
JP 5730576 B2 2015.6.10

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ＣＤ４０抗体治療に対するＢ細胞リンパ腫を有する被検体の応答性を予測するための
方法であって、
　（ａ）前記被検体から得られたＢリンパ腫細胞を含む試料における１又は複数のマーカ
ー遺伝子の発現レベルを測定する工程であって、前記１又は複数のマーカー遺伝子がＩＦ
ＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ
２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１及びＰＵＳ７からなる群か
ら選択される工程；及び
　（ｂ）工程（ａ）から前記１又は複数のマーカー遺伝子の測定された発現レベルに基づ
いて抗ＣＤ４０抗体治療に対して被検体が応答する可能性があるかについて予測する工程
であって、
　（ｉ）抗ＣＤ４０抗体治療はアゴニスト抗ＣＤ４０抗体による治療であり、対照標準レ
ベルと比較した、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ７９Ｂ、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤ
Ｒ１及びＰＵＳ７の１又は複数の増大した発現は、前記被検体がアゴニスト抗ＣＤ４０抗
体治療に応答する可能性が低いことを示し、あるいは、
　（ｉｉ）抗ＣＤ４０抗体治療はアゴニスト抗ＣＤ４０抗体による治療であり、対照標準
レベルと比較した、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ２２、ＢＴＧ２及
びＵＡＰ１の１又は複数の増大した発現は、前記被検体がアゴニスト抗ＣＤ４０抗体治療
に応答する可能性が高いことを示す、工程
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を含む方法。
【請求項２】
　測定された発現レベルが正規化される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　請求項１の（ｉ）に記載の対照標準レベルは、抗ＣＤ４０抗体治療後に増大した腫瘍体
積を有する被検体由来のＢリンパ腫細胞を含む試料における、対応するマーカー遺伝子の
発現レベルに基づいて決定される、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　対照標準レベル決定用の被検体由来の試料は、抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答性が予
測される被検体由来の試料と同タイプのＢリンパ腫細胞を含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　請求項１の（ｉｉ）に記載の対照標準レベルは、抗ＣＤ４０抗体治療後に減少した腫瘍
体積を有する被検体由来のＢリンパ腫細胞を含む試料における、対応するマーカー遺伝子
の発現レベルに基づいて決定される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　対照標準レベル決定用の被検体由来の試料は、抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答性が予
測される被検体由来の試料と同タイプのＢリンパ腫細胞を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　アゴニスト抗ＣＤ４０抗体はＣＤ４０を刺激し、ＣＤ４０とＣＤ４０リガンドとの間の
相互作用を促進する、請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項８】
　アゴニスト抗ＣＤ４０抗体は、配列番号１に示す重鎖アミノ酸配列と配列番号２に示す
軽鎖アミノ酸配列とを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　アゴニスト抗ＣＤ４０抗体はＣＤ４０を刺激し、ＣＤ４０とＣＤ４０リガンドとの間の
相互作用を促進も阻害もしない、請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくと
も７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２
、少なくとも１３又は１４のマーカー遺伝子の発現レベルが測定される、請求項１から９
の何れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　ＩＦＩＴＭ１、ＲＧＳ１３、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＣＤ４４、ＥＰＤＲ１
及びＵＡＰ１の発現レベルが測定される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ２２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＥＰＤＲ１及びＵＡＰ１の発現レベ
ルが測定される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　Ｂ細胞リンパ腫がびまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）である、請求項１か
ら１２の何れか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　Ｂ細胞リンパ腫が非ホジキンリンパ腫である、請求項１から１２の何れか一項に記載の
方法。
【請求項１５】
　非ホジキンリンパ腫が、ろ胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、周縁帯リンパ腫又は
小リンパ球性リンパ腫である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　Ｂリンパ腫細胞を含む試料はホルマリン固定されてパラフィン包埋された生検試料であ
る、請求項１から１５の何れか一項に記載の方法。
【請求項１７】
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　１又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルが１又は複数のマーカー遺伝子のＲＮＡ転写
産物のレベルによって測定される、請求項１から１６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　ＲＮＡ転写産物はｑＲＴ-ＰＣＲによって測定される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　１又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルは、１又は複数のマーカー遺伝子のタンパク
質発現レベルによって測定される、請求項１から１６の何れか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記方法はＢＣＬ６の発現レベルを測定することを更に含んでなり、前記１又は複数の
マーカー遺伝子の測定された発現レベル及びＢＣＬ６の測定された発現レベルに基づいて
、被検体が抗ＣＤ４０抗体治療に対して応答する可能性が高いかどうかが予測される、請
求項１から１９の何れか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　対照標準レベルと比較したＢＣＬ６のより高い発現レベルは、被検体が抗ＣＤ４０抗体
治療に対して応答する可能性が高いことを示す、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記方法はＢＣＬ６の発現レベルを測定することを更に含んでなり、対照標準レベルと
比較したＢＣＬ６のより高い発現レベルは、被検体が抗ＣＤ４０抗体治療に対して応答す
る可能性が高いことを示す、請求項１から２１の何れか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　対照標準レベルは、抗ＣＤ４０抗体治療後に減少した腫瘍体積を有する被検体由来のＢ
リンパ腫細胞を含む試料における、ＢＣＬ６の発現レベルに基づいて決定される、請求項
２１又は２２に記載の方法。
【請求項２４】
　抗ＣＤ４０抗体治療に対するＢ細胞リンパ腫を有する被検体の応答性を予測するための
個人用のゲノミクス・プロフィールを調製する方法であって、
　（ａ）ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ
２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１、ＰＵＳ７及
びＢＣＬ６からなる群から選択される１又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルを前記被
検体から得られたＢリンパ腫細胞を含む試料において測定する工程；および
（ｂ）工程（ａ）から得られた１又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルをまとめた報告
書であって、被検体用の抗ＣＤ４０抗体治療の推奨事項を含んでなる報告書を作成する工
程であって、
　（ｉ）抗ＣＤ４０抗体治療はアゴニスト抗ＣＤ４０抗体による治療であり、対照標準レ
ベルと比較した、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ７９Ｂ、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤ
Ｒ１及びＰＵＳ７の１又は複数の増大した発現は、前記被検体がアゴニスト抗ＣＤ４０抗
体治療に応答する可能性が低いことを示し、あるいは、
　（ｉｉ）抗ＣＤ４０抗体治療はアゴニスト抗ＣＤ４０抗体による治療であり、対照標準
レベルと比較した、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ２２、ＢＴＧ２及
びＵＡＰ１の１又は複数の増大した発現は、前記被検体がアゴニスト抗ＣＤ４０抗体治療
に応答する可能性が高いことを示す、工程
を含む方法。
【請求項２５】
　発現レベルが正規化される、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくと
も７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２
、少なくとも１３、少なくとも１４又は１５のマーカー遺伝子の発現レベルが測定される
、請求項２４又は２５に記載の方法。
【請求項２７】
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　ＩＦＩＴＭ１、ＲＧＳ１３、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＣＤ４４、ＥＰＤＲ１
及びＵＡＰ１の発現レベルが測定される、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ２２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＥＰＤＲ１及びＵＡＰ１の発現レベ
ルが測定される、請求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　請求項２４の（ｉ）に記載の対照標準レベルは、抗ＣＤ４０抗体治療後に増大した腫瘍
体積を有する被検体由来のＢリンパ腫細胞を含む試料における、対応するマーカー遺伝子
の発現レベルに基づいて決定される、請求項２４に記載の方法。
【請求項３０】
　対照標準レベル決定用の被検体由来の試料は、個人用ゲノミクス・プロフィールが調整
される被検体由来の試料と同タイプのＢリンパ腫細胞を含む、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　請求項２４の（ｉｉ）に記載の対照標準レベルは、抗ＣＤ４０抗体治療後に減少した腫
瘍体積を有する被検体由来のＢリンパ腫細胞を含む試料における、対応するマーカー遺伝
子の発現レベルに基づいて決定される、請求項２４に記載の方法。
【請求項３２】
　対照標準レベル決定用の被検体由来の試料は、個人用ゲノミクス・プロフィールが調整
される被検体由来の試料と同タイプのＢリンパ腫細胞を含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　アゴニスト抗ＣＤ４０抗体はＣＤ４０を刺激し、ＣＤ４０とＣＤ４０リガンドとの間の
相互作用を促進する、請求項２４から３２の何れか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　アゴニスト抗ＣＤ４０抗体は、配列番号１に示す重鎖アミノ酸配列と配列番号２に示す
軽鎖アミノ酸配列を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　アゴニスト抗ＣＤ４０抗体はＣＤ４０を刺激し、ＣＤ４０とＣＤ４０リガンドとの間の
相互作用を促進も阻害もしない、請求項２４から３２の何れか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　Ｂ細胞リンパ腫がびまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）である、請求項２４
から３５の何れか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　Ｂ細胞リンパ腫が非ホジキンリンパ腫である、請求項２４から３５の何れか一項に記載
の方法。
【請求項３８】
　非ホジキンリンパ腫が、ろ胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、周縁帯リンパ腫又は
小リンパ球性リンパ腫である、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　Ｂリンパ腫細胞を含む試料はホルマリン固定されてパラフィン包埋された生検試料であ
る、請求項２４から３８の何れか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　１又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルが１又は複数のマーカー遺伝子のＲＮＡ転写
産物のレベルによって測定される、請求項２４から３９の何れか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　ＲＮＡ転写産物はｑＲＴ-ＰＣＲによって測定される、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　１又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルは、１又は複数のマーカー遺伝子のタンパク
質発現レベルによって測定される、請求項２４から３９の何れか一項に記載の方法。
【請求項４３】
　抗ＣＤ４０抗体治療に対するＢ細胞リンパ腫を有する被検体の応答性を予測する方法で
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あって、
（ａ）被検体由来のＢリンパ腫細胞を含む試料において、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧ
Ｓ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４
、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１及びＰＵＳ７から成る群から選択される少なくとも２
つのマーカー遺伝子の発現レベルを測定する工程、
（ｂ）以下の式

によって、工程（ａ）におけるマーカー遺伝子の測定された発現レベルに基づいて感受性
インデックス値（ＳＩ）を計算する工程であって、
　ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ７９Ｂ、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１及びＰＵＳ
７から選択される正の相関値を有する少なくとも１つのマーカー遺伝子及び、ＣＤ４０、
ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ２２、ＢＴＧ２及びＵＡＰ１から選択される負の
相関値を有する少なくとも１つのマーカー遺伝子の発現レベルが測定される工程；
を含んでなり、
　（ｉ）βｊは測定された各マーカー遺伝子のための係数値であり；（ｉｉ）ｐは測定さ
れたマーカー遺伝子の数であり；（ｉｉｉ）χｊは被検体由来の試料の、測定された各マ
ーカーの発現レベルについて、変換され正規化された発現レベルであり；及び（ｉｖ）μ

ｊ及びσｊは測定された各マーカー遺伝子の平均及び標準偏差であり；ここで、βｊ、μ

ｊ及びσｊは臨床試験由来のＢリンパ腫細胞を含む患者試料から測定されたものであり；
　感受性インデックスのゼロ以上の値は被検体が抗ＣＤ４０抗体治療に対し応答する可能
性が高いことを示し、又は感受性インデックスのゼロ未満の値は被検体が抗ＣＤ４０抗体
治療に対し応答する可能性が低いことを示す、方法。
【請求項４４】
　少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくと
も８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１
３又は１４のマーカー遺伝子の発現レベルが測定され、感受性インデックス計算のために
使用される、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　ＩＦＩＴＭ１、ＲＧＳ１３、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＣＤ４４、ＥＰＤＲ１
及びＵＡＰ１の発現レベルが測定され、感受性インデックス計算のために使用される、請
求項４３に記載の方法。
【請求項４６】
　βｊ、μｊ及びσｊは抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答性を予測される被検体由来の試
料と同タイプのＢリンパ腫細胞を有する患者試料から測定された、請求項４３に記載の方
法。
【請求項４７】
　被検体由来のＢリンパ腫細胞を含む試料において、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ７９Ｂ、ＩＧＦ
１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＰＵＳ７、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、
ＬＭＯ２、ＣＤ２２、ＢＴＧ２及びＵＡＰ１からなる群から選択される少なくとも１つの
マーカー遺伝子の発現レベルを測定するための試薬、及び
　測定される１又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルに基づいて、Ｂ細胞リンパ腫を有
するヒト被検体が抗ＣＤ４０抗体治療に応答する可能性が高いかどうかを評価するための
指示書を含む、キット。
【請求項４８】
　試薬が、ｑＲＴ-ＰＣＲによって各マーカー遺伝子の発現レベルを検出するための少な
くとも１対のプライマー及びプローブを含む、請求項４７に記載のキット。
【請求項４９】
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　前記プライマー対及びプローブが配列番号２７、２８及び２９；配列番号６０、６１及
び６２；配列番号９３、９４及び９５；配列番号２４、２５及び２６；配列番号５７、５
８及び５９；配列番号９０、９１及び９２；配列番号１１４、１１５及び１１６；配列番
号１２６、１２７及び１２８；配列番号３０、３１及び３２；配列番号６３、６４及び６
５；配列番号９６、９７及び９８；配列番号１２、１３及び１４；配列番号４５、４６及
び４７；配列番号７８、７９及び８０；配列番号１４１、１４２及び１４３；配列番号１
５０、１５１及び１５２；配列番号１５９、１６０及び１６１；配列番号１５、１６及び
１７；配列番号４８、４９及び５０；配列番号８１、８２及び８３；配列番号９、１０及
び１１；配列番号４２、４３及び４４；配列番号７５、７６及び７７；配列番号６、７及
び８；配列番号３９、４０及び４１；配列番号７２、７３及び７４；配列番号１７４、１
７５及び１７６；配列番号１８０、１８１及び１８２；配列番号１８６、１８７及び１８
８；配列番号１６５、１６６及び１６７；配列番号１６８、１６９及び１７０；配列番号
１７１、１７２及び１７３；配列番号２１、２２及び２３；配列番号５４、５５及び５６
；配列番号８７、８８及び８９；配列番号１２９、１３０及び１３１；配列番号１３２、
１３３及び１３４；配列番号１３５、１３６及び１３７；配列番号１３８、１３９及び１
４０；配列番号１４７、１４８及び１４９；配列番号１５６、１５７及び１５８；配列番
号１７７、１７８及び１７９；配列番号１８３、１８４及び１８５；及び配列番号１８９
、１９０及び１９１から成る群から選択される、請求項４８に記載のキット。
【請求項５０】
　被検体由来のＢリンパ腫細胞を含む試料においてＢＣＬ６の発現レベルを測定するため
の試薬を更に含む、請求項４７から４９の何れか一項に記載のキット。
【請求項５１】
　試薬が、ｑＲＴ－ＰＣＲによってＢＣＬ６の発現レベルを検出するための少なくとも１
対のプライマー及びプローブを含む、請求項５０に記載のキット。
【請求項５２】
　前記プライマー対及びプローブが配列番号１０２、１０３及び１０４又は配列番号１０
８、１０９及び１１０である、請求項５１に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は、２００７年１１月７日出願の米国特許仮出願番号第６０／９８６２７７号
の優先権を主張し、該出願はその全体を引用により本願発明に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　本発明は、抗ＣＤ４０抗体による治療へのＢ細胞リンパ腫の応答性を予測し、評価、評
価を補助する分野に一般的に関する。　
【発明の背景】
【０００３】
　ＣＤ４０は腫瘍壊死因子レセプタースーパーファミリーのＩ型膜貫通タンパク質である
。ＣＤ４０は、Ｂ細胞の増殖及び分化、免疫グロブリン・イソタイプの切り替え、細胞の
生存に含まれる重要な分子である。受容体シグナル伝達はＣＤ４０リガンド（ＣＤ４０Ｌ
又はＣＤ１５４）にＣＤ４０が結合することによって開始され、それは活性型ＣＤ４＋Ｔ
細胞上に初期に発現する。
【０００４】
　正常細胞において、ＣＤ４０は、造血前駆体、上皮及び内皮細胞、及び全ての抗原提示
細胞（樹状細胞、活性化Ｂリンパ球、及び活性化単球）を含む、高い増殖能を有する細胞
に発現される。ＣＤ４０は、多発性骨髄腫、非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）、及び慢性リ
ンパ球性白血病（ＣＬＬ）を含む数種類のＢ細胞血液悪性腫瘍に、高度に発現される。Ｂ
細胞悪性腫瘍におけるＣＤ４０発現の高い発現は、それを抗体に基づく癌治療のための魅
力的な潜在的な腫瘍標的とする。また、ＣＤ４０は、大多数の膀胱癌において、及び頭頚
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部癌、腎細胞癌、卵巣及び肺癌を含む他の充実性腫瘍のかなりのパーセントにおいて発現
する。
【０００５】
　抗ＣＤ４０抗体及びＢ細胞血液悪性腫瘍を治療するためのその使用は記載されている。
米国特許第６９４６１２９号；６８４３９８９号；６８３８２６１号；ＷＯ２０００／０
７５３４８；ＵＳ２００２－０１９７２５６；ＷＯ２００６／１２８１０３；及びＷＯ２
００７／０７５３２６を参照されたい。ヒト化抗ＣＤ４０抗体が、直接的信号伝達を介し
て、血液腫瘍細胞株のサブセットにおいてＣＤ４０陽性細胞の成長阻害とアポトーシスを
誘発することが示されている。ＷＯ２００６／１２８１０３；ＷＯ２００７／０７５３２
６。さらにまた、ヒト化抗ＣＤ４０抗体は、免疫エフェクター機能を介して腫瘍細胞を殺
し、それは抗体依存性細胞障害（ＡＤＣＣ）及び抗体依存性細胞ファゴサイトーシス（Ａ
ＤＣＰ）を含む。インビボでは、多発性骨髄腫（ＭＭ）と非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）
の異種間移植モデルを使用して、抗ＣＤ４０抗体は、腫瘍成長を抑制し、重症複合型免疫
不全（ＳＣＩＤ）マウスの生存を高める。いくつかのモデルのリツキシマブ（ジェネンテ
ック社）に対する抗ＣＤ４０抗体の比較は、抗ＣＤ４０抗体の抗腫瘍活性が少なくともリ
ツキシマブと同じくらいに効果的であることを明らかにした。
【０００６】
　シアトルジェネティクスは、２００４年に、再発した難治性多発性骨髄腫（ＭＭ）患者
において、単剤多回投与試験のヒト化抗ＣＤ４０抗体による第１相臨床試験を始めた。続
いて、再発した非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）及び慢性リンパ球性リンパ腫（ＣＬＬ）患
者において、第Ｉ相試験を開始した。これらの第１相試験の結果は、安定した疾患及び減
少したＭタンパク質を有するミエローマ患者、部分及び完全寛解のＮＨＬ患者、安定した
疾患を有するＣＬＬ患者において抗腫瘍活性の証拠を示した。再発したびまん性大細胞型
Ｂ細胞リンパ腫における抗ＣＤ４０抗体の第ＩＩ相試験は２００６年１２月に開始した。
【０００７】
　抗ＣＤ４０抗体は増殖阻害及びＣＤ４０陽性細胞のアポトーシスを誘導することができ
ること及び様々な種類のＢ細胞リンパ腫患者における抗腫瘍活性を有しうることが示され
ているが、全てのＢリンパ腫細胞が細胞死を仲介する抗ＣＤ４０抗体に対して感受性であ
るとは限らない。抗ＣＤ４０抗体療法に対するＢ細胞リンパ腫患者の応答性に関する１又
は複数の予測マーカーを同定することについての要求が残っている。
【０００８】
　特許出願及び刊行物を含む本願明細書における全ての引例は、それらの全部について引
用したものとする。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明は、抗ＣＤ４０抗体による治療に対するある種のＢ細胞リンパ腫を有する患者の
応答性を予測、評価又は評価の補助をするための方法及び組成物を提供する。
【００１０】
　一態様において、本発明は、抗ＣＤ４０抗体による治療に対するＢ細胞リンパ腫を有す
る患者の応答性を評価又は評価の補助をするための方法であって、患者由来のＢ細胞リン
パ腫試料における表２－４、６、７及び１３の何れかの少なくとも１のマーカー遺伝子の
測定された発現レベルを、対照標準レベルと比較することを含む方法を提供する。
【００１１】
　別の態様において、本発明は、抗ＣＤ４０抗体による治療に対するＢ細胞リンパ腫を有
する患者の応答性を予測する方法又は治療／応答性を監視するための方法であって、患者
由来のＢ細胞リンパ腫試料における表２－４、６、７及び１３の何れかの少なくとも１の
マーカー遺伝子の測定された発現レベルを、対照標準レベルと比較することを含む方法を
提供する。
【００１２】
　別の態様において、本発明は、抗ＣＤ４０抗体による治療に対するＢ細胞リンパ腫を有
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する患者の応答性を予測、評価又は評価の補助をするための方法であって、
　（ａ）前記患者から得られたＢリンパ腫細胞を含む試料における１又は複数のマーカー
遺伝子の発現レベルを測定する工程であって、前記１又は複数のマーカー遺伝子がＩＦＩ
ＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２
、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１及びＰＵＳ７からなる群から
選択される工程；
　（ｂ）工程（ａ）から前記１又は複数のマーカー遺伝子の測定された発現レベルに基づ
いて抗ＣＤ４０抗体治療に対して、患者が応答しそうかどうかを予測する工程を含む方法
を提供する。いくつかの実施態様において、グループから少なくとも２、少なくとも３、
少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも
９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３又は１４のマー
カー遺伝子の発現レベルが測定され、予測、評価又は評価の補助に使用される。いくつか
の実施態様において、予測、評価または評価の補助は、１又は複数のマーカー遺伝子の測
定された発現量を対照標準レベルと比較することによって決定される。いくつかの実施態
様において、対照標準レベルは、抗ＣＤ４０抗体治療後に、増加または減少された腫瘍容
積を有する患者由来のＢリンパ腫細胞を含む試料における対応するマーカー遺伝子の測定
された発現量に基づいて決定される値または範囲である。　
【００１３】
　別の態様において、本発明は、Ｂ細胞リンパ腫を有する患者のための個人用のゲノミク
ス・プロフィールを調製する方法であって、
　（ａ）前記患者から得られたＢリンパ腫細胞を含む試料における１又は複数のマーカー
遺伝子の発現レベルを測定することであって、前記１又は複数のマーカー遺伝子がＩＦＩ
ＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２
、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１、ＰＵＳ７及びＢＣＬ６から
なる群から選択される工程；および
（ｂ）工程（ａ）から得られた１又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルをまとめた報告
書を作成する工程を含む方法を提供する。いくつかの実施態様において、グループから少
なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７
、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少
なくとも１３、少なくとも１４又は１５のマーカー遺伝子の発現レベルが測定され、個人
用ゲノミクス・プロフィールの報告書の作成のために使用される。いくつかの実施態様に
おいて、報告書は、患者用の抗ＣＤ４０抗体治療の推奨事項を含む。いくつかの実施態様
において、推奨事項は、マーカー遺伝子の測定された発現量を対照標準レベルと比較する
ことによって決定される。いくつかの実施態様において、対照標準レベルは、抗ＣＤ４０
抗体治療後に、増大または減少された腫瘍容積を有する患者由来のＢリンパ腫細胞を含む
試料中の対応するマーカー遺伝子の測定された発現量に基づいて決定される値または範囲
である。
【００１４】
　別の態様において、本発明は、抗ＣＤ４０抗体による治療に対するＢ細胞リンパ腫を有
する患者の応答性を予測、評価又は評価の補助をするための方法であって、（ａ）前記患
者から得られたＢリンパ腫細胞を含む試料における１又は複数のマーカー遺伝子の発現レ
ベルを測定することであって、前記１又は複数のマーカー遺伝子がＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４
０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、
ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１及びＰＵＳ７からなる群から選択される工程
；（ｂ）工程（ａ）のマーカー遺伝子の測定された発現レベルに基づいて感受性インデッ
クス値（ＳＩ）を、以下の式：
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によって計算する工程を含んで成り、
ここで、表１３に示す正の相関値を有する少なくとも１つのマーカー遺伝子及び負の相関
値を有する少なくとも１つのマーカー遺伝子の発現レベルが測定され；上式中、（ｉ）β

