
(57)【要約】

【課題】　ファルネシル・トランスフェラーゼ阻害物質

（ＦＴＩ）による治療に応答するかどうかを判定するた

めに有用な方法および物品を提供する。

【解決手段】　癌、好ましくは造血系の悪性腫瘍、の患

者を治療する方法であって、患者の遺伝子発現プロフィ

ール及び／又は分子マーカーを分析して該患者がファル

ネシル・トランスフェラーゼ阻害物質（ＦＴＩ）、及び

任意の他の治療薬、による治療に応答しそうかどうかを

決定するステップを含む。この方法はまた、患者の治療

をモニターし、治療のコースを選択するのに有用である

。ＦＴＩ治療に対して調節（modulate）される遺伝子が

提供され、プロフィールを作成するのに用いられる。

【選択図】　　　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 又 は 発 現 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 あ る 患 者 が Ｆ Ｔ Ｉ に よ る 治
療 に 応 答 す る か ど う か を 決 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 さ ら に 、 Ｆ Ｔ Ｉ の 存 在 下 で 調 節 に 差 が あ る 遺 伝 子 の 発 現 の 分 析 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 分 析 が 、 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 他 に ２ つ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 に 関 す る 分 析 で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 遺 伝 子 が 配 列 番 号 １ ～ １ ８ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 が 存 在 し な い 又 は 発 現 さ れ な い と 判 定 さ れ た 患 者 が Ｆ Ｔ Ｉ で 治 療 さ れ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 が 存 在 す る 又 は 発 現 し て い る と 判 定 さ れ た 患 者 が Ｆ Ｔ Ｉ 以 外 の 物 質 で
治 療 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 さ ら に 、 Ｆ Ｔ Ｉ へ の 応 答 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ る 患 者 サ ン プ ル が Ｃ Ｄ ３ ３ と Ｃ Ｄ ３
４ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 細 胞 表 面 抗 原 を 含 む か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 表 面 抗 原 を 有 す る 細 胞 の 存 在 が Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 へ の 応 答 を 予 測 さ せ る も の で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 さ ら に 、 Ｆ Ｔ Ｉ へ の 応 答 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ る 患 者 サ ン プ ル に お け る 芽 細 胞 を 含
む 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 芽 細 胞 が ６ ０ ％ 未 満 で あ る こ と が Ｆ Ｔ Ｉ へ の 応 答 を 予 測 さ せ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 又 は 発 現 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 Ｆ Ｔ Ｉ に よ り 治 療 さ れ る 患
者 の 治 療 を モ ニ タ ー す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 さ ら に 、 Ｆ Ｔ Ｉ の 存 在 下 で 調 節 に 差 が あ る 遺 伝 子 の 発 現 を 分 析 す る ス テ ッ プ を 含 む 請 求
項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 分 析 が 、 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 以 外 に ２ つ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 の 分 析 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 遺 伝 子 が 、 配 列 番 号 １ お よ び 配 列 番 号 ３ ～ １ ８ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 が 存 在 し な い 又 は 発 現 さ れ な い と 判 定 さ れ た 患 者 が 該 Ｆ Ｔ Ｉ に 応 答 す
る 患 者 と し て 治 療 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 さ ら に 、 該 Ｆ Ｔ Ｉ へ の 応 答 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ る 患 者 サ ン プ ル が Ｃ Ｄ ３ ３ と Ｃ Ｄ
３ ４ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 細 胞 表 面 抗 原 を 含 む か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 請
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求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 表 面 抗 原 を 有 す る 細 胞 の 存 在 が Ｃ Ｄ ３ ３ の 場 合 に は １ ５ ％ 未 満 、 Ｃ Ｄ ３ ４ の 場 合 に
は ６ ０ ％ 未 満 で あ る こ と が Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 へ の 応 答 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 表 面 抗 原 を 有 す る 細 胞 が 存 在 し な い こ と が Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 へ の 応 答 を 示 す こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 さ ら に 、 該 Ｆ Ｔ Ｉ へ の 応 答 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ る 患 者 サ ン プ ル に お け る 芽 細 胞 を
含 む 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 サ ン プ ル に お け る 芽 細 胞 の 存 在 が ６ ０ ％ 以 下 で あ る こ と が Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 へ の 応 答 を 示
す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 サ ン プ ル に お け る 芽 細 胞 の 存 在 が ６ ０ ％ を 超 え る こ と が Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 へ の 非 応 答 を 示
す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 が 存 在 す る と 判 定 さ れ た 、 又 は 量 が 減 少 せ ず に 発 現 さ れ る と 判 定 さ れ
た 患 者 が Ｆ Ｔ Ｉ に 応 答 し な い と し て 治 療 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 該 Ｆ Ｔ Ｉ が （ Ｒ ） － ６ － ［ ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － － イ ミ ダ
ゾ ー ル － ５ － イ ル ） メ チ ル ］ － ４ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ － メ チ ル － －
キ ノ リ ノ ン ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 Ｆ Ｔ Ｉ が （ Ｒ ） － ６ － ［ ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － － イ ミ ダ
ゾ ー ル － ５ － イ ル ） メ チ ル ］ － ４ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ － メ チ ル － －
キ ノ リ ノ ン ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て ：
　 　 ａ ） 該 患 者 が Ｆ Ｔ Ｉ に よ る 治 療 に 応 答 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 前 記 患 者 に お
け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 又 は ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 を 分 析 す る ス テ ッ プ ； 及 び
　 　 ｂ ） 分 析 に よ り 該 患 者 が 応 答 す る と い う こ と が 示 さ れ た 場 合 に 、 該 患 者 を Ｆ Ｔ Ｉ で 治
療 す る ス テ ッ プ
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 該 分 析 が ２ つ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 に 関 す る 分 析 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ５ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 Ｆ Ｔ Ｉ が キ ノ リ ン 又 は キ ノ リ ン 誘 導 体 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 Ｆ Ｔ Ｉ が 下 記 ：
　 ７ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － ９ － ［ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル －
１ － イ ル メ チ ル ］ － ２ ， ３ － ジ ヒ ド ロ － １ Ｈ ， ５ Ｈ － ベ ン ゾ [ij]キ ノ リ ジ ン － ５ － オ ン 、
　 ７ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － ９ － ［ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル －
１ － イ ル メ チ ル ］ － １ ， ２ － ジ ヒ ド ロ － ４ Ｈ － ピ ロ ロ ［ ３ ， ２ ， １ － ij］ キ ノ リ ン － ４ －
オ ン 、
　 ８ － ［ ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル － ５ － イ ル ）
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メ チ ル ］ － ６ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ ， ２ － ジ ヒ ド ロ － ４ Ｈ － ピ ロ ロ ［ ３ ， ２ ， １
－ ij］ キ ノ リ ン － ４ － オ ン 、
　 ８ － ［ ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル － ５ － イ ル ）
メ チ ル ］ － ６ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － ２ ， ３ － ジ ヒ ド ロ － １ Ｈ ， ５ Ｈ － ベ ン ゾ [ij]キ
ノ リ ジ ン － ５ － オ ン 、 及 び
　 （ Ｒ ） － ６ － ［ ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － － イ ミ ダ ゾ ー ル － ５
－ イ ル ） メ チ ル ］ － ４ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ － メ チ ル － － キ ノ リ ノ ン
）
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 Ｆ Ｔ Ｉ が （ Ｒ ） － ６ － ［ ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － － イ ミ ダ
ゾ ー ル － ５ － イ ル ） メ チ ル ］ － ４ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ － メ チ ル － －
キ ノ リ ノ ン ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 遺 伝 子 が 配 列 番 号 １ ～ １ ８ を 有 す る 核 酸 配 列 の １ つ 以 上 と 相 関 し て い る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 治 療 が Ｆ Ｔ Ｉ 及 び 他 の 治 療 組 成 物 の 投 与 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 他 の 治 療 組 成 物 が Ｍ Ａ Ｐ Ｋ ／ Ｅ Ｒ Ｋ シ グ ナ リ ン グ 経 路 、 Ｔ Ｇ Ｆ β 、 Ｗ Ｎ Ｔ 、 Ｒ ｈ ｏ
又 は ア ポ ト ー シ ス 経 路 を 調 節 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 他 の 組 成 物 が 、 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 Ｍ Ｅ Ｋ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 Ｐ Ｉ ３ キ
ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 ア ポ ト ー シ ス 調 節 物 質 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ
せ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 Ｆ Ｔ Ｉ に よ る あ る 患 者 の 治 療 の 有 効 性 を 評 価 す る た め の 物 品 で あ っ て 、 そ れ に よ り Ｆ Ｔ
Ｉ 応 答 を 示 す 患 者 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 決 定 さ れ る 媒 体 を 含 ん で な る 物 品 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 該 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 、 配 列 番 号 １ ～ １ ８ の ２ つ 以 上 の 核 酸 配 列 と 相 関 す る 遺 伝
子 の 群 よ り 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 媒 体 に 固 定 さ れ た 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 表 示 を 含 む 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 物 品 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 へ の 応 答 を 決 定 す る た め の 試 薬 を 含 ん で 成 る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 試 薬 が ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 又 は 発 現 を 検 出 す る た め の も の で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 試 薬 が 配 列 番 号 １ ～ １ ８ 及 び そ れ ら の 変 異 体 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 発
現 を 検 出 す る た め の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 さ ら に 、 Ｃ Ｄ ３ ３ と Ｃ Ｄ ３ ４ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 細 胞 表 面 抗 原 を 検 出 す る た め の
試 薬 を 含 む 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 さ ら に 、 芽 細 胞 を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 む 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 試 薬 が Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
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　 さ ら に 、 プ ロ ー ブ を 含 む 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 が 存 在 し な い 又 は 発 現 さ れ な い と 判 定 さ れ た 又 は そ の 後 に 判 定 さ れ る
患 者 を 治 療 す る 医 薬 の 調 製 の た め の Ｆ Ｔ Ｉ の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 又 は 発 現 が そ の 後 モ ニ タ ー さ れ る 患 者 を 治 療 す る 医 薬 の 調 製 の
た め の Ｆ Ｔ Ｉ の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 患 者 か ら の サ ン プ ル を 分 析 す る た め の 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、 そ れ に よ り ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝
子 の 存 在 又 は 発 現 が 決 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 患 者 を 治 療 す る た め の 組 み 合 わ せ で あ っ て ：
　 　 該 患 者 が Ｆ Ｔ Ｉ に よ る 治 療 に 応 答 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 前 記 患 者 に お け る 遺
伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 又 は ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 を 決 定 す る 手 段 ； 及 び 、
　 　 分 析 に よ り 患 者 が 応 答 す る こ と が 示 し さ れ た 場 合 に 前 記 患 者 を 治 療 す る 医 薬 組 成 物 を
調 製 す る た め の Ｆ Ｔ Ｉ の 使 用 ；
を 含 ん で な る 組 み 合 わ せ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 分 子 マ ー カ ー の 検 出 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 発 現 の 分 析 に 基 づ く 癌 の 診 断 、 予 後 予
測 （ prognostic） お よ び 治 療 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 癌 に 関 わ る い く つ か の 分 子 、 例 え ば Ｒ ａ ｓ 、 が 、 細 胞 の 原 形 質 膜 の 内 側 リ ー フ レ ッ ト （
leaflet） と 相 互 作 用 し て い ろ い ろ な シ グ ナ リ ン グ 経 路 に 関 与 す る よ う に な る た め に は 、
フ ァ ル ネ シ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 に よ っ て フ ァ ル ネ シ ル 化 さ れ な け れ ば な ら な い 。
し か し 、 Ｒ ａ ｓ は 、 癌 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 で 、 プ レ ニ ル 化 さ れ る Ｃ Ａ Ａ Ｘ ボ ッ ク ス を 有
す る 唯 一 の も の で は な い 。 フ ァ ル ネ シ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 物 質 （ Ｆ Ｔ Ｉ ｓ ） は 、
い ろ い ろ な タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 Ｃ Ａ Ａ Ｘ モ チ ー フ へ の 炭 素 フ ァ ル ネ シ ル 部 分 の 共 有 結 合 に
よ る 付 着 を 阻 害 す る 治 療 物 質 で あ る 。 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ は 、 癌 及 び 増 殖 性 疾 患 、 例 え ば 血 液 の 悪 性
腫 瘍 、 の 治 療 に 利 用 で き る 。 血 液 の 悪 性 腫 瘍 、 例 え ば 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 及 び 骨 髄 腫 （
例 え ば 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 ； Ａ Ｍ Ｌ ） は 、 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ で 最 も 有 効 に 対 応 で き る 疾 患 の 例 で あ
る 。 乳 が ん や 膠 芽 細 胞 腫 な ど の 充 実 性 腫 瘍 も Ｆ Ｔ Ｉ ｓ で 治 療 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 多 く の 治 療 方 式 の 場 合 に 見 ら れ る こ と で あ る が 、 あ る 患 者 た ち は Ｆ Ｔ Ｉ ｓ に よ る 治 療 に
応 答 す る が 、 別 の 患 者 た ち は 応 答 し な い 。 治 療 に 対 し て 応 答 し そ う も な い 患 者 に こ の 治 療
を 処 方 す る こ と は 望 ま し く な い 。 し た が っ て 、 薬 を 投 与 す る 前 に あ る 患 者 が そ の 治 療 に ど
の よ う に 応 答 す る と 予 期 さ れ る か を 知 る こ と が で き れ ば 、 非 応 答 者 に は 不 必 要 な 治 療 を 施
さ な い よ う に し 、 そ の 薬 か ら 利 益 を 得 ら れ る 見 込 み が 最 も 大 き い 患 者 に 適 切 に 治 療 し て モ
ニ タ ー す る こ と が で き る の で 有 益 で あ ろ う 。 さ ら に 、 治 療 に 応 答 す る 人 た ち の う ち で も 、
応 答 の 度 合 い は 様 々 で あ る 。 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ 以 外 の 治 療 法 に よ る 治 療 、 又 は Ｆ Ｔ Ｉ ｓ に 追 加 さ れ
る 治 療 法 に よ る 治 療 も 、 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ に 応 答 し な い 患 者 や 、 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ だ け に 対 す る 応 答 が 望 ま
し い と い う ほ ど で は な い 患 者 に は 有 益 な こ と が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 Ｆ Ｔ Ｉ に よ っ て 癌 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ る 。 そ の よ う な １ つ の 方 法 で は 、
あ る 分 子 マ ー カ ー が 存 在 す る か ど う か に よ っ て 、 そ の 患 者 が そ の Ｆ Ｔ Ｉ に 応 答 し そ う か ど
う か が 判 定 さ れ る 。 患 者 は 、 応 答 し そ う で あ る と 判 定 さ れ た 場 合 に Ｆ Ｔ Ｉ に よ っ て 治 療 さ
れ る 。 あ る Ｆ Ｔ Ｉ に よ る 治 療 に 患 者 が 応 答 し そ う も な い 場 合 、 そ の 治 療 は 保 留 さ れ る 。 本
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発 明 の あ る 態 様 で は 、 Ｆ Ｔ Ｉ 応 答 の 可 能 性 （ 確 率 ） を 決 定 す る た め の 遺 伝 子 の 組 に 関 し て
遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 得 ら れ る 。 本 発 明 の 別 の 様 態 で は 、 分 子 マ ー カ ー の 存 在 と 遺 伝
子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 組 み 合 わ せ て 用 い て 、 Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 へ の 応 答 の 可 能 性 を 判 定 す る 。 本
発 明 の さ ら に 別 の 様 態 で は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 白 血 球 芽 細 胞 数 及 び ／ 又 は 白 血 球
細 胞 抗 原 発 現 と 組 み 合 わ せ て 用 い て 、 Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 に 対 す る 応 答 の 可 能 性 を 判 定 す る 。 本 発
明 の さ ら に 別 の 様 態 で は 、 分 析 で 用 い ら れ る サ ン プ ル が 骨 髄 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 様 態 で は 、 癌 患 者 は Ｆ Ｔ Ｉ に よ る 治 療 に 関 し て モ ニ タ ー さ れ 、 患 者 の 遺 伝
子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 及 び ／ 又 は 分 子 マ ー カ ー の 存 在 を 分 析 し て 、 患 者 が そ の Ｆ Ｔ Ｉ に 応 答
し て い る か ど う か を 判 定 し 、 患 者 が 望 ま し い 仕 方 で 応 答 し そ う で あ れ ば 、 そ の Ｆ Ｔ Ｉ で 患
者 を 治 療 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 様 態 で は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が １ つ 以 上 の 特 定 遺 伝 子 で Ｆ Ｔ
Ｉ へ の 応 答 を 示 す 変 化 を 示 し た 場 合 に 患 者 を そ の Ｆ Ｔ Ｉ で 治 療 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 様 態 で は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が １ つ 以 上 の 特 定 遺 伝 子 で Ｆ Ｔ
Ｉ へ の 応 答 を 示 す 変 化 を 示 す も の で あ り 、 か つ 、 骨 髄 の 芽 細 胞 数 が ０ ～ ６ ０ ％ 、 又 は Ｃ Ｄ
３ ３ 細 胞 表 面 抗 原 の ポ ジ テ ィ ブ な 発 現 を 示 す 細 胞 が ６ ０ ％ 未 満 、 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ ３ ４ 細 胞
表 面 抗 原 の ポ ジ テ ィ ブ な 発 現 を 示 す 細 胞 が １ ０ ％ 未 満 、 で あ る 場 合 、 患 者 は Ｆ Ｔ Ｉ で 治 療
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 様 態 で は 、 分 子 マ ー カ ー は 以 下 の １ つ 以 上 で あ る ： ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝
子 、 Ａ Ｈ Ｒ 、 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ ｐ ６ ６ ７ Ｇ ２ １ １ ０ ， Ｉ Ｄ Ｓ 、 Ｇ Ｐ Ｒ １ ０ ５ ， Ｔ Ｅ Ｍ ６ ， Ｔ Ｎ Ｆ Ｓ
Ｆ １ ３ ， Ｓ Ｖ Ｉ Ｌ 、 Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ６ ８ ０ ， Ｆ Ｒ Ａ Ｇ １ ， Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ ｐ ５ ６ ６ Ｂ ２ １ ３ ， Ｋ Ｉ Ａ
Ａ １ ０ ３ ６ ， Ｂ Ｔ Ｇ ３ ， Ｍ Ａ Ｐ Ｋ ８ １ Ｐ ３ ， Ａ Ｒ Ｈ Ｈ 、 Ｎ Ｐ Ｔ Ｘ ２ 。 マ ー カ ー は 、 ま た 、
Ｏ Ｐ Ｎ ３ 及 び ／ 又 は Ｉ Ｌ ３ Ｒ Ａ と 上 記 の １ つ 以 上 と の 組 み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 様 態 で は 、 Ｆ Ｔ Ｉ は キ ノ リ ン 又 は キ ノ リ ン 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 様 態 で は 、 Ｆ Ｔ Ｉ は （ Ｒ ） － ６ － [ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ）
（ １ － メ チ ル － － イ ミ ダ ゾ ー ル － ５ － イ ル ） メ チ ル ]－ ４ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ）
－ １ － メ チ ル － － キ ノ リ ノ ン ） で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の 方 法 を 実 行 す る た め に 用 い ら れ る 物 品 も 本 発 明 の １ つ の 様 態 で あ る 。 そ の よ う な 物
品 に は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 又 は そ の 表 示 （ representation） も 含 ま れ る 。 表 示 は 、
コ ン ピ ュ ー タ で 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 に 固 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る そ の 他 の 物 品
と し て は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 す る た め に 用 い ら れ る 核 酸 ア レ イ 、 及
び そ の 他 の 核 酸 検 出 方 法 を 実 行 す る た め の デ バ イ ス や コ ン ポ ー ネ ン ト が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 キ ッ ト も 本 発 明 の １ つ の 様 態 で あ る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 に 応 答 す る 人 と
応 答 し な い 人 を 識 別 す る 、 遺 伝 子 の 発 現 及 び ／ 又 は 分 子 マ ー カ ー の 存 在 を 検 出 す る 試 薬 を
含 む 。 キ ッ ト は 説 明 書 も 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 様 態 で は 、 癌 患 者 を 治 療 す る 方 法 は 、 あ る Ｆ Ｔ Ｉ と 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ ／ Ｐ Ｅ Ｋ シ
グ ナ リ ン グ 経 路 、 Ｔ Ｇ Ｆ β 、 Ｗ Ｎ Ｔ 、 Ｒ ｈ ｏ 、 又 は ア ポ ト ー シ ス 経 路 、 を 調 節 （ modulate
） す る 治 療 組 成 物 と を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 様 態 で は 、 患 者 は 、 あ る Ｆ Ｔ Ｉ と 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 (inhibitor
） 、 Ｍ Ｅ Ｋ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 Ｐ Ｉ ３ Ｋ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 ア
ポ ト ー シ ス 調 節 物 質 (modulator） 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ 、 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る
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治 療 組 成 物 に よ っ て 治 療 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 様 態 で は 、 あ る 患 者 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 及 び ／ 又 は 分 子 マ ー
カ ー の 存 在 の 有 無 が 分 析 さ れ て 、 Ｆ Ｔ Ｉ と 別 の 薬 の 組 み 合 わ せ が そ の 患 者 に 利 益 に な り そ
う か 判 定 さ れ る 。 そ の 後 、 そ の 患 者 は そ の 組 み 合 わ せ で 治 療 さ れ る か 、 又 は 、 患 者 が Ｆ Ｔ
Ｉ に 応 答 し そ う も な い 場 合 に は 、 患 者 は 別 の 薬 、 例 え ば 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 Ｍ
Ｅ Ｋ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 Ｐ Ｉ ３ Ｋ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 ア ポ ト ー
シ ス 調 節 物 質 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 別 の 薬 、 に よ っ て 治
療 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 様 態 で は 、 あ る 患 者 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 及 び ／ 又 は 分 子 マ ー
カ ー の 存 在 を 分 析 し て 、 Ｆ Ｔ Ｉ と 別 の 形 態 の 治 療 法 と の 組 み 合 わ せ が そ の 患 者 に と っ て 利
益 が あ り そ う か ど う か 判 定 さ れ る 。 そ の 後 、 患 者 は そ の 組 み 合 わ せ で 治 療 さ れ る か 、 又 は
患 者 が Ｆ Ｔ Ｉ に 応 答 し そ う も な い 場 合 に は 、 そ の 患 者 は 、 Ｆ Ｔ Ｉ を 含 ま な い 別 の 形 態 の 治
療 法 に よ っ て 治 療 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 治 療 物 質 は Ｆ Ｔ Ｉ ｓ で あ る 。 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ は 多 数 の 形 態 が あ る が 、 癌
及 び 増 殖 性 疾 患 に 関 わ る タ ン パ ク 質 の フ ァ ル ネ シ ル 化 を 妨 害 し た り 低 減 さ せ た り す る 本 質
的 な 阻 害 機 能 を 共 有 し て い る 。 好 ま し く は 、 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ は 膠 芽 細 胞 腫 や 乳 が ん な ど の 充 実 性
腫 瘍 の 治 療 に 示 唆 さ れ て い る も の で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ は 白 血 病 、 リ ン パ
腫 、 及 び 骨 髄 腫 な ど 、 血 液 の 悪 性 腫 瘍 の 治 療 に 示 唆 さ れ て い る も の で あ る 。 最 も 好 ま し く
は 、 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ は 、 Ａ Ｍ Ｌ 、 骨 髄 形 成 異 常 症 候 群 （ Ｍ Ｄ Ｓ ） 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ｃ Ｍ Ｌ ）
、 慢 性 骨 髄 単 球 性 白 血 病 （ Ｃ Ｍ Ｍ Ｌ ） 、 及 び 多 発 性 骨 髄 腫 （ Ｍ Ｍ ） で の 使 用 が 考 え ら れ て
い る も の で あ る 。 血 液 の 悪 性 腫 瘍 の 場 合 、 Ｆ Ｔ Ｉ に 応 答 す る 患 者 は 、 そ の Ｆ Ｔ Ｉ で 治 療 し
た 後 で ５ ０ ％ を 超 え る 芽 細 胞 の 減 少 が 見 ら れ る 患 者 で あ る 。 充 実 性 腫 瘍 の 場 合 、 Ｆ Ｔ Ｉ に
応 答 す る 患 者 は 、 腫 瘍 が 成 長 を 停 止 す る 患 者 で あ る 。 あ る い は ま た 、 充 実 性 腫 瘍 の 患 者 に
お け る 応 答 は 、 腫 瘍 学 に お い て 普 通 に 使 用 さ れ て い る 意 味 で の Ｒ Ｅ Ｃ Ｉ Ｓ Ｔ （ Response E
valuation Criteria in Solid Tumors） 規 準 に し た が っ て 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 多 数 の Ｆ Ｔ Ｉ ｓ が 本 発 明 の 範 囲 内 に あ り 、 例 え ば 、 Brown et al.へ の 米 国 特 許 第  5,976
,851号 ； Anthony et al.へ の 米 国 特 許 第  5,972,984号 ； deSolms へ の 米 国 特 許 第  5,972,9
66号 ； Dinsmore et al. へ の 米 国 特 許 第  5,968,965号 ； Venet et al.へ の 米 国 特 許 第  5,9
68,952号 ； Venet et al.へ の 米 国 特 許 第  6,187,786号 ； Venet et al.へ の 米 国 特 許 第  6,1
69,096号 ； Venet et al.へ の 米 国 特 許 第  6,037,350号 ； Angibaud et al. へ の 米 国 特 許 第
 6,177,432号 ； Graham et al. へ の 米 国 特 許 第  5,965,578号 ； Sebti et al.へ の 米 国 特 許
第  5,965,539号 ； Afonso et al. へ の 米 国 特 許 第  5,958,939号 ； Anthony et al.へ の 米 国
特 許 第  5,939,557号 ； Commercon et al.へ の 米 国 特 許 第  5,936,097号 ；  Anthony et al.
へ の 米 国 特 許 第  5,891,889号 ； Baudin et al. へ の 米 国 特 許 第  5,889,053号 ； Anthonyl.
へ の 米 国 特 許 第  5,880,140号 ； deSolms.へ の 米 国 特 許 第  5,872,135号 ； deSolms.へ の 米 国
特 許 第  5,869,682号 ； Baudoin.へ の 米 国 特 許 第  5,861,529号 ；  Graham et al.へ の 米 国 特
許 第  5,859,015号 ； Clerc へ の 米 国 特 許 第  5,856,439号 ； Anthony et al.へ の 米 国 特 許 第
 5,856,326号 ； Graham et al.へ の 米 国 特 許 第  5,852,010号 ； Marsters et al.へ の 米 国 特
許 第  5,843,941号 ； Doll.へ の 米 国 特 許 第  5,807,852号 ； Dinsmore et al.へ の 米 国 特 許 第
 5,780,492号 ； Dong et al.へ の 米 国 特 許 第  5,773,455号 ； Kim et al. へ の 米 国 特 許 第  5
,767,274号 ； Anthony et al.へ の 米 国 特 許 第  5,756,528号 ； Baudoin.et al.へ の 米 国 特 許
第  5,750,567号 ； Bishop.et al.へ の 米 国 特 許 第  5,721,236号 ； Doll.et al.へ の 米 国 特 許
第  5,700,806号 ； Anthony et al.へ の 米 国 特 許 第  5,661,161号 ； Sebti et al.へ の 米 国 特
許 第  5,602,098号 ； Breslin et al.へ の 米 国 特 許 第  5,585,359号 ； Ciccarone et al.へ の
米 国 特 許 第  5,578,629号 ； Ciccarone et al.へ の 米 国 特 許 第  5,534,537号 ； Marsters et 
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al. へ の 米 国 特 許 第  5,532,359号 ； Patel et al.へ の 米 国 特 許 第  5,523,430号 ； de Solms
 et al. へ の 米 国 特 許 第  5,504,212号 ； de Solms et al. へ の 米 国 特 許 第  5,491,164号 ；
Brown et al.へ の 米 国 特 許 第  5,420,245号 ； Graham et al.へ の 米 国 特 許 第  5,238,922号
； に 記 載 さ れ て い る も の を 含 む 。 こ れ ら は 、 そ れ ぞ れ 、 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま
れ る 。 非 ペ プ チ ド の 、 い わ ゆ る 「 小 分 子 」 の 治 療 薬 が 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し い Ｆ Ｔ Ｉ ｓ
は 、 キ ノ リ ン 又 は キ ノ リ ン 誘 導 体 で あ り 、 例 え ば 、 次 の よ う な も の で あ る ：
　 ７ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － ９ － [（ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル －
１ － イ ル メ チ ル ]－ ２ ， ３ － ジ ヒ ド ロ － １ Ｈ ， ５ Ｈ － ベ ン ゾ [ij]キ ノ リ ジ ン － ５ － オ ン 、
　 ７ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － ９ － [（ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル －
１ － イ ル メ チ ル ]－ １ ， ２ － ジ ヒ ド ロ － ４ Ｈ － ピ ロ ロ [３ ， ２ ， １ － ij]キ ノ リ ン － ４ － オ
ン 、
　 ８ － [ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル － ５ － イ ル ）
メ チ ル ]－ ６ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ ， ２ － ジ ヒ ド ロ － ４ Ｈ － ピ ロ ロ [３ ， ２ ， １ －
ij]キ ノ リ ン － ４ － オ ン 、
　 ８ － [ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル － ５ － イ ル ）
メ チ ル ]－ ６ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － ２ ， ３ － ジ ヒ ド ロ － １ Ｈ ， ５ Ｈ － ベ ン ゾ [ij]キ
ノ リ ジ ン － ５ － オ ン 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 最 も 好 ま し い Ｆ Ｔ Ｉ は 、 Venet et al.へ の 米 国 特 許 第  6,420,387号 で （ ＋ ） 鏡 像 異 性 体
と 記 載 さ れ て い る （ Ｒ ） － ６ － [ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － － イ
ミ ダ ゾ ー ル － ５ － イ ル ） メ チ ル ]－ ４ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ － メ チ ル －

