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(57)【要約】
　本発明は、がん、特に、メラノーマを診断、ステージングおよび処置するための方法に
関する。特に、本発明は、リンパ節などの遠隔臓器へのホーミング後に得られる、１つま
たは複数の播種性がん細胞（ＤＣＣ）のＤＮＡの体細胞変化を検出すること；および検出
された体細胞変化に基づいてＤＣＣの体細胞進化を決定することを含み、体細胞進化がが
ん性疾患のステージ／タイプを示す、がん性疾患のステージ／タイプを決定するための方
法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　がん性疾患のステージングおよび／またはタイピングのための方法であって、以下のス
テップ：
　（ａ）１つまたは複数のリンパ節から得られた１つまたは複数の播種性がん細胞（ＤＣ
Ｃ）のＤＮＡの体細胞変化を検出するステップ；および
　（ｂ）ステップ（ａ）で検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定
するステップ
を含み、ＤＣＣの体細胞進化が、がん性疾患のステージ／タイプを示し、がん性疾患がメ
ラノーマである、前記方法。
【請求項２】
　がん性疾患を処置するための方法であって、以下のステップ：
　（ａ）対象の１つまたは複数のリンパ節から得られた１つまたは複数のＤＣＣのＤＮＡ
の体細胞変化を検出するステップ；
　（ｂ）ステップ（ａ）で検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定
するステップ；および
　（ｃ）ステップ（ｂ）で決定されたＤＣＣの体細胞進化に基づいて、がん性疾患のステ
ージ／タイプを決定するステップ
を含み、前記がん性疾患のステージ／タイプが、前記がん性疾患の療法を開始する、継続
する、または中止するために使用され、前記がん性疾患がメラノーマである、前記方法。
【請求項３】
　対象におけるがん性疾患を処置するのに使用するための医薬組成物であって、処置が、
前記がん性疾患のステージ／タイプに基づいて開始され、継続され、または中止され、前
記がん性疾患の前記ステージ／タイプが、
　（ａ）対象の１つまたは複数のリンパ節から得られた１つまたは複数のＤＣＣのＤＮＡ
の体細胞変化を検出するステップ；
　（ｂ）ステップ（ａ）で検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定
するステップ；および
　（ｃ）ステップ（ｂ）で決定されたＤＣＣの体細胞進化に基づいて、がん性疾患のステ
ージ／タイプを決定するステップ
によって決定され、前記がん性疾患がメラノーマである、医薬組成物。
【請求項４】
　前記ＤＣＣがセンチネルリンパ節から得られる、請求項１もしくは２に記載の方法また
は請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　ＤＣＣ密度（ＤＣＣＤ）の決定をさらに含み、前記ＤＣＣＤが、前記ＤＣＣを得るため
に使用される前記リンパ節中の細胞１００万個あたりのＤＣＣの数であり、前記ＤＣＣＤ
が、前記がん性疾患のステージ／タイプを示す、請求項１～４のいずれか一項に記載の方
法、または請求項３もしくは４に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　約５０個より多く約１００個までのＤＣＣＤが、転移の発生を示す、請求項５に記載の
方法、または請求項５に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　前記体細胞変化が、ＢＲＡＦ変異、染色体９ｐ１１－１３の喪失、染色体９ｐ２１－２
４の喪失、染色体７ｑ２１－３６の獲得、およびＮＲＡＳ変異からなる群から選択される
少なくとも１つの体細胞変化を含む、請求項１、２および４～６のいずれか一項に記載の
方法、または請求項３～６のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　ＢＲＡＦ変異、染色体９ｐ１１－１３の喪失、染色体９ｐ２１－２４の喪失、染色体７
ｑ２１－３６の獲得、および／またはＮＲＡＳ変異が、ＤＣＣが転移に発達すると予想さ
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れることを示す、請求項１、２および４～７のいずれか一項に記載の方法、または請求項
３～７のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　ステップ（ａ）が、前記ＤＣＣの増殖を評価するステップをさらに含み、前記ＤＣＣの
増殖の増加が、前記ＤＣＣが転移に発達すると予想されることを示す、請求項１、２およ
び４～８のいずれか一項に記載の方法、または請求項３～８のいずれか一項に記載の医薬
組成物。
【請求項１０】
　前記ＤＣＣがＢＲＡＦ変異を有することがわかっている場合、前記変異を有する細胞に
対する処置は、開始または継続されるべきであり、前記ＤＣＣがＢＲＡＦ変異を有さない
ことがわかった場合、前記変異を有する細胞に対する処置は、中止されるべきである、請
求項２および４～９のいずれか一項に記載の方法、または請求項３～９のいずれか一項に
記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　ＢＲＡＦ変異を有する細胞に対する処置が、ＢＲＡＦ阻害剤の投与を含む、請求項１０
に記載の方法、または請求項１０に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　前記ＢＲＡＦ阻害剤が、ソラフェニブまたはベムラフェニブである、請求項１１に記載
の方法、または請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　前記ＤＣＣがＮＲＡＳ変異を有することがわかった場合、前記変異を有する細胞に対す
る処置は、開始または継続されるべきであり、前記ＤＣＣがＮＲＡＳ変異を有さないこと
がわかった場合、前記変異を有する細胞に対する処置は、中止されるべきである、請求項
２および４～１０のいずれか一項に記載の方法、または請求項３～１０のいずれか一項に
記載の医薬組成物。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、がんを診断、ステージングおよび処置するための方法に関する。特に、本発
明は、リンパ節などの遠隔臓器へのホーミング後に得られる、１つまたは複数の播種性が
ん細胞（ＤＣＣ）のＤＮＡの体細胞変化を検出すること；および検出された体細胞変化に
基づいてＤＣＣの体細胞進化を決定することを含み、体細胞進化ががん性疾患のステージ
／タイプを示す、がん性疾患のステージ／タイプを決定するための方法を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　がんのステージング／タイピングは、がんが拡散によって発達した程度を決定するプロ
セスである。現在の実務は、がんにＩ～ＩＶの数字を割り当てることであり、Ｉは単離さ
れたがんであり、ＩＶは評価が測定するものの限界まで拡散したがんである。通常、ステ
ージＩＶは、がんの遠隔拡散を示す。ステージは一般的には、腫瘍のサイズ、それが隣接
する臓器に侵入しているかどうか、どれぐらい多くの所属（隣接）リンパ節にそれが拡散
しているか（もしあれば）、およびそれがより遠くの位置に出現しているか（転移してい
る）どうかを考慮に入れる。
【０００３】
　決定されたがんのステージは、一般的には、がんの療法、例えば、外科療法または薬物
療法のための好適な戦略を見出すために使用される。しかしながら、療法、特に、薬物療
法は、特に、耐性のため、上手くいかないことが多い。
【０００４】
　これに関して、多くの事例において我々ががんを治癒できないことは、療法耐性バリア
ントの選択と直接関連する。がんの薬物耐性における洞察は、がん細胞の総数が耐性の可
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能性と相関する、進行転移患者を研究することによって得られたものである；Holohan et
 al. (2013) Nature reviews Cancer 13, 714を参照されたい。結果として、「治癒的」
外科手術（すなわち、（ネオ）アジュバント療法設定）後の最小全身がんは、処置がはる
かに容易であるべきである。最初の手術後および転移の兆候前、すなわち、原発腫瘍（Ｐ
Ｔ）手術後に取り残される播種性がん細胞（ＤＣＣ）および／または循環腫瘍細胞（ＣＴ
Ｃ）によって定義される、臨床的に検出不可能な微小残存病変（ＭＲＤ）の間の時間ウィ
ンドウが、致死的転移を防止するのに特に好適であり得る（Aguirre-Ghiso et al. (2013
) Nature Med. 19(3): 276-7; Polzer and Klein (2013) Nature Med. 19(3):274-5）。
しかしながら、唯一の状況知識が、ＭＲＤに関して利用可能であり、結果として、（ネオ
）アジュバント療法、すなわち、非転移がんにおける外科手術の前後の全身性薬物の投与
は、約２０％の患者における転帰を改善するに過ぎない（Cole et al. (2001) Lancet 35
8:277-286; Gianni et al. (2011) Lancet Oncol. 12:236-244）。さらに、転移の兆候を
示す患者における実証された効能を示す標的療法をアジュバント療法設定において適用し
た場合、成功率は失望するほど低かった（Polzer and Klein (2013) Nature Med. 19(3):
274-5）。この臨床状況は、早期全身がんの我々の現在の理解が転移を上手く防止するに
は不十分であることを示している。
【０００５】
　早期播種性がん細胞およびＭＲＤの特徴的生物学に関する第１の直接的証拠は、転移の
兆候の前後に乳がん患者の骨髄から単離されたＤＣＣの分析に由来するものであった。遺
伝子データは、２つのステージの転移性拡散に由来するＤＣＣが異なることを示し（Klei
n et al. (2002) Lancet 360:683-689) Schmidt-Kittler et al. (2003) PNAS 100:7737-
7742）、それらが早期に播種され、原発腫瘍と同時に進化したことが示唆された（Klein 
(2009), Nat Rev Cancer 9:302-312）。その後、トランスジェニックマウスモデルにおけ
る研究（Eyles et al. (2010) J Clin Invest. 120:2030-2039; Husemann et al. (2008)
 Cancer Cell 13:58-68; Rhim et al. (2012) Cell 148:349-361）および前悪性病変また
はｉｎ　ｓｉｔｕの癌を有する患者における研究（Banys et al. (2012) Breast Cancer 
Res Treat. 131:801-808; Husemann et al. (2008) Cancer Cell 13:58-68; Sanger et a
l. (2011) Int J Cancer 129:2522-2526）は、この概念を補強した。早期および後期播種
モデルの両方に関する証拠が入手可能であるが、決定的なものではない。原発不明がん（
ＣＵＰ）、すなわち、原発腫瘍がない転移は、がん患者の約５％を占め、大きな進行した
原発腫瘍が転移にとって必要ではないことを証明している。同様に、疫学的データは、診
断の数年前のがん細胞の播種および転移の開始を支持する（Engel et al. (2003) Eur J 
Cancer 39:1794-1806）。一致した原発腫瘍および転移の比較配列決定研究などの遺伝子
データは、両方のシナリオに関する例を提供する（Klein (2013) Nature 501:365-372）
。しかしながら、いくつかの系列の全身療法にわたる医原性選択はがん集団を有意にシフ
トさせ得るため、配列決定研究は誤解されやすいか、または決定的なものではない場合が
ある。まとめると、臨床データおよび患者由来ｅｘ　ｖｉｖｏデータは、早期播種および
異所性進行を支援すると考えられるが、多くの実験モデルは、後に生じる、完全に悪性の
転移細胞を仮定し、使用する。これに関して、多くの報告は、血液試料に由来する患者材
料を使用するが、リンパ節に由来する試料は、例えば、国際公開第０２／３７１１３号パ
ンフレットに記載のように、あまり好ましい起源ではないと考えられる。血漿または血液
試料の優先性は、ＥｒｂＢ２遺伝子のコピー数およびその発現プロファイルに基づいて腫
瘍を診断するための方法に関する、欧州特許出願公開第２５０３００９号明細書にも開示
されている。実験は、専ら、患者の血清または血漿試料を使用して行われる。現在の臨床
業務は後期播種および腫瘍内進行モデル（同時進行モデルとは反対である）に基づくもの
であるため、同時進行モデルの考慮は、がんのステージ／タイプの改善された、より正確
な決定および改善されたがん療法、特に、アジュバント療法のための、新規診断ツールの
必要性を根本的に包含する。
【発明の概要】
【０００６】
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　このようにして、本発明の基本となる技術的課題は、がん性疾患のステージ／タイプの
早期決定のための正確な方法ならびにがん性疾患を処置するための対応する改善された手
段および方法の提供である。
【０００７】
　解決法は、以下に定義され、特許請求の範囲で特徴付けられる実施形態によって提供さ
れる。
【０００８】
　したがって、本発明は、がん性疾患のステージングおよび／またはタイピングのための
方法であって、以下のステップ：
　（ａ）１つまたは複数のリンパ節から得られた１つまたは複数の播種性がん細胞（ＤＣ
Ｃ）のＤＮＡの体細胞変化を検出するステップ；および
　（ｂ）ステップ（ａ）で検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定
するステップ
を含み、ＤＣＣの体細胞進化が、がん性疾患のステージ／タイプを示す、前記方法に関す
る。
【０００９】
　特に好ましい実施形態では、ステージング／タイピングされるがん性疾患は、メラノー
マである。このようにして、本発明は、がん性疾患のステージングおよび／またはタイピ
ングのための方法であって、以下のステップ：
　（ａ）１つまたは複数のリンパ節から得られた１つまたは複数の播種性がん細胞（ＤＣ
Ｃ）のＤＮＡの体細胞変化を検出するステップ；および
　（ｂ）ステップ（ａ）で検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定
するステップ
を含み、ＤＣＣの体細胞進化が、がん性疾患のステージ／タイプを示し、がん性疾患がメ
ラノーマである、前記方法に関する。
【００１０】
　例示的な添付の実施例は、ＤＣＣが、リンパ節内での転移性進行にとって重要である変
化を獲得することを証明する。これは、原発腫瘍とＤＣＣとの同時進行が起こる（ＤＣＣ
の腫瘍内進行によって反対される）ことを示している。原発腫瘍とＤＣＣとの同時進行と
は、原発がんの分析を、ＤＣＣが転移に進行するかどうかを評価するために使用すること
ができないことを意味する。原発腫瘍とＤＣＣとの同時進行はまた、ＤＣＣの転移への進
行を、原発がんの切除によって防止することができないことも意味する。さらに、同時進
行とは、原発がんの分析を、転移がある特定の療法に応答するかどうかを決定するために
使用することができないことを意味する。
【００１１】
　本発明の文脈において、驚くべきことに、転移への進行の前に、ＤＣＣが転移性シグネ
チャー（すなわち、ＤＣＣが転移に進行することを示す特定の遺伝子変化）を示すことが
見出された。本発明によれば、この転移性シグネチャーを有利に使用して、ＤＣＣが転移
を形成するかどうかを評価することができる。さらに、この転移性シグネチャーを使用し
て、転移がある特定の療法に応答するかどうかを評価することができる。
【００１２】
　このようにして、本発明は、１つまたは複数のＤＣＣの転移性シグネチャーを同定する
ため（すなわち、がん性疾患のステージングおよび／またはタイピングのため）の方法で
あって、以下のステップ：
　（ａ）１つまたは複数のリンパ節から得られた１つまたは複数のＤＣＣのＤＮＡの体細
胞変化を検出するステップ；および
　（ｂ）ステップ（ａ）で検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの転移性シグネチャ
ー（すなわち、体細胞進化）を決定するステップ
を含む、前記方法に関する。
【００１３】
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　この方法では、ＤＣＣの転移性シグネチャーは、がん性疾患のステージ／タイプを示す
。
【００１４】
　特に好ましい実施形態では、がん性疾患は、メラノーマである。
【００１５】
　本発明によれば、がん性疾患のステージ／タイプを使用して、がん性疾患（好ましくは
、メラノーマ）がある特定の療法に応答するかどうかを評価することができる。したがっ
て、本発明の方法は、ある特定の療法を開始する、継続する、または中止するべきかどう
かを決定するのに有用である。
【００１６】
　このようにして、本発明の別の実施形態は、がん性疾患を処置するための方法であって
、以下のステップ：
　（ａ）対象の１つまたは複数のリンパ節から得られた１つまたは複数のＤＣＣのＤＮＡ
の体細胞変化を検出するステップ；
　（ｂ）ステップ（ａ）で検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定
するステップ；および
　（ｃ）ステップ（ｂ）で決定されたＤＣＣの体細胞進化に基づいて、がん性疾患のステ
ージ／タイプを決定するステップ
を含み、がん性疾患のステージ／タイプが、前記がん性疾患の療法を開始する、継続する
、または中止するために使用される、前記方法に関する。
【００１７】
　特定の好ましい実施形態では、がん性疾患は、メラノーマである。
【００１８】
　本発明はまた、対象におけるがん性疾患を処置するのに使用するための医薬組成物であ
って、処置が、前記がん性疾患のステージ／タイプに基づいて開始される、継続される、
または中止され、前記がん性疾患の前記ステージ／タイプが、
　（ａ）対象の１つまたは複数のリンパ節から得られた１つまたは複数のＤＣＣのＤＮＡ
の体細胞変化を検出するステップ；
　（ｂ）ステップ（ａ）で検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定
するステップ；および
　（ｃ）ステップ（ｂ）で決定されたＤＣＣの体細胞進化に基づいて、がん性疾患のステ
ージ／タイプを決定するステップ
によって決定される、医薬組成物にも関する。
【００１９】
　特に好ましい実施形態では、がん性疾患は、メラノーマである。
【００２０】
　前記医薬組成物は、化学療法薬を含む組成物または免疫療法のための薬物を含む組成物
などの、がん性疾患の処置のための任意の型の薬剤であってもよい。
【００２１】
　本発明の一実施形態は、ＤＣＣ密度（ＤＣＣＤ）の決定をさらに含み、ＤＣＣＤが、Ｄ
ＣＣを得るために使用されるリンパ節中の細胞１００万個あたりのＤＣＣの数であり、Ｄ
ＣＣＤが、がん性疾患のステージ／タイプを示す、本発明の方法または医薬組成物に関す
る。添付の実施例は、１００を超えるＤＣＣＤを有するリンパ節に由来するＤＣＣが、特
に、メラノーマに関する異種移植実験において、コロニーに増殖し、腫瘍に発達すること
ができることを示す。したがって、本発明の一態様は、１００を超えるＤＣＣＤが、特に
、メラノーマの場合、転移の発生を示す、本明細書に提供される方法、または本明細書に
提供される医薬組成物に関する。
【００２２】
　さらに、驚くべきことに、免疫学的変化（すなわち、鈍くなったＴ細胞応答および転移
に進行するＤＣＣを示すＴ細胞消耗の兆候）が、局所的に観察され、局所腫瘍細胞量に依
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存することが見出された。この情報を使用して、微小環境を標的とする療法、特に、免疫
系の細胞を標的とする療法が有効であるかどうかを決定することができる。これは、原発
腫瘍の組織源ならびに播種および転移の標的部位が異なるためである。このようにして、
原発腫瘍の微小環境（例えば、免疫細胞）の分析は、播種および転移の標的部位での微小
環境が影響されるかどうか、またはＤＣＣおよび転移の微小環境を標的とするある特定の
療法が有効であるかどうかを評価するのにあまり適していない可能性がある。むしろ、本
明細書に示されるように、リンパ節中の微小環境は、原発腫瘍の外部のがん性疾患のステ
ージ／タイプを示す。このようにして、驚くべきことに、添付の実施例でさらに証明され
るように、特に、メラノーマの場合、２０００を超えるＤＣＣＤが、がん性疾患、特に、
メラノーマのさらに進行したステージ／タイプを示すことが見出された。具体的には、添
付の実施例は、抗原を受けたＣＤ８　Ｔ細胞の数が、腫瘍細胞増殖および転移形成と関連
するＴ細胞活性化を示すＤＣＣＤの増大と共に増加することを示す。特に、ＰＤ－１高発
現ＣＤ８　Ｔ細胞は、リンパ節中で有意に富化され、約２０００、すなわち、１００を超
えるＤＣＣＤよりも２０倍高い値のＤＣＣＤは、転移の発生を示す。ＰＤ－１が高いＣＤ
８　Ｔ細胞は、最終的に消耗したＴ細胞であると考えられる。これらの細胞は、消耗した
Ｔ細胞の別のマーカーであるＴｉｍ－３を同時発現し、サイトカイン産生の能力が減じて
いる。消耗したＴ細胞は、階層的様式でエフェクター機能を喪失する：ＩＬ－２産生、高
い増殖能力および細胞溶解活性が最初に失われ、次いで、サイトカイン産生が減じられる
。転移性メラノーマ患者の腫瘍組織から単離されたＰＤ－１発現ＣＤ８　Ｔ細胞は、腫瘍
反応性であることが示された。ＭＤＳＣ（骨髄由来免疫抑制細胞）の増加は、ＰＤ－１高
発現ＣＤ８　Ｔ細胞の増加と同時であった。ＭＤＳＣは、免疫抑制性免疫細胞であり、Ｍ
ＤＳＣの高い浸潤を示すがん組織は、患者の予後不良および療法に対する耐性と関連する
。また、ＭＤＳＣのパーセンテージは、約２０００のＤＣＣＤを有する患者において増加
するが、細胞溶解性ＣＤ５６ｄｉｍ　ＮＫ細胞のパーセンテージは、高いＤＣＣＤを有す
るリンパ節中で減少する。ＣＤ５６ｄｉｍ　ＮＫ細胞は、高い細胞溶解機能を有し、した
がって、腫瘍細胞を殺傷することができる。総合すると、添付の実施例は、播種の標的臓
器中の局所免疫微小環境の変化が、ＤＣＣＤが指標測定値を与える、転移性増殖と関連す
ることを示す。ＤＣＣＤは、単独で、または免疫微小環境の変化に関する情報と共に、が
ん性疾患のステージ／タイプを示す、および／または前記がん性疾患の療法を開始する、
継続する、または中止するために使用される。このようにして、一実施形態では、本発明
の方法または医薬組成物は、ＤＣＣ密度（ＤＣＣＤ）の決定をさらに含み、ここで、ＤＣ
ＣＤは、ＤＣＣを得るために使用されるリンパ節中の細胞１００万個あたりのＤＣＣの数
であり、ＤＣＣＤは、がん性疾患のステージ／タイプを示し、１００を超えるＤＣＣＤは
、転移の発生を示し、および／または２０００を超えるＤＣＣＤは、免疫系が転移性増殖
を阻害することができないことを示す。このようにして、特に、メラノーマにおいて、Ｄ
ＣＣＤが２０００を超える場合、処置は、免疫細胞および転移性増殖を阻害するその能力
に具体的に対処する免疫療法をさらに含んでもよい。
【００２３】
　上記に示されたように、添付の実施例は、転移性シグネチャー（すなさち、体細胞変化
の型）に応じて、患者由来ＤＣＣがマウスにおいて腫瘍を形成することができることを示
す。特に、腫瘍を形成することができたＤＣＣは全て、ＢＲＡＦ変異、染色体９ｐ１１－
１３の喪失、染色体９ｐ２１－２４の喪失、染色体７ｑ２１－３６の獲得、またはＮＲＡ
Ｓ変異のいずれかを有していた。これに関して、９ｐ１１－１３および／または９ｐ２１
－２４の欠失が、１より多い体細胞変化を有する細胞の約９０％において観察される。総
合すると、試料の約２０％において、９ｐ１１の喪失が９ｐ２４の喪失と共に観察された
。約５０％は９ｐ１１および／または９ｐ２４の喪失と共に、さらなる変化（ＢＲＡＦ、
ＮＲＡＳまたは染色体７ｑ２１上の獲得）を有する。約２０％のみが、９ｐ１１および／
または９ｐ２４の喪失＋染色体７ｑ２１上の獲得と共に、ＢＲＡＦまたはＮＲＡＳの変異
を有する。
【００２４】
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　したがって、本発明の一態様は、体細胞変化が、ＢＲＡＦ変異、染色体９ｐ１１－１３