ｊは測定される各マーカー遺伝子のための係数値であり；（ｉｉ）ｐは、測定されるマー
カー遺伝子の数であり；（ｉｉｉ）χｉは、患者の試料の、測定された各マーカーの発現
レベルについて、変換され正規化された発現レベルであり；及び（ｉｖ）μｊ及びσｊは
、測定される各マーカー遺伝子のための平均と標準偏差であり；ここで、βｊ及びμｊ及
びσｊはＢリンパ腫細胞を含む患者試料から決定される。いくつかの実施態様において、
感受性インデックスのゼロと同等またはゼロを超える値は、患者が抗ＣＤ４０抗体治療に
応答する可能性が高いことを示し、感受性インデックスのゼロ未満の値は抗ＣＤ４０抗体
治療に反応する可能性が低いことを示す。いくつかの実施態様において、少なくとも３、
少なくとも４か、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくと
も９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３又は１４のマ
ーカー遺伝子の発現レベルが測定され、感受性インデックス算出のために使用される。い
くつかの実施態様において、ＩＦＩＴＭ１、ＲＧＳ１３、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ
２、ＣＤ４４、ＥＰＤＲ１及びＵＡＰ１の発現レベルが測定され、感受性インデックス算
出のために使用される。　
【００１５】
　別の態様において、本発明は、方法をＢ細胞リンパ腫を有する患者を治療する方法であ
って、有効量の抗ＣＤ４０抗体を患者に投与し、患者のＢ細胞リンパ腫の応答が本願明細
書に記載の方法によって評価することを含む方法を提供する。別の態様において、本発明
は、Ｂ細胞リンパ腫を有する患者を治療する方法であって、
ａ）患者由来のＢ細胞リンパ腫試料における表２－４、６、７及び１３の何れかの少なく
とも１のマーカー遺伝子の測定された発現レベルを、対照標準レベルと比較し、患者のＢ
細胞リンパ腫が抗ＣＤ４０抗体治療に適しているかを評価すること；及び患者に抗ＣＤ４
０抗体の有効量を投与することを含む方法を提供する。
【００１６】
　いくつかの実施態様において、対照標準レベルは、患者由来のＢ細胞リンパ腫試料にお
ける表８又は表９の１又は複数の対照標準遺伝子の測定された発現量である。
【００１７】
　いくつかの実施態様において、対照標準レベルは、異なるＢ細胞リンパ腫試料における
マーカー遺伝子の測定された発現量である。いくつかの実施態様において、異なるＢ細胞
リンパ腫試料は、抗ＣＤ４０抗体誘導細胞死に対して耐性があるＢリンパ腫細胞を含む。
【００１８】
　いくつかの実施態様において、マーカー遺伝子の測定された発現量および／または対照
標準レベルは正規化される。　
【００１９】
　いくつかの実施形態では、患者由来のＢ細胞リンパ腫における表２－４、６、７及び１
３の何れかの、少なくとも２、少なくとも５、少なくとも１０、少なくとも１５、又は少
なくとも２０遺伝子の測定された発現レベルが、１又は複数の対照標準レベルと比較され
る。
【００２０】
　いくつかの実施態様において、発現量は、ｍＲＮＡ発現（例えばリアルタイム定量的逆
転写ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ））を検出することによって及び／又はタンパク質発現（例
えば免疫組織化学（ＩＨＣ））を検出することによって測定される。　
【００２１】
　いくつかの実施態様において、測定されるマーカー遺伝子は１又は複数のＣＤ４０リガ
ンド下方制御遺伝子（例えばＶＮＮ２、ＭＥＦ２Ｃ、ＬＴＢ、ＫＣＮＮ３、ＮＣＦ１、Ｂ
ＣＬ６、ＩＧＪ、ＥＬＴＩ１９０２、ＰＮＯＣ、ＣＳＦ２ＲＢ及びＰＯＵ２ＡＦ１）を含
む。いくつかの実施態様において、測定されるマーカー遺伝子は、Ｂ細胞受容体シグナル
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伝達経路の１又は複数の遺伝子を含む（例えばＣＤ２２、ＲＧＳ１３及びＭＥＦ２Ｂ）。
【００２２】
　いくつかの実施態様において、ＶＮＮ２、ＭＥＦ２Ｃ、ＬＴＢ、ＫＣＮＮ３、ＮＣＦ１
、ＢＣＬ６、ＩＧＪ、ＥＬＴＩ１９０２、ＰＮＯＣ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＰＯＵ２ＡＦ１、Ｃ
Ｄ２２、ＲＧＳ１３及びＭＥＦ２Ｂから成る群から選択される少なくとも１、少なくとも
２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なく
とも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも
１３又は１４の遺伝子の、患者由来のＢ細胞リンパ腫試料における発現レベルが測定され
、１又は複数の対照標準レベルと比較される。　
【００２３】
　いくつかの実施態様において、ＶＮＮ２とＥＰＤＲ１、ＲＧＳ１３とＥＰＤＲ１、ＣＤ
２２とＥＰＤＲ１、ＬＲＲＣ８ＡとＰＲＰＳＡＰ２、ＣＤ４０とＩＧＦ１Ｒ、ＩＦＩＴＭ
１とＢＴＧ２、ＳＭＮ１とＬＭＯ２、ＰＲＫＣＡとＹＩＰＦ３から成る群から選択される
１又は複数の遺伝子ペアの発現レベルが、Ｂ細胞リンパ腫試料において比較される。いく
つかの実施態様において、発現量は、Ｂ細胞リンパ腫試料において、１又は複数の遺伝子
ペアＶＮＮ２とＥＰＤＲ１、ＲＧＳ１３とＥＰＤＲ１、ＣＤ２２とＥＰＤＲ１、ＬＲＲＣ
８ＡとＰＲＰＳＡＰ２、ＣＤ４０とＩＧＦ１Ｒ、ＩＦＩＴＭ１とＢＴＧ２、ＳＭＮ１とＬ
ＭＯ２、ＰＲＫＣＡとＹＩＰＦ３の間で比較され、遺伝子ペアのｌｏｇ２－スケール発現
のための符号付きＴ値の合計として算出した感受性インデックスを、抗ＣＤ４０抗体治療
に対するＢ細胞リンパ腫の応答を評価するために使用する。　
【００２４】
　いくつかの実施態様において、Ｂ細胞リンパ腫は非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）であっ
て、ろ胞性リンパ腫、再発ろ胞性リンパ腫、小リンパ球性リンパ腫、マントル細胞リンパ
腫、周縁帯リンパ腫、リンパ形質細胞性リンパ腫、菌状息肉腫／セザリー症候群、脾臓周
縁帯リンパ腫及びびまん性大Ｂ細胞リンパ腫を含むが、これに限定されるものではない。
いくつかの実施態様において、Ｂ細胞リンパ腫は、緩慢性リンパ腫、侵攻性リンパ腫及び
高度侵攻性リンパ腫からなる群から選択される。
【００２５】
　更なる態様において、本発明は、表２－４、６、７及び１３の何れかの少なくとも１つ
のマーカー遺伝子の測定された発現レベルのための試薬を含むキットを提供する。いくつ
かの実施態様において、キットは、表２－４、６、７及び１３の何れかの少なくとも１つ
のマーカー遺伝子のＰＣＲによる増幅のためのプライマーの１対を少なくとも含む。例え
ば、表１０に記載のフォワード及びリバースプライマーが使用されてもよい。キットは、
表８の対照標準遺伝子を増幅するための一対のプライマーを更に含んでもよい。キットは
、増幅された遺伝子産物を検出するためのプローブを取り付けた表面、例えばマイクロア
レイを更に含んでもよく、本発明は当該表面を意図して含むものである。いくつかの実施
態様において、キットは、ｑＲＴ－ＰＣＲによって、表２－４、６、７及び１３の何れか
の１つのマーカー遺伝子の発現レベルを検出するための１対のプライマー及びプローブを
少なくとも含む。キットは、ｑＲＴ－ＰＣＲによって、表８の対照標準レベルを検出する
ための１対のプライマー及びプローブを１更に含んでもよい。例えば、表１０に示すプラ
イマーとプローブ・セットを、ｑＲＴ－ＰＣＲによって遺伝子の発現レベルを検出するた
めに使用してもよい。いくつかの実施態様において、キットは、特にマーカー遺伝子によ
ってコードされる１又は複数のタンパク質を認識する１又は複数の抗体を含む。キットは
、本明細書に記載の方法の何れかを実施するための他の試薬及び／又は指示書を更に含ん
でも良い。
【００２６】
　本明細書に記載の様々な実施形態の特性の一、いくつか、又は複数は組合わせられて、
本発明の他の実施形態を形成することが理解される。本発明のこれらの及び他の態様は、
当業者にとって明確なものとなる。
【００２７】



