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(57)【要約】
ヒト腫瘍が、ＶＥＧＦインヒビターであるチボザニブ（ＡＶ－９５１）での処置に応答性
であるかもしくは抵抗性である（非応答性である）かを定量的に予測するための診断法が
開示される。その試験は、予測遺伝子セットにおける遺伝子の発現レベルの測定へのアル
ゴリズムの適用に基づく。予測遺伝子セットは、ＡＩＦ１、ＡＰＢＢ１ＩＰ、ＡＲＨＧＡ
Ｐ３０、Ｃ３ＡＲ１、ＣＣＲ１、ＣＤ３７、ＣＤ５３、ＣＤ８６、ＣＬＥＣ７Ａ、ＣＳＦ
１Ｒ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＣＴＳＳ、ＣＹＢＢ、ＤＯＣＫ２、ＥＶＩ２Ａ、ＥＶＩ２Ｂ、ＦＰ
Ｒ３、ＧＭＦＧ、ＧＰＲ６５、ＨＣＫ、ＨＣＬＳ１、ＨＬＡ－ＤＭＡ、ＩＬ１０ＲＡ、Ｉ
ＴＧＢ２、ＬＡＩＲ１、ＬＣＰ１、ＬＣＰ２、ＬＩＬＲＢ１、ＬＩＬＲＢ２、ＬＳＴ１、
ＬＹ８６、ＭＮＤＡ、ＭＳ４Ａ６Ａ、ＭＹＯ１Ｆ、ＮＣＦ４、ＳＬＡ、ＳＬＡＭＦ８、Ｔ
ＬＲ１、ＴＹＲＯＢＰ、ＰＬＥＫ、ＣＹＴＨ４、およびＰＴＰＲＣを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ヒト腫瘍をチボザニブでの処置におそらく応答性であるか、もしくはチボザニブでの処置
におそらく非応答性であると同定する方法であって、該方法は、
　（ａ）該ヒト腫瘍に由来するサンプルにおいて、予測遺伝子セット（ＰＧＳ）における
各遺伝子の相対的発現レベルを決定する工程であって、ここで該ＰＧＳは、以下の遺伝子
：
ＡＩＦ１、ＡＰＢＢ１ＩＰ、ＡＲＨＧＡＰ３０、Ｃ３ＡＲ１、ＣＣＲ１、ＣＤ３７、ＣＤ
５３、ＣＤ８６、ＣＬＥＣ７Ａ、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＣＴＳＳ、ＣＹＢＢ、ＤＯ
ＣＫ２、ＥＶＩ２Ａ、ＥＶＩ２Ｂ、ＦＰＲ３、ＧＭＦＧ、ＧＰＲ６５、ＨＣＫ、ＨＣＬＳ
１、ＨＬＡ－ＤＭＡ、ＩＬ１０ＲＡ、ＩＴＧＢ２、ＬＡＩＲ１、ＬＣＰ１、ＬＣＰ２、Ｌ
ＩＬＲＢ１、ＬＩＬＲＢ２、ＬＳＴ１、ＬＹ８６、ＭＮＤＡ、ＭＳ４Ａ６Ａ、ＭＹＯ１Ｆ
、ＮＣＦ４、ＳＬＡ、ＳＬＡＭＦ８、ＴＬＲ１、ＴＹＲＯＢＰ、ＰＬＥＫ、ＣＹＴＨ４、
およびＰＴＰＲＣを含む、工程；ならびに
　（ｂ）以下のアルゴリズム：
【数６】