－ キ ノ リ ノ ン ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 も う １ つ の 好 ま し い Ｆ Ｔ Ｉ は 、 WO 01/98,302に 記 載 さ れ て い る （ － ） － ５ － （ ３ － ク ロ
ロ フ ェ ニ ル ） － α － （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － α － （ １ － メ チ ル － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル －
５ － イ ル ） テ ト ラ ゾ ー ル [１ ， ５ － ａ ]キ ナ ゾ リ ン － ７ － メ タ ナ ミ ン 、 及 び 医 薬 的 に 受 容 さ
れ る そ の 酸 付 加 塩 、 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 そ の 他 の 有 用 な Ｆ Ｔ Ｉ ｓ と し て は 、  WO-98/28303に 記 載 さ れ て い る ア ル グ ラ ビ ン （ Argl
abin） （ す な わ ち 、 （ Ｒ ） － １ ０ － エ ポ キ シ － ５ （ Ｓ ） ， ７ （ Ｓ ） － グ ア イ ア (guaia） －
３ （ ４ ） ， １ １ （ １ ３ ） － ジ エ ン － ６ ， １ ２ － オ リ ド ；  WO-99/45912に 記 載 さ れ て い る ペ
リ リ ル （ perrilyl） ・ ア ル コ ー ル ； 米 国 特 許 第  5,874,442号 に 記 載 さ れ て い る Ｓ Ｃ Ｈ － ６
６ ３ ３ ６ ， す な わ ち 、 （ ＋ ） － ４ － [２ － [４ － （ ３ ， １ ０ － ジ ブ ロ モ － ８ － ク ロ ロ － ５ ，
６ － ジ ヒ ド ロ － １ １ Ｈ － ベ ン ゾ [５ ， ６ ]シ ク ロ ヘ プ タ [１ ， ２ － ｂ ]ピ リ ジ ン － １ １ － イ ル
） ピ ペ リ ジ ン － １ － イ ル ]－ ２ － オ キ ソ エ チ ル ]ピ ペ リ ジ ン － １ － カ ル ボ キ サ ミ ド ； Ｌ ７ ７
８ １ ２ ３ ， す な わ ち  WO-00/01691に 記 載 さ れ て い る １ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － ４ － [
１ － （ ４ － シ ア ノ ベ ン ジ ル ） － ５ － イ ミ ダ ゾ リ ル メ チ ル ]－ ２ － ピ ペ ラ ジ ン ； WO-94/10138
に 記 載 さ れ て い る 化 合 物 、 ２ （ Ｓ ） － [２ （ Ｓ ） － [２ （ Ｒ ） － ア ミ ノ － ３ － メ ル カ プ ト ]
プ ロ ピ ル ア ミ ノ － ３ （ Ｓ ） － メ チ ル ]－ ペ ン チ ル オ キ シ － ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ニ ル － メ
チ オ ニ ン ・ ス ル ホ ン ； 及 び Ｂ Ｍ Ｓ ２ １ ４ ６ ６ ２ ， す な わ ち  WO-97/30992に 記 載 さ れ て い る
（ Ｒ ） － ２ ， ３ ， ４ ， ５ － テ ト ラ ヒ ド ロ － １ － （ １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル － ４ － イ ル メ チ ル ）
－ ３ － （ フ ェ ニ ル メ チ ル ） － ４ － （ ２ － チ エ ニ ル ス ル ホ ニ ル ） － １ Ｈ － １ ， ４ － ベ ン ゾ ジ
ア ザ ピ ン － ７ － カ ル ボ ニ ト リ ル ； Ｃ Ｐ ６ ０ ９ ７ ５ ４ ， す な わ ち  米 国 特 許 第 5,747,498号 に
記 載 さ れ て い る Ｎ － （ ３ － エ チ ニ ル フ ェ ニ ル ） － ６ ， ７ － ビ ス （ ２ － メ ト キ シ エ ト キ シ ）
－ ４ － キ ナ ゾ リ ナ ミ ン ； 及 び  WO-00/12499に 記 載 さ れ て い る ６ － [ア ミ ノ － （ ４ － ク ロ ロ
－ フ ェ ニ ル ） － （ ３ － メ チ ル － ３ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル － ４ － イ ル ） － メ チ ル ]－ ４ － （ ３ －
エ チ ニ ル － フ ェ ニ ル ） － １ － メ チ ル － １ Ｈ － キ ノ リ ン － ２ － オ ン ； 下 記 式 の も の 等 が あ げ
ら れ る 。
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 能 力 を 有 す る 核 酸 配 列 （ 「 遺 伝 子 」 ） が ゲ ノ ム 内
に 単 に 存 在 す る と い う だ け で は 、 あ る 細 胞 で タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る か ど う
か は 決 定 さ れ な い 。 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 発 現 で き る 又 は Ｒ Ｎ Ａ 転 写 が で き る 遺 伝 子
が 実 際 に 発 現 又 は 転 写 す る か ど う か 、 そ し て そ の よ う な 発 現 又 は 転 写 が 起 こ る と し て 、 ど
の 程 度 ま で 起 こ る か 、 は い ろ い ろ な 複 雑 な 因 子 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 そ れ で も や は り 、 遺
伝 子 発 現 を 分 析 す る こ と は 、 薬 又 は そ の 他 の 治 療 物 質 の 導 入 と い っ た 刺 激 に 対 す る 細 胞 の
応 答 に つ い て の 有 益 な 情 報 を 提 供 す る 。 遺 伝 子 が 活 性 又 は 不 活 性 に な る 度 合 い に 関 す る 相
対 的 な 情 報 は そ の よ う な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 見 出 さ れ る 。 場 合 に よ っ て は 、 あ る 分
子 マ ー カ ー の 存 在 が 、 そ れ だ け で 、 又 は 遺 伝 子 発 現 の 情 報 の 利 用 と 合 わ せ て 、 治 療 の 有 効
性 に つ い て の 有 益 な 情 報 と な る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 分 子 マ ー カ ー は Ｆ Ｔ
Ｉ 治 療 か ら 利 益 が 得 ら れ そ う な 患 者 を 同 定 し て 治 療 し 、 こ の 薬 又 は 治 療 法 か ら ほ と ん ど 全
く 有 益 な 応 答 が 見 ら れ そ う も な い 患 者 を Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 か ら 除 外 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 癌 は 、 血 液 の 悪 性 腫 瘍 も 含 め て 、 普 通 、 い ろ い ろ な 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 か ら 生 ず る
。 同 じ タ イ プ の 癌 が 、 同 じ タ イ プ の 癌 に な っ た 別 の 患 者 の 突 然 変 異 と 異 な る １ つ 以 上 の 突
然 変 異 の 結 果 と し て 、 又 は 一 致 し て 、 生 ず る こ と が あ る 。 同 じ 癌 の 根 底 に し ば し ば 複 数 の
分 子 的 な 基 盤 が あ る と い う 事 実 は 、 あ る 患 者 に は 影 響 を 及 ぼ す 治 療 法 が 、 同 じ タ イ プ の 癌
に か か っ た 別 の 患 者 に は 必 ず し も 同 じ よ う に 影 響 を 及 ぼ さ な い と い う 所 見 と 合 致 す る 。 さ
ら に 、 診 断 と い う 見 地 か ら は 、 転 位 、 Ｓ Ｎ Ｐ ｓ な ど 特 定 の 突 然 変 異 の 存 在 は 強 力 な 意 味 を
持 つ こ と が あ る 。 場 合 に よ っ て は 、 そ の よ う な 分 子 マ ー カ ー が 、 そ れ 自 体 、 診 断 、 予 後 予
測 、 又 は 治 療 へ の 応 答 性 に つ い て の 有 益 な 情 報 と な る 。 こ れ は 特 に 、 分 子 的 な 突 然 変 異 が
特 定 の 治 療 へ の 応 答 に 関 連 し て い る 場 合 に 当 て は ま る 。 本 発 明 で は 、 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 （
リ ン パ 芽 球 crisis腫 瘍 遺 伝 子 ） の 欠 如 と 合 致 す る 癌 が Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 に 対 し て 応 答 す る 。 し た
が っ て 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 の 欠 如 、 及 び そ れ が 存 在 す る か ど う か 、 が
Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 を 実 際 に 処 方 す る 前 に Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 へ の 抵 抗 の 強 さ を 予 測 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ２ ） は 、 染 色 体 １ ５ ｑ 上 の ｌ ｂ ｃ 原 腫 瘍 遺 伝 子 （ 配 列 番 号
２ ３ ～ ２ ７ ） と 染 色 体 ７ ｑ に 発 す る 無 関 係 な 配 列 と の 融 合 に よ っ て 得 ら れ る キ メ ラ で あ る
。 こ の 原 腫 瘍 遺 伝 子 の Ｃ 末 端 に お け る 切 断 （ truncation） に よ っ て 形 質 転 換 能 力 を 獲 得 し
た 遺 伝 子 が 生 ず る 。 こ の 切 断 は 、 転 位 以 外 の 他 の メ カ ニ ズ ム に よ っ て 生 ず る 可 能 性 も あ る
。 例 え ば 、 ス プ ラ イ シ ン グ の 異 常 に よ っ て 、 Ｃ 末 端 で 切 断 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 転 写 が 生 ず る 可 能
性 が あ る 。 こ の 遺 伝 子 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と タ ン パ ク 質 を 含 め て い く つ か の 発 現 産 物 を 有 す る （
配 列 番 号 ２ ９ ， ヒ ト Ｌ Ｂ Ｃ タ ン パ ク 質 、 Genbank 受 入 番 号 Ｇ Ｉ ： ２ ９ ７ ９ １ ８ ９ ７ ） 。 ｌ
ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 が 機 能 す る 詳 し い 仕 方 は 完 全 に は 理 解 さ れ て い な い が 、 そ れ が い ろ い ろ な
組 織 、 例 え ば 、 骨 格 筋 、 心 臓 、 肺 、 前 立 腺 、 卵 巣 、 小 腸 、 及 び 造 血 細 胞 な ど 、 に 存 在 で き
る こ と は 明 ら か で あ る 。 こ の 腫 瘍 遺 伝 子 が 発 現 で き る （ し か し 、 発 現 さ れ て い な い ） 組 織
に 発 生 す る 癌 の 治 療 は 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。
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【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ の 遺 伝 子 は 切 断 の 産 物 で あ り 、 そ れ が 認 め ら れ る 発 現 産 物 を 生 ず る の で 、 本 発 明 の 分
析 （ assays） の フ ォ ー マ ッ ト 化 す る の に 大 き な 柔 軟 性 が あ る 。 遺 伝 子 又 は そ の 産 物 の 欠 如
を 用 い る だ け で な く 、 こ の 遺 伝 子 の 調 節 さ れ た 発 現 の 検 出 も 用 い る こ と が で き る 。 し た が
っ て 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は こ の 遺 伝 子 も 含 む こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 遺 伝 子 の
欠 如 又 は 調 節 （ modulation） が 、 血 液 の 悪 性 腫 瘍 に お け る 、 さ ら に 好 ま し く は 白 血 病 、 最
も 好 ま し く は Ａ Ｍ Ｌ に お け る 、 Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 へ の 応 答 を 示 す 徴 候 と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 分 子 マ ー カ ー と し て の ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 同 定 が 行 わ れ る 場 合 、 適 当 な ど ん な 検 出 方 法
を 用 い て も よ い 。 分 子 マ ー カ ー の 存 在 は Ｆ Ｔ Ｉ に よ る 治 療 の 予 後 の 悪 さ を 示 す も の で あ り
、 そ れ が 存 在 し な い こ と は こ の 治 療 に 応 答 す る 可 能 性 が 大 き い こ と を 示 す も の で あ る 。 ｌ
ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 を 検 出 す る の に 使 用 で き る 方 法 は 、 知 ら れ て い る 突 然 変 異 遺 伝 子 又
は 配 列 を 検 出 す る た め の 任 意 の 方 法 を 含 み 、 例 え ば 、 一 本 鎖 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 多 形 法 、
化 学 的 及 び 熱 的 変 性 グ ラ ジ エ ン ト 分 析 、 化 学 的 及 び 酵 素 開 裂 法 、 質 量 分 析 法 、 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 及
び 対 立 形 質 特 異 的 増 幅 、 比 計 測 Ｐ Ｃ Ｒ 、 ビ ー ズ を ベ ー ス と す る 及 び マ イ ク ロ ア レ イ を ベ ー
ス と す る シ ス テ ム 、 並 び に in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 析 、 及 び
マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 ウ エ ス タ ン 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 、 抗 体 を ベ ー ス と す る 方 法 、 メ
チ ル 化 を ベ ー ス と す る Ｐ Ｃ Ｒ 、 及 び Ｓ Ｎ Ｐ 検 出 、 な ど が あ げ ら れ る が そ れ だ け に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 又 は 非 存 在 を 検 出 す る の に 最 も 好 ま し い 方 法 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る
方 法 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 ま ず 患 者 か ら 細 胞 が 、 普 通 の サ ン プ ル 調 製 方 法 に よ っ て 採 取
さ れ る 。 悪 性 腫 瘍 が 血 液 の 腫 瘍 で あ る 場 合 、 単 純 な 末 梢 血 液 サ ン プ ル 又 は 骨 髄 サ ン プ ル が
好 ま し い 。 次 に 、 広 く 受 容 さ れ て い る 手 順 に 従 っ て Ｒ Ｎ Ａ が 抽 出 さ れ 、 次 の よ う に 増 幅 さ
れ る 。 標 的 配 列 は 、 例 え ば 、 ２ ５ ０ ｎ Ｍ の プ ラ イ マ ー と ２ ５ ０ ｎ Ｍ の Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ プ ロ ー
ブ を Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ バ ッ フ ァ ー 中 で 用 い て 増 幅 さ れ る 。 熱 サ イ ク リ ン グ は ５ ０ ℃ で
２ 分 間 、 ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 行 わ れ 、 そ の 後 に ９ ５ ℃ で １ ５ 分 間 と ６ ２ ℃ で １ 分 間 の ５ ０ サ
イ ク ル が 続 く 。 プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ の 例 は 表 １ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ の 方 法 は サ ン プ ル 中 に 存 在 す る Ｌ Ｂ Ｃ 転 写 の 量 を 測 定 す る 。 測 定 さ れ た 量 は 、 同 じ サ
ン プ ル を 用 い て Ｈ Ｐ Ｒ Ｔ な ど の 内 部 発 生 的 な 対 照 遺 伝 子 を 増 幅 す る 同 様 な Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 実
験 を 行 う こ と に よ っ て 規 格 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｌ Ｂ Ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 又 は 非 存 在 を 決 定 す る 別 の 方 法 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 の 長 さ を 分 析 す
る こ と で あ る 。 Ｌ Ｂ Ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 は ３ ′ 転 位 （ translocation） を 有 す る の で 、 転 写 の 長
さ は Ｌ Ｂ Ｃ 原 腫 瘍 遺 伝 子 の 転 写 よ り も 短 い 。 こ の エ ン ド ポ イ ン ト は 診 断 に 有 利 で あ る 。 転
写 サ イ ズ を 診 断 す る に は 、 原 腫 瘍 及 び 腫 瘍 遺 伝 子 Ｌ Ｂ Ｃ 転 写 の 両 方 に 相 同 な 順 方 向 プ ラ イ
マ ー （ 例 え ば 、 上 の 表 １ の Ｌ Ｂ Ｃ 順 方 向 プ ラ イ マ ー ） が 、 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 の ユ ニ バ ー サ ル ｐ ｏ
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ｌ ｙ Ａ テ ー ル と 相 同 な 逆 方 向 プ ラ イ マ ー と 合 わ せ て 用 い ら れ る 。 好 ま し く は 、 最 初 の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 合 成 で 、 別 の ユ ニ ー ク な 配 列 で あ る ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ 配 列 の タ グ ３ ’ を 組 み 込 ん で Ｐ Ｃ Ｒ 反
応 の 特 異 性 を 高 め る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ゲ ノ ム の 転 位 が 測 定 さ れ て い る 場 合 、 標 準 的 な 方 法 で ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 ｌ ｂ ｃ 腫
瘍 遺 伝 子 に 対 し て 特 異 的 な Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い る 。 例 え ば 、 上 述 の よ う に 、 腫 瘍 及 び
原 － 腫 瘍 Ｌ Ｂ Ｃ 遺 伝 子 を ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ 配 列 と 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、
逆 方 向 プ ラ イ マ ー が ３ ′ 転 位 配 列 と 相 同 で あ っ て も よ い 。 読 み 取 ら れ る も の は 、 ア ン プ リ
コ ン の サ イ ズ で あ り 、 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 は 原 腫 瘍 遺 伝 子 よ り も 短 い 産 物 と し て 示 さ れ る 、
す な わ ち 、 腫 瘍 遺 伝 子 Ｌ Ｂ Ｃ 特 異 的 な ア ン プ リ コ ン の 存 在 又 は 非 存 在 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 細 胞 の ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 状 態 の 分 析 は 、 ま た 、 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 （ Ｉ Ｈ Ｃ ） な ど の
方 法 を 用 い て 、 診 断 目 的 で 正 常 ／ 異 常 組 織 分 布 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ｌ ｂ ｃ
タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 、 調 製 さ れ た 新 鮮 凍 結 及 び ホ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 埋 め 込
み 組 織 ブ ロ ッ ク と 合 わ せ て 用 い て 、 免 疫 組 織 化 学 （ Ｉ Ｈ Ｃ ） に よ る 分 析 を 行 う こ と が で き
る 。 各 組 織 ブ ロ ッ ク は 、 ５ ０ ｍ ｇ の 残 留 す る 「 粉 砕 さ れ た 」 腫 瘍 か ら 構 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 簡 単 に 言 う と 、 凍 結 切 片 は 、 ５ ０ ｎ ｇ の 凍 結 粉 砕 さ れ た 腫 瘍 を 室 温 で 小 さ な プ ラ ス チ ッ
ク ・ カ プ セ ル 内 の Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 再 水 和 し ； 遠 心 分 離 に よ っ て 粒 子 を ペ レ ッ ト 化 し ； そ れ を 粘
性 が 高 い 埋 め 込 み 媒 体 （ Ｏ Ｃ Ｔ ） に 再 懸 濁 し ； カ プ セ ル を 倒 さ に し て 再 び 遠 心 分 離 に よ っ
て ペ レ ッ ト 化 し ； － ７ ０ ℃ の イ ソ ペ ン タ ン 中 で 瞬 間 凍 結 (snap-freezing） し ； プ ラ ス チ ッ
ク ・ カ プ セ ル を カ ッ ト し て 凍 結 し た 組 織 の 円 柱 を 取 り 出 し ； こ の 組 織 円 柱 を 低 温 ミ ク ロ ト
ー ム ・ チ ャ ッ ク に 固 定 し ； 無 傷 の 腫 瘍 細 胞 を 含 む ２ ５ ～ ５ ０ の 連 続 切 片 を 切 り 出 す こ と に
よ っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 恒 久 切 片 は 、 同 様 な 方 法 で 、 ５ ０ ｍ ｇ の サ ン プ ル を プ ラ ス チ ッ ク の マ イ ク ロ フ ュ ー ジ （
microfuge） ・ チ ュ ー ブ で 再 水 和 し ； ペ レ ッ ト 化 し ； １ ０ ％ ホ ル マ リ ン 中 に 再 懸 濁 さ せ て
４ 時 間 で 固 定 し ； 洗 浄 ／ ペ レ ッ ト 化 し ； 温 か い ２ ． ５ ％ 寒 天 に 再 懸 濁 さ せ ； ペ レ ッ ト 化 し
； 氷 水 で 冷 却 し て 寒 天 を 硬 化 さ せ ； チ ュ ー ブ か ら 組 織 ／ 寒 天 ブ ロ ッ ク を 取 り 出 し ； ブ ロ ッ
ク を パ ラ フ ィ ン に 浸 潤 さ せ て 埋 め 込 み ； ５ ０ ま で の 連 続 恒 久 切 片 を 切 り 出 す こ と に よ っ て
調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 で は 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ３ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） を 含 む ブ ロ
ッ キ ン グ 液 又 は そ の 他 の ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 を 切 片 の 上 か ら 加 え る 。 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 は 非
特 異 的 血 清 又 は 粉 乳 な ど で あ る 。 ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 は そ の ま ま １ 時 間 、 室 温 で 進 行 さ せ る
。 抗 ｌ ｂ ｃ タ ン パ ク 質 抗 体 が 、 ３ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． １ ％ Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｏ Ｎ  Ｘ ． TM． － １ ０ ０ ，
ｔ － オ ク チ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル 、 を １ ： １ ０ ０ の 比 で 含 む Ｐ Ｂ Ｓ バ ッ フ
ァ ー で 希 釈 さ れ る 。 サ ン プ ル 切 片 に 、 一 般 に 、 こ の 抗 体 溶 液 が ４ ℃ で １ ６ 時 間 か ぶ せ ら れ
る 。 時 間 及 び 温 度 条 件 は 、 選 択 さ れ る 抗 体 と テ ス ト さ れ る 物 質 に よ っ て 変 え る こ と が で き
る 。 最 適 な 条 件 は 、 実 験 的 に 決 定 し な け れ ば な ら な い 。 抗 体 で 処 理 さ れ た 切 片 は Ｐ Ｂ Ｓ で
１ ５ 分 間 、 ３ 回 洗 浄 し て 、 結 合 し て い な い 抗 体 を 除 去 し 、 ３ ％ Ｂ Ｓ Ａ と 二 次 抗 体 を １ ： ２
０ ０ ０ の 比 で 含 む Ｐ Ｂ Ｓ が か ぶ せ ら れ る 。 二 次 抗 体 は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 フ ル オ レ セ イ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 な ど の 発 色
