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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　乳癌を有する対象の転帰の予測を補助する方法であって、
決定された前記対象の乳癌腫瘍の腫瘍サイズを提供し、
前記乳癌腫瘍について、基底様（Basal-like）、ルミナルＡ（Luminal A）、ルミナルＢ
（Luminal B）及びＨＥＲ２豊富（HER2-enriched）を含む少なくとも４つの内因性サブタ
イプの各々との相関値を算出し、ここで前記各内因性サブタイプとの相関値の決定は、少
なくともACTR3B、ANLN、BAG1、BCL2、BLVRA、CCNE1、CDC20、CDC6、CDCA1、CDH3、CENPF
、CEP55、CXXC5、EGFR、ERBB2、ESR1、EXO1、FGFR4、FOXA1、FOXC1、GPR160、HSPC150 (U
BE2T)、KIF2C、KNTC2、KRT14、KRT17、KRT5、MAPT、MDM2、MELK、MIA、MKI67、MLPH、MMP
11、MYC、NAT1、ORC6L、PGR、PHGDH、PTTG1、RRM2、SFRP1、SLC39A6、TMEM45B、TYMS、及
びUBE2Cを含む遺伝子のＲＮＡ発現を測定することにより行われ、
前記乳癌腫瘍の増殖遺伝子のサブセットのＲＮＡ発現を測定することにより、前記乳癌腫
瘍の増殖スコアを決定し、ここで前記増殖遺伝子のサブセットは、ANLN、CCNE1、CDC20、
CDC6、CDCA1、CENPF、CEP55、EXO1、KIF2C、KNTC2、MELK、MKI67、ORC6L、PTTG1、RRM2、
TYMS、UBE2C及びUBE2Tを含み、
下記式：
ＲＯＲ－ＰＴ　＝　－　　０．００６７×［基底様］
　　　　　　　　　＋　　０．４３１７×［Ｈｅｒ２豊富］
　　　　　　　　　＋　－０．３１７２×［ルミナルＡ］
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　　　　　　　　　＋　　０．４８９４×［ルミナルＢ］
　　　　　　　　　＋　　０．１９８１×［増殖スコア］
　　　　　　　　　＋　　０．１１３３×［腫瘍サイズ］
を用いて、再発リスクスコア（risk of recurrence score：ＲＯＲ－ＰＴ）を算出する工
程を含み、
ここで前記式中、［基底様］、［Ｈｅｒ２豊富］、［ルミナルＡ］、及び［ルミナルＢ］
は、前記乳癌腫瘍の各内因性サブタイプとの相関値を表し、［増殖スコア］は、前記乳癌
腫瘍の増殖スコアを表し、［腫瘍サイズ］は、前記乳癌腫瘍の腫瘍サイズを表し、
前記算出された再発リスクスコアが、前記対象の再発リスクの高低を示す、
ことを含む方法。
【請求項２】
　腫瘍グレード、腫瘍倍数性（tumor ploidy）、結節状態、エストロゲン受容体発現、プ
ロゲステロン受容体発現、及びHER2/ERBB2発現のうち少なくとも１つを決定することを更
に含む、請求項１の方法。
【請求項３】
　腫瘍グレード、腫瘍倍数性、結節状態、エストロゲン受容体発現、プロゲステロン受容
体発現、及びHER2/ERBB2発現の各々を決定することを更に含む、請求項１又は２の方法。
【請求項４】
　前記転帰が、乳癌特異的生存率、無症候生存率、又は治療応答である、請求項１～３の
何れか一項の方法。
【請求項５】
　前記ＲＮＡ発現を、アッセイ対象の核酸標的の各々に割り当てられた特有のコードを含
むシステムを用いて決定し、ここで前記特有のコードは、アッセイ対象の各核酸標的に特
有のバーコードを生成するよう配列された複数の発色蛍光からなる、請求項１～４の何れ
か一項の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は米国仮出願第61/650,209号（2012年5月22日出願）及び米国仮出願第61/753,673
号（2013年1月17日出願）に基づく利益を主張する。これらの出願各々の内容はその全体
が援用により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本願は概ね癌生物学分野に関し、具体的には、特定の癌細胞表現型の検出及び同定、並
びに適切な治療との相関の分野に関する。
【背景技術】
【０００３】
　現在の早期乳癌治療のアプローチ、例えばアジュバント治療等によって、確かに生存率
は改善され、再発は低減されてきた。しかし、ある患者では再発リスクが低めに見積もら
れるのに対し、別の患者では高めに見積もられる場合がある。
【０００４】
　再発リスクは時間を経れば確かにある程度減少するが、それでも継続的なリスクが多く
の研究で観察されており、その中には数万人の乳癌患者を対象とするものもある。実際、
これらの研究で５年後に再発を生じた患者の中には、過去に「低リスク」と判断された患
者、例えば初期診断時に癌がリンパ節に及んでいない患者や、エストロゲン受容体反応が
陽性であった患者が含まれている。これらの研究の一つによれば、治療から５年以上経過
した後でも相当数の再発が見られた。よって、本分野においては、再発リスクを決定する
と共に、斯かるリスクを低減し全体の生存率を改善し得る治療法を決定する必要性が存在
する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
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【０００５】
　本発明では、乳癌を有する対象の転帰を予測する方法であって、前記対象由来の腫瘍サ
ンプルを供し、少なくとも表１のNANO46内因性遺伝子リストの遺伝子について、前記腫瘍
サンプルにおける発現を決定し、前記腫瘍サンプルの内因性サブタイプを決定し、ここで
前記内因性サブタイプは、少なくとも基底様（Basal-like）、ルミナルＡ（Luminal A）
、ルミナルＢ（Luminal B）又はＨＥＲ２豊富（HER2-enriched）からなる群より選択され
、前記NANO46内因性遺伝子リストにおける増殖遺伝子のサブセットの発現に基づいて増殖
スコアを決定し、前記内因性サブタイプと、増殖スコアと、任意により腫瘍サイズ、結節
状態又は組織学的グレード等の１又は２以上の臨床病理学的変数との加重和を用いて、再
発リスクスコア（risk of recurrence score）を算出し、前記再発リスクスコアに基づい
て、前記対象の再発リスクの高低を決定することを含む方法を提供する。ある態様によれ
ば、スコアが低いほど転帰が良好であり、スコアが高いほど転帰が不良である。
【０００６】
　本発明の方法は、表１に記載のNANO46内因性遺伝子のうち少なくとも１つ、複数の組み
合わせ、或いはこれらの各々の発現を決定することを含んでいてもよい。ある態様によれ
ば、本発明の方法は、ANLN、CCNE1、CDC20、CDC6、CDCA1、CENPF、CEP55、EXO1、KIF2C、
KNTC2、MELK、MKI67、ORC6L、PTTG1、RRM2、TYMS、UBE2C及び／又はUBE2Tから選択される
NANO46内因性遺伝子のうち少なくとも１つ、複数の組み合わせ、或いはこれらの各々の発
現を決定することを含んでいてもよい。NANO46内因性遺伝子リストの各遺伝子の発現は、
ナノレポーターコード（nanoreporter code）システム（nCounter（登録商標）分析シス
テム）を用いて決定することができる。
【０００７】
　本発明の方法は、腫瘍サイズ、腫瘍グレード、結節状態、内因性サブタイプ（intrinsi
c subtype）、エストロゲン受容体発現、プロゲステロン受容体発現、及びHER2/ERBB2発
現のうち少なくとも１つ、複数の組み合わせ、或いはこれらの各々を決定することを含ん
でいてもよい。
【０００８】
　サンプルは例えば細胞又は組織から採取することができる。サンプルとしては腫瘍が挙
げられる。組織は生検から取得することができる。サンプルは体液から採取したものでも
よい。体液としては血液、リンパ液、尿、唾液、又は乳頭吸引液が挙げられる。
【０００９】
　本発明をその詳細な説明と共に記載したが、以上の説明は例示を意図するものであって
、本発明の範囲を限定することを意図するものではない。本発明の範囲は添付の特許請求
の範囲によって画定され、他の側面、利点及び改変も本発明の範囲に含まれる。
【００１０】
　本明細書で引用される特許及び科学文献は、当業者に利用可能な知識を構成する。本明
細書で引用される米国特許並びに公開及び非公開米国特許出願の全てが、援用により本明
細書に組み込まれる。本明細書で引用される公開の外国特許及び特許出願の全てが、援用
により本明細書に組み込まれる。本明細書で受託番号により引用されるGenbank及びNCBI
の提出物も、援用により本明細書に組み込まれる。本明細書で引用される他の全ての公開
の引用文献、文書、原稿及び書籍も、援用により本明細書に組み込まれる。
【００１１】
　本発明をその好適な実施形態に即して具体的に説示・説明するが、当業者であれば理解
するように、添付の特許請求の範囲により画定される本発明の範囲から逸脱しない範囲に
おいて、形式的及び具体的な種々の変更を加えることが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】図１は、表１の乳癌内因性サブタイプ及び表１の内因性遺伝子のヒートマップで
ある。
【図２】図２は、未治療乳癌患者コホートのカプラン・マイヤー（Kaplan Meier）生存曲
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線を示す。
【図３】図３は、タモキシフェン治療を受けたノード陰性ＥＲ＋乳癌患者コホートカプラ
ン・マイヤー生存曲線を示す。
【図４】図４は、タモキシフェン治療を受けたＥＲ＋ノード陰性乳癌患者の１０年発生確
率を、ＲＯＲスコアの関数として示す。本グラフは、当該集団のうちルミナルＡ又はＢサ
ブタイプに分類された亜集団を示す。ＲＦＳ＝再発－無病生存率；ＤＳＳ＝疾患特異的生
存率。
【図５】図５は、乳癌内因性サブタイプ分類アッセイの模式図である。
【図６】図６は、アルゴリズム処理の模式図である。
【図７】図７は、コードセットのｍＲＮＡへのハイブリダイゼーションを示す図である。
【図８】図８は、余剰のレポーターの除去を示す図である。
【図９】図９は、カートリッジ表面へのレポーターの結合を示す図である。
【図１０】図１０は、レポーターの固定化及びアラインメントを示す図である。
【図１１】図１１は、データ収集を示す図である。
【図１２】図１２は、nCounter分析システムによる乳癌試験アッセイ手順を示す図である
。
【図１３】図１３は、nCounterプレップステーションを示す図である。
【図１４】図１４は、nCounterデジタルアナライザを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本開示では、乳癌を有する対象の転帰を予測する方法であって、前記対象由来の腫瘍サ
ンプルを供し；少なくとも表１のNANO46内因性遺伝子リストの遺伝子について、前記腫瘍
サンプルにおける発現を決定し；NANO46内因性遺伝子リストの遺伝子の発現に基づいて前
記腫瘍サンプルの内因性サブタイプを決定し、ここで前記内因性サブタイプは、少なくと
も基底様、ルミナルＡ、ルミナルＢ又はＨＥＲ２豊富からなる群より選択され、前記NANO
46内因性遺伝子リストにおける増殖遺伝子のサブセットの発現に基づいて増殖スコアを決
定し、前記内因性サブタイプと、増殖スコアと、任意により腫瘍サイズ、結節状態又は組
織学的グレード等の１又は２以上の臨床病理学的変数との加重和を用いて、再発リスクス
コアを算出し、前記再発リスクスコアに基づいて、前記対象の再発リスクの高低を決定す
ることを含む方法を示す。ある態様によれば、スコアが低いほど転帰が良好であり、スコ
アが高いほど転帰が不良である。
【００１４】
　内因性遺伝子は、同じ個体からの生物サンプル反復間で低い発現変動を有し、異なる個
体からのサンプル全体では高い発現変動を有するように、統計学的に選択される。即ち、
内因性遺伝子は、乳癌分類のための分類遺伝子として使用される。乳癌内因性サブタイプ
を導くために臨床情報を使用しなかったにもかかわらず、この分類は予後的意義を有する
ことが判明した。内因性遺伝子スクリーニングを用いることにより、乳癌を５種類の分子
的に異なる内因性サブタイプ、ルミナルＡ（ＬｕｍＡ）、ルミナルＢ（ＬｕｍＢ）、ＨＥ
Ｒ２豊富及び基底様に分類することができる（Perou et al. Nature, 406(6797):747-52 
(2000); Sorlie et al. PNAS, 98(19):10869-74 (2001)）。
【００１５】
　本明細書に記載されるNANO46遺伝子発現アッセイによれば、生物学的サンプル、例えば
、標準的なホルマリン固定パラフィン包埋腫瘍組織から内因性サブタイプを同定できる。
本方法は、乳癌内因性サブタイプに従って対象サンプルを分類するために、教師付きアル
ゴリズムを利用する。本明細書でNANO46分類モデルと呼ばれるこのアルゴリズムは、乳癌
内因性サブタイプを分類するのに優れていると本明細書で特定された内因性遺伝子の既定
のサブセットの遺伝子発現プロファイルに基づく。遺伝子のサブセットを、それらの検出
に利用される標的特異的配列のプライマーとともに表１に示す。表１Ａは、表１で利用さ
れた各遺伝子を検出するための標的特異的プローブ配列の配列を提供する。表１Ａで提供
された配列は代表例にすぎず、本発明を限定するものではない。当業者であれば、表１の
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を利用できる。
【００１６】
【表１－１】

【００１７】
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【表１－２】

【００１８】
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【表１ａ－１】

【００１９】
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【表１ａ－２】

【００２０】
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【表１ａ－３】

【００２１】
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【表１ａ－４】

【００２２】
　表２に、表１のNANO46遺伝子のために選択された配列を示す。
【００２３】
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【表２－０１】

【００２４】
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【表２－０２】

【００２５】



(13) JP 6325530 B2 2018.5.16

10

20

30

40

【表２－０３】

【００２６】
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【表２－０４】

【００２７】
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【表２－０５】

【００２８】
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【表２－０６】

【００２９】
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【表２－０７】

【００３０】
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【表２－０８】

【００３１】
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【表２－０９】

【００３２】
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【表２－１０】

【００３３】
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【表２－１１】

【００３４】
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【表２－１２】

【００３５】
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【表２－１３】

【００３６】
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【表２－１４】

【００３７】
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【表２－１５】

【００３８】
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【表２－１６】

【００３９】
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【表２－１７】

【００４０】
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【表２－１８】

【００４１】
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【表２－１９】

【００４２】
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【表２－２０】

【００４３】
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【表２－２１】

【００４４】
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【表２－２２】

【００４５】
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【表２－２３】

【００４６】
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【表２－２４】

【００４７】
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【表２－２５】

【００４８】
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【表２－２６】

【００４９】
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【表２－２７】

【００５０】
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【表２－２８】

【００５１】
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【表２－２９】

【００５２】
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【表２－３０】

【００５３】
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【表２－３１】

【００５４】
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【表２－３２】

【００５５】
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【表２－３３】

【００５６】
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【表２－３４】

【００５７】



(45) JP 6325530 B2 2018.5.16

10

20

30

40

【表２－３５】

【００５８】
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【表２－３６】

【００５９】
　表１の遺伝子のうち少なくとも４０、少なくとも４１、少なくとも４２、少なくとも４
３、少なくとも４４、少なくとも４５、又は４６全てを、本発明の方法に利用することが
できる。好ましくは、生物学的サンプルについて４６個の遺伝子の各々の発現を決定する
。遺伝子発現データの階層クラスタ化解析を用いて、ＦＦＰＥ乳房腫瘍サンプルのトレー
ニングセットから、４つの内因性サブタイプの典型的な遺伝子発現プロファイル（即ちセ
ントロイド）を予め定義した。これら４つのサブタイプの典型的な遺伝子発現プロファイ
ル（即ちセントロイド）のヒートマップを図１に示す。図１では発現レベルをヒートマッ
プにより図示している。表３には実際の値を示す。
【００６０】
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【表３－１】