の喪失、染色体９ｐ２１－２４の喪失、染色体７ｑ２１－３６の獲得、およびＮＲＡＳ変
異からなる群から選択される少なくとも１つの体細胞変化を含む、本発明の方法、または
本発明の医薬組成物に関する。本発明によれば、体細胞変化はまた、ＢＲＡＦ変異、染色
体９ｐ１１－１３の喪失、染色体９ｐ２１－２４の喪失、染色体７ｑ２１－３６の獲得、
およびＮＲＡＳ変異からなる群から選択される少なくとも２つ、３つ、４つまたは全部の
体細胞変化を含んでもよい。本発明の方法において、または本発明の医薬組成物の文脈に
おいて、ＢＲＡＦ変異、染色体９ｐ１１－１３の喪失、染色体９ｐ２１－２４の喪失、染
色体７ｑ２１－３６の獲得、および／またはＮＲＡＳ変異は、ＤＣＣが転移に発達すると
予想されることを示す。
【００２５】
　しかしながら、本発明によれば、ＤＣＣの増殖活性を使用して、これらの細胞が転移に
発達すると予想されるかどうかを決定することもできる。このようにして、本発明の別の
実施形態は、ステップ（ａ）がＤＣＣの増殖を評価することをさらに含み、ステップ（ｂ
）において、ＤＣＣの増殖の増加が、ＤＣＣが転移に発達すると予想されることを示す、
本発明の方法、または本発明の医薬組成物に関する。増殖を、例えば、増殖マーカーＫｉ
－６７などの増殖マーカーの量を分析することによって測定することができる。Ｋｉ－６
７陽性細胞の頻度を、例えば、免疫組織化学、免疫蛍光によって、マーカーについて陽性
に染色する細胞のパーセンテージを評価することによって決定することができる。このパ
ーセンテージは、細胞周期における細胞の見積もり、すなわち、増殖中の細胞のパーセン
テージを提供する。
【００２６】
　上記に示されたように、がん性疾患のステージ／タイプを使用して、がん性疾患（好ま
しくは、メラノーマ）がある特定の療法に応答するかどうかを評価することができる。特
に、ＤＣＣ内の遺伝子変化の存在または非存在もまた、ある特定の処置を開始する、継続
する、または中止するべきかどうかを示す。特に、本発明の一実施形態は、ＤＣＣがＢＲ
ＡＦ変異を有することがわかっている場合、前記変異を有する細胞に対する処置は、開始
または継続されるべきである、本発明の方法、または本発明の医薬組成物に関する。しか
しながら、ＤＣＣがＢＲＡＦ変異を有さないことがわかった場合、前記変異を有する細胞
に対する処置は、患者にとって有害であり得る。同様に、ＤＣＣがＮＲＡＳ変異を有する
ことがわかっている場合、前記変異を有する細胞に対する処置は、開始または継続される
べきである。しかしながら、ＤＣＣがＮＲＡＳ変異を有さないことがわかっている場合、
前記変異を有する細胞に対する処置は、患者にとって有害であり得る。ＰＤ－１遮断剤（
ＰＭＩＤ：２５７９７５１６）に応答しない、すなわち、機能を取り戻すと考えられる、
ＰＤ－１高発現Ｔ細胞が、ＤＣＣを有するリンパ節中で数が増加することがわかっている
場合、療法応答が治療的なＰＤ－１もしくはＰＤ－Ｌ１遮断剤の下で観察されないか、ま
たは療法が患者にとって有害でさえあり得る（すなわち、抗がん応答がない自己免疫）。
【００２７】
　以下でより詳細に説明されるように、本発明の方法および医薬組成物において、がん性
疾患のタイプは、疾患が原発疾患部位からリンパ節および／または他の組織、例えば、骨
髄への細胞の播種を含む限り、特に限定されない。がん性疾患は、メラノーマであるのが
好ましい。
【００２８】
　したがって、本発明は、がん性疾患のステージングおよび／またはタイピングのための
方法、がん性疾患を処置するための方法ならびにがん性疾患、特に、がんの処置における
使用のための医薬組成物に関する。これに関して、がん性疾患、特に、がんのステージ／
タイプを、対象の組織試料から得られた、特に、対象の１または複数のリンパ節、特に、
流入領域および／もしくは所属リンパ節ならびに／またはセンチネルリンパ節から得られ
た播種性がん細胞（ＤＣＣ）のＤＮＡの、体細胞変化、特に、遺伝子および／またはエピ
ジェネティック変化を検出することによって決定することができることが驚くべきことに
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、また、予想外にも見出された。
【００２９】
　また、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）のＤＮＡの、体細胞変化、特に、遺伝子および／または
エピジェネティック変化を検出することによる、がん性疾患のステージングおよび／また
はタイピングのための方法も本明細書で提供される。したがって、本発明は、がん性疾患
、特に、がんのステージ／タイプが、対象の血液から得られた、特に、対象から得られた
血液試料から得られた、またはｉｎ　ｖｉｖｏのＣＴＣ捕捉デバイスを使用して得られた
１または複数のＣＴＣのＤＮＡの、体細胞変化、特に、遺伝子および／またはエピジェネ
ティック変化を検出することによって決定される、がん性疾患のステージングおよび／ま
たはタイピングのための方法、がん性疾患を処置するための方法ならびにがん性疾患、特
に、がんの処置における使用のための医薬組成物を提供する。すなわち、本明細書に提供
される実施形態を、別途指摘しない限り、ＤＣＣの代わりに、またはＤＣＣに加えて、Ｃ
ＴＣに適用することもできる。当業者であれば、ＤＣＣに関する本明細書に提供される教
示を、それに応じてＣＴＣに適合させる方法に容易に気付く。
【００３０】
　本発明者らは、がん、特に、メラノーマにおける真皮浸潤の深さおよび特徴的な異所性
分子進化と比較して、メラノーマの転移性播種の時点を決定した；特に、実施例１および
図１を参照されたい。より具体的には、大きいメラノーマは非浸潤性でもあり得るため、
メラノーマの真皮浸潤の深さと比較した（総サイズとの比較ではない）、メラノーマの転
移性播種の時点を分析した。リンパ節への播種は、真皮内拡張前に約０．４ｍｍ（９５％
ＣＩ　０．０４～０．７５ｍｍ）で選択的に生じた。播種性がん細胞（ＤＣＣ）は、原発
腫瘍の厚さに関係なく、リンパ系コロニー形成前の典型的なドライバー変化を欠いていた
；特に、実施例５ならびに図２、３および４を参照されたい。しかしながら、ＢＲＡＦま
たはＮＲＡＳにおけるドライバー変異およびシグネチャー染色体再配置は、コロニー形成
性ＤＣＣおよび／またはＤＣＣに由来する異種移植片中に有意に富化されるようになり、
患者を死のハイリスクにさらした。このようにして、がん性疾患、特に、がんにおいては
、ＤＣＣは原発腫瘍を早期のままにし、同時に、異なる部位で進化する；特に、実施例６
および図５を参照されたい。したがって、細胞が進化する様々な部位、すなわち、例えば
、リンパ節のような、ＤＣＣが移住する部位、または細胞、特に、原発腫瘍に由来するＣ
ＴＣが循環する部位、例えば、血液から得られる、原発腫瘍に由来する細胞、特に、ＤＣ
Ｃからの情報を使用することによって、がん性疾患、特に、がんのステージングおよび／
またはタイピングを改善することができる、特に、がん性疾患のステージングおよび／ま
たはタイピングのより正確な方法を提供することができる。これに関して、本発明者らは
驚くべきことに、それぞれ、前記ＤＣＣまたはＣＴＣのＤＮＡ中で検出される体細胞変化
、特に、遺伝子および／またはエピジェネティック変化に基づいて決定された、それぞれ
、前記ＤＣＣまたはＣＴＣの体細胞進化を、がん性疾患、特に、がんをステージング／タ
イピングするために使用することができることを見出した。これらの驚くべき、かつ予想
外の知見は、本発明、特に、がん性疾患、特に、がんの新規モデルに基づくものである、
がん性疾患のステージングおよび／またはタイピングのためのより正確な手段および方法
をもたらした。
【００３１】
　上記でさらに概略されたように、がん性疾患のステージは、通常、例えば、ＴＮＭステ
ージングシステムを使用して決定される。悪性腫瘍のＴＮＭ分類（ＴＮＭ）は、患者のが
んのステージを記述するためのコードを与えるがんステージング表記法であり、Ｔは、元
の（原発）腫瘍のサイズ、およびそれが近隣組織に浸潤しているかどうかを記述し、Ｎは
、関与する近隣（所属）リンパ節を記述し、Ｍは、遠隔転移（身体のある部分から別の部
分へのがんの拡散）を記述する。特に腫瘍に関して、すなわち、パラメータＴに関して、
いくつかのステージが存在する：Ｔｘ：腫瘍を評価することができない、Ｔｉｓ：ｉｎ　
ｓｉｔｕの癌腫、Ｔ０：腫瘍の兆候なし、およびＴ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４：原発腫瘍のサ
イズおよび／または伸長。本発明者らによって見出されたように、がん性疾患、特に、が
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ん、例えば、メラノーマの上記ステージは、多くの事例において、がん性疾患の療法のた
めの好適な戦略を決定するには不十分である。したがって、細胞、特に、対象の１または
複数のリンパ節、特に、流入領域および／または所属リンパ節および／またはセンチネル
リンパ節から得られるＤＣＣだけでなく、入手可能な場合、骨髄または脳ＤＣＣの分子状
態に関する情報を与える液体などのリンパ節以外の他の臓器に由来するＤＣＣの体細胞進
化も使用する、新規モデルが見出された。細胞の体細胞進化を、対象の血液から得られる
ＣＴＣを使用して決定することもできる。したがって、原発腫瘍の表現型評価に主に依存
するがん性疾患の古典的ステージング／タイピングとは対照的に、本発明の新規性および
進歩性のある方法は、がん性疾患、特に、がんのステージ／タイプの指標として、細胞、
特に、ＤＣＣおよび／またはＣＴＣの体細胞進化を使用する。
【００３２】
　ＤＣＣは、外科手術前の原発腫瘍部位から播種し、リンパまたは血行により拡散した細
胞である。それらを、メラノーマの場合、リンパ系細胞または骨髄中に見出される細胞の
表面上には見出されない、上皮細胞マーカーまたはメラニン生成細胞マーカーを使用して
検出することができる。例えば、ＥｐＣＡＭおよび／またはサイトケラチンは、特に、癌
腫の場合、ＤＣＣの検出において標的化することができる細胞マーカーである（Klein (2
009), Nat Rev Cancer 9:302-312）。標的化細胞マーカーを、細胞内的に、および／また
は細胞の表面に発現させる、および／または配置させることができる。好ましくは、メラ
ノーマに由来するＤＣＣを、標的化細胞マーカーとして、ｇｐ１００および／またはＭＣ
ＳＰ（メラノーマ関連硫酸コンドロイチンプロテオグリカン）および／またはＭｅｌａｎ
　Ａ（ＭＡＲＴ－１）、および／またはＣＤ１４６を使用することによって検出すること
ができる。ＤＣＣを、例えば、骨髄吸引液またはリンパ節から検出および単離することが
できる。単一細胞懸濁液に分離および／またはプロセッシングした後、ＤＣＣＤを、免疫
細胞学によって決定することができる。特に、単一細胞懸濁液を、ＥｐＣＡＭ（Guzvic e
t al. (2014) Cancer Res. 74:7383-7394）、サイトケラチン（Schardt et al. (2005) C
ancer Cell 8:227-239）、ｇｐ１００またはＭＣＳＰ（Ulmer et al. (2014) PLoS Med. 
11:e1001604）などの前記標的化細胞マーカーに対する抗体を用いて染色することができ
る。染色された細胞（好ましくは、リンパ節細胞）１００万個あたりの標的化細胞マーカ
ーについて陽性の細胞数は、ＤＣＣ密度（ＤＣＣＤ）を定義する。
【００３３】
　ＣＴＣは、これも外科手術前の原発腫瘍部位に由来するが、血液系中で循環する細胞で
ある。原発腫瘍手術後、それらは潜在的な、または明白な転移性コロニーに由来するもの
であってよい。それらを、標的化細胞マーカーとしてＥｐＣＡＭを使用して検出および単
離することができるが、この標的化細胞マーカーに限定されない。富化および検出マーカ
ーは、他の間葉系臓器（骨髄、リンパ節）における検出のために使用されるものと同様で
あり、例えば、上皮マーカーおよびメラノーマにおける記載のメラニン生成細胞マーカー
のためのＥｐＣＡＭおよびサイトケラチンが挙げられる。ＣＴＣを、当業界で周知の方法
、特に、ＦＤＡに認可されたＣｅｌｌ　Ｓｅａｒｃｈ（登録商標）システム（Ｖｅｒｉｄ
ｅｘ　ＬＬＣ）、ＤＥＰＡｒｒａｙ（商標）技術またはフローサイトメトリーを使用して
血液（例えば、白血球除去輸血産物に由来する）から得ることができるが（Fischer et a
l. (2013) PNAS 110:16580-16585）、ＣＴＣの単離は、これらのシステムに限定されず（
Polzer et al. (2014) EMBO Mol Med. 6:1371-138）、ＣｅｌｌＳｉｅｖｅまたはＰａｒ
ｓｏｒｔｉｘなどの様々な新規デバイスを含んでもよい。ｉｎ　ｖｉｖｏでのＣＴＣ捕捉
デバイスを使用することもできる。そのようなデバイスの例は、Ｇｉｌｕｐｉ、Ｃｅｌｌ
Ｃｏｌｌｅｃｔｏｒ（Gorges et al. (2015) ClinCancer Res. 1416.2015, Epub ahead o
f print）、がん細胞結合ナノ粒子（Galanzha et al. (2011) Cytometry 79:814-824）ま
たは医療用ワイヤ（Saucedo-Zeni et al. (2012) Int J Oncol. 41:1241-1250）であるが
、これらのものに限定されない。そのようなデバイスまたは粒子を、対象／患者に埋め込
む、または注入して、対象／患者の体内のＣＴＣを捕捉および富化する。次いで、ＣＴＣ
を、ｅｘ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで、ＣＴＣ捕捉デバイスまたは粒子から回収す
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ることができる。
【００３４】
　これに関して、本明細書で使用される用語「体細胞進化」は、一生涯の間の、細胞、特
に、がん性疾患細胞、特に、ＤＣＣの変化の蓄積、およびこれらの細胞の適合性に対する
これらの変化の効果に関する。がん細胞の体細胞進化は、自発的な、または誘導された遺
伝子／エピジェネティック変化ならびに適合性、増殖速度、アポトーシス速度などに従っ
て細胞を選択する、クローン性増殖中のその後の自然の選択に起因する。さらに、がん療
法は、感受性がん細胞を殺傷するが、耐性細胞を残す、人工選択の形態として作用する。
腫瘍はこれらの耐性細胞から再増殖することが多く、患者は再発し、以前に使用されてい
た療法は最早有効ではないであろう。このようにして、体細胞進化は、がん性疾患の発生
および／またはがん性疾患の療法の間の進行中のプロセスである。これに関して、がん性
疾患における体細胞進化と関連する複数のレベルの遺伝的異質性が存在する。本発明の方
法において、体細胞進化は、エピジェネティックおよび／または遺伝子変化を含む、体細
胞変化に基づいて決定される。したがって、エピジェネティックおよび／または遺伝子変
化を含む体細胞変化の数および／または性質に基づいて、細胞、特に、ＤＣＣの体細胞進
化を決定することができる。
【００３５】
　本明細書で使用される用語「体細胞変化」は、細胞、特に、ＤＣＣ中に含まれる、核酸
、特に、ＤＮＡの任意の変化を含む。変化は、例えば、対象から得られた試料、例えば、
本発明の方法において分析しようとする試料以外の他の組織に由来する細胞を含む、およ
び／もしくは対象の幹細胞を含む対象から得られた参照試料中の所与の時点での状態、ま
たはＤＮＡの特定の断片、例えば、配列データベースもしくはメチル化パターンなどの既
知のパターンのエピジェネティック変化から取られたＤＮＡ配列に関する参照として一般
的に取られる状態のような、参照状態からの逸脱を意味する。したがって、観察された状
態と、参照状態とを比較することによって、体細胞変化を検出することができる。次いで
、任意の観察された逸脱を、体細胞変化として分類することができる。第２の段階では、
前記変化を、実際の体細胞変化または使用される検出方法、例えば、配列決定方法によっ
て導入された誤差として分類することができる。これに関して、本発明は、体細胞変化の
誤差のない検出にとって特に有用な手段および方法を開示する。そのような方法は、本発
明の方法において好ましく使用される。本発明の意味の範囲内の体細胞変化は、エピジェ
ネティックおよび／または遺伝子変化を含む。遺伝子変化は、ＤＮＡの配列、すなわち、
ＤＮＡに含まれるヌクレオチドの連続のレベルでの変化、および分析しようとする試料中
に含まれるＤＮＡの断片の相対的存在量の変化を含む。したがって、本発明の意味の範囲
内の遺伝子変化は、特に、単一ヌクレオチド変化（ＳＮＶ）、配列変異、マイクロサテラ
イトシフトおよび不安定性、ヘテロ接合性の喪失（ＬＯＨ）、コピー数変化、染色体構造
異常および／または異数性を含む核型変化を含んでもよい。エピジェネティック変化は、
ＤＮＡ配列のレベルではないＤＮＡの化学的変化およびＤＮＡ構造の形成、プロセッシン
グなどに含まれる外部因子の変化を含む。したがって、本発明の意味の範囲内のエピジェ
ネティック変化は、特に、メチル化、特に、ＣＧ対のメチル化、ＤＮＡ修復タンパク質の
欠損、および／またはメチル化、アセチル化、ＳＵＭＯ化、活性化もしくは不活化ヒスト
ンマークのようなヒストン構築もしくは構造の変化および／または例えば、ユークロマチ
ンもしくはヘテロクロマチンなどのクロマチン構築の変化を含んでもよい。
【００３６】
　本発明の一態様では、体細胞変化、特に、遺伝子変化は、１または複数のドライバー変
異および／またはパッセンジャー変異を含む。用語「ドライバー変異」とは、生存または
再生を増加させることによって、その微小環境中のクローンに選択的利益を与える変異を
指す。ドライバー変異は、クローン性増殖を引き起こす傾向がある。したがって、本発明
の方法において決定される体細胞変化、特に、遺伝子変化は、１または複数のドライバー
変異を含んでもよい。これに関して、細胞性、特に、ＤＣＣ進行の１つの共通の特徴は、
体細胞変化、特に、遺伝子および／またはエピジェネティック変化を有するクローンの増
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殖である。これは、一般的には、対応する組織中の他の細胞に対する競合的利益（再生ま
たは生存利益）を有する増殖中のクローンに起因する。増殖中のクローンは、そのゲノム
中に、１より多い体細胞変化、特に、遺伝子および／またはエピジェネティック変化を有
することが多いため、これらの変化のどれが、再生または生存利益を引き起こし、他の変
化がクローン性増殖上での単にヒッチハイカーまたはパッセンジャー変異であるかは明ら
かでないことが多い。しかし、いくつかのドライバー変異は投票会で公知である。例えば
、ドライバー変異は、特に、公知のがん遺伝子における変異であってよい。がん遺伝子は
、がん性疾患、特に、がんの発生と関連することが知られている。このようにして、本発
明の意味の範囲内のドライバー変異としては、限定されるものではないが、公知のがん遺
伝子における変異が挙げられる。例えば、神経芽腫のＲＡＳウイルスがん遺伝子ホモログ
（ＮＲＡＳ）またはＢＲＡＦをコードする遺伝子が、公知のがん遺伝子である。さらなる
公知のがん遺伝子は、Forbes et al. (2014) Nucleic Acid Res. 43, D805-811によるＣ
ＯＳＭＩＣデータベースなどのデータベース、またはVogelstein et al. (2013) Science
 339(6127):1546-58、Akagi et al. (2004) Nucleic Acid Res. 32, D523-7もしくはHure
t et al. (2000) Nucleic Acid Res. 28(1):349-51による報告中に報告されている。その
ようなデータベースは、がん遺伝子および公知のドライバー変異について定常的にアップ
デートされている。したがって、その中で報告されるドライバー変異はいずれも、本発明
の方法において検出することができる。これに関して、がん遺伝子中の、体細胞変化、特
に、遺伝子および／またはエピジェネティック変化を検出するために本発明において使用
される方法は、複数のがん遺伝子における体細胞変化の同時的検出にとって好適である。
本発明の方法において検出することができる特定のドライバー変異は、特に、エクソン３
の変異ｃ１８１Ｃ＞Ａを含む、ＮＲＡＳをコードする遺伝子におけるドライバー変異を含
む。したがって、本発明は、がん性疾患のステージングおよび／またはタイピングのため
の方法であって、組織試料、特に、１または複数のリンパ節から得られた１または複数の
ＤＣＣのＤＮＡの体細胞変化を検出するステップ；および１または複数のＤＣＣのＤＮＡ
中の検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定するステップを含み、
ＤＣＣの体細胞進化が、がん性疾患のステージ／タイプを示し、体細胞変化の検出が、配
列番号１の２９８６位のヌクレオチドの検出を含み、配列番号１の２９８６位のシトシン
が非疾患ステージ／タイプを示し、配列番号１の２９８６位のアデニンが疾患ステージ／
タイプを示す、前記方法に関する。さらに、配列番号１の２９８７位のグアニンまたは配
列番号１の２９８７位のチミンは、疾患ステージを示す。本発明はさらに、がん性疾患を
処置するための方法であって、組織試料、特に、対象の１または複数のリンパ節から得ら
れた１または複数のＤＣＣのＤＮＡの体細胞変化を検出するステップ；１または複数のＤ
ＣＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定するステ
ップ；および１または複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて決定さ
れたがん性疾患の体細胞進化に基づいて、がん性疾患のステージ／タイプを決定するステ
ップを含み、がん性疾患のステージ／タイプが、前記がん性疾患の療法を開始する、継続
する、または中止するために使用され、体細胞変化の検出が、配列番号１の２９８６位の
ヌクレオチドの検出を含み、配列番号１の２９８６位のシトシンが、療法を中止するため
に使用され、配列番号１の２９８６位のアデニンが、がん性疾患の療法を開始する、また
は継続するために使用される、前記方法に関する。さらに、配列番号１の２９８７位のグ
アニンまたは配列番号１の２９８７位のチミンは、がん性疾患の療法を開始する、または
継続するために使用される。
【００３７】
　本発明はさらに、対象におけるがん性疾患の処置における使用のための医薬組成物であ
って、がん性疾患のステージ／タイプに基づいて処置が開始、継続または中止され、がん
性疾患のステージ／タイプが、組織試料、特に、対象の１または複数のリンパ節から得ら
れた１または複数のＤＣＣのＤＮＡの体細胞変化を検出すること；１または複数のＤＣＣ
のＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定すること；お
よび１または複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて決定されたがん
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性疾患の体細胞進化に基づいてがん性疾患のステージ／タイプを決定することによって決
定され、体細胞変化の検出が、配列番号１の２９８６位のヌクレオチドの検出を含み、配
列番号１の２９８６位のシトシンが、処置を中止するために使用され、配列番号１の２９
８６位のアデニンが、処置を継続する、または開始するために使用される、医薬組成物に
関する。さらに、配列番号１の２９８７位のグアニンまたは配列番号１の２９８７位のチ
ミンは、がん性疾患の処置を継続する、または開始するために使用される。体細胞変化の
検出は、１または複数のがん遺伝子の遺伝子および／またはエピジェネティック変化の検
出を含んでもよい。
【００３８】
　上記に概略されたように、遺伝子および／またはエピジェネティック変化を含む、体細
胞変化の検出は、公知のがん遺伝子における体細胞変化の検出を含んでもよい。ＮＲＡＳ
について上記されたように、公知のドライバー変異を、細胞増殖の指令に関与するタンパ
ク質をコードする別の公知のがん遺伝子であるＢＲＡＦ中で検出することもできる。その
ようなものとして、いくつかの遺伝子変化、特に、（ドライバー）変異は、がんの発生と
関連する、構成的に活性な形態のＢＲＡＦを引き起こすことが当業界で記載されている。
疾患におけるその役割を考慮して、天然および変異形態に対するいくつかのＢＲＡＦ阻害
剤が記載されている；例えば、Wan et al. (2004) Cell 116 (6): 855-67；Tsai et al. 
