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(57)【要約】
ＭＥＫインヒビターをプロテアソームインヒビターと組
み合わせて投与する工程を包含する、がんを処置するた
めの方法が、ここで開示される。いくつかの実施形態に
おいて、上記がんは、固形腫瘍である。ある場合には、
上記がんは、ＮＦ１、ＲＡＳ（Ｎ－ＲＡＳ、Ｋ－ＲＡＳ
およびＨ－ＲＡＳを含む）、ＲＡＦ（Ａ－ＲＡＦ、Ｂ－
ＲＡＦ、およびＣ－ＲＡＦを含む）、およびＭＥＫ（Ｍ
ＥＫ１およびＭＥＫ２を含む）の変異から選択される少
なくとも１つの変異を有する。いくつかの実施形態にお
いて、上記がんは、プロテアソームインヒビターまたは
ＭＥＫインヒビターのうちの少なくとも一方での処置に
抵抗性である。いくつかの実施形態において、併用療法
は、相乗効果を生じる。



(2) JP 2018-520164 A 2018.7.26

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＭＥＫインヒビターをプロテアソームインヒビターと組み合わせて投与する工程を包含
する、がんを処置する方法。
【請求項２】
　前記がんは、固形腫瘍である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記固形腫瘍は、胆道（胆管癌）、膀胱がん、脳のがん、乳がん、子宮頚がん、結腸直
腸癌、子宮内膜がん、類表皮がん、食道がん、胆嚢がん、胃がん、神経膠芽細胞腫、神経
膠腫、頭頚部がん、肝細胞がん（肝がん）、腎臓がん、肺がん、中皮腫、非小細胞肺がん
、卵巣がん、膵臓がん、小児悪性疾患、前立腺がん、腎がん、肉腫、皮膚がん（黒色腫を
含む）、小腸腺がん、小細胞肺がん、精巣がん、または甲状腺がんである、請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
　前記固形腫瘍は、黒色腫である、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記がんは、ＮＦ１、ＲＡＳ（Ｎ－ＲＡＳ、Ｋ－ＲＡＳ、およびＨ－ＲＡＳを含む）、
ＲＡＦ（Ａ－ＲＡＦ、Ｂ－ＲＡＦ、およびＣ－ＲＡＦを含む）、およびＭＥＫ（ＭＥＫ１
およびＭＥＫ２を含む）の変異から選択される少なくとも１つの変異を有する、請求項１
～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記がんは、少なくともＲＡＳ変異を有する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記ＲＡＳ変異は、少なくともコドン１２、コドン１３、またはコドン６１にある、請
求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記がんは、少なくともＲＡＦ変異を有する、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　前記ＲＡＦ変異は、少なくともコドン６００にある、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記がんは、少なくともＭＥＫ１またはＭＥＫ２の変異を有する、請求項５に記載の方
法。
【請求項１１】
　前記ＭＥＫ１変異は、少なくともＰ１２４ＳまたはＳ２０３Ｋである、請求項８に記載
の方法。
【請求項１２】
　前記ＭＥＫ２変異は、少なくともＱ６０Ｐである、請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ＭＥＫインヒビターは、セルメチニブ（ＡＺＤ６２４４）、トラメチニブ（ＧＳＫ
１１２０２１２）、ビニメチニブ（ＭＥＫ１６２）、ＰＤ－３２５９０１、コビメチニブ
、ＰＤ１８４３５２（ＣＩ－１０４０）、Ｕ０１２６－ＥｔＯＨ、レファメチニブ（ＲＤ
ＥＡ１１９）、ＰＤ９８０５９、ＢＩＸ　０２１８９、ピマセルチブ（ＡＳ－７０３０２
６）、ＳＬ－３２７、ＢＩＸ　０２１８８、ＡＺＤ８３３０、ＴＡＫ－７３３、ホノキオ
ール、またはＰＤ３１８０８８、ＰＤ０３２５９０１、ＷＸ－５５４、ＧＤＣ－０６２３
、Ｅ６２０１、ＲＯ４９８７６５５、ＲＯ５１２６７６６である、請求項１～１２のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記ＭＥＫインヒビターは、セルメチニブである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記プロテアソームインヒビターは、ボルテゾミブ、ラクタシスチン、ジスルフィラム
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、エピガロカテキン－３－ガレート、サリノスポラミドＡ、カルフィルゾミブ、オプロゾ
ミブ（ＯＮＸ　０９１２）、デランゾミブ（ＣＥＰ－１８７７０）、ＭＬＮ９７０８、エ
ポキソミシン、ＭＧ１３２、イキサゾミブ（ＭＬＮ２２３８）、ＰＩ－１８４０、または
セラストロールである、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記プロテアソームインヒビターは、ボルテゾミブである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記プロテアソームインヒビターおよび前記ＭＥＫインヒビターは、いずれかの薬剤が
単独で投与される場合に治療利益を引き起こさない投与量で投与される、請求項１～１６
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　セルメチニブは、約５ｍｇ／Ｋｇで投与され、ボルテゾミブは、約０．５ｍｇ／Ｋｇで
投与される、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記がんは、プロテアソームインヒビターまたはＭＥＫインヒビターのうちの少なくと
も一方での処置に抵抗性である、請求項１～１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記併用療法は、相乗効果を生じる、請求項１～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記がんは、プロテアソームインヒビターまたはＭＥＫインヒビターのうちの少なくと
も一方での処置に抵抗性である、請求項１～２０のいずれか１項に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この発明は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈによって
付与された助成金第１ＤＰ２ＯＤ００７０７０号の下、政府の支援を受けてなされた。政
府は、本発明に一定の権利を有する。
【０００２】
　分野
　プロテアソームインヒビターと組み合わせてＭＥＫインヒビターでがんを処置するため
の方法。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　がん処置、特に、黒色腫のようながんを処置することが困難ながん処置は、その疾患の
顕著な罹患率および死亡率なしに、患者が健康的な生活を取り戻す必要があるという臨床
上の利益を達成するために、さらなる進展を要する。
【０００４】
　さらなる研究は、がんの作用機構、および種々のクラスの薬剤の作用機構を理解するた
めに必要とされている。これらの作用機構が一旦認識された後、新たな併用療法アプロー
チが、これらの作用機構に基づいてその薬剤の相互の効果を増強するために使用され得る
。
【０００５】
　環境からの攻撃に従って、細胞は、ヒートショックプロテイン（ＨＳＰ）の生成を刺激
する。このＨＳＰ誘導は、ヒートショック、またはタンパク質毒性ストレス応答（ＰＳＲ
）の顕著な特徴である（Ｌｉｎｄｑｕｉｓｔ，　１９８６）。分子シャペロンとして、Ｈ
ＳＰは、他のタンパク質の折りたたみ、輸送、および分解を促進する（Ｍｏｒｉｍｏｔｏ
，　２００８）。誤った折りたたみおよび凝集に対してプロテオームを守るにあたって、
ＰＳＲは、タンパク質恒常性を保存する（Ｂａｌｃｈら，　２００８）。
【０００６】
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　脊椎動物において、ヒートショック転写因子（ＨＳＦ）は、ＰＳＲを左右する。それら
の中には、この応答の主要調節因子であるＨＳＦ１がある（Ｍｏｒｉｍｏｔｏ，　２００
８；　Ｘｉａｏら，　１９９９）。マルチステッププロセスとして、ＨＳＦ１活性化は、
トリマー化、核トランスロケーション、翻訳後修飾、およびＤＮＡ結合を必要とする（Ｍ
ｏｒｉｍｏｔｏ，　２００８）。しかし、このプロセスの以前の理解は、不完全であった
。
【０００７】
　このＨＳＦ１媒介性ＰＳＲは、多くの病理的状態（高体温、重金属被毒（ｈｅａｖｙ－
ｍｅｔａｌ　ｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、虚血および再灌流、および酸化的損傷が挙げ
られる）に拮抗し、加齢および神経変性に影響を与える（Ｄａｉら，　２０１２ａ）。Ｈ
ＳＦ１は、驚くべきことではないものの、長寿因子として作用する（Ｈｓｕら，　２００
３）。対照的に、本発明者らおよび他者の研究は、ＨＳＦ１の腫瘍形成促進（ｐｒｏ－ｏ
ｎｃｏｇｅｎｉｃ）の役割を明らかにした（Ｄａｉら，　２００７；　Ｄａｉら，　２０
１２ｂ；　Ｊｉｎら，　２０１１；　Ｍｅｎｇら，　２０１０；　Ｍｉｎら，　２００７
）。非ストレス条件下でのその非必須性にもかかわらず、ＨＳＦ１は、腫瘍細胞の増殖お
よび生存に非常に重要である（Ｄａｉら，　２００７）。にもかかわらず、悪性疾患にお
けるその活性化の根底にある機構は不明であった。
【０００８】
　本明細書では、本発明者らは、ＲＡＳ－ＭＥＫ－ＥＲＫシグナル伝達がＰＳＲを厳密に
調節することを報告する。それは、ＨＳＦ１をリン酸化し、活性化するＭＥＫである。Ｍ
ＥＫ阻害は、プロテオームを不安定化し、タンパク質凝集およびアミロイド生成を誘発す
る。コンビナトリアルプロテアソーム遮断は、この腫瘍抑制性アミロイド生成効果を強く
増大させる。
【０００９】
　ＭＥＫインヒビターは、プロテアソームインヒビターと同様に当該分野で公知であった
が、本発明より前にそれらを組み合わせる理由も動機づけも存在せず、各処置は、効能の
その制限（薬物耐性を含む）を有した。
【００１０】
　これを理解して、本発明者らは、ＭＥＫインヒビターをプロテアソームインヒビターと
組み合わせて投与する工程を包含する、がんを処置するための方法を開発した。本発明者
らは、ＨＳＦ１を、ＭＥＫ（これは、ＨＳＦ１媒介性タンパク質毒性ストレス応答を抑制
する）の新たな基質として同定した。本発明者らは、ＭＥＫ阻害がタンパク質恒常性を撹
乱し、腫瘍抑制性アミロイド生成（ｔｕｍｏｒ－ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ　ａｍｙｌｏｄ
ｏｇｅｎｅｓｉｓ）を誘発することも見出した。本発明者らは、ＭＥＫインヒビターとプ
ロテアソームインヒビターとの併用が、いずれかの処置単独にさらなる利点を提供すると
考える。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｈｓｕら、Ｓｃｉｅｎｃｅ（２００３）３００、１１４２～１１４５
【非特許文献２】Ｄａｉら、Ｃｅｌｌ（２００７）１３０、１００５～１０１８
【非特許文献３】Ｄａｉら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．（２０１２）２２７、２９
８２～２９８７
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　要旨
　記載によれば、がんを処置するための方法は、ＭＥＫインヒビターをプロテアソームイ
ンヒビターと組み合わせて投与する工程を包含する。
【００１３】
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　いくつかの実施形態において、上記がんは、固形腫瘍（例えば、胆道（胆管癌）、膀胱
がん、脳のがん（ｂｒａｉｎ　ｃａｎｃｅｒ）、乳がん、子宮頚がん（ｃｅｒｖｉｃａｌ
　ｃａｎｃｅｒ）、結腸直腸癌、子宮内膜がん、類表皮がん、食道がん、胆嚢がん、胃が
ん（ｇａｓｔｒｉｃ（ｓｔｏｍａｃｈ）　ｃａｎｃｅｒ）、神経膠芽細胞腫、神経膠腫、
頭頚部がん、肝細胞がん（肝がん）、腎臓がん、肺がん、中皮腫、非小細胞肺がん、卵巣
がん、膵臓がん、小児悪性疾患、前立腺がん、腎がん、肉腫、皮膚がん（黒色腫を含む）
、小腸腺がん、小細胞肺がん、精巣がん、または甲状腺がんが挙げられるが、これらに限
定されない）である。
【００１４】
　場合によっては、上記がんは、ＮＦ１、ＲＡＳ（Ｎ－ＲＡＳ、Ｋ－ＲＡＳ、およびＨ－
ＲＡＳを含む）、ＲＡＦ（Ａ－ＲＡＦ、Ｂ－ＲＡＦ、およびＣ－ＲＡＦを含む）、および
ＭＥＫ（ＭＥＫ１およびＭＥＫ２を含む）の変異から選択される少なくとも１つの変異を
有する。例えば、ＲＡＳ変異は、少なくともコドン１２、コドン１３、またはコドン６１
にあり得る。いくつかの実施形態において、上記ＲＡＦ変異は、少なくともコドン６００
にある。いくつかの実施形態において、上記ＭＥＫ１変異は、少なくともＰ１２４Ｓもし
くはＳ２０３Ｋであるか、または上記ＭＥＫ２変異は、少なくともＱ６０Ｐである。
【００１５】
　いくつかの実施形態において、上記ＭＥＫインヒビターは、セルメチニブ（ＡＺＤ６２
４４）、トラメチニブ（ＧＳＫ１１２０２１２）、ビニメチニブ（ｂｉｎｉｍｅｔｉｎｉ
ｂ）（ＭＥＫ１６２）、ＰＤ－３２５９０１、コビメチニブ、ＰＤ１８４３５２（ＣＩ－
１０４０）、Ｕ０１２６－ＥｔＯＨ、レファメチニブ（ＲＤＥＡ１１９）、ＰＤ９８０５
９、ＢＩＸ　０２１８９、ピマセルチブ（ｐｉｍａｓｅｒｔｉｂ）（ＡＳ－７０３０２６
）、ＳＬ－３２７、ＢＩＸ　０２１８８、ＡＺＤ８３３０、ＴＡＫ－７３３、ホノキオー
ル、またはＰＤ３１８０８８、ＰＤ０３２５９０１、ＷＸ－５５４、ＧＤＣ－０６２３、
Ｅ６２０１、ＲＯ４９８７６５５、ＲＯ５１２６７６６である。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、上記プロテアソームインヒビターは、ボルテゾミブ、ラ
クタシスチン、ジスルフィラム、エピガロカテキン－３－ガレート、サリノスポラミドＡ
、カルフィルゾミブ、オプロゾミブ（ｏｐｒｏｚｏｍｉｂ）（ＯＮＸ　０９１２）、デラ
ンゾミブ（ＣＥＰ－１８７７０）、ＭＬＮ９７０８、エポキソミシン、ＭＧ１３２、イキ
サゾミブ（ＭＬＮ２２３８）、ＰＩ－１８４０、またはセラストロールである。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、上記プロテアソームインヒビターおよび上記ＭＥＫイン
ヒビターは、いずれかの薬剤が単独で投与される場合に治療上の利益を引き起こさない投
与量で投与される。いくつかの実施形態において、セルメチニブは、約５ｍｇ／Ｋｇで投
与され、ボルテゾミブは、約０．５ｍｇ／Ｋｇで投与される。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、上記がんは、プロテアソームインヒビターまたはＭＥＫ
インヒビターのうちの少なくとも一方での処置に抵抗性である。いくつかの実施形態にお
いて、上記併用療法は、相乗効果を生じる。いくつかの実施形態において、上記がんは、
プロテアソームインヒビターまたはＭＥＫインヒビターのうちの少なくとも一方での処置
に抵抗性である。
【００１９】
　さらなる目的および利点は、一部は以下の詳細な説明に示され、一部は、詳細な説明か
ら明らかであるか、または実施することによって学習され得る。その目的および利点は、
添付の特許請求の範囲の中で特に指摘されるエレメントおよび組み合わせによって実現さ
れかつ獲得される。
【００２０】
　前述の一般的説明および以下の詳細な説明の両方が、例示でありかつ例示に過ぎず、請
求項の限定ではないことは、理解されるべきである。
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【００２１】
　添付の図面（これは、本明細書の中に組み込まれ、かつ本明細書の一部を構成する）は
、一（いくつかの）実施形態を例証し、詳細な説明と一緒になって、本明細書で記載され
る原理を説明するのに役立つ。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１Ａ】図１Ａ～Ｏは、ＭＥＫおよびＥＲＫが、ＰＳＲを反対方向に調節することを示
す。（Ａ）ＮＩＨ３Ｔ３細胞を、４３℃において３０分間ＨＳで、、１０μＭ　ツバスタ
チンＡで５時間、４０μＭ　ＶＥＲ１５５００８で１時間、５００ｎＭ　ＭＧ１３２で１
時間、２００ｎＭ　１７－ＤＭＡＧで１時間、および２．５ｍＭ　アゼチジンで１５分間
、処理した。（Ｂ）その二重ＥＬＫ１レポーター系（血清応答エレメント（ＳＲＥ）駆動
性分泌型胚性アルカリホスファターゼ（ＳＥＡＰ）プラスミドおよびＣＭＶ駆動性Ｇａｕ
ｓｓｉａルシフェラーゼ（ＧＬｕｃ）プラスミドを含む）を、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞へとト
ランスフェクトした。２４時間後、細胞を（Ａ）にあるように処理し、レポーター活性を
測定する前に一晩回復させた（平均±ＳＤ、ｎ＝６、ＡＮＯＶＡ）。（ＣおよびＤ）ＮＩ
Ｈ３Ｔ３細胞を、２０μＭ　Ｕ０１２６または２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４で３時間処理し
、続いて、ＨＳおよび４時間の回復を行った。ｍＲＮＡレベルを、ｑＲＴ－ＰＣＲによっ
て定量した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、スチューデントのｔ検定）。（Ｅ）ＨＳの直後に、（
Ｃ）にあるように処理したＮＩＨ３Ｔ３細胞の核タンパク質を抽出して、ＥＬＩＳＡベー
スのアッセイによってＨＳＦ１－ＤＮＡ結合を測定した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶ
Ａ）。（Ｆ）ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、二重ＨＳＦ１レポータープラスミド、ヒートショッ
クエレメント（ＨＳＥ）駆動性ＳＥＡＰプラスミドおよびＣＭＶ－ＧＬｕｃプラスミドで
トランスフェクトした。２４時間後、細胞を、２０μＭ　Ｕ０１２６、２０ｎＭ　ＡＺＤ
６２４４、１μＭ　ＦＲ１８０２０４、または１００ｎＭ　Ｓｃｈ７７２９８４で３時間
処理し、続いて、ＨＳを３０分間および一晩の回復を行った（平均±ＳＤ、ｎ＝６、ＡＮ
ＯＶＡ）。（Ｇ）ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、種々のインヒビターで一晩処理した。（Ｈ）～
（Ｋ）ＬａｃＺまたはＭＥＫアイソフォームプラスミドを、二重ＨＳＦ１レポータープラ
スミドとともに、レンチウイルスｓｈＲＮＡを形質導入したＨＥＫ２９３Ｔ細胞へと共ト
ランスフェクトした。２４時間後、細胞に、４３℃において３０分間ヒートショックを与
え、続いて、一晩回復させた（平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（Ｌ）～（Ｏ）ＨＥ
Ｋ２９３Ｔ細胞を、ｓｉＲＮＡで４８時間トランスフェクトし、続いて、ＨＳの前に二重
ＨＳＦ１レポータープラスミドで２４時間トランスフェクトした（平均±ＳＤ、ｎ＝６、
ＡＮＯＶＡ）。図８も参照のこと。
【図１Ｂ】同上。
【図１Ｃ】同上。
【図１Ｄ】同上。
【図１Ｅ】同上。
【図１Ｆ】同上。
【図１Ｇ－Ｈ】同上。
【図１Ｉ】同上。
【図１Ｊ－Ｋ】同上。
【図１Ｌ－Ｍ】同上。
【図１Ｎ－Ｏ】同上。
【００２３】
【図２Ａ】図２Ａ～Ｊは、ＥＲＫ、ＭＥＫ、およびＨＳＦ１がストレス誘導性タンパク質
複合体を形成することを示す。（ＡおよびＢ）４３℃において３０分間のＨＳの後、内因
性ＨＳＦ１タンパク質を、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞から沈殿させた。ＷＣＬ：全細胞溶解物；
ＨＣ：重鎖。（Ｃ）内因性ＭＥＫ１－ＨＳＦ１相互作用を、ＰＬＡによって、ＨｅＬａ細
胞において、ウサギ抗ＭＥＫ１抗体およびマウス抗ＨＳＦ１抗体を使用して検出した。ス
ケールバー：ＬＭに関しては５０μｍ、ＨＭに関しては１０μｍ。（ＤおよびＥ）内因性
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ＭＥＫ－ＨＳＦ１相互作用を、ＩＰによって、ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９
３Ｔ細胞において検出した。（Ｆ）内因性ＭＥＫ－ＨＳＦ１相互作用を、ｓｉＲＮＡでト
ランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞で検出した。（Ｇ）内因性ＨＳＦ１－ＭＥＫ相互
作用およびＨＳＦ１－ＧＦＰ－ＥＲＫ１相互作用を、示されたプラスミドでトランスフェ
クトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞において検出した。（Ｈ）３つの考えられるシナリオの模式
的描写。Ｐ：リン酸化。（Ｉ）ＨＳの直後に、ＨＳＦ１－ＥＲＫ相互作用を、ｃｏ－ＩＰ
によって検出した。（Ｊ）内因性ＥＲＫ－ＨＳＦ１相互作用を、ｓｈＲＮＡを安定して発
現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞において検出した。（ＫおよびＬ）内因性ＥＲＫ－ＭＥＫ相互
作用およびＥＲＫ－ＨＳＦ１相互作用を、ＰＬＡによってＨｅＬａ細胞において検出した
。スケールバー：ＬＭに関しては５０μｍ、ＨＭに関しては１０μｍ。図９も参照のこと
。
【図２Ｂ】同上。
【図２Ｃ】同上。
【図２Ｄ】同上。
【図２Ｅ】同上。
【図２Ｆ】同上。
【図２Ｇ】同上。
【図２Ｈ】同上。
【図２Ｉ】同上。
【図２Ｊ】同上。
【図２Ｋ】同上。
【図２Ｌ】同上。
【００２４】
【図３Ａ】図３Ａ～Ｏは、ＭＥＫがＳｅｒ３２６をリン酸化して、ＨＳＦ１を活性化する
ことを示す。（ＡおよびＢ）ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６リン酸化を、ｓｈＲＮＡを安定して
発現するかまたはＭＥＫ１ＤＤプラスミドでトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞に
おいてイムノブロットすることによって測定した。（Ｃ）ＧＦＰプラスミドまたはＭＥＫ
１ＤＤプラスミドを、二重ＨＳＦ１レポータープラスミドとともにＨＥＫ２９３Ｔ細胞へ
と共トランスフェクトした（平均±ＳＤ、ｎ＝５、スチューデントのｔ検定）。（Ｄ）コ
ントロールまたはＥＲＫ標的化ｓｉＲＮＡ、Ａ（ｓｉＥＲＫ１＿１およびｓｉＥＲＫ２＿
１）およびＢ（ｓｉＥＲＫ１＿３およびｓｉＥＲＫ２＿２）を、ｓｈＲＮＡを安定して発
現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞へとトランスフェクトした。（Ｅ）ＧＦＰプラスミドまたはＦ
ＬＡＧ－ＨＳＦ１プラスミドを、二重ＨＳＦ１レポータープラスミドとともに、ｓｈＲＮ
Ａを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞へと共トランスフェクトした（平均±ＳＤ、ｎ
＝６、ＡＮＯＶＡ）。（Ｆ）ＦＬＡＧ－ＨＳＦ１プラスミドを、ＨＳＦ１標的化ｓｈＲＮ
Ａを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞へとトランスフェクトした。ＨＳＦ１－ＤＮＡ
結合を、抗ＦＬＡＧ抗体を使用して図１Ｅに記載されるようにＨＳ後に測定した。この結
果を、核ＦＬＡＧ－ＨＳＦ１レベルに対して正規化した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、スチュー
デントのｔ検定）。（Ｇ）ＦＬＡＧ－ＨＳＦ１タンパク質を、２０μｇ／ｍｌ　シクロヘ
キシミドで処理したＨＥＫ２９３Ｔ細胞において検出した。共発現したＧＦＰタンパク質
は、内部コントロールとして働いた。（Ｈ）１００ｎｇ　精製ＧＳＴ－ＭＥＫ１タンパク
質を、Ｕ０１２６とともに室温において２０分間インキュベートし、続いて、４００ｎｇ
　精製Ｈｉｓ－ＨＳＦ１タンパク質とともに室温において３０分間インキュベートした。
ＨＳＦ１リン酸化を、イムノブロッティングによって検出した。（Ｉ）ＨＥＫ２９３Ｔ細
胞から沈殿させたＥＲＫ複合体を、Ｕ０１２６またはＦＲ１８０２０４で処理し、続いて
、４００ｎｇ　Ｈｉｓ－ＨＳＦ１、４００ｎｇ　ＧＳＴ－ＥＲＫ１、または１０００ｎｇ
　ＭＢＰタンパク質とともにインキュベートした。（Ｊ）不活性ＧＳＴ－ＥＲＫ１タンパ