【００６１】
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【表３－２】

【００６２】
　乳癌腫瘍試験サンプル及び試験キットの一部として提供される基準サンプルを用いて乳
癌内因性サブタイプ分類試験を実施した後に、ピアソンの相関に基づく計算アルゴリズム
では、試験サンプルのNANO46内因性遺伝子セットに関する正規化・スケール化遺伝子発現
プロファイルを４つの乳癌内因性サブタイプの典型的な発現特性と比較する。内因性サブ
タイプ分析は、NANO50セットの遺伝子の発現を決定すること（NANO46セットの遺伝子の発
現を決定することであり、且つMYBL2、BIRC5、GRB7及びCCNB1の発現を決定することを更
に含む）によって決定され、そして、再発リスク（「ＲＯＲ」）は、NANO46セットの遺伝
子を使用することで決定される。具体的には、内因性サブタイプは、生物学的サンプルに
おけるNANO50セットの遺伝子の発現を４つの内因性サブタイプの予想される発現プロファ
イルと比較することによって同定される。最も類似した発現プロファイルを有するサブタ
イプがその生物学的サンプルに割り当てられる。ＲＯＲスコアは、規定した用途集団に関
する１０年以内の個々の患者の遠隔再発の確率に関連する０～１００等級の整数値である
。ＲＯＲスコアの算出には、上記のように、生物学的サンプルにおけるNANO46の遺伝子発
現プロファイルを、４つの内因性サブタイプの予想されるプロファイルと比較し、４つの
異なる相関値を算出する。次に、これらの相関値を増殖スコア（及び任意により腫瘍サイ
ズ等の１又は２以上の臨床病理学的変数）と組み合わせることにより、ＲＯＲスコアを算
出する。好ましくは、ＲＯＲスコアは、NANO46遺伝子の発現プロファイルだけを比較する
ことによって算出される。
【００６３】
　図６では具体的なアルゴリズム変換の模式図を示している。腫瘍サンプルには、そのサ
ンプルに対して最も大きい正の相関を有するサブタイプが割り当てられる。未処置の乳癌
患者の実証のトレーニングセットから作成されたカプラン・マイヤー生存曲線は、エスト
ロゲン受容体陽性／陰性及びＨＥＲ２陽性／陰性患者の両方を含むこの試験集団において
、内因性サブタイプが無再発生存率（ＲＦＳ）に関する予後指標であることを証明してい
る（図２）。
【００６４】
　タモキシフェン治療を受けたノード陰性、エストロゲン受容体陽性患者コホートに対す
る独立した試験では、ルミナルＢ患者に比べてルミナルＡ患者がより良好な転帰を示す、
ルミナルＡ及びＢサブタイプ患者が圧倒的であることを示す（図３）。ルミナルＡ患者の
転帰は、より現代的な治療計画（すなわち、アロマターゼ阻害剤）を使用し、且つ、転帰
を改善するであろう療法に対してより忠実である臨床試験標本を使用することでより一層
改善すると予想される。
【００６５】
　十分に定義された臨床的特徴及び臨床転帰データを有するＦＦＰＥ乳房腫瘍サンプルの
トレーニングセットが、連続的な再発リスク（ＲＯＲ）スコアを確立するのに使用された
。前記スコアは、内因性サブタイプ、増殖スコア（４６個の遺伝子のうちの１８個のサブ
セットの平均遺伝子発現）、及び腫瘍サイズの各々の相関を含めたＣｏｘモデルから係数
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を使用することで算出される（表４）。
【００６６】
【表４】

