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(57)【要約】
　エピメタボリックシフター、多次元細胞内分子、また
は環境影響因子を使用する、ヒトにおける代謝性障害を
診断するための方法および製剤が記載される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体が代謝性障害に罹患しているか否かを評価する方法であって、
　（１）被験体から得られた生物試料に存在する、表２～４および６～２９および６４～
６９に列挙されたマーカーからなる群より選択されるマーカーの発現レベルを決定するこ
と；ならびに
　（２）被験体から得られた生物試料に存在するマーカーの発現レベルを、対照試料に存
在するマーカーの発現レベルと比較すること
を含み、
　ここで、対照試料中のマーカーの発現レベルと比較した、被験体から得られた生物試料
中のマーカーの発現レベルの調節は、前記被験体が代謝性障害に罹患していることの指標
であり、それによって、前記被験体が代謝性障害に罹患しているか否かを評価する、前記
方法。
【請求項２】
　被験体が代謝性障害に罹患しているか否かを評価する方法であって、
　（１）被験体から得られた生物試料に存在するマーカーの発現レベルを決定することで
あって、ここで、マーカーの発現は、細胞代謝エネルギーシフトが正常なミトコンドリア
の酸化的リン酸化に向かうように誘導された代謝性障害の疾患細胞において調節されるこ
と；および
　（２）被験体から得られた生物試料に存在するマーカーの発現レベルを、対照試料に存
在するマーカーの発現レベルと比較すること
を含み、
　ここで、対照試料中のマーカーの発現レベルと比較した、被験体から得られた生物試料
中のマーカーの発現レベルの調節は、前記被験体が代謝性障害に罹患していることの指標
であり、それによって、前記被験体が代謝性障害に罹患しているか否かを評価する、前記
方法。
【請求項３】
　被験体が代謝性障害を発症する素因があるか否かを予測する方法であって、
　（１）被験体から得られた生物試料に存在する、表２～４および６～２９および６４～
６９に列挙されたマーカーからなる群より選択されるマーカーの発現レベルを決定するこ
と；ならびに
　（２）被験体から得られた生物試料に存在するマーカーの発現レベルを、対照試料に存
在するマーカーの発現レベルと比較すること
を含み、
　ここで、対照試料中のマーカーの発現レベルと比較した、被験体から得られた生物試料
中のマーカーの発現レベルの調節は、被験体が代謝性障害を発症する素因があることの指
標であり、それによって、前記被験体が代謝性障害を発症する素因があるか否かを予測す
る、前記方法。
【請求項４】
　被験体が代謝性障害を発症する素因があるか否かを予測する方法であって、
　（１）被験体から得られた生物試料に存在するマーカーの発現レベルを決定することで
あって、ここで、マーカーの発現は、細胞代謝エネルギーシフトが正常なミトコンドリア
の酸化的リン酸化に向かうように誘導された代謝性障害の疾患細胞において調節されるこ
と；および
　（２）被験体から得られた生物試料に存在するマーカーの発現レベルを、対照試料に存
在するマーカーの発現レベルと比較すること
を含み、
　ここで、対照試料中のマーカーの発現レベルと比較した、被験体から得られた生物試料
中のマーカーの発現レベルの調節は、被験体が代謝性障害を発症する素因があることの指
標であり、それによって、前記被験体が代謝性障害を発症する素因があるか否かを予測す
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る、前記方法。
【請求項５】
　被験体における代謝性障害を処置するための治療の有効性を評価する方法であって、
　（１）被験体に対する処置レジメンの少なくとも一部を投与する前に被験体から得られ
た第１の試料に存在するマーカーであって、表２～４および６～２９および６４～６９に
列挙されるマーカーからなる群より選択されるマーカーの発現レベルを、
　（２）処置レジメンの少なくとも一部の投与の後に被験体から得られた第２の試料に存
在するマーカーの発現レベル
と比較することを含み、
　ここで、第１の試料と比較した場合の第２の試料中のマーカーの発現レベルの調節は、
治療が被験体における代謝性障害を処置するために有効であることの指標である、前記方
法。
【請求項６】
　被験体における代謝性障害を処置するための治療の有効性を評価する方法であって、
　（１）被験体に対する処置レジメンの少なくとも一部を投与する前に被験体から得られ
た第１の試料に存在するマーカーの発現であって、細胞代謝エネルギーシフトが正常なミ
トコンドリアの酸化的リン酸化に向かうように誘導された代謝性障害の疾患細胞において
調節されるマーカーの発現のレベルを、
　（２）処置レジメンの少なくとも一部の投与の後に被験体から得られた第２の試料に存
在するマーカーの発現レベル
と比較することを含み、
　ここで、第１の試料と比較した場合の第２の試料中のマーカーの発現レベルの調節は、
治療が被験体における代謝性障害を処置するために有効であることの指標である、前記方
法。
【請求項７】
　代謝性障害をその必要がある被験体において処置するための環境影響因子化合物の有効
性を評価する方法であって、
　（１）被験体から得られた生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを決定
することであって、ここで、この生物試料は環境影響因子化合物に曝露され、このマーカ
ーは、正の倍率変化および／または負の倍率変化を有する表２～４および６～２９および
６４～６９に列挙されるマーカーからなる群より選択されること；
　（２）被験体から得られた第２の生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベル
を決定することであって、ここで、この試料は環境影響因子化合物に曝露されていないこ
と；ならびに
　（３）環境影響因子化合物に曝露された生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベル
と、環境影響因子化合物に曝露されていない生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベ
ルを比較すること
を含み、
　（４）ここで、第２の試料中に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルと比較して、
環境影響因子化合物に曝露された生物試料に存在する負の倍率変化を伴う１つ以上のマー
カーの発現レベルの減少は、環境影響因子化合物が、代謝性障害を処置するためにそれが
必要な被験体において有効であることの指標であり、そして、
　第２の試料中に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルと比較して、環境影響因子化
合物に曝露された生物試料に存在する正の倍率変化を伴う１つ以上のマーカーの発現レベ
ルの増加は、環境影響因子化合物が、代謝性障害を処置するためにそれが必要な被験体に
おいて有効であることの指標であり、
　それによって、代謝性障害を処置するための環境影響因子化合物の有効性を評価する、
前記方法。
【請求項８】
　代謝性障害をその必要がある被験体において処置するための環境影響因子化合物の有効
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性を評価する方法であって、
　（１）被験体から得られた生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを決定
することであって、ここで、前記生物試料は環境影響因子化合物に曝露され、前記マーカ
ーの発現は細胞代謝エネルギーシフトが正常なミトコンドリアの酸化的リン酸化に向かう
ように誘導された代謝性障害の疾患細胞において上方調節または下方調節されること；
　（２）被験体から得られた第２の生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベル
を決定することであって、ここで、この試料は環境影響因子化合物に曝露されていないこ
と；ならびに
　（３）環境影響因子化合物に曝露された生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベル
と、環境影響因子化合物に曝露されていない生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベ
ルを比較すること
を含み、
　（４）ここで、第２の試料中に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルと比較して、
環境影響因子化合物に曝露された生物試料中での１つ以上の下方調節されたマーカーの発
現レベルの減少は、環境影響因子化合物が、代謝性障害を処置するためにそれが必要な被
験体において有効であることの指標であり、そして、
　第２の試料中に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルと比較して、環境影響因子化
合物に曝露された生物試料に存在する１つ以上の上方調節されたマーカーの発現レベルの
増加は、環境影響因子化合物が、代謝性障害を処置するためにそれが必要な被験体におい
て有効であることの指標であり、
　それによって、代謝性障害を処置するための環境影響因子化合物の有効性を評価する、
前記方法。
【請求項９】
　被験体における代謝性障害を処置するための化合物を同定する方法であって、
　（１）被験体から生物試料を入手すること；
　（２）その生物試料を試験化合物と接触させること；
　（３）被験体から入手された生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを決
定することであって、ここで、マーカーは、正の倍率変化および／または負の倍率変化を
伴って、表２～４および６～２９および６４～６９に列挙されたマーカーからなる群より
選択されること；
　（４）生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベルを、試験化合物と接触されていな
い対照試料と比較すること；ならびに
　（５）生物試料中に存在する負の倍率変化を伴う１つ以上のマーカーの発現レベルを減
少する試験化合物、および／または生物試料中に存在する正の倍率変化を伴う１つ以上の
マーカーの発現レベルを増加する試験化合物を選択すること
を含み、
　それによって、被験体における代謝性障害を処置するための化合物を同定する、前記方
法。
【請求項１０】
　被験体における代謝性障害を処置するための化合物を同定する方法であって、
　（１）被験体から生物試料を入手すること；
　（２）その生物試料を試験化合物と接触させること；
　（３）被験体から入手された生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを決
定することであって、ここで、マーカーの発現は、細胞代謝エネルギーシフトが正常なミ
トコンドリアの酸化的リン酸化に向かうように誘導された代謝性障害の疾患細胞において
上方調節または下方調節されること；
　（４）生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベルを、試験化合物と接触されていな
い対照試料と比較すること；ならびに
　（５）生物試料中で、１つ以上の下方調節されたマーカーの発現レベルを減少させ、お
よび／または生物試料中で、１つ以上の上方調節されたマーカーの発現レベルを増加させ



(5) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

る試験化合物を選択すること
を含み、
　それによって、被験体における代謝性障害を処置するための化合物を同定する、前記方
法。
【請求項１１】
　代謝性障害が、糖尿病、肥満、前糖尿病、高血圧、心臓血管疾患、メタボリックシンド
ローム、および代謝性障害の任意の重要な構成要素からなる群より選択される障害である
、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　マーカーが、被験体の疾患細胞において、正常化されたミトコンドリアの酸化的リン酸
化に向けた細胞の代謝エネルギーシフトを選択的に誘発する、請求項１～１１のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項１３】
　試料が被験体から得られる流体を含む、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　流体が血液、嘔吐物、唾液、リンパ液、および尿からなる群より選択される、請求項１
３に記載の方法。
【請求項１５】
　試料が血液試料またはその成分である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　試料が被験体から得られた組織またはその成分を含む、請求項１～１２のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１７】
　組織が、骨、結合組織、軟骨、肺、肝臓、腎臓、筋肉組織、心臓、膵臓、および皮膚か
らなる群より選択される、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　被験体がヒトである、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　生物試料中のマーカーの発現レベルは、試料中の転写されたポリヌクレオチドまたはそ
の一部をアッセイすることによって決定される、請求項１～１８のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項２０】
　転写されたポリヌクレオチドをアッセイすることは、転写されたポリヌクレオチドを増
幅することを含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　被験体試料におけるマーカーの発現レベルは、試料中でタンパク質またはその一部をア
ッセイすることによって決定される、請求項１～１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　マーカーは、マーカーと特異的に結合する試薬を使用してアッセイされる、請求項１～
１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
　試薬が標識されている、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　試薬が、抗体および抗原結合性抗体フラグメントからなる群より選択される、請求項２
２に記載の方法。
【請求項２５】
　試料中のマーカーの発現レベルが、前記試料の、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅
反応、逆転写酵素ＰＣＲ分析、一本鎖コンホメーション多型分析（ＳＳＣＰ）、ミスマッ
チ切断検出、ヘテロ二重鎖分析、サザンブロット分析、ノーザンブロット分析、ウェスタ
ンブロット分析、インサイチュハイブリダイゼーション、アレイ分析、デオキシリボ核酸
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配列決定、制限断片長多型分析、およびこれらの組み合わせまたは下位組み合わせからな
る群より選択される技術を使用して決定される、請求項１～２４のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項２６】
　試料中のマーカーの発現レベルが、免疫組織化学、免疫細胞化学、フローサイトメトリ
ー、ＥＬＩＳＡ、および質量分析からなる群より選択される技術を使用して決定される、
請求項１～２４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　マーカーが、ＨＮＦ４アルファ、Ｂｃｌ－ｘｌ、Ｂｃｌ－ｘＳ、ＢＮＩＰ－２、Ｂｃｌ
－２、Ｂｉｒｃ６、Ｂｃｌ－２－Ｌ１１（Ｂｉｍ）、ＸＩＡＰ、ＢＲＡＦ、Ｂａｘ、ｃ－
Ｊｕｎ、Ｂｍｆ、ＰＵＭＡ、ｃＭｙｃ、トランスアルドラーゼ１、ＣＯＱ１、ＣＯＱ３、
ＣＯＱ６、プレニルトランスフェラーゼ、４－ヒドロベンゾエート、好中球サイトゾル因
子２、一酸化窒素シンターゼ２Ａ、スーパーオキシドディスムターゼ２、ＶＤＡＣ、Ｂａ
ｘチャネル、ＡＮＴ、シトクロムｃ、複合体１、複合体ＩＩ、複合体ＩＩＩ、複合体ＩＶ
、Ｆｏｘｏ３ａ、ＤＪ－１、ＩＤＨ－１、Ｃｐｔ１ＣおよびカムキナーゼＩＩからなる群
より選択されるマーカーである、請求項１～２６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
　マーカーがアポトーシスと関連するマーカーである、請求項１～２６のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項２９】
　マーカーが酸化ストレスと関連するマーカーである、請求項１～２６のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項３０】
　マーカーが熱ショックと関連するマーカーである、請求項１～２６のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項３１】
　マーカーが血管形成と関連するマーカーである、請求項１～２６のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項３２】
　マーカーが糖尿病と関連するマーカーである、請求項１～２６のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項３３】
　マーカーが高血圧と関連するマーカーである、請求項１～２６のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項３４】
　マーカーが心臓血管疾患と関連するマーカーである、請求項１～２６のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項３５】
　複数のマーカーの発現レベルが決定される、請求項１～２６のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項３６】
　被験体が、環境影響因子化合物、スルホニルウレア化合物、メグリチニド化合物、プラ
ンジン、ナテグリニド化合物、ビグアニド化合物、チアゾリジンジオン化合物、プレコー
ス、シムリン、バイエッタ、ＤＰＰ－ＩＶインヒビター、およびインスリンからなる群よ
り選択される治療で処置される、請求項５～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３７】
　治療が環境影響因子化合物を含む、請求項５または請求項６に記載の方法。
【請求項３８】
　治療が、スルホニルウレア化合物を用いる処置、メグリチニド化合物を用いる処置、プ
ランジンを用いる処置、ナテグリニド化合物を用いる処置、ビグアニド化合物を用いる処
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置、チアゾリジンジオン化合物を用いる処置、プレコースを用いる処置、シムリンを用い
る処置、バイエッタを用いる処置、ＤＰＰ－ＩＶインヒビターを用いる処置、およびイン
スリンを用いる処置からなる群より選択される処置レジメンをさらに含む、請求項３６ま
たは３７に記載の方法。
【請求項３９】
　環境影響因子化合物が、多次元細胞内分子（ＭＩＭ）またはエピメタボリックシフター
（エピシフター）である、請求項３６または３７に記載の方法。
【請求項４０】
　環境影響因子化合物がＣｏＱ１０である、請求項３６または３７に記載の方法。
【請求項４１】
　環境影響因子化合物がビタミンＤ３である、請求項３６または３７に記載の方法。
【請求項４２】
　環境影響因子化合物が、アセチルＣｏＡ、パルミチル、Ｌ－カルニチン、チロシン、フ
ェニルアラニン、システイン、および小分子からなる群より選択される化合物である、請
求項３６または３７に記載の方法。
【請求項４３】
　環境影響因子化合物が、フィブロネクチン、ＴＮＦアルファ、ＩＬ－５、ＩＬ－１２、
ＩＬ－２３、血管形成因子、およびアポトーシス因子からなる群より選択される化合物で
ある、請求項３６または３７に記載の方法。
【請求項４４】
　被験体が代謝性障害に罹患しているか否かを評価するためのキットであって、表２～４
および６～２９および６４～６９に列挙されるマーカーからなる群より選択される少なく
とも１つのマーカーの発現レベルを決定するための試薬、および被験体が代謝性障害に罹
患しているか否かを評価するためのキットの使用のための説明書を含む、前記キット。
【請求項４５】
　被験体が代謝性障害を発症する素因があるか否かを予測するためのキットであって、表
２～４および６～２９および６４～６９に列挙されるマーカーからなる群より選択される
少なくとも１つのマーカーの発現レベルを決定するための試薬、および被験体が代謝性障
害を発症する素因があるか否かを予測するためのキットの使用のための説明書を含む、前
記キット。
【請求項４６】
　代謝性障害を処置するための治療の有効性を評価するためのキットであって、表２～４
および６～２９および６４～６９に列挙されるマーカーからなる群より選択される少なく
とも１つのマーカーの発現レベルを決定するための試薬、および代謝性障害を処置するた
めの治療の有効性を評価するためのキットの使用のための説明書を含む、前記キット。
【請求項４７】
　代謝性障害を有する被験体において代謝性障害を処置するための環境影響因子化合物の
有効性を評価するためのキットであって、表２～４および６～２９および６４～６９に列
挙されるマーカーからなる群より選択される少なくとも１つのマーカーの発現レベルを決
定するための試薬、および代謝性障害を有する被験体において代謝性障害を処置するため
の環境影響因子化合物の有効性を評価するためのキットの使用のための説明書を含む、前
記キット。
【請求項４８】
　被験体から生物試料を入手するための手段をさらに含む、請求項４４～４７のいずれか
１項に記載のキット。
【請求項４９】
　対照試料をさらに含む、請求項４４～４８のいずれか１項に記載のキット。
【請求項５０】
　少なくとも１つのマーカーの発現レベルを決定するための手段が、試料中の転写された
ポリヌクレオチドまたはその一部をアッセイするための手段を含む、請求項４４～４９の
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いずれか１項に記載のキット。
【請求項５１】
　少なくとも１つのマーカーの発現レベルを決定するための手段が、試料中のタンパク質
またはその一部をアッセイするための手段を含む、請求項４４～４９のいずれか１項に記
載のキット。
【請求項５２】
　環境影響因子化合物をさらに含む、請求項４４～５１のいずれか１項に記載のキット。
【請求項５３】
　複数のマーカーの発現レベルを決定するための試薬を含む、請求項４４～５２のいずれ
か１項に記載のキット。
【請求項５４】
　被験体がＣｏＱ１０反応性状態に罹患しているか否かを評価する方法であって、
　（１）被験体から得られた生物試料に存在する、表２～４および６～２９および６４～
６９に列挙されたマーカーからなる群より選択されるマーカーの発現レベルを決定するこ
と；ならびに
　（２）被験体から得られた生物試料に存在するマーカーの発現レベルを、対照試料に存
在するマーカーの発現レベルと比較すること
を含み、
　ここで、対照試料中のマーカーの発現レベルと比較された、被験体から入手された生物
試料中のマーカーの発現レベルの調節は、被験体がＣｏＱ１０反応性状態に罹患している
ことの指標であり、それによって、被験体がＣｏＱ１０反応性状態に罹患しているか否か
を評価する、前記方法。
【請求項５５】
　ＣｏＱ１０反応性状態が代謝性障害である、請求項５４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ　Ｕｓｉｎｇ　ａｎ　Ｅｐｉｍｅｔａｂｏｌｉｃ　Ｓｈｉｆ
ｔｅｒ（Ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ｑ１０）”という名称の２００９年５月１１日に出願された
米国仮出願番号６１／１７７，２４１（代理人整理番号：１１７７３２－００６０１）、
“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｄｉ
ｓｏｒｄｅｒｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｅｐｉｍｅｔａｂｏｌｉｃ　Ｓｈｉｆｔｅｒｓ，Ｍｕｌｔ
ｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｏｒ　
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｒｓ”という名称の２００９年５月１
１日に出願された米国仮出願番号６１／１７７，２４３（代理人整理番号：１１７７３２
－００７０１）、“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ｏｆ　Ｏｎ
ｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｅｐｉｍｅｔａｂｏｌｉｃ　Ｓ
ｈｉｆｔｅｒｓ，Ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｏｒ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｒｓ”とい
う名称の２００９年５月１１日に出願された米国仮出願番号６１／１７７，２４４（代理
人整理番号：１１７７３２－００８０１）、“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｔｒｅａｔｍｅ
ｎｔ　ｏｆ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｅｐｉｍｅｔａｂ
ｏｌｉｃ　Ｓｈｉｆｔｅｒｓ，Ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　Ｉｎｔｒａｃｅｌｌ
ｕｌａｒ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｏｒ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｉｎｆｌｕｅｎｃ
ｅｒｓ”という名称の２００９年５月１１日に出願された米国仮出願番号６１／１７７，
２４５（代理人整理番号：１１７７３２－００９０１）、および“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏ
ｒ　ｔｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ｏｆ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ　Ｕ
ｓｉｎｇ　Ｅｐｉｍｅｔａｂｏｌｉｃ　Ｓｈｉｆｔｅｒｓ，Ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏ
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ｎａｌ　Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｏｒ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅ
ｎｔａｌ　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｒｓ”という名称の２００９年５月１１日に出願された米
国仮出願番号６１／１７７，２４６（代理人整理番号：１１７７３２－０１００１）の優
先権を主張する。上述の各出願の内容全体は、参照により本明細書に組み入れられている
。
【０００２】
　本発明は、糖尿病および肥満などの代謝性障害の診断に関する。
【背景技術】
【０００３】
　食事後に血糖のレベルが上昇するにつれて、インスリンが分泌され、エネルギー源とし
て血液からグルコースを活動的に取り込むために末梢組織（骨格筋および脂肪）の細胞を
刺激する。調節異常となったインスリンの分泌および作用の結果としてのグルコース恒常
性の損失は、典型的には、糖尿病などの代謝性障害を生じ、これは、肥満によって同時に
誘発されるか、または肥満によってさらに悪化される可能性がある。これらの状態はしば
しば致死的であるので、血流からの適切なグルコースクリアランスを回復させるためのス
トラテジーが必要とされている。
【０００４】
　糖尿病は膵臓に対する広範な損傷を引き起こすいかなる状態（例えば、膵炎、腫瘍、コ
ルチコステロイドまたはペンタミジンなどの特定の薬物の投与、鉄過剰（例えば、血色素
症）、後天性または遺伝性内分泌障害、および外科的切除）に対して二次的に発生する可
能性があるが、典型的には、糖尿病の最も一般的な型はインスリンシグナル伝達系の一次
的障害から発生する。２つの主要な型の糖尿病、すわわち、１型糖尿病（インスリン依存
性糖尿病（ＩＤＤＭ）としてもまた知られる）および２型糖尿病（インスリン非依存性ま
たは非インスリン依存性糖尿病（ＮＩＤＤＭ）としてもまた知られる）が存在しており、
これらは、それらの異なる病原メカニズムにも関わらず、共通の長期にわたる合併症を共
有している。
【０００５】
　一次性糖尿病のすべての症例の約１０％に達する１型糖尿病は、膵臓のインスリン産生
β細胞の広範な破壊によって特徴付けられる器官特異的自己免疫疾患である。結果として
のインスリン産生の減少は、不可避的にグルコース代謝の調節不全をもたらす。インスリ
ンの投与は、この状態に罹患している患者に顕著な利益を提供するが、インスリンの短い
血清半減期は、正常血糖の維持に対する主要な障害である。代替治療は膵島移植であるが
、このストラテジーに付随する成功は限られている。
【０００６】
　より大きな割合の集団に影響を与えている２型糖尿病は、インスリンの分泌の調節不全
および／またはインスリンへに対する末梢組織の応答の減少、すなわち、インスリン抵抗
性によって特徴付けられる。２型糖尿病の病因は不明のままであるが、疫学的研究は、こ
の型の糖尿病は、各々が、それ自体の素因のリスクに寄与し、かつ過剰体重、食事、運動
不足、薬物、および過度のアルコール消費を含む環境因子によって改変される複数の遺伝
子欠損または多型の集合から生じることを示唆している。種々の治療的処置が２型糖尿病
の管理のために利用可能であるが、これらには、種々の衰弱性副作用が付随する。したが
って、２型糖尿病であるかまたはそのリスクがあると診断された患者は、しばしば、体重
の減少、食事の変更、運動、および適度なアルコール摂取を含む、より健康的なライフス
タイルを採るようにアドバイスされる。しかし、このようなライフスタイルの変化は、糖
尿病によって引き起こされた血管および器官の損傷を逆転させるには十分ではない。
【０００７】
　本明細書でＣｏＱ１０、Ｑ１０、ユビキノン、またはユビデカレノンとも呼ばれるコエ
ンザイムＱ１０は、普及している栄養補助食品であり、ＣｏＱ１０の還元型であるユビキ
ノールの抗酸化特性を通じて免疫系の保護を助けるビタミン様栄養補助食品として、カプ
セル剤形で栄養食品店、健康食品店、薬局などにて見出すことができる。ＣｏＱ１０は、
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当分野で認識されており、その全体の開示が参照により本明細書に組み入れられている、
国際公開番号ＷＯ２００５／０６９９１６にさらに記載されている。
【０００８】
　ＣｏＱ１０は、人体の大半の組織および他の哺乳動物の組織のいたるところで見出され
る。ヒトにおけるＣｏＱ１０の組織分布および酸化還元状態は、Ｂｈａｇａｖａｎ　ａｎ
ｄ　Ｃｈｏｐｒａ（２００６　Ｆｒｅｅ　Ｒａｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　４０（５
）：４４５～４５３）による総論において概説されている。著者らは、「一般原則として
、心臓、腎臓、肝臓および筋肉などのエネルギー要求または代謝活性の高い組織は、比較
的高濃度のＣｏＱ１０を含有する」ことを報告している。著者らはさらに「脳および肺を
除く組織中のＣｏＱ１０の大部分はヒドロキノンまたはユビキノール（ｕｎｉｑｕｉｎｏ
ｌ）としての還元型であり、このことはこれらの２つの組織における酸化ストレスの上昇
を反映するものと思われる」ことを報告している。特に、Ｂｈａｇａｖａｎは、心臓、腎
臓、肝臓、筋肉、腸（ｉｎｔｅｎｓｔｉｎｅ）、および血液（血漿）の中で、それぞれ、
約６１％、７５％、９５％、６５％、９５％、および９６％のＣｏＱ１０が還元型で存在
することを報告している。同様に、Ｒｕｉｚ－Ｊｉｍｉｎｅｚ　ｅｔ　ａｌ．（２００７
　Ｊ．Ｃｈｒｏｍａ　Ａ，１１７５，２４２～２４８）は、ヒト血漿がＱ１０および還元
型のＱ１０（Ｑ１０Ｈ２）について評価されたときに、この分子の大部分（９０％）が還
元型で見い出されたことを報告している。
【０００９】
　ＣｏＱ１０は非常に親油性であり、大部分は水に不溶性である。水中でのその不溶性、
脂質中での限られた溶解性、および比較的大きな分子量に起因して、経口投与されたＣｏ
Ｑ１０の吸収の効率は乏しい。ＢｈａｇａｖａｎおよびＣｈｏｐｒａは「ラットを用いた
１つの研究において、経口投与されたＣｏＱ１０の約２～３％のみが吸収されたことが報
告された」と報告している。ＢｈａｇａｖａｎおよびＣｈｏｐｒａは、ラット研究からの
データは、腸における吸収の間またはその後のいずれかに、ＣｏＱ１０はユビキノールに
還元されることを示すとさらに報告している。
【００１０】
　糖尿病の管理のために現在利用可能であるストラテジーが最適に次ぐものであるならば
、より効果的でありかつこのような消耗性副作用と関連しない処置の切実な必要性が存在
する。
【発明の概要】
【００１１】
　本発明は、少なくとも部分的に、内因性コエンザイムＱ１０（本明細書ではＣｏＱ１０
またはＱ１０ともまた呼ばれる）の細胞への適用がアポトーシス能力の回復を生じるとい
う発見に基づいている。アポトーシス性応答は、癌細胞において選択的に誘導される。ミ
トコンドリアＱ１０レベルの時間および用量応答が観察され、４８時間後に細胞ミトコン
ドリア中のＱ１０のレベルは６倍上昇した。本発明はさらに、Ｑ１０が、供給された酸化
型（酸化促進）に維持され、還元型のＱ１０Ｈ２（抗酸化）にはいかなる有意な量でも転
換されないという驚くべきかつ予想されなかった発見に基づいている。本発明は、Ｑ１０
で処置された細胞中で有意な数のタンパク質およびｍＲＮＡのレベルが調節されるという
さらなる発見に基づいている。これらの調節されたタンパク質は、アポトーシス，癌生物
学および細胞増殖、解糖および代謝、分子輸送、ならびに細胞シグナル伝達を含む、複数
の細胞経路中に密集することが見出された。
【００１２】
　本明細書に記載される出願人らのデータは、Ｑ１０の作用のメカニズムに洞察を与えて
きた。特に、理論に拘束されることを望むものではないが、出願人の発見は、Ｑ１０が細
胞微小環境に代謝シフトを誘導することを示す。多くの疾患は、代謝状態の変化に関連す
ることが知られている。例えば、示差的代謝が癌細胞において起こることが知られており
（Ｗａｒｕｒｇ効果）、それによって、多くの癌細胞が、ミトコンドリアにおける酸化的
リン酸化（ピルビン酸の酸化）によるのではなく、サイトゾル中での解糖、続いて乳酸発
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酵によって優勢にエネルギーを産生する。別の例において、糖尿病および肥満などの代謝
性障害は、グルコース代謝の変化と関連する。
【００１３】
　したがって、特定の態様において、本発明は、被験体が代謝性障害に罹患しているか否
かを評価する方法に向けられる。このような方法は、（１）被験体から得られた生物試料
に存在する、表２～４および６～２９および６４～６９に列挙されたマーカーからなる群
より選択されるマーカーの発現レベルを決定すること；ならびに（２）被験体から得られ
た生物試料に存在するマーカーの発現レベルを、対照試料に存在するマーカーの発現レベ
ルと比較することを含み、ここで、対照試料中のマーカーの発現レベルと比較した、被験
体から得られた生物試料中のマーカーの発現レベルの調節は、被験体が代謝性障害に罹患
していることの指標であり、それによって、被験体が代謝性障害に罹患しているか否かを
評価する。
【００１４】
　特定の態様において、本発明は、被験体が代謝性障害に罹患しているか否かを評価する
方法に向けられる。このような方法は、（１）被験体から得られた生物試料に存在するマ
ーカーの発現レベルを決定することであって、ここで、マーカーの発現は、細胞代謝エネ
ルギーシフトが正常なミトコンドリアの酸化的リン酸化に向かうように誘導された代謝性
障害の疾患細胞において調節されること；および（２）被験体から得られた生物試料に存
在するマーカーの発現レベルを、対照試料に存在するマーカーの発現レベルと比較するこ
とを含み、ここで、対照試料におけるマーカーの発現レベルと比較した、被験体から得ら
れた生物試料におけるマーカーの発現レベルの調節は、被験体が代謝性障害に罹患してい
ることの指標であり、それによって、被験体が代謝性障害に罹患しているか否かを評価す
る。
【００１５】
　特定の態様において、本発明は、被験体が代謝性障害を発症する素因があるか否かを予
測（prognose）する方法に向けられる。このような方法は、（１）被験体から得られた生
物試料に存在する、表２～４および６～２９および６４～６９に列挙されたマーカーから
なる群より選択されるマーカーの発現レベルを決定すること；ならびに（２）被験体から
得られた生物試料に存在するマーカーの発現レベルを、対照試料に存在するマーカーの発
現レベルと比較することを含み、ここで、対照試料中のマーカーの発現レベルと比較した
、被験体から得られた生物試料中のマーカーの発現レベルの調節は、被験体が代謝性障害
を発症する素因があることの指標であり、それによって、その被験体が代謝性障害を発症
する素因があるか否かを予測する。
【００１６】
　特定の態様において、本発明は、被験体が代謝性障害を発症する素因があるか否かを予
測する方法に向けられる。このような方法は、（１）被験体から得られた生物試料に存在
するマーカーの発現レベルを決定することであって、ここで、マーカーの発現は、細胞代
謝エネルギーシフトが正常なミトコンドリアの酸化的リン酸化に向かうように誘導された
代謝性障害の疾患細胞において調節されること；および（２）被験体から得られた生物試
料に存在するマーカーの発現レベルを、対照試料に存在するマーカーの発現レベルと比較
することを含み、ここで、対照試料におけるマーカーの発現レベルと比較した、被験体か
ら得られた生物試料におけるマーカーの発現レベルの調節は、被験体が代謝性障害を発症
する素因があることの指標であり、それによって、被験体が代謝性障害を発症する素因が
あるか否かを予測する。
【００１７】
　特定の態様において、本発明は、被験体における代謝性障害を処置するための治療の有
効性を評価するための方法に向けられる。このような方法は、（１）被験体に対する処置
レジメンの少なくとも一部を投与する前に、被験体から得られた第１の試料に存在するマ
ーカーであって、表２～４および６～２９および６４～６９に列挙されるマーカーからな
る群より選択されるマーカーの発現レベルを、（２）処置レジメンの少なくとも一部の投
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与の後に被験体から得られた第２の試料に存在するマーカーの発現レベルと比較すること
を含み、ここで、第１の試料と比較した場合の第２の試料中のマーカーの発現レベルの調
節は、治療が被験体における代謝性障害を処置するために有効であることの指標である。
【００１８】
　特定の態様において、本発明は、被験体における代謝性障害を処置するための治療の有
効性を評価するための方法に向けられる。このような方法は、（１）被験体に対する処置
レジメンの少なくとも一部を投与する前に、被験体から得られた第１の試料に存在するマ
ーカーの発現であって、細胞代謝エネルギーシフトが正常なミトコンドリアの酸化的リン
酸化に向かうように誘導された代謝性障害の疾患細胞において調節されるマーカーの発現
のレベルを、（２）処置レジメンの少なくとも一部の投与の後に被験体から得られた第２
の試料に存在するマーカーの発現レベルと比較することを含み、ここで、第１の試料と比
較した場合の第２の試料中のマーカーの発現レベルの調節は、治療が被験体における代謝
性障害を処置するために有効であることの指標である。
【００１９】
　特定の態様において、本発明は、代謝性障害をその必要がある被験体において処置する
ための環境影響因子化合物の有効性を評価する方法に向けられる。このような方法は、（
１）被験体から得られた生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを決定する
ことであって、ここで、この生物試料は環境影響因子化合物に曝露され、このマーカーは
、正の倍率変化および／または負の倍率変化を有する表２～４および６～２９および６４
～６９に列挙されるマーカーからなる群より選択されること；（２）被験体から得られた
第２の生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを決定することであって、こ
こで、この試料は環境影響因子化合物に曝露されていないこと；ならびに（３）環境影響
因子化合物に曝露された生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベルと、環境影響因子
化合物に曝露されていない生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベルを比較すること
を含み、ここで、第２の試料中に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルと比較して、
環境影響因子化合物に曝露された生物試料に存在する負の倍率変化を伴う１つ以上のマー
カーの発現レベルの減少は、環境影響因子化合物が、代謝性障害を処置するためにそれが
必要な被験体において有効であることの指標であり、そして、第２の試料中に存在する１
つ以上のマーカーの発現レベルと比較して、環境影響因子化合物に曝露された生物試料に
存在する正の倍率変化を伴う１つ以上のマーカーの発現レベルの増加は、環境影響因子化
合物が、代謝性障害を処置するためにそれが必要な被験体において有効であることの指標
であり、それによって、代謝性障害を処置するための環境影響因子化合物の有効性を評価
する。
【００２０】
　特定の態様において、本発明は、代謝性障害をその必要がある被験体において処置する
ための環境影響因子化合物の有効性を評価する方法に向けられる。このような方法は、（
１）被験体から得られた生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを決定する
ことであって、ここで、この生物試料は環境影響因子化合物に曝露され、このマーカーの
発現は、細胞代謝エネルギーシフトが正常なミトコンドリアの酸化的リン酸化に向かうよ
うに誘導された代謝性障害の疾患細胞において上方調節または下方調節されること；（２
）、被験体から得られた第２の生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを決
定することであって、ここで、試料は環境影響因子化合物に曝露されていないこと；およ
び（３）環境影響因子化合物に曝露された生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベル
と、環境影響因子化合物に曝露されていない生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベ
ルを比較することを含み、ここで、第２の試料中に存在する１つ以上のマーカーの発現レ
ベルと比較して、環境影響因子化合物に曝露された生物試料中での１つ以上の下方調節さ
れたマーカーの発現レベルの減少は、環境影響因子化合物が、代謝性障害を処置するため
にそれが必要な被験体において有効であることの指標であり、そして、第２の試料中に存
在する１つ以上のマーカーの発現レベルと比較して、環境影響因子化合物に曝露された生
物試料に存在する１つ以上の上方調節されたマーカーの発現レベルの増加は、環境影響因
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子化合物が、代謝性障害を治療するためにそれが必要な被験体において有効であることの
指標であり、それによって、代謝性障害を処置するための環境影響因子化合物の有効性を
評価する。
【００２１】
　特定の態様において、本発明は、被験体における代謝性障害を処置するために、化合物
を同定する方法に向けられる。このような方法は、（１）被験体から生物試料を入手する
こと；（２）その生物試料を試験化合物と接触させること；（３）被験体から入手された
生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを決定することであって、ここで、
マーカーは、正の倍率変化および／または負の倍率変化を伴って、表２～４および６～２
９および６４～６９に列挙されたマーカーからなる群より選択されること；（４）生物試
料中の１つ以上のマーカーの発現レベルを、試験化合物と接触されていない対照試料と比
較すること；ならびに（５）生物試料中に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを負
の倍率変化を伴って減少する試験化合物、および／または生物試料中に存在する１つ以上
のマーカーの発現レベルを正の倍率変化を伴って増加する試験化合物を選択することを含
み、それによって、被験体における代謝性障害を処置するための化合物を同定する。
【００２２】
　特定の態様において、本発明は、被験体における代謝性障害を処置するために、化合物
を同定する方法に向けられる。このような方法は、（１）被験体から生物試料を入手する
こと；（２）その生物試料を試験化合物と接触させること；（３）被験体から入手された
生物試料に存在する１つ以上のマーカーの発現レベルを決定することであって、ここで、
マーカーの発現は、細胞代謝エネルギーシフトが正常なミトコンドリアの酸化的リン酸化
に向かうように誘導された代謝性障害の疾患細胞において上方調節または下方調節される
こと；（４）生物試料中の１つ以上のマーカーの発現レベルを、試験化合物と接触されて
いない対照試料と比較すること；ならびに（５）生物試料中で、１つ以上の下方調節され
たマーカーの発現レベルを減少させ、および／または生物試料中で、１つ以上の上方調節
されたマーカーの発現レベルを増加させる試験化合物を選択することを含み、それによっ
て、被験体における代謝性障害を処置するための化合物を同定する。
【００２３】
　ある実施形態において、代謝性障害は、糖尿病、肥満、前糖尿病、高血圧、心臓血管疾
患、メタボリックシンドローム、および代謝性障害の任意の重要な構成要素からなる群よ
り選択される障害である。
【００２４】
　ある実施形態において、マーカーは、被験体の疾患細胞において、正常化されたミトコ
ンドリアの酸化的リン酸化に向けた細胞の代謝エネルギーシフトを選択的に誘発する。
【００２５】
　ある実施形態において、試料は被験体から得られる流体を含み、例えば、流体は、血液
、嘔吐物、唾液、リンパ液、嚢胞液、尿、気管支洗浄により収集された流体、腹腔洗浄に
より収集された流体、および婦人科学的流体からなる群より選択される。ある実施形態に
おいて、試料は血液試料またはその成分である。ある実施形態において、試料は、被験体
から得られた組織またはその成分、例えば、骨、結合組織、軟骨、肺、肝臓、腎臓、筋肉
組織、心臓、膵臓、および皮膚からなる群より選択される組織である。
【００２６】
　ある実施形態において、被験体はヒトである。
【００２７】
　ある実施形態において、生物試料中のマーカーの発現レベルは、試料中の転写されたポ
リヌクレオチドまたはその一部をアッセイすることによって決定される。ある実施形態に
おいて、転写されたポリヌクレオチドをアッセイすることは、転写されたポリヌクレオチ
ドを増幅することを含む。ある実施形態において、被験体試料におけるマーカーの発現レ
ベルは、試料中でタンパク質またはその一部をアッセイすることによって決定される。あ
る実施形態において、マーカーは、試薬、例えば、マーカーと特異的に結合する標識試薬
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を使用してアッセイされる。試薬には、例えば、抗体および抗原結合性抗体フラグメント
が含まれてもよい。
【００２８】
　ある実施形態において、試料中のマーカーの発現レベルは、試料の、ポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）増幅反応、逆転写酵素ＰＣＲ分析、一本鎖コンホメーション多型分析（Ｓ
ＳＣＰ）、ミスマッチ切断検出、ヘテロ二重鎖分析、サザンブロット分析、ノーザンブロ
ット分析、ウェスタンブロット分析、インサイチュハイブリダイゼーション、アレイ分析
、デオキシリボ核酸配列決定、制限断片長多型分析、およびこれらの組み合わせまたは下
位組み合わせからなる群より技術を使用して決定される。ある実施形態において、試料中
のマーカーの発現レベルは、免疫組織化学、免疫細胞化学、フローサイトメトリー、ＥＬ
ＩＳＡ、および質量分析からなる群より選択される技術を使用して決定される。
【００２９】
　ある実施形態において、マーカーは、ＨＮＦ４アルファ、Ｂｃｌ－ｘｌ、Ｂｃｌ－ｘＳ
、ＢＮＩＰ－２、Ｂｃｌ－２、Ｂｉｒｃ６、Ｂｃｌ－２－Ｌ１１（Ｂｉｍ）、ＸＩＡＰ、
ＢＲＡＦ、Ｂａｘ、ｃ－Ｊｕｎ、Ｂｍｆ、ＰＵＭＡ、ｃＭｙｃ、トランスアルドラーゼ１
、ＣＯＱ１、ＣＯＱ３、ＣＯＱ６、プレニルトランスフェラーゼ、４－ヒドロベンゾエー
ト、好中球サイトゾル因子２、一酸化窒素シンターゼ２Ａ、スーパーオキシドディスムタ
ーゼ２、ＶＤＡＣ、Ｂａｘチャネル、ＡＮＴ、シトクロムｃ、複合体１、複合体ＩＩ、複
合体ＩＩＩ、複合体ＩＶ、Ｆｏｘｏ３ａ、ＤＪ－１、ＩＤＨ－１、Ｃｐｔ１Ｃおよびカム
キナーゼＩＩからなる群より選択されるマーカーである。ある実施形態において、マーカ
ーはアポトーシスと関連するマーカーである。ある実施形態において、マーカーは酸化ス
トレスと関連するマーカーである。ある実施形態において、マーカーは熱ショックと関連
するマーカーである。ある実施形態において、マーカーは血管形成と関連するマーカーで
ある。ある実施形態において、マーカーは糖尿病と関連するマーカーである。ある実施形
態において、マーカーは高血圧と関連するマーカーである。ある実施形態において、マー
カーは心臓血管疾患と関連するマーカーである。
【００３０】
　ある実施形態において、複数のマーカーの発現レベルが決定される。
【００３１】
　ある実施形態において、被験体は、環境影響因子化合物、スルホニルウレア化合物、メ
グリチニド化合物、プランジン、ナテグリニド化合物、ビグアニド化合物、チアゾリジン
ジオン化合物、プレコース、シムリン、バイエッタ、ＤＰＰ－ＩＶインヒビター、および
インスリンからなる群より選択される療法で治療される。ある実施形態において、治療は
、環境影響因子化合物を含む。環境影響因子化合物は、例えば、多次元細胞内分子（ＭＩ
Ｍ）またはエピメタボリックシフター（エピシフター）であり得る。ある実施形態におい
て、環境影響因子化合物はＣｏＱ１０である。ある実施形態において、環境影響因子化合
物はビタミンＤ３である。ある実施形態において、環境影響因子化合物は、アセチルＣｏ
Ａ、パルミチル、Ｌ－カルニチン、チロシン、フェニルアラニン、システイン、および小
分子からなる群より選択される化合物である。ある実施形態において、環境影響因子化合
物はフィブロネクチン、ＴＮＦアルファ、ＩＬ－５、ＩＬ－１２、ＩＬ－２３、血管形成
因子、およびアポトーシス因子からなる群より選択される化合物である。ある実施形態に
おいて、治療は、スルホニルウレア化合物を用いる処置、メグリチニド化合物を用いる処
置、プランジンを用いる処置、ナテグリニド化合物を用いる処置、ビグアニド化合物を用
いる処置、チアゾリジンジオン化合物を用いる処置、プレコースを用いる処置、シムリン
を用いる処置、バイエッタを用いる処置、ＤＰＰ－ＩＶインヒビターを用いる処置、およ
びインスリンを用いる処置からなる群より選択される処置レジメンをさらに含む。
【００３２】
　特定の態様において、本発明は、被験体が代謝性障害に罹患しているか否かを評価する
ためのキットに向けられる。このようなキットは、表２～４および６～２９および６４～
６９に列挙されるマーカーからなる群より選択される少なくとも１つのマーカーの発現レ
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ベルを決定するための試薬、および被験体が代謝性障害に罹患しているか否かを評価する
ためのキットの使用のための説明書を含む。
【００３３】
　特定の態様において、本発明は、被験体が代謝性障害を発症する素因があるか否かを予
測するためのキットに向けられる。このようなキットは、表２～４および６～２９および
６４～６９に列挙されるマーカーからなる群より選択される少なくとも１つのマーカーの
発現レベルを決定するための試薬、および被験体が代謝性障害を発症する素因があるか否
かを予測するためのキットの使用のための説明書を含む。
【００３４】
　特定の態様において、本発明は、代謝性障害を処置するための治療の有効性を評価する
ためのキットに向けられる。このようなキットは、表２～４および６～２９および６４～
６９に列挙されるマーカーからなる群より選択される少なくとも１つのマーカーの発現レ
ベルを決定するための試薬、および代謝性障害を処置するための治療の有効性を評価する
ためのキットの使用のための説明書を含む。
【００３５】
　特定の態様において、本発明は、代謝性障害を有する被験体において代謝性障害を処置
するための環境影響因子化合物の有効性を評価するためのキットに向けられる。このよう
なキットは、表２～４および６～２９および６４～６９に列挙されるマーカーからなる群
より選択される少なくとも１つのマーカーの発現レベルを決定するための試薬、および代
謝性障害を有する被験体において代謝性障害を処置するための環境影響因子化合物の有効
性を評価するためのキットの使用のための説明書を含む。
【００３６】
　ある実施形態において、このキットは被験体から生物試料を入手するための手段をさら
に含む。ある実施形態において、このキットは対照試料をさらに含む。ある実施形態にお
いて、環境影響因子化合物をさらに含む。ある実施形態において、このキットは、複数の
マーカーの発現レベルを決定するための試薬を含む。
【００３７】
　ある実施形態において、少なくとも１つのマーカーの発現レベルを決定するための手段
は、試料中の転写されたポリヌクレオチドまたはその一部をアッセイするための手段を含
む。ある実施形態において、少なくとも１つのマーカーの発現レベルを決定するための手
段は、試料中のタンパク質またはその一部をアッセイするための手段を含む。
【００３８】
　特定の態様において、本発明は、被験体がＣｏＱ１０反応性状態に罹患しているか否か
を評価する方法に向けられる。このような方法は、（１）被験体から入手された生物試料
中に存在するマーカーの発現レベルを決定することであって、ここで、マーカーが表２～
４および６～２９および６４～６９に列挙されるマーカーからなる群より選択されること
；ならびに（２）被験体から入手された生物試料中に存在するマーカーの発現レベルを、
対照試料中に存在するマーカーの発現レベルと比較することを含み、ここで、対照試料中
のマーカーの発現レベルと比較された、被験体から入手された生物試料中のマーカーの発
現レベルの調節は、被験体がＣｏＱ１０反応性状態に罹患していることの指標である、比
較することを含み、それによって、被験体がＣｏＱ１０反応性状態に罹患しているか否か
を評価する。ある実施形態において、ＣｏＱ１０反応性状態は代謝性障害である。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】早期および後期アポトーシス細胞の量によって測定された、２４時間のＱ１０処
置に対するＳＫ－ＭＥＬ－２８の感受性。
【図２】早期および後期アポトーシス細胞の量によって測定された、２４時間のＱ１０処
置に対するＳＫＢＲ３の感受性。
【図３】早期および後期アポトーシス細胞の量によって測定された、２４時間のＱ１０処
置に対するＰａＣａ２の感受性。
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【図４】早期および後期アポトーシス細胞の量によって測定された、２４時間のＱ１０処
置に対するＰＣ－３の感受性。
【図５】早期および後期アポトーシス細胞の量によって測定された、２４時間のＱ１０処
置に対するＨｅｐＧ２の感受性。
【図６】早期および後期アポトーシス細胞の量によって測定された、２４時間のＱ１０処
置に対するＭＣＦ－７の感受性。
【図７】アポストランドＥＬＩＳＡ法によって測定されたような、Ｑ１０による２４時間
処置時のアポトーシス細胞の測定。
【図８】２次元ゲル電気泳動のゲル分析例。同定のために切除されたスポットがマーキン
グされている。
【図９】ＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞中でＱ１０によって調節されているような、２次元ゲル
電気泳動によって同定されたタンパク質間の相互作用のネットワーク。
【図１０】Ｔｈｅ　ｐｅｎｔｏｓｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｄａｐｔ
ｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｖｅｒｈｏｅｖｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ａｍ．Ｊ．Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．
２００１　６８（５）：１０８６－１０９２）．
【図１１】ＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞のミトコンドリア高濃度物質の２次元ゲル。切除され
、質量分析キャラクタリゼーションによって同定されたスポットがマーキングされている
。
【図１２】培養培地中への１００μＭ　Ｑ１０の外部からの添加後の、ＳＫ－ＭＥＬ－２
８ミトコンドリアに存在するＱ１０の相対量の比較プロット。
【図１３Ａ】公知のプロセスのアポトーシス経路マッピング。
【図１３Ｂ】公知のプロセスのアポトーシス経路マッピング。
【図１４】Ｂｃｌ－ｘｌのウェスタンブロット分析。
【図１５】ビメンチン抗体によって証明されたＳＫ－ＭＥＬ－２８試料セットのウェスタ
ンブロット分析。
【図１６】酸化的リン酸化複合体（ＭｉｔｏＳｃｉｅｎｃｅｓ番号ＭＳ６０１）をターゲ
ティングする５種類の抗体によって評価されたいくつかの株化細胞からの細胞溶解のウェ
スタンブロット分析。
【図１７】Ｆ１－アルファレベルのウェスタンブロット比較。
【図１８】Ｃ－ＩＩＩ－Ｃｏｒｅ２とのＱ１０応答のウェスタンブロット比較。
【図１９】Ｃ－ＩＩ－３０とのＱ１０応答のウェスタンブロット比較。
【図２０】Ｃ－ＩＶ－ＣＯＸＩＩとのＱ１０応答のウェスタンブロット比較。
【図２１】Ｃ－Ｉ－２０（ＮＤ６）とのＱ１０応答のウェスタンブロット比較。
【図２２】５種類のミトコンドリアタンパク質に対する多種多様の細胞タイプのウェスタ
ンブロット分析。
【図２３】複合体Ｖタンパク質Ｃ－Ｖ－αとのＱ１０応答のウェスタンブロット比較。
【図２４】Ｃ－ＩＩＩ－Ｃｏｒｅ１とのＱ１０応答のウェスタンブロット比較。
【図２５】ポリン（ＶＤＡＣ１）とのＱ１０応答のウェスタンブロット比較。
【図２６】シクロフィリンＤとのＱ１０応答のウェスタンブロット比較。
【図２７】シトクロムＣとのＱ１０応答のウェスタンブロット比較。
【図２８】Ｈｅｌｉｘ　１０オープン立体配座のＨＮＦ４アルファ（１Ｍ７Ｗ．ｐｄｂ）
の脂質結合チャネルに挿入されたＱ１０（球）の理論モデル。
【図２９】正常酸素条件および低酸素条件での各種のグルコース条件におけるＨＤＦａ細
胞のＯＣＲ。
【図３０】正常酸素条件および低酸素条件での各種のグルコース条件におけるＨＡＳＭＣ
細胞のＯＣＲ。
【図３１】ＣｏＱ１０とストレス因子の存在下および非存在下での、ＭＣＦ－７乳癌細胞
中のＯＣＲ値。
【図３２】ＣｏＱ１０とストレス因子の存在下および非存在下での、ＰａＣａ－２膵臓癌
細胞中のＯＣＲ値。
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【発明を実施するための形態】
【００４０】
　定義
　本明細書で使用する場合、以下の用語のそれぞれが、本セクションおける用語と関連す
る意味を有する。
【００４１】
　冠詞「ａ」および「ａｎ」は、冠詞の文法的対象のうち１つまたは１つを超える（すな
わち少なくとも１つ）を指すために本明細書で使用される。１例として、「要素」は、１
つの要素または１つを超える要素を意味する。
【００４２】
　「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」という用語は、「限定されるわけではないが、含む」
という句を意味するために本明細書で使用され、「限定されるわけではないが、含む」と
互換的に使用される。
【００４３】
　「または」という用語は、状況が別途明らかに指摘しない限り、「および／または」と
いう用語を意味するために本明細書で使用され、「および／または」という用語と互換的
に使用される。
【００４４】
　「などの」という用語は、「限定されるわけではないが、などの」という句を意味する
ために本明細書で使用され、「限定されるわけではないが、などの」と互換的に使用され
る。
【００４５】
　本発明の方法によって処置される「患者」または「被験体」は、ヒトまたは非ヒト動物
のどちらか、好ましくは哺乳動物を意味することができる。本明細書で使用される場合、
「被験体」または「患者」は、非限定的に、ウマ、イヌ、ネコ、ブタ、ヤギ、ウサギ、ハ
ムスター、サル、モルモット、ラット、マウス、トカゲ、ヘビ、ヒツジ、ウシ、魚類、お
よび鳥類を含む任意の動物（例えば、ヒト）を含む。
【００４６】
　本明細書で使用される場合、「生存」とは、代謝性障害のために処置された被験体の生
命の継続をいう。１つの実施形態において、生存とは、代謝性障害の再発がないことをを
いう。
【００４７】
　「予防すること」または「予防」は、疾患または障害を獲得するリスクの低減（すなわ
ち疾患の臨床症候の少なくとも１つを、疾患に曝露され得るまたは疾患の素因があり得る
が、疾患の症候をまだ経験または提示していない患者において発症させないようにするこ
と）を指す。
【００４８】
　本明細書で使用される場合、「量」という用語は、（ａ）分子中で測定されるような絶
対量、モル、または単位体積もしくは細胞あたりの重量、あるいは（ｂ）例えば、０～５
までの数字による順位づけによって指定されるような相対量のいずれかをいう。
【００４９】
　本明細書で使用される場合、「対照量」という用語は、代謝性障害に罹患していない被
験体に由来する細胞または試料中のマーカーの量をいう。「対照量」は、例えば、マーカ
ーを発現する、例えば、高レベルで、中程度のレベルで、および低レベルでこれらのタン
パク質を発現することが知られている細胞または組織に存在するマーカーの平均量を計算
することによって決定されてもよい。
【００５０】
　「治療的有効量」は、患を処置するために患者に投与されたときに疾患に対してこのよ
うな処置をもたらすのに十分である化合物の量を意味する。疾患を予防するために投与さ
れたときに、量は、疾患の開始を回避または遅延するのに十分である。「治療的有効量」
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は、化合物、疾患およびその重症度ならびに処置される患者の年齢、体重などに応じて変
動するであろう。
【００５１】
　「予防すること」または「予防」は、疾患または障害を獲得するリスクの低減（すなわ
ち疾患の臨床症候の少なくとも１つを、疾患に曝露され得るまたは疾患の素因があり得る
が、疾患の症候をまだ経験または提示していない患者において発症させないようにするこ
と）を指す。
【００５２】
　「予防」または「治療」処置という用語は、対象組成物の１つ以上の被験体への投与を
指す。望ましくない症状（例えば宿主動物の疾患または他の望ましくない状態）の臨床顕
在化の前に投与される場合、ここで処置は予防的であり、すなわち処置は宿主が望ましく
ない症状を発症することから保護するのに対して、望ましくない症状の顕在化後に投与さ
れる場合、処置は治療である（すなわち既存の望ましくない症状またはそれからの副作用
を減少、緩和または維持するものとする）。
【００５３】
　「治療効果」という用語は、動物、特に哺乳動物、およびさらに詳細にはヒトにおいて
薬理学的活性物質によって引き起こされる、局所または全身効果を指す。該用語はそれゆ
え、動物またはヒトにおける疾患の診断、治癒、軽減、処置もしくは予防でのまたは所望
の身体的もしくは精神的発達および状態の増強での使用が意図されるいずれの物質も意味
する。「治療的有効量」という句は、いずれの処置にも適用できる合理的な利益／リスク
比にてある望ましい局所または全身効果を産生するような物質の量を意味する。ある実施
形態において、化合物の治療的有効量は、その治療指数、溶解性などに依存するであろう
。例えば、本発明の方法によって見出されたある化合物は、このような処置に適用できる
合理的な利益／リスク比を産生するために十分な量で投与され得る。
【００５４】
　「発現」という用語は、ポリペプチドがＤＮＡから産生されるプロセスを意味するため
に本明細書で使用される。プロセスは、遺伝子のｍＲＮＡへの転写およびこのｍＲＮＡの
ポリペプチドへの翻訳を包含する。使用される状況に応じて、「発現」は、ＲＮＡ、タン
パク質またはその両方の産生を指す。
【００５５】
　「細胞中での遺伝子の発現レベル」または「遺伝子発現レベル」という用語は、細胞中
の遺伝子によってコードされる、ｍＲＮＡ、ならびにプレｍＲＮＡ新生転写物、転写プロ
セシング中間体、成熟ｍＲＮＡ、および分解生成物のレベルをいう。
【００５６】
　「調節」という用語は、応答の上方調節（すなわち活性化または刺激）、下方調節（す
なわち阻害または抑制）、または組合されたもしくは別々のその２つを指す。「モジュレ
ーター」は、調節する化合物または分子であり、例えばアゴニスト、アンタゴニスト、ア
クチベーター、刺激物質、サプレッサー、または阻害剤であり得る。
【００５７】
　「より高レベルの発現」、「より高レベルの活性」、「発現レベルの増加」、または「
活性レベルの増加」とは、発現および／または活性を評価するために利用されるアッセイ
の標準誤差よりも大きく、かつ好ましくは、対照試料（例えば、発癌性障害に罹患してい
ない健常被験体からの試料）におけるマーカーの発現レベルおよび／または活性、好まし
くは、いくつかの対照試料におけるマーカーの平均発現レベルおよび／または活性の少な
くとも２倍、より好ましくは３倍、４倍、５倍、または１０倍以上である、試験試料中の
発現レベルおよび／または活性をいう。
【００５８】
　「より低レベルの発現」、「より低レベルの活性」、「発現レベルの減少」、または「
活性レベルの減少」とは、発現および／または活性を評価するために利用されるアッセイ
の標準誤差よりも大きいが、しかし好ましくは、対照試料（例えば、マーカーの予測能力
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のための妥当性標準として働くフォローアップ情報を有する腫瘍学的障害のパネルに対し
て直接的または間接的に較正されている試料）におけるマーカーの発現レベルおよび／ま
たは活性、好ましくは、いくつかの対照試料におけるマーカーの平均発現レベルおよび／
または活性の少なくとも１／２倍、より好ましくは１／３倍、１／４倍、１／５倍、また
は１／１０倍である、試験試料中の発現レベルおよび／または活性をいう。
【００５９】
　本明細書で使用される場合、「抗体」には、例として、天然に存在する型の抗体（例え
ば、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥ）および単鎖抗体、キメラおよびヒト化抗体、多価
抗体、ならびに前述のすべてのフラグメントおよび誘導体などの組換え抗体が含まれ、こ
のフラグメントおよび誘導体は少なくとも１つの抗原結合部位を有する。抗体誘導体は、
抗体に結合体化されたタンパク質または化学部分を含んでもよい。
【００６０】
　本明細書で使用される場合、「既知の標準」または「対照」とは、本発明のマーカー、
および代謝性障害の存在または非存在に関して適用可能であるような、１つ以上の量およ
び／または数学的な関係をいう。既知の標準を生成するための試薬には、非限定的に、代
謝性障害を有さない患者からの細胞、および任意に標識された抗体が含まれる。既知の標
準はまた、特定のマーカータンパク質を発現するように、もしくは特定のマーカータンパ
ク質を発現しないように操作された細胞系統を含むがこれに限定されない組織培養細胞系
統、または一定量のマーカータンパク質を構成的に含むか、もしくはマーカータンパク質
を発現するように操作されることもできる（例えば、環境の変化への曝露によって、ここ
で、このような環境の変化には、増殖因子、ホルモン、ステロイド、サイトカイン、抗体
、種々の薬物および代謝拮抗物質、ならびに細胞外マトリックスが含まれてもよいがこれ
らに限定されない）かのいずれかである試料を含んでもよい。細胞系統は、分析のために
ガラススライド上に直接的に装着され、固定され、ペレットとして直接的にパラフィンに
包埋され、またはアガロースなどのマトリックスに懸濁され、次いで固定され、パラフィ
ンに包埋され、切片化され、そして組織試料として処理されてもよい。標準は、マーカー
タンパク質の予測能力のための妥当性標準として働くフォローアップ情報を有する患者試
料のパネルに対して直接的または間接的に較正されなければならない。
【００６１】
　本明細書で使用される場合、「初期の処置」とは、代謝性障害に罹患している被験体の
最初の処置をいう。初期の処置には、非限定的に、スルホニルウレア化合物、メグリチニ
ド化合物、プランジン、ナテグリニド化合物、ビグアニド化合物、チアゾリジンジオン化
合物、プレコース、シムリン、バイエッタ、ＤＰＰ－ＩＶインヒビター、またはインスリ
ンを用いる処置が含まれる。
【００６２】
　代謝性障害の少なくとも１つの徴候が軽減され、終了され、遅延され、もしくは予防さ
れることが予測され、または軽減され、終了され、減速され、もしくは予防されている場
合、代謝性障害は「処置される」。本明細書で使用される場合、代謝性障害の再発または
進行が低減され、遅延され、減速され、または予防される場合、代謝性障害はまた「処置
される」。
【００６３】
　キットは、本明細書のマーカーを特異的に検出するための少なくとも１種の試薬、例え
ば、プローブ、を含む任意の製造物（例えば、パッケージまたは容器）であり、この製造
物は、本発明の方法を実施するための単位として、販売促進され、分配され、または販売
される。
【００６４】
　「代謝経路」は、１つの化合物を別の化合物に変換して、中間体および細胞機能のため
のエネルギーを提供する、一連の酵素媒介反応を指す。代謝経路は線形または環式である
ことができる。
【００６５】
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　「代謝状態」は、各種の化学的および生物学的指標が健康または疾患の状態に関連する
ため、各種の化学的および生物学的指標によって測定されるような所与の時点における特
定の細胞、多細胞または組織環境の分子内容物を指す。
【００６６】
　「マイクロアレイ」という用語は、基質、例えば紙、ナイロンもしくは他の種類の膜、
フィルタ、チップ、ガラススライド、またはその他の好適な固体支持体上で合成された別
個のポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、ポリペプチド（例えば抗体）またはペプチ
ドのアレイを指す。
【００６７】
　「障害」および「疾患」という用語は、包括的に使用され、体のいずれの部分、器官ま
たは系（またはそのいずれの組み合わせ）の正常な構造または機能からのいずれの逸脱も
指す。特異的疾患は、生物学的、化学的および物理的変化を含む特徴的症候および徴候に
よって明らかとなり、限定されるわけではないが、人口統計学的因子、環境因子、雇用因
子、遺伝的因子および病歴因子を含む、多種多様の他の因子と関連することが多い。ある
特徴的な徴候、症候、および関連因子は、重要な診断情報を産する多種多様の方法によっ
て定量化することができる。
【００６８】
　ある実施形態において、本発明は、コエンザイムＱ１０反応性状態を、その診断または
予後診断する必要がある被験体において、診断または予後診断するための方法を提供する
。言語「コエンザイムＱ１０反応性状態」または「ＣｏＱ１０反応性状態」には、コエン
ザイムＱ１０の投与により処置する、予防する、または別の意味で緩和することができる
疾患、障害、状態、および／または症状が含まれる。いずれかの特定の理論によって拘束
されることを望むものではなく、本明細書でさらに記載されるように、細胞微小環境への
代謝シフト、例えば正常状態細胞における酸化的リン酸化の種類および／またはレベルに
向けたシフトを誘導することによって、少なくとも部分的に機能することが考えられる。
したがって、いくつかの実施形態において、ＣｏＱ１０反応性状態は、細胞微小環境の代
謝の改変から生じる状態である。コエンザイムＱ１０反応性状態は、例えば解糖および乳
酸塩生合成に向かって偏り得る、例えば腫瘍性障害を含む。いくつかの実施形態において
、ＣｏＱ１０反応性腫瘍性障害は数ある中でも、肝臓癌、膵臓癌、乳癌、前立腺癌、肝臓
癌、または骨癌、扁平上皮細胞癌腫、基底細胞癌腫、黒色腫、および光線性角化症を含む
。コエンザイムＱ１０反応性状態は、例えば肥満、糖尿病、糖尿病前症、メタボリックシ
ンドローム、満腹、および内分泌異常などの代謝性障害も含む。コエンザイムＱ１０反応
性状態は、本明細書に記載するような他の代謝性障害をさらに含む。
【００６９】
　いくつかの実施形態において、本発明の化合物、例えば本明細書に記載するＭＩＭまた
はエピシフターは、コエンザイムＱ１０と共通の活性を共有する。本明細書で使用する場
合、「コエンザイムＱ１０と共通の活性を共有する」という句は、化合物がコエンザイム
Ｑ１０と同じまたは類似の活性の少なくとも一部を呈する能力を指す。いくつかの実施形
態において、本発明の化合物は、コエンザイムＱ１０の活性の２５％またはそれ以上を呈
する。いくつかの実施形態において、本発明の化合物は、コエンザイムＱ１０の活性の最
大約１３０％（１３０％を含む）を呈する。いくつかの実施形態において、本発明の化合
物は、コエンザイムＱ１０の活性の約３０％、３１％、３２％、３３％、３４％、３５％
、３６％、３７％、３８％、３９％、４０％、４１％、４２％、４３％、４４％、４５％
、４６％、４７％、４８％、４９％、５０％、５１％、５２％、５３％、５４％、５５％
、５６％、５７％、５８％、５９％、６０％、６１％、６２％、６３％、６４％、６５％
、６６％、６７％、６８％、６９％、７０％、７１％、７２％、７３％、７４％、７５％
、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％
、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％、１００％、１０１％、１０２％、１０３％、１０４
％、１０５％、１０６％、１０７％、１０８％、１０９％、１１０％、１１１％、１１２
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％、１１３％、１１４％、１１５％、１１６％、１１７％、１１８％、１１９％、１２０
％、１２１％、１２２％、１２３％、１２４％、１２５％、１２６％、１２７％、１２８
％、１２９％、または１３０％を呈する。本段落に挙げられた各値が「約」という用語に
よって修飾され得ることが理解される。加えて、本段落に挙げられたいずれの２つの値に
よって定義されたいずれの範囲も、本発明に含まれることを意味することが理解される。
例えばいくつかの実施形態において、本発明の化合物は、コエンザイムＱ１０の活性の約
５０％～約１００％を呈する。いくつかの実施形態において、コエンザイムＱ１０および
本発明の化合物によって共有される活性は、細胞代謝におけるシフトを誘導する能力であ
る。ある実施形態において、ＣｏＱ１０および本発明の化合物はによって共有される活性
は、ＯＣＲ（酸素消費速度）および／またはＥＣＡＲ（細胞外酸性化速度）によって測定
される。
【００７０】
　キットは、本明細書のマーカーを特異的に検出するための少なくとも１種の試薬、例え
ば、プローブ、を含む任意の製造物（例えば、パッケージまたは容器）であり、この製造
物は、本発明の方法を実施するための単位として、販売促進され、分配され、または販売
される。
【００７１】
　「コエンザイム生合成経路の中間体」という用語は、本明細書で使用する場合、チロシ
ンおよびアセチル－ＣｏＡのユビキノン（ｕｑｉｑｕｉｎｏｎｅ）への化学的／生物学的
変換の間に形成される化合物を特徴付ける。コエンザイム生合成経路の中間体は、３－ヘ
キサプレニル－４－ヒドロキシベンゾエート、３－ヘキサプレニル－４，５－ジヒドロキ
シベンゾエート、３－ヘキサプレニル－４－ヒドロキシ－５－メトキシベンゾエート、２
－ヘキサプレニル－６－メトキシ－１，４－ベンゾキノン、２－ヘキサプレニル－３－メ
チル－６－メトキシ－１，４－ベンゾキノン、２－ヘキサプレニル－３－メチル－５－ヒ
ドロキシ－６－メトキシ－１，４－ベンゾキノン、３－オクタプレニル－４－ヒドロキシ
ベンゾエート，２－オクタプレニルフェノール、２－オクタプレニル－６－メチルオキシ
（ｍｅｔｈｏｌｘｙ）フェノール，２－オクタプレニル－３－メチル－６－メトキシ－１
，４－ベンゾキノン、２－オクタプレニル－３－メチル－５－ヒドロキシ－６－メトキシ
－１，４－ベンゾキノン、２－デカプレニル－３－メチル－５－ヒドロキシ－６－メトキ
シ－１，４－ベンゾキノン、２－デカプレニル－３－メチル－６－メトキシ－１，４－ベ
ンゾキノン、２－デカプレニル－６－メトキシ－１，４－ベンゾキノン、２－デカプレニ
ル－６－メトキシフェノール、３－デカプレニル－４－ヒドロキシ－５－メトキシベンゾ
エート、３－デカプレニル－４，５－ジヒドロキシベンゾエート、３－デカプレニル－４
－ヒドロキシベンゾエート、４－ヒドロキシフェニルピルビン酸、４－ヒドロキシフェニ
ル乳酸、４－ヒドロキシ－ベンゾエート、４－ヒドロキシ桂皮酸およびヘキサプレニル（
ｈｅｘａｐｒｅｎｙ）２リン酸を含む。
【００７２】
　本明細書中で使用される場合は、表現「グルコースの嫌気的使用」または「嫌気的解糖
」は、解糖、それに続くサイトゾル中での乳酸発酵による細胞のエネルギー産生をいう。
例えば多くの癌細胞は、嫌気的解糖によってエネルギーを産生する。
【００７３】
　本明細書で使用する場合、「好気的解糖」または「ミトコンドリア酸化的リン酸化」は
、ミトコンドリアでの解糖によるエネルギーの細胞産生とそれに続くピルビン酸の酸化を
指す。
【００７４】
　本明細書中で使用される場合は、表現「グルコースの嫌気的使用を遮断し、ミトコンド
リアの酸化的リン酸化を促進することができる」は、嫌気的解糖から好気的解糖へまたは
ミトコンドリアの酸化的リン酸化への細胞の代謝状態のシフトあるいは変化を誘導する環
境影響因子（例えば、ｅｐｉｔｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｓｈｉｆｔｅｒ）の能力をいう。
【００７５】
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　Ｉ．代謝性障害
　本発明は、代謝性障害を診断および予後診断するための方法を提供する。本明細書で使
用される場合、「代謝性障害」は、患者の代謝の変化から生じる任意の病理学的状態をい
う。このような障害には、異常な全身グルコース、脂質および／またはタンパク質の代謝
、ならびにそこから発生する病理学的な結果に関連するものが含まれる。代謝性障害には
、例えば、高血糖を生じる、グルコース恒常性の変化から生じるものが含まれる。本発明
に従うと、グルコースレベルの変化は、典型的には、健常個体におけるこのようなレベル
と比較して、少なくとも５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０
％、８０％、９０％、または１００％さえのグルコースレベルの増加である。代謝性障害
は細胞増殖、成長、分化、または移動、恒常性の細胞調節、細胞内もしくは細胞間の連絡
；組織機能、例えば、肝臓機能、筋肉機能、または脂肪細胞機能；生物における全身性応
答、例えば、ホルモン応答（例えば、インスリン応答）などの細胞機能に有害な影響を与
え得る。代謝性障害には、肥満、糖尿病（本明細書では真性糖尿病ともいわれる）（例え
ば、Ｉ型糖尿病、ＩＩ型糖尿病、ＭＯＤＹ、および妊娠性糖尿病）、前糖尿病、メタボリ
ックシンドローム、満腹、および、例えば、加齢からくる内分泌異常が含まれるがこれら
に限定されない。代謝性障害のさらなる例には、過食症、食欲不振、トリグリセリド貯蔵
疾患、バルデー－ビードル症候群、ローレンス－ムーン症候群、プラーダ－ラブハート－
ウィリー症候群、カーンズ－セイヤー症候群、拒食症、中鎖アシルＣｏＡデヒドロゲナー
ゼ欠損、および悪液質が含まれるがこれらに限定されない。ある実施形態において、代謝
性障害はコエンザイムＱ１０反応性状態である。
【００７６】
　「代謝性障害を処置、減少、または予防する」ことにより、このような状態を、それが
起こる前または起こった後で緩和することが意味される。等価な未処置対照と比較した場
合に、このような減少または予防の程度は、任意の標準的な技術によって測定されるよう
に、少なくとも５％、１０％、２０％、４０％、５０％、６０％、８０％、９０％、９５
％、または１００％である。
【００７７】
　真性糖尿病は、血糖の慢性的な上昇（高血糖）をもたらす代謝性疾患の異質な一群であ
る。糖尿病は、グルコース調節の損失をもたらす、膵島の破壊または機能不全によって特
徴付けられる。２つの主要な型の真性糖尿病は、「インスリン依存性糖尿病」（「ＩＤＤ
Ｍ」）または「若年発症型糖尿病」としてもまた知られるＩ型糖尿病、および「インスリ
ン非依存性糖尿病」（「ＮＩＤＤＭ」）または「成人発症型糖尿病」としてもまた知られ
るＩＩ型糖尿病である。
【００７８】
　「Ｉ型糖尿病」は、高血糖を生じる、インスリン産生の結果的な損失を伴う、自己免疫
媒介性の膵臓β細胞の破壊から生じる状態である。Ｉ型糖尿病は、生存を確実にするため
に、インスリン補充療法を必要とする。注射用インスリンおよび経口血糖降下薬などの医
薬は、糖尿病患者をより長く生かすことを可能にするが、糖尿病は、心臓病および癌に次
ぐ第３の主要な死亡要因のままである。しかし、これらの医薬は、高血糖レベルと低血糖
レベルの間の揺れを妨害するために完全に十分な血糖レベルを制御せず、腎臓、眼、およ
び血管に損傷を生じる。糖尿病のコントロールと合併症に関する臨床試験（Ｄｉａｂｅｔ
ｅｓ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｔｒｉａｌ）（ＤＣＣＴ
）は、血糖の強烈な制御が、１日あたり１回もしくは２回のインスリン注射からなる従来
の治療と比較して、網膜症、腎症、および神経障害などの糖尿病の合併症を有意に遅延す
ることを示す。ＤＣＣＴにおける強烈な治療は、１日あたり３回以上のインスリンの複数
注射、または外部ポンプによる連続皮下インスリン注入（ＣＳＩＩ）を含んだ。インスリ
ンポンプは、インスリンの生理学的置き換えに近似するために皮下の複数毎日注射（ＭＤ
Ｉ）に対する種々の代替的アプローチの１つである。
【００７９】
　「２型糖尿病」とは、患者が１２５ｍｇ／ｄｌ（６．９４ｍｍｏｌ／Ｌ）よりも高い空
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腹時血糖または血清グルコースの濃度を有する状態をいう。ＩＩ型糖尿病は、正常レベル
より高レベルの血漿インスリンの存在下で高血糖によって特徴付けられ、すべての症例の
９０％より多くを表し、最も頻繁には過体重の４０歳より上の成人で起こる。ＩＩ型糖尿
病の進行は血糖の濃度の増加と関連し、グルコース誘導性インスリン分泌の速度の相対的
な減少と連動している。ＩＩ型糖尿病において、炭水化物代謝を制御する組織プロセスは
、インスリンに対する感受性の減少を有すると考えられており、それゆえに、インスリン
産生の欠如からは起こらず、血中のグルコースレベルの増加に対する感受性の減少および
インスリンを産生することによって応答する能力のなさから起こる。あるいは、糖尿病は
、インスリンの標的細胞上でのインスリンの作用を媒介する分子機構における種々の欠損
、例えば、それらの細胞表面上のインスリン受容体の欠如から生じるのかもしれない。そ
れゆえに、ＩＩ型糖尿病の治療は、頻繁にはインスリンの投与を必要としないが、例えば
、スルホニルウレアなどの経口血糖降下薬を用いる治療によって増強される、食事および
ライフスタイルの変化に基づいてもよい。
【００８０】
　「前糖尿病」とは、患者が２型糖尿病の発症に対して前もって処置される状態をいう。
前糖尿病は、損なわれた耐糖能の定義を拡張し、１００ｍｇ／ｄＬ以上の高い正常範囲内
での絶食血糖（Ｍｅｉｇｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｉａｂｅｔｅｓ　２００３　５２：１４７
５～１４８４）および空腹時高インスリン血（血漿インスリン濃度の上昇）を有する個体
を含む。
【００８１】
　「肥満」とは、患者が３０ｋｇ／ｍ２以上のＢＭＩを有する状態をいう。「内臓型肥満
」とは、男性患者では１．０、女性患者では０．８のウエスト対ヒップ比率をいう。別の
態様において、内臓肥満は、インスリン抵抗性および前糖尿病の発症のリスクを規定する
。
【００８２】
　「過体重」とは、２５ｋｇ／ｍ２以上かつ３０ｋｇ／ｍ２未満のＢＭＩを有する患者を
いう。「体重増加」とは、行動の習慣もしくは嗜癖、例えば、過食もしくは暴食、禁煙と
関連した、または生物学的な（生命の）変化、例えば、男性における加齢および女性にお
ける閉経に伴う体重増加、もしく妊娠後の女性の体重増加と関連した、体重の増加をいう
。
【００８３】
　Ｘ症候群とも呼ばれる「メタボリックシンドローム」（ＭＳ）は、身体における他の経
路および系に影響を与える代謝性障害をいう。もともと、メタボリックシンドロームは、
心臓血管疾患を強化するように相乗作用する一群の代謝性障害（肥満、インスリン抵抗性
、高血圧、および異常脂質血症、主に高トリグリセリド血症）として定義された。より最
近では（２００１）、米国コレステロール教育プログラム（ｔｈｅ　Ｕ．Ｓ．Ｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｇｒａｍ）（ＮＣＥＰ）
は、以下の５つの判断基準からのいずれか３つに合致するものとして「メタボリックシン
ドローム」を分類した：少なくとも１１０ｍｇ／ｄｌの空腹時グルコースレベル、少なく
とも１５０ｍｇ／ｄｌの血漿トリグリセリドレベル（高トリグリセリド血症）、男性にお
いては４０ｍｇ／ｄｌよりも下、女性においては５０ｍｇ／ｄｌよりも下のＨＤＬコレス
テロール、少なくとも１３０／８５ｍｍＨｇの血圧（高血圧）、および中心性肥満、中心
性肥満は男性では４０インチより上、女性では３５インチよりも上の含む腰周りとして定
義される。現在のところ、メタボリックシンドロームについて国際的に認められている定
義が以下のように他に３つ存在する：１）世界保健機関（Ｗｏｒｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｏ
ｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ）２）米国心臓協会（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｈｅａｒｔ　Ａｓｓｏ
ｃｉａｔｉｏｎ）／国立心肺血液研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｈｅａｒｔ，Ｌｕｎｇ　ａ
ｎｄ　ｂｌｏｏｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）（ＡＨＡ／ＮＨＬＢＩ）および３）国際糖尿病
連合（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｆｅｄｅｒａｔｉｏｎ）（ＩＤ
Ｆ）。ＷＨＯ、ＡＨＡ／ＮＨＬＢＩ、およびＩＤＦによるメタボリックシンドロームの定
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義はＮＥＣＰの定義と非常に類似しており、すべてがこの症候群を定義するために同じ代
謝パラメーターを使用しているが、ＷＨＯはまた、空腹時インスリンレベルの評価も含ん
でいる（Ｍｏｅｂｕｓ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　Ｄｉａｂｅｔ
ｏｌｏｇｙ，６：１～１０，２００７；Ａｔｈｙｒｏｓ　Ｖ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ，Ｉｎｔ．
Ｊ．Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ，１１７：２０４～２１０，２００７）。これらの異なる定義
の中でこの症候群を有するとして分類される必要があるこれらの代謝パラメーターについ
ての閾値のさらにわずかな違いは、これらの異なる定義に従うと、この症候群を有するか
、または有さないという特定の被験体の異なる分類を生じ得る。また、ＭＳを伴う心臓血
管疾患（ＣＶＤ）の有病率は使用される定義によって変動する。（Ｍｏｅｂｕｓ　Ｓ　ｅ
ｔ　ａｌ，Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｙ，６：１～１０，２
００７；Ａｔｈｙｒｏｓ　Ｖ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ，１
１７：２０４～２１０，２００７）。米国糖尿病学会（ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｄｉ
ａｂｅｔｅｓ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ）は、過体重５人のうち１人がメタボリックシン
ドロームに苦しんでいると見積もっている。
【００８４】
　他の態様において、メタボリックシンドロームは、Ｘ症候群、インスリン抵抗性症候群
、インスリン抵抗性高血圧、代謝高血圧症候群、代謝異常症候群を含むがこれらに限定さ
れない、受け入れられている同義語によって説明される。メタボリックシンドロームの構
成要素には、耐糖能異常、損なわれた耐糖能、損なわれた空腹時血清グルコース、損なわ
れた空腹時血糖、高インスリン血症、前糖尿病、肥満、内臓型肥満、高トリグリセリド血
症、遊離脂肪酸の血清濃度の上昇、Ｃ反応性タンパク質の血清濃度の上昇、リポタンパク
質の血清濃度の上昇、ホモシステインの血清濃度の上昇、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ
）－コレステロールの血清濃度の上昇、リポタンパク質関連ホスホリパーゼ（Ａ２）の血
清濃度の上昇、高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）－コレステロールの血清濃度の減少、Ｈ
ＤＬ（２ｂ）－コレステロールの血清濃度の減少、アディポネクチンの血清濃度の減少、
およびタンパク尿が含まれるがこれらに限定されない（以下を参照のこと：Ｐｅｒｓｈａ
ｄｓｉｎｇｈ　ＨＡ．Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａ
ｔｅｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｇａｍｍａ：　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｔａｒｇｅｔ　ｆ
ｏｒ　ｄｉｓｅａｓｅｓ　ｂｅｙｏｎｄ　ｄｉａｂｅｔｅｓ：ｑｕｏ　ｖａｄｉｓ？Ｅｘ
ｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇ　Ｄｒｕｇｓ．（２００４）１３：２１５～２８
、およびそこに引用される参考文献）。
【００８５】
　前述の代謝性障害の「重要な構成要素」には、損なわれた空腹時グルコースまたは損な
われた耐糖能、ウエスト周囲の増加、内臓脂肪含量の増加、空腹時血漿グルコースの増加
、空腹時血漿トリグリセリドの増加、空腹時高密度リポタンパク質レベルの減少、血圧の
増加、インスリン抵抗性、高インスリン血症、心臓血管疾患（またはその構成要素、例え
ば、動脈硬化症、冠動脈疾患、末梢血管疾患、または脳血管疾患）、うっ血性心不全、血
漿ノルエピネフリンの上昇、心臓血管関連炎症因子の上昇、血管内皮機能不全を強化する
血漿因子の上昇、高リポタンパク血症、動脈硬化症もしくはアテローム性動脈硬化症、過
食症、高血糖、高脂質血症、および高血圧または高血圧症、食後の血漿トリグリセリドま
たは遊離脂肪酸レベルの上昇、細胞の酸化ストレスの増加またはその血漿指標、循環凝固
亢進状態の増加、肝脂肪変性、肝臓脂肪症（ｈｅｔａｐｔｉｃ　ｓｔｅａｔｏｓｉｓ）、
腎臓病および腎不全を含む腎疾患が含まれるがこれらに限定されない。
【００８６】
　「インスリン抵抗性」とは、グルコース負荷への通常の応答を超えている循環インスリ
ンレベルが正常血糖状態を維持するために必要とされる状態をいう（Ｆｏｒｄ　ｅｔ　ａ
ｌ．，ＪＡＭＡ．２００２，２８７：３５６～９）。インスリン抵抗性および治療に対し
てインスリン抵抗性を有する患者の応答は、インスリン抵抗性の信頼できる指標である、
インスリン抵抗性に対する恒常性モデル評価（ＨＯＭＡ－ＩＲ）スコアを評価することに
よって定量されてもよい（Ｋａｔｓｕｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒｅ
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　２００１，２４：３６２～５）。恒常性評価モデル（ＨＯＭＡ）－ＩＲスコアによるイ
ンスリン抵抗性の見積もりはＧａｌｖｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｉａｂｅｔ　Ｍｅｄ　１９
９２，９：９２１～８において開示されている式、ＨＯＭＡ－ＩＲ＝［空腹時血清インス
リン（μＵ／ｍＬ）］×［空腹時血漿グルコース（ｍｍｏｌ／Ｌ）／２２．５］によって
計算されてもよい。
【００８７】
　「高インスリン血症」は、被験体が、インスリン抵抗性を有し、正常血糖を有するかま
たは有さず、空腹時または食後血清または血漿インスリン濃度が正常のインスリン抵抗性
を有さないやせた個体のそれよりも上に上昇しており、＜１．０（男性）または＜０．８
（女性）のウエストからヒップの比率を有する状態として定義される。
【００８８】
　「損なわれた耐糖能」（ＩＧＴ）という用語は、耐糖能試験が行われたときに、正常と
高血糖の間に含まれる血糖レベルを有する人を説明するために使用される。このような人
は、彼らが糖尿病であると見なされていないにも関わらず、糖尿病を発症するリスクがよ
り高い。例えば、損なわれた耐糖能とは、患者が１１０ｍｇ／ｄｌより大きくかつ１２６
ｍｇ／ｄｌ（７．００ｍｍｏｌ／Ｌ）未満の空腹時血糖濃度もしくは空腹時血清グルコー
ス濃度、または１４０ｍｇ／ｄｌ（７．７８ｍｍｏｌ／Ｌ）より大きくかつ２００ｍｇ／
ｄｌ（１１．１１ｍｍｏｌ／Ｌ）未満の食事２時間後の血糖もしくは血清グルコース濃度
を有する状態をいう。
【００８９】
　「高血糖」（高い血液糖類）の状態は、血糖レベルが高すぎる状態である。典型的には
、高血糖は、血糖レベルが１８０ｍｇ／ｄｌより上に上昇するときに起こる。高血糖の徴
候には、頻尿、過度の口渇、およびより長い時間スパンでは、体重減少が含まれる。
【００９０】
　「低血糖」（低い血液糖類）の状態は、血糖レベルが低すぎる状態である。典型的には
、低血糖は、血糖レベルが７０ｍｇ／ｄｌよりも下に低下するときに起こる。低血糖の徴
候には、不機嫌、四肢の無感覚（とりわけ、手および腕）、錯乱、身震い、または眩暈が
含まれる。この状態は利用可能な量を超えた過度のインスリンが存在する場合に生じるの
で、これは、時折、インスリン反応といわれる。
【００９１】
　本発明の方法および組成物は糖尿病などの代謝性障害を有するリスクがある任意の患者
を診断するために有用である。代謝性障害（例えば、糖尿病または肥満）の発症が予防さ
れる患者は、このような診断を受けてもよいし、受けなくてもよい。当業者は、本発明の
患者が標準的な試験に供されてもよく、または１つ以上のリスク要因の存在に起因して高
いリスクがある患者であるとして、検査なしで同定されてもよいことを理解する。
【００９２】
　代謝性障害の診断は、本明細書に記載されているものなどの、当該分野において公知で
ある任意の標準的な方法を使用して実施される。糖尿病を診断するための方法は、例えば
、米国特許番号６，５３７，８０６号に記載されており、これは参照により本明細書に組
み込まれる。糖尿病は、例えば、グルコースおよびケトンレベル（脂肪の分解産物）を測
定する尿検査（検尿）；血中のグルコースのレベルを測定する検査；耐糖能検査；および
哺乳動物から収集された生物試料（例えば、血液、血清、または尿）中の代謝性障害に特
徴的な分子マーカーを検出するアッセイ（例えば、糖尿病の場合においてはヘモグロビン
Ａｌｃ（ＨｂＡｌｃ）レベルの測定）を使用して診断および監視されてもよい。
【００９３】
　代謝性障害について処置される患者は、医療実務者がこのような状態を有すると診断し
た人である。診断は、本明細書に記載されているものなどの任意の適切な手段によって実
施されてもよい。糖尿病または肥満の発症が予防される患者は、このような診断を受けて
もよいし、受けなくてもよい。当業者は、本発明の患者が標準的な検査に供されたかもし
れないか、または、家族歴、肥満、特定の民族性（例えば、アフリカ系アメリカ人および
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ヒスパニック系アメリカ人）、妊娠性糖尿病または９ポンドより重い赤ちゃんの出産、高
血圧、肥満または糖尿病の素因がある病理学的状態を有すること、高い血液レベルのトリ
グリセリド、高い血液レベルのコレステロール、分子マーカーの存在（例えば、自己抗体
の存在）、および年齢（４５歳を超える年齢）などの１つ以上のリスク因子の存在に起因
して検査なしで高リスクであるとして同定されたかもしれないことを理解する。個体は、
彼らの体重が、彼らの身長のために所望される最大体重よりも２０％（女性では２５％）
以上である場合に肥満であると見なされる。１００ポンドを超える過体重である成人は、
病的に肥満であると見なされる。肥満は、３０ｋｇ／ｍ２を超える肥満度指数（ＢＭＩ）
として定義される。
【００９４】
　ランダム血漿グルコース検査（１日のうちの任意の時間に採取される）が２００ｍｇ／
ｄＬ以上の値を示す場合、空腹時血漿グルコース検査が１２６ｍｇ／ｄＬ以上の値を示す
場合（８時間後）、または人が水に溶解された７５グラムのグルコースを含む飲料を消費
した２時間後に採取された血液試料中で、経口耐糖能検査（ＯＧＴＴ）が２００ｍｇ／ｄ
Ｌ以上の血漿グルコース値を示す場合に、患者は糖尿病のリスクがあるかまたは糖尿病で
あると診断される可能性がある。ＯＧＴＴは３時間の時間にわたる時間が決められた間隔
で血漿グルコースを測定する。望ましくは、本発明に従って処置された糖尿病患者におけ
る血漿グルコースのレベルは、１６０～６０ｍｇ／ｄＬの間、１５０～７０ｍｇ／ｄＬの
間、１４０～７０ｍｇ／ｄＬの間、１３５～８０ｍｇ／ｄＬの間、および好ましくは１２
０～８０ｍｇ／ｄＬの間の範囲である。
【００９５】
　任意に、２ヶ月および３ヶ月の間の平均血糖レベルを評価するヘモグロビンＡｌｃ（Ｈ
ｂＡｌｃ）検査が利用されてもよい。糖尿病ではない人は、典型的には、４％～６％の間
の範囲のＨｂＡｌｃ値を有する。ＨｂＡｌｃの１％毎の増加で、血糖レベルは約３０ｍｇ
／ｄＬ増加し、合併症のリスクは増加する。好ましくは、本発明に従って処置される患者
のＨｂＡｌｃ値は、９％未満、７％未満、６％未満、および最も好ましくは、約５％まで
減少される。したがって、処置される患者のＨｂＡｌｃレベルは、好ましくは、処置の前
のこのようなレベルと比較して、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、またはそれ
以上低減される。
【００９６】
　妊娠性糖尿病は、典型的には、ＯＧＴＴの間に測定される血漿グルコース値に基づいて
診断される。グルコースレベルは、通常、妊娠の間にはより低いので、妊娠における糖尿
病の診断のための閾値は、妊娠の前の同じ人よりも低い。女性が以下の数字のいずれかに
合致するかまたはこれを超える２つの血漿グルコースの読み取りを有する場合、彼女は妊
娠性糖尿病である：９５ｍｇ／ｄＬの空腹時血漿グルコースレベル、１８０ｍｇ／ｄＬの
１時間レベル、１５５ｍｇ／ｄＬの２時間レベル、または１４０ｍｇ／ｄＬの３時間レベ
ル。
【００９７】
　ケトン検査もまた、Ｉ型糖尿病を診断するために利用されてもよい。十分なインスリン
がない場合にケトン類は血中に蓄積するので、これらは最終的には尿に蓄積する。高レベ
ルの血中ケトンは、ケトアシドーシスと呼ばれる深刻な状態を生じる可能性がある。
【００９８】
　米国糖尿病協会（ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉ
ｏｎ）のガイドラインによれば、２型糖尿病と診断されるためには、個体は、１２６ｍｇ
／ｄｌ以上の空腹時血漿グルコースレベル、または２００ｍｇ／ｄｌ以上の２時間経口グ
ルコース負荷試験（ＯＧＴＴ）血漿グルコース値を有さなければならない（Ｄｉａｂｅｔ
ｅｓ　Ｃａｒｅ，２６：Ｓ５～Ｓ２０，２００３）。
【００９９】
　前糖尿病と呼ばれる関連状態は、１００ｍｇ／ｄｌより上であるが１２６ｍｇ／ｄｌ未
満の空腹時グルコースレベル、または１４０ｍｇ／ｄｌより上であるが２００ｍｇ／ｄｌ
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未満の２時間ＯＧＴＴ血漿グルコースレベルを有するとして定義される。山のような証拠
が、前糖尿病状態が心臓血管疾患を発症するためのリスク因子であり得ることを示唆して
いる（Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒｅ　２６：２９１０～２９１４，２００３）。損なわれ
た耐糖能または損なわれた空腹時グルコースともまたいわれる前糖尿病は、２型糖尿病、
心臓血管疾患、および死亡を発症するための大きなリスク因子である。前糖尿病を効果的
に処置することによって、２型糖尿病の発症を予防する治療的介入を開発することに大き
な注目が集まってきた（Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｙ，２４：３６２～７１，２００
４）。
【０１００】
　肥満（およそ＞３０ｋｇ／ｍ２の肥満度指数として一般には定義される）は、しばしば
、高インスリン血症、インスリン抵抗性、糖尿病、高血圧、および異常脂質血症などの種
々の病理学的状態と関連する。これらの状態の各々は、心臓血管疾患のリスクに寄与する
。
【０１０１】
　インスリン抵抗性、高血圧、および異常脂質血症とともに、肥満はメタボリックシンド
ローム（Ｘ症候群としても知られる）の構成要素と見なされており、これらは、一緒に相
乗作用して心臓血管疾患を強化する。より最近では、米国コレステロール教育プログラム
（ｔｈｅ　Ｕ．Ｓ．Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ　
Ｐｒｏｇｒａｍ）は、会議にて、以下の５つの判断基準からのいずれか３つに合致するも
のとして「メタボリックシンドローム」を分類した：少なくとも１１０ｍｇ／ｄＬの空腹
時グルコースレベル、少なくとも１５０ｍｇ／ｄＬの血漿トリグリセリドレベル（高トリ
グリセリド血症）、男性においては４０ｍｇ／ｄｌよりも下、女性においては５０ｍｇ／
ｄｌよりも下のＨＤＬコレステロール、少なくとも１３０／８５ｍｍＨｇの血圧（高血圧
）、および中心性肥満、中心性肥満は男性では４０インチより上、女性では３５インチよ
りも上の含む腹部腰周りとして定義される。
【０１０２】
　当業者は、上記の試験のいずれかの使用、または当該分野において公知である任意の他
の試験が本発明の治療的処置の有効性を監視するために使用されてもよいことを認識する
。ヘモグロビンＡｌｃ（ＨｂＡｌｃ）レベルの測定は以前の２～３ヶ月の間に平均血糖の
指標であるので、この試験は、糖尿病治療に対する患者の応答を監視するために使用され
てもよい。
【０１０３】
　本発明の治療方法は、患者におけるグルコースレベルまたは脂質レベルの減少において
有効である。「グルコースレベルの減少」によって、未処置対照と比較して、少なくとも
１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、
または１００％グルコースレベルを減少することが意味される。望ましくは、グルコース
レベルは、正常血糖レベルまで、すなわち、１５０～６０ｍｇ／ｄＬの間、１４０～７０
ｍｇ／ｄＬの間、１３０～７０ｍｇ／ｄＬの間、１２５～８０ｍｇ／ｄＬの間、および好
ましくは１２０～８０ｍｇ／ｄＬの間まで減少される。グルコースレベルのこのような減
少は、血液からのグルコースのクリアランスに関連する生物学的活性の任意の１つを増加
させることによって得られてもよい。したがって、グルコースレベルを減少させる能力を
有する薬剤は、インスリンの産生、分泌、または作用を増加させてもよい。インスリンの
作用は、例えば、末梢組織によるグルコースの取り込みを増加させることによって、およ
び／または肝臓のグルコース産生を減少させることによって増加されてもよい。あるいは
、本発明の薬剤は、腸からの炭水化物の吸収を減少させ、グルコーストランスポーター活
性を変化させ（例えば、ＧＬＵＴ４発現、固有活性、または移行を増加させることによっ
て）、インスリン感受性組織の量を増加させ（例えば、筋肉細胞または脂肪細胞分化を増
加させることによって）、または脂肪細胞もしくは筋肉細胞における遺伝子転写を変化さ
せてもよい（例えば、代謝経路遺伝子の脂肪細胞発現からの因子の分泌の変化）。望まし
くは、本発明の薬剤は、グルコースクリアランスに関連する活性の１つより多くを増加す
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る。「脂質レベルの減少」によって、未処置対照と比較して、少なくとも１％、５％、１
０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、ま
たは１００％脂質のレベルを減少することが意味される。
【０１０４】
　「グルコースレベルが減少するようにインスリンシグナル伝達経路を変化させる」によ
って、全体の結果が血漿からのグルコースのクリアランスの増加であるように、インスリ
ンシグナル伝達に関与する活性のいずれか１つを変化させる（増加または減少させること
によって）ことが意味される。例えば、本発明のｅｎｖ影響因子は、インスリンシグナル
伝達経路を変化させ、インスリンの産生、分泌、もしくは作用の増加、末梢組織によるグ
ルコースの取り込みの増加、肝臓グルコース産生の減少、または腸からの炭水化物の吸収
の減少を引き起こす。
【０１０５】
　環境影響因子、例えば、エピシフターがグルコースレベルを減少させ、それによって代
謝性障害を処置する能力は、当該分野において公知である標準的なアッセイを使用して評
価されてもよい。例えば、グルコースの取り込みを増加させる薬剤を同定する細胞ベース
のスクリーニングアッセイが利用されてもよい。特に、細胞培養中の分化した脂肪細胞が
、放射性標識されたグルコースによって検出されるように、インスリン刺激の際にグルコ
ースの取り込みを増加するエピシフターの能力を評価するために利用できる。別の例示的
なアッセイにおいて、非糖尿病被験体に由来する細胞の条件付き不死化によって得られた
ヒト筋芽細胞が、インスリンを陽性対照として使用して、グリコーゲン合成に対する薬剤
の効果をスクリーニングするために使用できる。処置の前に、細胞は血清飢餓状態にされ
、次いで、２時間の時間の間、放射性標識されたグルコースを含む無血清培地中で、エピ
シフターまたは対照のいずれかを用いてインキュベートされ、その後、グリコーゲン合成
が測定される。例示的なアッセイは実施例においてさらに説明される。
【０１０６】
　ＩＩ．環境影響因子
　本発明は、環境影響因子の投与によって代謝性障害を処置する方法を提供する。「環境
影響因子（Ｅｎｖ－ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｒｓ）」は、有効な方法でヒトの疾患環境に影響
を及ぼすかまたはヒトの疾患環境を調節する分子であり、これによりヒトの疾患環境を、
正常な環境または正常な状態に通じる健康な環境にシフトさせる、そのような環境に戻し
て再度確立させる、あるいはそのような環境を維持することが可能となる。ｅｎｖ影響因
子は、下で定義するような多次元細胞内分子（ＭＩＭ）およびエピメタボリックシフター
（エピシフター）の両方を含む。
【０１０７】
　１．多次元細胞内分子（ＭＩＭ）
　「多次元細胞内分子（ＭＩＭ）」という用語は、体によって自然に産生されるおよび／
またはヒトの少なくとも１つの細胞中に存在する内因性分子の単離されたものまたは合成
産生されたものである。ＭＩＭは、以下の機能の１つ以上、２つ以上、３つ以上、または
すべてによって特徴付けられる。ＭＩＭは細胞に進入することが可能であり、細胞への進
入は、分子の生物活性部分が完全に細胞に進入する限り、細胞への完全または部分進入を
含む。ＭＩＭは、細胞内でシグナル伝達および／または遺伝子発現機構を誘導することが
可能である。ＭＩＭは、治療薬および担体の両方、例えば薬物送達効果を有するという点
で多次元である。ＭＩＭはまた、疾患状態において１つの方法で作用し、正常な状態にお
いては異なる方法で作用するという点で多次元である。例えばＣｏＱ－１０の場合、ＶＥ
ＧＦの存在下での黒色腫細胞へのＣｏＱ－１０の投与は、Ｂｃｌ２レベルの低下をもたら
し、次に黒色腫細胞の発癌能の低下をもたらす。対照的に、正常な線維芽細胞において、
ＣｏＱ－１０およびＶＥＦＧの同時投与は、Ｂｃｌ２のレベルに対する効果は有さない。
好ましくはＭＩＭは、疾患状態の細胞において選択的に作用し、正常な状態の（マッチン
グ）細胞において実質的に効果を有さない。好ましくはＭＩＭは、疾患状態の細胞を、表
現型、代謝状態、遺伝子型、ｍＲＮＡ／タンパク質発現レベルなどで正常な状態の（マッ
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チング細胞）に選択的に近づける。
【０１０８】
　１実施形態において、ＭＩＭはエピシフターでもある。別の実施形態において、ＭＩＭ
はエピシフターではない。当業者は、本発明のＭＩＭが２つ以上の内因性分子の混合物を
含むことも意図され、混合物が上述の機能の１つ以上によって特徴付けられることを認識
するであろう。混合物中の内因性分子は、混合物がＭＩＭとして機能するような比で存在
する。
【０１０９】
　ＭＩＭは、脂質ベース分子または非脂質ベース分子であることができる。ＭＩＭの例は
、限定されるわけではないが、ＣｏＱ１０、アセチルＣｏ－Ａ、パルミチルＣｏ－Ａ、Ｌ
－カルニチン、例えばチロシン、フェニルアラニン、およびシステインなどのアミノ酸を
含む。１実施形態において、ＭＩＭは小型分子である。本発明の１実施形態において、Ｍ
ＩＭはＣｏＱ１０でない。ＭＩＭは、本明細書で詳細に記載されたアッセイのいずれかを
使用して、当業者によって日常的に同定することができる。
【０１１０】
　いくつかの実施形態において、ＭＩＭは、ビタミンＢファミリーの化合物、またはビタ
ミンＢファミリーの化合物を備えるヌクレオシド、モノヌクレオチドもしくはジヌクレオ
チドを含む。ビタミンＢファミリーの化合物は、例えばチアミン（ビタミンＢ１）、ナイ
アシン（ニコチン酸またはビタミンＢ３としても公知）、またはピリドキシン（ビタミン
Ｂ６）ならびにパンテノール（プロビタミンＢ５）などのプロビタミンを含む。いくつか
の実施形態において、ＭＩＭは、チアミン、ナイアシンおよびピリドキシンからなる群よ
り選択される。ビタミンＢファミリーの化合物を備えるヌクレオシド、モノヌクレオチド
またはジヌクレオチドは例えば、アデニンまたはナイアシン（ニコチン酸）分子を含むヌ
クレオシド、モノヌクレオチドまたはジヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態におい
て、ＭＩＭは、アデノシン、アデノシン２リン酸（ＡＤＰ）、フラビンアデノシンジヌク
レオチド（ＦＡＤ、ビタミンＢ２およびＡＤＰの一部を備える）およびニコチン酸ジヌク
レオチドからなる群より選択される。
【０１１１】
　他の実施形態において、ＭＩＭはアミノ酸を含む。例示的なアミノ酸としては、例えば
、チロシン（例えば、Ｌ－チロシン）、システイン、フェニルアラニン（例えば、Ｌ－フ
ェニルアラニン）、およびアラニンが挙げられる。いくつかの実施形態において、アミノ
酸はフェニルアラニンまたはアラニンである。いくつかの実施形態において、ＭＩＭは、
４－ヒドロキシフェニルピルビン酸またはアセチルグリシンなどのアミノ酸誘導体を含む
。
【０１１２】
　いくつかの実施形態において、ＭＩＭはグルコース類似体、例えば１個の－ＯＨまたは
－ＣＨ２ＯＨ置換基が－ＣＯＯＨ、－ＣＯＯ－または－ＮＨ２置換基によって置換されて
いるグルコース分子である。グルコース類似体の例は、グルコサミン、グルクロン酸、グ
ルクロニドおよびグルクロン酸塩を含む。
【０１１３】
　いくつかの実施形態において、ＭＩＭは、式（Ｉ）の化合物から選択され：
【化１】

