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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｂ細胞性リンパ腫を有する被験者の抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答性を予測するキッ
トにおいて、被験者からのＢリンパ腫細胞を含む試料において、ＢＣＬ６、ＩＦＩＴＭ１
、ＣＤ２２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＥＰＤＲ１、及びＵＡＰ１からなる群から選択され
る一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルを測定するための試薬、及び被験者からの試
料及びクラスが既知である対照標準試料における前記一又は複数のマーカー遺伝子の発現
レベルに基づいてＫ近傍法分析を使用して被験者を応答性又は非応答性被験者として分類
するための説明書を含んでなるキット。
【請求項２】
　測定された発現レベルが正規化される請求項１に記載のキット。
【請求項３】
　対照標準試料が、抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答性が検査された被験者から得られる
Ｂリンパ腫細胞を含む試料である請求項１に記載のキット。
【請求項４】
　対照標準試料が、抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答性が予測される被験者からの試料と
同じタイプのＢリンパ腫細胞を含む請求項３に記載のキット。
【請求項５】
　少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、又は７つ
全てのマーカー遺伝子の発現レベルが測定され、被験者の分類に使用される請求項１から
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４の何れか一項に記載のキット。
【請求項６】
　被験者の分類が、（１）パラメータＫを決定し；（２）被験者からの試料におけるマー
カー遺伝子の測定された発現レベルと各対照標準試料におけるそれぞれのマーカー遺伝子
の発現レベルとの差異を算出し；（３）被験者からの試料と対照標準試料との間の最小の
絶対値差の重み付き平均（ＷＡＡＤ）を有する試料を選択することによって近傍対照標準
試料を決定し；及び（４）Ｋ近傍対照標準試料の既知のクラスに基づいて被験者のクラス
を決定する
ことによって実施される請求項１に記載のキット。
【請求項７】
　分類が、重み付きＫ近傍法分析を使用する請求項１に記載のキット。
【請求項８】
　Ｋ近傍法分析において、パラメータＫが４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、
又は１３である請求項６に記載のキット。
【請求項９】
　前記抗ＣＤ４０抗体治療が、抗ＣＤ４０アゴニスト抗体を用いた治療である請求項１か
ら８の何れか一項に記載のキット。
【請求項１０】
　抗ＣＤ４０アゴニスト抗体が、ＣＤ４０を刺激し、ＣＤ４０及びＣＤ４０リガンド間の
相互作用を亢進する請求項９に記載のキット。
【請求項１１】
　抗ＣＤ４０アゴニスト抗体が、配列番号：１に示される重鎖アミノ酸配列及び配列番号
：２に示される軽鎖アミノ酸配列を含む請求項９に記載のキット。
【請求項１２】
　抗ＣＤ４０アゴニスト抗体が、ＣＤ４０を刺激し、ＣＤ４０及びＣＤ４０リガンド間の
相互作用を亢進しないか又は阻害する請求項９に記載のキット。
【請求項１３】
　前記Ｂ細胞性リンパ腫がびまん性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）である請求
項１から１２の何れか一項に記載のキット。
【請求項１４】
　前記Ｂ細胞性リンパ腫が非ホジキンリンパ腫である請求項１から１２の何れか一項に記
載のキット。
【請求項１５】
　前記非ホジキンリンパ腫が、濾胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、辺縁帯リンパ腫
、又は小リンパ球性リンパ腫である請求項１４に記載のキット。
【請求項１６】
　試料が、ホルマリン固定されたパラフィン包埋生検試料である請求項１から１５の何れ
か一項に記載のキット。
【請求項１７】
　一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルが、該一又は複数のマーカー遺伝子のＲＮＡ
転写物のレベルによって測定される請求項１から１６の何れか一項に記載のキット。
【請求項１８】
　試薬が、ｑＲＴ-ＰＣＲによって前記一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルを検出
するための少なくとも一対のプライマー及びプローブを含む請求項１に記載のキット。
【請求項１９】
　前記対のプライマー及びプローブが、配列番号：１０２、１０３、及び１０４；配列番
号：１０８、１０９及び１１０；配列番号：２７、２８及び２９；配列番号：６０、６１
、及び６２；配列番号：９３、９４、及び９５；配列番号：１５、１６、及び１７；配列
番号：４８、４９、及び５０；配列番号：８１、８２、及び８３；配列番号：６、７、及
び８；配列番号：３９、４０、及び４１；配列番号：７２、７３、及び７４；配列番号：
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１７４、１７５、及び１７６；配列番号：１８０、１８１、及び１８２；配列番号：１８
６、１８７、及び１８８；配列番号：２１、２２、及び２３；配列番号：５４、５５、及
び５６；配列番号：８７、８８、及び８９；配列番号：１２９、１３０、及び１３１；配
列番号：１３２、１３３、及び１３４；配列番号：１３５、１３６、及び１３７；配列番
号：１３８、１３９、及び１４０；配列番号：１４７、１４８、及び１４９；並びに、配
列番号：１５６、１５７、及び１５８からなる群から選択される請求項１８に記載のキッ
ト。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願とのクロスリファレンス）
　この出願は、その全体を出典明示によりここに援用する２００９年４月１８日出願の米
国特許仮出願番号第６１／１７０６１５号の優先権を主張する。
【０００２】
（技術分野）
　本発明は、一般に、抗ＣＤ４０抗体による治療へのＢ細胞性リンパ腫の患者の応答性を
予測し、評価し、評価を補助する分野、及び抗ＣＤ４０抗体治療のための候補として同定
された個体を治療するための方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ＣＤ４０は腫瘍壊死受容体スーパーファミリーのＩ型膜貫通タンパク質である。ＣＤ４
０は、Ｂ細胞の増殖及び分化、免疫グロブリンアイソタイプスイッチ、及び細胞生存に関
与する重要な分子である。受容体シグナル伝達はＣＤ４０リガンド（ＣＤ４０Ｌ又はＣＤ
１５４）にＣＤ４０が結合することによって開始され、それは主に活性化ＣＤ４＋Ｔ細胞
上に発現される。
【０００４】
　正常細胞において、ＣＤ４０は、造血前駆体、上皮及び内皮細胞、及び全ての抗原提示
細胞（樹状細胞、活性化Ｂリンパ球、及び活性化単球）を含む、高い増殖能を有する細胞
に発現される。ＣＤ４０は、多発性骨髄腫、非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、及び慢性リ
ンパ球性白血病（ＣＬＬ）を含む数種類のＢ細胞血液悪性腫瘍に、高度に発現される。Ｂ
細胞悪性腫瘍におけるＣＤ４０発現の高い蔓延は、それを抗体に基づく癌治療のための魅
力的な潜在的な腫瘍標的とする。また、ＣＤ４０は、大多数の膀胱癌において、及び頭頚
部癌、腎細胞癌、卵巣及び肺癌を含む他の固形腫瘍のかなりの割合において発現する。
【０００５】
　抗ＣＤ４０抗体及びＢ細胞血液悪性腫瘍を治療するためのその使用は記載されている。
例えば米国特許第６９４６１２９号；同第６８４３９８９号；同第６８３８２６１号；国
際公開第２０００／０７５３４８号；米国特許出願公開第２００２－０１９７２５６号；
国際公開第２００６／１２８１０３号；及び国際公開第２００７／０７５３２６号を参照
されたい。ヒト化抗ＣＤ４０抗体が、直接的シグナル伝達を介して、血液腫瘍細胞株のサ
ブセットにおいてＣＤ４０陽性細胞の増殖阻害とアポトーシスを誘導することが示されて
いる。国際公開第２００６／１２８１０３号；国際公開第２００７／０７５３２６号。さ
らに、ヒト化抗ＣＤ４０抗体は、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）及び抗体依存性細胞フ
ァゴサイトーシス（ＡＤＣＰ）を含む、免疫エフェクター機能を介して腫瘍細胞を殺す。
インビボでは、多発性骨髄腫（ＭＭ）と非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）の異種移植モデル
を使用して、抗ＣＤ４０抗体は、腫瘍増殖を抑制し、重症複合型免疫不全（ＳＣＩＤ）マ
ウスの生存を高める。いくつかのモデルにおけるリツキシマブ（ジェネンテック社）に対
する抗ＣＤ４０抗体の比較は、抗ＣＤ４０抗体の抗腫瘍活性が少なくともリツキシマブと
同じくらいに効果的であることを明らかにした。再発及び難治性多発性骨髄腫（ＭＭ）、
再発非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、慢性リンパ球性リンパ腫（ＣＬＬ）、又は再発び慢
性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）を有する患者におけるヒト化抗ＣＤ４０抗体
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を試験するために、臨床試験が始められた。
【０００６】
　抗ＣＤ４０抗体は増殖阻害及びＣＤ４０陽性細胞のアポトーシスを誘導することができ
、様々な種類のＢ細胞性リンパ腫患者において抗腫瘍活性を有しうることが示されている
が、全てのＢリンパ腫細胞が抗ＣＤ４０抗体媒介性細胞死に対して感受性であるとは限ら
ない。Ｂ細胞性リンパ腫患者の抗ＣＤ４０抗体療法に対する応答性に関する一又は複数の
予測マーカーを同定することについての必要性が残っている。
【０００７】
　特許出願及び刊行物を含むここで引用される全ての文献は、その全体を出典明示により
援用する。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、抗ＣＤ４０抗体を用いる治療に対するある種のＢ細胞性リンパ腫を有する被
験者の応答性を予測し、評価し又は評価の補助をするための方法及び組成物を提供する。
【０００９】
　一態様では、本発明は、Ｂ細胞性リンパ腫を有する被験者の抗ＣＤ４０抗体を用いる治
療に対する応答性を評価し又は評価の補助をするための方法において、被験者からのＢ細
胞性リンパ腫試料においてＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ
２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１
、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂからなる群から選択される少なくとも一のマーカー遺伝子
の測定された発現レベルを、対照標準レベルと比較することを含んでなる方法を提供する
。
【００１０】
　別の態様では、本発明は、抗ＣＤ４０抗体による治療に対するＢ細胞性リンパ腫を有す
る被験者における応答性を予測する方法又は治療／応答性をモニタリングするための方法
において、被験者からのＢ細胞性リンパ腫試料においてＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、
ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵ
Ｓ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂからなる群から選択される少
なくとも一のマーカー遺伝子の測定された発現レベルを、対照標準レベルと比較すること
を含んでなる方法を提供する。
【００１１】
　別の態様では、本発明は、Ｂ細胞性リンパ腫を有する被験者の抗ＣＤ４０抗体による治
療に対する応答性を予測し、評価し又は評価の補助をするための方法において、（ａ）前
記被験者から得られたＢリンパ腫細胞を含む試料における一又は複数のマーカー遺伝子の
発現レベルを測定する工程であって、前記一又は複数のマーカー遺伝子がＩＦＩＴＭ１、
ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ
１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１、ＰＵＳ７、及びＢＣＬ６からなる群
から選択される工程；及び（ｂ）工程（ａ）からの前記一又は複数のマーカー遺伝子の測
定された発現レベルに基づいて、被験者が抗ＣＤ４０抗体治療に対して応答しそうかどう
かを予測する工程を含む方法を提供する。いくつかの実施態様では、上記群から少なくと
も２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少な
くとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくと
も１３、少なくとも１４、又は１５のマーカー遺伝子の発現レベルが測定され、予測、評
価又は評価の補助に使用される。いくつかの実施態様では、予測、評価又は評価の補助は
、一又は複数のマーカー遺伝子の測定された発現量を対照標準レベルと比較することによ
って決定される。いくつかの実施態様では、対照標準レベルは、抗ＣＤ４０抗体治療後に
、増加又は減少された腫瘍体積を有する被験者からのＢリンパ腫細胞を含む試料における
対応するマーカー遺伝子の測定された発現量に基づいて決定される値又は範囲である。い
くつかの実施態様では、対照標準レベル決定のための患者由来の試料は、抗ＣＤ４０抗体
治療への応答が予測される患者由来の試料と同じ種類のＢリンパ腫細胞を含む。いくつか
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の実施態様では、応答性は、一又は複数のマーカー遺伝子の測定された発現レベルに基づ
いて決定された感受性インデックス値を使用して予測又は評価される。いくつかの実施態
様では、応答性は、ここに記載されるＫ近傍法を使用して被験者を分類することによって
予測又は評価される。
【００１２】
　別の態様では、本発明は、Ｂ細胞性リンパ腫を有する被験者に対して個人用のゲノムプ
ロファイルを作成するための方法であって、（ａ）被験者から得られたＢリンパ腫細胞を
含む試料において、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７
９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１、
ＰＵＳ７、及びＢＣＬ６１からなる群から選択される一又は複数のマーカー遺伝子の発現
レベルを決定する工程；及び（ｂ）工程（ａ）において得られた一又は複数のマーカー遺
伝子の発現レベルをまとめたレポートを生成する工程を含んでなる方法を提供する。いく
つかの実施態様では、上記群から少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくと
も５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少
なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４、又は１５のマーカー
遺伝子の発現レベルが測定され、個人用のゲノムプロファイルのためのレポートを生成す
るために使用される。幾つかの実施態様では、レポートは、被験者のための抗ＣＤ４０抗
体治療の提案を含む。幾つかの実施態様では、提案は、マーカー遺伝子の測定された発現
レベルを対照標準レベルと比較することによって決定される。幾つかの実施態様では、対
照標準レベルは、抗ＣＤ４０抗体治療後に増加又は減少した腫瘍体積を有する被験者から
のＢリンパ腫細胞を含む試料における、対応マーカー遺伝子の測定された発現レベルに基
づいて決定される値又は範囲である。幾つかの実施態様では、提案は、マーカー遺伝子の
測定された発現レベルに基づいて決定された感受性インデックス値によって決定される。
幾つかの実施態様では、提案は、ここに記載されるＫ近傍法を使用して被験者を分類する
ことによって決定される。
【００１３】
　別の態様では、本発明は、Ｂ細胞性リンパ腫を有する被験者の抗ＣＤ４０抗体による治
療に対する応答性を予測し、評価し又は評価の補助をするための方法であって、（ａ）被
験者からのＢリンパ腫細胞を含む試料において、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、
ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳ
Ｃ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１、ＰＵＳ７、及びＢＣＬ６からなる群から選択される少なくと
も２つのマーカー遺伝子の発現レベルを測定する工程；（ｂ）工程（ａ）のマーカー遺伝
子の測定された発現レベルに基づいて感受性インデックス値（ＳＩ）を、次の式：

によって計算する工程を含んでなり、ここで、表４に示す正の相関値を有する少なくとも
１つのマーカー遺伝子と負の相関値を有する少なくとも１つのマーカー遺伝子の発現レベ
ルが測定され；
　（ｉ）βｊは測定される各マーカー遺伝子のための係数値であり；（ｉｉ）ｐは、測定
されるマーカー遺伝子の数であり；（ｉｉｉ）χｉは、被験者の試料の、測定された各マ
ーカーの発現レベルについて、変換され正規化された発現レベルであり；及び（ｉｖ）μ