に従って、ＰＧＳスコアを計算する工程であって、ここでＥ１、Ｅ２、．．．Ｅ４２は、
該ＰＧＳにおける４２個の該遺伝子の発現値であり、ならびにここで、規定された閾値未
満のＰＧＳスコアは、該腫瘍が、チボザニブにおそらく応答性であることを示し、該規定
された閾値より高いＰＧＳスコアは、該腫瘍が、チボザニブにおそらく抵抗性であること
を示す、工程
を包含する、方法。
【請求項２】
前記ＰＧＳは、以下の遺伝子：
ＡＩＦ１、ＡＰＢＢ１ＩＰ、ＡＲＨＧＡＰ３０、Ｃ３ＡＲ１、ＣＣＲ１、ＣＤ３７、ＣＤ
５３、ＣＤ８６、ＣＬＥＣ７Ａ、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＣＴＳＳ、ＣＹＢＢ、ＤＯ
ＣＫ２、ＥＶＩ２Ａ、ＥＶＩ２Ｂ、ＦＰＲ３、ＧＭＦＧ、ＧＰＲ６５、ＨＣＫ、ＨＣＬＳ
１、ＨＬＡ－ＤＭＡ、ＩＬ１０ＲＡ、ＩＴＧＢ２、ＬＡＩＲ１、ＬＣＰ１、ＬＣＰ２、Ｌ
ＩＬＲＢ１、ＬＩＬＲＢ２、ＬＳＴ１、ＬＹ８６、ＭＮＤＡ、ＭＳ４Ａ６Ａ、ＭＹＯ１Ｆ
、ＮＣＦ４、ＳＬＡ、ＳＬＡＭＦ８、ＴＬＲ１、ＴＹＲＯＢＰ、ＰＬＥＫ、ＣＹＴＨ４、
およびＰＴＰＲＣからなる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
閾値決定分析を行い、それによって、規定された閾値を生成する工程をさらに包含する請
求項１または２に記載の方法であって、ここで、該閾値決定分析は、レシーバーオペレー
ター特性曲線分析を含む、方法。
【請求項４】
前記ＰＧＳにおける各遺伝子の相対的発現レベルは、ＤＮＡマイクロアレイ分析によって
決定される、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項５】
前記ＰＧＳにおける各遺伝子の相対的発現レベルは、ｑＲＴ－ＰＣＲ分析によって決定さ
れる、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項６】
請求項１または２に記載のＰＧＳにおける遺伝子の発現レベルを決定することにおいて使
用するためのプライマー対を含む、ＰＣＲプライマーセット。
【請求項７】
請求項１または請求項２に記載のＰＧＳの遺伝子の相対的発現を決定し、それによってヒ
ト腫瘍をチボザニブでの処置におそらく応答性であるか、もしくはチボザニブでの処置に
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おそらく非応答性であると同定するためのプライマー対を含む、ＰＣＲプライマーセット
。
【請求項８】
請求項７に記載のＰＣＲプライマーセットを含む、診断試験キット。
【請求項９】
請求項１または２に記載のＰＧＳにおける遺伝子の発現レベルを決定する工程において使
用するためのプローブセットを含む、ＤＮＡマイクロアレイチップ。
【請求項１０】
固体表面およびプローブセットを含むＤＮＡマイクロアレイチップであって、該プローブ
セットは、請求項１または請求項２に記載のＰＧＳの遺伝子の各々に対して特異的なプロ
ーブを含み、それによって、ヒト腫瘍をチボザニブでの処置におそらく応答性であるか、
もしくはチボザニブでの処置におそらく非応答性であると同定する、ＤＮＡマイクロアレ
イチップ。
【請求項１１】
請求項１０に記載のＤＮＡマイクロアレイチップを含む、診断試験キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願への相互参照）
　本出願は、２００９年７月６日に出願された米国出願番号１２／４９８，１８３の利益
および優先権を主張し、上記米国出願番号１２／４９８，１８３の全容は、参照によって
本明細書に援用される。
【０００２】
　（発明の分野）
本発明の分野は、分子生物学、遺伝学、腫瘍学、バイオインフォマティクスおよび臨床診
