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(57)【要約】
本明細書において、がんなどの疾患の分子プロファイリングの方法およびシステムを提供
する。いくつかの態様では、疾患に対する治療、例えばその疾患の治療として最初に同定
されなかった治療、または特定の疾患の治療であると予測されなかった治療などを同定す
るために、分子プロファイリングを用いることができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階を含む、その治療を必要とする対象に対する候補治療を同定する方法：
(a) 対象由来の試料において免疫組織化学(IHC)解析を行い、少なくとも5種類のタンパク
質に関するIHC発現プロファイルを決定する段階；
(b) 該試料においてマイクロアレイ解析を行い、少なくとも10種類の遺伝子に関するマイ
クロアレイ発現プロファイルを決定する段階；
(c) 該試料において蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)解析を行い、少な
くとも1種類の遺伝子に関するFISH突然変異プロファイルを決定する段階；
(d) 該試料においてDNA配列決定を行い、少なくとも1種類の遺伝子に関する配列決定突然
変異プロファイルを決定する段階；ならびに
(e) i. 該IHC発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種のタンパク質を過剰発現
もしくは過小発現するがん細胞、
　 ii. 該マイクロアレイ発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子を過
剰発現もしくは過小発現するがん細胞、
　 iii. 該FISH突然変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子において
突然変異を有さないか、もしくは1つもしくは複数の突然変異を有するがん細胞、および/
または
　 iv. 該配列決定突然変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子におい
て突然変異を有さないか、もしくは1つもしくは複数の突然変異を有するがん細胞
に対する生物活性が判明している治療についてのマッピングを含む規則データベースに対
して、該IHC発現プロファイル、マイクロアレイ発現プロファイル、FISH突然変異プロフ
ァイル、および配列決定突然変異プロファイルを比較する段階；ならびに
(f) i. 段階(e)の比較によって、治療が該がんに対する生物活性を有するはずであること
が示されて、かつ
　 ii. 段階(e)の比較によって、該がんの治療に関して該治療の禁忌が示されない場合に
、候補治療を同定する段階。
【請求項２】
　以下の段階を含む、その治療を必要とする対象に対する候補治療を同定する方法：
(a) 対象由来の試料において免疫組織化学(IHC)解析を行い、SPARC、PGP、Her2/neu、ER
、PR、c-kit、AR、CD52、PDGFR、TOP2A、TS、ERCC1、RRM1、BCRP、TOPO1、PTEN、MGMT、
およびMRP1のうちの少なくとも5つに関するIHC発現プロファイルを決定する段階；
(b) 該試料においてマイクロアレイ解析を行い、ABCC1、ABCG2、ADA、AR、ASNS、BCL2、B
IRC5、BRCA1、BRCA2、CD33、CD52、CDA、CES2、DCK、DHFR、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、ECG
F1、EGFR、EPHA2、ERBB2、ERCC1、ERCC3、ESR1、FLT1、FOLR2、FYN、GART、GNRH1、GSTP1
、HCK、HDAC1、HIF1A、HSP90AA1、IL2RA、HSP90AA1、KDR、KIT、LCK、LYN、MGMT、MLH1、
MS4A1、MSH2、NFKB1、NFKB2、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB、PGR、POLA1、PTEN、PTGS2
、RAF1、RARA、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、SRC、SSTR1、SSTR2、SSTR3、SS
TR4、SSTR5、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGFA、VHL、YES1、
およびZAP70のうちの少なくとも5つに関するマイクロアレイ発現プロファイルを決定する
段階；
(c) 該試料において蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)解析を行い、EGFR
および/またはHER2に関するFISH突然変異プロファイルを決定する段階；
(d) 該試料においてDNA配列決定を行い、KRAS、BRAF、c-KIT、およびEGFRのうちの少なく
とも1つに関する配列決定突然変異プロファイルを決定する段階；ならびに
(e) i. 該IHC発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種のタンパク質を過剰発現
もしくは過小発現するがん細胞、
　 ii. 該マイクロアレイ発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子を過
剰発現もしくは過小発現するがん細胞、
　 iii. 該FISH突然変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子において
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突然変異を有さないか、もしくは1つもしくは複数の突然変異を有するがん細胞、および/
または
　 iv. 該配列決定突然変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子におい
て突然変異を有さないか、もしくは1つもしくは複数の突然変異を有するがん細胞
に対する生物活性が判明している治療についてのマッピングを含む規則データベースに対
して、該IHC発現プロファイル、マイクロアレイ発現プロファイル、FISH突然変異プロフ
ァイル、および配列決定突然変異プロファイルを比較する段階；ならびに
(f) i. 段階(e)の比較によって、治療が該がんに対する生物活性を有するはずであること
が示されて、かつ
　 ii. 段階(e)の比較によって、該がんの治療に関して該治療の禁忌が示されない場合に
、候補治療を同定する段階。
【請求項３】
　以下の段階を含む、その治療を必要とする対象のがんに対する候補治療を同定する方法
：
(a) 対象由来の試料において免疫組織化学(IHC)解析を行い、SPARC、PGP、Her2/neu、ER
、PR、c-kit、AR、CD52、PDGFR、TOP2A、TS、ERCC1、RRM1、BCRP、TOPO1、PTEN、MGMT、
およびMRP1からなる少なくともタンパク質群に関するIHC発現プロファイルを決定する段
階；
(b) 該試料においてマイクロアレイ解析を行い、ABCC1、ABCG2、ADA、AR、ASNS、BCL2、B
IRC5、BRCA1、BRCA2、CD33、CD52、CDA、CES2、DCK、DHFR、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、ECG
F1、EGFR、EPHA2、ERBB2、ERCC1、ERCC3、ESR1、FLT1、FOLR2、FYN、GART、GNRH1、GSTP1
、HCK、HDAC1、HIF1A、HSP90AA1、IL2RA、HSP90AA1、KDR、KIT、LCK、LYN、MGMT、MLH1、
MS4A1、MSH2、NFKB1、NFKB2、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB、PGR、POLA1、PTEN、PTGS2
、RAF1、RARA、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、SRC、SSTR1、SSTR2、SSTR3、SS
TR4、SSTR5、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGFA、VHL、YES1、
およびZAP70からなる少なくとも遺伝子群に関するマイクロアレイ発現プロファイルを決
定する段階；
(c) 該試料において蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)解析を行い、EGFR
およびHER2からなる少なくとも遺伝子群に関するFISH突然変異プロファイルを決定する段
階；
(d) 該試料においてDNA配列決定を行い、KRAS、BRAF、c-KIT、およびEGFRからなる少なく
とも遺伝子群に関する配列決定突然変異プロファイルを決定する段階；ならびに
(e) i. 該IHC発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種のタンパク質を過剰発現
もしくは過小発現するがん細胞、
　 ii. 該マイクロアレイ発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子を過
剰発現もしくは過小発現するがん細胞、
　 iii. 該FISH突然変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子において
突然変異を有さないか、もしくは1種以上の突然変異を有するがん細胞、および/または
　 iv. 該配列決定突然変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子におい
て突然変異を有さないか、もしくは1種以上の突然変異を有するがん細胞
に対する生物活性が判明している治療についてのマッピングを含む規則データベースに対
して、該IHC発現プロファイル、マイクロアレイ発現プロファイル、FISH突然変異プロフ
ァイル、および配列決定突然変異プロファイルを比較する段階；ならびに
(f) i. 段階(e)の比較によって、治療が該がんに対する生物活性を有するはずであること
が示されて、かつ
　 ii. 段階(e)の比較によって、該がんの治療に関して該治療の禁忌が示されない場合に
、候補治療を同定する段階。
【請求項４】
　試料が、ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)組織、新鮮凍結(FF)組織、または核酸も
しくはタンパク質分子を保存する溶液中に含まれる組織を含む、請求項1、2、または3記



(4) JP 2012-517238 A 2012.8.2

10

20

30

40

50

載の方法。
【請求項５】
　マイクロアレイ解析、FISH突然変異解析、または配列決定突然変異解析のうちのいずれ
か1つが行われない、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項６】
　試料が品質管理試験に合格している、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項７】
　品質管理試験がA260/A280比またはRPL13a mRNAのRT-PCRのCt値を含む、請求項6記載の
方法。
【請求項８】
　品質管理試験が、1.5より低いA260/A280比または30より高いRPL13a Ct値を含む、請求
項7記載の方法。
【請求項９】
　IHC発現プロファイリングが、段階(a)に記載されるバイオマーカーの少なくとも50%、6
0%、70%、80%、または90%に関して行われる、請求項2記載の方法。
【請求項１０】
　マイクロアレイ発現プロファイリングが、段階(b)に記載されるバイオマーカーの少な
くとも50%、60%、70%、80%、または90%に関して行われる、請求項2記載の方法。
【請求項１１】
　マイクロアレイ発現プロファイリングが、低密度マイクロアレイ、発現マイクロアレイ
、比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)マイクロアレイ、一塩基多型(SNP)マイクロア
レイ、プロテオミクスアレイ、または抗体アレイを用いて行われる、請求項1、2、または
3記載の方法。
【請求項１２】
　IHC発現プロファイリングが少なくともSPARC、TOP2A、および/またはPTENに関して行わ
れる、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項１３】
　マイクロアレイ発現プロファイリングが少なくともCD52に関して行われる、請求項1、2
、または3記載の方法。
【請求項１４】
　IHC発現プロファイリングがさらに、DCK、EGFR、BRCA1、CK 14、CK 17、CK 5/6、E-カ
ドヘリン、p95、PARP-1、SPARC、およびTLE3のうちの1つまたは複数をアッセイすること
からなる、請求項2記載の方法。
【請求項１５】
　IHC発現プロファイリングがさらに、Cox-2および/またはKi-67をアッセイすることから
なる、請求項2記載の方法。
【請求項１６】
　マイクロアレイ発現プロファイリングがさらに、HSPCAをアッセイすることからなる、
請求項2記載の方法。
【請求項１７】
　FISH突然変異プロファイリングがさらに、c-Mycおよび/またはTOP2Aをアッセイするこ
とからなる、請求項2記載の方法。
【請求項１８】
　配列決定突然変異プロファイリングがさらに、PI3Kをアッセイすることからなる、請求
項2記載の方法。
【請求項１９】
　IHC発現プロファイリング、マイクロアレイ発現プロファイリング、FISH突然変異プロ
ファイリング、および配列決定突然変異プロファイリングに用いられる遺伝子が、ABCC1
、ABCG2、ACE2、ADA、ADH1C、ADH4、AGT、アンドロゲン受容体、AR、AREG、ASNS、BCL2、
BCRP、BDCA1、BIRC5、B-RAF、BRCA1、BRCA2、CA2、カベオリン、CD20、CD25、CD33、CD52
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、CDA、CDK2、CDW52、CES2、CK 14、CK 17、CK 5/6、c-KIT、c-Myc、COX-2、サイクリンD
1、DCK、DHFR、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、E-カドヘリン、ECGF1、EGFR、EPHA2、エピレギ
ュリン、ER、ERBR2、ERCC1、ERCC3、EREG、ESR1、FLT1、葉酸受容体、FOLR1、FOLR2、FSH
B、FSHPRH1、FSHR、FYN、GART、GNRH1、GNRHR1、GSTP1、HCK、HDAC1、Her2/Neu、HGF、HI
F1A、HIG1、HSP90、HSP90AA1、HSPCA、IL13RA1、IL2RA、KDR、KIT、K-RAS、LCK、LTB、リ
ンホトキシンβ受容体、LYN、MGMT、MLH1、MRP1、MS4A1、MSH2、Myc、NFKB1、NFKB2、NFK
BIA、ODC1、OGFR、p53、p95、PARP-1、PDGFC、PDGFR、PDGFRA、PDGFRB、PGP、PGR、PI3K
、POLA、POLA1、PPARG、PPARGC1、PR、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RRM1、RRM2、RRM2B、R
XRB、RXRG、SPARC、SPARC MC、SPARC PC、SRC、SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5、サ
バイビン、TK1、TLE3、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TOPO1、TOPO2B、トポイソメラーゼII
、TS、TXN、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGF、VEGFA、VEGFC、VHL、YES1、およびZAP70のうちの
1つまたは複数を独立して含む、請求項1記載の方法。
【請求項２０】
　IHC発現プロファイリングが、SPARC、PGP、Her2/neu、ER、PR、c-kit、AR、CD52、PDGF
R、TOP2A、TS、ERCC1、RRM1、BCRP、TOPO1、PTEN、MGMT、およびMRP1のうちの1つまたは
複数をアッセイすることを含む、請求項1記載の方法。
【請求項２１】
　マイクロアレイ発現プロファイリングが、ABCC1、ABCG2、ADA、AR、ASNS、BCL2、BIRC5
、BRCA1、BRCA2、CD33、CD52、CDA、CES2、DCK、DHFR、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、ECGF1、
EGFR、EPHA2、ERBB2、ERCC1、ERCC3、ESR1、FLT1、FOLR2、FYN、GART、GNRH1、GSTP1、HC
K、HDAC1、HIF1A、HSP90AA1、IL2RA、HSP90AA1、KDR、KIT、LCK、LYN、MGMT、MLH1、MS4A
1、MSH2、NFKB1、NFKB2、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB、PGR、POLA1、PTEN、PTGS2、RAF
1、RARA、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、SRC、SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、
SSTR5、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGFA、VHL、YES1、および
ZAP70のうちの1つまたは複数をアッセイすることを含む、請求項1記載の方法。
【請求項２２】
　FISH突然変異プロファイリングが、EGFRおよび/またはHER2をアッセイすることを含む
、請求項1記載の方法。
【請求項２３】
　配列決定突然変異プロファイリングが、KRAS、BRAF、c-KIT、およびEGFRのうちの1つま
たは複数をアッセイすることを含む、請求項1記載の方法。
【請求項２４】
　マイクロアレイ発現解析が、遺伝子が参照と比べて統計的有意性をもって上方制御され
るかまたは下方制御されるかを同定することを含む、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項２５】
　統計的有意性が、0.05、0.01、0.005、0.001、0.0005、または0.0001以下のp値で判定
される、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
　p値が多重比較に関して補正される、請求項25記載の方法。
【請求項２７】
　多重比較の補正がボンフェローニ補正またはその改良法を含む、請求項26記載の方法。
【請求項２８】
　IHC解析が、試料の30%またはそれ以上が+2またはそれ以上の染色強度であるかどうかを
判定することを含む、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項２９】
　規則データベースが、表1および/または表2に記載される規則を含む、請求項1、2、ま
たは3記載の方法。
【請求項３０】
　規則データベース内に含まれる規則が、標的遺伝子または遺伝子産物に特有の様々な治
療の有効性に基づいている、請求項1、2、または3記載の方法。



(6) JP 2012-517238 A 2012.8.2

10

20

30

40

50

【請求項３１】
　候補治療の優先順位リストが同定される、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項３２】
　優先順位づけが、マイクロアレイ解析、およびIHC解析またはFISH解析のいずれかに基
づく治療；マイクロアレイ解析ではなく、IHC解析に基づく治療；ならびにIHC解析ではな
く、マイクロアレイ解析に基づく治療に則して、優先順位の高いものから優先順位の低い
ものへと治療を順序づけることを含む、請求項31記載の方法。
【請求項３３】
　治療が1つまたは複数の候補治療薬の投与を含む、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項３４】
　1つまたは複数の候補治療薬が、5-フルオロウラシル、アバレリックス、アレムツズマ
ブ、アミノグルテチミド、アナストラゾール(Anastrazole)、アロマターゼ阻害薬(アナス
トラゾール、レトロゾール)、アスパラギナーゼ、アスピリン、ATRA、アザシチジン、ベ
バシズマブ、ベキサロテン、ビカルタミド、ボルテゾミブ、カルシトリオール、カペシタ
ビン、カルボプラチン、セレコキシブ、セツキシマブ、化学内分泌療法、コレカルシフェ
ロール、シスプラチン、カルボプラチン、シクロホスファミド、シクロホスファミド/ビ
ンクリスチン、シタラビン、ダサチニブ、デシタビン、ドキソルビシン、エピルビシン、
エピルビシン、エルロチニブ、エトポシド、エキセメスタン、フルオロピリミジン、フル
タミド、フルベストラント、ゲフィチニブ、ゲフィチニブおよびトラスツズマブ、ゲムシ
タビン、ゴナドレリン、ゴセレリン、ヒドロキシウレア、イマチニブ、イリノテカン、イ
クサベピロン、ラパチニブ、レトロゾール、リュープロリド、リポソームドキソルビシン
、メドロキシプロゲステロン、メゲストロール、メトトレキサート、マイトマイシン、na
b-パクリタキセル、オクトレオチド、オキサリプラチン、パクリタキセル、パニツムマブ
、ペグアスパルガーゼ、ペメトレキセド、ペントスタチン、ソラフェニブ、スニチニブ、
タモキシフェン、タモキシフェンに基づく治療、テモゾロミド、トポテカン、トレミフェ
ン、トラスツズマブ、VBMCP/シクロホスファミド、ビンクリスチン、またはそれらの任意
の組み合わせを含む、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
　1つまたは複数の候補治療薬が、5FU、ベバシズマブ、カペシタビン、セツキシマブ、セ
ツキシマブ＋ゲムシタビン、セツキシマブ＋イリノテカン、シクロホスファミド、ジエチ
ルスチベステロール(diethylstibesterol)、ドキソルビシン、エルロチニブ、エトポシド
、エキセメスタン、フルオロピリミジン、ゲムシタビン、ゲムシタビン＋エトポシド、ゲ
ムシタビン＋ペメトレキセド、イリノテカン、イリノテカン＋ソラフェニブ、ラパチニブ
、ラパチニブ＋タモキシフェン、レトロゾール、レトロゾール＋カペシタビン、マイトマ
イシン、nab-パクリタキセル、nab-パクリタキセル＋ゲムシタビン、nab-パクリタキセル
＋トラスツズマブ、オキサリプラチン、オキサリプラチン＋5FU＋トラスツズマブ、パニ
ツムマブ、ペメトレキセド、ソラフェニブ、スニチニブ、スニチニブ、スニチニブ＋マイ
トマイシン、タモキシフェン、テモゾロミド、テモゾロミド＋ベバシズマブ、テモゾロミ
ド＋ソラフェニブ、トラスズマブ、ビンクリスチン、またはそれらの任意の組み合わせを
含む、請求項33記載の方法。
【請求項３６】
　試料ががん細胞を含む、請求項1または2記載の方法。
【請求項３７】
　対象が、がんを治療するための1つまたは複数の治療薬で以前に治療を受けている、請
求項1、2、または3記載の方法。
【請求項３８】
　対象が、段階(f)で同定された1つまたは複数の候補治療薬で以前に治療を受けていない
、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項３９】
　がんが転移性がんを含む、請求項1、2、または3記載の方法。



(7) JP 2012-517238 A 2012.8.2

10

20

30

40

50

【請求項４０】
　がんが以前の治療に対して難治性である、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項４１】
　以前の治療ががんの標準ケアを含む、請求項40記載の方法。
【請求項４２】
　がんが、前立腺癌、肺癌、黒色腫、小細胞癌(食道/後腹膜)、胆管癌、中皮腫、頭頸部
癌(SCC)、膵癌、膵臓神経内分泌癌、小細胞癌、胃癌、腹膜偽粘液腫、肛門管癌(SCC)、腟
癌(SCC)、子宮頸癌、腎癌、エクリン汗腺腺癌、唾液腺腺癌、子宮軟部組織肉腫(子宮)、G
IST(胃)、または甲状腺未分化癌を含む、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項４３】
　がんが、副鼻腔(accessory, sinuses)、中耳、および内耳、副腎、虫垂、造血系、骨お
よび関節、脊髄、乳房、小脳、子宮頸部、結合軟部組織、子宮体、食道、眼、鼻、眼球、
卵管、肝外胆管、口腔、肝内胆管、腎臓、虫垂-結腸、喉頭、口唇、肝臓、肺および気管
支、リンパ節、大脳、脊髄、鼻軟骨、網膜、眼、中咽頭、内分泌腺、女性生殖器、卵巣、
膵臓、陰茎および陰嚢、脳下垂体、胸膜、前立腺、直腸 腎盂、尿管、腹膜、唾液腺、皮
膚、小腸、胃、精巣、胸腺、甲状腺、舌、未知、膀胱、子宮、腟、陰唇、ならびに外陰の
がんを含む、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項４４】
　試料が、脂肪、副腎皮質、副腎、副腎-髄質、虫垂、膀胱、血液、血管、骨、骨軟骨、
脳、乳房、軟骨、子宮頸部、結腸、S状結腸、樹状細胞、骨格筋、子宮内膜、食道、卵管
、線維芽細胞、胆嚢、腎臓、喉頭、肝臓、肺、リンパ節、メラニン細胞、中皮内層、筋上
皮細胞、骨芽細胞、卵巣、膵臓、耳下腺、前立腺、唾液腺、副鼻腔組織、骨格筋、皮膚、
小腸、平滑筋、胃、滑膜、関節内層組織(joint lining tissue)、腱、精巣、胸腺、甲状
腺、子宮、および子宮体からなる群より選択される細胞を含む、請求項1、2、または3記
載の方法。
【請求項４５】
　がんが、乳癌、結腸直腸癌、卵巣癌、肺癌、非小細胞肺癌、胆管癌、中皮腫、汗腺癌、
またはGIST癌を含む、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項４６】
　対象の無進行生存期間(PFS)または無病生存期間(DFS)が延長される、請求項1、2、また
は3記載の方法。
【請求項４７】
　PFSまたはDFSが、以前の治療と比較して少なくとも約10%、約15%、約20%、約30%、約40
%、約50%、約60%、約70%、約80%、約90%、または少なくとも約100%延長される、請求項46
記載の方法。
【請求項４８】
　候補治療の選択により対象の寿命が延長される、請求項1、2、または3記載の方法。
【請求項４９】
　患者の寿命が、少なくとも1週間、2週間、3週間、4週間、1ヶ月、5週間、6週間、7週間
、8週間、2ヶ月、9週間、10週間、11週間、12週間、3ヶ月、4ヶ月、5ヶ月、6ヶ月、7ヶ月
、8ヶ月、9ヶ月、10ヶ月、11ヶ月、12ヶ月、13ヶ月、14ヶ月、15ヶ月、16ヶ月、17ヶ月、
18ヶ月、19ヶ月、20ヶ月、21ヶ月、22ヶ月、23ヶ月、24ヶ月、2年、2年半、3年、4年、ま
たは少なくとも5年延長される、請求項48記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
相互参照
　本出願は、2009年2月11日に出願された米国仮特許出願第61/151,758号；2009年4月17日
に出願された米国仮特許出願第61/170,565号、および2009年7月29日に出願された米国仮
特許出願第61/229,686号の恩典を主張し、これらの出願はすべて、全体として参照により
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本明細書に組み入れられる。
【背景技術】
【０００２】
背景
　患者の病態は典型的に、臨床に基づく基準を基にして選択される治療計画または治療法
で治療される；すなわち、患者が特定の疾患であると診断されたという判定に基づいて(
その診断は、古典的な診断アッセイからなされたものである)、該患者に対して治療法ま
たは治療計画が選択される。様々な病態の背後にある分子機構は長年にわたり研究の課題
であったが、罹患個体に対する治療計画および治療法の決定における該個体の分子プロフ
ァイルの具体的適用は、疾患特異的であり、かつ広く推進されてこなかった。
【０００３】
　いくつかの治療計画は、医師による所見(例えば国際疾病分類によるコード、およびそ
のようなコードが決定された日付など)、臨床検査結果、X線、生検結果、患者による説明
、および特定の疾患において診断を下すために医師が典型的に信頼している任意の他の医
学的情報などの患者の臨床的特徴づけと、分子プロファイリングを併用して決定されてい
る。しかしながら、いくつかの治療計画は、特定の種類の病態を治療することと関連して
いるにもかかわらず、異なる病態に対しても功を奏する場合があるため、治療計画または
治療法を決定するために、分子プロファイリングおよび臨床的特徴づけに基づいて選択材
料の組み合わせを用いることは(特定の種類のがんの診断など)、特定の個体に対して有効
な治療計画が見過ごされ得るというリスクがある。
【０００４】
　難治性でかつ転移性のがんを有する患者は、治療を行う医師にとって特に関心が高い。
転移性がん患者の大部分は、最終的にそれらの腫瘍に対する治療選択肢が尽きてしまう。
それらの腫瘍に対して標準的な一次および二次(および場合によっては、三次およびそれ
以上)治療が進められた後、これらの患者にはごく限られた選択肢しかない。これらの患
者は新規抗がん剤の第I相および第II相臨床試験に参加することもできるが、通常それに
参加するためには非常に厳格な適格性基準を満たさなければならない。患者がこのような
種類の治験に参加した場合、新規抗がん剤は、第I相設定における平均5%～10%から第II相
設定における12%という範囲の奏効率をもたらし得るということが、研究によって示され
ている。これらの患者はまた、それらの症状を治療するための最良の支持療法を受けるよ
うに選択するという選択肢を有する。
【０００５】
　近年、細胞表面受容体または上方制御もしくは増幅された遺伝子産物をより一層標的化
する新規抗がん剤の開発に対する関心が急増している。このアプローチはいくらかの成功
を収めている(例えば、乳癌細胞におけるHER2/neuに対するトラスツズマブ、リンパ腫細
胞におけるCD20に対するリツキシマブ、VEGFに対するベバシザマブ(bevacizamab)、およ
びEGFRに対するセツキシマブ)。しかしながら、患者の腫瘍は、これらの治療法において
もやはり最終的には進行する。より多くの標的または分子知見、例えば分子機構、遺伝子
、遺伝子発現タンパク質、および/もしくはそれらの組み合わせなどが患者の腫瘍におい
て測定されれば、特定の治療薬を使用することによって利用され得るさらなる標的または
分子知見を見出せる可能性がある。複数の標的または根底にある機構を処置し得る複数の
薬剤を同定することによって、既存の治療計画の実行可能な代替治療法ががん患者に提供
される。
【０００６】
　分子プロファイリング解析によって、より情報に基づき、かつより効果的な個別化され
た治療選択肢をしばしば推進する1つまたは複数の個別プロファイルが同定され、該治療
選択肢により患者ケアの向上および治療成績の改善がもたらされ得る。本発明は、個体由
来の試料の分子プロファイリングを行うことにより、これらの個体に対する治療を同定す
る方法およびシステムを提供する。
【発明の概要】



