物における）を使用して適した発現系においてｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ
　ｖｉｖｏで産生しても、従来の固相ペプチド合成および／または合成ペプチドの化学的
ライゲーションに関与する方法（例えば、Kent、S.、J　Pept　Sci.、９巻（９号）：５
７４～９３頁、２００３年または米国特許出願公開第２００４０１１５７７４号明細書を
参照）等、化学的手段により合成しても、前述のいずれかの組合せによってもよい。
【００３１】
　本明細書において使用される場合、用語「精製された」は、天然においてまたは本来生
成されたときにこれが関連していた構成成分の大部分から分離された薬剤を指す。一般に
、係る精製は、人の手による作用に関与する。精製された薬剤は、部分的に精製されてい
ても、実質的に精製されていても、純粋であってもよい。係る薬剤は、例えば、少なくと
も５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％
、９８％、９９％、あるいは９９％を超えて純粋であってもよい。一部の実施形態におい
て、核酸、ポリペプチドまたは低分子は、調製物に存在するそれぞれ総核酸、ポリペプチ
ドまたは低分子材料の少なくとも７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９
７％、９８％、９９％以上を構成するよう精製される。一部の実施形態において、有機物
質、例えば、核酸、ポリペプチドまたは低分子は、調製物に存在する総有機材料の少なく
とも７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上を
構成するよう精製される。純度は、例えば、乾燥重量、クロマトグラフィートレーシング
（ＧＣ、ＨＰＬＣ等）におけるピークのサイズ、分子存在量、電気泳動方法、ゲルにおけ
るバンドの強度、分光学的データ（例えば、ＮＭＲ）、元素分析、ハイスループット配列
決定、質量分析またはいずれかの技術的に許容される定量化方法に基づくことができる。
一部の実施形態において、水、緩衝物質、イオンおよび／または低分子（例えば、ヌクレ
オチドまたはアミノ酸等、合成前駆体）は、精製された調製物において任意選択で存在し
ていてよい。精製された薬剤は、他の物質（例えば、他の細胞材料）から分離することに
より、あるいは所望の程度の純度を達成できるような様式で産生させることにより調製す
ることができる。一部の実施形態において、細胞により産生された分子に関する「部分的
に精製された」は、細胞により産生された分子が、もはや細胞内に存在しないこと、例え
ば、細胞が溶解され、任意選択で、細胞材料の少なくとも一部（例えば、細胞壁、細胞膜
（複数可）、細胞オルガネラ（複数可））が除去されたこと、および／またはライセート
に存在していた同じ種類の少なくとも一部の分子（タンパク質、ＲＮＡ、ＤＮＡ等）から
分子が分離または隔離されたことを意味する。
【００３２】
　用語「ＲＮＡ干渉」（ＲＮＡｉ）は、例えば、真核生物細胞、例えば、脊椎動物細胞に
おいてまたは適切なｉｎ　ｖｉｔｒｏ系において、ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（Ｒ
ＩＳＣ）として公知の分子複合体が、配列特異的様式で遺伝子発現をサイレンスまたは「
ノックダウン」する過程を包含する。ＲＩＳＣは、短い核酸鎖（例えば、約１６～約３０
ヌクレオチド（ｎｔ）の長さ）を取り込むことができ、この核酸鎖は、この鎖と相補性を
有するＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ）と対形成し、その配列特異的分解または翻訳抑圧を方
向付けるまたは「ガイド」する。短い核酸鎖は、「ガイド鎖」または「アンチセンス鎖」
と称され得る。ガイド鎖と相補性を有するＲＮＡ鎖は、「標的ＲＮＡ」と称され得る。ガ
イド鎖は、初めに、短い二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）の一部、例えば、低分子干渉ＲＮＡ
（ｓｉＲＮＡ）としてＲＩＳＣ構成成分（ＲＩＳＣローディング複合体と呼ばれることも
ある複合体において）と会合するようになる。短いｄｓＲＮＡの他方の鎖は、「パッセン
ジャー鎖」または「センス鎖」と称され得る。標的ＲＮＡおよびガイド鎖のハイブリダイ
ゼーションにより形成される構造の相補性は、鎖が、（ｉ）ＲＮＡ誘導サイレンシング複
合体（ＲＩＳＣ）において標的ＲＮＡの開裂をガイドする、および／または（ｉｉ）標的
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ＲＮＡの翻訳抑圧を引き起こすことができるようなものとなり得る。ＲＮＡｉによる発現
の低下は、様々な実施形態において、基本的に完全なものであっても（例えば、遺伝子産
物の量がバックグラウンドレベルまで低下する）、完全に満たないものであってもよい。
例えば、ｍＲＮＡおよび／またはタンパク質レベルは、様々な実施形態において、５０％
、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％以上低下し得る。当技術分
野において公知の通り、ガイド鎖と標的ＲＮＡとの間の相補性は、完璧（１００％）であ
る必要はないが、遺伝子発現の阻害を生じるのに十分となることのみを必要とする。例え
ば、一部の実施形態において、ガイド鎖の１、２、３、４、５個以上のヌクレオチドは、
標的ＲＮＡにマッチしなくてよい。「マッチしない」または「アンマッチ」は、ミスマッ
チである（二重鎖においてこれと向かい合って位置するヌクレオチドと相補的ではない、
即ち、ワトソン・クリック塩基対形成が起こらない）またはバルジの少なくとも一部を形
成するヌクレオチドを指す。ミスマッチの例として、限定することなく、ＧまたはＡと向
かい合うＡ、ＡまたはＣと向かい合うＣ、ＣまたはＵと向かい合うＵ、Ｇと向かい合うＧ
が挙げられる。バルジは、他方の鎖におけるヌクレオチド（複数可）と向かい合って位置
しない、全般的に二重鎖の領域内の鎖における１個または複数のヌクレオチドの配列を指
す。「部分的に相補的」は、完璧に満たない相補性を指す。一部の実施形態において、ガ
イド鎖は、標的ＲＮＡに対し、標的ＲＮＡの一続きの少なくとも約１５ｎｔ、例えば、１
５ｎｔ～３０ｎｔの間、１７ｎｔ～２９ｎｔの間、１８ｎｔ～２５ｎｔの間、１９ｎｔ～
２３ｎｔの間にわたり、少なくとも約８０％、８５％または９０％、例えば、少なくとも
約９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１
００％の配列相補性を有する。一部の実施形態において、ガイド鎖の少なくともシード領
域（ガイド鎖のポジション２～７または２～８におけるヌクレオチド）は、標的ＲＮＡに
対し完璧に相補的である。一部の実施形態において、ガイド鎖および標的ＲＮＡ配列は、
一続きの少なくとも１０ｎｔ、例えば、１０～３０ｎｔの間にわたり、１、２、３または
４個以下のミスマッチまたはバルジしたヌクレオチドを含有する二重鎖を形成することが
できる。一部の実施形態において、ガイド鎖と標的ＲＮＡ配列は、一続きの少なくとも１
２ｎｔ、例えば、１０～３０ｎｔの間にわたり、１、２、３、４、５または６個以下のミ
スマッチまたはバルジしたヌクレオチドを含有する二重鎖を形成することができる。一部
の実施形態において、ガイド鎖と標的ＲＮＡ配列は、一続きの少なくとも１５ｎｔ、例え
ば、１０～３０ｎｔの間にわたり、１、２、３、４、５、６、７または８個以下のミスマ
ッチまたはバルジしたｎｔを含有する二重鎖を形成することができる。一部の実施形態に
おいて、ガイド鎖と標的ＲＮＡ配列は、一続きの少なくとも１０ｎｔ、例えば、１０～３
０ｎｔの間にわたり、ミスマッチまたはバルジしたヌクレオチドを含有しない二重鎖を形
成することができる。一部の実施形態において、１０～３０ｎｔの間は、１０、１１、１
２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５
、２６、２７、２８、２９または３０ｎｔである。
【００３３】
　本明細書において使用される場合、用語「ＲＮＡｉ剤」は、真核生物の細胞におけるＲ
ＮＡｉの達成に使用することのできる核酸を包含する。低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）
、低分子ヘアピン型ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）およびマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）は、ＲＮ
Ａｉ剤の例である。ｓｉＲＮＡは、典型的には、互いにハイブリダイズして、少なくとも
１５ｎｔの長さ、例えば、約１５～約３０ｎｔ長、例えば、１７～２７ｎｔ長の間、例え
ば、１８～２５ｎｔ長の間、例えば、１９～２３ｎｔ長の間、例えば、１５、１６、１７
、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９または３
０ヌクレオチドの二本鎖（二重鎖）部分を含有する構造を形成する２本の別々の核酸鎖を
含む。一部の実施形態において、ｓｉＲＮＡの鎖は、二重鎖部分内において、互いに完璧
に相補的である。一部の実施形態において、二重鎖部分は、１個または複数のアンマッチ
したヌクレオチド、例えば、１個または複数のミスマッチした（非相補的）ヌクレオチド
対またはバルジしたヌクレオチドを含有し得る。一部の実施形態において、ｓｉＲＮＡの
いずれか一方または両方の鎖は、二重鎖部分内において、最大約１、２、３または４個の
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アンマッチしたヌクレオチドを含有し得る。一部の実施形態において、鎖は、１５～３５
ｎｔの間、例えば、１７～２９ｎｔの間、例えば、１９～２５ｎｔ、例えば、２１～２３
ｎｔの長さを有し得る。鎖は、様々な実施形態において、長さが等しくなり得る、あるい
は異なる長さを有し得る。一部の実施形態において、鎖は、長さが１～１０ｎｔ異なって
いてよい。鎖は、５’リン酸基および／または３’ヒドロキシル（－ＯＨ）基を有し得る
。ｓｉＲＮＡのいずれか一方または両方の鎖は、例えば、約１～１０ｎｔ（例えば、１～
５ｎｔ、例えば、２ｎｔ）の３’オーバーハングを含むことができる。オーバーハングは
、様々な実施形態において、同じ長さまたは異なる長さとなり得る。一部の実施形態にお
いて、オーバーハングは、デオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチドまたは２’－Ｏ
－メチル化ヌクレオチドもしくは２’－Ｏ－メチル－ウリジン等の修飾ヌクレオチドもし
くは修飾リボヌクレオチドを含むまたはこれからなることができる。オーバーハングは、
様々な実施形態において、ガイド鎖および標的ＲＮＡにより形成されたハイブリッドにお
ける標的ＲＮＡに対し完璧に相補的、部分的に相補的または非相補的となり得る。
【００３４】
　ｓｈＲＮＡは、ステムループ構造を含む、典型的には、約４０～１５０ｎｔの間、例え
ば、約５０～１００ｎｔ、例えば、６０～８０ｎｔの長さの核酸分子である。「ステムル
ープ構造」（「ヘアピン」構造とも称される）は、二本鎖（ステム部分；二重鎖）を形成
することが公知のまたは予測されるヌクレオチドの領域を含み、この二本鎖の片側に、（
通常）主に一本鎖のヌクレオチドの領域（ループ部分）が連結した二次構造を有する核酸
を指す。係る構造は、当技術分野において周知のものであり、この用語は、当技術分野に
おけるその意義と一貫して使用される。ガイド鎖配列は、ステムのいずれかの腕に、即ち
、様々な実施形態において、ループに対して５’またはループに対して３’に配置され得
る。当技術分野において公知の通り、ステム構造は、正確な塩基対形成（完璧な相補性）
を要求しない。よって、ステムは、１個または複数のアンマッチした残基を含んでもよく
、あるいは塩基対形成が正確であってもよい、即ち、いかなるミスマッチまたはバルジを
含まなくてもよい。一部の実施形態において、ステムは、１５～３０ｎｔの間、例えば、
１７～２９ｎｔの間、例えば、１９～２５ｎｔである。一部の実施形態において、ステム
は、１５～１９ｎｔの間である。一部の実施形態において、ステムは、１９～３０ｎｔの
間である。ループ内の一次配列およびヌクレオチド数は、変動し得る。ループ配列の例と
して、例えば、ＵＧＧＵ；ＡＣＵＣＧＡＧＡ；ＵＵＣＡＡＧＡＧＡが挙げられる。一部の
実施形態において、天然起源のｍｉＲＮＡ前駆体分子（例えば、プレｍｉＲＮＡ）に存在
するループ配列を使用することができる。一部の実施形態において、ループ配列は存在し
なくてもよい（この場合、二重鎖部分の末端は直接的に連結していてよい）。一部の実施
形態において、ループ配列は、少なくとも部分的に自己相補的となり得る。一部の実施形
態において、ループは、１～２０ｎｔの間の長さ、例えば、１～１５ｎｔ、例えば、４～
９ｎｔである。ｓｈＲＮＡ構造は、５’または３’オーバーハングを含むことができる。
当技術分野において公知の通り、ｓｈＲＮＡは、例えば、ダイサー（Dicer）として公知
のリボヌクレアーゼ（ＲＮａｓｅ）ＩＩＩファミリー酵素により細胞内プロセシングされ
、ループを除去して、ｓｉＲＮＡを生成することができる。
【００３５】
　成熟内在性ｍｉＲＮＡは、ｍｉＲＮＡ前駆体と呼ばれるより大型の内在的にコードされ
た前駆体ＲＮＡ分子から細胞内プロセシングにより生成された、短い（典型的には、１８
～２４ｎｔ、例えば、約２２ｎｔ）一本鎖ＲＮＡである（例えば、Bartel,　D.、MicroRN
As:　genomics,　biogenesis,　mechanism,　and　function.　Cell.１１６巻（２号）：
２８１～９７頁（２００４年）；Bartel　DP.　MicroRNAs:　target　recognition　and
　regulatory　functions.　Cell.１３６巻（２号）：２１５～３３頁（２００９年）；W
inter,　J.ら、Nature　Cell　Biology、１１巻：２２８～２３４頁（２００９年）を参
照）。人工的ｍｉＲＮＡは、対象の標的ＲＮＡをサイレンスするため、内在性ＲＮＡｉ経
路を活用するために設計され得る。
【００３６】
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　ＲＮＡｉを媒介することのできる細胞またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ系において、対象のＲＮ
Ａの発現低下をもたらすことができるよう（例えば、ＲＮＡの分解または翻訳抑圧の結果
）対象のＲＮＡと十分に相補的な鎖を含有する、および／または対象のＲＮＡの少なくと
も１０、１２、１５、１７または１９個の継続的ヌクレオチドを含む配列と少なくとも８
０％、９０％、９５％以上（例えば、１００％）相補的な配列を含むＲＮＡｉ剤は、対象
のＲＮＡ「に標的化された」と称され得る。ＲＮＡ転写物に標的化されたＲＮＡｉ剤は、
該転写物の転写元の遺伝子に標的化されたと考慮することもできる。
【００３７】
　一部の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、細胞においてｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡまたは
ｍｉＲＮＡを生じる１種または複数の転写物の細胞内発現を引き起こすのに適したベクタ
ー（例えば、発現ベクター）である。係るベクターは、「ＲＮＡｉベクター」と称され得
る。ＲＮＡｉベクターは、転写されるとｓｉＲＮＡ（例えば、互いにハイブリダイズする
２本の別々の鎖として）、ｓｈＲＮＡまたはｍｉＲＮＡ前駆体（例えば、プリｍｉＲＮＡ
またはプレｍＲＮＡ）を形成し得る転写物を生じる鋳型を含むことができる。
【００３８】
　ＲＮＡｉ剤は、様々な実施形態において、種々の仕方のいずれかにおいて産生すること
ができる。例えば、核酸鎖は、化学的に合成しても（例えば、標準核酸合成技法を使用）
、細胞においてまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写系を使用して産生してもよい。鎖は、適切な
液体組成物（「アニーリングバッファー」と呼ばれることもある）においてハイブリダイ
ズ（アニール）させることができる。ＲＮＡｉベクターは、標準組換え核酸技法を使用し
て産生することができる。
【００３９】
　「試料」は、細胞、組織または細胞材料（例えば、細胞ライセートまたはその画分等、
細胞に由来する材料）を含有するいかなる生物学的検体であってもよい。試料は、対象か
ら得ることができる（即ち、対象に由来する、対象から最初に取り出されたものである）
。試料を得る方法は、当技術分野において公知のものであり、例えば、切除生検、切開生
検もしくはコア生検等、組織生検；穿刺吸引生検；擦過ブラシ（brushing）；洗浄液（la
vage）；または血液、痰、リンパ液、粘液、唾液もしくは尿等、細胞を含有し得る体液の
収集を含む。一部の実施形態において、試料は、対象から取り出された時点において、少
なくともいくつかの無傷細胞を含有する。一部の実施形態において、試料は、取り出され
た元の組織の微小構造の少なくとも一部を保持する。試料は、対象から得た後に１種また
は複数の加工ステップに付すことができる、および／または１種または複数の部分に分割
することができる。用語「試料」は、加工された試料、試料の部分等を包含し、係る試料
は、最初の試料が取り出された元の対象から得たと考慮される。一部の実施形態において
、試料は、腫瘍、例えば、脳腫瘍を有すると診断されたまたはそうであると疑われる個体
から得ることができる。腫瘍試料は、腫瘍細胞または腫瘍から得られたまたはこれを含む
試料である。腫瘍試料は、対象から腫瘍を取り出す前または後に腫瘍から得られたもので
もよい。試料、例えば、本明細書に開示されている方法または組成物において使用される
試料は、対象から直接的に、あるいは間接的に、例えば、例えば対象において生検、外科
手術または他の手順を行うことにより、対象から直接的に試料を獲得した１名または複数
の人物から試料を受け取ることにより獲得されていてよい。
【００４０】
　本明細書において使用される場合「低分子」は、質量が約２キロダルトン（ｋＤａ）未
満の有機分子である。一部の実施形態において、低分子は、約１．５ｋＤａ未満または約
１ｋＤａ未満である。一部の実施形態において、低分子は、約８００ダルトン（Ｄａ）、
６００Ｄａ、５００Ｄａ、４００Ｄａ、３００Ｄａ、２００Ｄａまたは１００Ｄａ未満で
ある。多くの場合、低分子は、少なくとも５０Ｄａの質量を有する。一部の実施形態にお
いて、低分子は、非ポリマーである。一部の実施形態において、低分子は、アミノ酸では
ない。一部の実施形態において、低分子は、ヌクレオチドではない。一部の実施形態にお
いて、低分子は、糖類ではない。一部の実施形態において、低分子は、複数の炭素－炭素
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結合を含有し、タンパク質との構造的相互作用（例えば、水素結合）に重要な１個または
複数のヘテロ原子および／または１個または複数の官能基、例えば、アミン、カルボニル
、ヒドロキシルまたはカルボキシル基を含むことができ、一部の実施形態において、少な
くとも２個の官能基を含むことができる。低分子は、多くの場合、上述の官能基の１個ま
たは複数に任意選択で置換された、１個もしくは複数の環式炭素もしくは複素環式構造お
よび／または芳香族もしくは多環芳香族構造を含む。
【００４１】
　「対象」は、様々な実施形態において、いかなる脊椎動物生物であってもよい。対象は
、例えば、実験、診断および／または治療目的で薬剤が投与される、あるいは試料が得ら
れる、あるいは手順が為される個体となり得る。一部の実施形態において、対象は、哺乳
動物、例えば、ヒト、非ヒト霊長類、齧歯類（例えば、マウス、ラット、ウサギ）、有蹄
動物（例えば、ヒツジ、ウシ、ウマ、ヤギ種）、イヌまたはネコである。一部の実施形態
において、対象は、成体である。本明細書の目的のため、少なくとも１８歳のヒトが、成
体と考慮される。
【００４２】
　「処置」、「処置する」および同様の用語は、対象の医学的および／または外科的管理
の提供を指す。処置として、対象への薬剤または組成物（例えば、医薬組成物）の投与を
挙げることができるがこれに限定されない。処置は、典型的には、対象に有益な様式で、
疾患（この用語は、治療法を是認するいずれかの疾患、障害または望ましくない状態を指
示するよう使用される）経過を変更する努力において試みられる。処置の効果は、疾患ま
たは疾患の１もしくは複数の症状もしくは徴候の逆行、軽減、重症度低下、発病遅延、治
癒、進行の阻害および／またはその発生もしくは再発の見込みの低下を含むことができる
。治療剤は、罹患したまたは一般集団のメンバーと比べて疾患発症リスクが増加した対象
に投与することができる。一部の実施形態において、治療剤は、かつて疾患であったが、
もはや疾患エビデンスを示さない対象に投与することができる。薬剤は、例えば、明らか
な疾患の再発の見込みを低下させるために投与することができる。治療剤は、予防的に、
即ち、疾患のいずれかの症状または徴候の発症前に投与することができる。「予防的処置
」は、例えば、疾患が発生する見込みを低下させるための、あるいは疾患の重症度が生じ
る見込みを低下させるための、疾患を発症したことがないまたは疾患エビデンスを示さな
い対象への医学的および／または外科的管理の提供を指す。対象は、疾患発症リスクがあ
る（例えば、一般集団と比べてリスクが増加したまたは疾患を発症する見込みを増加する
リスク因子を有する）と同定されていてよい。
【００４３】
　特定のポリペプチドまたはポリヌクレオチドの「バリアント」は、それぞれ「本来のポ
リペプチド」または「本来のポリヌクレオチド」と称され得るポリペプチドまたはポリヌ
クレオチドに対して、１個または複数の変更（例えば、「突然変異」と総称される付加、
置換および／または欠失）を有する。付加は、挿入であっても、いずれかの末端に為され
てもよい。バリアントは、本来のポリペプチドまたはポリヌクレオチドよりも短くまたは
長くなり得る。用語「バリアント」は、「断片」を包含する。「断片」は、本来のポリペ
プチドよりも短いポリペプチドまたはポリヌクレオチドの連続的部分である。一部の実施
形態において、バリアントは、断片を含むまたはこれからなる。一部の実施形態において
、断片またはバリアントは、本来のポリペプチドまたはポリヌクレオチドの少なくとも２
０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９
７％、９８％、９９％以上の長さである。断片は、Ｎ末端、Ｃ末端または内部断片となり
得る。一部の実施形態において、バリアントポリペプチドは、本来のポリペプチドの少な
くとも１個のドメインを含むまたはこれからなる。一部の実施形態において、バリアント
ポリヌクレオチドは、ストリンジェントな条件、例えば、高ストリンジェンシー条件下で
、本来のポリペプチドの長さの配列に対し、本来のポリヌクレオチドにハイブリダイズす
る。一部の実施形態において、バリアントポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、本来
のポリペプチドまたはポリヌクレオチドの少なくとも２０％、３０％、４０％、５０％、



(27) JP 2015-509489 A 2015.3.30

10

20

30

40

50

６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１０
０％にわたって、本来のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに対し、配列が少なくとも
５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以
上同一のポリペプチドまたはポリヌクレオチドを含むまたはこれからなる。一部の実施形
態において、バリアントポリペプチドは、本来のポリペプチドの少なくとも２０％、３０
％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％または１００％にわたって、本来のポリペプチドに対し、配列が少なくとも５
０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上
同一のポリペプチドを含むまたはこれからなり、但し、パーセント同一性を算出する目的
において、保存的アミノ酸置換は、置き換えたアミノ酸と同一であると考慮される。一部
の実施形態において、バリアントポリペプチドは、本来のポリペプチドの少なくとも２０
％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％または１００％にわたって、本来のポリペプチドに対し、少なくとも
５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以
上同一のポリペプチドを含むまたはこれからなり、但し、１個または複数のアミノ酸置換
（最大で係る置換の総数）は、保存的置換に制限され得る。一部の実施形態において、パ
ーセント同一性は、少なくとも１００；２００；３００；４００；５００；６００；７０
０；８００；９００；１，０００；１，２００；１，５００；２，０００；２，５００；
３，０００；３，５００；４，０００；４，５００；または５，０００アミノ酸にわたっ
て測定される。一部の実施形態において、バリアントポリペプチドの配列は、本来の配列
に対してＮ個のアミノ酸の差を有する配列を含むまたはこれからなり、Ｎは、１～１０の
間もしくは１～２０の間の任意の整数または本来のポリペプチドにおけるアミノ酸数の最
大１％、２％、５％もしくは１０％の任意の整数であり、「アミノ酸の差」は、アミノ酸
の置換、挿入または欠失を指す。一部の実施形態において、差は、保存的置換である。保
存的置換は、例えば、関与する残基の側鎖サイズ、極性、電荷、溶解度、疎水性、親水性
および／または両親媒性性質における類似性に基づいて為すことができる。一部の実施形
態において、保存的置換は、表Ａに従って為すことができ、表中、２番目の縦列の同じブ
ロックにおけるアミノ酸および３番目の縦列の同じ横列におけるアミノ酸は、保存的置換
において他のアミノ酸と互いに置換することができる。特定の保存的置換とは、２番目の
縦列におけるあるブロックに対応する３番目の縦列における行の一方におけるアミノ酸の
、２番目の縦列における同じブロック内に存在する３番目の縦列におけるもう一方の行の
アミノ酸との置換である。
【表Ａ】

【００４４】
　一部の実施形態において、プロリン（Ｐ）は、独自の群にあると考慮される。一部の実



(28) JP 2015-509489 A 2015.3.30

10

20

30

40

50

施形態において、システイン（Ｃ）は、独自の群にあると考慮される。一部の実施形態に
おいて、プロリン（Ｐ）およびシステイン（Ｃ）はそれぞれ、独自の群にあると考慮され
る。
【００４５】
　一部の実施形態において、バリアントは、機能的バリアント、即ち、少なくとも一部に
は、本来のポリペプチドまたはポリヌクレオチドの少なくとも１種の活性を保持するバリ
アントである。一部の実施形態において、バリアントは、少なくとも一部には、本来のポ
リペプチドまたはポリヌクレオチドの２種以上のまたは実質的に全ての公知の生物学的に
有意な活性を保持する。活性は、例えば、生物学的機能または過程等を行うまたはこれに
関与する触媒活性、結合活性、能力となり得る。一部の実施形態において、バリアントの
活性は、本来のポリペプチドまたはポリヌクレオチドの活性の少なくとも１０％、２０％
、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％以上となり得、様
々な実施形態において、本来のポリペプチドまたはポリヌクレオチドの活性の最大およそ
１００％、およそ１２５％またはおよそ１５０％となり得る。一部の実施形態において、
バリアント、例えば、機能的バリアントは、本来のポリペプチドまたはポリヌクレオチド
の少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８
％または９９％または１００％にわたって、本来のポリペプチドまたはポリヌクレオチド
に対し、少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９．５％または１００
％同一のポリペプチドを含むまたはこれからなる。一部の実施形態において、例えば機能
的バリアントにおける変更、例えば、置換または欠失は、活性に重要であることが公知の
または予測されるアミノ酸またはヌクレオチド、例えば、公知のまたは予測される触媒残
基、または基質もしくは補因子の結合に関与する残基を変更または欠失しない。一部の実
施形態において、他のアミノ酸または領域と比較して種間でより低い程度の保存を呈する
ヌクレオチド（複数可）、アミノ酸（複数可）または領域（複数可）を、変更のために選
択することができる。理解できる通り、１個または複数のアミノ酸変更、例えば、置換（
複数可）、付加（複数可）および／または欠失（複数可）がコードポリペプチドに導入さ
れるように、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に１個または複数のヌクレオチ
ド変更、例えば、１個または複数の置換（複数可）、付加（複数可）および／または欠失
（複数可）を導入することにより、バリアントを作製することができる。変更は、部位特
異的突然変異誘発、ＰＣＲ媒介性突然変異誘発等、標準技法により導入することができる
。バリアントは、活性を評価するための１種または複数の適したアッセイにおいて検査す
ることができる。
【００４６】
　「ベクター」は、異なる遺伝的環境間または細胞への対象の核酸の侵入を媒介すること
ができる、例えば、これを伝達、輸送等することができる、いくつもの核酸分子またはウ
イルスもしくはその部分のいずれかとなり得る。対象の核酸は、例えば、制限酵素および
ライゲーションを使用してベクターに連結、例えば、これに挿入することができる。ベク
ターは、例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡプラスミド、コスミド、天然起源のまたは修飾され
たウイルスゲノムまたはその部分、ウイルスカプシド内にパッケージングされ得る核酸、
ミニ染色体、人工的染色体等を含む。プラスミドベクターは、典型的には、複製起点（例
えば、原核生物の細胞における複製のための）を含む。プラスミドは、ウイルスゲノムの
一部または全体（例えば、ウイルスプロモーター、エンハンサー、プロセシングもしくは
パッケージングシグナル、および／または宿主細胞ゲノムに組み込むことのできる核酸を
生じるおよび／または感染性ウイルスを生じるのに十分な配列）を含むことができる。細
胞への核酸の導入に使用することのできるウイルスまたはその部分は、ウイルスベクター
と称され得る。ウイルスベクターは、例えば、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、レ
トロウイルス（例えば、レンチウイルス）、ワクシニアウイルスおよび他のポックスウイ
ルス、ヘルペスウイルス（例えば、単純ヘルペスウイルス）その他を含む。ウイルスベク
ターは、宿主細胞に導入される場合、感染性ウイルスの産生に十分なウイルス遺伝情報を
含有しても含有しなくてもよい、即ち、ウイルスベクターは、複製能を有していても複製
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欠損であってもよい。一部の実施形態において、例えば、ウイルスの産生が望ましいので
あれば、例えば、感染性ウイルスの産生に十分な情報を欠く場合、情報は、宿主細胞また
は細胞に導入された別のベクターにより供給され得る。一部の実施形態において、例えば
、ウイルスの産生が望ましくなければ、係る情報は供給されない。伝達するべき核酸は、
天然起源のまたは修飾されたウイルスゲノムまたはその部分に取り込まれ得る、あるいは
別々の核酸分子としてウイルスカプシド内に存在し得る。ベクターは、ベクターを取り込
んだ細胞の同定および／または選択に適したマーカーをコードする１種または複数の核酸
を含有することができる。マーカーは、例えば、抗生物質または他の薬剤に対する抵抗性
または感受性のいずれかを増加または減少させる様々なタンパク質（例えば、ピューロマ
イシン、ハイグロマイシンまたはブラストサイジン等、抗生物質に対する抵抗性を付与す
るタンパク質）、その活性を当技術分野において公知のアッセイにより検出することがで
きる酵素（例えば、β－ガラクトシダーゼまたはアルカリホスファターゼ）、およびこれ
を発現する細胞の表現型に検出可能な影響を与えるタンパク質またはＲＮＡ（例えば、蛍
光タンパク質）を含む。ベクターは、多くの場合、核酸、例えば発現させようとする核酸
の、ベクターへの挿入を容易にするために使用することのできる、１個または複数の適切
に配置された制限酵素部位を含む。発現ベクターは、核酸が調節エレメント（「調節配列
」、「発現制御エレメント」または「発現制御配列」とも呼ばれる）に作動可能に連結し
、ＲＮＡ転写物（例えば、タンパク質へと翻訳され得るｍＲＮＡまたはｓｈＲＮＡもしく
はｍｉＲＮＡ前駆体等の非コードＲＮＡ）として発現され得るように、所望の核酸が挿入
された、あるいはこれを挿入することのできるベクターである。発現ベクターは、少なく
ともある条件下で、作動可能に連結された核酸の転写を方向付けるのに十分な調節配列（
複数可）、例えば、発現制御配列を含む。発現に要求されるまたは役立つ他のエレメント
は、例えば、宿主細胞またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ発現系により供給され得る。係る調節配列
は、典型的には、プロモーターを含み、エンハンサー配列または上流アクチベーター配列
を含むことができる。一部の実施形態において、ベクターは、開裂および／またはポリア
デニル化シグナルを含み得る５’非翻訳領域および／または３’非翻訳領域をコードする
配列を含むことができる。一般に、調節エレメントは、その発現が望まれる核酸の挿入前
にベクターに含有されていてもよく、あるいは挿入される核酸に含有されていてもよく、
あるいはその発現が望まれる核酸の挿入後にベクターに挿入されてもよい。本明細書にお
いて使用される場合、核酸および調節エレメント（複数可）は、調節エレメント（複数可
）の影響または制御下で核酸の発現または転写が行われるように、共有結合により連結さ
れている場合、「作動可能に連結される」と呼ばれる。例えば、プロモーター領域が、核
酸の転写をもたらすことができる場合、プロモーター領域は、該核酸に作動可能に連結し
ている。当業者であれば、遺伝子発現に有用な調節配列の厳密な性質は、種間または細胞
型間で変動し得るが、一般に、必要に応じて、転写開始、ＲＮＡプロセシングまたは翻訳
開始に関与する配列を含み得ることに気づくであろう。適切なベクターおよび調節エレメ
ント（複数可）の選択および設計は、当業者の能力および裁量の範囲内である。例えば、
当業者は、所望の種（例えば、哺乳動物種）または細胞型における発現のための適切なプ
ロモーター（または他の発現制御配列）を選択するであろう。ベクターは、例えば、サイ
トメガロウイルス（ＣＭＶ）、レトロウイルス、サルウイルス（例えば、ＳＶ４０）、パ
ピローマウイルス、ヘルペスウイルスもしくは哺乳動物細胞に感染する他のウイルス由来
の適したウイルスプロモーター、または例えば、ＥＦ１アルファ、ユビキチン（例えば、
ユビキチンＢまたはＣ）、グロビン、アクチン、ホスホグリセリン酸キナーゼ（ＰＧＫ）
等の遺伝子由来の哺乳動物プロモーター、またはＣＡＧプロモーター（ＣＭＶ初期エンハ
ンサーエレメントおよびニワトリベータ－アクチンプロモーターの組合せ）等の複合（co
mposite）プロモーター等、哺乳動物細胞における発現を方向付けることのできるプロモ
ーターを含有し得る。一部の実施形態において、ヒトプロモーターを使用することができ
る。一部の実施形態において、通常、真核生物ＲＮＡポリメラーゼＩによる転写を方向付
けるプロモーター（「ｐｏｌ　Ｉプロモーター」）、例えば、（Ｕ６、Ｈ１、７ＳＫもし
くはｔＲＮＡプロモーターまたはこれらの機能的バリアント）を使用することができる。
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一部の実施形態において、通常、真核生物ＲＮＡポリメラーゼＩＩによる転写を方向付け
るプロモーター（「ｐｏｌ　ＩＩプロモーター」）またはその機能的バリアントが使用さ
れる。一部の実施形態において、通常、真核生物ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩによる転写を
方向付けるプロモーター（「ｐｏｌ　ＩＩＩプロモーター」）、例えば、リボソームＲＮ
Ａ（５Ｓ　ｒＲＮＡ以外）の転写のためのプロモーターまたはその機能的バリアントが使
用される。当業者は、対象の配列の転写を方向付けるための適切なプロモーターを選択す
るであろう。哺乳動物細胞において使用することのできる発現ベクターの例として、例え
ば、ｐｃＤＮＡベクターシリーズ、ｐＳＶ２ベクターシリーズ、ｐＣＭＶベクターシリー
ズ、ｐＲＳＶベクターシリーズ、ｐＥＦ１ベクターシリーズ、Ｇａｔｅｗａｙ（登録商標
）ベクター等が挙げられる。哺乳動物細胞において使用することのできるウイルスベクタ
ーの例として、例えば、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ワクシニアウイルスおよ
び弱毒化ポックスウイルス等のポックスウイルス、レトロウイルス（例えば、レンチウイ
ルス）、セムリキ森林ウイルス、シンドビスウイルス等が挙げられる。一部の実施形態に
おいて、調節性（例えば、誘導性または抑圧性）発現制御エレメント（複数可）、例えば
、調節性プロモーターは、発現を調節、例えば、オンにするもしくは増加させるまたはオ
フにするもしくは減少させることができるように使用される。例えば、テトラサイクリン
調節性遺伝子発現系（Gossen　&　Bujard、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.８９巻：５５４７
～５５５１頁、１９９２年）またはそのバリアント（例えば、Allen,　Nら（２０００年
）Mouse　Genetics　and　Transgenics：２５９～２６３頁；Urlinger,　Sら（２０００
年）Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　U.S.A.９７巻（１４号）：７９６３～８頁；Zhou,　X.
ら（２００６年）Gene　Ther.１３巻（１９号）：１３８２～１３９０頁を例えば参照）
は、誘導性または抑圧性発現をもたらすために用いることができる。様々な実施形態にお
いて、他の誘導性／抑圧性の系を使用することができる。例えば、人工または天然起源の
ホルモン受容体リガンド（例えば、天然起源または合成のエストロゲン受容体またはグル
ココルチコイド受容体リガンド等、ステロイド受容体リガンド）、テトラサイクリンまた
はこれらのアナログ等の低分子により調節され得る発現制御エレメントや金属調節系（例
えば、メタロチオネインプロモーター）を、特定の実施形態において使用することができ
る。一部の実施形態において、例えば、１種または複数の選択された組織または細胞型に
おける発現を方向付けるために、組織特異的または細胞型特異的調節エレメント（複数可
）を使用することができる。一部の実施形態において、ベクターは、ポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチド配列を含むことができ、このポリヌクレオチド配列は、Ｎまたは
Ｃ末端融合体が作製されるように、ベクターに挿入された核酸と共にインフレームに配置
される。一部の実施形態において、ポリヌクレオチド配列にコードされたポリペプチドは
、標的化ペプチドとなり得る。標的化ペプチドは、シグナル配列（タンパク質の分泌を方
向付ける）または発現されたタンパク質を核もしくはミトコンドリア等の細胞内の特異的
オルガネラもしくは位置に方向付ける配列を含むことができる。一部の実施形態において
、ポリペプチドは、タグを含む。タグは、これを含有するタンパク質の検出および／また
は精製を容易にするために有用となり得る。タグの例として、ポリヒスチジンタグ（例え
ば、６×Ｈｉｓタグ）、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、マルトース結合タンパ
ク質、ＮＵＳタグ、ＳＮＵＴタグ、ＳｔｒｅｐタグまたはＶ５、ＨＡ、ＭｙｃもしくはＦ
ＬＡＧ等のエピトープタグが挙げられる。一部の実施形態において、挿入された核酸にコ
ードされるタンパク質とポリペプチドとの間の領域にプロテアーゼ開裂部位が位置し、プ
ロテアーゼに曝露することによるポリペプチドの除去を可能にする。
【００４７】
　本開示の目的のため、化学元素は、元素周期表（Periodic　Table　of　the　Elements
）、ＣＡＳバージョン、Handbook　of　Chemistry　and　Physics、第７５版、表紙裏に
従って同定されており、特異的官能基は、そこに記載されている通りに一般に定義されて
いる。有機化学の一般原理ならびに特異的官能性部分および反応性は、例えば、ここに本
明細書の一部を構成するものとしてその内容を援用する、Organic　Chemistry、Thomas　
Sorrell、University　Science　Books、Sausalito：１９９９年、「March's　Advanced
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　Organic　Chemistry」、第５版、Smith,　M.　B.　and　March,　J.、John　Wiley　&
　Sons、New　York：２００１年または前述のいずれかのより最新版に記載されている。
様々な特異的官能基および化学用語の定義は、後述および／または国際出願ＰＣＴ／ＵＳ
２００９／００５６５６号明細書（国際公開第２０１０／０４４８８５号パンフレット）
に表記されている。様々な用語の定義は、IUPAC　Compendium　of　Chemical　Terminolo
gy（１９９７年）、Alan　D.　McNaught　and　Andrew　Wilkinson（Royal　Society　of
　Chemistry、英国ケンブリッジ）により編纂またはＩＵＰＡＣウェブサイト（http://ol
d.iupac.org/publications/compendium/index.html）において利用できるそのアップデー
トされたオンラインバージョンに見出すことができる。本明細書に記載されている特定の
態様の実施は、分子生物学、細胞培養、組換え核酸（例えば、ＤＮＡ）技術、免疫学、核
酸およびポリペプチドの合成、検出、操作および定量化ならびにＲＮＡ干渉の従来技法を
当業者の技能範囲内で用いることができる。例えば、Ausubel,　F.ら（編）、Current　P
rotocols　in　Molecular　Biology、Current　Protocols　in　Immunology、Current　P
rotocols　in　Protein　ScienceおよびCurrent　Protocols　in　Cell　Biology、これ
ら全てJohn　Wiley　&　Sons,　N.Y.、２００８年１２月時点の版；Sambrook,　Russell,
　and　Sambrook,　Molecular　Cloning:　A　Laboratory　Manual、第３版、Cold　Spri
ng　Harbor　Laboratory　Press、Cold　Spring　Harbor、２００１年；Harlow,　E.　an
d　Lane,　D.、Antibodies　-　A　Laboratory　Manual、Cold　Spring　Harbor　Labora
tory　Press、Cold　Spring　Harbor、１９８８年を参照されたい。がんおよびがん処置
に関するさらなる情報は、例えば、Cancer:　Principles　and　Practice　of　Oncology
（V.T.　DeVitaら編、J.B.　Lippincott　Company、第８版、２００８年または第９版、
２０１１年）および／またはBrunton,　L.ら（編）Goodman　and　Gilman's　The　Pharm
acological　Basis　of　Therapeutics、第１２版、McGraw　Hill、２０１０年に見出さ
れる。本明細書に引用されているあらゆる特許、特許出願、書籍、学術論文、文書、デー
タベース、ウェブサイト、記事、刊行物、参考文献等は、ここに本明細書の一部を構成す
るものとしてその全内容を援用する。本明細書との間に矛盾または不一致が生じる場合、
本明細書が優先される。本出願人らは、例えば、援用された材料のいずれかに基づき本明
細書を修正するおよび／または明確な誤りを訂正する権利を留保する。援用された材料の
いかなる内容も、本発明を限定することはない。
【００４８】
ＩＩ．抗腫瘍標的としてのグリシン開裂系およびその構成成分
【００４９】
　抗腫瘍標的としてのグリシン開裂系（ＧＳＣ）の同定が、本明細書に開示されている。
一部の態様において、腫瘍細胞生存または増殖を阻害する方法であって、腫瘍細胞のＧＣ
Ｓを阻害するステップを含む方法が提供される。一部の実施形態において、腫瘍細胞生存
または増殖を阻害する方法は、腫瘍細胞をＧＣＳの阻害剤と接触させるステップを含む。
一部の実施形態において、腫瘍細胞を殺傷する方法であって、腫瘍細胞をＧＣＳ阻害剤と
接触させるステップを含む方法が提供される。一部の実施形態において、腫瘍細胞は、セ
リンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ２（ＳＨＭＴ２）を過剰発現する。本明細書に
おいて使用される用語「腫瘍」は、異常に増殖する細胞を含む異常成長物を包含する。腫
瘍は、典型的には、適切に調節されていない（例えば、通常であれば増殖を制約する生理
的影響およびシグナルに正常に応答しない）過剰な細胞増殖により特徴付けられ、次の特
性のうち１種または複数を呈することができる：異形成（例えば、未成熟細胞の数または
割合の増加をもたらす正常細胞分化の欠如）；退形成（例えば、より大きな分化損失、構
造的組織化のさらなる損失、細胞多形性、大型のクロマチン増加性（hyperchromatic）核
、高い核：細胞質比、非定型有糸分裂等の異常性等）；隣接組織の浸潤（例えば、基底膜
の破損）；および／または転移。特定の実施形態において、腫瘍は、本明細書において「
がん」とも称される悪性腫瘍である。悪性腫瘍は、持続的な成長の傾向ならびに拡散する
、例えば、局所的に浸潤する、および／または局部的におよび／または遠位の位置に転移
する能力を有し、一方、良性腫瘍は、多くの場合、起源部位に局在化したままであり、多
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くの場合、成長の観点から自己限定性である。用語「腫瘍」は、悪性固形腫瘍（例えば、
癌腫、肉腫）および検出可能な固形腫瘍塊が存在しない悪性成長物（例えば、特定の血液
系悪性病変）を含む。用語「がん」は一般に、本明細書において「腫瘍」と互換的に使用
される、および／または１種または複数の腫瘍、例えば、１種または複数の悪性または潜
在的な悪性腫瘍により特徴付けられる疾患を指すように使用される。がんとして、乳がん
；胆道がん；膀胱がん；脳がん（例えば、神経膠芽腫、髄芽腫）；子宮頸がん；絨毛癌；
結腸がん；子宮内膜がん；食道がん；胃がん；急性リンパ性白血病および急性骨髄性白血
病を含む血液系新生物（neoplasm）；Ｔ細胞急性リンパ芽球性白血病／リンパ腫；ヘアリ
ー細胞白血病；慢性リンパ性白血病、慢性骨髄性白血病、多発性骨髄腫；成人Ｔ細胞白血
病／リンパ腫；ボーエン病およびパジェット病を含む上皮内新生物；肝臓がん；肺がん；
ホジキン病およびリンパ球性リンパ腫を含むリンパ腫；神経芽細胞腫；メラノーマ、扁平
上皮癌を含む口腔がん；上皮細胞、間質細胞、生殖細胞および間葉系細胞に起因する卵巣
がんを含む卵巣がん；神経芽細胞腫、膵臓がん；前立腺がん；直腸がん；血管肉腫、胃腸
管間質性腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、脂肪肉腫、線維肉腫および骨肉腫を含む肉腫；
腎細胞癌およびウィルムス腫瘍を含む腎臓がん；基底細胞癌および扁平上皮がんを含む皮
膚がん；セミノーマ、非セミノーマ（テラトーマ、絨毛癌）、間質性腫瘍および生殖細胞
腫瘍等、胚腫瘍を含む精巣がん；甲状腺腺癌および髄様癌を含む甲状腺がんが挙げられる
がこれらに限定されない。一部の実施形態において、腫瘍は、浸潤または転移の見込みが
相対的に低い種類のものとなり得る。例えば、一部の実施形態において、腫瘍は、神経線
維腫症（例えば、１、２、３、４または５型）、結節性硬化症、スタージ・ウェーバー症
候群またはフォンヒッペル・リンダウ病に関連し得る。一部の実施形態において、腫瘍は
、検出可能に浸潤性ではない、例えば、上皮内癌。種々の異なる腫瘍型が、特定の臓器に
おいて生じ得ること、これらが、臨床および／または病理学的特色、および／または分子
マーカーに関して異なっていてよいことが認められよう。種々の異なる臓器において生じ
る腫瘍は、例えば、DeVita、上記参照またはその全巻をここに本明細書の一部を構成する
ものとしてその内容を援用する、WHO　Classification　of　Tumoursシリーズ、第４版ま
たは第３版（Pathology　and　Genetics　of　Tumoursシリーズ）、International　Agen
cy　for　Research　on　Cancer（ＩＡＲＣ）、WHO　Press、スイス、ジュネーヴに記述
されている。
【００５０】
　一部の実施形態において、腫瘍細胞は、脳腫瘍細胞、例えば、神経膠芽腫細胞である。
一部の実施形態において、腫瘍細胞は、膀胱腫瘍細胞、乳房腫瘍細胞、頸部腫瘍細胞、結
腸直腸腫瘍細胞、胚性腫瘍細胞、胃腫瘍細胞、生殖細胞腫瘍細胞、頭頸部腫瘍細胞、血液
系腫瘍細胞、腎臓腫瘍細胞、メラノーマ細胞、中皮腫瘍細胞、卵巣腫瘍細胞、卵黄嚢腫瘍
細胞または肉腫細胞である。一部の実施形態において、乳房腫瘍細胞は、トリプルネガテ
ィブ乳房腫瘍細胞である。当技術分野において公知の通り、「トリプルネガティブ」乳房
腫瘍は、エストロゲン受容体（ＥＲ）、プロゲステロン受容体（ＰＲ）またはＨｅｒ２／
ｎｅｕを発現しない乳房腫瘍である。一般に、トリプルネガティブ乳房腫瘍は、典型的に
は、トリプルネガティブではない乳房腫瘍よりも悪い予後を有する。一部の実施形態にお
いて、腫瘍細胞は、腫瘍形成細胞（tumor　initiating　cell）である。一部の実施形態
において、腫瘍形成細胞は、神経膠芽腫幹細胞（ＧＢＭ－ＳＣ）である。一部の実施形態
において、腫瘍細胞は、肺腫瘍細胞ではない。一部の実施形態において、腫瘍細胞は、非
小細胞肺がん細胞ではない。一部の実施形態において、腫瘍は、結腸がんではない。一部
の実施形態において、腫瘍は、肺腫瘍ではない。一部の実施形態において、がんは、非小
細胞肺がんではない。一部の実施形態において、腫瘍は、結腸がんではない。
【００５１】
　一部の態様において、腫瘍を阻害する方法であって、腫瘍の少なくとも一部の腫瘍細胞
においてＧＣＳを阻害するステップを含む方法が提供される。一部の実施形態において、
腫瘍を阻害する方法は、腫瘍をＧＣＳの阻害剤と接触させるステップを含む。一部の実施
形態において、腫瘍を阻害する方法は、腫瘍をＧＣＳ構成成分の阻害剤と接触させるステ
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ップを含む。一部の実施形態において、腫瘍の阻害は、腫瘍の少なくとも一部の腫瘍細胞
の生存または増殖の阻害を含む。一部の実施形態において、腫瘍の阻害は、腫瘍の少なく
とも一部の細胞の死滅を含む。一部の実施形態において、腫瘍の阻害は、少なくとも一部
の腫瘍形成細胞の生存または増殖の阻害を含む。一部の実施形態において、腫瘍の阻害は
、腫瘍進行の阻害、例えば、局所的浸潤または転移の阻害を含む。一部の実施形態におい
て、腫瘍は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞を含む。一部の実施形態において、腫瘍
は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する種類のものである。一部の実施形態において
、腫瘍は、脳腫瘍、例えば、神経膠芽腫である。一部の実施形態において、腫瘍は、膀胱
腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性腫瘍、胃腫瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫
瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫瘍、卵巣腫瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫で
ある。一部の実施形態において、乳房腫瘍は、トリプルネガティブ乳房腫瘍である。
【００５２】
　用語「ＧＣＳ阻害剤」または「ＧＣＳの阻害剤」は、ＧＣＳ構成成分の発現を阻害する
、ＧＣＳ構成成分の１種または複数の活性（複数可）を阻害する、あるいはＧＣＳにより
触媒されるグリシン異化反応経路（または逆反応）を阻害する薬剤を指す。様々な実施形
態において、種々の異なる薬剤のいずれをＧＣＳ阻害剤として使用してもよい。特定のＧ
ＣＳ阻害剤およびＧＣＳ阻害剤を同定する方法をさらに後述する。
【００５３】
　一部の実施形態において、方法は、（ａ）１個または複数の細胞をＧＣＳ阻害剤と接触
させるステップと、（ｂ）前記１個または複数の細胞の生存および／または増殖を評価す
るステップとを含む。一部の実施形態において、１個または複数の細胞は、腫瘍細胞を含
む。一部の実施形態において、１個または複数の細胞は、腫瘍形成細胞を含む。一部の実
施形態において、１個または複数の細胞は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞を含む。
例えば、一部の実施形態において、少なくとも、腫瘍細胞の少なくとも５％、１０％、２
０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％以上、例えば
、全てまたは基本的に全てが、ＳＨＭＴ２を過剰発現する。一部の実施形態において、１
個または複数の腫瘍細胞の生存および／または増殖の阻害のレベルの検出は、１個または
複数の腫瘍細胞が懸濁培養においてコロニーを形成する能力の決定を含む。一部の実施形
態において、１個または複数の腫瘍細胞の生存または増殖の阻害のレベルの検出は、１個
または複数の腫瘍細胞が半固体培地においてコロニーを形成する能力の決定を含む。一部
の実施形態において、１個または複数の腫瘍細胞の生存および／または増殖の阻害のレベ
ルの検出は、１個または複数の腫瘍細胞が培養において腫瘍球（tumor　sphere）を形成
する能力の決定を含む。一部の実施形態において、１個または複数の腫瘍細胞の生存およ
び／または増殖の阻害のレベルの検出は、１個または複数の腫瘍細胞がｉｎ　ｖｉｖｏで
腫瘍を形成する能力の決定を含む。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、第２の抗
腫瘍剤と組み合わせて、細胞、例えば、腫瘍細胞と接触される。一部の実施形態において
、方法は、ｅｘ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏ腫瘍モデルにおいて、第２の薬剤と組み
合わせたＧＣＳ阻害剤の効果を、単一薬剤として使用した場合のＧＣＳ阻害剤の効果と比
較するステップを含む。
【００５４】
　一部の実施形態において、腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍は、１種または複数の癌遺
伝子を含む、あるいは例えば、腫瘍抑制因子遺伝子（ＴＳＧ）における突然変異の結果、
１種もしくは複数の腫瘍抑制因子遺伝子（ＴＳＧ）の発現が低下したもしくは発現がない
、または１種もしくは複数のＴＳＧ遺伝子産物の活性が低下したもしくは活性がない。用
語「癌遺伝子」は、発現されると、がん開始または進行の見込みを増加させるまたはこれ
に寄与することのできる核酸を包含する。正常細胞の配列（「癌原遺伝子」）は、突然変
異および／または異常発現により、癌遺伝子（「活性化された癌遺伝子」と呼ばれること
もある）となるよう活性化され得る。様々な実施形態において、癌遺伝子は、遺伝子産物
の完全なコード配列、または少なくとも一部には完全配列の発癌能を維持する部分、また
は融合タンパク質をコードする配列を含むことができる。発癌性突然変異は、例えば、変
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更された（例えば、増加された）タンパク質活性、適正な調節の損失またはＲＮＡもしく
はタンパク質レベルの変更（例えば、増加）をもたらし得る。異常発現は、例えば、エン
ハンサー等の調節エレメントとの並置をもたらす染色体再編成により、エピジェネティッ
ク機序により、あるいは増幅により発生することができ、不適切な細胞型における増加し
た量の癌原遺伝子産物または産生をもたらすことができる。当技術分野において公知の通
り、癌原遺伝子は多くの場合、細胞増殖、分化および／またはアポトーシスを制御するま
たはこれに関与するタンパク質をコードする。このようなタンパク質は、例えば、様々な
転写因子、クロマチンリモデリング因子（remodeler）、増殖因子、増殖因子受容体、シ
グナルトランスデューサーおよびアポトーシス調節因子を含む。癌遺伝子はまた、種々の
ウイルスタンパク質、例えば、ポリオーマウイルス（例えば、ＳＶ４０ラージＴ抗原）お
よびパピローマウイルス（例えば、ヒトパピローマウイルスＥ６およびＥ７）等のウイル
ス由来のタンパク質を含む。ＴＳＧは、その発現産物の機能の損失または低下が、がん開
始または進行の見込みを増加するまたはこれに寄与し得る、いずれかの遺伝子となり得る
。機能の損失または低下は、例えば、突然変異またはエピジェネティック機序により発生
し得る。多くのＴＳＧは、細胞増殖を抑えるもしくは負に調節するおよび／またはアポト
ーシスを促進するように、正常であれば機能するタンパク質をコードする。一部の実施形
態において、癌遺伝子またはＴＳＧは、ｍｉＲＮＡをコードする。例示的な癌遺伝子とし
て、例えば、ＭＹＣ、ＳＲＣ、ＦＯＳ、ＪＵＮ、ＭＹＢ、ＲＡＳ、ＲＡＦ、ＡＢＬ、ＡＬ
Ｋ、ＡＫＴ、ＴＲＫ、ＢＣＬ２、ＷＮＴ、ＨＥＲ２／ＮＥＵ、ＥＧＦＲ、ＭＡＰＫ、ＥＲ
Ｋ、ＭＤＭ２、ＣＤＫ４、ＧＬＩ１、ＧＬＩ２、ＩＧＦ２、ＴＰ５３等が挙げられる。例
示的なＴＳＧとして、例えば、ＲＢ、ＴＰ５３、ＡＰＣ、ＮＦ１、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ
２、ＰＴＥＮ、ＣＤＫ阻害タンパク質（例えば、ｐ１６、ｐ２１）、ＰＴＣＨ、ＷＴ１等
が挙げられる。いくつものこのような癌遺伝子およびＴＳＧの名称が、複数のファミリー
メンバーを包含すること、多くの他のＴＳＧが公知であることを理解されよう。
【００５５】
　一部の実施形態において、腫瘍形成（initating）細胞（ＴＩＣ）を阻害する方法であ
って、腫瘍形成細胞をＧＣＳ阻害剤と接触させるステップを含む方法が提供される。用語
「腫瘍形成細胞」は、本明細書において、用語「がん幹細胞」（ＣＳＣ）と互換的に使用
される。ＣＳＣは、広範な自己再生の特性、多系列分化の能力または多分化能、および例
えば、適切な培養条件下における継続的な増殖の能力を呈する腫瘍内のまたはこれから生
じる細胞である。ＣＳＣは、播種し二次腫瘍を生じる能力を有する腫瘍塊内の細胞として
機能的に定義することができる。一部の態様において、ＣＳＣは、動物モデル（例えば、
免疫無防備状態のマウス）において高い希釈度で（即ち、ごく少数の細胞を使用して）腫
瘍を播種するその能力により定義することができる。ＣＳＣにより発生した腫瘍は、例え
ば、形態学的および免疫組織化学的表現型の観点から、ＣＳＣを生じた腫瘍に似ているこ
とがある。ＣＳＣは、（ｉ）腫瘍を開始する、（ｉｉ）懸濁培養において成長する、（ｉ
ｉｉ）軟寒天においてコロニーを形成する、（ｉｖ）腫瘍球を形成する、および／または
（ｖ）様々な一般に使用される化学療法薬物および／または放射線照射に対する抵抗性を
呈する見込みの増加を呈することができる。ＣＳＣは、転移性散在等の現象、多くの腫瘍
型におけるがん死亡率の主因および／または例えば、外科手術、放射線照射、化学療法も
しくは高周波アブレーションによる大部分の腫瘍の除去またはアブレーション後の腫瘍再
発の原因となり得る。ＣＳＣは、脳腫瘍、乳房腫瘍、結腸直腸腫瘍その他を含む多種多様
な腫瘍型から同定された（例えば、Singh,　C.ら、Nature、４３２巻（２００４年）：３
９６～４０１頁）、Al-Hajj　Mら、Proc　Natl　Acad　Sci　U　S　A、２００３年；１０
０巻（７号）：３９８３～８頁；Li　Cら、Cancer　Res、２００７年；６７巻（３号）：
１０３０～７頁；O'Brien　CAら、Nature、２００７年；４４５巻（７１２３号）：１０
６～１０頁；Ricci-Vitiani　Lら、Nature、２００７年；４４５巻（７１２３号）：ｌ１
１～５頁を参照）。神経膠芽腫幹細胞（ＧＭＢ－ＳＣ）とも呼ばれる例示的な神経膠芽腫
腫瘍形成細胞株は、実施例に収載されている。ＧＢＭ－ＳＣは、ＧＢＭから得られる細胞
またはその子孫（例えば、ＧＢＭに由来する細胞株のメンバー）となり得る。一部の実施
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形態において、ＧＢＭ－ＳＣは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで繁殖させることができ、適した培地
において培養されると、正常な神経幹細胞により形成されたものに似たニューロスフェア
を形成することができる。一部の実施形態において、適した培地は、上皮増殖因子および
塩基性線維芽細胞増殖因子等、適切な増殖因子を補充したｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培地であ
る。一部の実施形態において、ＧＢＭ－ＳＣは、アストロサイト、オリゴデンドロサイト
およびニューロンの細胞マーカープロファイルおよび形態学的特徴を呈する細胞等、複数
の異なる神経またはグリア細胞型へとｉｎ　ｖｉｔｒｏで分化するよう誘導され得る。一
部の実施形態において、係る分化は、血清の添加および／またはニューロスフェア繁殖に
適した培養条件の撤回により誘導され得る。
【００５６】
　ＣＳＣは、必要に応じて、種々の仕方で同定または単離することができる。様々な腫瘍
型から単離されたＣＳＣは、同じ組織型の正常細胞と比較して、あるいは同じ腫瘍由来の
他の細胞と比較して、様々な細胞マーカー、例えば、細胞表面マーカーの発現の変更（例
えば、発現の増加または減少）を呈することが報告されている。一部の実施形態において
、ＣＳＣは、その発現パターンをＣＳＣの同定または単離に使用することができる、１種
または複数の細胞マーカー（複数可）の発現が増加または減少している。例えば、ここに
本明細書の一部を構成するものとしてその内容を援用する、国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２００
９／００２２５４号明細書およびその参考文献を参照されたい。特定の実施形態において
、１種または複数の細胞マーカーは、ＣＤ１５、ＣＤ２０、ＣＤ２４、ＣＤ３４、ＣＤ３
８、ＣＤ４４、ＣＤ４５、ＣＤ１０５、ＣＤ１３３、ＣＤ１６６、ＣＤ１７１（Ｌ１ＣＡ
Ｍ）、ＥｐＣＡＭ、ＥＳＡ、ＳＣＡｌ、Ｐｅｃａｍ、Ｓｔｒｏｌおよびアルファ６インテ
グリンから選択される。一部の実施形態において、ＣＳＣは、ＣＤ４４＋、ＣＤ２４－（
ＣＤ４４高、ＣＤ２４低）である。一部の実施形態において、ＣＳＣ、例えば、ＧＢＭ－
ＳＣは、ＣＤ１３３、ＣＤ１５、アルファ６インテグリンおよびＬ１ＣＡＭから選択され
る少なくとも１種の細胞表面マーカーを発現する。一部の実施形態において、ＧＢＭ－Ｓ
Ｃは、Ａ２Ｂ５＋である。Ａ２Ｂ５は、ＧＴ３ガングリオシドを認識するモノクローナル
抗体である。一部の実施形態において、ＣＳＣ、例えば、ＧＢＭ－ＳＣは、アルデヒド脱
水素酵素（ＡＬＤＨ）、例えば、アルデヒド脱水素酵素１を発現する。ＡＬＤＨ＋細胞は
、例えば、試薬ＡＬＤＥＦＬＵＯＲ（ＳＴＥＭＣＥＬＬ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉ
ｎｃ、カナダ、ブリティッシュコロンビア州バンクーバー）を使用する機能的アッセイを
使用して同定することができる。ＡＬＤＥＦＬＵＯＲ基質、ＢＯＤＩＰＹアミノアセトア
ルデヒド（ＢＡＡＡ）は、細胞におけるＡＬＤＨによって、流出阻害剤の存在下で細胞に
蓄積する蛍光分子へと変換されて、高いＡＬＤＨ活性を有する細胞の同定を可能にする。
一部の実施形態において、ＣＳＣ、例えば、ＧＢＭ－ＳＣは、細胞内区画からヘキスト（
Hoescht）３３３４２蛍光色素を排除する能力を有する細胞の「サイド（side）集団」を
含む。一部の実施形態において、ＣＳＣ、例えば、ＧＢＭ－ＳＣは、ＯＣＴ４、ＳＯＸ２
、ＮＡＮＯＧ、ｃ－ＭＹＣおよびＮＯＴＣＨから選択される少なくとも１種の転写因子を
発現する。一部の実施形態において、ＣＳＣ、例えば、ＧＢＭ－ＳＣは、特定の細胞マー
カーの発現とは無関係に、その同定または単離に使用することのできる特徴的な物理学的
特徴を呈することができる。例えば、一部の実施形態において、ＣＳＣ、例えば、ＧＢＭ
－ＳＣは、非ＣＳＣと比較して増加した自発蛍光を呈することができる、および／または
特有の形態（例えば、非常に高い核：細胞質比を有する大型の無顆粒細胞）を有すること
ができる。
【００５７】
　一部の実施形態において、腫瘍におけるＴＩＣの数を低下させる方法は、腫瘍をＧＣＳ
阻害剤と接触させるステップを含み、これにより、腫瘍におけるＴＩＣの数が低下する。
一部の実施形態において、腫瘍における処置抵抗性を阻害するまたは処置抵抗性の出現を
阻害する方法は、腫瘍をＧＣＳ阻害剤と接触させるステップを含み、これにより、抵抗性
または処置抵抗性の出現が阻害される。一部の実施形態において、腫瘍転移を阻害する方
法は、腫瘍をＧＣＳ阻害剤と接触させるステップを含み、これにより、腫瘍転移が阻害さ
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れる。一部の実施形態において、腫瘍再発を阻害する方法は、それを必要とする対象をＧ
ＣＳ阻害剤により処置するステップを含み、これにより、腫瘍再発の見込みが阻害される
。
【００５８】
　一部の態様において、腫瘍のための処置を必要とする対象を処置する方法であって、対
象における少なくとも一部の腫瘍細胞におけるＧＣＳを阻害するステップを含む方法が提
供される。一部の実施形態において、腫瘍のための処置を必要とする対象を処置する方法
は、対象にＧＣＳの阻害剤を投与するステップを含む。一部の実施形態において、腫瘍細
胞の少なくとも一部は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する。一部の実施形態において、腫瘍は、
ＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型のものである。一部の実施形態において、
腫瘍は、脳腫瘍、例えば、神経膠芽腫である。一部の実施形態において、腫瘍は、膀胱腫
瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性腫瘍、胃腫瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍
、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫瘍、卵巣腫瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫であ
る。
【００５９】
　一部の実施形態において、方法は、ＧＣＳ阻害剤の投与に対する腫瘍の応答を評価する
ステップをさらに含む。一部の実施形態において、応答を評価するステップは、腫瘍のサ
イズ、成長速度、局所的進行または転移を評価することを含む。一部の実施形態において
、方法は、腫瘍の１種または複数の症状または兆候の存在または重症度に関して対象を評
価するステップをさらに含む。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、第２の抗腫瘍
剤、例えば、少なくとも１種の腫瘍型の処置における使用に認可された薬剤の使用と組み
合わせて投与される。
【００６０】
　一部の態様において、腫瘍細胞もしくは腫瘍の阻害または腫瘍のための処置を必要とす
る対象の処置に有用な組成物であって、ＧＣＳの阻害剤を含む組成物が提供される。一部
の実施形態において、組成物は、追加的な抗腫瘍剤をさらに含む。
【００６１】
　ＧＣＳは、幅広い生物に存在する多酵素系を含み、ヒトにおけるグリシンの異化反応の
主要経路である（７）。ＧＣＳ構成成分は、グリシン脱水素酵素（ＧＬＤＣ；グリシン脱
炭酸酵素とも呼ばれる）、グリシン開裂系タンパク質Ｈ（ＧＣＳＨ）、アミノメチルトラ
ンスフェラーゼ（ＡＭＴ）およびジヒドロリポアミド脱水素酵素（ＤＬＤ）を含む。動物
において、ＧＣＳのタンパク質（ＧＣＳタンパク質）は、ミトコンドリアに位置し、ミト
コンドリア内膜に緩く結合している。ＧＬＤＣをコードする遺伝子における突然変異、あ
るいは一般的ではないが、ＡＭＴまたはＧＣＳＨをコードする遺伝子における突然変異は
、遺伝性代謝障害非ケトーシス型高グリシン血症（ＮＫＨ）［ＭＩＭ　ＩＤ＃６０５８９
９］の根底をなす。グリシン脳症としても公知のＮＫＨは、組織および体液（例えば、血
漿および脳脊髄液）におけるグリシンの蓄積により特徴付けられ、様々な神経発生的欠損
症をもたらす。これは常染色体劣性形質として遺伝する。ＮＫＨは、Hamosh　Aら、「Gly
cine　Encephalopathy」、Pagon　RAら（編）Gene　Reviews［インターネット］シアトル
（ワシントン州）：ワシントン大学、シアトル；１９９３～２００２年［２００９年１１
月２４日にアップデート］US　National　Library　of　Medicine　Bookshelf　ID：ＮＢ
Ｋ１３５７　ＰＭＩＤ：２０３０１５３１、http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK135
7において利用可、およびApplegarth,　D.A.　and　Toone,　J.R.　Nonketotic　hypergl
ycinemia　(glycine　encephalopathy)：laboratory　diagnosis.　Mol.　Genet.　Metab
.７４巻（１～２号）：１３９～１４６頁（２００１年））において記述されている。
【００６２】
　実施例においてさらに記載する通り、本出願人らは、アミノ酸異化反応に関与する遺伝
子のセットを調査して、神経膠芽腫（ＧＢＭ）細胞の生存および／または増殖におけるこ
れら遺伝子の発現のための潜在的な要件を評価した。少なくとも一部には、次の判断基準
に基づき遺伝子を選択した：（１）遺伝子における機能喪失型突然変異が、ヒトにおける
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遺伝性代謝障害の公知の原因である；および（２）遺伝子の発現が、ＧＢＭ、ＧＢＭ腫瘍
形成細胞および幹細胞性と正に関連すると決定されている。低分子ヘアピン型ＲＮＡ（ｓ
ｈＲＮＡ）媒介性ノックダウンを使用して、選択された遺伝子の発現阻害の効果を検査し
た。ＧＣＳ構成成分グリシン脱水素酵素（ＧＬＤＣ）をコードする遺伝子のノックダウン
が、ｇＧＢＭ由来腫瘍形成細胞株（本明細書において、ＧＢＭ幹細胞（ＧＢＭ－ＳＣ）株
とも称される）の生存率を有意に低下させることが発見された。ＧＬＤＣノックダウンは
また、ＧＢＭに由来するまたは種々の他のがん型に由来するいくつもの他の腫瘍細胞株の
生存率を著しく低下させた。ＧＬＤＣノックダウンが生存率の低下をもたらした度合いに
基づき、ＧＬＤＣノックダウン感受性または非感受性として細胞株を分類した。これらの
実験に関して、著しく低下した生存率を呈した（例えば、生存率の少なくとも１０％、２
０％、２５％以上の低下）細胞株は、「ＧＬＤＣノックダウン感受性」と考慮したが、一
方、著しく低下した生存率を呈さなかった（例えば、生存率の６％未満の低下）細胞株は
、「ＧＬＤＣノックダウン非感受性」と考慮した。異なるＧＣＳ構成成分、グリシン開裂
系タンパク質Ｈ（ＧＣＳＨ）のｓｈＲＮＡ媒介性の阻害またはＧＣＳの公知の阻害剤の低
分子であるシステアミンによる処置（９）は、ＧＬＤＣノックダウン感受性群における細
胞株の生存率を著しく損なった。よって、複数の証拠が、ＧＣＳの阻害が種々の異なる腫
瘍型の腫瘍細胞の生存率を低下させることを示す。さらに後述する通り、ＳＨＭＴ２の過
剰発現が、ＧＣＳ阻害に対する腫瘍細胞感受性の見込みの増加と相関することも発見され
た。一部の態様において、ＳＨＭＴ２の発現の評価は、ＧＣＳ阻害剤の投与に対し感受性
である（「応答する」）見込みが増加した腫瘍細胞および／または腫瘍の同定に役立つ。
一部の態様において、ＳＨＭＴ２の発現の評価は、ＧＣＳ阻害剤の投与の恩恵を受ける見
込みが増加した、がんの処置を必要とする対象の同定に役立つ。
【００６３】
　次の全体的な反応スキームによると、ＧＣＳは、グリシンの可逆的酸化を触媒し、二酸
化炭素、アンモニア、Ｎ５，Ｎ１０－メチレンテトラヒドロ葉酸（５，１０－ＣＨ２－Ｈ
４葉酸）および還元型ピリジンヌクレオチド（ＮＡＤＨ）を生じる。
【化１】