ク質を、１００ｎｇ　ＧＳＴ－ＭＥＫ１および４００ｎｇ　Ｈｉｓ－ＨＳＦ１タンパク質
とともに室温において３０分間インキュベートした。（Ｋ）ＬａｃＺまたはＧＦＰ－ＥＲ
Ｋ１プラスミドを、ＭＥＫ１ＷＴまたはＭＥＫ１Ｔ２９２Ａ，Ｔ３８６Ａプラスミドとと
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もに、ＭＥＫ標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞へと共トランスフ
ェクトした。（Ｌ）ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６リン酸化を、示されたプラスミドでトランス
フェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞において検出した。（Ｍ）ＨＳＦ１活性を、二重レポー
ター系によって、示されたプラスミドでトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞におい
て検出した（平均±ＳＤ、ｎ＝６、ＡＮＯＶＡ）。（Ｎ）ＷＭ１１５細胞を、２０ｎＭ　
ＡＺＤ６２４４または２０μＭ　Ｕ０１２６で一晩処理した。（Ｏ）ＨＳＦ１　ＣｈＩＰ
アッセイを、ＤＭＳＯまたは２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４で一晩処理したＷＭ１１５細胞を
使用して行った。その結果を、ＩｇＧコントロールの値に対して正規化した（平均±ＳＤ
、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。図１０も参照のこと。
【図３Ｂ－Ｃ】同上。
【図３Ｄ】同上。
【図３Ｅ】同上。
【図３Ｆ】同上。
【図３Ｇ】同上。
【図３Ｈ】同上。
【図３Ｉ】同上。
【図３Ｊ】同上。
【図３Ｋ】同上。
【図３Ｌ】同上。
【図３Ｍ】同上。
【図３Ｎ】同上。
【図３Ｏ】同上。
【００２５】
【図４Ａ】図４Ａ～Ｒは、ＭＥＫがタンパク質恒常性を保存することを示す。（Ａ）ＧＦ
ＰプラスミドおよびＧＦＰ－ＧＲプラスミドを、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞へと共トランスフェ
クトし、続いて、２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４、２０μＭ　Ｕ０１２６、または２００ｎＭ
　１７－ＤＭＡＧで４時間処理した。（Ｂ）ＧＦＰ－ＧＲプラスミドを、ＨＡ－Ｕｂ－Ｋ
４８プラスミド（これは、タンパク質基質へとリジン４８を介してのみ結合体化し得る変
異体ユビキチンをコードする）とともにＨＥＫ２９３Ｔ細胞へと共トランスフェクトした
。２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４または２００ｎＭ　１７－ＤＭＡＧで４時間処理した後に、
ＧＦＰ－ＧＲタンパク質を沈殿させ、ユビキチン化を、抗ＨＡ抗体を使用して検出した。
（Ｃ）変性ホタルルシフェラーゼを、ＤＭＳＯまたは２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４で処理し
たＡ２０５８細胞の溶解物とともにインキュベートした（平均±ＳＤ、ｎ＝４、ＡＮＯＶ
Ａ）。（Ｄ）Ａ２０５８細胞を、２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４で処理し、ユビキチン化タン
パク質を、界面活性剤可溶性および界面活性剤不溶性両方の画分において、Ｌｙｓ４８特
異的ユビキチン抗体を使用して検出した。（Ｅ）ＬａｃＺまたはＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄを安
定して発現するＡ２０５８細胞を、２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４で８時間処理した。（Ｆ）
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウスに、ＤＭＳＯまたはＡＺＤ６２４４を１週間に３回、２週間にわ
たってｉ．ｐ．注射した。Ｓ：脾臓；　Ｋ：腎臓；　Ｌ：肝臓。（Ｇ）ユビキチン化ペプ
チドのＭＳベースの定量の実験手順、１処理あたり２つの技術的複製物。（Ｈ）処理条件
とコントロール条件との間のペプチド存在量における相対的変化の散布図。緑の線および
赤の線は、２．５倍カットオフを示す。（Ｉ）６８種のタンパク質の分類を、ＰＡＮＴＨ
ＥＲ遺伝子リスト分析ツール（ｐａｎｔｈｅｒｄｂ．ｏｒｇ）を使用して行った。（Ｊ）
遺伝子オントロジー（ＧＯ）生物学的プロセスエンリッチメント分析を、ウェブベースの
Ｅｎｒｉｃｈｒソフトウェアアプリケーションを使用して行った。（Ｋ）６８種のタンパ
ク質の相互作用ネットワーク。公知のおよび推定されるタンパク質相互作用を、ＳＴＲＩ
ＮＧデータベース（ｗｗｗ．ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ）から導き出し、そのネットワ
ークを、Ｃｙｔｏｓｃａｐｅソフトウェアを使用して可視化した。（ＬおよびＭ）Ｖ５－
ＴＯＲ１ＡＩＰ２プラスミドまたはＶ５－ＲＰＬ３プラスミドを、ＨＡ－Ｕｂ－Ｋ４８プ
ラスミドとともにＨＥＫ２９３Ｔ細胞へと共トランスフェクトした。８時間の２０ｎＭ　
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ＡＺＤ６２４４処理の後に、タンパク質を、抗Ｖ５抗体で沈殿させた。（Ｎ）ＡＺＤ６２
４４処理の後、内因性ｃ－ＭＹＣタンパク質を、Ａ２０５８細胞から沈殿させ、抗ユビキ
チン抗体でイムノブロットした。（ＯおよびＰ）Ｖ５－ＲＰＬ１５プラスミドおよびＶ５
－ＲＰＬ３プラスミドを、ＨＡ－Ｕｂ－Ｋ４８プラスミドとともに、ｓｈＲＮＡを安定し
て発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞へと共トランスフェクトした。細胞を、８時間、５００ｎ
Ｍ　ＭＧ１３２単独で処理したか、または２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４とともに共処理した
。（Ｑ）内因性ＲＰＬ１５およびＲＰＬ３タンパク質を、２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４単独
で処理したかまたは５００ｎＭ　ＭＧ１３２とともに共処理したＡ２０５８細胞において
検出した。（Ｒ）内因性ＲＰＬ１５およびＲＰＬ３タンパク質を、ＡＺＤ６２４４処理で
ＬａｃＺまたはＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄを安定して発現するＡ２０５８細胞において検出した
。図１１も参照のこと。
【図４Ｂ】同上。
【図４Ｃ】同上。
【図４Ｄ】同上。
【図４Ｅ】同上。
【図４Ｆ】同上。
【図４Ｇ】同上。
【図４Ｈ】同上。
【図４Ｉ】同上。
【図４Ｊ】同上。
【図４Ｋ】同上。
【図４Ｌ－Ｎ】同上。
【図４Ｏ】同上。
【図４Ｐ】同上。
【図４Ｑ】同上。
【図４Ｒ】同上。
【００２６】
【図５Ａ】図５Ａ～Ｙは、ＭＥＫおよびプロテアソーム阻害がタンパク質凝集およびアミ
ロイド生成を誘発することを示す。（Ａ～Ｂ）２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４、１００ｎＭ　
ボルテゾミブ、または両方で、２４時間処理したＷＭ１１５細胞を、Ｌｙｓ４８特異的ユ
ビキチン抗体で染色した。矢尻は、ユビキチン陽性凝集物をマークする。スケールバー：
１０μｍ。１細胞あたりの凝集物の量を、ＩｍａｇｅＪを使用して定量した（メジアン、
ｎ≧１００、ＡＮＯＶＡ）。（Ｃ～Ｆ）ｐｏｌｙＱ７９プラスミド単独で、またはｐｏｌ
ｙＱ７９プラスミドおよびＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄプラスミドの両方で、１日トランスフェク
ションを行った後、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、（Ａ～Ｂ）に記載されるとおりのインヒビタ
ーで処理した。細胞は、凝集物サイズに関して分析したか、または１０μＭ　ＴｈＴで染
色したのいずれかであった。（Ｇ）処理した腫瘍細胞株を、１０μＭ　ＴｈＴで染色した
。幾何平均を使用して、ＴｈＴ蛍光強度における倍数変化を計算し、そのｌｏｇ２（ＦＣ
）値を、ヒートマップとして示した。（Ｈ）ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、ＬａｃＺまたはｐｏ
ｌｙＱ７９プラスミドでトランスフェクトした。処理後、ＡＯを、ＥＬＩＳＡによってＡ
１１抗体を使用して定量した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（Ｉ）内在性のＡＯ
を、ヒト腫瘍細胞株において検出した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（Ｊおよび
Ｋ）ＬａｃＺまたはＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄを安定して発現するＡ２０５８細胞を、２４時間
処理した。アミロイドを、ＥＬＩＳＡによって定量した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、スチュー
デントのｔ検定）。（Ｌ）２０μＭ　合成Ａβ１－４２ペプチドを、室温において穏やか
に振盪しながら、インヒビターで処理したＡ２０５８細胞の２０μｇ　溶解物とともにイ
ンキュベートした。ＡＦ形成を、ＴｈＴ結合によってモニターした（平均±ＳＤ、ｎ＝３
、ＡＮＯＶＡ）。（Ｍ）ＴＥＭ研究（左パネルは８０，０００×、右パネルは２００，０
００×）に関しては、２０μＭ　合成Ａβ１－４２ペプチドを、３７℃において穏やかに
振盪しながら２日間、ＰＢＳ中のＡ２０５８細胞溶解物とともにインキュベートした。ス
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ケールバー：１００ｎｍ。（Ｎ）種々のｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細
胞を、１０μＭ　ＴｈＴで染色した。（ＯおよびＰ）１０μＭ　ＴｈＴとともに６時間予
備インキュベートした後、Ａ２０５８細胞を、２４時間処理した。アミロイドを定量した
（平均±ＳＤ、ｎ＝３、スチューデントのｔ検定）。（ＱおよびＲ）１０μＭ　ＴｈＴと
ともに６時間の予備インキュベーションまたはＪＢＳ－Ｐｒｏｔｅｏｄｕｃｉｎを使用し
て１６時間、１００ｎｇ　Ａ１１抗体とともにトランスフェクションを行った後、Ａ２０
５８細胞を、２４時間処理した。生細胞を、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ（登録商標）ブルーによ
って定量した（平均±ＳＤ、ｎ＝６、スチューデントのｔ検定）。（ＳおよびＴ）Ｌａｃ
ＺまたはＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄを安定して発現するＡ２０５８細胞を、ＤＭＳＯまたは２０
ｎＭ　ＡＺＤ６２４４で処理した。生細胞を定量した（平均±ＳＤ、ｎ＝６、ＡＮＯＶＡ
）。処理後の生細胞における相対的変化を、各時点で、ＤＭＳＯ処理細胞の値に対してＡ
ＺＤ６２４４処理細胞の値を正規化することによって計算した。（Ｕ）～（Ｗ）２０ｎＭ
　ＡＺＤ６２４４、１００ｎＭ　ボルテゾミブ、または両方での２４時間の処理後に、初
代ＭＥＦおよびヒト細胞においてＡＯを定量した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。
（ＸおよびＹ）細胞を、５０μＭ　Ｑ－ＶＤ－ＯＰｈで一晩処理し、ＡＯを定量した（平
均±ＳＤ、ｎ＝３、スチューデントのｔ検定）。図１２も参照のこと。
【図５Ｂ】同上。
【図５Ｃ】同上。
【図５Ｄ】同上。
【図５Ｅ】同上。
【図５Ｆ】同上。
【図５Ｇ】同上。
【図５Ｈ】同上。
【図５Ｉ】同上。
【図５Ｊ】同上。
【図５Ｋ】同上。
【図５Ｌ】同上。
【図５Ｍ】同上。
【図５Ｎ】同上。
【図５Ｏ】同上。
【図５Ｐ】同上。
【図５Ｑ】同上。
【図５Ｒ】同上。
【図５Ｓ】同上。
【図５Ｔ】同上。
【図５Ｕ】同上。
【図５Ｖ】同上。
【図５Ｗ】同上。
【図５Ｘ】同上。
【図５Ｙ】同上。
【００２７】
【図６Ａ】図６Ａ～Ｎは、ＭＥＫおよびプロテアソーム阻害を併用すると、強力な腫瘍抑
制効果が発揮されることを示す。（Ａ）２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４、１００ｎＭ　ボルテ
ゾミブ、または両方で２４時間処理した後、生細胞を、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ（登録商標）
ブルーによって定量した（平均±ＳＤ、ｎ＝６、ＡＮＯＶＡ）。（ＢおよびＣ）１×１０
６　Ａ２０５８細胞を、ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスにｓ．ｃ．注射した。７日後、マウスを
、ＤＭＳＯ、５ｍｇ／Ｋｇ　ＡＺＤ６２４４、０．５ｍｇ／Ｋｇ　ボルテゾミブ、または
その組み合わせで、１週間に３回ｉ．ｐ．注射を介して処理した。腫瘍容積を、毎週カリ
パスを使用して測定した（平均±ＳＥＭ、ＡＮＯＶＡ）。腫瘍増殖曲線を、指数関数的増
殖モデルにフィットさせて、腫瘍倍加時間（ＤＴ）を導き出した。カプラン－マイアー生
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存曲線を、各群に関してプロットした（ログ－ランク検定）。（Ｄ）タンパク質を、イム
ノブロッティングによって検出した（１群あたり３腫瘍）。（Ｅ）腫瘍溶解物を使用して
、ＡＯを定量した（１群あたり５腫瘍）（平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（Ｆ）腫
瘍溶解物を使用して、Ａβ１－４２ペプチドを播種した（１群あたり５腫瘍）（平均±Ｓ
Ｄ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（Ｇ～Ｈ）腫瘍切片を、ＣＲで染色した（１群あたり５腫瘍
）。１０個の無作為の視野を、各切片に対して取った。スケールバー：５０μｍ。各視野
における合計ＣＲ蛍光を、ＩｍａｇｅＪを使用して定量し、合計の核に対して正規化した
（メジアン、ｎ＝５０、ＡＮＯＶＡ）。（Ｉ）ＣＲ染色後、腫瘍切片を、偏光顕微鏡法の
下で可視化した。スケールバー：５０μｍ。（Ｊ）ＡＦ特異的抗体（ＯＣ）での染色後に
、併用処置を受けた腫瘍の切片を、ＣＲでさらに染色した。スケールバー：５０μｍ。（
Ｋ）ホタルルシフェラーゼ導入遺伝子を安定して発現する１×１０６　Ａ２０５８細胞を
、ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスへとｉ．ｖ．注射した。６週間にわたって、（Ｂ）に記載され
るように１日後に処理を開始した。体重を毎週モニターした（平均±ＳＤ、ｎ＝１０、Ａ
ＮＯＶＡ）。（Ｌ）インビボでのバイオルミネッセンス画像化による転移の検出。（Ｍ）
代表的顕微鏡写真は、肺、骨格筋、骨盤脂肪組織、および卵巣における転移黒色腫を図示
する。Ｔ：腫瘍；　Ｌ：肺；　Ｍ：筋；　Ｂ：骨；　Ａ：脂肪組織；　ＯＦ：卵胞。スケ
ールバー：５００μｍ。（Ｎ）ＭＥＫおよびプロテアソーム阻害を併用すると、黒色腫転
移が防止される（Ｂａｒｎａｒｄの正確検定）。図１３および表２も参照のこと。
【図６Ｂ】同上。
【図６Ｃ】同上。
【図６Ｄ】同上。
【図６Ｅ】同上。
【図６Ｆ】同上。
【図６Ｇ】同上。
【図６Ｈ】同上。
【図６Ｉ】同上。
【図６Ｊ】同上。
【図６Ｋ】同上。
【図６Ｌ】同上。
【図６Ｍ】同上。
【図６Ｎ】同上。
【００２８】
【図７Ａ】図７Ａ～Ｈは、アミロイド生成が腫瘍増殖を抑制することを示す。（Ａ）併用
処置を受けた黒色腫の切片を、切断型カスパーゼ３抗体で染色し、続いて、ＣＲ染色を行
った。矢尻および矢印は、それぞれ、縮合した核およびフラグメント化した核を示す。ス
ケールバー：５０μｍ。（Ｂ）１×１０６　Ａ２０５８細胞を、ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウス
へとｓ．ｃ．注射した。７日後、マウスを、併用処置の１日前に、ｉ．ｐ．注射を介して
１ｍｇ／３０ｇ　ＣＲで処置した。腫瘍容積を毎週測定した（平均±ＳＤ、ＡＮＯＶＡ）
。（Ｃ）ＣＲ処理腫瘍の溶解物は、４９８ｎｍでの吸光度を示した（１群あたり３腫瘍）
（平均±ＳＤ、ｎ＝３）。ＣＲを含む溶解緩衝液を、陽性コントロールとして供した。（
Ｄ）カプラン－マイアー生存曲線を比較した（ログ－ランク検定）。（ＥおよびＦ）腫瘍
溶解物の界面活性剤可溶性および界面活性剤不溶性両方の画分を使用して、アミロイドを
定量した（１群あたり３腫瘍）（平均±ＳＤ、ｎ＝３、スチューデントのｔ検定）。（Ｇ
）タンパク質を、イムノブロッティングによって検出した（１群あたり３腫瘍）。（Ｈ）
ＭＥＫ、ＥＲＫ、およびＨＳＦ１の間の相互作用の模式的説明、ならびにプロテオーム安
定性を調節することにおけるその役割。均衡のとれたタンパク質恒常性は、毒性タンパク
質凝集およびアミロイド生成を抑制し、それによって、腫瘍生成を促進する。図１４も参
照のこと。
【図７Ｂ】同上。
【図７Ｃ】同上。
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【図７Ｄ】同上。
【図７Ｅ】同上。
【図７Ｆ】同上。
【図７Ｇ】同上。
【図７Ｈ】同上。
【００２９】
【図８Ａ】図８Ａ～Ｈは、ＭＥＫおよびＥＲＫがＰＳＲを反対に調節することを図示する
。この図は、図１に関連する。（Ａ）細胞生存度は、タンパク質毒性ストレッサーへの一
過性の曝露によって損なわれない。ＮＩＨ３Ｔ３細胞を、図１Ａに記載されるとおりの多
様なストレッサーで処理した。細胞生存度を、Ｇｕａｖａ　ＥａｓｙＣｙｔｅＴＭフロー
サイトメーターによって、Ｇｕａｖａ　ＶｉａＣｏｕｎｔＴＭ試薬を使用して測定した（
平均±ＳＤ、ｎ＝５、スチューデントのｔ検定）。（Ｂ）ＭＥＫ遮断は、多様なタンパク
質毒性ストレッサーによって引き起こされるＨＳＦ１活性化を抑制する。二重ＨＳＦ１レ
ポータープラスミドでのトランスフェクション後に、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、図１Ｂに記
載されるとおりの多様なストレッサーで処理した。処理後、ストレッサーを除去し、細胞
を、新鮮な培地とともに２４時間インキュベートし、その後、レポーター活性を測定した
（平均±ＳＤ、ｎ＝５、スチューデントのｔ検定）。（Ｃ）ＭＥＫ遮断は、ＨＳＦ１活性
化を損ない、ＥＲＫ遮断は、ＨＳＦ１活性化を増強する。ＧＦＰまたはＨＳＦ１プラスミ
ドを二重ＨＳＦ１レポータープラスミドとともに共トランスフェクションした後に、ＨＥ
Ｋ２９３Ｔ細胞を、２０μＭ　Ｕ０１２６、２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４、１μＭ　ＦＲ１
８０２０４、または１００ｎＭ　Ｓｃｈ７７２９８４で２４時間処理し、その後、　レポ
ーター活性を測定した（平均±ＳＤ、ｎ＝６、ＡＮＯＶＡ）。（Ｄ）ＭＥＫおよびＥＲＫ
両方の遮断は、ＥＬＫ１を不活性化する。二重ＥＬＫ１レポータープラスミドでトランス
フェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、２０μＭ　Ｕ０１２６、２０μＭ　Ｕ０１２６、２
０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４、１μＭ　ＦＲ１８０２０４、または１００ｎＭ　Ｓｃｈ７７２
９８４で２４時間処理し、その後レポーター活性を測定した（平均±ＳＤ、ｎ＝５、ＡＮ
ＯＶＡ）。（ＥおよびＦ）ＥＲＫ１ノックダウンは、ＥＲＫ２　ｍＲＮＡを低減しない。
ＥＲＫ１　ｍＲＮＡおよびＥＲＫ２　ｍＲＮＡのレベルは、ＥＲＫ１標的化ｓｉＲＮＡで
トランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞においてｑＲＴ－ＰＣＲによって定量した（平
均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（ＧおよびＨ）ＥＲＫ２ノックダウンは、ＥＲＫ１　
ｍＲＮＡを低減しない。ＥＲＫ２　ｍＲＮＡおよびＥＲＫ１　ｍＲＮＡのレベルは、ＥＲ
Ｋ２標的化ｓｉＲＮＡでトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞においてｑＲＴ－ＰＣ
Ｒによって定量した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。
【図８Ｂ】同上。
【図８Ｃ】同上。
【図８Ｄ】同上。
【図８Ｅ】同上。
【図８Ｆ】同上。
【図８Ｇ】同上。
【図８Ｈ】同上。
【００３０】
【図９Ａ】図９Ａ～Ｆは、ＭＥＫがＨＳＦ１と物理的に相互作用することを示す。この図
は、図２に関連する。（ＡおよびＢ）ＨＳＦ１を、ＭＥＫ１およびＭＥＫ２と共沈させる
。ＦＬＡＧ－ＨＳＦ１プラスミドを、ＨＡ－ＭＥＫ１またはＭＥＫ２－Ｖ５プラスミドの
いずれかとともにＨＥＫ２９３Ｔ細胞へと共トランスフェクトした。ＨＡ－Ｒａｐｔｏｒ
およびＬａｃＺ－Ｖ５プラスミドは、陰性コントロールとして供した。４３℃において３
０分間のヒートショック後に、ＨＳＦ１タンパク質を、抗ＦＬＡＧアフィニティー樹脂を
使用して免疫沈降させた。（ＣおよびＤ）ＭＥＫ１およびＨＳＦ１抗体の検証。スクラン
ブルまたはＭＥＫ１／２標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨｅＬａ細胞を、ウサギ抗
ＭＥＫ１抗体で免疫染色した。スクランブルまたはＨＳＦ１標的化ｓｈＲＮＡを安定して
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発現するＨｅＬａ細胞を、マウス抗ＨＳＦ１抗体で免疫染色した。スケールバー：５０μ
ｍ。（Ｅ）ＥＲＫは、ＨＳＦ１活性化を抑制する。ＧＦＰまたはＧＦＰ－ＥＲＫ１プラス
ミドを、二重ＨＳＦ１レポータープラスミドとともにＨＥＫ２９３Ｔ細胞へと共トランス
フェクトした。２４時間後、細胞に、４３℃において３０分間のヒートショックを与え、
続いて、一晩の回復を行った（平均±ＳＤ、ｎ＝６、スチューデントのｔ検定）。（Ｆ）
ＥＲＫ１／２抗体の検証。ＨｅＬａ細胞を、コントロールまたはＥＲＫ１／２標的化（ｓ
ｉＥＲＫ１＿３およびｓｉＥＲＫ２＿２を併用した）ｓｉＲＮＡでトランスフェクトした
。トランスフェクションの３日後、細胞を、ウサギ抗ＥＲＫ１／２抗体で免疫染色した。
スケールバー：５０μｍ。
【図９Ｂ】同上。
【図９Ｃ】同上。
【図９Ｄ】同上。
【図９Ｅ】同上。
【図９Ｆ】同上。
【００３１】
【図１０Ａ】図１０Ａ～Ｈは、ＭＥＫがＳｅｒ３２６でＨＳＦ１をリン酸化することを図
示する。この図は、図３に関連する。（Ａ）ホスホ－ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６抗体の検証
。ＦＬＡＧ－ＨＳＦ１ＷＴまたはＦＬＡＧ－ＨＳＦ１Ｓ３２６Ａプラスミドのいずれかを
、ＨＳＦ１標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞へとトランスフェク
トした。４３℃において３０分間のヒートショックを与えた後、リン酸化したおよび全Ｈ
ＳＦ１タンパク質を、イムノブロッティングによって検出した。（Ｂ）ＭＥＫ遮断は、Ｈ
ＳＦ１　Ｓｅｒ３２６リン酸化を損なう。ＮＩＨ３Ｔ３細胞を、２０μＭ　Ｕ０１２６で
３時間処理し、続いて、４３℃において３０分間のヒートショックを与えた。ＨＳＦ１　
Ｓｅｒ３２６リン酸化を、イムノブロッティングによって検出した。（Ｃ）ＭＥＫ遮断は
、ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６リン酸化を損ない、ＥＲＫ遮断は、ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６リ
ン酸化を増強する。２０μＭ　Ｕ０１２６、２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４、１μＭ　ＦＲ１
８０２０４、または１００ｎＭ　Ｓｃｈ７７２９８４で一晩処理した後、ＨＳＦ１　Ｓｅ
ｒ３２６リン酸化を、イムノブロッティングによってＨＥＫ２９３Ｔ細胞において検出し
た。（Ｄ～Ｅ）Ｓ３２６Ａ変異は、ＨＳＦ１核トランスロケーションを損なう。ＨＥＫ２
９３Ｔ細胞を、ＦＬＡＧ－ＨＳＦ１ＷＴプラスミドまたはＦＬＡＧ－ＨＳＦ１Ｓ３２６Ａ