(9) JP 2012-517238 A 2012.8.2

10

20

30

40

50

【０００７】
　本発明は、分子プロファイリングを行い、分子プロファイリングによる結果を用いて、
個体に対する治療を同定する方法およびシステムを提供する。いくつかの態様において、
該治療は、その疾患の治療として最初に同定されなかったものである。
【０００８】
　1つの局面において、本発明は、対象由来の試料において免疫組織化学(IHC)解析を行い
、少なくとも5種類のタンパク質に関するIHC発現プロファイルを決定する段階；該試料に
おいてマイクロアレイ解析を行い、少なくとも10種類の遺伝子に関するマイクロアレイ発
現プロファイルを決定する段階；該試料において蛍光インサイチューハイブリダイゼーシ
ョン(FISH)解析を行い、少なくとも1種類の遺伝子に関するFISH突然変異プロファイルを
決定する段階；該試料においてDNA配列決定を行い、少なくとも1種類の遺伝子に関する配
列決定突然変異プロファイルを決定する段階；ならびに該IHC発現プロファイル、マイク
ロアレイ発現プロファイル、FISH突然変異プロファイル、および配列決定突然変異プロフ
ァイルを規則データベースに対して比較する段階を含む、その治療を必要とする対象に対
する候補治療を同定する方法を提供する。該規則データベースは、i) 該IHC発現プロファ
イル中に含まれる1種もしくは複数種のタンパク質を過剰発現もしくは過小発現するがん
細胞；ii) 該マイクロアレイ発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子
を過剰発現もしくは過小発現するがん細胞；iii) 該FISH突然変異プロファイル中に含ま
れる1種もしくは複数種の遺伝子において突然変異を有さないか、もしくは1つもしくは複
数の突然変異を有するがん細胞；および/またはiv) 該配列決定突然変異プロファイル中
に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子において突然変異を有さないか、もしくは1つもし
くは複数の突然変異を有するがん細胞に対する生物活性が判明している治療についてのマ
ッピングを含む。候補治療は、i) 前記比較段階によって、該治療が該がんに対する生物
活性を有するはずであることが示されて；かつii) 前記比較段階によって、該がんの治療
に関して該治療の禁忌が示されない場合に同定される。
【０００９】
　いくつかの態様において、IHC発現プロファイリングは、SPARC、PGP、Her2/neu、ER、P
R、c-kit、AR、CD52、PDGFR、TOP2A、TS、ERCC1、RRM1、BCRP、TOPO1、PTEN、MGMT、およ
びMRP1のうちの1つまたは複数をアッセイすることを含む。
【００１０】
　いくつかの態様において、マイクロアレイ発現プロファイリングは、ABCC1、ABCG2、AD
A、AR、ASNS、BCL2、BIRC5、BRCA1、BRCA2、CD33、CD52、CDA、CES2、DCK、DHFR、DNMT1
、DNMT3A、DNMT3B、ECGF1、EGFR、EPHA2、ERBB2、ERCC1、ERCC3、ESR1、FLT1、FOLR2、FY
N、GART、GNRH1、GSTP1、HCK、HDAC1、HIF1A、HSP90AA1、IL2RA、HSP90AA1、KDR、KIT、L
CK、LYN、MGMT、MLH1、MS4A1、MSH2、NFKB1、NFKB2、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB、PGR
、POLA1、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、SRC、SST
R1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS、VDR
、VEGFA、VHL、YES1、およびZAP70のうちの1つまたは複数をアッセイすることを含む。
【００１１】
　いくつかの態様において、FISH突然変異プロファイリングは、EGFRおよび/またはHER2
をアッセイすることを含む。
【００１２】
　いくつかの態様において、配列決定突然変異プロファイリングは、KRAS、BRAF、c-KIT
、およびEGFRのうちの1つまたは複数をアッセイすることを含む。
【００１３】
　別の局面において、本発明は、対象由来の試料において免疫組織化学(IHC)解析を行い
、SPARC、PGP、Her2/neu、ER、PR、c-kit、AR、CD52、PDGFR、TOP2A、TS、ERCC1、RRM1、
BCRP、TOPO1、PTEN、MGMT、およびMRP1のうちの少なくとも5つに関するIHC発現プロファ
イルを決定する段階；該試料においてマイクロアレイ解析を行い、ABCC1、ABCG2、ADA、A
R、ASNS、BCL2、BIRC5、BRCA1、BRCA2、CD33、CD52、CDA、CES2、DCK、DHFR、DNMT1、DNM
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T3A、DNMT3B、ECGF1、EGFR、EPHA2、ERBB2、ERCC1、ERCC3、ESR1、FLT1、FOLR2、FYN、GA
RT、GNRH1、GSTP1、HCK、HDAC1、HIF1A、HSP90AA1、IL2RA、HSP90AA1、KDR、KIT、LCK、L
YN、MGMT、MLH1、MS4A1、MSH2、NFKB1、NFKB2、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB、PGR、POL
A1、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、SRC、SSTR1、S
STR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGF
A、VHL、YES1、およびZAP70のうちの少なくとも5つに関するマイクロアレイ発現プロファ
イルを決定する段階；該試料において蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FISH)
解析を行い、EGFRおよび/またはHER2に関するFISH突然変異プロファイルを決定する段階
；該試料においてDNA配列決定を行い、KRAS、BRAF、c-KIT、およびEGFRのうちの少なくと
も1つに関する配列決定突然変異プロファイルを決定する段階；ならびに該IHC発現プロフ
ァイル、マイクロアレイ発現プロファイル、FISH突然変異プロファイル、および配列決定
突然変異プロファイルを規則データベースに対して比較する段階を含む、その治療を必要
とする対象に対する候補治療を同定する方法を提供する。該規則データベースは、i) 該I
HC発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種のタンパク質を過剰発現もしくは過
小発現するがん細胞；ii) 該マイクロアレイ発現プロファイル中に含まれる1種もしくは
複数種の遺伝子を過剰発現もしくは過小発現するがん細胞；iii) 該FISH突然変異プロフ
ァイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子において突然変異を有さないか、もしく
は1つもしくは複数の突然変異を有するがん細胞；および/またはiv) 該配列決定突然変異
プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子において突然変異を有さないか、
もしくは1つもしくは複数の突然変異を有するがん細胞に対する生物活性が判明している
治療についてのマッピングを含む。候補治療は、i) 前記比較段階によって、該治療が該
がんに対する生物活性を有するはずであることが示されて；かつii) 前記比較段階によっ
て、該がんの治療に関して該治療の禁忌が示されない場合に同定される。いくつかの態様
において、IHC発現プロファイリングは、記載されるバイオマーカーの少なくとも50%、60
%、70%、80%、または90%に関して行われる。いくつかの態様において、マイクロアレイ発
現プロファイリングは、記載されるバイオマーカーの少なくとも50%、60%、70%、80%、ま
たは90%に関して行われる。
【００１４】
　第3の局面において、本発明は、対象由来の試料において免疫組織化学(IHC)解析を行い
、SPARC、PGP、Her2/neu、ER、PR、c-kit、AR、CD52、PDGFR、TOP2A、TS、ERCC1、RRM1、
BCRP、TOPO1、PTEN、MGMT、およびMRP1からなる少なくともタンパク質群に関するIHC発現
プロファイルを決定する段階；該試料においてマイクロアレイ解析を行い、ABCC1、ABCG2
、ADA、AR、ASNS、BCL2、BIRC5、BRCA1、BRCA2、CD33、CD52、CDA、CES2、DCK、DHFR、DN
MT1、DNMT3A、DNMT3B、ECGF1、EGFR、EPHA2、ERBB2、ERCC1、ERCC3、ESR1、FLT1、FOLR2
、FYN、GART、GNRH1、GSTP1、HCK、HDAC1、HIF1A、HSP90AA1、IL2RA、HSP90AA1、KDR、KI
T、LCK、LYN、MGMT、MLH1、MS4A1、MSH2、NFKB1、NFKB2、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB
、PGR、POLA1、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、SRC
、SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS
、VDR、VEGFA、VHL、YES1、およびZAP70からなる少なくとも遺伝子群に関するマイクロア
レイ発現プロファイルを決定する段階；該試料において蛍光インサイチューハイブリダイ
ゼーション(FISH)解析を行い、EGFRおよびHER2からなる少なくとも遺伝子群に関するFISH
突然変異プロファイルを決定する段階；該試料においてDNA配列決定を行い、KRAS、BRAF
、c-KIT、およびEGFRからなる少なくとも遺伝子群に関する配列決定突然変異プロファイ
ルを決定する段階；ならびに該IHC発現プロファイル、マイクロアレイ発現プロファイル
、FISH突然変異プロファイル、および配列決定突然変異プロファイルを規則データベース
に対して比較する段階を含む、その治療を必要とする対象のがんに対する候補治療を同定
する方法を提供する。該規則データベースは、i) 該IHC発現プロファイル中に含まれる1
種もしくは複数種のタンパク質を過剰発現もしくは過小発現するがん細胞；ii) 該マイク
ロアレイ発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子を過剰発現もしくは
過小発現するがん細胞；iii) 該FISH突然変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数
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種の遺伝子において突然変異を有さないか、もしくは1種以上の突然変異を有するがん細
胞；および/またはiv) 該配列決定突然変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種
の遺伝子において突然変異を有さないか、もしくは1種以上の突然変異を有するがん細胞
に対する生物活性が判明している治療についてのマッピングを含む。候補治療は、i) 前
記比較段階によって、該治療が該がんに対する生物活性を有するはずであることが示され
て；かつii) 前記比較段階によって、該がんの治療に関して該治療の禁忌が示されない場
合に同定される。
【００１５】
　本発明の方法のいくつかの態様において、試料は、ホルマリン固定パラフィン包埋(FFP
E)組織、新鮮凍結(FF)組織、または核酸もしくはタンパク質分子を保存する溶液中に含ま
れる組織を含む。いくつかの態様において、マイクロアレイ解析、FISH突然変異解析、ま
たは配列決定突然変異解析のうちのいずれか1つは行われない。例えば、試料が品質管理
試験に合格しない限り、方法は実施され得ない。いくつかの態様において、品質管理試験
は、A260/A280比またはRPL13a mRNAのRT-PCRのCt値を含む。例えば、品質管理試験は、1.
5より低いA260/A280比または30より高いRPL13a Ct値を必要とし得る。
【００１６】
　いくつかの態様において、マイクロアレイ発現プロファイリングは、低密度マイクロア
レイ、発現マイクロアレイ、比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)マイクロアレイ、
一塩基多型(SNP)マイクロアレイ、プロテオミクスアレイ、または抗体アレイを用いて行
われる。
【００１７】
　本発明の方法は、付加的なマーカーを含む特定のマーカーをアッセイすることを必要と
し得る。いくつかの態様において、IHC発現プロファイリングは、少なくともSPARC、TOP2
A、および/またはPTENに関して行われる。マイクロアレイ発現プロファイリングは、少な
くともCD52に関して行われ得る。IHC発現プロファイリングはさらに、DCK、EGFR、BRCA1
、CK 14、CK 17、CK 5/6、E-カドヘリン、p95、PARP-1、SPARC、およびTLE3のうちの1つ
または複数をアッセイすることからなる。いくつかの態様において、IHC発現プロファイ
リングはさらに、Cox-2および/またはKi-67をアッセイすることからなる。いくつかの態
様において、マイクロアレイ発現プロファイリングはさらに、HSPCAをアッセイすること
からなる。いくつかの態様において、FISH突然変異プロファイリングはさらに、c-Mycお
よび/またはTOP2Aをアッセイすることからなる。配列決定突然変異プロファイリングは、
PI3Kをアッセイすることを含み得る。
【００１８】
　本発明の方法に従って、いくつかの遺伝子および遺伝子産物をアッセイすることができ
る。例えば、IHC発現プロファイリング、マイクロアレイ発現プロファイリング、FISH突
然変異プロファイリング、および配列決定突然変異プロファイリングに用いられる遺伝子
は、ABCC1、ABCG2、ACE2、ADA、ADH1C、ADH4、AGT、アンドロゲン受容体、AR、AREG、ASN
S、BCL2、BCRP、BDCA1、BIRC5、B-RAF、BRCA1、BRCA2、CA2、カベオリン、CD20、CD25、C
D33、CD52、CDA、CDK2、CDW52、CES2、CK 14、CK 17、CK 5/6、c-KIT、c-Myc、COX-2、サ
イクリンD1、DCK、DHFR、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、E-カドヘリン、ECGF1、EGFR、EPHA2、
エピレギュリン、ER、ERBR2、ERCC1、ERCC3、EREG、ESR1、FLT1、葉酸受容体、FOLR1、FO
LR2、FSHB、FSHPRH1、FSHR、FYN、GART、GNRH1、GNRHR1、GSTP1、HCK、HDAC1、Her2/Neu
、HGF、HIF1A、HIG1、HSP90、HSP90AA1、HSPCA、IL13RA1、IL2RA、KDR、KIT、K-RAS、LCK
、LTB、リンホトキシンβ受容体、LYN、MGMT、MLH1、MRP1、MS4A1、MSH2、Myc、NFKB1、N
FKB2、NFKBIA、ODC1、OGFR、p53、p95、PARP-1、PDGFC、PDGFR、PDGFRA、PDGFRB、PGP、P
GR、PI3K、POLA、POLA1、PPARG、PPARGC1、PR、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RRM1、RRM2、
RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、SPARC MC、SPARC PC、SRC、SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、S
STR5、サバイビン、TK1、TLE3、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TOPO1、TOPO2B、トポイソメ
ラーゼII、TS、TXN、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGF、VEGFA、VEGFC、VHL、YES1、およびZAP70
のうちの1つまたは複数を独立して含む。
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【００１９】
　いくつかの態様において、マイクロアレイ発現解析は、遺伝子が参照と比べて統計的有
意性をもって上方制御されるかまたは下方制御されるかを同定することを含む。統計的有
意性は、0.05、0.01、0.005、0.001、0.0005、または0.0001以下のp値で判定され得る。p
値はまた、多重比較に関して補正され得る。多重比較の補正は、ボンフェローニ補正また
はその改良法を含み得る。
【００２０】
　いくつかの態様において、IHC解析は、前記試料の30%またはそれ以上が+2またはそれ以
上の染色強度であるかどうかを判定することを含む。
【００２１】
　本発明の方法によって用いられる規則データベース内に含まれる規則は、標的遺伝子ま
たは遺伝子産物に特有の様々な治療の有効性に基づき得る。該規則データベースは、本明
細書において表1および/または表2に記載される規則を含み得る。
【００２２】
　本発明の方法のいくつかの態様において、候補治療の優先順位リストが同定される。優
先順位づけは、マイクロアレイ解析、およびIHC解析またはFISH解析のいずれかに基づく
治療；マイクロアレイ解析ではなく、IHC解析に基づく治療；ならびにIHC解析ではなく、
マイクロアレイ解析に基づく治療に則して、優先順位の高いものから優先順位の低いもの
へと治療を順序づけることを含み得る。
【００２３】
　本発明の方法のいくつかの態様において、候補治療は1つまたは複数の候補治療薬の投
与を含む。1つまたは複数の候補治療薬は、5-フルオロウラシル、アバレリックス、アレ
ムツズマブ、アミノグルテチミド、アナストラゾール(Anastrazole)、アロマターゼ阻害
薬(アナストラゾール、レトロゾール)、アスパラギナーゼ、アスピリン、ATRA、アザシチ
ジン、ベバシズマブ、ベキサロテン、ビカルタミド、ボルテゾミブ、カルシトリオール、
カペシタビン、カルボプラチン、セレコキシブ、セツキシマブ、化学内分泌療法、コレカ
ルシフェロール、シスプラチン、カルボプラチン、シクロホスファミド、シクロホスファ
ミド/ビンクリスチン、シタラビン、ダサチニブ、デシタビン、ドキソルビシン、エピル
ビシン、エピルビシン、エルロチニブ、エトポシド、エキセメスタン、フルオロピリミジ
ン、フルタミド、フルベストラント、ゲフィチニブ、ゲフィチニブおよびトラスツズマブ
、ゲムシタビン、ゴナドレリン、ゴセレリン、ヒドロキシウレア、イマチニブ、イリノテ
カン、イクサベピロン、ラパチニブ、レトロゾール、リュープロリド、リポソームドキソ
ルビシン、メドロキシプロゲステロン、メゲストロール、メトトレキサート、マイトマイ
シン、nab-パクリタキセル、オクトレオチド、オキサリプラチン、パクリタキセル、パニ
ツムマブ、ペグアスパルガーゼ、ペメトレキセド、ペントスタチン、ソラフェニブ、スニ
チニブ、タモキシフェン、タモキシフェンに基づく治療、テモゾロミド、トポテカン、ト
レミフェン、トラスツズマブ、VBMCP/シクロホスファミド、ビンクリスチン、またはそれ
らの任意の組み合わせであってよい。1つまたは複数の候補治療薬はまた、5FU、ベバシズ
マブ、カペシタビン、セツキシマブ、セツキシマブ＋ゲムシタビン、セツキシマブ＋イリ
ノテカン、シクロホスファミド、ジエチルスチベステロール(diethylstibesterol)、ドキ
ソルビシン、エルロチニブ、エトポシド、エキセメスタン、フルオロピリミジン、ゲムシ
タビン、ゲムシタビン＋エトポシド、ゲムシタビン＋ペメトレキセド、イリノテカン、イ
リノテカン＋ソラフェニブ、ラパチニブ、ラパチニブ＋タモキシフェン、レトロゾール、
レトロゾール＋カペシタビン、マイトマイシン、nab-パクリタキセル、nab-パクリタキセ
ル＋ゲムシタビン、nab-パクリタキセル＋トラスツズマブ、オキサリプラチン、オキサリ
プラチン＋5FU＋トラスツズマブ、パニツムマブ、ペメトレキセド、ソラフェニブ、スニ
チニブ、スニチニブ、スニチニブ＋マイトマイシン、タモキシフェン、テモゾロミド、テ
モゾロミド＋ベバシズマブ、テモゾロミド＋ソラフェニブ、トラスズマブ、ビンクリスチ
ン、またはそれらの任意の組み合わせであってもよい。
【００２４】
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　本発明の方法の態様において、試料はがん細胞を含む。がんは転移性がんであってよい
。がんは、以前の治療に対して難治性であってよい。以前の治療は、がんの標準ケアであ
ってよい。場合によっては、対象は、がんを治療するための1つまたは複数の治療薬で以
前に治療を受けている。場合によっては、対象は、同定された1つまたは複数の候補治療
薬で以前に治療を受けていない。
【００２５】
　いくつかの態様において、がんは、前立腺癌、肺癌、黒色腫、小細胞癌(食道/後腹膜)
、胆管癌、中皮腫、頭頸部癌(SCC)、膵癌、膵臓神経内分泌癌、小細胞癌、胃癌、腹膜偽
粘液腫、肛門管癌(SCC)、腟癌(SCC)、子宮頸癌、腎癌、エクリン汗腺腺癌、唾液腺腺癌、
子宮軟部組織肉腫(子宮)、GIST(胃)、または甲状腺未分化癌を含む。いくつかの態様にお
いて、がんは、副鼻腔(accessory, sinuses)、中耳、および内耳、副腎、虫垂、造血系、
骨および関節、脊髄、乳房、小脳、子宮頸部、結合軟部組織、子宮体、食道、眼、鼻、眼
球、卵管、肝外胆管、口腔、肝内胆管、腎臓、虫垂-結腸、喉頭、口唇、肝臓、肺および
気管支、リンパ節、大脳、脊髄、鼻軟骨、網膜、眼、中咽頭、内分泌腺、女性生殖器、卵
巣、膵臓、陰茎および陰嚢、脳下垂体、胸膜、前立腺、直腸 腎盂、尿管、腹膜、唾液腺
、皮膚、小腸、胃、精巣、胸腺、甲状腺、舌、未知、膀胱、子宮、腟、陰唇、ならびに外
陰のがんを含む。いくつかの態様において、試料は、脂肪、副腎皮質、副腎、副腎-髄質
、虫垂、膀胱、血液、血管、骨、骨軟骨、脳、乳房、軟骨、子宮頸部、結腸、S状結腸、
樹状細胞、骨格筋、子宮内膜、食道、卵管、線維芽細胞、胆嚢、腎臓、喉頭、肝臓、肺、
リンパ節、メラニン細胞、中皮内層、筋上皮細胞、骨芽細胞、卵巣、膵臓、耳下腺、前立
腺、唾液腺、副鼻腔組織、骨格筋、皮膚、小腸、平滑筋、胃、滑膜、関節内層組織(joint
 lining tissue)、腱、精巣、胸腺、甲状腺、子宮、および子宮体からなる群より選択さ
れる細胞を含む。いくつかの態様において、がんは、乳癌、結腸直腸癌、卵巣癌、肺癌、
非小細胞肺癌、胆管癌、中皮腫、汗腺癌、またはGIST癌を含む。
【００２６】
　本発明の方法を用いて、対象の無進行生存期間(PFS)または無病生存期間(DFS)が延長さ
れ得る。例えば、PFSまたはDFSは、以前の治療と比較して少なくとも約10%、約15%、約20
%、約30%、約40%、約50%、約60%、約70%、約80%、約90%、または少なくとも約100%延長さ
れ得る。加えて、候補治療を選択するために本発明の方法を用いて、患者の寿命が延長さ
れ得る。例えば、患者の寿命は、少なくとも1週間、2週間、3週間、4週間、1ヶ月、5週間
、6週間、7週間、8週間、2ヶ月、9週間、10週間、11週間、12週間、3ヶ月、4ヶ月、5ヶ月
、6ヶ月、7ヶ月、8ヶ月、9ヶ月、10ヶ月、11ヶ月、12ヶ月、13ヶ月、14ヶ月、15ヶ月、16
ヶ月、17ヶ月、18ヶ月、19ヶ月、20ヶ月、21ヶ月、22ヶ月、23ヶ月、24ヶ月、2年、2年半
、3年、4年、または少なくとも5年延長され得る。
【００２７】
参照による組み入れ
　本明細書において引用される出版物および特許出願はすべて、個々の出版物または特許
出願が詳細にかつ個別に参照により組み入れられることが示されるのと同程度に、参照に
より本明細書に組み入れられる。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
　本発明の特徴および利点のより良い理解は、本発明の原理が利用される例示的な態様を
記載している以下の詳細な説明、および添付の図面を参照することによって得られるであ
ろう。
【図１】疾患特異的でない、患者の生物学的検体の分子プロファイリングを利用する、特
定の病態に対して個別化医学的介入を決定するためのシステムの例示的な態様のブロック
図を示す。
【図２】疾患特異的でない、患者の生物学的検体の分子プロファイリングを利用する、特
定の病態に対して個別化医学的介入を決定するための方法の例示的な態様のフローチャー
トである。
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【図３Ａ】図2の段階80による例示的な患者プロファイル報告書を示す。
【図３Ｂ】図2の段階80による例示的な患者プロファイル報告書を示す。
【図３Ｃ】図2の段階80による例示的な患者プロファイル報告書を示す。
【図３Ｄ】図2の段階80による例示的な患者プロファイル報告書を示す。
【図４】標的と相互作用し得る薬物療法/薬剤を同定するための方法の例示的な態様のフ
ローチャートである。
【図５】本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な部分を
示すフローチャートおよび図である。
【図６】本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な部分を
示すフローチャートおよび図である。
【図７】本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な部分を
示すフローチャートおよび図である。
【図８】本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な部分を
示すフローチャートおよび図である。
【図９】本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な部分を
示すフローチャートおよび図である。
【図１０】本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な部分
を示すフローチャートおよび図である。
【図１１】本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な部分
を示すフローチャートおよび図である。
【図１２】本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な部分
を示すフローチャートおよび図である。
【図１３】本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な部分
を示すフローチャートおよび図である。
【図１４】本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な部分
を示すフローチャートおよび図である。
【図１５】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図１６】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図１７】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図１８】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図１９】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図２０】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図２１】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図２２】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図２３】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図２４】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図２５】図5～14に示される、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々
な部分に関連するコンピュータスクリーン印刷出力である。
【図２６Ａ】腫瘍型による、遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示す表を
示す。
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【図２６Ｂ】腫瘍型による、遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示す表を
示す。
【図２６Ｃ】腫瘍型による、遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示す表を
示す。
【図２６Ｄ】腫瘍型による、遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示す表を
示す。
【図２６Ｅ】腫瘍型による、遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示す表を
示す。
【図２６Ｆ】腫瘍型による、遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示す表を
示す。
【図２６Ｇ】腫瘍型による、遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示す表を
示す。
【図２６Ｈ】腫瘍型による、遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示す表を
示す。
【図２７Ａ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図２７Ｂ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図２７Ｃ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図２７Ｄ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図２７Ｅ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図２７Ｆ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図２７Ｇ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図２７Ｈ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図２８Ａ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｂ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｃ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｄ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｅ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｆ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｇ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｈ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｉ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｊ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｋ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｌ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｍ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２８Ｎ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
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【図２８Ｏ】腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度を示
す表を示す。
【図２９】標的としてタグが付されたバイオマーカー(遺伝子発現タンパク質)を、図28に
基づく頻度順に示す表である。
【図３０Ａ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｂ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｃ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｄ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｅ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｆ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｇ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｈ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｉ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｊ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｋ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｌ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｍ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｎ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３０Ｏ】腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度を示す表を示す。
【図３１】標的としてタグが付された遺伝子を、図30に基づく頻度順に示す表である。
【図３２】分子プロファイリングによって選択された治療法を用いた無進行生存期間(PFS
)(期間B)と、患者が進行を開始した際の一番最近の治療法のPFS(期間A)を示す。PFS(B)/P
FS(A)比≧1.3である場合に、分子プロファイリングによって選択された治療法は患者に対
して有益性があると定義した。
【図３３】標的が同定された場合に、分子プロファイリングによって治療を同定するため
の方法の模式図である。
【図３４】実施例1で行われた研究における患者の分布を示す。
【図３５】PFS比≧1.3を有する患者が18/66(27%)であった研究の結果を示すグラフである
。
【図３６】ベースライン直径に対する標的病変の合計直径の最大変化%に関する全患者の
ウォーターフォールプロットである。
【図３７】分子プロファイリング結果が何を提案したかを知る前に、臨床医が患者を治療
するために使用するものとして何を選択したかの関係を示す。PFS比≧1.3である患者18名
について、一致は認められなかった。
【図３８】PFS比≧1.3である患者18名と全患者66名の全生存期間の模式図である。
【図３９】マイクロアレイプロファイリング結果、およびカットオフ値を用いて作成され
たコールの例示的出力を示す。
【図４０Ａ】分子プロファイリングに基づく例示的な患者報告書を示す。
【図４０Ｂ】分子プロファイリングに基づく例示的な患者報告書を示す。
【図４０Ｃ】分子プロファイリングに基づく例示的な患者報告書を示す。
【図４０Ｄ】分子プロファイリングに基づく例示的な患者報告書を示す。
【図４０Ｅ】分子プロファイリングに基づく例示的な患者報告書を示す。
【図４０Ｆ】分子プロファイリングに基づく例示的な患者報告書を示す。
【図４０Ｇ】分子プロファイリングに基づく例示的な患者報告書を示す。
【図４０Ｈ】分子プロファイリングに基づく例示的な患者報告書を示す。
【図４０Ｉ】分子プロファイリングに基づく例示的な患者報告書を示す。
【図４０Ｊ】分子プロファイリングに基づく例示的な患者報告書を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
発明の詳細な説明
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　本発明は、分子プロファイリングを用いることにより、治療の標的を同定するための方
法およびシステムを提供する。分子プロファイリングアプローチは、がんなどの状態また
は疾患を有する個体の臨床経過を都合よく変更し得る候補治療を個体に対して選択するた
めの方法を提供する。分子プロファイリングアプローチは、治療計画を選択するために従
来のアプローチを用いるよりも、分子プロファイリングアプローチを用いて治療した場合
に、より長い無進行生存期間(PFS)、より長い無病生存期間(DFS)、より長い全生存期間(O
S)、または寿命の延長をもたらすなど、臨床的有益性を個体にもたらし得る。分子プロフ
ァイリングは、例えばがんが標準ケアに対して耐性を生じた後など、疾患が現在の治療法
に対して難治性である場合に、候補治療を提案し得る。
【００３０】
　分子プロファイリングは、生体試料中の分子を検出するための任意の公知の手段によっ
て行うことができる。プロファイリングは、任意の適用可能な生体試料において行うこと
ができる。試料は典型的に、疾患または障害が疑われるかまたは判明している個体に由来
し、例としてがん患者由来の生検試料などがあるが、これに限定されない。試料の分子プ
ロファイリングは、DNA配列、mRNA配列、またはタンパク質などの生物学的因子の量また
は状態を評価するいくつもの技法によって行うこともできる。このような技法には、非限
定的に、免疫組織化学法(IHC)、インサイチューハイブリダイゼーション(ISH)、蛍光イン
サイチューハイブリダイゼーション(FISH)、様々な種類のマイクロアレイ(mRNA発現アレ
イ、タンパク質アレイ等)、様々な種類の配列決定(サンガー、ピロシーケンシング等)、
比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)、次世代シーケンシング、ノーザンブロット、
サザンブロット、免疫測定法、および関心対象の生体分子の存在または量をアッセイする
ための、開発中である任意の他の適切な技法が含まれる。これらの方法のうちのいずれか
1つまたは複数を、互いに同時にまたは連続して使用することができる。
【００３１】
　分子プロファイリングは、対象における障害に対して候補治療を選択するために用いら
れる。例えば、候補治療は、分子プロファイリング技法によって同定されるように遺伝子
を差次的に発現する細胞に対して効果を有することが判明している治療であってよい。差
次的発現は、例えば遺伝子、mRNA、またはタンパク質といった生物学的産物の、対照と比
較した過剰発現および過小発現のどちらも含み得る。対照は、試料と類似しているが、疾
患を含まない細胞を含み得る。対照は、例えば罹患細胞と同一器官の正常な隣接部分のよ
うに、同一患者に由来してよく、または対照は他の患者からの健常組織に由来してもよい
。対照は、例えばハウスキーピング遺伝子またはその産物(例えば、mRNAまたはタンパク
質)といった、同一試料中に見出される対照であってよい。例えば、対照核酸は、細胞の
がん性状態または非がん性状態に応じて異ならないことが判明しているものであってよい
。対照核酸の発現レベルを用いて、試験集団および参照集団中のシグナルレベルを正規化
することができる。例示的な対照遺伝子には、例えばβ-アクチン、グリセルアルデヒド3
-リン酸脱水素酵素、およびリボソームタンパク質P1が含まれるが、これらに限定されな
い。複数の対照または複数の種類の対照を用いることができる。差次的発現の原因は異な
り得る。例えば、細胞において遺伝子コピー数が増加し、それによって該遺伝子の発現増
加が生じる場合がある。あるいは、例えばクロマチンリモデリング、差次的メチル化、転
写因子の差次的発現または活性等によって、遺伝子の転写が変更される場合がある。例え
ば、例えばマイクロRNAまたはsiRNAといった、mRNAを分解する因子、mRNAを翻訳する因子
、または翻訳を抑制する因子の差次的発現によって、翻訳が変更される場合もある。いく
つかの態様において、差次的発現は差次的活性を含む。例えば、タンパク質は、構成的活
性化のように、該タンパク質の活性を増大させる突然変異を保有し、これによって罹患状
態に寄与する場合がある。活性の変化を明らかにする分子プロファイリングを用いて、治
療選択を導くことができる。
【００３２】
　分子プロファイリングによって、複数の薬物標的が差次的に発現されると明らかにされ
る場合には、特定の治療の選択に優先順位をつけるために、決定規則が導入され得る。例
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えば、分子プロファイリングの直接的な結果、予測される有効性、同じまたは他の治療に
よる前歴、予測される副作用、利用可能性、コスト、薬物間相互作用、および治療する医
師により考慮される他の要因など、治療に優先順位をつけるのを助ける任意のそのような
規則を用いて、治療に優先順位をつけることができる。医師は最終的に、治療過程を決定
することができる。したがって、分子プロファイリングは、ある種の徴候に対して治療法
を標的化するために取られる伝統的な画一的アプローチに頼るのとは対照的に、例えば腫
瘍細胞のような罹患細胞の個々の特徴、および治療を必要とする対象における他の個別の
要因に基づいて候補治療を選択し得る。場合によっては、推奨される治療は、対象が罹患
している疾患または障害を治療するために典型的には用いられないものである。場合によ
っては、推奨される治療は、標準ケアがもはや適切な有効性を提供しなくなった後に用い
られる。
【００３３】
　核酸は、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチド、および一本鎖または二本
鎖形態のそれらのポリマー、およびそれらの相補体を含む。核酸は、合成、天然、および
非天然であり、参照核酸と類似の結合特性を有し、かつ参照ヌクレオチドと同様の様式で
代謝される、公知のヌクレオチド類似体または修飾骨格残基もしくは結合を含み得る。こ
のような類似体の例には、非限定的に、ホスホロチオエート、ホスホロアミダート、メチ
ルホスホン酸、キラル-メチルホスホン酸、2-O-メチルリボヌクレオチド、ポリペプチド
核酸(PNA)が含まれる。核酸配列は、明示された配列の他に、保存的に改変されたそのバ
リアント(例えば、縮重コドン置換物)および相補的配列も包含し得る。具体的には、縮重
コドン置換物は、1つまたは複数の選択された(またはすべての)コドンの3番目の位置を混
合塩基および/またはデオキシイノシン残基で置換した配列を作製することによって得ら
れ得る(Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991)；Ohtsuka et al., J. Biol.
 Chem. 260:2605-2608 (1985)；Rossolini et al., Mol. Cell Probes 8:91-98 (1994))
。核酸という用語は、遺伝子、cDNA、mRNA、オリゴヌクレオチド、およびポリヌクレオチ
ドと互換的に用いられ得る。
【００３４】
　特定の核酸配列は、該特定の配列および「スプライスバリアント」および切断型をコー
ドする核酸配列も暗黙のうちに包含し得る。同様に、ある核酸によってコードされる特定
のタンパク質は、その核酸のスプライスバリアントまたは切断型によってコードされる任
意のタンパク質を包含し得る。「スプライスバリアント」は、その名の通り、遺伝子の選
択的スプライシングの産物である。転写後に、最初の核酸転写産物は、異なる(代替的な)
核酸スプライス産物が異なるポリペプチドをコードするようにスプライスされ得る。スプ
ライスバリアントの産生機構は様々であるが、エキソンの選択的スプライシングを含む。
読み過ごし転写によって同一の核酸から導出された代替的なポリペプチドも、この定義に
包含される。組換え型のスプライス産物を含むスプライス反応の任意の産物が、この定義
に含まれる。核酸は5'末端または3'末端で切断され得る。ポリペプチドはN末端またはC末
端で切断され得る。核酸またはポリペプチド配列の切断型は、天然に生じてよく、または
組換えによって作製され得る。
【００３５】
　「遺伝子バリアント」および「ヌクレオチドバリアント」という用語は本明細書におい
て互換的に用いられて、コード領域および非コード領域におけるヌクレオチド塩基の欠失
、挿入、逆位、および置換を含むがこれらに限定されない、特定の座位における参照ヒト
遺伝子またはcDNA配列に対する変化または変更を指す。欠失は、単一のヌクレオチド塩基
、遺伝子のヌクレオチド配列のある一部もしくはある領域、または遺伝子配列全体のもの
であってよい。挿入は、1つまたは複数のヌクレオチド塩基のものであってよい。遺伝子
バリアントまたはヌクレオチドバリアントは、転写調節領域、mRNAの非翻訳領域、エキソ
ン、イントロン、エキソン/イントロン接合部等で生じ得る。遺伝子バリアントまたはヌ
クレオチドバリアントは潜在的に、終止コドン、フレームシフト、アミノ酸の欠失、遺伝
子転写産物スプライス型の変化、またはアミノ酸配列の変化をもたらし得る。
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【００３６】
　対立遺伝子または遺伝子対立遺伝子は一般に、参照配列を有する天然遺伝子または特定
のヌクレオチドバリアントを含む遺伝子を含む。
【００３７】
　ハプロタイプとは、個体に見出される1つの染色体上のmRNAまたはゲノムDNAのある領域
における遺伝子(ヌクレオチド)バリアントの組み合わせを指す。したがって、ハプロタイ
プは、典型的に単位として共に遺伝する、いくつかの遺伝的に連鎖した多型バリアントを
含む。
【００３８】
　本明細書において用いられる「アミノ酸バリアント」という用語は、参照ヒトタンパク
質をコードする参照ヒト遺伝子に対する遺伝子バリアントまたはヌクレオチドバリアント
から生じた、該参照タンパク質配列に対するアミノ酸変化を指す。「アミノ酸バリアント
」という用語は、単一のアミノ酸置換のみならず、アミノ酸の欠失、挿入、および参照タ
ンパク質におけるアミノ酸配列の他の顕著な変化を包含することが意図される。
【００３９】
　本明細書において用いられる「遺伝子型」という用語は、遺伝子(または特定の染色体
領域)の一方の対立遺伝子または両方の対立遺伝子における特定のヌクレオチドバリアン
トマーカー(または座位)のヌクレオチド特性を意味する。関心対象の遺伝子の特定のヌク
レオチド位置に関して、一方または両方の対立遺伝子におけるその座位のヌクレオチドま
たはその均等物は、その座位における該遺伝子の遺伝子型を形成する。遺伝子型は、ホモ
接合性またはヘテロ接合性であってよい。したがって、「遺伝子型同定」とは、遺伝子型
、すなわち特定の遺伝子座のヌクレオチドを決定することを意味する。遺伝子型同定はま
た、対応するヌクレオチドバリアントを推定するために用いられ得るタンパク質の特定の
位置におけるアミノ酸バリアントを決定することによって行うこともできる。
【００４０】
　「座位」という用語は、遺伝子配列またはタンパク質における特定の位置または部位を
指す。したがって、特定の遺伝子座に1つもしくは複数の連続したヌクレオチドが存在し
てよく、またはポリペプチド中の特定の座位に1つもしくは複数のアミノ酸が存在してよ
い。さらに、座位は、1つまたは複数のヌクレオチドが欠失している、挿入されている、
または逆位している遺伝子の特定の位置を指す場合もある。
【００４１】
　本明細書で用いられる「ポリペプチド」、「タンパク質」、および「ペプチド」という
用語は互換的に用いられて、アミノ酸残基が共有ペプチド結合によって連結しているアミ
ノ酸鎖を指す。アミノ酸鎖は、全長タンパク質を含め、アミノ酸が少なくとも2個の任意
の長さのものであってよい。別段の規定がない限り、ポリペプチド、タンパク質、および
ペプチドは、グリコシル化型、リン酸化型等を含むがこれらに限定されない、それらの様
々な修飾型も包含する。ポリペプチド、タンパク質、またはペプチドは、遺伝子産物とも
称され得る。
【００４２】
　分子プロファイリング技法によってアッセイされ得る遺伝子および遺伝子産物のリスト
を本明細書において示す。遺伝子のリストは、遺伝子産物(例えば、mRNAまたはタンパク
質)を検出する分子プロファイリング技法と関連して示さる場合もある。当業者は、この
ことが、記載される遺伝子の遺伝子産物の検出を意味することを理解するであろう。同様
に、遺伝子産物のリストは、遺伝子配列またはコピー数を検出する分子プロファイリング
技法と関連して示され場合もある。当業者は、このことが、遺伝子産物をコードするDNA
を例として含む、遺伝子産物に対応する遺伝子の検出を意味することを理解するであろう
。当業者に理解されるように、「バイオマーカー」または「マーカー」は、文脈に応じて
遺伝子および/または遺伝子産物を含む。
【００４３】
　「標識」および「検出可能な標識」という用語は、分光学的、光化学的、生化学的、免
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疫化学的、電気的、光学的、化学的方法、または類似の方法によって検出可能な任意の組
成物を指し得る。このような標識には、標識されたストレプトアビジンコンジュゲートで
染色するためのビオチン、磁気ビーズ(例えば、DYNABEADS(商標))、蛍光色素(例えば、フ
ルオレセイン、テキサスレッド、ローダミン、緑色蛍光タンパク質等)、放射標識(例えば
、3H、125I、35S、14C、または32P)、酵素(例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アル
カリホスファターゼ、およびELISAで一般的に用いられる他のもの)、およびコロイド金ま
たは着色ガラスもしくはプラスチック(例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、ラテッ
クス等)ビーズなどの比色標識が含まれる。このような標識の使用を教示する特許には、
米国特許第3,817,837号；第3,850,752号；第3,939,350号；第3,996,345号；第4,277,437
号；第4,275,149号；および第4,366,241号が含まれる。このような標識を検出する手段は
当業者に周知である。したがって、例えば、放射標識は感光フィルムまたはシンチレーシ
ョンカウンターを用いて検出することができ、蛍光マーカーは、放出された光を検出する
ための光検出器を用いて検出することができる。酵素標識は典型的に、酵素に基質を提供
し、酵素の基質に対する作用によって産生された反応産物を検出することによって検出さ
れ、比色標識は、着色標識を単純に可視化することによって検出される。標識は、例えば
、標識抗体に結合するリガンド、フルオロフォア、化学発光剤、酵素、および標識リガン
ドの特異的結合対メンバーとして機能し得る抗体を含み得る。標識の概論、標識手順、お
よび標識の検出は、Polak and Van Noorden Introduction to Immunocytochemistry, 2nd
 ed., Springer Verlag, NY (1997)；およびHaugland Handbook of Fluorescent Probes 
and Research Chemicals, a combined handbook and catalogue Published by Molecular
 Probes, Inc. (1996)に見出される。
【００４４】
　検出可能な標識には、ヌクレオチド(標識または非標識)、コンポマー、糖、ペプチド、
タンパク質、抗体、化合物、導電性ポリマー、ビオチンなどの結合成分、質量タグ、比色
剤、発光剤、化学発光剤、光散乱剤、蛍光タグ、放射性タグ、チャージタグ(電荷または
磁荷)、揮発性タグおよび疎水性タグ、生体分子(例えば、結合対である抗体/抗原、抗体/
抗体、抗体/抗体断片、抗体/抗体受容体、抗体/プロテインAまたはプロテインG、ハプテ
ン/抗ハプテン、ビオチン/アビジン、ビオチン/ストレプトアビジン、葉酸/葉酸結合タン
パク質、ビタミンB12/内因子、化学反応基/相補的化学反応基(例えば、スルフヒドリル/
マレイミド、スルフヒドリル/ハロアセチル誘導体、アミン/イソトリオシアネート(isotr
iocyanate)、アミン/スクシンイミジルエステル、およびアミン/ハロゲン化スルホニルの
メンバー)等が含まれるが、これらに限定されない。
【００４５】
　本明細書において用いられる「抗体」という用語は、例えば、一本鎖抗体、キメラ抗体
、二機能性抗体、およびヒト化抗体、ならびにそれらの抗原結合断片(例えば、Fab'、F(a
b')2、Fab、Fv、およびrIgG)を含む、天然抗体および非天然抗体を包含する。Pierce Cat
alog and Handbook, 1994-1995 (Pierce Chemical Co., Rockford, Ill)も参照されたい
。例えば、Kuby, J., Immunology, 3.sup.rd Ed., W. H. Freeman & Co., New York (199
8)も参照されたい。このような非天然抗体は固相ペプチド合成を用いて構築することがで
き、組換えによって産生することもでき、または例えば、参照により本明細書に組み入れ
られるHuse et al., Science 246:1275-1281 (1989)に記載されているように、可変重鎖
および可変軽鎖からなるコンビナトリアルライブラリーをスクリーニングすることによっ
て得ることもできる。例えば、キメラ抗体、ヒト化抗体、CDR移植抗体、一本鎖抗体、お
よび二機能性抗体を作製するこれらおよび他の方法は、当業者に周知である。例えば、Wi
nter and Harris, Immunol. Today 14:243-246 (1993)；Ward et al., Nature 341:544-5
46 (1989)；Harlow and Lane, Antibodies, 511-52, Cold Spring Harbor Laboratory pu
blications, New York, 1988；Hilyard et al., Protein Engineering: A practical app
roach (IRL Press 1992)；Borrebaeck, Antibody Engineering, 2d ed. (Oxford Univers
ity Press 1995)を参照されたい；これらはそれぞれ参照により本明細書に組み入れられ
る。



(21) JP 2012-517238 A 2012.8.2

10

20

30

40

50

【００４６】
　別段の規定がない限り、抗体はポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の両方を
含み得る。抗体はまた、キメラ抗体(例えば、ヒト化マウス抗体)およびヘテロ結合抗体(
例えば、二重特異性抗体)などの、遺伝子操作された形態も含む。この用語はまた、組換
え一本鎖Fv断片(scFv)も指す。抗体という用語はまた、二価または二重特異性分子、ダイ
アボディ(diabody)、トリアボディ(triabody)、およびテトラボディ(tetrabody)を含む。
二価および二重特異性分子は、例えば、Kostelny et al. (1992) J Immunol 148:1547、P
ack and Pluckthun (1992) Biochemistry 31:1579、Hollinger et al. (1993) Proc Natl
 Acad Sci USA. 90:6444、Gruber et al. (1994) J Immunol :5368、Zhu et al. (1997) 
Protein Sci 6:781、Hu et al. (1997) Cancer Res. 56:3055、Adams et al. (1993) Can
cer Res. 53:4026、および McCartney, et al. (1995) Protein Eng. 8:301に記載されて
いる。
【００４７】
　典型的に、抗体は重鎖および軽鎖を有する。重鎖および軽鎖はそれぞれ、定常領域およ
び可変領域(これらの領域は「ドメイン」としても知られる)を含む。軽鎖および重鎖可変
領域は、相補性決定領域(CDR)とも称される3つの超可変領域によって中断される4つのフ
レームワーク領域を含む。フレームワーク領域およびCDRの範囲は規定されている。異な
る軽鎖または重鎖のフレームワーク領域の配列は、種内で比較的保存されている。抗体の
フレームワーク領域、すなわち構成する軽鎖と重鎖のフレームワーク領域を合わせたもの
は、CDRを三次元空間に位置づけ、整列させるのに役立つ。CDRは主に、抗原エピトープへ
の結合を担っている。各鎖のCDRは、典型的にN末端から順に番号がつけられてCDR1、CDR2
、およびCDR3と称され、また典型的にその特定のCDRが位置する鎖によって同定される。
したがって、VH CDR3はそれが見出される抗体の重鎖の可変ドメインに位置し、VL CDR1は
それが見出される抗体の軽鎖の可変ドメインに由来するCDR1である。VHへの言及は、Fv、
scFv、またはFabの重鎖を含む、抗体の免疫グロブリン重鎖の可変領域を指す。VLへの言
及は、Fv、scFv、dsFv、またはFabの軽鎖を含む、免疫グロブリン軽鎖の可変領域を指す
。
【００４８】
　「一本鎖Fv」または「scFv」という語句は、従来の二本鎖抗体の重鎖および軽鎖の可変
ドメインが連結されて1つの鎖を形成している抗体を指す。典型的に、リンカーペプチド
が2つの鎖の間に挿入されて、適切な折りたたみおよび活性結合部位の創出を可能にして
いる。「キメラ抗体」とは、(a) 異なるもしくは変更されたクラス、エフェクター機能、
および/もしくは種の定常領域に、またはキメラ抗体に新たな特性を付与する全く異なる
分子、例えば酵素、毒素、ホルモン、成長因子、薬物等に抗原結合部位(可変領域)が連結
されるように、定常領域またはその一部が変更された、置き換えられた、または交換され
た；あるいは(b) 可変領域またはその一部が、異なるまたは変更された抗原特異性を有す
る可変領域に変更された、置き換えられた、または交換された免疫グロブリン分子である
。
【００４９】
　「ヒト化抗体」とは、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含む免疫グロブリン
分子である。ヒト化抗体は、所望の特異性、親和性、および能力を有するマウス、ラット
、またはウサギなどの非ヒト種(ドナー抗体)の相補性決定領域(CDR)に由来する残基で、
レシピエントのCDR由来の残基が置き換えられているヒト免疫グロブリン(レシピエント抗
体)を含む。場合によっては、ヒト免疫グロブリンのFvフレームワーク残基が、対応する
非ヒト残基で置き換えられる。ヒト化抗体はまた、レシピエント抗体にも、移入されたCD
Rもしくはフレームワーク配列にも見られない残基を含む場合がある。一般に、ヒト化抗
体は少なくとも1つ、典型的には2つの可変ドメインの実質的にすべてを含み、CDR領域の
すべてまたは実質的にすべては非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、フレームワーク(F
R)領域のすべてまたは実質的にすべてはヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものであ
る。ヒト化抗体は最適にはまた、免疫グロブリン定常領域(Fc)、典型的にはヒト免疫グロ
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ブリンのものの少なくとも一部を含む(Jones et al., Nature 321:522-525 (1986)；Riec
hmann et al., Nature 332:323-327 (1988)；および Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 
2:593-596 (1992))。ヒト化は本質的には、Winterと共同研究者ら(Jones et al., Nature
 321:522-525 (1986)；Riechmann et al., Nature 332:323-327 (1988)；Verhoeyen et a
l., Science 239:1534-1536 (1988))の方法に従って、齧歯類のCDRまたはCDR配列でヒト
抗体の対応配列を置換することによって行うことができる。したがって、このようなヒト
化抗体はキメラ抗体であり(米国特許第4,816,567号)、この場合、実質的に完全でないヒ
ト可変ドメインが非ヒト種由来の対応配列によって置換されている。
【００５０】
　「エピトープ」および「抗原決定基」という用語は、抗体が結合する抗原上の部位を指
す。エピトープは、連続アミノ酸から、またはタンパク質の三次折りたたみによって近接
して並べられた非連続アミノ酸の両方から形成され得る。連続アミノ酸から形成されたエ
ピトープは典型的に、変性溶媒に曝露されても保持されるのに対し、三次折りたたみによ
って形成されたエピトープは典型的に、変性溶媒による処理で失われる。エピトープは、
典型的には独自の空間的高次構造中に少なくとも3個、より一般的には少なくとも5個また
は8～10個のアミノ酸を含む。エピトープの空間的高次構造を決定する方法には、例えばX
線結晶解析および二次元核磁気共鳴が含まれる。例えば、Epitope Mapping Protocols in
 Methods in Molecular Biology, Vol. 66, Glenn E. Morris, Ed (1996)を参照されたい
。
【００５１】
　「プライマー」、「プローブ」、および「オリゴヌクレオチド」という用語は本明細書
において互換的に用いられて、比較的短い核酸断片または配列を指す。それらは、DNA、R
NA、もしくはそれらのハイブリッド、または化学的に修飾されたそれらの類似体もしくは
誘導体を含み得る。典型的に、それらは一本鎖である。しかしながら、それらは、変性に
よって分離され得る2本の相補鎖を有する二本鎖であってもよい。通常、プライマー、プ
ローブ、およびオリゴヌクレオチドは、約8ヌクレオチド～約200ヌクレオチド、好ましく
は約12ヌクレオチド～約100ヌクレオチド、より好ましくは約18～約50ヌクレオチドの長
さを有する。様々な分子生物学的適用のために、それらを検出可能なマーカーで標識する
か、または従来の様式を用いて修飾することができる。
【００５２】
　核酸(例えば、ゲノムDNA、cDNA、mRNA、またはそれらの断片)に関して用いられる場合
の「単離された」という用語は、核酸分子が、通常その分子に付随する他の天然核酸から
実質的に分離された形態で存在することを意味することが意図される。天然に存在する染
色体(またはそのウイルス均等物)は長い核酸配列を含むため、単離された核酸は、染色体
中の核酸配列の一部のみを有し、同一染色体上に存在する1つまたは複数の他の部分を有
さない核酸分子あってよい。より具体的には、単離された核酸は、天然に存在する染色体
(またはそのウイルス均等物)において該核酸に隣接する天然核酸配列を含み得る。単離さ
れた核酸は、同一生物の異なる染色体上にある他の天然核酸から実質的に分離され得る。
単離された核酸はまた、特定の核酸分子が、組成物中の全核酸の少なくとも10%、20%、30
%、40%、50%、60%、70%、80%、90%、95%、または少なくとも99%を構成するように顕著に
濃縮された組成物であってよい。
【００５３】
　単離された核酸は、特定の核酸分子が、該特定の核酸に天然で隣接している核酸ではな
い1つまたは複数の核酸分子に共有結合しているハイブリッド核酸であってよい。例えば
、単離された核酸はベクター中に存在してよい。加えて、特定の核酸は、天然核酸と同一
であるヌクレオチド配列、またはヌクレオチドの置換、欠失/挿入、逆位等の1つもしくは
複数の突然変異を有するその改変型または変異体(mutein)を有し得る。
【００５４】
　単離された核酸は、組換え体宿主細胞(該核酸が組み換えによって増幅および/または発
現されている)から調製することができ、または天然ヌクレオチド配列もしくはその人為
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的改変型を有する化学合成核酸であってよい。
【００５５】
　本明細書で用いられる「単離されたポリペプチド」という用語は、天然に見出される形
態以外の形態で存在するポリペプチド分子と定義される。したがって、単離されたポリペ
プチドは非天然ポリペプチドであってよい。例えば、単離されたポリペプチドは「ハイブ
リッドポリペプチド」であってよい。単離されたポリペプチドはまた、アミノ酸の付加ま
たは欠失または置換によって天然ポリペプチドから導出されたポリペプチドであってもよ
い。単離されたポリペプチドはまた、特定のポリペプチド分子が、組成物中の全タンパク
質含量の少なくとも10%を構成するように顕著に濃縮された組成物または調製物を意味す
るために本明細書で用いられる「精製ポリペプチド」であってもよい。当業者に明白であ
るように、「精製ポリペプチド」は、標準的な精製技法によって天然細胞もしくは組換え
体宿主細胞から得ることができ、または化学合成によって得ることができる。
【００５６】
　「ハイブリッドタンパク質」、「ハイブリッドポリペプチド」、「ハイブリッドペプチ
ド」、「融合タンパク質」、「融合ポリペプチド」、および「融合ペプチド」という用語
は本明細書において互換的に用いられて、特定のポリペプチド分子が、天然では該特定の
ポリペプチドに連結しない1つまたは複数の他のポリペプチド分子に共有結合している非
天然ポリペプチドまたは単離されたポリペプチドを意味する。したがって、「ハイブリッ
ドタンパク質」は、共有結合によって共に連結された2つの天然タンパク質またはそれら
の断片であってよい。「ハイブリッドタンパク質」は、2つの人工的ポリペプチドを共に
共有結合することによって形成されるタンパク質であってもよい。必ずしもそうとは限ら
ないが典型的には、2つまたはそれ以上のポリペプチド分子は、単一の非分岐ポリペプチ
ド鎖を形成するペプチド結合によって共に連結または「融合」される。
【００５７】
　「高ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件」という用語は、核酸ハイブリダ
イゼーションに関して用いられる場合、50%ホルムアミド、5×SSC(750 mM NaCl、75 mMク
エン酸ナトリウム)、50 mMリン酸ナトリウム、pH 7.6、5×デンハルト溶液、10%デキスト
ラン硫酸、および20μg/ml変性かつ剪断サケ精子DNAを含む溶液中で42℃で一晩行うハイ
ブリダイゼーション、ならびに約65℃の0.1×SSC中でのハイブリダイゼーションフィルタ
ーの洗浄を含む。「中程度のストリンジェントな条件」と言う用語は、核酸ハイブリダイ
ゼーションに関して用いられる場合、50%ホルムアミド、5×SSC(750 mM NaCl、75 mMクエ
ン酸ナトリウム)、50 mMリン酸ナトリウム、pH 7.6、5×デンハルト溶液、10%デキストラ
ン硫酸、および20μg/ml変性かつ剪断サケ精子DNAを含む溶液中で37℃で一晩行うハイブ
リダイゼーション、ならびに約50℃の1×SSC中でのハイブリダイゼーションフィルターの
洗浄を含む。当業者に明白であるように、多くの他のハイブリダイゼーション法、溶液、
および温度を用いて、匹敵するストリンジェントハイブリダイゼーション条件を達成する
ことができることに留意されたい。
【００５８】
　2つの異なる核酸またはポリペプチド配列を比較する目的で、一方の配列(試験配列)は
、もう一方の配列(比較配列)と特定のパーセンテージで同一であると記載され得る。同一
性パーセンテージは、様々なBLASTプログラムに組み入れられているKarlin and Altschul
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:5873-5877 (1993)のアルゴリズムによって決定する
ことができる。同一性パーセンテージは、国立バイオテクノロジー情報センター(NCBI)ウ
ェブサイトで利用可能な「BLAST 2 Sequences」ツールによって決定することができる。T
atusova and Madden, FEMS Microbiol. Lett., 174(2):247-250 (1999)を参照されたい。
DNA間の対比較には、BLASTNプログラムが初期設定パラメータ(マッチ：1；ミスマッチ：-
2；オープンギャップ：5ペナルティ；伸長ギャップ：2ペナルティ；ギャップx_ドロップ
オフ：50；期待値：10；およびワードサイズ：11、フィルタあり)で用いられる。タンパ
ク質配列間の対比較には、BLASTPプログラムが初期設定パラメータ(行列：BLOSUM62；ギ
ャップオープン：11；ギャップ伸長：1；x_ドロップオフ：15；期待値：10.0；およびワ
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ードサイズ：3、フィルタあり)を用いて使用され得る。2つの配列の同一性パーセンテー
ジは、BLASTを用いて試験配列と比較配列を整列させ、比較配列の同じ位置にあるアミノ
酸またはヌクレオチドと同一である、整列させた試験配列中のアミノ酸またはヌクレオチ
ドの数を決定し、同一アミノ酸またはヌクレオチドの数を比較配列中のアミノ酸またはヌ
クレオチドの数で除すことによって算出される。2つの配列を比較するためにBLASTを用い
た場合、それによって該配列が整列させられ、規定された整列領域にわたる同一性パーセ
ンテージが得られる。2つの配列がそれらの全長にわたって整列させられる場合、BLASTに
よって得られる同一性パーセンテージは、該2つの配列の同一性パーセンテージである。B
LASTが2つの配列をそれらの全長にわたって整列させない場合、試験配列と比較配列の非
整列領域における同一アミノ酸またはヌクレオチドの数はゼロと見なされ、同一性パーセ
ンテージは、整列領域中の同一アミノ酸またはヌクレオチドの数を加算し、その数を比較
配列の長さで除すことによって算出される。配列を比較するために、例えばBLAST 2.1.2
またはBLAST+ 2.2.22といった様々なバージョンのBLASTプログラムを用いることができる
。
【００５９】
　対象は、例えば、ヒト、ならびに霊長類、齧歯類、ウマ、イヌ、およびネコなどの非ヒ
ト哺乳動物を含む、本発明の方法から恩恵を受け得る任意の動物であってよい。対象には
、非限定的に、真核生物、最も好ましくは、霊長類、例えばチンパンジーまたはヒト、ウ
シ；イヌ；ネコ；齧歯類、例えばモルモット、ラット、マウス；ウサギなどの哺乳動物；
または鳥類；爬虫類；または魚類が含まれる。本明細書に記載される方法を用いる治療の
ために具体的に意図される対象には、ヒトが含まれる。対象は、個体または患者と称され
得る。
【００６０】
　本発明による疾患または個体の治療とは、必ずしも治癒とは限らないが、臨床結果を含
む、有益なまたは所望の医学的結果を得るためのアプローチである。本発明の目的のため
には、有益なまたは所望の臨床結果には、検出可能であろうと検出可能でなかろうと、1
つまたは複数の症状の軽減または改善、疾患の程度の減少、疾患の安定した(すなわち、
悪化しない)状態、疾患の広がりの防止、疾患の進行の遅延または緩徐化、病態の改善ま
たは緩和、および寛解(部分的または全体的にかかわらない)が含まれるが、これらに限定
されない。治療はまた、治療を受けていない場合、または異なる治療を受けている場合に
予測される生存期間と比較して、生存期間を延長することも含む。治療は治療薬の投与を
含んでよく、治療薬は、例えばがん細胞、または病的状態を促進し得る他の細胞といった
罹患細胞に細胞傷害、細胞静止、または免疫調節効果を及ぼす薬剤であってよい。本発明
の方法によって選択される治療薬には制限がない。分子プロファイリングと薬剤の潜在的
有効性との間に関連があると見られ得る任意の治療薬が選択され得る。治療薬には、非限
定的に、小分子、タンパク質療法、抗体療法、ウイルス療法、遺伝子療法等が含まれる。
がんの治療または療法には、非限定的に化学療法、ホルモン療法、放射線療法、免疫療法
、およびこれらの組み合わせを含む、アポトーシス媒介性および非アポトーシス媒介性の
がん療法が含まれる。化学療法薬は、例えばがん細胞を処置する、例えば死滅させる、治
療薬および治療薬の組み合わせを含む。様々な種類の化学療法薬の例には、非限定的に、
アルキル化剤(例えば、ナイトロジェンマスタード誘導体、エチレンイミン、スルホン酸
アルキル、ヒドラジンおよびトリアジン、ニトロソウレア、および金属塩)、植物性アル
カロイド(例えば、ビンカアルカロイド、タキサン、ポドフィロトキシン、およびカンプ
トテカン類似体)、抗腫瘍抗生物質(例えば、アントラサイクリン、クロモマイシン等)、
代謝拮抗薬(例えば、葉酸拮抗薬、ピリミジン拮抗薬、プリン拮抗薬、およびアデノシン
デアミナーゼ阻害薬)、トポイソメラーゼI阻害薬、トポイソメラーゼII阻害薬、および種
々の抗新生物薬(例えば、リボヌクレオチド還元酵素阻害薬、副腎皮質ステロイド阻害薬
、酵素、抗微小管薬、およびレチノイド)が含まれる。
【００６１】
　本明細書において用いられる試料には、例えば、生検試料または手術もしくは他の処置
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中に採取された組織などの組織の切片、剖検試料、および組織学的目的のために採取され
た凍結切片といった、分子プロファイリングに用いることのできる任意の関連試料が含ま
れる。このような試料には、血液および血液画分または血液産物(例えば、血清、バフィ
ーコート、血漿、血小板、赤血球等)、痰、頬側細胞組織、培養細胞(例えば、初代培養物
、外植片、および形質転換細胞)、糞便、尿、他の生物学的液体または体液(例えば、前立
腺液、胃液、腸液、腎液、肺液、脳脊髄液等)等が含まれる。試料は、当業者によって理
解される技法に従って処理されてもよい。試料は非限定的に、新鮮であってよく、凍結ま
たは固定されてもよい。いくつかの態様において、試料は、ホルマリン固定パラフィン包
埋(FFPE)組織または新鮮凍結(FF)組織を含む。試料は、対象試料に由来する初代細胞株ま
たは不死化細胞株を含む培養細胞を含み得る。試料はまた、対象由来の試料からの抽出物
を指し得る。例えば、試料は、組織または体液から抽出されたDNA、RNA、またはタンパク
質を含み得る。このような目的のために、多くの技法および市販キットが利用可能である
。個体由来の新鮮試料は、例えば細胞の溶解および抽出といったさらなる処理の前に、RN
Aを保存するための薬剤で処理することができる。試料は、他の目的のために採取された
凍結試料を含み得る。試料は、対象の年齢、性別、および臨床症状；試料の供給源；なら
びに試料の採取および保存の方法などの関連情報を伴い得る。試料は典型的に、対象から
採取される。
【００６２】
　生検は、診断評価または予後評価のために組織試料を採取する過程、および組織検体自
体を含む。当技術分野において公知の任意の生検技法を、本発明の分子プロファイリング
法に適用することができる。適用される生検技法は、いくつかある要因の中でも特に、評
価すべき組織型(例えば、結腸、前立腺、腎臓、膀胱、リンパ節、肝臓、骨髄、血液細胞
、肺、乳房等)、腫瘍の大きさおよび種類(例えば、固形または懸濁、血液または腹水)に
依存し得る。代表的な生検技法には、切除生検、切開生検、針生検、外科生検、骨髄生検
が含まれるが、これらに限定されない。「切除生検」とは、腫瘍塊全体とそれを取り囲む
正常組織のわずかな周縁部の採取を指す。「切開生検」とは、腫瘍の断面直径を含むくさ
び状の組織の採取を指す。分子プロファイリングは、腫瘍塊の「コア針生検」、または一
般に腫瘍塊内から細胞の懸濁液を得る「細針吸引生検」を用いることができる。生検技法
は、例えば、Harrison's Principles of Internal Medicine, Kasper, et al., eds., 16
th ed., 2005, Chapter 70およびPart V全体で議論されている。
【００６３】
　当技術分野で公知であり、かつ具体的に記載されていない標準的な分子生物学技法は、
一般に、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Har
bor Laboratory Press, New York (1989)、およびAusubel et al., Current Protocols i
n Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, Md. (1989)、およびPerbal, A
 Practical Guide to Molecular Cloning, John Wiley & Sons, New York (1988)、およ
びWatson et al., Recombinant DNA, Scientific American Books, New York、およびBir
ren et al (eds) Genome Analysis: A Laboratory Manual Series, Vols. 1-4 Cold Spri
ng Harbor Laboratory Press, New York (1998)、ならびに米国特許第4,666,828号；第4,
683,202号；第4,801,531号；第5,192,659号、および第5,272,057号に記載され、かつ参照
により本明細書により組み入れられる方法論に従う。ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)は、一
般的には、PCRプロトコル：A Guide To Methods And Application, Academic Press, San
 Diego, Calif. (1990)と同様に行うことができる。
【００６４】
遺伝子発現プロファイリング
　本発明のいくつかの局面において、バイオマーカーは遺伝子発現プロファイリングによ
って評価される。遺伝子発現プロファイリングの方法には、ポリヌクレオチドのハイブリ
ダイゼーション解析に基づく方法、およびポリヌクレオチドの配列決定に基づく方法が含
まれる。試料中のmRNA発現の定量のために当技術分野で公知の一般的に用いられる方法に
は、ノーザンブロッティングおよびインサイチューハイブリダイゼーション(Parker & Ba
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rnes (1999) Methods in Molecular Biology 106:247-283)；RNAse保護アッセイ(Hod (19
92) Biotechniques 13:852-854)；および逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)(Weis et 
al. (1992) Trends in Genetics 8:263-264)が含まれる。あるいは、DNA二重鎖、RNA二重
鎖、およびDNA-RNAハイブリッド二重鎖、またはDNA-タンパク質二重鎖を含む特定の二重
鎖を認識し得る抗体を使用することもできる。配列決定に基づく遺伝子発現解析の代表的
な方法には、遺伝子発現の連続解析(SAGE)、および大規模並列シグネチャー配列決定(MPS
S)による発現解析が含まれる。
【００６５】
逆転写PCR(RT-PCR)
　本発明のバイオマーカーのRNAレベル、例えばmRNAまたはmiRNAレベルを測定するために
、RT-PCRを用いることができる。正常組織および腫瘍組織における、薬物治療を受けたま
たは受けていない、異なる試料集団中の本発明のバイオマーカーのそのようなRNAレベル
を比較するため、遺伝子発現のパターンを特徴づけるため、密接に関連したRNAを識別す
るため、およびRNA構造を解析するために、RT-PCRを用いることができる。
【００６６】
　第一段階は、試料からのRNA、例えばmRNAの単離である。出発材料は、ヒトの腫瘍また
は腫瘍細胞株、およびそれぞれ対応する正常な組織または細胞株から単離された全RNAで
あってよい。したがって、試料、例えば腫瘍細胞または腫瘍細胞株からRNAを単離し、健
常ドナー由来のプールされたDNAと比較することができる。mRNAの供給源が原発腫瘍であ
る場合には、例えば凍結組織試料、またはパラフィン包埋されて固定された(例えば、ホ
ルマリン固定された)保存組織試料からmRNAを抽出することができる。
【００６７】
　mRNA抽出のための一般的方法は当技術分野で周知であり、Ausubel et al. (1997) Curr
ent Protocols of Molecular Biology, John Wiley and Sonsを含む、分子生物学の標準
的な教科書に開示されている。パラフィン包埋組織からRNAを抽出する方法は、例えば、R
upp & Locker (1987) Lab Invest. 56:A67、およびDe Andres et al., BioTechniques 18
:42044 (1995)に開示されている。特に、RNAの単離は、Qiagenなどの商業的製造業者によ
る精製キット、緩衝液セット、およびプロテアーゼを用いて、該製造業者の説明書に従っ
て行うことができる(QIAGEN Inc.、Valencia, CA)。例えば、Qiagen RNeasyミニカラムを
用いて、培養細胞から全RNAを単離することができる。多くのRNA単離キットが市販されて
おり、本発明の方法において用いることができる。
【００６８】
　別法において、第一段階は標的試料からのmiRNAの単離である。出発材料は典型的に、
ヒトの腫瘍または腫瘍細胞株、およびそれぞれ対応する正常な組織または細胞株から単離
された全RNAである。したがって、健常ドナー由来のプールされたDNAと共に、種々の原発
腫瘍または腫瘍細胞株からRNAを単離することができる。miRNAの供給源が原発腫瘍である
場合には、例えば、凍結組織試料、またはパラフィン包埋されて固定された(例えば、ホ
ルマリン固定された)保存組織試料からmiRNAを抽出することができる。
【００６９】
　miRNA抽出のための一般的方法は当技術分野で周知であり、Ausubel et al. (1997) Cur
rent Protocols of Molecular Biology, John Wiley and Sonsを含む、分子生物学の標準
的な教科書に開示されている。パラフィン包埋組織からRNAを抽出する方法は、例えば、R
upp & Locker (1987) Lab Invest. 56:A67、およびDe Andres et al., BioTechniques 18
:42044 (1995)に開示されている。特に、RNAの単離は、Qiagenなどの商業的製造業者によ
る精製キット、緩衝液セット、およびプロテアーゼを用いて、該製造業者の説明書に従っ
て行うことができる。例えば、QiagenのRNeasyミニカラムを用いて、培養細胞から全RNA
を単離することができる。多くのRNA単離キットが市販されており、本発明の方法におい
て用いることができる。
【００７０】
　RNAがmRNA、miRNA、または他のRNA型を含むかにかかわらず、RT-PCRによる遺伝子プロ
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ファイリングは、RNA鋳型のcDNAへの逆転写と、それに続くPCR反応での増幅を含み得る。
一般的に用いられる逆転写酵素には、トリ骨髄芽球症ウイルス逆転写酵素(AMV-RT)および
モロニーマウス白血病ウイルス逆転写酵素(MMLV-RT)が含まれるが、これらに限定されな
い。逆転写段階は典型的に、発現プロファイリングの状況および目的に応じて、特異的プ
ライマー、ランダムヘキサマー、またはオリゴ-dTプライマーを用いてプライミングされ
る。例えば、抽出されたRNAを、Gene Amp RNA PCRキット(Perkin Elmer、Calif., USA)を
用いて、製造業者の説明書に従って逆転写させることができる。次いで、誘導されたcDNA
を次のPCR反応における鋳型として用いることができる。
【００７１】
　PCR段階では種々の熱安定性DNA依存性DNAポリメラーゼを用いることができるが、典型
的には、5'-3'ヌクレアーゼ活性を有するが、3'-5'校正エンドヌクレアーゼ活性を欠くTa
q DNAポリメラーゼを使用する。TaqMan PCRは典型的に、TaqまたはTthポリメラーゼの5'-
ヌクレアーゼ活性を利用して、その標的である単位複製配列に結合しているハイブリダイ
ゼーションプローブを加水分解するが、同等の5'ヌクレアーゼ活性を有する任意の酵素を
用いることができる。2つのオリゴヌクレオチドプライマーを用いて、PCR反応に典型的な
単位複製配列を生成させる。この2つのPCRプライマーの間に位置するヌクレオチド配列を
検出するために、第3のオリゴヌクレオチド、すなわちプローブを設計する。このプロー
ブは、Taq DNAポリメラーゼ酵素によって伸長することができず、レポーター蛍光色素お
よびクエンチャー蛍光色素で標識されている。2つの色素が、プローブ上で互いに近接し
ている場合には、レポーター色素からのいかなるレーザー誘起発光もクエンチャー色素に
よって消光される。増幅反応の過程で、Taq DNAポリメラーゼ酵素は鋳型依存的様式でプ
ローブを切断する。生じたプローブ断片は溶液中で解離し、放出されたレポーター色素か
らのシグナルは、第2のフルオロフォアの消光効果から解放される。新しい分子が合成さ
れるたびに1分子のレポーター色素が遊離するため、消光されないレポーター色素を検出
することで、データを定量的に解釈するための基礎が提供される。
【００７２】
　TaqMan(商標) RT-PCRは、市販の機器、例えば、ABI PRISM 7700(商標) Sequence Detec
tion System(商標)(Perkin-Elmer-Applied Biosystems、Foster City, Calif., USA)、ま
たはLightcycler(Roche Molecular Biochemicals、Mannheim，Germany)などを用いて行う
ことができる。1つの特定の態様において、5'ヌクレアーゼ手順は、ABI PRISM 7700(商標
) Sequence Detection System(商標)などのリアルタイム定量PCR装置上で行われる。この
システムは、サーモサイクラー、レーザー、電荷結合素子(CCD)、カメラ、およびコンピ
ュータからなる。このシステムは、サーモサイクラー上で96ウェル形式で試料を増幅する
。増幅中、96ウェルすべてについて、レーザー誘起蛍光シグナルが光ファイバーケーブル
を介してリアルタイムで収集され、CCDで検出される。このシステムは、機器を作動させ
るため、およびデータを解析するためのソフトウェアを含む。
【００７３】
　TaqManデータは、まず、Ctすなわち閾値サイクルとして表される。上記のように、蛍光
値が各サイクル中に記録され、増幅反応においてその時点までに増幅された産物の量を表
す。蛍光シグナルが統計的に有意であると最初に記録された時点が閾値サイクル(Ct)であ
る。
【００７４】
　誤差および試料間の変動の影響を最小限に抑えるために、RT-PCRは通常、内部標準を用
いて行われる。理想的な内部標準は、異なった組織間でも一定レベルで発現され、かつ実
験処理により影響を受けない。遺伝子発現のパターンを正規化するために最も頻繁に用い
られるRNAは、ハウスキーピング遺伝子であるグリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素(G
APDH)およびβ-アクチンのmRNAである。
【００７５】
　リアルタイム定量PCR(同様に、定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応、QRT-PCR、
またはQ-PCR)は、RT-PCR技法のより最近の変法である。Q-PCRは、二重標識蛍光発生プロ
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ーブ(すなわち、TaqMan(商標)プローブ)を通じて、PCR産物の蓄積を測定することができ
る。リアルタイムPCRは、各標的配列に対する内部競合物が正規化のために用いられる定
量的競合PCR、および試料内に含まれている正規化遺伝子またはRT-PCR用のハウスキーピ
ング遺伝子を用いる定量的比較PCRの両方に適合する。例えば、Held et al. (1996) Geno
me Research 6:986-994を参照されたい。
【００７６】
免疫組織化学法(IHC)
　IHCとは、組織内の抗原に特異的な抗体と結合する、組織の細胞内の抗原(例えば、タン
パク質)の位置を特定する過程である。抗原結合抗体は、例えば可視化によってその検出
を可能にするタグに結合または融合させることができる。いくつかの態様において、タグ
は、アルカリホスファターゼまたは西洋ワサビペルオキシダーゼなどの、発色反応を触媒
し得る酵素である。酵素は抗体に融合させることができ、または例えばビオチン-アビジ
ン系を用いて非共有結合させることもできる。あるいは、フルオレセイン、ローダミン、
DyLight Fluor、またはAlexa Fluorなどのフルオロフォアで抗体をタグ化することもでき
る。抗原結合抗体を直接タグ化することもできるし、またはタグを保有する検出抗体によ
って抗原結合抗体自体を認識することもできる。IHCを用いて、1種または複数種のタンパ
ク質を検出することができる。遺伝子産物の発現は、対照レベルと比較したその染色強度
に関連し得る。いくつかの態様において、遺伝子産物は、対照に対して試料中でその染色
が少なくとも1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2.0、2.2、2.5、2.7、3.0、4、
5、6、7、8、9、または10倍変化した場合に、差次的に発現すると見なされる。
【００７７】
マイクロアレイ
　本発明のバイオマーカーは、マイクロアレイ技法を用いて同定、確認、および/または
測定することもできる。したがって、マイクロアレイ技術を用いて、新鮮腫瘍組織または
パラフィン包埋腫瘍組織のいずれかで発現プロファイルバイオマーカーを測定することが
できる。本方法では、関心対象のポリヌクレオチド配列をマイクロチップ基板上にプレー
ティングまたはアレイ化する。次いで、アレイ化された配列を、関心対象の細胞または組
織由来の特異的DNAプローブとハイブリダイズさせる。mRNAの供給源は、例えばヒトの腫
瘍もしくは腫瘍細胞株、および対応する正常な組織または細胞株といった試料から単離さ
れた全RNAであってよい。このように、種々の原発腫瘍または腫瘍細胞株からRNAを単離す
ることができる。mRNAの供給源が原発腫瘍である場合には、例えば、毎日の臨床診療にお
いて日常的に調製および保存される凍結組織試料、またはパラフィン包埋されて固定され
た(例えば、ホルマリン固定された)保存組織試料からmRNAを抽出することができる。
【００７８】
　マイクロアレイ技術を用いて、新鮮腫瘍組織もしくはパラフィン包埋腫瘍組織または体
液のいずれかで、バイオマーカーの発現プロファイルを測定することができる。本方法で
は、関心対象のポリヌクレオチド配列をマイクロチップ基板上にプレーティングまたはア
レイ化する。次いで、アレイ化された配列を、関心対象の細胞または組織由来の特異的DN
Aプローブとハイブリダイズさせる。RT-PCR法と同様に、miRNAの供給源は典型的に、血清
、尿、涙、およびエキソソームなどの体液を含む、ヒトの腫瘍または腫瘍細胞株、および
対応する正常な組織または細胞株から単離された全RNAである。このように、種々の供給
源からRNAを単離することができる。miRNAの供給源が原発腫瘍である場合には、例えば、
毎日の臨床診療において日常的に調製および保存される凍結組織試料からmiRNAを抽出す
ることができる。
【００７９】
　マイクロアレイ技法の特定の態様では、cDNAクローンのPCR増幅挿入物を高密度アレイ
の基板に適用する。1つの局面では、少なくとも100、200、300、400、500、600、700、80
0、900、1,000、1,500、2,000、3000、4000、5000、6000、7000、8000、9000、10,000、1
5,000、20,000、25,000、30,000、35,000、40,000、45,000、または少なくとも50,000個
のヌクレオチド配列を基板に適用する。各配列は異なる遺伝子に対応してもよく、または