(11) JP 5730576 B2 2015.6.10

10

20

30

40

50

（詳細な説明）
　本発明は、特定の遺伝子（例えば表２－４、６、７と１３において示される遺伝子）が
抗ＣＤ４０誘導細胞死に対して耐性化しているＢリンパ腫細胞と抗ＣＤ４０抗体誘導細胞
死に対して感受性があるＢリンパ腫細胞との間で差別的に発現されるという発見に基づく
。実施例２に記載されている臨床試験からのデータは、表１３において示される１４の遺
伝子の発現量が抗ＣＤ４０Ａｂ．１治療への応答に高度に相関することを示す。感受性が
あるＢリンパ腫細胞と耐性化しているＢリンパ腫細胞との間で差異的に発現する遺伝子の
いくつかは、ＣＤ４０リガンドの下方制御経路遺伝子であり；いくつかは、Ｂ細胞受容体
シグナル伝達経路にある。したがって、これらの差別的に発現された遺伝子の一つ以上の
発現量が、抗ＣＤ４０抗体を有する治療にＢ細胞リンパ腫を有する患者の反応の評価を評
価するかまたは補助して、抗ＣＤ４０抗体を有する治療に患者の反応を予測して、と、患
者の治療／反応を監視するために使われることができる。　
【００２８】
Ａ．一般的技術
　本発明の実施は、特に明記しない限り、分子生物学（組換え技術を含む）、微生物学、
細胞生物学、生化学及び免疫学の従来の技術を使用し、それは当技術分野の範囲である。
このような技術は、例えば「Molecular Cloning: A Laboratory Manual」, 第2版 (Sambr
ook等, 1989); 「Oligonucleotide Synthesis」(M. J. Gait等, 1984); 「Animal Cell C
ulture」(R. I. Freshney等, 1987); 「Methods in Enzymology」 (Academic Press, Inc
.); 「Current Protocols in Molecular Biology」(F. M. Ausubel等, 編, 1987, 及び定
期的更新); 「PCR: The Polymerase Chain Reaction」, (Mullis等, 編, 1994)のような
文献に十分に説明されている。
【００２９】
　本発明において使用されるプライマー、オリゴヌクレオチド及びポリヌクレオチドは、
当分野で知られている標準技術を使用して生成することができる。
【００３０】
　他で定義しない限り、技術的及び科学的用語は、本発明の分野の当業者によって共通に
理解されるものと同じ意味を有する。Singleton等, Dictionary of Microbiology and Mo
lecular Biology 2nd ed., J. Wiley & Sons (New York, N.Y. 1994), 及びMarch, Advan
ced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure 4th ed., John Wiley & 
Sons (New York, N.Y. 1992)は本願に使用される用語の多くについて、当業者の一般的な
手引きを提供する。 
【００３１】
Ｂ．　定義
　本願明細書において使用する場合、「Ｂ細胞リンパ腫を有する患者」及び「Ｂ細胞リン
パ腫患者」なる用語は、ある種のＢ細胞リンパ腫と診断されている患者又はある種のＢ細
胞リンパ腫の可能性があると診断されている患者を指す。
【００３２】
　本出願中で用いられる「バイオマーカー」又は「マーカー」なる用語は一般的に、遺伝
子、タンパク質、糖質構造又は糖脂質を含む分子を指し、哺乳動物組織又は細胞中ないし
は組織又は細胞上での該分子の発現は標準的な方法（本明細書中で開示される方法）によ
って検出されうるものであり、抗ＣＤ４０抗体に基づく治療レジメに対する哺乳動物細胞
又は組織の感受性を予測するものであるか、又は予測するために使用できる（又は予測を
補助する）か、ある実施形態では個体の応答性を予測するために使用できる（又は予測を
世除する）。
【００３３】
　本明細書中で用いる「試料」なる用語は、例えば物理学的、生化学的、化学的及び／又
は生理学的特徴に基づいて特性を示す又は同定される、細胞実体及び／又は他の分子実体
を含有する対象とする被検体から得られる、又は対象とする被検体由来の組成物を指す。
例えば、「疾患試料」なる表現及びこの変形は、特徴付けられている細胞実体及び／又は
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分子実体を含むことが予測される、又はそうであることが知られている対象の被検体から
得た任意の試料を指す。
【００３４】
　「組織又は細胞の試料」は、被検体又は患者の組織から採取された類似の細胞の集まり
を意味する。組織又は細胞試料の供給源は、新鮮な、凍結された及び／又は保存されてい
た臓器や組織の試料又は生検又は吸引による固形組織；血液又はいずれかの血液成分；大
脳脊髄液、羊水、腹水又は間質液などの体液；被検体の妊娠期又は発生期の任意の時期の
細胞であってもよい。また、組織試料は原発性又は培養した細胞又は細胞株であってもよ
い。場合によっては、組織又は細胞の試料は罹患組織／臓器から得られる。組織試料は、
防腐剤、抗凝血物質、バッファー、固定液、栄養分、抗生物質など天然の組織にはもとも
と混在していない化合物を含んでもよい。
【００３５】
　本明細書中の組織試料の「切片」とは、組織試料の一部又は一片、例えば組織試料から
切り出した組織又は細胞の一スライスを意味する。本発明が、組織試料の同じ切片が形態
学的及び分子的レベルで分析されるか、又はタンパク質及び核酸の両方に関して分析され
る方法を含む場合に、組織試料の複数の切片が採取され、本発明に係る分析に供されても
よいと理解される。　
【００３６】
　本明細書で使用される場合、「Ｂ細胞リンパ腫試料」又は「Ｂリンパ腫細胞を含む試料
」はＢ細胞リンパ腫の１タイプと診断された被験者又は患者由来のＢリンパ腫細胞を含む
組織又は細胞試料である。
【００３７】
　本明細書で使用される場合、「評価を補助する」ための方法は、臨床的判断（例えば、
抗ＣＤ４０抗体による治療に対するＢ細胞リンパ腫の応答性）をすることを助ける方法を
指し、確定的な評価に関して決定的であってもなくてもよい。
【００３８】
　「患者」又は「個体」は哺乳類であり、より好ましくはヒトである。哺乳類は、ヒト、
霊長類、家畜、スポーツ動物、齧歯類及びペット類（例えば、イヌ及びネコ）を含むが、
これらに限定されない。
【００３９】
　本明細書で使用する場合、「対照標準値」は絶対的値；相対的値；上限及び／又は下限
値を有する値；値の範囲；平均値（average value）；中央値；平均値(mean value)；又
は特定の対照又は基線値に比較した値であってもよい。
【００４０】
　本明細書で用いる「アレイ」又は「マイクロアレイ」なる用語は、ポリヌクレオチドプ
ローブ（例えばオリゴヌクレオチド）及び抗体のようなハイブリダイズ可能なアレイ・エ
レメントの基質上での規則正しい整列を指す。基質は、ガラススライドなどの固体基質、
又はニトロセルロースメンブレンなどの半固体基質であってもよい。ヌクレオチド配列は
、ＤＮＡ、ＲＮＡ又は何れかのその並べ換えでありうる。
【００４１】
　本明細書中で用いる「増幅」は通常、所望の配列の複数のコピーを生産する方法を指す
。「複数のコピー」は少なくとも２のコピーを意味する。「コピー」が、鋳型配列に対し
て相補的な又は同一な完全な配列を必ずしも意味するものではない。例えば、コピーは、
ヌクレオチド類似体、例えばデオキシイノシン、意図的配列変化（鋳型に相補的ではない
がハイブリダイズすることができる配列を含んでなるプライマーにより導入された配列変
化など）及び／又は増幅中に起こる配列エラーを含みうる。
【００４２】
　第一試料における遺伝子又はバイオマーカーの発現レベル／量が、第二試料における遺
伝子又はバイオマーカーの発現レベル／量の少なくともおよそ１．５Ｘ、１．７５Ｘ、２
Ｘ、３Ｘ、４Ｘ、５Ｘ、６Ｘ、７Ｘ、８Ｘ、９Ｘ又は１０Ｘである場合に、第一試料にお
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ける遺伝子又はバイオマーカーの発現／量は、第二試料におけるレベル「より多い」レベ
ルである。発現レベル／量は、限定するものではないが、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、タンパク
質、タンパク質断片および／または遺伝子コピーを含め、当分野で公知の任意の好適な基
準に基づいて決定されてもよい。発現レベル／量は、質的におよび／または量的に決定さ
れてもよい。
【００４３】
　ここで交換可能に使用される「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は、任意の長さのヌク
レオチドのポリマーを意味し、ＤＮＡ及びＲＮＡが含まれる。ヌクレオチドは、デオキシ
リボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又はそ
れらの類似体（アナログ）、又はＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼにより、もしくは合
成応答によりポリマー中に取り込み可能な任意の基質とすることができる。ポリヌクレオ
チドは、修飾されたヌクレオチド、例えばメチル化ヌクレオチド及びそれらの類似体を含
み得る。存在するならば、ヌクレオチド構造に対する修飾は、ポリマーの組み立ての前又
は後になされ得る。ヌクレオチドの配列は非ヌクレオチド成分により中断されてもよい。
ポリヌクレオチドは合成後になされる修飾（一又は複数）、例えば標識との結合を含みう
る。他のタイプの修飾には、例えば「キャップ(caps)」、類似体との自然に生じたヌクレ
オチドの一又は複数の置換、ヌクレオチド間修飾、例えば非荷電連結(例えばホスホン酸
メチル、ホスホトリエステル、ホスホアミダート、カルバマート等)及び荷電連結(ホスホ
ロチオアート、ホスホロジチオアート等)を有するもの、ペンダント部分、例えばタンパ
ク質(例えばヌクレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ｐｌｙ-Ｌ-リジン等)を含む
もの、インターカレータ(intercalators)を有するもの(例えばアクリジン、ソラレン等)
、キレート剤(例えば金属、放射性金属、ホウ素、酸化的金属等)を含むもの、アルキル化
剤を含むもの、修飾された連結を含むもの(例えばアルファアノマー核酸等)、並びにポリ
ヌクレオチド(類)の未修飾形態が含まれる。更に、糖類中に通常存在する任意のヒドロキ
シル基は、例えばホスホナート基、ホスファート基で置き換えられてもよく、標準的な保
護基で保護されてもよく、又は付加的なヌクレオチドへのさらなる連結を調製するように
活性化されてもよく、もしくは固体又は半固体担体に結合していてもよい。５'及び３'末
端のＯＨはホスホリル化可能であり、又は１～２０の炭素原子を有する有機キャップ基部
分又はアミンで置換することもできる。また他のヒドロキシルは標準的な保護基に誘導体
化されてもよい。またポリヌクレオチドは当該分野で一般的に知られているリボース又は
デオキシリボース糖類の類似形態のものをさらに含み得、これらには例えば２'-Ｏ-メチ
ル-、２'-Ｏ-アリル、２'-フルオロ又は２'-アジド-リボース、炭素環式糖の類似体、α-
アノマー糖、エピマー糖、例えばアラビノース、キシロース類又はリキソース類、ピラノ
ース糖、フラノース糖、セドヘプツロース、非環式類似体、及び非塩基性ヌクレオシド類
似体、例えばメチルリボシドが含まれる。一又は複数のホスホジエステル連結は代替の連
結基で置き換えてもよい。これらの代替の連結基には、限定されるものではないが、ホス
ファートがＰ(Ｏ)Ｓ(「チオアート」)、Ｐ(Ｓ)Ｓ(「ジチオアート」)、「(Ｏ)ＮＲ２(「
アミダート」)、Ｐ(Ｏ)Ｒ、Ｐ(Ｏ)ＯＲ'、ＣＯ又はＣＨ２(「ホルムアセタール」)と置き
換えられた実施態様のものが含まれ、ここでそれぞれのＲ及びＲ'は独立して、Ｈ又は、
エーテル(-Ｏ-)結合を含んでいてもよい置換もしくは未置換のアルキル(１-２０Ｃ)、ア
リール、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル又はアラルジル(araldyl)であ
る。ポリヌクレオチド中の全ての結合が同一である必要はない。先の記述は、ＲＮＡ及び
ＤＮＡを含むここで引用される全てのポリヌクレオチドに適用される。
【００４４】
　ここで使用される「オリゴヌクレオチド」とは、短く、一般的に単鎖であり、また必ず
しもそうではないが、一般的に約２００未満のヌクレオチド長さの、一般的に合成のポリ
ヌクレオチドを意味する。「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」なる用語は
、相互に排他的なものではない。ポリヌクレオチドについての上述した記載はオリゴヌク
レオチドと等しく、十分に適用可能である。
【００４５】
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　「プライマー」は、一般に、標的配列とハイブリダイズすることによって、興味の試料
中に存在する可能性がある標的に結合して、その後、標的に相補的なポリヌクレオチドの
重合を促進する、一般に遊離した３’－ＯＨ基を有する短い単鎖のポリヌクレオチドであ
る。
「プライマーの対」は、特異的な標的遺伝子の部分を増幅するために使用することができ
る５’プライマー及び３’プライマーを指す。
【００４６】
　一般的に「３’」なる用語は、同じポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドの他の領
域又は位置からポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチド３’（下流）の領域又は位置を
指す。一般的に「５’」なる用語は、同じポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドの他
の領域又は位置からポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチド５’（上流）の領域又は位
置を指す。
【００４７】
「遺伝子増幅」なる語句は、遺伝子又は遺伝子断片の複数のコピーが特定の細胞又は細胞
系統において形成されるプロセスを意味する。複製された領域（増幅されたＤＮＡのスト
レッチ）は、しばしば「アンプリコン」と称される。通常は、生成されるメッセンジャー
ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の量、即ち遺伝子発現レベルも、発現された特定遺伝子の作成された
コピー数に比例して増加する。
【００４８】
　「検出」は、直接的及び間接的な検出を含む検出する任意の手段を含む。
【００４９】
　本明細書中で用いる「予測」なる用語は、患者が薬剤又は一連の薬剤に対して有利又は
不利に応答する可能性を意味する。一実施態様では、予測はその応答の程度に関する。一
実施態様では、予測は、例えば特定の治療的薬剤による治療、及び疾患再発のない一定期
間の後に患者が生存しているか改善しているかどうか、及び／又はその可能性に関する。
本発明の予測方法を用いて任意の特定の患者のために最も好適な治療様式を選択すること
によって、治療決定を臨床的に行うことができる。本発明の予測方法は、患者が、治療投
薬計画、例えば特定の治療剤や組み合わせの投与、外科的介入、ステロイド治療などを含
む特定の治療投薬計画に有利に応答するかどうか、又は治療投薬計画の後に患者が長期に
生存しているかどうかを予測する際の有用なツールである。
【００５０】
　本明細書中で用いる「長期の」生存なる用語は、治療的治療の後、少なくとも１年、５
年、８年又は１０年の生存を指す。
【００５１】
　「患者応答」は、限定するものではないが以下のものを含む患者に利益を示す任意のエ
ンドポイントを使用して評価できる。（１）　緩徐化及び完全な停止を含む、ある程度の
疾患進行の阻害、（２）　疾患発症及び／又は症状の数の減少、（３）　損傷サイズの減
少、（４）　近接する末梢器官及び／又は組織への疾患細胞浸潤の阻害（すなわち減少、
緩徐化又は完全な停止）、（５）　疾患の拡がりの阻害（すなわち減少、緩徐化又は完全
な停止）、（６）　疾患と関係する一又は複数の症状の、ある程度の軽減、（７）　治療
後の疾患がない期間の増加、及び／又は（９）　治療後の特定の時点での死亡率の減少。
【００５２】
　「抗体」なる用語は広義な意味で使われ、モノクローナル抗体（例えば完全長モノクロ
ーナル抗体）、多特異性抗体（例えば、二重特異性抗体）、及び所望の生物学的活性又は
機能をしめす限り抗体断片を特異的にカバーする。
【００５３】
　「抗体断片」は完全長抗体の部分、通常はその抗原結合又は可変領域を含む。抗体断片
の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ断片；ダイアボディ；線形抗体；
一本鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多重特異性抗体が含まれる。
【００５４】
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　「Ｆｖ」は、完全な抗原－認識及び－結合部位を含む最小の抗体断片である。この断片
は、密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。これら
２つのドメインの折り畳みから、抗原結合のためのアミノ酸残基に寄与し、抗体に対する
抗原結合特異性を付与する６つの高頻度可変ループ（Ｈ及びＬ鎖から、それぞれ３つのル
ープ）が生じる。しかしながら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＣＤＲ
のみを含んでなるＦｖの半分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を
認識し結合する能力を持つ。
【００５５】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団由
来の抗体を称する、すなわち、集団に含まれる個々の抗体が、少量存在しうる自然に生じ
る可能な突然変異を除いて同一であるか及び／又は同じエピトープに結合する。そのよう
なモノクローナル抗体は、標的に結合するポリペプチド配列を含む抗体を典型的には含み
、標的結合ポリペプチド配列は複数のポリペプチド配列由来のポリペプチド配列を結合す
る単一の標的の選択を含む方法によって得られる。例えば、選択方法は、ハイブリドーマ
クローン、ファージクローン又は組換えＤＮＡクローンのようなプールの様な複数のプー
ルからの単一のクローンの選択であってもよい。選択された標的結合配列は、例えば標的
の親和性を改良するために、標的結合配列をヒト化するために、細胞培養における生産を
改良するために、インビボの免疫原性を減じるために、多特異性抗体を作成するために更
に変更できること、変更された標的結合配列を含む抗体は同様に本発明のモノクローナル
抗体であることを理解するにちがいない。異なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗
体を基本的に含むポリクローナル抗体調製物とは反対に、各モノクローナル抗体は抗原の
単一の決定基に指向する。それらの特異性に加えて、モノクローナル抗体調製物は、他の
免疫グロブリンで汚染されていないという点で有利である。修飾語「モノクローナル」は
、実質的に均一な抗体集団から得られたという抗体の特徴を示し、抗体を何か特定の方法
で生産しなければならないと解釈されるものではない。例えば、本発明に従って使用され
るモノクローナル抗体は、例えばハイブリドーマ法（例、Kohler等, Nature, 256:495 (1
975); Harlow等, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 2nd ed. 1988); Hammerling等, Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 
563-681, (Elsevier, N.Y., 1981)、組換えＤＮＡ法(参照、例えば米国特許第4,816,567
号)、ファージディスプレイ技術(参照、例えば Clackson等, Nature, 352:624-628 (1991
); Marks等, J. Mol. Biol., 222:581-597(1991); Sidhu等, J. Mol. Biol. 338(2):299-
310 (2004); Lee等, J.Mol.Biol.340(5):1073-1093(2004); Fellouse, Proc. Nat. Acad.
 Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004); 及びLee等、 J. Immunol. Methods 284(1-2):1
19-132 (2004)）、及びヒト免疫グロブリン配列をコードするヒト免疫グロブリン配列遺
伝子座又は遺伝子の部分又は全てを有する動物におけるヒト又はヒト様抗体を産生するた
めの技術(参照、例えば WO1998/24893；WO1996/34096；WO1996/33735；WO1991/10741；Ja
kobovits等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits等, Nature, 36
2:255-258 (1993); Bruggemann等, Year in Immuno., 7:33 (1993); 米国特許出願第5,54
5,806号; 5,569,825号; 5,591,669号(全てGenPharm); 5,545,807号; WO1997/17852;米国
特許出願第5,545,807号;5,545,806号; 5,569,825号; 5,625,126号; 5,633,425号;及び5,6
61,016号; Marks等, Bio/Technology, 10: 779-783 (1992); Lonberg等, Nature, 368: 8
56-859 (1994); Morrison, Nature, 368: 812-813 (1994); Fishwild et al., Nature Bi
otechnology, 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 (1996)
;及びLonbergとHuszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-93 (1995)）を含む様々な技術
によって作ることができる。「モノクローナル抗体」は、また、Clackson等, Nature, 35
2：624-628(1991)及びMarks等, J. Mol.Biol., 222：581-597(1991)に記載された技術を
用いてファージ抗体ライブラリから単離することができる。
【００５６】
　本明細書のモノクローナル抗体は特に、「キメラ」抗体を含む。「キメラ」抗体（免疫
グロブリン）は、重鎖及び／又は軽鎖の一部が特定の種から誘導された又は特定の抗体ク
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ラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一又は相同であるが、鎖の残りの部
分は他の種から誘導された又は他の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配
列と同一又は相同である抗体、並びにそれらが所望の生物学的活性を示す限りにおいてそ
れらの抗体の断片である（米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ等，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８１：６８５１－６８５５（１９８４））
。本明細書で使用する場合、ヒト化抗体はキメラ抗体のサブセットである。
【００５７】
　非ヒト（例えば齧歯類）抗体の「ヒト化」形とは、非ヒト抗体から得られた最小配列を
含むキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可変領域
の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類のような所望の抗体特異性、親和性
及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)の高頻度可変領域の残基によって置換されたヒト
免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのフレー
ムワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、ヒト化抗
体は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含んでいてもよい。これ
らの修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般的に、ヒト化抗体は、全て
又はほとんど全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに一致し、全て又は
ほとんど全てのＦＲがヒト免疫グロブリン配列である、少なくとも１つ、典型的には２つ
の可変ドメインの実質的に全てを含み、ＦＲ領域は結合親和性を改良する1又は複数のア
ミノ酸置換を含んでもよい。ＦＲのこれらのアミノ酸置換の数は、典型的にはＨ鎖で６以
下であり、Ｌ鎖で３以下である。ヒト化抗体は、場合により免疫グロブリン定常領域(Ｆ
ｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む。さらなる詳
細は、Jones等, Nature 321, 522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332, 323-329(1988)
；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を参照のこと。
【００５８】
　「ヒト抗体」は、ヒトにより生成される抗体のアミノ酸残基に対応するアミノ酸残基を
有するもの、及び／又はヒト抗体をつくるための任意の公知技術を使用して作成されたも
のである。この定義におけるヒト抗体は、非ヒト抗原結合残基を含むヒト化抗体を特別に
除く。　
【００５９】
「親和性成熟」抗体は、その１又は複数のＣＤＲ／ＨＶＲに１又は複数の変更を有する抗
体であって、そのような変更を有しない親抗体と比較して、抗原に対する抗体の親和性を
改良するものと成っている。好ましい親和性成熟抗体は、標的抗原に対して、ナノモル単
位の又はピコモル単位の親和性を有する。親和成熟抗体は、当技術分野において既知の方
法により生産できる。Marks他は、Bio/Technology, 10:779-783(1992年)において、ＶＨ
ドメインとＶＬドメインのシャフリングによる親和成熟を開示している。ＣＤＲおよび／
またはフレームワーク残基のランダムな突然変異誘発が、Barbas他、Proc Nat. Acad. Sc
i, USA 91:3809-3813(1994)；Schier他、Gene, 169:147-155 (1995)；Yelton他、J. Immu
nol., 155:1994-2004 (1995)；Jackson他, J. Immunol., 154(7):3310-9 (1995)；および
Hawkins他, J. Mol. Biol., 226:889-896 (1992)に開示されている。
【００６０】
　「Ｆｃ領域」という用語は、無傷の抗体のパパイン消化により生成される免疫グロブリ
ン重鎖のＣ末端領域を定義するために使用される。Ｆｃ領域は天然配列のＦｃ領域または
変異体Ｆｃ領域でありうる。免疫グロブリン重鎖のＦｃ領域の境界はまちまちであるが、
ヒトＩｇＧ重鎖のＦｃ領域は、通常、約Ｃｙｓ２２６または約Ｐｒｏ２３０に位置するア
ミノ酸残基からＦｃ領域のカルボキシル末端まで延びていると定義される。免疫グロブリ
ンのＦｃ領域は、通常、２つの定常ドメイン、１つのＣＨ２ドメインおよび１つのＣＨ３
ドメインを含み、場合によってはＣＨ４ドメインを含む。ここで使用する「Ｆｃ領域鎖」
という表現は、Ｆｃ領域の２つのポリペプチド鎖のうちの１つを意味する。
【００６１】
　抗体の「エフェクター機能」とは、抗体のＦｃ領域（天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配
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列変異体Ｆｃ領域）に帰する生物学的活性を意味し、抗体のアイソタイプにより変わる。
抗体のエフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞障害；Ｆｃレセプター
結合性；抗体依存性細胞媒介性細胞障害(ＡＤＣＣ)；貪食作用；細胞表面レセプター（例
えば、Ｂ細胞レセプター）のダウンレギュレーション；及びＢ細胞活性化が含まれる。
【００６２】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞障害」又は「ＡＤＣＣ」とは、ある種の細胞障害細胞（例
えば、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球及びマクロファージ）上に存在するＦｃレ
セプター（ＦｃＲｓ）と結合した分泌Ｉｇにより、これらの細胞障害エフェクター細胞が
抗原－担持標的細胞に特異的に結合し、続いて細胞毒により標的細胞を死滅させることを
可能にする細胞障害性の形態を意味する。抗体は細胞障害細胞を「備えて」おり、これは
このような死滅には絶対に必要なものである。ＡＤＣＣを媒介する主要な細胞ＮＫ細胞は
ＦｃγＲＩＩＩのみを発現するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲ
ＩＩＩを発現する。造血細胞でのＦｃＲの発現は、Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immu
nol 9:457-92 (1991) の４６４頁の表３に要約されている。対象の分子のＡＤＣＣ活性を
評価するために、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号又はPresta米国
特許第６７３７０５６号に記載されているようなインビトロＡＤＣＣアッセイを実施する
ことができる。このようなアッセイにおいて有用なエフェクター細胞には、末梢血液単核
細胞（ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラー細胞（ＮＫ細胞）が含まれる。代替として、又は
付加的に、興味の分子のＡＤＣＣ活性は、例えば、Clynes等, PNAS(USA) 95:652-656 (19
98)において開示されているような動物モデルにおいて、インビボで評価することが可能
である。
【００６３】
　「治療すること」または「処置」または「寛解」は、治療的処置を表し、この目的は標
的とした病態または疾患を治癒しない場合に衰退(減少)させる、又は症状の再発を予防す
ることである。本発明の方法に従って本発明のヒト化ＣＤ４０結合抗体の治療的有効量を
投与した後、患者のＢ細胞悪性腫瘍がうまく「治療」されれば、患者は特定の疾患の１ま
たは複数の兆候および症状が観察可能におよび／または測定可能に減少または消失する。
例えば、癌細胞数の有意な減少または癌細胞の消失；腫瘍の大きさの減少；腫瘍転移の阻
害（すなわち、ある程度の遅延および好ましくは停止）；ある程度の腫瘍成長の阻害；緩
解期の延長、および／または特定の癌が関与する一またはそれ以上の症状のある程度の除
去；罹患率および死亡率の減少、および生活の質の改善がある。更に疾患の兆候または症
状の減弱は患者が感じ得るものである。癌のすべての兆候の消失と定義される完全応答、
腫瘍の大きさが好ましくは５０％以上、より好ましくは７５％以上減少する部分的な応答
を、治療により達成しできる。更に、患者の疾患が安定しているならば、患者も治療され
たと考える。ある基準では、発明の抗体により末梢血のＢ細胞が９５％より多く枯渇され
、Ｂ細胞は基線の２５％に戻る。好ましい実施態様では、抗ＣＤ４０抗体による治療は、
治療後３か月、好ましくは６か月、より好ましくは１年、さらにより好ましくは２年又は
２年以上に癌患者に癌の進行がないほどに有効である。疾患の改善および治療の成功を評
価するこれらのパラメーターは医師などの適切な当業者に知られた常法によって容易に測
定可能である。
【００６４】
　ここで使用される「非ホジキンリンパ腫」又は「ＮＨＬ」という用語は、ホジキンリン
パ腫以外のリンパ系の癌を意味する。ホジキンリンパ腫は、ホジキンリンパ腫にリード・