【０１１４】
　式中
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　ｎは０または１の整数であり；
　Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３およびＲ４は存在するとき、水素およびヒドロキシルからそれぞれ独
立して選択される、またはＲ１およびＲ２は、これらが結合されている炭素と共にまとめ
られてカルボニル（Ｃ＝Ｏ）基を形成し；
　Ｗは－ＣＯＯＨまたは－Ｎ（ＣＨ３）３

＋であり；ならびに
　Ｘは、水素、負の電荷またはＮａ＋などのアルカリ金属カチオンである。
【０１１５】
　ｎが０であるとき、ＣＨＲ３基がＷ置換基に結合されていることが理解される。
【０１１６】
　いくつかの実施形態において、Ｗは－Ｎ（ＣＨ３）３

＋である。いくつかの実施形態に
おいて、ＭＩＭは、Ｌ－カルニチンなどのカルニチンである。
【０１１７】
　いくつかの実施形態において、ＭＩＭはジカルボン酸である。いくつかの実施形態にお
いて、Ｗは－ＣＯＯＨである。いくつかの実施形態において、Ｒ３は水素である。いくつ
かの実施形態において、ｎは０である。いくつかの実施形態において、Ｒ１およびＲ２は
それぞれ独立して水素である。いくつかの実施形態において、Ｗは－ＣＯＯＨであり、Ｒ
３は水素であり、ｎは０であり、ならびにＲ１およびＲ２はそれぞれ独立して水素である
。いくつかの実施形態において、ｎは１である。いくつかの実施形態において、Ｒ１およ
びＲ２は、これらが結合されている炭素と共にまとめられてカルボニル（Ｃ＝Ｏ）基を形
成する。いくつかの実施形態において、Ｒ４は水素である。いくつかの実施形態において
、Ｒ４はヒドロキシルである。いくつかの実施形態において、Ｗは－ＣＯＯＨであり、Ｒ
３は水素であり、ｎは１であり、ならびにＲ１およびＲ２は、これらが結合されている炭
素と共にまとめられてカルボニル（Ｃ＝Ｏ）基を形成する。
【０１１８】
　いくつかの実施形態において、ＭＩＭはクレブス回路の中間体であり、過剰な中間体が
クレブス回路を生産的な酸化的リン酸化に向けて操縦する。ＭＩＭである例示的なクレブ
ス回路中間体は、コハク酸またはコハク酸塩、リンゴ酸またはリンゴ酸塩、およびα－ケ
トグルタル酸またはα－ケトグルタル酸塩を含む。
【０１１９】
　いくつかの実施形態において、ＭＩＭは、以下の構造を有する、ＣｏＱ１０の構成単位
である：
【化２】

【０１２０】
　それゆえ、ＣｏＱ１０の構成単位は、限定されるわけではないが、フェニルアラニン、
チロシン、４－ヒドロキシフェニルピルビン酸、フェニル酢酸、３－メトキシ－４－ヒド
ロキシマンデル酸、バニリン酸、４－ヒドロキシベンゾエート、メバロン酸、ファルネシ
ル、２，３－ジメトキシ－５－メチル－ｐ－ベンゾキノン、ならびに対応するその酸また
はイオンを含む。いくつかの実施形態において、ＭＩＭは、フェニルアラニン、チロシン
、４－ヒドロキシフェニルピルビン酸、フェニル酢酸および４－ヒドロキシベンゾエート
からなる群より選択される。
【０１２１】
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　（ｉ）ＭＩＭを同定する方法
　本発明は、ＭＩＭを同定する方法を提供する。ＭＩＭを同定する方法は、細胞への内因
性分子の外部からの添加および内因性分子の細胞、例えば細胞微小環境プロフィールに対
する効果の評価を包含する。細胞に対する効果は細胞、ｍＲＮＡ、タンパク質、脂質、お
よび／または代謝産物レベルの１つ以上で評価されて、細胞微小環境プロフィールにおけ
る改変を同定する。１実施形態において、細胞は例えばインビトロで培養された培養細胞
である。１実施形態において、細胞は生物中に存在する。内因性分子は、細胞に単一の濃
度で添加され得る、または細胞に一連の濃度にわたって添加され得る。１実施形態におい
て、内因性分子は対照の未処置細胞中の内因性分子のレベルと比較して、細胞中の内因性
分子のレベルが上昇するように細胞に添加される（例えば１．１倍、１．２倍、１．３倍
、１．４倍、１．５倍、１．６倍、１．７倍、１．８倍、１．９倍、２．０倍、３．０倍
、４．０倍、５．０倍、１０倍、１５倍、２０倍、２５倍、３０倍、３５倍、４０倍、４
５倍、５０倍またはそれ以上、上昇する）。
【０１２２】
　例えば形態、生理機能、および／または組成（例えばｍＲＮＡ、タンパク質、脂質、代
謝産物）のいずれか１つ以上における改変により検出されるような、細胞中の変化を誘導
する分子は、細胞微小環境プロフィールに対して誘導された変化が疾患細胞状態と正常な
細胞状態との間で異なるか否かを判定するためにさらに評価され得る。多様な組織源、細
胞タイプ、または疾患状態の細胞（例えば細胞培養系統）が、比較評価のために評価され
得る。例えば癌細胞の細胞微小環境プロフィールにおける誘導された変化は、非癌性また
は正常な細胞に誘導された変化と比較され得る。細胞の微小環境プロフィールにおける変
化を誘導すること（例えば細胞の形態、生理機能および／または組成、例えばｍＲＮＡ、
タンパク質、脂質もしくは代謝産物の変化を誘導する）および／または正常な細胞と比較
して罹患細胞の微小環境プロフィールにおける変化を示差的（例えば優先的）に誘導する
ことが観察される内因性分子は、ＭＩＭとして同定される。
【０１２３】
　本発明のＭＩＭは、脂質ベースＭＩＭまたは非脂質ベースＭＩＭであり得る。脂質ベー
スＭＩＭを同定する方法は、脂質ベース内因性分子が細胞に外部から添加される上記の細
胞ベース方法を包含する。好ましい実施形態において、脂質ベース内因性分子は、細胞中
の脂質ベース内因性分子のレベルが上昇するように、細胞に添加される。１実施形態にお
いて、脂質ベース内因性分子のレベルは、未処置対照細胞のレベルと比較して、１．１倍
、１．２倍、１．３倍、１．４倍、１．５倍、１．６倍、１．７倍、１．８倍、１．９倍
、２．０倍、３．０倍、４．０倍、５．０倍、１０倍、１５倍、２０倍、２５倍、３０倍
、３５倍、４０倍、４５倍、５０倍またはそれ以上、上昇する。脂質ベース分子の製剤お
よび細胞への送達は、試験された各分子の特性に依存するが、多くの方法が当分野で公知
である。脂質ベース分子の製剤および送達の例は、限定されるわけではないが、共溶媒に
よる可溶化、担体分子、リポソーム、分散剤、懸濁剤、ナノ粒子分散剤、乳剤、例えば水
中油型または油中水型乳剤、多相乳剤、例えば油中水中油型乳剤、ポリマー捕捉および封
入を含む。脂質ベースＭＩＭの細胞への送達は、質量分析法などの当分野で公知の所定の
方法による、細胞脂質の抽出およびＭＩＭの定量によって確認することができる。
【０１２４】
　非脂質ベースＭＩＭを同定する方法は、非脂質ベース内因性分子が細胞に外部から添加
される上記の細胞ベース方法を包含する。好ましい実施形態において、非脂質ベース内因
性分子は、細胞中の非脂質ベース内因性分子のレベルが上昇するように、細胞に添加され
る。１実施形態において、非脂質ベース内因性分子のレベルは、未処置対照細胞のレベル
と比較して、１．１倍、１．２倍、１．３倍、１．４倍、１．５倍、１．６倍、１．７倍
、１．８倍、１．９倍、２．０倍、３．０倍、４．０倍、５．０倍、１０倍、１５倍、２
０倍、２５倍、３０倍、３５倍、４０倍、４５倍、５０倍またはそれ以上、上昇する。非
脂質ベース分子の製剤および細胞への送達は、試験された各分子の特性に依存するが、多
くの方法が当分野で公知である。非脂質ベースの分子の製剤および送達の様式の例には、
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共溶媒による可溶化、担体分子、能動輸送、ポリマー捕捉または吸着、ポリマーグラフト
化、リポソーム封入およびターゲット化送達系を用いた製剤を含むがこれらに限定されな
い。非脂質ベースＭＩＭの細胞への送達は、質量分析法などの当分野で公知の所定の方法
による、細胞内容物の抽出およびＭＩＭの定量によって確認され得る。
【０１２５】
　２．エピメタボリックシフター（エピシフター）
　本明細書で使用する場合、「エピメタボリックシフター」（エピシフター）は、健常（
または正常な）状態から疾患状態へのおよびまたはその逆の代謝シフトを調節して、これ
によりヒトにおける細胞、組織、器官系および／または宿主の健康を維持または再建する
分子（内因性または外因性）である。エピシフターは、組織微小環境の正常化を達成する
ことができる。例えば、エピシフターは、細胞に添加されたまたは細胞で消耗されたとき
に、細胞の微小環境（例えば代謝状態）に影響を及ぼすことができるいずれの分子も含む
。当業者は、本発明のエピシフターが２つ以上の分子の混合物を含むことも意図され、混
合物が上述の機能の１つ以上によって特徴付けられることを認識するであろう。混合物中
の分子は、混合物がエピシフターとして機能するような比で存在する。エピシフターの例
は、限定されるわけではないが、ＣｏＱ－１０；ビタミンＤ３；フィブロネクチンなどの
ＥＣＭ構成要素；ＴＮＦαまたはインターロイキンのいずれかなどの免疫調節薬、例えば
ＩＬ－５、ＩＬ－１２、ＩＬ－２３；血管形成因子；およびアポトーシス因子を含む。
【０１２６】
　いくつかの実施形態において、エピシフターは、クレブス回路における１つ以上の反応
への触媒作用に直接関与する、またはクレブス回路中間体（過剰な中間体がクレブス回路
を操縦する）を産生するかのどちらかである酵素などの、酵素である。いくつかの実施形
態において、酵素は、トランスアルドラーゼ、またはトランスケトラーゼなどのペントー
スリン酸経路の非酸化的段階の酵素である。他の実施形態において、酵素は、シンターゼ
またはリガーゼなどの、クレブス回路を容易にする構成要素酵素または酵素複合体である
。例示的な酵素は、スクシニルＣｏＡシンターゼ（クレブス回路酵素）またはピルビン酸
カルボキシラーゼ（クレブス回路中間体であるオキサロ酢酸（ＯＡＡ）を形成するために
、ピルビン酸の可逆的カルボキシル化を触媒するリガーゼ）を含む。
【０１２７】
　いくつかの実施形態において、エピシフターはＣｏＱ１０の構成単位である。ＣｏＱ１
０の構成単位は、限定されるわけではないが、フェニルアラニン、チロシン、４－ヒドロ
キシフェニルピルビン酸、フェニル酢酸、３－メトキシ－４－ヒドロキシマンデル酸、バ
ニリン酸、４－ヒドロキシベンゾエート、メバロン酸、ファルネシル、２，３－ジメトキ
シ－５－メチル－ｐ－ベンゾキノン、ならびに対応するその酸またはイオンを含む。いく
つかの実施形態において、エピシフターは、フェニルアラニン、チロシン、４－ヒドロキ
シフェニルピルビン酸、フェニル酢酸および４－ヒドロキシベンゾエートからなる群より
選択される。
【０１２８】
　いくつかの実施形態において、エピシフターはビタミンＢファミリーの化合物である。
ビタミンＢファミリーの化合物は例えば、リボフラビン（ビタミンＢ２）、またはその類
似体を含む。エピシフターは、本明細書に記載する内因性ＭＩＭなどの、内因性ＭＩＭの
いずれにもインビボで代謝され得る、いずれの類似体またはプロドラッグも含む。
【０１２９】
　１実施形態において、エピシフターもＭＩＭである。１実施形態において、エピシフタ
ーはＣｏＱ１０でない。エピシフターは、本明細書で詳細に記載されたアッセイのいずれ
かを使用して、当業者によって日常的に同定することができる。
【０１３０】
　（ｉ）エピシフターを同定する方法
　エピメタボリックシフター（エピシフター）は、細胞の代謝状態を調節する、例えば健
常（または正常な）状態から疾患状態へのおよびまたはその逆の代謝シフトを誘導するこ
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とが可能である分子であり、これによりヒトにおける細胞、組織、器官系および／または
宿主の健康を維持または再建することが可能である。本発明のエピシフターはそれゆえ、
罹患状態の診断評価に有用性を有する。本発明のエピシフターは、エピシフターの適用ま
たは投与（他の治療分子によるエピシフターの調節）効果が組織微小環境および疾患状態
における正常化をもたらす治療用途においてさらなる有用性を有する。
【０１３１】
　エピメタボリックシフターの同定は概して、示差的な疾患状態、進行、または侵襲性を
提示する細胞または組織のパネルについて、例えば代謝産物、脂質、タンパク質またはＲ
ＮＡの分子プロフィール（個別のまたは併用されたプロフィール）を確立することを包含
する。レベルの変化（例えばレベルの上昇または低下）が疾患状態、進行または侵襲性に
相関するプロフィールからの分子は、潜在的エピシフターとして同定される。
【０１３２】
　１実施形態において、エピシフターはＭＩＭでもある。潜在的なエピシフターは、当分
野で公知のいくつもの所定の技法を使用することによって、および本明細書に記載する方
法のいずれかを使用することによって、細胞への外部からの添加時に細胞に進入するその
能力が評価され得る。例えば、潜在的エピシフターの細胞中への進入は、質量分析法など
の当分野で公知の所定の方法による、細胞内容物の抽出および潜在的エピシフターの定量
によって確認され得る。これにより、細胞に進入することができる潜在的エピシフターは
、ＭＩＭとして同定される。
【０１３３】
　エピシフターを同定するために、潜在的エピシフターは次に、細胞の代謝状態をシフト
する能力について評価される。潜在的エピシフターが細胞微小環境の代謝状態をシフトす
る能力は、細胞に潜在的エピシフターを導入すること（例えば外部から添加すること）な
らびに細胞において：遺伝子発現の変化（例えばｍＲＮＡもしくはタンパク質発現の変化
）、脂質もしくは代謝産物レベルの濃度変化、生体エネルギー分子レベルの変化、細胞エ
ネルギー特性の変化、および／またはミトコンドリアの機能もしくは数の変化の１つ以上
を監視することによって評価される。細胞微小環境の代謝状態をシフトすることが可能で
ある潜在的エピシフターは、本明細書で詳細に記載されたアッセイのいずれかを使用して
、当業者によって日常的に同定することができる。潜在的エピシフターは、罹患細胞の代
謝状態を正常な健常状態に向けてシフトする能力について（または反対に、正常細胞の代
謝状態をを罹患状態に向けてシフトする能力について）、さらに評価される。それゆえ、
罹患細胞の代謝状態を正常な健常状態に向けてシフトする（または健常な正常細胞の代謝
状態を罹患状態に向けてシフトする）ことが可能である潜在的エピシフターは、エピシフ
ターとして同定される。好ましい実施形態において、エピシフターは、正常細胞の健康お
よび／または増殖に悪影響を及ぼさない。
【０１３４】
　本発明のエピメタボリックシフターは、限定されるわけではないが、小型分子代謝産物
、脂質ベース分子、ならびにタンパク質およびＲＮＡを含む。小型分子内因性代謝産物の
クラスでエピメタボリックシフターを同定するために、示差的な疾患状態、進行、または
侵襲性を提示する細胞または組織のパネルについて、代謝産物プロフィールが確立される
。各細胞または組織の代謝産物プロフィールは、細胞または組織から代謝産物を抽出する
ことならびに次に例えば液体－クロマトグラフィー連結質量分析法またはガスクロマトグ
ラフィー連結質量分析法を含む、当業者に公知の所定の方法を使用して、代謝産物を同定
および定量することによって決定される。レベルの変化（例えばレベルの上昇または低下
）が疾患の状態、進行または侵襲性に相関する代謝産物は、潜在的エピシフターとして同
定される。
【０１３５】
　内因性脂質ベース分子のクラスでエピメタボリックシフターを同定するために、示差的
な疾患状態、進行、または侵襲性を提示する細胞または組織のパネルについて、脂質プロ
フィールが確立される。各細胞または組織の脂質プロフィールは、脂質抽出法と、続いて
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の例えば液体－クロマトグラフィー連結質量分析法またはガスクロマトグラフィー連結質
量分析法を含む、当業者に公知の所定の方法を使用する脂質の同定および定量によって決
定される。レベルの変化（大量または微量レベルの上昇または低下）が疾患の状態、進行
または侵襲性に相関する脂質は、潜在的エピシフターとして同定される。
【０１３６】
　タンパク質およびＲＮＡのクラスでエピメタボリックシフターを同定するために、示差
的な疾患状態、進行、または侵襲性を提示する細胞または組織のパネルについて、遺伝子
発現プロフィールが確立される。各細胞または組織の発現プロフィールは、例えば本明細
書に詳細に記載されているような標準プロテオミクス法、ｍＲＮＡアレイ法、またはゲノ
ムアレイ法を使用して、ｍＲＮＡレベルおよび／またはタンパク質レベルで決定される。
発現の変化（例えばｍＲＮＡまたはタンパク質レベルでの発現の上昇または低下）が疾患
の状態、進行または侵襲性に相関する遺伝子は、潜在的エピシフターとして同定される。
【０１３７】
　（例えば可溶性代謝産物、脂質ベース分子、タンパク質、ＲＮＡ、または他の生物学的
クラスの組成物について）上記の分子プロフィールがいったん確立されると、細胞および
生化学経路分析が行われて、細胞環境における同定された潜在的エピシフターの間の公知
の連関が解明される。このような細胞および／または生化学経路分析によって得られた本
情報は、経路および潜在的エピシフターを分類するために利用され得る。
【０１３８】
　エピシフターが疾患状態を調節する有用性は、当分野で公知のまたは本明細書で詳細に
記載されたいくつものアッセイを使用して、当業者がさらに評価および確認することがで
きる。エピシフターが疾患状態を調節する有用性は、エピシフターの細胞または生物への
直接外因性送達によって評価することができる。エピシフターが疾患状態を調節する有用
性はあるいは、エピシフター（例えばエピシフターのレベルまたは活性）を直接調節する
分子の発生によって評価することができる。エピシフターが疾患状態を調節する有用性は
また、エピシフターと同じ経路に配置された（例えばＲＮＡまたはタンパク質レベルで調
節される）遺伝子などの他の分子を調節することによる、エピシフター（例えばエピシフ
ターのレベルまたは活性）を間接的に調節する分子の発生によって評価することができる
。
【０１３９】
　本明細書に記載するエピメタボローム手法は、細胞微小環境に存在し、そのレベルが遺
伝子機構、ｍＲＮＡ機構、またはタンパク質ベース機構を通じて検知および管理される内
因性分子の同定を容易にする。本発明のエピシフターが引き起こす、正常細胞で見出され
る調節応答経路は、誤調節または罹患細胞環境における治療価値を提供し得る。加えて、
本明細書に記載するエピメタボリック手法は、臨床患者選択における、疾患診断キットに
おける、または予後指標としての使用のための診断指示を提供し得るエピシフターを同定
する。
【０１４０】
　ＩＩＩ．ＭＩＭ／エピシフターを同定するのに有用なアッセイ
　目的の分子および化合物を分離および同定するために用いた本発明の技法および方法は
、限定されるわけではないが：液体クロマトグラフィー（ＬＣ）、高速液体クロマトグラ
フィー（ＨＰＬＣ）、質量分析（ＭＳ）、ガスクロマトグラフィー（ＧＣ）、液体クロマ
トグラフィー／質量分析（ＬＣ－ＭＳ）、ガスクロマトグラフィー／質量分析（ＧＣ－Ｍ
Ｓ）、核磁気共鳴（ＮＭＲ）、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、フーリエ変換赤外（ＦＴ－Ｉ
Ｒ）、および誘導結合プラズマ質量分析（ＩＣＰ－ＭＳ）を含む。質量分析技法は、限定
されるわけではないが、扇形磁場２重収束型装置、透過型４重極装置、４重極イオントラ
ップ型装置、飛行時間型装置（ＴＯＦ）、フーリエ変換サイクロトロン共鳴型装置（ＦＴ
－ＭＳ）およびマトリックス支援レーザー脱離／イオン化飛行時間型質量分析（ＭＡＬＤ
Ｉ－ＴＯＦ　ＭＳ）の使用を含むことが、さらに理解される。
【０１４１】
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　生体エネルギー分子レベルの定量：
　環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）は、候補エピシフターが適用された
細胞の細胞生体エネルギー分子レベル（例えばＡＴＰ、ピルビン酸、ＡＤＰ、ＮＡＤＨ、
ＮＡＤ、ＮＡＤＰＨ、ＮＡＤＰ、アセチルＣｏＡ、ＦＡＤＨ２）の変化によって同定され
得る。生体エネルギー分子レベルの例示的なアッセイは、比色（ｃｏｌｏｒｏｍｅｔｒｉ
ｃ）、蛍光、および／または生物発光ベースの方法を使用する。このようなアッセイの例
は下で提供される。
【０１４２】
　細胞内のＡＴＰのレベルは、当分野で公知のいくつかのアッセイおよび系を用いて測定
することができる。例えば１つの系において、溶解細胞から放出された細胞質ＡＴＰは、
ルシフェリンおよび酵素ルシフェラーゼと反応して、光を産生する。本生物発光はバイオ
ルミノメータによって測定され、溶解細胞の細胞内ＡＴＰ濃度を計算することができる（
ＥｎｚｙＬｉｇｈｔ（商標）ＡＴＰアッセイキット（ＥＡＴＰ－１００）、ＢｉｏＡｓｓ
ａｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｈａｙｗａｒｄ、ＣＡ）。別の系において、例えばＡＴＰおよび
その脱リン酸化型のＡＤＰの両方が生物発光を介して計算される；ＡＴＰレベルが計算さ
れた後、ＡＤＰはＡＴＰに変換されて、次に同じルシフェラーゼ系（ＡｐｏＳＥＮＳＯＲ
（商標）　ＡＤＰ／ＡＴＰ比アッセイキット、ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ　Ｉｎｃ．、Ｍｏｕｎ
ｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ）を使用して検出および計算される。
【０１４３】
　ピルビン酸塩は、細胞代謝経路において重要な中間体である。ピルビン酸塩は、細胞の
代謝状態に応じて、糖新生を介して炭水化物に変換され得るか、アセチルＣｏＡを介して
脂肪酸に変換もしくは代謝され得るか、またはアラニンもしくはエタノールに変換され得
る。それゆえピルビン酸塩レベルの検出は、細胞試料の代謝性活性および状態の尺度を提
供する。ピルビン酸塩を検出する１つのアッセイは例えば、比色および蛍光定量の両方を
使用して、異なる範囲内でのピルビン酸濃度を検出する（ＥｎｚｙＣｈｒｏｍ（商標）ピ
ルビン酸アッセイキット（カタログ番号ＥＰＹＲ－１００）、ＢｉｏＡｓｓａｙ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ、Ｈａｙｗａｒｄ、ＣＡ）。
【０１４４】
　環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）は、細胞中での生体エネルギー分子
の発生および維持に関与している細胞中のミトコンドリアによって行われる、酸化的リン
酸化のプロセスに影響を及ぼし得る。細胞培養物および試料の細胞エネルギー特性の変化
を直接検出するアッセイ（後述する）に加えて、細胞中のミトコンドリアの別々の酵素お
よび複合体に対する化合物の効果を検出および定量するアッセイが存在する。例えばＭＴ
－ＯＸＣ　ＭｉｔｏＴｏｘ（商標）Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ＯＸＰＨＯＳ活性アッセイ（Ｍｉ
ｔｏＳｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）は、ミトコンドリアから抽出さ
れた複合体Ｉ～Ｖに直接適用された化合物の効果を検出および定量することができる。Ｎ
ＡＤＨデヒドロゲナーゼ（複合体Ｉ）、シトクロムｃオキシダーゼ（複合体ＩＶ）および
ＡＴＰシンターゼ（複合体Ｖ）などの個別のミトコンドリア複合体に対する効果の検出お
よび定量のアッセイも利用可能である（ＭｉｔｏＳｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．、Ｅｕｇｅ
ｎｅ、ＯＲ）。
【０１４５】
　細胞エネルギー特性の測定：
　環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）は、細胞エネルギー特性の変化によ
っても同定され得る。細胞エネルギー特性の測定の１例は、分子酸素の消費および／また
は細胞培養物の培地のｐＨの変化のリアルタイム測定である。例えば潜在的エピシフター
が細胞の代謝状態を調節する能力は、例えばＸＦ２４アナライザ（Ｓｅａｈｏｒｓｅ，Ｉ
ｎｃ．）を使用して分析され得る。本技術によって、細胞微小環境の生体エネルギーを評
価するための、細胞の単層における酸素およびｐＨ変化のリアルタイム検出が可能となる
。ＸＦ２４アナライザは、どちらも細胞エネルギー特性の主要な指標である、好気性代謝
の尺度である酸素消費速度（ＯＣＲ）および解糖の尺度である細胞外酸化（ＥＣＡＲ）を
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測定および比較する。
【０１４６】
　酸化的リン酸化およびミトコンドリア機能の測定
　酸化的リン酸化は、ミトコンドリアの膜に埋め込まれたタンパク質複合体を介して真核
生物中で行われる栄養化合物の酸化を介して、ＡＴＰが発生されるプロセスである。大半
の生物の細胞における主なＡＴＰ源として、酸化的リン酸化活性の変化は、細胞内での代
謝およびエネルギーバランスを強力に改変することができる。本発明のいくつかの実施形
態において、環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）は、酸化的リン酸化に対
するその効果によって検出および／または同定され得る。いくつかの実施形態において、
環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）は、限定されるわけではないが、電子
輸送鎖およびＡＴＰ合成を含む、酸化的リン酸化の特異的な態様に対するその効果によっ
て検出および／または同定され得る。
【０１４７】
　酸化的リン酸化に関与するプロセスを行うミトコンドリア膜埋込みタンパク質複合体は
、特異的タスクを実行し、Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩおよびＩＶとナンバリングされる。これらの
複合体は、内膜貫通膜ＡＴＰシンターゼ（複合体Ｖとしても公知）と共に、酸化的リン酸
化プロセスに関与する主要な実体である。環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフタ
ー）の、一般にミトコンドリア機能、および特に酸化的リン酸化プロセスに対する効果を
検査できるアッセイに加えて、個別の複合体に対するエピシフターの効果を、他の複合体
と別に検査するために使用できるアッセイが利用可能である。
【０１４８】
　ＮＡＤＨ－コエンザイムＱオキシドレダクターゼまたはＮＡＤＨデヒドロゲナーゼとし
ても公知の複合体Ｉは、電子輸送鎖中の第１のタンパク質である。いくつかの実施形態に
おいて、複合体ＩによるＮＡＤ＋の産生に対するエピシフターの効果の検出および定量が
行われ得る。例えば複合体は、９６ウェルプレート中の試料から免疫捕捉することができ
る；ＮＡＤＨからＮＡＤ＋への酸化は、４５０ｎＭにて吸光度の上昇を有する染料分子の
還元と同時に起こる（複合体Ｉ酵素活性マイクロプレート・アッセイ・キット、Ｍｉｔｏ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）。
【０１４９】
　シトクロムｃオキシダーゼ（ＣＯＸ）としても公知の複合体ＩＶは、電子輸送鎖中の最
後のタンパク質である。いくつかの実施形態において、シトクロムｃの酸化および複合体
ＩＶによる酸素の水への還元に対するエピシフターの効果の検出および定量が行われ得る
。例えばＣＯＸをマイクロウェルプレート中で免疫捕捉して、ＣＯＸの酸化を比色アッセ
イ（複合体ＩＶ酵素活性マイクロプレート・アッセイ・キット、ＭｉｔｏＳｃｉｅｎｃｅ
ｓ　Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）によって測定することができる。
【０１５０】
　酸化的リン酸化プロセスの最後の酵素は、他の複合体によって生成されたプロトン勾配
を使用して、ＡＤＰからのＡＴＰの合成を促進する、ＡＴＰシンターゼ（複合体Ｖ）であ
る。いくつかの実施形態において、ＡＴＰシンターゼの活性に対するエピシフターの効果
の検出および定量が行われ得る。例えば試料中のＡＴＰシンターゼの活性およびＡＴＰシ
ンターゼの量はどちらも、マイクロウェル・プレート・ウェル中で免疫捕捉されたＡＴＰ
シンターゼについて測定され得る。酵素は、ある条件下でＡＴＰアーゼとしても機能する
ことができ、それゆえＡＴＰシンターゼ活性についての本アッセイにおいて、ＡＴＰがＡ
ＤＰに還元される速度は、ＮＡＤＨのＮＡＤ＋への同時酸化を検出することによって測定
される。ＡＴＰの量は、ＡＴＰアーゼに標識された抗体を使用して計算される（ＡＴＰシ
ンターゼ・デュプレクシング（活性＋量）マイクロプレート・アッセイ・キット、Ｍｉｔ
ｏＳｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）。酸化的リン酸化の追加のアッセ
イは、複合体ＩＩおよびＩＩＩの活性に対する効果を試験するアッセイを含む。例えばＭ
Ｔ－ＯＸＣ　ＭｉｔｏＴｏｘ（商標）Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ＯＸＰＨＯＳシステム（Ｍｉｔ
ｏＳｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）を使用して、複合体ＩＩおよびＩ
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ＩＩならびに複合体Ｉ、ＩＶおよびＶに対する効果を評価し、酸化的リン酸化系全体に対
する化合物の効果についてのデータを提供することができる。
【０１５１】
　上記のように、無処置細胞試料のリアルタイム観察は、細胞培養培地における酸素消費
およびｐＨの変化のためのプローブを使用して行うことができる。細胞エネルギー特性の
これらのアッセイは、ミトコンドリア機能の大まかな概要および試料の細胞内のミトコン
ドリアの活性に対する潜在的環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）の効果を
提供する。
【０１５２】
　環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）は、ミトコンドリア膜透過性遷移孔
（ＭＰＴＰ）の形成のために透過性の上昇を経験する現象である、ミトコンドリア膜透過
性遷移（ＭＰＴ）にも影響を及ぼし得る。ミトコンドリア透過性の上昇は、ミトコンドリ
ア膨潤、すなわち酸化的リン酸化およびＡＴＰ発生および細胞死の実行不能をもたらすこ
とができる。ＭＰＴは、アポトーシスの誘導に関与し得る（例えば、参照によりその全体
が本明細書に組み入れられている、Ｈａｌｅｓｔｒａｐ，Ａ．Ｐ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓ
ｏｃ．Ｔｒａｎｓ．３４：２３２－２３７（２００６）およびＬｅｎａ，Ａ．ｅｔ　ａｌ
．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｄ．７：１３－２６（２０
０９）を参照）。
【０１５３】
　いくつかの実施形態において、ＭＰＴおよびＭＰＴＰの形成、中断および／または遂行
に対する環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）の効果の検出および定量が測
定される。例えばアッセイは、ミトコンドリアおよび他のサイトゾルコンパートメントの
内膜内に局在する特殊化染料分子（カルセイン）の使用を通じて検出することができる。
別の分子、ＣｏＣｌ２の適用は、サイトゾル中でのカルセイン染料の蛍光をスケルチする
よう働く。しかしＣｏＣｌ２はミトコンドリア内部にアクセスできず、それゆえＭＰＴが
起こって、ＣｏＣｌ２がＭＰＴＰを介してミトコンドリア内部にアクセスできない限り、
ミトコンドリア中のカルセイン蛍光はスケルチされない。ミトコンドリア特異的蛍光シグ
ナルの消失は、ＭＰＴの発生を通知する。フローサイトメトリが使用されて、細胞および
細胞小器官の蛍光を評価することができる（ＭｉｔｏＰｒｏｂｅ（商標）遷移孔アッセイ
キット、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）。追加のアッセイは
、実験結果を評価するために蛍光顕微鏡を利用する（Ｉｍａｇｅ－ｉＴ（商標）　ＬＩＶ
Ｅミトコンドリア遷移孔アッセイキット、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅ
ｎｅ、ＯＲ）。
【０１５４】
　細胞増殖および炎症の測定
　本発明のいくつかの実施形態において、環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフタ
ー）は、細胞増殖および／または炎症に関連する分子の産生または活性に対するその影響
によって同定および評価され得る。これらの分子は、限定されるわけではないが、サイト
カイン、成長因子、ホルモン、細胞外マトリックスの構成要素、ケモカイン、神経ペプチ
ド、神経伝達物質、ニューロトロフィンおよび細胞シグナル伝達に関与する他の分子、な
らびにシグナル伝達に関与する細胞内分子などの細胞内分子を含む。
【０１５５】
　血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）は、強力な血管形成特性、血管特性および分裂促進特性
を有する成長因子である。ＶＥＧＦは内皮透過性および膨潤を刺激し、ＶＥＧＦ活性は、
関節リウマチ、転移性癌、老年性黄斑変性および糖尿病性網膜症を含む多数の疾患および
障害に関わっている。
【０１５６】
　本発明のいくつかの実施形態において、環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフタ
ー）は、ＶＥＧＦの産生に対するその効果によって同定および特徴付けされ得る。例えば
低酸素条件またはアシドーシスを模倣する条件で維持された細胞は、ＶＥＧＦ産生の向上
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を呈するであろう。培地中に分泌されたＶＥＧＦは、ＥＬＩＳＡまたは、利用可能な抗Ｖ
ＥＧＦ抗体（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）を使用する他の
抗体ベースアッセイを使用してアッセイすることができる。本発明のいくつかの実施形態
において、エピシフターは、細胞のＶＥＧＦへの応答性に対するその効果に基づいておよ
び／またはＶＥＧＦ受容体の発現もしくは活性に対するその効果に基づいて同定および／
または特徴付けされ得る。
【０１５７】
　腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）は、健常免疫系機能ならびに自己免疫疾患の両方に関わり、炎
症および免疫系活性化の主要なメディエータである。本発明のいくつかの実施形態におい
て、エピシフターは、ＴＮＦの産生または活性に対するその効果によって同定および特徴
付けされ得る。例えば培養細胞により産生され、培地中に分泌されたＴＮＦは、ＥＬＩＳ
Ａおよび当分野で公知の他の抗体ベースアッセイを介して定量することができる。さらに
、いくつかの実施形態において、環境影響因子は、ＴＮＦの受容体（ヒトＴＮＦ　ＲＩ　
Ｄｕｏｓｅｔ、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）の発現に対す
るその効果によって同定および特徴付けされ得る。
【０１５８】
　細胞外マトリックス（ＥＣＭ）の構成要素は、細胞および組織の構造ならびにシグナル
伝達プロセスの両方において役割を果たす。例えば潜在型形質転換成長因子ベータ結合タ
ンパク質は、ＥＣＭ内に形質転換成長因子ベータ（ＴＧＦβ）のリザーバを生成するＥＣ
Ｍ構成要素である。マトリックス結合ＴＧＦβは、マトリックス再構築のプロセスの間に
放出され、付近の細胞に成長因子効果を及ぼすことができる（Ｄａｌｌａｓ，Ｓ．Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１３９：２３１－２４３（２０００））。
【０１５９】
　いくつかの実施形態において、環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）は、
培養された細胞のＥＣＭの生成に対するその効果によって同定および特徴付けされ得る。
研究者らは、細胞によるＥＣＭの生成、ならびにＥＣＭの組成を研究および定量すること
ができる技法を開発してきた。例えば細胞によるＥＣＭの合成は、インキュベーションの
前に細胞をハイドロゲルに埋込むことによって評価することができる。細胞によって発生
したＥＣＭに対する生化学的分析および他の分析は、細胞収集およびハイドロゲルの消化
の後に遂行される（Ｓｔｒｅｈｉｎ，Ｉ．ａｎｄ　Ｅｌｉｓｓｅｅｆｆ，Ｊ．Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．５２２：３４９－３６２（２００９））。
【０１６０】
　いくつかの実施形態において、生物中のＥＣＭまたはその構成要素の１つの産生、状態
または欠失に対する環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）の効果は同定およ
び特徴付けされ得る。別々の種類の細胞中でまたは発生のあるステージにおいてのみ特定
のＥＣＭ遺伝子のノックアウトを可能にする条件的ノックアウト（ＫＯ）マウスを生成す
る技法が開発されている（Ｂｒａｎｃａｃｃｉｏ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏ．５２２：１５－５０（２００９））。特定の組織中でまたは発生の
特定のステージにおける特定のＥＣＭ構成要素の活性または非存在に対するエピシフター
または潜在的エピシフターの適用または投与の効果は、それゆえ評価され得る。
【０１６１】
　原形質膜完全性および細胞死の測定
　環境影響因子（例えばＭＩＭまたはエピシフター）は、細胞死の見込みの上昇または低
下を証明する、アポトーシス、壊死もしくは細胞変化を受ける細胞試料の原形質膜完全性
の変化および／または細胞の数もしくはパーセンテージの変化によって同定され得る。
【０１６２】
　乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）のアッセイは、細胞ステータスおよび損傷のレベルの
測定を提供することができる。ＬＤＨは、安定で比較的豊富な細胞質酵素である。原形質
膜が物理的完全性を失うとき、ＬＤＨは細胞外コンパートメントへ逃れる。ＬＤＨのより
高い濃度は、原形質膜損傷および細胞死のより高いレベルと相関する。ＬＤＨアッセイの
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例は、試料中のＬＤＨのレベルを検出および定量する比色系を使用し、テトラゾリウム塩
の還元型がＬＤＨ酵素の活性を介して産生されるアッセイを含む（ＱｕａｎｔｉＣｈｒｏ
ｍ（商標）乳酸デヒドロゲナーゼキット（ＤＬＤＨ－１００）、ＢｉｏＡｓｓａｙ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ、Ｈａｙｗａｒｄ、ＣＡ；ＬＤＨ細胞傷害性検出キット、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、
Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ）。
【０１６３】
　アポトーシスは、多種多様の異なる開始イベントを有し得るプログラムされた細胞死の
プロセスである。いくつかのアッセイを使用して、アポトーシスを受ける細胞の速度およ
び／または数の変化を検出することができる。アポトーシスを検出および定量するために
使用される１種類のアッセイは、カスパーゼ（ｃａｐａｓｅ）アッセイである。カスパー
ゼ（Ｃａｐａｓｅ）は、アポトーシスの間のタンパク質分解切断を介して活性化される、
アスパラギン酸特異的システインプロテアーゼである。活性化カスパーゼ（ｃａｐａｓｅ
）を検出するアッセイの例は、ＰｈｉＰｈｉＬｕｘ（登録商標）（ＯｎｃｏＩｍｍｕｎｉ
ｎ，Ｉｎｃ．、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）およびＣａｓｐａｓｅ－Ｇｌｏ（登録
商標）　３／７アッセイシステム（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ
）を含む。比較試料中でアポトーシスを受けている細胞のパーセンテージまたは数の変化
を検出できる追加のアッセイは、ＴＵＮＥＬ／ＤＮＡ断片化アッセイを含む。これらのア
ッセイは、アポトーシスの実行段階の間にヌクレアーゼによって発生した１８０～２００
塩基対ＤＮＡフラグメントを検出する。例示的なＴＵＮＥＬ／ＤＮＡ断片化は、インサイ
チュー細胞死検出キット（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｉｎｄｉａｎ
ａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）およびＤｅａｄＥｎｄ（商標）比色および蛍光定量ＴＵＮＥＬシス
テム（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）を含む。
【０１６４】
　いくつかのアポトーシスアッセイは、アポトーシスおよび／または非アポトーシス状態
に関連するタンパク質を検出および定量する。例えばＭｕｌｔｉＴｏｘ－Ｆｌｕｏｒ　Ｍ
ｕｌｔｉｐｌｅｘ細胞傷害性アッセイ（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、
ＷＩ）は、単一基質の蛍光定量（ｆｌｕｏｒｉｍｅｔｒｉｃ）システムを使用して、生細
胞および死細胞に特異的なプロテアーゼを検出および定量し、それゆえ細胞または組織試
料における生細胞の、アポトーシスを受けた細胞に対する比を提供する。
【０１６５】
　アポトーシスを検出または定量するために利用可能な追加のアッセイは、細胞透過性（
例えばＡＰＯＰｅｒｃｅｎｔａｇｅ（商標）アポトーシスアッセイ、Ｂｉｏｃｏｌｏｒ、
英国）およびアネキシンＶについてのアッセイ（例えばアネキシンＶ－ビオチンアポトー
シス検出キット、ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ　Ｉｎｃ．，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ）
を含む。
【０１６６】
　ＩＶ．本発明の使用
　本発明は、被験体が代謝性障害に罹患しているか否かをアッセイするための方法を提供
する。本発明の方法は、代謝性障害および／または代謝性障害について処置された被験体
の生存を予後診断するために熟練の実務者によって使用される任意の他の方法と併せて実
施することができる。例えば、本発明の方法は、被験体から得られた試料の形態学的また
は細胞学的分析と併せて実施されてもよい。細胞学的方法には、任意の他の分子マーカー
の、それ自体の、他のマーカーと併せての、および／またはＳｈｃマーカーと組み合わせ
ての免疫組織学的または免疫蛍光検出（および適切な場合、定量）が含まれる。他の方法
には、インサイチュＰＣＲによる、または組織を抽出することおよびリアルタイムＰＣＲ
によって他のマーカーを定量することによる、他のマーカーの検出が含まれる。ＰＣＲは
ポリメラーゼ連鎖反応として定義される。
【０１６７】
　被験体における代謝性障害を処置するための処置レジメンの有効性を評価するための方
法もまた提供される。これらの方法において、試料対（第１の試料は処置レジメンに供さ