　Ｐタンパク質とも呼ばれるＧＬＤＣは、ピリドキサールリン酸依存性グリシン脱炭酸酵
素（ＥＣ１．４．４．２）である。Ｈタンパク質とも呼ばれるＧＣＳＨは、担体タンパク
質として働くリポ酸含有タンパク質である。Ｔタンパク質とも呼ばれるＡＭＴは、テトラ
ヒドロ葉酸要求酵素（ＥＣ２．１．２．１０）である。Ｌタンパク質またはＥ３とも呼ば
れるＤＬＤは、リポアミド脱水素酵素（ＥＣ１．８．１．４）である。いかなる理論に制
約されることも望まないが、ＧＣＳにより触媒されるグリシン異化反応は、次の３つの反
応（部分反応と呼ばれることもある）において起こると考えられる。
【化２】
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　上述の反応において、Ｌｉｐ、Ｈ４葉酸および５，１０－ＣＨ２－Ｈ４葉酸は、それぞ
れリポイル部分、テトラヒドロ葉酸およびＮ５，Ｎ１０－メチレン－Ｈ４葉酸を表す（７
）。第１の反応において、Ｐタンパク質は、酸化型Ｈタンパク質のリポイル基における硫
黄原子への残基アミノメチル基の移動と同時に、グリシンの脱炭酸を触媒し、アミノメチ
ル化Ｈタンパク質を生成する。第２の反応において、Ｔタンパク質は、アミノメチル化Ｈ
タンパク質からテトラヒドロ葉酸（ＴＨＦ）へのメチレン基の移動を触媒し、ＮＨ３の放
出および還元型Ｈタンパク質の生成をもたらす。第３の反応において、還元型Ｈタンパク
質のジヒドロリポイル基は、Ｌタンパク質により再度酸化される（７）。適切な条件下、
例えば、嫌気細菌に存する条件等、嫌気条件下において、これらの反応は、逆に機能して
グリシンの合成をもたらすことができる。
【００６４】
　いくつもの異なる真核生物および原核生物由来のＧＣＳ構成成分が、精製および特徴付
けされてきた（例えば、ここに本明細書の一部を構成するものとしてその内容を援用する
（７）に引用されている参考文献を参照）。例えば、ＧＣＳ構成成分は、ヒト、ラット、
ニワトリおよびウシを含む数種の脊椎動物の組織、植物（例えば、エンドウマメ）ならび
に様々な細菌種から精製された。グリシン開裂活性は、様々な脊椎動物（verterbrate）
種における肝臓、腎臓および脳において検出された。ヒト、他の脊椎動物ならびに様々な
細菌および植物を含むいくつもの種のＧＬＤＣ、ＧＣＳＨ、ＡＭＴおよびＤＬＤをコード
するｃＤＮＡがクローニングされており、配列は、当技術分野において公知である。配列
は、例えば、国立バイオテクノロジー情報センター（ＮＣＢＩ）データベース等、様々な
公表されているデータベースにおいて利用できる。いくつかの生物種由来のＧＣＳ構成成
分の構造（例えば、結晶構造）が得られている。構造情報は、例えば、タンパク質構造デ
ータバンク（Protein　Data　Bank）（ＰＤＢ）データベース（www.pdb.org）に見出すこ
とができる。表Ｂは、ヒトＧＣＳ構成成分の遺伝子ＩＤ（ＮＣＢＩ遺伝子データベースに
由来）ならびにＮＣＢＩ参照配列（ＲｅｆＳｅｑ）データベース由来のｍＲＮＡおよびタ
ンパク質受託番号を収載する。例えば哺乳動物細胞において、ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨ、ＡＭ
ＴおよびＤＬＤタンパク質は、そのＮ末端にミトコンドリア標的化配列（ＭＴＳ）を含む
「前タンパク質」として天然に産生され、この配列は、典型的には、前タンパク質が成熟
型へとプロセシングされる際に除去される。表Ｂにおける受託番号により収載されている
配列は、例示的な正常配列であり、ＭＴＳ配列を含む。他の正常配列が集団において存在
し得ることが理解されよう。正常なＤＮＡ、ＲＮＡまたはポリペプチド配列は、少なくと
も一部の健常個体に存在する配列であり、疾患に寄与するまたはこれをもたらすことは公
知ではない。正常なＤＮＡ、ＲＮＡまたはポリペプチド配列は、例えば、（ｉ）集団に存
在する最もよく見られる配列；（ｉｉ）参照配列（例えば、ＮＣＢＩ　ＲｅｆＳｅｑ配列
またはＵｎｉＰｒｏｔ参照配列）；（ｉｉｉ）配列の各ポジションに存在するヌクレオチ
ドが、集団において該ポジションに存在する最もよく見られるヌクレオチドである配列；
または（ｉｖ）前述の配列の少なくとも１種と比べたあらゆる差（複数可）が、集団にお
いて少なくとも約１％の頻度を有する配列となり得る。
【００６５】
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【表Ｂ】

【００６６】
　ＧＣＳ構成成分は、組換えＤＮＡ技術を使用して様々な宿主細胞において発現され、活
性（または活性化可能）型で精製された。例えば、タグ付きヒトＨタンパク質が、産生お
よび精製された（Zay,　A.ら、Glycine　cleavage　enzyme　complex:　Molecular　clon
ing　and　expression　of　the　H-protein　cDNA　from　cultured　human　skin　fib
roblasts　Biochem.　Cell　Biol.８９巻（３号）：２９９～３０７頁（２０１１年））
。Ｅ．ｃｏｌｉリポ酸塩タンパク質リガーゼ（ＬＰＬ）は、発現および精製されて、アポ
－Ｈタンパク質をリポイル化し（これにリポ酸塩補欠分子族を付着し）、これを機能的ホ
ロ－Ｈタンパク質に変換することを示した。タグ付きヒトＴタンパク質が、産生および精
製された（Okamura-Ikeda,　K.ら、Crystal　Structure　of　Human　T-protein　of　Gl
ycine　Cleavage　System　at　2.0　A°　Resolution　and　its　Implication　for　U
nderstanding　Non-ketotic　Hyperglycinemia.　J.　Mol.　Biol.３５１、１１４６～１
１５９頁（２００５年））。ヒトＬタンパク質（タグ付きまたはタグなし）が、産生およ
び精製された（Kim,　H.ら、Expression　of　cDNA　sequences　encoding　mature　and
　precursor　forms　of　human　dihydrolipoamide　dehydrogenase　in　Escherichia
　coli.　J.　Biol.　Chem.２６６巻、９３６７～９３７３頁（１９９１年）；Liu,　T.
、Spectroscopic　studies　of　the　characterization　of　recombinant　human　dih
ydrolipoamide　dehydrogenase　and　its　site-directed　mutants.　J.　Biol.　Chem
.２７０巻、１５５４５～１５５５０頁（１９９５年）；Brautigamら、Crystal　structu
re　of　human　dihydrolipoamide　dehydrogenase:　NAD+/NADH　binding　and　the　s
tructural　basis　of　disease-causing　mutations、J.　Mol.　Biol.３５０巻：５４
３～５５２頁（２００５年）；およびこれらの参考文献）。突然変異体ＧＣＳ構成成分が
、様々な種から単離され、あるいは組換えＤＮＡ技法を使用して生成され、活性を評価さ
れた。例えば、天然起源のＧＣＳタンパク質（例えば、ＮＨＫにおいて発生する突然変異
体タンパク質）またはアミノ酸変更を含有する組換えにより産生されたＧＣＳタンパク質
の配列保存、構造的情報および／または活性のアッセイを使用して、活性に重要な様々な
アミノ酸残基が同定された（例えば、Brautigamら、２００５年；Liuら、１９９５年；Na
kai,　T.ら、Structure　of　P-protein　of　the　glycine　cleavage　system:　impli
cations　for　nonketotic　hyperglycinemia.　EMBO　J.２４巻（８号）：１５２３～３
６頁（２００５年）を参照）。
【００６７】
　Ｐタンパク質のサブユニット組成は、２種の型に分類された：真核生物および特定の原
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核生物（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）由来の型は、ホモ二量体であるが、一方、様々な他の原
核生物（例えば、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ（Ｔｔｈ））由来の型は、
ヘテロ四量体である。Ｔｔｈ　Ｐタンパク質の結晶構造は、アポ酵素、ホロ酵素および阻
害剤（（アミノオキシ）アセテート）と複合体形成したホロ酵素に対して決定され、ヒト
Ｐタンパク質の構造モデルの作成に使用された（Nakaiら、２００５年）。配列保存およ
び構造情報を使用して、ヒトＰタンパク質の活性部位および特定の機能的に重要な残基を
同定した。
【００６８】
　Ｈタンパク質は、グリシン開裂において中心的な役割を果たす分子量ほぼ１４ｋＤａの
単量体タンパク質である。Ｈタンパク質の特異的リシン残基に共有結合しているリポ酸補
欠分子族は、Ｐ、ＴおよびＬタンパク質の部位と相互作用する。還元型リポ酸、酸化型リ
ポ酸およびアミノメチルリポ酸を有するエンドウマメ葉由来のＨタンパク質の構造が決定
された（Paresら、１９９４年；Paresら、１９９５年）。ウシＨタンパク質の結晶構造が
報告されている（Higashiura　Aら、High-resolution　X-ray　crystal　structure　of
　bovine　H-protein　at　0.88　A　resolution.　Acta　Crystallogr　D　Biol　Cryst
allogr.６６巻（Ｐｔ６号）：６９８～７０８頁（２０１０年））。
【００６９】
　遊離型および競合的阻害剤５－メチルテトラヒドロ葉酸（５－ＣＨ３－Ｈ４葉酸）との
結合型の成熟ヒトＴタンパク質の結晶構造が決定された（Okamura-Ikeda、K.ら、２００
５年）。構造の解析は、ヒトＴタンパク質単量体が、中心に空洞を有するクローバー葉様
構造に配置された３個のドメインからなり、該空洞が、広範な水素結合および疎水性接触
により葉酸基質のアナログである５－ＣＨ３－Ｈ４葉酸に占有されることを指示した。疾
患関連残基の大部分は、空洞の周りにクラスター形成し、広範な水素結合ネットワークを
形成する。構造および突然変異解析に基づき、Ａｒｇ２９２が、水分子を介して葉酸ポリ
グルタミン酸（folate　polyglutamate）テイルと相互作用すること、また、５－ＣＨ３
－Ｈ４葉酸のＮ１０基近傍に位置するインバリアントＡｓｐ１０１が、触媒作用の開始に
おける役割を果たし得ることが提案された。
【００７０】
　Ｌタンパク質は、上に示すグリシン開裂反応スキームの最後のステップを触媒し、この
ステップは、リポアミド（Ｌｉｐ－Ｓ２）を生成するジヒドロリポアミド（Ｌｉｐ－（Ｓ
Ｈ）２）の酸化に関与する。ＦＡＤ補因子は、Ｌｉｐ－（ＳＨ）２からＮＡＤ＋への電子
伝達における中間物である。Ｌタンパク質は、ＦＡＤ補因子近位のシステイン残基間に２
個の分子内ジスルフィド架橋を有するホモ二量体として機能する。ＮＡＤ＋またはＮＡＤ
Ｈ存在下におけるヒトＬタンパク質の結晶構造が決定された（Brautigam、２００５年、
上記参照）。ＮＫＨを引き起こす突然変異は、二量体界面、活性部位またはＦＡＤおよび
ＮＡＤ（＋）結合部位に生じることが判明した。
【００７１】
　一部の態様において、ＧＣＳ阻害に対し感受性を有する腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫
瘍の同定に有用な方法が、本明細書に提供されている。一部の態様において、腫瘍細胞、
腫瘍細胞株または腫瘍が感受性を有する薬剤の同定に有用な方法が、本明細書に提供され
ている。一部の実施形態において、薬剤への曝露または介入が、腫瘍、腫瘍細胞または腫
瘍細胞株において少なくとも１種の抗腫瘍効果を有する場合、腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍
細胞株は、薬剤（例えば、ＧＣＳ阻害剤）または介入に対し「感受性を有する」と考慮さ
れる。一部の実施形態において、「抗腫瘍効果」は、例えば、腫瘍細胞生存（生存率）、
増殖、腫瘍形成能力および／または転移の阻害、あるいは腫瘍サイズ、成長速度または進
行もしくは再発の見込みの減少である。例えば、一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤
が、腫瘍細胞生存率または増殖を阻害する場合、例えば、腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞
株が、適した参照値と比較して、ＧＣＳ阻害剤への曝露後に細胞生存率および／または細
胞増殖の減少を呈する場合、腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株は、ＧＣＳ阻害剤に対し感
受性を有すると考慮される。適した参照値は、例えば、ＧＣＳ阻害剤への曝露前に存在し
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た生存率または増殖のレベル、あるいはＧＣＳ阻害剤の非存在下で予想される生存率およ
び／または増殖のレベルとなり得る。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤への曝露が
、腫瘍サイズ、成長速度または転移もしくは再発の見込みの低下をもたらす場合、例えば
、腫瘍が、適した参照値と比較して、ＧＣＳ阻害剤への曝露後にサイズ、成長速度または
転移もしくは再発の見込みの減少を呈する場合、腫瘍は、ＧＣＳ阻害剤に対し感受性を有
すると考慮される。適した参照値は、例えば、ＧＣＳ阻害剤への曝露前に存在したまたは
ＧＣＳ阻害剤の非存在下で予想される、サイズ、成長速度または転移もしくは再発の見込
みとなり得る。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤の非存在下で予想されるレベルは
、匹敵する腫瘍または腫瘍細胞（複数可）、例えば、同じ腫瘍細胞株の腫瘍細胞または同
じ腫瘍細胞株に由来する腫瘍がＧＣＳ阻害剤に曝露されない対照アッセイを行って決定さ
れる。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤の非存在下で予想されるレベルは、病歴デ
ータに基づき決定される。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤の非存在下で予想され
るレベルは、ＧＣＳ阻害剤で処置されていない対象の対照群を使用して決定される。
【００７２】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害に対する腫瘍細胞、腫瘍細胞株もしくは腫瘍の感
受性または薬剤、例えばＧＣＳ阻害剤もしくは薬剤の組合せに対する感受性は、培養中の
腫瘍細胞を使用して評価される。数多くの腫瘍細胞株および非腫瘍原性細胞株は、当技術
分野において公知のものである。細胞株は、例えば、アメリカ合衆国培養細胞系統保存機
関（American　Type　Culture　Collection）（ＡＴＣＣ）、コリエル細胞リポジトリ（C
oriell　Cell　Repositories）、Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋ
ｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ（ドイツ微生物細胞培養
コレクション（German　Collection　of　Microorganisms　and　Cell　Cultures）；Ｄ
ＳＭＺ）、欧州細胞培養コレクション（European　Collection　of　Cell　Cultures）（
ＥＣＡＣＣ）、日本研究生物資源コレクション（Japanese　Collection　of　Research　
Bioresources）（ＪＣＲＢ）、ＲＩＫＥＮ、細胞バンクオーストラリア（Cell　Bank　Au
stralia）等、寄託機関または細胞バンクから得ることができる。上述の寄託機関および
細胞バンクの書面およびオンラインのカタログは、ここに本明細書の一部を構成するもの
としてその内容を援用する。例示的な腫瘍細胞株および腫瘍は、実施例に記載されている
。一部の実施形態において、腫瘍細胞または腫瘍細胞株は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する。
一部の実施形態において、腫瘍細胞、例えば、腫瘍細胞株は、ヒト腫瘍から生じる。一部
の実施形態において、腫瘍細胞、例えば、腫瘍細胞株は、非ヒト動物の腫瘍、例えば、非
ヒト動物への腫瘍細胞の導入によって産生されていない腫瘍から生じる。一部の実施形態
において、腫瘍細胞は、天然に発生する腫瘍（即ち、例えば、実験目的のために意図的に
誘導または作製されていない腫瘍）から生じる。
【００７３】
　一部の実施形態において、実験的に産生された腫瘍細胞が使用される。腫瘍細胞は、非
腫瘍細胞、例えば、非腫瘍体細胞を遺伝子改変することにより、例えば、非腫瘍細胞にお
いて癌遺伝子を発現もしくは活性化することにより、および／または１種または複数の腫
瘍抑制因子遺伝子（ＴＳＧ）の発現を不活性化もしくは阻害することにより、またはＴＳ
Ｇの遺伝子産物の活性を阻害することにより産生することができる。特定の実験的に産生
された腫瘍細胞および腫瘍細胞を産生する例示的な方法は、国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２００
０／０１５００８号明細書（国際公開第２０００／０７３４２０号パンフレット）および
／またはＵＳＳＮ１０／ＵＳＳＮ１０／７６７，０１８に記載されている。特定の実施形
態において、非腫瘍細胞は、細胞にテロメラーゼ触媒サブユニット（例えば、ヒトテロメ
ラーゼ触媒サブユニット；ｈＴＥＲＴ）を発現させることにより不死化されている。一部
の実施形態において、腫瘍細胞は、癌遺伝子を含む１種または複数の発現構築物（複数可
）または発現ベクター（複数可）を細胞に導入することにより、あるいは遺伝子内もしく
はその近傍への標的化された挿入によりまたは遺伝子の部分の欠失もしくは置き換えによ
り内在性遺伝子（癌原遺伝子）を修飾することにより、非腫瘍細胞から産生される。一部
の実施形態において、ＴＳＧは、遺伝子標的化を使用してノックアウトまたは機能的に不
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活性化される。例えば、ＴＳＧの部分は、欠失されてよい、あるいはＴＳＧは、挿入によ
り破壊されてもよい。一部の実施形態において、ＴＳＧは、ＴＳＧの発現産物の発現また
は活性を阻害することのできる、阻害分子をコードする１種または複数の発現構築物（複
数可）または発現ベクター（複数可）（例えば、ｓｈＲＮＡまたはドミナントネガティブ
もしくは負の調節因子等、ＲＮＡｉ剤）を細胞に導入することにより阻害される。癌遺伝
子および／またはＴＳＧ阻害分子は、構成的であっても調節性（例えば、誘導性）であっ
てもよい適した調節エレメントの制御下で発現させることができる。一部の実施形態にお
いて、腫瘍細胞は、複数の癌遺伝子を発現もしくは活性化することにより、および／また
は複数のＴＳＧ、例えば、１、２、３、４種以上の癌遺伝子および／または１、２、３、
４種以上のＴＳＧを阻害もしくは不活性化することにより産生することができる。それぞ
れその発現／活性化または阻害／不活性化を使用して腫瘍を誘導することができる癌遺伝
子および／またはＴＧＳの多くの組合せは、当技術分野において公知のものである。
【００７４】
　腫瘍細胞は、薬剤（例えば、ＧＣＳ阻害剤）が添加されるまたは添加された培養培地を
含む培養系において維持することができる。腫瘍細胞生存率、増殖、腫瘍形成能力または
他のいずれかの腫瘍細胞特性における薬剤の効果を評価することができる。一般に、当技
術分野において公知のいずれかの適した方法は、様々な実施形態において、腫瘍細胞生存
率もしくは増殖または腫瘍形成能力の評価に使用することができる。特定の実施形態にお
いて、例えば、細胞培養物における細胞または細胞集団の生存および／または増殖は、細
胞計数アッセイ（例えば、目視検査、自動画像解析、フローサイトメーター等を使用）、
複製アッセイ、細胞膜統合性アッセイ、細胞ＡＴＰベースのアッセイ、ミトコンドリア還
元酵素活性アッセイ、ＢｒｄＵ、ＥｄＵもしくはＨ３－チミジン取り込みアッセイ、ヘキ
スト色素、ＤＡＰＩ、アクチノマイシンＤ、７－アミノアクチノマイシンＤもしくはヨウ
化プロピジウム等の核酸色素を使用するＤＮＡ含量アッセイ、レサズリン（Ａｌａｍａｒ
Ｂｌｕｅまたは様々な他の名称としても公知であることがある）、ＭＴＴ、ＸＴＴおよび
ＣｅｌｌＴｉｔｒｅ　Ｇｌｏ等の細胞代謝アッセイ、ＳＲＢ（スルホローダミンＢ）アッ
セイ等のタンパク質含量アッセイ；核断片化アッセイ；細胞質ヒストン会合ＤＮＡ断片化
アッセイ；ＰＡＲＰ開裂アッセイ；ＴＵＮＥＬ染色；またはアネキシン染色により決定す
ることができる。
【００７５】
　ＧＣＳ阻害剤による細胞増殖または生存の阻害は、完全であっても完全でなくてもよい
ことが理解されよう。例えば、細胞増殖は、細胞増殖の阻害または低下の１種と考慮され
る効果のために完全抑止状態へと減少しても減少しなくてもよい。一部の実施形態におい
て、「阻害」は、非増殖状態における細胞（例えば、Ｇ０状態における細胞、「静止状態
」とも称される）の増殖の阻害および／または増殖細胞（例えば、静止状態ではない細胞
）の増殖の阻害を含むことができる。同様に、細胞生存の阻害は、壊死もしくはアポトー
シスおよび／または細胞を死亡させ易くする過程をもたらすまたはこれに寄与することに
よる等、細胞（単数または複数）の殺傷を指すことができる。阻害は、参照レベル（例え
ば、対照レベル）の少なくとも約１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４
０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９
０％、９５％、９９％または１００％となり得る。例えば、一部の実施形態において、Ｇ
ＣＳ阻害剤は、選択された量、例えば、参照レベル（例えば、対照レベル）の少なくとも
約１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％
、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９９％または１
００％だけ腫瘍細胞増殖または生存を阻害する量（例えば、濃度）で使用される、例えば
、腫瘍細胞、例えばＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞と接触される。
【００７６】
　一部の実施形態において、抗腫瘍効果は、腫瘍細胞が懸濁培養においてコロニーを形成
する能力の阻害である。一部の実施形態において、抗腫瘍効果は、１個または複数の腫瘍
細胞が、軟寒天またはメチルセルロース等、半固体培地においてコロニーを形成する能力
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の阻害である。一部の実施形態において、抗腫瘍効果は、１個または複数の腫瘍細胞が培
養において腫瘍球を形成する能力の阻害である。一部の実施形態において、抗腫瘍効果は
、１個または複数の腫瘍細胞がｉｎ　ｖｉｖｏで腫瘍を形成する能力の阻害である。
【００７７】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害に対する腫瘍細胞、腫瘍細胞株もしくは腫瘍の感
受性または薬剤、例えば、ＧＣＳ阻害剤もしくは薬剤の組合せに対する感受性は、ｉｎ　
ｖｉｖｏ腫瘍モデルを使用して評価される。「ｉｎ　ｖｉｖｏ」腫瘍モデルは、１体また
は複数の生きた非ヒト動物（「被験動物」）の使用に関与する。例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏ
腫瘍モデルは、１体または複数の被験動物への薬剤（例えば、ＧＣＳ阻害剤）の投与およ
び／または腫瘍細胞の導入に関与し得る。一部の実施形態において、被験動物は、マウス
、ラットまたはイヌである。数多くのｉｎ　ｖｉｖｏ腫瘍モデルは、当技術分野において
公知のものである。例として、特定のｉｎ　ｖｉｖｏ腫瘍モデルは、米国特許第４，７３
６，８６６号明細書；ＵＳＳＮ１０／９９０９９３；国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２００４／０
２８０９８号明細書（国際公開第２００５／０２０６８３号パンフレット）；および／ま
たは国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２００８／０８５０４０号明細書（国際公開第２００９／０７
０７６７号パンフレット）に記載されている。対象への１個または複数の細胞の導入（例
えば、注射または植え込みによる）は、「グラフティング（grafting）」と称することが
でき、導入された細胞（複数可）は、「グラフト」と称することができる。一般に、様々
な実施形態において、ｉｎ　ｖｉｖｏ腫瘍モデルにおいていかなる腫瘍細胞を使用しても
よい。腫瘍細胞は、腫瘍細胞株または腫瘍試料に由来し得る。一部の実施形態において、
腫瘍細胞は、天然に発生する腫瘍（即ち、例えば、実験目的のために意図的に誘導または
作製されていない腫瘍）から生じる。一部の実施形態において、実験的に産生された腫瘍
細胞を使用してもよい。導入された腫瘍細胞の数は、例えば、１個から約１０、１０２、
１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９個以上に及び得る。一部の実
施形態において、腫瘍細胞の少なくとも一部は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する、例えば、腫
瘍細胞は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞株または腫瘍に由来する。例えば、腫瘍細
胞の少なくとも５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０
％、９０％、９５％以上、例えば、全てまたは基本的に全ては、ＳＨＭＴ２を過剰発現す
ることができる。一部の実施形態において、腫瘍細胞は、被験動物と同じ種または近交系
統のものである。一部の実施形態において、腫瘍細胞は、被験動物から生じ得る。一部の
実施形態において、腫瘍細胞は、被験動物とは異なる種のものである。例えば、腫瘍細胞
は、ヒト細胞となり得る。一部の実施形態において、例えば、腫瘍細胞が被験動物と異な
る種に由来するまたは被験動物と同じ種の免疫不適合系統から生じる特定の実施形態にお
いて、被験動物は、免疫無防備状態である。例えば、被験動物は、機能的欠損の免疫系を
有するよう選択または遺伝子操作することができる、あるいは免疫系機能を低下させるよ
うに処置（例えば、放射線照射または免疫抑制剤または胸腺除去等の外科手術により）す
ることができる。一部の実施形態において、被験動物は、ＳＣＩＤマウス、ＮＯＤマウス
、ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウス、ヌードマウス、および／またはＲａｇ１および／またはＲａ
ｇ２ノックアウトマウス、または同様の免疫系機能不全を有するラットである。腫瘍細胞
は、同所性または非同所性位置に導入することができる。一部の実施形態において、腫瘍
細胞は、皮下に、腎被膜下に、または血流に導入される。非腫瘍細胞（例えば、線維芽細
胞、骨髄由来細胞）、細胞外マトリックス構成成分またはハイドロゲル（例えば、コラー
ゲンまたはＭａｔｒｉｇｅｌ（登録商標））または腫瘍発達もしくは成長を促進する薬剤
は、腫瘍細胞の前に、これと共に、またはこれとは別々に被験動物に投与することができ
る。腫瘍細胞は、グラフティングの前および／またはグラフティングの後に薬剤（例えば
、ＧＣＳ阻害剤）と接触させることができる（被験動物に薬剤を投与することにより）。
数、サイズ、成長速度、転移または他の特性は、グラフティング後の１または複数の時点
において評価することができる。一部の実施形態において、ｉｎ　ｖｉｖｏ腫瘍モデルに
おける腫瘍は、例えば、少なくとも一部には、ｉｎ　ｖｉｖｏの細胞に存在するまたは発
生する１種または複数の突然変異の結果、ｉｎ　ｖｉｖｏで発生する腫瘍性形質転換によ
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り生じる。一部の実施形態において、被験動物は、腫瘍易発性動物である。動物は、例え
ば、腫瘍を発症する素因を天然に有する種または系統のものとなり得る、および／または
遺伝子操作された動物となり得る。例えば、一部の実施形態において、動物は、その細胞
の少なくとも一部が、遺伝子改変の結果、少なくとも１種の活性化された癌遺伝子を含む
、および／または少なくとも１種のＴＳＧが機能的に不活性化された、遺伝子操作された
動物である。外来性遺伝子を含む遺伝子改変動物、例えば、トランスジェニック動物また
は内在性遺伝子に変更、例えば、挿入もしくは少なくとも部分的な欠失もしくは置き換え
を有する動物（「ノックアウト」または「ノックイン」動物と称されることもある）を作
製する標準方法を使用することができる。
【００７８】
　腫瘍数、サイズ、成長速度または転移は、例えば、様々なイメージング様式、例えば、
Ｘ線、磁気共鳴画像法、例えば、代謝の（例えば、ＰＥＴスキャンを使用する）機能イメ
ージング等を使用して評価することができる。一部の実施形態において、腫瘍（複数可）
は、身体から取り出して（例えば、剖検において）、評価することができる（例えば、腫
瘍は、計数、秤量および／またはサイズ（例えば、寸法）測定することができる）。一部
の実施形態において、腫瘍のサイズおよび／または数は、非侵襲的に決定することができ
る。例えば、特定の腫瘍モデルにおいて、蛍光標識された（例えば、ＧＦＰ等、蛍光タン
パク質を発現させることにより）腫瘍細胞は、様々な腫瘍イメージング技法または機器、
例えば、二光子顕微鏡等、非侵襲的蛍光方法によりモニターすることができる。皮下に植
え込まれた腫瘍のサイズは、皮膚の下でモニターおよび測定することができる。
【００７９】
　一部の実施形態において、ヒト対象における腫瘍の処置効果または感受性は、少なくと
も一部には、当技術分野において公知の客観的判断基準を使用して評定することができる
。例えば、本来のまたは改訂された（例えば、バージョン１．１）固形腫瘍における応答
評定判断基準（Response　Evaluation　Criteria　In　Solid　Tumors）（ＲＥＣＩＳＴ
）を使用して、解剖学的腫瘍量に基づき、がん患者が改善（「応答」）するか、殆ど同じ
ままであるか（「安定的疾患」）、悪化するか（「進行性疾患」）決定することができる
（Therasse　Pら、J　Natl　Cancer　Inst（２０００年）９２巻：２０５～１６頁；Eise
nhauer,　E.ら、Eur　J　Cancer．（２００９年）４５巻（２号）：２２８～４７頁）。
脳腫瘍（例えば、神経膠芽腫等、高度神経膠腫における）の応答評価は、Ｍａｃｄｏｎａ
ｌｄ判断基準（Macdonald　Dら（１９９０年）Response　criteria　for　phase　II　st
udies　of　supratentorial　malignant　glioma.　J　Clin　Oncol　８巻：１２７７～
１２８０頁）、例えば、磁気共鳴画像法（Rees　J（２００３年）Advances　in　magneti
c　resonance　imaging　of　brain　tumours.　Curr　Opin　Neurol　１６巻：６４３～
６５０頁）に外挿された、あるいはＭａｃｄｏｎａｌｄ判断基準のアップデートバージョ
ン（Wen,　PYら、J　Clin　Oncol.（２０１０年）２８巻（１１号）：１９６３～７２頁
）を使用することができる。例示的なリンパ腫応答評価は、Cheson　BDら、J　Clin　Onc
ol　２００７年；１０巻：５７９～８６頁に記載されている。
【００８０】
　一部の実施形態において、対象が、少なくともある期間、例えば、臨床に意義があると
考慮される期間、応答（完全または部分応答）または安定的疾患または腫瘍進行の遅れを
経験する場合、腫瘍は、「感受性」と考慮することができる。腫瘍進行は、例えば、より
前進したステージまたはグレード；局所的、局部的または遠位拡散（例えば、転移）への
進行を含むことができる。一部の実施形態において、生存率、増殖、サイズ、成長速度ま
たは進行もしくは再発の見込みの減少は、統計的に有意である。一部の実施形態において
、期間は、少なくとも４、６、８、１２週間以上となり得る。ヒト対象における腫瘍感受
性を評価するための、本明細書において言及されている判断基準は、単なる例示である。
修正バージョンまたは他の合理的な判断基準を使用してもよい。一般に、解剖的腫瘍量に
基づく判断基準は、１種または複数の症状の低下等、生存の増加（例えば、無進行生存の
増加、がん特異的生存の増加または全生存の増加）または少なくとも改善されたクオリテ
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【００８１】
　一部の実施形態において、例えば、ヒト対象における腫瘍の処置効果または感受性は、
成績を評定することにより評価することができる。一部の実施形態において、全生存を評
価することができる。一部の実施形態において、疾患特異的生存（即ち、がんによる死亡
率のみを考慮する生存）が評価される。一部の実施形態において、無進行生存が評価され
る。成績は、所定の期間、例えば、診断の日付または処置開始の日付から、例えば、１、
２、５、１０、１５または２０年間にわたって評価することができる。進行、処置に対す
る応答、転移の存在および他の成績を評定するための方法および判断基準は、当技術分野
において公知のものであり、客観的測定値（例えば、解剖学的腫瘍量）および判断基準、
症状の臨床評定またはこれらの組合せを含むことができる。例えば、イメージング（例え
ば、Ｘ線、ＣＴスキャンまたはＭＲＩスキャン等を使用）および／または機能イメージン
グを使用して、病変（局所的または転移性）を検出または評価することができる、例えば
、解剖学的腫瘍量を測定、新たな病変を検出すること等ができる。
【００８２】
ＩＩＩ．腫瘍におけるＳＨＭＴ２発現およびこれに関する使用
【００８３】
　実施例においてさらに記載する通り、本出願人らは、（ｉ）ミトコンドリアセリンヒド
ロキシメチルトランスフェラーゼ２（ＳＨＭＴ２）の発現が、多数の腫瘍型において上昇
することおよび（ｉｉ）ＳＨＭＴ２発現のレベルが、ＧＣＳ阻害に対し感受性である腫瘍
細胞と相関することを発見した。腫瘍型の多様なセットから生じる腫瘍細胞株のパネルの
中でも、グリシン代謝に関与する複数の遺伝子の発現レベルの解析は、ミトコンドリアに
おけるセリンからグリシンへの変換に関与する酵素であるミトコンドリアＳＨＭＴ２の発
現が、ＧＬＤＣノックダウンに対する感受性と密接に相関することを明らかにした。ＧＬ
ＤＣノックダウンに対し感受性である腫瘍細胞株（即ち、その生存または増殖がＧＬＤＣ
ノックダウンにより阻害された腫瘍細胞株）は、非感受性細胞と比較して、ＳＨＭＴ２の
著しくより高い発現を有していた。例えば、正常組織対照と比べてＳＨＭＴ２を過剰発現
した腫瘍細胞株は、低分子（システアミン）によるＧＣＳ阻害に対し感受性であったが、
一方、ＳＨＭＴ２の低発現または発現なしを表示した腫瘍細胞株は、ＧＣＳ阻害に対し非
感受性であった。よって、ＳＨＭＴ２の発現レベルは、ＧＣＳ阻害に対する腫瘍細胞感受
性と相関する。ＧＣＳ阻害に対し感受性であった腫瘍細胞におけるＳＨＭＴ２のｓｈＲＮ
Ａ媒介性ノックダウンが、ＧＬＤＣ　ｓｈＲＮＡからこれらの細胞を保護したことも観察
された。いかなる理論に制約されることも望まないが、この結果は、ＳＨＭＴ２レベルと
ＧＣＳ阻害に対する感受性との間の関係性が、単純な相関性ではなく、機能的に関連性と
もなり得ることを示唆する。
【００８４】
　ヒトＳＨＭＴ２は、遺伝子ＩＤ６４７２を割り当てられた。ＳＨＭＴ２遺伝子（ヒト遺
伝子のホモログ）は、幅広い他の種（例えば、他の脊椎動物、昆虫、真菌）において同定
された。ヒトＳＨＭＴ２ポリペプチドの複数のアイソフォームが同定され、複数の転写物
バリアントが公知である。表Ｃは、ヒトＳＨＭＴ２タンパク質アイソフォームおよびｍＲ
ＮＡ転写物バリアントの例示的な配列のＲｅｆＳｅｑ受託番号を収載する。
【００８５】
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【表Ｃ】