(2008) PNAS 105 (8): 3041-6；およびBollag et al. (2010) Nature 467 (7315): 596-9
を参照されたい。例えば、ソラフェニブは、原発性腎臓がん（進行性腎細胞癌）、進行性
原発性肝臓がん（肝細胞癌）、および放射性ヨウ素耐性進行性甲状腺癌の処置のために認
可された低分子キナーゼ阻害剤薬である。ソラフェニブは、特に、野生型および変異型Ｂ
ＲＡＦを阻害する。さらなる例示的なＢＲＡＦ阻害剤は、侵攻型のメラノーマの原因とな
るＶ６００Ｅ変異型ＢＲＡＦタンパク質の選択的阻害剤であるベムラフェニブである。そ
れはまた、Ｖ６００Ｋ変異型ＢＲＡＦタンパク質の有効な阻害剤であることも示されてい
る。野生型ＢＲＡＦを有するメラノーマ患者では、ベムラフェニブは、腫瘍増殖を促進す
る；Hatzivassiliou et al. (2010) Nature 464 (7287): 431-5またはHalaban et al. (2
010) Pigment Cell Melanoma Res. 23(2): 190-200を参照されたい。しかしながら、古典
的なメラノーマの診断は、ＢＲＡＦがん遺伝子に関する患者の変異状態の決定を含まない
。さらに、驚くべきことに、本発明者らによって見出されたように、原発腫瘍およびＤＣ
Ｃにおける細胞の同時進化の本明細書に記載される新しいモデルは、原発腫瘍における変
異状態の検出がメラノーマ患者の最も好適な療法の決定にとって不十分であることを示し
ている。したがって、本明細書で提供されるより正確ながんステージング／タイピングの
方法は、ＢＲＡＦがん遺伝子の変異状態を検出するステップを含んでもよい。したがって
、本発明は、がん性疾患のステージングおよび／またはタイピングのための方法であって
、組織試料、特に、１または複数のリンパ節から得られた１または複数のＤＣＣのＤＮＡ
の体細胞変化を検出するステップ；および１または複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出された
体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定するステップを含み、ＤＣＣの体細胞
進化が、がん性疾患のステージ／タイプを示し、体細胞変化の検出が、配列番号２の１７
１４２８位～１７１４３０位のヌクレオチドトリプレットの検出を含み、配列番号２の１
７１４２８位のグアニン、１７１４２９位のチロシンおよび１７１４３０位のグアニンの
ヌクレオチドトリプレットが、非疾患ステージ／タイプを示し、配列番号２の１７１４２
８位のグアニン、１７１４２９位のアデニンおよび１７１４３０位のグアニンのヌクレオ
チドトリプレットが、疾患ステージ／タイプを示す、前記方法に関する。さらに、配列番
号２の１７１４２８位のアデニン、１７１４２９位のアデニンおよび１７１４３０位のグ
アニンのヌクレオチドトリプレットならびに配列番号２の１７１４２８位のアデニン、１
７１４２９位のグアニンおよび１７１４３０位のグアニンのヌクレオチドトリプレットは
、疾患ステージ／タイプを示す。本発明はさらに、がん性疾患を処置するための方法であ
って、組織試料、特に、１または複数のリンパ節から得られた１または複数のＤＣＣのＤ
ＮＡの体細胞変化を検出するステップ；１または複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出された体
細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定するステップ；および１または複数のＤ
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ＣＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて決定されたがん性疾患の体細胞進化に
基づいて、がん性疾患のステージ／タイプを決定するステップを含み、がん性疾患のステ
ージ／タイプが、前記がん性疾患の療法を開始する、継続する、または中止するために使
用され、体細胞変化の検出が、配列番号２の１７１４２８位～１７１４３０位のヌクレオ
チドトリプレットの検出を含み、配列番号２の１７１４２８位のグアニン、１７１４２９
位のチロシンおよび１７１４３０位のグアニンのヌクレオチドトリプレットが、処置を中
止するために使用され、配列番号２の１７１４２８位のグアニン、１７１４２９位のアデ
ニンおよび１７１４３０位のグアニンのヌクレオチドトリプレットが、処置を継続する、
または開始するために使用される、前記方法に関する。さらに、配列番号２の１７１４２
８位のアデニン、１７１４２９位のアデニンおよび１７１４３０位のグアニンのヌクレオ
チドトリプレットならびに配列番号２の１７１４２８位のアデニン、１７１４２９位のグ
アニンおよび１７１４３０位のグアニンのヌクレオチドトリプレットは、処置を開始する
、または継続するために使用される。処置は、ＢＲＡＦの阻害剤の使用を含むのが好まし
い。したがって、処置は、好ましくは、ソラフェニブまたはベムラフェニブの使用を含む
。さらに、がん性疾患はメラノーマであるのが好ましい。本発明はさらに、対象における
がん性疾患の処置における使用のための医薬組成物であって、がん性疾患のステージ／タ
イプに基づいて処置が開始、継続、または中止され、がん性疾患のステージ／タイプが、
組織試料、特に、対象の１または複数のリンパ節から得られた１または複数のＤＣＣのＤ
ＮＡの体細胞変化を検出すること；１または複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出された体細胞
変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決定すること；および１または複数のＤＣＣのＤ
ＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて決定されたがん性疾患の体細胞進化に基づいて
、がん性疾患のステージ／タイプを決定することによって決定され、体細胞変化の検出が
、配列番号２の１７１４２８位～１７１４３０位のヌクレオチドトリプレットの検出を含
み、配列番号２の１７１４２８位のグアニン、１７１４２９位のチロシンおよび１７１４
３０位のグアニンのヌクレオチドトリプレットが、処置を中止するために使用され、配列
番号２の１７１４２８位のグアニン、１７１４２９位のアデニンおよび１７１４３０位の
グアニンのヌクレオチドトリプレットが、処置を継続する、または開始するために使用さ
れる、医薬組成物に関する。さらに、配列番号２の１７１４２８位のアデニン、１７１４
２９位のアデニンおよび１７１４３０位のグアニンのヌクレオチドトリプレットならびに
配列番号２の１７１４２８位のアデニン、１７１４２９位のグアニンおよび１７１４３０
位のグアニンのヌクレオチドトリプレットは、処置を開始する、または継続するために使
用される。医薬組成物は、ＢＲＡＦの阻害剤を含むのが好ましい。したがって、医薬組成
物は、ソラフェニブまたはベムラフェニブを含むのが好ましい。さらに、がん性疾患は肝
臓がん、腎臓がんまたはメラノーマであるのが好ましい。がん性疾患は、メラノーマであ
るのがより好ましい。したがって、本発明は、特に、対象におけるがん性疾患の処置にお
ける使用のための、ＢＲＡＦ阻害剤、好ましくは、ソラフェニブまたはベムラフェニブを
含む医薬組成物であって、がん性疾患のステージ／タイプに基づいて処置が開始、継続ま
たは中止され、がん性疾患のステージ／タイプが、組織試料、特に、対象の１または複数
のリンパ節から得られた１または複数のＤＣＣのＤＮＡの体細胞変化を検出すること；１
または複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化
を決定すること；および１または複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づ
いて決定されたがん性疾患の体細胞進化に基づいて、がん性疾患のステージ／タイプを決
定することによって決定され、体細胞変化の検出が、配列番号２の１７１４２８位～１７
１４３０位のヌクレオチドトリプレットの検出を含み、配列番号２の１７１４２８位のグ
アニン、１７１４２９位のチロシンおよび１７１４３０位のグアニンのヌクレオチドトリ
プレットが、処置を中止するために使用され、配列番号２の１７１４２８位のグアニン、
１７１４２９位のアデニンおよび１７１４３０位のグアニンのヌクレオチドトリプレット
が、処置を継続する、または開始するために使用される、医薬組成物に関する。さらに、
配列番号２の１７１４２８位のアデニン、１７１４２９位のアデニンおよび１７１４３０
位のグアニンのヌクレオチドトリプレットならびに配列番号２の１７１４２８位のアデニ
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ン、１７１４２９位のグアニンおよび１７１４３０位のグアニンのヌクレオチドトリプレ
ットは、処置を開始する、または継続するために使用される。がん性疾患は、好ましくは
、肝臓がん、腎臓がんまたはメラノーマである。より好ましくは、がん性疾患は、メラノ
ーマである。
【００３９】
　上記によれば、本発明は、がん性疾患、特に、がんを処置する手段および方法を提供す
る。したがって、本発明は、特に、がん性疾患、特に、がんを処置する方法であって、が
ん性疾患、特に、がんを有すると疑われる、または有する患者に由来する試料を取得およ
び分析することを含み、分析が試料中に含まれるＤＣＣのＤＮＡの配列決定を含み；ＤＮ
Ａの体細胞変化、特に、遺伝子および／またはエピジェネティック変化の存在または非存
在を検出することを含み、体細胞変化の存在が、有効量の医薬組成物を患者に投与する必
要があることを示す、方法に関する。本発明はさらに、がん性疾患を診断する方法であっ
て、がん性疾患、特に、がんを有すると疑われる患者に由来する試料を取得および分析す
ることを含み、分析が試料中に含まれるＤＣＣのＤＮＡの配列決定を含み；ＤＮＡの体細
胞変化、特に、遺伝子および／またはエピジェネティック変化の存在または非存在を検出
することを含み、体細胞変化の存在が、患者ががん性疾患を有するか、または有する可能
性があることを示し、体細胞変化の非存在が、患者ががん性疾患を有さない、または有す
る可能性がないことを示す、方法に関する。
【００４０】
　本発明の方法において決定される、体細胞変化、特に、遺伝子変化はまた、１または複
数のパッセンジャー変異を含んでもよい。パッセンジャー変異は、一般的には、クローン
の適合性に対する効果がないか、またはわずかな効果しかないが、それがドライバー変異
と同じゲノム中で生じるため、クローン性増殖と関連し得る変異である。これに関して、
パッセンジャー変異は、特定の組織内では細胞の適合性に対する効果がないか、またはわ
ずかな効果しかないが、同じ変異は別の組織内では細胞の適合性に対する劇的な効果を有
してもよいということを認識することが重要である。しかしながら、本発明の意味の範囲
内では、パッセンジャー変異は、ドライバー変異が生じた、または将来生じる可能性があ
るゲノム中に見出される確率が高いことが知られる変異であってもよい。
【００４１】
　本発明の方法において決定される、体細胞変化、特に、遺伝子またはエピジェネティッ
ク変化はまた、１または複数のコピー数変化を含んでもよい。コピー数変化は、ＤＮＡの
１または複数の部分のコピー数の異常な、またはある特定の遺伝子については、正常な変
化を有する細胞をもたらすゲノムのＤＮＡの変化である。コピー数変化は、欠失した（正
常数よりも少ない）または増加した（正常数より多い）ゲノムの部分に対応してもよい。
【００４２】
　それぞれの変化は、約１キロベース（１，０００ヌクレオチド塩基）～数メガベース（
１，０００，０００ヌクレオチド塩基）の範囲のサイズであってもよい、ゲノム領域の欠
失または増加、特に、複製に対応してもよい。コピー数変化は、疾患に対する感受性また
は耐性と関連している。例えば、遺伝子コピー数を、がんと関連する細胞、例えば、ＤＣ
Ｃ中で上昇させることができる。したがって、コピー数変化を、本発明の方法において決
定して、細胞、特に、ＤＣＣの体細胞進化を決定することもできる。次いで、体細胞進化
を使用して、がん性疾患、特に、がんのステージ／タイプを決定することができる。本発
明の方法において決定される特定のコピー数変化は、染色体９ｐ１１－１３の喪失、染色
体９ｐ２１－２４の喪失および／または染色体７ｑ２１の獲得を含む。したがって、本発
明は、ＤＮＡの体細胞変化が、染色体９ｐ１１－１３の喪失、染色体９ｐ２１－２４の喪
失および染色体７ｑ２１の獲得から選択される少なくとも１つの変化を含む、本発明の方
法または医薬組成物に関する。
【００４３】
　本発明の方法において検出される、体細胞変化、特に、遺伝子および／またはエピジェ
ネティック変化の性質／型に加えて、またはそれとは別に、体細胞変化、特に、遺伝子お
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よび／またはエピジェネティック変化の数を決定して、細胞、特に、ＤＣＣの体細胞進化
を決定することもできる。これに関して、一般的には、蓄積された体細胞変化の数が多く
なるほど、細胞、特に、ＤＣＣの体細胞進化はより進行すると推測することができる。上
記のように、ドライバー変異が存在するが、その存在は、がん性疾患、特に、がんの進行
したステージ／タイプを示し、蓄積した体細胞変化の全体数は、閾値に達してもよく、こ
れは、がん性疾患、特に、がんの進行したステージを示す；例えば、Shain et al. (2015
) N Engl J Med 373; 20:1926を参照されたい。
【００４４】
　対象のリンパ節に含まれる、またはがん細胞が浸潤した他の組織（早期）、例えば、骨
髄もしくは脳に由来する細胞集団、特に、ＤＣＣの全体的体細胞進化を決定するための追
加のパラメータを使用することにより、本発明の方法の精度をさらに増加させることがで
きる。これに関して、驚くべきことに、特定の細胞密度で、細胞、特に、ＤＣＣが、単離
された細胞よりもむしろ細胞の小巣に組織化されるＤＣＣをもたらす、細胞間接触を形成
することが見出された。さらに、驚くべきことに、異種移植実験において、細胞、特に、
ＤＣＣが特定の閾値を超える細胞密度で存在する患者のリンパ節に由来する、前記細胞、
特に、ＤＣＣを移植されたマウスのみが、移植マウスにおいて腫瘍を生じることが見出さ
れた；図５Ｃを参照されたい。これらの実験から、対応する組織試料、例えば、リンパ節
に由来する試料または骨髄試料中で観察されるＤＣＣの全細胞数が、本発明の方法の精度
をさらに増加させるための追加のパラメータとして役立ち得ると推定された。これらの実
験に基づいて、閾値は、細胞がそのゲノム中に重要なドライバー変異を蓄積した確率が高
いことを示し、がん性疾患、特に、がんの進行したステージ／タイプは、対応する組織試
料中の細胞１００万個あたり約５０個以上、好ましくは、６０、７０、８０、９０個以上
、最も好ましくは、１００個の細胞の範囲にあると決定される。したがって、約５０～約
１００、好ましくは、約６０～約１００、好ましくは、約７０～約１００、好ましくは、
約８０～約１００、最も好ましくは、約９０～約１００のＤＣＣＤは、がん性疾患、特に
、がんの進行したステージ／タイプを示す。上記によれば、患者から得られた組織試料中
に見出される細胞数に基づいて、得られた試料中の全細胞数に関して、または得られた試
料中に見出される別の細胞集団に関して、細胞密度を算出することができる。これに関し
て、患者から得られた組織試料に含まれるＤＣＣ細胞集団を、マーカー、例えば、ＥｐＣ
ＡＭおよび／またはサイトケラチンを使用して検出するのが好ましい。患者から得られた
メラノーマ組織試料に含まれるＤＣＣ細胞集団は、好ましくは、マーカーとしてｇｐ１０
０を使用して検出される。しかしながら、当業者であれば理解できるように、がん性疾患
の進行したステージ／タイプに対応する代替的な閾値を引き起こし得る代替的なＤＣＣマ
ーカーを使用してもよい。したがって、がん性疾患、特に、がんのステージ／タイプの指
標として使用される、組織試料、特に、患者から得られたリンパ節試料または骨髄試料中
の決定されたＤＣＣＤは、細胞密度を決定するために使用される方法に基づいて変化して
もよいことが認識されるべきである。これに関して、ＤＣＣがｇｐ１００陽性である場合
、ｇｐ１００が、得られた試料中に含まれるＤＣＣの数を決定するためのマーカーとして
使用されるのが好ましい。したがって、患者の１または複数のリンパ節から得られた１ま
たは複数のＤＣＣに含まれる、体細胞変化、特に、遺伝子および／またはエピジェネティ
ック変化の決定に加えて、本発明の方法は、ＤＣＣを取得するために使用されたリンパ節
、特に、患者から得られたリンパ節中でＤＣＣＤを決定するステップを含むのが好ましい
。
【００４５】
　がん性疾患のステージ／タイプがＣＴＣの体細胞進化に基づいて決定される場合、本発
明の方法は、精度を改善するためにＣＴＣＤを決定するステップをさらに含んでもよい。
したがって、患者に由来する、特に、血液試料またはｉｎ　ｖｉｖｏのＣＴＣ捕捉デバイ
スから回収される、１または複数のＣＴＣに含まれる体細胞変化、特に、遺伝子および／
またはエピジェネティック変化の決定に加えて、ＣＴＣ密度（ＣＴＣＤ）を決定するステ
ップを含むのが好ましい。これに関して、ＣＴＣＤは、患者から得られた血液試料中、ま
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たはｉｎ　ｖｉｖｏの捕捉デバイスの場合、濾過された血液量（代用物としての血液量も
しくは濾過時間）に対するＣＴＣ数に関するいくつかのパラメータによる、細胞１００万
個あたりのＣＴＣの数である。例えば、限定されるものではないが、マーカーとしてのＭ
ＣＳＰまたはＥｐＣＡＭの使用を含む、使用されるＣＴＣの検出方法に基づいて決定する
ことができる特定の閾値で、がん性疾患の進行したステージ／タイプを決定することがで
きる。
【００４６】
　本発明の方法において、１または複数の細胞、特に、１または複数のＤＣＣは、好まし
くは、１または複数のリンパ節から得られる。リンパ節は、腋窩および胃を含む身体中に
広く分布し、リンパ管によって連結された、リンパ系の卵形の臓器である。リンパ節は、
Ｂ、Ｔ、および他の免疫細胞の主要部位である。リンパ節は、免疫系の適切な機能にとっ
て重要であり、外来粒子およびがん細胞に対するフィルターとして作用する。リンパ節は
、臨床的有意性を有することが知られている。それらは、咽喉感染からがんまでの様々な
感染および疾患において炎症するか、または肥大するようになる。１または複数のリンパ
節は所属リンパ節であるのがさらに好ましく、所属リンパ節は、疾患を発症する状態にあ
る部位、特に、がん性疾患、特に、がんを発症しやすい部位またはがん性疾患、特に、が
んを発症した部位に近いリンパ節である。特に、がんの文脈では、所属リンパ節は、がん
の部位、例えば、腫瘍に解剖学的に近いリンパ節である。より好ましくは、本発明の方法
において使用される１または複数のリンパ節は、流入領域リンパ節である。流入領域リン
パ節は、細胞が移住するリンパ節である。疾患部位または疾患を生じやすい部位の流入領
域リンパ節は、前記部位から移住する細胞によって浸潤される最初のリンパ節であること
が多い。そのようなリンパ節は、センチネルリンパ節とも呼ばれる、すなわち、がん性疾
患、特に、がんから流出する仮説的な最初のリンパ節またはリンパ節群である。確立され
たがん性播種の場合、センチネルリンパ節は、腫瘍からがん細胞を転移させることによっ
て主に到達される標的臓器である。このようにして、センチネルリンパ節は播種前に検出
されたため、それらを全体的にがんがないようにすることができる。したがって、最も好
ましくは、本発明の方法において使用されるＤＣＣは、対象ががん性疾患、特に、がんを
発症しやすいかどうかを決定するため、またはがん性疾患、特に、がんのステージ／タイ
プを決定するために１または複数のセンチネルリンパ節に由来する。
【００４７】
　当業者であれば、対象、特に、ヒト対象からリンパ節を取得する方法をよく知っている
。本明細書で使用される用語「１または複数のリンパ節から得られた試料」とは、試料が
がん性組織、特に、ＤＣＣを含有するかどうかを決定するため、および／または前記細胞
の体細胞進化を決定するために対象から取り出される細胞、組織または液体の試料を指す
。一部の実施形態では、対象が早期診断および／または素因のためにがんを有すると疑わ
れるため、そのような試料を取得する。次いで、当業界で公知の方法を使用して、がん、
がん幹細胞、および／またはがん幹細胞遺伝子シグネチャー発現の存在または非存在につ
いて、試料を検査することもできる。例えば、本発明の方法において使用されるリンパ節
試料を、リンパ節生検、例えば、当業界で記載されている針生検または直視下生検によっ
て取得することができる；例えば、Chang KL et al. (2009) Modern Surgical Pathology
. 2nd ed. Philadelphia, PA: Saunders Elsevier; 2009:chap 41を参照されたい。
【００４８】
　本明細書で使用される用語「対象」とは、特定の処置のレシピエントである、限定され
るものではないが、ヒト、非ヒト霊長類、げっ歯類などを含む、任意の動物（例えば、哺
乳動物）を指す。典型的には、用語「対象」および「患者」は、ヒト対象を参照して本明
細書で互換的に使用される。したがって、好ましくは、１または複数のＤＣＣを、ヒト対
象、より好ましくは、ヒト患者から取得し、対象／患者は、がんを有すると疑われてもよ
いか、またはがん性疾患、特に、がんに罹りやすくてもよい。
【００４９】
　本明細書で使用される用語「がんを有すると疑われる対象」または「がん性疾患に罹り
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やすい患者」とは、がんを示す１もしくは複数の症状（例えば、顕著なしこりもしくは塊
）を呈するか、またはがんについてスクリーニングされる（例えば、日常的な健康診断の
間に）対象／患者を指す。がんを有すると疑われる対象またはがん性疾患、特に、がんに
罹りやすい患者はまた、１または複数のリスク因子を有してもよい。「がんを有すると疑
われる対象」または「がん性疾患に罹りやすい患者」は、初期診断を受けたが、がんのス
テージは不明である個体を包含する。この用語は、かつてがんを有していた人々（例えば
、寛解状態にある個体）をさらに含む。この用語はまた、特定のがんを発症する１または
複数のリスク因子を有する対象も指す。リスク因子としては、限定されるものではないが
、性別、年齢、遺伝的素因、環境的曝露、過去のがん事例、既存の非がん疾患、および生
活スタイルが挙げられる。
【００５０】
　本発明の方法は、がん性疾患、特に、がんをステージングする、および／もしくはタイ
ピングする、ならびに／またはその転帰を予測する、ならびに／またはそれを処置するた
めのものである。本発明の方法において、がん性疾患のタイプは、その疾患が原発疾患部
位からリンパ節および／または他の組織、例えば、骨髄への細胞の播種を含む限り、特に
限定されない。一般的には、播種は、原発疾患部位から、続発部位、例えば、リンパ節ま
たは骨髄または血液への体液の能動的移住または受動的輸送による移住のプロセスに関す
る。したがって、本発明の方法は、がん性疾患、特に、細胞の播種を含む、好ましくは、
リンパ行性播種を含むがん性疾患のステージング／タイピングのためのものである。この
ようにして、本発明の方法は、好ましくは、固形がんをステージングおよび／もしくはタ
イピングする、ならびに／またはその転帰を予測する、ならびに／またはそれを処置する