断学である。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　大部分のがんの薬物は、ある患者には有効であるが、ある患者には有効でない。このこ
とは、腫瘍の中での遺伝的バリエーションから生じ、同じ患者内の腫瘍の間ですら認めら
れ得る。患者の応答の変化のしやすさは、標的化した治療剤に関して、特に顕著である。
従って、標的化した治療の最大限の潜在能力は、どの患者がどの薬物から利益を得るかを
決定するための適切な試験なしには、実現されないだろう。国立衛生研究所（ＮＩＨ）に
従って、用語「バイオマーカー」は、「通常の生物学的プロセスもしくは病的なプロセス
、または治療的介入に対する薬理学的応答の指標として客観的に測定され、評価される特
性」として定義される。
【０００４】
　バイオマーカーの発見に基づく改善された診断の開発は、予め、ある患者が、所定の薬
物に対する臨床的応答を示す可能性が最も高いことを同定することによって、新たな薬物
開発を加速する可能性を有する。このことは、臨床試験の大きさ、長さおよびコストを有
意に低下させる。ゲノミクス、プロテオミクスおよび分子画像化などの技術は、現在、特
定の遺伝子変異、特定の遺伝子の発現レベル、および他の分子バイオマーカーの迅速で、
感度が高くかつ信頼性の高い検出を可能にしている。腫瘍の分子的特徴付けについての種
々の技術が利用可能であるにも拘わらず、がんバイオマーカーの臨床的利用は、十分には
実現されないままである。なぜなら、がんバイオマーカーが、ほとんど発見されていない
からである。例えば、近年の総説記事は、以下のように述べている：
　バイオマーカーおよびそれらの用途を早期に開発して、がんの診断および処置を改善す
ることが必要不可欠である（非特許文献１）。
【０００５】
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　がんバイオマーカーに関する別の近年の総説記事は、以下のコメントを含んでいる：
　がんバイオマーカーを発見することは、難題である。いくつかの腫瘍タイプ（例えば、
慢性骨髄性白血病、消化管間質腫瘍、肺がんおよび多形神経膠芽細胞腫）の分子的に規定
されたサブセットを、分子的に標的化した薬剤を使用して、標的化することにおいて臨床
的に成功してきたが、より幅広い状況においてこのような成功を適用する能力は、患者に
おける標的化した薬剤を評価する効率的なストラテジーが欠如していることによって、ひ
どく制限されている。問題は、主に、これら刺激的な新たな薬物を評価する臨床試験のた
めに、分子的に規定されたがんを有する患者を選択することができないことにある。その
解決策は、特定の薬剤から利益を得る可能性が最も高い患者を信頼性高く同定するバイオ
マーカーを必要とする（非特許文献２の５４８ページにおいて）。
【０００６】
　前述のようなコメントは、臨床的に有用なバイオマーカーの発見およびこのようなバイ
オマーカーに基づく診断法の必要性の認識を示す。
【０００７】
　がんバイオマーカーには３つの異なるタイプがある：（１）予後バイオマーカー、（２
）予測バイオマーカー、および（３）薬力学（ＰＤ）バイオマーカー。予後バイオマーカ
ーは、侵襲性（ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅｎｅｓｓ）（すなわち、増殖速度および／もしくは
転移、ならびに処置への屈折性（ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｎｅｓｓ））に従って、がん（例
えば、固形腫瘍）を分類するために使用される。これは、ときおり、「結果良好な」腫瘍
の、「結果不十分な」腫瘍からの区別といわれる。予測バイオマーカーは、特定の患者が
、特定の薬物での処置から利益を受ける可能性を評価するために使用される。例えば、Ｅ