シュテルンベルク細胞が存在し、非ホジキンリンパ腫に上記細胞が存在しない点で非ホジ
キンリンパ腫とは一般に区別できる。
【００６５】
　「有効量」とは所望の治療又は予防結果を達成するために必要な用量及び時間での効果
的な量を意味する。
　治療剤の「治療的有効量」は、例えば個体の疾病ステージ、年齢、性別、及び個体の体
重、並びに個体に所望の応答を誘発する抗体の能力のような因子に従って変わりうる。ま
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た、治療的有効量は治療剤の任意の毒性又は有害な効果よりも治療的に恩恵のある効果が
上回るものである。「予防的有効量」とは所望の予防結果を達成するために必要な用量及
び時間での効果的な量を意味する。典型的には、予防的用量は疾患の初期ステージ又はそ
の前の患者に用いるので、予防的有効量は治療的有効量よりも少ないであろう。
【００６６】
　「ハウスキーピング遺伝子」なる用語は、活性が細胞機能の維持に必須であるタンパク
質をコードする一群の遺伝子を指す。これらの遺伝子は一般的に、すべての細胞型におい
て同じように発現される。
【００６７】
　「相関」又は「相関する」は、任意の方法で、第一の分析又はプロトコルの成績及び／
又は結果を、第二の分析又はプロトコルの成績及び／又は結果と比較することを意味する
。例えば、第二のプロトコルを行う際に第一の分析又はプロトコルの結果を用いてもよい
し、及び／又は第一の分析又はプロトコルの結果を用いて、第二の分析又はプロトコルを
行うかどうかを決定してもよい。遺伝子発現分析又はプロトコルの実施態様に関し、遺伝
子発現分析又はプロトコルの結果を用いて、特定の治療投薬計画を実行するかどうかを決
定してもよい。
【００６８】
　本明細書中で用いられる「標識」なる用語は、核酸プローブ又は抗体などの試薬に直接
的又は間接的にコンジュゲートないしは融合され、コンジュゲートないしは融合した試薬
の検出を容易にする化合物又は組成物を指す。標識自体が検出可能なもの（例えば放射性
標識又は蛍光性標識）であってもよく、酵素標識の場合、検出可能な基質化合物ないしは
組成物の化学的変化を触媒するものであってもよい。
【００６９】
本明細書で用いられる「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」には、明らかな記載がない限り
単数形又は複数形を意味しうる（すなわち、１又は複数を意味する）。
【００７０】
Ｃ．本発明の方法
　本発明は、抗ＣＤ４０抗体による治療に対するＢ細胞リンパ腫を有する患者の応答を評
価するか又は応答を補助する方法を提供する。更に、本発明はＢ細胞リンパ腫を有する患
者における抗ＣＤ４０抗体治療への応答を予測するか又は治療／応答を監視する方法提供
する。本発明は、抗ＣＤ４０抗体による治療に適しているＢ細胞リンパ腫を有する患者を
選択し、抗ＣＤ４０抗体治療によってフォーローアップする方法を提供する。いくつかの
実施態様において、方法は、患者から得られたＢリンパ腫細胞を含む試料において表２－
４、６、７及び１３の何れかの１又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルを決定すること
；及び前記１又は複数のマーカー遺伝子の発現レベルの測定値に基づいて抗ＣＤ４０抗体
治療に対する患者の応答を予測するか、評価するかまたは評価の補助することを含む。い
くつかの実施態様において、方法は、患者由来のＢリンパ腫細胞を含む試料において表２
－４、６、７及び１３の何れかの１又は複数のマーカー遺伝子の測定された発現レベルを
それぞれのマーカー遺伝子の対照標準レベルと比較することを含む。
【００７１】
　本発明の方法は、抗ＣＤ４０抗体による治療のためのＢ細胞リンパ腫を有する患者を同
定するために臨床医にとって有用であり、抗ＣＤ４０抗体治療の展開経過の間の患者選択
、特定の治療レジメにより個々の患者を治療する場合の成功の可能性を予測すること、疾
患の進行を評価し監視すること、治療の有効性を監視すること、及び個々の患者の予後を
推定することを補助する。これらの実施態様の何れもが本発明に含まれる。
【００７２】
　いくつかの実施態様において、Ｂ細胞リンパ腫は非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）であっ
て、ろ胞性リンパ腫、再発ろ胞性リンパ腫、小リンパ球性リンパ腫、マントル細胞リンパ
腫、周縁帯リンパ腫、リンパ形質細胞性リンパ腫、菌状息肉腫／セザリー症候群、脾臓周
縁帯リンパ腫及びびまん性大Ｂ細胞リンパ腫を含むが、これに限定されるものではない。
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【００７３】
　いくつかの実施態様において、Ｂ細胞リンパ腫は緩慢性である。いくつかの実施態様に
おいて、Ｂ細胞リンパ腫は侵攻性である。いくつかの実施態様において、Ｂ細胞リンパ腫
は高度侵攻性である。いくつかの実施態様において、緩慢性Ｂ細胞リンパ腫は、ろ胞性リ
ンパ腫、周縁帯リンパ腫または小リンパ球性リンパ腫である。いくつかの実施態様におい
て、緩慢性Ｂ細胞リンパ腫はろ胞性リンパ腫である。　
【００７４】
（マーカー遺伝子）
　対照標準レベルに比較したＢ細胞リンパ腫試料における１又は複数のマーカー遺伝子の
発現レベルは、抗ＣＤ４０抗体による治療に対するＢ細胞リンパ腫の応答を予測するか、
評価するか又は評価の補助するために本発明の方法において使用することができる。
【００７５】
　抗ＣＤ４０抗体耐性ＮＨＬ細胞株と比較して、感受性ＮＨＬ細胞株において差異的に発
現する遺伝子を表２－４、６及び７に示す。「抗ＣＤ４０抗体感受性細胞」は、実施例１
において記載するように、試験される抗ＣＤ４０抗体によって細胞生存度の減少において
０．４μｇ／ｍｌ未満のＩＣ２５値を有する細胞である。「抗ＣＤ４０耐性細胞」は、実
施例１において試験されるように細胞生存度の減少において１μｇ／ｍｌより大きいＩＣ
２５値を有する細胞である。表２－４、６及び７の遺伝子のいくつかは、ＣＤ４０リガン
ド下方制御経路にあり（例えば、ＶＮＮ２、ＭＥＦ２Ｃ、ＬＴＢ、ＫＣＮＮ３、ＮＣＦ１
、ＢＣＬ６、ＩＧＪ、ＥＬＴＩ１９０２、ＰＮＯＣ、ＣＳＦ２ＲＢ及びＰＯＵ２ＡＦ１）
；表のいくつかの遺伝子は、Ｂ細胞受容体シグナル伝達経路（例えば、ＣＤ２２、ＲＧＳ
１３及びＭＥＦ２Ｂ）にある。更に、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、
ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤ
Ｒ１、ＵＡＰ１と及びＰＵＳ７（表１３）の発現レベルの関連は、実施例２に記載されて
いる臨床試験によって確認された。これらの遺伝子の１又は複数の発現レベルが、本発明
の方法において使われる。いくつかの実施態様において、少なくとも２、少なくとも３、
少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも
９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１
４、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも２５、又は少なくとも３０の遺伝子の
発現レベルが、本発明の方法で使われる。
【００７６】
　いくつかの実施態様において、ＶＮＮ２、ＭＥＦ２Ｃ、ＬＴＢ、ＫＣＮＮ３、ＮＣＦ１
、ＢＣＬ６、ＩＧＪ、ＥＬＴＩ１９０２、ＰＮＯＣ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＰＯＵ２ＡＦ１、Ｃ
Ｄ２２、ＲＧＳ１３及びＭＥＦ２Ｂからなる群から選択される１又は複数の遺伝子の発現
レベルが、測定および／または使用される。　いくつかの実施態様において、ＩＦＩＴＭ
１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１及びＰＵＳ７からなる群から選択
される１又は複数の遺伝子の発現レベルが、測定および／または使用される。いくつかの
実施態様において、これらの遺伝子の少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少な
くとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０
、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３または１４の発現レベルが、測定お
よび／または使用される。いくつかの実施態様において、ＣＤ２２、ＣＤ４０とＢＣＬ６
の発現量が、測定されておよび／または使われる。いくつかの実施態様において、ＣＤ４
０、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ及びＣＤ４４の発現量が、測定および
／または使用される。いくつかの実施態様において、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１
３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、Ｃ
ＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、ＵＡＰ１及びＰＵＳ７の発現レベルが、測定および／または使用さ
れる。いくつかの実施態様において、表７又は表１３の遺伝子の少なくとも１、少なくと
も２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少な
くとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくと
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も１３、少なくとも１４または１５の発現レベルが、測定および／または使用される。
【００７７】
　表２－４、６、７及び１３に特定される遺伝子（配列を含む）は当分野で知られている
ものである。例えば、ヒト遺伝子のＧｅｎＢａｎｋ受託番号の例は、VNN2 (NM_004665; N
M_078488; AJ132100; D89974; BC064641; CR609799; BC126145; BC126147; 及び AB02670
5); RGS13 (NM_002927; NM_144766; BT006929; BC056866; AY562947; CR536532; CR61038
9; CR599001; BC016667; AF493935; BC036950; 及び AF030107); CD22 (NM_001771; AK02
6467; BC109306; BC109307; AK225694; AK225625; X52785; 及び X59350); LRRC8A (AY14
3166; BC051322; AK123611; AY358286; NM_019594; XM_026998; AK001199; AB037858; CR
619692; CR619448; AK024649; BC000775; AK027495; 及び AK074723); CD40 (NM_001250;
 NM_152854; BC064518; AY225405; CR619622; CR608994; CR605787; AB209660; AK222896
; AJ300189; BT019901; 及びBC012419); IFITM1 ( NM_003641; BC000897; BT007173; BT0
09859; CR456894; CR541874; CR604902; X57351; X84958; NM_006435; BC009696; X02490
;及びJ04164); SMN1 (NM_000344; BC062723; CR611445; CR593735; BC000908; NM_022874
; BC015308; 及びU18423); PRKCA (NM_002737; AB209475; BC109274; BC109273; AF03559
4; BC053321; BX648954; AK125425; BC062759; BC071767; BC103691; BC101403; BC10759
2; AY633609; BC122530; BC015855; AF086287; AF035595; M22199;及びX52479); EPDR1 (
DQ914439; AY027862; NM_017549; AJ250475; AF202051; CR624676; CR596656; NM_016616
; BC000686; BC018299; AF305596;及びBC036816); PRPSAP2 (NM_002767; AB007851; BX64
8850; AK126398; CR457082; BC101672; BC101670;及びBC106050); IGF1R (NM_000875; NM
_015883; AY429545; CR624013; BC078157; BC088377; BC107089; BC111046; BC113610; B
C113612; BC010607; X04434 M24599;及びU09023); BTG2 (NM_006763; CR606002; CR60496
2; CR595352; CR591042; BC105948; BC105949; U72649;及びY09943); LMO2 (BC042426; N
M_005574; BC073973; AK127915; CR625714; CR614368; CR604507; AF257211; BC034041; 
BC035607;及びX61118); YIPF3 (AL050274; AK000946; CR533541; CR623137; CR622890; C
R622532; CR621993; CR619816; CR619437; CR619054; CR618212; CR616987; CR616384; C
R615623; CR615153; CR615118; CR612415; CR611748; CR611260; CR610983; CR610470; C
R607768; CR606024; CR603408; CR603202; CR602267; CR601987; CR599615; CR598162; C
R597677; CR596581; CR596249; CR595236; CR592266; CR590752; CR590349; NM_015388; 
AK021433; AK021655; AK022757; BC019297;及びAF162672);及びBCL6 ( NM_001706; NM_13
8931; BX649185; U00115; BC142705; BC146796; BC150184; AL713713; AK090890; AL8329
90; 及びZ21943)である。
【００７８】
　表２－４、６、７及び１３に引用した遺伝子のいくつかの核酸配列は図６（６－１から
６－３５）に示す。
【００７９】
（対照標準レベル）
　Ｂ細胞リンパ腫試料における１又は複数のマーカー遺伝子の測定された発現量は、比較
対照レベルと比較される。いくつかの実施態様において、対照標準レベルは、異なる種類
のＢ細胞リンパ腫の間で、例えば抗ＣＤ４０抗体に感受性があるＢ細胞リンパ腫と抗ＣＤ
４０抗体に対して耐性があるＢ細胞リンパ腫との間において変化しない発現レベルの遺伝
子の発現レベルである。いくつかの実施態様において、表８に示す１又は複数のハウスキ
ーピング遺伝子の発現レベルが、対照標準レベルとして使用される。いくつかの実施態様
において、表９に示す１又は複数のハウスキーピング遺伝子の発現レベルが、対照標準レ
ベルとして使用される。
【００８０】
　いくつかの実施態様において、マーカー遺伝子の測定された発現量は、対照標準レベル
を使用して正規化される。いくつかの実施態様において、マーカー遺伝子の正規化発現レ
ベルは、マーカー遺伝子と対照標準発現レベルの比率として、又はマーカー遺伝子と対照
標準発現レベルとの間の差異として、それぞれオリジナル又は対数スケールで算出される
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【００８１】
　表８及び表９の対照標準遺伝子は、表４のマーカー遺伝子に対して特異的正規化相対物
として選択された。対照標準遺伝子は、Ｂ細胞リンパ腫試料における高い平均発現及び低
分散について選択された。加えて、対照標準遺伝子は、生物学的に異なった細胞株の発現
測定値間の分散に比較して、個々の細胞株の繰り返された発現測定値間の類似分散を有す
るように選択された。加えて、対照標準遺伝子は、表４の１又は複数のマーカーと低い統
計的関連性を有するように選択された。
【００８２】
　いくつかの実施態様において、対照標準レベルは、異なるＢ細胞リンパ腫試料における
マーカー遺伝子の測定された発現レベルである。いくつかの実施態様において、異なるＢ
細胞リンパ腫試料は、抗ＣＤ４０抗体誘導細胞死に対して耐性があるＢリンパ腫細胞を含
む。　
【００８３】
　いくつかの実施態様において、対照標準レベルは抗ＣＤ４０抗体治療後に増加した腫瘍
体積を有する患者および／または抗ＣＤ４０抗体治療後に減少した腫瘍体積を有する患者
由来のＢリンパ腫細胞を含む試料の対応するマーカー遺伝子の発現レベルに基づいて決定
される。いくつかの実施態様において、対照標準レベル決定のための患者由来の試料は、
抗ＣＤ４０抗体治療への応答が予測または評価される患者由来の試料と同じ種類のＢリン
パ腫細胞を含む。いくつかの実施態様において、同じ方法（例えばｑＲＴ－ＰＣＲ）およ
び／または試薬（例えばプライマーとプローブ）が、試料のマーカー遺伝子の発現レベル
を測定するために、及び対照標準試料の対応するマーカー遺伝子の発現レベルを測定する
ために用いられる。
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【００８４】
（発現レベルの測定）
　本願明細書において開示される方法は、対照標準レベルに相対して、リンパ腫試料（例
えばＢ細胞リンパ腫試料）における１又は複数のこれらのマーカー遺伝子の発現レベルを
調べる方法を提供する。方法及びアッセイは、表２－４、６、７及び１３の何れかにリス
ト化した１又は複数のもののようなマーカー遺伝子の発現を調べることを含む。発現レベ
ルは、ｍＲＮＡレベルおよび／またはタンパク質レベルで測定されることができる。
【００８５】
　本発明は、哺乳類の組織または細胞試料（例えばＢ細胞リンパ腫を伴う細胞および／ま
たは組織）から発現レベルを測定する方法を提供する。例えば、患者試料を得るために、
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Ｈ＆Ｅ染色が実施され、組織を大きく切り出すために腫瘍含有を多くするガイドとして使
われる。試料は、外科的切除、吸引または生検を含むが、これに限定されるものではなく
、公知技術の種々の手順によって得られることができる。試料は新しくてもよいし冷凍さ
れていてもよい。いくつかの実施態様において、試料は、固定されパラフィン等に包埋さ
れる。方法において、哺乳類の組織または細胞試料を得て、１又は複数のバイオマーカー
の発現のために調べられる。本方法は、ｍＲＮＡ発現を検出するアッセイ、酵素活性の存
在を検出する酵素性アッセイ、及び免疫組織化学アッセイを含む種々なアッセイ形式にお
いて実行されることができる。前記組織または細胞のこのようなバイオマーカーの発現の
測定は、このような組織または細胞は抗ＣＤ４０抗体による治療に対して感受性／応答性
がよいことを予測する。
【００８６】
　後述するように、試料におけるさまざまなバイオマーカーの発現は、多くの方法によっ
て分析されることができるものであり、その多くは従来技術であって当業者に理解される
ものであり、インサイツ・ハイブリダイゼーション、ノザン解析、ｍＲＮＡのＰＣＲ解析
、免疫組織化学的及び／又はウエスタン解析、定量的な血液に基づくアッセイ（例えば、
血清ＥＬＩＳＡ）（例えば、タンパク質発現のレベルを調べるために）、及び／又は生化
学的酵素活性アッセイを含むがこれに限定されるものではない。遺伝子及び遺伝子産物の
状態を評価するための典型的なプロトコルは、例えばAusubel等編（1995）Current Proto
cols In Molecular Biology, ユニット２（ノザンブロッテイング）、４（サザンブロッ
ティング）、１５（イムノブロッティング）及び１８（ＰＣＲ）にある。試料の特定のバ
イオマーカー（例えば表２－４、６、７及び１３にリストされるもの）の検出に関する下
のプロトコルは、例示を目的として提供する。
【００８７】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法には、更に、マイクロアレイ技術によって
、組織又は細胞の試料中の表２－４、６、７及び１３の何れかに挙げた遺伝子のｍＲＮＡ
などのｍＲＮＡの存在及び／又は発現を調べるプロトコルが含まれる。いくつかの実施形
態において、試料の様々なバイオマーカーの発現は、組織又は細胞の試料中の表２－４、
６、７及び１３の何れかのｍＲＮＡなどのｍＲＮＡを調べるか又は検出するマイクロアレ
イ技術によって分析することができる。核酸マイクロアレイを用いて、試験およびコント
ロールの組織試料から得た試験およびコントロールのｍＲＮＡ試料を逆転写させて、ｃＤ
ＮＡプローブを生成するために標識する。次いで、プローブを、固形支持体に固定した核
酸のアレイにハイブリダイズさせる。アレイの配列および各々のメンバーの位置がわかる
ように、アレイを設定する。例えば、特定の疾患状態において発現されうる選択した遺伝
子を、固形支持体上に配列してもよい。特定のアレイメンバーと標識プローブとのハイブ
リダイゼーションは、プローブが由来する試料がその遺伝子を発現することを示す。疾患
組織の差次的遺伝子発現分析は、貴重な情報を提供する。マイクロアレイ技術は、単一の
実験で何千もの遺伝子のｍＲＮＡ発現性質を評価するために、核酸ハイブリダイゼーショ
ン技術および演算技術を利用する。(２００１年１０月１１日公開の国際公開第０１／７
５１６６号を参照(例えば米国特許第５７００６３７号、同第５４４５９３４号および同
第５８０７５２２号、Lockart, Nature Biotechnology, 14:1675-1680 (1996))、アレイ
製作の考察のためにはCheung, V.G.等, Nature Genetics 21(Suppl): 15-19 (1999)を参
照)。ＤＮＡマイクロアレイは、ガラスまたは他の基質上で染みつけられるか直接合成さ
れる遺伝子断片を含有する微小なアレイである。何千もの遺伝子は、通常単一のアレイ上
に現れる。代表的なマイクロアレイ実験は以下の工程を伴う：１．試料から単離したＲＮ
Ａからの蛍光性標識標的の調製、２．マイクロアレイへの標識した標的のハイブリダイゼ
ーション、３．洗浄、染色およびアレイのスキャニング、４．走査画像の分析、そして５
．遺伝子発現性質の生成。一般に、ＤＮＡマイクロアレイには２つの主要な種類、ｃＤＮ
Ａから調製されたＰＣＲ産物を含有する遺伝子発現アレイおよびオリゴヌクレオチドアレ
イ(通常２５～７０mer)が用いられる。アレイを形成する際に、オリゴヌクレオチドは、
事前に作製して表面にスポットしても、(インサイツで)表面上で直接合成してもよい。
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【００８８】
　Affymetrix GeneChip(登録商標)システムは、ガラス表面上でオリゴヌクレオチドを直
接合成することにより製造されるアレイを含んでなる市販のマイクロアレイシステムであ
る。プローブ／遺伝子アレイ：オリゴヌクレオチド(通常２５mer)は、半導体ベースのフ
ォトリソグラフィーと固相化学合成技術との組合せによって、ガラスウェーハ上へ直接合
成される。各々のアレイは最高４００，０００の異なるオリゴを含有し、各々のオリゴは
何百万ものコピーで存在する。オリゴヌクレオチドプローブがアレイ上の既知の位置で合
成されるので、ハイブリダイゼーションのパターンおよびシグナル強度は、Affymetrix M
icroarray Suiteソフトウェアによる遺伝子同一性と相対的な発現レベルに置き換えて解
釈できる。各々の遺伝子は、一連の異なるオリゴヌクレオチドプローブによって、アレイ
上に表される。各々のプローブ対は、完全一致のオリゴヌクレオチドと、不一致のオリゴ
ヌクレオチドからなる。完全一致プローブは、特定の遺伝子に対して完全に相補的な配列
を有するため、遺伝子の発現を測定する。不一致プローブは、中心塩基位置での単一塩基
置換によって、完全一致プローブとは異なり、標的遺伝子転写物の結合を妨げる。これに
よって、完全一致オリゴを決定するシグナルの一因となるバックグラウンドおよび非特異
的ハイブリダイゼーションを決定できる。Microarray Suiteソフトウェアは、完全一致プ
ローブのハイブリダイゼーション強度から不完全一致プローブのハイブリダイゼーション
強度を減算して、それぞれのプローブセットの絶対値または特異的強度の値を決定する。
プローブは、ＧｅｎＢａｎｋおよび他のヌクレオチド貯蔵所の当時の情報に基づいて選択
される。この配列は遺伝子の３'末端の特定の領域を認識すると思われている。GeneChip
ハイブリダイゼーションオーブン(「回転式(rotisserie)」オーブン)を用いて、一度に最
高６４アレイのハイブリダイゼーションを行う。fluidics stationでは、プローブアレイ
の洗浄と染色が行われる。これは完全に自動化しており、４つのモジュールを含有してお
り、その各々のモジュールが一つのプローブアレイを保持している。各々のモジュールは
、事前にプログラム化されたfluidicsプロトコールを用いたMicroarray Suiteソフトウェ
アにより個々に制御される。スキャナは、プローブアレイに結合した標識ｃＲＮＡにより
発される蛍光強度を測定する共焦点レーザー蛍光発光スキャナである。Microarray Suite
ソフトウェアを有するコンピュータワークステーションがfluidics stationとスキャナを
制御する。Microarray Suiteソフトウェアは、プローブアレイについて事前にプログラム
化したハイブリダイゼーション、洗浄および染色プロトコールを用いてfluidics station
を８つまで制御できる。また、ソフトウェアは、ハイブリダイゼーション強度データを得
て、適切なアルゴリズムを使用して各々の遺伝子の存在／非存在情報に変換する。最後に
、ソフトウェアは、比較分析によって、遺伝子発現における実験間の変化を検出して、テ
キストファイルに出力する。このファイルは更なるデータ分析のために他のソフトウェア
プログラムに用いることができる。
【００８９】
　いくつかの実施態様において、試料の様々なバイオマーカーの発現は遺伝子の欠損又は
遺伝子の増幅を調べることによって評価してもよい。遺伝子の欠損又は増幅は、当分野で
公知の様々なプロトコルの何れか一つ、例えば、慣例的なサザンブロット、ｍＲＮＡの転
写を定量化するノザンブロット(Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201 5205 (1
980))、ドットブロット(ＤＮＡ分析)、又は適切に標識したプローブを用いたインサイツ
ハイブリダイゼーション(例えばＦＩＳＨ)、適切に標識したプローブを用いた細胞遺伝学
的方法又は比較ゲノムハイブリダイゼーション(ＣＧＨ)によって、測定できる。例として
、これらの方法を用いて、表２－４、６、７及び１３の何れかに挙げた遺伝子の欠損又は
増幅を検出してもよい。
【００９０】
　いくつかの実施態様において、試料の様々なバイオマーカーの発現は相補的ＤＮＡプロ
ーブを使用するハイブリダイゼーションアッセイ（例えば、標識化リポプローブ、ノザン
ブロット及び関連技術）によって及び様々な核酸増幅アッセイ（例えば、表２－４、６、
７及び１３の何れかに挙げた１又は複数の遺伝子に特異的なプライマーのような相補的プ
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ライマーを使用するＲＴ－ＰＣＲおよび、他の増幅型の検出法、例えば枝分れＤＮＡ、Ｓ
ＩＳＢＡ、ＴＭＡなど）が含まれる。
【００９１】
　哺乳動物由来の組織又は細胞の試料は、例えばノーザン、ドットブロットまたはＰＣＲ
分析を用いて、表２－４、６、７及び１３の何れかに挙げた遺伝子のｍＲＮＡについて都
合よくアッセイすることができる。いくつかの実施形態において、１又は複数のバイオマ
ーカーの発現はＲＴ-ＰＣＲによってアッセイされてもよい。いくつかの実施形態におい
て、ＲＴ-ＰＣＲは定量的ＲＴ-ＰＣＲ（ｑＲＴ-ＰＣＲ）であってもよい。いくつかの実
施形態において、ＲＴ-ＰＣＲはリアルタイムＲＴ-ＰＣＲである。いくつかの実施形態に
おいて、ＲＴ-ＰＣＲは定量的リアルタイムＲＴ-ＰＣＲである。定量的ＰＣＲアッセイの
ようなＲＴ-ＰＣＲアッセイは当分野でよく知られている。本発明の例示的な実施形態に
おいて、生物学的試料においてｍＲＮＡを検出するための方法は、少なくとも１のプライ
マーを使用する逆転写によって試料からｃＤＮＡを産生すること；ｃＤＮＡを増幅し、セ
ンス及びアンチセンスプライマーとしてポリヌクレオチドを使用して、それについてｃＤ
ＮＡを産生すること;及び興味の増幅されたｃＤＮＡの存在を検出することを含む。いく
つかの実施態様において、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲは定量的ＲＴ－ＰＣＲであってもよ
い。いくつかの実施態様において、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲは、ＴａｑＭａｎ試薬（ア
プライドバイオシステムズ）を使用して行うことができる。いくつかの実施態様において
、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲは、ＴａｑＭａｎ試薬（アプライドバイオシステムズ）及び
ＡＢＩプリズム７７００配列検出システム（アプライドバイオシステムズ）を使用して行
うことができる。リアルタイムＲＴ－ＰＣＲは、Ｔａｑポリメラーゼが５’－３；エキソ
ヌクレアーゼ活性を有するという原理と、切断に応じてのみ蛍光シグナルを放出するとい
う問題があった二重標識蛍光発生オリゴヌクレオチドを、蛍光共鳴エネルギーの原理に基
づいて組合わせる。例えば、Overbergh, L.等, J. Biomolecular Techniques 14(1): 33-
43 (2003)を参照。加えて、このような方法は、生物試料の表２－４、６，７及び１３の
何れかに挙げた遺伝子のｍＲＮＡのようなｍＲＮＡのレベルを決定することを可能にする
１又は複数の工程を含むことができる（例えば、アクチン・ファミリーの一員のような「
ハウスキーピング」遺伝子及び／又は表８又は表９に挙げた１又は複数の遺伝子の比較対
照ｍＲＮＡ配列を同時にレベルを調べることによって）。ｑＲＴ－ＰＣＲを行うために使
用できるプライマーとプローブの例は、表１０に提供される。
【００９２】
　いくつか実施態様において、試料における表２－４、６、７及び１３の何れかに挙げた
遺伝子によってコードされたタンパク質の発現は、免疫組織化学及び染色プロトコルを用
いて試験される。組織切片の免疫組織化学染色は、試料中のタンパク質の存在を評価ない
しは検出するための確実な方法であることが示されている。免疫組織学法（「ＩＨＣ」）
技術は、抗体を用いて、一般的には色素生産性方法または蛍光性方法によって、インサイ
ツで細胞性抗原を探索して視覚化する。
【００９３】
　試料の調整では、哺乳動物（典型的にはヒト患者）の組織または細胞試料を用いてもよ
い。試料の例として、組織生検、血液、肺吸引、痰、リンパ液などが含まれるが、これら
に限定するものではない。前記試料は、当分野で公知の様々な手順、限定するものではな
いが、外科的切除、吸引または生検などによって採取することができる。組織は新鮮なも
のでも凍結したものでもよい。一実施態様では、前記試料は固定し、パラフィンなどに包
埋する。
【００９４】
　前記組織試料は従来の方法によって固定(すなわち保存)されてもよい(例として、「Man
ual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology」
第３版(1960) Lee G. Luna, HT (ASCP)編集, The Blakston Division McGraw-Hill Book 
Company, New York; The Armed Forces Institute of Pathology Advanced Laboratory M
ethods in Histology and Pathology (1994) Ulreka V. Mikel編集、Armed Forces Insti



