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(57)【要約】
本発明は、癌を処置、特徴付け、および診断するための組成物および方法に関する。特に
、本発明は、固形腫瘍幹細胞に関連する遺伝子の発現プロファイルおよびシグネチャーと
共に、固形腫瘍幹細胞の診断、特徴付け、予後、および処置にとって有用な新規幹細胞癌
マーカーを提供する。より具体的には、本発明は、癌および癌転移の診断、特徴付け、お
よび処置にとって有用な癌幹細胞の二つのプロファイルを同定する。本発明はまた、癌の
診断および管理において用いるための幹細胞遺伝子シグネチャーのような多様な試薬を提
供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、
固形腫瘍幹細胞が、
　未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍濃縮され、
　腫瘍形成性であり、かつ
　α-カテニンまたはe-カドヘリンの検出不能レベルまたは低レベルを発現する、
上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項２】
　固形腫瘍幹細胞が、
　e-カドヘリンの検出不能レベルまたは低レベルを発現し、および
　MMP7、Nov、FOSL1、IL1R2、SFRP1、KRT6B、G0S2、IL8、B3GNT5、およびFGFBP1の一つま
たは複数の検出不能レベルまたは低レベルを発現する、
請求項1記載の固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項３】
　固形腫瘍幹細胞が、
　e-カドヘリンの検出不能レベルまたは低レベルを発現し、かつ
　MMP7、Nov、FOSL1、およびIL1R2の一つまたは複数の検出不能レベルまたは低レベルを
発現する、
請求項1記載の固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項４】
　固形腫瘍幹細胞が、
　e-カドヘリンの検出不能レベルまたは低レベルを発現し、かつ
　SHC1、FLJ20152、ARNT、CYFIP2、C17orf27、TAP1、RNASEL、およびLOC57168の一つまた
は複数の上昇レベルを発現する、
請求項1記載の固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項５】
　固形腫瘍幹細胞が、
　e-カドヘリンの検出不能レベルまたは低レベルを発現し、かつ
　SHC1およびFLJ20152の一つまたは複数の上昇レベルを発現する、
請求項1記載の固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項６】
　集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、
固形腫瘍幹細胞が、
　未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍濃縮され、
　腫瘍形成性であり、かつ
　e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL1、IL1R2、SFRP1、KRT6B、G0S2、IL8、B3GNT5、および
FGFBP1の二つまたはそれ以上の検出不能レベルまたは低レベルを発現する、
上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項７】
　固形腫瘍幹細胞が、e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL1、およびIL1R2の二つまたはそれ
以上の検出不能レベルまたは低レベルを発現する、請求項6記載の固形腫瘍幹細胞の濃縮
集団。
【請求項８】
　集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、
固形腫瘍幹細胞が、
　未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍濃縮され、
　腫瘍形成性であり、かつ
　SHC1、FLJ20152、ARNT、CYFIP2、C17orf27、TAP1、RNASEL、およびLOC57168の二つまた
はそれ以上の上昇レベルを発現する、
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上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項９】
　固形腫瘍幹細胞が、SHC1およびFLJ20152の上昇レベルを発現する、請求項8記載の固形
腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項１０】
　集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、
固形腫瘍幹細胞が、
　未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍濃縮され、
　腫瘍形成性であり、
　e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL1、IL1R2、SFRP1、KRT6B、G0S2、IL8、B3GNT5、および
FGFBP1の一つまたは複数の検出不能レベルまたは低レベルを発現し、かつ
　SHC1、FLJ20152、ARNT、CYFIP2、C17orf27、TAP1、RNASEL、およびLOC57168の一つまた
は複数の上昇レベルを発現する、
上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項１１】
　集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、
固形腫瘍幹細胞が、
　未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍濃縮され、
　腫瘍形成性であり、
　α-カテニンの検出不能レベルまたは低レベルを発現し、かつ
　NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、TUSC1、GLUL、RB1、BEX2、SLC12A2、GALC、NGFRAP1、FG
F13、KIAA1102、SLC1A4、およびDNAJD1の一つまたは複数の検出不能レベルまたは低レベ
ルを発現する、
上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項１２】
　固形腫瘍幹細胞が、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、およびRB1の一つまたは複数
の検出不能レベルまたは低レベルを発現する、請求項11記載の固形腫瘍幹細胞の濃縮集団
。
【請求項１３】
　集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、
固形腫瘍幹細胞が、
　未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍濃縮され、
　腫瘍形成性であり、
　α-カテニンの検出不能レベルまたは低レベルを発現し、かつ
　EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFHAS1、I
L27RA、KLRF1、PKCA、UPP1、CTSL2、SLC7A5、ARNTL2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1、RAB3
8、ZBED2、MYEOV、MAL、IMP-3、およびDHRS9の一つまたは複数の上昇レベルを発現する、
上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項１４】
　固形腫瘍幹細胞が、EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1
、CDKN2A、CTSL2、およびMFHAS1の一つまたは複数の上昇レベルを発現する、請求項13記
載の固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項１５】
　集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、
固形腫瘍幹細胞が、
　未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍濃縮され、
　腫瘍形成性であり、
　α-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、TUSC1、GLUL、RB1、BEX2、SLC12A2、GALC
、NGFRAP1、FGF13、KIAA1102、SLC1A4、およびDNAJD1の二つまたはそれ以上の検出不能レ
ベルまたは低レベルを発現する、
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上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項１６】
　固形腫瘍幹細胞が、α-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、およびRB1の二
つまたはそれ以上の検出不能レベルまたは低レベルを発現する、請求項15記載の固形腫瘍
幹細胞の濃縮集団。
【請求項１７】
　集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、
固形腫瘍幹細胞が、
　未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍濃縮され、
　腫瘍形成性であり、かつ
　EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFHAS1、I
L27RA、KLRF1、PKCA、UPP1、CTSL2、SLC7A5、ARNTL2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1、RAB3
8、ZBED2、MYEOV、MAL、IMP-3、およびDHRS9の二つまたはそれ以上の上昇レベルを発現す
る、
上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項１８】
　固形腫瘍幹細胞が、EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1
、CDKN2A、CTSL2、およびMFHAS1の上昇レベルを発現する、請求項17記載の固形腫瘍幹細
胞の濃縮集団。
【請求項１９】
　集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、
固形腫瘍幹細胞が、
　未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍濃縮され、
　腫瘍形成性であり、
　α-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、およびRB1の一つまたは複数の検出
不能レベルまたは低レベルを発現し、かつ
　EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFHAS1、I
L27RA、KLRF1、PKCA、UPP1、CTSL2、SLC7A5、ARNTL2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1、RAB3
8、ZBED2、MYEOV、MAL、IMP-3、およびDHRS9の一つまたは複数の上昇レベルを発現する、
上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項２０】
　集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、
固形腫瘍幹細胞が、
　未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍濃縮され、
　腫瘍形成性であり、
　α-カテニンの検出不能レベルまたは低レベルを発現し、かつ
　METの上昇レベルを発現する、
上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団。
【請求項２１】
　以下の段階を含む、癌を分類する方法：
（a）癌試料におけるα-カテニンシグネチャー2を含む一つまたは複数の遺伝子の発現レ
ベルを決定する段階；
（b）癌試料における遺伝子の発現レベルをα-カテニンシグネチャー2と比較する段階；
および
（c）（b）における比較に基づいて高リスク群または低リスク群のいずれかに癌試料を分
類する段階。
【請求項２２】
　α-カテニンシグネチャー2を含む一つまたは複数の遺伝子の発現レベルを決定する段階
が、対応するタンパク質またはポリペプチドの発現を測定することによって行われる、請
求項21記載の方法。
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【請求項２３】
　タンパク質またはポリペプチドが、タンパク質またはポリペプチドに結合する抗体を用
いる癌試料の免疫組織化学分析によって検出される、請求項22記載の方法。
【請求項２４】
　抗体が抗CD44抗体を含む、請求項23記載の方法。
【請求項２５】
　抗体が抗β-カテニン抗体を含む、請求項23記載の方法。
【請求項２６】
　タンパク質またはポリペプチドが、タンパク質またはポリペプチドに結合する抗体を用
いるELISAアッセイによって検出される、請求項22記載の方法。
【請求項２７】
　抗体が抗CD44抗体を含む、請求項26記載の方法。
【請求項２８】
　抗体が抗β-カテニン抗体を含む、請求項26記載の方法。
【請求項２９】
　タンパク質またはポリペプチドが、タンパク質またはポリペプチドに結合する抗体を含
むタンパク質アレイを用いて検出される、請求項22記載の方法。
【請求項３０】
　抗体が抗CD44抗体を含む、請求項29記載の方法。
【請求項３１】
　抗体が抗β-カテニン抗体を含む、請求項29記載の方法。
【請求項３２】
　α-カテニンシグネチャー2を含む一つまたは複数の遺伝子の発現レベルを決定する段階
が、対応するmRNAの発現を測定することによって行われる、請求項21記載の方法。
【請求項３３】
　mRNAが、mRNAとハイブリダイズするポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチドアレイを
用いて検出される、請求項32記載の方法。
【請求項３４】
　mRNAが、mRNAを増幅するためのポリヌクレオチドプライマーを含むポリメラーゼ連鎖反
応を用いて検出される、請求項32記載の方法。
【請求項３５】
　（d）における分類に基づいて診断、予後、または予測情報を提供する段階をさらに含
む、請求項21記載の方法。
【請求項３６】
　以下の段階を含む、癌を分類する方法：
（a）癌試料におけるα-カテニンシグネチャー3を含む一つまたは複数の遺伝子の発現レ
ベルを決定する段階；
（b）癌試料における遺伝子の発現レベルをα-カテニンシグネチャー3と比較する段階；
および
（c）（b）における比較に基づいて高リスク群または低リスク群のいずれかに癌試料を分
類する段階。
【請求項３７】
　α-カテニンシグネチャー3を含む一つまたは複数の遺伝子の発現レベルを決定する段階
が、対応するタンパク質またはポリペプチドの発現を測定することによって行われる、請
求項36記載の方法。
【請求項３８】
　タンパク質またはポリペプチドが、タンパク質またはポリペプチドに結合する抗体を用
いる癌試料上での免疫組織化学分析によって検出される、請求項37記載の方法。
【請求項３９】
　抗体が抗CD44抗体を含む、請求項38記載の方法。
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【請求項４０】
　抗体が抗β-カテニン抗体を含む、請求項38記載の方法。
【請求項４１】
　タンパク質またはポリペプチドが、タンパク質またはポリペプチドに結合する抗体を用
いるELISAアッセイによって検出される、請求項37記載の方法。
【請求項４２】
　抗体が抗CD44抗体を含む、請求項41記載の方法。
【請求項４３】
　抗体が抗β-カテニン抗体を含む、請求項41記載の方法。
【請求項４４】
　タンパク質またはポリペプチドが、タンパク質またはポリペプチドに結合する抗体を含
むタンパク質アレイを用いて検出される、請求項37記載の方法。
【請求項４５】
　抗体が抗CD44抗体を含む、請求項44記載の方法。
【請求項４６】
　抗体が抗β-カテニン抗体を含む、請求項44記載の方法。
【請求項４７】
　α-カテニンシグネチャー3を含む一つまたは複数の遺伝子の発現レベルを決定する段階
が、対応するmRNAの発現を測定することによって行われる、請求項36記載の方法。
【請求項４８】
　mRNAが、mRNAとハイブリダイズするポリヌクレオチドを含むDNAアレイを用いて検出さ
れる、請求項47記載の方法。
【請求項４９】
　mRNAが、mRNAを特異的に増幅するポリヌクレオチドプライマーを含むポリメラーゼ連鎖
反応を用いて検出される、請求項47記載の方法。
【請求項５０】
　（d）における分類に基づいて診断、予後、または予測情報を提供する段階をさらに含
む、請求項36記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、癌を処置、特徴付け、および診断するための組成物および方法に関する。特
に、本発明は、固形腫瘍幹細胞に関連する遺伝子発現プロファイルおよびシグネチャーを
提供すると共に、固形腫瘍幹細胞および癌の診断、特徴付け、予後、および処置にとって
有用な新規幹細胞癌マーカーを提供する。
【０００２】
　本出願は、その全体が参照により本明細書に組み入れられる、2005年6月13日に提出さ
れた米国特許出願第60/690,001号の提出日の恩典を主張する。
【０００３】
　2005年2月3日に提出された米国特許出願第11/050,282号、2004年2月3日に提出された米
国特許出願第60/541,527号、および2004年6月9日に提出された米国特許出願第10/864,207
号は、その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０００４】
　本発明は、米国国立衛生研究所によって与えられた助成金番号第5P01CA07513606号によ
り米国政府の支援を受けてなされた。米国政府は本発明において一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００５】
発明の背景
　乳癌は、女性の一生のあいだに女性集団の約10％に罹患すると推定されていることから
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、ほとんどの先進国における最も一般的な女性の悪性疾患である。乳癌の死亡率は、より
早期の診断および処置の改善によりその発生率と共に増加しないが、それでもなお中年女
性における主な死因の一つである。乳癌の早期診断にもかかわらず、新たに乳癌と診断さ
れた女性の約1～5％が診断時に遠隔転移を有する。さらに、最初に診断された局所疾患を
有する患者の約50％が最終的に転移を伴って再発する。これらの再発の85％が疾患の初回
発現後5年以内に起こる。
【０００６】
　症状発現時、転移性乳癌を有するほとんどの患者は、一つまたは二つのみの臓器系が罹
患しているに過ぎない。疾患が時間と共に進行するにつれて、通常、多数の部位が罹患す
るようになる。実際に、転移は剖検時に体のほぼあらゆる臓器に見いだされうる。観察さ
れる最も一般的な転移罹患部位は、胸壁の皮膚および軟組織と共に、腋窩および鎖骨上領
域における局所再発である。最も一般的な遠隔転移部位は骨（遠隔転移の30～40％）であ
り、その後に肺および肝臓が続く。転移性乳癌は、一般的に不治の疾患であると見なされ
ている。しかし、現在利用可能な処置の選択肢によりしばしば、無病状態および全体的な
生存率が延長すると共に、クオリティオブライフを増加させる。遠隔転移の発現からの生
存の中央値は約3年である。
【０００７】
　乳癌を診断および進行期分類する現在の方法には、the American Joint Committee on 
Cancer: AJCC Cancer Staging Manual. Philadelphia, Pa.: Lippincott-Raven Publishe
rs, 5th ed., 1997, pp 171-180、およびHarris, J R: "Staging of breast carcinoma" 
in Harris, J. R., Hellman, S., Henderson, I. C, Kinne D. W. (eds.): Breast Disea
ses. Philadelphia, Lippincott, 1991において記述されるように、腫瘍の大きさ、リン
パ節における腫瘍の存在、および遠隔転移の存在に依存する腫瘍結節転移（TNM）系が含
まれる。これらのパラメータは、予後を提供するため、および適当な治療を選択するため
に用いられる。腫瘍の形態学的外観もまた同様に査定することができるが、類似の組織病
理学的外観を有する腫瘍が有意な臨床的多様性を示しうることから、このアプローチは重
大な限界を有する。最後に、細胞表面マーカーに関するアッセイを用いて、特定の腫瘍タ
イプをサブクラスに分類することができる。たとえば、ER陽性乳癌は典型的に、ER陰性腫
瘍よりタモキシフェンのようなホルモン治療に対して容易に反応することから、乳癌の予
後および処置において検討される一つの要因は、エストロゲン受容体（ER）の存在である
。しかし、これらの分析は有用ではあるが、乳癌の臨床挙動をごく部分的に予測するに過
ぎず、現在の診断ツールが検出することができない乳癌には多くの表現型多様性が存在す
る。
【０００８】
　癌治療の従来の様式には、放射線治療、化学療法、およびホルモン治療が含まれる。し
かし、標準的な臨床および病理的特徴から初期の乳癌の臨床経過を予測することが難しい
ことから、これらの女性の大多数が化学療法を行わなくとも良好な転帰を有しうるが、現
在の実践はほとんどの女性に対して全身性化学療法を提供することである。化学療法は重
度の副作用を有し、それ自身1％の死亡率を有し、このため患者を高リスクおよび低リス
ク亜群に分類することができれば不必要な苦痛および死亡を回避することができるであろ
う。このように、より良好な予後および処置の選択のために、腫瘍を分類する改善された
方法に対する必要性が存在する。
【０００９】
　さらに、高リスク患者において用いる場合、現在の治療はしばしば無病状態および全生
存を延長させることができるが、それらは、その特異性の欠如および処置に抵抗性の癌細
胞の出現によって制限される。癌を有すると診断された人々の約3分の2がその癌のために
5年以内に死亡するであろう。このように、癌の処置のために選択治療として役立ちうる
さらなる遺伝子の同定がまさに必要である。
【００１０】
　結腸直腸癌は、全世界で最も一般的な癌の第3位であり、癌による死亡の第4位である。
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全ての結腸直腸癌の約5～10％が遺伝性であり、その主要な型の一つは家族性線腫性ポリ
ポーシス（FAP）であり、これは罹患した個体の約80％が大腸腺腫性ポリポーシス（APC）
遺伝子に生殖系列変異を含む常染色体優性疾患である。結腸直腸癌は、周囲の成長により
、およびリンパ性、血行性、経腹膜、および神経周囲伝搬のために局所的に浸潤する傾向
を有する。最も一般的なリンパ外罹患部位は肝臓であり、肺は最もしばしば罹患する腹部
外臓器である。他の血行性伝搬部位には、骨、腎臓、副腎、および脳が含まれる。
【００１１】
　結腸直腸癌に関する現在の進行期分類システムは、腸壁を通しての腫瘍の貫通の程度お
よび結節の罹患の有無に基づく。この進行期分類システムは、主要な三つのデューク分類
によって定義され、デュークA疾患は、結腸または直腸の粘膜下層に限定され、デュークB
疾患は、固有筋層の中を浸潤して結腸または直腸壁を貫通することができる腫瘍を有し、
およびデュークC疾患には、限局リンパ節転移を有する任意の程度の腸壁浸潤が含まれる
。
【００１２】
　外科的切除は初期段階の結腸直腸癌にとって非常に有効であり、デュークA患者では95
％およびデュークB患者では75％の治癒率を提供する。デュークC患者においてリンパ節が
陽性であれば、5年以内の再発率60％を予測する。デュークC患者を術後化学療法によって
処置すると、再発率は40％～50％に低減され、現在ではこれらの患者の標準治療である。
再発率が相対的に低いことから、デュークBにおける術後化学療法の恩典は、検出するこ
とがより難しく、なお議論となっている。しかし、デュークB分類は、これらの患者の約2
0～30％がデュークCにより類似した挙動を示し、5年以内に再発することから不完全であ
る。このように、再発する可能性があって、治療によって恩典が得られるであろうデュー
クB患者を選択するためのよりよい予後因子を同定することが明らかに必要である。
【００１３】
　正常な動物の発達において、ほとんどまたは全ての組織の細胞は、幹細胞（Morrison e
t al., Cell 88(3): 287-98 (1997)；Morrison et al., Curr. Opin. Immunol. 9(2): 21
6-21 (1997)；Morrison et al., Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 11: 35-71 (1995)）と呼
ばれる正常な前駆体に由来する。幹細胞は、（1）広範な増殖能を有し；2）非対称な細胞
分裂を行って、増殖能または発達能が低減された一つまたは複数の種類の子孫を生じるこ
とができ；および（3）自己再生または自己維持のために対称な細胞分裂を行うことがで
きる細胞である。成体動物において、いくつかの細胞（血液、腸管、乳管系、および皮膚
の細胞を含む）は、それぞれの組織において幹細胞の小さい集団から絶えず補給されてい
る。幹細胞の分化による成体細胞再生の最もよく知られる例は、発達的に未成熟な前駆体
（造血幹細胞および前駆細胞）が分子シグナルに反応して、様々な血液およびリンパ細胞
タイプを形成する造血系である。
【００１４】
　固形腫瘍は不均一な細胞集団で構成される。たとえば、乳癌は、癌細胞と、間葉（間質
）細胞、炎症細胞、および内皮細胞を含む正常細胞の混合物である。古典的な癌のモデル
は表現型が異なる癌細胞集団を保持し、それらは全て、増殖して新しい腫瘍を生じる能力
を有する。古典的なモデルにおいて、腫瘍細胞の不均一性は、腫瘍形成細胞の多様な集団
が起こる癌細胞内での進行中の変異と共に、環境的要因に帰因する。このモデルは、腫瘍
細胞の全ての集団がある程度の腫瘍形成能を有するであろうという考え方に基づく（Pand
is et al., Genes, Chromosomes & Cancer 12:122-129 (1998)；Kuukasjrvi et al., Can
cer Res. 57: 1597-1604 (1997)；Bonsing et al, Cancer 71: 382-391 (1993)；Bonsing
 et al., Genes Chromosomes & Cancer 82: 173-183 (2000)；Beerman H et al., Cytome
try. 12(2): 147-54 (1991)；Aubele M & Werner M, Analyt. Cell. Path. 19: 53 (1999
)；Shen L et al., Cancer Res. 60: 3884 (2000)）。
【００１５】
　観察された固形腫瘍細胞の不均一性に関するもう一つのモデルは、固形腫瘍が「固形腫
瘍幹細胞」（または固形腫瘍からの「癌幹細胞」）に起因することであり、この細胞はそ
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の後細胞分裂の対称なラウンドと非対称なラウンドの双方を通して無秩序な発達を受ける
。この幹細胞モデルにおいて、固形腫瘍は、それらが広範囲に増殖して、さらなる固形腫
瘍幹細胞（自己再生型）と、腫瘍形成能を欠損する固形腫瘍の腫瘍細胞の大部分との双方
を効率的に生じるという点において、正常な「幹細胞」の特性を共有する別個のおよび限
定された（おそらくまれでさえある）サブセットの細胞を含む。実際に、長期生存細胞集
団における変異は癌幹細胞の形成を開始することができ、この細胞は腫瘍の成長および維
持の基礎となり、その存在が現在の治療的アプローチの失敗に寄与する。
【００１６】
　癌（たとえば、乳癌および結腸直腸癌）に至る遺伝子の変化の理解には大きな進歩が見
られたが、デノボヒト癌細胞に関する信頼できる腫瘍アッセイがないことから、これらの
変異の効果を細胞レベルで理解することができなかった。同様に、固形腫瘍幹細胞に関し
て同定された癌マーカーがないために、癌患者（たとえば、乳癌患者）の診断および治療
の開発は妨げられた。そのため、固形腫瘍幹細胞に関する癌マーカーの同定と共に信頼で
きる腫瘍アッセイが必要である。
【発明の開示】
【００１７】
発明の概要
　本発明は、癌を処置、特徴付け、および診断するための組成物および方法に関する。特
に、本発明は固形腫瘍幹細胞に関連する遺伝子発現プロファイルおよびシグネチャーと共
に、固形腫瘍幹細胞の診断、特徴付け、予後、および処置に関して有用な新規幹細胞癌マ
ーカーを提供する。本発明はさらに、腫瘍試料において検出された場合に、転移および死
亡の高リスクを含む不良な臨床転帰の有意な予測因子として作用する固形腫瘍幹細胞マー
カーに由来する癌幹細胞遺伝子シグネチャーを提供する。
【００１８】
　いくつかの態様において、本発明は、a）被験者から組織試料を提供する段階、およびb
）組織試料において固形腫瘍幹細胞の有無が決定されるような条件で組織試料において表
4～9からの少なくとも一つの幹細胞癌マーカー（たとえば、1、2、3、5、10個等）を検出
する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検出する方法を提供する。さらなる態様において、本
発明は、a）たとえば被験者の組織試料から固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞の混合物を得
る段階；およびb）正常な乳腺上皮細胞と比較してe-カドヘリンまたはαカテニンの低レ
ベルまたは検出不能レベルを発現する癌細胞を検出する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検
出する方法を提供する。いくつかの態様において、マーカーはe-カドヘリンまたはα-カ
テニンである。e-カドヘリンまたはαカテニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現す
る癌細胞は、その腫瘍形成性を証明することによって、固形腫瘍幹細胞であることが確認
される。本発明のさらなる態様において、a）たとえば被験者の組織試料から固形腫瘍幹
細胞および固形腫瘍細胞の混合物を得る段階；およびb）e-カドヘリンの低レベルまたは
検出不能レベルを発現して、同様にMMP7、Nov、FOSL1、またはIL1R2の一つまたは複数の
低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する
癌細胞を検出する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検出する方法が提供される。e-カドヘリ
ンおよびMMP7、Nov、FOSL1、またはIL1R2の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レ
ベルを発現する癌細胞は、その腫瘍形成性を証明することによって固形腫瘍幹細胞である
ことが確認される。本発明のさらなる態様において、a）たとえば被験者の組織試料から
固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞の混合物を得る段階；およびb）e-カドヘリンの低レベル
または検出不能なレベルを発現し、およびSHC1またはFLJ20152の一つまたは双方の上昇レ
ベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する癌細胞を検出する段階を含
む、固形腫瘍幹細胞を検出する方法が提供される。e-カドヘリンの低レベルまたは検出不
能なレベル、およびSHC1またはFLJ20152の一つまたは双方の上昇レベルを発現する癌細胞
は、その腫瘍形成性を証明することによって、固形腫瘍幹細胞であることが確認される。
本発明のさらなる態様において、a）たとえば被験者の組織試料から固形腫瘍幹細胞およ
び固形腫瘍細胞の混合物を得る段階；およびb）α-カテニンの低レベルまたは検出不能レ
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ベルを発現して、同様にNCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、またはRB1の一つまたは複
数の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現
する癌細胞を検出する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検出する方法が提供される。α-カ
テニンの低レベルまたは検出不能レベルおよびNCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、また
はRB1の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベルを発現する癌細胞は、その腫瘍
形成性を証明することによって固形腫瘍幹細胞であることが確認される。なおもう一つの
態様において、本発明は、a）たとえば被験者の組織試料から固形腫瘍幹細胞および固形
腫瘍細胞の混合物を得る段階；およびb）α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルを
発現して、同様にEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDK
N2AまたはMFHAS1の一つまたは複数の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレ
ベル）を発現する癌細胞を検出する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検出する方法を提供す
る。α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルおよびEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGF
BP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2AまたはMFHAS1の一つまたは複数の上昇レベルを
発現する癌細胞は、その腫瘍形成性を証明することによって固形腫瘍幹細胞であることが
確認される。本発明のもう一つの態様において、a）たとえば被験者の組織試料から固形
腫瘍幹細胞および固形腫瘍細胞の混合物を得る段階；およびb）α-カテニンの低レベルま
たは検出不能レベルを発現して、METの上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較した
レベル）を発現する癌細胞を検出する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検出する方法が提供
される。α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルおよびMETの上昇レベルを発現する
癌細胞は、その腫瘍形成性を証明することによって固形腫瘍幹細胞であることが確認され
る。本発明のさらにさらなる態様において、a）たとえば被験者の組織試料から固形腫瘍
幹細胞と固形腫瘍細胞との混合物を得る段階；およびb）α-カテニンの低レベルまたは検
出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する細胞から、e-カド
ヘリンの低レベルまたは検出不能レベルを発現する細胞を分離する段階を含む、固形腫瘍
幹細胞を検出した後、固形腫瘍幹細胞を固形腫瘍幹細胞の一つまたは複数の集団に分離す
る方法が提供される。それぞれの場合において、e-カドヘリンまたはα-カテニンのいず
れかの低レベルまたは検出不能レベルを発現するそれらの癌細胞は、その腫瘍形成性を証
明することによって、固形腫瘍幹細胞であることが確認される。
【００１９】
　本発明のさらなる態様において、a）たとえば被験者の組織試料から固形腫瘍幹細胞お
よび固形腫瘍細胞の混合物を得る段階；およびb）e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL1、ま
たはIL1R2の二つまたはそれ以上の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺
上皮と比較したレベル）を発現する癌細胞を検出する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検出
する方法が提供される。e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL1、またはIL1R2の二つまたはそ
れ以上の低レベルまたは検出不能レベルを発現する癌細胞は、その腫瘍形成性を証明する
ことによって固形腫瘍幹細胞であることが確認される。本発明のさらなる態様において、
a）たとえば被験者の組織試料から固形腫瘍幹細胞および固形腫瘍細胞の混合物を得る段
階；およびb）α-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、またはRB1の二つまた
はそれ以上の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル
）を発現する癌細胞を検出する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検出する方法が提供される
。α-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、またはRB1の二つまたはそれ以上の
低レベルまたは検出不能レベルを発現する癌細胞は、その腫瘍形成性を証明することによ
って固形腫瘍幹細胞であることが確認される。なおもう一つの態様において、本発明は、
a）たとえば被験者の組織試料から固形腫瘍幹細胞および固形腫瘍細胞の混合物を得る段
階；およびb）EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A
またはMFHAS1の二つまたはそれ以上の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレ
ベル）を発現する癌細胞を検出する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検出する方法を提供す
る。EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2AまたはMFH
AS1の二つまたはそれ以上の上昇レベルを発現する癌細胞は、その腫瘍形成性を証明する
ことによって固形腫瘍幹細胞であることが確認される。もう一つの態様において、本発明
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は、a）たとえば被験者の組織試料から固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞の混合物を得る段
階；ならびにb）SHC1およびFLJ20152の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較した
レベル）を発現する癌細胞を検出する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検出する方法を提供
する。SHC1およびFLJ20152の上昇レベルを発現する癌細胞は、その腫瘍形成性を証明する
ことによって、固形腫瘍幹細胞であることが確認される。もう一つの態様において、本発
明は、a）たとえば被験者の組織試料から固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞の混合物を得る
段階；ならびにb）SHC1およびFLJ20152の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較し
たレベル）を発現する癌細胞を検出する段階を含む、固形腫瘍幹細胞を検出する方法を提
供する。SHC1およびFLJ20152の上昇レベルを発現する癌細胞は、その腫瘍形成性を証明す
ることによって、固形腫瘍幹細胞であることが確認される。
【００２０】
　特定の態様において、固形腫瘍幹細胞を検出する段階は、少なくとも一つの幹細胞癌マ
ーカーの有無または発現レベルを決定する段階を含む。他の態様において、検出する段階
は、少なくとも一つの幹細胞癌マーカーのmRNA発現を検出する段階を含む。特定の態様に
おいて、検出する段階は、幹細胞癌マーカーmRNAと相補的な核酸プローブに幹細胞癌マー
カーmRNAを曝露する段階を含む。
【００２１】
　一定の態様において、検出する段階は、少なくとも一つの幹細胞癌マーカーのポリペプ
チド発現を検出する段階を含む。他の態様において、検出する段階は、幹細胞癌マーカー
ポリペプチドに対して特異的な抗体に、幹細胞癌マーカーポリペプチドを曝露する段階、
および幹細胞癌ポリペプチドに対する抗体の結合を検出する段階を含む。さらなる態様に
おいて、被験者はヒト被験者を含む。さらなる態様において、組織試料は腫瘍組織を含む
。いくつかの態様において、腫瘍組織試料は術後の腫瘍組織試料（たとえば、腫瘍生検）
である。
【００２２】
　一定の態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形
腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含
み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、正常上皮と比較してe-カドヘリンまたはαカ
テニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固
形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。もう一つの態様において、本発明は、少なくとも約
75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹
細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、e-カ
ドヘリンの低レベルまたは検出不能レベルを発現して、同様にMMP7、Nov、FOSL1、または
IL1R2の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比
較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団
を提供する。さらにもう一つの態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹
細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の
固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、e-カドヘリンの低レベ
ルまたは検出不能なレベルを発現し、およびSHC1またはFLJ20152の上昇レベル（たとえば
、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫
瘍幹細胞の単離集団を提供する。なおもう一つの態様において、本発明は、少なくとも約
75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹
細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、e-カ
ドヘリンの低レベルまたは検出不能レベルを発現して、MMP7、Nov、FOSL1、またはIL1R2
の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびSHC1またはFLJ20152
の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形
腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。
【００２３】
　もう一つの態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の
固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）と
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を含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL1、また
はIL1R2の二つまたはそれ以上の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上
皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単
離集団を提供する。もう一つの態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹
細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の
固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、ならびにSHC1およびFL
J20152の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来
の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。さらにもう一つの態様に
おいて、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（また
は少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹
細胞が腫瘍形成性であって、e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL1、またはIL1R2の一つまた
は複数の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を
発現し、およびSHC1またはFLJ20152の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレ
ベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供す
る。
【００２４】
　一定の態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形
腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含
み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベ
ルを発現し、およびNCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、またはRB1の一つまたは複数の
低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する
、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。さらにもう一
つの態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍
細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、
固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルを
発現し、およびEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2
A、CTSL2、またはMFHAS1の一つまたは複数の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較
したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を
提供する。なおもう一つの態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞
と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形
腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、α-カテニンの低レベルま
たは検出不能レベルを発現し、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、またはRB1の一つま
たは複数の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、
IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、CTSL2、またはMFHAS1の一つまたは複数の
上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫
瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。もう一つの態様において、本発明
は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約
90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成
性であって、α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と
比較したレベル）を発現し、およびMETの上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較し
たレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提
供する。
【００２５】
　一定の態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形
腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含
み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、およびα-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D
2S448、GLUL、またはRB1の二つまたはそれ以上の低レベルまたは検出不能レベル（たとえ
ば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形
腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。もう一つの態様において、本発明は、少なくとも約75
％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細
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胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、EDG2、
CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、CTSL2、またはMFHA
S1の二つまたはそれ以上の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発
現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。なおも
う一つの態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形
腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含
み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、α-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448
、GLUL、またはRB1の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常
乳腺上皮と比較したレベル）を発現し、およびEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100
A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、CTSL2、またはMFHAS1の一つまたは複数の上昇レベル（
たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られ
た固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。
【００２６】
　一定の態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形
腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含
み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、および正常上皮と比較してe-カドヘリンまた
はα-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現する、上皮由来の固形腫瘍から得
られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。もう一つの態様において、本発明は、少な
くとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固
形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であっ
て、e-カドヘリンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびMMP7、Nov、FOSL1、
IL1R2、SFRP1、KRT6B、G0S2、IL8、B3GNT5、またはFGFBP1の一つまたは複数の低レベルま
たは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来
の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。なおもう一つの態様にお
いて、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または
少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細
胞が腫瘍形成性であって、e-カドヘリンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およ
びSHC1、FLJ20152、ARNT、CYFIP2、C17orf27、TAP1、RNASEL、またはLOC57168の一つまた
は複数の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来
の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。なおもう一つの態様にお
いて、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または
少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細
胞が腫瘍形成性であって、e-カドヘリンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、MMP7
、Nov、FOSL1、IL1R2、SFRP1、KRT6B、G0S2、IL8、B3GNT5、またはFGFBP1の一つまたは複
数の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびSHC1、FLJ20152、ARNT、CYFIP2、C1
7orf27、TAP1、RNASEL、またはLOC57168の一つまたは複数の上昇レベル（たとえば、正常
乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細
胞の単離集団を提供する。
【００２７】
　もう一つの態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の
固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）と
を含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL1、IL1R
2、SFRP1、KRT6B、G0S2、IL8、B3GNT5、またはFGFBP1の二つまたはそれ以上の低レベルま
たは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来
の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。もう一つの態様において
、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少な
くとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が
腫瘍形成性であって、SHC1、FLJ20152、ARNT、CYFIP2、C17orf27、TAP1、RNASEL、または
LOC57168の二つまたはそれ以上の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル
）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。
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なおもう一つの態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満
の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）
とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL1、IL
1R2、SFRP1、KRT6B、G0S2、IL8、B3GNT5、またはFGFBP1の一つまたは複数の低レベルまた
は検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現し、およびSHC1、
FLJ20152、ARNT、CYFIP2、C17orf27、TAP1、RNASEL、またはLOC57168の一つまたは複数の
上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫
瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。
【００２８】
　一定の態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形
腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含
み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベ
ルを発現し、ならびにNCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、TUSC1、GLUL、RB1、BEX2、SLC12A2
、GALC、NGFRAP1、FGF13、KIAA1102、SLClA4、およびDNAJD1の一つまたは複数の低レベル
または検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由
来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。なおもう一つの態様に
おいて、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（また
は少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹
細胞が腫瘍形成性であって、α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、な
らびにEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFHAS
1、IL27RA、KLRF1、PKCA、UPP1、CTSL2、SLC7A5、ARNTL2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1、
RAB38、ZBED2、MYEOV、MAL、IMP-3、およびDHRS9の一つまたは複数の上昇レベル（たとえ
ば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形
腫瘍幹細胞の単離集団を提供する。なおもう一つの態様において、本発明は、少なくとも
約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍
幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、α
-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、TUS
C1、GLUL、RB1、BEX2、SLC12A2、GALC、NGFRAP1、FGF13、KIAA1102、SLClA4、およびDNAJ
D1の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、ならびにEDG2、CAV1、CA
V2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFHAS1、IL27RA、KLRF1、PK
CA、UPP1、CTSL2、SLC7A5、ARNTL2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1、RAB38、ZBED2、MYEOV
、MAL、IMP-3、およびDHRS9の一つまたは複数の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と
比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集
団を提供する。もう一つの態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞
と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形
腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、α-カテニンの低レベルま
たは検出不能レベルを発現し、およびMETの上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較
したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集団を
提供する。
【００２９】
　一定の態様において、本発明は、少なくとも約75％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形
腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含
み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、ならびにα-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3
、D2S448、TUSC1、GLUL、RB1、BEX2、SLC12A2、GALC、NGFRAP1、FGF13、KIAA1102、SLClA
4、およびDNAJD1の二つまたはそれ以上の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正
常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹
細胞の単離集団を提供する。なおもう一つの態様において、本発明は、少なくとも約75％
の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細胞
と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、およびED
G2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFHAS1、IL27R
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A、KLRF1、PKCA、UPP1、CTSL2、SLC7A5、ARNTL2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1、RAB38、Z
BED2、MYEOV、MAL、IMP-3、およびDHRS9の二つまたはそれ以上の上昇レベル（たとえば、
正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍
幹細胞の単離集団を提供する。なおもう一つの態様において、本発明は、少なくとも約75
％の固形腫瘍幹細胞と25％未満の固形腫瘍細胞（または少なくとも約90％の固形腫瘍幹細
胞と10％未満の固形腫瘍細胞）とを含み、固形腫瘍幹細胞が腫瘍形成性であって、α-カ
テニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、TUSC1、GLUL、RB1、BEX2、SLC12A2、GALC、NGFRA
P1、FGF13、KIAA1102、SLClA4、およびDNAJD1の一つまたは複数の低レベルまたは検出不
能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現し、ならびにEDG2、CAV1、
CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFHAS1、IL27RA、KLRF1、
PKCA、UPP1、CTSL2、SLC7A5、ARNTL2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1、RAB38、ZBED2、MYEO
V、MAL、IMP-3、およびDHRS9の一つまたは複数の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と
比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の単離集
団を提供する。
【００３０】
　一定の態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹
細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮さ
れ、腫瘍形成性であり、および正常上皮と比較してe-カドヘリンまたはαカテニンの低レ
ベルまたは検出不能レベルを発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞
の濃縮集団を提供する。もう一つの態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍
細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～
6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、e-カドヘリンの低レベルまたは検出不
能レベルを発現し、およびMMP7、Nov、FOSL、またはIL1R2の一つまたは複数の低レベルま
たは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来
の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。なおもう一つの態様にお
いて、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫
瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性で
あり、e-カドヘリンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびSHC1またはFLJ201
52の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固
形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。なおもう一つの態様において
、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細
胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり
、e-カドヘリンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、MMP7、Nov、FOSL、またはIL1
R2の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびSHC1またはFLJ201
52の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固
形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。
【００３１】
　なお他の態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍
幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮
され、腫瘍形成性であり、e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL、またはIL1R2の二つまたはそ
れ以上の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を
発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。さら
にもう一つの態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫
瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃
縮され、腫瘍形成性であり、SHC1およびFLJ20152の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮
と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮
集団を提供する。もう一つの態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞と
を含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍も
しくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL、またはIL1
R2の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびSHC1またはFLJ201
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52の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固
形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。
【００３２】
　一定の態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹
細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮さ
れ、腫瘍形成性であり、および正常上皮と比較してe-カドヘリンまたはα-カテニンの低
レベルまたは検出不能レベルを発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細
胞の濃縮集団を提供する。もう一つの態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫
瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5
～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、e-カドヘリンの低レベルまたは検出
不能レベルを発現し、およびMMP7、Nov、FOSL1、IL1R2、SFRP1、KRT6B、G0S2、IL8、B3GN
T5、またはFGFBP1の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳
腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞
の濃縮集団を提供する。さらにもう一つの態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固
形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（ま
たは5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、e-カドヘリンの低レベルまたは
検出不能レベルを発現し、およびSHC1、FLJ20152、ARNT、CYFIP2、C17orf27、TAP1、RNAS
EL、またはLOC57168の一つまたは複数の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較した
レベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供
する。なおもう一つの態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み
、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは1
0倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、e-カドヘリンの低レベルまたは検出不能レベルを発
現し、MMP7、Nov、FOSL1、IL1R2、SFRP1、KRT6B、G0S2、IL8、B3GNT5、またはFGFBP1の一
つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびSHC1、FLJ20152、ARNT、
CYFIP2、C17orf27、TAP1、RNASEL、またはLOC57168の一つまたは複数の上昇レベル（たと
えば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固
形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。
【００３３】
　なお他の態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍
幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮
され、腫瘍形成性であり、e-カドヘリン、MMP7、Nov、FOSL1、IL1R2、SFRP1、KRT6B、G0S
2、IL8、B3GNT5、またはFGFBP1の二つまたはそれ以上の低レベルまたは検出不能レベル（
たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られ
た固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。さらにもう一つの態様において、本発明は、固
形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少
なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、SHC1、FLJ2015
2、ARNT、CYFIP2、C17orf27、TAP1、RNASEL、またはLOC57168の二つまたはそれ以上の上
昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍
から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。もう一つの態様において、本発明は
、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較し
て少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、e-カドヘ
リン、MMP7、Nov、FOSL1、IL1R2、SFRP1、KRT6B、G0S2、IL8、B3GNT5、またはFGFBP1の一
つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびSHC1、FLJ20152、ARNT、
CYFIP2、C17orf27、TAP1、RNASEL、またはLOC57168一つまたは複数の上昇レベル（たとえ
ば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形
腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。
【００３４】
　一定の態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹
細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮さ
れ、腫瘍形成性であり、α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびN
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CSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLULまたはRB1の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能
レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍か
ら得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。さらにもう一つの態様において、本発
明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比
較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、α-カ
テニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IG
FBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、CTSL2、またはMFHAS1の一つまたは複数の上
昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍
から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。なおもう一つの態様において、本発
明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比
較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、α-カ
テニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLULま
たはRB1の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびEDG2、CAV1
、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、またはMFHAS1の一つま
たは複数の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由
来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。もう一つの態様におい
て、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍
細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であ
り、α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびMETの上昇レベル（た
とえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた
固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。
【００３５】
　一定の態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹
細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮さ
れ、腫瘍形成性であり、α-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLULまたはRB1の二
つまたはそれ以上の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較した
レベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供
する。さらにもう一つの態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含
み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしく
は10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CX
CL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、CTSL2、またはMFHAS1の二つまたはそれ以上の上昇レベル（た
とえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた
固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。なおもう一つの態様において、本発明は、固形腫
瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なく
とも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、α-カテニン、NCST
N、LNX、ARMCX3、D2S448、GLULまたはRB1の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レ
ベルを発現し、およびEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1
、CDKN2A、CTSL2、またはMFHAS1の一つまたは複数の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上
皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃
縮集団を提供する。
【００３６】
　さらなる態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍
幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮
され、腫瘍形成性であり、α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およ
びNCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、TUSC1、GLUL、RB1、BEX2、SLC12A2、GALC、NGFRAP1、FG
F13、KIAA1102、SLClA4、およびDNAJD1の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベ
ル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得
られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。なおもう一つの態様において、本発明は、
固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して
少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、α-カテニン
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の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、およびEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、
S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFHAS1、IL27RA、KLRF1、PKCA、UPP1、CTSL2、SLC
7A5、ARNTL2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1、RAB38、ZBED2、MYEOV、MAL、IMP-3、およびD
HRS9の一つまたは複数の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現
する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。なおもう
一つの態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細
胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され
、腫瘍形成性であり、α-カテニンの低レベルまたは検出不能レベルを発現し、NCSTN、LN
X、ARMCX3、D2S448、TUSC1、GLUL、RB1、BEX2、SLC12A2、GALC、NGFRAP1、FGF13、KIAA11
02、SLClA4、およびDNAJD1の一つまたは複数の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、
ならびにEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFH
AS1、IL27RA、KLRF1、PKCA、UPP1、CTSL2、SLC7A5、ARNTL2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1
、RAB38、ZBED2、MYEOV、MAL、IMP-3、およびDHRS9の一つまたは複数の上昇レベル（たと
えば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固
形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。もう一つの態様において、本発明は、固形腫瘍幹細
胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2
倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、α-カテニンの低レベル
または検出不能レベルを発現し、およびMETの上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比
較したレベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団
を提供する。
【００３７】
　一定の態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹
細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮さ
れ、腫瘍形成性であり、ならびにα-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、TUSC1、GL
UL、RB1、BEX2、SLC12A2、GALC、NGFRAP1、FGF13、KIAA1102、SLClA4、およびDNAJD1の二
つまたはそれ以上の低レベルまたは検出不能レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較した
レベル）を発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供
する。さらにもう一つの態様において、本発明は、固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含
み、固形腫瘍幹細胞が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしく
は10倍）濃縮され、腫瘍形成性であり、EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CX
CL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFHAS1、IL27RA、KLRF1、PKCA、UPP1、CTSL2、SLC7A5、ARNTL
2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1、RAB38、ZBED2、MYEOV、MAL、IMP-3、およびDHRS9二つま
たはそれ以上の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を発現する、上
皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。なおもう一つの態
様において、本発明は、集団が固形腫瘍幹細胞と固形腫瘍細胞とを含み、固形腫瘍幹細胞
が未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも2倍（または5～6倍もしくは10倍）濃縮され、
腫瘍形成性であり、α-カテニン、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、TUSC1、GLUL、RB1、BEX
2、SLC12A2、GALC、NGFRAP1、FGF13、KIAA1102、SLClA4、およびDNAJD1の一つまたは複数
の低レベルまたは検出不能レベルを発現し、ならびにEDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3
、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、MFHAS1、IL27RA、KLRF1、PKCA、UPP1、CTSL2、S
LC7A5、ARNTL2、PRSS1、PRSS2、PRSS3、VNN1、RAB38、ZBED2、MYEOV、MAL、HvlP-3、およ
びDHRS9の一つまたは複数の上昇レベル（たとえば、正常乳腺上皮と比較したレベル）を
発現する、上皮由来の固形腫瘍から得られた固形腫瘍幹細胞の濃縮集団を提供する。
【００３８】
　他の態様において、本発明は、c）被験者に対する予後を提供する段階をさらに含む。
いくつかの態様において、少なくとも一つの幹細胞癌マーカーは表8のマーカーである。
いくつかの態様において、少なくとも一つの幹細胞癌マーカーは、Bmi-1、eed、easyhl、
easyh2、rnf2、yyl、smarcA3、smarcA5、smarcD3、smarcEl、mllt3、FZDl、FZD2、FZD3、
FZD4、FZD6、FZD7、FZD8、FZD9、FZD10、WNT2、WNT2B、WNT3、WNT5A、WNT10B、WNT16、AX
INl、BCL9、MYC、および(TCF4)を含む。いくつかの態様において、少なくとも一つの幹細
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胞マーカーは、e-カドヘリン、α-カテニン；e-カドヘリンおよびMMP7、Nov、FOSL1、IL1
R2、SHC1、またはFLJ20152；α-カテニンおよびNCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、RB1
、EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、またはMFH
AS1を含む。
【００３９】
　他の態様において、転移および死亡を含む臨床転帰を予測するための試薬および方法が
、本発明の癌幹細胞マーカーを用いて提供される。本発明は、本明細書において同定され
た固形腫瘍幹細胞に関連する試薬を用いて様々な診断法を提供する。本発明の診断法には
、以下の段階を含む癌を分類する方法が含まれる：a）患者からの腫瘍生検を得る段階；b
）固形腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーから選択されるタンパク質またはポリペプチドをコ
ードする遺伝子の一つまたは複数の発現または活性を決定する段階；およびc）（b）の結
果に基づいて、腫瘍を高リスクまたは低リスク腫瘍クラスに属すると分類する段階。本発
明のもう一つの態様において、方法は、腫瘍の分類に基づいて、診断、予後、治療の選択
、または治療をモニターするための手段をさらに提供する段階を含む。本発明の一定の方
法に従って、固形腫瘍幹細胞遺伝子によってコードされる遺伝子産物、たとえばポリペプ
チドまたは核酸の有無または量は、被験者に由来する試料（たとえば、被験者から得られ
た腫瘍または血液試料から得られた組織または細胞の試料）において検出される。一般的
に、被験者はヒトであるが、被験者はもう一つの種の動物となりうる。被験者は腫瘍を有
するまたは有しうる個体となりうる。試料は、検出の前、または検出過程において多数の
処理段階を受けうる。本発明の一定の態様において、遺伝子産物は、ポリペプチドに結合
することができる抗体を用いて検出されるポリペプチドである。本発明の一定の態様にお
いて、抗体は、被験者から得られた試料において免疫組織化学染色を行うために用いられ
る。本発明の一定の態様において、固形腫瘍幹細胞遺伝子mRNA発現は、マイクロアレイを
用いて測定される。本発明の他の態様において、固形腫瘍幹細胞遺伝子mRNAは遺伝子の一
部を増幅するように設計されたプライマーの組を用いる定量的PCRによって測定される。
他の検出手段は、当業者に公知であり、たとえば米国特許第6,057,105号を参照されたい
。
【００４０】
　一定の態様において、本発明は、以下の段階を含む、癌を分類する方法を提供する：（
a）癌試料を提供する段階；（b）癌試料におけるα-カテニンシグネチャー2を含む一つま
たは複数の遺伝子の発現レベルを決定する段階；（c）癌試料におけるα-カテニンプロフ
ァイルを含む遺伝子の発現レベルをα-カテニンシグネチャー2と比較する段階；および（
d）（c）における比較に基づいて、癌試料を高リスクまたは低リスク群のいずれかである
と分類する段階。癌を分類する方法はさらに、（d）における分類に基づいて診断的、予
後的、または予測的情報を提供する段階をさらに含みうる。一定の態様において、αカテ
ニンシグネチャー2を含む一つまたは複数の遺伝子の発現レベルを決定する方法は、対応
するタンパク質またはポリペプチドの発現を測定することによって行われる。いくつかの
態様において、タンパク質またはポリペプチドは、タンパク質またはポリペプチドに結合
する抗体を用いる癌試料の免疫組織化学分析によって検出される。他の態様において、タ
ンパク質またはポリペプチドは、タンパク質またはポリペプチドに特異的に結合する抗体
を用いるELISAアッセイによって検出される。さらに他の態様において、タンパク質また
はポリペプチドは、タンパク質またはポリペプチドに特異的に結合する抗体を含むタンパ
ク質アレイを用いて検出される。いくつかの態様において、タンパク質またはポリペプチ
ドに結合する抗体は抗CD44抗体である。他の態様において、タンパク質またはポリペプチ
ドに結合する抗体は、抗β-カテニン抗体である。他の一定の態様において、αカテニン
シグネチャー2を含む一つまたは複数の遺伝子の発現レベルを決定する方法は、対応するm
RNAの発現を測定することによって行われる。いくつかの態様において、mRNAはmRNAに特
異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチドアレイを用いて検出
される。他の態様において、mRNAは、mRNAを特異的に増幅するポリヌクレオチドプライマ
ーを含むポリメラーゼ連鎖反応を用いて検出される。
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【００４１】
　一定の態様において、本発明は、以下の段階を含む、癌を分類する方法を提供する：（
a）癌試料を提供する段階；（b）癌試料におけるα-カテニンシグネチャー3を含む一つま
たは複数の遺伝子の発現レベルを決定する段階；（c）癌試料におけるα-カテニンプロフ
ァイルを含む遺伝子の発現レベルをα-カテニンシグネチャー3と比較する段階；および（
d）（c）における比較に基づいて、癌試料を高リスクまたは低リスク群のいずれかである
と分類する段階。癌を分類する方法はさらに、（d）における分類に基づいて診断的、予
後的、または予測的情報を提供する段階をさらに含みうる。一定の態様において、αカテ
ニンシグネチャー3を含む一つまたは複数の遺伝子の発現レベルを決定する方法は、対応
するタンパク質またはポリペプチドの発現を測定することによって行われる。いくつかの
態様において、タンパク質またはポリペプチドは、タンパク質またはポリペプチドに結合
する抗体を用いる癌試料の免疫組織化学分析によって検出される。他の態様において、タ
ンパク質またはポリペプチドは、タンパク質またはポリペプチドに特異的に結合する抗体
を用いるELISAアッセイによって検出される。さらに他の態様において、ポリペプチドは
、タンパク質またはポリペプチドに特異的に結合する抗体を含むタンパク質アレイを用い
て検出される。いくつかの態様において、タンパク質またはポリペプチドに結合する抗体
は、抗CD44抗体である。他の態様において、タンパク質またはポリペプチドに結合する抗
体は、抗β-カテニン抗体である。他の一定の態様において、αカテニンシグネチャー3を
含む一つまたは複数の遺伝子の発現レベルを決定する方法は、対応するmRNAの発現を測定
することによって行われる。いくつかの態様において、mRNAはmRNAに特異的にハイブリダ
イズするポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチドアレイを用いて検出される。他の態様
において、mRNAは、mRNAを特異的に増幅するポリヌクレオチドプライマーを含むポリメラ
ーゼ連鎖反応を用いて検出される。
【００４２】
　特定の態様において、本発明は、固形腫瘍の細胞を、表4～9において示される少なくと
も一つの幹細胞癌マーカーに対する少なくとも一つの物質を含む組成物の生物学的（また
は治療的）有効量に接触させる段階を含む、固形腫瘍の大きさを低減させるための方法を
提供する。いくつかの態様において、生物学的有効量は、固形腫瘍における（たとえば、
研究薬物スクリーニング、または治療薬応用）固形腫瘍幹細胞の細胞死を引き起こすまた
は増殖を阻害するために十分な量である。他の態様において、生物学的有効量は、固形腫
瘍幹細胞の生存経路（たとえば、notch関連遺伝子）または自己再生経路（たとえば、WNT
経路）を妨害する量である。
【００４３】
　本発明の方法に従って、そこから固形腫瘍幹細胞が単離または濃縮される固形腫瘍の例
には、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨原性肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮
肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮肉腫、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫
、横紋筋肉腫、結腸癌、膵臓癌、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮癌、基底細胞癌、腺
癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳頭癌、乳頭腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原性癌、腎細胞癌
、肝癌、胆管癌、絨毛癌、精上皮腫、胎児性癌、ウィルムス腫瘍、頚癌、精巣腫瘍、肺癌
、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞腫、髄芽細胞腫、頭蓋咽頭腫、上衣
腫、松果体腫、血管芽腫、聴神経腫、乏突起神経膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽腫、およ
び網膜芽腫のような、しかしこれらに限定されない肉腫および癌腫が含まれるがこれらに
限定されるわけではない。本発明は、卵巣癌および乳癌のような肉腫および上皮癌に適用
可能である。
【００４４】
　さらなる態様において、少なくとも一つの物質は、抗体、ペプチド、または低分子であ
る。さらなる態様において、抗体、ペプチド、アンチセンス、siRNA、または低分子は、
少なくとも一つの幹細胞癌マーカーの細胞外ドメインに対して向けられる。いくつかの態
様において、少なくとも一つの幹細胞癌マーカーは、Bmi-1、eed、easyhl、easyh2、rnf2
、yyl、smarcA3、smarcA5、smarcD3、smarcEl、mllt3、FZDl、FZD2、FZD3、FZD4、FZD6、
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FZD7、FZD8、FZD9、FZD10、WNT2、WNT2B、WNT3、WNT5A、WNT10B、WNT16、AXINl、BCL9、M
YC、および(TCF4)からなる群より選択される。さらなる態様において、少なくとも一つの
幹細胞マーカーは、e-カドヘリン、α-カテニン、MMP7、Nov、FOSL1、IL1R2、SHC1、FLJ2
0152、NCSTN、LNX、ARMCX3、D2S448、GLUL、RB1、EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S
100A2、CXCL5、MET、FOXQ1、CDKN2A、またはMFHAS1からなる群より選択される。
【００４５】
　他の態様において、本発明は、表4～9において示される少なくとも一つの幹細胞癌マー
カーの活性を調節する少なくとも一つの物質を含む組成物の生物学的（たとえば、治療的
）有効量に、固形腫瘍の細胞を接触させる段階を含む、固形腫瘍の大きさを低減させるた
めの方法を提供する。いくつかの態様において、本発明は、表4～9において示される少な
くとも一つの肝細胞癌マーカーにターゲティングされる少なくとも一つの物質を含む組成
物の生物学的有効量に、固形腫瘍幹細胞を接触させる段階を含む、固形腫瘍幹細胞を殺す
、またはその増殖を阻害するための方法を提供する。一定の態様において、方法は、接触
させる段階の後に固形腫瘍幹細胞の死を同定する、または成長を予防する段階をさらに含
む。さらなる態様において、細胞死はアポトーシスによって引き起こされる。他の態様に
おいて、生物学的有効量は、固形腫瘍幹細胞の生存経路（たとえば、notch関連遺伝子）
または自己再生経路（たとえば、WNT経路）を妨害する量である。他の態様において、少
なくとも一つの幹細胞癌マーカーは、Bmi-1、eed、easyhl、easyh2、rnf2、yyl、smarcA3
、smarcA5、smarcD3、smarcEl、mllt3、FZDl、FZD2、FZD3、FZD4、FZD6、FZD7、FZD8、FZ
D9、FZD10、WNT2、WNT2B、WNT3、WNT5A、WNT10B、WNT16、AXINl、BCL9、MYC、および(TCF
4)からなる群より選択される。さらなる態様において、少なくとも一つの幹細胞マーカー
は、e-カドヘリン、α-カテニン、MMP7、Nov、FOSL1、IL1R2、SHC1、FLJ20152、NCSTN、L
NX、ARMCX3、D2S448、GLUL、RB1、EDG2、CAV1、CAV2、DCBLD2、IGFBP3、S100A2、CXCL5、
MET、FOXQ1、CDKN2A、およびMFHAS1からなる群より選択される。
【００４６】
　特定の態様において、固形腫瘍幹細胞は、細胞表面マーカーCD44、ESA、またはB38.1を
発現する。他の態様において、固形腫瘍幹細胞は、CD2、CD3、CD 10、CD 14、CD16、CD31
、CD45、CD64、およびCD140bからなる群より選択される少なくとも一つのLINEAGEマーカ
ーを発現することができない（たとえば、いずれも参照により本明細書に組み入れられる
、米国特許出願第20040037815A1号および第20020119565号を参照されたい）。
【００４７】
　他の態様において、本発明は、以下の段階を含む、固形腫瘍幹細胞を選択的にターゲテ
ィングするための方法を提供する：（a）固形腫瘍幹細胞上に存在する表4～9からの少な
くとも一つの幹細胞癌マーカーを同定する段階；および（b）少なくとも一つの幹細胞癌
マーカーに選択的に結合する、またはそれを調節する物質または一組の物質を得る段階。
いくつかの態様において、物質は、固形腫瘍幹細胞を遺伝的に改変する。特定の態様にお
いて、物質は、二重特異的共役体を含む。さらなる態様において、物質はアデノウイルス
ベクターを含む。
【００４８】
　いくつかの態様において、本発明は、精製固形腫瘍幹細胞（たとえばその細胞用量を）
を動物に導入する段階を含む、動物において腫瘍を形成するための方法であって、（a）
固形腫瘍幹細胞が固形腫瘍に由来して、および（b）固形腫瘍幹細胞が、表4～9における
少なくとも一つの幹細胞癌マーカーの存在に基づいて未分画腫瘍細胞に対して少なくとも
2倍濃縮される、方法を提供する。他の態様において、動物は免疫無防備状態の動物であ
る。一定の態様において、動物は、マウス（たとえば、ヌードマウス、SCIDマウス、NOD/
SCIDマウス、ベージュ/SCIDマウス、およびミクログロブリン欠損NOD/SCIDマウス）のよ
うな免疫無防備状態の哺乳動物である。特定の態様において、細胞用量における細胞数は
、細胞約100個～約5×105個である。
【００４９】
　一定の態様において、本発明は、以下を含む、被験者における固形腫瘍幹細胞を検出す