(40) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

れておらず、第２の試料は処置レジメンの少なくとも一部に供されている）におけるマー
カーの量が評価される。
【０１６８】
　本明細書に記載される方法を使用して、特に、細胞膜を横切ることが可能であるように
十分に小さい分子を含む種々の分子が、本発明のマーカーの発現および／または活性を調
節、例えば、増加する分子を同定するためにスクリーニングされてもよい。そのように同
定される化合物は、被験体における代謝性障害を阻害するために、または被験体における
代謝性障害を処置するために、被験体に提供できる。
【０１６９】
　Ｖ．本発明のマーカー
　本発明は、表２～４および６～２９に列挙されるマーカー（本明細書中以後、「バイオ
マーカー」、「マーカー」、または「本発明のマーカー」）に関する。本発明は、マーカ
ーによってコードされるか、またはマーカーに対応する核酸およびタンパク質（本明細書
中以後、それぞれ、「マーカー核酸」および「マーカータンパク質」）を提供する。これ
らのマーカーは、代謝性障害の存在についてスクリーニングすること、被験体が代謝性障
害を発症する素因があるか否かを予測すること、代謝性障害を処置するための化合物を同
定すること、および代謝性障害を処置するための治療の有効性または環境影響因子化合物
の有効性を評価することにおいて特に有用である。
【０１７０】
　本発明のある実施形態において、１つ以上のバイオマーカーは、本発明の方法と関連し
て使用される。本明細書で使用される場合、「１つ以上のバイオマーカー」は、バイオマ
ーカーの開示されたリストにおける少なくとも１つのバイオマーカーがアッセイされるこ
とを意味することが意図され、種々の実施形態において、リストに示される１つより多く
のバイオマーカーがアッセイされてもよく、例えば、リスト中のバイオマーカーの２個、
３個、４個、５個、１０個、２０個、３０個、４０個、５０個、５０個より多く、または
すべてがアッセイされてもよい。
【０１７１】
　「マーカー」は遺伝子であり、正常または健常な組織または細胞におけるその発現レベ
ルからの組織または細胞におけるその遺伝子の発現レベルの変化が、代謝性障害などの疾
患状態と関連している。「マーカー核酸」は、本発明のマーカーによってコードされるか
、またはそれに対応する核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ）である。このようなマーカ
ー核酸には、任意の配列番号（ヌクレオチド）の全体配列または部分配列またはこのよう
な配列の相補物を含むＤＮＡ（例えば、ｃＤＮＡ）が含まれる。マーカー核酸は、任意の
配列番号（ヌクレオチド）の全体配列または部分配列またはこのような配列の相補物を含
むＲＮＡもまた含み、ここでは、すべてのチミジン残基がウリジン残基に置き換えられて
いる。「マーカータンパク質」は、本発明のマーカーによってコードされるかまたはそれ
に対応するタンパク質である。マーカータンパク質は、配列番号（アミノ酸）のいずれか
の全体配列または部分配列を含む。「タンパク質」および「ポリペプチド」という用語は
、交換可能に使用される。
【０１７２】
　「アポトーシスと関連するマーカー」は、アポトーシス経路に関与するマーカーである
。例えば、アポトーシスに関与するマーカーには、表６Ａ、６Ｂ、７～９、２５、および
２８において列挙されているマーカーが含まれるがこれらに限定されない。具体的には、
アポトーシスに関連するマーカーには、Ｂｃｌ－ｘｌ、Ｂｃｌ－ｘＳ、ＢＮＩＰ－２、Ｂ
ｃｌ－２、Ｂｉｒｃ６、Ｂｃｌ－２－Ｌ１１（Ｂｉｍ）、ＸＩＡＰ、ＢＲＡＦ、Ｂａｘ、
ｃ－Ｊｕｎ、Ｂｍｆ、ＰＵＭＡ、およびｃＭｙｃが含まれる。
【０１７３】
　「酸化ストレスと関連するマーカー」は、酸化ストレス経路に関与するマーカーである
。例えば、「酸化ストレスと関連するマーカー」には、表１０～１２に列挙されるマーカ
ーが含まれるがこれらに限定されない。具体的には、酸化ストレスに関連するマーカーに
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は、好中球サイトゾル因子２、一酸化窒素シンターゼ２Ａ、およびスーパーオキシドディ
スムターゼ２（ミトコンドリア）が含まれる。
【０１７４】
　「熱ショックと関連するマーカー」は、熱ショックに関与するマーカーである。例えば
、熱ショックと関連するマーカーには、表１３において列挙されるマーカーが含まれるが
これらに限定されない。
【０１７５】
　「血管形成と関連するマーカー」は、血管形成経路に関与するマーカーである。例えば
、血管形成と関与するマーカーには、表２４および２７に列挙されるマーカーが含まれる
がこれらに限定されない。
【０１７６】
　「糖尿病に関連するマーカー」は、糖尿病に関与するマーカーである。例えば、糖尿病
に関連するマーカーは、表１４～１７、２３、および２６に列挙されるマーカーが含まれ
るがこれらに限定されない。
【０１７７】
　「代謝性障害関連」体液は、患者の身体中にあるとき、代謝細胞と接触するかもしくは
それを横切り、または代謝細胞から抜け落ちた細胞もしくはタンパク質が通過できる流体
である。例示的な代謝性障害関連体液には、血液（例えば、全血、血清、血小板が除かれ
た血液）が含まれ、以下により詳細に記載される。特に、細胞が転移性のとき、多くの代
謝性障害関連体液が、その中に代謝性細胞を有することができる。代謝性細胞を含むこと
ができる、細胞含有流体には、全血、血小板が除かれた血液、リンパ液、および尿が含ま
れるがこれらに限定されない。
【０１７８】
　マーカーの発現の「正常」レベルは、代謝性障害に罹患していないヒト被験体または患
者の細胞中でのマーカーの発現レベルである。
【０１７９】
　マーカーの「過剰発現」または「高レベルの発現」とは、発現を評価するために利用さ
れるアッセイの標準誤差より大きな試験試料中の発現レベルをいい、対照試料（例えば、
マーカー関連疾患を、すなわち、代謝性障害を有さない健常被験体からの試料）中のマー
カーの発現レベル、好ましくは、いくつかの対照試料中のマーカーの平均発現レベルの好
ましくは少なくとも２倍、より好ましくは３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、
または１０倍である。
【０１８０】
　マーカーの「より低いレベルの発現」とは、対照試料（例えば、マーカー関連疾患、す
なわち、代謝性障害を有さない健常被験体からの試料）中のマーカーの発現レベル、好ま
しくは、いくつかの対照試料中のマーカーの平均発現レベルよりも少なくとも２倍、より
好ましくは３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、または１０倍低い試験試料中の
発現レベルをいう。
【０１８１】
　「転写されたポリヌクレオチド」または「ヌクレオチド転写物」は、ポリヌクレオチド
（例えば、ｍＲＮＡ、ｈｎＲＮＡ、ｃＤＮＡ、またはこのようなＲＮＡもしくはｃＤＮＡ
のアナログ）であり、これは、本発明のマーカーの転写、ならびに、もしあれば、ＲＮＡ
転写物および通常の転写後プロセシング（例えば、スプライシング）、およびＲＮＡ転写
物の逆転写によって造られた成熟ｍＲＮＡのすべてまたは一部と相補的であるかまたは相
同である。
【０１８２】
　「相補的」とは、２つの核酸鎖の領域間、または同じ核酸鎖の２つの領域間での配列相
補性の広い概念をいう。第１の核酸領域のアデニン残基は、第１の領域に対して逆平行で
ある第２の核酸領域の残基と、その残基がチミンまたはウラシルである場合に、特定の水
素結合（「塩基対形成」）が可能であることが知られている。同様に、第１の核酸鎖のシ
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トシン残基は、第１の鎖に対して逆平行である第２の核酸鎖の残基と、その残基がグアニ
ンである場合に、塩基対形成が可能であることが知られている。２つの核酸が逆平行様式
で配置され、第１の領域の少なくとも１個のヌクレオチド残基が第２の領域の残基と塩基
対形成可能である場合に、核酸の第１の領域は同じかまたは異なる核酸の第２の領域に相
補的である。好ましくは、第１の領域は第１の部分を含み、第２の領域は第２の部分を含
み、それによって、第１の部分および第２の部分は逆平行様式に配置され、第１の部分の
少なくとも約５０％、好ましくは少なくとも約７５％、少なくとも約９０％、または少な
くとも約９５％のヌクレオチド残基が、第２の部分におけるヌクレオチド残基と塩基対形
成が可能である。より好ましくは、第１の部分のすべてのヌクレオチド残基は、第２の部
分のヌクレオチド残基と塩基対形成が可能である。
【０１８３】
　「相同的」とは、本明細書で使用される場合、同じ核酸鎖の２つの領域間、または２つ
の異なる核酸鎖の領域間でのヌクレオチド配列類似性をいう。両方の領域中のヌクレオチ
ド残基の位置が同じヌクレオチド残基によって占められるとき、これらの領域はその位置
において相同である。各領域の少なくとも１つのヌクレオチド残基位置が同じ残基によっ
て占められる場合、第１の領域は第２の領域に対して相同である。２つの領域間の相同性
は、同じヌクレオチド残基によって占められる２つの領域のヌクレオチド残基の位置の割
合によって表現される。例として、ヌクレオチド配列５’－ＡＴＴＧＣＣ－３’を有する
領域およびヌクレオチド配列５’－ＴＡＴＧＧＣ－３’を有する領域は５０％相同性を共
有する。好ましくは、第１の領域は第１の部分を有し、第２の領域は第２の部分を有し、
それによって、各々の部分のヌクレオチド残基位置の少なくとも約５０％、好ましくは少
なくとも約７５％、少なくとも約９０％、または少なくとも約９５％が同じヌクレオチド
残基によって占められる。より好ましくは、各々の部分のすべてのヌクレオチド残基位置
が同じヌクレオチド残基によって占められる。
【０１８４】
　「本発明のタンパク質」は、マーカータンパク質およびそれらのフラグメント、改変体
マーカータンパク質およびそれらのフラグメント、マーカーまたは改変体マーカータンパ
ク質の少なくとも１５アミノ酸セグメントを含むペプチドおよびポリペプチド、ならびに
マーカーもしくは改変体マーカータンパク質、またはマーカーまたは改変体マーカータン
パク質の少なくとも１５アミノ酸セグメントを含む融合タンパク質を包含する。
【０１８５】
　本発明はさらに、本発明のマーカータンパク質およびマーカータンパク質のフラグメン
トと特異的に結合する、抗体、抗体誘導体、および抗体フラグメントを提供する。本明細
書中で他に特定されない限り、「抗体」という用語は、天然に存在する型の抗体（例えば
、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥ）、ならびに単鎖抗体、キメラおよびヒト化抗体、多
特異的抗体などの組換え抗体、ならびにフラグメントおよび誘導体が少なくとも抗原結合
部位を有する前述のすべてのフラグメントおよび誘導体を広範に包含する。抗体誘導体は
、抗体に結合体化されたタンパク質または化学部分を含んでもよい。
【０１８６】
　ある実施形態において、バイオマーカーはインスリン受容体経路の調節因子である。あ
る実施形態において、バイオマーカーはインスリン受容体に結合する。ある実施形態にお
いて、バイオマーカーは糖尿病関連遺伝子である。糖尿病関連遺伝子には、例えば、表２
３に列挙される遺伝子が含まれる。ある実施形態において、バイオマーカーは酸化ストレ
スに関与する。ある実施形態において、バイオマーカーは、カスパーゼ調節因子、例えば
、カスパーゼ活性化因子またはカスパーゼインヒビターである。ある実施形態において、
バイオマーカーは細胞増殖に関与する。他の実施形態において、バイオマーカーは、細胞
周期調節およびＤＮＡ合成に関与する。なお他の実施形態において、バイオマーカーは、
解糖および代謝、例えば、ペントースリン酸経路およびミトコンドリア酸化代謝に関与す
る。さらなる実施形態において、バイオマーカーは分子輸送に関与する。ある実施形態に
おいて、バイオマーカーは細胞シグナル伝達に関与する。他の実施形態において、バイオ
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マーカーは、糖尿病および酸化ストレス、例えば、解糖経路およびインスリン処理に関与
する。なお他の実施形態において、バイオマーカーは１４－３－３媒介シグナル伝達に関
与する。さらなる実施形態において、バイオマーカーは、セラミドシグナル伝達に関与す
る。ある実施形態において、バイオマーカーはミトコンドリアタンパク質輸送に関与する
。他の実施形態において、バイオマーカーは脂肪細胞分化に関与する。なお他の実施形態
において、バイオマーカーは脂質およびコレステロール代謝に関与する。ある実施形態に
おいて、バイオマーカーは膜流動性に関与する。他の実施形態において、バイオマーカー
は免疫調節に関与する。なお他の実施形態において、バイオマーカーはゲノム安定性に関
与する。さらなる実施形態において、バイオマーカーは細胞外マトリックスタンパク質完
全性に関与する。ある実施形態において、バイオマーカーは膜輸送に関与する。他の実施
形態において、バイオマーカーは酸化制御に関与する。ある実施形態において、バイオマ
ーカーはペントースリン酸経路に関与する。ある実施形態において、バイオマーカーは腫
瘍壊死因子受容体スーパーファミリーのメンバーである。ある実施形態において、バイオ
マーカーはアラキドン酸代謝に関与する。ある実施形態において、バイオマーカーは本明
細書中上記に示された経路の２つ以上に関与する。ある実施形態において、バイオマーカ
ーは本明細書中上記に示された経路の３つ以上、４つ以上、５つ以上などに関与するある
実施形態において、１つより多くのバイオマーカーが、本発明に関連して利用される。こ
れらの実施形態において、バイオマーカーは、各々個別に、本明細書中上記に示された経
路の１つ以上、２つ以上、３つ以上、４つ以上、５つ以上などに関与する。
【０１８７】
　ある実施形態において、特定の挙げられた遺伝子が、処置後の異なる期間または各種の
濃度の潜在的な環境影響因子（例えばＣｏＱ１０）による処置などの、１を超える処置条
件に関連している場合、その特定の遺伝子の倍率変化は最長記録処置時間を指す。他の実
施形態において、その特定の遺伝子の倍率変化は、最短記録処置時間を指す。他の実施形
態において、その特定の遺伝子の倍率変化は、ｅｎｖ影響因子（例えばＣｏＱ１０）の最
高濃度による処置を指す。他の実施形態において、その特定の遺伝子の倍率変化は、ｅｎ
ｖ影響因子（例えばＣｏＱ１０）の最低濃度による処置を指す。また他の実施形態におい
て、その特定の遺伝子の倍率変化は、ｅｎｖ影響因子の治療効果と一致する方式における
調節（例えば上方または下方調節）を指す。
【０１８８】
　特定の実施形態において、正または負の倍率変化とは、表２～４および６～２９および
６４～６９のいずれかに列挙される、任意の遺伝子の変化をいう。特定の実施形態におい
て、正または負の倍率変化とは、表２～４および６～２９および６４～６９のいずれかに
列挙されるが、１個の表が除外される（例えば、表１以外、表５以外など）、任意の遺伝
子の変化をいう。特定の実施形態において、正または負の倍率変化とは、表２～４および
６～２９および６４～６９のいずれかに列挙されるが、任意の２個の表が除外される（例
えば、表１および５以外、表２および１６以外など）、任意の遺伝子の変化をいう。特定
の実施形態において、正または負の倍率変化とは、表２～４および６～２９および６４～
６９のいずれかに列挙されるが、任意の３個の表が除外されるか、または任意の４個の表
が除外されるか、または任意の５個、６個、７個、８個、９個、１０個、またはそれ以上
の表が除外される、任意の遺伝子の変化をいう。特定の実施形態において、正または負の
倍率変化とは、表２～４および６～２９および６４～６９のいずれかに列挙されるが、表
１、５、９、１２、および５９が除外される、任意の遺伝子の変化をいう。
【０１８９】
　本明細書で使用する場合、「正の倍率変化」は、関連する表に挙げられた遺伝子の「上
方調節」または「（発現の）上昇」を指す。
【０１９０】
　本明細書で使用する場合、「負の倍率変化」は、関連する表に挙げられた遺伝子の「下
方調節」または「（発現の）低下」を指す。
【０１９１】
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　本発明の種々の態様は以下のサブセクションにおいてさらに詳細に説明される。
【０１９２】
１．単離された核酸分子
　本発明の１つの態様は、マーカータンパク質またはその一部をコードする核酸を含む単
離された核酸分子に関する。本発明の単離された核酸には、マーカー核酸分子を同定する
ためのハイブリダイゼーションプローブとしての使用のために十分な核酸分子、およびマ
ーカー核酸分子のフラグメント、例えば、マーカー核酸分子の増幅または変異のためのＰ
ＣＲプライマーとしての使用のために適切なものもまた含まれる。本明細書で使用される
場合、「核酸分子」という用語は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）
およびＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）およびヌクレオチドアナログを使用して生成され
たＤＮＡまたはＲＮＡのアナログを含むことが意図される。核酸分子は、一本鎖または二
本鎖であり得るが、好ましくは二本鎖ＤＮＡである。
【０１９３】
　「単離された」核酸分子は、核酸分子の天然の供給源に存在する他の核酸分子から分離
されているものである。１つの実施形態において、「単離された」核酸分子は、その核酸
が由来する生物のゲノムＤＮＡ中の核酸（すわわち、核酸の５‘および３’末端に位置す
る配列）に天然に隣接する配列（好ましくは、タンパク質コード配列）を含まない。例え
ば、種々の実施形態において、単離された核酸分子は、その核酸が由来する細胞のゲノム
ＤＮＡ中の核酸分子に天然に隣接するヌクレオチド配列の約５ｋＢ、４ｋＢ、３ｋＢ、２
ｋＢ、１ｋＢ、０．５ｋＢｏｒ０．１ｋＢ未満を含むことができる。別の実施形態におい
て、「単離された」核酸分子、例えば、ｃＤＮＡ分子は、組換え技術によって産生された
ときには他の細胞物質もしくは培養培地を実質的に含まず、または化学合成された場合に
は、化学前駆体もしくは他の化学物質を実質的に含まないことがあり得る。細胞物質を実
質的に含まない核酸分子には、約３０％、２０％、１０％、または５％未満の異種核酸（
本明細書では「夾雑核酸」とも呼ばれる）を有する調製物が含まれる。
【０１９４】
　本発明の核酸分子は、標準的な分子生物学的技術および本明細書に記載されるデータベ
ース記録における配列情報を使用して単離できる。このような核酸配列のすべてまたは一
部を使用して、本発明の核酸分子は、標準的なハイブリダイゼーションおよびクローニン
グの技術を使用して（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．編．，Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　ｅｄ．，Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８９に記載されているように）単離できる。
【０１９５】
　本発明の核酸分子は、標準的なＰＣＲ増幅技術に従って、鋳型としてｃＤＮＡ、ｍＲＮ
Ａ、またはゲノムＤＮＡを、および適切なオリゴヌクレオチドプライマーを使用して増幅
できる。そのように増幅された核酸は、適切なベクターにクローニングされ、ＤＮＡ配列
決定分析によって特徴付けできる。さらに、本発明の核酸分子のすべてまたは一部に対応
するヌクレオチドは、標準的な合成技術、例えば、自動ＤＮＡ合成装置を使用して調製で
きる。
【０１９６】
　別の好ましい実施形態において、本発明の単離された核酸分子は、マーカー核酸のヌク
レオチド配列またはマーカータンパク質をコードする核酸のヌクレオチド配列に相補的な
核酸配列を有する核酸分子を含む。所定のヌクレオチド配列に相補的な核酸分子は、所定
のヌクレオチド配列に十分に相補的であるものであって、この分子は所定のヌクレオチド
配列にハイブリダイズでき、それによって安定な二重鎖を形成する。
【０１９７】
　さらに、本発明の核酸分子は、核酸配列の一部のみを含むことができ、ここで、全長核
酸配列はマーカー核酸を含み、またはこれはマーカータンパク質をコードする。このよう
な核酸は、例えば、プローブまたはプライマーとして使用できる。プローブ／プライマー
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は、典型的には、１つ以上の実質的に精製されたオリゴヌクレオチドとして使用される。
このオリゴヌクレオチドは、典型的には、ストリンジェントな条件下で、本発明の核酸の
少なくとも約７、好ましくは約１５、より好ましくは約２５、５０、７５、１００、１２
５、１５０、１７５、２００、２５０、３００、３５０、または４００以上の連続するヌ
クレオチドにハイブリダイズする核酸配列の領域を含む。
【０１９８】
　本発明の核酸分子の配列に基づくプローブは、本発明の１つ以上のマーカーに対応する
転写物またはゲノム配列を検出するために使用できる。プローブは、そこに結合される標
識基、例えば、放射性同位元素、蛍光化合物、酵素、または酵素コファクターを含む。例
えば、被験体からの細胞の試料中のタンパク質をコードする核酸分子のレベルを測定する
ことによって、例えば、ｍＲＮＡレベルを検出するかまたはタンパク質をコードしている
遺伝子が変異されたかもしくは欠失されたかを決定することによって、このようなプロー
ブは、誤ってタンパク質を発現する細胞または組織を同定するための診断検査キットの一
部として使用できる。
【０１９９】
　本発明はさらに、遺伝コードの縮重に起因して、マーカータンパク質（例えば、配列番
号（アミノ酸）の配列を有するタンパク質）をコードしている核酸のヌクレオチド配列と
異なり、したがって、同じタンパク質をコードする核酸分子を包含する。
【０２００】
　アミノ酸配列の変化に導くＤＮＡ配列多型が集団（例えば、ヒト集団）内に存在できる
ことが当業者によって理解される。このような遺伝子多型は、天然の対立遺伝子のバリエ
ーションに起因して、集団内で個体の間で存在できる。対立遺伝子は、所定の遺伝子座に
おいて交互に存在する遺伝子の群の１つである。加えて、ＲＮＡ発現レベルに影響を与え
るＤＮＡ多型が存在し、これは、（例えば、調節または分解に影響を与えることによって
）遺伝子の全体的な発現レベルに影響を与え得ることが理解される。
【０２０１】
　本明細書で使用される場合、「対立遺伝子変異」という語句は、所定の遺伝子座におい
て、またはヌクレオチド配列によってコードされるポリペプチドに起こるヌクレオチド配
列をいう。
【０２０２】
　本明細書で使用される場合、「遺伝子」および「組換え遺伝子」という用語は、本発明
のマーカーに対応するポリペプチドをコードするオープンリーディングフレームを含む核
酸分子をいう。このような天然の対立遺伝子バリエーションは、典型的には、所定の遺伝
子におけるヌクレオチド配列の１～５％の変異を生じる。代替的な対立遺伝子は、多数の
異なる個体の中で、目的の遺伝子を配列決定することによって同定できる。これは、さま
ざまな個体における同じ遺伝子座を同定するためにハイブリダイゼーションプローブを使
用することによって容易に実行できる。任意のおよびすべてのこのようなヌクレオチドの
バリエーション、ならびに天然の対立遺伝子バリエーションの結果であり、機能的活性を
変化しない、得られるアミノ酸多型またはバリエーションは、本発明の範囲内にあること
が意図される。
【０２０３】
　別の実施形態において、単離された核酸分子は、少なくとも７、１５、２０、２５、３
０、４０、６０、８０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４
５０、５５０、６５０、７００、８００、９００、１０００、１２００、１４００、１６
００、１８００、２０００、２２００、２４００、２６００、２８００、３０００、３５
００、４０００、４５００、またはそれ以上のヌクレオチド長であり、ストリンジェント
な条件下で、マーカー核酸またはマーカータンパク質をコードする核酸にハイブリダイズ
する。本明細書で使用される場合、「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする」
という用語は、少なくとも６０％（６５％、７０％、好ましくは７５％）互いに同一であ
るヌクレオチド配列が通常互いにハイブリダイズしたままであるハイブリダイゼーション
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および洗浄のための条件を説明することが意図される。このようなストリンジェントな条
件は、当業者に公知であり、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９）のセ
クション６．３．１～６．３．６において見い出すことができる。好ましい、ストリンジ
ェントなハイブリダイゼーション条件の非限定的な例は、約４５℃の６×塩化ナトリウム
／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）、続いて５０～６５℃での０．２×ＳＳＣ、０．１％Ｓ
ＤＳ中での１回以上の洗浄である。
【０２０４】
　集団中に存在し得る本発明の核酸分子の天然に存在する対立遺伝子改変体に加えて、当
業者は、配列の変化が変異によって導入でき、それによってコードされるタンパク質の生
物学的活性を変化させることなく、コードされるタンパク質のアミノ酸配列の変化をもた
らすことをさらに認識する。例えば、「非必須」アミノ酸残基においてアミノ酸置換をも
たらすヌクレオチド置換を作製できる。「非必須」アミノ酸残基は、生物学的活性を変化
させることなく、野生型配列から変化できる残基であるのに対し、「必須」アミノ酸は生
物学的活性のために必要とされる。例えば、様々な種のホモログの間で保存されていない
かまたは単に半保存性であるアミノ酸残基は活性については必須でないかもしれず、した
がって、変化のための標的であり得る。あるいは、様々な種（例えば、マウスまたはヒト
）のホモログの間で保存されているアミノ酸残基は活性については必須であるかもしれず
、したがって、変化のための標的になりそうでない。
【０２０５】
　したがって、本発明の別の態様は、活性について必須でないアミノ酸残基の変化を含む
改変体マーカータンパク質をコードする核酸分子に関する。このような改変体マーカータ
ンパク質は、天然に存在するマーカータンパク質とはアミノ酸配列において異なっている
が、なお生物学的活性を保持している。１つの実施形態において、このような改変体マー
カータンパク質は、マーカータンパク質のアミノ酸配列に少なくとも約４０％同一、５０
％、６０％、７０％、８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６
％、９７％、９８％、または９９％同一であるアミノ酸配列を有する。
【０２０６】
　１つ以上のアミノ酸残基の置換、付加、または欠失が、コードされたタンパク質に導入
されるように、改変体マーカータンパク質をコードする単離された核酸分子は、１つ以上
のヌクレオチドの置換、付加、または欠失をマーカー核酸のヌクレオチド配列に導入する
ことによって作製できる。変異は、部位特異的変異誘発およびＰＣＲ媒介変異誘発などの
標準的な技術によって導入できる。好ましくは、保存性アミノ酸置換は、１つ以上の推定
の非必須アミノ酸残基において作製される。「保存性アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が
、類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置き換えられるものである。類似の側鎖を有するア
ミノ酸残基のファミリーは当該分野において規定されている。これらのファミリーには、
塩基性側鎖を有するアミノ酸（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を
有するもの（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖を有するもの（
例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システ
イン）、非極性側鎖を有するもの（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン
、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、β分枝側鎖を有するも
の（例えば、スレオニン、バリン、イソロイシン）、および芳香族側鎖を有するもの（例
えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）が含まれる。代替と
して、変異は、例えば、飽和変異誘発によってコード配列のすべてまたは一部に沿ってラ
ンダムに導入でき、得られた変異体は、活性を保持する変異体を同定するために生物学的
活性についてスクリーニングできる。変異誘発後、コードされたタンパク質は、組換え的
に発現でき、タンパク質の活性が決定できる。
【０２０７】
　本発明は、アンチセンス核酸分子、すなわち、本発明のセンス核酸に相補的である分子
を包含し、これは例えば、二本鎖マーカーｃＤＮＡ分子のコード鎖に相補的であり、また
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はマーカーｍＲＮＡ配列に相補的である。したがって、本発明のアンチセンス核酸は、本
発明のセンス核酸に水素結合（すなわち、アニーリング）できる。アンチセンス核酸は、
全体のコード鎖またはその一部のみに、例えば、タンパク質のコード領域（またはオープ
ンリーディングフレーム）のすべてまたは一部に相補的であり得る。アンチセンス核酸分
子はまた、マーカータンパク質をコードするヌクレオチド配列のコード鎖の非コード領域
のすべてまたは一部に対してアンチセンスでもあり得る。非コード領域（「５’および３
’非翻訳領域」）は、コード領域に隣接し、アミノ酸に翻訳されない５’および３’配列
である。
【０２０８】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、約５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、または５０以上のヌクレオチド長であり得る。本発明のアンチセンス
核酸は、当分野で公知の手順を使用する化学合成および酵素ライゲーション反応を使用し
て作製することができる。例えばアンチセンス核酸（例えばアンチセンスオリゴヌクレオ
チド）は、天然型ヌクレオチドまたは分子の生物安定性を向上させるまたはアンチセンス
核酸とセンス核酸との間に形成された２本鎖の物理的安定性を向上させるように設計され
た多様に修飾されたヌクレオチドを使用して、化学的に合成することができ、例えばホス
ホロチオエート誘導体およびアクリジン置換ヌクレオチドを使用することができる。アン
チセンス核酸を生成するために使用できる修飾ヌクレオチドの例には、５－フルオロウラ
シル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラシル、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン
、キサンチン、４－アセチルシトシン、５－（カルボキシヒドロキシルメチル）ウラシル
、５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノ
メチルウラシル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ－ガラクトシルクエオシン、イノシン、Ｎ６
－イソペンテニルアデニン、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチ
ルグアニン、２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチ
ルシトシン、Ｎ６－アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、
５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルクエオシン、５’－
メトキシカルボキシメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イ
ソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン、プソイド
ウラシル、クエオシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チオウ
ラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエス
テル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオウラシル、３－（３－ア
ミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、（ａｃｐ３）ｗ、および２，６－ジ
アミノプリンが含まれる。あるいは、アンチセンス核酸は、核酸がアンチセンス方向にサ
ブクローンされている発現ベクターを使用して、生物学的に産生できる（すなわち、挿入
された核酸から転写されたＲＮＡは、以下のサブセクションにおいてさらに説明される、
目的の標的核酸に対してアンチセンス方向である）。
【０２０９】
　本発明のアンチセンス核酸分子は、典型的には、被験体に投与されるか、またはインサ
イチュで生成され、その結果、これらがマーカータンパク質をコードする細胞ｍＲＮＡお
よび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズし、またはそれらと結合し、それによって、
例えば、転写および／または翻訳を阻害することによって、マーカーの発現を阻害する。
ハイブリダイゼーションは、安定な二重鎖を形成するために従来的なヌクレオチド相補性
によってであり得、または、例えば、ＤＮＡ二重鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場
合には、二重へリックスの大きな溝における特異的相互作用を通してであり得る。本発明
のアンチセンス核酸分子の投与の経路の例は、組織部位における直接注射または代謝性障
害関連の体液へのアンチセンス核酸の注入が挙げられる。あるいは、アンチセンス核酸分
子は、選択された細胞を標的とするために修飾でき、次いで、全身投与できる。例えば、
全身投与のために、アンチセンス分子は、これらが、例えば、細胞表面受容体または抗原
に結合するペプチドまたは抗体にアンチセンス核酸分子を連結することによって、選択さ
れた細胞表面上で発現される受容体または抗原に特異的に結合するように修飾できる。ア
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ンチセンス核酸分子はまた、本明細書に記載されるベクターを使用しても細胞に送達でき
る。アンチセンス分子の十分な細胞内濃度を達成するために、アンチセンス核酸分子が強
力なｐｏｌＩＩまたはｐｏｌＩＩＩプロモーターの制御下に配置されているベクター構築
物が好ましい。
【０２１０】
　本発明のアンチセンス核酸分子は、αアノマー型核酸分子であり得る。ａ－アノマー核
酸分子は、通常のａ－ユニットとは反対に、鎖が相互に平行に並んだ、相補的ＲＮＡとの
特異的な２本鎖ハイブリッドを形成する（Ｇａｕｌｔｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．１５：６６２５－６６４１）。アンチセンス核酸
分子はまた、２’－ｏ－メチルリボヌクレオチド（Ｉｎｏｕｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７
，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１５：６１３１～６１４８）またはキメラＲＮ
Ａ－ＤＮＡアナログを含むことができる（Ｉｎｏｕｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７，ＦＥＢ
Ｓ　Ｌｅｔｔ．２１５：３２７－３３０）。
　本発明はリボザイムもまた包含する。リボザイムは、一本鎖核酸、例えば、リボザイム
が相補性領域を有するｍＲＮＡを切断可能なリボヌクレアーゼ活性を有する触媒ＲＮＡ分
子である。したがって、リボザイム（例えば、Ｈａｓｅｌｈｏｆｆ　ａｎｄ　Ｇｅｒｌａ
ｃｈ，１９８８，Ｎａｔｕｒｅ　３３４：５８５～５９１に記載されるようなハンマーヘ
ッドリボザイム）は、ｍＲＮＡ転写物を触媒的に切断するために使用でき、それによって
、ｍＲＮＡによってコードされているタンパク質の翻訳を阻害する。マーカータンパク質
をコードしている核酸分子についての特異性を有するリボザイムは、マーカーに対応する
ｃＤＮＡのヌクレオチド配列に基づいて設計できる。例えば、テトラヒメナＬ－１９　Ｉ
ＶＳ　ＲＮＡの誘導体が構築でき、ここでは、活性部位のヌクレオチド配列が、切断され
るヌクレオチド配列に相補的である（Ｃｅｃｈ　ｅｔ　ａｌ．米国特許第４，９８７，０
７１号；およびＣｅｃｈ　ｅｔ　ａｌ．米国特許第５，１１６，７４２号を参照のこと）
。あるいは、本発明のポリペプチドをコードするｍＲＮＡは、ＲＮＡ分子のプールから特
定のリボヌクレアーゼ活性を有する触媒ＲＮＡを選択するために使用できる（例えば、Ｂ
ａｒｔｅｌ　ａｎｄ　Ｓｚｏｓｔａｋ，１９９３，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６１：１４１１～
１４１８を参照のこと）。
【０２１１】
　本発明は、三重へリックス構造を形成する核酸分子もまた包含する。例えば、本発明の
マーカーの発現は、マーカー核酸またはタンパク質をコードする遺伝子の調節領域（例え
ば、プロモーターおよび／またはエンハンサー）に相補的なヌクレオチド配列を標的とし
て、標的細胞中の遺伝子の転写を妨害するための三重へリックス構造を形成することによ
って阻害できる。一般的には、Ｈｅｌｅｎｅ（１９９１）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕ
ｇ　Ｄｅｓ．６（６）：５６９～８４；Ｈｅｌｅｎｅ（１９９２）　Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０：２７～３６；およびＭａｈｅｒ（１９９２）Ｂｉｏａｓｓａｙ
ｓ　１４（１２）：８０７～１５を参照のこと。
【０２１２】
　種々の実施形態において、本発明の核酸分子は、塩基部分、糖部分、またはリン酸バッ
クボーンにおいて、例えば、分子の安定性、ハイブリダイゼーション、または溶解性を改
善するために修飾できる。例えば、核酸のデオキシリボースリン酸バックボーンは、ペプ
チド核酸を生成するために修飾できる（Ｈｙｒｕｐ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｂｉｏｏ
ｒｇａｎｉｃ＆Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４（１）：５－２３に概説さ
れている）。を参照のこと）。本明細書で使用される場合、「ペプチド核酸」または「Ｐ
ＮＡ」という用語は、核酸模倣物、例えば、ＤＮＡ模倣物であり、ここでは、デオキシリ
ボースリン酸バックボーンが擬ペプチドバックボーンによって置き換えられており、４種
の天然の核酸塩基のみが保持されている。ＰＮＡの天然バックボーンは、低イオン強度の
条件下で、ＤＮＡおよびＲＮＡへの特異的ハイブリダイゼーションを許容することが示さ
れてきた。ＰＮＡオリゴマーの合成は、Ｈｙｒｕｐ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６），ｓｕｐ
ｒａ；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
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Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：１４６７０－６７５）に記載の標準的な固相ペプチド
合成プロトコルを使用して実施することができる。
【０２１３】
　ＰＮＡは、治療的および診断的適用において使用できる。例えば、ＰＮＡは、例えば、
転写もしくは翻訳の停止または複製の阻害を誘導することによって、遺伝子発現の配列特
異的調節のためのアンチセンスまたはアンチ遺伝子剤として使用できる。ＰＮＡはまた、
例えば、遺伝子中の単一の塩基対変異の分析において、例えば、ＰＮＡ指向性ＰＣＲクラ
ンピングによって、他の酵素、例えば、Ｓ１ヌクレアーゼと組み合わせて使用されるとき
の人工制限酵素として（Ｈｙｒｕｐ（１９９６）、前出）；またはＤＮＡ配列決定および
ハイブリダイゼーションのためのプローブもしくはプライマーとして（Ｈｙｒｕｐ，１９
９６、前出；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：１４６７０－６７５）。
　別の実施形態において、ＰＮＡは、例えば、それらの安定性または細胞の取り込みを増
強するために、親油性または他のヘルパー基をＰＮＡに加えることによって、ＰＮＡ－Ｄ
ＮＡキメラの形成によって、またはリポソームの使用もしくは当該分野において公知であ
る薬物送達の他の技術によって修飾できる。例えば、ＰＮＡおよびＤＮＡの有利な特性を
合わせることができるＰＮＡ－ＤＮＡキメラが生成できる。ＰＮＡ部分が高い結合親和性
および特異性を提供しながら、このようなキメラは、ＤＮＡ認識酵素、例えば、ＲＮａｓ
ｅ　ＨおよびＤＮＡポリメラーゼが、ＤＮＡ部分と相互作用することを可能にする。ＰＮ
Ａ－ＤＮＡキメラは、核酸塩基の間の結合の塩基の積み重ねの数と、配向によって選択さ
れる適切な長さのリンカーを使用して連結できる（Ｈｙｒｕｐ、１９９６、前出）。ＰＮ
Ａ－ＤＮＡキメラの合成は、Ｈｙｒｕｐ（１９９６）、前出およびＦｉｎｎ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９６）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２４（１７）：３３５７～６３
において記載されるように実施できる。例えば、ＤＮＡ鎖は、標準的なホスホルアミダイ
トカップリング化学および修飾ヌクレオシドアナログを使用して、固相支持体上で合成で
きる。５’－（４－メトキシトリチル）アミノ－５’－デオキシ－チミジンホスホルアミ
ダイトなどの化合物は、ＰＮＡとＤＮＡの５’末端の間の連結として使用できる（Ｍａｇ
　ｅｔ　ａｌ．，１９８９，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１７：５９７３－８
８）．次いで、ＰＮＡモノマーは、５’ＰＮＡセグメントおよび３’ＤＮＡセグメントを
有するキメラ分子を産生するために、段階的な様式で結合される（Ｆｉｎｎ　ｅｔ　ａｌ
．，１９９６，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２４（１７）：３３５７～６３）
。あるいは、キメラ分子は、５’ＤＮＡセグメントおよび３’ＰＮＡセグメントを用いて
合成できる（Ｐｅｔｅｒｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９７５，Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　Ｍｅ
ｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．５：１１１９－１１１２４）。
　他の実施形態において、オリゴヌクレオチドは、ペプチド（例えば、インビボで宿主細
胞受容体を標的化するため）、または細胞膜（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，１９８９，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：６５５３－６５
５６；Ｌｅｍａｉｔｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８４：６４８～６５２；ＰＣＴ公開番号ＷＯ８８／０９８１０を参照のこ
と）、もしくは血液脳関門（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ８９／１０１３４を参照のこと
）を通した輸送を容易にする薬剤などの他の添付された基を含むことができる。加えて、
オリゴヌクレオチドは、ハイブリダイゼーション誘発性切断因子（例えば、Ｋｒｏｌ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９８８，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６：９５８～９７６を参照のこ
と）またはインターカレート因子（例えば、Ｚｏｎ，１９８８，Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５
：５３９－５４９）．を参照のこと）を用いて修飾できる。この目的のために、オリゴヌ
クレオチドは、別の分子、例えば、ペプチド、ハイブリダイゼーション誘発性架橋剤、輸
送因子、ハイブリダイゼーション誘発性切断剤などに結合体化できる。
【０２１４】
　本発明は、分子ビーコンが試料中の本発明の核酸の存在を定量するために有用であるよ
うな、本発明の核酸に相補的である少なくとも１つの領域を有する分子ビーコン核酸もま
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た含む。「分子ビーコン」核酸は、１対の相補的領域、ならびに蛍光団およびそれに付随
する蛍光クエンチャーを有する核酸である。蛍光団およびクエンチャーは、相補性領域が
互いにアニールするときに、蛍光団の蛍光がクエンチャーによってクエンチされるような
方向で、核酸の様々な部分に付随している。核酸の相補性領域が互いにアニールしないと
き、蛍光団の蛍光は、より低い程度にクエンチされる。分子ビーコン核酸は、例えば、米
国特許第５，８７６，９３０号に記載されている。
【０２１５】
　２．単離されたタンパク質および抗体
　本発明の１つの態様は、単離されたマーカータンパク質およびその生物学的に活性な部
分、ならびにマーカータンパク質またはそのフラグメントに対して指向される抗体を惹起
するための免疫原としての使用のために適切なポリペプチドフラグメントに関する。１つ
の実施形態において、ネイティブマーカータンパク質は、標準的なタンパク質精製技術を
使用して適切な精製スキームによって、細胞または組織の供給源から単離できる。別の実
施形態において、マーカータンパク質の全体またはセグメントを含むタンパク質またはペ
プチドは、組換えＤＮＡ技術によって産生される。組換え発現の代替としては、このよう
なタンパク質またはペプチドは、標準的なペプチド合成技術を使用して化学合成できる。
【０２１６】
　「単離された」または「精製された」タンパク質またはその生物学的に活性な部分は、
タンパク質が由来する細胞または組織の供給源からの細胞物質または他の夾雑タンパク質
を実質的に含まず、あるいは化学合成の場合には、化学前駆体または他の化学物質を実質
的に含まない。「実質的に細胞物質を含まない」という言葉には、タンパク質がそれが単
離された細胞の細胞成分から単離されているかまたは組換え産生されている、タンパク質
の調製物が含まれる。したがって、細胞物質を実質的に含まないタンパク質には、約３０
％、２０％、１０％、または５％（乾燥重量）未満の異種タンパク質（本明細書では「夾
雑タンパク質」とも呼ばれる）を有するタンパク質の調製物が含まれる。タンパク質また
はその生物学的に活性な部分が組換え的に産生されるとき、これもまた、好ましくは、培
養培地を実質的に含まず、すなわち、培養培地は、タンパク質調製物の約２０％、１０％
、または５％体積未満を表す。タンパク質が化学合成によって産生されるとき、これは、
好ましくは、化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まず、すなわち、これは、化学
前駆体またはタンパク質の合成に関与する他の化学物質から分離されている。したがって
、このようなタンパク質の調製物は、約３０％、２０％、１０％、または５％（乾燥重量
）未満の化学前駆体または目的のポリペプチド以外の化合物を有する。
【０２１７】
　マーカータンパク質の生物学的に活性な部分には、マーカータンパク質のアミノ酸配列
と十分に同一であるかまたはそれに由来するアミノ酸配列を含むポリペプチドが含まれ、
これは、全長タンパク質よりも少ないアミノ酸を含み、対応する全長タンパク質の少なく
とも１つの活性を示す。典型的には、生物学的に活性な部分は、対応する全長タンパク質
の少なくとも１つの活性を有するドメインまたはモチーフを含む。本発明のマーカータン
パク質の生物学的に活性な部分は、例えば、１０、２５、５０、１００またはそれ以上の
アミノ酸長であるポリペプチドであり得る。さらに、マーカータンパク質の他の領域が欠
失している、他の生物学的に活性な部分は、組換え技術によって調製でき、ネイティブ型
のマーカータンパク質の機能的活性の１つ以上について評価できる。
【０２１８】
　好ましいマーカータンパク質は、任意の配列番号（ヌクレオチド）の配列を含むヌクレ
オチド配列によってコードされる。他の有用なタンパク質は、これらの配列の１つに実質
的に同一であり（例えば、少なくとも約４０％、好ましくは、５０％、６０％、７０％、
８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、
または９９％同一）、対応する天然に存在するマーカータンパク質の機能的活性を保持し
、しかし、天然の対立遺伝子バリエーションまたは変異誘発に起因して、アミノ酸配列が
異なっている。