ＲＢＢ２（ＨＥＲ２もしくはＮＥＵ）遺伝子が増幅される乳がんを有する患者は、トラス
ツズマブ（ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標））での処置から利益を受ける可能性が高いの
に対して、ＥＲＢＢ２遺伝子増幅なしの患者は、トラスツズマブでの処置から利益を受け
る可能性は低い。ＰＤバイオマーカーは、患者が薬物を摂取している間の上記患者に対す
る上記薬物の効果の指標である。よって、ＰＤバイオマーカーはしばしば、新たな薬物の
臨床開発の初期段階の間に、投与レベルおよび投与頻度をガイドするために使用される。
がんバイオマーカーの考察に関しては、例えば、非特許文献２を参照のこと。
【０００８】
　チボザニブ（ｔｉｖｏｚａｎｉｂ（ＡＶ－９５１としても公知））は、ＶＥＧＦレセプ
ター１、２および３の強力かつ選択的な低分子インヒビターである。チボザニブは、３種
のレセプター全てに対して、ピコモルの阻害活性を示し、前臨床モデルにおいて、抗腫瘍
活性を示す（非特許文献３）。チボザニブは、２７２名の患者の第２相臨床試験において
ポジティブな暫定的結果を得た（Ｂｈａｒｇａｖａら，２００９，ＡＳＣＯ　Ｇｅｎｉｔ
ｏｕｒｉｎａｒｙ　Ｃａｎｃｅｒｓ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ，Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｎｏ．２
８３）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｃｈｏ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃａｎｃｅｒ，２００７，６：２５
【非特許文献２】Ｓａｗｙｅｒｓ，Ｎａｔｕｒｅ，２００８，４５２：５４８－５５２
【非特許文献３】Ｎａｋａｍｕｒａら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，２００６，６６：９１
３４－９１４２
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　大量の前臨床研究および臨床研究が、ＶＥＧＦ標的化治療に焦点を当ててきたにも拘わ
らず、抗ＶＥＧＦ薬剤の抗腫瘍活性を担う機構は、十分には理解されていない。標的化さ
れた治療の他のタイプと同様に、全てではないが、いくらかの患者が、チボザニブ治療か
ら利益を受けている。ＶＥＧＦ生物学の複雑さは、任意の所定の腫瘍に対するチボザニブ
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もしくは可能性がない）腫瘍を有する患者を同定するために使用され得る予測バイオマー
カーに基づく診断法が必要である。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　（発明の要旨）
　本発明は、以下の遺伝子のセットの発見に基づく：（ａ）マウスおよびヒトにおいて、
それらの発現レベルに一貫性を示すもの；ならびに（ｂ）その個々の発現レベルは、マウ
ス腫瘍もしくはヒト腫瘍が、おそらく、チボザニブとして公知の抗がん剤での処置に応答
性（感受性）であるかもしくは非応答性（抵抗性）であるかを集合的に示すもの。よって
、本発明は、ヒト腫瘍が、チボザニブでの処置に応答性であるかもしくは非応答性である
かを定量的に予測するための診断法を提供する。上記方法は、以下の工程を包含する。
【００１２】
　（ａ）ヒト腫瘍に由来する組織サンプルにおいて、予測遺伝子セット（ＰＧＳ）におけ
る各遺伝子の相対的発現レベルを決定する工程であって、ここで上記ＰＧＳは、以下の遺
伝子（ＨＵＧＯ遺伝子記号によって示される）を含む、工程：
【００１３】
【化１】