(29) JP 2012-517238 A 2012.8.2

10

20

30

40

50

1つの遺伝子につき複数の配列をアレイ化してもよい。マイクロチップ上に固定されたマ
イクロアレイ化遺伝子は、ストリンジェントな条件下でのハイブリダイゼーションに適し
ている。関心対象の組織から抽出されたRNAの逆転写による蛍光ヌクレオチドの取り込み
により、蛍光標識されたcDNAプローブを作製することができる。チップに適用された標識
cDNAプローブは、アレイ上のDNAの各スポットに特異的にハイブリダイズする。ストリン
ジェントな洗浄を行って非特異的に結合したプローブを除去した後、共焦点レーザー電子
顕微鏡により、またはCCDカメラなどの別の検出法により、チップをスキャンする。アレ
イ化された各要素のハイブリダイゼーションを定量することにより、対応するmRNA存在量
の評価が可能になる。2色蛍光を用いて、2つのRNA供給源から作製された別々に標識され
たcDNAプローブを、対にしてアレイにハイブリダイズさせる。このようにして、特定の遺
伝子それぞれに対応する2つの供給源からの転写産物の相対存在量が同時に測定される。
ハイブリダイゼーションの小型化によって、多数の遺伝子の発現パターンの簡便かつ迅速
な評価が可能になる。このような方法は、細胞当たり数コピーずつ発現される希少な転写
産物を検出するため、および発現レベルの少なくともおよそ2倍の差を再現性よく検出す
るために必要とされる感度を有することが示されている(Schena et al. (1996) Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 93(2):106-149)。マイクロアレイ解析は、非限定的にAffymetrix Ge
neChip技術(Affymetrix、Santa Clara, CA)、Agilent(Agilent Technologies, Inc.、San
ta Clara, CA)マイクロアレイ技術、またはIllumina(Illumina, Inc.、San Diego, CA)マ
イクロアレイ技術を含む製造業者のプロトコルに従って、市販の機器によって行うことが
できる。
【００８０】
　遺伝子発現を大規模に解析するためのマイクロアレイ法の開発により、種々の腫瘍型に
おいてがん分類および転帰予測の分子マーカーを体系的に探索することが可能になる。
【００８１】
　いくつかの態様では、Agilent Whole Human Genome Microarray Kit(Agilent Technolo
gies, Inc.、Santa Clara, CA)。このシステムは、すべて公有の注釈で表示される、41,0
00個を超える固有のヒト遺伝子および転写産物を解析することができる。このシステムは
、製造業者の説明書に従って用いられる。
【００８２】
　いくつかの態様では、Illumina Whole Genome DASLアッセイ(Illumina Inc.、San Dieg
o, CA)が用いられる。このシステムは、新鮮凍結(FF)組織供給源およびホルマリン固定パ
ラフィン包埋(FFPE)組織供給源由来の最小のRNAインプットから24,000個を超える転写産
物を、ハイスループット様式で同時にプロファイする方法を提供する。
【００８３】
　マイクロアレイ発現解析は、遺伝子または遺伝子産物が参照と比べて上方制御されるか
、または下方制御されるかを同定することを含む。同定は、観察された任意の差次的発現
の統計的有意性を判定するために、統計検定を用いて行うことができる。いくつかの態様
において、統計的有意性はパラメトリック統計検定を用いて判定される。パラメトリック
統計検定は、例えば、一部実施要因計画、分散分析(ANOVA)、t検定、最小二乗、ピアソン
相関、単純線形回帰、非線形回帰、多重線形回帰、または多重非線形回帰を含み得る。あ
るいは、パラメトリック統計検定は、一元配置分散分析、二元配置分散分析、または反復
測定分散分析を含み得る。他の態様において、統計的有意性はノンパラメトリック統計検
定を用いて判定される。例として、ウィルコクソンの符号順位検定、マンホイットニー検
定、クラスカル・ウォリス検定、フリードマン検定、スピアマンの順位相関係数、ケンド
ールのタウ解析、およびノンパラメトリック回帰検定が含まれるが、これらに限定されな
い。いくつかの態様において、統計的有意性は、約0.05、0.01、0.005、0.001、0.0005、
または0.0001未満のp値で判定される。本発明の方法において用いられるマイクロアレイ
システムは何千もの転写産物をアッセイすることができるが、データ解析は関心対象の転
写産物で行うことしか必要とせず、よって、複数の統計検定を行う際に付いて回る多重比
較の問題が軽減される。p値はまた、例えば、ボンフェローニ補正、その改良法、または
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当業者に公知の他の技法、例えばホッホバーグ補正、ホルム-ボンフェローニ補正、シダ
ック補正、またはダネット補正を用いて、多重比較に関して補正され得る。差次的発現の
程度もまた考慮され得る。例えば、対照レベルと比較した発現の変化倍率が、該対照に対
して試料において少なくとも1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2.0、2.2、2.5
、2.7、3.0、4、5、6、7、8、9、または10倍異なる場合に、遺伝子は差次的に発現すると
見なされ得る。差次的発現は、過剰発現および過小発現の両方を考慮に入れる。差次的発
現が統計的閾値、変化倍率閾値、またはその両方を満たす場合に、遺伝子または遺伝子産
物は上方制御または下方制御されると見なされ得る。例えば、差次的発現を同定するため
の基準は、p値0.001および変化倍率少なくとも1.5倍(上方または下方)の両方を含み得る
。このような統計的尺度および閾値尺度を適合させて、本明細書に開示される任意の分子
プロファイリング技法によって差次的発現を判定することができることを、当業者は理解
するであろう。
【００８４】
　本発明の様々な方法は、試料中の生物学的実体の存在および潜在的に量を検出する多く
の種類のマイクロアレイを使用する。アレイは典型的に、例えば結合事象を介して、試料
中の実体の存在を検出し得るアドレス可能な成分を含む。マイクロアレイには、非限定的
に、cDNAマイクロアレイ、オリゴヌクレオチドマイクロアレイ、およびSNPマイクロアレ
イなどのDNAマイクロアレイ、マイクロRNAアレイ、タンパク質マイクロアレイ、抗体マイ
クロアレイ、組織マイクロアレイ、細胞マイクロアレイ(トランスフェクションマイクロ
アレイとも称される)、化合物マイクロアレイ、および糖質アレイ(グリコアレイ)が含ま
れる。DNAアレイは典型的に、試料中に存在する配列に結合し得るアドレス可能なヌクレ
オチド配列を含む。マイクロRNAアレイ、例えばルイビル大学によるMMChips、またはAgil
entによる市販のシステムを用いて、マイクロRNAを検出することができる。タンパク質マ
イクロアレイを用いて、非限定的に、プロテインキナーゼの基質、転写因子タンパク質活
性化を同定することを含め、タンパク質間相互作用を同定すること、または生物活性小分
子の標的を同定することができる。タンパク質アレイは、様々なタンパク質分子、通常は
抗体、または関心対象のタンパク質に結合するヌクレオチド配列のアレイを含み得る。抗
体マイクロアレイは、例えば細胞または組織溶解物溶液由来の試料からタンパク質または
他の生物学的物質を検出するための捕捉分子として用いられる、プロテインチップ上にス
ポットされた抗体を含む。例えば、診断用途のために、抗体アレイを用いて、体液、例え
ば血清または尿からバイオマーカーを検出することができる。組織マクロアレイは、多重
の組織学的解析を可能にするためにアレイ様式で構築された別個の組織コアを含む。細胞
マイクロアレイは、トランスフェクションマイクロアレイとも称され、細胞と相互作用し
て、アドレス可能な位置でそれらの捕捉を促進することができる、抗体、タンパク質、ま
たは脂質などの様々な捕捉剤を含む。化合物マイクロアレイは化合物のアレイを含み、該
化合物と結合するタンパク質または他の生体物質を検出するために用いることができる。
糖質アレイ(グリコアレイ)は糖質のアレイを含み、例えば、糖成分と結合するタンパク質
を検出することができる。当業者は、本発明の方法に従って同様の技術または改良法を用
いることができることを理解するであろう。
【００８５】
大規模並列シグネチャー配列決定(MPSS)による遺伝子発現解析
　Brenner et al. (2000) Nature Biotechnology 18:630-634によって記載されているこ
の方法は、非ゲルベースのシグネチャー配列決定と、別個のマイクロビーズ上での何百万
もの鋳型のインビトロクローニングを併用する配列決定アプローチである。まず、DNA鋳
型のマイクロビーズライブラリーをインビトロクローニングによって構築する。次に、鋳
型含有マイクロビーズの平面アレイをフローセル内で高密度で組み立てる。各マイクロビ
ーズ上のクローン化鋳型の遊離末端を、DNA断片の分離を必要としない蛍光に基づくシグ
ネチャー配列決定法を用いて同時に解析する。この方法は、1回の操作で、何十万もの遺
伝子シグネチャー配列をcDNAライブラリーから同時にかつ正確に提供することが示されて
いる。
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【００８６】
　MPSSデータは多くの用途を有する。ほとんどすべての転写産物の発現レベルが定量的に
測定され得る；シグネチャーの存在量は、解析した組織中の遺伝子の発現レベルを表す。
タグ頻度を解析するため、およびライブラリー間の差を検出するための定量法は公表され
、かつSAGE(商標)データの公的データベース中に取り込まれており、MPSSデータに適用可
能である。完全なゲノム配列が利用可能であることで、シグネチャーとゲノム配列の直接
的な比較が可能になり、MPSSデータの有用性がさらに広がる。MPSS解析の標的は(マイク
ロアレイと同様に)あらかじめ選択されないため、MPSSデータはトランスクリプトームの
完全な複雑性を特徴づけ得る。これは何百万ものESTを一度に配列決定することと類似し
ており、MPSSシグネチャーの供給源がコンピュータ手段によって容易に同定され得るよう
に、ゲノム配列データを用いることができる。
【００８７】
遺伝子発現の連続解析(SAGE)
　遺伝子発現の連続解析(SAGE)は、各転写産物に対して個々のハイブリダイゼーションプ
ローブを提供することを必要とせずに、多数の遺伝子転写産物を同時にかつ定量的に解析
することを可能にする方法である。まず、タグが各転写産物内の固有の位置から得られる
という条件で、転写産物を一意的に同定するのに十分な情報を含む短い配列タグ(例えば
、約10～14 bp)を作製する。次いで、多くの転写産物を共に連結して長い連続した分子を
形成させ、これを配列決定して、複数のタグの同一性を同時に明らかにすることができる
。個々のタグの存在量を測定し、各タグに対応する遺伝子を同定することによって、任意
の転写産物集団の発現パターンを定量的に評価することができる。例えば、Velculescu e
t al. (1995) Science 270:484-487；およびVelculescu et al. (1997) Cell 88:243-51
を参照されたい。
【００８８】
DNAコピー数プロファイリング
　解像度が本発明のバイオマーカーを同定するのに十分である限り、特定の試料のDNAコ
ピー数プロファイルを決定する能力を有する任意の方法を、本発明による分子プロファイ
リングに用いることができる。当業者は、本発明の1つまたは複数のバイオマーカーのコ
ピー数を同定するのに十分な解像度で全ゲノムコピー数変化を評価するために、いくつか
の異なるプラットフォームを用いることを認識しており、かつそれを用いることができる
。プラットフォームおよび技法のいくつかを、以下の態様において説明する。
【００８９】
　いくつかの態様において、コピー数プロファイル解析は、全ゲノム増幅法による全ゲノ
ムDNAの増幅を伴う。全ゲノム増幅法は、鎖置換ポリメラーゼおよびランダムプライマー
を使用し得る。
【００９０】
　これらの態様のいくつかの局面において、コピー数プロファイル解析は、高密度アレイ
による全ゲノム増幅DNAのハイブリダイゼーションを伴う。より具体的な局面において、
高密度アレイは、5,000個またはそれ以上の異なるプローブを有する。別の具体的な局面
において、高密度アレイは、5,000、10,000、20,000、50,000、100,000、200,000、300,0
00、400,000、500,000、600,000、700,000、800,000、900,000、もしくは1,000,000個ま
たはそれ以上の異なるプローブを有する。別の具体的な局面において、アレイ上の異なる
プローブはそれぞれ、約15～200塩基長を有するオリゴヌクレオチドである。別の具体的
な局面において、アレイ上の異なるプローブはそれぞれ、約15～200、15～150、15～100
、15～75、15～60、または20～55塩基長を有するオリゴヌクレオチドである。
【００９１】
　いくつかの態様では、例えば腫瘍由来の細胞のような試料のコピー数プロファイルの決
定を支援するために、マイクロアレイが使用される。マイクロアレイは典型的に、アレイ
パターンで基板(例えば、ガラス支持体)上に合成または被着された複数のオリゴマー(例
えば、DNAもしくはRNAのポリヌクレオチドもしくはオリゴヌクレオチド、または他のポリ
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マー)を含む。支持体結合オリゴマーは、ハイブリダイゼーション実験において、試料物
質(例えば、腫瘍試料から調製されたまたは得られた核酸)にハイブリダイズまたは結合す
るように機能する「プローブ」である。逆の状況も適用可能である：試料をマイクロアレ
イ基板上に結合させることができ、オリゴマープローブがハイブリダイゼーションの溶液
中に存在する。使用に際しては、プローブの1つまたは複数に対する標的の特異的な高親
和性結合を促進する条件下で、アレイ表面を1つまたは複数の標的と接触させる。いくつ
かの設定では、ハイブリダイズした試料およびプローブがスキャン装置で検出可能となる
ように、試料核酸を蛍光タグなどの検出可能な標識で標識する。DNAアレイ技術は、多数
の(何十万もの)異なるオリゴヌクレオチドを用いて、DNAコピー数プロファイルを解析す
る能力を提供する。いくつかの態様において、アレイに用いられる基板は、表面誘導体化
ガラスもしくはシリカ、またはポリマー膜表面である(例えば、それぞれ参照により本明
細書に組み入れられる、Z. Guo, et al., Nucleic Acids Res, 22, 5456-65 (1994)；U. 
Maskos, E. M. Southern, Nucleic Acids Res, 20, 1679-84 (1992)、およびE. M. South
ern, et al., Nucleic Acids Res, 22, 1368-73 (1994)を参照されたい)。アレイ基板の
表面の修飾は、多くの技法によって達成することができる。例えば、シリカまたは金属酸
化物表面を二官能性シラン、すなわち表面への共有結合を可能にする第1官能基(例えば、
それぞれ--SiCl3または--Si(OCH3)3おいて見られるようなSi-ハロゲンまたはSi-アルコキ
シ基)ならびに表面に所望の化学的および/または物理的修飾を付与し得る第2官能基を有
するシランで誘導体化して、生物学的プローブアレイ用のリガンドおよび/またはポリマ
ーもしくはモノマーを共有結合または非共有結合させることができる。当技術分野で公知
のシリル化誘導体化および他の表面誘導体化(例えば、それぞれ参照により本明細書に組
み入れられる、Sundbergに対する米国特許第5,624,711号、Willisに対する米国特許第5,2
66,222号、およびFarnsworthに対する米国特許第5,137,765号を参照されたい)。アレイを
調製するための他の工程は、Agilent Corp.に譲渡された、Bass et. al.に対する米国特
許第6,649,348号に記載されており、これはインサイチュー合成法により作製されたDNAア
レイを開示している。
【００９２】
　ポリマーアレイ合成もまた、以下を含む文献において十分に記載されており：WO 00/58
516、米国特許第5,143,854号、第5,242,974号、第5,252,743号、第5,324,633号、第5,384
,261号、第5,405,783号、第5,424,186号、第5,451,683号、第5,482,867号、第5,491,074
号、第5,527,681号、第5,550,215号、第5,571,639号、第5,578,832号、第5,593,839号、
第5,599,695号、第5,624,711号、第5,631,734号、第5,795,716号、第5,831,070号、第5,8
37,832号、第5,856,101号、第5,858,659号、第5,936,324号、第5,968,740号、第5,974,16
4号、第5,981,185号、第5,981,956号、第6,025,601号、第6,033,860号、第6,040,193号、
第6,090,555号、第6,136,269号、第6,269,846号、および第6,428,752号、第5,412,087号
、第6,147,205号、第6,262,216号、第6,310,189号、第5,889,165号、および第5,959,098
号、PCT出願番号PCT/US99/00730(国際公開公報番号WO99/36760)およびPCT/US01/04285(国
際公開公報番号WO 01/58593)、これらはすべて、すべての目的のために全体として参照に
より本明細書に組み入れられる。
【００９３】
　本発明において有用である核酸アレイには、GeneChip(商標)という商品名でAffymetrix
(Santa Clara, Calif.)から市販されているものが含まれるが、これに限定されない。例
となるアレイは、affymetrix.comのウェブサイトで示されている。別のマイクロアレイ供
給業者はSan Diego, Calif.のIllumina, Inc.であり、例となるアレイはillumina.com.の
ウェブサイトで示されている。
【００９４】
　いくつかの態様において、本発明の方法は試料の調製を提供する。実施するマイクロア
レイおよび実験に応じて、当業者に公知の方法によるいくつかの様式で、試料核酸を調製
することができる。本発明のいくつかの局面では、遺伝子型同定(コピー数プロファイル
の解析)の前に、またはそれと同時に、試料をいくつもの機構で増幅させることができる
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。用いられる最も一般的な増幅手順はPCRを伴う。例えば、PCR Technology: Principles 
and Applications for DNA Amplification (Ed. H. A. Erlich, Freeman Press, NY, N.Y
., 1992)；PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Eds. Innis, et al.
, Academic Press, San Diego, Calif., 1990)；Mattila et al., Nucleic Acids Res. 1
9, 4967 (1991)；Eckert et al., PCR Methods and Applications 1, 17 (1991)；PCR (E
ds. McPherson et al., IRL Press, Oxford)；ならびに米国特許第4,683,202号、第4,683
,195号、第4,800,159号、第4,965,188号、および第5,333,675号を参照されたく、これら
はそれぞれ、すべての目的のために全体として参照により本明細書に組み入れられる。い
くつかの態様において、試料はアレイ上で増幅させることができる(例えば、参照により
本明細書に組み入れられる米国特許第6,300,070号を参照されたい)。
【００９５】
　他の適切な増幅法には、リガーゼ連鎖反応(LCR)(例えば、Wu and Wallace, Genomics 4
, 560 (1989)、Landegren et al., Science 241, 1077 (1988)、およびBarringer et al.
 Gene 89:117 (1990))、転写増幅(Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173 
(1989)、およびWO88/10315)、自己持続配列複製(Guatelli et al., Proc. Nat. Acad. Sc
i. USA, 87, 1874 (1990)、およびWO90/06995)、標的ポリヌクレオチド配列の選択的増幅
(米国特許第6,410,276号)、コンセンサス配列プライムドポリメラーゼ連鎖反応(CP-PCR)(
米国特許第4,437,975号)、任意プライムドポリメラーゼ連鎖反応(AP-PCR)(米国特許第5,4
13,909号、第5,861,245号)、および核酸に基づく配列増幅(NABSA)が含まれる。(例えば、
米国特許第5,409,818号、第5,554,517号、および第6,063,603号を参照されたく、これら
はそれぞれ参照により本明細書に組み入れられる)。用いられ得る他の増幅法は、米国特
許第5,242,794号、第5,494,810号、第4,998,617号、および米国特許出願第09/854,317号
に記載されており、これらはそれぞれ参照により本明細書に組み入れられる。
【００９６】
　試料調製のさらなる方法、および核酸試料の複雑さを軽減するための技法は、Dong et 
al., Genome Research 11, 1418 (2001)、米国特許第6,361,947号、第6,391,592号、なら
びに米国特許出願第09/916,135号、第09/920,491号(米国特許出願公開第20030096235号)
、第09/910,292号(米国特許出願公開第20030082543号)、および第10/013,598号に記載さ
れている。
【００９７】
　ポリヌクレオチドハイブリダイゼーションアッセイを実施する方法は、当技術分野にお
いて十分に開発されている。本発明の方法において用いられるハイブリダイゼーションア
ッセイの手順および条件は適用に応じて変わり、Maniatis et al. Molecular Cloning: A
 Laboratory Manual (2.sup.nd Ed. Cold Spring Harbor, N.Y., 1989)；Berger and Kim
mel Methods in Enzymology, Vol. 152, Guide to Molecular Cloning Techniques (Acad
emic Press, Inc., San Diego, Calif., 1987)；Young and Davism, P.N.A.S, 80: 1194 
(1983)において言及されているものを含む公知の一般的な結合法に従って選択される。反
復および制御ハイブリダイゼーション反応を実施するための方法および装置は、米国特許
第5,871,928号、第5,874,219号、第6,045,996号、および第6,386,749号、第6,391,623号
に記載されており、これらはそれぞれ参照により本明細書に組み入れられる。
【００９８】
　本発明の方法はまた、ハイブリダイゼーション後(および/またはハイブリダイゼーショ
ン中)のリガンド間のハイブリダイゼーションのシグナル検出を伴い得る。米国特許第5,1
43,854号、第5,578,832号；第5,631,734号；第5,834,758号；第5,936,324号；第5,981,95
6号；第6,025,601号；第6,141,096号；第6,185,030号；第6,201,639号；第6,218,803号；
および第6,225,625号、米国特許出願第10/389,194号、ならびにPCT出願PCT/US99/06097(W
O99/47964として公開)を参照されたく、これらもそれぞれ、すべての目的のために全体と
して参照により本明細書に組み入れられる。
【００９９】
　シグナル検出および強度データの処理のための方法および装置は、例えば、米国特許第
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5,143,854号、第5,547,839号、第5,578,832号、第5,631,734号、第5,800,992号、第5,834
,758号；第5,856,092号、第5,902,723号、第5,936,324号、第5,981,956号、第6,025,601
号、第6,090,555号、第6,141,096号、第6,185,030号、第6,201,639号；第6,218,803号；
および第6,225,625号、米国特許出願第10/389,194号、第60/493,495号、ならびにPCT出願
PCT/US99/06097(WO99/47964として公開)に開示されており、これらもそれぞれ、すべての
目的のために全体として参照により本明細書に組み入れられる。
【０１００】
配列解析
　本発明による分子プロファイリングは、個体が、遺伝子または遺伝子産物の1つまたは
複数において1つまたは複数のヌクレオチドバリアント(またはアミノ酸バリアント)を有
するかどうかを判定することによって、1つまたは複数のバイオマーカーの遺伝子型を同
定する方法を含む。いくつかの態様において本発明の方法に従って1つまたは複数の遺伝
子の遺伝子型を同定することは、治療を選択するためのさらなる根拠を提供し得る。
【０１０１】
　本発明のバイオマーカーは、核酸またはそれらがコードするタンパク質の変化を判定す
るのに有用な任意の方法によって解析することができる。1つの態様に従って、当業者は
、欠失変異体、挿入変異体、フレームシフト変異体、ナンセンス変異体、ミスセンス変異
体、およびスプライシング変異体を含む変異体に関して、1つまたは複数の遺伝子を解析
することができる。
【０１０２】
　1つまたは複数の遺伝子の解析に用いられる核酸は、標準的な方法論に従って試料中の
細胞から単離することができる(Sambrook et al., 1989)。核酸は例えば、ゲノムDNA、ま
たは分画されたRNAもしくは全細胞RNA、またはエキソソームもしくは細胞表面から得られ
たmiRNAであってよい。RNAを用いる場合には、RNAを相補的DNAに変換することが望ましい
場合がある。1つの態様において、RNAは全細胞RNAであり；別の態様では、RNAはポリA RN
Aであり；別の態様では、RNAはエキソソームRNAである。通常は、核酸を増幅させる。1つ
または複数の遺伝子を解析するためのアッセイの形式に応じて、関心対象の特定の核酸は
、増幅を用いて直接試料中で同定されるか、または増幅後に第2の公知の核酸を用いて同
定される。次いで、同定された産物を検出する。ある種の適用では、検出を視覚的手段(
例えば、ゲルの臭化エチジウム染色)によって行うことができる。あるいは検出は、化学
発光、放射標識の放射活性シンチグラフィー、もしくは蛍光標識による、またはさらには
電気もしくは熱インパルスシグナルを用いる系(Affymax Technology；Bellus, 1994)によ
る産物の間接的同定を含み得る。
【０１０３】
　本発明のバイオマーカーにおいて様々な種類の欠陥が生じることが知られている。変化
には、非限定的に、欠失、挿入、点突然変異、および重複が含まれる。点突然変異はサイ
レントである場合もあれば、終止コドン、フレームシフト変異、またはアミノ酸置換を生
じる場合もある。1つまたは複数の遺伝子のコード領域の内部および外部で突然変異が生
じる場合があり、本発明の方法に従って解析することができる。関心対象の核酸の標的部
位は、配列が変動する領域を含み得る。例として、単一ヌクレオチド変化、ヌクレオチド
反復、複数塩基欠失(コンセンサス配列から2つ以上のヌクレオチドが欠失)、複数塩基挿
入(コンセンサス配列から2つ以上のヌクレオチドが挿入)、マイクロサテライト反復(典型
的な5～1000個の反復単位を有する少数ヌクレオチド反復)、ジヌクレオチド反復、トリヌ
クレオチド反復、配列再構成(転座および重複を含む)、キメラ配列(異なる遺伝子起源か
らの2つの配列が共に融合される)等のような異なる形態で存在する多型が含まれるが、こ
れに限定されない。配列多型の中で、ヒトゲノムにおいて最も頻度の高い多型は、一塩基
多型(SNP)とも称される一塩基変化である。SNPは、ゲノム全体に大量に、安定して、かつ
広く分布している。
【０１０４】
　分子プロファイリングは、1つまたは複数の遺伝子のハプロタイプを同定する方法を含
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む。ハプロタイプとは、単一の染色体上に位置する1組の遺伝的決定因子であり、典型的
に、染色体のある領域における対立遺伝子(遺伝子の選択的配列のすべて)の特定の組み合
わせを含む。つまりハプロタイプは、個々の染色体の位相配列情報である。非常に多くの
場合、染色体上の位相SNPがハプロタイプを規定する。染色体上のハプロタイプの組み合
わせが、細胞の遺伝子プロファイルを決定し得る。特異的遺伝子マーカーと疾患変異との
間の関連性を決定するのは、ハプロタイプである。ハプロタイプ型同定は、当技術分野で
公知の任意の方法によって行うことができる。SNPをスコア化する一般的方法には、Landg
ren et al., Genome Research, 8:769-776, 1998に概説されているハイブリダイゼーショ
ンマイクロアレイまたは直接ゲル配列決定が含まれる。例えば、1つまたは複数の遺伝子
の1コピーのみを個体から単離することができ、バリアント位置のそれぞれにおけるヌク
レオチドを決定する。あるいは、対立遺伝子特異的PCRまたは類似の方法を用いて、個体
における1つまたは複数の遺伝子の1コピーのみを増幅することができ、本発明のバリアン
ト位置におけるSNPを決定する。ハプロタイプ同定のために、当技術分野で公知のクラー
ク法を使用することもできる。ハイスループット分子ハプロタイプ同定法もまた、Tost e
t al., Nucleic Acids Res., 30(19):e96 (2002)に開示されており、これは参照により本
明細書に組み入れられる。
【０１０５】
　したがって、遺伝学およびハプロタイプ同定の分野の当業者に明白であるように、本発
明のバリアントおよび/またはハプロタイプと連鎖不平衡であるさらなるバリアントを、
当技術分野で公知のハプロタイプ同定法によって同定することができる。本発明のバリア
ントおよび/またはハプロタイプと連鎖不平衡であるさらなるバリアントもまた、以下に
記載する様々な適用で有用であり得る。
【０１０６】
　遺伝子型同定およびハプロタイプ同定のために、ゲノムDNAおよびmRNA/cDNAの両方を用
いることができ、これらはいずれも本明細書において一般的に「遺伝子」と称される。
【０１０７】
　ヌクレオチドバリアントを検出するための多くの技法が当技術分野で公知であり、いず
れも本発明の方法のために用いることができる。この技法はタンパク質に基づくか、また
は核酸に基づき得る。いずれの場合も、用いられる技法は、わずかなヌクレオチドまたは
アミノ酸の変化を正確に検出するために十分に感度が高くなければならない。非常に多く
の場合、検出可能なマーカーで標識されたプローブが利用される。以下に記載する特定の
技法において別段の規定がない限り、放射性同位体、蛍光化合物、ストレプトアビジンを
用いて検出可能なビオチン、酵素(例えば、アルカリホスファターゼ)、酵素の基質、リガ
ンド、および抗体等を含むがこれらに限られない、当技術分野で公知の任意の適切なマー
カーを用いることができる。Jablonski et al., Nucleic Acids Res., 14:6115-6128 (19
86)；Nguyen et al., Biotechniques, 13:116-123 (1992)；Rigby et al., J. Mol. Biol
., 113:237-251 (1977)を参照されたい。
【０１０８】
　核酸に基づく検出法では、標的DNA試料、すなわち1つまたは複数の遺伝子に対応するゲ
ノムDNA、cDNA、mRNA、および/またはmiRNAを含む試料を、試験すべき個体から採取しな
ければならない。1つまたは複数の遺伝子に対応するゲノムDNA、miRNA、mRNA、および/ま
たはcDNA(またはその一部)を含む任意の組織または細胞試料を用いることができる。この
目的のために、細胞核およびひいてはゲノムDNA含む組織試料を個体から採取することが
できる。白血球細胞および他のリンパ球のみが細胞核を有する一方、赤血球には核がなく
、mRNAまたはmiRNAのみを含むということを除いて、血液試料も有用であり得る。それに
もかかわらず、miRNAおよびmRNAはいずれも、その配列のヌクレオチドバリアントの存在
について解析することができ、またはcDNA合成の鋳型として役立ち得るため、これらもま
た有用である。組織または細胞試料は、ほとんど処理せずに直接解析することができる。
あるいは、標的配列を含む核酸を、以下で論じられる様々な検出手順に供する前に、抽出
、精製、および/または増幅することもできる。組織また細胞試料以外に、試験すべき個
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体から採取された組織または細胞試料を用いて構築されたcDNAまたはゲノムDNAのライブ
ラリーに由来するcDNAまたはゲノムDNAもまた有用である。
【０１０９】
配列解析
　特定のヌクレオチドバリアントの有無を判定するために、標的ゲノムDNAまたはcDNA、
特に、検出すべきヌクレオチドバリアント座位を包含する領域の配列決定。サンガー法お
よびギルバート化学法を含む様々な配列決定技法が、当技術分野で一般に公知であり、か
つ広く用いられている。ピロシーケンシング法は、発光検出システムを用いてDNA合成を
リアルタイムでモニターする。ピロシーケンシングは、一塩基多型のような遺伝的多型の
解析において有効であることが示されており、本発明においても用いることができる。No
rdstrom et al., Biotechnol. Appl. Biochem., 31(2):107-112 (2000)；Ahmadian et al
., Anal. Biochem., 280:103-110 (2000)を参照されたい。
【０１１０】
　核酸バリアントは、適切な検出過程によって検出することができる。検出、定量、配列
決定等の方法の非限定的な例は、質量改変された単位複製配列の質量検出(例えば、マト
リックス支援レーザー脱離イオン化(MALDI)質量分析およびエレクトロスプレー(ES)質量
分析)、プライマー伸長法(例えば、iPLEX(商標)；Sequenom, Inc.)、マイクロシーケンシ
ング法(例えば、プライマー伸長方法論の改良法)、リガーゼ配列決定法(例えば、米国特
許第5,679,524号および第5,952,174号、ならびにWO 01/27326)、ミスマッチ配列決定法(
例えば、米国特許第5,851,770号；第5,958,692号；第6,110,684号；および第6,183,958号
)、直接DNA配列決定、制限断片長多型(RFLP解析)、対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチド
(ASO)解析、メチル化特異的PCR(MSPCR)、ピロシーケンシング解析、アシクロプライム解
析、逆ドットブロット、GeneChipマイクロアレイ、動的対立遺伝子特異的ハイブリダイゼ
ーション(DASH)、ペプチド核酸(PNA)プローブおよびロックド核酸(LNA)プローブ、TaqMan
、分子ビーコン、インターカレート色素、FRETプライマー、AlphaScreen、SNPstream、遺
伝子ビット解析(GBA)、多重ミニシーケンシング、SNaPshot、GOODアッセイ、マイクロア
レイミニシーケンシング、アレイ型プライマー伸長(APEX)、マイクロアレイプライマー伸
長(例えば、マイクロアレイ配列決定法)、タグアレイ、コード化ミクロスフェア、鋳型依
存性取り込み(TDI)、蛍光偏光、比色オリゴヌクレオチド連結アッセイ(OLA)、配列コード
化OLA、マイクロアレイ連結、リガーゼ連鎖反応、パドロックプローブ、Invaderアッセイ
、ハイブリダイゼーション法(例えば、少なくとも1つのプローブを用いるハイブリダイゼ
ーション、少なくとも1つの蛍光標識プローブを用いるハイブリダイゼーション等)、従来
のドットブロット解析、一本鎖高次構造多型解析(SSCP、例えば、米国特許第5,891,625号
および第6,013,499号；Orita et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 27776-2770 
(1989))、変性勾配ゲル電気泳動(DGGE)、ヘテロ二重鎖解析、ミスマッチ切断検出、なら
びにSheffield et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 49: 699-706 (1991)、White et al
., Genomics 12: 301-306 (1992)、Grompe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 58
55-5892 (1989)、およびGrompe, Nature Genetics 5: 111-117 (1993)に記載されている
技法、クローニングおよび配列決定、電気泳動、ハイブリダイゼーションプローブおよび
定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応(QRT-PCR)の使用、デジタルPCR、ナノポア配列
決定、チップ、ならびにそれらの組み合わせである。対立遺伝子またはパラログの検出お
よび定量は、2007年12月4日に出願された米国特許出願第11/950,395号に記載されている
「閉管」法を用いて行うことができる。いくつかの態様において、核酸種の量は、質量分
析、プライマー伸長、配列決定(例えば任意の適切な方法、例えばナノポアまたはピロシ
ーケンシング)、定量PCR(Q-PCRまたはQRT-PCR)、デジタルPCR、それらの組み合わせ等に
よって測定される。
【０１１１】
　本明細書で用いられる「配列解析」という用語は、ヌクレオチド配列、例えば増幅産物
のヌクレオチド配列を決定することを指す。ポリヌクレオチド、例えばDNAまたはmRNAの
全配列または部分配列を決定することができ、決定されたヌクレオチド配列は「読み取り
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」または「配列読み取り」と称され得る。例えば、いくつかの態様では、線形増幅産物を
さらなる増幅なしに直接解析することができる(例えば、単一分子配列決定方法論を用い
ることによる)。特定の態様では、線形増幅産物をさらなる増幅に供してから、解析して
もよい(例えば、連結による配列決定またはピロシーケンシング方法論を用いる)。読み取
りは、様々な種類の配列解析に供することができる。任意の適切な配列決定法を利用して
、ヌクレオチド配列種、増幅核酸種、または前述のものから作製された検出可能な産物の
量を検出および測定することができる。特定の配列決定法の例を以下に記載する。
【０１１２】
　配列解析装置または配列解析成分は、本明細書に記載される過程から生じたヌクレオチ
ド配列(例えば、線形増幅産物および/または指数関数的増幅産物)を決定するために当業
者によって用いられ得る装置、およびそのような装置と共に用いられる1つまたは複数の
成分を含む。配列決定プラットフォームの例には、非限定的に、454プラットフォーム(Ro
che)(Margulies, M. et al. 2005 Nature 437, 376-380)、Illumina Genomic Analyzer(
またはSolexaプラットフォーム)またはSOLIDシステム(Applied Biosystems)またはHelico
s True Single Molecule DNA配列決定技術(Harris TD et al. 2008 Science, 320, 106-1
09)、Pacific Biosciences の1分子リアルタイム(SMRT(商標))技術、およびナノポア配列
決定(Soni G V and Meller A. 2007 Clin Chem 53: 1996-2001)が含まれる。このような
プラットフォームにより、検体から単離された多くの核酸分子を、並行様式で高次に多重
化して配列決定することが可能になる(Dear Brief Funct Genomic Proteomic 2003; 1: 3
97-416)。これらのプラットフォームのそれぞれにより、クローン的に増殖した、または
増幅されていない、核酸断片の単一分子の配列決定が可能になる。ある種のプラットフォ
ームは、例えば、色素修飾プローブの連結による配列決定(周期的な連結および切断を含
む)、ピロシーケンシング、および単一分子配列決定を伴う。ヌクレオチド配列種、増幅
核酸種、およびそれらから作製された検出可能な産物を、そのような配列解析プラットフ
ォームによって解析することができる。
【０１１３】
　連結による配列決定は、塩基対合ミスマッチに対するDNAリガーゼの感度に依存する核
酸配列決定法である。DNAリガーゼは、正確に塩基対合するDNAの末端を連結する。DNAリ
ガーゼが正確に塩基対合するDNA末端のみを連結する能力と、蛍光標識されたオリゴヌク
レオチドまたはプライマーの混合プールを併用することにより、蛍光検出による配列決定
が可能になる。標識同定後に切断され得る切断可能な結合を含むプライマーを含めること
により、より長い配列読み取りを得ることができる。リンカー位置での切断により標識が
除去され、連結されたプライマーの末端上で5'リン酸が再生され、連結のさらなるラウン
ドのためのプライマーが調製される。いくつかの態様において、プライマーは2種類以上
の蛍光標識、例えば少なくとも1、2、3、4、または5種類の蛍光標識で標識することがで
きる。
【０１１４】
　連結による配列決定は一般に、以下の段階を伴う。標的核酸鋳型配列、増幅反応成分、
ビーズ、およびプライマーを含むエマルジョンマイクロリアクター内で、クローンビーズ
集団を調製することができる。増幅後、鋳型を変性させ、伸長した鋳型を伴うビーズを望
ましくないビーズ(例えば、伸長しなかった鋳型を伴うビーズ)から分離するようにビーズ
の濃縮を行う。選択されたビーズ上の鋳型は、スライドへの共有結合が可能となるように
3'修飾を受け、修飾されたビーズをスライドガラス上に堆積させることができる。堆積チ
ャンバーは、ビーズを負荷する過程において、スライドを1、4、または8個のチャンバー
に分割する能力を提供する。配列解析のため、プライマーがアダプター配列にハイブリダ
イズする。4色の色素で標識された1組のプローブが、配列決定プライマーに対する連結に
おいて競合する。プローブ連結の特異性は、一連の連結中に、4番目および5番目ごとの塩
基を調べることによって達成される。5～7ラウンドの連結、検出、および切断で、用いら
れるライブラリーの種類によって決定されるラウンド数と共に、5番目ごとの位置におけ
る色が記録される。連結の各ラウンド後に、さらなる一連の連結のために、5'方向に1塩
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基分差し引いた新たな相補的プライマーを配置する。プライマーのリセットおよび連結ラ
ウンド(ラウンドあたり5～7回の連結サイクル)を連続して5回繰り返し、単一のタグに対
して25～35塩基対の配列を作製する。メイトペア配列決定の場合には、この過程を2つ目
のタグについて繰り返す。
【０１１５】
　ピロシーケンシングは、ヌクレオチド取り込み時に放出されるピロリン酸の検出に依存
する、合成による配列決定に基づく核酸配列決定法である。一般に、合成による配列決定
は、その配列が求められている鎖に相補的なDNA鎖で、一度に1ヌクレオチドを合成する段
階を伴う。標的核酸を固体支持体に固定化し、配列決定プライマーとハイブリダイズさせ
、DNAポリメラーゼ、ATPスルフリラーゼ、ルシフェラーゼ、アピラーゼ、アデノシン5'ホ
スホ硫酸、およびルシフェリンと共にインキュベートすることができる。ヌクレオチド溶
液を順次添加および除去する。ヌクレオチドの正確な取り込みによりピロリン酸が放出さ
れ、これがアデノシン5'ホスホ硫酸の存在下でATPスルフリラーゼと反応して、ATPを生成
し、ルシフェリン反応を刺激し、この反応によって化学発光シグナルが生成されて、配列
決定が可能となる。生じた光の量は、付加された塩基の数と比例する。それによって、配
列決定プライマーの下流の配列を決定することができる。ピロシーケンシングの例示的な
系は以下の段階を伴う：調査中の核酸にアダプター核酸を連結し、得られた核酸をビーズ
にハイブリダイズさせる段階；エマルジョン中でヌクレオチド配列を増幅する段階；ピコ
リットルのマルチウェル固体支持体を用いてビーズを選別する段階；およびピロシーケン
シング方法論によって増幅ヌクレオチド配列を配列決定する段階(例えば、Nakano et al.
, 「Single-molecule PCR using water-in-oil emulsion;」 Journal of Biotechnology 
102: 117-124 (2003))。
【０１１６】
　ある種の単一分子配列決定態様は合成による配列決定の原理に基づいており、ヌクレオ
チド取り込みが成功した結果として光子が放出される機構として、単一ペア蛍光共鳴エネ
ルギー移動(単一ペアFRET)を利用する。放出された光子は多くの場合、内部全反射顕微鏡
(TIRM)と共に、増感または高感度冷却電荷結合素子を用いて検出される。導入された反応
溶液が、配列決定過程の結果として合成される伸長核酸鎖に取り込まれるための正確なヌ
クレオチドを含む場合にのみ、光子が放出される。FRETに基づく単一分子配列決定では、
場合によってポリメチンシアニン色素Cy3およびCy5である2つの蛍光色素間で、長距離双
極子相互作用を介してエネルギーが移動する。ドナーがその特異的な励起波長で励起され
、励起状態エネルギーがアクセプター色素に無放射で移動し、次にこれが励起される。ア
クセプター色素は最終的に、光子の放射放出によって基底状態に戻る。エネルギー移動過
程において用いられる2つの色素は、単一ペアFRETにおける「単一ペア」を表す。ドナー
フルオロフォアとしてCy3が用いられる場合が多く、第1標識ヌクレオチドとして取り込ま
れる場合が多い。アクセプターフルオロフォアとしてCy5が用いられる場合が多く、第1Cy
3標識ヌクレオチドの取り込み後の連続的なヌクレオチド付加のためのヌクレオチド標識
として用いられる。フルオロフォアは一般的に、エネルギー移動がうまく起こるように、
それぞれ10ナノメートル以内である。
【０１１７】
　単一分子配列決定に基づいて用いられ得る系の例は一般的に、標的核酸配列に対してプ
ライマーをハイブリダイズさせて複合体を作製する段階；該複合体を固相に結合させる段
階；蛍光分子でタグ化されたヌクレオチドにより、プライマーを反復して伸長させる段階
；および各相互作用後に蛍光共鳴エネルギー移動シグナルの画像を撮る段階を伴う(例え
ば、米国特許第7,169,314号；Braslavsky et al., PNAS 100(7): 3960-3964 (2003))。こ
のような系を用いて、本明細書に記載される過程によって作製された増幅産物(線形増幅
産物または指数関数的増幅産物)を直接配列決定することができる。いくつかの態様では
、増幅産物を、固体支持体、例えばビーズまたはスライドガラス上に存在する固定化捕捉
配列に相補的な配列を含むプライマーにハイブリダイズさせることができる。プライマー
-増幅産物複合体と固定化捕捉配列のハイブリダイゼーションにより、単一ペアFRETに基
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づく合成による配列決定のために、増幅産物が固体支持体上に固定化される。核酸が固定
化されているスライドの表面の初期参照画像が作製され得るように、プライマーは蛍光性
である場合が多い。初期参照画像は、真のヌクレオチド取り込みが起こっている位置を判
定するのに有用である。「プライマーのみ」の参照画像において最初に同定されないアレ
イ位置に検出される蛍光シグナルは、非特異的蛍光として破棄される。プライマー-増幅
産物複合体の固定化後、結合した核酸は、a) 1つの蛍光標識ヌクレオチドの存在下におけ
るポリメラーゼ伸長、b) 適切な顕微鏡、例えばTIRMを用いた蛍光の検出、c) 蛍光ヌクレ
オチドの除去、およびd) 異なる蛍光標識ヌクレオチドによる段階aへの回復、の反復段階
により並行して配列決定される場合が多い。
【０１１８】
　いくつかの態様において、ヌクレオチド配列決定は、固相単一ヌクレオチド配列決定の
方法および過程によるものであってよい。固相単一ヌクレオチド配列決定法は、単一分子
の試料核酸が単一分子の固体支持体にハイブリダイズする条件下で、標的核酸と固相支持
体を接触させる段階を伴う。このような条件は、「マイクロリアクター」中に固体支持体
分子および単一分子の標的核酸を提供する段階を含み得る。このような条件はまた、標的
核酸分子が、固体支持体上の固相核酸にハイブリダイズし得る混合物を提供する段階を含
み得る。本明細書に記載される態様において有用な単一ヌクレオチド配列決定法は、2008
年1月17日に出願された米国仮特許出願第61/021,871号に記載されている。
【０１１９】
　特定の態様において、ナノポア配列決定検出法は、(a) 配列特異的検出器が、配列決定
のための標的核酸(「基礎核酸」、例えば連結されたプローブ分子)の実質的相補配列に特
異的にハイブリダイズする条件下で、該基礎核酸を該検出器と接触させる段階；(b) 該検
出器からのシグナルを検出する段階、および(c) 検出されたシグナルに従って該基礎核酸
の配列を決定する段階を含む。特定の態様では、基礎核酸が孔を通過する際に、検出器が
ナノポア構造を妨げる場合に、基礎核酸にハイブリダイズしている検出器が該基礎核酸か
ら解離され(例えば、連続して解離される)、該基礎核酸から解離された該検出器が検出さ
れる。いくつかの態様において、基礎核酸から解離された検出器は検出可能なシグナルを
発し、基礎核酸にハイブリダイズしている検出器は異なる検出可能なシグナルを発するか
、または検出可能なシグナルを発しない。特定の態様において、核酸(例えば、連結され
たプローブ分子)中のヌクレオチドは、特定のヌクレオチドに対応する特定のヌクレオチ
ド配列(「ヌクレオチド代表」)によって置換され、それによって拡大された核酸が生じ(
例えば、米国特許第6,723,513号)、検出器は、基礎核酸として機能する該拡大核酸中の該
ヌクレオチド代表にハイブリダイズする。このような態様において、ヌクレオチド代表は
2成分またはより高次の配置で並べられ得る(例えば、Soni and Meller, Clinical Chemis
try 53(11): 1996-2001 (2007))。いくつかの態様では、核酸は拡大されず、拡大核酸を
生じず、基礎核酸として直接働き(例えば、連結されたプローブ分子は非拡大基礎核酸と
して機能する)、検出器を該基礎核酸と直接接触させる。例えば、第1検出器は第1サブ配
列にハイブリダイズすることができ、第2検出器は第2サブ配列にハイブリダイズすること
ができ、この場合、第1検出器と第2検出器はそれぞれ、互いに識別され得る検出可能な標
識を有し、かつ第1検出器および第2検出器からのシグナルは、それらが基礎核酸から解離
された場合に互いに識別され得る。特定の態様において、検出器は、基礎核酸にハイブリ
ダイズする領域(例えば、2つの領域)を含み、それは約3～約100ヌクレオチド長(例えば、
約4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、
50、55、60、65、70、75、80、85、90、または95ヌクレオチド長)であってよい。検出器
はまた、基礎核酸にハイブリダイズしないヌクレオチドの1つまたは複数の領域を含み得
る。いくつかの態様において、検出器は分子ビーコンである。検出器は多くの場合、本明
細書に記載されるものから独立して選択される1つまたは複数の検出可能な標識を含む。
検出可能な標識はそれぞれ、各標識によって生じるシグナル(例えば、磁気的、電気的、
化学的、光学的等)を検出し得る任意の簡便な検出過程によって検出することができる。
例えば、CDカメラを用いて、検出器に連結された1つまたは複数の識別可能な量子ドット
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からのシグナルを検出することができる。
【０１２０】
　特定の配列解析態様では、読み取りを用いてより大きなヌクレオチド配列を構築するこ
とができ、これは、異なる読み取り中の重複配列を同定し、該読み取り中の同定配列を用
いることによって促進され得る。読み取りからより大きな配列を構築するためのこのよう
な配列解析法およびソフトウェアは、当業者に公知である(例えば、Venter et al., Scie
nce 291: 1304-1351 (2001))。特定の配列解析態様では、特定の読み取り、部分的ヌクレ
オチド配列構築物、および完全なヌクレオチド配列構築物を、試料核酸内のヌクレオチド
配列間で比較することができ(すなわち、内部比較)、または参照配列と比較することもで
きる(すなわち、参照比較)。内部比較は、複数の試料から、または配列変化を含む単一の
試料供給源から試料核酸が調製される場合に行われ得る。参照比較は場合により、参照ヌ
クレオチド配列が公知であり、かつ試料核酸が、参照ヌクレオチド配列と実質的に類似し
ているかもしくは同じであるヌクレオチド配列を含むか、または参照ヌクレオチド配列と
異なるヌクレオチド配列を含むかを判定することが目的である場合に行われる。配列解析
は、上記の配列解析の装置および成分の使用により促進され得る。
【０１２１】
　プライマー伸長多型検出法は、本明細書において「マイクロシーケンシング」法とも称
され、典型的に、多型部位を保有する核酸に対して相補的オリゴヌクレオチドをハイブリ
ダイズさせることによって行われる。これらの方法において、該オリゴヌクレオチドは典
型的に多型部位に隣接してハイブリダイズする。「マイクロシーケンシング」法に関して
用いられる場合の「隣接」という用語は、伸長オリゴヌクレオチドが核酸にハイブリダイ
ズした場合の該核酸における、場合により多型部位の5'末端から1ヌクレオチド、多くの
場合には多型部位の5'末端から2または3ヌクレオチド、時には4、5、6、7、8、9、または
10ヌクレオチドに存在する伸長オリゴヌクレオチドの3'末端を指す。次に伸長オリゴヌク
レオチドをヌクレオチド1個または複数個分だけ、多くの場合にはヌクレオチド1個、2個
、または3個分だけ伸長させ、該伸長オリゴヌクレオチドに付加されるヌクレオチドの数
および/または種類により、1つまたは複数のどの多型バリアントが存在するのかが決定さ
れる。オリゴヌクレオチド伸長法は、例えば、米国特許第4,656,127号；第4,851,331号；
第5,679,524号；第5,834,189号；第5,876,934号；第5,908,755号；第5,912,118号；第5,9
76,802号；第5,981,186号；第6,004,744号；第6,013,431号；第6,017,702号；第6,046,00
5号；第6,087,095号；第6,210,891号；およびWO 01/20039に開示されている。伸長産物は
、蛍光法(例えば、Chen & Kwok, Nucleic Acids Research 25: 347-353 (1997)、およびC
hen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94/20: 10756-10761 (1997)を参照されたい)
によるか、または質量分析法(例えば、MALDI-TOF質量分析)および本明細書に記載される
他の方法によるなど、任意の様式で検出することができる。質量分析を用いるオリゴヌク
レオチド伸長法は、例えば、米国特許第5,547,835号；第5,605,798号；第5,691,141号；
第5,849,542号；第5,869,242号；第5,928,906号；第6,043,031号；第6,194,144号；およ
び第6,258,538号に記載されている。マイクロシーケンシング検出法は、多くの場合、伸
長段階を進行する増幅過程を組み入れる。増幅過程は典型的に、多型部位を含む核酸試料
由来の領域を増幅する。増幅は、上記の方法を利用して、または例えばポリメラーゼ連鎖
反応(PCR)において、一方のオリゴヌクレオチドプライマーが典型的に多型の3'側の領域
に相補的であり、かつもう一方が典型的に多型の5'側の領域に相補的である一対のオリゴ
ヌクレオチドプライマーを用いて行うことができる。PCRプライマー対は、例えば米国特
許第4,683,195号；第4,683,202号、第4,965,188号；第5,656,493号；第5,998,143号；第6
,140,054号；WO 01/27327；およびWO 01/27329に開示されている方法において使用され得
る。PCRプライマー対はまた、Applied Biosystemsから入手可能なGeneAmp(商標)システム
のいずれかのような、PCRを実行する任意の市販の機械で使用され得る。
【０１２２】
　他の適切な配列決定法には、多重ポロニー配列決定(参照により本明細書に組み入れら
れる、www.sciencexpress.org/4 Aug. 2005/Page1/10.1126/science.1117389において利
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用可能なShendure et al., Accurate Multiplex Polony Sequencing of an Evolved Bact
erial Genome, Sciencexpress, Aug. 4, 2005, pg 1に記載されている)が含まれ、これは
固定化マイクロビーズ、および微細加工ピコリットルリアクター中での配列決定を使用す
る(参照により本明細書に組み入れられる、www.nature.com/nature (published online 3
1 Jul. 2005, doi:10.1038/nature03959において利用可能なMargulies et al., Genome S
equencing in Microfabricated High-Density Picolitre Reactors, Nature, August 200
5に記載されている)。
【０１２３】
　いくつかの態様では、RNA転写産物の対立遺伝子を識別するために、全ゲノム配列決定
を利用することもできる。全ゲノム配列決定法の例には、上記のナノポアに基づく配列決
定法、合成による配列決定、および連結による配列決定が含まれるが、これらに限定され
ない。
【０１２４】
インサイチューハイブリダイゼーション
　インサイチューハイブリダイゼーションアッセイは周知であり、Angerer et al., Meth
ods Enzymol. 152:649-660 (1987)に一般的に記載されている。インサイチューハイブリ
ダイゼーションアッセイでは、例えば生検標本由来の細胞を固体支持体、典型的にはスラ
イドガラスに固定化する。DNAをプロービングする場合には、細胞を熱またはアルカリで
変性させる。次に細胞をハイブリダイゼーション溶液と適度な温度で接触させて、標識さ
れている特異的プローブのアニーリングを可能にする。プローブは、放射性同位体または
蛍光レポーターで標識されていることが好ましい。FISH(蛍光インサイチューハイブリダ
イゼーション)は、それらが高度の配列類似性を示す配列の部分にのみ結合する蛍光プロ
ーブを使用する。
【０１２５】
　FISHは、細胞内の特定のポリヌクレオチド配列を検出し、その位置を特定するために用
いられる細胞遺伝学的技法である。例えば、FISHを用いて、染色体上のDNA配列を検出す
ることができる。FISHを用いて、組織試料内の特定のRNA、例えばmRNAを検出し、その位
置を特定することもできる。FISHは、それらが高度の配列類似性を示す特異的ヌクレオチ
ド配列に結合する蛍光プローブを使用する。蛍光顕微鏡を用いて、蛍光プローブが結合し
ているかどうか、およびどこに結合しているかを見出すことができる。FISHは、特定のヌ
クレオチド配列、例えば転座、融合、切断、重複、および他の染色体異常を検出すること
に加えて、細胞および組織内の特定の遺伝子コピー数および/または遺伝子発現の空間的-
時間的パターンを明確にするのにも役立ち得る。
【０１２６】
　比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)はインサイチューハイブリダイゼーションの
動力学を使用して、ある試料に由来する異なるDNAもしくはRNA配列のコピー数を比較する
か、または1つの試料中の異なるDNAもしくはRNAのコピー数を別の試料中の実質的に同一
の配列のコピー数と比較する。CGHの多くの有用な適用において、DNAまたはRNAは対象細
胞または細胞集団から単離する。比較は定性的または定量的であってよい。1つまたはい
くつかの配列に関して絶対コピー数が公知であるかまたは決定される場合に、細胞または
細胞集団のゲノム全体にわたってDNA配列の絶対コピー数の決定を可能にする手順が記載
されている。異なる配列は、通常は分裂中期の染色体であるが、場合によっては間期の核
である参照ゲノムにハイブリダイズした場合のそれらの結合部位の異なる位置によって、
互いに識別される。コピー数情報は、参照ゲノム上の異なる位置間でのハイブリダイゼー
ションシグナルの強度の比較に由来する。CGHの方法、技法、および適用は、米国特許第6
,335,167号および米国特許出願第60/804,818号に記載されているように公知であり、それ
らの関連部分は参照により本明細書に組み入れられる。
【０１２７】
その他の配列解析法
　核酸バリアントはまた、標準的な電気泳動技法を用いて検出することもできる。検出段
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階は場合によって増幅段階により先行され得るが、本明細書に記載される態様において増
幅は必要ではない。電気泳動技法を用いる核酸の検出および定量の方法の例は、当技術分
野において見出され得る。非限定的な例は、アガロースまたはポリアクリルアミドゲルに
おいて試料(例えば、母体血清から単離された混合核酸試料、または例えば増幅核酸種)を
泳動する段階を含む。ゲルを臭化エチジウム染色で標識(例えば、染色)してもよい(Sambr
ook and Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3d ed., 2001を参照された
い)。標準対照と同じ大きさのバンドの存在は標的核酸配列の存在の指標であり、次にそ
の量を該バンドの強度に基づいて該対照と比較することができ、このようにして関心対象
の標的配列を検出および定量することができる。いくつかの態様では、母性対立遺伝子と
父性対立遺伝子を識別し得る制限酵素を用いて、標的核酸種を検出および定量することが
できる。特定の態様では、関心対象の標的配列の存在を検出するために、該関心対象の配
列に特異的なオリゴヌクレオチドプローブが用いられる。該オリゴヌクレオチドを用いて
、該プローブによって付与されるシグナルの強度に基づいて、標準対照と比較して標的核
酸分子の量を示すこともできる。
【０１２８】
　配列特異的プローブハイブリダイゼーションを用いて、他の核酸種を含む混合物または
混合集団中の特定の核酸を検出することができる。十分にストリンジェントなハイブリダ
イゼーション条件下で、プローブは、実質的に相補的な配列にのみ特異的にハイブリダイ
ズする。様々な量の配列ミスマッチを許容するために、ハイブリダイゼーション条件のス
トリンジェンシーを緩和することができる。いくつかのハイブリダイゼーション形式が当
技術分野で公知であり、これには、液相、固相、または混合相ハイブリダイゼーションア
ッセイが含まれるが、これらに限定されない。以下の論文は様々なハイブリダイゼーショ
ンアッセイ形式の概要を提供する：Singer et al., Biotechniques 4:230, 1986；Haase 
et al., Methods in Virology, pp. 189-226, 1984；Wilkinson, In situ Hybridization
, Wilkinson ed., IRL Press, Oxford University Press, Oxford；およびHames and Hig
gins eds., Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach, IRL Press, 1987。
【０１２９】
　ハイブリダイゼーション複合体は、当技術分野で公知の技法によって検出することがで
きる。標的核酸(例えば、mRNAまたはDNA)に特異的にハイブリダイズし得る核酸プローブ
を任意の適切な方法によって標識することができ、該標識プローブを用いて、ハイブリダ
イズされた核酸の存在を検出することができる。一般的に用いられる1つの検出方法は、3

H、125I、35S、14C、32P、または33P等で標識されたプローブを用いるオートラジオグラ
フィーである。放射性同位体の選択は、選択される同位体の合成の容易性、安定性、およ
び半減期に起因する研究の好みに依存する。他の標識には、フルオロフォア、化学発光剤
、および酵素で標識された抗リガンドまたは抗体に結合する化合物(例えば、ビオチンお
よびジゴキシゲニン)が含まれる。いくつかの態様において、プローブは、フルオロフォ
ア、化学発光剤、または酵素などの標識と直接結合させることができる。標識の選択は、
必要な感度、プローブとの結合の容易性、安定性要件、および利用可能な機器に依存する
。
【０１３０】
　あるいは、制限断片長多型(RFLP)およびAFLP法を分子プロファイリングに用いてもよい
。1つまたは複数の遺伝子に対応する標的DNA中のヌクレオチドバリアントが制限酵素認識
部位の消失または創出をもたらす場合には、特定の制限酵素による標的DNAの消化により
、変化した制限断片長パターンが生じる。したがって、検出されたRFLPまたはAFLPにより
、特定のヌクレオチドバリアントの存在が示されることになる。
【０１３１】
　別の有用なアプローチは一本鎖高次構造多型アッセイ(SSCA)であり、これは関心対象の
ヌクレオチドバリアントにまたがる一本鎖標的DNAの移動度変化に基づいている。標的配
列中の単一ヌクレオチド変化は、異なる分子内塩基対合パターン、およびひいては一本鎖
DNAの異なる二次構造をもたらし得て、これは非変性ゲルで検出され得る。Orita et al.,
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 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:2776-2770 (1989)を参照されたい。変性剤濃度固定ゲ
ル電気泳動(CDGE)および変性剤濃度勾配ゲル電気泳動(DGGE)のような変性ゲルに基づく技
法は、変性ゲル中の野生型配列と比較した変異体配列の移動率の差を検出する。Miller e
t al., Biotechniques, 5:1016-24 (1999)；Sheffield et al., Am. J. Hum, Genet., 49
:699-706 (1991)；Wartell et al., Nucleic Acids Res., 18:2699-2705 (1990)；および
Sheffield et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:232-236 (1989)を参照されたい。
加えて、二本鎖高次構造解析(DSCA)もまた本発明において有用であり得る。Arguello et 
al., Nat. Genet., 18:192-194 (1998)を参照されたい。
【０１３２】
　個体の1つまたは複数の遺伝子における特定の座位のヌクレオチドバリアントの有無は
、増幅抵抗突然変異システム(ARMS)技法を用いて検出することもできる。欧州特許第0,33
2,435号；Newton et al., Nucleic Acids Res., 17:2503-2515 (1989)；Fox et al., Br.
 J. Cancer, 77:1267-1274 (1998)；Robertson et al., Eur. Respir. J., 12:477-482 (
1998)を参照されたい。ARMS法では、試験される座位のヌクレオチドに対応する3'末端ヌ
クレオチドが所定のヌクレオチドであることを除いて、該座位からすぐ5'上流側のヌクレ
オチド配列に一致するプライマーを合成する。例えば、3'末端ヌクレオチドは変異型座位
におけるヌクレオチドと同一であってよい。該プライマーは、その3'末端ヌクレオチドが
試験される座位におけるヌクレオチドと一致する場合にのみ、ストリンジェントな条件下
で標的DNAにハイブリダイズする限り、任意の適切な長さのものであってよい。好ましく
は該プライマーは少なくとも12ヌクレオチド、より好ましくは約18～50ヌクレオチドを有
する。試験された個体が該座位に突然変異を有し、その中のヌクレオチドが該プライマー
の3'末端ヌクレオチドと一致する場合には、該プライマーは標的DNA鋳型にハイブリダイ
ズした際にさらに伸長され得、該プライマーは別の適切なPCRプライマーと共にPCR増幅反
応を開始し得る。対照的に、該座位のヌクレオチドが野生型のものである場合には、プラ
イマー伸長は達成され得ない。過去数年間に開発された様々な形態のARMS技法を用いるこ
とができる。例えば、Gibson et al., Clin. Chem. 43:1336-1341 (1997)を参照されたい
。
【０１３３】
　ARMS技法に類似しているのはミニシーケンシングまたは単一ヌクレオチドプライマー伸
長法であり、これは単一ヌクレオチドの取り込みに基づいている。試験される座位のすぐ
5'側のヌクレオチド配列と一致するオリゴヌクレオチドプライマーを、標識ジデオキシリ
ボヌクレオチドの存在下で標的DNA、mRNA、またはmiRNAにハイブリダイズさせる。ジデオ
キシリボヌクレオチドが、検出されるバリアント座位のヌクレオチドと一致する場合にの
み、該標識ヌクレオチドが該プライマーに取り込まれるかまたは連結される。したがって
、取り込まれたジデオキシリボヌクレオチドに結合している検出標識に基づいて、バリア
ント座位のヌクレオチドの同一性を明らかにすることができる。Syvanen et al., Genomi
cs, 8:684-692 (1990)；Shumaker et al., Hum. Mutat., 7:346-354 (1996)；Chen et al
., Genome Res., 10:549-547 (2000)を参照されたい。
【０１３４】
　本発明において有用である別の一連の技法は、野生型座位と突然変異との識別が、標的
DNA分子上で2つのオリゴヌクレオチドが互いに近接してアニールして、該2つのオリゴヌ
クレオチドがDNAリガーゼによって共に連結されるようにする能力に基づいている、いわ
ゆる「オリゴヌクレオチド連結アッセイ」(OLA)である。Landergren et al., Science, 2
41:1077-1080 (1988)；Chen et al, Genome Res., 8:549-556 (1998)；Iannone et al., 
Cytometry, 39:131-140 (2000)を参照されたい。したがって、例えば、1つまたは複数の
遺伝子における特定の座位の単一ヌクレオチド変異を検出するためには、一方は該座位か
らすぐ5'上流側の配列を有し、かつその3'末端ヌクレオチドはその特定の遺伝子のバリア
ント座位におけるヌクレオチドと同一であり、もう一方は該遺伝子の該座位からすぐ3'下
流側の配列と一致するヌクレオチド配列を有する、2つのオリゴヌクレオチドを合成する
ことができる。該オリゴヌクレオチドは、検出の目的のために標識することができる。ス
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トリンジェントな条件下で標的遺伝子にハイブリダイズさせると、該2つのオリゴヌクレ
オチドは適切なリガーゼの存在下で連結に供される。2つのオリゴヌクレオチドの連結に
より、標的DNAが、検出される座位にヌクレオチドバリアントを有することが示される。
【０１３５】
　わずかな遺伝的変化の検出は、ハイブリダイゼーションに基づく種々のアプローチによ
って達成することもできる。対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドが最も有用である。Co
nner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:278-282 (1983)；Saiki et al, Proc. N
atl. Acad. Sci. USA, 86:6230-6234 (1989)を参照されたい。特定の座位に特定の遺伝子
バリアントを有する対立遺伝子に特異的にハイブリダイズするが、他の対立遺伝子にはハ
イブリダイズしないオリゴヌクレオチドプローブ(対立遺伝子特異的)を、当技術分野で公
知の方法によって設計することができる。該プローブは、例えば10～約50ヌクレオチド塩
基の長さを有し得る。ヌクレオチドバリアントがハイブリダイゼーションの有無に基づい
て野生型遺伝子と識別され得るように、標的DNAおよびオリゴヌクレオチドプローブを十
分にストリンジェントな条件下で互いに接触させることができる。該プローブは、検出シ
グナルを提供するように標識することができる。あるいは、対立遺伝子特異的オリゴヌク
レオチドプローブを「対立遺伝子特異的PCR」におけるPCR増幅プライマーとして用いるこ
とができ、予測された長さのPCR産物の有無により、特定のヌクレオチドバリアントの有
無が示される。
【０１３６】
　ハイブリダイゼーションに基づく他の有用な技法は、ヌクレオチドの置換、挿入、また
は欠失のためにミスマッチが存在する場合でさえ、2つの1本鎖核酸を共にアニールさせる
。その後、様々な技法を用いてミスマッチを検出することができる。例えば、アニールし
た二重鎖を電気泳動に供することができる。ミスマッチ二重鎖は、完全に一致した二重鎖
と異なるそれらの電気泳動移動度に基づいて検出することができる。Cariello, Human Ge
netics, 42:726 (1988)を参照されたい。あるいは、RNアーゼ保護アッセイにおいて、検
出すべきヌクレオチドバリアントにまたがり、かつ検出マーカーを有するRNAプローブを
調製することができる。Giunta et al., Diagn. Mol. Path., 5:265-270 (1996)；Finkel
stein et al., Genomics, 7:167-172 (1990)；Kinszler et al., Science 251:1366-1370
 (1991)を参照されたい。該RNAプローブを標的DNAまたはmRNAにハイブリダイズさせてヘ
テロ二重鎖を形成させることができ、次いでこれをリボヌクレアーゼRNアーゼA消化に供
する。RNアーゼAは、ミスマッチの部位でのみヘテロ二重鎖中のRNAプローブを消化する。
消化は、サイズ変化に基づく変性電気泳動ゲル上で判定することができる。加えて、ミス
マッチはまた、当技術分野で公知の化学開裂法によって検出することもできる。例えば、
Roberts et al., Nucleic Acids Res., 25:3377-3378 (1997)を参照されたい。
【０１３７】
　mutSアッセイでは、所定のヌクレオチドがバリアント座位において用いられることを除
いて、突然変異の有無が検出されるべき座位の周囲の遺伝子配列と一致するプローブを調
製することができる。該プローブを標的DNAにアニールさせて二重鎖を形成させた上で、
大腸菌(E.coli)のmutSタンパク質を該二重鎖と接触させる。mutSタンパク質はヌクレオチ
ドミスマッチを含むヘテロ二重鎖配列にのみ結合するため、mutSタンパク質の結合は突然
変異の存在を示すことになる。Modrich et al., Ann. Rev. Genet., 25:229-253 (1991)
を参照されたい。
【０１３８】
　本発明において突然変異またはヌクレオチドバリアントを検出するのに有用であり得る
上記の基礎的な技法に基づいて、多種多様な改良法および変法が当技術分野で開発された
。例えば、「サンライズプローブ」または「分子ビーコン」は蛍光共鳴エネルギー移動(F
RET)特性を使用し、高感度をもたらす。Wolf et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85:8
790-8794 (1988)を参照されたい。典型的には、検出すべきヌクレオチド座位にまたがる
プローブをヘアピン型構造となるように設計し、一方の末端を消光フルオロフォアで標識
し、もう一方の末端をレポーターフルオロフォアで標識する。その自然状態では、一方の
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フルオロフォアがもう一方のフルオロフォアに近接しているため、レポーターフルオロフ
ォアからの蛍光は消光フルオロフォアによって消光される。プローブが標的DNAにハイブ
リダイズすると、5'末端は3'末端から離れて分離され、したがって蛍光シグナルが再生さ
れる。Nazarenko et al., Nucleic Acids Res., 25:2516-2521 (1997)；Rychlik et al.,
 Nucleic Acids Res., 17:8543-8551 (1989)；Sharkey et al., Bio/Technology 12:506-
509 (1994)；Tyagi et al., Nat. Biotechnol., 14:303-308 (1996)；Tyagi et al., Nat
. Biotechnol., 16:49-53 (1998)を参照されたい。プライマー二量体の蓄積を抑制するた
めに、ホモタグ支援非二量体システム(HANDS)を分子ビーコン法と併用することができる
。Brownie et al., Nucleic Acids Res., 25:3235-3241 (1997)を参照されたい。
【０１３９】
　色素標識オリゴヌクレオチド連結アッセイは、OLAアッセイとPCRを併用する、FRETに基
づく方法である。Chen et al., Genome Res. 8:549-556 (1998)を参照されたい。TaqMan
は、ヌクレオチドバリアントを検出するための、FRETに基づく別の方法である。TaqManプ
ローブは、関心対象のバリアント座位にまたがる遺伝子のヌクレオチド配列を有し、かつ
異なる対立遺伝子と差次的にハイブリダイズするように設計されたオリゴヌクレオチドで
あってよい。該プローブの2つの末端を、それぞれ消光フルオロフォアおよびレポーター
フルオロフォアで標識する。TaqManプローブを、Taqポリメラーゼを用いた、関心対象の
座位を含む標的遺伝子領域の増幅のためのPCR反応に取り込む。Taqポリメラーゼは5'-3'
エキソヌクレアーゼ活性を示すが、3'-5'エキソヌクレアーゼ活性を有さないため、TaqMa
nプローブを標的DNAの鋳型にアニールさせた場合、TaqManプローブの5'末端はPCR反応中
にTaqポリメラーゼによって分解され、したがって消光フルオロフォアからレポーターフ
ルオロフォアが分離され、蛍光シグナルが放出される。Holland et al., Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA, 88:7276-7280 (1991)；Kalinina et al., Nucleic Acids Res., 25:1999-
2004 (1997)；Whitcombe et al., Clin. Chem., 44:918-923 (1998)を参照されたい。
【０１４０】
　加えて、本発明における検出は化学発光に基づく技法を使用することもできる。例えば
、オリゴヌクレオチドプローブを、野生型またはバリアント遺伝子座のいずれかにハイブ
リダイズするが、その両方にはハイブリダイズしないように設計することができる。該プ
ローブを高化学発光性アクリジニウムエステルで標識する。アクリジニウムエステルの加
水分解により、化学発光が損なわれる。該プローブが標的DNAにハイブリダイズすること
により、アクリジニウムエステルの加水分解が妨げられる。したがって、化学発光の変化
を測定することにより、標的DNAにおける特定の突然変異の有無が判定される。Nelson et
 al., Nucleic Acids Res., 24:4998-5003 (1996)を参照されたい。
【０１４１】
　本発明による遺伝子における遺伝的変化の検出は、「塩基除去配列スキャニング」(BES
S)技法に基づいてもよい。BESS法は、PCRに基づく突然変異スキャニング法である。ジデ
オキシ配列決定のTおよびGのラダーと類似しているBESS T-ScanおよびBESS G-Trackerが
作製される。正常DNAと変異体DNAの配列を比較することにより、突然変異が検出される。
例えば、Hawkins et al., Electrophoresis, 20:1171-1176 (1999)を参照されたい。
【０１４２】
　本発明による分子プロファイリングに、質量分析を用いることができる。Graber et al
., Curr. Opin. Biotechnol., 9:14-18 (1998)を参照されたい。例えば、プライマーオリ
ゴ塩基伸長(PROBE(商標))法では、標的核酸を固相支持体に固定化する。解析すべき座位
からすぐ5'上流側の標的に、プライマーをアニールさせる。デオキシリボヌクレオチドお
よびジデオキシリボヌクレオチドの選択された混合物の存在下で、プライマー伸長を行う
。その後、結果として生じた新たに伸長されたプライマーの混合物を、MALDI-TOFによっ
て解析する。例えば、Monforte et al., Nat. Med., 3:360-362 (1997)を参照されたい。
【０１４３】
　加えて、マイクロチップまたはマイクロアレイ技術もまた、本発明の検出法に適用可能
である。本質的に、マイクロチップでは、多数の異なるオリゴヌクレオチドプローブを、
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基板または担体、例えばシリコンチップまたはスライドガラス上のアレイに固定化する。
解析すべき標的核酸配列を、マイクロチップ上の固定化オリゴヌクレオチドプローブと接
触させることができる。Lipshutz et al., Biotechniques, 19:442-447 (1995)；Chee et
 al., Science, 274:610-614 (1996)；Kozal et al., Nat. Med. 2:753-759 (1996)；Hac
ia et al., Nat. Genet., 14:441-447 (1996)；Saiki et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 86:6230-6234 (1989)；Gingeras et al., Genome Res., 8:435-448 (1998)を参照さ
れたい。あるいは、調べるべき複数の標的核酸配列を基板上に固定し、一連のプローブを
固定化標的配列と接触させる。Drmanac et al., Nat. Biotechnol., 16:54-58 (1998)を
参照されたい。突然変異を検出するための上記の技法の1つまたは複数を組み入れて、多
数のマイクロチップ技術が開発された。コンピュータ解析ツールと組み合わせたマイクロ
チップ技術は、大規模な迅速スクリーニングを可能にする。本発明へのマイクロチップ技
術の適合化は、本開示を知らされている当業者に明白であろう。例えば、Fodor et alに
対する米国特許第5,925,525号；Wilgenbus et al., J. Mol. Med., 77:761-786 (1999)；
Graber et al., Curr. Opin. Biotechnol., 9:14-18 (1998)；Hacia et al., Nat. Genet
., 14:441-447 (1996)；Shoemaker et al., Nat. Genet., 14:450-456 (1996)；DeRisi e
t al., Nat. Genet., 14:457-460 (1996)；Chee et al., Nat. Genet., 14:610-614 (199
6)；Lockhart et al., Nat. Genet., 14:675-680 (1996)；Drobyshev et al., Gene, 188
:45-52 (1997)を参照されたい。
【０１４４】
　適切な検出技法の上記概説から明らかなように、用いる検出技法に応じて、標的DNA分
子の数を増大させるために、標的DNA、すなわち遺伝子、そのcDNA、mRNA、miRNA、または
一部を増幅することが必要である場合もあれば、必要でない場合もある。例えば、PCRに
基づく大部分の技法は、標的の一部の増幅と突然変異の検出を併用する。PCR増幅は当技
術分野で周知であり、米国特許第4,683,195号および第4,800,159号で開示されており、こ
れらはいずれも参照により本明細書に組み入れられる。PCRに基づかない検出技法では、
必要に応じて、増幅は、例えばインビボプラスミド増殖により、または大量の組織もしく
は細胞試料から標的DNAを精製することにより達成され得る。一般的に、Sambrook et al.
, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory
, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989を参照されたい。しかしながら、希少な試料であって
も、単一ヌクレオチド置換などのわずかな遺伝的変化が、試料中の標的DNAを増幅する必
要なしに検出され得る多くの高感度技法が開発されている。例えば、例えば標的DNAにハ
イブリダイズし得る分岐DNAまたはデンドリマーを使用することにより、標的DNAに対して
シグナルを増幅する技法が開発されている。分岐DNAまたはデンドリマーDNAは、ハイブリ
ダイゼーションプローブが、それに結合して、検出シグナルを増幅するための複数のハイ
ブリダイゼーション部位を提供する。Detmer et al., J. Clin. Microbiol., 34:901-907
 (1996)；Collins et al., Nucleic Acids Res., 25:2979-2984 (1997)；Horn et al., N
ucleic Acids Res., 25:4835-4841 (1997)；Horn et al., Nucleic Acids Res., 25:4842
-4849 (1997)；Nilsen et al., J. Theor. Biol., 187:273-284 (1997)を参照されたい。
【０１４５】
　Invader(商標)アッセイは、本発明による分子プロファイリングに用いることのできる
、単一ヌクレオチド変化を検出するための別の技法である。Invader(商標)アッセイは、
典型的なPCR DNA配列決定に基づく解析に必要とされる長いターンアラウンド時間を改良
する新規な線形シグナル増幅技術を使用する。Cooksey et al., Antimicrobial Agents a
nd Chemotherapy 44:1296-1301 (2000)を参照されたい。このアッセイは、「フラップ」
を形成するように関心対象の標的配列にハイブリダイズする2つの重複オリゴヌクレオチ
ドの間で形成された固有の二次構造の切断に基づいている。その後、各「フラップ」は1
時間当たり何千ものシグナルを生じる。したがって、この技法の結果を容易に解読するこ
とができ、本方法はDNA標的の指数関数的増幅を必要としない。Invader(商標)システムは
、DNA標的にハイブリダイズする2つの短いDNAプローブを利用する。ハイブリダイゼーシ
ョン事象によって形成された構造は特異的なcleavase酵素により認識され、この酵素によ
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ってプローブの一方が切断されて、短いDNA「フラップ」が放出される。その後、放出さ
れた各「フラップ」は蛍光標識プローブに結合して、別の切断構造を形成する。cleavase
酵素が標識プローブを切断すると、該プローブは検出可能な蛍光シグナルを放出する。例
えば、Lyamichev et al., Nat. Biotechnol., 17:292-296 (1999)を参照されたい。
【０１４６】
　ローリングサークル法は、指数関数的増幅を回避する別の方法である。Lizardi et al.
, Nature Genetics, 19:225-232 (1998)(参照により本明細書に組み入れられる)。例えば
、本方法の商業上の態様であるSniper(商標)は、特定のバリアントの正確な蛍光検出のた
めに設計された高感度ハイスループットSNPスコアリングシステムである。各ヌクレオチ
ドバリアントに対して、2つの直線状対立遺伝子特異的プローブを設計する。この2つの対
立遺伝子特異的プローブは、バリアント部位を補完するために変更される3'塩基を除いて
同一である。アッセイの第1段階では、標的DNAを変性した後、一対の一本鎖、対立遺伝子
特異的、開環状オリゴヌクレオチドプローブとハイブリダイズさせる。3'塩基が標的DNA
を正確に補完する場合、プローブの連結が優先的に起こる。環状化オリゴヌクレオチドプ
ローブのその後の検出は、ローリングサークル増幅によるものであり、増幅されたプロー
ブ産物は蛍光によって検出される。Clark and Pickering, Life Science News 6, 2000, 
Amersham Pharmacia Biotech (2000)を参照されたい。
【０１４７】
　増幅を一斉に回避するいくつかの他の技法には、例えば、表面増強共鳴ラマン散乱(SER
RS)、蛍光相関分光法、および単一分子電気泳動が含まれる。SERRSでは、発色団-核酸コ
ンジュゲートをコロイド銀上に吸収させ、該発色団の共鳴周波数のレーザー光を照射する
。Graham et al., Anal. Chem., 69:4703-4707 (1997)を参照されたい。蛍光相関分光法
は、電場における変動光シグナルと捕捉単一分子との間の空間的-時間的相関に基づいて
いる。Eigen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:5740-5747 (1994)を参照された
い。単一分子電気泳動では、分子が2つのレーザービーム間の所定の距離を移動するのに
要する時間を測定することにより、蛍光タグ化核酸の電気泳動速度を測定する。Castro e
t al., Anal. Chem., 67:3181-3186 (1995)を参照されたい。
【０１４８】
　加えて、試料として組織または細胞を用いるインサイチューハイブリダイゼーションに
おいて、対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチド(ASO)を用いることもできる。野生型遺伝
子配列、または突然変異を有する遺伝子配列と差次的にハイブリダイズし得るオリゴヌク
レオチドプローブを、放射性同位体、蛍光、または他の検出可能なマーカーで標識するこ
とができる。インサイチューハイブリダイゼーション技法は当技術分野で周知であり、特
定の個体の1つまたは複数の遺伝子におけるヌクレオチドバリアントの有無を検出するた
めの本発明への適合化は、本開示を知らされている当業者に明白であろう。
【０１４９】
　ヌクレオチドバリアントが、タンパク質の一次構造、二次構造、または三次構造に影響
するアミノ酸の置換または欠失または挿入またはフレームシフトを引き起こす場合には特
に、タンパク質に基づく検出技法もまた、分子プロファイリングに有用である。アミノ酸
変化を検出するために、タンパク質配列決定技法を用いることができる。例えば、試験す
べき個体から単離されたDNA断片を用いる組換え体発現によって、遺伝子に対応するタン
パク質またはその断片を合成することができる。好ましくは、決定すべき多型座位を包含
する100～150塩基対以下のcDNA断片を用いる。その後、従来のタンパク質配列決定法によ
って、ペプチドのアミノ酸配列を決定することができる。あるいは、アミノ酸配列変化を
判定するために、HPLC-顕微鏡タンデム質量分析技法を用いることもできる。この技法で
は、タンパク質に対してタンパク質分解消化を行い、結果として生じたペプチド混合物を
逆相クロマトグラフィー分離によって分離する。次いでタンデム質量分析を行い、そこか
ら収集されたデータを解析する。Gatlin et al., Anal. Chem., 72:757-763 (2000)を参
照されたい。
【０１５０】