【００８６】
　本出願人らは、ＳＨＭＴ２　ｍＲＮＡレベルが、正常組織対照と比べて、多数のがんに
おいて有意に上昇することを発見した。例えば、マイクロアレイに基づくメタ解析は、Ｓ
ＨＭＴ２発現が、種々の脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性腫
瘍、胃腫瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫瘍
、卵巣腫瘍、卵黄嚢腫瘍および肉腫を含むいくつものがんにおいて増加することを明らか
にした。多くの場合、ＳＨＭＴ２は、係る特定のがんにおいて過剰発現される遺伝子の上
位１％内に入る（実施例における表１を参照）。よって、ＳＨＭＴ２発現レベルは、広範
囲のヒト腫瘍にわたる分類に使用することができる。
【００８７】
　一部の態様において、腫瘍細胞、腫瘍細胞株、腫瘍または対象を分類する方法が、本明
細書に提供される。一部の実施形態において、腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍を分類す
る方法は、（ａ）腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍におけるＳＨＭＴ２発現を評価するス
テップと、（ｂ）ステップ（ａ）の結果に基づき前記腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍を
分類するステップとを含む。一部の実施形態において、腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍
は、ＳＨＭＴ２の発現に基づき、少なくとも２群のうちの１群に分類される。例えば、一
部の実施形態において、腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍は、ＳＨＭＴ２の過剰発現を呈
するまたはＳＨＭＴ２の過剰発現を呈さないと分類される。一部の実施形態において、Ｓ
ＨＭＴ２の発現レベルは、ＧＣＳ阻害に対し感受性である可能性が高いまたは感受性であ
る可能性が低い腫瘍細胞の間の区別に役立つ。例えば、一部の実施形態において、ＳＨＭ
Ｔ２発現のレベルは、ＧＣＳ阻害に対する腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍の感受性の予
測に使用される。一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞、腫瘍細
胞株または腫瘍は、ＧＣＳの阻害に対し感受性である見込みが増加したと分類される。一
部の実施形態において、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍のための処置を必要とする対象は
、ＧＣＳの阻害剤による処置に適した候補である見込みが増加したと分類される、例えば
、対象は、ＧＣＳ阻害剤による処置の恩恵を受ける見込みが増加したと分類される。
【００８８】
　一部の実施形態において、腫瘍を分類する方法は、（ａ）腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発
現する傾向を有する種類のものであるかどうかを決定するステップと、（ｂ）ステップ（
ａ）の結果に基づき前記腫瘍を分類するステップとを含む。一部の実施形態において、Ｓ
ＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型は、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍
、結腸直腸腫瘍、胚性腫瘍、胃腫瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍
、メラノーマ、中皮腫瘍、卵巣腫瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫である。一部の実施形態にお
いて、乳房腫瘍は、トリプルネガティブ乳房腫瘍である。一部の実施形態において、方法
は、腫瘍におけるＳＨＭＴ２発現を評価するステップをさらに含む。
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【００８９】
　一般に、適した試料を入手できるいずれかの細胞、細胞株または腫瘍は、ＳＨＭＴ２発
現または活性に関して評価することができる（および／または本明細書に記載されている
１または複数の目的に使用することができる）。数多くの腫瘍細胞株および非腫瘍原性細
胞株は、当技術分野において公知のものである。細胞株は、例えば、上に収載されている
機関または細胞バンク等、寄託機関または細胞バンクから得ることができる。ＳＨＭＴ２
を過剰発現するまたはＳＨＭＴ２を過剰発現しない例示的な腫瘍細胞株および腫瘍は、実
施例に記載されている。
【００９０】
　本明細書において使用される場合、「過剰発現」または「過剰発現される」は、参照レ
ベルまたは対照レベルよりも大きい、例えば、それよりも少なくとも約１．５、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０倍以上高い発現のレベル（例えば、産生されたまたは存在
するｍＲＮＡまたはタンパク質等、遺伝子産物の量）を指すよう互換的に使用される。し
かし、一部の実施形態において、過剰発現は、参照または対照レベルよりも１．１～１．
５倍の間高いレベルを指すことができる。一部の実施形態において、対照レベルは、正常
な（非腫瘍）細胞または非腫瘍組織におけるレベルである。一部の実施形態において、非
腫瘍組織は、腫瘍に隣接する組織である。一部の実施形態において、非腫瘍組織は、腫瘍
が生じた組織と同じ組織型の組織である。一部の実施形態において、非腫瘍細胞は、非腫
瘍組織、例えば、腫瘍に隣接する非腫瘍組織に存在する細胞である。一部の実施形態にお
いて、発現が、腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍においてバックグラウンドよりも検出可
能に大きく、対照細胞においてバックグラウンドよりも検出可能に大きくない場合、遺伝
子は、腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍において過剰発現される。一部の実施形態におい
て、ＳＨＭＴ２の過剰発現は、Ｕ－２５１、ＢＴ１４５、０３０８、Ａ２０５８、ＡＣＨ
ＮまたはＬＮ２２９細胞株の細胞に存在する発現レベル（またはこれらの細胞株の平均発
現レベル）の少なくとも約５０％、６０％、７０％、８０％、９０％または１００％の高
さの発現レベルを指し、この場合、特定の条件下で培養することにより分化するよう誘導
することのできる細胞株に関して、ＳＨＭＴ２の発現は、非分化誘導条件下で培養された
細胞において測定される。一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２の過剰発現は、表１に収
載されているがんのいずれか１種または複数に存在する発現レベルの少なくとも約５０％
、６０％、７０％、８０％、９０％または１００％の高さの発現レベルを指す。一部の実
施形態において、ＭＣＦ７、ＨＭＣ－１－８、Ｕ８７、ＰＣ３、ＤｏＴｃ２－４５１０に
より呈されるまたは分化するよう誘導された場合のＢＴ１４５もしくは０３０８により呈
される発現のレベルと同じまたはこれを下回るＳＨＭＴ２発現のレベルは、ＳＨＭＴ２の
過剰発現の欠如を表す。
【００９１】
　一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２発現のレベルの評価は、少なくとも一部の腫瘍細
胞が、ＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するステップまたはＳＨＭＴ２を過剰発
現する腫瘍細胞のパーセンテージを評価するステップを含む。一部の実施形態において、
解析された腫瘍細胞の少なくとも約１０％、２０％、３０％、４０％、５０％以上が、Ｓ
ＨＭＴ２を過剰発現する場合、腫瘍は、ＳＨＭＴ２を過剰発現すると考慮することができ
る。一部の実施形態において、腫瘍細胞の少なくとも約５０％、６０％、７０％、８０％
、９０％以上が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する。一部の実施形態において、腫瘍細胞の少な
くとも約５０％、６０％、７０％、８０％、９０％以上が、ＳＨＭＴ２の強い染色を呈す
る。図６は、ＳＨＭＴ２の過剰発現を呈する脳腫瘍（ＧＢＭ）切片の代表例および正常な
脳組織（ＳＨＭＴ２を過剰発現しない組織の代表）を示す。一部の実施形態において、Ｓ
ＨＭＴ２を発現する非がん対照細胞において粒状点が容易に区別される条件を使用して行
われたＩＨＣにより、個々の粒状点が簡単に区別されないよう、細胞は、十分に強くＳＨ
ＭＴ２を過剰発現する。
【００９２】
　一部の実施形態において、方法は、試料、例えば、腫瘍試料におけるＳＨＭＴ２遺伝子
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産物のレベルを決定することにより、ＳＨＭＴ２発現のレベルを評価するステップを含む
。よって、一部の実施形態において、試料におけるＳＨＭＴ２遺伝子産物のレベルに従っ
て腫瘍試料を分類するための方法が提供される。一部の実施形態において、腫瘍試料を分
類する方法は、（ａ）腫瘍試料を用意するステップと、（ｂ）前記腫瘍試料におけるＳＨ
ＭＴ２発現を評価するステップとを含み、ＳＨＭＴ２発現のレベルはＧＣＳ阻害剤に対す
る感受性と相関するため、ＧＣＳ阻害剤に対する感受性に関して腫瘍試料を分類する。一
部の態様において、腫瘍を分類する方法は、（ａ）腫瘍から得られた試料におけるＳＨＭ
Ｔ２発現のレベルを決定するステップと、（ｂ）ＳＨＭＴ２発現のレベルをＳＨＭＴ２発
現の対照レベルと比較するステップと、（ｃ）ステップ（ｂ）の結果に基づき、腫瘍がＧ
ＣＳ阻害剤に対し感受性である見込みに関して腫瘍を分類するステップとを含み、ＳＨＭ
Ｔ２発現の対照レベルと比較して試料におけるＳＨＭＴ２遺伝子発現のより大きい（増加
した）レベルは、腫瘍がＧＣＳ阻害剤に対し感受性である見込みの増加を示す。
【００９３】
　一部の態様において、腫瘍診断、予後、予測または処置選択のための方法は、腫瘍にお
けるＳＨＭＴ２発現のレベルを評価するステップを含む。一部の態様において、腫瘍診断
、予後、予測または処置選択のための方法は、（ａ）腫瘍におけるＳＨＭＴ２発現のレベ
ルを評価するステップと、（ｂ）少なくとも一部にはステップ（ａ）に基づき、診断、予
後、予測または処置選択情報を提供するステップとを含む。一部の態様において、腫瘍診
断、予後、予測または処置選択のための方法は、（ａ）対象から得られた腫瘍試料を用意
するステップと、（ｂ）前記試料におけるＳＨＭＴ２発現のレベルを評価するステップと
、（ｃ）少なくとも一部にはステップ（ａ）に基づき、診断、予後、予測または処置選択
情報を提供するステップとを含む。方法は、ＳＨＭＴ２発現のレベルに基づき、試料また
は腫瘍をスコア化するステップをさらに含むことができる。スコアは、診断、予後、予測
または処置選択情報を提供するために使用することができる。一部の実施形態において、
診断情報は、腫瘍の存在の診断を含む。例えば、正常には（腫瘍の非存在では）ＳＨＭＴ
２を発現または過剰発現する細胞を含有することが予想されない位置または試料における
係る細胞の存在は、腫瘍を示すことができる、あるいは正常に（腫瘍の非存在で）予想さ
れるＳＨＭＴ２を過剰発現する細胞の数と比較した、係る細胞の数の増加の存在は、腫瘍
を示すことができる。
【００９４】
　一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２発現の存在またはレベルが、特定の処置とは無関
係に、予後、例えば、成績と相関し得ることが想定される。例えば、ＳＨＭＴ２を過剰発
現する腫瘍は、一般に、ＳＨＭＴ２を過剰発現しない腫瘍よりも、より高悪性度となり得
る、標準治療法を使用して処置された場合に成績不良をもたらす可能性がより高くなり得
る、および／または標準治療法を使用した処置後に再発する可能性がより高くなり得る。
成績は、例えば、無病生存、全生存（例えば、診断後１、２、５または１０年間の生存）
により評価することができる。係る相関は、成績データが利用できる患者コホート由来の
腫瘍試料におけるＳＨＭＴ２発現の解析により確立することができる。対象は、対象由来
の腫瘍試料におけるＳＨＭＴ２発現に基づき、群に分類することができ、適切な解析、例
えば、適切な統計解析を行って、群間の差を検出することができる。例えば、カプラン・
マイヤー（Kaplan-Meier）解析を使用することができる。
【００９５】
　一部の実施形態において、予測情報は、腫瘍がＧＣＳ阻害剤に対し感受性となる（ＧＣ
Ｓ阻害剤に応答するようになる）見込みの予測を含み、ＳＨＭＴ２発現の増加は、腫瘍が
ＧＣＳ阻害剤に対し感受性となる見込みの増加を示す。一部の態様において、腫瘍細胞ま
たは腫瘍がＧＣＳ阻害剤に対し感受性である見込みを予測する方法であって、前記腫瘍細
胞または腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するステップを含み、前記腫瘍
細胞または腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現する場合、前記腫瘍細胞または腫瘍がＳＨＭＴ２
を過剰発現しない場合よりも、前記腫瘍細胞または腫瘍が、ＧＣＳ阻害剤に対し感受性で
ある見込みが増加している方法が提供される。
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【００９６】
　一部の態様において、ＧＣＳ阻害剤による治療法に適した候補である対象を同定するた
めの使用方法であって、がんを有する対象から得られた腫瘍試料におけるＳＨＭＴ２発現
のレベルを評価するステップを含み、ＳＨＭＴ２発現のレベルの増加が、対象がＧＣＳ阻
害剤による処置に適した候補であることを指示する方法が提供される。一部の実施形態に
おいて、がんのための処置を必要とする対象のための処置を選択する方法は、（ａ）がん
を有する対象から得られた腫瘍試料におけるＳＨＭＴ２発現のレベルを評価するステップ
と、（ｂ）少なくとも一部にはステップ（ａ）の結果に基づき、対象のための治療剤を選
択するステップとを含む。一部の実施形態において、がんのための処置を必要とする対象
のための処置を選択する方法は、（ａ）対象から得られた腫瘍試料におけるＳＨＭＴ２発
現のレベルを評価するステップと、（ｂ）前記腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現する場合、対
象のための治療剤としてＧＣＳ阻害剤を選択するステップとを含む。一部の実施形態にお
いて、方法は、前記対象をＧＣＳ阻害剤で処置するステップをさらに含む。一部の実施形
態において、対象を処置する方法は、（ａ）ＳＨＭＴ２を過剰発現することが決定された
腫瘍のための処置を必要とする対象を用意するステップと、（ｂ）前記対象をＧＣＳ阻害
剤で処置するステップとを含む。
【００９７】
　一部の実施形態において、方法は、（ａ）対象が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍のた
めの処置を必要としていることを決定するステップと、（ｂ）前記対象をＧＣＳ阻害剤で
処置するステップとを含む。一部の実施形態において、方法は、（ａ）がんを有する対象
がＧＣＳ阻害剤による処置に適した候補であることを、少なくとも一部には前記がんにお
けるＳＨＭＴ２発現のレベルに基づき決定するステップと、（ｂ）前記対象をＧＣＳ阻害
剤で処置するステップとを含む。
【００９８】
　一部の態様において、がんの処置の有効性を評価する方法であって、（ａ）がんを処置
した対象から得られた試料におけるＳＨＭＴ２発現またはＳＨＭＴ２活性のレベルを評価
するステップを含み、前記試料におけるＳＨＭＴ２発現増加の非存在またはＳＨＭＴ２活
性増加の非存在が、有効な処置を指示する方法が提供される。一部の実施形態において、
ステップ（ａ）は、対象のがんを処置した後の１または複数の時点において反復され、経
時的なＳＨＭＴ２発現増加またはＳＨＭＴ２活性増加の継続的な非存在は、有効な処置を
指示する。試料は、例えば、処置された腫瘍の部位またはその近くから（例えば、腫瘍が
除去された部位またはその近傍から）得ることができる。腫瘍は、本来、ＳＨＭＴ２を過
剰発現することが決定されていてよい。
【００９９】
　一部の態様において、がんの処置の有効性を評価する方法であって、（ａ）がんを有す
る対象から得られた試料におけるＳＨＭＴ２発現またはＳＨＭＴ２活性のレベルを評価す
るステップと、（ｂ）前記対象の処置における１または複数の時点において、ステップ（
ａ）を反復するステップとを含み、経時的なＳＨＭＴ２発現の減少もしくはＳＨＭＴ２活
性の減少または経時的なＳＨＭＴ２発現もしくは活性の低下の維持が、有効な処置を指示
する方法が提供される。試料は、例えば、処置されているがんの部位またはその近くから
得ることができる。腫瘍は、本来、ＳＨＭＴ２を過剰発現する少なくとも一部の細胞を含
むことが決定されていてよい。
【０１００】
　一部の態様において、腫瘍再発に関して対象をモニターする方法であって、（ａ）腫瘍
を処置した対象から得られた試料におけるＳＨＭＴ２発現またはＳＨＭＴ２活性のレベル
を評価するステップを含み、前記試料におけるＳＨＭＴ２発現の増加またはＳＨＭＴ２活
性の増加の存在が、腫瘍再発を指示する方法が提供される。一部の実施形態において、ス
テップ（ａ）は、処置後の１または複数の時点において反復される。試料は、例えば、腫
瘍の部位またはその近傍から（例えば、腫瘍が除去された部位またはその近傍から）得る
ことができる。
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【０１０１】
　一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２発現のレベルは、ＳＨＭＴ２遺伝子産物、例えば
、ＲＮＡまたはタンパク質のレベルを評価することにより評価することができる。様々な
実施形態において、遺伝子産物、例えば、ＲＮＡまたはタンパク質の評価に有用な、当技
術分野において公知のいかなる適した方法を使用してもよい。一部の実施形態において、
ＲＮＡは、少なくとも一部には、ハイブリダイゼーション、増幅および／または配列決定
に基づき測定される。ＲＮＡ、例えば、ｍＲＮＡを検出するための例示的な使用方法とし
て、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、ノーザンブロット、マイクロアレイハイブ
リダイゼーション（例えば、ｃＤＮＡまたはオリゴヌクレオチドマイクロアレイを使用）
、逆転写ＰＣＲ（例えば、リアルタイム逆転写ＰＣＲ；定量的ＲＴ－ＰＣＲ）、逆転写に
続く配列決定、ナノストリング（nanostring）技術（Geiss,　G.ら、Nature　Biotechnol
ogy（２００８年）、２６巻、３１７～３２５頁）、フローサイトメトリー等が挙げられ
る。ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイおよびＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　ＰＣＲ
アッセイは、一般に使用されているリアルタイムＰＣＲ技法である。他のアッセイとして
、標準化（Ｓｔａ）ＲＴ－ＰＣＲ（商標）（Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．、オハ
イオ州トレド）およびＱｕａｎｔｉＧｅｎｅ（登録商標）（Ｐａｎｏｍｉｃｓ，Ｉｎｃ．
、カリフォルニア州フリーモント）が挙げられる。いくつものこのような方法は、そのレ
ベルを測定しようとする標的ＲＮＡと実質的にまたは完璧に相補的な配列（例えば、少な
くとも１０ヌクレオチドの長さ、例えば、少なくとも１２、１５、２０または２５ヌクレ
オチドの長さ）を含む１種または複数の核酸プローブ（複数可）またはプライマー（複数
可）と試料を接触させるステップを含む。プローブまたはプライマーは、例えば、蛍光色
素で標識することができる。多くの実施形態において、プローブまたはプライマーは、プ
ローブまたはプライマーが、アッセイ条件下において、哺乳動物細胞、例えば、ヒト細胞
における係るｍＲＮＡと、他の遺伝子に由来する大部分のまたは基本的に全（例えば、少
なくとも９９％以上の）転写物との間を区別できるよう、対象のｍＲＮＡと十分に相補的
な配列を含む。プライマーは、当技術分野において公知の方法およびソフトウェアプログ
ラムを使用して設計することができる。例えば、アルゴリズムＰｒｉｍｅｒ３（Rozen,　
S　and　Skaletsky,　HJ（２０００年）Primer3　on　the　WWW　for　general　users　
and　for　biologist　programmers.　In:　Krawetz　S、Misener　S（編）Bioinformati
cs　Methods　and　Protocols:　Methods　in　Molecular　Biology.　Humana　Press、
ニュージャージー州トトワ））を利用する、ＮＣＢＩウェブサイトにおいて利用できるプ
ログラムであるＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔを使用することができる。プローブまたはプライ
マーは、様々な実施形態において、支持体に付着することができる、あるいは溶液中に存
在することができる。支持体は、実質的に平面状の支持体、例えば、スライドもしくはチ
ップまたは粒子状の支持体、例えば、マイクロ粒子（「ビーズ」とも称される）等のほぼ
球状の支持体となり得る。一部の実施形態において、遺伝子発現の連続解析（serial　an
alysis　of　gene　expression）（ＳＡＧＥ）（そのバリアントを含む）またはＲＮＡ－
Ｓｅｑ等、配列決定に基づくアプローチを使用することができる。ＲＮＡ－Ｓｅｑは、Ｒ
ＮＡ転写物を定量化するための、種々のハイスループット配列決定技法のいずれかの使用
を指す（例えば、Wang,　Z.ら、Nature　Reviews　Genetics（２００９年）、１０巻、５
７～６３頁を参照）。ＲＮＡを検出するための他の使用方法は、例えば、電気化学的検出
または蛍光相関分光法を含む。ｍＲＮＡを検出する特定の方法が、場合によっては、少な
くとも一部のプレｍＲＮＡ転写物（複数可）、転写物プロセシング中間体、非コード転写
物バリアントおよび／または分解産物を検出することもできることを理解できよう。
【０１０２】
　一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２遺伝子の少なくとも一部分を含有する染色体領域
のコピー数の増加は、過剰発現の指標として使用することができる。一部の実施形態にお
いて、腫瘍または腫瘍細胞株における腫瘍細胞の少なくとも１０％、２０％、３０％、４
０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％以上において細胞当たり２コピ
ー超の領域が存在する場合、領域のコピー数が増加したと考慮される。一部の実施形態に
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おいて、コピー数は、少なくとも３、４、５、８、１０または１５個であってもよい。一
部の実施形態において、腫瘍または腫瘍細胞株における腫瘍細胞の少なくとも１０％、２
０％、３０％、４０％、５０％以上において細胞当たり２コピー未満の領域が存在する場
合、領域のコピー数は減少したと考慮される。コピー数の評価に有用な方法として、例え
ば、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）、マルチプレックスライゲ
ーション依存性プローブ増幅、短い蛍光断片の定量的マルチプレックスＰＣＲ（quantita
tive　multiplex　PCR　of　short　fluorescent　fragment）（ＱＭＰＳＦ）、比較ゲノ
ムハイブリダイゼーション、アレイ比較ゲノムハイブリダイゼーション、ＳＮＰアレイ技
術、ＤＮＡ配列決定等が挙げられる。
【０１０３】
　一般に、タンパク質の検出および／または測定に適したいずれかの方法は、様々な実施
形態におけるＳＨＭＴ２ポリペプチドのレベルの評価に使用することができる。例えば、
免疫学的方法または他の親和性に基づく方法を使用することができる。免疫学的検出方法
は一般に、例えば、試料における特異的抗体－抗原相互作用の検出に関与する。抗体は、
モノクローナルであってもポリクローナルであってもよい。抗体調製物は、免疫原または
結合標的として対象のポリペプチドの同じまたは異なる部分を使用して作製されていてよ
い複数のモノクローナル抗体を含むことができる。一部の実施形態において、抗体は、抗
ペプチド抗体である。一部の実施形態において、抗体、例えば、抗原に結合する抗体（一
次抗体）または一次抗体に結合する二次抗体は、標識にタグ付けまたはコンジュゲートさ
れている。一般に、標識（「検出可能標識」とも称される）は、標識を含むまたは標識が
付着している実体の検出と、任意選択でその定量化を容易にするいずれかの部分となり得
る。様々な実施形態において使用することのできる標識として、例えば、有機材料（低分
子色素フルオロフォア、クエンチャー、ポリマー、蛍光タンパク質を含む）；金属キレー
ト、コロイド金属、金属および半導体ナノ結晶（例えば、量子ドット）等、無機材料；天
然起源または合成のルシフェリン（例えば、ホタルまたはＲｅｎｉｌｌａルシフェリン、
セレンテラジン）等、酵素触媒作用によりルミネセンス（luminescensce）を呈する化合
物、ハプテン、放射性原子、同位元素または酵素が挙げられる。蛍光色素として、例えば
、アクリジン色素；Ａｌｅｘａ色素；ＢＯＤＩＰＹ、クマリン（coumain）、シアニン色
素；フルオレセイン色素、ローダミン色素、キサンテン色素および前述のいずれかの誘導
体が挙げられる。例えば、数多くの蛍光およびそれ以外の検出可能分子ならびにそれらの
使用および修飾のための方法について記載する、The　Handbook　-　A　Guide　to　Fluo
rescent　Probes　and　Labeling　Technologies、第１０版（Invitrogen　Corp.）を参
照されたい。酵素として、例えば、ルシフェラーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ、西洋わ
さびペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼが挙げられる。標識は、様々な実施形態
において、直接的に検出可能であっても間接的に検出可能であってもよい。例えば、蛍光
色素は、直接的に検出可能となるが、一方、酵素は、間接的に検出可能となり得る、例え
ば、酵素は、基質と反応して、直接的に検出可能なシグナルを生じる。一部の実施形態に
おいて、標識フリー検出方法を使用することができる。
【０１０４】
　例示的な免疫学的検出方法として、例えば、免疫組織化学（ＩＨＣ）（この用語は一般
に、組織または細胞試料における組織または細胞構成物の免疫学に基づく検出を指す）酵
素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、Ｌｕｍｉｎｅｘ（登録商標）アッセイプラットフ
ォーム（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）等のビーズベースのアッセイ、タンパク質マイクロアレ
イ、表面プラズモン共鳴アッセイ（例えば、ＢｉａＣｏｒｅ（登録商標）技術を使用）、
マイクロカンチレバー、免疫沈降、ウエスタンブロット、フローサイトメトリーが挙げら
れる。伝統的ＥＬＩＳＡアッセイは、典型的には、基質において作用して検出可能シグナ
ルを産生し（例えば、有色産物の産生）、抗原または他の分析物の存在を指示する、酵素
に連結した一次または二次抗体の使用に関与する。本明細書において使用される場合、用
語「ＥＬＩＳＡ」は、定量化できるシグナルを生じる蛍光発生、電気化学発光またはリア
ルタイムＰＣＲレポーター等、非酵素レポーターの使用も包含する。用語「ＥＬＩＳＡ」
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が、「間接的」、「サンドイッチ」、「競合的」および「逆」ＥＬＩＳＡ等、いくつもの
変種を包含することを認められよう。本明細書において使用される場合、ＩＨＣは、免疫
細胞化学的検査（ＩＣＣ）を包含すると考慮され、この用語は一般に、組織試料において
典型的に存在するであろう細胞外マトリックス構成成分および組織微小構造を基本的に欠
く、単離された細胞における細胞構成物の免疫学的検出を指す。一部の実施形態において
、例えば、ＩＨＣが使用される一部の実施形態において、試料は、様々な実施形態におい
て、固定もしくは新鮮（例えば、新鮮凍結）組織切片であってよい組織切片または細胞ス
メアの形態である。試料、例えば、組織切片は、例えば、パラフィンもしくは合成樹脂ま
たはこれらの組合せに包埋されていてよい。試料、例えば、組織切片は、ホルマリンベー
スの固定液等、適した固定液を使用して固定することができる。切片は、パラフィン包埋
されたホルマリン固定組織切片となり得る。切片は、脱パラフィン処理（組織切片が包埋
されているパラフィンまたは他の物質が、組織切片部分の染色が可能なよう少なくとも十
分に除去される過程）することができる。固定された組織または細胞における抗原と抗体
との免疫学的反応を容易にするため、試料の前処理により抗原をアンマスクまたは「回収
」することが役立ち得る。種々の抗原回収手順（抗原回復と呼ばれることがある）は、Ｉ
ＨＣにおいて使用することができる。係る方法は、例えば、熱（任意選択で、圧力と共に
）を加えるステップおよび／または様々なタンパク質分解酵素で処置するステップを含む
ことができる。方法は、電子レンジ照射、電子レンジ照射とタンパク質分解酵素消化の組
合せ、圧力釜加熱、オートクレーブ加熱、ウォーターバス加熱、蒸し器加熱、高温インキ
ュベーター等を含むことができる。ＩＨＣにおけるバックグラウンド染色を低下させるた
め、試料は、それなしでは一次または二次抗体が結合し得る反応性部位をブロッキングす
るバッファーと共にインキュベートすることができる。一般的なブロッキングバッファー
として、例えば、正常血清、脱脂粉乳、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）またはゼラチンお
よび様々な市販のブロッキングバッファーが挙げられる。免疫学的染色後に例えば、最初
の染色の際立ちがよくなるコントラストを与えるために、第２の染色を行ってよい。係る
染色は、「対比染色」と称され得る。係る染色は、別々の細胞区画または抗原に対する特
異性を示すことができる、あるいは細胞全体を染色することができる。一般に使用されて
いる対比染色の例として、例えば、ヘマトキシリン、ヘキスト染色またはＤＡＰＩが挙げ
られる。一部の実施形態において、親和性に基づく方法は、例えば、抗体の代わりに、検
出試薬として他の特異的結合剤の非抗体リガンドを使用することができる。一部の実施形
態において、任意選択でコンピュータ支援の細胞イメージングを使用して、ＳＨＭＴ２　
ｍＲＮＡまたはポリペプチドを検出および任意選択で測定することができる。ＣｅｌｌＰ
ｒｏｆｉｌｅｒは、例示的な細胞画像解析プログラムである。
【０１０５】
　一部の実施形態において、方法は、少なくとも１種のＳＨＭＴ２アイソフォームまたは
ＳＨＭＴ２アイソフォームをコードする少なくとも１種の転写物を評価するステップを含
む。一部の実施形態において、少なくともＳＨＭＴ２ミトコンドリアアイソフォーム１、
ＳＨＭＴ２ミトコンドリアアイソフォーム１前駆体またはＳＨＭＴ２ミトコンドリアアイ
ソフォーム１前駆体をコードする転写物が評価される。一部の実施形態において、少なく
ともＳＨＭＴ２ミトコンドリアアイソフォーム２、ＳＨＭＴ２ミトコンドリアアイソフォ
ーム２前駆体またはＳＨＭＴ２ミトコンドリアアイソフォーム２前駆体をコードする転写
物が評価される。一部の実施形態において、少なくともＳＨＭＴ２ミトコンドリアアイソ
フォーム３、ＳＨＭＴ２ミトコンドリアアイソフォーム３またはＳＨＭＴ２ミトコンドリ
アアイソフォーム３をコードする転写物が評価される。適した試薬、例えば、特異的アイ
ソフォームもしくは転写物または複数のアイソフォームもしくは転写物を検出することの
できるプローブ、プライマー、抗体を使用することができる。例えば、様々な実施形態に
おいて、１種の、２種以上のまたは全アイソフォームに結合する結合剤、例えば、抗体が
使用される。様々な実施形態（embodimetsn）において、１種のまたは２種以上のまたは
全転写物バリアントに結合するプローブまたはプライマーが使用される。
【０１０６】
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　ＳＨＭＴ２、例えば、ヒトＳＨＭＴ２に特異的に結合する様々な抗体は、例えば、Ｓｉ
ｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（６３１０３ミズーリ州セントルイス、スプルース（Spruce）通
り３０５０）から、例えば、カタログ番号ＨＰＡ０２０５４３、ＨＰＡ０２０５４９　Ａ
Ｖ４６１２９、ＡＶ４６１２８で市販されている。当業者は、ＳＨＭＴ２ポリペプチドを
検出するための使用に適した追加的な抗体を容易に作製することができよう。一部の実施
形態において、組織切片におけるＳＨＭＴ２を検出することのできる抗体が使用される。
【０１０７】
　一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２を検出するための使用のための抗体（または他の
親和性試薬）または手順は、必要に応じて、分類、例えば、抗体または手順を使用して得
られる腫瘍の分類が、適切な試料セットにおけるＧＣＳ阻害剤に対する腫瘍感受性等、対
象の特徴と相関することを示すことにより検証することができる。例えば、抗体は、ＳＨ
ＭＴ２の検出ならびにＧＣＳ阻害剤に対する感受性と相関する異なるカテゴリーへの試料
および対象の分類のためのＩＨＣにおける使用に関して検証することができる。一部の実
施形態において、抗体もしくは抗体調製物またはＩＨＣを行うためのプロトコールもしく
は手順は、その使用が、適切な被験試料セットにおいて実施例に記載されている抗体また
は手順を使用して得られた結果と同様の結果をもたらすことを確立することにより検証す
ることができる。例えば、抗体または抗体調製物または手順は、その使用が、適切な被験
試料セットにおける試料の少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％以上の、実施例に
記載されている抗体を使用して得られたものと同じ分類（調和した分類）をもたらすこと
を確立することにより検証することができる。特定の抗体または手順が検証されたら、こ
れを使用して、追加的な抗体または手順を検証することができる。同様に、プローブ、プ
ライマー、マイクロアレイもしくは他の試薬（複数可）またはＳＨＭＴ２　ＲＮＡを検出
するための手順（複数可）は、必要に応じて、試薬または手順を使用して得られる分類が
、適切な試料セットにおいてＧＣＳ阻害剤に対する感受性等、対象の特徴と相関すること
を示すことにより検証することができる。
【０１０８】
　一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２　ｍＲＮＡまたはタンパク質レベルは、１または
複数の種類のがんにおいて、診断、予後、予測または処置選択目的の分類に関するその有
用性のため選択される１種または複数の（例えば、最大１０種の）他のｍＲＮＡまたはタ
ンパク質のレベルと共に使用することができる。特定の実施形態において、ＳＨＭＴ２発
現、例えば、ＳＨＭＴ２　ｍＲＮＡまたはタンパク質のレベルは、単に、少なくとも２０
；５０；１００；５００；１，０００種以上の遺伝子の発現が評価される遺伝子発現プロ
ファイリングに基づくクラスター解析、デンドログラムまたはヒートマップに寄与する因
子として測定または解析されるものではない。特定の実施形態において、ＳＨＭＴ２　ｍ
ＲＮＡまたはタンパク質レベルが、係る遺伝子発現プロファイルの一部として測定される
場合、ＳＨＭＴ２　ｍＲＮＡまたはタンパク質のレベルは、遺伝子発現プロファイルにお
ける多くのまたは大部分の他の遺伝子の発現が使用される様式とは別個の様式で、試料ま
たは腫瘍の分類（例えば、診断、予後、予測または処置選択目的の）に使用される。例え
ば、ＳＨＭＴ２　ｍＲＮＡまたはポリペプチドのレベルは、他の測定された発現レベルの
大部分または全てとは無関係に使用することができる、あるいは結果の解析または使用に
おいて、多くのまたは大部分の他のｍＲＮＡまたはタンパク質よりも強く重みを加えるこ
とができる。
【０１０９】
　一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２タンパク質のレベルの測定は、ＳＨＭＴ２活性の
測定を含むことができる。例えば、セリンからグリシンへの変換におけるＳＨＭＴ２活性
を評価することができる（例えば、参考文献８を参照）。一部の実施形態において、腫瘍
細胞または腫瘍によるグリシンレベルおよび／またはグリシン産生を評価することができ
る。一部の実施形態において、グリシンレベルは、対象から得られた１種または複数の試
料（複数可）において測定される。試料は、血液、脳脊髄液（ＣＳＦ）、尿、痰、気管支
肺胞上皮（bronchialveolar）洗浄液、穿刺吸引（aspirate　fine　needle）生検吸引液
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等、流体試料、あるいは一部の実施形態において、組織試料、例えば、生検試料または外
科的試料となり得る。一部の実施形態において、グリシンレベルの上昇（正常グリシンレ
ベルと比較した）は、対象が、ＧＣＳ阻害に対し感受性である腫瘍を有することを指示す
ることができる。一部の実施形態において、ｉｎ　ｖｉｖｏ方法を使用して、ＳＨＭＴ２
活性を測定することができる。例えば、磁気共鳴分光法を使用して、ｉｎ　ｖｉｖｏ（例
えば、腫瘍の領域における）またはｅｘ　ｖｉｖｏ（例えば、対象から得られた試料にお
ける）におけるグリシン、例えば、グリシンの上昇を検出することができる。
【０１１０】
　適した対照および正規化手順を使用して、適切であれば、ＳＨＭＴ２発現または活性を
正確に定量化することができる。例えば、測定された値は、その発現が腫瘍間で有意に変
動するとは予想されない１種または複数のＲＮＡまたはポリペプチドの発現に基づき正規
化することができる。一部の実施形態において、発現は、ハウスキーピング遺伝子の発現
に基づき正規化される。一部の実施形態において、ハウスキーピング遺伝子は、アクチン
、例えば、ベータ－アクチン等、構造的遺伝子である。一部の実施形態において、測定さ
れた値は、異なる試料が、異なる割合の対象の細胞型、例えば、がん細胞対非がん細胞を
含有し得るという事実を説明するために正規化することができる。例えば、一部の実施形
態において、様々な細胞型（腫瘍または非腫瘍細胞となり得る）のパーセンテージは、係
る細胞により特徴的に発現される１種または複数の細胞マーカーの発現を検出することに
より評価することができる。例えば、間質細胞、例えば、線維芽細胞は、間質細胞特異的
細胞マーカーの発現を検出することにより評価することができる。結果は、特に腫瘍細胞
または特定の細胞位置におけるｍＲＮＡまたはポリペプチドまたは活性レベルをより正確
に反映するよう調整することができる。組織切片等、試料が、腫瘍の周縁部等、新生物お
よび非新生物組織の区別できる（例えば、標準病理組織学的判断基準に基づき）区域を含
有する場合、発現のレベル、コピー数または活性は、例えば、任意選択で、非新生物組織
において測定されたレベルであってよい対照レベルとの比較目的で、特に、新生物組織の
区域において評価することができる。
【０１１１】
　一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２遺伝子産物のレベルまたはＳＨＭＴ２活性のレベ
ルは、適した対照レベルまたは参照レベルとの比較により、「増加した」または「増加し
ていない」と決定される。適した対照レベルは、ＳＨＭＴ２遺伝子産物またはＳＨＭＴ２
活性の正常レベルを表すレベル、例えば、非罹患細胞または組織におけるＳＨＭＴ２遺伝
子産物またはＳＨＭＴ２活性のレベルとなり得る。（ａ）ＳＨＭＴ２発現または活性のレ
ベルを評価するステップを含むいずれかの方法は、（ｂ）ＳＨＭＴ２発現または活性のレ
ベルを、ＳＨＭＴ２発現または活性の対照レベルと比較するステップを含むことができ、
（ａ）において決定されたレベルが、対照レベルよりも大きい場合、（ａ）において決定
されたレベルは、「増加した」と考慮される（あるいは、（ａ）において決定されたレベ
ルが、対照レベルよりも大きくない場合、（ａ）において決定されたレベルは、「増加し
ていない」と考慮される）。例えば、腫瘍が、対照レベルと比較して増加したレベルのＳ
ＨＭＴ２発現または活性を有する場合、腫瘍は、ＧＣＳ阻害剤に対し感受性である見込み
が増加したと分類されるが、腫瘍が、対照レベルと比べて有意に増加したレベルのＳＨＭ
Ｔ２を有さない場合、腫瘍は、ＧＣＳ阻害剤に対し感受性である見込みが減少したと分類
される。対照レベルは、種々の仕方で決定することができる。一部の実施形態において、
対照レベルは、絶対的レベルである。一部の実施形態において、対照レベルは、ＳＨＭＴ
２染色を呈する腫瘍細胞のパーセンテージまたはＳＨＭＴ２の強い染色を呈する腫瘍細胞
のパーセンテージ等、相対レベルである。比較は、様々な仕方で行うことができる。例え
ば、一部の実施形態において、１種または複数の試料は、腫瘍から得られ、１種または複
数の試料は、同じ患者の同様の細胞型で構成される近傍の正常な（非腫瘍）組織から得ら
れる。腫瘍試料（複数可）対非腫瘍試料（複数可）におけるＳＨＭＴ２遺伝子産物または
ＳＨＭＴ２活性の相対レベルが決定される。一部の実施形態において、腫瘍試料対非腫瘍
試料（複数可）におけるＳＨＭＴ２遺伝子産物の相対レベル（比）が、所定の値よりも大
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きい場合（腫瘍の細胞が増加したＳＨＭＴ２を有することを指示）、腫瘍は、ＧＣＳ阻害
剤に対し感受性である可能性が高いと分類される。一部の実施形態において、所定の値は
、例えば、少なくとも１．５、２、２．５、３、５、１０、２０以上となり得る。対照レ
ベルは、病歴測定値となり得る。少なくとも一部の実施形態において、値が、半定量的、
定性的または概算的となり得ることを理解されよう。例えば、染色されたＩＨＣ試料の目
視検査（例えば、光学顕微鏡を使用）は、必ずしも細胞を計数すること、または染色の強
度を的確に定量化することなく、ＳＨＭＴ２発現または活性のレベルの評価をもたらすこ
とができる。主に、ＳＨＭＴ２発現が増加（過剰発現）した場合に導き出すまたは為すこ
とのできる結論または予測の観点から、特定の方法が、本明細書において記述されている
。方法は、ＳＨＭＴ２発現が増加していない場合に導き出すまたは為すことのできる結論
または予測の観点から記述することができる。例えば、ＳＨＭＴ２発現が存在しない場合
、腫瘍は、ＧＣＳ阻害剤に対し感受性である見込みが増加していないと分類することがで
きる。
【０１１２】
　本明細書における説明目的のため、対照または参照レベルは、非がん細胞および組織に
存在するＳＨＭＴ２発現または活性の正常レベルを表すことが仮定される。しかし、ＧＣ
Ｓ阻害剤感受性がんに特徴的なＳＨＭＴ２発現またはＳＨＭＴ２活性のレベルは、一部の
実施形態において、参照または対照レベルとして使用することができる。この場合、例え
ば、対照レベルとほぼ同じまたはこれを超えるレベルに匹敵するレベルにおけるＳＨＭＴ
２発現またはＳＨＭＴ２活性の存在は、ＧＣＳ阻害剤に対し感受性である可能性が高いが
んの存在を示すが、対照レベルと比較したＳＨＭＴ２発現またはＳＨＭＴ２活性のレベル
の減少は、例えば、腫瘍がＧＣＳ阻害剤に対し感受性となる見込みが低いことを予測する
であろう。
【０１１３】
　方法のいずれかは、特定の実施形態において、試料において測定されるＳＨＭＴ２発現
またはＳＨＭＴ２活性のレベルに基づき、例えば、ＳＨＭＴ２遺伝子産物のレベルもしく
はＳＨＭＴ２活性のレベルまたはこれらの組合せに基づき、試料（または試料を得た腫瘍
）にスコアを割り当てるステップを含むことができる。一部の実施形態において、２種以
上のスコアを割り当てることができる。例えば、スコア化は、ＳＨＭＴ２を発現または過
剰発現する細胞のパーセンテージに基づき第１のスコアを割り当てるステップと、発現レ
ベルに基づき第２のスコアを割り当てるステップとを含むことができる。一部の実施形態
において、２種以上のスコアから複合スコアを作成することができる。スコアの範囲は、
複数のより小さい範囲（部分範囲）に分けることができ、試料または腫瘍は、そのスコア
が収まる部分範囲に基づき、ＧＣＳ阻害に対する感受性の異なる見込みに割り当てること
ができる。例えば、より高いスコアは、腫瘍がＧＣＳ阻害に対し感受性となる見込みの増
加を指示することができる。有用なスコア化または分類系におけるカテゴリーの数は、例
えば、２～１０の間、例えば、２、３または４となり得るが、カテゴリーの数は、一部の
実施形態において、１０を超えてもよい。
【０１１４】
　一部の実施形態において、スコアは、０～Ｘのスケールを使用して割り当てることがで
き、該スケールにおいて、０は、試料がＳＨＭＴ２に関して「陰性」である（例えば、検
出可能なＳＨＭＴ２ポリペプチドが存在しない）ことを指示し、Ｘは、大多数の細胞にお
ける強い（高い強度）染色を表す数である。一部の実施形態において、スコアは、０、１
または２のスケールを使用して割り当てられ、該スケールにおいて、０は、試料がＳＨＭ
Ｔ２に関して陰性である（検出可能なＳＨＭＴ２タンパク質が存在しない）ことを指示し
、１は、低レベル染色であり、２は、大多数の細胞において強い（高い強度）染色である
。より高いスコアは、腫瘍がＧＣＳ阻害に対し感受性となる見込みの増加を指示する。ス
コアは、数を使用して、あるいは数の代わりにまたはそれと組み合わせて、いずれかの適
したセットの記号または単語を使用して表すことができる。例えば、スコアは、０、１、
２；陰性、陽性；陰性、低、高；－、＋、＋＋、＋＋＋；等として表すことができる。カ
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テゴリーの数は、例えば、２、３、４以上となり得る。
【０１１５】
　スコアは、細胞試料または組織試料における１個の視野または複数の視野を評定するこ
とにより得ることができる。一部の実施形態において、腫瘍由来の複数の試料を評定する
ことができる。「検出可能なＳＨＭＴ２が存在しない」は、検出されたレベル（検出され
るのであれば）が、バックグラウンドレベルと著しくまたは有意に異ならないことを意味
することを理解されよう。一部の実施形態において、少なくとも１０、２０、５０、１０
０、２００、３００、４００、５００、１０００個以上の細胞（例えば、腫瘍細胞）が評
価されて、試料または腫瘍におけるＳＨＭＴ２発現または活性を評定する、例えば、試料
または腫瘍にスコアを割り当てる。
【０１１６】
　本明細書に記載されている様々な方法、例えば、分類、診断、予後、予測または処置選
択の方法は、試料、腫瘍または対象の観点から記載することができる。係る記載は、均等
かつ自由に互換できると考慮することができる。例えば、本明細書において、試料を分類
する方法に関して言及されている場合、係る方法は、試料を得た腫瘍を分類する方法とし
て表現することができる。同様に、本明細書において、試料におけるＳＨＭＴ２のレベル
の評価に関して言及されている場合、係る方法は、試料を得た腫瘍におけるＳＨＭＴ２発
現のレベルを評価する方法として表現することができる。
【０１１７】
　当業者であれば、有用な診断、予後、予測または処置選択の方法が、完全に正確である
必要がないことを認めるであろう。例えば、「予測」、「見込みの予測」および同様の用
語は、典型的には、例えば、特定の判断基準または条件が満たされない場合に、対象の結
果、成績または事象等が存在するまたは発生するであろう確率と比較した、係る判断基準
または条件が満たされる場合に、係る結果、成績、事象等が存在するまたは発生するであ
ろう確率の増加または減少の予見を指す。「予測」、「見込みの予測」および同様の用語
は、１００％の精度で予測する能力を暗示または要求せず、見込みの数的な値をもたらす
能力を暗示または要求しない（但し、一部の実施形態においては、係る値を提供すること
ができる）。腫瘍感受性の見込みを予測するための方法を、１種または複数の他の方法と
共に使用することができることも理解できよう。よって、見込みを予測する方法は、１種
または複数の他の方法と組み合わせた、例えば、全体的な方法の一部として、見込みの予
測を補助するのに有用な方法となり得る。
【０１１８】
　ＳＨＭＴ２発現は、ＧＣＳ阻害に対する感受性と相関するが、ＳＨＭＴ２を過剰発現し
なくてもＧＣＳ阻害に対し感受性である腫瘍または腫瘍型も存在し得る。係る腫瘍は、Ｇ
ＣＳ阻害剤により有用に処置することができる。係る腫瘍または腫瘍型は、現在までに検
査したことのあるパネルよりも大きいパネルの腫瘍または腫瘍細胞株を検査することによ
り同定することができる。さらに、いかなる理論に制約されることも望まないが、ＧＣＳ
阻害剤の投与は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍サブクローンの出現を阻害することがで
きる。ＳＨＭＴ２過剰発現が、腫瘍細胞に生存または増殖利点を付与する場合、係るサブ
クローンの出現の抑制は、治療上有用となり得る。ＳＨＭＴ２活性が、ＳＨＭＴ２発現の
増加に関与しない機序により、一部の腫瘍において上昇され得ると予想することは合理的
である。例えば、ＳＨＭＴ２は、特定の突然変異により活性化され得る。例えば、ＳＨＭ
Ｔ２以外の選択されたＲＮＡまたはタンパク質の発現に基づく、ＧＣＳ阻害に対し感受性
である腫瘍または腫瘍細胞株を同定するための代わりのアプローチが発見され得ると予想
することも合理的である。
【０１１９】
　一部の実施形態において、ごく少数のＳＨＭＴ２陽性細胞を含有するまたはＳＨＭＴ２
陽性細胞の証拠を欠く腫瘍は、ＧＣＳ阻害剤により有用に処置することができる。例えば
、いかなる理論に制約されることも望まないが、腫瘍形成細胞は、ＳＨＭＴ２陽性である
（例えば、ＳＨＭＴ２を過剰発現する）見込みが増加し得る。ＧＣＳ阻害剤は、腫瘍形成
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細胞の排除または腫瘍形成細胞の増殖の阻害またはさらなる腫瘍形成細胞の出現の阻害に
おいて有用となり得る。腫瘍形成細胞は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて腫瘍のごく一部を構成
することができる。一部の実施形態において、任意選択で、大容積の腫瘍細胞集団を阻害
する薬剤と組み合わせて、ＧＣＳ阻害剤を使用して、腫瘍細胞のこの亜集団を特異的に阻
害することができる。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤による処置は、例えば、腫
瘍形成細胞の生存または増殖または出現を阻害することにより、腫瘍再発を阻害すること
ができる。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤による処置は、例えば、外科手術、放
射線照射および／または薬理療法により腫瘍が見かけ上は根絶された後に、始めるまたは
継続することができる。
【０１２０】
　一部の態様において、本開示は、腫瘍のための処置を必要とする対象をモニターする方
法であって、（ａ）前記対象にＧＣＳ阻害剤を投与するステップと、（ｂ）投与後の１ま
たは複数の時点において前記対象をモニターするステップとを含む方法を提供する。一部
の態様において、腫瘍のための処置を必要とする対象をモニターする方法は、（ａ）腫瘍
のモニターを必要とする対象であって、ＧＣＳ阻害剤を投与した対象を用意するステップ
と、（ｂ）投与後の１または複数の時点において前記対象をモニターするステップとを含
む。一部の実施形態において、腫瘍は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する。一部の実施形態にお
いて、腫瘍は、ＳＨＭＴ２を過剰発現すると決定されている。一部の実施形態において、
対象のモニターは、腫瘍の存在、腫瘍サイズ、転移または１種もしくは複数の症状、例え
ば、腫瘍に関連する１種もしくは複数の症状に関するモニターを含む。モニターは、例え
ば、がんを有するまたはがんを処置した対象をモニターするいずれかの標準手段、例えば
、症状評価、身体検査、イメージング等を含むことができる。モニターは、例えば、腫瘍
感受性の評価、対象に対するＧＣＳ阻害剤の認容性の評価または用量レベルの選択に有用
となり得る。
【０１２１】
　一部の態様において、本開示は、ＧＣＳ阻害に対する腫瘍細胞または腫瘍感受性をモジ
ュレートする方法であって、前記腫瘍におけるＳＨＭＴ２発現または活性をモジュレート
するステップを含む方法を提供する。例えば、一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害に対
する腫瘍細胞または腫瘍（例えば、ＳＨＭＴ２を発現または過剰発現する腫瘍細胞または
腫瘍）の感受性（sensivity）は、腫瘍細胞または腫瘍におけるＳＨＭＴ２発現または活
性を阻害することにより減少させることができる。一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２
発現は、例えば、ＳＨＭＴ２に標的化されたＲＮＡｉ剤、低分子、アンチセンス剤等とな
り得るＳＨＭＴ２阻害剤を使用して阻害させることができる。一部の実施形態において、
係る阻害は、例えば、研究または検査目的に有用となり得る。
【０１２２】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害に対する腫瘍細胞または腫瘍（例えば、ＳＨＭＴ
２を発現または過剰発現しない腫瘍細胞または腫瘍）の感受性は、腫瘍細胞または腫瘍に
ＳＨＭＴ２またはその機能的バリアントを過剰発現させることにより、あるいは他の仕方
で腫瘍細胞または腫瘍に増加したレベルのＳＨＭＴ２または増加したＳＨＭＴ２活性を持
たせることにより増加させることができる。一部の実施形態において、腫瘍細胞または腫
瘍に増加したＳＨＭＴ２または増加したＳＨＭＴ２活性を持たせることは、腫瘍細胞また
は腫瘍を核酸と接触させることによる、腫瘍細胞または腫瘍へのＳＨＭＴ２またはその機
能的バリアントをコードする核酸の送達を含む。一部の実施形態において、核酸は、ベク
ター内に存在する。一部の実施形態において、腫瘍細胞または腫瘍に増加したＳＨＭＴ２
または増加したＳＨＭＴ２活性を持たせることは、例えば、腫瘍細胞または腫瘍を、ＳＨ
ＭＴ２またはその機能的バリアントを含むポリペプチドと接触させることによる、腫瘍細
胞または腫瘍へのＳＨＭＴ２または機能的バリアントを含むポリペプチドの送達を含む。
一部の実施形態において、ポリペプチドは、タンパク質形質導入ドメインまたはミトコン
ドリア標的化配列を含む。一部の実施形態において、腫瘍細胞または腫瘍への接触は、対
象への投与を含む。一部の実施形態において、腫瘍細胞または腫瘍に、増加したＳＨＭＴ
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２または増加したＳＨＭＴ２活性を持たせる薬剤は、腫瘍細胞または腫瘍にまたはその近
傍に標的化すること、そこにおいて発現させること、またはそこに直接的に塗布すること
ができる。
【０１２３】
ＩＶ．ＧＣＳ阻害剤
【０１２４】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、低分子、核酸またはポリペプチドを含む。
一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、ＲＮＡｉ剤、アンチセンスオリゴヌクレオチ
ドまたはアプタマーを含む。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、直接的なＧＣＳ
阻害剤である、即ち、ＧＣＳ阻害剤は、少なくとも一部には、ＧＣＳ構成成分との物理学
的相互作用、例えば、それとの結合により作用する。例えば、ＧＣＳ阻害剤は、ＧＣＳタ
ンパク質の活性部位に結合することができる。一部の実施形態において、ＧＣＳタンパク
質へのＧＣＳ阻害剤の結合は、例えば、基質または補因子の接近を立体的に遮断すること
により、天然の基質または補因子の結合を阻害する。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻
害剤は、間接的なＧＣＳ阻害剤となり得る、即ち、ＧＣＳ阻害剤は、ＧＣＳ構成成分と阻
害剤との物理学的相互作用を要求しない機序により作用し得ることが企図される。例えば
、間接的なＧＣＳ阻害剤は、ＧＣＳタンパク質の翻訳後修飾または局在化に関与するタン
パク質をモジュレートすることができる。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、少
なくとも一部には、細胞質において作用する。例えば、一部の実施形態において、ＧＣＳ
阻害剤は、ＧＣＳタンパク質をコードする細胞質ｍＲＮＡの分解または翻訳抑圧を誘導す
る。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、細胞質におけるＧＣＳタンパク質と相互
作用、例えば、これと結合することができる。阻害剤は、例えば、ミトコンドリアへのＧ
ＣＳタンパク質の侵入を阻害することができる、あるいは、ミトコンドリアに進入するＧ
ＣＳタンパク質と会合し続けこれを阻害することができる。一部の実施形態において、Ｇ
ＣＳ阻害剤は、少なくとも一部には、ミトコンドリアにおいて作用する、例えば、ＧＣＳ
阻害剤は、ミトコンドリアに位置するＧＣＳタンパク質を阻害する。
【０１２５】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、減少した量のタンパク質が産生されるよう
、ＧＣＳタンパク質をコードする遺伝子の発現を阻害する。一部の実施形態において、Ｇ
ＣＳ構成成分をコードする遺伝子の発現は、ＲＮＡｉによりまたはアンチセンスオリゴヌ
クレオチドを使用して阻害される。例えば、細胞は、ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨ、ＡＭＴまたは
ＤＬＤをコードするｍＲＮＡに標的化されたＲＮＡｉ剤と接触させることができる。一部
の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、第１の部分および第２の部分を含み、第１の部分と
第２の部分は、１５～３０ヌクレオチドの間の長さの二重鎖を形成し、第１の部分は、哺
乳動物ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨ、ＡＭＴまたはＤＬＤをコードするｍＲＮＡの少なくとも１０
、１２、１５、１７または１９個の継続的ヌクレオチドを含む配列と少なくとも９０％相
補的な配列を含む。一部の実施形態において、第１の部分は、哺乳動物ＧＬＤＣ、ＧＣＳ
Ｈ、ＡＭＴまたはＤＬＤをコードするｍＲＮＡの少なくとも１０、１２、１５、１７また
は１９個の継続的ヌクレオチドを含む配列と１００％相補的な配列を含む。一部の実施形
態において、第１および第２の部分は、互いに少なくとも８０％、９０％または１００％
相補的である。一部の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、ｓｉＲＮＡである。一部の実施
形態において、ＲＮＡｉ剤は、ＲＮＡｉベクターである。一部の実施形態において、ＲＮ
Ａｉ剤は、細胞内で、例えば、ＲＮＡｉベクターを取り入れた細胞により発現され得るｓ
ｈＲＮＡまたはｍｉＲＮＡ前駆体である。一部の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、ＧＬ
ＤＣ、ＧＣＳＨおよびＡＭＴから選択される標的をコードするＲＮＡに標的化される。一
部の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、ＧＬＤＣおよびＧＣＳＨから選択される標的をコ
ードするＲＮＡに標的化される。ヒトＧＬＤＣまたはＧＣＳＨ発現を阻害するＲＮＡｉ剤
の例示的な標的配列が、実施例に提供されている。例えば、Ｇ１、Ｇ４およびＧ５で示さ
れるｓｈＲＮＡは、ＧＬＤＣ発現を有効に阻害し、腫瘍細胞に対し毒性を有していた。Ｇ
Ｓ１、ＧＳ２、ＧＳ３およびＧＳ４で示されるｓｈＲＮＡは、ＧＣＳＨ発現を有効に阻害