(32) JP 5730576 B2 2015.6.10

10

20

30

40

50

tute of Pathology, American Registry of Pathology, Washington, D.C.を参照)。当分
野の技術者は、組織学的染色ないしは他の分析に供する試料の目的に応じて固定液を選択
することは理解するところであろう。また、当分野の技術者は、組織試料の大きさおよび
用いる固定液に応じて固定の時間を決定することも理解するであろう。例として、中性緩
衝ホルマリン、ブアン固定液またはパラホルムアルデヒドを用いて試料を固定してもよい
。
【００９５】
　通常、まず試料を固定し、次いで段階的に増加させたアルコールによって、脱水し、パ
ラフィンまたは他の切片溶液に浸透させて包埋し、組織試料を切断できるようにする。別
法として、組織を切断して、得られた切片を固定してもよい。例として、従来の方法によ
って、組織試料を包埋して、パラフィンで処理してもよい(例として、上掲の「Manual of
 Histological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology」を参照
)。使用されうるパラフィンの例として、パラプラスト、BroloidおよびTissuemayがある
が、これらに限定するものではない。組織試料を包埋すると、試料をミクロトーム等によ
って、切断してもよい(例として、上掲の「Manual of Histological Staining Method of
 the Armed Forces Institute of Pathology」を参照)。この手順の例として、切片はお
よそ３ミクロンからおよそ５ミクロンの範囲の厚さでよい。切断すると、いくつかの標準
的な方法によって、切片をスライドに付着させてもよい。スライド接着剤の例として、シ
ラン、ゼラチン、ポリ‐Ｌ‐リジンなどがあるが、これに限定されるものではない。例と
して、パラフィン包埋切片は、正に荷電したスライドおよび／またはポリ‐Ｌ‐リジンで
コートしたスライドに付着させてもよい。
【００９６】
　包埋材料としてパラフィンを用いた場合、組織切片は通常、脱パラフィン化して、水に
再水和させる。組織切片は、いくつかの従来の標準的な方法によって、脱パラフィン化し
てもよい。例えば、キシレンおよび段階的に減少するアルコールを用いてもよい(例とし
て、上掲の「Manual of Histological Staining Method of the Armed Forces Institute
 of Pathology」を参照)。別法として、Ｈｅｍｏ-Ｄｅ７(CMS, Houston, Texas)などの市
販の脱パラフィン化非有機薬剤が用いられてもよい。
【００９７】
　いくつかの実施態様において、試料の調整の後に、組織切片をＩＨＣを用いて分析して
もよい。ＩＨＣは、形態学的染色および／または蛍光発光インサイツハイブリダイゼーシ
ョンなどの付加的な技術と組み合わせて行ってもよい。ＩＨＣの直接アッセイおよび間接
アッセイの２つの一般的な方法が有用である。第一のアッセイでは、標的抗原(例えば表
１－４、６及び７に挙げた１又は複数の遺伝子によってコードされたタンパク質又はその
断片)に対する抗体の結合は、直接的に測定される。この直接アッセイは、更なる抗体相
互作用を必要とせずに可視化されうる酵素標識一次抗体または蛍光タグ付加一次抗体など
の標識された試薬を用いる。代表的な間接アッセイでは、コンジュゲートしていない一次
抗体が抗原と結合し、次いで標識された二次抗体が一次抗体と結合する。二次抗体が酵素
標識にコンジュゲートする場合、抗原を視覚化させるために色素生産性基質ないしは蛍光
発生基質が加えられる。二次抗体の中には一次抗体上の異なるエピトープと応答するもの
もあるので、シグナルの増幅が起こる。
【００９８】
　一般的に、免疫組織化学に使用する一次および／または二次抗体は、検出可能な部分に
標識される。通常、以下の種類に分類できる多くの標識が利用可能である：
　（ａ）ラジオアイソトープ、例えば３５Ｓ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈおよび１３１Ｉ。
抗体は例えばImmunology, Volumes 1 and 2, Coligen 等, 編集 Wiley-Interscience, Ne
w York, New York, Pubs. (1991)のCurrent Protocolsに記載される技術を用いて放射性
同位体にて標識することができ、放射能はシンチレーション計測器を用いて測定すること
ができる。
　（ｂ）コロイド金粒子。
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　（ｃ）希有土類キレート(ユウロピウムキレート)、テキサスレッド、ローダミン、フル
オレセイン、ダンシル、リサミン、ウンベリフェロン、フィコクリセリン(phycocrytheri
n)、フィコシアニン又はSPECTRUM ORANGE7およびSPECTRUM GREEN7などの市販の蛍光体お
よび／または上記の何れか一ないしは複数の誘導体を含むが、これらに限定されるもので
はない蛍光標識。蛍光標識は、例えば、上記のImmunologyのCurrent Protocolsに開示さ
れる技術を用いて抗体にコンジュゲートすることができる。蛍光は、蛍光計を用いて定量
化することができる。
　（ｄ）様々な酵素基質標識が利用可能であり、米国特許第4275149号にはこの概説があ
る。一般に、酵素は、様々な技術を用いて測定することができる色素生産性基質の化学変
化を触媒する。例えば、酵素は、分光測光法で測定することができる基質の変色を触媒す
るかもしれない。あるいは、酵素は、基質の蛍光又は化学発光を変えうる。蛍光の変化を
定量化する技術は上記の通りである。化学発光基質は、化学反応によって電子的に励起さ
れ、測定することができる(例えば化学発光計測器を用いて)か、またはエネルギーを蛍光
アクセプターに与える光を発しうる。酵素標識の例には、ルシフェラーゼ(例えば、ホタ
ルルシフェラーゼおよび細菌ルシフェラーゼ；米国特許第４７３７４５６号)、ルシフェ
リン、2,3-ジヒドロフタルアジネジオン(dihydrophthalazinediones)、リンゴ酸デヒドロ
ゲナーゼ、ウレアーゼ、西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰＯ)などのペルオキシダーゼ
、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リソチーム、サ
ッカライドオキシダーゼ(例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼお
よびグルコース-６-リン酸デヒドロゲナーゼ)、複素環のオキシダーゼ(例えばウリカーゼ
およびキサンチンオキシダーゼ)、ラクトペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼな
どが含まれる。抗体に酵素をコンジュゲートする技術は、O'Sullivanら., Methods for t
he Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay, in M
ethods in Enzym. (ed J. Langone &amp; H. Van Vunakis), Academic press, New York,
 73:147-166 (1981)に記載されている。
【００９９】
　酵素基質の組合せの例には、例えば以下のものが含まれる：
　（ｉ）基質として水素ペルオキシダーゼを有する西洋わさびペルオキシダーゼ(ＨＲＰ)
、ここで水素ペルオキシダーゼが染料前駆(例えば、オルソフェニレン(orthophenylene)
ジアミン(ＯＰＤ)又は３,３',５,５'－テトラメチルのベンジジン塩酸塩(ＴＭＢ))を酸化
する；
　（ｉｉ）色素生産性基質としてリン酸パラグラフ-ニトロフェニルを有するアルカリホ
スファターゼ(ＡＰ)；及び
　（ｉｉｉ）色素生産性基質(例えばｐ-ニトロフェニル-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ)又は蛍
光発生基質４-メチルウンベリフェリル(methylumbelliferyl)-β-Ｄ-ガラクトシダーゼを
有するβ-Ｄ-ガラクトシダーゼ(β-Ｄ-Ｇａｌ)。
【０１００】
　多数の他の酵素基質の組合せは当業者にとって利用可能である。これらの一般的な概要
については、米国特許第４２７５１４９号及び同第４３１８９８０号を参照。標識は、抗
体と間接的にコンジュゲートされることがある。これを行うための様々な技術は当分野の
技術者に公知である。例えば、抗体は、ビオチンとコンジュゲートさせることができ、前
述した大きな４つの分類のうちの何れかはアビジンとコンジュゲートさせることができ、
その逆もまた可能である。ビオチンは選択的にアビジンと結合し、したがって、標識はこ
の間接的な方法で抗体にコンジュゲートさせることができる。あるいは、抗体と標識を間
接的にコンジュゲートさせるために、抗体は小ハプテンとコンジュゲートさせ、前述した
標識の異なるタイプのうちの１つは抗ハプテン抗体とコンジュゲートさせる。したがって
、抗体と標識は間接的にコンジュゲートすることができる。
【０１０１】
　上記の試料調整手順以外に、ＩＨＣ前、ＩＨＣの間又はＩＨＣ後に組織切片の更なる処
置が所望されてもよい。例えば、クエン酸塩バッファ中で組織サンプルを加熱するなどの
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エピトープ検索方法が実施されてもよい(例として、Leong 等 Appl. Immunohistochem. 4
(3): 201 (1996)を参照)。
【０１０２】
　場合によって行うブロック処置の後に、一次抗体が組織試料中の標的タンパク質抗原と
結合するような好適な条件下と十分な時間、組織切片を一次抗体に曝露させる。これを達
成するための好適な条件は慣例的な実験によって決定できる。試料に対する抗体の結合の
範囲は、上記の検出可能な標識の何れか一つを用いて決定される。標識は、３，３’－ジ
アミノベンジジンクロモゲンなどの色素生産性基質の化学変化を触媒する酵素標識(例え
ばＨＲＰＯ)であることが望ましい。好ましくは、酵素標識は、一次抗体(例えば、一次抗
体はウサギポリクローナル抗体であり、二次抗体はヤギ抗ウサギ抗体である)に特異的に
結合する抗体にコンジュゲートさせる。
【０１０３】
　いくつかの実施形態において、発現を検出するためのＩＨＣ分析に用いられる抗体は、
表２－４、６及び７の何れかにリストした遺伝子によってコードされた１又は複数のタン
パク質のような１又は複数の興味のバイオマーカーに主に結合するように生成された抗体
である。いくつかの実施形態において、抗体はモノクローナル抗体である。抗体は様々な
販売元からなど、当分野で容易に入手可能であり、また、当分野で公知の慣例的な技術を
用いて生成されうる。
【０１０４】
　調製される検査材料はマウントしてカバーグラスをかけてもよい。その後、例えば顕微
鏡を使用してスライドの評価を行い、当分野で通常用いられる染色強度判定基準を用いて
もよい。一例として、染色強度判定基準は以下の通りに評価してもよい。

【０１０５】
　代替的な方法では、試料を、抗体-バイオマーカー複合体が形成するために十分な条件
下で前記バイオマーカーに特異的な抗体と接触させ、次いで該複合体を検出してもよい。
バイオマーカーの存在は多くの方法、例えば血漿又は血清を含む多種多様な組織および試
料を検定するためのウェスタンブロッティングおよびＥＬＩＳＡ手順によって行ってもよ
い。このようなアッセイ様式を用いた広範囲にわたるイムノアッセイ技術は利用可能であ
る。米国特許第４０１６０４３号、同第４４２４２７９号および同第４０１８６５３号参
照。これらには、単一の部位および２-部位の両方、あるいは非競合型の「サンドイッチ
」アッセイ、並びに従来の競合的結合アッセイが含まれる。また、これらのアッセイには
、標的バイオマーカーに対する標識抗体の直接結合が含まれる。
【０１０６】
　サンドイッチアッセイは最も有用なものの一つで、一般的に用いられるアッセイである
。サンドイッチアッセイ技術には多くのバリエーションあり、そのすべては本発明により
包含されることを目的とする。簡潔には、代表的な最近のアッセイでは、非標識抗体を固
体基板上に固定して、試験する試料を結合した分子に接触させる。抗体-抗原複合体が形
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成されるくらいの適当な期間インキュベートした後、検出可能なシグナルを産生できるレ
ポーター分子で標識した、抗原特異的な第二抗体を添加して、更なる抗体-抗原-標識抗体
の複合体が形成されるために十分な時間インキュベートする。反応しなかった材料を洗い
流し、レポーター分子により産生されるシグナルを観察することによって抗原の存在を決
定する。結果は、可視的なシグナルを単純に観察したものであれば質的なものであり、バ
イオマーカーを既知量含有するコントロール試料と比較したものであれば量的なものであ
る。
【０１０７】
　前記のアッセイへのバリエーションには、試料および標識抗体の両方を結合した抗体に
同時に添加する同時アッセイなどがある。これらの技術は当分野の技術者には公知であり
、多少のバリエーションが加えられることは容易に明らかであろう。代表的な近年のサン
ドイッチアッセイでは、バイオマーカーに対して特異性を有する第一抗体は固形表面に共
有結合するか受動的に結合する。固形表面は一般的にガラス又はポリマーであり、最も一
般的に用いられるポリマーはセルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン
、ポリ塩化ビニル又はポリプロピレンである。固形支持体は、チューブ、ビーズ、マイク
ロプレートの皿、又はイムノアッセイを行うために適切な他の任意の表面の形態でもあっ
てもよい。結合方法は従来技術において周知であり、一般に、架橋性共有結合又は物理的
な吸着から成り、ポリマー-抗体複合体は試験試料の調整において洗浄される。次いで、
試験される試料のアリコートを固相複合体に添加し、抗体中に存在する任意のサブユニッ
トが結合するために十分な時間(例えば、２～４０分又はより便利であるならば一晩)と適
切な条件(例えば室温から４０℃、例えば２５℃から３２℃の間)下でインキュベートする
。インキュベーションの後、抗体サブユニット固相を洗浄して、乾燥させ、一部のバイオ
マーカーに特異的な二次抗体とともにインキュベートする。二次抗体は、分子マーカーへ
の二次抗体の結合を表すために用いられるレポーター分子に結合させる。
【０１０８】
　いくつかの実施形態において、試料中の標的バイオマーカーを固定して、その後レポー
ター分子にて標識しているかまたは標識していない特異的抗体に固定された標的を曝すこ
とを伴う。標的の量およびレポーター分子シグナルの強度に応じて、結合した標的は、抗
体で直接標識することによって、検出可能でありうる。あるいは、一次抗体に特異的な二
次標識抗体を標的-一次抗体複合体に曝して、標的-一次抗体-二次抗体の三位複合体を形
成させる。複合体は、レポーター分子により発されるシグナルにより検出される。本明細
書中で用いられる「レポーター分子」は、その化学的性質によって、抗原と結合した抗体
を検出するための分析して同定可能となるシグナルを提供する分子を意味する。この種の
アッセイにおいて、最も一般的に用いられるレポーター分子は、酵素、蛍光体または放射
性核種含有分子(すなわち放射性同位体)および化学発光分子である。
【０１０９】
　酵素イムノアッセイの場合、一般にグルタールアルデヒド又は過ヨウ素酸塩によって、
酵素を二次抗体にコンジュゲートさせる。しかしながら、容易に認識されるように、技術
者に容易に利用可能である多種多様な異なるコンジュゲート技術が存在する。一般的に用
いられる酵素には、西洋わさびペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ－中でもガラ
クトシダーゼおよびアルカリホスファターゼなどがある。特定の酵素と共に用いられる基
質は、一般的に、対応する酵素による加水分解の際に生じる検出可能な色の変化で選択す
る。適切な酵素の例として、アルカリホスファターゼやペルオキシダーゼなどがある。ま
た、上記の色素生産性基質よりも蛍光性産物を産生する蛍光性基質を用いることができる
。すべての例において、酵素標識抗体を一次抗体-分子マーカー複合体に加えて、結合さ
せ、次いで過剰な試薬を洗い流す。次いで、適当な基質を含有する溶液を抗体-抗原-抗体
の複合体に加える。基質は二次抗体と結合した酵素と反応して、通常は分光測定法による
量的なものでもある定性的な可視化シグナルを生じ、試料中に存在するバイオマーカーの
量を表す。あるいは、フルオレセイン及びローダミンなどの蛍光性化合物を、抗体の結合
能を変化させることなく抗体に化学的に結合させてもよい。特定の波長の光を照射するこ
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とにより活性化されると、蛍光色素標識抗体はその光エネルギーを吸収し、それによリそ
の分子において励起状態が誘発され、続いて光学顕微鏡を用いて目視で検出可能な特徴的
な色で光が放射される。ＥＩＡでは、蛍光標識抗体は、一次抗体-分子マーカー複合体に
結合できる。結合していない試薬を洗い落とした後に、残りの三位複合体を適当な波長の
光に曝すと、対象の分子マーカーの存在を示す蛍光発光が観察される。免疫蛍光法および
ＥＩＡ技術は何れも、当分野で非常に確立されたものである。しかしながら、放射性同位
体、化学発光性分子または生物発光性分子などの他のレポーター分子も用いられてもよい
。
【０１１０】
　いくつかの実施形態において、組織又は細胞試料の選択されたバイオマーカーの発現は
、機能的又は活性に基づくアッセイにより調べることができる。例えば、バイオーマーカ
ーが酵素ならば、組織又は細胞試料の所与の酵素活性の存在を測定又は検出する公知のア
ッセイを実施してもよい。
【０１１１】
　１又は複数のバイオマーカーの発現レベルを評価する上記の方法の何れかにおいて、標
的分子を含む試料は公知技術の方法によって得られることができ、それは興味の疾患の特
定の種類及び位置について適切なものである。組織生検は、疾患組織の標本片を得るため
に多くの場合用いられる。あるいは、細胞は、興味の疾患細胞を含むことが知られている
か又は考えられている組織／液体の形態で間接的に得ることができる。例えば、疾患病変
の試料は、切除術、気管支鏡検査法、細針吸引、気管支のブラッシングによって、又は、
痰、肋膜体液又は血液から入手してもよい。遺伝子または遺伝子産物は、疾患組織から又
は他の体試料（例えば尿、痰または血清）から検出できる。疾患試料中の標的遺伝子ない
し遺伝子産物の検出のための上記に記載の同じ技術を他の体試料に応用できる。このよう
な体試料のスクリーニングによって、これらの疾患の診断を簡単かつ迅速に行うことがで
きる。加えて、治療の経過は、標的遺伝子ないし遺伝子産物についてこのような体試料を
試験することによって、より容易に監視することができる。
【０１１２】
　疾患細胞の組織調製物を濃縮する方法は公知技術である。例えば、組織は、パラフィン
切片又はクリオスタット切片から単離してもよい。また、興味の細胞は、フローサイトメ
トリー又はレーザー捕獲顕微解剖によって正常細胞から切り離してもよい。正常細胞から
疾患を分離するためのこれら並びに他の技術は公知技術である。疾患組織が正常細胞と非
常に混濁している場合、特性遺伝子発現プロフィールの検出はより難しいが、混入及び／
又は偽陽性／陰性の結果を最小化する技術が公知である。そのいくつかを以下に記述する
。例えば、試料は、対象とする疾患細胞と結合するが対応する正常細胞とは結合しない、
又はその逆も可であることがわかっているバイオマーカー(突然変異を含む)の存在につい
て評価してもよい。
【０１１３】
　組織または細胞試料が、組織または細胞試料が抗ＣＤ４０抗体による治療に感受性があ
ることを示しているバイオマーカの１又は複数を発現するという判定の後で、抗ＣＤ４０
抗体の有効量を、哺乳類を苦しめているＢ細胞リンパ腫のような疾患を治療するために、
ヒトのような哺乳類に投与できることが考えられる。本願明細書に記載のさまざまな病的
状態の哺乳類、例えばヒトの診断は、熟練した臨床医によってなされることができる。
【０１１４】
（発現レベルを比較し、抗ＣＤ４０抗体治療に対するＢ細胞リンパ腫の応答性を予測、評
価又は評価の補助をすること）
　本願明細書に記載の方法は、マーカー遺伝子の測定された発現レベルと対照標準レベル
とを比較する手順を含む。対照標準レベルは、マーカー遺伝子と異なる対照標準遺伝子の
測定された発現レベル又は異なる試料の同じマーカー遺伝子の測定された発現レベルであ
ってもよい。 
【０１１５】
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　いくつかの実施態様において、患者由来のＢ細胞リンパ腫試料のマーカー遺伝子の測定
された発現レベルは、試料の対照標準遺伝子の測定された発現レベルと比較される。いく
つかの実施態様において、対照標準遺伝子の発現レベルは、抗ＣＤ４０抗体感受性及び耐
性細胞（例えば、表８または表９の遺伝子）を含む様々な種類のＢリンパ腫細胞の中で実
質的に変化しない。いくつかの実施態様において、対照標準の測定された発現レベルに対
するマーカー遺伝子の測定された発現レベルの比率が算出され、比率が抗ＣＤ抗体治療に
対するＢ細胞リンパ腫の応答を評価するためか又は評価の補助のために使用できる。
【０１１６】
　いくつかの実施態様において、患者由来のＢ細胞リンパ腫試料のマーカー遺伝子の測定
された発現レベルは、対照標準試料のマーカー遺伝子の測定された発現レベルと比較され
る。いくつかの実施態様において、対照標準試料は、抗ＣＤ４０抗体に耐性があるか又は
応答しないＢリンパ腫細胞を含む。例えば、比較は、患者由来の試料及び対照標準試料に
おけるマーカー遺伝子の測定された発現レベル間の相違の大きさを決定するために行われ
る（例えば、患者由来の試料と対照標準試料のマーカー遺伝子の発現レベル間の倍または
パーセンテージ相違を比較する）。抗ＣＤ４０抗体に対して耐性があるか又は応答しない
Ｂリンパ腫細胞を含む対照標準試料におけるマーカー遺伝子の発現と比較して、患者由来
の試料におけるマーカー遺伝子の増加又は減少した発現は、抗ＣＤ４０抗体による治療に
対してＢ細胞リンパ腫の応答性を示唆するか又は示す。耐性細胞と比較して、抗ＣＤ４０
抗体感受性細胞における増加又は減少した発現を有するマーカー遺伝子について記載する
表４を参照されたい。例えば、ＶＮＮ２、ＭＥＦ２Ｃ、ＬＴＢ、ＫＣＮＮ３、ＮＣＦ１、
ＢＣＬ６、ＩＧＪ、ＥＬＴＩ１９０２、ＰＮＯＣ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＰＯＵ２ＡＦ１、ＣＤ
２２、ＲＧＳ１３及びＭＥＦ２Ｂは、耐性細胞と比較して、抗ＣＤ４０抗体感受性細胞に
おいて通常過剰発現する。いくつかの実施形態では、患者の由来の試料の発現レベルの増
加の倍数は、対照標準試料の発現レベルの少なくとも約１．５Ｘ、１．７５Ｘ、２Ｘ、３
Ｘ、４Ｘ、５Ｘ、６Ｘ、７Ｘ、８Ｘ、９Ｘ又は１０Ｘの何れかである。いくつかの実施態
様では、患者の由来の試料の発現レベルの減少の倍数は、対照標準試料の発現レベルの少
なくとも約０．０１、０．０５、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０
．７、０．８の何れかである。
【０１１７】
　いくつかの実施態様では、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２
、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、Ｕ
ＡＰ１及びＰＵＳ７からなる群から選択される１又は複数のマーカー遺伝子の発現量は、
対照標準レベルと比較される。　
【０１１８】
　いくつかの実施態様では、対照標準レベルと比較した１又は複数のＩＦＩＴＭ１、ＣＤ
７９Ｂ、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１及びＰＵＳ７の増大した発現レベ
ルは、前記患者がアゴニスト抗ＣＤ４０抗体治療に応答しそうにないことを示唆する。い
くつかの実施態様では、対照標準レベルは、アゴニスト抗ＣＤ４０抗体治療後に増大した
腫瘍体積を有する患者由来のＢリンパ腫細胞を含む試料における、対応するマーカー遺伝
子の発現レベルによって決定される値または範囲である。
【０１１９】
　いくつかの実施態様では、対照標準レベルと比較した１又は複数のＣＤ４０、ＲＧＳ１
３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２、ＣＤ２２、ＢＴＧ２及びＵＡＰ１の増大した発現は、前記患者
がアゴニスト抗ＣＤ４０抗体治療に応答しそうなことを示す。いくつかの実施態様では、
対照標準レベルは、アゴニスト抗ＣＤ４０抗体治療後に減少した腫瘍体積を有する患者由
来のＢリンパ腫細胞を含む試料における、対応するマーカー遺伝子の発現レベルによって
決定される値または範囲である。
【０１２０】
　いくつかの実施態様では、発現レベルＢＣＬ６が測定されて、対照標準レベルと比較さ
れる。ＢＣＬ６の発現レベルが、抗ＣＤ４０抗体治療に対する患者の応答性を予測するか