(48) JP 2012-517238 A 2012.8.2

10

20

30

40

50

　タンパク質に基づく他の検出分子プロファイリング技法には、本発明による変異体遺伝
子にコードされるタンパク質と選択的に免疫反応する抗体に基づく免疫親和性アッセイが
含まれる。このような抗体を作製する方法は、当技術分野で公知である。抗体を用いて、
液体試料から特定のタンパク質を免疫沈降させること、または例えばポリアクリルアミド
ゲルによって分離されたタンパク質を免疫ブロットすることができる。組織または細胞内
の特定のタンパク質多型を検出するのに、免疫細胞化学的方法を用いることもできる。例
えば、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体を用いるサンドイッチアッセイを含
む、酵素結合免疫吸着測定法(ELISA)、放射免疫測定法(RIA)、免疫放射定量測定法(IRMA)
、および免疫酵素測定法(IEMA)を含む、抗体に基づく他の周知の技法を用いることもでき
る。例えば、米国特許第4,376,110号および第4,486,530号を参照されたく、これらはいず
れも参照により本明細書に組み入れられる。
【０１５１】
　したがって、個体における1つまたは複数の遺伝子ヌクレオチドバリアントまたはアミ
ノ酸バリアントの有無を、上記の検出法のいずれかを用いて判定することができる。
【０１５２】
　典型的には、1つまたは複数の遺伝子ヌクレオチドバリアントまたはアミノ酸バリアン
トの有無がいったん判定されると、医師または遺伝子カウンセラーまたは患者または他の
研究者は結果を知らされ得る。具体的には、結果は、他の研究者または医師または遺伝子
カウンセラーまたは患者に通信または送信され得る送信可能な形態で放たれ得る。このよ
うな形態は様々であってよく、有形または無形であってよい。試験される個体における本
発明のヌクレオチドバリアントの有無に関する結果は、説明的な記載、図、写真、図表、
画像、または任意の他の視覚形態で具体化され得る。例えば、結果を説明するのに、PCR
産物のゲル電気泳動の画像が用いられ得る。個体の遺伝子のどこにバリアントが生じるの
かを示す図もまた、試験結果を示すのに有用である。記載および視覚形態は、有形媒体、
例えば紙、コンピュータ可読媒体、例えばフロッピーディスク、コンパクトディスク等、
または無形媒体、例えばインターネットもしくはイントラネット上の電子メールもしくは
ウェブサイトの形態の電子媒体に記録され得る。加えて、試験される個体におけるヌクレ
オチドバリアントまたはアミノ酸バリアントの有無に関する結果は、音形態でも記録され
、電話、ファクシミリ、無線携帯電話、インターネット電話等により、任意の適切な媒体
、例えばアナログまたはデジタルケーブル線、光ファイバーケーブル等を通して送信され
得る。
【０１５３】
　したがって、試験結果に関する情報およびデータは世界中のどこででも作成され、異な
る場所に送信され得る。例えば、遺伝子型同定アッセイが海外で行われる場合、試験結果
に関する情報およびデータは上記の送信可能な形態で作成され、放たれ得る。送信可能な
形態の試験結果は、このようにして米国に輸入され得る。したがって、本発明はまた、個
体由来のがんと疑われる2つまたはそれ以上の試料の遺伝子型に関する送信可能な形態の
情報を作成する方法を包含する。本方法は、(1) 本発明の方法に従って試料からDNAの遺
伝子型を決定する段階；および(2) 該決定段階の結果を送信可能な形態で具体化する段階
を含む。該送信可能な形態は該作成方法の産物である。
【０１５４】
データおよび解析
　本発明の実行は、従来の生物学の方法、ソフトフェア、およびシステムを使用してもよ
い。本発明のコンピュータソフトフェア製品は典型的に、本発明の方法の論理的な段階を
実施するためのコンピュータ実行可能命令を有するコンピュータ可読媒体を含む。適切な
コンピュータ可読媒体には、フロッピーディスク、CD-ROM/DVD/DVD-ROM、ハードディスク
ドライブ、フラッシュメモリ、ROM/RAM、磁気テープ等が含まれる。コンピュータ実行可
能命令は、適切なコンピュータ言語またはいくつかの言語の組み合わせで書き込まれ得る
。基本的な計算生物学の方法は、例えば、Setubal and Meidanis et al., Introduction 
to Computational Biology Methods (PWS Publishing Company, Boston, 1997)；Salzber
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g, Searles, Kasif, (Ed.), Computational Methods in Molecular Biology, (Elsevier,
 Amsterdam, 1998)；Rashidi and Buehler, Bioinformatics Basics: Application in Bi
ological Science and Medicine (CRC Press, London, 2000)、およびOuelette and Bzev
anis Bioinformatics: A Practical Guide for Analysis of Gene and Proteins (Wiley 
& Sons, Inc., 2.sup.nd ed., 2001)に記載されている。米国特許第6,420,108号を参照さ
れたい。
【０１５５】
　本発明は、プローブ設計、データ管理、解析、および機器操作などの種々の目的のため
に、様々なコンピュータプログラム製品およびソフトフェアを使用することもできる。米
国特許第5,593,839号、第5,795,716号、第5,733,729号、第5,974,164号、第6,066,454号
、第6,090,555号、第6,185,561号、第6,188,783号、第6,223,127号、第6,229,911号、お
よび第6,308,170を参照されたい。
【０１５６】
　さらに、本発明は、米国特許出願第10/197,621号、第10/063,559号(米国公開第2002018
3936号)、第10/065,856号、第10/065,868号、第10/328,818号、第10/328,872号、第10/42
3,403号、および第60/482,389号に示されているような、インターネットなどのネットワ
ーク上で遺伝子情報を提供する方法を含む態様に関する。例えば、1つの場所、例えば市
、州、国、または大陸で1つまたは複数の分子プロファイリング技法を実施することがで
き、その結果を別の市、州、国、または大陸に送信することができる。次いで、第2の場
所の全体または一部において、治療選択を行うことができる。本発明の方法は、異なる場
所間での情報の送信を含む。
【０１５７】
治療選択のための分子プロファイリング
　本発明の方法は、候補治療選択を、それを必要とする対象に提供する。分子プロファイ
リングを用いて、本明細書に開示されるバイオマーカーの1つまたは複数が治療の標的で
ある病態に罹患している個体に対して1つまたは複数の候補治療薬を同定することができ
る。例えば本方法は、がんに対して、1つまたは複数の化学療法治療を同定することがで
きる。1つの局面において、本発明は、対象由来の試料において免疫組織化学(IHC)解析を
行い、少なくとも5種類のタンパク質に関するIHC発現プロファイルを決定する段階；該試
料においてマイクロアレイ解析を行い、少なくとも10種類の遺伝子に関するマイクロアレ
イ発現プロファイルを決定する段階；該試料において蛍光インサイチューハイブリダイゼ
ーション(FISH)解析を行い、少なくとも1種類の遺伝子に関するFISH突然変異プロファイ
ルを決定する段階；該試料においてDNA配列決定を行い、少なくとも1種類の遺伝子に関す
る配列決定突然変異プロファイルを決定する段階；ならびにi) 該IHC発現プロファイル中
に含まれる1種もしくは複数種のタンパク質を過剰発現もしくは過小発現する罹患細胞、i
i) 該マイクロアレイ発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子を過剰発
現もしくは過小発現する罹患細胞、iii) 該FISH突然変異プロファイル中に含まれる1種も
しくは複数種の遺伝子において突然変異を有さないか、もしくは1種以上の突然変異を有
する罹患細胞、および/またはiv) 該配列決定突然変異プロファイル中に含まれる1種もし
くは複数種の遺伝子において突然変異を有さないか、もしくは1種以上の突然変異を有す
る罹患細胞に対する生物活性が判明している治療についてのマッピングを含む規則データ
ベースに対して、該IHC発現プロファイル、マイクロアレイ発現プロファイル、FISH突然
変異プロファイル、および配列決定突然変異プロファイルを比較する段階；ならびに該規
則データベースに対する比較によって、治療が該罹患細胞に対する生物活性を有するはず
であることが示されて、かつ該規則データベースに対する比較によって、該罹患細胞の治
療に関して該治療の禁忌が示されない場合に、該治療を同定する段階を含む方法を提供す
る。疾患はがんであってよい。分子プロファイリング段階は任意の順序で行うことができ
る。いくつかの態様において、分子プロファイリング段階のすべてが実施されるわけでは
ない。非限定的な例として、本明細書に記載されるように、試料の質が閾値を満たさない
場合には、マイクロアレイ解析は行われない。別の例では、FISH解析が閾値を満たす場合
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にのみ、配列決定が行われる。本明細書に記載されるか、または当技術分野で公知である
分子プロファイリングの1つまたは複数を用いて、任意の関連バイオマーカーを評価する
ことができる。該マーカーは、有用となる治療といくらかの直接的または間接的な関連を
有することのみが必要である。
【０１５８】
　分子プロファイリングは、実施される各アッセイ技法に関して少なくとも1つの遺伝子(
または遺伝子産物)のプロファイリングを含む。様々な数の遺伝子を様々な技法でアッセ
イすることができる。標的治療法と直接的または間接的に関連している本明細書に開示さ
れる任意のマーカーを、遺伝子、例えばDNA配列、および/または遺伝子産物、例えばmRNA
もしくはタンパク質に基づいて評価することができる。このような核酸および/またはポ
リペプチドは、有無、レベルまたは量、突然変異、配列、ハプロタイプ、再構成、コピー
数等に関して規定通りにプロファイリングすることができる。いくつかの態様では、単一
の遺伝子および/または1つもしくは複数の対応する遺伝子産物を、2つ以上の分子プロフ
ァイリング技法によってアッセイする。遺伝子または遺伝子産物(本明細書では「マーカ
ー」または「バイオマーカー」とも称される)、例えばmRNAもしくはタンパク質を、非限
定的にFISH、マイクロアレイ、IHC、配列決定、または免疫測定法を含む適用可能な技法(
例えば、DNA、RNA、タンパク質を評価するための)を用いて評価する。したがって、本明
細書に開示されるマーカーのいずれかを、単一の分子プロファイリング技法によって、ま
たは本明細書に開示される複数の方法によってアッセイすることができる(例えば、単一
のマーカーを、IHC、FISH、配列決定、マイクロアレイ等のうちの1つまたは複数によって
プロファイリングする)。いくつかの態様では、少なくとも約1、2、3、4、5、6、7、8、9
、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29
、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95個、または少なくとも約10
0個の遺伝子または遺伝子産物を、少なくとも1つの技法、複数の技法、またはFISH、マイ
クロアレイ、IHC、および配列決定のそれぞれによってプロファイリングする。いくつか
の態様では、少なくとも約100、200、300、400、500、600、700、800、900、1000、2000
、3000、4000、5000、6000、7000、8000、9000、10,000、11,000、12,000、13,000、14,0
00、15,000、16,000、17,000、18,000、19,000、20,000、21,000、22,000、23,000、24,0
00、25,000、26,000、27,000、28,000、29,000、30,000、31,000、32,000、33,000、34,0
00、35,000、36,000、37,000、38,000、39,000、40,000、41,000、42,000、43,000、44,0
00、45,000、46,000、47,000、48,000、49,000個、または少なくとも約50,000個の遺伝子
または遺伝子産物を、各技法によってプロファイリングする。アッセイするマーカーの数
は、用いる技法に依存し得る。例えば、マイクロアレイおよび大規模並列配列決定はハイ
スループット解析に役立つ。
【０１５９】
　いくつかの態様では、それを必要とする対象由来の試料を、以下のうちの1つまたは複
数に関して、IHC発現プロファイリング、マイクロアレイ発現プロファイリング、FISH突
然変異プロファイリング、および/または配列決定突然変異プロファイリング(PCR、RT-PC
R、ピロシーケンシングによるなど)を含むがこれらに限定されない方法を用いてプロファ
イリングする：ABCC1、ABCG2、ACE2、ADA、ADH1C、ADH4、AGT、アンドロゲン受容体、AR
、AREG、ASNS、BCL2、BCRP、BDCA1、BIRC5、B-RAF、BRCA1、BRCA2、CA2、カベオリン、CD
20、CD25、CD33、CD52、CDA、CDK2、CDW52、CES2、CK 14、CK 17、CK 5/6、c-KIT、c-Myc
、COX-2、サイクリンD1、DCK、DHFR、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、E-カドヘリン、ECGF1、EG
FR、EPHA2、エピレギュリン、ER、ERBR2、ERCC1、ERCC3、EREG、ESR1、FLT1、葉酸受容体
、FOLR1、FOLR2、FSHB、FSHPRH1、FSHR、FYN、GART、GNRH1、GNRHR1、GSTP1、HCK、HDAC1
、Her2/Neu、HGF、HIF1A、HIG1、HSP90、HSP90AA1、HSPCA、IL13RA1、IL2RA、KDR、KIT、
K-RAS、LCK、LTB、リンホトキシンβ受容体、LYN、MGMT、MLH1、MRP1、MS4A1、MSH2、Myc
、NFKB1、NFKB2、NFKBIA、ODC1、OGFR、p53、p95、PARP-1、PDGFC、PDGFR、PDGFRA、PDGF
RB、PGP、PGR、PI3K、POLA、POLA1、PPARG、PPARGC1、PR、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RR
M1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、SPARC MC、SPARC PC、SRC、SSTR1、SSTR2、SSTR3
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、SSTR4、SSTR5、サバイビン、TK1、TLE3、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TOPO1、TOPO2B、
トポイソメラーゼII、TS、TXN、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGF、VEGFA、VEGFC、VHL、YES1、
およびZAP70。
【０１６０】
　いくつかの態様では、さらなる分子プロファイリング法を実施する。これらは、非限定
的に、PCR、RT-PCR、Q-PCR、SAGE、MPSS、免疫測定法、および本明細書に記載されるかま
たは当業者に公知の生物学的システムを評価するための他の技法を含み得る。アッセイす
べき遺伝子および遺伝子産物の選択は、新たな治療および新たな薬物標的が同定されるの
と共に更新され得る。バイオマーカーの発現または突然変異が治療選択肢とひとたび関連
づけられたならば、それを分子プロファイリングによって評価することができる。このよ
うな分子プロファイリングは本明細書に開示される技法に限定されず、核酸もしくはタン
パク質レベル、配列情報、またはそれらの両方を評価するのに慣行的である任意の方法論
を含むことを、当業者は理解するであろう。本発明の方法はまた、現行法に対する任意の
改良、または将来開発される新たな分子プロファイリング技法を利用することができる。
いくつかの態様では、遺伝子または遺伝子産物を、単一の分子プロファイリング技法によ
って評価する。他の態様では、遺伝子および/または遺伝子産物を、複数の分子プロファ
イリング技法によって評価する。非限定的な例において、遺伝子配列は、FISHおよびピロ
シーケンシング解析のうちの1つまたは複数によって解析することができ、mRNA遺伝子産
物は、RT-PCRおよびマイクロアレイのうちの1つまたは複数によってアッセイすることが
でき、タンパク質遺伝子産物は、IHCおよび免疫測定法のうちの1つまたは複数によってア
ッセイすることができる。疾患治療に恩恵をもたらすバイオマーカーと分子プロファイリ
ング技法の任意の組み合わせが本発明によって意図されることを、当業者は理解するであ
ろう。
【０１６１】
　がんにおいて役割を果たすことが知られており、かつ本発明の分子プロファイリング技
法のいずれかによってアッセイすることができる遺伝子および遺伝子産物には、非限定的
に、2AR、ディスインテグリン、甲状腺およびレチノイン酸受容体の活性化因子(ACTR)、A
DAM 11、脂肪生成阻害因子(ADIF)、α6インテグリンサブユニット、αVインテグリンサブ
ユニット、αカテニン、乳癌での増幅1(AIB1)、乳癌での増幅3(AIB3)、乳癌での増幅4(AI
B4)、アミロイド前駆体タンパク質セクレターゼ(APPS)、AP-2γ、APPS、ATP結合カセット
輸送体(ABCT)、胎盤特異的(ABCP)、ATP結合カセットサブファミリーCメンバー(ABCC1)、B
AG-1、BASIGIN(BSG)、BCEI、B細胞分化因子(BCDF)、B細胞白血病2(BCL-2)、B細胞刺激因
子-2(BSF-2)、BCL-1、BCL-2結合Xタンパク質(BAX)、BCRP、β1インテグリンサブユニット
、β3インテグリンサブユニット、β5インテグリンサブユニット、β2インターフェロン
、βカテニン、βカテニン、骨シアロタンパク質(BSP)、乳癌エストロゲン誘導性配列(BC
EI)、乳癌抵抗性タンパク質(BCRP)、乳癌1型(BRCA1)、乳癌2型(BRCA2)、乳癌増幅配列2(B
CAS2)、カドヘリン、上皮型カドヘリン-11、カドヘリン結合タンパク質、カルシトニン受
容体(CTR)、カルシウム胎盤タンパク質(CAPL)、カルサイクリン、CALLA、CAM5、CAPL、癌
胎児抗原(CEA)、カテニン、α1、カテプシンB、カテプシンD、カテプシンK、カテプシンL
2、カテプシンO、カテプシンO1、カテプシンV、CD10、CD146、CD147、CD24、CD29、CD44
、CD51、CD54、CD61、CD66e、CD82、CD87、CD9、CEA、細胞性レチノール結合タンパク質1
(CRBP1)、c-ERBB-2、CK7、CK8、CK18、CK19、CK20、クローディン-7、c-MET、コラゲナー
ゼ、線維芽細胞、コラゲナーゼ、間質、コラゲナーゼ3、共通急性リンパ球性白血病抗原(
CALLA)、コネキシン26(Cx26) 、コネキシン43(Cx43)、コルタクチン、COX-2、CTLA-8、CT
R、CTSD、サイクリンD1、シクロオキシゲナーゼ-2、サイトケラチン18、サイトケラチン1
9、サイトケラチン8、細胞傷害性Tリンパ球関連セリンエステラーゼ8(CTLA-8)、分化阻害
活性(DIA)、乳癌で増幅されるDNA1(DAM1)、DNAトポイソメラーゼIIα、DR-NM23、E-カド
ヘリン、EMMPRIN、EMS1、内皮細胞増殖因子(ECGR)、血小板由来(PD-ECGF)、エンケファリ
ナーゼ、上皮増殖因子受容体(EGFR)、エピシアリン、上皮膜抗原(EMA)、ER-α、ERBB2、E
RBB4、ER-β、ERF-1、赤血球増強活性(EPA)、ESR1、エストロゲン受容体-α、エストロゲ
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ン受容体-β、ETS-1、細胞外基質メタロプロテイナーゼ誘導物質(EMMPRIN)、フィブロネ
クチン受容体、βポリペプチド(FNRB)、フィブロネクチン受容体βサブユニット(FNRB)、
FLK-1、GA15.3、GA733.2、ガレクチン-3、γカテニン、ギャップ結合タンパク質(26 kDa)
、ギャップ結合タンパク質(43 kDa)、ギャップ結合タンパク質α-1(GJA1)、ギャップ結合
タンパク質β-2(GJB2)、GCP1、ゼラチナーゼA、ゼラチナーゼB、ゼラチナーゼ(72 kDa)、
ゼラチナーゼ(92 kDa)、グリオスタチン、グルココルチコイド受容体相互作用タンパク質
1(GRIP1)、グルタチオンS-トランスフェラーゼp、GM-CSF、顆粒球走化性タンパク質1(GCP
1)、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、増殖因子受容体結合-7(GRB-7)、GSTp、HAP
、熱ショック同族タンパク質70(HSC70)、熱安定性抗原、肝細胞増殖因子(HGF)、肝細胞増
殖因子受容体(HGFR)、肝細胞刺激因子III(HSF III)、HER-2、HER2/NEU、HERMES抗原、HET
、HHM、腫瘍随伴液性高カルシウム血症(HHM)、ICERE-1、INT-1、細胞間接着分子-1(ICAM-
1)、インターフェロンγ誘導因子(IGIF)、インターロイキン-1α(IL-1A)、インターロイ
キン-1β(IL-1B)、インターロイキン-11(IL-11)、インターロイキン-17(IL-17)、インタ
ーロイキン-18(IL-18)、インターロイキン-6(IL-6)、インターロイキン-8(IL-8)、エスト
ロゲン受容体発現と逆相関-1(ICERE-1)、KAI1、KDR、ケラチン8、ケラチン18、ケラチン1
9、KISS-1、白血病抑制因子(LIF)、LIF、炎症性乳癌で喪失(LIBC)、LOT(「形質転換で喪
失」)、リンパ球ホーミング受容体、マクロファージコロニー刺激因子、MAGE-3、マンマ
グロビン、マスピン、MC56、M-CSF、MDC、MDNCF、MDR、メラノーマ細胞接着分子(MCAM)、
膜メタロエンドペプチダーゼ(MME)、膜結合中性エンドペプチダーゼ(NEP)、システインリ
ッチタンパク質(MDC)、メタスタシン(MTS-1)、MLN64、MMP1、MMP2、MMP3、MMP7、MMP9、M
MP11、MMP13、MMP14、MMP15、MMP16、MMP17、モエシン、単球アルギニン-セルピン、単球
由来好中球走化性因子、単球由来プラスミノーゲンアクチベーターインヒビター、MTS-1
、MUC-1、MUC18、ムチン様癌関連抗原(MCA)、ムチン、MUC-1、多剤耐性タンパク質1(MDR
、MDR1)、多剤耐性関連タンパク質-1(MRP、MRP-1)、N-カドヘリン、NEP、NEU、中性エン
ドペプチダーゼ、好中球活性化ペプチド1(NAP1)、NM23-H1、NM23-H2、NME1、NME2、核内
受容体コアクチベーター-1(NCoA-1)、核内受容体コアクチベーター-2(NCoA-2)、核内受容
体コアクチベーター-3(NCoA-3)、ヌクレオシド二リン酸キナーゼA(NDPKA)、ヌクレオシド
二リン酸キナーゼB(NDPKB)、オンコスタチン M(OSM)、オルニチン脱炭酸酵素(ODC)、破骨
細胞分化因子(ODF)、破骨細胞分化因子受容体(ODFR)、オステオネクチン(OSN, ON)、オス
テオポンチン(OPN)、オキシトシン受容体(OXTR)、p27/kip1、p300/CBPコインテグレータ
ー関連タンパク質(p/CIP)、p53、p9Ka、PAI-1、PAI-2、副甲状腺腺腫症1(PRAD1)、副甲状
腺ホルモン様ホルモン(PTHLH)、副甲状腺ホルモン関連ペプチド(PTHrP)、P-カドヘリン、
PD-ECGF、PDGF、ピーナッツ反応性尿ムチン(PUM)、P-糖タンパク質(P-GP)、PGP-1、PHGS-
2、PHS-2、PIP、プラコグロビン、プラスミノーゲンアクチベーターインヒビター(1型)、
プラスミノーゲンアクチベーターインヒビター(2型)、プラスミノーゲンアクチベーター(
組織型)、プラスミノーゲンアクチベーター(ウロキナーゼ型)、血小板糖タンパク質IIIa(
GP3A)、PLAU、多形性腺腫遺伝子様1(PLAGL1)、多形性上皮ムチン(PEM)、PRAD1、プロゲス
テロン受容体(PgR)、プロゲステロン耐性、プロスタグランジンエンドペルオキシド合成
酵素-2、プロスタグランジンG/H合成酵素-2、プロスタグランジンH合成酵素-2、pS2、PS6
K、ソリアシン、PTHLH、PTHrP、RAD51、RAD52、RAD54、RAP46、受容体結合コアクチベー
ター3(RAC3)、エストロゲン受容体活性の抑制因子(REA)、S100A4、S100A6、S100A7、S6K
、SART-1、足場付着因子B(SAF-B)、散乱因子(SF)、分泌リンタンパク質-1(SPP-1)、分泌
タンパク質、酸性かつシステインリッチ(SPARC)、スタニオカルシン、ステロイド受容体
コアクチベーター-1(SRC-1)、ステロイド受容体コアクチベーター-2(SRC-2)、ステロイド
受容体コアクチベーター-3(SRC-3)、ステロイド受容体RNAアクチベーター(SRA)、ストロ
メライシン-1、ストロメライシン-3、テネイシン-C(TN-C)、精巣特異的プロテアーゼ50、
トロンボスポンジンI、トロンボスポンジンII、チミジンホスホリラーゼ(TP)、甲状腺ホ
ルモン受容体アクチベーター分子1(TRAM-1)、密着結合タンパク質1(TJP1)、TIMP1、TIMP2
、TIMP3、TIMP4、組織型プラスミノーゲンアクチベーター、TN-C、TP53、tPA、転写中間
因子2(TRANSCRIPTIONAL INTERMEDIARY FACTOR 2, TIF2)、トレフォイル因子1(TFF1)、TSG
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101、TSP-1、TSP1、TSP-2、TSP2、TSP50、腫瘍細胞コラゲナーゼ刺激因子(TCSF)、腫瘍関
連上皮ムチン、uPA、uPAR、ウロキナーゼ、ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベー
ター、ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベーター受容体(uPAR)、ウボモルリン、血
管内皮増殖因子、血管内皮増殖因子受容体-2(VEGFR2)、血管内皮増殖因子-A、血管透過性
因子、VEGFR2、最晩期T細胞抗原β(VLA-β)、ビメンチン、ビトロネクチン受容体αポリ
ペプチド(VNRA)、ビトロネクチン受容体、フォン・ヴィレブランド因子、VPF、VWF、WNT-
1、ZAC、ZO-1、および閉鎖帯-1が含まれる。
【０１６２】
　IHC発現プロファイリングに用いられる遺伝子産物には、非限定的に、SPARC、PGP、Her
2/neu、ER、PR、c-kit、AR、CD52、PDGFR、TOP2A、TS、ERCC1、RRM1、BCRP、TOPO1、PTEN
、MGMT、およびMRP1のうちの1つまたは複数が含まれる。EGFRのIHCプロファイリングを行
うこともできる。IHCはまた、非限定的に以下のうちの1つまたは複数を含む様々な遺伝子
産物を検出または試験するために用いられる：EGFR、SPARC、C-kit、ER、PR、アンドロゲ
ン受容体、PGP、RRM1、TOPO1、BRCP1、MRP1、MGMT、PDGFR、DCK、ERCC1、チミジル酸合成
酵素、Her2/neu、またはTOPO2A。いくつかの態様において、IHCは、非限定的に以下のも
のを含む以下のタンパク質のうちの1つまたは複数を検出するために用いられる：ADA、AR
、ASNA、BCL2、BRCA2、CD33、CDW52、CES2、DNMT1、EGFR、ERBB2、ERCC3、ESR1、FOLR2、
GART、GSTP1、HDAC1、HIF1A、HSPCA、IL2RA、KIT、MLH1、MS4A1、MASH2、NFKB2、NFKBIA
、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB、PGR、POLA、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RXRB、SPARC、
SSTR1、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGF、VHL、またはZAP70。
【０１６３】
　マイクロアレイ発現プロファイリングは、非限定的に以下のものを含む1つまたは複数
の遺伝子または遺伝子産物の発現を同時に測定するために用いることができる：ABCC1、A
BCG2、ADA、AR、ASNS、BCL2、BIRC5、BRCA1、BRCA2、CD33、CD52、CDA、CES2、DCK、DHFR
、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、ECGF1、EGFR、EPHA2、ERBB2、ERCC1、ERCC3、ESR1、FLT1、FO
LR2、FYN、GART、GNRH1、GSTP1、HCK、HDAC1、HIF1A、HSP90AA1、IL2RA、HSP90AA1、KDR
、KIT、LCK、LYN、MGMT、MLH1、MS4A1、MSH2、NFKB1、NFKB2、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDG
FRB、PGR、POLA1、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、
SRC、SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TY
MS、VDR、VEGFA、VHL、YES1、およびZAP70。いくつかの態様において、マイクロアレイ発
現プロファイリングに用いられる遺伝子は、EGFR、SPARC、C-kit、ER、PR、アンドロゲン
受容体、PGP、RRM1、TOPO1、BRCP1、MRP1、MGMT、PDGFR、DCK、ERCC1、チミジル酸合成酵
素、Her2/neu、TOPO2A、ADA、AR、ASNA、BCL2、BRCA2、CD33、CDW52、CES2、DNMT1、EGFR
、ERBB2、ERCC3、ESR1、FOLR2、GART、GSTP1、HDAC1、HIF1A、HSPCA、IL2RA、KIT、MLH1
、MS4A1、MASH2、NFKB2、NFKBIA、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB、PGR、POLA、PTEN、PTG
S2、RAF1、RARA、RXRB、SPARC、SSTR1、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS、
VDR、VEGF、VHL、またはZAP70のうちの1つまたは複数を含む。低密度マイクロアレイ、発
現マイクロアレイ、比較ゲノムハイブリダイゼーション(CGH)マイクロアレイ、一塩基多
型(SNP)マイクロアレイ、プロテオミクスアレイ 抗体アレイ、または本明細書に開示され
るかもしくは当業者に公知の他のアレイを用いて、マイクロアレイ発現プロファイリング
を行うことができる。いくつかの態様では、ハイスループット発現アレイが用いられる。
このような系には、非限定的に、本明細書においてより詳細に記載される、Agilentまた
はIlluminaから市販されている系が含まれる。
【０１６４】
　FISH突然変異プロファイリングを用いて、EGFRおよびHER2のうちの1つまたは複数をプ
ロファイリングすることができる。いくつかの態様において、FISHは、以下のものを含む
がこれらに限定されない以下の遺伝子のうちの1つまたは複数を検出または試験するため
に用いられる：EGFR、SPARC、C-kit、ER、PR、アンドロゲン受容体、PGP、RRM1、TOPO1、
BRCP1、MRP1、MGMT、PDGFR、DCK、ERCC1、チミジル酸合成酵素、HER2、またはTOPO2A。い
くつかの態様において、FISHは、非限定的に以下のうちの1つまたは複数を含む様々なバ
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イオマーカーを検出または試験するために用いられる：ADA、AR、ASNA、BCL2、BRCA2、CD
33、CDW52、CES2、DNMT1、EGFR、ERBB2、ERCC3、ESR1、FOLR2、GART、GSTP1、HDAC1、HIF
1A、HSPCA、IL2RA、KIT、MLH1、MS4A1、MASH2、NFKB2、NFKBIA、OGFR、PDGFC、PDGFRA、P
DGFRB、PGR、POLA、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RXRB、SPARC、SSTR1、TK1、TNF、TOP1、T
OP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGF、VHL、またはZAP70。
【０１６５】
　いくつかの態様において、配列決定突然変異プロファイリングに用いられる遺伝子は、
KRAS、BRAF、c-KIT、およびEGFRのうちの1つまたは複数を含む。配列決定解析はまた、AB
CC1、ABCG2、ADA、AR、ASNS、BCL2、BIRC5、BRCA1、BRCA2、CD33、CD52、CDA、CES2、DCK
、DHFR、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、ECGF1、EGFR、EPHA2、ERBB2、ERCC1、ERCC3、ESR1、FL
T1、FOLR2、FYN、GART、GNRH1、GSTP1、HCK、HDAC1、HIF1A、HSP90AA1、IL2RA、HSP90AA1
、KDR、KIT、LCK、LYN、MGMT、MLH1、MS4A1、MSH2、NFKB1、NFKB2、OGFR、PDGFC、PDGFRA
、PDGFRB、PGR、POLA1、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、SP
ARC、SRC、SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD
1、TYMS、VDR、VEGFA、VHL、YES1、およびZAP70のうちの1つまたは複数において突然変異
を評価することを含み得る。
【０１６６】
　関連局面において、本発明は、公知のバイオマーカーのセットの分子プロファイリング
を用いることにより、その治療を必要とする対象に対する候補治療を同定する方法を提供
する。例えば、本方法は、がんを有する個体に対して化学療法薬を同定することができる
。本方法は、対象から試料を採取する段階；該試料において免疫組織化学(IHC)解析を行
い、SPARC、PGP、Her2/neu、ER、PR、c-kit、AR、CD52、PDGFR、TOP2A、TS、ERCC1、RRM1
、BCRP、TOPO1、PTEN、MGMT、およびMRP1のうちの少なくとも5つに関するIHC発現プロフ
ァイルを決定する段階；該試料においてマイクロアレイ解析を行い、ABCC1、ABCG2、ADA
、AR、ASNS、BCL2、BIRC5、BRCA1、BRCA2、CD33、CD52、CDA、CES2、DCK、DHFR、DNMT1、
DNMT3A、DNMT3B、ECGF1、EGFR、EPHA2、ERBB2、ERCC1、ERCC3、ESR1、FLT1、FOLR2、FYN
、GART、GNRH1、GSTP1、HCK、HDAC1、HIF1A、HSP90AA1、IL2RA、HSP90AA1、KDR、KIT、LC
K、LYN、MGMT、MLH1、MS4A1、MSH2、NFKB1、NFKB2、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB、PGR
、POLA1、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、SRC、SST
R1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS、VDR
、VEGFA、VHL、YES1、およびZAP70のうちの少なくとも5つに関するマイクロアレイ発現プ
ロファイルを決定する段階；該試料において蛍光インサイチューハイブリダイゼーション
(FISH)解析を行い、EGFRおよびHER2のうちの少なくとも1つに関するFISH突然変異プロフ
ァイルを決定する段階；該試料においてDNA配列決定を行い、KRAS、BRAF、c-KIT、および
EGFRのうちの少なくとも1つに関する配列決定突然変異プロファイルを決定する段階；な
らびにi) 該IHC発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種のタンパク質を過剰発
現もしくは過小発現する罹患細胞、ii) 該マイクロアレイ発現プロファイル中に含まれる
1種もしくは複数種の遺伝子を過剰発現もしくは過小発現する罹患細胞、iii) 該FISH突然
変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子において突然変異を有さない
か、もしくは1種以上の突然変異を有する罹患細胞、および/またはiv) 該配列決定突然変
異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子において突然変異を有さないか
、もしくは1種以上の突然変異を有する罹患細胞に対する生物活性が判明している治療に
ついてのマッピングを含む規則データベースに対して、該IHC発現プロファイル、マイク
ロアレイ発現プロファイル、FISH突然変異プロファイル、および配列決定突然変異プロフ
ァイルを比較する段階；ならびに該規則データベースに対する比較によって、治療が該疾
患に対する生物活性を有するはずであることが示されて、かつ該規則データベースに対す
る比較によって、該疾患の治療に関して該治療の禁忌が示されない場合に、該治療を同定
する段階を含む。疾患はがんであってよい。分子プロファイリング段階は任意の順序で行
うことができる。いくつかの態様において、分子プロファイリング段階のすべてが実施さ
れるわけではない。非限定的な例として、本明細書に記載されるように、試料の質が閾値
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を満たさない場合には、マイクロアレイ解析は行われない。いくつかの態様において、IH
C発現プロファイリングは、上記の遺伝子産物の少なくとも20%、30%、40%、50%、60%、70
%、80%、90%、または95%に関して行われる。いくつかの態様において、マイクロアレイ発
現プロファイリングは、上記の遺伝子の少なくとも20%、30%、40%、50%、60%、70%、80%
、90%、または95%に関して行われる。
【０１６７】
　関連局面において、本発明は、公知のバイオマーカーの既定のセットの分子プロファイ
リングを用いることにより、その治療を必要とする対象に対する候補治療を同定する方法
を提供する。例えば、本方法は、がんを有する個体に対して化学療法薬を同定することが
できる。本方法は、対象から試料を採取する段階であって、該試料がホルマリン固定パラ
フィン包埋(FFPE)組織または新鮮凍結組織を含み、かつ該試料ががん細胞を含む、段階；
該試料において免疫組織化学(IHC)解析を行い、少なくともSPARC、PGP、Her2/neu、ER、P
R、c-kit、AR、CD52、PDGFR、TOP2A、TS、ERCC1、RRM1、BCRP、TOPO1、PTEN、MGMT、およ
びMRP1に関するIHC発現プロファイルを決定する段階；該試料においてマイクロアレイ解
析を行い、少なくともABCC1、ABCG2、ADA、AR、ASNS、BCL2、BIRC5、BRCA1、BRCA2、CD33
、CD52、CDA、CES2、DCK、DHFR、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、ECGF1、EGFR、EPHA2、ERBB2、
ERCC1、ERCC3、ESR1、FLT1、FOLR2、FYN、GART、GNRH1、GSTP1、HCK、HDAC1、HIF1A、HSP
90AA1、IL2RA、HSP90AA1、KDR、KIT、LCK、LYN、MGMT、MLH1、MS4A1、MSH2、NFKB1、NFKB
2、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB、PGR、POLA1、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RRM1、RRM2
、RRM2B、RXRB、RXRG、SPARC、SRC、SSTR1、SSTR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5、TK1、TNF、TO
P1、TOP2A、TOP2B、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGFA、VHL、YES1、およびZAP70に関するマイク
ロアレイ発現プロファイルを決定する段階；該試料において蛍光インサイチューハイブリ
ダイゼーション(FISH)解析を行い、少なくともEGFRおよびHER2に関するFISH突然変異プロ
ファイルを決定する段階；該試料においてDNA配列決定を行い、少なくともKRAS、BRAF、c
-KIT、およびEGFRに関する配列決定突然変異プロファイルを決定する段階を含む。該IHC
発現プロファイル、マイクロアレイ発現プロファイル、FISH突然変異プロファイル、およ
び配列決定突然変異プロファイルを、規則データベースに対して比較し、この場合、該規
則データベースは、i) 該IHC発現プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種のタンパ
ク質を過剰発現もしくは過小発現する罹患細胞；ii) 該マイクロアレイ発現プロファイル
中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子を過剰発現もしくは過小発現する罹患細胞；iii
) 該FISH突然変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子において突然変
異を有さないか、もしくは1種以上の突然変異を有する罹患細胞；および/またはiv) 該配
列決定突然変異プロファイル中に含まれる1種もしくは複数種の遺伝子において突然変異
を有さないか、もしくは1種以上の突然変異を有する罹患細胞に対する生物活性が判明し
ている治療についてのマッピングを含み；ならびに以下の場合に治療を同定する：該規則
データベースに対する比較によって、該治療が該疾患に対する生物活性を有するはずであ
ることが示されて；かつ該規則データベースに対する比較によって、該疾患の治療に関し
て該治療の禁忌が示されない場合。疾患はがんであってよい。分子プロファイリング段階
は任意の順序で行うことができる。いくつかの態様において、分子プロファイリング段階
のすべてが実施されるわけではない。非限定的な例として、本明細書に記載されるように
、試料の質が閾値を満たさない場合には、マイクロアレイ解析は行われない。いくつかの
態様において、生物学的物質はmRNAであり、品質管理試験は、A260/A280比、および/また
はハウスキーピング遺伝子、例えばRPL13aを用いるRT-PCRのCt値を含む。いくつかの態様
において、1.5より低いA260/A280比または30より高いRPL13a Ct値である場合、mRNAは品
質管理試験に合格しない。この場合、マイクロアレイ解析は実施され得ない。あるいは、
マイクロアレイ結果は、例えば他の分子プロファイリング技法の結果と比較してより低い
優先度が付与されるなど、減弱され得る。
【０１６８】
　いくつかの態様では、分子プロファイリングは常に特定の遺伝子または遺伝子産物にお
いて行われ、他の遺伝子または遺伝子産物のプロファイリングは任意である。例えば、IH
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C発現プロファイリングは、少なくともSPARC、TOP2A、および/またはPTENに関して行われ
得る。同様に、マイクロアレイ発現プロファイリングは、少なくともCD52に関して行われ
得る。他の態様では、治療を同定するために、上記の遺伝子に加えてさらなる遺伝子が用
いられる。例えば、IHC発現プロファイリングに用いられる遺伝子群は、DCK、EGFR、BRCA
1、CK 14、CK 17、CK 5/6、E-カドヘリン、p95、PARP-1、SPARC、およびTLE3をさらに含
み得る。いくつかの態様において、IHC発現プロファイリングに用いられる遺伝子の群は
、Cox-2および/またはKi-67をさらに含む。いくつかの態様では、HSPCAがマイクロアレイ
解析によりアッセイされる。いくつかの態様では、FISH突然変異がc-MycおよびTOP2Aに関
して行われる。いくつかの態様では、配列決定がPI3Kに関して行われる。
【０１６９】
　本発明の方法は、差次的発現または突然変異解析が様々な治療の有効性に関連づけられ
ている任意の設定において行うことができる。いくつかの態様において、本方法は、がん
を有する対象に対して候補治療を同定するために用いられる。これらの条件下で、分子プ
ロファイリングに用いられる試料は、好ましくはがん細胞を含む。試料中のがんのパーセ
ンテージは、例えば病理学の技法を用いるなど、当業者に公知の方法によって決定するこ
とができる。がん細胞はまた、例えばマイクロダイセクション技法等を用いて、試料から
濃縮することもできる。試料は、それが分子プロファイリングに用いられる前に、がん細
胞の特定の閾値を有することが必要とされ得る。閾値は、少なくとも約5、10、20、30、4
0、50、60、70、80、90、または95%のがん細胞であってよい。閾値は解析法に依存し得る
。例えば、個々の細胞における発現を明らかにする技法は、異なる細胞の混合物から抽出
された試料を用いる技法よりも低い閾値を必要とし得る。いくつかの態様では、罹患試料
を、同一患者から採取された正常試料、例えば隣接している非がん組織と比較する。
【０１７０】
治療選択
　本発明のシステムおよび方法を用いて、予測される有効性が分子プロファイリング結果
と関連づけられ得る任意の治療を選択することができる。本発明は、治療反応との関連性
を示唆するための、分子プロファイリング結果の使用を含む。1つの態様では、分子プロ
ファイリングのための適切なバイオマーカーは、対象の腫瘍型に基づいて選択される。こ
のように示唆されるバイオマーカーを用いて、バイオマーカーの初期設定リストを変更す
ることができる。他の態様では、分子プロファイリングは供給源物質に依存しない。いく
つかの態様では、分子プロファイリング試験結果に基づいて提案される化学療法治療を提
供するために、規定が用いられる。1つの態様において、該規定は、論文審査のある臨床
腫瘍学文献の要約から作成される。専門家の意見規定を用いることもできるが、任意であ
る。1つの態様では、米国予防医療作業部会によって用いられる根拠評点システムから導
き出される階層を用いて、臨床的引用を、本発明の方法に対するそれらの関連性に関して
評価する。「最良の根拠」を、規定の基礎として用いることができる。最も簡単な規定は
、「バイオマーカーが陽性であれば治療選択肢は1つであり、そうでなければ治療選択肢
は2つである」という形式で構築される。治療選択肢は、特定の薬物による治療なし、特
定の薬物による治療、または薬物の組み合わせによる治療を含む。いくつかの態様では、
2つまたはそれ以上のバイオマーカーの相互作用を含むより複雑な規定が構築される。こ
のような場合、より複雑な相互作用は典型的に、該規定内に含まれるバイオマーカー間の
相互作用を解析する臨床研究によって支持される。最後に、化学療法反応とバイオマーカ
ーの関連性、および選択される治療を指示する最良の根拠の要約文を記載する報告書が作
成され得る。最終的には、治療する医師が最良の治療過程を決定する。
【０１７１】
　非限定的な例として、分子プロファイリングは、EGFR遺伝子が増幅または過剰発現され
ることを明らかにし、そうすることによって、モノクローナル抗体阻害薬であるセツキシ
マブおよびパニツムマブ、またはゲフィチニブ、エルロチニブ、およびラパチニブなどの
、EGFRに活性化突然変異を有する患者において有効である小分子キナーゼ阻害薬のような
、EGFR活性を阻止し得る治療の選択を示し得る。臨床開発中である他の抗EGFRモノクロー
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ナル抗体には、ザルツムマブ、ニモツズマブ、およびマツズマブが含まれる。選択される
候補治療は、分子プロファイリングによって明らかにされる設定に依存し得る。例えば、
EGFRが活性化突然変異を有することが判明した場合には、キナーゼ阻害薬が処方される場
合が多い。例示的な態様を続けると、分子プロファイリングはまた、これらの治療の一部
またはすべてが有効性が低い可能性が高いことを明らかにする場合もある。例えば、ゲフ
ィチニブまたはエルロチニブを摂取している患者は、最終的にEGFRにおいて薬物耐性突然
変異を生じる。したがって、薬物耐性突然変異の存在は、小分子キナーゼ阻害薬の選択の
禁忌を示す。この例を拡張して、分子プロファイリングによって差次的発現が明らかにさ
れる遺伝子または遺伝子産物に対して作用する他の候補治療の選択を導くことができるこ
とを、当業者は理解するであろう。同様に、分子プロファイリングが特定の核酸バリアン
トを明らかにする場合には、そのようなバリアントを保有する罹患細胞に対して有効であ
ることが判明している候補薬剤を選択することができる。
【０１７２】
　本発明の方法によって候補治療として同定され得るがん療法には、非限定的に、13-シ
ス-レチノイン酸、2-CdA、2-クロロデオキシアデノシン、5-アザシチジン、5-フルオロウ
ラシル、5-FU、6-メルカプトプリン、6-MP、6-TG、6-チオグアニン、アブラキサン、Accu
tane(登録商標)、アクチノマイシン-D、Adriamycin(登録商標)、Adrucil(登録商標)、Afi
nitor(登録商標)、Agrylin(登録商標)、Ala-Cort(登録商標)、アルデスロイキン、アレム
ツズマブ、ALIMTA、アリトレチノイン、Alkaban-AQ(登録商標)、Alkeran(登録商標)、オ
ールトランスレチノイン酸、αインターフェロン、アルトレタミン、アメトプテリン、ア
ミホスチン、アミノグルテチミド、アナグレリド、Anandron(登録商標)、アナストロゾー
ル、アラビノシルシトシン、Ara-C、Aranesp(登録商標)、Aredia(登録商標)、Arimidex(
登録商標)、Aromasin(登録商標)、Arranon(登録商標)、三酸化ヒ素、アスパラギナーゼ、
ATRA、Avastin(登録商標)、アザシチジン、BCG、BCNU、ベンダムスチン、ベバシズマブ、
ベキサロテン、BEXXAR(登録商標)、ビカルタミド、BiCNU、Blenoxane(登録商標)、ブレオ
マイシン、ボルテゾミブ、ブルスファン、Busulfex(登録商標)、C225、ロイコボリンカル
シウム、Campath(登録商標)、Camptosar(登録商標)、カンプトテシン-11、カペシタビン
、Carac(商標)、カルボプラチン、カルムスチン、カルムスチンウエハ、Casodex(登録商
標)、CC-5013、CCI-779、CCNU、CDDP、CeeNU、Cerubidine(登録商標)、セツキシマブ、ク
ロラムブシル、シスプラチン、シトロボラム因子、クラドリビン、コルチゾン、Cosmegen
(登録商標)、CPT-11、シクロホスファミド、Cytadren(登録商標)、シタラビン、シタラビ
ンリポソーム、Cytosar-U(登録商標)、Cytoxan(登録商標)、ダカルバジン、Dacogen、ダ
クチノマイシン、ダルベポエチンアルファ、ダサチニブ、ダウノマイシン ダウノルビシ
ン、塩酸ダウノルビシン、ダウノルビシンリポソーム、DaunoXome(登録商標)、Decadron
、デシタビン、Delta-Cortef(登録商標)、Deltasone(登録商標)、デニロイキン、ディフ
ティトックス、DepoCyt(商標)、デキサメタゾン、酢酸デキサメタゾン デキサメタゾンリ
ン酸ナトリウム、Dexasone、デクスラゾキサン、DHAD、DIC、Diodex ドセタキセル、Doxi
l(登録商標)、ドキソルビシン、ドキソルビシンリポソーム、Droxia(商標)、DTIC、DTIC-
Dome(登録商標)、Duralone(登録商標)、Efudex(登録商標)、Eligard(商標)、Ellence(商
標)、Eloxatin(商標)、Elspar(登録商標)、Emcyt(登録商標)、エピルビシン、エポエチン
アルファ、エルビタックス、エルロチニブ、エルウィニアL-アスパラギナーゼ、エストラ
ムスチン、Ethyol Etopophos(登録商標)、エトポシド、リン酸エトポシド、Eulexin(登録
商標)、エベロリムス、Evista(登録商標)、エキセメスタン、Fareston(登録商標)、Faslo
dex(登録商標)、Femara(登録商標)、フィルグラスチム、フロクスウリジン、Fludara(登
録商標)、フルダラビン、Fluoroplex(登録商標)、フルオロウラシル、フルオロウラシル(
クリーム)、フルオキシメステロン、フルタミド、フォリン酸、FUDR(登録商標)、フルベ
ストラント、G-CSF、ゲフィチニブ、ゲムシタビン、ゲムツズマブオゾガマイシン、Gemza
r、Gleevec(商標)、Gliadel(登録商標)ウエハ、GM-CSF、ゴセレリン、顆粒球コロニー刺
激因子、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、Halotestin(登録商標)、Herceptin(登
録商標)、Hexadrol、Hexalen(登録商標)、ヘキサメチルメラニン、HMM、Hycamtin(登録商
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標)、Hydrea(登録商標)、Hydrocort Acetate(登録商標)、ヒドロコルチゾン、ヒドロコル
チゾンリン酸エステルナトリウム、ヒドロコルチゾンコハク酸エステルナトリウム、Hydr
ocortone Phosphate、ヒドロキシウレア、イブリツモマブ、イブリツモマブ、チウキセタ
ン、Idamycin(登録商標)、イダルビシン、Ifex(登録商標)、IFN-α、イホスファミド、IL