プラスミドでトランスフェクトした。４３℃において３０分間のヒートショックを与えた
後、細胞性ＦＬＡＧタグ付きＨＳＦ１タンパク質を、抗ＦＬＡＧモノクローナル抗体で免
疫染色し、画像を、蛍光顕微鏡法によって取り込んだ。スケールバー：ＬＭに関しては５
０μｍ、ＨＭに関しては１０μｍ。細胞質および核蛍光シグナルを、ＣｅｌｌＰｒｏｆｉ
ｌｅｒ細胞画像分析ソフトウェアを使用して定量し、Ｃ／Ｎ比として計算した（メジアン
、ｎ＞１５０、ＡＮＯＶＡ）。（Ｆ）急性のＭＥＫ枯渇は、ＨＳＦ１タンパク質を減少さ
せる。ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、スクランブルまたはＭＥＫ１／２標的化ｓｈＲＮＡで４日
間、一過性にトランスフェクトした。ＨＳＦ１タンパク質を、イムノブロッティングによ
って検出した。（Ｇ）ＥＲＫ媒介性ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３０７リン酸化は、ＭＥＫに依存す
る。スクランブルまたはＭＥＫ１／２標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３
Ｔ細胞を、図３Ｄに記載されるように、ＥＲＫ１／２標的化ｓｉＲＮＡでトランスフェク
トした。ホスホ－ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３０７のレベルを、イムノブロッティングによって測
定した。（Ｈ）ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６リン酸化は、Ｓｅｒ３０７リン酸化を阻害する。
ＨＳＦ１標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、ＦＬＡＧ－ＨＳＦ
１ＷＴプラスミドまたはＦＬＡＧ－ＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄプラスミドでトランスフェクトし
た。８時間の２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４処理後、ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６およびＳｅｒ３
０７リン酸化を、イムノブロッティングによって検出した。
【図１０Ｂ】同上。
【図１０Ｃ】同上。
【図１０Ｄ】同上。
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【図１０Ｅ】同上。
【図１０Ｆ】同上。
【図１０Ｇ】同上。
【図１０Ｈ】同上。
【００３２】
【図１１Ａ】図１１Ａ～Ｐは、ＭＥＫがプロテオーム安定性を調節することを示す。この
図は、図４に関連する。（Ａ）ＨＳＦ１は、ＧＲ－ＧＦＰタンパク質を安定化する。ＧＲ
－ＧＦＰプラスミドおよびＨＡ－Ｕｂ－Ｋ４８プラスミドの両方を、ＬａｃＺプラスミド
またはＦＬＡＧ－ＨＳＦ１プラスミドとともに、スクランブルまたはＨＳＦ１標的化ｓｈ
ＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞へと共トランスフェクトした。ＨＡ－Ｕｂ
－Ｋ４８プラスミドは、リジン４８を介してのみタンパク質基質に結合体化され得る変異
体ユビキチンをコードする。ＧＦＰ－ＧＲタンパク質を沈殿させ、ユビキチン化を、抗Ｈ
Ａイムノブロッティングによって検出した。（Ｂ）ＨＳＦ１は、細胞のシャペロン能（ｃ
ｈａｐｅｒｏｎｉｎｇ　ｃａｐａｃｉｔｙ）を維持する。変性ホタルルシフェラーゼを、
ＬａｃＺプラスミドまたはＦＬＡＧ－ＨＳＦ１プラスミドでトランスフェクトしたスクラ
ンブルまたはＨＳＦ１標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞から抽出
したタンパク質とともにインキュベートした（平均±ＳＤ、ｎ＝５、ＡＮＯＶＡ）。（Ｃ
）ＭＥＫ遮断は、ＧＲタンパク質を不安定化する。ＧＦＰプラスミドおよびＧＲ－ＧＦＰ
プラスミドで共トランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、２００ｎＭ　１７－ＤＭＡ
Ｇ、２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４、または１００ｎＭ　ボルテゾミブで４時間処理した。Ｇ
ＦＰおよびＧＲ－ＧＦＰタンパク質のレベルを、イムノブロッティングによって検出した
。（ＤおよびＥ）ＭＥＫ阻害は、プロテアソーム活性に全く影響を有しない。２０μＭ　
Ｕ０１２６、２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４、または１００ｎＭ　ボルテゾミブで４時間処理
した後に、Ａ２０５８細胞（Ｄ）およびＨＥＫ２９３Ｔ細胞（Ｅ）におけるキモトリプシ
ン様の、トリプシン様の、およびカスパーゼ様のプロテアソーム活性を、それぞれ、２５
μＭ　Ｚ－ＬＬＬ－ＡＭＣ、Ｂｏｃ－ＬＲＲ－ＡＭＣ、およびＺ－ＬＬＥ－ＡＭＣ基質を
使用してインビトロで測定した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（Ｆ）ＭＥＫ欠損
は、細胞のシャペロン能を減少させる。インビトロルシフェラーゼ再折りたたみアッセイ
を、スクランブルまたはＭＥＫ１／２標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３
Ｔ細胞の溶解物を使用して行った（平均±ＳＤ、ｎ＝５、ＡＮＯＶＡ）。（Ｇ）ＨＳＦ１
は、タンパク質ユビキチン化を抑制する。ＬａｃＺプラスミドまたはＦＬＡＧ－ＨＳＦ１
プラスミドを、スクランブルまたはＨＳＦ１標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ
２９３Ｔ細胞へとトランスフェクトした。Ｌｙｓ４８特異的タンパク質ユビキチン化を、
イムノブロッティングによって、界面活性剤可溶性および界面活性剤不溶性両方の画分に
おいて検出した。（Ｈ）ＡＺＤ６２４４は、ＨＳＦ１ユビキチン化を促進する。Ａ２０５
８細胞を、２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４で処理した。内因性ＨＳＦ１タンパク質を免疫沈降
させ、抗ユビキチン抗体でブロットした。（Ｉ）ＭＥＫ欠損は、タンパク質ユビキチン化
を促進する。Ｌｙｓ４８特異的タンパク質ユビキチン化を、イムノブロッティングによっ
て、スクランブルまたはＭＥＫ１／２標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３
Ｔ細胞の界面活性剤可溶性および界面活性剤不溶性両方の画分において検出した。（Ｊ）
Ｓ３２６Ｄ変異は、ＨＳＦ１タンパク質を、ＡＺＤ６２４４誘導性不安定化に対して抵抗
性にする。ＬａｃＺまたはＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄを安定して発現するＡ２０５８細胞を、２
０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４で一晩処理した。（Ｋ）質量分析法による分析の再現性。技術的
複製物の変動係数（ＣＶ）の分布のヒストグラムをプロットした。（Ｌ）～（Ｎ）ＭＥＫ
阻害は、リボソームタンパク質レベルを低減する。Ｖ５タグ付きリボソームタンパク質お
よびＨＡ－Ｕｂ－Ｋ４８を、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞において共発現させた。２０ｎＭ　ＡＺ
Ｄ６２４４で８時間処理した後に、リボソームタンパク質を、抗Ｖ５抗体で免疫沈降させ
、これらリボソームタンパク質のユビキチン化を、イムノブロッティングによって抗ＨＡ
抗体で検出した。（ＯおよびＰ）ＭＥＫおよびＨＳＦ１欠損は、リボソームタンパク質を
不安定化する。内因性ＲＰＬ１５およびＲＰＬ３タンパク質を、２４時間の５００ｎＭ　
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ＭＧ１３２処理ありまたはなしで、スクランブル、ＭＥＫ１／２標的化ｓｈＲＮＡ、また
はＨＳＦ１標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞において検出した。
【図１１Ｂ】同上。
【図１１Ｃ】同上。
【図１１Ｄ】同上。
【図１１Ｅ】同上。
【図１１Ｆ】同上。
【図１１Ｇ】同上。
【図１１Ｈ】同上。
【図１１Ｉ】同上。
【図１１Ｊ】同上。
【図１１Ｋ】同上。
【図１１Ｌ】同上。
【図１１Ｍ】同上。
【図１１Ｎ】同上。
【図１１Ｏ】同上。
【図１１Ｐ】同上。
【００３３】
【図１２Ａ】図１２Ａ～Ｕは、ＭＥＫおよびプロテアソーム阻害がタンパク質恒常性を撹
乱することを示す。この図は、図５に関連する。（Ａ～Ｂ）ＡＺＤ６２４４は、黒色腫細
胞においてＨＳＦ１タンパク質を枯渇させる。ＷＭ１１５およびＡ２０５８細胞を、２０
ｎＭ　ＡＺＤ６２４４、１００ｎＭ　ボルテゾミブ、または両方で２４時間処理した。（
Ｃ）タンパク質凝集物サイズの定量。ＬａｃＺプラスミドまたはｐｏｌｙＱ７９プラスミ
ドでのトランスフェクションの４日後、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞の界面活性剤不溶性画分を抽
出して、ＭｕｌｔｉｓｉｚｅｒＴＭ　３コールターカウンターを使用して粒子サイズを定
量した。（Ｄ）ＨＳＦ１は、タンパク質凝集を抑制する。スクランブルまたはＨＳＦ１標
的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、ｐｏｌｙＱ７９およびＬａｃ
ＺまたはＦＬＡＧ－ＨＳＦ１プラスミドで２日間、共トランスフェクトした。凝集物サイ
ズを測定した。（ＥおよびＦ）ＴｈＴおよびＣＲによる無傷の細胞におけるアミロイドの
検出。ＬａｃＺまたはｐｏｌｙＱ７９プラスミドでトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ
細胞を、１０μＭ　ＴｈＴ（Ｅ）または５０ｎＭ　ＣＲ（Ｆ）で染色し、フローサイトメ
トリーによって分析した。（Ｇ）処理後に、ＷＭ１１５細胞における内因性アミロイドを
、ＣＲ染色によって検出した。（ＨおよびＩ）ＨＳＦ１は、アミロイド生成を抑制する。
スクランブルまたはＨＳＦ１標的化ｓｈＲＮＡを安定して発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞を
、ＬａｃＺまたはＨＳＦ１プラスミドのいずれかでトランスフェクトした。アミロイドオ
リゴマーおよび原線維のレベルを、ＥＬＩＳＡによって定量した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、
ＡＮＯＶＡ）。（Ｊ）ＨＳＦ１欠損細胞は、増強したアミロイド播種能を示す。２０μＭ
　合成Ａβ１－４２ペプチドを、スクランブルまたはＨＳＦ１標的化ｓｈＲＮＡを安定し
て発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞の２０μｇ　溶解物とともに、室温において穏やかに振盪
しながらインキュベートした。アミロイド形成を、ＴｈＴ結合によってモニターした（平
均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（Ｋ）ＭＥＫおよびプロテアソームインヒビターで処
理したＡ２０５８細胞の溶解物は、増強した播種能を示す。合成Ａβ１－４２ペプチドを
、ＤＭＳＯ、２０ｎＭ　ＡＺＤ６２４４、１００ｎＭ　ボルテゾミブ、ならびに２０ｎＭ
　ＡＺＤ６２４４および１００ｎＭ　ボルテゾミブの併用で処理したＡ２０５８細胞の溶
解物とともにインキュベートした。アミロイド原線維を、可溶性および不溶性両方の画分
においてＥＬＩＳＡによってアミロイド原線維特異的（ＯＣ）抗体を使用して検出した（
平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（ＬおよびＭ）ＰＳＭＢ５ノックダウンは、プロテ
アソーム機能を損ない、アミロイド播種を増強する。ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、２種の独立
したＰＳＭＢ５標的化ｓｈＲＮＡでトランスフェクトした。（Ｎ）～（Ｒ）ＭＥＫおよび
プロテアソームの遺伝的阻害は、タンパク質恒常性を撹乱し、アミロイド生成を誘発する
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。ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、ＭＥＫ１／２、ＰＳＭＢ５、または両方を標的化するレンチウ
イルスｓｈＲＮＡで形質導入した。タンパク質恒常性の撹乱を、増大したタンパク質ユビ
キチン化によって証明した（Ｎ）。アミロイド生成効果を、インビトロアミロイド播種ア
ッセイ（Ｏ、平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ、およびＰ）ならびに内因性ＡＯおよびＡ
Ｆレベルの定量（ＱおよびＲ、平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）によって測定した。Ｔ
ＥＭ研究（Ｐ、左パネル　８０，０００×、右パネル　２００，０００×）に関しては、
２０μＭ　合成Ａβ１－４２ペプチドを、ＰＢＳ中の細胞溶解物とともに、３７℃におい
て穏やかに撹拌しながら２６時間インキュベートした。スケールバー：１００ｎｍ。注意
すべきは、スクランブル細胞の溶解物での播種のみが、乱れた短いプロトフィブリル（ｐ
ｒｏｔｏｆｉｂｒｉｌ）の形成を生じた。対照的に、ＭＥＫ欠損またはＰＳＭＢ５欠損細
胞の溶解物での播種は、線維様構造または豊富な成熟原線維の密な格子を生じた。（Ｓ）
ＣＲは、ＭＥＫおよびプロテアソームインヒビターで処理した黒色腫細胞の増殖および生
存を改善する。Ａ２０５８細胞を、１０μＭ　ＣＲおよび種々のインヒビターで２４時間
共処理した。生細胞を、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒブルー（登録商標）試薬によって定量した（
平均±ＳＤ、ｎ＝６、スチューデントのｔ検定）。（Ｔ）主要組織は、ＭＥＫ阻害によっ
て誘導されるアミロイド生成に抵抗性である。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウスを、種々の用量の
ＡＺＤ６２４４で処理し、種々の組織中のアミロイドオリゴマーのレベルを、ＥＬＩＳＡ
によって測定した（平均±ＳＤ、ｎ＝２、ＡＮＯＶＡ）。（Ｕ）重篤なタンパク質毒性ス
トレスは、ＭＥＦにおいてアミロイド生成を誘導し得る。ＮＩＨ３Ｔ３細胞を、種々の濃
度のボルテゾミブで２４時間処理した。内因性アミロイドオリゴマーのレベルを、ＥＬＩ
ＳＡによって定量した（平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。
【図１２Ｂ】同上。
【図１２Ｃ】同上。
【図１２Ｄ】同上。
【図１２Ｅ】同上。
【図１２Ｆ】同上。
【図１２Ｇ】同上。
【図１２Ｈ】同上。
【図１２Ｉ】同上。
【図１２Ｊ】同上。
【図１２Ｋ】同上。
【図１２Ｌ】同上。
【図１２Ｍ】同上。
【図１２Ｎ】同上。
【図１２Ｏ】同上。
【図１２Ｐ】同上。
【図１２Ｑ】同上。
【図１２Ｒ】同上。
【図１２Ｓ】同上。
【図１２Ｔ】同上。
【図１２Ｕ】同上。
【００３４】
【図１３Ａ】図１３Ａ～Ｊは、ＭＥＫおよびプロテアソーム阻害の併用が、タンパク質恒
常性を撹乱し、インビボ腫瘍増殖を妨げることを図示する。この図は、図６に関連する。
（Ａ）ＡＺＤ６２４４およびボルテゾミブ処置の併用は、黒色腫増殖を強力に抑制する。
腫瘍を、マウスを屠殺したときに解剖し、秤量した（平均±ＳＤ、ＡＮＯＶＡ）。（Ｂ）
ＡＺＤ６２４４およびボルテゾミブ処置の併用は、体重減少を防止する。異種移植前およ
び屠殺時に体重を記録した。腫瘍重量を、総体重から差し引いて、異種移植後の正味の体
重を導き出した。結果を、異種移植前後の体重変化として表す（対応のあるスチューデン
トのｔ検定）。（Ｃ～Ｆ）ＡＺＤ６２４４は、ボルテゾミブ誘導性ＰＳＲを抑制し、タン
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パク質ユビキチン化を増大させる。イムノブロッティングの定量から、図６Ｄを得た（平
均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（Ｇ）アミロイドオリゴマーのレベルは、腫瘍重量と
反対に相関する。（Ｈ）ＡＺＤ６２４４およびボルテゾミブ処置の併用は、腫瘍のＴｈＴ
染色を顕著に増強する。核を、ＳＹＴＯ６２で染色した。スケールバー：５０μｍ。（Ｉ
）ＡＺＤ６２４４およびボルテゾミブ処置の併用は、正常組織においてアミロイド生成を
誘導しない。アミロイドオリゴマーを、１群あたり３個のマウス脾臓において、ＥＬＩＳ
Ａによってアッセイした（平均±ＳＤ、ｎ＝３、ＡＮＯＶＡ）。（Ｊ）ＡＺＤ６２４４お
よびボルテゾミブ処置の併用は、タンパク質ユビキチン化を増大させるが、マウス脾臓に
おいてアポトーシスを誘導しない。Ｌｙｓ４８特異的タンパク質ユビキチン化およびカス
パーゼ３切断を、イムノブロッティングによって、１群あたり３個の脾臓において測定し
た。
【図１３Ｂ】同上。
【図１３Ｃ】同上。
【図１３Ｄ】同上。
【図１３Ｅ】同上。
【図１３Ｆ】同上。
【図１３Ｇ】同上。
【図１３Ｈ】同上。
【図１３Ｉ】同上。
【図１３Ｊ】同上。
【００３５】
【図１４Ａ】図１４Ａ～Ｂは、ＣＲ処置が腫瘍増殖を促進し、ＭＥＫおよびプロテアソー
ム阻害の併用によって課された腫瘍抑制に拮抗することを示す。この図は、図７に関連す
る。（Ａ）ＣＲ処置は、インビボでの黒色腫増殖を刺激し、黒色腫をＭＥＫおよびプロテ
アソーム阻害の併用に対して部分的に抵抗性にする。腫瘍を屠殺時に採取し、秤量した（
平均±ＳＤ、ｎ＝１０、ＡＮＯＶＡ）。（Ｂ）ＣＲ処置は、腫瘍を有するマウスにおいて
体重減少を増悪させる。異種移植前および屠殺時に、体重を記録した。黒色腫を有するマ
ウスの正味の体重を導き出すために、腫瘍重量を、総体重から差し引いた。結果を、異種
移植前後の体重変化として表す（対応のあるスチューデントのｔ検定）。
【図１４Ｂ】同上。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　配列の説明
　表１は、本明細書で参照されるある特定の配列のリストを提供する。
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【表１】