(51) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

【０２１９】
　２つのアミノ酸配列または２つの核酸の同一性パーセントを決定するために、配列は、
最適な比較目的のために整列される（例えば、第２のアミノ酸または核酸配列との最適な
アラインメントのために、第１のアミノ酸または核酸配列にギャップが導入できる）。次
いで、対応するアミノ酸の位置またはヌクレオチドの位置において、アミノ酸残基または
ヌクレオチドが比較される。第１の配列中の位置が、第２の配列中の対応する位置と同じ
アミノ酸残基またはヌクレオチドによって占められているとき、これらの分子はその位置
において同一である。好ましくは、２つの配列間の同一性パーセントは、全体のアライン
メントを使用して計算される。あるいは、２つの配列間の同一性パーセントは、局所的ア
ラインメントを使用して計算される。２つの配列間の同一性パーセントは、配列によって
共有される同一である位置の数の関数である（すなわち、同一性％＝同一の位置の数／全
体の位置の数（例えば、重複する位置）×１００）。１つの実施形態において、２つの配
列は同じ長さである。別の実施形態において、２つの配列は同じ長さではない。
【０２２０】
　２つの配列間の同一性パーセントの決定は、数学的アルゴリズムを使用して達成できる
。２つの配列の比較のために利用される数学的アルゴリズムの好ましい非限定的な例は、
Ｋａｒｌｉｎ　ａｎｄ　Ａｌｔｓｃｈｕｌ（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：２２６４～２２６８のアルゴリズムであって、これはＫａｒｌｉ
ｎ　ａｎｄ　Ａｌｔｓｃｈｕｌ（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　９０：５８７３～５８７７によって改変されている。このようなアルゴリズムは、
Ａｌｔｓｃｈｕｌ，ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３～
４１０のＢＬＡＳＴＮおよびＢＬＡＳＴＸプログラムに組み込まれている。ＢＬＡＳＴヌ
クレオチド検索は、本発明の核酸分子に相同なヌクレオチド配列を得るために、ＢＬＡＳ
ＴＮプログラム、スコア＝１００、ワード長＝１２を用いて実施できる。ＢＬＡＳＴタン
パク質検索は、本発明のタンパク質分子に相同なアミノ酸配列を得るために、ＢＬＡＳＴ
Ｐプログラム、スコア＝５０、ワード長＝３を用いて実施できる。比較目的のためのギャ
ップ付きアラインメントを得るために、ギャップ付きＢＬＡＳＴと呼ばれるＢＬＡＳＴア
ルゴリズムのより新しいバージョンが、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９～３４０２に記載されるように利
用でき、これは、プログラムＢＬＡＳＴＮ、ＢＬＡＳＴＰ、およびＢＬＡＳＴＸのための
ギャップ付き局所的アラインメントを実施することが可能である。あるいは、ＰＳＩ－Ｂ
ｌａｓｔが、分子間の距離の関係性を検出する繰り返し検索を実施するために使用できる
。ＢＬＡＳＴ、ギャップ付きＢＬＡＳＴ、およびＰＳＩ－Ｂｌａｓｔプログラムを利用す
るとき、それぞれのプログラム（例えば、ＢＬＡＳＴＸおよびＢＬＡＳＴＮ）のデフォル
トパラメーターが使用できる。ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏ
ｖを参照のこと。配列の比較のために利用される数学的アルゴリズムの別の好ましい非限
定的な例は、Ｍｙｅｒｓ　ａｎｄ　Ｍｉｌｌｅｒ，（１９８８）ＣＡＢＩＯＳ　４：１１
～１７のアルゴリズムである。このようなアルゴリズムは、ＧＣＧ配列アラインメントソ
フトウェアパッケージの一部であるＡＬＩＧＮプログラム（バージョン２．０）に組み込
まれている。アミノ酸配列を比較するためにＡＬＩＧＮプログラムを利用するとき、ＰＡ
Ｍ１２０重み残基表、ギャップ長ペナルティー１２、およびギャップペナルティー４が使
用できる。局所的配列類似性およびアラインメントの領域を同定するためのなお別の有用
なアルゴリズムは、Ｐｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：２４４４～２４４８に記載されるようなＦＡＳ
ＴＡアルゴリズムである。ヌクレオチドまたはアミノ酸配列を比較するためのＦＡＳＴＡ
アルゴリズムを使用するとき、ＰＡＭ１２０重み残基表は、例えば、ｋ組値２を用いて使
用できる。
【０２２１】
　２つの配列間の同一性パーセントは、ギャップの許可を伴ってまたは伴わずに、上記の
ものと同様の技術を使用して決定できる。同一性パーセントを計算する際に、正確な一致
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のみが計数される。
【０２２２】
　本発明は、マーカータンパク質またはそのフラグメントを含むキメラまたは融合タンパ
ク質もまた提供する。本明細書で使用される場合、「キメラタンパク質」または「融合タ
ンパク質」は、異種ポリペプチド（すなわち、マーカータンパク質以外のポリペプチド）
に作動可能に連結されたマーカータンパク質のすべてまたはその一部（好ましくは、生物
学的に活性な部分）を含む。融合タンパク質の中では、「作動可能に連結される」という
用語は、マーカータンパク質またはそのセグメントおよび異種タンパク質が互いにインフ
レームで融合されていることを示すことが意図される。異種ポリペプチドは、マーカータ
ンパク質またはセグメントのアミノ末端またはカルボキシ末端に融合できる。
【０２２３】
　１つの有用な融合タンパク質は、マーカータンパク質またはセグメントがＧＳＴ配列の
カルボキシ末端に融合されているＧＳＴ融合タンパク質である。このような融合タンパク
質は、本発明の組換えポリペプチドの精製を容易にできる。
【０２２４】
　別の実施形態において、この融合タンパク質は、そのアミノ末端において異種シグナル
配列を含む。例えば、マーカータンパク質のネイティブシグナル配列は、取り除かれ、別
のタンパク質からのシグナル配列で置き換えられることができる。例えば、バキュロウイ
ルスエンベロープタンパク質のｇｐ６７分泌配列は、異種シグナル配列として使用できる
（Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．編，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，ＮＹ，１９９２）
。真核生物異種シグナル配列の他の例には、メリチンおよびヒト胎盤アルカリホスファタ
ーゼの分泌配列が含まれる（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ；Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，Ｃａｌｉｆｏｒ
ｎｉａ）。なお別の例において、有用な真核生物異種シグナル配列には、ｐｈｏＡ分泌シ
グナル（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前出）およびプロテインＡ分泌シグナル（Ｐ
ｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ；Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ）が
挙げられる。
【０２２５】
　なお別の実施形態において、融合タンパク質は、マーカータンパク質のすべてまたはそ
の一部が免疫グロブリンタンパク質ファミリーのメンバーに由来する配列に融合されてい
る、免疫グロブリン融合タンパク質である。本発明の免疫グロブリン融合タンパク質は、
リガンド（可溶性または膜結合型）と細胞の表面上のタンパク質（受容体）の間の相互作
用を阻害するために、製薬組成物に取り込まれ、被験体に投与され、それによって、イン
ビボでシグナル伝達を抑制することができる。この免疫グロブリン融合タンパク質は、マ
ーカータンパク質のコグネートリガンドの生物学的利用能に影響を与えるために使用でき
る。リガンド／受容体相互作用の阻害は、増殖および分化の障害を処置することと、細胞
生存を調節すること（例えば、促進することまたは阻害すること）の両方のために、治療
的に有用であり得る。さらに、本発明の免疫グロブリン融合タンパク質は、リガンドを精
製するために、およびスクリーニングアッセイにおいては、マーカータンパク質のリガン
ドとの相互作用を阻害する分子を同定するために、被験体におけるマーカータンパク質に
対して指向された抗体を産生するために免疫原として使用できる。
【０２２６】
　本発明のキメラおよび融合タンパク質は、標準的な組換えＤＮＡ技術によって産生でき
る。別の実施形態において、融合遺伝子は、自動ＤＮＡ合成装置を含む従来的な技術によ
って合成できる。あるいは、遺伝子フラグメントのＰＣＲ増幅が、２つの連続する遺伝子
フラグメント間の相補的突出を生じるアンカープライマーを使用して実行でき、これらは
、続いてアニールされ、再増幅されてキメラ遺伝子配列を生成する（例えば、Ａｕｓｕｂ
ｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，前出を参照のこと）。さらに、すでに融合部分（例えば、ＧＳＴポ
リペプチド）をコードしている多くの発現ベクターが市販されている。本発明のポリペプ
チドをコードする核酸は、融合部分が本発明のポリペプチドに対してインフレームで連結
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されるように、このような発現ベクターにクローニングできる。
【０２２７】
　シグナル配列は、マーカータンパク質の分泌および単離を容易にするために使用できる
。シグナル配列は、１つ以上の切断事象において、分泌の間に成熟タンパク質から一般的
に切断される疎水性アミノ酸のコアによって典型的には特徴付けされる。このようなシグ
ナルペプチドは、成熟タンパク質からのシグナル配列の切断を、これらが分泌経路を通過
するときに可能にするプロセシング部位を含む。したがって、本発明は、シグナル配列を
有する、マーカータンパク質、融合タンパク質、またはそのセグメントに関し、ならびに
、シグナル配列がタンパク質分解的に切断されているこのようなタンパク質（すなわち、
切断産物）に関する。１つの実施形態において、シグナル配列をコードする核酸配列は、
マーカータンパク質またはそのセグメントなどの目的のタンパク質に発現ベクター中で作
動可能に連結できる。シグナル配列は、例えば、真核細胞宿主からのタンパク質の分泌を
方向付け、この宿主に、発現ベクターが形質転換され、シグナル配列は、引き続いて、ま
たは同時に切断される。次いで、タンパク質は、当該分野において認識されている方法に
よって、細胞外培地から容易に精製できる。あるいは、シグナル配列は、精製を容易にす
る配列を使用して、例えば、ＧＳＴドメインを用いて、目的のタンパク質に連結できる。
【０２２８】
　本発明はまた、マーカータンパク質の改変体に関する。このような改変体は、アゴニス
ト（模倣物）またはアンタゴニストのいずれかとして機能できる変化したアミノ酸配列を
有する。改変体は、変異誘発、例えば、離散点変異または短縮によって生成できる。、ア
ゴニストは、天然に存在する型のタンパク質の生物学的活性の実質的に同じものまたはそ
のサブセットを保持できる。タンパク質のアンタゴニストは、例えば、目的のタンパク質
を含む細胞シグナル伝達カスケードの下流または上流のメンバーに競合的に結合すること
によって、天然に存在する型のタンパク質の活性の１つ以上を阻害できる。したがって、
特定の生物学的効果は、限られた機能の改変体を用いる処理によって誘発できる。天然に
存在する型のタンパク質の生物学的活性のサブセットを有する改変体を用いる被験体の処
置は、天然に存在する型のタンパク質を用いる処置と比較して、被験体におけるより少な
い副作用を有し得る。
【０２２９】
　アゴニスト（模倣物）またはアンタゴニストのいずれかとして機能するマーカータンパ
ク質の改変体は、変異体、例えば、本発明のタンパク質の短縮変異体のコンビナトリアル
ライブラリーを、アゴニストまたはアンタゴニスト活性についてスクリーニングすること
によって同定できる。１つの実施形態において、改変体の多様化されたライブラリーは、
核酸レベルにおいてコンビナトリアル変異誘発によって生成され、多様化された遺伝子ラ
イブラリーによってコードされている。潜在的なタンパク質配列の縮重セットが、個別の
ポリペプチドとして、または代替的に、より大きな融合タンパク質のセットとして（例え
ば、ファージディスプレイ用）、発現可能であるように、改変体の多様化されたライブラ
リーは、例えば、合成オリゴヌクレオチドの混合物を遺伝子配列に酵素的ライゲーション
することによって産生できる。縮重オリゴヌクレオチド配列からマーカータンパク質の潜
在的な改変体のライブラリーを産生するために使用できる種々の方法が存在する。縮重オ
リゴヌクレオチドを合成するための方法は当該分野において公知である（例えば、Ｎａｒ
ａｎｇ，１９８３，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　３９：３；Ｉｔａｋｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．
，１９８４，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５３：３２３；Ｉｔａｋｕｒａ　ｅｔ
　ａｌ．，１９８４，Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９８：１０５６；Ｉｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９
８３　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１１：４７７）を参照のこと。
【０２３０】
　加えて、マーカータンパク質のセグメントのライブラリーは、改変体マーカータンパク
質またはそのセグメントのスクリーニングおよび引き続く選択のためのポリペプチドの多
様化された集団を生成するために使用できる。例えば、コード配列フラグメントのライブ
ラリーは、ニックが分子あたり約１個存在する条件下で、目的のコード配列の二本鎖ＰＣ
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Ｒフラグメントをヌクレアーゼで処理すること、その二本鎖ＤＮＡを変性すること、様々
なニックを有する生成物からセンス／アンチセンス対を含み得る二本鎖ＤＮＡを形成する
ためにＤＮＡを再生させること、Ｓ１ヌクレアーゼを用いる処理によって、再形成された
二重鎖から一本鎖部分を除外すること、および得られるフラグメントライブラリーを発現
ベクターにライゲーションすることによって生成できる。この方法によって、種々のサイ
ズの目的のタンパク質のアミノ末端および内部フラグメントをコードする発現ライブラリ
ーが誘導できる。
【０２３１】
　点変異または短縮によって造られたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産物をスク
リーニングするため、および選択された特性を有する遺伝子産物についてのｃＤＮＡライ
ブラリーをスクリーニングするためのいくつかの技術が、当該分野において公知である。
大きな遺伝子ライブラリーをスクリーニングするための高スループット分析に適している
最も広く使用されている技術には、遺伝子ライブラリーを複製可能な発現ベクターにクロ
ーニングすること、得られたベクターのライブラリーで適切な細胞を形質転換すること、
および所望の活性の検出が、産物が検出される遺伝子をコードしているベクターの単離を
容易にする条件下で、コンビナトリアル遺伝子を発現することが挙げられる。ライブラリ
ー中の機能的変異体の頻度を増強する技術である再帰アンサンブル変異誘発（ＲＥＭ）は
、本発明のタンパク質の改変体を同定するために、スクリーニングアッセイと組み合わせ
て使用できる（Ａｒｋｉｎ　ａｎｄ　Ｙｏｕｒｖａｎ，１９９２，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９：７８１１～７８１５；Ｄｅｌｇｒａｖｅ　ｅｔ　ａｌ．
，１９９３，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　６（３）：３２７～３３１）。
【０２３２】
　本発明の別の態様は、本発明のタンパク質に対して指向される抗体に関する。好ましい
実施形態において、抗体は、マーカータンパク質またはそのフラグメントに特異的に結合
する。本発明で交換可能に使用される「抗体」および「抗体群」という用語は、免疫グロ
ブリン分子ならびに免疫グロブリン分子の免疫学的に活性な部分を含むそのフラグメント
および誘導体をいう（すなわち、このような部分は、マーカータンパク質、例えば、マー
カータンパク質のエピトープなどの抗原を特異的に結合する抗原結合部位を含む）。本発
明のタンパク質に特異的に結合する抗体は、タンパク質を結合するが、試料、例えば、天
然にタンパク質を含む生物試料中の他の分子は実質的に結合しない抗体である。免疫グロ
ブリン分子の免疫学的に活性な部分の例には、単鎖抗体（ｓｃＡｂ）、Ｆ（ａｂ）および
Ｆ（ａｂ’）２フラグメントが含まれるがこれらに限定されない。
【０２３３】
　本発明の単離されたタンパク質またはそのフラグメントは、抗体を生成するための免疫
原として使用できる。全長タンパク質が使用でき、または代替的には、本発明は、免疫原
としての使用のための抗原性ペプチドを提供する。本発明のタンパク質の抗原性ペプチド
は、本発明のタンパク質の１つのアミノ酸配列の少なくとも８（好ましくは、１０、１５
、２０、または３０以上の）アミノ酸残基を含み、ペプチドに対して惹起された抗体がそ
のタンパク質と特異的免疫複合体を形成するように、タンパク質の少なくとも１つのエピ
トープを包含する。抗原性ペプチドによって包含される好ましいエピトープは、タンパク
質の表面、例えば、疎水性領域に位置する領域である。疎水性配列分析、親水性配列分析
、または同様の分析は、親水性領域を同定するために使用できる。好ましい実施形態にお
いて、単離されたマーカータンパク質またはそのフラグメントは免疫原として使用される
。
【０２３４】
　免疫原は、典型的には、ウサギ、ヤギ、マウス、または他の哺乳動物または脊椎動物な
どの適切な（すなわち、免疫適格）対象を免疫することによって抗体を調製するために使
用される。適切な免疫原性調製物は、例えば、組換え的に発現されるかまたは化学合成さ
れたタンパク質またはペプチドを含むことができる。この調製物は、フロイント完全また
は不完全アジュバントまたは同様の免疫刺激剤などのアジュバントをさらに含むことがで
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きる。好ましい免疫原組成物は、例えば、本発明のタンパク質の組換え発現のために非ヒ
ト宿主細胞を使用して作製された免疫原組成物などの他のヒトタンパク質を含まないもの
である。このような様式で、得られる抗体組成物は、本発明のタンパク質以外のヒトタン
パク質の結合が減少しているか、またはその結合がない。
【０２３５】
　本発明は、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体を提供する。本明細書で使用
される場合、「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗体組成物」という用語は
、特定のエピトープと免疫反応することが可能である１つのみの種の抗原結合部位を含む
抗体分子の集団をいう。好ましいポリクローナルおよびモノクローナル組成物は、本発明
のタンパク質に対して指向される抗体について選択されているものである。特に好ましい
ポリクローナルおよびモノクローナル抗体調製物は、マーカータンパク質またはそのフラ
グメントに対して指向されている抗体のみを含むものである。
【０２３６】
　ポリクローナル抗体は、免疫原として本発明のタンパク質を用いて適切な被験体を免疫
することによって調製できる。免疫された被験体における抗体力価は、固定化ポリペプチ
ドを使用する酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）を用いるなどの標準的な技術によ
って経時的に監視できる。免疫後の適切な時点において、例えば、特定の抗体力価が最高
であるとき、抗体産生細胞が被験体から得られ、標準的な技術、例えば、Ｋｏｈｌｅｒ　
ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５）Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５～４９７によって
もともと記載されたハイブリドーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏｚｂｏｒ
　ｅｔ　ａｌ．，１９８３，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　４：７２を参照のこと）、Ｅ
ＢＶ－ハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，７７～９６頁、Ｍｏｎｏｃｌｏｎ
ａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ所収、Ａｌａｎ　
Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，１９８５を参照のこと）、またはトリオーマ技術によってモノ
クローナル抗体（ｍＡｂ）を調製するために使用できる。ハイブリドーマを産生するため
の技術は周知である（一般的には、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌｏｇｙ，Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．編，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９４を参照のこと）。本発明のモノクローナル抗体を産生するハ
イブリドーマ細胞は、例えば、標準的なＥＬＩＳＡアッセイを使用して、目的のポリペプ
チドを結合する抗体について、ハイブリドーマ培養上清をスクリーニングすることによっ
て検出される。
【０２３７】
　モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを調製することの代替として、本発明の
タンパク質に対して指向されるモノクローナル抗体は、組換えコンビナトリアル免疫グロ
ブリンライブラリー（例えば、抗体ファージディスプレイライブラリー）を目的のポリペ
プチドを用いてスクリーニングすることによって同定および単離できる。ファージディス
プレイライブラリーを生成およびスクリーニングするためのキットは市販されている（例
えば、ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｐｈａｇｅ　Ａｎｔｉｂ
ｏｄｙ　Ｓｙｓｔｅｍ，カタログ番号２７－９４００－０１；およびｔｈｅ　Ｓｔｒａｔ
ａｇｅｎｅ　ＳｕｒｆＺＡＰ　Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ　Ｋｉｔ，カタログ番号２４
０６１２）。さらに、抗体ディスプレイライブラリーを生成およびスクリーニングする際
の使用のために特に適格である方法および試薬の例は、例えば、米国特許第５，２２３，
４０９号；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９２／１８６１９；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９１／１７２７１
；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９２／２０７９１；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９２／１５６７９；ＰＣＴ
公開番号ＷＯ９３／０１２８８；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９２／０１０４７；ＰＣＴ公開番号
ＷＯ９２／０９６９０；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９０／０２８０９；Ｆｕｃｈｓ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７０～１３７２；Ｈａｙ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９２）Ｈｕｍ．Ａｎｔｉｂｏｄ．Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　３：８１～８５
；Ｈｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：１２７５～１２８１；
Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：７２５～７３４に
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見い出すことができる。
【０２３８】
　本発明は、本発明のタンパク質を特異的に結合する組換え抗体もまた提供する。好まし
い実施形態において、組換え抗体は、マーカータンパク質またはそのフラグメントを特異
的に結合する。組換え抗体には、ヒト部分および非ヒト部分の両方を含むキメラおよびヒ
ト化モノクローナル抗体、単鎖抗体、ならびに多特異的抗体が挙げられるがこれらに限定
されない。キメラ抗体は、異なる部分が異なる動物種から誘導されている分子、例えば、
マウスｍＡｂから誘導された可変領域およびヒト免疫グロブリン定常領域を有するもので
ある。（例えば、Ｃａｂｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第４，８１６，５６７号；お
よびＢｏｓｓ　ｅｔ　ａｌ．，同第４，８１６，３９７号を参照のこと、これらは、それ
らの全体が参照により本明細書に組み込まれる）単鎖抗体は１つの抗原結合部位を有し、
単一のポリペプチドからなる。これらは、当該分野において公知の技術、例えば、Ｌａｄ
ｎｅｒ　ｅｔ．ａｌ米国特許第４，９４６，７７８号（これは、その全体が参照により本
明細書に組み込まれる）；Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４
２：４２３～４２６；Ｗｈｉｔｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉ
ｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２：１～９；Ｗｈｉｔｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２：９７～１０５；およびＨｕｓｔｏｎ
　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ｍｏｄｅｌｉｎｇ：Ｃｏｎｃｅｐｔｓ　ａｎｄ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　２０３：４６～８８に記載されている方法を使用して製造でき
る。多特異的抗体は、異なる抗原に特異的に結合する少なくとも２つの抗原結合部位を有
する抗体分子である。このような分子は、当該分野において公知の技術、例えば、Ｓｅｇ
ａｌ，米国特許第４，６７６，９８０号（この開示は、その全体が参照により本明細書に
組み込まれる）；Ｈｏｌｌｉｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９３）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６４４４～６４４８；Ｗｈｉｔｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ
．，（１９９４）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．７：１０１７～１０２６および米国特許第６
，１２１，４２４号に記載されている方法を使用して製造できる。
【０２３９】
　ヒト化抗体は、非ヒト種からの１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）およびヒト免疫グ
ロブリン分子からのフレームワーク領域を有する、非ヒト種からの抗体分子である（例え
ば、Ｑｕｅｅｎ，米国特許第５，５８５，０８９号を参照のこと、これは、その全体が参
照により本明細書に組み込まれる）。ヒト化モノクローナル抗体は、当該分野において公
知である組換えＤＮＡ技術によって、例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ８７／０２６７１；欧
州特許出願１８４，１８７；欧州特許出願１７１，４９６；欧州特許出願１７３，４９４
；ＰＣＴ公開番号ＷＯ８６／０１５３３；米国特許第４，８１６，５６７号；欧州特許出
願１２５，０２３；Ｂｅｔｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：
１０４１～１０４３；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：３４３９～３４４３；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９：３５２１～３５２６；Ｓｕｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）　
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：２１４～２１８；Ｎｉｓｈｉｍ
ｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４７：９９９～１００５；Ｗ
ｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ　３１４：４４６～４４９；およびＳｈ
ａｗ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．８０：１５５
３～１５５９）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：１２０２～１
２０７；Ｏｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　４：２１４；
米国特許第５，２２５，５３９号；Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ
　３２１：５５２～５２５；Ｖｅｒｈｏｅｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２３９：１５３４；およびＢｅｉｄｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．１４１：４０５３～４０６０に記載されている方法を使用して製造できる。
【０２４０】
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　より特定には、ヒト化抗体は、例えば、内因性免疫グロブリン重鎖および軽鎖遺伝子を
発現することは不可能であるが、ヒト重鎖および軽鎖遺伝子を発現できるトランスジェニ
ックマウスを使用して製造できる。トランスジェニックマウスは、選択された抗原、例え
ば、本発明のマーカーに対応するポリペプチドのすべてまたは一部を用いて、通常の様式
で免疫される。抗原に対して指向されるモノクローナル抗体は、従来のハイブリドーマ技
術を使用して得ることができる。トランスジェニックマウスによって保持されるヒト免疫
グロブリン導入遺伝子は、Ｂ細胞分化の間に再配列され、続いて、クラススイッチングお
よび体細胞変異を受ける。したがって、このような技術を使用すると、治療的に有用なＩ
ｇＧ、ＩｇＡ、およびＩｇＥ抗体を産生することが可能である。ヒト抗体を産生するため
のこの技術の概説のために、以下を参照のこと：Ｌｏｎｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｈｕｓｚａｒ
（１９９５）Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３：６５－９３）．ヒト抗体およびヒ
トモノクローナル抗体を製造するためのこの技術、ならびにこのような抗体を産生するた
めのプロトコルのより詳細な議論については、例えば、米国特許第５，６２５，１２６号
；米国特許第５，６３３，４２５号；米国特許第５，５６９，８２５号；米国特許第５，
６６１，０１６号；および米国特許第号５，５４５，８０６号を参照のこと。加えて、Ａ
ｂｇｅｎｉｘ，Ｉｎｃ．（Ｆｒｅｅｍｏｎｔ，ＣＡ）などの企業は、上記に記載されたも
のと類似の技術を使用して、選択された抗原に対して指向されたヒト抗体を提供すること
に従事できる。
【０２４１】
　選択されたエピトープを認識する完全ヒト抗体は、「ガイド選択」と呼ばれる技術を使
用して生成できる。このアプローチにおいて、選択された非ヒトモノクローナル抗体、例
えば、マウス抗体は、同じエピトープを認識する完全ヒト抗体の選択をガイドするために
使用される（Ｊｅｓｐｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｂｉｏ／ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
　１２：８９９～９０３）。
【０２４２】
　本発明の抗体は、産生（例えば、被験体の血液または血清から）または合成の後で単離
でき、または周知の技術によってさらに精製できる。例えば、ＩｇＧ抗体は、プロテイン
Ａクロマトグラフィーを使用して精製できる。本発明のタンパク質に特異的な抗体は、選
択でき（例えば、部分精製でき）、または、例えば、アフィニティークロマトグラフィー
によって精製できる。例えば、組換え発現され、精製された（または部分精製された）本
発明のタンパク質は、上記のように産生され、例えば、クロマトグラフィーカラムなどの
固体支持体に共有結合的または非共有結合的に結合される。次いで、カラムは、非常の多
くの異なるエピトープに対して指向された抗体を含む試料からの本発明のタンパク質に特
異的な抗体をアフィニティー精製するために使用でき、それによって、実質的に精製され
た抗体組成物、すなわち、夾雑する抗体を実質的に含まないものを生成する。この状況に
おいて、実質的に精製された抗体組成物によって、抗体試料が、本発明の所望のタンパク
質のエピトープ以外のエピトープに対して指向される夾雑抗体の最大で３０％（乾燥重量
）のみを含み、好ましくは、試料の最大で２０％、なおより好ましくは最大で１０％、お
よび最も好ましくは、最大で５％（乾燥重量）が夾雑抗体であることが意味される。精製
された抗体組成物とは、組成物中の少なくとも９９％の抗体が本発明の所望のタンパク質
に対して指向されることを意味する。
【０２４３】
　好ましい実施形態において、本発明の実質的に精製された抗体は、シグナルペプチド、
分泌配列、細胞外ドメイン、本発明のタンパク質の膜貫通ドメインまたは細胞質ドメイン
または細胞膜に特異的に結合してもよい。特に好ましい実施形態において、本発明の実質
的に精製された抗体は、本発明のタンパク質のアミノ酸配列の分泌配列または細胞外ドメ
インに特異的に結合する。より好ましい実施形態において、本発明の実質的に精製された
抗体は、マーカータンパク質のアミノ酸配列の分泌配列または細胞外ドメインに特異的に
結合する。
【０２４４】
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　本発明のタンパク質に対して指向される抗体は、アフィニティークロマトグラフィーま
たは免疫沈降などの標準的な技術によってタンパク質を単離するために使用できる。さら
に、このような抗体は、マーカータンパク質またはそのフラグメントを（例えば、細胞溶
解物または細胞上清中で）検出するために使用して、マーカーの発現レベルおよびパター
ンを評価できる。抗体は、例えば、所定の処置レジメンの有効性を決定するために、臨床
検査手順の一部として、組織または体液中（例えば、代謝性障害関連の体液中）のタンパ
ク質レベルを監視するために診断的に使用することもできる。検出は、検出可能な物質に
結合された本発明の抗体を含む、抗体誘導体の使用によって容易にできる。検出可能な物
質の例には、種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生体発光物質、および放射
性物質が含まれる。適切な酵素の例には、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスフ
ァターゼ、β－ガラクトシダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼが含まれ；適切な
補欠分子族複合体の例には、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが
含まれ；適切な蛍光物質の例にはウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイ
ソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシル
クロライド、またはフィコエリトリンが含まれ；発光物質の例にはルミノールが含まれ；
生体発光物質の例にはルシフェラーゼ、ルシフェリン、およびエクオリンが含まれ、そし
て適切な放射性物質の例には１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ、または３Ｈが含まれる。
【０２４５】
　本発明の抗体は、代謝性障害を処置する際の治療剤としてもまた使用されてもよい。好
ましい実施形態において、本発明の完全ヒト抗体は、代謝性障害を有するヒト患者、特に
、糖尿病または肥満を有する患者の治療的処置のために使用される。別の好ましい実施形
態において、マーカータンパク質またはそのフラグメントに特異的に結合する抗体は、治
療的処置のために使用される。さらに、このような治療用抗体は、細胞毒素などの治療部
分、治療剤、または放射性金属イオンに結合体化された、抗体誘導体またはイムノトキシ
ン含有抗体であってもよい。細胞毒素または細胞毒性剤には、細胞に対して有害な任意の
薬剤が含まれる。例には、タキソール、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジ
ウム、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラ
スチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオ
ン、ミトキサントロン、ミトラマイシン、アクチノマイシンＤ、１－デヒドロテストステ
ロン、糖質コルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、
およびピューロマイシン、およびこれらのアナログまたはホモログが含まれる。治療剤に
は、代謝拮抗物質（例えば、メトトレキサート、６－メルカプトプリン、６－チオグアニ
ン、シタラビン、５－フルオロウラシル　デカルバジン）、アルキル化剤（例えば、メク
ロレタミン、チオテパ　クロラムブシル、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およ
びロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロホスファミド（ｃｙｃｌｏｔｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）
、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシンＣ、およ
びシス－ジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、アントラサイクリン
（例えば、ダウノルビシン（以前のダウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生物質
（例えば、ダクチノマイシン（以前のアクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマイ
シン、およびアントラマイシン（ＡＭＣ））、および抗有糸分裂剤（例えば、ビンクリス
チンおよびビンブラスチン）が含まれるがこれらに限定されない。
【０２４６】
　薬物部分が古典的な化学療法剤に限定されるように構築されているわけではないので、
本発明の結合体化抗体は、所定の生物学的応答を修飾するために使用できる。例えば、薬
物部分は、所望の生物学的活性を保有するタンパク質またはポリペプチドであり得る。こ
のようなタンパク質は、例えば、リボソーム阻害タンパク質（Ｂｅｔｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，米国特許第６，１４６，６３１号を参照のこと、この開示は、その全体が本明細書に
組み込まれる）、アブリン、リシンＡ、シュードモナスエキソトキシン、またはジフテリ
ア毒素などの毒素；腫瘍壊死因子、αインターフェロン、βインターフェロン、神経成長
因子、血小板由来成長因子、組織プラスミノーゲン活性化因子などのタンパク質；または
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、例えば、リンホカイン、インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インターロイキン－
２（「ＩＬ－２」）、インターロイキン－６（「ＩＬ－６」）、顆粒球マクロファージコ
ロニー刺激因子（「ＧＭ－ＣＳＦ」）、顆粒球コロニー刺激因子（「Ｇ－ＣＳＦ」）、ま
たは他の成長因子などの生物反応修飾物質を含んでもよい。
【０２４７】
　このような治療部分を抗体に結合体化するための技術は周知であり、例えば、Ａｒｎｏ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ」Ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，
Ｒｅｉｓｆｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（編），ｐｐ．２４３～５６（Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ
，Ｉｎｃ．１９８５）所収；Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ　Ｆｏｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ」Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉ
ｖｅｒｙ（第２版），Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（編），ｐｐ．６２３～５３（Ｍ
ａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．１９８７）所収；Ｔｈｏｒｐｅ，「Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ
　Ｔｈｅｒａｐｙ：Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ」Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　
’８４：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
，Ｐｉｎｃｈｅｒａ　ｅｔ　ａｌ．（編），ｐｐ．４７５～５０６（１９８５）所収；「
Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｒｅｓｕｌｔｓ，Ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　
Ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　Ｏｆ　Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ」Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ
，Ｂａｌｄｗｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（編），ｐｐ．３０３～１６（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒ
ｅｓｓ　１９８５）所収，およびＴｈｏｒｐｅ　ｅｔ　ａｌ．，「Ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒ
ａｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏ
ｄｙ－Ｔｏｘｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ」Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．，６２：１１９～
５８（１９８２）を参照のこと。
【０２４８】
　したがって、１つの態様において、本発明は、実質的に精製された抗体、抗体フラグメ
ント、および誘導体を提供し、これらのすべてが、本発明のタンパク質、好ましくは、マ
ーカータンパク質に特異的に結合する。種々の実施形態において、実質的に精製された本
発明の抗体、またはそのフラグメント、またはその誘導体は、ヒト抗体、非ヒト抗体、キ
メラ抗体、および／またはヒト化抗体であり得る。別の態様において、本発明は、非ヒト
抗体、抗体フラグメント、および誘導体を提供し、これらのすべてが、本発明のタンパク
質、好ましくは、マーカータンパク質に特異的に結合する。このような非ヒト抗体は、ヤ
ギ、マウス、ヒツジ、ウマ、ニワトリ、ウサギ、またはラットの抗体であり得る。あるい
は、本発明の非ヒト抗体は、キメラ抗体および／またはヒト化抗体であり得る。加えて、
本発明の非ヒト抗体は、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体であり得る。なお
さらなる態様において、本発明は、モノクローナル抗体、抗体フラグメント、および誘導
体を提供し、これらのすべてが、本発明のタンパク質、好ましくは、マーカータンパク質
に特異的に結合する。このモノクローナル抗体は、ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、
および／または非ヒト抗体であり得る。
【０２４９】
　本発明は、検出可能な物質に結合体化された本発明の抗体、および使用のための説明書
を含むキットもまた提供する。本発明のなお別の態様は、本発明の抗体を含む製薬組成物
である。１つの実施形態において、製薬組成物は、本発明の抗体および製薬的に許容され
得るキャリアを含む。
【０２５０】
　３．予測医学
　本発明は、診断アッセイ、予測アッセイ、薬理ゲノミクス、および臨床的な痕跡を監視



(60) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

することが予後診断（予測）目的のために使用され、それによって個体を予防的に治療す
る、予測医学の分野に関する。したがって、本発明の１つの態様は、個体が代謝性障害を
発症するリスクがあるか否かを決定するために、１種以上のマーカータンパク質または核
酸の発現レベルを決定するための診断アッセイに関する。このようなアッセイは、予後診
断または予測目的のために使用され、それによって、障害の発症の前に個体を予防的に処
置できる。
【０２５１】
　本発明のなお別の態様は、臨床試験における本発明のマーカーの発現または活性に対す
る薬剤（例えば、代謝性障害を阻害するため、または任意の他の障害を処置または予防す
るためのいずれかのために投与される薬物または他の化合物）の影響を｛すなわち、この
ような処置が有するかもしれないあらゆる発癌効果を理解するために｝監視することに関
する。これらおよび他の薬剤は、以下のセクションにさらに詳細に記載されている。
【０２５２】
　Ａ．診断アッセイ
　生物試料中のマーカータンパク質または核酸の存在または非存在を検出するための例示
的な方法には、試験被験体（例えば、代謝性障害関連体液）から生物試料を入手すること
、およびポリペプチドまたは核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ、またはｃＤＮＡ）
を検出可能な化合物または薬剤と生物試料を接触させることが含まれる。したがって、本
発明の検出方法は、例えば、生物試料中で、インビトロならびにインビボで、ｍＲＮＡ、
タンパク質、ｃＤＮＡ、またはゲノムＤＮＡを検出するために使用できる。例えば、ｍＲ
ＮＡの検出のためのインビトロ技術には、ノーザンハイブリダイゼーションおよびインサ
イチュハイブリダイゼーションが含まれる。マーカータンパク質の検出のためのインビト
ロ技術には、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブロット、免疫沈殿
、および免疫蛍光が含まれる。ゲノムＤＮＡの検出のためのインビトロ技術には、サザン
ハイブリダイゼーションが含まれる。ｍＲＮＡの検出のためのインビボ技術には、ポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、ノーザンハイブリダイゼーション、およびインサイチュハイ
ブリダイゼーションが含まれる。さらに、マーカータンパク質の検出のためのインビボ技
術には、タンパク質またはそのフラグメントに対して指向される標識された抗体を被験体
に導入することが含まれる。例えば、抗体は放射性マーカーで標識でき、被験体における
その存在および位置が標準的な画像化技術によって検出できる。
【０２５３】
　このような診断および予測アッセイの一般的な原理には、マーカーおよびプローブが相
互作用および結合することを許容するために適切な条件下でかつ十分な時間の間、マーカ
ーおよびプローブを含んでもよい試料または反応混合物を調製し、したがって、反応混合
物中で除去および／または検出ができる複合体を形成することが含まれる。これらのアッ
セイは、種々の方法で実施可能である。
【０２５４】
　例えば、このようなアッセイを実施するための１つの方法には、基材ともまた呼ばれる
固相支持体にマーカーまたはプローブを固着させること、および固相に固着された標的マ
ーカー／プローブ複合体を反応の最後に検出することが含まれる。このような方法の１つ
の実施形態において、マーカーの存在および／または濃度についてアッセイされる被験体
からの試料は、キャリアまたは固相支持体に固着できる。別の実施形態において、逆の状
況が可能であり、ここでは、プローブは固相に固着でき、被験体からの試料はアッセイの
固着されていない成分として反応させることができる。
【０２５５】
　アッセイ成分を固相に固着させるための多くの確立された方法が存在する。これらには
、ビオチンおよびストレプトアビジンの結合体化を通して固定化されているマーカーまた
はプローブ分子が含まれるがこれらに限定されない。このようなビオチン化アッセイ成分
は、当該分野において公知である技術（例えば、ビオチン化キット、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈ
ｅｍｉｃａｌｓ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）を使用してビオチン－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキ
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シ－スクシンイミド）から調製され、そしてストレプトアビジンコートされた９６ウェル
プレート（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）のウェルに固定化できる。特定の実施形態
において、固定化アッセイ成分を有する表面は、前もって調製され、保存できる。
【０２５６】
　このようなアッセイのための他の適切なキャリアまたは固相支持体には、マーカーまた
はプローブが属する分子のクラスに結合可能な任意の物質が含まれる。周知の支持体また
はキャリアには、ガラス、ポリスチレン、ナイロン、ポリプロピレン、ナイロン、ポリエ
チレン、デキストラン、アミラーゼ、天然および修飾セルロース、ポリアクリルアミド、
斑れい岩、およびマグネタイトが挙げられるがこれらに限定されない。
【０２５７】
　上記に言及されたアプローチを用いてアッセイを実施するために、固定化されていない
成分は、第２の成分が固着されている固相に加えられる。反応が完了した後で、いかなる
形成された複合体も固相上に固定化されているままであるように、複合体形成していない
成分は（例えば、洗浄によって）除去されてもよい。固相に固着されたマーカー／プロー
ブ複合体の検出は、本明細書に概説されている多数の方法において達成できる。
【０２５８】
　好ましい実施形態において、プローブは、これが固着されていないアッセイ成分である
とき、検出およびアッセイの読みとりの目的のために、直接的または間接的のいずれかで
、本明細書において議論されており、かつ当業者に周知である検出可能な標識で標識でき
る。
【０２５９】
　例えば、蛍光エネルギー移動の技術を利用することにより（例えば、Ｌａｋｏｗｉｃｚ
　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第５，６３１，１６９号；Ｓｔａｖｒｉａｎｏｐｏｕｌｏｓ，
ｅｔ　ａｌ．，米国特許第４，８６８，１０３号を参照のこと）、いずれの成分（マーカ
ーまたはプローブ）のさらなる操作または標識もなしで、マーカー／プローブ複合体形成
を直接的に検出することもまた可能である。第１の「ドナー」分子上の蛍光団標識は、適
切な波長の入射光を用いる励起の際に、その励起された蛍光エネルギーが第２の「アクセ
プター」分子上の蛍光標識によって吸収され、これは、次には吸収されたエネルギーに起
因して蛍光を発することが可能であるように選択される。あるいは、「ドナー」タンパク
質分子は、トリプトファン残基の天然蛍光エネルギーを単に利用してもよい。「アクセプ
ター」分子標識が「ドナー」のそれから区別され得るように、異なる波長の光を発光する
標識が選択される。標識間のエネルギー移動の効率は分子を隔てている距離と関係するの
で、分子間の空間的な関連性が評価できる。結合が分子間に存在する状況において、アッ
セイにおける「アクセプター」分子標識の蛍光発光は最大であるべきである。ＦＥＴ結合
事象は、当該分野において周知である標準的なフルオロメトリー検出手段を通して（例え
ば、フルオロメーターを使用して）首尾よく測定できる。
【０２６０】
　別の実施形態において、プローブがマーカーを認識する能力の決定は、いずれのアッセ
イ成分（プローブまたはマーカー）も標識することなく、リアルタイムＢｉｏｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ（ＢＩＡ）を使用することによっ
て達成できる（例えば、Ｓｊｏｌａｎｄｅｒ，Ｓ．ａｎｄ　Ｕｒｂａｎｉｃｚｋｙ，Ｃ．
，１９９１，Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６３：２３３８～２３４５およびＳｚａｂｏ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９５，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．５：６９９－７０５
）．本明細書で使用される場合、「ＢＩＡ」または「表面プラズモン共鳴」は、相互作用
する因子のいずれも標識することなく、リアルタイムで生物特異的相互作用を研究するた
めの技術である（例えば、ＢＩＡコア）。結合表面における質量の変化（結合事象を示す
）は、表面の近くの光の屈折率の変化を生じ（表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）の光学的現
象）、生物学的分子間のリアルタイム反応の指標として使用できる検出可能なシグナルを
生じる。
【０２６１】
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　あるいは、別の実施形態において、類似の診断および予後診断アッセイは、液相中の溶
質としてマーカーおよびプローブを用いて実施できる。このようなアッセイにおいて、複
合体化されたマーカーおよびプローブは、ディファレンシャル遠心分離、クロマトグラフ
ィー、電気泳動、および免疫沈降を含むがこれらに限定されない多数の標準的な技術のい
ずれかによって、複合体化されていない成分から分離される。ディファレンシャル遠心分
離において、マーカー／プローブ複合体は、それらの異なるサイズおよび密度に基づく複
合体の異なる沈降平衡に起因して、一連の遠心工程を通して、複合体化されていないアッ
セイ成分から分離されてもよい（例えば、Ｒｉｖａｓ，Ｇ．，ａｎｄ　Ｍｉｎｔｏｎ，Ａ
．Ｐ．，１９９３，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｃｉ．１８（８）：２８４～７）
を参照のこと。標準的なクロマトグラフィー技術もまた、複合体化された分子を複合体化
されていない分子から分離するために利用されてもよい。例えば、ゲルろ過クロマトグラ
フィーは分子をサイズに基づいて、カラム様式での適切なゲルろ過樹脂の利用を通して分
離し、例えば、相対的に大きな複合体は、相対的に小さな複合体化していない成分から分
離されてもよい。同様に、複合体化していない成分と比較した場合にマーカー／プローブ
の相対的に異なる電荷特性は、例えば、イオン交換クロマトグラフィー樹脂の利用を通し
て、複合体化していない成分から複合体を区別するように利用されてもよい。このような
樹脂およびクロマトグラフィー技術は、当業者に周知である（例えば、Ｈｅｅｇａａｒｄ
，Ｎ．Ｈ．，１９９８，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｒｅｃｏｇｎｉｔ．Ｗｉｎｔｅｒ　１１（１～６）
：１４１～８；Ｈａｇｅ，Ｄ．Ｓ．，ａｎｄ　Ｔｗｅｅｄ，Ｓ．Ａ．Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔ
ｏｇｒ　Ｂ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｓｃｉ　Ａｐｐｌ　１９９７　Ｏｃｔ　１０；６９９（１～
２）：４９９～５２５を参照のこと）。ゲル電気泳動もまた、複合体化されたアッセイ成
分を未結合の成分から分離するために利用されてもよい（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ
　ａｌ．編，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８７～１９９９を
参照のこと）。この技術において、タンパク質または核酸複合体は、例えば、サイズまた
は電荷に基づいて分離される。電気泳動プロセスの間の結合相互作用を維持するために、
典型的には、非変性ゲルマトリックス材料および還元剤の非存在下での条件が好ましい。
特定のアッセイおよびその成分に対して適切な条件は当業者に周知である。
【０２６２】
　特定の実施形態において、マーカーｍＲＮＡのレベルは、当該分野において公知である
方法を使用して、生物試料中で、インサイチュ様式とインビトロ様式の両方によって決定
できる。「生物試料」という用語は、被験体から単離された組織、細胞、生物学的流体、
およびそれらの単離物、ならびに被験体の中に存在する組織、細胞、および流体を含むこ
とが意図される。多くの発現検出方法は単離されたＲＮＡを使用する。インビトロ方法の
ために、ｍＲＮＡの単離に不利であるとして選択されない任意のＲＮＡ単離技術が、代謝
性障害細胞からのＲＮＡの精製のために利用できる（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａ
ｌ．編，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　１９８７～１９９９を参照
のこと）。加えて、多くの組織試料が、例えば、Ｃｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉ（１９８９，米
国特許第４，８４３，１５５号）の１段階ＲＮＡ単離プロセスなどの当業者に周知の技術
を使用して容易に処理できる。
【０２６３】
　単離されたｍＲＮＡは、サザンまたはノーザン分析、ポリメラーゼ連鎖反応分析、およ
びプローブアレイを含むがこれらに限定されない、ハイブリダイゼーションまたは増幅ア
ッセイにおいて使用できる。ｍＲＮＡレベルの検出のための１つの好ましい診断方法には
、検出される遺伝子によってコードされるｍＲＮＡにハイブリダイズできる核酸分子（プ
ローブ）と、単離されたｍＲＮＡを接触させることを包含する。核酸プローブは、例えば
、全長ｃＤＮＡまたはその一部、例えば、少なくとも７、１５、３０、５０、１００、２
５０、または５００ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドであり得、本発明のマーカーを
コードするｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡにストリンジェントな条件下で特異的にハイブリ
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ダイズするために十分であり得る。本発明の診断アッセイにおける使用のための他の適切
なプローブは本明細書に記載される。ｍＲＮＡのプローブとのハイブリダイゼーションは
、問題のマーカーが発現されていることを示す。
【０２６４】
　１つの形式において、例えば、アガロースゲル上で単離されたｍＲＮＡを泳動すること
、およびｍＲＮＡをゲルからニトロセルロースなどのメンブレンに転写することによって
、ｍＲＮＡは、固体表面に固定化され、プローブと接触される。代替の形式において、プ
ローブは固体表面に固定化され、ｍＲＮＡは、例えば、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ遺伝子チッ
プアレイの中でプローブと接触される。当業者は、本発明のマーカーによってコードされ
るｍＲＮＡのレベルを検出する際の使用のために公知のｍＲＮＡ検出方法を容易に適合さ
せることができる。
【０２６５】
　試料中のｍＲＮＡマーカーのレベルを決定するための代替方法には、例えば、ＲＴ－Ｐ
ＣＲ（Ｍｕｌｌｉｓ，１９８７，米国特許第４，６８３，２０２号に示されている実験の
実施形態）、リガーゼ連鎖反応（Ｂａｒａｎｙ，１９９１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８８：１８９～１９３）、自己持続配列複製（Ｇｕａｔｅｌｌｉ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９０，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：１８
７４～１８７８）、転写増幅系（Ｋｗｏｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：１１７３～１１７７）、Ｑ－Ｂｅｔａ　Ｒｅｐｌ
ｉｃａｓｅ（Ｌｉｚａｒｄｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
　６：１１９７）、ローリングサークル複製（Ｌｉｚａｒｄｉ　ｅｔ　ａｌ．米国特許第
５，８５４，０３３号）、または任意の他の核酸増幅方法、続いて当業者に公知の技術を
使用する、増幅された分子の検出による核酸増幅のプロセスが含まれる。核酸分子が非常
に少ない数で存在する場合に、これらの検出スキームは、このような分子の検出のために
特に有用である。本明細書で使用される場合、増幅プライマーは、１つの遺伝子（それぞ
れプラス鎖およびマイナス鎖または逆もまた同様）の５’または３’領域にアニールする
ことができる１対の核酸分子であると定義され、その間に短い領域を含む。一般的に、増
幅プライマーは、約１０～３０ヌクレオチド長であり、約５０～２００ヌクレオチド長の
領域に隣接する。適切な条件下でかつ適切な試薬を用いて、このようなプライマーは、プ
ライマーによって隣接されるヌクレオチド配列を含む核酸分子の増幅を可能にする。
【０２６６】
　インサイチュ方法のために、ｍＲＮＡは、検出の前に細胞から単離される必要はない。
このような方法において、細胞または組織試料は、公知の組織学的方法を使用して調製／
処理される。次いで、試料は、支持体、典型的には、ガラススライド上に固定化され、次
いで、マーカーをコードするｍＲＮＡにハイブリダイズできるプローブと接触される。
【０２６７】
　マーカーの絶対的な発現レベルに基づいて決定を行うための代替として、決定は、標準
化されたマーカーの発現レベルに基づいてもよい。発現レベルは、マーカーではない遺伝
子、例えば、構成的に発現されるハウスキーピング遺伝子の発現に対してマーカーの発現
を比較することによって、マーカーの絶対的な発現レベルを補正することによって標準化
される。標準化のための適切な遺伝子には、アクチン遺伝子または上皮細胞特異的遺伝子
などのハウスキーピング遺伝子が挙げられる。この標準化は、１つの試料、例えば、患者
試料中の発現レベルの、別の試料、例えば、非代謝性障害試料に対する比較、または異な
る供給源からの試料間の比較を可能にする。
【０２６８】
　あるいは、発現レベルは、相対的な発現レベルとして提供できる。マーカーの相対的な
発現レベルを決定するために、マーカーの発現レベルは、問題の試料についての発現レベ
ルの決定の前に、代謝性障害単離物、好ましくは、５０以上の試料に対して、１０以上の
正常単離物の試料について決定される。大きな数の試料でアッセイされた遺伝子の各々の
平均発現レベルが決定され、これは、マーカーについてのベースライン発現レベルとして
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使用される。次いで、試験試料について決定されたマーカーの発現レベル（発現の絶対レ
ベル）は、そのマーカーについて得られた平均発現値によって除算される。これは相対発
現レベルを示す。
【０２６９】
　好ましくは、ベースライン決定において使用される試料は、代謝性障害と関連する組織
からである。細胞供給源の選択は、相対発現レベルの使用に依存する。平均発現スコアと
して正常組織中で見い出された発現を使用することは、アッセイされたマーカーが（正常
細胞に対して）代謝性障害特異的であるか否かを認証する際に補助となる。加えて、より
多くのデータが蓄積するにつれて、平均発現値が修正でき、蓄積データに基づく改善され
た相対発現値を提供する。
【０２７０】
　本発明の別の実施形態において、マーカータンパク質が検出される。本発明のマーカー
タンパク質を検出するための好ましい因子は、このようなタンパク質またはそのフラグメ
ントに結合可能な抗体、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体である。抗体は、ポリ
クローナル、またはより好ましくは、モノクローナルであり得る。インタクトな抗体、ま
たはそのフラグメントまたは誘導体（例えば、ＦａｂまたはＦ（ａｂ’）２）が使用でき
る。「標識された」という用語は、プローブまたは抗体に関して、プローブまたは抗体に
検出可能な物質をカップリングすること（すなわち、物理的に連結すること）によるプロ
ーブまたは抗体の直接的標識、ならびに直接的に標識された別の試薬との反応性によるプ
ローブまたは抗体の間接的標識を包含することが意図される。間接的標識の例には、蛍光
標識された二次抗体を使用する一次抗体の検出、およびビオチンが蛍光標識されたストレ
プトアビジンを用いて検出できるようなビオチンを用いるＤＮＡプローブの末端標識が含
まれる。
【０２７１】
　細胞からのタンパク質は、当業者に周知である技術を使用して単離できる。利用される
タンパク質単離方法は、例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ（Ｈａｒｌｏｗ　ａｎ
ｄ　Ｌａｎｅ，１９８８，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）に記載されているようなもの
であり得る。
【０２７２】
　試料が所定の抗体に結合するタンパク質を含むか否かを決定するために種々の形式が利
用できる。このような形式の例には、エンザイムイムノアッセイ（ＥＩＡ）、ラジオイム
ノアッセイ（ＲＩＡ）、ウェスタンブロット分析、および酵素結合免疫吸着アッセイ（Ｅ
ＬＩＳＡ）が含まれるがこれらに限定されない。当業者は、細胞が本発明のマーカーを発
現するか否かを決定する際の使用のために、公知のタンパク質／抗体検出方法を容易に適
合できる。
【０２７３】
　１つの形式において、抗体または抗体フラグメントまたは誘導体は、発現されたタンパ
ク質を検出するために、ウェスタンブロットまたは免疫蛍光技術などの方法において使用
できる。このような用途において、抗体またはタンパク質のいずれかを固体支持体上に固
定化することが一般的に好ましい。適切な固相支持体またはキャリアには、抗原または抗
体を結合可能である任意の支持体が含まれる。周知の支持体またはキャリアには、ガラス
、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエチレン、デキストラン、ナイロン、アミラーゼ
、天然および修飾セルロース、ポリアクリルアミド、斑れい岩、およびマグネタイトが挙
げられる。
【０２７４】
　当業者は、抗体または抗原を結合するための多くの他の適切なキャリアを知っており、
本発明に伴う使用のためにこのような支持体を適合できる。例えば、代謝性障害細胞から
単離されたタンパク質は、ポリアクリルアミドゲル電気泳動上で泳動でき、ニトロセルロ
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ースなどの固相支持体上に固定化できる。次いで、支持体は適切な緩衝液で洗浄され、検
出可能に標識された抗体を用いる処理を行うことができる。次いで、固相支持体は、緩衝
液を用いる２度目の洗浄をされ、未結合の抗体を除去できる。次いで、固体支持体上の結
合した標識の量が従来的な手段によって検出できる。
【０２７５】
　本発明は、生物試料中のマーカータンパク質または核酸の存在を検出するためのキット
もまた包含する。このようなキットは、被験体が糖尿病または肥満などの代謝性障害に罹
患しているか、またはそれを発症するリスクがあるかを決定するために使用できる。例え
ば、このキットは、生物試料中のマーカータンパク質または核酸を検出可能な標識化合物
または薬剤、および試料中のタンパク質またはｍＲＮＡの量を決定するための手段を含む
ことができる（例えば、タンパク質もしくはそのフラグメントを結合する抗体、またはタ
ンパク質をコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡに結合するオリゴヌクレオチドプローブ）。
キットは、そのキットを使用して得られる結果を解釈するための説明書もまた含むことが
できる。
【０２７６】
　抗体ベースのキットについては、そのキットは例えば、以下を含んでもよい：（１）マ
ーカータンパク質に結合している第１の抗体（例えば、固体支持体に結合されている）；
および、任意に、（２）タンパク質または第１の抗体のいずれかに結合し、検出可能な標
識に結合体化されている第２の異なる抗体。
【０２７７】
　オリゴヌクレオチドベースのキットについては、このキットは、例えば、以下を含んで
もよい：（１）マーカータンパク質をコードする核酸配列にハイブリダイズするオリゴヌ
クレオチド、例えば、検出可能に標識されたオリゴヌクレオチド、または（２）マーカー
核酸分子を増幅するために有用な１対のプライマー。このキットは、例えば、緩衝剤、保
存剤、またはタンパク質安定剤もまた含むことができる。このキットは、検出可能な標識
を検出するために必要な成分（例えば、酵素または基質）をさらに含むことができる。こ
のキットは、アッセイでき、試験試料と比較できる対照試料または一連の対照試料もまた
含むことができる。キットの各成分は個々の容器の中に入れることができ、キットを使用
して実施されたアッセイの結果を解釈するための説明書とともにすべての様々な容器が単
一のパッケージの中にあることができる。
【０２７８】
　Ｂ．薬理ゲノミクス
　本発明のマーカーは、薬理ゲノミクスマーカーとしてもまた有用である。本明細書で使
用される場合、「薬理ゲノミクスマーカー」とは、目的の生化学的マーカーであり、その
発現レベルは患者の特定の臨床薬物応答または感受性と相関する（例えば、ＭｃＬｅｏｄ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　３５（１２）：１６５０－１６
５２に概説されている）。薬理ゲノミクスマーカー発現の存在または量は、患者の予測さ
れる応答に関連し、より特定には、特定の薬物または薬物のクラスを用いる治療に対する
患者の代謝性障害に関連する。患者における１つ以上の薬理ゲノミクスマーカーの発現の
存在または量を評価することによって、患者にとって最も適切であり、より大きな程度の
成功を有すると予測される薬物治療が選択され得る。例えば、患者における特定のマーカ
ーによってコードされるＲＮＡまたはタンパク質の存在または量に基づいて、患者におい
て存在する可能性がある特定の代謝性障害の処置のために最適化される薬物または処置の
経路が選択されてもよい。それゆえに、薬理ゲノミクスマーカーの使用は、異なる薬物ま
たはレジメンを試すことなく、各々の代謝性障害のために最も適切な処置を選択または設
計することを可能にする。
【０２７９】
　薬理ゲノミクスの別の態様は、身体が薬物に対して作用する方法を変更する遺伝的条件
を扱う。これらの薬理ゲノミクス条件は、まれな欠損または多型のいずれかとして起こる
可能性がある。例えば、グルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤ）欠
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損は一般的な遺伝性酵素病であり、ここでは、主要な臨床的合併症は、酸化性薬物（抗マ
ラリア剤、スルホンアミド、鎮痛剤、ニトロフラン）の摂取およびソラマメの消費後の溶
血である。
【０２８０】
　例示的な実施形態として、薬物代謝酵素の活性は、薬物作用の強度と期間の両方の主要
な決定要因である。薬物代謝酵素（例えば、Ｎ－アセチルトランスフェラーゼ２（ＮＡＴ
２）およびシトクロムＰ４５０酵素ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９）の遺伝子多型の
発見は、ある患者がなぜ予測された薬物効果を示さないか、または標準的かつ安全な用量
の薬物を摂取後に誇張された薬物応答および深刻な毒性を示すことについての説明を提供
する。これらの多型は、集団中で２つの表現型、広範な代謝者（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ　ｍ
ｅｔａｂｏｌｉｚｅｒ（ＥＭ））および乏しい代謝者（ｐｏｏｒ　ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅ
ｒ（ＰＭ））として表現される。ＰＭの有病率は異なる集団の間で異なる。例えば、ＣＹ
Ｐ２Ｄ６をコードする遺伝子は高度に多型性であり、いくつかの変異がＰＭ中で同定され
ており、これらはすべて、機能的ＣＹＰ２Ｄ６の非存在に導く。ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹ
Ｐ２Ｃ１９の乏しい代謝者は、彼らが標準用量を受容するときに、誇張された薬物応答お
よび副作用を極めて頻繁に経験している。代謝物が活性治療部分である場合、そのＣＹＰ
２Ｄ６によって形成される代謝物モルヒネによって媒介されるコデインの鎮痛効果につい
て実証されるように、ＰＭは治療的応答を示さない。他の極端なものは、標準用量に応答
しないいわゆる超迅速代謝者である。最近、超迅速代謝の分子的基礎がＣＹＰ２Ｄ６遺伝
子増幅に起因して同定された。
【０２８１】
　したがって、個体における本発明のマーカーの発現レベルが決定でき、それによって、
個体の治療的または予防的処置のために適切な薬剤を選択する。加えて、薬理ゲノミクス
研究は、個体の薬物応答性表現型の同定に対して、薬物代謝酵素をコードする多型性対立
遺伝子の遺伝子型決定を適用するために使用できる。この知見は、投薬または薬物選択に
適用されるとき、有害な反応または治療の失敗を回避でき、したがって、本発明のマーカ
ーの発現の調節因子を用いて被験体を治療するときに、治療的または予防的な有効性を増
強する。
【０２８２】
　Ｃ．臨床試験の監視
　本発明のマーカーの発現レベルに対する薬物の影響を監視することは、基礎的な薬物ス
クリーニングにおいてのみならず、臨床試験においてもまた適用できる。例えば、薬剤が
マーカー発現に影響を与えるための有効性は、代謝性障害についての処置を受ける被験体
の臨床試験において監視される。好ましい実施形態において、本発明は、（ｉ）薬剤の投
与の前に被験体から投与前試料を得る工程；（ｉｉ）投与前試料における１種以上の選択
された本発明のマーカーの発現レベルを検出する工程；（ｉｉｉ）被験体からの１種以上
の投与後試料を得る工程；（ｉｖ）投与後試料中のマーカーの発現レベルを検出する工程
；（ｖ）投与前試料のマーカーの発現レベルを、投与後試料中のマーカーの発現レベルと
比較する工程；および（ｖｉ）それに応じて、被験体への薬剤の投与を変更する工程を包
含する、薬剤（例えば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、タンパク質、ペ
プチド、核酸、小分子、または他の薬物候補）を用いる被験体の治療の有効性を監視する
ための方法を提供する。例えば、処置の過程の間のマーカー遺伝子の発現の増加は、非効
果的な投薬量および投薬量の増加が望ましいことを示し得る。逆に、マーカー遺伝子の発
現の減少は、有効な処置および投薬量を変更する必要がないことを示し得る。
【０２８３】
　Ｄ．アレイ
　本発明は、本発明のマーカーを含有するアレイもまた含む。アレイは、アレイ中の１種
以上の遺伝子の発現をアッセイするために使用できる。１つの実施形態において、アレイ
は、アレイ中の遺伝子の組織特異性を確実にするために組織中の遺伝子発現をアッセイす
るために使用できる。この様式において、約７６００個までの遺伝子が発現について同時
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にアッセイできる。このことは、１つ以上の組織において特異的に発現される一連の遺伝
子を示すプロフィールが開発されることを可能にする。
【０２８４】
　このような定性的な決定に加えて、本発明は、遺伝子発現の定量を可能にする。したが
って、組織特異性のみならず、組織における一連の遺伝子の発現レベルもまた確認可能で
ある。したがって、遺伝子は、それらの組織発現それ自体およびその組織中での発現レベ
ルに基づいてグループ分けできる。これは、例えば、組織の間または組織の中で遺伝子発
現の関連性を確認する際に有用である。したがって、１つの組織は摂動する可能性があり
、第２の組織中での遺伝子発現に対する効果が決定できる。この状況において、生物学的
刺激に応答した、１つの細胞型の別の細胞型に対する効果が決定できる。このような決定
は、例えば、遺伝子発現レベルにおける細胞－細胞相互作用の効果を知るために有用であ
る。薬剤が１つの細胞型を処置するために治療的に投与されるが、別の細胞型に望ましく
ない効果を有する場合、本発明は、望ましくない効果の分子的基礎を決定するためのアッ
セイを提供し、したがって、反対に作用する薬剤を同時投与し、またはさもなくば望まし
くない効果を処置するための機会を提供する。同様に、単一の細胞型の中でさえ、望まし
くない生物学的効果は分子レベルにおいて決定できる。したがって、標的遺伝子以外の発
現に対する薬剤の効果は、確認され、打ち消されることができる。
【０２８５】
　別の実施形態において、アレイは、アレイ中の１種以上の遺伝子の発現の時間経過を監
視するために使用できる。このことは、本明細書に開示されるような種々の生物学的状況
において、例えば、代謝性障害の発症、代謝性障害の進行、および代謝性障害と関連する
細胞形質転換のようなプロセスにおいて行われる。
【０２８６】
　アレイは、同じ細胞または異なる細胞における、１つの遺伝子の発現の他の遺伝子の発
現に対する有効性を確認するためにもまた有用である。これは、例えば、最終的なまたは
下流の標的が調節できない場合に、治療的介入のために代わりの分子標的の選択を提供す
る。
【０２８７】
　アレイは、正常細胞および異常細胞における１つ以上の遺伝子の示差的な発現パターン
を確認するためにもまた有用である。これは、診断または治療的介入のための分子標的と
して働くことができる一連の遺伝子を提供する。
【０２８８】
　ＶＩ．試料を得るための方法
　本発明の方法において有用な試料には、本発明のマーカーを発現する任意の組織、細胞
、生検、または体液試料が挙げられる。１つの実施形態において、試料は、組織、細胞、
全血、血清、血漿、口腔掻爬物（ｂｕｃｃａｌ　ｓｃｒａｐｅ）、唾液、脳脊髄液、尿、
糞便、または気管支肺胞洗浄液であり得る。好ましい実施形態において、組織試料は、血
液または尿試料を含む代謝性障害試料である。
【０２８９】
　身体試料は、例えば、生検の使用、または一定の領域を掻爬もしくはスワブすること、
または体液を吸引するために針を使用することを含む、当該分野において公知である種々
の技術によって被験体から得られることができる。種々の体液試料を収集するための方法
は当該分野において周知である。
【０２９０】
　本発明のマーカーを検出および定量するために適切な組織試料は、当業者に公知である
方法にしたがって、更新され、凍結され、または固定されてもよい。適切な組織試料は、
好ましくは、さらなる分析のために、切片化され、顕微鏡スライド上に配置される。ある
いは、固形物試料、すなわち、組織試料は、可溶化および／またはホモジナイズされ、続
いて、可溶性抽出物と同様に分析されてもよい。
【０２９１】
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　１つの実施形態において、新鮮に得られた組織試料は、例えば、液体窒素またはジフル
オロジクロロメタンを使用して凍結される。凍結試料は、例えば、ＯＣＴを使用する切片
化のためにマウントされ、クリオスタット中で連続的に切片化される。連続切片は、ガラ
ス顕微鏡スライド上で収集される。免疫組織化学染色のために、切片がスライドに貼り付
くことを確実にするために、スライドは、例えば、クロム－ミョウバン、ゼラチン、また
はポリ－Ｌ－リジンでコートされてもよい。別の実施形態において、試料は、切片化の前
に固定および包埋される。例えば、組織試料は、例えば、ホルマリン中に固定化されても
よく、連続的に脱水され、例えば、パラフィン中に包埋されてもよい。
【０２９２】
　一旦試料が得られると、本発明のマーカーを検出および定量するために適切であること
が当該分野において知られている任意の方法が（核酸レベルまたはタンパク質のいずれか
で）使用されてもよい。このような方法は当該分野において周知であり、これらには、ウ
ェスタンブロット、ノーザンブロット、サザンブロット、免疫組織化学、ＥＬＩＳＡ、例
えば、増幅ＥＬＩＳＡ、免疫沈降、免疫蛍光、フローサイトメトリー、免疫細胞化学、質
量分析、例えば、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦおよびＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ、核酸ハイブリダイゼー
ション技術、核酸逆転写法、および核酸増幅法が含まれるがこれらに限定されない。特定
の実施形態において、本発明のマーカーの発現は、例えば、これらのタンパク質を特異的
に結合する抗体を使用して、タンパク質レベルで検出される。
【０２９３】
　本発明のマーカーを抗体結合に利用可能にするために、試料は修飾される必要がある可
能性がある。免疫細胞化学または免疫組織化学の特定の態様において、スライドは、前処
理された緩衝液に移され、任意に、抗原利用性を増加するために加熱されてもよい。前処
理緩衝液中での試料の加熱は、細胞の脂質二重層を急速に破壊し、抗原（新鮮な試料にお
ける場合である可能性はあるが、典型的には、固定された試料で起こることではない）を
抗体結合に対してより利用可能にする。「前処理緩衝液」および「調製緩衝液」という用
語は、特に、抗体結合のために本発明のマーカーの利用可能性を増加することによって免
疫染色のための細胞学的または組織学的試料を調製するために使用される緩衝液をいうた
めに、本明細書では交換可能に使用される。前処理緩衝液は、ｐＨ特異的塩溶液、ポリマ
ー、洗剤、または、例えば、エチルオキシレートアニオン性または非イオン性界面活性剤
、アルカノエートまたはアルコキシレートもしくはこれらの界面活性剤のブレンドさえ、
もしくは胆汁塩の使用さえなどの非イオン性もしくはアニオン性界面活性剤を含んでもよ
い。前処理緩衝液は、例えば、０．１％～１％のデオキシコール酸、ナトリウム塩の溶液
、またはラウレス－１３－カルボン酸ナトリウム（例えば、Ｓａｎｄｏｐａｎ　ＬＳ）の
溶液およびエトキシレートアニオン性錯体であってもよい。ある実施形態において、前処
理緩衝液は、スライド保存緩衝液としてもまた使用されてもよい。
【０２９４】
　抗体結合のためにより利用可能である本発明のマーカータンパク質を作製するための任
意の方法が本発明の実施において使用されてもよく、これには、当該分野において公知で
ある抗原回復方法が含まれる。例えば、Ｂｉｂｂｏ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ａｃｔａ
．Ｃｙｔｏｌ．４６：２５～２９；Ｓａｑｉ，ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｄｉａｇｎ．Ｃ
ｙｔｏｐａｔｈｏｌ．２７：３６５～３７０；Ｂｉｂｂｏ，ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ａ
ｎａｌ．Ｑｕａｎｔ．Ｃｙｔｏｌ．Ｈｉｓｔｏｌ．２５：８～１１を参照のこと、これら
の各々の全体の内容は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０２９５】
　マーカータンパク質の利用可能性を増加するための前処理後、試料は、適切なブロッキ
ング剤、例えば、過酸化水素などのペルオキシダーゼブロッキング試薬を使用してブロッ
クされてもよい。ある実施形態において、試料は、抗体の非特異的結合を妨害するために
、タンパク質ブロッキング試薬を使用してブロックされてもよい。タンパク質ブロッキン
グ試薬には、タンパク質、精製カゼインが含まれてもよい。次いで、抗体、特に、本発明
のマーカーに特異的に結合するモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体は、試料と
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ともにインキュベートされる。当業者は、ある場合においては、患者試料中のマーカータ
ンパク質上の複数のエピトープを検出することによって、より多くの正確な予後診断また
は診断が得られるかもしれないことを認識している。それゆえに、特定の実施形態におい
て、本発明のマーカーの異なるエピトープに指向される少なくとも２つの抗体が使用され
る。１つよりも多くの抗体が使用される場合、これらの抗体は、個々の抗体試薬として連
続的に、または抗体カクテルとして同時に加えられてもよい。あるいは、各々個々の抗体
が、同じ患者からの別個の試料に加えられ、得られたデータがプールされてもよい。
【０２９６】
　抗体結合を検出するための技術は当該分野において周知である。本発明のマーカーへの
抗体結合は、抗体結合のレベルに対応し、したがって、マーカータンパク質発現レベルに
対応する検出可能なシグナルを生成する化学試薬の使用を通して検出されてもよい。本発
明の免疫組織化学または免疫細胞化学の方法の１つにおいて、抗体結合は、標識されたポ
リマーに結合体化されている二次抗体の使用を通して検出される。標識されたポリマーの
例には、ポリマー－酵素結合体が含まれるがこれらに限定されない。これらの複合体にお
ける酵素は、典型的には、抗原－抗体結合部位における色素原の沈着を触媒するために使
用され、それによって、目的のバイオマーカーの発現レベルに対応する細胞染色を生じる
。特に関心が持たれる酵素には、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）およびアルカリ
ホスファターゼ（ＡＰ）が含まれるがこれらに限定されない。
【０２９７】
　本発明の１つの特定の免疫組織化学または免疫細胞化学方法において、本発明のマーカ
ーへの抗体結合は、二次抗体に結合体化されているＨＲＰ標識ポリマーの使用を通して検
出される。抗体結合はまた、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体に結合する種
特異的プローブ試薬、および種特異的プローブ試薬に結合する、ＨＲＰに結合体化された
ポリマーの使用を通して検出できる。スライドは、任意の色素原、例えば、色素原３，３
－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を使用する抗体結合について染色され、次いで、ヘマト
キシリンで、および任意に、水酸化アンモニウムまたはＴＢＳ／Ｔｗｅｅｎ－２０などの
青色化剤で対比染色される。他の適切な色素原には、例えば、３－アミノ－９－エチルカ
ルバゾール（ＡＥＣ）が挙げられる。本発明のある態様において、スライドは、細胞染色
、例えば、蛍光染色（すなわち、マーカー発現）を評価するために、細胞技術者および／
または病理学者によって顕微鏡的に詳細に観察される。あるいは、試料は、自動化顕微鏡
を経由して、またはポジティブ染色細胞の同定を容易にするコンピュータソフトウェアの
補助を伴って人によって、詳細に観察されてもよい。
【０２９８】
　抗体結合の検出は、抗マーカー抗体を検出可能な物質に結合させることによって容易に
できる。検出可能な物質の例には、種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生体
発光物質、および放射性物質が含まれる。適切な酵素の例には、西洋ワサビペルオキシダ
ーゼ、アルカリホスファターゼ、βガラクトシダーゼ、またはアセチルコリンエステラー
ゼが含まれ；適切な補欠分子族複合体の例には、ストレプトアビジン／ビオチンおよびア
ビジン／ビオチンが含まれ；適切な蛍光物質の例にはウンベリフェロン、フルオレセイン
、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオ
レセイン、ダンシルクロライド、またはフィコエリトリンが含まれ；発光物質の例にはル
ミノールが含まれ；生体発光物質の例にはルシフェラーゼ、ルシフェリン、およびエクオ
リンが含まれ、そして適切な放射性物質の例には１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ、または３