ためのものである。本明細書で使用される場合、「固形がん」は、制御されていない様式
で増殖する、または増殖してがん組織を形成する、１または複数の細胞を指す。本明細書
で使用される用語「固形がん」は、限定されるものではないが、「癌腫」、「腺癌」およ
び「肉腫」を含む。「肉腫」は、結合組織、軟骨、骨、筋肉などのがんである。「癌腫」
は、上皮（内）層細胞のがんである。「腺癌」とは、腺起源の細胞に由来する癌腫を指す
。用語「がん」および「腫瘍」は、本明細書を通して互換的に使用される。
【００５１】
　固形がんは、身体の任意の組織の近くで生じてもよく、本発明の方法を、これらのがん
のいずれかをステージングおよび／もしくはタイピングする、ならびに／またはその転帰
を予測する、ならびに／またはそれを処置するために使用することができる。本発明に従
ってステージングおよび／もしくはタイピングすることができる、ならびに／またはその
転帰を予測することができる、ならびに／または処置することができる例示的な「固形が
ん」としては、聴神経腫、腺嚢癌腫、副腎皮質がん、胞巣状軟部肉腫、肛門がん、血管肉
腫、基底細胞癌（ｂｃｃ）、膀胱がん、骨肉腫、大腸がん、脳幹グリオーマ、乳がん、Ｃ
ＮＳがん、カルチノイドがん、子宮頸がん、小児脳腫瘍、小児軟部組織肉腫、軟骨肉腫、
絨毛癌、結腸直腸がん、隆起性皮膚線維肉腫、線維形成性小円細胞がん、腺管癌、内分泌
がん、子宮内膜がん、上衣腫、食道がん、ユーイング肉腫、肝外胆管がん、眼がん、眼：
メラノーマ、網膜芽腫、卵管がん、線維肉腫、胆嚢がん、胃がん、消化管がん、消化管カ
ルチノイドがん、泌尿生殖器がん、生殖細胞がん、妊娠性絨毛性疾患、グリオーマ、婦人
科がん、頭頸部がん、肝細胞がん、遺伝性乳がん、ヒトパピローマウイルス、下咽頭がん
、眼内メラノーマ、カポジ肉腫、腎臓がん、喉頭がん、平滑筋肉腫、口唇がん、脂肪肉腫
、肝臓がん、肺がん、男性乳がん、腎臓の悪性横紋筋様がん、髄芽腫、メラノーマ、メル
ケル細胞がん、中皮腫、転移がん、口腔がん、多発性内分泌腺腫、鼻腔がん、鼻咽頭がん
、腎芽細胞腫、神経芽細胞腫、神経線維腫症、非メラノーマ皮膚がん、非小細胞肺がん（
ｎｓｃｌｃ）、眼がん、食道がん、口腔がん、中咽頭がん、骨肉腫、膵臓がん、副鼻腔が
ん、副甲状腺がん、耳下腺がん、陰茎がん、末梢神経外胚葉がん、下垂体がん、前立腺が
ん、希少がんおよび関連する障害、腎細胞癌、網膜芽腫、横紋筋肉腫、唾液腺がん、肉腫
、皮膚がん、小細胞肺がん（ｓｃｌｃ）、小腸がん、軟部組織肉腫、脊髄がん、扁平上皮
癌（ｓｃｃ）、胃がん、滑膜肉腫、精巣がん、胸腺がん、甲状腺がん、移行上皮がん（膀
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胱）、移行上皮がん（腎臓－骨盤－／－尿管）、絨毛がん、尿道がん、泌尿系がん、ウロ
プラキン、子宮肉腫、子宮がん、膣がん、外陰がん、およびウィルムスがんが挙げられる
。ステージングおよび／もしくはタイピングすることができる、ならびに／またはその転
帰を予測することができる、ならびに／または処置することができるがんは、メラノーマ
であるのが好ましい。したがって、好ましい実施形態では、本発明は、メラノーマのステ
ージングおよび／またはタイピングのための方法であって、１または複数のリンパ節から
得られた１または複数のＤＣＣのＤＮＡの体細胞変化を検出するステップ；および１また
は複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの体細胞進化を決
定するステップを含み、ＤＣＣの体細胞進化が、メラノーマのステージ／タイプを示す、
前記方法に関する。さらなる実施形態では、本発明は、メラノーマを処置するための方法
であって、患者のリンパ節から得られた１または複数のＤＣＣのＤＮＡの体細胞変化を検
出するステップ；１または複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて、
ＤＣＣの体細胞進化を決定するステップ；および１または複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出
された体細胞変化に基づいて決定されたメラノーマの体細胞進化に基づいて、前記患者の
メラノーマのステージ／タイプを決定するステップを含み、メラノーマのステージ／タイ
プが、メラノーマ療法を開始する、継続する、または中止するために使用される、前記方
法に関する。さらに、本発明は、患者におけるメラノーマの処置における使用のための、
治療的介入、好ましくは、医薬組成物であって、メラノーマのステージ／タイプに基づい
て、処置が開始、継続または中止され、メラノーマの前記ステージ／タイプが、前記患者
のリンパ節または液体（好ましくは、リンパ節に由来する、より好ましくは、センチネル
リンパ節に由来する）から得られた１または複数のＤＣＣのＤＮＡの体細胞変化を検出す
ること；１または複数のＤＣＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて、ＤＣＣの
体細胞進化を決定すること；および前記患者のリンパ節または液体から得られた１または
複数のＤＣＣのＤＮＡの体細胞変化を検出することによって決定されたメラノーマの体細
胞進化に基づいて、前記患者のメラノーマのステージ／タイプを決定することによって決
定される、治療的介入に関する。
【００５２】
　さらに好ましい実施形態では、本発明は、メラノーマのステージングおよび／またはタ
イピングのための方法であって、血液から得られた１または複数のＣＴＣのＤＮＡの体細
胞変化を検出するステップ；および１または複数のＣＴＣのＤＮＡ中の検出された体細胞
変化に基づいて、ＣＴＣの体細胞進化を決定するステップを含み、ＣＴＣの体細胞進化が
、メラノーマのステージ／タイプを示す、前記方法に関する。本明細書で上記されたよう
に、血液からＣＴＣを取得するために、ｉｎ　ｖｉｖｏのＣＴＣ捕捉デバイスを使用する
ことができる。さらなる実施形態では、本発明は、メラノーマを処置するための方法であ
って、患者の血液から得られた１または複数のＣＴＣのＤＮＡの体細胞変化を検出するス
テップ；１または複数のＣＴＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化に基づいて、ＣＴＣの
体細胞進化を決定するステップ；および１または複数のＣＴＣのＤＮＡ中の検出された体
細胞変化に基づいて決定されたメラノーマの体細胞進化に基づいて、前記患者のメラノー
マのステージ／タイプを決定するステップを含み、メラノーマのステージ／タイプが、メ
ラノーマ療法を開始、継続または中止するために使用される、前記方法に関する。さらに
、本発明は、患者におけるメラノーマの処置における使用のための医薬組成物であって、
処置がメラノーマのステージ／タイプに基づいて開始、継続または中止され、メラノーマ
の前記ステージ／タイプが、前記患者の血液から得られた１または複数のＣＴＣのＤＮＡ
の体細胞変化を検出すること；１または複数のＣＴＣのＤＮＡ中の検出された体細胞変化
に基づいて、ＣＴＣの体細胞進化を決定すること；および前記患者の血液から得られた１
または複数のＣＴＣのＤＮＡの体細胞変化を検出することによって決定されたメラノーマ
の体細胞進化に基づいて、前記患者のメラノーマのステージ／タイプを決定することによ
って決定される、医薬組成物に関する。
【００５３】
　本発明の方法は、それぞれ、組織試料、特に、リンパ節試料もしくは骨髄試料または血
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液から得られた、１または複数のＤＣＣまたはＣＴＣのＤＮＡの体細胞変化を検出するス
テップを含む。これに関して、当業者は、ＤＮＡの体細胞変化を検出するのに好適な方法
をよく知っている。上記でさらに説明されたように、体細胞変化は、エピジェネティック
および／または遺伝子変化を含んでもよい。
【００５４】
　エピジェネティック変化に関して、当業者は、参照試料に関して、または当業界で公知
の参照標準に関してエピジェネティック変化を検出することができる方法をよく知ってい
る。上記で説明されたように、１または複数のＤＣＣのＤＮＡ中で検出されるエピジェネ
ティック変化は、メチル化、特に、ＣｐＧのメチル化、ＤＮＡ修復タンパク質の欠損、お
よび／またはメチル化、アセチル化、ＳＵＭＯ化、活性化もしくは不活化ヒストンマーク
のようなヒストン構築もしくは構造の変化および／または例えば、ユークロマチンもしく
はヘテロクロマチンなどのクロマチン構築の変化を含んでもよい。したがって、本発明の
方法に、ＤＮＡメチル化分析のステップを含有させることができる。エピジェネティック
機構は、正常な発生、加齢および様々な疾患状態の間に重要な役割を果たすことが知られ
ている。腫瘍抑制遺伝子のプロモーター領域に位置するＣｐＧ島の高メチル化は、がんに
おける遺伝子不活化のためのよくある機構としてしっかりと確立されている（Hansen et 
al. 2011. Nat. Genet. 43, 768-775）。シトシンの５’炭素のメチル化は、一次ＤＮＡ
配列には影響しないが、遺伝子発現の調節において重要な役割を果たす二次相互作用に影
響するエピジェネティック改変の形態である。異常なＤＮＡメチル化は、転写、続いて、
遺伝子発現を抑制し得る。本発明の方法におけるようなメチル化分析は、標的ＤＮＡの選
択的改変を含んでもよい。そのような改変は、メチル化依存的制限酵素（ＭＤＲＥ）また
はメチル化感受性制限酵素（ＭＳＲＥ）、好ましくは、ＭＤＲＥの付加を含んでもよい。
標的ＤＮＡの選択的改変はまた、メチル化または非メチル化ヌクレオチド間を選択的に区
別することができる化学剤の付加を含んでもよい。特に、本発明の方法において用いられ
るメチル化分析は、メチル化シトシンを選択的に同定することができ、当業界で公知の方
法、例えば、国際公開第２０１５／１１８０７７号パンフレットまたは国際公開第２００
０／０１７３９０号パンフレットに記載の方法を使用して後に読み出すことができる。例
えば、亜硫酸水素塩による処理は、非メチル化シトシン（Ｃ）をウラシル（Ｕ）に変換す
るが、メチル化シトシンは変換されないことが知られている（Frommer et al. 1992. Pro
c. Natl. Acad.Sci. USA 89, 1827-1831）。亜硫酸水素塩による処理後のＤＮＡの配列決
定を使用して、メチル化ヌクレオチド、特に、シトシンを同定することができる。ＭＤＲ
Ｅによる処理は、ＤＮＡ断片のメチル化依存的制限をもたらすが、ＭＳＲＥによる処理は
、制限のメチル化依存的阻害をもたらす。ＭｓｅＩ制限に加えたＭＤＲＥ／ＭＳＲＥ制限
後のＤＮＡの配列決定を使用して、メチル化ヌクレオチド、特に、シトシンを同定するこ
とができる。
【００５５】
　さらに、またはあるいは、クロマチン中で組織化されたＤＮＡ中のエピジェネティック
変化の検出のための最も一般的に使用される技術の１つ、すなわち、クロマチン免疫沈降
（ＣｈＩＰ）およびＣｈＩＰ－チップ、ＣｈＩＰ－ＰＥＴ、ＣｈＩＰ－Ｓｅｑ、ＭｅＤＩ
Ｐ、ＤａｍＩＤなどの関連技術を使用することができる；Minard et al. (2009) Genesis
 47(8), pp.559-72およびその中の参考文献を参照されたい。例えば、ＤＮＡのメチル化
を、ＭｅＤＩＰ、ＭｅＤＩＰ－チップまたはＭｅＤＩＰ－ｓｅｑを使用してゲノムワイド
に検出することができる。例示的なプロトコールは、精製されたＤＮＡを超音波処理にか
けて、それを無作為な断片に剪断するステップを含む。得られる断片は、３００～１００
０塩基対（ｂｐ）の長さ、好ましくは、４００～６００ｂｐの範囲であってよい。次いで
、ＤＮＡ断片を変性させて、一本鎖ＤＮＡを産生する。変性後、ＤＮＡを、当業界で入手
可能な５－メチルシトシン（５－ｍＣ）抗体と共にインキュベートする。次いで、古典的
な免疫沈降技術を適用する：抗マウスＩｇＧにコンジュゲートされた磁気ビーズを使用し
て、抗５ｍＣ抗体に結合させ、上清中の未結合のＤＮＡを除去する。ＤＮＡを精製するた
めに、プロテイナーゼＫを添加して、抗体を消化し、ＤＮＡを遊離させ、ＤＮＡの検出の
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ために収集および調製することができる。その後、遺伝子変化の検出のために以下にさら
に記載される方法を使用して、ＤＮＡ検出を行う。さらなる実験プロトコールは、Weber 
M, Davies JJ, Wittig D, et al. (August 2005) Nat. Genet. 37 (8): 853-62；Pomrani
ng KR, Smith KM, Freitag M (March 2009) Methods 47 (3): 142-50；Wilson IM, et al
. (2005) Cell Cycle 5 (2): 155-8；およびZhang X, Yazaki J, Sundaresan A, et al. 
(September 2006) Cell 126 (6): 1189-201によって記載されている。例示的なＭｅＤＩ
Ｐ－チッププロトコールについては、以下のステップを適用する：上記の超音波処理ステ
ップ後に得られた入力ＤＮＡの画分を、シアニン－５（Ｃｙ５；赤）デオキシ－シトシン
－三リン酸で標識するが、免疫沈降ステップ後に富化された、メチル化ＤＮＡを、シアニ
ン－３（Ｃｙ３；緑）で標識する。標識されたＤＮＡ試料を、２チャネルの高密度ゲノム
マイクロアレイ上で同時ハイブリダイズして、存在および相対量について精査する。この
比較の目的は、ハイブリダイゼーションレベルにおける有意差を示す配列を同定すること
であり、それによって、目的の配列が富化される、すなわち、メチル化されることを確認
する。多くのアレイ技術と同様に、ノイズなどのハイブリダイゼーションの問題について
補正するためのシグナルプロセッシングにおいて必要とされる追加の標準的なステップが
存在する。さらに、またはあるいは、ＭｅＤＩＰ－ｓｅｑ手法、すなわち、ＭｅＤＩＰと
、４５４またはＩｌｌｕｍｉｎａ配列決定などの次世代ショートリード配列決定技術との
共役を適用することができる。メチル化ＤＮＡ断片の高効率配列決定は、多数のショート
リード（技術に応じて、３６～５０ｂｐまたは４００ｂｐ）をもたらす。アラインメント
に関するエラー確率をモデル化するための塩基およびマッピング品質と共に、Ｂａｙｅｓ
ｉａｎ手法を使用するＭａｐｐｉｎｇ　ａｎｄ　Ａｓｓｅｍｂｌｙ　ｗｉｔｈ　Ｑｕａｌ
ｉｔｙ（Ｍａｑ）などのアラインメントソフトウェアを使用して、ショートリードを参照
ゲノムに対して整列させる。次いで、リードを伸長させて、超音波処理ステップに由来す
る約４００～７００ｂｐの断片を表すことができる。これらの伸長されたリードの網羅率
は、領域のメチル化レベルを見積もるために使用することができる。またＥＮＳＥＭＢＬ
などのゲノムブラウザも、データを可視化するのに使用することができる。データの品質
および精度を評価するための手法の検証を、特に、定量的ＰＣＲを使用して行うことがで
きる。非メチル化対照配列に対して、ＭｅＤＩＰ試料に由来する配列を比較することによ
って、これを行う。次いで、試料をゲル上で泳動し、バンド強度を比較する。相対強度は
、富化を見出すための指針として役立つ。
【００５６】
　ＣｈＩＰ技術を使用して、ヒストン改変またはＤＮＡに結合した他のタンパク質に関す
る改変などの、他のエピジェネティック変化を検出することもできる。そのような技術は
、当業界で公知であり、「Chromatin Immunoprecipitation Assays - Methods and Proto
cols」by Philippe Collas, Humana Press (2009)などの様々な標準的な参考書に広く記
載されている。しかしながら、当業者は、他の技術を適用して、ＤＮＡのエピジェネティ
ック変化を検出することもできることをよく知っている。したがって、本発明の方法では
、そのような改変、特に、エピジェネティック変化を検出するのに好適な任意の技術を適
用することができる。
【００５７】
　しかしながら、本発明の文脈では、遺伝子変化を検出するための方法と適合する、特に
、遺伝子変化とエピジェネティック変化との同時的検出を可能にする、エピジェネティッ
ク変化を検出するための方法を使用するのが好ましい。そのような方法は、例えば、国際
公開第２０１５／１１８０７７号パンフレットまたは国際公開第２０００／０１７３９０
号パンフレットに記載されている。しかしながら、エピジェネティック変化を検出するた
めにＤＮＡ配列情報に依拠する代替的な方法は、当業者には公知である。例えば、Ｉｌｌ
ｕｍｉｎａ（登録商標）によって上市された次世代配列決定技術は、当業者には公知であ
り、特に、次世代配列決定、特に、メチル化配列決定などのさらなる技術などのさらなる
技術と組み合わせて、メチル化などのエピジェネティック変化を検出する；ならびに／ま
たはクロマチン免疫沈降（ＣｈＩＰ）および／もしくは次世代配列決定と組み合わせたＣ
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ｈＩＰ、特に、ＣｈＩＰ－Ｓｅｑ（例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）配列決定装置
のために利用可能なプロトコールを使用する）などの技術と組み合わせて、タンパク質－
ＤＮＡ相互作用を検出するのに好適である。
【００５８】
　エピジェネティックおよび／または遺伝子変化の単離された、および／または同時的な
検出にとって好適な方法の好ましい例は、ＤＮＡを含む試料、特に、１または複数のＤＣ
ＣまたはＣＴＣを含む、１もしくは複数のリンパ節に由来する試料または骨髄試料を提供
するステップ；エピジェネティックに改変された核酸、特に、メチル化核酸を選択的に認
識する薬剤、例えば、亜硫酸水素塩を前記ＤＮＡに添加するステップ；類似する長さのＤ
ＮＡ断片を取得するのに好適な条件下で、突出部の末端ヌクレオチドがリン酸化される５
’突出部を提供することができるか、または突出部の末端ヌクレオチドが前記ＤＮＡ断片
上でヒドロキシル化される、３’突出部を提供することができる、制限エンドヌクレアー
ゼで前記ＤＮＡを消化するステップ；第１のオリゴヌクレオチドの第１の配列が、それぞ
れ、前記ＤＮＡ断片の５’または３’突出部と相補的であり、前記第１のオリゴヌクレオ
チドの第２の配列が、第２のオリゴヌクレオチドの第１の配列と相補的であり、前記第２
のオリゴヌクレオチドが第２および第３の配列を含み、前記第２のオリゴヌクレオチドの
前記第２の配列が無作為配列を含む、前記第１のオリゴヌクレオチドを前記ＤＮＡ断片に
アニーリングさせるステップ；前記第２のオリゴヌクレオチドを前記ＤＮＡ断片にライゲ
ートするステップ；生成された突出部を埋めるステップ；前記第２のオリゴヌクレオチド
の前記第３の配列に結合する配列を含む第３のオリゴヌクレオチドを使用して、前記ＤＮ
Ａ断片を増幅するステップ；前記増幅されたＤＮＡ断片を配列決定するステップ；ならび
にメチル化核酸残基を同定するステップであって、亜硫酸水素塩がエピジェネティックに
改変された核酸を選択的に認識する薬剤として使用される場合、シトシン（Ｃ）が前記Ｄ
ＮＡ試料中のメチル化残基に対応し、ウラシル（Ｕ）が前記ＤＮＡ試料中の非メチル化残
基に対応する、ステップを含む方法である。メチル化以外の他のエピジェネティック改変
を検出するための代替的な薬剤、すなわち、エピジェネティックに改変された核酸を特異
的に認識する薬剤は、当業者には公知である。上記方法の最後のステップで得られた配列
情報を使用して、遺伝子変化を同時に検出することができる。得られた配列情報を、例え
ば、全ゲノム配列決定、全エキソーム配列決定、全レギュローム配列決定、配列決定に基
づくメチル化分析、配列決定に基づく切断点検出、ＣｈＩＰ配列決定、または標的配列決
定およびその変形のようなＤＮＡ配列分析のための方法において使用することができる。
【００５９】
　上記で説明されたように、本発明の方法は、それぞれ、組織または体液試料、特に、そ
れぞれ、リンパ節試料もしくは骨髄試料もしくは液体（ＤＣＣの場合）、または血液（Ｃ
ＴＣの場合）から得られた、１または複数のＤＣＣまたはＣＴＣのＤＮＡの体細胞変化を
検出するステップを含む。これに関して、当業者は、ＤＮＡの体細胞変化、特に、遺伝子
変化を検出するのに好適な方法をよく知っている。好適な方法の概説は、Schwartz et al
. (2013) JMB 425(21), pp-3914-8によって与えられている。基本的には、ヒトゲノム研
究計画の完了と共に、遺伝子変化を比較することができる参照配列が確立された。すなわ
ち、ＤＮＡの配列決定に続いて、得られる配列を、当業界で公知の参照配列と比較するこ
とができる。ＤＮＡを配列決定するための方法に関して、任意の方法を、本発明の文脈内
で使用することができる。しかしながら、迅速で、効率的で、信頼性が高く、低い入力量
のみを必要とする方法を使用するのが好ましい。これは、ただ１つの単一細胞が、それぞ
れ、組織もしくは体液試料、特に、リンパ節試料もしくは骨髄試料もしくは液体試料、ま
たは血液中に存在し得るがん拡散の早期においてＤＣＣまたはＣＴＣを検出するために特
に重要である。このようにして、遺伝子変化を検出するために、例えば、Mardis (2008) 
Annu Rev Genomics Hum Genet 9, 387-402に記載されたような、少量の入力ＤＮＡの配列
決定にとって特に好適である当業界で公知の配列決定方法を使用することができる。好ま
しくは、例えば、国際公開第２０１５／１１８０７７号パンフレットまたは国際公開第２
０００／０１７３９０号パンフレットに記載されたような、少量の入力ＤＮＡのエラーの
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ない配列決定方法が使用される。したがって、本発明において使用される好ましい方法は
、エンドヌクレアーゼ、エンドヌクレアーゼによって作出される突出部を特異的に認識す
るオリゴヌクレオチドおよび増幅のためのさらなるオリゴヌクレオチドの使用を含む、Ｄ
ＮＡ配列決定法である。オリゴヌクレオチドは、例えば、エンドヌクレアーゼによって生
成される断片を識別するため、およびエラーのない配列決定のための内部配列決定参照を
生成するためにバーコード配列を含んでもよい。ＤＮＡ配列決定のための例示的な、好ま
しい方法は、ＤＮＡを含む試料、特に、１または複数のＤＣＣまたはＣＴＣを含む、１ま
たは複数のリンパ節もしくは骨髄試料または液体もしくは血液試料に由来する試料を提供
するステップ；類似する長さのＤＮＡ断片を取得するのに好適な条件下で、突出部の末端
ヌクレオチドがリン酸化される５’突出部を提供することができるか、または突出部の末
端ヌクレオチドが前記ＤＮＡ断片上でヒドロキシル化される、３’突出部を提供すること
ができる、制限エンドヌクレアーゼで前記ＤＮＡを消化するステップ；第１のオリゴヌク
レオチドの第１の配列が、それぞれ、前記ＤＮＡ断片の５’または３’突出部と相補的で
あり、前記第１のオリゴヌクレオチドの第２の配列が、第２のオリゴヌクレオチドの第１
の配列と相補的であり、前記第２のオリゴヌクレオチドが第２および第３の配列を含み、
前記第２のオリゴヌクレオチドの前記第２の配列が無作為配列を含む、前記第１のオリゴ
ヌクレオチドを前記ＤＮＡ断片にアニーリングさせるステップ；前記第２のオリゴヌクレ
オチドを前記ＤＮＡ断片にライゲートするステップ；生成された突出部を埋めるステップ
；前記第２のオリゴヌクレオチドの前記第３の配列に結合する配列を含む第３のオリゴヌ
クレオチドを使用して、前記ＤＮＡ断片を増幅するステップ；ならびに前記増幅されたＤ
ＮＡ断片を配列決定するステップを含む。
【００６０】
　１もしくは複数のリンパ節もしくは骨髄試料の１もしくは複数のＤＣＣのＤＮＡまたは