ｊ及びσｊは、測定される各マーカー遺伝子のための平均及び標準偏差であり；ここで、
βｊ、μｊ及びσｊはＢリンパ腫細胞を含む患者試料から決定される。いくつかの実施態
様では、感受性インデックスのゼロと同等又はゼロを超える値は、患者が抗ＣＤ４０抗体
治療に応答する可能性が高いことを示し、感受性インデックスのゼロ未満である値は抗Ｃ
Ｄ４０抗体治療に反応する可能性が低いことを示す。いくつかの実施態様では、少なくと
も３、少なくとも４か、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少
なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少な
くとも１４、又は１５のマーカー遺伝子の発現レベルが測定され、感受性インデックス算
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出のために使用される。いくつかの実施態様では、ＩＦＩＴＭ１、ＲＧＳ１３、ＣＤ７９
Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＣＤ４４、ＥＰＤＲ１、及びＵＡＰ１の発現レベルが測定され
、感受性インデックス算出のために使用される。幾つかの実施態様では、βｊ、μｊ及び
σｊは、抗ＣＤ４０治療に対する応答性が予測される被験者からの試料と同じタイプのＢ
リンパ腫細胞を有する患者の試料から決定される。
【００１４】
　別の態様では、本発明は、Ｂ細胞性リンパ腫を有する被験者の抗ＣＤ４０抗体治療に対
する応答性を予測するための方法であって、（ａ）被験者から得られたＢリンパ腫細胞を
含む試料における一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルを測定する工程であって、前
記一又は複数のマーカー遺伝子がＢＣＬ６、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮ
Ｎ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、
ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１、及びＰＵＳ７からなる群から選択される工程；及び（ｂ）患者及
びクラスが既知である対照標準試料からの試料における前記一又は複数のマーカー遺伝子
の発現レベルに基づいてＫ近傍法を使用して被験者を応答性又は非応答性被験者として分
類する工程を含んでなる方法を提供する。幾つかの実施態様では、前記分類は、重み付き
Ｋ近傍法を使用して決定される。幾つかの実施態様では、前記分類は、重みなしＫ近傍法
を使用して決定される。幾つかの実施態様では、工程（ｂ）における被験者の分類は、（
１）パラメータＫ（つまり、近傍の数）を決定する；（２）被験者からの試料におけるマ
ーカー遺伝子の測定された発現レベルと各対照標準試料におけるそれぞれのマーカー遺伝
子の発現レベルとの差異を算出し；（３）被験者からの試料と対照標準試料との間に最小
の絶対値差の重み付き平均（weighted average of the absolute differences, ＷＡＡＤ
）を有する試料を選択することによって近傍の対照標準試料を決定し；及び（４）Ｋ個の
近傍対照標準試料の既知のクラスに基づいて被験者のクラスを決定することによって実施
される。幾つかの実施態様では、Ｋは臨床試験試料を用いた交差検定を使用して決定され
る。幾つかの実施態様では、Ｋは、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、又は１
３である。幾つかの実施態様では、対照標準試料は、抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答性
が試験された又は既知である被験者から得られたＢリンパ腫細胞を含む試料である。幾つ
かの実施態様では、対照標準試料は、抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答性が予測又は評価
される被験者からの試料と同じタイプのＢリンパ腫細胞を含む。幾つかの実施態様では、
被験者を分類するために、ＢＣＬ６、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、
ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤ
Ｒ１、ＵＡＰ１、及びＰＵＳ７の少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくと
も５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少
なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４、又は全１５のマーカ
ー遺伝子の発現レベルが測定及び使用される。幾つかの実施態様では、ＢＣＬ６、ＩＦＩ
ＴＭ１、ＣＤ２２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＥＰＤＲ１、及びＵＡＰ１の発現レベルが測
定され、被験者の分類に使用される。幾つかの実施態様では、発現レベルが正規化される
。
【００１５】
　別の実施態様では、本発明は、Ｂ細胞性リンパ腫を有する被験者を治療するための方法
であって、有効量の抗ＣＤ４０抗体を被験者に投与することを含んでなり、被験者におけ
るＢ細胞性リンパ腫の応答性がここに記載される方法によって評価された方法を提供する
。別の態様では、本発明は、Ｂ細胞性リンパ腫を有する被験者を治療するための方法であ
って、ａ）被験者のＢ細胞性リンパ腫が抗ＣＤ４０抗体治療に適するか評価するために、
被験者からのＢ細胞性リンパ腫におけるＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧ
Ｓ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６
、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂからなる群から選択される少なくとも一のマ
ーカー遺伝子の測定された発現レベルと対照標準レベルとを比較することによって、抗Ｃ
Ｄ４０抗体治療のための被験者を選択し；被験者に有効量の抗ＣＤ４０抗体を投与するこ
とを含んでなる方法を提供する。別の態様では、本発明は、Ｂ細胞性リンパ腫を有する被
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験者を治療するための方法であって、ａ）被験者からのＢ細胞性リンパ腫の試料及びクラ
スが既知である対照標準試料におけるＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ
１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、
ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂからなる群から選択された一又は複数の測定さ
れた発現レベルに基づいたＫ近傍法を使用して、被験者が応答性の被験者と分類された場
合、抗ＣＤ４０抗体治療のために被験者を選択し；及び有効量の抗ＣＤ４０抗体を被験者
に投与することを含んでなる方法を提供する。
【００１６】
　いくつかの実施態様では、対照標準レベルは、異なるＢ細胞性リンパ腫試料におけるマ
ーカー遺伝子の測定された発現レベルである。いくつかの実施態様では、前記異なるＢ細
胞性リンパ腫試料は、抗ＣＤ４０抗体誘導細胞死に対して耐性があるＢリンパ腫細胞を含
む。
【００１７】
　幾つかの実施態様では、マーカー遺伝子の測定された発現レベル及び／又は対照標準レ
ベルは正規化される。
【００１８】
　幾つかの実施態様では、被験者からのＢ細胞性リンパ腫試料における、ＵＡＰ１、ＢＴ
Ｇ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ
、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂからなる群
から選択された少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも
６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少
なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４、又は１５の遺伝子の測定された発現レ
ベルが、一又は複数の対照標準レベルと比較される。
【００１９】
　幾つかの実施態様では、発現レベルは、ｍＲＮＡ発現を検出することによって（例えば
、リアルタイム定量ＲＴ-ＰＣＲ（ｑＲＴ-ＰＣＲ））及び／又はタンパク質発現を検出す
ることによって（例えば、免疫組織化学（ＩＨＣ））測定される。表１に示されるプロー
ブ及びプライマーがｑＲＴ-ＰＣＲにおいて使用され得る。
【００２０】
　幾つかの実施態様では、Ｂ細胞性リンパ腫が非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）であり、濾
胞性リンパ腫、再発濾胞性リンパ腫、小リンパ球性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、辺
縁帯リンパ腫、リンパ形質細胞性リンパ腫、菌状息肉腫／セザリー症候群、脾性辺縁帯リ
ンパ腫、びまん性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）を含むがこれに限らない。幾
つかの実施態様では、Ｂ細胞性リンパ腫は、緩慢性リンパ腫、侵攻性リンパ腫、及び高侵
攻性リンパ腫からなる群から選択される。幾つかの実施態様では、Ｂ細胞性リンパ腫は、
再発性及び／又は難治性リンパ腫である。幾つかの実施態様では、Ｂ細胞性リンパ腫は、
再発性及び／又は難治性ＤＬＢＣＬである。
【００２１】
　幾つかの実施態様では、抗ＣＤ４０抗体治療は、抗ＣＤ４０アゴニスト抗体を用いる治
療である。幾つかの実施態様では、抗ＣＤ４０アゴニスト抗体は、ＣＤ４０を刺激し、ま
たＣＤ４０及びＣＤ４０リガンド間の相互作用を亢進する。幾つかの実施態様では、抗Ｃ
Ｄ４０アゴニスト抗体は、ＣＤ４０を刺激するが、ＣＤ４０及びＣＤ４０リガンド間の相
互作用を亢進しないか又は阻害する。幾つかの実施態様では、抗ＣＤ４０アゴニスト抗体
は、配列番号１に示される重鎖アミノ酸配列と配列番号２に示される軽差アミノ酸配列を
含む。
【００２２】
　更なる態様では、本発明は、ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、
ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤ
Ｒ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂからなる群から選択される少なくとも一のマーカー遺
伝子の発現レベルを測定するための試薬を含んでなるキットを提供する。幾つかの実施態
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様では、キットは、ＰＣＲによって少なくとも一のマーカー遺伝子を増幅するための、少
なくとも一対のプライマーを含む。例えば、表１に示される順方向及び逆方向プライマー
が使用され得る。キットは、例えばマイクロアレイ等のように、増幅された遺伝子産物を
検出するためのプローブを固定されて有する表面を更に含んでもよく、本発明はそのよう
な表面を検討し含む。幾つかの実施態様では、キットは、ｑＲＴ-ＰＣＲによって、一マ
ーカー遺伝子（例えば、ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２
２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、
ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂ等）の発現レベルを検出するための少なくとも一対のプライ
マー及びプローブを含む。キットは、ｑＲＴ-ＰＣＲによって対照標準遺伝子の発現レベ
ルを検出するための、一対のプライマー及びプローブを更に含んでもよい。幾つかの実施
態様では、キットは、マーカー遺伝子によってコードされる一又は複数のタンパク質を特
異的に認識する一又は複数の抗体を含む。キットは、ここに記載されるいずれかの方法を
実施するための他の試薬及び／又は説明書を更に含んでもよい。
【００２３】
　ここに記載される様々な実施態様の一、幾つか、又は全ての特性を組み合わせて、本発
明の他の実施態様を形成してもよい。本発明のこれらの態様及び他の態様は、当業者には
明らかとなるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１－１】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＶＮＮ２のｍＲ
ＮＡをコードする核酸配列（図１－１：配列番号：２５８）。
【図１－２】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＲＧＳ１３のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－２：配列番号：２５９）。
【図１－３】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＣＤ２２のｍＲ
ＮＡをコードする核酸配列（図１－３：配列番号：２６０）。
【図１－４】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＣＤ２２のｍＲ
ＮＡをコードする核酸配列（図１－４：配列番号：２６０）。
【図１－５】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＣＤ４０のｍＲ
ＮＡをコードする核酸配列（図１－５：配列番号：２６１）。
【図１－６】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＩＦＩＴＭ１の
ｍＲＮＡをコードする核酸配列（図１－６：配列番号：２６２）。
【図１－７】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＢＣＬ６のｍＲ
ＮＡをコードする核酸配列（図１－７：配列番号：２６３）。
【図１－８】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＢＣＬ６のｍＲ
ＮＡをコードする核酸配列（図１－８：配列番号：２６３）。
【図１－９】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＥＰＤＲ１のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－９：配列番号：２６４）。
【図１－１０】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＩＧＦ１Ｒの
ｍＲＮＡをコードする核酸配列（図１－１０：配列番号：２６５）。
【図１－１１】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＩＧＦ１Ｒの
ｍＲＮＡをコードする核酸配列（図１－１１：配列番号：２６５）。
【図１－１２】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＩＧＦ１Ｒの
ｍＲＮＡをコードする核酸配列（図１－１２：配列番号：２６５）。
【図１－１３】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＩＧＦ１Ｒの
ｍＲＮＡをコードする核酸配列（図１－１３：配列番号：２６５）。
【図１－１４】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＢＴＧ２のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－１４：配列番号：２６６）。
【図１－１５】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＢＴＧ２のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－１５：配列番号：２６６）。
【図１－１６】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＬＭＯ２のｍ
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ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－１６：配列番号：２６７）。
【図１－１７】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＣＤ７９Ｂの
ｍＲＮＡをコードする核酸配列（図１－１７：配列番号：２６８）。
【図１－１８】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＣＤ４４のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－１８：配列番号：２６９）。
【図１－１９】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＣＤ４４のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－１９：配列番号：２６９）。
【図１－２０】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＣＴＳＣのｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－２０：配列番号：２７０）。
【図１－２１】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＵＡＰ１のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－２１：配列番号：２７１）。
【図１－２２】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＰＵＳ７のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－２２：配列番号：２７２）。
【図１－２３】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＰＵＳ７のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－２３：配列番号：２７２）。
【図１－２４】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＣＤ２２のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－２４：配列番号：２７３）。
【図１－２５】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＣＤ２２のｍ
ＲＮＡをコードする核酸配列（図１－２５：配列番号：２７３）。
【図１－２６】表１に列挙された遺伝子のいくつかのＧｅｎＢａｎｋ配列。ＲＧＳ１３の
ｍＲＮＡをコードする核酸配列（図１－２６：配列番号：２７４）。
【図２】臨床試験００１における患者２１人の、多変量感受性インデックスと腫瘍の長径
と短径の積の和（ＳＰＤ）測定のパーセント変化との関連。ＳＰＤパーセント変化はベー
スラインＳＰＤと最小のポストベースラインＳＰＤを比較することによって決定される。
正の変化は腫瘍体積の増加を示し、負の変化は腫瘍体積の減少を示す。感受性インデック
ス算出に使用される重み（係数）が表５に示される。より大きい多変量感受性インデック
ス値は、ポストベースラインのＳＰＤ減少と関連する（Ｓｐｅｒｍａｎ’ｓ Ｒｈｏ＝－
０．５８；Ｐ＝０．００６）
【図３】ＤＬＢＣＬを有する患者２６人の、ＢＣＬ６発現とＳＰＤ測定におけるパーセン
ト変化との関連。ＳＰＤパーセント変化はベースラインＳＰＤに対する最小のポストベー
スラインＳＰＤを比較することによって決定された。正の変化は腫瘍体積の増加を示し負
の変化は腫瘍体積の減少を示す。
【図４】抗ＣＤ４０Ａｂ．１治療に対する感受性を予測するためのマーカー遺伝子のｍＲ
ＮＡ発現レベルの使用。ＳＰＤパーセント変化はベースラインＳＰＤに対する最小のポス
トベースラインＳＰＤを比較することによって決定された。正の変化は腫瘍体積の増加を
示し、負の変化は腫瘍体積の減少を示す。
【図５】マーカー遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルに基づいた抗ＣＤ４０Ａｂ．１治療に対し
て応答性（Ｄｘ陽性）又は非応答性（Ｄｘ陰性）と分類された患者の無増悪生存率。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　本発明は、ある遺伝子が、抗ＣＤ４０抗体誘導性細胞死に対して感受性があるＢリンパ
腫細胞と抗ＣＤ４０抗体誘導性細胞死に対して耐性があるＢリンパ腫細胞との間で異なっ
て発現されるという発見に基づいている。実施例１及び２に記載される臨床試験からのデ
ータは、１５遺伝子ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、
ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧ
Ｆ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂの一又は複数の発現レベルが、抗ＣＤ４０抗体治療（例えば、抗
ＣＤ４０ Ａｂ．１治療）への応答性を予測し、評価し、又は評価を補助するために使用
可能であることを示している。感受性Ｂリンパ腫細胞と耐性Ｂリンパ腫細胞との間で異な
って発現される遺伝子の幾つかは、ＣＤ４０リガンド下方制御経路遺伝子であり；幾つか
は、Ｂ細胞受容体シグナル伝達経路にある。従って、異なって発現されるこれらの遺伝子
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の一又は複数の発現レベルが、抗ＣＤ４０抗体を用いた治療に対するＢ細胞性リンパ腫を
持つ被験者の応答性の評価又は評価の補助のために、抗ＣＤ４０抗体を用いる治療に対す
る被験者の応答性を予測するために、及び被験者における治療／応答性をモニタリングす
るために使用可能である。
【００２６】
Ａ．一般的な技術
　本発明の実施は、特に明記しない限り、当業者の技量の範囲内の分子生物学（組換え技
術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学及び免疫学の一般的技術を使用して行う。こ
のような技術は、例えば"Molecular Cloning: A Laboratory Manual", second edition (
Sambrook et al., 1989)；"Oligonucleotide Synthesis" (M. J. Gait編, 1984)；"Anima
l Cell Culture" (R. I. Freshney編, 1987)；"Methods in Enzymology" (Academic Pres
s, Inc.)；"Current Protocols in Molecular Biology" (F. M. Ausubel等編, 1987,及び
定期更新版)；"PCR: The Polymerase Chain Reaction", (Mullis等編, 1994)等の文献に
十分に説明されている。
【００２７】
　本発明に用いられるプライマー、オリゴヌクレオチド及びポリヌクレオチドは当分野で
知られている標準的な技術を使用して生成されうる。
【００２８】
　特に定義しない限り、本明細書中で用いた技術及び科学的な用語は、本発明が属する分
野の通常の技術者によって一般に理解されるものと同じ意味を持つ。Singleton等, Dicti
onary of Microbiology and Molecular Biology 2版, J. Wiley & Sons (New York, N.Y.
 1994)、及びMarch, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structur
e 4版, John Wiley & Sons (New York, N.Y. 1992)は、本出願において使用する用語の多