Ｈが含まれる。
【０２９９】
　本発明の１つの実施形態において、凍結試料は上記のように調製され、引き続いて、例
えば、Ｔｒｉｓ緩衝化生理食塩水（ＴＢＳ）を使用して適切な濃度まで希釈された本発明
のマーカーに対する抗体で染色される。一次抗体は、ビオチン化抗免疫グロブリン中でス
ライドをインキュベートすることによって検出できる。このシグナルは、任意に、抗原の
ジアミノベンジジン沈殿を使用して、増幅および可視化できる。さらに、スライドは、任
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意に、細胞を可視化するために、例えば、ヘマトキシリンで対比染色できる。
【０３００】
　別の実施形態において、固定および包埋された試料は、本発明のマーカーに対する抗体
で染色され、凍結切片について上記に記載されたように対比染色される。加えて、試料は
、抗体染色を可視化するために、シグナルを増幅するための試薬で任意に処理されてもよ
い。例えば、ビオチニル－チラミドのペルオキシダーゼ触媒性沈着物が使用されてもよく
、これは、次には、ペルオキシダーゼ結合体化ストレプトアビジン（Ｃａｔａｌｙｚｅｄ
　Ｓｉｇｎａｌ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＣＳＡ）Ｓｙｓｔｅｍ，ＤＡＫＯ，Ｃａ
ｒｐｉｎｔｅｒｉａ，ＣＡ）と反応される。
【０３０１】
　組織ベースのアッセイ（すなわち、免疫組織化学）は、本発明のマーカーを検出および
定量する好ましい方法である。１つの実施形態において、本発明のマーカーの存在または
非存在は、免疫組織化学によって決定されてもよい。１つの実施形態において、免疫組織
化学分析は、マーカーを欠く細胞が染色しないように、低濃度の抗マーカー抗体を使用す
る。別の実施形態において、本発明のマーカーの存在または非存在は、マーカータンパク
質を欠く細胞が過度に染色しないように、高濃度の抗マーカー抗体を使用する免疫組織化
学法を使用して決定される。染色しない細胞は、変異したマーカーを含み、抗原的に認識
可能なマーカータンパク質を産生することに失敗しているか、またはマーカーレベルを調
節する経路が調節不全であり、定常状態での無視できるほどのマーカータンパク質の発現
を生じる細胞であるかのいずれかである。
【０３０２】
　当業者は、本発明の方法を実施するために使用される特定の抗体の濃度が、本発明のマ
ーカーについての抗体の特異性の結合レベルのための時間、および試料調製の方法などの
要因に依存して変化することを認識している。さらに、複数の抗体が使用されるとき、必
要とされる濃度は、抗体が試料に適用される順番によって、例えば、カクテルとして同時
に、または個々の抗体試薬として連続的にかによって影響を受けるかもしれない。さらに
、本発明のマーカーへの抗体結合を可視化するために使用される検出化学はまた、所望の
シグナル対ノイズ比を生じるために最適化されなければならない。
【０３０３】
　本発明の１つの実施形態において、プロテオミック方法、例えば、質量分析が、本発明
のマーカータンパク質を検出および定量するために使用される。例えば、マトリックス支
援レーザー脱離イオン化飛行時間質量分析（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ）または表面増強
レーザー脱離イオン化飛行時間質量分析（ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ）、これは、血清な
どの生物試料のタンパク質結合チップへの適用を含み（Ｗｒｉｇｈｔ，Ｇ．Ｌ．，Ｊｒ．
，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ　Ｍｏｌ　Ｄｉａｇｎ　２：５４９；
Ｌｉ，Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　４８：１２９６；Ｌａｒｏ
ｎｇａ，Ｃ．，ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｄｉｓ　Ｍａｒｋｅｒｓ　１９：２２９；Ｐｅ
ｔｒｉｃｏｉｎ，Ｅ．Ｆ．，ｅｔ　ａｌ．（２００２）３５９：５７２；Ａｄａｍ，Ｂ．
Ｌ．，ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　６２：３６０９；Ｔｏｌｓｏｎ
，Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｌａｂ　Ｉｎｖｅｓｔ　８４：８４５；Ｘｉａｏ，Ｚ
．，ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　６１：６０２９）、ＰＹ－Ｓｈｃ
および／またはｐ６６－Ｓｈｃタンパク質を検出および定量するために使用できる。質量
分析法は、例えば、米国特許第５，６２２，８２４号、同第５，６０５，７９８号、およ
び同第５，５４７，８３５号に記載されており、これらの各々の全体の内容は参照により
本明細書に組み込まれる。
【０３０４】
　他の実施形態において、本発明のマーカーの発現は核酸レベルで検出される。発現を評
価するための核酸ベースの技術は当該分野において周知であり、これには、例えば、被験
体からの試料中のマーカーｍＲＮＡのレベルを決定することが含まれる。多くの発現検出
方法は単離されたＲＮＡを使用する。ｍＲＮＡの単離に対して選択されない任意のＲＮＡ
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単離技術が、本発明のマーカーを発現する細胞からのＲＮＡの精製のために利用できる（
例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，編，（１９８７～１９９９）Ｃｕｒｒｅｎｔ　
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照のこと）。加えて、多数の組織試料が、当業者に
周知である技術、例えば、Ｃｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉの１段階ＲＮＡ単離プロセス（１９８
９，米国特許第４，８４３，１５５号）などを使用して容易に処理できる。
【０３０５】
　「プローブ」という用語は、本発明のマーカー、例えば、ヌクレオチド転写物および／
またはタンパク質に選択的に結合することが可能である任意の分子をいう。プローブは、
当業者によって合成でき、または適切な生物学的調製物から誘導できる。プローブは、標
識されるように特に設計されてもよい。プローブとして利用できる分子の例には、ＲＮＡ
、ＤＮＡ、タンパク質、抗体、および有機分子が含まれるがこれらに限定されない。
【０３０６】
　単離されたｍＲＮＡは、サザンまたはノーザン分析、ポリメラーゼ連鎖反応分析、およ
びプローブアレイを含むがこれらに限定されないハイブリダイゼーションまたは増幅アッ
セイにおいて使用できる。ｍＲＮＡレベルの検出のための１つの方法は、マーカーｍＲＮ
Ａにハイブリダイズできる核酸分子（プローブ）と単離されたｍＲＮＡを接触させること
を含む。核酸プローブは、例えば、全長ｃＤＮＡ、またはその一部であり得、例えば、少
なくとも７、１５、３０、５０、１００、２５０、または５００ヌクレオチド長であり、
ストリンジェントな条件下でマーカーゲノムＤＮＡに特異的にハイブリダイズするのに十
分である。
【０３０７】
　１つの実施形態において、ｍＲＮＡは固体表面に固定化され、アガロースゲル上で単離
されたｍＲＮＡを泳動すること、およびゲルからニトロセルロースなどのメンブレンにｍ
ＲＮＡを転写することによってプローブと接触される。代替の実施形態において、プロー
ブは固体表面に固定化され、ｍＲＮＡは、例えば、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ遺伝子チップア
レイの中でプローブと接触される。当業者は、マーカーｍＲＮＡのレベルを検出する際の
使用のために公知のｍＲＮＡ検出方法を容易に適合させることができる。
【０３０８】
　試料中のマーカーｍＲＮＡのレベルを決定するための代替方法には、例えば、ＲＴ－Ｐ
ＣＲ（Ｍｕｌｌｉｓ，１９８７，米国特許第４，６８３，２０２号に示されている実験の
実施形態）、リガーゼ連鎖反応（Ｂａｒａｎｙ，１９９１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８８：１８９～１９３）、自己持続配列複製（Ｇｕａｔｅｌｌｉ　
ｅｔ　ａｌ．（１９９０）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：１
８７４～１８７８）、転写増幅系（Ｋｗｏｈ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）　Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：１１７３～１１７７）、Ｑ－Ｂｅｔａ　Ｒｅ
ｐｌｉｃａｓｅ（Ｌｉｚａｒｄｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ　６：１１９７）、ローリングサークル複製（Ｌｉｚａｒｄｉ　ｅｔ　ａｌ．米国特
許第５，８５４，０３３号）、または任意の他の核酸増幅方法、続いて当業者に公知の技
術を使用する、増幅された分子の検出による核酸増幅のプロセスが含まれる。核酸分子が
非常に少ない数で存在する場合に、これらの検出スキームは、このような分子の検出のた
めに特に有用である。本発明の特定の態様において、マーカー発現は、定量的蛍光性ＲＴ
－ＰＣＲ（すなわち、ＴａｑＭａｎ（商標）システム）によって評価される。このような
方法は、典型的には、本発明のマーカーに特異的なオリゴヌクレオチドプライマー対を利
用する。公知の配列に特異的なオリゴヌクレオチドプライマーを設計するための方法は当
該分野において周知である。
【０３０９】
　本発明のマーカーの発現レベルは、メンブレンブロット（ノーザン、サザン、ドットな
どのハイブリダイゼーション分析において使用されるものなど）。またはマイクロウェル
、サンプルチューブ、ゲル、ビーズ、またはファイバー（または結合した核酸を含む任意
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の固体支持体）を使用して監視されてもよい。米国特許第５，７７０，７２２号、同第５
，８７４，２１９号、同第５，７４４，３０５号、同第５，６７７，１９５号、および同
第５，４４５，９３４号を参照のこと、これらは、参照により本明細書に組み込まれる。
マーカー発現の検出は、溶液中の核酸プローブを使用することもまた含んでもよい。
【０３１０】
　本発明の１つの実施形態において、マイクロアレイは、本発明のマーカーの発現を検出
するために使用される。マイクロアレイは、異なる実験間の再現性により、この目的のた
めに特に良好に適している。ＤＮＡマイクロアレイは、多数の遺伝子の発現レベルの同時
測定のための１つの方法を提供する。各アレイは、固体支持体に結合された捕捉プローブ
の再現可能なパターンからなる。標識されたＲＮＡまたはＤＮＡは、アレイ上の相補性プ
ローブにハイブリダイズされ、次いで、レーザースキャニングによって検出される。アレ
イ上の各プローブについてのハイブリダイゼーション強度は、測定され、相対的な遺伝子
発現レベルを表す定量値に変換される。米国特許第６，０４０，１３８号、同第５，８０
０，９９２号および同第６，０２０，１３５号、同第６，０３３，８６０号および同第６
，３４４，３１６号を参照のこと、これらは参照により本明細書に組み込まれる。高密度
オリゴヌクレオチドアレイは、試料中の多数のＲＮＡのための遺伝子発現プロフィールを
決定するために特に有用である。
【０３１１】
　リン酸化マーカーの量、および／または本発明のマーカーの量の数学的な関連性は、当
業者に公知である回帰分析を含んでもよい、本発明の方法を使用して、代謝性障害につい
て治療される被験体の生存、代謝性障害を処置するための処置レジメンの有効性などを計
算するために使用されてもよい。例えば、適切な回帰モデルとしては、ＣＡＲＴ（例えば
、Ｈｉｌｌ，Ｔ，ａｎｄ　Ｌｅｗｉｃｋｉ，Ｐ．（２００６）「ＳＴＡＴＩＳＴＩＣＳ　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ」ＳｔａｔＳｏｆｔ，Ｔｕｌｓａ，
ＯＫ），Ｃｏｘ（例えば、ｗｗｗ．ｅｖｉｄｅｎｃｅ－ｂａｓｅｄ－ｍｅｄｉｃｉｎｅ．
ｃｏ．ｕｋ）、指数関数、正規、および対数正規（例えば、ｗｗｗ．ｏｂｇｙｎ．ｃａｍ
．ａｃ．ｕｋ／ｍｒｇ／ｓｔａｔｓｂｏｏｋ／ｓｔｓｕｒｖａｎ．ｈｔｍｌ）、ロジステ
ィック（例えば、ｗｗｗ．ｅｎ．ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／Ｌｏｇｉｓｔ
ｉｃ＿ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎまたはｈｔｔｐ：／／ｆａｃｕｌｔｙ．ｃｈａｓｓ．ｎｃｓ
ｕ．ｅｄｕ／ｇａｒｓｏｎ／ＰＡ７６５／ｌｏｇｉｓｔｉｃ．ｈｔｍ）、パラメトリック
、ノンパラメトリック、セミパラメトリック（例えば、ｗｗｗ．ｓｏｃｓｅｒｖ．ｍｃｍ
ａｓｔｅｒ．ｃａ／ｊｆｏｘ／Ｂｏｏｋｓ／Ｃｏｍｐａｎｉｏｎ）、線形（例えば、ｗｗ
ｗ．ｅｎ．ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／Ｌｉｎｅａｒ＿ｒｅｇｒｅｓｓｉｏ
ｎまたはｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｕｒｖｅｆｉｔ．ｃｏｍ／ｌｉｎｅａｒ＿ｒｅｇｒｅ
ｓｓｉｏｎ．ｈｔｍ）、または加法（例えば、ｗｗｗ．ｅｎ．ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒ
ｇ／ｗｉｋｉ／Ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ＿ａｄｄｉｔｉｖｅ＿ｍｏｄｅｌまたはｈｔｔｐ
：／／ｓｕｐｐｏｒｔ．ｓａｓ．ｃｏｍ／ｒｎｄ／ａｐｐ／ｄａ／ｎｅｗ／ｄａｇａｍ．
ｈｔｍｌ）が挙げられるがこれらに限定されない。
【０３１２】
　１つの実施形態において、回帰分析にはリン酸化マーカーの量が含まれる。別の実施形
態において、回帰分析にはマーカーの数学的関連性が含まれる。なお別の実施形態におい
て、リン酸化マーカーの量および／またはマーカーの数学的関連性の回帰分析には、さら
なる臨床的および／または分子の共変量が含まれる。このような臨床的共変量には、処置
レジメン、臨床的結果（例えば、疾患特異的な生存、治療の失敗）、および／または診断
後の時間の関数としての臨床的結果、治療の開始後の時間、および／または処置の完了後
の時間が含まれるがこれらに限定されない。
【０３１３】
　別の実施形態において、リン酸化マーカーの量および／またはマーカーの数学的関連性
の回帰分析は、当業者に公知である回帰分析の方法を含んでもよい、本発明の方法を使用
して、代謝性障害について処置された被験体の生存、代謝性障害を処置するための処置レ



(73) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

ジメンの有効性などを計算するために使用されてもよい。例えば、適切な回帰モデルとし
ては、ＣＡＲＴ（例えば、Ｈｉｌｌ，Ｔ，ａｎｄ　Ｌｅｗｉｃｋｉ，Ｐ．（２００６）「
ＳＴＡＴＩＳＴＩＣＳ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ」Ｓｔａｔ
Ｓｏｆｔ，Ｔｕｌｓａ，ＯＫ），Ｃｏｘ（例えば、ｗｗｗ．ｅｖｉｄｅｎｃｅ－ｂａｓｅ
ｄ－ｍｅｄｉｃｉｎｅ．ｃｏ．ｕｋ）、指数関数、正規、および対数正規（例えば、ｗｗ
ｗ．ｏｂｇｙｎ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／ｍｒｇ／ｓｔａｔｓｂｏｏｋ／ｓｔｓｕｒｖａｎ
．ｈｔｍｌ）、ロジスティック（例えば、ｗｗｗ．ｅｎ．ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ／
ｗｉｋｉ／Ｌｏｇｉｓｔｉｃ＿ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎまたはｈｔｔｐ：／／ｆａｃｕｌｔ
ｙ．ｃｈａｓｓ．ｎｃｓｕ．ｅｄｕ／ｇａｒｓｏｎ／ＰＡ７６５／ｌｏｇｉｓｔｉｃ．ｈ
ｔｍ）、パラメトリック、ノンパラメトリック、セミパラメトリック（例えば、ｗｗｗ．
ｓｏｃｓｅｒｖ．ｍｃｍａｓｔｅｒ．ｃａ／ｊｆｏｘ／Ｂｏｏｋｓ／Ｃｏｍｐａｎｉｏｎ
）、線形（例えば、ｗｗｗ．ｅｎ．ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／Ｌｉｎｅａ
ｒ＿ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎまたはｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｕｒｖｅｆｉｔ．ｃｏｍ／ｌ
ｉｎｅａｒ＿ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ．ｈｔｍ）、または加法（例えば、ｗｗｗ．ｅｎ．ｗ
ｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／Ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ＿ａｄｄｉｔｉｖｅ＿ｍ
ｏｄｅｌまたはｈｔｔｐ：／／ｓｕｐｐｏｒｔ．ｓａｓ．ｃｏｍ／ｒｎｄ／ａｐｐ／ｄａ
／ｎｅｗ／ｄａｇａｍ．ｈｔｍｌ）が挙げられるがこれらに限定されない。
【０３１４】
　１つの実施形態において、回帰分析にはリン酸化マーカーの量が含まれる。別の実施形
態において、回帰分析にはマーカーの数学的関連性が含まれる。なお別の実施形態におい
て、リン酸化マーカーの量および／またはマーカーの数学的関連性の回帰分析には、さら
なる臨床的および／または分子の共変量が含まれる。このような臨床的共変量には、処置
レジメン、臨床的結果（例えば、疾患特異的な生存、治療の失敗）、および／または診断
後の時間の関数としての臨床的結果、治療の開始後の時間、および／または処置の完了後
の時間が含まれるがこれらに限定されない。
【０３１５】
　ＶＩＩ．キット
　本発明は、代謝性障害または代謝性障害について処置されている被験体の生存を予後診
断するための組成物およびキットもまた提供する。これらのキットは以下の１つ以上を含
む：本発明のマーカーに特異的に結合する検出可能な抗体、本発明のマーカーに特異的に
結合する検出可能な抗体、染色のために被験体の組織試料を入手および／または調製する
ための試薬、ならびに使用のための説明書。
【０３１６】
　本発明のキットは、本発明の方法を実施するために有用なさらなる構成要素を任意に含
むことができる。例として、これらのキットは、相補性核酸をアニールするためまたは抗
体が特異的に結合するタンパク質との抗体の結合のために適切な流体（例えば、ＳＳＣ緩
衝液）、１つ以上の試料成分、本発明の方法の実施を説明する説明書、および組織特異的
対照／標準を含んでもよい。
【０３１７】
　ＶＩＩＩ．スクリーニングアッセイ
　本発明は、本発明のマーカーの発現および／または活性を調節することによって代謝性
障害を調節する、調節因子、すなわち、候補または試験化合物または因子（例えば、タン
パク質、ペプチド、ペプチド模倣物、ペプトイド、小分子、または他の薬物）を同定する
ための方法（本明細書では「スクリーニングアッセイ」とも呼ばれる）もまた提供する。
このようなアッセイは、典型的には、本発明のマーカーと１種以上のアッセイ成分の間の
反応を含む。他の構成要素は、試験化合物自体、または試験化合物および本発明のマーカ
ーの天然結合パートナーの組み合わせのどちらかであり得る。本明細書に記載されるもの
などのアッセイを介して同定された化合物は、例えば、代謝性障害を調節するために、例
えば、阻害し、緩和し、処置し、または予防するために有用であり得る。
【０３１８】
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　本発明のスクリーニングアッセイで使用される試験化合物は、天然および／または合成
　化合物の系統的ライブラリーを含む、いずれの利用可能な供給源からも取得され得る。
試験化合物はまた：生物ライブラリー；ペプトイドライブラリー（ペプチドの官能基を有
するが、酵素分解の抵抗性であるが、それにもかかわらず生物活性を保持する新規の非ペ
プチド主鎖を持つ、分子のライブラリー；例えばＺｕｃｋｅｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，
１９９４，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：２６７８－８５を参照）；空間的にアドレス可
能なパラレル固相または液相ライブラリー；逆重畳を必要とする合成ライブラリー法；「
１ビーズ１化合物」ライブラリー法；およびアフィニティクロマトグラフィー選択を使用
するライブラリー法を含む、当分野で公知のコンビナトリアルライブラリー法における多
数の手法のいずれによっても取得され得る。生物ライブラリーおよびペプトイドライブラ
リー法はペプチドライブラリーに限定されているが、他の４つの手法は化合物のペプチド
ライブラリー、非ペプチドオリゴマーライブラリーまたは小型分子ライブラリーに適用で
きる（Ｌａｍ，１９９７，Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ．１２：１４５）。
【０３１９】
　分子ライブラリーの合成のための方法の例は、当分野において、例えば：ＤｅＷｉｔｔ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０
：６９０９；Ｅｒｂ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）．Ｊ．
Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：２６７８；Ｃｈｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ａｎｇｅｗ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０５９；Ｃａｒｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
４）　Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０６１；ａｎｄ　ｉｎ
　Ｇａｌｌｏｐ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：１２３３。
　化合物のライブラリーは、溶液中に（例えばＨｏｕｇｈｔｅｎ，１９９２，Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｉｑｕｅｓ　１３：４１２－４２１）、またはビーズ（Ｌａｍ，１９９１，Ｎａｔ
ｕｒｅ　３５４：８２－８４）、チップ（Ｆｏｄｏｒ，１９９３，Ｎａｔｕｒｅ　３６４
：５５５－５５６）、細菌および／もしくは胞子（Ｌａｄｎｅｒ，ＵＳＰ　５，２２３，
４０９）、プラスミドの上に（Ｃｕｌｌ　ｅｔ　ａｌ，１９９２，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８９：１８６５－１８６９）またはファージの上に（Ｓｃｏ
ｔｔ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ，１９９０，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：３８６－３９０；Ｄｅ
ｖｌｉｎ，１９９０，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：４０４－４０６；Ｃｗｉｒｌａ　ｅｔ　
ａｌ，１９９０，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８７：６３７８－６３８２；
Ｆｅｌｉｃｉ，１９９１，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：３０１－３１０；Ｌａｄｎｅ
ｒ、上掲）提供され得る。
【０３２０】
　本発明のスクリーニング方法は、被験体からの生物試料を試験化合物と接触させること
、ならびに、試料中の本発明のマーカーの発現および／または活性を調節する試験化合物
の能力を決定することを包含する。本発明のマーカーの発現および／または活性は、本明
細書に記載されるように決定できる。
【０３２１】
　別の実施形態において、本発明は、本発明のマーカーまたはその生物学的に活性な部分
の基質である候補または試験化合物をスクリーニングするためのアッセイを提供する。な
お別の実施形態において、本発明は、本発明のマーカーまたはその生物学的に活性な部分
に結合する候補または試験化合物をスクリーニングするためのアッセイを提供する。試験
化合物がマーカーに直接結合する能力を決定することは、マーカーへの化合物の結合が、
複合体中の標識されたマーカー化合物を検出することによって決定できるように、例えば
、放射性同位元素または酵素標識と化合物を結合させることによって達成できる。例えば
化合物（例えばマーカー基質）に１３１Ｉ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、または３Ｈを直
接または間接的のどちらかで標識して、放射性同位体を電波放出の直接カウントによって
またはシンチレーションカウントによって検出することができる。あるいは、アッセイ構
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成要素に例えばホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、または
ルシフェラーゼを酵素標識して、酵素標識を適切な基質の生成物への変換の決定によって
検出することができる。
【０３２２】
　本発明は、上記のスクリーニングアッセイによって同定された新規薬剤にさらに関する
。したがって、適切な動物モデルにおいて本明細書に記載するように同定された薬剤をさ
らに使用することは、本発明の範囲内である。例えば本明細書に記載するように同定され
た本発明のマーカーの発現および／または活性を調節することができる薬剤を動物モデル
で使用して、このような薬剤を用いた処置の有効性、毒性、または副作用を決定すること
ができる。あるいは、本明細書に記載するように同定された薬剤を動物モデルで使用して
、このような薬剤の作用機序を決定することができる。さらに、本発明は、上記スクリー
ニングアッセイによって同定された、上記処置のための新規薬剤の使用に関する。
【０３２３】
　本発明は、制限するとして解釈されるべきではない以下の実施例によってさらに例証さ
れる。本願を通じて引用されているすべての参考文献ならびに公開された特許および特許
出願は、参照により本明細書に組み入れられている。
【実施例】
【０３２４】
　本発明は、ここで、一般的に説明されてきたが、当業者が、本明細書の上記の教示およ
び以下の実施例から、他のアッセイ、細胞の種類、薬剤、構築物、またはデータ分析方法
が、すべて制限なく、請求された本発明の範囲から逸脱せずに使用できることを認識して
いるので、単に本発明のある態様および実施形態の例証の目的のために含まれており、本
発明を制限する意図するものではない、以下の実施例を参照することによってより容易に
理解されるであろう。
【０３２５】
　本出願のいずれの箇所で参照されたいずれの特許、特許出願、特許公報、または科学論
文の内容も、その全体が本明細書に組み入れられている。
【０３２６】
　本発明の実施は、適切な場合および別途指摘しない限り，当業者の技法範囲内である、
細胞生物学、細胞培養、分子生物学、トランスジェニック生物学、微生物学、ウイルス学
、組換えＤＮＡ、および免疫学の慣習的な技法を用いるであろう。このような技法は、文
献に記載されている。例えばＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，３ｒｄ　Ｅｄ．，ｅｄ．ｂｙ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕ
ｓｓｅｌｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓ
ｓ：２００１）；専門書、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｎ．Ｙ．）；Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ｓｅｃ
ｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　ｂｙ　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９９；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｅｄ．ｂｙ　Ｂｏｎｉｆａｃｉｎｏ
，Ｄａｓｓｏ，Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｓｃｈｗａｒｔｚ，Ｈａｒｆｏｒｄ，およびＹａ
ｍａｄａ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１
９９９；ａｎｄ　ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，ｅｄ．ｂｙ　Ｂａｒｔｌｅｔｔ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，２００３を参照。
【０３２７】
　実施例１：ＭＩＭとしてのＣｏＱ１０の同定
　潜在的なＭＩＭとしてＣｏＱ１０を評価するために、酸化型のＣｏＱ１０を癌株化細胞
および正常な対照株化細胞の両方を含む株化細胞のパネルに外部から添加して、パネルの
各株化細胞について細胞微小環境プロフィールに誘導された変化を影響評価した。ｍＲＮ
Ａレベルおよびタンパク質レベルの両方を含む、細胞形態／生理機能に対するおよび細胞
組成物に対する変化を、正常細胞との比較として罹患細胞について評価および比較した。
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これらの実験結果は、ＣｏＱ１０、および特にＣｏＱ１０の酸化型をＭＩＭとして同定し
た。
【０３２８】
　実験の第１セットでは、細胞形態／生理機能に対する変化をＣｏＱ１０に対する細胞の
感受性およびアポトーシス応答を検査することによって評価した。対照株化細胞（ケラチ
ノサイトおよびメラノサイトの初代培養）および複数の皮膚癌株化細胞（ＳＫ－ＭＥＬ－
２８、非転移性皮膚黒色腫；ＳＫ－ＭＥＬ－２、転移性皮膚黒色腫；またはＳＣＣ、扁平
上皮細胞癌腫；ＰａＣａ２、膵臓癌株化細胞；またはＨＥＰ－Ｇ２、肝臓癌株化細胞）を
含む皮膚株化細胞のパネルを各種のレベルのコエンザイムＱ１０によって処置した。これ
らの実験結果は、癌株化細胞が、対照株化細胞と比較して改変された用量依存性応答を癌
細胞のみにおけるアポトーシスおよび細胞死の誘導と共に呈することを証明した。例示的
な実験を下の実施例３に詳細に記載する。
【０３２９】
　次に、ＣｏＱ１０による処置後に細胞の組成の変化を影響評価するアッセイを用いた。
リアルタイムＰＣＲアレイ法を使用して、ｍＲＮＡレベルでの遺伝子発現の変化を分析し
た。例示的な実験を下の実施例６および９～１３に詳細に記載する。相補的実験において
、抗体マイクロアレイ法、２次元ゲル電気泳動、それに続く質量分析キャラクタリゼーシ
ョンを使用するタンパク質同定（ｉｄｅｎｔｉｆｉｃｕａｔｉｏｎ）を使用することによ
って、およびウェスタンブロット分析によって、タンパク質レベルでの遺伝子発現の変化
を分析した。例示的な実験を下の実施例４、７および８にそれぞれ詳細に記載する。これ
らのアッセイからの結果は、検査された株化細胞において、遺伝子発現の著しい変化がｍ
ＲＮＡレベルおよびタンパク質レベルの両方で、酸化型ＣｏＱ１０の添加により誘導され
ることを証明した。ＣｏＱ１０処置によって調節された遺伝子は、アポトーシス、癌生物
学および細胞増殖、解糖および代謝、分子輸送、ならびに細胞シグナル伝達を含む、複数
の細胞経路中に密集することが見出された。
【０３３０】
　ＣｏＱ１０の細胞中への進入を確認し、細胞中に存在するＣｏＱ１０のレベルおよび型
を決定するために実験を行った。特に、ミトコンドリア中に存在するコエンザイムＱ１０
のレベル、ならびにＣｏＱ１０の型（すなわち酸化型または還元型）を、ＣｏＱ１０で処
置した細胞からのミトコンドリア濃縮調製物を分析することによって決定した。ミトコン
ドリア中に存在するコエンザイムＱ１０のレベルは、外因性Ｑ１０の添加に伴って、時間
および用量依存的な様式で増加することが確認された。驚くべき予想外の結果において、
ＣｏＱ１０はミトコンドリア中に主に酸化型で存在することが決定された。加えて、濃縮
試料からのタンパク質のレベルの変化を２次元ゲル電気泳動および質量分析キャラクタリ
ゼーションによるタンパク質同定によって分析した。これらの実験からの結果は、検査さ
れた時間経過でのミトコンドリア中の酸化型ＣｏＱ１０のレベルが、代謝経路およびアポ
トーシス経路に関連する特異的タンパク質のｍＲＮＡレベルおよびタンパク質レベルの調
節によって明示されるように、多岐にわたる細胞変化に相関することを証明した。例示的
な実験を下の実施例５に詳細に記載する。
【０３３１】
　本明細書で出願人らによって記載された結果は、内因性分子ＣｏＱ１０、および特にＣ
ｏＱ１０の酸化型をＭＩＭとして同定した。例えば結果がＣｏＱ１０をＭＩＭとして同定
したのは、ＣｏＱ１０がｍＲＮＡレベルおよびタンパク質レベルの両方での遺伝子発現の
変化を誘導することが観察されたためである。結果がＣｏＱ１０が多次元特徴を有すると
して同定したのは、ＣｏＱ１０が、正常な（例えば非癌性）状態と比較した疾患状態（例
えば癌）において、細胞形態／生理機能および細胞組成物の示差的変化（例えばｍＲＮＡ
レベルおよびタンパク質レベルの両方での遺伝子発現の示差的変化）を誘導したためであ
る。その上、結果は、ＣｏＱ１０が細胞に進入することができ、それゆえ治療効果および
担体効果の両方を呈するという点で多次元特徴を有するとして同定した。
【０３３２】
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　実施例２：代謝性障害についての疾患関連プロセスおよびバイオマーカーを同定するた
めの方法
　株化細胞が目的の分子によって処置された細胞ベースアッセイから、処置細胞対非処置
細胞の相違をｍＲＮＡアレイ、タンパク質抗体アレイ、および２次元ゲル電気泳動によっ
て評価する。比較試料分析からＭＩＭまたはエピシフターによって調節されることが同定
されたタンパク質を、経路分析を使用するシステム・バイオロジー・パースペクティブ（
Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ　ｕｓｉｎｇ　ａｎａｌｙｓ
ｉｓ）（Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　ＩＰＡソフトウェア）および公知の文献の検討から評価し
た。潜在的な治療ターゲットまたはバイオマーカーターゲットとして同定されたタンパク
質に、ウェスタンブロット分析、ｓｉＲＮＡノックダウン、または組換えタンパク質産生
およびキャラクタリゼーション方法などの確認アッセイに供する。
【０３３３】
　実施例３～８の物質および方法
　コエンザイムＱ１０ストック
　５００μＭコエンザイムＱ１０（細胞増殖培地中５％イソプロパノール）を以下のよう
に調製した。５００μＭコエンザイムＱ１０ストック１０ｍＬは、毎回更新した。分子量
：８６３．３４
　（０．０００５ｍｏｌ／Ｌ）（０．０１０Ｌ）（８６３．３４ｇ／ｍｏｌ）＝０．００
４３１７ｇ
　５００μＭストック１０ｍＬを作製するために、４．３２ｍｇコエンザイムＱ１０を１
５ｍＬファルコンチューブに秤量して、イソプロパノール５００μＬを添加した。溶液を
完全に溶解するために撹拌しながら、５０～６０℃の水浴で加温した。本溶液に培地９．
５ｍＬ（細胞を培養したのと同じ培地）を添加した。
【０３３４】
　細胞培養
　細胞をＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎまたはＧ
ｉｂｃｏから取得した。細胞を５％ウシ胎仔血清、０．２５ｕｇ／ｍＬアンホテリシン、
１００ｕｇ／ｍＬストレプトマイシン、および１００ＵｍＬ－１ペニシリンを補足したＤ
ＭＥＭ／Ｆ－１２培地で培養した。細胞を３７℃の９５％空気および５％ＣＯ２の雰囲気
中で維持した。
【０３３５】
　コエンザイムＱ１０処置および全タンパク質単離
　細胞をＱ１０に曝露する前に８５％コンフルエントまで培養した。補足培地をＱ１０に
よって５０および１００マイクロモル濃度に調整した。フラスコを対照、５０μＭＱ１０
、および１００μＭＱ１０によって３通り処置した。タンパク質を処置フラスコおよび対
照フラスコから４、８、１２、および２４時間後に単離した。タンパク質の単離のために
、細胞はｐＨ７．４の氷冷ＰＢＳ　５ｍＬによって３回洗浄した。細胞を次にＰＢＳ　３
ｍＬ中でこすり取り、遠心分離によってペレット化し、ｐＨ７．４の溶解緩衝液（プロテ
アーゼ阻害剤およびリン酸阻害剤を含む、８０ｍＭ　ＴＲＩＳ－ＨＣｌ、１％ＳＤＳ）に
再懸濁させた。ＢＣＡ法を使用してタンパク質濃度を定量した。
【０３３６】
　株化細胞
　下に挙げる株化細胞を増殖させて、それぞれについて細胞バンクを樹立した。各種のア
ッセイのための細胞の大規模産生を遂行して、分析のために材料を収集した。一般に、株
化細胞の維持に細胞特異的培地が不要であるとき、細胞増殖増殖に使用した培地は５％血
清を含むＤＭＥＭＦ－１２であった。細胞は通例、続いての分割ならびに細胞アッセイお
よび標準実施方法における使用の前に、７５～８０％コンフルエント（クリアスペーシン
グ（ｃｌｅａｒ　ｓｐａｃｉｎｇ））まで増殖させた。実験のために以下の株化細胞を樹
立した：
　　ＳＫ－ＭＥＬ－２８（非転移性皮膚黒色腫）
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　　ＳＫ－ＭＥＬ－２（転移性皮膚黒色腫）
　　ＨＥＫａ（ケラチノサイト、皮膚対照）
　　ＨＥＭａ（メラノサイト、皮膚対照）
　　ｎＦＩＢ（新生児線維芽細胞）
　　ＨＥＰ－Ｇ２（肝臓癌）［ＳＢＨ株化細胞］
　　ＳｋＢｒ－３（乳癌、Ｈｅｒ２過剰発現）
　　ＭＣＦ－７（乳癌、ｐ５３突然変異）
　　ＰＣ－３（前立腺癌）［ＳＢＨ株化細胞］
　　ＳｋＢｒ－３（ヒト乳腺癌）
　　ＮＣＩ－ＥＳ－０８０８
　　ＳＣＣ（扁平上皮細胞癌腫）
　　ＰａＣａ－２
　　ＮＩＨ－３Ｔ３
　細胞培養：
　細胞をＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎまたはＧ
ｉｂｃｏから取得した。細胞を５％ウシ胎仔血清、０．２５ｕｇ／ｍＬアンホテリシン、
１００ｕｇ／ｍＬストレプトマイシン、および１００ＵｍＬ－１ペニシリンを補足したＤ
ＭＥＭ／Ｆ－１２培地で培養した。細胞を３７℃の９５％空気および５％ＣＯ２の雰囲気
中で維持した。
【０３３７】
　皮膚悪性黒色腫ＳＫ－ＭＥＬ２８細胞を５％ＦＢＳ、アンホテリシンおよびペニシリン
／ストレプトマイシンを補足したグルタマックス（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂ
ａｄ　ＣＡ）を含むＤＭＥＭ／Ｆ１２中で培養および維持した。細胞を３７℃にて５％Ｃ
Ｏ２によって増殖させた。追加の株化細胞および成長条件の詳細事項を下の表で概説する
。
【表１】

【０３３８】
　ＳＫＭＥＬ２８細胞のＱ１０処置：
　ＳＫ－ＭＥＬ２８細胞を１００μＭ　Ｑ１０または対照ビヒクルによって処置した。Ｑ
１０の製剤は以下の通りである。１５ｍＬキャップ付きチューブに、Ｑ１０　４．３２ｍ
ｇ（Ｃｙｔｏｔｅｃｈより供給）を移し、次にイソプロパノール５００μｌの添加により
溶解させた。得られた溶液を６５℃の水浴で加温して、高速でボルテックスした。Ｑ１０
／イソプロパノール溶液の体積を平衡にした細胞培養培地の添加により、１０ｍＬにした
。ストック溶液を次にボルテックスして、Ｑ１０の溶解性を最大にした。ストック溶液を
希釈して（培地８ｍＬによりストック２ｍＬ）１００μ　ＭＱ１０の最終濃度を取得した
。対照ビヒクルでは、培地９．５ｍＬをイソプロパノール５００μＬに添加した。対照ス
トック（ストック２ｍＬ）を培地８ｍＬでさらに希釈した。細胞を処置開始の６、１６、
２４、４８または７２時間後に収集した。
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【０３３９】
　ＳＣＣ細胞のＱ１０処置：
　ＳＣＣ細胞を１００μＭ　Ｑ１０（上記のように調製）によって６時間または２４時間
のどちらかで処置した。対照細胞は未処置細胞であった。処置後、各種の時間にて収集お
よびペレット化して、ペレットを急速凍結させ、ＲＮＡを下記のようにＸＴＡＬにて単離
するまで－８０℃にて貯蔵した。
【０３４０】
　ＲＮＡ単離：
　ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉキット（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．，Ｖａｌｅｎｃｉａ　ＣＡ）
キットをメーカーの説明書に従って使用して、細胞を各種の処置時間にＲＮＡ単離のため
に溶解させた。ＲＮＡを２６０ｎｍにおける光学密度を測定することによって定量した。
【０３４１】
　第１鎖合成：
　第１鎖ｃＤＮＡを、ＲＴ２第１鎖合成キット（ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．，Ｆｒｅ
ｄｅｒｉｃｋ　ＭＲ）をメーカーの推奨に従って使用して、全ＲＮＡ　１μｇから合成し
た。
【０３４２】
　リアルタイムＰＣＲ：
　第１鎖合成からの生成物を水で希釈して、ＳＹＢＲグリーン・マスター・ミックス（Ｓ
ＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．，Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ　ＭＤ）と混合し、ＰＣＲアレイ上に
添加した。リアルタイムＰＣＲをＢｉｏｒａｄ　ＣＦＸ９６でＰＣＲアレイ（アポトーシ
スアレイ、糖尿病アレイ、酸化ストレスアレイおよび抗酸化防御アレイならびに熱ショッ
クタンパク質アレイ）（ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ　ＭＤ）に対
して実行した。
【０３４３】
　アポトーシスのためのネキシンアッセイによる、コエンザイムＱ１０に対する株化細胞
感受性の決定：
　早期および後期アポトーシスでの細胞のパーセンテージをコエンザイムＱ１０処置の２
４時間後に定量した。早期および後期アポトーシスを、コエンザイムＱ１０に対する各種
の癌株化細胞の感受性の相違を理解するためのマーカーとして使用した。試験した各種の
株化細胞は、ＰａＣａ２、ＨｅｐＧ２、ＰＣ－３、ＳＫＢｒ３、ＭＣＦ－７およびＳＫ－
ＭＥＬ２８であった。細胞を９６ウェルプレート内で一晩接着させた。これらの細胞を対
照ビヒクル、５０μＭ　Ｑ１０または１００μＭコエンザイムＱ１０のいずれかによって
処置した。２４時間後、アポトーシス細胞の存在がＰＣＡ９６フローサイトメータ（Ｇｕ
ａｖａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｈａｙｗａｒｄ、ＣＡ）で推定された。加えていく
つかの細胞を、アポトーシスの正の対照としての４μＭスタウロスポリンで２時間処置し
た。細胞を最初にＰＢＳで洗浄して、Ａｃｃｕｍａｘ（Ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ　Ｃｅｌｌ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）５０μＬによって室温にて剥
離させた。１％プルロニックＦ－６８（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ
、ＭＯ）を含有する培養培地の添加によって、解離を停止させた。ネキシン試薬１００μ
Ｌ（Ｇｕａｖａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｈａｙｗａｒｄ、ＣＡ）を各ウェルに添加
した。暗所での２０分間のインキュベーションの後、アッセイを低結合プレートにて遂行
して、細胞の基質への再結合を最小限に抑えた。ネキシン試薬は２種類の染料を含有して
いる。アネキシン－Ｖ－ＰＥは、早期アポトーシス細胞の特徴である、ホスファチジル（
ｐｈｏｓｐｈｏｔｉｄｙｌ）セリンを細胞の外部にて検出する。第２の染料７－ＡＡＤは
、生（健常）および早期アポトーシス細胞から排除されるが、後期アポトーシス細胞のみ
に浸透する。４つの細胞集団；生、早期アポトーシス細胞、後期アポトーシスおよび破片
のパーセンテージは、Ｃｙｔｏｓｏｆｔ　２．５．７ソフトウェア（Ｇｕａｖａ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｈａｙｗａｒｄ、ＣＡ）を使用して決定した。
【０３４４】
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　免疫ブロッティング
　試料当りおよそ５０μｇのタンパク質を、免疫ブロッティングによってアッセイした。
すべての処置は対照を用いて３通り実行した。タンパク質を１２％ＴＲＩＳ－ＨＣｌゲル
上で分離し、電気泳動を介してニトロセルロース膜に移し、１次抗体によるインキュベー
ションの前に５％牛乳およびＴＢＳＴ溶液を使用して遮断した。１次抗体を５％ＢＳＡお
よびＴＢＳＴ溶液中４℃にて一晩インキュベートした。２次抗体を４℃にて１時間インキ
ュベートした。すべての抗体をＣｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙか
ら購入した。抗体は、１：５０００の比のβアクチンを除いて、１：１０００の比で使用
した。ブロットを展開させて、結果はＮＩＨ　Ｊａｖａベースの濃度計分析ソフトウェア
Ｉｍａｇｅ　Ｊを使用して定量した。すべてのブロットはプローブも行い、そのそれぞれ
のβアクチン発現に正規化した。
【０３４５】
　２次元電気泳動
　等電点電気泳動（ＩＥＦ）の前に、試料を４０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、７Ｍ尿素、２Ｍチオ尿
素、および１％Ｃ７両性イオン洗剤中に溶解させて、トリブチルホスフィンによって還元
し、１０ｍＭアクリルアミドによって室温にて９０分間アルキル化した。試料を１０ｋＤ
ａカットオフＡｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａデバイスに通した後、７Ｍ尿素、２Ｍチオ尿素、
および２％　ＣＨＡＰＳから成る少なくとも３倍量の再懸濁緩衝液によって、試料の伝導
率を低下させる。タンパク質１００マイクログラムに、１１ｃｍ　ｐＨ３～１０、ｐＨ４
～７またはｐＨ６～１１の固定化ｐＨ勾配ストリップ（ＧＥ，Ａｍｅｒｓｈａｍ、ＵＳＡ
）にて１００，０００ボルト時までＩＥＦに供した。ＩＥＦの後、固定化ｐＨ勾配ストリ
ップを６Ｍ尿素、２％ＳＤＳ、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ酢酸緩衝液、ｐＨ７．０、および０．
０１％ブロムフェノールブルー中で平衡にして、８～１６％Ｔｒｉｓ－ＨＣｌプレキャス
トゲル１ｍｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ、ＵＳＡ）でＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動に
供した。ゲルは２通り実行した。これらにどちらも固定、ＳＹＰＲＯ　Ｒｕｂｙ、８０ｍ
Ｌ／ゲル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、ＵＳＡ）での染色およびＦｕｊｉ　ＦＬＡ－５１００
レーザスキャナでの撮像、またはＰＶＤＦ膜上への移動を行った。
【０３４６】
　対照試料についての追加の情報を取得して、ｄＰＣ（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｆｏｒｅｓｔ　
Ｉｎｃ．）選択的ｐＩ分画、それに続くｄＰＣプラグのトリプシン消化を質量分析同定お
よび半定量（ｓｅｍｉ－ｑｕａｎｔｉｚａｔｉｏｎ）（ＮａｎｏｍａｔｅまたはＬＣ／Ｌ
ＴＱ／ＭＳ）と共に利用する方法を使用して、タンパク質同定の有用性を試験した。対照
試料を用いて遂行したｄＰＣ分析は、タンパク質の大型サブセットの同定でその有用性を
証明した。試験の間に産生された材料は、将来、必要が生じた場合に資源として利用され
得るように保存した。
【０３４７】
　２次元ゲル画像分析：
　すべてのゲル画像の分析は、Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ａｎｄ　Ｐ
ｒｏ（Ｎｏｎｌｉｎｅａｒ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ　Ｉｎｃ．，Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ　ｕｐｏ
ｎ　Ｔｙｎｅ、英国）を使用して遂行した。スポット検出、マッチング、バックグラウン
ド除去、正規化、およびフィルタリングの後、ＳＹＰＲＯ　Ｒｕｂｙゲル画像のデータを
エクスポートした。Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙでスチューデントのｔ検
定を使用して群間の対比較を遂行し、発現が著しく改変されたスポットを同定した（ｐ＞
０．０５）。
【０３４８】
　抗体アレイ：
　抗体マイクロアレイ（Ｐａｎｏｒａｍａ　ＸＰ７２５抗体アレイ、Ｓｉｇｍａ）を利用
して７００超のタンパク質抗体をスクリーニングし、Ｑ１０処置細胞（ＳＫ－ＭＥＬ－２
８、ＳＣＣ）におけるタンパク質濃度レベルの変化を影響評価した。細胞抽出物における
タンパク質の発現は、スライド上にスポットされた対応する抗体にタンパク質が結合され
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たときに検出される。結合の前に、タンパク質を蛍光描出および定量的分析に使用される
蛍光染料で直接標識する。アレイを異なるＣｙＤｙｅ（Ｃｙ３またはＣｙ５）によってそ
れぞれ標識された２つの試料のタンパク質発現プロフィールを比較するために使用して（
試験試料対参照試料）、２つの試料を等しいタンパク質濃度でアレイ上に同時に適用する
。次に各試料の蛍光シグナル強度を試料の染料標識に対応する波長にて個別に記録して、
比較する。
【０３４９】
　高用量のコエンザイムＱ１０は、培養されたＳＫＭＥＬ－２８細胞のアポトーシス経路
、糖尿病経路および酸化ストレス経路に関与する遺伝子の発現を調節する。
【０３５０】
　実験詳細事項：５％　ＦＢＳ、ペニシリン、ストレプトマイシンおよびアンホテリシン
を補足した、グルタマックス（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　カタログ番号１０５６５－０４２
）を含有するＤＭＥＭ－Ｆ１２中で培養されたＳＫＭＥＬ－２８細胞（ＡＴＣＣ　カタロ
グ番号ＨＴＢ－７２）は、非転移性、皮膚黒色腫細胞であり、ビヒクルまたは１００ｕＭ
　コエンザイムＱ１０によって各種の長さの時間にわたって処置した。コエンザイムＱ１
０処置の結果として生じる遺伝子発現のいずれの変化も、リアルタイムＰＣＲアレイ（ア
ポトーシスカタログ番号ＰＡＨＳ－１２、糖尿病カタログ番号ＰＡＨＳ－０２３および酸
化ストレスカタログ番号ＰＡＨＳ－０６５）（ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｆｒｅｄｅ
ｒｉｃｋ、ＭＤ）を使用して定量した。
【０３５１】
　５００ｕＭコエンザイムＱ１０のストック濃縮物を、イソプロパノール５００ｕｌ中に
４．３２ｍｇを溶解することによって調製して、これを培地の添加により１０ｍｌまでさ
らに希釈した。ボルテックスおよび６５℃までの加熱を交互に行って、コエンザイムＱ１
０を溶解させた。ストック溶液２ｍｌを培地により１０ｍｌに希釈して、１００ｕＭ　Ｑ
１０含有培地を得て、これを細胞の処置に使用した。コエンザイムＱ１０を添加しないこ
とを除いた類似のプロトコルによって、ビヒクルを並行して調製した。
【０３５２】
　ＳＫＭＥＬ－２８細胞を６ウェルプレートにて１×１０５細胞／ウェルの密度で播種し
た。２４時間後、細胞が結合して５０％コンフルエントであるときに、ビヒクルまたは１
００ｕＭ　Ｑ１０のどちらかを添加した。細胞をＱ１０処置の６、１６、２４、４８また
は７２時間後に収集したが、ビヒクル処置細胞は２４時間後に収集した。スピンカラムお
よびオンカラムＤＮアーゼ処置を用い、ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉキット（Ｑｉａｇｅｎ，
Ｉｎｃ．，Ｖａｌｅｎｃｉａ　ＣＡ　カタログ番号７４１０４）キットをメーカーの説明
書に従って使用して、細胞を各種の処置時間にＲＮＡ単離のために溶解させた。２６０ｎ
ｍにおける吸光度を測定することによってＲＮＡを定量した。
【０３５３】
　リアルタイムＰＣＲの前に、全ＲＮＡ　０．４～１ｕｇをテンプレートとして使用する
第１鎖ｃＤＮＡ合成を、ゲノムＤＮＡ消失ステップを用いるＲＴ２第１鎖合成キット（Ｓ
ＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．，Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ、ＭＤ、カタログ番号Ｃ－０３）をメ
ーカーの推奨に従って用いて行った。第１鎖合成からの生成物を水で希釈して、ＳＹＢＲ
グリーン・マスター・ミックス（ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．，Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ　
ＭＤ、カタログ番号ＰＡ－０１０－１２）と混合し、共通経路内で連結された８４種類の
異なる遺伝子、正規化に使用される５種類のハウスキーピング遺伝子、逆転写およびＰＣ
Ｒ対照を含有するＰＣＲアレイ上に添加した。リアルタイムＰＣＲをＢｉｏｒａｄ　Ｃｆ
ｘ９６に対して実行した。酵素を活性化させるホットスタートによって増幅を開始し、そ
れぞれ（９５℃－１５秒変性ステップおよび６０℃－１分アニーリングおよび伸長ステッ
プ）の４０サイクルがに続き、溶融曲線プログラムが続いた。Ｃｔ値（全ての処置群につ
いてのＰＣＲサーモサイクラーによる出力）をエクセルシートにまとめ、ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｓａｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ．ｃｏｍ／ｐｃｒ／ａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓ．
ｐｈｐ．で入手できる比較分析ソフトウェアにロードした。
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【０３５４】
　ミトコンドリア濃縮試料の精製：
　実験詳細事項：１００μＭ　Ｑ１０によって２４または４８時間処置されたＳＫＭＥＬ
－２８細胞、ＮＣＩ－ＥＳ０８０８細胞およびＮＩＨ－３Ｔ３細胞を、ｔ＝０にて収集さ
れた細胞と共に、Ｔ１６０フラスコから洗浄およびこすり落としによって収集した。細胞
を遠心分離して、ペレット化し、急速凍結させ、ミトコンドリアが単離されるまで－８０
℃にて貯蔵した。細胞ペレットを解凍して、再懸濁させ、ダウンスホモジナイザで破砕し
た。ホモジネートを遠心分離して、培養細胞用ミトコンドリア単離キット（Ｍｉｔｏｃｈ
ｏｎｄｒｉａ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｋｉｔ　ｆｏｒ　Ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｃｅｌｌｓ）
（ＭｉｔｏＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ　ＯＲ、カタログ番号ＭＳ８５２）によって
推奨された試薬およびプロトコルを使用してミトコンドリアを単離した。ミトコンドリア
画分をアリコートし、－８０℃で保存した。
【０３５５】
　コエンザイムＱ１０およびユビキノール－１０の定量方法：
　コエンザイムＱ１０（Ｑ１０）および還元型ユビキノール－１０（Ｑ１０Ｈ２）の同時
決定の方法は、最近公開された方法（Ｒｕｉｚ－Ｊｉｍｅｎｅｚ，２００７，Ｊ．Ｃｈｒ
ｏｍａｔｏｇｒ．Ａ，１１７５，２４２－２４８）に基づいて、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳを陽イ
オンモードエレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）と共に使用することによって行った。
Ｑ１０およびＱ１０Ｈ２の両方の高選択的同定および高感受性定量は、他の選択された脂
質の同定と共に可能である。１００μＭ　Ｑ１０によって処置されたＳＫ－ＭＥＬ－２８
からのミトコンドリア濃縮試料の一定分量に、タンパク質沈殿（１－プロパノール３００
μｌ中で超音波処理された充填細胞１００μｌ）、液液抽出（上清に水１００μｌを添加
して、Ｘ３をｎ－ヘキサン２００μｌで抽出する）、合せたヘキサン抽出物の蒸発乾固お
よび９５：５　メタノール／ヘキサン（ｖ／ｖ）５０μｌでの再構成に基づく、慣習的な
前処置に供した。分析は、Ｐｒｉｓｍ　ＲＰ　１×１００ｍｍ、５μｍ粒径カラムを備え
たＷａｔｅｒｓ　Ｑｕａｔｔｒｏ　ＩＩ　３連４重極質量分析計（Ｋｅｙｓｔｏｎｅ　Ｓ
ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）でのＬＣ－ＭＳ／ＭＳによった。流速５０μｌ／分での２０％イソ
プロピルアルコール８０％メタノール中の４ｍＭギ酸アンモニウムによる定組成溶離。各
試料１０μｌを注入した。ＭＲＭ分析は、ｍ／ｚ８８２．７＞１９７．００（Ｑ１０Ｈ２
）およびｍ／ｚ８８０．８０＞１９７．００（Ｑ１０）トランジションをコーン電圧４０
および衝突エネルギー３０と共に使用して遂行した。
【０３５６】
　実施例３：ＣｏＱ１０に対する株化細胞の感受性
　いくつかの株化細胞のＱ１０に対する感受性を、適用の２４時間後に２種類の染料、７
ＡＡＤおよびアネキシン－Ｖ－ＰＥの組み合わせを含有する試薬（ネキシン試薬）を使用
することによって試験した。７ＡＡＤ染料は、透過性細胞膜によって細胞；主に後期アポ
トーシスにある細胞の中に進入するであろう。アネキシン－Ｖ－ＰＥは、早期アポトーシ
ス細胞の原形質膜の外面に露出されたホスファチジル（Ｐｈｏｓｐｈｏｔｉｄｙｌ）セリ
ンに結合する染料である。それゆえネキシン試薬を使用して、フローサイトメータでアポ
トーシス細胞の異なる集団を区別することができる。
【０３５７】
　ＰａＣａ２細胞は、５０μＭ　Ｑ１０および１００μＭ　Ｑ１０によりＱ１０適用の２
４時間後に、早期および後期アポトーシス細胞の両方で上昇を示した（ゲート細胞の５～
１０％の間）。ＰＣ－３細胞も、５０μＭおよび１００μＭ　Ｑ１０によって早期および
後期アポトーシス集団で上昇を示したが、上昇はＰａＣａ２細胞と比較して小さかった。
ＭＣＦ－７およびＳＫ－ＭＥＬ２８細胞は５０μＭおよび１００μＭ　Ｑ１０によって、
早期アポトーシス集団のみで上昇を示した。ＨｅｐＧ２細胞も５０μＭ　Ｑ１０処置に感
受性であり、後期アポトーシスステージおよび早期アポトーシスステージに集まったゲー
ト細胞の約２０％の上昇があった。ＳＫＢｒ３は、５０μＭまたは１００μＭ　Ｑ１０処
置のどちらによっても早期および後期アポトーシスで大きな上昇を少しも示さなかった、
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試験した中で唯一の株化細胞であった。結果を図１～６に示す。
【０３５８】
　Ｑ１０処置がＨｅｐＧ２肝臓癌細胞でアポトーシス応答を引き起こすことをさらに確認
するために、第２のアポトーシスアッセイを単鎖ＤＮＡを測定するＡｐｏＳｔｒａｎｄ（
商標）ＥＬＩＳＡベース法を使用して評価した。ＡｐｏＳｔｒａｎｄ（商標）ＥＬＩＳＡ
は、アポトーシス細胞中のＤＮＡのホルムアミド変性に対する感受性および単鎖ＤＮＡ（
ｓｓＤＮＡ）に対するモノクローナル抗体による変性ＤＮＡの検出に基づく。肝臓癌株化
細胞ＨｅｐＧ２の５０および１００μＭ　Ｑ１０による処置は、それぞれ１７％および３
２％の用量応答で検出可能なアポトーシスを生じた（図７）。これらの結果は、他の組織
からの他の癌株化細胞（例えばＳＣＣ、ＳＫＭＥＬ－２８、ＭＣＦ－７、およびＰＣ－３
）においてアポトーシスを誘導するＱ１０の観察結果と一致する。
【０３５９】
　実施例４：Ｑ１０によって処置した細胞のプロテオミクス分析
　Ｑ１０によって処置した試料の細胞ペレットをプロテオミクス法によって分析した。細
胞ペレットを溶解させて、２次元ゲルおよびウェスタンブロット分析で使用するために処
置した。３つの細胞タイプ（ＳＫＭＥＬ－２８、ＳＣＣ、およびｎＦｉｂ）をＱ１０によ
って処置して、２次元ゲル電気泳動によるプロテオミクスキャラクタリゼーションに供し
た。
【０３６０】
　Ｑ１０によって処置したＳＫＭＥＬ－２８細胞のプロテオミクス分析
　ウェスタンブロットおよび２次元ゲル電気泳動によって処理および評価された第１の実
験セットは、皮膚癌株化細胞ＳＫＭＥＬ－２８であった。本実験セットは、０、５０また
は１００μＭ　Ｑ１０によって３、６、１２、および２４時間処置されたＳＫ－ＭＥＬ－
２８細胞を包含していた。
【０３６１】
　Ｑ１０処置ＳＫ－ＭＥＬ－２８試料のセットに、２次元ゲル電気泳動に供して（図８）
、対照試料に対するタンパク質レベルの変化を同定するために分析した。すべての２４時
間ゲルにわたる９４３スポットの比較分析を遂行して、対照試料を処置試料すべてに対し
て比較した。分析は、上昇、低下、または翻訳後修飾による、時間経過にわたるスポット
変化の同定を含んでいた。
【０３６２】
　分析は、３２の統計的に有意な示差的スポット変化を見出した。これより、２０個の非
冗長性スポットを切除して、トリプシン消化によるタンパク質同定および質量分析キャラ
クタリゼーションに供した。キャラクタリゼーションされたペプチドをＭａｓｃｏｔ　ａ
ｎｄ　ＭＳＲＡＴソフトウェア分析を用いてタンパク質データベースで検索して、タンパ
ク質を同定した（表２）。