【００３７】
　実施形態の説明
　Ｉ．がんを処置するための方法
　がんを処置するための方法は、ＭＥＫインヒビターをプロテアソームインヒビターと組
み合わせて投与する工程を包含する。本発明者らは、ＨＳＦ１をＭＥＫ（これは、ＨＳＦ
１媒介性タンパク質毒性ストレス応答を活性化する）の新たな基質として同定した。本発
明者らはまた、ＭＥＫ阻害がタンパク質恒常性を撹乱し、腫瘍抑制性アミロイド生成を誘
発することを見出した。本発明者らは、ＭＥＫインヒビターとプロテアソームインヒビタ
ーとの併用が、さらなる利点を提供すると考える。
【００３８】
　いくつかの実施形態において、上記がんは、固形腫瘍である。いくつかの実施形態にお
いて、上記固形腫瘍は、胆道（胆管癌）、膀胱がん、脳のがん、乳がん、子宮頚がん、結
腸直腸癌、子宮内膜がん、類表皮がん、食道がん、胆嚢がん、胃がん、神経膠芽細胞腫、
神経膠腫、頭頚部がん、肝細胞がん（肝がん）、腎臓がん、肺がん、中皮腫、非小細胞肺
がん、卵巣がん、膵臓がん、小児悪性疾患、前立腺がん、腎がん、肉腫、皮膚がん（黒色
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腫を含む）、小腸腺がん、小細胞肺がん、精巣がん、または甲状腺がんである。いくつか
の実施形態において、上記固形腫瘍は、黒色腫である。
【００３９】
　上記方法は、上記がんが少なくとも１つの変異を有する場合にさらなる利点を提供し得
る。例えば、上記がんは、ＮＦ１、ＲＡＳ（Ｎ－ＲＡＳ、Ｋ－ＲＡＳ、およびＨ－ＲＡＳ
を含む）、ＲＡＦ（Ａ－ＲＡＦ、Ｂ－ＲＡＦ、およびＣ－ＲＡＦを含む）、およびＭＥＫ
（ＭＥＫ１およびＭＥＫ２を含む）の変異から選択される少なくとも１つの変異を有し得
る。
【００４０】
　ＲＡＳ変異は、少なくともコドン１２、コドン１３、またはコドン６１にあり得る。Ｒ
ＡＦ変異は、少なくともコドン６００にあり得る。ＭＥＫ１変異は、少なくともＰ１２４
ＳまたはＳ２０３Ｋにあり得る。ＭＥＫ２変異は、少なくともＱ６０Ｐにあり得る。患者
サンプルにおける変異は、公知のおよび利用可能な技術を使用して決定され得る。
【００４１】
　上記ＭＥＫインヒビターは、セルメチニブ（ＡＺＤ６２４４）、トラメチニブ（ＧＳＫ
１１２０２１２）、ビニメチニブ（ＭＥＫ１６２）、ＰＤ－３２５９０１、コビメチニブ
、ＰＤ１８４３５２（ＣＩ－１０４０）、Ｕ０１２６－ＥｔＯＨ、レファメチニブ（ＲＤ
ＥＡ１１９）、ＰＤ９８０５９、ＢＩＸ　０２１８９、ピマセルチブ（ＡＳ－７０３０２
６）、ＳＬ－３２７、ＢＩＸ　０２１８８、ＡＺＤ８３３０、ＴＡＫ－７３３、ホノキオ
ール、またはＰＤ３１８０８８、ＰＤ０３２５９０１、ＷＸ－５５４、ＧＤＣ－０６２３
、Ｅ６２０１、ＲＯ４９８７６５５、ＲＯ５１２６７６６から選択され得るが、これらに
限定されない。
【００４２】
　上記プロテアソームインヒビターは、ボルテゾミブ、ラクタシスチン、ジスルフィラム
、エピガロカテキン－３－ガレート、サリノスポラミドＡ、カルフィルゾミブ、オプロゾ
ミブ（ＯＮＸ　０９１２）、デランゾミブ（ＣＥＰ－１８７７０）、ＭＬＮ９７０８、エ
ポキソミシン、ＭＧ１３２、イキサゾミブ（ＭＬＮ２２３８）、ＰＩ－１８４０、または
セラストロールから選択され得るが、これらに限定されない。
【００４３】
　いくつかの実施形態において、上記プロテアソームインヒビターおよび上記ＭＥＫイン
ヒビターは、いずれかの薬剤が単独で投与される場合に治療上の利益を引き起こさない投
与量で投与される。いくつかの実施形態において、上記セルメチニブは、５ｍｇ／Ｋｇで
投与され得、上記ボルテゾミブは、０．５ｍｇ／Ｋｇで投与され得る。
【００４４】
　上記方法は、上記がんが、プロテアソームインヒビターまたはＭＥＫインヒビターのう
ちの少なくとも一方での処置に抵抗性である場合にさらなる利点を示し得る。いくつかの
実施形態において、上記併用療法は、相乗効果を生じ得る。いくつかの実施形態において
、上記がんは、プロテアソームインヒビターまたはＭＥＫインヒビターのうちの少なくと
も一方（ＭＥＫインヒビターなしで投与されるプロテアソームインヒビターおよび／また
はプロテアソームインヒビターなしで投与されるＭＥＫインヒビターを意味する）での処
置に対して抵抗性であるが、上記２種の薬剤の併用は、一方または両方が単独で関連し得
る抵抗性を克服する。
　ＩＩ．薬学的組成物および投与
　上記ＭＥＫインヒビターおよび上記プロテアソームインヒビターは、別個の組成物にお
いて調製され得るか、またはそれらは、単一の合わされた投与形態へと製剤化され得る。
例えば、上記インヒビターは、錠剤またはカプセル剤として調製され得る。両方の薬剤は
、単一の錠剤もしくはカプセル剤の中に、二層錠剤もしくはカプセル剤の中の別個の区画
として、または別個の錠剤またはカプセル剤の中に、共製剤化され得る。別の実施形態に
おいて、上記インヒビターは、非経口投与経路を介する投与前に、注射用水で混合される
べき乾燥粉末化形態で調製され得る。このような実施形態において、それらは、同じバイ
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アルの中に共製剤化されてもよいし、それらは患者への投与のために別個に調製されても
よい。
　上記インヒビターが別個に製剤化される場合、それらは、同時にまたは逐次的な順序で
（同日にまたは異なる日に、のいずれも含む）投与され得る。
【実施例】
【００４５】
　実施例１．実験手順
　Ａ．近傍ライゲーションアッセイ
　細胞を、ＰＢＳ中の４％　ホルムアルデヒドで、１５分間室温において固定した。０．
３％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含むＰＢＳ中の５％　ヤギ血清でブロッキングした後
、細胞を、ブロッキング緩衝液中で１：２００希釈した１対のウサギおよびマウス一次抗
体とともに、一晩４℃においてインキュベートした。Ｄｕｏｌｉｎｋ（登録商標）ＰＬＡ
（登録商標）抗ウサギプラスおよび抗マウスマイナスプローブ（ＯＬＩＮＫ　Ｂｉｏｓｃ
ｉｅｎｃｅ）とともに３７℃において１時間インキュベートした後、ライゲーション、ロ
ーリングサークル増幅、および検出を、Ｄｕｏｌｉｎｋ（登録商標）　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ　Ｒｅｄ（ＯＬＩＮＫ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）
を使用して行った。核を、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２で染色した。シグナルを、Ｌｅｉ
ｃａ　ＴＣＳ　ＳＰ５共焦点顕微鏡を使用して可視化した。
【００４６】
　Ｂ．腫瘍切片のＣＲおよびＴｈＴ染色
　脱パラフィン化および再湿潤化（ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ）の後に、腫瘍切片を、ＰＢ
Ｓ中の０．５％　ＣＲで室温において２０分間染色し、続いて、アルカリ性溶液（０．０
１％　ＮａＯＨ、５０％　アルコール）中で区別した。核を、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４
２またはヘマトキシリンのいずれかで染色した。Ｌｅｉｃａ　ＴＣＳ　ＳＰ５共焦点顕微
鏡を使用して蛍光を可視化し、偏光フィルタを装備したＬｅｉｃａ　ＤＭ５０００Ｂ正立
顕微鏡を使用して複屈折を可視化した。ＴｈＴ染色のために、切片を、ＰＢＳ中の０．２
％　ＴｈＴで室温において１０分間染色し、１％　酢酸中で２分間すすぎ、ｄｄＨ２Ｏで
３回洗浄した。核を、ＳＹＴＯ（登録商標）６２（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
）で染色した。
【００４７】
　Ｃ．黒色腫異種移植片モデル
　Ａ２０５８細胞を、９週齢の雌性ＮＯＤ．ＣＢ１７－Ｐｒｋｄｃ＜ｓｃｉｄ＞／Ｊ（Ｎ
ＯＤ／ＳＣＩＤ）マウス（Ｔｈｅ　Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）の左側腹部
にｓ．ｃ．注射した。ＣＲ処置のために、マウスに、ＡＺＤ６２４４およびボルテゾミブ
処置の併用の１日前に、ＰＢＳまたはＣＲをｉ．ｐ．注射した。腫瘍容積を、式４／３π
Ｒ３に従って計算した。実験的転移のために、操作したＡ２０５８細胞を、１０週齢の雌
性ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスへと、尾静脈注射を介して移植した。全てのマウス実験を、Ｔ
ｈｅ　Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ動物実験委員会によって承認されるプロト
コルの下で行った。
【００４８】
　Ｄ．統計方法
　全ての統計分析を、Ｐｒｉｓｍ　６．０（ＧｒａｐｈＰａｄソフトウェア）を使用して
行った。統計的有意性：＊ｐ＜０．０５；　＊＊ｐ＜０．０１；　＊＊＊ｐ＜０．００１
。
【００４９】
　Ｅ．補足実験手順
　１．配列
　ｑＲＴ－ＰＣＲのためのプライマー配列を表１（配列番号１～２２）に提供し、ＣｈＩ
Ｐのためのプライマー配列を表１（配列番号２３～３２）に提供する。
【００５０】
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　２．細胞、組織および試薬
　ＷＭ１１５、ＷＭ２７８、およびＡ２０５８を除く全ての腫瘍細胞株は、以前に記載さ
れた（Ｄａｉら，　２００７）。ＷＭ１１５およびＷＭ２７８細胞は、Ｌｕｋｅ　Ｗｈｉ
ｔｅｓｅｌｌ博士から親切にも贈られた。Ａ２０５８細胞は、ＡＴＣＣから購入した。全
ての細胞培養物を、１０％　ウシ胎仔血清を補充したＤＭＥＭ中で維持した。初代ヒト乳
腺上皮細胞（ＰＨＭＣ）を、Ｌｏｎｚａから購入し、完全乳腺上皮細胞培地（Ｓｃｉｅｎ
Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）中でポリ－Ｌ－リジン被覆プ
レート上で培養した。初代ヒトシュワン細胞（ＰＨＳＣ）を、ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓから購入し、完全シュワン細胞培地（Ｓｃｉｅ
ｎＣｅｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）中でポリ－Ｌ－リジン被覆
プレート上で培養した。
【００５１】
　ＨＳＰ７２（ＡＤＩ－ＳＰＡ－８１２）、ＨＳＰ２５（ＡＤＩ－ＳＰＡ－８０１）、Ｈ
ＳＰ２７（Ｇ３．１）、およびホスホ－ＭＢＰ　Ｔ９８（Ｐ１２）に対する抗体を、Ｅｎ
ｚｏ（登録商標）　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓから購入した；ラットモノクローナルＨ
ＳＦ１（１０Ｈ８）抗体、マウスモノクローナルＨＳＦ１（Ｅ－４）抗体、ウサギＨＳＦ
１抗体（Ｈ－３１１）、ウサギｐ－ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３０７、ウサギＭＥＫ１抗体（Ｃ－
１８）、ウサギＭＥＫ２抗体（Ｎ－２０）、ユビキチン抗体（Ｐ４Ｄ１）－ＨＲＰ、およ
びウサギｃ－Ｍｙｃ抗体（Ｎ－２６２）を、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙから購入した；全ＭＥＫ１／２（Ｄ１Ａ５）、ホスホ－ＭＥＫ１／２　Ｓ２１８
／２２２（４１Ｇ９）、全ＥＲＫ１／２（１３７Ｆ５）、ホスホ－ＥＲＫ１／２　Ｔ２０
２／Ｙ２０４（Ｄ１３．１４．４Ｅ）、ホスホ－ＭＳＫ１　Ｔ５８１、ＭＥＫ１（６１Ｂ
１２）、切断型カスパーゼ３　Ａｓｐ１７５（Ｄ３Ｅ９）、ＧＦＰ（Ｄ５．１）、および
ＧＳＴタグ（９１Ｇ１）に対する抗体は、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ製であった；ホスホ－ＭＥＫ１　Ｔ２９２、ホスホ－ＭＥＫ１　Ｔ３８６、およ
びＬｙｓ４８特異的ユビキチン（Ａｐｕ２）に対する抗体は、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ製であ
った；そして全ＭＳＫ１抗体、βアクチン抗体－ＨＲＰ、ＧＡＰＤＨ抗体－ＨＲＰ、ＨＡ
抗体－ＨＲＰ、およびＦＬＡＧ抗体－ＨＲＰの結合体は、ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ製であった
。ｐ－ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６（ＥＰ１７１３Ｙ）、６×Ｈｉｓタグ（ＧＴ３５９）、Ｒ
ＰＬ１５、およびＲＰＬ３に対する抗体は、ＧｅｎｅＴｅｘ製であった。マウスモノクロ
ーナル抗Ｖ５抗体は、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ製であった。
【００５２】
　以下の化学物質を、商業的供給源から購入した：Ｕ０１２６（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌ
ｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、ＦＲ１８０２０４（Ｔｏｃｒｉｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅ）、（Ｓ）－ＭＧ１３２（Ｃａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）、ＶＥＲ１５５００８
（Ｔｏｃｒｉｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）、１７－ＤＭＡＧ（ＬＣ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓ）、ボルテゾミブ（ＬＣ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）、ＡＺＤ６２４４（Ｃｈｅ
ｍｉｅＴｅｋ）、ツバスタチンＡ（ＣｈｅｍｉｅＴｅｋ）、アゼチジン（Ｂａｃｈｅｍ　
Ａｍｅｒｉｃａｓ）、およびＱ－ＶＤ－ＯＰＨ（ＡＰＥｘＢｉｏ）。
【００５３】
　以下の精製組換えタンパク質を、商業的供給源から購入した：Ｈｉｓタグ付きヒトＨＳ
Ｆ１タンパク質（Ｅｎｚｏ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）；ＧＳＴおよびＧＳＴタグ付
き活性ヒトＭＥＫ１（ＳｉｇｎａｌＣｈｅｍ）；ＧＳＴタグ付き不活性ヒトＥＲＫ１タン
パク質（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）；ならびにウシミエリン塩基性タンパク
質（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）。
【００５４】
　細胞質画分および核画分を、Ｔｈｅｒｍｏ　ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃのＮＥ－ＰＥＲ核タ
ンパク質抽出キットを使用して調製した。
【００５５】
　この研究において使用されるプラスミドは、以下を含む：ｐＬｅｎｔｉ６－ＬａｃＺ－
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Ｖ５およびｐＬｅｎｔｉ６－ＭＥＫ２－Ｖ５（Ｇａｔｅｗａｙ（登録商標）　ＬＲ反応を
介してｐＤＯＮＲ２２３ベクターから生成）、Ｎａｔａｌｉｅ　ＡｈｎのｐＭＣＬ－ＨＡ
－ＭＥＫ１（Ａｄｄｇｅｎｅ＃４０８０８）、ｐＭＣＬ－ＨＡ－ＭＥＫ１　Ｔ２９２Ａ、
Ｔ３８６Ａ（ＨＡ－ＭＥＫ１部位指向性変異誘発によって生成）、Ｒｏｎｙ　Ｓｅｇｅｒ
のｐＧＦＰ－ＥＲＫ１（Ａｄｄｇｅｎｅ＃１４７４７）、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．のｐＨＳＥ－ＳＥＡＰおよびｐＳＲＥ－ＳＥＡＰ、Ｔｈｅｒｍ
ｏＦｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ．のｐＣＭＶ－Ｇａｕｓｓｉａルシフェ
ラーゼ、Ｊｕｎｙｉｎｇ　ＹｕａｎのＨＡ－Ｑ７９－ＧＦＰ（Ａｄｄｇｅｎｅ＃２１１５
９）、ＨＡ－Ｑ７９（ＧＦＰ配列を除去することによってＨＡ－Ｑ７９－ＧＦＰプラスミ
ドから生成）、Ｄａｖｉｄ　ＳａｂａｔｉｎｉのｐＲＫ５－ＨＡ－Ｒａｐｔｏｒ（Ａｄｄ
ｇｅｎｅ＃　８５３１）、Ｉａｎ　ＭａｃａｒａのｐＫ７－ＧＲ－ＧＦＰ（Ａｄｄｇｅｎ
ｅ＃１５５３４）、Ｔｅｄ　ＤａｗｓｏｎのｐＲＫ５－ＨＡ－Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－Ｋ４
８（Ａｄｄｇｅｎｅ＃１７６０５）、ｐＬＸ３０４－ＴＯＲ１ＡＩＰ２－Ｖ５（ＤＮＡＳ
Ｕ＃ＨｓＣＤ００４３６６８０）、ｐＬＸ３０４－ＲＰＬ３－Ｖ５（ＤＮＡＳＵ＃ＨｓＣ
Ｄ００４３５１３９）、ｐＬＸ３０４－ＲＰＬ１５－Ｖ５（ＤＮＡＳＵ＃ＨｓＣＤ００４
３９８０２）、ｐＬＸ３０４－ＲＰＳ２０－Ｖ５（ＤＮＡＳＵ＃ＨｓＣＤ００４４３００
７）、ｐＬＸ３０４－ＲＰＬ２４－Ｖ５（ＤＮＡＳＵ＃ＨｓＣＤ００４４２９９５）、Ｒ
ｏｂｅｒｔ　ＫｉｎｇｓｔｏｎのｐＢａｂｅ－ＦＬＡＧ－ＨＳＦ１（Ａｄｄｇｅｎｅ＃１
９４８）、ｐＢａｂｅ－ＦＬＡＧ－ＨＳＦ１　Ｓ３２６ＡおよびＳ３２６Ｄ（部位指向性
変異誘発によってＦＬＡＧ－ＨＳＦ１から生成）、ならびにｐＬｅｎｔｉ６－ＦＬＡＧ－
ＨＳＦ１（Ｇａｔｅｗａｙ（登録商標）　ＬＲ反応を介して生成）。
【００５６】
　３．リアルタイム定量的ＲＴ－ＰＣＲ
　全ＲＮＡを、ＲＮＡ　ＳＴＡＴ－６０試薬（Ｔｅｌ－Ｔｅｓｔ，　Ｉｎｃ．）を使用し
て抽出し、ＲＮＡを、Ｖｅｒｓｏ　ｃＤＮＡ合成キット（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用して逆転写のために使用した。等量のｃＤＮＡを、ＤｙＮ
Ａｍｏ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　ｑＰＣＲキット（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ）を使用して定量的ＰＣＲ反応のために使用した。シグナルを、ＡＢＩ　
７５００　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ）によって検出した。各遺伝子に関する個々のプライマーの配列を、補足資料中
に列挙する。
【００５７】
　４．トランスフェクションおよびルシフェラーゼレポーターアッセイ
　プラスミドを、ＴｕｒｂｏＦｅｃｔトランスフェクション試薬（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ）でトランスフェクトした。培養上清中のＳＥＡＰおよびルシフェラーゼ
活性を、それぞれ、Ｚｉｖａ（登録商標）　Ｕｌｔｒａ　ＳＥＡＰ　Ｐｌｕｓ　Ｄｅｔｅ
ｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｊａｄｅｎ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ）およびＧａｕｓｓｉａ　Ｌｕ
ｃｉｆｅｒａｓｅ　Ｇｌｏｗ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ
ｃ）を使用して定量した。ルミネッセンスシグナルを、ＶＩＣＴＯＲ３　Ｍｕｌｔｉｌａ
ｂｅｌプレートリーダー（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）によって測定した。
【００５８】
　５．ＥＬＩＳＡベースのＨＳＦ１－ＤＮＡ結合アッセイ
　ビオチン化理想ＨＳＥ（
【化１】