【００６７】
　表４の試験変数が対応する係数が掛けられ、そして、合計されて、リスクスコア（「Ｒ
ＯＲ－ＰＴ」）がもたらされる。
　ＲＯＲ－ＰＴ式＝　　－０．００６７×Ａ
　　　　　　　　　＋　　０．４３１７×Ｂ
　　　　　　　　　＋　－０．３１７２×Ｃ
　　　　　　　　　＋　　０．４８９４×Ｄ
　　　　　　　　　＋　　０．１９８１×Ｅ
　　　　　　　　　＋　　０．１１３３×Ｆ
【００６８】
　これまでの試験では、ＲＯＲスコアは、５年間タモキシフェン治療を受けたＥＲ陽性、
ノード陰性患者の再発リスクの連続推定値を提供した（Nielsen et al. Clin. Cancer Re
s., 16(21):5222-5232 (2009)）。この結果は、同じコホートからのＥＲ陽性、ノード陰
性患者に対して検証された（図４）。ＲＯＲスコアはまた、この試験集団内のＲＦＳ決定
に基づく臨床モデル全体にわたり統計的有意性の改善も示し、そして、従来の臨床病理学
的計測と比較したときに、この意思決定ツールの改善された精度のさらなる証明を提供し
た（Nielsen et al. Clin. Cancer Res., 16(21):5222-5232 (2009)）。
【００６９】
　遺伝子セットは、増殖に関する既知のマーカーである複数の遺伝子を含む。本発明の方
法は、増殖特性（proliferation signature）を提供する遺伝子サブセットの決定を提供
する。本発明の方法は、ANLN、CCNE1、CDC20、CDC6、CDCA1、CENPF、CEP55、EXO1、KIF2C
、KNTC2、MELK、MKI67、ORC6L、PTTG1、RRM2、TYMS、UBE2C、及び／又はUBE2Tから選択さ
れるNANO46内因性遺伝子の少なくとも１つ、複数の組み合わせ、その各々、或いはそのう
ちの１８個の遺伝子のサブセットの発現を決定することを含んでいてもよい。好ましくは
、NANO46遺伝子セットのうちの１８個の遺伝子サブセットの各々の発現が、増殖スコアを
提供するために決定される。これらの遺伝子の１つ以上の発現が決定されてもよく、そし
て、増殖特性指数は、サンプル中でのこれらの遺伝子のうちの１つ以上の正規化された発
現推定値を平均することによってもたらされる。サンプルは、高い増殖特性、中程度又は
中間の増殖特性、低い増殖特性又は非常に低い増殖特性に割り当てられることができる。
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生物学的サンプルから増殖特性を決定する方法は、Nielsen et al. Clin. Cancer Res., 
16(21):5222-5232 (2009)及び補足のオンラインコンテンツに記載されているとおりであ
る（これらの文書の全体が、援用により本明細書に組み込まれる）。
【００７０】
内因性サブタイプ生物学の説明
　ルミナルサブタイプ：乳癌の最も一般的なサブタイプはルミナルサブタイプであるルミ
ナルＡ及びルミナルＢである。これまでの試験では、全乳癌のうちルミナルＡが約３０％
～４０％を占め、ルミナルＢが約２０％を占めることが示唆されたが、それらはホルモン
受容体陽性乳癌の９０％超に相当する（Nielsen et al. Clin. Cancer Res., 16(21):522
2-5232 (2009)）。これらのサブタイプの遺伝子発現パターンは、乳房のルミナル上皮成
分に類似している。これらの腫瘍は、エストロゲン受容体（ＥＲ）、プロゲステロン受容
体（ＰＲ）、及びＥＲ活性化に関連する遺伝子、例えばＬＩＶ１や、ＧＡＴＡ３や、サイ
クリンＤ１等の高発現、並びにルミナルサイトケラチン８及び１８の発現を特徴とする（
Lisa Carey & Charles Perou (2009). Gene Arrays, Prognosis, and Therapeutic Inter
ventions. Jay R. Harris et al. (4th ed.), Diseases of the breast (pp. 458-472). 
Philadelphia, PA: Lippincott Williams & Wilkins）。
【００７１】
　ルミナルＡ：ルミナルＡ（ＬｕｍＡ）乳癌は、細胞周期活性化に関連する遺伝子及びER
BB2クラスタについて低レベルの発現しか示さず、ルミナルＢより良好な予後をもたらす
。ルミナルＡサブグループは、全てのサブタイプのうちで最も好ましい予後を有するので
、内分泌療法応答腫瘍が豊富になる。
【００７２】
　ルミナルＢ：ルミナルＢ（ＬｕｍＢ）乳癌もまた、ＥＲ及びＥＲ関連遺伝子を発現する
。細胞周期活性化に関連する遺伝子が高度に発現されているので、この腫瘍型は、ＨＥＲ
２（＋）（～２０％）又はＨＥＲ２（－）であることができる。（ＥＲ発現にもかかわら
ず）予後は好ましくなく、且つ、内分泌療法応答性は通常、ＬｕｍＡに対して低い。
【００７３】
　ＨＥＲ２豊富：ＨＥＲ２豊富サブタイプは、ERBB2やGRB7を含めたERBB2クラスタが高発
現の症例の大部分で、通常ＥＲ陰性であり、且つ、ＨＥＲ２陽性である。細胞周期活性化
に関連する遺伝子が高度に発現されているので、これらの腫瘍は不良な転帰を有する。
【００７４】
　基底様：基底様サブタイプは、通常ＥＲ陰性であり、ほぼ常に臨床的にＨＥＲ２陰性で
あり、且つ、基底上皮サイトケラチン（ＣＫ）や上皮生長因子受容体（ＥＧＦＲ）を含め
た一連の「基底」バイオマーカーを発現している。細胞周期活性化に関連する遺伝子は高
度に発現されている。
【００７５】
臨床変数
　本明細書に記載のNANO46分類モデルは、再発（ＲＯＲ）予測因子の連続的危険を生成す
るために、臨床変数に関する情報と更に組み合わせることができる。本明細書に記載のよ
うに、いくつかの臨床上及び予後の乳癌因子が当技術分野で公知であり、治療予後及び疾
患再発の可能性を予測するために用いられる。そのような因子には、例えば、リンパ節関
与、腫瘍サイズ、組織学的度数、エストロゲン及びプロゲステロンホルモン受容体の状態
、ＨＥＲ－２レベル及び腫瘍倍数性（tumor ploidy）が含まれる。ある態様によれば、再
発危険（ＲＯＲ）スコアは、乳癌と診断されるか又はそれが疑われる対象のために提供さ
れる。このスコアは、NANO46分類モデルを、結節の状態（Ｎ）及び腫瘍サイズ（Ｔ）の臨
床上の因子と一緒に用いる。臨床変数の評価は、乳癌病期診断のためのAmerican Joint C
ommittee on Cancer（AJCC）の標準システムに基づく。このシステムでは、一次腫瘍サイ
ズは、０～４のスケール（Ｔ０：一次腫瘍の証拠がない；Ｔ１：≦２ｃｍ；Ｔ２：＞２ｃ
ｍ～≦５ｃｍ；Ｔ３：＞５ｃｍ；Ｔ４：胸壁又は皮膚への直接的拡大を有する任意のサイ
ズの腫瘍）で分類される。リンパ節の状態は、Ｎ０～Ｎ３に分類される（Ｎ０：所属リン
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パ節の転移がない；Ｎ１：可動性の同側腋窩リンパ節への転移；Ｎ２：お互いに、又は他
の構造に固定される同側リンパ節への転移；Ｎ３：胸骨下の同側リンパ節への転移）。乳
癌患者を特定して疾患を病期診断する方法は周知であり、手動検査、生検、患者及び／又
は家族の病歴の精査、及び画像化技術、例えばマモグラフィー、磁気共鳴画像化（ＭＲＩ
）及び陽電子放出断層撮影法（PET）を含めることができる。
【００７６】
サンプル源
　本開示のある態様によれば、乳癌サブタイプは、１つ又は複数の対象サンプル中の、表
１に列挙される内因性遺伝子の発現のパターン又はプロファイルの評価を通して調査され
る。議論において、用語対象、又は対象サンプルとは、健康状態及び／又は疾患状態に関
係なく個体を指す。対象は、対象、試験参加者、対照対象、スクリーニング対象、又は本
開示の文脈でサンプルが得られ、評価される任意の他のクラスの個体であることができる
。従って、対象は、乳癌と診断されていてもよく、乳癌の１つ又は複数の症状、又は家族
歴（遺伝性）又は病歴（医療）因子などの乳癌の素因を抱えてもよく、乳癌のための治療
又は療法を受けていてもよい、などである。或いは、対象は、前記の因子又は基準のいず
れかに関して健康であってもよい。用語「健康」は、任意の絶対的評価又は状態に対応す
るように定義することができないので、本明細書で用いる用語「健康」は、乳癌状態と比
較したものであることが理解される。従って、任意の特定の疾患又は疾患基準に関して健
康と定義される個体は、実際、乳癌以外の１つ又は複数の癌を含む任意の他の１つ又は複
数の疾患と診断することができるか、又は任意の他の１つ又は複数の疾患基準を示すこと
ができる。しかし、健康な対照は、好ましくはいかなる癌も有しない。
【００７７】
　特定の態様によれば、乳癌内因性サブタイプを予測する方法は、癌の細胞又は組織を含
む生体サンプル、例えば乳房組織サンプル又は一次乳房腫瘍組織サンプルを収集すること
を含む。「生体サンプル」は、内因性遺伝子の発現を検出することができる細胞、組織又
は体液の任意のサンプリングを意味するものとする。そのような生体サンプルの例には、
生検材料及び塗抹標本が含まれるが、これらに限定されない。本発明で有用な体液には、
血液、リンパ、尿、唾液、乳首吸引液、婦人科体液又は任意の他の体分泌物又はそれらの
派生物が含まれる。血液には、全血、血漿、血清、又は血液の任意の派生物を含めること
ができる。一部の態様によれば、生体サンプルには、乳房細胞、特に生検からの乳房組織
、例えば乳房腫瘍組織サンプルが含まれる。生体サンプルは、例えば、領域を削り取るか
スワビングすること、針を用いて細胞もしくは体液を吸引すること、又は組織サンプル（
生検材料）を取り出すことを含む、様々な技術によって対象から得ることができる。様々
な生体サンプルを収集する方法は、当技術分野で周知である。一部の態様によれば、乳房
組織サンプルは、例えば針吸引生検、コア針生検又は摘出生検によって得られる。検体を
保存するために、及び検査を容易にするために、固定剤及び染色溶液を細胞又は組織に加
えてもよい。生体サンプル、特に乳房組織サンプルをスライドガラスへ移し、拡大して観
察してもよい。ある態様によれば、生体サンプルはホルマリン固定され、パラフィン包埋
された乳房組織サンプル、特に一次乳房腫瘍サンプルである。様々な態様によれば、組織
サンプルは、病理学者によって導かれた組織コアサンプルから得られる。
【００７８】
発現プロファイリング
　様々な態様によれば、本開示は、対象で乳癌を分類するか、予後を決定するか、又は監
視するための方法を提供する。この態様によれば、内因性遺伝子の発現の分析から得られ
るデータを、１つ又は複数のパターン認識アルゴリズムを用いて評価する。そのような分
析法は、試験データを分類するために用いることができる、予測モデルを形成するために
用いることができる。例えば、第一に公知のサブタイプのサンプル（例えば、特定の乳癌
内因性サブタイプ、ＬｕｍＡ、ＬｕｍＢ、基底様、ＨＥＲ２豊富又は正常様を有すること
が公知の対象から）からのデータ（「モデル化データ」）を用いてモデル（「予測数理モ
デル」）を形成し、第二にサブタイプに従って未知のサンプル（例えば、「試験サンプル
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」）を分類するために、１つの便利で特に有効な分類方法は、多変量解析モデル化を使用
する。パターン認識法は、例えば、言語学、フィンガープリント、化学及び心理学にわた
る多くの異なる種類の問題を特徴づけるために、広く用いられている。本明細書に記載の
方法との関連では、パターン認識は、データを分析し、それによってサンプルを分類し、
様々な観察値に基づいていくつかの従属変数の値を予測するための、パラメトリック及び
ノンパラメトリックの両方の多変量統計学の使用である。２つの主な手法がある。１セッ
トの方法は「教師なし」と言われ、これらは単に合理的な方法でデータの複雑性を低減さ
せ、更に、ヒトの目によって解釈することができるディスプレイプロットを生成する。し
かし、この種の手法は、予測アルゴリズムを養成するために用いられる最初のサンプル集
団とは独立に、対象に由来するサンプルを分類するために用いることができる臨床アッセ
イの開発には適さないかもしれない。
【００７９】
　他の手法は「教師付き」と呼ばれ、それによって、独立した検証データセットで次に評
価される数理モデルを生成するために、公知のクラス又は予後を有するサンプルのトレー
ニングセットが用いられる。ここでは、内因性遺伝子発現データの「トレーニングセット
」は、各サンプルの「サブタイプ」を正しく予測する統計モデルを構築するために用いら
れる。このトレーニングセットを、独立データ（検定セット又は検証セットと呼ばれる）
で次に検定し、コンピュータに基づくモデルの頑健性を決定する。これらのモデルは「エ
キスパートシステム」と呼ばれることもあるが、様々な異なる数学的手法に基づくことが
できる。教師付き方法は減少した次元数（例えば、最初の数主成分）のデータセットを用
いることができるが、一般的に、全次元数の未削減データを用いる。すべての場合に、本
方法は、その内因性遺伝子発現プロファイルに関して各サブタイプを特徴づけて、分離す
る、多変量境界の定量的な記述を可能にする。任意の予測に関して、例えば適合度に置か
れる確率のレベルなどの信頼限界を得ることも可能である。選択されたサンプルを分析か
ら除外することによって、交差検証を用いて、予測モデルの頑健性を確認することもでき
る。
【００８０】
　本明細書に記載のNANO46分類モデルは、表１に記載される内因性遺伝子を用いて、複数
の対象サンプルの遺伝子発現プロファイルに基づく。複数のサンプルは、各サブタイプク
ラスに属する対象に由来する十分な数のサンプルを含む。この関係において「十分なサン
プル」又は「代表的な数」は、各サブタイプに由来する、各サブタイプと群の他のすべて
とを確実に区別することができる分類モデルを構築するのに十分であるサンプルの数量を
意味するものとする。教師付き予測アルゴリズムは、アルゴリズムを「養成する」ための
、客観的に選択されたプロトタイプサンプルのプロファイルに基づいて開発される。拡張
された内因性遺伝子を用い、援用によりその全体が本明細書に組み込まれる国際特許出願
公開第ＷＯ２００７／０６１８７６号及び米国特許出願公開第２００９／０２９９６４０
号に開示される方法によってサンプルを選択し、サブタイプに分ける。或いは、サンプル
は、乳癌サブタイプの分類のための任意の公知のアッセイによってサブタイプに分けるこ
とができる。サブタイプに従ってトレーニングサンプルを層化した後に、セントロイド（
centroid）に基づく予測アルゴリズムを用いて、表１に列挙される内因性遺伝子セットの
発現プロファイルに基づいてセントロイドを構築する。
【００８１】
　ある態様によれば、予測アルゴリズムは、援用によりその全体が本明細書に組み込まれ
るNarashiman and Chu (2002) PNAS 99:6567-6572に記載されているものに関係がある、
最近傍セントロイド方法論である。本開示では、本方法は各サブタイプの正規化されたセ
ントロイドを計算する。このセントロイドは、その遺伝子のクラス内の標準偏差によって
割った、各サブタイプ（又は「クラス」）の各遺伝子の平均遺伝子発現である。最近傍セ
ントロイド分類は、新しいサンプルの遺伝子発現プロファイルをとり、それをこれらのク
ラスセントロイドの各々と比較する。サブタイプ予測は、５個のセントロイドとの各試験
例のスピアマン順位相関を計算し、最近傍セントロイドに基づいてサンプルをサブタイプ
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に割り当てることによって実行される。
【００８２】
内因性遺伝子の発現の検出
　表１に列挙される内因性遺伝子の発現を検出するために当技術分野で利用可能な任意の
方法が、本明細書に包含される。「発現を検出する」ことは、内因性遺伝子のＲＮＡ転写
産物又はその発現生成物の量又は存在を決定することを意味するものとする。本開示の内
因性遺伝子の発現を検出する方法、すなわち遺伝子発現プロファイリングには、ポリヌク
レオチドのハイブリダイゼーション分析に基づく方法、ポリヌクレオチドの配列決定に基
づく方法、免疫組織化学方法及びプロテオミクスに基づく方法が含まれる。これらの方法
は、一般に、表１に列挙される内因性遺伝子の発現生成物（例えば、ｍＲＮＡ）を検出す
る。好ましい態様によれば、ＰＣＲに基づく方法、例えば逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）
（Weis et al., TIG 8:263- 64, 1992）、及びアレイに基づく方法、例えばマイクロアレ
イ（Schena et al., Science 270:467- 70, 1995）が用いられる。「マイクロアレイ」は
、ハイブリダイズすることが可能なアレイ要素、例えばポリヌクレオチドプローブの、基
質上での順序とおりの配置を意味するものとする。用語「プローブ」は、特異的に目的と
する標的生体分子、例えば、内因性遺伝子によってコードされるか又はそれに対応するヌ
クレオチド転写産物又はタンパク質に選択的に結合することができる任意の分子を指す。
プローブは、当業技術者が合成することができるか、又は適当な生物学的調製物から得る
ことができる。プローブは、標識されるように特異的に設計することができる。プローブ
として利用することができる分子の例には、ＲＮＡ、ＤＮＡ、タンパク質、抗体及び有機
分子が含まれるが、これらに限定されない。
【００８３】
　多くの発現検出方法が、単離されたＲＮＡを用いる。一般的に、出発物質は、生体サン
プル、例えば腫瘍又は腫瘍細胞系、及びそれぞれ対応する正常な組織又は細胞系から単離
される総ＲＮＡである。ＲＮＡの原料が一次腫瘍である場合、ＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ
）は、例えば、凍結又はアーカイブされた、パラフィン包埋及び固定された（例えば、ホ
ルマリン固定）組織サンプル（例えば、病理学者によって導かれた組織コアサンプル）か
ら抽出することができる。
【００８４】
　ＲＮＡ抽出のための一般方法は当技術分野で周知であって、Ausubel et al., ed., Cur
rent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York 1987-1999を含む
、分子生物学の標準教科書に開示されている。パラフィン包埋組織からのＲＮＡ抽出の方
法は、例えば、Rupp and Locker, Lab Invest. 56:A67, (1987); and De Andres et al. 
Biotechniques 18:42-44, (1995)に開示されている。詳細には、ＲＮＡ単離は、Qiagen（
Valencia、CA）などの民間の製造業者からの精製キット、緩衝液セット及びプロテアーゼ
を製造業者の指示とおりに用いて実施することができる。例えば、培養細胞からの総ＲＮ
Ａは、Qiagen RNeasyミニカラムを用いて単離することができる。他の市販のＲＮＡ単離
キットには、MASTERPURE（商標）完全ＤＮＡ及びＲＮＡ精製キット（Epicentre、Madison
、Wis.）及びパラフィンブロックＲＮＡ単離キット（Ambion、Austin、TX）が含まれる。
組織サンプルからの総ＲＮＡは、例えばＲＮＡ Ｓｔａｔ－６０（Tel-Test、Friendswood
、TX）を用いて単離することができる。ＦＦＰＥからの全ＲＮＡは、例えば、High Pure 
FFPE RNA Microkit, Cat No. 04823125001（Roche Applied Science, Indianapolis, IN
）を使用することで単離することができる。腫瘍から調製されるＲＮＡは、例えば塩化セ
シウム密度勾配遠心法によって単離することができる。更に、当業者に周知である技術、
例えばChomczynski（米国特許第４，８４３，１５５号）のシングルステップＲＮＡ単離
法を用いて、多数の組織サンプルを容易に処理することができる。
【００８５】
　単離されたＲＮＡは、それらに限定されないがＰＣＲ分析及びプローブアレイを含む、
ハイブリダイゼーション又は増幅アッセイで用いることができる。ＲＮＡレベルの検出の
ための１つの方法は、単離されたＲＮＡを、検出する遺伝子によってコードされるｍＲＮ
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Ａにハイブリダイズすることができる核酸分子（プローブ）と接触させることを含む。核
酸プローブは、例えば完全長ｃＤＮＡ又はその部分、例えば長さが少なくとも７、１５、
３０、６０、１００、２５０又は５００個のヌクレオチドであり、ストリンジェントな条
件の下で本開示の内因性遺伝子又は任意の誘導体ＤＮＡもしくはＲＮＡに特異的にハイブ
リダイズするのに十分であるオリゴヌクレオチドであってもよい。プローブとのｍＲＮＡ
のハイブリダイゼーションは、問題の内因性遺伝子が発現されていることを示す。
【００８６】
　ある態様によれば、例えば単離されたｍＲＮＡをアガロースゲルの上に流し、ゲルから
ニトロセルロースなどの膜へｍＲＮＡを移すことによって、ｍＲＮＡを固体表面に固定し
、プローブと接触させる。代替の態様によれば、例えばAgilent遺伝子チップアレイで、
プローブを固体表面に固定し、ｍＲＮＡをプローブと接触させる。当業者は、本開示の内
因性遺伝子の発現レベルの検出で用いるために、公知のｍＲＮＡ検出方法を容易に応用す
ることができる。
【００８７】
　サンプル中の内因性遺伝子の発現生成物のレベルを測定するための代替法は、例えば、
ＲＴ－ＰＣＲ（米国特許第４，６８３，２０２号）、リガーゼ連鎖反応（Barany, PNAS U
SA 88: 189-93, (1991)）、自律的配列複製（Guatelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci 
USA 87: 1874-78, (1990)）、転写増幅系（Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. ScL USA 86
: 1173-77, (1989)）、Ｑ－βレプリカーゼ（Lizardi et al., Bio/Technology 6:1197, 
(1988)）、ローリングサークル複製（米国特許第５，８５４，０３３号）による核酸増幅
のプロセス、又は任意の他の核酸増幅法と、それに続く、当業者に周知である技術を用い
る増幅分子の検出とを含む。これらの検出スキームは、そのような分子が非常に少数存在
する場合、核酸分子の検出に特に有用である。
【００８８】
　本開示の特定の側面では、内因性遺伝子の発現は、定量的ＲＴ－ＰＣＲによって評価さ
れる。多数の異なるＰＣＲ又はＱＰＣＲプロトコールが当技術分野で公知であり、本明細
書の下に例示されており、表１に列挙される内因性遺伝子の検出及び／又は定量のための
ここに記載の組成物を用いる用途のために、直接に適用又は応用することができる。一般
に、ＰＣＲでは、標的ポリヌクレオチド配列は、少なくとも１つのオリゴヌクレオチドプ
ライマー又は１対のオリゴヌクレオチドプライマーとの反応によって増幅される。プライ
マーは標的核酸の相補的領域にハイブリダイズし、ＤＮＡポリメラーゼは標的配列を増幅
するためにプライマーを伸長させる。ポリメラーゼに基づく核酸増幅生成物を提供するの
に十分な条件の下で、１つのサイズの核酸断片が反応生成物（増幅生成物である標的ポリ
ヌクレオチド配列）を支配する。単一の標的ポリヌクレオチド配列の濃度を高めるために
、増幅サイクルを繰り返す。ＰＣＲのために通常用いられる任意のサーモサイクラーで反
応を実行することができる。しかし、リアルタイム蛍光測定能力を有するサイクラー、例
えば、SMARTCYCLER（登録商標）（Cepheid、Sunnyvale、CA）、ABI PRISM 7700（登録商
標）（Applied Biosystems、Foster City、Calif.）、ROTOR-GENE（商標）（Corbett Res
earch、Sydney、Australia）、LIGHTCYCLER（登録商標）（Roche Diagnostics Corp.、In
dianapolis、Ind.）、ICYCLER（登録商標）（Biorad Laboratories、Hercules、Calif.）
及びMX4000（登録商標）（Stratagene、La Jolla、Calif.）が好ましい。
【００８９】
　本開示の別の態様によれば、発現プロファイリングのためにマイクロアレイが用いられ
る。マイクロアレイは、異なる実験の間の再現性のために、この目的のために特によく適
している。ＤＮＡマイクロアレイは、多数の遺伝子の発現レベルの同時測定のために、１
つの方法を提供する。各アレイは、固体支持体に結合されている捕捉プローブの再現性の
高いパターンからなる。標識ＲＮＡ又はＤＮＡは、アレイ上の相補的プローブにハイブリ
ダイズされ、レーザー走査によって次に検出される。アレイ上の各プローブのハイブリダ
イゼーション強度が判定され、相対遺伝子発現レベルを表す定量値に変換される。例えば
、米国特許第６，０４０，１３８号、第５，８００，９９２号及び第６，０２０，１３５
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号、第６，０３３，８６０号及び第６，３４４，３１６号を参照。サンプル中の多数のＲ
ＮＡの遺伝子発現プロファイルを決定するために、高密度のオリゴヌクレオチドアレイが
特に有用である。
【００９０】
　好ましい態様によれば、nCounter(登録商標)分析システムは、内因性遺伝子発現を検出
するのに使用される。nCounter(登録商標)分析システムの基本は、アッセイされるべき各
々のの核酸標的に割り当てられた特有のコードである（国際特許出願公開ＷＯ０８／１２
４８４７、米国特許第８，４１５，１０２及びGeiss et al. Nature Biotechnology. 200
8. 26(3): 317-325；それらの内容の全体が援用によって本明細書中に組み込まれる。前
記コードは、アッセイされるべき各標的の特有のバーコードを作り出す発色蛍光スポット
の規則正しいシリーズから構成される。プローブ対は、各ＤＮＡ又はＲＮＡ標的、ビオチ
ン化捕捉プローブ及び蛍光バーコードを有するレポータープローブに対して設計される。
このシステムはまた、本明細書中でナノレポーターコードシステムとも呼ばれる。
【００９１】
　特異的レポーター及び捕捉プローブは、各標的に対して合成される。簡単に言えば、配
列特異的ＤＮＡオリゴヌクレオチドプローブが、コード特異的レポーター分子に取り付け
られる。好ましくは、各々の配列特異的レポータープローブは、表１のNANO46遺伝子のた
った１つにしかハイブリダイズできない標的特異的配列を含み、そして任意により少なく
とも２つ、少なくとも３つ、又は少なくとも４つの標識付着領域を含むが、前述の付着領
域は、発光する１又は２以上の標識モノマーを含む。捕捉プローブは、各標的に対する第
２の配列特異的ＤＮＡオリゴヌクレオチドにビオチンを含むユニバーサルオリゴヌクレオ
チドに連結することによって作製される。レポータープローブ及び捕捉プローブは、単一
のハイブリダイゼーション混合物「プローブライブラリ」へと全てプールされる。好まし
くは、プローブライブラリは、表１のNANO46遺伝子の各々のためのプローブ対（捕捉プロ
ーブ及びレポータープローブ）を含む。
【００９２】
　各標的の相対的量は、単一の多重ハイブリダイゼーション反応において測定される。前
記方法は、生物学的サンプルをプローブライブラリと接触させることを含むが、そのライ
ブラリは、サンプル中の標的の存在がプローブ対－標的複合体を作成するように、表１の
NANO46遺伝子のプローブ対を含む。次に、前記複合体は精製される。より詳しく述べると
、サンプルはプローブライブラリと組み合わせられ、そして溶液中でハイブリダイゼーシ
ョンが起こる。ハイブリダイゼーション後に、三部分ハイブリダイズ複合体（プローブ対
と標的）は、捕捉及びレポータープローブ上に存在しているユニバーサル配列に相補的な
オリゴヌクレオチドに連結された磁性ビーズを使用した、ツーステップ手順で精製される
。この二段階の精製プロセスは、ハイブリダイゼーション反応が大過剰の標的特異的プロ
ーブを用いて完了まで運転されることを可能にする。なぜなら、前記標的特異的プローブ
は、最終的に取り除かれるので、それにより、サンプルの結合及び画像化を妨げない。全
てのハイブリダイゼーション後ステップは、特注の液体取り扱いロボット（プレップステ
ーション, NanoString Technologies）によりロボット制御で扱われる。
【００９３】
　精製反応物は、プレップステーションによってサンプルカートリッジの個々のフローセ
ル内に移され、前記捕捉プローブを介してストレプトアビジン被覆表面に結合され、電気
泳動にかけられ、前記レポータープローブを伸長させ、そして、固定される。処理後に、
前記サンプルカートリッジは、完全に自動化された画像化及びデータ集積デバイス（Digi
tal Analyzer, NanoString Technologies）へと移される。標的の発現レベルは、各サン
プルを画像化し、その標的が検出されるコードの倍数を計算することによって決定される
。データは、サンプルあたりの計数／標的を列挙する単一のスプレッドシート形式で出力
される。
【００９４】
　このシステムはナノレポーターと共に使用されてもよい。ナノレポーターに関する追加
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的な開示は、国際特許出願公開ＷＯ０７／０７６１２９、ＷＯ０７／０７６１３２、及び
米国特許出願公開第２０１０／００１５６０７号及び同第２０１０／０２６１０２６号で
見られ、それらの内容はその全体が本明細書中に組み込まれる。更に、核酸プローブ及び
ナノレポーターという用語には、国際特許出願公開ＷＯ２０１０／０１９８２６及び米国
特許出願公開第２０１０／００４７９２４号に記載の合理的に設計されたもの（例えば合
成配列）を含んでいてもよい。前記文献はその全体が援用によって本明細書中に組み込ま
れる。
【００９５】
データ処理
　例えば、欠落データ、翻訳、スケール化、正規化、重み付け、その他に対処することに
よって、遺伝子発現データを前処理することがしばしば有用である。多変量予測法、例え
ば主成分解析（ＰＣＡ）及び部分最小二乗解析（ＰＬＳ）は、いわゆるスケール化感受性
法である。研究するデータの種類についての事前の知識及び経験を用いることにより、多
変量モデル化の前のデータの品質は、スケール化及び／又は重み付けによって高めること
ができる。十分なスケール化及び／又は重み付けは、データ内に隠されている重要で興味
深い変動を明らかにすることができ、従って、以降の多変量モデル化をより効率的にする
ことができる。スケール化及び重み付けは、研究系についての知識及び経験に基づいてデ
ータを正しい基準に置くために用いることができ、従って、データに既に本来的に存在す
るパターンを明らかにすることができる。
【００９６】
　可能な場合、欠落データ、例えばカラム値のギャップは回避するべきである。しかし、
必要に応じて、そのような欠落データは、例えば、カラムの平均値（「平均充足」）；ラ
ンダムな値（「ランダム充足」）；又は主成分解析に基づく値（「主成分充足」）で置換
又は「充足」することができる。
【００９７】
　記述子座標軸の「翻訳」が有用となることがある。そのような翻訳の例には、正規化及
び平均センタリングが含まれる。「正規化」は、サンプル間の変動を除去するために用い
ることができる。マイクロアレイデータについては、正規化の過程は、２つの標識色素の
蛍光強度のバランスをとることによって系統的誤差を除去することを目的とする。色素の
偏りは、色素標識効率、熱及び光感度の差、ならびに２つのチャンネルを走査するための
スキャナ設定を含む様々な発生源から来る可能性がある。正規化因子を算出するために通
常用いられるいくつかの方法には、以下のものが含まれる。（ｉ）アレイ上のすべての遺
伝子を用いる全体的正規化、（ｉｉ）継続的に発現されるハウスキーピング／不変遺伝子
を用いるハウスキーピング遺伝子正規化、及び（ｉｉｉ）ハイブリダイゼーションの間に
加えられる外来対照遺伝子の公知の量を用いる内部対照正規化（Quackenbush Nat. Genet
. 32 (Suppl.), 496-501 (2002)）。ある態様によれば、本明細書に開示される内因性遺
伝子は、対照ハウスキーピング遺伝子に正規化することができる。例えば、援用によりそ
の全体が本明細書に組み込まれる、米国特許出願公開第２００８／００３２２９３号に記
載のハウスキーピング遺伝子を正規化のために用いることができる。例示的なハウスキー
ピング遺伝子には、MRPL19、PSMC4、SF3A1、PUM1、ACTB、GAPD、GUSB、RPLP0及びTFRCが
含まれる。本明細書に開示される方法は、任意の特定のハウスキーピング遺伝子への正規
化に縛られず、当技術分野で公知である任意の適するハウスキーピング遺伝子を用いるこ
とができることは、当業技術者に理解されよう。
【００９８】
　多くの正規化手法が可能であり、それらは分析のいくつかのポイントのいずれかで、し
ばしば適用することができる。ある態様によれば、正規化機能を平滑化する全体的局所的
に加重される散布図である、ＬＯＷＥＳＳ法を用いてマイクロアレイデータを正規化する
。別の態様によれば、ｑＰＣＲデータは、複数のハウスキーピング遺伝子のセットの幾何
平均に正規化される。
【００９９】
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　解釈を単純化するために、「平均センタリング」を用いることもできる。通常、各記述
子について、すべてのサンプルのその記述子の平均値が引かれる。この方法で、記述子の
平均は起点と一致し、すべての記述子はゼロに「センタリング」される。「単位分散スケ
ール化」では、データを同等の分散にスケール化することができる。通常、各記述子の値
は、１／ＳｔＤｅｖによってスケール化され、そこにおいて、ＳｔＤｅｖはすべてのサン
プルについてその記述子の標準偏差である。「パレートスケール化」は、ある意味では、
平均センタリングと単位分散スケール化との間の中間である。パレートスケール化では、
各記述子の値は、１／ｓｑｒｔ（ＳｔＤｅｖ）スケール化され、そこにおいて、ＳｔＤｅ
ｖはすべてのサンプルについてその記述子の標準偏差である。この方法で、各記述子は、
その最初の標準偏差に数値的に同等である分散を有する。パレートスケール化は、例えば
、生データ又は平均センタリングデータについて実施することができる。
【０１００】
　データが正のスキューを有する場合、及び／又はデータが大幅に、例えば数桁にわたっ
て広がる場合に解釈を支援するために、「対数スケール化」を用いることができる。通常
、各記述子について、値はその値の対数によって置換される。「同等範囲スケール化」で
は、各記述子は、すべてのサンプルについてその記述子の範囲で割られる。この方法で、
すべての記述子は、同じ範囲、すなわち１を有する。しかし、この方法は、外れ点の存在
に影響される。「自動スケール化」では、各データベクターは平均センタリングされ、単
位分散がスケール化される。この技術は非常に有用であるが、その理由は、各記述子が次
に等しく加重され、大きな値及び小さな値が同等の強調で処理されるからである。このこ
とは、非常に低いが、まだ検出可能なレベルで発現される遺伝子にとって重要となること
がある。
【０１０１】
　ある態様によれば、１つ又は複数の試験サンプルについてデータを収集し、本明細書に
記載のNANO46分類モデルを用いて分類する。複数の分析からのデータを比較する場合（例
えば、１つ又は複数の試験サンプルの発現プロファイルを、独立した試験で収集、分析さ
れたサンプルから構築されたセントロイドと比較する）、これらのデータセット全般にわ
たってデータを正規化する必要が生じる。ある態様によれば、これらのデータセットを一
緒にするために、基準加重識別（ＤＷＤ）が用いられる（Benito et al. (2004) Bioinfo
rmatics 20(1): 105-114、その全体が援用により本明細書に組み込まれる）。ＤＷＤは、
別々のデータセットに存在する系統的偏りを特定し、これらの偏りを補償するために次に
全体的に調整することができる多変量解析ツールである。本質的には、各別々のデータセ
ットはデータポイントの多次元クラウドであり、ＤＷＤは２つのポイントのクラウドをと
り、それがより最適に他に重なるように１つをシフトさせる。
【０１０２】
　その方法を実施すること、及び／又は結果を記録することができる任意の装置を用いて
、本明細書に記載の方法を実施すること、及び／又は結果を記録することができる。用い
ることができる装置の例には、すべての型のコンピュータを含む電子算出装置が含まれる
が、これらに限定されない。本明細書に記載の方法を実施し、及び／又はコンピュータに
記録する場合、その方法のプロセスを実施するためのコンピュータを構成するために用い
ることができるコンピュータプログラムは、コンピュータプログラムを内蔵することがで
きる任意のコンピュータ可読媒体に内蔵されてもよい。用いることができるコンピュータ
可読媒体の例には、ディスケット、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤ、ＲＯＭ、ＲＡＭ、ならびに他
のメモリ及びコンピュータ記憶装置が含まれるが、これらに限定されない。これらの方法
のプロセスを実施し、及び／又は結果を記録するためのコンピュータを構成するために用
いることができるコンピュータプログラムは、電子ネットワーク上で、例えばインターネ
ット、イントラネット又は他のネットワーク上で提供されてもよい。
【０１０３】
再発リスクの算出
　内因性サブタイプ及び任意選択で他の臨床変数との関連で乳癌予後を予測する方法が、
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本明細書で提供される。予後は、全体のもしくは疾患特異的生存期間、無事象生存期間、
又は特定の治療もしくは療法に応じる予後を指すことができる。特に、本方法は、長期の
、無病生存期間の確率を予測するために用いることができる。「乳癌患者の生存確率を予
測する」ことは、患者が根底にある乳癌の結果として死に至るリスクを評価することを意
味するものとする。「長期の、無病生存期間」は、患者が、初期診断又は治療から少なく
とも５年又は少なくとも１０年以上の間に根底にある乳癌から死亡しないか、又はその再
発を起こさないことを意味するものとする。
【０１０４】
　ある態様によれば、予後は、サブタイプに従う対象の分類に基づいて予測される。サブ
タイプ帰属を提供することに加えて、NANO46バイオインフォマティクスモデルは、疾患状
態及び治療選択肢に関係なく任意の患者集団で用いることができる再発リスク（ＲＯＲ）