血液に由来する１もしくは複数のＣＴＣのＤＮＡの、体細胞変化、特に、遺伝子および／
またはエピジェネティック変化を検出した後、本発明の方法は、検出された体細胞変化に
基づいて体細胞進化を決定するステップを含む。上記のように、体細胞進化は、好ましく
は、ＤＣＣＤ／ＣＴＣＤなどのさらなるパラメータを含む、細胞、特に、ＤＣＣまたはＣ
ＴＣの一生涯の間に蓄積された体細胞変化に基づいて決定される。このようにして、検出
された体細胞変化、特に、遺伝子および／またはエピジェネティック変化に基づいて、体
細胞進化を決定し、がん性疾患、特に、がんのステージ／タイプを決定し、処置方法を調
整することなどができる。当業者であれば、例えば、文字、数字などを使用して、がん性
疾患の決定されたステージ／タイプを表現する方法を理解するであろう。
【００６１】
　別途定義しない限り、本明細書で使用される全ての技術用語および科学用語は、本発明
が属する当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を有する。本明細書に記載の
ものと類似するか、または等価である方法および材料を、本発明の実施または試験におい
て使用することができるが、好適な方法および材料を以下に記載する。矛盾する場合、定
義を含む本明細書が優先するものとする。さらに、材料、方法、および実施例は、例示に
過ぎず、限定を意図するものではない。
【００６２】
　本発明の方法および技術は、一般的には、別途指摘しない限り、当業界で周知であり、
本明細書を通して引用および考察される様々な一般的でより具体的な参考文献に記載され
た従来の方法に従って実施される。例えば、Sambrook et al., Molecular Cloning: A La
boratory Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor
, N.Y. (1989)およびAusubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Green
e Publishing Associates (1992)、およびHarlow and Lane Antibodies: A Laboratory M
anual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990)を参
照されたい。
【００６３】
　本発明は、図面および上記説明において詳細に実証および説明されるが、そのような実
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例および説明は、実例的または例示的であると考えるべきであり、限定的であると考える
べきではない。当業者であれば、以下の特許請求の範囲の範囲および趣旨の中で変更およ
び改変を行うことができると理解されるであろう。特に、本発明は、上記および下記の異
なる実施形態に由来する特徴の任意の組合せと共にさらなる実施形態を包含する。
【００６４】
　本発明はまた、図面中に個別に示される全てのさらなる特徴を包含するが、それらは前
記または下記説明に記載されていなくてもよい。また、図面および説明に記載された実施
形態の単一の選択肢およびその特徴の単一の選択肢を、本発明の他の態様の主題から放棄
することができる。
【００６５】
　さらに、特許請求の範囲における単語「含む」は、他の要素またはステップを排除せず
、不定冠詞「１つの（a）」または「１つの（an）」は、複数を排除しない。単一ユニッ
トは、特許請求の範囲に記載されるいくつかの特徴の機能を満たしてもよい。また、属性
または値と関連する「本質的に」、「約」、「およそ」などの用語は、特に、それぞれ、
正確にその属性または正確にその値を定義する。特許請求の範囲における任意の参照サイ
ンは、その範囲を限定すると解釈されるべきではない。
【００６６】
　また、本発明を、以下の図面によって例示する。
【図面の簡単な説明】
【００６７】
【図１－１】図１は、腫瘍の厚さの関数としてのメラノーマ細胞の播種を示す図である。
（Ａ）段階的関数：腫瘍の厚さの関数としての播種の推定累積確率（Ｔｕｒｎｂｕｌｌ）
（ｎ＝１０２７人の患者）。連続直線：長期的播種を含まない患者の画分を含むＷｅｉｂ
ｕｌｌ分布（下側の破線の９５％ＣＩ）。上側の破線：６３．５％のメラノーマのみがリ
ンパ系に播種する（９５％ＣＩ　５３．５～７３．４％）。この値の５０％（３１．７５
％）は、播種するメラノーマの厚さの中央値（０．４０ｍｍ、９５％ＣＩ　０．０４～０
．７５ｍｍ）を提供する（直線の破線）。（Ｂ）組織病理学的および免疫細胞学的なリン
パ節の半分の比較分析。ＤＣＣＤ≦１００、１００＜ＤＣＣＤ≦１０００およびＤＣＣＤ
＞１０００の免疫細胞学的スコアを示す代表例が示される。試料ＬＮ７２およびＬＮ８９
は、メランＡに対して染色され、ＬＮ１０、ＬＮ１３５およびＬＮ１６８はＳ１００に対
して染色される。ＬＮ１５４は、Ｈ＆Ｅ染色における高色素性メラノーマを示す。
【図１－２】（Ｃ）Ｔｕｒｎｂｕｌｌ推定による定着（ＤＣＣＤ＞１００）を示すＤＣＣ
陽性患者（ｎ＝５２５）のパーセンテージ（段階的直線）。定着のパーセンテージ（連続
曲線、９５％ＣＩ破線曲線）は、累積Ｗｅｉｂｕｌｌ分布関数によって記載される（中央
値８．９ｍｍ；９５％ＣＩ　６．８～１４．３ｍｍ）。（Ｄ）まだ起こっていない、これ
らの腫瘍に関する事象（播種、定着）に関する単位厚さあたりの瞬間リスクを記載する、
播種および定着に関するハザード関数。
【図１－３】（Ｅ）Ｔ－ステージ（Ｔ１：≦１ｍｍ；Ｔ２：１．０１～２．０ｍｍ；Ｔ３
：２．０１～４．０ｍｍ；Ｔ４：＞４ｍｍの厚さ）によるメラノーマ患者（ｎ＝１０２７
）の生存分析。
【図２】ＳＬＮ由来ｇｐ１００陽性細胞が複数のＣＮＡを示すことを示す図である。患者
集合に由来する９０のＤＣＣを、ＣＧＨおよび突然変異分析に関するＱＣ基準（本文を参
照）に従って選択した（以下を参照されたい）。ヒストグラムは、細胞あたりのゲノム獲
得（明灰色）または喪失（暗灰色）を記載し、悪性起源を確認する。識別子は、細胞ＩＤ
を示す。
【図３－１】図３は、ＤＣＣと原発腫瘍の遺伝子比較を示す図である。（Ａ）染色体異常
に関する原発腫瘍とＤＣＣの対のクラスター分析（獲得＝＋１；喪失＝－１）。１０の最
も可変性の領域のみが含まれる。最下行の識別子は、患者ＩＤ、試料型（ＰＴ、原発腫瘍
；ＤＣＣ、播種性がん細胞）および試料指数を示す；横線の標識は、染色体領域を示す。
黒四角および白四角は、原発腫瘍のいくつかの領域が利用可能であったＰＴ－ＤＣＣ対の
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例を示す。ＰＴ－厚さが変化するＤＣＣとＰＴの対の例は、四角で示される。
【図３－２】（Ｂ）染色体異常に関するＰＴとＤＣＣの対の比較。異常頻度に関してＰＴ
（ｎ＝２３）とＤＣＣ（ｎ＝２４）の対の間で有意に異なる（ＦＤＲにより調整されたｐ
値≦０．０５）１８の染色体領域が示される。獲得および喪失を、パーセントで与える。
（Ｃ）単一細胞ＷＧＡは野生型および変異型対立遺伝子を確実に捕捉する。エクソン１５
の変異ｃ１７９９Ｔ＞Ａ（ＢＲＡＦ）およびエクソン２の変異ｃ１８１Ｃ＞Ａ（ＮＲＡＳ
）が、ＢＲＡＦ（細胞株７０－６１およびＭｅｌＨｏ）またはＮＲＡＳ（細胞株１０２－
４）変異を有する細胞株の全ての単一細胞（レーン１～１５）において検出された。それ
ぞれの細胞株のｗｔ対ｍｔ対立遺伝子の対立遺伝子比は、プールされたＤＮＡによって提
供される。この比はほとんどの単一細胞において保存されることに留意されたい。
【図３－３】（Ｄ）対形成したＰＴ－ＤＣＣ試料（ｎ＝３２人の患者）に関するＢＲＡＦ
およびＮＲＡＳの変異分析。異なる変異（ＮＲＡＳまたはＢＲＡＦのいずれか）は、ｍｕ
ｔ１およびｍｕｔ２で示される。Ｆｉｓｈｅｒの直接確率検定のｐ値は、ＰＴとＤＣＣの
間のＢＲＡＦ変異状態の差異を示す。（Ｅ）ＤＣＣ間で同種（変異を有する全細胞）およ
び異種ＢＲＡＦ　ＮＲＡＳ変異状態を有する患者のパーセンテージ。ＤＣＣを、２つのマ
ーカー、ｇｐ１００またはＭＣＳＰを使用して検出した。（Ｆ）対形成したＰＴ－ＤＣＣ
－転移のトリプレット、ＰＴ－転移の対またはＤＣＣ－転移の対のＢＲＡＦおよびＮＲＡ
Ｓのがん遺伝子変異。四角は、領域（ＰＴおよび転移）または個々の細胞（ＤＣＣ）を示
す。四角は、領域（ＰＴ）、個々の細胞（ＤＣＣ）または個々の転移（Ｍｅｔ）を示す。
黒四角は、変異が検出されたことを示し、白四角は、野生型配列を示す。
【図４－１】図４は、播種時のＤＣＣの分子分析を示す図である。（Ａ）上：ＤＣＣを、
その一致したＰＴの厚さに従って２つの群に分割することができるゲノム異常について、
２４未満のＤＣＣＤを有する試料を試験した。低い、および高いＰＴの厚さ群を規定する
限界ＰＴ厚さの関数としての最も低い（染色体遺伝子座にわたって）ＦＤＲにより調整さ
れたｐ値が示される。低いｐ値（－ｌｏｇ１０（ｐ）の高い値に対応する）は、薄い、お
よび厚いＰＴを有する患者に由来するＤＣＣ間の異常頻度に有意差がある厚さの限界を示
す。５％有意性は、－ｌｏｇ１０（０．０５）＝１．３０によって示される。赤色の点は
、３１全部の細胞を指す。青色の雲は、サブサンプリングに基づくロバスト性推定値を表
す（補足方法）。中央：限界ＰＴ厚さの関数としての上２つの遺伝子座１８ｑ２１－ｑ２
３（ｐ＝０．０５１［１．８ｍｍ］および０．１０［１．７ｍｍ］）および１ｑ２４－ｑ
４４（ｐ＝０．２６［０．８ｍｍ］）に関する個々の調整されたｐ値。下：試料のＰＴ厚
さに従って列挙された両遺伝子座に関する細胞あたりの異常状態（獲得＝＋１、喪失＝－
１）。
【図４－２】（Ｂ）１８ｑ２１－ｑ２３の喪失（ｎ＝５）または喪失なし（ｎ＝５６）を
示すＤＣＣを有する患者のカプラン－マイヤーの生存分析。（Ｃ）上：ＤＣＣを分析した
、薄い（＜１．８ｍｍ）および厚い（≧１．８ｍｍ）腫瘍の厚さ。薄い－厚いの分割を、
図４Ａによって決定されたようにＰＴ厚さ１．８ｍｍに従って実施した。下：それぞれ、
薄い、および厚い腫瘍に由来するＤＣＣにおける細胞あたりの染色体異常の数。
【図５－１】図５は、ＤＣＣにおける定着関連変化を示す図である。（Ａ）ＤＣＣを患者
のＤＣＣＤに従って２つの群に分割することができるゲノム異常について、試料を試験し
た。低い、および高いＤＣＣＤ患者群を規定する限界ＤＣＣＤの関数としての最も低い（
染色体遺伝子座にわたって）ＦＤＲにより調整されたｐ値が示される。低いｐ値は、低い
、および高いＤＣＣＤを有する患者に由来するＤＣＣ間の異常頻度に有意差があるＤＣＣ
Ｄ限界を示す。赤色の点は９０全部の細胞を指す。青色の雲は、ロバスト性推定値である
。（Ｂ）限界ＤＣＣＤの関数としての少なくとも１つのＤＣＣＤに関する５％の有意性（
－ｌｏｇ１０（０．０５）＝１．３０によって示される）を達成する全ての遺伝子座に関
する個々の調整されたｐ値（ＢＲＡＦに関する最も低いｐ＝０．０００２）。さらに、Ｎ
ＲＡＳが示される（最も低いｐ＝０．２９）。
【図５－２】（Ｃ）患者ＤＣＣＤの増加に従って列挙された、全てのパネルＢの遺伝子座
＋ＢＲＡＦおよびＮＲＡＳ変異状態に関する細胞あたりの異常状態（獲得＝＋１、喪失＝
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－１）。ＢＲＡＦおよびＮＲＡＳ異常状態について、＋１は変異を示す。
【図５－３】（Ｄ）センチネルリンパ節におけるＤＣＣの増殖。Ｇ０、Ｇ１、Ｇ２期およ
び分裂期（左から右に向かって）におけるＭｅｌａｎ　Ａ＋細胞の免疫蛍光。核、Ｍｅｌ
ａｎ　ＡおよびＫｉ－６７が示される。
【図６－１】図６は、定着の前後でのＤＣＣの腫瘍形成能力および患者の生存を示す図で
ある。（Ａ）左から右に向かって、患者－ＳＬＮ：ＤＣＣ由来スフィアに由来する単離さ
れたＭＣＳＰ＋ＤＣＣ；患者ＤＣＣ由来異種移植片（ＤＣＣ－ＰＤＸ）のＨ＆Ｅ染色；Ｄ
ＣＣ－ＰＤＸ（７人はＤＣＣをｓ．ｃ．注射された）。（Ｂ）同じ患者からＮＳＧマウス
へのＭＣＳＰ＋ＤＣＣとＤＣＣ由来スフィアの対の比較移植。左：無腫瘍マウスのカプラ
ン－マイヤー分析（ｐ＜０．０００１、ログランク検定）。右：注射部位あたりの、注射
されたＭＣＳＰ＋ＤＣＣおよびＤＣＣ由来スフィアの数（ｐ＝０．８６、マン－ホイット
ニーＵ検定）。黒丸は、腫瘍形成を示す。（Ｃ）ＮＳＧマウスに移植された、ＭＣＳＰ＋

ＤＣＣ（ＤＣＣＤ＞１００：ｎ＝２４注射部位）またはＤＣＣ由来スフィア（ＤＣＣＤ＞
１００：ｎ＝１２注射部位；ＤＣＣＤ≦１００：ｎ＝１４注射部位）の数。それぞれの丸
は、１つの注射部位を表す。黒丸は、腫瘍形成（生着）を示す。ｐ値（Ｆｉｓｈｅｒの直
接確率検定）は、ＤＣＣＤ＞１００（プールされた細胞およびスフィア、ｎ＝３６）対Ｄ
ＣＣＤ≦１００（スフィア、ｎ＝１４）を示す試料に関する生着率の有意差を示す。
【図６－２】（Ｄ）患者由来ＤＣＣおよびその対応する異種移植片の定着シグネチャー（
図５Ａ～Ｃで同定された遺伝子座）、ＢＲＡＦおよびＮＲＡＳ変異状態。（Ｅ）左：少な
くとも１つの定着シグネチャー変化を示す（ｎ＝４０）もしくは示さない（ｗｔ、ｎ＝２
１）ＤＣＣを有する患者のカプラン－マイヤー生存分析、または右：ＢＲＡＦ変異（ＢＲ
ＡＦｍｕｔ、ｎ＝１５）もしくは野生型配列（ｗｔ、ｎ＝４６）を示すＤＣＣを有する患
者のカプラン－マイヤー生存分析。
【図７】局所疾患から転移疾患へのメラノーマの進行のモデルを示す図である。組織学的
外見、患者由来播種推定値、増殖速度およびＢＲＡＦ変異状態を、スキームに統合する。
データは、本研究および参考文献（Dong (2003) Cancer research 63, 3883-3885；Gimot
ty (2005) Journal of clinical oncology: official journal of the American Society
 of Clinical Oncology 23, 8048-8056；Verlinden (2014) Medicine 93, e285）から取
られる。
【図８－１】図８は、血液、リンパ節または骨髄から単離された３０の対照細胞のＣＧＨ
プロファイルを示す図である。細胞を、ｇｐ１００陽性細胞として同一に単離し、増幅し
た。全染色体を記載する。いくつかの事例では、本発明者らは、ハイブリダイゼーション
の成功を示すために性別不一致の対照ＤＮＡを使用した。色付きのバーは、Ｘ染色体の相
対的獲得または喪失を示し（赤色、試験細胞中で不足；緑色、試験細胞中で過剰）、バー
はイデオグラムの隣に示される。灰色のバーで示される染色体領域（セントロメア領域）
は、反復領域を含有するため、分析から排除される。全ての細胞が、正常なゲノムを示し
た。
【図８－２】上記と同様である。
【図８－３】上記と同様である。
【図８－４】上記と同様である。
【図８－５】上記と同様である。
【図８－６】上記と同様である。
【図８－７】上記と同様である。
【図８－８】上記と同様である。
【図８－９】上記と同様である。
【図８－１０】上記と同様である。
【図８－１１】上記と同様である。
【図８－１２】上記と同様である。
【図８－１３】上記と同様である。
【図８－１４】上記と同様である。
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【図８－１５】上記と同様である。
【図８－１６】上記と同様である。
【図８－１７】上記と同様である。
【図８－１８】上記と同様である。
【図８－１９】上記と同様である。
【図８－２０】上記と同様である。
【図８－２１】上記と同様である。
【図８－２２】上記と同様である。
【図９】分析された患者試料の概要を示す図である。本発明者らの研究は、最も早期の疾
患ステージにあるメラノーマ患者に焦点を合わせたものである；したがって、臨床的に節
陰性疾患を有する非転移（Ｍ０）患者のみを含有させた。分子分析のために、試料を、入
手可能性またはＤＮＡの品質に従って含有させた。さらなるゲノムまたは機能的分析のた
めの患者／細胞の選択のための本発明者らの基準は、以下のものを含んでいた：　１）患
者がそのＳＬＮ中にｇｐ１００＋細胞を有する。　２）ｇｐ１００＋ＤＣＣが単離される
。　３）ＤＣＣ由来ＤＮＡがＣＧＨ分析のための品質管理を通過する（Polzer et al. 20
14を参照されたい）。　４）原発腫瘍（ＰＴ）のパラフィンブロックを、外部の皮膚科医
から受け取ることができる（ほぼ全ての患者が大学病院の外部で手術されるため、原発腫
瘍の獲得は非常に困難であることに留意されたい）。　５）ＰＴの十分な材料が放置され
、診断のために完全に使用されていない。　６）多くのパラフィン包埋組織に由来するＤ
ＮＡが品質管理を通過する。　７）短期培養または異種移植を可能にする十分なＳＬＮ材
料。　８）フォローアップが利用可能であり、十分な長さのものである。
【図１０】パラフィン包埋されたメラノーマの顕微解剖を示す図である。上：原発メラノ
ーマの領域を含有するＨ＆Ｅ皮膚染色。下：レーザー顕微解剖後の同じ領域。メラノーマ
の切り出された領域に留意されたい。
【図１１】ＤＣＣおよび原発腫瘍の遺伝子比較を示す図である。染色体異常に関する原発
腫瘍（ＰＴ）と播種性がん細胞（ＤＣＣ）との対のクラスター分析（獲得＝＋１；喪失＝
－１）。全ての可変領域が含まれる。識別子は、患者ＩＤ、試料型および試料指数を示す
。黒四角および白四角は、原発腫瘍のいくつかの領域が入手可能であったＰＴ－ＤＣＣ対
を示す。
【図１２】原発腫瘍とＤＣＣとの対のＢＲＡＦおよびＮＲＡＳにおけるがん遺伝子変異を
示す図である。四角は、領域（ＰＴ）または個々の細胞（ＤＣＣ）を示す。黒四角は、変
異が検出されたことを示し、白四角は、野生型配列を示す。青四角および赤四角は、それ
ぞれ、ＮＲＡＳｍｕｔ　Ｑ６１ＫおよびＮＲＡＳｍｕｔ　Ｑ６１Ｒを示す。灰色線の四角
は、配列を取得することができなかった試料を示す。
【図１３－１】図１３（Ａ）上：ＤＣＣＤ＜１９を有する患者に由来するＤＣＣ（ｎ＝３
０）を、観察されたＰＴ厚さに従って２つの群に分離する遺伝子座を同定する最も低いＦ
ＤＲにより調整されたｐ値。中央：上２つの遺伝子座１８ｑ２１－ｑ２３（ｐ＝０．０６
５［１．８ｍｍ］および０．１３［１．７ｍｍ］）および１ｑ２４－ｑ４４（ｐ＝０．２
９［０．８ｍｍ］）に関する調整されたｐ値。５％有意性レベルは、－ｌｏｇ１０（０．
０５）＝１．３によって示される。下：ＰＴ厚さに従って列挙された両遺伝子座に関する
細胞あたりの異常状態（獲得＝１、喪失＝－１）。
【図１３－２】図１３（Ｂ）（Ａ）と同じであるが、ＤＣＣＤ＜３２（ｎ＝３２）に関す
るものである。上２つの遺伝子座：１８ｑ２１－ｑ２３（ｐ＝０．０８３［１．８ｍｍ］
およびｐ＝０．１５［１．７ｍｍ］）および１０ｑ２３－ｑ２６（ｐ＝０．１９［２．３
、２．４ｍｍ］）。
【図１３－３】図１３（Ｃ）（Ａ）と同じであるが、ＤＣＣＤ＜９５（ｎ＝４０）に関す
るものである。上２つの遺伝子座：１１ｑ１４－ｑ２３（ｐ＝０．０８２［２．３、２．
４ｍｍ］）および１ｑ２４－ｑ４４（ｐ＝０．１６）［０．８ｍｍ］。
【図１４－１】図１４は、メラノーマ細胞株に由来する単一細胞およびスフィアの異種移
植を示す図である。（Ａ）マトリゲルを含む、もしくは含まない３～５個のスフィアの群
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またはマトリゲルを含む５個の単一細胞の群を、ＮＳＧマウスにｓ．ｃ．移植した。腫瘍
増殖を示す注射部位のパーセンテージを決定した。（Ｂ）３～５個のスフィア＋マトリゲ
ルの群または５個の単一細胞＋マトリゲルの群をｓ．ｃ．注射したマウスを、弱く触診し
、ｓ．ｃ．で増殖している腫瘍の最初の触診の時点を文書化した。ｐ値は、統計的有意性
（ログランク検定）を示す。注射部位の数を、図面中に記載する。（Ｃ）ＳＴＲ分析によ
るスフィア／異種移植片の患者起源の確認。全部で４／７の異種移植片を示す。ＬＮ１５
４に由来する異種移植片を間違ってＦＦＰＥ固定し、その後分析することができなかった
。Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ１６Ｓ５３８およびｖＷＡ遺伝子座でのトリならびにクアトロ対立遺
伝子パターンは、これらの遺伝子座での反復数を示す。ｎ．ｄ．＝検出不可能である。
【図１４－２】表１は、メラノーマ患者のベースラインの特徴を示す。
【図１５－１】図１５は、リンパ節の定着がＣＤ８　Ｔ細胞の機能的損傷と関連すること
を示す図である。（Ａ）リンパ節をフローサイトメトリーによって分析し、メラノーマの
リンパ節中の抗原を受けた（ＣＤ４５ＲＡ－ＣＣＲ７＋／－）ＣＤ８　Ｔ細胞のパーセン
テージを、ＬＮのＤＣＣＤの関数として決定した。抗原を受けたＣＤ８　Ｔ細胞の数は、
ＤＣＣＤの増大と共に増加する（対数尺度で記載される）。
【図１５－２】（Ｂ）リンパ節をフローサイトメトリーによって分析し、メラノーマ患者
のリンパ節中のＰＤ－１およびＴｉｍ－３を発現するＣＤ８　Ｔ細胞のパーセンテージを
、リンパ節のＤＣＣＤの関数として決定した。健康な対照（がんを有さない患者）に由来
するリンパ節を、対照として使用した。ｙ軸のカットオフを、対照リンパ節中のＰＤ－１
高発現ＣＤ８　Ｔ細胞の最も高いパーセンテージに従って設定した。ＤＣＣＤ≧２０００
で、有意に増加した数の試料が、健康な対照よりも、高いパーセンテージのＰＤ－１高発
現ＣＤ８　Ｔ細胞を示した（ｙ軸カットオフ；ｐ＜０．００４、Ｆｉｓｈｅｒの直接確率
検定）。フローサイトメトリードットプロットは、ＤＣＣＤ＜２０００およびＤＣＣＤ≧
２０００を示すリンパ節中のＰＤ－１およびＴｉｍ－３発現の代表例を示す。（Ｃ）リン
パ節の単一細胞懸濁液を、ＰＭＡ／イオノマイシンで刺激し、ＴＮＦおよびＩＮＦｇを発
現するＰＤ－１高およびＰＤ－１中間発現ＣＤ８　Ｔ細胞のパーセンテージならびにＴＮ
ＦおよびＩＮＦｇに関するその対応する中央蛍光強度（ＭＦＩ）を、フローサイトメトリ
ーによって決定した。ＰＤ－１高細胞は、ＩＦＮｇおよびＴＮＦ産生細胞のパーセンテー
ジの減少ならびに両サイトカインに関するＭＦＩの減少を示す。刺激されていないＣＤ８
　Ｔ細胞を、対照として使用したところ、ＴＮＦおよびＩＦＮｇ産生について陰性である
ことがわかった。（Ｄ）ＩＦＮｇまたはＴＮＦスコアは、ＰＤ－１中間ＣＤ８　Ｔ細胞に
対するサイトカイン産生ＰＤ－１高のパーセンテージの比を掛けた、ＰＤ－１高ＣＤ８　
Ｔ細胞に対するＰＤ－１中間＋陰性ＣＤ８　Ｔ細胞のパーセンテージの比と、ＰＤ－１中
間発現細胞の中央蛍光強度に対するサイトカイン発現ＰＤ－１高ＣＤ８　Ｔ細胞の中央サ
イトカイン蛍光強度の比とを組み合わせたものである。ＩＦＮｇスコア＝比％ＣＤ８　Ｐ
Ｄ－１　ｉｎｔ＋ｎｅｇ／％ＰＤ－１高ｘ％ＩＦＮｇ　ＰＤ－１高／％ＩＦＮｇ　ＰＤ－
１　ｉｎｔ細胞ｘ比ＭＦＩ　ＩＦＮｇ＋ＰＤ１高細胞／ＭＦＩ　ＩＦＮｇ＋ＰＤ－１の細
胞　ｉｎｔ　ＣＤ８　Ｔ細胞。スコアが小さくなるほど、ＩＦＮｇまたはＴＮＦ分泌が減
少したより多くのＰＤ－１高ＣＤ８　Ｔ細胞が存在する。健康な対照（がんを有さない患
者）に由来するリンパ節を、対照として使用した。
【図１５－３】（Ｂ）は、上記と同様である。
【図１６－１】図１６は、定着がＭＤＳＣの増加および細胞溶解性ＮＫ細胞数の減少と関
連することを示す図である。（Ａ）メラノーマ患者のリンパ節（ｎ＝３９）中のＭＤＳＣ
のパーセンテージを、対応するＤＣＣＤに関してフローサイトメトリーによって決定した
（対数尺度で）。健康な対照（がんを有さない２人の患者）に由来するリンパ節を含有さ
せる。対照リンパ節の数が少なすぎるため、ｙ軸カットオフを、０のＤＣＣＤを示すリン
パ節中のＭＤＳＣの最も高いパーセンテージに従って設定した（ＤＣＣＤ＋１＝１に関す
る対数尺度で）。ＤＣＣＤ≧２０００で、有意に増加した試料数は、０のＤＣＣＤを示す
リンパ節中のＭＤＳＣのパーセンテージがより高いことを示していた（ｙ軸カットオフ；
ｐ＜０．００７、Ｆｉｓｈｅｒの直接確率検定）。（Ｂ）１人の患者のいくつかのリンパ