（太字は、ＨＳＦ１によって認識されるヌクレオチド配列を示し、５’末端にビオチンが
付加される））オリゴヌクレオチドは、自己アニールして、アニーリング緩衝液（１０ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）、５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）中で２本鎖ＤＮ
Ａプローブを形成した。ＨＳＦ１結合のためのこれらのプローブを固定化するために、Ｐ
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ＢＳ中に希釈した１００μｌの５００ｎＭ　ビオチン化ＨＳＥプローブを、Ｎｅｕｔｒａ
ｖｉｄｉｎ被覆９６ウェルプレート（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ
ｃ）に添加し、４℃において一晩インキュベートした。ＰＢＳで１回洗浄した後、ウェル
を、２００μｌ　ＳｕｐｅｒＢｌｏｃｋブロッキング緩衝液（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅ
ｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）とともに室温において１時間インキュベートした。１×ＤＮ
Ａ結合緩衝液（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、５％　グ
リセロール、ｐＨ７．５）で１回洗浄した後、１×ＤＮＡ結合緩衝液中で希釈した１００
μｌ　核タンパク質を、各ウェルに添加し、室温において４０分間インキュベートした。
その捕捉したタンパク質－ＤＮＡ結合を、上記ウェルを、１×ＤＮＡ結合緩衝液中で希釈
した１％　ホルムアルデヒドとともに室温において５分間、直ぐインキュベートすること
によって安定化した。１×ＤＮＡ結合緩衝液で３回洗浄した後、各ウェルを、Ｓｕｐｅｒ
Ｂｌｏｃｋブロッキング緩衝液中に１：１０００希釈した１００μｌ　ウサギＨＳＦ１抗
体（Ｂ７１０９、Ａｓｓａｙ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｍｐａｎｙ，　Ｉｎｃ
．）とともに、室温において２時間インキュベートした。ＴＢＳ－Ｔで洗浄した後、各ウ
ェルを、上記ブロッキング緩衝液中で希釈したＨＲＰ結合体化抗マウスＩｇＧ二次抗体と
ともに室温において１時間インキュベートした。徹底的にＴＢＳで洗浄した後、比色シグ
ナルを、１－Ｓｔｅｐ　Ｕｌｔｒａ　ＴＭＢ－ＥＬＩＳＡ基質（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈ
ｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用して発色させた。
【００５９】
　６．ｓｉＲＮＡおよびｓｈＲＮＡノックダウン
　陰性コントロールｓｉＲＮＡ（これは、ヒトおよびマウスにおける既知の遺伝子を標的
としない）を、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（Ｄ－００１８１０
－０１）から購入した。ｓｉＥＲＫ１＿１（ＳＩＨＫ１２０７）、ｓｉＥＲＫ１＿２（Ｓ
ＩＨＫ１２０８）、ｓｉＥＲＫ１＿３（ＳＩＨＫ１２０９）、ｓｉＥＲＫ２＿１（ＳＩＨ
Ｋ１１８３）、およびｓｉＥＲＫ２＿２（ＳＩＨＫ１１８４）　ｓｉＲＮＡを、Ｓｉｇｍ
ａ－Ａｌｄｒｉｃｈから購入した。ｓｉＲＮＡを、１０ｎＭ最終濃度で、Ｍｉｓｓｉｏｎ
（登録商標）　ｓｉＲＮＡトランスフェクション試薬（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を
使用してトランスフェクトした。ＭＥＫ１（ＴＲＣＮ００００００２３２９）、ＭＥＫ２
（ＴＲＣＮ００００００７００６）、ＭＥＫ１／２（ＴＲＣＮ００００００７００７）、
およびＰＳＭＢ５（ＴＲＣ００００００３９１８およびＴＲＣ００００００３９１９）を
標的とするレンチウイルスｓｈＲＮＡを、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃから購入した。レンチウイルススクランブルおよびＨＳＦ１標的化（ｈＡ６）ｓｈ
ＲＮＡは、以前に記載された（Ｄａｉら，　２００７）。
【００６０】
　７．イムノブロッティングおよび免疫沈降
　全細胞タンパク質抽出物を、冷細胞溶解緩衝液（１００ｍＭ　ＮａＣｌ、３０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．６、１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、３０ｍＭ　ＮａＦ、１
ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　オルトバナジン酸ナトリウム、およびＴｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃのＨａｌｔＴＭ　プロテアーゼインヒビターカクテル）中で調製した。タン
パク質を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルで分離し、ニトロセルロース膜に転写した。一次抗体を
、洗浄緩衝液中で、一晩４℃において添加した。ペルオキシダーゼ結合体化二次抗体を、
室温において１時間添加し、シグナルを、ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ　Ｗｅｓｔ化学発光基
質（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）によって可視化し、続いてフ
ィルムへ曝露した。
【００６１】
　免疫沈降に関しては、細胞を、ＣＨＡＰＳ緩衝液（４０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．４
、１２０ｍＭ　ＮａＣｌ、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．３％　ＣＨＡＰＳ、１０ｍＭ　グリセ
ロホスフェート（ｇｌｙｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ）、５０ｍＭ　ＮａＦ、およびＨａｌ
ｔＴＭ　プロテアーゼインヒビターカクテル）中に溶解した。溶解物を、正常ウサギＩｇ
Ｇ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、ＨＳＦ１抗体（Ｈ－３１１
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、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、ＥＲＫ１／２抗体（Ｃｅｌｌ
　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、または抗ＦＬＡＧ　Ｇ１アフィニティ
ー樹脂スラリー（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ）とともに４℃において一晩インキュベートした。
プロテインＧ樹脂（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ）を使用して、免疫複合体を沈降させた。溶解緩
衝液で３回洗浄した後、タンパク質を、３０μｌ　０．１Ｍ　グリシン（ｐＨ２．５）で
ビーズから溶離し、その後、ＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した。
【００６２】
　８．インビトロキナーゼアッセイ
　免疫沈降させたＥＲＫ複合体を、１×インビトロキナーゼ緩衝液（２５ｍＭ　ＭＯＰＳ
　ｐＨ７．２、１２．５ｍＭ　β－グリセロホスフェート、２５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍ
Ｍ　ＥＧＴＡ、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．２５ｍＭ　ＤＴＴ、およびＴｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃのＨａｌｔＴＭ　プロテアーゼインヒビターカクテル）中に再懸濁し、室
温において２０分間、Ｕ０１２６またはＦＲ１８０２０４とともにインキュベートした。
１００μＭ　ＡＴＰおよび精製組換えＨｉｓタグ付きＨＳＦ１、ＧＳＴタグ付きＥＲＫ１
、またはウシＭＢＰタンパク質を添加した後、キナーゼ反応物を、２５℃において３０分
間、サーモミキサーで穏やかに振盪しながらインキュベートした。サンプルを、５分間煮
沸して、反応を停止させた。
【００６３】
　９．ルシフェラーゼ再折りたたみアッセイ
　組換えホタルルシフェラーゼタンパク質（Ｐｒｏｍｅｇａ）を、変性緩衝液（２５ｍＭ
　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）、５０ｍＭ　ＫＣｌ、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍＭ　β－メ
ルカプトエタノール、および６Ｍ　グアニジンＨＣｌ）とともに３７℃において２０分間
インキュベートすることによって変性させた。再折りたたみアッセイを行うために、再折
りたたみ緩衝液（２５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）、５０ｍＭ　ＫＣｌ、５ｍＭ　Ｍ
ｇＣｌ２、１０ｍＭ　ＤＴＴ、および１ｍＭ　ＡＴＰ）中で希釈した２００ｎＭ　変性ル
シフェラーゼを、受動溶解緩衝液（ｐａｓｓｉｖｅ　ｌｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ）（１０
ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５、２ｍＭ　ＤＴＴ、１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０、および２ｍＭ　ＥＤＴＡ）中で抽出した５ｍｇ／ｍｌ　細胞溶解物とともにインキュ
ベートした。種々の時点で、２０μｌ　再折りたたみ混合物を除去し、再折りたたみ緩衝
液中で希釈したＤ－ルシフェリン（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）とともにインキュベートし
た。ルミネッセンスシグナルを、ＶＩＣＴＯＲ３　Ｍｕｌｔｉｌａｂｅｌプレートリーダ
ー（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）によって測定した。
【００６４】
　１０．クロマチン免疫沈降
　１×１０７　細胞を、１％　ホルムアルデヒドで８分間固定し、１２５ｍＭ　グリシン
を添加して、架橋を停止させた。冷ＰＢＳで洗浄した後、細胞を集め、細胞質抽出緩衝液
（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、８５ｍＭ　ＫＣｌ、０．５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０、ｐＨ８．０）中で１０分間溶解し、続いて、５，０００ｒｐｍにおいて５分間遠心分
離した。ペレットを、核抽出緩衝液（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１％　ＳＤＳ、１０
ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０）中で１０分間さらに溶解し、超音波処理してクロマチンを
平均長５００ｂｐのフラグメントへと剪断した。１６，０００×ｇにおいて１５分間遠心
分離した後、上清を集め、１０％をインプット（ｉｎｐｕｔ）としてとっておいた。その
上清を事前にきれいにするために、２５μｌ　ＣｈＩＰグレードのプロテインＧアガロー
スビーズ（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を添加し、４℃にお
いて３時間インキュベートした。事前にきれいにした上清を、４μｇ　ウサギ抗ＨＳＦ１
抗体（Ｈ－３１１，　Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）または４μ
ｇ　正常ウサギＩｇＧとともに４℃において一晩インキュベートし、続いて、２５　μｌ
　ＣｈＩＰグレードのプロテインＧビーズとともに４℃において３時間インキュベートし
た。ビーズを、短時間遠心分離することによってペレットにし、低塩緩衝液、高塩緩衝液
、ＬｉＣｌ緩衝液、およびＴＥ緩衝液で逐次的に洗浄した。最後の洗浄の後、５０μｌ　
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Ｃｈｅｌｅｘ－１００樹脂を各サンプルに、および上記インプットに添加し、そして上記
混合物を、９９℃において１０分間煮沸した。架橋を戻すために、４０μｇ　プロテイナ
ーゼＫを添加し、６５℃において１時間インキュベートし、次いで、９９℃において１０
分間煮沸した。１６，０００ｇにおいて２分間遠心分離した後、２μｌ　上清を、リアル
タイムｑＰＣＲのために使用した。ＩＰシグナルを、インプットシグナルに対して正規化
した。
【００６５】
　１１．可溶性および不溶性のタンパク質分画
　等しい数の細胞を、１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む細胞溶解緩衝液とともに氷
上で２０分間インキュベートした。その粗製溶解物を、５００×ｇにおいて２分間、４℃
においてまず遠心分離した。その上清を、２０，０００×ｇにおいて２０分間、４℃にお
いてさらに遠心分離した。その最終上清およびペレットを、それぞれ、界面活性剤可溶性
画分および界面活性不溶性画分として集めた。不溶性画分を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥのために
、２％　ＳＤＳ中で、高強度においてＢｉｏｒｕｐｔｏｒ（登録商標）　Ｓｏｎｉｃａｔ
ｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｄｉａｇｅｎｏｄｅ　Ｉｎｃ．）を使用してさらに超音波処理し
た。
【００６６】
　１２．フローサイトメトリーのためのＴｈＴおよびＣＲ染色
　ＰＢＳで洗浄した後、細胞を、４％　ホルムアルデヒドによって室温において３０分間
固定した。固定およびＰＢＳ洗浄後、細胞を、２ｍｌ　透過緩衝液（０．５％　Ｔｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ－１００、３ｍＭ　ＥＤＴＡ）中で再懸濁し、氷上で３０分間インキュベートし
た。ＰＢＳで洗浄した後、細胞を、ＰＢＳ中に溶解した１０μＭ　ＴｈＴまたは５０ｎＭ
　ＣＲで３０分間洗浄した。ＴｈＴ蛍光を、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒＴＭ　フローサイト
メーター（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）によって測定した。
【００６７】
　１３．ＥＬＩＳＡによるアミロイドオリゴマーおよび原線維定量
　可溶性アミロイドプレフィブリル状（ｐｒｅｆｉｂｒｉｌｌａｒ）オリゴマーを定量す
るために、ＰＢＳ中で希釈した２０μｇ　可溶性細胞タンパク質を、９６ウェルＥＬＩＳ
Ａプレートの各ウェルに関して、４℃において一晩インキュベートし、続いて、室温にお
いて１時間ブロックした（ＰＢＳ－Ｔ中５％　無脂肪乳）。各ウェルを、１００μｌ　ア
ミロイドオリゴマー抗体（Ａ１１、ブロッキング緩衝液中で１：１０００希釈）とともに
室温において２時間インキュベートした。ＰＢＳ－Ｔで洗浄した後、ヤギ抗ウサギＡｂ　
ＨＲＰ結合体（ブロッキング緩衝液中で１：５０００希釈）を各ウェルに添加し、室温に
おいて１時間インキュベートした。洗浄後、１００μｌ　１－ＳｔｅｐＴＭ　Ｕｌｔｒａ
　ＴＭＢ－ＥＬＩＳＡ基質（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を各
ウェルに添加した。
【００６８】
　アミロイド原線維を定量するために、界面活性剤不溶性タンパク質を抽出した。簡潔に
は、全細胞溶解物を、５００×ｇにおいて２分間、４℃において遠心分離した。その上清
を、２０，０００×ｇにおいて２０分間、４℃においてさらに遠心分離した。その最終ペ
レットを、界面活性剤不溶性画分として集め、２％　ＳＤＳを有するＰＢＳ中で１０分間
の超音波処理によって可溶化した。タンパク質定量後、ＰＢＳ中に希釈した可溶化タンパ
ク質のうちの１０μｇを、各ウェルに添加し、３７℃において、覆いなしで一晩インキュ
ベートして、ウェルを乾燥させた。以下の工程は、一次Ａｂとしてアミロイド原線維抗体
（ＯＣ）を使用することを除いて、オリゴマー検出と同一であった。
【００６９】
　１４．透過型電子顕微鏡法
　インビトロ播種の後、アミロイド原線維をペレット化し、蒸留Ｈ２Ｏ中に再懸濁した。
１滴の原線維溶液を、２００メッシュ炭素被覆ニッケルグリッド（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍ
ｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）上に置いた。１分後、その残っている液体を毛
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管作用で逃がした。直ぐに、１滴の２％　酢酸ウラニル溶液をそのグリッドの上に１分間
置いた。毛管作用で逃がした後、そのグリッドを風乾し、８０ｋＶで作動するＪＥＯＬ　
１２３０透過型電子顕微鏡（ＪＥＯＬ　ＵＳＡ　Ｉｎｃ．）の下で検鏡した。
【００７０】
　１５．バイオルミネッセンス画像化
　画像化の前に、ＸｅｎｏＬｉｇｈｔ　ＲｅｄｉＪｅｃｔ　Ｄ－ルシフェリン（１５０ｍ
ｇ／ｋｇ）を、ルシフェラーゼ発現Ａ２０５８細胞を予め注射したＮＯＤ／ＳＣＩＤマウ
スへとｉ．ｐ．注射した。マウスにイソフルランで麻酔をかけ、ルミネッセンスシグナル
を、Ｘｅｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳ（登録商標）　Ｌｕｍｉｎａ　ＩＩシステム（Ｃａｌｉｐ
ｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を使用して記録した。背側および腹側の両方の位置
からの画像を、取り込んだ。各マウスの全光子フラックスを、Ｌｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅ
（登録商標）ソフトウェアを使用して定量した。
【００７１】
　１６．凝集物サイズの測定
　種々のサンプルに由来する細胞の等しい数を、冷細胞溶解緩衝液で溶解した。２０，０
００×ｇにおいて１５分間、４℃において遠心分離した後、界面活性剤不溶性ペレットを
、ＲＩＰＡ緩衝液で３回さらに抽出した。その最終の不溶性ペレットを、ピペッティング
することによって１０％　ＳＤＳ中に再懸濁し、直ぐに、２０μｍ開口部を備えたＭｕｌ
ｔｉｓｉｚｅｒＴＭ　３コールターカウンター（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）を使
用して、凝集物サイズ分けに供した。
【００７２】
　１７．免疫蛍光染色
　ＰＢＳ中の４％　ホルムアルデヒドで室温において１５分間固定した後、細胞を、０．
３％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含むＰＢＳ中の５％　ヤギ血清で室温において６０分
間ブロックし、Ｌｙｓ４８特異的ユビキチンＡｂｓ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、ブロッキング
緩衝液中で１：５００希釈）とともに一晩４℃においてインキュベートした。腫瘍切片の
ために、抗原を、１０ｍＭ　クエン酸ナトリウム緩衝液中で回収し、続いて、ブロッキン
グした。切片を、切断型カスパーゼ３　Ａｓｐ１７５　Ａｂｓ（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌ
ｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、ブロッキング緩衝液中で１：５００希釈）またはアミロ
イド原線維（ＯＣ）Ａｂｓ（ＳｔｒｅｓｓＭａｒｑ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、ブロッキ
ング緩衝液中で１：２００希釈）のいずれかとともに一晩４℃においてインキュベートし
た。ＰＢＳで洗浄した後、切片を、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）　５６８または
４８８ヤギ抗ウサギＩｇＧ　Ａｂｓ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、ブロッキン
グ緩衝液中で１：１０００希釈）とともにインキュベートした。Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３
４２核対比染色を行った後、蛍光画像を、Ｌｅｉｃａ　ＴＣＳ　ＳＰ５共焦点顕微鏡によ
って取り込んだ。
【００７３】
　１８．ユビキチン化プロテオミクス
　Ａ２０５８細胞を、１５０ｍｍ　培養ディッシュ中で増殖させ、ＤＭＳＯまたは２０ｎ
Ｍ　ＡＺＤ６２４４で８時間処理した。同じ処理を受けた２×１０８　細胞をプールし、
液体窒素中で急速凍結した。細胞ユビキチン化のグローバル定量分析（ｇｌｏｂａｌ　ｑ
ｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ）を、ユビキチン分枝（Ｋ－ε－ＧＧ）モノ
クローナル抗体によるユビキチン化ペプチドの富化と液体クロマトグラフィータンデム質
量分析法（ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ　ｔａｎｄｅｍ　ｍａｓｓ　ｓｐ
ｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）とを併用するＵｂｉＳｃａｎ（登録商標）
サービス（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を介して行った。２
つの技術的複製物を、各処理に関して分析した。
【００７４】
　１９．インビトロアミロイド播種
　細胞を、２％　ＰＢＳ中で懸濁し、超音波処理して、溶解物を調製した。播種実験を、