くに対して一般的な指針を当業者に提供する。
【００２９】
Ｂ．定義
　本願明細書において使用する場合、「Ｂ細胞性リンパ腫を有する被験者」及び「Ｂ細胞
性リンパ腫患者」なる用語は、ある種のＢ細胞性リンパ腫と診断された被験者又はある種
のＢ細胞性リンパ腫の可能性があると診断された患者を指す。
【００３０】
　本明細書で用いられる「バイオマーカー」又は「マーカー」なる用語は一般的に、遺伝
子、タンパク質、糖質構造又は糖脂質を含む分子を指し、哺乳動物組織又は細胞中ないし
は組織又は細胞上での該分子の発現又は分泌は既知の方法（又はここに開示される方法）
によって検出されうるものであり、抗ＣＤ４０抗体に基づく治療レジメに対する哺乳動物
細胞又は組織の感受性を予測するものであるか、又は予測するために使用できる（又は予
測を補助する）か、ある実施態様では個体の応答性を予測するために使用できる（又は予
測を補助する）。
【００３１】
　本明細書中で用いる「試料」なる用語は、例えば物理学的、生化学的、化学的及び／又
は生理学的特徴に基づいて特性付けられる又は同定される、細胞実体及び／又は他の分子
実体を含有する対象とする被験者から得られる、又は対象とする被検体由来の組成物を指
す。例えば、「疾患試料」なる表現及びこの変形は、特徴付けられる細胞実体及び／又は
分子実体を含むことが予測されるか、又はそうであることが知られている対象の被検体か
ら得られる任意の試料を指す。
【００３２】
　「組織又は細胞の試料」は、被検体又は患者の組織から採取された類似の細胞の集まり
を意味する。組織又は細胞試料の供給源は、新鮮な、凍結された及び／又は保存されてい
た臓器や組織の試料又は生検又は吸引による固形組織；血液又はいずれかの血液成分；大
脳脊髄液、羊水、腹水又は間質液などの体液；被検体の妊娠期又は発生期の任意の時期の
細胞であってもよい。また、組織試料は原発性又は培養した細胞又は細胞株であってもよ
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い。場合によっては、組織又は細胞の試料は罹患組織／臓器から得られる。組織試料は、
防腐剤、抗凝血物質、バッファー、固定液、栄養分、抗生物質など天然の組織にはもとも
と混在していない化合物を含んでもよい。
【００３３】
　本明細書中の目的では、組織試料の「切片」とは、組織試料の一部又は一片、例えば組
織試料から切り出した一スライスの組織又は細胞を意味する。複数の組織試料の切片が採
取され本発明に従った分析に供され得ることが理解でき、但し、本発明は、組織試料の同
じ切片が、形態学的及び分子レベル両方で分析されるか、又はタンパク質及び核酸の両方
に関して分析される方法を含むことが理解されるとする。
【００３４】
　本明細書で使用される場合、「Ｂ細胞リンパ腫試料」又は「Ｂリンパ腫細胞を含む試料
」はＢ細胞リンパ腫の一タイプと診断された被験者又は患者からのＢリンパ腫細胞を含ん
でなる組織又は細胞試料である。
【００３５】
　本明細書で使用される場合、「評価を補助する」ための方法は、臨床的判断（例えば、
抗ＣＤ４０抗体を用いる治療に対するＢ細胞性リンパ腫の応答性）をすることを助ける方
法を指し、確定的な評価に関して決定的であってもなくてもよい。
【００３６】
　「被験者」又は「個体」は哺乳類であり、より好ましくはヒトである。哺乳類は、ヒト
、霊長類、家畜、スポーツ動物、齧歯類及びペット類（例えば、イヌ及びネコ）を含むが
、これらに限定されない。
【００３７】
　本明細書で使用する場合、「対照標準値」は絶対値；相対値；上限及び／又は下限を有
する値；値の範囲；平均値（average value）；中央値；平均値(mean value)；又は特定
のコントロール又はベースライン値に比較した値であってもよい。
【００３８】
　ここで用いる「アレイ」又は「マイクロアレイ」なる用語は、基質上の、例えばポリヌ
クレオチドプローブ（例えばオリゴヌクレオチド）及び抗体等のハイブリダイズ可能なア
レイ・エレメントの規則正しい整列を指す。基質は、ガラススライドなどの固体基質、又
はニトロセルロースメンブレンなどの半固体基質であってもよい。ヌクレオチド配列は、
ＤＮＡ、ＲＮＡ又は何れかのその並べ換えでありうる。
【００３９】
　本明細書中で用いる「増幅」は通常、所望の配列の複数のコピーを生産する工程を指す
。「複数のコピー」は少なくとも２のコピーを意味する。「コピー」が、鋳型配列に対し
て相補的な又は同一な完全な配列を必ずしも意味するものではない。例えば、コピーは、
ヌクレオチド類似体、例えばデオキシイノシン、意図的配列変化（鋳型に相補的ではない
がハイブリダイズすることができる配列を含んでなるプライマーにより導入された配列変
化など）及び／又は増幅中に起こる配列エラーを含みうる。
【００４０】
　第一試料における遺伝子又はバイオマーカーの発現レベル／量が、第二試料における遺
伝子又はバイオマーカーの発現レベル／量の少なくともおよそ１．５×、１．７５×、２
×、３×、４×、５×、６×、７×、８×、９×又は１０×である場合に、第一試料にお
ける遺伝子又はバイオマーカーの発現／量は、第二試料におけるレベル「より多い」レベ
ルである。発現レベル／量は、限定するものではないが、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、タンパク
質、タンパク質断片及び／又は遺伝子コピーを含め、当分野で公知の任意の好適な基準に
基づいて決定されてもよい。発現レベル／量は、定性的及び／又は定量的に決定されうる
。
【００４１】
　ここで交換可能に使用される「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は、任意の長さのヌク
レオチドの重合体を意味し、ＤＮＡ及びＲＮＡが含まれる。ヌクレオチドは、デオキシリ
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ボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又はそれ
らの類似体（アナログ）、又はＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼにより重合体内に取り
込み可能な任意の基質とすることができる。ポリヌクレオチドは、修飾されたヌクレオチ
ド、例えばメチル化ヌクレオチド及びそれらの類似体を含み得る。存在するならば、ヌク
レオチド構造に対する修飾は、重合体の組み立ての前又は後になされ得る。ヌクレオチド
の配列は非ヌクレオチド成分により中断されてもよい。ポリヌクレオチドは重合後になさ
れる修飾（一又は複数）、例えば標識との結合を含みうる。他のタイプの修飾には、例え
ば「キャップ」、類似体との自然に生じたヌクレオチドの一又は複数の置換、ヌクレオチ
ド間修飾、例えば非荷電連結(例えばホスホン酸メチル、ホスホトリエステル、ホスホア
ミダート、カルバマート等)及び荷電連結(ホスホロチオアート、ホスホロジチオアート等
)を有するもの、ペンダント部分、例えばタンパク質(例えばヌクレアーゼ、毒素、抗体、
シグナルペプチド、ｐｌｙ-Ｌ-リジン等)を含むもの、インターカレータ(intercalators)
を有するもの(例えばアクリジン、ソラレン等)、キレート剤(例えば金属、放射性金属、
ホウ素、酸化的金属等)を含むもの、アルキル化剤を含むもの、修飾された連結を含むも
の(例えばアルファアノマー核酸等)、並びにポリヌクレオチド(類)の未修飾形態が含まれ
る。更に、糖類中に通常存在する任意のヒドロキシル基は、例えばホスホナート基、ホス
ファート基で置き換えられてもよく、標準的な保護基で保護されてもよく、又は付加的な
ヌクレオチドへのさらなる連結を調製するように活性化されてもよく、もしくは固体又は
半固体担体に結合していてもよい。５'及び３'末端のＯＨはホスホリル化可能であり、又
は１～２０の炭素原子を有する有機キャップ基部分又はアミンで置換することもできる。
また他のヒドロキシルは標準的な保護基に誘導体化されてもよい。またポリヌクレオチド
は当該分野で一般的に知られているリボース又はデオキシリボース糖類の類似形態のもの
をさらに含み得、これらには例えば２'-Ｏ-メチル-、２'-Ｏ-アリル、２'-フルオロ又は
２'-アジド-リボース、炭素環式糖の類似体、α-アノマー糖、エピマー糖、例えばアラビ
ノース、キシロース類又はリキソース類、ピラノース糖、フラノース糖、セドヘプツロー
ス、非環式類似体、及び非塩基性ヌクレオシド類似体、例えばメチルリボシドが含まれる
。一又は複数のホスホジエステル連結は代替の連結基で置き換えてもよい。これらの代替
の連結基には、限定されるものではないが、ホスファートがＰ(Ｏ)Ｓ(「チオアート」)、
Ｐ(Ｓ)Ｓ(「ジチオアート」)、「(Ｏ)ＮＲ２(「アミダート」)、Ｐ(Ｏ)Ｒ、Ｐ(Ｏ)ＯＲ'
、ＣＯ又はＣＨ２(「ホルムアセタール」)と置き換えられた実施態様のものが含まれ、こ
こでそれぞれのＲ及びＲ'は独立して、Ｈ又は、エーテル(-Ｏ-)結合を含んでいてもよい
置換もしくは未置換のアルキル(１-２０Ｃ)、アリール、アルケニル、シクロアルキル、
シクロアルケニル又はアラルジル(araldyl)である。ポリヌクレオチド中の全ての結合が
同一である必要はない。先の記述は、ＲＮＡ及びＤＮＡを含むここで引用される全てのポ
リヌクレオチドに適用される。
【００４２】
　ここで使用される「オリゴヌクレオチド」とは、短く、一般的に一本鎖であり、また必
ずしもそうではないが、一般的に約２００未満のヌクレオチド長さの、一般的に合成のポ
リヌクレオチドを意味する。「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」なる用語
は、相互に排他的なものではない。ポリヌクレオチドについての上述した記載はオリゴヌ
クレオチドと等しく、十分に適用可能である。
【００４３】
　「プライマー」は、一般に、標的配列とハイブリダイズすることによって、興味の試料
中に存在する可能性がある標的に結合して、その後、標的に相補的なポリヌクレオチドの
重合を促進する、一般に遊離した３’－ＯＨ基を有する短い単鎖のポリヌクレオチドであ
る。「一対のプライマー」は、特定の標的遺伝子の一部を増幅するために使用可能である
５’プライマー及び　３’プライマーを意味する。
【００４４】
　一般的に「３’」なる用語は、同じポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドの他の領
域又は位置からのポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチド３’（下流）の領域又は位置
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を指す。一般的に「５’」なる用語は、同じポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドの
他の領域又は位置からのポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチド５’（上流）の領域又
は位置を指す。
【００４５】
　「遺伝子増幅」なる語句は、遺伝子又は遺伝子断片の複数のコピーが特定の細胞又は細
胞株において形成されるプロセスを意味する。複製された領域（増幅されたＤＮＡのスト
レッチ）は、しばしば「アンプリコン」と称される。通常は、生成されるメッセンジャー
ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の量、即ち遺伝子発現のレベルも、発現される特定遺伝子の作成され
たコピー数に比例して増加する。
【００４６】
　「検出」は、直接的及び間接的な検出を含む検出する任意の手段を含む。
【００４７】
　本明細書中で用いる「予測」なる用語は、患者が薬剤又は一連の薬剤に対して有利又は
不利に応答するかどうかの見込みを意味する。一実施態様では、予測はその応答の程度に
関する。一実施態様では、予測は、例えば特定の治療的薬剤による治療、及び疾患再発の
ない一定期間の後に患者が生存しているか改善しているかどうか、及び／又はその可能性
に関する。本発明の予測方法を用いて任意の特定の患者のために最も好適な治療様式を選
択することによって、治療決定を臨床的に行うことができる。本発明の予測方法は、患者
が、治療投薬計画、例えば特定の治療剤や組み合わせの投与、外科的介入、ステロイド治
療などを含む特定の治療投薬計画に有利に応答するかどうか、又は治療投薬計画の後に患
者が長期に生存しているかどうかを予測する際の有用なツールである。
【００４８】
　本明細書中で用いる「長期の」生存なる用語は、治療的治療の後、少なくとも１年、５
年、８年又は１０年の生存を指す。
【００４９】
　「患者応答」は、限定するものではないが以下のものを含む患者に利益を示す任意のエ
ンドポイントを使用して評価できる：（１）緩徐化及び完全な停止を含む、ある程度の疾
患進行の阻害、（２）疾患発症及び／又は症状の数の減少、（３）病変サイズの減少、（
４）近接する末梢器官及び／又は組織への疾患細胞浸潤の阻害（すなわち減少、緩徐化又
は完全な停止）、（５）疾患の拡がりの阻害（すなわち減少、緩徐化又は完全な停止）、
（６）疾患と関係する一又は複数の症状の、ある程度の軽減、（７）治療後の無病期間の
増加、及び／又は（８）治療後の特定の時点での死亡率の減少。
【００５０】
　「抗体」なる用語は最も広義な意味で使われ、特に、モノクローナル抗体（例えば完全
長モノクローナル抗体）、多重特異性抗体（例えば、二重特異性抗体）、及び所望の生物
学的活性又は機能を示す限り抗体断片をカバーする。
【００５１】
　「抗体断片」は完全長抗体の部分、通常はその抗原結合又は可変領域を含む。抗体断片
の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ断片；ダイアボディ；線形抗体；
一本鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多重特異性抗体が含まれる。
【００５２】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小の抗体断片である。この断片は、
密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。これら２つ
のドメインの折り畳みから、抗原結合のためのアミノ酸残基に寄与し、抗体に対する抗原
結合特異性を付与する６つの高頻度可変ループ（Ｈ及びＬ鎖から、それぞれ３つのループ
）が生じる。しかしながら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＣＤＲのみ
を含んでなるＦｖの半分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認識
し結合する能力を持つ。
【００５３】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団由
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来の抗体を称する、すなわち、集団に含まれる個々の抗体が、少量存在しうる自然に生じ
る可能な突然変異を除いて同一であるか及び／又は同じエピトープに結合する。そのよう
なモノクローナル抗体は、標的に結合するポリペプチド配列を含む抗体を典型的には含み
、標的結合ポリペプチド配列は複数のポリペプチド配列由来のポリペプチド配列を結合す
る単一の標的の選択を含む方法によって得られる。例えば、選択方法は、ハイブリドーマ
クローン、ファージクローン又は組換えＤＮＡクローンのようなプールの様な複数のプー
ルからの単一のクローンの選択であってもよい。選択された標的結合配列は、例えば標的
の親和性を改良するために、標的結合配列をヒト化するために、細胞培養における生産を
改良するために、インビボの免疫原性を減じるために、多特異性抗体を作成するために更
に変更できること、変更された標的結合配列を含む抗体は同様に本発明のモノクローナル
抗体であることを理解するにちがいない。異なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗
体を基本的に含むポリクローナル抗体調製物とは反対に、各モノクローナル抗体は抗原の
単一の決定基に指向する。それらの特異性に加えて、モノクローナル抗体調製物は、他の
免疫グロブリンで汚染されていないという点で有利である。修飾語「モノクローナル」は
、実質的に均一な抗体集団から得られたという抗体の特徴を示し、抗体を何か特定の方法
で生産しなければならないと解釈されるものではない。例えば、本発明に従って使用され
るモノクローナル抗体は、例えばハイブリドーマ法（例、Kohler等, Nature, 256:495 (1
975); Harlow等, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 2版 1988)；Hammerling等, Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-
681, (Elsevier, N.Y., 1981)、組換えＤＮＡ法(例えば米国特許第４８１６５６７号を参
照)、ファージディスプレイ技術(例えば Clackson等, Nature, 352:624-628 (1991)；Mar
ks等, J. Mol. Biol., 222:581-597(1991)；Sidhu等, J. Mol. Biol. 338(2):299-310 (2
004)；Lee等, J.Mol.Biol.340(5):1073-1093(2004)；Fellouse, Proc. Nat. Acad. Sci. 
USA 101(34):12467-12472 (2004)；及びLee等, J. Immunol. Methods 284(1-2):119-132 
(2004)を参照）、及びヒト免疫グロブリン配列をコードするヒト免疫グロブリン配列遺伝
子座又は遺伝子の部分又は全てを有する動物におけるヒト又はヒト様抗体を産生するため
の技術(例えば国際公開第１９９８／２４８９３号；国際公開第１９９６／３４０９６号
；国際公開第１９９６／３３７３５号；国際公開第１９９１／１０７４１号；Jakobovits
等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993)；Jakobovits等, Nature, 362:255-25
8 (1993)；Bruggemann等, Year in Immuno., 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０６号
；同第５５６９８２５号；同第５５９１６６９号(全てGenPharm)；同第５５４５８０７号
；国際公開第１９９７／１７８５２号；米国特許第５５４５８０７号；同第５５４５８０
６号；同第５５６９８２５号；同第５６２５１２６号；同第５６３３４２５号；及び同第
５６６１０１６号；Marks等, Bio/Technology, 10: 779-783 (1992)；Lonberg等, Nature
, 368: 856-859 (1994)；Morrison, Nature, 368: 812-813 (1994)；Fishwild等, Nature
 Biotechnology, 14: 845-851 (1996)；Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 (19
96)；及びLonberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-93 (1995)を参照）を含
む様々な技術によって作ることができる。
【００５４】
　本明細書のモノクローナル抗体は特に「キメラ」抗体を含む。「キメラ」抗体（免疫グ
ロブリン）は、特定の種から誘導された又は特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗
体の対応する配列と同一又は相同である重鎖及び／又は軽鎖の一部を有する一方、鎖の残
りの部分は他の種から誘導された又は他の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応
する配列と同一又は相同であり、並びにそれらが所望の生物学的活性を示す限りにおいて
それらの抗体の断片である（米国特許第４８１６５６７号；Morrison等, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)）。本明細書で使用する場合、ヒト化抗体はキメラ
抗体のサブセットである。
【００５５】
　非ヒト（例えば齧歯類）抗体の「ヒト化」形とは、非ヒト抗体から得られた最小配列を
含むキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可変領域
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の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類のような所望の抗体特異性、親和性
及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)の高頻度可変領域の残基によって置換されたヒト
免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。ある場合には、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よって置換される。さらに、ヒト
化抗体は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含んでいてもよい。
これらの修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般的に、ヒト化抗体は、
全て又はほとんど全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに一致し、全て
又はほとんど全てのＦＲがヒト免疫グロブリン配列である、少なくとも１つ、典型的には
２つの可変ドメインの実質的に全てを含み、ＦＲ領域は結合親和性を改良する1又は複数
のアミノ酸置換を含んでもよい。ＦＲのこれらのアミノ酸置換の数は、典型的にはＨ鎖で
６以下であり、Ｌ鎖で３以下である。ヒト化抗体は、場合により免疫グロブリン定常領域
(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む。さらなる
詳細は、Jones等, Nature 321, 522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332, 323-329(198
8)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を参照のこと。
【００５６】
　「ヒト抗体」は、ヒトにより生成される抗体のアミノ酸残基に対応するアミノ酸残基を
有するもの、及び／又はヒト抗体をつくるための任意の公知技術を使用して作成されたも
のである。この定義におけるヒト抗体は、非ヒト抗原結合残基を含むヒト化抗体を特別に
除く。
【００５７】
　「親和性成熟」抗体は、その一又は複数のＣＤＲ／ＨＶＲに一又は複数の変更を有する
抗体であって、そのような変更を有しない親抗体と比較して、抗原に対する抗体の親和性
を改良するものと成っている。好ましい親和性成熟抗体は、標的抗原に対して、ナノモル
単位の又はピコモル単位の親和性を有する。親和成熟抗体は、当技術分野において既知の
方法により生産できる。Marks等、Bio/Technology, 10:779-783(1992)は、ＶＨドメイン
とＶＬドメインのシャフリングによる親和成熟を記載している。ＣＤＲ及び／又はフレー
ムワーク残基のランダムな突然変異誘発が、Barbas等, Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:38
09-3813(1994)；Schier等, Gene, 169:147-155 (1995)；Yelton等, J. Immunol., 155:19
94-2004 (1995)；Jackson等, J. Immunol., 154(7):3310-9 (1995)；及びHawkins等, J. 
Mol. Biol., 226:889-896 (1992)に開示されている。
【００５８】
　「Ｆｃ領域」という用語は、無傷の抗体のパパイン消化により生成される免疫グロブリ
ン重鎖のＣ末端領域を定義するために使用される。Ｆｃ領域は天然配列のＦｃ領域又は変
異体Ｆｃ領域でありうる。免疫グロブリン重鎖のＦｃ領域の境界はまちまちであるが、ヒ
トＩｇＧ重鎖のＦｃ領域は、通常、約Ｃｙｓ２２６又は約Ｐｒｏ２３０に位置するアミノ