性 (chromogenic） 酵 素 、 又 は そ の 他 の 適 当 な 酵 素 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 又
、 二 次 抗 体 は ビ オ チ ン と 接 合 さ せ て 、 発 色 基 で ラ ベ ル さ れ た ア ビ ジ ン と 組 み 合 わ せ て 用 い
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 を 検 出 す る 別 の 方 法 の 例 は 、 イ ン シ チ ュ （ in situ） ・ ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る も の で あ る 。 一 般 に 、 イ ン シ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 次
の よ う な 主 な ス テ ッ プ を 含 む ： （ １ ） 分 析 す る 組 織 又 は 生 物 的 構 造 を 固 定 す る ； （ ２ ） 標
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的 Ｄ Ｎ Ａ へ の ア ク セ ス 可 能 性 を 高 め 、 非 特 異 的 結 合 を 減 少 さ せ る た め に 生 物 的 構 造 を プ レ
・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 処 理 す る ； （ ３ ） 生 物 的 構 造 又 は 組 織 の 核 酸 に 対 す る 核 酸 混 合
物 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； （ ４ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 結 合 し な か っ た 核 酸 断 片
を 除 去 す る た め の ポ ス ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 洗 浄 ； 及 び （ ５ ） ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ
た 核 酸 断 片 の 検 出 。 こ れ ら の 各 ス テ ッ プ で 用 い ら れ る 試 薬 、 及 び 使 用 条 件 、 は 個 々 の 応 用
に よ っ て 異 な る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の 場 合 、 （ 染 色 体 上 の そ の 位 置 に あ る ） ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 少
な く と も １ つ の 検 出 可 能 な 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 が 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 に あ る 細 胞 に 接 触 さ せ ら れ る 。 そ の 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が
検 出 さ れ 、 正 常 な 又 は 対 照 の 細 胞 か ら の 予 め 決 定 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー
ン と 比 較 さ れ る 。 好 ま し く は 、 プ ロ ー ブ は ア ル フ ァ － セ ン ト ロ メ リ ッ ク （ alpha-centrome
ric） プ ロ ー ブ で あ る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 い く つ か の 源 か ら 商 業 的 に （ 例 え ば 、 Vis
ys Inc., Downers Grove, IL,か ら ） 入 手 で き る 。 あ る 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 キ メ ラ を 構 成 し て い る 配 列 の 転 位 に 対 応 す る 染 色 体 上 の 部 位 に 特
異 的 な 多 数 の プ ロ ー ブ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 用 い る の に 適 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 手 順 は 、 例 え ば 、 Albertson 
(1984) EMBO J. 3: 1227-1234; Pinkel (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 9138-9
142; EPO Pub. No.430,402; Methods in Molecular Biology, Vol. 33; In Situ Hybridi
zation Protocols, Choo, ed., Humana Press, Totowa, N.J. (1994), etc.に 記 載 さ れ て
い る 。 あ る 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Pinkel et al., (1998) Nature Genetics 20: 20
7-211又 は Kallioemini (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5321-5325 (1992)の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 手 順 が 用 い ら れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 最 適 化 す る 方 法
は 周 知 で あ る 。 （ 例 え ば 、 Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and
 Molecular Biology, Vol. 24: Hybridizati on with Nucleic Acid Probes, Elsenier, 
N.Y. を 見 よ ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 あ る 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 信 号 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 、
洗 浄 剤 （ 例 え ば 、 Ｃ － Ｔ Ａ Ｂ ） 又 は ブ ロ ッ キ ン グ 剤 （ 例 え ば 、 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ ｏ ｔ － ｌ 　
Ｄ Ｎ Ａ 、 等 ） を 用 い て 非 特 異 的 な 結 合 を 減 ら し て 減 少 さ れ る 。 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 約 ０ ． １ 乃 至 約 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 ｃ ｏ ｔ
－ ｌ 　 Ｄ Ｎ Ａ ） の 存 在 下 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 合 成 に よ っ て 、 又 は 生 物 宿
主 で 増 殖 さ せ て 、 調 製 す る こ と が で き る 。 合 成 方 法 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 、 リ ボ プ
ロ ー ブ 、 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 検 出 可 能 な マ ー カ ー に よ っ て ラ ベ ル す
る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ に ラ ベ ル す る 方 法 と し て は 、 ラ ン ダ ム ・ プ ラ イ ミ ン グ （ random
 priming） 、 エ ン ド ・ ラ ベ リ ン グ （ end labeling） 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 及 び ニ ッ ク ・ ト ラ ン ス レ ー
シ ョ ン （ nick translation） な ど が あ る 。 酵 素 ラ ベ リ ン グ は 、 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ３ つ の
ラ ベ ル さ れ な い ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 第 四 の ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 下 で 行 わ れ 、 第 四 の ヌ ク レ
オ チ ド が 直 接 ラ ベ ル さ れ る か 、 ラ ベ ル を 付 着 さ せ る リ ン カ ー ・ ア ー ム を 含 む か 、 又 は ハ プ
テ ン や そ の 他 の 分 子 に 付 着 し 、 そ れ に ラ ベ ル さ れ た 結 合 分 子 が 結 合 す る 。 適 当 な 直 接 ラ ベ
ル と し て は 、 放 射 性 ラ ベ ル 、 例 え ば 3 2 Ｐ 、 3 Ｈ 、 及 び 3 5 Ｐ 、 な ど 、 及 び 非 放 射 性 ラ ベ ル 、
例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 テ キ サ ス ・ レ ッ ド 、 Ａ Ｍ Ｃ Ａ ブ ル ー 、 ル シ フ ァ ー ・ イ エ ロ ー 、
ロ ー ダ ミ ン 、 な ど の 蛍 光 マ ー カ ー ； 可 視 光 で 検 出 で き る シ ア ニ ン 染 料 ； 酵 素 、 な ど が あ げ
ら れ る 。 ラ ベ ル は 、 重 亜 硫 酸 塩 も し く は エ ス テ ル (bisulfite） で 媒 介 さ れ る ア ミ ノ 基 転 移
（ transamination） に よ っ て 、 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 時 に 直 接 に Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ に
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化 学 的 に 組 み 込 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 フ ル オ レ セ イ ン ・ マ ー カ ー は 、 プ ロ ー ブ に 組 み 込 ま れ た 活 性 化 さ れ た リ ン カ ー に よ っ て
ヌ ク レ オ チ ド に 容 易 に 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 上 で 開 示 さ れ た 方 法 に よ っ
て 、 ハ プ テ ン や そ の 他 の 分 子 、 例 え ば ビ オ チ ン 又 は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 に 共 有 結 合 で 結 び 付
け ら れ た ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 込 み 、 そ の ハ プ テ ン そ の 他 に 分 子 に 向 け ら れ た ラ ベ ル さ れ た
抗 体 と 、 又 は ビ オ チ ン の 場 合 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル が 接 合 さ れ た ア ビ ジ ン と 、 サ ン ド イ ッ チ
・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ て 、 間 接 的 に ラ ベ ル す る こ と も で き る 。 抗 体 及 び ア ビ ジ
ン は 、 フ ル オ レ セ イ ン ・ マ ー カ ー や 酵 素 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、
又 は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 と 接 合 さ せ て 検 出 可 能 に す る こ と が で き る
。 接 合 さ れ た ア ビ ジ ン 及 び 抗 体 は 、 Vector Laboratories（ Burlingame, Calif.） や Boehr
inger Mannheim （ Indianapolis, Ind.） な ど の 会 社 か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 酵 素 は 、 そ の 酵 素 の 基 質 を 加 え る こ と に よ っ て 比 色 定 量 反 応 で 検 出 で き る 。 い ろ い ろ な
基 質 の 存 在 下 で 、 こ の 反 応 で 異 な る 色 が 生 じ 、 こ の 色 を 視 覚 化 し て 複 数 の プ ロ ー ブ を 別 々
に 検 出 で き る 。 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 基 質 を 用 い る こ と が で き る 。 ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ に 好 ま し い 基 質 と し て は 、 ５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル ホ ス フ ェ ー ト （
Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ ） や ニ ト ロ ブ ル ー ・ テ ト ラ ゾ リ ウ ム （ Ｎ Ｂ Ｔ ） な ど が あ る 。 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ
・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 好 ま し い 基 質 は 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト （ Ｄ Ａ Ｂ ） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の イ ン シ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 で 使 用 す る の に 適 し た 蛍 光 ラ ベ ル さ れ
た プ ロ ー ブ は 、 好 ま し く は 、 長 さ が １ ５ ０ ～ ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 の 範 囲 に あ る 。 プ ロ ー
ブ は Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 、 好 ま し く は Ｄ Ｎ Ａ 、 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 細 胞 へ の 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ０ ． １ ～ ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ． ｍ
ｕ ． ｌ ． 、 好 ま し く は ５ ～ ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ． ｍ ｕ ． ｌ ． と い う 濃 度 で 行 わ れ る 。 好 ま し く は
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 は ホ ル ム ア ミ ド な ど の 変 性 物 質 を 含 む 。 一 般 に 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ２ ５ ℃ ～ ４ ５ ℃ で 、 好 ま し く は ３ ２ ℃ ～ ４ ０ ℃ で 、 さ ら に 好 ま し く は
３ ７ ℃ ～ ３ ８ ℃ で 行 わ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 必 要 な 時 間 は 約 ０ ． ２ ５ ～ ９ ６ 時
間 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ７ ２ 時 間 、 最 も 好 ま し く は ４ ～ ２ ４ 時 間 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 時 間 は 、 プ ロ ー ブ 濃 度 、 及 び ｈ ｎ Ｒ Ｎ Ｐ 結 合 タ ン パ ク 質 、 ト リ ア ル キ ル ・ ア ン
モ ニ ウ ム 塩 、 ラ ク タ ム 、 な ど の 促 進 剤 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 含 有 量 に よ っ
て 変 え る こ と が で き る 。 ス ラ イ ド は 、 そ の 後 、 ホ ル ム ア ミ ド な ど の 変 性 物 質 及 び 濃 度 が だ
ん だ ん 減 少 す る 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 溶 液 で 、 又 は 結 合 し て い な い ミ ス マ ッ チ の プ ロ ー ブ
を 除 去 す る 溶 液 の い ず れ か で 、 で 洗 浄 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 塩 の 温 度 及 び 濃 度 は 、 望 ま れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に よ っ て
異 な る 。 例 え ば 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 は ４ ２ ℃ ～ ６ ８ ℃ で 行 わ れ る が 、 中 程 度
の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 は ３ ７ ℃ ～ ５ ５ ℃ の 範 囲 で 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 は
３ ０ ℃ ～ ３ ７ ℃ の 範 囲 で 行 わ れ る 。 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 の 塩 濃 度 は 、 Ｓ Ｓ Ｃ （
０ ． １ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ １ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） の ０ ． ５ ～ １ 倍 で あ り 、 中
程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 は Ｓ Ｓ Ｃ の １ ～ ４ 倍 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 は Ｓ
Ｓ Ｃ の ２ ～ ６ 倍 の 塩 濃 度 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 検 出 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ・ ス テ ッ プ は 、 必 要 な 場 合 、 好 ま し く は 湿 潤 チ ャ ン バ ー で ２ ３
℃ ～ ４ ２ ℃ で 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ５ ℃ ～ ３ ８ ℃ で 、 最 も 好 ま し く は ３ ７ ℃ ～ ３ ８ ℃ で 行
わ れ る 。 好 ま し く は 、 ラ ベ ル さ れ た 反 応 物 質 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 、 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン 、 脱 脂 粉 乳 、 な ど を 含 む 溶 液 で 希 釈 さ れ る 。 希 釈 は １ ： １ ０ ～ １ ： １ ０ ， ０ ０ ０
の 範 囲 、 さ ら に 好 ま し く は １ ： ５ ０ ～ １ ： ５ ， ０ ０ ０ の 範 囲 、 最 も 好 ま し く は １ ： １ ０ ０
～ １ ： １ ， ０ ０ ０ の 範 囲 、 で あ る 。 各 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ・ ス テ ッ プ の 間 に ス ラ イ ド 又 は
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そ の 他 の 固 体 担 体 を 洗 浄 し て 余 分 の 反 応 物 質 を 除 去 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 次 に ス ラ イ ド は 、 可 視 光 で 検 出 可 能 な マ ー カ ー の 場 合 は 顕 微 鏡 に マ ウ ン ト さ れ て 分 析 さ
れ 、 放 射 性 マ ー カ ー の 場 合 は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ・ フ ィ ル ム に 曝 露 さ れ て 分 析 さ れ る
。 蛍 光 マ ー カ ー の 場 合 は 、 好 ま し く は 、 ス ラ イ ド は ぼ や け 防 止 試 薬 を 含 む 溶 液 に 入 れ て 蛍
光 顕 微 鏡 を 用 い て 分 析 さ れ る 。 検 出 精 度 を 高 め る た め に 複 数 の 核 を 検 査 す る こ と も で き る
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 発 現 産 物 の 分 析 を 用 い て 、 腫 瘍 遺 伝 子 に 突 然 変 異 が 起 こ っ
た か ど う か を 決 定 す る こ と も で き る 。 免 疫 分 析 と は 、 そ の 最 も 単 純 で 直 接 的 な 意 味 で 、 結
合 分 析 (binding assay） で あ る 。 好 ま し い 免 疫 分 析 は 、 当 業 者 に 公 知 の い ろ い ろ な タ イ プ
の 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 及 び 放 射 性 免 疫 測 定 （ Ｒ Ｉ Ａ ） で あ る 。 組 織 切 片
を 用 い る 免 疫 組 織 化 学 検 出 法 も き わ め て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の あ る 例 で は 、 抗 腫 瘍 ｌ ｂ ｃ タ ン パ ク 質 特 異 的 抗 体 が 、 選 ば れ た タ ン パ ク 質
親 和 性 を 示 す 表 面 、 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン ・ マ イ ク ロ タ イ タ の ウ エ ル 、 に 固 定 さ れ る 。 次
に 所 望 の 抗 原 を 含 む テ ス ト 組 成 物 、 例 え ば 臨 床 サ ン プ ル 、 が そ の ウ エ ル に 加 え ら れ る 。 結
合 が 行 わ れ 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 免 疫 複 合 体 を 除 去 す る た め の 洗 浄 が 行 わ れ た 後 、 結 合 し
た 抗 原 を 検 出 す る こ と が で き る 。 検 出 は 、 一 般 に 、 検 出 で き る ラ ベ ル に 結 び 付 け ら れ た 、
所 望 の 抗 原 に 特 異 的 な 別 の 抗 体 を 加 え る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 こ の タ イ プ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ は 、 単 純 な 「 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 」 で あ る 。 検 出 は 、 ま た 、 所 望 の 抗 原 に 特 異 的 な
第 二 の 抗 体 を 加 え た 後 、 第 二 の 抗 体 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 し 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル と 結 び
付 け ら れ た 第 三 の 抗 体 を 加 え る こ と に よ っ て も 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 変 法 は 良 く 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な 変 法 の １ つ で は 、 所 望 の 抗 原 を 含
む サ ン プ ル が ウ エ ル 表 面 に 固 定 さ れ た 後 、 本 発 明 の 抗 体 と 接 触 さ せ ら れ る 。 結 合 及 び 適 当
な 洗 浄 の 後 、 結 合 し た 免 疫 複 合 体 が 検 出 さ れ る 。 最 初 の 抗 原 特 異 的 な 抗 体 が 検 出 可 能 な ラ
ベ ル と リ ン ク さ れ て い る 場 合 は 、 免 疫 複 合 体 を 直 接 検 出 す る こ と が で き る 。 や は り 、 免 疫
複 合 体 は 、 最 初 の 抗 原 特 異 的 な 抗 体 に 結 合 親 和 性 を 有 し 、 検 出 可 能 な ラ ベ ル と リ ン ク さ れ
て い る 第 二 の 抗 体 を 用 い て 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 テ ス ト サ ン プ ル が 既 知 の 量 の ラ ベ ル さ れ た 抗 原 又 は 抗 体 と の 結 合 に 関 し て 競 合 す る 競 合
的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ も 可 能 で あ る 。 未 知 の サ ン プ ル に お け る 反 応 性 分 子 種 の 量 は 、 コ ー テ ィ ン グ
さ れ た ウ エ ル で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 前 に 、 又 は そ の 間 、 サ ン プ ル を 既 知 の ラ ベ ル さ れ
た 分 子 種 と 混 合 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 サ ン プ ル に お け る 反 応 性 分 子 種 の 存 在 が ウ
エ ル と の 結 合 に 利 用 で き る ラ ベ ル さ れ た 分 子 種 の 量 を 減 少 さ せ 、 最 終 的 な 信 号 を 減 少 さ せ
る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 抗 原 又 は 抗 体 を 、 プ レ ー ト 、 ビ ー ズ 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、 膜 又 は カ ラ ム ・ マ ト リ ッ ク