-11、IL-2、メシル酸イマチニブ、イミダゾールカルボキサミド、インターフェロンα、
インターフェロンα-2b (PEGコンジュゲート)、インターロイキン-2、インターロイキン-
11、Intron A(登録商標)(インターフェロンα-2b)、Iressa(登録商標)、イリノテカン、
イソトレチノイン、イクサベピロン、Ixempra(商標)、Kidrolase (t)、Lanacort(登録商
標)、ラパチニブ、L-アスパラギナーゼ、LCR、レナリドマイド、レトロゾール、ロイコボ
リン、Leukeran、Leukine(商標)、リュープロリド、ロイコクリスチン、Leustatin(商標)
、リポソームAra-C Liquid Pred(登録商標)、ロムスチン、L-PAM、L-サルコリシン、Lupr
on(登録商標)、Lupron Depot(登録商標)、Matulane(登録商標)、Maxidex、メクロレタミ
ン、塩酸メクロレタミン、Medralone(登録商標)、Medrol(登録商標)、Megace(登録商標)
、メゲストロール、酢酸メゲストロール、メルファラン、メルカプトプリン、メスナ、Me
snex(商標)、メトトレキサート、メトトレキサートナトリウム、メチルプレドニゾロン、
Meticorten(登録商標)、マイトマイシン、マイトマイシン-C、ミトキサントロン、M-Pred
nisol(登録商標)、MTC、MTX、Mustargen(登録商標)、ムスチン、Mutamycin(登録商標)、M
yleran(登録商標)、Mylocel(商標)、Mylotarg(登録商標)、Navelbine(登録商標)、ネララ
ビン、Neosar(登録商標)、Neulasta(商標)、Neumega(登録商標)、Neupogen(登録商標)、N
exavar(登録商標)、Nilandron(登録商標)、ニルタミド、Nipent(登録商標)、ナイトロジ
ェンマスタード、Novaldex(登録商標)、Novantrone(登録商標)、オクトレオチド、酢酸オ
クトレオチド、Oncospar(登録商標)、Oncovin(登録商標)、Ontak(登録商標)、Onxal(商標
)、オプレルベキン、Orapred(登録商標)、Orasone(登録商標)、オキサリプラチン、パク
リタキセル、タンパク質結合パクリタキセル、パミドロネート、パニツムマブ、Panretin
(登録商標)、Paraplatin(登録商標)、Pediapred(登録商標)、PEGインターフェロン、ペグ
アスパルガーゼ、ペグフィルグラスチム、PEG-INTRON(商標)、PEG-L-アスパラギナーゼ、
ペメトレキセド、ペントスタチン、フェニルアラニンマスタード、Platinol(登録商標)、
Platinol-AQ(登録商標)、プレドニゾロン、プレドニゾン、Prelone(登録商標)、プロカル
バジン、PROCRIT(登録商標)、Proleukin(登録商標)、カルムスチンインプラントを伴うプ
ロリフェプロスパン20、Purinethol(登録商標)、ラロキシフェン、Revlimid(登録商標)、
Rheumatrex(登録商標)、Rituxan(登録商標)、リツキシマブ、Roferon-A(登録商標)(イン
ターフェロンα-2a)、Rubex(登録商標)、塩酸ルビドマイシン、Sandostatin(登録商標)、
Sandostatin LAR(登録商標)、サルグラモスチム、Solu-Cortef(登録商標)、Solu-Medrol(
登録商標)、ソラフェニブ、SPRYCEL(商標)、STI-571、ストレプトゾシン、SU11248、スニ
チニブ、Sutent(登録商標)、タモキシフェン、Tarceva(登録商標)、Targretin(登録商標)
、Taxol(登録商標)、Taxotere(登録商標)、Temodar(登録商標)、テモゾロミド、テムシロ
リムス、テニポシド、TESPA、サリドマイド、Thalomid(登録商標)、TheraCys(登録商標)
、チオグアニン、Thioguanine Tabloid(登録商標)、チオホスホアミド、Thioplex(登録商
標)、チオテパ、TICE(登録商標)、Toposar(登録商標)、トポテカン、トレミフェン、Tori
sel(登録商標)、トシツモマブ、トラスツズマブ、Treanda(登録商標)、トレチノイン、Tr
exall(商標)、Trisenox(登録商標)、TSPA、TYKERB(登録商標)、VCR、Vectibix(商標)、Ve
lban(登録商標)、Velcade(登録商標)、VePesid(登録商標)、Vesanoid(登録商標)、Viadur
(商標)、Vidaza(登録商標)、ビンブラスチン、硫酸ビンブラスチン、Vincasar Pfs(登録
商標)、ビンクリスチン、ビノレルビン、酒石酸ビノレルビン、VLB、VM-26、ボリノスタ
ット、VP-16、Vumon(登録商標)、Xeloda(登録商標)、Zanosar(登録商標)、Zevalin(商標)
、Zinecard(登録商標)、Zoladex(登録商標)、ゾレドロン酸、ゾリンザ、Zometa(登録商標
)、およびそれらの任意の組み合わせが含まれる。
【０１７３】
　いくつかの態様では、治療と分子プロファイリング結果をマッピングするデータベース
が作成される。治療情報は、分子プロファイリングによって測定され得る特定の特質を有
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する細胞に対する治療薬の予測される有効性を含み得る。分子プロファイリングは、関心
対象の特定の遺伝子、タンパク質、または他の生体分子における差次的発現または突然変
異を含み得る。マッピングを通して、分子プロファイリングの結果をデータベースに対し
て比較して、治療を選択することができる。データベースは、治療と分子プロファイリン
グ結果との間の正および負のマッピングの両方を含み得る。いくつかの態様において、マ
ッピングは、生物学的作用物質と治療薬との間の関連に関する文献を再検討することによ
り作成される。例えば、学術論文、特許公報または特許出願公開、科学的発表等を潜在的
マッピングのために再検討することができる。マッピングは、インビボ、例えば動物試験
もしくは臨床試験、またはインビトロ実験、例えば細胞培養の結果を含み得る。例えば、
ある遺伝子またはタンパク質を発現する細胞に対するある治療薬の細胞毒性効果など、見
出される任意のマッピングをデータベース中に組み入れることができる。この様式で、デ
ータベースは継続的に更新され得る。本発明の方法も同様に更新されることが理解されよ
う。
【０１７４】
　マッピングのための規則は、種々の補足情報を含み得る。いくつかの態様において、デ
ータベースは優先順位づけ基準を含む。例えば、所与の設定においてより高い予測有効性
を有する治療は、より低い有効性を有すると予測される治療よりも好ましいと考えられる
。特定の設定、例えば臨床試験に由来するマッピングは、別の設定、例えば細胞培養実験
に由来するマッピングよりも優先され得る。より強力な文献の支持を有する治療は、より
予備的な結果によって支持される治療よりも優先され得る。例えば特定の組織起源のがん
のような、問題となっている疾患の種類に一般的に適用される治療は、その特定の疾患に
対して適応されない治療よりも優先され得る。マッピングは、治療と分子プロファイリン
グ結果との間の正および負の相関の両方を含み得る。非限定的な例において、あるマッピ
ングは、EGFRにおいて活性化突然変異を有する腫瘍に対してエルロチニブのようなキナー
ゼ阻害薬の使用を提案し得るのに対して、別のマッピングは、EGFRが薬物耐性突然変異を
も有する場合には、その治療に反して提案し得る。同様に、ある治療は、特定の遺伝子ま
たはタンパク質を過剰発現する細胞において有効であると示され得るが、該遺伝子または
タンパク質が過小発現される場合には有効ではないと示され得る。
【０１７５】
　個体に対する候補治療の選択は、記載される方法のいずれか1つまたは複数による分子
プロファイリング結果に基づき得る。あるいは、個体に対する候補治療の選択は、記載さ
れる方法の2つ以上による分子プロファイリング結果に基づき得る。例えば、個体に対す
る治療の選択は、FISHのみ、IHCのみ、またはマイクロアレイ解析のみによる分子プロフ
ァイリング結果に基づき得る。他の態様において、個体に対する治療の選択は、IHC、FIS
H、およびマイクロアレイ解析；IHCおよびFISH；IHCおよびマイクロアレイ解析、またはF
ISHおよびマイクロアレイ解析による分子プロファイリング結果に基づき得る。個体に対
する治療の選択はまた、配列決定または突然変異検出の他の方法による分子プロファイリ
ング結果に基づき得る。分子プロファイリング結果は、IHC、免疫測定法、および/または
マイクロアレイ解析などの1つまたは複数の方法と共に突然変異解析を含んでもよい。様
々な組み合わせおよび逐次結果を用いることができる。例えば、分子プロファイリングに
よって得られた結果に従って、治療に優先順位をつけることができる。1つの態様におい
て、優先順位づけは以下のアルゴリズムに基づく：1) IHC/FISHとマイクロアレイが同じ
標的を示す場合、これを第1優先順位とする；2) 単独のIHC陽性結果を次の優先順位とす
る；または3) 単独のマイクロアレイ陽性結果を最終優先順位とする。選択を導くのに、
配列決定を用いることもできる。いくつかの態様では、配列決定が薬物耐性突然変異を明
らかにし、その結果、たとえIHC、マイクロアレイ、および/またはFISHを含む技法が標的
分子の差次的発現を示すとしても、もたらされた薬物は選択されない。任意のそのような
禁忌、例えば、別の遺伝子または遺伝子産物の差次的発現または突然変異は、治療の選択
を覆す場合がある。
【０１７６】
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　マイクロアレイ発現結果と予測される治療の例示的なリストを表1に示す。分子プロフ
ァイリングを行い、試料中のある遺伝子または遺伝子産物が対照と比較して差次的に発現
されるかどうかを判定する。対照は、非限定的に、ハウスキーピング遺伝子などの対照遺
伝子の発現レベル、同一または他の個体由来の健常組織における同一遺伝子の発現、統計
的基準、検出のレベル等を含む、その設定に適した任意の対照であってよい。任意の適用
可能な分子プロファイリング技法；例えば、マイクロアレイ解析 PCR、Q-PCR、RT-PCR、
免疫測定法、SAGE、IHC、FISH、または配列決定の結果を用いて、発現状態を判定するこ
とができることを、当業者は理解するであろう。遺伝子または遺伝子産物の発現状態を用
いて、有効であるまたは有効でないと予測される薬剤を選択する。例えば表1は、ADA遺伝
子またはタンパク質の過剰発現が、可能な治療としてペントスタチンを提示することを示
す。一方、ADA遺伝子またはタンパク質の過小発現は、シタラビンに対する耐性を意味し
、シタラビンが最適な治療ではないことを示唆する。
【０１７７】
　（表１）分子プロファイリング結果および予測される治療
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【０１７８】
　表2は、治療選択に関するより包括的な規則概要を示す。表中の各バイオマーカーにつ
いて、アッセイの種類およびアッセイ結果が示されている。アッセイ結果を所与とした様
々な治療薬の有効性の概要は、医学文献または他の医学知識基盤に由来し得る。結果を用
いて、推奨されるまたは推奨されない特定の治療薬の選択を導くことができる。いくつか
の態様において、本表は、新たな文献報告および治療が利用できるようになり次第、継続
的に更新される。このようにして、本発明の分子プロファイリングは時間と共に発展およ
び向上することになる。表2における規則は、データベース中に保存され得る。例えばあ
る遺伝子または遺伝子産物の差次的発現または突然変異といった分子プロファイリング結
果が得られたならば、その結果をデータベースに対して比較して、治療選択を導くことが
できる。データベース中の規則のセットは、新たな治療および新たな治療データが利用で
きるようになり次第、更新され得る。いくつかの態様において、規則データベースは継続
的に更新される。いくつかの態様において、規則データベースは定期的に更新される。規
則データベースは、少なくとも1日、2日、3日、4日、5日、6日、1週間、10日、2週間、3
週間、4週間、1ヶ月、6週間、2ヶ月、3ヶ月、4ヶ月、5ヶ月、6ヶ月、7ヶ月、8ヶ月、9ヶ
月、10ヶ月、11ヶ月、12ヶ月、1年、18ヶ月、2年ごと、または少なくとも3年ごとに更新
され得る。任意の関連する相関または比較アプローチを用いて、分子プロファイリング結
果を規則データベースと比較することができる。1つの態様において、分子プロファイリ
ングにより、ある遺伝子または遺伝子産物が差次的に発現すると同定される。規則データ
ベースに問い合わせを行い、該遺伝子または遺伝子産物に関する項目を選択する。規則デ
ータベースから選択された治療選択情報を抽出し、これを用いて治療を選択する。例えば
特定の治療を推奨するまたは推奨しないための情報は、該遺伝子または遺伝子産物が過剰
発現されるかまたは過小発現されるかに依存し得る。場合によっては、分子プロファイリ
ングの結果に応じて、複数の規則および治療が引き出され得る。いくつかの態様では、治
療選択肢はリスト中で優先順位がつけられて、エンドユーザーに示される。いくつかの態
様では、治療選択肢は優先順位づけ情報なしに示される。いずれの場合にも、個体、例え
ば治療する医師または同様の介護者が、利用可能な治療選択肢の中から選択することがで
きる。
【０１７９】
　（表２）治療選択に関する規則概要
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【０１８０】
　本明細書に記載される方法を用いて、個別化された治療選択肢を提供することにより、
対象の生存期間を延長することができる。いくつかの態様において、対象は、例えばがん
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などの疾患を治療するための1つまたは複数の治療薬で以前に治療を受けている。がんは
、例えば薬物耐性突然変異を獲得することにより、これらの薬剤のうちの1つに対して難
治性であってよい。いくつかの態様において、がんは転移性である。いくつかの態様にお
いて、対象は、本方法によって同定される1つまたは複数の候補治療薬で以前に治療を受
けていない。がん細胞の病期、解剖学的位置、または解剖学的起源にかかわらず、分子プ
ロファイリングを用いて、候補治療を選択することができる。
【０１８１】
　無進行生存率(PFS)とは、例えばがんなどの疾患に罹患している個体または個体の群が
、治療過程の開始後に疾患進行のないままでいる可能性を意味する。これは、特定の持続
期間後に、ある群の中でその疾患が安定した状態を保つ(例えば、進行の兆候を示さない)
可能性が高い個体のパーセンテージを指し得る。無進行生存率は、特定の治療の有効性の
指標である。同様に、無病生存率(DFS)とは、がんに罹患している個体または個体の群が
、特定の治療の開始後に疾患がないままである可能性を意味する。これは、特定の持続期
間後に、ある群の中で疾患がない可能性が高い個体のパーセンテージを指し得る。無病生
存率は、特定の治療の有効性の指標である。同様の患者群において得られるPFSまたはDFS
に基づいて、治療戦略を比較することができる。がん生存率について記載される場合、無
病生存率は全生存率という用語と共に用いられることが多い。
【０１８２】
　分子プロファイリングによって選択された治療法を用いた無進行生存期間(PFS)(期間B)
を、患者が進行を開始した際の一番最近の治療法のPFS(期間A)と比較することにより、本
発明による分子プロファイリングによって選択された候補治療を、分子プロファイリング
以外で選択された治療と比較することができる。図32を参照されたい。1つの設定では、
分子プロファイリングによって選択された治療法が患者に恩恵をもたらすことを示すため
に、PFS(B)/PFS(A)比≧1.3を使用した(Robert Temple, Clinical measurement in drug e
valuation. Edited by Wu Ningano and G.T. Thicker John Wiley and Sons Ltd. 1995；
Von Hoff, D.D. Clin Can Res. 4: 1079, 1999：Dhani et al. Clin Cancer Res. 15: 11
8-123, 2009)。分子プロファイリングによって選択された治療を、分子プロファイリング
以外で選択された治療と比較する他の方法は、奏効率(RECIST)、および4ヶ月の時点で進
行も死亡もしていない患者のパーセントを決定することを含む。PFSの数値との関連で用
いられる場合の「約」という用語は、数値に対する+/- 10パーセント(10%)の変動を意味
する。分子プロファイリングによって選択された治療によるPFSは、分子プロファイリン
グ以外で選択された治療と比較して少なくとも10%、15%、20%、30%、40%、50%、60%、70%
、80%、または少なくとも90%延長され得る。いくつかの態様において、分子プロファイリ
ングによって選択された治療によるPFSは、分子プロファイリング以外で選択された治療
と比較して少なくとも100%、150%、200%、300%、400%、500%、600%、700%、800%、900%、
または少なくとも約1000%延長され得る。さらなる他の態様において、PFS比(分子プロフ
ァイリングによって選択された治療法または新規治療におけるPFS/以前の治療法または治
療におけるPFS)は少なくとも約1.3である。さらなる他の態様において、PFS比は少なくと
も約1.1、1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、または2.0である。さらなる他の態
様において、PFS比は少なくとも約3、4、5、6、7、8、9、または10である。
【０１８３】
　同様に、その治療が分子プロファイリングを用いて、または用いずに選択される患者に
おけるDFSを比較することができる。いくつかの態様において、分子プロファイリングに
よって選択された治療によるDFSは、非分子プロファイリング選択治療と比較して少なく
とも10%、15%、20%、30%、40%、50%、60%、70%、80%、または少なくとも90%延長される。
いくつかの態様において、分子プロファイリングによって選択された治療によるDFSは、
非分子プロファイリング選択治療と比較して少なくとも100%、150%、200%、300%、400%、
500%、600%、700%、800%、900%、または少なくとも約1000%延長され得る。さらなる他の
態様において、DFS比(分子プロファイリングによって選択された治療法または新規治療に
おけるDFS/以前の治療法または治療におけるDFS)は少なくとも約1.3である。さらなる他
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の態様において、DFS比は少なくとも約1.1、1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、
または2.0である。さらなる他の態様において、DFS比は少なくとも約3、4、5、6、7、8、
9、または10である。
【０１８４】
　いくつかの態様では、分子プロファイリングが貴重な患者有益性をもたらすにもかかわ
らず、本発明の候補治療は患者においてPFS比またはDFS比を増加させない。例えば、ある
症例において、患者に対して好ましい治療が同定されていない。このような症例において
、現在は何も同定されていない場合に、分子プロファイリングは候補治療を同定する方法
を提供する。分子プロファイリングは、PFS、DFS、または寿命を少なくとも1週間、2週間
、3週間、4週間、1ヶ月、5週間、6週間、7週間、8週間、2ヶ月、9週間、10週間、11週間
、12週間、3ヶ月、4ヶ月、5ヶ月、6ヶ月、7ヶ月、8ヶ月、9ヶ月、10ヶ月、11ヶ月、12ヶ
月、13ヶ月、14ヶ月、15ヶ月、16ヶ月、17ヶ月、18ヶ月、19ヶ月、20ヶ月、21ヶ月、22ヶ
月、23ヶ月、24ヶ月、または2年延長させ得る。分子プロファイリングは、PFS、DFS、ま
たは寿命を少なくとも2年半、3年、4年、5年、またはそれ以上延長させ得る。いくつかの
態様において、本発明の方法は、患者が寛解状態にあるように転帰を改善する。
【０１８５】
　治療の有効性は、他の手段によってモニターすることもできる。完全寛解(CR)は疾患の
完全な消失を含む：無疾患は、診察、スキャン、または他の検査で明らかである。部分寛
解(PR)とは、身体にいくらかの疾患は残っているが、病変の大きさまたは数が30%または
それ以上減少していることを指す。安定した疾患(SD)とは、病変の大きさおよび数が比較
的変化しないままである疾患を指す。一般的に、大きさの50%未満の減少またはわずかな
増加は、安定した疾患と記載される。進行性疾患(PD)とは、疾患が、治療において大きさ
または数の上で増加したことを意味する。いくつかの態様において、本発明による分子プ
ロファイリングは完全寛解または部分寛解をもたらす。いくつかの態様において、本発明
の方法は安定した疾患をもたらす。いくつかの態様において、本発明は、非分子プロファ
イリングが進行性疾患を招く場合に、安定した疾患を達成することができる。
【０１８６】
コンピュータシステム
　本システムの従来のデータネットワーク化、アプリケーション開発、および他の機能的
局面(および本システムの個々の動作コンポーネントの構成成分)は、本明細書において詳
細に記載され得ないが、本発明の一部である。さらに、本明細書中に含まれる様々な図面
で示される接続線は、様々な要素間の例示的な機能的関係および/または物理的連結を示
すことが意図される。多くの代替のまたは付加的な機能的関係または物理的連結が実際の
システムにおいて存在し得ることに留意されたい。
【０１８７】
　本明細書で論じられる様々なシステムコンポーネントは、以下のうちの1つまたは複数
を含み得る：デジタルデータを処理するためのプロセッサを含むホストサーバーまたは他
のコンピュータシステム；デジタルデータを保存するための、プロセッサに連結されたメ
モリ；デジタルデータを入力するための、プロセッサに連結された入力デジタイザ；プロ
セッサによるデジタルデータの処理を命令するための、メモリに保存され、かつプロセッ
サによりアクセス可能なアプリケーションプログラム；プロセッサによって処理されたデ
ジタルデータから得られた情報を表示するための、プロセッサおよびメモリに連結された
表示装置；ならびに複数のデータベース。本明細書において用いられる様々なデータベー
スは、以下を含み得る：家族歴などの患者データ、人口統計学および環境データ、生体試
料データ、以前の治療およびプロトコルのデータ、患者の臨床データ、生体試料の分子プ
ロファイリングデータ、治療薬および/または研究薬物に関するデータ、遺伝子ライブラ
リー、疾患ライブラリー、薬物ライブラリー、患者追跡データ、ファイル管理データ、財
務管理データ、課金データ、ならびに/または本システムの動作において有用な同様のデ
ータ。当業者が理解するように、ユーザーコンピュータは、オペレーティングシステム(
例えば、Windows NT、95/98/2000、OS2、UNIX、Linux、Solaris、MacOS等)、ならびに典
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型的にコンピュータに付随する様々な従来の支援ソフトウェアおよびドライバーを含み得
る。コンピュータには、任意の適切なパーソナルコンピュータ、ネットワークコンピュー
タ、ワークステーション、ミニコンピュータ、メインフレーム等が含まれ得る。ユーザー
コンピュータは、ネットワークへのアクセスを有する家庭または医療/事業環境にあって
よい。例示的な態様において、アクセスは、市販のウェブブラウザソフトウェアパッケー
ジを介するネットワークまたはインターネットによるものである。
【０１８８】
　本明細書において用いられる「ネットワーク」という用語は、そのハードウェアコンポ
ーネントおよびソフトウェアコンポーネントの両方を組み込んだ任意の電気通信手段を含
む。関係者間の通信は、例えば、電話回線網、エクストラネット、イントラネット、イン
ターネット、相互作用デバイスのポイント、携帯情報端末(例えば、Palm Pilot(登録商標
)、Blackberry(登録商標))、携帯電話、キオスク等)、オンライン通信、衛星通信、オフ
ライン通信、無線通信、トランスポンダ通信、ローカルエリアネットワーク(LAN)、広域
ネットワーク(WAN)、ネットワーク化もしくは連結されたデバイス、キーボード、マウス
、および/または任意の適切な通信もしくはデータ入力様式などの任意の適切な通信チャ
ネルによって達成され得る。さらに、本システムは、TCP/IP通信プロトコルで実行される
と本明細書において頻繁に記載されるが、本システムはまた、IPX、Appletalk、IP-6、Ne
tBIOS、OSI、またはいくつもの既存もしくは将来のプロトコルを使用しても実行され得る
。ネットワークがインターネットなどの公的なネットワークの性質を帯びている場合、そ
のネットワークは安全ではなく、傍受者に対して開かれていると推定することが有益であ
り得る。インターネットと接続して利用されるプロトコル、規格、およびアプリケーショ
ンソフトウェアに関する特定の情報は、当業者に一般に公知であり、したがって本明細書
において記載される必要はない。例えば、DILIP NAIK, INTERNET STANDARDS AND PROTOCO
LS (1998)；JAVA 2 COMPLETE, various authors, (Sybex 1999)；DEBORAH RAY AND ERIC 
RAY, MASTERING HTML 4.0 (1997)；ならびにLOSHIN, TCP/IP CLEARLY EXPLAINED (1997)
、およびDAVID GOURLEY AND BRIAN TOTTY, HTTP, THE DEFINITIVE GUIDE (2002)を参照さ
れたく、これらの内容は参照により本明細書に組み入れられる。
【０１８９】
　様々なシステムコンポーネントは、独立して、個別に、または集合的に、データリンク
を介してネットワークに適切に連結され得、そのネットワークは、典型的には標準的なモ
デム通信、ケーブルモデム、ディッシュネットワーク、ISDN、デジタル加入者回線(DSL)
、または様々な無線通信方法と接続して使用されるように、例えば、ローカルループを通
じたインターネットサービスプロバイダ(ISP)への接続を含む。例えば、参照により本明
細書に組み入れられる、GILBERT HELD, UNDERSTANDING DATA COMMUNICATIONS (1996)を参
照されたい。ネットワークが、双方向テレビ(ITV)ネットワークのような他の種類のネッ
トワークとしても実行され得ることに留意されたい。さらに、本システムは、本明細書に
記載される類似の機能性を有する任意のネットワーク上での任意の物品、サービス、また
は情報の使用、販売、または流通を意図する。
【０１９０】
　本明細書において用いられる場合の「送信」は、ネットワーク接続を介して1つのシス
テムコンポーネントから別のシステムコンポーネントに電子データを送ることを含み得る
。さらに、本明細書において用いられる場合の「データ」は、デジタルまたは任意の他の
形態におけるコマンド、クエリー、ファイル、保存用データ等のような包括的情報を含み
得る。
【０１９１】
　本システムは、ウェブサービス、ユーティリティコンピューティング、パーペイシブお
よび個別コンピューティング、セキュリティーおよびアイデンティティーソリューション
、自律型コンピューティング、コモディティコンピューティング、移動および無線ソリュ
ーション、オープンソース、バイオメトリクス、グリッドコンピューティング、および/
またはメッシュコンピューティングと関連する使用を意図する。
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【０１９２】
　本明細書で論じられる任意のデータベースは、関係構造、階層構造、グラフィック構造
、もしくはオブジェクト指向構造、および/または任意の他のデータベース構成を含み得
る。データベースを実行するために使用され得る共通データベース製品には、IBM(White 
Plains, NY)によるDB2、Oracle Corporation(Redwood Shores, CA)から入手可能な様々な
データベース製品、Microsoft Corporation(Redmond, Washington)によるMicrosoft Acce
ssもしくはMicrosoft SQL Server、または任意の他の適切なデータベース製品が含まれる
。さらに、データベースは、例えばデータ表またはルックアップテーブルとして、任意の
適切な様式で組織化され得る。各記録は、単一のファイル、一連のファイル、リンクされ
た一連のデータフィールド、または任意の他のデータ構造であってよい。特定のデータの
関連づけは、当技術分野で公知であるかまたは実施される関連づけ技法のような、任意の
所望のデータ関連づけ技法によって達成され得る。例えば、関連づけは、手動または自動
のいずれかで達成され得る。自動関連づけ技法には、例えば、データベース検索、データ
ベースマージ、GREP、AGREP、SQL、高速検索のために表においてキーフィールドを使用す
ること、すべての表およびファイルにわたる順次検索、検索を単純化するために公知の順
序に従ってファイル中の記録を選別すること、ならびに/または同様のものが含まれ得る
。関連づけ段階は、例えば、予め選択されたデータベースまたはデータセクターにおいて
、例えば「キーフィールド」を用いてデータベースマージ機能によって達成され得る。
【０１９３】
　より詳細には、「キーフィールド」は、キーフィールドによって規定される高レベルク
ラスのオブジェクトに従ってデータベースを分割する。例えば、ある特定の種類のデータ
は、複数の関連するデータ表においてキーフィールドとして指定され得、次いでそのデー
タ表は、キーフィールドにおけるデータの種類に基づいてリンクされ得る。リンクされた
データ表の各々におけるキーフィールドに対応するデータは、好ましくは、同じかまたは
同じ種類のものである。しかしながら、キーフィールドにおいて同一でないにしても類似
のデータを有するデータ表もまた、例えばAGREPを使用することによってリンクされ得る
。1つの態様によれば、任意の適切なデータ保存技法が、標準的なフォーマットなしにデ
ータを保存するために利用され得る。データセットは任意の適切な技法を用いて保存され
得、その技法には、例えば、ISO/IEC 7816-4ファイル構造を使用して個々のファイルを保
存すること；1つまたは複数のデータセットを含む1つまたは複数の基本ファイルを公表す
る専用ファイルが選択されるドメインを実装すること；階層型ファイリングシステムを使
用して個々のファイルに保存されたデータセットを使用すること；単一のファイル内に記
録として保存されたデータセット(圧縮、SQLアクセス可能、第1タプルにより1つまたは複
数のキー、数値、英字を介してハッシュ化された等を含む）；バイナリラージオブジェク
ト(BLOB)；ISO/IEC 7816-6データ要素を用いてコード化されたグループ化されていないデ
ータ要素として保存されること；ISO/IEC 8824および8825におけるようなISO/IEC Abstra
ct Syntax Notation(ASN．1)を用いてコード化されたグループ化されていないデータ要素
として保存されること；および/またはフラクタル圧縮法、画像圧縮法を含み得る他の専
有技法等が含まれる。
【０１９４】
　1つの例示的な態様において、多種多様な情報を異なるフォーマットで保存する能力は
、BLOBとして情報を保存することによって容易になる。したがって、任意の2進法情報は
、データセットと関連する保存領域に保存され得る。BLOB法は、固定記憶域割り当て、循
環キュー技法、またはメモリ管理(例えば、最も長い間使用されていないページ化メモリ
等)に関する最良実践のいずれかを用いて、固定メモリオフセットを介して2成分のブロッ
クとしてフォーマットされたグループ化されていないデータ要素としてデータセットを保
存し得る。BLOB法を使用することで、異なるフォーマットを有する様々なデータセットを
保存する能力によって、データセットの複数かつ無関係の所有者によるデータの保存が容
易になる。例えば、保存され得る第1データセットは、第1者によって提供され得、保存さ
れ得る第2データセットは、無関係の第2者によって提供され得、さらに保存され得る第3
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データセットは、第1者および第2者と無関係の第3者によって提供され得る。これら3つの
例示的なデータセットの各々は、異なるデータ保存フォーマットおよび/または技法を用
いて保存されている異なる情報を含み得る。さらに、各データセットは、他のサブセット
とも異なり得るデータのサブセットを含み得る。
【０１９５】
　上記のように、様々な態様において、データは共通フォーマットに関係なく保存され得
る。しかしながら、1つの例示的な態様では、データセット(例えば、BLOB)は、データを
操作するために提供される場合、標準的な様式で注釈づけされ得る。注釈は、様々なデー
タセットの管理に有用な情報を伝達するために構成される、短いヘッダー、後書き、また
は各データセットに関連する他の適切なインジケーターを含み得る。例えば、注釈は本明
細書中で「条件ヘッダー」、「ヘッダー」、「後書き」、または「ステータス」と称され
る場合があり、データセットのステータスの表示を含み得るか、またはデータの特定の発
行者もしくは所有者に相関する識別子を含み得る。データの次なるバイトは、例えば、デ
ータの発行者または所有者の識別、ユーザー、トランザクション/会員アカウント識別子
等を示すために使用され得る。これらの条件注釈の各々は、本明細書においてさらに論じ
られる。
【０１９６】
　データセット注釈はまた、他の種類のステータス情報および様々な他の目的にも使用さ
れ得る。例えば、データセット注釈は、アクセスレベルを確立するセキュリティー情報を
含み得る。アクセスレベルは、例えば、特定の個人、従業員のレベル、会社、もしくは他
の実体にのみデータセットにアクセスすることを許可するか、またはトランザクション、
データの発行者もしくは所有者、ユーザー等に基づいて特定のデータセットへのアクセス
を許可するように構成され得る。さらに、セキリュティー情報は、データセットへのアク
セス、データセットの修正、および/またはデータセットの削除などの特定の行為のみを
制限/許可し得る。一例において、データセット注釈は、データセットの所有者またはユ
ーザーのみがデータセットを削除することを許可されること、様々な識別されたユーザー
が読み込みのためにデータセットにアクセスすることを許可され得ること、および他者が
データセットへのアクセスから完全に排除されることを示す。しかしながら、様々な実体
が必要に応じて様々な許可レベルでデータセットにアクセスすることを許可する他のアク
セス制限パラメータもまた使用され得る。ヘッダーまたは後書きを含むデータは、該ヘッ
ダーまたは後書きに従ってデータを追加する、削除する、修正する、または増補するよう
に構成されたスタンドアロン型の相互作用デバイスによって受信され得る。
【０１９７】
　セキュリティー上の理由で、任意のデータベース、システム、デバイス、サーバー、ま
たは本システムの他のコンポーネントは、単一の場所または複数の場所においてそれらの
任意の組合せからなり得、各データベースまたはシステムは、ファイアウォール、アクセ
スコード、暗号化、暗号解読、圧縮、解凍、および/または同様のものなどの様々な適切
なセキュリティー機能のいずれかを含むことを、当業者はまた理解するであろう。
【０１９８】
　ウェブクライアントの演算器は、標準的なダイアルアップ、ケーブル、DSL、または当
技術分野で公知の任意の他のインターネットプロトコルを使用してインターネットまたは
イントラネットに接続されたインターネットブラウザをさらに備え得る。他のネットワー
クのユーザーからの権限のないアクセスを防止するために、ウェブクライアントから出て
いるトランザクションはファイアウォールを通過し得る。さらに、セキュリティーをさら
に高めるために、CMSの様々なコンポーネント間にさらなるファイアウォールが配備され
得る。
【０１９９】
　ファイアウォールは、CMSコンポーネントおよび/または企業のコンピューティング資源
を他のネットワークのユーザーから保護するために適切に構成された任意のハードウェア
および/またはソフトウェアを含み得る。さらに、ファイアウォールは、ウェブサーバー
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を介して接続しているウェブクライアントに対して、ファイアウォールの背後での様々な
システムおよびコンポーネントへのアクセスを限定または制限するように構成され得る。
ファイアウォールは、とりわけステートフルインスペクション、プロシキ型、およびパケ
ットフィルタリングを含む様々な構成で存在し得る。ファイアウォールは、ウェブサーバ
ーもしくは任意の他のCMSコンポーネント内に統合されてもよいし、またはさらに別個の
実体として存在してもよい。
【０２００】
　本明細書で論じられるコンピュータは、ユーザーによってアクセス可能な適切なウェブ
サイトまたは他のインターネットベースのグラフィカルユーザーインターフェースを提供
し得る。1つの態様では、Microsoft Internet Information Server(IIS)、Microsoft Tra
nsaction Server(MTS)、およびMicrosoft SQL Serverが、Microsoftオペレーティングシ
ステム、Microsoft NTウェブサーバーソフトウェア、Microsoft SQL Serverデータベース
システム、およびMicrosoft Commerce Serverと共に使用される。加えて、AccessまたはM
icrosoft SQL Server、Oracle、Sybase、Informix MySQL、Interbase等のようなコンポー
ネントが、Active Data Object(ADO)対応データベース管理システムを提供するために使
用され得る。
【０２０１】
　本明細書で論じられる通信、入力、保存、データベース、またはディスプレイのいずれ
も、ウェブページを有するウェブサイトを介して促進され得る。本明細書で用いられる「
ウェブページ」という用語は、ユーザーと相互作用するために使用され得るドキュメント
およびアプリケーションの種類を限定するように意図されない。例えば、典型的なウェブ
サイトは、標準的なHTMLドキュメントに加えて、様々な形式、Javaアプレット、JavaScri
pt、アクティブサーバーページ(ASP)、共通ゲートウェイインターフェーススクリプト(CG
I)、拡張マークアップ言語(XML)、ダイナミックHTML、カスケーディングスタイルシート(
CSS)、ヘルパーアプリケーション、プラグイン等を含み得る。サーバーは、ウェブサーバ
ーからの要求を受信するウェブサービスを含み得、その要求にはURL(http://yahoo.com/s
tockquotes/ge)およびIPアドレス(123.56.789.234)が含まれる。ウェブサーバーは適切な
ウェブページを検索し、そのウェブページのデータまたはアプリケーションをIPアドレス
に送信する。ウェブサービスは、インターネットなどの通信手段上で他のアプリケーショ
ンと相互作用し得るアプリケーションである。ウェブサービスは典型的に、XML、XSLT、S
OAP、WSDL、およびUDDIなどの標準またはプロトコルに基づく。ウェブサービス方法は当
技術分野において周知であり、多くの標準的な教科書において網羅されている。例えば、
参照により本明細書に組み入れられる、ALEX NGHIEM, IT WEB SERVICES: A ROADMAP FOR 
THE ENTERPRISE (2003)を参照されたい。
【０２０２】
　本発明のシステムおよび方法のためのウェブベースの臨床データベースは、好ましくは
、ネイティブなフォーマットで臨床データファイルをアップロードおよび保存する能力を
有し、任意の臨床パラメータについて検索可能である。このデータベースはまた拡張可能
であり、EAVデータモデル(メタデータ)を利用して、他の研究と容易に統合するために任
意の研究からの臨床注釈を入力し得る。加えて、ウェブベースの臨床データベースは順応
性があり、ユーザーにカスタマイズされた質問を動的に付加することができるXMLおよびX
SLTであってよい。さらに、このデータベースは、CDISC ODMに対するエクスポート能力を
含む。
【０２０３】
　実施者はまた、ブラウザベースのドキュメント内のデータを表示するためのいくつかの
方法が存在することを理解するであろう。データは、標準テキストとして、または固定リ
スト、スクロール可能なリスト、ドロップダウンリスト、編集可能なテキスト領域、固定
テキスト領域、ポップアップウィンドウ等の中に表示され得る。同様に、例えば、キーボ
ードを使用する自由なテキスト入力、メニュー項目の選択、チェックボックス、オプショ
ンボック等のような、ウェブページにおいてデータを修正するために利用可能ないくつか
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の方法が存在する。
【０２０４】
　本システムおよび方法は、機能ブロックコンポーネント、スクリーンショット、オプシ
ョンの選択、および様々な処理段階に関して本明細書において記載され得る。このような
機能ブロックが、特定の機能を行うように構成されたいくつものハードウェアおよび/ま
たはソフトウェアコンポーネントによって実現され得ることが理解されるべきである。例
えば、本システムは、1つまたは複数のマイクロプロセッサまたは他の制御デバイスの制
御下で種々の機能を実行し得る、例えばメモリ要素、処理要素、論理要素、ルックアップ
テーブル等の様々な集積回路コンポーネントを使用し得る。同様に、本システムのソフト
ウェア要素は、C、C++、Macromedia Cold Fusion、Microsoft Active Server Pages、Jav
a、COBOL、アセンブラ、PERL、Visual Basic、SQL Stored Procedures、拡張マークアッ
プ言語(XML)などの任意のプログラミング言語またはスクリプト言語によって実行され得
、種々のアルゴリズムは、データ構造、オブジェクト、プロセス、ルーチン、または他の
プログラミング要素の任意の組み合わせによって実行される。さらに、本システムが、デ
ータ伝送、信号伝達、データ処理、ネットワーク制御等のためのいくつもの従来技法を使
用し得ることに留意されたい。さらになお、本システムは、JavaScript、VBScript等のよ
うなクライアント側スクリプト言語によって、セキュリティー問題を検出または防止する
ために使用され得る。暗号化およびネットワークセキュリティーの基本的な序論について
は、以下の参考文献のいずれかを参照されたい：(1) 「Applied Cryptography: Protocol
s, Algorithms, And Source Code In C」、Bruce Schneier著、John Wiley & Sonsによる
出版(second edition, 1995)；(2) 「Java Cryptography」、Jonathan Knudson著、O'Rei
lly & Associatesによる出版(1998)；(3) 「Cryptography & Network Security: Princip
les & Practice」、William Stallings著、Prentice Hallによる出版；これらはすべて、
参照により本明細書に組み入れられる。
【０２０５】
　本明細書において用いられる「エンドユーザー」、「消費者」、「顧客」、「クライア
ント」、「治療する医師」、「病院」、または「事業」という用語は互いに互換的に用い
られ得、それぞれ任意の人、実体、機械、ハードウェア、ソフトウェア、または事業を意
味する。各関係者は、本システムと相互作用し、オンラインのデータアクセスおよびデー
タ入力を容易にするために、コンピューティングデバイスを装備している。顧客はパーソ
ナルコンピュータの形態の演算器を有するが、ラップトップ型、ノート型、携帯用コンピ
ュータ、セットトップボックス、携帯電話、プッシュホン式電話等を含む他の種類の演算
器も使用され得る。本発明のシステムおよび方法の所有者/操作者は、コンピュータサー
バーの形態で実行される演算器を有するが、メインフレームコンピュータとして示される
コンピューティングセンター、ミニコンピュータ、PCサーバー、同じかまたは異なる地理
的位置に位置するコンピュータのネットワーク等を含むシステムによる他の実行も意図さ
れる。さらに、本システムは、本明細書に記載される類似の機能性を有する任意のネット
ワーク上での任意の物品、サービス、または情報の使用、販売、または流通を意図する。
【０２０６】
　1つの例示的な態様において、各クライアント顧客は、「アカウント」または「アカウ
ント番号」を発行され得る。本明細書において用いられる場合、アカウントまたはアカウ
ント番号は、消費者が本システムにアクセスできるように、本システムと相互作用できる
ように、または本システムと通信できるように適切に構成された任意のデバイス、コード
、番号、文字、記号、デジタル証明書、スマートチップ、デジタル信号、アナログ信号、
バイオメトリック、または他の識別子/しるし(例えば、承認/アクセスコード、個人識別
番号(PIN)、インターネットコード、他の識別コード、および/または同様のものうちの1
つまたは複数)を含み得る。アカウント番号は任意に、チャージカード、クレジットカー
ド、デビットカード、プリペイドカード、エンボスカード、スマートカード、磁気ストラ
イプカード、バーコードカード、トランスポンダ、無線周波数カード、または関連アカウ
ント上に位置してもよいし、またはそれに付随してもよい。本システムは、前述のカード
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もしくはデバイス、またはトランスポンダを有するフォブおよび該フォブとのRF通信にお
けるRFIDリーダーのいずれかを含んでもよいし、またはそれと連動してもよい。本システ
ムはフォブの態様を含み得るが、本発明はそのように限定されない。実際に、システムは
、RF通信を介してRFIDリーダーと通信するように構成されているトランスポンダを有する
任意のデバイスを含み得る。典型的なデバイスには、例えば、キーホルダー、タグ、カー
ド、携帯電話、腕時計、または問い合わせのために提示され得る任意のそのような形態が
含まれ得る。さらに、本明細書で論じられるシステム、演算器、またはデバイスは「パー
ベイシブコンピューティングデバイス」を含んでよく、これは、演算器が内蔵された従来
の非コンピュータ化デバイスを含み得る。アカウント番号は、それ自体から第2デバイス
へのデータの送信またはダウンロードが可能なプラスチックデバイス、電子デバイス、磁
気デバイス、無線周波数デバイス、無線デバイス、音響デバイス、および/または光学デ
バイスの任意の形態で分配および保存され得る。
【０２０７】
　当業者に理解されるように、本システムは、既存システムのカスタマイズ、アドオン製
品、アップグレードされたソフトウェア、スタンドアロン型のシステム、分散システム、
メソッド、データ処理システム、データ処理用のデバイス、および/またはコンピュータ
プログラム製品として具体化され得る。したがって、本システムは、全くのソフトウェア
態様、全くのハードウェア態様、またはソフトウェアとハードウェアの両方の局面を兼ね
備える態様の形態をとり得る。さらに、本システムは、記憶媒体において具体化されるコ
ンピュータ可読プログラムコード手段を有するコンピュータ可読記憶媒体上のコンピュー
タプログラム製品の形態をとってもよい。ハードディスク、CD-ROM、光学記憶デバイス、
磁気記憶デバイス、および/または同様のものを含む任意の適切なコンピュータ可読記憶
媒体が利用され得る。
【０２０８】
　本システムおよび方法は、様々な態様による方法、装置(例えば、システム)、およびコ
ンピュータプログラム製品のスクリーンショット、ブロック図、およびフローチャート図
を参照して本明細書に記載される。ブロック図およびフローチャート図の各機能ブロック
ならびにブロック図およびフローチャート図における機能ブロックの組み合わせが、それ
ぞれコンピュータプログラムの命令によって実行され得ることが理解されよう。
【０２０９】
　ここで図2～25を参照していくが、示されるプロセスフローおよびスクリーンショット
は単なる態様にすぎず、本明細書に記載される本発明の範囲を限定することを意図するも
のではない。例えば、方法または工程の説明のいずれかにおいて列挙される段階は、任意
の順序で実行することができ、表示の順序に限定されない。以下の説明が、図2～25に示
される段階およびユーザーインターフェース要素のみならず、図1を参照して上記した様
々なシステムコンポーネントについても適切に言及することが理解されよう。
【０２１０】
　これらのコンピュータプログラム命令は、機械を製造するために汎用コンピュータ、特
殊目的コンピュータ、または他のプログラム可能なデータ処理装置にロードされ得、該コ
ンピュータまたは他のプログラム可能なデータ処理装置で実行する該命令は、1つまたは
複数のフローチャートブロックにおいて特定される機能を実行するための手段を生み出す
。これらのコンピュータプログラム命令はまた、コンピュータまたは他のプログラム可能
なデータ処理装置に特定の様式で機能するように指示し得るコンピュータ可読メモリに保
存され得、該コンピュータ可読メモリ内に保存された該命令は、1つまたは複数のフロー
チャートブロックにおいて特定される機能を実行する命令手段を含む製品を生み出す。コ
ンピュータプログラム命令はまた、コンピュータまたは他のプログラム可能なデータ処理
装置にロードされて、該コンピュータまたは他のプログラム可能な装置において実施され
るべき一連の操作段階をもたらし、コンピュータによって実行される工程を生じさせ得、
該コンピュータまたは他のプログラム可能な装置において実行する該命令は、1つまたは
複数のフローチャートブロックにおいて特定される機能を実行するための工程を提供する
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。
【０２１１】
　したがって、ブロック図およびフローチャート図の機能ブロックは、特定の機能を実施
するための手段の組み合わせ、特定の機能を実施するための段階の組み合わせ、および特
定の機能を実施するためのプログラム命令手段を支持する。ブロック図およびフローチャ
ート図の各機能ブロックならびにブロック図およびフローチャート図における機能ブロッ
クの組み合わせが、特定の機能もしくは段階を実施する特殊目的ハードウェアベースのコ
ンピュータシステム、または特殊目的ハードウェアとコンピュータ命令との適切な組み合
わせのいずれかによって実行され得ることも理解されよう。さらに、プロセスフローの図
およびその説明は、ユーザーウィンドウ、ウェブページ、ウェブサイト、ウェブフォーム
、プロンプト等について言及し得る。本明細書に記載される図示された段階が、ウィンド
ウ、ウェブページ、ウェブフォーム、ポップアップウィンドウ、プロンプト等の使用を含
むいくつもの構成において含み得ることを、実施者は理解するであろう。図示および説明
される複数の段階は、単一のウェブページおよび/またはウィンドウに一体化され得るが
、単純化するために拡張されていることがさらに理解されるべきである。他の場合には、
単一の工程段階として図示および説明される段階は、複数のウェブページおよび/または
ウィンドウに分割され得るが、単純化するために一体化されている。
【０２１２】
　問題に対する利点、他の長所、および解決法を、特定の態様に関して本明細書において
説明してきた。しかしながら、問題に対する該利点、長所、解決法、および任意の利点、
長所、もしくは解決法をもたらし得るか、またはそれらをより明白にし得る任意の要素は
、本発明の特許請求の範囲のいずれかまたはすべての重大な、必要な、または必須の特徴
または要素と解釈されるべきでない。したがって、本発明の範囲は特許請求の範囲以外の
何ものによっても限定されるべきでなく、特許請求の範囲において、要素に対する単数形
での言及は、「1つおよび1つのみ」と明示的に述べられない限りそのように意味すると意
図されず、「1つまたは複数」を意味すると意図される。当業者に公知である、上記の例
示的な態様の要素に対する構造的、化学的、および機能的均等物はすべて、参照により本
明細書に明確に組み入れられ、本発明の特許請求の範囲によって包含されることが意図さ
れる。さらに、装置または方法は、本発明の特許請求の範囲によって包含されることで、
本発明が解決しようとするありとあらゆる問題に対処する必要はない。さらに、本開示に
おける要素、構成要素、または方法段階は、該要素、構成要素、または方法段階が特許請
求の範囲において明示的に列挙されているかどうかにかかわらず、公共に供されるように
意図されない。本明細書における特許請求の範囲の要素は、その要素が「のための手段」
という語句を用いて明示的に列挙されない限り、35 U.S.C.第112条第6章の規定に従って
解釈されるべきでない。本明細書において用いられる「含む」、「含むこと」、またはそ
れらの任意の他の変化形は非排他的な包含を網羅することが意図され、一連の要素を含む
工程、方法、物品、または装置は、このような要素のみを含むわけではなく、明示的に記
載されていないか、またはそのような工程、方法、物品、もしくは装置に固有の他の要素
も含み得る。さらに、本明細書に記載される要素は、「必須の」または「重大な」と明示
的に記載されない限り、本発明の実施に必要ではない。
【０２１３】
　図1は、患者の生物学的検体の分子プロファイリングを利用する、特定の病態に対して
個別化医学的介入を決定するためのシステム10の例示的な態様のブロック図を示す。シス
テム10は、ユーザーインターフェース12、データを処理するためのプロセッサ16を含むホ
ストサーバー14、該プロセッサに連結されたメモリ18、プロセッサ16によるデータの処理
を指示するための、メモリ18内に保存され、かつプロセッサ16によりアクセス可能なアプ
リケーションプログラム20、複数の内部データベース22、および外部データベース24、な
らびに有線または無線通信ネットワーク26(例えば、インターネットなど)とのインターフ
ェースを含む。システム10はまた、ユーザーインターフェース12から受信されるデータか
らデジタルデータを入力するための、プロセッサ16に連結された入力デジタイザ28を含み
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得る。
【０２１４】
　ユーザーインターフェース12は、システム10にデータを入力するため、およびプロセッ