(59) JP 2015-509489 A 2015.3.30

10

20

30

40

50

し、腫瘍細胞に対し毒性を有していた。一部の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、Ｇ１、
Ｇ４、Ｇ５、ＧＳ１、ＧＳ２、ＧＳ３またはＧＳ４の標的配列の１８、１９、２０または
２１個の連続的ヌクレオチドと完璧に相補的な第１の配列と、第１の配列と完璧に相補的
な第２の配列とを含む。ＧＣＳ構成成分をコードするｍＲＮＡ内の追加的な標的の配列と
、ＧＣＳ構成成分の発現の阻害に有用なＲＮＡｉ剤の配列は、例えば、ＲＮＡｉ剤の設計
に有用な様々な公知のアプローチのいずれかを使用して選択することができる。一部の実
施形態において、１種または複数の配列は、「オフターゲット」効果を最小化するために
選択することができる。例えば、対象の種（例えば、ヒト）の公知もしくは予測されるｍ
ＲＮＡ（標的ＧＣＳ　ｍＲＮＡ以外）と約７０％、７５％、８０％、８５％、９０％もし
くは９５％未満の相補性を有する配列は、ガイド鎖として選択することができる、および
／または対象の種の公知もしくは予測されるｍＲＮＡと約７０％、７５％、８０％、８５
％、９０％もしくは９５％未満の相補性を有する配列は、パッセンジャー鎖として選択す
ることができる。一部の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、ガイド鎖として、ＧＣＳ構成
成分をコードするＲＮＡと相補的な（とアンチセンスである）鎖の使用を促進するように
設計される。例えば、一部の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、ＲＮＡｉ剤の二重鎖部分
が、ガイド鎖の５’端において３’端よりも低い熱力学的安定性を有するように設計する
ことができる（例えば、Khvorova、A.ら、（２００３年）Cell、１１５巻（２号）：２０
９～２１６頁を参照）。一部の実施形態において、ポジション特異的化学修飾を使用して
、潜在的オフターゲット効果を低下させることができる。一部の実施形態において、少な
くとも２種の異なるＲＮＡｉ剤を組み合わせて使用することができる。異なるＲＮＡｉ剤
は、様々な実施形態において、同じ遺伝子に標的化させても、異なるＧＣＳ構成成分をコ
ードする遺伝子に標的化させてもよい。一部の実施形態において、ＧＬＤＣに標的化され
た２種以上の異なるＲＮＡｉ剤が使用される。一部の実施形態において、ＧＣＳＨに標的
化された２種以上の異なるＲＮＡｉ剤が使用される。一部の実施形態において、ＧＬＤＣ
に標的化された１種または複数のＲＮＡｉ剤およびＧＣＳＨに標的化された１種または複
数のＲＮＡｉ剤が使用される。一部の実施形態において、ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨおよびＡＭ
Ｔに標的化されたＲＮＡｉ剤が組み合わせて使用される。一部の実施形態において、最大
５、１０種以上の異なるＲＮＡｉ剤が使用される。ＲＮＡｉ剤は、様々な実施形態におい
て、異なる量または濃度で、あるいはほぼ同じ量または濃度で使用することができる。一
部の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、少なくとも一部には、経験的に、例えば、その標
的の高い程度の阻害および／または高い特異性を達成するために選択することができる。
例えば、複数のＲＮＡｉ剤は、細胞培養において検査、あるいは被験動物に投与して、そ
の意図された標的に対し選択された程度のサイレンシングおよび／または選択された特異
性を呈する１種または複数のＲＮＡｉ剤を同定することができる。
【０１２６】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ構成成分をコードする遺伝子の発現は、アンチセンス
アプローチを使用して阻害することができる。アンチセンスアプローチは、その阻害が望
まれるタンパク質（例えば、ＧＣＳタンパク質）をコードするＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ
）に相補的な１種または複数の一本鎖オリゴヌクレオチドが、例えば、培養培地において
、あるいは対象への投与により細胞と接触される方法を包含する。一本鎖オリゴヌクレオ
チドは、細胞に進入し、ＲＮＡ標的にハイブリダイズする。係るハイブリダイゼーション
は、例えば、ＲＮａｓｅ　ＨによるｍＲＮＡの分解または翻訳の遮断をもたらすことがで
きる。少なくとも１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８または
３０ｎｔにわたって、ＲＮＡ標的と約９０％、９５％、９９％または１００％相補性とな
り得るオリゴヌクレオチド配列を選択することができる。オリゴヌクレオチド配列は、オ
フターゲット効果を最小化するよう選択することができる。例えば、少なくとも１０、１
２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８または３０ｎｔにわたって、アン
チセンス剤が投与される種の公知または予測されるｍＲＮＡ（ＧＣＳ　ｍＲＮＡ以外）と
約７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９９％または１００％未満の相補
性を有する配列を選択することができる。アンチセンス剤は、ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨ、ＡＭ
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ＴまたはＤＬＤを阻害することができる。複数のアンチセンス剤を組み合わせて細胞と接
触させることができる。アンチセンス剤は、同じＧＣＳ構成成分または異なるＧＣＳ構成
成分を阻害するよう設計することができる。
【０１２７】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、ＧＣＳ構成成分の少なくとも１種の活性を
阻害する。「活性」は、典型的には、例えば、生体分子または細胞もしくは生物等の生物
系に効果を生じる対象の実体、例えば、ＧＣＳ構成成分の能力を指す。ＧＣＳタンパク質
の様々な活性、例えば、触媒活性は、上に記載されている。活性の変更、例えば、活性の
低下（阻害）は、例えば、タンパク質の分子基盤、モル基盤または重量基盤で測定するこ
とができる。一部の実施形態において、ＧＣＳタンパク質の触媒活性が阻害される。一部
の実施形態において、薬剤は、ＧＣＳタンパク質の直接阻害剤である。例えば、直接阻害
剤は、ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨまたはＡＭＴに結合し、反応を触媒する酵素の能力に干渉する
ことができる、および／または活性部位への基質の進入を妨げることができる。一部の実
施形態において、直接阻害剤は、基質の構造的アナログ、遷移状態の構造的アナログまた
は酵素の補因子の構造的アナログであり、アナログは、酵素と物理学的に相互作用できる
が、例えば、生産的に作用または酵素により使用できなくなるように、正常な基質、遷移
状態または補因子と構造が十分に同様である。一部の実施形態において、基質アナログ、
遷移状態アナログまたは補因子アナログは、酵素との結合に関して正常な基質または補因
子と競合する。
【０１２８】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、グリシンの構造的アナログ（グリシンアナ
ログ）を含む。一部の実施形態において、グリシンアナログは、Ｐタンパク質を阻害する
ための基質アナログとして作用することができる。一部の実施形態において、グリシンの
構造的アナログは、第一級アミン基と、グリシンのカルボキシル官能基を置換する基とを
含む分子である。一部の実施形態において、カルボキシル官能基を置換する基は、π－電
子系を含む。例えば、第一級アミン基と、カルボキシル官能基を置換する基に存在するπ
－電子系とを有するアミノアセトニトリル（Ｈ２ＮＣＣ≡Ｃ）、プロパルギルアミン（３
－アミノ－１－プロピン；ＨＣ≡ＣＣＨ２ＮＨ２）および様々な他のグリシンアナログが
、ＧＣＳを阻害することが報告されている（Benavides　J、Biochemical　Pharmacology
；３２巻（２号）：２８７～２９１頁（１９８３年））。一部の実施形態において、グリ
シンアナログは、アミノ基を含むグリシンのアミノ基またはグリシンアナログのアミノ基
が、アミノオキシ（ＯＮＨ２）基に置き換えられた分子である。例えば、カルボキシメト
キシルアミン（アミノオキシ）酢酸（acetatic　acid）））は、Ｐタンパク質を阻害する
ことが報告されたグリシンアナログである（Gueguen、１９９９年、上記参照；Sarojini
　Gら、Inhibition　of　glycine　oxidation　by　carboxymethoxylamine,　methoxylam
ine,　and　acethydrazide、Plant　Physiol.７７巻（３号）：７８６～９頁（１９８５
年））。
【０１２９】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、システアミン（２－アミノエタンチオール
；化学式ＨＳＣＨ２ＣＨ２ＮＨ２）、システアミンの塩またはシステアミンの誘導体を含
む。システアミンは、ＧＣＳの公知の阻害剤である（Hayasaka　K,　Tada　K.　Effects
　of　the　metabolites　of　the　branched-chain　amino　acids　and　cysteamine　
on　the　glycine　cleavage　system.　Biochem　Int６巻：２２５～２３０頁（１９８
３年））。いかなる理論に制約されることも望まないが、システアミンは、少なくとも一
部には、Ｐタンパク質を阻害することにより作用することができる。一部の実施形態にお
いて、ＧＣＳ阻害剤は、システアミン二酒石酸塩（メルカプタミン二酒石酸塩としても公
知）を含む。システアミン二酒石酸塩は、シスチン排泄障害（シスチン症）の処置におい
て臨床的に使用され、商品名Ｃｙｓｔａｇｏｎ（商標）として経口カプセルの形態で利用
することができる。
【０１３０】
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　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、システアミンプロドラッグを含む。一部の
実施形態において、システアミンプロドラッグは、ジスルフィドおよび／またはアミド結
合の開裂によりシステアミンの複数の分子を放出することのできる薬剤を含む。例えば、
一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、シスタミン（２，２’－ジチオビス（エチル
アミン））を含む。シスタミンにおけるジスルフィド結合は、例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏで
容易に開裂して、２分子のシステアミンを生成することができる。
【０１３１】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、式Ｉで表される化合物を含む。
【化３】

【０１３２】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、次の構造を有する化合物を含む。
【化４】

【０１３３】
　様々な実施形態において、式ＩおよびＩＩにおけるｎの各事例は独立的に、１～２０に
及び得る。式ＩまたはＩＩで表される化合物は、システアミンプロドラッグとして作用す
ることができる。
【０１３４】
　大部分の臓器の細胞におけるシスチンのリソソームレベル上昇により特徴付けられる常
染色体劣性疾患である腎障害シスチン症は、システアミンの定期投与により処置すること
ができる。システアミンまたはシスタミンの様々なプロドラッグおよび誘導体が、腎障害
シスチン症の潜在的処置として設計されており（少なくとも一部の事例においては、評定
されている）、上述の化合物のいくつか等が挙げられるがこれらに限定されない。例えば
、McCaughan　Bら、Bioorg　Med　Chem　Lett.、１８巻（５号）：１７１６～９頁（２０
０８年）；Omran,　Z.ら、Bioorg　Med　Chem　Lett.、２１巻（８号）：２５０２～４頁
（２０１１年）；Omran,　Zら、Bioorg　Med　Chem.１９巻（１１号）：３４９２～６頁
（２０１１年）；Omran,　Z.ら、Bioorg　Med　Chem　Lett.２１巻（１号）：４５～７頁
（２０１１年）を参照されたい。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、腎障害シス
チン症の潜在的処置として設計および／または評定された、システアミンまたはシスタミ
ンのプロドラッグまたは誘導体である。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、例え
ば、細胞培養物または動物における、シスチン症の（cystinotic）細胞における細胞内シ
スチンを減少させる能力を有する。
【０１３５】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、バルプロ酸（ＣＡＳ　Ｎｏ．９９－６６－
１、他の名称の中でもとりわけ、ジプロピル酢酸または２－プロピルペンタン酸とも称さ
れる）を含む。ラットへのバルプロ酸の投与は、肝臓におけるグリシン開裂活性を阻害す
ることを示した（Kochiら、１９７９年、上記参照）。Ｐタンパク質活性がｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏで低下することも示されたが、活性の低下は、主にＰタンパク質のレベルの低下によ



(62) JP 2015-509489 A 2015.3.30

10

20

30

40

50

るものと思われることが示唆された。ＮＫＨ患者へのバルプロ酸の投与は、発作頻度の増
加を伴った。いかなる理論に制約されることも望まないが、この結果は、バルプロ酸が、
ＧＣＳを阻害することにより、これらの患者に存在し得る残渣ＧＣＳ活性のさらなる低下
を引き起こすという概念と一貫する。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、バルプ
ロエート（valproate）またはバルプロエート塩を含む。一部の実施形態において、バル
プロエート塩は、バルプロ酸ナトリウムである。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤
は、ジバルプロエクスナトリウムとも呼ばれるバルプロ酸セミナトリウムである。バルプ
ロ酸セミナトリウムは、１：１モル濃度関係性のバルプロ酸ナトリウムおよびバルプロ酸
からなる配位化合物であり、ナトリウム水素ビス（２－プロピルペンタノエート）として
も公知である。バルプロ酸セミナトリウムは、胃腸管においてバルプロエートイオンへと
解離する。これは、Ｄｅｐａｋｏｔｅ（登録商標）として腸溶コーティング錠形態で利用
できる。例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏにおいて腫瘍細胞の生存または
増殖を阻害するために、バルプロ酸、バルプロエート、バルプロエート塩またはバルプロ
酸もしくはバルプロエートのプロドラッグ、アナログもしくは誘導体を使用するステップ
を含む方法が、本明細書に開示されている。一部の実施形態において、腫瘍細胞の生存ま
たは増殖を阻害する方法は、腫瘍細胞を、バルプロ酸、バルプロエート、バルプロエート
塩またはバルプロ酸もしくはバルプロエートのプロドラッグ、アナログもしくは誘導体と
接触させるステップを含む。一部の実施形態において、方法は、バルプロ酸、バルプロエ
ート、バルプロエート塩またはバルプロ酸もしくはバルプロエートのプロドラッグ、アナ
ログもしくは誘導体を、腫瘍のための処置を必要とする対象に投与するステップを含む。
特定の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、バルプロ酸、バルプロエート、バルプロエー
ト塩またはバルプロ酸もしくはバルプロエートのプロドラッグ、あるいは一部の実施形態
において、バルプロエートのアナログを含まない。
【０１３６】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、コエンザイム（co-enyzme）Ａ（ＣｏＡ）
、またはチグリルＣｏＡ、イソブチリルＣｏＡ、スクシニルＣｏＡ、メチルマロニルＣｏ
Ａ、イソバレリルＣｏＡもしくはプロピオニルＣｏＡ等のＣｏＡ誘導体を含む（Hayasaka
　and　Tada、１９８３年、上記参照）。
【０１３７】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、葉酸または葉酸塩の構造的アナログである
。一部の実施形態において、葉酸または葉酸塩アナログは、Ｔタンパク質を阻害するため
の基質アナログとして作用することができる。例えば、上に記す通り、５－メチルテトラ
ヒドロ葉酸（５－ＣＨ３－Ｈ４葉酸）は、Ｔタンパク質を阻害する葉酸塩アナログである
。他の葉酸塩アナログは、メトトレキサート、ペメトレキセド、ラルチトレキセド、プラ
ラトレキサート、トリメトプリム、プレビトレキセド（plevitrexed）、ＧＷ１８４３、
ＡＧ３３７、ＺＤ１６９４、ノラトレキセド（nolatrexed）およびピリトレキシムを含む
。一部の実施形態において、葉酸塩アナログは、ジヒドロ葉酸還元酵素、β－グリシンア
ミドリボヌクレオチドトランスホルミラーゼ、５’－アミノ－４’－イミダゾールカルボ
キサミドリボヌクレオチドトランスホルミラーゼまたはチミジル酸合成酵素等、葉酸代謝
に関与する酵素の阻害剤である。例えば、Gangjee　Aら、Recent　advances　in　classi
cal　and　non-classical　antifolates　as　anti-tumor　and　antiopportunistic　in
fection　agents:　part　I.　Anti-cancer　Agents　Med　Chem、７巻（５号）：５２４
～４２頁（２００７年）；Gangjee　Aら、Recent　advances　in　classical　and　non-
classical　antifolates　as　anti-tumor　and　antiopportunistic　infection　agent
s:　part　II.　Anti-cancer　Agents　Med　Chem.、８巻（２号）：２０５～３１頁（２
００８年)；Hagner　N　and　Joerger　M.　Cancer　chemotherapy:　targeting　folic
　acid　synthesis、Cancer　Manag　Res.、２巻：２９３～３０頁（２０１０年）を参照
されたい。特定の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、葉酸または葉酸塩のアナログを含
まない。
【０１３８】
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　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、ＧＣＳ構成成分、例えば、様々な実施形態
において、ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨ、ＡＭＴまたはＤＬＤに結合するアプタマー、抗体または
非抗体ポリペプチドである。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、単鎖抗体または
ナノボディを含む。ＧＣＳタンパク質に結合する抗体は、当技術分野において公知のもの
であり、いくつもの係る抗体が市販されている。追加的な抗体は、ルーチン方法を使用し
て産生することができる。一部の実施形態において、単鎖抗体または他の抗体断片は、フ
ルサイズの抗体から作製することができる。一部の実施形態において、例えば治療目的の
ヒト化抗体または抗体断片を使用することができる。
【０１３９】
　一部の実施形態において、抗体に匹敵する親和性および特異性で標的に結合する１種ま
たは複数の非抗体ペプチドまたはポリペプチドは、ＧＣＳ阻害剤として使用することがで
きる。対象の標的（例えば、ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨ、ＡＭＴまたはＤＬＤ）に結合するペプ
チドは、ツーハイブリッドアッセイ（例えば、酵母または哺乳動物細胞における）または
ファージディスプレイ、酵母ディスプレイ、リボソームディスプレイ、細菌ディスプレイ
もしくはｍＲＮＡディスプレイ技術等の様々なディスプレイ技術等、種々の異なる手順を
使用して同定することができる。一部の実施形態において、ペプチドは、例えば、ディス
プレイライブラリーまたは化学合成ライブラリーであってよいペプチドライブラリーから
選択することができる。１回または複数の選択ラウンド（例えば、パニング）を行って、
例えば、１または複数の目的に有用となるのに十分な特異性および親和性で標的に結合す
る１種または複数のペプチドを同定することができる。一部の実施形態において、ペプチ
ドは、例えば、ペプチドを立体配座的に制約することにより特異性および／または親和性
を増強し得る支持用タンパク質足場に挿入することができる。一般に、足場は、合理的な
溶解度を有する種々の適したタンパク質のいずれかとなり得る。当技術分野において公知
の有用な足場は、例えば、タンパク質Ｚ（アフィボディ（affibody））、フィブロネクチ
ン（アドネキシン（adnexin））、アンキリン反復タンパク質（ＤＡＲＰｉｎ）；システ
インノットミニタンパク質（ノッチン）もしくはアルマジロ反復タンパク質由来のフォー
ルド、またはリポカリン（アンチカリン（anticalin））、ＣｏｌＥ７免疫タンパク質（
Ｉｍ７）、ＧＦＰ、チオレドキシンＡもしくはシスタチンＡ等の全長タンパク質に基づく
足場を含む。足場は、天然起源のタンパク質と比べて１種または複数の変更を含むことが
できる。例えば、ヒトタンパク質と反応する可能性のある部位（複数可）が変更され得る
。足場としての使用のための様々なタンパク質の記述に関して、例えば、ここに本明細書
の一部を構成するものとしてその内容を援用する、国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２００９／０４
１５７０号明細書；Gebauer,　M.　and　Skerra,　A.、Current　Opinion　in　Chemical
　Biology、（２００９年）、１３巻（３号）：２４５～２５５頁；Hoffman,　T.ら、Pro
tein　Eng　Des　Sel.、２３巻（５号）：４０３～１３頁、２０１０年およびこれらの参
考文献を参照されたい。用語「ペプチドアプタマー」は、係るペプチドまたはこれを含む
ポリペプチドを指すよう使用されることがある。例えば、Colas,　P.ら、Nature、３８０
巻：５４８～５０頁、１９９６年；Bickle,　M.B.ら、Nat.　Protoc.、１巻、１０６６～
１０９１頁、２００６年；Colas,　P.、J　Biol.、７巻（１号）：２頁、２００８年を参
照されたい。
【０１４０】
　一部の実施形態において、ポリペプチドは、ＧＣＳ構成成分のドミナントネガティブバ
ージョン、例えば、ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨ、ＡＭＴまたはＤＬＤのドミナントネガティブバ
ージョンを含む。一部の実施形態において、タンパク質のドミナントネガティブバージョ
ンは、活性を欠くまたは正常と比べて実質的に低下した機能的活性を有し、細胞により発
現される該タンパク質の正常バージョンの機能をアンタゴナイズするまたはこれに干渉す
るバリアントである。一部の実施形態において、ドミナントネガティブバリアントは、正
常なタンパク質の断片である、あるいは機能的活性を低下または排除する１個または複数
のアミノ酸（例えば、触媒残基）の変更を有する。一部の実施形態において、ドミナント
ネガティブバリアントは、正常な活性に要求される少なくとも一部のアミノ酸（複数可）
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またはドメイン（複数可）を欠くが、正常なタンパク質の基質、補因子、調節因子または
結合パートナーと物理学的に相互作用する（例えば、これに結合する）能力を保持する。
ドミナントネガティブバリアントは、例えば、基質、補因子、調節因子または結合パート
ナーとの相互作用に関してタンパク質の正常バージョンと競合することができる。ドミナ
ントネガティブバリアントは、基質と結合することができるが、タンパク質の正常バージ
ョンと比較して基質に関与する反応を触媒する能力が低下している。複合体（例えば、二
量体）の一部として正常に作用するタンパク質の場合、ドミナントネガティブバリアント
は、タンパク質の正常バージョンと複合体を形成することができるが、その結果生じた複
合体は、活性を欠く、あるいは正常なタンパク質を含みドミナントネガティブバリアント
ではない複合体が形成された場合と比べて低下した活性を有する。
【０１４１】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、ＧＣＳ構成成分、例えば、Ｐタンパク質ま
たはＬタンパク質のホモ二量体化を阻害する。係る薬剤を同定する例示的な方法について
後述する。
【０１４２】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤とその標的との結合は、非共有結合である。一
部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤とその標的との結合が共有結合であることが企図さ
れる。ＧＣＳ阻害剤によるＧＣＳ構成成分の阻害は、様々な実施形態において、可逆的で
あっても基本的に不可逆的であってもよい。基本的に不可逆的な阻害剤は、系における阻
害されたＧＣＳ構成成分の活性の回復が、非結合ＧＣＳ阻害剤の除去後に検出されない（
これはＧＣＳ構成成分の追加的な分子が系において合成または添加されない場合に限り、
合成または添加される場合、係る分子の活性が検出され得る）ことを特徴とし得る。一部
の実施形態において、非共有結合により結合するＧＣＳ阻害剤は、ＧＣＳタンパク質と反
応して共有結合を形成することのできる官能基を含むよう修飾することができる。
【０１４３】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、上に記載されているまたは本明細書に記載
されている通りに同定されたＧＣＳ阻害剤のエステル、溶媒和物、塩または水和物を含む
。
【０１４４】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、例えば、その特性の１種または複数を修飾
するためまたは修飾を試みるために変更される。一部の実施形態において、方法のいずれ
かは、変更されたＧＣＳ阻害剤を産生するステップと、任意選択で、ＧＣＳ阻害剤または
抗腫瘍剤としての活性に関して前記変更されたＧＣＳ阻害剤を検査するステップとをさら
に含むことができる。変更することのできる例示的な特性および例示的な変更方法は、さ
らに上に記載されている。係る方法のいずれかは、本明細書に記載されているまたは本明
細書に記載されている通りに同定されたＧＣＳ阻害剤に適用することができる。一部の実
施形態において、変更されたＧＣＳ阻害剤（例えば、構造的アナログ、第２の部分に付着
したＧＣＳ阻害剤）を作製する方法が提供される。
【０１４５】
Ｖ．ＧＣＳ構成成分の発現もしくは活性またはＧＣＳの活性の評価
【０１４６】
　一部の実施形態において、１種もしくは複数のＧＣＳ構成成分の発現もしくは活性また
はＧＣＳにより触媒されるグリシン異化反応経路（またはグリシン合成をもたらす逆経路
）の全体活性を評価（例えば、検出および任意選択で測定）することができる。係る評価
は、種々の目的のいずれかに使用することができる。例えば、さらに後述する通り、係る
評価は、薬剤（例えば、ＧＣＳ阻害剤）の同定、特徴付けまたは検査に使用することがで
きる。一部の実施形態において、１種もしくは複数のＧＣＳ構成成分の発現もしくは活性
またはグリシン異化反応経路の全体活性は、腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍の分類に使
用することができる。例えば、腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍は、参照、例えば、正常
細胞と比較して増加または減少したＧＣＳ構成成分またはＧＣＳの発現または活性を有す



(65) JP 2015-509489 A 2015.3.30

10

20

30

40

50

ると分類することができ、あるいは同じまたは異なる腫瘍型の他の腫瘍細胞、腫瘍細胞株
または腫瘍と比較してもよい。
【０１４７】
　一般に、ＧＣＳ構成成分の発現は、遺伝子発現の評価、例えば、対象の特異的ＲＮＡま
たはタンパク質の検出または測定に有用な、当技術分野において公知のいずれかの適した
方法、例えば、マイクロアレイ、ＲＮＡ－Ｓｅｑ、免疫学的方法を使用して評価すること
ができる。例えば、上述および実施例の記述を参照されたい。一部の実施形態において、
ＧＣＳ構成成分の発現は、ＧＣＳ構成成分の発現を阻害することが公知の薬剤または例え
ば、ＧＣＳをモジュレート（例えば、阻害）する能力もしくはＧＣＳ構成成分の発現をモ
ジュレート（例えば、阻害）する能力に関して評定されている薬剤と細胞を接触させた後
に評価される。一部の実施形態において、薬剤は、ＲＮＡｉ剤である。ＲＮＡまたはタン
パク質の量を測定し、任意選択で、対照値、例えば、薬剤の非存在下で予想される値によ
り正規化するおよび／またはこれと比較することができる。細胞を薬剤と接触させた後に
測定された量が対照値に満たない場合、薬剤は、ＧＣＳ阻害剤または特に、ＧＣＳ構成成
分の発現の阻害剤であると確認または同定することができる。
【０１４８】
　ＧＣＳ構成成分の活性またはＧＣＳの全体活性は、種々のアプローチのいずれかを使用
して評価することができる。個々のＧＣＳ構成成分または２種以上のＧＣＳ構成成分の組
合せの活性の評価（例えば、検出、測定等）に使用することのできるいくつもの方法は、
当技術分野において公知のものである。例示的なグリシン開裂アッセイならびにＰ、Ｔ、
Ｈおよび／またはＬタンパク質活性のアッセイの説明に関して、例えば、Sato,　T.ら、G
lycine　metabolism　by　rat　liver　mitochondria.　III.　The　glycine　cleavage
　and　the　exchange　of　carboxyl　carbon　of　glycine　with　bicarbonate.　J.
　Biochem.　(Tokyo).６５巻：７７～８３頁（１９６９年）；Motokawa,　Y.　and　G.　
Kikuchi.　Glycine　metabolism　by　rat　liver　mitochondria.　II.　Methylene　te
trahydrofolate　as　the　direct　one　carbon　donor　in　the　reaction　of　glyc
ine　synthesis.　J.　Biochem.　(Tokyo).６５巻：７１～７６頁（１９６９年）；Hayas
aka　Kら、Purification　and　properties　of　glycine　decarboxylase,　a　compone
nt　of　the　glycine　cleavage　system,　from　rat　liver　mitochondria　and　im
munochemical　comparison　of　this　enzyme　from　various　sources.　J　Biochem.
８８巻（４号）：１１９３～９頁（１９８０年）；Hayasaka　Kら、The　mitochondrial
　glycine　cleavage　system:　Purification　and　properties　of　glycine　decarb
oxylase　from　chicken　liver　mitochondria.　J　Biol　Chem　２５５巻：１１６６
４～１１６７０頁（１９８０年）；Hiraga　K.ら、Defective　glycine　cleavage　syst
em　in　nonketotic　hyperglycinemia.　Occurrence　of　a　less　active　glycine　
decarboxylase　and　an　abnormal　aminomethyl　carrier　protein.　　J　Clin　Inv
est.６８巻（２号）：５２５～３４頁（１９８１年）、Walker　JL　&　Oliver　DJ.　Gl
ycine　decarboxylase　multienzyme　complex.　Purification　and　partial　charact
erization　from　pea　leaf　mitochondria　J　Biol　Chem.１５；２６１巻（５号）：
２２１４～２１頁（１９８６年）を参照されたい。
【０１４９】
　一部の実施形態において、ＧＣＳまたはＧＣＳタンパク質の活性のアッセイの実施は、
（ａ）ＧＣＳタンパク質およびＧＣＳ構成成分により触媒される反応の基質を含む組成物
を用意するステップと、（ｂ）前記反応の少なくとも１種の指標を評価するステップとを
含む。適したアッセイおよびアッセイ詳細、例えば、適した基質（複数可）、適した反応
条件、検出方法等は、ＧＣＳ構成成分（複数可）および反応の必要に応じて選択される。
反応の少なくとも１種の指標を評価するステップは、指標または指標の変化を検出するこ
とと、一部の実施形態において、これを測定することとを含むことができる。組成物は、
バッファー、塩またはベータ－メルカプトエタノールもしくはジチオスレイトール等の抗
酸化剤等、１種または複数の他の成分を含有することができる。組成物は、反応を促進す



(66) JP 2015-509489 A 2015.3.30

10

20

30

40

50

るまたは反応に必要な１種または複数の補因子または他の成分を含むことができる。組成
物は、様々な実施形態において、いずれか１種または複数のＧＣＳタンパク質（複数可）
を含むことができる。一部の実施形態において、基質は標識されている。組成物における
その成分および量は、少なくともＧＣＳ阻害剤の非存在下で検出可能な度合いまで反応が
起こるのに十分となるよう典型的に選択される。組成物は、チューブ、ウェル、皿等、い
ずれかの適した容器において提供することができる。一部の実施形態において、アッセイ
は、単離されたＧＣＳタンパク質（複数可）、例えば、１種または複数の少なくとも部分
的に精製されたＧＣＳタンパク質（複数可）を利用する。一部の実施形態において、ＧＣ
Ｓタンパク質（複数可）は、組換えにより産生され、任意選択で、少なくとも部分的に精
製される。一部の実施形態において、ヒトＧＣＳ構成成分（複数可）が使用される。一部
の実施形態において、反応は、例えば、グリシン開裂反応、グリシン合成反応または全体
的なグリシン開裂反応もしくはグリシン合成反応を含む上述の個々の反応のいずれかであ
る。一部の実施形態において、反応の基質、産物または中間体は、反応の指標として働く
。例えば、一部の実施形態において、増加した量の産物または減少した量の基質は、反応
を示す。一部の実施形態において、細胞ベースのアッセイが使用され、このアッセイにお
いて、反応は生細胞において起こり、続いて反応の指標が評価される。一部の実施形態に
おいて、反応の指標は、細胞において評価される。一部の実施形態において、反応の指標
は、細胞を溶解した後に評価される。
【０１５０】
　一部の実施形態において、ＧＣＳまたはＧＣＳタンパク質の活性は、所定の期間におけ
るタンパク質１ミリグラム（ｍｇ）当たりの、生成された産物の量または消費された基質
の量の観点から表すことができる。例えば、活性は、生成された産物のμｍｏｌ／分／ｍ
ｇとして表すことができる。
【０１５１】
　一般に、指標または指標の変化を検出することのできるいずれかの適した方法および／
または機器を使用することができる。例えば、検出および／または測定は、様々な実施形
態において、分光法、比色分析、電気化学（例えば、電流測定または電量測定）、クロマ
トグラフィー（例えば、ガスまたは液体クロマトグラフィー）、光学、熱量測定、温度測
定、測光、圧電気、放射測定および／または磁気アプローチを使用して行うことができる
。特定の実施形態において、放射線は、シンチレーションカウンティングを使用して検出
される。特定の実施形態において、吸光度および／または発光は、例えば、分光計を使用
して検出される。一部の実施形態において、基質または産物は、直接的に検出されて、こ
れにより反応の直接的な指標として働く。一部の実施形態において、反応の指標として検
出試薬が使用される。例えば、一部の実施形態において、検出試薬は、比色分析、蛍光定
量的または化学発光検出の影響を受けやすい（またはより影響を受けやすい）化合物に変
換される。様々な実施形態において、種々の発色性、蛍光発生的（flourogenic）または
化学発光発生的（chemiluminogenic）検出試薬のいずれを使用してもよい。一部の実施形
態において、アッセイ組成物の１種または複数の成分からの干渉なしで容易に検出するこ
とのできる検出試薬が選択される。一部の実施形態において、共役アッセイが使用される
。例えば、一部の実施形態において、ＧＣＳにより触媒される反応の産物は、別の反応（
共役反応）、例えば、より容易に検出可能なまたはより簡便に検出可能な反応の基質とし
て使用される。一部の実施形態において、共役反応は、酵素により触媒され、この場合、
アッセイは、共役酵素アッセイと称され得る。一部の実施形態において、ＧＣＳにより触
媒される１または複数の反応は、検出試薬に検出可能な変化をもたらす反応と共役される
。例えば、一部の実施形態において、ＧＣＳにより触媒される反応の産物は、共役反応の
基質として働く。一部の実施形態において、共役反応は、適した酵素により触媒される。
一部の実施形態において、第１の共役反応は、例えば、第１の共役反応由来のシグナルを
増幅することのできるまたは検出試薬に検出可能な変化をもたらす１種または複数の追加
的な反応に共役される。検出可能な産物は、一般に少なくとも一部には特定の産物に依存
する適した検出アプローチおよび器具を使用して検出される。例えば、有色産物の吸光度
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または蛍光産物による発光は、Ｖｉｃｔｏｒ２（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ、マサチューセ
ッツ州ニュートン）またはＳｐｅｃｔｒａＭａｘ　Ｍ５（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉ
ｃｅｓ）等、マイクロプレートリーダーを使用して検出することができる。一部の実施形
態において、反応は、例えば、色の変化により視覚的に検出可能である。蛍光産物が、そ
の発光を生じる適切な波長で典型的に励起されることを理解されよう。様々な実施形態に
おいて、生成された検出可能な産物の量（例えば、規定の期間内の）または検出可能な産
物の産生速度（例えば、反応開始後の規定の時間における）は、反応の指標を提供する。
様々な実施形態において、反応は、連続的にまたは１もしくは複数の時点でモニターされ
る。一部の実施形態において、反応は、試料の取り出しを要求することなく、それが行わ
れている容器において評価される。一部の実施形態において、１種または複数の試料が容
器から取り出され、評価される。
【０１５２】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ活性は、グリシン開裂アッセイを使用して評価され、
該アッセイにおいては、ＧＣＳ構成成分（Ｐ、Ｈ、ＴおよびＬタンパク質）および補因子
が用意され、基質としてグリシンが用意される。一部の実施形態において、グリシン開裂
は、ＧＣＳ構成成分がグリシンの存在下でインキュベートされる際に産生されたＣＯ２の
量を測定することにより評価することができる。グリシンは、例えば、カルボキシル基に
炭素または酸素同位元素（例えば、Ｃ１４、Ｏ１８）を取り込ませることにより標識する
ことができる。放射標識ＣＯ２の産生は、例えば、シンチレーションカウンターを使用し
て検出することができる。一部の実施形態において、ＣＯ２は、適した物質（ハイアミン
（hyamine）等）により吸収される、あるいは係る測定を容易にすることができる液体ま
たは固体を生じるような１種または複数の反応物で処理される。例えば、Satoら（１９６
９年）を参照されたい。一部の実施形態において、固体二酸化炭素センサーが使用される
。一部の実施形態において、グリシン消費は、例えば、グリシンを検出するための高速液
体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）またはラマン（Raman）分光法を使用して測定される
。
【０１５３】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ活性は、グリシン依存性ＮＡＤＨ生成（例えば、３４
０ｎｍにおける分光光度による、または励起３４０ｎｍおよび発光４５０ｎｍにおける蛍
光定量による）またはＨ４葉酸の消失（例えば、エンドウマメ葉由来のＧＣＳ構成成分を
使用して行われる係るアッセイの例として、Bourguignon,　J.ら、Resolution　and　cha
racterization　of　the　glycine-cleavage　reaction　in　pea　leaf　mitochondria:
　Properties　of　the　forward　reaction　catalysed　by　glycine　decarboxylase
　and　serine　hydroxymethyltransferase、Biochem　J.、２５５巻、１６９～１７８頁
（１９８８年）を参照）を測定することにより評価される。
【０１５４】
　一部の実施形態において、ＮＡＤＨが検出され、一部の実施形態において、共役アッセ
イを使用して測定され、該アッセイにおいて、検出試薬として働く化合物へと水素化物が
移動するのと同時にＮＡＤＨが酸化されてＮＡＤ＋となり、続いて、その結果得られた還
元型化合物が検出される。特定の実施形態において、検出試薬の還元は、試薬の検出可能
な変化、例えば、直接的に検出可能な特性の変化を生じる。例えば、一部の実施形態にお
いて、検出試薬は、還元されると有色となる（または最初から有色であった場合、変色ま
たは退色する）または蛍光を発するようになる（または最初から蛍光であった場合、その
蛍光特性が変化する（例えば、その放射周波数が変化するまたはクエンチされる））。一
部の実施形態において、検出試薬は、還元されて有色産物（ホルマザン）を生じることの
できるテトラゾリウム塩（例えば、ＭＴＴ、ＸＴＴ、ＩＮＴ、ＸＴＳ、ＷＴＳ（水溶性テ
トラゾリウム塩））を含む。一部の実施形態において、検出試薬は、還元されて蛍光産物
（レゾルフィン（resofurin））となることのできるレサズリンを含む。一部の実施形態
において、共役反応におけるＮＡＤＨの酸化は、適したＮＡＤ＋酸化還元酵素、例えばジ
アホラーゼ（例えば、ＥＣ１．８．１．４）により、あるいはフェナジンメトサルフェー
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ト（ＰＭＳ）等の非酵素電子伝達剤により達成される。一部の実施形態において、生成さ
れた検出可能な産物の量は、産生されたＮＡＤＨの量と、従ってＧＣＳの活性の指標を提
供する。一部の実施形態において、生成された検出可能な産物の生成速度は、ＮＡＤＨの
産生速度と、従ってＧＣＳの活性の指標を提供する。
【０１５５】
　一部の実施形態において、例えば、Ｐおよび／またはＨタンパク質の活性を評価するた
めに、および／またはＰおよび／またはＨタンパク質の活性を阻害する薬剤を同定するた
めに、グリシン交換反応が使用される。グリシン交換反応は、ＣＯ２または炭酸水素塩（
ＨＣＯ３