(84) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

【表２】

【０３６３】
　本実験の主要な発見は、トランスアルドラーゼ１の減少であり、このことはＱ１０が癌
細胞内の代謝状態を改変することにより作用するという前提を裏付けた。トランスアルド
ラーゼ１は、ペントースリン酸経路（ヘキソースモノリン酸分路としても公知）中の酵素
である。トランスアルドラーゼ（ＥＣ：２．２．１．２）は、３炭素ケトールユニットの
セドヘプツロース７－リン酸からグリセルアルデヒド３－リン酸への可逆的移動を触媒し
て、エリトロース４－リン酸およびフルクトース６－リン酸を形成する。本酵素は、トラ
ンスケトラーゼと共に、解糖経路とペントース－リン酸経路との間に連結を提供する。こ
のことはヌクレオチドおよびＮＡＤＰＨ合成に関連しており、生合成反応のための還元等
価物の産生および還元環境の維持を容易にする。
【０３６４】
　最近の刊行物（Ｂａｓｔａ，Ｐ．，ｅｔ．ａｌ．Ａｕｇｕｓｔ　２００８，Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｄｅｔｅｃｔ　Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ，３２，２００－２０８）は、トランスアルド
ラーゼにおける遺伝的多型の証拠を提供し、頭部および頸部の扁平上皮細胞癌腫に結び付
けられた。最近の別の刊行物（Ｑｉａｎ，Ｙ．，ｅｔ．ａｌ．Ｍａｙ　２００８，Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ　Ｊ，４１５，１２３－１３４）は、ミトコンドリアホメオスタシスのモジュレ
ーターとしてのトランスアルドラーゼの欠乏、Ｃａ２＋流入およびアポトーシスを同定し
た。
【０３６５】
　これらの初期の結果から、ＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞中でＱ１０によって調節されている
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ような、２次元ゲル電気泳動によって同定された残りのタンパク質を公知の関係について
分析した（図９）。これらのタンパク質の機能性評価は、１４－３－３－媒介シグナル伝
達に関与する群（ＰＤＣＰ６ＩＰ、ＹＷＨＡＺ、およびＶＩＭ）が、多種多様のプロセス
［細胞周期；ペントースリン酸経路（ＴＡＬＤＯ１）；セラミドシグナル伝達（ＣＴＳＤ
）；アミノアシル－ｔＲＮＡ生合成（ＧＡＲＳ）、およびミトコンドリアタンパク質イン
ポート（ＴＯＭ２２）］に結び付けられた個別のタンパク質と共にあることを明らかにし
た。
【０３６６】
　Ｑ１０によって処置したＳＣＣ細胞のプロテオミクス分析
　別の皮膚癌株化細胞の扁平上皮細胞癌腫（ＳＣＣ）も調製して、前のＳＫ－ＭＥＬ－２
８分析の追跡実験として、２次元ゲル電気泳動によって分析した。ＳＣＣ細胞を１００μ
Ｍ　Ｑ１０によって、収集前に６時間または２４時間処置した。未処置細胞の対照も収集
した。細胞ペレットを溶解させ、試料に２次元電気泳動に供した（２通り）。比較試験で
の６００個を超えるタンパク質スポットの分析を遂行して、対照試料を６時間および２４
時間処置に対して比較した。
【０３６７】
　上位２５の統計的に有意な示差的スポット変化を２次元電気泳動ゲルの比較分析から評
価した。これより、２０個のスポットを切除して、トリプシン消化による同定および質量
分析キャラクタリゼーションに供した（結果を下の表３にまとめる）。
【表３】
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【０３６８】
　トランスアルドラーゼ１：Ｑ１０で処置したＳＫＭＥＬ－２８細胞で先に観察されたよ
うに、酵素トランスアルドラーゼ１はレベルの低下によって調節された。これは、Ｑ１０
とトランスアルドラーゼの改変（およびそれゆえ細胞の代謝状態）との連関についての以
前の観察結果を独立して確証するものである。
【０３６９】
　トランスアルドラーゼは、ペントースリン酸経路の非酸化的段階における酵素である（
図１０）。ペントースリン酸経路は、還元的生合成のためのニコチンアミドアデニンジヌ
クレオチドリン酸（還元型ＮＡＤＨ）の発生のための細胞の代謝状態において、ならびに
ＡＴＰ、ＤＮＡ、およびＲＮＡの必須構成要素であるリボースの形成において重要である
。トランスアルドラーゼはまた、ペントースリン酸経路を解糖に連結する。解糖は、酸化
的リン酸化のミトコンドリアプロセスが利用されないため、癌細胞が細胞生存に必要なエ
ネルギーを取得する代謝経路である。Ｑ１０は、酸化的リン酸化およびミトコンドリアＡ
ＴＰ産生に必要とされる必須のコエンザイム因子である。
【０３７０】
　ＢＳＣｖ：スポット２３は、ＢＳＣｖという名称の、染色体２０からの新規ヒトタンパ
ク質であった。ＢＳＣｖタンパク質は、脂肪細胞血漿膜結合型タンパク質（遺伝子名：Ａ
ＰＭＡＰまたはＣ２０ｏｒｆ３）としても公知であり、タンパク質のストリクトシジン・
シンターゼ・ファミリーに配列類似性を有するシングルパスＩＩ型膜タンパク質であるこ
とが予測されている。Ｑ１０処置は、本タンパク質のレベルの低下を引き起こした。本タ
ンパク質は、十分に特徴付けもされておらず、ストリクトシジンシンターゼとのその相同
性も確認されてもいない。興味深いことに、本タンパク質は脂肪細胞分化の役割に関連し
てきた（Ａｌｂｒｅｋｔｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００１）。ヒト大網脂肪組織の最近の
プロテオミクス研究はＢＳＣｖを、病的肥満女性による多嚢胞性（ｐｏｌｃｙｓｔｉｃ）
卵巣症候群（ＰＣＯＳ）の差次的発現を有する９種類のタンパク質のうちの１つとして同
定した（Ｃｏｒｔｏｎ，２００８　Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．２３：６５１－６６１に概説
されている）。Ｑ１０に応答する細胞表面タンパク質としてのＢＳＣｖに対する抗体は、
バイオマーカーとして有用であろう。現在の結果および入手可能な文献に基づいて、ＢＳ
Ｃｖは癌および糖尿病で潜在的な役割を有し得る。
【０３７１】
　ＮＭ２３Ａ：非転移性細胞１タンパク質（ＮＭ２３Ａ、ＮＭＥ１としても公知）は、転
移サプレッサーとであると考えられる。本遺伝子（ＮＭＥ１）は、高転移性細胞における
その低下したｍＲＮＡ転写レベルのために同定された。該タンパク質は、ヌクレオシド２
リン酸キナーゼ（ＮＤＫ）としての活性を有し、「Ａ」アイソフォーム（本遺伝子により
コードされた）および「Ｂ」アイソフォーム（ＮＭＥ２によりコードされた）で構成され
たヘキサマーとして存在する。本遺伝子における突然変異は、侵襲性神経芽細胞腫におい
て同定されている。ＮＤＫ活性は、例えばクエン酸（クレブス）回路で産生されたＧＴＰ
がＡＴＰに変換されるときなどに、異なるヌクレオシド３リン酸の濃度の間で平衡を維持
する。ＮＤＫ複合体は、ＳＴＲＡＰとの相互作用を通じてｐ５３に関連している。ＳＴＲ
ＡＰがＨＮＦ４Ａに連結されていることは注目に値する。それゆえＮＭ２３Ａは、細胞制
御および疾患処置に重要な経路に関与する潜在的タンパク質である。
【０３７２】
　Ｒｈｏ　ＧＤＰ解離阻害剤（ＧＤＩ）アルファ：ＧＤＩは、Ｒｈｏタンパク質からのＧ
ＤＰの解離、および続いてのＲｈｏタンパク質へのＧＴＰの結合を阻害することによって
、ＲｈｏタンパクのＧＤＰ／ＧＴＰ交換反応を調節する。該タンパク質は、癌細胞におい
て上方調節される。
【０３７３】
　実施例５：ミトコンドリア濃縮分析
　複数の一連の証拠は、ミトコンドリアタンパク質の役割および癌生物学およびＱ１０応
答のより綿密な評価が正当化されることを示唆した。第１に、正常細胞におけるエネルギ
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ー産生のためのミトコンドリア酸化的リン酸化プロセスには、Ｑ１０の不可欠の役割があ
る。しかし、癌細胞に出現するのは、Ｑ１０を必要としない解糖の代わりの経路によるエ
ネルギー産生への代謝シフトである。第２に、細胞のアポトーシス応答は、ミトコンドリ
アタンパク質の出現を必要とする。Ｑ１０は、癌細胞における刺激アポトーシスとして樹
立されてきた（Ｂｃｌ－２ファミリータンパク質、シトクロムｃ）。最後に、ミトコンド
リアインポート受容体タンパク質ＴＯＭ２２のタンパク質レベルの調節によって例示され
るように（本明細書に記載する実験を参照）、新たなミトコンドリアタンパク質がＱ１０
処置によって調節されていることが同定された。
【０３７４】
　ミトコンドリア濃縮試料の産生
　皮膚癌ＳＫＭＥＬ－２８細胞を１００μＭ　Ｑ１０または偽ビヒクルによって６、１９
、または４８時間にわたって処置した。細胞をＴ－１６０フラスコ（各時点ごとに４個）
から洗浄およびこすり落としによって収集した。細胞を遠心分離によって採取し、ペレッ
トを急速凍結させて－８０℃にて貯蔵した。細胞ペレットを再懸濁させ、２ｍＬダウンス
ホモジナイザを使用して破砕した。試薬および方法は、培養細胞用ミトコンドリア単離キ
ット（ＭｉｔｏＳｃｉｅｎｃｅｓ、カタログ番号ＭＳ８５２）から取得した。結果として
生じたミトコンドリア試料一定分量７５μＬ（１試料に付き、４～５個の一定分量）に分
け、－８０℃にて貯蔵した。
【０３７５】
　Ｑ１０によって処置されたＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞から単離されたミトコンドリア濃縮
試料のプロテオミクス分析
　２次元ゲル電気泳動は、１００μＭ　Ｑ１０によって６、１９、および４８時間処置さ
れたＳＫ－ＭＥＬ－２８ミトコンドリア濃縮試料に２個の一定分量から溶解されたタンパ
ク質に対して（対応する偽ビヒクル対照と共に）遂行した。試料に２次元電気泳動に供し
た（２通り）。５２５個のタンパク質スポットの分析を遂行して、対照試料を残りの時点
の試料に対して比較した（図１１）。
【０３７６】
　９つの統計的に有意な示差的スポット変化を２次元電気泳動ゲルの比較分析から選択し
た。９個のスポットを切除して、トリプシン消化による同定および質量分析キャラクタリ
ゼーションに供した。



(88) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

【表４】

【０３７７】
　アシル－ＣｏＡチオエステラーゼ７：アシル－ＣｏＡチオエステラーゼ７（ＡＣＯＴ７
）は、脂肪アシル－ＣｏＡの遊離脂肪酸およびＣｏＡの加水分解を触媒する酵素ファミリ
ーのメンバーである。本酵素はそれゆえ、脂質代謝および細胞シグナル伝達の調節に役割
を果たす。ＡＣＯＴ７は、８～１６個の炭素原子（Ｃ８－Ｃ１６）の脂肪酸鎖を有する長
鎖アシルＣｏＡ基質に対する選択性を有する。ＡＣＯＴ７における正確な細胞機能は、十
分に理解されていない。本遺伝子の転写は、ステロール調節要素結合タンパク質２によっ
て活性化され、それゆえコレステロール代謝における機能を示唆する。
【０３７８】
　本実施例の結果は、ＡＣＯＴ７がＱ１０の代謝に直接または間接的に潜在的に関与する
ことを指摘する。それゆえターゲティングＡＣＯＴ７は、Ｑ１０の細胞間レベルの調節を
促進して、それゆえ細胞Ｑ１０効果に影響を及ぼすことができる。
【０３７９】
　ピルビン酸キナーゼ：ピルビン酸キナーゼは、解糖の最後のステップに関与する酵素で
ある。ピルビン酸キナーゼは、ホスホエノールピルビン酸（ＰＥＰ）からＡＤＰへのリン
酸基の移動を触媒して、ピルビン酸１分子およびＡＴＰ１分子を産する。
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【化３】

【０３８０】
　タンパク質は、これがミトコンドリア濃縮ＳＫ－ＭＥＬ－２８試料から同定されたので
、おそらく２型アイソフォームのＰＫＭ２のタンパク質である。本アイソフォームは、腫
瘍細胞形成および調節に関与することが周知である。
【０３８１】
　ミトコンドリアにおけるＱ１０レベルの定量
　コエンザイムＱ１０（Ｑ１０）および還元型ユビキノール－１０（Ｑ１０Ｈ２）の同時
決定の方法は、最近公開された方法（Ｒｕｉｚ－Ｊｉｍｅｎｅｚ，２００７，Ｊ．Ｃｈｒ
ｏｍａ　Ａ，１１７５，２４２－２４８）に基づいて、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳを陽イオンモー
ドエレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）と共に使用することによって実行した。Ｑ１０
およびＱ１０Ｈ２の両方の高選択的同定および高感受性定量は、他の選択された脂質の同
定と共に可能である。１００μＭ　Ｑ１０によって処置されたＳＫ－ＭＥＬ－２８からの
ミトコンドリア濃縮試料の一定分量に、タンパク質沈殿、液液抽出、合せたヘキサン抽出
物の蒸発乾固および９５：５　メタノール／ヘキサン（ｖ／ｖ）での再構成に基づく、慣
習的な前処置に供した。
【０３８２】
　本分析において、Ｑ１０、Ｑ１０Ｈ２、およびＱ９を定量した（表５）。関連する分子
Ｑ９のレベルは低く、検出レベル付近であった。未処置試料のレベルは、この同じレベル
を有する６時間Ｑ１０処置試料と比較的一致していた。全材料の試料分散を制御するため
に、コレステロールのレベルも測定して、差が試料サイズ誤差によるものでないことを確
認した。Ｑ１０レベルが同じミトコンドリア調製物の他の一定分量のタンパク質抽出によ
って取得された全タンパク質値に対して補正されたときに、相対比は比較可能であった。
それゆえＱ１０レベルの著しい上昇が１９時間後に得られ（約３倍）、４８時間時点まで
になお大きな上昇（約６倍）が得られた（図１２）。
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【表５】

【０３８３】
　本試験からの驚くべき結果は、Ｑ１０が酸化型として細胞に供給されるという発見であ
った。４８時間試料では、還元型Ｑ１０Ｈ２も測定され、著しく低い量で存在することが
見出された（ＣｏＱ１０　４６．６３ｎｇ／試料と比較して、ＣｏＱ１０Ｈ２　０．２８
ｎｇ／試料）。Ｑ１０処置４８時間試料においてＱ１０Ｈ２のレベルの一般的な上昇（３
倍）があったが、レベルはアッセイの推定検出限界付近であった。興味深いことに、酸化
型（Ｑ１０）は、生物系において酸化エンハンサとして作用することができる。文献によ
れば、ヒト血漿をＱ１０およびＱ１０Ｈ２を評価したとき、分子の大部分（９０％）は、
抗酸化剤として作用することができる、Ｑ１０Ｈ２の還元型で見出された（Ｒｕｉｚ－Ｊ
ｉｍｅｎｅｚ，２００７，Ｊ．Ｃｈｒｏｍａ　Ａ，１１７５，２４２－２４８）。
【０３８４】
　それゆえこれらの結果は、培地へのＱ１０の外部からの添加時にＱ１０のレベルがミト
コンドリア中で上昇することを確認および定量する。驚くべきおよび予想外の発見は、Ｑ
１０がいずれの著しい量でも供給された酸化型（酸化促進）で維持されて、Ｑ１０Ｈ２の
還元（抗酸化）型に変化されないことであった。
【０３８５】
　実施例６：リアルタイムＰＣＲアレイ
　実験１：アポトーシスアレイ
　実施例３で上述したように、癌細胞のＱ１０への曝露は、アポトーシスプロセスにより
これらの細胞の部分に死を誘導する。Ｑ１０応答に関与するタンパク質を同定するために
、リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）法を用いて、アポトーシスにター
ゲットされた経路アレイに関与する遺伝子／タンパク質についてのｍＲＮＡのレベルの変
化を同定した。
【０３８６】
　それゆえＰＣＲアレイをスクリーニングツールとして使用して、細胞内のＱ１０の生物
学的作用の様式への洞察を潜在的に供給する一連の分子ターゲットを評価した。８０の経
路特異的ターゲットを含有する事前に選択されたサブセットのｍＲＮＡレベルを影響評価
するためのリアルタイムＰＣＲ定量を使用して、ｍＲＮＡの変化を評価した。
【０３８７】
　ｍＲＮＡ結果の解釈のために、そのｍＲＮＡ転写が２倍のレベルで改変された遺伝子を
同定および評価した。ｍＲＮＡのみを産生する遺伝子転写のレベルは、発現されたタンパ
ク質のレベルの潜在的な変化の大まかな推定値を提供する。当業者は、各ｍＲＮＡが非効
率的なことに、ｍＲＮＡの分解またはその翻訳で異なる速度を有し得て、それゆえ異なる
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【０３８８】
　５０ｕｍ　Ｑ１０によって２４時間処置したＳｋＢｒ－３細胞
　ＲＴ－ＰＣＲのアッセイ方法を利用して、合計８４のアポトーシス経路関連タンパク質
に対するｍＲＮＡレベルの変化の尺度を提供した。Ｑ１０（２４時間）を用いた、ＳｋＢ
ｒ３に対するリアルタイムＰＣＲアポトーシス分析による実験は、以下のｍＲＮＡ：Ｂｃ
ｌ２、Ｂｃｌ２Ｌ１、Ｂｃｌ２Ｌ１１、Ｂｉｒｃ６、Ｂａｘ、Ｘｉａｐ、Ｈｐｒｔ１、Ａ
ｐａｆ１、Ａｂｌ１、Ｂｒａｆが影響されていることを同定した。これらの結果は再度、
Ｑ１０処置に対する癌細胞のアポトーシス応答を裏付ける証拠を提供した。
【表６Ａ】

【０３８９】
　ＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞による３つの独立した実験からの一致した結果を下の表６Ｂに
まとめる。１００μＭ　Ｑ１０処置により多くの遺伝子は、ＳＣＣ細胞において同様に調
節される。ＳＣＣ細胞で調節されると思われるアポトーシスアレイの遺伝子を表７に記載
する。我々は、多くの遺伝子がＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞およびＳＣＣ細胞の両方で６時間
後に調節されていることを見出している。２４時間までに調節は低下する。ＳＫ－ＭＥＬ
－２８細胞およびＳＣＣ細胞の両方で調節されると思われる遺伝子を表８に記載する。
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【表６Ｂ】

【０３９０】
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【表７】
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【表８】

【０３９１】
　興味深いことに、改変されたｍＲＮＡレベルは、一連のアポトーシスタンパク質におい
て著しい上方調節を示し、Ｂｃｌ－ｘｌは最も高いものの１つであった。これはＳＫ－Ｍ
ＥＬ－２８細胞に対するタンパク質アレイ実験でも観察された。
【０３９２】
　Ｂｃｌ－ｘｌは、ミトコンドリア中の膜貫通分子である（Ｂｃｌ－ｘｌは「基底細胞リ
ンパ腫－特大」を表す）。Ｂｃｌ－ｘｌは、ＦＡＳ－Ｌのシグナル伝達経路に関与し、タ
ンパク質のＢｃｌ－２ファミリーのメンバーである複数の抗アポトーシスタンパク質の１
つである。Ｂｃｌ－ｘｌは、癌細胞の生存に関わってきた。しかし、ヒトＢｃｌ－ｘｍＲ
ＮＡの選択的スプライシングが少なくとも２種類の別個のＢｃｌ－ｘｍＲＮＡ種、Ｂｃｌ
－ｘＬおよびＢｃｌ－ｘＳを生じ得ることが公知である。優勢なタンパク質生成物（２３
３アミノ酸）は、成長因子除去時に細胞死を阻害する、より大型のＢｃｌ－ｘ　ｍＲＮＡ
であるＢｃｌ－ｘＬである（Ｂｏｉｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３．Ｃｅｌｌ　７４，５
９７－６０８）。他方では、Ｂｃｌ－ｘＳは、Ｂｃｌ－２が細胞死を阻害する能力を阻害
して、細胞をアポトーシス細胞死に対して感受性にする。利用した使用アッセイは、どの
Ｂｃｌ－ｘのアイソフォームが上方調節されているかを識別しない。これらの研究でＣｏ
Ｑによって上方調節されているＢｃｌ－ｘアイソフォームは、当分野で公知の所定の方法
によって、例えばＲＴ－ＰＣＲ方法を使用することによって決定され、２種類のｍＲＮＡ
スプライシングアイソフォームの比（Ｂｃｌ－ｘＬ対Ｂｃｌ－ｓＬ）が評価され得る。
【０３９３】
　アポトーシス関連タンパク質の調査から、複数のアポトーシス促進因子および抗アポト
ーシス因子がＢＣＬ－２ファミリー中にあること、またはこれらの因子と相互作用するタ
ンパク質が発現レベルを調節したこと（ＢＣＬ２Ｌ１１、ＢＮＩＰ２、ＢＡＧ１、ＨＲＫ
、ＢＡＫ１、ＢＣＬ２、ＢＣＬ２Ｌ１）が観察された。これらのタンパク質は、ミトコン
ドリア外膜透過を支配する。
【０３９４】
　アポトーシス応答の早期マーカーは、カスパーゼ３／７タンパク質によるアポトーシス
の以前の観察結果と一致する、カスパーゼ－９の上方調節（１６時間）によって観察され
る。ストレスシグナル伝達経路の誘導は、ミトコンドリアからのシトクロムｃの放出およ
びａｐａｆ－１（アポトソーム）の活性化を引き起こし、次にカスパーゼ－９のプロ酵素
を切断して活性型とする。いったん開始されると、カスパーゼ－９はプロカスパーゼ－３
およびプロカスパーゼ－７の切断を進めて、追加のアポトーシス経路を始動させる。
【０３９５】
　調節されているタンパク質の腫瘍壊死因子受容体ファミリーへの一貫した連結もある。
【０３９６】



(96) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

　腫瘍タンパク質ｐ７３の強力な下方調節も注目される。乳癌および卵巣癌を含む、ヒト
に見出される多くの腫瘍の分析は通例、対応する範囲において正常な組織と比較したとき
に、ｐ７３の高い発現を示す。最近の発見は、哺乳動物細胞において細胞周期制御および
ＤＮＡの合成に関与する体内の転写因子（すなわち：Ｅ２Ｆ－１）の調節解除された過剰
発現がｐ７３の発現を誘導することを示唆している。該示唆は、ｐ７３は腫瘍性タンパク
質であり得るが、関連するｐ５３タンパク質とは異なる機構を包含し得ることである。ア
ポトーシス経路のマッピングを示す概略図を図１３に示す。
【０３９７】
　ＳＫＭＥＬ－２８細胞
　アポトーシス関連タンパク質の調査から、複数のアポトーシス促進因子および抗アポト
ーシス因子がＢＣＬ－２ファミリー中にあること、またはこれらの因子と相互作用するタ
ンパク質が発現レベルを調節したこと（ＢＣＬ２Ｌ１１、ＢＮＩＰ２、ＢＡＧ１、ＨＲＫ
、ＢＡＫ１、ＢＣＬ２、ＢＣＬ２Ｌ１）が観察された。これらのタンパク質は、ミトコン
ドリア外膜透過を支配する。
【０３９８】
　アポトーシス応答の早期マーカーは、カスパーゼ３／７タンパク質によるアポトーシス
の以前の観察結果と一致する、カスパーゼ－９の上方調節（１６時間）によって観察され
る。ストレスシグナル伝達経路の誘導は、ミトコンドリアからのシトクロムｃの放出およ
びａｐａｆ－１（アポトソーム）の活性化を引き起こし、次にカスパーゼ－９のプロ酵素
を切断して活性型とする。いったん開始されると、カスパーゼ－９はプロカスパーゼ－３
およびプロカスパーゼ－７の切断を進めて、追加のアポトーシス経路を始動させる。
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【表９】

【０３９９】
　調節されているタンパク質の腫瘍壊死因子受容体ファミリーへの一貫した連結がある。
【０４００】
　腫瘍タンパク質ｐ７３の強力な下方調節も注目される。乳癌および卵巣癌を含む、ヒト
に見出される多くの腫瘍の分析は通例、対応する範囲において正常な組織と比較したとき
に、ｐ７３の高い発現を示す。最近の発見は、哺乳動物細胞において細胞周期制御および
ＤＮＡの合成に関与する体内の転写因子（すなわち：Ｅ２Ｆ－１）の調節解除された過剰
発現がｐ７３の発現を誘導することを示唆している。該示唆は、ｐ７３は腫瘍性タンパク
質であり得るが、関連するｐ５３タンパク質とは異なる機構を包含し得ることである。
【０４０１】
　実験２：酸化ストレスおよび抗酸化防御アレイを使用するリアルタイムＰＣＲアレイ
　Ｑ１０応答に関与するタンパク質を同定するために、リアルタイムポリメラーゼ連鎖反
応（ＲＴ－ＰＣＲ）法を用いて、酸化ストレスおよび抗酸化防御にターゲットされた経路
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アレイに関与する遺伝子／タンパク質についてのｍＲＮＡのレベルの変化を同定した。
【０４０２】
　下の表１０は、１００μＭ　Ｑ１０処置によりＳＫ－ＭＥＬ２８細胞で調節される遺伝
子を挙げる。結果は、２つの独立した実験で調節されるこのような遺伝子のみについて与
える。６時間では著しい量の遺伝子調節が見られるが、４８時間ではＲＮＡレベルの最も
著しい変化が見られる。
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【表１０】

【０４０３】
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【０４０５】
　好中球サイトゾル因子２（ＮＣＦ２、６５ｋＤａ、慢性肉芽腫性疾患、常染色体２）は
、初期トップ誘導ｍＲＮＡの１つであった（６時間にて観察された）。続いて１６時間の
時点以降、好中球サイトゾル因子１（ＮＣＦ１）（慢性肉芽腫性疾患、常染色体１）は、
初期誘導相後に非常に高レベルで誘導された。
【０４０６】
　好中球サイトゾル因子２は、好中球に普通見出されるＮＡＤＰＨオキシダーゼとして公
知の多タンパク質複合体のサイトゾルサブユニットである。本オキシダーゼは、好中球食
胞の内腔に送達されるスーパーオキシドのバーストを産生する。
【０４０７】
　ＮＡＤＰＨオキシダーゼ（ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸オキシダーゼ
）は、膜結合酵素複合体である。ＮＡＤＰＨオキシダーゼは、原形質膜ならびに食胞の膜
に見出すことができる。これは６つのサブユニットで構成されている。これらのサブユニ
ットは：
１つのＲｈｏグアノシントリホスファターゼ（ＧＴＰアーゼ）、通常Ｒａｃ１またはＲａ
ｃ２（Ｒａｃは、Ｒｈｏ関連Ｃ３ボツリヌス毒素基質を表す）
　５つの「ｐｈｏｘ」ユニット（Ｐｈｏｘは、食細胞オキシダーゼを表す。）
　　・Ｐ９１－ＰＨＯＸ（ヘムを含有する）
　　・ｐ２２ｐｈｏｘ
　　・ｐ４０ｐｈｏｘ
　　・ｐ４７ｐｈｏｘ（ＮＣＦ１）
　　・ｐ６７ｐｈｏｘ（ＮＣＦ２）
　別のＮＡＤＰＨオキシダーゼレベルが変化しないことに注目される。酵素は、スーパー
オキシドを発生して、Ｃａ（２＋）依存性方式でＨ＋チャネルとして機能する新規ＮＡＤ
ＰＨオキシダーゼである、ＮＯＸ５である。
【０４０８】
　加えて、ホスファチジルイノシトール３，４，５－３リン酸依存性ＲＡＣ交換因子１（
ＰＲＥＸ１）も上方調節された。本タンパク質は、小型ＧＴＰ結合タンパク質（ＲＡＣ）
のＲＨＯファミリーのグアニンヌクレオチド交換因子として作用する。結合されているＧ
ＤＰを遊離ＧＴＰと交換することによって、ＲＡＣ１を結合および活性化することが示さ
れてきた。主に細胞質で見出されるコードされたタンパク質は、ホスファチジルイノシト
ール－３，４，５－３リン酸およびヘテロトリマーＧタンパク質のベータガンマサブユニ
ットによって活性化される。
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　第２の主な早期誘導タンパク質は、一酸化窒素シンターゼ２Ａ（誘導性、肝細胞）（Ｎ
ＯＳ２Ａ）であった。一酸化窒素は、神経伝達ならびに抗菌および抗腫瘍活性を含む複数
のプロセスにおいて、生物学的媒介物として作用する反応性遊離ラジカルである。本遺伝
子は、肝臓で発現され、リポ多糖類およびあるサイトカインの併用によって誘導可能であ
る一酸化窒素シンターゼをコードする。
【０４１０】
　スーパーオキシドディスムターゼ２、ミトコンドリア（ＳＯＤ２）は、鉄／マンガンス
ーパーオキシドディスムターゼファミリーのメンバーである。これはホモテトラマーを形
成し、サブユニットに付きマンガンイオン１個を結合するミトコンドリアタンパク質をコ
ードする。本タンパク質は、酸化的リン酸化のスーパーオキシド副生成物に結合して、こ
れらを過酸化水素および２原子酸素に変換する。本遺伝子の突然変異は、関連する特発性
心筋症（ＩＤＣ）、早期老化、散発性運動ニューロン疾患、および癌に関連してきた。
【０４１１】
　下方調節されたタンパク質の例は、内因性ＦＯＸＭ１発現がＳ期およびＧ２／Ｍ期にピ
ークに達する細胞周期進行で主要な役割を果たすことが公知である、フォークヘッドボッ
クスＭ１（ＦＯＸＭ１）である。最近の研究は、Ｇ２／Ｍ特異的遺伝子、例えばＰｌｋ１
、サイクリンＢ２、Ｎｅｋ２およびＣＥＮＰＦの大型アレイの発現を調節して、染色体分
離およびゲノム安定性の維持において重要な役割を果たすことを示している。ＦＯＸＭ１
遺伝子は今や、ヒト癌原遺伝子として公知である。ＦＯＸＭ１の異常な上方調節は、基底
細胞癌腫（ＢＣＣ）の腫瘍形成に関与している。ＦＯＸＭ１上方調節は続いて、肝臓、乳
房、肺、前立腺、子宮頸部、結腸、膵臓、および脳を含む、固形ヒト癌の大部分で見出さ
れた。ＢＣＣおよびＱ１０によるさらなる研究によってＦＯＸＭ１レベルを評価すべきで
ある。
【０４１２】
　ＳＫＭＥＬ－２８細胞
　ＳＫＭＥＬ－２８細胞を使用して、さらなる実験を行った。リアルタイムＰＣＲ法（Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ）を使用して、１００μＭ　Ｑ１０によって処置されたＳＫＭＥＬ－２８細胞
中に存在するｍＲＮＡのレベルを未処置細胞のレベルと各種の時点にて比較した。ＰＣＲ
アレイ（ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）は、経路または疾患に焦点を合せた遺伝子ならび
に適切なＲＮＡ品質管理のための、９６ウェルプレートでの最適化リアルタイムＰＣＲプ
ライマアッセイのセットである。ＰＣＲアレイは、マイクロアレイのリアルタイムＰＣＲ
感受性および多遺伝子プロファイリング能力を用いて遺伝子発現分析を遂行する。
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【表１２】

【０４１３】
　好中球サイトゾル因子２（ＮＣＦ２、６５ｋＤａ、慢性肉芽腫性疾患、常染色体２）は
、初期トップ誘導ｍＲＮＡの１つであった（６時間にて観察された）。続いて１６時間の
時点以降、好中球サイトゾル因子１（ＮＣＦ１）（慢性肉芽腫性疾患、常染色体１）は、
初期誘導相後に非常に高レベルで誘導された。
【０４１４】
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　好中球サイトゾル因子２は、好中球に普通見出されるＮＡＤＰＨオキシダーゼとして公
知の多タンパク質複合体のサイトゾルサブユニットである。本オキシダーゼは、好中球食
胞の内腔に送達されるスーパーオキシドのバーストを産生する。ＮＡＤＰＨオキシダーゼ
（ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸オキシダーゼ）は、膜結合酵素複合体で
ある。ＮＡＤＰＨオキシダーゼは、原形質膜ならびに食胞の膜に見出すことができる。こ
れは６つのサブユニットで構成されている。これらのサブユニットは：
　・１つのＲｈｏグアノシントリホスファターゼ（ＧＴＰアーゼ）、通常Ｒａｃ１または
Ｒａｃ２（Ｒａｃは、Ｒｈｏ関連Ｃ３ボツリヌス毒素基質を表す）
　・５つの「ｐｈｏｘ」（食細胞オキシダーゼ）ユニット
　　Ｐ９１－ＰＨＯＸ（ヘムを含有する）
　　ｐ２２ｐｈｏｘ
　　ｐ４０ｐｈｏｘ
　　ｐ４７ｐｈｏｘ（ＮＣＦ１）
　　ｐ６７ｐｈｏｘ（ＮＣＦ２）
　別のＮＡＤＰＨオキシダーゼレベルが変化しないことに注目される。酵素は、スーパー
オキシドを発生して、Ｃａ（２＋）依存性方式でＨ＋チャネルとして機能する新規ＮＡＤ
ＰＨオキシダーゼである、ＮＯＸ５である。
【０４１５】
　加えて、ホスファチジルイノシトール３，４，５－３リン酸依存性ＲＡＣ交換因子１（
ＰＲＥＸ１）も上方調節された。本タンパク質は、小型ＧＴＰ結合タンパク質（ＲＡＣ）
のＲＨＯファミリーのグアニンヌクレオチド交換因子として作用する。結合されているＧ
ＤＰを遊離ＧＴＰと交換することによって、ＲＡＣ１を結合および活性化することが示さ
れてきた。主に細胞質で見出されるコードされたタンパク質は、ホスファチジルイノシト
ール－３，４，５－３リン酸およびヘテロトリマーＧタンパク質のベータガンマサブユニ
ットによって活性化される。
【０４１６】
　第２の主な早期誘導タンパク質は、一酸化窒素シンターゼ２Ａ（誘導性、肝細胞）（Ｎ
ＯＳ２Ａ）であった。一酸化窒素は、神経伝達ならびに抗菌および抗腫瘍活性を含む複数
のプロセスにおいて、生物学的媒介物として作用する反応性遊離ラジカルである。本遺伝
子は、肝臓で発現され、リポ多糖類およびあるサイトカインの併用によって誘導可能であ
る一酸化窒素シンターゼをコードする。
【０４１７】
　下方調節されたタンパク質の例は、内因性ＦＯＸＭ１発現がＳ期およびＧ２／Ｍ期にピ
ークに達する細胞周期進行で主要な役割を果たすことが公知である、ＦＯＸＭ１である。
最近の研究は、Ｇ２／Ｍ特異的遺伝子、例えばＰｌｋ１、サイクリンＢ２、Ｎｅｋ２およ
びＣＥＮＰＦの大型アレイの発現を調節して、染色体分離およびゲノム安定性の維持にお
いて重要な役割を果たすことを示している。ＦＯＸＭ１遺伝子は今や、ヒト癌原遺伝子と
して公知である。ＦＯＸＭ１の異常な上方調節は、基底細胞癌腫（ＢＣＣ）の腫瘍形成に
関与している。ＦＯＸＭ１上方調節は続いて、肝臓、乳房、肺、前立腺、頸部、子宮、結
腸、膵臓、および脳を含む、固形ヒト癌の大部分で見出された。
【０４１８】
　実験３：熱ショックアレイを使用するリアルタイムＰＣＲアレイ
　ＳＣＣ細胞に熱ショックアレイを実行して、調節された遺伝子のデータを下の表１３に
まとめる。
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【０４１９】
　実験４：糖尿病アレイを使用するリアルタイムＰＣＲアレイ
　本実施例に記載した実験を遂行して、Ｑ１０が、複数の遺伝子に影響を有し、細胞の代
謝状態を変更するであろうという仮説全体を試験した。１００μＭ　Ｑ１０によって処置
したＳＫＭＥＬ－２８細胞からのｍＲＮＡを糖尿病および関連経路に関与するターゲット
タンパク質のパネルに対して評価した。本実験からの結果は、解糖経路およびインスリン
プロセシングに関与する複数のタンパク質のｍＲＮＡ発現レベルが改変されることを証明
している（表１４にまとめる）。
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【表１４】

【０４２０】
　本初期実験の結果は、多種多様のインスリン関連タンパク質のｍＲＮＡレベルが両方向
に調節されたことを示す。結果は、糖尿病の処置および／または評価に影響を有するであ
ろうことを指摘する。
【０４２１】
　次にさらなる実験を行って、Ｑ１０によって処置したＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞から取得
した上の結果を確認した。ＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞中の遺伝子の多くが、Ｑ１０処置の早
くも６時間後に調節されている。しかし初期調節は、１６時間および２４時間までにより
明らかでなくなる。４８時間付近で、我々は糖尿病アレイの多くの遺伝子が再度強力に調
節されることを見出している。２つ以上の独立した実験からの一致した結果を下の表１５
にまとめる。ＳＣＣ細胞もＱ１０処置の６時間後および２４時間後の両方に、いくつかの
遺伝子における調節を呈するように思われる。表１６にはＳＣＣ細胞のこれらの結果をま
とめ、表１７にはＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞およびＳＣＣ細胞の両方で調節される遺伝子を
まとめる。
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【表１５】
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【表１６】

【表１７】

【０４２２】
　多種多様のインスリン関連タンパク質のｍＲＮＡレベルが両方向に調節された。Ｑ１０
は細胞代謝に対して影響を有し、それゆえ糖尿病などの代謝調節疾患に影響する。著しく
調節された２種類のタンパク質について、下でさらに述べる。
【０４２３】
　マイトジェン活性化タンパク質キナーゼ１４（ＭＡＰＫ１４）：マイトジェン活性化タ
ンパク質キナーゼ１４（ＭＡＰＫ１４）は、ＭＡＰキナーゼファミリーのメンバーである
。ＭＡＰキナーゼは、複数の生化学シグナルの統合点として作用し、増殖、分化、転写調
節および発生などの多岐にわたる細胞プロセスに関与している。本実験の結果は、ＭＡＰ
Ｋ１４が著しく下方調節されたことを示す。
【０４２４】
　肝細胞核因子４、アルファ（ＨＮＦ４Ａ）：ＨＮＦ４（肝細胞核因子４）は、肝臓発生
に不可欠である肝臓、腸、腎臓、および膵臓ベータ細胞で大部分が発現される核受容体タ
ンパク質である。ヒトにおいては、２種類の別々の遺伝子ＨＮＦ４ＡおよびＨＮＦ４Ｇに
よってそれぞれコードされたＮＨＦ４の２種類のアイソフォーム、アルファおよびガンマ
がある（例えばＣｈａｒｔｉｅｒ　ＦＬ，Ｂｏｓｓｕ　ＪＰ，Ｌａｕｄｅｔ　Ｖ，Ｆｒｕ
ｃｈａｒｔ　ＪＣ，Ｌａｉｎｅ　Ｂ（１９９４）．“Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｓｅｑｕ
ｅｎｃｉｎｇ　ｏｆ　ｃＤＮＡｓ　ｅｎｃｏｄｉｎｇ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｈｅｐａｔ
ｏｃｙｔｅ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｆａｃｔｏｒ　４　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓ
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ｅｎｃｅ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｉｓｏｆｏｒｍｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｌｉｖｅｒ”．Ｇｅｎ
ｅ　１４７（２）：２６９－７２を参照）。
【０４２５】
　ＨＮＦ４は当初、オーファン受容体として分類された。しかしＨＮＦ４は後に、多種多
様の脂肪酸に連続的に結合されるために構成的に活性であることが見出された（例えばＳ
ｌａｄｅｋ　Ｆ（２００２）．“Ｄｅｓｐｅｒａｔｅｌｙ　ｓｅｅｋｉｎｇ．．．ｓｏｍ
ｅｔｈｉｎｇ”．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　１０（２）：２１９－２２１およびＪｕｍｐ　ＤＢ
，Ｂｏｔｏｌｉｎ　Ｄ，Ｗａｎｇ　Ｙ，Ｘｕ　Ｊ，Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ　Ｂ，Ｄｅｍｅｕ
ｒｅ　Ｏ（２００５）．“Ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｅｐ
ａｔｉｃ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ”．Ｊ　Ｎｕｔｒ　１３５（１１）を
参照）。ＨＮＦ４のリガンド結合ドメインは、他の核受容体と同様に、基準（ｃａｎｏｎ
ｉｃａｌ）アルファらせんサンドイッチフォールディングを取り（例えばＷｉｓｅｌｙ　
ＧＢ，Ｍｉｌｌｅｒ　ＡＢ，Ｄａｖｉｓ　ＲＧ，Ｔｈｏｒｎｑｕｅｓｔ　ＡＤ　Ｊｒ，Ｊ
ｏｈｎｓｏｎ　Ｒ，Ｓｐｉｔｚｅｒ　Ｔ，Ｓｅｆｌｅｒ　Ａ，Ｓｈｅａｒｅｒ　Ｂ，Ｍｏ
ｏｒｅ　ＪＴ，Ｍｉｌｌｅｒ　ＡＢ，ＷｉｌｌｓｏｎＴＭ，Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ＳＰ（２
００２）．“Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｆａｃｔｏｒ　４　ｉｓ　ａ　ｔ
ｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　ｔｈａｔ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙ　
ｂｉｎｄｓ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ”．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　１０（９）：１２２５－
３４およびＤｈｅ－Ｐａｇａｎｏｎ　Ｓ，Ｄｕｄａ　Ｋ，Ｉｗａｍｏｔｏ　Ｍ，Ｃｈｉ　
ＹＩ，Ｓｈｏｅｌｓｏｎ　ＳＥ（２００２）．“Ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　
ｏｆ　ｔｈｅ　ＨＮＦ４　ａｌｐｈａ　ｌｉｇａｎｄ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ　
ｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ｗｉｔｈ　ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｌｉ
ｇａｎｄ”．Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７７（４１）：３７９７３－６を参照）、コア
クチベータータンパク質と相互作用する（例えばＤｕｄａ　Ｋ，Ｃｈｉ　ＹＩ，Ｓｈｏｅ
ｌｓｏｎ　ＳＥ（２００４）．“Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｂａｓｉｓ　ｆｏｒ　ＨＮＦ－
４ａｌｐｈａ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｌｉｇａｎｄ　ａｎｄ　ｃｏａｃｔｉｖａ
ｔｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ”．Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７９（２２）：２３３１１－６
に概説されている）。
【０４２６】
　ＨＮＦ４－α遺伝子の突然変異は、若年発症成人型糖尿病（ＭＯＤＹ）と結び付けられ
てきた（例えばＦａｊａｎｓ　ＳＳ，Ｂｅｌｌ　ＧＩ，Ｐｏｌｏｎｓｋｙ　ＫＳ（２００
１）“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｐａｔ
ｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｍａｔｕｒｉｔｙ－ｏｎｓｅｔ　ｄｉａｂｅｔｅｓ　
ｏｆ　ｔｈｅ　ｙｏｕｎｇ”．Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３４５（１３）：９７１－８
０を参照）。
【０４２７】
　肝細胞核因子４（ＨＮＦ４）は、肝細胞および膵臓細胞において多数の遺伝子を調節す
ることが公知の組織特異的転写因子である。ＨＮＦ４は腎臓のいくつかの部位で高度に発
現されることが公知であるが、本器官におけるその役割についておよび腎臓細胞における
ＨＮＦ４調節遺伝子についてはほとんど知られていない。ＨＮＦ４の存在量および活性は
腎臓細胞癌腫（ＲＣＣ）では頻繁に低下し、腎臓細胞におけるＨＮＦ４の多少の腫瘍抑制
機能を示す。興味深いことに、ＨＮＦ４によって調節された遺伝子の多くは、ＲＣＣマイ
クロアレイ試験では調節解除されることが示されている。これらの遺伝子（ＡＣＹ１、Ｗ
Ｔ１、ＳＥＬＥＮＢＰ１、ＣＯＢＬ、ＥＦＨＤ１、ＡＧＸＴ２Ｌ１、ＡＬＤＨ５Ａ１、Ｔ
ＨＥＭ２、ＡＢＣＢ１、ＦＬＪ１４１４６、ＣＳＰＧ２、ＴＲＩＭ９およびＨＥＹ１）は
、ＲＣＣにおけるＨＮＦ４の低下時に活性が変化する遺伝子の良好な候補である。
【０４２８】
　ＨＮＦ４アルファのリガンド結合ドメインの構造において（１Ｍ７Ｗ．ｐｄｂ；Ｄｈｅ
－Ｐａｇａｎｏｎ（２００２）ＪＢＣ，２７７，３７９７３）；小型脂質が観察され、大
腸菌産生から同時精製された。結晶はタンパク質の２種類の立体配座を含有し、ここで伸
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長らせん１０および短らせん１２が交互の立体配座を有している。脂質結合領域の検査時
に、興味深いことに、２つの出口領域があることが見出された。一方の領域は小型脂質の
頭基を保持して、複数のポケット領域が本出口ポートと共局在していることが注目される
。仮説は、Ｑ１０が本転写因子に特異的に結合するということである。本脂質結合トンネ
ル中にモデル化されるとき、Ｑ１０環は表面ポケット中に適合するであろう（図２８）。
公知の機能喪失型突然変異（Ｅ２７６Ｑ）は、本表面ポケットを裏打ちするように残基を
配列する潜在能を有し、それゆえ推定上のＱ１０結合に悪影響を有するであろう。
【０４２９】
　加えて、本Ｑ１０結合モデルによって、疎水性尾部は内部空洞から延出して、次に伸長
らせん１０と相互作用するであろう。それゆえ、本相互作用は、らせん１０／１２基の立
体配座を潜在的に改変することができる。このことは次に、転写因子活性の活性化／不活
性化平衡を改変し得る。
【０４３０】
　実施例７：抗体マイクロアレイ分析
　Ｑ１０の存在によるタンパク質濃度の評価を、抗体マイクロアレイ法の利用によって評
価した。マイクロアレイは、７００超のタンパク質の抗体を含有し、広範囲のタンパク質
タイプおよび潜在的な経路マーカーをサンプリングした。
【０４３１】
　Ｑ１０によって処置された細胞におけるタンパク質濃度レベルの変化を影響評価するた
めの初期実験は、抗体マイクロアレイ（Ｐａｎｏｒａｍａ　ＸＰ７２５抗体アレイ、Ｓｉ
ｇｍａ）および６時間または２４時間処置したＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞を用いて行った。
細胞を収集および抽出して、可溶性タンパク質上清を取得した。各試料（１ｍｇ／ｍＬの
）からのタンパク質の２つの分量（合計約１ｍｇ）を蛍光染料（それぞれＣｙ３およびＣ
ｙ５）によってそれぞれ標識した。過剰な染料をタンパク質から除去して、材料をマイク
ロアレイインキュベーションに利用した。２つの時点の試料を比較するために、等量のタ
ンパク質を異なる標識タイプである各試料と混合した（例えばＣｙ３で標識された３時間
抽出物を、Ｃｙ５で標識された２４時間抽出物と混合した）。（メーカーの推奨プロトコ
ルに従った）マイクロアレイチップによるインキュベーション後に、チップを洗浄および
乾燥した。マイクロアレイを蛍光レーザスキャナによってスキャンして、Ｃｙ３およびＣ
ｙ５染料の相対蛍光強度を測定した。
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【表１９】

【０４３２】
　先に観察されたアポトーシスタンパク質を確認するために、およびより多数のアポトー
シス促進および抗アポトーシスタンパク質への評価を拡張するために、潜在的に包含され
る広範なタンパク質のファミリーをスクリーニングすることができる２種類のアッセイ方
法を選定した。
【０４３３】
　第１に、抗体マイクロアレイ（Ｐａｎｏｒａｍａ　ＸＰ７２５抗体アレイ，Ｓｉｇｍａ
）を利用して７００超のタンパク質抗体をスクリーニングし、５０μＭ　Ｑ１０によって
２４時間処置されたＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞におけるタンパク質濃度レベルの変化を影響
評価した。
【０４３４】
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　以下は、Ｑ１０（２４時間）を用いたＳＫＭＥＬ－２８に対する抗体アレイ実験からの
レベルの改変を有する同定されたタンパク質の一部である：Ｂｃｌ－ｘｌ、Ｂｍｆ、ＢＴ
Ｋ、ＢＬＫ、ｃＪｕｎ（ｐＳｅｒ６３）、コネキシン３２、ＰＵＭＡ　ｂｂｃ３、ＢＩＤ
、Ｐａｒ４、ｃＣｂｌ。本初期試験からの主な結論は、予想されたアポトーシス促進タン
パク質が改変されたことであった。
【０４３５】
　ＳＫ－ＭＥＬ－２８の抗体マイクロアレイ
　抗体マイクロアレイ（Ｐａｎｏｒａｍａ　ＸＰ７２５抗体アレイ，Ｓｉｇｍａ）を利用
して７００超のタンパク質抗体をスクリーニングし、５０μＭ　Ｑ１０によって２４時間
処置されたＳＫ－ＭＥＬ－２８細胞におけるタンパク質濃度レベルの変化を影響評価した
。
【表２０】

【０４３６】
　以下は、Ｑ１０（２４時間）を用いたＳＫＭＥＬ－２８に対する抗体アレイ実験からの
レベルの改変を有する同定されたタンパク質の一部である：Ｂｃｌ－ｘｌ、Ｂｍｆ、ＢＴ
Ｋ、ＢＬＫ、ｃＪｕｎ（ｐＳｅｒ６３）、コネキシン３２、ＰＵＭＡ　ｂｂｃ３、ＢＩＤ
、Ｐａｒ４、ｃＣｂｌ。これらのデータは、外部から添加されたＱ１０のレベルの上昇に
より、アポトーシス促進タンパク質のレベルがインキュベーション時に改変されることを
確認している。
【０４３７】
　Ｂｃｌ－ｘｌ（「基底細胞リンパ腫－特大」）は、ミトコンドリア中の膜貫通分子であ
る。Ｂｃｌ－ｘｌは、ＦＡＳ－Ｌのシグナル伝達経路に関与し、タンパク質のＢｃｌ－２
ファミリーのメンバーである複数の抗アポトーシスタンパク質の１つである。Ｂｃｌ－ｘ
ｌは、癌細胞の生存に関わってきた。しかし、ヒトＢｃｌ－ｘｍＲＮＡの選択的スプライ
シングが少なくとも２種類の別個のＢｃｌ－ｘｍＲＮＡ種、Ｂｃｌ－ｘＬおよびＢｃｌ－
ｘＳを生じ得ることが公知である。優勢なタンパク質生成物（２３３アミノ酸）は、成長
因子除去時に細胞死を阻害する、より大型のＢｃｌ－ｘ　ｍＲＮＡであるＢｃｌ－ｘＬで
ある（Ｂｏｉｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３．Ｃｅｌｌ　７４，５９７－６０８）。他方
では、Ｂｃｌ－ｘＳは、Ｂｃｌ－２が細胞死を阻害する能力を阻害して、細胞をアポトー
シス細胞死に対して感受性にする。
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【表２１】
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【表２２】

【０４３８】
　実施例８：ウェスタンブロット分析
　ウェスタンブロットおよび２次元ゲル電気泳動によって処理および評価された第１の実
験を皮膚癌株化細胞ＳＫＭＥＬ－２８に対して行った。本実験セットは、５０または１０
０μＭ　Ｑ１０によって３、６、１２、および２４時間処置されたＳＫ－ＭＥＬ－２８細
胞を包含していた。
【０４３９】
　多種多様の細胞タイプを、Ｂｃｌ－ｘＬの抗体（図１４）、ビメンチンの抗体（図１５
）、ミトコンドリア酸化的リン酸化機能の一連の抗体（図１６～２１）およびミトコンド
リア膜完全性に関連する一連の抗体（図２２～２７）に対してウェスタンブロット分析に
よって評価した。これらの実験による結果は、複数の検査されたタンパク質がＱ１０によ
る細胞処置の結果として上方調節または下方調節されることを証明した。
【０４４０】
　実施例９：１００ｕｍ　Ｑ１０による膵臓癌細胞（ＰａＣａ２）の処置によってｍＲＮ
Ａレベルが調節されているとして同定された糖尿病関連遺伝子
　１００ｕＭ　Ｑ１０によって処置された試料に、処置後の各種の時間に糖尿病アレイを
実行した。実験は本質的に上記のように実施された。Ｑ１０処理に際して調節されること
が見い出された様々な遺伝子が以下の表２３に要約される。これらの結果は、以下の遺伝
子がＱ１０処理によって調節されることを示した：ＡＢＣＣ８、ＡＣＬＹ、ＡＤＲＢ３、
ＣＣＬ５、ＣＥＡＣＡＭ１、ＣＥＢＲＡ、ＦＯＸＧ１、ＦＯＸＰ３、Ｇ６ＰＤ、ＧＬＰ１
Ｒ、ＧＰＤ１、ＨＮＦ４Ａ、ＩＣＡＭ１、ＩＧＦＢＰ５、ＩＮＰＰＬ１、ＩＲＳ２、ＭＡ
ＰＫ１４、ＭＥ１、ＮＦＫＢ１、ＰＡＲＰ１、ＰＩＫ３Ｃ２Ｂ、ＰＩＫ３ＣＤ、ＰＰＡＲ
ＧＣ１Ｂ、ＰＲＫＡＧ２、ＰＴＰＮ１、ＰＹＧＬ、ＳＬＣ２Ａ４、ＳＮＡＰ２５、ＨＮＦ
１Ｂ、ＴＮＲＦＳＦ１Ａ、ＴＲＩＢ３、ＶＡＰＡ、ＶＥＧＦＡ、ＩＬ４ＲおよびＩＬ６。
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【表２３】

【０４４１】
　実施例１０：１００μＭ　Ｑ１０を用いる膵臓癌細胞（ＰａＣａ２）の処理によってｍ
ＲＮＡレベルが調節されるとして同定される血管形成関連遺伝子
　処理後の様々な時点において１００μＭ　Ｑ１０で処理された試料について血管形成ア
レイが実行された。実験は本質的に上記のように実施された。Ｑ１０処理に際して調節さ
れることが見い出された様々な遺伝子が以下の表２４に要約される。これらの結果は、以
下の遺伝子がＱ１０処理によって調節されることを示した：ＡＫＴ１、ＡＮＧＰＴＬ４、
ＡＮＧＰＥＰ、ＣＣＬ２、ＣＤＨ４、ＣＸＣＬ１、ＥＤＧ１、ＥＦＮＡ３、ＥＦＮＢ２、
ＥＧＦ、ＦＧＦ１、ＩＤ３、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、ＫＤＲ、ＮＲＰ１、ＰＥＣＡＭ１、ＰＲ
ＯＫ２、ＳＥＲＰＩＮＦ１、ＳＰＨＫ１、ＳＴＡＢ１、ＴＧＦＢ１、ＶＥＧＦＡ、および
ＶＥＧＦＢ。
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【表２４】

【０４４２】
　実施例１１：１００μＭ　Ｑ１０を用いる膵臓癌細胞（ＰａＣａ２）の処理によってｍ
ＲＮＡレベルで調節されるとして同定されるアポトーシス関連遺伝子
　処理後の様々な時点において１００μＭ　Ｑ１０で処理された試料についてアポトーシ
スアレイが実行された。実験は本質的に上記のように実施された。Ｑ１０処理に際して調
節されることが見い出された様々な遺伝子が以下の表２５に要約される。これらの結果は
、以下の遺伝子がＱ１０処理によって調節されることを示した：ＡＢＬ１、ＡＫＴ１、Ｂ
ｃｌ２Ｌ１、ＢｃｌＡＦ１、ＣＡＳＰ１、ＣＡＳＰ２、ＣＡＳＰ６、ＣＩＤＥＡ、ＦＡＤ
Ｄ、ＬＴＡ、ＴＮＦ、ＴＮＦＳＦ１０Ａ、およびＴＮＦＳＦ１０。
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【表２５】

【０４４３】
　実施例１２：肝臓癌（ＨｅｐＧ２）細胞上でのＰＣＲ糖尿病アレイ
　ＨｅｐＧ２（肝臓癌）細胞は、２４時間ビヒクルと、または様々な時間の間１００μＭ
　Ｑ１０のいずれかで処理された。処理は、ＰａＣａ２細胞において利用された手順に従
って（上記、実施例９－１１）、ウェルあたり１×１０５細胞で開始された。しかし、こ
れらのサンプルから抽出されたＲＮＡの総量は、予測されたものよりも低かった。逆転写
は、通常、１μｇの総ＲＮＡ（２６０ｎｍにおける測定によって決定される）を使用して
行われる。逆転写あたりに使用できる最大量は８μｌである。ＲＮＡ濃度が低いので、ビ
ヒクル、ならびに１６時間および４８時間Ｑ１０処理された試料を使用するＲＴ－ＰＣＲ
アレイ分析が、０．４４μｇのＲＮＡを使用して実施された。これらのアレイは、以下の
表２６において要約されるように、１００μＭ　Ｑ１０処理を用いる、ＨｅｐＧ２遺伝子
調節における傾向およびパターンの初期の分析を提供した。結果は、遺伝子ＰＰＡＲＧＣ
１Ａ、ＰＲＫＡＡ１、およびＳＮＡＰ２５の各々が処理の１６時間後に下方調節されたこ
とを示した（それぞれ、約２０倍、６倍、および５倍）。処理後４８時間において、ＰＰ
ＡＲＧＣ１ＡおよびＰＲＫＡＡ１は正常化され、またはわずかに上方調節されたのに対し
て、ＳＮＡＰ２５は約２倍下方調節された。
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【表２６】

【０４４４】
　実施例１３：肝臓癌（ＨＥＰＧ２）細胞上のＰＣＲ血管形成アレイ
　ＨｅｐＧ２（肝臓癌）細胞は、２４時間ビヒクルと、または様々な時間の間１００μＭ
　Ｑ１０のいずれかで処理された。処理は、ＰａＣａ２細胞において利用された手順に従
って（上記、実施例９－１１）、ウェルあたり１×１０５細胞で開始された。しかし、こ
れらのサンプルから抽出されたＲＮＡの総量は、予測されたものよりも低かった。逆転写
は、通常、１μｇの総ＲＮＡ（２６０ｎｍにおける測定によって決定される）を使用して
行われる。逆転写あたりに使用できる最大量は８μｌである。ＲＮＡ濃度が低いので、ビ
ヒクル、ならびに１６時間および４８時間Ｑ１０処理された試料を使用するＲＴ－ＰＣＲ
アレイ分析が、０．４４μｇのＲＮＡを使用して実施された。これらのアレイは、以下の
表２７において要約されるように、１００μＭ　Ｑ１０処理を用いる、ＨｅｐＧ２遺伝子
調節における傾向およびパターンの初期の分析を提供した。Ｑ１０処理に際して調節され
ることが見い出された様々な遺伝子が以下の表２７に要約される。結果は、遺伝子ＡＮＧ
ＰＴＬ３、ＡＮＧＰＴＬ４、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ３、ＣＸＣＬ５、ＥＮＧ、ＭＭＰ２、
およびＴＩＭＰ３の各々が処理の１６時間後に上方調節されたことを示した（それぞれ、
対照のそれよりも、約５．５倍、３倍、３倍、３．２倍、３倍、３倍、１倍、および６．
５倍、６倍および５倍）。ＩＤ３は、Ｑ１０処理の１６時間後に、対照の約５倍下方調節
された。処理の４８時間後に、ＡＮＧＰＴＬ３、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ３、ＥＮＧ、およ
びＴＩＭＰ３はまだ上方調節されたのに対して（それぞれ、対照よりも約３．５倍、１．
５倍、３．１７５倍、２倍、および３倍）、ＡＮＧＰＴＬ４、ＣＸＣＬ５、ＩＤ３、およ
びＭＭＰ２は、対照よりも、それぞれ、約１倍、１倍、２倍、および１８倍下方調節され
た。
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【表２７】

【０４４５】
　血管形成のプロセスに関与していることが知られているタンパク質は、ＲＴ－ＰＣＲア
レイの構成要素であった。血管形成は、癌細胞が悪性になる決定的なプロセスである。こ
れらのタンパク質のいくつかは糖尿病にも関わりがある。
【０４４６】
　ＡＮＧＰＴＬ３およびＡＮＧＰＴＬ４：ＡＮＧＰＴＬ３に関連する文献は、このタンパ
ク質を脂質代謝の調節に関連付けている。特に、この文献（Ｌｉ，Ｃ．Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉ
ｎ　Ｌｉｐｉｄｏｌ．２００６　Ａｐｒ；１７（２）：１５２－６）は、アンジオポエチ
ンとアンジオポエチン様タンパク質の両方が類似のドメイン構造を共有することを教示し
ている。ＡＮＧＰＴＬ３および４は、リポタンパク質リパーゼ活性を阻害するこのスーパ
ーファミリーの２つのみのメンバーである。しかし、ＡＮＧＰＴＬ３および４は、複数の
レベルで示差的に調節されており、インビボでの冗長でない機能を示唆している。ＡＮＧ
ＰＴＬ３および４は、タンパク質分解的に２つの半分にプロセスされ、核受容体によって
示差的に調節されている。ＡＮＧＰＴＬ４のトランスジェニック過剰発現ならびにＡＮＧ
ＰＴＬ３または４のノックアウトは、これらの２つのタンパク質が脂質タンパク質代謝に
おいて本質的な役割を果たしていることを実証している：肝臓由来のＡＮＧＰＴＬ３は食
事を与えられた状態で主にリポタンパク質リパーゼ活性を阻害するのに対して、ＡＮＧＰ
ＴＬ４は、食事を与えられた状態と絶食状態の両方で重要な役割を果たしている。加えて
、ＡＮＧＰＴＬ４は、リポタンパク質誘導脂肪酸の組織特異的送達を調節する。このよう
に、ＡＮＧＰＴＬ４は、発現のその部位に依存して、リポタンパク質リパーゼのエンドク
リンまたはオートクリン／パラクリン阻害剤である。
【０４４７】
　リポタンパク質リパーゼは、キロミクロンおよび超低密度リポタンパク質（ＶＬＤＬ）
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において見い出されるものなどのリポタンパク質中の脂質を、３つの遊離脂肪酸と１つの
グリセロール分子に加水分解する酵素である。所定の組織中でのリポタンパク質リパーゼ
活性は、トリグリセリド誘導脂肪酸の取り込みのための律速段階である。脂肪酸の分配の
バランスの悪さは、大きな代謝的な結果を有する。高脂肪食はＬＰＬの組織特異的過剰発
現を引き起こすことが示されており、これは、組織特異的インスリン抵抗性および結果と
しての２型糖尿病の発症に関わってきた。
【０４４８】
　本実施例の結果は、Ｑ１０が脂質代謝に関わっている調節タンパク質であり、したがっ
て、ＡＮＧＰＴＬ３／ＡＮＧＰＴＬ４およびそれらの関連する経路のさらなる研究を正当
化することを示す。例えば、ＡＮＧＰＴＬ３／ＡＮＧＰＴＬ４は、以下の経路において役
割を果たすことに関わっている：Ａｋｔ、コレステロール、脂肪酸、ＨＤＬ－コレステロ
ール、ＨＮＦ１Ａ、ＩＴＧＡ５、ＩＴＧＡ５、ＩＴＧＡＶ、ＩＴＧ８３、Ｌ－トリヨード
チロニン（ｔｒｉｌｏｄｏｔｈｙｎｏｎｉｎｅ）、ＬＩＰＧ、ＬＰＬ、Ｍａｐｋ、Ｎｒｔ
ｈ、ＮＲ１Ｈ３、ＰＰＡＲＤ、ＰＴＫ２、ＲＸＲＡ、トリアシルグリセロール（ｔｒｉａ
ｃｙｌｇｌｅｒｏｌ）、および９－シス－レチノイン酸。
　実施例１４：肝臓癌（ＨＥＰＧ２）細胞上のＰＣＲアポトーシスアレイ
　アポトーシスアレイは、上記のように、１６時間および４８時間、１００μＭ　Ｑ１０
で処理された試料について実行された。しかし、４８時間のアレイは、ＳＹＢＲの代わり
に蛍光団としてＦＡＭを選んで実行された。ＦＡＭとＳＹＢＲの両方は同じ波長で蛍光を
発する。
【０４４９】
　Ｑ１０処理に際して調節されることが見い出された様々な遺伝子が以下の表２８に要約
される。これらの結果は、ＣＡＳＰ９がＱ１０処理の１６時間後に対照の約６１倍上方調
節されたのに対し、ＢＡＧ１およびＴＮＦＲＳＦ１Ａは、処理の１６時間後に対照よりも
それぞれ約６倍および４倍下方調節されたことを示す。処理後４８時間では、ＣＡＳＰ９
、ＢＡＧ１、およびＴＮＦＲＳＦ１Ａは、対照よりもそれぞれ約５５倍、１倍、および１
倍上方調節された。
【表２８】