(27) JP 2018-520164 A 2018.7.26

10

20

30

40

50

９６ウェル黒色マイクロプレート（１００μｌ反応容積／ウェル）で行った。各反応物は
、８０μｌ　ＰＢＳ中に希釈した２０μｇ　細胞タンパク質および０．０１Ｍ　ＮａＯＨ
中に溶解した１０μｌの２００μＭ　合成ヒトＡβ１－４２ペプチド（ＧｅｎＳｃｒｉｐ
ｔ）を含んだ。反応物を、室温において穏やかに振盪しながらインキュベートした。アミ
ロイド形成を検出するために、ＰＢＳ中に溶解した１０μｌの１００μＭ　ＴｈＴ（Ｓｉ
ｇｍａ）を反応物に添加し、蛍光を、Ｅｘ４５０ｎｍ／Ｅｍ４８２ｎｍにおいて測定した
。
【００７５】
　実施例２．ＭＥＫおよびＥＲＫは、ＰＳＲを反対に調節する
　リン酸化は、ＨＳＦ１活性化に顕著に影響を与える（Ｇｕｅｔｔｏｕｃｈｅら，　２０
０５）。このことは、シグナル伝達経路の鍵となる役割を示唆する。このような経路がど
のようにＰＳＲを調節するかを解明するために、本発明者らは、ＲＡＳ－ＭＥＫ－ＥＲＫ
シグナル伝達に焦点をあてて、ストレスに対するそれらの応答を先ず試験した。タンパク
質毒性ストレスを加えるために、本発明者らは、多様な作用機構を有するストレッサー（
ヒートショック（ＨＳ）、プロテアソームインヒビターＭＧ１３２、ヒストンデアセチラ
ーゼ６インヒビターであるツバスタチン、アミノ酸アナログであるアゼチジン、およびＨ
ＳＰインヒビター（ＨＳＰ９０に関しては１７－ＤＭＡＧおよびＨＳＰ７０に関してはＶ
ＥＲ１５５００８）を含む）を適用した（Ｋａｗａｇｕｃｈｉら，　２００３；　Ｍａｓ
ｓｅｙら，　２０１０；　Ｍｏｒｉｍｏｔｏ，　２００８；　Ｎｅｃｋｅｒｓ　ａｎｄ　
Ｗｏｒｋｍａｎ，　２０１２）。ストレッサーへの一過性の曝露は、細胞生存度を損なわ
なかった（図８Ａ）が、この経路の２つの鍵となる成分であるＭＥＫおよびＥＲＫのリン
酸化を上昇させた（図１Ａ）。ＭＥＫ　Ｓｅｒ２１８／２２２およびＥＲＫ　Ｔｈｒ２０
２／Ｔｙｒ２０４リン酸化は、それらの活性状態を表す（Ｄｈｉｌｌｏｎら，　２００７
；　Ｒｏｕｘ　ａｎｄ　Ｂｌｅｎｉｓ，　２００４）。一致して、全てのストレッサーは
、ＥＲＫの下流にある転写因子であるＥＬＫ１（Ｒｏｕｘ　ａｎｄ　Ｂｌｅｎｉｓ，　２
００４）を活性化させた（図１Ｂ）。
【００７６】
　ＭＥＫ－ＥＲＫシグナル伝達がＰＳＲを調節するか否かを決定するために、本発明者ら
は、Ｕ０１２６およびＡＺＤ６２４４（２つの特異的ＭＥＫ１／２インヒビター）（Ｆａ
ｖａｔａら，　１９９８；　Ｙｅｈら，　２００７）を使用した。両方のインヒビターが
、Ｈｓｐ遺伝子のＨＳ誘導性転写を妨げ、ＨＳＦ１のＤＮＡ結合能および転写活性化を損
なった（図１Ｃ～１Ｆおよび８Ｂ）。このことは、ＭＥＫがＨＳＦ１媒介性ＰＳＲを活性
化することを示唆する。ＥＲＫ（これはＭＥＫによってリン酸化される（Ａｈｎら，　１
９９１））は、この経路の主要エフェクターとして広く認識されている（Ｄｈｉｌｌｏｎ
ら，　２００７；　Ｒｏｕｘ　ａｎｄ　Ｂｌｅｎｉｓ，　２００４）。驚くべきことに、
ＥＲＫインヒビターである、ＦＲ１８０２０４およびＳｃｈ７７２９８４（Ｏｈｏｒｉら
，　２００５；　Ｍｏｒｒｉｓら，　２０１３）は、ＨＳＦ１を活性化した（図１Ｆおよ
び図８Ｃ）。ＭＥＫインヒビターおよびＥＲＫインヒビターの両方が、２つのＥＲＫ媒介
性事象であるＭＳＫ１リン酸化およびＥＬＫ１活性化を損なった（図１Ｇおよび図８Ｄ；
　Ｒｏｕｘ　ａｎｄ　Ｂｌｅｎｉｓ，　２００４）。ＭＥＫインヒビターは、ＥＲＫリン
酸化を低減した一方で、２つのＥＲＫインヒビターは、別個の効果を示した（図１Ｇ）。
Ｓｃｈ７７２９８４は、ＭＥＫ媒介性リン酸化をブロックするＥＲＫのコンホメーション
変化に恐らく起因して、ＥＲＫリン酸化を抑制した（Ｍｏｒｒｉｓら，　２０１３）；逆
に、ＦＲ１８０２０４は、ＥＲＫリン酸化を促進した（図１Ｇ）。このことは、フィード
バックＭＥＫ活性化を示唆する。
【００７７】
　ＨＳＦ１に対するＭＥＫインヒビターおよびＥＲＫインヒビターの影響を、ＭＥＫおよ
びＥＲＫの遺伝的枯渇を介して検証した（図１Ｉ～１Ｏ）。一方のＥＲＫアイソフォーム
の枯渇は、タンパク質レベルで他方のアイソフォームを減少させた（図１Ｌおよび図１Ｎ
）一方で、標的化されないアイソフォームのｍＲＮＡレベルは、上昇した（図８Ｅ～８Ｈ
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）。このことは、低減したタンパク質の根底にある転写後機構を示唆する。これらの結果
は、ＰＳＲの鍵となる調節因子としてＲＡＳ－ＭＥＫ－ＥＲＫシグナル伝達を際立たせる
のみならず、ＨＳＦ１に対するＭＥＫおよびＥＲＫの多様な影響をも明らかにする。
【００７８】
　実施例３．ＭＥＫは、ＨＳＦ１と物理的に相互作用する
　ＭＥＫがＨＳＦ１を直接的に活性化するか否かを決定するために、本発明者らは、共免
疫沈降（ｃｏ－ＩＰ）によって、内因性ＭＥＫ－ＨＳＦ１相互作用を調べた。ＭＥＫ１／
２タンパク質がＨＳなしでＨＳＦ１と明らかに沈降しなかった一方で、ＨＳは、顕著なｃ
ｏ－ＩＰを引き起こした（図２Ａおよび２Ｂ）。このことは、ストレス誘導性のＭＥＫ－
ＨＳＦ１相互作用を示す。ＨＳＦ１の移動度のシフトは、ＨＳ誘導性リン酸化をマークす
る（図２Ａ）。これらのＭＥＫ－ＨＳＦ１相互作用を、組換えタンパク質の発現を介して
検証した（図９Ａおよび９Ｂ）。ＭＥＫおよびＨＳＦ１が直接接触しているかを決定する
ために、本発明者らは、近傍ライゲーションアッセイ（ＰＬＡ）技術（Ｃｌａｕｓｓｏｎ
ら，　２０１１）を使用した。抗体特異性を、免疫染色することによって検証した（図９
Ｃおよび９Ｄ）。ＭＥＫが機能する細胞（ＭＥＫ－ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｔ　ｃｅｌｌ）に
おいて、ＰＬＡシグナルは、ＨＳなしで僅かに見え、ＨＳは、これらのシグナルを強めた
（図２Ｃ）。ＭＥＫ欠損細胞において、ＨＳの後であってもごく弱いシグナルしか検出さ
れなかった（図２Ｃ）。これは、ＰＬＡの特異性を確認する。注意すべきは、ＰＬＡシグ
ナルは、細胞質より核においてより明白であった（図２Ｃ）。このことは、相互作用の顕
著に核の局在性を明らかにする。これらの結果は、直接的なＭＥＫ－ＨＳＦ１会合を強く
示唆する。
【００７９】
　ＭＥＫ１およびＭＥＫ２は、インビボでホモダイマーまたはヘテロダイマーのいずれか
を形成する（Ｃａｔａｌａｎｏｔｔｉら，　２００９）。ダイマーのどちらのタイプがＨ
ＳＦ１を結合するかに取り組むために、本発明者らは、ＭＥＫ２の欠損の中でＭＥＫ１－
ＨＳＦ１相互作用を調べた。ＨＳの下では、より多くのＭＥＫ１タンパク質が、ＭＥＫ２
欠損細胞においてＨＳＦ１とともに沈降した（図２Ｄ）。同様に、ＭＥＫ１欠損は、ＭＥ
Ｋ２－ＨＳＦ１相互作用を高めた（図２Ｅ）。このことは、ＨＳＦ１結合に関するその２
つのＭＥＫアイソフォームの間の競合を明らかにし、ＭＥＫホモダイマーがＨＳＦ１と相
互作用し得ることを示唆する。
【００８０】
　実施例４．ＥＲＫはＭＥＫ－ＨＳＦ１相互作用を抑制して、ＨＳＦ１を不活性化する
　ＥＲＫがどのようにしてＨＳＦ１を不活性化するかを解明するために、本発明者らは、
ＭＥＫ媒介性ＨＳＦ１活性化に対するＥＲＫの影響をまず調べた。ＥＲＫ１枯渇はＭＥＫ
－ＨＳＦ１相互作用を促進した（図２Ｆ）のに対して、ＥＲＫ１過剰発現は、これらの相
互作用を弱めてＨＳＦ１を抑制した（図２Ｇおよび９Ｅ）。従って、本発明者らは、３つ
の考えられるシナリオを予想した（図２Ｈ）：１）両方のＭＥＫ基質、ＥＲＫおよびＨＳ
Ｆ１が、ＭＥＫ相互作用に関して競合する；２）ＥＲＫは、ＭＥＫのように、ＨＳＦ１を
結合し、それによってＨＳＦ１相互作用に関して競合する；ならびに３）ＥＲＫは、ＨＳ
Ｆ１に向かうＭＥＫキナーゼ活性を阻害する。この最初の２つのシナリオの各々は、２つ
のタンパク質複合体の間の競合を推測する；対照的に、第３のシナリオは、ＥＲＫがＭＥ
ＫおよびＨＳＦ１と、単一のタンパク質複合体へとアセンブリすることを推定する。興味
深いことに、ＨＳの下では、ＨＳＦ１は、ＭＥＫおよびＥＲＫの両方を沈降させ（図２Ｉ
）、ＥＲＫは、ＭＥＫおよびＨＳＦ１の両方を沈降させた（図２Ｊ）。これらの結果は、
独立したＭＥＫ－ＥＲＫ複合体およびＭＥＫ－ＨＳＦ１複合体の存在を排除しないが、そ
れらは、第１のシナリオで示されるように、その２つの複合体が安定かつ優勢であること
の反証となる。第２のシナリオを試験するために、本発明者らは、ＥＲＫ－ＨＳＦ１相互
作用をＰＬＡによって検出した。なぜならこのシナリオは、ＨＳＦ１を、ＥＲＫおよびＭ
ＥＫの両方の基質として推定するからである。ＥＲＫ抗体の特異性を、ＥＲＫ枯渇細胞に
おいて検証した（図９Ｆ）。明らかなＭＥＫ１－ＥＲＫ相互作用（図２Ｋ）とは対照的に
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、ＥＲＫ－ＨＳＦ１相互作用を示す明らかなＰＬＡシグナルは検出されなかった（図２Ｌ
）。このことは、これら２つのタンパク質の間の直接的接触がないことを示唆する。さら
に、ＥＲＫ１過剰発現はＭＥＫ－ＨＳＦ１相互作用を弱めた一方で、ＥＲＫ１タンパク質
は、ＨＳＦ１とあまり沈降しなかった（図２Ｇ）。これは、第２のシナリオによって推定
される高まったＥＲＫ１－ＨＳＦ１相互作用とは矛盾する。従って、これらの結果は、第
２のシナリオを却下するのみならず、ＥＲＫが、第３のシナリオと一致して、ＨＳＦ１と
ＭＥＫを介して複合体化することをも示唆する。重要なことには、ＭＥＫ枯渇は、ＥＲＫ
－ＨＳＦ１　ｃｏ－ＩＰを顕著に低下させた（図２Ｊ）。これらの結果は、ＥＲＫ、ＭＥ
Ｋ、およびＨＳＦ１を含むタンパク質複合体（ここでＥＲＫは、ＨＳＦ１を間接的に、Ｍ
ＥＫの阻害を介して抑制する）の存在を示唆する。
【００８１】
　実施例５．ＭＥＫは、Ｓｅｒ３２６をリン酸化して、ＨＳＦ１を活性化する
　ＨＳの下で、ＨＳＦ１は、一連のリン酸化事象を受ける。その中でも、Ｓｅｒ３２６リ
ン酸化は、その活性化を刺激する（Ｇｕｅｔｔｏｕｃｈｅら，　２００５）。しかし、キ
ナーゼの正体は、捕らえにくいままである。ＭＥＫがＳｅｒ３２６をリン酸化するか否か
を決定するために、本発明者らは、ＨＳＦ１ＷＴタンパク質を認識するが、ＨＳＦ１Ｓ３