スコアに翻訳される、全４つのサブタイプへの試験サンプルの類似性の測定法を提供する
。内因性サブタイプ及びＲＯＲは、例えば、ネオアジュバントのタキサン及びアントラサ
イクリンによる化学療法で治療される女性での、病理学的著効の予測においても価値があ
る（Rouzier et al., J Clin Oncol 23:8331-9 (2005)、その全体が援用により本明細書
中に組み込まれる）。従って、本開示の様々な態様によれば、予後を予測するために再発
リスク（ＲＯＲ）モデルが用いられる。これらのリスクモデルを用いて、対象を、低、中
、高の再発リスク群に層化することができる。ＲＯＲの算出は、治療決定の指針となる、
及び／又は療法への応答を監視するための予後情報を提供することができる。
【０１０５】
　本明細書に記載の一部の態様によれば、NANO46によって規定される内因性サブタイプ及
び／又は他の臨床パラメータの予後診断性能は、リスク率及びその信頼区間の推定を提供
する生存データのための回帰法である、Cox Proportional Hazards Model解析を用いて評
価される。Ｃｏｘモデルは、患者の生存と特定の変数との間の関係を探究するための、よ
く認識されている統計技術である。この統計的方法は、彼らの予後変数（例えば、本明細
書に記載のように、追加の臨床因子を有するか又は有しない内因性遺伝子発現プロファイ
ル）が与えられると、個人のリスク（すなわち、リスク）の推定を可能にする。「リスク
率」は、特定の予後変数を提示する患者の、任意の所与の時点での死のリスクである。一
般には、Spruance et al., Antimicrob. Agents & Chemo. 48:2787-92 (2004)を参照。
【０１０６】
　上記のように、本明細書に記載のNANO46分類モデルは、サブタイプ基準（又は相関関係
）を単独で用いるか、又はサブタイプ基準を臨床変数と一緒に用いて、再発リスクについ
て養成することができる。ある態様によれば、試験サンプルのリスクスコアは、下記式下
記式を用いて内因性サブタイプ基準を単独で用いて算出される。
【０１０７】
　ＲＯＲ＝０．０５×Ｂａｓａｌ＋０．１１×Ｈｅｒ２＋－０．２５×ＬｕｍＡ＋０．０
７×ＬｕｍＢ＋－０．１１×正常、式中、変数「Ｂａｓａｌ」、「Ｈｅｒ２」、「Ｌｕｍ
Ａ」、「ＬｕｍＢ」及び「正常」は、試験サンプルからの発現プロファイルを、Gene Exp
ression Omnibus（ＧＥＯ）に寄託されている遺伝子発現データを用いて構築されるセン
トロイドと比較したときの、各分類それぞれについてのセントロイドまでの基準である。
【０１０８】
　リスクスコアは、同じく、試験発現プロファイルを、受入番号ＧＳＥ２８４５としてＧ
ＥＯに寄託されている遺伝子発現データを用いて構築されたセントロイドと比較する場合
、乳癌サブタイプと臨床変数腫瘍サイズ（Ｔ）及び結節の状態（Ｎ）との組み合わせを用
いて、下記式、ＲＯＲ（完全）＝０．０５×Ｂａｓａｌ＋０．１×Ｈｅｒ２＋－０．１９
×ＬｕｍＡ＋０．０５×ＬｕｍＢ＋－０．０９×正常＋０．１６×Ｔ＋０．０８×Ｎ、を
用いて算出することもできる。
【０１０９】
　更に別の態様によれば、試験サンプルのリスクスコアは、下記式を用いて内因性サブタ
イプ基準を単独で用いて算出される：
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【０１１０】
　ＲＯＲ－Ｓ＝０．０５×Ｂａｓａｌ＋０．１２×Ｈｅｒ２＋－０．３４×ＬｕｍＡ＋０
．０．２３×ＬｕｍＢ、式中、変数「Ｂａｓａｌ」、「Ｈｅｒ２」、「ＬｕｍＡ」及び「
ＬｕｍＢ」は上記のとおりであり、試験発現プロファイルは、受入番号ＧＳＥ２８４５と
してＧＥＯに寄託されている遺伝子発現データを用いて構築されたセントロイドと比較さ
れる。更に別の態様によれば、リスクスコアは、乳癌サブタイプと臨床変数腫瘍サイズ（
Ｔ）との組み合わせを用いて、下記式（変数は上記のとおり）
ＲＯＲ－Ｃ＝０．０５×基底＋０．１１×Ｈｅｒ２＋－０．２３×ＬｕｍＡ＋０．０９×
ＬｕｍＢ＋０．１７×Ｔを用いて算出することもできる。
【０１１１】
　更に別の態様によれば、試験サンプルのリスクスコアは、下記式を用いて増殖特性（「
Ｐｒｏｌｉｆ」）と組み合わせて内因性サブタイプを用いて算出される：
【０１１２】
　ＲＯＲ－Ｐ＝－０．００１×Ｂａｓａｌ＋０．７×Ｈｅｒ２＋－０．９５×ＬｕｍＡ＋
０．４９×ＬｕｍＢ＋０．３４×Ｐｒｏｌｉｆ、式中、変数「Ｂａｓａｌ」、「Ｈｅｒ２
」、「ＬｕｍＡ」、「ＬｕｍＢ」及び「Ｐｒｏｌｉｆ」は上記のとおりであり、試験発現
プロファイルは、受入番号ＧＳＥ２８４５としてＧＥＯに寄託されている遺伝子発現デー
タを用いて構築されたセントロイドと比較される。
【０１１３】
　更に別の態様によれば、リスクスコアは、乳癌サブタイプと、増殖特性と、臨床変数腫
瘍サイズ（Ｔ）との組み合わせを用いて、前記表３との組み合せを用いて、ＲＯＲ－ＰＴ
を用いて算出することもできる。
【０１１４】
サブタイプの検出
　エストロゲン（ＥＲ）、プロゲステロン（ＰｇＲ）、ＨＥＲ２、及びＫｉ６７の免疫組
織化学を、色原体として３，３’－ジアミノベンジジンを用いる標準的なストレプトアビ
ジン－ビオチン複合体法で連続切片に対して同時に行った。ＥＲ、ＰｇＲ、及びＨＥＲ２
の解釈のための染色を、既に説明したように実施することもできるが（Cheang et al., C
lin Cancer Res. 2008;14(5):1368-1376.）、当分野で公知の任意の方法を使用すること
もできる。
【０１１５】
　例えば、Ｋｉ６７抗体（クローンＳＰ６；ThermoScientific, Fremont, CA）を１：２
００の希釈となるように添加して３２分間インキュベートし、次いでVentana Benchmark
自動免疫染色装置（Ventana,Tucson AZ）の標準的なCell Conditioner 1（商品名ＣＣ１
の緩衝液）プロトコールに従って９８℃で３０分間インキュベートした。ＥＲ抗体（クロ
ーンＳＰ１；ThermoFisher Scientific,Fremont CA）を、１：２５０の希釈で使用し、１
０分間インキュベートし、８分間のマイクロウエーブ後、抗原を１０ｍＭのクエン酸ナト
リウム（ｐＨ ６．０）で回収することができる。すぐに使用できるＰＲ抗体（クローン
１Ｅ２；Ventana）を、上記のようにＣＣ１プロトコールに従って使用することができる
。ＨＥＲ２染色を、スチーマで３０分間、９５℃で加熱して０．０５Ｍのトリス緩衝液（
ｐＨ １０．０）で抗原を回収した後に、１：１００に希釈したＳＰ３抗体（ThermoFishe
r Scientific）で行うことができる。ＨＥＲ２蛍光in situハイブリダイゼーション（Ｆ
ＩＳＨ）アッセイでは、製造業者の取扱説明書に従うが、既に説明したように前処置及び
ハイブリダイゼーションに変更を加えて、PathVysion HER-2 DNAプローブキット（Abbott
 Molecular,Abbott Park,IL）を使用することにより、スライドを、プローブを用いてＬ
ＳＩ（領域特異的プローブ（locus-specific identifier））ＨＥＲ２／ｎｅｕ及び動原
体１７にハイブリダイズさせることができる（Brown LA, Irving J, Parker R, et al. A
mplification of EMSY, a novel oncogene on 11q13, in high grade ovarian surface e
pithelial carcinomas. Gynecol Oncol. 2006;100(2):264-270）。次いで、スライドを4
’,6-ジアミジノ-2-フェニルインドールで対比染色することができ、染色された物質を、
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Zeiss Axioplan落射蛍光顕微鏡で可視化し、そしてMetafer画像収集システム（Metasyste
ms,Altlussheim,Germany）でシグナルを分析した。次いで、免疫組織化学アッセイによる
バイオマーカーの発現に２人の病理学者がスコアを付けることができ、これらの病理学者
は、臨床病理学的特性及び転帰について盲検化され、他の乳癌のコホートに対して開発さ
れたバイオマーカー発現レベルについての、既に確立されて公表された基準を使用した。
【０１１６】
　既に説明したように、腫瘍核の１％を超えて免疫染色が観察された場合、腫瘍は、ＥＲ
又はＰＲに対して陽性であると見なされた。免疫染色が、HercepTest基準に従って３＋の
スコアが付けられた場合は、腫瘍は、ＨＥＲ２に対して陽性であると見なされ、蛍光in s
ituハイブリダイゼーションの増幅比２．０以上が、免疫組織化学的に曖昧な腫瘍（２＋
のスコア）を分離するために使用されるカットポイントである（Yaziji, et al., JAMA, 
291(16):1972-1977 (2004)）。Ki67には、２人の病理学者によって、陽性免疫染色が背景
レベルよりも高い腫瘍細胞核の割合について視覚的にスコアが付けられた。
【０１１７】
　他の方法を用いてサブタイプを検出することもできる。斯かる技術としては、ＥＬＩＳ
Ａ、ウエスタンブロット、ノーザンブロット、又はＦＡＣＳ分析が挙げられる。
【０１１８】
キット
　本開示はまた、乳癌内因性サブタイプを分類するために、及び／又は予後情報を提供す
るために有用なキットも説明する。これらのキットは、表１に列挙される内因性遺伝子に
特異的な捕捉プローブ及び／又はプライマーのセット、ならびに内因性遺伝子の発現生成
物の検出及び／又は定量化を促進するのに十分な試薬を含む。キットは、コンピュータ可
読媒体をさらに含むことができる。
【０１１９】
　本開示のある態様によれば、捕捉プローブは、アレイの上に固定化される。「アレイ」
は、ペプチド又は核酸プローブがその支持体又は基質に結合している、固体支持体又は基
質を意味するものとする。アレイは、異なる公知の場所にある基質の表面に結合している
、複数の異なる捕捉プローブを一般に含む。本発明のアレイは、内因性遺伝子の発現生成
物に特異的に結合することができる複数の捕捉プローブを有する基質を含む。基質上の捕
捉プローブの数は、アレイの目的によって異なる。アレイは、低密度アレイ又は高密度ア
レイであることができ、４個以上、８個以上、１２個以上、１６個以上、３２個以上のア
ドレスを含むことができるが、表１に記載の４６個の内因性遺伝子のための捕捉プローブ
を最小限含む。
【０１２０】
　物理的合成法を用いるこれらのアレイの合成技術は、例えば、すべての目的のために援
用によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許第５，３８４，２６１号に記載され
ている。このアレイは、実質的にいかなる形の表面にも、又は複数の表面にさえ形成する
ことができる。アレイは、ビーズ、ゲル、重合体表面、光ファイバーなどの線維、ガラス
又は他の任意の適当な基質の上のプローブ（例えば、核酸結合性プローブ）であることが
できる。それぞれはすべての目的のために本明細書にその全体が組み込まれる、米国特許
第５，７７０，３５８号、第５，７８９，１６２号、第５，７０８，１５３号、第６，０
４０，１９３号及び第５，８００，９９２号を参照。アレイは、装置の上で診断又は他の
操作を可能にする方法でパックすることができる。例えば、援用により本明細書に組み込
まれる、米国特許第５，８５６，１７４号及び第５，９２２，５９１号を参照。
【０１２１】
　別の態様によれば、キットは、表１に列挙される内因性遺伝子の各々の検出及び／又は
定量化に十分な、オリゴヌクレオチドプライマーセットを含む。オリゴヌクレオチドプラ
イマーは、凍結乾燥又は再構成された形で提供されてもよく、又はヌクレオチド配列セッ
トとして提供されてもよい。ある態様によれば、プライマーはマイクロプレートフォーマ
ットで提供され、そこでは各プライマーセットがマイクロプレートの１つのウェル（又は
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反復試験区の場合のように複数のウェル）を占める。下に述べるように、マイクロプレー
トは、１つ又は複数のハウスキーピング遺伝子の検出に十分なプライマーをさらに含むこ
とができる。キットは、表１に記載の遺伝子からの発現生成物の増幅に十分な、試薬及び
指示書をさらに含むことができる。
【０１２２】
　例えば、比較、精査、回収及び／又は改変のために速いアクセスを容易にするために、
分子シグナチュア／発現プロファイルは、一般的にデータベースに記録される。最も一般
的には、データベースはコンピュータ装置によってアクセス可能なリレーショナルデータ
ベースであるが、他のフォーマット、例えば、写真、アナログ又はデジタル画像読み出し
情報、表算出ソフト、その他のような、手動でアクセス可能な発現プロファイルの索引フ
ァイルを用いることができる。最初に記録される発現パターンの性質がアナログ又はデジ
タルであるかを問わず、発現パターン、発現プロファイル（総体的な発現パターン）及び
分子シグナチュア（相関する発現パターン）はデジタル的に保存され、データベースによ
ってアクセスされる。一般的に、データベースは編集され、中央設備に維持されて、アク
セスはローカルに及び／又は遠隔操作で利用可能である。
【０１２３】
デバイス及び試験
　概要－NanoString nCounter分析システムは、比較的豊富な数百のｍＲＮＡ転写産物の
デジタル読み取りを介して、遺伝子発現の直接的な多重測定を実行する。nCounter（登録
商標）分析システムは、一緒に混合されてコードセットと呼ばれる単一試薬を形成する遺
伝子特異的プローブ対を使用する（図７）。前記プローブ対は、結果において、バイアス
を導入し得る任意の酵素反応を取り除く、溶液中のｍＲＮＡサンプルと直接的にハイブリ
ダイズする。
【０１２４】
　ハイブリダイゼーション後、全てのサンプル処理プロセスは、nCounter（登録商標）プ
レップステーション上で自動化される。まず、過剰の捕捉及びレポータープローブは、除
去され（図８）、その後、ストレプトアビジン－ビオチン結合を介してnCounter（登録商
標）カートリッジの表面上のランダムな位置にプローブ－標的複合体が結合する（図９）
。
【０１２５】
　最後に、プローブ／標的複合体は、nCounter（登録商標）カートリッジにおいて整列及
び固定化される。該レポータープローブは、蛍光シグナルを運び；該捕捉プローブは、複
合体がデータ収集のために固定化することを可能にする。特定の遺伝子にそれぞれ特異的
な最大８００対のプローブは、CodeSetを形成する一連の内部対照と組み合わされ得る。
【０１２６】
　サンプル処理の完了後、サンプルカートリッジは、データ収集のために、nCounter（登
録商標）Digital Analyzer中に置かれる。対象の各標的分子は、レポータープローブ上に
存在する６つの整列した蛍光スポットにより生成される「カラーコード」により同定され
る。カートリッジの表面上のレポータープローブは、その後各標的分子について計測され
、集計される（図１１）。
【０１２７】
　試薬及び試験要素－乳癌試験は、それらの遺伝子に対して特別に設計されたnCounterコ
ードセットを使用することで１回のハイブリダイゼーション反応で、NANO46と８つのハウ
スキーピング遺伝子の発現レベルを同時に計測する。各アッセイはまた、線形力価の試験
管内転写ＲＮＡ転写物と対応するプローブを含む陽性アッセイ対照、並びに陰性対照とし
て使用される、ヒトＲＮＡ配列に配列相同性を持たない１セットのプローブも含んでいる
。各々のアッセイ操作は、標的の試験管内転写ＲＮＡ及び正規化のためのハウスキーピン
グ遺伝子からなる基準サンプルを含んでいる。乳房腫瘍サンプルの正規化された遺伝子発
現プロファイルは、乳房腫瘍のトレーニングセットから同定された４つの乳癌内因性サブ
タイプ（ルミナルＡ、ルミナルＢ、ＨＥＲ２豊富、又は基底様）の典型的な遺伝子発現プ
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ロファイルに関連する。遺伝子発現プロファイルは、選択された臨床レベルでの変化と組
み合わせて、乳癌の遠隔再発のリスクに関する予後指標としての養成したアルゴリズムの
一部として使用される。
【０１２８】
　図１２は、nCounter分析システムの乳癌試験に関連するアッセイプロセスの概要である
。
【０１２９】
　ＦＦＰＥ組織抽出－乳癌試験は、乳房の浸潤性癌と診断されたホルマリン固定パラフィ
ン包埋（ＦＦＰＥ）組織から抽出されたＲＮＡを使用する。病理学者は最初に、スライド
ガラス上に封入した腫瘍切片のＨ&Ｅ染色をおこなって、最小閾値を超える腫瘍含量を含
んでいる浸潤性乳癌の領域を特定する。病理学者はＨ＆Ｅスライド上の領域を円で囲む。
そして、病理学者は、スライドとマークへの未染色の組織切片をスライドガラス上に乗せ
、浸潤性癌を含むスライドの領域に印を付ける。より大きい腫瘍（＞１００ｍｍ2のＨ＆
Ｅスライド上の生存浸潤性癌）に関しては、試験にはたった１つの１０μｍ切片しか必要
としない。より小さい腫瘍（＜１００ｍｍ2）に関しては、試験には３つの切片を必要と
する。スライド上に十分な腫瘍含有量を含む生存浸潤性乳癌の特定領域は、ＲＮＡ抽出前
に大きく刻まれる。採取部位から試験部位へとＦＦＰＥ組織スライドを送る手順は、手順
の一部として定義されている。
【０１３０】
　全ＲＮＡの抽出とゲノムＤＮＡの除去に続いて、２６０ｎｍと２８０ｎｍの波長で吸光
度が計測されて、収率と純度の両方が決定される。その後のハイブリダイゼーションステ
ップのために、アッセイ手順には、１２５～５００ｎｇの入力範囲の全ＲＮＡを必要とす
る。このＲＮＡの入力範囲が正当であると確認するためのNanoString計画は、nCounter分
析システムによるアッセイを再現性良く実施するのに十分である。更に、ＲＮＡ特質は、
２．５の上限を有する１．７以上の標的比を有するＯＤ２６０／２８０読み取り値を使用
することで計測される。所望であれば、下流の処理がもっと後のある時点で実施されるよ
うに、ＲＮＡを保存する手順がユーザーに提供される。
【０１３１】
　ＲＮＡ抽出後の収率と純度を計測するための分光光度計に関する要件－ＦＦＰＥサンプ
ルからのＲＮＡ単離では、３０μＬの最終サンプル量を得た。この量は、キュベットタイ
プのＵＶ－Ｖｉｓ分光光度計で吸光度計測を使用した核酸存在量の定量化には少なすぎる
；そのため、NanoStringのプロトコールには、NanoDrop(商標)分光光度計等の低容量分光
光度計を使用した全ＲＮＡを定量するためのステップが含まれている。NanoStringは、試
験のために推薦されるＲＮＡ入力の範囲が低容量分光光度計の検出限界を超えるように、
且つ、再現性良く計測可能であるように、その分光光度計の性能仕様を定義するであろう
。
【０１３２】
　ハイブリダイゼーション－最大１０個のＲＮＡのサンプルの各々のセットに関して、ユ
ーザーは、１２連反応チューブ内の別々のチューブ内に一定量のＲＮＡをピペットで計り
入れ、そして、コードセットとハイブリダイゼーションバッファーを加える。基準サンプ
ルが、コードセットとハイブリダイゼーションバッファーが入った残りの２本のチューブ
にピペットで計り入れられる。コードセットは、標的とされる各遺伝子のためのプローブ
、内因性「ハウスキーピング」正規化遺伝子、並びに陽性及び陰性対照のための追加のプ
ローブからなる。４つの群（標的遺伝子、ハウスキーピング遺伝子、並びに陽性及び陰性
対照）の中のこれらの遺伝子の各々に関係するコードセット中のプローブは、特有のコー
ドが各々に割り当てられているので、各実施中に個別に同定可能である。基準サンプルは
、標的とされた遺伝子とハウスキーピング遺伝子の試験管内転写ＲＮＡからなる。各々の
チューブにハイブリダイゼーション試薬が加えられた時点で、ユーザーは、設定温度にて
指定された期間、加熱蓋付ヒートブロック内にストリップチューブを移す。
【０１３３】
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　ハイブリダイゼーションステップのための加熱蓋付ヒートブロックに関する要件－nCou
nterアッセイは、等温条件下での一晩のハイブリダイゼーションを含んでいる。一晩のハ
イブリダイゼーションは高温にて少量で行われるので、蒸発を避けるように注意しなけれ
ばならない。多くの市販のＰＣＲサーモサイクラーは、少量の液体の蒸発を防ぐ加熱蓋を
備えている。前記アッセイは細かい温度変動の制御を必要としないので、NanoStringチュ
ーブに合った寸法のプログラム式加熱蓋とヒートブロックを備えたいずれのヒートブロッ
クであっても、NanoStringアッセイに使用できる。NanoStringには、前記アッセイ要件を
満たすヒートブロックの使用を提供する計画がある。
【０１３４】
　精製とプレップステーションへの結合－ハイブリダイゼーション完了後、次に、ユーザ
ーは、１０個のアッセイサンプルと２個の基準サンプルのセットを含むストリップチュー
ブを必要な包装済み試薬及び表１に記載の使い捨て用品と共にnCounterプレップステーシ
ョンに移す。プレッププレートは、余剰のプローブの精製とカートリッジへの結合に必要
な試薬を含んでいる（精製プロセスの詳述に関する以下のＩＩＩＣ項を参照）。プレップ
プレートは、プレップステーションのデッキ上に置かれる前にスイングバケット遠心分離
機で遠心分離される。そして、自動化された精製プロセスでは、２回の連続したハイブリ
ダイゼーションによって引き起こされる磁性ビーズ捕捉ステップを通じて余剰の捕捉及び
レポータープローブが取り除かれる。そして、nCounterプレップステーションでは、精製
された標的／プローブ複合体が、ガラススライドへの捕捉のためのnCounterカートリッジ
内に移される。実行完了に続いて、ユーザーは、プレップステーションからカートリッジ
を取り出し、そして、接着フィルムでそれを密閉する。
【０１３５】
　デジタルアナライザによる画像化及び分析－次に、密閉したカートリッジは、溶液中の
標的の量に相当する、各遺伝子のスライド上に捕捉されたプローブ数をカウントするnCou
nterデジタルアナライザ内に挿入される。次に、自動化されたソフトウェアが、ハウスキ
ーピング遺伝子、基準サンプル、並びに陽性及び陰性対照の閾値をチェックして、各アッ
セイを適格にし、且つ、手順が正しく行われたことを保証する。ハウスキーピング遺伝子
は、ＲＮＡ保全の尺度を提供し、そして、その閾値は、試験されたＲＮＡサンプルが組織
又はＲＮＡの不適当な取り扱い又は保存（例えば、不適当な腫瘍固定化、ＦＦＰＥブロッ
ク保存、ＲＮＡ保存、ＲＮａｓｅが導入されたＲＮＡの取り扱い）によって試験で分析で
きないほど分解していることを明らかにする。陽性及び陰性アッセイ対照は、アッセイプ
ロセスの過失（例えば、コードセットとサンプルの混合等のアッセイの段取りの誤り、又
は温度等のサンプル処理の誤り）を明らかにする。各々のサンプルのシグナルは続いて、
入力サンプルの品質を制御するために、ハウスキーピング遺伝子を使用して正規化される
。次に、シグナルは、実施ごとの変動を制御するために、各実施中の基準サンプルに対し
て正規化される。得られた正規化データは、乳癌内因性サブタイプ分類アルゴリズムに入
力されて、腫瘍内因性サブタイプ、再発リスクスコア、及びリスク分類が決定される。
【０１３６】
　nCounter分析システムは、ハイブリダイゼーション後の処理に用いられるnCounterプレ
ップステーション、及びデータ収集及び解析に用いられるDigital Analyzerの２つの装置
からなる。
【０１３７】
　nCounterプレップステーション－nCounterプレップステーション（図１３）は、nCount
erデジタルアナライザ上でのデータ回収のためにこれらを調製するために、ハイブリダイ
ゼーション後にサンプルを処理する自動液体ハンドリングロボットである。プレップステ
ーション上での処理の前に、ＦＦＰＥ（ホルマリン固定パラフィン包理）組織サンプル又
は他のサンプル種から抽出された全ＲＮＡは、先に記載のnCounterプロトコールに従って
、NanoStringレポータープローブ及び捕捉プローブとハイブリダイズする。
【０１３８】
　標的ＲＮＡとのハイブリダイゼーションは、過剰なNanoStringプローブにより行なわれ
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る。これらのハイブリダイズした分子を正確に分析するために、これらは、ハイブリダイ
ゼーション反応中の残る過剰なプローブから、まず精製される。プレップステーションは
、２つの連続する磁性ビーズ精製工程を用いて、過剰なレポーター及び捕捉プローブから
ハイブリダイズしたｍＲＮＡ分子を単離する。これらのアフィニティー精製は、捕捉プロ
ーブ及びレポータープローブの双方と結合するｍＲＮＡ分子の３つの部分からなる複合体
のみを保持するカスタムオリゴヌクレオチド修飾された磁性ビーズを用いる。
【０１３９】
　次に、３つの部分からなる複合体のこの溶液は、NanoStringサンプルカートリッジ中の
フローセルを介して洗浄される。このフローセルの１つの表面は、共有結合したストレプ
トアビジンを密に含浸させたポリエチレングリコール（ＰＥＧ）ハイドロゲルでコートさ
れる。溶液がフローセルを通過するので、３つの部分からなる複合体は、各捕捉プローブ
に組み込まれるビオチン分子を介してハイドロゲル中のストレプトアビジンと結合する。
ＰＥＧハイドロゲルは、３つの部分からなる複合体が、特異的に結合し得るストレプトア
ビジン濃厚表面を提供するだけではなく、任意の残る過剰なレポータープローブの非特異
的な結合も阻害する。
【０１４０】
　複合体がフローセル表面と結合した後、電場は、各レポータープローブを構成する蛍光
スポットの光学的同定及び整列を容易にするために、各サンプルカートリッジフローセル
の長さに従って適用される。レポータープローブは、帯電した核酸であるので、印加電圧
は、電場に従って、これらを均一に伸長及び方向付けるこれらに力を与える。電圧は印加
される一方で、プレップステーションは、場が除去された後、細長い配置中のレポーター
を閉じ込める固定化試薬を添加する。一度レポーターが固定化されると、カートリッジは
、データ収集のためにnCounterデジタルアナライザに移され得る。プレップステーション
上でのサンプル処理のために要求される消耗される構成要素及び試薬は、nCounterMaster
キットで提供される。これらの試薬は、nCounterプレップステーションのデッキ上でロー
ドする準備がされ、約２．５時間において、１運転当たり１０個のサンプルと２個の基準
サンプルを含むサンプルカートリッジを処理することができる。
【０１４１】
　nCounterデジタルアナライザ－nCounterデジタルアナライザ（図１４）は、顕微鏡対物
レンズを介してＣＣＤカメラを用いたサンプルカートリッジ中の固定化された蛍光レポー
ターのイメージを得ることによりデータを収集する。蛍光レポータープローブは、可視光
の波長よりも小さい特徴を有する小さい、単一の分子バーコードであるので、デジタルア
ナライザは、蛍光バーコード中のスポットの配列を解明するために、高い磁場、回折限界
イメージングを用いる。
【０１４２】
　デジタルアナライザは、数百又は数千の別々のレポータープローブをそれぞれ含み得る
数百の連続する視野（ＦＯＶ）を捕捉する。各ＦＯＶは、異なる波長において捕捉される
４つの単色イメージの組み合わせである。得られる重ね合わせは、青、緑、黄、及び赤の
４色のイメージであると考えられ得る。各４色のＦＯＶは、サンプル中の各蛍光バーコー
ドについて「カウント」を提供するために、リアルタイムで処理される。各バーコードは
、単一のｍＲＮＡ分子を特異的に同定するので、デジタルアナライザからの結果として生
じるデータは、生体サンプル中の豊富な対象の各ｍＲＮＡの正確な目録である。
【０１４３】
　ソフトウェア－プレップステーション及びデジタルアナライザは、外部ＰＣへの接続を
必要としないスタンドアローンユニットであるが、ローカルエリアネットワーク（ＬＡＮ
）を使用することで互いにネットワークでつながれていなくてはならない。nCounterシス
テムソフトウェアは、ユーザーアカウントと認証によって安全に管理された作業である。
両装置は、アッセイのサンプル処理とデータ収集ステップを通してユーザーを誘導するた
めの内蔵タッチスクリーンユーザーインタフェースによって設定及び処理ウィザードを使
用する。ユーザーは、プレップステーションとデジタルアナライザによる段階的な指示に
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よって手順を通して導かれる。装置のタッチスクリーンは、運転を制御するのに圧力感知
式を使用しているので、ユーザーがスクリーン上の選択肢に触れることによってシステム
と交信相することを可能にしている。タッチスクリーンは、データ入力に関して限された
ヒューマンインターフェースしか提供しないので、前記システムはまた、ユーザーアカウ
ントマネジメント、サンプルバッチ定義、及びサンプル状況のトラッキングのためのウェ
ブベースのアプリケーションのホストにもなる。
【０１４４】
　サンプルが処理されるとき、システムソフトはデータの中央情報保管領域内の各サンプ
ルについてユーザーアカウントと各試薬のロットを追跡する。サンプルの発現データがデ
ジタルアナライザによって取得された後、それは最初に、全てのあらかじめ指定された品
質の管理基準が満たされていることを保証するために分析される。次に、適切なデータは
、固定されたＰＡＭ５０アルゴリズムで処理されて、内因性サブタイプ及び再発リスク（
ＲＯＲ）スコアの入った報告書が作成される。サンプル報告書は、正しく認証されたユー
ザーによってダウンロードのために安全にアクセスできる中央情報保管領域に移される。
【０１４５】
　乳癌内因性サブタイプ分類アルゴリズム－nCounterシステムは、元々ＰＡＭ５０と称し
た５０個の遺伝子の分類アルゴリズムを使用して、切除された浸潤性乳癌の内因性サブタ
イプを同定するために使用される（Parker J.S., et al. Supervised Risk Predictor of
 Breast Cancer Based on Intrinsic Subtypes. Journal of Clinical Oncology, 27: 11
60-1167 (2009)）。遺伝子発現プロファイルは、４つの分子クラス又は内因性サブタイプ
：基底様、ルミナルＡ、ルミナルＢ、及びＨＥＲ２豊富のうちの１つに乳癌を割り当てる
。各々のサブタイプの簡単な説明を以下に示す。
【０１４６】
　ルミナルサブタイプ：乳癌の最も一般的なサブタイプは、ホルモン受容体陽性集団では
ルミナルサブタイプであるルミナルＡ及びルミナルＢである。これまでの試験では、乳癌
2のうちルミナルＡが約３０％～４０％を占め、ルミナルＢが約２０％を占めることが示
唆され、ホルモン受容体陽性乳癌の９０％超に相当する。これらのサブタイプの遺伝子発
現パターンは、乳房のルミナル上皮成分に類似している（Nielsen, TO et al. A compari
son of PAM50 intrinsic subtyping with immunohistochemistry and clinical prognost
ic factors in tamoxifen-treated estrogen receptor positive breast cancer. Clinic
al Cancer Research, 16:5222-5232 (2010)）。これらの腫瘍は、エストロゲン受容体（
ＥＲ）、プロゲステロン受容体（ＰＲ）、及びＥＲ活性化に関連する遺伝子、例えばＬＩ
Ｖ１や、ＧＡＴＡ３や、サイクリンＤ１等の高発現、並びにルミナルサイトケラチン８及
び１８の発現を特徴とする。
【０１４７】
　ルミナルＡ：ルミナルＡ（ＬｕｍＡ）乳癌は、細胞周期活性化に関連する遺伝子及びER
BB2クラスタについて低レベルの発現しか示さず、ルミナルＢより良好な予後をもたらす
。ルミナルＡサブグループは、全てのサブタイプのうちで最も好ましい予後を有するので
、内分泌療法応答腫瘍が豊富になる。
【０１４８】
　ルミナルＢ：ルミナルＢ（ＬｕｍＢ）乳癌は、ＥＲ及びＥＲ関連遺伝子を発現している
が、ＬｕｍＡより低程度である。細胞周期活性化に関連する遺伝子が高度に発現されてい
るので、この腫瘍型は、ＨＥＲ２（＋）又はＨＥＲ２（－）であることができる。（ＥＲ
発現にもかかわらず）予後は好ましくなく、且つ、内分泌療法応答性は通常、ＬｕｍＡに
対して低い。
【０１４９】
　基底様：基底様サブタイプは、通常ＥＲ陰性であり、ほぼ常に臨床的にＨＥＲ２陰性で
あり、且つ、基底上皮サイトケラチン（ＣＫ）や上皮生長因子受容体（ＥＧＦＲ）を含め
た一連の「基底」バイオマーカーを発現している。細胞周期活性化に関連する遺伝子は高
度に発現されている。
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【０１５０】
　ＨＥＲ２豊富：ＨＥＲ２豊富サブタイプは、ERBB2やGRB7を含めたERBB2クラスタが高発
現の症例の大部分で、通常ＥＲ陰性であり、且つ、ＨＥＲ２陽性である。細胞周期活性化
に関連する遺伝子が高度に発現されているので、これらの腫瘍は不良な転帰を有する。
【０１５１】
　内因性サブタイプ分類アルゴリズムのカットオフは、次の：１）内因性サブタイプセン
トロイド（すなわち、各々のサブタイプの典型的な遺伝子発現プロファイル）、２）再発
リスク（ＲＯＲ）スコアのための係数、及び３）リスク分類（低い／中程度／高い）を定
義したトレーニングセットから事前に定義される。内因性サブタイプセントロイド（基底
様、ルミナルＡ、ルミナルＢ、Ｈｅｒ２豊富）は、複数の部位から採取された、保存され
たＦＦＰＥ乳房腫瘍標本の臨床的に代表的なセットを使用して養成した。ＦＦＰＥ乳房腫
瘍サンプルからの遺伝子発現データの階層クラスタ化分析は、各々のサブタイプの典型的
な発現プロファイル（すなわち、セントロイド）を定義するために、乳房腫瘍生物学（す
なわち、以前に定義されていた内因性サブタイプの遺伝子発現）と組み合わせられた。計
算アルゴリズムは、４つの乳癌内因性サブタイプの典型的な発現特性の各々に未知の乳癌
腫瘍サンプルの正規化された５０遺伝子発現プロファイルを関連づける。その腫瘍サンプ
ルは、そのサンプルに対して最も大きい正の相関を有するサブタイプに割り当てられる。
【０１５２】
　十分に定義された臨床的特徴及び臨床転帰データを有する３０４の特有の腫瘍サンプル
が、ＲＯＲスコアを確立するのに使用された。ＲＯＲスコアは、下記式で示されているよ
うに、各々の内因性サブタイプに対するピアソン相関（Ｒ）、増殖スコア（Ｐ）、及び腫
瘍サイズ（Ｔ）を含むＣｏｘモデルからの係数を使用することで算出される。
　ＲＯＲ＝ａＲLumA＋ｂＲLumB＋ｃＲHer2e＋ｄＲbasal＋ｅＰ＋ｆＴ
【０１５３】
　腫瘍サンプルをそれらの算出されたＲＯＲスコアに基づいて具体的なリスク群（低リス
ク／中程度のリスク／高リスク）に分類するために、内分泌療法単独で治療されたホルモ
ン受容体陽性の閉経後の患者からなる患者集団における無再発生存率の確率に基づいてカ
ットオフ値を設定した。
【０１５４】
　臨床検査におけるNanoString乳癌試験の予想される用途－腫瘍学者は現在、乳癌患者用
の治療プロトコールを開発するために一連の試験を使用している。これらに含まれるもの
は、ER/PR IHCやHER2 IHC/FISH等のIHC/FISH試験、Agendia MammaPrint（登録商標）アッ
セイ及びGenomic Health Oncotype Dx（登録商標）試験である。これらの試験は、患者の
予後及び推奨される治療計画に関する追加情報を腫瘍学者に提供する。
【０１５５】
　しかし、これらの試験にも限界がある。ER、PgR、及びHer2試験は、病理学者と委託研
究所によって限局的に行われているが、IHC及びFISH試験の広範囲にわたる規格化の直面
する課題は、十分に立証されている（Lester, J et al. Assessment of Tissue Estrogen
 and Progesterone Receptor Levels: A Survey of Current Practice, Techniques, and
 Quantitation Methods. The Breast Journal, 6:189-196 (2000); Wolff, A et al. Ame
rican Society of Clinical Oncology / College of American Pathologists Guideline 
Recommendations for Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 Testing in Breast C
ancer. Archives of Pathology and Laboratory Medicine, 131:18-43 (2007)）。MammaP
rint試験は、使用のために凍っているか又は新鮮な保存組織サンプルを用いた使用に限っ
てFDAに承認されているが、米国で採取された腫瘍サンプルの大部分が新鮮な冷凍よりむ
しろＦＦＰＥである。この試験はまた、流通されていないので、Agendia委託研究所を通
してしか入手できない。Oncotype Dx試験は、アジュバントタモキシフェン療法を受けて
いる、並びにシクロホスファミド／メトトレキサート／５－フルオロウラシル（ＣＭＦ）
化学療法に対して感受性の病期Ｉ／ＩＩ、ノード陰性、エストロゲン受容体陽性の患者の
再発リスクを予測するのに使用できる。しかし、この試験は、Genomic HealthのCLIA研究
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所による研究所開発型（LDT）試験としてしか提供されていないので、予後使用に関してF
DAに承認されていないか、又は化学療法応答を予測するためにFDAが承認した。
【０１５６】
　NanoStringは、選択された患者区分において乳癌予後のために腫瘍学者が現在入手可能
な他の起源の臨床データを一緒に使用した乳癌試験を有するであろうモデルを想定してい
る。その乳癌試験は、乳癌患者を有する患者を管理する際に腫瘍学者によって使用される
確立された臨床パラメータ（すなわち、腫瘍サイズ、結節状態）に有意な価値を追加する
予測情報の更なる起源になるであろう。
【０１５７】
方法、アッセイ及びキット
　本発明の方法、アッセイ及びキットには、アッセイ中に自動的に各サンプルに適用され
る一連の品質管理基準が含まれている。これらの基準は、結果が期待値の中に入っている
か否か決定するためにアッセイの成果を評価している。これらの品質管理基準に関して成
功した分析では、アッセイは以下の結果をもたらす。
【０１５８】
【表５】