【０４５０】
　実施例１５：代謝性障害を処置するためのエピシフターの能力の評価
　選択されたエピシフター、例えば、ＣｏＱ１０が代謝性障害、例えば、糖尿病を処置す
ることが可能か否かを決定するために、インスリン刺激されたグルコースの取り込みの増
加をインビトロで監視する細胞ベースのアッセイが利用される。特に、分化したマウス脂
肪細胞が、放射活性グルコースのシンチレーション計数によって検出されるのと同様に（
例えば、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　１４５０　Ｍｉｃｒｏｂｅｔａ　ＪＥＴ　ｒｅａｄ
ｅｒを使用する）、インスリン刺激の際にグルコース取り込みが増加する能力を有する薬
剤を同定するために使用される。これらのアッセイは以下のように実施される。
【０４５１】
　材料および方法
　Ｐｒｅｅｓ培地
　「Ｐｒｅｅｓ」培地とも呼ばれるＰｒｅｅｓ　Ｍｅｄｉａ　Ｃｏｍｐｌｅｔｅ培地は以
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下のように調製される。ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）は、Ｌ－グルタミン、
ペニシリン－Ｇおよびストレプトマイシン（ｐｅｎ／ｓｔｒｅｐ）、および熱不活化ウシ
胎仔血清（ＦＢＳ）（６５℃で３０分間熱不活化）で補充される。　血清は細胞の成長、
接着および分化に影響を与え得るので、任意の新たなロットの血清は使用前に最初に試験
された。指示色素の赤色／オレンジ色によって示されるように、ｐＨが適正な範囲内（約
７）になるまで、培地はインキュベーター（５％　ＣＯ２）中で平衡化された。培地がピ
ンク色になる場合（高ｐＨを示す）、基礎条件が細胞に影響を与え、分化培地－１（ＤＭ
１）および分化培地－２（ＤＭ２）において使用されるインスリンを変性させる可能性が
あるので、本発明者らは培地を廃棄した。
【０４５２】
　分化培地
　分化培地１（ＤＭ１）は、１０％　ＦＢＳ、Ｌ－グルタミン、ｐｅｎ／ｓｔｒｅｐ、Ｉ
ＢＭＸ（３７５μＭ）、インスリン（１２０ｎＭ）、およびデキサメタゾン（１８８ｎＭ
）を補充することによって調製された。分化培地２（ＤＭ２）は、１０％　ＦＢＳを有す
るＤＭＥＭ、Ｌ－グルタミン、ｐｅｎ／ｓｔｒｅｐ、およびインスリン（１２０ｎＭ）を
補充することによって調製された。
【０４５３】
　ゼラチン処理プレートの調製
　細胞培養プレートは以下のようにゼラチン処理される。ゼラチン（蒸留水中１％　ｗ／
ｖ）は、オートクレーブされ、室温で保存された。各細胞培養ウェルの底はゼラチン溶液
で均一に覆われ、泡が形成されていないことを確実にした。この溶液は除去され、ゼラチ
ンの薄膜を残した。これらのプレートは、組織培養フードの下に放置して乾燥させる。次
に、プレートはＰＢＳで洗浄され、その後、０．５％グルタル酸ジアルデヒド溶液（蒸留
水中グルタルアルデヒド）が細胞培養ウェルに加えられた。１０分後、ウェルはｐｅｎ／
ｓｔｒｅｐを含むＤＭＥＭで２回洗浄される。各洗浄工程は、約５分間続くべきである。
【０４５４】
　細胞培養
　３Ｔ３－Ｌ１プレ脂肪細胞は、およそ２～３日毎に、または約６０％のコンフルエンス
に到達した際に分けられる。過度のコンフルエンスは、これらの細胞が脂肪細胞に分化す
る能力に影響を与える可能性がある。
【０４５５】
　他の試薬
　Ｄ－（＋）グルコース（「コールド」グルコース、放射性標識されていない）が、１０
ｍＭの最終濃度までＤＰＢＳミックスに加えられた。
【０４５６】
　溶解緩衝液、塩基の混合物（例えば、０．５Ｎ最終濃度の水酸化ナトリウム）、および
洗剤（例えば、０．１％　ｗ／ｖの最終濃度に希釈されたドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤ
Ｓ））が各回新鮮に調製された（使用の１～２時間以内）。使用前に、溶解緩衝液は、緩
衝剤の沈殿を回避するために、約３０分間の時間、室温を超える温度まであたためられた
。
【０４５７】
　グルコース取り込みの決定
　プレ脂肪細胞３Ｔ３－Ｌ１細胞は、約５０００細胞／ウェルの密度でプレートされる（
黒色ＮＵＮＣ９６ウェルプレート中）。これらの細胞は、２つの別々の工程で脂肪細胞に
分化される。最初に、細胞は、分化培地－１（ＤＭ１）中で、２～３日間の間培養される
（脂肪細胞分化の１日目）。ＤＭ１は、増殖を妨害し、脂肪細胞特異的遺伝子の発現を誘
導する。次に、細胞は分化培地－２（ＤＭ２）中で３～４日間培養され、その後、培養培
地は新鮮なＤＭ２によって置き換えられる。グルコース取り込みアッセイは、分化の９～
１５日目に実施される。
【０４５８】
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　実験の２日前に（分化の７～１３日目）、ＤＭ２は除去され、新鮮なＰｒｅｅｓ培地で
置き換えられる。候補化合物はこのときに加えられ、約４８時間のインキュベーション時
間を与える。実験の当日に、細胞（この時点で分化の９～１５日目）は、ＤＰＢＳ、硫酸
マグネシウム（０．８ｍＭ）、およびＨｅｐｅｓ（１０ｍＭ）、ｐＨ約７中で３時間血清
飢餓状態とされる。このインキュベーション時間後、インスリン（１０ｎＭ）を含有する
新鮮なＤＰＢＳが脂肪細胞に加えられる。いかなるインスリンも有さない新鮮なＤＰＢＳ
が細胞上に配置され、これは陰性対照として働く。３７℃で２５分間のインキュベーショ
ン後、放射性グルコース（１４Ｃで標識、最終濃度０．０４ｍＭ、各ウェル中約０．２６
μＣｉ１４Ｃ－グルコース）が室温で１５分間の間、培地に加えられる。次に、培地が除
去され、細胞は徹底的に洗浄され、そして溶解される。溶解に際して、細胞は、ウェルの
底から脱離して、小さな、曇った固まりを形成する。１０％氷酢酸が各ウェルに加えられ
、溶解反応を中和する。次に、シンチレーション液がウェルに加えられ、グルコースの取
り込みが、ＭｉｃｒｏＢｅｔａプレートリーダーを使用して、各ウェル中の放射能の量を
測定することによって決定される。
【０４５９】
　前述の実験プロトコルを使用して、エピシフターが、インビトロで細胞中のインスリン
刺激されたグルコースの取り込みを増強、増加、または増大するときに、エピシフターは
、代謝性障害、例えば、糖尿病を処置することが可能であると同定される。
【０４６０】
　実施例１６：代謝性障害と関連するＭＩＭの同定
　潜在的なＭＩＭとしての候補分子（例えば、環境影響因子）を評価するために、選択さ
れた候補ＭＩＭが、疾患（癌）細胞系統と正常対照細胞系統の両方を含む細胞系統のパネ
ルに外因的に加えられ、パネル中の各細胞系統の細胞微少環境プロフィールに対して誘導
された変化が評価される。例えば、ｍＲＮＡおよびタンパク質のレベルを含む、細胞形態
学、生理学、および／または細胞組成に対する変化が評価され、正常細胞との比較と同様
に、疾患細胞について比較される。
【０４６１】
　細胞形態学／生理学の変化は、候補ＭＩＭに対する細胞の感受性およびアポトーシス性
応答を調べることによって評価される。これらの実験は、実施例３に詳細に記載されるよ
うに実行される。手短に述べると、少なくとも１つの対照細胞系統および少なくとも１つ
の癌細胞系統からなる細胞系統のパネルが、種々の濃度の候補ＭＩＭで処理される。潜在
的なＭＩＭに対する細胞系統の感受性は、様々な時間、および適用される濃度の範囲にわ
たって細胞生存を監視することによって評価される。潜在的ＭＩＭに対する細胞系統のア
ポトーシス性応答は、例えば、フローサイトメトリー方法論と組み合わせたネキシン試薬
を使用することによって評価される。ネキシン試薬は、２種の染料、７ＡＡＤおよびアネ
キシン－Ｖ－ＰＥの組み合わせを含み、初期および後期のアポトーシスにおける細胞集団
の定量化を可能にする。例えば、Ａｐｏｓｔｒａｎｄ（商標）ＥＬＩＳＡ方法論を使用す
る、一本鎖ＤＮＡを測定するさらなるアポトーシスアッセイが使用されてもよい。疾患お
よび対照の細胞系統の感受性およびアポトーシス性応答が評価および比較される。正常細
胞と比較されるような疾患細胞において、示差的な細胞傷害性を表示し、および／または
アポトーシス性応答を示差的に誘導する分子がＭＩＭとして同定される。
【０４６２】
　候補ＭＩＭを用いる処置後の細胞の組成の変化が評価される。ｍＲＮＡレベルでの遺伝
子発現の変化がリアルタイムＰＣＲアレイ方法論を使用して分析される。これらの実験は
、実施例６および９－１３において詳細に記載されるように実行される。手短に述べると
、候補ＭＩＭは、例えば、疾患細胞系統および正常対照細胞系統を含む１種以上の細胞系
統に外因的に加えられ、ｍＲＮＡは処置後の様々な時点で細胞から抽出される。特定の経
路に関与する遺伝子のｍＲＮＡのレベルは、例えば、アポトーシス、酸化ストレスおよび
自己酸化防御、血管形成、熱ショック、または糖尿病に特異的なアレイを含む、標的とさ
れる経路アレイを使用することによって評価される。２倍レベル以上で遺伝子のｍＲＮＡ
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転写が変化される遺伝子が同定および評価される。細胞中でｍＲＮＡレベルの変化を誘導
し、および／または正常細胞と比較して疾患細胞において１種以上のｍＲＮＡのレベルの
示差的な変化を誘導する分子はＭＩＭとして同定される。
【０４６３】
　相補実験において、タンパク質レベルでの遺伝子発現の変化は、抗体マイクロアレイ方
法論、二次元ゲル電気泳動、続いて質量分析による特徴付けを使用するタンパク質の同定
を使用することによって、およびウェスタンブロット分析によって分析される。これらの
実験は、それぞれ、実施例７、４、および８において詳細に記載されるように実行される
。手短に述べると、候補ＭＩＭは、例えば、疾患細胞系統および正常対照細胞系統を含む
１種以上の細胞系統に外因的に加えられ、可溶性タンパク質が、処置後の様々な時点、例
えば、６時間または２４時間で細胞から抽出される。タンパク質レベルで誘導された候補
ＭＩＭによる変化が、広い範囲のタンパク質型および潜在的な経路マーカーをサンプリン
グしている７００種を超えるタンパク質に対する抗体を含む抗体マイクロアレイを使用す
ることによって評価される。さらなる相補プロテオーム分析は、質量分析方法論と連動し
た二次元（２－Ｄ）ゲル電気泳動を利用することによって実行できる。候補ＭＩＭは、例
えば、疾患細胞および正常対照細胞系統を含む１種以上の細胞系統に外因的に加えられ、
細胞ペレットは溶解され、二次元ゲル電気泳動に供される。ゲルは、未処置試料である対
照と比べて処置試料でのタンパク質レベルの変化を同定するために分析される。ゲルは、
レベルの増加、レベルの減少、または翻訳後修飾に起因する、処置の時間経過にわたるス
ポット変化の同定について分析される。統計学的に有意な変化を示すスポットは、トリプ
シン消化および質量分析による特徴付けによるタンパク質同定のために、切り出され、提
出される。特徴付けされたペプチドは、例えば、ＭａｓｃｏｔおよびＭＳＲＡＴソフトウ
ェア分析を用いて、タンパク質データベースに対して検索され、タンパク質を同定する。
前述の２－Ｄゲル分析および抗体マイクロアレイ実験に加えて、候補ＭＩＭによって誘導
される特定のタンパク質のレベルに対する潜在的な変化が、ウェスタンブロット分析によ
って評価されてもよい。すべてのプロテオーム実験において、種々の細胞系統におけるレ
ベルの増加または減少を伴うタンパク質が同定および評価される。細胞中でタンパク質レ
ベルの変化を誘導し、および／または正常細胞と比較して疾患細胞において１種以上のタ
ンパク質のレベルの示差的な変化を誘導する分子がＭＩＭとして同定される。
【０４６４】
　前述の実験から候補ＭＩＭを用いる処置によって調節されることが見い出された遺伝子
は、細胞および生化学的経路分析に供され、それによって、例えば、アポトーシス、癌生
物学、および細胞増殖、解糖および代謝、分子輸送、ならびに細胞シグナル伝達を含む種
々の細胞経路に分類できる。
【０４６５】
　候補ＭＩＭの細胞への侵入を確認するため、候補ＭＩＭが細胞内に局在化されるように
なるか否かを決定するため、ならびに細胞中に存在する候補ＭＩＭのレベルおよび型を決
定するための実験が実行される。これらの実験は、例えば、実施例５に詳細に記載されて
いるように実行される。例えば、ミトコンドリアに存在する候補ＭＩＭのレベルおよび型
を決定するために、候補ＭＩＭで処置された細胞からのミトコンドリア富化調製物が調製
および分析される。ミトコンドリアに存在する候補ＭＩＭのレベルは、それによって、外
因性候補ＭＩＭの添加に伴って、時間および用量依存的な様式で増加することが確認でき
る。加えて、ミトコンドリア富化試料からのタンパク質のレベルの変化は、全体の細胞タ
ンパク質試料のために上記に記載されたように、二次元ゲル電気泳動および質量分析の特
徴付けによるタンパク質同定を使用することによって分析される。細胞に侵入することが
見い出され、例えば、ミトコンドリアにおいて増加レベルで存在することが見い出された
候補ＭＩＭは、ＭＩＭとして同定される。試験された時間経過にわたる細胞中の、または
例えば、具体的には、ミトコンドリア中の候補ＭＩＭのレベルは、例えば、特定のタンパ
ク質のｍＲＮＡおよびタンパク質レベルの調節によって証明されるように、他に観察され
る細胞の変化と相関できる。
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【０４６６】
　細胞組成の変化を誘導すること、例えば、ｍＲＮＡまたはタンパク質レベルでの遺伝子
発現の変化を誘導することが観察された候補ＭＩＭは、ＭＩＭとして同定される。正常状
態と比較して疾患状態（例えば、糖尿病または肥満）において、細胞の形態学、生理学、
または細胞組成の示差的な変化（例えば、ｍＲＮＡまたはタンパク質レベルにおける遺伝
子発現の示差的な変化）を誘導することが観察された候補ＭＩＭは、ＭＩＭとして、特に
多次元性質を有するとして同定される。細胞に入ることが可能であることが見い出された
候補ＭＩＭは、候補ＭＩＭがそれによって治療効果に加えてキャリア効果を提示するので
、ＭＩＭとして、特に、多次元性質を有するとして同定される。
【０４６７】
　実施例１７：代謝性障害と関連するエピシフターとしてのＣｏＱ１０の同定
　対照細胞系統（ケラチン形成細胞およびメラニン形成細胞の初代培養）およびいくつか
の皮膚癌細胞系統（非転移性皮膚黒色腫であるＳＫ－ＭＥＬ－２８；転移性皮膚黒色腫で
あるＳＫ－ＭＥＬ－２；または扁平上皮細胞癌であるＳＣＣ；膵臓癌細胞系統であるＰａ
Ｃａ２；または肝臓癌細胞系統であるＨＥＰ－Ｇ２）からなる皮膚細胞系統のパネルが様
々なレベルのコエンザイムＱ１０で処置された。癌細胞系統は、対照細胞系統と比較した
ときに、用量依存的応答の変化を示し、癌細胞においてのみ、アポトーシスおよび細胞死
の誘導を伴った。詳細な例示的な実験は、例えば、本明細書の実施例３に提示される。
【０４６８】
　アッセイは、ＣｏＱ１０を用いる処置後に上記に同定される細胞のｍＲＮＡおよびタン
パク質レベルでの組成の変化を評価するために利用される。ｍＲＮＡ発現の変化は、アポ
トーシス、酸化ストレスおよび抗酸化剤、血管形成、および糖尿病の各々について特異的
であるリアルタイムＰＣＲマイクロアレイを使用して分析された。タンパク質発現の変化
は、抗体マイクロアレイ分析およびウェスタンブロット分析を使用して分析された。これ
らのアッセイからの結果は、ｍＲＮＡとタンパク質の両方のレベルで、コエンザイムＱ１
０の添加に起因して、細胞系統中で、遺伝子発現の有意な変化が起こっていたことを実証
した。細胞の代謝プロセスに付随するか、またはそれに関与することが知られている多数
の遺伝子が、ＣｏＱ１０を用いる処置の結果として、調節されるものとして観察された。
例えば、核受容体タンパク質ＨＮＦ４Ａの発現は、Ｑ１０処置後に細胞中で上方調節され
ていることが見い出された。トランスアルドラーゼ１（ＴＡＬ）の発現もまた、Ｑ１０で
処置された細胞中で調節された。ＴＡＬはＮＡＤＰＨおよび反応性酸素中間体のレベルの
バランスをとり、それによって、ミトコンドリアの膜電位を調節し、これは、ＡＴＰ合成
および細胞生存の決定的なチェックポイントである。代謝性障害と特に関連するものの中
で、例えば、糖尿病と関連することが知られている多数の遺伝子がＱ１０によって調節さ
れるとして同定された。詳細な例示的な実験が、例えば、本明細書の実施例４、６、７、
８、および９に提示されている。
【０４６９】
　Ｑ１０は、エネルギー産生のためにミトコンドリアの中での酸化的（ｅｘｉｄａｔｉｖ
ｅ）リン酸化プロセスのための必須のコファクターである。ミトコンドリア中に存在する
コエンザイムＣｏＱ１０のレベルは、ＣｏＱ１０の型と同様に、ＣｏＱ１０で処置された
細胞からミトコンドリアが富化された調製物を分析することによって決定される。ミトコ
ンドリア中に存在するコエンザイムＱ１０のレベルは、外因性Ｑ１０の添加に伴って、時
間および用量依存的な様式で増加することが確認された。時間経過は、代謝およびアポト
ーシス経路と関連する特定のタンパク質についてｍＲＮＡおよびタンパク質レベルの調節
において観察されるような広範な種々の細胞の変化と相関した。詳細な例示的な実験は、
例えば、本明細書の実施例５に提示される。
【０４７０】
　本明細書に記載された結果は、エピシフターとして内因性分子ＣｏＱ１０を同定した。
特に、結果は、細胞中で、代謝状態のシフト、および部分的にミトコンドリア機能の回復
を誘導するとしてＣｏＱ１０を同定した。これらの結論は、本明細書に記載されているデ
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ータの以下の解釈、および関連分野における現在の知見に基づいている。
【０４７１】
　Ｑ１０は、合成され、ミトコンドリア内膜に能動輸送され、そこで富化され、およびそ
こで利用されることが知られている。Ｑ１０はまた、エネルギー産生のためのミトコンド
リアにおける酸化的リン酸化のプロセスのための必須のコファクターであることも知られ
ている。しかし、多くの癌細胞は、多くの正常細胞のようにミトコンドリアにおいてピル
ビン酸の酸化によるのではなく、解糖とその後の細胞質ゾル中での乳酸発酵によって、優
勢にエネルギーを産生する。酸化的リン酸化は、電子伝達系およびシトクロムｃを含む。
アポトーシスはミトコンドリアの破壊を含み、アポトーシス促進性因子によるミトコンド
リア内膜の浸透能（ｐｅｒｍｉａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ）を伴う。様々な代謝エネルギー
合成経路を利用することによって、癌細胞は、細胞中の異常に対する通常のアポトーシス
性応答を軽減することが可能である。理論によって束縛されることを望まないが、出願人
は、酸化的リン酸化経路のタンパク質を上方調節すること、したがって、発癌の欠陥を認
識し、アポトーシスの引き金を引く状態に戻るようにミトコンドリアの機能にスイッチを
入れることによってＱ１０が機能していることを提案する。したがって、Ｑ１０は、細胞
の代謝状態をシフトすることによってエピシフターとして作用している。
【０４７２】
　実施例１８：代謝性障害と関連するエピシフターの同定
　対照細胞系統（例えば、ケラチン形成細胞およびメラニン形成細胞の初代培養）および
癌細胞系統（例えば、非転移性皮膚黒色腫であるＳＫ－ＭＥＬ－２８；転移性皮膚黒色腫
であるＳＫ－ＭＥＬ－２；または扁平上皮細胞癌であるＳＣＣ；膵臓癌細胞系統であるＰ
ａＣａ２；または肝臓癌細胞系統であるＨＥＰ－Ｇ２）からなる皮膚細胞系統のパネルが
様々なレベルの候補エピシフターで処置された。細胞形態学／生理学の変化は、候補エピ
シフターに対する細胞の感受性およびアポトーシス性応答を調べることによって評価され
る。これらの実験は、実施例３に詳細に記載されるように実行される。手短に述べると、
候補エピシフターに対する細胞系統の感受性は、様々な時間、および適用される濃度の範
囲にわたって細胞生存を監視することによって評価される。候補エピシフターに対する細
胞系統のアポトーシス性応答は、例えば、フローサイトメトリー方法論と組み合わせたネ
キシン試薬を使用することによって評価される。ネキシン試薬は、２種の染料、７ＡＡＤ
およびアネキシン－Ｖ－ＰＥの組み合わせを含み、初期および後期のアポトーシスにおけ
る細胞集団の定量化を可能にする。例えば、Ａｐｏｓｔｒａｎｄ（商標）ＥＬＩＳＡ方法
論を使用する、一本鎖ＤＮＡを測定するさらなるアポトーシスアッセイが使用されてもよ
い。疾患および対照の細胞系統の感受性およびアポトーシス性応答が評価および比較され
る。候補エピシフターは、正常または対照細胞と比較された場合に、癌細胞において優勢
にまたは選択的に細胞増殖を阻害するそれらの能力に基づいて評価される。候補エピシフ
ターはさらに、正常または対照細胞と比較された場合に、癌細胞において優勢にまたは選
択的にアポトーシスを誘導するそれらの能力に基づいて評価される。
【０４７３】
　候補エピシフターを用いる処置後に上記に同定された細胞のｍＲＮＡおよびタンパク質
レベルでの組成物の変化を評価するためのアッセイが利用される。ｍＲＮＡレベルの変化
はリアルタイムＰＣＲマイクロアレイを使用して分析される。これらの実験は、実施例６
および９－１３において詳細に記載されるように実行される。手短に述べると、ｍＲＮＡ
は、処置後の様々な時点で細胞から抽出される。特定の経路に関与する遺伝子のｍＲＮＡ
のレベルは、アポトーシス、酸化ストレスおよび自己酸化防御、血管形成、熱ショック、
または糖尿病に特異的なアレイを含む、標的とされる経路アレイを使用することによって
評価される。２倍レベル以上で遺伝子のｍＲＮＡ転写が変化される遺伝子が同定および評
価される。
【０４７４】
　タンパク質発現の変化は、抗体マイクロアレイ分析、質量分析特徴付けと連動した二次
元ゲル電気泳動分析、およびウェスタンブロット分析を使用して分析される。これらの実



(128) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

験は、それぞれ、実施例７、４、および８において詳細に記載されるように実行される。
手短に述べると、可溶性タンパク質は、候補エピシフターを用いる処置後の様々な時間、
例えば、６時間または２４時間で細胞から抽出される。候補エピシフターによってタンパ
ク質レベルまで誘導された変化は、広い範囲のタンパク質型および潜在的な経路マーカー
をサンプリングしている７００種を超えるタンパク質に対する抗体を含む抗体マイクロア
レイを使用することによって評価される。さらなる相補プロテオーム分析は、質量分析方
法論と連動した二次元（２－Ｄ）ゲル電気泳動を利用することによって実行できる。候補
エピシフターは、細胞系統に外因的に加えられ、細胞ペレットは溶解され、２－Ｄゲル電
気泳動に供される。ゲルは、未処置試料である対照と比べて処置試料でのタンパク質レベ
ルの変化を同定するために分析される。ゲルは、レベルの増加、レベルの減少、または翻
訳後修飾に起因する、処置の時間経過にわたるスポット変化の同定について分析される。
統計学的に有意な変化を示すスポットは、トリプシン消化および質量分析による特徴付け
によるタンパク質同定のために、切り出され、提出される。特徴付けされたペプチドは、
例えば、ＭａｓｃｏｔおよびＭＳＲＡＴソフトウェア分析を用いて、タンパク質データベ
ースに対して検索され、タンパク質を同定する。前述の２－Ｄゲル分析および抗体マイク
ロアレイ実験に加えて、候補ＭＩＭによって誘導される特定のタンパク質のレベルに対す
る潜在的な変化が、ウェスタンブロット分析によって評価されてもよい。すべてのプロテ
オーム実験において、種々の細胞系統におけるレベルの増加または減少を伴うタンパク質
が同定および評価される。
【０４７５】
　候補エピシフターは、候補エピシフターの添加に起因して、細胞系統中で、ｍＲＮＡお
よび／またはタンパク質レベルで遺伝子発現に誘導される変化に基づいて評価される。特
に、候補エピシフターは、細胞代謝プロセスに付随するかまたはそれに関与することが知
られている遺伝子を調節するそれらの能力に基づいて評価される。代謝性障害と特に関連
するものの中で、候補エピシフターは、例えば、糖尿病または肥満と関連することが知ら
れている遺伝子を調節するそれらの能力に基づいて評価される。
【０４７６】
　細胞または特定の細胞位置に存在する候補エピシフターのレベル、ならびに候補エピシ
フターの型は、当業者に公知である日常的な方法を使用して決定される。例えば、経時的
かつ一定の範囲の用量にわたるミトコンドリアにおける候補エピシフターのレベルは、候
補エピシフターを用いて処置された細胞からのミトコンドリア富化調製物を分析すること
によって決定される。時間経過にわたってのミトコンドリアにおける候補エピシフターの
レベルは、観察された他の細胞の変化、例えば、代謝経路およびアポトーシス経路に関連
する特定のタンパク質のｍＲＮＡおよびタンパク質のレベルの調節と比較および相関でき
る。
【０４７７】
　前述の実験から得られた結果に基づいて細胞の代謝状態のシフトを誘導することが観察
された候補エピシフターは、エピシフターとして同定される。例えば、細胞中でインスリ
ン刺激されたグルコースの取り込みを増強、増加、または増大する候補エピシフターはエ
ピシフターとして同定される。
【０４７８】
　実施例１９：エピシフターとしてのビタミンＤ３の同定
　ビタミンＤ３、すなわち、１α、２５－ジヒドロキシビタミンＤ３（カルシトリオール
としてもまた知られる）は、ビタミンＤから２段階酵素プロセスによって合成されるビタ
ミンＤ代謝物である。ビタミンＤ３はその遍在性核ビタミンＤ受容体（ＶＤＲ）と相互作
用し、カルシウムおよびリン酸の恒常性ならびに細胞分裂および分化に関与する遺伝子の
広範なスペクトルの転写を調節する。ビタミンＤ３は、扁平上皮細胞癌、前立腺腺癌、卵
巣癌、乳癌、および肺癌を含む多数のモデル系において抗癌効果を有することが報告され
ている（Ｄｅｅｂ　ｅｔ　ａｌ．２００７　Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｃａｎｃｅ
ｒ　７：６８４－７００に概説されている）。
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【０４７９】
　ビタミンＤ３の抗癌効果は、細胞周期のＧ１期での増殖停止、アポトーシス、腫瘍細胞
分化、増殖因子媒介性細胞生存シグナルの破壊、ならびに血管形成および細胞接着の阻害
を含む、複数のメカニズムを含むことが報告されている（Ｄｅｅｂ　ｅｔ　ａｌ．２００
７　Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｃａｎｃｅｒ　７：６８４－７００に概説されてい
る）。例えば、特にアポトーシスに関して、ビタミンＤ３は、アポトーシスの重要な媒介
因子を調節すること、例えば、抗アポトーシス性の、生存促進性タンパク質ＢＣＬ２およ
びＢＣＬ－ＸＬの発現を抑制すること、またはアポトーシス促進性タンパク質（例えば、
ＢＡＸ、ＢＡＫ、およびＢＡＤ）の発現を誘導することによってアポトーシスを誘導する
ことが報告されてきた（Ｄｅｅｂ　ｅｔ　ａｌ．２００７）。さらなる例において、特に
血管形成に関連して、ビタミンＤ３は、いくつかの腫瘍由来内皮細胞の増殖を阻害するこ
と、および腫瘍において血管形成を誘導する血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）の発現を阻害
することが報告されてきた（Ｍａｓｕｄａ　ａｎｄ　Ｊｏｎｅｓ，２００６　Ｍｏｌ．Ｃ
ａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ．５（４）：７９７－８０７０に概説されている）。別の例におい
て、特に細胞周期停止に関して、ビタミンＤ３は、サイクリン依存性キナーゼインヒビタ
ーｐ２１ＷＡＦＩ／ＣＩＰＩの遺伝子転写を誘導すること、ならびにサイクリン依存性キ
ナーゼインヒビターｐ２７ＫＩＰＩタンパク質の合成および／または安定化を誘導するこ
とが報告されており、これらの両方とも、Ｇ１停止の誘導のために決定的である（Ｄｅｅ
ｂ　ｅｔ　ａｌ．２００７）。
【０４８０】
　上述の観察に基づいて、すなわち、細胞の代謝状態をシフトされるその能力により、ビ
タミンＤ３はエピシフターとして同定される。ビタミンＤ３は、細胞中でアポトーシスを
誘導するその能力により、特に、正常細胞と比較した場合に、疾患（癌）細胞において示
差的に細胞増殖を阻害し、およびアポトーシス性応答を誘導するその能力に基づいて、エ
ピシフターである（例えば、正常細胞と比較した場合に、癌細胞においてアポトーシスに
関与する、ＢＣＬ－２、ＢＣＬ－ＸＬ、およびＢＡＸなどのタンパク質の発現を示差的に
調節する）。
【０４８１】
　実施例２０：重要なタンパク質の要約
　要約として、前述の実施例に記載された実験の結果に基づいて、Ｑ１０によって調節さ
れる重要なタンパク質は以下の表に要約される。
【表２９】

【０４８２】
　実施例２１：コエンザイムＱ１０を用いて処置された細胞のウェスタン分析
　過去５０年にわたって、悪性形質転換の根底にある原因としての特定のプロセスに影響
を与える内因性／外因性因子に関わりがある膨大な量の情報が生じてきた。臨床的および
基礎的文献は、ＤＮＡ構造および機能の変化が、癌を遺伝病として規定する、癌の開始お
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よび進行において顕著な役割を果たすという証拠を提供している（Ｗｏｏｓｔｅｒ，２０
１０；Ｈａｉｍａｎ，２０１０）。１９２０年代初頭、発癌の病因論の根本的な変化を特
徴付けることに従事していたＯｔｔｏ　Ｗａｒｂｕｒｇおよび他の研究者は、２つの主要
な観察（ａ）Ｗａｒｂｕｒｇ効果としてもまた知られる、酸素の存在下でのエネルギー産
生のためのＡＴＰの生成においてグルコースを輸送および利用する細胞の能力、ならびに
（ｂ）ミトコンドリアＡＴＰの産生の減少に導く電子伝達の変化を含む、ミトコンドリア
の構造および機能の変動を記述した。過去数年間は、癌の病因論、すなわち、癌を転移性
疾患として見ることにおける細胞バイオエネルギーの中心的な役割を調べることの復活で
あった。
【０４８３】
　歴史的には、遺伝子の変異が遺伝子発現の変化の原因であると考えられてきたけれども
、発癌を支持する遺伝子発現に影響を与える際に決定的な役割を果たす後成的プロセスを
支持している文献が蓄積しつつある。これは、多くの遺伝子の突然変異率が低く、癌細胞
において見い出される多数の（スペクトルの）変異を説明できないという観察によって証
明されている。後成的変化は、ヒストンテールのメチル化および修飾によって調節され、
両方の変化は、ヒストンアセチル化のために、コファクター、例えば、アセチルＣｏＡ要
求の利用性を必要とするので、細胞のエネルギー（栄養）状態に固有に連関している（参
照）。アセチルＣｏＡの生合成は、解糖とクレブス回路に依存し、細胞内エネルギー状態
を遺伝子の発現および活性の調節に直接連関させる。
【０４８４】
　正常細胞において、ミトコンドリアの酸化的リン酸化は、十分なＡＴＰを生成して、正
常な生理学的活性および細胞生存を維持するためのエネルギー要求に合致している。ミト
コンドリアのエネルギー産生の結果は、反応性酸素種（ＲＯＳ）の生成であり、その異常
な産生はミトコンドリアの損傷に導く（参照）。発癌の病因論に関わりがある現象である
、ミトコンドリアによる長期ＲＯＳ生成は、遺伝子の変異の累積的蓄積をもたらすことが
十分に確立されている。癌細胞はＲＯＳ生成を最小化するようにミトコンドリア呼吸を減
少し、エネルギー産生を維持するために解糖に切り替わることが示唆されてきた。したが
って、酸化的リン酸化から解糖へのエネルギー産生の進行的シフトは、生理学的機能を維
持するためにエネルギー産生を維持するために細胞にとって必須であり、正常細胞の表現
型から癌細胞の表現型への進行に付随し得る。ミトコンドリアの遺伝的構成における変化
（変異）の蓄積と連携した細胞のエネルギー（生体エネルギー）プロフィールの進行性シ
フトは、細胞メタボロームを変化させる。解糖の推移に対するミトコンドリアのリン酸化
の結果としての全細胞メタボロームプロフィールの変化は、異常な生体エネルギー誘導性
メタボロームプロフィールに対応し、発癌を支持する根底にある原因である。非癌性正常
ミトコンドリア酸化的リン酸化関連細胞生体エネルギーの状態に向かって細胞メタボロー
ムシフトを誘発するために内因性分子を使用する標的化介入は、癌の処置における治療の
評価項目を表す。
【０４８５】
　エピ－メタボロームシフトを引き起こすＭＩＭとしてのコエンザイムＱ１０
　本明細書に提示されるデータは、コエンザイムＱ１０を用いた正常および癌細胞の処置
が、解糖－ミトコンドリア酸化ストレス連続体の中で重要な生化学的末端を調節するタン
パク質の発現の変化に関与することを実証する。ウェスタンブロッティングおよび酸素消
費によるタンパク質発現の評価を説明するデータの組み合わせは、正常細胞において、コ
エンザイムＱ１０の曝露後に、正常な解糖およびミトコンドリア速度の有意な変化がない
ことを実証する。したがって、正常細胞系統、例えば、ＨＤＦａ（正常ヒト成体線維芽細
胞）、ＨＡＳＭＣ（正常ヒト大動脈平滑筋細胞）、ｎＦｉｂ（正常線維芽細胞）、および
ＨｅＫａ（正常ヒトケラチン生成細胞）におけるタンパク質の発現の値およびミトコンド
リア呼吸速度は、ベースライン生理学的状態を表すと見なすことができる。癌細胞系統、
例えば、ＨｅｐＧ２（肝臓癌）、ＰａＣａ－２（膵臓癌）、ＭＣＦ７（乳癌）、ＳＫ－Ｍ
ＥＬ（黒色腫）、およびＳＣＣ－２５（扁平上皮細胞癌）におけるタンパク質の発現およ
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びミトコンドリア呼吸速度の何らかの逸脱は、この場合は、癌における疾患の開始／進行
に起因する変化を表す。実験的証拠は、癌細胞に対するコエンザイムＱ１０の曝露が、正
常細胞を彷彿とさせる細胞の病態生理学的再組織化と関わりがあるという仮説に対するサ
ポートを提供する。具体的には、本明細書に提供されるデータは、癌細胞中でのコエンザ
イムＱ１０曝露は、正常細胞において観察される細胞構造に対する、細胞構造の全体的な
再組織化の誘導の原因である、解糖経路におけるシフトおよびミトコンドリアの酸化的リ
ン酸化と関わりがあることを実証する。
【０４８６】
　正常細胞において、解糖アウトプットの終点は、ミトコンドリアの酸化的リン酸化（Ｏ
ＸＰＨＯＳ）、すなわち、クレブスサイクル（トリカルボン酸回路、ＴＣＡ、またはクエ
ン酸回路としても知られる）に入るための解糖経路を経由したグルコースからピルビン酸
の生成に連関しており、還元当量を生成して、ＡＴＰ産生のためにＯＸＰＨＯＳをサポー
トする。したがって、正常細胞において、解糖に関与する遺伝子産物の発現および機能的
な方向付けは、ピルビン酸の十分な生成およびそれがクレブスサイクルに入ることに向け
て準備される。癌細胞における解糖およびクレブスサイクルに関与する重要なタンパク質
の発現および機能の異常調節は、ミトコンドリア機能の顕著な減少に伴う解糖の増強を生
じる。ミトコンドリア呼吸鎖に選択的に影響を与える内因性分子であるコエンザイムＱ１
０への癌細胞の曝露は、解糖およびクレブスサイクル経路のタンパク質の発現を変化させ
（正常化し）、エネルギー産生（すなわち、ＡＴＰ生成）がミトコンドリアに回復される
ように、生体エネルギーシフトを容易にする。
【０４８７】
　実験手順
　ウェスタンブロット実験１
　実験のために使用された細胞はＨＤＦａ細胞およびＭＣＦ－７細胞であり、これらは、
２つの異なる濃度、５０μＭおよび１００μＭでコエンザイムＱ１０で処置されるかまた
は処置されず、そして処置の２４時間後に収穫された。全細胞ペレットが１ｍＬのＣ７緩
衝液中で一度に再懸濁され、ラベルされた１５ｍＬチューブに移された。次いで、試料は
、低温室にて、氷上で、番号１４の設定で６回の超音波パルスを使用して超音波処理され
た。超音波処理後、試料は２５００ｇで短時間遠心分離し、試料は２ｍｌチューブに移さ
れた。５０ｍＬ試料チューブに残っている泡を使用して、各試料のｐＨが確認された（ｐ
Ｈは９．０であるはずである）。
【０４８８】
　試料のアルキル化および還元は、１０μｌの１Ｍ　アクリルアミド、２５μｌのトリブ
チルホスフィン（ｔｒｉｂｕｔｙｌｐｈｏｓｈｅｎｅ）を加えること、および断続的に混
合しながらの９０分間のインキュベーションによって、各試料について実施された。イン
キュベーション後、１０μｌの１Ｍ　ＤＴＴが加えられ、チューブは２０，０００ｇで２
０℃にて１０分間遠心分離され、そして１０ｋカットオフを有するラベルしたＡｍｉｃｏ
ｎ　Ｕｌｔｒａ遠心フィルターユニット（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅカタログ番号ＵＦＣ　８０
１０２４）に上清が移された。試料は、２分間隔で、２５００ｇで１５分間遠心分離され
た。電気伝導度は、Ｃｈａｐｓ単独ならびに試料について、電気伝導度メーターを使用し
て測定された。試料の電気伝導度が高い場合、１ｍｌのｃｈａｐｓが緩衝液交換のために
加えられ、体積が２５０μｌに下がるまで、２５００ｇで再度遠心分離された。電気伝導
度が２００以下であったとき、試料は、上清の体積が１５０－１００μｌの間になるまで
、５分間隔で２５００ｇで遠心分離された。試料上清はエッペンドルフチューブに移され
、ＢＳＡを標準として使用してＢｒａｄｆｏｒｄアッセイが実施された。
【０４８９】
　試料は上記のような標準のプロトコルに従って処置され、各試料中のタンパク質の量は
Ｂｒａｄｆｏｒｄアッセイによって決定された。１０μｇタンパク質に等価な試料体積が
、以下に示されるように、Ｌａｍｅｌｌｉローディング染料（ＬＤＳ）およびＭｉｌｌｉ
Ｑ　水を用いて調製され、４－１２％　Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ　Ｎｏｖｅｘ　ＮｕＰＡＧＥゲ



(132) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

ル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，カタログ番号ＮＰ０３２３Ｂｏｘ）上で泳動された。
【０４９０】
　ゲルは、１×ＭＯＰＳ緩衝液を使用し、ＮＯＶＥＸ　Ｘｃｅｌｌ　Ｓｕｒｅｌｏｃｋシ
ステムを使用して、２００Ｖで５０分間泳動された。次いで、ゲルは、ＮＯＶＥＸ　Ｘｃ
ｅｌｌ　Ｓｕｒｅｌｏｃｋ湿式転写プロトコルを使用して、３０Ｖで１時間転写された。
ブロットは、ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎからのＳｉｍｐｌｙ　Ｂｌｕｅ　Ｓａｆｅｓｔａｉｎ
（ＬＣ６０６５）で染色された。
【０４９１】
　ＨＤＦａおよびＭＣＦ－７試料におけるＩＤＨ１およびＡＴＰクエン酸リアーゼレベル
　転写後、各ブロットは、２枚のＷｈａｔｍａｎ濾紙の間に配置され、１５－２０分間乾
燥された。乾燥後、ブロットは、日付、試料の型、およびブロット１かブロット２のいず
れかをＨＢ鉛筆でラベルされた。分子量マーカーは、鉛筆で輪郭が描かれ、１本線は青色
であり、２本線は着色マーカーであった。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、
水で５分間、そしてＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブ
ロッキング試薬で１時間室温でブロッキングされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；
２×各５’）で３回洗浄された。ブロット１は５％　ＢＳＡを有するＴＢＳＴ中のＩＤＨ
１に対する一次抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ番号３９９７）（１：１０００希釈
）でプローブされ、ブロット２は、振盪しながら４℃で一晩のインキュベーションによっ
て、１：１０００希釈の５％　ＢＳＡ中のＡＴＰクエン酸リアーゼについてのウサギポリ
クローナル抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ番号４３３２）を用いた。一次抗体との
一晩のインキュベーション後、ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で
３回洗浄され、旋回角度可変シェーカー上で、室温にて１時間、二次抗体（抗ウサギ；１
：１０，０００希釈）でプローブされた。二次抗体との１時間のインキュベーション後、
ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５分間、
ＥＣＦ試薬とともにインキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　
Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、およ
び５００Ｖでスキャンされた。
【０４９２】
　ＨＤＦａおよびＭＣＦ－７試料におけるアクチンレベル
　上記のブロットは、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２回のＴＢＳ－
Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０分間のインキ
ュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の２回の洗浄に
よって剥がされた。２つのブロットは完全な剥がしについてチェックするためにレーザー
スキャナーでスキャンされた。次いで、ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水
で５分間、そしてＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロ
ッキング試薬で室温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各
５’）で３回洗浄され、そして１：５０００希釈の５％　ＢＳＡ中のアクチンに対する抗
体（Ｓｉｇｍａ　カタログ番号Ａ５３１６、クローンＡＣ－７４）で、振盪しながら、室
温で１時間プローブされた。アクチンに対する一次抗体との１時間のインキュベーション
後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、旋回角度可変シェー
カー上で、室温にて１時間、二次抗体（抗マウス；１：１０，０００希釈）でプローブさ
れた。二次抗体との１時間のインキュベーション後、ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５
’；２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、
次いで、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度
、１６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、および５００Ｖでスキャンされた。
【０４９３】
　ウェスタンブロット実験２
　この実験において使用された細胞は、ＳＫＭＥＬ２８、ＳＣＣ－２５、ｎＦｉｂ、およ
びＨｅｋａであり、これらは、２つの異なる濃度、５０μＭおよび１００μＭでコエンザ
イムＱ１０で処置されるかまたは処置されず、そして処置の３、６、および／または２４
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時間後に収穫された。試料は、上記のように、処理され、４－１２％　Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ
　Ｎｏｖｅｘ　ＮｕＰＡＧＥゲル上で泳動された。ゲルは、本質的に上記のように、泳動
され、転写され、そして染色された。
【０４９４】
　４つの細胞系統についてのＩＤＨ１のレベル
　転写後、ブロットは１５－２０分間乾燥され、メタノールで５秒間活性化され、水で５
分間、そしてＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキ
ング試薬で室温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’
）で３回洗浄された。次いで、これは、５％　ＢＳＡを有するＴＢＳＴ中のＩＤＨ１に対
する一次抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ番号３９９７）（１：１０００希釈）を用
いて、振盪しながら、４℃で一晩のインキュベーションによってプローブされた。ＩＤＨ
１に対する一次抗体との一晩のインキュベーション後、ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ（１×－
１５’；２×各５’）で３回洗浄され、二次抗体（抗ウサギ；１：１０，０００希釈）を
用いて、室温で１時間プローブされた。二次抗体との１時間のインキュベーション後、ブ
ロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５分間、Ｅ
ＣＦ試薬とともにインキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　Ｌ
ａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、および
５００Ｖでスキャンされた。
【０４９５】
　４つの異なる細胞系統におけるＡＴＰクエン酸リアーゼレベル
　イソクエン酸デヒドロゲナーゼブロットが、メタノールと３０分間インキュベートされ
、続いて２回のＴＢＳ－Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝
液との３０分間のインキュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各
３０分間の２回の洗浄によって剥がされた。ブロットは完全な剥がしについてチェックす
るためにレーザースキャナーでスキャンされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化
され、水で５分間、そしてＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の
５％ブロッキング試薬で室温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’
；２×各５’）で３回洗浄された。次いで、これは、１：１０００希釈の５％　ＢＳＡ中
のＡＴＰクエン酸リアーゼについてのウサギポリクローナル抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇ番号４３３２）で、振盪しながら、４℃で一晩プローブされた。ＡＴＰクエン酸
リアーゼに対する一次抗体との一晩のインキュベーション後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×－１
５’；２×各５’）で３回洗浄され、旋回角度可変シェーカー上で、室温にて１時間、二
次抗体（抗ウサギ；１：１０，０００希釈）でプローブされた。二次抗体との１時間のイ
ンキュベーション後、ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄さ
れ、次いで、５分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１０
０　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー、
４００Ｖ、および５００Ｖでスキャンされた。
　異なる４つの細胞系統におけるアクチンレベル
　ＡＴＰクエン酸リアーゼブロットが、メタノールと３０分間インキュベートされ、続い
て２回のＴＢＳ－Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との
３０分間のインキュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分
間の２回の洗浄によって剥がされた。ブロットは完全な剥がしについてチェックするため
にレーザースキャナーでスキャンされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、
水で５分間、そしてＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブ
ロッキング試薬で室温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×
各５’）で３回洗浄され、そして、１：５０００希釈の５％　ＢＳＡ中のアクチンに対す
る抗体（Ｓｉｇｍａ　カタログ番号Ａ５３１６、クローンＡＣ－７４）で、振盪しながら
、室温で１時間プローブされた。アクチンに対する一次抗体との１時間のインキュベーシ
ョン後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、旋回角度可変シ
ェーカー上で、室温にて１時間、二次抗体（抗マウス；１：１０，０００希釈）でプロー
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ブされた。二次抗体との１時間のインキュベーション後、ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－
１５’；２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートさ
れ、次いで、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解
像度、１６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、および５００Ｖでスキャンされた。
【０４９６】
　ウェスタンブロット実験３
　この実験において使用された細胞は、ＨｅｐＧ２細胞、ＨＡＳＭＣ細胞、およびＰＡＣ
Ａ２細胞であり、これらは、２つの異なる濃度、５０μＭおよび１００μＭでコエンザイ
ムＱ１０で処置されるかまたは処置されず、そして処置の４８時間後に収穫された。この
実験において（ウェスタンブロット実験３）、および本実施例において以下に記載される
実験のすべてにおいて（すなわち、ウェスタンブロット実験４～９）、細胞は、５ｍＭ　
グルコース（「５Ｇ」）または２２ｍＭ　グルコース（「２２Ｇ」）のいずれかでさらに
処置された。細胞に由来する試料は処理され、そして上記のように４－１２％　Ｂｉｓ－
Ｔｒｉｓ　Ｎｏｖｅｘ　ＮｕＰＡＧＥゲル上で泳動された。ゲルは、本質的に上記のよう
に、泳動され、転写され、そして染色された。
【０４９７】
　ＨＡＳＭＣ対ＰＡＣＡ２およびＨｅｐＧ２におけるＩＤＨ１、ＡＴＰクエン酸リアーゼ
、およびアクチンレベル
　ＩＤＨ１、ＡＴＰクエン酸リアーゼ、およびアクチンのレベルは、本質的に、上記のよ
うに、ＩＤＨ１、ＡＴＰクエン酸リアーゼ、およびアクチンに対する一次抗体でブロット
をプローブすることによって決定された。
【０４９８】
　ウェスタンブロット実験４
　この実験において使用された細胞はＨｅｐＧ２であり、これらは、２つの異なる濃度、
５０μＭおよび１００μＭでコエンザイムＱ１０で処置されるかまたは処置されず、そし
て処置の２４または４８時間後に収穫された。試料は、上記のように、処理され、４－１
２％　Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ　Ｎｏｖｅｘ　ＮｕＰＡＧＥゲル上で泳動された。ゲルは、本質
的に上記のように、泳動され、転写され、そして染色された。
【０４９９】
　ＨｅｐＧ２細胞における乳酸デヒドロゲナーゼレベル
　転写後、各ブロットは１５－２０分間乾燥され、メタノールで５秒間活性化され、水で
５分間、そしてＴＢＳＴで１５分間洗浄された。次いで、このブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中
の５％ブロッキング試薬で、室温で１時間ブロッキングされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×
－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、５％　ＢＳＡ中の乳酸デヒドロゲナーゼに対す
る一次抗体（ａｂｃａｍ　ａｂ２１０１；ポリクローナル）（１：１０００希釈）を用い
て、振盪しながら、４℃で一晩のインキュベーションによってプローブされた。乳酸デヒ
ドロゲナーゼに対する一次抗体との一晩のインキュベーション後、ブロットは、ＴＢＳ－
Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、二次抗体（ウサギ抗ヤギ；１：１０，
０００希釈）を用いて、室温で１時間プローブされた。二次抗体との１時間のインキュベ
ーション後、ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、次い
で、５分間、ＥＣＦ試薬とともにインキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１００
　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー、４
００Ｖ、および５００Ｖでスキャンされた。
【０５００】
　ＨｅｐＧ２細胞における筋肉型ピルビン酸キナーゼ（ＰＫＭ２）レベル
　乳酸デヒドロゲナーゼブロットが、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて
２回のＴＢＳ－Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３
０分間のインキュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間
の２回の洗浄によって剥がされた。２つのブロットは完全な剥がしについてチェックする
ためにレーザースキャナーでスキャンされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化さ
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れ、水で５分間、そしてＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５
％ブロッキング試薬で室温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；
２×各５’）で３回洗浄され、そして、１：５００希釈の５％　ＢＳＡ中のピルビン酸キ
ナーゼＭ２に対するウサギポリクローナル抗体（ＮＯＶＵＳ　ＢＩＯＬＯＧＩＣＡＬＳ　
カタログ番号Ｈ００００５３１５－Ｄ０１Ｐ）で、振盪しながら、室温で１時間プローブ
された。ピルビン酸キナーゼＭ２に対する一次抗体との一晩のインキュベーション後、膜
はＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、旋回角度可変シェーカー上
で、室温にて１時間、二次抗体（抗ウサギ；１：１０，０００希釈）でプローブされた。
二次抗体との１時間のインキュベーション後、各ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；
２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、次い
で、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１
６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、および５００Ｖでスキャンされた。
【０５０１】
　ＨｅｐＧ２細胞におけるピルビン酸デヒドロゲナーゼβレベル
　ピルビン酸キナーゼブロットが、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２
回のＴＢＳ－Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０
分間のインキュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の
２回の洗浄によって剥がされた。２つのブロットは完全な剥がしについてチェックするた
めにレーザースキャナーでスキャンされた。抗体が剥がされたことおよびＥＣＦ試薬が働
いたことを確認した後、ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水で５分間、そし
てＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキング試薬で
室温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗
浄され、そして、１：５０００希釈の５％　ＢＳＡ中のピルビン酸デヒドロゲナーゼに対
する抗体（ＡＢＮＯＶＡ　カタログ番号Ｈ００００５１６２－Ｍ０３）で、振盪しながら
、４℃で一晩プローブされた。ピルビン酸デヒドロゲナーゼに対する一次抗体との一晩の
インキュベーション後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、
旋回角度可変シェーカー上で、室温にて１時間、二次抗体（抗マウス；１：１０，０００
希釈）でプローブされた。二次抗体との１時間のインキュベーション後、各ブロットはＴ
ＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５分間、ＥＣＦ試薬と
インキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナ
ーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、および５００Ｖでスキャ
ンされた。
【０５０２】
　ＨｅｐＧ２細胞におけるアクチンレベル
　ピルビン酸デヒドロゲナーゼブロットは、本質的に上記のように、剥がされ、次いで、
アクチンについて再プローブされた。
【０５０３】
　ウェスタンブロット実験５
　この実験において使用された細胞はＭＩＡＰＡＣＡ２（ＰＡＣＡ２）であり、これらは
、２つの異なる濃度、５０μＭおよび１００μＭでコエンザイムＱ１０で処置されるかま
たは処置されず、そして処置の２４または４８時間後に収穫された。ＰＡＣＡ２試料は、
本質的に上記のように、処理され、そしてゲルは、泳動され、転写され、染色され、そし
てスキャンされた。
【０５０４】
　ＰａＣａ２細胞中の乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）およびピルビン酸デヒドロゲナー
ゼ（ＰＤＨ）レベル
　ＬＤＨおよびＰＤＨのレベルは、本質的に上記のように、ＬＤＨおよびＰＤＨに対する
一次抗体でブロットを連続的にプローブすることによって決定された。
【０５０５】
　ＰａＣａ２細胞におけるカスパーゼ３レベル
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　ブロットは、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２回のＴＢＳ－Ｔを用
いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０分間のインキュベー
ション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の２回の洗浄によって
剥がされた。２つのブロットは完全な剥がしについてチェックするためにレーザースキャ
ナーでスキャンされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水で５分間、そし
てＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキング試薬で
室温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗
浄され、そして、５％　ＢＳＡ中のカスパーゼ３に対する抗体（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ番号ｓｃ７２７２、１：２００希釈）で、振盪しながら、４℃
で一晩プローブされた。カスパーゼ３に対する一次抗体との一晩のインキュベーション後
、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、旋回角度可変シェーカ
ー上で、室温にて１時間、二次抗体（抗マウス；１：１０，０００希釈）でプローブされ
た。二次抗体との１時間のインキュベーション後、各ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５
’；２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、
次いで、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度
、１６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、および５００Ｖでスキャンされた。
【０５０６】
　ウェスタンブロット実験６
　このウェスタンブロット実験において使用された細胞はＰＣ－３、ＨｅｐＧ２、ＭＣＦ
－７、ＨＤＦａ、およびＰＡＣＡ２であり、これらは、２コエンザイムＱ１０　ＩＶ製剤
で処置されるかまたは処置されず、そして処置の２４時間後に収穫された。本質的に上記
のように、試料は処理され、ゲルは泳動され、転写され、染色され、そしてスキャンされ
た。
【０５０７】
　異なる細胞型におけるカスパーゼ（Ｃａｐａｓｅ）３およびアクチンレベル
　カスパーゼ３およびアクチンのレベルは、本質的に上記に記載されるように、カスパー
ゼ３およびアクチンに対する一次抗体を用いて、ブロットを連続的にプローブすることに
よって決定された。
【０５０８】
　ウェスタンブロット実験７
　この実験において使用された細胞はヒト大動脈平滑筋（ＨＡＳＭＣ）細胞であり、これ
は、２つの異なる濃度、５０μＭおよび１００μＭでコエンザイムＱ１０で処置されるか
または処置されず、そして処置の２４または４８時間後に収穫された。本質的に上記のよ
うに、ＨＡＳＭＣ試料は処置され、ゲルは、泳動され、転写され、染色され、そしてスキ
ャンされた。
【０５０９】
　アクチンのための実験プロトコル：
　アクチンのレベルは、本質的に上記のように、アクチンに対する一次抗体でブロットを
プローブすることによって決定された。
【０５１０】
　Ｈｉｆ　１α、カスパーゼ３、およびＰＤＨＢのための実験プロトコル：
　アクチンブロットが、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２回のＴＢＳ
－Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０分間のイン
キュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の２回の洗浄
によって剥がされた。ブロットは完全な剥がしについてチェックするためにレーザースキ
ャナーでスキャンされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水で５分間、そ
してＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキング試薬
で室温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回
洗浄され、そして、１：２００希釈の５％　ＢＳＡ中のＨｉｆ　１α、カスパーゼ３、ま
たはＰＤＨＢに対する抗体で、穏やかに振盪しながら、４℃で一晩プローブされた。Ｈｉ
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ｆ　１αに対する一次抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ２１８５；抗ウサギ）は、５％　ＢＳＡ中
で１：５００希釈であった。カスパーゼ３に対する一次抗体（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ　ｓｃ
７２７２；抗ウサギ）は、５％　ＢＳＡ中で１：２００希釈であった。ピルビン酸デヒド
ロゲナーゼβ（ＰＤＨＢ）に対する一次抗体（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ　Ｈ
００００５１６２－Ｍ０３；抗マウス）は、５％　ＢＳＡ中で１：５００希釈であった。
一次抗体とのインキュベーション後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３
回洗浄され、室温にて１時間、二次抗体（ＰＤＨＢ抗マウス；Ｈｉｆ　１ａ、およびカス
パーゼ３抗ウサギ；１：１０，０００希釈）でプローブされた。二次抗体との１時間のイ
ンキュベーション後、各ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄
され、次いで、５分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１
００　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー
、４００Ｖ、および５００Ｖでスキャンされた。
【０５１１】
　ＰＫＭ２、ＳＤＨＢ、およびＳＤＨＣのための実験プロトコル：
　上記のブロットは、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２回のＴＢＳ－
Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０分間のインキ
ュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の２回の洗浄に
よって剥がされた。ブロットは完全な剥がしについてチェックするためにレーザースキャ
ナーでスキャンされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水で５分間、そし
てＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキング試薬で
室温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗
浄され、そして、ＴＢＳ－Ｔ中の５％　ＢＳＡ中のＰＫＭ２、ＳＤＨＢ、またはＳＤＨＣ
に対する一次抗体で、穏やかに振盪しながら、インキュベーションにより、４℃で一晩プ
ローブされた。ＳＤＨＣに対する一次抗体（ＡＢＮＯＶＡ　Ｈ００００６３９１－Ｍ０２
；抗マウス）は１：５００希釈であった。ＳＤＨＢに対する一次抗体は、Ａｂｃａｍ　ａ
ｂ４７１４－２００から；抗マウス；１：１０００希釈であっった。ピルビン酸キナーゼ
Ｍ２（ＰＫＭ２）に対する一次抗体は、Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ　Ｈ０００
０５３１５－Ｄ０ＩＰから；抗ウサギ；１：５００希釈であった。一次抗体とのインキュ
ベーション後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、旋回角度
可変シェーカー上で、室温にて１時間、二次抗体（ＳＤＨＢ＆Ｃ　抗マウス；およびＰＫ
Ｍ２　抗ウサギ；１：１０，０００希釈）でプローブされた。１時間のインキュベーショ
ン後、ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５
分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　
Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、およ
び５００Ｖでスキャンされた。
【０５１２】
　ＬＤＨおよびＢｉｋのための実験プロトコル：
　上記のブロットは、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２回のＴＢＳ－
Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０分間のインキ
ュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の２回の洗浄に
よって剥がされた。ブロットは完全な剥がしについてチェックするためにレーザースキャ
ナーでスキャンされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水で５分間、そし
てＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキング試薬で
室温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗
浄され、そして、５％　ＢＳＡ中のＬＤＨまたはＢｉｋに対する一次抗体で、穏やかに振
盪しながら、インキュベーションにより、４℃で一晩プローブされた。ＬＤＨに対する一
次抗体はＡｂｃａｍ　ａｂ２１０１から；抗ヤギ；１：１０００希釈であった。Ｂｉｋに
対する一次抗体は、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ番号９９４２から；抗ウサギ；１：１
０００希釈であった。一次抗体との一晩のインキュベーション後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×
－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、旋回角度可変シェーカー上で、室温にて１時間
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、二次抗体（ＬＤＨ抗ヤギ；Ｊａｃｋｓｏｎ　ＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓおよびＢｉｋ抗
ウサギ；１：１０，０００希釈）でプローブされた。１時間のインキュベーション後、ブ
ロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５分間、Ｅ
ＣＦ試薬とインキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅ
ｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、および５００
Ｖでスキャンされた。
【０５１３】
　ウェスタンブロット実験９
　使用された細胞はＨｅｐＧ２細胞であり、これは、２つの異なる濃度、５０μＭおよび
１００μＭでコエンザイムＱ１０で処置されるかまたは処置されず、そして処置の２４ま
たは４８時間後に収穫された。本質的に上記のように、ＨｅｐＧ２試料は処理され、ゲル
は、泳動され、転写され、染色され、そしてスキャンされた。
【０５１４】
　アクチンのための実験プロトコル：
　アクチンのレベルは、本質的に上記のように、アクチンに対する一次抗体でブロットを
プローブすることによって決定された。
【０５１５】
　カスパーゼ３およびＭＭＰ－６のための実験プロトコル：
　アクチンブロットが、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２回のＴＢＳ
－Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０分間のイン
キュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の２回の洗浄
によって剥がされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水で５分間、そして
ＴＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキング試薬で室
温で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄
され、そして、５％　ＢＳＡ中のカスパーゼ３またはＭＭＰ－６に対する抗体で、穏やか
に振盪しながら、インキュベーションにより、４℃で一晩プローブされた。カスパーゼ３
に対する一次抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ４４９７６－１００；抗ウサギ）は５％　ＢＳＡ中
１：５００希釈であった。ＭＭＰ－６に対する一次抗体（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ　ｓｃＭＭ
００２９－ＺＢ５；抗マウス）は５％　ＢＳＡ中１：１００希釈であった。一次抗体との
一晩のインキュベーション後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄
され、室温にて１時間、二次抗体（ＭＭＰ－６　抗マウス；カスパーゼ３　抗ウサギ；１
：１０，０００希釈）でプローブされた。二次抗体との１時間のインキュベーション後、
ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５分間、
ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓ
ｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、および５０
０Ｖでスキャンされた。
【０５１６】
　ＬＤＨのための実験プロトコル：
　上記のブロットは、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２回のＴＢＳ－
Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０分間のインキ
ュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の２回の洗浄に
よって剥がされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水で５分間、そしてＴ
ＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキング試薬で室温
で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄さ
れ、そして、穏やかに振盪を伴う、５％　ＢＳＡ中または５％　ミルク中のＬＤＨに対す
る一次抗体とのインキュベーションによって、４℃で一晩プローブされた。ＬＤＨ　０８
０３０９ｂ１に対する一次抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ２１０１；抗ヤギ）は５％　ＢＳＡ中
１：１０００希釈であった。ＬＤＨ　０８０３０９ｂ２に対する一次抗体（Ａｂｃａｍ　
ａｂ２１０１；抗ヤギ）は５％　ミルク中１：１０００希釈であった。一次抗体とのイン
キュベーション後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、二次