(38) JP 5730576 B2 2015.6.10

10

20

30

40

50

、評価するか、評価することを補助するために使用される。実施例２に示すように、ＢＣ
Ｌ６発現はアゴニスト抗ＣＤ４０抗体治療後に増加した腫瘍を有する患者で低い傾向があ
る。いくつかの実施態様では、アゴニスト抗ＣＤ４０抗体治療後に減少した腫瘍容量を有
する患者由来の試料におけるＢＣＬ６の発現レベルによって測定された対照標準レベルと
比較したＢＣＬ６の増加した発現は、アゴニスト抗ＣＤ４０抗体治療に反応する可能性が
低いことを示唆する。
【０１２１】
　いくつかの実施態様では、表７のマーカー遺伝子の発現レベルを測定し、表７の遺伝子
ペア１－８のｌｏｇ２－スケール発現のための符号付きｔ値の合計を決定し、－４より大
きい感受性インデックスはＢ細胞リンパ腫が抗ＣＤ４０抗体治療に対する応答性があるこ
とを示唆または示す。いくつかの実施態様では、感受性インデックスは、－３より大きい
か、－２より大きいか、－１より大きいか又は０より大きい。いくつかの実施態様では、
感受性インデックスは－４と２０との間である。いくつかの実施態様において、感受性イ
ンデックスは０と２０との間である。
【０１２２】
　いくつかの実施態様では、ＩＦＩＴＭ１、ＣＤ４０、ＲＧＳ１３、ＶＮＮ２、ＬＭＯ２
、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＥＰＤＲ１、Ｕ
ＡＰ１及びＰＵＳ７の１又は複数の発現レベルが測定され、感受性インデックスがマーカ
ー遺伝子の測定された発現レベルは基づいて算出される。例えば、以下の方程式が、感受
性インデックス（ＳＩ）を決定するために用いられることができる：

ここで、表１３に示す正の相関値を有する少なくとも１つのマーカー遺伝子及び負の相関
値を有する少なくとも１つのマーカー遺伝子の発現レベルが測定され；
式中、（ｉ）βｊは測定される各マーカー遺伝子のための係数値であり；（ｉｉ）ｐは、
測定されるマーカー遺伝子の数であり；（ｉｉｉ）ｘｉは、測定された各マーカーの発現
レベルに対し、患者の試料ための変換し正規化された発現レベルであり；及び（ｉｖ）μ

ｊ及びσｊは、測定される各マーカー遺伝子のための平均と標準偏差であり；ここで、β

ｊ及びμｊ及びσｊはＢリンパ腫細胞を含む患者試料から決定される　いくつかの実施態
様では、感受性インデックスのための０と同等か０を超える値は患者が抗ＣＤ４０抗体治
療に応答しそうであることを示し、感受性インデックスのための０と同等か０を超える値
は患者が抗ＣＤ４０抗体治療に応答しそうにないことを示す。実施例２には、どのように
対照標準試料と新規試料のパラメータを分析し決定するかについて詳細に記載した。いく
つかの実施態様では、ＩＦＩＴＭ１、ＲＧＳ１３、ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ２２、ＢＴＧ２、Ｃ
Ｄ４４、ＥＰＤＲ１及びＵＡＰ１が測定されて、感受性インデックス算出のために使われ
る。いくつかの実施態様では、等しい数の正に相関するマーカー遺伝子と負に相関するマ
ーカー遺伝子が測定されて、感受性インデックス算出のために使われる。
【０１２３】
　感受性インデックスを決定する方法は、公知技術である。Zhou H. and Hastie T. (200
5) Regularization and variable selection via the elastic net; J. R. Statist. Soc
. B. 67(2). pp. 301-320; Friedman J., Hastie T. and Tibshirani R. 2008. Regulari
zation Paths for Generalized Linear Models via Coordinate Descent. Technical Rep
ort, Department of Statistics, Stanford University (World Wide Web-stat.stanford
.edu/~hastie/Papers/glmnet.pdf) R package glmnet; R Development Core Team (2008)
. R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Stat
istical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL World Wide Web at R-
project.org.を参照されたい。
【０１２４】
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　比較は、問題の遺伝子マーカーについての計測値及び対照標準値の種類に対して適切な
任意の従来の方法で実施することができる。比較する手順は手動でもよいし、又は自動で
もよい。いくつかの実施態様において、測定された発現レベルは、正規化された値である
。例えば、発現レベルは、実施例２に記載されている、変換され正規化されたアッセイ値
において、方程式に基づいて正規化されることができる。当業者にとって明らかであるよ
うに、反復測定値はマーカー遺伝子および／または対照標準遺伝子の発現レベルとされて
もよい。いくつかの実施態様では、反復した測定が計測値のために考慮される。反復測定
値は、「計測値」として、計測値の平均か中央値により考慮される。従来技術で公知の統
計分析は、比較される2値間の相違の重要性を確認するために用いてもよい。
【０１２５】
（抗ＣＤ４０抗体治療）
　本発明で同定されるマーカー遺伝子が、１又は複数の抗ＣＤ４０抗体による治療に対す
るＢ細胞リンパ腫の応答性を予測するか、評価するかまたは、評価の補助するために使わ
れることができる。抗ＣＤ４０抗体は、１又は複数のアゴニスト抗体（すなわち、ＣＤ４
０に結合して刺激する）であってもよい。例えば、刺激性抗体は、以下のような異なる種
類のものでもよい：（１）ＣＤ４０による刺激性のシグナルを送るが、ＣＤ４０とＣＤ４
０Ｌとの間の相互作用を増大させないもの（例えば、米国特許第5182368号に記載されて
いるＧ２８－５抗体及びＧ２８－５に由来する抗体;及びPCT WO 96/18413）または、ＣＤ
４０とＣＤ４０Ｌとの間の相互作用を減少させるもの（例えば、米国特許第5674492号に
記載されている抗体ＨｕＣＤ４０－Ｍ２とＨｕＣＤ４０－Ｍ３とヒト化抗体）；及び（２
）ＣＤ４０による刺激性シグナルを送り、ＣＤ４０とＣＤ４０Ｌの間の相互作用を増加さ
せることができるもの、例えばＳ２Ｃ６(Francisco et al., 2000, Cancer Res. 60: 322
5-31)及びＳ２Ｃ６由来の抗体。また、アゴニスト抗体は米国特許第７２８８２５１号に
記載されている。抗ＣＤ４０抗体は、１又は複数のアンタゴニスト抗体（すなわち、ＣＤ
４０に結合しＣＤ４０Ｌによって誘発される活性を阻害する）であってもよい。アンタゴ
ニスト抗ＣＤ４０抗体の例は、米国特許公開番号2007/0110754に記載されているヒト抗体
CHIR-12.12及びWO 97/31025に記載されている抗ＣＤ４０抗体を含む。
【０１２６】
　本明細書に記載のアッセイ／方法に基づく治療の候補として患者が同定されたあと、本
発明の方法はＢ細胞リンパ腫を有する患者に対する抗ＣＤ４０抗体の有効量を投与するこ
とを更に含むことができる。１又は複数の抗ＣＤ４０抗体が投与されてもよい。いくつか
の実施態様において、抗ＣＤ４０抗体は、以下の治療薬の１又は複数とともに投与される
：リツキシマブ、ジェムザール及びＩＣＥ。例えば、抗CD40抗体は、リツキシマブ療法と
併用して、リツキシマブ更にジェムザールと共に;リツキシマブ更にＩＣＥ（イホスファ
ミド、カルボプラチン、エトポシド）（Ｒ－ＩＣＥ）とともに；またはリツキシマブさら
に化学療法と共に、患者に投与されることができる;。
【０１２７】
　本明細書において使用する場合、「併用」投与は、同時投与および／または異なる時間
における投与を含む。併用投与は同一の製剤としての投与（すなわち、異なる薬は同じ組
成物に存在する）または別々の組成物としての投与、異なる投薬頻度または間隔における
投与、及び同じ経路または異なる経路を用いた投与を含む。
【０１２８】
　抗ＣＤ４０抗体または機能的断片が、非応答であるかまたは以下の薬の何れか一つによ
る治療に対し不十分な応答を有するか（リツキシマブ（ジェネンテク）;オクレリズマブ
（ジェネンテック社）;イブリツモマブ・チウキセタン（ゼバリンＴＭ、バイオジェンIde
c）；トシツモマブ（ベキサール（登録商標）、GlaxoSmithKline）；ＨｕＭＡＸ－ＣＤ２
０ＴＭ（GenMab）；ＩＭＭＵ－１０６（ヒト化抗CD20a.k.ahA20または90Y-hLL2、Immunom
edics）; AME-133(Applied Molecular Evolution/Eli Lilly); gentuzumab ozogamicin（
MylotargＴＭ、ヒト化抗ＣＤ３３抗体、ワイエス/PDL）;アレムツズマブ（カンパスＴＭ