ス な ど の 固 体 担 体 に 結 合 し 、 分 析 し よ う と す る サ ン プ ル を 固 定 さ れ た 抗 原 又 は 抗 体 に 適 用
(apply） す る こ と も で き る 。 抗 原 又 は 抗 体 で プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ す る 場 合 、 一 般 に 、
プ レ ー ト の ウ エ ル を 抗 原 又 は 抗 体 の 溶 液 と 共 に 、 一 晩 又 は あ る 所 定 の 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 次 に 、 プ レ ー ト の ウ エ ル を 洗 浄 し て 不 完 全 に 吸 着 さ れ た 物 質 を 除 去 す る 。 次 に 、
ウ エ ル の 利 用 で き る 残 り の 表 面 を 、 テ ス ト 抗 血 清 に 関 し て 抗 原 的 に ニ ュ ー ト ラ ル な 非 特 異
的 タ ン パ ク 質 に よ っ て 「 コ ー テ ィ ン グ 」 す る 。 そ れ は 、 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ
Ｓ Ａ ） 、 カ ゼ イ ン 及 び 粉 乳 の 溶 液 、 で あ る 。 コ ー テ ィ ン グ に よ っ て 、 固 定 表 面 の 非 特 異 的
吸 着 部 位 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き 、 表 面 へ の 抗 血 清 の 非 特 異 的 結 合 に よ っ て 生 ず る バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド が 減 少 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は 、 直 接 的 な 検 出 手 順 で な く 、 二 次 的 又 は 三 次 的 な 検 出 手 段 を 用 い る こ と
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は 普 通 で あ る 。 す な わ ち 、 抗 原 又 は 抗 体 を ウ エ ル に 結 合 し 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 減 ら す た
め に 非 反 応 性 の 物 質 で コ ー テ ィ ン グ し 、 結 合 し て い な い 物 質 を 除 去 す る た め に 洗 浄 し た 後
、 固 定 表 面 に 、 テ ス ト し よ う と す る 臨 床 サ ン プ ル 又 は 生 物 的 サ ン プ ル を 免 疫 複 合 体 （ 抗 原
／ 抗 体 ） を 可 能 に す る 効 果 的 な 条 件 の 下 で 接 触 さ せ る 。 こ れ は 、 抗 原 及 び 抗 体 を Ｂ Ｓ Ａ 、
ウ シ ・ ガ ン マ ・ グ ロ ブ リ ン （ Ｂ Ｇ Ｇ ） 、 及 び リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） ／ Ｔ ｗ ｅ ｅ
ｎ な ど の 溶 液 で 希 釈 す る こ と も 含 む 。 こ れ ら の 添 加 物 質 も 、 非 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を
減 少 さ せ る 助 け に な る 。 そ の 後 の 免 疫 複 合 体 の 検 出 に は 、 ラ ベ ル さ れ た 二 次 結 合 リ ガ ン ド
又 は 抗 体 、 又 は 二 次 結 合 リ ガ ン ド 又 は 抗 体 と ラ ベ ル さ れ た 三 次 抗 体 又 は 第 三 の 結 合 リ ガ ン
ド を 合 わ せ た も の 、 が 必 要 に な る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お け る 全 て の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ・ ス テ ッ プ の 後 に 、 接 触 し た 表 面 を 洗 浄
し て 、 複 合 体 を 形 成 し て い な い 物 質 を 除 去 す る よ う に す る 。 多 く の 場 合 洗 浄 は 、 Ｐ Ｂ Ｓ ／
Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ の 溶 液 、 又 は ホ ウ 酸 緩 衝 液 に よ る 洗 浄 を 含 む 。 最 初 に 結 合 し た 物 質 と テ ス ト サ
ン プ ル と の 間 で 特 異 的 な 免 疫 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 続 い て 洗 浄 さ れ た 後 で は 、 微 量 の 免 疫 複
合 体 の 発 生 も 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 検 出 手 段 を 提 供 す る た め に 、 第 二 又 は 第 三 の 抗 体 は 検 出 を 可 能 に す る よ う に 結 合 さ れ た
ラ ベ ル を 有 す る 。 好 ま し く は 、 こ れ は 酵 素 、 す な わ ち 、 適 当 な 発 色 性 の 基 質 と イ ン キ ュ ベ
ー ト し た と き に 色 を 発 現 さ せ る 酵 素 で あ る 。 例 え ば 、 第 一 又 は 第 二 の 免 疫 複 合 体 に 、 ウ レ
ア ー ゼ 、 グ ル コ ー ス ・ オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ヒ ド ロ ゲ ン ・ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ と 接 合 し た 抗 体 を 接 触 さ せ て 、 あ る 時 間 、 別 の 免 疫 複 合 体 の 形 成 を 発 現 さ せ る の
に 有 利 な 条 件 の 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が 望 ま れ る 。 例 え ば 、 ２ 時 間 、 室 温 で 、 Ｐ Ｂ
Ｓ を 含 む 溶 液 、 例 え ば Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 の 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と が 望 ま し
い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 及 び そ れ に 続 く 洗 浄 で 結 合 し て い な い 物 質
を 除 去 し た 後 、 ラ ベ ル の 量 が 定 量 さ れ る 、 例 え ば 、 酵 素 ラ ベ ル と し て の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
の 場 合 、 尿 素 及 び ブ ロ モ ク レ ゾ ー ル ・ パ ー プ ル 及 び Ｈ 2 Ｏ 2 な ど の 発 色 性 の 基 質 と の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 定 量 さ れ る 。 定 量 は 、 色 の 発 生 の 度 合 い を 、 例 え ば 可 視 ス ペ ク ト ル
分 光 光 度 計 を 用 い て 、 達 成 さ れ る 。 あ る い は 又 、 ラ ベ ル は ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ト ・ ラ ベ ル で
あ っ て も よ い 。 こ の よ う な ラ ベ ル の 利 用 は 、 米 国 特 許 第  5,310,687号 , 第  5,238,808号 , 
及 び 第  5,221,605号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ へ の 応 答 を 決 定 す る た め に 遺 伝 子 発 現 を 検 出 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝
子 発 現 ポ ー ト フ ォ リ オ を 用 い る こ と が 最 も 好 ま し い 。 遺 伝 子 の ポ ー ト フ ォ リ オ と は 、 遺 伝
子 の 組 で あ っ て 、 そ れ ら に つ い て 得 ら れ る 発 現 情 報 が 、 診 断 、 予 後 予 測 、 又 は 治 療 の 選 択
な ど 臨 床 的 に 重 要 な 判 断 を 下 す 根 拠 を 与 え る よ う な も の で あ る 。 こ の 場 合 、 遺 伝 子 発 現 ポ
ー ト フ ォ リ オ を 、 癌 患 者 に お け る Ｆ Ｔ Ｉ ｓ の 使 用 に 関 す る 治 療 決 定 を 下 す の に 役 立 つ よ う
に 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 一 部 と し て 、 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 発 現 を 、 発 現 の 差 が Ｆ Ｔ Ｉ
治 療 へ の 応 答 の 確 か ら し さ を 示 す １ つ 以 上 の 他 の 遺 伝 子 と 共 に 検 出 す る こ と が 最 も 好 ま し
い 。 本 発 明 の こ の 様 態 で は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 （ Ａ Ｋ Ａ Ｐ １ ３
と も 呼 ば れ る ） か ら 作 ら れ る 。 １ つ 以 上 の 以 下 の 遺 伝 子 も 、 最 も 好 ま し く は 、 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍
遺 伝 子 と 組 み 合 わ せ て 、 用 い る こ と が で き る ： Ａ Ｈ Ｒ ， Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ ｐ ６ ６ ７ Ｇ ２ １ １ ０ ， Ｉ
Ｄ Ｓ ， Ｏ Ｐ Ｎ ３ ， Ｇ Ｐ Ｒ １ ０ ５ ， Ｔ Ｅ Ｍ ６ ， Ｔ Ｎ Ｆ Ｓ Ｆ １ ３ ， Ｓ Ｖ Ｉ Ｌ ， Ｉ Ｌ ３ Ｒ Ａ ， Ｋ
Ｉ Ａ Ａ ０ ６ ８ ０ ， Ｆ Ｒ Ａ Ｇ Ｉ 、 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ ｐ ５ ６ ６ Ｂ ２ １ ３ ， Ｋ Ｉ Ａ Ａ １ ０ ３ ６ ， Ｂ Ｔ Ｇ ３
， Ｍ Ａ Ｐ Ｋ ８ １ Ｐ ３ ， Ａ Ｒ Ｈ Ｈ ， Ｎ Ｐ Ｔ Ｘ ２ ， （ 配 列 番 号 １ ， ３ ～ １ ８ ） 。 Ｏ Ｐ Ｎ ３ と Ｉ
Ｌ ３ Ｒ Ａ は 、 １ つ 以 上 の 他 の 遺 伝 子 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ 、 好 ま し く は プ ロ フ ィ ー ル は
２ つ 以 上 の そ れ ら の 遺 伝 子 を 含 む 。 最 も 好 ま し い 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺
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伝 子 と Ａ Ｈ Ｒ の 発 現 の 差 を 検 出 す る 。 前 記 遺 伝 子 の 変 異 体 、 例 え ば 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 、
も こ の 用 途 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル （ 関 連 生 物 学 的 経 路 の 説 明 の た め の も の を 含 む ） を 確 立 す る た
め に 好 ま し い 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド 又 は 転 写 （ transcribe） Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す
る 遺 伝 子 に よ っ て 生 成 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 こ れ は 、 逆 転 写 Ｐ Ｃ
Ｒ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） 、 競 合 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ア ル タ イ ム Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 差 動 デ ィ ス プ レ ー
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 及 び そ の 他 の 方 法 で 最 も 良 く 遂 行 さ れ る 。 個 々 の
Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 用 い て こ れ ら の 方 法 を 実 行 す る こ と は 可 能 で あ る が 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 生 成 さ れ
る コ ピ ー Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） 又 は コ ピ ー Ｒ Ｎ Ａ （ ｃ Ｒ Ｎ Ａ ） を 増 幅 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ に
よ っ て そ れ を 分 析 す る こ と が 多 く の 場 合 望 ま し い 。 い く つ か の 異 な る ア レ イ 形 態 と そ れ を
生 成 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 米 国 特 許 に 、 例 え ば 、 第 5,445,934号 ; 第 5
,532,128号 ; 第 5,556,752号 ; 第 5,242,974号 ; 第 5,384,261号 ; 第 5,405,783号 ; 第 5,412,
087号 ; 第 5,424,186号 ; 第 5,429,807号 ; 第 5,436,327号 ; 第 5,472,672号 ; 第 5,527,681号
; 第 5,529,756号 ; 第 5,545,531号 ; 第 5,554,501号 ; 第 5,561,071号 ; 第 5,571,639号 ; 第 5
,593,839号 ; 第 5,599,695号 ; 第 5,624,711号 ; 第 5,658,734号 ; 及 び 第 5,700,637号 に 記 載
さ れ て い る ； こ れ ら の 特 許 の 開 示 は 、 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 は 、 何 千 も の 遺 伝 子 の 定 常 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 同 時 に 測 定 す る こ と を
可 能 に し 、 細 胞 生 物 学 へ の Ｆ Ｔ Ｉ ｓ の 影 響 を 同 定 し そ れ ら の 影 響 の 分 析 に 基 づ い て 治 療 の
効 果 を 予 測 す る た め の 強 力 な 手 段 に な る 。 ２ つ の マ イ ク ロ ア レ イ 方 法 が 現 在 広 く 用 い ら れ
て い る 。 第 一 の 方 法 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ で あ り 、 第 二 の 方 法 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア レ イ
で あ る 。 こ れ ら の チ ッ プ の 構 成 に は 違 い が あ る が 、 本 質 的 に 全 て の 下 流 デ ー タ 分 析 と 出 力
は 同 じ で あ る 。 こ れ ら の 分 析 の 典 型 的 な 産 物 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 知 ら れ て い る 場 所 で の
核 酸 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る サ ン プ ル か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る
ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ か ら の 信 号 強 度 の 測 定 値 で あ る 。 普 通 、 信 号 強 度 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 量
、 し た が っ て サ ン プ ル 細 胞 で 発 現 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 、 に 比 例 す る 。 こ の よ う な 方 法 が 多
数 あ り 、 有 用 で あ る 。 遺 伝 子 発 現 を 決 定 す る の に 好 ま し い 方 法 は 、 Linsley et al.へ の 米
国 特 許 第  6,271,002号 ; Friend et al.へ の 米 国 特 許 第  6,218,122号 ; Peck et al.へ の 米
国 特 許 第  6,218,114号 ; Wang et al.へ の 米 国 特 許 第  6,004,755号 ; に 見 ら れ る 。 こ れ ら
の 開 示 は 、 そ れ ぞ れ 、 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 発 現 レ ベ ル の 分 析 は 、 そ れ ら の 強 度 を 比 較 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 こ れ は 、 テ ス ト
サ ン プ ル に お け る 遺 伝 子 の 発 現 強 度 と 対 照 サ ン プ ル に お け る 発 現 強 度 の 比 マ ト リ ッ ク ス を
作 成 す る こ と に よ っ て 行 う の が ベ ス ト で あ る 。 例 え ば 、 あ る 薬 で 治 療 さ れ た 組 織 か ら の 遺
伝 子 発 現 強 度 を そ の 薬 で 治 療 さ れ な か っ た 同 じ 組 織 か ら 発 生 す る 発 現 強 度 と 比 較 す る こ と
が で き る 。 こ れ ら の 発 現 強 度 の 比 は 、 テ ス ト サ ン プ ル と 対 照 サ ン プ ル と の 間 の 遺 伝 子 発 現
の 変 化 倍 率 （ fold change） を 表 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 ま た 、 い ろ い ろ な 仕 方 で 表 示 で き る 。 よ く 用 い ら れ る 方 法
は 、 比 マ ト リ ッ ク ス を 、 列 が テ ス ト サ ン プ ル を 表 し 、 行 が 遺 伝 子 を 表 す よ う な グ ラ フ ィ カ
ル ・ デ ン ド グ ラ ム に 配 置 す る も の で あ る 。 デ ー タ は 、 同 じ よ う な 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す
る 遺 伝 子 が 互 い に 近 接 す る よ う に 配 置 さ れ る 。 各 遺 伝 子 の 発 現 比 は 色 に よ っ て 視 覚 化 さ れ
る 。 例 え ば 、 １ よ り も 小 さ な 比 （ ダ ウ ン ・ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す ） は 、 ス ペ ク ト ル の 青
の 部 分 で 現 れ 、 １ よ り も 大 き い 比 （ ア ッ プ ・ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す ） は 、 ス ペ ク ト ル の
赤 の 部 分 の 色 と し て 現 れ る 。 こ の よ う な デ ー タ を デ ィ ス プ レ ー す る に は 、 市 販 の コ ン ピ ュ
ー タ ・ ソ フ ト ウ エ ア が 利 用 で き る 、 例 え ば 、 Silicon Genetics, Inc.か ら の 「 Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ Ｓ
Ｐ Ｒ Ｉ Ｎ Ｔ 」 、 及 び Partek, Inc.か ら の 「 Ｄ Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ Ｖ Ｅ Ｒ Ｙ 」 と 「 Ｉ Ｎ Ｆ Ｅ Ｒ 」 な ど が
利 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 発 現 に 差 が あ る 遺 伝 子 は 、 Ｆ Ｔ Ｉ で 治 療 さ れ た 病 気 の 細 胞 で 、 又 は 治 療 の 前 の 応 答 者 、
対 、 非 応 答 者 で 、 上 述 の よ う な 遺 伝 子 発 現 の 評 価 か ら 導 か れ る よ う に 、 ア ッ プ ・ レ ギ ュ レ
ー ト さ れ る か 又 は ダ ウ ン ・ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 ア ッ プ ・ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン と ダ ウ ン ・ レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 相 対 的 な 用 語 で あ り 、 あ る ベ ー ス ラ イ ン に 比 べ た 遺 伝 子 の 発 現 の 量 に
（ そ れ を 測 定 す る の に 用 い ら れ る シ ス テ ム に お け る ノ イ ズ の 寄 与 を 超 え る ） 検 出 可 能 な 差
が 見 出 さ れ る と い う こ と を 意 味 す る 。 こ の 場 合 、 ベ ー ス ラ イ ン は 治 療 さ れ な い 病 気 の 細 胞
で 測 定 さ れ た 遺 伝 子 発 現 で あ る 。 治 療 さ れ た 病 気 の 細 胞 で 、 問 題 の 遺 伝 子 は 同 じ 測 定 方 法
を 用 い て 、 こ の ベ ー ス ラ イ ン ・ レ ベ ル に 対 し て ア ッ プ ・ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か 又 は ダ ウ ン
・ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 好 ま し く は 、 ア ッ プ 及 び ダ ウ ン ・ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の レ ベ ル は 、
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ ・ プ ロ ー ブ の 強 度 測 定 値 の 変 化 倍 率 （ fold change
） に 基 づ い て 区 別 さ れ る 。 こ の よ う な 区 別 を 行 う に は 、 １ ． ５ 倍 の 差 が 好 ま し い 。 す な わ
ち 、 あ る 遺 伝 子 の 発 現 が 、 治 療 さ れ な い 病 気 の 細 胞 と 比 べ て 治 療 さ れ た 病 気 の 細 胞 で 異 な
っ て い る と い う た め に は 、 治 療 さ れ た 細 胞 が 治 療 さ れ な い 細 胞 よ り １ ． ５ 倍 大 き な 、 又 は
小 さ な 強 度 の 発 現 を 生 ず る こ と が 見 出 さ れ な け れ ば な ら な い 。 １ ． ７ 倍 の 差 が さ ら に 好 ま
し く 、 遺 伝 子 発 現 の 測 定 値 に ２ 倍 以 上 の 差 が あ る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の あ る 方 法 は 、 い ろ い ろ な 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 比 較 し て あ る 人 が
あ る 治 療 物 質 の 使 用 に 応 答 し そ う か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 応 答 者 を 非 応 答 者
か ら 区 別 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 確 立 し た ら 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
が 媒 体 に 、 例 え ば 、 以 下 で 述 べ る よ う な コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 に 固 定 さ れ る 。
次 に 、 病 気 の 細 胞 （ Ａ Ｍ Ｌ の 場 合 、 造 血 芽 細 胞 ） を 含 む 患 者 サ ン プ ル が 採 取 さ れ る 。 最 も
好 ま し く は 、 サ ン プ ル は 骨 髄 細 胞 で あ り 、 患 者 が 薬 で 治 療 さ れ る 前 に 患 者 の 胸 骨 又 は 腸 骨
稜 か ら 決 ま っ た 手 順 で 採 取 さ れ る 。 好 ま し く は 、 骨 髄 吸 引 液 を 処 理 し て 、 決 ま っ た 方 法 で
白 血 球 芽 細 胞 を 濃 縮 さ せ る 。 次 に 、 病 気 の 患 者 の 細 胞 か ら サ ン プ ル Ｒ Ｎ Ａ を 集 め て 増 幅 し
、 適 当 な ポ ー ト フ ォ リ オ の 遺 伝 子 に つ い て 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 、 好 ま し く は （ 大
き な 遺 伝 子 ポ ー ト フ ォ リ オ の 場 合 ） マ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 、 取 得 す る 。 次 に 、 サ ン プ ル
の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 、 応 答 者 及 び 非 応 答 者 と し て す で に 決 定 さ れ た も の と 比 較 す る 。 も
し も サ ン プ ル の 発 現 パ タ ー ン が Ｆ Ｔ Ｉ 応 答 者 の 発 現 パ タ ー ン と 合 致 し た ら 、 （ 対 抗 す る 医
学 的 な 考 慮 事 由 が な い 場 合 ） Ｆ Ｔ Ｉ に よ る 治 療 を 示 唆 す る こ と が で き る 。 も し も サ ン プ ル
の 発 現 パ タ ー ン が Ｆ Ｔ Ｉ 非 応 答 者 の 発 現 パ タ ー ン と 合 致 し た ら 、 Ｆ Ｔ Ｉ に よ る 治 療 は 示 唆
さ れ な い 。 ポ ー ト フ ォ リ オ で 少 数 の 遺 伝 子 し か 用 い ら れ な い 場 合 、 例 え ば 、 た だ １ つ の 遺
伝 子 、 リ ン パ 芽 球 crisis腫 瘍 遺 伝 子 （ ｏ ｎ ｃ ｏ Ｌ Ｂ Ｃ 、 配 列 番 号 ２ ） 、 が 用 い ら れ る 場 合
、 単 純 な 核 酸 増 幅 及 び 検 出 ス キ ー ム が 遺 伝 子 の 調 節 を 測 定 す る 最 も 好 ま し い 方 法 で あ る 。
こ の よ う な 場 合 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ 、 ロ ー リ ン グ ・ サ ー ク ル 、 Ｌ Ｃ Ｒ 、 及 び 熟 練 し た 当