(139) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　抗ヤギ；１：１０，０００希
釈；３０５－０５５－０４５）で１時間プローブされた。二次抗体との１時間のインキュ
ベーション後、ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、次
いで、５分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１００　Ｆ
ｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー、４００
Ｖ、および５００Ｖでスキャンされた。
【０５１７】
　トランスアルドラーゼおよびＨｉｆ１ａのための実験プロトコル：
　上記のブロットは、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２回のＴＢＳ－
Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０分間のインキ
ュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の２回の洗浄に
よって剥がされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水で５分間、そしてＴ
ＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキング試薬で室温
で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄さ
れ、そして、穏やかに振盪しながら、４℃で一晩のインキュベーションによって、５％　
ＢＳＡ中のトランスアルドラーゼまたはＨｉｆ１ａに対する一次抗体で一晩プローブされ
た。トランスアルドラーゼに対する抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ６７４６７；抗マウス）は１
：５００希釈であった。Ｈｉｆ１ａに対する抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ２１８５；抗ウサギ
）は１：５００希釈であった。一次抗体とのインキュベーション後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１
×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、旋回角度可変シェーカー上で、室温にて１時
間、二次抗体（抗マウスまたは抗ウサギ；１：１０，０００希釈）でプローブされた。二
次抗体との１時間のインキュベーション後、ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×
各５’）で３回洗浄され、次いで、５分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、次いで、
各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビ
ット、緑色レーザー、４００Ｖ、および５００Ｖでスキャンされた。
【０５１８】
　ＩＧＦＢＰ３およびＴＰ５３のための実験プロトコル：
　上記のブロットは、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２回のＴＢＳ－
Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０分間のインキ
ュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の２回の洗浄に
よって剥がされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水で５分間、そしてＴ
ＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキング試薬で室温
で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄さ
れ、そして、穏やかに振盪しながら、４℃で一晩のインキュベーションによって、５％　
ＢＳＡ中のＩＧＦＢＰ３またはＴＰ５３に対する一次抗体で一晩プローブされた。ＩＧＦ
ＢＰ３に対する一次抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ７６００１；抗ウサギ）は１：１００希釈で
あった。ＴＰ５３に対する一次抗体（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ　ＡＶ０２０５５；抗
ウサギ）は１：１００希釈であった。一次抗体とのインキュベーション後、膜はＴＢＳ－
Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、旋回角度可変シェーカー上で、室温に
て１時間、二次抗体（抗ウサギ；１：１０，０００希釈）でプローブされた。二次抗体と
の１時間のインキュベーション後、ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）
で３回洗浄され、次いで、５分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、次いで、各ブロッ
トは、５１００　Ｆｕｊｉ　Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑
色レーザー、４００Ｖ、および５００Ｖでスキャンされた。
【０５１９】
　トランスアルドラーゼおよびＰＤＨＢのための実験プロトコル：
　上記のブロットは、メタノールと３０分間インキュベートされ、続いて２回のＴＢＳ－
Ｔを用いる１０分間の洗浄、次いで５０℃のストリッピング緩衝液との３０分間のインキ
ュベーション、続いて、１００ｍｌ以上のＴＢＳ－Ｔを用いる各３０分間の２回の洗浄に
よって剥がされた。ブロットは、メタノールで５秒間活性化され、水で５分間、そしてＴ
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ＢＳＴで１５分間洗浄された。ブロットは、ＴＢＳ－Ｔ中の５％ブロッキング試薬で室温
で１時間ブロックされ、次いで、ＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄さ
れ、そして、穏やかに振盪しながら、４℃で一晩のインキュベーションによって、５％　
ＢＳＡ中のトランスアルドラーゼまたはＰＤＨＢに対する一次抗体で一晩プローブされた
。トランスアルドラーゼに対する一次抗体（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ　ｓｃ５１４４０；抗ヤ
ギ）は１：２００希釈であった。ＰＤＨＢに対する一次抗体（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌｓ　Ｈ００００５１６２－Ｍ０３；抗マウス）は１：５００希釈であった。一次
抗体とのインキュベーション後、膜はＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗
浄され、旋回角度可変シェーカー上で、室温にて１時間、二次抗体（抗ヤギまたは抗マウ
ス；１：１０，０００希釈）でプローブされた。二次抗体との１時間のインキュベーショ
ン後、ブロットはＴＢＳ－Ｔ（１×－１５’；２×各５’）で３回洗浄され、次いで、５
分間、ＥＣＦ試薬とインキュベートされ、次いで、各ブロットは、５１００　Ｆｕｊｉ　
Ｌａｓｅｒスキャナーで、２５μＭ解像度、１６ビット、緑色レーザー、４００Ｖ、およ
び５００Ｖでスキャンされた。
【０５２０】
　結果
　イソクエン酸デヒドロゲナーゼ－１－（ＩＤＨ－１）
　イソクエン酸デヒドロゲナーゼ－１－（ＩＤＨ－１）は、ミトコンドリア基質の中に通
常存在するＴＣＡ回路の一部である酵素の１つである。しかし、ＩＤＨ１は、イソクエン
酸からα－ケトグルタル酸への酸化的脱カルボキシル化を触媒し、２段階工程で二酸化炭
素を生成する細胞質ゾル型の酵素である。ＩＤＨ１は、細胞質ゾルおよびペルオキシソー
ムに存在するＮＡＤＰ＋依存性型である。ＩＤＨ１はＳｅｒ１１３リン酸化によって不活
性化され、クエン酸回路がないものを含む多くの種において発現される。ＩＤＨ１は、部
分的にＨＩＦ－１の活性化を通して、不活性化が腫瘍形成に寄与する腫瘍抑制因子として
通常は機能しているようである（Ｂａｙｌｅｙ　２０１０；Ｒｅｉｔｍａｎ，２０１０）
。最近の研究は、膠芽細胞腫の病因学におけるＩＤＨ１の不活性化変異に関わっている（
Ｂｌｅｅｋｅｒ，２００９；Ｂｌｅｅｋｅｒ，２０１０）。
【０５２１】
　コエンザイムＱ１０での処置は、ＭＣＦ－７、ＳＫＭＥＬ２８、ＨｅｐＧ２、およびＰ
ａＣａ－２細胞を含む癌細胞株におけるＩＤＨ１の発現を増加した。ＳＣＣ２５細胞系統
においては中程度の発現の増加が存在した。ヒト由来初代線維芽細胞ＨＤＦａとは対照的
に、ｎＦＩＢおよびヒト大動脈平滑筋細胞ＨＡＳＭＣは、コエンザイムＱ１０に応答して
、ＩＤＨ１の発現パターンの有意な変化を実証しなかった。α－ケトグルタル酸（α－Ｋ
Ｇ）は、ＴＣＡ回路における重要な中間体であり、イソクエン酸から生化学的に合成され
、最終的にはスクシニルＣｏＡに転換され、薬物となり得るＭＩＭおよびエピシフターで
ある。α－ＫＧはＴＣＡ回路の中間体を補充するために細胞によって使用でき、酸化的リ
ン酸化を増加するための還元当量の生成を生じるので、α－ＫＧの生成はＴＣＡ回路にお
ける決定的な岐路として働く。したがって、コエンザイムＱ１０媒介性のＩＤＨ１発現の
増加は、癌細胞における酸化的リン酸化を増強するためにミトコンドリアのＴＣＡ回路に
よって使用できる中間体の形成を生じる。結果は以下の表３０～３２に要約される。
【表３０】
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【表３１】

【表３２】

【０５２２】
　ＡＴＰクエン酸リアーゼ（ＡＣＬ）
　ＡＴＰクエン酸リアーゼ（ＡＣＬ）は、細胞質ゾル中でアセチル－ＣｏＡおよびオキサ
ロ酢酸の形成を触媒するホモテトラマー（～１２６ｋｄ）酵素である。この反応は、糖生
成と同様に、脂肪酸、コレステロール、およびアセチルコリンの生合成のための最初の非
常に重要なステップである（Ｔｏｗｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）。栄養およびホルモ
ンがこの重要な酵素の発現レベルおよびリン酸化状態を調節している。ＡｋｔおよびＰＫ
ＡによるＡＣＬのＳｅｒ４５４リン酸化が報告されている（Ｂｅｒｗｉｃｋ．，ＤＣ　Ｍ
Ｗ　ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｐｉｅｒｃｅ　ＭＷ　ｅｔ　ａｌ．，１９８２）。
【０５２３】
　データは、正常細胞および癌細胞におけるＡＴＰクエン酸リアーゼに対するコエンザイ
ムＱ１０の効果を説明している。癌細胞において、ＡＣＬ酵素の発現の用量依存的な減少
が存在することが一貫して観察されている。対照的に、正常細胞においては、ＡＣＬの発
現の増加に向かう傾向が存在するようである。細胞質ゾルＡＣＬは、増殖因子刺激の間お
よび分化の間に、細胞におけるヒストンアセチル化のために必須であることが実証されて
きた。新生物プロセスにおいて重要なプロセスであるヒストンアセチル化のために必須で
あるアセチルＣｏＡを生成するために、ＡＣＬが細胞質ゾルのグルコース由来のクエン酸
を利用するという事実は、癌細胞機能に影響を与える際のコエンザイムＱ１０誘導ＡＣＬ
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ｏＡは、細胞分裂の間の新たな脂質およびコレステロールの生合成のための供給源として
働く。したがって、コエンザイムＱ１０で誘導されるＡＣＬ発現の変化は、癌細胞に対し
て正常細胞における脂質およびコレステロールの合成のためのアセチルＣｏＡの利用可能
性を変化させる。結果は以下の表３３～３６に要約される。
【表３３】

【表３４】
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【表３５】

【表３６】

【０５２４】
　ピルビン酸キナーゼＭ２（ＰＫＭ２）
　ピルビン酸キナーゼは、解糖経路に関わる酵素である。これは、ホスホエノールピルビ
ン酸（ＰＥＰ）からアデノシン二リン酸（ＡＤＰ）へのリン酸の転移の原因であり、ＡＴ
Ｐおよびピルビン酸を生成する。ＰＫＭ２は、解糖のピルビン酸キナーゼのアイソザイム
であり、その発現は組織の代謝機能によって特徴付けられ、すなわち、Ｍ２アイソザイム
は、胚細胞などの高いエネルギーの必要性を伴う正常細胞を迅速に増殖させる際に発現さ
れ、高い率の核酸合成を必要とする肺細胞および膵島細胞などの少数の分化した正常細胞
においてもまた発現される。ＰＫＭ２は、細胞のエネルギーの要求に合致するために解糖
経路に対するそれらの依存性に起因して、腫瘍細胞中で高度に発現されている。通常は胚
に限定されていると考えられているＰＫＭ２アイソフォームは、癌性細胞中で再発現され
ている。ＰＫＭ２を発現する細胞は、より強力な好気性解糖表現型を好み（代謝表現型の
シフトを示す）、乳酸産生の増加および酸化的リン酸化の減少を伴う。したがって、癌細
胞におけるＰＫＭ２の発現の減少は、解糖経路を経由してエネルギー生成をシフトまたは
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下方調節し、これは、癌の処置において有用であるストラテジーである。データは、正常
細胞および癌細胞におけるＰＫＭ２の変動する発現パターンを実証し、癌細胞は正常と比
較してより高いレベルの発現を実証する。コエンザイムＱ１０での細胞の処置は、正常細
胞および癌細胞において、ＰＫＭ２のより上側のおよびより下側のバンドレベルの発現パ
ターンを変化させた。試験された癌細胞においてＰＫＭ２発現の用量依存的な減少が存在
し、および癌細胞において大きな変化は観察されなかった。結果は以下の表３７～３９に
要約される。
【表３７】

【表３８】

【表３９】

【０５２５】
　乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）
　ＬＤＨは、ＮＡＤＨ　およびＮＡＤ＋の同時相互変換を伴う、ピルビン酸および乳酸の
相互交換を触媒する酵素である。これは、ミトコンドリアの酸化的リン酸化を負担して、
還元当量の生成およびＡＴＰ生成のための低い細胞酸素の緊張の下で、ピルビン酸をラク
テート（乳酸）に転換する能力を有する。癌細胞は、典型的には、ＡＴＰおよび還元当量
および還元ミトコンドリアＯＸＰＨＯＳを生成するために解糖流入を維持するためにＬＤ
Ｈの発現の増加を実証する。したがって、癌細胞における還元当量は、ＴＣＡ回路にピル
ビン酸が入ることを容易にするための乳酸の生成から代謝をシフトする。コエンザイムＱ
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１０を用いる処置は、癌における乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）発現を減少させ、これ
は正常細胞においては最小の効果を伴うものであり、細胞質ピルビン酸から乳酸への転換
を最小化することによって、解糖からミトコンドリアＯＸＰＨＯＳへのＡＴＰの生成のた
めの癌細胞の生体エネルギーのシフトを誘発する際のコエンザイムＱ１０の役割を支持す
る。結果は以下の表４０～４２に要約される。
【表４０】

【表４１】

【表４２】

【０５２６】
　ピルビン酸デヒドロゲナーゼ－Ｂ（ＰＤＨ－Ｅ１）
　ピルビン酸デヒドロゲナーゼベータ（ＰＤＨ－Ｅ１）は、ピルビン酸をアセチルＣｏＡ
に転換するピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体（ＰＤＣ）の一部である第１の酵素成分で
ある。ＰＤＨ－Ｅ１は、その活性のためにチアミンをコファクターとして必要とし、ミト
コンドリアにおけるＴＣＡサイクルに入るためにピルビン酸からアセチルＣｏＡへの転換
のために必須であるＰＤＣ複合体における最初の２つの生化学反応を実施する。したがっ
て、癌細胞におけるＰＤＨ－Ｅ１の発現の増加に伴って、同時に起こるＰＫＭ２およびＬ



(146) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

ＤＨの発現の減少は、ＡＴＰの生成のためにミトコンドリアＯＸＰＨＯＳを増強すること
に向けてピルビン酸が入ることの速度を増強する。データは、正常細胞および癌細胞系統
におけるＰＤＨ－Ｅ１の発現のために、この酵素のベースライン発現が、正常細胞と比較
して、癌細胞で減少されていることを示す。コエンザイムＱ１０を用いる処置は、癌細胞
におけるＰＤＨ－Ｅ１タンパク質の発現の進行的な増加に関連し、正常細胞においては最
小限の変化を伴う。結果は以下の表４３～４５に要約される。
【表４３】

【表４４】

【表４５】

【０５２７】
　カスパーゼ３
　アポトーシスの開始の制御は、しばしば、開始因子のカスパーゼである、カスパーゼ－
２、－９、および－８／１０のレベルで発揮される。外部のアポトーシスの経路において
、カスパーゼ－８は、一旦活性になると、実行因子のカスパーゼ（例えば、カスパーゼ－
３）を直接切断し、活性化する。活性型カスパーゼ－３は、他のカスパーゼ（６、７、お
よび９）ならびに細胞中の関連する標的（例えば、ＰＡＲＰおよびＤＦＦ）を活性化する
。これらの研究において、エフェクターカスパーゼ－３タンパク質のレベルは、コエンザ
イムＱ１０に応答して、癌細胞系統および正常細胞系統において測定された。アポトーシ
スの制御は開始因子カスパーゼを通してであり、その代わりに、多数のシグナル伝達経路
が、エフェクターカスパーゼの直接阻害を通してアポトーシスシグナルの伝達を遮断する
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し、その活性を抑制する（Ａｌｖａｒａｄｏ－Ｋｒｉｓｔｅｎｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，
２００４）。興味深いことに、同じ研究におけるタンパク質ホスファターゼ（ＰＰ２Ａ）
またはプロテインキナーゼＣデルタ（ＰＫＣデルタ）の活性化（Ｖｏｓｓ　ｅｔ　ａｌ．
，２００５）は、カスパーゼ－３活性化を増幅し、そしてアポトーシスシグナルの伝達を
強化するように、ｐ３８　ＭＡＰＫの効果と反対に作用できる。それゆえに、カスパーゼ
－３活性化のレベルにおける事象またはカスパーゼ３活性化後の事象は、いくつかの場合
において細胞の究極の運命を決定するかもしれない。
【０５２８】
　カスパーゼ－３はシステイン－アスパラギン酸プロテアーゼであり、これは、細胞アポ
トーシスの実行フェーズで中心的な役割を果たす。癌細胞におけるカスパーゼ３のレベル
は、コエンザイムＱ１０処置に伴って増加される。対照的に、正常細胞におけるカスパー
ゼ－３の発現は、正常細胞において中程度に減少された。結果は以下の表４６～４８に要
約される。

【表４６】

【表４７】
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【表４８】

【０５２９】
　コハク酸デヒドロゲナーゼ（ＳＤＨ）
　コハク酸－コエンザイムＱ還元酵素としてもまた知られるコハク酸デヒドロゲナーゼは
、ＴＣＡと電子伝達系の両方に関わるミトコンドリア内膜の複合体である。ＴＣＡにおい
ては、この複合体は、ユビキノンからユビキノールへの同時に起こる還元に伴って、コハ
ク酸からフマル酸への酸化を触媒する（Ｂａｙｓａｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２０００；およびＴｏｍｌｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
　２００２）。ＳＤＨのＢ、Ｃ、およびＤサブユニットにおける生殖系列突然変異は、家
族性傍神経節腫または平滑筋腫の開始事象であることが見い出された（Ｂａｙｓａｌ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２０００）。
【０５３０】
　ウェスタンブロッティング分析は、コエンザイムＱ１０で処置された癌細胞のミトコン
ドリア調製物においてＳＤＨ　サブユニットＢの発現を特徴付けるために使用された。結
果は、コエンザイムＱ１０処置が、細胞のミトコンドリアにおけるＳＤＨタンパク質レベ
ルの増加に関連することを示唆する。これらの結果は、コエンザイムＱ１０の作用のメカ
ニズムの１つがＴＣＡ回路およびミトコンドリアに向かう細胞の代謝を、ＳＤＨＢなどの
ミトコンドリア酵素のレベルを増加することによってシフトされることを示唆する。結果
は以下の表４９に要約される。

【表４９】

【０５３１】
　低酸素誘導因子－１
　低酸素誘導因子（Ｈｉｆ）は、αおよびβサブユニットから構成される転写因子である
。酸素正常状態下では、Ｈｉｆ１αのタンパク質レベルは、翻訳後事象の結果を介するそ
の連続的な分解により、非常に低い。解糖と酸化的リン酸化の間のシフトは、一般的には
、ピルビン酸の異化的な運命を決定する２つの酵素ＰＤＨおよびＬＤＨの相対的な活性に
よって制御されると考えられる。Ｈｉｆは、ＰＤＫを刺激することによって、ＬＤＨレベ
ルを誘導し、ＰＤＨ活性を阻害することによって、この決定的な分岐（ｂｉｆｕｒｇａｔ
ｉｏｎ）点を制御する。ミトコンドリアから細胞質ゾルにピルビン酸代謝を迂回させるこ
の能力により、Ｈｉｆは、癌細胞における生体エネルギーのスイッチの決定的な媒介因子
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であると考えられる。
【０５３２】
　コエンザイムＱ１０での処置は、癌細胞のミトコンドリア調製物において、後でのＨｉ
ｆ１αタンパク質レベルを減少させた。正常細胞の全細胞溶解物において、Ｈｉｆ１ａの
下側のバンドが観察され、同様に減少を示した。結果は以下の表５０～５１に要約される
。
【表５０】

【表５１】

【０５３３】
　実施例２２　ＣｏＱ１０で処置された正常細胞および癌細胞における酸素消費速度（Ｏ
ＣＲ）および細胞外酸性化（ＥＣＡＲ）の分析
　この実施例は、ストレッサー（例えば、高血糖、低酸素、乳酸）の非存在下および／ま
たは存在下で、本発明の代表的なＭＩＭ／エピシフター－ＣｏＱ１０－による処置への細
胞の曝露が、正常な生理学的条件下での正常細胞において観察される値を代表する解糖／
乳酸生合成およびミトコンドリア酸化的リン酸化（ＥＣＡＲおよびＯＣＲ値によって測定
されるような）へのシフトと関連することを実証する。
【０５３４】
　出願人は、癌細胞中のＣｏＱ１０での処置が、解糖および乳酸生合成の同時に起こる減
少を伴う、ミトコンドリアの酸化的リン酸化を増強する特定のタンパク質の発現の変化と
関連することを先のセクションで実証した。この実施例は、インビトロ実験モデルにおけ
る溶存酸素および細胞外ｐＨレベルを測定する機器であるＳｅａＨｏｒｓｅ　ＸＦ分析装
置（ＳｅａＨｏｒｓｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ，Ｎｏｒｔｈ　Ｂｉｌｌｅｒｉ
ｃａ，ＭＡ）を使用して細胞系統において酸素消費速度（ＯＣＲ）を測定することによっ
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て、ミトコンドリアの酸化的リン酸化の直接測定を得ることができることを示す。
【０５３５】
　細胞外微小環境のｐＨは、腫瘍中では、細胞内（細胞質）および周囲の正常組織のｐＨ
と比較して、比較的酸性である。この腫瘍の特徴は、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）に侵
入する能力、続いてシグナル伝達カスケードを開始する腫瘍転移の代表的な特質を含む複
数の目的に役立ち、このシグナル伝達カスケードは、以下をさらに調節する：
　　・腫瘍の血管形成
　　・細胞周期のターンオーバーを制御する停止メカニズムの活性化の増加
　　・免疫監視に対する細胞の回避システムを容易にする免疫調節メカニズム
　　・解糖流入および乳酸利用への依存性を増加する代謝制御エレメント
　　・発癌性を増加させるように働く、Ｂｃｌ－２、ＩＡＰ、ＥｎｄｏＧ、ＡＩＦなどの
重要なアポトーシス遺伝子ファミリーの異常調節。
【０５３６】
　任意の特定の理論に束縛されることは望まないが、腫瘍における外部微小環境の酸性ｐ
Ｈは、解糖表現型の変化からの乳酸産生の増加に起因する、腫瘍細胞から押し出された水
素イオン濃度の増加の結果である。
【０５３７】
　この実験において、正常細胞系統におけるＯＣＲおよび細胞外酸性化速度（ＥＣＡＲ）
は、ベースラインの値を決定するために、ＣｏＱ１０の存在下および非存在下で得られた
。そのネイティブな栄養環境において、正常細胞系統における基礎ＯＣＲ速度は異なって
おり、通常は、身体中の細胞の生理学的役割の関数であることが観察された。
【０５３８】
　例えば、１つのセットの実験は、ヒト成体皮膚線維芽細胞系統である、非癌性細胞系統
ＨＤＦａを使用して実施された。線維芽細胞は、最初に合成され、組織のために構造フレ
ームワーク（ストロマ）を形成する、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）成分およびコラーゲ
ンを分泌する。加えて、線維芽細胞は、創傷治癒および局所的免疫調節などの多数の機能
の組織の使節（ａｍｂａｓｓａｄｏｒｓ）として働くことが知られている。正常な生理学
的条件下では、正常な線維芽細胞におけるエネルギー要求は、解糖と酸化的リン酸化の組
み合わせを使用することに合致する－解糖はＥＣＭの合成のための必要な栄養を提供する
。
【０５３９】
　ＨＤＦａと対照的に、ＨＡＳＭＣ（ヒト大動脈平滑筋細胞）は、動脈、静脈、リンパ管
、胃腸管、呼吸管、膀胱、および興奮－収縮結合の調節を受ける能力を有する他の組織に
おいて見い出される。ＨＡＳＭＣ細胞などの平滑筋の収縮を受ける能力はＡＴＰによって
提供されるエネルギーを要求する。これらの組織は、ＡＴＰがミトコンドリアから供給さ
れ得る低いエネルギーモードから、迅速なＡＴＰの生成のために解糖に切り換えることに
よってエネルギーが提供される高エネルギーモード（運動／ストレスの間）に移行する。
したがって、正常平滑筋細胞は、ミトコンドリアＯＸＰＨＯＳと解糖の組み合わせを使用
でき、正常な生理学的環境下でのそれらのエネルギー要求を満たす。
【０５４０】
　それらのそれぞれの生理学的役割（すなわち、ＨＤＦａおよびＨＡＳＭＣ）の違いは、
ＳｅａＨｏｒｓｅ　ＸＦ分析装置を使用してこれらの細胞系統において測定される休止状
態のＯＣＲ値で観察された。図２９および３０は、生理学的に正常なグルコース条件（約
４．６ｍＭ）および高グルコース（高血糖）条件において増殖したＨＤＦａおよびＨＡＳ
ＭＣ細胞におけるＯＣＲを記載する。
【０５４１】
　通常の酸素利用能の下での任意の処置の非存在下でのＨＤＦａについてのベースライン
ＯＣＲ値は、５．５ｍＭグルコースの存在下で約４０ｐモル／分である（図２９）。この
値は、細胞が２２ｍＭ　グルコースに維持されたときにわずかに上昇された。対照的に、
ＨＡＳＭＣ細胞において、５．５ｍＭ　グルコースにおけるＯＣＲ値は約９０ピコモル／
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分であり、ＯＣＲ値は、２２ｍＭ　グルコースの間に約４０ピコモル／分まで下降した。
したがって、高血糖条件下では、ＨＤＦａとＨＡＳＭＣの間の示差的な応答が存在し、そ
れらのそれぞれの生理学的な構成および機能における固有の違いをさらに実証する。
【０５４２】
　細胞におけるＣｏＱ１０での処置は、正常（５ｍＭ）グルコース条件において観察され
た状態に代表的であるＯＣＲの変化と関連する。生理学的応答の複雑性は、低酸素緊張の
存在下で混合される。したがって、ＣｏＱ１０曝露は、特定の細胞に対して固有である生
理学的状態に向かう正常細胞中のＯＣＲ速度の変化と関連する。
【０５４３】
　以下の表５２は、５．５ｍＭおよび２２ｍＭグルコースにおける正常酸素および低酸素
条件下でのＣｏＱ１０の存在下または非存在下でのＨＤＦａ細胞におけるＥＣＡＲ値（ｍ
ｐＨ／分）を記載する。正常細胞において、ＣｏＱ１０での処置は、それがたとえこれら
の細胞においてＯＣＲに影響を与えたとしても、ＥＣＡＲ値に対して最小限の影響を有し
たことが観察できる。高グルコース低酸素条件において、ＣｏＱ１０での処置は、未処置
の正常酸素条件において観察された値までの、上昇したＥＣＡＲの低下に関連した。
【表５２】

【０５４４】
　表５３において、ＨＡＳＭＣにおける測定されたベースラインＥＣＡＲ値（ｍｐＨ／分
）はＨＤＦａのそれと比較して高かった。低酸素状態の誘導は、解糖の増加に続いて起こ
る細胞内低酸素誘導性アシドーシスと関連する可能性が最も高いＥＣＡＲの増加を引き起
こした。
【表５３】

【０５４５】
　ＣｏＱ１０での処置は、正常酸素での正常グルコース条件において観察される値に向け
た低酸素条件における高血糖ＨＡＳＭＣ細胞におけるＥＣＡＲ速度の下向きの傾向と関連
することが観察された。これらのデータは、特定の細胞の型の生理学的役割に固有である
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生理学的変数、異常な状態において観察される変化（例えば、高血糖）の存在が、ＣｏＱ
１０で処置されたときに正常に向けてシフトされることを実証する。
【０５４６】
　対照的に、癌細胞（例えば、ＭＣＦ－７、ＰａＣａ－２）は、培養中の維持のための解
糖表現型に起因して、正常細胞と比較してより高いレベルのグルコースでの培養に固有に
準備されている。ＣｏＱ１０での処置は、ＯＣＲ値の一貫した減少を引き起こした（図３
１および図３２）。
【０５４７】
　ＭＣＦ－７およびＰａＣａ－２細胞におけるＯＣＲ値に対するＣｏＱ１０の効果は、正
常ＨＤＦａおよびＨＡＳＭＣ細胞のそれと類似しており、この変動性応答は、癌細胞系統
の個々の代謝プロフィールに基づいて治療応答を示唆するものであった。
【表５４】

【０５４８】
　表５４は、ＰａＣａ－２細胞におけるＥＣＡＲ値を記載する。正常細胞と比較して、癌
細胞は、ＡＴＰ生成のために高グルコースを使用するように表現型的に準備されており（
解糖の増強）、２１ｍｐＨ／分でより高いＥＣＡＲを生じる（表５４、未処置正常酸素に
ついてのＥＣＡＲ　１７ｍＭ）。ＣｏＱ１０での処置は、解糖で生成された乳酸の減少に
付随する可能性が最も高い、これらの条件下でのＥＣＡＲ速度の有意な減少を生じる。こ
れらの細胞におけるＯＣＲの関連する減少は、ミトコンドリアＯＸＰＨＯＳの効率の増加
と最も関連したようであった。
【０５４９】
　ＯＣＲおよびＥＣＡＲの同様の比較（データ示さず）は、ＨＡＥＣ（正常ヒト大動脈内
皮細胞）、ＭＣＦ－７（乳癌）、ＨｅｐＧ２（肝臓癌）、および高度に転移性のＰＣ－３
（前立腺癌）細胞系統を含む多数の他の正常細胞および癌細胞において決定された。試験
された細胞系統のすべてにおいて、ストレッサー（例えば、高血糖、低酸素、乳酸）の非
存在下および／または存在下でのＣｏＱ１０への曝露は、正常の生理学的条件下での正常
細胞において観察される値に代表的なＯＣＲおよびＥＣＡＲの値のシフトと関連した。し
たがって、細胞死を含む、癌の処置におけるＣｏＱの全体的な効果は、解糖からミトコン
ドリアＯＸＰＨＯＳへの細胞の生体エネルギーのシフトと協調した、プロテオミクス的、
ゲノム的、代謝学な結果に対するその集合的な影響の下流の効果である。
【０５５０】
　実施例２３　ＣｏＱ１０の生合成のためのビルディングブロック分子
　この実施例は、ＣｏＱ１０生合成の特定の前駆体、例えば、ベンゾキノン環の生合成の
ためのもの、およびイソプレノイド反復の生合成のためのもの、ならびにベンゾキノン環
へのそれらの付属物（「ビルディングブロック成分」）が、単独で投与でき、もしくは標
的細胞と組み合わせて投与でき、ならびにアポトーシス阻害剤Ｂｃｌ－２の下方調節、お
よび／またはアポトーシス促進因子カスパーゼ－３の上方調節をもたらすことを実証する
。特定の前駆体またはそれらの組み合わせは、細胞増殖もまた阻害し得る。データは、Ｃ



(153) JP 2012-526554 A 2012.11.1

10

20

30

40

50

ｏＱ１０投与と実質的に同じ結果を達成するために、ＣｏＱ１０前駆体がＣｏＱ１０の代
わりに使用されてもよいことを示唆する。
【０５５１】
　実験において使用された特定の例示的な実験条件は以下に列挙される。
【０５５２】
　Ｓｋｍｅｌ－２８黒色腫細胞は、５％　ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）および１×最終濃度の
抗生物質を補充したＤＭＥＭ／Ｆ１２中で培養された。細胞は、８５％コンフルエンシー
まで増殖され、３、６、１２、および２４時間の間、ビルディングブロック成分で処置さ
れた。次いで、細胞はペレット化され、ウェスタンブロット分析が実施された。
【０５５３】
　試験ビルディングブロック成分は、Ｌ－フェニルアラニン、ＤＬ－フェニルアラニン、
Ｄ－フェニルアラニン、Ｌ－チロシン、ＤＬ－チロシン、Ｄ－チロシン、４－ヒドロキシ
－フェニルピルビン酸、フェニル酢酸、３－メトキシ４－ヒドロキシマンデル酸（バニリ
ルマンデル酸またはＶＭＡ）、バニリン酸、４－ヒドロキシ－ベンゾエート、ピリドキシ
ン、パンテノール、メバロン酸、アセチルグリシン、アセチル－ＣｏＡ、ファルネシル、
および２，３－ジメトキシ－５－メチル－ｐ－ベンゾキノンを含んだ。
【０５５４】
　ウェスタンブロット分析において、細胞は冷ＰＢＳ中でペレット化され、溶解され、そ
してタンパク質レベルはＢＣＡタンパク質アッセイを使用して定量された。全細胞溶解物
は、４％ローディング１２％泳動Ｔｒｉｓ－ＨＣｌゲルにロードされた。次いで、タンパ
ク質はニトロセルロースペーパーに転写され、次いで、５％　ミルクＴｒｉｓ緩衝液で１
時間ブロックされた。次いで、タンパク質は、一次抗体（Ｂｃｌ－２およびカスパーゼ－
３）に一晩曝露された。次いで、ニトロセルロースペーパーは、Ｐｉｃｏ　Ｃｈｅｍｉｌ
ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔに５分間曝露され、タンパク質発現が記録された。曝露後、アク
チンが同じ方法を使用して定量された。ＩｍａｇｅＪを使用して、タンパク質発現のレベ
ルが定量された。ｔ検定が使用されて統計学的有意さについて分析した。
【０５５５】
　実験の例証的な結果は以下に要約される。
【０５５６】
　ビルディングブロック成分Ｌ－フェニルアラニンのウェスタンブロット分析：キノン環
構造についての合成経路に着手する前に、Ｌ－フェニルアラニンがチロシンに転換される
。ウェスタンブロット分析は、黒色腫細胞におけるアポトーシスタンパク質の発現の任意
の変化を定量するように実施された。試験された濃度は５μＭ、２５μＭ、および１００
μＭであった。初期の研究は、０．４Ｍの濃度のフェニルアラニンを含んだＤＭＥＭ／Ｆ
１２培地にＬ－フェニルアラニンを加えた。５μＭ、２５μＭ、および１００μＭについ
ては、培地中のＬ－フェニルアラニンの最終濃度は、それぞれ、０．４０５Ｍ、０．４２
５Ｍ、および０．５００Ｍであった。これらの最終濃度は、３、６、１２、および２４時
間のインキュベーション時間の間、Ｓｋｍｅｌ－２８細胞に対して試験された。細胞は、
８０％コンフルエンシーまで増殖され、その後、処置培地を加え、上記のようにウェスタ
ンブロット分析手順を使用して収穫された。統計学的に有意なＢｃｌ－２の減少は、３時
間および１２時間のインキュベーション後に、１００μＭ　Ｌ－フェニルアラニンについ
て観察された。５μＭ　Ｌ－フェニルアラニンについては、統計学的に有意なＢｃｌ－２
の減少は、インキュベーションの６時間後に観察された。２５μＭ　Ｌ－フェニルアラニ
ンについては、統計学的に有意なＢｃｌ－２の減少、および統計学的に有意なカスパーゼ
－３の増加が１２時間のインキュベーション後に観察された。統計学的に有意なＢｃｌ－
２の減少は、アポトーシス能力の変化を示し、統計学的に有意なカスパーゼ－３の増加は
細胞がアポトーシスを受けていることを確認する。たとえ試料サイズおよび標準偏差に起
因して、この実験においてこれらの時点は統計学的に有意ではないとしても、対照と比較
してＢｃｌ－２の減少の一定の傾向が存在した。
【０５５７】
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　ビルディングブロック成分Ｄ－フェニルアラニンのウェスタンブロット分析：生物活性
Ｌ－フェニルアラニンの化学合成型であるＤ－フェニルアラニンは、Ｌ－フェニルアラニ
ンに対する比較のために試験された。３つすべての濃度について（５μＭ、２５μＭ、お
よび１００μＭのＤ－フェニルアラニン）、インキュベーションの６時間後にＢｃｌ－２
発現の有意な減少が存在した。加えて、５μＭおよび２５μＭについては、インキュベー
ションの３時間後に有意な減少が存在した。５μＭおよび１００μＭ濃度については、カ
スパーゼ－３発現の有意な増加が、６時間のインキュベーション後に観察された。
【０５５８】
　ビルディングブロック成分ＤＬ－フェニルアラニンのウェスタンブロット分析：ＤＬ－
フェニルアラニンもまた、Ｌ－フェニルアラニンとの比較のために試験された。再度、５
μＭ、２５μＭ、および１００μＭの濃度がＳｋｍｅｌ－２８細胞に対して試験された。
インキュベーション時間は、３、６、１２、および２４時間であった。統計学的に有意な
カスパーゼ－３の増加が３時間のインキュベーション後に観察された。統計学的に有意な
Ｂｃｌ－２の減少が２４時間のインキュベーション後に観察された。Ｂｃｌ－２の減少お
よびカスパーゼ－３の増加の傾向が、すべての他の濃度およびインキュベーション時点で
あるが、これらは、この実験においては統計学的に有意ではなかった。
【０５５９】
　ビルディングブロック成分Ｌ－チロシンのウェスタンブロット分析：Ｌ－チロシンはＣ
ｏＱ１０のキノン環構造の合成のためのビルディングブロック成分である。Ｌ－チロシン
の初期の試験は、ウェスタンブロット分析のために十分に高いタンパク質濃度を生じなか
った。この研究から２５μＭより下の濃度がウェスタンブロット分析のために試験された
。使用されたＤＭＥＭ／Ｆ１２培地は、０．３９８４６７ＭのＬ－チロシン二ナトリウム
塩を含んだ。初期濃度は５００ｎＭ、５μＭ、および１５μＭ増加された。統計学的に有
意なカスパーゼ－３の増加は、１２時間のインキュベーション後に５００ｎＭ濃度につい
て観察された。統計学的に有意なカスパーゼ－３の増加もまた、５Ａについて観察され、
統計学的に有意なＢｃｌ－２の減少は、２４時間のインキュベーション後に５μＭ濃度に
ついて観察された。統計学的に有意なＢｃｌ－２の減少は、２４時間のインキュベーショ
ン後に５００μＭおよび５μＭ濃度について観察された。
【０５６０】
　ビルディングブロック成分Ｄ－チロシンのウェスタンブロット分析：Ｌ－チロシンの合
成型であるＤ－チロシンは、黒色腫（ｍｅｌａｎｏｎａｌ）細胞に対するＬ－チロシンの
アポトーシス性効果に対しての比較のために試験された。Ｌ－チロシンを用いる初期の研
究に基づいて、ウェスタンブロット分析のために２５μＭより下の濃度が選ばれた。試験
された濃度は１μＭ、５μＭ、および１５μＭであった。Ｄ－チロシンは、１２および２
４時間の期間の間、５μＭおよび１５μＭ濃度についてＢｃｌ－２発現の減少を示した。
カスパーゼ－３は、３、１２、および２４時間の期間で、５μＭ濃度について有意に増加
された。１２および２４時間の期間で、１μＭについてカスパーゼ－３発現の増加もまた
存在した。加えて、１２時間の期間で、５μＭについてカスパーゼ－３発現の増加が存在
する。
【０５６１】
　ビルディングブロック成分ＤＬ－チロシンのウェスタンブロット分析：Ｌ－チロシンの
合成型であるＤＬ－チロシンもまた、細胞に対するＬ－チロシンのアポトーシス効果に対
する比較のために試験された。１２時間のインキュベーション後に１μＭおよび１５μＭ
濃度において、ならびに２４時間のインキュベーション後に５μＭについて見られたＢｃ
ｌ－２発現の統計学的な減少が存在する。カスパーゼ－３発現の増加もまた、１２時間の
インキュベーション後に５μＭおよび１５μＭについて観察された。
【０５６２】
　ビルディングブロック成分４－ヒドロキシ－フェニルピルビン酸のウェスタンブロット
分析：４－ヒドロキシ－フェニルピルビン酸は、アミノ酸であるチロシンおよびフェニル
アラニンから誘導され、環構造の合成において役割を果たす可能性がある。１μＭ、５μ
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Ｍ、および１５μＭの濃度がＢｃｌ－２およびカスパーゼ－３発現のために試験された。
５μＭおよび１５μＭ濃度について、２４時間のインキュベーション後にＢｃｌ－２発現
の有意な減少が存在し、１２時間のインキュベーション後にカスパーゼ－３発現の有意な
増加が存在した。
【０５６３】
　ビルディングブロック成分フェニル酢酸のウェスタンブロット分析：フェニル酢酸は、
４－ヒドロキシ－ベンゾエートに転換される能力を有し、これは、環構造への側鎖の結合
において役割を果たす。試験された濃度は、１μＭ、５μＭ、および１５μＭであった。
フェニル酢酸については、１２時間および２４時間のインキュベーション後に５μＭおよ
び１５μＭの濃度についてＢｃｌ－２発現の減少が存在した。カスパーゼ－３発現の増加
は、１２時間および２４時間のインキュベーション後に５μＭおよび１５μＭの濃度につ
いて観察された。
【０５６４】
　ビルディングブロック成分３－メトキシ４－ヒドロキシマンデル酸（バニリルマンデル
酸またはＶＭＡ）のウェスタンブロット分析：ＶＭＡは、ＣｏＱ１０キノン環構造の合成
のためのさらなる成分である。試験された濃度は１００ｎＭ、２５０ｎＭ、５００ｎＭ、
１μＭ、２５μＭ、５０μＭ、および１００μＭであった。統計学的に有意なアポトーシ
ス効果はこの実験において観察されなかったが、データはＢｃｌ－２発現の下向きの傾向
を示した。
【０５６５】
　ビルディングブロック成分バニリン酸のウェスタンブロット分析：バニリン酸（Ｖａｎ
ｉｌｌｉｃ）はキノン環の合成のための前駆体であり、５００ｎｍ、５μＭ、および１５
μＭの濃度で試験された。ウェスタンブロット分析は、Ｂｃｌ－２およびカスパーゼ－３
発現を測定した。バニリン酸は２４時間インキュベーション時点での５００ｎＭおよび５
μＭの濃度についてＢｃｌ－２発現を有意に減少することが示された。１５μＭ濃度につ
いて、３時間のインキュベーション後にＢｃｌ－２発現の減少が存在した。２４時間、１
５μＭとともにインキュベートした細胞において、カスパーゼ－３発現の有意な増加が存
在した。
【０５６６】
　ビルディングブロック成分４－ヒドロキシベンゾエートのウェスタンブロット分析：４
－ヒドロキシベンゾエートは、環構造へのイソプレノイド側鎖の結合において役割を果た
す。試験された濃度は、５００ｎＭ、１μＭ、および５０μＭであった。２４時間のイン
キュベーション後、１５μＭ濃度でＢｃｌ－２発現の有意な減少が存在した。
【０５６７】
　ビルディングブロック成分４－ピリドキシンのウェスタンブロット分析：ピリドキシン
はＣｏＱ１０のキノン環構造の合成のための別の前駆体ビルディングブロックである。こ
の化合物のために試験された濃度は、５μＭ、２５μＭ、および１００μＭである。細胞
はＢｃｌ－２およびカスパーゼ－３のそれらのレベルについてアッセイされた。ピリドキ
シンは黒色腫細胞中での２４時間のインキュベーション後にＢｃｌ－２の有意な減少を示
した。
【０５６８】
　ビルディングブロック成分パンテノールのウェスタンブロット分析：パンテノールはＣ
ｏＱ１０のキノン環構造の合成のおいて役割を果たす。黒色腫細胞に対して試験された濃
度は５μＭ、２５μＭ、および１００μＭである。この化合物は、２５μＭ濃度について
Ｂｃｌ－２発現の有意な減少を示した。
【０５６９】
　ビルディングブロック成分メバロン酸（Ｍｅｖａｌｏｎｉｃ）のウェスタンブロット分
析：メバロン酸はＣｏＱ１０の合成のための主要な成分の１つである。この化合物は、５
００ｎＭ、１μＭ、２５μＭ、および５０μＭの濃度で試験された。この実験において、
Ｂｃｌ－２発現の有意な減少またはカスパーゼ－３発現の有意な増加は存在しなかった。
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【０５７０】
　ビルディングブロック成分アセチルグリシンのウェスタンブロット分析：ＣｏＱ１０の
合成のための別の経路は、イソプレノイド（側鎖）合成である。アセチルグリシンの付加
は、コエンザイムＡをアセチル－ＣｏＡに転換し、これは、イソプレノイド合成のための
メバロン酸経路に入る。試験された濃度は５μＭ、２５μＭ、および１００μＭであった
。アセチルグリシンの試験は、５μＭおよび２５μＭの濃度についての１２時間のインキ
ュベーション後にＢｃｌ－２発現の有意な減少を示した。Ｂｃｌ－２の有意な減少は、２
４時間インキュベーションの時点で１００μＭ濃度について記録された。
【０５７１】
　ビルディングブロック成分アセチル－ＣｏＡのウェスタンブロット分析：アセチル－Ｃ
ｏＡはＣｏＱ１０の合成のためのメバロン酸経路のための前駆体である。試験された濃度
は５００ｎｍ、１μＭ、２５μＭ、および５０μＭであった。試験された時点および濃度
について、Ｂｃｌ－２発現の有意な減少またはカスパーゼ－３発現の有意な増加は観察さ
れなかった。
【０５７２】
　ファルネシルと組み合わせたビルディングブロック成分Ｌ－チロシンのウェスタンブロ
ット分析：Ｌ－チロシンは、ＣｏＱ１０のキノン環構造の合成のための前駆体の１つであ
る。以前の実験は、Ｌ－フェニルアラニンおよびＬ－チロシンとの、培地中のＬ－チロシ
ンの反応を試験した。本研究において、Ｌ－チロシンは、Ｌ－フェニルアラニンおよびＬ
－チロシンの添加なしの培地中で試験された。本研究において、試験されたＬ－チロシン
の最終濃度は、５００ｎＭ、５μＭ、および１５μＭであった。ファルネシルは、５０μ
Ｍの濃度で試験された。３時間および６時間の時点について、有意な応答は観察されなか
った。
【０５７３】
　ファルネシルと組み合わせたビルディングブロック成分Ｌ－フェニルアラニンのウェス
タンブロット分析：キノン環構造の合成のための前駆体であるＬ－フェニルアラニンは、
Ｌ－チロシンおよびＬ－フェニルアラニンを含まない培地中でファルネシルと組み合わせ
て試験された。ウェスタンブロット分析は、Ｂｃｌ－２およびカスパーゼ－３の発現をア
ッセイするために実施された。Ｌ－フェニルアラニンの最終濃度は、５μＭ、２５μＭ、
および１００μＭであった。ファルネシルは５０μＭの濃度で加えられた。本研究は、以
下の表５５において示されたように試験された濃度および組み合わせの多くについてのＢ
ｃｌ－２発現の減少を示した。
【表５５】

【０５７４】
　４－ヒドロキシ－ベンゾエートのベンゾキノンとの組み合わせの細胞増殖アッセイ：こ
の実験のセットは、細胞増殖に対する異なるビルディングブロック分子を組み合わせるこ
との効果を評価するための細胞増殖アッセイを使用した。
【０５７５】
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　試験された最初の研究は、４－ヒドロキシ－ベンゾエートをベンゾキノンと組み合わせ
る効果を試験した。細胞は４８時間インキュベートされ、その後、細胞の計数が生細胞に
ついて実施された。各試験群は対照と比較され、各組み合わせ群はベンゾキノン対照と比
較された。化合物はベンゾキノンの付加のために統計学的に分析された。以下の表は細胞
計数結果を要約し、ここで、Ｘ印は細胞数の統計学的な減少を示す。
【表５６】

【０５７６】
　４－ヒドロキシベンゾエート（４－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ）およびベンゾキノ
ンおよび組み合わせとともにインキュベートされた細胞の細胞数の有意な減少が存在した
。７０μＭ　ベンゾキノンと組み合わせた５０μＭ　４－ヒドロキシベンゾエートの組み
合わせについて、ベンゾキノン対照と比較して細胞数の有意な減少が存在した。これは、
このモル比についての相乗効果を示唆する。
【０５７７】
　さらなるモル比を試験するさらなる研究が実施された。最初の試験において、４－ヒド
ロキシベンゾエート（４－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ）は、５００ｎＭ、１μＭ、お
よび５０μＭの濃度で試験された。これらの濃度は、２，３－ジメトキシ－５－メチル－
ｐ－ベンゾキノン（Ｂｅｎｚｏ）との組み合わせで試験された。試験されたＢｅｎｚｏの
濃度は２５μＭ、５０μＭ、および１００μＭであった。黒色腫細胞は８０％コンフルエ
ンシーまで増殖され、ウェルあたり４０Ｋ細胞の濃度で、６ウェルプレートに播種された
。細胞は、ＣｏＱ１０、４－ヒドロキシベンゾエート、Ｂｅｎｚｏ、および４－ヒドロキ
シベンゾエート／Ｂｅｎｚｏの組み合わせで処置された。
【０５７８】
　Ｔ－検定が、ｐ＜０．０５を統計学的に有意であるとして実施された。Ｘは細胞数の統
計学的減少を意味する。
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【表５７】

【０５７９】
　ＨＢを含有する処置培地について細胞増殖の有意な減少が存在する。さらに、ベンゾキ
ノンとのＨＢの組み合わせは、対応するベンゾキノン濃度とともにインキュベートされた
細胞と比較して、細胞数の有意な減少を示した。
【０５８０】
　細胞増殖アッセイもまた、新生児線維芽細胞に対して実施された。試験されたＨＢの濃
度は、５００ｎＭ、５μＭ、および２５μＭであった。ＨＢはまた、２５μＭ、５０μＭ
、および１００μＭの濃度でベンゾキノンと組み合わせて試験された。黒色腫細胞は、ウ
ェルあたり４０ｋ細胞で播種され、２４時間の間処置された。細胞はトリプシン処理され
、コールターカウンターを使用して定量された。
【０５８１】
　統計学的分析は、線維芽細胞の有意な減少を示さなかった。このことは、正常細胞にお
ける毒性は、最小限から全くないまでであることを示す。
【０５８２】
　フェニル酢酸とベンゾキノンの組み合わせの細胞増殖アッセイ：フェニル酢酸は、４－
ヒドロキシ安息香酸（環構造の結合を容易にする）の合成の前駆体である。細胞増殖アッ
セイが、ＣｏＱ１０およびベンゾキノンと組み合わせてフェニル酢酸をインキュベートす
ることの効果をアッセイするために実施された。
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【表５８】

【０５８３】
　データは、ベンゾキノンと組み合わせたフェニル酢酸の付加が、細胞増殖を有意に減少
したことを示す。ＣｏＱ１０とフェニル酢酸の組み合わせは、ＣｏＱ１０およびベンゾキ
ノンの単独とのインキュベーションと比較して、細胞数を有意に減少する。
【０５８４】
　４－ヒドロキシ－ベンゾエートのファルネシルとの組み合わせの細胞増殖アッセイ：４
－ヒドロキシ－ベンゾエートは、ファルネシルと組み合わせてインキュベートされた。結
果の要約は以下に列挙される。４－ヒドロキシベンゾエートグループは対照およびファル
ネシル対照グループと比較された。Ｘは細胞数の統計学的減少を意味する。
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【表５９】

【０５８５】
　Ｌ－フェニルアラニンのベンゾキノンとの組み合わせの細胞増殖アッセイ：細胞増殖ア
ッセイは、ベンゾキノンと組み合わせたＬ－フェニルアラニンの組み合わせを試験するた
めに実施された。以下は、対照およびベンゾキノン対照と比較されたＬ－フェニルアラニ
ンの結果の要約である。Ｘは統計学的な減少を意味する。

【表６０】

【０５８６】
　同様の相乗作用的役割は、ベンゾキノンと組み合わせたＬ－フェニルアラニンについて
見られる。
【０５８７】
　Ｌ－フェニルアラニンのファルネシルとの組み合わせの細胞増殖アッセイ：ファルネシ
ルと組み合わせてインキュベートされたＬ－フェニルアラニンの組み合わせ細胞増殖研究
の予備的結果。Ｌ－フェニルアラニンは、対照およびファルネシル対照グループに対して
比較された。Ｘは細胞数の統計学的減少を意味する。
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【表６１】

【０５８８】
　Ｌ－チロシンのベンゾキノンとの組み合わせの細胞増殖アッセイ：Ｌ－チロシンはベン
ゾキノンと組み合わせてインキュベートされ、その後、細胞計数が実施された。グループ
は、対照グループおよびベンゾキノン対照グループと比較された。

【表６２】

【０５８９】
　ベンゾキノンの付加は、細胞数に対するＬ－チロシンの効果を増幅しなかった。
【０５９０】
　Ｌ－チロシンのベンゾキノンとの組み合わせの細胞増殖アッセイ：本研究は、Ｌ－チロ
シンのファルネシルとの組み合わせを試験した。グループは対照およびファルネシル対照
グループと比較された。
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【表６３】

【０５９１】
　Ｌ－チロシンおよびファルネシルを組み合わせることは、この実験において細胞数を減
少させることに対して相乗作用を有するようには見えない。
【０５９２】
　ＣｏＱ１０の合成は２つの主要部分に分けられ、これは、環構造の合成および側鎖構造
の合成からなる。ここで、発癌性細胞は、側鎖および環構造の構成要素の合成のための前
駆体である化合物が補充された。本発明者らの結果は、環構造、および側鎖構造への環構
造の結合において役割を果たす２つの化合物の合成に関与する３つの主要な構成要素に研
究の焦点を当ててきた。Ｂｃｌ－２の有意な減少を示し、カスパーゼ－３発現を増加する
これら３つの化合物は、１）Ｌ－フェニルアラニン、２）Ｌ－チロシン、および３）４－
ヒドロキシフェニルピルビン酸である。側鎖の環構造への結合に関与する２つの化合物は
、１）４－ヒドロキシベンゾエートおよび２）フェニル酢酸である。
【０５９３】
　本発明者らの結果はまた、２，３　ジメトキシ５－メチル－ｐ－ベンゾキノン（ベンゾ
キノン）と組み合わせたこれらの化合物の外因性送達が、細胞増殖を有意に阻害すること
を示した。このことは、ベンゾキノン環への側鎖の結合のための化合物での環構造の補充
は、損なわれたＣｏＱ１０合成メカニズムを補充し得ることを示す。このことはまた、細
胞プロセスによって必要とされる機能的特性を維持するために分子の安定化を補助し得る
。フェニル酢酸は、４－ヒドロキシベンゾエートの合成のための前駆体であり、ベンゾキ
ノンと組み合わせたこの外因性送達は、発癌性細胞において同様の効果を有する。
【０５９４】
　実施例２４：糖尿病の細胞モデルにおけるコエンザイムＱ１０による遺伝子発現の調節
　コエンザイムＱ１０は、酸化的リン酸化に直接的に影響を与えることによって正常なミ
トコンドリア機能の維持において確立された役割を有する内因性分子である。糖尿病など
の代謝性障害の重要な指標として治療の終点を示す様式で働く細胞内標的を調節する際の
コエンザイムＱ１０の能力を実証する実験的な証拠が提示されている。
【０５９５】
　糖尿病の原因または処置に関連する遺伝子の発現をコエンザイムＱ１０がいかにして調
節するかを理解するために、ヒト腎臓由来の不死化初代腎臓近位尿細管細胞系統（ＨＫ－
２）およびヒト大動脈平滑筋細胞（ＨＡＳＭＣ）の初代培養が実験モデルとして使用され
た。ＨＫ－２およびＨＡＳＭＣ細胞は、５．５ｍＭ　グルコースで培養中に正常に維持さ
れ、これは、ヒト血液中で正常と見なされる範囲に対応する濃度である。しかし、糖尿病
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環境を刺激するために、両方の細胞系統は、続いて、２２ｍＭ　グルコースに維持され、
これは、慢性高血糖に関連するヒト血液中で観察される範囲に対応する。続いて、細胞内
調節プロセスが糖尿病状態を模倣するように機能的に適合されるように、細胞は３継代に
わたり増殖させた。細胞系統の選択は、損なわれた心臓血管機能の進行性の病態生理学に
加えて、腎機能不全および末期の腎臓病（ＥＳＲＤ）への進行に対する糖尿病の生理学的
影響に基づいた。
【０５９６】
　糖尿病ＰＣＲアレイを使用するＨＫ－２細胞における遺伝子発現に対するコエンザイム
Ｑ１０の効果
　糖尿病ＰＣＲアレイ（ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）は、同時に８４種の遺伝子のスク
リーニングを提供する。本研究において試験された４種の処置は以下の通りである。
【０５９７】
　　・ＨＫ－２；
　　・ＨＫ－２　Ｈ維持された２２ｍＭ　グルコース；
　　・ＨＫ２（Ｈ）＋５０μＭ　コエンザイムＱ１０；および
　　・ＨＫ２（Ｈ）＋１００μＭ　コエンザイムＱ１０。
【０５９８】
　糖尿病アレイ（カタログ番号ＰＡＨＳ－０２３Ｅ，ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｆｒ
ｅｄｅｒｉｃｋ　ＭＤ）に対する　ＨＫ－２試料のリアルタイムＰＣＲデータのストリン
ジェント分析は、遺伝子調節がＨＫ－２正常未処置細胞よりも少なくとも２倍の調節では
なく、０．０５未満のｐ値であるすべての結果を排除するように行われた。慢性高血糖ま
たはコエンザイムＱ１０のいずれかによって調節されることが観察された遺伝子が表６４
に列挙され、それらの機能および細胞下局在（Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙ　Ａ
ｎａｌｙｓｉｓ由来）は表６５に列挙される。
【表６４】
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【表６５】

【０５９９】
　調節されたレベルを用いて検出されたＲＮＡ転写物の中で、癌胎児性抗原関連細胞接着
分子１（ＣＥＡＣＡＭ１）が、特に、１００μＭ　コエンザイムＱ１０処置を用いて、Ｈ
Ｋ２（Ｈ）細胞において高度に上方調節されているとして同定された。ＣＤ６６ａおよび
ＢＧＰ－Ｉとしてもまた知られているＣＥＡＣＡＭ－１は、ＣＥＡスーパーファミリーの
膜結合ＣＥＡサブファミリーに属する、１１５－２００　ＫＤ　Ｉ型膜貫通糖タンパク質
である。細胞の表面上で、これは非共有結合性のホモ－およびヘテロダイマーを形成する
。細胞外領域は、３つのＣ２型Ｉｇ様ドメインおよび１つのＮ末端Ｖ型Ｉｇ様ドメインを
含む。Ｃ末端から第２のＣ２型ドメイン（ａａ　３２０およびその向こう）を含む複数の
スプライシング変異体が存在する。インタクトなマウスにおけるＣＥＡＣＡＭ１発現の欠
如は、糖尿病に関連する代謝症候群を促進することが提案されているのに対して、ＣＥＡ
ＣＡＭ１発現の増加はインスリンの内部化と関連し、これは、インスリン感受性の増加お
よびグルコースの利用（例えば、血液から細胞へのグルコースの移動）を示唆し、したが
って、２型糖尿病に特徴的な特質であるインスリン抵抗性を軽減する。
【０６００】
　表５５に示されるように、インスリン受容体（ＩＮＳＲ）発現もまた、コエンザイムＱ
１０で処置された糖尿病性ＨＫ－２細胞中で変化された。理論によって束縛されることは
望まないが、コエンザイムＱ１０処置に伴うＩＮＳＲの発現の増加は、インスリン感受性
を増強し（単独でまたはＣＥＡＣＡＭ１の発現に加えてのいずれかで）、糖尿病に関連す
る主要な生理学的／代謝的合併症を逆転する潜在能力を有する。
【０６０１】
　ミトコンドリアアレイを使用するＨＫ－２細胞における遺伝子発現に対するコエンザイ
ムＱ１０の効果
　糖尿病におけるミトコンドリア遺伝子の示差的な発現は、ミトコンドリアアレイ（カタ
ログ番号ＰＡＨＳ　０８７Ｅ、ＳＡＢｉｓｏｃｉｅｎｃｅｓ　Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ　ＭＤ
）を使用してアッセイされた。慢性高血糖および／またはコエンザイムＱ１０処置によっ
て調節された遺伝子は表６６に列挙され、一方それらの機能は表６７に含まれる。
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【表６６】

【表６７】

【０６０２】
　今日まで、糖尿病においてコエンザイムＱ１０で処置された糖尿病性ＨＫ－２細胞にお
いて同定された４種のミトコンドリア遺伝子（表３）の役割は特徴付けされていない。
【０６０３】
　研究２：糖尿病ＰＣＲアレイを使用するＨＡＳＭＣ細胞における遺伝子発現に対するコ
エンザイムＱ１０の効果
　糖尿病ＰＣＲアレイ（ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）は、同時に８４種の遺伝子のスク
リーニングを提供する。本研究において試験された４種の処置は以下の通りである。
【０６０４】
　　・ＨＡＳＭＣ；
　　・ＨＡＳＭＣ　Ｈ維持された２２ｍＭ　グルコース；
　　・ＨＡＳＭＣ（Ｈ）＋５０μＭ　コエンザイムＱ１０；および
　　・ＨＡＳＭＣ（Ｈ）＋１００μＭ　コエンザイムＱ１０。
【０６０５】
　糖尿病アレイ（カタログ番号ＰＡＨＳ－０２３Ｅ，ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｆｒ
ｅｄｅｒｉｃｋ　ＭＤ）に対するＨＡＳＭＣ試料のリアルタイムＰＣＲデータのストリン
ジェント分析は、遺伝子調節がＨＡＳＭＣ正常未処置細胞よりも少なくとも２倍の調節で
はなく、０．０５未満のｐ値であるすべての結果を排除するように行われた。慢性高血糖
またはコエンザイムＱ１０のいずれかによって調節されることが観察された遺伝子が表６
８に列挙される。
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【表６８】

【０６０６】
　ＨＡＳＭＣ細胞において、コエンザイムＱ１０での高血糖細胞の処置は、血管機能の調
節に関与する遺伝子（ＡＧＴ）、インスリン感受性の調節に関与する遺伝子（ＣＥＡＣＡ
Ｍ１、ＩＮＳＲ、ＳＥＬＬ）、および炎症／免疫機能の調節に関与する遺伝子（ＩＬ－６
、ＴＮＦ、ＣＣＬ５）の発現の変化を生じた。理論によって束縛されることは望まないが
、ＩＮＳＲの発現の増加は、ＨＡＳＭＣ細胞におけるインスリン感受性の増加と関する可
能性があり、これは、糖尿病の処置において有益である生理学的特性であり、一方、ＩＬ
－６は、その免疫調節特性に加えて、骨格筋細胞、脂肪細胞、肝細胞、膵臓β細胞、およ
び神経内分泌細胞に対する作用によって、直接的と間接的の両方で、グルコースの恒常性
および代謝に影響を与えることが提案されてきた。活性化の際に、正常Ｔ細胞は、ＲＡＮ
ＴＥＳおよびケモカイン（Ｃ－Ｃモチーフ）リガンド（ＣＣＬ５）を発現および分泌する
。ＣＣＬ５は脂肪細胞によって発現され、血清レベルのＲＡＮＴＥＳは肥満および２型糖
尿病において増加される。しかし、表６８において示されるように、コエンザイムＱ１０
でのＨＡＳＭＣ細胞の処置は、ＣＣＬ５の発現の有意な減少を引き起こす。前述のデータ
に基づいて、コエンザイムＱ１０の投与が、糖尿病の管理における処置的な利点を有する
ことが予測される。
【０６０７】
　ミトコンドリアアレイを使用するＨＡＳＭＣ細胞中での遺伝子発現に対するコエンザイ
ムＱ１０の効果
　糖尿病におけるミトコンドリア遺伝子の示差的な発現は、ミトコンドリアアレイ（カタ
ログ番号ＰＡＨＳ　０８７Ｅ、ＳＡＢｉｓｏｃｉｅｎｃｅｓ　Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ　ＭＤ
）を使用してアッセイされた。慢性高血糖および／またはコエンザイムＱ１０処置によっ
て調節された遺伝子は表６９に示される。
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【表６９】

【０６０８】
　コエンザイムＱ１０でのＨＡＳＭＣ細胞の処置は、プログラムされた細胞死、すなわち
、アポトーシスを調節する遺伝子（ＢＣＬ２Ｌ１、ＮＯＸＡとしても知られるＰＭＩＡＰ
１）、トランスポータータンパク質（ＳＬＣ２５Ａ１［クエン酸トランスポーター］、Ｓ
ＬＣ２５Ａ１３［アスパラギン酸－グルタミン酸エクスチェンジャー］、ＳＬＣ２５Ａ１
９［チアミンピロリン酸トランスポーター］、およびＳＬＣ２５Ａ２２［グルタミン酸－
水素同時トランスポーター］）、およびミトコンドリアマトリックス輸送タンパク質（Ｍ
ＦＮ１、ＴＩＭＭ４４、およびＴＯＭＭ４０）の発現の変化を生じた。これらのトランス
ポーターの活性は、クレブス回路のために必須の前駆体の調節、およびミトコンドリアの
酸化的リン酸化の維持において重要な役割を果たしている。これらの結果は、コエンザイ
ムＱ１０への糖尿病性ＨＡＳＭＣ細胞の曝露は、細胞質およびミトコンドリアの遺伝子の
発現の変化と関連し、これは次には、コエンザイムＱ１０と一致しており、糖尿病の処置
における治療の利点を提供する。
【０６０９】
　コエンザイムＱ１０でＨＡＳＭＣ細胞およびＨＫ－２細胞を処置することによって、ま
たは高血糖性環境において得られたデータの比較は、４種の遺伝子が両方の細胞系統（例
えば、遺伝子発現アッセイにおけるＰＩＫ３Ｃ２ＢおよびＳＥＬＬならびにミトコンドリ
アアレイアッセイにおけるＴＯＭＭ４０およびＴＳＰＯ）においてコエンザイムＱ１０に
よって共通して調節されることを明らかにする。これらの結果は、糖尿病環境におけるコ
エンザイムＱ１０での細胞の処置が、糖尿病の原因または処置に関与することが知られて
いる遺伝子の発現の変化に関連することを実証する。
【０６１０】
　等価物
　当業者は、日常的な範囲を超えない実験を使用して、本明細書に記載された特定の実施
形態および方法の多くの等価物を認識し、またはそれを確認することが可能である。この
ような等価物は、添付の特許請求の範囲の範囲に包含されることが意図される。
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摘要(译)

使用表位代谢移位器，多维细胞内分子或环境影响因子描述了用于诊断
人类代谢紊乱的方法和制剂。 [选图]图1