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節におけるＮＫ細胞の分析。それぞれのリンパ節の対応するＤＣＣＤを記載し、細胞溶解
性ＣＤ５６ｄｉｍ細胞に対するＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔのパーセンテージの比を示す。比の
低下は、非細胞溶解性ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔＮＫ細胞に対する細胞溶解性ＣＤ５６ｄｉｍ

細胞のパーセンテージの減少を示す。
【図１６－２】上記と同様である。
【発明を実施するための形態】
【００６８】
　本発明のより良い理解およびその多くの利点を提供する以下の例示的な非限定例によっ
て、本発明をさらに説明する。以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を示すために
含まれる。当業者であれば、以下の実施例で開示される技術は、本発明の実施において良
好に機能するために本発明において使用される技術であり、このようにして、その実施の
ための好ましい様式を構成すると考えることができることを理解するべきである。しかし
ながら、当業者は、本開示を考慮して、開示される特定の実施形態において多くの変更を
加え、本発明の趣旨および範囲から逸脱することなく、似たような、または類似する結果
を依然として得ることができることを理解するべきである。
【００６９】
　特許出願、製造業者のマニュアルおよび科学的刊行物を含むいくつかの文献が本明細書
で引用される。これらの文献の開示は、本発明の特許性と関連すると考えられないが、そ
の全体が参照により本明細書に組み込まれる。より具体的には、全ての参考文献は、あた
かもそれぞれ個々の文献が具体的かつ個別に参照により組み込まれると示されたのと同程
度に参照により組み込まれる。
【実施例】
【００７０】
[実施例１]
　細胞が播種し、コロニーを形成する時の腫瘍の厚さ
　触診および超音波によって評価された臨床的に節陰性の疾患を有する患者において、ど
の腫瘍厚さのメラノーマがセンチネルリンパ節（ＳＬＮ）に播種するかを調査した。セン
チネルリンパ節中の単一のメラノーマ細胞のための高感度かつ定量的なｇｐ１００に基づ
く検出方法（Ulmer et al. (2005), Clin Cancer Res. 11, 5425-5432）を、１０２７人
のメラノーマ患者上での前向き研究に適用した（Ulmer et al. (2014) PLoS Med. 11:e10
01604）。これらのうち、５１％がｇｐ１００陽性細胞を有していた（Ulmer et al. (201
4) PLoS Med. 11:e1001604）が、７０の対照試料のうち単一のｇｐ１００陽性細胞ではな
かった（患者あたりのスクリーニングされた細胞の平均数は２．３ｘ１０６個）。比較ゲ
ノムハイブリダイゼーション（ＣＧＨ）分析の際に、リンパ節に由来する無作為に選択さ
れたｇｐ１００陽性細胞の９８％が、コピー数変化を有することが見出された（Ulmer et
 al. (2014) PLoS Med. 11:e1001604）。対照のために、３０の単一の白血球を単離し、
いかなる異常も示さない対照細胞を用いてＣＧＨ分析を実施した（ｐ＜０．０００１；Ｆ
ｉｓｈｅｒの直接確率検定；図８）。
【００７１】
　原発腫瘍の厚さと、播種性がん細胞密度（ＤＣＣＤ；分離したリンパ節中の細胞１００
万個あたりのｇｐ１００陽性細胞の数と定義される）との間には弱い正の相関があった（
Ｓｐｅａｒｍａｎのρ＝０．１８、ｐ＜０．０００１、ｎ＝１０２７）。ｇｐ１００陽性
リンパ節を有する患者のパーセンテージは、Ｔ１（≦１ｍｍ）からＴ４（＞４ｍｍ）腫瘍
までごくわずかに増加した（Ｔ１：４５．８％、Ｔ２：４７．４％、Ｔ３：５４．９％、
Ｔ４：５９．４％）が、これは、播種が優先的に早期に起こることを示唆している。Ｔｕ
ｒｎｂｕｌｌ法およびＷｅｉｂｕｌｌ関数を使用して（補足情報を参照されたい）、播種
時の厚さを決定した。これらの分析により、リンパ系播種が全患者の６３．５％に限定さ
れること、および５０％の事例において、がん細胞の拡散が、腫瘍が０．４ｍｍ（９５％
ＣＩ　０．０４～０．７５ｍｍ）の厚さに達する前に起こったことが示された（図１Ａ）
。まとめると、これらのデータは、約１／３のメラノーマが０．４ｍｍ未満の腫瘍厚さで
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リンパ系に播種し、約１／３が０．４ｍｍ以上の厚さで播種し、約１／３がリンパ系に拡
散することができないことを示している。
【００７２】
　次いで、どの腫瘍厚さで、播種したメラノーマ細胞がＳＬＮ中でコロニーに増殖したか
を調査した。早期播種（最初の到達）と比較した、定着を表すＤＣＣＤを確立するために
、患者のリンパ節を二等分したものを比較した。全ての事例において、リンパ節を分割し
、半分を組織病理学（構築を保持する）によって分析し、他方を分離後のｇｐ１００免疫
細胞学（構築を破壊するが、定量化を可能にする；詳細については、Ulmer et al. (2014
) PLoS Med. 11:e1001604を参照されたい）によって分析した。次いで、ＤＣＣＤを、対
応する切片の組織形態学的外見と比較した。メラノーマ細胞が全てにおいて検出された場
合、ＤＣＣＤ≦１００を有する試料は、外部リンパ洞中のスポットされた単一細胞または
細胞の小巣を示したが、ＤＣＣＤ＞１００で、メラノーマ細胞は通常、リンパ節の内部領
域に拡張した（図１Ｂ）。このようにして、定着は、おそらく約１００のＤＣＣＤで起こ
ったが、より低いＤＣＣＤを有する試料は、コロニー増殖前にメラノーマ細胞を含む。コ
ロニー形成のための定義として１００のＤＣＣＤを使用して、定着したリンパ節を有する
患者の腫瘍厚さの中央値は、播種時のものよりも２２倍高いことがわかった（ＤＣＣＤ≦
１００；図１Ｃ；８．９ｍｍ；９５％ＣＩ　６．８～１４．３ｍｍ）。ｄｅ　ｎｏｖｏで
の腫瘍播種のリスクは、腫瘍が増殖するにつれて着実に低下したが、ｄｅ　ｎｏｖｏでの
定着のリスクは増大した（図１Ｄ）。
【００７３】
[実施例２]
　播種および生存
　薄いＴ１腫瘍と厚いＴ４腫瘍との間の播種率のわずかな差異（１３．６％）が生存とど
のように関連しているかを探査するために、５年以上のフォローアップを有する３７０人
（３６％）の患者について、どれぐらい多くの患者が、４９ヶ月の中央フォローアップ期
間（３～１２３ヶ月）中に死亡したかを決定した。Ｔ１ステージのメラノーマの３８／８
３（４６％）がセンチネルリンパ節中にＤＣＣを有していたが、ただ１人の患者が死亡し
、以前の研究と一致していた（Balch et al. (2009), JCO 27, 6199-6206)；Leiter et a
l., (2004) JCO 22, 3660-3667）。対照的に、Ｔ４メラノーマを有する４７／１３３（３
５％）人の患者が死亡した（図１Ｅ；９年生存率は、Ｔ１については８８．９％であり、
Ｔ４については４５．９％であった；ｐ＜０．０００１、ログランク検定）。このように
して、播種と死亡に関してＴ１メラノーマとＴ４メラノーマの間に相違がある。
【００７４】
　この相違に対処するために、６１人の患者のサブセットにおける播種性メラノーマ細胞
のゲノム進化を評価した。最も早期の疾患ステージにあるメラノーマ患者に焦点を合わせ
るために、臨床的に節陰性の疾患（触診および超音波によってリンパ節の関与がない）を
有し、遠隔転移がない患者のみを含有させた。これらの患者から、分子分析のための試料
を、入手可能性またはＤＮＡの品質に従って採取した。具体的には、ゲノムおよび機能分
析にかける患者および細胞の選択基準は、（ｉ）ｇｐ１００＋ＤＣＣの単離の成功および
全ゲノム増幅、（ｉｉ）包括的ゲノム分析（Polzer et al. (2014) EMBO Mol Med. 6:137
1-138）のための品質管理を通過したＤＣＣ由来ＤＮＡ、ならびに（ｉｉｉ）生存分析の
ための十分なフォローアップ時間であった。これらの患者の臨床ベースライン特性を、表
１に提供する（臨床試料獲得に関するさらなる詳細については、図９を参照されたい）。
これらの患者から、９０個の個々の細胞を取得し、その悪性起源をＣＧＨによって確認し
た（図２）。これらのＤＣＣは、細胞あたり１から５２までの大きな範囲のコピー数変化
を示した（中央値＝１４；四分位範囲＝１４．８）。細胞あたりのゲノム獲得（中央値＝
９；範囲＝０～３９）は、喪失（中央値３．５；範囲＝０～２１）よりも高頻度であるこ
とがわかった。
【００７５】
[実施例３]
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　原発腫瘍およびＤＣＣの遺伝子系列
　Ｔ１メラノーマとＴ４メラノーマとの転帰と関連する差異に対処するための標準的な手
法は、原発腫瘍組織を使用する。原発腫瘍およびＤＣＣは大まかには同一であると考えら
れるため、転移を開始するＤＣＣの分子的特徴を原発腫瘍内で同定することができると仮
定する。この仮定を試験するために、原発腫瘍およびその一致したＤＣＣのゲノムプロフ
ァイルを調査した。
【００７６】
　原発腫瘍を、レーザー顕微解剖（図１０）によって単離し、可能な場合はいつでも、い
くつかの領域を分析した。しかしながら、腎臓がんなどの他のがんと比較して（Gerlinge
r et al., (2012) The New England journal of medicine 366:883-892）、早期のメラノ
ーマは非常に小さく、多くの場合、異なる領域に由来するサブクローンの評価を不可能に
する。顕微解剖された原発腫瘍試料（ｎ＝２３、１９人の患者）およびマイクロマニピュ
レーターにより単離された単一のＤＣＣ（ｎ＝２４、１９人の患者）を、ＣＧＨによって
分析した。メラノーマの厚さに関係なく、原発腫瘍と、一致したＤＣＣとの間には顕著な
差異があった。予想外にも、異なる個体に由来する原発腫瘍は、原発腫瘍とその一致した
ＤＣＣの個々の対よりも一緒になってより近くでクラスター化した（図３Ａおよび図１１
）。原発腫瘍は、ＤＣＣよりも有意により多くの欠失を含有していた（図３Ｂ；ｐ＝０．
００３、マン－ホイットニーＵ検定）が、獲得の対応する差異は明らかに有意ではなかっ
た（ｐ＝０．６６、マン－ホイットニーＵ検定）。同じ原発腫瘍に由来するいくつかの領
域が利用可能であった場合、ゲノム不均一性が見られたが、その対になったＤＣＣとは別
に一緒になって依然としてクラスター化した（例えば、図３および図１１中のＴ２８、Ｔ
３０）。これらのデータは、ほとんどの欠失が起こる前にＤＣＣが播種すること、および
皮膚中で増殖する非関連メラノーマが同様の染色体喪失に集中することを示している。
【００７７】
　ＢＲＡＦおよびＮＲＡＳ変異はメラノーマにおいて高頻度（それぞれ、平均で４０％お
よび２１％の事例において）であるため（Platz et al., (2008) Mol Oncol 1:395-405）
、これらの変異が原発腫瘍からＤＣＣに伝達されるかどうかを調査した。両対立遺伝子（
野生型および変異体）を、ヘテロ接合性ＢＲＡＦおよびＮＲＡＳ変異を有する単一の細胞
から確実に回収することができた（図３Ｃ）。患者試料対において、ＢＲＡＦは、ＤＣＣ
（１５％；ｐ＝０．０１２、Ｆｉｓｈｅｒの直接確率検定；ｎ＝３２人の患者；図３Ｄお
よび図１２）よりも原発腫瘍（３４％）において高頻度に変異したが、ＮＲＡＳ変異につ
いては、有意差は観察されなかった（１５％の原発腫瘍変異および１１％のＤＣＣ；ｐ＝
０．５８；ｎ＝２９人の患者）。これらの２つのがん遺伝子について、４７％の事例にお
いて野生型の共有、１６％の事例において変異状態の共有、および３７％の事例において
異なる変異状態（図３Ｄ）が見出された。原発腫瘍変異を有する患者のうち、一致したＤ
ＣＣのほとんどはこれらの変異を共有していなかった（ＢＲＡＦについては３／１１およ
びＮＲＡＳについては３／６において共有されていた）が、これは、それらが原発部位内
での固定前に播種していたことを示している。
【００７８】
　ＢＲＡＦおよびＮＲＡＳ変異は、メラノーマを発生させ（Shain, et al., (2015) The 
New England Journal of Medicine 373, 1926-1936）、結果として、完全にクローン性で
あることが示唆されている。したがって、本発明者らは、ＢＲＡＦまたはＮＲＡＳ変異体
ｇｐ１００＋ＤＣＣを有する患者に由来する個々のＤＣＣを配列決定し、１より多いＤＣ
Ｃを単離し、全ての同胞種細胞が変異を有するかどうかを試験した。本発明者らは、ｇｐ
１００＋ＤＣＣが、それぞれ、ＢＲＡＦおよびＮＲＡＳ変異について４５％および８０％
において異種性であることを見出した（図３Ｅ）。検出マーカーｇｐ１００の選択効果を
除外するために、本発明者らはさらなるＭＣＳＰ＋メラノーマＤＣＣを分析し、同様の結
果を得た。これらの知見を、対照細胞と比較したところ（図３Ｃ）、予想された対立遺伝
子変異体は有意数のｇｐ１００＋ＤＣＣ（ＢＲＡＦ（ｎ＝４３個の細胞）：片側Ｆｉｓｈ
ｅｒの直接確率検定ｐ＝０．０２；ＮＲＡＳ（ｎ＝４４）：ｐ＜０．０００１）およびＭ
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ＣＳＰ＋ＤＣＣ（ＢＲＡＦ（ｎ＝６１）：ｐ＝０．００３；ＮＲＡＳ（ｎ＝３０）：ｐ＝
０．０２）において検出されないことがわかった。最後に、原発腫瘍－ＤＣＣ－転移トリ
プレットまたは原発腫瘍－転移の対またはＤＣＣ－転移の対の変異状態を比較した場合、
ＢＲＡＦ／ＮＲＡＳ変異を有する、および有さないＤＣＣが明らかな転移を形成すること
ができることが見出された（図３Ｆ）。
【００７９】
　まとめると、コピー数変化と標的変異分析の両方により、原発メラノーマとその対にな
ったＤＣＣが遺伝的に大きく異なり、早期の進化的分岐を暗示することが示された。
【００８０】
[実施例４]
　早期リンパ系到達時のＤＣＣの分子的特徴
　厚いメラノーマに由来するＤＣＣは、薄いメラノーマに由来するＤＣＣ中には存在しな
い、高いＴステージの予後関連性の原因となる特徴的変化を有することができた。したが
って、到達時間を表すものとしての明らかなリンパ節定着およびそのゲノムプロファイル
を調査する前に、焦点をＤＣＣに設定した。
【００８１】
　コロニー形成は、ＤＣＣＤ＞１００で明確に見えるようになった（図１Ｂ）。到達時間
、すなわち、明確にコロニー形成前を表すＤＣＣＤを決定するために、１００未満のＤＣ
ＣＤ値を有する全ての患者試料を試験して、「厚い」（試験した閾値によって定義される
）に由来するＤＣＣに特徴的な遺伝子変化を同定することができる厚さ閾値を定義した。
換言すれば、１～９９の範囲の試験したＤＣＣＤで利用可能な全試料について、起源を特
徴とする２つの群にＤＣＣを分割することができるゲノム異常に関して検索したところ、
任意の腫瘍厚さについて統計的差異（ｐ＞０．０５、Ｆｉｓｈｅｒの直接確率検定）を見
出すことができなかった。２４のＤＣＣＤおよび１．８ｍｍの厚さ（図４Ａ、上）につい
て最も低いｐ値（ｐ＝０．０５１；１８ｑ２１－２３の喪失；図４Ａ、図１３）が得られ
たが、これは、最大２４のＤＣＣＤが、早期に到達するＤＣＣを規定し、１．８ｍｍが、
メラノーマ細胞が原発部位内で１８ｑ２１．２３の喪失を獲得した厚さを示すことを示唆
している。しかしながら、生存率は１８ｑ２１－２３の喪失と相関していなかった（図４
Ｂ）が、これは、この変化が生存率に対するＴステージの影響と関連しないことを示して
いる。また、コピー数変化（ＣＮＡ）の数が、厚いおよび薄いメラノーマから到達するＤ
ＣＣ間で異ならないこともわかった（図４Ｃ）。
【００８２】
[実施例５]
　定着するＤＣＣの分子的特徴
　これらのデータは、播種が後に起こり、高い腫瘍厚さで獲得された遺伝子異常がＤＣＣ
をより転移性にするモデルと一致させるのが難しい。したがって、ＳＬＮに早期に播種す
るＤＣＣは遺伝的に「未熟」であり、転移性コロニー形成中にさらなる遺伝子変化を獲得
する可能性を考慮した。このようにして、センチネルリンパ節中で未熟なＤＣＣからコロ
ニー形成性ＤＣＣへの移行を示す遺伝子変化を調査した。ＤＣＣＤ　ＤＣＣをその遺伝子
変化に従って２つの群に分類することができることが分析された。最も高い有意性（ｐ＜
０．００１、Ｆｉｓｈｅｒの直接確率検定）は、７７≦ＤＣＣＤ≦９５（図５Ａ）につい
て達成され、１００のＤＣＣＤに近く、定着は組織病理学的分析において明らかとなった
（図１Ｂ）。ＤＣＣは、メラノーマ抑制遺伝子ｐ１６（図５Ｂ）を含む、ＢＲＡＦ変異、
染色体９ｐ１１－１３の喪失および染色体９ｐ２１－２４の喪失を含む３つの遺伝子変化
を獲得した。顕著には、ＢＲＡＦ変異はＤＣＣＤ＜９５を有する細胞の１／４３（２％）
およびＤＣＣＤ≧９５の場合の細胞の２０／４７（４２％）において観察された（図５Ｃ
；ｐ＜０．０００１）。２つのさらなる有意な分割が観察された：ＤＣＣＤ＝３で、染色
体Ｘｑ２５－２８を含み、ＤＣＣＤ＝１９で、７ｑ２１－３６を含む。Ｘｑ２５－２８は
、ＤＣＣＤ＜３を有する患者に由来するＤＣＣ中で、非指向的様式で、すなわち、獲得ま
たは喪失で頻繁に変化した（図５Ｃ）が、ＤＣＣＤ≧１９を有する試料は、ＭＥＴがん遺
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伝子を有する７ｑ２１－３６の増幅（獲得）（図５Ｂ、Ｃ）を富化した。
【００８３】
　遺伝子変化の獲得は細胞分裂中に起こることが多いため、ＤＣＣＤ≦１００およびＤＣ
ＣＤ＞１００を有する患者に由来するセンチネルリンパ節ＤＣＣ中で、すなわち、コロニ
ー形成の前後で、増殖マーカーＫｉ－６７に関する標識化指数を比較した（図５Ｄ）。Ｍ
ＩＢ－１（抗Ｋｉ－６７）およびＨＭＢ４５（抗ｇｐ１００）の二重染色は成功しなかっ
たため、ｇｐ１００を、メラノーマ関連マーカーＭｅｌａｎＡで置き換えた（Ulmer et a
l. (2005), Clin Cancer Res. 11, 5425-5432）。Ｋｉ－６７発現を、合計で９３７の細
胞の評価を含む、ＤＣＣＤ≦１００を有する３７のリンパ節（Ａ群）およびＤＣＣＤ＞１
００を有する２１のリンパ節（Ｂ群）において評価した。Ａ群では、１１．４％の細胞が
明確に有糸分裂性であったが、Ｂ群では、２２．０％が分裂していた（ｐ＝０．０００５
；Ｆｉｓｈｅｒの直接確率検定、図５Ｄ）。このようにして、１１％の基本増殖率は、最
初は遺伝子変化の獲得を可能にし、その後、増殖を加速する。
【００８４】
[実施例６]
　定着関連変化、異種移植および患者生存
　リンパ節コロニーを形成するがん細胞は、変化の特徴的シグネチャーを示した。ＤＣＣ
が腫瘍を発生させる能力を有するかどうかを試験するために、それらをＮＳＧマウスに移
植した。希少なメラノーマ細胞の異種移植のための第１の条件を評価した（Quintana (20
08) Nature 456, 593-598）。細胞株の細胞および患者のＤＣＣについては、２つの手法
を比較した：メラノスフィア条件下での簡単な培養後のＤＣＣ群の直接移植およびＤＣＣ
－スフィアの移植。メラノスフィアは、単一細胞群よりも頻繁に、免疫欠損ＮＳＧマウス
において腫瘍を形成した（ｐ＜０．０００１、ログランク検定；図６Ａ、Ｂおよび図１４
）。適用された条件は、わずか１個の移植されたスフィア（図６Ｂ）または７の群サイズ
のＤＣＣ（図６Ｃ）からの増殖を支援した。したがって、ＳＬＮからのＤＣＣの腫瘍を発
生させる能力を、ＤＣＣＤ≦１００からＤＣＣＤ＞１００を有するものまでと比較した場
合、ＤＣＣＤ≦１００を有する試料に由来するスフィアまたはＤＣＣＤ＞１００を有する
試料に由来する単一のＤＣＣのスフィアまたは群を移植した。注入部位あたりのスフィア
の数は、ＤＣＣＤ≦１００と＞１００の両方について類似していた（ｐ＝０．２７、マン
－ホイットニーＵ検定；図６Ｃ）。顕著には、ＤＣＣＤ＞１００は異種移植の成功を予測
する（９／３６の移植が４／７の患者において腫瘍を生じた；図６Ｃ）が、ＤＣＣＤ≦１
００を有する試料は腫瘍を決して確立しない（０／５の患者において０／１４の注射部位
）ことが見出された。遺伝子フィンガープリントにより、全事例において患者起源が確認
された（図１４）。さらに、全ての患者由来異種移植片において、ＢＲＡＦ変異、９ｐ１
１－１３もしくは９ｐ２１－２４の喪失、または７ｑ２１－３６の獲得が存在していた（
図６Ｄ）。１つの事例において、増殖の成功はＮＲＡＳ変異の存在と関連していた。
【００８５】
　最後に、ＳＬＮにおけるコロニー形成またはマウスにおける腫瘍形成と関連する遺伝子
異常が、臨床転帰と関連するかどうかを調査した。このために、本発明者らは、単一のＤ
ＣＣにおけるＢＲＡＦ変異、９ｐ１１－１３／９ｐ２１－２４の喪失、７ｑ２１－３６の
獲得、またはＮＲＡＳ変異が、死亡のリスクを増大させるかどうかを試験した。実際、定
着と生着シグネチャーとのこの組合せは、メラノーマで死亡する患者の８／９（８９％）
に存在し（ｐ＝０．０４８、ログランク検定；図６Ｅ）、ＢＲＡＦ変異が最も関連する単
一指標であった（ｐ＝０．０３１）。
【００８６】
[実施例７]
　免疫細胞微小環境の定着関連変化
　リンパ節懸濁液のフローサイトメトリー分析により、抗原を受けたＣＤ８リンパ球のパ
ーセンテージと、ＤＣＣＤとの相関（Ｓｐｅａｒｍａｎのρ＝０．５８、ｐ＜０．００２
）が示され、これは、腫瘍細胞と関連するＣＤ８　Ｔ細胞応答の存在を示している（図１
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５Ａ）。しかしながら、対応するリンパ節のＤＣＣＤに関するＣＤ８　Ｔ細胞の表現型の
詳細分析により、ＤＣＣＤ≧２０００でＰＤ－１高発現ＣＤ８　Ｔ細胞のパーセンテージ
の有意な増加が示された（図１５Ｂ；ｐ＜０．０００４、Ｆｉｓｈｅｒの直接確率検定、
ｎ＝５０、メラノーマ患者由来リンパ節、ｎ＝６、健康な対照に由来する対照リンパ節）
。ＰＤ－１は、Ｔ細胞活性化に応答してＴ細胞上で誘導されるが、一度、免疫応答が抗原
を排除したら、下方調節される。抗原が消滅しない場合、慢性ウイルス感染と同様、ＰＤ
－１は下方調節されず、Ｔ細胞は段階的様式でエフェクター機能を失う：ＩＬ－２産生、
高い増殖能力および細胞溶解活性が最初に失われ、次いで、サイトカイン産生が減じられ
る。これに関して、高レベルのＰＤ－１を発現するＣＤ８　Ｔ細胞は、最終的に消耗した
Ｔ細胞と考えられる。これらの細胞は、消耗したＴ細胞の別のマーカーであるＴｉｍ－３
（図１５Ｂ）を同時に発現し、サイトカイン産生の能力が減じられている。さらに、ＩＦ
ＮｇおよびＴＮＦを産生することができる細胞のパーセンテージは、ＰＤ－１を中間に発
現する集団と比較してＰＤ－１高発現集団において低下していたが、これは、ＰＤ－１高
発現細胞が消耗したＣＤ８　Ｔ細胞であることを示している（図１５Ｃ）。２６人のメラ
ノーマ患者に由来する５０のリンパ節および６人の非腫瘍患者に由来する６のリンパ節の
分析により、ＩＦＮｇおよびＴＮＦに関するスコアがＤＣＣＤ≧２０００で有意に減少す
ることが示された（図５Ｄ；両方ともｐ＜０．０００１、Ｆｉｓｈｅｒの直接確率検定）
。ＩＦＮｇまたはＴＮＦスコアは、ＰＤ－１中間ＣＤ８　Ｔ細胞に対するサイトカイン産
生ＰＤ－１高ＣＤ８　Ｔ細胞のパーセンテージの比を掛けた、ＰＤ－１高ＣＤ８　Ｔ細胞
に対するＰＤ－１中間および陰性ＣＤ８　Ｔ細胞のパーセンテージの比と、ＰＤ－１中間
発現細胞の中央蛍光強度に対するサイトカイン発現ＰＤ－１高ＣＤ８　Ｔ細胞の中央サイ
トカイン蛍光強度の比とを組み合わせたものである。スコアの低下は、消耗したＣＤ８　
Ｔ細胞数の増加および結果として、ＣＤ８　Ｔ細胞機能の喪失を示す。ＤＣＣＤ＜２００
０を有する同じ患者のいくつかのリンパ節は消耗したＣＤ８　Ｔ細胞のこの増加を示さな
かったため、ＰＤ－１高ＣＤ８　Ｔ細胞の存在は、リンパ節中のＤＣＣの局所数と直接関