－）における炭素原子によるグリシンカルボキシル炭素の交換を測定する。例え
ば、グリシンのカルボニル炭素において固定された［１４Ｃ］炭酸水素塩の量を測定する
ことができる。反応は、Ｔタンパク質を要求しない。グリシン交換反応を使用して、過剰
な精製Ｈタンパク質が反応に加えられたときの、Ｐタンパク質活性を特異的に測定するこ
とができる（例えば、Hayasaka、１９８０年またはToone、JR、Biochemical　and　molec
ular　investigations　of　patients　with　nonketotic　hyperglycinemia.　Mol　Gen
et　Metab.７０巻（２号）：１１６～２１頁（２０００年）を参照）。Ｈタンパク質活性
は、反応混合物に過剰なＰタンパク質が補充されること以外は、Ｐタンパク質のアッセイ
と同様の様式でグリシン交換反応を使用してアッセイすることができる。一部の実施形態
において、変動量のＰタンパク質および／またはＨタンパク質の存在下で反応を行うこと
により、グリシン交換反応を阻害する薬剤は、Ｐタンパク質の阻害剤またはＨタンパク質
の阻害剤として分類することができる。例えば、Ｐタンパク質の量の変更が反応に有意に
影響を及ぼさない場合、および／またはＨタンパク質の量の変更が反応に有意に影響を及
ぼす場合、阻害剤は、Ｐタンパク質を阻害せず、その代わりにＨタンパク質を阻害すると
結論付けることができる。他方では、Ｈタンパク質の量の変更が反応に有意に影響を及ぼ
さない場合、および／またはＰタンパク質の量の変更が反応に有意に影響を及ぼす場合、
阻害剤は、Ｈタンパク質を阻害せず、その代わりにＰタンパク質を阻害すると結論付ける
ことができる。一部の実施形態において、薬剤および変動量の各構成成分の存在下で反応
を行い、この結果を薬剤の非存在下で反応が行われる場合に得られる結果と比較し、薬剤
の存在によりいずれの反応セットが影響されたかどうかを決定することにより、グリシン
開裂反応を阻害する薬剤は、特定のＧＣＳ構成成分の阻害剤として分類することができる
。一部の実施形態において、例えば後述する通り、阻害剤がＣＯ２産生を遮断する能力を
検査することにより、あるいはＤＬＤまたはＡＭＴ単独の活性を阻害するその能力を検査
することにより、グリシン開裂反応を阻害する薬剤は、特定のＧＣＳ構成成分の阻害剤と
して分類することができる。一部の実施形態において、阻害剤（例えば、低分子）がＧＣ
Ｓ構成成分の１種に結合する能力を検査することにより、グリシン開裂反応を阻害する薬
剤は、特定のＧＣＳ構成成分の阻害剤として分類することができる。
【０１５６】
　一部の実施形態において、Ｈタンパク質活性は、５，５’－ジチオビス（２－ニトロ安
息香酸）（Ｎｂｓ）とＨタンパク質との反応を追跡して評価することができる（Neuburge
r　Mら、Biochem　J.１９９１年９月１５日；２７８巻（Ｐｔ３）：７６５～９頁（１９
９１年））。ＮＡＤＨの存在下において、リポアミド脱水素酵素は、リポアミドのジスル
フィド結合から２個のＳＨ基への変換を触媒する。大過剰のＮｂｓは、２分子の２－ニト
ロ－５－チオベンゾエート（thiobenzoate）（Ｎｂｓ）の生成によりＳＨ基からジスルフ
ィド結合への変換を急速に触媒する。反応は、４１２ｎｍにおいて分光光度的に追跡され
、Ｈタンパク質活性は、生成されたＮｂｓのｐｍｏｌ数として表される。
【０１５７】
　Ｔタンパク質活性は、種々のアプローチを使用して評価することができる。一部の実施
形態において、Ｔタンパク質がグリシン開裂経路においてこれが触媒する反応の逆行を触
媒（catalzye）する能力が測定される。逆反応において、Ｔタンパク質は、メチレンテト
ラヒドロ葉酸、アンモニアおよび還元型リポイル補欠分子族を有するＨタンパク質からの
Ｈタンパク質結合型中間体の合成を触媒する。一部の実施形態において、逆反応における
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Ｔタンパク質活性は、Okamura-Ikeda　Kら、Mechanism　of　the　glycine　cleavage　r
eaction.　Properties　of　the　reverse　reaction　catalyzed　by　T-protein.　J　
Biol　Chem.１５；２６２巻（１４号）：６７４６～９頁（１９８７年）に記載されてい
る通りに測定することができる。５，１０－ＣＨ２－Ｈ４葉酸からＨ４葉酸への変換は、
２９０ｎｍにおける吸光度の減少を測定することにより追跡することができる。一部の実
施形態において、Ｔタンパク質活性は、例えば、Motokawa、Y.　and　G.　Kikuchi、上記
参照（１９６９年）またはHiragaら、上記参照（１９８１年）に記載されている方法に従
って、過剰Ｐタンパク質およびＨタンパク質の存在下におけるメチレンテトラヒドロ葉酸
、ＮＨ４Ｃｌおよび［１４Ｃ］炭酸水素塩からグリシンの合成を測定することによりアッ
セイすることができる。
【０１５８】
　一部の実施形態において、Ｔタンパク質により触媒される反応において産生されるアン
モニア（ＮＨ３）は、指標として働く。一部の実施形態において、アンモニアは、ベルト
ロー（Berthelot）反応を使用して検出される。一部の実施形態において、アンモニアは
、例えば、ＮＡＤＨが酸化されてＮＡＤ＋となる反応を触媒するグルタミン酸脱水素酵素
（ＧＬＤＨ）を使用する共役アッセイを使用して検出され、これによって、例えば、ＮＡ
ＤＨの消費を測定することによるアンモニアの間接的モニタリングを可能にする。一部の
実施形態において、アンモニアは、直接的に、例えば、イオン選択的プローブを使用して
検出される。ＮＡＤＨの消費は、３４０ｎｍの波長においてモニターすることができる、
あるいはＮＡＤＨは、例えば、後述する共役アッセイを使用して検出することができる。
【０１５９】
　Ｌタンパク質は、水素供与体としてジヒドロリポ酸（リシン残基にＮ－連結した補欠分
子族としてまたは縮小した活性を有する遊離型で、Ｈタンパク質における）を利用して、
ＮＡＤ＋からＮＡＤＨへの還元を触媒する。一部の実施形態において、リポ酸の還元体と
してＴＣＥＰが使用されるジヒドロリポアミド脱水素酵素／Ｔｒｉｓ（２－カルボキシエ
チル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）アッセイを使用して、Ｌタンパク質および／またはＨタン
パク質の活性を測定することができる。この還元は、例えば、３４０ｎｍにおいて分光光
度的に測定することができる（例えば、Gueguen,　V.ら、Structural　and　functional
　characterization　of　H　protein　mutants　of　the　glycine　decarboxylase　co
mplex.　J.　Biol.　Chem.２７４巻（３７号）：２６３４４～２６３５２頁（１９９９年
）を参照；Zayら、２０１１年、上記参照も参照）。
【０１６０】
　本明細書および／または本明細書に引用されている参考文献に記載されているアッセイ
詳細は例示的なものであり、種々の仕方のいずれかにおいて改変してよいことを理解され
よう。例えば、ＧＣＳ構成成分の異なる供給源もしくは量および／または異なる標識、試
薬、方法もしくは機器を使用することができる。
【０１６１】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ構成成分の活性は、ＧＣＳ構成成分の活性を阻害する
ことが公知の薬剤または例えば、ＧＣＳをモジュレート（例えば、阻害）する能力もしく
はＧＣＳ構成成分の活性をモジュレート（例えば、阻害）する能力に関して評定されてい
る薬剤と、ＧＣＳ構成成分を接触させた後に測定することができる。一部の実施形態にお
いて、薬剤は、低分子であるまたはこれを含む。測定された活性は、対照値、例えば、薬
剤の非存在下で予想されるまたは得られる値と比較することができる。薬剤と細胞を接触
させた後に測定された活性が対照値に満たない場合、薬剤は、ＧＣＳ阻害剤または特に、
ＧＣＳ構成成分の活性の阻害剤であると確認または同定することができる。
【０１６２】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、例えば、上述のアッセイの１種または複数
を使用して評価される選択された量もしくはレベルまでまたは選択された範囲内までに、
ＧＣＳ活性を低下させるまたは特定のＧＣＳ構成成分活性を低下させる濃度で使用するこ
とができる。一部の実施形態において、低下は、適したアッセイを使用した参照レベル（
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例えば、対照レベル）の少なくとも約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、
３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、
８５％、９０％、９５％、９９％もしくは１００％またはいずれかの介在する範囲である
。一部の実施形態において、低下は、参照レベル（例えば、対照レベル）の少なくとも５
％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５
％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９９％または
１００％である。一部の実施形態において、参照レベルは、ＧＣＳ阻害剤の非存在下にお
いて存在するレベルである。一部の実施形態において、１００％阻害は、バックグラウン
ドレベルまでの低下を指す。
【０１６３】
ＶＩ．薬剤を同定、評価または作製する方法
【０１６４】
　一部の態様において、がんの処置のための候補薬剤（本明細書において、「候補抗がん
剤」または「候補抗腫瘍剤」とも称される）を同定または評価する方法が提供される。一
部の態様において、がんの処置のための候補薬剤を同定または評価する方法の１種または
複数の実施に有用な組成物が提供される。一（ome）実施形態において、がんの処置のた
めの候補薬剤を同定する方法は、（ａ）ＧＣＳの阻害剤を同定するためのスクリーニング
またはアッセイを行うステップを含む。一部の実施形態において、方法は、ステップ（ａ
）において同定された阻害剤を腫瘍モデルにおいて検査するステップをさらに含む。
【０１６５】
　様々な実施形態において、ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分のモジュレーター、例えば、阻
害剤を同定または評価するために、種々の無細胞または細胞ベースのアッセイのいずれを
使用してもよい。一部の実施形態において、無細胞アッセイは、生細胞外の組成物におい
て１種または複数のＧＣＳ構成成分（複数可）と薬剤（例えば、被験薬剤）を接触させる
ステップを含む。一部の実施形態において、組成物は、細胞ライセートまたは生細胞外で
少なくとも部分的に精製もしくは合成された１種もしくは複数のＧＣＳ構成成分（複数可
）を含む。ＧＣＳ構成成分（複数可）は、選択された程度の純度まで精製することができ
る。一部の実施形態において、組成物は、細胞質ライセートまたはオルガネラ特異的ライ
セートを含むことができる。一部の実施形態において、ライセートは、ＧＣＳ構成成分を
天然に発現するまたはこれを発現するよう操作された細胞から調製される。一部の実施形
態において、組成物は、膜または膜構成物（例えば、脂質）を含むことができる。係る膜
または構成物は、様々な実施形態において、天然起源（例えば、ミトコンドリアまたはミ
トコンドリア膜に存在する構成成分）、人工的またはこれらの組合せとなり得る。一部の
実施形態において、組成物は、細胞下オルガネラ、例えば、ミトコンドリアを含むことが
できる。一部の実施形態において、組成物は、１種もしくは複数のＧＣＳタンパク質（複
数可）またはＧＣＳタンパク質をコードするＲＮＡを含む。一部の実施形態において、Ｒ
ＮＡまたはタンパク質は、組換え核酸技法を使用して合成されている。例えば、ＧＣＳタ
ンパク質は、適切な原核生物または真核生物宿主細胞において発現させ、精製することが
できる。
【０１６６】
　一部の実施形態において、ＲＮＡまたはタンパク質は、天然起源の配列、例えば、正常
な配列からなるまたはこれを含む配列を有する。一部の実施形態において、ＧＣＳ構成成
分の配列は、天然起源のＧＣＳ構成成分の配列を含む。一部の実施形態において、天然起
源の正常なＧＣＳ構成成分のバリアント、例えば、機能的バリアントであるＧＣＳ構成成
分が使用される。例えば、一部の実施形態において、哺乳動物、例えば、ヒト、ＧＬＤＣ
、ＧＣＳＨ、ＡＭＴもしくはＤＬＤと少なくとも８０％、９０％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％同一もしくは１００％同一のまたは哺乳動物、例えば、ヒト、ＧＬＤ
Ｃ、ＧＣＳＨ、ＡＭＴもしくはＤＬＤの機能的部分と少なくとも８０％、９０％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％同一もしくは１００％同一の配列を含むポリペプチド
が使用される。一部の実施形態において、哺乳動物、例えば、ヒトＧＬＤＣ、ＧＣＳＨま
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たはＡＭＴの少なくとも触媒ドメインと少なくとも８０％、９０％、９５％、９６％、９
７％、９８％、９９％同一または１００％同一の配列を含むポリペプチドが使用される。
一部の実施形態において、タグを含むＧＣＳ構成成分が使用される。一部の実施形態にお
いて、配列比較、突然変異解析、天然起源の突然変異体の解析、構造解析から得られる情
報を使用して、機能的バリアントを作製することができる。一部の実施形態において、少
なくとも一部には、天然起源の前駆体タンパク質（前タンパク質）に存在するミトコンド
リア標的化配列を欠くタンパク質が使用される。一部の実施形態において、断片が使用さ
れる。一部の実施形態において、断片は、少なくとも触媒ドメインを含む。細胞ベースの
アッセイは、少なくとも一部には生細胞を使用して行われるアッセイである。一部の実施
形態において、細胞ベースのアッセイは、ＧＣＳ構成成分を発現する生細胞を被験薬剤と
接触させるステップと、ＧＣＳ構成成分の発現または活性における被験薬剤の効果を評価
するステップとを含む。ＧＣＳ構成成分は、細胞環境において評価することができる、あ
るいは先ず細胞から単離して、続いて評価することができる。用語「被験薬剤」は、例え
ば、１種もしくは複数の活性（複数可）または１もしくは複数の目的との適合性に関して
評価されようとする、評価されているまたは評価された薬剤を指すよう使用することがで
きるが、薬剤またはその使用におけるいかなる限定を暗示するものとも解釈するべきでは
ない。
【０１６７】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤を同定するためのアッセイの実施は、（ａ）被
験薬剤および少なくとも１種のＧＣＳ構成成分またはＧＣＳ構成成分をコードするＲＮＡ
を含む組成物を用意するステップと、（ｂ）ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分またはＧＣＳ構
成成分をコードするＲＮＡにおける被験薬剤の効果を評価するステップ、例えば、被験薬
剤が、ＧＣＳを阻害するまたはＧＣＳ構成成分を阻害するかどうかを決定するステップと
を含む。被験薬剤が、ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分を阻害する場合、被験薬剤は、ＧＣＳ
阻害剤として同定される。一部の実施形態において、ステップ（ｂ）は、ＧＣＳ構成成分
の発現を評価することを含む。一部の実施形態において、ステップ（ｂ）は、ＧＣＳ構成
成分の活性を評価することまたはＧＣＳの活性を評価することを含む。一部の実施形態に
おいて、方法は、（ａ）ＧＣＳ阻害剤を同定するステップと、（ｂ）ステップ（ａ）にお
いて同定されたＧＣＳ阻害剤を少なくとも１種の腫瘍モデルにおいて検査するステップと
を含む。一部の実施形態において、候補抗腫瘍剤を評価するための方法は、（ａ）ＧＣＳ
阻害剤を同定するためのアッセイを行うステップと、（ｂ）ステップ（ａ）において同定
されたＧＣＳ阻害剤を少なくとも１種の腫瘍モデルにおいて検査するステップとを含む。
一部の実施形態において、候補抗腫瘍剤を評価する方法は、（ａ）ＧＣＳ阻害剤を用意す
るステップと、（ｂ）少なくとも１種の腫瘍モデルにおいてＧＣＳ阻害剤を検査するステ
ップとを含む。一部の実施形態において、検査するステップは、ＧＣＳ阻害剤が、少なく
とも１種の抗腫瘍効果を呈するかどうかを決定することを含む。方法の一部の実施形態に
おいて、ステップ（ｂ）は、（ｉ）１種または複数の腫瘍細胞をＧＣＳ阻害剤と接触させ
ることと、（ｉｉ）１種または複数の腫瘍細胞の生存（生存率）または増殖を評価するこ
ととを含み、１種または複数の腫瘍細胞の生存または増殖が阻害される場合、ＧＣＳ阻害
剤は、候補抗がん剤として確認される。一部の実施形態において、方法は、１種または複
数の腫瘍細胞の生存または増殖が、例えば、１種または複数の適した対照細胞の生存また
は増殖と比較して阻害されるかどうかを決定するステップをさらに含む。適した対照細胞
は、例えば、ＧＣＳ阻害剤と接触されていないまたはより少量のＧＣＳ阻害剤と接触され
た腫瘍細胞となり得る。一部の実施形態において、腫瘍細胞は、培養系において被験薬剤
と接触される。一部の実施形態において、腫瘍細胞の少なくとも一部は、ＳＨＭＴ２を過
剰発現する。
【０１６８】
　一部の実施形態において、ＧＣＳタンパク質をコードする遺伝子の発現をモジュレート
する薬剤を同定する方法は、（ａ）ＧＣＳタンパク質をコードする遺伝子と被験薬剤を接
触させるステップと、（ｂ）遺伝子の発現における被験薬剤の効果を評価するステップと
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を含む。一部の実施形態において、遺伝子の発現をモジュレートする薬剤を同定する方法
のステップ（ｂ）は、遺伝子の発現産物（例えば、ｍＲＮＡまたはタンパク質）のレベル
を評価することを含む。レベルは、適した参照レベル、例えば、被験薬剤の非存在におい
て、例えば、薬剤の非存在下または系において不活性であることが公知もしくは不活性で
あると考えられている薬剤の存在下において予想されるレベルと比較することができる。
ステップ（ｂ）において測定されたレベルが、参照レベルと異なる場合、被験薬剤は、遺
伝子の発現のモジュレーターとして同定される。例えば、ステップ（ｂ）において測定さ
れたレベルが、参照レベルと比較して増加または減少する場合、被験薬剤は、遺伝子の発
現をそれぞれ増強または阻害する。一部の実施形態において、測定されたレベルは、例え
ば、１種または複数の適した遺伝子の発現に基づき正規化される。一部の実施形態におい
て、発現は、その発現レベルが被験薬剤により特異的に影響されることが予想されない遺
伝子の発現に基づき正規化される。一部の実施形態において、測定されたレベルは、構造
的遺伝子の発現に基づき正規化される。
【０１６９】
　一部の実施形態において、方法は、細胞を被験薬剤と接触させるステップと、細胞によ
る遺伝子の発現における被験薬剤の効果を評価するステップとを含む。細胞を被験薬剤と
接触させるステップは、様々な実施形態において、培養またはｉｎ　ｖｉｖｏで行うこと
ができる。細胞または組成物は、被験薬剤と接触させた後、被験薬剤の効果を評価する前
に、適した期間維持することができる。適した期間は、接触時に存在する遺伝子産物の少
なくとも一部が分解されるのに十分な期間となり得る。一部の実施形態において、期間は
、例えば、少なくとも１、４、８、１２、２４または４８時間、最大約７日間、例えば、
１２～２４時間の間、２４～４８時間の間、４８～７２時間の間等となり得る。一部の実
施形態において、細胞は、係る期間のほんの一部の間、被験薬剤に曝露される。一部の実
施形態において、細胞は、期間の間中、被験薬剤に曝露される。期間中に追加的な被験薬
剤を加えることができる。一部の実施形態において、標的遺伝子を天然に発現する細胞を
使用することができる。一部の実施形態において、標的遺伝子もしくはその部分を発現す
るよう操作されたまたはレポーター遺伝子を発現するよう操作された細胞を使用すること
ができる。一部の実施形態において、薬剤は、ＲＮＡｉにより標的遺伝子の発現を阻害す
る能力に関して評価することができる。一部の実施形態において、例えば、細胞を含有す
る培地に薬剤を添加することにより、ＲＮＡｉ剤が細胞と接触され、標的ＲＮＡまたはそ
の翻訳産物のレベルにおける効果が評価される。例えば、標的ＲＮＡの分解を検出するこ
とができる。一部の実施形態において、ＲＮＡｉ剤は、細胞内で発現され、標的遺伝子の
発現における効果が評価される。
【０１７０】
　発現産物、例えば、ｍＲＮＡまたはタンパク質を検出または測定するために、当技術分
野において公知の方法を使用することができる。ＲＮＡまたはタンパク質の評価に使用す
ることのできるアッセイのさらなる詳細に関して、例えば、上の記述を参照されたい。一
部の実施形態において、ＧＣＳタンパク質活性のアッセイは、タンパク質レベルの指標と
して使用することができる。一部の実施形態において、レポーター遺伝子ベースのアッセ
イが使用される。レポーター遺伝子は、標的遺伝子の１種または複数の発現制御エレメン
ト（例えば、少なくともプロモーター）が、レポーター分子（「レポーター」）をコード
する配列に作動可能に連結されている核酸を含む。例えば、一部の実施形態において、Ｇ
ＣＳレポーター遺伝子は、ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨ、ＡＭＴまたはＤＬＤ遺伝子の１種または
複数の発現制御エレメント（例えば、少なくともプロモーター）が、レポーターをコード
する配列に作動可能に連結されている核酸を含む。レポーターのレベルは、検出されて、
発現制御エレメント（複数可）の転写活性を反映する読み取り情報として働く。レポータ
ーは、蛍光、ルミネセンスもしくは比色分析シグナルを生じるまたは特定の波長の光を吸
収することのできるタンパク質等、検出可能分子となり得る。一部の実施形態において、
レポーター分子は、基質に作用して、蛍光、ルミネセンスまたは比色分析シグナルを生じ
る酵素を含む。例示的なレポーター分子として、例えば、緑色、青色、サファイア色、黄
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色、赤色、橙色およびシアン色蛍光タンパク質およびこれらの誘導体；「ｍＦｒｕｉｔｓ
」例えば、ｍＣｈｅｒｒｙ、ｍＳｔｒａｗｂｅｒｒｙ、ｍＴｏｍａｔｏとして公知のタン
パク質等、単量体赤色蛍光タンパク質および誘導体；ルシフェラーゼ；ベータ－ガラクト
シダーゼ；西洋わさびペルオキシダーゼ；アルカリホスファターゼ等、酵素等が挙げられ
る。一部の実施形態において、レポーターは、分泌型タンパク質である。
【０１７１】
　ＧＣＳタンパク質の活性をモジュレート、例えば、阻害する薬剤は、種々の異なる無細
胞または細胞ベースのアッセイを使用して同定することができる。一部の実施形態におい
て、例えば、被験薬剤およびＧＣＳタンパク質（複数可）を含む組成物を調製することに
より、被験薬剤は、１種または複数のＧＣＳタンパク質（複数可）と接触される。組成物
は、例えば結合または反応が起こり得る適した条件下で、適した期間インキュベートする
ことができる。１種または複数のパラメータ、例えば、ＧＣＳタンパク質への被験薬剤の
結合、ＧＣＳタンパク質の活性（例えば、酵素活性）等が測定される。組成物は、反応ま
たは結合もしくは酵素活性の検出または対象の化合物の同定に必要なまたはこれに役立つ
構成成分（複数可）を含むことができる。一部の実施形態において、アッセイは、被験薬
剤がＧＣＳタンパク質に結合するかどうかを決定するステップおよび／または１種または
複数の結合特徴を定量化するステップを含む。数多くの結合アッセイフォーマットが、当
技術分野において公知である。一部の実施形態において、標識フリーアッセイを使用する
ことができるが、他の実施形態において、標的または被験薬剤を標識することができる。
結合アッセイは、固相または液相結合事象を含むことができる。被験薬剤、ＧＣＳタンパ
ク質、いずれかの指標または結合事象の指標を検出することができる。一部の実施形態に
おいて、ＧＣＳタンパク質または被験薬剤は、支持体に付着される。一部の実施形態にお
いて、支持体は、硬質または半硬質表面を有する物品である。一部の実施形態において、
少なくとも一表面は、実質的に平坦である。一部の実施形態において、支持体は、ほぼ球
状である。支持体は、無機もしくは有機材料またはこれらの組合せで構成され得る。一部
の実施形態において、支持体は、少なくとも一部には、金属、セラミック、ガラス、プラ
スチック、ゲルまたは他のマトリックスで構成される。係る物品は、例えば、プレート（
例えば、マルチウェルプレート）、スライド、粒子（例えば、「ビーズ」、例えば、磁気
ビーズ）、ペレット、バー、ロッド、ピン、ディスク、チップ、フィルターまたは他の適
した形態の形をとることができる。一部の実施形態において、支持体は、センサー、例え
ば、結合または結合の変化を検出することができるセンサーを含む。例えば、センサーは
、重量または蛍光等のシグナルの変化を検出することができる。一部の実施形態において
、支持体は、電極を含む。一部の実施形態において、被験薬剤は、低分子マイクロアレイ
として配置することができる。被験薬剤は、表面上の複数の位置に、個々のウェルまたは
容器等に存在し得る。例えば、Vegas　AJら、Chem　Soc　Rev.３７巻（７号）：１３８５
～９４頁、２００８年を参照されたい。一部の実施形態において、ＧＣＳタンパク質また
は被験薬剤は、非共有結合によりまたは共有結合により支持体に付着される。一部の実施
形態において、複数の被験薬剤が、複数の位置に（例えば、アレイフォーマットで）固定
化される。ＧＣＳタンパク質を添加し、組成物を適した期間維持して結合を行わせる。一
部の実施形態において、非結合材料が洗浄により除去され、ＧＣＳタンパク質が検出され
る。一部の実施形態において、洗浄ステップは省略してもよい。一部の実施形態において
、結合は、蛍光偏光、蛍光共鳴エネルギー転移または電気化学発光の変化を測定すること
により検出することができる。一部の実施形態において、ＧＣＳタンパク質が固定化され
、被験薬剤が添加され、同様のアプローチを使用して結合が測定される。一部の実施形態
において、１種または複数の被験薬剤をスクリーニングしてＧＣＳ構成成分に結合する薬
剤を同定するための方法は、（ａ）１種または複数のＧＣＳ構成成分およびＧＣＳ構成成
分へのその結合を評定しようとする１種または複数の被験薬剤を、１個または複数の反応
容器のそれぞれに導入するステップと、（ｂ）適した条件下で結合を行わせるのに十分な
時間、前記容器をインキュベートするステップと、（ｃ）結合に関してアッセイし、これ
により被験薬剤の１種または複数がＧＣＳ構成成分に結合するかどうかを決定するステッ
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プとを含む。反応容器は、例えば、マルチウェルプレートのウェルとなり得る。様々な実
施形態において、スクリーニングは、所定の容器において単一のＧＣＳ構成成分または複
数のＧＣＳ構成成分を使用して行うことができる。様々な実施形態において、スクリーニ
ングは、所定の反応容器において単一の被験薬剤または複数の被験薬剤を使用して行うこ
とができる。
【０１７２】
　一部の実施形態において、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を使用して、動態学（オンレ
ートおよび／またはオフレート）を測定するおよび／または被験薬剤とＧＣＳタンパク質
との間の結合強度（親和性）を検出もしくは測定することができる。例えば、ＳＰＲ技術
（例えば、Ｂｉａｃｏｒｅ、Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ
から入手できるシステム等、システム）を使用して、チップに固定化されたタンパク質へ
の被験薬剤の結合および解離を測定することができ、測定された値は、被験化合物を含有
しない溶液がチップにロードされた場合に得られる値と比較することができる。タンパク
質に結合することのできる被験薬剤は、結合および解離速度、および／または結合レベル
に基づいて選択することができる。結合を検出および／または定量化するための他の有用
な方法は、水晶振動子マイクロバランス、光学カンチレバー（optical　cantilever）、
マイクロチャネル共鳴器、二重偏光干渉計、共役導波管プラズモン共鳴、免疫沈降または
他の抗体ベースの検出方法、等温滴定および示差走査熱量測定、キャピラリー電気泳動、
共鳴エネルギー転移法、電気化学発光（electrochemiluminesce）、蛍光異方性または蛍
光偏光ならびに蛍光相関解析の使用を含む。
【０１７３】
　一部の実施形態において、ＧＣＳタンパク質に結合することが公知の薬剤が、標的ＧＣ
Ｓタンパク質に結合するおよび／またはその活性を阻害する能力に関して被験薬剤（例え
ば、低分子）をスクリーニングするためのツールとして使用される。標的に結合すること
が公知の薬剤は、標識することができる。標識は、例えば、放射性、蛍光または他の検出
可能部分を含むことができる。被験薬剤が標識された薬剤と競合する能力は、検出されて
、標的タンパク質への被験薬剤の結合の指標として働くことができる。一部の実施形態に
おいて、シンチレーション近接アッセイ（ＳＰＡ）を使用することができる。標的タンパ
ク質に結合する薬剤を同定するためのＳＰＡの一部の実施形態において、標的タンパク質
は、光を発する（scintillant）材料を含有するビーズに付着される。ビーズは、典型的
に、ウェルまたは他の容器内に置く。一部の実施形態において、標的タンパク質は、ウェ
ルに直接的に包埋された光を発する材料に付着される。被験薬剤および標的タンパク質に
結合することのできる放射標識された化合物が、ウェルに添加される。標的タンパク質へ
の放射標識された化合物の結合は、シグナルをもたらす。シグナルは、結合に関して放射
標識化合物と競合する被験薬剤の存在下で低下する。ＳＰＡの総説に関して、例えば、J.
　Fraser　Glickmanら、Scintillation　Proximity　Assays　in　High-Throughput　Scr
eening.　　Assay　and　Drug　Development　Technologies.６巻（３号）：４３３～４
５５頁、２００８年を参照されたい。
【０１７４】
　一部の実施形態において、およそ１ｍＭ、５００μＭ、１００μＭ、５０μＭ、１０μ
Ｍ、５μＭまたは１μＭ以下のＫｄでＧＣＳタンパク質に結合する被験薬剤が同定または
選択される。一部の実施形態において、およそ５００ｎＭ、１００ｎＭ、５０ｎＭまたは
１０ｎＭ以下のＫｄでＧＣＳタンパク質に結合する被験薬剤が同定または選択される。一
部の実施形態において、０．１～１０ｎＭの間のＫｄでＧＣＳタンパク質に結合する被験
薬剤が同定または選択される。ＧＣＳタンパク質に結合する被験薬剤は、例えば、１種ま
たは複数の無細胞または細胞ベースのアッセイにおいてさらに検査して、これが標的タン
パク質の活性をモジュレート、例えば、阻害する度合いを決定、および／またはこれがＧ
ＣＳの全体活性をモジュレート、例えば、阻害する度合いを決定することができる。例え
ば、ＧＣＳタンパク質に結合する被験薬剤は、例えば、１種または複数の無細胞または細
胞ベースのアッセイにおいてさらに検査して、これがタンパク質の活性および／またはＧ
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ＣＳの全体活性をモジュレート、例えば、阻害する度合いを決定することができる。一部
の実施形態において、被験薬剤がＧＣＳ構成成分の二量体化を阻害する能力を評価するこ
とができる。タンパク質断片相補性アッセイ（ＰＣＡ）またはＦＲＥＴもしくはＢＲＥＴ
ベースのアッセイ、ＳＰＡアッセイ等、タンパク質－タンパク質相互作用を評価する方法
。
【０１７５】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤を同定するためのアッセイの実施は、（ａ）被
験薬剤、基質および１種または複数のＧＣＳ構成成分（複数可）を含む組成物を用意する
ステップと、（ｂ）１種または複数のＧＣＳ構成成分（複数可）により触媒される反応に
おける被験薬剤の効果を評価するステップとを含む。一部の実施形態において、被験薬剤
がＧＣＳタンパク質による化学反応の触媒作用を阻害する能力が評価される。被験薬剤が
反応を阻害する場合、被験薬剤は、ＧＣＳ阻害剤として同定される。様々な実施形態にお
いて、反応は、上述のＧＣＳの反応のいずれかである。様々な実施形態において、反応は
、本明細書に記載されている方法のいずれかを使用して評価される。一部の実施形態にお
いて、ＧＣＳタンパク質のモジュレーターを同定する方法は、（ａ）ＧＣＳタンパク質、
ＧＣＳタンパク質により触媒される反応の基質および被験薬剤を含む組成物を用意するス
テップと、（ｂ）反応の少なくとも１種の指標を検出するステップとを含む。一部の実施
形態において、方法は、（ｃ）ステップ（ｂ）の結果を参照値と比較するステップと、（
ｄ）ステップ（ｂ）の結果が、被験薬剤が反応を増加または阻害したことを指示する場合
、被験薬剤をＧＣＳモジュレーターとして同定するステップとをさらに含む。一部の実施
形態において、ＧＣＳ阻害剤を同定する方法は、（ａ）被験薬剤、基質および１種または
複数のＧＣＳタンパク質（複数可）を含む組成物を用意するステップと、（ｂ）１種また
は複数のＧＣＳタンパク質（複数可）により触媒される反応の指標を測定するステップと
、（ｃ）ステップ（ｂ）の結果を参照値と比較するステップと、（ｄ）ステップ（ｃ）の
結果が、被験薬剤が反応を阻害したことを指示する場合、被験薬剤をＧＣＳ阻害剤として
同定するステップとを含む。様々な実施形態において、組成物は、ＧＣＳタンパク質のい
ずれか１種、２種以上または全種を含む。ＧＣＳタンパク質（複数可）、基質および被験
薬剤は、適した液体培地において用意される。一部の実施形態において、液体培地は、少
なくとも５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、
９９％以上の水（ｖ／ｖ）を含む水性培地である。一部の実施形態において、液体培地は
、例えば、有機溶媒の非存在における活性と比較して標的タンパク質の活性に有意に影響
を及ぼさない量で、ＤＭＳＯ等、有機溶媒を含むことができる。補因子、緩衝物質等、他
の成分が組成物に存在してもよい。緩衝物質は、例えば、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ホウ酸ナト
リウム、ＨＥＰＥＳ、ＭＯＰＳ等を含む。基質、ＧＣＳタンパク質（複数可）、他の成分
の濃度ならびにｐＨおよび温度等の条件は変動し得る。これらは、典型的には、合理的な
期間、少なくともＧＣＳの阻害剤の非存在下で反応の検出可能なレベルをもたらすように
選択される。組成物は、適した期間、（潜在的な阻害剤である被験薬剤の非存在で）ＧＣ
Ｓタンパク質が、基質（複数可）が検出可能レベルで１種または複数の産物（複数可）に
変換される反応を触媒するために適切となる条件下で維持される。反応は、例えば、反応
を停止する薬剤を添加することにより、選択された期間の後に停止することができる。反
応の指標が検出される。一部の実施形態において、産生された産物の量および／または産
物生成速度が決定される。産生された産物の量および／または産物が産生される速度にお
ける被験薬剤の効果は、例えば、適した参照値との比較により評価される。産物の量また
は産物産生速度が、適した参照値と比較して被験薬剤の存在下で減少する場合、被験薬剤
は、ＧＣＳタンパク質が反応を触媒する能力を阻害すると考慮される、即ち、被験薬剤は
、ＧＣＳタンパク質の阻害剤と考慮される。一部の実施形態において、基質消費速度また
は消費された基質の量が決定される、あるいは残存する基質の量が決定される。消費され
た基質の量または基質消費速度が、適した参照値と比較して被験薬剤の存在下で減少する
（または残存する基質の量が増加する）場合、被験薬剤は、タンパク質が反応を触媒する
能力を阻害すると考慮される、即ち、被験薬剤は、タンパク質の阻害剤と考慮される。一
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部の実施形態において、組成物は、検出試薬を含む。一部の実施形態において、ＧＣＳの
少なくとも１種の反応は、検出試薬が検出可能な変化を経る反応と共役され、この変化は
、反応の指標として検出される。例えば、一部の実施形態において、検出試薬は、検出可
能な化合物に変換され、この化合物は、反応の指標として検出される。一部の実施形態に
おいて、検出試薬は、反応が停止された後に添加される、あるいは反応が起こった容器か
ら取り出された試料と組み合わされる。一部の実施形態において、組成物は、１種または
複数の酵素、電子伝達剤または共役アッセイの実施に適した他の成分を含む。このような
アッセイのいずれかにおける参照値は、例えば、被験薬剤の非存在下（任意選択で、ビヒ
クルまたは不活性薬剤の存在下）またはアッセイにおいて使用されたものよりも実質的に
低い量の被験薬剤の存在下で、同様の、実質的に同一のまたは同一のアッセイ条件下で測
定される値となり得る。一般に、参照値は、以前に得られた、同時期に得られた、その後
に得られる値または病歴値となり得る。
【０１７６】
　検出および測定することのできる様々な基質および産物は、上に記載されている。例え
ば、一部の実施形態において、アンモニアの産生が測定される。一部の実施形態において
、ＮＡＤ＋の消費またはＮＡＤＨの産生が測定される。一部の実施形態において、二酸化
炭素の産生が測定される。一部の実施形態において、グリシンの消失が測定される。一部
の実施形態において、基質は、標的タンパク質により触媒される反応の産物の検出を容易
にする部分を含む。例えば、基質は、１種または複数の標識（例えば、放射性原子、蛍光
標識および／または蛍光クエンチャー）を含むことができる。一部の実施形態において、
基質は、基質の反応によりシグナルを放射する部分を含む。一部の実施形態において、基
質は、基質からの放出により容易に検出され得る部分を含む。例えば、部分は、別の化合
物と反応して、比色分析、蛍光またはルミネセンスシグナルを生じることができる。一部
の実施形態において、アッセイ読み取りは、共鳴エネルギー転移法（ＲＥＴ）、例えば、
蛍光共鳴エネルギー転移法（ＦＲＥＴ）、ルミネセンス共鳴エネルギー転移法（ＬＲＥＴ
）またはバイオルミネセンス共鳴エネルギー転移法（ＢＲＥＴ）に基づくことができる。
多種多様なＲＥＴベースのアッセイを実行することができる。一般に、係るアッセイは、
２種の部分（供与体およびアクセプターと呼ばれることもある）の間のエネルギー移動に
関与する距離依存性相互作用を利用する。両方の部分が基質の一部として存在し、基質の
開裂が部分の一方を放出することができるよう位置する場合、シグナル（例えば、シグナ
ルの増加または減少）を検出することができる。一部の実施形態において、アッセイ構成
成分の１種または複数は、支持体に付着または他の仕方で物理学的に会合する。一部の実
施形態において、酵素は、支持体またはゲル等のマトリックスに固定化される。一部の実
施形態において、支持体は、センサー、例えば、反応の指標を検出することのできるセン
サーを含む。
【０１７７】
　一般に、少なくとも一部には、標的に特徴的な特定の活性（複数可）に依存した対象の
標的に関して適切なアッセイを選択することができる。例えば、ＧＣＳタンパク質の活性
またはＧＣＳの全体活性の評価に使用することのできる様々なアッセイが、上に記載され
ている。一部の実施形態において、グリシン開裂アッセイを使用することができる。一部
の実施形態において、グリシン交換反応を使用して、例えば、Ｐおよび／またはＨタンパ
ク質の活性を評価する、および／またはＰおよび／またはＨタンパク質の活性を阻害する
薬剤を同定することができる。一部の実施形態において、Ｈタンパク質活性は、Ｎｂｓに
よるＨタンパク質の反応後に測定することができる。一部の実施形態において、Ｔタンパ
ク質が、グリシン開裂経路においてこれが触媒する反応の逆行を触媒（catalzye）する能
力が測定される。一部の実施形態において、リポ酸の還元体としてＴＣＥＰが使用される
ジヒドロリポアミド脱水素酵素／Ｔｒｉｓ（２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥ
Ｐ）アッセイを使用して、Ｌタンパク質および／またはＨタンパク質の活性を測定するこ
とができる。
【０１７８】
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　実施形態は、例えばＧＣＳ阻害剤を同定または特徴付けするための本明細書に記載され
ているアッセイのそれぞれを対象とする。
【０１７９】
　一部の実施形態において、ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分において効果を発揮する被験薬
剤を同定するために１種または複数の被験薬剤をスクリーニングするための方法は、（ａ
）１種または複数のＧＣＳ構成成分；１種または複数の基質；およびＧＣＳまたはＧＣＳ
構成成分に対するその効果を評定しようとする１種または複数の被験薬剤を１個または複
数の反応容器に導入するステップと、（ｂ）適した条件下で、反応を行わせるのに十分な
時間、前記容器をインキュベートするステップと、（ｃ）反応の発生をアッセイし、これ
により前記ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分における前記被験薬剤の効果を明らかにするステ
ップとを含む。一部の実施形態において、方法は、ステップ（ｃ）の結果を参照値、例え
ば、被験薬剤の非存在下、それ以外の点では同様の条件下で得られるまたは予想される値
と比較するステップを含む。一部の実施形態において、方法は、ステップ（ｃ）において
評価される反応の度合いが参照値と比較して低下する場合、被験薬剤をＧＣＳまたはＧＣ
Ｓ構成成分の阻害剤として同定するステップをさらに含む。様々な実施形態において、ス
クリーニングは、所定の容器において単一のＧＣＳ構成成分または複数のＧＣＳ構成成分
を使用して行うことができる。様々な実施形態において、スクリーニングは、所定の容器
において単一の基質または複数の基質を使用して行うことができる。様々な実施形態にお
いて、スクリーニングは、所定の反応容器において単一の被験薬剤または複数の被験薬剤
を使用して行うことができる。一部の実施形態において、反応容器が、複数の被験薬剤を
含有した場合、方法は、被験薬剤の少なくとも一部を個々に検査して、いずれの薬剤（複
数可）がＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分において効果（effet）を発揮するかどうかを決定
するステップをさらに含む。様々な実施形態において、反応容器および／または被験薬剤
の数は、少なくとも１０；１００；１０００；１０，０００；１００，０００個以上であ
る。一部の実施形態において、反応容器は、マルチウェルプレートのウェルである。
【０１８０】
　一部の実施形態において、初回（「一次」）アッセイまたはスクリーニングにおいてＧ
ＣＳモジュレーター、例えば、ＧＣＳ阻害剤として同定された被験薬剤は、「候補モジュ
レーター」と考慮することができる。１種または複数の「確証的」または「二次」アッセ
イまたはスクリーニングを行って、被験薬剤がＧＣＳタンパク質もしくはＧＣＳ活性をモ
ジュレートすることを確認する、またはモジュレーションの度合いもしくは特異性（spec
ifity）を測定する、または特異性を評価することができる。係る確証的検査は、被験薬
剤の同定に使用されるアッセイと同じアッセイまたは異なるアッセイを利用することがで
きる。一部の実施形態において、二次アッセイは、被験薬剤が、ＧＣＳもしくはＧＣＳ構
成成分の特異的阻害剤としてまたは例えば、転写、翻訳もしくはタンパク質活性の非特異
的阻害剤として機能するかどうかを決定するステップを含む。一部の実施形態において、
ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分に対する特異性の合理的な程度を呈する被験薬剤は、例えば
、さらなる検査または開発または使用のために同定または選択される。
【０１８１】
　本明細書に記載されている１または複数の目的のために、例えば、本明細書に記載され
ている１種または複数のアッセイまたはスクリーニングにおいて、多種多様な細胞を使用
することができる。一部の実施形態において、細胞は、天然に、あるいは遺伝子改変の結
果、標的、例えば、ＧＣＳ遺伝子産物を発現または含有する。一部の実施形態において、
標的を発現しない細胞が、例えば、対照目的に有用となり得る。細胞は、いずれかの対象
の生物、例えば、脊椎動物、例えば、哺乳動物から生じ得る。一部の実施形態において、
細胞は、霊長類細胞、例えば、ヒト細胞である。細胞は、様々な実施形態において、初代
細胞、不死化細胞、正常細胞、異常細胞、非腫瘍細胞、腫瘍細胞等となり得る。細胞は、
特定の対象の組織または臓器から生じ得る、あるいは特定の細胞型のものとなり得る。一
部の実施形態において、細胞は、細胞集団、例えば、非不死化または不死化細胞株のメン
バーである。一部の実施形態において、「細胞株」は、少なくとも１０継代の間、あるい
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は少なくとも１０回の集団倍加の間、培養において維持されてきた細胞集団を指す。一部
の実施形態において、細胞株は、単一の細胞に由来する。一部の実施形態において、細胞
株は、複数の細胞に由来する。一部の実施形態において、細胞株は、特定の個体から得ら
れる細胞の試料に由来する。一部の実施形態において、細胞株の細胞は、単一の試料（例
えば、腫瘍から得られる試料）または個体から生じる細胞（単数または複数）の子孫であ
る。細胞は、培養における遷延された増殖（例えば、約３ヶ月より長くまたは約２５回の
集団倍加より長く）が可能な細胞株のメンバーとなり得る。一部の実施形態において、細
胞株は、培養における無期限増殖が可能である（不死化細胞）。不死化細胞株は、基本的
に無限寿命を獲得している、即ち、この細胞株は、基本的に無期限に増殖することができ
る。本明細書の目的のため、培養において少なくとも１００回の集団倍加を行ったまたは
これを行うことができる細胞株は、不死と考慮することができる。非不死化細胞株は、例
えば、老化前に培養において約２０～８０回の間の集団倍加を行うことができる。一部の
実施形態において、細胞は、個体からこれを単離した後、本明細書に開示されている方法
においてこれを使用する前に、培養において維持されて、１回または複数回継代または倍
加させることができる（例えば、２～５、５～１０、１０～２０、２０～５０、５０～１
００回以上）。一部の実施形態において、細胞は、個体からこれを単離した後、本明細書
に開示されている方法においてこれを使用する前に、１、２、５、１０、２０または５０
回以下継代または倍加されている。必要に応じて、細胞を検査して、ＤＮＡフィンガープ
リンティング（例えば、短いタンデム反復（ＳＴＲ）解析）または一塩基多型（ＳＮＰ）
解析（例えば、ＳＮＰアレイ（例えば、ＳＮＰチップ）または配列決定を使用して行うこ
とができる）等、当技術分野において公知の種々の方法のいずれかにより、単一の個体ま
たは特定の細胞株に由来するか確認することができる。
【０１８２】
　一部の実施形態において、ハイスループットスクリーニング（ＨＴＳ）が行われる。ハ
イスループットスクリーニングは、１種または複数の無細胞または細胞ベースのアッセイ
を利用することができる。ハイスループットスクリーニングは、多くの場合、多数の被験
薬剤を高効率で、例えば並行して検査することに関与する。例えば、数十、数百または数
千種の薬剤をルーチンに短い期間で、例えば、数時間から数日間でスクリーニングするこ
とができる。係るスクリーニングは、多くの場合、例えば、９６、３８４、１５３６、３
４５６個以上のウェルを含有するマルチウェルプレート（マイクロウェルまたはマイクロ
タイタープレートまたはマイクロプレートと称されることがある）または複数の物理学的
に分離したくぼみ、ウェル、空洞もしくは区域（まとめると「ウェル」）が基板中または
その上に存在する他の容器において行われる。異なる被験薬剤（複数可）は、異なるウェ
ルに存在することができるまたはこれに添加することができる。いくつかのウェルは、空
であっても、複製物を含んでいても、対照薬剤またはビヒクルを含有していてもよいこと
を理解されよう。ハイスループットスクリーニングは、例えば、液体取り扱い方法、イメ
ージングおよび／またはデータ取得もしくは加工等のための自動化の使用に関与し得る。
一部の実施形態において、１種または複数のロボットを含む統合ロボットシステムは、例
えば、アッセイ構成物（例えば、被験薬剤、標的、基質）の添加、混合および／またはイ
ンキュベーションと、一部の実施形態においては読み取りまたは検出のためにステーショ
ンからステーションへとアッセイマイクロプレートを輸送する。ＨＴＳシステムは、多く
のプレートを同時に調製、インキュベートおよび解析することができる。ＨＴＳの実施形
態において適用することのできる特定の一般原理および技法は、Macarro’n　R　&　Hert
zberg　RP.　Design　and　implementation　of　high-throughput　screening　assays.
　Methods　Mol　Biol.、５６５巻：１～３２頁、２００９年および／またはAn　WF　&　
Tolliday　NJ.、Introduction:　cell-based　assays　for　high-throughput　screenin
g.　　Methods　Mol　Biol.４８６巻：１～１２頁、２００９年、および／またはこれら
いずれかにおける参考文献に記載されている。例示的な方法は、High　Throughput　Scre
ening:　Methods　and　Protocols（Methods　in　Molecular　Biology）、William　P.
　Janzen著（２００２年）およびHigh-Throughput　Screening　in　Drug　Discovery（M
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ethods　and　Principles　in　Medicinal　Chemistry）（２００６年）、Jorg　Hueser
著においても開示されている。対象の活性を示す被験薬剤（複数可）（「ヒット」と呼ば
れることがある）は、再検査することができる、および／または、任意選択で（例えば、
少なくとも一部には、再検査（restesting）の結果に応じて）さらなる検査、開発または
使用のために選択することができる。
【０１８３】
　アッセイのいずれかにおいて陽性および／または陰性対照を使用することができる。適
切な陽性または陰性対照は、少なくとも一部には、アッセイに基づき選択することができ
る。一部の実施形態において、ＧＣＳタンパク質をモジュレートすることが公知の薬剤は
、陽性対照として使用することができる。例えば、公知のＧＣＳ阻害剤をスクリーニング
において陽性対照として使用して、さらなるＧＣＳ阻害剤を同定することができる。陰性
対照は、被験薬剤の非存在下でアッセイを行うものとなり得る。一部の実施形態において
、選択された程度の活性（例えば、ＧＣＳタンパク質における阻害活性）を呈する１種ま
たは複数の被験薬剤を同定し、任意選択で、さらなる検査または開発または使用のために
選択することができる。例えば、陽性対照の活性の少なくとも５０％、６０％、７０％、
８０％、９０％、１００％、１２５％、１５０％、２００％以上を呈する１種または複数
の被験薬剤を同定し、任意選択で、さらなる検査、開発または使用のために選択すること
ができる。
【０１８４】
　一部の実施形態において、標的タンパク質、例えば、ＧＣＳタンパク質に結合する薬剤
を同定するために第１のスクリーニングが行われ、標的タンパク質を阻害するおよび／ま
たは選択された効力を有する薬剤を同定するために第２のスクリーニングが行われる。一
部の実施形態において、ＧＣＳタンパク質に結合および／または阻害する被験薬剤を同定
するために１種または複数のアッセイまたはスクリーニングが行われ、次に、同定された
被験薬剤が、腫瘍細胞、例えば、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞の生存または増殖を
阻害する能力が評価される。被験薬剤の効果は、１種または複数の腫瘍細胞株、例えば、
ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞株を使用して評価することができる。一部の実施形態
において、２、５、１０種以上の腫瘍細胞株において有効性を評価することができる。一
部の実施形態において、有効性は、ＣＳＣを含む腫瘍細胞株を使用して評価することがで
きる。
【０１８５】
　ＧＣＳタンパク質（またはこれをコードするＲＮＡ）または細胞は、様々な期間、１種
または複数の被験薬剤（複数可）と接触させることができる。適切な持続時間は、例えば
、種々の検討事項、例えば、検出しようとする指標、評価されている反応、合成もしくは
分解の量もしくは速度、または標的の活性、被験薬剤の濃度もしくは量等に基づき選択す
ることができる。一部の実施形態において、標的ＲＮＡ（複数可）、タンパク質（複数可
）または細胞は、５分間～２０日間の間、例えば、５～６０分間の間、１時間（ｈ）～６
ｈの間、６ｈ～１２ｈの間、１２ｈ～４８ｈの間、４８ｈ～７２ｈの間、３日間～５日間
の間、５日間～１０日間の間、１０日間～２０日間の間（またはいずれかの介在する範囲
もしくは特定の値）、被験薬剤（複数可）と接触される。細胞は、培養期間の全期間また
は一部の期間、被験薬剤と接触させることができる。被験薬剤は、培養期間において１回
または複数回、例えば、培地交換間または培地交換時に補充することができる。一部の実
施形態において、被験薬剤は、発現または活性を評価する前に除去することができる。一
部の実施形態において、細胞は、被験薬剤を対象、例えば、被験動物に投与することによ
りｉｎ　ｖｉｖｏで接触される。被験薬剤は、１回または２回以上（複数用量）投与する
ことができる。腫瘍または対象における被験薬剤の効果は、投与後の１または複数の時点
で評価することができる。一部の実施形態において、腫瘍または対象における被験薬剤の
効果は、初回投与後１２ｈ～５２週間の間の１または複数の時点で評価することができる
。例えば、効果は、投与後１週間～４週間の間、投与後４週間～１２週間の間、投与後１
２週間～２４週間の間、投与後２４週間～４８週間の間（またはいずれかの介在する範囲
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または特定の値）例えば、初回投与後約１、２、４、６、８、１２、１６、２０、２４週
間以上評価することができる。
【０１８６】
　一部の実施形態において、方法は、（ａ）１個または複数の被験細胞をＧＣＳ阻害剤と
接触させるステップと、（ｂ）前記１個または複数の被験細胞の生存および／または増殖
を評価するステップとを含む。一部の実施形態において、方法は、１個または複数の対照
細胞をＧＣＳ阻害剤と接触させるステップと、前記ＧＣＳ阻害剤による前記１個または複
数の対照細胞の生存および／または増殖を評価するステップとをさらに含む。一部の実施
形態において、方法は、（ａ）１個または複数の被験細胞をＧＣＳ阻害剤と接触させるス
テップと、（ｂ）前記ＧＣＳ阻害剤による前記１個または複数の被験細胞の生存および／
または増殖の阻害のレベルを検出するステップとを含む。一部の実施形態において、方法
は、１個または複数の対照細胞をＧＣＳ阻害剤と接触させるステップと、前記ＧＣＳ阻害
剤による前記１個または複数の対照細胞の生存および／または増殖の阻害のレベルを検出
するステップとをさらに含む。一部の実施形態において、１個または複数の被験細胞は、
腫瘍細胞を含む。一部の実施形態において、１個または複数の被験細胞は、腫瘍形成細胞
を含む。一部の実施形態において、１個または複数の被験細胞は、腫瘍細胞を含み、１個
または複数の対照細胞は、非腫瘍細胞を含む。一部の実施形態において、１個または複数
の被験細胞は、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞を含む。一部の実施形態において、１
個または複数の被験細胞および１個または複数の対照細胞は、同一個体または細胞株から
生じる。一部の実施形態において、１個または複数の被験細胞および１個または複数の対
照細胞は、同一組織型または臓器型から生じる。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤
は、第２の抗腫瘍剤と組み合わせて細胞と接触される。
【０１８７】
　一部の実施形態において、被験細胞および対照細胞は、薬剤に接触されるときに、実質
的に同一条件下で別々の容器（例えば、マイクロウェルプレートの別々のウェル）におい
て維持される。一部の実施形態において、薬剤（例えば、リード化合物）の活性は、共培
養において育成した被験細胞および対照細胞を接触させることにより検査することができ
る。共培養は、共通培養容器における薬剤と接触させた２種以上の細胞集団（例えば、被
験および対照細胞）の選択的生存および／または増殖特性の評定を可能にする。典型的に
は、共培養物における各細胞集団は、共培養物における他の細胞集団（複数可）の同定用
特徴と別個の検出可能な同定用特徴を有するであろう。一部の実施形態において、同定用
特徴は、ＧＦＰもしくは他のレポータータンパク質および／または腫瘍細胞マーカーの発
現のレベルを含む。しかし、当技術分野において公知の他の同定用特徴は、該同定用特徴
が、共培養物における２種以上の細胞集団それぞれの生存および／または増殖のレベルの
測定を可能にするのであれば、適したものとなり得る。共培養物は、一部の実施形態にお
いて、例えば、１％～９９％の間の被験細胞を含むことができる。一部の実施形態におい
て、被験細胞のパーセンテージは、１０％～９０％の間、２０％～８０％の間、３０％～
７０％の間、４０％～６０％の間、例えば、約５０％である。
【０１８８】
　方法のいずれかの一部の実施形態において、ＧＣＳ構成成分は、複数の異なる用量（例
えば、異なる濃度または量）の被験薬剤と接触される、および／またはＧＣＳ構成成分は
、複数の異なる持続時間において被験薬剤と接触される。例えば、方法のいずれかの一部
の実施形態において、細胞は、複数の異なる用量（例えば、異なる濃度または量）の被験
薬剤と接触される、および／または細胞は、複数の異なる持続時間において被験薬剤と接
触される。一部の実施形態において、方法のいずれかは、薬剤の用量応答曲線を得るステ
ップまたは解析するステップを含むことができる。一部の実施形態において、用量応答曲
線は、複数の用量の薬剤による標的の活性の阻害のレベルを指示する。一部の実施形態に
おいて、複数の用量のビヒクルまたは不活性薬剤による標的の阻害のレベルを指示する、
対照用量応答曲線を得るまたは解析することができる。一部の実施形態において、方法は
、例えば、用量応答アッセイを使用して薬剤の効力を評価するステップを含む。一部の実
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施形態において、解析は、薬剤のＩＣ５０またはＥＣ５０値の決定を含む。一部の実施形
態において、効力は、本明細書において、所定の生物学的過程または構成成分等を５０％
（半量）阻害する薬剤の濃度を指すよう使用されている、薬剤の最大半量阻害濃度（ＩＣ
５０）として特徴付けられる。一部の実施形態において、効力は、本明細書において、薬
剤により誘導される最大応答（例えば、阻害、活性化）の５０％が観察される薬剤の濃度
を指すよう使用されている、薬剤の最大半量有効濃度（ＥＣ５０）として特徴付けられる
。一部の実施形態において、生物学的過程は、代謝経路、例えば、ＧＣＳにより触媒され
る反応である。一部の実施形態において、構成成分は、代謝経路の構成成分、例えば、酵
素である。一部の実施形態において、生物学的過程は、細胞増殖または生存率である。一
部の実施形態において、方法は、薬剤のＧＩ５０を決定するステップを含み、この用語は
、細胞増殖の５０％阻害に要求される薬剤の濃度を指す。一部の実施形態において、用量
応答曲線、ＩＣ５０、ＥＣ５０またはＧＩ５０は、１種もしくは複数の異なる組成物にお
ける薬剤または１もしくは複数の異なる薬剤と組み合わせた薬剤を使用して決定すること
ができる。一部の実施形態において、用量応答曲線、ＩＣ５０、ＥＣ５０またはＧＩ５０
は、選択された期間、例えば、本明細書に言及されている期間のいずれかにおける薬剤へ
の曝露に対して決定することができる。
【０１８９】
　一部の実施形態において、方法のいずれかは、被験細胞および／または対照細胞を使用
して用量応答曲線を得るステップまたは解析するステップを含むことができる。一部の実
施形態において、被験用量応答曲線は、複数の用量の薬剤による被験細胞生存または増殖
の阻害のレベルを指示し、対照用量応答曲線は、複数の用量の薬剤による対照細胞生存ま
たは増殖の阻害のレベルを指示する。被験細胞は、例えば、薬剤の標的を発現する腫瘍細
胞となり得る。対照細胞は、例えば、非腫瘍細胞または薬剤の標的を発現しない腫瘍細胞
となり得る。一部の実施形態において、対照細胞は、被験細胞と同じ組織、臓器または細
胞型から生じる非腫瘍細胞である。一部の実施形態において、被験用量応答曲線は、複数
の用量の薬剤による被験細胞生存または増殖の阻害のレベルを指示し、対照用量応答曲線
は、複数の用量のビヒクルまたは不活性薬剤による対照細胞生存または増殖の阻害のレベ
ルを指示する。一部の実施形態において、解析は、被験細胞および／または対照細胞にお
ける薬剤のＩＣ５０値の決定を含む。一部の実施形態において、被験細胞における薬剤の
ＩＣ５０値は、対照細胞における薬剤のＩＣ５０値と統計的に有意な様式で異なる。一部
の実施形態において、腫瘍細胞における薬剤のＩＣ５０値は、非腫瘍細胞における薬剤の
ＩＣ５０値よりも統計的に有意に低い。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤のＩＣ５
０は、対照細胞に対して被験細胞で約２～約１０００倍低く、例えば、約２、５、１０、
２０、５０、１００、２５０、５００または１０００倍低くなり得る。一部の実施形態に
おいて、薬剤のＩＣ５０は、正常な（非腫瘍）細胞よりも腫瘍細胞で約２～約１０００倍
低く、例えば、約２、５、１０、２０、５０、１００、２５０、５００または１０００倍
低くなり得る。
【０１９０】
　被験薬剤、例えば、候補抗腫瘍剤の抗腫瘍活性のアッセイは、細胞（例えば、いずれか
の適した方法を使用して同定される、得られるまたは作製される腫瘍細胞、腫瘍細胞株）
および／または非ヒト対象、ヒト対象、または有効性の検査に適したいずれかの系を使用
してｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび／またはｉｎ　ｖｉｖｏで行うことができる。一般に、いず
れかの適したアッセイを使用して、腫瘍細胞または腫瘍における候補抗腫瘍剤の効果を評
価することができる。例えば、様々な実施形態において、細胞生存率および／または増殖
のための種々のアッセイのいずれかを使用することができ、様々な実施形態において、腫
瘍サイズ、成長速度、進行のための種々のアッセイのいずれかを使用することができる。
例えば、上の記述を例えば参照されたい。一部の実施形態において、薬剤は、先ず、１種
または複数の無細胞および／または細胞ベースのアッセイまたはスクリーニングにおいて
同定または特徴付けされ、次に、例えば、腫瘍に対するその効果をｉｎ　ｖｉｖｏで評価
するために対象（例えば、被験動物）において検査される。一般に、被験薬剤、例えば、
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候補抗腫瘍剤は、いずれかの適した投与経路を使用して対象に投与することができ、選択
された投与経路に適切に（例えば、１種または複数の担体と共に）製剤化することができ
る。一部の実施形態において、本明細書に記載されているまたは本明細書に記載されてい
る通りに同定された候補抗腫瘍剤は、第２の抗腫瘍剤と組み合わせて検査することができ
る。
【０１９１】
　一部の実施形態において、１種または複数の被験薬剤、例えば、化合物ライブラリーを
検査して、ＧＣＳ阻害剤の活性を増強する化合物（複数可）を同定する。例えば、一部の
実施形態において、被験薬剤は、公知のＧＣＳ阻害剤と組み合わせて検査され、組合せの
効果は、被験薬剤の非存在下におけるＧＣＳ阻害剤の効果と比較される。一部の実施形態
において、ＧＣＳ活性のモジュレーター（例えば、阻害剤）として同定された被験薬剤を
二次アッセイにおいて検査して、１種または複数の個々のＧＣＳ構成成分に対するその効
果を測定する。例えば、同定された被験薬剤を検査して、これがＧＬＤＣ、ＧＣＳＨまた
はＡＭＴを特異的に阻害するかどうかを決定することができる。
【０１９２】
　様々な実施形態において、多種多様な被験薬剤のいずれを使用してもよい。例えば、被
験薬剤は、低分子、ポリペプチド、ペプチド、核酸、オリゴヌクレオチド、脂質、炭水化
物またはハイブリッド分子となり得る。薬剤は、天然供給源から得ることができる、ある
いは合成的に産生することができる。薬剤は、少なくとも部分的に純粋となり得る、ある
いは抽出物または他の種類の混合物に存在し得る。抽出物またはその画分は、例えば、植
物、動物、微生物、海洋生物、発酵ブロス（例えば、土壌、細菌または真菌発酵ブロス）
等から産生することができる。一部の実施形態において、化合物コレクション（「ライブ
ラリー」）が検査される。ライブラリーは、例えば、１００～５００，０００種の間また
はそれ以上の化合物を含むことができる。化合物は、多くの場合、マルチウェルプレート
において整列される。化合物は、溶媒（例えば、ＤＭＳＯ）に溶解することができる、あ
るいは乾燥形態で、例えば、粉末または固体として提供することができる。合成、半合成
および／または天然起源の化合物のコレクションを検査することができる。化合物ライブ
ラリーは、構造的に関係する、構造的に多様なまたは構造的に無関係の化合物を含むこと
ができる。化合物は、人工的（人間により考案された構造を有し、天然に存在しない）で
あっても天然起源であってもよい。一部の実施形態において、ライブラリーは、創薬プロ
グラムにおいて「ヒット」または「リード」として同定されている少なくともいくつかの
化合物および／またはそのアナログを含む。化合物ライブラリーは、天然の産物および／
または非指向性もしくは指向性合成有機化学を使用して作製された化合物を含むことがで
きる。化合物ライブラリーは、低分子ライブラリーとなり得る。他の対象のライブラリー
は、ペプチドまたはペプトイドライブラリー、ｃＤＮＡライブラリーおよびオリゴヌクレ
オチドライブラリーを含む。
【０１９３】
　ライブラリーは、重点的に取り組むことができる（例えば、主に、同じ前駆体に由来す
る同じコア構造を有するまたは少なくとも１種の生化学的活性を共通して有する化合物で
構成される）。化合物ライブラリーは、Ｔｏｃｒｉｓ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ、Ｎａｎｏ
ｓｙｎ、ＢｉｏＦｏｃｕｓ等、いくつもの商業的ベンダーおよび政府機関から入手するこ
とができる。例えば、米国国立衛生研究所（U.S.　National　Institutes　of　Health）
（ＮＩＨ）分子ライブラリープログラム（Molecular　Libraries　Program）の構成機関
である分子ライブラリー低分子リポジトリ（Molecular　Libraries　Small　Molecule　R
epository）（ＭＬＳＭＲ）は、例えば、ハイスループットスクリーニングアッセイにお
ける使用のための、公知および未知の生物活性を有する＞３００，０００種の化学的に多
様な化合物のコレクションを配布する（https://mli.nih.gov/mli/を参照）。ＮＩＨ臨床
コレクション（ＮＣＣ）は、ヒト臨床治験における使用の歴史を有するおよそ４５０種の
低分子のプレーティングされたアレイである。これらの化合物は、公知の安全性プロファ
イルを有する高度に「薬物様」である。ＮＣＣコレクションは、６枚の９６ウェルプレー
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トに整列されている。５０μｌの各化合物が、１００％ＤＭＳＯに溶解されたおよそ１０
ｍＭ溶液として供給されている。一部の実施形態において、「認可されたヒト薬物」を含
む化合物のコレクションを検査することができる。「認可されたヒト薬物」は、米国食品
医薬局（US　Food　and　Drug　Administration）、欧州医薬品審査庁（European　Medic
ines　Evaluation　Agency）またはその販売を許可する前に治療剤の少なくとも安全性を
評定する責任がある同様の機関等、政府規制機関によってヒトの処置における使用に認可
された薬剤である。被験薬剤は、例えば、抗新生物薬、抗細菌薬、抗ウイルス薬、抗真菌
薬、抗原虫薬、抗寄生虫薬、抗うつ薬、抗精神病、麻酔薬、抗狭心症薬、降圧薬、抗不整
脈薬、抗炎症薬、鎮痛薬、抗血栓薬、制吐薬、免疫調節薬、抗糖尿病薬、脂質もしくはコ
レステロール降下薬（例えば、スタチン）、抗痙攣薬、抗凝固薬、抗不安薬、睡眠薬（睡
眠誘導剤）、ホルモン薬または抗ホルモン薬等となり得る。一部の実施形態において、薬
剤は、少なくともいくつかの前臨床または臨床開発を経ている、あるいは「薬物様」特性
を有することが決定または予測されている。例えば、薬剤は、第Ｉ相治験または少なくと
も非ヒト動物における前臨床試験を完了し、安全性および認容性の証拠を示していてよい
。一部の実施形態において、薬剤は、例えば、脊椎動物、例えば、哺乳動物細胞を培養す
るための、当技術分野において公知のまたは使用されている細胞培養培地に存在する薬剤
、例えば、細胞培養目的に提供される薬剤ではない、あるいは薬剤が、当技術分野におい
て公知のまたは使用されている細胞培養培地に存在する場合、薬剤は、本明細書に記載さ
れている方法または組成物において使用される際に、異なる、例えばより高い濃度で使用
することができる。一部の実施形態において、薬剤は、腫瘍の処置に（例えば、腫瘍細胞
生存もしくは増殖の阻害または腫瘍の維持、成長もしくは進行の阻害に）または化学療法
に伴う副作用の処置に有用であることが当技術分野において公知の薬剤ではない。
【０１９４】
　一部の実施形態において、配列解析、突然変異解析および／または構造解析に由来する
情報は、ＧＣＳモジュレーター、例えば、ＧＣＳ阻害剤（複数可）の同定または解析にお
いて使用することができる。例えば、一部の実施形態において、少なくとも一部には、例
えば、核磁気共鳴、相同性モデリングおよび／またはＸ線結晶学を使用して作成された標
的、例えば、ＧＣＳタンパク質の構造（例えば、二次元または三次元構造）が使用される
。一部の実施形態において、リガンド（例えば、阻害剤）が標的に結合している状態で得
られる構造を使用することができる。一部の実施形態において、「仮想スクリーニング」
と称されることがあるコンピュータ支援計算機的アプローチが、候補モジュレーター、例
えば、候補ＧＣＳ阻害剤の同定において使用される。化合物の構造は、酵素に、例えば、
化合物に到達できる領域（例えば、「ポケット」）に結合する能力に関してスクリーニン
グすることができる。領域は、公知のもしくは潜在的な活性部位、または化合物に到達で
きるいずれかの領域、例えば、表面における凹面領域または中裂となり得る。種々のドッ
キングおよびファルマコフォアに基づくアルゴリズムは、当技術分野において公知のもの
であり、係るアルゴリズムを実行するコンピュータプログラムが利用できる。一般に使用
されるプログラムは、Ｇｏｌｄ、Ｄｏｃｋ、Ｇｌｉｄｅ、ＦｌｅｘＸ、ＦｒｅｄおよびＬ
ｉｇａｎｄＦｉｔ（これらの最新リリースを含む）を含む。例えば、ここに本明細書の一
部を構成するものとしてその内容を援用する、Ghosh,　S.ら、Current　Opinion　in　Ch
emical　Biology、１０巻（３号）：１９４－２－２、２００６年；McInnes　C.、Curren
t　Opinion　in　Chemical　Biology；１１巻（５号）：４９４～５０２頁、２００７年
および前述の論文のいずれかにおける参考文献を参照されたい。一部の実施形態において
、仮想スクリーニングアルゴリズムは、２つの主要なフェーズに関与し得る：検索（「ド
ッキング」とも呼ばれる）およびスコア化。第１のフェーズにおいて、プログラムは、２
種の分子（被験化合物および標的分子）の候補複合体のセットを自動的に作成し、該候補
複合体の相互作用のエネルギーを決定する。スコア化フェーズは、候補複合体にスコアを
割り当て、少なくとも一部にはエネルギーに基づき、有利な相互作用を表示する構造を選
択する。仮想スクリーニングを行うため、多数の被験化合物を用いてこの過程を反復して
、例えば、標的と最も有利な相互作用を表示する化合物を同定することができる。一部の