サ16によって処理されたデータから得られた情報を表示するための、入力装置30およびデ
ィスプレイ32を含む。ユーザーインターフェース12はまた、標的に関する試験結果および
該試験結果に基づいて提案される薬物療法を含み得る患者報告書などの、プロセッサ16に
よって処理されたデータから得られた情報を印刷するためのプリンタ34を含み得る。
【０２１５】
　内部データベース22には、患者の生体試料/検体の情報および追跡、臨床データ、患者
データ、患者追跡、ファイル管理、研究プロトコル、分子プロファイリングによる患者の
試験結果、ならびに課金情報および追跡が含まれ得るが、これらに限定されない。外部デ
ータベース24には、薬物ライブラリー、遺伝子ライブラリー、疾患ライブラリー、ならび
UniGene、OMIM、GO、TIGR、GenBank、KEGG、およびBiocartaなどの公的および私的データ
ベースが含まれ得るが、これらに限定されない。
【０２１６】
分子プロファイリング法
　システム10に従って、様々な方法を用いることができる。図2は、疾患特異的でない、
患者の生物学的検体の分子プロファイリングを利用する、特定の病態に対して個別化医学
的介入を決定するための方法50の例示的な態様のフローチャートを示す。疾患系列診断に
依存しない(すなわち、単一の疾患に限定されない)分子プロファイリングを用いて、特定
の病態に対して医学的介入を決定するために、段階52において、罹患患者の生体試料由来
の少なくとも1つの標的に関して少なくとも1つの試験を行う。標的は、分子試験から得ら
れ得る任意の分子知見と定義される。例えば、標的には、1つもしくは複数の遺伝子、1つ
もしくは複数の遺伝子発現タンパク質、1つもしくは複数の分子機構、および/またはそれ
らの組み合わせが含まれ得る。例えば、標的の発現レベルは、該標的もしくは遺伝子のmR
NAレベル、または該遺伝子のタンパク質レベルの解析によって測定することができる。そ
のような標的を見出すための試験には、蛍光インサイチューハイブリダイゼーション(FIS
H)、インサイチューハイブリダイゼーション(ISH)、および当業者に公知の他の分子試験
が含まれ得るが、これらに限定されない。リアルタイムPCRまたは定量PCRなどの、PCRに
基づく方法を用いることもできる。さらに、本明細書に開示される方法において、比較ゲ
ノムハイブリダイゼーション(CGH)マイクロアレイ、一塩基多型(SNP)マイクロアレイ、プ
ロテオミクスアレイ、または抗体アレイ解析などのマイクロアレイ解析を用いることもで
きる。いくつかの態様において、マイクロアレイ解析は、遺伝子が参照と比べてp<0.001
の有意性をもって上方制御されるかまたは下方制御されるかを同定することを含む。標的
の試験または解析はまた、免疫組織化学的(IHC)解析を含み得る。いくつかの態様におい
て、IHC解析は、試料の30%またはそれ以上が染色されるかどうか、染色強度が+2もしくは
それ以上であるかどうか、またはその両方を判定することを含む。
【０２１７】
　さらに、本明細書に開示される方法はまた、2つ以上の標的をプロファイリングするこ
とを含む。例えば、複数の遺伝子の発現を同定することができる。さらに、試料中の複数
の標的の同定は、1つの方法によるものであってもよいし、または様々な手段によるもの
であってもよい。例えば、第1遺伝子の発現を1つの方法によって測定することができ、第
2遺伝子の発現レベルを異なる方法によって測定することができる。あるいは、同じ方法
を用いて、第1遺伝子および第2遺伝子の発現レベルを検出することもできる。例えば、第
1の方法はIHCであってよく、第2の方法は、遺伝子の遺伝子発現を検出するようなマイク
ロアレイ解析によるものであってよい。
【０２１８】
　いくつかの態様において、分子プロファイリングはまた、標的の突然変異、多型(SNPな
ど)、欠失、または挿入などの遺伝子バリアントを同定することを含み得る。例えば、遺
伝子中のSNPの同定は、マイクロアレイ解析、リアルタイムPCR、または配列決定によって
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のバリアントを同定することもできる。
【０２１９】
　したがって、以下のうちの1つまたは複数を実施することができる：段階54におけるIHC
解析、段階56におけるマイクロ解析、および段階58における当業者に公知の他の分子試験
。
【０２２０】
　生体試料は、腫瘍の生検標本を採取することによって、低侵襲手術を行うことによって
、最近の腫瘍が入手できない場合には、患者の血液、または細胞抽出物、核抽出物、細胞
溶解物、もしくは生物学的起源の生物学的産物もしくは物質、例えば排泄物、血液、血清
、血漿、尿、痰、涙、便、唾液、膜抽出物等などを含むがこれらに限定されない任意の他
の生物学的液体の試料を採取することによって、罹患患者から採取する。
【０２２１】
　段階60において、段階52で試験された標的のうちの1つまたは複数が、その特定の標的
の正常参照と比較して発現の変化を示すかどうかに関して判定を行う。本発明の1つの例
示的な方法では、段階54においてIHC解析を行うことができ、特定の標的について生体試
料細胞の30%またはそれ以上が+2またはそれ以上の染色であったかどうかを判定すること
によって、段階64においてIHC解析による任意の標的が発現の変化を示すかどうかに関す
る判定を行う。試験を行う技術者および試験される標的の種類に応じて染色結果が変動し
得るため、+1またはそれ以上の染色が発現の変化を示す場合があることが、当業者によっ
て理解されよう。本発明の別の例示的な態様では、段階56においてマイクロアレイ解析を
行うことができ、起源参照の正常組織に対する特定の標的の発現の変化倍率がp< 0.001で
有意であるかどうかを判定することにより、どの標的が上方制御されるかまたは下方制御
されるかを同定することによって、段階66においてマイクロアレイ解析による任意の標的
が発現の変化を示すかどうかに関する判定を行う。発現の変化は、1つまたは複数の遺伝
子、遺伝子発現タンパク質、分子機構、または他の分子知見が存在しないことによって証
明することもできる。
【０２２２】
　段階60においてどの標的が発現の変化を示すのかを決定した後、段階70において、発現
変化を有する各標的と相互作用する少なくとも1つの非疾患特異的薬剤を同定する。薬剤
は、治療効果を有する任意の薬物または化合物であってよい。非疾患特異的薬剤とは、発
現の変化を示した患者の生体試料由来の標的と相互作用し得る、患者の診断された疾患の
治療と以前は関連のなかった治療薬または化合物である。様々ながん患者において見出さ
れた特定の標的と相互作用することが見出されている非疾患特異的薬剤の一部を以下の表
3に示す。
【０２２３】
　（表３）
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【０２２４】
　最後に、段階80において、様々な標的に関する患者の試験結果およびそれらの結果に基
づいて提案される任意の治療法を含む患者プロファイル報告書を提供することができる。
例示的な患者プロファイル報告書100を図3A～3Dに示す。図3Aに示される患者プロファイ
ル報告書100は、試験された標的102、発現の有意な変化を示したそのような試験された標
的104、および該標的と相互作用するために提案された非疾患特異的薬剤106を特定する。
図3Bに示される患者プロファイル報告書100は、特定の遺伝子発現タンパク質110に関する
免疫組織化学的解析の結果108、および腫瘍細胞の30%またはそれ以上が+2またはそれ以上
の染色であったかどうかを判定することによって、遺伝子発現タンパク質が分子標的であ
るかどうか112を特定する。報告書100はまた、実施されなかった免疫組織化学的試験114
も特定する。図3Cに示される患者プロファイル報告書100は、マイクロアレイ解析で解析
された遺伝子116、および該遺伝子が参照と比較して過小発現したかまたは過剰発現した
か118を特定する。最後に、図3Dに示される患者プロファイル報告書100は、患者の臨床歴
120および患者から提出された検体122を特定する。分子プロファイリング技法は、例えば
海外などどこででも行うことができ、その結果をネットワークにより、例えば患者、医師
、研究所、または離れて位置する他の関係者といった適切な関係者に送信することができ
る。
【０２２５】
　図4は、標的と相互作用し得る薬物療法/薬剤を同定するための方法200の例示的な態様
のフローチャートを示す。段階202において、何名かの罹患個体において発現の変化を示
す分子標的を同定する。次に段階204において、罹患個体に薬物療法/薬剤を施す。段階20
4において施された薬物療法/薬剤が、段階202において同定された分子標的と相互作用す
るかどうかを判定するために、薬物療法/薬剤の施行後、段階202において同定された分子
標的の任意の変化を段階206において同定する。段階204において施された薬物療法/薬剤
が、段階202において同定された分子標的と相互作用すると判定される場合、該薬物療法/
薬剤を特定の疾患に対して承認するのではなく、該薬物療法/薬剤を、同定された該分子
標的の発現の変化を示す患者を治療するために承認することができる。
【０２２６】
　図5～14は、本発明による、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様々な
部分を示すフローチャートおよび図である。図5は、本発明の、情報に基づく個別化医薬
探索システムおよび方法の例示的な臨床判断支援システムを示す図である。臨床試験デー
タ、生物医学的/分子イメージングデータ、ゲノミクス/プロテオミクス/化学ライブラリ
ー/文献/専門家のキュレーション、生物検体追跡/LIMS、家族歴/環境の記録、および臨床
データなどの、臨床研究および臨床ケアを通じて得られたデータを収集し、それらをデー
タウェアハウス内にデータベースおよびデータマートとして保存する。図6は、ウェブサ
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ービスを使用する、本発明の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の臨床判
断支援システムを通じた情報の流れを示す図である。ユーザーは、データセットのフォー
ムベースの入力/アップロードを介した本システムへのデータの入力、クエリーの定式化
およびデータ解析ジョブの実行、ならびに出力データの表示の取得および評価によって、
本システムと相互作用する。ウェブベースのシステムにおけるデータウェアハウスは、デ
ータが抽出され、変換され、および様々なデータベースシステムからロードされる場所で
ある。データウェアハウスは、共通フォーマット、マッピング、および変換が生じる場所
でもある。このウェブベースのシステムはまた、関心対象のデータビューに基づいて作成
されるデータマートを含む。
【０２２７】
　本発明の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の例示的な臨床判断支援シ
ステムのフローチャートを図7に示す。臨床情報管理システムは研究所情報管理システム
を含み、データウェアハウスおよびデータベースに含まれている医療情報は、文献テキス
トマイニングに加えて、薬物ライブラリー、遺伝子ライブラリー、および疾患ライブラリ
ーなどの医療情報ライブラリーを含む。特定の患者に関する情報管理システムと、医療情
報データベースおよびデータウェアハウスの両方が、診断情報および治療選択肢が得られ
得るデータ連結センターにおいて一体となる。財務管理システムもまた、本発明の、情報
に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の臨床判断支援システムに組み込まれ得る。
【０２２８】
　図8は、本発明の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の一部として利用
され得る例示的な生物検体の追跡および管理システムを示す図である。図8は、組織/血液
バンクに検体を転送する2つのホスト医療センターを示す。検体は、発送前に研究所解析
を通過し得る。研究は、マイクロアレイ、遺伝子型同定、およびプロテオミクス解析を介
して試料に対して行われ得る。この情報は、組織/血液バンクに再配布され得る。図9は、
本発明の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法と共に利用され得る例示的な
生物検体の追跡および管理システムのフローチャートを示す。ホスト医療センターは患者
から試料を取得し、次いで該患者試料を、RNAおよびDNAの単離および解析も行い得る分子
プロファイリング研究所に発送する。
【０２２９】
　本発明の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法と共に使用するための臨床
上の標準語彙を維持するための方法を示す図を図10に示す。図10は、ある1人の医師の患
者に関連する医師の所見および患者情報が、別の医師がその患者に対して診断的および治
療的判断を行う際にそのデータを利用できるように、その別の医師に対してどのようにア
クセス可能になり得るのかを示す。
【０２３０】
　図11は、本発明の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の一部として使用
され得る例示的なマイクロアレイ遺伝子発現データベースの模式図を示す。マイクロアレ
イ遺伝子発現データベースは、ウェブベースのシステムを介してアクセス可能な外部デー
タベースおよび内部データベースの両方を含む。外部データベースには、UniGene、GO、T
IGR、GenBank、KEGGが含まれ得るが、これらに限定されない。内部データベースには、組
織追跡、LIMS、臨床データ、および患者追跡が含まれ得るが、これらに限定されない。図
12は、本発明の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の一部として使用され
得る例示的なマイクロアレイ遺伝子発現データベースデータウェアハウスの図を示す。研
究所データ、臨床データ、および患者データはすべて、マイクロアレイ遺伝子発現データ
ベースデータウェアハウス内に収容され得、そのデータは次に公的/私的公開によってア
クセスされ得、またデータ解析ツールによって利用され得る。
【０２３１】
　本発明の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法を通じた情報の流れを示す
別の模式図を図13に示す。図7と同様に、本模式図は、本発明の、情報に基づく個別化医
薬探索システムおよび方法の臨床情報管理、医療および文献情報管理、ならびに財務管理
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を含む。図14は、本発明の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の例示的な
ネットワークを示す模式図である。同定された様々な標的に基づいて提案される治療法ま
たは薬剤を患者に提供するために、患者、医療実施者、ホスト医療センター、および研究
所はすべて、種々の情報を共有および交換する。
【０２３２】
　図15～25は、図5～14に示される情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法の様
々な部分に関連するコンピュータスクリーンの印刷出力である。図15および16は、クライ
アントに代わって医師情報および保険会社情報を入力するコンピュータスクリーンを示す
。図17～19は、患者試料に対する解析および試験を注文するために情報を入力することが
できるコンピュータスクリーンを示す。
【０２３３】
　図20は、患者試料を用いて試験された特定の遺伝子のマイクロアレイ解析結果を示すコ
ンピュータスクリーンである。この情報およびコンピュータスクリーンは、図3Cに示され
る患者プロファイル報告書に詳述されている情報と類似している。図22は、様々な遺伝子
に関する特定の患者の免疫組織化学試験結果を示すコンピュータスクリーンである。この
情報は、図3Bに示される患者プロファイル報告書に含まれている情報と類似している。
【０２３４】
　図21は、特定の患者を見出すため、試験の注文および/または結果について、患者報告
書を公表するため、ならびに現在の症例/患者を追跡するための選択肢を示すコンピュー
タスクリーンである。
【０２３５】
　図23は、図3Aから3Dに示されるような患者プロファイル報告書を作成するための段階の
いくつかを概説するコンピュータスクリーンである。図24は、患者試料に対する免疫組織
化学試験を注文するためのコンピュータスクリーンを示し、図25は、マイクロアレイ解析
用の原発腫瘍部位に関する情報を入力するためのコンピュータスクリーンを示す。本発明
の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法を利用する目的で必要な情報を入力
するため、および本発明の、情報に基づく個別化医薬探索システムおよび方法を利用する
ことによって生じる情報を得るために、任意の数および種類のコンピュータスクリーンを
利用できることが、当業者によって理解されよう。
【０２３６】
　図26～31は、腫瘍型による、特定の遺伝子および遺伝子発現タンパク質の発現の有意な
変化の頻度、すなわち遺伝子および/または遺伝子発現タンパク質が、有意に過剰発現ま
たは過小発現するとして、腫瘍型による標的としてフラグが付された回数を示す表を示す
(実施例1～3も参照されたい)。これらの表は、特定の腫瘍型において遺伝子および/また
は遺伝子発現タンパク質が過剰発現または過小発現する全回数、ならびに発現の該変化が
免疫組織化学解析によって判定されたか(図26、図28)、またはマイクロアレイ解析によっ
て判定されたか(図27、図30)を示す。これらの表はまた、免疫組織化学を用いて、特定の
腫瘍型において任意の遺伝子発現タンパク質の過剰発現が起こった全回数、およびマイク
ロアレイ解析を用いて、特定の腫瘍型において任意の遺伝子の過剰発現または過小発現が
起こった全回数を特定する。
【０２３７】
　したがって本発明は、先に上記されるIHCおよびマイクロアレイ試験に従って、IHC試験
および遺伝子マイクロアレイ試験を用いて罹患組織を解析するための方法およびシステム
を提供する。患者は疾患の進行期にあってよい。脂肪、副腎皮質、副腎、副腎-髄質、虫
垂、膀胱、血管、骨、骨軟骨、脳、乳房、軟骨、子宮頸部、結腸、S状結腸、樹状細胞、
骨格筋、子宮内膜、食道、卵管、線維芽細胞、胆嚢、腎臓、喉頭、肝臓、肺、リンパ節、
メラニン細胞、中皮内層、筋上皮細胞、骨芽細胞、卵巣、膵臓、耳下腺、前立腺、唾液腺
、副鼻腔組織、骨格筋、皮膚、小腸、平滑筋、胃、滑膜、関節内層組織、腱、精巣、胸腺
、甲状腺、子宮、および子宮体を含むいくつかの腫瘍型、罹患組織型、または罹患細胞に
おけるバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーセットを決定すること
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ができる。
【０２３８】
　本発明の方法は、乳癌、膵癌、結腸および/または直腸の癌、白血病、皮膚癌、骨癌、
前立腺癌、肝癌、肺癌、脳癌、喉頭、胆嚢、副甲状腺、甲状腺、副腎、神経組織、頭頸部
、胃、気管支、腎臓の癌、基底細胞癌、潰瘍性および乳頭型の扁平上皮癌、転移性皮膚癌
、骨肉腫、ユーイング肉腫、細網肉腫、骨髄腫、巨細胞腫、小細胞肺腫瘍、島細胞癌、原
発性脳腫瘍、急性および慢性のリンパ球性および顆粒球性腫瘍、ヘアリー細胞腫瘍、腺腫
、過形成、髄様癌、褐色細胞腫、粘膜神経腫、腸神経節細胞種、過形成性角膜神経腫瘍、
マルファン症候群様体質腫瘍(marfanoid habitus tumor)、ウィルムス腫瘍、精上皮腫、
卵巣腫瘍、平滑筋腫、子宮頸部異形成および上皮内癌、神経芽細胞種、網膜芽細胞腫、軟
部組織肉腫、悪性カルチノイド、局所的皮膚病変、菌状息肉腫、横紋筋肉腫、カポジ肉腫
、骨原性および他の肉腫、悪性高カルシウム血症、腎細胞腫瘍、真性多血症、腺癌、多形
性神経膠芽腫、白血病、リンパ腫、悪性黒色腫、ならびに類表皮癌を含むがこれらに限定
されない任意のがんの治療を選択するために用いることができる。
【０２３９】
　副鼻腔、中耳、および内耳、副腎、虫垂、造血系、骨および関節、脊髄、乳房、小脳、
子宮頸部、結合軟部組織、子宮体、食道、眼、鼻、眼球、卵管、肝外胆管、他の口腔、肝
内胆管、腎臓、虫垂-結腸、喉頭、口唇、肝臓、肺および気管支、リンパ節、大脳、脊髄
、鼻軟骨、網膜、眼、特定不能を除く、中咽頭、他の内分泌腺、他の女性生殖器、卵巣、
膵臓、陰茎および陰嚢、脳下垂体、胸膜、前立腺、直腸 腎盂、尿管、腹膜、唾液腺、皮
膚、小腸、胃、精巣、胸腺、甲状腺、舌、未知、膀胱、子宮、特定不能、腟および陰唇、
ならびに外陰、特定不能のがんを含むいくつかの腫瘍型、罹患組織型、または罹患細胞に
おけるバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーセットもまた決定する
ことができる。
【０２４０】
　したがって、バイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーセットを用い
て、該バイオマーカーパターンまたはシグネチャーセットと相互作用し得る治療薬または
治療プロトコルを決定することができる。例えば、進行性乳癌について、免疫組織化学解
析を用いて、過剰発現する1つまたは複数の遺伝子発現タンパク質を決定することができ
る。したがって、進行期乳癌に関してバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグ
ネチャーセットを同定することができ、該バイオマーカーパターンまたはシグネチャーセ
ットと相互作用し得る治療薬または治療プロトコルを同定することができる。
【０２４１】
　進行期乳癌に関するバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーセット
のこのような例は、図26～31に示される表から同定され得るいくつかの進行期疾患または
がんに関する多数のバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーの一例に
過ぎない。加えて、図1～2および図5～14に示されるような上記の本発明の方法段階を利
用することにより、これらのバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャー
セットを有する患者を治療するために、いくつかの非疾患特異的治療法または治療プロト
コルを同定することができる。
【０２４２】
　図26および28に示される表ならびに図27および30に示される表に開示されているバイオ
マーカーパターンおよび/またはバイオマーカーシグネチャーセットは、特定のがん/疾患
の検出、特定のがん/疾患の治療、および特定のがん/疾患に対する新たな薬物療法または
プロトコルの同定を含むがこれらに限定されないいくつかの目的のために用いることがで
きる。図26および28に示される表ならびに図27および30に示される表に開示されているバ
イオマーカーパターンおよび/またはバイオマーカーシグネチャーセットは、特定の腫瘍
型またはがん型の薬物耐性発現プロファイルもまた示し得る。図26および28に示される表
ならびに図27および30に示される表に開示されているバイオマーカーパターンおよび/ま
たはバイオマーカーシグネチャーセットは、進行期薬物耐性プロファイルを示す。
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【０２４３】
　バイオマーカーパターンおよび/またはバイオマーカーシグネチャーセットは、少なく
とも1つのバイオマーカーを含み得る。さらなる他の態様において、バイオマーカーパタ
ーンまたはシグネチャーセットは、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、または10個のバ
イオマーカーを含み得る。いくつかの態様において、バイオマーカーシグネチャーセット
またはバイオマーカーパターンは、少なくとも15、20、30、40、50、または60個のバイオ
マーカーを含み得る。いくつかの態様において、バイオマーカーシグネチャーセットまた
はバイオマーカーパターンは、少なくとも70、80、90、100、200、300、400、500、600、
700、800、900、1000、2000、3000、4000、5000、6000、7000、8000、9000、10,000、15,
000、20,000、25,000、30,000、35,000、40,000、45,000、または50,000個のバイオマー
カーを含み得る。1つまたは複数のバイオマーカーの解析は、1つまたは複数の方法による
ものであってよい。例えば、マイクロアレイを用いて、2つのバイオマーカーの解析を行
うことができる。あるいは、1つのバイオマーカーをIHCによって解析し、別のバイオマー
カーをマイクロアレイによって解析することもできる。方法とバイオマーカーの任意のそ
のような組み合わせが本明細書において意図される。
【０２４４】
　1つまたは複数のバイオマーカーは、これらに限定されないが、Her2/Neu、ER、PR、c-k
it、EGFR、MLH1、MSH2、CD20、p53、サイクリンD1、bcl2、COX-2、アンドロゲン受容体、
CD52、PDGFR、AR、CD25、VEGF、HSP90、PTEN、RRM1、SPARC、サバイビン、TOP2A、BCL2、
HIF1A、AR、ESR1、PDGFRA、KIT、PDGFRB、CDW52、ZAP70、PGR、SPARC、GART、GSTP1、NFK
BIA、MSH2、TXNRD1、HDAC1、PDGFC、PTEN、CD33、TYMS、RXRB、ADA、TNF、ERCC3、RAF1、
VEGF、TOP1、TOP2A、BRCA2、TK1、FOLR2、TOP2B、MLH1、IL2RA、DNMT1、HSPCA、ERBR2、E
RBB2、SSTR1、VHL、VDR、PTGS2、POLA、CES2、EGFR、OGFR、ASNS、NFKB2、RARA、MS4A1、
DCK、DNMT3A、EREG、エピレギュリン、FOLR1、GNRH1、GNRHR1、FSHB、FSHR、FSHPRH1、葉
酸受容体、HGF、HIG1、IL13RA1、LTB、ODC1、PPARG、PPARGC1、リンホトキシンβ受容体
、Myc、トポイソメラーゼII、TOPO2B、TXN、VEGFC、ACE2、ADH1C、ADH4、AGT、AREG、CA2
、CDK2、カベオリン、NFKB1、ASNS、BDCA1、CD52、DHFR、DNMT3B、EPHA2、FLT1、HSP90AA
1、KDR、LCK、MGMT、RRM1、RRM2、RRM2B、RXRG、SRC、SSTR2、SSTR3、SSTR4、SSTR5、VEG
FA、またはYES1からなる群より選択され得る。
【０２４５】
　例えば、個体由来の生体試料を解析して、HSP90、サバイビン、RRM1、SSTRS3、DNMT3B
、VEGFA、SSTR4、RRM2、SRC、RRM2B、HSP90AA1、STR2、FLT1、SSTR5、YES1、BRCA1、RRM1
、DHFR、KDR、EPHA2、RXRG、またはLCKなどのバイオマーカーを含むバイオマーカーパタ
ーンまたはバイオマーカーシグネチャーセットを決定することができる。他の態様では、
バイオマーカーSPARC、HSP90、TOP2A、PTEN、サバイビン、またはRRM1が、バイオマーカ
ーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーセットの一部を形成する。さらなる他の態
様では、バイオマーカーMGMT、SSTRS3、DNMT3B、VEGFA、SSTR4、RRM2、SRC、RRM2B、HSP9
0AA1、STR2、FLT1、SSTR5、YES1、BRCA1、RRM1、DHFR、KDR、EPHA2、RXRG、CD52、または
LCKが、バイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーセット中に含まれる
。
【０２４６】
　HSP90、サバイビン、RRM1、SSTRS3、DNMT3B、VEGFA、SSTR4、RRM2、SRC、RRM2B、HSP90
AA1、STR2、FLT1、SSTR5、YES1、BRCA1、RRM1、DHFR、KDR、EPHA2、RXRG、またはLCKの発
現レベルを測定し、これを用いて個体に対して治療法を同定することができる。該バイオ
マーカーの発現レベルを用いて、バイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチ
ャーセットを形成することができる。発現レベルの測定は、マイクロアレイ解析またはIH
Cによるなど、mRNAまたはタンパク質のレベルを解析することによるものであってよい。
いくつかの態様では、SPARC、TOP2A、またはPTENなどに関して、IHCによりバイオマーカ
ーの発現レベルを実施し、これを用いて個体に対して治療法を同定する。IHCの結果を用
いて、バイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーセットを形成すること
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ができる。さらなる他の態様では、例えば、マイクロアレイ解析を含むがこれに限定され
ない方法によってmRNA発現レベルを測定することなどにより、個体または対象由来の生体
試料をCD52の発現レベルについて解析する。CD52の発現レベルを用いて、個体に対して治
療法を同定することができる。CD52の発現レベルを用いて、バイオマーカーパターンまた
はバイオマーカーシグネチャーセットを形成することができる。
【０２４７】
　本明細書に記載されるように、1つまたは複数の標的の分子プロファイリングを用いて
、個体に対して治療法を決定または同定することができる。例えば、1つまたは複数のバ
イオマーカーの発現レベルを用いて、個体に対して治療法を決定または同定することがで
きる。本明細書に開示されるような1つまたは複数のバイオマーカーを用いて、個体に対
して治療法を同定するために用いられるバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシ
グネチャーセットを形成することができる。いくつかの態様において、同定される治療法
は、その個体が以前に治療を受けなかったものである。
【０２４８】
　例えば、特定の治療法に関して参照バイオマーカーパターンが確立され、該参照バイオ
マーカーパターンを有する個体は該治療法に反応することになる。例えば、バイオマーカ
ーパターンにおける遺伝子の発現が該参照のものと変化しているかまたは異なるなど、該
参照と異なるバイオマーカーパターンを有する個体は、該治療法を施行されない。別の例
において、該参照と同じかまたは実質的に同じバイオマーカーパターンを示す個体は、該
治療法によって治療を受けるように助言される。いくつかの態様において、該個体は、以
前に該治療法による治療を受けておらず、したがって該個体に対して新たな治療法が同定
された。
【実施例】
【０２４９】
実施例1：患者500名超のIHCおよびマイクロアレイ試験
　図26A～Hおよび図27A～27Hに示される表中に示されるデータは、先に上記されるIHCお
よびマイクロアレイ試験に従って、罹患組織がIHC試験を受けた患者544名(図26)および罹
患組織が遺伝子マイクロアレイ試験を受けた患者540名(図27)に関する。患者は全員、疾
患の進行期にあった。
【０２５０】
　このデータは、脂肪、副腎皮質、副腎、副腎-髄質、虫垂、膀胱、血管、骨、骨軟骨、
脳、乳房、軟骨、子宮頸部、結腸、S状結腸、樹状細胞、骨格筋、子宮内膜、食道、卵管
、線維芽細胞、胆嚢、腎臓、喉頭、肝臓、肺、リンパ節、メラニン細胞、中皮内層、筋上
皮細胞、骨芽細胞、卵巣、膵臓、耳下腺、前立腺、唾液腺、副鼻腔組織、骨格筋、皮膚、
小腸、平滑筋、胃、滑膜、関節内層組織、腱、精巣、胸腺、甲状腺、子宮、および子宮体
を含むいくつかの腫瘍型、罹患組織型、または罹患細胞におけるバイオマーカーパターン
またはバイオマーカーシグネチャーセットを示す。
【０２５１】
　進行性乳癌を有する個体99名において、遺伝子発現タンパク質20種の免疫組織化学解析
から(図26B)、解析された遺伝子発現タンパク質は合計で367回過剰発現したこと、ならび
に全過剰発現のうちの16.35%はHSP90過剰発現に起因し、次いで過剰発現のうちの12.53%
はTOP2A過剰発現に起因し、および過剰発現のうちの11.17%はSPARCに起因したことが示さ
れた。加えて、過剰発現のうちの9.81%はアンドロゲン受容体過剰発現に起因し、過剰発
現のうちの9.54%はPDGFR過剰発現に起因し、および過剰発現のうちの9.26%はc-kit過剰発
現に起因した。
【０２５２】
　したがって、進行期乳癌に関してバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネ
チャーセットを同定することができ、該バイオマーカーパターンまたはシグネチャーセッ
トと相互作用し得る治療薬または治療プロトコルを同定することができる。
【０２５３】
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　進行期乳癌の別のバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーセットは
、図27A～Hによって示される表中のマイクロアレイデータから示される。例えば、進行性
乳癌を有する個体100名において(図27B)、遺伝子64種の遺伝子マイクロアレイ解析から、
解析された遺伝子は発現の変化を合計1,158回示したこと、ならびに全発現変化のうちの6
.39%はSSTR3発現変化に起因し、次いで発現変化のうちの5.79%はVDR発現変化に起因し、
および発現変化のうちの5.35%はBRCA2発現変化に起因したことが示された。したがって、
進行期乳癌に関して別のバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーセッ
トを同定することができ、このバイオマーカーパターンまたはシグネチャーセットと相互
作用し得る別の治療薬または治療プロトコルを同定することができる。
【０２５４】
実施例2：患者1300名超のIHC試験
　図28A～28Oは、腫瘍型による、特定の遺伝子発現タンパク質の発現の有意な変化の頻度
、すなわち免疫組織化学解析により、遺伝子発現タンパク質が有意に過剰発現するとして
、腫瘍型による標的としてフラグが付された回数を示す表を示す。この表はまた、免疫組
織化学を用いて、特定の腫瘍型において任意の遺伝子発現タンパク質の過剰発現が起こっ
た全回数を特定する。
【０２５５】
　図28A～28Oに示される表中に示されるデータは、先に上記されるIHC試験に従って、罹
患組織がIHC試験を受けた患者1392名に関する。患者は全員、疾患の進行期にあった。
【０２５６】
　このデータは、副鼻腔、中耳、および内耳、副腎、虫垂、造血系、骨および関節、脊髄
、乳房、小脳、子宮頸部、結合軟部組織、子宮体、食道、眼、鼻、眼球、卵管、肝外胆管
、他の口腔、肝内胆管、腎臓、虫垂-結腸、喉頭、口唇、肝臓、肺および気管支、リンパ
節、大脳、脊髄、鼻軟骨、網膜、眼、特定不能を除く、中咽頭、他の内分泌腺、他の女性
生殖器、卵巣、膵臓、陰茎および陰嚢、脳下垂体、胸膜、前立腺、直腸 腎盂、尿管、腹
膜、唾液腺、皮膚、小腸、胃、精巣、胸腺、甲状腺、舌、未知、膀胱、子宮、特定不能、
腟および陰唇、ならびに外陰、特定不能を含むいくつかの腫瘍型、罹患組織型、または罹
患細胞におけるバイオマーカーパターンまたはバイオマーカーシグネチャーセットを示す
。
【０２５７】
　進行性乳癌を有する個体254名において、遺伝子発現タンパク質19種の免疫組織化学解
析から(図28C)、解析された遺伝子発現タンパク質は合計で767回過剰発現したこと、なら
びに全過剰発現のうちの13.43%はSPARC過剰発現に起因し、次いで過剰発現のうちの12.26
%はc-kit過剰発現に起因し、および過剰発現のうちの11.47%はEGFRに起因したことが示さ
れた。加えて、過剰発現のうちの11.34%はアンドロゲン受容体過剰発現に起因し、過剰発
現のうちの11.08%はHSP90過剰発現に起因し、および過剰発現のうちの10.43%はPDGFR過剰
発現に起因した。したがって、進行期乳癌に関してバイオマーカーパターンまたはバイオ
マーカーシグネチャーセットを同定することができ、該バイオマーカーパターンまたはシ
グネチャーセットと相互作用し得る治療薬または治療プロトコルを同定することができる
。
【０２５８】
　図29は、標的としてタグが付されたバイオマーカー(遺伝子発現タンパク質)を、IHC試
験された全組織における頻度順に示す表を示す。遺伝子発現タンパク質19種の免疫組織化
学から、遺伝子発現タンパク質19種は、試験された様々な組織において標的として3878回
タグが付されたこと、および最も頻繁に過剰発現した遺伝子発現タンパク質はEGFRであり
、次はSPARCであったことが示された。
【０２５９】
実施例3：患者300名超のマイクロアレイ試験
　図30A～30Oは、腫瘍型による、特定の遺伝子の発現の有意な変化の頻度、すなわちマイ
クロアレイ解析により、遺伝子が有意に過剰発現または過小発現するとして、腫瘍型によ
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る標的としてフラグが付された回数を示す表を示す。この表はまた、遺伝子マイクロアレ
イ解析を用いて、特定の腫瘍型において任意の遺伝子の過剰発現または過小発現が起こっ
た全回数を特定する。
【０２６０】
　図30A～30Oに示される表中に示されるデータは、先に上記されるマイクロアレイ試験に
従って、罹患組織が遺伝子マイクロアレイ試験を受けた患者379名に関する。患者は全員
、疾患の進行期にあった。このデータは、副鼻腔、中耳、および内耳、副腎、肛門管およ
び肛門、虫垂、血液、骨髄および造血系、骨および関節、脳および脳神経および脊髄(脳
室および小脳を除く)、乳房、小脳、子宮頸部、結合軟部組織、子宮体、食道、眼、特定
不能、眼球、卵管、胆嚢7 肝外胆管、歯肉、口腔底部および他の口腔、肝内胆管、腎臓、
大腸(虫垂-結腸を除く)、喉頭、口唇、肝臓、肺および気管支、リンパ節、髄膜(大脳、脊
髄)、鼻腔(鼻軟骨を含む)、眼窩および涙腺(網膜、眼、特定不能を除く)、中咽頭、他の
内分泌腺、他の女性生殖器、卵巣、膵臓、陰茎および陰嚢、脳下垂体、胸膜、前立腺、直
腸、腎盂および尿管、後腹膜および腹膜、唾液腺、皮膚、小腸、胃、精巣、胸腺、甲状腺
、舌、未知、不特定の消化器、膀胱、子宮、特定不能、腟および陰唇、ならびに外陰、特
定不能を含むいくつかの腫瘍型、罹患組織型、または罹患細胞におけるバイオマーカーパ
ターンまたはバイオマーカーシグネチャーセットを示す。
【０２６１】
　例えば、進行性乳癌を有する個体168名において(図30C)、遺伝子63種のマイクロアレイ
解析から、解析された遺伝子は合計で1863回過剰発現または過小発現したこと、ならびに
全発現変化のうちの5.05%はSSTR3発現変化に起因し、次いで発現変化のうちの4.83%はNKF
BIA発現変化に起因し、および発現変化のうちの4.62%はVDRに起因したことが示された。
加えて、発現変化のうちの4.35%はMGMT発現変化に起因し、発現変化のうちの4.19 %はADA
発現変化に起因し、および発現変化のうちの3.97%はCES2発現変化に起因した。
【０２６２】
　図31は、標的としてのバイオマーカーを、試験された全組織における頻度順に示す表を
示す。
【０２６３】
実施例4：難治性がんに関して標的を見出し、治療を選択するために患者の腫瘍の分子プ
ロファイリングを利用する予備研究
　主目的は、分子プロファイリングによって選択された治療計画を用いた無進行生存期間
(PFS)と、患者が進行を開始した際の一番最近の治療計画のPFSを比較することであった(
例えば、患者は患者自身の対照である)(図32)。PFS比(分子プロファイリングによって選
択された治療法におけるPFS/以前の治療法におけるPFS)≧1.3を有した個々の患者に対し
て、分子プロファイリングアプローチが臨床上有効であると見なした。
【０２６４】
　本研究はまた、IHC、FISH、およびマイクロアレイによる分子プロファイリングが、市
販の治療薬が存在する標的をもたらす頻度を決定するために、ならびに奏効率(RECIST)お
よび4ヶ月の時点で進行も死亡もしていない患者のパーセントを決定するために行った。
【０２６５】
　本研究は、米国中の9つのセンターで実施した。本方法の概要を図33に示す。図33に見
られ得るように、本研究に関して患者のスクリーニングを行い、かつ同意を得た。2名の
医師監視要員のうちの1名によって、患者の適格性を検証した。同じ医師が、患者が以前
の治療法で進行したかどうか、およびPFS(TTP)がどれぐらいの期間であったかを確認した
。次いで、以下に論じるように腫瘍生検を実施した。(パラフィン包埋材料における)IHC
、FISH、および(新鮮凍結組織における)マイクロアレイ解析を用いて、腫瘍をアッセイし
た。
【０２６６】
　IHC/FISHおよびマイクロアレイの結果が2名の研究医師に提供され、該医師は一般的に
、患者のケアを行う医師に治療法を提案する上で以下のアルゴリズムを使用した：1) IHC
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/FISHとマイクロアレイが同じ標的を示す場合、これを第1優先順位とする；2) 単独のIHC
陽性結果を次の優先順位とする；および3) 単独のマイクロアレイ陽性結果を最終優先順
位とする。
【０２６７】
　患者の医師は提案された治療を知らされ、患者は提案された薬剤(添付文書の推奨)で治
療を受けた。患者の疾患状態を8週間ごとに評価し、有害作用をNCI CTCAEバージョン3.0
によって評価した。
【０２６８】
　本研究の資格を有するには、患者には以下のことが必要であった：1) インフォームド
コンセントおよびHIPAAの承諾を提出すること；2) 任意の組織型の転移性がんを有するこ
と；3) 進行性疾患に対する少なくとも2つの以前の治療計画において、RECIST基準により
進行したこと；4) 腫瘍試料を採取するために、生検または外科手技を受けることができ
ること；5) ≧18歳であり、平均余命>3ヶ月を有し、かつ米国東海岸癌臨床試験グループ(
ECOG)一般状態0～1を有すること；6) 測定可能または評価可能な疾患を有すること；7) 
最終次の治療法に対して抵抗性であること(最終治療において疾患の進行が実証された；
最終治療を≧6週間受けた；進行のために最終治療を中断した)；8) 十分な臓器および骨
髄機能を有すること；9) 受胎調節の適切な方法を有すること；ならびに10) CNS転移があ
る場合には、適切に抑制されること。ECOG活動尺度は、Oken, M.M., Creech, R.H., Torm
ey, D.C., Horton, J., Davis, T.E., McFadden, E.T., Carbone, P.P.: Toxicity And R
esponse Criteria Of The Eastern Cooperative Oncology Group. Am J Clin Oncol 5:64
9-655, 1982に記載されており、これは全体として参照により組み入れられる。分子プロ
ファイリングを実施する前に、患者のケアを行う場の主たる研究者は、分子プロファイリ
ング結果が得られなかった場合に、患者を何で治療するかを指定しなければならない。
【０２６９】
方法
　生検はすべて、地域の研究者の場で行われた。針生検では、18ゲージ針コア生検が2～3
回行われた。DNAマイクロアレイ(MA)解析用に、組織は直ちに凍結され、FedExによりドラ
イアイス上で、中心的なCLIA認定研究所であるPhoenix, ArizonaのCaris MPIに発送され
た。IHC用に、パラフィンブロックが冷パックで発送された。IHCでは、細胞の≧30%で2+
である場合に、標的について陽性と見なした。MAでは、腫瘍と対照臓器組織との間の遺伝
子の発現の差がp≦0.001の有意水準である場合に、標的について陽性と見なした。
【０２７０】
I) IHC
　IHC研究に関して、ホルマリン固定パラフィン包埋腫瘍試料は、以下のタンパク質のIHC
試験のために提出されたこれらのブロックに由来する切片を有した：EGFR、SPARC、C-kit
、ER、PR、アンドロゲン受容体、PGP、RRM1、TOPO1、BRCP1、MRP1、MGMT、PDGFR、DCK、E
RCC1、チミジル酸合成酵素、Her2/neu、およびTOPO2A。全患者の腫瘍に対して全タンパク
質のIHCを行ったわけではない。
【０２７１】
　ホルマリン固定パラフィン包埋患者組織ブロックの切片を作製し(4μm厚)、スライドガ
ラス上に封入した。脱パラフィンおよび一連の段階的アルコールによる再水和後、標的抗
原を露出させるために必要な前処理を行った。
【０２７２】
　Her-2およびEGFRは、製造供給元(DAKO, Denmark)によって明記される通りに染色した。
他の抗体はすべて、商業的供給源から購入し、DABビオチンフリーポリマー検出キットで
可視化した。各抗体について、適切な陽性対照組織を使用した。陰性対照スライドは、一
次抗体を、適切に一致するアイソタイプの陰性対照試薬と置き換えることにより染色した
。スライドはすべて、最終段階としてヘマトキシリンで対比染色し、カバーガラスをかけ
た。組織マイクロアレイ切片は、製造業者の説明書に従って、EGFRおよびHER-2/neuコピ
ー数に関してFISHにより解析した。HER-2/neuのFISHは、PathVysion HER2 DNA Probe Kit
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(Vysis, Inc.)を用いて行った。EGFRのFISHは、LSI EGFR/CEP 7 Probe(Vysis)を用いて行
った。
【０２７３】
　スライドはすべて第1病理学者が半定量的に評価し、該病理学者は初期診断を確認する
と共に、光学顕微鏡を用いて免疫組織化学染色のそれぞれを読み取った。必要に応じて、
初期診断を確認するために、いくつかの系統免疫組織化学染色を行った。染色強度および
染色の範囲を判定した；いずれも陽性である腫瘍細胞の腫瘍特異的染色、および高度に陽
性(≧2+)で、広範囲(≧30%)の腫瘍特異的染色結果を記録した。第2病理学者により、標準
的な10%の品質管理を行った。
【０２７４】
II) マイクロアレイ
　マイクロアレイ用に採取された腫瘍試料は、切除の30分以内に即座に凍結され、ドライ
アイス上でCaris-MPIに送付された。凍結腫瘍断片を、ガラス管中の0.5mL分割量の凍結0.
5 Mグアニジンイソチオシアネート溶液上に置き、Covaris集束音波ホモジナイザーで同時
に解凍し、ホモジナイズした。0.5 mL分割量のTriZolを添加して混合し、この溶液を65℃
で5分間加熱した後に氷上で冷却し、クロロホルムを添加してから遠心分離することによ
り相を分離した。水相に等量の70%エタノールを添加し、この混合物をQiagen Rneasyカラ
ム上でクロマトグラフした。RNAを特異的に結合させた後、溶出した。Agilent BioAnalyz
er上で28SリボソームRNAと18SリボソームRNAの比を評価することにより、RNAを完全性に
ついて試験した。2～5μgの腫瘍RNA、および原発腫瘍組織の正常組織代表物の試料に由来
する2～5μgのRNAを別個にcDNAに変換し、次いでT7ポリメラーゼ増幅中に、対照的な蛍光
タグ化(Cy3、Cy5) CTPで標識した。標識された腫瘍およびその原発組織参照を、17,085個
の固有のプローブを有するAgilent H1Av2 60 merオリゴアレイチップにハイブリダイズさ
せた。
【０２７５】
　前記アレイは、(高発現または低発現のいずれかを有する)その遺伝子と潜在的に相互作
用する可能性のある治療薬が存在する50種の遺伝子に対するプローブを含む。このような
50種の遺伝子には以下のものが含まれた：ADA、AR、ASNA、BCL2、BRCA2、CD33、CDW52、C
ES2、DNMT1、EGFR、ERBB2、ERCC3、ESR1、FOLR2、GART、GSTP1、HDAC1、HIF1A、HSPCA、I
L2RA、KIT、MLH1、MS4A1、MASH2、NFKB2、NFKBIA、OGFR、PDGFC、PDGFRA、PDGFRB、PGR、
POLA、PTEN、PTGS2、RAF1、RARA、RXRB、SPARC、SSTR1、TK1、TNF、TOP1、TOP2A、TOP2B
、TXNRD1、TYMS、VDR、VEGF、VHL、およびZAP70。
【０２７６】
　チップを60℃で16～18時間ハイブリダイズさせた後、洗浄して、非厳密にハイブリダイ
ズしたプローブを除去し、Agilent Microarray Scannerでスキャンした。Agilent Featur
e Extraction Softwareを用いて、蛍光強度データを抽出し、正規化し、解析した。各チ
ャネルのノイズに対するシグナルのレベルを考慮に入れ、かつ推定を調整するために、チ
ップ上で反復される多数の陽性および陰性対照を使用するエラーモデルを用いて推定され
た、変化の程度の有意性の推定に基づいて、遺伝子発現をその参照と異なると判断した。
p≦0.001の水準での発現変化を、有意に異なると見なした。
【０２７７】
III) 統計的考察
　本プロトコルは計画された92名の患者の登録を求め、そのうち推計64名の患者が、分子
プロファイリングによって割り当てられた治療法により治療を受けた。残りの28名の患者
は、(a) 患者の生検が不可能；(b) 分子プロファイリングにより標的が同定されない；ま
たは(c) 一般状態の悪化という理由により、分子プロファイリング結果を利用できないと
予測された。患者の≦15%が≧1.3のPFS比を有するという帰無仮説(Ho)(例えば、見込みの
ない結果)を棄却するため、64名の患者は分子プロファイリング治療を受ける必要があっ
た。
【０２７８】
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IV) 治療選択
　分子プロファイリング結果に基づく患者の治療は、以下のアルゴリズムを用いて選択し
た：1) IHC/FISHとマイクロアレイが同じ標的を示す；2) 単独のIHC陽性結果；3) 単独の
マイクロアレイ陽性結果。患者の医師は提案された治療を知らされ、患者は添付文書の推
奨に基づいて治療を受けた。疾患状態を8週間ごとに評価した。有害作用をNCI CTCAEバー
ジョン3.0によって評価した。
【０２７９】
結果
　患者の分布を図34に図示し、患者の特性を表4および5に示す。図34に見られ得るように
、106名の患者が同意し、評価を受けた。図34に概説した理由(主に、状態の悪化、または
同意の取り下げ、または患者がさらなる治療法を何も望まなかった)により、分子プロフ
ァイリングを進めなかった患者が20名存在した。分子プロファイリング後に治療を受けな
かった患者は18名存在した(主に、状態の悪化、または患者がさらなる治療法を望まなか
ったことによる同意の取り下げのため)。治療を受けた患者は68名存在し、そのうち66名
は分子プロファイリング結果に従って治療を受け、2名は分子プロファイリング結果に従
って治療を受けなかった。2名のうち1名は、患者のケアを行う臨床医が治療の緊急性を感
じたために、別の薬剤で治療を受け、もう1名は、保険会社が分子プロファイリングによ
って提案された治療を負担しないために、別の薬剤で治療を受けた。
【０２８０】
　臨床医が分子プロファイリング結果を利用できるまでの期間中央値は、生検から16日(8
～30日の範囲)、および解析用の組織試料の受領から中央値で8日(0～23日の範囲)であっ
た。いくらかのわずかな遅れは、(検体の病理検査の必要性のために)地域のチームが患者
のブロックを直ちに送付しなかったためである。患者の腫瘍は、以下を含む米国中の9つ
の場所から送付された：Greenville, SC；Tyler, TX；Beverly Hills, CA；Huntsville, 
AL；Indiannapolis, IN；San Antonio, TX；Scottsdale, AZ、およびLos Angeles, CA。
【０２８１】
　表4は、腫瘍で分子プロファイリングが行われ、かつ分子プロファイリング結果に従っ
て治療を受けた患者66名の特性を列挙する。表1に見られるように、66名の患者のうち大
多数は女性であり、年齢中央値は60歳(27～75歳の範囲)であった。以前の治療計画数は、
53%の患者で2～4であり、および38%の患者で5～13であった。認可された有効な二次治療
法が得られないために、以前の治療法が1つのみであった患者が6名(9%)存在した。20名の
患者が、以前の第I相治療法で進行した。患者の大多数は、ECOG一般状態1を有した。
【０２８２】
　（表４）患者特性(n=66)
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*注記：患者6名(9%)は以前の治療数が1であった
【０２８３】
　表5に見られるように、患者66名における腫瘍型には、乳癌18例(27%)、結腸直腸11例(1
7%)、卵巣5例(8%)が含まれ、32名の患者(48%)はその他種々のカテゴリーに入った。多く
の患者は、より稀ながん型を有した。
【０２８４】
　（表５）結果‐患者の腫瘍型(n=66)
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【０２８５】
一次エンドポイント：PFS比≧1.3
　本研究の一次エンドポイント(PFS比≧1.3)に関して言えば、分子プロファイリング結果
に従って治療を受けた患者66名において、PFS比が1.3以上である患者の数は66名中18名、
すなわち27%、95% CI 17～38%片側、1標本ノンパラメトリック検定p=0.007であった。帰
無仮説は、この患者集団の≦15%が≧1.3のPFS比を有するというものであった。したがっ
てこの帰無仮説は棄却され、この分子プロファイリングアプローチは有益であるというの
が本発明者らの結論である。図35は、18名の患者について、分子プロファイリング治療法
におけるPFS(バー)と患者の以前の最後の治療法におけるPFS(TTP)(四角)の比較を列挙す
る。PFS比中央値は2.9(1.3～8.15の範囲)である。
【０２８６】
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　表6に示されるように一次エンドポイントを検討した場合、PFS比≧1.3は、乳癌患者の8
/18(44%)、結腸直腸癌患者の4/11(36%)、卵巣癌患者の1/5(20%)、およびその他種々の腫
瘍型の患者の5/32(16%)で達成された(PFS比≧1.3であるその他種々の腫瘍型には、肺1/3
、胆管癌1/3、中皮腫1/2、エクリン汗腺腫瘍1/1、およびGIST(胃) 1/1が含まれたことに
留意されたい)。
【０２８７】
　（表６）腫瘍型による一次エンドポイント‐PFS比≧1.3