【０１５９】
内因性サブタイプ
　乳房癌腫瘍の内因性サブタイプは、初期乳癌における予後に関連があることを示した。
平均的に、ルミナルＡ腫瘍に罹患している患者は、ルミナルＢ、ＨＥＲ２豊富、又は基底
様腫瘍に罹患している患者より有意に良好な転帰を有する。
【０１６０】
　内因性サブタイプは、未知のサンプルにおける５０個の遺伝子の遺伝子発現プロファイ
ルを、４つの内因性サブタイプに関して予想される発現プロファイルと比較することによ
って同定される。最も類似したプロファイルを有するサブタイプが、未知のサンプルに割
り当てられる。
【０１６１】
　乳癌の最も一般的なサブタイプは、ルミナルサブタイプであるルミナルＡ（ＬｕｍＡ）
とルミナルＢ（ＬｕｍＢ）である。以前の試験では、ルミナルＡが乳癌の約３０％～４０
％を占め、ルミナルＢが約２０％を占めることが示唆されている。しかし、ホルモン受容
体陽性患者の９０％超がルミナル腫瘍を有している。これらのサブタイプの遺伝子発現パ
ターンは乳房組織のルミナル上皮成分に類似している。これらの腫瘍は、エストロゲン受
容体（ＥＲ）、プロゲステロン受容体（ＰＲ）、及びＬＩＶ１やＧＡＴＡ３やサイクリン
Ｄ１等のＥＲ活性化関連遺伝子の高発現、並びにルミナルサイトケラチン８及び１８の発
現を特徴としている。ルミナルＡ乳癌は、ルミナルＢ乳癌と比較すると、細胞周期活性化
に関連する遺伝子の低発現を呈しており、そしてより良好な予後をもたらす。
【０１６２】
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　以前の試験では、ＨＥＲ２豊富サブタイプ（Ｈｅｒ２Ｅ）は乳癌の約２０％を占めるこ
とが示唆されている。しかし、ＨＥＲ２豊富腫瘍は通常ＥＲ陰性であるので、試験された
ＥＲ陽性患者集団の５％しかＨＥＲ２豊富乳癌を有していないことがわかった。ＥＲの状
態にかかわらず、ＨＥＲ２豊富腫瘍は、ERBB2及びGRB7を含めたERBB2クラスタの高発現を
伴ったＨＥＲ２陽性である場合が多い。細胞周期活性化に関連する遺伝子もまた高度に発
現されている。
【０１６３】
　公表データでは、基底様サブタイプが乳癌の約２０％を占めることが示唆されている。
しかし、基底様腫瘍は通常ＥＲ陰性であるので、ホルモン受容体陽性患者の１％しか基底
様乳癌を有していない。基底様サブタイプは、ほぼ常に臨床的にＨＥＲ２陰性であり、基
底上皮サイトケラチン（ＣＫ）や上皮生長因子受容体（ＥＧＦＲ）を含めた一連の「基底
」バイオマーカーを発現している。細胞周期活性化に関連する遺伝子が高度に発現されて
いる。
【０１６４】
ＲＯＲスコア
　ＲＯＲスコアは、規定した用途集団に関する１０年以内の個々の患者の遠隔再発の確率
に関連する０～１００等級の整数値である。ＲＯＲスコアの算出には、上記のように、未
知のサンプルにおける４６個の遺伝子発現プロファイルを、４つの内因性サブタイプの予
想されるプロファイルと比較し、４つの異なる相関値を算出する。次に、これらの相関値
を増殖スコア及び腫瘍サイズと組み合わせることにより、ＲＯＲスコアを算出する。
【０１６５】
１０年間遠隔再発の確率
　外科手術及び５年間のアジュバント内分泌療法での治療と、それに続く５年間の観察の
後に、ホルモン受容体陽性の初期乳癌を有する閉経後女性コホートのＲＯＲスコアが、無
遠隔再発生存率と比較された。この試験では、９５％の信頼区間でこの試験患者集団にお
ける遠隔再発の確率にＲＯＲスコアが関係するモデルをもたらした。
【０１６６】
リスク分類
　リスク分類もまた、試験患者集団において臨床転帰と関係があるカットオフを使用する
ことによってＲＯＲスコアを解釈できるように提供される。
【０１６７】
【表６】