連していた（図１５Ｅ）。ＣＤ８　Ｔ細胞機能の喪失に加えて、抗腫瘍免疫応答の局所機
能損傷は、動員レベルで、免疫抑制性未熟ＭＤＳＣ（図１６Ａ）および細胞溶解性ＮＫ細
胞機能の喪失（図１６Ｂ）を反映していた。具体的には、ＤＣＣＤ≧２０００を有するリ
ンパ節において、有意に増加したパーセンテージの未熟ＭＤＳＣが観察された（図１６Ａ
；ｐ＜０．００７、Ｆｉｓｈｅｒの直接確率検定、ｎ＝３９、メラノーマ患者由来リンパ
節、ｎ＝２、健康な対照に由来する対照リンパ節）。ＣＤ８　Ｔ細胞機能の喪失に関して
は、非細胞溶解性ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔの細胞溶解性ＣＤ５６ｄｉｍ細胞に対する比の低
下によって明らかな細胞溶解性ＮＫ細胞機能の喪失は、１人の患者のいくつかのリンパ節
の対照比較によって示されたように、対応するリンパ節における局所ＤＣＣＤと直接関連
していた。まとめると、これらのデータは、ＣＤ８　Ｔ細胞およびＮＫ細胞機能の観察さ
れた変化ならびにＭＤＳＣの動員が局所腫瘍細胞量に対する局所反応と似ていることを示
している。
【００８７】
　方法
　患者
　本発明者らは、厚さとメラノーマ拡散との関係を説明するために、センチネルリンパ節
生検を受けた臨床的に節陰性の（触診および超音波によって評価される）メラノーマを有
するＴｕｂｉｎｇｅｎ出身の１０２７人のメラノーマ患者からのデータを使用した（Ulme
r (2014) PLoS Med 11, e1001604）。分子試験およびＢＲＡＦ／ＮＲＡＳ変異生存分析は
、ＴｕｂｉｎｇｅｎおよびＲｅｇｅｎｓｂｕｒｇで募集された患者を含んでいた。書面に
よるインフォームドコンセントを、全患者から取得した。試験は、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉ
ｅｓ　Ｔｕｂｉｎｇｅｎ（倫理投票番号５／９９）およびＲｅｇｅｎｓｂｕｒｇ（０７－
０７９）の倫理委員会によって認可された。
【００８８】
　微小環境変化の評価のために、完全なリンパ節郭清を受けたＲｅｇｅｎｓｂｕｒｇ出身
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患者からデータを取得した。
【００８９】
　細胞株
　メラノーマ細胞株Ａ３７５およびＭｅｌＨｏを使用した（Ｌｅｉｂｎｉｚ　Ｉｎｓｔｉ
ｔｕｔｅ　ＤＳＭＺ－Ｇｅｒｍａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａ
ｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅｓから取得した）。ＭｅｌＨｏは、患者
の起源が不明なため、誤って同定された細胞株に関するＩＣＬＡＣデータベースに列挙さ
れているが、この細胞株はエクソン１５の変異ｃ１７９９Ｔ＞Ａ（ＢＲＡＦ）について異
種であるため、これを使用した。細胞株の起源を、ショートタンデムリピート（ＳＴＲ）
分析（Ｃｅｌｌ－ＩＤ（商標）、Ｐｒｏｍｅｇａ）によって検証した。細胞株７０－６１
および１０２－４は、ＤＣＣ由来異種移植片から開発され、それぞれ、Ｓａｎｇｅｒの配
列決定（Ｓｅｑｕｉｓｅｒｖｅ、Ｖａｔｅｒｓｔｅｔｔｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ）により決
定された場合、エクソン１５変異ｃ１７９９Ｔ＞Ａ（ＢＲＡＦ）およびエクソン３変異ｃ
１８１Ｃ＞Ａ（ＮＲＡＳ）が変異している。その患者起源を、ショートタンデムリピート
（ＳＴＲ）分析（Ｃｅｌｌ－ＩＤ（商標）、Ｐｒｏｍｅｇａ）により検証し、そのメラノ
ーマ起源をヒト病理医によって検証し、その異常遺伝子型をＣＧＨによって検証した。Ａ
３７５およびＭｅｌＨｏを、ＤＭＥＭ、１０％ＦＣＳ、０．５ｘＰｅｎ／Ｓｔｒｅｐ中で
維持し、１０２－４および７０－６１をＲＰＭＩ、１０％ＦＣＳ、０．５ｘＰｅｎ／Ｓｔ
ｒｅｐ中で維持した。全細胞株を、マイコプラズマについて日常的に試験し、陰性である
ことがわかった。
【００９０】
　対照
　対照リンパ節（ｎ＝７０）を、６０人の非メラノーマ患者から取得し（非悪性状態に由
来する４７の皮膚－流入領域リンパ節、非メラノーマ皮膚がん患者に由来する６のセンチ
ネルリンパ節、および非小細胞肺がん患者に由来する１７のリンパ節）、分離し、染色し
、メラノーマ由来リンパ節と同一に評価した。２ｘ１０６個のリンパ球をスクリーニング
した後、対照リンパ節状態を観察者に示し、メラノーマ患者試料と違って、完了まで試料
のスクリーニングを継続した。
【００９１】
　リンパ節分離および免疫細胞学的分析
　非固定リンパ節組織を使用してセンチネルリンパ節生検後に定量的免疫細胞学的分析を
記載のように実施した（Ulmer (2014) PLoS Med 11, e1001604 and Ulmer (2005) Clinic
al cancer research : an official journal of the American Association for Cancer 
Research 11, 5425-5432）。簡単に述べると、リンパ系組織を１ｍｍの小片に切断し、回
転ナイフ（ＤＡＫＯ　Ｍｅｄｉｍａｃｈｉｎｅ、ＤＡＫＯ）により単一細胞懸濁液に機械
的に分離し、ＨＢＳＳ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ、
Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて洗浄し、６０％Ｐｅｒｃｏｌｌ溶液（Ａｍｅｒｓｈａｍ、Ｕｐ
ｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）から構成される密度勾配上で遠心分離した。細胞を、Ｎｅｕ
ｂａｕｅｒ計測チャンバを使用して計数した。次いで、スライドあたり、中間期に由来す
る１０６個の細胞を、１ｍＬのＰＢＳの容量中、接着スライド（Ｍｅｎｚｅｌ、Ｂｒａｕ
ｎｓｃｈｗｅｉｇ、Ｇｅｒｍａｎｙ）上に与えた。１時間沈降させた後、スライドを一晩
乾燥させた。一次抗体としてのｇｐ１００に対する一次抗体（ＨＭＢ４５、ＤＡＫＯ）お
よび基質としての５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸／ＮＢＴ（ＤＡＫＯ）
を使用するアルカリホスファターゼ／抗アルカリホスファターゼ法を用いて免疫細胞学的
染色を実行したところ、青色の反応生成物が得られた。リンパ節が少なくとも１個のｇｐ
１００陽性細胞を含有していた場合、それをｇｐ１００陽性と定義した。リンパ球１００
万個あたりの陽性細胞の数を記録した。全ゲノム増幅のための細胞単離まで、ＰＢＳ中、
４℃で最大４日間、陽性試料を保存した。生きているＤＣＣの単離のために、単一細胞を
、製造業者の推奨に従って抗ヒトＭＣＳＰ（メラノーマ硫酸コンドロイチンプロテオグリ
カン、クローン９．２．２７、ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）で染色し、間接免疫蛍光（
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ヤギ抗マウス－Ｃｙ３、Ｊａｃｋｓｏｎ）によって検出した。洗浄後、ＭＣＳＰ＋細胞を
、マイクロマニピュレーター（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　ＰａｔｃｈＭａｎ　ＮＰ２）を使用
して単離し、移植した。
【００９２】
　微小環境変化のフローサイトメトリー評価
　分離したリンパ節の単一細胞を、生きた／死んだ細胞の識別のために生存染料ｅＦｌｕ
ｏｒ　７８０（ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）で染色した。非特異的結合を減少させるために
、単一細胞懸濁液をＰＢＳ／１０％ＡＢ－血清（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）と共に４℃で１０分イ
ンキュベートした後、４℃で３０分、蛍光標識された抗体で染色し、ＰＢＳ／２％ＦＣＳ
／０．０１％ＮａＮ３で２回洗浄し、Ｆｌｕｏｒｏ－Ｆｉｘバッファー（Ｂｉｏｌｅｇｅ
ｎｄ）で固定した。細胞を、ＦＡＣＳ　ＤＩＶＡ　５．０３ソフトウェアを装備したＬＳ
Ｒ　ＩＩ装置（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）上で分析し、データを、ＦｌｏＪｏ　８．
８．６（Ｔｒｅｅｓｔａｒ）を用いて分析した。細胞を、以下の抗体（Ｂｉｏｌｅｇｅｎ
ｄ）を使用して染色した。ＭＤＳＣの同定のため：ＣＤ４５（ＨＩ３０）、ＣＤ３（ＨＩ
Ｔ３ａ）、ＣＤ１９（ＨＩＢ１９）、ＣＤ５６（ＨＤＣ５６）、ＨＬＡ－ＤＲ（Ｌ２４３
）、ＣＤ３３（ＷＭ５３）、ＣＤ１１ｂ（ＩＣＲＦ４４）。ＮＫ細胞の同定のため：ＣＤ
４５（ＨＩ３０）、ＣＤ３（Ｓｋ７）、ＣＤ５６（ＨＤＣ５６）、ＣＤ１６１（ＨＰ－３
６１０）。ＣＤ８　Ｔ細胞の同定のため：ＣＤ４５（ＨＩ３０）、ＣＤ３（Ｓｋ７）、Ｃ
Ｄ８（ＨＩＴ８ａ）、ＣＤ４５ＲＡ（ＨＩ１００）、ＣＣＲ７（Ｇ０４３Ｈ７）、ＰＤ－
１（ＥＨ１２．２Ｈ７）、Ｔｉｍ－３（Ｆ３８－２Ｅ３）、ＴＮＦ（Ｍａｂ１１）、ＩＦ
Ｎｇ（４Ｓ．Ｂ３）。
【００９３】
　ＩＦＮｇおよびＴＮＦ産生の測定のために、分離したリンパ節の単一細胞を、１ｘＢｒ
ｅｆｅｌｄｉｎ　Ａ（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）の存在下、ＰＭＡ（１０ｎｇ／ｍｌ、Ｓｉｇ
ｍａ）およびイオノフォア（１μｇ／ｍｌ、Ｓｉｇｍａ）で４時間刺激した。分離したリ
ンパ節の単一細胞を、生きた／死んだ細胞の識別のために生存染料ｅＦｌｕｏｒ　７８０
（ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）を用いて染色した。非特異的結合を減少させるために、単一
細胞懸濁液を、ＰＢＳ／１０％ＡＢ－血清（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）と共に４℃で１０分インキ
ュベートした後、４℃で３０分、蛍光標識された抗体で染色し、ＰＢＳ／２％ＦＣＳ／０
．０１％ＮａＮ３で２回洗浄し、それぞれ、Ｆｉｘａｔｉｏｎバッファー（Ｂｉｏｌｅｇ
ｅｎｄ）およびＰｅｒｍ　Ｗａｓｈ　Ｂｕｆｆｅｒ（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）で固定および
透過処理した。非特異的結合を減少させるために、単一細胞懸濁液をＰＢＳ／１０％ＡＢ
－血清と共に４℃で１０分、再度インキュベートした後、４℃で３０分、Ｐｅｒｍ　Ｗａ
ｓｈ　Ｂｕｆｆｅｒ中のＩＦＮｇおよびＴＮＦについて蛍光標識された抗体で染色し、Ｐ
ｅｒｍ　Ｗａｓｈバッファーで２回洗浄した。
【００９４】
　単一細胞移植とスフィア移植との比較
　分離したセンチネルリンパ節の単一細胞を、６ｃｍのポリ－ＨＥＭＡ（１２ｍｇ／ｍＬ
、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）被覆細胞培養プレート（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
中に、２００，０００個の生細胞／ｍＬの密度で播種した。細胞を、０．５ｘＰｅｎ／Ｓ
ｔｒｅｐ（ＰＡＮ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＧｍｂＨ）、０．５％ＢＳＡ（ＶＷＲ－Ｂｉｏｃｈ
ｅｍｉｃａｌ）、１０μｇ／ｍＬインスリン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、１０ｎＭ
　ＨＥＰＥＳ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、１ｘＢ２７（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ　ＧｍｂＨ）、１０ｎｇ／ｍＬ　ＥＧＦ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）および１
０ｎｇ／ｍＬ　ｂＦＧＦ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、４μｇ／ｍＬヘパリン（Ｓｉ
ｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、５ｎｇ／ｍＬ　ＧＲＯ－α（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、２
０ｎｇ／ｍＬ　ＨＩＬ－６（Ｓ．Ｒｏｓｅ－Ｊｏｈｎにより進呈された）および０．２％
メチルセルロース（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を添加した、無血清ＤＭＥＭ／Ｈａｍ
’ｓ　Ｆ１２基本培地（ＰＡＮ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＧｍｂＨ）中で増殖させた。培養物を
３７℃および５％ＣＯ２および７％Ｏ２でインキュベートした。スフィアの増殖を、毎週
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モニタリングした。メラノーマ細胞株（ＤＭＥＭ、１０％ＦＣＳ、０．５ｘＰｅｎ／Ｓｔ
ｒｅｐ中で維持したＭｅｌＨｏ、Ａ３７５）からスフィアを生成するために、単一細胞を
、ポリ－ＨＥＭＡ被覆細胞培養プレート上、センチネルリンパ節細胞と同じであるが、Ｈ
ＩＬ－６およびＧＲＯ－αを含まない培地中に、１０，０００個の生細胞／ｍＬの密度で
播種した。スフィアを手動で単離した。
【００９５】
　異種移植
　分離したセンチネルリンパ節に由来するスフィアまたはＭＣＳＰ＋細胞を、マイクロピ
ペッターまたはマイクロマニピュレーターを使用して収集し、マイウロウェル（容量１０
～１５μｌ、Ｔｅｒａｓａｋｉ）中にプールした。マイクロウェルを、ＲＴで一晩、１２
ｍｇ／ｍＬのポリ－ＨＥＭＡ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）で予備コーティングした。
単一細胞を、以前に公開されたように（Quintana (2008) Nature 456, 593-598）、３０
μｌの最終容量および２５％高濃度マトリゲル（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）中で移
植した。細胞を、ＮＯＤ．Ｃｇ－ＰｒｋｄｃｓｃｉｄＩＬ２ｒγτｍＷｊｌ／Ｓｚ（ＮＳ
Ｇ、６～８週齢、オスおよびメス）中に、インスリン注射筒（Ｍｉｃｒｏｆｉｎｅ、２９
Ｇ、Ｕ－５０、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて皮下注射した。マウスを、Ｊａ
ｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙから購入し、特定の病原体を含まない条件下で、酸性
水および食餌を自由裁量で、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇ、Ｇｅ
ｒｍａｎｙの研究動物施設で維持した。全ての認可された実験動物手順を、ドイツ連邦お
よび州の規則に従って行った。マウスを、注射部位で毎週触診した。異種移植のメラノー
マ起源を、ヒト病理医によって検証し、患者起源をショートタンデムリピート（ＳＴＲ）
分析（Ｃｅｌｌ－ＩＤ（商標）、Ｐｒｏｍｅｇａ）を使用して認証した。試料の全ゲノム
増殖（Klein et. al. 1999）のため、Ｍｓｅ　Ｉによる制限消化を含むＳＴＲ分析の前に
、ＳＴＲ遺伝子座ＴＨ０１、Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ５Ｓ８１８、Ｄ１３Ｓ３１７、Ｄ１６Ｓ５
３８およびｖＷＡのみを、検出のために使用することができる。増幅された断片を、３１
００－Ａｖａｎｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ）を使用して検出した。断片サイズを、Ｐｒｏｍｅｇａにより提供されるＣｅｌ
ｌ（商標）ＩＤ　Ａｌｌｅｌｉｃ　ＬａｄｄｅｒおよびＣｅｌｌ（商標）ＩＤ　Ｂｉｎｓ
　１．０を使用して手動で決定した。
【００９６】
　ＤＣＣのＫｉ－６７標識
　免疫蛍光染色のために、細胞を、４℃で一晩、Ｍｅｌａｎ　Ａ／ＭＡＲＴ－１（Ｅｐｉ
ｔｏｍｉｃｓのウサギモノクローナル抗体、希釈率１：１００）およびＫｉ－６７（ＤＡ
ＫＯのＭＩＢ－１マウスモノクローナル抗体、１：５０）に対する一次抗体と共にインキ
ュベートした。二次抗体として、本発明者らは、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５５５（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ、ロバ抗ウサギ抗体）およびＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ、ロバ抗マウス抗体）を使用した。核をＤＡＰＩ（青色）で、Ｍｅｌａｎ
　ＡをＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５５５（赤色）で、Ｋｉ－６７をＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏ
ｒ　４８８（緑色）で染色した。対抗染色を、封入剤（Ｖｅｃｔｏｒ、Ｖｅｃｔａｓｈｉ
ｅｌｄ）中の４’ｄ－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）で実施した。
【００９７】
　原発腫瘍領域のＤＮＡ抽出および顕微解剖
　病理医（Ｐ．Ｒ．）による腫瘍領域の強調後、パラフィン包埋された腫瘍ブロックから
ＤＮＡを抽出した。ＰＡＬＭ　Ｍｉｃｒｏｂｅａｍシステム（Ｂｅｒｎｒｉｅｄ）を、顕
微解剖および捕捉のために使用した。ＤＮＡを、以前に記載されたように（Klein (2002)
 Lancet 360, 683-689；Klein (2002) J Exp Med 196, 359-368）、プロセッシングした
。
【００９８】
　全ゲノム増幅および単一細胞比較ゲノムハイブリダイゼーション
　全ゲノム増幅（ＷＧＡ）を、Klein (2002) Lancet 360, 683-689；Klein (2002) J Exp
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 Med 196, 359-368およびKlein (1999) PNAS 96, 4494-4499によって以前に記載されたよ
うに実施した。この方法は、キット（Ａｍｐｌｉｌ、Ｓｉｌｉｃｏｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ）として現在商業的に入手可能である。
【００９９】
　単一細胞比較ゲノムハイブリダイゼーション
　単一細胞ＣＧＨを、Czyz (2014) PloS one 9, e85907；Klein (2002) Lancet 360, 683
-689；Klein (2002) J Exp Med 196, 359-368によって以前に記載されたように実施した
。ほとんどの試料について、本発明者らは、染色体ＣＧＨが単一細胞について確立された
非常にロバストな方法であるため、それを使用した。本発明者らは、両方の方法を慎重に
比較した。本発明者らは、同じ試料に適用した場合、アレイＣＧＨと染色体ＣＧＨとの間
に良好な一致を見出した（Czyz et al., 2014を参照されたい）。ａＣＧＨはより多くの
変化（主に＜１０Ｍｂの異常について）を検出することができるが、ａＣＧＨおよびｃＣ
ＧＨに関する全体的な写真は非常に類似している。本発明者らがａＣＧＨを使用した事例
については、解像度をｃＣＧＨのものに調整した。
【０１００】
　ＢＲＡＦおよびＮＲＡＳの変異分析
　ＮＲＡＳおよびＢＲＡＦ遺伝子中の変異を、ＷＧＡ試料からの遺伝子特異的増幅の後に
Ｓａｎｇｅｒの配列決定（Ｓｅｑｕｉｓｅｒｖｅ、Ｖａｔｅｒｓｔｅｔｔｅｎ、Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）を使用して検出した。ＢＲＡＦエクソン１５分析のためのプライマーは以下の通
りであった：コドン６００の変異（Ｖ６００Ｅ、以前はＶ５９９Ｅと呼ばれていた；Ｖ６
００Ｋ、Ｖ６００Ｒ）を包含する、フォワード５’－ＴＣＣＡＧＡＣＡＡＣＴＧＴＴＣＡ
ＡＡＣＴＧおよびリバース５’－ＣＴＣＴＴＣＡＴＡＡＴＧＣＴＴＧＣＴＣＴＧ。サイク
リング温度は、９４℃（２分）、６０℃（３０秒）および７２℃（２分）で１サイクル；
９４℃（１５秒）、６０℃（３０秒）および７２℃（２０秒）で１４サイクル；９４℃（
１５秒）、６０℃（３０秒）および７２℃（３０秒）で２４サイクルならびに７２℃（２
分）で追加の最終伸長ステップに設定した。ＮＲＡＳエクソン３コドン６１分析のための
ＰＣＲプライマーは、コドン６１の共通変異：Ｑ６１ＫおよびＱ６１Ｒを包含する、フォ
ワード５’－ＧＧＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＡＡＧＣおよびリバース５’－ＡＣＣＣ
ＣＣＡＧＧＡＴＴＣＴＴＡＣＡＧＡであった。ＰＣＲサイクラーを、９４℃（２分）、６
３℃（３０秒）および７２℃（２分）で１サイクル；９４℃（１５秒）、６３℃（３０秒
）および７２℃（２０秒）で１４サイクル；９４℃（１５秒）、６３℃（３０秒）および
７２℃（３０秒）で２４サイクルならびに７２℃（２分）で追加の最終伸長ステップに設
定した。ＰＣＲ産物を、配列決定のためにＳｅｑｕｉｓｅｒｖｅ、Ｖａｔｔｅｒｓｔｅｔ
ｔｅｎに送った。変異アッセイを、既知のエクソン１５変異ｃ１７９９Ｔ＞Ａ（ＢＲＡＦ
）およびエクソン３変異ｃ１８１Ｃ＞Ａ（ＮＲＡＳ）を含む細胞株の単一細胞またはゲノ
ムＤＮＡを使用して確立した。変異体ＢＲＡＦ対立遺伝子は、全ての分析された単一細胞
にわたって検出された配列の６２％（７０－６１）、８４％（ＭｅｌＨｏ）において検出
され、バルクゲノムＤＮＡ中では６１％（７０－６１）および８６％（ＭｅｌＨｏ）にお
いて検出された。変異ＮＲＡＳ対立遺伝子は、全ての単一細胞の５９％およびバルクゲノ
ムＤＮＡの４６％に存在していた。原発腫瘍のいくつかの領域を顕微解剖するか、または
いくつかのＤＣＣを単離した場合、領域またはＤＣＣの１つがＢＲＡＦまたはＮＲＡＳ変
異を有していた場合、原発腫瘍またはＤＣＣを陽性と呼んだ。
【０１０１】
　統計分析
　別途記述しない限り、統計的有意性を、ｐ＜０．０５について仮定し、全ての検定を両
側で実施した。
【０１０２】
　腫瘍細胞が播種する時の厚さ
　Ｔｕｒｎｂｕｌｌの方法を使用して、本発明者らは、全メラノーマの４２．３％が０．
４ｍｍの厚さに達する前に播種していたと決定した（図１Ｂ）。腫瘍の厚さに関係なく、
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播種はメラノーマの６３．５％に限定されていた。１００％未満の上限を有する改変Ｗｅ
ｉｂｕｌｌモデル（図１Ｂ）は、６３．５％（９５％ＣＩは５３．５～７３．４％）の漸
近線を予測し、播種する腫瘍の５０％が０．４ｍｍ（９５％ＣＩは０．０４～０．７５ｍ
ｍ）の前に拡散していたことを示した。
【０１０３】
　腫瘍の厚さの関数としての播種および定着腫瘍の比率を決定するために、間隔打ち切り
データに関するＴｕｒｎｂｕｌｌ（４２）の反復法に従って最大尤度によってデータを非
パラメータ的に適合させた。どの腫瘍の厚さで事象が起こったか、または起こるであろう
かは未知であるため、全データを左側または右側で打ち切る。播種について、得られた推