*肺1/3、胆管癌1/2、中皮腫1/2、エクリン汗腺1/1、GIST(胃) 1/1
【０２８８】
　PFS比≧1.3である18名の患者がプロファイリングに基づいて受けた治療を表7に列挙す
る。乳癌患者に関してその表に見られ得るように、治療は、ジエチルスチベステロールか
らnab-パクリタキセル＋トラスツズマブ、そしてドキソルビシンにまで及んだ。他の腫瘍
型を有する患者に対する治療もまた表7に列挙される。全体として、14名は組み合わせに
よって治療を受け、4名は単独の薬剤で治療を受けた。
【０２８９】
　（表７）PFS比≧1.3である患者18名が(分子プロファイリングに基づいて)受けた治療
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【０２９０】
二次エンドポイント
　本研究の二次エンドポイントの結果は以下の通りである。分子プロファイリングが試み
られた患者86名において、患者の腫瘍の分子プロファイリングが標的をもたらした頻度は
84/86(98%)であった。方法論によって分類すると、IHC/FISHにより83/86(97%)が標的をも
たらし、マイクロアレイにより81/86(94%)が標的をもたらした。Agilent BioAnalyzer上
で28SリボソームRNAと18SリボソームRNAの比を評価することにより、RNAを完全性につい
て試験した。83/86(97%)の検体が1またはそれ以上の比を有し、高いチップ内再現性比を
もたらした。このことから、米国中での患者の検体の非常に良好な採取および発送、なら
びに優れた技術的結果が得られ得ることが実証される。
【０２９１】
　患者66名におけるRECIST基準により、完全寛解が1例および部分寛解が5例存在し、全奏
効率は10%であった(CR 1例は乳癌患者においてであり、PRは、乳癌患者、卵巣癌患者、結
腸直腸癌患者、およびNSCL癌患者においてであった)。4ヶ月の時点で進行していない患者
は、66名のうち14名、すなわち21%を含んだ。
【０２９２】
　探索解析において、ベースライン直径に対する標的病変の合計直径の最大変化%に関す
る全患者のウォーターフォールプロットを作成した。進行した患者、およびRECIST基準に
よる部分寛解と共に過程のどこかで腫瘍がいくらか縮小した患者を図36に示す。(2回また
はそれ以上の評価が完了した)患者の47%超で、患者の腫瘍にいくらかの縮小が認められる
。
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【０２９３】
他の解析‐安全性
　安全性解析に関して、治療関連死は存在しなかった。貧血(患者2名)、好中球減少症(患
者2名)、脱水症(患者1名)、膵炎(患者1名)、嘔気(患者1名)、嘔吐(患者1名)、および発熱
性好中球減少症(患者1名)を含む、治療に関連した重篤な有害事象が9例存在した。1名の
患者(1.5%)のみが、2等級疲労の治療関連有害事象のために中断した。
【０２９４】
他の解析‐患者のケアを行う臨床医が選択したであろうものと、分子プロファイリングが
選択したものとの関係
　分子プロファイリング結果が治療に何を提案したかを知る前に、臨床医が患者を治療す
るために何を選択したかの関係を調べた。図37に列挙されるように、2つの間にパターン
は存在しない。より具体的には、PFS比≧1.3である患者18名について、一致は認められな
かった。
【０２９５】
　PFS比≧1.3である患者18名と全患者66名の全生存期間を図38に示す。この探索解析は、
PFS比がいくらかの臨床的関連性を有するかどうかの判定を助けるために行った。PFS比≧
1.3である患者18名の全生存期間は9.7ヶ月であるのに対して、全集団では5ヶ月である‐
ログランク0.026。この探索解析から、PFS比はさらなる別の臨床パラメータと相関するこ
とが示される。
【０２９６】
結論
　この前向き多施設予備研究から、(a) 良質でかつ十分な腫瘍収集物を用いて、米国中の
9つの異なるセンターからの患者の腫瘍において分子標的を測定すること‐およびそのよ
うな結果に基づいて患者を治療することの実現可能性；(b) この分子プロファイリングア
プローチが、患者の27%について、患者が進行を開始した際の治療計画よりも分子プロフ
ァイリングによって提案された治療計画において、患者に対してより長いPFSをもたらし
たこと(信頼区間17～38%) p=0.007；ならびに、(c) これが分子プロファイリングの使用
および有益性を実証する有望な結果であることが実証される。
【０２９７】
　この結果から、難治性がんを有する患者は一般に、治療法が利用でき、かつそれが患者
に対して有益であり得る単純な標的(ERなど)を有し得ることもまた実証される。他の治療
法を使い尽くした、および第I相または第II相治験のおそらくは候補である患者の分子プ
ロファイリングは、この分子プロファイリングが行われ得る。
【０２９８】
実施例5：分子プロファイリングシステム
　システムは、新鮮凍結組織から抽出されたRNAからのRT-PCRを通して、およそ44,000種
の異なる配列の相対発現レベルを測定し得るAgilent 44Kチップを用いる遺伝子発現アレ
イを含む、いくつかの個々の成分を有する。新鮮凍結組織の採取に関与する実際的なこと
が理由で、試料の一部のみがAgilent 44K解析を実行され得る。この遺伝子発現アレイに
加えて、本システムはまた、ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)がん組織において40例
の異なる免疫組織化学アッセイのサブセットを実施する。最後に、FISH(蛍光インサイチ
ューハイブリダイゼーション)により、いくつかの遺伝子に関して遺伝子コピー数を測定
し、またいくつかの特定の突然変異に関して、DNA配列決定により突然変異解析を行う。
このデータのすべてを、各患者症例に関して保存する。治療選択肢に影響することが示さ
れている64種を超える遺伝子のマイクロアレイ結果を用いて、最終報告書を作成する。デ
ータはまた、IHC、FISH、およびDNA配列決定解析からも報告される。報告書は、実践する
がん専門医によって説明される。データが報告されたならば、最終決定は治療を行う医師
次第である。
【０２９９】
実施例6：Illumina発現解析
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　Illumina Whole Genome DASLアッセイ(Illumina Inc.、San Diego, CA)は、新鮮凍結(F
F)組織供給源およびホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)組織供給源由来の最小のRNAイ
ンプットから24,000個を超える転写産物を、ハイスループット様式で同時にプロファイす
る方法を提供する。この解析は、UDG(Illumina、cat#DA-903-1024/DA-903-1096)、Illumi
na Hybridization Oven、およびIllumina iScan Systemと共にWhole-Genome DASL Assay
を使用する。
【０３００】
　Whole Genome DASLアッセイは、製造業者の説明書に従って実施する。FFまたはFFPE供
給源から単離された全RNAを、ビオチン化オリゴ(dT)プライマーおよびランダムノナマー
プライマーを用いてcDNAに変換する。オリゴ(dT)プライマーおよびランダムノナマープラ
イマーを両方使用することは、FFPE組織から得られたような分解したRNA断片のcDNA合成
を確実にするのに役立つ。次いで、ビオチン化cDNAをDASL Assay Pool(DAP)プローブ群に
アニールさせる。プローブ群は、転写産物中の各標的配列を調べるように特別に設計され
たオリゴヌクレオチドを含む。プローブはおよそ50塩基にわたり、そのため部分分解した
RNAのプロファイリングが可能になる。
【０３０１】
　アッセイプローブセットは、5'末端における遺伝子特異的配列および汎用性PCRプライ
マー配列(P1)を含む上流オリゴヌクレオチド、ならびに3'末端における遺伝子特異的配列
および汎用性PCRプライマー配列(P2)を含む下流オリゴヌクレオチドからなる。上流オリ
ゴヌクレオチドを標的cDNA部位にハイブリダイズさせ、次に伸長させ、その対応する下流
オリゴヌクレオチドと連結させてPCR鋳型を作製し、この鋳型を製造業者の説明書に従っ
て汎用性PCRプライマーで増幅することができる。
【０３０２】
　結果として得られたPCR産物をHumanRef-8 Expression BeadChipにハイブリダイズさせ
て、特定の遺伝子の有無を判定する。HumanRef-8 BeadChipは、国立バイオテクノロジー
情報センター参照配列(RefSeq)データベース(ビルド36.2、リリース22)に由来する>24,00
0個の注釈つき転写産物を網羅する最新の内容を備えている(表8)。
【０３０３】
　（表８）HumanRef-8 BeadChipのRefSeq*内容