、抗ＣＤ５２抗体、Schering Plough/Genzyme）; epratuzumab（IMMU-103ＴＭ、ヒト化抗
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ＣＤ２２抗体（Immunomedics）））、又はこれらの薬による治療の後で再発したＮＨＬを
もつ患者の治療のために使われることができる。
【０１２９】
　以下の文献は、リンパ腫とＣＬＬ、それらの診断、治療及び治療有効性を測定するため
の標準医学的手順を記載する。Canellos GP, Lister, TA, Sklar JL: The Lymphomas. W.
B.Saunders Company, Philadelphia, 1998; van Besien K and Cabanillas, F: Clinical
 Manifestations, Staging and Treatment of Non-Hodgkin's Lymphoma, Chap. 70, pp 1
293-1338, in: Hematology , Basic Principles and Practice, 3rd ed. Hoffman et al.
 (editors). Churchill Livingstone, Philadelphia, 2000; and Rai, K and Patel, D:C
hronic Lymphocytic Leukemia, Chap. 72, pp 1350-1362, in: Hematology , Basic Prin
ciples and Practice, 3rd ed. Hoffman et al. (editors). Churchill Livingstone, Ph
iladelphia, 2000.
【０１３０】
　治療に用いられる抗ＣＤ４０抗体は、キメラ、ヒト化及びヒト抗体を含む。本願明細書
に記載されているか又は公知技術の任意のアゴニストまたはアンタゴニスト抗体が、治療
において用いられることができる。例えば、WO2006/128103に記載されているヒト化抗Ｃ
Ｄ４０抗体が抗ＣＤ４０抗体治療のために使用されることができ、これらの抗体とそれら
のアミノ酸配列は本願明細書に引用により援用される。いくつかの実施形態では、本願明
細書に記載の治療で使用される抗ＣＤ４０抗体はＢリンパ腫細胞上で発現するＣＤ４０（
例えばヒトＣＤ４０）に結合し、Ｂリンパ腫細胞のアポトーシスを誘発する。また、抗Ｃ
Ｄ４０抗体は免疫エフェクタ機能（例えばＡＤＣＣ、ＣＤＣおよび／またはＡＤＣＰ）を
経て生体内でＢリンパ腫細胞を殺す特性を有することができる。いくつかの実施態様にお
いて、抗ＣＤ４０抗体は、約１ｘ１０－８より高くないか又は１ｘ１０－９より少しも高
くないのＫｄ値を有するＣＤ４０に結合する。いくつかの実施態様において、抗ＣＤ４０
抗体は、ＣＤ４０と結合して、ＣＤ４０（すなわちアゴニスト抗体）を刺激する。いくつ
かの実施態様において、抗ＣＤ４０抗体は、ＣＤ４０に対するＣＤ４０リガンドの結合性
を、例えば少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、または少なくとも
７５％増加させる。ＣＤ４０に対するＣＤ４０リガンドの結合性の増加を測定する方法が
米国特許第６８３８２６１号（その開示は本願明細書に引用により援用される）において
開示される。いくつかの実施態様において、抗ＣＤ４０は、WO00/75348（WO00/75348の表
３と４に示されている抗体を含む）に記載されているマウスのモノクローナル抗体Ｓ２Ｃ
６に由来するヒト化抗体である。いくつかの実施態様において、抗ＣＤ４０抗体は、配列
番号１に示されている重鎖アミノ酸配列及び配列番号２において示されている軽鎖アミノ
酸配列を含む（例えば抗ＣＤ４０Ａｂ．１）。
【０１３１】
Ｄ．キット
　上に記載又は示唆された適用における使用のために、キット又は製造品が本発明により
提供される。当該キットは、本願明細書に記載のマーカー遺伝子の発現レベルを検出する
ために特異的な少なくとも１の試薬を含んでもよく、更に本願明細書に記載の方法を実施
するための指示書を更に含んでもよい。
【０１３２】
　いくつかの実施形態では、本発明は、本発明のポリヌクレオチド又はその任意の特異的
な部分を特異的に増幅できるプライマー及びプライマー対、本発明の核酸分子又はその任
意の部分に選択的に又は特異的にハイブリダイズできるプローブを含む組成物及びキット
を提供する。プローブは、例えばラジオアイソトープ、蛍光化合物、生物発光化合物、化
学発光化合物、金属キレート剤又は酵素のような検出可能なマーカーで標識されてもよい
。当該プローブ及びプローブは、表１－４、６、７及び１３に挙げた遺伝子に対応するポ
リヌクレオチドによりコードされたタンパク質を発現する細胞を検出する方法として、試
料中のポリヌクレオチド、例えば表１－４、６、７及び１３に挙げた遺伝子に対応するポ
リヌクレオチドの存在を検出するために使用できる。当業者に理解されるように、非常に
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多くの異なったプライマー及びプローブが本願明細書において提供する配列に基づいて調
製されることができ、ｍＲＮＡの存在及び／又はレベルを増幅、クローン化及び／又は測
定するために効果的に使用されうる。
【０１３３】
　いくつかの実施形態において、キットは、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも５
、少なくとも１０、少なくとも１５、少なくとも２０のマーカー遺伝子の発現レベルを検
出するための試薬を含む。キットは、更に対照標準値を作成する時に有用な対照標準試料
を含む。マーカー遺伝子は、ＶＮＮ２、ＭＥＦ２Ｃ、ＬＴＢ、ＫＣＮＮ３、ＮＣＦ１、Ｂ
ＣＬ６、ＩＧＪ、ＥＬＴＩ１９０２、ＰＮＯＣ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＰＯＵ２ＡＦ１、ＣＤ２
２、ＲＧＳ１３、ＭＥＦ２Ｂ、ＬＲＲＣ８Ａ、ＣＤ４０、ＩＦＩＴＭ１、ＳＭＮ１、ＰＲ
ＲＣＡ、ＥＰＤＲ１、ＰＲＰＳＡＰ２、ＩＧＦ１Ｒ、ＢＴＧ２、ＬＭＯ２、ＹＩＰＦ３、
ＣＤ７９Ｂ、ＣＤ４４、ＣＴＳＣ、ＵＡＰ１及びＰＵＳ７を含むが、これらに限定される
ものではない。マーカー遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルの検出のための試薬は、１つのマー
カー遺伝子のｍＲＮＡ産物を増幅するために特異的な少なくとも１ペアのプライマーを含
んでもよい。いくつかの実施形態では、プライマーのペアはｍＲＮＡ配列の３’終端を上
的としてもよい（例えば、通常は全ての転写変異体に共通である３’ＵＴＲでのｍＲＮＡ
を標的とする）いくつかの実施形態では、キットは増幅された核酸の検出のための捕獲プ
ローブのための表面又は基質（例えば、マイクロアレイ）を更に含む。
【０１３４】
　いくつかの実施形態では、キットはｑＲＴ-ＰＣＲを使用する１つのマーカー遺伝子の
発現レベルを検出するために特異的なプライマーの少なくとも１つのペアー及びプローブ
を含む。ｑＲＴ-ＰＣＲで使用できるプライマー及びプローブのセットの例を表１０に示
す。ＩＦＩＴＭ１を検出するために、配列番号２７、２８と２９、配列番号６０、６１と
６２、及び配列番号９３、９４と９５に示すプライマー及びプローブのセットが使用され
うる。ＣＤ４０を検出するために、配列番号２４、２５と２６、配列番号５７、５８と５
９、配列番号９０、９１と９２に示すプライマー及びプローブのセットが使用されうる。
ＲＧＳ１３を検出するために、配列番号１１４、１１５と１１６、配列番号１２６、１２
７と１２８に示すプライマー及びプローブのセットが使用されうる。ＶＮＮ２を検出する
ために、配列番号３０、３１と３２、配列番号６３、６４と６５、及び配列番号９６、９
７と９８に示すプライマー及びプローブのセットが使用されうる。ＬＭＯ２を検出するた
めに、配列番号１２、１３と１４、配列番号４５、４６と４７、及び配列番号７８、７９
と８０に示すプライマー及びプローブのセットが使用されうる。ＣＤ７９Ｂを検出するた
めに、配列番号１４１、１４２と１４３、配列番号１５０、１５１と１５２、及び配列番
号１５９、１６０と１６１に示すプライマー及びプローブのセットが使用されうる。ＣＤ
２２を検出するために、配列番号１５、１６と１７、配列番号４８、４９と５０、及び配
列番号８１、８２と８３に示すプライマー及びプローブのセットが使用されうる。ＢＴＧ
２を検出するために、配列番号９、１０と１１、配列番号４２、４３と４４、及び配列番
号７５、７６と７７に示すプライマー及びプローブのセットが使用されうる。ＩＧＦ１Ｒ
を検出するために、配列番号６、７と８、配列番号３９、４０と４１、及び配列番号７２
、７３と７４に示すプライマー及びプローブのセットが使用されうる。ＣＤ４４を検出す
るために、配列番号１７４、１７５と１７６、配列番号１８０、１８１と１８２、及び配
列番号１８６、１８７と１８８に示すプライマー及びプローブのセットが使用されうる。
ＣＴＳＣを検出するために、配列番号１６５、１６６と１６７、配列番号１６８、１６９
と１７０、及び配列番号１７１、１７２と１７３に示すプライマー及びプローブのセット
が使用されうる。ＥＰＤＲ１を検出するために、配列番号２１、２２と２３、配列番号５
４、５５と５６、配列番号８７、８８と８９、配列番号１２９、１３０と１３１、配列番
号１３２、１３３と１３４、配列番号１３５、１３６と１３７に示すプライマー及びプロ
ーブのセットが使用されうる。ＵＡＰ１を検出するために、配列番号１３８、１３９と１
４０、配列番号１４７、１４８と１４９、及び配列番号１５６、１５７と１５８に示すプ
ライマー及びプローブのセットが使用されうる。ＰＵＳ７を検出するために、配列番号１
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７７、１７８と１７９、配列番号１８３、１８４と１８５、及び配列番号１８９、１９０
と１９１に示すプライマー及びプローブのセットが使用されうる。ＢＣＬ６を検出するた
めに、配列番号１０２、１０３と１０４、及び配列番号１０８、１０９と１１０に示すプ
ライマー及びプローブのセットが使用されうる。
【０１３５】
　マーカー遺伝子のタンパク質発現レベルを検出するための試薬は、マーカー遺伝子によ
ってコードされたタンパク質に特異的に結合する抗体を含みうる。
【０１３６】
　キットは、バイアル、チューブ及びその類のような１又は複数の容器をしっかりと収納
できるような区分化された入れ物を含む。各容器は本方法で使用される別々の要素の１つ
を含むものである。例えば、容器の一つは検出可能であるか又は検出可能であってもよい
標識されたプローブを含みうる。当該プローブはマーカー遺伝子に特異的な抗体又はポリ
ヌクレオチドであってもよい。標的核酸を検出するために核酸ハイブリダイゼーションを
使用するキットにおいて、キットは、標的核酸配列の増幅のための核酸を含む容器、酵素
、蛍光、又はラジオアイソトープ標識のようなレポーター分子に結合した例えばアビジン
又はストレプトアビジンのようなビオチン結合タンパク質等のレポーター手段を含む容器
を有する。
【０１３７】
　本発明のキットは、上記の容器及び、バッファー、希釈剤、フィルター、針、シリンジ
及び使用のための指示書を有するパッケージ封入物を含むような商業及び使用者の立場か
ら望ましい材料を含む１又は複数の容器を基本的には含む。ラベルは特異的療法又は非特
異的療法の適用のために使用される組成物を表示するために容器の上にあってもよく、上
記のようなインビボ又はインビトロのどちらに向けたものかを表示してもよい。
【０１３８】
　キットは、組織又は細胞試料を調製するため、及び試料由来の核酸（例えばｍＲＮＡ）
を調製するための指示書と材料のセットを更に含んでも良い。
【０１３９】
　本発明は、本発明の方法の実施において使用するために適した様々な組成物であって、
キットで使用されてもよいものを提供する。例えば、本発明は当該方法において使用する
ことができるアレイのような表面を提供する。いくつかの実施態様では、本発明のアレイ
は本発明の突然変異を検出するために有用な核酸分子の個々又は収集物を提供する。例え
ば、標的核酸を含む試料にハイブリダイズする一連の別々に配置された個々の核酸オリゴ
ヌクレオチド又は核酸オリゴヌクレオチドの組合せのセットを含み、このようなハイブリ
ダイゼーションが本発明の突然変異の有無を示す。
【０１４０】
　いくつかの技術は、核酸をガラスのような固形基質に取り付けることが知られている。
ある方法は、合成される核酸分子にアミン基、アミン基の誘導体または正電荷をもつ別の
基のような固形基質に取り付けることができる部分を含む修飾塩基またはアナログを組み
込むことである。合成された生成物は次に、固形基質（例えばガラススライド）に接触さ
せられ、固形基質は、増幅産物上の反応基と共有的にリンクを形成するアルデヒド又は他
の反応基でコートされており、ガラススライドに共有結合する。他の方法は、world wide
 web at cmt.corning.com and cmgm.stanford.edu/pbrown1で開示されるような、公知記
述であるアミノプロピルシルカン界面化学を使用しするものである。 
【０１４１】
　反応基に後に変換されるかもしれないオリゴヌクレオチドに対する基の付加は、また、
従来技術において知られている方法を使用することが可能である。オリゴヌクレオチドの
ヌクレオチドに対する任意の付加はオリゴヌクレオチドの部分になり、次にそれはマイク
ロアレイの固体表面に取り付けられてもよい。増幅された核酸は、固形基質に対する付加
の前又は後に、必要に応じておよび／または使用する技術が認めるならば、例えば断片へ
の切断または検出可能な標識の付加よって更に修飾されてもよい。
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　以下は、本発明の方法及び組成物の例である。上記の一般的説明を想定すれば、さまざ
まな他の実施態様が実施されてもよいと理解される。
【図面の簡単な説明】
【０１４２】
【図１】BASSO_GERMINAL_CENTER_CD40_DN 遺伝子セット内の遺伝子のエンリッチメントプ
ロット。上段のプロットは、緩和されたｔ検定（表２）から、順位化遺伝子全体のエンリ
ッチメントスコア配布を表す。下段のプロットは、ｓｉｇｎａｌ２ｎｏｉｃｅとして知ら
れている、順位化リストメトリックに関して、エンリッチメントの分布を示す。概して、
これらのプロットは、遺伝子セットが抗ＣＤ４０Ａｂ．１感受性細胞の中で強くエンリッ
チメントされることを明らかに示す。
【図２】ＶＮＮ２（ＣＤ４０Ｌ－下方制御遺伝子）は抗ＣＤ４０Ａｂ．１に対して感受性
があるＮＨＬ細胞において過剰発現し、感受性及び耐性の２クラス間の区別をする。棒グ
ラフはｍＲＮＡ発現量を表し、線グラフはＩＣ２５値を表す。
【図３】図３Ａ－３Ｃ。ＲＧＳ１３、ＣＤ２２、及びＭＥＦ２Ｂ胚中心Ｂマーカーは抗Ｃ
Ｄ４０Ａｂ．１に対して感受性がある及び中間のＮＨＬ細胞において過剰発現し、感受性
及び耐性の２クラス間の区別を相当な精度で区別することができる。棒グラフはｍＲＮＡ
発現量を表し、線グラフはＩＣ２５値を表す。
【図４】ＮＨＬ細胞株全体の抗ＣＤ４０Ａｂ．１感受性インデックススコアリング。ステ
ップワイズ・リニア・モデリング及び遺伝子ペア・スコアリングは、ｍＲＮＡ発現データ
に基づいて各細胞株に適用した。第１ｙ軸は、ｘ軸上のＮＨＬ細胞株に対してプロットし
た、抗ＣＤ４０Ａｂ．１感受性インデックスを示し、第２ｙ軸は抗ＣＤ４０Ａｂ．１　Ｉ
Ｃ２５値を示す。高い抗ＣＤ４０Ａｂ．１感受性インデックス（＞－４）は、感受性があ
る細胞株の増大した確率を表す。
【図５】抗ＣＤ４０Ａｂ．１感受性を有するＣＤ４０特性遺伝子の相関関係。
【図６】図６－１から６－３５。表７と表１０にリスト化した遺伝子のためのジーンバン
ク配列。ＶＮＮ２（図６－１：配列番号２５８），ＲＧＳ１３（図６－２：配列番号２５
９），ＣＤ２２（図６－３及び６－４：配列番号２６０），ＬＲＲＣ８Ａ（図６－５：配
列番号２６１），ＣＤ４０（図６－６：配列番号２６２），ＩＦＩＴＭ１（図６－７：配
列番号２６３），ＰＲＫＣＡ（図６－８から６－１０：配列番号２６４），ＢＣＬ６（図
６－１１及び６－１２：配列番号２６５），ＥＰＤＲ１（図６－１３：配列番号２６６）
，ＰＲＰＳＡＰ２（図６－１４：配列番号２６７），ＩＧＦ１Ｒ（図６－１５から６－１
８：配列番号２６８），ＢＴＧ２（図６－１９及び６－２０：配列番号２６９），ＬＭＯ
２（図６－２１：配列番号２７０），ＹＩＰＦ３（図６－２２：配列番号２７１），ＳＭ
Ｎ１（図６－２３：配列番号２７２），ＣＤ７９Ｂ（図６－２４：配列番号２７３），Ｃ
Ｄ４４（図６－２５及び６－２６：配列番号２７４），ＣＴＳＣ（図６－２７：配列番号
２７５），ＵＡＰ１（図６－２８：配列番号２７６），ＰＵＳ７（図６－２９及び６－３
０：配列番号２７７），ＲＧＳ１３（図６－３１：配列番号２７８），ＣＤ２２（図６－
３２及び６－３３：配列番号２７９），ＳＭＮ１（図６－３４：配列番号２８０），及び
ＹＩＰＦ３（図６－３５：配列番号２８１）のｍＲＮＡをコードする核酸配列。
【図７】臨床試験００１の２１人の患者についての、多変量感受性インデックスと腫瘍の
生成物の直径合計（ＳＰＤ）測定値のパーセント変化の相関。ＳＰＤパーセント変化は、
治験期間開始前ＳＰＤに対して最終観察時点までの最小のＳＰＤを比較することによって
決定される。正の変化は腫瘍容積の増大を示し、負の変化は腫瘍容積の減少を示す。感受
性インデックス算出のために使用する重み付け（係数）を、表１４に示す。より大きな多
変量感受性インデックス値は最終観察時点までのＳＰＤ減少と相関する（スピアマンのＲ
ｈｏ＝－０．５８；Ｐ＝０．００６）。
【図８】２６人のＤＬＢＣＬ患者の、ＢＣＬ６発現及びＳＰＤ測定値のパーセント変化の
相関。ＳＰＤパーセント変化は、治験期間開始前ＳＰＤと最終観察時点までの最小のＳＰ
Ｄを比較することによって決定される。正の変化は腫瘍容積の増大を示し、負の変化は腫
瘍容積の減少を示す。
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【実施例】
【０１４３】
（実施例１．抗ＣＤ４０抗体治療に対するＮＨＬ患者の応答性について予測遺伝子マーカ
ーの同定）
材料と方法
細胞生存率測定
　ＮＨＬ細胞は、２％のＦＢＳを添加したＲＰＭＩ１６４０中の１５００－５０００細胞
／ウェルの５０ｕｌを３８４枚のウェルプレートにまいて、連続的濃度の架橋結合した抗
ＣＤ４０Ａｂ．１または対照抗体（抗－ｇＤ５Ｂ６で処理された。架橋結合するために、
細胞に加える前に室温で３０分間培地において１：４の割合で、抗ＣＤ４０Ａｂ．１また
は抗ｇＤは、ヤギ抗ヒトＦｃＫ断片特異的抗体のＦ（ａｂ’）２断片(Jackson ImmunoRes
earch, West Grove, PA)と共にインキュベートした。９６時間のインキュベーション後、
細胞生存度は、製造業者の指示書に従ってCellTiter-Glo発光細胞生存率測定（プロメガ
、マディソン、WI）を使用して数値を求めた。各データポイントは、４重で実施された。
【０１４４】
　ＸＬｆｉｔは、ＩＣ５０、ＩＣ２５及び最大阻害を算出するために用いた。データは３
回の独立した実験の平均として表わされる。抗ＣＤ４０Ａｂ．１に対する感受性は、３つ
のカテゴリーに分けられた：ＩＣ２５とＩＣ５０値に基づいて感受性、中間体及び耐性。
【０１４５】
（抗体）
　抗ＣＤ４０Ａｂ．１は、ＣＤ４０に対するヒト化ＩｇＧ１　ｍＡｂである。それは、遺
伝的に改変されたチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株によって産生され、分泌
される。実施例で使用され、抗ＣＤ４０Ａｂ．１と呼ばれる抗ＣＤ４０Ａｂ．１は、以下
のアミノ酸配列を有する：
【０１４６】
　重鎖（配列番号１）。イタリック体下線ＡＳＮ２９４残基は、炭水化物部分の位置を特
定する。
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYSFT GYYIHWVRQA PGKGLEWVAR 50
VIPNAGGTSY NQKFKGRFTL SVDNSKNTAY LQMNSLRAED TAVYYCAREG 100
IYWWGQGTLV TVSSASTKGP SVFPLAPSSK STSGGTAALG CLVKDYFPEP 150
VTVSWNSGAL TSGVHTFPAV LQSSGLYSLS SVVTVPSSSL GTQTYICNVN 200
HKPSNTKVDK KVEPKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF PPKPKDTLMI 250
SRTPEVTCVV VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV 300
SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP 350
SREEMTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS 400
FFLYSKLTVD KSRWQQGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPG 443
【０１４７】
軽鎖（配列番号２）。
DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRSSQSLV HSNGNTFLHW YQQKPGKAPK 50
LLIYTVSNRF SGVPSRFSGS GSGTDFTLTI SSLQPEDFAT YFCSQTTHVP 100
WTFGQGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK 150
VQWKVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE 200
VTHQGLSSPV TKSFNRGEC 219
【０１４８】
（遺伝子発現プロフィールの生成及び解析）
　全ＲＮＡは、ｍｉｒＶａｎａＴＭ　ｍｉＲＮＡ単離キット（Ａｍｂｉｏｎ、オースティ
ン、ＴＸ）で抽出され、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＨＧＵ１３３Ｐ２全体ゲノム発現マイク
ロアレイを使用してアッセイされた。生データはＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘスキャナを使用し
て抽出され、結果として生じるセル・ファイルはＲ　Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒパッケー
ジ（bioconductor.orgのワールドワイド・ウェブ）のデフォルトのｇｃＲＭＡを使用して
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処理された。有意に差異的に発現する遺伝子は、抗ＣＤ４０Ａｂ．１感受性及び生存度ク
ラス全体について相違のための緩和されたｔ検定を使用して同定された。更なるパラメー
タはＬＩＭＡパッケージ及びｔ－統計値、ｐ値、調製されたｐ値及びＢ－統計値が各遺伝
子のために算出された。プローブは、各遺伝子に対してマップされ、遺伝子マッピングに
対する１：１プローブが感受性の測定値に最も強く相関するプローブを使用した下流の解
析のために選択された。耐性群に対して、感受性又は中間体を分類する場合、アッセイに
含める遺伝子の節約的なセットを同定するために、定量的段階的線形モデリングは、標的
経路の定性分析と組合せられた。更なる詳細及び結果を結果（表７）に示す。
【０１４９】
　遺伝子セットエンリッチメント解析は、Gene Pattern（www.genepattern.org）の中の
ＧＳＥＡモジュールを利用することによって決定された。遺伝子の予め特定したクラスを
、そのメンバーが表現型全体の調和した方法でかなり差異的に発現される場合、エンリッ
チメントスコアとして判決する。正規化されたエンリッチメントスコアは、エンリッチメ
ントスコアを取り出して遺伝子セット内の遺伝子の数を調整することによって算出される
。名目ｐ値は、感受性ラベルと耐性ラベルとを入れ替えて、ヌル分布を与える正規化され
たエンリッチメントスコアを再計算することによって決定する。
【０１５０】
（ステップワイズ・リニア・モデリングを使用して同定される抗ＣＤ４０Ａｂ．１感受性
インデックス）
　標的遺伝子がインデックスへの算入のために選択される工程の順序で、各標的遺伝子を
その対応する逆相関（反相関）ペア遺伝子（表７）と共に示す。最初の３つのメイン遺伝
子（表７のＶＮＮ２、ＲＧＳ１３、ＣＤ２２）は、感受性及び中間体細胞株における差異
的過剰発現の優位な構成要素をモデル化するために、表２－４（工程１）から選択された
。これらの３つの遺伝子の発現は、＋０．７７以上の相関係数を有し非常に相関している
。それらの類似性のために、単一のペア遺伝子ＥＰＤＲ１は、耐性細胞株における過剰発
現と対比して測定するために表２－４から選択された。当該反相関ペア遺伝子をアッセイ
に含むことは、感受性と耐性の両方がペアの１アームの高い発現を伴うという点で、自己
正規化を提供する。この機構によって、アッセイは任意のクラスを定めるために低い全ｍ
ＲＮＡアッセイ・レベルに依存しないで、むしろ、それらの反相関ペアに対するメイン遺
伝子の相対的発現のパターンによってそれぞれ記載される（すなわち、倍率変化推定に対
応する符号付きｌｏｇ２スケールにおける符号付きｔ－スコアの合計）。工程２－５にお
いて、遺伝子の更なるペアは、前工程において同定される遺伝子のための符号付きｔ－値
の累積和の調整の後、有意な相関を有するそれらの新しいリストからＩＣ２５まで作用機
構に基づいて選択された。このステップワイズ手順は、遺伝子の各々の新規なペアが更な
る予測力を感受性インデックスに加えることを必要とする。工程５の後、どんな遺伝子ペ
アも、ＩＣ２５予測のために必要とされなかった。工程６において、単一の更なるペアは
、遺伝子の前の７ペアに基づいて累積的インデックスの調整後、最大阻害で細胞生存度を
予測するその能力のために加えられた。ＢＣＬ６は、作用機構の論理的根拠に基づく対応
するペアのない単体として加えられた：それは現在最終的な感受性インデックスに取り入
れられない。それは遺伝子ペア１－８のｌｏｇ２－スケール発現のための符号付きｔ値の
合計によって与えられる。それは、明白に、臨床経験に基づくインデックスに組み込まれ
ることができる。耐性群に対して、感受性又は中間体を分類する場合、予備的カットオフ
は、全体的に正しい分類比を最大にするように、感受性インデックスのために選択された
。選択されたプローブに基づく代替の分類規則は、臨床応用のために後に最適化されるこ
とができる。
【０１５１】
（結果と解析）
　抗ＣＤ４０抗体の作用機序の理解をするために、及び抗ＣＤ４０抗体療法に対するＮＨ
Ｌ患者の応答性のための１又は複数の予測マーカーを同定するために、３１のＮＨＬ細胞
株のパネルに渡って抗ＣＤ４０Ａｂ．１の活性を試験して、抗ＣＤ４０抗体の力価に応答
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する細胞生存度を評価した。この実験から表１において強調したＩＣ２５値は、抗ＣＤ４
０抗体感受性化の１０の細胞株は＜０．４μｇ／ｍｌの濃度において細胞生存度の減少が
あり（「感受性」細胞株として定義される）、および１３の細胞株は１μｇ／ｍｌの濃度
に上げても細胞生存度の減少がなかった（「耐性」細胞株として定義する）ことを明らか
にした。８の細胞株は、＞０．４と＜０．８間とのＩＣ２５を有しており、ここについて
「中間体」細胞株とする。
【０１５２】
　表１は、インビトロでＮＨＬ細胞株全体について抗ＣＤ４０Ａｂ．１　ＩＣ２５感受性
データを提供する。各細胞株の特異的なリンパ腫サブタイプ、ＩＣ２５値及び分類データ
を、各細胞株について示す。ＤＬＢＣＬ（びまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫）、ＦＬ（ろ
胞性リンパ腫）、ＭＣＬ（マントル細胞リンパ腫）、ＡＬＣＬ（未分化大細胞リンパ腫）
。
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【０１５３】
　インビトロで抗ＣＤ４０Ａｂ．１活性を予測する遺伝子を同定するために、ＲＮＡは、
細胞分割のログ・ステージで細胞株から調製し、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＨＧＵ１３３Ｐ
２　マイクロアレイを使用して遺伝子発現プロファイリングに供した。感受性と耐性細胞
株との間で差異的に発現する遺伝子は緩和されたｔ検定によって決定され、有意差は≦０
．０５の調整されたＰ値カットオフを使用して決定された（表２）。表２において、調整
されたｐ値≦０．０５（５％のＦＤＲ）でフィルターをかけた遺伝子リストは、１１０の
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ユニークな遺伝子に結果としてなった。プローブＩＤ、遺伝子記号及び説明を示す。加え
て、全ＮＨＬ細胞株に渡ってＩＣ２５値と相関した有意な遺伝子はスピアマンの順位相関
係数によって決定され、遺伝子は≦－０．５７または≧０．５７のｒｈｏ値を使用してフ
ィルターをかけた（表３）。表３において、≦－０．５７又は≧０．５７でフィルターを
かけた遺伝子のリストは、１３０のユニークな遺伝子に結果としてなった。また、プロー
ブＩＤ、遺伝子記号及び説明を示す。各々または両方の方法論によって同定されたユニー
クな遺伝子を合わせた表を、表４に提示する。表４において、ｌｏｇ（２）倍率変化であ
って、正の倍率変化は抗ＣＤ４０Ａｂ．１感受性に対するＮＨＬ細胞株の感受性クラスの
増加した発現を表わし、負の倍率変化は抗ＣＤ４０Ａｂ．１感受性に対するＮＨＬ細胞株
の耐性クラスの増加した発現を表わす。遺伝子は、１９５のユニークな遺伝子を表す。プ
ローブＩＤ、遺伝子記号及び説明についても示す。
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【０１５４】
　表４の高度に発現する遺伝子は、抗ＣＤ４０活性のバイオロジーに関連しない可能性が
ある共制御された遺伝子であってもよい。従って、感受性と耐性細胞との間で差異的に発
現される遺伝子の生物学的機能を理解するために、我々は、遺伝子セットエンリッチメン
ト解析（ＧＳＥＡ）を実施した。この解析において、セットの遺伝子のための平均ｔ－統
計値を算出することによって問題に対処し、そして平均ｔ－統計値を、同一サイズの遺伝
子のランダムなセットのために算出した平均統計値と比較する。低いｐ値は、遺伝子のセ
ットと統計値を作成するために使用された試料の分類との間にいくらかの相関があること
を示す。従って、遺伝子セット解析は、非常に差異的に発現した遺伝子の特性の概要と解
釈することができる。表５は、抗ＣＤ４０Ａｂ．１の感受性ｖｓ．耐性ＮＨＬ細胞株の遺
伝子セットのエンリッチメント解析を提供する。エンリッチ化遺伝子セット、遺伝子セッ
トごとの遺伝子の数、正規化されたエンリッチメントスコア（ＮＥＳ）、および名目ｐ値
（ＮＯＭｐ－値）を表示する。より高いＮＥＳ及びより低いＮＯＭｐ値において、所見が
有意である可能性がより高い。
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【０１５５】
　生物学上適切であった遺伝子セットを同定するＧＳＥＡの、Ｂ細胞受容体シグナル伝達
（ＢＣＲ）に関係する遺伝子セット及び胚中心起源（表５）の遺伝子は、エンリッチ化さ
れた。第一の関心は、ＢＡＳＳＯ＿ＧＥＲＭＩＮＡＬ＿ＣＥＮＴＥＲ＿ＣＤ４０＿ＤＮ遺
伝子セットによって測定されるＣＤ４０シグナル伝達に関係する遺伝子の観察である（図
１）。Basso et al., Blood 104:4088-96, 2004.この遺伝子セットは、Ｒａｍｏｓ細胞株
のＣＤ４０Ｌによって抑制されると報告されている遺伝子を指す。差異的に発現した遺伝
子リストのランク及び調整されたｐ値を、この遺伝子セットに関して表６に表示する。表
６において、感受性と耐性細胞株との間で差異的に発現した遺伝子は遺伝子についてエン
リッチ化され、それはＣＤ４０Ｌを下方制御するものとして知られている。順位化遺伝子
は、緩和されたｔ検定に由来する（表２）。全体で７０の遺伝子は、この表に示されてい
る上位１１を有するこの遺伝子セットの部分であった。表６に示す遺伝子は、抗ＣＤ４０
　Ａｂ．１感受性細胞株において過剰発現した。２つの信号伝達経路がＮＦ－кＢ転写の
軸で収束し、両方の経路がＢ細胞を活性化するために相乗効果を与えることができるので
、ＢＣＲ及びＣＤ４０Ｌ遺伝子を有する遺伝子の部分的な重なりが期待される。次に、Ｃ
Ｄ４０Ｌ誘発遺伝子が、抗ＣＤ４０Ａｂ．１に対する感受性ＮＨＬ細胞株と耐性ＮＨＬ細
胞株との間を区別することが出来るかを確認した。表２及び３の差異的に発現した遺伝子
リストの範囲内のＣＤ４０Ｌ遺伝子の中で、ＶＮＮ２は感受性細胞株と耐性細胞株につい
て最も正確な区別を与えた（図２）。
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【０１５６】
　差異的に発現された遺伝子の更なる検査が、胚中心Ｂ（ＧＣＢ）細胞を示す遺伝子ＣＤ
２２、ＲＧＳ１３及びＭＥＦ２Ｂ（表２と図３、４、６）のような遺伝子が抗ＣＤ４０　
Ａｂ．１感受性細胞株において過剰発現することを明らかにした。ＣＤ４０サイン遺伝子
は、図５に示すように抗ＣＤ４０．Ａｂ．１感受性と相関した。特に、ＲＧＳ１３は、細
胞株全体について、緩和されたｔ検定（表２）及びスピアマンの順位相関係数（表３）に
よる最高ランクの遺伝子のうちの１つであり、感受性と耐性との間、同様に中間体と耐性
クラスとを区別できる単一遺伝子として、感受性ｖｓ．耐性について９６％の正確性、中
間体ｖｓ．耐性について８１％、及び感受性／中間体ｖｓ．耐性について８７％という　
は高い正確性を有する。　
【０１５７】
　最適な分類正確性を得るために、遺伝子サインまたはメタ遺伝子、分類子が必要とされ
るであろう。従って、最も正確な分類に寄与することができる遺伝子を同定するために、
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組合せた際に抗ＣＤ４０Ａｂ．１感受性に関して細胞株全体に最もあり得る分類を与える
遺伝子のペアを同定するためにアルゴリズムを作成した。従って、この目的を達成するた
めにステップワイズ・リニア・モデリングを実施し、最後の遺伝子選択は表７に示した。
表７において、各々の標的遺伝子を、前述のように、標的遺伝子がインデックスへの算入
のために選択される工程の順に、その対応する逆に相関している（反相関）ペア遺伝子に
共に示す。基本的に遺伝子ペア１－８のｌｏｇ２スケールについての符号付きｔ－スコア
である感受性インデックスを計算した場合に、遺伝子ペアのこの選抜は抗ＣＤ４０Ａｂ．
１（図４）に対する感受性、中間体及び耐性の堅固な分類を明らかにした。