業 者 に 公 知 の そ の 他 の 増 幅 ス キ ー ム を 用 い る こ と が で き る が 、 Ｐ Ｃ Ｒ が 最 も 好 ま し い 。 ポ
ー ト フ ォ リ オ が 多 数 の 遺 伝 子 を 含 む 場 合 、 又 は 他 の 多 く の 遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と が
望 ま し い 場 合 、 上 述 の よ う に マ イ ク ロ ア レ イ の 強 度 測 定 に 基 づ い て 発 現 パ タ ー ン を 評 価 す
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 同 様 に 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 分 析 を 行 っ て 治 療 へ の 応 答 を モ ニ タ ー す る こ と が で き
る 。 こ の 方 法 の １ つ の 様 態 で は 、 Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 を 受 け て い る 患 者 に つ い て 、 上 述 の よ う な 遺
伝 子 発 現 分 析 が 治 療 過 程 の い ろ い ろ な 時 期 に 行 わ れ る 。 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が 、 応 答 者 の
パ タ ー ン と 矛 盾 し な い 場 合 、 患 者 の 治 療 が 行 わ れ る 。 そ う で な い 場 合 、 賢 者 の 治 療 は 変 更
さ れ 、 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 な ど の 治 療 薬 を 追 加 し た り 、 投 与 量 を 変 え た り 、 Ｆ Ｔ Ｉ
を 治 療 か ら 除 外 し た り す る 。 こ の 分 析 に よ っ て 、 検 出 で き る よ う な 臨 床 的 な 徴 候 が 現 れ る
前 に 、 又 は そ れ な し で は 漠 然 と し て い る 臨 床 的 な 徴 候 に 対 し て 、 介 入 し て 治 療 を 調 整 す る
こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 分 子 マ ー カ ー に 関 し て は 、 他 の い く つ か の 形 や ア プ ロ ー チ が 診 断 の 用 途 に 利 用
で き る 。 ゲ ノ ム 領 域 の メ チ ル 化 が 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に 影 響 を 及 ぼ す こ と が あ る 。 例 え ば 、
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遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 高 メ チ ル 化 は 遺 伝 子 発 現 を 構 成 的 に （ constitutively） ダ ウ ン ・ レ
ギ ュ レ ー ト す る こ と が で き 、 他 方 、 低 メ チ ル 化 は 定 常 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 増 加 に 導 く 。
そ の よ う な も の と し て 、 薬 へ の 応 答 を 予 測 さ せ る 遺 伝 子 に 関 連 し た メ チ ル 化 領 域 の 検 出 は
、 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 診 断 す る 別 の 方 法 と し て 利 用 で き る 。 そ の 方 法 は 当 業 者 に は 公 知 で
あ る 。 あ る い は ま た 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 形 （ Ｓ Ｎ Ｐ ｓ ） も
、 遺 伝 子 の 転 写 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る 。 し た が っ て 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ
る こ の よ う な Ｓ Ｎ Ｐ ｓ の 検 出 も 、 応 答 者 と 非 応 答 者 で 発 現 に 差 が あ る 遺 伝 子 を 検 出 す る 診
断 方 法 と し て 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 応 答 者 と 非 応 答 者 の 識 別 は 、 治 療 の 前 に 存 在 す る 骨 髄 白 血 芽 球 の 比 率 の 付 加 的 分 析 、 及
び ／ 又 は Ｃ Ｄ ３ ３ 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ ３ ４ な ど の 細 胞 表 面 抗 原 の 存 在 、 に よ っ て 有 利 に 行 う こ
と が で き る 。 Ｃ Ｄ ３ ３ 及 び Ｃ Ｄ ３ ４ 表 面 抗 原 の 発 現 が 低 い こ と は Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 へ の 応 答 の 確
か ら し さ を 高 め る 。 こ れ は 、 サ ン プ ル 中 の そ の よ う な 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 の パ ー セ ン ト と
し て 最 も 好 適 に 測 定 さ れ 、 応 答 者 で は 約 ６ ０ ％ 以 下 の 細 胞 が Ｃ Ｄ ３ ３ を 発 現 し 、 約 １ ５ ％
以 下 の 細 胞 が Ｃ Ｄ ３ ４ を 発 現 す る 。 Ｃ Ｄ ３ ３ を 発 現 す る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ が ６ ０ ％ を
超 え た り 、 Ｃ Ｄ ３ ４ 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ が １ ５ ％ を 超 え た り す る こ と は
、 そ の 患 者 が Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 に 対 す る 非 応 答 者 で あ る と い う こ と を 確 か ら し く す る 。 さ ら に 、
上 述 の よ う に 採 取 さ れ た サ ン プ ル で 、 芽 球 で あ る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ が 約 ６ ０ ％ 未 満 で
あ る こ と は Ｆ Ｔ Ｉ 治 療 に 対 し て 応 答 す る 可 能 性 が 高 く 、 芽 球 の 数 が こ の パ ー セ ン テ ー ジ を
超 え る 場 合 は そ の 可 能 性 が 低 い 。 Ｃ Ｄ ３ ３ ＋ 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ の パ ー セ ン ト 、 及 び 芽 球 の 数  
（ count） は 周 知 の 方 法 の い ず れ か に よ っ て 行 わ れ 、 た い て い の 臨 床 検 査 室 で 行 わ れ て い
る 標 準 的 な 病 理 検 査 及 び 試 料 を 用 い て 行 う の が 最 も 効 率 的 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 物 品 は 、 病 気 の 治 療 、 診 断 、 予 後 判 定 、 段 階 判 定 、 そ の 他 の 評 価 に 有 用 な 遺 伝
子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 表 現 し た も の で あ る 。 好 ま し く は 、 そ れ は コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可
能 な 媒 体 （ 磁 気 、 光 学 、 な ど の 媒 体 ） な ど 自 動 的 に 読 み 取 る こ と が で き る 媒 体 の 形 を と る
。 物 品 は ま た 、 こ の よ う な 媒 体 に お け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 評 価 す る た め の 説 明 書
も 含 む 。 例 え ば 、 物 品 は 、 上 述 の 遺 伝 子 ポ ー ト フ ォ リ オ の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 比 較
す る た め の コ ン ピ ュ ー タ 指 示 を 収 め た Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ を 含 む 。 ま た 、 物 品 に は 、 患 者 サ ン プ
ル か ら の 遺 伝 子 発 現 デ ー タ と 比 較 で き る よ う に 、 そ れ に デ ィ ジ タ ル に 記 録 さ れ た 遺 伝 子 発
現 プ ロ フ ィ ー ル も 含 ま れ る 。 あ る い は ま た 、 プ ロ フ ィ ー ル は 異 な る 表 現 形 式 で 記 録 す る こ
と も で き る 。 上 述 の Partek, Inc.か ら の 「 Ｄ Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ Ｖ Ｅ Ｒ Ｙ 」 や 「 Ｉ Ｎ Ｆ Ｅ Ｒ 」 ソ フ ト
ウ エ ア に 収 め ら れ て い る よ う な ク ラ ス タ ー 化 ア ル ゴ リ ズ ム は そ の よ う な デ ー タ を 視 覚 化 す
る の に 最 良 の 助 け に な る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に よ る そ の 他 の 物 品 と し て 、 上 述 の 分 析 を 行 う た め の キ ッ ト が あ る 。 こ の よ う な
各 キ ッ ト は 、 好 ま し く は ， 人 又 は 機 械 が 読 み 取 る こ と が で き る 形 の 説 明 書 、 並 び に 記 載 さ
れ て い る タ イ プ の 分 析 で 典 型 的 な 試 薬 、 を 含 む 。 こ れ は 、 例 え ば 、 上 述 の よ う に 本 発 明 の
遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 識 別 す る よ う に 構 成 さ れ た 核 酸 ア レ イ （ 例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア レ イ ） を 含 む 。 ま た 、 核 酸 増 幅 及 び 検 出 を 行 う た め の 試 薬 、 例 え
ば 、 逆 転 写 酵 素 、 逆 転 写 酵 素 プ ラ イ マ ー 、 対 応 す る Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ・ セ ッ ト 、 Ｔ ａ ｑ ポ
リ メ ラ ー ゼ な ど の 熱 安 定 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 及 び 適 当 な 検 出 試 薬 、 例 え ば 、 そ れ だ け
に 限 定 さ れ な い が 、 ス コ ル ピ オ ン ・ プ ロ ー ブ 、 蛍 光 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ 分 析 用 プ ロ ー ブ 、 分
子 ビ ー コ ン ・ プ ロ ー ブ 、 単 一 染 料 プ ラ イ マ ー 、 又 は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 な 蛍 光 染 料 プ ラ
イ マ ー 、 例 え ば 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 、 な ど で あ る 。 表 面 抗 原 を 検 出 す る た め の キ ッ ト は 、 染
色 物 質 を 含 む 、 又 は 、 バ ッ フ ァ ー 、 抗 抗 原 抗 体 、 検 出 酵 素 と 基 質 、 例 え ば 、 ホ ー ス ラ デ ィ
ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 又 は ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン 、 を ベ ー ス と す る 試 薬 、 な ど の 成 分
を 含 む 抗 体 を ベ ー ス と す る も の (cased） で あ る 。 芽 細 胞 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 成 分 は 、
一 般 に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 芽 細 胞 付 着 分 析 、 及 び そ の 他 の よ く 行 わ れ る 芽 細 胞 分 析
を 行 う た め の 試 薬 を 含 む 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 者 が ２ ０ ０ ２ 年 １ ０ 月 ３ ０ 日 に 出 願 し た 、 「 白 血 病 を 評 価 し 治 療 す る 方 法 」 と い
う 表 題 の 係 属 中 の 特 許 出 願 （ 出 願 ナ ン バ ー １ ０ ／ ２ ８ ３ ９ ７ ５ ） に 記 載 さ れ て い る よ う に
、 本 発 明 の 好 ま し い 薬 と し て は 、 Ｆ Ｔ Ｉ ｓ の 他 に 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ ／ Ｅ Ｒ Ｋ シ グ ナ リ ン グ 経 路 、
Ｔ Ｇ Ｆ β 、 Ｗ Ｎ Ｔ 、 又 は ア ポ ト ー シ ス 経 路 、 を 変 化 さ せ る も の が 上 げ ら れ る 。 そ れ は 例 え
ば 、 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 Ｍ Ｅ Ｋ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 Ｐ Ｉ ３ Ｋ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質
、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 、 ア ポ ト ー シ ス 調 節 物 質 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ 、 な ど で あ
る が そ れ だ け に 限 定 さ れ な い 。 そ の う ち 最 も 好 ま し い 薬 の 例 と し て は 、 Novartisの 「 Ｇ Ｌ
Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 」 チ ロ シ ン ・ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 Ｕ ０ ２ １ ６ Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 Ｐ Ｄ － ０ ９
８ ０ ５ ９ Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 Ｓ Ｂ － ２ ０ ３ ５ ８ ０ Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 、 及 び ア ン チ
セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム 、 及 び Ｄ Ｎ Ａ ザ イ ム (DNAzyme） 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 、 及 び 抗 ア ポ ト ー シ ス
剤 、 な ど が あ げ ら れ る 。 そ の 他 の 有 用 な 薬 の 例 と し て は 、 米 国 特 許 第  6,306,897号 の カ ラ
ノ ラ イ ド （ calanolide） ； 米 国 特 許 第  6,284,764号 の 置 換 さ れ た 二 環 式 化 合 物 ； 米 国 特 許
第  6,133,305号 の イ ン ド リ ン ； 及 び 米 国 特 許 第  6,271,210号 の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ； な ど が あ げ ら れ る が 、 そ れ だ け に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｆ Ｔ Ｉ は ま た 、 他 の 従 来 の 抗 癌 剤 と 組 み 合 わ せ て 、 す な わ ち 、 プ ラ チ ナ 配 位 化 合 物 、 例
え ば シ ス プ ラ チ ン や カ ル ボ プ ラ チ ン 、 タ キ サ ン 化 合 物 、 例 え ば パ ク リ タ ク セ ル や ド セ タ ク
セ ル 、 カ ン プ ト テ シ ン 化 合 物 、 例 え ば イ リ ノ テ カ ン や ト ポ テ カ ン 、 抗 腫 瘍 ビ ン カ ・ ア ル カ
ロ イ ド 、 例 え ば ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 又 は ビ ノ レ ル ビ ン 、 抗 腫 瘍 ヌ ク レ オ シ
ド 誘 導 体 、 例 え ば ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 又 は カ ペ シ タ ビ ン 、 ナ イ ト ロ ジ
ェ ン ・ マ ス タ ー ド 又 は ニ ト ロ ソ 尿 素 な ど の ア ル キ ル 化 剤 、 例 え ば シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ク
ロ ラ ン ブ シ ル 、 カ ル ム ス チ ン 、 又 は ロ ム ス チ ン 、 抗 腫 瘍 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 体 、 例 え
ば ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 又 は イ ダ ウ ル ビ シ ン ； Ｈ Ｅ Ｒ ２ 抗 体 、 例 え ば ト ラ ス
ツ マ ブ ； 及 び 抗 腫 瘍 ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン 誘 導 体 、 例 え ば エ ト ポ シ ド や テ ニ ポ シ ド ； 及 び エ
ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 抗 エ ス ト ロ ゲ ン 剤 又 は 選 択 的 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体
調 節 物 質 、 好 ま し く は タ モ キ シ フ ェ ン 、 あ る い は ト レ ミ フ ェ ン 、 ド ロ ロ キ シ フ ェ ン 、 フ ァ
ス ロ デ ク ス 、 及 び ラ ロ キ シ フ ェ ン 、 又 は ア ロ マ タ ー ゼ 阻 害 物 質 、 例 え ば 、 エ ク セ メ ス タ ン
、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル 、 レ ト ラ ゾ ー ル 及 び ボ ロ ゾ ー ル 、 な ど か ら 選 択 さ れ る 他 の 従 来 の 抗 癌
剤 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Ｆ Ｔ Ｉ は 、 放 射 線 と 組 み 合 わ せ て 上 述 の よ う な 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る ； フ ァ ル ネ
シ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 物 質 は 、 例 え ば 、 国 際 特 許 明 細 書  WO 00/01411に 記 載 さ れ
て い る よ う に 放 射 線 増 感 剤 と し て 働 き 、 そ の よ う な 照 射 の 治 療 効 果 を 高 め る の で 、 こ の 治
療 は 、 多 分 、 特 に 有 益 で あ る 。 照 射 と は 、 電 離 放 射 線 、 特 に ガ ン マ 線 を 意 味 し 、 特 に 現 在
よ く 用 い ら れ る 線 形 加 速 器 や 放 射 性 核 腫 に よ っ て 放 出 さ れ る も の を 意 味 す る 。 放 射 性 核 種
に よ る 腫 瘍 の 照 射 は 外 部 か ら の 照 射 又 は 内 部 か ら の 照 射 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 好 ま し く は フ ァ ル ネ シ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 物 質 の 投 与 は 、 腫 瘍 の 照 射 の １ ヶ 月
前 ま で に 、 特 に １ ０ 日 前 、 又 は １ 週 間 前 ま で に 開 始 さ れ る 。 さ ら に 、 腫 瘍 の 照 射 を 小 分 け
し て 、 最 初 の 照 射 セ ッ シ ョ ン と 最 後 の 照 射 セ ッ シ ョ ン の 間 の 区 間 、 フ ァ ル ネ シ ル ・ ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 物 質 の 投 与 を 維 持 す る こ と が 有 利 で あ る 。 フ ァ ル ネ シ ル ・ タ ン パ ク 質 ・
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 物 質 の 量 、 照 射 の 線 量 及 び 照 射 線 量 の 断 続 性 は 、 腫 瘍 の タ イ プ 、
そ の 部 位 、 化 学 療 法 や 放 射 線 療 法 に 対 す る 患 者 の 反 応 、 な ど 一 連 の パ ラ メ ー タ に よ っ て 決
め ら れ 、 最 終 的 に は 個 別 の ケ ー ス で 医 師 と 放 射 線 医 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 す な わ ち 、 本 発
明 の 方 法 に よ る 癌 治 療 は ま た 、 腫 瘍 を 宿 し て い る 宿 主 に 対 し て 、 腫 瘍 の 近 く で 前 記 宿 主 に
放 射 線 を 照 射 す る 前 、 そ の 間 、 及 び そ の 後 で 、 放 射 線 感 度 を 高 め る 効 果 的 な 量 の 本 発 明 に
よ る フ ァ ル ネ シ ル ・ タ ン パ ク 質 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 物 質 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 す で に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 の 薬 は 、 遺 伝 子 治 療 又 は ア ン チ セ ン ス 治 療 又 は Ｒ Ｎ Ａ 干 渉
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（ interference） に 向 け ら れ た 治 療 剤 と す る こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 と 相 補 的 な 配 列
を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 し て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を ブ ロ ッ ク し 、 そ の ｍ Ｒ
Ｎ Ａ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 機 能 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 発 現 を ブ ロ ッ ク
す る た め に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と は 、 例 え ば 、 Strachan and Read, Human M
olecular Genetics, 1996,に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ は 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ
る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の よ う な ア ン チ セ ン ス 分 子 と し て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ の 安 定 な 誘 導 体 、 例 え ば 、 ホ ス
ホ ロ チ オ エ ー ト や メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 な 誘 導 体 、 例 え ば 、 ２ ’ －
Ｏ － ア ル キ ル Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は そ の 他 の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 模 倣 体 、 が あ る 。
ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ゾ ー ム ・ カ プ セ ル 、 又 は ア ン チ セ
ン ス 配 列 を 宿 し て い る ベ ク タ ー か ら の 発 現 、 に よ っ て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 場 合 、 問 題 の 遺 伝 子 は ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー に 結 紮 （ ligate） さ れ 、 レ シ ピ
エ ン ト の 宿 主 細 胞 へ の 感 染 に よ っ て 治 療 Ｄ Ｎ Ａ を 送 り 込 む 。 適 当 な ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー と
し て は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス 、
種 痘 ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ・ ウ イ ル ス 、 な ど が あ げ ら れ る 。 あ る い は ま た 、 治 療 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ウ
イ ル ス に よ ら な い 方 法 で 、 例 え ば 、 リ ガ ン ド － Ｄ Ｎ Ａ 接 合 体 、 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス － リ ガ
ン ド － Ｄ Ｎ Ａ 接 合 体 を 用 い る レ セ プ タ ー 媒 介 に よ る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 移 入 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 膜