(84) JP 2015-509489 A 2015.3.30

10

20

30

40

50

実施形態において、活性部位または可能な活性部位内における低分子の低エネルギー結合
モードが同定される。変種は、硬直したまたは柔軟なドッキングアルゴリズムおよび／ま
たは潜在的な水分子の結合の包含の使用を含むことができる。一部の実施形態において、
酵素活性部位の三次元構造は、潜在的阻害剤の同定に使用することができる。活性部位に
おいてまたはその近傍に結合する潜在能力を有する薬剤（複数可）を同定することができ
る。次に、実際の化合物を使用して、これらの予測を検査することができる。続いて、こ
のようにして同定された新たな阻害剤を使用して、阻害剤／酵素複合体における酵素の構
造を得て、分子が活性部位に結合する仕方を示すことができる。例えば、結合改善を試み
るために、阻害剤にさらなる変化を生じさせることができる。このサイクルは、十分な予
測されるまたは実際の効力（例えば、治療目的の所望の効力）の阻害剤が同定されるまで
反復することができる。数多くの低分子構造を利用することができ、仮想スクリーニング
に使用することができる。化合物構造のコレクションは、「仮想ライブラリー」と称され
ることもある。例えば、ＺＩＮＣは、仮想スクリーニングに使用することのできる、数百
万種の市販の化合物の構造を含有する公表されているデータベースである（http://zinc.
docking.org/；Shoichet、J.　Chem.　Inf.　Model.、４５巻（１号）：１７７～８２頁
、２００５年）。約２５０，０００種の低分子構造を含有するデータベースが、国立癌研
究所（National　Cancer　Institute）（米国）ウェブサイト（http://129.43.27.140/nc
idb2/）において利用することができる。一部の実施形態において、複数の低分子は、例
えば、最大５０，０００；１００，０００；２５０，０００；５００，０００または最大
百万、２百万、５百万、一千万以上をスクリーニングすることができる。化合物は、スコ
ア化し、任意選択で、標的に結合するその潜在能力により順位付けすることができる。仮
想スクリーニングにおいて同定された化合物は、無細胞もしくは細胞ベースのアッセイま
たは動物モデルにおいて検査して、標的、例えば、ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分の活性を
阻害するその能力を確認することができる、および／または腫瘍細胞生存もしくは増殖ま
たは腫瘍の維持もしくは進行に対するその効果を評価することができる。計算機的アプロ
ーチを使用して、物理的または仮想スクリーニングにおいて同定された化合物の１種また
は複数の物理化学的、薬物動態学的および／または薬力学的特性を予測することができる
。係る情報を使用して、例えば、さらなる検査、開発または使用のための１種または複数
のヒットを例えば選択することができる。例えば、「薬物様」分子に典型的な特徴を有す
る低分子を選択することができる、および／または１種または複数の望まれない特徴を有
する低分子を回避することができる。
【０１９５】
　一部の実施形態において、１種もしくは複数の薬剤、例えば、ＧＣＳもしくはＧＣＳ構
成成分の１種もしくは複数の公知のモジュレーターまたはスクリーニングにおいて同定さ
れた１種もしくは複数のヒットは、例えば、さらなる検査、開発または使用のために選択
することができる。選択されたヒットは、「リード」または「リード薬剤」と称すること
ができる。例えば、リードは、例えば、１種または複数の他のヒットと比較して、例えば
、大多数の他のヒットと比較して、より高い効力、標的に対するより優れた選択性、１も
しくは複数の薬物様特性、有用な修飾の潜在能力または他のいずれかの対象の特性（複数
可）を有すると決定または予測された薬剤となり得る。さらなる検査は、例えば、ヒット
の再合成、同じまたは異なるアッセイにおけるヒットの再検査等を含むことができる。薬
剤の開発は、変更された薬剤、例えば、変更されたリード薬剤を産生するステップを含む
ことができる。一部の実施形態において、ヒット化合物の構造を検査して、追加的な化合
物（例えば、構造的アナログ）の設計に使用することのできるファルマコフォアを同定す
ることができる。一部の実施形態において、方法のいずれかは、変更された薬剤、例えば
、変更されたリード薬剤を産生するステップを含むことができる。一部の実施形態におい
て、方法は、１種または複数の特性の変更、例えば、（１）対象の標的に対する親和性の
増加；（２）非標的分子に対する親和性の減少；（３）溶解度の増加（例えば、水溶解度
の増加）；（４）安定性の増加（例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏ）；（５）効力の増加；（６）
例えば、標的分子または腫瘍細胞に対する選択性の増加、例えば、腫瘍対非腫瘍細胞に対
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するより高い選択性（例えば、より高い細胞傷害性）；（７）１種または複数の副作用の
減少（例えば、有害副作用の減少、例えば、毒性の減少）；（８）治療指数の増加；（９
）１種または複数の薬物動態学的特性（例えば、吸収、分布、代謝および／または排泄）
の修飾；（１０）治療作用発現または効果の持続時間の修飾；（１１）経口バイオアベイ
ラビリティの修飾、例えば、増加；（１２）組織または腫瘍浸透の修飾、例えば、増加；
（１３）細胞透過性の修飾、例えば、増加；（１４）選択された細胞下オルガネラへの送
達の修飾、例えば、増加；（１５）血液脳関門を通過する能力の修飾、例えば、増加（薬
剤が、中枢神経系腫瘍、例えば、一部の実施形態において、脳腫瘍の処置に使用される場
合、血液脳関門を通過する能力の増加が望ましくなり得る；一部の実施形態において、薬
剤がＣＮＳに有害効果を有する場合、血液脳関門を通過する能力の減少が望ましくなり得
る）；（１６）免疫原性の変更；（１７）血漿タンパク質結合の変更；を達成するまたは
達成を探究するための薬剤を修飾するステップを含む。
【０１９６】
　一部の実施形態において、方法のいずれかは、変更された薬剤、例えば、変更されたリ
ード薬剤のｉｎ　ｖｉｔｒｏ活性またはｉｎ　ｖｉｖｏ活性または毒性学プロファイルを
決定するステップをさらに含む。例えば、少なくとも一部には係る解析に基づき、１種ま
たは複数の追加的な変更を行うことができる。複数サイクルの変更および検査を行って、
これにより追加的な変更された薬剤を作製することができる。一部の実施形態において、
方法のいずれかは、複数のヒット、リードまたは変更された薬剤の定量的構造活性関係性
解析を行うステップをさらに含むことができる。変更は、様々な実施形態において、少な
くとも部分的にランダムなまたは予め定められていない修飾、予め定められた修飾および
／または計算機的アプローチの使用により達成することができる。一部の実施形態におい
て、変更は、医薬化学の確立された原理または技法を利用して、例えば、１種または複数
の特性を予想可能に変更することができる。一部の実施形態において、被験薬剤の第１の
ライブラリーは、本明細書に記載されている方法のいずれかを使用してスクリーニングさ
れ、「ヒット」または「リード」である１種または複数の被験薬剤が同定され、係るヒッ
トまたはリードの少なくとも１種は、系統的な構造的変更に付されて、ヒットまたはリー
ドと構造的に関係する化合物の第２のライブラリーを作製する。次に、第２のライブラリ
ーは、本明細書に記載されている方法または他の方法を使用してスクリーニングされる。
【０１９７】
　一部の実施形態において、本明細書に記載されている通りに同定された薬剤、例えば、
本明細書に記載されている通りに同定されたＧＣＳ阻害剤は、未知の構造を有することが
できる、および／または複数の潜在的な活性薬剤を含む混合物の一部となり得る。薬剤の
構造の決定に有用な種々の技法は、公知のものであり、ＮＭＲ、赤外（ＩＲ）分光法、紫
外－可視光（ＵＶ－Ｖｉｓ）分光法、質量分析、Ｘ線結晶学等、必要に応じて構造の決定
に使用することができる。薬剤の分離に有用な種々の技法は、公知のものであり、混合物
に存在する薬剤の分離に使用することができる。
【０１９８】
　一部の実施形態において、同じ標的または異なる標的、例えば、同じＧＣＳ構成成分ま
たは異なるＧＣＳ構成成分に作用する１種もしくは複数の公知のモジュレーターまたは１
もしくは複数の同定されたヒット、リードもしくは変更された薬剤は、直接的に、または
１もしくは複数のリンカーもしくは足場を介して互いに連結させてよい。
【０１９９】
　一部の実施形態において、方法のいずれかは、標識を取り込むまたは標識に付着するよ
う薬剤を修飾することにより、変更された薬剤、例えば、変更されたリード薬剤を産生す
るステップを含むことができ、標識は、任意選択で、例えば薬物動態学的試験において薬
剤または薬剤の代謝物の検出または測定に使用することができる。一部の実施形態におい
て、方法のいずれかは、第２の部分（または３種以上の部分）を取り込むまたはこれに付
着するよう薬剤を修飾することにより、変更された薬剤、例えば、変更されたリード薬剤
を産生するステップを含むことができる。一部の実施形態において、第２の（または追加
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的な）部分は、リンカー、タグまたは標的化部分を含む。一部の実施形態において、第２
の（または追加的な）部分は、上に収載されている１種または複数の特性（１）～（１７
）を修飾することができる。一部の実施形態において、修飾は、対象の身体における所望
の活性の部位への薬剤の送達または該部分における薬剤の蓄積を増加させることができる
。部位は、例えば、腫瘍、臓器、組織、細胞区画（例えば、細胞質、オルガネラ）等とな
り得る。
【０２００】
　一部の実施形態において、細胞透過性を増強する部分は、タンパク質形質導入ドメイン
（ＰＴＤ）を含むことができる。「細胞透過性」は、本明細書において「細胞取込み」と
互換的に使用されており、いずれか特定の機序の暗示を意図しない。取込みは、原形質膜
を横断した細胞質への侵入を含むことができる。ＰＴＤは、これを含むまたはこれが付着
した実体の、細胞、例えば、哺乳動物細胞による取込みを増強することができるペプチド
またはペプトイドである。多くのＰＴＤは、当技術分野において公知のものである。例示
的なＰＴＤとして、アルギニンリッチペプチド等の正電荷を持つ側鎖（例えば、グアニジ
ノ、アミジノおよびアミノ含有側鎖（例えば、米国特許第６，５９３，２９２号明細書）
）を有するアミノ酸に富む様々な配列、ＨＩＶ　Ｔａｔタンパク質由来の配列（例えば、
米国特許第６，３１６，００３号明細書）；ペネトラチン（アンテナペディアのホメオド
メインに由来する配列）；ファージディスプレイライブラリー由来の配列（例えば、米国
特許出願公開第２００３０１０４６２２号明細書）；ＭＴＳペプチド（カポジ線維芽細胞
増殖因子シグナルペプチドに由来する配列）等が挙げられる。オルガネラ特異的ＰＴＤは
、特異的細胞下部位を標的化するための手段を提供する。例えば、ここに本明細書の一部
を構成するものとしてその内容を援用する、Jain　Mら、Cancer　Res.６５巻：７８４０
～７８４６頁、２００５年；Torchilin　VP.　Adv　Drug　Deliv　Rev.５８巻：１５３２
～１５５５頁、２００６年；Juliano　RLら、Wiley　Interdiscip　Rev　Nanomed　Nanob
iotechnol.１巻：３２４～３３５頁、２００９年；Stewart　KMら、Org　Biomol　Chem.
６巻（１３号）：２２４２～５５頁、２００８年；Fonseca　SBら、Adv　Drug　Deliv　R
ev.、６１巻（１１号）：９５３～６４頁、２００９年；Heitz　Fら、Br　J　Pharmacol.
、１５７巻（２号）：１９５～２０６頁、２００９年および前述のいずれかにおける参考
文献を参照されたい。一部の実施形態において、ＰＴＤは、ＧＣＳ構成成分を阻害する低
分子、ＲＮＡｉ剤、アプタマーもしくはポリペプチドまたはＧＣＳ阻害剤を取り込むマイ
クロ粒子もしくはナノ粒子の細胞取込みの増強に使用することができる。
【０２０１】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、薬剤のミトコンドリア局在化を増加する、
例えば、ミトコンドリアへの薬剤の侵入を増加させる部分を含むまたはこれと物理学的に
会合している。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、係る部分を含むようまたはこ
れと物理学的に会合するよう修飾される。ミトコンドリア標的化部分は、特定の実施形態
において、種々のペプチド、ペプチドミメティックおよび非ペプチド種を含むことができ
る。一部の実施形態において、係る部分は、薬剤をミトコンドリアに標的化するため、Ｇ
ＣＳ阻害剤にコンジュゲートされる、あるいはＧＣＳ阻害剤との融合タンパク質として発
現される。一部の実施形態において、ミトコンドリア標的化部分は、天然起源のミトコン
ドリア標的化シグナル（ＭＴＳ）を含むまたはその機能的バリアントである。ＭＴＳは、
多くの場合正電荷を持ち、相対的に少数の負電荷残基を有する、例えば約１５～４０残基
の長さの、多くの場合Ｎ末端、それほど多くはないがＣ末端開裂可能アミノ酸配列である
。これは、例えば、複数の塩基性（例えば、アルギニン）、疎水性（例えば、アラニン、
ロイシン）および極性残基（例えば、セリン）を含むことができる。標的化シグナルは一
般に、ミトコンドリアマトリックスへの移入の間にまたはその内側で、ミトコンドリアプ
ロセシングペプチダーゼによってタンパク質分解により除去される。一部のミトコンドリ
アタンパク質は、開裂を行わない同様の内部配列によってミトコンドリアに標的化される
。ＭＴＳは、ミトコンドリア外膜（ＴＯＭ複合体）および内膜（ＴＩＭ複合体）における
転位置機構によるその認識に重要となり得る、両親媒性α－ヘリックスを形成すると考え
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られる。一般に、塩基性残基由来の局在化された正電荷と組み合わせた両親媒性を有する
配列は、ミトコンドリア移入の成功を導くことができる。ミトコンドリア移入の増強に使
用することのできる例示的なペプチドは、例えば、ＳＳペプチドもしくはＸＪＢペプチド
ミメティック、またはリシン（Ｋ）およびアルギニン（Ｒ）もしくはｄ－アルギニン（ｒ
）（正電荷を与えるよう選択される）ならびにフェニルアラニン（Ｆ）およびシクロヘキ
シルアラニン（ＦＸ）残基（親油性を付与するため）を含む少なくとも４～８アミノ酸の
長さの一連のカチオン性、親油性細胞透過性ミトコンドリア浸透ペプチドを含む（Horton
,　KHら、Chemistry　&　Biology１５巻：３７５～３８２頁（２００８年）。ＳＳテトラ
ペプチドは、交互に現れる芳香族および塩基性残基の共通構造的モチーフを特色とする。
ＸＪＢペプチドは、グラミシジンＳ抗生物質の配列に由来する。非ペプチドミトコンドリ
ア標的化種は、トリフェニルホスホニウム（ＴＰＰ）等の様々な親油性カチオン性化合物
またはその誘導体、例えば、その低級アルキル誘導体（例えば、Ｃ１～６アルキル、例え
ば、メチル誘導体）、（２－オキソ－エチル）－トリフェニル－ホスホニウムまたはステ
アリルトリフェニルホスホニウムを含む。例えば、ミトコンドリア標的化の追加的な記述
のため、Hoye,　ATら、Accounts　of　Chemical　Research、４１巻（１号）：８７～９
７頁（２００８年）および／またはMossalam,　M.ら、Ther　Deliv.１巻（１号）：１６
９～１９３頁（２０１０年）、または前述のいずれかにおける参考文献を参照されたい。
【０２０２】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、血液脳関門（ＢＢＢ）の通過を増加させる
部分を含む、またはこれを含むようもしくはこれと物理学的に会合するよう修飾されてい
る。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、例えば、親油性部分をそこにコンジュゲ
ートすることによりその親油性を増加させるよう修飾されている。一部の実施形態におい
て、薬剤、例えば、ＧＣＳ阻害剤をポリエチレングリコール（ＰＥＧ）もしくはその誘導
体または別の生体適合性有機ポリマー（天然起源または人工的）等の部分にコンジュゲー
トして、体内における循環時間（例えば、静脈内投与後の）が増加した、サイズが増加し
た薬剤をもたらすことができる。部分は、例えば、様々な実施形態において、１０ｋＤ～
２００ｋＤの間の分子量または平均分子量を有することができる。ペグ化（別の分子への
ポリエチレングリコールポリマー鎖の共有結合による付着の過程）は、標的分子とＰＥＧ
の反応性誘導体とのインキュベーションにより達成することができる。一部の実施形態に
おいて、薬剤へのＰＥＧの共有結合による付着は、免疫系から薬剤を「マスク」し（免疫
原性および抗原性を低下させる）、薬剤の水力学的サイズを増加させて、これにより、腎
クリアランスを低下させることによりその循環時間を遷延することができる。ペグ化は、
疎水性薬剤に水溶解度の増強をもたらすことができる。
【０２０３】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、標的化部分を含むまたはこれに連結されて
いる。一部の実施形態において、標的化部分は、腫瘍細胞表面マーカーに結合する。一部
の実施形態において、標的化部分は、細胞表面マーカー、例えば、腫瘍細胞表面マーカー
に結合する抗体を含む。一部の実施形態において、標的化部分は、細胞表面マーカーに結
合するリガンドを含む。一部の実施形態において、低分子リガンド、アプタマーまたはポ
リペプチドを使用することができる。例えば、葉酸塩は、葉酸受容体を発現する腫瘍へと
ＧＣＳ阻害剤を方向付けるための標的化部分として使用することができる。
【０２０４】
　一部の態様において、変更されたＧＣＳ阻害剤および変更されたＧＣＳ阻害剤を作製す
る方法が提供される。一部の実施形態において、変更されたＧＣＳ阻害剤は、融合タンパ
ク質として産生することができる。一部の実施形態において、変更されたＧＣＳ阻害剤は
、少なくとも一部には、第２の部分を薬剤に共有結合により付着させることにより産生す
ることができる。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤および部分は、リンカーを使用
して連結される。多種多様なリンカー、共有結合による付着に有用な反応性官能基、およ
び様々な分子または他の実体を連結する方法は、当技術分野において公知のものであり、
様々な実施形態において使用することができる。非限定的な例は、Hermanson,　G.、Bioc
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onjugate　Techniques、第２版、Academic　Press（２００８年）に見出すことができる
。当業者であれば、適切なリンカーおよび方法を選択することができよう。標的化された
ＧＣＳ阻害剤を作製するために、いずれかの適したリンカーおよび／または方法を使用し
て、ＧＣＳを阻害する薬剤を標的化部分に連結することができる。例えば、二官能性リン
カーを使用することができる。一部の実施形態において、リンカーは、細胞内酵素の開裂
部位を含み、これにより、この酵素を含有する細胞内部において標的化部分からＧＣＳ阻
害剤を放出させることができる。
【０２０５】
　一部の実施形態において、方法のいずれかは、薬剤、例えば、リード薬剤または変更さ
れた薬剤、例えば、変更されたリード薬剤を薬学的に許容される担体と共に製剤化するこ
とにより、組成物を産生するステップを含むことができる。一部の実施形態において、方
法のいずれかは、１または複数用量の組成物を対象、任意選択で、腫瘍細胞または腫瘍を
持つ対象に投与することにより、リードまたは変更された薬剤をｉｎ　ｖｉｖｏで検査す
るステップ、１種または複数の薬物動態学的パラメータを評定するステップ、対象におけ
る薬剤の効果を評定する（例えば、有害効果をモニターする）ステップ、および／または
対象におけるがん細胞の成長および／または生存における薬剤の効果を評定するステップ
を含むことができる。一部の実施形態において、方法のいずれかは、腫瘍モデルとして働
く非ヒト動物に１または複数用量の組成物を投与することにより、腫瘍モデルにおいてｉ
ｎ　ｖｉｖｏでリードまたは変更された薬剤を検査するステップと、対象における腫瘍に
おける薬剤の効果を評定するステップとを含むことができる。例えば、腫瘍サイズ、数、
成長速度または転移は、例えば、上に記す通りに評価することができる。一部の実施形態
において、試料またはデータは、用量または一連の用量の間のまたはその後の複数の時点
で獲得することができる。一部の実施形態において、適したコンピュータプログラムをデ
ータ解析のために使用して、例えば、１種または複数の薬物動態学的パラメータを計算す
ることができる。特定の実施形態において、対象は、マウス、ラット、ウサギ、イヌ、ネ
コ、ヒツジ、ブタ、非ヒト霊長類またはヒトである。変更された薬剤、例えば、変更され
たリード薬剤は、いずれかの適した方法を使用して産生することができることを理解され
よう。一部の実施形態において、薬剤または薬剤の合成経過で得られる中間体は、変更の
ための出発材料として使用することができる。一部の実施形態において、変更された薬剤
は、いずれかの適した材料および／または合成経路を使用して合成することができる。
【０２０６】
　一部の実施形態において、ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分を阻害する１種または複数の薬
剤は、公知のＧＣＳ阻害剤またはＧＣＳ阻害剤のスクリーニングにおいて同定された１種
もしくは複数のヒットに基づき同定、設計または産生することができる。例えば、公知の
ＧＣＳ阻害剤またはアッセイもしくはスクリーニングにおいてＧＣＳ阻害剤として同定さ
れた薬剤を変更して、例えば、上述の１種または複数の変更された特性を有する変更され
た薬剤を例えば産生することができる。
【０２０７】
　一部の態様において、コンピュータ可読媒体が提供される。一部の実施形態において、
コンピュータ可読媒体は、ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分を阻害する薬剤を同定するための
スクリーニングの少なくとも一部の結果を記憶する。結果は、データベースにおいて記憶
させることができ、１種もしくは複数のスクリーニングプロトコール、スクリーニングか
ら得られる結果、ヒット、リードもしくは変更されたリードの予測される特性またはヒッ
ト、リードもしくは変更されたリードの追加的な検査の結果を含むことができる。
【０２０８】
　一部の実施形態において、無細胞または細胞ベースのアッセイにおいて、およそ１ｍＭ
、５００μＭ、１００μＭ、５０μＭ、１０μＭ、５μＭまたは１μＭ以下の濃度で使用
した場合、標的、例えば、ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分のレベルまたは活性の少なくとも
５０％の減少を引き起こすことができる薬剤は、同定、選択、設計、提供または使用に関
してスクリーニングすることができる。一部の実施形態において、無細胞または細胞ベー
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スのアッセイにおいてより低い濃度で、例えば、およそ５００ｎＭ以下、１００ｎＭ、５
０ｎＭまたは１０ｎＭ以下で使用した場合、標的、例えば、ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分
のレベルまたは活性の少なくとも５０％の減少（即ち、化合物の非存在下で予想される活
性の５０％以下となる減少）を引き起こすことができる薬剤を同定、選択、設計または使
用することができる。一部の実施形態において、０．１～１０ｎＭの間の濃度で使用した
場合、標的、例えば、ＧＣＳまたはＧＣＳ構成成分のレベルまたは活性の少なくとも５０
％の減少を引き起こすことができる薬剤は、同定、選択、設計、提供または使用に関して
スクリーニングすることができる。
【０２０９】
　一部の実施形態において、薬剤、例えば、適した細胞培養系においておよそ１ｍＭ、５
００μＭ、１００μＭ、５０μＭ、１０μＭ、５μＭまたは１μＭ以下の濃度で使用した
場合、腫瘍細胞生存または増殖に少なくとも５０％の減少（即ち、薬剤の非存在下で予想
される生細胞数の５０％以下となる減少）を引き起こすことができるＧＣＳ阻害剤は、同
定、選択、設計、産生、提供または使用に関してスクリーニングすることができる。一部
の実施形態において、薬剤、例えば、適した細胞培養系においてより低い濃度で、例えば
、およそ５００ｎＭ、１００ｎＭ、５０ｎＭまたは１０ｎＭ以下で使用した場合、腫瘍細
胞生存または増殖に少なくとも５０％の減少を引き起こすことができるＧＣＳ阻害剤は、
同定、選択、設計、産生、提供または使用に関してスクリーニングすることができる。一
部の実施形態において、薬剤、例えば、０．１～１０ｎＭの間の濃度を使用して適した細
胞培養系において使用した場合、腫瘍細胞生存または増殖に少なくとも５０％の減少を引
き起こすことができるＧＣＳ阻害剤は、同定、選択、設計、産生、提供または使用に関し
てスクリーニングすることができる。一部の実施形態において、少なくとも５０％とは、
５０％～７５％の間、７５％～９０％の間、９０％～９５％の間、９５％～１００％の間
である。１００％の減少は、バックグラウンドレベルまでの低下または基本的に生細胞な
しもしくは細胞増殖なしとなり得る。
【０２１０】
　一部の実施形態において、被験薬剤を腫瘍細胞（例えば、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫
瘍細胞）とｅｘ　ｖｉｖｏで接触させ、続いて、腫瘍モデルとして働く被験動物にこの腫
瘍細胞を導入することができる。被験薬剤が腫瘍発達、腫瘍サイズまたは腫瘍成長を阻害
する能力が評価される。
【０２１１】
　一部の実施形態において、被験薬剤は、腫瘍モデルとして働く被験動物に投与される。
被験薬剤は、様々な実施形態において、経路またはレジメンにより投与することができる
。例えば、被験薬剤は、腫瘍細胞の投与または腫瘍の発達の前に、それと同時に、および
／またはその後に投与することができる。被験薬剤は、検査期間の経過において１回また
は複数回、例えば、腫瘍細胞投与前または後に始めて、１日に１、２、３、４回以上、毎
週、隔週または毎月投与することができる。一部の実施形態において、被験薬剤は、対象
に連続的に投与される（例えば、静脈内に、またはインプラント、ポンプ、持続放出製剤
等からの放出による）。投与される被験薬剤の用量は、薬剤の種類、被験動物の体重、投
与の頻度等を含む複数の因子に依存し得る。投薬量の決定は、当業者にとってルーチンで
ある。一部の実施形態において、用量は、０．０１～２００ｍｇ／ｋｇ（例えば、０．１
～２０ｍｇ／ｋｇまたは１～１０ｍｇ／ｋｇ）である。一部の実施形態において、薬剤は
、非ヒト対象、例えば、非ヒト哺乳動物、例えば、マウス、ラット、ハムスター、ウサギ
もしくはモルモット等の齧歯類；イヌ、ネコ、ウシまたはヒツジ、非ヒト霊長類（例えば
、カニクイザルまたはアカゲザル等、サル）に投与される。非ヒト動物を使用して、腫瘍
形成、成長、進行（例えば、局所的浸潤、局部的または遠位転移）等における薬剤または
薬剤の組合せの効果を評価することができる。一部の実施形態において、非ヒト動物は、
薬剤または薬剤の組合せの有効性および／または毒性を評価するために使用される。当技
術分野において公知の方法を、係る評価に使用することができる。
【０２１２】
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　ｅｘ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏ腫瘍モデルにおいて評価され、腫瘍細胞生存もし
くは増殖を阻害することまたは腫瘍の維持、成長、浸潤、転移、化学療法に対する抵抗性
、再発を阻害することを示した、あるいは有用な抗腫瘍効果を他の仕方で示した候補抗腫
瘍剤は、抗腫瘍剤と考慮することができる。抗腫瘍剤を、がんのための処置を必要とする
対象の集団における臨床治験において検査して、その治療上の有用性を確認する、または
有効性と相関する（例えば、有効性を予測する）対象の特徴もしくは腫瘍の特徴をさらに
定義するまたは特に有効な薬剤、組合せ、用量等を同定することができる。
【０２１３】
　一部の態様において、方法、アッセイまたはスクリーニングのいずれかの実施に適した
物品、システムおよび組成物が提供される。一部の実施形態において、組成物は、ＧＣＳ
阻害剤と、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞とを含む。組成物は、細胞培養培地をさら
に含むことができる。組成物は、薬剤、例えば、被験薬剤をさらに含むことができる。薬
剤は、生理的に許容される物質またはその組合せとなり得る１種または複数の物質と組み
合わせることができる。一般に、生理的に許容される物質は、使用した量において過度の
細胞傷害性を引き起こすことなく、多くの種類の脊椎動物細胞、例えば、哺乳動物細胞、
例えば、ヒト細胞と接触させることができる。
【０２１４】
　２種以上の値（例えば、測定値）もしくは群の間の差または２種以上の変数の間の関係
性は、統計的に有意となり得る。例えば、参照または対照レベルと比較した、例えば、阻
害のレベルまたは発現、活性、細胞増殖、細胞生存もしくは腫瘍サイズの低下は、統計的
に有意となり得る。本明細書において、「統計的に有意」は、適切な統計検定を使用した
０．０５未満のｐ値を指すことができる。当業者であれば、所定の文脈における、例えば
測定値における差、変数間の関係性等の統計的有意性を評価するための適切な統計検定お
よびモデルに気づくであろう。例示的な検定およびモデルとして、例えば、ｔ検定、ＡＮ
ＯＶＡ、カイ二乗検定、ウィルコクソン順位和検定、対数順位検定、コックス比例ハザー
ドモデル等が挙げられる。一部の実施形態において、複数の回帰分析を使用することがで
きる。一部の実施形態において、ｐ値は、０．０２５未満となり得る。一部の実施形態に
おいて、ｐ値は、０．０１未満となり得る。一部の実施形態において、両側性統計検定が
使用される。一部の実施形態において、２種以上の値の間の結果または成績または差は、
５％未満、２．５％未満または１％未満の偶然に起こる確率を有する場合、「統計的に有
意」である。一部の実施形態において、２種以上の値の間の差または２種以上の変数の間
の関係性は、０．０５未満、０．０２５未満または０．０１未満のｐ値で統計的に有意と
なり得る。一部の実施形態において、値は、異なる個体、異なる試料または異なる実験複
製から得られる測定値セットから得られる平均値となり得る。ＳＡＳ、ＧｒａｐｈＰａｄ
等、ソフトウェアパッケージを統計解析の実行に使用することができる。
【０２１５】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害に対する感受性をモジュレートする薬剤を同定す
る方法は、（ａ）スクリーニングまたはアッセイを実施して、ＳＨＭＴ２の発現または活
性をモジュレート、例えば、増加させる薬剤を同定するステップを含む。一部の実施形態
において、がんの処置のための候補薬剤を同定する方法は、（ａ）スクリーニングまたは
アッセイを実施して、ＳＨＭＴ２の発現または活性をモジュレート、例えば、増加させる
薬剤を同定するステップを含む。一部の実施形態において、方法は、（ｂ）ステップ（ａ
）において同定された薬剤を、例えば、ＧＣＳ阻害剤と組み合わせて、腫瘍モデルにおい
て検査するステップをさらに含む。様々な実施形態において、結合アッセイ、活性アッセ
イ、コンピュータ支援スクリーニングおよび／または本明細書に記載されている変更され
た薬剤を作製する方法を使用して、ＳＨＭＴ２発現または活性をモジュレートする薬剤を
同定することができる。
【０２１６】
ＶＩＩ．処置方法、システムおよびキット
【０２１７】
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　一部の態様において、本開示は、処置方法を提供する。一部の実施形態において、腫瘍
のための処置を必要とする対象を処置する方法は、腫瘍におけるＧＣＳを阻害するステッ
プを含む。一部の実施形態において、方法は、対象にＧＣＳ阻害剤を投与するステップを
含む。一部の実施形態において、方法のいずれかは、腫瘍がＧＣＳ阻害剤に対し感受性と
なる見込みを予測するステップを含むことができる。例えば、一部の実施形態において、
方法は、腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するステップを含み、腫瘍が
、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合、腫瘍は、ＧＣＳ阻害剤に対し感受性である見込みが増
加している。一部の実施形態において、方法は、腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向
を有する腫瘍型のものであるかどうかを決定するステップを含み、腫瘍が、ＳＨＭＴ２を
過剰発現する傾向を有する腫瘍型のものである場合、腫瘍は、ＧＣＳ阻害剤に対し感受性
である見込みが増加している。一部の実施形態において、方法は、（ａ）対象が、腫瘍の
ための処置を必要とすることを決定するステップと、（ｂ）前記対象にＧＣＳ阻害剤を投
与するステップとを含む。一部の実施形態において、方法は、（ａ）対象が、ＳＨＭＴ２
過剰発現腫瘍のための処置を必要とすることを決定するステップと、（ｂ）前記対象にＧ
ＣＳ阻害剤を投与するステップとを含む。一部の実施形態において、方法は、（ａ）対象
が腫瘍を有すると診断するステップと、（ｂ）前記対象にＧＣＳ阻害剤を投与するステッ
プとを含む。一部の実施形態において、方法は、（ａ）ＳＨＭＴ２過剰発現腫瘍を有する
と対象を診断するステップと、（ｂ）前記対象にＧＣＳ阻害剤を投与するステップとを含
む。様々な実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、本明細書に記載されている、当技術分野
において公知の、あるいは本明細書に記載されている通りに同定または産生されたいかな
るＧＣＳ阻害剤であってもよい。
【０２１８】
　対象は、様々な実施形態において、いずれかの種類の腫瘍の処置を必要とし得る。一部
の実施形態において、腫瘍のための処置を必要とする対象の用意は、腫瘍を有すると対象
を診断することを含む。対象は、当技術分野において公知のいずれかの診断方法を使用し
て、がんを有すると診断することができる、あるいは、がんを有すると診断されていてよ
い。方法は、例えば、身体検査、イメージング（例えば、ＣＴスキャン、ＭＲＩ）、病理
組織学的検査および／または生検もしくは外科的検体の分子解析あるいはこれらの組合せ
を含むことができる。例えば、DeVita、上記参照を参照されたい。一部の実施形態におい
て、対象は、固形腫瘍を有する。一部の実施形態において、対象は、癌腫を有する。一部
の実施形態において、対象は、肉腫を有する。一部の実施形態において、対象は、ＳＨＭ
Ｔ２を過剰発現する傾向を有する種類の腫瘍のための処置を必要とする。一部の実施形態
において、対象は、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳がん、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性腫瘍、胃
腫瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫瘍、卵巣
腫瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫のための処置を必要とする。一部の実施形態において、腫瘍
は、中枢神経系（ＣＮＳ）腫瘍である。一部の実施形態において、ＣＮＳ腫瘍は、脳腫瘍
である。一部の実施形態において、ＣＮＳ腫瘍は、神経膠腫である。一部の実施形態にお
いて、神経膠腫は、星状細胞神経膠腫、例えば、未分化星状細胞腫（世界保健機関グレー
ドＩＩＩ）または神経膠芽腫（世界保健機関グレードＩＶ）である。一部の実施形態にお
いて、対象は、ヒトである。一部の実施形態において、対象は、非ヒト動物である。一部
の実施形態において、対象における腫瘍を処置する方法は、有効量のＧＣＳ阻害剤を、そ
れを必要とする対象に投与するステップを含む。一部の実施形態において、腫瘍は、ＳＨ
ＭＴ２を過剰発現する。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、臨床寛解における対
象の処置に有用である。一部の実施形態において、対象は、外科手術により処置されたこ
とがあり、限定された切除不能（unresected）疾患を有することができる。
【０２１９】
　一部の実施形態において、対象は、がんのリスクまたはがん再発のリスクがある。がん
のリスクがある対象は、例えば、がんであると診断されたことがないが、がん発症のリス
クが増加した対象となり得る。がんのリスクが増加した対象は、例えば、がんであると診
断されたことがないが、年齢、性別等、１種または複数の人口統計学的特徴に関してマッ
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チし得る対照と比較して、がん発症のリスクが増加した対象となり得る。例えば、対象は
、様々な実施形態において、同齢対照（例えば、同性の）の少なくとも１．２、１．５、
２、３、５、１０倍以上のリスクを有し得る。「同齢」は、対象と同じ年齢または対象と
同じ年齢範囲（例えば、５または１０歳の範囲）内を指すことができることを理解されよ
う。例えば、対照は、対象よりも最大５歳年上または年下となり得る。対象が、がんの「
リスクが増加した」と考慮されるかどうかを決定することは、通常の技能を有する医師の
技能範囲内である。いずれかの適した検査（複数可）および／または判断基準を使用する
ことができる。例えば、次のうちいずれか１種または複数が適用される場合、対象は、が
ん発症の「リスクが増加した」と考慮することができる。（ｉ）対象が、突然変異または
遺伝的多型を持たない一般集団の他のメンバーと比べた、がんを発症するまたはこれを有
するリスクの増加に関連する遺伝的突然変異または遺伝的多型を有する（例えば、特定の
ＴＳＧにおける遺伝的突然変異は、がんリスク増加に関連することが公知である）；（ｉ
ｉ）対象が、一般集団と比べたがんを発症するまたはこれを有するリスクの増加に関連す
る、遺伝子もしくはタンパク質発現プロファイルを有するおよび／または対象から得られ
る試料（例えば、血液）における特定の物質（複数可）の存在；（ｉｉｉ）対象が、がん
の家族歴、腫瘍促進剤または発癌性物質（例えば、紫外線または電離放射等、物理学的発
癌性物質；アスベスト、タバコまたは煙構成成分、アフラトキシン、ヒ素等、化学的発癌
性物質；特定のウイルスまたは寄生生物等、生物学的発癌性物質）への曝露等、１種また
は複数のリスク因子を有する；（ｉｖ）対象が、規定の年齢を超えている、例えば、６０
歳を超えている。がんを有すると疑われる対象は、がんの１種または複数の症状を有する
、あるいはがん存在の可能性を示唆するまたはこれと一貫した診断手順を受けた対象とな
り得る。がん再発のリスクがある対象は、がんを処置されたことがあり、例えば、適切な
方法により評価してがんがないと思われる対象となり得る。
【０２２０】
　候補抗腫瘍剤および抗腫瘍剤、例えば、ＧＣＳ阻害剤を、組成物、例えば、医薬組成物
に取り込むことができる。活性薬剤（複数可）、例えば、抗腫瘍剤に加えて、医薬組成物
は、典型的に、１種または複数の薬学的に許容される担体を含む。一部の態様において、
ＧＣＳ阻害剤および薬学的に許容される担体を含む組成物が提供される。一般に、ＧＣＳ
阻害剤は、上述のまたは上述の通りに同定されたＧＣＳ阻害剤のいずれかとなり得る。様
々な実施形態において、ＧＣＳ阻害剤およびいずれかの薬学的に許容される担体（複数可
）を含む医薬組成物が提供される。様々な実施形態において、２種以上のＧＣＳ阻害剤お
よびいずれかの薬学的に許容される担体（複数可）を含む医薬組成物が提供される。一部
の実施形態において、組成物は、第１および第２のＧＣＳ阻害剤を含み、第１および第２
のＧＣＳ阻害剤は、異なるＧＣＳ構成成分を阻害する。特定の実施形態は、いずれかの薬
学的に許容される担体（複数可）と共に、上述のまたは本明細書に記載されている通りに
同定された２種以上のＧＣＳ阻害剤の各組合せを含む組成物を対象とする。一部の実施形
態において、ＧＣＳ阻害剤の少なくとも１種は、ＧＬＤＣを阻害する。一部の実施形態に
おいて、ＧＣＳ阻害剤の少なくとも１種は、ＧＣＳＨを阻害する。一部の実施形態におい
て、ＧＣＳ阻害剤の少なくとも１種は、システアミンまたはシステアミンの塩もしくはプ
ロドラッグを含む。
【０２２１】
　本明細書において使用される場合、用語「薬学的に許容される担体」は、ヒトまたは非
ヒト動物への医薬品投与と適合性のビヒクル、希釈剤、溶媒、フィラー、分散媒、賦形剤
、カプセル封入物質、コーティングおよび他の物質を包含する。一部の実施形態において
、薬学的に許容される担体は、組成物の活性成分の生物活性に有意に干渉しない無毒性材
料（少なくとも、使用される量および典型的な対象においては）である。医薬組成物の文
脈における用語「適合性」は、医薬組成物の成分が、例えば通常使用条件下で、医薬組成
物の有効性を実質的に低下させ得る、あるいはこれを投与に不適なものとする相互作用が
存在しないような様式で活性薬剤と混ぜてよく、また互いに混ぜてよいことを意味する。
【０２２２】
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　様々な実施形態において、補足的活性薬剤を組成物に取り込むことができる。一部の実
施形態において、補足的活性薬剤は、抗腫瘍剤（例えば、上述の）である。一部の実施形
態において、補足的活性薬剤は、これと共に投与されるＧＣＳ阻害剤の有効性を増強する
または毒性を低下させるまたはＧＣＳ阻害剤の副作用を処置する。
【０２２３】
　薬学的に許容される担体（複数可）の選択は、例えば、少なくとも一部には、活性薬剤
の性質、例えば、溶解度または安定性等の特性；適合性（物質が、通常の使用状況下で医
薬組成物の有効性を実質的に低下し得る様式で相互作用することなく、組成物において共
に存在し得ることを意味する）；投薬形式（例えば、錠剤、注射用の液体等）；および／
または組成物の投与経路に依存し得る。
【０２２４】
　一般に、医薬組成物は、その意図される投与経路に適するように製剤化することができ
る。例示的な投与経路として、例えば、静脈内、動脈内、骨内（intraosseus）、呼吸（
例えば、吸引による）、くも膜下腔内、大槽内、鼻腔内、腹腔内、経口または胃腸管（例
えば、胃または小腸）への他の導入手段、舌下、頬側、皮下、筋肉内、皮内、眼内、滑膜
内（intrasynovial）、膀胱内、経皮、皮膚性（皮膚上に）（「外用」とも呼ばれる）、
腟内または直腸投与が挙げられる。
【０２２５】
　医薬組成物は、様々な実施形態において、例えば、液体、ジェル、ローション、錠剤、
丸剤、カプセル、スプレー、エアロゾル、軟膏、経皮パッチ、坐薬、インプラント等の形
態となり得る。経口投与のため、薬剤は、錠剤、丸剤、糖衣錠（dragee）、カプセル、液
体、ジェル、シロップ、スラリー、懸濁液等として、薬学的に許容される担体と共に製剤
化することができる。注射または他の非経口的投与方法に適した薬学的に許容される担体
は、例えば、ヒトまたは非ヒト対象への投与に適した、水（例えば、注射用の水）、５％
デキストロース、リンゲルのデキストロース、デキストロースおよび塩化ナトリウム、乳
酸加リンゲル、生理緩衝食塩水（例えば、塩化ナトリウム溶液）、アルコール性／水性溶
液、エマルションもしくは懸濁液等、水性溶液；またはプロピレングリコール、ポリエチ
レングリコール、オリーブ油等の植物油および注射用有機エステル等、非水性溶媒もしく
はビヒクルを含むことができる。一部の実施形態において、医薬組成物、例えば、非経口
的使用、例えば、注射に意図される医薬組成物は無菌である。一部の実施形態において、
薬学的に許容される担体または組成物は無菌である。無菌溶液は、例えば、適切な溶媒に
おいて要求される量の活性薬剤（複数可）を、任意選択で上に記す成分の１種または組合
せと共に取り込み、続いて、フィルター滅菌することにより調製することができる。一般
に、分散は、基礎分散媒および上に列挙されている成分由来の要求される他の成分を含有
する無菌ビヒクルに活性化合物を取り込むことにより調製することができる。無菌注射用
溶液の調製のための無菌粉末の場合、調製方法は、以前に滅菌濾過したその溶液から活性
成分プラスいずれかの追加的な所望の成分（複数可）の粉末を生じる、真空乾燥またはフ
リーズドライ（凍結乾燥）を含むことができる。
【０２２６】
　医薬組成物は、活性薬剤に加えて、例えば、増量剤、フィラー、可溶化剤、安定剤、界
面活性剤、浸透圧性薬剤、保存料、抗菌剤、キレート化剤、バッファー、崩壊剤、吸収賦
活薬、流動性賦活薬等として作用する１種または複数の生理的に許容される薬剤を含むこ
とができる。医薬品投与と適合性の生理的に許容される化合物は、例えば、グルコース、
スクロース、ラクトース等、炭水化物；デキストラン；マンニトール等、ポリオール；ア
スコルビン酸またはグルタチオン等、抗酸化剤を含む。数多くの薬学的に許容される担体
および剤形を調製する方法は、当技術分野において公知のものである。薬学的に許容され
る担体および医薬組成物を調製する方法の追加的な記述のため、例えば、「Remington's
　Pharmaceutical　Sciences」、E.　W.　Martin、第１９版、１９９５年、Mack　Publis
hing　Co.：ペンシルベニア州イーストン、およびRemington:　The　Science　and　Prac
tice　of　Pharmacy.第２１版、ペンシルベニア州フィラデルフィア、Lippincott　Willi
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ams　&　Wilkins、２００５年等、そのより最新の版またはバージョンを参照されたい。
多くの薬学的に許容される担体が、種々の異なる種類の医薬組成物における使用に適して
いること、および／または種々の投与経路のいずれかと適合性であること、また、本明細
書における記述が限定を目的とするものと考慮するべきではないことを理解されたい。一
部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤を含む医薬組成物を作製する方法は、例えば、ＧＣ
Ｓ阻害剤を１種または複数の薬学的に許容される担体と組み合わせるステップと、対象へ
の投与に適した剤形を調製するステップとを含むことができる。一部の実施形態において
、活性薬剤、例えば、ＧＣＳ阻害剤の調製物は、医薬組成物において使用する場合、少な
くとも９０％純粋、例えば、少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上純
粋である。一部の実施形態において、医薬組成物は、製造管理および品質管理に関する基
準（good　manufacturing　practice）（ＧＭＰ）に一貫して製造することができる。一
部の実施形態において、医薬組成物における少なくとも一部の、大部分のまたは全ての薬
学的に許容される担体および他の成分は、適用できる場合、医薬品グレード（ＵＳＰ）で
ある。
【０２２７】
　薬剤、例えば、ＧＣＳ阻害剤の用量は、いずれかの適切な単位を使用して、例えば、総
量（例えば、ミリグラム（ｍｇ））、量／体重（例えば、ｍｇ／ｋｇ）、量／表面積（例
えば、ｍｇ／ｍ２）等として表すことができる。本明細書に記載されている薬剤の用量は
、様々な実施形態において、例えば、約０．１μｇ～１０，０００ｍｇ、例えば、約１μ
ｇ～５，０００ｍｇ、例えば、約１０μｇ～１０００ｍｇを、１日、１週間、１ヶ月また
は他の時間間隔に１回または複数回に及び得る。対象の体重の観点から述べると、特定の
実施形態における用量は、１日当たり体重１ｋｇ当たり約０．０００１ｍｇ～約１００ｍ
ｇの薬剤、例えば、体重１ｋｇ当たり０．００１ｍｇ～５０ｍｇの薬剤、例えば、体重１
ｋｇ当たり０．０１ｍｇ～１０ｍｇの薬剤に及び得る。しかし、より低いまたはより高い
用量を使用してもよい。特定の実施形態において、用量は、表面積の観点から表され、例
えば、約１ｍｇ／ｍ２～約５，０００ｍｇ／ｍ２の間とされる。当業者であれば、様々な
活性薬剤の間から選ぶことができ、効力、バイオアベイラビリティ、投与のモード、薬剤
（複数可）の活性、投与の経路、投与の時間、用いられている薬剤の排泄または代謝の速
度、処置の持続時間、典型的なまたは予想される有害副作用（あるとすれば）の重症度、
他の薬剤および／または薬剤と組み合わせて使用される材料、処置されている患者の年齢
、性別、体重、体調、全体的な健康および以前の病歴ならびに実質的なまたは許容できな
い毒性を回避しつつ有効な予防的または治療的処置レジメンを選択する目標による医学技
術分野において周知の同様の因子等、因子を考慮することができる。
【０２２８】
　様々な実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、最大耐用量もしくは治療量以下の用量また
はその間のいずれかの用量、例えば、治療効果の達成に有効な最低用量で使用することが
できる。最大耐用量（ＭＴＤ）は、許容できない毒性なしで投与することのできる薬理学
的または放射線学的処置の最高用量、即ち、健全な医学的判断に従って許容されるリスク
／利益比を有する最高用量を指す。一般に、通常技能の医者は、健全な医学的判断に従っ
て合理的なリスク／利益比を有する用量を選択することができる。ＭＴＤは、例えば、臨
床治験における対象の集団において確立することができる。特定の実施形態において、薬
剤は、ＭＴＤよりも低い量で投与される、例えば、薬剤は、ＭＴＤの約１０％、２０％、
３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％または９０％の量で投与される。
【０２２９】
　一部の実施形態において、薬剤または医薬組成物は、１ヶ月または数ヶ月、１ヶ月～１
年間の間、１年間または数年間以上の反復的投与等、延長した期間において対象に提供さ
れる。一部の実施形態において、処置は、対象の生涯にわたる薬剤または医薬組成物の反
復的な投与に関与する。一部の実施形態において、処置は、定期投与、例えば、１日に１
回もしくは複数回、１週間に１回もしくは複数回または１ヶ月に１回もしくは複数回に関
与する。一部の実施形態において、有効一日用量は、１日中適切な間隔で間をおいて、任
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意選択で単位剤形において投与された２、３、４、５、６回以上の用量下（sub-dose）と
して投与することができる。例示的な用量は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ試験を使用して選択し、
当技術分野における標準として、動物モデルおよび／または臨床治験において検査するこ
とができる。当業者であれば、必要以上に実験することなく特定の薬剤（例えば、ＧＣＳ
阻害剤）の有効量を決定することができる。
【０２３０】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤またはＧＣＳ阻害剤を含む医薬組成物は、併用
療法において使用することができる、即ち、ＧＣＳ阻害剤またはＧＣＳ阻害剤を含む医薬
組成物は、１種または複数の他の所望の治療法または手順と同時発生的に、その前にまた
はその後に投与することができる。併用レジメンにおいて用いるための治療法（治療法ま
たは手順）の特定の組合せは、一般に、所望の治療法および／または手順と達成される所
望の治療効果との適合性を考慮に入れるであろう。用いた治療法が、同じ障害の所望の効
果を達成することができる（例えば、ＧＣＳ阻害剤は、別の抗がん剤と同時発生的に投与
することができる）、あるいは異なる効果を達成することができる（例えば、いずれかの
有害効果の制御する）ことも認められよう。例えば、ＧＣＳ阻害剤またはＧＣＳ阻害剤を
含む医薬組成物と組み合わせて使用することのできる他の治療法または抗がん剤として、
例えば、腫瘍のための処置を必要とする対象の処置に有用な、他の抗がん剤、例えば、化
学療法薬、外科手術、放射線療法（例えば、γ線照射、中性子ビーム放射線療法、電子ビ
ーム放射線療法、プロトン療法、密封小線源治療および全身性放射性同位元素）、内分泌
療法、生物学的応答修飾因子（例えば、インターフェロン、インターロイキン）、温熱療
法、寒冷療法、有害効果を弱毒化するための薬剤またはこれらの組合せが挙げられる。組
み合わせて使用した薬剤は、様々な実施形態において、同じ組成物においてまたは別々に
投与することができる。これらが別々に投与される場合、２種以上の薬剤を同時にまたは
逐次的に（任意の順序で）与えることができる。別々に投与される場合、薬剤の投与間の
時間間隔は変動し得る。一部の実施形態において、第１および第２の薬剤の投与は、（ｉ
）第２の薬剤の用量が、直近に投与された第１の薬剤の用量の９０％超が、不活性型に代
謝されるまたは身体から排泄される前に投与される、あるいは（ｉｉ）第１および第２の
薬剤の用量が、互いに８週間以内（例えば、互いに１、２、４もしくは７日間以内または
２、３、４、５、６、７もしくは８週間以内）に少なくとも１回投与される、（ｉｉｉ）
治療法が、重複した期間中に投与される（例えば、連続的または間欠的インフュージョン
により）、あるいは（ｉｖ）前述のいずれかの組合せとなるように行われる。一部の実施
形態において、薬剤は、実質的に同じ時間（例えば、互いに１、２、５または１０分間未
満以内）に個々に投与することができる。一部の実施形態において、薬剤は、３時間未満
、例えば、１時間未満以内に個々に投与することができる。一部の実施形態において、薬
剤は、同じ投与経路により投与することができる。一部の実施形態において、薬剤は、異
なる投与経路により投与することができる。
【０２３１】
　「レジメン」または「処置プロトコール」は、１種または複数の薬剤（複数可）、用量