(22) JP 2008-546387 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

るためのキットを提供する：a）被験者の組織または細胞試料における表4～9からの少な
くとも一つの幹細胞癌マーカーを特異的に検出することができる試薬、および任意でb）
組織試料における固形腫瘍幹細胞の有無を検出するための試薬を用いるための説明書。さ
らなる態様において、試薬は、少なくとも一つの幹細胞癌マーカーからのmRNAと相補的で
ある核酸プローブを含む。他の態様において、試薬は、抗体または抗体断片を含む。
【００５０】
　いくつかの態様において、本発明は、以下の段階を含む、化合物をスクリーニングする
方法を提供する：a）i）固形腫瘍幹細胞、およびii）一つまたは複数の試験化合物、を提
供する段階；b）固形腫瘍幹細胞を試験化合物に接触させる段階；ならびにc）試験化合物
の非存在下と比較して試験化合物の存在下で表4～9に示された少なくとも一つの幹細胞癌
マーカーの発現の変化を検出する段階。特定の態様において、検出する段階は、少なくと
も一つの幹細胞癌マーカーに関する発現レベルを決定する段階を含む。特定の態様におい
て、検出する段階は、少なくとも一つの幹細胞癌マーカーのmRNA発現を検出する段階を含
む。いくつかの態様において、検出する段階は、少なくとも一つの幹細胞癌マーカーのポ
リペプチド発現を検出する段階を含む。さらなる態様において、固形腫瘍幹細胞はインビ
トロである。他の態様において、固形腫瘍幹細胞はインビボである。さらなる態様におい
て、試験化合物は薬物（たとえば、低分子、抗体、抗体-毒素共役物、siRNA等）を含む。
【００５１】
　いくつかの態様において、本発明は、物質のそれぞれが、表4～9において示される少な
くとも一つの幹細胞癌マーカーの活性を調節する、少なくとも二つの物質（たとえば、低
分子、抗体、抗体-毒素共役物、siRNA等）を含む組成物を提供する。さらなる態様におい
て、組成物は少なくとも三つの物質を含む。
【００５２】
　特定の態様において、本発明は、癌細胞におけるβ-カテニンの局在が主に核である、
または主に細胞質であると決定されるように、癌細胞におけるβ-カテニンの存在を検出
する段階を含む、腫瘍形成性癌細胞を非腫瘍形成性癌細胞と区別する方法を提供する。い
くつかの態様において、方法は、β-カテニンの局在が主に核であれば癌細胞が腫瘍形成
性であると同定され、β-カテニンの局在が主に細胞質であれば、癌細胞が非腫瘍形成性
であると同定される段階をさらに含む。
【００５３】
　一定の態様において、本発明は、以下の段階を含む、腫瘍形成性癌細胞を非腫瘍形成性
癌細胞と区別する方法を提供する：a）i）癌細胞、およびii）β-カテニンに結合するよ
うに形成された物質を含む組成物、を提供する段階；b）癌細胞におけるβ-カテニンの局
在が、主に核および細胞質であるか、または主に細胞質および膜会合型であると決定され
るような条件で、癌細胞を組成物に接触させる段階；ならびにc）β-カテニンの局在が主
に核および細胞質であれば、癌細胞が腫瘍形成性であると同定され、β-カテニンの局在
が主に細胞質および膜会合型であれば、癌細胞が非腫瘍形成性であると同定される段階。
【００５４】
一般的な説明
　本発明は、確立された固形腫瘍の異種細胞集団における明確で限定されたサブセットの
細胞として、固形腫瘍幹細胞（固形腫瘍からの癌細胞とも呼ばれる）が発見されたことに
基づく。これらの癌幹細胞は、それらが広範囲に増殖して、さらなる固形腫瘍幹細胞（自
己再生型）と、腫瘍形成能を欠損する固形腫瘍の腫様細胞の大部分の双方を効率的に生じ
るという点において、正常な幹細胞の特性を共有する。固形腫瘍からの癌幹細胞の同定は
、非腫瘍形成性腫瘍細胞のバルクからそれらを単離するために用いることができるであろ
う細胞表面受容体の独自のパターン、ならびに培養および異種移植動物モデルにおける自
己再生および増殖の特性の査定に依存した。未分画の腫瘍細胞と比較して腫瘍の形成能に
関して50倍より大きく濃縮されたESA+；CD44+；CD24-/低；Lineage-集団が発見された（A
l-Hajj et al., 2003）。
【００５５】
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　本発明は、癌を処置、特徴付け、および診断するための組成物および方法に関する。特
に、本発明は、固形腫瘍幹細胞に関連する遺伝子発現プロファイルを提供すると共に、固
形腫瘍幹細胞の診断、特徴付け、および処置にとって有用な新規マーカーを提供する。タ
ーゲティングされうる（たとえば診断、または治療目的のために）適したマーカーは、表
4～9において示されるように、固形腫瘍幹細胞において異なるように発現される遺伝子お
よび遺伝子によってコードされるペプチドである。異なるように発現される遺伝子、およ
びそれによってコードされるペプチドは、固形腫瘍幹細胞の存在を同定するために、なら
びに存在する任意の固形腫瘍幹細胞の増殖を低減させるために（または殺すために）、自
己再生経路を妨害するために、または生存経路を妨害するために適した分子を決定および
スクリーニングするために（たとえば、定量的に）検出することができる。これらの表に
おいて示される異なるように発現される遺伝子、およびそれによってコードされるペプチ
ドは、これらのマーカーの一つまたは複数にターゲティングされる（たとえば、マーカー
の活性を阻害または促進するために）治療物質を生成するために有用である。
【００５６】
　固形腫瘍幹細胞マーカーを同定するために、患者5人からの細胞、患者6人からのAML幹
細胞および非腫瘍形成性癌細胞、正常造血幹細胞（HSC5）、正常造血細胞、正常結腸上皮
細胞、および正常乳腺上皮細胞を、異なる発現に関して分析した。
【００５７】
　本発明はまた、表4～9において提供されるマーカーの一つまたは複数を他の細胞とは異
なるように発現する固形腫瘍幹細胞を提供する。固形腫瘍幹細胞は、ヒトまたは他の動物
から単離されうる。発現は、大きい程度または小さい程度のいずれかとなりうる。他の細
胞は、正常細胞、造血幹細胞、急性骨髄性白血病（AML）幹細胞、または他の任意のクラ
スの細胞から選択されうる。
【００５８】
　本発明は、それによって固形腫瘍幹細胞の精製集団が得られる（たとえば、治療物質を
選択または試験するための患者からの細胞は、患者の何らかの細胞である）、集団の細胞
を選択する方法を提供する。本発明はまた、非腫瘍形成性（NTG）腫瘍細胞の集団のよう
な、固形腫瘍幹細胞以外の腫瘍細胞の精製集団を選択する方法を提供する。本発明は、選
択された細胞に対する抗体を作製する方法を提供する。本発明は、選択された細胞を用い
る診断方法を提供する。本発明はまた、治療物質が固形腫瘍幹細胞に向けられる（たとえ
ば、本明細書において直接または間接的に同定された幹細胞癌マーカーの一つに対して向
けられる）、治療法を提供する。
【００５９】
　したがって、本発明は、細胞を選択する、疾患を診断する、研究試験を実施する、なら
びに所定の経路における特異的遺伝子に向けられる選択法、診断法および治療物質を用い
て固形腫瘍を処置する方法を提供する。以下の遺伝子および遺伝子産物の一つまたは複数
が含まれる：Bmi-1、eed、easyhi、easyh2、rnf2、yyl、smarcA3、smarcA5、smarcD3、sm
arcE1、およびmllt3と共に、表4～9において示される遺伝子および遺伝子産物。これらの
遺伝子の多くは、本明細書において示されるように、正常細胞および非腫瘍形成性癌細胞
と比較して固形腫瘍幹細胞において異なるように発現される。
【００６０】
　本発明は、固形腫瘍から単離された細胞の様々な集団による固形腫瘍幹細胞機能および
細胞機能に関するインビボおよびインビトロアッセイを提供する。本発明は、固形腫瘍幹
細胞増殖に影響を及ぼす要因を同定するために、固形腫瘍から単離された様々な細胞集団
（固形腫瘍幹細胞に関して濃縮された細胞の集団のような）を用いるための方法を提供す
る。本発明の方法によって、固形腫瘍内の細胞の表現型に関して異種の集団を特徴付けす
ることができる。特に、広範に増殖する幹細胞特性と、他の全ての腫瘍細胞型を生じる能
力とを有する、表現型が異なる細胞集団を腫瘍内で同定、単離、および特徴付けすること
ができる。固形腫瘍幹細胞は、処置後に腫瘍を再度確立することができる腫瘍形成性細胞
である。



(24) JP 2008-546387 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

【００６１】
　本発明のマイクロアレイデータを用いて、本発明は、シグネチャー1（α-カテニンシグ
ネチャー）およびシグネチャー2（e-カドヘリンシグネチャー）と呼ばれる癌幹細胞遺伝
子発現に関する二つの明らかに定義された分子シグネチャーを同定する（表9および図10
、11を参照されたい）。これらのシグネチャーは、癌幹細胞の存在を検出することができ
、癌の特徴付け、単離、ターゲティング、および処置を行うことができる。α-カテニン
およびE-カドヘリン癌幹細胞遺伝子シグネチャーに関する知識を用いて、癌幹細胞の有無
に関して診断アッセイを開発する；癌幹細胞の濃縮集団を単離する；研究試験を実施する
；癌幹細胞の挙動に影響を及ぼす物質の同定を可能にするアッセイを開発する；癌幹細胞
に影響を及ぼす薬物を開発する；選択法、診断法、および治療物質を用いて固形腫瘍を処
置する；ならびに癌幹細胞の特異的集団のさらなる単離およびターゲティングのために癌
幹細胞のさらなるマーカーを同定することができる。同様に、本発明のシグネチャー1お
よびシグネチャー2遺伝子発現には、α-カテニンおよびE-カドヘリンの発現の変化がそれ
ぞれ含まれるという発見は、シグネチャー1およびシグネチャー2癌幹細胞が転移能の変化
に関連することを示している。このように、本発明の遺伝子発現シグネチャーは、転移の
モニタリングおよび処置をさらに可能にする。
【００６２】
　このように、本発明は、固形腫瘍幹細胞に対して診断物質または治療物質を選択的にタ
ーゲティングするための方法を提供する。本発明はまた、固形腫瘍幹細胞に対して選択的
にターゲティングされる（たとえば、本明細書に開示の固形腫瘍幹細胞癌マーカーの一つ
に対して向けられる）、生体分子のような物質を提供する。いくつかの態様において、こ
のようにターゲティングされる幹細胞癌マーカーは、自己再生または細胞生存経路の一部
である。そのようなマーカーの一例は、成体の自己再生造血幹細胞の維持にとって必要で
あることが示されているBmi-1である（たとえば、参照により本明細書に組み入れられる
、Park et al., Nature, 2003, 15; 423(6937): 302- 5を参照されたい）。他のいくつか
の態様において、診断またはターゲティングされる癌は、α-カテニンシグネチャーと高
度に相関するα-カテニンまたはE-カドヘリン遺伝子発現パターンを発現する。より具体
的には、癌幹細胞は、1）たとえばNicastrin発現の低レベルもしくは検出不能レベル、ま
たはEDG2、DCBLD2、もしくはc-Met発現の増加を含む、一つもしくは複数のシグネチャー1
遺伝子マーカーの増加もしくは減少と組み合わせた、α-カテニン発現の低レベルもしく
は検出不能レベル、または2）たとえばMMP7、Nov、もしくはIL1R2発現の低レベルもしく
は検出不能レベル、またはSHC1発現の増加を含む、一つもしくは複数のシグネチャー2遺
伝子マーカーの増加または減少と組み合わせた、e-カドヘリン発現の低レベルもしくは検
出不能レベル、のいずれかを示す。
【００６３】
　一定の態様において、本発明は、抗癌剤をスクリーニングするため；抗癌治療を試験す
るため；新規経路をターゲティングする薬物を開発するため；新規抗癌治療標的を同定す
るため；病理標本における悪性細胞の同定および診断のため；固形腫瘍幹細胞薬物感受性
を試験およびアッセイするため；薬物感受性を予測する特異的要因を測定するため；なら
びに患者をスクリーニングするため（たとえば、マンモグラフィーの補助として）の方法
を提供する。
【００６４】
　本発明はさらに、転移および全体的な生存を含む臨床転帰を予測する幹細胞マーカーを
含む、癌幹細胞遺伝子シグネチャーであるα-カテニンシグネチャーを初めて同定する。
α-カテニンシグネチャーと共に、α-カテニンシグネチャーを含む個々の予測因子遺伝子
の一つまたは複数が、予後不良の予測として確立される。本発明のいくつかの態様におい
て、α-カテニンシグネチャーまたは個々の予測因子遺伝子は、低リスクまたは高リスク
であると腫瘍を分類するために、および低リスクまたは高リスク範疇に腫瘍を割付するた
めに臨床的に用いられる。α-カテニンシグネチャーはさらに、低リスクまたは高リスク
としての腫瘍の分類に基づいて、診断、予後を提供する、および治療を選択するためと共
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に、診断、予後、および／または治療を経時的にモニターするために用いることができる
。もう一つの態様において、α-カテニンシグネチャーは、たとえば癌を処置するための
低分子、siRNA、および抗体を含むリード化合物を試験および査定するために実験的に用
いることができる。
【００６５】
　一定の態様において、α-カテニン遺伝子プロファイルを含む癌幹細胞プロファイルは
、たとえばRT-PCRによってポリヌクレオチドの発現レベルを定量することによって腫瘍試
料において検出することができる。RT-PCRによる定量のために選択されるポリヌクレオチ
ドは、癌幹細胞遺伝子シグネチャーを含むポリヌクレオチドである。または、α-カテニ
ン遺伝子プロファイルを含む癌幹細胞プロファイルは、たとえば定量的免疫蛍光またはEL
ISAによってタンパク質の発現レベルを定量することによって、腫瘍試料において検出さ
れうる。定量のために選択されるタンパク質は、癌幹細胞遺伝子シグネチャーを含む遺伝
子によってコードされるタンパク質である。いくつかの態様において、α-カテニン遺伝
子プロファイルは、α-カテニン遺伝子シグネチャーを含むマイクロアレイを用いるマイ
クロアレイ分析によって腫瘍組織において検出される。これらのマイクロアレイは、患者
の試料におけるポリヌクレオチド、たとえばmRNAの発現レベルによって、またはたとえば
抗体を用いて患者の試料におけるタンパク質の発現レベルによって、α-カテニンプロフ
ァイルの存在を検出することができる。もう一つのいくつかの態様において、α-カテニ
ンプロファイルは、癌幹細胞シグネチャーを含む遺伝子を特異的に増幅するプライマーの
組を用いるリアルタイムPCRによって、試料において検出される。本発明の他の態様にお
いて、予後において用いるためのα-カテニンシグネチャーを含む遺伝子の発現を検出す
るポリヌクレオチドまたはタンパク質（たとえば、抗体）を含むマイクロアレイが提供さ
れる。
【００６６】
　本発明の他の特徴、目的、および長所は、以下の詳細な説明から明らかとなるであろう
。さらなる指針は、その双方が参照により本明細書に組み入れられる、Regents of the U
niversity of MichiganによるWO 02/12447およびWO 03/50502において提供される。
【００６７】
定義
　本発明の理解を容易にするために、多数の用語および句を以下に定義する。
【００６８】
　本明細書において用いられるように、「抗体」という用語には、モノクローナル抗体（
完全長のモノクローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多重特異的抗体（たとえば
、二特異的抗体）、およびそれらが所望の生物活性（たとえば、本明細書において記述さ
れるように幹癌細胞マーカーに対する結合能）を示す限り抗体断片が含まれる。抗体は、
他の分子（たとえば、毒素）に共役させることができる。
【００６９】
　本明細書において用いられるように、「抗体断片」という用語は、無傷の抗体の一部を
指す。抗体断片の例には、直線状抗体、一本鎖抗体分子、FcまたはFc'ペプチド、Fabおよ
びFab断片、ならびに抗体断片から形成された多重特異的抗体が含まれるがこれらに限定
されるわけではない。
【００７０】
　本明細書において用いられるように、非ヒト（たとえば、マウス）抗体の「ヒト化」型
は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小の配列を含む、または配列を含まないキメラ抗
体である。たいていの場合、ヒト化抗体は、レシピエントの高度可変領域からの残基が、
所望の特異性、親和性、および能力を有するマウス、ラット、ウサギ、または非ヒト霊長
類のような非ヒト種（ドナー抗体）の高度化変領域からの残基によって置換されているヒ
ト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。いくつかの例において、ヒト免疫グロブ
リンのFvフレームワーク領域（FR）残基は、対応する非ヒト残基に置換されている。さら
に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体において見いだされない残基を含
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みうる。これらの改変は一般的に、抗体の性能をさらに精密にするためになされる。一般
的に、ヒト化抗体は、高度可変ループの全てまたは実質的に全てが非ヒト免疫グロブリン
の高度可変ループに対応し、FR残基の全てまたは実質的に全てがヒト免疫グロブリン配列
の残基である、少なくとも一つ、典型的に二つの可変ドメインの実質的に全てを含むであ
ろう。ヒト化抗体はまた、免疫グロブリン定常領域（Fc）、典型的にヒト免疫グロブリン
の定常領域の少なくとも一部を含みうる。ヒト化抗体を生成するために用いられる方法の
例は、Winterらに対する米国特許第5,225,539号において記述されている（参照により本
明細書に組み入れられる）。
【００７１】
　細胞の濃縮集団における場合のような、「濃縮された」とは、未分画の組の細胞におけ
るマーカーを有する細胞数と比較した場合に、分画された組の細胞における特定のマーカ
ー（たとえば、表4～9において示されるように）を有する細胞数の増加に表現型上基づい
て定義されうる。しかし、「濃縮された」という用語は、試験マウスにおいて限界希釈頻
度で腫瘍を形成する最小数の細胞として腫瘍形成機能によって機能的に定義されうる。た
とえば、腫瘍幹細胞500個が試験動物の63％において腫瘍形成するが、試験動物の63％に
おいて腫瘍を形成するために未分画の腫瘍細胞5000個が必要である場合、固形腫瘍幹細胞
集団は、腫瘍形成活性に関して10倍濃縮されている。本発明の幹細胞癌マーカーを用いて
癌幹細胞の濃縮集団を生成することができる。いくつかの態様において、幹細胞集団は、
未分画の腫瘍細胞と比較して少なくとも1.4倍（たとえば、1.4倍、1.5倍、2倍、5倍、10
倍・・20倍・・・）濃縮される。
【００７２】
　細胞に関して「単離された」とは、その天然の環境（固形腫瘍の場合のような）から切
り離されて、単離または分離されて、それと共に天然に存在するがそれに基づいて細胞が
単離されるマーカーを欠損する他の細胞を少なくとも約30％、50％、75％含まない、また
は約90％含まない細胞を指す。本発明の幹細胞癌マーカーは、癌幹細胞の単離集団を生成
するために用いることができる。
【００７３】
　本明細書において用いられるように、遺伝子発現に関して「低レベル」、「減少レベル
」、「低い発現」、「低減された発現」、または「減少した発現」という用語は、本明細
書において細胞または細胞集団、特に癌幹細胞または癌幹細胞集団における、第二の細胞
または細胞集団、たとえば正常乳腺上皮細胞におけるその遺伝子の発現より低いレベルで
の遺伝子の発現を指すために互換的に用いられる。遺伝子発現の「低レベル」は、以下の
レベルでの癌幹細胞または癌幹細胞集団における遺伝子の発現を指しうる：1）正常乳腺
上皮細胞における同じ遺伝子の発現レベルの半分またはそれより低い；および2）通常の
技術を用いて検出下限。遺伝子発現の「低レベル」は、たとえば定量的RT-PCRまたはマイ
クロアレイ分析によって、正常乳腺上皮と比較して癌幹細胞におけるポリヌクレオチド（
mRNA、cDNA等）のほぼ検出不能な量まで減少した量を検出することによって決定されうる
。または、遺伝子発現の「低レベル」は、たとえば、ELISA、ウェスタンブロット、また
は定量的免疫蛍光によって、正常乳腺上皮と比較して癌幹細胞におけるタンパク質のほぼ
検出不能な量まで減少した量を検出することによって決定されうる。
【００７４】
　遺伝子発現に関連した「高レベル」、「増加レベル」、「高い発現」、「増加した発現
」または「上昇レベル」という用語は、本明細書において細胞または細胞集団、特に癌幹
細胞または癌幹細胞集団における、第二の細胞または細胞集団、たとえば正常乳腺上皮細
胞におけるその遺伝子の発現より高いレベルでの遺伝子の発現を指すために互換的に用い
られる。遺伝子発現の「上昇レベル」は、正常乳腺上皮細胞における同じ遺伝子の発現レ
ベルの2倍またはそれより高いレベルでの癌幹細胞または癌幹細胞集団における遺伝子の
発現を指しうる。遺伝子発現の「上昇レベル」は、たとえば定量的RT-PCR、またはマイク
ロアレイ分析によって、正常乳腺上皮と比較した癌幹細胞におけるポリヌクレオチド（mR
NA、cDNA等）の増加量を検出することによって決定されうる。または、遺伝子発現の「上
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昇レベル」は、たとえばELISA、ウェスタンブロット、定量的免疫蛍光等によって、正常
乳腺上皮と比較した癌幹細胞におけるタンパク質の増加量を検出することによって決定さ
れうる。
【００７５】
　本明細書において用いられるように、遺伝子発現に関連して「検出不能レベル」または
「発現の喪失」という用語は、細胞または細胞集団、特に癌幹細胞または癌幹細胞集団に
おいて、発現が同定されないように通常の技術を用いてバックグラウンドと区別すること
ができないレベルでの遺伝子発現を指す。遺伝子発現の「検出不能レベル」は、たとえば
定量的RT-PCRまたはマイクロアレイ分析によって、癌幹細胞におけるポリヌクレオチド（
mRNA、cDNA等）のバックグラウンドより上のレベルのを検出できないことによって決定さ
れうる。または、遺伝子発現の「検出不能レベル」は、たとえばELISA、ウェスタンブロ
ット、または免疫蛍光によって癌幹細胞におけるバックグラウンドより上のタンパク質の
レベルを検出できないことによって決定されうる。
【００７６】
　本明細書において用いられるように、「受容体結合ドメイン」という用語は、細胞接着
分子を含む受容体に関する任意の本来のリガンド、または対応する本来のリガンドの少な
くとも定性的受容体結合能を保持するそのような本来のリガンドの任意の領域もしくは誘
導体を指す。
【００７７】
　本明細書において用いられるように、「抗体-イムノアドヘシンキメラ」という用語は
、抗体の少なくとも一つの結合ドメインと少なくとも一つのイムノアドヘシンとを組み合
わせた分子を含む。例には、そのいずれも参照により本明細書に組み入れられる、Berg e
t al., PNAS (USA) 88:4723-4727 (1991)およびCharnow et al., J. Immunol., 153:4268
 (1994)において記述される二重特異的CD4-IgGキメラが含まれるがこれらに限定されるわ
けではない。
【００７８】
　本明細書において用いられるように、「癌」および「癌様」という用語は、細胞の集団
が制御されない細胞成長を特徴とする、哺乳動物における生理的状態を指す、または記述
する。癌の例には、癌腫、リンパ腫、芽腫、肉腫、および白血病が含まれるがこれらに限
定されるわけではない。そのような癌のより具体的な例には、扁平上皮癌、小細胞肺癌、
非小細胞肺癌、肺の腺癌、肺の扁平上皮癌、腹膜癌、肝細胞癌、消化器癌、膵臓癌、神経
膠腫、頚癌、卵巣癌、肝癌、膀胱癌、肝腫、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌また
は子宮癌、唾液腺癌、腎臓癌、肝癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝臓癌、および様々
なタイプの頭頚部癌が含まれる。
【００７９】
　本明細書において用いられるように、「転移」は、新しい位置での類似の癌様病変の発
達を伴う、それによって癌が起源部位から体の他の領域へと伝搬または移動するプロセス
を指す。「転移」または「転移する」細胞は、隣接する細胞との接着性の接触を失って、
血流またはリンパによって疾患の原発部位から移動して隣接する体構造へと浸潤する細胞
である。
【００８０】
　本明細書において用いられるように「エピトープ」という用語は、特定の抗体と接触す
る抗原のその部分を指す。
【００８１】
　タンパク質またはタンパク質の断片を用いて宿主動物を免疫する場合、タンパク質の多
数の領域が、タンパク質の所定の領域または三次元構造に対して特異的に結合する抗体の
産生を誘導することができる；これらの領域または構造は「抗原決定基」と呼ばれる。抗
原決定基は、抗体との結合に関して無傷の抗原（すなわち、免疫反応を誘発するために用
いられる「免疫原」）と競合することができる。
【００８２】
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　抗体およびタンパク質またはペプチドの相互作用を参照して用いる場合の「特異的結合
」または「特異的に結合する」は、相互作用がタンパク質上の特定の構造（すなわち、抗
原決定基またはエピトープ）の存在に依存することを意味し、言い換えれば抗原は、タン
パク質全体に対するよりむしろ特異的タンパク質構造を認識して結合する。たとえば、抗
体がエピトープ「A」に対して特異的である場合、標識された「A」と抗体とを含む反応に
エピトープA（または遊離の非標識A）を含むタンパク質が存在すれば、抗体に結合する標
識Aの量を低減させるであろう。
【００８３】
　本明細書において用いられるように、抗体およびタンパク質またはペプチドの相互作用
を参照して用いる場合の「非特異的結合」および「バックグラウンド結合」という用語は
、特定の構造の存在に依存しない相互作用を指す（すなわち、抗体は、エピトープのよう
な特定の構造よりむしろタンパク質全体に結合する）。
【００８４】
　本明細書において用いられるように、「被験者」という用語は、特定の処置のレシピエ
ントであるヒト、非ヒト霊長類、齧歯類等が含まれるがこれらに限定されるわけではない
任意の動物（たとえば、哺乳動物）を指す。典型的に、「被験者」および「患者」は、本
明細書においてヒト被験者を参照して互換的に用いられる。
【００８５】
　本明細書において、「癌を有することが疑われる被験者」という用語は、癌を示す一つ
もしくは複数の症状（たとえば、顕著な塊または腫瘤）を示す、または癌に関してスクリ
ーニングされる（たとえば、通常の身体的スクリーニングの際に）被験者を指す。癌を有
することが疑われる被験者はまた、一つまたは複数の危険因子を有しうる。癌を有するこ
とが疑われる被験者は一般的に、癌に関して試験されていない。しかし、「癌を有するこ
とが疑われる被験者」は、初回診断を受けたがその癌の状態がわかっていない個体を含む
。この用語にはさらに、癌に罹ったことがある（たとえば、寛解期の個体）人々が含まれ
る。
【００８６】
　本明細書において、「癌のリスクを有する被験者」は、特異的な癌を発症する一つまた
は複数の危険因子を有する被験者を指す。危険因子には、性別、年齢、遺伝的素因、環境
的曝露、過去の癌の事例、既存の非癌疾患、および生活様式が含まれるがこれらに限定さ
れるわけではない。
【００８７】
　本明細書において用いられるように、「被験者における特徴的な癌」という用語は、良
性、前癌様または癌様組織の存在、癌の進行期、および被験者の予後が含まれるがこれら
に限定されるわけではない被験者における癌の試料の一つまたは複数の特性の同定を指す
。癌は、本明細書に開示の癌マーカーが含まれるがこれらに限定されるわけではない一つ
または複数の癌マーカー遺伝子の発現の同定を特徴としうる。
【００８８】
　「癌幹細胞」、「腫瘍幹細胞」、または「固形腫瘍幹細胞」という用語は、本明細書に
おいて互換的に用いられ、（1）広範な増殖能を有する；（2）低減された増殖または発達
能を有する一つまたは複数の種類の分化した子孫を生成するように非対称な細胞分裂を行
うことができる；および（3）自己再生または自己維持のために、対称な細胞分裂を行う
ことができる固形腫瘍からの細胞集団を指す。「癌幹細胞」、「腫瘍幹細胞」または「固
形腫瘍幹細胞」のこれらの特性は、腫瘍を形成することができない腫瘍細胞の大多数と比
較して、免疫無防備マウスに連続移植すると触診可能な腫瘍を形成する能力をそれらの癌
幹細胞に付与する。癌幹細胞は、自己再生対混沌とした分化を受けて、変異が起こるにつ
れて経時的に変化しうる異常な細胞タイプを有する腫瘍を形成する。本発明の固形腫瘍幹
細胞は、米国特許第6,004,528号によって提供される「癌幹細胞株」とは異なる。その特
許において、「癌幹細胞株」は、それ自身少数の変異を有するが、細胞の環境において起
こる腫瘍形成性の変化の結果として、非対称の細胞分裂よりむしろ対称な細胞分裂を受け
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る遅く成長する前駆細胞タイプとして定義される。このように、この「癌幹細胞株」仮説
は、高度に変異した急速に増殖する腫瘍細胞が、ほとんどが、比較的正常な幹細胞を蓄積
させて、次にそれらを腫瘍細胞にする変異を受けさせる異常な環境の結果として生じると
提唱する。米国特許第6,004,528号は、そのようなモデルを癌の診断を増強するために用
いることができると提唱する。固形腫瘍幹細胞モデルは、「癌幹細胞株」モデルとは根本
的に異なり、その結果「癌幹細胞株」モデルによって提供されない有用性を示す。第一に
、固形腫瘍幹細胞は、「変異を容赦」されない。米国特許第6,004,528号によって記述さ
れた「変異を容赦された癌幹細胞株」は、前癌様病変であると見なされうるが、本発明に
よって記述される固形腫瘍幹細胞は、それ自身、腫瘍形成に関与する変異を含む癌細胞で
ある。すなわち、米国特許第6,004,528号における「癌幹細胞株」とは区別される高度変
異細胞の中に、本発明の固形腫瘍幹細胞（「癌幹細胞」）が含まれるであろう。第二に、
癌に至る遺伝的変異は、固形腫瘍幹細胞において大きく内因性となりうると共に環境的と
なりうる。固形腫瘍幹細胞モデルは、単離された固形腫瘍幹細胞が、移植時にさらなる腫
瘍を生じることができると予測するが（このように、転移を説明する）、「癌幹細胞株」
モデルは、腫瘍形成性であるのはその異常な環境であることから、移植された「癌幹細胞
株」細胞が新たな腫瘍を生じることができないであろうと予測するであろう。実際に、解
剖されて表現型上単離されたヒト固形腫瘍幹細胞を、それらが新しい腫瘍を形成するマウ
ス（正常な腫瘍の環境とは非常に異なる環境に）に移植できることにより、本発明は「癌
幹細胞株」モデルとは区別される。第三に、固形腫瘍幹細胞はおそらく、対称的な細胞分
裂が絶対的な特性ではないように、対称的および非対照的に分裂する。第四に、固形腫瘍
幹細胞は、遅い増殖速度が明確な特徴ではないように、多くの変数に応じて、急速または
遅く分裂することができる。
【００８９】
　本明細書において用いられるように、「腫瘍形成性」は、自己再生特性（さらなる腫瘍
形成性癌幹細胞を生じる）、および固形腫瘍幹細胞に腫瘍を形成させる他の全ての腫瘍細
胞の生成するための増殖特性（分化した、そしてこのように非腫瘍形成性の腫瘍細胞を生
じる）を含む固形腫瘍幹細胞の機能的特徴を指す。
【００９０】
　本明細書において用いられるように、「幹細胞癌マーカー」、「癌幹細胞マーカー」、
「腫瘍幹細胞マーカー」、または「固形腫瘍幹細胞マーカー」という用語は、単独または
他の遺伝子と併用して、非腫瘍形成性細胞と比較して、その発現レベルが単独または他の
遺伝子と組み合わせて、腫瘍形成性癌細胞の存在と相関する遺伝子もしくは複数の遺伝子
、または遺伝子もしくは複数の遺伝子によって発現されたタンパク質、ポリペプチド、も
しくはペプチドを指す。相関は、遺伝子の発現の増加または減少のいずれかと相関しうる
（たとえば、遺伝子によってコードされるmRNAまたはペプチドのレベルの増加または減少
）。
【００９１】
　「遺伝子発現プロファイル」は、生物試料において発現された少なくとも一つのポリヌ
クレオチドまたはタンパク質の同定された発現レベルを指す。
【００９２】
　「遺伝子プロファイル」、「遺伝子パターン」、「発現パターン」、または「発現プロ
ファイル」は、生物学的試料の独自の同定子を提供する特異的遺伝子発現パターン、たと
えば乳癌または結腸癌試料を分析することによって得られた乳癌または結腸癌遺伝子発現
パターンを指し、それらの場合、「乳癌遺伝子プロファイル」または「結腸癌遺伝子発現
」と呼ばれうる。「遺伝子パターン」は、遺伝子パターンを癌幹細胞遺伝子シグネチャー
と比較した後に、疾患を診断する、予後を作製する、治療を選択する、および／または疾
患または治療をモニターするために用いることができる。
【００９３】
　「癌幹細胞遺伝子シグネチャー」、「腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャー」、「癌幹細胞シ
グネチャー」、「腫瘍幹細胞シグネチャー」、「腫瘍形成遺伝子シグネチャー」、および
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「TG遺伝子シグネチャー」という用語は、本明細書において互換的に用いられ、他の細胞
または細胞集団、たとえば正常乳腺上皮組織と比較して癌幹細胞において異なるように発
現された遺伝子を含む遺伝子シグネチャーを指す。一つのいくつかの態様において、癌幹
細胞遺伝子シグネチャーは、癌幹細胞対正常乳腺上皮において、数倍の変化によって、た
とえば2倍低減されたおよび／または上昇した発現によって異なるように発現され、たと
えば多数の試料に対するt-検定のP値によるような統計分析を用いることによってさらに
制限された遺伝子を含む。いくつかの態様において、癌幹細胞において異なるように発現
された遺伝子は、その発現変化倍率または発現変化百分率と共に、その発現と選択された
遺伝子との相関に基づいて癌幹細胞遺伝子シグネチャーに分類される。
【００９４】
　本明細書において用いられるように、「α-カテニンシグネチャー」、「α-カテニン遺
伝子シグネチャー」、「αカテニン遺伝子発現シグネチャー」、「シグネチャー1」、ま
たは「癌幹細胞シグネチャー1」という用語は、癌幹細胞シグネチャーの異なるサブセッ
トを指す。α-カテニン遺伝子シグネチャーを発現する癌幹細胞は、「シグネチャー1遺伝
子発現」を示す、または「シグネチャー1」、「シグネチャー1型」、もしくは「α-カテ
ニンシグネチャー」癌幹細胞と呼ばれる。α-カテニンシグネチャーは、1）正常ヒト乳腺
上皮と比較して、alpha- catenin (CTNNAl)；nicastrin (NCSTN)；ligand of numb-prote
in X (LNX)；armadillo repeat containing, X-linked 3 (ARMCX3)；melanoma associate
d gene (D2S448)；tumor suppressor candidate 1 (TUSC1)；glutamine synthase (GLUL)
；retinoblastoma 1 (RB1)；brain expressed X-linked 2 (BEX2)；solute carrier fami
ly 12, member 2 (SLC12A2)；galactosylceramidase (GALC)；nerve growth factor rece
ptor associated protein 1 (NGFRAP1)；fibroblast growth factor 13 (FGF13)；KIAA11
02；solute carrier family 1, member 4 (SLCl A4)；およびDnaJ homolog, subfamily D
, member 1 (DNAJD1)を含む異なる組の遺伝子の一つまたは複数の検出不能または低レベ
ル発現、および／または2）正常ヒト乳腺上皮と比較して、endothelial differentiation
, lysophosphatidic acid G-protein coupled receptor 2 (EDG2)；caveolin 1 (CAV1)；
caveolin 2 (CAV2)；discoidin, CUB and LCCL domain containing 2 (DCBLD2)；insulin
-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3)；S100A2；CXCL5；c-Met (MET)；fork
head box Ql (FOXQ1)；cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A)；malignant fi
brous histiocytoma amplified sequence 1 (MFHAS1)；interleukin 27 receptor, alpha
 (IL27RA)；killer cell lectin-like receptor subfamily F, member 1 (KLRF1)；prote
in kinase C, alpha (PKCA)；uridine phosphorylase 1 (UPP1)；cathepsin L2 (CTSL2)
；solute carrier family 7, member 5 (SLC7A5)；aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator-like 2 (ARNTL2)；protease, serine, 1, 2, and 3 (PRSS1, PRSS2, PRSS3
)；vanin 1 (VNN1)；RAB38；zinc finger, BED domain containing 2 (ZBED2)；myeloma 
overexpressed gene (MYEOV)；MAL；IGF-II mRNA-binding protein 3 (IMP-3)；およびde
hydrogenase/reductase SDR family, member 9 (DHRS9)を含む異なる組の遺伝子の一つま
たは複数の上昇した発現を含む。本発明のいくつかの態様において、α-カテニン発現の
検出不能または低レベルは、1）nicastrin (NCSTN)；ligand of numb-protein X (LNX)；
armadillo repeat containing, X-linked 3 (ARMCX3)；melanoma associated gene (D2S4
48)；glutamine synthase (GLUL)；およびretinoblastoma 1 (RB1)を含む遺伝子の一つま
たは複数の検出不能または低レベル発現、および／または2）endothelial differentiati
on, lysophosphatidic acid G- protein coupled receptor 2 (EDG2)；caveolin 1 (CAV1
)；caveolin 2 (CAV2)；discoidin, CUB and LCCL domain containing 2 (DCBLD2)；insu
lin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3)；S100A2；CXCL5；c-Met (MET)；f
orkhead box Ql (FOXQ1)；cyclin- dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A)；cathepsi
n L2 (CTSL2)；およびmalignant fibrous histiocytoma amplified sequence 1 (MFHAS1)
を含む異なる組の遺伝子の一つまたは複数の上昇した発現を伴う。もう一つの態様におい
て、α-カテニンシグネチャーは、遺伝子：α-カテニン；NCSTN；LNX；ARMCX3；D2S448；
GLUL；およびRB1の二つまたはそれ以上の検出不能または低レベル発現を含む。もう一つ
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の態様において、α-カテニンシグネチャーは、遺伝子：EDG2；CAV1；CAV2；DCBLD2；IGF
BP3；S100A2；CXCL5；MET；FOXQ1；CDKN2A；CTSL2；およびMFHAS1の二つまたはそれ以上
の上昇した発現を含む。または、α-カテニンシグネチャーは、1）遺伝子：α-カテニン
；NCSTN；LNX；ARMCX3；D2S448；GLUL；およびRB1の一つまたは複数の検出不能または低
レベル発現、ならびに2)遺伝子：EDG2；CAV1；CAV2；DCBLD2；IGFBP3；S100A2；CXCL5；M
ET；FOXQ1；CDKN2A；CTSL2；およびMFHAS1の一つまたは複数の上昇した発現を含む。
【００９５】
　本明細書において用いられるように、「E-カドヘリンシグネチャー」、「E-カドヘリン
遺伝子シグネチャー」、「E-カドヘリン遺伝子発現シグネチャー」、「シグネチャー2」
、または「癌幹細胞シグネチャー2」という用語は、癌幹細胞シグネチャーの異なるサブ
セットを指す。E-カドヘリン遺伝子シグネチャーを発現する癌幹細胞は、「シグネチャー
2遺伝子発現」を示す、または「シグネチャー2」、「シグネチャー2型」、もしくは「E-
カドヘリンシグネチャー」癌幹細胞として呼ばれる。　E-カドヘリンシグネチャーは、1
）正常乳腺上皮と比較して、e-cadherin (CDHl)；matrix metalloproteinase 7 (MMP7)；
nephroblastoma overexpressed gene (Nov)；FOS-like antigen 1 (FOSL1)；interleukin
 1 receptor, type II (IL1R2)；secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1)；kerat
in 6B (KRT6B)；putative lymphocyte G0/G1 switch gene (G0S2)；interleukin 8 (IL8)
；UDP-GlcNAc:betaGal beta-l,3-N-acetylglucosaminyltransferase 5 (B3GNT5)；および
fibroblast growth factor binding protein 1 (FGFBP1)を含む遺伝子の一つまたは複数
の検出不能または低レベル発現、および／または2）正常乳腺上皮と比較して、Src homol
ogy 2 domain containing transforming protein 1 (SHC1)；FLJ20152；aryl hydrocarbo
n receptor nuclear translocator (ARNT)；cytoplasmic FMRl interacting protein 2 (
CYFIP2)；chromosome 17 open reading frame 27 (C17orf27)；transporter 1, ATP-bind
ing cassette, sub-family B (TAP1)；RNASEL；およびsimilar to aspartate beta hydro
xylase (LOC57168)を含む遺伝子の一つまたは複数の増加した発現を含む。本発明のいく
つかの態様において、E-カドヘリンの検出不能または低レベル発現は、matrix metallopr
oteinase 7 (MMP7)；nephroblastoma overexpressed gene (Nov)；FOS-like antigen 1 (
FOSL1)；およびinterleukin 1 receptor, type II (IL1R2)が含まれる遺伝子の一つまた
は複数の検出不能または低レベル発現；および／または2）SHC (Src homology 2 domain 
containing) transforming protein 1 (SHC1)およびFLJ20152が含まれる遺伝子の一つま
たは複数の上昇した発現を伴う。もう一つの態様において、E-カドヘリンシグネチャーは
、遺伝子：E-カドヘリン；MMP7；Nov；FOSL1；およびIL1R2の二つまたはそれ以上の検出
不能レベルまたは低レベル発現を含む。もう一つの態様において、E-カドヘリンシグネチ
ャーは、遺伝子SHC1およびFLJ20152の上昇した発現を含む。または、E-カドヘリンシグネ
チャーは、1）遺伝子：E-カドヘリン；MMP7；Nov；FOSL1；およびIL1R2の一つまたは複数
の検出不能または低レベル発現、ならびに2）遺伝子SHC1およびFLJ20152の一つまたは複
数の上昇した発現を含む。
【００９６】
　本明細書において用いられるように、「発現レベルを特異的に検出する試薬」という用
語は、一つまたは複数の遺伝子（たとえば、本発明の癌マーカーが含まれるがこれらに限
定されるわけではない）の発現を検出するために用いられる試薬を指す。適した試薬の例
には、関心対象遺伝子と特異的にハイブリダイズすることができる核酸プローブ、アプタ
マー、関心対象遺伝子を特異的に増幅することができるPCRプライマー、および関心対象
遺伝子によって発現されるタンパク質に特異的に結合することができる抗体が含まれるが
これらに限定されるわけではない。他の非制限的な例は、以下の説明および実施例におい
て見いだされうる。
【００９７】
　本明細書において用いられるように、「非癌様対照と比較して発現の減少または増加を
検出する」とは、非癌様対照試料におけるレベルと比較して遺伝子の発現レベル（たとえ
ば、mRNAまたはタンパク質レベル）を測定する段階を指す。遺伝子発現は、本明細書に開



(32) JP 2008-546387 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

示の方法が含まれるがこれらに限定されるわけではない任意の適した方法によって測定さ
れうる。
【００９８】
　本明細書において用いられるように、「試験化合物の非存在下と比較して試験化合物の
存在下で細胞試料における遺伝子発現の変化を検出する段階」という用語は、試験化合物
の非存在下と比較して試験化合物の存在下での変化した発現レベル（たとえば、増加また
は減少）を測定する段階を指す。遺伝子発現は、任意の適した方法を用いて測定すること
ができる。
【００９９】
　本明細書において用いられるように、「被験者における癌を検出するためのキットを用
いるための説明書」という用語には、被験者からの試料における癌の検出および特徴付け
のためのキットに含まれる試薬を用いるための説明書が含まれる。
【０１００】
　本明細書において用いられるように、「診断を提供する」、または「診断情報」は、患
者が疾患または状態を有するか否かを決定するため、および／または疾患または状態の処
置（一般的な処置または任意の特定の処置のいずれか）の予後またはそれに対する可能性
がある反応に関して重要性を有する表現型範疇または任意の範疇に疾患または状態を分類
するために有用な任意の情報を指す。同様に、診断は、被験者が状態（腫瘍のような）を
有する可能性があるか否か、たとえば高リスク腫瘍または低リスク腫瘍としての腫瘍の性
質または分類に関連する情報、予後に関連する情報、および／または適当な処置を選択す
るために有用な情報が含まれるがこれらに限定されるわけではない、任意のタイプの診断
情報を提供する段階を指す。処置の選択には、特定の化学療法剤または手術もしくは放射
線のような他の処置様相の選択、または治療を差し控えるもしくは送達するか否かに関す
る選択が含まれうる。
【０１０１】
　本明細書において用いられるように、「予後を提供する」、「予後的情報」、または「
予測情報」という用語は、被験者のさらなる健康（たとえば、予想される罹患率または死
亡率、癌に罹る可能性、および転移のリスク）に及ぼす癌の存在の影響（たとえば、本発
明の診断法によって決定されるように）に関する情報を提供する段階を指す。
【０１０２】
　腫瘍または癌と診断された患者に関する「低リスク」という用語は、転移の確率がより
低い、および／または初回診断の約5年以内に死亡を引き起こす、または死亡する確立が
所定の集団内での全ての腫瘍または患者より低い、腫瘍または患者を指す。
【０１０３】
　腫瘍または癌と診断された患者に関する「高リスク」という用語は、転移の確率がより
高い、および／または初回診断の約5年以内に死亡を引き起こすまたは死亡する確率が所
定の集団内での全ての腫瘍または患者より高い、腫瘍または患者を指す。
【０１０４】
　本明細書において用いられるように、「術後の腫瘍組織」という用語は、被験者から採
取された（たとえば、手術中に）癌様組織（たとえば、生検組織）を指す。
【０１０５】
　本明細書において用いられるように、「癌と診断された被験者」という用語は、検査を
受けて癌様組織を有することが見いだされた被験者を指す。癌は、生検、x-線、血液検査
、および本発明の診断法が含まれるがこれらに限定されるわけではない任意の適した方法
を用いて診断されうる。
【０１０６】
　本明細書において用いられるように、「生検組織」、「患者の試料」、「腫瘍試料」、
および「癌試料」という用語は、試料が、癌幹細胞を含む癌様組織を有するか否かを決定
する、またはその癌様組織の遺伝子発現プロファイルを決定する目的のために被験者から
採取された細胞、組織、または液体試料を指す。いくつかの態様において、生検組織また
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は液体は、被験者が癌を有することが疑われるために得られる。次に、生検組織または液
体は、癌、癌幹細胞、および／または癌幹細胞遺伝子シグネチャー発現の有無に関して試
験される。
【０１０７】
　本明細書において用いられるように、「遺伝子移入系」という用語は、核酸配列を含む
組成物を細胞または組織に送達する任意の手段を指す。たとえば、遺伝子移入系には、ベ
クター（たとえば、レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、および他の
核酸に基づく送達系）、裸の核酸のマイクロインジェクション、ポリマーに基づく送達系
（たとえば、リポソームに基づくおよび金属粒子に基づく系）、バイオリスティック（bi
olistic）注射等が含まれるがこれらに限定されるわけではない。本明細書において用い
られるように、「ウイルス遺伝子移入系」という用語は、所望の細胞または組織への試料
の送達を促進するためのウイルス要素（たとえば、無傷のウイルス、改変ウイルス、およ
び核酸またはタンパク質のようなウイルス成分）を含む遺伝子移入系を指す。本明細書に
おいて用いられるように、「アデノウイルス遺伝子移入系」という用語は、アデノウイル
ス科に属する無傷または改変ウイルスを含む遺伝子移入系を指す。
【０１０８】
　本明細書において用いられるように、「部位特異的組み換え標的配列」という用語は、
組み換え因子に関する認識配列および組み換えが起こる位置を提供する核酸配列を指す。
【０１０９】
　本明細書において用いられるように、「核酸分子」という用語は、DNAまたはRNAが含ま
れるがこれらに限定されるわけではない分子を含む任意の核酸を指す。この用語は、4-ア
セチルシトシン、8-ヒドロキシ-N6-メチルアデノシン、アジリジニルシトシン、シュード
イソシトシン、5-(カルボキシヒドロキシルメチル)ウラシル、5-フルオロウラシル、5-ブ
ロモウラシル、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウラシル、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、イノシン、N6-イソペンテニルアデニン、1-
メチルアデニン、1-メチルシュードウラシル、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-メチルアデニン、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-マンノシルケオシン、5'-メトキシカルボ
ニルメチルウラシル、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-オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル-5-オキシ酢酸、オキシブトキソシン、
シュードウラシル、ケオシン、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、N-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、シュードウラシル、ケオシン、2-チオシトシン、および2,6-ジ
アミノプリンが含まれるがこれらに限定されるわけではないDNAおよびRNAの公知の任意の
塩基類似体が含まれる配列を含む。
【０１１０】
　「遺伝子」という用語は、ポリペプチド、前駆体、またはRNA（たとえば、rRNA、tRNA
）の産生にとって必要なコード配列を含む核酸（たとえば、DNA）配列を指す。ポリペプ
チドは、完全長または断片の所望の活性または機能的特性（たとえば、酵素活性、リガン
ド結合、シグナル伝達、免疫原性等）が保持される限り、完全長のコード配列、またはコ
ード配列の任意の部分によってコードされうる。この用語はまた、構造遺伝子のコード領
域、および遺伝子が完全長のmRNAの長さに対応するように、いずれかの末端で約1 kbまた
はそれより長い距離で5'および3'末端の双方でコード領域に隣接して存在する配列を含む
。コード領域の5'に存在して、mRNA上に存在する配列は、5'非翻訳配列と呼ばれる。コー
ド領域の3'または下流に位置して、mRNA上に存在する配列は、3'-非翻訳配列と呼ばれる
。「遺伝子」という用語は、遺伝子のcDNAおよびゲノム型の双方を含む。遺伝子のゲノム
型またはクローンは、「イントロン」、「介在領域」、または「介在配列」と呼ばれる非
コード配列によって中断されたコード領域を含む。イントロンは、核RNA（hnRNA）に転写
される遺伝子のセグメントであり；イントロンは、エンハンサーのような調節要素を含み
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うる。イントロンは、核または一次転写物から「スプライシングにより」除去される；し
たがってイントロンはメッセンジャーRNA（mRNA）転写物には存在しない。mRNAは、翻訳
の際に新生ポリペプチドにおけるアミノ酸の配列または順序を明記するように機能する。
【０１１１】
　本明細書において用いられるように、「異種遺伝子」という用語は、その天然の環境に
存在しない遺伝子を指す。たとえば、異種遺伝子には、もう一つの種に導入された一つの
種からの遺伝子が含まれる。異種遺伝子にはまた。何らかの方法で改変されている（たと
えば、変異、多数のコピーの付加、非本来の調節配列に連結している等）、生物に対して
本来の遺伝子が含まれる。異種遺伝子は、異種遺伝子配列が、染色体における遺伝子配列
に天然に関連して見いだされない、または天然において見いだされない染色体の部分に関
連しているDNA配列に典型的に連結されている（例えば遺伝子が通常発現しない座位で発
現する遺伝子）という点において、内因性の遺伝子とは区別される。
【０１１２】
　本明細書において用いられるように、「遺伝子発現」という用語は、遺伝子においてコ
ードされる遺伝情報を、遺伝子の「転写」を通して（たとえばRNAポリメラーゼの酵素作
用によって）RNA（たとえば、mRNA、rRNA、tRNA、またはsnRNA）に変換するプロセス、お
よびタンパク質をコードする遺伝子の場合、mRNAの「翻訳」を通してタンパク質に変換す
るプロセスを指す。遺伝子発現はプロセスにおける多くの段階で調節されうる。「上方制
御」または「活性化」は、遺伝子発現産物（たとえば、RNAまたはタンパク質）の産生を
増加させる調節を指し、「下方制御」または「抑制」は、産生を減少させる調節を指す。
上方制御または下方制御に関係する分子（たとえば、転写因子）はしばしばそれぞれ、「
アクチベータ」および「リプレッサー」と呼ばれる。
【０１１３】
　イントロンを含むことのほかに、遺伝子のゲノム型にはまた、RNA転写物に存在する配
列の5'および3'の双方に存在する配列が含まれうる。これらの配列は、「隣接」配列また
は領域と呼ばれる（これらの隣接配列はmRNA転写物上に存在する非翻訳配列に対して5'ま
たは3'に存在する）。5'隣接領域は、遺伝子の転写を制御するまたは影響を及ぼすプロモ
ーターおよびエンハンサーのような調節配列を含みうる。3'隣接領域は、転写の終了、転
写後切断、およびポリアデニル化を指示する配列を含みうる。
【０１１４】
　「siRNA」という用語は、低分子干渉RNAを指す。いくつかの態様において、siRNAは、
長さが約18～25ヌクレオチドの二本鎖または二本鎖領域を含み、しばしばsiRNAはそれぞ
れの鎖の3'末端で約2～4個の不対ヌクレオチドを含む。siRNAの二本鎖または二本鎖領域
の少なくとも一つの鎖は、標的RNA分子と実質的に相同、または実質的に相補的である。
標的RNA分子と相補的な鎖は、「アンチセンス鎖」であり、標的RNA分子と相同な鎖は、「
センス鎖」であり、同様にsiRNAアンチセンス鎖と相補的である。siRNAはまた、さらなる
配列を含みうる；そのような配列の非制限的な例には、連結配列またはループと共に幹構
造および他の折りたたみ構造が含まれる。siRNAは無脊椎動物および脊椎動物においてRNA
干渉を誘発するための、および植物における転写後遺伝子沈黙化の際の配列特異的RNA分
解を誘発するための重要な中間体として機能するように思われる。
【０１１５】
　「RNA干渉」または「RNAi」という用語は、siRNAによる遺伝子発現の沈黙化または減少
を指す。これは、その二本鎖領域において沈黙化遺伝子の配列と相同なsiRNAによって開
始された、動物および植物における配列特異的転写後遺伝子沈黙化プロセスである。遺伝
子は、生物にとって内因性もしくは外因性となりえて、染色体に組み込まれて存在するこ
とができ、またはゲノムに組み入れられないトランスフェクションベクターにおいて存在
することができる。遺伝子の発現は、完全または部分的に阻害される。RNAiはまた、標的
RNAの機能を阻害すると考えられうる；標的RNAの機能は完全または部分的となりうる。
【０１１６】
　本明細書において用いられるように、「をコードする核酸分子」、「をコードするDNA