２６Ａタンパク質を認識しないホスホ特異的抗体を使用して、この改変に対するＭＥＫ遮
断の効果を調べた（図１０Ａ）。ＭＥＫノックダウンまたはＵ０１２６処置のいずれも、
Ｓｅｒ３２６リン酸化を損なった（図３Ａおよび１０Ｂ）。逆に、構成的に活性な変異体
であるＭＥＫ１ＤＤ（Ｓ２１８Ｄ／Ｓ２２２Ｄ）（Ｂｒｕｎｅｔら，　１９９４ａ）は、
ＨＳＦ１のＳｅｒ３２６リン酸化および活性化をＨＳなしで誘導した（図３Ｂおよび３Ｃ
）。ＥＲＫ阻害は、Ｓｅｒ３２６リン酸化を増強し；そして、ＭＥＫ枯渇は、この効果を
破壊した（図３Ｄおよび１０Ｃ）。このことは、ＭＥＫ依存性調節を示す。ＨＳＦ１Ｓ３

２６Ａ変異体は、損なわれた転写活性を示し（図３Ｅ）、それらの欠陥のある核トランス
ロケーションおよびＤＮＡ結合能と一致する（図１０Ｄ～Ｅおよび図３Ｆ）。さらに、Ｈ
ＳＦ１タンパク質は、ＭＥＫ欠損細胞において低下された（図３Ａおよび１０Ｆ）。ＭＥ
ＫがＨＳＦ１安定性に影響を及ぼすか否かを決定するために、本発明者らは、シクロヘキ
シミド追跡実験（ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ　ｃｈａｓｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ）を
行った。ＭＥＫ枯渇は、ＨＳＦ１ＷＴタンパク質の半減期を短縮した；重要なことには、
ＨＳＦ１Ｓ３２６Ａ変異体は、ＭＥＫが機能する細胞においてあまり安定ではなかった一
方で、それらの安定性は、ＭＥＫ欠損によって顕著には影響を受けなかった（図３Ｇ）。
このことは、ＭＥＫがＨＳＦ１を、Ｓｅｒ３２６リン酸化を主に介して安定化することを
示唆する。これらの結果は、ＭＥＫが、その活性化および安定性にとって不可欠な改変で
あるインビボでのＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６リン酸化を制御することを示す。
【００８２】
　インビトロでは、組換えＭＥＫ１タンパク質は、Ｓｅｒ３２６においてＨＳＦ１を直接
リン酸化した；そしてＵ０１２６は、この事象をブロックした（図３Ｈ）。ＥＲＫは、Ｈ
ＳＦ１をＳｅｒ３０７においてリン酸化することが報告された（Ｃｈｕら，　１９９８）
。これは、直接的なＥＲＫ－ＨＳＦ１相互作用を示唆する。ＥＲＫによる直接的なＳｅｒ
３２６リン酸化を排除するために、本発明者らは、インビトロでのＨＳＦ１リン酸化を、
ＭＥＫと会合したまたは会合していないＥＲＫを含む免疫沈降した内因性ＥＲＫ複合体を
使用して行った。沈降した複合体はＳｅｒ３２６をリン酸化したものの、この事象は、Ｕ
０１２６によってブロックされたが、ＦＲ１８０２０４によってブロックされなかった（
図３Ｉ）。Ｕ０１２６は、組換えＥＲＫ１タンパク質のリン酸化を同じ沈降物によってブ
ロックしたが、ＦＲ１８０２０４はそうではなかった（図３Ｉ）。対照的に、ＦＲ１８０
２０４は、ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）（公知のＥＲＫ基質（Ａｈｎら，　１９
９１））のリン酸化を同じ沈降物によってブロックしたが、Ｕ０１２６はそうではなかっ
た（図３Ｉ）。このことは、ＦＲ１８０２０４によるＥＲＫ遮断を示す。これらの結果は
、ＭＥＫが、ＥＲＫよりむしろ、Ｓｅｒ３２６を直接リン酸化することを強く示唆する。
さらに、組換えＥＲＫ１タンパク質は、インビボでのＥＲＫによるＳｅｒ３２６リン酸化
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の抑制と一致して、組換えＭＥＫ１タンパク質によってインビトロでのＨＳＦ１　Ｓｅｒ
３２６リン酸化を妨げた（図３Ｊ）。対照的に、ＥＲＫは、ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３０７リン
酸化を促進する。ＥＲＫ枯渇は、Ｓｅｒ３０７リン酸化を低減した；しかし、この効果は
、ＭＥＫ欠損細胞において大きく破壊された（図１０Ｇ）。このことは、繰り返すと、Ｍ
ＥＫ依存性を示す。ＭＥＫ阻害は、Ｓｅｒ３２６リン酸化を損なったが、ＨＳＦ１ＷＴタ
ンパク質のＳｅｒ３０７リン酸化を増強した（図１０Ｈ）。興味深いことに、リン酸化模
倣（ｐｈｏｓｐｈｏｍｉｍｅｔｉｃ）変異体であるＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄタンパク質は、低
下した基底Ｓｅｒ３０７リン酸化を示し、ＭＥＫ阻害によるこのリン酸化の誘導に抵抗し
た（図１０Ｈ）。これらの結果は、ＭＥＫによるＳｅｒ３２６リン酸化が、Ｓｅｒ３０７
リン酸化を抑制し、ＥＲＫが、ＭＥＫ阻害を介してＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６およびＳｅｒ
３０７リン酸化に影響を及ぼすことを裏付ける。活性化ＥＲＫは、Ｔｈｒ２９２／３８６
をリン酸化して、ＭＥＫ１を阻害する（Ｂｒｕｎｅｔら，　１９９４ｂ）。ＭＥＫ１Ｔ２

９２Ａ，Ｔ３８６Ａ変異体は両方とも、基底ＨＳＦ１　Ｓｅｒ３２６リン酸化を高め、内
因性ＭＥＫの枯渇した細胞においてこのリン酸化のＥＲＫ媒介性抑制をブロックした（図
３Ｋ）。このことは、ＥＲＫが、ＭＥＫのフィードバックリン酸化を介してＳｅｒ３２６
リン酸化を抑制することを示す。
【００８３】
　興味深いことに、ヒト黒色腫において同定された２つのＭＥＫ１変異体（Ｐ１２４Ｓお
よびＥ２０３Ｋ（Ｎｉｋｏｌａｅｖら，　２０１２））は、構成的なＨＳＦ１リン酸化お
よび活性化（図３Ｌおよび３Ｍ）を引き起こした。逆に、ヒト黒色腫細胞において、ＭＥ
Ｋインヒビターは、構成的ＨＳＦ１リン酸化およびＨＳＰプロモーターへの結合を損なっ
た（図３Ｎおよび３Ｏ）。これらの結果は、ＭＥＫが、ストレスを受けた細胞における誘
導性ＨＳＦ１活性化、および悪性細胞における構成的ＨＳＦ１活性化の両方を制御するこ
とを示す。
【００８４】
　実施例６．ＭＥＫは、細胞タンパク質恒常性を保存する
　ＨＳＦ１は、ＨＳＰを介して細胞タンパク質恒常性を維持し得る。タンパク質折りたた
みに対するＨＳＦ１の影響を調べるために、本発明者らは、グルココルチコイドレセプタ
ー（ＧＲ）をモデルとして使用した。適切なＧＲ折りたたみは、ＨＳＰ９０に依存し、誤
って折りたたまれたタンパク質は、ユビキチン－プロテアソーム系によって除去される（
Ｔａｉｐａｌｅら，　２０１０）。ＨＳＦ１ノックダウンは、ＧＲ－ＧＦＰユビキチン化
および枯渇を誘導した（図１１Ａ）。このことは、ＨＳＦ１欠損によるタンパク質不安定
化を示す。このことは、細胞のシャペロン能の低下から生じた。なぜならＨＳＦ１欠損細
胞の溶解物は、変性ルシフェラーゼを再活性化するにあたってあまり効率的ではなかった
からである（図１１Ｂ）。ＨＳＦ１欠損に類似して、ＭＥＫ遮断は、ＧＲ－ＧＦＰを枯渇
させた；そしてこの枯渇は、ＧＦＰ不安定性または一般的な発現変化に起因しなかった。
なぜなら共発現したＧＦＰは、影響を受けなかったからである（図４Ａ）。代わりに、Ｍ
ＥＫ遮断は、ＧＲ－ＧＦＰをユビキチン化した（図４Ｂ）。これは、損なわれたプロテア
ソーム機能に起因しない。なぜならボルテゾミブによるプロテアソーム阻害は、ＧＲ－Ｇ
ＦＰ蓄積を引き起こし、ＭＥＫインヒビターは、プロテアソーム活性に影響を及ぼさなか
ったからである（図１１Ｃ～１１Ｅ）。実際に、ＡＺＤ６２４４およびＭＥＫノックダウ
ンは両方とも、シャペロン能を枯渇させた（図４Ｃおよび１１Ｆ）。このことは、ＭＥＫ
によるタンパク質の折りたたみの調節および安定性を明らかにする。
【００８５】
　細胞のプロテオームを左右するにあたってＨＳＦ１の鍵となる役割と一致して、ＨＳＦ
１枯渇は、界面活性剤可溶性および界面活性剤不溶性両方の画分において、プロテアソー
ム分解の改変マーキングタンパク質であるタンパク質Ｌｙｓ４８特異的ユビキチン化（Ｐ
ｉｃｋａｒｔ　ａｎｄ　Ｅｄｄｉｎｓ，　２００４）を誘導した（図１１Ｇ）。この変化
は、全体のタンパク質不安定化を示唆する。ＨＳＦ１不活性化と一致して、ＡＺＤ６２４
４は、Ｓｅｒ３２６リン酸化を低減し、ＨＳＰを低下させ、全体的なユビキチン化を誘導
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した（図４Ｄ）。一晩のＡＺＤ６２４４処理はまた、ＨＳＦ１を不安定化した（図４Ｄお
よび図１１Ｈ）。ＭＥＫノックダウンは、全体的なユビキチン化も誘導した（図１１Ｉ）
。重要なことには、ＡＺＤ６２４４は、ＨＳＦ１を枯渇させず、ＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄを安
定して過剰発現する細胞においてユビキチン化を誘発しなかった（図４Ｅおよび１１Ｊ）
。このことは、ＭＥＫ阻害に起因するタンパク質不安定性におけるＨＳＦ１不活性化の原
因となる役割を示す。インビボでのＭＥＫ阻害はまた、ＨＳＰおよびＨＳＦ１を枯渇させ
、そして主要組織においてユビキチン化を誘導した（図４Ｆ）。
【００８６】
　ＭＥＫ阻害に起因するユビキトーム変化（ｕｂｉｑｕｉｔｏｍｉｃ　ｃｈａｎｇｅ）を
調査するために、本発明者らは、新規なユビキチン分枝モチーフ抗体によって富化したユ
ビキチン化ペプチドの質量分析（ＭＳ）ベースの分析を行った（図４Ｇ；　Ｋｉｍら，　
２０１１）。本発明者らは、ＡＺＤ６２４４ありまたはなしで８時間処理したＡ２０５８
細胞のユビキトームを比較した。合計で、１，７１５の特有のタンパク質に割り当てられ
た３，４２５の非冗長性のユビキチン化ペプチドの概略を描いた（図４Ｈおよび１１Ｋ）
。ＡＺＤ６２４４は、ペプチドユビキチン化を増大も低減もした（図４Ｈ）。２．５倍カ
ットオフを、有意な変化として定義した場合、７６の非冗長性ペプチドの集まりを区別し
た。これらのペプチドは、多様な分子機能を果たし、幅広い生物学的プロセスに携わる６
８の特有のタンパク質を表す。（図４Ｉおよび４Ｊ）。興味をそそることに、最も富化さ
れた経路は、翻訳伸長であった（図４Ｊ）。これら６８のタンパク質の分析から、３つの
部分ネットワークを包含する機能的関連ネットワークが明らかになった（図４Ｋ）。特に
重要なことは、７つのリボソームサブユニットタンパク質からなる「翻訳」部分ネットワ
ークである。これは、リボソーム装置に対するＭＥＫの顕著な影響を強調する。さらに、
いくつかの癌遺伝子および腫瘍抑制因子（ｃ－ＭＹＣ、サイクリンＤ１、ＨＩＦ１Ａ、Ｔ
Ｐ５３、およびＮＦ１を含む）が、そのネットワーク内に埋め込まれている（図４Ｋ）。
ＭＥＫが腫瘍形成においてこれらの鍵となるプレイヤーを調節することによる機構は、お
そらく多面的であるが、蓄積しつつある証拠は、ＨＳＰがそれらの安定性を調節すること
を意味する（Ｉｓａａｃｓら，　２００２；　Ｍｕｅｌｌｅｒら，　２００４）。従って
、ＭＥＫは、これらタンパク質に少なくとも部分的にＨＳＦ１を介して影響を及ぼし得る
。
【００８７】
　本発明者らのＭＳ知見を検証するために、本発明者らは、いくつかの標的タンパク質を
選択した。Ｔｏｒｓｉｎ－１Ａ相互作用タンパク質２（ＴＯＲ１ＡＩＰ２）およびリボソ
ームタンパク質Ｌ３（ＲＰＬ３）は、それぞれ、ユビキチン化において６１．０倍および
１３．７倍の増大を示した。検出を容易にするために、本発明者らは、Ｖ５タグ付きＴＯ
Ｒ１ＡＩＰ２およびＲＰＬ３タンパク質を、構成的プロモーターを介して発現した。８時
間のＡＺＤ６２４４処理は、両方のＶ５タグ付きタンパク質のレベルを変化させなかった
が、それらのユビキチン化を増大させた（図４Ｌおよび４Ｍ）。本発明者らのＭＳの結果
はまた、タンパク質（ｃ－ＭＹＣ、ＲＰＬ１５、ＲＰＬ２４、およびＲＰＳ２０を含む）
のユビキチン化の低減を明らかにした。本発明者らは、ユビキチン化および内因性ｃ－Ｍ
ＹＣタンパク質の全体レベルの両方の低下を確認した（図４Ｎ）。類似の結果もまた、Ｖ
５タグ付きＲＰＬ１５、ＲＰＬ２４、およびＲＰＳ２０に関して観察された（図１１Ｌ～
１１Ｎ）。これは、短縮したタンパク質半減期を示唆する。実際に、ＭＧ１３２によるプ
ロテアソーム遮断は、ＡＺＤ６２４４によるＶ５－ＲＰＬ１５枯渇を防止し、その上昇し
たユビキチン化を明らかにした（図４Ｏ）。ＨＳＦ１不活性化の不可欠な役割と一致して
、Ｖ５タグ付きＲＰＬ１５およびＲＰＬ３タンパク質の両方が、ＨＳＦ１ノックダウン後
に高度にユビキチン化され、ＡＺＤ６２４４は、このユビキチン化にかすかに影響を及ぼ
した（図４Ｏおよび４Ｐ）。重要なことには、ＭＧ１３２は、内因性ＲＰＬ１５およびＲ
ＰＬ３の枯渇を、ＡＺＤ６２４４およびＭＥＫノックダウンによって防止した（図４Ｑお
よび１１Ｏ）。このことは、ＭＥＫ欠損によるリボソームタンパク質の不安定化を確認す
る。ＨＳＦ１ノックダウンは、内因性ＲＰＬ１５およびＲＰＬ３を低減する一方で、ＨＳ
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Ｆ１Ｓ３２６Ｄ発現は、それらの基底レベルを上昇させ、そしてＡＺＤ６２４４誘導性枯
渇からそれらを保護した（図１１Ｐおよび４Ｒ）。これらの知見はまとめると、ＭＥＫ阻
害がＨＳＦ１を不活性化して、細胞のシャペロン能を枯渇させることを示す。結果として
、タンパク質不安定化およびユビキトーム不均衡が後に起こる。
【００８８】
　実施例７．ＭＥＫ阻害は、悪性細胞において凝集およびアミロイド生成を誘発する
　界面活性剤不溶性画分中の増大したユビキチン化は、タンパク質凝集を示唆する（図４
Ｄ）。このことを示すために、本発明者らは、ユビキチン免疫染色を行った。黒色腫細胞
を、ボルテゾミブおよびＡＺＤ６２４４で２４時間処理して、明らかな凝集を誘発した。
予測されるように、明るい蛍光の斑点状フォーカスが、ユビキチン含有凝集物を画定して
、ボルテゾミブ処理細胞において出現した（図５Ａ～Ｂ）。ＡＺＤ６２４４はＨＳＦ１を
枯渇させ、そしてより少ない程度ではあるが、斑点状フォーカスを誘導した（図１２Ａ～
Ｂおよび５Ａ～Ｂ）。本発明者らは、ＡＺＤ６２４４誘導性の誤って折りたたまれたタン
パク質のプロテアソーム分解の遮断が、凝集をさらに悪化させることを理論化した。実際
に、ボルテゾミブ共処理は、ＡＺＤ６２４４誘導性の斑点状フォーカスを増大させた（図
５Ａ～Ｂ）。本発明者らは、拡大型ポリグルタミン鎖タンパク質（ｅｘｐａｎｄｅｄ　ｐ
ｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｎｅ　ｔｒａｃｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ）（ｐｏｌｙＱ７９）（Ｓａｎ
ｃｈｅｚら，　２００３）を使用して、凝集に対するＭＥＫの影響をさらに確認した。拡
大したｐｏｌｙＱフラグメントを有するタンパク質は、凝集しやすく、神経変性障害に原
因として関連する（Ｏｒｒ　ａｎｄ　Ｚｏｇｈｂｉ，　２００７）。ＰｏｌｙＱ７９発現
細胞は、予測されるように、大きな凝集物を含んだ（図１２Ｃ）。ＨＳＦ１ノックダウン
およびＡＺＤ６２４４はともに、ｐｏｌｙＱ凝集物を拡大した；重要なことには、ＨＳＦ
１Ｓ３２６Ｄ発現は、ＡＺＤ６２４４誘導性凝集物拡大に拮抗した（図１２Ｄおよび５Ｃ
～Ｄ）。ボルテゾミブはまた、凝集を増強し、併用処置は、最大の凝集物を生じた（図５
Ｃ～Ｄ）。従って、ＭＥＫおよびプロテアソームの両方が、タンパク質凝集を抑制する。
【００８９】
　凝集しやすいタンパク質は、βシート構造に関して富化されたアミロイド原線維（ＡＦ
）を形成し得る（Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｊｕｃｋｅｒ，　２０１２）。ＨＳＦ１
およびＭＥＫがアミロイド形成に影響を及ぼすか否かを評価するために、本発明者らは、
ｐｏｌｙＱ７９発現細胞を、アミロイドを診断するために広く使用されている２種の蛍光
色素（Ｃｈｉｔｉ　ａｎｄ　Ｄｏｂｓｏｎ，　２００６）、チオフラビンＴ（ＴｈＴ）お
よびコンゴーレッド（ＣＲ）で染色した。ＰｏｌｙＱ７９発現は、予測されるように、Ｔ
ｈＴおよびＣＲ染色を増強した（図１２Ｅおよび１２Ｆ）。ＡＺＤ６２４４、ボルテゾミ
ブ、および併用処理は、この染色をさらに強めた；そして、ＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄ発現は、
ＡＺＤ６２４４の効果に拮抗した（図５Ｅ～Ｆ）。処理はまた、ヒト腫瘍細胞株のＴｈＴ
およびＣＲ染色を増強した（図５Ｇおよび１２Ｇ）。このことは、内因性アミロイド様構
造の出現を示唆する。可溶性アミロイドオリゴマー（ＡＯ）の存在は、アミロイド生成を
確認した。ＡＯは、神経変性障害において鍵となる毒性種を構成すると考えられ、コンホ
メーション依存性抗体Ａ１１（Ｃｈｉｔｉ　ａｎｄ　Ｄｏｂｓｏｎ，　２００６；　Ｇｌ
ａｂｅ，　２００８；　Ｋａｙｅｄら，　２００３）によって検出され得る。処理は、ｐ
ｏｌｙＱ７９によるＡＯ誘導を増悪させるのみならず、ヒト腫瘍細胞株において内因性Ａ
Ｏの生成をも誘発した（図５Ｈおよび５Ｉ）。ＡＺＤ６２４４に類似して、ＨＳＦ１枯渇
は、内因性ＡＯおよびＡＦを誘導した（図１２Ｈおよび１２Ｉ）。以前に特徴付けられた
抗体であるＯＣを、ＡＦを検出するために使用した（Ｋａｙｅｄら，　２００７）。繰り
返すと、ＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄ発現は、ＡＺＤ６２４４誘導性アミロイド生成を抑制した（
図５Ｊおよび５Ｋ）。
【００９０】
　アミロイドの特有の特徴は、ＡＦを播種するそれらの能力である（Ｃｈｉｔｉ　ａｎｄ
　Ｄｏｂｓｏｎ，　２００６）。アミロイド播種実験において、ＨＳＦ１枯渇細胞の溶解
物は、Ａβ　ＡＦの形成を加速させた（図１２Ｊ）。同様に、ＡＺＤ６２４４、ボルテゾ
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ミブ、および併用で処理した細胞の溶解物は、全て増大した播種効能を示した（図５Ｌ）
。これは、ＯＣ抗体を使用して確認された（図１２Ｋ）。ＨＳＦ１Ｓ３２６Ｄ発現は、Ａ
ＺＤ６２４４の効果を破壊した（図５Ｌ）。さらに、透過型電子顕微鏡法から、ＤＭＳＯ
処理細胞溶解物での播種は、無秩序のロッド様プロトフィブリルになる一方で、線維様構
造の密な格子がＡＺＤ６２４４処理溶解物での播種後に出現することが明らかにされた；
比較すると、ボルテゾミブ処理溶解物での播種は、成熟原線維を生じ、原線維の詰まった
ネットワークが、併用処置に由来する溶解物での播種後にアセンブリされた（図５Ｍ）。
【００９１】
　ＡＺＤ６２４４およびボルテゾミブのアミロイド生成効果を、遺伝的に検証した。ボル
テゾミブの主要標的である２６Ｓプロテアソームのβ５サブユニット（ＰＳＭＢ５）（Ｏ
ｅｒｌｅｍａｎｓら，　２００８）の枯渇は、ユビキチン化タンパク質の蓄積を引き起こ
した（図１２Ｌ）。薬理学的インヒビターを模倣して、ＭＥＫ、ＰＳＭＢ５、または両方
の遺伝的枯渇は、全てアミロイド生成を誘発した（図１２Ｍ～１２Ｒおよび５Ｎ）。
【００９２】
　アミロイドがインヒビター誘導性の毒性に寄与するか否かを決定するために、本発明者
らは、アミロイド生成をＴｈＴ（アミロイド原線維形成を、物理的結合を介して妨げる（
Ａｌａｖｅｚら，　２０１１））でブロックした。黒色腫細胞において、ＴｈＴは、イン
ヒビターによるアミロイド誘導を抑制し、細胞増殖および生存を５０％改善した（図５Ｏ
、５Ｐ、および５Ｑ）。ＣＲ処理およびＡ１１抗体でのＡＯの中和は、類似の保護を発揮
した（図１２Ｓおよび５Ｒ）。   弱められたアミロイド生成と一致して、ＨＳＦ１Ｓ３