融 合 、 又 は 直 接 の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 な ど に よ っ て 細 胞 に 移 入 し て 遺 伝 子 治 療 を
行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の 手 順 及 び そ の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 体 外 （ ex vivo） 、 並 び に
体 内 (（ in vivo） の 遺 伝 子 治 療 に 適 し て い る 。 遺 伝 子 で 用 い る の に 適 し た 遺 伝 子 治 療 の 分
子 的 な 方 法 の 手 順 は 、 Paul D. Robbins編 に よ る Gene Therapy Protocols, Human Press, 
Totawa NJ, 1996,に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 Ｆ Ｔ Ｉ は 、 肺 癌 （ 例 え ば 腺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 を 含 む ） 、 膵 臓 癌 （ 例 え ば 、 外 分 泌 性 膵 臓
癌 な ど の 膵 臓 カ ル チ ノ ー マ ） 、 結 腸 癌 （ 例 え ば 、 結 腸 腺 癌 及 び 結 腸 ア デ ノ ー マ な ど の 結 腸
直 腸 カ ル チ ノ ー マ ） 、 進 行 癌 を 含 む 前 立 腺 癌 、 リ ン パ 系 の 造 血 組 織 腫 瘍 （ 例 え ば 、 急 性 リ
ン パ 性 白 血 病 、 Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 、 バ ー キ ッ ト ・ リ ン パ 腫 ） 、 骨 髄 性 白 血 病 （ 例 え ば 、 急 性
骨 髄 性 白 血 病 （ Ａ Ｍ Ｌ ） ） 、 甲 状 腺 癌 、 脊 髄 形 成 異 常 症 候 群 （ Ｍ Ｄ Ｓ ） 、 間 葉 組 織 起 源 の
腫 瘍 （ 例 え ば 、 線 維 肉 腫 、 及 び 横 紋 筋 肉 腫 ） 、 黒 色 腫 、 奇 形 癌 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 グ リ オ
ー ム 、 良 性 の 皮 膚 腫 瘍 （ 例 え ば 、 角 化 棘 細 胞 腫 ） 、 乳 腺 癌 （ 例 え ば 、 進 行 乳 癌 ） 、 腎 臓 癌
、 卵 巣 癌 、 膀 胱 癌 、 及 び 表 皮 癌 、 な ど い ろ い ろ な タ イ プ の 癌 を 治 療 す る の に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 薬 を 含 む 医 薬 的 に 有 用 な 組 成 物 は 、 医 薬 的 に 受 容 さ れ る キ ャ リ ア と 混 合 す る な
ど の 公 知 の 方 法 に よ っ て 製 剤 で き る 。 そ の よ う な キ ャ リ ア 及 び 製 剤 の 方 法 の 例 は 、 レ ミ ン
グ ト ン の 薬 学 （ Remington’ s Pharmaceutical Sciences） に 見 出 さ れ る 。 効 果 的 な 投 与 に
適 し た 医 薬 的 に 受 容 さ れ る 組 成 物 を 形 成 す る た め に 、 こ の よ う な 組 成 物 は 効 果 的 な 量 の 薬
を 含 む 。 効 果 的 な 薬 の 量 は 、 個 人 の 状 態 、 体 重 、 性 別 、 及 び 年 齢 な ど 、 い ろ い ろ な 因 子 に
よ っ て 異 な る 。 他 の 因 子 と し て 投 与 の 様 態 が あ る 。 医 薬 組 成 物 は 、 皮 下 注 射 、 局 部 施 用 、
経 口 投 与 及 び 筋 肉 注 射 な ど 、 い ろ い ろ な ル ー ト に よ っ て 人 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 薬 は 、 薬 の 基 本 分 子 の 化 学 的 な 誘 導 体 を 含 む 。 す な わ ち 、 そ れ ら は 、 通 常 は 基
本 分 子 の 一 部 で は な い 付 加 的 な 化 学 的 部 分 を 含 む 。 そ の よ う な 部 分 が 、 基 本 分 子 の 溶 解 度
、 半 減 期 、 吸 収 、 な ど を 向 上 さ せ る こ と が あ る 。 あ る い は ま た 、 付 加 的 な 部 分 が 基 本 分 子
の 望 ま し く な い 副 作 用 を 弱 め た り 、 基 本 分 子 の 毒 性 を 減 少 さ せ た り す る 。 そ の よ う な 部 分
の 例 は 、 い ろ い ろ な テ キ ス ト 、 例 え ば Remington’ s Pharmaceutical Sciencesに 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 は 、 阻 害 又 は 活 性 を 最 適 な も の に す る
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と 同 時 に 、 可 能 な 毒 性 を 最 小 に す る た め の 通 常 の テ ス ト で 決 め ら れ る 適 当 な 用 量 で 単 独 で
用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 他 の 薬 剤 の 同 時 投 与 又 は 順 次 投 与 が 望 ま し い こ と も あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 薬 は 、 従 来 の 投 与 用 ビ ヒ ク ル に よ る き わ め て 多 様 な 治 療 投 薬 形 態 で 投 与 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 薬 は 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 （ タ イ ミ ン グ を 計 っ た 放 出 及 び 持 続 的 放 出
の 製 剤 を 含 む ） 、 丸 剤 、 粉 末 、 顆 粒 、 エ リ キ シ ル 剤 、 チ ン キ 剤 、 液 剤 、 懸 濁 剤 、 シ ロ ッ プ
剤 、 及 び エ マ ル ジ ョ ン 剤 な ど の 経 口 投 与 形 態 で 、 又 は 注 射 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る
。 同 様 に 、 薬 は 、 静 脈 内 に （ 巨 丸 剤 と 注 入 剤 の 両 方 ） 、 腹 腔 内 に 、 皮 下 に 、 閉 塞 を 含 む 又
は 含 ま な い 局 所 施 用 、 及 び 筋 肉 内 の 投 与 形 態 で 、 全 て 製 薬 分 野 の 当 業 者 に 周 知 の 形 態 を 用
い て 、 投 与 す る こ と が で き る 。 効 果 的 な 、 非 毒 性 量 の 望 ま し い 化 合 物 を 調 節 物 質 と し て 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 薬 の 一 日 の 投 与 量 は 、 患 者 あ た り １ 日 に ０ ． ０ １ ｍ ｇ か ら １ ， ０ ０ ０ ｍ ｇ ま で 広 く 変 え
ら れ る 。 経 口 投 与 の 場 合 、 組 成 物 は 、 治 療 す る 患 者 へ の 投 与 量 を 症 状 に 応 じ て 調 整 す る た
め に 、 好 ま し く は ０ ． ０ １ 、 ０ ． ０ ５ 、 ０ ． １ 、 ０ ． ５ 、 １ ． ０ 、 ２ ． ５ 、 ５ ． ０ 、 １ ０
． ０ 、 １ ５ ． ０ 、 ２ ５ ． ０ 、 及 び ５ ０ ． ０ ミ リ グ ラ ム の 活 性 成 分 を 含 む 、 ス コ ア 付 き 又 は
付 か な い 錠 剤 の 形 で 提 供 さ れ る 。 効 果 的 な 量 の 薬 は 、 通 常 １ 日 に 体 重 １ ｋ ｇ あ た り 約 ０ ．
０ ０ ０ １ ｍ ｇ か ら 約 １ ０ ０ ｍ ｇ ま で の 投 与 量 レ ベ ル で 供 給 さ れ る 。 こ の 範 囲 は 、 特 に １ 日
に 体 重 １ ｋ ｇ あ た り 約 ０ ． ０ ０ １ ｍ ｇ か ら 約 １ ０ ｍ ｇ ま で で あ る 。 投 与 量 は 、 全 体 と し て
所 望 の 効 果 を 達 成 す る よ う に 調 整 さ れ る 。 他 方 、 こ れ ら の い ろ い ろ な 物 質 の 投 与 量 は 独 立
に 最 適 化 さ れ 、 相 乗 効 果 を 達 成 す る よ う に 組 み 合 わ さ れ て 、 ど れ か の 物 質 を 単 独 で 用 い た
場 合 に 比 べ て 病 状 が 良 く な る よ う に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 有 利 な 形 と し て 、 本 発 明 で 用 い ら れ る 化 合 物 又 は 調 節 物 質 (modulator） は 、 一 日 に 一 回
の 投 与 量 で 投 与 さ れ る か 、 又 は 一 日 の 全 投 与 量 を 、 一 日 に 二 回 ， 三 回 、 又 は 四 回 の 分 割 投
与 量 で 投 与 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 化 合 物 又 は 修 飾 物 質 は 、 適 当 な 鼻 腔 内 ビ
ヒ ク ル の 局 所 施 用 に よ る 鼻 腔 内 投 与 の 形 で 投 与 す る こ と も 、 又 は 当 業 者 に は 周 知 の 経 皮 ス
キ ン パ ッ チ の 形 を 用 い た 経 皮 ル ー ト で 投 与 す る こ と も で き る 。 経 皮 送 達 シ ス テ ム の 形 で 投
与 さ れ る 場 合 、 用 量 の 投 与 は 、 当 然 、 投 与 体 制 の 間 、 断 続 的 で な く 連 続 的 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ２ つ 以 上 の 活 性 成 分 に よ る 組 み 合 わ せ 治 療 で 、 活 性 物 質 が 別 々 の 投 与 製 剤 に な っ て い る
場 合 、 活 性 物 質 は 同 時 に 投 与 す る こ と も で き る し 、 又 は そ れ ぞ れ を 食 い 違 っ た 別 々 の 時 間
に 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 又 は 修 飾 物 質 を 用 い る 投 与 方 式 は 、 患 者 の タ イ プ 、 種 、 年 齢 、 体 重 、 性
別 、 及 び 医 学 的 な 状 態 ； 治 療 さ れ る 病 状 の 重 篤 さ ； 投 与 様 態 ； 患 者 の 腎 臓 及 び 肝 臓 の 機 能
； 及 び 用 い る 特 定 の 薬 、 な ど の い ろ い ろ な 因 子 に 従 っ て 選 択 さ れ る 。 通 常 の 技 能 を 持 つ 医
師 又 は 獣 医 で あ れ ば 、 病 気 を 予 防 し 、 そ の 進 行 に 対 抗 し 、 又 は 進 行 を 停 止 さ せ る た め に 必
要 な 効 果 的 な 薬 の 量 を 容 易 に 決 定 で き る 。 毒 性 な し に 効 力 を 発 揮 す る 範 囲 内 で 薬 の 濃 度 を
最 適 の 精 度 で 実 現 す る た め に は 、 標 的 部 位 へ の 薬 の 供 給 に 関 す る 動 力 学 に 基 づ い た 投 与 方
式 が 必 要 で あ る 。 こ の た め に は 、 薬 の 分 布 、 平 衡 、 及 び 排 出 に 関 す る 考 察 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 薬 は 活 性 成 分 と な り 、 普 通 、 意 図 す る 投 与 形 態 、 す な わ ち 、 経 口 錠 剤 、 カ プ セ
ル 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 な ど 、 を 考 慮 し 、 従 来 の 製 薬 方 法 と 合 致 し て 適 当 に 選 択
さ れ る 適 当 な 希 釈 剤 、 賦 形 剤 、 キ ャ リ ア （ こ こ で は 全 体 を ま と め て 「 キ ャ リ ア 」 物 質 と 呼
ぶ ） と 混 合 さ れ て 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 例 え ば 、 錠 剤 や カ プ セ ル の 形 の 経 口 投 与 で は 、 活 性 な 薬 成 分 は 、 経 口 投 与 用 の 無 毒 の 医
薬 的 に 受 容 さ れ る 不 活 性 な キ ャ リ ア 、 例 え ば 、 エ タ ノ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 水 、 な ど と 組 み
合 わ せ ら れ る 。 さ ら に 、 望 む 場 合 又 は 必 要 な 場 合 、 適 当 な 結 合 剤 、 滑 剤 、 崩 壊 剤 、 及 び 着
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色 剤 を 混 合 物 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 適 当 な 結 合 剤 と し て は 、 澱 粉 、 ゼ ラ チ ン 、 天 然 の
砂 糖 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス や β － ラ ク ト ー ス 、 コ ー ン 甘 味 料 、 天 然 及 び 合 成 の ガ ム 、 例 え
ば 、 ア カ シ ア 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 又 は ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス
、 ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル 、 ワ ッ ク ス 、 な ど が あ げ ら れ る が 、 そ れ だ け に 限 定 さ れ な い
。 こ れ ら の 投 薬 形 態 で 用 い ら れ る 滑 剤 と し て は 、 オ レ イ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト
リ ウ ム 、 な ど が あ げ ら れ る が 、 そ れ だ け に 限 定 さ れ な い 。 崩 壊 剤 と し て は 、 澱 粉 、 メ チ ル
セ ル ロ ー ス 、 寒 天 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 キ サ ン タ ン ・ ガ ム 、 な ど が あ げ ら れ る が 、 そ れ だ け に
限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 液 体 形 態 で は 、 活 性 薬 成 分 は 、 適 当 な フ レ ー バ ー の 懸 濁 剤 又 は 分 散 剤 、 例 え ば 、 合 成 及
び 天 然 の ガ ム 、 例 え ば 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 ア カ シ ア 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 な ど で 、 組 み 合 わ
せ る こ と が で き る 。 用 い る こ と が で き る 他 の 分 散 剤 と し て は 、 グ リ セ リ ン な ど が あ げ ら れ
る 。 非 経 口 投 与 に は 、 無 菌 の 懸 濁 液 や 溶 液 が 好 ま し い 。 静 脈 内 へ の 投 与 が 望 ま し い 場 合 は
、 一 般 に 適 当 な 防 腐 剤 を 含 む 等 張 製 剤 （ isotonic preparation） が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 薬 は 、 ま た 、 リ ポ ゾ ー ム 送 達 シ ス テ ム で 、 例 え ば 、 小 さ な 単 層 胞 （ unilamella
r vesicle） 、 大 き な 単 層 胞 、 及 び 多 層 胞 、 な ど で 投 与 す る こ と も で き る 。 リ ポ ゾ ー ム は
、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 ス テ ア リ ル ア ミ ン 、 又 は ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン な ど の リ ン 脂 質 か ら 形
成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の 薬 は 、 ま た 、 化 合 物 分 子 が 結 合 さ れ る 個 別 キ ャ リ ア と し て の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 用 い て 送 達 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の 薬 は 、 ま た 、 標 的 に 向 け ら れ る 薬 剤 キ ャ リ ア
と し て の 可 溶 性 ポ リ マ ー に 結 合 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な ポ リ マ ー と し て は 、 ポ リ ビ
ニ ル ・ ピ ロ リ ド ン 、 ピ ラ ン ・ コ ポ リ マ ー 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ － エ チ ル ア ス パ ル タ ミ ド フ ェ ノ
ー ル 、 パ ル ミ ト イ ル 残 基 で 置 換 さ れ た ポ リ エ チ ル － エ ネ オ キ シ ド ポ リ シ ン な ど が あ げ ら れ
る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 薬 は 、 薬 の 制 御 さ れ た 放 出 を 実 現 す る の に 有 用 な 生 分 解 性 ポ リ マ ー
、 例 え ば 、 ポ リ 乳 酸 （ polylactic acid） 、 ポ リ ε － カ プ ロ ラ ク ト ン 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ 酪
酸 、 ポ リ オ ル ソ エ ス テ ル 、 ポ リ ア セ タ ー ル 、 ポ リ ジ ヒ ド ロ ・ ピ ラ ン 、 ポ リ シ ア ノ ア ク リ レ
ー ト 、 及 び ハ イ ド ロ ゲ ル の 架 橋 又 は 両 親 媒 性 ブ ロ ッ ク ・ コ ポ リ マ ー 、 な ど に 結 合 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 経 口 投 与 で は 、 薬 は カ プ セ ル 、 錠 剤 、 又 は 巨 丸 剤 （ bolus） 形 態 で 投 与 で き 、 あ る い は
ま た 、 飼 料 に 混 入 す る こ と も で き る 。 カ プ セ ル 、 錠 剤 、 及 び 巨 丸 剤 は 、 活 性 成 分 を 適 当 な
キ ャ リ ア ・ ビ ヒ ク ル 、 例 え ば 澱 粉 、 タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 又 は リ ン 酸 二 カ
ル シ ウ ム 、 な ど と 組 み 合 わ せ て 構 成 さ れ る 。 こ の よ う な ユ ニ ッ ト 投 薬 形 態 は 、 活 性 成 分 を
、 希 釈 剤 、 充 填 剤 、 崩 壊 剤 、 及 び ／ 又 は 結 合 剤 な ど の 適 当 な 細 か い パ ウ ダ ー に し た 不 活 性
成 分 と 、 均 一 な 混 合 物 が 得 ら れ る よ う に 良 く 混 合 し て 調 製 さ れ る 。 不 活 性 成 分 は 、 薬 と 反
応 せ ず 、 治 療 し よ う と す る 動 物 に 無 毒 な も の で あ る 。 適 当 な 不 活 性 成 分 と し て は 、 澱 粉 、
ラ ク ト ー ス 、 タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 植 物 ガ ム 及 び オ イ ル 、 な ど が あ げ ら れ
る 。 製 剤 は 、 治 療 し よ う と す る 動 物 種 の サ イ ズ と タ イ プ 、 及 び 感 染 の タ イ プ と 重 篤 さ 、 な
ど 多 く の 因 子 に 依 存 し て 大 き く 変 化 す る 量 の 活 性 及 び 不 活 性 な 成 分 を 含 む 。 活 性 成 分 は ま
た 、 単 純 に 化 合 物 を 飼 料 に 混 入 し て 、 又 は 化 合 物 を 飼 料 の 表 面 に 適 用 (apply） す る こ と に
よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 あ る い は ま た 、 化 合 物 や 修 飾 物 質 は 、 不 活 性 な 液 体 キ ャ リ ア に 溶 解 さ れ た 活 性 成 分 か ら
成 る 製 剤 を 注 入 す る こ と に よ っ て 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 注 入 は 、 筋 肉 内 、 腔
内 、 気 管 内 、 又 は 皮 下 に 行 わ れ る 。 注 入 で き る 製 剤 は 、 活 性 成 分 を 適 当 な 不 活 性 の 液 体 キ
ャ リ ア と 混 合 し た も の で あ る 。 許 容 さ れ る 液 体 キ ャ リ ア と し て は 、 ピ ー ナ ツ ・ オ イ ル 、 綿
実 油 、 ゴ マ 油 、 な ど の 植 物 油 、 並 び に ソ ル ケ タ ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル ・ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド な
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ど の 有 機 溶 媒 、 が あ げ ら れ る 。 あ る い は ま た 、 水 性 の 非 経 口 製 剤 を 用 い る こ と も で き る 。
植 物 油 が 液 体 キ ャ リ ア と し て 好 ま し い 。 製 剤 は 、 活 性 成 分 を 液 体 キ ャ リ ア に 溶 解 又 は 懸 濁
さ せ て 、 最 終 的 な 製 剤 が 重 量 で ０ ． ０ ０ ５ 乃 至 １ ０ ％ の 活 性 成 分 を 含 む よ う に し て 調 製 さ
れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 非 限 定 的 な 実 施 例 に よ っ て さ ら に 詳 し く 説 明 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 非 予 測 的 な （ nonprophetic） 実 施 例 で は 、 Ａ Ｍ Ｌ 患 者 が 、 ６ ０ ０ ｍ ｇ の （ Ｒ ） － ６ － [
ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － － イ ミ ダ ゾ ー ル － ５ － イ ル ） メ チ ル ]
－ ４ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ － メ チ ル － － キ ノ リ ン ） （ ザ ル ネ ス ト ラ （
Zarnestra） と 呼 ぶ ） を 、 Ａ Ｍ Ｌ の 各 ２ ８ 日 サ イ ク ル の 最 初 の ２ １ 日 間 、 ６ ０ ０ ｍ ｇ 、 １
日 ２ 回 と い う 開 始 経 口 用 量 で 投 与 さ れ た 。 被 験 者 は ２ つ の コ ホ ー ト 、 再 発 性 Ａ Ｍ Ｌ の 患 者
、 と 難 治 性 Ａ Ｍ Ｌ の 患 者 に 登 録 さ れ た 。 全 部 で ２ ５ ７ 人 の 患 者 （ 再 発 性 １ ３ ５ 人 と 難 治 性
１ １ ７ 人 ） が 治 療 を 受 け た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ザ ル ネ ス ト ラ (Zarnestra） 治 療 に 対 す る 応 答 は 、 中 央 検 査 又 は 臨 床 部 位 で 測 定 し て 、 表
２ に 示 さ れ る よ う な 客 観 的 な 応 答 （ Ｃ Ｒ 、 Ｃ Ｒ ｐ 、 又 は Ｐ Ｒ ） が あ っ た 患 者 、 又 は 安 定 性
疾 患 及 び 抗 白 血 球 (anti-leukemic） 活 性 （ 白 血 球 芽 細 胞 の ５ ０ ％ を 超 え る 減 少 ） を 示 し た
患 者 、 と し て 定 義 さ れ た 。 抗 白 血 球 (anti-leukemic） 活 性 は 、 骨 髄 の 芽 細 胞 数 が ５ ％ 未 満
、 又 は 骨 髄 芽 細 胞 が 少 な く と も 半 分 の 減 少 、 と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ８ 】
　
　 同 意 し た 患 者 か ら 、 骨 髄 サ ン プ ル が 、 ザ ル ネ ス ト ラ (Zarnestra） Ｆ Ｔ Ｉ （ 活 性 成 分 、 （
Ｒ ） － ６ － ［ ア ミ ノ （ ４ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） （ １ － メ チ ル － － イ ミ ダ ゾ ー ル － ５ － イ
ル ） メ チ ル ］ － ４ － （ ３ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル ） － １ － メ チ ル － － キ ノ リ ン ） で 治
療 さ れ る 前 後 に 採 取 さ れ 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 さ れ 、 フ ィ コ ー ル － ジ ア ト リ ゾ 酸 （ １ ． ０ ７ ７ ｇ
／ ｍ ｌ ） と 共 に 遠 心 分 離 さ れ た 。 白 血 球 細 胞 は Ｐ Ｂ Ｓ で 二 回 洗 浄 さ れ 、 １ ０ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ を
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含 む Ｆ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 さ れ 、 － ８ ０ ℃ で た だ ち に 凍 結 さ れ た 。 サ ン プ ル は ３ ７ ℃ で 解 凍 さ れ
、 ２ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む １ ０ Ｘ 量 の Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ が ５ 分 間 に わ た っ て 一 滴 ず つ 加 え ら れ た 。 細 胞
は ５ ０ ０ ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 さ れ 、 ２ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ と ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む １ ０ ｍ ｌ