(35) JP 2008-546387 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

」、および「をコードするDNA」という用語は、デオキシリボ核酸の鎖に沿ったデオキシ
リボヌクレオチドの順序または配列を指す。これらのデオキシリボヌクレオチドの順序は
、ポリペプチド（タンパク質）鎖に沿ったアミノ酸の順序を決定する。このように、DNA
配列はアミノ酸配列をコードする。
【０１１７】
　本明細書において用いられるように、「遺伝子をコードするヌクレオチド配列を有する
オリゴヌクレオチド」および「遺伝子をコードするヌクレオチド配列を有するポリヌクレ
オチド」という用語は、遺伝子のコード領域を含む核酸配列、または言い換えれば遺伝子
産物をコードする核酸配列を意味する。コード領域はcDNA、ゲノムDNA、またはRNA型で存
在しうる。DNA型で存在する場合、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは、一本
鎖（すなわち、センス鎖）または二本鎖となりうる。転写の適切な開始および／または一
次RNA転写物の正確なプロセシングを許容するために必要である場合、エンハンサー／プ
ロモーター、スプライス接合部、ポリアデニル化シグナル等のような適した制御要素を、
遺伝子のコード領域の近位に配置することができる。または、本発明の発現ベクターにお
いて利用されるコード領域は、内因性のエンハンサー／プロモーター、スプライス接合部
、介在配列、ポリアデニル化シグナル等、または内因性および外因性の制御配列の組み合
わせを含みうる。
【０１１８】
　本明細書において用いられるように、ヌクレオチド配列を参照する場合（「所定のヌク
レオチド配列の一部」のような）の「一部」という用語は、その配列の断片を指す。断片
の大きさは、4ヌクレオチドから全ヌクレオチド配列マイナス1ヌクレオチド（10ヌクレオ
チド、20、30、40、50、100、200等）の範囲となりうる。
【０１１９】
　「ハイブリダイズする」、「選択的にハイブリダイズする」、または「特異的にハイブ
リダイズする」という句は、その配列が複雑な混合物（たとえばDNAまたはRNAのライブラ
リ）に存在する場合にストリンジェントなハイブリダイゼーション条件で特定のヌクレオ
チド配列に限って分子が結合する、または二本鎖を形成することを指す。たとえば、Ande
rsen (1998) Nucleic Acid Hybridization Springer- Verlag; Ross (ed. 1997) Nucleic
 Acid Hybridization Wileyを参照されたい。
【０１２０】
　「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」という句は、典型的に核酸の複雑
な混合物においてプローブがその標的小配列とハイブリダイズするが他の配列とハイブリ
ダイズしないであろう条件を指す。ストリンジェントな条件は、配列依存的であり、異な
る状況では異なるであろう。より長い配列はより高温で特異的にハイブリダイズする。核
酸のハイブリダイゼーションに関する詳しい指針は、Tijssen, Techniques in Biochemis
try and Molecular Biology- Hybridization with Nucleic Probes, "Overview of princ
iples of hybridization and the strategy of nucleic acid assays" (1993)において見
いだされる。一般的に、ストリンジェントな条件は、既定のイオン強度で特異的配列に関
する熱融解点（Tm）より約5～10℃低くなるように選択される。Tmは、標的に対して相補
的なプローブの50％が平衡時（Tmで標的配列が過剰量存在する場合、プローブの50％が平
衡時に占有される）に標的配列にハイブリダイズする温度（既定のイオン強度、pH、およ
び核酸濃度で）である。ストリンジェントな条件は、塩濃度が、pH 7.0～8.3で約1.0 M未
満のナトリウムイオン、典型的に約0.01～1.0 Mナトリウムイオン濃度（または他の塩）
、および温度が、短いプローブ（たとえば、10～50ヌクレオチド）に関して少なくとも約
30℃であり、長いプローブ（たとえば、50ヌクレオチドより長い）に関して少なくとも約
60℃である。ストリンジェントな条件は、ホルムアミドのような脱安定化剤を加えること
によって達成されうる。高ストリンジェンシーハイブリダイゼーションでは、陽性シグナ
ルは少なくともバックグラウンドの2倍またはバックグラウンドハイブリダイゼーション
の10倍である。例としての高ストリンジェンシーまたはストリンジェントなハイブリダイ
ゼーション条件には：50％ホルムアミド、5×SSC、および1％SDSで42℃でインキュベート
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する、または5×SSCおよび1％SDSにおいて65℃でインキュベートして、0.2×SSCおよび0.
1％SDSにおいて65℃での洗浄が含まれる。PCRに関して、温度約36℃は、低ストリンジェ
ンシー増幅に関して典型的であるが、アニーリング温度は、プライマーの長さに応じて約
32℃～48℃まで変化しうる。高ストリンジェンシーPCR増幅に関して、温度約62℃は典型
的であるが、高ストリンジェンシーアニーリング温度は、プライマーの長さおよび特異性
に応じて約50～65℃まで変化しうる。高ストリンジェンシーおよび低ストリンジェンシー
増幅の双方に関する典型的なサイクル条件には、90～95℃で30～120秒の変性相、30～120
秒続くアニーリング相、および約72℃で1～2分間の伸長相が含まれる。
【０１２１】
　本明細書において用いられるように、「機能的な組み合わせ」、「機能的順序」、およ
び「機能的に連結した」という用語は、所定の遺伝子の転写を指示することができる核酸
分子、および／または所望のタンパク質分子の合成が産生されるように、核酸配列が連結
していることを指す。この用語はまた、機能的タンパク質が産生されるようにアミノ酸配
列が連結していることを指す。
【０１２２】
　「単離されたオリゴヌクレオチド」または「単離されたポリヌクレオチド」のように、
核酸に関連して用いる場合の「単離された」という用語は、その天然の起源において通常
会合している少なくとも一つの成分または混入物から同定および分離されている核酸配列
を指す。単離された核酸は、天然において見いだされる核酸とは異なる型または状況で存
在する核酸である。対照的に、DNAおよびRNAのような核酸としての非単離核酸は、それら
が天然に存在する状態で見いだされる。たとえば、所定のDNA配列（たとえば、遺伝子）
は、隣接する遺伝子に対して近位の宿主細胞染色体には見いだされない；特異的タンパク
質をコードする特異的mRNA配列のようなRNA配列は、多数のタンパク質をコードする多数
の他のmRNAとの混合物として細胞において見いだされる。しかし、所定のタンパク質をコ
ードする単離核酸には、例によって、核酸が天然の細胞の位置とは異なる染色体の位置に
存在する、またはそうでなければ天然において見いだされるものとは異なる核酸配列によ
って隣接される、所定のタンパク質を通常発現する細胞におけるそのような核酸が含まれ
る。単離核酸、オリゴヌクレオチド、またはポリヌクレオチドは、一本鎖または二本鎖型
で存在しうる。単離核酸、オリゴヌクレオチド、またはポリヌクレオチドがタンパク質を
発現するために利用される場合、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは、最小で
センス鎖またはコード鎖を含むであろうが（すなわちオリゴヌクレオチドまたはポリヌク
レオチドは一本鎖となりうる）、センス鎖およびアンチセンス鎖の双方を含みうる（すな
わち、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは二本鎖となりうる）。
【０１２３】
　「アミノ酸配列」および「ポリペプチド」、「タンパク質」、または「ペプチド」のよ
うな用語は、アミノ酸配列を、引用されたタンパク質分子に関連する完全な本来のアミノ
酸配列に限定することを意味しない。
【０１２４】
　本明細書において用いられるように、「本来のタンパク質」という用語は、タンパク質
がベクター配列によってコードされるアミノ酸残基を含まないことを示す；すなわち、本
来のタンパク質は、天然に存在するタンパク質において見いだされるアミノ酸のみを含む
。本来のタンパク質は、組み換え手段によって産生されうる、または天然に存在する起源
から単離されうる。
【０１２５】
　本明細書において用いられるように、タンパク質を参照する場合（「所定のタンパク質
の一部」のような）の「一部」という用語は、タンパク質の断片を指す。断片は、大きさ
がアミノ酸残基4個から全アミノ酸配列マイナスアミノ酸1個までの範囲となりうる。
【０１２６】
　「サザンブロット」という用語は、大きさに従ってDNAを分画した後、ゲルからのDNAを
ニトロセルロースまたはナイロンメンブレンのような固相支持体に転写するためのアガロ
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ースまたはアクリルアミドゲル上でのDNAの分析を指す。次に、固定されたDNAを標識プロ
ーブによってプロービングして、用いたプローブと相補的であるDNA種を検出する。DNAは
、電気泳動の前に制限酵素によって切断することができる。電気泳動後、DNAは、固相支
持体への転写前または転写の際に部分的に脱プリンされ変性されうる。サザンブロットは
、分子生物学者の標準的なツールである（J. Sambrook et al., Molecular Cloning: A L
aboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, NY, pp 9.31-9.58 [1989]）。
【０１２７】
　本明細書において用いられるように「ノザンブロット」という用語は、大きさに従って
RNAを分画した後、ゲルからのRNAをニトロセルロースまたはナイロンメンブレンのような
固相支持体に転写する、アガロースゲル上でのRNAの電気泳動によるRNAの分析を指す。次
に、固定されたRNAを標識プローブによってプロービングして、用いたプローブと相補的
なRNA種を検出する。ノザンブロットは分子生物学者の標準的なツールである（J. Sambro
ok, et al, supra, pp 7.39-7.52 [1989]）。
【０１２８】
　「ウェスタンブロット」という用語は、ニトロセルロースまたはナイロンメンブレンの
ような固相支持体に固定されたタンパク質（またはポリペプチド）の分析を指す。タンパ
ク質をアクリルアミドゲルにおいて泳動させてタンパク質を分離した後、ゲルからのタン
パク質をニトロセルロースまたはナイロンメンブレンのような固相支持体に転写する。次
に、固定されたタンパク質を関心対象抗原に対して反応性を有する抗体に曝露する。抗体
の結合を、放射標識抗体を用いることを含む様々な方法によって検出することができる。
【０１２９】
　本明細書において用いられるように、「トランスジーン」という用語は、たとえば、外
来遺伝子を新しい受精卵または初期胚に導入することによって生物に留置された外来遺伝
子を指す。「外来遺伝子」という用語は、実験操作によって動物のゲノムに導入され、導
入された遺伝子が天然に存在する遺伝子と同じ位置に存在しない限り、その動物において
見いだされる遺伝子配列が含まれうる任意の核酸（たとえば、遺伝子配列）を指す。
【０１３０】
　本明細書において用いられるように、「ベクター」という用語は、一つの細胞からもう
一つの細胞へとDNAセグメントを移入する核酸分子を参照して用いられる。「媒体」とい
う用語は時に「ベクター」と互換的に用いられる。ベクターはしばしば、プラスミド、バ
クテリオファージ、または植物もしくは動物ウイルスに由来する。
【０１３１】
　本明細書において用いられるように、「発現ベクター」という用語は、所望のコード配
列、および特定の宿主生物における機能的に連結したコード配列の発現にとって必要な適
当な核酸配列を含む組み換え型DNA分子を指す。原核細胞における発現にとって必要な核
酸配列には通常、しばしば他の配列と共に、プロモーター、オペレーター（任意）、およ
びリボソーム結合部位が含まれる。真核細胞はプロモーター、エンハンサー、ならびに終
始およびポリアデニル化シグナルを利用することが知られている。
【０１３２】
　「過剰発現」および「過剰発現する」という用語、ならびに文法的同等物は、mRNAのレ
ベルを参照して、対照または非トランスジェニック動物における所定の組織において観察
されるレベルより約1.5倍高い（またはそれより大きい）発現レベルを示すために用いら
れる。mRNAのレベルは、ノザンブロット分析が含まれるがこれらに限定されるわけではな
い当業者に公知の多数の任意の技術を用いて測定される。ノザンブロットにおいて、分析
される各組織からローディングされたRNAの量の差を制御するために、適当な対照が含ま
れる（たとえば、ノザンブロットにおいて観察されるmRNA特異的シグナルを標準化または
統一するための手段として、各試料に存在する全ての組織において本質的に同じ量で存在
する豊富なRNA転写物である28S rRNAの量を用いることができる）。正確にスプライシン
グされたトランスジーンRNAに対して大きさが対応するバンドに存在するmRNAの量を定量
する；トランスジーンプローブとハイブリダイズするRNAの他の軽微な種は、トランスジ
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ェニックmRNAの発現の定量において考慮されない。
【０１３３】
　本明細書において用いられるように、「インビトロ」という用語は、人工的な環境、お
よび人工的な環境において起こるプロセスまたは反応を指す。インビトロ環境は、試験管
および細胞培養からなりうるが、これらに限定されない。「インビボ」という用語は、天
然の環境（たとえば、動物または細胞）、および天然の環境において起こるプロセスまた
は反応を指す。
【０１３４】
　「試験化合物」および「候補化合物」という用語は、疾患、疾病、病気、または体機能
の障害（たとえば、癌）を処置または予防するために用いられる候補物質である任意の化
学実体、薬剤、薬物等を指す。試験化合物は、公知のおよび有望な治療化合物の双方を含
む。試験化合物は、本発明のスクリーニング法を用いるスクリーニングによって治療的で
あると決定されうる。本発明のいくつかの態様において、試験化合物には、アンチセンス
化合物が含まれる。
【０１３５】
　本明細書において用いられるように、「試料」という用語には、生物学的および環境試
料と共に任意の起源から得られた標本または培養物が含まれる。生物学的試料は、動物（
ヒトを含む）から得ることができ、液体、固体、組織、および気体を含む。生物学的試料
には、血漿、血清等のような血液産物が含まれる。環境試料には、表面物質、土壌、水、
結晶および工業試料のような環境材料が含まれる。しかし、そのような試料は、本発明に
適用可能な試料のタイプを制限すると解釈されない。
【０１３６】
発明の詳細な説明
　本発明は、癌を処置、特徴付け、および診断するための組成物および方法を提供する。
特に、本発明は、固形腫瘍幹細胞に関連する遺伝子発現プロファイルを提供すると共に、
固形腫瘍幹細胞の診断、特徴付け、および処置にとって有用な新規マーカーを提供する。
【０１３７】
I．幹細胞および固形腫瘍幹細胞
　一般的な癌は、短命の成熟細胞を補充するために責任を負う大きい増殖細胞亜集団を含
む組織において発生する。そのような臓器において、細胞の成熟は、階層的に整列してお
り、その中で幹細胞のまれな集団が成熟細胞を生じて、自己再生と呼ばれるプロセスを通
してそれらを永続させる（Akashi & Weissman, Developmental Biology of Hematopoiesi
s, Oxford Univ. Press, NY, 2001；Spangrude et al., 1988, Science 241:58-61；Baum
 et al, 1992, PNAS 89:2804-8；Morrison et al., 1995, PNAS 92:10302-6；Morrison e
t al., 1996, Immunity 5:207-16；Morrison et al., 1995, Annu. Rev. Cell Dev. Biol
. 11:35-71；Morrison et al., 1997, Dev. 124:1929-39；Morrison & Weissman, 1994, 
Immunity 1:661；Morrison et al., 1997, Cell 88:287-98；Uchida et al., 2000, PNAS
 97:14720-5；Morrison et al., 2000, Cell 101:499-510）。その稀少さにより、幹細胞
の生物学的、分子的、および生化学的特性を調べるために、幹細胞を単離しなければなら
ない。それらはほとんどの組織を生じる可能性があるが、幹細胞は、ごく少数の組織にお
いて厳密に同定および精製されているに過ぎない。造血幹細胞（HSC）と呼ばれるリンパ
造血系を生じる幹細胞が、マウスおよびヒトから単離されており、これらは最も特徴付け
のなされた幹細胞である。HSCを含む組織の有用性は、骨髄切除プロトコール後の血液リ
ンパ系を再生するために骨髄移植のために広く用いられる癌治療において証明されている
（Baum et al., Bone Marrow Transplantation, Blackwell Scientific Publications, B
oston, 1994）。患者からのHSCの先を見越した単離によって、自己移植のための癌を含ま
ない集団が得られうる（Tricot et al., 1998, Blood 91 :4489-95；Negrin et al., 200
0, Biol Blood Marrow Transplantation 6:262-5；Michallet et al., 2000, Exp. Hemat
ol. 28:858-70；Veona et al., 2002, Br. J. Haematol. 117:642-5；Barbui et al., 20
02, Br. J. Haemat. 116:202-10）。
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【０１３８】
　癌が発生する組織の細胞生物学、および具体的にそれらの組織に存在する幹細胞を理解
することは、癌の生物学に新しい洞察を提供する。幹細胞生物学のいくつかの局面は癌に
関連している。第一に、正常幹細胞と癌幹細胞はいずれも自己再生を受け、増えつつある
証拠から、類似の分子メカニズムが正常幹細胞とその悪性相対物における自己再生を調節
することが示唆されている。次に、癌に至る変異が正常幹細胞において蓄積する可能性が
かなりある。最後に、腫瘍が、腫瘍の成長および転移を促進する無限の増殖能を有する「
癌幹細胞」集団を含む可能性がある（Southam & Brunschwig, 1961, Cancer 14:971-78；
Bruce & Gaag, 1963, Nature 199:79-80；Wodinsky et al., 1967, Cancer Chemother. R
ep. 51:415-21；Bergsagel & Valeriote, 1968, Cancer Res. 28:2187-96；Park et al.,
 1971, J. Natl. Cancer Inst. 46:411-22；Hamburger & Salmon, 1977, Science 197:46
1-3；Lagasse & Weissman, 1994, J. Exp. Med. 179:1047-52；Reya et al., 2001, Natu
re 414:105-11；Al-Hajj et al., 2002, PNAS 100:3983）。
【０１３９】
　HSCは、最も研究され、よく理解されている体性幹細胞集団である（Akashi & Weissman
, Developmental Biology of Hematopoiesis, Oxford Univ. Press, NY, 2001）。造血は
、造血幹細胞のプールが最終的に、形成された血液要素、たとえば赤血球、血小板顆粒球
、マクロファージ、ならびにB-およびT-リンパ球からなるリンパ造血系を生じる厳密に制
御されたプロセスである。これらの細胞はそれぞれ、酸素添加、出血の予防、免疫性、お
よび感染症にとって重要である。成体において、HSCは二つの根本的な特性を有する。第
一に、HSCは幹細胞プールを維持するために自己再生する必要がある；HSCの総数は厳密な
遺伝的制御下に置かれている（Morrison et al., 2002, J. Immunol. 168:635-42）。第
二に、それらは、正常な条件で成熟細胞の一定のプールを維持するために、および出血ま
たは感染症のようなストレスに反応して特定の系列の数の増加を生じるように分化を受け
なければならない。
【０１４０】
　造血系において、多能性細胞は、マウス骨髄細胞の0.05％を構成し、その自己再生能に
関して不均一である。多能性細胞には三つの異なる集団が存在する：長期自己再生HSC、
短期自己再生HSC、および検出可能な自己再生能を有しない多能性前駆細胞（Morrison & 
Weissman, 1994, Immunity 1:661；Christensen & Weissman, 2001, PNAS 98:14541-6）
。これらの集団は、その中で長期HSCが短期HSCを生じ、次に、多能性前駆細胞を生じると
いう階層を形成する（Morrison & Weissman, 1994, Immunity 1:661における図1）。HSC
が長期自己再生プールから多能性前駆細胞へと成熟すると、それらはより分裂活性となる
が、自己再生能を失う。長期HSCのみが動物の生涯にわたって成熟造血細胞を生じること
ができ、短期HSCおよび多能性前駆細胞は、致死量の放射線を照射されたマウスを8週間未
満再構成するに過ぎない（Morrison & Weissman, 1994, Immunity 1:661）。
【０１４１】
　マウスおよびヒトHSCの表現型および機能的特性は広く特徴付けされているという事実
にもかかわらず（Baum et al., 1992, PNAS 89:2804-8）、根本的な幹細胞特性、すなわ
ち自己再生に関する本発明者らの理解はわずかである（Weissman, 2000, Science 287:14
42；Osawa et al., 1996, Science 273:242-5；Reya et al., 2001, Nature 414:105-11
）。ほとんどの場合において、HSCは長期間の培養において広範な増殖を誘導することが
できる増殖因子の組み合わせに曝露した場合に分化する（Domen et al., 2000, J. Exp. 
Med. 192: 1707-18）。限定された期間の培養においてHSC活性を維持する培養条件を同定
する場合には最近進歩が見られたが（たとえば、Miller & Eaves, 1997, PNAS 94:13648-
53を参照されたい）、移植可能なHSC活性を有する前駆細胞の有意および持続的な拡大を
促進する組織培養条件を同定することはきわめて難しいことが証明された。
【０１４２】
　組織または腫瘍の維持は、増殖と細胞死のバランスによって決定される（Hanahan & We
inberg, 2000, Cell 100:57-70）。正常な組織において、幹細胞数は、厳密な遺伝的調節
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下にあり、それによって臓器において幹細胞の一定数が維持される（Phillips et al., 1
992, PNAS 89:11607-11；Muller-Sieburg et al., 2000, Blood 95:2446-8；Morrison et
 al., 2002, J. Immunol. 168:635-42）。対照的に、癌細胞は、この恒常性の調節を逃れ
て、自己再生能を有する腫瘍内の細胞数は、絶えず拡大し、それによって腫瘍の必然的な
成長が起こる。予想されるように、腫瘍の拡大を促進する変異の多くが、細胞の増殖また
は生存のいずれかを調節する。たとえば、腫瘍遺伝子Bcl-2の強制的発現によってアポト
ーシスを予防すると、リンパ腫の発生を促進し、同様にインビボでのHSC数の増加が起こ
り、このことは細胞死がHSCの恒常性の調節において役割を果たしていることを示唆する
（Domen et al., 1998, Blood 91 :2272-82；Domen et al., 2000, J. Exp. Med. 191:25
3-64）。実際に、マウスにおける実験的急性骨髄性白血病への進行は、骨髄細胞のいくつ
かの内因性に誘発された経路を遮断して、プログラムされた細胞死経路を外因性に誘導す
るために、少なくとも3個、おそらく4個の独立した事象を必要とする（Traver et al., 1
998, Immunity 9:47-57）。腫瘍細胞の増殖を促進するc-mybおよびc-mycのような癌原遺
伝子も同様に、HSC発達にとって必須である（Prochowinki & Kukowska, 1986, Nature 32
2:848-50；Clarke et al., 1988, Mol. Cellular Biol. 8:884-92；Mucenski et al., 19
91, Cell 65:677-89；Danish et al., 1992, Oncogene 7:901-7）。
【０１４３】
　癌細胞および正常幹細胞は、自己再生能を共有することから、古典的に癌に関連する多
数の遺伝子がまた正常幹細胞発達を制御できることは意外ではない（Reya et al., 2001,
 Nature 414:105-11における論評、およびTaipale & Beachy, 2001, Nature 411:349-54
）。他の増殖因子と併用すると、Shhシグナル伝達も同様に、ヒト造血幹細胞に関して高
度に濃縮された細胞（CD34+Lin-CD38-）がインビトロでShh刺激に反応して自己再生の増
加を示したという知見（Bhardwaj et al., 2001, Nat. Immunol. 2: 172-80）により、自
己再生の調節に関係している。腫瘍形成に関連するいくつかの他の遺伝子は、幹細胞機能
にとって重要であることが示されている。たとえば、ヒト急性白血病のいくつかの症例に
おいて関係しているtal-1/SCLを欠損するマウスは、胚性造血を欠損し（Shivdasani et a
l., 1995, Nature 373:432-4）、これが造血を開始するために、最も初期の限定的な血球
の維持にとって、または胚性HSCの下流の血球を形成するための決定にとって必要である
ことを示唆している（Shivdasani et al., 1995, Nature 373:432-4；Porcher et al, 19
96, Cell 86:47-57）。Hoxファミリーのメンバーもまた、ヒト白血病に関係している。Ho
xB4の強制的発現は、幹細胞機能に影響を及ぼしうる（Buske et al., 2002, Blood 100:8
62-681；Antonchuk & Humphries, 2002, Cell 109:39-45）。p53腫瘍抑制因子遺伝子の主
要な標的の一つは、p21cip1である。p21cip1欠損マウスからの骨髄は、致死量の放射線を
照射されたレシピエントを連続的に再構成する能力が低減されている。連続移入できない
ことは、幹細胞プールの疲弊、テロメアの喪失、または移植可能性の喪失に起因しうる（
Cheng et al., 2000, Science 287:1804-8）。マウスにおいて、c-mycと協調してリンパ
腫を誘導する遺伝子であるbmi-1（van Lohuizen et al., 1991, Nature 353:353-55；van
 der Lugt et al., 1994, Genes & Dev. 8:757-69）は、成体HSCおよび白血病細胞の維持
にとって必要である。このように、幹細胞の運命の決定に関係する多くの遺伝子が同様に
悪性の形質転換にも関連している。
【０１４４】
　マウスおよびヒトの双方において腫瘍形成に関係する他の二つのシグナル伝達経路であ
るWnt/β-カテニンおよびNotch経路は、正常および癌幹細胞の双方の自己再生において中
心的な役割を果たしうる。Notch受容体ファミリーは、ショウジョウバエにおいて初めて
同定され、発達および分化において関係している（Artavanis-Tsakonas et al., 1999, S
cience 284:770-6）。Cエレガンスにおいて、Notchは、生殖細胞の自己再生において役割
を果たす（Berry et al., 1997, Dev 124:925-36）。神経の発達において、一過性のNotc
h活性化は、胚性神経堤幹細胞による神経発生からグリア発生への非可逆的な切り換えを
開始する（Morrison et al., 2000, Cell 101:499-510）。NotchリガンドJagged-1または
Deltaのいずれかを用いる培養におけるHSCのNotch活性化は、インビトロおよびインビボ
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で観察されうる始原前駆細胞活性を一過性に増加させ、Notch活性化が前駆細胞の多能性
の維持、またはHSCの自己再生のいずれかを促進することを示唆している（Shelly et al.
, 1999, J. Cell Biochem. 73:164-75；Varnum-Finney et al., Nat. Med. 6: 1278-81）
。Notch経路は、発達において中心的な役割を果たし、マウスのint-3腫瘍遺伝子は切断型
Notch4であるが（Gallahan & Callahan, 1997, Oncogene 14:1883-90）、デノボヒト癌に
おけるNotchの役割は複雑であり、あまりよく理解されていない。Notchシグナル伝達経路
の様々なメンバーが上皮由来の癌において発現され、染色体転座によるNotchの活性化は
、白血病のいくつかの症例に関係している（Ellisen et al., 1991, Cell 66:649-61；Za
gouras et al., 1995, PNAS 92:6414；Liu et al., 1996, Genomics 31:58-64；Capobian
co et al., 1997, Mol. Cell Biol. 17:6265-73；Leethanakul et al., 2000, Oncogene 
19:3220-4）。マイクロアレイ分析により、Nocth経路のメンバーがしばしば腫瘍細胞によ
って過剰発現されていることが示された（Liu et al., 1996, Genomics 31 :58-64；Leet
hanakul et al., 2000, Oncogene 19:3220-4）。切断型Notch4 mRNAはいくつかの乳癌細
胞株によって発現されている（Imatani & Callahan, 2000, Oncogene 19:223-31）。Notc
h1の過剰発現によって、小細胞肺癌細胞株の成長停止が起こるが、Notch1シグナルの阻害
は、白血病細胞株を誘導してアポトーシスを受けさせうる（Shelly et al., 1999, J. Ce
ll Biol. 73:164-75；Artavanis-Tsakonas, 1999, Science 284:770-6；Jehn et al., 19
99, J. Immunol. 162:635-8）。Mieleおよび共同研究者による研究により、Notch-1シグ
ナル伝達の活性化がRas-形質転換ヒト細胞における新生物表現型を維持することが示され
た（Weizen et al., 2002, Nat. Med. 8:979-86）。彼らはまた、デノボ癌において、活
性化Ras変異を有する細胞がまた、Notch-1およびNotch-4の発現の増加を証明することを
見いだした。
【０１４５】
　Wnt/β-カテニンシグナル伝達はまた、正常幹細胞および悪性形質転換の自己再生にお
いて肝要な役割を果たしている（Cadigan et al., 1997, Genes & Dev. 11:3286-305；Au
stin et al., 1997, Blood 89:3624-35；Spink et al., 2000, EMBO 19:2270-9）。Wnt経
路は、Wnt-1の脱調節発現においてプロウイルスの挿入により乳腺腫瘍が起こるMMTV-誘導
乳癌に最初に関係した（Tsukamoto et al., 1988, Cell 55:619-25；Nusse et al., 1991
, Cell 64:231）。次に、Wntタンパク質は、パターン形成において中心的な役割を有する
ことが示された。Wnt-1はその同源の受容体に結合することによって機能する非常に疎水
性の分泌型タンパク質の大きいファミリー、すなわちFrizzled and low-density lipopro
tein receptor-related protein familiesメンバーに属し、それによってβ-カテニンの
活性化が起こる（Cadigan & Nusse, 1997, Dev 11:3286-305；Leethanakul et al., 2000
, Oncogene 19:3220-4；Reya et al., 2000, Immunity 13:15-24；Wu et al., 2000, Dev
. 127:2773-84；Taiple & Beachy, 2001, Nature 411:349-54）。受容体活性化の非存在
下では、β-カテニンは、大腸腺腫性ポリポーシス（APC）、アキシン、およびグリコーゲ
ンシンターゼキナーゼ-3βタンパク質からなる複合体による分解に関して顕著である（Au
stin et al., 1997, Blood 89:3624-35；van den Berg et al., 1998, Blood 92:3189-20
2；Gat et al., 1998, Cell 95:605-14；Chan et al., 1999, Nat. Genet. 21:410-3；He
dgepeth et al., 1999, Mol Cell Biol. 19:7147-57；Spink et al., 2000, EMBO 19:227
0-9；Leethanakul et al., 2000, Oncogene 19:3220-4）。Wntタンパク質は、骨髄におい
て発現され、インビトロでのWntタンパク質による、または構成的に活性化されたβ-カテ
ニンの発現によるWnt/β-カテニンシグナル伝達の活性化は、組織培養およびインビボで
の初期前駆細胞のプールおよび濃縮された正常な移植可能な造血幹細胞を拡大させる（Au
stin et al., 1997, Blood 89:3624-35；van den Berg et al., 1998, Blood 92:3189-20
2；Reya et al., 2001, Nature 414: 105-11）。β-カテニンシグナル伝達の阻害剤であ
るアキシンの異所発現によるWnt/β-カテニンの阻害によって、インビトロおよびインビ
ボの双方における幹細胞増殖の阻害が起こる。他の研究から、Wnt/β-カテニン経路が、
他の組織における幹細胞または前駆細胞の自己再生を媒介することが示唆されている（Ga
t et al., 1998, Cell 95:605-14；Korinek et al., 1998, Nat. Genet. 19:379-83；Zhu



(42) JP 2008-546387 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

 & Watt, 1999, Dev. 126:2285-98；Chan et al., 1999, Nat. Genet. 21:410-3）。より
高レベルのβ-カテニンは、より低い増殖能を有するケラチノサイトにおいて認められる
より高い増殖能を有するケラチノサイトにおいて認められる（Gat et al., 1998, Cell 9
5:605-14；Chan et al., 1999, Nat. Genet. 21:410-3；Zhu & Watt, 1999, Dev. 126:22
85-98）。その正常な造血幹細胞相対物と同様に、活性化β-カテニンの強制的発現は、上
皮幹細胞の自己再生能を増加させて、その分化能を減少させた。β-カテニンに結合する
と活性化される転写因子の一つであるTCF-4を発現することができないマウスは、やがて
その未分化の陰窩上皮前駆細胞を消耗して、Wntシグナル伝達が上皮幹細胞の自己再生に
関与していることをさらに示唆している（Korinek et al., 1998, Nat. Genet. 19:379-8
3; Taipale & Beachy, 2001, Nature 411:349-54）。
【０１４６】
　タンパク質分解経路の不活化による、最も多くはAPCの変異による、結腸癌におけるβ-
カテニンの活性化は一般的である（Hedgepeth et al., 1999, Mol. Cell. Biol. 19:7147
-57；Leethanakul et al., 2000, Oncogene 19:3220-4；Spink et al., 2000, EMBO 19:2
270-9；Taipale & Beachy, 2001, Nature 411:349-54）。一定のWnt遺伝子の発現は、い
くつかの他の上皮癌において上昇しており、このことは、β-カテニンの活性化がそのよ
うな癌におけるリガンドの活性化に副次的であることを示唆している（Nusse, 1992, J. 
Steroid Biochem. Mol Biol. 43:9-12；Cadigan & Nusse, 1997, Genes & Dev. 11 :3286
-305；Kirkoshi et al., 2001, Int. J. Oncol. 19:997-1001；van de Wetering et al.,
 2002, Cell 111:241-50；Weeraratna et al., 2002, Cancer Cell 1:279-88；Saitoh et
 al., 2002, Int. J. Oncology 20:343-8；Saitoh et al., 2002, Int. J. Mol. Med. 9:
515-9）。Wnt/β-カテニン経路の構成的活性化は、癌細胞に幹細胞／前駆細胞表現型を付
与することができる証拠が存在する。結腸癌細胞株におけるβ-カテニン/TCF-4の阻害は
、細胞周期阻害剤p21cip-1の発現を誘導し、細胞を誘導して増殖を停止させ、より分化し
た表現型を獲得させる（van de Wetering et al., 2002, Cell 111 :241-50）。β-カテ
ニン/TCF-4によって転写的に活性化される癌原遺伝子c-mycの強制的発現は、p21cip-1の
発現を阻害し、β-カテニン/TCF-4シグナル伝達経路が遮断された場合に結腸癌細胞を増
殖させ、細胞増殖および分化の調節においてWntシグナル伝達をc-mycに結びつけた。多く
の研究が乳癌におけるWnt/β-カテニンを暗に意味しているが、β-カテニンの変異の活性
化はこの疾患ではまれであり、この経路をヒト乳癌に明確に結びつける研究はない（Cand
idus et al., 1996, Cancer Res. 56:49-52；Sorlie et al, 1998, Hum. Mutat. 12:215
；Jonsson et al., 2000, Eur. J. Cancer 36:242-8；Schlosshauer et al., 2000, Canc
inogenesis 21:1453-6；Lin et al., 2000, PNAS 97:4262-6；Wong et al., 2002, J. Pa
thol. 196:145-53）。
【０１４７】
　HSCの自己再生およびおそらく多数の組織からの幹細胞の自己再生の調節におけるNotch
、Wnt、c-mycおよびShhのような遺伝子の役割が暗に意味するものは、多くのタイプの正
常な体性幹細胞および癌幹細胞に共通の自己再生経路が存在しうることを示唆している。
これらの経路が作用する分子メカニズムを同定すること、ならびに正常な幹細胞および癌
細胞の自己再生を調節するために経路が相互作用するか否かを決定することは重要である
。
【０１４８】
　Wnt経路は、正常な幹細胞の自己再生に関与しており、Wntの活性化変異はマウスにおい
て乳癌を誘導する。この経路は、何人かの患者から単離されたヒト乳癌幹細胞による腫瘍
の形成において役割を果たす。さらに、証拠から、乳癌細胞の異なる集団が腫瘍を形成す
る能力は異なることが示唆されている。興味深いことに、Wnt/Frizzled/β-カテニン経路
は、癌細胞の異なる集団によって不均一に発現され、経路の特定のメンバーの発現は、腫
瘍の形成能と相関しうる。
【０１４９】
　癌細胞および腫瘍細胞の異なる集団は、乳癌細胞の増殖を促進する。活性化β-カテニ
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ンは、有意な数の患者の癌細胞において認められる。この経路が構成的に活性である癌細
胞を含む腫瘍は、β-カテニンが構成的に活性化されていない腫瘍とは異なる挙動を示す
。
【０１５０】
II．ヒト乳癌の異種移植片モデル
　細胞株によって、癌細胞における分子および生化学的変化の理解における顕著な進歩に
至ったが、有効な癌治療の同定におけるその使用は幾分制限される。細胞株は、デノボ腫
瘍において薬物有効性の不完全な予測因子である（Brown, 1997, Oncol. Res. 9:213-5；
Hoffman, 1999, Invest. New Drugs 17:343-359）。いくつかの要因がおそらくこの欠損
を説明する。癌細胞株は、組織培養において成長するように特異的に適合させた癌細胞の
亜集団から選択され、これらの細胞株の生物学的および機能的特性は劇的に変化しうる（
Leglise et al., 1988, Blood Cells 13:319-37；Ikeda et al., 1993, Exp. Hematol. 2
1:1686-94；Weidmam et al., 1997, Leukemia 11:709-13；Dorrell et al, 2000, Blood 
95:102-10）。さらに、乳癌腫瘍からのごく一部からの癌細胞は、細胞株または異種移植
片腫瘍を確立する（Ethier et al., 1993, Cancer Res. 53:627-35；Krasna et al., 200
2, Breast Cancer Res Treat. 71:219-35）。これらの細胞株の表現型および機能的特徴
は、インビボでその特性と比較して劇的に変化しうる（Leglise et al., 1988, Blood Ce
lls 13:319-37）。たとえば、正常な造血および白血病組織培養細胞の双方のマーカー発
現は、組織培養において急激に変化することがあり、しばしば、そこからそれらが由来す
る当初の幹細胞の発現を反映しない（Furley et al., 1986, Blood 68:1101-7；Leglise 
et al., 1988, Blood Cells 13:319-37；Ikeda et al., 1993, Exp. Hematol. 21:1686-9
4；Dorrell et al., 2000, Blood 95:102-10）。たとえ培養において正常幹細胞の増殖を
許容するように条件を考案するとしても、条件はしばしば、培養幹細胞がインビボで存在
する細胞集団の階層を反復することを防止するように、自己再生または分化を促進する。
併せて考慮すると、これらの知見は、癌細胞株の生物学的特性が、それらが由来する癌細
胞とは顕著に異なりうることを示唆する。これはおそらく細胞株がしばしば診療所におい
て薬物の有効性の不良な予測因子である理由を少なくとも部分的に説明する。
【０１５１】
　このように、長期間にわたってインビトロまたはインビボで原発性ヒト乳癌細胞を一貫
して成長させるための有効な方法が存在しないために、この疾患の生物学に関する本発明
者らの理解は重度に制限されてきた。最も有効な異種移植片モデルにより、SCIDマウスの
卵巣の脂肪パッドに約60～75％の時間で乳癌腫瘍の小片が定着するが、乳腺脂肪パッドに
は定着しないことが報告されている（Sakakibara et al., 1996, Cancer J. Si Am. 2:29
1-300）。解離された細胞の定着は、このモデルでは可能ではないが、胸膜滲出液から単
離された癌細胞のみが、免疫欠損マウスにおいて約10％の時間で腫瘍を形成する（Hoffma
n, 1999, Invest. New Drugs 17:343-59）。本発明（以下の実施例1を参照されたい）は
、重度の免疫欠損マウスの乳腺において、腫瘍の注射によって原発性乳腺腫瘍から腫瘍を
確立することができる異種移植片モデルを提供する。本発明の異種移植片により、クロー
ン原性の乳癌細胞と共に他の細胞タイプの特徴付けを行うために生物学的および分子試験
を行うことができる。重要なことは、本発明に従って開発された異種移植片腫瘍は、そこ
からそれらが由来するヒト腫瘍において見いだされる表現型が多様な癌細胞タイプを含み
、癌細胞の異なる集団は、腫瘍の形成能が顕著に異なる点である（Al-Hajj et al., 2003
, PNAS 100:3983）。
【０１５２】
　本発明に従う有効な異種移植片モデルの開発（たとえば、実施例1を参照されたい）に
よって、患者から得られた解離された固形腫瘍細胞が初めて信頼可能に腫瘍を形成するこ
とができた。重要なことに、これによって、個々の患者の癌細胞において生化学経路を日
常的に分析することができ、およびデノボヒト固形腫瘍癌細胞による腫瘍形成に及ぼす特
異的遺伝子経路の細胞結末を理解することができる分子操作を行うことができる。
【０１５３】
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III．固形腫瘍幹細胞癌マーカー
　本発明は、固形腫瘍幹細胞においてその発現が特異的に変化している（たとえば、上方
制御または下方制御された）マーカーを提供する。そのようなマーカーは、様々な癌（た
とえば、乳癌）の診断、特徴付け、および変化（たとえば、治療的ターゲティング）にお
いて有用である。
【０１５４】
　以下に提供する実施例4は、固形腫瘍癌マーカーを同定するために用いられる方法を記
述する。いくつかの癌マーカーを、Notch 4と共に以下の表4～9において提供する。これ
らの表は、遺伝子の名称を提供するが、本発明は、本発明の治療的および診断法ならびに
組成物において、核酸配列と共にそれによってコードされるペプチドと共に、核酸および
ペプチドの断片を用いることを企図することに注意されたい。
【０１５５】
 　（表４）UPNTGに対するUPTGにおける上方制御
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【０１５６】
 　（表５）HSCに対するUPTGにおける上方制御
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【０１５７】
　（表６）UPNTGに対するUPTGにおける下方制御
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【０１５８】
　（表７Ａ）HSCに対して非継代腫瘍形成性において上方制御された遺伝子
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【０１５９】
 　（表７Ｂ）HSCに対して非継代腫瘍形成性において下方制御された遺伝子
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【０１６０】
 　（表７Ｃ）HSCに対して、継代した腫瘍形成性において上方制御された遺伝子
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【０１６１】
 　（表７Ｄ）HSCに対して、継代した腫瘍形成性において下方制御された遺伝子
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【０１６２】
 　（表８）いくつかの固形腫瘍幹細胞癌マーカー



(66) JP 2008-546387 A 2008.12.25

10

20

30

40

【０１６３】
 　（表９）α-カテニンおよびE-カドヘリン癌幹細胞遺伝子シグネチャー
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【０１６４】
　表9は、α-カテニンおよびE-カドヘリン癌幹細胞遺伝子シグネチャーを別個のものとし
て示すが、いずれも、正常なヒト乳腺上皮と比較して、接着接合部として知られる細胞-
細胞接触の本質的な成分の喪失を明らかにする。シグネチャー1遺伝子発現を保有する癌
幹細胞は、検出不能または低レベルのα-カテニン（CTNNA1）発現を示し、シグネチャー2
遺伝子発現を保有する癌幹細胞は、検出不能または低レベルのe-カドヘリン（CDH1）発現
を示す。E-カドヘリンは、ホモ親和性細胞-細胞接着および上皮極性に関与する細胞表面
受容体である。E-カドヘリンは、細胞接合部でのその機能のほかに、Wntシグナル伝達経
路の本質的な成分であるβ-カテニンと直接相互作用する。β-カテニンは、次にα-カテ
ニンと相互作用して、α-カテニンは、重合化アクチンに結合して細胞接合部を細胞骨格
に繋ぐ（Bienz, 2004, Cur. Biol. 15:R64；Kobielak & Fuchs, 2004, Nat. Rev. Mol. C
ell Biol. 5:614）。α-カテニンまたはe-カドヘリンタンパク質のいずれかのレベルの低
減は、細胞-細胞接着を破壊しえて、マウスにおけるα-カテニンの遺伝子欠失により、上
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皮極性欠如、および前癌様病変に類似する上皮陥入を伴う表皮過形成が明らかになる。α
-カテニンおよびe-カドヘリンの変異および発現レベルの減少はいずれも、乳腺および結
腸の腫瘍を含む異なる多くのヒト癌の特徴である。e-カドヘリンまたはα-カテニンの発
現の低減はしばしば、転移と相関する。さらに、e-カドヘリンレベルはβ-カテニンによ
るシグナル伝達に影響を及ぼし、e-カドヘリン発現の喪失は、それ自身本明細書に記述の
特定のヒト癌に関係することが周知であるWntシグナル伝達の持続的な活性化を引き起こ
す可能性がある（Kobielak & Fuchs, 2004, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 5:614；Hazan e
t al., 2004, Annals NY Acad. Science 1014:155-163；Mohammad, 2005, J. Pathol. 20
5:130-144）。
【０１６５】
α-カテニン癌幹細胞遺伝子シグネチャー
　癌幹細胞におけるα-カテニン発現の検出不能または低レベルのほかに、本発明はさら
に、様々な生理的機能を有し、ヒト癌の発達、維持、および／または進行において何らか
の程度関係している多様な群の遺伝子の発現が正常乳腺上皮と比較して増加および減少す
ることを同定した。本発明のいくつかの態様において、α-カテニン発現の検出不能また
は低レベルは、以下を含む異なる組の遺伝子の一つまたは複数の検出不能または低レベル
発現：nicastrin (NCSTN)；ligand of numb-protein X (LNX)；armadillo repeat contai
ning, X-linked 3 (ARMCX3)；melanoma associated gene (D2S448)；tumor suppressor c
andidate 1 (TUSC1)；glutamine synthase (GLUL)；retinoblastoma 1 (RB1), brain exp
ressed X-linked 2 (BEX2)；solute carrier family 12, member 2 (SLC12A2)；galactos
ylceramidase (GALC)；nerve growth factor receptor associated protein 1 (NGFRAP1)
；fibroblast growth factor 13 (FGF13)；KIAA1102；solute carrier family 1, member
 4 (SLClA4)；およびDnaJ homolog, subfamily D, member 1 (DNAJD1)、ならびに以下を
含む異なる組の遺伝子の一つまたは複数の上昇した発現：endothelial differentiation,
 lysophosphatidic acid G-protein coupled receptor 2 (EDG2)；caveolin 1 (CAV1)；c
aveolin 2 (CAV2)；discoidin, CUB and LCCL domain containing 2 (DCBLD2)；insulin-
like growth factor binding protein 3 (IGFBP3)；S100A2；CXCL5；c-Met (MET)；forkh
ead box Ql (FOXQ1)；cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A)；malignant fib
rous histiocytoma amplified sequence 1 (MFHAS1)；interleukin 27 receptor, alpha 
(IL27RA)；killer cell lectin-like receptor subfamily F, member 1 (KLRF1)；protei
n kinase C, alpha (PKCA)；uridine phosphorylase 1 (UPP1)；cathepsin L2 (CTSL2)；
solute carrier family 7, member 5 (SLC7A5)；aryl hydrocarbon receptor nuclear tr
anslocator-like 2 (ARNTL2)；protease, serine, 1, 2, and 3 (PRSS13 PRSS2, PRSS3)
；vanin 1 (VNN1)；RAB38；zinc finger, BED domain containing 2 (ZBED2)；myeloma o
verexpressed gene (MYEOV)；MAL；IGF-II mRNA-binding protein 3 (IMP-3)；およびdeh
ydrogenase/reductase SDR family, member 9 (DHRS9)を伴う。もう一つの態様において
、α-カテニン発現の検出不能または低レベルはさらに、以下の遺伝子の一つまたは複数
の検出不能または低レベル発現を含む：NCSTN；LNX；ARMCX3；D2S448；TUSC1；GLUL；RB1
；BEX2；SLC12A2；GALC；NGFRAP1；FGF13；KIAA1102；SLC1A4；およびDNAJD1。もう一つ
の態様において、α-カテニンの検出不能または低レベルは、以下の遺伝子の一つまたは
複数の上昇した発現を伴う：EDG2；CAV1；CAV2；DCBLD2；IGFBP3；S100A2；CXCL5；MET；
FOXQ1；CDKN2A；MFHAS1；IL27RA；KLRF1；PKCA；UPP1；CTSL2；SLC7A5；ARNTL2；PRSS1；
PRSS2；PRSS3；VNN1；RAB38；ZBED2；MYEOV；MAL；IMP-3；およびDHRS9。本発明のさらな
る態様において、シグネチャー1癌幹細胞は、以下の遺伝子の一つまたは複数の検出不能
または低レベル発現：alpha-catenin；NCSTN；LNX；ARMCX3；D2S448；TUSC1；GLUL；RB1
；BEX2；SLC12A2；GALC；NGFRAP1；FGF13；KIAA1102；SLC1A4；およびDNAJD1、ならびに
以下の遺伝子の一つまたは複数の上昇した発現：EDG2；CAV1；CAV2；DCBLD2；IGFBP3；S1
00A2；CXCL5；MET；FOXQ1；CDKN2A；MFHAS1；IL27RA；KLRF1；PKCA；UPP1；CTSL2；SLC7A
5；ARNTL2；PRSS1；PRSS2；PRSS3；VNN1；RAB38；ZBED2；MYEOV；MAL；IMP-3；およびDHR
S9、を示す。または、シグネチャー1癌幹細胞は、1）以下の遺伝子の二つもしくはそれ以
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上の検出不能もしくは低レベル発現：alpha-catenin；NCSTN；LNX；ARMCX3；D2S448；TUS
C1；GLUL；RB1；BEX2；SLC12A2；GALC；NGFRAP1；FGF13；KIAA1102；SLC1A4；およびDNAJ
D1、または2）以下の遺伝子の二つもしくはそれ以上の上昇した発現：EDG2；CAV1；CAV2
；DCBLD2；IGFBP3；S100A2；CXCL5；MET；FOXQ1；CDKN2A；MFHAS1；IL27RA；KLRF1；PKCA
；UPP1；CTSL2；SLC7A5；ARNTL2；PRSS1；PRSS2；PRSS3；VNN1；RAB38；ZBED2；MYEOV；M
AL；IMP-3；およびDHRS9を含む。
【０１６６】
　本発明のいくつかの態様において、α-カテニン発現の検出不能または低レベルは、以
下を含む遺伝子の異なる組の一つまたは複数の検出不能または低レベル発現： nicastrin
 (NCSTN)；ligand of numb-protein X (LNX)；armadillo repeat containing, X-linked 
3 (ARMCX3)；melanoma associated gene (D2S448)；glutamine synthase (GLUL)；および
retinoblastoma 1 (RB1)、ならびに以下の遺伝子の異なる組の一つまたは複数の上昇した
発現：endothelial differentiation, lysophosphatidic acid G-protein coupled recep
tor 2 (EDG2)；caveolin 1 (CAV1)；caveolin 2 (CAV2)；discoidin, CUB and LCCL doma
in containing 2 (DCBLD2)；insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3)
；S100A2；CXCL5；c-Met (MET)；forkhead box Ql (FOXQ1)；cyclin-dependent kinase i
nhibitor 2A (CDKN2A)；cathepsin L2 (CTSL2)；およびmalignant fibrous histiocytoma
 amplified sequence 1 (MFHAS1)を伴う。もう一つのいくつかの態様において、α-カテ
ニン発現の検出不能または低レベルは、遺伝子：NCSTN；LNX；ARMCX3；D2S448；GLUL；お
よびRB1の一つまたは複数の検出不能または低レベル発現を伴う。もう一つのいくつかの
態様において、α-カテニンの検出不能または低レベル発現は、遺伝子：EDG2；CAV1；CAV
2；DCBLD2；IGFBP3；S100A2；CXCL5；MET；FOXQ1；CDKN2A；CTSL2；およびMFHAS1の一つ
または複数の上昇した発現を伴う。本発明のさらなる態様において、シグネチャー1癌幹
細胞は、遺伝子：alpha-catenin；NCSTN；LNX；ARMCX3；D2S448；GLUL；およびRB1の一つ
または複数の検出不能または低レベル発現、ならびに遺伝子：EDG2；CAV1；CAV2；DCBLD2
；IGFBP3；S100A2；CXCL5；MET；FOXQ1；CDKN2A；CTSL2；およびMFHAS1の一つまたは複数
の増加した発現を示す。または、シグネチャー1癌幹細胞は、1）遺伝子：alpha-catenin
；NCSTN；LNX；ARMCX3；D2S448；GLUL；およびRB1の二つまたはそれ以上の検出不能また
は低レベル発現、または2）遺伝子：EDG2；CAV1；CAV2；DCBLD2；IGFBP3；S100A2；CXCL5
；MET；FOXQ1；CDKN2A；CTSL2；およびMFHAS1の一つまたは複数の上昇した発現を示す。
【０１６７】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現は、Nicastrin（NCSTN）の発現の減少を含みうる。
ニカストリンは、その触媒サブユニットとしてプレセニリンが含まれる多量体γセクレタ
ーゼ複合体の本質的な成分である。γ-セクレターゼによる膜内タンパク質分解は、組織
の発達および再生の際に細胞内シグナル伝達を引き起こすNotch；アルツハイマー病にお
いて蓄積するアミロイドβペプチドの生成に寄与するβ-アミロイド前駆体タンパク質（A
PP）；ならびにγ-セクレターゼ複合体との相互作用およびそれによる切断の双方が接着
接合部の安定性を調節するE-カドヘリン、を含む多くの受容体様タンパク質の正常なプロ
セシングにとって必要である。ニカストリンは、プレセニリンの安定化に関与して、この
ようにγ-セクレターゼ活性にとって必要である（Baki et al., 2001, PNAS 98:2381；Ma
rambaud et al., EMBO J. 21:1948；Yan et al., 2004, J. Neurosci. 24:2942）。しか
し、ヘテロ接合ニカストリンマウスからの線維芽細胞が、ノックアウトマウスにおいて活
性が全く存在しないのに対し、γ-セクレターゼ活性の増加を予想外にも示したことから
、ニカストリンはまた、阻害的役割を果たしうる（Li et al., 2003, J. Biol. Chem. 27
8:33445）。このように、ニカストリンの発現の減少は、最初、γ-セクレターゼ活性を増
加させて、Notchによる増殖性のシグナル伝達を増加させ、およびE-カドヘリンの切断に
よる細胞接着を減少させることができ、これらは、ニカストリンまたはγ-セクレターゼ
阻害剤の発現のさらなる減少が腫瘍の成長を遅らせて、転移を阻害しうることを示唆して
いる。
【０１６８】
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　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現にはまた、Ligand of numb-protein X (LNX)の発現
の減少が含まれうる。LNXは、ユビキチル化およびプロテアソーム分解のために細胞運命
決定因子Numbを標的とするRINGフィンガー型E3ユビキチンリガーゼである。細胞分裂の際
に、Numbは、その非対称局在により一つの娘細胞への細胞の運命およびその後のNotschシ
グナル伝達の調節を制御する。Numbの分解の減少は、この非対称局在を破壊することが提
唱されている（Nie et al., 2002, EMBO J. 21:93；Nie et al., 2004, J. Biol. Chem. 
279:20807）。このように、癌幹細胞におけるLNXの発現の減少は、非腫瘍形成性娘細胞の
生成より腫瘍形成性幹細胞の自己再生に寄与しうる。
【０１６９】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現はさらに、胚形成、組織の維持、および癌に関係す
るタンパク質のアルマジロリピート（arm）ファミリーメンバーであるARMCX3の発現の減
少を含む。armファミリーメンバーの発現は、様々なヒト癌腫において有意に低減されて
おり、上皮由来の腫瘍の抑制において役割を有することを示唆している（Kurochkin et a
l., 2001, Biochem. Biophys. Res. Commun. 280:340）。
【０１７０】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現は、さらにMelanoma associated gene（MG50）の発
現の減少を含む。MG50は、ヒト細胞溶解性Tリンパ球によって認識されるエピトープをコ
ードして、可能性があるIL-1受容体アンタゴニストである黒色腫抗原である（Mitchell e
t al., 2000, Cancer Res. 60:6448）。
【０１７１】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現はさらに、Glutamine synthase (GLUL)の発現の減少
を含む。GLULは、グルタメートおよびアンモニアから、細胞成長にとって必須の豊富なア
ミノ酸であるグルタミンへのATP依存的変換を触媒する。GLULは、星状細胞のような、な
らびにおそらく毒性のグルタメートおよびアンモニアのレベルの制御に関与している、中
心周囲に局在する肝細胞のような細胞のサブセットにおいて高度に発現されているが、細
胞の大多数は、グルタミンの産生に関して低レベルのGLULを発現する。GLULはβ-カテニ
ン変異を有する肝腫瘍において過剰発現され、Wntシグナル伝達経路による調節が示唆さ
れている。しかし、GLULは、その誘導ではあるが腫瘍にとって不可欠な酵素であると考え
られ、急速に増殖する腫瘍細胞にグルタミンを提供するために役立ち、腫瘍の成長速度を
増強しうる（Medina et al., 2001, Am. Soc. Nut. 131:2539S；Leoppen et al., 2002, 
Cancer Res. 62:5685）。
【０１７２】
　シグネチャー1癌肝細胞遺伝子発現はまた、遺伝性の網膜芽腫において変異しており、
多数の癌において機能的に不活化されている、よく特徴付けのなされた腫瘍抑制因子であ
るRetinoblastoma 1 (RB1)の発現の減少を含む。RB1は、細胞周期の進行および分化の重
要な転写調節因子として作用して、その喪失は制御されない癌肝細胞増殖に寄与しうる（
Yamasaki & Pagano, 2004, Curr. Opin. Cell Biol. 16:623）。
【０１７３】
　α-カテニン遺伝子発現シグネチャーはさらに、brain expressed X-linked 2 (BEX2)；
solute carrier family 12, member 2 (SLC12A2)；galactosylceramidase (GALC)；nerve
 growth factor receptor associated protein 1 (NGFRAP1)；fibroblast growth factor
 13 (FGF13)；KIAA1102；solute carrier family 1, member 4 (SLClA4)；DnaJ homolog,
 subfamily D, member 1 (DNAJD1)およびtumor suppressor candidate 1 (TUSC1)の発現
の減少を含む。BEX2 (p75NTR-associated cell death executor 5; NADE5とも呼ばれる)
およびNGFRAP1 (NADEおよびBEX3とも呼ばれる)は、p75ニューロトロフィン受容体シグナ
ル伝達に関するアダプタータンパク質であり、アポトーシスの誘導を促進する（Mukai et
 al., 2000, J. Biol. Chem. 275:17566-70；Mukai et al., 2003, Vitam. Horm. 66:385
-402；Roux & Barker, 2002, Prog. Neurobiol. 67:203-33）。SLC12A2は、上皮の塩分泌
、細胞容積調節、およびニューロン膜電位において重要な役割を有する、広く発現される
ナトリウム-カリウム-塩素共輸送体であり（Hebert et al., 2004, Pflugers Arch. 447:
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580-93）、その機能喪失が出生前および古典的バーター症候群を引き起こすいくつかの遺
伝子の一つである（Hebert, 2003, Curr. Opin. Nephrol. Hypertens. 12:527-32）。GAL
Cは、ミエリンの主要なグリコスフィンゴリピッドの一つである、ガラクトシルセラミド
を含む特異的ガラクトリピッドのライソゾーム加水分解を触媒するβ-ガラクトセレブロ
シダーゼをコードする。GALCは、クラッベ病（球様細胞白質ジストロフィー；GLD）にお
いて欠損しており、その患者の90％は、致死的な脳脱髄を有する小児である（Rafi et al
., 1995, Hum. Mol. Genet. 4:1285-9；Boggs et al., 2004, Glycoconj. J. 21:97-110
）。FGF13は、増殖、アポトーシス、細胞生存、走化性、細胞接着、分化、および遊走を
含む細胞プロセスの多様なアレイに関係している線維芽細胞増殖因子ファミリーのメンバ
ーである（Bottcher & Niehrs, 2005, Endocr. Rev. 26:63-77；Greene et al., 1998, E
ur. J. Neurosci. 10:1911-25）。KIAA1102は、LOC22998での仮説上のヒトタンパク質で
ある。SLC1A4は、遍在性の神経アミノ酸輸送体である（Zerangue & Kavanaugh, 1996, J.
 Biol. Chem. 271:27991-4）。および最後に、DNAJD1は、熱ショックタンパク質40相同体
分子シャペロンである。DNAJD1発現は、多くの原発性卵巣腫瘍において失われており、そ
れらに化学療法剤に対する耐性を付与する（Shridhar et al., 2001, Cancer Res. 61:42
58-65）。
【０１７４】
　シグネチャー1癌肝細胞遺伝子発現は、Endothelial differentiation gene 2 (EDG2)の
発現の増加を含む。EDG2は、分化、形態学的変化、および腫瘍細胞の浸潤より細胞増殖を
刺激する生物活性リン脂質である、リゾホスファチジン酸（LPA）に対して高い親和性を
有するG-タンパク質共役受容体ファミリーに属する。LPAは、卵巣腫瘍の成長を促進して
、卵巣癌を有する患者において高濃度で見いだされており、卵巣癌において重要な役割を
有することが示唆されている。LPAの上昇レベルはまた、子宮内膜および子宮頚癌患者に
おいても検出されている（Mills and Moolenaar, 2003, Nat. Rev. Cancer 3:582）。癌
幹細胞集団におけるEDG2の発現の増加は、腫瘍形成の開始においてより広いLPAに対する
反応性を意味しうる。しかし、EDG2の発現レベルの増加は、アポトーシスのLPA非依存的
誘導によって細胞成長速度の減少に関連しており（Fang et al., 2000, Annals NY Acad.
 Science 188）、LPA依存的シグナル伝達の拮抗は、腫瘍細胞の成長に対抗するようにバ
ランスをとられなければならないが、LPA非依存的アポトーシスの増強はそうではないこ
とを示唆している。
【０１７５】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現は、caveolin-1 (CAV1) and caveolin-2 (CA VX)の
双方の発現の増加をさらに含む。カベオリンは、小胞と呼ばれる細胞膜陥入で構造的およ
び調節的役割を果たす肝要な膜タンパク質である。小胞は、小嚢輸送、コレステロール恒
常性、およびシグナル伝達の分画を含む広範囲の細胞機能に関係している。カベオリン-1
は、腫瘍抑制因子特性を有し、いくつかの乳癌において変異または失われている。逆に、
カベオリン-1は、消化管および前立腺癌において上方制御されており、後者では転移に関
連している。細胞生存率およびクローン性成長の刺激能を有するカベオリンの分泌型が最
近同定されたことは、これらの矛盾する結果を説明するために役立ちうる（Cohn et al.,
 2004, Physiol. Rev. 84:1341；Williams & Lisanti, 2005, Am. J. Physiol Cell Phys
iol. 288:C494-C506）。このように、カベオリンの細胞外型のターゲティングは、これら
のタンパク質の発現の増加を伴う癌幹細胞の増殖を阻害しうる。
【０１７６】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現はさらに、ニューロフィリン、VEGFの細胞表面受容
体およびセマフォリンと構造的に類似のI型膜貫通タンパク質であるDiscoidin, CUB and 
LCCL domain containing 2 (DCBLD2)の発現の増加を含む。DCBLD2の発現の増加は、転移
表現型の獲得により肺癌細胞において、および転移病変を高頻度で有する肺癌において見
いだされる（Kobuke et al., 2001, J. Biol. Chem. 276:34105；Koshikawa et al., 200
2, 21:2822-8）。このように、1型腫瘍幹細胞におけるDCBLD2の発現の増加は、転移能の
増加を示しうる。
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【０１７７】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現はさらに、Insulin-like growth factor binding pr
otein 3 (IGFBP3)の発現の増加を含む。IGFBP3は、細胞の増殖および生存を調節するイン
スリン様増殖因子（IGF）-1の主な結合パートナーである。IGFBP-3はIGFの分裂効果を直
接中和して、他の増殖因子およびホルモンによる成長阻害およびアポトーシスを媒介する
。インビトロにおいて、IGFBP-3はまた、EGF受容体とのその相互作用およびマイトゲン活
性化タンパク質キナーゼ（MAPK）シグナル伝達を通して細胞増殖を刺激することができる
。高レベルの循環中のIGFBP-3は、閉経前乳癌のリスクの増加に関連し、今日までほとん
どの証拠が、IGFBP-3が様々な癌に対して保護的役割を果たすことを指摘している（Sched
lich & Graham, 2002, 59:12-22；Ali et al., 2003, Horm. Metab. Res. 35:726-33；Re
nehan et al., 2004, 363:1346；Vestey et al., 2005, Breast Cancer Res. 7:R119）。
【０１７８】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現はまた、S100A2の発現の増加を含む。S100 Ca2+結合
タンパク質ファミリーは、Ca2+恒常性および細胞成長を含む様々な細胞機能に関係してい
る。さらに、多くのS100タンパク質の発現がヒト癌において変化している。S100A2の発現
は、非小細胞肺癌（NSCLC）を含むいくつかの癌において増加しており、これはしばしばD
eltaNp63に関連して、転移能に連結しうる。しかし、癌におけるS100タンパク質の役割お
よび重要性はなお明確ではない（Diederichs et al., 2004, Cancer Res. 64:6654-9；Em
berley et al., 2004, Biochem. Cell Biol. 82:508-15；Smith et al., 2004, Br. J. C
ancer 91:1515-24）。
【０１７９】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現はさらに、免疫系の好中球を動員して前血管新生性
であるリポ多糖類誘導型ケモカインであるCXCL5の発現の増加を含む。CXCL5の過剰発現は
、ヒト副腎皮質癌の成長に連結しており、造血幹細胞の自己再生に寄与しうる（Keane et
 al., 2001, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 164:2239；Schteingart et al., 2001, J
. Clin. Endocrinol. Metab. 86:3968；Choong et al., 2004, Cytokine 25:239-45；Pol
d et al., 2004, Cancer Res. 64:1853）。このように、癌幹細胞によるCXCL5の発現の増
加は、幹細胞の自己再生に寄与しえておよび／または血管新生を通して腫瘍を維持するた
めに役立ちうる。
【０１８０】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現は、分泌型幹細胞増殖因子／散乱因子（HGF/SF）に
よって活性化される受容体チロシンキナーゼであるc-Metの発現の増加を含む。c-Metは、
胚形成の際の細胞増殖、解離、および遊走を制御して、ヒト癌におけるこれらのプロセス
の異常な活性化は腫瘍の成長および転移に寄与する。Metの活性化は、β-カテニンをリン
酸化して、この改変は細胞接合部でのα-カテニンとのβカテニンの会合の喪失を促進し
て、細胞接着を減少させて、β-カテニンをWnt媒介シグナル伝達に関して利用可能にする
（Tokunou et al., 2001, Am. J. Pathol. 158:1451；Birchmeier et al., 2003, Nat. R
ev. Mol Cell Biol. 4:915；Biez, 2004, Curr. Biol. 15:R64；Boccaccio et al., 2005
, Nature 434:396；およびMa et al., 2005, Cancer Res. 65:1479）。
【０１８１】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現はさらに、forkhead box Ql (FOXQ1)の発現の増加を
含む。フォークヘッドファミリーは、発達の多数の局面に関与するwinged helix転写因子
の多様な群であり、その脱制御はヒト癌に寄与する。FOXQ1は、マウスにおける表皮毛幹
の適切な分化にとって必要であり、結腸直腸腺癌および肺癌細胞株と共に膵臓癌において
過剰発現されている。FOXQ1の過剰発現が発癌において果たす役割はなお不明確である（B
ieller et al., 2001, DNA Cell Biol. 20:555-61；Hong et al., 2001, Genesis 29:163
-71；Cao et al., 2004, Cancer Biol. Ther. 3:1081-9）。
【０１８２】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現はまた、cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p
l6INK4)の発現の増加を含む。p16INK4は、哺乳動物細胞周期のG1チェックポイントを制御
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する活性化サイクリン-Cdk複合体の阻害剤であり、腫瘍抑制因子タンパク質網膜芽腫（Rb
）のcdk4-媒介リン酸化の強力な阻害剤として同定されている。p16INK4は、多くのヒト癌
において不活化される腫瘍抑制因子である（Okamoto et al., 1994, PNAS 91:11045；Kim
 et al., 2005, Int. J. Oncol. 26:1217-26）。
【０１８３】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現はさらに、Malignant fibrous histiocytoma amplif
ied sequence 1 (MRHASl)の発現の増加を含む。MRHAS1は、いくつかの固形腫瘍において
増幅され、血液の悪性疾患および頭頚部扁平上皮癌において転座している領域である染色
体8p23.1に存在する。MRHAS1自身は、B-細胞リンパ腫細胞株において転座しており、野生
型およびキメラMRHAS1はいずれもヌードマウスモデルにおいて腫瘍形成特性を保有する（
Tagawa et al., 2005, Oncogene 23:2576-81）。
【０１８４】
　シグネチャー1癌幹細胞遺伝子発現はさらに、cathepsin L2(CTSL2)の発現の増加を含む
。CTSL2は、ペプチダーゼC1ファミリーの胸腺および精巣特異的ライソゾームシステイン
プロテナーゼであり、結腸直腸癌、乳癌、卵巣癌、および腎臓癌において誤発現されてい
る（Santamaria et al., 1998, Cancer Res. 58:1624-30）。
【０１８５】
　α-カテニン遺伝子発現シグネチャーはさらに、interleukin 27 receptor, alpha (IL2
7RA)；killer cell lectin-like receptor subfamily F, member 1 (KLRF1)；protein ki
nase C, alpha (PKCA)；uridine phosphorylase 1 (UPP1)；solute carrier family 7, m
ember 5 (SLC7A5)；aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 2 (ARNTL2)
；protease, serine, 1, 2, and 3 (PRSS1, PRSS2, PRSS3)；vanin 1 (VNN1)；RAB38；zi
nc finger, BED domain containing 2 (ZBED2)；myeloma overexpressed gene (MYEOV)；
MAL；IGF-II mRNA-binding protein 3 (IMP-3)；およびdehydrogenase/reductase SDR fa
mily, member 9 (DHRS9)の上昇した発現を含む。IL27RAは、養子免疫の調節に関与するク
ラスIサイトカイン受容体であり、Th1反応の生成にとって重要である（Chen et al., 200
0, Nature 407:916-20；Robinson & O'Garra, Immunity 16:755-8）。KLRF1は、単一の細
胞外C-型レクチン様ドメインを有するII型膜貫通糖タンパク質である。KLRF1は、MHCクラ
スI分子に結合して腫瘍またはウイルス感染細胞を正常宿主細胞と区別するナチュラルキ
ラー（NK）細胞および他の造血細胞によって発現される（Roda-Navarro et al., 2001, B
iochim. Biophys. Acta. 1520:141-6；Natarajan et al., 2002, Annu. Rev. Immunol. 2
0:853-5）。PKCAは、カルシウムおよびジアシルグリセロールによって活性化されるセリ
ンおよびトレオニン特異的タンパク質キナーゼファミリーのメンバーであり、多数の細胞
シグナル伝達経路に関与する広範なタンパク質標的をリン酸化する。いくつかのPKCイソ
型がヒト癌において上方制御されている（Shen, 2003, Curr. Drug Targets Cardiovasc.
 Haematol. Disord. 3:301-7；Lahn et al., 2004, Oncol. 67:1-10）。ウリジンホスホ
リラーゼ（UPP1）は、ウリジンのウラシルへの可逆的加リン酸分解を触媒するピリミジン
サルベージ経路における重要な酵素である。UPP1は、いくつかの腫瘍細胞株および転移に
関連する原発腫瘍において過剰発現されている（Watanabe & Uchida, 1995, Biochem. Bi
ophys. Res. Commun. 2:265-72；Miyashita et al., 2002, Cancer 94:2959-66；Sahin e
t al., 2005, Pancreas 30:158-67）。SLC7A5は、陽イオンアミノ酸輸送体である（Closs
 et al., 1993, J. Biol. Chem. 268:7538-44）。ARNTL2は、日周リズムおよび細胞増殖
を含む多様な生理的プロセスを制御する塩基性のへリックス-ループ-へリックスPER-ARNT
-SIM転写因子ファミリーのメンバーである（Schoenhard et al., 2002, Am. J. Physiol.
 Cell Physiol. 283:C103-14；Yeh et al., 2003, Oncogene 22:5306-14）。PRSS1、PRSS
2、およびPRSS3は、PRSS1が症候性遺伝性膵炎を有する患者の80％において変異している
膵臓によって分泌されるセリンプロテアーゼである（Szmola et al., 2003, J. Biol. Ch
em. 278:48580-9；Howes et al., 2005, Clin. Lab Med. 25:39-59）。VNN1は、バニンタ
ンパク質ファミリーの上皮細胞外酵素メンバーであり、酸化的ストレスに対するグルタチ
オン依存的反応において役割を果たす（Martin et al., 2001, Immunogenet. 53:296-306
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；Berruyer et al., 2004, Mol. Cell Biol. 24:7214-24）。RAB38は、細胞内小嚢移動を
調節するRAS腫瘍遺伝子ファミリーの低分子GTP結合タンパク質メンバーである。メラノサ
イトにおけるRAB38のGTP結合ドメインにおける点突然変異は、チョコレートマウスの眼皮
膚白皮症を生じる（Loftus et al., 2002, PNAS 99:4471-6；Osanai et al., 2005, Biol
. Chem 286:143-53）。ZBED2は、局所染色質構築の変化において役割を果たすことが提唱
されているドメインであるBEDフィンガードメインを含むジンクフィンガードメインであ
る（Mahajan et al., 2002, Mol. Cell Biol. 22:6883-94）。MALは、MALプロテオリピッ
ドファミリーの疎水性の肝要な膜タンパク質であり、グリコスフィンゴリピッドに富むミ
エリンおよび膜微小ドメインの形成、維持、および機能に関与している（Frank, 2000, P
rog. Neurobiol. 60:531-44）。IMP-3は、核小体に局在して、そこで哺乳動物の後期発達
の際にインスリン様増殖因子IIリーダー3 mRNAの5' UTRに結合してその翻訳を抑制する。
さらに、IMP-3は、膵管上皮の癌腫および悪性度の高い異形成病変の感度のよい特異的マ
ーカーである（Nielsen et al., 1999, Mol. Cell Biol. 19:1262-70；Yantiss et al., 
2005, Am. J. Surg. Pathol. 29:188-95）。DHRS9は、レチノールをレチンアルデヒドに
変換するSDRスーパーファミリーのレチノールデヒドロゲナーゼ／レダクターゼであり、
これは視覚の導入、細胞成長、および胚発達を含むビタミンAの様々な生物学的機能を媒
介するオールトランスレチン酸の形成における二つの反応のうち最初の反応である。DHRS
9の発現は、結腸腺癌、癌腫、および七つの癌細胞株において低減され、APCによって調節
されるように思われる（Markova et al., 2003, Mol Genet. Metab. 78:119-35；Jette e
t al., 2004, J. Biol. Chem. 279:34397-405）。
【０１８６】
　先に記述したシグネチャーおよび本発明のいくつかのシグネチャーは最適化されると理
解すべきである。本発明は、これらの特定のシグネチャーを用いることに限定されない。
有用な情報を提供する一つまたは複数のマーカーの任意の組み合わせを本発明の方法にお
いて用いることができる。たとえば、シグネチャーが有用な情報を生じる能力を維持しな
がら（たとえば、試験の非存在下で得られるであろうより多くの情報）、一つまた複数の
マーカーを上記のシグネチャーに加える、またはそこから差し引くことができると理解す
べきである。
【０１８７】
E-カドヘリン癌幹細胞遺伝子シグネチャー
　癌幹細胞におけるE-カドヘリン発現の検出不能または低レベルのほかに、本発明は、正
常乳腺上皮と比較してヒト癌の発達、維持、および／または進行に関係している広範な生
理的機能を有する多様な組の遺伝子の増加または減少した発現をさらに同定する。本発明
のいくつかの態様において、E-カドヘリン発現の検出不能または低レベルは、以下の遺伝
子の一つまたは複数の検出不能または低レベル：matrix metalloproteinase 7 (MMP7)；n
ephroblastoma overexpressed gene (Nov)；FOS-like antigen 1 (FOSL1)；interleukin 
1 receptor, type II (IL1R2), secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1)；kerati
n 6B (KRT6B)；putative lymphocyte G0/G1 switch gene (G0S2)；interleukin 8 (IL8)
；UDP-GlcNAc : betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 5 (B3GNT5)；およ
びfibroblast growth factor binding protein 1 (FGFBP1)、ならびに以下を含む遺伝子
の一つまたは複数の上昇した発現：SHC (Src homology 2 domain containing) transform
ing protein 1 (SHC1)；FLJ20152；aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (
ARNT)；cytoplasmic FMRl interacting protein 2 (CYFIP2)；chromosome 17 open readi
ng frame 27 (C17orf27)；transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (TAP1)
；RNASEL；およびsimilar to aspartate beta hydroxylase (LOC57168)をさらに含む。も
う一つの態様においてE-カドヘリン発現の検出不能または低レベルは、遺伝子：MMP7；No
v；FOSL1；IL1R2；SFRP1；KRT6B；G0S2；IL8；B3GNT5；およびFGFBP1の一つまたは複数の
検出不能または低レベル発現をさらに含む。もう一つの態様において、E-カドヘリンの検
出不能または低レベルは、遺伝子：SHC1；FLJ20152；ARNT；CYFIP2；C17orf27；TAP1；RN
ASEL；およびLOC57168の一つまたは複数の上昇した発現をさらに含む。本発明のさらなる
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態様において、シグネチャー2癌幹細胞は、遺伝子： E-cadherin；MMP7；Nov；FOSL1；IL
1R2；SFRP1；KRT6B；G0S2；IL8；B3GNT5；およびFGFBP1の一つまたは複数の検出不能また
は低レベル発現を含み、ならびに遺伝子：SHC1；FLJ20152；ARNT；CYFIP2；C17orf27；TA
P1；RNASEL；およびLOC57168の一つまたは双方の上昇した発現をさらに含む。または、シ
グネチャー2癌幹細胞は、1）遺伝子：E-cadherin；MMP7；Nov；FOSL1；IL1R2；SFRP1；KR
T6B；G0S2；IL8；B3GNT5；およびFGFBP1の一つまたは複数の検出不能または低レベル発現
、ならびに2）遺伝子：SHC1；FLJ20152；ARNT；CYFIP2；C17orf27；TAP1；RNASEL；およ
びLOC57168の一つまたは複数の上昇した発現を含む。
【０１８８】
　本発明のいくつかの態様において、E-カドヘリンの検出不能または低レベルは、遺伝子
：matrix metalloproteinase 7 (MMP7)；nephroblastoma overexpressed gene (Nov)；FO
S-like antigen 1 (FOSL1)；およびinterleukin 1 receptor, type II (IL1R2)の一つま
たは複数の検出不能または低レベル、ならびにSHC (Src homology 2 domain containing)
 transforming protein 1 (SHC1)およびFLJ20152を含む遺伝子の一つまたは複数の上昇し
た発現をさらに含む。もう一つのよりいくつかの態様において、E-カドヘリン発現の検出
不能または低レベルは、遺伝子：MMP7；Nov；FOSL1；およびIL1R2の一つまたは複数の検
出不能または低レベル発現をさらに含む。もう一つの態様において、E-カドヘリン発現の
検出不能または低レベル発現は、遺伝子：SHC1およびFLJ20152の一つまたは双方の上昇し
た発現をさらに含む。本発明のさらにいくつかの態様において、シグネチャー2癌幹細胞
は、遺伝子：E-カドヘリン；MMP7；Nov；FOSL1；およびIL1R2の一つまたは複数の検出不
能または低レベル発現を含み、ならびに遺伝子：SHC1およびFLJ20152の一つまたは双方の
上昇した発現をさらに含む。または、シグネチャー2癌幹細胞は、1）遺伝子：E-cadherin
；MMP7；Nov；FOSL1；およびIL1R2の一つまたは複数の検出不能または低レベル発現、な
らびに2）遺伝子：SHC1およびFLJ20152の一つまたは双方の上昇した発現を含む。
【０１８９】
　シグネチャー2癌幹細胞遺伝子発現は、matrix metalloproteinase 7 (MMP7)の発現の減
少を含む。マトリクスメタロプロテナーゼ（MMP）は、組織形成およびリモデリングの際
に細胞外マトリクスの代謝回転に関与する分泌型タンパク質分解酵素である。腫瘍細胞に
よるMMPの過剰発現および分泌は、細胞外マトリクスおよび基底膜の双方の不適当な分解
に寄与すると考えられ、細胞成長を刺激しうる生物活性分子を放出して、腫瘍細胞の浸潤
および転移を手助けする（Hamacher et al., 2004, Dtsch. Med. Wocherschr. 129:1976-
80；Mott & Werb, 2004, Curr. Opin Cell Biol. 16:558-64）。
【０１９０】
　シグネチャー2癌幹細胞遺伝子発現はさらに、nephroblastoma overexpressed gene (No
v)の発現の減少を含む。Novは、トリ腎芽細胞腫において骨髄芽球症-関連ウイルス1-Nの
挿入部位として同定され、細胞増殖、走化性、および細胞接着を含む様々な生物学的役割
を果たす細胞外マトリクスに関連する分泌型タンパク質ファミリーに属する。Novは、細
胞周期制御および細胞成長を遅らせることに関係している。この考え方と一致して、高レ
ベルのNov発現はあまり攻撃的でない脳腫瘍に関連し、Novのレベルは副腎皮質腫瘍が悪性
状態へと進行するにつれて減少する（Martinerie et al, 2001, J. Clin. Endocrinol. M
etab. 86:3929-40；Gellhaus et al., 2004, J. Biol. Chem. 279:36931）。
【０１９１】
　シグネチャー2癌幹細胞遺伝子発現はさらに、FOS-like antigen 1 (FOSL1)の発現の減
少を含む。FOSL1を含むJunおよびFosタンパク質の二量体は、転写因子活性化因子タンパ
ク質-1（AP-1）を構成する。AP-1は、細胞外および細胞内シグナル伝達経路の複雑なネッ
トワークによって決定される、細胞のトランスフォーメーション、増殖、分化、およびア
ポトーシスを含むしばしば競合的な多数の細胞機能に連結している。FOSL1は、AP-1によ
って誘導される細胞のトランスフォーメーションにとって必須のトランス活性化ドメイン
を含まないという点において、c-Fosとは異なる（Matsuo et al., 2000, Nat. Genet. 24
:184-7；Ameyar et al., 2003, Biochimie 85:747-52）。
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【０１９２】
　シグネチャー2癌幹細胞遺伝子発現はまた、分泌型および膜結合型の双方のIL-1に関す
る非シグナル伝達デコイ受容体であるinterleukin 1 receptor, type II (IL1R2)の発現
の減少を含む。IL-1は、血管新生および分裂促進性サイトカインIL-8のような前腫瘍形成
性サイトカインの産生を刺激することができる強力な前炎症性サイトカインである（Bour
ke et al., 2003, J. Immunol. 170:5999；Cui et al., 2003, J. Immunol. 171:6814；P
antschenko et al., 2003, hit. J. Oncol. 23:269-84）。このように、癌幹細胞のこの
集団におけるIL1R2発現レベルの回復は、炎症および腫瘍成長の双方を中和するために役
立ちうる。
【０１９３】
　E-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーは、secreted frizzled-related protein 1 (SFR
P1)；keratin 6B (KRT6B)；putative lymphocyte G0/G1 switch gene (G0S2)；interleuk
in 8 (IL8)；UDP-GlcNAc:betaGal beta-l,3-N-acetylglucosaminyltransferase 5 (B3GNT
5)；およびfibroblast growth factor binding protein 1 (FGFBP1)の発現の減少をさら
に含む。SFRP1は、Wntタンパク質に結合してシグナル伝達を調節する分泌型frizzled関連
タンパク質である（Uren et al., 2000, J. Biol. Chem. 275:4374-82）。SFRP1は、アポ
トーシスを促進することができ、様々な癌腫において下方制御または高度メチル化されて
いる（Kawano & Kypta, 2003, 116:2527-34において論評）。KRT6Bは、上皮細胞において
発現されるケラチン遺伝子ファミリーのメンバーであり、過剰な細胞増殖または異常な分
化を受ける階層化上皮において強く誘導される（Takahashi et al., 1995, J. Biol. Che
m. 270:18581-92）。G0S2は、細胞周期のG1期に入るように細胞を拘束する際に役割を果
たす低分子塩基性リンタンパク質である（Cristillo et al., 1997, DNA Cell Biol. 16:
1449-58）。IL-8は、強力な前炎症性の、化学誘引性の前血管新生CXCケモカインである（
Dumitrascu, 1996, Rom J. Intern. Med. 34:159-72；Rosenkilde & Schwartz, 2004, AP
MIS 112:481-95）。B3GNT5は、GlcNacを糖脂質基質に転位させるβ-1,3-N-アセチルグル
コサミニルトランスフェラーゼファミリーのII型膜酵素をコードして（Togayachi et al.
, 2001, J. Biol. Chem. 276:22032-40）、腫瘍の浸潤および転移に強く連結している（C
hakraborty & Pawelek, 2003, 20:365-73）。FGFBP1は、増殖、アポトーシス、細胞生存
、走化性、細胞接着、分化、および遊走を含む多様なアレイの細胞プロセスに関係してい
る、線維芽細胞増殖因子ファミリーの酸性および塩基性メンバーの双方に結合して活性化
する（Bottcher & Niehrs, 2005, Endocr. Rev. 26:63-77）。
【０１９４】
　シグネチャー2癌幹細胞遺伝子発現は、SHC (Src homology 2 domain containing) tran
sforming protein 1 (SHC1)の発現の増加をさらに含む。SHC1は、細胞増殖、分化、およ
びアポトーシスを調節する、インスリン様増殖因子（IGF-1）および上皮細胞増殖因子（E
GF）経路の重要な媒介物質であるアダプタータンパク質である。SHC1の三つのイソ型は、
同じ遺伝子、すなわちp46 Shc、p52 Shc、およびp66 Shcから発現されるが、p46およびp5
2イソ型は胃癌において過剰発現される（Yukimasa et al., 2005, Int. J. Oncol. 26:90
5-11）、p66 Shcの変種対立遺伝子は、乳癌のリスクを減少させることができる（Wagner 
et al., 2004, Carcinogenesis 25:2473）。
【０１９５】
　シグネチャー2癌幹細胞遺伝子発現は、LOC54463での仮説上のヒトタンパク質FLJ20152 
の発現の増加をさらに含む。
【０１９６】
　E-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーは、aryl hydrocarbon receptor nuclear transl
ocator (ARNT)；cytoplasmic FMRl interacting protein 2 (CYFIP2)；chromosome 17 op
en reading frame 27 (C17orf27)；transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family 
B (TAP1)；RNASEL；およびsimilar to aspartate beta hydroxylase (LOC57168)の上昇し
た発現をさらに含む。塩基性へリックス-ループ-へリックスPER-ARNT-SIM転写因子ファミ
リーのメンバーであるアリール炭化水素（Ah）受容体は、多環式芳香族炭化水素を含む環
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境汚染物質に結合し、特異的な生体異物反応要素（XREs; Reyes et al., 1992, Science 
256:1193-5）との相互作用を通して生体異物代謝に関与する遺伝子の発現を調節する。CY
FIP2は、ポリソームに関連するRNA結合タンパク質である脆弱X精神遅滞タンパク質（FMRP
）と相互作用して、FMRP機能に拮抗するために、低分子GTP結合タンパク質細胞骨格調節
物質であるRac1のエフェクターとして作用する（Schenck et al., 2003, Neuron 38:843-
5；Schenck et al., 2001, PNAS 98:8844-9）。TAP1は、ATP-結合カセット（ABC）輸送体
スーパーファミリーのメンバーである。TAP1は、小胞体およびシスゴルジに局在して、分
解した細胞質タンパク質ペプチドを細胞性免疫系のMHCクラスI分子に提示することに関与
している（Townsend & Trowsdale, 1993, 4:53-61）。RNASELは、インターフェロンによ
って誘導されるエンドリボヌクレアーゼであり、哺乳動物細胞においてインターフェロン
の作用と共に塩基性恒常性RNA安定性の双方に関係している5'リン酸化、2',5'-連結オリ
ゴアデニレートによって活性化される（Zhou et al., 1993, Cell 72:753-65）。RNASEL
における変異は前立腺癌のリスクを増加させうる（Silverman, 2003, Biochem. 42:1805-
12）。
【０１９７】
　上記のシグネチャーは、最適化されて、本発明のいくつかのシグネチャーを表すことを
理解すべきである。本発明は、これらの特定のシグネチャーを用いることに限定されない
。有用な情報を提供する一つまたは複数のマーカーの任意の組み合わせを本発明の方法に
おいて用いることができる。たとえば、シグネチャーが有用な情報を生じる能力を維持し
ながら（たとえば、試験の非存在下で得られるであろうより多くの情報）、一つまたは複
数のマーカーを上記のシグネチャーに加える、またはそこから差し引くことができる。
【０１９８】
　さらなる固形腫瘍幹細胞癌マーカーは、たとえば以下の実施例4において記述される方
法を用いて同定されうる。
【０１９９】
　本発明のもう一つの局面は、癌試料の遺伝子発現パターンを癌幹細胞遺伝子発現シグネ
チャーと比較することによって、固形腫瘍試料のプロファイリングに基づく腫瘍を分類す
るための手段および方法である。本発明は、遠隔転移および死亡の予測因子である腫瘍幹
細胞遺伝子発現シグネチャーを初めて発見した。本発明のマイクロアレイデータは、乳腺
および結腸腫瘍のような腫瘍を、たとえば転移および死亡の低リスクまたは高リスクに分
類するために有用である個々の予測因子遺伝子および遺伝子シグネチャーを同定しながら
、乳癌または結腸癌の発達、進行、および／または維持において役割を果たす可能性があ
る癌幹細胞マーカーを同定する。癌幹細胞遺伝子シグネチャーと比較した場合に、癌遺伝
子プロファイルを含む異なるように発現されたポリヌクレオチドおよび／またはタンパク
質の検出に基づく分類を用いて、臨床経過を予測する、化学療法剤に対する感受性を予測
する、適当な治療の選択の指針とする、および処置反応をモニターすることができる。さ
らに、そのような癌幹細胞マーカーを標的とする治療物質の開発後、本明細書において詳
細に記述した癌遺伝子シグネチャーの検出により、そのような治療からおそらく恩典を有
する患者を同定することができるであろう。
【０２００】
　本明細書において記述されるように、本発明は、二つの異なる細胞または組織試料にお
けるその発現レベルを決定することによって遺伝子発現プロファイルに遺伝子を集合させ
るための方法を用いる。本発明はさらに、たとえば転移および死亡を含む臨床転帰を予測
するために癌幹細胞遺伝子シグネチャーと比較した場合にこれらの遺伝子プロファイルを
用いることを想像する。本発明のマイクロアレイデータは、腫瘍幹細胞と正常乳腺上皮、
非腫瘍形成性腫瘍細胞と正常乳腺上皮、および腫瘍幹細胞と非腫瘍形成性腫瘍細胞とのあ
いだを含む二つの組織試料のあいだで類似のおよび異なるように発現されたAffymetrix H
G-Ul 33アレイに含まれる遺伝子を含む遺伝子プロファイルを同定する。次に、これらの
広い遺伝子発現プロファイルをさらに精製して、濾過して、発現の変化倍率、統計分析（
たとえば、多重比較試料のt-検定P値）、他の遺伝子の発現との相関、生物機能（たとえ
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ば、細胞周期調節因子、転写因子、プロテアーゼ等）、いくつかの治療標的（たとえば、
抗体に基づく治療にとって適した細胞外膜会合タンパク質をコードする遺伝子）、さらな
る患者試料において同定された発現、および臨床転帰の予測能が含まれるがこれらに限定
されるわけではない、様々な異なる基準に基づいて遺伝子シグネチャーに細分割する。
【０２０１】
　このように、本発明のいくつかの態様において、腫瘍幹細胞対正常乳腺上皮において異
なるように発現された遺伝子を、その発現変化倍率に基づいて異なる癌幹細胞遺伝子シグ
ネチャーに細分割する。たとえば、腫瘍幹細胞において発現が2～2.5倍上昇した（または
低減された、もしくは上昇および低減の双方）遺伝子は、癌幹細胞遺伝子シグネチャーを
含み、発現が2.5～3倍上昇した（または低減されたもしくは双方）の遺伝子は、もう一つ
の癌幹細胞遺伝子シグネチャーを含む。または、一定の発現変化倍率より上の遺伝子は全
て、癌幹細胞遺伝子シグネチャーに含まれる。たとえば、腫瘍幹細胞において発現が2倍
またはそれ以上低減された（または上昇、もしくは双方）遺伝子は全て、一つの癌幹細胞
遺伝子シグネチャーを含みえて、腫瘍幹細胞において発現が3倍またはそれ以上低減（ま
たは上昇もしくは双方）された遺伝子は全て、もう一つの癌幹細胞遺伝子シグネチャーを
含みうる等である。他の態様において、腫瘍幹細胞対正常乳腺上皮において異なるように
発現された遺伝子を、統計分析を用いて濾過する。たとえば、試料におけるt-検定のP値
が0.01～0.005である上昇した（または低減されたもしくは双方）発現を有する遺伝子は
全て、一つの癌幹細胞遺伝子シグネチャーを含みえて、試料におけるt-検定P値が0.005～
0.001である上昇した（または低減されたもしくは双方）発現を有する遺伝子は全て、も
う一つの癌幹細胞遺伝子シグネチャーを含みうる等である。さらに、独立した患者試料ま
たは異なる細胞株の遺伝子発現分析を先に記述したように生成された任意の癌幹細胞遺伝
子シグネチャーと比較することができる。癌幹細胞遺伝子シグネチャーは、たとえば記述
されるように、所定の癌幹細胞遺伝子シグネチャーの予測力を増加または維持するために
、個々の表現型関連指数を計算することによって改変することができる（Glinsky et al.
, 2004, Clin. Cancer Res. 10:2272）。さらに、癌幹細胞遺伝子シグネチャーは、様々
な基準に基づいて遺伝子を除外または含めること（たとえば、いくつかの治療標的を含め
る、生物学的に無関係な標的に基づいて除外すること）によって遺伝子毎にさらに狭める
または広くすることができる。
【０２０２】
　なおさらなる態様において、本発明のAffymetrix HG-Ul 33アレイ分析によって生成さ
れたプロファイルのような広い遺伝子発現プロファイルは、二つまたはそれ以上異なる基
準に基づいて、さらに精製、濾過、遺伝子シグネチャーに細分割することができる。本発
明のいくつかの態様において、腫瘍幹細胞対正常乳腺上皮において異なるように発現され
た遺伝子を、その発現変化倍率と共にその生物学的機能に基づいて異なる癌幹細胞遺伝子
シグネチャーに分割する。たとえば、腫瘍幹細胞対正常乳腺上皮において3～3.5倍上昇し
た（または低減されたもしくは双方）発現を有する細胞周期の調節に関与する遺伝子は全
て、一つの癌幹細胞遺伝子シグネチャーを含みえて、腫瘍幹細胞対正常乳腺上皮において
3.5～4倍上昇した（または低減されたもしくは双方）発現を有する細胞周期の調節に関与
する遺伝子は全て、もう一つの癌幹細胞遺伝子シグネチャーを含みえて、腫瘍幹細胞対正
常乳腺上皮において4倍またはそれ以上上昇した（または低減されたもしくは双方）発現
を有する細胞外膜関連タンパク質をコードする遺伝子は全て、もう一つの癌幹細胞遺伝子
シグネチャーを含みえて、腫瘍幹細胞対正常乳腺上皮において5倍またはそれ以上上昇し
た（または低減されたもしくは双方）発現を有する細胞外膜会合タンパク質をコードする
遺伝子は全て、なおもう一つの癌幹細胞遺伝子シグネチャーを含みうる。
【０２０３】
　いくつかの態様において、腫瘍幹細胞において異なるように発現された遺伝子は、その
発現変化倍率または発現変化百分率と組み合わせて、選択された遺伝子とのその発現の相
関に基づいて癌幹細胞遺伝子シグネチャーに分割される。具体的に、いくつかの態様にお
いて、本発明のマイクロアレイ分析を用いて、α-カテニン発現と相関して、正常乳腺組
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織およびα-カテニン非欠損腫瘍幹細胞と比較して、検出不能または低レベルのα-カテニ
ンを有する腫瘍幹細胞における発現変化倍率または発現変化百分率を示す、発現レベルを
有する遺伝子に基づいて固形腫瘍幹細胞シグネチャー、α-カテニン遺伝子シグネチャー
を同定した。低い～検出不能なα-カテニン発現を含む腫瘍幹細胞において検出不能～低
い発現を有する遺伝子は、全ての腫瘍幹細胞におけるα-カテニン発現と0.9～1の正の相
関を有すると共に、正常乳腺組織およびα-カテニン非欠損腫瘍幹細胞と比較して低～検
出不能なα-カテニンを含む腫瘍幹細胞において90％またはそれより低い発現レベルを有
すると同定される。低～検出不能なα-カテニン発現を含む腫瘍幹細胞における上昇した
発現を有する遺伝子は、全ての腫瘍幹細胞におけるα-カテニン発現と-0.9～-1の負の相
関を有すると共に、正常乳腺組織およびα-カテニン非欠損腫瘍幹細胞より9倍またはそれ
以上、低～検出不能α-カテニンを含む腫瘍幹細胞における発現レベルを有すると同定さ
れた。併せて、これらの遺伝子は、α-カテニンシグネチャー1（表9）を含む。次に、先
に記述された倍率または発現変化基準にわずかに違反したが、治療的および／または生物
学的に関連する遺伝子であると主観的に決定された遺伝子、すなわち検出不能～低い発現
を有する遺伝子1個と上昇した発現を有する遺伝子3個（表9において下線で示す）をさら
に含めることによって、第二のα-カテニンシグネチャー（α-カテニンシグネチャー2）
を作製した。次に、α-カテニンシグネチャー2から以下の遺伝子：検出不能～低い発現を
有する遺伝子9個および上昇した発現を有する遺伝子15個（表9）を除外することによって
、第三のα-カテニンシグネチャー（α-カテニンシグネチャー3）を作製した。α-カテニ
ンシグネチャー2を、二つの独立した癌患者集団から遺伝子発現分析に対して比較した：
α-カテニンプロファイル4およびα-カテニンプロファイル5をそれぞれ生じる、Netherla
nds Cancer Instituteからの構成的な初期乳癌患者295人およびErasmus Medical Center
からのリンパ節陰性乳癌患者286人（表9）。
【０２０４】
　他の態様において、本発明のマイクロアレイ分析を用いて、E-カドヘリン発現と相関し
て、正常乳腺組織およびE-カドヘリン非欠損腫瘍幹細胞と比較して、検出不能または低レ
ベルのE-カドヘリンを有する腫瘍幹細胞における発現変化倍率または百分率を示す、発現
レベルを有する遺伝子に基づいて固形腫瘍幹細胞シグネチャー、E-カドヘリン遺伝子シグ
ネチャーを同定した。低い～検出不能なE-カドヘリン発現を含む腫瘍幹細胞において検出
不能～低い発現を有する遺伝子は、全ての腫瘍幹細胞におけるE-カドヘリン発現と正の相
関0.9～1を有すると共に、正常乳腺組織およびE-カドヘリン非欠損腫瘍幹細胞と比較して
低い～検出不能なE-カドヘリンを含む腫瘍幹細胞において85％またはそれより低い発現レ
ベルを有すると同定される。低い～検出不能なE-カドヘリン発現を含む腫瘍幹細胞におい
て上昇した発現を有する遺伝子は、全ての腫瘍幹細胞におけるE-カドヘリン発現と-0.9～
-1の負の相関を有すると共に、正常乳腺組織およびE-カドヘリン非欠損腫瘍幹細胞より2.
5倍またはそれ以上、低い～検出不能E-カドヘリンを含む腫瘍幹細胞における発現レベル
を有すると同定された。併せて、これらの遺伝子は、E-カドヘリンシグネチャー1を含む
。次に、先に記述された倍率変化または発現変化基準にわずかに違反したが、治療的およ
び／または生物学的に関連する遺伝子であると主観的に決定された遺伝子、すなわち上昇
した発現を有する遺伝子1個（表9において下線で示す）をさらに含めることによって、第
二のE-カドヘリンシグネチャー（E-カドヘリンシグネチャー2）を作製した。次に、E-カ
ドヘリンシグネチャー2から遺伝子：検出不能～低い発現を有する遺伝子6個および上昇し
た発現を有する遺伝子6個（表9）を除外することによって第三のE-カドヘリンシグネチャ
ー（E-カドヘリンシグネチャー3）を作製した。E-カドヘリンシグネチャー2を、二つの独
立した癌患者集団からの遺伝子発現分析に対して比較した：E-カドヘリンプロファイル4
およびE-カドヘリンプロファイル5をそれぞれ生じる、Netherlands Cancer Instituteか
らの構成的な初期乳癌患者295人およびErasmus Medical Centerからのリンパ節陰性乳癌
患者286人（表9）。
【０２０５】
　本発明はさらに、転移および死亡が含まれるがこれらに限定されるわけではない臨床転
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帰を予測するためにこれらの癌幹細胞遺伝子シグネチャーを用いることを具体化する。遺
伝子発現分析（たとえば、マイクロアレイ分析、免疫組織化学分析等）が含まれる任意の
独立した患者集団または遺伝子発現分析にとって適した腫瘍試料（たとえば、凍結組織生
検、パラフィン抱埋腫瘍組織試料等）を、決定された臨床パラメータまたはたとえばリン
パ節の状態、転移、死亡等を含む臨床パラメータの進行中のモニタリングと共に用いて、
癌幹細胞遺伝子シグネチャーが臨床転帰を予測するか否かを査定することができる。いく
つかの態様において、本発明は、α-カテニンおよびE-カドヘリン腫瘍幹細胞遺伝子シグ
ネチャーが、二つの独立した癌患者集団、すなわちNetherlands Cancer Institute (van 
de Vijver et al., 2002, N. Eng. J. Med. 347:1999)からの構成的初期乳癌患者295人お
よびErasmus Medical Center (Wang et al., 2005, Lancet 365:671)からのリンパ節陰性
乳癌患者286人、における転移および死亡を予測するか否かを試験する。多くの統計分析
を用いて予測能を決定することができる。これらには、たとえばカプラン-マイヤー生存
分析、Cox比例ハザード生存分析、カイ二乗分析、および多変量分析が含まれる。本発明
のいくつかの態様において、Netherlands Cancer Instituteからの構成的な初期乳癌患者
295人のCox比例ハザード生存分析およびErasmus Medical Centerからのリンパ節陰性乳癌
患者286人のカイ二乗分析を用いて、臨床転帰を有意に予測する癌幹細胞遺伝子シグネチ
ャーを同定した。
【０２０６】
　Netherlands Cancer Institute (van de Vijver et al., 2002, N. Eng. J. Med. 347:
1999)からの構成的初期乳癌患者295人からのマイクロアレイデータの相関およびCox比例
ハザード生存分析は、α-カテニンシグネチャー2と正の相関を示す遺伝子発現プロファイ
ル（α-カテニンプロファイル4）を有する患者125人の腫瘍を同定し、α-カテニンシグネ
チャー2を、相関0.1あたりの単変量ハザード比1.15（P＝5.9×10-4）で転移を有意に予測
するとして、および相関0.1あたりの単変量ハザード比1.24（P＝3.7×10-7）で死亡を有
意に予測するとして示した。さらに、Erasmus Medical Center (Wang et al., 2005, Lan
cet 365:671)からのリンパ節陰性乳癌患者286人からのマイクロアレイデータの相関およ
びカイ二乗分析は、α-カテニンシグネチャー2（n＝77）と相関する遺伝子発現プロファ
イル（α-カテニンプロファイル5）を有する患者の腫瘍が、転移のリスクが増加している
（P＝0.67）ことを明らかにした。このように、α-カテニン発現シグネチャー2のような
腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーは、転移および死亡のリスクが高い腫瘍に関する遺伝子シ
グネチャーを提供し、このように不良な予後を予測する遺伝子シグネチャーである。α-
カテニン発現シグネチャー2の任意の特定の遺伝子は、腫瘍試料において発現の低減また
は発現の上昇のいずれかを有しうる、または有しえないが、発現レベルとシグネチャーに
おける他の遺伝子との関係は、腫瘍試料を分類するために用いることができる独自の固形
腫瘍幹細胞シグネチャーを作製する。
【０２０７】
　上記のE-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーを用いる類似の比較を再度用いて、表10に
おいて要約するように臨床転帰を査定した。Netherlands Cancer Instituteからの構成的
初期乳癌患者295人からのマイクロアレイデータの相関およびCox比例ハザード生存分析は
、E-カドヘリンシグネチャー2と正の相関を示す遺伝子発現プロファイル（E-カドヘリン
プロファイル4）を有する患者の腫瘍240個を同定し、E-カドヘリンシグネチャー2を、相
関0.1あたりの単変量ハザード比0.981（P＝0.59）で転移を有意に予測するとして、およ
び相関0.1あたりの単変量ハザード比0.938（P＝0.1）で死亡を有意に予測するとして示し
た。α-カテニンとE-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーを併せると、同様に患者におけ
る転移を予測した（転移に関する単変量ハザード比は、相関0.1あたり1.28（P＝4.2×10-
4））。さらに、Erasmus Medical Center (Wang et al., 2005, Lancet 365:671)からの
リンパ節陰性乳癌患者286人からのマイクロアレイデータの相関およびカイ二乗分析は、E
-カドヘリンシグネチャー2（n＝198）と相関する遺伝子発現プロファイル（E-カドヘリン
プロファイル5）を有する患者の腫瘍が、転移のリスクが増加している（P＝0.57）ことを
明らかにした。
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【０２０８】
　（表１０）α-カテニンおよびE-カドヘリン遺伝子シグネチャーによる転移および死亡
予測の統計的分析