酸残基からＦｃ領域のカルボキシル末端まで延びていると定義される。免疫グロブリンの
Ｆｃ領域は、通常、２つの定常ドメイン、１つのＣＨ２ドメイン及び１つのＣＨ３ドメイ
ンを含み、場合によってはＣＨ４ドメインを含む。ここで使用する「Ｆｃ領域鎖」という
表現は、Ｆｃ領域の２つのポリペプチド鎖のうちの１つを意味する。
【００５９】
　抗体の「エフェクター機能」とは、抗体のＦｃ領域（天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配
列変異体Ｆｃ領域）に帰する生物学的活性を意味し、抗体のアイソタイプにより変わる。
抗体のエフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞障害；Ｆｃレセプター
結合性；抗体依存性細胞媒介性細胞障害(ＡＤＣＣ)；貪食作用；細胞表面レセプター（例
えば、Ｂ細胞レセプター）の下方制御；及びＢ細胞活性化が含まれる。
【００６０】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞障害」又は「ＡＤＣＣ」とは、ある種の細胞障害細胞（例
えば、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球及びマクロファージ）上に存在するＦｃレ
セプター（ＦｃＲｓ）と結合した分泌Ｉｇにより、これらの細胞障害エフェクター細胞が
抗原－担持標的細胞に特異的に結合し、続いて細胞毒により標的細胞を死滅させることを
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可能にする細胞障害性の形態を意味する。抗体は細胞障害細胞を「武装させ」、これはこ
のような死滅には絶対に必要なものである。ＡＤＣＣを媒介する主要な細胞ＮＫ細胞はＦ
ｃγＲＩＩＩのみを発現するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩ
ＩＩを発現する。造血細胞でのＦｃＲの発現は、Ravetch及びKinet, Annu. Rev. Immunol
 9:457-92 (1991) の４６４頁の表３に要約されている。対象の分子のＡＤＣＣ活性を評
価するために、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号又はPresta米国特
許第６７３７０５６号に記載されているようなインビトロＡＤＣＣアッセイを実施するこ
とができる。このようなアッセイにおいて有用なエフェクター細胞には、末梢血液単核細
胞（ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラー細胞（ＮＫ細胞）が含まれる。代替として、又は付
加的に、興味の分子のＡＤＣＣ活性は、例えば、Clynes等, PNAS(USA) 95:652-656 (1998
)において開示されているような動物モデルにおいて、インビボで評価することが可能で
ある。
【００６１】
　「治療すること」又は「処置」又は「寛解」は、治療的処置を表し、この目的は標的と
した病態又は疾患を治癒しない場合に衰退(減少)させる、又は症状の再発を予防すること
である。本発明の方法に従って本発明のヒト化ＣＤ４０結合抗体の治療的有効量を投与し
た後、患者のＢ細胞悪性腫瘍がうまく「治療」されれば、患者は特定の疾患の一又は複数
の兆候及び症状が観察可能に及び／又は測定可能に減少又は消失する。例えば、癌細胞数
の有意な減少又は癌細胞の消失；腫瘍の大きさの減少；腫瘍転移の阻害（すなわち、ある
程度の遅延及び好ましくは停止）；ある程度の腫瘍増殖の阻害；緩解期の延長、及び／又
は特定の癌が関与する一又はそれ以上の症状のある程度の除去；罹患率及び死亡率の減少
、及び生活の質の改善がある。更に疾患の兆候又は症状の減弱は患者が感じ得るものであ
る。癌のすべての兆候の消失と定義される完全応答、腫瘍の大きさが好ましくは５０％以
上、より好ましくは７５％以上減少する部分的な応答を、治療により達成しできる。更に
、患者の疾患が安定しているならば、患者も治療されたと考える。ある基準では、発明の
抗体により末梢血のＢ細胞が９５％より多く枯渇され、Ｂ細胞は基線の２５％に戻る。好
ましい実施態様では、抗ＣＤ４０抗体による治療は、治療後３か月、好ましくは６か月、
より好ましくは１年、さらにより好ましくは２年又は２年以上に癌患者に癌の進行がない
ほどに有効である。疾患の改善及び治療の成功を評価するこれらのパラメータは医師など
の適切な当業者に知られた常法によって容易に測定可能である。
【００６２】
　ここで使用される「非ホジキンリンパ腫」又は「ＮＨＬ」という用語は、ホジキンリン
パ腫以外のリンパ系の癌を意味する。ホジキンリンパ腫は、ホジキンリンパ腫にリード・
シュテルンベルク細胞が存在し、非ホジキンリンパ腫に上記細胞が存在しない点で非ホジ
キンリンパ腫とは一般に区別できる。
【００６３】
　「有効量」とは所望の治療又は予防結果を達成するために必要な用量及び時間での効果
的な量を意味する。治療剤の「治療的有効量」は、例えば個体の疾病ステージ、年齢、性
別、及び個体の体重、並びに個体に所望の応答を誘発する抗体の能力のような因子に従っ
て変わりうる。また、治療的有効量は治療剤の任意の毒性又は有害な効果よりも治療的に
恩恵のある効果が上回るものである。「予防的有効量」とは所望の予防結果を達成するた
めに必要な用量及び時間での効果的な量を意味する。必ずしもではないが典型的には、予
防的用量は疾患の初期ステージ又はその前の患者に用いるので、予防的有効量は治療的有
効量よりも少ないであろう。
【００６４】
　「ハウスキーピング遺伝子」なる用語は、活性が細胞機能の維持に必須であるタンパク
質をコードする一群の遺伝子を指す。これらの遺伝子は一般的に、すべての細胞型におい
て同じように発現される。
【００６５】
　「相関」又は「相関する」は、任意の方法で、第一の分析又はプロトコルの成績及び／
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又は結果を、第二の分析又はプロトコルの成績及び／又は結果と比較することを意味する
。例えば、第二のプロトコルを行う際に第一の分析又はプロトコルの結果を用いてもよい
し、及び／又は第一の分析又はプロトコルの結果を用いて、第二の分析又はプロトコルを
行うかどうかを決定してもよい。遺伝子発現分析又はプロトコルの実施態様に関し、遺伝
子発現分析又はプロトコルの結果を用いて、特定の治療投薬計画を実施するかどうかを決
定してもよい。
【００６６】
　本明細書中で用いられる「標識」なる用語は、核酸プローブ又は抗体などの試薬に直接
的又は間接的にコンジュゲートないしは融合され、コンジュゲートないしは融合した試薬
の検出を容易にする化合物又は組成物を指す。標識自体が検出可能なもの（例えば放射性
標識又は蛍光性標識）であってもよく、酵素標識の場合、検出可能な基質化合物ないしは
組成物の化学的変化を触媒するものであってもよい。
【００６７】
　本明細書で用いられる「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」には、明らかな記載がない限り
単数形又は複数形を意味しうる（すなわち、一又は複数を意味する）。
【００６８】
　ここに記載される発明の態様及び実施態様は、態様及び実施態様「を含んでなる」、「
からなる」、及び「から本質的になる」を含むと理解される。
【００６９】
Ｃ．本発明の方法
　本発明は、Ｂ細胞リンパ腫を有する被験者の抗ＣＤ４０抗体による治療に対する応答を
評価するか又は応答を補助する方法を提供する。また、本発明はＢ細胞リンパ腫を有する
被験者における抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答を予測する又は治療／応答をモニタリン
グする方法を提供する。本発明は、抗ＣＤ４０抗体を用いる治療のための、Ｂ細胞リンパ
腫を有する患者を選択し、抗ＣＤ４０抗体治療によって被験者を治療するための方法を提
供する。いくつかの実施態様では、該方法は、被験者から得られたＢリンパ腫細胞を含む
試料において、ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭ
Ｏ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１
Ｒ、及びＣＤ７９Ｂからなる群から選択された一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベル
を測定し；測定された一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルに基づいて抗ＣＤ４０抗
体治療に対する被験者の応答を予測するか、評価するか又は評価の補助することを含む。
幾つかの実施態様では、方法は、被験者からのＢ細胞性リンパ種試料におけるＵＡＰ１、
ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴ
ＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂから選
択された少なくとも一のマーカー遺伝子の測定された発現レベルを、それぞれのマーカー
遺伝子に対して対照標準レベルと比較することを含む。幾つかの実施態様では、応答性は
、一又は複数のマーカー遺伝子の測定された発現レベルに基づいて決定された感受性イン
デックス値を使用して予測又は評価される。幾つかの実施態様では、応答性は、ここに記
載されるＫ近傍法を使用して被験者を分類することによって予測又は評価される。
【００７０】
　本発明の方法は、抗ＣＤ４０抗体による治療のためのＢ細胞リンパ腫を有する患者を同
定し、抗ＣＤ４０抗体治療の展開経過の間の患者選択を補助し、特定の治療レジメにより
個々の患者を治療する場合の成功の可能性を予測し、疾患の進行を評価し監視し、治療の
有効性を監視し、及び個々の患者の予後を決定するのに臨床医にとって有用である。これ
らの実施態様の何れもが本発明に含まれる。
【００７１】
　いくつかの実施態様では、Ｂ細胞リンパ腫は非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）であって、
ろ胞性リンパ腫、再発ろ胞性リンパ腫、小リンパ球性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、
周縁帯リンパ腫、リンパ形質細胞性リンパ腫、菌状息肉腫／セザリー症候群、脾臓周縁帯
リンパ腫及びびまん性大Ｂ細胞リンパ腫を含むが、これに限定されるものではない。
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【００７２】
　いくつかの実施態様では、Ｂ細胞リンパ腫は緩慢性である。いくつかの実施態様では、
Ｂ細胞リンパ腫は侵攻性である。いくつかの実施態様では、Ｂ細胞リンパ腫は高侵攻性で
ある。いくつかの実施態様では、緩慢性Ｂ細胞リンパ腫は、ろ胞性リンパ腫、周縁帯リン
パ腫、又は小リンパ球性リンパ腫である。いくつかの実施態様では、緩慢性Ｂ細胞リンパ
腫はろ胞性リンパ腫である。
【００７３】
（マーカー遺伝子）
　Ｂ細胞性リンパ腫試料における一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルは、抗ＣＤ４
０抗体による治療に対するＢ細胞リンパ腫の応答を予測するか、評価するか又は評価の補
助するために本発明の方法において使用することができる。幾つかの実施態様では、対照
標準レベルに対する一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルが、本発明の方法において
使用される。
【００７４】
　抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答性を予測、評価、又は評価を補足するための、ＵＡＰ
１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、
ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂの
発現レベルの使用が実施例１及び２に記載される。これらの遺伝子の一又は複数の発現レ
ベルが、本発明の方法で使用される。幾つかの実施態様では、ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ
４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４
、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂからの少なくとも２、
少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも
８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３
、少なくとも１４、又は１５の遺伝子の発現レベルが、本発明の方法で測定され、使用さ
れる。
【００７５】
　ここでマーカーとして使用される遺伝子（配列を含む）は当分野で知られているもので
ある。例えばヒト遺伝子のＧｅｎＢａｎｋ受託番号の例は、ＶＮＮ２（ＮＭ＿００４６６
５；ＮＭ＿０７８４８８；ＡＪ１３２１００；Ｄ８９９７４；ＢＣ０６４６４１；ＣＲ６
０９７９９；ＢＣ１２６１４５；ＢＣ１２６１４７；及びＡＢ０２６７０５）；ＲＧＳ１
３（ＮＭ＿００２９２７；ＮＭ＿１４４７６６；ＢＴ００６９２９；ＢＣ０５６８６６；
ＡＹ５６２９４７；ＣＲ５３６５３２；ＣＲ６１０３８９；ＣＲ５９９００１；ＢＣ０１
６６６７；ＡＦ４９３９３５；ＢＣ０３６９５０；及びＡＦ０３０１０７）；ＣＤ２２（
ＮＭ＿００１７７１；ＡＫ０２６４６７；ＢＣ１０９３０６；ＢＣ１０９３０７；ＡＫ２
２５６９４；ＡＫ２２５６２５；Ｘ５２７８５；及びＸ５９３５０）；ＬＲＲＣ８Ａ（Ａ
Ｙ１４３１６６；ＢＣ０５１３２２；ＡＫ１２３６１１；ＡＹ３５８２８６；ＮＭ＿０１
９５９４；ＸＭ＿０２６９９８；ＡＫ００１１９９；ＡＢ０３７８５８；ＣＲ６１９６９
２；ＣＲ６１９４４８；ＡＫ０２４６４９；ＢＣ０００７７５；ＡＫ０２７４９５；及び
ＡＫ０７４７２３）；ＣＤ４０（ＮＭ＿００１２５０；ＮＭ＿１５２８５４；ＢＣ０６４
５１８；ＡＹ２２５４０５；ＣＲ６１９６２２；ＣＲ６０８９９４；ＣＲ６０５７８７；
ＡＢ２０９６６０；ＡＫ２２２８９６；ＡＪ３００１８９；ＢＴ０１９９０１；及びＢＣ
０１２４１９）；ＩＦＩＴＭ１（ＮＭ＿００３６４１；ＢＣ０００８９７；ＢＴ００７１
７３；ＢＴ００９８５９；ＣＲ４５６８９４；ＣＲ５４１８７４；ＣＲ６０４９０２；Ｘ
５７３５１；Ｘ８４９５８；ＮＭ＿００６４３５；ＢＣ００９６９６；Ｘ０２４９０；及
びＪ０４１６４）；ＳＭＮ１（ＮＭ＿０００３４４；ＢＣ０６２７２３；ＣＲ６１１４４
５；ＣＲ５９３７３５；ＢＣ０００９０８；ＮＭ＿０２２８７４；ＢＣ０１５３０８；及
びＵ１８４２３）；ＰＲＫＣＡ（ＮＭ＿００２７３７；ＡＢ２０９４７５；ＢＣ１０９２
７４；ＢＣ１０９２７３；ＡＦ０３５５９４；ＢＣ０５３３２１；ＢＸ６４８９５４；Ａ
Ｋ１２５４２５；ＢＣ０６２７５９；ＢＣ０７１７６７；ＢＣ１０３６９１；ＢＣ１０１
４０３；ＢＣ１０７５９２；ＡＹ６３３６０９；ＢＣ１２２５３０；ＢＣ０１５８５５；
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ＡＦ０８６２８７；ＡＦ０３５５９５；Ｍ２２１９９；及びＸ５２４７９）；ＥＰＤＲ１
（ＤＱ９１４４３９；ＡＹ０２７８６２；ＮＭ＿０１７５４９；ＡＪ２５０４７５；ＡＦ
２０２０５１；ＣＲ６２４６７６；ＣＲ５９６６５６；ＮＭ＿０１６６１６；ＢＣ０００
６８６；ＢＣ０１８２９９；ＡＦ３０５５９６；及びＢＣ０３６８１６）；ＰＲＰＳＡＰ
２（ＮＭ＿００２７６７；ＡＢ００７８５１；ＢＸ６４８８５０；ＡＫ１２６３９８；Ｃ
Ｒ４５７０８２；ＢＣ１０１６７２；ＢＣ１０１６７０；及びＢＣ１０６０５０）；ＩＧ
Ｆ１Ｒ（ＮＭ＿０００８７５；ＮＭ＿０１５８８３；ＡＹ４２９５４５；ＣＲ６２４０１
３；ＢＣ０７８１５７；ＢＣ０８８３７７；ＢＣ１０７０８９；ＢＣ１１１０４６；ＢＣ
１１３６１０；ＢＣ１１３６１２；ＢＣ０１０６０７；Ｘ０４４３４　Ｍ２４５９９；及
びＵ０９０２３）；ＢＴＧ２　（ＮＭ＿００６７６３；ＣＲ６０６００２；ＣＲ６０４９
６２；ＣＲ５９５３５２；ＣＲ５９１０４２；ＢＣ１０５９４８；ＢＣ１０５９４９；Ｕ
７２６４９；及びＹ０９９４３）；ＬＭＯ２（ＢＣ０４２４２６；ＮＭ＿００５５７４；
ＢＣ０７３９７３；ＡＫ１２７９１５；ＣＲ６２５７１４；ＣＲ６１４３６８；ＣＲ６０
４５０７；ＡＦ２５７２１１；ＢＣ０３４０４１；ＢＣ０３５６０７；及びＸ６１１１８
）；ＹＩＰＦ３（ＡＬ０５０２７４；ＡＫ０００９４６；ＣＲ５３３５４１；ＣＲ６２３
１３７；ＣＲ６２２８９０；ＣＲ６２２５３２；ＣＲ６２１９９３；ＣＲ６１９８１６；
ＣＲ６１９４３７；ＣＲ６１９０５４；ＣＲ６１８２１２；ＣＲ６１６９８７；ＣＲ６１
６３８４；ＣＲ６１５６２３；ＣＲ６１５１５３；ＣＲ６１５１１８；ＣＲ６１２４１５
；ＣＲ６１１７４８；ＣＲ６１１２６０；ＣＲ６１０９８３；ＣＲ６１０４７０；ＣＲ６
０７７６８；ＣＲ６０６０２４；ＣＲ６０３４０８；ＣＲ６０３２０２；ＣＲ６０２２６
７；ＣＲ６０１９８７；ＣＲ５９９６１５；ＣＲ５９８１６２；ＣＲ５９７６７７；ＣＲ
５９６５８１；ＣＲ５９６２４９；ＣＲ５９５２３６；ＣＲ５９２２６６；ＣＲ５９０７
５２；ＣＲ５９０３４９；ＮＭ＿０１５３８８；ＡＫ０２１４３３；ＡＫ０２１６５５；
ＡＫ０２２７５７；ＢＣ０１９２９７；及びＡＦ１６２６７２）；及びＢＣＬ６（ＮＭ＿
００１７０６；ＮＭ＿１３８９３１；ＢＸ６４９１８５；Ｕ００１１５；ＢＣ１４２７０
５；ＢＣ１４６７９６；ＢＣ１５０１８４；ＡＬ７１３７１３；ＡＫ０９０８９０；ＡＬ
８３２９９０；及びＺ２１９４３）である。また、マーカー遺伝子のＧｅｎＢａｎｋ受託
番号が表１にリストにされている。
【００７６】
　幾つかの遺伝子の核酸配列が図１に示されている（１－１から１－２６）。
【００７７】
（対照標準レベル）
　Ｂ細胞リンパ腫試料における一又は複数のマーカー遺伝子の測定された発現量が、対照
標準レベルと比較される。いくつかの実施態様では、対照標準レベルは、例えば抗ＣＤ４
０抗体に感受性があるＢ細胞リンパ腫と抗ＣＤ４０抗体に対して耐性があるＢ細胞リンパ
腫との間において等、異なる種類のＢ細胞リンパ腫の間で発現レベルが変化しない（著し
くは変化しない）遺伝子の発現レベルである。いくつかの実施態様では、一又は複数のハ
ウスキーピング遺伝子（例えば国際公開第２００９／０６２１２５号の表８及び９に示さ
れる遺伝子等）の発現レベルが、対照標準レベルとして使用される。
【００７８】
　いくつかの実施態様では、マーカー遺伝子の測定された発現量は、対照標準レベルを使
用して正規化される。いくつかの実施態様では、マーカー遺伝子の正規化発現レベルは、
マーカー遺伝子と対照標準発現レベルの比率又は差異として、それぞれオリジナル又は対
数スケールで算出される。
【００７９】
　対照標準遺伝子は、マーカー遺伝子に対する特異的な正規化カウンターパートとして選
択されてもよい。対照標準遺伝子は、Ｂ細胞リンパ腫試料における高い平均発現及び低い
分散に対して選択された。加えて、対照標準遺伝子は、生物学的に異なった細胞株の発現
測定値間の分散に比較して、個々の細胞株の繰り返された発現測定値間の類似分散を有す
るように選択された。加えて、対照標準遺伝子は、一又は複数のマーカーと低い統計的関
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連性を有するように選択された。
【００８０】
　いくつかの実施態様では、対照標準レベルは、異なるＢ細胞リンパ腫試料におけるマー
カー遺伝子の測定された発現レベルである。いくつかの実施態様では、異なるＢ細胞リン
パ腫試料は、抗ＣＤ４０抗体誘導細胞死に対して耐性があるＢリンパ腫細胞を含む。
【００８１】
　いくつかの実施態様では、対照標準レベルは抗ＣＤ４０抗体治療後に増加した腫瘍容積
を有する被験者及び／又は抗ＣＤ４０抗体治療後に減少した腫瘍容積を有する被験者由来
のＢリンパ腫細胞を含む試料の対応するマーカー遺伝子の発現レベルに基づいて決定され
る。いくつかの実施態様では、対照標準レベル決定のための被験者由来の試料は、抗ＣＤ
４０抗体治療への応答が予測又は評価される被験者由来の試料と同じ種類のＢリンパ腫細
胞を含む。いくつかの実施態様では、同じ方法（例えばｑＲＴ-ＰＣＲ）及び／又は試薬
（例えばプライマーとプローブ）が、試料のマーカー遺伝子の発現レベルを測定するため
に、及び対照標準試料の対応するマーカー遺伝子の発現レベルを測定するために用いられ
る。
【００８２】
（発現レベルの測定）
　本願明細書において開示される方法は、リンパ腫試料（例えばＢ細胞性リンパ腫試料）
における一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルを検査する方法を提供する。幾つかの
実施態様では、対照標準レベルに対する発現レベルが、一又は複数のマーカー遺伝子につ
いて検査される。該方法及びアッセイは、例えばＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ
２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、
ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂの一又は複数のマーカー遺伝子の発
現を調べるものを含む。発現レベルは、ｍＲＮＡレベル及び／又はタンパク質レベルで測
定される。
【００８３】
　本発明は、哺乳類の組織又は細胞試料（例えばＢ細胞リンパ腫を伴う細胞及び／又は組
織）から発現レベルを測定する方法を提供する。例えば、患者試料を得るために、Ｈ＆Ｅ
染色が実施され、組織を大きく切り出すために腫瘍含有を多くするガイドとして使われる
。試料は、外科的切除、吸引又は生検を含むが、これに限定されるものではない、当該分
野で既知の種々の手順によって得ることができる。試料は新しくてもよいし凍結されてい
てもよい。いくつかの実施態様では、試料は、固定され、パラフィン等に包埋される。該
方法では、哺乳類の組織又は細胞試料を得て、一又は複数のバイオマーカーの発現につい
て調べる。該方法は、ｍＲＮＡ発現を検出するアッセイ、酵素活性の存在を検出する酵素
性アッセイ、及び免疫組織化学アッセイを含む種々なアッセイ形式において実施されうる
。前記組織又は細胞におけるこのようなバイオマーカーの発現の測定は、このような組織
又は細胞が抗ＣＤ４０抗体による治療に対して感受性／応答性であることを予測する。
【００８４】
　以下で検討するように、試料における様々なバイオマーカーの発現は、多くの方法によ
って分析することができるものであり、その多くは当該分野で知られ当業者に理解される
ものであり、マイクロアレイ（遺伝子及び／又は組織のアレイ分析）、インサイツハイブ
リダイゼーション、ノーザン解析、ｍＲＮＡのＰＣＲ解析、免疫組織化学的及び／又はウ
エスタン解析、ＦＡＣＳ、プロテインアレイ、質量分析、定量的な血液に基づくアッセイ
（例えば、血清ＥＬＩＳＡ）（例えば、タンパク質発現のレベルを調べるために）、及び
／又は生化学的酵素活性アッセイを含むがこれに限定されるものではない。遺伝子及び遺
伝子産物の状態を評価するための典型的なプロトコルは、例えばAusubel等編（1995）Cur
rent Protocols In Molecular Biology, ユニット２（ノザンブロッテイング）、４（サ
ザンブロッティング）、１５（イムノブロッティング）及び１８（ＰＣＲ解析）にある。
試料中の特定のバイオマーカー（例えばＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧ
Ｓ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６
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、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂの一又は複数の発現レベル）の検出に関する
下のプロトコルは、例示を目的として提供される。
【００８５】
　いくつかの実施態様では、本発明の方法は、組織又は細胞試料中におけるｍＲＮＡ、例
えばＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦ
ＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣ
Ｄ７９Ｂからの少なくとも１、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも
５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少な
くとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４、又は１５の遺伝子のｍ
ＲＮＡの存在及び／又は発現を調べるプロトコルを更に含む。幾つかの実施態様では、試
料の様々なバイオマーカーの発現は、組織又は細胞の試料中のｍＲＮＡを調べるか又は検
出するマイクロアレイ技術によって分析され得る。核酸マイクロアレイを用いて、試験及
びコントロールの組織試料から得た試験及びコントロールのｍＲＮＡ試料は、ｃＤＮＡプ
ローブを生成するために、逆転写され標識される。次いで、プローブを、固形支持体に固
定した核酸のアレイにハイブリダイズさせる。アレイの配列及び各々のメンバーの位置が
わかるように、アレイを設定する。例えば、特定の疾患状態において発現されうる選択し
た遺伝子を、固形支持体上に配列してもよい。特定のアレイメンバーと標識プローブとの
ハイブリダイゼーションは、プローブが由来する試料がその遺伝子を発現することを示す
。疾患組織の差次的遺伝子発現分析は、貴重な情報を提供する。マイクロアレイ技術は、
単一の実験で何千もの遺伝子のｍＲＮＡ発現性質を評価するために、核酸ハイブリダイゼ
ーション技術及び演算技術を利用する。(２００１年１０月１１日公開の国際公開第０１
／７５１６６号を参照(例えば米国特許第５７００６３７号、同第５４４５９３４号及び
同第５８０７５２２号、Lockart, Nature Biotechnology, 14:1675-1680 (1996))、アレ
イ製作の考察のためにはCheung, V.G.等, Nature Genetics 21(Suppl): 15-19 (1999)を
参照)。ＤＮＡマイクロアレイは、ガラス又は他の基質上で染みつけられるか直接合成さ
れる遺伝子断片を含有する微小なアレイである。何千もの遺伝子は、通常単一のアレイ上
に現れる。代表的なマイクロアレイ実験は以下の工程を伴う：１）試料から単離したＲＮ
Ａからの蛍光性標識標的の調製、２）マイクロアレイへの標識した標的のハイブリダイゼ
ーション、３）洗浄、染色及びアレイのスキャニング、４）走査画像の分析、そして５）
遺伝子発現プロファイルの生成。一般に、ＤＮＡマイクロアレイには２つの主要な種類、
ｃＤＮＡから調製されたＰＣＲ産物を含有する遺伝子発現アレイ及びオリゴヌクレオチド
アレイ(通常２５～７０mer)が用いられる。アレイを形成する際に、オリゴヌクレオチド
は、事前に作製して表面にスポットしても、(インサイツで)表面上で直接合成してもよい
。
【００８６】
　Affymetrix GeneChip(登録商標)システムは、ガラス表面上でオリゴヌクレオチドを直
接合成することにより製造されるアレイを含んでなる市販のマイクロアレイシステムであ
る。プローブ／遺伝子アレイ：オリゴヌクレオチド(通常２５mer)は、半導体ベースのフ
ォトリソグラフィーと固相化学合成技術との組合せによって、ガラスウェーハ上へ直接合
成される。各々のアレイは最高４０００００の異なるオリゴを含有し、各々のオリゴは何
百万ものコピーで存在する。オリゴヌクレオチドプローブがアレイ上の既知の位置で合成
されるので、ハイブリダイゼーションのパターン及びシグナル強度は、Affymetrix Micro
array Suiteソフトウェアによる遺伝子同一性と相対的な発現レベルに置き換えて解釈で
きる。各々の遺伝子は、一連の異なるオリゴヌクレオチドプローブによって、アレイ上に
表される。各々のプローブ対は、完全一致のオリゴヌクレオチドと、不一致のオリゴヌク
レオチドからなる。完全一致プローブは、特定の遺伝子に対して完全に相補的な配列を有
するため、遺伝子の発現を測定する。不一致プローブは、中心塩基位置での単一塩基置換
によって、完全一致プローブとは異なり、標的遺伝子転写物の結合を妨げる。これによっ
て、完全一致オリゴを決定するシグナルの一因となるバックグラウンド及び非特異的ハイ
ブリダイゼーションを決定できる。Microarray Suiteソフトウェアは、完全一致プローブ
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のハイブリダイゼーション強度から不完全一致プローブのハイブリダイゼーション強度を
減算して、それぞれのプローブセットの絶対値又は特異的強度の値を決定する。プローブ
は、ＧｅｎＢａｎｋ及び他のヌクレオチド貯蔵所の当時の情報に基づいて選択される。こ
の配列は遺伝子の３'末端の特定の領域を認識すると思われている。GeneChipハイブリダ
イゼーションオーブン(「回転式(rotisserie)」オーブン)を用いて、一度に最高６４アレ
イのハイブリダイゼーションを行う。フルイディクスステーションでは、プローブアレイ
の洗浄と染色が行われる。これは完全に自動化しており、４つのモジュールを含有してお
り、その各々のモジュールが一つのプローブアレイを保持している。各々のモジュールは
、事前にプログラム化されたフルイディクスプロトコールを用いたMicroarray Suiteソフ
トウェアにより個々に制御される。スキャナは、プローブアレイに結合した標識ｃＲＮＡ
により発される蛍光強度を測定する共焦点レーザー蛍光発光スキャナである。Microarray
 Suiteソフトウェアを有するコンピュータワークステーションがフルイディクスステーシ
ョンとスキャナを制御する。Microarray Suiteソフトウェアは、プローブアレイについて
事前にプログラム化したハイブリダイゼーション、洗浄及び染色プロトコールを用いてフ
ルイディクスステーションを８つまで制御できる。また、ソフトウェアは、ハイブリダイ
ゼーション強度データを得て、適切なアルゴリズムを使用して各々の遺伝子の存在／非存
在情報に変換する。最後に、ソフトウェアは、比較分析によって、遺伝子発現における実
験間の変化を検出して、テキストファイルに出力する。このファイルは更なるデータ分析
のために他のソフトウェアプログラムに用いることができる。
【００８７】
　いくつかの実施態様では、試料の様々なバイオマーカーの発現は遺伝子の欠損又は遺伝
子の増幅を調べることによって評価してもよい。遺伝子の欠損又は増幅は、当分野で公知
の様々なプロトコルの何れか一つ、例えば、慣例的なサザンブロット、ｍＲＮＡの転写を
定量化するノザンブロット(Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201 5205 (1980)
)、ドットブロット(ＤＮＡ分析)、又は適切に標識したプローブを用いたインサイツハイ
ブリダイゼーション(例えばＦＩＳＨ)、適切に標識したプローブを用いた細胞遺伝学的方
法又は比較ゲノムハイブリダイゼーション(ＣＧＨ)によって測定できる。例として、これ
らの方法を用いて遺伝子の欠損又は増幅を検出してもよい。
【００８８】
　いくつかの実施態様では、試料の様々なバイオマーカーの発現は相補的ＤＮＡプローブ
を使用するハイブリダイゼーションアッセイ（例えば、標識リボプローブ、ノザンブロッ
ト及び関連技術を使用したインサイツハイブリダイゼーション）及び様々な核酸増幅アッ
セイ（例えば、ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭ
Ｏ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１
Ｒ、及びＣＤ７９Ｂの一又は複数の遺伝子に特異的なプライマーのような相補的プライマ
ーを使用するＲＴ－ＰＣＲ、及び他の増幅型の検出法、例えば分岐ＤＮＡ、ＳＩＳＢＡ、
ＴＭＡなど）によって評価され得る。
【００８９】
　哺乳動物由来の組織又は細胞の試料は、例えばノーザン、ドットブロット又はＰＣＲ分
析を用いて、例えばＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、
ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧ
Ｆ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂの何れか一又は複数の遺伝子のｍＲＮＡについて簡易にアッセイ
することができる。幾つかの実施態様では、一又は複数のバイオマーカーの発現はＲＴ-
ＰＣＲ（ｑＲＴ-ＰＣＲ）によってアッセイされてもよい。幾つかの実施態様では、ＲＴ-
ＰＣＲは定量的ＲＴ-ＰＣＲ（ｑＲＴ-ＰＣＲ）であってもよい。幾つかの実施態様では、
ＲＴ-ＰＣＲはリアルタイムＲＴ-ＰＣＲである。幾つかの実施態様では、ＲＴ-ＰＣＲは
定量的リアルタイムＲＴ-ＰＣＲである。定量的ＰＣＲアッセイのようなＲＴ-ＰＣＲアッ
セイは当分野でよく知られている。本発明の例示的な実施態様では、生物学的試料におい
てｍＲＮＡを検出するための方法は、少なくとも１のプライマーを使用する逆転写によっ
て試料からｃＤＮＡを産生すること；ｃＤＮＡを増幅し、センス及びアンチセンスプライ
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マーとしてポリヌクレオチドを使用して、それについてｃＤＮＡを産生すること；及び興
味の増幅されたｃＤＮＡの存在を検出することを含む。いくつかの実施態様では、リアル
タイムＲＴ－ＰＣＲは定量的ＲＴ－ＰＣＲであってもよい。いくつかの実施態様では、リ
アルタイムＲＴ－ＰＣＲは、ＴａｑＭａｎ試薬（アプライドバイオシステムズ）を使用し
て行うことができる。いくつかの実施態様では、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲは、ＴａｑＭ
ａｎ試薬（アプライドバイオシステムズ）及びＡＢＩプリズム７７００配列検出システム
（アプライドバイオシステムズ）を使用して行うことができる。リアルタイムＲＴ－ＰＣ
Ｒは、Ｔａｑポリメラーゼが５’－３；エキソヌクレアーゼ活性を有するという原理と、
切断に応じてのみ蛍光シグナルを放出するという問題があった二重標識蛍光発生オリゴヌ
クレオチドを、蛍光共鳴エネルギーの原理に基づいて組合わせる。例えば、Overbergh, L
.等, J. Biomolecular Techniques 14(1): 33-43 (2003)を参照。加えて、このような方
法は、生物試料の表２－４、６，７及び１３の何れかに挙げた遺伝子のｍＲＮＡのような
ｍＲＮＡのレベルを決定することを可能にする一又は複数の工程を含むことができる（例
えば、アクチン・ファミリーの一員のような「ハウスキーピング」遺伝子及び／又は国際
公開第２００９／０６２１２５号の表８又は表９に挙げた一又は複数の遺伝子の比較対照
ｍＲＮＡ配列を同時にレベルを調べることによって）。ｑＲＴ-ＰＣＲを行うために使用
できるプライマーとプローブの例は、表１に提供される。
【００９０】
　いくつかの実施態様では、試料中におけるＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、
ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣ
Ｌ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂによってコードされたタンパク質の発現
は、免疫組織化学及び染色プロトコルを用いて試験される。組織切片の免疫組織化学染色
は、試料中のタンパク質の存在を評価ないしは検出するための確実な方法であることが示
されている。免疫組織学法（「ＩＨＣ」）技術は、抗体を用いて、一般的には色素生産性
方法又は蛍光性方法によって、インサイツで細胞性抗原を探索して視覚化する。
【００９１】
　試料の調製では、哺乳動物（典型的にはヒト患者）の組織又は細胞試料を用いてもよい
。試料の例として、組織生検、血液、肺吸引、痰、リンパ液などが含まれるが、これらに
限定するものではない。前記試料は、限定するものではないが、外科的切除、吸引又は生
検を含む当該分野で既知の様々な手順によって得ることができる。組織は新鮮なものでも
凍結したものでもよい。ある実施態様では、試料は固定し、パラフィンなどに包埋する。
【００９２】
　前記組織試料は一般的な方法によって固定(すなわち保存)されうる(例として、「Manua
l of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology」第
３版(1960) Lee G. Luna, HT (ASCP)編集, The Blakston Division McGraw-Hill Book Co
mpany, New York；The Armed Forces Institute of Pathology Advanced Laboratory Met
hods in Histology and Pathology (1994) Ulreka V. Mikel編集、Armed Forces Institu
te of Pathology, American Registry of Pathology, Washington, D.C.を参照)。当業者
であれば、組織学的染色ないしは他の分析に供する試料の目的に応じて固定液を選択する
ことは理解するところであろう。また、当業者であれば、固定の時間が組織試料の大きさ
及び用いる固定液に依存することも理解するであろう。例として、中性緩衝ホルマリン、
ブアン固定液又はパラホルムアルデヒドを用いて試料を固定してもよい。
【００９３】
　一般に、まず試料を固定し、ついで段階的に増加させたアルコールによって、脱水し、
パラフィン又は他の切片溶液に浸透させて包埋し、組織試料を切断できるようにする。別
法として、組織を切断して、得られた切片を固定してもよい。例として、従来の方法によ
って、組織試料を包埋して、パラフィンで処理してもよい(例として、上掲の「Manual of
 Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology」を参照
)。使用されうるパラフィンの例として、パラプラスト（Paraplast）、ブロロイド（Brol
oid）及びティッシュメイ（Tissuemay）があるが、これらに限定するものではない。組織
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試料を包埋すると、試料をミクロトーム等によって、切断してもよい(例として、上掲の
「Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathol
ogy」を参照)。この手順の例として、切片はおよそ３ミクロンからおよそ５ミクロンの範
囲の厚さでよい。切断すると、いくつかの標準的な方法によって、切片をスライドに付着
させることができる。スライド接着剤の例として、シラン、ゼラチン、ポリ‐Ｌ‐リジン
などがあるが、これに限定されるものではない。例として、パラフィン包埋切片は、正に
荷電したスライド及び／又はポリ‐Ｌ‐リジンでコートしたスライドに付着させることが
できる。
【００９４】
　包埋材料としてパラフィンを用いた場合、組織切片は通常、脱パラフィン化して、水に
再水和させる。組織切片は、いくつかの従来の標準的な方法によって、脱パラフィン化し
てもよい。例えば、キシレン及び段階的に減少するアルコールを用いてもよい(例として
、上掲の「Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute o
f Pathology」を参照)。別法として、Ｈｅｍｏ-Ｄｅ７(CMS, Houston, Texas)などの市販
の脱パラフィン化非有機薬剤が用いられてもよい。
【００９５】
　いくつかの実施態様では、試料の調製の後に、組織切片をＩＨＣを用いて分析してもよ
い。ＩＨＣは、形態学的染色及び／又は蛍光発光インサイツハイブリダイゼーションなど
の付加的な技術と組み合わせて実施することができる。ＩＨＣの直接アッセイ及び間接ア
ッセイの２つの一般的な方法が利用できる。第一のアッセイでは、標的抗原(例えばＵＡ
Ｐ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１
、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂ
の何れかによってコードされたタンパク質又はその断片)に対する抗体の結合は、直接的
に測定される。この直接アッセイは、更なる抗体相互作用を必要とせずに可視化されうる
蛍光タグ又は酵素標識一次抗体などの標識された試薬を用いる。代表的な間接アッセイで
は、コンジュゲートしていない一次抗体が抗原と結合し、ついで標識された二次抗体が一
次抗体と結合する。二次抗体が酵素標識にコンジュゲートする場合、抗原を視覚化させる
ために色素生産性基質ないしは蛍光発生基質が加えられる。幾つかの二次抗体は一次抗体
上の異なるエピトープと応答しうるので、シグナルの増幅が起こる。
【００９６】
　典型的には、免疫組織化学に使用される一次及び／又は二次抗体は、検出可能な部分で
標識される。一般には以下の種類に分類できる数多くの標識が利用可能である：
　（ａ）放射性同位体、例えば３５Ｓ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ及び１３１Ｉ。抗体は例
えばImmunology, 1及び2巻, Coligen 等, 編集 Wiley-Interscience, New York, New Yor
k, Pubs. (1991)のCurrent Protocolsに記載される技術を用いて放射性同位体で標識する
ことができ、放射能はシンチレーション計測器を用いて測定することができる。
　（ｂ）コロイド金粒子。
　（ｃ）希有土類キレート(ユウロピウムキレート)、テキサスレッド、ローダミン、フル
オレセイン、ダンシル、リサミン、ウンベリフェロン、フィコクリセリン(phycocrytheri
n)、フィコシアニン又はSPECTRUM ORANGE7及びSPECTRUM GREEN7などの市販の蛍光体及び
／又は上記の何れか一ないしは複数の誘導体を含むが、これらに限定されるものではない
蛍光標識。蛍光標識は、例えば、上記のImmunologyのCurrent Protocolsに開示される技
術を用いて抗体にコンジュゲートすることができる。蛍光は、蛍光計を用いて定量化する
ことができる。
　（ｄ）様々な酵素基質標識が利用可能であり、米国特許第４２７５１４９号にはこの概
説がある。一般に、酵素は、様々な技術を用いて測定することができる色素生産性基質の
化学変化を触媒する。例えば、酵素は、分光測光法で測定することができる基質の変色を
触媒しうる。あるいは、酵素は、基質の蛍光又は化学発光を変えうる。蛍光の変化を定量
化する技術は上記の通りである。化学発光基質は、化学反応によって電子的に励起され、
測定することができる(例えば化学発光計測器を用いて)か、又はエネルギーを蛍光アクセ
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プターに与える光を発しうる。酵素標識の例には、ルシフェラーゼ(例えば、ホタルルシ
フェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼ；米国特許第４７３７４５６号)、ルシフェリン、2,3
-ジヒドロフタルアジネジオン(dihydrophthalazinediones)、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ
、ウレアーゼ、西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰＯ)などのペルオキシダーゼ、アルカ
リホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リソチーム、サッカライ
ドオキシダーゼ(例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ及びグルコ
ース-６-リン酸デヒドロゲナーゼ)、複素環のオキシダーゼ(例えばウリカーゼ及びキサン
チンオキシダーゼ)、ラクトペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼなどが含まれる
。抗体に酵素をコンジュゲートする技術は、O'Sullivan等, Methods for the Preparatio
n of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay, in Methods in Enz
ym. (J. Langone & H. Van Vunakis編), Academic press, New York, 73:147-166 (1981)
に記載されている。
【００９７】
　酵素基質の組合せの例には、例えば以下のものが含まれる：
　（ｉ）基質として水素ペルオキシダーゼを有する西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰ
Ｏ)、ここで水素ペルオキシダーゼが染料前駆体(例えば、オルトフェニレンジアミン(Ｏ
ＰＤ)又は３,３',５,５'-テトラメチルベンジジン塩酸塩(ＴＭＢ))を酸化する；
　（ｉｉ）色素生産性基質としてパラ-ニトロフェニルホスフェートを有するアルカリホ
スファターゼ(ＡＰ)；及び
　（ｉｉｉ）色素生産性基質(例えばｐ-ニトロフェニル-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ)又は蛍
光発生基質４-メチルウンベリフェリル-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ)を有するβ-Ｄ-ガラク
トシダーゼ(β-Ｄ-Ｇａｌ)。
【００９８】
　多数の他の酵素-基質の組合せは当業者に利用可能である。これらの一般的な概要につ
いては、米国特許第４２７５１４９号及び同第４３１８９８０号を参照。しばしば、標識
は、抗体と間接的にコンジュゲートされる。これを達成するための様々な技術は当業者に
知られている。例えば、抗体は、ビオチンとコンジュゲートさせることができ、前述した
４つの広い分類のうちの何れかをアビジンとコンジュゲートさせることができ、その逆も
また可能である。ビオチンは選択的にアビジンと結合し、したがって、該標識はこの間接
的な方法で抗体にコンジュゲートさせることができる。あるいは、抗体と標識を間接的に
コンジュゲートさせるために、抗体は小ハプテンとコンジュゲートさせ、前述した標識の
異なるタイプのうちの１つを抗ハプテン抗体とコンジュゲートさせる。したがって、抗体
と標識は間接的にコンジュゲートすることができる。
【００９９】
　上で検討した試料調製手順以外に、ＩＨＣの前、ＩＨＣの間又はＩＨＣの後に組織切片
の更なる処置が所望される場合がある。例えば、クエン酸塩バッファー中で組織試料を加
熱するなどのエピトープ回収法が実施されうる(例として、Leong 等 Appl. Immunohistoc
hem. 4(3): 201 (1996)を参照)。
【０１００】
　場合によって行うブロック工程の後に、一次抗体が組織試料中の標的タンパク質抗原と
結合するような好適な条件下で十分な時間、組織切片を一次抗体に曝露させる。これを達
成するための好適な条件は常套的な実験によって決定できる。試料に対する抗体の結合の
度合いは、上で検討した検出可能な標識の何れか一つを用いて決定される。好ましくは、
標識は、３,３'-ジアミノベンジジン色素原などの色素生産性基質の化学変化を触媒する
酵素標識(例えばＨＲＰＯ)である。好ましくは、酵素標識は、一次抗体に特異的に結合す
る抗体にコンジュゲートさせる(例えば、一次抗体はウサギポリクローナル抗体であり、
二次抗体はヤギ抗ウサギ抗体である)。
【０１０１】
　いくつかの実施態様では、一又は複数のバイオマーカーの発現を検出するためにＩＨＣ
分析で用いられる抗体は、ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ
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２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１
、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂよってコードされる一又は複数のタンパク質等の、一又は
複数の興味あるバイオマーカーに主に結合するように産生された抗体である。いくつかの
実施態様では、抗体はモノクローナル抗体である。抗体は様々な販売元からなど、当分野
で容易に入手可能であり、また当分野で公知の慣例的な技術を用いて作製されうる。
【０１０２】
　このようにして調製された標本は、スライドに載せられ、カバーガラスがかけられうる
。ついで、スライド評価は、例えば顕微鏡を使用して決定され、また当分野で日常用いら
れる染色強度基準が用いられ得る。一例として、染色強度基準は以下のように評価され得
る：