【００１４】
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【化２】

　（ｂ）以下のアルゴリズム：
【００１５】
【数１】

に従ってＰＧＳスコアを計算する工程であって、
ここでＥ１、Ｅ２、．．．Ｅ４２は、上記ＰＧＳにおける４２遺伝子の発現値である、工
程。
【００１６】
　規定された閾値未満のＰＧＳスコアは、上記腫瘍が、おそらくチボザニブに対して応答
性であることを示し、規定された閾値よりも高いＰＧＳスコアは、上記腫瘍が、おそらく
チボザニブに対して非応答性であることを示す。
【００１７】
　本発明のいくつかの実施形態は、閾値決定分析を行い、それによって、規定された閾値
を生成する工程を包含する。上記閾値決定分析は、レシーバーオペレーター特性曲線（ｒ
ｅｃｅｉｖｅｒ　ｏｐｅｒａｔｏｒ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ　ｃｕｒｖｅ）分析
を含み得る。上記ＰＧＳにおける各遺伝子の相対的遺伝子発現レベルは、その遺伝子のｍ
ＲＮＡレベルを決定する（例えば、測定する）ことによって得られ得る。腫瘍組織サンプ
ルにおけるｍＲＮＡレベルを決定するための適切な方法は、ＤＮＡマイクロアレイ分析お
よび定量的逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ｑＲＴ－ＰＣＲ）（例えば、ＴＡＱＭＡＮ
（登録商標）アッセイ）を含む。
【００１８】
　別の局面において、本発明は、ヒトＰＧＳもしくはマウスＰＧＳにおける上記遺伝子の
各々の発現を決定する（例えば、測定する）ためのプライマー対を含むＰＣＲプライマー
セットを提供する。本発明はまた、このようなＰＣＲプライマーセットを含む診断試験キ
ットを提供する。
【図面の簡単な説明】
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【図１】図１は、下に示されている各腫瘍のチボザニブ（ＡＶ－５９１）処置に対する応
答性もしくは非応答性に関して、ＰＧＳスコア（低から高）によって配置された２５のマ
ウス腫瘍（ＨＥＲ２駆動乳房腫瘍）の各々についてのＰＧＳスコアを示すウォーターフォ
ールプロットである。網掛けは、応答性の腫瘍を示し；網掛けなしは、非応答性の腫瘍を
示す。
【図２】図２は、図１におけるデータに基づくレシーバーオペレーター特性（ＲＯＣ）曲
線である。一般に、ＲＯＣ曲線は、最適な閾値ＰＧＳスコアを決定するために使用される
。図２のＲＯＣ曲線は、最適な閾値がＰＧＳスコア＝０．３３であることを示し、この閾
値は、１８．２％の偽陽性率および５．９％の偽陰性率を生じる。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　（発明の詳細な説明）
　上記ＰＧＳの遺伝子の個々の発現レベルは、マウス腫瘍およびヒト腫瘍を、チボザニブ
として公知の抗腫瘍薬物での処置に応答性である可能性に従って分類するための予測バイ
オマーカーとして集合的に使用され得る。このような腫瘍分類は、臨床状況においてチボ
ザニブでの処置の適切な候補であるヒト患者を同定するために有用である。
【００２１】
　（定義）
　本明細書で使用される場合、「ＡＶ－９５１」および「チボザニブ」とは、Ｎ－｛２－
クロロ－４－［（６，７－ジメトキシ－４－キノリル）オキシ］－フェニル｝－Ｎ’－（
５－メチル－３－イソオキサゾリル）ウレアを意味し、これは、以下の化学構造：
【００２２】
【化３】