【０２０９】
　本発明は、α-カテニン遺伝子シグネチャーを不良臨床転帰の予知するものであると初
めて同定する。本発明の特定の態様において、α-カテニンシグネチャーは、腫瘍を低リ
スクまたは高リスクとして分類するために、および腫瘍を低リスクまたは高リスクカテゴ
リーに割り当てるために臨床的に用いられる。α-カテニンシグネチャーはさらに、腫瘍
の低リスクまたは高リスクとしての分類に基づいて診断、予後診断を提供する、および/
または治療を選択するために、加えて、長い期間をかけて診断、予後、および/または治
療をモニターするために、用いられうる。患者がα-カテニンシグネチャーを構成する遺
伝子を発現する腫瘍を有し、それに従って、予後が不良であることがわかっている場合に
は、α-カテニンサブクラスの範囲に入っていない腫瘍においてより治療へのより積極的
なアプローチが必要とされうる。例えば、リンパ節において疾患の証拠がない患者におい
て(節陰性患者)、腫瘍の外科切除後に化学療法(アジュバント療法)を施すかどうかに関し
て決定がなされなければならない。いくらかの患者はそのような処置から恩恵を受ける可
能性が高いが、それは重大な副作用をもち、低リスクの腫瘍を有する患者により避けられ
うる。現在、どの患者が恩恵を受けるだろうかを予測することは困難または不可能である
。患者が不良予後カテゴリーに分類されることを知ることは、この決定を助けうる。さら
になお、本発明のα-カテニンシグネチャーと高く相関しているα-カテニン遺伝子プロフ
ァイルの発現を検出することは、腫瘍進行に関連した情報を提供できる。腫瘍が進行する
につれて、それらの表現型特徴は変化しうることは周知である。従って、本発明は、乳房
の腫瘍が、治療に応答してかまたは治療の不足に応答してかのいずれかで、癌幹細胞遺伝
子シグネチャーと高く相関しているα-カテニン遺伝子プロファイルを発現することから
発現しないことへ(または逆に)進化することができる可能性を企図する。従って、α-カ
テニン遺伝子シグネチャーと相関するかまたは相関しないかのいずれかであるα-カテニ
ン遺伝子プロファイルの検出は、そのような進行を検出し、それに応じて治療を変えるた
めに用いられうる。
【０２１０】
　特定の治療に応答する腫瘍もあればが、応答しないものもあることは当技術分野におい
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て周知である。現在、特定の腫瘍が与えられた治療剤に応答するだろうという見込みを処
置前に決定するために用いられうる情報は実に少ない。多くの化合物は抗腫瘍活性につい
て試験されており、わずかな比率の腫瘍のみにおいて効果的であると思われる。どの腫瘍
が与えられた作用物質に応答するかを予測する現在の能力の欠如のせいで、これらの化合
物は市販治療用物質へと開発されていない。この問題は、腫瘍を分類する現在の方法が限
定されているという事実を反映している。しかしながら、本発明は、腫瘍亜群を同定する
こと、および所定の作用物質に対する応答の有意な見込みによって腫瘍を特徴付けること
の可能性を提供する。様々な作用物質で治療を受けた患者から得られた組織試料を含む腫
瘍試料アーカイブは、そのような治療の結果に関する情報と共に入手可能である。一般的
に、そのようなアーカイブは、パラフィンブロックに包埋された腫瘍試料からなる。これ
らの腫瘍試料は、その後で本発明のα-カテニンシグネチャーを構成する遺伝子によりコ
ードされるポリペプチドと比較される、それらのポリペプチドの発現について分析されう
る。例えば、免疫組織化学法が、ポリペプチドに結合する抗体を用いて行われうる。また
は、これらの腫瘍試料は、その後で本発明のα-カテニンシグネチャーを構成するポリヌ
クレオチドと比較される、それらのポリヌクレオチドの発現について分析されうる。例え
ば、RNAは、腫瘍試料から抽出され、その後でα-カテニンシグネチャーを構成するポリヌ
クレオチドと比較されるmRNAを定量的に増幅するために、RT-PCRが用いられうる。α-カ
テニンサブクラスに属する腫瘍は、その後、この情報に基づいて同定されうる。その後、
α-カテニンプロファイルの発現をα-カテニンシグネチャーにより予測された腫瘍の治療
に対する応答と相関させ、それにより、腫瘍全体に対する、またはα-カテニンサブクラ
スの範囲に入らない腫瘍に対する効力と比較して、このサブクラスの腫瘍に対してより優
れた効力を示す特定の化合物を同定することは可能である。いったんそのような化合物が
同定されたならば、これらの化合物を用いるさらなる臨床試験のために腫瘍がα-カテニ
ンサブクラスに分類される患者を選択することは可能になるだろう。選択された患者の群
に行われるそのような臨床試験は、効力を実証する可能性がより高い。それゆえに、本明
細書に提供された試薬は、後向きおよび前向き試験の両方について価値がある。
【０２１１】
　前向き試験の場合、α-カテニンシグネチャーのような癌幹細胞シグネチャーと相関す
るα-カテニンプロファイルのような癌幹細胞プロファイルにおける1つもしくは複数の遺
伝子またはコードされたポリペプチドの発現の検出は、試験への参加の前に、または試験
に登録されると同時に、患者を層別化するために用いられうる。臨床的研究において、層
別化は、特定基準に従って患者集団をより均一な亜集団へと記載する、もしくは分類する
過程または結果である。試験後よりむしろ最初に患者を層別化することは、しばしばいく
つかあり(薬剤についての承認審査方式に関与するU.S. Food and Drug Administrationの
ような管理機関によるものを含む)、層別化は、しばしば、試験の結果の統計的分析を行
うにおいて有用である。場合によっては、層別化は、研究設計により必要とされうる。様
々な層別化基準は、α-カテニン遺伝子シグネチャーのような癌幹細胞シグネチャーと相
関する1つまたは複数の癌幹細胞遺伝子プロファイルの発現の検出と共に用いられうる。
一般的に用いられる基準は、年齢、家族歴、リンパ節状態、腫瘍サイズ、腫瘍の異型度な
どを含む。用いられうる他の基準は、限定されるわけではないが、腫瘍の攻撃性、患者に
よって受けられた前の治療、エストロゲン受容体(ER)および/もしくはプロゲステロン(PR
)陽性、Her2/neu状態、またはp53状態を含む。最終的に、いったん、α-カテニンシグネ
チャーのような癌幹細胞遺伝子シグネチャーと高く相関している癌遺伝子プロファイル腫
瘍に対して優れた効力を示す化合物が同定されたならば、遺伝子プロファイルの発現を検
出するための試薬は、さらなる患者についての適切な治療の選択を導くために用いられう
る。従って、癌幹細胞遺伝子シグネチャーと比較される癌遺伝子プロファイルの発現に基
づいて腫瘍を分類するための試薬および方法を提供することにより、本発明は、より幅広
いまたはより不均一な患者集団に恩恵をもたらすことができないせいで断念されていた潜
在的に有望な治療から恩恵を受けることができる患者集団を同定するための手段を提供し
、さらに、癌治療を個別化するための手段を提供する。
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【０２１２】
　α-カテニンシグネチャー遺伝子のような癌幹細胞シグネチャー遺伝子の発現に関する
情報は、このように、腫瘍の発生、進行、および維持におけるそれらの生物学的機能また
は役割に関する特定の情報の非存在下においてでさえも有用である。本明細書に開示され
た試薬は乳癌に関して特定の適用を見出すが、本発明はまた、限定されるわけではないが
、以下を含む他の癌型について診断的および/または予後診断的情報を提供するためのそ
れらの使用を企図する：胆道癌；膀胱癌；グリア芽腫および髄芽細胞腫を含む脳腫瘍；子
宮頚癌；絨毛癌；結腸癌；子宮内膜癌；食道癌；胃癌；急性リンパ球性および骨髄性白血
病；多発性骨髄腫；AIDS関連白血病および成人T細胞白血病リンパ腫；ボーエン病および
ページェット病を含む上皮内新生物；肝臓癌；肺癌；ホジキン病およびリンパ球性リンパ
腫を含むリンパ腫；神経芽細胞腫；扁平上皮細胞癌を含む口腔癌；上皮細胞、間質細胞、
胚細胞、および間葉細胞から生じるものを含む卵巣癌；膵臓癌；前立腺癌；直腸癌；平滑
筋肉腫、横紋筋肉腫、脂肪肉腫、線維肉腫、および骨肉腫を含む肉腫；黒色腫、カポジ肉
腫、基底細胞癌、および扁平上皮細胞癌を含む皮膚癌；精上皮腫、非精上皮腫(奇形腫、
絨毛癌)、間質腫瘍、および胚細胞腫瘍のような胚腫瘍を含む睾丸癌；甲状腺の腺癌およ
び髄様癌を含む甲状腺癌；ならびに腺癌およびウィルムス腫瘍を含む腎臓癌。
【０２１３】
　本発明の他の態様において、α-カテニンシグネチャーのような癌幹細胞遺伝子シグネ
チャーは、癌の処置のための、例えば、小分子、siRNA、および抗体を含むリード化合物
を試験および評価するために実験的に用いられうる。例えば、患者由来の腫瘍細胞は、α
-カテニン遺伝子シグネチャーのような特定の固形腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーの発現
についてスクリーニングされ、その後、本明細書に記載された異種移植モデルへ移植され
、例えば、本明細書に記載された1つまたは複数の癌幹細胞マーカーに対する抗体のよう
な試験化合物の効果が腫瘍増殖および生存への効果について試験されうる。さらになお、
癌遺伝子プロファイルは、処置後、測定され、癌遺伝子プロファイルは、治療の有効性を
評価し、次に、将来的な処置計画を導くために癌幹細胞遺伝子シグネチャーと比較されう
る。加えて、試験化合物の効力が異なる腫瘍サブクラスに対して評価されうる。例えば、
試験化合物は、癌幹細胞遺伝子シグネチャーと相関しない、または例えば、E-カドヘリン
遺伝子シグネチャーのような別の遺伝子シグネチャーを発現する遺伝子プロファイルを有
する腫瘍に対比して、α-カテニン遺伝子シグネチャーのような癌幹細胞シグネチャーと
高く相関している癌遺伝子プロファイルを発現する腫瘍の異種移植において用いられうる
。試験化合物に対する異なる腫瘍サブクラスの応答における任意の違いが測定され、腫瘍
の特定のクラスについて処置を最適化するために用いられる。
【０２１４】
　α-カテニン遺伝子シグネチャーのような癌幹細胞遺伝子シグネチャーは、正常な乳房
上皮と比較して腫瘍幹細胞において減少したレベルで、または上昇したレベルで発現する
遺伝子から同定された。従って、特定の態様において、mRNAの発現レベル、またはその増
幅されたもしくはクローニングされたバージョンが、癌幹細胞遺伝子シグネチャーを構成
する各特定の遺伝子を表すポリヌクレオチドへのハイブリダイゼーションにより腫瘍試料
から測定される。この型のいくつかのポリヌクレオチドは、他の遺伝子配列に見出されな
い遺伝子配列の少なくとも約20個～少なくとも約32個の連続した塩基対を含む。さらに、
あるものは、他の遺伝子配列に見出されない遺伝子配列の少なくとも約50個～少なくとも
約400個の塩基対のポリヌクレオチドである。そのようなポリヌクレオチドはまた、それ
らが本明細書に記載された遺伝子またはその固有の部分の配列にハイブリダイズする能力
がある点においてポリヌクレオチドプローブとも呼ばれる。配列は、遺伝子によりコード
されたmRNAの配列、そのようなmRNAの対応するcDNAの配列、および/またはそのような配
列の増幅されたバージョンでありうる。本発明の一つのなかなかの態様において、癌幹細
胞遺伝子プロファイルは、アレイ(cDNAマイクロアレイのような)上に固定されたα-カテ
ニンシグネチャーのような癌幹細胞遺伝子シグネチャーを構成するポリヌクレオチドプロ
ーブにより検出される。
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【０２１５】
　本発明のもう一つのなかなかの態様において、α-カテニン遺伝子シグネチャーのよう
な癌幹細胞遺伝子シグネチャーの開示されたポリヌクレオチドの全部または一部は、増幅
され、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、ならびに限定されるわけではないが、定量的PCR(Q-P
CR)、逆転写PCR(RT-PCR)、およびリアルタイムPCR(試料における各配列についてのmRNAコ
ピーの最初の量を測定する手段を含む)のようなその変形のような方法により検出されう
る。リアルタイムRT-PCRまたはリアルタイムQ-PCRが用いられうる。そのような方法は、
開示された配列の部分と相補的であり、かつハイブリダイズする1つまたは2つのプライマ
ーを利用し、プライマーは核酸合成をプライムするために用いられる。新しく合成された
核酸は、任意で標識され、直接的に、または本発明のポリヌクレオチドへのハイブリダイ
ゼーションにより検出されうる。発現した核酸を検出するための追加の方法は、細胞また
は組織試料の液相ハイブリダイゼーションおよびインサイチューハイブリダイゼーション
を含むRNアーゼプロテクションアッセイを含む。
【０２１６】
　本発明のさらに他の態様において、遺伝子発現は、タンパク質発現の分析により決定さ
れうる。タンパク質発現は、腫瘍試料において、α-カテニンシグネチャーのような癌幹
細胞遺伝子シグネチャーの個々の遺伝子産物(タンパク質)またはそのタンパク分解性断片
の1つまたは複数のエピトープに特異的な1つまたは複数の抗体の使用により検出されうる
。本発明の実施において用いるのに適した検出方法は、限定されるわけではないが、腫瘍
試料における細胞の免疫組織化学法、腫瘍試料における細胞の抗体サンドイッチアッセイ
法を含む酵素結合免疫吸着アッセイ法(ELISA)、質量分析法、免疫PCR、FACS、およびタン
パク質マイクロアレイ法を含む。
【０２１７】
　任意の患者腫瘍試料が分析され、腫瘍プロファイルが決定され、その後、癌幹細胞遺伝
子シグネチャーと比較されうることが構想される。α-カテニン遺伝子発現シグネチャー
、固形腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーの例、は例えば、正常な乳房組織のような非腫瘍形
成性組織に対する癌幹細胞の遺伝子発現の比較から発見され、その予後診断能力は、腫瘍
試料の参照セットに対して(van't Veer et al., 2002, Nature 415:530; van de Vijver 
et al., 2002, N. Eng. J. Med. 347:1999)または標的強度に対して(Wang et al., 2005,
 Lancet 365:671)標準化された、未分画の、およびそれに従って不均一な、乳房腫瘍試料
のマイクロアレイ分析から同定された。従って、限定されるわけではないが、固形組織生
検、微細針吸引、または胸水を含む未分画腫瘍試料は、腫瘍試料における癌遺伝子プロフ
ァイルを作成する、およびプロファイルを癌幹細胞遺伝子シグネチャーと比較するために
分析されうる。例えば、腫瘍形成性癌細胞を単離することによる、またはレーザーキャプ
チャーマイクロダイセクションによるような不均一な患者試料から単離されるより選択的
な試料もまた用いられうる。または、試料は、各試料についての遺伝子発現パターンが決
定され、癌幹細胞シグネチャーと比較されうるように分析のために、癌細胞および正常細
胞の収集を可能にできる。
【０２１８】
　固形腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーに加えて、シグネチャーを構成する1つまたは複数
の個々の遺伝子は、Netherlands Cancer Instituteからの295人の患者において転移およ
び死亡を有意に予測し、これらの遺伝子の1つまたは複数は、上記のような全体の固形腫
瘍幹細胞遺伝子シグネチャーの代わりに用いられうることを示唆する。α-カテニン遺伝
子シグネチャーの場合、以下の遺伝子、GALC、CTSL2、FOXQ1、MYEOV、RB1、およびSLC7A5
は、転移および死亡を有意に予測した。全腫瘍試料に渡る発現の参照セット(van't Veer 
et al., 2002, Nature 415:530およびvan de Vijver et al., 2002, N. Eng. J. Med. 34
7:1999に記載された)と比較してGALCの低レベル～検出不可能なレベルの発現は、0.1相関
あたり0.632の一変量危険率で有意に転移を予測し(P＝8.1x10-3)、0.1相関あたり0.583の
一変量危険率で有意に死亡を予測した(P＝5.4x10-3)。参照セットと比較したCTSL2の上昇
したレベルの発現は、0.1相関あたり1.52の一変量危険率で有意に転移を予測し(P＝1.7x1
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0-6)、0.1相関あたり1.86の一変量危険率で有意に死亡を予測した(P＝4.0x10-11)。参照
セットと比較したFOXQ1の上昇したレベルの発現は、0.1相関あたり1.44の一変量危険率で
有意に転移を予測し(P＝1.7x10-3)、0.1相関あたり1.73の一変量危険率で有意に死亡を予
測した(P＝1.6x10-5)。参照セットと比較したMYEOVの上昇したレベルの発現は、0.1相関
あたり1.76の一変量危険率で有意に転移を予測し(P＝2.2x10-2)、0.1相関あたり2.09の一
変量危険率で有意に死亡を予測した(P＝5.9x10-3)。参照セットと比較したRB1の上昇した
レベルの発現は、0.1相関あたり0.72の一変量危険率で有意に転移を予測し(P＝1.6x10-2)
、0.1相関あたり0.664の一変量危険率で有意に死亡を予測した(P＝6.8x10-3)。参照セッ
トと比較したSCL7A5の上昇したレベルの発現は、0.1相関あたり3の一変量危険率で有意に
転移を予測し(P＝2.6x10-4)、0.1相関あたり3.52の一変量危険率で有意に死亡を予測した
(P＝1.1x10-4)。
【０２１９】
　加えて、低い～検出不可能な発現をもつもの：IL8およびKRT6B、ならびに上昇した発現
をもつもの：RNASELおよびC17orf27を含むE-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーを構成す
る遺伝子のいくつかは、単独で予測した。参照セットと比較したIL8の低い～検出不可能
なレベルの発現は、0.1相関あたり1.17の一変量危険率で有意に転移を予測し(P＝5.2x10-
2)、0.1相関あたり1.3の一変量危険率で有意に死亡を予測した(P＝3.0x10-3)。参照セッ
トと比較したKRT6Bの低い～検出不可能なレベルの発現は、0.1相関あたり1.35の一変量危
険率で有意に転移を予測し(P＝3.9x10-2)、0.1相関あたり1.54の一変量危険率で有意に死
亡を予測した(P＝4.7x10-3)。参照セットと比較したRNASELの上昇したレベルの発現は、0
.1相関あたり0.655の一変量危険率で有意に転移を予測し(P＝3.7x10-2)、0.1相関あたり0
.498の一変量危険率で有意に死亡を予測した(P＝1.4x10-3)。参照セットと比較したC17or
f27の上昇した発現レベルは、0.1相関あたり2.35の一変量危険率で有意に転移を予測し(P
＝1.5x10-2)、0.1相関あたり3.19の一変量危険率で有意に死亡を予測した(P＝3.1x10-3)
。
【０２２０】
IV. 固形腫瘍幹細胞癌マーカーの検出
　いくつかの態様において、本発明は、幹細胞癌マーカー(例えば、乳癌幹細胞癌マーカ
ー)の発現の検出のための方法を提供する。いくつかの態様において、発現は、直接的に(
例えば、RNAまたはタンパク質レベルで)測定される。いくつかの態様において、発現は、
組織試料(例えば、生検組織)において検出される。他の態様において、発現は体液(例え
ば、限定されるわけではないが、血漿、血清、全血、粘液、および尿)において検出され
る。本発明はさらに、マーカーの検出のためのパネルおよびキットを提供する。いくつか
の態様において、幹細胞癌マーカーの存在は、被験体に予後診断を提供するために用いら
れる。提供される情報はまた、処置コースを方向づけるために用いられる。例えば、被験
体が固形腫瘍幹細胞を示すマーカーを有することが見出された場合には(例えば、表4～9
参照)、追加の治療(例えば、ホルモン治療または放射線治療)が、それらが効果的である
可能性がより高いより初期の時点で開始されうる(例えば、転移の前に)。加えて、被験体
がホルモン治療に応答しない腫瘍を有することが見出された場合には、そのような治療の
費用および不都合が回避されうる。
【０２２１】
　本発明は上記のマーカーに限定されない。癌または癌の進行と相関する任意の適したマ
ーカーが利用されうる。追加のマーカーもまた、本発明の範囲内であることが企図される
。任意の適した方法が、本発明の方法に用いるのに適した癌マーカーを同定し、かつ特徴
付けるために利用されることができ、限定されるわけではないが、下の例証となる実施例
4に記載されたものを含む。例えば、いくつかの態様において、本発明の遺伝子発現マイ
クロアレイ方法を用いて固形腫瘍幹細胞において上方制御または下方制御されると同定さ
れたマーカーは、組織マイクロアレイ、免疫組織化学法、ノーザンブロット分析、siRNA
またはアンチセンスRNA阻害、突然変異分析、発現の臨床転帰との調査、加えて本明細書
に開示された他の方法を用いてさらに特徴付けられる。
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【０２２２】
　いくつかの態様において、本発明は、複数のマーカーの分析のためのパネルを提供する
。パネルは、発癌および/または転移と相関する複数のマーカーの同時分析を可能にする
。被験体に依存して、パネルは、考えうる最善の診断および予後診断を提供するために単
独でまたは組み合わせて分析されうる。パネル上に含まれるマーカーは、限定されるわけ
ではないが、下の例証となる実施例に記載されたものを含む任意の適した方法を用いてそ
れらの予測値についてスクリーニングすることにより選択される。
【０２２３】
1. RNAの検出
　いくつかのなかなかの態様において、固形腫瘍幹細胞癌マーカー(例えば、限定される
わけではないが、表4～9に開示されたものを含む)の検出は、組織試料(例えば、乳癌組織
)において対応するmRNAの発現を測定することにより検出される。mRNA発現は、限定され
るわけではないが、下記のものを含む任意の適した方法により測定されうる。
【０２２４】
　いくつかの態様において、RNAはノーザンブロット分析により検出される。ノーザンブ
ロット分析は、RNAの分離および相補的標識プローブのハイブリダイゼーションを含む。
【０２２５】
　なおさらなる態様において、RNA(または対応するcDNA)はオリゴヌクレオチドプローブ
へのハイブリダイゼーションにより検出される。ハイブリダイゼーションおよび検出につ
いての様々なテクノロジーを用いる様々なハイブリダイゼーションアッセイが利用できる
。例えば、いくつかの態様において、TaqManアッセイ(PE Biosystems, Foster City, CA;
例えば、米国特許第5,962,233号および第5,538,848号を参照、それぞれは参照により本明
細書に組み入れられている)が利用される。アッセイはPCR反応中に行われる。TaqManアッ
セイは、AMPLITAQ GOLD DNAポリメラーゼの5'-3'エキソヌクレアーゼ活性を活用する。5'
-レポーター色素(例えば、蛍光色素)および3'-クエンチャー色素を有するオリゴヌクレオ
チドからなるプローブがPCR反応に含まれる。PCR中、プローブがその標的に結合している
場合には、AMPLITAQ GOLDポリメラーゼの5'-3'核酸分解活性は、プローブをレポーターと
クエンチャー色素の間で切断する。レポーター色素のクエンチャー色素からの分離は、結
果として、蛍光の増加を生じる。シグナルはPCRのサイクルごとに蓄積し、蛍光計でモニ
ターされうる。
【０２２６】
　さらに他の態様において、逆転写酵素PCR(RT-PCR)がRNAの発現を検出するために用いら
れる。RT-PCRにおいて、RNAは、逆転写酵素を用いて酵素的に相補性DNAまたは「cDNA」へ
変換される。cDNAは、その後、PCR反応のための鋳型として用いられる。PCR産物は、限定
されるわけではないが、ゲル電気泳動およびDNA特異的染料での染色または標識プローブ
へのハイブリダイゼーションを含む任意の適した方法により検出されうる。いくつかの態
様において、米国特許第5,639,606号、第5,643,765号、および第5,876,978号(それぞれは
参照により本明細書に組み入れられている)に記載された、競合的鋳型の標準化混合物で
の定量的逆転写酵素PCRが利用される。
【０２２７】
2. タンパク質の検出
　他の態様において、幹細胞癌マーカーの遺伝子発現は、対応するタンパク質またはポリ
ペプチドの発現を測定することにより検出される。タンパク質発現は、任意の適した方法
により検出されうる。いくつかの態様において、タンパク質は、免疫組織化学法により検
出される。他の態様において、タンパク質は、タンパク質に対して産生された抗体へのそ
れらの結合により検出される。抗体の作製は下に記載されている。
【０２２８】
　抗体結合は、当技術分野において公知の技術(例えば、ラジオイムノアッセイ、ELISA(
酵素結合免疫吸着アッセイ)、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫放射線アッセイ、
ゲル拡散沈殿反応、免疫拡散アッセイ、インサイチューイムノアッセイ(例えば、例とし
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て、コロイド金、酵素、または放射性同位元素標識を用いる)、ウエスタンブロット、沈
殿反応、凝集アッセイ(例えば、ゲル凝集アッセイ、赤血球凝集アッセイなど)、補体結合
アッセイ、免疫蛍光アッセイ、プロテインAアッセイ、および免疫電気泳動アッセイなど)
により検出される。
【０２２９】
　いくつかの態様において、抗体結合は、一次抗体上の標識を検出することにより検出さ
れる。もう一つの態様において、一次抗体は、二次抗体または試薬の一次抗体への結合を
検出することにより検出される。さらなる態様において、二次抗体は標識される。イムノ
アッセイにおいて結合を検出するための多くの方法は当技術分野において公知であり、本
発明の範囲内である。
【０２３０】
　いくつかの態様において、自動化検出アッセイが利用される。イムノアッセイの自動化
のための方法は、それぞれが参照により本明細書に組み入れられている、米国特許第5,88
5,530号、第4,981,785号、第6,159,750号、および第5,358,691号に記載されたものを含む
。いくつかの態様において、結果の解析および提示もまた自動化される。例えば、いくつ
かの態様において、癌マーカーに対応する一連のタンパク質の存在または非存在に基づい
て予後診断を作成するソフトウェアが利用される。
【０２３１】
　他の態様において、イムノアッセイは米国特許第5,599,677号および第5,672,480号に記
載されており、それぞれは参照により本明細書に組み入れられている。
【０２３２】
3. cDNAマイクロアレイテクノロジー
　cDNAマイクロアレイは、ガラス顕微鏡スライドのような固体支持体上に既知の位置へス
ポットされた(通常には、ロボットスポッティング装置を用いて)多数(通常には、数千個)
の異なるcDNAからなる。cDNAは、典型的には、プラスミドのベクターバックボーン部分に
、または配列が既知である遺伝子について遺伝子自身に、相補的なプライマーを用いてプ
ラスミドライブラリー挿入部のPCR増幅により得られる。マイクロアレイの作製に適したP
CR産物は、典型的には、長さが0.5kBから2.5kBまでである。対象となる任意のライブラリ
ー由来の完全長cDNA、発現配列タグ(EST)、またはランダムに選択されたcDNAが選択され
うる。ESTは、例えば、Hillier, et al., 1996, 6:807-828に記載されているように、部
分的にシーケンシングされたcDNAである。いくつかのESTは既知の遺伝子に対応するが、
しばしば、任意の特定のESTに関する情報は、少量の3'および/または5'配列ならびに場合
により、ESTが由来したmRNAの起源の組織を除けば、ほとんどまたは全く入手できない。
当業者により認識されているように、一般的に、cDNAは、ヒトゲノム内で遺伝子を一意的
に同定するのに十分な配列情報を含む。さらになお、一般的に、cDNAは、実験のハイブリ
ダイゼーション条件下において、単一遺伝子由来のmRNAから得られたcDNAに、選択的に、
特異的に、または一意的に、ハイブリダイズするのに十分な長さである。
【０２３３】
　典型的なマイクロアレイ実験において、マイクロアレイは、2つの異なる試料由来の異
なって標識されたRNA、DNA、またはcDNA集団とハイブリダイズする。最も一般的なRNA(全
RNAまたはポリA＋RNA)は、対象となる細胞または組織から単離され、逆転写されてcDNAを
生じる。標識は、通常、逆転写中、反応混合物に標識ヌクレオチドを組み入れることによ
り行われる。様々な標識が用いられうるが、最も一般的には、ヌクレオチドは蛍光色素Cy
3またはCy5と結合される。例えば、Cy5-dUTPおよびCy3-dUTPが用いられうる。1つの試料(
例えば、特定の細胞型、組織型、または増殖条件を表す)由来のcDNAは1つのフルオロフォ
アで標識され、一方、第二試料(例えば、異なる細胞型、組織型、または増殖条件を表す)
由来のcDNAは第二フルオロフォアで標識される。2つの試料由来の標識材料の類似した量
がマイクロアレイへ同時ハイブリダイズする。試料がCy5(赤色の蛍光を発する)およびCy3
(緑色の蛍光を発する)で標識されているマイクロアレイの場合、一次データ(蛍光強度を
定量的に検出する能力がある検出器を用いてマイクロアレイをスキャンすることにより得
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られる)は蛍光強度の比率(赤/緑、R/G)である。これらの比率は、マイクロアレイ上に表
されたcDNAにハイブリダイズするcDNA分子の相対濃度を示し、従って、マイクロアレイ上
に表された各cDNA/遺伝子に対応するmRNAの相対発現レベルを反映する。
【０２３４】
　各マイクロアレイ実験は、何万個というデータ点を提供することができ、それぞれの点
は2つの試料における特定の遺伝子の相対的発現を示す。データの適切な組織化および解
析は、決定的に重要であり、標準統計的ツールを組み入れる様々なコンピュータープログ
ラムがデータ解析を容易にするために開発されている。遺伝子発現データを組織化するた
めの一つの基本は、類似した発現パターンをもつ遺伝子をいっしょにクラスターへグルー
プ化することである。階層的クラスター分析およびマイクロアレイ実験由来のデータのデ
ィスプレイを行うための方法は、Eisen et al., 1998, PNAS 95:14863-14868に記載され
ている。そこに記載されているように、クラスタリングは、各データ点がそのデータ点を
定量的および定性的に表す色で表されている、一次データのグラフ表示と組み合わせられ
うる。数の大きな表からのデータを視覚形式へ変換することにより、この過程はデータの
直観的解析を促進する。数学的ツールおよび/またはクラスタリングアプローチ自身に関
する追加の情報ならびに詳細は、例えば、Sokal & Sneath, Principles of numerical ta
xonomy, xvi, 359, W.H. Freeman, San Francisco, 1963; Hartigan, Clustering algori
thms, xiii, 351, Wiley, New York, 1975; Paull et al., 1989, J. Natl. Cancer Inst
. 81:1088-92; Weinstein et al. 1992, Science 258:447-51; van Osdol et al., 1994,
 J. Natl. Cancer Inst. 86:1853-9;およびWeinstein et al., 1997, Science, 275:343-
9に見出されうる。
【０２３５】
　本発明に用いられる実験方法のさらなる詳細は、実施例に見出される。マイクロアレイ
を組み立てて、用いるための方法を記載する追加の情報は、参照により本明細書に組み入
れられている、米国特許第5,807,522号に見出される。市販されているパーツを用いてマ
イクロアレイハードウェア(例えば、アレイヤーおよびスキャナー)を組み立てるための説
明書は、参照により本明細書に組み入れられている、「http://」続いて「cmgm.stanford
.edu/pbr-own/」に、およびCheung et al., 1999, Nat. Genet. Supplement 21:15-19に
見出されうる。試料を調製し、かつマイクロアレイ実験を行うためのマイクロアレイテク
ノロジーおよびプロトコールの追加の考察は、例えば、DNA arrays for analysis of gen
e expression, Methods Enzymol, 303:179-205, 1999; Fluorescence-based expression 
monitoring using microarrays, Methods Enzymol. 306:3-18, 1999;およびM. Schena(ed
.), DNA Microarrays: A Practical Approach, Oxford University Press, Oxford, UK, 
1999に見出される。アレイヤーおよび関連したソフトウェアの用い方の記載は、参照によ
り本明細書に組み入れられている、「http://」続いて「cmgm.stanford.edu/pbrown/mgui
de/arrayerHTML/ArrayerDocs.html」に見出される。
【０２３６】
4. データ解析
　いくつかの態様において、コンピューターに基づいた解析プログラムは、臨床医のため
に検出アッセイにより作成された生データ(例えば、所定のマーカーの存在、非存在、ま
たは量)を予測値のデータへ翻訳するために用いられる。臨床医は、任意の適した手段を
用いて予測データを評価することができる。従って、いくつかのなかなかの態様において
、本発明は、遺伝学または分子生物学の教育を受けている可能性が低い臨床医が生データ
を理解する必要がないというさらなる利点を提供する。データは、直接的に臨床医へその
最も有用な形で提示される。その後、臨床医は、被験体の治療を最適化するためにすぐに
その情報を利用することができる。
【０２３７】
　本発明は、アッセイを行う実験室、情報提供者、医療関係者、および被験体へ往復して
情報を受ける、処理する、ならびに送信することができる任意の方法を企図する。例えば
、本発明のいくつかの態様において、試料(例えば、生検、または血清もしくは尿試料)は
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被験体から得られ、生データを作成するために、世界の任意の場所に(例えば、被験体が
住む、または情報が最終的に用いられる国とは異なる国に)位置したプロファイリングサ
ービス(例えば、医療施設における臨床検査室、ゲノムプロファイリング会社など)へ提出
される。試料が組織または他の生体試料を含む場合、被験体は、試料を採取して、プロフ
ァイリングセンターへ送ってもらうために医療センターを訪れることができる、または被
験体は、彼ら自身で試料を収集し、それをプロファイリングセンターへ直接送ることがで
きる。試料が以前に測定された生物学的情報を含む場合、情報は、被験体によりプロファ
イリングサービスへ直接送ることができる(例えば、情報を含む情報カードがコンピュー
ターによりスキャンされ、データは電子通信システムを用いてプロファイリングセンター
のコンピューターへ送信されうる)。いったんプロファイリングサービスにより受け取ら
れたならば、試料は処理され、被験体に望まれる診断的または予後診断的情報に特異的な
プロファイルが作成される(例えば、発現データ)。
【０２３８】
　プロファイルデータは、その後、処置を行う臨床医による解釈に適した形式で調製され
る。例えば、発現の生データ(例えば、表4～9に記載されたいくつかのマーカーを検査す
る)を提供するよりむしろ、調製された形式が、特定の処置の選択肢についての推奨と共
に、被験体についての診断またはリスク評価を示すことができる。データは、任意の適し
た方法により臨床医へ示されうる。例えば、いくつかの態様において、プロファイリング
サービスは、臨床医のために印刷されうる(例えば、治療時点に)、またはコンピューター
モニター上で臨床医へ表示されうるレポートを作成する。
【０２３９】
　いくつかの態様において、情報は、治療時点で、または地方施設において、最初に解析
される。生データは、その後、さらなる解析のために、および/または生データを臨床医
もしくは患者に有用な情報へ変換するために、中央処理施設へ送られる。中央処理施設は
、プライバシー(全データは、一律のセキュリティプロトコールで中央施設に保存される)
、速さ、およびデータ解析の均一性の優位性を提供する。中央処理施設は、その後、被験
体の処置後のデータの行方を管理できる。例えば、電子通信システムを用いて、中央施設
は、臨床医、被験体、または研究者へデータを提供できる。
【０２４０】
　いくつかの態様において、被験体は、結果に基づいてさらなる介入またはカウンセリン
グを選択できる。いくつかの態様において、データは研究用に用いられる。例えば、デー
タは、特定の状態または病期の有用な指標としてマーカーの包含または排除をさらに最適
化するために用いられうる。
【０２４１】
5. キット
　さらに他の態様において、本発明は、癌の検出および特徴付けのため(例えば、表4～9
に示されたマーカーの1つもしくは複数を検出するため、または表4～9に示されたマーカ
ーの1つもしくは複数により発現するペプチドの活性を調節するため)のキットを提供する
。いくつかの態様において、キットは、検出試薬および緩衝液に加えて、癌マーカーに特
異的な抗体を含む。他の態様において、キットは、mRNAまたはcDNAの検出に特異的な試薬
(例えば、オリゴヌクレオチドプローブまたはプライマー)を含む。いくつかの態様におい
て、キットは、全対照、アッセイを行うための説明書、ならびに結果の解析および表示の
ための任意の必要なソフトウェアを含む、検出アッセイを行うのに必要な、および/また
は十分な構成要素の全部を含む。
【０２４２】
　本発明のもう一つの態様は、α-カテニンシグネチャーのような固形腫瘍幹細胞遺伝子
シグネチャーの、例えば、組織試料におけるまたは体液における、ポリヌクレオチドまた
はタンパク質の存在について試験するためのキットを含む。キットは、例えば、ポリペプ
チドの検出のための抗体、またはポリヌクレオチドの検出のためのプローブを含みうる。
加えて、キットは、参照または対照試料；試料を処理し、試験を行い、結果を解釈するた
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めの使用説明書；ならびに試験を行うために必要な緩衝液および他の試薬を含むことがで
きる。特定の態様において、キットは、α-カテニンシグネチャーの遺伝子によりコード
されたタンパク質の1つまたは複数の発現を検出するための抗体のパネルを含む。他の態
様において、キットは、固形腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーの遺伝子の1つまたは複数の
発現を検出するためのプライマーの対を含む。他の態様において、キットは、固形腫瘍幹
細胞遺伝子シグネチャーの遺伝子の1つもしくは複数の発現を検出するためのcDNAまたは
オリゴヌクレオチドアレイを含む。
【０２４３】
6. インビボイメージング
　いくつかの態様において、インビボイメージング技術は、動物(例えば、ヒトまたは非
ヒト哺乳動物)において癌マーカーの発現を可視化するために用いられる。例えば、いく
つかの態様において、癌マーカーmRNAまたはタンパク質は、癌マーカーに特異的な標識抗
体を用いて標識される。特異的に結合し、かつ標識された抗体は、限定されるわけではな
いが、放射性核種イメージング、陽電子放出断層撮影、コンピューター体軸断層撮影、X
線または磁気共鳴イメージング方法、蛍光検出、および化学ルミネセンス検出を含むイン
ビボイメージング方法を用いて個体において検出されうる。本発明の癌マーカーに対する
抗体を作製するための方法は下に記載されている。
【０２４４】
　本発明のインビボイメージング方法は、本発明の固形腫瘍幹細胞癌マーカーを発現する
癌の診断において有用である(例えば、乳癌において)。インビボイメージングは、癌を示
すマーカーの存在を可視化するために用いられる。そのような技術は、不快な生検の使用
なしの診断を可能にする。本発明のインビボイメージング方法はまた、癌患者に予後診断
を提供するのに有用である。例えば、癌幹細胞を示すマーカーの存在が検出されうる。本
発明のインビボイメージング方法はさらに、身体の他の部分において転移性癌を検出する
ために用いられうる。
【０２４５】
　いくつかの態様において、本発明の癌マーカーに特異的な試薬(例えば、抗体)は蛍光標
識されている。標識抗体は、被験体へ導入される(例えば、経口で、または非経口で)。蛍
光標識抗体は、任意の適した方法を用いて検出される(例えば、参照により本明細書に組
み入れられている、米国特許第6,198,107号に記載された装置を用いて)。
【０２４６】
　他の態様において、抗体は放射性標識されている。インビボ診断のための抗体の使用は
当技術分野において周知である。Sumerdon et al., (Nucl. Med. Biol 17:247-254 [1990
])は、標識としてインジウム-111を用いる腫瘍の放射免疫シンチグラフィックイメージン
グのための最適化された抗体-キレート化剤を記載している。Griffin et al.,(J Clin On
c 9:631-640 [1991])は、再発結腸直腸癌に罹っているのではないかと疑われる患者にお
いて腫瘍を検出するにおいてこの作用物質の使用を記載している。磁気共鳴イメージング
のための標識として常磁性イオンを用いる類似した作用物質の使用は、当技術分野におい
て公知である(Lauffer, Magnetic Resonance in Medicine 22:339-342 [1991])。用いら
れる標識は、選択されるイメージングモダリティに依存する。インジウム-111、テクネチ
ウム-99m、またはヨウ素-131のような放射性標識は、平面スキャンまたは単一光子放出型
コンピューター断層撮影(SPECT)に用いられうる。フッ素-19のような陽電子放出性標識も
また、陽電子放出断層撮影(PET)に用いられうる。MRIについて、ガドリニウム(III)また
はマンガン(II)のような常磁性イオンが用いられうる。
【０２４７】
　スカンジウム-47(3.5日間)、ガリウム-67(2.8日間)、ガリウム-68(68分間)、テクネチ
ウム-99m(6時間)、およびインジウム-111(3.2日間)のような1時間から3.5日間までの範囲
である半減期をもつ放射性金属は、抗体への結合に利用でき、それらのうちで、ガリウム
-67、テクネチウム-99m、およびインジウム-111はガンマカメライメージングに好ましく
、ならびにガリウム-68は陽電子放出断層撮影に好ましい。
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【０２４８】
　そのような放射性金属で抗体を標識する有用な方法は、例えば、In-111およびTc-99mに
ついてKhaw et al. (Science 209:295 [1980])により、ならびにScheinberg et al. (Sci
ence 215:1511 [1982])により記載されているように、ジエチレントリアミンペンタ酢酸(
DTPA)のような二官能性キレート剤を用いることである。他のキレート剤もまた用いられ
ることができるが、1-(p-カルボキシメトキシベンジル)EDTAおよびDTPAのカルボキシ炭酸
無水物は、それらの使用が、実質的に抗体の免疫反応性に影響を及ぼすことなく、結合を
可能にするため有利である。
【０２４９】
　DPTAをタンパク質に結合させるためのもう一つの方法は、アルブミンのIn-111での標識
についてHnatowich et al.,(Int. J. Appl. Radiat. Isot. 33:327 [1982])により記載さ
れているように、DTPAの環状無水物の使用によるが、抗体の標識に適応されうる。DPTAで
のキレート化を用いない、抗体をTc-99mで標識する適した方法は、Crockford et al.(参
照により本明細書に組み入れられている、米国特許第4,323,546号)の予備はんだ付け方法
である。
【０２５０】
　Tc-99mで免疫グロブリンを標識するある方法は、血漿タンパク質についてWong et al.(
Int. J. Appl. Radiat. Isot., 29:251 [1978])により記載されたものであり、最近、抗
体を標識することについて、Wong et al.(J. Nucl. Med., 23:229 [1981])により成功裡
に適用された。
【０２５１】
　特異的抗体に結合した放射性金属の場合、抗体分子へその免疫特異性を破壊することな
くできる限り放射標識の割合を高く導入することが同様に望ましい。抗体上の抗原結合部
位が保護されることを保証するために、本発明の特異的な幹細胞癌マーカーの存在下で放
射標識を実施することによりさらなる改善が達成されうる。
【０２５２】
　なおさらなる態様において、インビボバイオフォトニックイメージング(Xenogen, Alme
da, CA)がインビボイメージングに利用される。このリアルタイムインビボイメージング
はルシフェラーゼを利用する。ルシフェラーゼ遺伝子は、細胞、微生物、および動物へ取
り込まれる(例えば、本発明の癌マーカーとの融合タンパク質として)。活性がある場合、
それは光を放射する反応へ導く。CCDカメラおよびソフトウェアは画像を捕らえ、それを
分析するために用いられる。
【０２５３】
V. 抗体および抗体断片
　本発明は、単離された抗体および抗体断片(例えば、Fab)を提供する。いくつかの態様
において、本発明は、本明細書に記載された(例えば、表4～9に示されているような)幹細
胞癌マーカーの少なくとも5個、または少なくとも15個のアミノ酸残基で構成される単離
されたポリペプチドへ特異的に結合するモノクローナル抗体または抗体断片を提供する。
これらの抗体または抗体断片は、本明細書に記載された診断、薬物スクリーニング、およ
び治療方法に使用を見出す(例えば、幹細胞癌マーカーペプチドの活性を検出または調節
するための)。
【０２５４】
　本発明のタンパク質に対する抗体または抗体断片は、それがタンパク質を認識できる限
り、任意のモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体でありうる。抗体は、通常の抗
体または抗血清調製過程に従って抗原として本発明のタンパク質を用いることにより産生
されうる。
【０２５５】
　本発明は、モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体の両方の使用を企図する。任
意の適した方法は、限定されるわけではないが、本明細書に開示されたものを含む本発明
の方法および組成物に用いられる抗体を産生するために用いられうる。例えば、モノクロ
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ーナル抗体の調製について、タンパク質は、それ自体として、または適した担体もしくは
希釈剤と共に、抗体の産生を可能にする条件下で動物(例えば、哺乳動物)へ投与される。
抗体産生能力を増強するために、完全または不完全フロイントのアジュバントが投与され
うる。通常には、タンパク質は、2週間～6週間ごとに1回、合計で、約2回～約10回、投与
される。そのような方法に用いるのに適した動物は、限定されるわけではないが、霊長類
、ウサギ、イヌ、モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギなどを含む。
【０２５６】
　モノクローナル抗体産生細胞を調製するために、抗体力価が確認されている個々の動物
(例えば、マウス)が選択され、最終免疫化から2日～5日後、その脾臓またはリンパ節が採
取され、それに含まれる抗体産生細胞は、所望のモノクローナル抗体産生ハイブリドーマ
を調製するために骨髄腫細胞と融合される。抗血清における抗体力価の測定は、例えば、
下に記載されているような標識タンパク質および抗血清を反応させ、その後、抗体に結合
した標識物質の活性を測定することにより、行われうる。細胞融合は、公知の方法、例え
ば、Koehler and Milstein(Nature 256:495 [1975])により記載された方法、に従って行
われうる。融合促進剤として、例えば、ポリエチレングリコール(PEG)またはセンダイウ
イルス(HVJ)が用いられうる。
【０２５７】
　骨髄腫細胞の例は、NS-1、P3U1、SP2/0、AP-1などを含む。用いられうる抗体産生細胞(
脾臓細胞)の数と骨髄腫細胞の数の比率は、約1:1～約20:1でありうる。PEG(例えば、PEG1
000～PEG6000)は、約10%～約80%の濃度で加えられうる。細胞融合は、両方の細胞の混合
物を約20℃～約40℃、または約30℃～約37℃で、約1分間～10分間、インキュベートする
ことにより効率的に行われうる。
【０２５８】
　抗体(例えば、本発明の腫瘍抗原または自己抗体に対する)を産生するハイブリドーマに
ついてスクリーニングするために様々な方法が用いられうる。例えば、ハイブリドーマの
上清が、抗体が直接的にまたは担体と共に吸着されている固相(例えば、マイクロプレー
ト)へ加えられ、その後、放射性物質もしくは酵素で標識された抗免疫グロブリン抗体(マ
ウス細胞が細胞融合に用いられた場合には、抗マウス免疫グロブリン抗体が用いられる)
またはプロテインAが、加えられ、固相に結合したタンパク質に対するモノクローナル抗
体を検出する。または、ハイブリドーマの上清は、抗免疫グロブリン抗体またはプロテイ
ンAが吸着している固相へ加えられ、その後、放射性物質または酵素で標識されたタンパ
ク質が、加えられ、固相に結合したタンパク質に対するモノクローナル抗体を検出する。
【０２５９】
　モノクローナル抗体の選択は、任意の公知の方法またはその改変型に従って行われうる
。通常には、HAT(ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン)が添加されている動物細
胞用の培地が用いられる。ハイブリドーマが増殖できる限り、任意の選択および増殖培地
が用いられうる。例えば、1%～20%または10%～20%ウシ胎児血清を含むRPMI 1640培地、1%
～10%ウシ胎児血清を含むGIT培地、ハイブリドーマの培養用無血清培地(SFM-101、Nissui
 Seiyaku)などが用いられうる。通常には、培養は、20℃～40℃、例えば37℃で、約5日間
～3週間、例えば1週間～2週間、約5%CO2ガス下で行われる。ハイブリドーマ培養の上清の
抗体力価は、抗血清における抗タンパク質の抗体力価に関する上記と同じ様式に従って測
定されうる。
【０２６０】
　モノクローナル抗体の分離および精製は、免疫グロブリンの分離および精製のような通
常のポリクローナル抗体のものと同じ様式、例えば、塩析、アルコール沈殿、等電点沈殿
、電気泳動、イオン交換体(例えば、DEAE)での吸着および脱離、超遠心分離、ゲル濾過、
または抗原結合固相、プロテインA、もしくはプロテインGのような活性吸着剤で抗体のみ
が収集され、結合を解離して抗体を得る特異的精製方法、に従って行われうる。
【０２６１】
　ポリクローナル抗体は、患者から抗体を得ることを含む、任意の公知の方法またはこれ
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らの方法の改変型により調製されうる。例えば、免疫原(そのタンパク質に対する抗原)お
よび担体タンパク質の複合体が調製され、動物は、上記のモノクローナル抗体調製に関し
て記載されたものと同じ様式に従って複合体により免疫される。抗体を含む物質が免疫動
物から回収され、抗体は分離および精製される。
【０２６２】
　動物の免疫化に用いられうる免疫原および担体タンパク質の複合体に関して、担体上で
架橋されて、免疫化に用いられるハプテンに対する抗体が効率的に産生される限り、任意
の担体タンパク質、および担体とハプテンの任意の混合比が用いられうる。例えば、ウシ
血清アルブミン、ウシシクログロブリン、キーホールリンペットヘモシアニンなどが、ハ
プテンの1あたり約0.1～約20、約1～約5の重量比でハプテンに結合されうる。
【０２６３】
　加えて、様々な縮合剤が、ハプテンおよび担体の結合に用いられうる。例えば、グルタ
ルアルデヒド、カルボジイミド、マレイミド活性化エステル、チオール基またはジチオピ
リジル基を含む活性化エステル試薬などが本発明との使用を見出す。縮合生成物は、それ
自体として、または適した担体もしくは希釈剤と共に、抗体産生を可能にする動物の部位
へ投与される。抗体産生能力を増強するために、完全または不完全フロイントのアジュバ
ントが投与されうる。通常には、タンパク質は、2週間～6週間ごとに1回、合計で、約3回
～約10回、投与される。
【０２６４】
　ポリクローナル抗体は、上記方法により免疫された動物の血液、腹水などから回収され
る。抗血清における抗体力価は、ハイブリドーマ培養物の上清に関して上記のものと同じ
様式に従って測定されうる。抗体の分離および精製は、上記のモノクローナル抗体に関し
て記載されたものと同じの、免疫グロブリンの分離および精製方法に従って行われうる。
【０２６５】
　免疫原として本明細書に用いられるタンパク質は、免疫原のいかなる特定の型にも限定
されない。例えば、本発明の幹細胞癌マーカー(部分的に変化したヌクレオチド配列を有
する遺伝子をさらに含む)は免疫原として用いられうる。さらに、タンパク質の断片が用
いられうる。断片は、限定されるわけではないが、遺伝子の断片を発現すること、タンパ
ク質の酵素的処理、化学合成などを含む任意の方法により得られうる。抗体および抗体断
片はまた、治療用物質(例えば、癌細胞殺害性化合物)と結合されうる。この点において、
幹細胞癌マーカーの一つへ方向づけられた抗体が、治療剤を固形腫瘍癌細胞へ特異的に送
達するために用いられる(例えば、そのような細胞の増殖を阻害する、またはそのような
細胞を殺すために)。
【０２６６】
VI. 薬物スクリーニング
　いくつかの態様において、本発明は、薬物スクリーニングアッセイ(例えば、抗癌薬に
ついてスクリーニングするための)を提供する。本発明のスクリーニング方法は、本発明
の方法を用いて同定された幹細胞癌マーカー(例えば、限定されるわけではないが、表4～
9に示された幹細胞癌マーカーを含む)を利用する。例えば、いくつかの態様において、本
発明は、幹細胞癌マーカー遺伝子の発現を変化させる(例えば、増加させる、または減少
させる)化合物についてスクリーニングする方法を提供する。いくつかの態様において、
候補化合物は、癌マーカーに対して方向づけられたアンチセンス剤またはsiRNA剤(例えば
、オリゴヌクレオチド)である。他の態様において、候補化合物は、本発明の幹細胞癌マ
ーカーへ特異的に結合する抗体である。特定の態様において、小分子の化合物のライブラ
リーが、本明細書に記載された方法を用いてスクリーニングされる。
【０２６７】
　一つのスクリーニング方法において、候補化合物は、化合物を、幹細胞癌マーカーを発
現する細胞と接触させ、その後、候補化合物の発現への効果についてアッセイすることに
より幹細胞癌マーカー発現を変化させるそれらの能力について評価される。いくつかの態
様において、候補化合物の癌マーカー遺伝子の発現への効果は、細胞により発現した癌マ
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ーカーmRNAのレベルを検出することによりアッセイされる。mRNA発現は、任意の適した方
法により検出されうる。他の態様において、候補化合物の癌マーカー遺伝子の発現への効
果は、癌マーカーによりコードされるポリペプチドのレベルを測定することによりアッセ
イされる。発現されたポリペプチドのレベルは、限定されるわけではないが、本明細書に
開示されたものを含む任意の適した方法を用いて測定されうる。いくつかの態様において
、細胞生物学における他の変化(例えば、アポトーシス)が検出される。
【０２６８】
　具体的には、本発明は、本発明の癌マーカーに結合する、または本発明の癌マーカーに
関連したシグナル伝達もしくは機能を変化させる、例えば、幹細胞癌マーカー発現もしく
は癌マーカー活性へ阻害性(または刺激性)効果を生じる、または例えば、癌マーカー基質
の発現もしくは活性へ刺激性もしくは阻害性効果を生じる、調節物質、すなわち、候補も
しくは試験化合物または作用物質(例えば、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣体、ペ
プトイド、小分子、または他の薬物)を同定するためのスクリーニング方法を提供する。
このように同定された化合物は、治療プロトコールにおいて標的遺伝子産物(例えば、幹
細胞癌マーカー遺伝子)の活性を直接的かまたは間接的かのいずれかで調節するために、
標的遺伝子産物の生物学的機能を変化させるために、または正常な標的遺伝子相互作用を
乱す化合物を同定するために、用いられうる。癌マーカーの活性または発現を阻害する化
合物は、増殖性障害、例えば、癌、特に転移性癌、の処置、または癌のリスクを防ぐもし
くは低下させるために腫瘍幹細胞を除去するもしくは抑制するにおいて有用である。
【０２６９】
　本発明は、癌マーカータンパク質もしくはポリペプチドもしくはその生物活性部分の基
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。もう一
つの態様において、本発明は、癌マーカータンパク質もしくはポリペプチドもしくはその
生物活性部分を結合する、または癌マーカータンパク質もしくはポリペプチドもしくはそ
の生物活性部分の活性を調節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。
【０２７０】
　本発明の試験化合物は、生物学的ライブラリー；ペプトイドライブラリー(ペプチドの
機能性を有するが、新規な非ペプチドバックボーンをもつ分子であって、酵素分解に抵抗
性であるが、それでもなお生物活性を保持する分子のライブラリー；例えば、Zuckennann
 et al., J. Med. Chem. 37:2678-85 [1994]参照)；空間的にアドレス可能な並列固相ま
たは溶液相ライブラリー；デコンボリューションを必要とする合成ライブラリー方法；「
1ビーズ1化合物」ライブラリー方法；およびアフィニティークロマトグラフィー選択を用
いる合成ライブラリー方法を含む当技術分野において公知のコンビナトリアルライブラリ
ー方法における多数のアプローチのいずれかを用いて得られうる。生物学的ライブラリー
およびペプトイドライブラリーアプローチは、ペプチドライブラリーと共に用いるもので
あるが、他の4つのアプローチは、化合物のペプチド、非ペプチドオリゴマー、または小
分子ライブラリーに適用できる(Lam (1997) Anticancer Drug Des. 12:145)。
【０２７１】
　分子ライブラリーの合成のための方法の例は、当技術分野において、例えば、以下に見
出されうる：DeWitt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:6909 [1993]; Erb et 
al., Proc. Nad. Acad. Sci. USA 91:11422 [1994]; Zuckermann et al., J. Med. Chem.
 37:2678 [1994]: Cho et al., Science 261:1303 [1993]; Carrell et al., Angew. Che
m. Int. Ed. Engl. 33:2059 [1994]; Carell et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:
2061 [1994];およびGallop et al., J. Med. Chem. 37:1233 [1994]。
【０２７２】
　化合物のライブラリーは、溶液中に(例えば、Houghten, Biotechniques 13:412-421 [1
992])、またはビーズ(Lam, Nature 354:82-84 [1991])、チップ(Fodor, Nature 364:555-
556 [1993])、細菌もしくは胞子(米国特許第5,223,409号；参照により本明細書に組み入
れられている)、プラスミド(Cull et al., Proc. Nad. Acad. Sci. USA 89:1865-1869 [1
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992])上に、またはファージ(Scott and Smith, Science 249:386-390 [1990]; Devlin Sc
ience 249:404-406 [1990]; Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 87:6378-6382 [19
90]; Felici, J. Mol. Biol. 222:301 [1991])上に提示されうる。
【０２７３】
　いくつかの態様において、アッセイは、幹細胞癌マーカータンパク質またはその生物活
性部分を発現する細胞が試験化合物と接触させられ、癌マーカーの活性を調節する試験化
合物の能力が測定される、細胞に基づいたアッセイである。幹細胞癌マーカー活性を調節
する試験化合物の能力を測定することは、例えば、酵素活性における変化をモニターする
ことにより達成されうる。細胞は、例えば、哺乳動物由来でありうる。
【０２７４】
　癌マーカーの化合物、例えば、幹細胞癌マーカー基質、への結合を調節する試験化合物
の能力もまた評価されうる。これは、例えば、化合物、例えば基質、の癌マーカーへの結
合が複合体における標識化合物、例えば基質、を検出することにより測定されうるように
、化合物、例えば基質、を放射性同位元素または酵素標識と結合させることにより達成さ
れうる。
【０２７５】
　または、幹細胞癌マーカーは、複合体における癌マーカーの癌マーカー基質への結合を
調節する試験化合物の能力をモニターするために、放射性同位元素または酵素標識と結合
される。例えば、化合物(例えば、基質)は、125I、35S、14C、または3Hで直接的かまたは
間接的かのいずれかで標識されることができ、放射性同位元素は、放射線放出の直接カウ
ンティングにより、またはシンチレーションカウンティングにより、検出されうる。また
は、化合物は、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、または
ルシフェラーゼで酵素的に標識されることができ、酵素標識は、適切な基質の生成物への
変換の測定により検出されうる。
【０２７６】
　反応体のいずれかの標識の有無にかかわらず、幹細胞癌マーカーと相互作用する化合物
(例えば、幹細胞癌マーカー基質)の能力が評価されうる。例えば、マイクロフィジオメー
ターは、化合物も癌マーカーのいずれも標識無しで、化合物の癌マーカーとの相互作用を
検出するために用いられうる(McConnell et al., Science 257:1906-1912 [1992])。本明
細書に用いられる場合、「マイクロフィジオメーター」(例えば、サイトセンサー(Cytose
nsor))は、細胞がその環境を酸性にする速度を光アドレス可能電位差センサー(LAPS)を用
いて測定する分析装置である。この酸性化速度における変化は、化合物と癌マーカーの間
の相互作用の指標として用いられうる。
【０２７７】
　さらにもう一つの態様において、癌マーカータンパク質またはその生物活性部分を試験
化合物と接触させ、幹細胞癌マーカータンパク質またはその生物活性部分に結合する試験
化合物の能力を評価する無細胞アッセイが提供される。本発明のアッセイに用いられうる
癌マーカータンパク質のいくつかの生物活性部分は、基質または他のタンパク質との相互
作用に関与する断片、例えば高い表面確率スコアをもつ断片、を含む。
【０２７８】
　無細胞アッセイは、標的遺伝子タンパク質および試験化合物の反応混合物を、その2つ
の成分が相互作用し、かつ結合するのを可能にするのに十分な条件下および時間で調製し
、その後、取り出されうるおよび/または検出されうる複合体を形成することを含む。
【０２７９】
　2つの分子間の相互作用は、例えば、蛍光エネルギー移動(FRET)を用いて、検出されう
る(例えば、Lakowicz et al., 米国特許第5,631,169号；Stavianopoulos et al., 米国特
許第4,968,103号を参照；それぞれは参照により本明細書に組み入れられている)。フルオ
ロフォア標識は、第一供与体分子の放射された蛍光エネルギーが第二「受容体」分子上の
蛍光標識により吸収され、その蛍光標識が、立ち代わって、吸収されたエネルギーにより
蛍光を発することができるように選択される。
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【０２８０】
　または、「供与体」タンパク質分子は、単に、トリプトファン残基の天然蛍光エネルギ
ーを利用することができる。「受容体」分子標識が「供与体」のそれと区別されうるよう
に、光の異なる波長を放射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
子を隔てる距離に関連しているため、分子間の空間的関係が評価されうる。結合が分子間
で起こる状況において、15アッセイにおける「受容体」分子標識の蛍光放射は最大になる
はずである。FRET結合事象は、当技術分野において周知の標準蛍光検出手段を通して便利
に測定されうる(例えば、蛍光計を用いて)。
【０２８１】
　もう一つの態様において、幹細胞癌マーカータンパク質の標的分子に結合する能力は、
リアルタイム生体分子相互作用分析(Biomolecular Interaction Analysis)(BIA)を用いて
達成されうる(例えば、Sjolander and Urbaniczky, Anal. Chem. 63:2338-2345 [1991]お
よびSzabo et al., Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705 [1995]参照)。「表面プラズ
モン共鳴」または「BIA」は、反応体のいずれをも標識することなく、生体特異的相互作
用をリアルタイムに検出する(例えば、BIAcore)。結合表面における質量の変化は、結果
として、表面近くの光の屈折率の変化(表面プラズモン共鳴(SPR)の光学的現象)を生じ、
それが結果として、生体分子間のリアルタイム反応の指標として用いられうる検出可能な
シグナルを生じる。
【０２８２】
　いくつかの態様において、標的遺伝子産物または試験物質は、固相上に固定される。固
相上に固定された標的遺伝子産物/試験化合物複合体は、反応の最後に検出されうる。標
的遺伝子産物は、固体表面上に固定されることができ、試験化合物(固定されていない)は
、本明細書に考察された検出可能な標識で、直接的にかまたは間接的にかのいずれかで標
識されることができる。
【０２８３】
　タンパク質の一方または両方の非複合体化型からの複合体化型の分離を容易にするため
に、加えてアッセイの自動化に対応するために、幹細胞癌マーカー、抗癌マーカー抗体、
またはその標的分子を固定することが望ましくありうる。候補化合物の存在下もしくは非
存在下における、試験化合物の幹細胞癌マーカータンパク質への結合、または癌マーカー
タンパク質の標的分子との相互作用は、反応物質を含むのに適した任意の容器において達
成されうる。そのような容器の例は、マイクロタイタープレート、試験管、および微小遠
心管を含む。いくつかの態様において、タンパク質の一方または両方がマトリックスに結
合するのを可能にするドメインを付加する融合タンパク質が提供されうる。例えば、グル
タチオン-S-トランスフェラーゼ-癌マーカー融合タンパク質またはグルタチオン-S-トラ
ンスフェラーゼ/標的融合タンパク質が、グルタチオンセファロースビーズ(Sigma Chemic
al, St. Louis, MO)またはグルタチオン誘導体化マイクロタイタープレート上に吸着され
ることができ、その後、試験化合物、または試験化合物および非吸着標的タンパク質かま
たは癌マーカータンパク質のいずれかと結合し、混合物は、複合体形成にとって助けとな
る条件下でインキュベートされる(例えば、塩およびpHについての生理学的条件において)
。インキュベーション後、ビーズまたはマイクロタイタープレートウェルは、任意の非結
合成分を除去するために洗浄され、ビーズの場合、マトリックスは固定され、複合体は、
例えば、上記のように、直接的かまたは間接的にかのいずれかで、測定される。
【０２８４】
　または、複合体はマトリックスから解離され、癌マーカー結合または活性のレベルは標
準技術を用いて測定されうる。マトリックス上に癌マーカータンパク質かまたは標的分子
のいずれかを固定するための他の技術は、ビオチンおよびストレプトアビジンの結合を用
いることを含む。ビオチン化された癌マーカータンパク質または標的分子は、当技術分野
において公知の技術を用いてビオチン-NHS(N-ヒドロキシ-スクシニミド)から調製され(例
えば、ビオチン化キット、Pierce Chemicals, Rockford, EL)、ストレプトアジビンコー
ティング化96ウェルプレート(Pierce Chemical)のウェルに固定されうる。
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【０２８５】
　アッセイを行うために、非固定化成分は、固定化成分を含むコーティング化表面へ添加
される。反応が完了した後、未反応成分は、形成されたいずれの複合体も固体表面上に固
定されたままであるような条件下で除去される(例えば、洗浄により)。固体表面上に固定
された複合体の検出は、いくつかの方法で達成されうる。前もって固定されていない成分
があらかじめ標識されている場合、表面上に固定された標識の検出は、複合体が形成され
たことを示す。前もって固定されていない成分があらかじめ標識されていない場合、間接
的標識が、表面上に固定された複合体を検出するために用いられうる；例えば、固定され
た成分に特異的な標識抗体を用いて(その抗体は、立ち代わって、例えば、標識抗IgG抗体
で、直接的にまたは間接的に標識されうる)。
【０２８６】
　このアッセイは、幹細胞癌マーカータンパク質または標的分子と反応性であるが、幹細
胞癌マーカータンパク質のその標的分子への結合に干渉しない抗体を利用して行われる。
そのような抗体は、プレートのウェルへ被覆され、非結合標的または癌マーカータンパク
質は抗体結合によりウェルに捕捉されうる。GST固定化複合体について上で記載されたも
のに加えて、そのような複合体を検出するための方法は、癌マーカータンパク質または標
的分子と反応性の抗体を用いる複合体の免疫検出、および癌マーカータンパク質または標
的分子と付随した酵素活性を検出することに頼る酵素結合アッセイを含む。
【０２８７】
　または、無細胞アッセイが液相において行われうる。そのようなアッセイにおいて、反
応生成物は、限定されるわけではないが、以下を含むいくつかの標準技術のいずれかによ
り、未反応成分から分離される：分画遠心法(例えば、Rivas and Minton, Trends Bioche
m Sci 18:284-7 [1993]参照)；クロマトグラフィー(ゲル濾過クロマトグラフィー、イオ
ン交換クロマトグラフィー)；電気泳動(例えば、Ausubel et al., eds. Current Protoco
ls in Molecular Biology 1999, J. Wiley: New York参照)；および免疫沈降法(例えば、
Ausubel et al., eds. Current Protocols in Molecular Biology 1999, J. Wiley: New 
York参照)。そのような樹脂およびクロマトグラフィー技術は、当業者に公知である(例え
ば、Heegaard J. Mol. Recognit 11:141-8 [1998]; Hageand Tweed J. Chromatogr. Biom
ed. Sci. Appl 699:499-525 [1997]参照)。さらに、蛍光エネルギー移動もまた、溶液か
らの複合体のさらなる精製なしに結合を検出するために、本明細書に記載されているよう
に、便利に利用されうる。
【０２８８】
　アッセイは、幹細胞癌マーカータンパク質またはその生物活性部分を、癌マーカーを結
合する既知の化合物と接触させて、アッセイ混合物を形成する段階、アッセイ混合物を試
験化合物と接触させる段階、および癌マーカータンパク質と相互作用する試験化合物の能
力を測定する段階であって、癌マーカータンパク質と相互作用する試験化合物の能力を測
定する段階は、既知の化合物と比較して、癌マーカーもしくはその生物活性部分に優先的
に結合する、または標的分子の活性を調節する、試験化合物の能力を測定することを含む
、段階を含みうる。
【０２８９】
　幹細胞癌マーカーが、タンパク質のような1つもしくは複数の細胞または細胞外巨大分
子とインビボで相互作用することができる限り、そのような相互作用の阻害剤は有用であ
る。均一アッセイが阻害剤を同定するために用いられうる。
【０２９０】
　例えば、標的遺伝子産物および相互作用的な細胞または細胞外結合パートナー産物のあ
らかじめ形成される複合体は、標的遺伝子産物かまたはそれらの結合パートナーのいずれ
かが標識されるが、標識により生じるシグナルが複合体形成のために消光されるように調
製される(例えば、免疫アッセイについてこのアプローチを利用する、参照により本明細
書に組み入れられている、米国特許第4,109,496号参照)。あらかじめ形成された複合体由
来の種の1つと競合し、置換する試験物質の添加は、結果として、バックグラウンドを超
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えるシグナルの発生を生じる。このようにして、標的遺伝子産物-結合パートナー相互作
用を乱す試験物質が同定されうる。または、癌マーカータンパク質は、癌マーカーと結合
または相互作用し、かつ癌マーカー活性に関与する他のタンパク質(「癌マーカー-結合タ
ンパク質」または「癌マーカー-bp」)を同定するために、ツーハイブリッドアッセイまた
はスリーハイブリッドアッセイにおいて「おとりタンパク質」として用いられうる(例え
ば、米国特許第5,283,317号; Zervos et al., Cell 72:223-232 [1993]; Madura et al.,
 J. Biol. Chem. 268:12046-12054 [1993]; Bartel et al., Biotechniques 14:920-924 
[1993]; Iwabuchi et al., Oncogene 8:1693-1696 [1993];およびBrent WO 94/10300参照
；それぞれは参照により本明細書に組み入れられている)。そのような癌マーカー-bpは、
例えば、癌マーカー媒介性シグナル伝達経路の下流エレメントのような、癌マーカータン
パク質もしくは標的によるシグナルの活性化剤または阻害剤でありうる。
【０２９１】
　癌マーカー発現の調節物質もまた同定されうる。例えば、細胞または無細胞混合物が、
候補化合物と接触させられ、癌マーカーmRNAまたはタンパク質の発現が、候補化合物の非
存在下における幹細胞癌マーカーmRNAまたはタンパク質の発現のレベルに対して評価され
る。癌マーカーmRNAまたはタンパク質の発現が候補化合物の存在下において、その非存在
下においてより多い場合、候補化合物は、癌マーカーmRNAまたはタンパク質発現の刺激剤
であると同定される。または、癌マーカーmRNAまたはタンパク質の発現が候補化合物の存
在下において、その非存在下においてより少ない(すなわち、統計学的に有意に少ない)場
合、候補化合物は、癌マーカーmRNAまたはタンパク質発現の阻害剤であると同定される。
癌マーカーmRNAまたはタンパク質発現のレベルは、癌マーカーmRNAまたはタンパク質を検
出するための本明細書に記載された方法により測定されうる。
【０２９２】
　調節物質は、細胞に基づいたアッセイまたは無細胞アッセイを用いて同定されることが
でき、癌マーカータンパク質の活性を調節する作用物質の能力は、インビボで、例えば、
疾患についての動物モデルのような動物(例えば、前立腺癌もしくは転移性前立腺癌をも
つ動物；または動物(例えば、ヒト)由来の前立腺癌の異種移植片を有する動物)、または
前立腺癌の転移(例えば、リンパ節、骨、または肝臓への)に起因する癌由来の細胞、もし
くは前立腺癌細胞系由来の細胞において、確認されうる。
【０２９３】
　本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイにより同定される新規な作用物質に関
する(例えば、癌治療の下記の説明参照)。従って、そのような作用物質での処置の、効力
、毒性、副作用、または作用機構を決定するために、適切な動物モデル(本明細書に記載
されたもののような)において本明細書に記載されているように同定された作用物質(例え
ば、癌マーカー調節物質、アンチセンス癌マーカー核酸分子、siRNA分子、癌マーカー特
異的抗体、または癌マーカー-結合パートナー)をさらに用いることは、本発明の範囲内で
ある。さらになお、上記スクリーニングアッセイにより同定された新規な作用物質は、例
えば、本明細書に記載されているような処置(例えば、癌に罹っているヒト患者を処置す
るための)に用いられうる。
【０２９４】
VII. 癌治療
　いくつかの態様において、本発明は、癌(例えば、乳癌)の治療を提供する。いくつかの
態様において、治療は癌マーカー(例えば、限定されるわけではないが、表4～9に示され
たものを含む)を標的とする。
【０２９５】
A. アンチセンス治療
　候補治療剤はまた、薬物スクリーニングおよび研究適用に使用を見出す。いくつかの態
様において、本発明は、幹細胞癌マーカーの発現を標的とする。例えば、いくつかの態様
において、本発明は、本発明の幹細胞癌マーカーをコードする核酸分子の機能を調節し、
最終的には、発現される癌マーカーの量を調節するのに用いる、オリゴマーアンチセンス
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化合物、特にオリゴヌクレオチド(例えば、上記の薬物スクリーニング方法で同定された
もの)、を含む組成物を用いる。これは、本発明の癌マーカーをコードする1つまたは複数
の核酸と特異的にハイブリダイズするアンチセンス化合物を提供することにより達成され
る。オリゴマー化合物のその標的核酸との特異的ハイブリダイゼーションは、核酸の正常
な機能に干渉する。標的核酸の機能の、それに特異的にハイブリダイズする化合物による
この調節は、一般的に、「アンチセンス」と呼ばれる。干渉されうるDNAの機能は、複製
および転写を含む。干渉されうるRNAの機能は、例えば、RNAのタンパク質翻訳の部位への
転位置、RNAからのタンパク質の翻訳、1つまたは複数のmRNA種を生じうるRNAのスプライ
シング、およびRNAにより関与しうるまたは促進されうる触媒活性のようなすべての生体
機能を含む。標的核酸機能へのそのような干渉の全体的効果は、本発明の癌マーカーの発
現の調節である。本発明の関連において、「調節」とは、遺伝子の発現における増加(刺
激)かまたは減少(阻害)のいずれかを意味する。例えば、発現は、阻害されて、腫瘍増殖
を防ぐ可能性がありうる。
【０２９６】
　アンチセンスとして特定の核酸を標的にすることはなかなかのものである。本発明の関
連において、アンチセンス化合物を特定の核酸へ「ターゲット」することは、多段階過程
である。過程は、通常には、機能が調節されることになっている核酸配列の同定から始ま
る。これは、例えば、発現が特定の障害もしくは疾患状態と関連している細胞遺伝子(ま
たは遺伝子から転写されたmRNA)、または感染物質由来の核酸分子でありうる。本発明に
おいて、標的は、本発明の幹細胞癌マーカーをコードする核酸分子である。ターゲティン
グ過程はまた、所望の効果、例えば、タンパク質の発現の検出または調節、が結果として
生じるように起こるためのアンチセンス相互作用についてのこの遺伝子内の部位の決定を
含む。本発明の関連内において、なかなかの遺伝子内部位は、遺伝子のオープンリーディ
ングフレーム(ORF)の翻訳開始または終結コドンを包囲する領域である。翻訳開始コドン
は、典型的には、5'-AUG(転写されたmRNA分子における；対応するDNA分子における5'-ATG
)であるため、翻訳開始コドンはまた、「AUGコドン」、「スタートコドン」、または「AU
Gスタートコドン」とも呼ばれている。少数派の遺伝子は、RNA配列5'-GUG、5'-UUG、また
は5'-CUGを有する翻訳開始コドンを有し、5'-AUA、5'-ACG、および5'-CUGはインビボで機
能することが示されている。従って、「翻訳開始コドン」および「スタートコドン」とい
う用語は、どの場合にも開始アミノ酸は典型的には、メチオニン(真核生物において)また
はホルミルメチオニン(原核生物において)であるとしても、多くのコドン配列を含みうる
。真核生物および原核生物遺伝子は、2つまたはそれ以上の選択的スタートコドンを有す
ることができ、それらのいずれかの1つが、特定の細胞型もしくは組織において、または
特定の条件セット下において、翻訳開始に優先的に利用されうる。本発明の関連において
、「スタートコドン」および「翻訳開始コドン」は、そのようなコドンの配列にかかわら
ず、本発明の腫瘍抗原をコードする遺伝子から転写されるmRNA分子の翻訳を開始するため
にインビボで用いられるコドンを指す。
【０２９７】
　遺伝子の翻訳終結コドン(または「ストップコドン」)は、3つの配列(すなわち、5'-UAA
、5'-UAG、および5'-UGA；対応するDNA配列は、それぞれ、5'-TAA、5'-TAG、および5'-TG
Aである)のうちの1つを有しうる。「スタートコドン領域」および「翻訳開始コドン領域
」という用語は、翻訳開始コドンからどちらかの方向(すなわち、5'または3')での約25個
から約50個までの連続したヌクレオチドを包囲するそのようなmRNAまたは遺伝子の部分を
指す。同様に、「ストップコドン領域」および「翻訳終結コドン領域」という用語は、翻
訳終結コドンからどちらかの方向(すなわち、5'または3')での約25個から約50個までの連
続したヌクレオチドを包囲するそのようなmRNAまたは遺伝子の部分を指す。
【０２９８】
　翻訳開始コドンと翻訳終結コドンの間の領域を指すオープンリーディングフレーム(ORF
)または「コード領域」はまた、効果的に標的にされうる領域である。他の標的領域は、
翻訳開始コドンから5'方向のmRNAの部分を指し、それに従って、mRNAの5'キャップ部位と
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翻訳開始コドンの間のヌクレオチドまたは遺伝子上の対応するヌクレオチドを含む5'非翻
訳領域(5'UTR)、翻訳終結コドンから3'方向のmRNAの部分を指し、それに従って、mRNAの
翻訳終結コドンと3'末端の間のヌクレオチドまたは遺伝子上の対応するヌクレオチドを含
む3'非翻訳領域(3'UTR)を含む。mRNAの5'キャップは、mRNAの最も5'側の残基に5'-5'三リ
ン酸結合を介して連結されたN7-メチル化グアノシン残基を含む。mRNAの5'キャップ領域
は、5'キャップ構造自身、加えて、キャップに隣接した最初の50ヌクレオチドを含むと見
なされる。キャップ領域もまた、なかなかの標的領域でありうる。
【０２９９】
　いくつかの真核生物mRNA転写産物は直接的に翻訳されるが、多くは、それが翻訳される
前に転写産物から切除される「イントロン」として知られた1つまたは複数の領域を含む
。残りの(およびそれゆえに翻訳される)領域は「エクソン」として知られており、いっし
ょにスプライスされて、連続したmRNA配列を形成する。mRNAスプライス部位(すなわち、
イントロン-エクソン接合点)もまたなかなかの標的領域であることができ、異常なスプラ
イシングが疾患に結びつけられる、または特定のmRNAスプライス産物の過剰産生が疾患に
結びつけられる状況において特に有用である。再編成または欠失による異常な融合接合点
もまたなかなかの標的である。イントロンもまた、例えば、DNAまたはプレmRNAへターゲ
ットされるアンチセンス化合物についての効果的、かつそれゆえに、なかなかの標的領域
でありうることが見出されている。
【０３００】
　いくつかの態様において、アンチセンス阻害についての標的部位は、市販されているソ
フトウェアプログラム(例えば、Biognostik, Gottingen, Germany; SysArris Software, 
Bangalore, India; Antisense Research Group, University of Liverpool, Liverpool, 
England; GeneTrove, Carlsbad, CA)を用いて同定される。他の態様において、アンチセ
ンス阻害についての標的部位は、参照により本明細書に組み入れられている、米国特許WO
 0198537 A2に記載されたアクセス可能部位方法を用いて同定される。
【０３０１】
　いったん1つまたは複数の標的部位が同定されたならば、所望の効果を与えるのに十分
に標的に相補的である(すなわち、十分に良くかつ十分な特異性をもってハイブリダイズ
する)オリゴヌクレオチドが選択される。例えば、本発明のいくつかの態様において、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチドは、スタートコドンにまたはスタートコドン近くにターゲ
ットされる。
【０３０２】
　本発明の関連において、アンチセンス組成物および方法に関する「ハイブリダイゼーシ
ョン」とは、相補的なヌクレシドまたはヌクレオチド塩基間のワトソン-クリック型、フ
ーグスティーン型または逆フーグスティーン型水素結合でありうる水素結合を意味する。
例えば、アデニンおよびチミンは水素結合の形成を通して対形成する相補的な核酸塩基で
ある。アンチセンス化合物の配列は、特異的にハイブリダイズできるためにその標的核酸
のそれと100%相補的である必要はないことは理解されている。アンチセンス化合物は、化
合物の標的DNAまたはRNA分子への結合が標的DNAまたはRNAの正常な機能に干渉して、有用
性の喪失を引き起こし、かつ特異的結合が望まれる条件下で(すなわち、インビボアッセ
イまたは治療的処置の場合、生理学的条件下で、およびインビトロアッセイの場合、アッ
セイが行われる条件下で)アンチセンス化合物の非標的配列への非特異的結合を避けるの
に十分な相補度がある場合、特異的にハイブリダイズできる。
【０３０３】
　アンチセンス化合物は一般に、研究試薬および診断法として用いられる。例えば、特異
性を以て遺伝子発現を阻害することができるアンチセンスオリゴヌクレオチドは、特定の
遺伝子の機能を解明するために用いられうる。アンチセンス化合物はまた、例えば、生物
学的経路の様々なメンバーの機能間を区別するために、用いられる。
【０３０４】
　アンチセンスの特異性および感度はまた、治療的使用に適用される。例えば、アンチセ
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ンスオリゴヌクレオチドは、動物およびヒトにおいて疾患状態の処置での治療的部分とし
て用いられている。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ヒトへ安全にかつ効果的に投与
されており、多数の臨床試験が現在、進行中である。オリゴヌクレオチドが、細胞、組織
、および動物、特にヒト、の処置のための処置計画において有用であるように構成されう
る有用な治療方法であることは、このように確立されている。
【０３０５】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ある種のアンチセンス化合物であるが、本発明は
、限定されるわけではないが、下に記載されているようなオリゴヌクレオチド模倣体を含
む他のオリゴマーアンチセンス化合物を含む。本発明によるアンチセンス化合物は、約8
個から約30個までの核酸塩基(すなわち、約8個から約30個までの連結された塩基)を含み
うるが、より長いおよびより短い配列の両方が本発明との使用を見出しうる。特にいくつ
かのアンチセンス化合物は、アンチセンスオリゴヌクレオチド、例えば、約12個から約25
個までの核酸塩基を含むもの、である。
【０３０６】
　本発明と共に有用ないくつかのアンチセンス化合物の具体例は、改変バックボーンまた
は非天然ヌクレオシド間結合を含むオリゴヌクレオチドを含む。本明細書に定義されてい
るように、改変バックボーンを有するオリゴヌクレオチドは、バックボーンにリン原子を
保持するもの、およびバックボーンにリン原子を有しないものを含む。本明細書の目的と
して、ヌクレオシド間バックボーンにリン原子を有しない改変オリゴヌクレオチドもまた
オリゴヌクレオシドであるとみなされうる。
【０３０７】
　いくつかの改変オリゴヌクレオチドバックボーンは、例えば、ホスホロチオネート、キ
ラルホスホロチオネート、ホスホロジチオネート、ホスホトリエステル、アミノアルキル
ホスホトリエステル、3'-アルキレンホスホネートおよびキラルホスホネートを含むメチ
ルならびに他のアルキルホオスホネート、ホスフィネート、3'-アミノホスホラミデート
およびアミノアルキルホスホラミデートを含むホスホラミデート、チオノホスホラミデー
ト、チオノアルキルホスホネート、チオノアルキルホスホトリエステル、ならびに通常の
3'-5'結合を有するボラノホスフェート、これらの2'-5'結合類似体、およびヌクレオシド
単位の隣接対が3'-5'から5'-3'へまたは2'-5'から5'-2'へ連結されている逆方向性を有す
るものを含む。様々な塩、混合塩、および遊離酸型もまた含まれる。
【０３０８】
　それにリン原子を含まないいくつかの改変オリゴヌクレオチドバックボーンは、短鎖ア
ルキルもしくはシクロアルキルのヌクレオシド間結合、混合されたヘテロ原子およびアル
キルもしくはシクロアルキルのヌクレオシド間結合、または1つもしくは複数の短鎖ヘテ
ロ原子もしくは複素環式のヌクレオシド間結合により形成されるバックボーンを有する。
これらは、モルホリノ結合(ヌクレオシドの糖部分から一部形成された)；シロキサンバッ
クボーン；スルフィド、スルホキシド、およびスルホンバックボーン；ホルムアセチルお
よびチオホルムアセチルバックボーン；メチレンホルムアセチルおよびチオホルムアセチ
ルバックボーン；アルケン含有バックボーン；スルファメートバックボーン；メチレンイ
ミノおよびメチレンヒドラジノバックボーン；スルホネートおよびスルホンアミドバック
ボーン；アミドバックボーン；ならびにN、O、S、およびCH2成分部分を有する他のものを
含む。
【０３０９】
　他のいくつかのオリゴヌクレオチド模倣体において、ヌクレオチド単位の糖およびヌク
レオシド間結合(すなわち、バックボーン)の両方は、新規な群と置換される。塩基単位は
、適切な核酸標的化合物とのハイブリダイゼーションのために維持される。優秀なハイブ
リダイゼーション性質を有することが示されている一つのそのようなオリゴマー化合物、
オリゴヌクレオチド模倣体は、ペプチド核酸(PNA)と呼ばれている。PNA化合物において、
オリゴヌクレオチドの糖-バックボーンは、アミド含有バックボーン、特にアミノエチル
グリシンバックボーン、と置換される。核酸塩基は保持され、バックボーンのアミド部分