定値を、播種しない患者の画分を用いるＷｅｉｂｕｌｌ分布によって最大尤度法を用いて
適合させて、播種する腫瘍の漸近比率および播種する腫瘍の厚さ中央値に関する解釈可能
なパラメータ推定値を得る。
【０１０４】
　ＤＣＣが定着する時の腫瘍の厚さ
　５２５人のＤＣＣ陽性患者のうち、ＤＣＣＤ＞１００を有する試料数は、８．９ｍｍの
中央値（９５％ＣＩは６．８～１４．３ｍｍ）を有する、すなわち、播種時の厚さ中央値
よりも２２倍高い中央値を有するＷｅｉｂｕｌｌの累積分布関数として、腫瘍の厚さと共
に増加した（図１Ｃ）。定着について、得られた推定値を、Ｗｅｉｂｕｌｌ分布によって
適合させる。Ｗｅｉｂｕｌｌ分布に関する明示式を使用して、ハザード比を算出した。ハ
ザード関数は、事象がまだ起こっていない腫瘍に関する、事象（播種、定着）に関する単
位厚さあたりの瞬間リスクを記載するものである。例えば、ｍｍあたり１のハザード比（
ｍｍあたり０．２）は、腫瘍が、事象が起こるためには平均で１ｍｍ（それぞれ、５ｍｍ
）増殖する必要があることを示している。
【０１０５】
　原発腫瘍およびＤＣＣの比較
　原発腫瘍とＤＣＣとの間の獲得および喪失の頻度統計値を、マン－ホイットニーＵ検定
を用いて決定した。原発腫瘍とＤＣＣの対におけるＢＲＡＦ／ＮＲＡＳ変異に関する統計
的有意性を、Ｆｉｓｈｅｒの直接確率検定を用いて決定した。
【０１０６】
　変異パターンの同定
　原発腫瘍とＤＣＣとの間、薄いメラノーマと厚いメラノーマおよび低いＤＣＣＤと高い
ＤＣＣＤを有する患者に由来するＤＣＣ、ならびにＢＲＡＦ／ＮＲＡＳ変異を有する、お
よび有さない患者に由来するＤＣＣを識別する変異パターンを、Ｆｉｓｈｅｒの直接確率
検定によって同定した。十分なクラス識別を可能にする十分に高い交差サンプル標準偏差
（＞０．２５）を有する遺伝子座のみを考慮した。図２Ａにおいて、原発腫瘍／ＤＣＣク
ラス標識を担わない試料間の最大分散に関して１０の最も可変的な遺伝子座のみを含有さ
せた。複数試験補正を、ＢｅｎｊａｍｉｎｉおよびＨｏｃｈｂｅｒｇ（ＦＤＲ）に従って
誘導した。
【０１０７】
　識別変異の同定
　重要な変化が原発腫瘍内で獲得された可能性がある厚さを同定するために、本発明者ら
は、ＤＣＣＤ≦１００を有する試料のＤＣＣを、観察された異なる厚さ値に従って２つの
群に分割し、これらの群にわたって非無作為な分布を明確に示す、すなわち、低いＦｉｓ
ｈｅｒの検定のｐ値をもたらすゲノム変化を同定した。低いｐ値と関連するＤＣＣＤ閾値
および厚さ閾値は、原発腫瘍サイズおよびリンパ節への直接播種を容易にするゲノム変化
を示し得る。
【０１０８】
　本発明者らは、１００未満の全てのＤＣＣＤ閾値を試験して、定着前のＤＣＣの集団を
定義し、ＤＣＣＤ限界１９、２４、３２および９５に関してある特定の厚さ閾値の統計的
差異に関する証拠を発見した；しかしながら、いずれも５％有意性に達しなかった。
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【０１０９】
　同様の手法を採用して、センチネルリンパ節における早期ＤＣＣからコロニー形成性Ｄ
ＣＣへの移行を示す限界ＤＣＣＤ閾値および遺伝子変化を決定した。本発明者らは、どの
ＤＣＣＤで、それらがＤＣＣを２つの群に分割するかを全ての遺伝子領域について求めた
。次いで、このＤＣＣＤは、特定の変化を含む、および含まないＤＣＣを分離し、疾患進
行にとって重要な変化が獲得された細胞の数を示す。
【０１１０】
　試料サイズに関する結果のロバスト性を、分析から２つの細胞を体系的に排除すること
によって見積もった（全事例の一覧を用いるサブサンプリング）。対応する調整されたｐ
値分布を、カーネル密度平滑化し、２Ｄでプロットした。階層的クラスター分析を、ユー
クリッド距離および完全連結を使用して実施した。分析を、Ｒ（http://www.R-project.o
rg）またはＪＭＰ（http://www.jmp.com）を使用して行った。
【０１１１】
　生存分析
　異種移植片の全生存統計値および無腫瘍時間を、ログランク検定（ＪＭＰ、Ｗｉｎｄｏ
ｗｓ用ＩＢＭ　ＳＰＳＳ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　２０またはＯＳＸ用ＧｒａｐｈＰａｄ
　Ｐｒｉｓｍ　６．０ソフトウェア）を使用して算出した。
【０１１２】
　結果
　本研究は、早期全身がんの拡散における異所性進化を説明する説得力のある分子モデル
を提供する。ヒトのがんの転移性播種が起こる腫瘍の程度が初めて報告される；それは、
腫瘍の増殖速度から推察されるよりもむしろ、ＤＣＣの高感度の直接検出に基づくもので
ある（Engel (2003) European journal of cancer 39, 1794-1806；Friberg (1997) Jour
nal of surgical oncology 65, 284-297；およびYachida (2010) Nature 467, 1114-1117
）。播種性メラノーマの厚さ中央値は、０．４ｍｍ（９５％ＣＩは０．０４～０．７５ｍ
ｍ）であり、以前に考えられていたものよりもはるかに早かった。しかしながら、Ｔ１メ
ラノーマの９年死亡率は１１％であり、これは、このステージでの播種率（４６％）より
もはるかに低かったが、Ｔ４メラノーマにおける播種率および死亡率は類似していた（５
９％対５４％）。この観察は、播種は早期に起こり得るが、致死性の転移性疾患を生成す
るにはさらなる因子が必要であることを示している。
【０１１３】
　薄いメラノーマの播種率と死亡率との相違に対処するために、腫瘍の厚さとは無関係に
ＣＮＡについて明確に異なる、原発腫瘍および一致したＤＣＣを比較した。原発腫瘍は、
染色体物質の示差的喪失を示したが、これは、これらの喪失が起こる前にＤＣＣが播種し
たことを強く示唆している。この結論は、使用される技術、すなわち、次世代配列決定（
ＮＧＳ）と比較したＣＧＨの潜在的な限界によって影響されなかった。広範囲の対照（図
３Ｃおよび図８）が、適用された単一細胞技術が、無作為対立遺伝子脱落の傾向がある単
一細胞のためのＮＧＳ手法（Lohr (2014) Nature biotechnology 32, 479-484; Ni (2013
) PNAS 110, 21083-21088）よりもはるかに高い信頼性およびロバスト性を有する臨床試
料（Polzer (2014) EMBO molecular medicine 6, 1371-1386）から細胞の核型および遺伝
子型を取り戻すことを証明する。このようにして、特定のＣＮＡおよび特定の変異（以下
で考察されるＢＲＡＦなど）の前に播種したメラノーマ細胞が、いくつかの異常（共有ま
たは非共有の）が本発明者らの手法によって依然として検出されないという見解とは主に
関係なく獲得されることが示された。ＣＮＡとは対照的に良性病変においてもよく検出さ
れる点変異（Bauer (2006) Dermatologic therapy 19, 40-49; Shain (2015) The New En
gland journal of medicine 373, 1926-1936）とは反対に、ＣＮＡはがん性進行を最もよ
く反映するため（Hafner (2010) PNAS 107, 20780-20785; Klein (2013) Nature 501, 36
5-372; Shain (2015) The New England journal of medicine 373, 1926-1936）、それら
を分析した。この理由から、この研究は、ＢＲＡＦまたはＮＲＡＳを除く非ＣＮＡ変化の
獲得と比較した播種に対処しなかった。
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【０１１４】
　メラノーマの体細胞進行において早期に生じるがん細胞拡散の結論もまた、ＤＣＣとよ
り類似するが、顕微解剖試料の分析による検出を逃れる原発腫瘍中に少量のサブクローン
が存在する可能性と一致する。そのようなサブクローンは、存在する場合、分析される優
勢なクローンと比較してゲノム的に未熟である；次いで、そのようなサブクローンの存在
および播種（高いＴステージで生じる場合であっても）は、ゲノム的に未熟な細胞が、同
時に存在する成熟細胞よりも拡散に対する高い傾向を示すことを示すであろう。しかしな
がら、４００μｍでの実証された早期播種と共に、メラノーマは腫瘍形成において早期に
、また、ゲノム成熟において早期に播種することが多い可能性が高い。
【０１１５】
　早期に播種するがん細胞よりも転移のより成功した創始細胞であり得る、後期に播種す
る遺伝的により成熟した細胞が検出されるかどうかを試験した。このために、厚いメラノ
ーマを有する患者に由来するコロニー形成の前に、ＤＣＣを分析した。それらを、薄いメ
ラノーマに由来する予め定着するＤＣＣと比較したが、ＣＮＡの差異を同定することはで
きなかった。また、ＣＮＡの数は、薄いメラノーマと厚いメラノーマに由来する予め定着
するＤＣＣの間で異ならなかった。
【０１１６】
　これは、ＤＣＣが、リンパ節内で重要な変化を獲得するという結論を導いた。実際、７
７～９５のＤＣＣＤを超える増殖は、ｐ１６の領域を含む、染色体９ｐ上の喪失、および
ＢＲＡＦ変異の獲得と関連していた。その点の前に、ＤＣＣＤ＝１９では、ＭＥＴがん遺
伝子を含む、染色体７ｑの獲得に関する富化があった。約１００のＤＣＣＤは、リンパ節
におけるコロニー形成および平均Ｋｉ－６７増殖指数の１１％（ＤＣＣＤ≦１００）から
２２％（ＤＣＣＤ＞１００）への有意な増加とさらに関連しており、基本増殖を確認し、
有利な変化の獲得を示した。興味深いことに、定着前の１１％の平均増殖指数は、９～１
３％の範囲であることが以前に見出された腫瘍形成性垂直増殖期（ＶＧＰ）への移行時の
Ｔ１メラノーマのものと類似する（Gimotty (2005) Journal of clinical oncology : of
ficial journal of the American Society of Clinical Oncology 23, 8048-8056）。こ
のようにして、早期リンパ節－ＤＣＣは、非休止状態であり、進行を可能にする増殖速度
を示す。
【０１１７】
　総合すると、早期の予め定着するＤＣＣと、成熟した定着するＤＣＣとの間で顕著な差
異が同定された。生存データおよび異種移植は、ＤＣＣが重要な定着を可能にする変化の
獲得後にのみ、転移を形成するという結論を支持する。したがって、転移は、早期ＤＣＣ
とはゲノム的に異なるであろう。これらの知見は、様々ながんに由来する原発腫瘍と対応
する転移を比較する最大の配列決定試験によって十分に裏付けられている（Brastianos (
2015) Cancer discovery）。８６の事例（メラノーマを含む）の全てにおいて、原発腫瘍
と転移は大きい程度で異なっており、原発部位と遠隔部位の両方に対して個別の変異を獲
得していた。線形進行から予想されるように、転移創始クローンを原発腫瘍内で同定する
ことができた例は見出されなかった。メラノーマに限定された別の研究もまた分岐進化を
支持するが、しかしながら、後期播種モデル（Sanborn (2015) PNAS 112, 10995-11000）
をレスキューする試みにおいて原発病変中で配列決定されなかった祖先変異を仮定した（
「推定した」）。がん系統発生に関する数的モデルは、それぞれの変異が最大で１回生成
されると記述する（Ma (2008) PNAS 105, 14254-14261）、「無限部位仮定」（Deshwar (
2015) Genome biology 16, 35；Jiao (2014) BMC bioinformatics 15, 35；Strino (2013
) Nucleic acids research 41, e165）を適用していることに留意すべきである。しかし
ながら、例えば、非関連患者のメラノーマが４０％の事例において古典的なＢＲＡＦ－Ｖ
６６０Ｅ変異に収束するため、種のゲノム進化へのその元々の適用（Ma (2008) PNAS 105
, 14254-14261）とは反対に、この仮定は、がんにおいては正当化されない。したがって
、同じがんの２つのクローンがＢＲＡＦ　Ｖ６００Ｅ変異を独立に獲得することを推測的
に排除することは不合理である。本明細書で提供される単一細胞分析は、巨大腫瘍の配列
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決定試験から推定される分岐進化の現在のモデルが、無限部位モデルに依拠するため、が
ん進化の複雑性を過小評価することを示している。
【０１１８】
　ＢＲＡＦ変異は、センチネルリンパ節中でのコロニー形成時にＤＣＣ中に見出されるが
、以前は稀であった。良性母斑は７０～８８％においてＢＲＡＦ変異細胞を有するが（Po
llock (2003) Nature genetics 33, 19-20; Shain (2015) The New England journal of 
medicine 373, 1926-1936）、ＢＲＡＦ変異（または一般的には、ＭＡＰＫ経路変異）が
メラノーマを開始させ、直線的に伝達されるかどうかは不明である。いくつかの理由が、
多くのメラノーマに関するこのシナリオに対して異議を唱えている。第１に、原発腫瘍は
、一般的には良性母斑よりも低い率のＢＲＡＦ変異を示し（４０％対８０％）（Platz (2
008) Molecular oncology 1, 395-405; Pollock (2003) Nature genetics 33, 19-20）、
これは、悪性腫瘍への異なる経路を示している；第２に、０～１０％のｉｎ　ｓｉｔｕお
よび早期放射状増殖期（ＲＧＰ）のメラノーマは、ＢＲＡＦ変異を有する（Dong (2003) 
Cancer research 63, 3883-3885; Verlinden (2014) Medicine 93, e285）。そのような
病変におけるより高い率のＢＲＡＦ変異は、近隣の進行性メラノーマを有する試料を使用
する研究において見られるに過ぎない（Omholt (2003) Clinical cancer research : an 
official journal of the American Association for Cancer Research 9, 6483-6488; S
hain (2015) The New England journal of medicine 373, 1926-1936）が、ｉｎ　ｓｉｔ
ｕのメラノーマが浸潤性増殖の前に切除された場合ではなく（Dong (2003) Cancer resea
rch 63, 3883-3885; Verlinden (2014) Medicine 93, e285）、これは、前者において汚
染が生じた可能性を示唆している。第４に、ＢＲＡＦ変異メラノーマＤＣＣを有する患者
間で、この変異を有さないがん細胞を容易に同定することができ、同様に原発病変におけ
るこの変化に関する完全なクローン性に反証するものである。
【０１１９】
　本明細書で提示される遺伝的知見は、患者データと一貫し、これは、播種がＶＧＰの開
始時（深さ０．０４～０．７５ｍｍ）に起こることが多いことを示唆している。ＶＧＰメ
ラノーマが真皮中で拡張する（すなわち、腫瘍形成性になる）場合、それらはＢＲＡＦ変
異を獲得し（Dong (2003) Cancer research 63, 3883-3885; Verlinden (2014) Medicine
 93, e285）、その増殖率を増加させることが多く、２０％を超えるＫｉ－６７の頻度は
転帰不良のマーカーである（Gimotty (2005) Journal of clinical oncology : official
 journal of the American Society of Clinical Oncology 23, 8048-8056）。ＳＬＮお
よびおそらく他の転移部位におけるＤＣＣは、定着の間にこのプロセスを繰り返す。本明
細書で提示される遺伝子データおよび数的進行モデルは、増殖表現型の獲得後、播種が次
第になくなることを示している。播種に関するハザード比は、腫瘍の厚さの増加と共に減
少し、原発腫瘍におけるＢＲＡＦおよびＮＲＡＳ変異は一致したＤＣＣによって稀に共有
されたが、これは、ＢＲＡＦ／ＮＲＡＳ変異クローンが播種する可能性が低いことを示し
ている。まとめると、早期病変からの播種、原発メラノーマ進行におけるＢＲＡＦ変異の
公開されたデータおよびリンパ節定着の間の特異的変化の選択は全て、原発および続発部
位（図７）でのメラノーマ細胞の「Ｖｏｇｅｌｇｒａｍ」（Fearon (1990) Cell 61, 759
-767）による大まかに同時の継代のモデルと一貫する。メラノーマ細胞は、それらが真皮
に浸潤する時に間質区画から播種するように合図を受け（図７）、遠隔部位に留まった後
に進化し続けると推測することは魅力的である。最後に、変異がコロニー形成の間に与え
る強力な選択利益に加えて、ＢＲＡＦ変異に関する原発腫瘍とＤＣＣとの初期の相違は、
本発明者らおよび他の研究（Colombino (2012) Journal of clinical oncology : offici
al journal of the American Society of Clinical Oncology 30, 2522-2529; Saint-Jea
n (2013) J Invest Dermatol; Yancovitz (2012) PloS one 7, e29336; Verlinden (2014
) Medicine 93, e285）における原発腫瘍と転移との間のＢＲＡＦ変異に関する観察され
た相違ならびに早期ＲＧＰメラノーマと比較した転移におけるＢＲＡＦ変異の頻度の増加
の両方を説明する。
【０１２０】
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　高いＴステージがメラノーマにおけるリスク因子である理由を、依然としてより詳細に
探索すべきである。腫瘍の厚さと定着（播種とは反対）との相関は、リードタイムを反映
する（厚いメラノーマを有する患者におけるＤＣＣは、薄いメラノーマからのＤＣＣより
も、リンパ節内で増殖するのに多くの時間がかかる）か、または原発腫瘍が分泌された因
子によって定着を容易にすることを示唆する（Peinado (2012) Nature medicine 18, 883
-891）。そのような因子は、ＤＣＣに対して直接的に、または微小環境を局所的もしくは
全身的に変化させることによって間接的に、用量依存的様式で作用してもよい。Ｔ１メラ
ノーマが外科手術によってほぼ治癒するという事実（Balch (2009) Journal of clinical
 oncology : official journal of the American Society of Clinical Oncology 27, 61
99-6206）は、増殖刺激因子が厚いメラノーマによってより豊富に分泌され、次いで、コ
ロニー形成にとって必要とされる遺伝子変化の獲得を促進することを強く支持する。この
シナリオの正式な証拠は、支持因子によって誘発される未熟がん細胞から成熟がん細胞へ
のゲノムのｉｎ　ｖｉｔｒｏでの進行を可能にするモデルシステムを必要とする。そのよ
うなモデルは、現在利用可能ではない。いくらかの患者において観察された数年にわたる
刺激されていない、結果として遅いｉｎ　ｖｉｖｏでの進行は、後期再発の原因となるこ
とがあり（Ossowski (2010) Pigment cell & melanoma research 23, 41-56）、リードタ
イム効果に対して少なくとも部分的に異議を唱えるものである。
【０１２１】
　原発腫瘍からの十分な支援シグナルの欠如は、本研究がＮＳＧマウスにおける予め定着
する細胞の生着を観察することができなかった理由を説明することができる。予め定着す
るＤＣＣは、早期メラノーマ除去後にマウスまたはヒトにおいて発育することは稀である
。他方で、定着するＤＣＣは約６０％の事例において生着し、これは原発メラノーマに由
来する腫瘍細胞に関する１６％～７５％の報告された生着率と一致する（Boiko (2010) N
ature 466, 133-137; Quintana (2008) Nature 456, 593-598）。ＤＣＣは、一般的には
、２０～５０週で播種して異種移植片を形成し、これは、細胞株の細胞または原発腫瘍細
胞がそうするのにかかるよりもはるかに長い（Quintana (2008) Nature 456, 593-598）
。これは、非遺伝的なものを含むさらなる差異が、原発腫瘍細胞と、新しく獲得された定
着能力を有するＤＣＣとの間に存在することを示唆する。
【０１２２】
　リンパ節の免疫細胞微小環境の分析は、抗腫瘍応答の実行を完全に損ない、そうでなけ
れば転移性増殖をおそらく制限し得る、腫瘍監視の失敗をもたらす、ＣＤ８　Ｔ細胞およ
びＮＫ細胞機能の喪失ならびに免疫抑制性未熟ＭＤＳＣの動員を示した。腫瘍監視の機能
的損傷は、ＤＣＣＤ＞２０００で起こり、ＤＣＣＤ＞１００での遺伝子異常の獲得の次に
起こる。さらに、それはリンパ節中の局所腫瘍細胞量、すなわち、ＤＣＣＤに依存し、し
たがって、原発腫瘍における対応するパラメータからではなく、播種の標的臓器から推定
することができるに過ぎない。
【０１２３】
　本明細書で提示される知見は、アジュバント療法の開発に関する含蓄を有する。第１に
、古典的手法は進行性がん細胞に特徴的な分子（例えば、低いおよび高いＴステージを比
較することによる）、次いで、標的進行関連変化を決定するためのものであったが、これ
は、早期全身性疾患とは無関係であり、したがって、よくても非生産的であり得る。むし
ろ、全身的に拡散したがん細胞が既に形成されたかどうかを決定することが決定的に関連
するようになり得る。イエスの場合、コロニー形成を支援する遺伝子変化が原発腫瘍と共
有され、標的化することができるより多くの機会がある。第２に、予め定着するＤＣＣは
典型的な薬物標的を欠くため、定着前に転移種を根絶するためには、新規薬物が必要であ
る。最後に、分子進化は、潜在疾患活性をモニタリングするための新規手段を必要とする
。ＤＣＣにおける定着関連変化が、フォローアップ中にメラノーマで死亡する９人の患者
のうちの１人を除く全員において認められることから、転移の兆候前のこの定着シグネチ
ャーの診断は、アジュバント療法の選択およびタイミングのための新しい機会を提供する
ことができる。ＢＲＡＦ変異を欠く患者にＢＲＡＦ変異を標的とする薬剤を投与すること
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は、利益を欠くだけでなく、ＭＡＰＫ経路を刺激して腫瘍増殖を促進する可能性があった
（Poulikakos (2010) Nature 464, 427-430）。したがって、ステージＩＩＣおよびステ
ージＩＩＩの患者における野生型ＤＣＣではなくＢＲＡＦ変異原発腫瘍を有する患者にお
ける予期せぬ疾患促進のリスクは、以前に考えられていたものよりも高い。他方で、免疫
チェックポイント遮断療法の成功のための新抗原多様性の最近理解された重要性を考慮す
ると（Snyder (2014) The New England journal of medicine 371, 2189-2199）、ＤＣＣ
の継続進化は、ＤＣＣにおけるこれらの変異および抗原の同定が、致死的転移を可能にす
る、および防止するために必須であると主張する。免疫チェックポイント遮断および他の
免疫療法に関して、局所定着に対する腫瘍監視機構の局所損傷の依存性は、治療決定およ
び患者階層化におけるその実現を必要とする。

【図１－１】 【図１－２】
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