*ビルド36.2、リリース22
【０３０４】
　ハイブリダイゼーション後、iScanシステムを用いてHumanRef-8 Expression BeadChip
をスキャンする。このシステムは、迅速定量スキャンのために、高性能レーザー、光学、
および検出系を組み入れている。該システムは、高いシグナル対ノイズ比、高感度、低い
検出限界、および広いダイナミックレンジを提供して、並外れたデータ品質をもたらす。
【０３０５】
　DASL化学マイクロアレイを用いる全ゲノム遺伝子発現解析により、特定の遺伝子が腫瘍
において、該腫瘍の由来元の細胞型よりもより多くのまたはより少ないmRNAを産生してい
るかどうかの推定が可能になる。所与の遺伝子のより高いかまたはより低いという活性に
基づいて、腫瘍が、その治療されるがんの種類に応じた特定の治療法に反応する可能性が
高まり得る。正常組織と比較した場合の患者の腫瘍の差次的発現は、がん専門医が適切な
治療経路を決定するのを助けるための有用な診断ツールを提供し得る。
【０３０６】
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　DASL化学は、従来の直接ハイブリダイゼーションマイクロアレイ方法論から逸脱するこ
とにより、分解したFFPE RNAでの作業の限界に対処する。しかしながら、FFPE組織の固定
法には大きな違いがあり、より高レベルのRNA分解を招き得る。DASLアッセイは部分分解
したRNAに用いることはできるが、完全に分解したRNAには用いることができない。DASLア
ッセイ解析の前にRNA試料を限定するために、高発現するリボソームタンパク質遺伝子、R
PL13aをSYBRグリーン化学を用いて増幅するリアルタイムqPCR法を用いて、RNAの質を調べ
る。試料が、サイクル閾値≦29を有する場合に、この試料はDASL化学を進めるのに十分に
無傷であると見なす。Biotinylated cDNA Pre-Qualification, Illumina, Inc.；Abramov
itz, M., et al., Optimization of RNA extraction from FFPE tissues for expression
 profiling in the DASL assay. Biotechniques, 2008. 44(3): p. 417-23を参照された
い。1.5より低いA260/A280比または30より高いRPL13a Ct値を有する試料はいずれも、Who
le Genome DASL遺伝子発現化学を用いて処理するには過度に分解されている、または過度
に大幅に変更されていると見なす。Abramovitz, M., et al.。
【０３０７】
　HumanRef-8 Expression BeadChip上でのハイブリダイゼーションの前に、試料を沈降さ
せる。試料沈降物は青色ペレットの形態となる。その試料について青色ペレットが見えな
い場合には、BeadChip上でのハイブリダイゼーションの前に該試料を再処理しなければな
らない。
【０３０８】
　Whole Genome DASLアッセイは何千もの遺伝子の発現を調べるが、関心対象の遺伝子の
みの発現を解析する必要がある。
【０３０９】
　Illumina Whole Genome DASL技術を用いた患者データの報告を正規化するために、以下
のアルゴリズムを使用する。このデータは、Genome Studios Software v2009.1(Gene Exp
ression Moduleバージョン1.1.1)を用いて得られる。
【０３１０】
　段階1：Genome Studiosソフトウェアによって決定された検出p値は、0.01未満でなくて
はならない。この値は、アレイ上に存在する陰性対照プローブで観察されたばらつきに関
連して、特定の遺伝子の同じプローブの2つ組コピーによって生じたシグナルのばらつき
を調べることによって決定される。特定の遺伝子について、対照または患者試料のいずれ
かの検出p値が0.01よりも大きい場合には、該遺伝子の発現は「不確定」として報告され
る。0.01のカットオフを選択したが、その理由は、発現に変化がないという帰無仮説が正
しければ、このデータが観察される確率は1%未満であることをそれが示すからである。p
値は、多重比較に関して補正され得る。
【０３１１】
　段階2：差次的発現のp値は0.001未満でなくてはならない。このp値は以下の式を用いる
ことによって決定される：1/(10^(D/(10*SIGN(PS-CS))))。この式で、「D」は、Genome S
tudiosによって作成される差次的発現スコアを示す。「PS」および「CS」は、それぞれ患
者試料(PS)および対照試料(CS)について、アレイ上で得られる特定の遺伝子の相対蛍光単
位(RFU)を示す。「SIGN」関数は、PS RFUからCS RFUを減算することにより生じた値の符
号を数値に変換する。PSマイナスCSが>0である場合には、1という値が生じる。PSマイナ
スCSが<0である場合には、-1という値が生じる。PSとCSが等しい場合には、0という値が
生じる。任意の特定の遺伝子について差次的発現p値が.001よりも大きい場合には、該遺
伝子の発現は「変化なし」として報告される。0.001のカットオフを選択したが、それは
、この閾値に合格する遺伝子がおよそ95%の確率で別の方法により差次的に発現すると確
証され得るためである。
【０３１２】
　段階3：特定の遺伝子について発現比が0.66よりも小さい場合には、該遺伝子の発現は
「過小発現」として報告される。発現比が1.5よりも大きい場合には、該遺伝子の発現は
「過剰発現」として報告される。発現比が0.66～1.5である場合には、特定の遺伝子の発
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現は「変化なし」として報告される。発現比は、患者試料由来の遺伝子のRFUを対照試料
由来の同じ遺伝子のRFUで除することによって決定される(PS/CS)。「変化なし」は、p<=0
.001の有意水準で、腫瘍と対照組織との間でこの遺伝子の発現に差がないことを示す。p<
=0.001の有意水準を選択したが、それは、この閾値に合格する遺伝子がおよそ95%の確率
で別の方法により差次的に発現すると確証され得るためである。
【０３１３】
　「情報価値なし(NI)」は、患者試料または対照試料のいずれかについて得られたデータ
が、特定のRNA転写産物の発現レベルに対して確信してコールを作成するのに十分なほど
質が高くなかったことを示す。
【０３１４】
　段階4：FFPE試料のみを使用する場合には、上記のアルゴリズムを用いて「過小発現」
と同定される遺伝子はすべて「不確定」として報告される。これは、FFPE試料から得られ
るRNAの分解性質に起因し、したがって対照試料に対する患者試料における遺伝子のRFUの
低下が、その特定のRNAの存在の減少によるものであるのかどうか、またはRNAが高度に分
解され、その特定のRNA転写産物の検出を妨げるのかどうかを判定することは不可能であ
ると考えられる。改良された技術では、FFPE試料による「過小発現」としての一部または
すべての遺伝子が報告される。
【０３１５】
　図39は、FFPE試料のマイクロアレイプロファイリングから得られた結果を示す。腫瘍組
織から全RNAを抽出し、cDNAに変換した。次いでcDNA試料を、Illumina cDNA媒介アニーリ
ング、選択、伸長、および連結(DASL)過程を用いる全ゲノム(24K)マイクロアレイ解析に
供した。次に、80種の遺伝子のサブセットの発現を組織特異的正常対照と比較し、図中に
示されるこれら80種の標的遺伝子の相対発現比を、差次的発現の統計的有意性と共に決定
した。
【０３１６】
実施例7：分子プロファイリングシステムおよび報告書
　システムは、実施例6に記載されるIllumina Whole Genome DASL Assayを用いる遺伝子
発現アレイを含む、いくつかの個々の成分を有する。この遺伝子発現アレイに加えて、本
システムはまた、ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)がん組織において免疫組織化学ア
ッセイのサブセットを実施する。最後に、FISH(蛍光インサイチューハイブリダイゼーシ
ョン)により、いくつかの遺伝子に関して遺伝子コピー数を測定し、またいくつかの特定
の突然変異に関して、DNA配列決定により突然変異解析を行う。このデータのすべてを、
各患者症例に関して保存する。マイクロアレイ、IHC、FISH、およびDNA配列決定解析から
データが報告される。研究室の実験はすべて、標準操作手順書(SOP)に従って行う。
【０３１７】
　突然変異解析用のDNAは、病理学者により判断して腫瘍核≧10%の領域での固定化スライ
ドのマクロダイセクション後に、ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)組織から抽出する
。腫瘍核の%≧10%である場合に、抽出されたDNAのみを突然変異解析に使用する。DNAは、
製造業者の説明書に従って、QIAamp DNA FFPE Tissueキット(QIAGEN Inc., Valencia, CA
)を用いて抽出する。 BRAF Mutector I BRAF Kit(TrimGen、cat#MH1001-04)を用いて、BR
AF突然変異を検出する(TrimGen Corporation、Sparks, MD)。DxS KRAS Mutation Test Ki
t(DxS、#KR-03) を用いて、KRAS突然変異を検出する(QIAGEN Inc.、Valencia, CA)。増幅
DNAのBRAFおよびKRAS配列決定は、Applied BiosystemのBigDye(登録商標) Terminator V1
.1化学(Life Technologies Corporation、Carlsbad, CA)を用いて実施する。
【０３１８】
　IHCは、標準プロトコルに従って実施する。IHC検出系はマーカーによって異なり、これ
にはDakoのAutostainer Plus(Dako North America, Inc.、Carpinteria, CA)、Ventana M
edical Systems Benchmark(登録商標) XT(Ventana Medical Systems、Tucson, AZ)、およ
びLeica/Vision Biosystems Bond System(Leica Microsystems Inc.、Bannockburn, IL)
が含まれる。いずれの系も、製造業者の手順に従って操作する。
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　FISHは、ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)組織で実施する。FISH用のFFPEスライド
は、ヘマトキシリンおよびエオシン(H & E)で染色し、評価のために病理学者に供する必
要がある。病理学者は、解析のためにFISHを行うべき腫瘍の領域に印をつける。病理学者
の報告書は、腫瘍が存在し、かつ完全な解析を行うのに十分であることを示さなければな
らない。FISHは、製造業者の説明書に従ってAbbott Molecular VP2000を用いて実施する(
Abbott Laboratories、Des Plaines, IA)。
【０３２０】
　本システムによって作成される報告書を図40A～40Jに示す。図40Aは、患者が卵巣に原
発腫瘍を有したことを示す。パラフィンブロック試料を使用した。図40A～40Bは、マイク
ロアレイまたはIHC解析によって差次的に発現すると同定されたバイオマーカーの要約リ
ストを示す。各差次的発現バイオマーカーと対応する治療選択肢が示される。患者の医師
は、どの候補治療を適用するかを決定することができる。図40Cは、バイオマーカーに候
補治療を関連づける文献の証拠の表を示す。図40DはIHC解析の結果を示し、図40Eはマイ
クロアレイの結果を示す。図40F～40Gは、差次的発現バイオマーカーの要約説明を示す。
図40H～40Iは、差次的発現バイオマーカーに関連づけられた候補治療法を支持する文献の
要約説明を、各出版物に付随する証拠のレベルの評点と共に示す。図40Cは、証拠のレベ
ルの規範を説明する図表を示す。
【０３２１】
　本発明の好ましい態様を本明細書に示し説明してきたが、そのような態様が例として提
供されるに過ぎないことは当業者には明白であろう。本発明から逸脱することなく、多数
の変形、変更、および置き換えが当業者に想起されるであろう。本発明を実施する際に、
本明細書に記載された本発明の態様の様々な代替が使用され得ることを理解されたい。特
許請求の範囲が本発明の範囲を規定し、これら特許請求の範囲の範囲内にある方法および
構造ならびにそれらの均等物がそれによって包含されることが意図される。
【図１】 【図２】
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