(102) JP 2008-546387 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

のアザ窒素原子に直接的にまたは間接的に結合する。PNA化合物の調製を教示する代表的
な米国特許は、限定されるわけではないが、それぞれが参照により本明細書に組み入れら
れている、米国特許第5,539,082号；第5,714,331号；および第5,719,262号を含む。PNA化
合物のさらなる教示は、Nielsen et al., Science 254:1497 (1991)に見出されうる。
【０３１０】
　いくつかの態様において、オリゴヌクレオチドは、ホスホロチオネートバックボーン、
ならびに、ヘテロ原子バックボーン、特に、上記の米国特許第5,489,677号の--CH2, --NH
--O--CH2--, --CH2--N(CH3)--O-CH2--[メチレン(メチルイミノ)またはMMIバックボーンと
して知られた], --CH2-O--N(CH3)--CH2--, --CH2--N(CH3)--N(CH3)--CH2--、および--O--
N(CH3)--CH2-CH2--[ただし、天然ホスホジエステルバックボーンが--O--P--O--CH2--とし
て表される]、および上記の米国特許第5,602,240号のアミドバックボーン、をもつオリゴ
ヌクレオシドを有する。いくつかのオリゴヌクレオチドはまた、上記の米国特許第5,034,
506号のモルホリノバックボーン構造を有する。
【０３１１】
　改変オリゴヌクレオチドはまた、1つまたは複数の置換された糖部分を含みうる。いく
つかのオリゴヌクレオチドは、2'位に以下の1つを含む：OH；F；O-、S-、もしくはN-アル
キル；O-、S-、もしくはN-アルケニル；O-、S-、もしくはN-アルキニル；またはO-アルキ
ル-O-アルキル、ただし、アルキル、アルケニル、およびアルキニルは置換型もしくは非
置換型C1～C10アルキルまたはC2～C10アルケニルおよびアルキニルでありうる。特に、い
くつかは、O[(CH2)nO]mCH3、O(CH2)nOCH3、O(CH2)nNH2、O(CH2)nCH3、O(CH2)nONH2、およ
びO(CH2)nON[(CH2)nCH3]2であって、ここでnおよびmは1から約10までである。他のいくつ
かのオリゴヌクレオチドは、2'位に以下の1つを含む：C1～C10低級アルキル、置換低級ア
ルキル、アルカリル、アラルキル、O-アルカリル、またはO-アラルキル、SH、SCH3、OCN
、Cl、Br、CN、CF3、OCF3、SOCH3、SO2CH3、ONO2、NO2、N3、NH2、ヘテロシクロアルキル
、ヘテロシクロアルカリル、アミノアルキルアミノ、ポリアルキルアミノ、置換シリル、
RNA切断群、レポーター群、インターカレーター、オリゴヌクレオチドの薬力学的性質を
向上させるための群、および類似した性質を有する他の置換基。なかなかの改変は、2'-
メトキシエトキシ(2'-O-(2-メトキシエチル)または2'-MOEとしても知られた、2'-O--CH2C
H2OCH3)(Martin et al., Helv. Chim. Acta 78:486 [1995])、すなわち、アルコキシアル
コキシ基を含む。さらなるなかなかの改変は、2'-DMAOEおよび2'-ジメチルアミノエトキ
シエトキシ(2'-O-ジメチルアミノエトキシエチルまたは2'-DMAEOEとしても当技術分野に
おいて知られた)、すなわち、2'-O--CH2--O--CH2--N(CH2)2、としても知られた2'-ジメチ
ルアミノオキシエトキシ(すなわち、O(CH2)2ON(CH3)2基)を含む。
【０３１２】
　他のなかなかの改変は、2'-メトキシ(2'-O--CH3)、2'-アミノプロポキシ(2'-OCH2CH2CH

2NH2)および2'-フルオロ(2'-F)を含む。類似した改変はまた、オリゴヌクレオチド上の他
の位置、特に3'末端ヌクレオチド上の糖の3'位、または2'-5'結合オリゴヌクレオチドに
おいては、5'末端ヌクレオチドの5'位、になされうる。オリゴヌクレオチドはまた、ペン
トフラノシル糖の代わりにシクロブチル部分のような糖模倣体を有しうる。
【０３１３】
　オリゴヌクレオチドはまた、核酸塩基(しばしば、当技術分野において単に「塩基」と
呼ばれる)修飾または置換を含みうる。本明細書に用いられる場合、「非修飾型」または
「天然の」核酸塩基は、プリン塩基アデニン(A)およびグアニン(G)、ならびにピリミジン
塩基チミン(T)、シトシン(C)、およびウラシル(U)を含む。修飾核酸塩基は、5-メチルシ
トシン(5-me-C)、5-ヒドロキシメチルシトシン、キサンチン、ヒポキサンチン、2-アミノ
アデニン、アデニンおよびグアニンの6-メチルならびに他のアルキル誘導体、アデニンお
よびグアニンの2-プロピルならびに他のアルキル誘導体、2-チオウラシル、2-チオチミン
および2-チオシトシン、5-ハロウラシルおよびシトシン、5-プロピニルウラシルおよびシ
トシン、6-アゾウラシル、シトシン、およびチミン、5-ウラシル(プソイドウラシル)、4-
チオウラシル、8-ハロ、8-アミノ、8-チオール、8-チオアルキル、8-ヒドロキシおよび他
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の8-置換アデニンならびにグアニン、5-ハロ、特に5-ブロモ、5-トリフルオロメチル、お
よび他の5-置換ウラシルならびにシトシン、7-メチルグアニンおよび7-メチルアデニン、
8-アザグアニンおよび8-アザアデニン、7-デアザグアニンおよび7-デアザアデニンならび
に3-デアザグアニンおよび3-デアザアデニンを含む。さらなる核酸塩基は、米国特許第3,
687,808号に開示されたものを含む。これらの核酸塩基の若干数は、本発明のオリゴマー
化合物の結合親和性を増加させるために特に有用である。これらは、2-アミノプロピルア
デニン、5-プロピニルウラシル、および5-プロピニルシトシンを含む、5-置換ピリミジン
、6-アザピリミジン、ならびにN-2、N-6、およびO-6置換プリンを含む。5-メチルシトシ
ン置換は、0.6～1.2℃だけ、核酸二重鎖安定性を増加させることが示されており、現在、
さらに特に、2'-O-メトキシエチル糖修飾と組み合わされた場合、なかなかの塩基置換で
ある。
【０３１４】
　本発明のオリゴヌクレオチドのもう一つの改変は、オリゴヌクレオチドの活性、細胞分
布、または細胞取り込みを増強する1つもしくは複数の部分または結合体をオリゴヌクレ
オチドへ化学結合することを含む。そのような部分は、限定されるわけではないが、コレ
ステロール部分、コール酸、チオエーテル(例えば、ヘキシル-S-トリチルチオール)、チ
オコレステロール、脂肪族鎖(例えば、ドデカンジオールまたはウンデシル残基)、リン脂
質(例えば、ジ-ヘキサデシル-ラック-グリセロールまたはトリエチルアンモニウム1,2-ジ
-O-ヘキサデシル-ラック-グリセロ-3H-ホスホネート)、ポリアミンもしくはポリエチレン
グリコール鎖またはアダマンタン酢酸、パルミチル部分、またはオクタデシルアミンもし
くはヘキシルアミノ-カルボニル-オキシコレステロール部分を含む。
【０３１５】
　関連分野における業者は、上記の改変を含むオリゴヌクレオチドを作製する方法を良く
知っている。本発明は、上で記載されたアンチセンスオリゴヌクレオチドに限定されない
。任意の適した改変または置換が利用されうる。
【０３１６】
　与えられた化合物におけるすべての位置が、一律に改変される必要はなく、実際、1つ
より多くの上記の改変が、単一の化合物に、またはオリゴヌクレオチド内の単一のヌクレ
オシドにさえも、組み入れられうる。本発明はまた、キメラ化合物であるアンチセンス化
合物を含む。本発明の関連における「キメラの」アンチセンス化合物または「キメラ」は
、2つまたはそれ以上の化学的に別個の領域を含み、それぞれが少なくとも1つの単量体単
位、すなわち、オリゴヌクレオチド化合物の場合、ヌクレオチド、から構成されている、
アンチセンス化合物、特にオリゴヌクレオチド、である。これらのオリゴヌクレオチドは
、典型的には、少なくとも1つの領域を含み、オリゴヌクレオチドは、ヌクレアーゼ分解
に対する抵抗性の増加、細胞取り込みの増加、および/または標的核酸に対する結合親和
性の増加をオリゴヌクレオチドへ与えるように改変されている。オリゴヌクレオチドの付
加的領域は、RNA:DNAまたはRNA:RNAハイブリッドを切断する能力がある酵素についての基
質としての役割を果たしうる。例として、RNアーゼHは、RNA:DNA二重鎖のRNA鎖を切断す
る細胞エンドヌクレアーゼである。RNアーゼHの活性化は、それゆえに、結果として、RNA
標的の切断を生じ、それにより、遺伝子発現のオリゴヌクレオチド阻害の効率を大いに増
強する。従って、同様の結果が、しばしば、同じ標的領域にハイブリダイズするホスホロ
チオネートデオキシオリゴヌクレオチドと比較して、キメラオリゴヌクレオチドが用いら
れた場合、より短いオリゴヌクレオチドで得られうる。RNA標的の切断は、ゲル電気泳動
、および必要ならば、当技術分野において公知の関連核酸ハイブリダイゼーション技術に
より日常的に検出されうる。
【０３１７】
　本発明のキメラアンチセンス化合物は、上記のような、2つもしくはそれ以上のオリゴ
ヌクレオチド、改変オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオシド、および/またはオリゴヌ
クレオチド模倣体の複合構造として形成されうる。
【０３１８】
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　本発明はまた、下記のような本発明のアンチセンス化合物を含む薬学的組成物および製
剤を含む。
【０３１９】
B. 遺伝子治療
　本発明は、本発明の幹細胞癌マーカーの発現を調節するのに用いる任意の遺伝子操作の
使用を企図する。遺伝子操作の例は、限定されるわけではないが、遺伝子ノックアウト(
例えば、染色体から癌マーカー遺伝子を、例えば組換えを用いて除去すること)、誘導性
プロモーターの有りまたは無しでのアンチセンス構築物の発現、異種性遺伝子の付加(例
えば、誘導性プロモーターにより制御される)などを含む。インビトロまたはインビボで
の核酸構築物の細胞への送達は、任意の適した方法を用いて行われうる。適した方法は、
所望の事象が起こる(例えば、アンチセンス構築物の発現)ように核酸構築物を細胞へ導入
することである。
【０３２０】
　遺伝情報を有する分子の細胞への導入は、限定されるわけではないが、裸のDNA構築物
の定方向注入、該構築物を搭載された金粒子での砲撃、および、例えば、リポソーム、バ
イオポリマーなどを用いる巨大分子媒介型遺伝子移入を含む様々な方法のいずれかにより
達成される。いくつかの方法は、限定されるわけではないが、アデノウイルス、レトロウ
イルス、ワクシニアウイルス、およびアデノ随伴ウイルスを含むウイルス由来の遺伝子送
達媒体を用いる。レトロウイルスと比較してより高い効率のために、アデノウイルス由来
のベクターが、インビボで核酸分子を宿主細胞へ移入するためのなかなかの遺伝子送達媒
体である。アデノウイルスベクターは、動物モデルにおいて様々な固形腫瘍への、および
免疫不全マウスにおいてヒト固形腫瘍異種移植片への、非常に効率的なインビボ遺伝子移
入を提供することが示されている。遺伝子移入のためのアデノウイルスベクターおよび方
法の例は、それぞれが全体として参照により本明細書に組み入れられている、WO 00/1273
8およびWO 00/09675、ならびに米国特許第6,033,908号、第6,019,978号、第6,001,557号
、第5,994,132号、第5,994,128号、第5,994,106号、第5,981,225号、第5,885,808号、第5
,872,154号、第5,830,730号、および第5,824,544号に記載されている。
【０３２１】
　ベクターは、様々な方法で被験体へ投与されうる。例えば、本発明のいくつかの態様に
おいて、ベクターは、直接注入を用いて、腫瘍または腫瘍に関連した組織へ投与される。
他の態様において、投与は、血液またはリンパ循環経由である(例えば、全体として参照
により本明細書に組み入れられているPCT公開99/02685参照)。アデノウイルスベクターの
例示的な用量レベルは、灌流液に加えられる、例えば、108～1011個のベクター粒子であ
りうる。
【０３２２】
C. 抗体治療
　いくつかの態様において、本発明は、本発明の幹細胞癌マーカー(例えば、表4～9に示
されたもの)を発現する腫瘍を標的にする抗体を提供する。任意の適した抗体(例えば、モ
ノクローナル、ポリクローナル、または合成)が本明細書に開示された治療方法に利用さ
れうる。いくつかの態様において、癌治療に用いられる抗体はヒト化抗体である。抗体を
ヒト化するための方法は、当技術分野において周知である(例えば、それぞれが参照によ
り本明細書に組み入れられている、米国特許第6,180,370号、第5,585,089号、第6,054,29
7号、および第5,565,332号参照)。
【０３２３】
　いくつかの態様において、治療抗体は、本発明の幹細胞癌マーカーに対して産生された
抗体を含み、抗体は細胞毒性剤と結合している。そのような態様において、正常細胞を標
的にしない腫瘍特異的治療剤が作製され、それに従って、伝統的な化学療法の有害な副作
用の多くを低減する。特定の適用について、治療剤は、抗体への付着についての有用な作
用物質として働く薬理学的物質、特に、細胞毒性または別なふうに内皮細胞の増殖もしく
は細胞分裂を絶つもしくは抑制する能力を有する抗細胞性物質、であることが構想される
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。本発明は、抗体に結合し、かつ活性型で送達されうる任意の薬理学的物質の使用を企図
する。例示的な抗細胞性物質は、化学療法剤、放射性同位元素、および細胞毒素を含む。
本発明の治療抗体は、限定されるわけではないが、放射性同位元素(例えば、ヨウ素-131
、ヨウ素-123、テクネチウム-99m、インジウム-111、レニウム-188、レニウム-186、ガリ
ウム-67、銅-67、イットリウム-90、ヨウ素-125、またはアスタチン-211)、ステロイドの
ようなホルモン、代謝拮抗物質(例えば、シトシンアラビノシド、フルオロウラシル、メ
トトレキセート、またはアミノプテリン；アントラサイクリン；マイトマイシンC)、ビン
カ・アルカロイド(例えば、デメコルチン；エトポシド；ミトラマイシン)、およびクロラ
ムブシルまたはメルファランのような抗腫瘍アルキル化剤を含む、様々な細胞毒性部分を
含みうる。他の態様は、凝固剤、サイトカイン、増殖因子、細菌内毒素または細菌内毒素
のリピドA部分のような作用物質を含みうる。例えば、いくつかの態様において、治療剤
は、例を挙げるだけでも、A鎖毒素、リボソーム不活性化タンパク質、α-サルシン、アス
ペルギリン、レストリクトシン、リボヌクレアーゼ、ジフテリア毒素、またはシュードモ
ナス外毒素のような植物由来、真菌由来、または細菌由来の毒素を含む。なかなかのいく
つかの態様において、脱グリコシル化リシンA鎖が利用される。
【０３２４】
　いずれにしても、これらのような作用物質は、必要に応じて、公知の結合テクノロジー
を用いて必要とされるような、それらのターゲティング、内部移行、標的腫瘍細胞の部位
での血液成分への放出または提示を可能にする様式で、うまく抗体に結合されうることが
提案される(例えば、Ghose et al., Methods Enzymol., 93:280 [1983]参照)。
【０３２５】
　例えば、いくつかの態様において、本発明は、本発明の幹細胞癌マーカーにターゲット
される免疫毒素を提供する。免疫毒素は、特定のターゲティング剤、典型的には、腫瘍に
方向づけられた抗体または断片、の毒素部分のような細胞毒性物質との結合体である。タ
ーゲティング剤は、毒素を、標的抗原を有する細胞に向け、そしてそれにより、選択的に
殺す。いくつかの態様において、治療抗体は、高いインビボ安定性を提供する架橋剤を用
いる(Thorpe et al., Cancer Res., 48:6396 [1988])。
【０３２６】
　他の態様、特に固形腫瘍の処置を含むもの、において、抗体は、血管内皮細胞の増殖ま
たは細胞分裂を抑制することにより腫瘍脈管構造に対して細胞毒性または別なふうな抗細
胞性効果を有するように設計される。この攻撃は、腫瘍限局性血管虚脱へ導き、腫瘍細胞
、特に脈管構造の遠位の腫瘍細胞、から酸素および栄養分を奪い、最終的には、細胞死お
よび腫瘍壊死へ導くことが意図される。
【０３２７】
　いくつかの態様において、抗体に基づいた治療用物質は、下記のように薬学的組成物と
して製剤化される。いくつかの態様において、本発明の抗体組成物の投与は、結果として
、癌における測定可能な減少(例えば、腫瘍の減少または消失)を生じる。
【０３２８】
D. RNAi治療
　他の態様において、RNAiは、本発明の幹細胞癌マーカー(例えば、表4～9に示されたも
の)の発現を制御するために用いられる。RNAiは、ヒトを含むたいていの真核生物におい
て外来遺伝子の発現を制御するための進化的に保存された細胞防御を表す。RNAiは二本鎖
RNA(dsRNA)によって誘発され、dsRNAに応答して、一本鎖標的RNA相同体の配列特異的mRNA
分解を引き起こす。mRNA分解の媒介物は、通常には細胞において酵素的切断により長いds
RNAから生成される小さな干渉RNA二重鎖(siRNA)である。siRNAは、一般的に、およそ21ヌ
クレオチド長(例えば、21～23ヌクレオチド長)であり、2ヌクレオチドの3'-オーバーハン
グにより特徴付けられる塩基対形成構造を有する。小さなRNA、またはRNAiの細胞への導
入後、配列はRISC(RNA誘導サイレンシング複合体)と呼ばれる酵素複合体へ送達されると
考えられている。RISCは標的を認識し、それをエンドヌクレアーゼで切断する。より長い
RNA配列が細胞へ送達される場合には、RNアーゼIII酵素(ダイサー)はより長いdsRNAを21
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～23nt ds siRNA断片へ変換することは注目される。
【０３２９】
　化学合成されたsiRNAは、培養体細胞における哺乳動物遺伝子機能のゲノムワイド分析
のための強力な試薬になっている。遺伝子機能の確証のためのそれらの価値を超えて、si
RNAはまた、遺伝子特異的治療剤としての大きな可能性をもっている(参照により本明細書
に組み入れられているTuschl and Borkhardt, Molecular Intervent. 2002; 2(3):158-67
)。
【０３３０】
　siRNAの動物細胞へのトランスフェクションは、結果として、特定の遺伝子の強力で、
長続きする転写後サイレンシングを生じる(Caplen et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A. 
2001;98:9742-7; Elbashir et al., Nature 2001;411:494-8; Elbashir et al., Genes D
ev. 2001;15:188-200;およびElbashir et al., EMBO J. 2001;20:6877-88、すべて参照に
より本明細書に組み入れられている)。siRNAでRNAiを行うための方法および組成物は、例
えば、参照により本明細書に組み入れられている米国特許第6,506,559号に記載されてい
る。
【０３３１】
　siRNAは、標的RNA、およびひいては、タンパク質の量を、しばしば検出不可能なレベル
まで、低下させるにおいて並はずれて効果的である。サイレンシング効果は数ヶ月続き、
標的RNAとsiRNAの中央領域間の1ヌクレオチドミスマッチがしばしば、サイレンシングを
阻止するのに十分であるため、並はずれて特異的である(Brummelkamp et al., Science 2
002;296:550-3;およびHolen et al., Nucleic Acids Res. 2002;30:1757-66、両方とも参
照により本明細書に組み入れられている)。
【０３３２】
E. 薬学的組成物
　本発明はさらに、薬学的組成物(例えば、本発明の幹細胞癌マーカーを標的にする小分
子、アンチセンス、抗体、またはsiRNAを含む)を提供する。本発明の薬学的組成物は、望
まれるのは局所的処置かまたは全身的処置かに、および処置されるべき領域に依存して、
いくつかの方法で投与されうる。投与は、局所(眼、ならびに膣および直腸送達を含む粘
膜へを含む)、肺(例えば、噴霧器によるを含む粉末もしくはエアゾールの吸入または吹送
による；気管内、鼻腔内、表皮、および経皮)、経口、または非経口でありうる。非経口
投与は、静脈内、動脈内、皮下、腹腔内、もしくは筋肉内注射または注入；または頭蓋内
、例えば、髄腔内もしくは脳室内、投与を含む。
【０３３３】
　局所投与のための薬学的組成物および製剤は、経皮パッチ、軟膏、ローション、クリー
ム、ゲル、滴剤、坐剤、スプレー、液体、および粉末を含みうる。通常の薬学的担体、水
性、粉末、または油性基剤、増粘剤などは必要または望ましくありうる。
【０３３４】
　経口投与のための組成物および製剤は、粉末または顆粒、水もしくは非水性媒体におけ
る懸濁液または溶液、カプセル、サッシェ、または錠剤を含む。増粘剤、香味剤、希釈剤
、乳化剤、分散補助剤、または結合剤が望ましくありうる。
【０３３５】
　非経口、髄腔内、または脳室内投与のための組成物および製剤は、緩衝剤、希釈剤、な
らびに、限定されるわけではないが、浸透促進剤、担体化合物、および他の薬学的に許容
される担体または賦形剤のような他の適した添加剤も含みうる滅菌水溶液を含みうる。
【０３３６】
　本発明の薬学的組成物は、限定されるわけではないが、溶液、乳濁液、およびリポソー
ム含有製剤を含む。これらの組成物は、限定されるわけではないが、予備成形液体、自己
乳化固体、および自己乳化半固体を含む様々な成分から作製されうる。
【０３３７】
　本発明の薬学的製剤は、便利には単位剤形で示されうるが、製薬産業において周知の通
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常の技術に従って調製されうる。そのような技術は、活性成分を薬学的担体または賦形剤
と会合させることを含む。一般的に、製剤は、活性成分を液体担体もしくは微粉化固体担
体または両方と均一かつ密接に会合させ、その後、必要ならば、生成物を成形することに
より調製される。
【０３３８】
　本発明の組成物は、限定されるわけではないが、錠剤、カプセル、液体シロップ、軟ゲ
ル、坐剤、および浣腸剤のような多くの可能な剤形のいずれかに製剤化されうる。本発明
の組成物はまた、水性、非水性、または混合媒体における懸濁液として製剤化されうる。
水性懸濁液はさらに、例えば、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトール、
および/またはデキストランを含む懸濁液の粘性を増加させる物質を含みうる。懸濁液は
また安定剤を含みうる。
【０３３９】
　本発明のいくつかの態様において、薬学的組成物は、発泡体として製剤化されて、用い
られうる。薬学的発泡体は、限定されるわけではないが、乳濁液、マイクロエマルジョン
、クリーム、ゼリー、およびリポソームのような製剤を含む。基本的には性質は類似して
るが、これらの製剤は、最終生成物の成分および粘稠度が異なる。
【０３４０】
　細胞レベルでオリゴヌクレオチドの取り込みを増強する作用物質もまた、本発明の薬学
的および他の組成物に加えられうる。例えば、リポフェクチン(米国特許第5,705,188号)
、陽イオン性グリセロール誘導体、およびポリリシン(WO 97/30731)のようなポリカチオ
ン性分子のような陽イオン性液体もまた、オリゴヌクレオチドの細胞取り込みを増強する
。
【０３４１】
　本発明の組成物は、薬学的組成物に通常見出される他の補助成分を追加的に含みうる。
従って、例えば、組成物は、例えば、かゆみ止め薬、収斂剤、局部麻酔薬、もしくは抗炎
症剤のような追加の適合性薬学的活性材料を含みうる、または染料、香味剤、保存剤、酸
化防止剤、乳白剤、増粘剤、および安定剤のような本発明の組成物の様々な剤形を物理的
に製剤化するにおいて有用な追加の材料を含みうる。しかしながら、そのような材料が、
加えられる場合、本発明の組成物の成分の生物活性に過度に干渉しないようにあるべきで
ある。製剤は、滅菌され、必要ならば、製剤の核酸と有害に相互作用しない助剤、例えば
、潤滑剤、保存剤、安定剤、湿潤剤、乳化剤、浸透圧に影響を及ぼすための塩、緩衝剤、
着色剤、香味剤、および/または芳香剤などと混合されうる。
【０３４２】
　本発明の特定の態様は、(a)幹細胞癌マーカーの活性を調節する1つまたは複数の化合物
(例えば、抗体、小分子、siRNA、アンチセンスなど)、および(b)1つまたは複数の他の化
学療法剤を含む薬学的組成物を提供する。そのような化学療法剤の例は、限定されるわけ
ではないが、ダウノルビシン、ダクチノマイシン、ドキソルビシン、ブレオマイシン、マ
イトマイシン、ナイトロジェン・マスタード、クロラムブシル、メルファラン、シクロホ
スファミド、6-メルカプトプリン、6-チオグアニン、シタラビン(CA)、5-フルオロウラシ
ル(5-FU)、フロクスウリジン(5-FUdR)、メトトレキセート(MTX)、コルヒチン、ビンクリ
スチン、ビンブラスチン、エトポシド、テニポシド、シスプラチン、およびジエチルスチ
ルベストロール(DES)のような抗癌薬を含む。限定されるわけではないが、非ステロイド
抗炎症薬およびコルチコステロイドを含む抗炎症薬、ならびに、限定されるわけではない
が、リビビリン、ビンダラビン、アシクロビル、およびガンシクロビルを含む抗ウイルス
薬もまた、本発明の組成物に組み合わせられうる。他の化学療法剤もまた、本発明の範囲
内である。2つまたはそれ以上の併用される化合物はいっしょに、または逐次的に用いら
れうる。
【０３４３】
　投薬は、処置されるべき疾患状態の重症度および応答性に依存し、処置過程は数日間か
ら数ヶ月まで、または治癒がもたらされる、もしくは疾患状態の減少が達成される(例え