の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 さ れ た 。 次 に 、 サ ン プ ル は ７ ０ μ Ｍ フ ィ ル タ ー （ Becton Dickinson Lab
ware, Franklin lakes, NJ） を 通 し て 細 胞 の 塊 が 除 か れ た 。 細 胞 生 存 率 が 、 ト リ パ ン ブ ル
ー 色 素 排 除 分 析 に よ っ て 決 定 さ れ た 。 解 凍 さ れ た 骨 髄 サ ン プ ル の 平 均 生 存 率 は ３ ５ ％ で あ
っ た （ 範 囲 は ０ － ９ ６ ％ ） 。 存 在 す る 生 存 細 胞 の 数 が 比 較 的 少 な か っ た の で 、 サ ン プ ル は
そ れ 以 上 骨 髄 細 胞 を 濃 縮 さ れ な か っ た 。 約 ２ × １ ０ 5  個 の 細 胞 が Ｃ Ｄ ３ ３ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 及 び
Ｃ Ｄ ３ ４ － Ｐ Ｅ 抗 体 （ Becton Dickinson Biosciences Pharmingen, San Diego, CA） で 二
重 ラ ベ ル さ れ 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ が 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 全 Ｒ Ｎ Ａ が RNeasyキ ッ ト （ Qiagen, SantaClarita, CA） を 用 い て 全 て の 細 胞 サ ン プ ル か
ら 抽 出 さ れ た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ｃ Ｒ Ｎ Ａ の 合 成 は 、 Affymetrix（ SantaClarita, CA） プ ロ ト コ
ル に 従 っ て 行 わ れ た 。 い く つ か の サ ン プ ル で Ｒ Ｎ Ａ 収 量 は １ μ ｇ 未 満 だ っ た の で 、 ２ ラ ウ
ン ド の 線 形 増 幅 が 行 わ れ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 、 １ １ μ ｇ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 、
９ ４ ℃ で ３ ５ 分 間 、 ４ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － ア セ テ ー ト 、 ｐ Ｈ ８ ． １ ， １ ０ ０ ｍ Ｍ の 酢 酸 カ
リ ウ ム 、 及 び ３ ０ ｍ Ｍ の 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て ラ ン
ダ ム に 断 片 化 さ れ た 。 断 片 化 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ６ ０ ｒ ｐ ｍ に セ ッ ト さ れ た ロ テ ィ ッ セ リ
ー （ rotisserie） ・ オ ー ブ ン 中 で ４ ５ ℃ で １ ６ 時 間 、 Ｕ １ ３ ３ Ａ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ れ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 ア レ イ は 洗 浄 さ れ （ ６ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ と Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ
Ｘ － １ ０ ０ を 含 む ０ ． ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ を 用 い て ） 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － フ ィ コ エ リ ス リ ン
（ Ｓ Ａ Ｐ Ｅ ； Molecular Probe, Eugene, OR） で 染 色 さ れ た 。 結 合 し た ラ ベ ル さ れ た プ ロ
ー ブ の 定 量 は 、 Agilent G2500A GeneArray ス キ ャ ナ ー （ Agilent Technologies, Palo Al
to, CA） を 用 い て 行 わ れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 各 ア レ イ の 全 蛍 光 強 度 は ６ ０ ０ と い う 一 様 な 値 に ス ケ ー ル さ れ た 。 チ ッ プ の 性 能 は 、 信
号 対 雑 音 比 （ 生 平 均 信 号 ／ 雑 音 ） を 計 算 し て 定 量 化 さ れ た 。 チ ッ プ は 、 そ の 信 号 対 雑 音 比
が ５ 未 満 で あ る 場 合 は そ れ 以 上 の 分 析 か ら 除 外 さ れ た 。 遺 伝 子 は 、 少 な く と も １ ０ ％ の チ
ッ プ で 「 存 在 す る 」 と い わ れ た 場 合 に の み 、 そ の 先 の 分 析 に 含 め ら れ た 。 こ の カ ッ ト オ フ
の 後 、 約 １ ２ ， ０ ０ ０ の Affymetrixプ ロ ー ブ 組 が 残 っ た 。 遺 伝 子 発 現 デ ー タ の 質 は 、 さ ら
に 主 成 分 分 析 に 基 づ い て か け 離 れ た 孤 立 値 を 同 定 し 、 遺 伝 子 強 度 の 正 規 分 布 を 分 析 す る こ
と に よ っ て コ ン ト ロ ー ル さ れ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 カ イ 二 乗 検 定 と ス チ ュ ー デ ン ト の ｔ － 検 定 を 用 い て 、 患 者 の 応 答 と 患 者 の 共 変 量 、 突 然
変 異 ス テ ー タ ス 、 Ｃ Ｄ ３ ３ と Ｃ Ｄ ３ ４ 抗 原 発 現 、 白 血 芽 球 細 胞 数 、 及 び 遺 伝 子 発 現 の 間 の
相 関 が 同 定 さ れ た 。 応 答 を 高 い 感 度 で 予 測 で き そ う な 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に パ ー セ ン タ
イ ル （ percentile） 分 析 が 用 い ら れ た 。 例 え ば 、 比 応 答 者 の 少 な く と も ４ ０ ％ に 対 し て 、
全 て の 応 答 者 で ア ッ プ － 又 は ダ ウ ン － レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。 両 側 の ス
チ ュ ー デ ン ト ｔ － 検 定 （ 不 等 分 散 ） に 基 づ い て 有 意 な ｐ 値 （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） を 示 さ な か っ
た 遺 伝 子 は 除 か れ た 。 ト ッ プ 遺 伝 子 の 予 測 力 （ predictive value） は 、 一 点 除 外 交 差 検 証
法 (leave-one-out cross validation method） に よ っ て 分 析 さ れ た 。 こ こ で 、 １ つ の サ ン
プ ル を デ ー タ 組 か ら 除 外 し て 、 マ ー カ ー が １ ２ ， ０ ０ ０ の 遺 伝 子 か ら 再 選 択 さ れ た 。 こ の
遺 伝 子 の 予 測 力 は 、 線 形 識 別 分 析 を 用 い て 除 外 さ れ た サ ン プ ル に つ い て テ ス ト さ れ た 。 感
度 は 、 真 陽 性 を 、 真 陽 性 プ ラ ス 偽 陰 性 の 和 で 割 っ た 数 と し て 計 算 さ れ た 。 特 異 性 は 、 真 陰
性 を 、 真 陰 性 プ ラ ス 偽 陽 性 の 和 で 割 っ た 数 と し て 計 算 さ れ た 。 陽 性 予 測 力 は 、 真 陽 性 を 、
真 陽 性 プ ラ ス 偽 陽 性 の 和 で 割 っ た 数 と し て 計 算 さ れ た 。 陰 性 予 測 力 は 、 真 陰 性 を 、 真 陰 性
プ ラ ス 偽 陰 性 の 和 で 割 っ た 数 と し て 計 算 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 単 変 量 の Ｃ ｏ ｘ 比 例 ハ ザ ー ド ・ モ デ ル を 用 い て 、 各 パ ラ メ ー タ （ 遺 伝 子 又 は 芽 細 胞 数 ）
と 患 者 の 生 存 結 果 を 評 価 し た 。 Ｃ ｏ ｘ モ デ ル か ら の 各 パ ラ メ ー タ の 係 数 推 定 値 は そ の よ う
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な 相 関 の 強 さ を 表 す 。 ２ つ 以 上 の 遺 伝 子 が 用 い ら れ る 場 合 、 多 変 量 ハ ザ ー ド ・ モ デ ル が 採
用 さ れ る 。 応 答 者 を 非 応 答 者 か ら 区 別 す る 分 類 子 （ classifier） は 次 の よ う に 定 義 さ れ る
：
　 ｂ １ ＊ ｘ １ ＋ ｂ ２ ＊ ｘ ２ ＋ ｂ ３ ＊ ｘ ３ ＋ ・ ・ ・ ・
こ こ で 、 ｂ １ ， ｂ ２ ， ｂ ３ は 、 Ｃ ｏ ｘ モ デ ル か ら の 係 数 推 定 値 で あ り 、 ｘ １ ， ｘ ２ ， ｘ ３
は 標 準 化 さ れ た パ ラ メ ー タ 値 （ 芽 細 胞 数 や 遺 伝 子 発 現 の 値 の ｌ ｏ ｇ 1 0 ） で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 レ シ ー バ ・ オ ペ レ ー タ 特 性 曲 線 （ Ｒ Ｏ Ｃ ｓ ） を 用 い て 適 当 な 閾 値 を 選 び 、 少 な く と も ９
０ ％ の 感 度 を 要 求 し た 。 Ｒ Ｏ Ｃ 診 断 は 各 パ ラ メ ー タ に つ い て 感 度 と 特 異 性 を 計 算 す る 。 さ
ら に 、 遺 伝 子 マ ー カ ー は 最 初 、 ２ ９ の ラ ン ダ ム に 選 ば れ た サ ン プ ル か ら 成 る ト レ ー ニ ン グ
組 を 用 い て 良 い 結 果 を 悪 い 結 果 か ら 層 化 す る 能 力 に つ い て ラ ン ク 付 け さ れ た 。 次 に 、 各 遺
伝 子 の 予 測 力 が 残 る ２ ９ サ ン プ ル で テ ス ト さ れ た 。 こ れ に よ っ て 、 最 も 堅 牢 な 予 測 力 を 有
す る 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　
　 白 血 球 芽 細 胞 は 表 面 抗 原 Ｃ Ｄ ３ ３ と Ｃ Ｄ ３ ４ を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 患 者 骨 髄
の 白 血 球 細 胞 の ９ ５ ％ 及 び ５ ５ ％ が 、 そ れ ぞ れ 、 Ｃ Ｄ ３ ３ 及 び Ｃ Ｄ ３ ４ に 関 し て 陽 性 で あ
っ た 。 各 サ ン プ ル で こ の 抗 原 を 発 現 し て い る 細 胞 の 平 均 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ で １
３ ％ 、 Ｃ Ｄ ３ ３ で ４ ３ ％ で あ っ た 。 カ イ 二 乗 検 定 を 行 っ て 、 抗 原 発 現 レ ベ ル と 患 者 の 結 果
と の 相 関 を 調 べ た 。 Ｃ Ｄ ３ ４ 及 び Ｃ Ｄ ３ ３ レ ベ ル に つ い て 、 そ れ ぞ れ 、 １ ５ ％ 及 び ６ ０ ％
と い う カ ッ ト オ フ を 選 択 し た 。 Ｃ Ｄ ３ ３ と Ｃ Ｄ ３ ４ の 低 発 現 （ 細 胞 集 団 の 約 １ ５ ％ 未 満 が
Ｃ Ｄ ３ ４ に 関 し て 陽 性 及 び 細 胞 集 団 の 約 ６ ０ ％ 未 満 が Ｃ Ｄ ３ ３ に 関 し て 陽 性 ） は 、 ザ ル ネ
ス ト ラ (Zarnestra T M ） に 対 す る 患 者 の 応 答 と 相 関 し て い た （ そ れ ぞ れ 、 ｐ ＝ ０ ． １ ３ ７ ，
ｐ ＝ ０ ． ０ ５ ２ ） 。 両 方 の 抗 原 の 高 発 現 （ 細 胞 集 団 の 約 １ ５ ％ よ り 多 く が Ｃ Ｄ ３ ４ に 関 し
て 陽 性 及 び 細 胞 集 団 の 約 ６ ０ ％ よ り 多 く が Ｃ Ｄ ３ ３ に 関 し て 陽 性 ） も ま た 、 芽 細 胞 数 と 正
に 相 関 し て い た 。 Kaplan-Meier分 析 も Ｃ Ｄ ３ ３ の 高 発 現 が 全 体 生 存 率 の 低 さ と 相 関 し て い
る こ と を 示 し た （ 図 １ ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　 Ｃ Ｄ ３ ３ 及 び Ｃ Ｄ ３ ４ 抗 原 発 現 の 分 析 は 、 白 血 球 芽 細 胞 の レ ベ ル が 患 者 の 応 答 と 相 関 す
る こ と を 示 唆 し た 。 部 位 及 び Ｄ Ｃ Ｌ 芽 細 胞 数 測 定 の 平 均 値 が 計 算 さ れ 、 芽 細 胞 数 が Ａ Ｍ Ｌ
患 者 に お け る 患 者 応 答 と 相 関 し て い る か ど う か を 調 べ る た め に 、 ス チ ュ ー デ ン ト の ｔ 検 定
が 行 わ れ た 。 全 部 で １ ９ ９ 人 の 評 価 可 能 な 患 者 の う ち 、 ２ ４ 人 が Ｃ Ｒ 、 Ｃ Ｒ ｐ 、 Ｐ Ｒ 、 又
は Ｓ Ｄ で あ っ た が 、 芽 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ が 患 者 の 結 果 と 有 意 に 相 関 し て い た （ ｐ ＝ ０
． ０ ０ ０ ６ ） 。 応 答 者 は 、 芽 細 胞 の 数 （ 平 均 ３ ４ ％ ） が 、 疾 患 が 進 行 す る 患 者 （ 平 均 ５ １
％ ） に 比 べ て 少 な か っ た 。 ２ ４ 人 の 全 応 答 者 の う ち １ 人 だ け （ Ｓ Ｄ を 示 す と さ れ た ） が 芽
細 胞 数 が ６ ０ ％ を 超 え て い た 。 全 て の 評 価 可 能 な 患 者 に つ い て の カ イ 二 乗 検 定 か ら も 、 高
い 芽 細 胞 数 と 治 療 に 対 す る 抵 抗 の 間 の 有 意 な 相 関 を 認 め ら れ た （ χ 2 ＝ ９ ． ５ ３ ） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 Kaplan-Meier分 析 は 、 芽 細 胞 数 が 低 レ ベ ル （ ＜ ６ ０ ％ ） の 患 者 は 、 芽 細 胞 数 が 高 い 患 者
に 比 べ て 、 全 体 生 存 率 が 有 意 に 高 い こ と を 見 出 し た （ 図 ２ ） 。 こ の 分 析 は 、 芽 細 胞 数 が 約
６ ０ ％ よ り 高 い 患 者 は ザ ル ネ ス ト ラ (Zarnestra T M ） に 応 答 す る 可 能 性 が 小 さ い こ と を 示 し
て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　
　 薬 に よ る 治 療 の 前 に ８ ０ 人 の 患 者 か ら 骨 髄 サ ン プ ル が 採 取 さ れ た 。 こ の ８ ０ の ベ ー ス ラ
イ ン ・ サ ン プ ル の う ち 、 １ ４ は 評 価 不 可 能 な 患 者 か ら 得 ら れ た も の だ っ た の で 分 析 か ら 除
外 さ れ た 。 サ ン プ ル は 、 骨 髄 細 胞 が 濃 縮 さ れ 、 処 理 さ れ て メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ 遺 伝 子
特 有 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 分 子 ） が 採 取 さ れ 、 Affymetrix U133A遺 伝 子 チ ッ プ に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 。 ６ ６ の サ ン プ ル の う ち ５ ８ は 、 U133A チ ッ プ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
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ー シ ョ ン の 後 、 別 の ク オ リ ィ テ ィ コ ン ト ロ ー ル 手 段 を パ ス し た 。 遺 伝 子 発 現 デ ー タ を 臨 床
的 情 報 と 統 合 し 、 後 ろ 向 き 分 析 を 行 っ て 、 高 い 感 度 で 非 応 答 者 か ら 応 答 者 を 層 化 で き そ う
な 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 ザ ル ネ ス ト ラ (Zarnestra T M ） に 対 す る 応 答 を 予 測 す る の に 役 立 つ い
く つ か の 遺 伝 子 マ ー カ ー が 同 定 さ れ た （ 表 ３ ） 。 リ ン パ 芽 球 crisis腫 瘍 遺 伝 子 （ ｏ ｎ ｃ ｏ
Ｌ Ｂ Ｃ ） の 場 合 、 こ の 遺 伝 子 の 予 測 力 は 一 点 除 外 交 差 検 証 法 を 用 い て デ ー タ セ ッ ト に つ い
て 計 算 さ れ た （ 表 ３ ） 。 ｏ ｎ ｃ ｏ Ｌ Ｂ Ｃ 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 臨 床 的 に 同 定 さ れ た 応 答 者
を 全 て 捕 捉 す る こ と が で き 、 非 応 答 者 の 半 数 以 上 を 除 外 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
　 生 存 率 分 析 は 、 ｏ ｎ ｃ ｏ Ｌ Ｂ Ｃ 発 現 に 基 づ い て 応 答 者 と 分 類 さ れ た 患 者 （ 図 ３ Ａ 、 ｐ ＝
０ ． ０ ０ ８ ４ １ ） は 、 臨 床 デ ー タ を 用 い る 患 者 分 類 （ 図 ３ Ｂ 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ８ ２ ７ ） に 比 べ
て 有 意 に 成 績 が 優 れ て い る こ と を 示 し た 。 こ れ は 、 ｏ ｎ ｃ ｏ Ｌ Ｂ Ｃ マ ー カ ー が 全 体 的 な 生
存 率 が 高 い 非 応 答 者 の サ ブ セ ッ ト を 同 定 し て い た た め で あ る 。 Ｃ ｏ ｘ ハ ザ ー ド ・ モ デ ル に
基 づ い て 、 ｏ ｎ ｃ ｏ Ｌ Ｂ Ｃ と 第 二 の 遺 伝 子 マ ー カ ー 、 ア リ ー ル 炭 化 水 素 レ セ プ タ ー （ Ａ Ｈ
Ｒ ） を 組 み 合 わ せ る と 、 特 異 性 及 び 陽 性 予 測 力 が 、 そ れ ぞ れ 、 ７ ５ ％ 及 び ５ ６ ％ に 増 加 し
た （ 図 ３ Ｃ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ｏ ｎ ｃ ｏ Ｌ Ｂ Ｃ を 単 独 で 、 又 は Ａ Ｈ Ｒ 遺 伝 子 と 組 み 合 わ
せ て 用 い る と ザ ル ネ ス ト ラ (Zarnestra T M ） 治 療 に 対 す る 応 答 を 予 測 す る た め の 効 果 的 な ア
レ イ が 得 ら れ る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ｏ ｎ ｃ ｏ Ｌ Ｂ Ｃ と ア リ ー ル 炭 化 水 素 レ セ プ タ ー （ Ａ Ｈ Ｒ ） を マ ー カ ー と し て 用 い る 一 点
除 外 交 差 検 証 も 行 わ れ た 。 カ ッ ト オ フ を 用 い て 最 高 の 感 度 及 び 最 良 の 特 異 性 を 同 定 す る と
、 Ｐ Ｐ Ｖ と 感 度 は 同 じ ま ま で あ っ た 。 そ の 他 の 遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ に つ い て の 一 点 除 外 交
差 検 証 の 結 果 は 表 ５ に 示 さ れ て い る 。 こ れ は 、 マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ に よ っ て こ の 方 法 の
予 測 力 が 改 善 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
　 さ ら に 、 Ｌ Ｂ Ｃ 及 び Ａ Ｈ Ｒ 分 類 子 を 用 い る 患 者 の 層 化 は 、 ｏ ｎ ｃ ｏ Ｌ Ｂ Ｃ 遺 伝 子 又 は 臨
床 的 な 応 答 の 定 義 を 用 い た と き と 比 べ て 、 ２ つ の 患 者 集 団 の 間 で 生 存 時 間 の 中 央 値 に 同 様
な 差 を 示 し た （ 図 ４ Ｃ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ｏ ｎ ｃ ｏ Ｌ Ｂ Ｃ だ け 、 又 は Ａ Ｈ Ｒ 遺 伝 子 と の
組 み 合 わ せ 、 が 、 現 在 の デ ー タ セ ッ ト で ザ ル ネ ス ト ラ (Zarnestra） へ の 応 答 を 予 測 す る た
め の 効 果 的 な バ イ オ マ ー カ ー と し て 利 用 で き る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 Ｃ ｏ ｘ ハ ザ ー ド ・ モ デ ル を 用 い て 、 そ の 他 の マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ に よ る 優 れ た 生 存 者
か ら 劣 っ た 生 存 者 の 層 化 を 分 析 し た （ 表 ６ ） 。 こ こ で は 、 ５ １ 人 の 患 者 か ら の デ ー タ が 用
い ら れ た 。 そ れ は 、 こ の 数 の 患 者 だ け が Ｃ Ｄ ３ ３ 及 び Ｃ Ｄ ３ ４ 抗 原 レ ベ ル が 測 定 さ れ て い
た か ら で あ る 。 マ ー カ ー に 関 す る 適 当 な カ ッ ト オ フ を 決 め る 際 、 ９ ０ ％ を 超 え る 感 度 が 用
い ら れ た 。 複 数 の マ ー カ ー を 使 用 す る と 、 ２ つ の 生 存 者 グ ル ー プ 間 の 生 存 時 間 の 中 央 値 の
差 が 改 善 で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
　
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 で 誘 導 さ れ る ペ プ チ ド が 合 成 さ れ 、 キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ
ア ニ ン に 結 合 さ れ 、 そ れ を 用 い て ウ サ ギ を 免 疫 化 し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る 。
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 、 対 応 す る ペ プ チ ド に 対 す る 血 清 の 反 応 性 が テ ス ト さ れ 、 陽 性 の バ ッ
チ が ア フ ィ ニ テ ィ ー （ 親 和 性 ） 精 製 さ れ る 。 精 製 さ れ た 抗 体 は 、 組 織 切 片 で エ ピ ト ー プ を
有 す る ペ プ チ ド を 特 異 的 に 検 出 す る 。 こ れ は 、 対 応 す る ペ プ チ ド を 抗 体 と 同 時 に 加 え た 場
合 の 信 号 の 完 全 な 消 滅 に よ っ て 検 証 さ れ る 。 こ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 免 疫 組 織 化 学 で 十
分 良 く 働 く が 、 そ の 他 に 、 タ ン パ ク 質 を 自 然 な 畳 ま れ た 形 （ natural fold） で 検 出 で き る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 産 生 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る に は 、 哺 乳 類 細 胞 で 自
然 な 畳 ま れ た 形 及 び 翻 訳 後 修 飾 を 保 証 す る よ う に 産 生 さ れ る 、 精 製 さ れ た 抗 原 が 作 ら れ る
。 抗 原 、 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 タ ン パ ク 質 － Ｉ ｇ Ｇ 定 常 領 域 融 合 タ ン パ ク 質 、 が マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 で
発 現 さ れ 、 タ ン パ ク 質 が Ｆ ｃ 部 を 餌 （ bait） と し て 用 い て 精 製 さ れ る 。 こ の 精 製 さ れ た 抗
原 は 、 Ｃ 末 端 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト で 認 識 さ れ る 。 こ の 抗 原
を 用 い て 、 ｌ ｂ ｃ ペ プ チ ド に 対 す る マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 陽 性 の ク ロ ー ン か ら
Ｉ ｇ Ｇ 定 常 部 で な く ｌ ｂ ｃ ペ プ チ ド に 対 し て 反 応 す る も の を 選 び 出 す こ と に よ っ て 生 成 さ
れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 臨 床 的 な 同 定 の た め の キ ッ ト は 、 こ れ ら の 抗 体 や 同 様 な 抗 体 を 用 い
て 容 易 に 構 成 で き る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 ｌ ｂ ｃ ペ プ チ ド （ し た が っ て 、 ｌ ｂ ｓ 腫 瘍 遺
伝 子 ） の 同 定 に 向 け ら れ た 抗 体 、 適 当 な 指 示 試 薬 （ 例 え ば 、 酵 素 、 ラ ベ ル 、 な ど ） 、 及 び
（ 任 意 的 に ） 希 釈 バ ッ フ ァ ー 、 安 定 剤 、 そ の 他 の こ の よ う な 分 析 に 普 通 用 い ら れ る 物 質 な
ど の よ う な キ ッ ト の 臨 床 的 応 用 に 有 用 な 他 の 試 薬 を 含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】
　
　 ホ ル マ リ ン で 固 定 さ れ パ ラ フ ィ ン に 埋 め 込 ま れ た 組 織 サ ン プ ル が ５ ～ ７ μ ｍ の 厚 さ の 切
片 に カ ッ ト さ れ 、 シ ラ ン ・ コ ー テ ィ ン グ さ れ た ガ ラ ス ・ ス ラ イ ド に マ ウ ン ト さ れ 、 ３ ７ ℃
で 一 晩 、 そ し て ６ ５ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 後 、 キ シ レ ン 中 で １ ０ 分 間 ２ 回 パ
ラ フ ィ ン を 除 去 す る 。 そ の 後 、 サ ン プ ル は 、 段 階 的 な 一 連 の エ タ ノ ー ル 溶 液 （ １ ０ ０ ～ ７