【０１６８】
品質管理
　アッセイ要素の各ロットは、予定された仕様を用いて試験される。全てのキットレベル
のアイテムがロットで追跡され、そして、各キット中に含まれた必須要素が一緒に試験さ
れて、マスターロットとして発売される。
【０１６９】
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　アッセイキットには、個別のサンプル全体及びその各々として各実施セットの品質を評
価するのに使用される一連の内部対照を含んでいる。これらの対照は以下に記載されてい
る。
【０１７０】
バッチ対照セット：試験管内転写ＲＮＡ基準サンプル
　合成ＲＮＡ基準サンプルが、対照としてアッセイキット中に含まれている。基準サンプ
ルは、５０アルゴリズム由来の試験管内転写ＲＮＡ標的と８つのハウスキーピング遺伝子
から構成されている。基準サンプルは、１２連反応チューブ中で一連の最大１０個の未知
の乳房腫瘍ＲＮＡサンプルと共に、各々のアッセイ実施において二連で処理される。基準
サンプルからのシグナルは、実施を適格にするために既定の閾値に対して分析される。
【０１７１】
　乳房腫瘍ＲＮＡサンプルの５０のアルゴリズム遺伝子の各々からのシグナルは、基準サ
ンプルの対応遺伝子に対して正規化される。
【０１７２】
陽性対照セット：試験管内転写ＲＮＡ標的、並びに対応する捕捉及びレポータープローブ
　合成ＲＮＡ標的が、アッセイの陽性対照（ＰＣ）として使用される。External RNA Con
trol Consortium（ＥＲＣＣ）ＤＮＡ配列ライブラリからＰＣ標的配列を取得する。ＲＮ
Ａ標的は、ＤＮＡプラスミドから試験管内転写される。４倍力価シリーズ（１２８～０．
１２５ｆＭのハイブリダイゼーション反応の終濃度）のアッセイキット中には、対応する
捕捉及びレポータープローブと共に、６個のＲＮＡ標的が含まれている。ＰＣは、Prosig
na Assayと共に試験される各乳房腫瘍ＲＮＡサンプル及び基準ＲＮＡサンプルに追加され
る。ＰＣからのシグナル強度が既定の閾値を満たさない場合、サンプルは更なる分析には
不適格と見なされる。
【０１７３】
陰性対照セット：標的のない外来プローブ
　陰性対照（ＮＣ）標的配列をＥＲＣＣのＤＮＡ配列ライブラリから取得する。これらの
標的配列を検出するように設計されたプローブが、対応する標的配列なしにアッセイキッ
トの一部として含まれている。陰性対照（ＮＣ）は、品質管理の指標として、Prosigna A
ssayで試験される各乳房腫瘍ＲＮＡサンプルと基準サンプルに追加される。ＮＣからのシ
グナル強度が既定の閾値を満たさない場合、サンプルは更なる分析には不適格と見なされ
る。
【０１７４】
ＲＮＡ整合性対照セット：ハウスキーピング遺伝子
　８つのハウスキーピング遺伝子と５０のアルゴリズム遺伝子を検出するように設計され
た捕捉及びレポータープローブが、キットの一部として含まれている。８つのハウスキー
ピング遺伝子の発現レベルは、ＦＦＰＥ組織サンプルから抽出され、そしてアッセイに入
力されたＲＮＡの品質を判断するために分析される。ハウスキーピング遺伝子の発現レベ
ルが既定の閾値より下がった場合、サンプルは更なる分析には不適格と見なされる。
【０１７５】
　ハウスキーピング遺伝子はまた、基準サンプル正規化の前にサンプルの完全なＲＮＡ量
のあらゆる違いを正規化するのに使用される。
【０１７６】
定義
　本発明のために、「乳癌」は、例えば、生検又は組織像によって悪性の病状と分類され
る状態を含む。乳癌診断の臨床上の描写は、医学では周知である。当業技術者は、乳癌が
、例えば癌腫及び肉腫を含む、乳房組織のあらゆる悪性腫瘍を指すことを理解する。乳癌
の特定の形態には、非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）、非浸潤性小葉癌（ＬＣＩＳ）又は粘液
癌が含まれる。乳癌は、浸潤性の乳管癌（ＩＤＣ）又は浸潤性の小葉癌（ＩＬＣ）も指す
。本発明のほとんどの態様によれば、関心のある対象は、乳癌が疑われるか、又は実際に
乳癌と診断されるヒト患者である。
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【０１７７】
　本明細書で用いられる冠詞“a”及び“an”は、当該冠詞の文法上の目的語が単数か複
数（即ち、少なくとも１つ）であることを意味する。例として“an element”（要素）は
、１又は２以上の要素を意味する。
【０１７８】
　本明細書全体を通じて、単語「含んでいる」（“comprising”）又はその活用形、例え
ば「含む」（“comprises”）や「含んでいる」（“comprising”）などは、指示される
要素、整数値又は工程、或いはそれらの群を含むことを意味するが、但し他のいかなる要
素、整数値又は工程、或いはそれらの群を含むことも排除されないと理解すべきである。
【実施例】
【０１７９】
実施例１．NANO46サブタイプ分類試験
　図５では、乳癌内因性サブタイプ分類試験に関連するアッセイプロセスについて概説し
ている。ＲＮＡ単離に続いて、試験では、４６個の標的遺伝子と８個のハウスキーピング
遺伝子の発現レベルを、それらの遺伝子に特異的に設計されたnCounterコードセットを使
用した単一ハイブリダイゼーション反応において同時に計測する。例えば、援用によりそ
の全体が本明細書に組み込まれる、米国特許出願公開第２００８／００３２２９３号に記
載のハウスキーピング遺伝子を正規化のために用いることができる。例示的なハウスキー
ピング遺伝子には、MRPL19、PSMC4、SF3A1、PUM1、ACTB、GAPD、GUSB、RPLP0及びTFRCが
含まれる。ハウスキーピング遺伝子は、腫瘍サンプルの発現を正規化するのに使用される
。各アッセイの実施にはまた、正規化を目的とした、５８個の標的の試験管内転写ＲＮＡ
からなる基準サンプルも含まれている。
【０１８０】
　ＦＦＰＥ組織の再検討／入手及びＲＮＡ抽出：乳癌内因性サブタイプ分類試験では、浸
潤性乳癌と診断されたホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織から抽出されたＲ
ＮＡを使用する。病理学者は、試験のための十分な腫瘍組織含量を含む組織領域を同定す
るためにＨ&Ｅ染色したスライドを再検討する。隣接する正常組織を全て取り除くために
、組織切片を封入した無染色のスライドは、各スライド上の同定された腫瘍領域を巨視的
に切り出すことで処理される。その後、ＲＮＡが腫瘍組織から単離され、そしてＤＮＡが
サンプルから取り除かれる。
【０１８１】
　アッセイの段取り及びハイブリダイゼーションの開始：乳房腫瘍から単離された最大１
０個のＲＮＡサンプルの各バッチのために、ユーザーは、サンプル処理、試薬のロット、
及び各サンプルの結果を追跡するnCounter分析ｘ５システムソフトウェアを使用した実施
の段取りをする。アッセイを開始するために、ユーザーは、１２連反応チューブ内の別々
のチューブ内に一定量のＲＮＡをピペットで計り入れ、そして、コードセットとハイブリ
ダイゼーションバッファーを加える。基準サンプルが、コードセットとハイブリダイゼー
ションバッファーが入った残りの２本のチューブにピペットで計り入れられる。コードセ
ットは、標的とされる各遺伝子のためのプローブ、内因性「ハウスキーピング」正規化遺
伝子、並びにそのアッセイに混ぜ込まれる陽性及び陰性対照のための追加のプローブから
なる。基準サンプルは、標的とされた遺伝子とハウスキーピング遺伝子の試験管内転写Ｒ
ＮＡからなる。各々のチューブにハイブリダイゼーション試薬が加えられた時点で、ユー
ザーは、設定温度にて指定された期間、加熱蓋付ヒートブロック内にストリップチューブ
を移す。
【０１８２】
　精製とプレップステーションへの結合：ハイブリダイゼーション完了後、ユーザーは、
１０個のアッセイサンプルと２個の基準サンプルのセットを含むストリップチューブを必
要な包装済み試薬及び使い捨て用品と共にnCounterプレップステーション内に移す。そし
て、自動化された精製プロセスでは、２回の連続したハイブリダイゼーションによって引
き起こされる磁性ビーズ捕捉ステップを通じて余剰の捕捉及びレポータープローブが取り
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除かれる。そして、nCounterプレップステーションでは、精製された標的／プローブ複合
体が、ガラススライドへの捕捉のためのnCounterカートリッジ内に移される。実行完了に
続いて、ユーザーは、プレップステーションからカートリッジを取り出し、そして、接着
フィルムでそれを密閉する。
【０１８３】
　デジタルアナライザによる画像化及び分析：次に、カートリッジは、密閉され、そして
、溶液中の標的の量に相当する、各遺伝子のスライド上に捕捉されたプローブ数をカウン
トするnCounterデジタルアナライザ内に挿入される。次に、自動化されたソフトウェアが
、ハウスキーピング遺伝子、基準サンプル、並びに陽性及び陰性対照の閾値をチェックし
て、各アッセイを適格にし、且つ、手順が正しく行われたことを保証する。各々のサンプ
ルのシグナルは続いて、入力サンプルの品質を制御するために、ハウスキーピング遺伝子
を使用して正規化される。次に、シグナルは、実施ごとの変動を制御するために、各実施
中の基準サンプルに対して正規化される。得られた正規化データは、乳癌内因性サブタイ
プ分類アルゴリズムに入力されて、腫瘍内因性サブタイプ及び再発リスクスコアが決定さ
れる。
【０１８４】
実施例２：内分泌療法の後にＨＲ＋初期乳癌（ＥＢＣ）を有する閉経後女性における遠隔
再発（ＤＲ）の残存リスクを予測するためのNANO46再発リスク（ＲＯＲ）スコアの臨床評
価：ABSCSG試験
【０１８５】
　本試験の目的は、NANO46試験が所定の病院の病理学実験室で行われたとき、タモキシフ
ェン又はタモキシフェンとそのあとに続くアナストロゾールによって治療されたホルモン
受容体陽性の初期乳癌（ＨＲ＋ＥＢＣ）を有する閉経後患者に関する遠隔再発の予測にお
けるＲＯＲスコアの能力を評価することである。ＲＯＲスコアは、全ての患者で臨床処置
スコア（ＣＴＳには：ノード、グレード、腫瘍サイズ、年齢、処置が含まれる）を超える
予測情報（遠隔ＲＦＳ）をもたらすか？全ての患者で予測情報（遠隔ＲＦＳ）におけるＲ
ＯＲに基づくリスク群が、臨床処置スコアを超えるか？
【０１８６】
　試験の総説：３７１４人の患者をＡＢＣＳＧ８に登録した。患者は、以前に治療を受け
ていないグレード１又は２のＨＲ＋ＥＢＣ（ノード陰性及びノード陽性）を有する閉経後
女性であった。１６７１人の患者が、長期追跡調査に再同意するか又は死亡している。中
央経過観察期間は１１年であった。１６２０個のＦＦＰＥブロックを回収した。２５個は
病理再検討によりブロック内に十分量の癌がなく、７３個は十分なＲＮＡが含まれておら
ず、４４個はNanoStringデバイスのＱＣ仕様に満たなかった。１４７８人の患者（９１．
２％）がNANO46分析に合格した。
【０１８７】
　方法：各患者につき３つの非染色１０ミクロン切片及び１つのＨ&Ｅ染色スライドを、
組織の再検討、手作業による顕微解剖、及びＲＮＡ抽出をおこなうＢＣＣＡの独立した学
術的病理検査室に送った。次に、NANO46分析を、NanoString nCounter分析システムを使
用して、抽出した２５０ｎｇのＲＮＡに対して実施した；内因性サブタイプとＲＯＲスコ
アの両方を算出した。
【０１８８】
　結果：ＲＯＲスコアは、全ての患者においてＣＴＳを超える統計的に有意な予測情報（
遠隔ＲＦＳ）をもたらした（尤度比検定ΔＬＲχ