【０１０３】
　代替的な方法では、試料を、抗体-バイオマーカー複合体が形成するために十分な条件
下で前記バイオマーカーに特異的な抗体と接触させ、ついで該複合体を検出することがで
きる。バイオマーカーの存在は多くの方法において検出され得、例えば血漿又は血清を含
む多種多様な組織及び試料を検定するためのウェスタンブロッティング及びＥＬＩＳＡ手
法等である。このようなアッセイ様式を用いた広範囲にわたるイムノアッセイ技術が利用
可能であり、例えば米国特許第４０１６０４３号、同第４４２４２７９号及び同第４０１
８６５３号を参照。これらには、非競合型の一部位及び二部位もしくは「サンドイッチ」
アッセイの両方、並びに伝統的な競合結合アッセイが含まれる。また、これらのアッセイ
には、標的バイオマーカーに対する標識抗体の直接結合が含まれる。
【０１０４】
　サンドイッチアッセイは最も有用であり一般的に用いられるアッセイである。サンドイ
ッチアッセイ技術には多くのバリエーションがあり、その全てが本発明により包含される
ことを意図する。簡潔には、典型的なフォワードアッセイでは、非標識抗体を固体基板上
に固定して、試験する試料を結合した分子に接触させる。適切な期間のインキュベーショ
ン後、抗体抗原複合体の形成を可能にするのに十分な時間、検出可能なシグナルを生成で
きるレポーター分子で標識した、抗原に特異的な第二抗体をついで添加して、更なる抗体
-抗原標識抗体の複合体が形成されるために十分な時間インキュベートする。反応しなか
った材料を洗い流し、レポーター分子により生成されるシグナルを観察することによって
抗原の存在を決定する。結果は、可視的シグナルの単純観察による定性的であり得、又は
既知量のバイオマーカーを含むコントロール試料と比較することによる定量的でもよい。
【０１０５】
　フォワードアッセイへのバリエーションには、試料及び標識抗体の両方を結合した抗体
に同時に添加する同時アッセイがある。これらの技術は当業者によく知られており、多少
のバリエーションが加えられることは容易に明らかであろう。典型的なフォワードサンド
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イッチアッセイでは、バイオマーカーに対して特異性を有する第一抗体が固体表面に共有
結合されるか受動的に結合される。固体表面は典型的にはガラス又はポリマーであり、最
も一般的に用いられるポリマーはセルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチ
レン、ポリ塩化ビニル又はポリプロピレンである。固体支持体は、チューブ、ビーズ、マ
イクロプレートのディスク、又はイムノアッセイを行うために適切な他の任意の表面の形
態でもありうる。結合方法は当該分野で周知であり、一般に、架橋性共有結合又は物理的
な吸着からなり、ポリマー-抗体複合体は試験試料の調製において洗浄される。ついで、
試験される試料のアリコートを固相複合体に添加し、抗体中に存在する任意のサブユニッ
トが結合するために十分な時間(例えば、２～４０分又はより便利であるならば一晩)と適
切な条件(例えば室温から４０℃、例えば２５℃から３２℃の間)下でインキュベートする
。インキュベーション期間の後、抗体サブユニット固相を洗浄して、乾燥させ、バイオマ
ーカーの一部に特異的な二次抗体と共にインキュベートする。二次抗体は、分子マーカー
への二次抗体の結合を示すために用いられるレポーター分子に結合させる。
【０１０６】
　いくつかの実施態様では、該方法は、試料中の標的バイオマーカーを固定し、その後レ
ポーター分子で標識されていても又は標識されていなくともよい特異的抗体に固定された
標的を曝すことを伴う。標的の量及びレポーター分子シグナルの強度に応じて、結合した
標的は、抗体で直接標識することによって、検出可能でありうる。あるいは、一次抗体に
特異的な二次標識抗体を標的-一次抗体複合体に曝して、標的-一次抗体-二次抗体の三位
複合体を形成させる。複合体は、レポーター分子により発されるシグナルにより検出され
る。本明細書中で用いられる「レポーター分子」とは、その化学的性質によって、抗原と
結合した抗体の検出を可能にする分析して同定可能なシグナルを提供する分子を意味する
。この種のアッセイにおいて、最も一般的に用いられるレポーター分子は、酵素、蛍光体
又は放射性核種含有分子(すなわち放射性同位体)及び化学発光分子である。
【０１０７】
　酵素イムノアッセイの場合、一般にグルタルアルデヒド又は過ヨウ素酸塩によって、酵
素を二次抗体にコンジュゲートさせる。しかしながら、容易に認識されるように、当業者
に直ぐに利用可能である多種多様な異なるコンジュゲート技術が存在する。一般的に用い
られる酵素には、西洋わさびペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ－中でもガラク
トシダーゼ及びアルカリホスファターゼなどがある。特定の酵素と共に用いられる基質は
、一般的に、対応する酵素による加水分解の際に生じる検出可能な色の変化で選択する。
適切な酵素の例として、アルカリホスファターゼやペルオキシダーゼなどがある。また、
上記の色素生産性基質よりも蛍光性産物を産生する蛍光性基質を用いることもできる。全
ての例において、酵素標識抗体を一次抗体-分子マーカー複合体に加えて、結合させ、つ
いで過剰な試薬を洗い流す。ついで、適当な基質を含む溶液を抗体-抗原-抗体の複合体に
加える。基質が二次抗体と結合した酵素と反応して定性的な可視化シグナルを生じ、これ
は、通常は分光測定法により更に定量され、試料中に存在していたバイオマーカーの量の
指標を生じる。あるいは、フルオレセイン及びローダミンなどの蛍光性化合物を、抗体の
結合能を変化させることなく抗体に化学的に結合させてもよい。特定の波長の光を照射す
ることにより活性化されると、蛍光色素標識抗体はその光エネルギーを吸収し、それによ
リその分子において励起状態が誘発され、続いて光学顕微鏡を用いて目視で検出可能な特
徴的な色で光が放射される。ＥＩＡにおけるように、蛍光標識抗体は、一次抗体-分子マ
ーカー複合体に結合できる。結合していない試薬を洗い落とした後に、残りの三次複合体
を適当な波長の光に曝すと、観察された蛍光が対象の分子マーカーの存在を示す。免疫蛍
光法及びＥＩＡ技術は何れも、当分野で非常に確立されたものである。しかしながら、放
射性同位体、化学発光性分子又は生物発光性分子などの他のレポーター分子も用いられて
もよい。
【０１０８】
　いくつかの実施態様では、組織又は細胞試料の選択されたバイオマーカーの発現は、機
能的又は活性に基づくアッセイにより調べることができる。例えば、バイオーマーカーが
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酵素ならば、組織又は細胞試料の所与の酵素活性の存在を測定又は検出するために当該分
野で知られているアッセイを実施することができる。
【０１０９】
　一又は複数のバイオマーカーの発現レベルを評価する上記方法の何れかにおいて、標的
分子を含む試料を、当該分野でよく知られ、対象の疾患の特定の種類及び位置について適
切である方法によって得られることができる。組織生検は、疾患組織の標本片を得るため
に多くの場合用いられる。あるいは、細胞は、興味の疾患細胞を含むことが知られている
か又は考えられている組織／液体の形態で間接的に得ることができる。例えば、疾患病変
の試料は、切除術、気管支鏡検査法、細針吸引、気管支のブラッシングによって、又は、
痰、肋膜体液又は血液から入手してもよい。遺伝子又は遺伝子産物は、疾患組織から又は
他の体試料、例えば尿、痰又は血清から検出できる。疾患試料中の標的遺伝子又は遺伝子
産物の検出のための上で検討したものと同じ技術を他の体試料に応用できる。このような
体試料のスクリーニングによって、これらの疾患について簡単な早期の診断を達成するこ
とができる。加えて、治療の経過は、標的遺伝子又は遺伝子産物についてこのような体試
料を試験することによって、より容易に監視することができる。
【０１１０】
　疾患細胞の組織調製物を濃縮する方法は当該分野で知られている。例えば、組織は、パ
ラフィン切片又はクリオスタット切片から単離してもよい。また、興味ある細胞を、フロ
ーサイトメトリー又はレーザー捕獲顕微解剖によって正常細胞から切り離してもよい。正
常細胞から疾患を分離するためのこれら並びに他の技術は当該分野で知られている。疾患
組織が正常細胞で高くコンタミネートしている場合、特性遺伝子発現プロファイルの検出
はより難しいが、コンタミネーション及び／又は偽陽性／陰性の結果を最小化する技術は
既知であり、そのいくつかを以下に記述する。例えば、試料は、対象とする疾患細胞と結
合するが対応する正常細胞とは結合しないか、又はその逆も可であることが分かっている
バイオマーカー(突然変異を含む)の存在についてまた評価してもよい。
【０１１１】
　組織又は細胞試料が、組織又は細胞試料が抗ＣＤ４０抗体による治療に感受性があるこ
とを示しているバイオマーカの一又は複数を発現するという判定の後で、抗ＣＤ４０抗体
の有効量を、哺乳類を苦しめているＢ細胞リンパ腫のような疾患を治療するために、ヒト
のような哺乳類に投与できることが考えられる。本願明細書に記載の様々な病的状態の哺
乳類、例えばヒトの診断は、熟練した臨床医によってなされうる。
【０１１２】
（発現レベルを比較し、抗ＣＤ４０抗体治療に対するＢ細胞リンパ腫の応答性を予測し、
評価し又は評価の補助をすること）
　本願明細書に記載の方法は、マーカー遺伝子の測定された発現レベルと対照標準レベル
とを比較する工程を含む。対照標準レベルは、マーカー遺伝子と異なる対照標準遺伝子の
測定された発現レベル又は異なる試料の同じマーカー遺伝子の測定された発現レベルであ
ってもよい。 
【０１１３】
　いくつかの実施態様では、患者由来のＢ細胞リンパ腫試料のマーカー遺伝子の測定され
た発現レベルが、試料の対照標準遺伝子の測定された発現レベルと比較される。いくつか
の実施態様では、対照標準遺伝子の発現レベルは、抗ＣＤ４０抗体感受性及び耐性細胞を
含む様々な種類のＢリンパ腫細胞の中で実質的に変化しない。いくつかの実施態様では、
対照標準の測定された発現レベルに対するマーカー遺伝子の測定された発現レベルの比率
が算出され、比率が抗ＣＤ抗体治療に対するＢ細胞リンパ腫の応答を評価するためか又は
評価の補助のために使用できる。
【０１１４】
　いくつかの実施態様では、被験者由来のＢ細胞リンパ腫試料のマーカー遺伝子の測定さ
れた発現レベルは、対照標準試料のマーカー遺伝子の測定された発現レベルと比較される
。いくつかの実施態様では、対照標準試料は、抗ＣＤ４０抗体に耐性があるか又は応答し