レベル（複数可）と共に、任意選択で、投薬間隔、投与経路、ボーラス投与またはインフ
ュージョンの速度および持続時間、放射線照射を投与するための適切なパラメータ等の治
療法が対象に投与される様式を説明する他の態様（複数可）の選択を指す。多くのがん化
学療法レジメンは、異なる細胞傷害性もしくは細胞増殖抑制性機序を有する、および／ま
たは異なる用量制限有害効果を典型的にもたらす薬物の組合せを含む。例えば、ＤＮＡに
作用する薬剤（例えば、アルキル化剤）および抗微小管剤は、多くの化学療法レジメンに
見られる一般的な組合せである。
【０２３２】
　本明細書における目的のため、臨床治験において検査されたレジメン、例えば、安全性
の観点から許容されることを示し、一部の実施形態において、有効性の少なくともいくつ
かの証拠を示すレジメンは、「標準レジメン」と称され、係るレジメンにおいて使用され
る薬剤は、「標準化学療法剤」と称され得る。一部の実施形態において、標準レジメンま
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たは標準化学療法剤は、腫瘍学における臨床業務において使用されるレジメンまたは化学
療法剤である。一部の実施形態において、標準レジメンにおいて使用される医薬品剤は、
全て認可された薬物である。標準レジメンの例に関して、例えば、DeVita、上記参照を参
照されたい。
【０２３３】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、標準レジメンに加えられる、あるいは標準
レジメンにおいて典型的に使用される薬剤の１種または複数に置き換わる。係る併用療法
が本明細書に提供される。使用することのできるがん化学療法剤の非限定的な例として、
例えば、ナイトロジェンマスタード（例えば、クロラムブシル、クロルメチン、シクロホ
スファミド、イホスファミドおよびメルファラン）、ニトロソウレア（例えば、カルムス
チン、ホテムスチン、ロムスチン、ストレプトゾシン）等、アルキル化およびアルキル化
様剤；白金剤（例えば、カルボプラチン、シスプラチン、オキサリプラチン、ＢＢＲ３４
６４、サトラプラチン等、アルキル化様剤）、ブスルファン、ダカルバジン、プロカルバ
ジン、テモゾロミド、チオＴＥＰＡ、トレオスルファンおよびウラムスチン（uramustine
）；葉酸（例えば、アミノプテリン、メトトレキサート、ペメトレキセド、ラルチトレキ
セド）等、抗代謝剤；クラドリビン、クロファラビン、フルダラビン、メルカプトプリン
、ペントスタチン、チオグアニン等、プリン；カペシタビン、シタラビン、フルオロウラ
シル、フロクスウリジン、ゲムシタビン等、ピリミジン；タキサン（例えば、ドセタキセ
ル、パクリタキセル）、ビンカ（例えば、ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビンデシン
およびビノレルビン）、エポチロン等、紡錘体毒／有糸分裂阻害剤；アントラサイクリン
（例えば、ダウノルビシン、ドキソルビシン、エピルビシン、イダルビシン、ミトキサン
トロン、ピクサントロンおよびバルルビシン）、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ属の様々な種に
よって天然に産生される化合物（例えば、アクチノマイシン、ブレオマイシン、マイトマ
イシン、プリカマイシン）およびヒドロキシウレア等、細胞傷害性／抗腫瘍抗生物質；カ
ンプトテカ（例えば、カンプトテシン、トポテカン、イリノテカン）およびポドフィルム
（例えば、エトポシド、テニポシド）等、トポイソメラーゼ阻害剤；抗受容体チロシンキ
ナーゼ（例えば、セツキシマブ、パニツムマブ、トラスツズマブ）、抗ＣＤ２０（例えば
、リツキシマブおよびトシツモマブ）およびその他、例えば、アレムツズマブ、アエバシ
ズマブ（aevacizumab）、ゲムツズマブ等、がん療法のためのモノクローナル抗体；アミ
ノレブリン酸、メチルアミノレブリネート、ポルフィマーナトリウムおよびベルテポルフ
ィン等、光感受性物質；チロシンおよび／またはセリン／スレオニンキナーゼ阻害剤、例
えば、Ａｂｌ、Ｋｉｔ、インスリン受容体ファミリーメンバー（複数可）、ＶＥＧＦ受容
体ファミリーメンバー（複数可）、ＥＧＦ受容体ファミリーメンバー（複数可）、ＰＤＧ
Ｆ受容体ファミリーメンバー（複数可）、ＦＧＦ受容体ファミリーメンバー（複数可）、
ｍＴＯＲ、Ｒａｆキナーゼファミリー、ＰＩ３キナーゼ等のホスファチジルイノシトール
（ＰＩ）キナーゼ、ＰＩキナーゼ様キナーゼファミリーメンバー、サイクリン依存性キナ
ーゼ（ＣＤＫ）ファミリーメンバー、オーロラキナーゼファミリーメンバーの阻害剤（例
えば、セジラニブ、クリゾチニブ、ダサチニブ、エルロチニブ、ゲフィチニブ、イマチニ
ブ、ラパチニブ、ニロチニブ、ソラフェニブ、スニチニブ、バンデタニブ等、市場に出回
っている、あるいは腫瘍における少なくとも１種の第ＩＩＩ相治験における有効性を示し
たキナーゼ阻害剤）、増殖因子受容体アンタゴニストおよびレチノイド（例えば、アリト
レチノインおよびトレチノイン）等のその他、アルトレタミン、アムサクリン、アナグレ
リド、亜ヒ酸、アスパラギナーゼ（例えば、ペグアスパラガーゼ（pegasparagase））、
ベキサロテン、ボルテゾミブ、デニロイキンジフチトクス、エストラムスチン、イクサベ
ピロン、マソプロコール、ミトタンおよびテストラクトン、Ｈｓｐ９０阻害剤、プロテア
ソーム阻害剤（例えば、ボルテゾミブ）、血管新生阻害剤、例えば、ベバシズマブ（Ａｖ
ａｓｔｉｎ）もしくはＶＥＧＦ受容体アンタゴニスト等の抗血管内皮増殖因子剤、マトリ
ックスメタロプロテイナーゼ阻害剤、様々なアポトーシス促進性薬剤（例えば、アポトー
シス誘導因子）、Ｒａｓ阻害剤、抗炎症剤、がんワクチンまたは他の免疫調節性治療法等
が挙げられる。先の分類が非限定的であることを理解されよう。多数の抗腫瘍剤が、複数
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の活性または作用機序を有し、複数のカテゴリーまたはクラスに分類することができる、
あるいは追加的な作用機序または標的を有する。
【０２３４】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、ミトコンドリアにまたはその中で作用する
薬剤と組み合わせて投与することができる。
【０２３５】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、１種または複数の標準化学療法剤またはレ
ジメンに対し実証された抵抗性を有する腫瘍のための処置を必要とする対象に投与するこ
とができる。
【０２３６】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、ＳＨＭＴ２発現または活性を増加させる薬
剤と組み合わせて投与することができる。
【０２３７】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、脳腫瘍の処置に有用であると当技術分野に
おいて認可または許容される１種または複数の化合物と組み合わせて、脳腫瘍、例えば、
ＧＢＭのための処置を必要とする対象に投与される。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻
害剤は、テモゾロミド、カンナビノイド、抗血管新生剤（例えば、セジラニブまたはベバ
シズマブ等、ＶＥＧＦＲ阻害剤）、ペリリルアルコール（ＰＯＨ）（Ｒａｓ阻害剤）およ
びＨｅｄｇｅｈｏｇ－Ｇｌｉシグナル伝達阻害剤、例えば、ＧＤＣ－０４４９等のＨｅｄ
ｇｅｈｏｇ阻害剤からなる群から選択される化合物と組み合わせて、脳腫瘍のための処置
を必要とする対象に投与される。
【０２３８】
　薬剤が組み合わせて投与される場合、一部の実施形態において、がんを有するまたはそ
の発症リスクがある対象の処置において、各薬剤の治療的投薬量、２種以上の薬剤の治療
量以下の投薬量またはそれぞれの治療量以下の投薬量を使用することができる。「治療量
以下の用量」は、本明細書において、少なくとも１種の他の薬剤の非存在で投与される場
合、対象において治療的結果を産生するまたはその産生に十分であると通常考慮される投
薬量に満たない投薬量を指す。
【０２３９】
　一部の実施形態において、標準または実験的な化学療法剤またはレジメンと組み合わせ
たＧＣＳ阻害剤の投与は、標準または実験的な化学療法剤またはレジメンと比べて、１種
または複数の腫瘍型における増強された有効性をもたらし得る。
【０２４０】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤または薬剤の組合せは、例えば、投与および投
薬量の均一性を容易にするため、単位剤形で製剤化される。用語「単位剤形」は、本明細
書において使用される場合、処置される対象に適切な薬剤（複数可）の物理的に別々の単
位を指す。例えば、単位剤形は、経口投与のための丸剤、錠剤もしくは他の別々の剤形ま
たは単一の投与に適切な液体組成物の量を含有する予め充填されたシリンジもしくはアン
プルもしくは他の容器等となり得る。
【０２４１】
　一般に、ＧＣＳ阻害剤および任意選択で１種または複数の他の活性薬剤を含む医薬組成
物において用いられる薬学的に許容される担体（複数可）は、投薬量関係性に実用的サイ
ズをもたらすのに十分な濃度で典型的に使用される。薬学的に許容される担体（複数可）
は、特定の実施形態において、全体で、例えば、医薬組成物の約５０重量％～約９９．９
９９９９重量％、例えば、約８０％～約９９．９９％、例えば、約９０％～約９９．９５
％、約９５％～約９９．９％または約９８％～約９９％を含むことができる。
【０２４２】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、がん細胞が存在するもしくは存在し得るま
たは腫瘍を発症するリスクが増加した組織または臓器へと局所的に投与することができる
。一部の実施形態において、例えば、組織もしくは臓器へのもしくはそこにごく接近した
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、または該組織もしくは臓器に直接的に供給するもしくはこれを横切る血管への直接注射
により、あるいは組織または臓器内にまたはそこにごく接近して持続放出インプラントを
植え込むことにより、あるいは組織または臓器へとまたはそこにごく接近して組成物を送
達するためのポンプまたは他の薬物送達デバイスを使用することにより、局所的投与が達
成される。一部の実施形態において、腫瘍を含有する全身性循環の部分が循環の残り部分
から一時的に単離される、局部灌流を使用することができる。一部の実施形態において、
薬剤は、腫瘍が除去された後の、あるいは腫瘍が除去された後の部位と流体連絡している
体腔または間隙に投与される。体腔または間隙は、例えば、腹膜腔、くも膜下腔内間隙ま
たは膀胱となり得る。一部の実施形態において、薬剤は、腫瘍へとまたはそこにごく接近
して直接的に投与される。一部の実施形態において、薬剤は、例えば、腫瘍を含有するま
たは腫瘍が除去された後の組織もしくは臓器または体腔もしくは間隙へと、外科手術の際
に局所的に投与される。本明細書において使用される場合、「ごく接近して」は典型的に
、２５ｃｍ以内、例えば、２０ｃｍ以内、例えば、１０ｃｍ以内、例えば、５ｃｍ以内を
指す。一部の実施形態において、投与は、自己投与または指導（directing）投与となり
得る。
【０２４３】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、ウイルスベクターを使用して投与される。
例えば、対象への投与に適したＲＮＡｉベクターを使用することができる。一部の実施形
態において、ベクターは、腫瘍細胞に対し指向性を有する。
【０２４４】
　持続放出インプラントは、いずれかの適した部位に植え込むことができる。一部の実施
形態において、持続放出インプラントを使用して、がん再発の発症リスクがある対象を処
置することができる。一部の実施形態において、持続放出インプラントは、少なくとも１
４日間、例えば、少なくとも３０日間、例えば、少なくとも６０日間、例えば、最大３ヶ
月、６ヶ月以上、治療上有用なレベルの活性薬剤を送達することができる。
【０２４５】
　一部の実施形態において、吸入された組成物は、例えば、肺がん患者における肺への局
所的送達の達成に役立つものとなり得る。数種類の定量吸入器が、吸引による投与のため
に定期的に使用される。このような種類のデバイスは、定量吸入器（ＭＤＩ）、呼気駆動
式ＭＤＩ、ドライパウダー吸入器（ＤＰＩ）、ＭＤＩと組み合わせたスペーサ／保持チャ
ンバおよびネブライザーを含む。一部の実施形態において、吸入された組成物は、全身性
送達に使用することができ、この場合、薬剤は、呼吸上皮を通って吸収され、循環器系に
進入し、血液中に輸送されて、これにより、身体内の１種または複数の部位、例えば、腫
瘍または腫瘍細胞を持つまたはこれを持ち得る１種または複数の部位に達することができ
る。
【０２４６】
　一部の実施形態において、例えば、鼻腔内腫瘍の処置のために、鼻腔内組成物（例えば
、点鼻薬または粉末）を使用することができる。一部の実施形態において、鼻腔内組成物
は、中枢神経系（例えば、脳）への局所的送達のために使用して、例えば、脳腫瘍のため
の処置を必要とする対象を処置することができる。一部の実施形態において、鼻腔内組成
物は、全身性送達のために使用することができ、この場合、薬剤は、鼻粘膜を通って吸収
され、循環器系に進入し、血液中に輸送されて、これにより、身体内の１種または複数の
部位、例えば、腫瘍または腫瘍細胞を持つまたはこれを持ち得る１種または複数の部位に
達することができる。
【０２４７】
　一部の実施形態において、脳腫瘍または脳への転移の処置のために、浸透圧性血液脳関
門（ＢＢＢ）破壊を使用して、脳への治療剤の送達を増強することができる。浸透圧性Ｂ
ＢＢ破壊は典型的に、動脈内カテーテルの設置および脳に供給する動脈への２５％マンニ
トール等、高浸透圧性溶液のインフュージョン、続いて治療剤のインフュージョンに関与
する。
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【０２４８】
　一部の実施形態において、投与（adminstration）のために内部（植え込み式）または
外部（体外）ポンプを使用することができる。係るポンプは典型的に、カテーテルを介し
てそこから標的組織またはその近傍への連続的または間欠的な放出が行われる薬物リザー
バを含む。特定の実施形態において、植え込み式ポンプと、ポンプにカップリングした近
位端、および脊柱管等の身体内の臓器または組織または間隙における選択されたインフュ
ージョン部位へと治療的投薬量の薬剤をインフュージョンするための発射部分を有するカ
テーテルとが使用される。ポンプは、所定の（predetemined）時間間隔で所定の量の薬剤
を放出するようプログラムすることができる。脳実質への薬剤の送達のため、発射部分が
脳実質に置かれるように、ポンプに装着されたカテーテルを植え込むことができる。米国
特許第６，２６３，２３７号明細書は、例示的なポンプおよびカテーテルシステムならび
にこれらを対象の身体内に植え込み、脳における所望の位置へと薬剤の投与を方向付ける
ための方法について記載する。一部の実施形態において、対流強化送達（ＣＥＤ）が使用
されて、例えば脳における選択された位置に薬剤を送達する。ＣＥＤは、加えられた外圧
勾配を利用して、脳または腫瘍等、標的組織へと流体対流を誘導する。流体リザーバによ
る流れにおける制御された圧力源は、定圧における操作を確実にする。流体は典型的に、
例えば、最大約７０ｍｍＨｇの圧力でポンプを使用して小型のカテーテルを介して投与さ
れて、対流を駆動する。挿入方向に垂直な軸に沿って出口を有する微細加工シリコンプロ
ーブを使用して、送達を改善することができる。例えば、Sawyer,　AJ、New　methods　f
or　direct　delivery　of　chemotherapy　for　treating　brain　tumors、Yale　J　B
iol　Med.（２００６年）７９巻（３～４号）：１４１～５２頁およびその参考文献を参
照されたい。米国特許出願公開第２００４０２１５１７３号明細書は、対流強化送達によ
る組織および／または腫瘍への薬剤の投与に使用することのできる例示的な器具について
記載する。
【０２４９】
　一部の実施形態において、薬剤は、中枢神経系のＣＳＦ含有房の１個または複数、例え
ば、脳室または大槽のいずれか１個または複数に送達される（脳内には２個の側脳室なら
びに正中第３および第４脳室が存在する）。インフュージョンポンプを使用して脳室また
は大槽（cistema　magna）に薬剤を送達するため、それぞれ脳室または大槽（cistern　m
agna）に発射部分が置かれるように、カテーテルを植え込むことができる。薬剤は典型的
に、少なくとも一部には、脳室または大槽（cistema　magna）から拡散する。よって、こ
れらの位置への送達は、これを特異的部位へとより緊密に局在化するのではなく、脳の相
対的に広い区域への薬剤の送達を可能にするが、当然ながら、係る方法は、脳室または大
槽（cistern　magna）の腫瘍（例えば、脳室上皮腫瘍）のために使用することができる。
特定の実施形態において、ＣＳＦ含有間隙への送達は、先端が間隙に接近するように、頭
蓋を通してカテーテルを外科的に植え込むことにより達成される。次に、カテーテルの他
端は、頭皮の真下（皮下）に置かれたリザーバ（例えば、オンマヤ（Ommaya）リザーバ）
に接続される。
【０２５０】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、インプラントにおいて脳へと直接的に投与
される。例えば、ＧＣＳ阻害剤は、例えば、脳腫瘍が切除される際に形成された外科的空
洞に置かれる、植え込み式生分解性ポリマーインプラントへと取り込ませることができる
。カルムスチンを投与するために使用されるＧＬＩＡＤＥＬ（登録商標）Ｗａｆｅｒは、
係るインプラントの一例であり、２０：８０モル比のポリ［ビス（ｐ－カルボキシフェノ
キシ）プロパン：セバシン酸からなるポリ酸無水物コポリマーポリフェプロザン（polife
prosan）２０が生分解性ポリマーとして使用されている。ポリエチレン－ｃｏ－ビニルア
セテート（ＥＶＡｃ）等、実質的に非生分解性ポリマーを使用してインプラントを産生す
ることができ、これは、治療剤の放出が選択されたレベル（例えば、治療上有効レベル）
を下回った後に除去することができる。
【０２５１】
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　一部の実施形態において、活性薬剤（例えば、ＧＣＳ阻害剤）は、塩として存在する。
薬において使用される場合、塩は、薬学的に許容されている必要があるが、薬学的に許容
されない塩を簡便に使用して、その薬学的に許容される塩を調製することもできるため、
これも排除されない。薬学的に許容される塩として、次の酸：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、クエン酸、ギ酸、マロン酸、コハク酸そ
の他から調製される塩が挙げられるがこれらに限定されない。また、薬学的に許容される
塩は、ナトリウム、カリウムまたはカルシウム塩等、アルカリ金属またはアルカリ土類塩
として調製することができる。薬学的に許容されるプロドラッグとして薬剤を用意するこ
とができることも理解されよう。一部の実施形態において、活性代謝物を使用することが
できる。さらに、例えば、上述の標的化リガンド、その取込みを増加させる部分、その生
物学的半減期を増加させる部分（例えば、ペグ化）等により薬剤を修飾してよいことを認
められよう。
【０２５２】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、胃腸管において持続および／または遅延放
出をもたらす調製物において投与される。例えば、コーティングされた経口剤形を使用し
て、持続および／または遅延放出もたらすことができ、この剤形では、コーティングが、
少なくとも一部には、活性薬剤を含有するコアを取り囲み、活性薬剤が放出される消化器
系における位置を制御する。一部の実施形態において、腸溶コーティングを含む経口剤形
が使用され、この剤形では、腸溶コーティングは、胃の中では実質的に無傷のまま維持さ
れるが、小腸に達すると溶解し薬物を放出する。腸溶コーティングの非限定的な例に関し
て、例えば、国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２００７／００２３２５号明細書（国際公開第２００
７／０８９６７０号パンフレットとして公表されるEnterically　coated　cystamine,　c
ysteamine　and　derivatives　thereof）を参照されたい。一部の実施形態において、腸
溶コーティングを含む剤形を使用して、例えば、システアミン、システアミンの塩、シス
テアミンの誘導体または他のＧＣＳ阻害剤を投与することができる。一部の実施形態にお
いて、腸溶コーティングは、胃環境から活性薬剤を保護する、プロドラッグから活性薬剤
への変換を促進する、あるいは化合物の吸収を促進することができる。
【０２５３】
　一部の実施形態において、薬剤、例えば、ＧＣＳ阻害剤は、粒子と物理学的に会合して
いる。一部の実施形態において、粒子は、マイクロ粒子またはナノ粒子またはリポソーム
を含む。用語「マイクロ粒子」は、マイクロカプセル、マイクロスフェア、マイクロキャ
リアおよび同様の用語と互換的に使用することができる。用語「ナノ粒子」は、ナノカプ
セル、ナノスフェア、ナノキャリアおよび同様の用語と互換的に使用することができる。
一部の実施形態において、薬剤は、ステント、シャントまたはカテーテル等、医療用デバ
イスと物理学的に会合している。例えば、薬剤は、係るデバイスのコーティングと会合し
ていてよい。一部の実施形態において、薬剤は、一部の実施形態においてはハイドロゲル
であってよいゲルと物理学的に会合している。一部の実施形態において、薬剤は、フィル
ムと物理学的に会合している。一部の実施形態において、物理学的会合は、非共有結合的
な会合である。例えば、薬剤は、マトリックスにより取り込ませるまたはカプセル封入す
ることができる。一部の実施形態において、物理学的会合は、共有結合を含む。例えば、
薬剤は、粒子または医療用デバイスのコーティングに共有結合により付着していてよい。
一部の実施形態において、活性薬剤は、少なくとも一部には、マトリックスからの拡散ま
たはマトリックスの少なくとも部分の崩壊の結果、放出され得る。一部の実施形態におい
て、マトリックスは、薬剤に対し少なくとも幾分は透過性となり得る。崩壊は、物理的力
、化学的分解（例えば、自発的加水分解、酵素による開裂）等によって起こり得る。マト
リックスは、経時的に瓦解または溶解し得る、あるいは低密度となり得る。
【０２５４】
　一部の実施形態において、粒子、ゲル、フィルムまたはコーティングは、生体適合性ポ
リマーを含む。一部の実施形態において、生体適合性ポリマーは、生分解性である。多数
の人工的（非天然起源の）または天然起源の生体適合性ポリマーは、薬物送達の技術分野
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において公知のものであり、様々な実施形態において使用することができる。一部の実施
形態において、ポリマーは、有機ポリマーである。有機ポリマーの例として、ポリラクチ
ド、ポリグリコライド（polyglycolide）、ポリラクチド－ｃｏ－グリコライド、ポリカ
プロラクトン、ポリエチレン、ポリエチレングリコール、ポリカーボネート、ポリ酸無水
物（例えば、ポリ（セバシン酸無水物））、ポリヒドロキシ酸（例えば、ポリ（β－ヒド
ロキシアルカノエート））、ポリエステル（例えば、ポリプロピレンフマレート）、ポリ
オルトエステル、ポリ（β－アミノエステル）、ポリビニルアルコール、ポリカーボネー
ト、ポリアルキレン、ポリアルキレングリコール、ポリアルキレンオキシド、ポリウレタ
ン、ポリアミド、ポリアセタール、ポリエーテル、ポリアクリレート、ポリメタクリレー
ト、ポリシアノアクリレート、ポリ尿素、炭水化物（例えば、セルロース、デンプン、多
糖）、ポリペプチドが挙げられる。一部の実施形態において、多糖は、キトサン、アルギ
ン酸塩、デキストランまたはシクロデキストリンを含む。一部の実施形態において、ポリ
ペプチドは、コラーゲンまたはアルブミンを含む。一部の実施形態において、ポリマーは
、第１のポリマーの誘導体またはバリアントである。本明細書において使用される場合、
第１のポリマーの「誘導体」は、化学基の置換、付加または当業者に公知の他の修飾を有
するポリマーを含む。一部の実施形態において、ポリマー誘導体は、第１のポリマーのペ
ンダント基または側鎖の修飾を含む。一部の実施形態において、ポリマー誘導体は、第１
のポリマーと同じ骨格鎖を含むが、少なくともいくつかのペンダント基または側鎖に関し
て異なる。一部の実施形態において、誘導体は、少なくとも一部には、第１のポリマーを
修飾することにより合成することができる。一部の実施形態において、誘導体は、少なく
とも一部には、適切な単量体の重合により合成することができる。
【０２５５】
　様々な実施形態において、ポリマーは、親水性ポリマー、疎水性ポリマー、カチオン性
ポリマーまたはアニオン性ポリマーを含む。一部の実施形態において、ポリマーは、ホモ
ポリマーまたは２種以上の異なる単量体を含むコポリマーとなり得る。コポリマーは、様
々な実施形態において、ランダムポリマー、ブロックポリマーとなり得る、あるいはラン
ダムおよびブロック配列の組合せを含むことができる。ポリマーは、様々な実施形態にお
いて、直鎖状であっても分枝状であってもよい。一部の実施形態において、ポリマーは、
架橋されていてよい。一部の実施形態において、ポリマーは、グラフトポリマーとなり得
る。ポリマーは、様々な実施形態において、櫛形もしくはブラシ形ポリマー、星形ポリマ
ーまたはデンドリマーとなり得る。一部の実施形態において、ポリマーは、２種以上のポ
リマーのブレンドを含むことができる。
【０２５６】
　ポリマーを得る（例えば、合成によりまたは天然の供給源から得る）ためおよびポリマ
ーからマトリックスを形成するための多種多様な方法は、当技術分野において公知のもの
であり、様々な実施形態において使用することができる。マイクロ粒子およびナノ粒子を
作製するための方法は、当技術分野において公知のものである。例示的な方法として、例
えば、噴霧乾燥、相分離、シングルおよびダブルエマルション、溶媒蒸発、溶媒抽出なら
びに単純および複合コアセルベーションが挙げられる。粒子性ポリマー組成物は、例えば
、製粉、顆粒化、押し出し成形、球形化または沈殿等の技法を使用して作製することがで
きる。活性薬剤を含む粒子の産生に役立ち得る様々な技法および材料に関して、例えば、
米国特許出願公開第２００４００９２４７０号；同第２００５０１８１０５９号明細書お
よび前述のいずれかにおける参考文献を参照されたい。
【０２５７】
　インプラント、例えば、巨視的インプラントを作製するための方法は、当技術分野にお
いて公知のものである。一部の実施形態において、予備成形されたインプラントは、単量
体、ポリマーまたは他の適した材料を含有する液体組成物を、選択された形状のモールド
に導入し、半固体または固体構造の形成のための適切な条件下で組成物を維持することに
より作製することができる。一部の実施形態において、重合、架橋またはゲル化が起こっ
て、半固体または固体構造を形成する。一部の実施形態において、適切な条件は、モール
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ドに液体を導入する前または後のいずれかに添加することのできる、適した濃度のイオン
、塩、架橋剤または重合開始剤の存在を含む。一部の実施形態において、適切な条件は、
加熱または加圧を含む。一部の実施形態において、インプラントは、少なくとも一部には
、任意選択で熱に曝露しつつ、乾燥または固体粒子を圧縮することにより成形することが
できる。一部の実施形態において、インプラントは、少なくとも一部には、組成物から溶
媒を蒸発または昇華することにより成形することができる。モールドは、例えば、液体を
導入することのできる適した形状および寸法の空洞、ウェル、間隙またはくぼみを含有す
るいずれかの物品となり得る。一部の実施形態において、インプラントの成形に使用する
液体組成物は、活性薬剤を含む。活性薬剤は、例えば、インプラントの成形において封入
させることができる。一部の実施形態において、インプラントを産生し、その後に、活性
薬剤を含浸させるまたは少なくとも一部にはこれでコーティングすることができる。
【０２５８】
　当業者であれば、例えば、活性薬剤の特性、所望の放出プロファイル、意図される投与
経路等、様々な因子に基づき、薬物送達系を作製するための適切な構成成分および技法を
選択することができる。一部の実施形態において、選択された速度または量の活性薬剤放
出をもたらす薬物送達系は、少なくとも一部には、例えば、変動的なサイズまたは割合の
活性薬剤および他の構成成分（複数可）で複数の組成物を製剤化し、適した溶解または放
出検査を行うことにより経験的に決定することができる。
【０２５９】
　粒子は、組成物において実質的に均一となり得る、あるいは組成物において不均一とな
り得る。一部の実施形態において、粒子は、コアおよび１または複数の外層（殻（複数可
）と呼んでもよい）を含み、コアおよび外層（複数可）は組成が異なる。一部の実施形態
において、薬剤は、コアに実質的に含有される。一部の実施形態において、薬剤は、コア
の外側に実質的に含有される。
【０２６０】
　様々な実施形態において、活性薬剤は、少なくとも一部には、粒子にカプセル封入され
ていてよい（例えば、中空、液体、半固体または固体コア内に含有される）、あるいは実
質的にマトリックス中に分散されていてよい、あるいはコーティング層内に存在またはこ
れに付着していてよい。液体コアは、様々な実施形態において、水、有機溶媒または脂質
等、水性担体を含むことができる。フィルムまたはコーティングは、単一の層を含むこと
ができる、あるいは複数の層を含むことができる。多層フィルムまたはコーティングの層
は、組成が異なっていてよい。一部の実施形態において、活性薬剤は、少なくとも、活性
薬剤を送達するための使用に先立ち、例えば、対象への投与に先立ち、実質的に１または
複数の層に含有される。
【０２６１】
　粒子は、例えば、その表面への１種または複数の部分の共有結合もしくは非共有結合に
よる付着またはその取り込みにより修飾することができる。係る部分（複数可）は、例え
ば、粒子の電荷、非特異的結合、免疫原性、毒性を低下させることができる、あるいはそ
の生体適合性、溶解度または安定性を増強させることができる、あるいは標的化部分とし
て働くことができる。一部の実施形態において、粒子は、ポリエチレングリコール（ＰＥ
Ｇ）またはその誘導体等、ポリマーをそこに付着することにより修飾される。一部の実施
形態において、粒子は、標的化部分を付着するまたは取り込むことができる。標的化部分
は、粒子が対象に投与される時点で既に粒子表面に露出されていても、投与後に露出され
るようになってもよい。標的化部分は、例えば、身体内の特定の位置（例えば、腫瘍が存
在するまたは存在が疑われるまたは転移を起こし易い部位）または腫瘍が除去された後の
部位における粒子の局在化を増強し、特定の細胞（例えば、腫瘍細胞）への粒子の局在化
を増強し、細胞取込みを増強すること等ができる。様々な実施形態において、標的化部分
は、粒子が少なくとも一部には含まれる材料に共有結合により付着することができる、粒
子の形成の際に材料と混合することができる、粒子においてまたはコーティング層の一部
として塗布すること等ができる。
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【０２６２】
　一部の実施形態において、マイクロ粒子は、５００ミクロン（μｍ）以下、例えば、５
０μｍ～５００μｍの間、２０μｍ～５０μｍの間、１μｍ～２０μｍの間、例えば、１
μｍ～１０μｍの間の直径または最長寸法を有する。一部の実施形態において、ナノ粒子
は、１μｍ（１０００ｎｍ）以下、例えば、１ｎｍ～１００ｎｍの間、１００ｎｎ～２０
０ｎｍの間、２００ｎｍ～５００ｎｍの間または５００ｎｍ～１０００ｎｍの間の直径ま
たは最長寸法を有する。この文脈における「最長寸法」は、粒子表面上の２点間の最長直
線寸法を指す。一部の実施形態において、フィルムまたはコーティングは、５００ミクロ
ン（μｍ）以下、例えば、５０μｍ～５００μｍの間、２０μｍ～５０μｍの間、１μｍ
～２０μｍの間、例えば、１μｍ～１０μｍの間の厚さを有する。
【０２６３】
　一部の実施形態において、粒子は、少なくとも一部には、１種または複数の脂質で構成
され得る。例えば、リン脂質または他の脂質を含むことができるリポソームは、一部の実
施形態において使用することのできる無毒性の生理的に許容される担体である。リポソー
ムは、当業者に公知の方法に従って調製することができる。一部の実施形態において、例
えば、リポソームは、米国特許第４，５２２，８１１号明細書に記載されている通りに調
製することができる。標的化リポソーム、ペグ化リポソームおよび重合リポソームを含む
リポソームは、当技術分野において公知のものである（例えば、Hansen　C　Bら、Biochi
m　Biophys　Acta.１２３９巻（２号）：１３３～４４頁、１９９５年；Torchilin　V　P
ら、Biochim　Biophys　Acta、１５１１巻（２号）：３９７～４１１頁、２００１年；Is
hida　Tら、FEBS　Lett.４６０巻（１号）：１２９～３３頁、１９９９年を参照）。一部
の実施形態において、脂質含有粒子は、次のＰＣＴ出願公開またはその参考文献のいずれ
かに記載されている通りに調製することができる：国際公開第２０１１／１２７２５５号
パンフレット；国際公開第２０１０／０８０７２４号パンフレット；国際公開第２０１０
／０２１８６５号パンフレット；国際公開第２０１０／０１４８９５号パンフレット；国
際公開第２０１０１４７６５５号パンフレット。
【０２６４】
　一部の実施形態において、送達系の構成成分は、米国食品医薬局（ＦＤＡ）、欧州医薬
品庁（European　Medicines　Agency）（ＥＭＡ）または別の国もしくは管轄権における
同様の機関等、治療剤（例えば、医薬品剤）の製造、販売、売却および／または使用を規
制する責任がある政府機関によって、ヒトにおける使用が認可されている。一部の実施形
態において、送達系の構成成分は、獣医学分野の薬における使用が認可されている。一部
の実施形態において、送達系の構成成分は一般に、米国ＦＤＡにより安全（ＧＲＡＳ）と
認識される。
【０２６５】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤またはＧＣＳ阻害剤を含む組成物を含有する医
薬品パックまたはキットが提供される。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤は、粉末
化または他の固形状である。粉末化または固形状となり得るＧＣＳ阻害剤または組成物は
、投与に先立ち薬学的に許容される担体と混合することができる。一部の実施形態におい
て、パックまたはキットは、投与に先立ち混合するための、別々に包装された薬学的に許
容される担体または組成物をさらに含有する。ＧＣＳ阻害剤および担体または組成物の量
を選択して、適切な濃度または選択された数の用量をもたらすことができる。一部の実施
形態において、医薬品パックまたはキットは、がんの処置のための１種または複数のＧＣ
Ｓ阻害剤および１種または複数の追加的な薬剤を含有する。薬剤は、別々にまたは一体に
包装することができる。キットは、医薬の使用のための説明書を含むことができる。特定
の実施形態において、キットは、複数用量の各薬剤を含む。キットは、例えば、１週間、
２週間、３週間、４週間または数ヶ月、例えば、２～６ヶ月にわたる対象の処置に十分な
含量の各薬剤を含むことができる。キットは、化学療法の完全サイクルを含むことができ
る。特定の実施形態において、キットは、化学療法の複数のサイクルを含む。
【０２６６】
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　薬剤または医薬組成物は、医薬品剤および／または医薬組成物の製造、販売、売却およ
び／または使用を規制する責任がある政府機関によって認可されたラベルを貼った器にお
いて提供することができ、その内容物の説明、本発明の方法におけるその使用の説明等、
医薬組成物に関連する情報を含有する、係る機関によって認可された添付文書と共に包装
することができる。一部の実施形態において、情報は、がんのための処置を必要とする対
象を処置するための組成物の使用のための説明書を含む。
【０２６７】
　一部の実施形態において、ラベル、添付文書または説明書は、ＧＣＳ阻害剤またはＧＣ
Ｓ阻害剤を含む医薬組成物が、例えば、患者がＧＣＳ阻害剤またはＧＣＳ阻害剤を含む医
薬組成物による処置に適した候補であるかどうかを決定するための「コンパニオン診断」
と称され得る適切な診断検査と併せて使用するべきであることを推奨または明記すること
ができる。一部の実施形態において、コンパニオン診断検査は、ＳＨＭＴ２の発現または
活性の評価をもたらす。一部の実施形態において、診断検査を行うための試薬またはキッ
トは、ＧＣＳ阻害剤またはＧＣＳ阻害剤を含む医薬組成物を包装することまたは他の仕方
で供給することができる。一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤またはＧＣＳ阻害剤を
含む医薬組成物は、政府規制機関（米国ＦＤＡ、欧州医薬品庁（ＥＭＡ）、または他の管
轄権における治療剤の認可に同様の権威を有する政府機関等）によって認可され、ヒトの
処置または獣医学目的のために、少なくとも一部には、処置される対象の腫瘍または対象
から得られる腫瘍試料におけるＳＨＭＴ２発現またはＳＨＭＴ２活性のレベルの評価に基
づき、対象がＧＣＳ阻害剤による処置に適した候補であると決定されることを推奨または
要件として、販売、促進、流通、売却または他の仕方で商業的に提供することができる。
例えば、認可は、対象または腫瘍または腫瘍試料が、高レベルまたは増加したレベルのＳ
ＨＭＴ２発現またはＳＨＭＴ２活性を有すると分類されるという要件を含む「指示」のた
めのものとなり得る。係る要件または推奨は、例えば、ＧＣＳ阻害剤または医薬組成物と
共に提供される添付文書またはラベルにおいて含まれ得る。一部の実施形態において、Ｓ
ＨＭＴ２遺伝子産物もしくはＳＨＭＴ２活性の検出もしくは測定のための特定の方法また
は特異的検査試薬（例えば、ＳＨＭＴ２ポリペプチドに結合する抗体またはＳＨＭＴ２　
ｍＲＮＡにハイブリダイズするプローブ）またはキットを規定することができる。一部の
実施形態において、方法、検査試薬またはキットは、臨床治験において使用されており、
治験の結果が、少なくとも一部には、ＧＣＳ阻害剤または医薬組成物の認可の基盤を形成
した。一部の実施形態において、方法、検査試薬またはキットは、ＧＣＳ阻害剤またはＧ
ＣＳ阻害剤を含む医薬組成物による処置成績と相関する結果をもたらすことが検証されて
いる。
【０２６８】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤が、がん処置以外の目的で（「他の目的」）で
、例えば、がん以外の状態の処置のために、がんのための処置を必要とする対象（例えば
、ヒト）に以前に（即ち、本発明の前に）投与されたことのある薬剤である場合、（ｉ）
がんのための処置を必要とする対象は、係る他の目的のために薬剤が正常に投与される対
象となり得る；あるいは（ｉｉ）ＧＣＳ阻害剤は、係る他の目的に有用であることが当技
術分野において公知のものとは別個の組成物または組合せにおいて、あるいは係る他の目
的のために有用であることが当技術分野において公知のものとは別個の用量または投与経
路または標的化アプローチを使用して、がんを処置するために投与され得る；および／ま
たは（ｉｉｉ）ＧＣＳ阻害剤は、少なくとも一部には、腫瘍がＧＣＳ阻害に対し感受性で
あるまたはその可能性があるかどうかを決定する検査、例えば、ＳＨＭＴ２ベースのアッ
セイの結果に基づき投与され得る。ＳＨＭＴ２ベースのアッセイは、ＳＨＭＴ２の発現ま
たは活性のいずれかのアッセイを含むことができる。
【０２６９】
　一部の実施形態において、ＧＣＳ阻害剤による処置方法のいずれかは、ＮＫＨの処置に
有用な薬剤による処置をさらに含むことができる。ＮＫＨの処置は、（ｉ）安息香酸ナト
リウム処置によるグリシンの血漿中濃度の低下および／または（ｉｉ）最も一般的にはＮ
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－メチルＤ－アスパラギン酸（ＮＭＤＡ）受容体部位におけるグリシン作動性受容体の遮
断を含むことができる。ベンゾエートは、排泄のためにグリシンをコンジュゲートするた
めに肝臓によって使用され、その投与は、血漿中グリシンレベルの減少をもたらす。
【０２７０】
　一部の実施形態において、腫瘍から得られた試料におけるＳＨＭＴ２遺伝子発現のレベ
ルまたはＳＨＭＴ２遺伝子コピー数の決定は、検査施設への腫瘍試料の提供を含む。一部
の態様において、方法は、（ａ）対象から得られた試料（例えば、腫瘍試料）と、（ｂ）
ＳＨＭＴ２ベースのアッセイを行うための説明書を検査施設に提供するステップを含む。
一部の実施形態において、方法は、アッセイの結果を受け取るステップと、任意選択で、
少なくとも一部には結果に基づき対象を処置するステップまたは対象のための処置を選択
するステップとをさらに含む。一部の実施形態において、方法は、（ａ）試料、例えば、
対象から得られた腫瘍試料を検査施設に提供するステップと、（ｂ）ＳＨＭＴ２ベースの
アッセイの結果を受け取るステップとを含む。一部の実施形態において、方法は、（ａ）
試料、例えば、対象から得られた腫瘍試料を検査施設に提供するステップと、（ｂ）ＧＣ
Ｓ阻害剤に対する感受性に関するアッセイの結果を受け取るステップとを含む。一部の実
施形態において、検査施設への「提供」は、直接的な提供、別の個体または実体が提供す
るよう手配または指導または許可すること等を包含する。一部の実施形態において、検査
施設への「提供」は、例えば、ヘルスケア施設の電子発注システムへのアッセイの発注を
包含する。一部の実施形態において、方法は、例えば、電子的に、ＳＨＭＴ２ベースのア
ッセイまたはＧＣＳ阻害剤に対する感受性に関する他のアッセイの結果を提供するステッ
プを含む。一部の実施形態において、試料が対象から得られた場所から遠く離れた（例え
ば、少なくとも１キロメートル離れた）検査施設においてアッセイを行ってよいことが企
図される。一部の実施形態において、ＳＨＭＴ２ベースのアッセイまたはＧＣＳ阻害剤に
対する感受性に関する他のアッセイは、アッセイを行い、任意選択で、結果、例えば、結
果を含む報告を提供する資格があるまたはそのように認定された（例えば、一部の実施形
態において政府組織または専門家組織である、国内または国際組織による）１または複数
の中心検査施設において行われる。結果は、１種または複数のスコアおよび／または記述
的説明を含むことができる。一部の実施形態において、試料を研究室に送り、アッセイ結
果を含む報告が、任意選択で解釈と共に、要求する個体または実体に提供されてよい。一
部の実施形態において、結果は、電子フォーマットで提供され、任意選択で、電子フォー
マットの代わりにまたはそれに加えて紙のコピーが提供される。
【０２７１】
　一部の実施形態において、結果は、少なくとも一部には、コンピュータ、例えば、デー
タベース、電子医療記録等に結果を入力することにより提供され、結果は、要求元の指示
によりまたは指示の下、アクセスされ得る。一部の実施形態において、結果は、少なくと
も一部には、ネットワーク、例えば、インターネットを通じて提供される。方法またはア
ッセイの１もしくは複数のステップを行うことができる、またはその結果を伝達もしくは
受け取ることができる１または複数の異なる実体または個体を通して、試料および／また
は結果が伝達され得ることが企図される。係る活動およびその中間ステップならびに実行
方法の全ては、個々にかつ組み合わせて、本開示の範囲内である。
【０２７２】
　一部の態様において、種々のキットが提供される。一部の実施形態において、キットは
、ＧＣＳ阻害に対し感受性である腫瘍細胞もしくは腫瘍の同定に有用なおよび／または腫
瘍細胞もしくは腫瘍がＧＣＳ阻害に対し感受性である見込みの評価に有用な少なくとも１
種の試薬を含む。キットまたはその使用を決して限定することなく、係るキットは、本明
細書において便宜上、「診断キット」と称することができる。一部の実施形態において、
キットは、ＳＨＭＴ２の発現またはＳＨＭＴ２遺伝子コピー数に基づく腫瘍または腫瘍細
胞の分類に有用な薬剤を含有する。例えば、薬剤は、ＳＨＭＴ２遺伝子またはＳＨＭＴ２
遺伝子産物、例えば、ＳＨＭＴ２　ｍＲＮＡまたはポリペプチドの検出に役立つ。一部の
実施形態において、薬剤は、核酸、例えば、ＳＨＭＴ２　ＤＮＡまたはｍＲＮＡまたはそ
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の補体に特異的にハイブリダイズするプローブまたはプライマーである。一部の実施形態
において、薬剤は、ＳＨＭＴ２ポリペプチドに特異的に結合する抗体（一次抗体）または
他の薬剤である。一部の実施形態において、キットは、（ａ）一次抗体に結合する二次抗
体、またはＳＨＭＴ２遺伝子産物を検出（detet）するためのアッセイにおいて使用する
ための基質等、検出試薬；（ｂ）１種または複数の対照薬剤（例えば、ＳＨＭＴ２　ＤＮ
ＡもしくはｍＲＮＡに結合しないプローブもしくはプライマーまたはＳＨＭＴ２ポリペプ
チドに結合しない抗体）；（ｃ）試料の調製（例えば、細胞ライセートまたは組織切片の
調製）に有用な試薬；（ｄ）酵素アッセイの実施に有用な試薬（例えば、基質溶液）；（
ｅ）試薬希釈剤をさらに含む。一部の実施形態において、キットは、細胞溶解、抗原回収
、染色の実施、または酵素反応の実施もしくは停止、または試料の洗浄に有用な液体組成
物（またはその構成成分）を含む。液体組成物は、例えば、緩衝物質、一価（monvalent
）または二価カチオン（例えば、塩として）、水等を含有することができる。一部の実施
形態において、キットは、ＩＨＣの実施に役立つ。一部の実施形態において、キットは、
ＥＬＩＳＡアッセイキットである。
【０２７３】
　一部の実施形態において、診断キットは、キットが、本明細書に記載されている方法に
おける使用のために、診断検査、デバイス、ヘルスケア製品その他を規制する責任がある
またはその管轄権がある政府機関によってクリアしたまたは認可されたことを指示するラ
ベルまたは添付文書を含む。一部の実施形態において、政府機関は、米国食品医薬局（Ｆ
ＤＡ）、または診断検査、デバイス、ヘルスケア製品その他の規制に関して同様の責任も
しくは権威を有する地方もしくは米国以外の国における国内もしくは地方の規制機関であ
る。
【０２７４】
　一部の実施形態において、システムは、ＳＨＭＴ２の発現または活性を測定するための
アッセイを行うよう適応またはプログラムされる。一部の実施形態において、システムは
、１種または複数の機器（例えば、ＰＣＲ機械）、自動化細胞もしくは組織染色器具、画
像を作製、記録もしくは記憶するデバイス、および／または１種または複数のコンピュー
タプロセッサを含むことができる。システムは、例えば腫瘍試料における、ＳＨＭＴ２遺
伝子産物の検出および／または定量化に関して選択されたパラメータによりプログラムす
ることができる。システムは、複数の試料において並行してアッセイを行うよう適応させ
ることができる、および／または結果の解釈を提供するための適切なソフトウェアを有す
ることができる。システムは、適切な入力および出力デバイス、例えば、キーボード、デ
ィスプレイ、プリンタ等を含むことができる。
【０２７５】
　キットは、使用説明書を含むことができる。一部の実施形態において、説明書は、例え
ば、紙または電子フォーマット（例えば、コンピュータ可読媒体における）の、書面のま
たは説明目的の材料を含む。説明書は、例えば、腫瘍分類または処置選択またはＧＣＳ阻
害に関する、アッセイを行うためのおよび／または結果を解釈するための指示を含むこと
ができる。一部の実施形態において、キットは、ＧＣＳ阻害に対する感受性を予測するま
たは感受性腫瘍を同定するための抗体を使用して得られた結果の解釈に有用な例を例証す
る、染色された細胞または組織切片の画像を含有することができる。例えば、画像は、Ｓ
ＨＭＴ２の標的の発現が「陽性」または「陰性」と考慮されるであろう、あるいはＳＨＭ
Ｔ２の発現のレベルを示す数値的スコアを割り当てられるであろう細胞または組織を示す
ことができる。キットは、参照標準または対照として働く物品を含むことができる。例え
ば、キットは、陰性対照として働く、ＳＨＭＴ２に結合しない抗体を含むことができる。
【０２７６】
　一部の実施形態において、キットは、ＧＣＳの阻害剤を同定するための使用のアッセイ
のための成分を含む。様々な実施形態において、キットは、いずれか１種もしくは複数の
ＧＣＳ構成成分または１種もしくは複数のＧＣＳ構成成分の産生に適した発現ベクターを
含む。一部の実施形態において、キットは、検出試薬、対照試薬またはアッセイの実施に
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適した少なくとも１種の追加的な試薬を含む。
【０２７７】
　キットにおける物品は、個々に包装されても、ボール紙または発泡スチロールの箱等、
より大きな器において一体に提供することのできる個々の器に含有されてもよい。一部の
実施形態において、１種または複数の試薬またはキットは、規定の製造および／または品
質管理判断基準、例えば、製造管理および品質管理に関する基準との一貫性を満たすこと
ができる。
【実施例】
【０２７８】
　（実施例１）
　ＧＬＤＣのｓｈＲＮＡ媒介ノックダウンはＧＢＭ幹細胞に毒性である。
　がん細胞は、それらの形質転換された状態を支持する役割を演じる種々の代謝活性にお
ける変化をしばしば提示する。例えば、多数の種類のがん細胞は、急速な増殖に貢献する
様にグルコース代謝物がバイオマスに優先的に取り込まれることを可能にするピルビン酸
キナーゼアイソフォーム発現の変更を通じた解糖の増加を用いる（１、２）。近年の研究
は、代謝酵素イソクエン酸脱水素酵素（ＩＤＨ１）における変異が、ある種の神経膠腫お
よび急性骨髄性リンパ腫において発がんを駆動する場合があることを報告している（３、
４）。代謝酵素Ｌ－２－ヒドロオキシグルタル酸脱水素酵素における変異は、ＧＢＭまた
は髄芽腫についての素因になる可能性がある（５、６）。
【０２７９】
　広範囲な代謝反応ががん細胞において生じる一方で、本発明者らは、多数の理由からア
ミノ酸異化反応経路ががん治療のための特に有望な標的である可能性があると仮定した。
フェニルケトン尿症またはメープルシロップ尿症などの一連の先天性障害は、アミノ酸分
解のために必要な遺伝子中の機能消失変異によって生じ、これらの酵素／経路が生物学的
に重要であることを示し、それらが非重複性であるらしいことを示唆する。さらに、生涯
の十分早期に開始する適切な処置を受ければ患者が生存および成長でき、機能消失変異に
ついてヘテロ接合性である個体は典型的には無症候性であることから、多数のこれらの遺
伝子の消失は条件付きで許容できる。本発明者らは、ある種のがんはこれらの酵素に具体
的に依存する場合、酵素は許容できない副作用をもたらすことなく治療的な標的になる可
能性があると結論した。
【０２８０】
　本発明者らは、その機能の消失が先天性障害に関連するアミノ酸異化反応に関与する一
連の遺伝子を同定した。情報に基づくアプローチでの遺伝子発現プロファイルを使用して
、本発明者らは、遺伝子発現がＧＢＭ、ＧＢＭ腫瘍形成細胞（例えば、ＧＢＭがん幹細胞
）および「幹細胞性」に正に関連するこれらの遺伝子のサブセットを同定した。次いで本
発明者らは、２０個のそのような遺伝子の方向付けられた調査をＧＢＭ腫瘍由来腫瘍形成
細胞株、ＢＴ１４５での増殖／生存におけるそれらの要求についてｓｈＲＮＡ媒介ノック
ダウンを使用して実施した。
【０２８１】
　（実施例２）
　ＧＬＤＣのｓｈＲＮＡ媒介ノックダウンはＧＢＭ幹細胞に毒性である。
　本発明者らは、ＧＢＭ幹細胞（ＧＢＭ－ＳＣ）株ＢＴ１４５でのＧＬＤＣノックダウン
の効果を検討するためにＧＬＤＣに対して方向付けられたｓｈＲＮＡのレンチウイルス送
達発現を使用した。ＢＴ１４５細胞にＧＬＤＣ（Ｇ１からＧ５）を標的化するヘアピンを
発現しているレンチウイルスまたはＧＦＰを標的化する対照ヘアピンのいずれかを感染さ
せた。図１Ａに示す通り、ＧＬＤＣについてのウエスタンブロッティングは、ヘアピンＧ
１、Ｇ４およびＧ５についてＧＬＤＣ発現の強い抑制を実証するが、Ｇ２またはＧ３につ
いてはしない。細胞生存率をＡＴＰアッセイを使用して測定した場合、本発明者らは、Ｇ
ＦＰ対照ヘアピンと比較してｓｈＲＮＡ　Ｇ１、Ｇ４およびＧ５が、細胞生存率を顕著に
減らしたが、一方ｓｈＲＮＡ　Ｇ２およびＧ３はしなかったことを見出した（図１Ｂ）。
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ＧＦＰ対照に対するＧ１、Ｇ４およびＧ５の差異は、５日目および７．５日目でそれぞれ
統計的に有意であった（ｐ＜０．０５）（エラーバーは明確さのために示さない）。
【０２８２】
　ＧＬＤＣノックダウン後のＢＴ１４５ニューロスフェアの形態は毒性を示す。図１Ｃに
示す通りｓｈＲＮＡ　Ｇ２、Ｇ３およびＧＦＰで感染させたニューロスフェアは、大きく
、円形で正常なスフェアを形成し、生存を示す。一方Ｇ１、Ｇ４またはＧ５で感染させた
スフェアは、小さく、不規則であって、崩壊の工程にあり、細胞死および増殖障害を示す
。さらに二次スフェアは、Ｇ１、Ｇ４またはＧ５感染ニューロスフェアからは形成できな
かった（未記載）。図１Ａ、１Ｂ、および１Ｃに示すのと同様の結果が追加的ＧＢＭ－Ｓ
Ｃ株－株０３０８について得られた（未記載）。
【０２８３】
　要約として、ＧＬＤＣ（Ｇ１、Ｇ４およびＧ５）に対して方向付けられた３つのｓｈＲ
ＮＡのレンチウイルス送達発現は、ＧＢＭ－ＳＣ株ＢＴ１４５それぞれに対して毒性であ
り、それぞれＧＬＤＣ発現の強い抑制に対応した。一方、ｓｈＲＮＡ　Ｇ２およびＧ３は
ＧＬＤＣ発現をわずかに低下させただけであり、ＢＴ１４５細胞に毒性ではなかった。
【０２８４】
　ＧＬＤＣ　ｍＲＮＡ中の次の配列を標的化するｓｈＲＮＡを使用した：
【化５】