(108) JP 2008-546387 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

ば、腫瘍サイズにおける縮小)まで、続く。最適な投薬スケジュールは、患者の身体にお
ける薬物蓄積の測定から計算されうる。投与医師は、最適な用量、投薬方法、および反復
率を容易に決定できる。最適な用量は、個々のオリゴヌクレオチドの相対効力に依存して
変わることができ、一般的に、インビトロおよびインビボの動物モデルにおいて有効であ
ることが見出されたEC50に基づいて、または本明細書に記載された実施例に基づいて、推
定されうる。一般的に、用量は、体重の1kgあたり0.01μgから100gまでであり、毎日、毎
週、毎月、もしくは毎年1回または複数回、与えられうる。処置医師は、体液または組織
における測定された薬物の滞留時間および濃度に基づいて投薬についての反復率を推定で
きる。処置の成功後、疾患状態の再発を防ぐために患者に維持治療を受けさせることが望
ましくありうるが、オリゴヌクレオチドは、体重1kgあたり0.01μgから100gまでの範囲の
維持用量で、毎日1回または複数回から20年間ごとに1回まで、投与される。
【０３４４】
VIII. 癌マーカー遺伝子を発現するトランスジェニック動物
　本発明は、本発明の外因性癌マーカー遺伝子もしくはその突然変異体および変種(例え
ば、切り詰めまたは一塩基多型)を含むトランスジェニック動物、またはそのノックアウ
トの作製を企図する。いくつかの態様において、トランスジェニック動物は、野生型動物
と比較して変化した表現型(例えば、増加または減少したマーカーの存在)を示す。そのよ
うな表現型の存在または非存在を分析するための方法は、限定されるわけではないが、本
明細書に開示されたものを含む。いくつかのなかなかの態様において、トランスジェニッ
ク動物はさらに、増加もしくは減少した腫瘍の増殖、または癌の証拠を示す。
【０３４５】
　本発明のトランスジェニック動物は、薬物(例えば、癌治療)スクリーニングに使用を見
出す。いくつかの態様において、試験化合物(例えば、癌を処置するために有用ではない
かと疑われる薬物)および対照化合物(例えば、プラシーボ)がトランスジェニック動物お
よび対照動物へ投与され、効果が評価される。
【０３４６】
　トランスジェニック動物は、様々な方法によって作製されうる。いくつかの態様におい
て、様々な発生段階における胚性細胞が、トランスジェニック動物の産生のためにトラン
スジーンを導入するために用いられる。胚性細胞の発生段階に依存して異なる方法が用い
られる。接合子は、微量注入についての最良の標的である。マウスにおいて、雄性前核は
、1～2ピコリットル(pl)のDNA溶液の再現可能な注入を可能にする直径が約20マイクロメ
ートルのサイズに達する。遺伝子移入のための標的としての接合子の使用は、たいていの
場合、注入されたDNAは最初の切断の前に宿主ゲノムへ組み入れられる点で大きな利点を
もつ(Brinster et al., 1985, PNAS 82:4438-4442)。結果として、トランスジェニックの
非ヒト動物の全細胞は組み入れられたトランスジーンを有する。これはまた、一般的に、
生殖細胞の50%がトランスジーンを有するため、トランスジーンの創始者の子孫への効率
的な伝達に反映される。米国特許第4,873,191号は、接合子の微量注入のための方法を記
載する；この特許の開示は全体として本明細書に組み入れられている。
【０３４７】
　他の態様において、レトロウイルス感染が、トランスジーンを非ヒト動物へ導入するた
めに用いられる。いくつかの態様において、レトロウイルスベクターは、レトロウイルス
ベクターを卵母細胞の囲卵腔へ注入することにより卵母細胞をトランスフェクションする
ために利用される(参照により本明細書に組み入れられている米国特許第6,080,912号)。
他の態様において、発生中の非ヒト胚は、胞胚期までインビトロで培養されうる。この時
間中、卵割球は、レトロウイルス感染のための標的でありうる(Janenich, 1976, PNAS 73
:1260)。卵割球の効率的感染は、透明帯を除去するための酵素処理により得られる(Hogan
 et al., Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Col
d Spring Harbor, N.Y. [1986])。トランスジーンを導入するために用いられるウイルス
ベクター系は、典型的には、トランスジーンを有する複製欠損レトロウイルスである(Jah
ner et al., 1985, PNAS 82:6927)。トランスフェクションは、ウイルス産生細胞の単層
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上で卵割球を培養することにより容易かつ効率的に得られる(Stewart et al., 1987, EMB
O J., 6:383)。
【０３４８】
　または、感染は、後期に行われうる。ウイルスまたはウイルス産生細胞は、胞胚腔へ注
入されうる(Jahner et al., 1982, Nature 298:623)。創始者の大部分は、組み入れはト
ランスジェニック動物を形成する細胞のサブセットにおいてのみ起こるため、トランスジ
ーンについてモザイクである。さらに、創始者は、一般的に子孫で分離するゲノムにおけ
る異なる位置でのトランスジーンの様々なレトロウイルス挿入を含みうる。加えて、トラ
ンスジーンを妊娠中期胚の子宮内レトロウイルス感染により、低効率であるにしても、生
殖系列へ導入することも可能である(Jahner et al., 前記 [1982])。当技術分野に公知の
トランスジェニック動物を作製するためにレトロウイルスまたはレトロウイルスベクター
を用いる追加の手段は、レトロウイルス粒子、またはレトロウイルスを産生するマイトマ
イシンC処理細胞の受精卵または初期胚の囲卵腔への微量注入を含む(PCT国際出願WO 90/0
8832 [1990], およびHaskell and Bowen, 1995, Mol. Reprod. Dev., 40:386)。
【０３４９】
　他の態様において、トランスジーンは、胚性幹細胞へ導入され、トランスフェクション
された幹細胞は胚を形成するために利用される。ES細胞は、インビトロで適切な条件下で
着床前胚を培養することにより得られる(Evans et al., 1981, Nature 292:154; Bradley
 et al., 1984, Nature 309:255; Gossler et al., 1986, PNAS 83:9065; およびRoberts
on et al., 1986, Nature 322:445)。トランスジーンは、リン酸カルシウム共沈殿、プロ
トプラストまたはスフェロプラスト融合、リポフェクション、およびDEAE-デキストラン
媒介性トランスフェクションを含む当技術分野に公知の様々な方法によるDNAトランスフ
ェクションによりES細胞へ効率的に導入されうる。トランスジーンはまた、レトロウイル
ス媒介性形質導入により、または微量注入により、ES細胞へ導入されうる。その後、その
ようなトランスフェクションされたES細胞は、胞胚期胚の胞胚腔へのそれらの導入後、胚
を移植し、結果として生じるキメラ動物の生殖細胞系に寄与することができる(概説とし
て、Jaenisch, Science, 1988, 240:1468参照)。トランスフェクションされたES細胞の胞
胚腔への導入の前に、トランスフェクションされたES細胞は、トランスジーンが選択のた
めの手段を提供すると仮定してトランスジーンを組み込んでいるES細胞について濃縮する
ための様々な選択プロトコールに供されうる。または、ポリメラーゼ連鎖反応は、トラン
スジーンを組み込んでいるES細胞についてスクリーニングするために用いられうる。この
技術は、胞胚腔への移入の前に適切な選択条件下でトランスフェクションされたES細胞の
増殖の必要性を除去する。
【０３５０】
　さらに他の態様において、相同組換えが、遺伝子機能をノックアウトする、または欠失
突然変異体(例えば、切り詰め突然変異体)を作製するために利用される。相同組換えのた
めの方法は、参照により本明細書に組み入れられている、米国特許第5,614,396号に記載
されている。
【０３５１】
実験
　以下の実施例は、本発明の特定のいくつかの態様および局面を実証し、さらに例証する
ために提供され、その範囲を限定すると解釈されるべきではない。
【０３５２】
　以下に続く実験の開示において、以下の略語が適用される：N(正常)；M(モル濃度)；mM
(ミリモル濃度)；μM(マイクロモル濃度)；mol(モル)；mmol(ミリモル)；μmol(マイクロ
モル)；nmol(ナノモル)；pmol(ピコモル)；g(グラム)；mg(ミリグラム)；μg(マイクログ
ラム)；ng(ナノグラム)；lまたはL(リットル)；ml(ミリリットル)；μl(マイクロリット
ル)；cm(センチメートル)；mm(ミリメートル)；μm(マイクロメートル)；nm(ナノメート
ル)；および℃(摂氏度)。
【０３５３】
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実施例1
固形腫瘍細胞異種移植モデルの確立および分析
　この実施例は、ヒト由来のヒト固形腫瘍細胞を用いてマウスにおける腫瘍の発生および
これらの腫瘍の分析を記載する。
【０３５４】
材料および方法
マウス調製
　8週齢雌NOD-SCIDマウスを、0.2mlケタミン/キシラジン(4ml容量における、20mgキシラ
ジンと混合された300mgケタミン。20gマウスあたり溶液の0.02mlが用いられた)の腹腔内
注射により麻酔した。200μlへの希釈は、HBSSを用いて行われた。その後、マウスを腹腔
内注射によりVP-16(エトポシド)で処理した(200μlの最終注射容量について無血清HBSSに
希釈された1kgマウスあたり30mgエトポシド用量)。同時に、エストロゲンペレットを、ト
ロカールを用いてマウスの首の後ろの皮下に置いた。すべての腫瘍注入/移植はこの手順
から5日後に行われた。以下の手順において、マウスを上記のように麻酔した。
【０３５５】
原発腫瘍標本移植
　新鮮な標本の移植のために、ヒト乳房腫瘍の試料を手術から1時間以内に受け取った。
腫瘍をはさみで小片へ切断し、その後、小片を、2x2mmサイズの小片を生じるように刃で
切り刻んだ。切り刻みは、氷上無菌条件下で20%ウシ胎児血清(FBS)を追加された滅菌RPMI
 1640培地中で行われた。腫瘍片を、移植前に無血清HBSSで洗浄した。その後、中央腹部
領域に2mm切開を行い、トロカールを用いて、1～2個の小さな腫瘍片を、右上および左上
の乳房脂肪体(両側の第二乳頭の真下)の領域に移植した。MFP-Nippleの周りを2回、6-0縫
合糸で巻き、移植された小片を定位置に保持するのを可能にした。縫合糸を5日後に取り
除いた。Nexabanは、切り口を塞ぐために用いられ、マウスは、腫瘍増殖について毎週、
モニターされた。
【０３５６】
胸水注射
　胸水の注射のために、胸腔穿刺術後すぐに細胞を受け取り、無血清HBSSで洗浄した。細
胞を、その後、無血清RPMI/マトリゲル(Matrigel)混合物(1:1容量)に懸濁し、その後、18
G針を用いて右上および左上乳房脂肪体へ注射した。典型的には、100万～200万個の細胞
を含む0.2mlを注射した。針注射の部位は、いかなる細胞の漏出も防ぐためにNexabanで塞
がれた。
【０３５７】
腫瘍細胞の単細胞懸濁液の調製
　コラゲナーゼでの消化の前に、異種移植片腫瘍または原発ヒト腫瘍を小片へ切断し、そ
の後、滅菌刃を用いて完全に切り刻んだ。単細胞懸濁液を得るために、胸水細胞または結
果として生じた腫瘍片のいずれかをその後、HBSS溶液における超高純度コラゲナーゼIII(
1mlあたり200～250Uコラゲナーゼ)と混合し、37℃で3～4時間、インキュベートするよう
にさせておいた。10mlピペットでのピペッティングを15～20分間ごとに行った。インキュ
ベーションの終わりに、細胞を45μlナイロンメッシュを通して濾過し、RPMI-20%FBSで洗
浄し、その後、HBSSで2回、洗浄した。注射されうる細胞を、その後、HBSS/マトリゲル混
合物(1:1容量)に懸濁し、上記のように乳房脂肪体の領域へ注射した。Nexabanが注射部位
を塞ぐために用いられた。
【０３５８】
フローサイトメトリーのための細胞染色
　細胞を数え、その後、5mlチューブへ移し、2%加熱不活性化仔ウシ血清(HICS)を含むHBS
Sで2回、洗浄し(5 min @ 1000 rpm)、その後、2%HICSを含むHBSSの100μl(106細胞あたり
)に再懸濁した。Sandoglobin溶液(1mg/ml)の5mlをその後、加え、氷上で10分間、インキ
ュベートし、その後、試料をHBSS 2%HICSで2回、洗浄し、HBSS 2%HICSの100ml(106細胞あ
たり)に再懸濁した。その後、抗体(抗体につき適切な希釈を用いて)を加え、氷上で20分
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間、インキュベートし、その後、HBSS 2%HICSで2回、洗浄した。必要な場合、二次抗体添
加が、HBSS 2%HICSの100μl(106細胞あたり)に再懸濁し、その後、1～4mlの二次抗体(二
次抗体およびその濃度に依存して)を加え、続いて、20分間のインキュベーションを行う
ことにより実施された。ストレプトアビジンを用いる場合、細胞を、HBSS 2%HICSの100μ
l(106細胞あたり)に再懸濁し、その後、示された蛍光色素と結合したストレプトアビジン
の1μlを加え、続いて、20分間のインキュベーションを行った。細胞をHBSS 2%加熱不活
性化ウシ胎児血清(HICS)で2回、洗浄し、7AAD(1mg/ml最終濃度)を含むHBSS 2%HICSの0.5m
l(百万個の細胞あたり)に再懸濁した。
【０３５９】
フローサイトメトリー
　用いられた抗体は、抗CD44(APC、PE、またはビオチン)、抗CD24(PEまたはFITC)、抗B38
.1(APC)、抗ESA-FITC(Biomeda, CA)、抗H2Kd(Santa Cruz Products, Santa Cruz, CA)で
あった。Lineageマーカー抗体は、抗CD2、抗CD3、抗CD10、抗CD16、抗CD18、抗CD31、抗C
D64、および抗CD140bであった。断りのない限り、抗体は、Pharmingen(San Diego, CA)か
ら購入された。抗体を、試験に依存して様々な蛍光色素に直接結合させた。すべての試験
において、マウス細胞および/またはLineage＋細胞は、フローサイトメトリー中、H2Kd+(
クラスI MHC)細胞またはLineage＋細胞を捨てることにより排除された。死細胞を、生死
判別色素7-AADを用いて排除した。フローサイトメトリーは、FACSVantage(Becton Dickin
son, San Jose, CA)上で行われた。側方散乱および前方散乱プロファイルは細胞二重項を
排除するために用いられた。細胞は、ルーチン的に2回、ソーティングされ、細胞は、典
型的には95%より高い、純度について再分析された。
【０３６０】
　固形腫瘍において、腫瘍細胞の小さな割合だけがインビトロのクローン形成アッセイ21

～24, 101～103においてコロニーを形成できることは実証されている(Southam & Brunsch
wig, 1961, Cancer 14:971-8; Wodinsky et al., 1967, Cancer Chemother, Rep. 51:415
-21; Bergsagel & Valeriote, 1968, Cancer Res 28:2187-96; Fialkow, 1976, Birth De
fects Orig. Artic Ser. 12:123-32; Hamburger & Salmon, 1977, Science 197:461-3; H
eppner, 1984, Cancer Res. 44:2259-65; Weisenthal & Lippman, 1985, Cancer Treat. 
Report 69:615-48)。さらになお、多数の細胞は、典型的には、異種移植モデルにおいて
腫瘍を形成するために移植されなければならない。これらの観察についての一つの可能な
説明は、腫瘍内のあらゆる細胞が増殖し、かつ新しい腫瘍を形成する能力を有するが、こ
れらのアッセイにおける必要な段階を完了する個々の細胞の可能性は小さいことである。
他に採り得る説明は、細胞のまれな、表現型的に異なるサブセットのみが、有意に増殖し
、かつ新しい腫瘍を形成する能力を有するが、このサブセット内の細胞はそれほど非常に
効率的に行うことである(Reya et al., 2001, Nature 414:105-11)。これらの可能性の間
を識別するために、これらの腫瘍におけるクローン原性細胞を、これらの細胞を他の非腫
瘍形成性細胞から区別するマーカーを用いて同定することが必要である。これは、急性骨
髄性白血病(AML)において達成されており、白血病細胞の特定の亜集団(正常な造血幹細胞
と類似したマーカーを発現する)が一貫してNOD/SCID免疫不全マウスにおいてクローン原
性活性について濃縮されていたが、他の癌細胞はクローン原性活性を枯渇していた(Lapid
ot et al., 1994, Nature 17:645-8; Larochelle et al., 1996, Nat. Med. 2:1329-37; 
Bonnet & Dick, 1997, Nat. Med. 3:730-7)。そのような試験は固形癌において報告され
ていない。
【０３６１】
　固形腫瘍不均一性の機構を調べるために、ヒト乳癌がマウス乳房脂肪体において効率的
に増殖するNOD/SCID免疫不全マウスモデルの改変であるマウスモデルが開発された(Sakak
ibara et al., 1996, Cancer J. Si. Am. 2:291-300)。本出願において、固形腫瘍が、マ
ウスにおいて腫瘍を形成する排他的能力を有する特徴的な細胞集団を含むことが示された
。これらの細胞は、それらが一貫して腫瘍を形成するが、他の癌細胞集団は腫瘍形成の能
力がある細胞を枯渇しているため、腫瘍形成性細胞または発癌細胞と呼ばれる。これらの
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細胞集団間を区別できる細胞表面マーカーは同定された。これらの発見は、定義された細
胞のサブセットが腫瘍形成を作動させ、加えて腫瘍細胞不均一性を生じるという、乳房腫
瘍生物学の新しいモデルを提供する。癌細胞のこの腫瘍形成性集団の将来的同定は、その
後、癌細胞のこの重要な集団を除去するための標的としての役割を果たすことができるこ
れらの細胞に発現した分子の同定を可能にする。
【０３６２】
腫瘍標本および移植率
　9人の異なる患者における原発性または転移性部位から得られたヒト乳癌標本(腫瘍1～9
；T1～T9と名付けられた)はすべてNOD/SCIDマウスに移植された(表1)。一つの場合におい
て、癌細胞は原発乳房腫瘍から得られたが(T2)、他の場合には、細胞は転移性胸水から得
られた(T1、T3～T9)。いくつかの試験は、細胞に、それらがマウスにおいて1回または2回
継代された(継代1&2と名付けられた)後で行われたが、他の試験は、患者から直接得られ
た継代されていない新鮮なまたは凍結した腫瘍試料に行われた。マウスにおいて継代され
た腫瘍由来のヒト癌細胞を用いる場合、混入しているマウス細胞を、H2K+細胞[マウス組
織適合性クラスI(MHC)]を排除することにより除去した。
【０３６３】
　（表１）

【０３６４】
　表1は、ヒト乳癌のNOD/SCIDマウスへの移植の結果を示した。マウスに、選別されてい
ないT1およびT3細胞、ならびにT2の2mm小片を注入した。T4～T9由来の細胞は、図1に記載
されているようにフローサイトメトリーにより単離された。試験されるすべての9つの腫
瘍は、NOD/SCIDマウスモデルに移植された。原発乳房腫瘍であるT2を除いて、すべての他
の腫瘍は転移性であった。腫瘍の全部は、T4を除いてマウスにおいて連続的に継代された
。
【０３６５】
腫瘍形成性マーカーの同定
　乳癌細胞は、CD44、CD24、およびB38.1を含む様々な細胞表面マーカーの発現に関して
不均一であった。CD24およびCD44は接着分子であり、一方、B38.1は乳房/卵巣癌特異的マ
ーカーとして記載されている(Kufe et al., 1983, Cancer Res. 43:851-7; Uchida et al
., 2000, PNAS 97:14720-5; Ahrens et al., 2001, Oncogene 20)。これらのマーカーが
腫瘍形成性細胞を非腫瘍形成性細胞から区別できるかどうかを決定するために、フローサ
イトメトリーが、第一継代T1またはT2細胞由来の各マーカーについて陽性または陰性であ
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る細胞を単離するために用いられた。各集団の2x105～8x105細胞を注入した場合、CD44+

細胞(8/8)、B38.1+細胞(8/8)、またはCD24-/低細胞(12/12)が注入から12週間以内に目に
見える腫瘍を生じたが、CD44-細胞(0/8)またはB38.1-細胞(0/8)注入のどれも検出可能な
腫瘍を形成しなかった(表2)。CD24+細胞を注入された位置における触診により腫瘍は検出
されることができなかったが、CD24+細胞を注入された12匹のマウスのうち2匹は、検視で
検出された注入部位における少しの増殖を含んだ。これらの増殖は、選別されたCD24+細
胞に必ず混入する1～3%のCD24-細胞から、または代わりに、低下した増殖能力をもつCD24
+細胞から生じた可能性が最も高い(表2)。CD44+細胞はもっぱらB38.1+であったため、本
発明者らは次の試験においてCD44およびCD24マーカーに焦点を合わせた。
【０３６６】
　正常細胞型に関連したいくつかの抗原(Lineageマーカー；CD2、CD3、CD10、CD16、CD18
、CD31、CD64、およびCD140b)は、マウスにおいて複数回継代されている腫瘍の分析に基
づいて癌細胞により発現しないことが見出された。継代されていないまたは初期継代腫瘍
細胞からLineage＋細胞を排除することにより、正常ヒト白血球、内皮細胞、中皮細胞、
および線維芽細胞が排除された。顕微鏡試験により、Lineage－腫瘍細胞は腫瘍性細胞の
外観をもった(図6)。
【０３６７】
　（表２）

【０３６８】
　表2は、示されたマーカーの発現に基づいて図1に記載されているようにフローサイトメ
トリーにより単離され、NOD/SCIDマウスの乳房脂肪体への注入後腫瘍を形成する能力につ
いてアッセイされた細胞の結果を示す。12週間、マウスは観察および触診により腫瘍につ
いて毎週、調べられ、その後、すべてのマウスは、触診するには小さすぎた注入部位にお
ける増殖を探すために検視された。形成した腫瘍の数/行われた注入の数が各集団につい
て示されている。すべての腫瘍は、検視で検出されただけであったCD24+集団由来の腫瘍
を除いて、目視検査および触診により容易に明らかであった。
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【０３６９】
　腫瘍に依存して、腫瘍または胸水におけるLineage－癌細胞の11%～35%は、CD44+CD24-/
低であった(図4a-1f)。9人の患者から単離されているCD44+CD24-/低Lineage－細胞または
Lineage－癌細胞の他の集団を、マウスの乳房脂肪体へ注入した(表3)。選別されず、継代
されたT1またはT2細胞を注入する場合、5x104細胞は一貫して腫瘍を生じたが、104細胞は
少数の場合においてのみ、腫瘍を生じた。対照的に、少なくも103個のT1またはT2 CD44+C
D24-/低Lineage－細胞はすべての場合において腫瘍を生じた(表3)。T1およびT2において
、CD44+Lineage－であるがCD24+である2x104個までの細胞は、腫瘍を形成できなかった。
これらのデータは、CD44+CD24-/低Lineage－集団が、未分画腫瘍細胞に対して、NOD/SCID
マウスにおいて腫瘍を形成する能力について10～50倍濃縮されていることを示唆する。CD
44+CD24-/低Lineage－細胞が継代された腫瘍(T1、T2、T3)から単離されようが、患者から
直接得られた継代されていない癌細胞(T1、T4～T6、T8、T9)から得られようが、それらは
、腫瘍形成性活性について濃縮されていた。T7は、このパターンに適合しなかった、研究
された9つの癌のうちの唯一の1つであったことは留意されたい(図4f)。T7以外は、継代さ
れていないおよび継代された腫瘍の両方におけるCD24+Lineage－癌細胞は新しい腫瘍を形
成できなかった(表3)。それゆえに、異種移植片および継代されていない患者腫瘍は、表
現型的に多様な癌細胞型の類似した集団で構成され、両方の場合において、CD44+CD24-/
低Lineage－細胞のみが増殖して新しい腫瘍を形成する能力を有した(p<0.001)。
【０３７０】
　（表３）
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【０３７１】
　表3に示されているように、腫瘍形成性乳癌細胞は、ESA+CD44+CD24-/低集団中に高度に
濃縮されていた。細胞は、第一継代(マウス継代1と名付けられた)腫瘍1、腫瘍2、および
腫瘍3、第二継代(マウス継代2と名付けられた)腫瘍3から単離され、継代されていない細
胞は、6人の異なる患者から得られた、T1、T4、T5、T6、T8、およびT9(患者の腫瘍細胞と
名付けられた)。CD44+CD24+Lineage－集団およびCD44+CD24-/低Lineage－細胞は、図1に
記載されているようにフローサイトメトリーにより単離された。各表現型の示された数の
細胞がNOD/SCIDマウスの乳房へ注入された。改変最大尤度解析方法により計算された腫瘍
形成性細胞の頻度は、単一腫瘍形成性細胞が腫瘍を形成する能力があった場合には～5/10
5であり、あらゆる移植された腫瘍形成性細胞は腫瘍を生じた(Porter & Berry, 1964, Br
. J. Cancer 17)。それゆえに、この計算は、移植に影響を及ぼすことができる細胞-細胞
相互作用および局部的環境因子を考慮しないため、腫瘍形成性細胞の頻度を低く見積もり
うる。示されているマーカーに加えて、すべての試験におけるすべての選別された細胞は
Lineage－であり、T1、T2、およびT3由来の腫瘍形成性細胞はB38.1+としてさらに選択さ
れた。マウスは、4ヶ月～6ヶ月半の間、またはマウスが腫瘍から病気になるまで、毎週観
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察された。#T5 ESA-CD44+CD24-/低Lineage－細胞による腫瘍形成が2～4週間だけ、遅れた
。*2,000細胞がこれらの試験に注入された。
【０３７２】
　図1は、腫瘍形成性細胞の単離を示す。フローサイトメトリーが、NOD/SCIDマウスにお
いて腫瘍形成性について試験される腫瘍1(a、b)、腫瘍3(c)、腫瘍5(d)、腫瘍6(e)、およ
び腫瘍7(f)細胞の亜集団を単離するために用いられた。T1(b)およびT3(c)は、NOD/SCIDマ
ウスにおいて1回継代されているが(P)、残りの細胞は、患者からの切除後すぐに得られた
凍結または非凍結試料であった(UP)。細胞は、CD44、CD24、Lineageマーカー、およびマ
ウスH2K(マウスから得られる継代された腫瘍について)、および7AADに対する抗体で染色
された。死細胞(7AAD+)、マウス細胞(H2K+)、およびLineage＋正常細胞は全分析から排除
された。図1における各プロットは、生きているヒトLineage－癌細胞のCD24およびCD44染
色パターンを描き、各標本における癌細胞/全細胞のパーセンテージとしての四角で囲ま
れた腫瘍形成性癌集団の頻度が示されている。
【０３７３】
　腫瘍の3つにおいて、腫瘍形成性活性のさらなる濃縮は、CD44+CD24-/低集団のESA+サブ
セットを単離することにより可能であった。ESA(上皮特異的抗原、Ep-CAM)は、良性反応
性中皮細胞から上皮癌細胞を区別するためにこれまで用いられている(Packeisen et al.,
 1999, Hybridoma 18:37-40)。ESA+CD44+CD24-/低Lineage－細胞は継代されたT1から単離
され、少なくも200個の細胞が一貫して、注入から約5～6ヶ月後、およそ1cmの腫瘍を形成
したが、2000個のESA-CD44+CD24-/低Lineage－細胞または20,000個のCD44+CD24+細胞はい
つも腫瘍を形成することができなかった(表3)。1万個の選別されていない細胞は12匹のマ
ウスのうちの3匹のみにおいて腫瘍を形成した。これは、ESA+CD44+CD24-/低Lineage－集
団が、未分画腫瘍細胞に対して腫瘍を形成する能力について50倍より多く濃縮されたこと
を示唆する(表3)。ESA+CD44+CD24-/低Lineage－集団は、第一継代T1細胞の2～4%(癌細胞
の2.5～5%)を占めた。継代されていないT5細胞由来のESA+CD44+CD24-/低Lineage－集団(
癌細胞の0.6%)もまた、ESA-CD44+CD24-/低Lineage－細胞と比較して腫瘍形成性活性につ
いて濃縮されたが、ESA+およびESA-画分の両方とも、いくらかの腫瘍形成性活性を有した
(表3)。継代されていないT5細胞の中で、少なくも1000個のESA+CD44+CD24-/低Lineage－

細胞が一貫して腫瘍を形成した。
【０３７４】
　細胞集団の腫瘍形成性における違いが細胞周期における違いによるかどうかを決定する
ために、集団をフローサイトメトリーにより分析した。T1由来の腫瘍形成性および非腫瘍
形成性癌細胞の細胞周期状態の比較により、両方とも類似した細胞周期分布を示すことが
明らかにされた(図2a、2b)。それゆえに、いずれの集団も細胞周期の特定の時期における
細胞について濃縮されておらず、非腫瘍形成性細胞は、異種移植モデルにおいて少なくと
も限られた数の分裂を起こすことができた。
【０３７５】
　図2は、腫瘍形成性および非腫瘍形成性乳癌細胞のDNA含量を示す。T1から単離されたES
A+CD44+CD24-/低Lineage－腫瘍形成性細胞(a)および残りのLineage－非腫瘍形成性癌細胞
(b)の細胞周期状態は、DNA含量のhoechst 33342染色により測定された(20)。腫瘍形成性
および非腫瘍形成性細胞集団は、類似した細胞周期分布を示した。
【０３７６】
　接種から6ヶ月後、20,000個の腫瘍形成性CD44+CD24-/低Lineage－細胞および20,000個
のCD44+CD24+Lineage－細胞の注入部位を組織学により調べた。CD44+CD24-/低Lineage－

注入部位は直径が約1cmの腫瘍を含んだが、CD44+CD24+Lineage－注入部位は検出可能な腫
瘍を含まなかった(図6c)。CD44+CD24+Lineage－注入の部位において組織学により正常な
マウス乳房組織のみが見られたが(図3a)、ヘマトキシリンおよびエオシン染色切片により
判断されるように、CD44+CD24-/低Lineage－細胞により形成された腫瘍は、悪性細胞を含
んだ(図3b)。それぞれ1,000～50,000個の細胞を投与された58匹のマウス由来のCD44+CD24
+Lineage－注入部位が16～29週間後に調べられた時でさえも、腫瘍は検出されなかった。
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さらになお、腫瘍形成性および非腫瘍形成性集団は形態学的に区別できなかった。継代お
よび非継代腫瘍由来のLineage－細胞の腫瘍形成性および非腫瘍形成性サブセットの両方
とも、ライト染色またはパパニコロー染色および顕微鏡分析により判断されるように、>9
5%癌細胞を含んだ。組織学により、CD44+CD24-/低Lineage－細胞および残りのLineage－

細胞は、上皮癌細胞の外観をもった(図3d、3e)。
【０３７７】
　図3は、CD24+注入部位(a)、(20x対物レンズ倍率)正常なマウス組織のみを現した、一方
CD24-/低注入部位(b)、(40x対物レンズ倍率)悪性細胞を含んだ、からの組織像を示す。(c
)CD44+CD24-/低Lineage－注入部位でのマウスにおける代表的な腫瘍、しかしCD44+CD24+L
ineage－注入部位ではなかった。T3細胞は、パパニコロー染色で染色され、顕微鏡(100x
対物レンズ)によって調べられた。非腫瘍形成性(c)および腫瘍形成性(d)集団の両方とも
腫瘍性外観をもち、大きな核および顕著な核小体を有する細胞を含んだ。
【０３７８】
　腫瘍形成性集団は、初発腫瘍に見出される表現型的不均一性を生じることができる。新
しい腫瘍を生じる少数のCD44+CD24-/低Lineage－腫瘍形成性細胞の能力は、正常な幹細胞
の器官形成性能力を連想させる。正常幹細胞は自己再生し、低下した増殖能をもつ表現型
的に多様な細胞を生じる。腫瘍形成性乳癌細胞もまたこれらの性質を示すかどうかを試験
するために、200個のESA+CD44+CD24-/低Lineage－T1または1,000個のCD44+CD24-/低Linea
ge－T2細胞から生じた腫瘍を解離させ、フローサイトメトリーにより分析した。二次腫瘍
におけるESA、CD44、またはCD24の不均一な発現パターンは、それらが由来した腫瘍の表
現型的複雑性と似ていた(図7a、7b対7e、7f)。これらの二次腫瘍内において、CD44+CD24-
/低Lineage－細胞は腫瘍形成性のままであり、一方、Lineage－癌細胞の他の集団は非腫
瘍形成性のままであった(表3)。このように、腫瘍形成性細胞は、腫瘍形成性細胞が由来
している原発腫瘍の複雑性を繰り返す、追加のCD44+CD24-/低Lineage－腫瘍形成性細胞お
よび表現型的に多様な非腫瘍性細胞の両方を生じた。T1、T2、およびT3由来のこれらのCD
44+CD24-/低Lineage－腫瘍形成性細胞は、今、マウスにおいて4ラウンドの腫瘍形成を通
って連続的に継代されており、腫瘍形成性の減少の証拠も無く各継代において類似した結
果を生じている。これらの観察は、CD44+CD24-/低Lineage－腫瘍形成性癌細胞が正常な幹
細胞の自己再生および分化に類似した過程を起こすことを示唆している。
【０３７９】
　図4は、CD44+CD24-/低Lineage－細胞から生じた腫瘍における表現型的多様性を示す。
プロットは、腫瘍1(a、c、およびe)または腫瘍2(b、d、およびf)由来の生きているヒトLi
neage－癌細胞のCD24およびCD44またはESA染色パターンを描く。T1 CD44+Lineage－細胞(
a)またはT2Lineage－細胞(b)はNOD/SCIDマウスにおいて1回継代されている腫瘍から得ら
れた。T1由来のESA+CD44+CD24-/低Lineage－腫瘍形成性細胞(c)またはT2由来のCD44+CD24
-/低Lineage－腫瘍形成性細胞(d)は単離され、NOD/SCIDマウスの乳房へ注入された。パネ
ル(e)および(f)は、これらの細胞から生じた腫瘍の分析を描く。両方の場合において、腫
瘍形成性細胞は、最初の腫瘍に観察されたものと類似した表現型的に多様な細胞を含んだ
腫瘍を形成した。
【０３８０】
乳癌腫瘍細胞の亜集団におけるWnt経路遺伝子の発現
　フリズルド(Frizzled)タンパク質は、Wntファミリーの増殖/生存因子についての受容体
である。いくつかの正常幹細胞において、Wntは、増殖、生存、および分化において役割
を果たすことが知られている。特定の状況において、Wntの刺激は、幹細胞自己再生を促
進することができる。活性化により、Wntはβ-カテニンの安定化を誘導する。β-カテニ
ンに対する抗体を用いるフローサイトメトリーは、腫瘍1細胞がこのタンパク質を発現す
ることを実証している(図5)。免疫組織化学法は、β-カテニンが細胞質および核に位置し
ていることを示しており、そのタンパク質が活性であることを表す(データ非呈示)。異な
るWntタンパク質は異なるフリズルド受容体を特異的に活性化する(Taipale & Beachy, 20
01, Nature, 411:349)。Wntシグナル伝達経路は、正常細胞および乳癌細胞の両方の増殖
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において重要な役割を果たすように思われるため、腫瘍1の腫瘍形成性細胞および非腫瘍
形成性細胞におけるWnt経路遺伝子の発現を調べた(図5)。これを行うために、百個のESA+

B38.1+CD24-/低Lineage－(腫瘍形成性)または非腫瘍形成性腫瘍細胞を単離した。フリズ
ルドタンパク質のそれぞれについて入れ子(nested)プライマーを用いるRT-PCRを行った。
これらの結果は、腫瘍形成性細胞はフリズルド2および6を発現したが、非腫瘍形成性細胞
はフリズルド2および7を発現したことを実証している(図5)。これらの試験は、同一の結
果をもって2回、繰り返されている。次に、乳癌細胞により発現したWntファミリーのメン
バーが同定された。RNAを、10,000個の非腫瘍性幹細胞から単離した。Wntファミリーの20
個より多い既知のメンバーがあり、乳癌腫瘍において特定のWntの発現を分析することを
困難にさせている。それゆえに、RT-PCRを、すべての既知のWnt遺伝子を認識する変性プ
ライマーを用いて行い、クローニングをし、結果として生じたcDNAをシーケンシングした
。驚くべきことに、本発明者らは、非腫瘍形成性細胞によるのみのcDNAの発現を検出する
ことができた(図5)。これは、10細胞レベルでのRT-PCRを行って確認された。フリズルド6
発現は、10個の腫瘍形成性試料のうちの9個、および10個の非腫瘍形成性細胞試料のうち
の1個のみにおいて検出された。cDNAをクローニングし、シーケンシングより、これらの
細胞がWnt 3A、4、7A、7B、10B、および11を発現することが明らかにされた。Wntシグナ
ルは、乳癌細胞および正常内皮細胞の両方の増殖に関与している。本発明を実施するため
に理解する必要はないとはいえ、これは、非腫瘍形成性細胞が、Wnt経路を介しての乳癌
幹細胞の刺激および血管形成の両方により腫瘍形成を促進することを示唆する。このモデ
ルは、個々の細胞とは対照的に、組織の小片を用いて乳癌を増殖させることがずっと容易
であるという公知の観察と非常に良く一致している(Bergsagel & Valeriote, 1968, Canc
er Res. 28:2187-96)。
【０３８１】
　図5は、Wnt(左パネル)およびフリズルド(右パネル)の発現を示す。左パネルに関して、
RT-PCRを、示された型の10,000細胞から単離されたRNAで変性Wntプライマーを用いて行っ
た。＋または－はRTが用いられたかどうかを示す。右パネル。RNAを、図1に記載されてい
るようにフローサイトメトリーにより単離された百個の乳癌細胞または乳癌幹細胞から単
離した。RT-PCRを、示されたmRNAを検出するために入れ子プライマーを用いて行った。RT
を省く対照RT-PCR反応が陰性であった。
【０３８２】
　フリズルドタンパク質の発現についてのRT-PCR結果を確認するために、Affymetrixマイ
クロアレイを、腫瘍1、腫瘍2、および腫瘍3癌幹細胞から作製されたcDNAで探索した。す
べての3つの腫瘍はフリズルド2および6を発現した。加えて、腫瘍2および3はフリズルド4
を発現するように思われた。
【０３８３】
腫瘍からの正常細胞の単離
　その後、これらの細胞に関する分子研究を行うために十分な正常細胞が腫瘍から単離さ
れうるかどうかを決定するために努力がなされた。患者の腫瘍(サイズが約3cm)由来の正
常な線維芽細胞および内皮細胞をフローサイトメトリーにより単離した。腫瘍細胞の2%は
CD31+内皮細胞であり、8%がCD140b+線維芽細胞であった(図6)。腫瘍の1/45がフローサイ
トメトリーに用いられた時、9千個の線維芽細胞および2千個の内皮細胞が収集された。外
挿により、腫瘍全体から約90,000個の内皮細胞および405,000個の線維芽細胞を単離する
ことは可能であっただろう。
【０３８４】
　図6は、正常な腫瘍線維芽細胞および内皮細胞の単離を示す。腫瘍を、方法セクション
に記載されているように解離させ、腫瘍細胞を、CD2、CD3、CD16、CD18、CD45、CD64に対
する抗体で標識されたチトクロム、および抗B38.1-APC(造血細胞および腫瘍細胞をそれぞ
れ、排除するために)、抗CD140b-PE、および抗CD31-FITCで染色した。A：ボックスは、Li
neage－CD31-CD140b+細胞である線維芽細胞についてのソーティングゲートを示す。B：ボ
ックスはCD31+Lineage－細胞である内皮細胞についてのソーティングゲートを示す。
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【０３８５】
乳癌幹細胞のアデノウイルスベクターでの感染
　異種移植片腫瘍は組織培養においてのみ短時間で増殖することができるため、通常のト
ランスフェクション方法は、一般的に、遺伝子発現研究に有用ではなく、ウイルスベクタ
ーのみが、乳癌幹細胞に効率的に形質導入する可能性をもっている。それゆえに、T1乳癌
幹細胞に感染するアデノウイルスベクターの能力が試験された。これを行うために、10,0
00個の乳癌幹細胞または対照MCF-7細胞の群に、0個、50個、500個、または5,000個のLacZ
アデノウイルス粒子を感染させた。図7は、本発明者らが幹細胞の90%より多くに容易に形
質導入することができ、それらが、対照MCF-7細胞が感染するより容易にアデノウイルス
ベクターに感染することを示している。これは、本発明者らが、幹細胞に組換え遺伝子を
形質導入するためにアデノウイルスを用いることができることを実証している。
【０３８６】
　図7は、乳癌幹細胞のアデノウイルスベクターでの感染を示す。フローサイトメトリー
がCD44+CD24-/低Lineage－細胞を単離するために用いられた。腫瘍1幹細胞または対照MCF
-7細胞に、0個、または500個、または5,000個のLacZアデノウイルス粒子/細胞を感染させ
た。2日後、細胞をX-galで染色した。腫瘍1幹細胞がアデノウイルスベクターにより容易
に感染することに注目されたい。
【０３８７】
　以下のデータは、造血幹細胞を研究している仕事の記載である。それは基本的な幹細胞
性質を例証し、それはまた、どのようにして幹細胞の単離が、これらの細胞を初めて特徴
付けること、およびその後、それらを機能的に特徴付けるために分子生化学的研究を行う
ことを可能にするのかを実証している。
【０３８８】
成体幹細胞数は厳密に制御される
　造血幹細胞(HSC)恒常性の制御は良く理解されていない。本発明者らは、骨髄における
長期再構築HSCまたは制限前駆体の数におけるマウス系統間の違いに結びつけられる遺伝
子多型についてスクリーニングした。AKR/Jマウスは、C57BL/Ka-Thy-1.1マウスよりそれ
らの骨髄におけるHSCおよび制限前駆体の両方の有意に高い頻度および数を有した。C57BL
/Ka-Thy-1.1対立遺伝子は部分的に優性であった。H-2複合体を含む第17染色体上の座位は
、長期自己再生HSCの頻度と有意に結びつけられたが、制限前駆体の頻度への連関の証拠
を示さなかった。逆に、第1染色体座位は、制限前駆体頻度への示唆的連関を示したが、H
SC頻度と結びつけられなかった。これは、インビボでHSCおよび制限前駆体の頻度の別個
の遺伝的決定基があることを実証している。AKR/J第17染色体座位は、C57BL背景上へ作り
出される場合、HSC頻度を増加させるのに十分ではなかった。これは、HSC頻度に影響を及
ぼすために、この座位の産物が非連鎖修飾座位との相互作用に依存する可能性が高いこと
を示唆している。本発明は、幹細胞増殖が動物において厳しい遺伝的制御下にあることを
実証している。
【０３８９】
造血幹細胞のゲノム分析
　造血幹細胞(HSC)は、自己再生能力および多分化発生能を有する。HSCの自己再生を制御
する分子機構はまだ大部分、知られていない。HSCにおける遺伝子発現プロファイルを分
析するためにバイオインフォマティックスおよびアレイハイブリダイゼーション技術を用
いる系統的アプローチが行われた。非拘束細胞系統において主に発現されたmRNAを濃縮す
るために、HSCの高濃縮化集団ならびに幹細胞および初期多能性前駆細胞(MPP)の混合集団
から作製された54,000個のcDNAクローンを、ナイロン膜上に整列させ(マクロアレイまた
は高密度アレイ)、脾臓、胸腺、および骨髄を含む成熟系統細胞由来のcDNAプローブで引
き算した。非常に低いハイブリダイゼーションシグナルをもつ5千個のcDNAクローンを、
シーケンシングおよびガラススライド上のマイクロアレイを用いるさらなる分析のために
選択した。細胞の2つの集団、HSCおよびMPP細胞、をマイクロアレイ分析を用いて示差的
遺伝子発現について比較した。HSCは自己再生する能力を有するが、MPP細胞は、自己再生
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の能力を喪失している。HSCおよびMPP細胞の濃縮化集団により示差的に発現した多数の遺
伝子を同定した。これらは、転写因子、シグナル伝達分子、および以前には知られていな
い遺伝子を含んだ。
【０３９０】
Bmi-1はHSC自己再生に必要とされる
　HSCの遺伝子発現分析は、本発明者らが、自己再生にとって重要である可能性がある遺
伝子を同定することを可能にした。遺伝子発現データの解析後、本発明者らは、重要な幹
細胞制御遺伝子を同定するために機構研究を始めた。幹細胞生物学における中心的課題は
、造血が動物の一生続くために必要とされる、HSCの自己再生を制御する機構を理解する
ことである。本発明者らは、成体およびE14.5胎児マウスならびに成人ヒトの造血幹細胞
がプロトオンコジーンbmi-1を発現することを見出した。フローサイトメトリーにより測
定される場合の胎児肝臓HSCの数は、機能bmi-1の喪失マウスにおいて正常であり、bmi-1-
/-HSCはケモカイン勾配へ正常に移動することができた。出生後のbmi-1-/-マウスにおい
て、初期前駆細胞は低下しなかったが、HSCの数は著しく低下した。bmi-1-/-マウスから
得られる胎児肝臓細胞および骨髄細胞の両方は、致死的な放射線を浴びたレシピエントへ
移植された場合、造血へ一時的のみ寄与することができた。成体造血幹細胞の検出可能な
自己再生はなく、bmi-1-/-マウスにおける細胞自律的欠損を示した。この研究は、bmi-1
の発現が自己複製する成体造血幹細胞の生成に必須であることを示している。Park et al
., 「Bmi-1 is required for maintenance of adult self-renewing hematopoietic stem
 cells」Nature (2003)による論文を参照されたい。
【０３９１】
要約
　この研究室により開発された異種移植モデルは、細胞レベルでのヒト乳癌細胞の分析を
可能にさせている。癌細胞系は多くの研究に有用であることを証明されているが、細胞系
は、組織培養により課せられる独特の条件に適応させられ、それらの性質の多くは、患者
の腫瘍における癌細胞とは明らかに異なる(Porter & Berry, 1964, Br. J. Cancer 17; B
rown, 1997, Oncol. Res. 9:213-5)。最近、切除前の原発乳癌腫瘍のサイズが顕著に減少
している。これは、患者試料を用いる生物学的および生化学的研究を難しくさせている。
予備段階の結果に記載された異種移植モデルがこの問題を改善することが企図される。予
備段階の結果は、異種移植片腫瘍が、本来の患者の腫瘍に見られる表現型的および生物学
的多様性を反復するように思われることを示唆している。環境的因子によりマウスおよび
ヒトの腫瘍においていくつかの違いがありうるが、本明細書に記載されたNOD/SCIDモデル
は、ヒト乳癌の最良の利用可能なモデルである。結果は、乳癌細胞がこの異種移植モデル
に確実に移植され、初期継代において、本来のヒト腫瘍に見出された細胞性および生物学
的多様性を反映することを実証している。これらの試験はまた、癌細胞の異なる集団が腫
瘍を形成するそれらの能力において異なりうることを示している。
【０３９２】
実施例2
本発明の系および方法を用いてのヒト乳癌腫瘍におけるWnt/β-カテニン経路の特徴付け
　この実施例は、本発明の系および方法を用いる例証的スクリーニング方法を提供する。
この実施例は、例えば、どのようにして、上記の異種移植モデルを用いてヒト乳癌腫瘍に
おけるWnt/β-カテニン経路を特徴付けることができるかを記載する。Wnt/β-カテニン経
路は、正常幹細胞の増殖および自己再生において役割を果たす。ヒト乳癌の有意なパーセ
ンテージがこの重要な経路の恒常的活性化を有するように思われるが、この経路がヒトに
おけるこの疾患の病態において何の役割を果たすのかは決定的には確立されていない(Can
didus et al., 1996, Cancer Res. 56:49-52; Sorlie et al., 1998, Hum. Mutat. 12:21
5; Jonsson et al., 2000, Eur. J. Cancer 36:242-8; Schlosshauer et al., 2000, Car
cinogenesis 21:1453-6; Lin et al., 2000, PNAS 97:4262-6; Wong et al., 2002, J. P
athol. 196:145-53)。上記の異種移植モデルは、ヒト乳癌腫瘍におけるこの経路の生物学
的結果を特徴付けるために用いられうる。これらの試験は、患者からの切除後すぐの癌細