(29) JP 5836929 B2 2015.12.24

10

20

30

40

50

ないＢリンパ腫細胞を含む。例えば、比較は、被験者由来の試料及び対照標準試料におけ
るマーカー遺伝子の測定された発現レベル間の相違の大きさを決定するために行われる（
例えば、被験者由来の試料と対照標準試料のマーカー遺伝子の発現レベル間の倍又はパー
センテージ差を比較する）。幾つかの実施態様では、抗ＣＤ４０抗体に対して耐性がある
か又は応答しないＢリンパ腫細胞を含んでなる対照標準試料におけるマーカー遺伝子の発
現と比較して、被験者由来の試料におけるマーカー遺伝子の増加又は減少した発現は、抗
ＣＤ４０抗体による治療に対してＢ細胞リンパ腫の応答性を示唆するか又は示す。いくつ
かの実施形態では、被験者の由来の試料の発現レベルの増加の倍数は、対照標準試料の発
現レベルの少なくとも約１．５×、１．７５×、２×、３×、４×、５×、６×、７×、
８×、９×又は１０×の何れかである。いくつかの実施態様では、被験者の由来の試料の
発現レベルの減少の倍数は、対照標準試料の発現レベルの少なくとも約０．０１、０．０
５、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８何れか未満であ
る。
【０１１５】
　いくつかの実施態様では、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２
、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、Ｕ
ＡＰ１及びＰＵＳ７からなる群から選択される一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベル
は、対照標準レベルと比較される。
【０１１６】
　いくつかの実施態様では、対照標準レベルと比較した一又は複数のＩＦＩＴＭ１、ＣＤ
７９Ｂ、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１及びＰＵＳ７の増大した発現レベ
ルは、前記被験者が抗ＣＤ４０アゴニスト抗体治療に応答しそうにないことを示唆する。
いくつかの実施態様では、対照標準レベルは、抗ＣＤ４０アゴニスト抗体治療後に増大し
た腫瘍量を有する被験者由来のＢリンパ腫細胞を含む試料における、対応するマーカー遺
伝子の発現レベルによって決定される値又は範囲である。
【０１１７】
　いくつかの実施態様では、対照標準レベルと比較した一又は複数のＣＤ４０、ＲＧＳ１
３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ２２、ＢＴＧ２及びＵＡＰ１の増大した発現は、前記被験
者がアゴニスト抗ＣＤ４０抗体治療に応答しそうなことを示す。いくつかの実施態様では
、対照標準レベルは、抗ＣＤ４０アゴニスト抗体治療後に減少した腫瘍量を有する被験者
由来のＢリンパ腫細胞を含む試料における、対応するマーカー遺伝子の発現レベルによっ
て決定される値又は範囲である。
【０１１８】
　いくつかの実施態様では、発現レベルＢＣＬ６が測定されて、対照標準レベルと比較さ
れる。ＢＣＬ６の発現レベルが、抗ＣＤ４０抗体治療に対する被験者の応答性を予測する
か、評価するか、評価することを補助するために使用される。実施例１に示すように、Ｂ
ＣＬ６発現は抗ＣＤ４０アゴニスト抗体治療後に増加した腫瘍を有する被験者で低い傾向
がある。いくつかの実施態様では、抗ＣＤ４０アゴニスト抗体治療後に減少した腫瘍容量
を有する被験者由来の試料におけるＢＣＬ６の発現レベルによって測定された対照標準レ
ベルと比較したＢＣＬ６の増加した発現は、抗ＣＤ４０アゴニスト抗体治療に反応しそう
であることを示唆する。
【０１１９】
　いくつかの実施態様では、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２
、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、Ｕ
ＡＰ１、ＰＵＳ７、及びＢＣＬ６の一又は複数の発現レベルが測定され、感受性インデッ
クスがマーカー遺伝子の測定された発現レベルに基づいて算出される。例えば、以下の方
程式が、感受性インデックス（ＳＩ）：
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を決定するために用いられることができ、ここで、表４に示す正の相関値を有する少なく
とも１つのマーカー遺伝子及び負の相関値を有する少なくとも１つのマーカー遺伝子の発
現レベルが測定され；式中、（ｉ）βｊは測定される各マーカー遺伝子のための係数値で
あり；（ｉｉ）ｐは、測定されるマーカー遺伝子の数であり；（ｉｉｉ）ｘｉは、測定さ
れた各マーカーの発現レベルに対する、被験者由来の試料の変換し正規化された発現レベ
ルであり；及び（ｉｖ）μｊ及びσｊは、測定される各マーカー遺伝子のための平均と標
準偏差であり；ここで、βｊ及びμｊ及びσｊは臨床試験からの、Ｂリンパ腫細胞を含ん
でなる患者試料から決定される。いくつかの実施態様では、感受性インデックスが０と同
等か０を超える値は被験者が抗ＣＤ４０抗体治療に応答しそうであることを示し、感受性
インデックスが０より小さい値は患者が抗ＣＤ４０抗体治療に応答しそうにないことを示
す。実施例１には、どのように分析し対照標準試料と新規試料のパラメータを決定するか
について詳細に記載した。いくつかの実施態様では、ＩＦＩＴＭ１、ＲＧＳ１３、ＣＤ７
９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＣＤ４４、ＥＰＤＲ１、及びＵＡＰ１が測定されて、感受性
インデックス算出のために使われる。いくつかの実施態様では、等しい数の正に相関する
マーカー遺伝子と負に相関するマーカー遺伝子が測定されて、感受性インデックス算出の
ために使われる。
【０１２０】
　感受性インデックスを決定する方法は当該分野で知られている。Zhou H.及びHastie T.
 (2005) Regularization and variable selection via the elastic net；J. R. Statist
. Soc. B. 67(2). pp. 301-320；Friedman J., Hastie T.及びTibshirani R. 2008. Regu
larization Paths for Generalized Linear Models via Coordinate Descent. Technical
 Report, Department of Statistics, Stanford University (World Wide Web-stat.stan
ford.edu/~hastie/Papers/glmnet.pdf) R package glmnet; R Development Core Team (2
008). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for 
Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL World Wide Web a
t R-project.orgを参照されたい。
【０１２１】
　抗ＣＤ４０抗体治療に対して応答性であるとして患者の試料を分類するための、重み付
けＫ近傍（ＷＫＮＮ）を使用した別法が実施例２に記載される。ｑＲＴ-ＰＣＲが、１５
の遺伝子ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、
ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及
びＣＤ７９Ｂの発現を測定するために使用される。少なくとも１０％の腫瘍サイズの減少
が、抗ＣＤ４０抗体治療に対して応答性であるとして定義される。１５の遺伝子に対する
重みは、罰則付き回帰分析（ＧＬＭＮＥＴ）を使用して決定される。
【０１２２】
　幾つかの実施態様では、本発明の方法は、被験者からの試料及びクラスが既知である対
照標準試料における、ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２
、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂの一又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルに基づいてＫ近傍
法を使用して被験者を応答性又は非応答性被験者として分類することを含む。幾つかの実
施態様では、Ｋ近傍法を使用する患者の分類は、（１）パラメータＫを決定し（つまり、
近傍の数）；（２）分類される新規試料におけるマーカー遺伝子の測定された発現レベル
と各対照標準試料におけるそれぞれのマーカー遺伝子の発現レベルとの差異を算出し；（
３）新規試料と対照標準試料との間に最小の絶対値差の重み付き平均（weighted average
 of the absolute differences, ＷＡＡＤ）を有するそれらの試料を選択することによっ
て近傍対照標準試料を決定し；及び（４）Ｋ個の近傍対照標準試料の既知のクラスに基づ
いて新規試料のクラスを決定する。重み及び／又はパラメータＫはクラスが既知である臨
床試験試料を用い交差検定を使用して決定される。例えば、５分割（例えば、５分割、６
分割、７分割、８分割、９分割、又は１０分割等）からＮ分割までの交差検定が、重み付
けＫ近傍分類エラーを最小限にするために使用され得、Ｎはサンプルのサイズである。幾
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つかの実施態様では、Ｋは４と１３の間の整数である（例えば、４、５、６、７、８、９
、１０、１１、１２、及び１３）。幾つかの実施態様では、近傍対照標準試料（近傍）は
、１５のマーカー遺伝子ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２
２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、
ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂの各々に対して、分類される新規試料の発現レベルと各対照
標準試料の発現レベルとの間に最小の絶対値差の重み付き平均（ＷＡＤＤ）を有するもの
である。幾つかの実施態様では、ＷＡＡＤの重みは、１５マーカー遺伝子の発現レベルに
ついての、対照標準試料腫瘍収縮のエラスティックネット罰則付き回帰からの係数の絶対
値である。幾つかの実施態様では、罰則の大きさは、ＷＫＮＮ分類エラーを最小限にする
ために１０分割交差検定によって選ばれる。１５の遺伝子に対する重みは、罰則付き回帰
分析（ＧＬＭＮＥＴ）を使用して決定され得る。幾つかの実施態様では、ｑＲＴ-ＰＣＲ
が、１５の遺伝子ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、Ｌ
ＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ
１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂの発現レベルを測定するために使用される。幾つかの実施態様では
、Ｋ個の近傍対照標準試料は、それらの既知のクラスラベルに投票する形で、それらのＷ
ＡＤＤの逆数に貢献し（つまり、１をＷＡＡＤで割る）、最も大きいトータルのＷＡＡＤ
の逆数の貢献を有するクラスラベルが新規試料に割り当てられる。幾つかの実施態様では
、患者が、抗ＣＤ４０抗体治療後に少なくとも１０％の腫瘍サイズの減少となれば、患者
は、抗ＣＤ４０抗体治療に対して応答性であると考えられる。腫瘍サイズの減少は、生産
物の直径（ＳＰＤ）によって決定されてもよい。実施例２は、対照標準試料としてＤＬＢ
ＣＬ患者３９人の試料を用いて、重み付きＫ近傍法を使用の詳細な説明を提供する。
【０１２３】
　予測、評価、又は評価をするための補助比較及び／又は計算は、取り扱っている遺伝子
マーカーに対する測定値及び／又は対照標準値のタイプに適切である何れの便利な様式で
実施されることができる。比較又は計算の過程は、手動でもよく又は自動でもよい（例え
ば、コンピューター利用の機械によって等）。幾つかの実施態様では、測定された発現レ
ベルは正規化された値である。例えば、発現レベルは、実施例１に記載される変換され、
正規化されたアッセイ値に従う式に基づいて正規化され得る。当該技術者には明瞭であろ
うが、反復測定が、マーカー遺伝子及び／又は対照標準試料の発現レベルのために採用さ
れてもよい。幾つかの実施態様では、反復測定は測定値に考慮される。反復測定は、測定
値の平均又は中央値のどちらかを使用することによって、「測定値」として考慮されても
よい。当該分野で知られている統計学的分析が、比較される２つの値の間の差異の有意性
を検証するために使用されうる。
【０１２４】
（抗ＣＤ４０抗体治療）
　本発明で同定されるマーカー遺伝子が、一又は複数の抗ＣＤ４０抗体による治療に対す
るＢ細胞リンパ腫の応答性を予測するか、評価するか又は、評価の補助するために使用さ
れうる。抗ＣＤ４０抗体は、一又は複数のアゴニスト抗体（すなわち、ＣＤ４０に結合し
て刺激する）であってもよい。例えば、刺激性抗体は、以下のような異なる種類のもので
もよい：（１）ＣＤ４０による刺激性のシグナルを送るが、ＣＤ４０とＣＤ４０Ｌとの間
の相互作用を増大させないもの（例えば、米国特許第５１８２３６８号に記載されている
Ｇ２８－５抗体及びＧ２８－５に由来する抗体；及びＰＣＴ ＷＯ９６／１８４１３）又
は、ＣＤ４０とＣＤ４０Ｌとの間の相互作用を減少させるもの（例えば、米国特許第５６
７４４９２号に記載されている抗体ＨｕＣＤ４０－Ｍ２とＨｕＣＤ４０－Ｍ３とヒト化抗
体）；及び（２）ＣＤ４０による刺激性シグナルを送り、ＣＤ４０とＣＤ４０Ｌの間の相
互作用を増加させることができるもの、例えばＳ２Ｃ６(Francisco等, 2000, Cancer Res
. 60: 3225-31)及びＳ２Ｃ６由来の抗体。また、アゴニスト抗体は米国特許第７２８８２
５１号に記載されている。抗ＣＤ４０抗体は、一又は複数のアンタゴニスト抗体（すなわ
ち、ＣＤ４０に結合しＣＤ４０Ｌによって誘発される活性を阻害する）であってもよい。
アンタゴニスト抗ＣＤ４０抗体の例は、米国特許出願公開第２００７／０１１０７５４号
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に記載されているヒト抗体ＣＨＩＲ－１２．１２及びＷＯ９７／３１０２５に記載されて
いる抗ＣＤ４０抗体を含む。幾つかの実施態様では、抗ＣＤ４０抗体は、配列番号：１の
重鎖アミノ酸配列及び配列番号：２の軽鎖アミノ酸配列を含む。
【０１２５】
　本発明の方法は、本明細書に記載のアッセイ／方法に基づく治療の候補として患者が同
定されたあと、Ｂ細胞リンパ腫を有する患者に対する抗ＣＤ４０抗体の有効量を投与する
ことを更に含みうる。一又は複数の抗ＣＤ４０抗体が投与されてもよい。いくつかの実施
態様では、抗ＣＤ４０抗体は、一又は複数の他の治療薬との併用で投与される。例えば、
以下の治療薬の一又は複数と共に投与される：リツキシマブ、ジェムザール及びＩＣＥ。
例えば、抗ＣＤ４０抗体は、リツキシマブ療法と、リツキシマブ＋ジェムザールと；リツ
キシマブ＋ＩＣＥ（イホスファミド、カルボプラチン、エトポシド）（Ｒ-ＩＣＥ）と；
又はリツキシマブ＋化学療法と併用して患者に投与されうる。
【０１２６】
　本明細書において使用する場合、「併用」投与は、同時投与及び／又は異なる時間にお
ける投与を含む。併用投与は同一の製剤としての投与（すなわち、異なる薬が同じ組成物
に存在する）又は別々の組成物としての投与、異なる投薬頻度又は間隔における投与、及
び同じ経路又は異なる経路を用いた投与を含む。
【０１２７】
　抗ＣＤ４０抗体又は機能的断片は、以下の薬：リツキシマブ（ジェネンテック社）；オ
クレリズマブ（ジェネンテック社）；イブリツモマブ・チウキセタン（ゼバリンＴＭ、Bi
ogen Idec）；トシツモマブ（ベキサールＴＭ、GlaxoSmithKline）；ＨｕＭＡＸ-ＣＤ２
０ＴＭ（GenMab）；ＩＭＭＵ-１０６（ヒト化抗ＣＤ２０、別名ｈＡ２０又は９０Ｙ-ｈＬ
Ｌ２、Immunomedics）；ＡＭＥ-１３３(Applied Molecular Evolution/Eli Lilly)；ゲム
ツズマブ・オゾガマイシン（MylotargＴＭ、ヒト化抗ＣＤ３３抗体、ワイエス/PDL）；ア
レムツズマブ（カンパスＴＭ、抗ＣＤ５２抗体、Schering Plough/Genzyme）；エプラツ
ズマブ（ＩＭＭＵ-１０３ＴＭ、ヒト化抗ＣＤ２２抗体（Immunomedics））の何れか一つ
による治療に対し非応答であるか又は不十分な応答を有し、あるいはこれらの薬による治
療の後で再発したＮＨＬを有する患者の治療に使用することができる。
【０１２８】
　以下の文献は、リンパ腫とＣＬＬ、それらの診断、治療及び治療有効性を測定するため
の標準医学的手順を記載する。Canellos GP, Lister, TA, Sklar JL: The Lymphomas.　W
.B.Saunders Company, Philadelphia, 1998；van Besien K及びCabanillas, F: Clinical
 Manifestations, Staging and Treatment of Non-Hodgkin's Lymphoma, Chap. 70, pp 1
293-1338, in: Hematology , Basic Principles and Practice, 3版. Hoffman等 (編者).
 Churchill Livingstone, Philadelphia, 2000；及びRai, K及びPatel, D:Chronic Lymph
ocytic Leukemia, Chap. 72, pp 1350-1362, in: Hematology , Basic Principles and P
ractice, 3版 Hoffman等 (編者). Churchill Livingstone, Philadelphia, 2000。
【０１２９】
　治療に用いられる抗ＣＤ４０抗体は、キメラ、ヒト化及びヒト抗体を含む。本願明細書
に記載されているか又は当該分野で知られている任意のアゴニスト又はアンタゴニスト抗
体が、治療において用いられることができる。例えば、国際公開第２００６／１２８１０
３号に記載されているヒト化抗ＣＤ４０抗体が抗ＣＤ４０抗体治療のために使用すること
ができ、これらの抗体とそれらのアミノ酸配列は本願明細書に出典明示により援用される
。いくつかの実施形態では、本願明細書に記載の治療で使用される抗ＣＤ４０抗体はＢリ
ンパ腫細胞上で発現するＣＤ４０（例えばヒトＣＤ４０）に結合し、Ｂリンパ腫細胞のア
ポトーシスを誘発する。また、抗ＣＤ４０抗体は免疫エフェクター機能（例えばＡＤＣＣ
、ＣＤＣ及び／又はＡＤＣＰ）を経て生体内でＢリンパ腫細胞を殺す特性を有しうる。い
くつかの実施態様では、抗ＣＤ４０抗体は、約１×１０－８より高くないか又は１×１０
－９より少しも高くないのＫｄ値を有するＣＤ４０に結合する。いくつかの実施態様では
、抗ＣＤ４０抗体は、ＣＤ４０と結合して、ＣＤ４０（すなわちアゴニスト抗体）を刺激
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する。いくつかの実施態様では、抗ＣＤ４０抗体は、ＣＤ４０に対するＣＤ４０リガンド
の結合性を、例えば少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、又は少な
くとも７５％増加させる。ＣＤ４０に対するＣＤ４０リガンドの結合性の増加を測定する
方法が米国特許第６８３８２６１号（その開示は本願明細書に出典明示により援用される
）において開示される。いくつかの実施態様では、抗ＣＤ４０は、国際公開第００／７５
３４８号（国際公開第００／７５３４８号の表３と４に示されている抗体を含む）に記載
されているマウスのモノクローナル抗体Ｓ２Ｃ６に由来するヒト化抗体である。いくつか
の実施態様では、抗ＣＤ４０抗体は、配列番号１に示されている重鎖アミノ酸配列及び配
列番号２において示されている軽鎖アミノ酸配列を含む（例えば抗ＣＤ４０Ａｂ．１）。
【０１３０】
Ｄ．キット
　上に記載され又は示唆された適用における使用のために、キット又は製造品が本発明に
より提供される。このようなキットは、本願明細書に記載のマーカー遺伝子の発現レベル
を検出するために特異的な少なくとも一の試薬を含んでもよく、更に本願明細書に記載の
方法を実施するための指示書を更に含んでもよい。
【０１３１】
　いくつかの実施形態では、本発明は、本発明のポリヌクレオチド又はその任意の特異的
な部分を特異的に増幅できるプライマー及びプライマー対、本発明の核酸分子又はその任
意の部分に選択的に又は特異的にハイブリダイズできるプローブを含む組成物及びキット
を提供する。プローブは、例えば放射性同位体、蛍光化合物、生物発光化合物、化学発光
化合物、金属キレート剤又は酵素のような検出可能なマーカーで標識されてもよい。当該
プローブ及びプローブは、試料における、例えばＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ
２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、
ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂ遺伝子に対応するポリヌクレオチド
等のポリヌクレオチドの存在を検出するために、及びＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、Ｖ
ＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ
７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂ遺伝子に対応するポリヌクレオ
チドによりコードされたタンパク質を発現する細胞を検出するための手段として使用する
ことができる。当業者に理解されるように、非常に多くの異なったプライマー及びプロー
ブが本願明細書において提供する配列に基づいて調製され得、ｍＲＮＡの存在及び／又は
レベルを増幅し、クローニングし及び／又は測定するために効果的に使用されうる。
【０１３２】
　いくつかの実施態様では、キットは、ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧ
Ｓ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６
、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９からなる群から選択された、少なくとも２、少
なくとも３、少なくとも５、少なくとも１０、少なくとも１５、少なくとも２０のマーカ
ー遺伝子の発現レベルを検出するための試薬を含む。キットはまた対照標準値を作成する
時に有用な対照標準試料を含む。マーカー遺伝子は、ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、Ｖ
ＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ
７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９を含むが、これらに限定されるも
のではない。マーカー遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルの検出のための試薬は、１つのマーカ
ー遺伝子のｍＲＮＡ産物を増幅するために特異的な少なくとも１ペアのプライマーを含ん
でもよい。いくつかの実施形態では、プライマーのペアはｍＲＮＡ配列の３’末端を標的
としてもよい（例えば、通常は全ての転写変異体に共通である３’ＵＴＲでのｍＲＮＡを
標的とする）。いくつかの実施態様では、キットは増幅された核酸の検出のための捕獲プ
ローブのための表面又は基質（例えば、マイクロアレイ）を更に含む。
【０１３３】
　いくつかの実施態様では、キットはｑＲＴ-ＰＣＲを使用する１つのマーカー遺伝子の
発現レベルを検出するために特異的なプライマーの少なくとも１つのペアー及びプローブ
を含む。ｑＲＴ-ＰＣＲで使用できるプライマー及びプローブのセットの例を表１に示す
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。ＩＦＩＴＭ１を検出するために、配列番号：２７、２８、及び２９、配列番号：６０、
６１、及び６２、及び配列番号：９３、９４、及び９５に示すプライマー及びプローブの
セットが使用されうる。ＣＤ４０を検出するために、配列番号：２４、２５、及び２６、
配列番号：５７、５８、及び５９、配列番号：９０、９１、及び９２に示すプライマー及
びプローブのセットが使用されうる。ＲＧＳ１３を検出するために、配列番号：１１４、
１１５、及び１１６、及び配列番号：１２６、１２７、及び１２８に示すプライマー及び
プローブのセットが使用されうる。ＶＮＮ２を検出するために、配列番号：３０、３１、
及び３２、配列番号：６３、６４、及び６５、及び配列番号：９６、９７、及び９８に示
すプライマー及びプローブのセット。ＬＭＯ２を検出するために、配列番号：１２、１３
、及び１４、配列番号：４５、４６、及び４７、及び配列番号：７８、７９、及び８０に
示すプライマー及びプローブのセット。ＣＤ７９Ｂを検出するために、配列番号：１４１
、１４２、及び１４３、配列番号：１５０、１５１、及び１５２、及び配列番号：１５９
、１６０、及び１６１に示すプライマー及びプローブのセット。ＣＤ２２を検出するため
に、配列番号：１５、１６、及び１７、配列番号：４８、４９、及び５０、及び配列番号
：８１、８２、及び８３に示すプライマー及びプローブのセット。ＢＴＧ２を検出するた
めに、配列番号：９、１０、及び１１、配列番号：４２、４３、及び４４、及び配列番号
：７５、７６、及び７７に示すプライマー及びプローブのセット。ＩＧＦ１Ｒを検出する
ために、配列番号：６、７、及び８、配列番号：３９、４０、及び４１、及び配列番号：
７２、７３、及び７４に示すプライマー及びプローブのセット。ＣＤ４４を検出するため
に、配列番号：１７４、１７５、及び１７６、配列番号：１８０、１８１、及び１８２、
及び配列番号：１８６、１８７、及び１８８に示すプライマー及びプローブのセット。Ｃ
ＴＳＣを検出するために、配列番号：１６５、１６６、及び１６７、配列番号：１６８、
１６９、及び１７０、及び配列番号：１７１、１７２、及び１７３に示すプライマー及び
プローブのセット。ＥＰＤＲ１を検出するために、配列番号：２１、２２、及び２３、配
列番号：５４、５５、及び５６、配列番号：８７、８８、及び８９、配列番号：１２９、
１３０、及び１３１、配列番号：１３２、１３３、及び１３４、配列番号：１３５、１３
６、及び１３７に示すプライマー及びプローブのセット。ＵＡＰ１を検出するために、配
列番号：１３８、１３９、及び１４０、配列番号：１４７、１４８、及び１４９、及び配
列番号：１５６、１５７、及び１５８に示すプライマー及びプローブのセット。ＰＵＳ７
を検出するために、配列番号：１７７、１７８、及び１７９、配列番号：１８３、１８４
、及び１８５、及び配列番号：１８９、１９０、及び１９１に示すプライマー及びプロー
ブのセット。ＢＣＬ６を検出するために、配列番号：１０２、１０３、及び１０４、及び
配列番号：１０８、１０９、及び１１０に示すプライマー及びプローブのセット。
【０１３４】
　マーカー遺伝子のタンパク質発現レベルを検出するための試薬は、マーカー遺伝子によ
ってコードされたタンパク質に特異的に結合する抗体を含みうる。
【０１３５】
　キットは、バイアル、チューブ等のような一又は複数の容器手段をしっかりと収納でき
るように区分化されたキャリヤ手段を更に含み得、各容器手段は本方法で使用される別々
の要素の一つを含む。例えば、容器の一つは検出可能に標識されるか又は検出可能に標識
されうるプローブを含みうる。このようなプローブはマーカー遺伝子に特異的な抗体又は
ポリヌクレオチドでありうる。キットが標的核酸を検出するために核酸ハイブリダイゼー
ションを使用する場合、キットは、標的核酸配列の増幅のためのヌクレオチドを含む容器
、及び／又は酵素、蛍光、又は放射性同位体標識のようなレポーター分子に結合した例え
ばアビジン又はストレプトアビジンのようなビオチン結合タンパク質等のレポーター手段
を含む容器を有しうる。
【０１３６】
　本発明のキットは、上述の容器と、バッファー、希釈剤、フィルター、針、シリンジ及
び使用のための指示書を有するパッケージ挿入物を含む商業的及び使用者の立場から望ま
しい材料を含む一又は複数の他の容器を典型的に含む。ラベルは、組成物が特定の治療法
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又は非治療用途のために使用されることを示すために容器の上にあってもよく、上述のも
ののようなインビボ又はインビトロの何れに向けたものかを示しうる。
【０１３７】
　キットは、組織又は細胞試料を調製するための、及び試料からの核酸（例えばｍＲＮＡ
）を調製するための指示書と材料のセットを更に含んでもよい。
【０１３８】
　本発明は、本発明の方法の実施に使用するために適した様々な組成物であって、キット
で使用されうるものを提供する。例えば、本発明は当該方法において使用することができ
るアレイのような表面を提供する。いくつかの実施態様では、本発明のアレイは本発明の
突然変異を検出するために有用な核酸分子の個々又は収集物を提供する。例えば、標的核
酸を含む試料にハイブリダイズする一連の別々に配置された個々の核酸オリゴヌクレオチ
ド又は核酸オリゴヌクレオチドの組合せのセットを含み、このようなハイブリダイゼーシ
ョンが本発明の突然変異の有無を示す。
【０１３９】
　核酸をガラススライドのような固体基材に取り付けるためのいくつかの技術が当該分野
で知られている。ある方法は、合成される核酸分子にアミン基、アミン基の誘導体又は正
電荷をもつ別の基のような、固体基材に取り付けることができる部分を含む修飾塩基又は
アナログを組み込むことである。ついで、合成された生成物を固体基材、例えばガラスス
ライドに接触させ、これが、増幅産物上にある反応基と共有結合を形成し、ガラススライ
ドに共有的に結合されるアルデヒド又は他の反応性基でコートされる。アミノプロプリル
シリカン界面化学を使用するもののような他の方法が、cmt.corning.com及びcmgm.stanfo
rd.edu/pbrown1のワールドワイドウェブで開示されるように、当該分野でまた知られてい
る。
【０１４０】
　反応性基に後で転換されうるオリゴヌクレオチドに基を結合させることは、当該分野で
知られている方法を使用してまた可能である。オリゴヌクレオチドのヌクレオチドに対す
る任意の付加はオリゴヌクレオチドの部分になり、これがついでマイクロアレイの固体表
面に取り付けられうる。増幅された核酸は、固体基材に対する結合の前又は後に、必要に
応じて及び／又は使用される技術が許容する場合、例えば断片への切断又は検出可能な標
識の結合によって更に修飾されうる。
【０１４１】
　以下は、本発明の方法及び組成物の例である。上に提供された一般的説明があれば、様
々な他の実施態様を実施しうることが理解される。
【実施例】
【０１４２】
（実施例１　臨床試験において抗ＣＤ４０Ａｂ．１を用いる治療に対する応答性に関連す
るマーカーの同定）
（臨床試験００１（第ＩＩ相））
　再発性ＤＬＢＣＬを有する患者における全奏功率（overall response rate）及び毒性
プロファイルを決定するための抗ＣＤ４０Ａｂ．１の多施設、第ＩＩ相、非盲検試験。腫
瘍試料は、中央研究室で病理学的確認及びＣＤ４０発現のために評価された。適格とされ
た患者は、診断時にデノボ又は形質転換ＤＬＢＣＬを有し、緩慢性リンパ腫の既往歴があ
る場合は除外された。必要とされる前治療は、リツキシマブ、及び適格であれば自家幹細
胞移植、を伴う併用化学療法からなる。患者は、５週にわたって６回の抗ＣＤ４０Ａｂ．
１の静脈内注入を受け（サイクル１）、患者内（intrapatient）ドーズローディング（１
日目に１ｍｇ／ｋｇ；４日目に２ｍｇ／ｋｇ；８日目に４ｍｇ／ｋｇ）及びその後８ｍｇ
／ｋｇ／ｗｋ。応答性の患者及びＳＤ（安定）である患者は、疾病が進行するまで又は最
大１２サイクルまで治療を継続することに適格となった。腫瘍組織は、抗ＣＤ４０Ａｂ．
１を用いる治療を受ける前に患者から採取された。例えば、試料は、定期リンパ腫診断の
一環として採取された。
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【０１４３】
　抗ＣＤ４０Ａｂ．１は、ＣＤ４０に対するヒト化ＩｇＧ１モノクローナル抗体である。
それは、遺伝子操作されたチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株において産生さ
れ、分泌される。抗ＣＤ４０Ａｂ．１は、以下のアミノ酸配列を有する：
【０１４４】
　重鎖（配列番号１）。イタリック体の下線ＡＳＮ２９４残基は、炭水化物部分の位置を
特定する。