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-34151 A 2005.2.10

実 施 例 ５ ： 抗 体 （ 予 測 的 ）

実 施 例 ６ ： イ ン シ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ 予 測 的 ）



０ ％ ） に よ っ て 再 水 和 さ れ リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ ） で ５ 分 間 ２ 回 リ ン ス
さ れ 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 ０ ． １ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ の グ リ シ ン で ５ 分 間 ２ 回 処 理 さ れ 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 ０ ． ３ ％ Ｔ
ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － １ ０ ０ で １ ５ 分 間 透 過 性 に さ れ る 。 切 片 は 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 プ ロ テ イ
ナ ー ゼ Ｋ （ Finnzymes, Helsinki, Finland） 処 理 （ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Ｔ Ｅ バ ッ フ ァ ー 中 、 １ ０
０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ ） に よ っ
て 処 理 さ れ 、 ４ ℃ で ５ 分 間 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ３ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で ポ ス ト 固 定 さ れ 、 Ｐ Ｂ
Ｓ 中 で ２ 回 リ ン ス さ れ る 。 正 電 荷 は 、 ス ラ イ ド を ０ ． ２ ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） 無 水 酢 酸 、 １ ０ ０
ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ ， に ５ 分 間 ２ 回 浸 す こ と に よ っ て ブ ロ ッ
ク さ れ る 。 ス ラ イ ド は 、 ３ ７ ℃ の ４ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） イ オ ン 除 去 さ れ た ホ ル ム
ア ミ ド 中 で １ ０ 分 間 平 衡 化 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ ・ キ ッ ト （ Invitrogen,San Diego, CA, USA） を 用 い て
、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た ０ ． ４ ｋ ｂ の ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 ｃ Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト を ｐ Ｃ Ｒ － IIベ ク
タ ー に 結 紮 し て 調 製 さ れ る 。 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の
テ ン プ レ ー ト は 、 適 当 な ベ ク タ ー 構 築 物 （ construct） を （ そ れ ぞ れ 、 ３ ´ か ら ５ ´ 方 向
へ 、 又 は ５ ´ か ら ３ ´ 方 向 へ ） 直 線 化 し て 生 成 さ れ る 。 Ｒ Ｎ Ａ ラ ベ リ ン グ ・ キ ッ ト （ Boeh
ringer Mannheim） を 用 い て in vitro転 写 に よ っ て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ が 生
成 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 １ × Denhart’ s溶 液 （ ０ ． ２ ｇ ／ Ｌ  Ficoll Type
 400, Pharmacia） 、 ０ ． ２ ｇ ／ Ｌ の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ０ ． ２ ｇ ／ Ｌ の ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン （ 分 画 Ｖ ； Sigma） 、 ４ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 １ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン ・ ス ル フ ェ ー ト
、 ４ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 １ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ の ジ チ オ ス レ イ ト ル 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の 酵 母 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 １
ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び ３ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ
ー ブ 、 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 を 用 い て ４ ５ ℃ で 一 晩 行 わ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 組 織 切 片 は ３ ７ ℃ で 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 で ５ 分 間 ２ 回 、 ６ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド
、 ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 で １ ５ 分 間 １ 回 洗 浄 さ れ 、 室 温 に お い て ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 で ５ 分 間 ２ 回 リ
ン ス さ れ 、 １ ０ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ ， １ ５ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ の
Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 で １ ０ 分 間 ２ 回 洗 浄 さ れ る 。 信 号 検 出 は 、 １ ： ２ ５ ０ の ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 接 合 ヒ ツ ジ 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ｆ ａ ｂ 断 片 （ Boehringer Mannheim） を 用 い て 行 わ れ る
。 信 号 は 、 Ｎ Ｂ Ｔ ／ Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ ス ト ッ ク 溶 液 （ Boehringer Mannheim） と 共 に １ ． ５ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 可 視 化 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 癌 患 者 の 腫 瘍 形 成 細 胞 中 に 見 ら れ る ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 陽 性 細 胞 は 、 Ｆ Ｔ Ｉ へ の 応 答 が あ
り そ う も な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ １ 】
　
　 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の Ｃ 末 端 ペ プ チ ド に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 が 、 ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 免 疫 組 織 化 学 的 な 検 出 と 位 置 決 定 に 用 い ら れ る 。 ホ ル マ リ ン
固 定 さ れ パ ラ フ ィ ン に 埋 め 込 ま れ た 正 常 及 び 腫 瘍 組 織 の ４ μ ｍ 切 片 が 、 ３ － ア ミ ノ プ ロ ピ
ル － ト リ エ ト キ シ － シ ラ ン （ Ａ Ｐ Ｅ Ｓ 、 Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.） で コ ー テ ィ ン グ
さ れ た ス ラ イ ド に 取 り 付 け ら れ る 。 切 片 は 、 段 階 的 な 濃 度 の エ タ ノ ー ル で パ ラ フ ィ ン 除 去
さ れ 、 再 水 和 さ れ 、 室 温 で ３ ０ 分 間 、 メ タ ノ ー ル 過 酸 化 物 （ 無 水 メ タ ノ ー ル 中 ０ ． ５ ％ の
過 酸 化 水 素 ） で 処 理 さ れ て 、 内 部 発 生 的 な ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 が ブ ロ ッ ク さ れ る 。 抗
原 回 復 （ antigen retrieval） は 、 マ イ ク ロ 波 オ ー ブ ン 中 で ５ 分 間 （ ６ ５ ０ Ｗ ） ２ 回 行 わ
れ る 。 Elite ABCキ ッ ト （ Vectastain, Vector Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.）
が 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 染 色 に 用 い ら れ る 。 ｌ ｂ ｃ ペ プ チ ド 抗 体 が １ ： ２ ０ ０ ０ と い う 最
適 希 釈 で 用 い ら れ る 。 ビ オ チ ン 化 さ れ た 第 二 の 抗 体 と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 さ れ た ア ビ ジ
ン － ビ オ チ ン 複 合 体 が 切 片 上 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 希 釈 は Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ．
２ ） 中 で 行 わ れ 、 全 て の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 室 温 の 湿 潤 チ ャ ン バ 内 で 行 わ れ る 。 異 な る
染 色 ス テ ッ プ の 間 に ス ラ イ ド は Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 リ ン ス さ れ る 。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 染 色 は 、 室
温 で １ ５ 分 間 、 ３ － ア ミ ノ － ９ － エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル （ Sigma） 溶 液 （ ０ ． ０ ３ ％ 過 酸 化
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実 施 例 ７ ： 免 疫 組 織 化 学 （ 予 測 的 ）



水 素 を 含 む ０ ． ０ ５ Ｍ ア セ テ ー ト ・ バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ５ ． ０ ， の 中 で ０ ． ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ）
に よ っ て 可 視 化 さ れ る 。 最 後 に 、 切 片 は 、 マ イ ヤ ー (Mayer） の ヘ マ ト キ シ リ ン で 軽 く 対 比
染 色 さ れ 、 水 性 の マ ウ ン テ ィ ン グ 媒 体 （ Aquamount, BDH） に よ っ て マ ウ ン ト さ れ る 。 対 照
実 験 で は 、 一 次 抗 体 が 正 常 な ウ サ ギ 血 清 の Ｉ ｇ Ｇ フ ラ ク シ ョ ン で 置 き 換 え ら れ る 、 又 は 一
次 抗 体 は ｌ ｂ ｃ ペ プ チ ド で 前 吸 収 さ れ た （ preabsorbed） 。 こ れ ら の 染 色 は 細 胞 の サ ブ セ
ッ ト に お け る ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　
　 ｌ ｂ ｃ タ ン パ ク 質 又 は ｌ ｂ ｃ 腫 瘍 遺 伝 子 に 関 連 し た 特 徴 的 な タ ン パ ク 質 に つ い て の 免 疫
分 析 が 準 備 さ れ る 。 （ 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 染 色 に よ っ て 抗 原 を 含 む こ と が 示 さ れ た ） 結
腸 腫 瘍 試 料 の ダ イ ジ ェ ス ト を 含 む 抗 原 標 準 が 用 い ら れ る 。 Ａ Ｍ Ｌ 患 者 か ら の ヒ ト 白 血 球 細
胞 。 試 料 は プ ー ル さ れ 、 ０ ． ２ ％ （ ｗ ／ ｖ ） デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む １ ０ 体 積
の １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ， 中 に お い て ４ ℃ で ホ モ ジ ナ イ ズ さ れ る 。
ホ モ ジ ネ ー ト は た だ ち に ３ ７ ℃ に さ れ 、 以 下 の 試 薬 （ 最 終 濃 度 ） が 撹 拌 し な が ら 加 え ら れ
る ： １ ｍ Ｍ の シ ス テ イ ン （ Sigma） 、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ Sigma） 、 及 び パ パ イ ン （ ０ ． ８
単 位 ／ ｍ ｌ ） (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.） 。 ５ 分 後 、 ５ ｍ Ｍ の ヨ ー ド ア
セ ト ア ミ ド (Sigma） を 加 え て 消 化 が 停 止 さ れ る 。 ホ モ ジ ネ ー ト は ４ ℃ で １ 時 間 、 １ ０ ０ ，
０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 分 離 さ れ 、 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル ・ フ ル オ ラ イ ド と ア ミ ノ カ プ ロ ン
酸 、 各 １ ０ ｍ Ｍ 、 を 含 む １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ ／ ０ ． ９ ％ Ｎ ａ Ｃ ｌ 溶 液 バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ７
． ４ 、 に 対 し て 十 分 に 透 析 さ れ る 。 ホ モ ジ ネ ー ト は 、 タ ン パ ク 質 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｉ と い う
濃 度 で 小 分 け し た 分 量 で 凍 結 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ｌ ｂ ｃ タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 測 定 す る 免 疫 分 析 手 順 の た め に 生 成 さ れ る 量 － 応 答 曲
線 は 、 １ ０ ０ ｎ ｇ ～ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 間 の 抗 原 イ ン プ ッ ト で 直 線 性 を 示 す 。 血 清 分 析 の
場 合 、 こ れ ら の サ ン プ ル は 分 析 の 前 に １ ０ 倍 に 希 釈 さ れ る の で 、 こ の 範 囲 は １ ｎ ｇ か ら １
０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ と な る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 上 の 実 施 例 で 述 べ た 抗 体 の 固 相 プ レ パ ラ ー ト は Ｃ Ｎ Ｂ ｒ 活 性 化 Sepharose（ Pharmacia）
を 用 い て 調 製 さ れ る 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト （ Nunc I Immunoplates; Grand Islan
d Biological Co., Grand Island, N.Y.） は 、 ４ Ｃ の ５ ０ ｍ Ｍ の 炭 酸 － 重 炭 酸 バ ッ フ ァ ー
、 ｐ Ｈ ９ ． ６ ， 中 の 抗 体 で （ ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ エ ル ） コ ー テ ィ ン グ さ れ る 。 抗 体 溶 液 を 除 去
し た 後 、 ２ ０ ０ μ ｌ の 分 析 バ ッ フ ァ ー ［ １ ％ の ウ サ ギ 血 清 と １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の ウ シ ・ ア ル
ブ ミ ン を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ］ を 加 え て 、 プ ラ ス チ ッ ク 上 に 残 っ て い る タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を ブ ロ
ッ ク す る 。 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト が た だ ち に
分 析 手 順 で 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 分 析 を 行 う に は 、 分 析 バ ッ フ ァ ー で 希 釈 さ れ た ２ ０ ０ μ ｌ の サ ン プ ル が ３ ７ Ｃ で １ － ５
時 間 加 え ら れ る 。 分 析 バ ッ フ ァ ー を 用 い て ３ 回 洗 浄 し た 後 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ （ Sigma, Type VI） に 共 有 結 合 で 接 合 さ れ た ２ ０ ０ μ ｌ の 抗 体 が 、 ３ ７ Ｃ で 各
ウ エ ル に １ ． ５ 時 間 加 え ら れ る 。 接 合 物 は 、 １ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） マ ウ ス 血 清 を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ １
ｍ ｌ あ た り ０ ． ５ μ ｇ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と い う 濃 度 に 希 釈 さ れ る 。 上 記 の よ う な 洗 浄 手 順
の 後 、 ウ エ ル あ た り ２ ０ ０ μ ｌ の 基 質 が 室 温 で ０ ． ５ 時 間 加 え ら れ る 。 基 質 溶 液 は ｐ Ｈ ５
． ０ の ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー と ０ ． ０ ０ ３ ％ 過 酸 化 水 素 の １ ｍ ｌ あ た り ０ ． ４ ｍ ｇ の ｏ － フ
ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を 含 む 。 反 応 は ５ ０ μ ｌ の ２ Ｎ 硫 酸 を 加 え て 停 止 さ れ 、 酵 素 分 析 プ レ ー
ト ・ リ ー ダ ー （ Fisher Scientific Co., Pittburgh, Pa） を 用 い て 吸 収 率 が ４ ８ ８ ｎ Ｍ で
モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 結 合 し た 酵 素 接 合 物 の パ ー セ ン テ ー ジ は 次 の 式 に よ っ て 計 算 さ れ る ：
（ Ｂ － Ｂ 0 ） （ Ｂ 1 － Ｂ 0 ） （ １ ０ ０ ）
こ こ で 、 Ｂ ＝ サ ン プ ル の 吸 収 率 、 Ｂ 1 ＝ 最 大 吸 収 率 、 そ し て Ｂ 0 ＝ ブ ラ ン ク の 吸 収 率 、 で あ
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る 。 分 析 は 、 標 準 ダ イ ジ ェ ス ト と 分 析 バ ッ フ ァ ー で ２ ６ 倍 に 希 釈 さ れ た 希 釈 血 清 サ ン プ ル
を 用 い て 三 重 複 で 行 わ れ る 。 免 疫 分 析 の 特 異 性 は 、 無 関 係 な タ ン パ ク 質 及 び 非 免 疫 ウ サ ギ
血 清 に 対 す る 抗 体 を 含 む い ろ い ろ な 抗 体 試 薬 を 固 体 相 で 置 換 す る こ と に よ っ て 調 べ ら れ る
。 固 体 相 の 抗 体 の う ち 、 上 記 の 実 施 例 に 従 っ て 調 製 さ れ た 抗 体 だ け が 高 い 希 釈 度 で 抗 原 に
結 合 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 血 清 ｌ ｂ ｃ タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 正 常 な 対 照 被 験 者 、 良 性 及 び 悪 性 の 造 血 疾 患 の 患 者 、
に つ い て 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 明 ら か に 健 康 な 人 か ら 得 ら れ た 血 清 は ｌ ｂ ｃ タ ン パ ク 質 を 示 さ な い 。 検 出 限 界 以 上 の 血
清 抗 原 を 発 現 す る の は サ ン プ ル の ５ ％ だ け で あ り 、 こ の 値 が 高 い 血 清 レ ベ ル の カ ッ ト オ フ
と し て 選 ば れ る 。 こ の カ ッ ト オ フ よ り も 低 い 癌 患 者 は Ｆ Ｔ Ｉ に よ る 治 療 に 応 答 す る 可 能 性
が 大 き い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ９ 】
【 図 １ 】 Ｃ Ｄ ３ ３ 抗 原 発 現 の 高 い 患 者 と 低 い 患 者 の Kaplan-Meier分 析 を 示 す グ ラ フ で あ る
。
【 図 ２ 】 芽 細 胞 数 が 高 い 患 者 と 低 い 患 者 の Kaplan-Meier分 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ Ａ 】 臨 床 的 応 答 分 類 を 用 い た 患 者 の Kaplan-Meier生 存 率 分 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 患 者 を 分 類 す る た め に 腫 瘍 Ｌ Ｂ Ｃ 遺 伝 子 発 現 を 用 い た 患 者 の Kaplan-Meier生 存
率 分 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ Ｃ 】 患 者 を 分 類 す る た め に 腫 瘍 Ｌ Ｂ Ｃ 及 び Ａ Ｈ Ｒ 遺 伝 子 発 現 を 用 い た 患 者 の Kaplan
-Meier生 存 率 分 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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