(121) JP 2008-546387 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

胞および初期継代異種移植片腫瘍を用いて行われた。
【０３９３】
複数の患者の腫瘍におけるWnt/フリズルド/β-カテニンシグナル伝達経路の機能
　原理：結腸癌のほとんど90%が、結果としてβ-カテニンの活性化を生じる突然変異を含
む。最も一般的な突然変異は、β-カテニンを分解の標的にすることに関与するAPC遺伝子
においてである、またはβ-カテニンタンパク質自身における突然変異である(Webster et
 al., 2000, Genes Chromosomes Cancer 28:443-53; Taiple & Beachy, 2001, Nature 41
1:349-54)。これらの後者の突然変異は分解を妨げる。多くの乳房腫瘍における癌細胞は
β-カテニンの恒常的活性を有するように思われるが、結腸癌と対照的に、APC遺伝子また
はβ-カテニン自身における突然変異はこれらの場合のたった6～10%を占めるだけである(
Candidus et al., 1996, Cancer Res. 56:49-52; Sorlie et al., 1998, Hum. Mutat. 12
:215; Jonsson et al., 2000, Eur. J. Cancer 36:242-8; Schlosshauer et al., 2000, 
Carcinogenesis 21:1453-6; Lin et al., 2000, PNAS 97:4262-6; Wong et al., 2002, J
. Pathol. 196:145-53)。乳癌細胞におけるWnt/β-カテニンシグナル伝達経路の試験は、
この疾患の病因論への新しい洞察へと導くはずである。異なるフリズルド受容体に異なっ
て結合すると考えられる多数のWntタンパク質がある(Nusse et al., 1991, Cell 64:231;
 Nusse, 1992, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 43:9-12; Cadigan & Nusse, 1997, Gen
es & Dev. 11:3286-305; Nusse, 1999, Trends Genet. 15:1-3; Taiple & Beachy, 2001,
 Nature 411:349-54)。Wntのサブセット、および推論によって、フリズルド受容体のみが
、β-カテニンを活性化できる。通常、β-カテニンは細胞膜でE-カドヘリンに結合してい
る。細胞質β-カテニンは、APCおよびAxinタンパク質と複合体を形成し、GSK3βによるβ
-カテニンリン酸化を促進する(Sorlie et al., 1998, Hum. Mutat. 12:215; Jonsson et 
al., 2000, Eur. J. Cancer 36:242-8; Webster et al., 2000, Genes Chromosomes Canc
er 28:443-53)。リン酸化β-カテニンは、その後、ユビキチン分解経路を介して分解され
る。しかしながら、Wntによるフリズルド受容体の活性化により、β-カテニンは安定化さ
れる。そのタンパク質は、その後、核へ転位置し、そこでそれは、LGLS/BCL9、PYGO、お
よびTCFタンパク質と複合体を形成して、転写を活性化する(Korinek et al., 1998, Mol.
 Cell Biol. 18:1248-56; Kramps et al., 2002, Cell 109:47-60)。本発明者らは、本発
明者らの異種移植モデルおよび細胞アッセイがこの重要な経路を理解するための独特かつ
強力なツールであると考えている。本発明者らは、恒常的β-カテニンシグナル伝達を有
する10個の腫瘍、および有しない10個を分析する。これらの研究は、Wnt経路が活性化さ
れる機構、およびヒト乳癌におけるこの活性化の結果へ新しい洞察を与える。
【０３９４】
　マウスにおいて、様々なWntタンパク質の異所性発現は結果として乳房腫瘍形成を生じ
るが、ヒトにおいて乳癌細胞における活性化β-カテニンはサイクリンD1の発現および不
良な予後に関連している(Nusse & Varmus, 1982, Cell 31:99-109; Nusse, 1991, Curr. 
Topics Microbiol. Immunol. 171:43-65; Nusse, 1996, J. Steroid Biochem. Mol Biol.
 43:9-12; Lin et al., 2000, PNAS 97:4262-6)。しかしながら、持続的β-カテニンシグ
ナル伝達が腫瘍形成性乳癌細胞が腫瘍を形成するのに必要であるかどうかは知られていな
い。恒常的β-カテニンシグナル伝達がヒト乳癌において果たしうるいくつかの可能性の
ある役割がある。まず、それは、腫瘍形成性癌細胞の持続する増殖および/または生存能
力に必要でありうる。次に、それは、腫瘍の発生に必要でありうるが、その後の突然変異
はβ-カテニンシグナル伝達の必要性を迂回する。第三に、それは、サイクリンD1のよう
な下流標的の活性化により癌細胞を化学療法に対してより抵抗性にさせうる。第四に、恒
常的β-カテニンシグナル伝達は癌細胞増殖を促進するが、腫瘍形成性に必要ではない。
最後に、腫瘍形成におけるβ-カテニンシグナル伝達の役割は、β-カテニンの恒常的活性
化有りおよび無しで腫瘍において異なる可能性がある。例えば、前者の腫瘍は、β-カテ
ニンシグナル伝達を必要とする可能性があるが、一方、後者の腫瘍は他の腫瘍細胞からの
Wntシグナルを必要とする可能性がある、またはそれらは、それらがc-mycおよび/もしく
はサイクリンD1のような下流標的の恒常的活性化を有するために、β-カテニンと無関係
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である可能性がある。本明細書に記載された試験は、新規なヒト癌の異種移植モデルを用
いてこれらの可能性間を区別するように設計される。データは、異種移植モデルがヒト乳
癌腫瘍をほぼ再現することを示している。従って、このモデルは、本発明者らが、できる
限りの生理学的状態で新規のヒト腫瘍においてWnt経路を研究することを可能にする。
【０３９５】
複数の患者から単離された癌細胞による腫瘍形成にβ-カテニンシグナル伝達は必要とさ
れるか？
　ここでの試験は、β-カテニン経路が乳癌細胞増殖にとって絶対であるかどうか、また
は活性化が腫瘍形成に必要とされないが、癌細胞の増殖の速度を増加させるかどうかを決
定する。異種移植片腫瘍は、ヒト腫瘍によく似ているように思われるが、時間が経てば、
淘汰圧が結果として、マウス環境に順応している腫瘍を生じる。そのような腫瘍における
癌細胞は、本来のヒト腫瘍を構成した癌細胞といくつかの点で異なる。本発明者らは、活
性化β-カテニンを有する(免疫組織化学法による細胞質および/または核発現)5つの異な
る異種移植片腫瘍および5つの非継代腫瘍由来の癌細胞、ならびに有しない(免疫組織化学
法による膜結合型発現)5つの異なる異種移植片腫瘍および5つの非継代腫瘍由来の癌細胞
を同定した。本発明者らは、エストロゲン受容体/プロゲステロン受容体(ER/PgR)、原発
腫瘍対転移性腫瘍、野生型対突然変異体p53、およびHer2/neuの増幅を含む重要な予後像
について不均一である腫瘍を選択する。
【０３９６】
　β-カテニンの恒常的活性化を有する細胞を同定するために、本発明者らは、これが、
結果として、β-カテニンの安定化ならびに細胞質および核におけるそのタンパク質の蓄
積を生じるという観察を活用する。活性化されていない場合、β-カテニンは血漿膜に結
合している。それゆえに、本発明者らは、β-カテニンの細胞下局在性を測定するために
免疫組織化学法を用いて、および細胞の各集団によって発現したβ-カテニンの量を測定
するためにフローサイトメトリーを用いて、腫瘍のそれぞれ由来の乳癌細胞集団を分析す
る。これを行うために、本発明者らは、複数の腫瘍からLineage－癌細胞を単離するため
にフローサイトメトリーを用いる。生存可能に凍結した異種移植片または患者腫瘍細胞が
この分析に用いられる。その後、癌細胞を、免疫組織化学法およびフローサイトメトリー
分析のために抗β-カテニン-FITC抗体で、抗体製造会社(Transduction Laboratories)の
プロトコールを用いて染色した。活性化β-カテニンを有する細胞は、細胞質/核局在性お
よびそのタンパク質のレベルの増加をもつ。
【０３９７】
　腫瘍形成性におけるβ-カテニンシグナル伝達の役割を決定するために、20個の腫瘍の
それぞれから単離されたLineage－癌細胞に、ドミナントネガティブな(dn)TCG4-IRES-GFP
ミニ遺伝子または対照GFPウイルスを含むアデノウイルスかまたはレンチウイルスのいず
れかを感染させる(ウイルス構築および使用の詳細について、Clarke et al., 1995, PNAS
 92:11024-8参照)。アデノウイルスベクターは、1～3週間、dnTCF4を一過性に発現するが
、レンチウイルスベクターはdnTCF4を永久に発現する。dnTCF4アデノウイルスはすでに、
dnTCF4ミニ遺伝子を用いて作製されている(Eric Fearonからの贈与)。dnTCF4は、β-カテ
ニンと複合体を形成し、それにより、活性化β-カテニンによる転写トランス活性化を阻
害する。dnTCF4は、β-カテニンシグナル伝達を媒介するTCFファミリーの全メンバーから
のシグナル伝達をブロックすることに留意されたい(Eric Fearon、私信)。限界希釈試験
は、インビトロでコロニーを、およびインビボで腫瘍を形成する形質導入された細胞の能
力を測定するために行われる。ここでの試験は、患者またはヒト腫瘍のいずれかからフロ
ーサイトメトリーにより単離された癌細胞を用いて行われる。正常細胞を排除するために
系統カクテルを排除することにより、癌細胞による、組織培養におけるコロニー形成およ
びマウスにおける腫瘍形成が測定されうる(正常間質細胞の腫瘍形成性細胞の増殖への可
能性のある寄与は、下の目的2Bにおいて記載されているように分析される)。β-カテニン
シグナル伝達の癌細胞増殖および生存能力への役割を決定するために、dnTCF4ウイルス（
アデノウイルスまたはレンチウイルスベクターのどちらか）および対照ウイルスに感染し
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た腫瘍のそれぞれ由来の1,000個、5,000個、20,000個、50,000個、および100,000個のLin
eage－癌細胞の5セットを、Notch ligand Deltaを含む培地でインビトロで培養し、形成
するコロニーの数を測定する。対照組織培養プレートにおけるコロニーは、それらが腫瘍
性細胞から生じたことを確認するためにサイトケラチンで染色される(Ethier et al., 19
93, Cancer Res 53:627-35)。感染から2日後、細胞の90%より多くがウイルスにより形質
導入されたことを確認するために細胞を蛍光顕微鏡で調べる。同様に、インビボ限界希釈
試験が、dnTCF4ウイルスが、異なる患者から単離された癌細胞による腫瘍形成に影響を及
ぼすかどうかを決定するために行われる。感染後、5,000個、20,000個、50,000個、およ
び100,000個のLineage－癌細胞の10セットを、フローサイトメトリーにより単離し、その
後、dnTCF4アデノウイルスまたは対照アデノウイルスに感染させる。感染した細胞をNOD/
SCIDマウスの乳房へ注入する。本発明者らは、その後、各群において腫瘍を形成するのに
必要とされる癌細胞の数、各群において腫瘍を形成するのに必要とされる時間、各群の増
殖の速度、および各群において形成する腫瘍のサイズを測定する。これは、本発明者らが
、恒常的に活性化されたβ-カテニンを有するまたは有しない癌細胞による腫瘍形成にβ-
カテニンが必要であるかどうかを決定するのを可能にする。
【０３９８】
　その後の試験は、インビボおよびインビトロの限界希釈試験の結果に依存する。もしβ
-カテニン転写トランス活性化の阻害が腫瘍形成をブロックする、または腫瘍増殖を遅く
するならば、本発明者らは、サイクリンD1またはc-mycのような下流β-カテニン標的が腫
瘍形成性に必要とされるかどうかを試験することを始める(Lin et al., 2000, PNAS 97:4
262-6; Yu et al., 2001, Nature 411:1017-21; Wong et al., 2002, J. Pathol. 196:14
5-53)。これを行うために、本発明者らは、フローサイトメトリーにより単離されたLinea
ge－癌細胞を感染させ、その細胞に、対照かまたはdnTCF4のいずれか、加えて対照gfpベ
クター、c-myc-IRES-gfpレトロウイルスベクター、サイクリンD1-IRES-rfpレトロウイル
スベクター、またはmyc-IRES-gfpおよびサイクリンD1-IRES-rfpレトロウイルスベクター
の両方に感染させる。感染した細胞をフローサイトメトリーにより単離し、その後、各試
験群の5,000個、10,000個、20,000個、50,000個、または100,000個のLineage－癌細胞の1
0セットをマウスへ注入する。マウスは、腫瘍の形成、および各試験群の増殖の速度につ
いて毎週、分析される。これは、本発明者らが、c-mycおよび/またはサイクリンのいずれ
かの強制的発現がβ-カテニンシグナル伝達の阻害から細胞を救出するかどうかを決定す
ることを可能にする。
【０３９９】
　もしβ-カテニンの阻害が腫瘍形成にいかなる認識できる効果も生じないならば、本発
明者らは、まず、ドミナントネガティブなウイルスの両方がdnTCF4ミニ遺伝子の発現を阻
害していることを確認する。もしそうでないならば、本発明者らは、β-カテニン経路を
阻害するもう一つの方法を用いる。RNA-iおよびアンチセンスアプローチに加えて(Sazani
 et al., 2001, Nucl. Acid Res. 29:3965-74; Caplen et al., 2001, PNAS 98:9742-7; 
Martinez et al., 2002, Cell 110:563-74; Paul et al., 2002, Nat. Biotech. 29:505-
8)、Axin(β-カテニンを分解の標的にする)の過剰発現がβ-カテニンを阻害するために用
いられうる(Hedgepeth et al., 1999, Mol. Cell Biol. 19:7147-57; Spink et al., 200
0, EMBO 19:2270-9)。もしβ-カテニンシグナル伝達が阻害され、かつ腫瘍形成への効果
が最小または無しであったならば、本発明者らは、癌幹細胞上のより微妙な変化があるか
どうかを測定する。発現がβ-カテニンにより誘導されるサイクリンD1の発現は、化学療
法に対する抵抗性と関連している。それゆえに、本発明者らは、β-カテニンの阻害が化
学療法の効力を増強するかどうかを決定するために、dnTCF4を形質導入された、または対
照癌幹細胞をマウスへ注入してから5日後、アドリアマイシン(8mg/kg)またはタキソール(
60mg/kg)でマウスを処理する。腫瘍形成および腫瘍増殖速度への効果は上記のように測定
される。
【０４００】
予想される結果
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　かなりの数の乳房腫瘍における癌細胞は恒常的に活性のβ-カテニンシグナル伝達経路
を有するが、この経路が悪性転換に必須であるかどうか知られていない。もしWnt/β-カ
テニン経路が癌細胞が腫瘍を形成するのに必要であるならば、ドミナントネガティブな阻
害剤は癌細胞の腫瘍を形成する能力をブロックする。もし恒常的β-カテニンシグナル伝
達が、悪性転換後の腫瘍細胞増殖を増強するが、腫瘍形成に必要ではないならば、ドミナ
ントネガティブな阻害剤は腫瘍細胞の増殖を遅くするが、腫瘍形成をブロックしない。も
し腫瘍発生の後の発癌性突然変異が細胞をWntシグナル伝達に非依存性にさせるならば、
ドミナントネガティブな阻害剤は、腫瘍形成または増殖に影響を及ぼさない。最後に、Wn
t経路の恒常的活性化はアポトーシスに対する抵抗性に寄与し、それゆえに、細胞を化学
療法に対して抵抗性にさせることは可能性がある。
【０４０１】
　マウス癌のモデルにおいて、c-rasまたはc-myc遺伝子により形質転換された癌細胞にお
けるc-rasまたはc-myc活性の短期阻害は、結果として、腫瘍形成性の永久的喪失を生じた
(Chin et al., 1999, Nature 400:468-72; Jain et al., 2002, Science 297:102-4)。も
しこれがβ-カテニンシグナル伝達についても真実ならば、アデノウイルスによるシグナ
ル伝達の一時的阻害は腫瘍形成を阻害する。もしβ-カテニンシグナル伝達の阻害が腫瘍
形成性を阻害するが、細胞は生存可能なままでβ-カテニンシグナル伝達の回復がそれら
が腫瘍を形成するのを可能にするならば、アデノウイルスベクターは腫瘍形成を遅くする
が、レンチウイルスベクターは腫瘍形成を阻害する。もしβ-カテニンシグナル伝達が増
殖の速度を増加させるが、腫瘍形成性にとって絶対ではないならば、両方のウイルスベク
ターは腫瘍形成を遅らせ、腫瘍の増殖を遅くする。もし、β-カテニンシグナル伝達に頼
る腫瘍もあれば、他の経路に頼る、またはβ-カテニンシグナル伝達の下流エフェクター
の恒常的活性化を有するものもあるならば、ウイルスベクターにより影響を及ぼされる腫
瘍もあれば、一方、そうでないものもある。上記の試験は、本発明者らが、ヒト腫瘍を再
現する独特なモデルを用いてこれらの重要な質問に答えるのを可能にする。これらの試験
は、新規なヒト乳癌におけるβ-カテニンシグナル伝達の生物学的機能を初めて描写して
いる。
【０４０２】
　レンチウイルスは、細胞に効率的に感染するものが見出されるまで、他のエンベロープ
を用いて作製されうる(Hughes et al., 2002, Mol. Ther. 5:16-24; Wang et al., 2002,
 PNAS 94:10705-10)。
【０４０３】
　レンチウイルスベクターでの感染効率は、30～70%の範囲でしかありえないことは留意
されたい。これは、腫瘍を形成しうるかなりの数の腫瘍細胞が残存するだろうことを意味
する。しかしながら、もしβ-カテニンシグナル伝達の阻害が腫瘍形成を阻害するならば
、結果として生じた腫瘍は、gfpを発現しないだろう。フローサイトメトリーは、dnTCF4
ウイルスおよび対照ウイルスに感染した腫瘍においてgfp発現細胞を測定するために用い
られる。dnTCF4群から生じた腫瘍は、もしβ-カテニンシグナル伝達が腫瘍形成において
役割を果たしているならば、そのような細胞の顕著な減少がある。
【０４０４】
β-カテニンシグナル伝達の阻害は腫瘍形成性乳癌細胞の表現型を変化させるか？
　腫瘍形成性および非腫瘍形成性乳癌細胞の分離に有用な情報を与えるマーカーはCD44で
ある。興味深いことに、CD44は、β-カテニンにより転写的に上方制御される標的遺伝子
の一つであり、上皮幹細胞はこのマーカーを発現するように思われるが、それらの分化し
た子孫はそうではない(Liu et al., 1997, PNAS 94:10705-10, van de Wetering et al.,
 2002, Cell 111:241-50)。本発明者らは、β-カテニンシグナル伝達の阻害が結果として
、腫瘍形成性乳癌細胞の分化を生じ、それらにCD44の発現を欠損させることを予想する。
本発明者らはさらに、CD44-非腫瘍形成性癌細胞が活性β-カテニンを有しないことを予想
する。これを試験するために、本発明者らは、腫瘍1、腫瘍2、および腫瘍3からESA+CD44+

CD24-/低Lineage－癌細胞を単離するためにフローサイトメトリーを用い、それらにdnTCF
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4アデノウイルスまたは対照アデノウイルスを感染させた。細胞は、可溶性Deltaを含む組
織培養培地で培養される。本発明者らは、この培地が、腫瘍形成性細胞が1～3週間、組織
培養で増殖するのを可能にすることを見出している。細胞は、3週間の期間に渡ってイン
ビトロで増殖についてモニターされる。加えて、感染から1日、3日、および7日後、dnTCF
4アデノウイルスまたは対照アデノウイルスに感染した細胞は、ESA、CD44、およびCD24の
発現についてフローサイトメトリーにより分析される。
【０４０５】
　次に、本発明者らは、腫瘍形成性癌細胞、CD44+癌細胞、またはCD44-癌細胞においてβ
-カテニンシグナル伝達における違いはあるかどうかを決定する。これを行うために、本
発明者らは、腫瘍1、腫瘍2、および腫瘍3からESA+CD44+CD24-/低Lineage－腫瘍形成性癌
細胞、CD44+癌細胞、およびCD44-非腫瘍形成性癌細胞を単離するためにフローサイトメト
リーを用いる。細胞の各集団は、APCに結合している抗β-カテニン抗体で染色される。細
胞の各集団は、β-カテニンが膜結合している(恒常的に活性ではない)かどうかを測定す
るために蛍光顕微鏡により、および細胞におけるタンパク質の量を測定するためにフロー
サイトメトリーにより、分析される。β-カテニンのレベルは活性と関連している。加え
て、本発明者らは、リン酸化および非リン酸化β-カテニンを認識する市販されている抗
体を用いる。リン酸化型は分解の運命を定められ、一方非リン酸化型は活性である(van N
oort et al., 2002, J. Biol. Chem. 277:17901-5; van Noort et al., 2002, Exp. Cell
 Res. 274-72)。これらの試験は、本発明者らが、CD44発現とβ-カテニンシグナル伝達が
患者の癌細胞において結びつけられるかどうかを決定するのを可能にする。
【０４０６】
　CD44は腫瘍形成性癌細胞を非腫瘍形成性癌細胞から区別するのを可能にする最良のマー
カーの一つである。CD44はβ-カテニンにより転写的に活性化され、ひいては、β-カテニ
ンシグナル伝達の阻害が結果として、CD44の下方制御を生じる。
【０４０７】
腫瘍1においてフリズルドタンパク質の示差的発現が乳癌幹細胞の運命に影響を及ぼすか
？
　データは、腫瘍1において、腫瘍形成性幹細胞がフリズルド2および6を発現するが、非
腫瘍形成性腫瘍性細胞はWnt3、4、7A、7B、10B、および11を発現することを示唆する。こ
れは、非腫瘍形成性細胞が癌幹細胞の増殖を作動させうる、この特定の腫瘍における傍分
泌系を示唆する。予備データもまた、腫瘍1において、腫瘍形成性幹細胞がフリズルド2お
よび6を発現するが、非腫瘍形成性腫瘍性細胞はフリズルド2および7を発現することを示
唆する。フリズルド遺伝子の示差的発現が癌細胞の運命決定において役割を果たすことは
、可能性がある。他の可能性は、これらの示差的発現が分化または不死の関数であるが、
この腫瘍における細胞運命決定を直接制御しないことである。この実施例は、これらの可
能性間を区別するにおいて使用を見出す本発明の系を例証する。
【０４０８】
　腫瘍1腫瘍形成性細胞はフリズルド6を発現し、非腫瘍形成性癌細胞はフリズルド7を発
現する。フリズルド6が癌細胞の増殖または自己再生を増強し、かつフリズルド7が阻害す
ることは可能性がある。この可能性を試験するために、インビトロおよびインビボのクロ
ーン原性アッセイを行う。腫瘍1腫瘍形成性および非腫瘍形成性癌細胞に、フリズルド6-I
RES-GFPかまたはフリズルド7-IRES-GFPのいずれかを発現するレンチウイルスベクターを
感染させる。レンチウイルスが、アデノウイルスよりむしろ用いられるが、前者ウイルス
が高比率の一次細胞に感染して、安定に形質導入することができるが、アデノウイルス形
質導入はしばしば一過性であるためである。フリズルド6の発現が癌細胞を自己再生する
能力を与えることは考えられる。もしそうならば、フリズルド6-IRES-GFPミニ遺伝子を含
むレンチウイルスベクターでの幹細胞および/または非腫瘍形成性細胞の感染は、幹細胞
の腫瘍形成性を増強しうる、または以前非腫瘍形成性であった細胞が腫瘍を形成するのを
可能にしうる。逆に、フリズルド7の強制的発現は腫瘍形成性を阻害できる。フリズルド
ウイルスかまたは対照ウイルスかのいずれかでの感染後、限界希釈試験を、各遺伝子の強
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制的発現が各癌細胞集団の腫瘍を形成する能力を変化させるかどうかを決定するために行
う。
【０４０９】
　これらの試験は、本発明者らが、フリズルド6の強制的発現が幹細胞増殖を増加させる
かどうか、ならびに/またはフリズルド7の自己再生もしくは発現が腫瘍形成性癌細胞の増
殖および/もしくは自己再生を阻害するかどうかを決定するのを可能にする。この可能性
を試験するために、本発明者らは、腫瘍形成性ESA+CD44+CD24-/低Lineage－癌細胞を単離
し、残りのLineage－、非腫瘍形成性癌細胞を各腫瘍からフローサイトメトリーにより単
離する。まず、免疫組織化学法が、腫瘍形成性および非腫瘍形成性細胞において活性β-
カテニンの量の違いがあるかどうかを決定するために抗β-カテニン抗体を用いて行われ
る。次に、本発明者らは、腫瘍形成性および非腫瘍形成性細胞においてリン酸化(非活性
化)および非リン酸化(活性化)β-カテニンの量を測定する(Van Noort et al., 2002, J. 
Biol. Chem. 277:17901-5)。
【０４１０】
　次に、インビトロアッセイは、組織培養において腫瘍形成性および非腫瘍形成性癌細胞
によるコロニー形成への各遺伝子の影響を測定するように設計される。フローサイトメト
リーによる単離後、細胞の各集団に、フリズルド6/GFP、フリズルド7/GRP、または対照GF
Pウイルスのいずれかの同一MOIを感染させる。100、500、1,000、および5,000細胞の3連
培養物を組織培養培地に置く。GFP+コロニーの総数、加えてコロニーの総数、およびGFP+

の数を、3日目、7日目、14日目、21日目、および28日目に数える。21日目の終わりに、本
発明者らは、特定のフリズルド遺伝子の発現が自己再生に影響を及ぼすかどうかを決定す
るために細胞を継代することを試みる。
【０４１１】
　各フリズルド遺伝子の強制的発現の、腫瘍性細胞がNOD/SCIDマウスにおいて腫瘍を形成
する能力への影響を測定する。通常には、200個の腫瘍1細胞が腫瘍を形成するのに必要と
される。それゆえに、フリズルド6、フリズルド7、または対照GFPレンチウイルスが、50
個、100個、500個、1,000個、5,000個、および10,000個の腫瘍形成性癌細胞または非腫瘍
形成性癌細胞に感染させるために用いられる。細胞を免疫不全マウスへ注入する。腫瘍を
形成するのに必要とされる細胞の数および腫瘍増殖の速度がモニターされる。腫瘍がサイ
ズが1センチメートルに達した後、それらを切除し、GFPの発現についてフローサイトメト
リーにより分析する。GFPウイルスおよびフリズルド/GFPウイルスに感染した細胞のパー
センテージを比較することにより、本発明者らは、感染の効率および後者ウイルスの増殖
への影響を推定することができる。これらの試験は3回、繰り返される。
【０４１２】
予想される結果：腫瘍1において、異なる細胞集団は異なるフリズルドタンパク質を発現
し、非腫瘍形成性細胞はWntタンパク質を優先的に発現するように思われる。これは、非
腫瘍形成性細胞の特定の集団がWntを通して腫瘍形成を促進することを示唆する。もしβ-
カテニンシグナル伝達が非腫瘍形成性細胞において下方制御され、腫瘍形成性サブセット
において活性であるならば、これは、非腫瘍形成性および腫瘍形成性癌細胞、それぞれに
おいて、リン酸化および非リン酸化β-カテニンの発現パターンの免疫組織化学法により
検出される。もし特定のフリズルド/GFPウイルスの影響があるならば、類似したパーセン
テージの細胞が各群においてGFPを発現し、腫瘍を形成するのに必要とされる細胞の数に
違いはない。もし特定のフリズルドウイルスが腫瘍形成性または増殖を減少または増加さ
せるならば、フリズルド/GFPウイルスに感染した腫瘍は、それぞれ、より少ない、もしく
はより多いGFP+細胞を有するだろう、および/または腫瘍を形成するためにより多い、も
しくはより少ない細胞を必要とするだろう。
【０４１３】
　必要ならば、ネコ白血病ウイルスのレンチウイルスに基づいたベクター系が用いられる
。この後者のベクターは非複製細胞に効率的に形質導入し、結果として、トランスジーン
の長期発現を生じる。本発明者らは、遺伝子インシュレータに隣接したtet誘導性dnTCF-I
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RES-GFPレンチウイルスまたは対照GFPレンチウイルスを用いて細胞に感染させることがで
きる。腫瘍を採取する1～2日前に、トランスジーンは活性化される。GFP+乳癌幹細胞を採
取し、NOD/SCIDマウスの乳房へ移植する。本発明者らはマウスにおいてトランスジーンの
発現を誘導し続け、本発明者らは腫瘍を形成する細胞の能力についてそれらをモニターす
ることができる。
【０４１４】
β-カテニンシグナル伝達経路は、恒常的に活性化されたβ-カテニンの有りおよび無しの
癌から単離された癌細胞において異なる
原理：結腸癌と違って、β-カテニンシグナル伝達経路における突然変異は、少数の乳癌
細胞のみにおいて検出されている。しかしながら、これらの研究は、APCおよびβ-カテニ
ンにのみ集中している。本発明の系および方法を用いて、本発明者らは、特定の目的1Aに
おいて生物学的レベルで分析された腫瘍のそれぞれにおいてβ-カテニン経路を綿密に調
べる。
【０４１５】
Wnt経路は異なる腫瘍から単離された癌細胞において異なるか？
　これらの実験において、本発明者らは、腫瘍のそれぞれにおいてWnt/β-カテニン経路
を特徴付ける。これを行うために、本発明者らは、β-カテニンの恒常的活性化をもつ10
個の腫瘍のそれぞれ由来の癌細胞により発現したβ-カテニン、フリズルドタンパク質の
それぞれ、低密度リポタンパク質関連Wnt受容体、APC、TCFファミリーメンバー、Axin、
およびBcl-9のコード配列を増幅するためにRT-PCRを用いる。発現した遺伝子のRT-PCR産
物は、遺伝子のいずれかに突然変異があるかどうかを決定するためにシーケンシングされ
る。いかなる可能な突然変異体遺伝子も、独立したRT-PCR試料の繰り返されるシーケンシ
ングにより確認される。もし突然変異が見出されたならば、本発明者らは、突然変異が結
果としてWnt/β-カテニン経路の恒常的活性化を生じるかどうかを決定する。これを行う
ために、突然変異型遺伝子-IRES-GFPは、pCDNA3真核生物発現ベクターへクローニングさ
れる。例えば、もし本発明者らが突然変異体フリズルド2を見出したならば、HEK 293細胞
(活性化β-カテニンを有しない；Gazit et al., 1999, Oncogene 18:5959-66)に、突然変
異体フリズルド2-IRES-GFP発現ベクターまたは対照IRES-GFPベクターをトランスフェクシ
ョンする。細胞は、抗β-カテニン-PE抗体で染色され、蛍光顕微鏡法は、突然変異体フリ
ズルド6が、シグナル伝達の活性化を示す、β-カテニンの細胞質/核局在性を引き起こす
かどうかを決定するために行われる。このアッセイは、本発明者らが、β-カテニン経路
の構成要素の突然変異が結果として、ヒト乳癌幹細胞における異常なシグナル伝達を生じ
るかどうかを決定するのを可能にする。
【０４１６】
予想される結果
　恒常的に活性のあるβ-カテニンは、かなりの数の乳癌腫瘍における癌細胞に見られる
が、機構は知られていない。これらの研究により検出される異なる腫瘍細胞においてシグ
ナル伝達経路の違いがある。もしWnt受容体またはβ-カテニン修飾因子における突然変異
が存在するならば、シーケンシング研究はこの違いを検出する。もし自己分泌刺激が存在
するならば、本発明者らは癌細胞によるWntリガンドの一つの発現を見る。
【０４１７】
いくつかの腫瘍における腫瘍細胞の異なる集団によるWnt発現は乳癌細胞増殖を作動させ
るか？
　おそらく癌のいかなる他の型よりももっと、乳癌腫瘍は、腫瘍増殖および浸潤を調節す
るために悪性細胞と相互作用する、間葉(間質)細胞、炎症細胞、および内皮細胞を含む正
常細胞の不均一な集団を含む。目的は、そのような相互作用におけるWnt経路の役割を理
解し始めることである。本発明者らは、間葉細胞および内皮細胞を含む正常な基質成分が
腫瘍細胞増殖および浸潤に影響を及ぼす異なるWntを産生することを予想する。異種移植
片腫瘍は浸潤している正常なマウス間質細胞を有することが予想され、マウス細胞の分析
は複雑すぎると思われるため、継代されていない腫瘍だけが分析される。フローサイトメ
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トリーによるこれらの細胞の精製は、最初に細胞を組織培養に置くことなく、これらの細
胞の分子分析および生物学的分析の両方を可能にする。正常細胞はインビトロで培養され
た場合、遺伝子の発現を変化させることが知られているため、これは特に重要である。
【０４１８】
　正常な間質細胞は、乳癌細胞の増殖において役割を果たすと考えられる。癌細胞間の細
胞-細胞相互作用は腫瘍増殖に寄与することもまた可能性が高い。Wntシグナル伝達は、正
常な組織細胞がお互いに通信するために用いる主要な経路の一つである。それゆえに、ど
のようにして、この経路が腫瘍において制御されるのかを理解することは重要である。特
定のWntタンパク質は、特定のフリズルド受容体を活性化できる。β-カテニンを通してシ
グナル伝達するフリズルド受容体もあれば、異なる経路を通してシグナル伝達するものも
ある。どのようにして、腫瘍内の腫瘍細胞の様々な集団がこの経路を通して腫瘍形成性乳
癌細胞と通信できるのかを理解するために、本発明者らは、まず、どのフリズルドおよび
Wnt遺伝子が複数の患者の腫瘍由来の正常細胞および癌細胞によって発現しているかを決
定しなければならない。それゆえに、本発明者らは、正常細胞、および恒常的β-カテニ
ンシグナル伝達を有する5人の患者の腫瘍試料から単離された癌細胞、およびこのタンパ
ク質の恒常的活性化を有しない5人の患者の腫瘍由来の癌細胞の各集団によって発現して
いるWnt経路遺伝子を同定する。
【０４１９】
　本発明者らの証拠は、癌細胞の異なる集団におおいてWntおよびフリズルド遺伝子の発
現に違いがあることを示唆しているため、これらの試験を行うために癌において細胞の異
なる表現型サブセットを単離することが重要である。これは、細胞の明らかに腫瘍形成性
集団が少数集団であり、これらの細胞が発現する遺伝子がそうしないと、分析において見
逃される可能性があるためである。それゆえに、フローサイトメトリーが、患者の本来の
腫瘍から腫瘍形成性および非腫瘍形成性乳癌細胞、加えて正常な内皮細胞および線維芽細
胞を単離するために用いられる。これは、予備段階の結果および目的1において記載され
ているように行われる。RNAは、細胞の各集団の35,000個のプールから単離され、その後
、マイクロアレイ分析のための十分なプローブを作製するために線形増幅が行われる(Ram
alho-Santos et al., 2002, Science 298:597-600; Ivanova et al., 2002, Science 107
:3823; Terskikh et al., 2002, Blood 99:488-98; Akashi et al., 2003, Blood 101:38
3-9)。どのフリズルドおよびWnt遺伝子が、各腫瘍に見出された細胞の各集団によって発
現しているかを決定するために、本発明者らは、Wntおよびフリズルド遺伝子を含むAffym
etrixマイクロアレイチップ(各細胞型について3つのチップ)を探索する(新たに発表され
たU133はこれらの遺伝子の大部分を有する)。結果は、癌細胞における活性化β-カテニン
の有りおよび無しの原発腫瘍から単離された癌細胞の異なる集団の定量的RT-PCRにより確
認される。リアルタイムRT-PCRが、正常および腫瘍性腫瘍細胞の異なる集団によるフリズ
ルドおよびWnt遺伝子のそれぞれの発現レベルを測定するために行われる。これを行うた
めに、本発明者らはこれらの遺伝子のそれぞれの検出のためのPCRプライマーを作製する
。プライマーの各セットは、RT-PCRが腫瘍細胞の異なる集団においてmRNAの発現を検出す
るために用いられうるように、少なくとも1つのエクソンに及ぶ。フローサイトメトリー
は、腫瘍のそれぞれにおいて同定された細胞の腫瘍形成性集団を単離するために用いられ
る。リアルタイムPCRは、その後、マイクロアレイ分析で同定された各それぞれの細胞集
団によるWnt経路関連RNAのそれぞれの発現を測定するために用いられる(Bustin, 2000, J
. Mol. Endocrinol. 25:169-93に概説されている)。リアルタイムPCR遺伝子発現分析を行
うために、mRNAは3x104細胞(フローサイトメトリーにより単離された)から精製される。R
NAの一部は、Ribogreen RNA定量的方法(Molecular Probes, Eugene, OR)によりRNA量を直
接測定するために用いられ、一部はTaqmanリアルタイムRT-PCRアッセイによってrRNAおよ
びGAPDH発現(対照ハウスキーピング遺伝子)を測定するために用いられる。総合すれば、
これらの対照測定は、本発明者らが、細胞の異なる集団間で対象となる遺伝子の発現を標
準化するのを可能にする(Bustin, 2000, J. Mol. Endocrinol. 25:169-93)。より少ない
細胞がこのアッセイに用いられうるが、3x104細胞から単離されたRNAの分析が、遺伝子発
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現のより正確な測定を生じるはずである。
【０４２０】
　各腫瘍由来の癌細胞の異なる集団によって発現した各フリズルド受容体は、腫瘍内の細
胞の異なる集団によって発現している異なるWnt遺伝子のそれぞれにより刺激された場合
、β-カテニンを活性化し、細胞を癌化する能力について分析される。2つの生物学的系が
これらの研究のために用いられる。まず、本発明者らは、腫瘍形成性細胞によって発現し
たフリズルドタンパク質を通してβ-カテニンを活性化する同定されたWntの能力を試験す
るために、このスクリーニングで同定された各個々のフリズルドをトランスフェクション
されたHEK 293細胞を用いる。次に、本発明者らは、特定のWntまたはフリズルド遺伝子が
細胞系を癌化することができるかどうかを決定するために乳房上皮細胞を用いる。
【０４２１】
　乳癌細胞によって発現した異なるWntおよびフリズルドタンパク質の生化学的機能を測
定するために、本発明者らは、Gazit et al., 1999, Oncogene 18:5959-66により記載さ
れているように一過性トランスフェクションアッセイを用いる。このアッセイにおいて、
HEK 293T細胞に、フリズルドミニ遺伝子または対照ミニ遺伝子、およびTCF-ルシフェラー
ゼまたは対照レポーターミニ遺伝子を一過性にトランスフェクションする。特定のWntタ
ンパク質のβ-カテニンシグナル伝達を刺激する能力を試験するために、HEK 293Tの第二
群に、腫瘍細胞の様々な集団によって発現したWnt遺伝子のそれぞれをトランスフェクシ
ョンする。腫瘍細胞の様々な集団の1つによって発現した特定のWntタンパク質により刺激
された場合、乳癌幹細胞によって発現した特定のフリズルド受容体の傍分泌活性化がβ-
カテニンを活性化することを測定するために、フリズルドをトランスフェクションされた
細胞を、Wntをトランスフェクションされた細胞と混合する。
【０４２２】
　C57MG細胞系は、特定のWntによる特定のフリズルド受容体の活性化が形態学的癌化を引
き起こすかどうかを決定するために用いられる(Wong et al., 1994, MOl. Cell Biol. 14
:6278-86)。これらの細胞は、Wnt-1、Wnt-2、Wnt-3A、Wnt-6、およびWnt-7Aに曝された場
合、形態学的癌化を起こすが、Wnt-4、Wnt-5A、Wnt-5B、およびWnt-7Bに曝された場合、
起こさない。これらのデータは、癌化しないWntは、癌化するWntとは異なってシグナル伝
達をすること、またはそれらはC57MG細胞によって発現していない異なる受容体を通して
シグナル伝達をすることを示唆する。それゆえに、患者の腫瘍における癌細胞によって発
現した異なるフリズルドおよびWntタンパク質の機能を完全に特徴付けるために、本発明
者らは、まず、どのフリズルド遺伝子がC57MG細胞によって発現しているかを決定しなけ
ればならない。細胞に、腫瘍形成性乳癌細胞によって発現するが、C57MG細胞によって発
現しない任意のフリズルド遺伝子を発現するミニ遺伝子をトランスフェクションする。次
に、細胞を、腫瘍細胞の異なる集団によって発現した個々のWnt遺伝子をトランスフェク
ションされた、致死的な放射線を浴びた線維芽細胞またはHEK 293T細胞の存在下で培養す
る。細胞は、Shimizu et al., 1997, Cell Growth Diff. 8:1349-58により記載されてい
るように形態学的癌化について分析される。
【０４２３】
　次に、本発明者らは、異なる患者の腫瘍由来の癌細胞の、腫瘍細胞により生成された異
なるWntに対するインビボでの応答を特徴付ける。Wntタンパク質はしばしば、細胞外マト
リックスに見出され、可溶型で調製することは困難である。それゆえに、本発明者らは、
2人の患者の腫瘍に存在する腫瘍細胞の様々な型により生成されるWntのそれぞれを発現す
る対照HEK 293細胞系を作製する。これを行うために、本発明者らは、まず、HEK 293細胞
を、それらがWntタンパク質のいずれかを恒常的に生成するかどうかを決定するために分
析する。次に、本発明者らは、患者の腫瘍細胞により生成されたWntのそれぞれをHEK 293
細胞に安定にトランスフェクションする。インビボで乳癌細胞におけるWnt刺激のそのリ
ガンドのそれぞれによる影響を測定するために、0個、10個、50個、100個、200個、500個
、および1,000個の腫瘍1幹細胞を、500,000個の致死的な放射線を浴びた対照293細胞、ま
たは1つもしくは複数の関連したWntミニ遺伝子をトランスフェクションされた293細胞と
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混合し、その後、免疫不全マウスへ注入する。各注入は5匹のマウスにおいて行われる。
マウスは、その後、腫瘍形成について毎週、モニターされる。もし特定のWntが自己再生
中の細胞分裂を刺激するならば、腫瘍を発生するのにより少ない細胞が必要とされるか、
および/または腫瘍はより迅速に形成するかである。逆に、もしリガンドが分化への傾倒
を誘導するならば、腫瘍を形成するのにより多くの細胞が必要とされる、および/または
腫瘍は形成するのにより長い時間がかかる。
【０４２４】
予想される結果
　腫瘍における癌細胞の正常間質細胞との相互作用は、腫瘍形成および転移にとって重大
な意味をもつと考えられる(Hanahan & Weinberg, 2000, Cell 100:57-70)。Wnt経路は、
正常組織における細胞が情報交換する中心的経路の一つである(Cadigan & Nusse, 1997, 
Genes & Dev. 11:3286-305)。それゆえに、そのような情報交換は腫瘍においてある程度
まで維持されることは可能性が高い。この提案に記載されたモデルは、初めて、そのよう
な研究が患者の腫瘍細胞を用いて行われるのを可能にする。もし間質細胞が実際に、腫瘍
増殖をWntシグナル伝達を通して促進するならば、間質細胞の様々な集団は、腫瘍形成性
癌細胞に増殖性シグナルを与える特定のWntを生成する。
【０４２５】
　これらの問題を最小にするために、すべての試験は異なる数の細胞で3連で行われる。
既知量の対照RNAの発現は、データを解析するための標準曲線を作図するために用いられ
る(Bustin, 2002, J. Mol. Endocrinol. 25:169-193に概説されている)。必要ならば、新
しいPCRプライマーを作製する、またはRTを、mRNAの異なる部分を認識する遺伝子特異的
プライマーで行う(オリゴdTプライマーは最初にRT反応のために用いられる)。
【０４２６】
要約：
　本発明の系および方法を用いるこれらの試験は、β-カテニン経路が複数の患者の腫瘍
から直接得られた乳癌細胞の腫瘍形成性集団においてインビボで活性化される分子機構、
および新規な乳癌細胞におけるこの活性化の生物学的結果の包括的詳細のための手段を提
供する。
【０４２７】
実施例3
腫瘍形成性細胞におけるβ-カテニンの局在性
　正常造血細胞において、核β-カテニンは、幹細胞区画においてのみ見出される。Reya 
et al.はさらに、β-カテニンシグナル伝達が正常幹細胞が自己再生するのに必要である
ことを実証している。腫瘍形成性および非腫瘍形成性腫瘍1乳癌細胞におけるβ-カテニン
の細胞下局在性の最近完成された分析はさらにこの概念を支持する。通常には、β-カテ
ニンの細胞下分布は癌細胞において不均一である。そのタンパク質が主として外膜に位置
している細胞もあれば、主として核に位置しているものもある。そのタンパク質の細胞下
分布は、腫瘍形成性および非腫瘍形成性癌細胞によって異なる。β-カテニンは、主とし
て非腫瘍形成性癌細胞の細胞質に位置しており、一方、それは主として腫瘍形成性細胞の
核にある(図8)。Wntシグナルによる活性化で、β-カテニンは、下流標的遺伝子を活性化
するために細胞膜から核へ転位置するため、このデータは、Wntシグナル伝達が乳癌幹細
胞の自己再生に役割を果たすという仮説を支持する。
【０４２８】
　図8は、β-カテニンの細胞下局在性を示す。FITC標識抗β-カテニン抗体は、恒常的に
活性化されたβ-カテニンを有する(A)結腸癌細胞、(B)非腫瘍形成性T1乳癌細胞、および(
C)腫瘍形成性乳癌細胞を染色するために用いられた。腫瘍形成性および非腫瘍形成性癌細
胞は、Al-Hajj et al.によるPNAS論文に記載されているようにフローサイトメトリーによ
り単離された。β-カテニンは主として、結腸癌細胞および乳癌幹細胞の核に位置してい
るが、それは主として、非腫瘍形成性細胞の表面上に位置していることに注目されたい。
【０４２９】
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　乳癌におけるβ-カテニンシグナル伝達の生物学的結果を理解し始めるために、本発明
者らは、いくつかの細胞系において本発明者らのドミナントネガティブなTCF-4(dTCF4)ア
デノウイルスベクターを試験している。このアデノウイルスはβ-カテニンシグナル伝達
を阻害するように働く。2つの異なる乳癌細胞系、SKBR3およびMCF7、および胃腸管癌細胞
系、RKO、にdTCF4アデノウイルスまたは対照アデノウイルス(空のベクター)を感染させた
。感染から4日後、各群における生存可能な細胞の数を測定した。図9に示されているよう
に、dTCF4アデノウイルスに感染した乳癌細胞は死んだが、対照アデノウイルスは死なな
かった。これらのデータは、Wnt経路がヒト乳癌において役割を果たすことを示している
。
【０４３０】
　図9は、癌細胞におけるβ-カテニンシグナル伝達の阻害を示す。SKBR3細胞(A)、MCF7細
胞(B)、およびRKO細胞(C)の3連の培養物に、対照アデノウイルス(空のベクター)かまたは
ドミナントネガティブなTCF4ミニ遺伝子(dTCF4)を発現するアデノウイルスベクターを感
染させた。ウイルス濃度の増加に伴って、SKBR3細胞およびMCF7細胞は生存能力を失った
が、RKO細胞は失わなかった。結果として細胞死を生じるウイルス力価は、対照GFPウイル
スを標的細胞の大部分に効率的に感染させるのに必要とされるものであったことに注目さ
れたい(データ非呈示)。この実験は同じ結果を以て繰り返されている。
【０４３１】
　β-カテニンシグナル伝達の阻害が一部の乳癌細胞系の生存能力に影響を及ぼすという
観察と考え合わせたβ-カテニンは主として腫瘍形成性癌細胞において核に位置している
が、非腫瘍形成性癌細胞においてはそうではないという観察は、正常幹細胞のように、Wn
tシグナルは癌幹細胞の自己再生に役割を果たすことができることを示している。
【０４３２】
実施例4
幹細胞癌マーカーの同定
　この実施例は、どのようにして、様々な幹細胞癌マーカーがマイクロアレイスクリーニ
ングを用いて同定されたかを記載する。これらのスクリーニングの結果は処理され、示差
的に発現した遺伝子の名前は表4～9に報告されている(上記参照)。
【０４３３】
　遺伝子発現プロファイルを作成するために、ヒト乳房腫瘍形成性細胞を最初に単離した
。一連の試料は、ヒト乳房腫瘍または正常組織から蓄積された。これらは以下のとおり作
製された。3つの継代された乳房腫瘍---患者1、2、3由来の乳房腫瘍細胞をマウスに移植
した。各腫瘍は3連の腫瘍を生成するように3匹のマウスに移植された。乳房腫瘍形成性細
胞を、その後、これらの腫瘍から単離された。3人の患者由来の2つまたは3つの非継代乳
房腫瘍、SUM、PE13、PE15、を標識し、腫瘍形成性細胞(TG)または非腫瘍形成性細胞(NTG)
へ選別した。PE15-TGおよびPE15-NTGの両方は3連であった。2つまたは3つの正常乳房試料
は乳房縮小患者由来であった。乳房上皮細胞(乳房)をフローサイトメトリーで単離し、マ
イクロアレイに用いた。2つまたは3つの正常結腸試料は、結腸患者から新鮮に収集された
。結腸上皮細胞(結腸)をフローサイトメトリーで単離し、マイクロアレイに用いた。2つ
または3つのの正常幹細胞試料(正常骨髄)は骨髄ドナーから収集された。造血幹細胞(HSC)
はフローサイトメトリーで単離された。プローブは、マイクロアレイ分析に用いる様々な
細胞型から作製された以下のものから作製された。
【０４３４】
　様々なマイクロアレイスクリーニングを行うために、Affymetrix HG-U133遺伝子チップ
を用いた。標準化遺伝子発現強度は、いくつかの大きな表に収集されるデータを作成する
ために用いられた。これらの表における結果は処理され、示差的に発現することが見出さ
れた遺伝子の名前を提示する表4、5、6、7a、7b、7c、7d、および8を作成するために用い
られた。表4～6について、候補癌マーカーは、発現が、非腫瘍形成性細胞または正常幹細
胞(HSC)と比較して非継代乳房腫瘍形成性細胞において1.5倍より多い、または1/1.5より
少ない遺伝子を同定することにより選別された。表6は、UPNTGに対するUPTGにおいて下方
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制御されることが見出されたそれらの遺伝子のみを示す。表5は、HSCに対するUPTGにおい
て上方制御されることが見出された遺伝子のみを示す。表4は、UPNTGに対するUPTGにおい
て上方制御されることが見出されたもののみを示す。表7a、7b、7c、および7dについて、
癌マーカーは、標準t検定によりより大きな表から作成された。これらの表は、Tスコアが
<0.01であり、かつ比率が2倍より多いことに基づいて選別された。表7aは、HSCに対するU
PTGにおいて上方制御されることが見出されたそれらの遺伝子のみを示す。表7bは、HSCに
対するUPTGにおいて下方制御されることが見出されたそれらの遺伝子のみを示す。表7cは
、HSCに対するPTGにおいて上方制御されることが見出されたそれらの遺伝子のみを示す。
表7dは、HSCに対するPTGにおいて下方制御されることが見出されたそれらの遺伝子のみを
示す。
【０４３５】
実施例5
シグネチャー1およびシグネチャー2癌幹細胞マーカーに基づいた癌幹細胞の単離ならびに
濃縮
　この実施例は、本発明により同定されたシグネチャー1およびシグネチャー2癌幹細胞マ
ーカーの示差的発現に基づいて固形腫瘍由来の腫瘍形成性癌幹細胞について単離および濃
縮するための方法を記載する。単離されたシグネチャー1およびシグネチャー2癌幹細胞を
用いて追加の癌幹細胞マーカーを同定する方法もまた提供される。
【０４３６】
　患者試料由来または異種移植モデルで継代された固形腫瘍由来の腫瘍細胞を、無菌条件
下で取り出す。組織試料を小片へ切断し、その後、滅菌刃を用いて完全に切り刻む。単細
胞懸濁液は、その後、酵素消化および機械的破壊により得られる。具体的には、胸水細胞
または切り刻まれた腫瘍片を、培地中の超高純度コラゲナーゼIII(1mLあたり200～250ユ
ニットのコラゲナーゼ)と混合し、15～20分間ごとに10-mLピペットを通して上下にピペッ
ティングして、3～4時間、37℃でインキュベートする。消化された細胞を、45ulナイロン
メッシュに通して濾過し、RPMI/20%FBSで洗浄し、HBSSで2回、洗浄する。
【０４３７】
　単細胞腫瘍懸濁液は、細胞表面マーカーに基づいて腫瘍形成性細胞および非腫瘍形成性
細胞へ選別される。細胞を数え、2%加熱不活性化細胞仔ウシ血清(HICS)を含むHBSSで2回
洗浄し、100ulあたり106細胞で再懸濁する。抗体を加え、細胞を、氷上で20分間、抗体と
インキュベートし、続いて、HBSS/2%HICSで2回洗浄する。抗体は、抗ESA(Biomeda, Foste
r City, CA)、抗CD44、抗CD24、ならびにLineageマーカー抗CD2、抗CD3、抗CD10、抗CD16
、抗CD18、抗CD31、抗CD64、および抗CD140b(Linと集合的に呼ばれる；PharMingen, San 
Jose, CA)を含む。抗体は、これらのマーカーを発現する細胞をポジティブにまたはネガ
ティブに選択するために蛍光色素へ直接結合される。異種移植片から収集された組織にお
いて、マウス細胞は、H2Kd+細胞に反対して選択することにより排除される。死細胞は、
生死判別色素7AADを用いることにより排除される。フローサイトメトリーは、FACSVantag
e(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)上で行われる。側方散乱および前方散乱プロ
ファイルは細胞集塊を排除するために用いられる。
【０４３８】
　いくつかの態様において、癌幹細胞は、α-カテニン遺伝子発現シグネチャーにより同
定された膜貫通タンパク質のそれらの発現レベルに基づいて単離および濃縮される。抗体
は、標準技術を用いてc-Met、EDG2、およびDCBLD2を含むα-カテニンシグネチャーにおい
て増加した遺伝子発現を示す膜貫通タンパク質の細胞外ドメインに対して産生され、産生
された抗体は、その後、精製され、蛍光色素で直接標識される。固形腫瘍細胞は解離され
、上記のようなESA、CD44、CD24、Lineageマーカー、c-Met、EDG2、およびDCBLD2に対す
る標識抗体とインキュベートされる。フローサイトメトリーは、その後、高レベルのESA
、CD44、c-Met、EDG2、およびDCBLD2を発現する細胞について選択し、かつCD24およびLin
eageマーカーを発現する細胞に反対して選択するために用いられる。または、ESA+、CD44
+、CD24-/低、およびLin-細胞が上記のようにまず単離され、癌幹細胞のこの集団(Al-Haj
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j et al., 2003)が、c-Met、EDG2、およびDCBLD2に対する標識抗体とインキュベートされ
、続いて、高レベルのc-Met、EDG2、およびDCBLD2を発現する細胞をポジティブに選択す
るようにフローサイトメトリーに供される。このように、ESA+、CD44+、CD24-/低、Lin-