【０１４５】
　軽鎖（配列番号２）。

【０１４６】
（臨床試験００２（第Ｉ相））
　多施設、マルチドース、第Ｉ相試験が、再発性ＮＨＬを有する患者におけるＣＤ４０Ａ
ｂ．１静注の抗安全性、薬物動態特性、免疫原性、及び抗腫瘍活性を試験するために行わ
れた。ＮＨＬの複数の組織学的亜型を有する患者が本試験に登録し、びまん性大細胞型Ｂ
細胞性（ＤＬＢＣＬ；１４）、濾胞性（ＦＣＬ；９）、マントル細胞（ＭＣＬ；９）、周
縁帯（ＭＺＬ；２）及び小リンパ球性（ＳＬＬ；１）を含んだ。患者はドーズローディン
グスケジュールに従って治療された：１日目と４日目に１ｍｇ／ｋｇの抗ＣＤ４０Ａｂ．
１、続いて４つのコホートに対し週２－５の間に最大用量３、４、６、又は８ｍｇ／ｋｇ
まで患者内の漸増投与。続いて、急速ドーズローディングスケジュールが１つのコホート
において試験された（サイクル１の間、投与されるトータル抗ＣＤ４０Ａｂ．１は４０％
増加）。応答性の患者又は安定（ＳＤ）である患者は、コホート固有の抗ＣＤ４０Ａｂ．
１の最大用量を４回連続して毎週注入される、第２サイクルに適格とされた。８人のＤＬ
ＢＣＬ患者がサイクル１を完了して最大用量が少なくとも３ｍｇ／ｋｇの抗ＣＤ４０Ａｂ
．１を受け、客観的奏功率は３７．５％（つまり、ＣＲ１人及びＰＲ２人）であり、ＳＤ
は２人であった。更なる客観的奏功が、ＭＣＬを有する１人の患者に見られ（ＣＬ）、Ｍ
ＺＬを有する１人の患者に見られた（ＰＲ）。これら５人の患者の平均奏功期間はまだ得
られていない（８－３７週の範囲）。腫瘍組織は、抗Ｃｄ４０Ａｂ．１を用いる治療を受
ける前に患者から採取された。例えば、試料は、定期のリンパ腫診断の一部として採取さ
れた。
【０１４７】
（臨床試料調製及びｑＲＴ-ＰＣＲ）
　上述の第Ｉ相及び第ＩＩ相臨床試験からのホルマリン固定されたパラフィン包埋（ＦＦ
ＰＥ）の保管腫瘍組織は、適切なＩＲＢ（治験審査委員会）の承認と患者の同意を得て臨
床検査所から得られた。腫瘍組織から得られた４－６ミクロン切片がガラススライドに載
せられ、各症例につき１つのスライドが標準病理学実験室プロトコルを使用してＨ＆Ｅ染
色を受けた。委員会認証の病理学者が腫瘍内容についてＨ＆Ｅスライドに印をつけ、ＦＦ
ＰＥ組織のためのAmbion RecoverAllＴＭ全核酸隔離キットを使用してＲＮＡ抽出のため
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に残りの腫瘍含有領域をマクロ切除するためのガイドとして使用した（カタログ番号AM19
75; Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX)。 
【０１４８】
　試料当たり全ＲＮＡ４５０ｎｇが、アプライドバイオシステムズ社のHigh Capacity Re
verse Transcription cDNA Synthesis kit(カタログ番号4368814; Applied Biosystems,F
oster City, CA)を用いて、全反応量２０ｕＬにおいて逆転写された。３７℃における短
縮された６０分ＲＴ（逆転写）反応を除いて、製造者の推奨に従った。全ＲＮＡ５ｎｇ相
当ｃＤＮＡ（１００％のｃＤＮＡ合成効率とする）産物は、容量１５ｕＬの各ＰＣＲアッ
セイウェルにおいてアプライドバイオシステムズ社の２Ｘユニバーサル・マスター・ミッ
クス（ＵＮＧなし）と混合された。全増幅は、２ステップ（９５℃１５秒、６０℃１分）
ＰＣＲ増幅手順を使用して３８４ウェルプレートの三組において行われた。反応は、認可
ＡＢＩ７９００リアルタイムＰＣＲシステムにおいて４０サイクルまで実施された。使用
されたプライマー及びプローブの配列を表１に示す。
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【０１４９】
（データ処理）
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　ｑＲＴ-ＰＣＲの原結果は、正規化、変換、及びインピュテーションの下、下記説明に
従って前処理され、感受性インデックスは感受性インデックス及び分類子に記載のように
算出された。スピアマンの順位相関係数が、相関推定及び対応するＰ値のために使われた
。多変量感受性インデックスでは、プローブを選択し、ラッソ（Ｌ１）とリッジ（Ｌ２）
の罰則付き回帰のelastic net blendを使用して係数を推定され、Zhou等, Statist. Soc.
B. 67:301-320, 2005に記載され、Friedman, Hastie及びTibshirani, Regularization Pa
ths for Generalized Linear Models via Coordinate Descentによって実施される。（ス
タンフォード大学統計学部テクニカル・レポート（www-stat.stanford.edu/~hastie/Pape
rs/glmnet.pdf.））。Χ２テストが、カテゴリー変数中の関連のためのテストに使われた
。
【０１５０】
（正規化、変換、及びインピュテーション）
　以下は、アッセイ・データ及びモデル・パラメータのための定義である：
定義
アッセイデータ

モデルパラメータ

　試料の対照標準セット（例えばインデックス係数及び分類子カットオフ適合のために用
いる）に対して、平均及び標準偏差モデルパラメータが、対照標準セットデータを使用し
て計算される（下の対照標準セットモデルパラメータの式を参照）。新規試料（例えばイ
ンデックスとクラスが計算される一の新規試料）について、モデルパラメータが対照標準
セット、ｌ、から取り出されなければならず、それは新規な試料が抽出された集団の最も
代表的なものとなるように選択される。例えば、アッセイが使用される治療の各適応症及
び指針に対して臨床対照標準セットが維持され得る。対照標準セットモデルパラメータ及
び変換され正規化されたアッセイ値のための式を以下に示す。
式
対照標準セットモデルパラメータ
中間値

モデルパラメータ
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中間値

変換され、正規化され、インピュートされたアッセイ値

完成したＮｌｘｐマトリックスの値、

が感受性インデックス及び分類子の演算に入力される。
【０１５１】
（感受性インデックス及び分類子）
　以下はアッセイデータとモデルパラメータのための定義である：
定義
アッセイデータ

モデルパラメータ

　対照標準モデルパラメーター及び感受性インデックス及び分類子を計算するための式を
以下に示す。
式
対照標準セットモデルパラメータ
プローブ平均及び標準偏差
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インデックス及び分類子
感受性インデックス

感受性クラス

【０１５２】
（臨床試験００１の結果）
　下記の表２は、臨床試験００１からのアッセイした標本及び臨床試料の試料アカウンテ
ィングを提供する。２４人のＤＬＢＣＬ患者からの２９の保管ＦＦＰＥ腫瘍標本が、ｑＲ
Ｔ-ＰＣＲ処理のために提出された。３人の患者は複数の標本を有し、全２４人の患者に
は少なくとも一つの標本に対し使用可能なｑＲＴ-ＰＣＲ結果があった。これら２４の内
、２１がベースライン（治療前）時及び少なくとも１回のポストベースライン（治療開始
後）診察時両方で報告の、腫瘍の長径と短径の積の和（ＳＰＤ）の測定を有していた。
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【０１５３】
　表３は、感受性インデックスに貢献するメイン及びペア遺伝子間のペアワイズ・スピア
マンの順位相関係数をまとめたものである。細胞株発達試料に基づき、特定のグループの
患者において低い発現である遺伝子は対応ペアにおいて平均して比較的高い発現を持つと
期待されるべきであり、自己正規化及び下流制御発現経路に対する上流の比率としての感
受性インデックスの解釈（つまり、ｌｏｇベースで２のスケール）を提供する。この最初
の臨床試料のペア間の相関の大きさは、統計学的に有意であり全体的に顕著に高く、低い
相関の推定は－０．６７（Ｐ＝０．０００４）である。これらのテストは、アッセイ標的
配列がこの臨床集団由来の腫瘍試料においてインビトロで発現され、アッセイが保管ＦＦ
ＰＥ組織試料において発現を検出することを独立に確認するものである。

【０１５４】
　表４は、ポストベースラインにおける各プローブそれぞれと腫瘍ＳＰＤにおける最大の
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減少（又は最小の増加）との関連をまとめている。順位相関係数はベースライン測定に対
するポストベースラインの差異（又は比）に基づいているので、正の相関はプローブの高
い発現が平均して腫瘍増加に関係することを意味し；及び負の相関はプローブの高い発現
が平均して腫瘍減少に関係することを意味する。顕著なことには、全てのメイン-ペアプ
ローブの対は、ＳＰＤと逆方向の関係がある。Ｐ値は、この試料における期待する傾向と
整合している。全てのＰ値は、０．５より下である（真の相関がない場合は５０％が記載
される）。全ての範囲は、ＤＬＢＣＬ患者試料（Ｎ＝２１）から置き換えて標本抽出する
５０００回の繰り返しに基づいてブートストラップ第９５パーセンタイル信頼区間として
計算した。サンプルサイズが増加する場合は、より狭い範囲で可能である。モデル構築あ
るいは照合がこれらの結果を作成するために必要とされなかったので、それらは強健な傾
向を含み、これらのｑＲＴ-ＰＣＲプローブ測定が、概して、抗ＣＤ４０Ａｂ．１により
治療される患者の腫瘍ＳＰＤの減少と相関することを確認するものである。

【０１５５】
　多変量の感受性インデックスは、表３及び４のプローブの重み付き平均である。細胞株
における重み付けが患者の腫瘍標本の最適な重み付けを反映するとは期待されなかったの
で、細胞株の重みは１と－１に（符号付き、均等な重み付き平均に相当する）制限され、
符号は細胞株おいてＩＣ２５による、抗ＣＤ４０Ａｂ．１に対する耐性と各々のプローブ
との間の相関に合致した。臨床集団には、新しい重み付けが必要とされる。予備的分析は
２１の試料だけに基づいたので、１４プローブのうちベスト８に対して加重を選択し推定
するために、罰則付き多変量回帰手法を使用することを選択した。それらの重み（係数）
を表５に示し、結果として生じる感受性インデックスとベースラインからのＳＰＤ変化と
の間の相関を図２に図示する。より大きい多変量感受性インデックス値は、ポストベース
ラインのＳＰＤ減少と相関する（スピアマンのＲｈｏ＝－０．５８、Ｐ＝０．００６）。
表４、５及び６の全ての範囲は、ＤＬＢＣＬ患者試料（Ｎ＝２１）から置き換えて標本抽
出する５０００回の繰り返しに基づいてブートストラップ第９５パーセンタイル信頼区間
として計算した。サンプルサイズが増加すると、より狭い範囲が利用可能になろう。
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【０１５６】
　臨床試験００１からの２６の試料を使用した、μｊ及びσｊの得られた値の範囲を表６
に示す。

【０１５７】
（臨床試験００２結果）
　ｑＲＴ-ＰＣＲ原結果は、アーカイブ標本を有する１０人患者について成功裏に作成さ
れた。それらの１０人の患者について、診断、治療群、多変量感受性インデックス、臨床
応答及び治験開始前からのＳＰＤ変化を表７に示す。多変量感受性インデックスの重みは
２１人の臨床試験００１患者（表５）から取られ、その結果、これらの患者は非常に小さ
いバリデーションセットを構成する。感受性インデックス≧０を有する４人患者のうちの
２人は抗ＣＤ４０Ａｂ．１暴露後腫瘍縮小を示し、感受性インデックス＜０を有する６人
の患者のうちの４人は腫瘍増加又はＰＤの最良効果（best response）を示した（ＳＰＤ
は２人の患者について入手できなかったが、最良の臨床効果（best clinical response）
の結果がこの患者について入手できた）。
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【０１５８】
　ＢＣＬ６。ｑＲＴ-ＰＣＲアッセイは、ＢＣＬ６遺伝子の第１５のプローブを含む。現
在、多変量感受性インデックスで使われていないが、ＢＣＬ６遺伝子は以前に抗ＣＤ４０
Ａｂ．１に対する応答性の潜在的予測因子として同定された。図３に示すように、混合Ｄ
ＬＢＣＬ患者試料におけるＳＰＤ変化と有意には相関しないが（Ｐ＝０．２５、Ｎ＝２６
）、腫瘍増加を有する患者においてＢＣＬ６が低下する傾向がある（ｒｈｏ＝－０．２３
）。
【０１５９】
（実施例２．抗ＣＤ４０Ａｂ．１を用いる治療に対するＤＬＢＣＬ患者の応答性を決定す
るための１５遺伝子マーカーの使用）
　実施例１に記載された第Ｉ相（１１試料）及び第ＩＩ相（２８試料）からのＤＬＢＣＬ
患者試料を使用し、ｑＲＴ-ＰＣＲに基づいた分類子が少なくとも１０％の腫瘍サイズの
低減のために開発され、ここでは抗ＣＤＡｂ．１感受性として定義され、重み付きＫ近傍
法（ＫＮＮ）が使用され、罰則付き回帰分析（ＧＬＭＮＥＴ）を使用して決定された１５
マーカー（ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＬＭＯ２
、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、
及びＣＤ７９Ｂ）に対して重み付けされた。モデルパラメータは交差検定によって決定さ
れ、頑強ｐ値が並べ替え検定により算出された。
【０１６０】
　重み付きＫ近傍法（ＷＫＮＮ）により、Ｋ個の近傍対照標準試料の既知のクラスを使用
して新規試料にクラスが割り当てられ、ここで、Ｋは４から１３の整数である。近傍対照
標準試料（近傍）は、ＵＡＰ１、ＢＴＧ２、ＣＤ４０、ＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２
、ＬＭＯ２、ＩＦＩＴＭ１、ＣＴＳＣ、ＣＤ４４、ＰＵＳ７、ＢＣＬ６、ＥＰＤＲ１、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、及びＣＤ７９Ｂの、１５プローブ測定の各々の間に最小の絶対値差の重み付き
平均（ＷＡＡＤ）を有するものであり、差は分類される新規試料の測定値と各対照標準試
料からの測定値との間のものである。ＷＡＡＤの重みは、１５プローブ測定についての、
対照標準試料腫瘍縮小のエラスティックネット罰則付き回帰からの係数の絶対値である。
罰則の大きさは、ＷＫＫＮ分類エラーを最小限にするために１０分割交差検定によって選
ばれた。最適のＫは、訓練データセットでの１０分割交差検定において５と決定された。
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幾つかのプローブ測定の重みは０（ゼロ）になり得、全てのプローブ測定が必ずしも分類
に貢献するのではなく、相対貢献は対照標準試料のプローブ測定及びそれらの既知のクラ
スに依存することに注意されたい。新規試料の予測クラスを決定するために、Ｋ個の近傍
対照標準試料が、それらのクラスラベルを投票する形で、それらのＷＡＡＤの逆数に貢献
する（つまり１割るＷＡＡＤ）。最も大きいトータルのＷＡＡＤの逆数の貢献を有するク
ラスラベルが新規試料に割り当てられる。全てのクラスの重みを合計すると１（一）にな
る、０と１の間の事前のクラスの重みが、各クラスに分類される新規試料の割合を増加又
は低下するために、正規化されたＷＡＡＤの逆数の乗算として使用されてもよい。類似の
結果が、重みなしＫＮＮを使用して得られた。
【０１６１】
　ｑＲＴ-ＰＣＴは、患者試料に対して実施例１に記載されたプライマー及びプローブを
使用して全１５遺伝子について実施された。３９のＤＬＢＣＬ患者の特定試料において、
重みが１５マーカー遺伝子の各々に対して決定された（表８）。

【０１６２】
　上記の方法に基づいて、患者３９人からの試料が、Ｄｘ陰性（抗ＣＤ４０Ａｂ．１治療
に対して非応答性）又はＤｘ陽性（抗ＣＤ４０Ａｂ．１治療に対する反応において少なく
とも１０％の腫瘍減少）として決定された。図４に示されるデータは、抗ＣＤ４０Ａｂ．
１治療に対する応答性を予測することの全体の正確さが７９．５％（Ｐ＝０．００４）で
あると示す。陰性シグナチャー患者２４人の内２１人（８８％）は、抗ＣＤ４０Ａｂ．１
治療に対する反応において、計測可能な腫瘍縮小を見せなかった。陽性シグナチャー患者
１５人の内１０人（６７％）は、抗ＣＤ４０Ａｂ．１治療に対する反応において著しい腫
瘍縮小を見せた。更に、図５に示すように、Ｄｘ陽性患者は、増大した無増悪生存期間を
有した。これは、観察された腫瘍縮小と一致する。陽性シグナチャー患者の無増悪生存期
間（ＰＦＳ）は、陰性シグナチャー患者と比較して著しく延長され、それぞれ１６９日と
４０日の平均ＰＦＳ（ｐ＝０．００１）であった。これらのデータは、１５遺伝子ｑＲＴ
-ＰＣＴ ＤＬＢＣＬ腫瘍シグナチャーが、抗ＣＤ４０Ａｂ．１を用いたＣＤ４０経路刺激
後のアウトカムを予想することにおいて有効であったことを示している。
【０１６３】
　前述の発明は、理解を明瞭にする目的で、例示と実施例によって、幾らか詳しく記述し
たが、説明及び実施例は、本発明の範囲を限定するものと解してはいけない。
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