【０１５８】
　全体的に、ＣＤ４０ＬはＢ細胞を活性において重要な役割を果たし、Ｂ細胞の展開及び
増殖、及びＩｇクラス切り替えに結果としてなり、またＣＤ４０Ｌシグナル伝達経路はナ
イーヴ及びメモリーＢ細胞を含むプレ－及びポスト－ＧＣＢ－細胞内で活性である。従っ
て、それは抗ＣＤ４０Ａｂ．１に対する感受性を提示しているＮＨＬ細胞は、遺伝子発現
プロファイリングによる起源がＧＣＢ－細胞と類似しており、高度に発現されたＣＤ４０
Ｌ下方制御された遺伝子を有し、耐性細胞とは対照的に、抗ＣＤ４０Ａｂ．１に対する感
受性を測定するＧＣＢとＣＤ４０経路活性化状況との間の関係を表す。
【０１５９】
　更に予想分類子を確認するために、異種間移植モデルを治療法（例えば複合治療）で調
査するために用いる。リアルタイム定量的ＲＴ－ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）が、遺伝子発
現レベルを測定するために使われる。予想分類子を確認した後に、免疫組織化学（ＩＨＣ
）アッセイは、選択されたマーカーの小さいグループ（例えばＶＮＮ２とＲＧＳ１３）の
ために発現される。選択されたマーカー遺伝子は、臨床試験試料において更に試験される
。
【０１６０】
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　ｑＲＴ－ＰＣＲ及びＩＨＣは、臨床試験試料における選択されたマーカー遺伝子の発現
レベルを測定するために行われる。抗ＣＤ４０治療に応答する再発したびまん性大Ｂ細胞
リンパ腫を有する患者由来の試料の発現レベルは、治療に応答しない患者由来の試料の発
現レベルと比較した。　
【０１６１】
（実施例２）
臨床試験における抗ＣＤ４０Ａｂ．１による治療への応答性に関するマーカーの同定
臨床試験００１（第ＩＩ相）
　全体の反応速度及び再発したＤＬＢＣＬを有する患者の抗ＣＤ４０Ａｂ．１の毒性プロ
フィールを測定するための多施設、第ＩＩ相、非盲検試験。腫瘍試料は、病理学確認とＣ
Ｄ４０発現のために中央研究室によって評価された。適格患者は診断でデノボまたは転換
されたＤＬＢＣＬを有しており、緩慢性リンパ腫の病歴がある場合は除外された。要求さ
れる前治療は、リツキシマブによる組合せ化学療法、適格であるならば自己由来の幹細胞
移植からなる。患者は、５週（サイクル１）にわたって、抗ＣＤ４０Ａｂ．１の６回のＩ
Ｖ注入を、投与量（日１に１ｍｇ／ｋｇ；日４に２ｍｇ／ｋｇ；日８に４　ｍｇ／ｋｇ）
及びその後８ｍｇ／ｋｇ／ｗｋにより受けた。応答している患者及びＳＤ（安定した疾患
）を有する患者は、疾患の進行または多くとも最高１２サイクルまで治療を続ける資格が
あった。患者が抗ＣＤ４０Ａｂ．１による治療を受ける前に、腫瘍組織は患者から取り出
された。例えば、試料は、ルーチンのリンパ腫診断の部分として取り出された。
【０１６２】
臨床試験００２（第Ｉ相）
　多施設、マルチドース、第Ｉ相試験を、ＣＤ４０Ａｂ．１の再発したＮＨＬを有する患
者の静脈内抗安全性、薬物動態学的特性、免疫原性と抗腫瘍活性をテストするために実施
した。ＮＨＬの複数の組織学的亜型を有する患者が本試験に含まれ、びまん性大Ｂ細胞（
ＤＬＢＣＬ；１４）、濾胞性（ＦＣＬ；９）、マントル細胞（ＭＣＬ；９）、周縁帯（Ｍ
ＺＬ；２）及び小リンパ球で（ＳＬＬ；１）を含む。日１と日４に１ｍｇ／ｋｇの抗ＣＤ
４０Ａｂ．１、続いて週２－５の間に４つのコホートに対して最高投与量３、４、６、又
は８ｍｇ／ｋｇの漸増投与の投与スケジュールにより治療された。続いて、急速投与スケ
ジュールは１つのコホートで試験された（サイクル１の間、投与されるトータル抗ＣＤ４
０Ａｂ．１は４０％増加）。応答患者及びＳＤ（安定した疾患）患者は、抗ＣＤ４０Ａｂ
．１のコホート特異的な最大量の４回の連続的な週ごとの注入からなる、第２サイクルに
適格である。８人のＤＬＢＣＬ患者はサイクル１を終えて、３７．５％の客観的な反応速
度及び２ＳＤで少なくとも３ｍｇ／ｋｇの抗ＣＤ４０Ａｂ．１の最高投与量を受けた（す
なわち、１ＣＲ及び２ＰＲ）。
　更なる客観的反応は、１人のＭＣＬ（ＣＲ）患者と１人のＭＺＬ（ＰＲ）患者において
見られた。これらの５人の患者の応答期間の中央値は、まだ到達されなかった（範囲８－
３７週）。抗Ｃｄ４０Ａｂ．１による治療を受ける前に、腫瘍組織は患者から取り出され
た。例えば、試料は、ルーチンのリンパ腫診断の一部として取り出された。
【０１６３】
（臨床試料調整及びｑＲＴ－ＰＣＲ）
　上記第Ｉ相及び第ＩＩ相臨床試験由来のホルマリン固定されてパラフィン包埋された（
ＦＦＰＥ）アーカイブの腫瘍組織は、適切なＩＲＢ承認と患者の同意を得て臨床検査所か
ら得られた。腫瘍組織に由来する４－６ミクロン切片はガラススライドにマウントし、各
ケースにつき１つのスライドは標準病理学実験室プロトコルを使用してＨ＆Ｅ染色に供し
た。委員会が証明した病理学者が腫瘍内容についてＨ＆Ｅスライドに印をつけ、ＦＦＰＥ
組織のためのAmbion RecoverAllTM全核酸隔離キットを使用してＲＮＡ抽出のために残り
の腫瘍含有領域を切り出すためのガイドとして使用した（Cat. No. AM1975; Applied Bio
systems/Ambion, Austin, TX)。 
【０１６４】
　試料につき４５０ｎｇの全ＲＮＡは、Applied BiosystemsのHigh Capacity Reverse Tr
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anscription ｃＤＮＡ合成キット(Cat.No.4368814;Applied Biosystems,Foster City,CA)
を用いて、全反応量２０ｕＬにおいて逆転写された。３７℃における短縮された６０分Ｒ
Ｔ反応を除いて、製造者の推奨に従った。５ｎｇの全ＲＮＡ相当ｃＤＮＡ（１００％のｃ
ＤＮＡを合成効率とみなす）産物は、各ＰＣＲアッセイのための１５ｕＬの量のアプライ
ドバイオシステムの２Ｘのユニバーサル・マスター・ミックス（ＵＮＧなし）とよく混合
した。全増幅は、２ステップ（９５℃１５秒、６０℃１分）ＰＣＲ増幅手順を使用して３
８４ウェルのプレートの三組において行われた。反応は、検証済みＡＢＩ７９００リアル
タイムＰＣＲシステムにおいて４０サイクルまで実施された。使用するプライマーとプロ
ーブの配列を表１０に示す。　　
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【０１６５】
（データ処理）
　ｑＲＴ－ＰＣＲの生の結果は、正規化、変換及びインピュテーションにより、下記の説
明に従って、予め前処理され、感受性インデックスは感受性インデックス及び分類子の下
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るＰ値のために使われた。多変量の感受性インデックスのために、プローブを選択し、係
数はZhou et al.,Statist.Soc.B.67:301-320,2005によって記載されて、Friedman, Hasti
e and Tibshirani, Regularization Paths for Generalized Linear Models via Coordin
ate Descent.（スタンフォード大学統計学部テクニカル・レポート（www-stat.stanford.
edu/~hastie/Papers/glmnet.pdf.））に実装されているように、ラッソ（Ｌ１）とリッジ
（Ｌ２）の罰則付き回帰のelastic net blendを使用して推定した。Χ２テストが、分類
変数の中の関連のためのテストに使われた。
【０１６６】
（正規化、変換及びインピュテーション）
以下は、アッセイ・データとモデル・パラメータのための定義である：　

試料の対照標準（例えばインデックス係数及び分類子カットオフに適合させるために用い
る）について、平均及び標準偏差モデル・パラメータは、（下の対照標準セットモデルパ
ラメータの式に関連する）対照標準セットデータを使用して計算される。新規な試料（例
えばインデックスとクラスが計算されることになっている単一の新規な試料）について、
モデルパラメータは対照標準セット、ｌ、から取り出されなければならず、それは新規な
試料が抽出された集団の代表例となるように選択される。例えば、アッセイが使用される
治療の各指標及びラインに対する臨床対照標準セットが維持されてもよい。対照標準セッ
トモデルパラメーター及び変換され正規化されたアッセイ値のための式を以下にしめす。
　　　　　　　　　　　　式
　　　　　　　　　　　　対照標準セットモデルパラメーター

　　　　　　　　　　　　モデルパラメーター
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　　　　　　　　　　　　変換され正規化されたアッセイ値
　　　　　　　　　　　　中間値

　　　　　　　　　　　　変換され正規化され帰属されたアッセイ値

【０１６７】
（感受性インデックス及び分類子）
　以下はアッセイデータとモデルパラメータのための定義である：

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

　　　　　　　　　　　　インデックス及び分類子
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【０１６８】
（臨床試験００１結果）
　下記の表１１は、臨床試験００１由来の臨床サンプル及びアッセイ化標本を説明する試
料を提供する。２４人のＤＬＢＣＬ患者由来の２９の保存ＦＦＰＥ腫瘍標本が、ｑＲＴ－
ＰＣＲ処理のために提出された。３人の患者は複数の標本を有しており、全２４人の患者
には少なくとも一つの標本に対し有用なｑＲＴ－ＰＣＲ結果があった。これら２４の中で
、２１が治験期間開始前及び最終観察時までの少なくとも１回の観察の両方の、腫瘍の生
産物直径の合計（ＳＰＤ）を有していた。

【０１６９】
　表１２は、感受性インデックスに貢献するメイン及びペア遺伝子間のペアワイズ・スピ
アマンの順位相関係数をまとめたものである。平均して、感受性インデックスの自己正規
化及び読取を下方制御発現経路に対する上方制御発現経路の比率と仮定すると（対数基準
２スケール）、細胞株発現試料に基づいて、患者の特定グループにおいて低い発現がある
遺伝子は対応するペアの比較的高い発現を有すると期待されるはずである。この最初の臨
床試料のペア間の相互関係の大きさは、統計学的に有意で、全体的に顕著な高さであり、
－０．６７（Ｐ＝０．０００４）のより低い相関推定相互関係を有する。これらのテスト
は、アッセイ標的配列がこの臨床集団由来の腫瘍試料においてインビトロで発現され、ア
ッセイが保存されたＦＦＰＥ組織試料において発現を検出することを独立に確認するもの
である。
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【０１７０】
　表１３は、最終観察時点における各プローブそれぞれと腫瘍ＳＰＤにおける最大の減少
（又は最小の増加）との関係をまとめている。順位相関係数は治験開始前から最終観察時
点の測定値の差異に基づいているので、正の相関はプローブの高い発現が平均して腫瘍増
加に関係することを意味し；および負の相関はプローブの高い発現が平均して腫瘍減少に
関係することを意味する。特に、全てのメイン－ペアプローブの対は、ＳＰＤと逆方向の
関係がある。Ｐ値は、この試料における有望な傾向と整合している。全てのＰ値は、０．
５以下にある（真の相関がない場合は５０％が記載される）。全ての範囲は、ＤＬＢＣＬ
患者試料（Ｎ＝２１）から置き換えて標本抽出する５０００回の繰り返しに基づいてブー
トストラップ第９５パーセンタイル信頼区間として計算した。サンプルサイズが増加する
場合は、より狭い範囲で可能である。モデル構築あるいは照合がこれらの結果を作成する
ために必要とされなかったので、それらは強健な傾向を含み、これらのｑＲＴ－ＰＣＲプ
ローブ測定が、概して、抗ＣＤ４０Ａｂ．１により治療される患者の腫瘍ＳＰＤの減少と
相関することを確認するものである。

【０１７１】
　多変量の感受性インデックスは、表１２及び１３のプローブの加重平均である。細胞株
における重み付けが患者の腫瘍標本の最適な重み付けを反映するとは期待されなかったの
で、細胞株の重量は１と－１に（符号付き、等しい加重平均に対応する）制限された。こ
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こで、符号は細胞株のＩＣ２５による、抗ＣＤ４０Ａｂ．１に対する耐性と各々のプロー
ブとの間の相関に合致した。臨床集団ごとに、新しい重み付けが必要である。２１の試料
だけに基づいた予備的解析として、１４プローブのうちベスト８について選択し、加重を
推定するために、罰則付き多変量回帰手法を使用することを選択した。それらの重み付け
（係数）を表１４に示し、結果として生じる感受性インデックスと治験期間開始前からの
ＳＰＤ変化との間の相関を図７に図示する。より大きい多変量の感受性インデックス値は
、最終観察時点までのＳＰＤ減少と相関する（スピアマンのＲｈｏ＝－０．５８、Ｐ＝０
．００６）。表１３、１４及び１５の全ての範囲は、ＤＬＢＣＬ患者試料（Ｎ＝２１）か
ら置き換えて標本抽出する５０００回の繰り返しに基づいてブートストラップ第９５パー
センタイル信頼区間として計算した。サンプルサイズが増加する場合は、より狭い範囲で
可能である。

【０１７２】
臨床試験００１由来の２６試料を使用して、μｊ及びσｊの得られた値の範囲を表１５に
示す。
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（臨床試験００２結果）
　生のｑＲＴ－ＰＣＲ結果は、アーカイブ標本を有する１０人患者について成功裏に作成
された。それらの１０人の患者について、診断、治療群、多変量感受性インデックス、臨
床応答及び治験開始前からのＳＰＤ変化を表１６に示す。多変量の感受性インデックス加
重は２１人の臨床試験００１患者（表１４）から取られ、その結果これらの患者はセット
される非常に小さい検証セットを構成する。　感受性インデックス≧０を有する４人患者
のうちの２人は抗ＣＤ４０Ａｂ．１暴露後腫瘍収縮を示し、感受性インデックス＜０を有
する６人の患者のうちの４人は腫瘍増加又はＰＤの最大応答を示した（ＳＰＤは２人の患
者について入手出来なかったが、最高の臨床効果の結果がこの患者について入手できた）
。
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（ＢＣＬ６）
　ｑＲＴ－ＰＣＲアッセイは、ＢＣＬ６遺伝子の第１５プローブを含む。現在、多変量の
感受性インデックスで使われていないが、それは以前に抗ＣＤ４０Ａｂ．１に対する応答
性の潜在的予測因子として同定された。図８に示すように、合わせたＤＬＢＣＬ患者試料
（Ｐ＝０．２５、Ｎ＝２６）のＳＰＤ変化は有意に相関しないが、腫瘍増加があった患者
においてＢＣＬ６が低下する傾向がある（ｒｈｏ＝－０．２３）。
【０１７５】
　前述の本発明はより明確な理解を目的として、図と例を用いて若干詳細に記載されてい
るが、明細書の記載及び実施例は本発明の範囲を制限するものと解釈されるべきでない。
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