、c-Met+、EDG2+、およびDCBLD2+シグネチャー1型癌幹細胞について濃縮された腫瘍細胞
集団が得られる。
【０４３９】
　α-カテニン遺伝子発現シグネチャーに基づいて単離された細胞の腫瘍形成性は、その
後測定される。5,000個、1,000個、500個、および100個の単離されたESA+、CD44+、CD24-
/低、Lin-、c-Met+、EDG2+、およびDCBLD2+癌幹細胞対同数のESA+、CD44+、CD24-/低、お
よびLin-癌幹細胞または選別されていない解離腫瘍細胞が、NOD/SCIDマウスの乳房脂肪体
へ注入される。細胞注入の5日前に、マウスは、腹腔内注射による30mg/kg VP-16およびエ
ストロゲンペレットの皮下への配置での処理により調製される。マウスにおける一貫した
腫瘍形成に必要とされる注入細胞の数が、シグネチャー1癌幹細胞を単離することに基づ
いた、非腫瘍形成性細胞に対する腫瘍形成性細胞についての倍濃縮を決定するために用い
られる。
【０４４０】
　もう一つの態様において、癌幹細胞は、E-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーにより同
定された膜貫通タンパク質の示差的発現に基づいて単離および濃縮される。抗体は、標準
技術を用いてIL1R2およびE-カドヘリンを含むE-カドヘリン遺伝子シグネチャーにおいて
減少した遺伝子発現を示す膜貫通タンパク質の細胞外ドメインに対して産生され、いった
ん産生されたならば、抗体は、精製され、蛍光色素で直接標識される。固形腫瘍細胞は解
離され、上記のようなESA、CD44、CD24、Lineageマーカー、IL1R2、およびE-カドヘリン
に対する標識抗体とインキュベートされる。フローサイトメトリーは、その後、高レベル
のESAおよびCD44を発現する細胞について選択し、かつE-カドヘリン、IL1R2、CD24、およ
びLineageマーカーを発現する細胞に反対して選択するために用いられる。
【０４４１】
　または、ESA+、CD44+、CD24-/低、およびLin-細胞が上記のようにまず単離され、癌幹
細胞のこの集団(Al-Hajj et al., 2003)が、E-カドヘリンおよびIL1R2に対する標識抗体
とインキュベートされ、続いて、高レベルのE-カドヘリンおよびIL1R2を発現する細胞に
反対して選択するようにフローサイトメトリーに供される。このように、ESA+、CD44+、C
D24-/低、Lin-、IL1R2-、およびE-カドヘリン-のシグネチャー2型癌幹細胞について濃縮
された腫瘍細胞集団が得られる。
【０４４２】
　E-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーに基づいて単離された細胞の腫瘍形成性は、その
後測定される。5,000個、1,000個、500個、および100個の単離されたESA+、CD44+、CD24-
/低、Lin-、IL1R2-、およびE-カドヘリン-の癌幹細胞対同数のESA+、CD44+、CD24-/低、
およびLin-の癌幹細胞または選別されていない解離腫瘍細胞が、VP-16およびエストロゲ
ン前処理されたNOD/SCIDマウスの乳房脂肪体へ注入される。マウスにおける一貫した腫瘍
形成に必要とされる注入細胞の数が、シグネチャー2遺伝子発現で癌幹細胞を単離するこ
とに基づいた、非腫瘍形成性細胞に対する腫瘍形成性細胞についての倍濃縮を決定するた
めに用いられる。
【０４４３】
　α-カテニン遺伝子発現シグネチャーにより同定されたα-カテニンを含む細胞質タンパ
ク質に基づいて単離および濃縮された癌幹細胞もまた構想される。α-カテニンに対する
抗体が産生され、精製され、蛍光色素で直接標識される。固形腫瘍細胞は上記のように解
離され、4%パラホルムアルデヒドに固定され、0.5%Triton-X-100界面活性剤で透過処理さ
れる。透過処理された腫瘍細胞は、ESA、CD44、CD24、Lineageマーカー、およびα-カテ
ニンに対する標識抗体とインキュベートされ、フローサイトメトリーは、その後、高レベ
ルのESAおよびCD44を発現する細胞について選択し、かつα-カテニン、CD24、およびLine
ageマーカーを発現する細胞に反対して選択するために用いられる。または、ESA+、CD44+
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、CD24-/低、およびLin-細胞が上記のようにまず単離され、その後、4%パラホルムアルデ
ヒドに固定され、0.5%Triton-X-100界面活性剤で透過処理される。透過処理された細胞は
、α-カテニンに対する標識抗体とインキュベートされ、フローサイトメトリーは、高レ
ベルのα-カテニンを発現する細胞に反対して選択するために用いられる。このように、E
SA+、CD44+、CD24-/低、Lin-、およびα-カテニン-/低のシグネチャー1型癌幹細胞につい
て濃縮された腫瘍細胞集団が得られる。
【０４４４】
　癌幹細胞の追加のマーカーを同定するために、α-カテニンまたはE-カドヘリン遺伝子
発現シグネチャーをもつ癌幹細胞の単離された集団は、お互いと、非腫瘍形成性固形腫瘍
細胞と、および正常乳房上皮とマイクロアレイ分析を用いて比較される。非腫瘍形成性固
形腫瘍細胞および正常乳房上皮は、実施例4に記載されているように、フローサイトメト
リーにより単離される。シグネチャー1または2遺伝子発現のいずれかをもつ癌幹細胞は、
上記のように、フローサイトメトリーにより単離される。各集団は、マイクロアレイ分析
が3連で行われうるように3回、独立して単離される。
【０４４５】
　全RNAは、RNasy(Qiagen, Valencia, CA)を用いて製造会社のプロトコールに従って異な
る細胞集団から単離される。マイクロアレイ分析のためのプローブはその後、Affymetrix
プロトコール(Affymetrix, Santa Clara, CA)に従って調製される。Affymetrix HG-U133
遺伝子チップは、比較されることになっている2つの単離された細胞集団を表すCy3対Cy5
標識プローブセットとハイブリダイズされ、標準Affymetrixプロトコールに従って洗浄さ
れる。アレイは、アルゴンイオンレーザー共焦点顕微鏡でスキャンされ、アレイ上に設定
された各プローブについての強度は、Affymetrix手順に従って、Affymetrix Microarray 
Suite 4.0ソフトウェアで評価される。
【０４４６】
実施例6
癌幹細胞の挙動に影響を及ぼす小分子についてのスクリーニング
　この実施例は、癌幹細胞増殖を阻害するものを同定するように作用物質をスクリーニン
グするための方法を記載する。ESA+、CD44+、CD24-/低、Lin-癌幹細胞は、本明細書に記
載されているように、患者腫瘍試料から、または免疫不全マウスを通して継代された腫瘍
から、単離される。単離された癌幹細胞は、遠心分離により収集され、Ham's F12、2%ウ
シ胎児血清、およびB27サプリメントの混合物を含む定義済み培地に再懸濁し、その後、
癌幹細胞の増殖を可能にする条件下で浮遊状態で培養される。等しい数の細胞が、透明底
マイクロタイタープレートにおけるウェルごとに蒔かれる。これらのプレートはアッセイ
プレートと呼ばれる。化学ライブラリー由来の作用物質は、マイクロタイター希釈プレー
トにおいて培地に希釈され、その後、3連でアッセイプレートへ加えられる。作用物質が
添加されないウェル、およびアニソマイシン、タンパク質合成阻害剤、が添加されるウェ
ルは、それぞれ、正常な増殖および増殖無しについての対照として各アッセイプレートに
含まれる。アッセイプレートは、7日間、14日間、および21日間、試験作用物質とインキ
ュベートされる。これらの日数において、ウェルあたりのコロニーの数が光学顕微鏡によ
り測定される。
【０４４７】
実施例7
癌幹細胞増殖および自己再生を阻害するためのシグネチャー1癌幹細胞マーカーc-Metのタ
ーゲティング
　この実施例は、本発明の遺伝子発現プロファイルにより同定された癌幹細胞マーカーの
発現に基づいて腫瘍をターゲットするための方法、およびこのターゲティングの影響をア
ッセイするための方法を記載する。本発明の遺伝子発現シグネチャー1は、正常乳房上皮
と比較してシグネチャー1型癌幹細胞における増加したc-Met発現を同定する(図11)。c-Me
tは、異常な活性化が腫瘍形成性および転移に結びつけられている受容体チロシンキナー
ゼである。癌幹細胞によって発現したc-Metを不活性化する方法は、それらの増殖および/
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または自己再生性質を低下させ、それに従って、固形腫瘍増殖を阻害することができる。
または、高レベルのc-Metを発現する癌幹細胞を排除することは、腫瘍増殖を低下させ、
かつ腫瘍再発および/または転移のリスクを低下させることができる。
【０４４８】
　腫瘍、具体的には、増加したレベルのc-Metを発現する癌幹細胞を含む腫瘍をターゲッ
トするために、c-Metの細胞外ドメインに対するモノクローナル抗体が作製される。F1ハ
イブリッドマウスを、精製された組換え細胞外c-Metタンパク質を用いて免疫し、免疫タ
ンパク質を特異的に認識する循環抗体をもつマウス由来の脾臓を、ハイブリドーマ作製に
用いられる。ハイブリドーマを再び、c-Metタンパク質を特異的に認識する抗体について
スクリーニングする。
【０４４９】
　c-Metに対して産生された抗体は、細胞増殖についてのアッセイを用いて、c-Metに対す
るアンタゴニスト対アゴニスト活性について評価される。c-Metを発現するヒト肺筋線維
芽細胞系(MRC5)を、10%ウシ胎児血清(FCS)、100U/mlペニシリン、および100ug/mlストレ
プトマイシンを含むダルベッコの改変イーグル培地(DMEM)で培養する。細胞を、96ウェル
組織培養マイクロプレートにおいてウェルあたり104細胞の密度で蒔き、24時間、広がる
ようにさせておく。その後、細胞を、2%FCSを含む新鮮なDMEMでもう12時間、培養し、そ
の時点で、抗c-Met抗体対対照抗体を、c-Metリガンド、HGF/SF、および10umol/L BrdUの
存在下または非存在下における培地へ加える。BrdU標識後、培地を除去し、細胞を、エタ
ノール中、室温で30分間、固定し、ペルオキシダーゼ結合モノクローナル抗BrdU抗体(ク
ローンBMG 6H8、Fab断片)と90分間、反応させる。基質を、テトラメチルベンジジンを含
む溶液において発色させ、1mol/L H2SO4の25ulで15分後、停止する。色反応は、450nmフ
ィルターを用いる自動ELISAプレートリーダー(UV Microplate Reader; Bio-Rad Laborato
ries, Richmond, CA)で測定される。すべての実験は3連で行われる。対照抗体のみとイン
キュベートされた細胞は、細胞増殖のベースラインレベルについての対照としての役割を
果たす。HGF/SFとの細胞のインキュベーションは、c-Met活性化後の細胞増殖についての
陽性対照としての役割を果たす。HGF/SFの非存在下において細胞増殖を増加させるように
アゴニストとして働く抗c-Met抗体は、さらに研究されない。細胞増殖のHGF/SF媒介性刺
激をブロックするアンタゴニスト抗c-Met抗体、およびc-Metを活性化することができない
抗体は、下記のように、癌幹細胞をターゲットするために用いられる。
【０４５０】
　いくつかの態様において、c-Met抗体の癌幹細胞増殖への効果は培養液中において測定
される。患者組織試料由来（固形腫瘍生検、胸水など）、または異種移植マウスモデルに
おいて継代された腫瘍由来の腫瘍細胞を、上の実施例5に記載されているように、無菌条
件下で取り出して、解離させ、c-Metを過剰発現するシグネチャー1癌幹細胞をフローサイ
トメトリーにより単離する。加えて、シグネチャー2癌幹細胞および非選別腫瘍細胞もま
た比較のために含まれうる。選別された癌幹細胞を遠心分離により収集し、腫瘍細胞の増
殖を可能にする条件下で、ハムのF12、2%ウシ胎児血清、およびB27サプリメントの混合物
を含む定義済み培地に再懸濁する。腫瘍形成性細胞から特異的にコロニー増殖を可能にす
るように浮遊状態で14日間、腫瘍細胞を培養し(USSN 09/920,517)、その後、腫瘍幹細胞
コロニーを遠心分離により収集し、続いて、実施例5に記載されているように、酵素消化
および機械的破壊を37℃で1時間、行うことによりコロニーを継代する。解離細胞を再懸
濁し、アンタゴニスト抗c-Met抗体、非アゴニスト抗c-Met抗体、c-Metブロッキングペプ
チドとプレインキュベートされた抗体、または対照抗体を含む新鮮な培地で等しい数を培
養する。継代された非腫瘍形成性細胞は、2～4細胞からなる小さなコロニーを形成するこ
とができるだけであるが、腫瘍形成性癌幹細胞は増殖し続け、異なる抗c-Met抗体の効果
は、光学顕微鏡によりコロニー増殖の数およびサイズを評価することにより測定される。
【０４５１】
　第二態様において、c-Metに対する抗体の腫瘍への、および特に、癌幹細胞増殖への効
果は、異種移植片モデルにおいて評価される。患者組織試料由来（固形腫瘍生検、胸水な
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ど）、または異種移植マウスモデルにおいて継代された腫瘍由来の腫瘍細胞を、上の実施
例5に記載されているように、無菌条件下で取り出して、解離させ、c-Metを過剰発現する
シグネチャー1癌幹細胞をフローサイトメトリーにより単離する。加えて、シグネチャー2
癌幹細胞および非選別腫瘍細胞もまた比較のために含まれうる。3連セットにおいて、5,0
00個、2,500個、1,000個、および200個の選別された癌幹細胞を、アンタゴニスト抗c-Met
抗体、非アゴニスト抗c-Met抗体、c-Metブロッキングペプチドとプレインキュベートされ
た抗c-Met抗体、または対照抗体と37℃で1時間、抗体結合が可能になるようにインキュベ
ートし、その後、NOD/SCIDマウスの乳房脂肪体へ注入する。細胞注入の5日前に、マウス
は、腹腔内注射による30mg/kg VP-16およびエストロゲンペレットの皮下への配置での処
理により調製される。注入の後、注入された腫瘍細胞の腫瘍を形成する能力、腫瘍形成に
必要とされる時間の長さ、および腫瘍のサイズが評価される。
【０４５２】
　他の態様において、抗c-Met抗体の癌幹細胞自己再生への効果が調べられる。上記のよ
うに、浮遊培養下で増殖させ、アンタゴニスト抗c-Met抗体、非アゴニスト抗c-Met抗体、
ブロッキングペプチドとプレインキュベートされた抗体、または対照抗体のいずれかで処
理された癌幹細胞コロニーを二度目、継代する。解離細胞を、その後、抗体の非存在下で
新鮮な培地において培養し、c-Met抗体の存在下における、存在する癌幹細胞の数、およ
びそれに従って、癌幹細胞の自己再生を表す、増殖するコロニーの数が測定される。また
は、50,000個から下へ5,000個までの範囲である様々な数の解離腫瘍細胞が、VP-16および
エストロゲン前処理されたNOD/SCIDマウスの乳房脂肪体へ注入され、注入された細胞の数
について腫瘍形成の頻度率が測定される。
【０４５３】
　もう一つの態様において、インビボでのc-Metを過剰発現する癌幹細胞をターゲットす
ることの腫瘍増殖への効果が測定される。患者組織試料由来（固形腫瘍生検、胸水など）
、または異種移植マウスモデルにおいて継代された腫瘍由来の腫瘍細胞を、上の実施例5
に記載されているように、無菌条件下で取り出し、単細胞懸濁液として調製し、解離させ
、c-Metを過剰発現するシグネチャー1癌幹細胞をフローサイトメトリーにより単離する。
加えて、シグネチャー2癌幹細胞および非選別腫瘍細胞もまた比較のために含まれうる。3
連セットにおいて、5,000個、2,500個、1,000個、および200個の選別された癌幹細胞を、
VP-16およびエストロゲン前処理されたNOD/SCIDマウスの乳房脂肪体へ注入する。腫瘍細
胞注入のその日に、または注入された腫瘍細胞が触知可能な腫瘍へ増殖するやいなや、c-
Metに対する裸のアンタゴニスト抗体または対照抗体を、腫瘍を有するマウスへ腹腔内に
注入する。代替の態様において、抗体は、裸のアンタゴニスト抗体ではなく、ターゲット
された癌幹細胞を殺すための治療用放射性核種ヨウ素-131に結合した非アゴニスト抗c-Me
t抗体である。注入は、2週間～3週間、週に2回、繰り返され、腫瘍増殖速度およびサイズ
への効果が評価される。
【０４５４】
　この実施例の態様は、癌幹細胞腫瘍形成性におけるc-Metの役割を調べるための方法を
記載する。もしシグネチャー1型癌幹細胞によるc-Metの過剰発現は、それらの腫瘍形成性
に寄与するならば、c-Metに対する抗体は腫瘍幹細胞増殖および/または自己再生を阻害す
るだろう。c-Metをターゲットすることは、細胞増殖を阻害でき、そのため、癌幹細胞は
より小さな、培養液中のコロニーまたは異種移植モデルにおける腫瘍を生じる。c-Metを
ターゲットすることはまた、癌幹細胞自己再生を阻害し、それにより、対照と比較して腫
瘍形成の頻度を減少させることができる。さらに、c-Metの過剰発現が腫瘍形成性におい
て果たす役割とは無関係に、ターゲットされたシグネチャー1型癌幹細胞の殺害は、α-カ
テニンプロファイルをもつ癌幹細胞が検出される腫瘍に対する治療であることが証明され
ると予想される。
【０４５５】
実施例8
癌患者を処置するためのシグネチャー1癌幹細胞マーカーc-Metの治療的ターゲティング
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　この実施例は、α-カテニン遺伝子発現プロファイルが検出されている癌幹細胞を含む
腫瘍をターゲットするためにc-Metに対する抗体を用いて癌を処置するための方法を記載
する。α-カテニンシグネチャーに基づいたα-カテニンプロファイルを示す癌幹細胞の存
在は、最初、腫瘍生検から決定される。c-Metに対する抗体は、その後、腫瘍がシグネチ
ャー1遺伝子プロファイルを有すると決定された癌患者へ投与される。
【０４５６】
　癌と診断された患者からの生検(固形腫瘍生検または胸水)由来の腫瘍細胞は無菌条件下
で取り出される。組織試料を小片へ切断し、その後、滅菌刃を用いて完全に切り刻む。単
細胞懸濁液を得るために、細胞を酵素消化および機械的破壊に供す。具体的には、胸水細
胞または結果として生じた腫瘍片を、培地中の超高純度コラゲナーゼIII(1mLあたり200～
250ユニットのコラゲナーゼ)と混合し、15～20分間ごとに10-mLピペットを通して上下に
ピペッティングして、3～4時間、37℃でインキュベートする。消化された細胞を、45ulナ
イロンメッシュに通して濾過し、RPMI/20%FBSで洗浄し、HBSSで2回、洗浄する。解離され
た腫瘍細胞を、その後、α-カテニン対E-カドヘリン遺伝子プロファイルを発現する癌幹
細胞を検出するために抗体とインキュベートし、α-カテニンおよび/またはE-カドヘリン
遺伝子プロファイルのいずれかを発現する腫瘍幹細胞の存在を、上の実施例5に記載され
ているように、フローサイトメトリーにより測定する。
【０４５７】
　腫瘍がα-カテニン遺伝子発現プロファイルをもつ癌幹細胞を含むと診断された癌患者
は、その後、抗c-Met抗体で処置される。モノクローナル非アゴニスト抗c-Met抗体は上記
のように産生され、標準技術を用いてヒト化される。抗体は、精製され、注射用にPBSに
おける適した薬学的担体と共に製剤化される。患者は、それらのキメラ型、多量体型、ヘ
テロマー型、一本鎖型、または断片(Fv、Fab、Fab1、F(ab1)2、または他の抗原結合断片)
でありうるのだが、ヒト化抗c-Met抗体で、例えば、少なくとも10週間、週に1回、または
少なくとも約14週間、週に1回、処置される。抗体の各投与は、薬学的有効量、例えば、
約2mg/ml～約100mg/ml、または約5mg/ml～約40mg/ml、であるべきである。抗体は、オキ
サリプラチン、フルオロウラシル、ロイコボリン、ストレプトゾシンなどのような1つま
たは複数の化学療法剤を用いる標準化学療法計画の前に、化学療法計画と同時に、または
化学療法計画の後に、投与されうる。処置された患者は、腫瘍退縮、新しい腫瘍の発生率
の低下などについてモニターされる。
【０４５８】
実施例9
シグネチャー2癌幹細胞における癌幹細胞マーカーIL1R2またはNovの発現の回復
　この実施例は、癌幹細胞における下方制御されたタンパク質の発現を回復するための方
法、およびタンパク質発現が回復された時の癌幹細胞の挙動への影響をアッセイするため
の方法を記載する。IL1R2は、正常な乳房上皮と比較してE-カドヘリン遺伝子発現シグネ
チャーをもつ癌幹細胞において発現の減少を示す、IL-1についての非シグナル伝達性おと
り受容体である(表9；図12)。IL-1は、腫瘍形成性促進性サイトカインの産生を刺激でき
る強力な炎症促進性サイトカインであり、従って、シグネチャー2型癌幹細胞におけるIL1
R2発現を回復することは、腫瘍増殖に対抗するのを助けることができる。
【０４５９】
　いくつかの態様において、癌幹細胞の遺伝子改変は、IL1R2の発現を回復させるために
用いられ、遺伝子改変された癌幹細胞は腫瘍形成性について試験される。患者試料由来（
固形腫瘍生検、胸水など）、または免疫不全マウスにおいて異種移植片として継代された
生検由来の腫瘍細胞を解離し、フローサイトメトリーを用いて、上の実施例5に記載され
ているように、E-カドヘリン遺伝子シグネチャーを発現する癌幹細胞を単離する。加えて
、シグネチャー1癌幹細胞および非選別腫瘍細胞もまた比較のために含まれうる。単離さ
れた癌幹細胞を、フローサイトメトリー後に収集し、培地に懸濁する。
【０４６０】
　E-カドヘリン遺伝子シグネチャーに基づいて単離された癌幹細胞は、その後、複製能力
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のないレンチウイルスベクターを用いて遺伝子改変される。適した発現系は、ViraPower(
商標)レンチウイルス発現系(Invitrogen, Carlsbad, CA)を含み、ウイルス粒子は、製造
会社のプロトコールに従って作製される。3つの異なるレンチウイルスが、組換えDNAテク
ノロジーの標準方法を用いて構築される：1)細胞感染のマーカーとして内部リボソーム侵
入部位(IRES)GFPに連結された、組換えIL1R2をコードするレンチウイルスであって、IL-1
サイトカインを結合し、不活性化する能力があるIL1R2タンパク質の膜貫通断片かまたは
可溶性機能性断片のいずれかが構想される、レンチウイルス(IL1R2-IRES-GFP)；2)IRES G
FPに連結された、不活性IL1R2をコードする対照ウイルスであって、コードされたIL1R2が
、コードドメインへ導入された欠失、突然変異などのために機能性IL-1結合ドメインを含
まない、対照ウイルス(不活性IL1R2-IRES-GFP)；および3)GFPのみをコードする対照ウイ
ルス。
【０４６１】
　遺伝子改変された癌幹細胞の増殖および自己再生性質は異種移植モデルにおいて測定さ
れる。5,000個、1,000個、および200個の単離されたシグネチャー2癌幹細胞の3連セット
に、浮遊状態での培地におけるIL1R2-IRES-GFP、不活性IL1R2-IRES-GFP、またはGFPレン
チウイルスの等しい感染の多重度(MOI)を感染させる。感染した細胞を、その後、HBSSに
おいて洗浄し、VP-16およびエストロゲン前処理されたNOD/SCIDマウスの乳房脂肪体へ注
入する。腫瘍増殖は、異なる遺伝子改変癌幹細胞の増殖能力を評価するためにモニターさ
れる。28日後、マウス由来の異種移植片を、再び単離し、50,000個、25,000個、および5,
000個の解離された腫瘍細胞をNOD/SCIDマウスへ再継代する。注入された細胞の数ごとの
腫瘍形成の頻度率が、その後、IL1R2-IRES-GFP対不活性IL1R2-IRES-GFPまたはGFPの発現
癌幹細胞の自己再生能力を評価するために測定される。
【０４６２】
　代替の態様において、E-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーをもつ癌幹細胞は、腎芽細
胞腫過剰発現遺伝子(Nov)の発現を回復するように遺伝子改変される。Novは、細胞増殖、
化学走性、および細胞接着を含む様々な生物学的役割を果たす細胞外マトリックスに結合
した分泌性タンパク質である。高レベルのNov発現がより侵襲性の弱い脳腫瘍と関連し、
逆に、Novのレベルの減少が副腎皮質腫瘍の悪性状態への進行と関連しているように、Nov
は細胞周期制御および細胞増殖の減速に関与している。従って、固形腫瘍においてNovタ
ンパク質を回復させることは、それらの増殖を制限するのを助けることができる。
【０４６３】
　Nov発現を回復させるために、組換えNovをコードするプラスミドベクターを、シグネチ
ャー2型癌幹細胞へ導入する。CMVプロモーターの制御下でNovを発現するプラスミドベク
ターが作製される。完全長Novをコードするポリヌクレオチドは、ヒトcDNAライブラリー
からPCRにより単離され、トランスフェクションされた細胞にマークを付けるためのIRES 
GFPの上流のプラスミドベクターpcDNA3(Invitrogen, Carlsbad, CA)のマルチクローニン
グ部位へクローニングされる。プラスミドDNAは、陽イオン性脂質と複合体形成し、培地
におけるシグネチャー2癌幹細胞をトランスフェクションするために用いられる。GFPのみ
をコードするプラスミドDNAは対照として用いられる。トランスフェクションされた癌幹
細胞を、その後HBSSにおいて洗浄し、GFP発現についてFACsにより選別し、5,000個、1,00
0個、および200個の細胞の3連セットを、VP-16およびエストロゲン前処理されたNOD/SCID
マウスの乳房脂肪体へ注入する。腫瘍増殖は、異なる遺伝子改変癌幹細胞の増殖能力を評
価するためにモニターされる。28日後、マウス由来の異種移植片を、再び単離し、50,000
個、25,000個、および5,000個の解離された腫瘍細胞をNOD/SCIDマウスへ再継代する。注
入された細胞の数ごとの腫瘍形成の頻度率が、その後、Nov発現対GFPのみ発現の癌幹細胞
の自己再生能力を評価するために測定される。
【０４６４】
　これらの方法は、シグネチャー2型癌幹細胞によるIL1R2またはNovの発現の減少がそれ
らの腫瘍形成性に寄与するかどうかを扱う。IL1R2またはNov発現を回復させることがシグ
ネチャー2癌幹細胞増殖および自己再生を低下させ、それに従って、腫瘍形成性細胞の数
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の低下したより小さな腫瘍がマウスにおいて増殖するだろうことが構想される。しかしな
がら、IL1R2およびNovは抗増殖性質を有するため、それらの特定の遺伝子発現プロファイ
ルに関わらず、すべての癌幹細胞においてそれらの発現を増加させることは、腫瘍増殖を
阻害するまたは防ぐだろうことはさらに予想される。
【０４６５】
実施例10
癌患者を処置するためのシグネチャー2癌幹細胞マーカーNovの治療的回復
　この実施例は、固形腫瘍においてNovの発現を回復するための遺伝子治療を用いて癌を
処置するための方法を記載する。シグネチャー2プロファイルを示す癌幹細胞の存在が、
まず、そのような治療に対して最良に応答できる患者を同定するために腫瘍生検から測定
される。組換えNovを発現するプラスミドベクターを、その後、腫瘍がシグネチャー2遺伝
子プロファイルを発現する癌幹細胞を含む癌患者に投与する。
【０４６６】
　癌と診断された患者からの患者試料(固形腫瘍生検または胸水)由来の腫瘍細胞を、無菌
条件下で取り出す。組織試料を小片へ切断し、その後、滅菌刃を用いて完全に切り刻む。
単細胞懸濁液を得るために、細胞を酵素消化および機械的破壊に供す。胸水細胞または結
果として生じた腫瘍片のいずれかを、培地中の超高純度コラゲナーゼIII(1mLあたり200～
250ユニットのコラゲナーゼ)と混合し、15～20分間ごとに10-mLピペットを通して上下に
ピペッティングして、3～4時間、37℃でインキュベートする。消化された細胞を、45ulナ
イロンメッシュに通して濾過し、RPMI/20%FBSで洗浄し、HBSSで2回、洗浄する。解離され
た腫瘍細胞を、その後、シグネチャー2対シグネチャー1遺伝子プロファイルを発現する癌
幹細胞を検出するために抗体とインキュベートし、シグネチャー2および/またはシグネチ
ャー1遺伝子プロファイルのいずれかを発現する腫瘍幹細胞の存在を、上の実施例5に記載
されているように、フローサイトメトリーにより測定する。
【０４６７】
　腫瘍がシグネチャー2遺伝子発現プロファイルをもつ癌幹細胞を含むと診断された癌患
者を、その後、Novをコードするプラスミドベクターの治療的有効量で処置する。いくつ
かの態様において、プラスミドベクターは、腫瘍内注射により送達され、カルシウムの生
理学的レベル(0.9mM)をもつリン酸緩衝食塩水中に製剤化される。または、DNAは、1mMか
ら2MまでのCa++のより高い量を含む溶液中に製剤化される。DNAは、亜鉛、アルミニウム
などのような他の陽イオンと共に製剤化されうる。プラスミドベクターの治療的有効量は
、約0.001ug～約1gの範囲である。最もなかなかの治療的量は、約0.025mg～約5mgの範囲
である。プラスミドベクターは、6～12ヶ月間、毎月、その後、維持量として3～12ヶ月ご
とに、送達される。代替の処置計画が開発され、疾患の重症度、患者の年齢、およびその
ような他の因子に依存して、毎日から、週1回まで、1ヶ月おきに1回まで、年1回まで、1
回限りの投与までの範囲であることができる。DNA治療は、オキサリプラチン、フルオロ
ウラシル、ロイコボリン、ストレプトゾシンなどのような1つまたは複数の化学療法剤を
用いる標準化学療法計画の前に、化学療法計画と同時に、または化学療法計画の後に、投
与されうる。処置された患者は、腫瘍退縮、新しい腫瘍の発生率の低下などについてモニ
ターされる。
【０４６８】
実施例11
シグネチャー1および2癌幹細胞の両方を含む腫瘍を有する癌患者を処置するための併用治
療
　この実施例は、シグネチャー1遺伝子発現プロファイルをもつ癌幹細胞においてc-Metを
ターゲットし、かつシグネチャー2遺伝子発現プロファイルをもつ癌幹細胞を含む固形腫
瘍においてNovの発現を回復させる両方のための抗体および遺伝子併用治療を用いて癌を
処置するための方法を記載する。シグネチャー1および2プロファイルの両方を示す癌幹細
胞の存在がまず、上記のように腫瘍生検から測定される。c-Metに対する抗体および組換
えNovを発現するプラスミドベクターが、その後、上記のように、腫瘍がシグネチャー1お
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よびシグネチャー2遺伝子プロファイルを発現する癌幹細胞を含む癌患者に投与される。
【０４６９】
実施例12
癌幹細胞におけるリゾホスファチジン酸(LPA)およびLPA受容体EDG2
　この実施例は、LPAシグナル伝達およびLPA受容体EDG2によるシグナル伝達を調節するこ
との癌幹細胞の増殖および自己再生への効果を評価するための方法を記載する。リゾホス
ファチジン酸(LPA)は、分化を終えての細胞増殖、形態学的変化、および腫瘍細胞浸潤を
刺激する生物活性のあるリン脂質である。LPAは、卵巣腫瘍の増殖を促進し、卵巣癌を有
する患者において高濃度で見出され、卵巣癌における重要な役割を示唆している。LPAの
レベルの上昇はまた、子宮内膜癌および子宮頚癌を有する患者において検出されている(M
ills and Moolenaar, 2003)。α遺伝子発現シグネチャーを示す癌幹細胞は、内皮分化遺
伝子2(EDG2)、LPAにより活性化される受容体のファミリーに属するGタンパク質共役型受
容体(GPCR)、の発現の増加を含む(表9；図11)。癌幹細胞におけるEDG2の発現の増加は、L
PAに対する応答性を腫瘍形成性により広く関係付けることができる。さらに興味深いこと
に、EDG2の発現レベルの増加は、LPA非依存性アポトーシス誘導による細胞増殖速度の減
少と関連づけられ(Fang et al., 2000)、LPA依存性シグナル伝達に拮抗するが、LPA非依
存性アポトーシスを増強することが、腫瘍細胞増殖に対抗するように平衡が保たれている
にちがいないことを示唆する。
【０４７０】
　いくつかの態様において、LPAの癌幹細胞挙動への効果が測定される。α-カテニンおよ
びE-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーの両方をもつ癌幹細胞は、上の実施例5に記載さ
れているように、示差的タンパク質発現に基づいてフローサイトメトリーにより単離され
、外因性LPAの添加の癌幹細胞増殖への効果が測定される。選別された癌幹細胞を遠心分
離により収集し、0.1%(w/v)脂肪酸未含有BSAを含む定義済み培地に再懸濁する。等しい数
の細胞を、0.1uM、1uM、および10uM 1-オレオイルLPA(Sigma)または媒体対照の存在下で
、マルチウェル培養皿において最高2週間、浮遊培養下で増殖させる。各条件は3連で行わ
れ、各条件下で生成された腫瘍コロニーの数およびサイズは光学顕微鏡法により評価され
る。または、等しい数の癌幹細胞をマルチウェル培養皿において浮遊培養下で蒔き、数日
間、増殖するようにさせておく。その後、確立された腫瘍コロニーを、0.1uM、1uM、もし
くは10uM 1-オレオイルLPAの存在下または非存在下で一晩、処理し、[3H]-チミジンを最
後の8時間、適用する。[3H]-チミジンの取り込みを定量化して細胞増殖に対するLPAの効
果を評価する。
【０４７１】
　もう一つの態様において、内因性LPAの存在および癌幹細胞性質への効果が測定される
。内因性LPAの一つの可能性のある源は、腫瘍細胞自身であり、その後、癌幹細胞の増殖
を促進するように傍分泌様式で作用する。内因的に産生されたLPAの存在を検出するため
に、腫瘍細胞を、酵素消化により単細胞懸濁液へ解離させ、定義済み培地に再懸濁し、腫
瘍コロニーを確立するために数日間、増殖させる。LPAは、馴化培地からブタノール抽出
され、前に記載されているように(Saulnier-Blache et al., 2000)、放射酵素アッセイを
用いて定量する。
【０４７２】
　もしLPAが培養腫瘍細胞により産生されるならば、この内因性LPAシグナル伝達を低下さ
せることの効果が評価されうる。膜結合型リゾホスファチジン酸ホスファターゼ(ACP6)は
、細胞外および膜結合型LPAの両方を分解し、低LPAレベルを維持すること、およびLPAに
対する細胞応答を制限することにおいて重要な役割を果たしている(Fang et al., 2000)
。腫瘍細胞においてACP6のレベルを増加させることは、従って、LPAレベルを減少させ、
内因性LPAの癌幹細胞挙動への効果を明らかにするために用いられる。腫瘍細胞を上記の
ように単離し、トランスフェクションされた細胞を検出するためのIRES GFPに連結された
ACP6を発現する能力があるプラスミドベクターをトランスフェクションする。GFPのみを
発現するプラスミドベクターは対照として用いられる。細胞は、リポフェクタミン試薬(I
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nvitrogen, Carlbad, CA)を用いて製造会社のプロトコールに従って一晩、トランスフェ
クションされ、フローサイトメトリーは、24時間後、トランスフェクションされたGFP陽
性腫瘍細胞を単離するために用いられる。等しい数の腫瘍細胞をマルチウェル培養皿にお
いて浮遊培養下で蒔き、増殖するようにさせておく。腫瘍コロニーの数およびサイズがそ
の後、評価される。LPA産生は、再び、LPA産生における倍低下を測定するためにACP6発現
対対照のトランスフェクションされた腫瘍細胞から定量される。または、癌幹細胞を上の
実施例5に記載されているように、フローサイトメトリーにより単離し、ACP6発現対対照
のトランスフェクションされた腫瘍細胞からの培地に再懸濁し、インビトロで腫瘍コロニ
ーを形成するそれらの能力を調べる。
【０４７３】
　もう一つの態様において、LPA受容体EDG2をアゴニスト抗体でターゲットすることの癌
幹細胞性質への効果が測定される。EDG2は細胞増殖の負の制御因子として働くと考えられ
ており、EDG2選択性アゴニストは腫瘍増殖および生存を制限することができることを示唆
する(Fang et al., 2000)。シグネチャー1癌幹細胞におけるEDG2の過剰発現は、このGCPR
の制御が癌幹細胞の腫瘍形成性性質において役割を果たすことができることを示唆する。
EDG2に対する抗体は、グリコシル化についてのシグナルを欠くEDG2の細胞外ドメイン由来
のペプチドを用いて標準免疫化技術により産生され、LPA依存性細胞質Ca++増加を活性化
できないが、LPA非依存性アポトーシスを活性化するアゴニスト抗体が同定される。
【０４７４】
　EDG2の高レベル(シグネチャー1)および低レベル(シグネチャー2)を発現する癌幹細胞へ
のEDG2アゴニスト抗体の効果は、その後、調べられうる。いくつかの態様において、アゴ
ニストEDG2抗体の癌幹細胞性質への効果は、培養液中において測定される。シグネチャー
1およびシグネチャー2癌幹細胞を、上の実施例5に記載されているように、患者組織試料(
固形腫瘍生検、胸水など)から、または異種移植マウスモデルにおいて継代された腫瘍か
ら単離する。単離された腫瘍幹細胞を遠心分離により収集し、等しい数を、アゴニスト抗
EDG2抗体、非アゴニスト抗EDG2抗体、または対照抗体のいずれかを含む定義済み培地に再
懸濁する。異なるEDG2抗体または対照抗体の存在下においてシグネチャー1対シグネチャ
ー2癌幹細胞により生成されたコロニーの数およびサイズは、光学顕微鏡法により測定さ
れる。
【０４７５】
　第二の態様において、EDG2に対するアゴニスト抗体の癌幹細胞増殖への効果は、異種移
植モデルにおいて評価される。3連セットにおいて、5,000個、2,500個、1,000個、および
200個の単離された癌幹細胞をアゴニスト抗EDG2抗体、非アゴニスト抗EDG2抗体、または
対照抗体と、抗体結合を可能にするように37℃で1時間、インキュベートし、その後、VP-
16およびエストロゲン前処理されたNOD/SCIDマウスの乳房脂肪体へ注入する。注入後、癌
幹細胞の腫瘍を形成する能力、腫瘍形成に必要とされる時間の長さ、および腫瘍のサイズ
が評価される。
【０４７６】
　もう一つの態様において、インビボでのアゴニスト抗EDG2抗体の腫瘍増殖への効果が測
定される。原発腫瘍由来の細胞をはさみで小片へ切断し、その後、その小片を、2x2mmの
小片を生じるように氷上で滅菌RPMI培地において刃で切り刻む。腫瘍片を無血清HBSSにお
いて洗浄し、VP-16およびエストロゲン前処理されたNOD/SCIDマウスの乳房脂肪体へ移植
する。胸水由来の細胞を、無血清HBSSで洗浄し、無血清RPMI/マトリゲル混合物(1:1容量)
に懸濁し、細胞懸濁液を、NOD/SCIDマウスの乳房脂肪体に注入する。または、腫瘍細胞を
解離させ、癌幹細胞を、上の実施例5に記載されているように、フローサイトメトリーに
より単離し、5,000個、2,500個、1,000個、および200個の単離された癌幹細胞の3連セッ
トを、NOD/SCIDマウスへ注入する。腫瘍細胞注入のその日に、または代わりに、注入され
た腫瘍細胞が触知可能な腫瘍へ増殖するやいなや、EDG2に対する裸のアゴニスト抗体また
は対照抗体を、腫瘍を有するマウスへ腹腔内に注入する。注入は、2～3週間、週に2回、
繰り返され、腫瘍増殖速度への効果が評価される。
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【０４７７】
　この実施例の態様は、癌幹細胞腫瘍形成性におけるLPAおよびLPA受容体EDG2の役割を調
べるための方法を記載する。LPA産生またはEDG2をターゲットすることは、癌幹細胞増殖
を阻害し、従って、腫瘍増殖に対して治療的に作用することが構想される。
【０４７８】
実施例13
癌患者を処置するためのシグネチャー1癌幹細胞マーカーEDG2の治療的ターゲティング
　この実施例は、癌患者において癌幹細胞の増殖を阻害するためのLPA受容体EDG2に対す
る抗体を用いて癌を処置するための方法を記載する。モノクローナルアゴニスト抗EDG2抗
体は上記のように産生され、標準技術を用いてヒト化される。抗体は精製され、注射用に
PBS中の適した薬学的担体と共に製剤化される。患者は、それらのキメラ型、多量体型、
ヘテロマー型、一本鎖型、または断片(Fv、Fab、Fab1、F(ab1)2、または他の抗原結合断
片)でありうるのだが、ヒト化抗EDG2抗体で、少なくとも10週間、週に1回、または少なく
とも約14週間、週に1回のように、処置される。抗体の各投与は、薬学的有効量、例えば
、約2mg/ml～約100mg/ml、または約5mg/ml～約40mg/ml、であるべきである。抗体は、オ
キサリプラチン、フルオロウラシル、ロイコボリン、ストレプトゾシンなどのような1つ
または複数の化学療法剤を用いる標準化学療法計画の前に、化学療法計画と同時に、また
は化学療法計画の後に、投与されうる。処置された患者は、腫瘍退縮、新しい腫瘍の発生
率の低下などについてモニターされる。
【０４７９】
実施例14
癌幹細胞におけるγ-セクレターゼ活性の阻害
　この実施例は、γ-セクレターゼ活性を調節し、それに従って、癌幹細胞においてノッ
チ(Notch)シグナル伝達を阻害するための方法、およびγ-セクレターゼを阻害することの
癌幹細胞の挙動への効果を測定するためのアッセイを記載する。癌幹細胞遺伝子発現シグ
ネチャー1は、ニカストリン(Nicastrin)(NCSTN)、ノッチ受容体をリガンド結合時にタン
パク分解性に切断する多量体γ-セクレターゼ複合体の必須構成要素、の発現の減少を示
す。ノッチ切断は、結果として、核へ入り、転写を活性化する細胞内ドメイン(NICD)の放
出を生じる。ノッチシグナル伝達は、隣接細胞の運命間の側方抑制の過程に関与し、非対
称細胞分裂中の細胞運命決定に重要な役割を果たす。さらになお、制御されていないノッ
チシグナル伝達は、いくつかのヒト癌の形成に結びつけられており、それは腫瘍細胞の発
生的運命を変化させて、それらを未分化の増殖状態に維持することができる(Brennan and
 Brown, 2003)。
【０４８０】
　ニカストリンは、プレセニリン、γ-セクレターゼの触媒性サブユニット、を安定化す
ることに関与し、γ-セクレターゼ活性およびノッチシグナル伝達に必要とされる。しか
しながら、ニカストリンはまた、ヘテロ接合体ニカストリンマウス由来の線維芽細胞が予
想外にノックアウトマウスにおける活性の完全欠如と比較してγ-セクレターゼ活性の増
加を示すように、γ-セクレターゼ活性において阻害性役割を果たすことができ(Li et al
., 2003)、シグネチャー1癌幹細胞におけるニカストリン発現の減少は、実際には、これ
らの癌幹細胞においてγ-セクレターゼ活性およびノッチシグナル伝達を増加させること
ができることを示唆する。従って、ニカストリン発現を除去するための方法は、癌幹細胞
を未分化の増殖状態から分化状態へシフトするにおける治療でありうるが、シグネチャー
1癌幹細胞由来の腫瘍は、この型の治療に特に適切でありうる。
【０４８１】
　本発明のいくつかの態様において、小さな干渉RNA(siRNA)は、癌幹細胞においてニカス
トリンの発現を減少させるために用いられる。ヒトニカストリンを標的にするように設計
されたsiRNA(例えば、
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)および突然変異型対照は化学合成され、アニールされ、標準技術を用いて腫瘍幹細胞へ
トランスフェクションされる(Elbashir et al., 2001)。または、pSilencer(Ambion, Aus
tin, TX)のようなプラスミドベクターは、RNAポリメラーゼIIIプロモーターを用いてsiRN
Aを転写するために用いられる。ニカストリンのノックダウンは、まず、ニカストリンsiR
NA対ニカストリンミスマッチの対照siRNAをトランスフェクションされたヒト線維芽細胞
系においてタンパク質発現をウェスタンブロットを用いて分析することにより試験される
。ニカストリン発現を最も強く減少させるsiRNAのみがさらなる実験に用いられる。
【０４８２】
　ニカストリンのsiRNAノックダウンが癌幹細胞においてノッチシグナル伝達に影響を及
ぼすかどうかを決定するために、NICDの核局在化が、ニカストリン対対照siRNAでのトラ
ンスフェクション後測定される。癌幹細胞を実施例5に記載されているように、固形腫瘍
から単離し、等しい数の細胞に、浮遊培養下でニカストリンsiRNA対対照siRNAをトランス
フェクションする。24時間後、内因性ノッチ1の細胞下局在性が、生化学的細胞分画によ
り測定される。癌幹細胞を抽出し、ショ糖密度勾配において細胞質および核成分へと分離
する。各成分由来の等しいタンパク質をSDS-PAGEにより分離し、ニトロセルロース上へブ
ロットし、抗ノッチ1.ICで探索する(Ledmond et al., 2000)。核画分におけるノッチ.IC
の相対量は、ノッチシグナル伝達のレベルの指標としての役割を果たす。
【０４８３】
　ニカストリン発現の低下によるγ-セクレターゼ活性の減少が癌幹細胞挙動に影響を及
ぼすかどうかを決定するために、癌幹細胞の増殖および自己再生が異種移植モデルにおい
て測定される。α-カテニンまたはE-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーのいずれかをも
つ5,000個、1,000個、および200個の癌幹細胞の3連セットを、実施例5に従って単離し、
浮遊状態で培地においてニカストリンまたは対照siRNAでトランスフェクションする。24
時間後、トランスフェクションされた細胞をHBSSにおいて洗浄し、VP-16およびエストロ
ゲン前処理されたNOD/SCIDマウスの乳房脂肪体へ注入する。腫瘍増殖は増殖能力を評価す
るためにモニターされる。28日後、マウス由来の異種移植片を単離し、解離された腫瘍細
胞を、1000個の腫瘍細胞あたりに存在するESA+、CD44+、CD24-/低、およびLin-；ESA+、C
D44+、CD24-/低、Lin-、c-Met+、EDG2+、およびDCBLD2+；ESA+、CD44+、CD24-/低、Lin-

、E-カドヘリン－、およびIL1R2-癌幹細胞の数を測定するために、実施例5に記載されて
いるように、フローサイトメトリーにより分析する。
【０４８４】
　代替の態様において、γ-セクレターゼ活性を小分子阻害剤L-685,458を用いて減少させ
(Yan et al., 2004, J. Neurosci. 24:2942)、腫瘍増殖への効果は、異種移植モデルにお
いて評価された。20,000個のPE13継代されたヒト乳房腫瘍細胞をNOD/SCIDマウスの乳房脂
肪体へ注入した。その後、マウスに、9mg/kg L-685,458(n=5)または媒体対照(n=7)を毎日
、25日間、皮下に注入した。11日目に開始して、腫瘍容積を、週に3回、合計48日間、測
定した。L-685,458での処置は注入された腫瘍細胞の増殖を有意に阻害し、研究を通じて
対照動物と比較して平均腫瘍容積が低下した(図13A)。個々のマウスについての腫瘍容積
は図13Bにプロットされている。従って、ノッチシグナル伝達を低下させると予想される
小分子γ-セクレターゼ阻害剤を用いることによりγ-セクレターゼ活性を阻害することは
、腫瘍増殖を低下させた。
【０４８５】
実施例15
結腸癌から単離された癌幹細胞はα-カテニンおよびE-カドヘリンの示差的発現を示す
　この研究は、本発明の遺伝子発現シグネチャーにおけるα-カテニンおよびE-カドヘリ
ンの示差的発現を結腸癌まで拡大した。リアルタイムPCRは再び、3つの乳癌腫瘍において
α-カテニンおよびE-カドヘリンの示差的発現を示した(図14)。結腸癌におけるα-カテニ
ンおよびE-カドヘリンの発現を調べるために、結腸腫瘍生検由来の腫瘍形成性および非腫
瘍形成性細胞を、上記およびAl-Hajj et al., 2003に記載されているように、ESA、CD44
、CD24、およびLineageマーカーのそれらの示差的発現に基づいてフローサイトメトリー
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により単離した。全RNAを、単離された腫瘍形成性癌幹細胞、非腫瘍形成性腫瘍細胞、お
よび正常結腸上皮から抽出し、α-カテニンおよびE-カドヘリンをコードするRNAの相対レ
ベルをリアルタイムRT-PCRにより測定した。図15に示されているように、腫瘍形成性癌細
胞は、E-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーと類似したα-カテニンおよびE-カドヘリン
の示差的発現を示し、α-カテニンのレベルの変化せず～増加、およびE-カドヘリンのレ
ベルの減少であった。この示差的発現は、下で詳細に記載されているように、転移性結腸
癌幹細胞を診断および処置するために用いられうる。
【０４８６】
実施例16
癌幹細胞の存在および転移能を評価するためのα-カテニンおよびE-カドヘリン遺伝子発
現シグネチャーの使用
　この実施例は、本発明の遺伝子発現シグネチャーを用いて癌幹細胞の存在および転移能
をモニターするための方法を記載する。いくつかの態様において、癌幹細胞の存在および
転移能は、E-カドヘリンおよびα-カテニン発現、ならびにE-カドヘリン、α-カテニン、
およびβ-カテニンタンパク質局在性を評価することによりモニターされる。E-カドヘリ
ン、α-カテニン、および/またはβ-カテニンは、アドヘレンスジャンクション、上皮細
胞間の細胞-細胞接着の部位、の必須成分である。アドヘレンスジャンクションの構築は
、E-カドヘリンのγ-セクレターゼタンパク分解性切断により制御される。E-カドヘリン
切断は、結果として、アドヘレンスジャンクション複合体の分解、ならびに、次にβ-カ
テニンタンパク質の核蓄積およびWntシグナル伝達経路の活性化に寄与できる、細胞質に
おけるE-カドヘリン、α-カテニン、およびβ-カテニンタンパク質のレベルの増加を生じ
る(Marambaud et al., 2002, EMBO 21:1948)。これと一致して、細胞質E-カドヘリンおよ
び核局在化β-カテニンは、腫瘍の侵襲最前線における正常な上皮付着接触を喪失してい
る間葉状細胞と関連している(Brabletz et al., 2001, PNAS 98:10356)。さらになお、こ
れらの間葉状細胞は、増殖活性を示し、腫瘍幹細胞を表すこれらの細胞と一致して、最初
の腫瘍を特徴付ける高分化型細胞集団を含む転移を生じることができる。
【０４８７】
　シグネチャー1およびシグネチャー2癌幹細胞、それぞれにおけるα-カテニンまたはE-
カドヘリンのいずれかの発現の低下の同定はさらに、癌幹細胞が腫瘍形成性および転移性
の両方であることを示す。シグネチャー1癌幹細胞におけるニカストリンの下方制御およ
び上で詳細に考察されているように、γ-セクレターゼの活性化の可能性のある増加はさ
らに、細胞-細胞接触の喪失を促進し、シグネチャー1型癌幹細胞における転移に寄与する
ことができる。従って、本発明は、E-カドヘリンおよびα-カテニンの示差的発現、なら
びにE-カドヘリン、α-カテニン、およびβ-カテニンの局在性の使用が、腫瘍幹細胞の転
移能をモニターすることを可能にする。
【０４８８】
　本発明のいくつかの態様において、γ-セクレターゼの活性は阻害され、癌幹細胞にお
けるα-カテニン、β-カテニン、およびE-カドヘリン発現への効果が測定される。γ-セ
クレターゼ活性を阻害するために、小分子阻害剤L-685,458が用いられた(Yan et al., 20
04, J. Neurosci. 42:2942)。20,000個のPE13腫瘍細胞を、VP-16およびエストロゲン前処
理されたNOD/SCIDマウスの乳房脂肪体へ注入した。その後、マウスに、9mg/kg L-685,458
または媒体対照を毎日、25日間、皮下に注入した。25日後および最後の注入から1週間後
、生検をL-685,458処置および対照処置マウスから採取する。生検を液体窒素中に新鮮凍
結し、O.C.T.に包埋し、ガラススライド上への10um切片としてクリオスタット上で切断す
る。または、生検をホルマリン固定し、パラフィン包埋し、ガラススライド上への10um切
片としてミクロトーム上で切断する。
【０４８９】
　いくつかの態様において、潜在的に転移性の腫瘍細胞におけるE-カドヘリンの細胞質局
在性および/またはβ-カテニンの核局在性(Brabletz et al., 2001)が癌幹細胞を示して
いるかどうかを決定するために、およびγ-セクレターゼ阻害剤L-685,458での処置により
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誘導された変化をモニターするために、間接二重免疫組織化学法はレーザーキャプチャー
マイクロダイセクションと組み合わされる。腫瘍生検の凍結切片を4%パラホルムアルデヒ
ドで固定し、3%正常ヤギ血清においてブロックし、ビオチン結合抗β-カテニン抗体とイ
ンキュベートする。ビオチンは、着色基質を用いる西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP)結
合アビジンの酵素活性により検出される。次の切片は、アルカリホスファターゼ(AP)結合
抗E-カドヘリンまたはα-カテニン抗体とインキュベートされ、AP酵素活性が異なる着色
基質を用いて検出される。間葉性形態、E-カドヘリンもしくはα-カテニンのいずれかの
細胞質局在性、および/またはβ-カテニンの核局在性をもつ腫瘍の先端上の細胞は、潜在
的に腫瘍形成性および転移性の癌幹細胞であると同定される。これらの細胞が癌幹細胞で
あることを確認するために、レーザーキャプチャーマイクロダイセクションが、Leica AS
 LMD装置を用いて行われる。全RNAは、RNeasy Micro Kit(Qiagen)を用いて製造会社のプ
ロトコールに従って、マイクロダイセクションされた試料から抽出される。単離されたRN
Aは、標準技術を用いてTaqman定量的RT-PCR分析に用いられる。シグネチャー1、シグネチ
ャー2、CD44、CD24、およびLineageマーカーを含む遺伝子についてのプライマーならびに
プローブセットは、エクソン-イントロン境界に渡って設計される。各プライマー/プロー
ブセットは、転移性細胞もまた腫瘍形成性であるかどうか、およびL-685,458での処置が
対照と比較して転移性または腫瘍形成性マーカーを変化させるかどうかを決定するために
、実施例5に従って単離された癌幹細胞集団または実施例4に従って単離された正常乳房上
皮と比較して、レーザーキャプチャーされた転移性細胞からの遺伝子発現のレベルを定量
するために用いられる。
【０４９０】
　もう一つの態様において、癌幹細胞においてα-カテニンおよびE-カドヘリンの細胞下
局在性ならびに発現レベルまたはβ-カテニンの核局在性を、それらの転移能およびL-685
,458処置に関連した変化を評価するために、測定するのに多色定量的免疫蛍光法が用いら
れる。腫瘍生検の凍結切片を4%パラホルムアルデヒドで固定し、3%正常ヤギ血清において
ブロックし、CD44、CD24、および交替の隣接切片上において、α-カテニン、β-カテニン
、またはE-カドヘリンのいずれかに対する蛍光標識抗体とインキュベートする。代替の態
様において、α-カテニンおよび/またはE-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーのいずれか
の他の癌幹細胞マーカーに対する抗体が用いられうる。例えば、NCSTNおよびMETに対する
抗体は、NCSTNの発現の減少およびMETの発現の増加により1型癌幹細胞の存在を評価する
ために交替の隣接切片上で用いられうる。同様に、IL1R2およびSHC1に対する抗体は、IL1
R2の発現の減少およびSHC1の発現の増加により2型癌幹細胞の存在を評価するために用い
られうる。
【０４９１】
　癌幹細胞は、それらの腫瘍性形態に基づいたLineage－細胞として(Al-Hajj et al., 20
03)、および蛍光シグナルの存在および非存在、それぞれによりCD44+およびCD24-として
同定される。α-カテニンおよびE-カドヘリン、または本発明の1型もしくは2型癌幹細胞
マーカーの任意の組み合わせの合計発現レベル、加えて、局在化された膜対細胞質の比率
が、12ビットのデジタルデータを作成するEEV 57-10 G1 Chipを備えたQuantics CCDカメ
ラ(Photometrics, Tucson, AZ)を用いる定量的免疫蛍光法(Dunn et al., 1994; Kirchner
 et al., 2003)により測定される。β-カテニンの核局在性もまた評価される。
【０４９２】
　細胞質E-カドヘリンおよび核β-カテニンを有する腫瘍の先端における増殖性間葉細胞
もまた腫瘍形成性癌幹細胞であることが証明されることが予想される。もしγ-セクレタ
ーゼ活性が、E-カドヘリンの切断を通しての癌幹細胞の転移能に寄与するならば、γ-セ
クレターゼ阻害剤が、これらの細胞の数ならびにE-カドヘリンおよびα-カテニンの細胞
質発現の両方を低下させるはずであると予想される。
【０４９３】
実施例17
転移を阻害するためのシグネチャー1癌幹細胞マーカーDCBLD2のターゲティング
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　この実施例は、本発明の遺伝子発現シグネチャーにより同定された癌幹細胞マーカーの
発現に基づいて癌幹細胞をターゲットするための方法、およびこのターゲティングの腫瘍
転移能への影響をアッセイするための方法を記載する。具体的には、転移は、腫瘍転移に
寄与できる、および癌幹細胞において過剰発現している膜貫通型タンパク質をターゲット
した後の、癌幹細胞におけるα-カテニンおよびE-カドヘリン発現レベル、ならびE-カド
ヘリン、α-カテニン、およびβ-カテニンの細胞下局在性によりモニターされる。本発明
の遺伝子発現シグネチャー1は、正常乳房上皮と比較してシグネチャー1癌幹細胞における
DCBLD2発現の増加を同定する(図11)。DCBLD2は、ニューロフィリン、神経系において軸索
反発作用および誘引を媒介するセマフォリンについての細胞表面受容体、と構造的に類似
したI型膜貫通タンパク質である。DCBLD2に存在するCUBおよびジスコイジンドメインは、
細胞集合および遊走の制御に結びつけられている。さらになお、DCBLD2は、高転移性癌に
おいて過剰発現しており、従って、高レベルのDCBLD2を発現する細胞をターゲットするこ
とは、高転移能をもつ癌幹細胞を除去できると思われる。
【０４９４】
　DCBLD2の発現の増加をもつ癌幹細胞をターゲットするために、DCBLD2の細胞外ドメイン
に対するモノクローナル抗体が産生される。F1ハイブリッドマウスを、精製された組換え
細胞外DCBLD2タンパク質を用いて免疫し、免疫タンパク質を特異的に認識する循環抗体を
有するマウス由来の脾臓がハイブリドーマ作製に用いられる。
【０４９５】
　DCBLD2の異なるドメインに対する抗体は、その後、マウス異種移植モデルにおいて治療
剤として用いられる。原発腫瘍由来の細胞を、はさみで小片へ切断し、その後、その小片
を、2x2mmの小片を生じるように氷上で滅菌RPMI培地において刃で切り刻む。腫瘍片を無
血清HBSSにおいて洗浄し、VP-16およびエストロゲン前処理されたNOD/SCIDマウスの乳房
脂肪体へ移植する。または、α-カテニン遺伝子発現シグネチャーをもつ癌幹細胞を、上
の実施例5に記載されているように単離し、5,000個から下へ200個の単離された細胞をNOD
/SCIDマウスへ注入する。触知可能な腫瘍が形成されるやいなや、マウスに、DCBLD2に対
する抗体または対照抗体を、3日ごとに2週間、腹腔内へ注入する。マウスは、処置の間、
様々な時点で屠殺され、腫瘍は、上で詳細に記載されているように、定性的免疫蛍光法を
用いて腫瘍の先端における転移性腫瘍幹細胞の存在および数について評価される。
【０４９６】
実施例18
患者生検において癌幹細胞の転移能を測定するための、E-カドヘリン、α-カテニン、癌
幹細胞によって示差的に発現する表4および表6の遺伝子、ならびに/またはβ-カテニンの
発現およびタンパク質局在性の使用
　この実施例は、E-カドヘリンおよび/またはα-カテニンの発現、ならびにE-カドヘリン
、α-カテニン、癌幹細胞および非腫瘍形成性癌細胞により示差的に発現する表4および6
に列挙された遺伝子の1つもしくは複数、および/またはβ-カテニンのタンパク質局在性
により患者生検において転移性癌幹細胞の存在をモニターするための方法を記載する。患
者腫瘍生検を採取し、O.C.T.に包埋し、ガラススライド上への10um切片としてクリオスタ
ット上で切断する。または、生検をホルマリン固定し、パラフィン包埋し、ガラススライ
ド上への10um切片としてミクロトーム上で切断する。その後、スライドを、上の実施例14
に記載されているように、α-カテニン、E-カドヘリンタンパク質、および/またはβ-カ
テニンの発現ならびに局在性についての定量的免疫蛍光法のために処理する。アドヘレン
スジャンクションに結合したものに対する細胞質におけるタンパク質の増加と組み合わせ
て、α-カテニンまたはE-カドヘリンのいずれかの低発現をもつ癌幹細胞を有する患者は
、転移のリスクが高いと評価され、治療はそれに応じて調整される。
【０４９７】
実施例19
癌患者において循環転移性腫瘍細胞の腫瘍形成性を測定するための癌幹細胞マーカーの使
用
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　この実施例は、癌患者の末梢血に循環している腫瘍細胞の腫瘍形成性を測定するための
方法を記載する。全身腫瘍組織量は、癌患者の臨床転帰における重要な要素であり、転移
、再発、および死亡の頻度は、循環腫瘍細胞のレベルと相関するように思われる(Wong, 2
003, Oncol. Reports 10:229)。現在、定量的RT-PCRが、腫瘍細胞の存在を測定するため
に幅広い範囲の腫瘍マーカーに対して用いられているが、効果がまちまちである(Wong, 2
003, Oncol. Reports 10:229)。従って、より集中的な治療介入の必要性を決定するため
に全身腫瘍組織量を評価しうる感度が高く、特異的で、非侵襲性の血液検査の必要性があ
る。本発明の癌幹細胞遺伝子シグネチャーはさらに、循環細胞を転移性だけでなく腫瘍形
成性であることも同定することを可能にする。患者由来の血液を収集し、癌幹細胞の存在
を実施例5に記載されているように、フローサイトメトリーを用いて測定する。さらにな
お、単離された腫瘍幹細胞を、腫瘍形成性を評価するためにVP-16およびエストロゲン前
処理されたNOD/SCIDマウスの乳房脂肪体に注入できる。患者の血液における腫瘍細胞の存
在および腫瘍形成性は、癌治療の効果を測定するために長い期間をかけてモニターされう
る。
【０４９８】
実施例20
α-カテニンシグネチャーは不良臨床転帰を予測する
　この実施例は、転移および全生存を含む初期乳癌の臨床転帰を予測するとのα-カテニ
ンシグネチャーの同定を記載する。さらになお、予後および治療選択を目的として低リス
クおよび高リスクへ腫瘍試料を分類するためのα-カテニン遺伝子シグネチャーの使用が
提供される。
【０４９９】
　本発明の固形腫瘍幹細胞遺伝子発現のゲノムワイド分析は、腫瘍を細分類する遺伝子プ
ロファイルを同定し、従って、臨床転帰を予測するにおいて有用でありうる。腫瘍幹細胞
において示差的に発現する遺伝子は、それらの発現のα-カテニンとの相関に基づいて固
形腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーへ分類され、その後さらに、正常乳房組織およびα-カ
テニン非欠乏腫瘍幹細胞と比較してα-カテニンの検出不可能または低いレベルをもつ腫
瘍幹細胞におけるそれらの倍またはパーセンテージ発現変化に基づいて選択された。低い
～検出不可能のα-カテニン発現を含む腫瘍幹細胞における検出不可能～低い発現、加え
て正常乳房組織およびα-カテニン非欠乏腫瘍幹細胞と比較して低い～検出不可能のα-カ
テニンを含む腫瘍幹細胞における90%またはそれ以上低い発現レベルを有する遺伝子は、
全腫瘍幹細胞においてα-カテニン発現と0.9から1までの正相関をもつと同定された。低
い～検出不可能のα-カテニン発現を含む腫瘍幹細胞における上昇した発現、加えて正常
乳房組織およびα-カテニン非欠乏腫瘍幹細胞においてより9分の1またはそれ以下である
、低い～検出不可能のα-カテニン発現を含む腫瘍幹細胞における発現レベルを有する遺
伝子は、全腫瘍幹細胞においてα-カテニン発現と-0.9から-1までの負相関をもつと同定
された。合わせてこれらの遺伝子はα-カテニンシグネチャー1を構成する(表9)。第二の
α-カテニンシグネチャー(α-カテニンシグネチャー2)は、その後、上記の倍または発現
変化基準にわずかに違反したが、治療的におよび/または生物学的に興味深い遺伝子であ
ると主観的に決定された遺伝子をさらに含むことにより作成された：検出不可能～低い発
現をもつ1個の遺伝子および上昇した発現をもつ3個の遺伝子(表9において下線の引かれた
)。第三のα-カテニンシグネチャー(α-カテニンシグネチャー3)は、その後、α-カテニ
ンシグネチャー2から遺伝子を排除することにより作成された：検出不可能～低い発現を
もつ9個の遺伝子および上昇した発現をもつ15個の遺伝子(表9)。
【０５００】
　腫瘍幹細胞において示差的に発現する遺伝子はまた、それらの発現のE-カドヘリンとの
相関に基づいて固形腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーへ分類され、その後さらに、正常乳房
組織およびE-カドヘリン非欠乏腫瘍幹細胞と比較してE-カドヘリンの検出不可能または低
いレベルをもつ腫瘍幹細胞におけるそれらの倍またはパーセンテージ発現変化に基づいて
選択された。低い～検出不可能のE-カドヘリン発現を含む腫瘍幹細胞における検出不可能
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～低い発現、加えて正常乳房組織およびE-カドヘリン非欠乏腫瘍幹細胞と比較して低い～
検出不可能のE-カドヘリンを含む腫瘍幹細胞における85%またはそれ以上低い発現レベル
を有する遺伝子は、全腫瘍幹細胞においてE-カドヘリン発現と0.9から1までの正相関をも
つと同定された。低い～検出不可能のE-カドヘリン発現を含む腫瘍幹細胞における上昇し
た発現、加えて正常乳房組織およびE-カドヘリン非欠乏腫瘍幹細胞においてより2.5分の1
またはそれ以下である、低い～検出不可能のE-カドヘリン発現を含む腫瘍幹細胞における
発現レベルを有する遺伝子は、全腫瘍幹細胞においてE-カドヘリン発現と-0.9から-1まで
の負相関をもつと同定された。合わせてこれらの遺伝子はE-カドヘリンシグネチャー1を
構成する。第二のE-カドヘリンシグネチャー(E-カドヘリンシグネチャー2)は、その後、
上記の倍または発現変化基準にわずかに違反したが、治療的におよび/または生物学的に
興味深い遺伝子であると主観的に決定された遺伝子をさらに含むことにより作成された：
上昇した発現をもつ1個の遺伝子(表9において下線の引かれた)。第三のE-カドヘリンシグ
ネチャー(E-カドヘリンシグネチャー3)は、その後、治療的および/または生物学的に興味
深い遺伝子ではないと主観的に決定された遺伝子をE-カドヘリンシグネチャー2から排除
することにより作成された：検出不可能～低い発現をもつ6個の遺伝子および上昇した発
現をもつ6個の遺伝子(表9)。
【０５０１】
　癌幹細胞遺伝子シグネチャーの転移および死亡を予測する能力を評価するために、2つ
の独立した癌患者集団が用いられた：Netherlands Cancer Instituteからの295人の続発
性初期乳癌患者(van de Vijver et al., 2002, N. Eng. J. Med. 347:1999)およびErasmu
s Medical Centerからの286人のリンパ節無症状性乳癌患者(Wang et al., 2005 Lancet 3
65:671)。両方の患者集団からの遺伝子発現はマイクロアレイ分析により分析されている
。α-カテニンシグネチャー2はこれらの2つの独立した癌患者集団からの遺伝子発現分析
に対して比較され、結果として、それぞれ、α-カテニンプロファイル4およびα-カテニ
ンプロファイル5を生じた(表9)。同様に、E-カドヘリンシグネチャー2はこれらの2つの患
者集団からの遺伝子発現分析に対して比較され、結果として、それぞれ、E-カドヘリンプ
ロファイル4およびE-カドヘリンプロファイル5を生じた(表9)。
【０５０２】
　Netherlands Cancer Instituteからの295人の続発性初期乳癌患者(van de Vijver et a
l., 2002, N. Eng. J. Med. 347:1999)からのマイクロアレイデータの相関およびコック
ス比例ハザード生存率分析は、α-カテニンシグネチャー2と正に相関した遺伝子発現プロ
ファイル(α-カテニンプロファイル4)をもつ125人の患者腫瘍を同定し、α-カテニンシグ
ネチャー2が、0.1相関あたり1.15の一変量危険率で転移を有意に予測し(P=5.9x10-4)、か
つ0.1相関あたり1.24の一変量危険率で死亡を有意に予測する(P=3.7x10-7)ことを示した
。さらになお、Erasmus Medical Centerからの286人のリンパ節無症状性乳癌患者(Wang e
t al., 2005, Lancet 365:671)からのマイクロアレイデータの相関およびカイ二乗分析は
、α-カテニンシグネチャー2と相関した遺伝子発現プロファイル(α-カテニンプロファイ
ル5)をもつ患者腫瘍(n=77)が転移のリスクの増加をもつことを明らかにした(P=0.67)。従
って、α-カテニン発現シグネチャー2のような腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーは、転移お
よび死亡の高リスクをもつ腫瘍についての遺伝子シグネチャーを提供し、従って、不良予
後を予測する遺伝子シグネチャーである。α-カテニン発現シグネチャーの任意の特定の
遺伝子は腫瘍試料において低下した発現もしくは上昇した発現のいずれかを有しうる、ま
たはどちらも有しえないが、発現レベルおよびシグネチャーにおける他の遺伝子とのその
関係は、腫瘍試料を分類するために用いられうる固有の固形腫瘍幹細胞シグネチャーを生
み出す。
【０５０３】
　上記のE-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーを用いる同様の比較は、再び、表10に要約
されているような臨床転帰を評価するために用いられた。Netherlands Cancer Institute
からの295人の続発性初期乳癌患者からのマイクロアレイデータの相関およびコックス比
例ハザード生存率分析は、E-カドヘリンシグネチャー2と正に相関した遺伝子発現プロフ
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ァイル(E-カドヘリンプロファイル4)をもつ240人の患者腫瘍を同定し、E-カドヘリンシグ
ネチャー2が、0.1相関あたり0.981の転移についての一変量危険率で転移を予測し(P=0.59
)、かつ0.1相関あたり0.938の一変量危険率で死亡を予測する(P=0.1)ことを示した。α-
カテニンおよびE-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーを組み合わせることもまた、患者に
おいて転移を予測した(0.1相関あたり1.28の転移についての一変量危険率(P=4.2x10-4))
。加えて、Erasmus Medical Centerからの286人のリンパ節無症状性乳癌患者(Wang et al
.,2005, Lancet 365:671)からのマイクロアレイデータの相関およびカイ二乗分析は、E-
カドヘリン遺伝子シグネチャーと相関した遺伝子発現プロファイル(E-カドヘリン遺伝子
プロファイル5)をもつ患者腫瘍(n=198)が転移のリスクの増加をもつことを示した(P=0.57
)。
【０５０４】
　臨床転帰の予測におけるそれらの異なる能力のため、α-カテニンシグネチャー2および
E-カドヘリンシグネチャー2を、異なる腫瘍サブクラスの遺伝子発現パターンに対してさ
らに相関させた。マイクロアレイ分析は、5つの別個のサブクラス：Luminal A、Luminal 
B、ERBB2、Basal、およびNormal-like(Luminal Aサブクラスが最良の予後をもち、Basal
サブクラスが最悪の予後をもつ)へ遺伝子発現に基づいて乳癌を分離するために用いられ
ている(Sorlie et al., 2001, PNAS 98:10869)。α-カテニンシグネチャー2のこれらの異
なる腫瘍サブクラスとの相関は、Basalサブクラスに対して最も強く、Luminal Aサブクラ
スに関してマイナスであり(図16)、再び、α-カテニンシグネチャーを不良予後の優れた
予知するものとして際立たせている。対照的に、E-カドヘリンシグネチャーはBasalサブ
タイプと負に相関するが、Luminal Aサブタイプと最も正に相関する(図17)ことは、これ
らの2つの腫瘍幹細胞シグネチャーは異なる臨床転帰をもつ2つの異なる腫瘍型を同定する
ことを示唆している。
【０５０５】
　固形腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーに加えて、固形腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャーを構
成する1つまたは複数の個々の遺伝子は、Netherlands Cancer Instituteからの295人の患
者において転移および死亡を有意に予測し、これらの遺伝子の1つまたは複数は、上記の
ように、固形腫瘍幹細胞遺伝子シグネチャー全体の代わりに用いられうることを示唆する
。α-カテニン遺伝子シグネチャーの場合、以下の遺伝子：GALC、CTSL2、FOXQ1、MYEOV、
RB1、およびSLC7A5が転移および死亡を有意に予測することが発見された。全腫瘍試料(va
n't Veer et al., 2002, Nature 415:530およびvan de Vijver et al., 2002, N. Eng. J
. Med. 347:1999に記載された)に渡って発現の参照セットを比較してGALCの低い～検出不
可能のレベルの発現は、0.1相関あたり0.632の一変量危険率で転移を有意に予測し(P=8.1
x10-3)、0.1相関あたり0.583の一変量危険率で死亡を有意に予測した(P=5.4x10-3)。参照
セットと比較してCTSL2の上昇したレベルの発現は、0.1相関あたり1.52の一変量危険率で
転移を有意に予測し(P=1.7x10-6)、0.1相関あたり1.86の一変量危険率で死亡を有意に予
測した(P=4.0x10-11)。参照セットと比較してFOXQ1の上昇したレベルの発現は、0.1相関
あたり1.44の一変量危険率で転移を有意に予測し(P=1.7x10-3)、0.1相関あたり1.73の一
変量危険率で死亡を有意に予測した(P=1.6x10-5)。参照セットと比較してMYEOVの上昇し
たレベルの発現は、0.1相関あたり1.76の一変量危険率で転移を有意に予測し(P=2.2x10-2

)、0.1相関あたり2.09の一変量危険率で死亡を有意に予測した(P=5.9x10-3)。参照セット
と比較してRB1の上昇したレベルの発現は、0.1相関あたり0.72の一変量危険率で転移を有
意に予測し(P=1.6x10-2)、0.1相関あたり0.664の一変量危険率で死亡を有意に予測した(P
=6.8x10-3)。参照セットと比較してSCL7A5の上昇したレベルの発現は、0.1相関あたり3の
一変量危険率で転移を有意に予測し(P=2.6x10-4)、0.1相関あたり3.52の一変量危険率で
死亡を有意に予測した(P=1.1x10-4)。
【０５０６】
　加えて、E-カドヘリン遺伝子発現シグネチャーを構成する遺伝子の数個は単独で予測し
、低い～検出不可能の発現をもついくつか：IL8およびKRT6B、ならびに上昇した発現をも
ついくつか：RNASELおよびC17orf27を含む。参照セットと比較してIL8の低い～検出不可
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能のレベルの発現は、0.1相関あたり1.17の一変量危険率で転移を有意に予測し(P=5.2x10
-2)、0.1相関あたり1.3の一変量危険率で死亡を有意に予測した(P=3.0x10-3)。参照セッ
トと比較してKRT6Bの低い～検出不可能のレベルの発現は、0.1相関あたり1.35の一変量危
険率で転移を有意に予測し(P=3.9x10-2)、0.1相関あたり1.54の一変量危険率で死亡を有
意に予測した(P=4.7x10-3)。参照セットと比較してRNASELの上昇したレベルの発現は、0.
1相関あたり0.655の一変量危険率で転移を有意に予測し(P=3.7x10-2)、0.1相関あたり0.4
98の一変量危険率で死亡を有意に予測した(P=1.4x10-3)。参照セットと比較してC17orf27
の上昇したレベルの発現は、0.1相関あたり2.35の一変量危険率で転移を有意に予測し(P=
1.5x10-2)、0.1相関あたり3.19の一変量危険率で死亡を有意に予測した(P=3.1x10-3)。
【０５０７】
　α-カテニン遺伝子シグネチャーの不良予後を予測するとの同定は、臨床的に、患者の
ために予後を提供し、治療を選択することにおけるその使用を示唆する。α-カテニン遺
伝子シグネチャーは、癌幹細胞の正常乳房組織に対する比較から発見され、その予後診断
能力は、腫瘍試料の参照セットに対して標準化された(van't Veer et al., 2002, Nature
 415:530; van de Vijver et al., 2002, N. Eng. J. Med. 347:1999)、または標的強度
に対してスケールされた(Wang et al., 2005, Lancet 365:671)、未分画の、およびそれ
に従って、不均一な、乳房腫瘍試料のマイクロアレイ分析から同定された。従って、限定
されるわけではないが、固形組織生検、微細針吸引、または胸水を含む未分画腫瘍試料は
、癌患者においてα-カテニンシグネチャーを検出するために用いられうる。
【０５０８】
　追加の患者を検査するために、腫瘍試料を採取し、分析の前に-180℃での液体窒素中に
貯蔵のために新鮮凍結する。RNAを腫瘍試料から抽出し、蛍光標識cDNAプローブを、当技
術分野における標準技術を用いてマイクロアレイ分析のために作製する。患者試料由来の
cDNAプローブを、α-カテニンシグネチャーを構成する遺伝子またはそれらの断片を含むD
NAマイクロアレイ上でハイブリダイズさせる。ハイブリダイゼーションは、補色フルオロ
フォアで標識されたいくつかの腫瘍試料由来のcDNAのプールで構成される参照試料と組み
合わせて行われる。ハイブリダイズしたアレイをスキャンし、蛍光強度を定量し、標準化
し、補正して、参照試料のシグナルの強度に対する強度比率として各遺伝子の転写産物量
を生じる。または、単離されたRNAを、α-カテニンシグネチャーを構成する遺伝子を特異
的に増幅するプライマーセットを用いる定量的RT-PCRに用いる。患者試料における遺伝子
発現プロファイルを、その後、α-カテニンシグネチャーと相関させる。α-カテニンシグ
ネチャーとの正相関の検出は、腫瘍を高リスクと分類し、従って、適切な治療が施され、
シグネチャーはさらに、選択された治療をモニターするために長い期間をかけて用いられ
うる。または、もしα-カテニンシグネチャーと相関なし、または負相関が試料において
検出されたならば、患者は、シグネチャーの出現について長い期間をかけてモニターされ
うる。
【０５０９】
　上の明細書で言及されたすべての刊行物および特許は、参照により本明細書に組み入れ
られている。本発明の記載された方法および系の様々な改変ならびにバリエーションは、
本発明の範囲および真意から逸脱することなく、当業者にとって明らかであると思われる
。本発明は、特定のいくつかの態様に関して記載されているが、主張されているような本
発明はそのような特定の態様に不当に限定されるべきではないことは理解されているはず
である。実際、関連分野の業者にとって明白である、本発明を行うための記載された様式
の様々な改変は、特許請求の範囲の範囲内であることが意図される。
【図面の簡単な説明】
【０５１０】
【図１】腫瘍形成性細胞の単離を示す。
【図２】腫瘍形成性および非腫瘍形成性乳癌細胞のDNA含量を示す。
【図３】CD24+注入部位(a)、(20x対物レンズ倍率)正常なマウス組織のみを現した、一方
、CD24-/低注入部位(b)、(40x対物レンズ倍率)悪性細胞を含んだ、からの組織像を示す。
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(c)CD44+CD24-/低Lineage－注入部位でのマウスにおける代表的腫瘍、しかしCD44+CD24+L
ineage－注入部位では無し。T3細胞は、パパニコロー染色で染色され、顕微鏡(100x対物
レンズ)によって調べられた。非腫瘍形成性(c)および腫瘍形成性(d)集団の両方とも、腫
瘍性外観をもち、大きな核および顕著な核小体を有する細胞を含んだ。
【図４】CD44+CD24-/低Lineage－細胞から生じた腫瘍における表現型的多様性を示す。
【図５】Wnt(左パネル)およびフリズルド(右パネル)の発現を示す。
【図６】正常な腫瘍線維芽細胞および内皮細胞の単離を示す。
【図７】乳癌幹細胞のアデノウイルスベクターでの感染を示す。
【図８】β-カテニンの細胞下局在性を示す。
【図９】癌細胞におけるβ-カテニンシグナル伝達の阻害を示す。
【図１０】3つの原発腫瘍：T1、T2、T3、および3つの継代された腫瘍：SUM、PE13、PE15
内の腫瘍形成性(TG)、非腫瘍形成性(NTG)、および正常乳房上皮(NBE)におけるマイクロア
レイ分析からのα-カテニンおよびE-カドヘリンの発現を示す。
【図１１】A)α-カテニン遺伝子シグネチャーについてマイクロアレイ分析により測定さ
れた場合の遺伝子発現レベルを示す。
【図１２】3つの腫瘍試料：SUM、PE13、PE15、T1、T2、およびT3由来の腫瘍形成性細胞(T
G)における、ならびに正常乳房上皮におけるE-カドヘリン遺伝子シグネチャーについてマ
イクロアレイ分析により測定された場合の遺伝子発現レベルを示す。
【図１３】γ-セクレターゼの小分子阻害剤、L-685,458、の異種移植モデルにおける癌幹
細胞から生じる腫瘍の容積への効果を示す。A)L-685,458処置(n=5)対対照(n=7)動物から
の平均腫瘍容積が37日間に渡って測定された各日についてプロットされている。B)個々の
L-685,458処置および対照マウスの腫瘍容積が測定された各日についてプロットされてい
る。
【図１４】3つの乳房腫瘍：T1、T2、およびT3由来の腫瘍形成性細胞(TG)におけるリアル
タイムPCRを用いたα-カテニンおよびE-カドヘリンの発現レベルを示す。
【図１５】正常結腸上皮(NC)と比較した結腸腫瘍試料由来の腫瘍形成性(TG)および非腫瘍
形成性(NTG)細胞におけるリアルタイムPCRを用いたα-カテニンおよびE-カドヘリンの発
現レベルを示す。
【図１６】A)α-カテニン腫瘍幹細胞シグネチャーの相関を示す。
【図１７】E-カドヘリン腫瘍幹細胞シグネチャーの、異なる腫瘍サブクラス：Luminal A
、Luminal B、ERBB2、Basal、およびNormal-like、を区別する5つの遺伝子発現パターン
との相関を示す。
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摘要(译)

本发明涉及用于治疗，表征和诊断癌症的组合物和方法。 特别地，本发明提供与实体瘤干细胞相关的基因表达谱和特征，以及可用
于实体瘤干细胞的诊断，表征，预后和治疗的新型干细胞癌标志物。 更特别地，本发明鉴定了癌症干细胞的两种概况，其可用于癌
症，癌症转移的诊断，表征和治疗。 本发明还提供了用于癌症诊断和治疗的多种试剂，例如干细胞基因签名。
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