２６Ｄ発現は、黒色腫細胞の増殖を刺激したのみならず、黒色腫細胞をＭＥＫ阻害に対し
て不応性にした（図５Ｓ～Ｔ）。
【００９３】
　驚くべきことに、ＡＺＤ６２４４は、初代マウス胚性線維芽細胞（ＭＥＦ）および組織
においてＡＯを誘導しなかった（図５Ｐおよび１２Ｔ）。これは、マウスアミロイドを検
出できないことに起因しない。なぜなら重篤なストレスは、マウス細胞においてＡＯを誘
導したからである（図１２Ｕ）。これらの結果は、形質転換されていない細胞が、悪性細
胞よりアミロイド生成に対して不応性であり得ることを示唆する。これを評価するために
、本発明者らは、ＡＺＤ６２４４、ボルテゾミブ、および併用で処理した、初代ヒト乳腺
上皮細胞（ＰＨＭＣ）、固定化ヒト乳腺上皮（ＭＣＦ１０Ａ）細胞、および腫瘍形成性乳
腺上皮（ＭＣＦ７）細胞において、ＡＯレベルを比較した。これらの３種の処理の各々は
、ＭＣＦ７細胞において顕著なＡＯ誘導、ＭＣＦ１０Ａ細胞において僅かな誘導、および
ＰＨＭＣにおいて誘導なしを引き起こした（図５Ｖ）。類似パターンが、初代ヒトシュワ
ン細胞（ＰＨＳＣ）およびそれらの悪性対応物である９０－８ＴＬ細胞およびＳ４６２細
胞において観察された（図５Ｗ）。不死化および形質転換された細胞は、Ｓ４６２を除い
て、ＡＯの上昇した基底レベルも示した（図５Ｖおよび５Ｗ）。興味をそそることに、Ａ
Ｏレベルは、悪性状態と正に相関した（図５Ｘ）。このことは、プロテオミクス不均衡を
悪性疾患の内在する特徴として裏付ける。本発明者らは、Ｓ４６２細胞において上昇した
基底ＡＯがないことが、アミロイド関連毒性に起因し得ると理論化した。実際に、汎カス
パーゼインヒビターによる細胞死の遮断は、不死化および形質転換された細胞においてＡ
Ｏレベルを上昇させた。このことは、アミロイド生成を強調し；対照的に、初代細胞にお
いてＡＯを上昇させなかったことを明らかにする（図５Ｘおよび５Ｙ）。このことは、ア
ミロイド生成が存在しないことを裏付ける。これらの結果は、悪性細胞が特有にアミロイ
ド生成に感受性であることを示す。
【００９４】
　実施例８．プロテアソームおよびＭＥＫ阻害の併用は、腫瘍タンパク質恒常性を撹乱し
、悪性疾患を抑制する
　ＭＥＫおよびプロテアソーム阻害は、個々に、ある特定の程度まで、腫瘍細胞において
タンパク質恒常性を撹乱した；しかし、両方の併用は、この効果を増強し、従って、ヒト
腫瘍細胞株の増殖および生存を顕著に損なった（図６Ａ）。注意すべきは、この併用は、
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【００９５】
　インビボでは、ＡＺＤ６２４４またはボルテゾミブ単独の低用量は、異種移植された黒
色腫に対して顕著な影響を示さなかったのに対して、その併用は、それらの増殖を強力に
遅らせた（図６Ｂおよび１３Ａ）。併用処置を受けた全てのマウスは、生存し続け、それ
らの体重は、一定のままであった；対照的に、他の群における全てのマウスは死滅し、体
重の内の約２５％が失われた（図６Ｃおよび１３Ｂ）。ＡＺＤ６２４４またはボルテゾミ
ブ単独は、腫瘍においてユビキチン化を僅かに上昇させた；しかし、その併用は、この効
果を顕著に悪化させた（図６Ｄおよび１３Ｃ～Ｆ）。ボルテゾミブは、ＨＳＦ１　Ｓｅｒ
３２６リン酸化およびＨＳＰ発現を誘導した一方で、ＡＺＤ６２４４共処置は、このスト
レス応答を抑制し、カスパーゼ３切断を誘導した（図６Ｄおよび１３Ｃ～Ｆ）。よって、
ＡＯは、併用処置を受けた腫瘍では顕著に上昇した（図６Ｅ）。特に重要なのは、ＡＯの
量と腫瘍塊との間の逆相関である（図１３Ｇ）。このことは、悪性増殖に対するＡＯの悪
影響を裏付ける。アミロイド生成と一致して、併用処置を受けた腫瘍は、強力な播種能力
およびＣＲ染色の増強を示した（図６Ｆおよび６Ｇ－Ｈ）。腫瘍内ＡＦは、ＣＲ染色（図
６Ｉ）、ＴｈＴ標識（図１３Ｈ）、およびＯＣ抗体での免疫染色（図６Ｊ）の顕著な特徴
である複屈折によってさらに示された。対照的に、その併用処置は、上昇したユビキチン
化にもかかわらず、同じ腫瘍を有するマウスの主要組織においてＡＯもアポトーシスも誘
導しなかった（図１３Ｉおよび１３Ｊ）。
【００９６】
　その併用処置が、実験的転移を妨げるか否かを調査するために、本発明者らは、ルシフ
ェラーゼ導入遺伝子を発現する黒色腫をＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスへと静脈内注射した。６
週間の期間の間に、併用処置を受けたマウスのみが体重を増大させた（図６Ｋ）。このこ
とは、健康の改善を示唆する。インビボ画像化から、ＤＭＳＯ、ＡＺＤ６２４４、または
ボルテゾミブ単独で処置したマウスのうちの４０％においてルミネッセンスが検出された
（図６Ｌ）。組織学的検査から、肺、骨格筋、脂肪組織、および卵巣への黒色腫転移が確
認された（図６Ｍおよび表２）。対照的に、併用処置を受けたマウスのうちのいずれも、
認識できるルミネッセンスも転移も示さなかった（図６Ｌおよび６Ｎ）。まとめると、こ
れらの結果は、ＭＥＫおよびプロテアソーム阻害の併用が、腫瘍内でタンパク質毒性スト
レスおよびアミロイド生成を誘発し、堅固な抗腫瘍性効果を発揮することを示す。
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【表２－２】

【００９７】
　実施例９．アミロイド生成は、腫瘍抑制性である
　強いＣＲ染色を示す腫瘍領域における顕著なアポトーシスは、処置誘導性毒性における
アミロイド生成の原因となる役割を示唆する（図７Ａ）。これを確認するために、本発明
者らは、インビボＣＲ投与を介して腫瘍内アミロイド誘導をブロックした。ＣＲは、黒色
腫増殖を加速させたのみならず、ＭＥＫおよびプロテアソーム阻害の併用によって課され
た腫瘍抑制にも強力に拮抗した（図７Ｂ）。腫瘍組織へのＣＲの浸透は、このアミロイド
染色の特徴である４９８ｎｍにおいて腫瘍溶解物の強い光吸収（Ｓｌａｄｅｗｓｋｉら，
　２００６）によって示される（図７Ｃ）。増強された悪性疾患と一致して、ＣＲ処置は
腫瘍塊を拡大し、身体の状態を悪化させ、そして動物の生存を短くした（図１４Ａ、１４
Ｂ、および７Ｄ）。
【００９８】
　ＣＲは、腫瘍組織においてアミロイドを低減した一方で、ユビキチン化を低減しなかっ
た（図７Ｅ、７Ｆ、および７Ｇ）。これらの結果は、ＭＥＫおよびプロテアソームインヒ
ビターでのＣＲの干渉はないことを示し、さらに、アミロイド生成をブロックすることに
おけるＣＲの特異的作用を裏付ける。加速した増殖に従って、ＣＲ処置マウスは、低下し
たカスパーゼ３切断を示した（図７Ｇ）。まとめると、これらの結果は、アミロイド生成
が腫瘍抑制性でありかつＭＥＫおよびプロテアソーム阻害の併用の抗腫瘍性効果に明らか
に寄与することを強く示唆する。
【００９９】
　実施例１０．考察
　Ａ．ＨＳＦ１は、新たなＭＥＫ基質である
　予測外なことに、本発明者らの結果は、ＥＲＫがＲＡＳ－ＲＡＦ－ＭＥＫシグナル伝達
の効果を専ら起こさせる有力なパラダイムを疑って、ＭＥＫの生理的基質としてのＨＳＦ
１を明らかにする。本発明者らの結果はさらに、ＭＥＫがＨＳＦ１を活性化するが、ＥＲ
ＫがＨＳＦ１を不活性化することを示す。重要なことには、本発明者らの知見は、これら
２つの表面上は矛盾する作用を統合し、３要素からなるＥＲＫ－ＭＥＫ－ＨＳＦ１タンパ
ク質複合体のアセンブリを裏付ける。全体として、本発明者らの知見は、直線的な（ｌｉ
ｎｅａｒ）というよりむしろ分岐したＲＡＳ－ＲＡＦ－ＭＥＫカスケードを提唱する。Ｍ
ＥＫは、中核（ｃｅｎｔｒａｌ　ｎｅｘｕｓ）として、上流の刺激を伝達し、かつ２つの
不連続であるが相互に連結した下流のエフェクター経路（そのうちの一方は、ＥＲＫによ
って媒介され、他方は、ＨＳＦ１によって媒介される）を左右する（図７Ｈ）。負のフィ
ードバック様式において、ＥＲＫは、ＭＥＫの阻害性リン酸化を介してＨＳＦ１活性化を
微細に調和させる（図７Ｈ）。本発明者らの研究は、ＭＥＫ媒介性Ｓｅｒ３２６リン酸化
に焦点を当てた一方で、他のキナーゼもまた、ＨＳＦ１を調節し得る。
【０１００】
　Ｂ．ＲＡＳ－ＲＡＦ－ＭＥＫシグナル伝達によるタンパク質恒常性の保護
　本発明者らの知見は、タンパク質恒常性を調節することにおけるＲＡＳ－ＲＡＦ－ＭＥ
Ｋシグナル伝達の新たな機能を明らかにする。多様なタンパク質毒性ストレッサーが、一
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般にＭＥＫを活性化する（図１Ａ）。ＨＳＦ１活性化を通じて、ＲＡＳ－ＲＡＦ－ＭＥＫ
シグナル伝達は、プロテオミクス完全性を保護するために細胞のシャペロン能を高める。
【０１０１】
　ＭＥＫ－ＨＳＦ１調節は、鍵となる生理学的関わり合いを有し得る。マイトジェンは、
ＲＡＳ／ＭＡＰＫシグナル伝達および下流のｍＴＯＲＣ１を刺激する（Ｌａｐｌａｎｔｅ
　ａｎｄ　Ｓａｂａｔｉｎｉ，　２０１２）。しかし、ｍＴＯＲＣ１によって駆動される
、高められたタンパク質合成は、細胞のタンパク質品質制御装置を妨げる。従って、ＭＥ
Ｋを介して、ＨＳＦ１制御性のシャペロン系を同時に動員して、生産的なタンパク質合成
を担保し、それによって、プロテオミクス不均衡を避けることは、マイトジェンにとって
必要なようである。興味深いことに、ＭＥＫはまた、ＨＳＦ１を介して翻訳能を左右する
（図４Ｋ）。従って、ＲＡＳ－ＲＡＦ－ＭＥＫシグナル伝達は、タンパク質量およびタン
パク質品質の制御装置を同期化して、細胞増殖を支援する。
【０１０２】
　同様にＲＡＳ－ＲＡＦ－ＭＥＫシグナル伝達が、タンパク質の誤った折りたたみによる
疾患（ｐｒｏｔｅｉｎ－ｍｉｓｆｏｌｄｉｎｇ　ｄｉｓｅａｓｅ）（例えば、アミロイド
ーシス）に、タンパク質恒常性を守ることを介して拮抗し得ることを推測するように動機
付けられる。
【０１０３】
　Ｃ．がんのプロテオミクス不安定性
　本発明者らの知見は、悪性状態のアミロイド生成促進的性質（ｐｒｏ－ａｍｙｌｏｉｄ
ｏｇｅｎｉｃ　ｎａｔｕｒｅ）を際立たせる。悪性細胞のアミロイド生成に対する感受性
は、それらの弱体化したタンパク質恒常性状態からおそらく端を発し、これは、摂動に対
して特に脆弱である。形質転換されていない細胞とは異なり、悪性細胞は、アミロイドの
上昇した基底レベルによって証明される、プロテオミクス不均衡に絶えず耐えている。（
図５Ｘおよび５Ｙ）。よって、ＨＳＦ１（さもなければ初代細胞では潜伏性である）は、
脆いプロテオミクス平衡を保持するために腫瘍細胞において構成的に動員されている（図
７Ｈ）。プロテオミクスカオス（ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ　ｃｈａｏｓ）は、ＨＳＦ１不活性
化またはさらに軽度のタンパク質毒性の傷害のいずれかの後に結果として必然的に起こる
。よって、腫瘍細胞は、それらの悪性表現型を持続させるためにＨＳＦ１に依拠する（Ｄ
ａｉら，　２００７）。対照的に、内在性タンパク質毒性ストレスの欠如は、初代細胞に
、強いプロテオミクスの変動を有効に緩衝し、それによって、有害な転帰－凝集およびア
ミロイド生成を避ける能力を与える。
【０１０４】
　刺激的なことには、初代細胞と悪性細胞との間でプロテオミクス摂動に対する異なる感
受性は、悪性疾患と戦うために活用され得る。本発明者らの知見は、悪性疾患におけるＭ
ＥＫ阻害の毒性における、タンパク質毒性ストレスおよびアミロイド生成の重要な役割を
裏付ける。タンパク質不安定化を通じて、ＭＥＫインヒビターは、プロテアソームインヒ
ビターとは機械論的に異なるタンパク質毒性ストレッサーとして作用する。単一の薬剤と
して適用される場合、ＭＥＫインヒビターまたはプロテアソームインヒビターは、腫瘍タ
ンパク質恒常性を弱らせる能力はない。しかし、併用して適用すると、アミロイド生成を
惹起して、甚大な影響を発揮する。重要なことには、本発明者らの知見は、アミロイド生
成の腫瘍抑制性の性質を強く示唆する（図５Ｏ～５Ｒおよび７Ｂ）。これらの知見は、ア
ミロイド生成が、相当のプロテオミクス不均衡を示して、腫瘍進行をモニターしかつ治療
応答を評価するにあたって、予後における価値があり得ることを暗示する。概念的には、
本発明者らの知見は、プロテオミクス不安定性が悪性状態と関連した内在的特徴であり、
従って脆い腫瘍タンパク質恒常性の撹乱が実現可能な治療的ストラテジーであり得ること
を示唆する。
【０１０５】
　実施例１１．処置方法
　転移性黒色腫を有する患者を、ＭＥＫインヒビターおよびプロテアソームインヒビター
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よびプロテアソームインヒビターとしてのボルテゾミブで処置する。セルメチニブを、毎
日の静脈内注射に関しては水で乾燥粉末を再構成した後に０．３２ｍｇ／Ｋｇで、または
毎日の経口投与を通じて食品とともに０．６４ｍｇ／Ｋｇで、投与する。ボルテゾミブを
、毎日の静脈内注射に関しては水で乾燥粉末を再構成した後に０．０４ｍｇ／Ｋｇで投与
する。
【０１０６】
　その患者は、腫瘍増殖、腫瘍のサイズ、または他の臨床的徴候および黒色腫の症状の低
減を示すと予測される。
【化２】



(39) JP 2018-520164 A 2018.7.26

10

20

30

40

【化３】



(40) JP 2018-520164 A 2018.7.26

10

20

30

40

【化４】



(41) JP 2018-520164 A 2018.7.26

10

20

30

40

【化５】



(42) JP 2018-520164 A 2018.7.26

10

20

30

40

50

【化６】

【０１０７】
　均等物
　前述の書面による明細書は、当業者が上記実施形態を実施するのを可能にするために十
分であると考えられる。前述の説明および実施例は、ある特定の実施形態を詳述し、本発
明者らによって企図されるベストモードを記載する。しかし、どれほど詳細にその前述が
本文中に現れていようが、その実施形態は多くの方法で実施され得、添付の特許請求の範
囲およびその任意の均等物に従って解釈されるべきであることは、認識される。
【０１０８】
　本明細書で使用される場合、用語約とは、明示的に示されていようがいまいが、例えば
、整数、有理数、およびパーセンテージを含む数値に言及する。用語約は一般に、当業者
がその記載される値に等しい（例えば、同じ機能または結果を有する）と考える数値の範
囲（例えば、その記載される範囲の±５～１０％）に言及する。少なくともおよび約のよ
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うな用語が、数値または範囲のリストの前にある場合、その用語は、そのリストの中に提
供される値または範囲の全てを修飾する。場合によっては、用語約は、最も近い有効数字
へと丸められる数値を含み得る。
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