2＝５３．５、ｐ＜０．０００１）。Ｒ
ＯＲに基づくリスク群は、全ての患者においてＣＴＳを超える統計的に有意な予測情報（
遠隔ＲＦＳ）をもたらした（尤度比検定ΔＬＲχ

2＝３４．１、ｐ＜０．０００１）。ル
ミナルＡとルミナルＢの間の差異は、全ての患者においてＣＴＳを超える統計的に有意な
予測情報（遠隔ＲＦＳ）をもたらした（ルミナルＢ対Ａ：ＨＲ＝２．３８、９５％ＣＩ；
１．６９－３．３５、ｐ＜０．０００１）。ノード陰性のサブグループ及びノード陽性の
サブグループにおける結果は、試験で報告された全ての患者に関する結果と同様である。
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【０１８９】
　結論：結果は、ＲＯＲスコア及びＲＯＲに基づくリスク群の両方が、臨床処置スコアを
超える統計的に有意な予測情報をもたらすことを示している。結果は、複雑な多重遺伝子
発現試験が病院の病理検査室で実施でき、且つ、中央委託研究所と同じ品質基準を満たす
ことを実証している。TransATAC及びABCSG8試験の結果は、内分泌療法でしか処置されて
いないＨＲ＋ＥＢＣを有する閉経後女性の遠隔再発リスクを予測するためのNANO46試験の
臨床的妥当性に関して信頼度１が共にもたらされる。結果はまた、内分泌療法でしか処置
されていないＨＲ＋ＥＢＣを有する閉経後女性において、ルミナルＡサブタイプがルミナ
ルＢサブタイプより良好な転帰を有することも示している。