【０２８５】
　（実施例３）
　様々な腫瘍細胞株は、ＧＬＤＣのｓｈＲＮＡ媒介ノックダウンに対して感受性または抵
抗性のいずれかである。
　本発明者らは、非分化ＧＢＭＳＣおよび（培地への血清の添加を介して分化された）Ｇ
ＢＭＳＣの両方を含む複数の細胞株ならびにＧＢＭおよび他の種類のがん由来の種々の細
胞株を検討するために本発明者らの分析を発展させた。本発明者らは、各細胞型はＧＬＤ
Ｃノックダウンに非常に強く応答するか、または全くしないかのいずれかであることを見
出し（図２）、それにより検査した全ての細胞株をＧＬＤＣノックダウン感受性または非
感受性群に分けた。このパターンは、がんの種類に従わず；例えば、ＧＢＭ由来および乳
がん由来株のＧＬＤＣノックダウン感受性および非感受性の例の両方が見出された。
【０２８６】
　（実施例４）
　ＧＣＳの薬理学的阻害はＧＬＤＣノックダウン感受性細胞の生存率を減らす。
　本発明者らは、システアミン（ＧＣＳの阻害剤（９））での処置の効果を実施例３にお
いて記載された実験で検討された多数の腫瘍細胞株で評価した。細胞をシステアミン（１
ｍＭ）で４日間処置し、次いで細胞生存率をＡＴＰアッセイを使用して評価した。本発明
者らは、システアミンもＧＬＤＣノックダウン感受性細胞だけで生存率を減らし、非感受
性群の細胞ではしないことを観察した（図３Ａ）。
【０２８７】
　（実施例５）
　グリシン開裂系タンパク質Ｈ（ＧＣＳＨ）の阻害は、ＧＬＤＣノックダウン感受性群に
おける細胞株の生存率を減らす。
　次いで本発明者らは、実施例４で使用したのと同じ生存率アッセイを使用してＧＣＳの
別の構成成分、グリシン開裂系タンパク質Ｈ（ＧＣＳＨ）の阻害の効果を検討し、ＧＣＳ
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ＨのｓｈＲＮＡ媒介ノックダウンもＧＬＤＣノックダウン感受性群の細胞株で生存率を減
らしたが、非感受性群の細胞ではしなかったことを見出した（図３Ｃ）。別のＧＣＳ構成
成分を阻害することと、ＧＣＳを薬理学的に阻害することとの密接に相関する効果（実施
例４）は、ＧＬＤＣ　ｓｉＲＮＡでの感染の効果がオフターゲット効果ではなかったこと
を確認し、様々ながん細胞株のＧＬＤＣノックダウン感受性または非感受性の性質が生物
学的に重要であったことを示す。
【０２８８】
　ＧＣＳＨ　ｓｈＲＮＡ中の次の配列を標的化するｓｈＲＮＡを使用した：
【化６】

【０２８９】
　（実施例６）
　ミトコンドリアセリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ発現は、ＧＬＤＣへの感受
性と密接に相関する。
　何がＧＬＤＣノックダウンへの感受性を決定するかを明らかにするために、本発明者ら
はＧＬＤＣおよびこれらの細胞型でグリシン代謝に直接関連する酵素の発現レベルを検討
した。予想外に本発明者らは、ＧＬＤＣの発現レベルが細胞が、ＧＬＤＣノックダウンに
感受性であるかに相関しなかったことを観察した（図４）。相関しないことは、ＧＣＳＨ
または（グリシンおよびセリンの相互変換に関与する）細胞質性セリンヒドロキシメチル
トランスフェラーゼ（ＳＨＭＴ１）について観察された。一方本発明者らは、（ミトコン
ドリアにおいてセリンからグリシンへの変換に関与する（８））ミトコンドリアセリンヒ
ドロキシメチルトランスフェラーゼ（ＳＨＭＴ２）がＧＬＤＣノックダウンへの感受性に
密接に相関したことを観察した。ＧＬＤＣノックダウンに感受性であった細胞は、非感受
性細胞と比べて著しく高いＳＨＭＴ２の発現を有した。
【０２９０】
　図４に示す通り、ＧＬＤＣ、ＧＣＳＨまたはＳＨＭＴ１のタンパク質発現レベルは、Ｇ
ＬＤＣノックダウン／阻害に対する感受性と相関しなかった。一方ＳＨＭＴ２のタンパク
質発現レベルは、ＧＬＤＣノックダウン／阻害に対する感受性に密接に相関し；感受性細
胞は高レベルのＳＨＭＴ２を発現し、一方非感受性細胞は低レベルであった。
【０２９１】
　（実施例７）
　ＳＨＭＴ２のノックダウンはＧＬＤＣノックダウンへの感受性を大きく低減する。
　ＧＬＤＣノックダウン感受性細胞におけるＳＨＭＴ２の高発現が機能的に関連するか、
または相関関係にあるだけであるかを検討するために、本発明者らは、ＳＨＭＴ２をノッ
クダウンする効果をｓｈＲＮＡを使用して検討した。最初に本発明者らは、細胞の感受性
または非感受性群いずれかにおいてＳＨＭＴ２をノックダウンすることが細胞生存率に影
響を与えるかを検討した（図５）。本発明者らは、ＳＨＭＴ２ノックダウンが感受性また
は非感受性細胞いずれにおいても細胞生存率に顕著な影響を与えなかったことを観察した
（図５Ｂ）。ＳＨＭＴ２発現がＧＬＤＣノックダウンへの感受性に直接影響を与えるかを
検討するために、最初に本発明者らは、ＧＬＤＣのレンチウイルスノックダウンの前に、
対照ｓｈＲＮＡまたはＳＨＭＴ２に対するｓｈＲＮＡのいずれかを安定に発現している細
胞株（ＧＢＭ由来腫瘍形成細胞およびＧＢＭ由来細胞株）を生成した。ＳＨＭＴ２の消失
がＧＬＤＣノックダウンに対する細胞感受性に影響を与えるかを検討するために、細胞株
を最初にＳＨＭＴ２に対して方向付けられたｓｈＲＮＡで感染させ、次いで安定な組込み
およびｓｈＲＮＡの安定な発現を有する細胞を得るためにピューロマイシン中で５日間選



(110) JP 2015-509489 A 2015.3.30

10

20

30

40

択した。次にこれらの細胞をＧＬＤＣに対して方向付けられたｓｈＲＮＡでの２回目の感
染に供し、細胞生存率を５～７日目に測定した。本発明者らは、対照ｓｈＲＮＡ（ＧＦＰ
）を安定に発現している細胞において、ＧＬＤＣのノックダウンが予測された通り有意な
毒性を生じたことを観察した。一方、ＳＨＭＴ２の安定なｓｈＲＮＡ媒介ノックダウンを
有する細胞は、ＧＬＤＣノックダウン媒介毒性に対して劇的にレスキューされた。例えば
図５Ｄは、ＳＨＭＴ２またはＧＦＰ　ｓｈＲＮＡ（Ｘ軸に標示）で安定に感染させ、次い
でＧ１　ｓｈＲＮＡで二次的に感染させたＢＴ１４５細胞の細胞生存率を示す。点線は、
最初にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡを発現しており、次いでＧ１で７日間感染させた細胞の細胞生
存率のレベルを示す。生存率は、各安定株を二次的にＧＦＰ　ｓｈＲＮＡで感染させた場
合の生存率（１００％として設定した）の％として表す。同様のレスキューが二次的にＧ
４またはＧ５ヘアピンで感染させたＳＨＭＴ２　ｓｈＲＮＡ発現細胞について得られた（
データ未記載）。同様の結果がＢＴ１１２　ＧＢＭ－ＳＣ株ならびにＬＮ２２９およびＵ
２５１　ＧＢＭ－由来細胞株（データ未記載）について得られた。図５Ｅは、ＧＦＰまた
はＳ３　ｓｈＲＮＡのいずれかを最初に発現しており、次いでＧ１、Ｇ４またはＧ５　ｓ
ｈＲＮＡで二次的に感染させたニューロスフェアの代表的な光学顕微鏡像を示す。示され
る通り、ｓｈＧＦＰ発現細胞のＧ１、Ｇ４またはＧ５感染が細胞死を示唆する小さな、崩
壊しているニューロスフェアを生じる一方で、Ｓ３を発現している細胞は保護される。同
様の結果がＳ１、Ｓ２またはＳ５の初感染についても観察された。
【０２９２】
　図４でのデータと共にこれらの結果は、ＳＨＭＴ２の発現レベルが多種多様な腫瘍細胞
でのＧＬＤＣ／ＧＣＳのノックダウンまたは阻害へのがん細胞感受性の主要な決定因子で
あることを示す。
【０２９３】
　ＳＨＭＴ２　ｍＲＮＡ中の次の配列を標的化するｓｈＲＮＡを使用した：
【化７】

【０２９４】
　（実施例８）
　ＳＨＭＴ２　ｍＲＮＡ発現は、多数の様々な種類のがんにおいて顕著に上昇している。
　本発明者らは、ＳＨＭＴ２レベルが上昇しているがん（それらがＧＣＳを減らすことに
基づく治療に適した標的であることを示す）があるかを決定するために、様々ながんの遺
伝子発現プロファイルを検討した。本発明者らは、がんアレイデータベースＯｎｃｏｍｉ
ｎｅ（１０）を使用する包括的遺伝子発現プロファイル分析を実施し、ＳＨＭＴ２転写物
が高い統計的有意性を有して（Ｐ＜１Ｅ－４、全ての過発現遺伝子の上位１０％以内の遺
伝子順位）少なくとも２倍増加しているがんを探した。本発明者らは、ＳＨＭＴ２　ｍＲ
ＮＡレベルは正常組織対照と比較して多数のがんにおいて顕著に上昇しており、大部分の
場合ではＳＨＭＴ２は特定のがん（表１）での過発現遺伝子の上位１％以内にあったこと
を見出した。これらの結果は、グリシン開裂系を標的化することがＳＨＭＴ２の上昇を提
示する多種多様ながんサブタイプでの有効な治療戦略であると考えられることを示す。
【０２９５】
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【表１】

【０２９６】
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　（実施例９）
　ＳＨＭＴ２タンパク質発現はＧＢＭにおいて上昇している。
【０２９７】
　次に本発明者らは、ＳＨＭＴ２　ｍＲＮＡレベルの上昇を示すがんサブタイプの１つ、
即ちＧＢＭにおいてＳＨＭＴ２タンパク質レベルが上方制御されているかを検討した。免
疫組織化学を使用して本発明者らは、全体のレベルで、ＳＨＭＴ２発現が正常脳と比べて
ＧＢＭ腫瘍において劇的に増加していたことを観察した（図６Ａ）。ＳＨＭＴ２発現はＧ
ＢＭ腫瘍において変化する一方で、最も低いＳＨＭＴ２レベルを有する腫瘍でさえ対照脳
と比べていまだ劇的に高いシグナルを有していた。細胞レベルでは（正常脳では）ＳＨＭ
Ｔ２発現は星状細胞に限定されており、ミトコンドリアの発現パターンと一致する点状細
胞質性シグナルとして存在した（図６Ｂ）。脈管構造などのいくつかの腫瘍特性は、ＳＨ
ＭＴ２発現を完全に欠いており（最左ＧＢＭパネル）、ＩＨＣシグナルの特異的性質を支
持している。さらに二次では、対照だけがいかなるシグナルも示さなかった（未記載）。
腫瘍組織では、ＳＨＭＴ２は細胞あたりのレベルで大部分の（全部ではないが）腫瘍細胞
において高く発現されており、星状細胞において見られるよりも劇的に高かった。これら
の結果は、ＧＢＭでは、ＳＨＭＴ２発現レベルが正常細胞と比較して非常に上昇しており
、それによりＧＣＳを標的化することはＧＢＭ腫瘍細胞の選択的標的化を十分可能にでき
ることを確認する。これらの実験において使用された抗ＳＨＭＴ２抗体は、Ｓｉｇｍａ（
ＳＩＧＭＡ抗ＳＨＭＴ２抗体（Ａｂ２））由来であり、１：２５０で使用された。
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、任意の１つまたは複数の他の実施形態または態様と、適切であれば自由に組み合わせら
れることは意図される。例えば、相互に不整合でない２つ以上の薬剤、組成物、物品、キ
ットおよび／または方法の任意の組合せは、提供される。
【０３０２】
　「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」などの冠詞は、そうでないと示されるまたは他に内容か
ら明らかである場合を除いて、１つまたは１つより多いことを意味できる。
【０３０３】
　明細書および特許請求の範囲において使用される句「および／または」は、等位結合さ
れた構成要素の「いずれかまたは両方」を意味すると理解されるべきである。「および／
または」で列挙された複数の構成要素は、同じ様式で解釈されるべきである、即ち「１つ
または複数」の構成要素は等位結合されている。他の構成要素が「および／または」節に
よって具体的に同定された構成要素以外に任意選択で存在してもよい。明細書および特許
請求の範囲において使用される「または」は、上に定義の「および／または」と同じ意味
を有すると理解されるべきである。例えば、構成要素の一覧において使用される場合、「
または」または「および／または」は包括的である（即ち一覧の構成要素の少なくとも１
つ、しかし任意選択で１つより多いおよび任意選択で追加的な未列挙の構成要素の包含）
として解釈されるべきである。「１つだけの」または「厳密に１つの」などの反対である
と明確に示す語だけが、多数のまたは表の構成要素の厳密に１つの構成要素の包含を指す
。したがって、群のメンバーの１つまたは複数の間に「または」を含む請求項は、群のメ
ンバーの１つ、１つより多くまたは全てが存在する、用いられるまたは他に所与の産物も
しくは工程に関連する場合に（そうでないと示される場合を除いて）満たされたと見なさ
れる。群のメンバーの厳密に１つが存在する、用いられるまたは他に所与の産物もしくは
工程に関連する実施形態は、提供される。群のメンバーの１つより多く、または全てが存
在する、用いられるまたは他に所与の産物もしくは工程に関連する実施形態は、提供され
る。
【０３０４】
　任意の請求項（または明細書中の他所での関連する記載）の任意の１つまたは複数の制
限、構成要素、節、記述用語などが別の請求項に導入される実施形態は、提供される。例
えば、別の請求項に従属する請求項は、同じ基本請求項に従属する任意の他の請求項にお
いて見出される１つまたは複数の構成要素または制限を含むように改変できる。属クレー
ムまたは包括クレームへの任意の修正が、包括クレームを組み込むまたは従属する属クレ
ームの任意の種または任意の種クレームに適用できることは明確に意図される。
【０３０５】
　請求項が組成物を列挙する場合、本明細書に開示の組成物を使用する方法は提供され、
本明細書に開示の任意の作製方法による組成物の作製方法は、提供される。請求項が方法
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を列挙する場合、方法を行うための組成物は提供される。構成要素が一覧または群として
表される場合、各サブグループも開示される。一般に実施形態または態様が、具体的な構
成要素（複数可）、特性（複数可）、薬剤（複数可）、物質（複数可）、ステップ（複数
可）など（またはそれらの組合せ）を含むとしてここで参照される場合、特定の実施形態
または態様は、そのような構成要素（複数可）、特性（複数可）、薬剤（複数可）、物質
（複数可）、ステップ（複数可）など（またはそれらの組合せ）からなってよいまたは本
質的になってよいことは理解されるべきである。そうでないと明らかに示される場合を除
いて、１つより多いステップまたは作用を含む本明細書で特許請求される任意の方法では
、方法のステップまたは作用の順序は方法のステップまたは作用が列挙される順序に限定
される必要は無いことも理解されるべきである。処置の任意の方法は、そのような処置を
必要とする対象に提供するステップを含むことができる。処置の任意の方法は、そのよう
な処置を必要とする疾患を有する対象に提供するステップを含むことができる。処置の任
意の方法は、そのような処置の必要があるとして対象を診断するステップを含むことがで
きる。処置の任意の方法は、そのような処置を必要とする疾患を有するとして対象を診断
するステップを含むことができる。
【０３０６】
　範囲が本明細書に示される場合、端点が含まれている実施形態、両方の端点が除かれて
いる実施形態、および一方の端点が含まれており他方が除かれている実施形態は提供され
る。他に示す場合を除いて、両方の端点が含まれると想定されるべきである。他に示すま
たは内容および当業者の理解から他に明確である場合を除いて、範囲として表される値は
、任意の具体的な値または種々の実施形態において述べられた範囲内のサブ範囲を、範囲
の下限の単位の十分の一まで（内容がそうでないと明らかに示す場合を除いて）で想定で
きる。数値を参照するときの「約」は、他に述べる場合または内容から他に明確である場
合を除いて、値の±１０％以内、いくつかの実施形態では±５％、いくつかの実施形態で
は±１％、いくつかの実施形態では±０．５％の範囲にある値を一般に指す。数値が「約
」で始まる任意の実施形態では、厳密な値が列挙されている実施形態は提供される。数値
が「約」で始まっていない実施形態が提供される場合、値が「約」で始まる実施形態も提
供される。範囲の前に「約」が置かれる場合、他にそうでないと明らかに示される場合を
除いて、「約」が範囲の下限および上限にまたは下限もしくは上限のいずれかに適用され
る実施形態が提供される。「少なくとも」、「まで」「を超えない」などの句または同様
の句が一連の数の前に置かれる場合、他にそうでないと明らかに示される場合を除いて、
句が種々の実施形態での一覧中の各数に適用されることは理解されるべきである（内容に
応じて、１００％の値（例えば百分率として表される値）が上限である場合があることは
理解される）。例えば「少なくとも１つ、２つまたは３つ」は、種々の実施形態において
「少なくとも１つ、少なくとも２つまたは少なくとも３つ」を意味すると理解されるべき
である。任意および全ての合理的な下限および上限が明確に意図されることも理解される
。任意の実施形態、態様、特性もしくは特徴、または任意のそれらの組合せが、任意の１
つまたは複数の請求項からはっきりと除外される場合があることも理解される。例えば任
意の薬剤、組成物、量、用量、投与経路、腫瘍型、細胞型、標的、細胞性マーカーなどは
、任意の１つまたは複数の請求項からはっきりと除外される場合がある。
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【手続補正書】
【提出日】平成26年10月9日(2014.10.9)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００７】
　一部の態様において、本開示は、ＧＣＳ阻害剤による処置に適した候補である対象を同
定する方法であって、前記対象から得られた腫瘍試料におけるＳＨＭＴ２発現を評価する
ステップを含む方法を提供する。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　腫瘍細胞の増殖または生存を阻害する方法であって、前記細胞をグリシン開裂系（ＧＣ
Ｓ）の阻害剤と接触させるステップを含む方法。
（項目２）
　前記腫瘍細胞が、対照細胞と比較してセリンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ２（
ＳＨＭＴ２）を過剰発現する、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記腫瘍細胞が、脳腫瘍細胞、膀胱腫瘍細胞、乳房腫瘍細胞、頸部腫瘍細胞、結腸直腸
腫瘍細胞、胚性腫瘍細胞、胃腫瘍細胞、生殖細胞腫瘍細胞、頭頸部腫瘍細胞、血液系腫瘍
細胞、腎臓腫瘍細胞、メラノーマ細胞、中皮腫瘍細胞、卵巣腫瘍細胞、卵黄嚢腫瘍細胞ま
たは肉腫細胞である、項目１に記載の方法。
（項目４）
　前記腫瘍細胞が、多形神経膠芽腫（ＧＢＭ）細胞である、項目１に記載の方法。
（項目５）
　前記腫瘍細胞が、腫瘍幹細胞である、項目１に記載の方法。
（項目６）
　前記腫瘍細胞が、ヒト腫瘍細胞である、項目１に記載の方法。
（項目７）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、低分子を含む、項目１に記載の方法。
（項目８）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＲＮＡｉ剤を含む、項目１に記載の方法。
（項目９）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、システアミンまたはシステアミンの塩、アナログもしくはプロド
ラッグを含む、項目１に記載の方法。
（項目１０）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、グリシン脱水素酵素（ＧＬＤＣ）阻害剤である、項目１に記載の
方法。
（項目１１）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、グリシン開裂系タンパク質Ｈ（ＧＣＳＨ）阻害剤である、項目１
に記載の方法。
（項目１２）
　前記腫瘍細胞が、対象中に存在する、項目１に記載の方法。
（項目１３）
　ＳＨＭＴ２を過剰発現する細胞の増殖または生存を阻害する方法であって、前記細胞を
ＧＣＳの阻害剤と接触させるステップを含む方法。
（項目１４）
　前記細胞が、腫瘍細胞である、項目１３に記載の方法。
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（項目１５）
　候補抗腫瘍剤を同定する方法であって、被験薬剤が、ＧＣＳ構成成分に結合するかもし
くはＧＣＳ構成成分を阻害するかまたはＧＣＳを阻害するかどうかを決定するステップを
含み、前記被験薬剤がＧＣＳ構成成分に結合するもしくはＧＣＳ構成成分を阻害するまた
はＧＣＳを阻害する場合、前記被験薬剤が候補抗腫瘍剤として同定される方法。
（項目１６）
　（ａ）１種または複数のＧＣＳ構成成分を用意するステップと、（ｂ）被験薬剤を用意
するステップと、（ｃ）前記被験薬剤が、前記ＧＣＳ構成成分の１種または複数に結合す
るかまたは前記ＧＣＳ構成成分の１種または複数を阻害するかどうかを決定するステップ
とを含む、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
　前記ＧＣＳ構成成分が、組換えにより産生されたポリペプチドである、項目１６に記
載の方法。
（項目１８）
　前記被験薬剤が、低分子である、項目１５に記載の方法。
（項目１９）
　ハイスループットスクリーニングを含む、項目１５に記載の方法。
（項目２０）
　少なくとも１，０００種の被験薬剤を検査するステップを含む、項目１５に記載の方法
。
（項目２１）
　前記被験薬剤が、ＧＣＳ構成成分の酵素活性を阻害するかどうかを決定するステップを
含む、項目１５に記載の方法。
（項目２２）
　前記被験薬剤が、ＧＬＤＣに結合するかまたはＧＬＤＣを阻害するかどうかを決定する
ステップを含む、項目１５に記載の方法。
（項目２３）
　前記被験薬剤が、ＧＣＳＨに結合するかまたはＧＣＳＨを阻害するかどうかを決定する
ステップを含む、項目１５に記載の方法。
（項目２４）
　前記被験薬剤が、腫瘍細胞の増殖もしくは生存を阻害するかまたは腫瘍の維持、成長も
しくは転移を阻害するかどうかを決定するステップをさらに含む、項目１５に記載の方法
。
（項目２５）
　前記被験薬剤が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞の増殖もしくは生存を阻害するか
またはＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍の維持、成長もしくは転移を阻害するかどうかを決
定するステップをさらに含む、項目１５に記載の方法。
（項目２６）
　前記被験薬剤が、非腫瘍細胞に対するその効果と比較して、腫瘍細胞の増殖または生存
を選択的に阻害するかどうかを決定するステップをさらに含む、項目１５に記載の方法。
（項目２７）
　前記被験薬剤が、非腫瘍細胞に対するその効果と比較して、ＳＨＭＴ２を過剰発現する
腫瘍細胞の増殖または生存を選択的に阻害するかどうかを決定するステップをさらに含む
、項目１５に記載の方法。
（項目２８）
　前記被験薬剤を、腫瘍を患っている対象に投与するステップをさらに含む、項目１５に
記載の方法。
（項目２９）
　変更された被験薬剤を産生するステップと、前記変更された被験薬剤が、ＧＣＳ構成成
分を阻害するか、ＧＣＳを阻害するか、腫瘍細胞の生存もしくは増殖を阻害するか、また
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は腫瘍の維持、成長もしくは転移を阻害する能力を評価するステップとをさらに含む、項
目１５に記載の方法。
（項目３０）
　変更された被験薬剤を産生するステップと、前記変更された被験薬剤が、ＧＣＳ構成成
分を阻害するか、ＧＣＳを阻害するか、ＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍細胞の生存もしく
は増殖を阻害するか、またはＳＨＭＴ２を過剰発現する腫瘍の維持、成長もしくは転移を
阻害する能力を評価するステップとをさらに含む、項目１５に記載の方法。
（項目３１）
　抗腫瘍剤を同定する方法であって、（ａ）腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍をＧＣＳ阻
害剤と接触させるステップと、（ｂ）前記腫瘍細胞または腫瘍の生存、増殖、成長または
転移が阻害されたかどうかを決定するステップとを含み、前記腫瘍細胞、腫瘍細胞株また
は腫瘍の生存、増殖、成長または転移が阻害された場合、前記ＧＣＳ阻害剤が抗腫瘍剤で
ある方法。
（項目３２）
　ステップ（ｂ）が、（ａ）の前記腫瘍細胞、腫瘍細胞株または腫瘍の生存、増殖、成長
または転移を対照値と比較することを含み、（ａ）の前記腫瘍細胞または腫瘍の生存、増
殖、成長または転移が対照値と比較して低下している場合、前記ＧＣＳ阻害剤が抗腫瘍剤
として同定される、項目３１に記載の方法。
（項目３３）
　前記腫瘍細胞または腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する、項目３１に記載の方法。
（項目３４）
　前記対照値が、前記ＧＣＳ阻害剤と接触されなかった場合の前記腫瘍細胞、腫瘍細胞株
または腫瘍の生存、増殖、成長または転移を表す、項目３１に記載の方法。
（項目３５）
　腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＧＣＳ阻害に対し感受性である見込みを予測する
方法であって、（ａ）前記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現す
るかまたはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型に属するかどうかを決定するス
テップを含み、前記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合
またはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型に属する場合、腫瘍、腫瘍細胞また
は腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現しない場合またはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向
を有する腫瘍型に属さない場合よりも、前記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＧＣＳ
阻害に対し感受性である見込みが増加している方法。
（項目３６）
　腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するス
テップを含み、前記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合
、前記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＳＨＭＴ２を過剰発現しない場合よりも、前
記腫瘍、腫瘍細胞または腫瘍細胞株が、ＧＣＳ阻害に対し感受性である見込みが増加して
いる、項目３５に記載の方法。
（項目３７）
　腫瘍または腫瘍細胞株がＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するステップが、（
ａ）前記腫瘍または腫瘍細胞株から得られた試料におけるＳＨＭＴ２遺伝子産物のレベル
を決定することと、（ｂ）前記レベルをＳＨＭＴ２遺伝子産物の対照レベルと比較するこ
ととを含み、（ａ）において決定された前記レベルが前記対照レベルを超える場合、（ａ
）において決定された前記レベルが前記対照レベルを超えない場合よりも、前記腫瘍また
は腫瘍細胞株が、ＧＣＳ阻害に対し感受性である見込みが増加している、項目３５に記載
の方法。
（項目３８）
　ＳＨＭＴ２遺伝子産物の前記対照レベルが、非腫瘍組織または非腫瘍細胞における前記
遺伝子産物のレベルである、項目３５に記載の方法。
（項目３９）
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　前記ＳＨＭＴ２遺伝子産物が、ＳＨＭＴ２　ＲＮＡまたはＳＨＭＴ２ポリペプチドであ
る、項目３５に記載の方法。
（項目４０）
　腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するステップが、ＳＨＭＴ２ポリペプ
チドに結合する抗体を使用して、前記腫瘍から得られた試料において免疫組織化学（ＩＨ
Ｃ）を行うことを含む、項目３５に記載の方法。
（項目４１）
　腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型のものであるかどうかを決定する
ステップが、前記腫瘍が、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性
腫瘍、胃腫瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫
瘍、卵巣腫瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫であるかどうかを決定することを含む、項目３５
に記載の方法。
（項目４２）
　ＧＣＳ阻害に対し感受性である見込みが増加した腫瘍細胞または腫瘍を同定する方法で
あって、前記腫瘍細胞または腫瘍におけるＳＨＭＴ２の発現を評価するステップを含み、
前記腫瘍細胞または腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合、ＳＨＭＴ２が過剰発現され
ていない場合よりも、前記腫瘍細胞または腫瘍が、ＧＣＳ阻害に対し感受性である見込み
が増加している方法。
（項目４３）
　前記腫瘍細胞または腫瘍におけるＳＨＭＴ２遺伝子産物のレベルを評価するステップを
含む、項目４２に記載の方法。
（項目４４）
　前記腫瘍から得られた試料において免疫組織化学（ＩＨＣ）を行うステップを含み、Ｉ
ＨＣが、ＳＨＭＴ２ポリペプチドに結合する抗体を使用して行われる、項目４２に記載の
方法。
（項目４５）
　腫瘍のための処置を必要とする対象が、ＧＣＳ阻害剤による処置に適した候補であるか
どうかを決定する方法であって、前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現するかまたはＳＨＭ
Ｔ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型のものであるかどうかを決定するステップを含み
、前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合またはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有
する腫瘍型のものである場合、前記対象が、ＧＣＳ阻害剤による処置に適した候補である
方法。
（項目４６）
　前記腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現するかどうかを決定するステップが、（ａ）前記腫瘍
から得られた試料におけるＳＨＭＴ２遺伝子産物のレベルを決定することを含む、項目４
５に記載の方法。
（項目４７）
　前記レベルをＳＨＭＴ２遺伝子産物の対照レベルと比較するステップをさらに含み、（
ａ）において決定された前記レベルが、前記対照レベルを超える場合、前記対象が、ＧＣ
Ｓ阻害剤による処置に適した候補である、項目４６に記載の方法。
（項目４８）
　ＳＨＭＴ２遺伝子産物の前記対照レベルが、非腫瘍組織または非腫瘍細胞における前記
遺伝子産物のレベルである、項目４７に記載の方法。
（項目４９）
　前記ＳＨＭＴ２遺伝子産物が、ＳＨＭＴ２　ＲＮＡまたはＳＨＭＴ２ポリペプチドであ
る、項目４６に記載の方法。
（項目５０）
　前記腫瘍から得られた試料において免疫組織化学（ＩＨＣ）を行うステップを含み、Ｉ
ＨＣが、ＳＨＭＴ２ポリペプチドに結合する抗体を使用して行われる、項目４６に記載の
方法。
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（項目５１）
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２の過剰発現を起こし易い腫瘍型のものであるかどうかを決定す
るステップが、前記腫瘍が、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚
性腫瘍、胃腫瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮
腫瘍、卵巣腫瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫であるかどうかを決定することを含む、項目４５
に記載の方法。
（項目５２）
　腫瘍のための処置を必要とする対象のための治療剤を選択する方法であって、（ａ）前
記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現するかまたはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫
瘍型のものであるかどうかを決定するステップと、（ｂ）前記対象のための治療剤を、ス
テップ（ａ）の結果の少なくとも一部に基づき選択するステップとを含む方法。
（項目５３）
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する場合またはＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有
する腫瘍型のものである場合、ステップ（ｂ）が、治療剤としてＧＣＳ阻害剤を選択する
ことを含む、項目５２に記載の方法。
（項目５４）
　ステップ（ａ）が、前記腫瘍から得られた試料において免疫組織化学（ＩＨＣ）を行う
ことを含み、ＩＨＣが、ＳＨＭＴ２ポリペプチドに結合する抗体を使用して行われる、項
目５２に記載の方法。
（項目５５）
　腫瘍のための処置を必要とする対象を処置する方法であって、前記対象にＧＣＳ阻害剤
を投与するステップを含む方法。
（項目５６）
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する、項目５５に記載の方法。
（項目５７）
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する傾向を有する腫瘍型のものである、項目５５に
記載の方法。
（項目５８）
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現することを決定するステップを含む、項目５５に記
載の方法。
（項目５９）
　前記腫瘍から得られた試料においてＩＨＣを行うことにより、前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２
を過剰発現することを決定するステップを含む、項目５５に記載の方法。
（項目６０）
　前記腫瘍が、前記ＧＣＳの阻害に対し感受性であることを決定するステップを含む、項
目５５に記載の方法。
（項目６１）
　前記対象が、前記腫瘍を処置するためのＧＣＳ阻害剤による処置に適した候補であるこ
とを決定するステップを含む、項目５５に記載の方法。
（項目６２）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＲＮＡｉ剤を含む、項目５５に記載の方法。
（項目６３）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、システアミンまたはシステアミンの塩、アナログもしくはプロド
ラッグを含む、項目５５に記載の方法。
（項目６４）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＬＤＣ阻害剤である、項目５５に記載の方法。
（項目６５）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＣＳＨ阻害剤である、項目５５に記載の方法。
（項目６６）
　前記腫瘍が、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性腫瘍、胃腫
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瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫瘍、卵巣腫
瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫である、項目５５に記載の方法。
（項目６７）
　前記腫瘍が、ＧＢＭである、項目５５に記載の方法。
（項目６８）
　放射線療法を前記対象に施すステップをさらに含む、項目５５に記載の方法。
（項目６９）
　第２の抗腫瘍剤を前記対象に投与するステップをさらに含む、項目５５に記載の方法。
（項目７０）
　腫瘍のための処置を必要とする対象を処置する方法であって、（ａ）対象が、ＳＨＭＴ
２を過剰発現する腫瘍を有することを決定するステップと、（ｂ）前記対象をＧＣＳ阻害
剤により処置するステップとを含む方法。
（項目７１）
　前記腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰発現することを決定するステップが、前記腫瘍から得られ
た試料においてＩＨＣを行うことを含む、項目７０に記載の方法。
（項目７２）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＲＮＡｉ剤を含む、項目７０に記載の方法。
（項目７３）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、システアミンまたはシステアミンの塩、プロドラッグもしくはア
ナログを含む、項目７０に記載の方法。
（項目７４）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＬＤＣ阻害剤である、項目７０に記載の方法。
（項目７５）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＣＳＨ阻害剤である、項目７０に記載の方法。
（項目７６）
　前記腫瘍が、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性腫瘍、胃腫
瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫瘍、卵巣腫
瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫である、項目７０に記載の方法。
（項目７７）
　前記腫瘍が、ＧＢＭである、項目７０に記載の方法。
（項目７８）
　放射線療法を使用して前記対象を処置するステップをさらに含む、項目７０に記載の方
法。
（項目７９）
　第２の抗腫瘍剤により前記対象を処置するステップをさらに含む、項目７０に記載の方
法。
（項目８０）
　腫瘍のための処置を必要とする対象をモニターする方法であって、（ａ）前記対象にＧ
ＣＳ阻害剤を投与するステップと、（ｂ）投与後の１または複数の時点において前記対象
をモニターするステップとを含む方法。
（項目８１）
　前記腫瘍が、ＳＨＭＴ２を過剰発現する、項目８０に記載の方法。
（項目８２）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＲＮＡｉ剤を含む、項目８０に記載の方法。
（項目８３）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、システアミンまたはシステアミンの塩、プロドラッグもしくはア
ナログを含む、項目８０に記載の方法。
（項目８４）
　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＬＤＣ阻害剤である、項目８０に記載の方法。
（項目８５）
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　前記ＧＣＳ阻害剤が、ＧＣＳＨ阻害剤である、項目８０に記載の方法。
（項目８６）
　前記腫瘍が、脳腫瘍、膀胱腫瘍、乳房腫瘍、頸部腫瘍、結腸直腸腫瘍、胚性腫瘍、胃腫
瘍、生殖細胞腫瘍、頭頸部腫瘍、血液系腫瘍、腎臓腫瘍、メラノーマ、中皮腫瘍、卵巣腫
瘍、卵黄嚢腫瘍または肉腫である、項目８０に記載の方法。
（項目８７）
　前記腫瘍が、ＧＢＭである、項目８０に記載の方法。
（項目８８）
　放射線療法を使用して前記対象を処置するステップをさらに含む、項目８０に記載の方
法。
（項目８９）
　第２の抗腫瘍剤により前記対象を処置するステップをさらに含む、項目８０に記載の方
法。
（項目９０）
　（ａ）有効量のＧＣＳ阻害剤と、（ｂ）薬学的に許容される担体とを含む、抗腫瘍療法
のための医薬組成物。
（項目９１）
　腫瘍の処置のための対象への投与に適切な量でＧＣＳ阻害剤を含む単位剤形。
（項目９２）
　（ａ）ＧＣＳ阻害剤と、（ｂ）第２の抗腫瘍剤とを含む組成物。
（項目９３）
　（ａ）ＳＨＭＴ２遺伝子産物に結合する試薬と、（ｂ）（ｉ）腫瘍がＳＨＭＴ２を過剰
発現するかどうかを決定するために前記試薬を使用するための説明書、（ｉｉ）検出試薬
および（ｉｉｉ）対照試薬からなる群から選択される少なくとも１種の物品とを含むキッ
ト。
（項目９４）
　（ａ）の前記試薬が、ＳＨＭＴ２ポリペプチドに結合する抗体を含む、項目９３に記載
のキット。
（項目９５）
　（ａ）の前記試薬が、ＳＨＭＴ２ポリペプチドをコードするｍＲＮＡに結合するプロー
ブまたはプライマーを含む、項目９３に記載のキット。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２８８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２８８】
　ＧＣＳＨ　ｍＲＮＡ中の次の配列を標的化するｓｈＲＮＡを使用した：
【化６】
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