【図１】 【図２】

【図３】



(73) JP 6325530 B2 2018.5.16

【図４】 【図５】

【図６】 【図７】

【図８】



(74) JP 6325530 B2 2018.5.16

【図９】

【図１０】

【図１１】

【図１２】 【図１３】

【図１４】



(75) JP 6325530 B2 2018.5.16

【配列表】
0006325530000001.app



(76) JP 6325530 B2 2018.5.16

10

20

30

40

50

フロントページの続き

(73)特許権者  504260058
            ザ　ユニバーシティ　オブ　ユタ　リサーチ　ファウンデイション
            アメリカ合衆国ユタ州８４１０８，ソルト・レイク・シティ，アラピーン・ドライブ　６１５，ス
            イート　３１０
(73)特許権者  511002951
            ブリティッシュ　コロンビア　キャンサー　エージェンシー　ブランチ
            カナダ国、ヴイ５ズィー　１エル３　ブリティッシュ　コロンビア、ヴァンクーヴァー、ウエスト
            　１０番　アヴェニュー　６７５
(73)特許権者  592105745
            ワシントン　ユニバーシティ
            ＷＡＳＨＩＮＧＴＯＮ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ
            アメリカ合衆国　ミズーリ　６３１３０，セントルイス，ワン　ブルッキングズ　ドライブ（番地
            なし）
(74)代理人  100099759
            弁理士　青木　篤
(74)代理人  100077517
            弁理士　石田　敬
(74)代理人  100087871
            弁理士　福本　積
(74)代理人  100087413
            弁理士　古賀　哲次
(74)代理人  100117019
            弁理士　渡辺　陽一
(74)代理人  100150810
            弁理士　武居　良太郎
(74)代理人  100141977
            弁理士　中島　勝
(72)発明者  ショーン　エム．フェリー
            アメリカ合衆国，ワシントン　９８１１７，シアトル，サード　アベニュ　ノース　ウエスト　７
            ０１８
(72)発明者  ジョエル　エス．パーカー
            アメリカ合衆国，ノースカロライナ　２７５０２，アペックス，チャーチウッド　ドライブ　１１
            １３
(72)発明者  ジェイムズ　ジャスティン　ストーホフ
            アメリカ合衆国，ワシントン　９８１１７，シアトル，サーティシックスス　アベニュ　ノース　
            ウエスト　６５２０
(72)発明者  チャールズ　エム．ペロウ
            アメリカ合衆国，ノースカロライナ　２７５１０，カルボロ，オーク　スプリング　コート　１０
            ３
(72)発明者  マシュー　ジェイ．エリス
            アメリカ合衆国，ミズーリ　６３１１９，セント　ルイス，スペンサー　ロード　２２６
(72)発明者  フィリップ　エス．バーナード
            アメリカ合衆国，ユタ　８４１０５，ソルトレイクシティ，イースト　ブライアン　アベニュ　１
            ３７５
(72)発明者  トルステン　オー．ニールセン
            カナダ国，ブリティッシュコロンビア　ブイ７アール　３エヌ６，ノース　バンクーバー，カンタ
            ベリー　クレセント　４３６０



(77) JP 6325530 B2 2018.5.16

10

    審査官  戸来　幸男

(56)参考文献  特表２０１１－５２４１６２（ＪＰ，Ａ）　　　
              J. Clin. Oncol.，２００９年，vol.27, no.8，pp.1160-1167
              Clin. Cancer Res.，２０１０年，vol.16, no.21，pp.5222-5232
              J. Clin. Bioinforma.，２０１１年，vol.1, no.37，pp.1-9
              Cancer Res.，２０１１年，vol.71, no.8 Suppl.，pp.1-2
              nanoString TECHNOLOGIES (Press Release)，２０１２年　５月１６日，pp.1-2

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００－１５／９０　　　　
              Ｃ１２Ｑ　　　１／６８
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ／
              ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＰｕｂＭｅｄ


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