を有し、その塩および同質異像を含む。
【００２３】
　本明細書で使用される場合、「一貫性」とは、遺伝子のセットに適用される場合、上記
セットのメンバーの発現レベルが、所定の組織タイプ、例えば、腫瘍組織の中で、一致し
て増大もしくは低下する統計学的に有意な傾向を示すことを意味する。理論によって束縛
されることは意図せず、本発明者らは、一貫性が、おそらく、上記一貫性のある遺伝子が
１つ以上の生物学的機能において共通の関与を共有するということを示すことに言及する
。
【００２４】
　本明細書で使用される場合、「最適な閾値ＰＧＳスコア」とは、分類子（ｃｌａｓｓｉ
ｆｉｅｒ）が、偽陰性のコール（ｃａｌｌ）のコスト（ｃｏｓｔ）と偽陽性のコールのコ
ストとの間で最も望ましいバランスを与える閾値ＰＧＳスコアを意味する。
【００２５】
　本明細書で使用される場合、「ＰＧＳスコア」とは、以下のアルゴリズムを使用して計
算される数値を意味する：
【００２６】
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ここでＥ１、Ｅ２、．．．Ｅ４２は、上記ＰＧＳにおける４２遺伝子の発現値である。
【００２７】
　本明細書で使用される場合、「レシーバーオペレーター特性」（ＲＯＣ）曲線とは、バ
イナリー分類子系に関する、偽陽性率（感度）　対　真の陽性率（特異性）のグラフプロ
ットを意味する。ＲＯＣ曲線の構築において、以下の定義が適用される：
　偽陰性率：ＦＮＲ＝１－ＴＰＲ
　真の陽性率：ＴＰＲ＝真の陽性／（真の陽性＋偽陰性）
　偽陽性率：ＦＰＲ＝偽陽性／（真の陽性＋真の陰性）。
【００２８】
　本明細書で使用される場合、処置に対する「応答」もしくは処置に対して「応答する」
とは、処置される腫瘍に関して、上記腫瘍が、（ａ）増殖の遅延、（ｂ）増殖の停止、も
しくは（ｃ）退縮を示すことを意味する。
【００２９】
　本明細書で使用される場合、「閾値決定分析」とは、所定の腫瘍タイプに関して、閾値
ＰＧＳスコア（例えば、最適な閾値ＰＧＳスコア）を決定するために、その特定の腫瘍タ
イプ（例えば、ヒト腎細胞がん）を表すデータセットの分析を意味する。閾値決定分析の
状況において、所定の腫瘍タイプを表す上記データセットは、（ａ）実際の応答データ（
応答もしくは非応答）、および（ｂ）腫瘍保有マウスもしくはヒトの群からの各腫瘍につ
いてのＰＧＳスコアを含む。
【００３０】
　（予測遺伝子セット（ＰＧＳ））
　おそらく、チボザニブでの処置に対して応答性であるかもしくは非応答性であるヒト腫
瘍の同定に関する本発明の実施形態において、上記ＰＧＳは、表１（以下）に列挙される
４２ヒト遺伝子を含む。
【００３１】
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【表１】

　本明細書で開示される遺伝子セットの予測値は、表１に開示される４２遺伝子の各々の
発現レベルを決定する（例えば、測定する）ことによって達成されることが理解される。
しかし、さらなる遺伝子が、本明細書で開示される上記ＰＧＳに含まれ得る（または上記
さらなる遺伝子の発現レベルが、本明細書で開示される上記ＰＧＳに加えて測定され得る
）ことが企図され、ここで上記さらなる遺伝子の包含は、ヒト腫瘍がチボザニブでの処置
に応答性であるかもしくは非応答性であるかを定量的に決定するための予測値を変化させ
ない。
【００３２】
　（組織サンプル）
　ヒト患者もしくはマウスモデルにおける腫瘍の組織サンプルは、上記サンプルにおける
ＰＧＳ遺伝子発現が、本発明に従って決定され得るように、ＲＮＡの供給源として使用さ



(10) JP 2012-531925 A 2012.12.13

10

20

30

40

50

れ得る。代表的には、上記腫瘍は、がん腫、肉腫、神経膠腫もしくはリンパ腫である。上
記組織サンプルは、従来の腫瘍生検機器および手順を使用することによって得られ得る。
内視鏡生検、切除生検、切開生検、細針生検、穿刺生検、薄片生検および皮膚生検は、本
発明の実施において使用するための腫瘍サンプルを得るために、当業者によって使用され
得る認識された医療手順の例である。上記腫瘍組織サンプルは、個々の遺伝子発現レベル
を測定するために、十分なＲＮＡを提供するのに十分大量であるべきである。
【００３３】
　上記腫瘍組織サンプルは、遺伝子発現分析（例えば、ＲＮＡ抽出および定量）を可能に
する任意の形態にあり得る。よって、上記組織サンプルは、新鮮であり得、適切な低温技
術を介して保存され得、または非低温技術を介して保存され得る。臨床的生検標本を取り
扱うための標準的プロセスは、ホルマリン中で上記組織サンプルを固定し、次いで、これ
をパラフィン中に包埋することである。この形態にあるサンプルは、ホルマリン固定した
パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織として一般に知られている。組織調製およびその後のＲ
ＮＡ抽出のための組織保存に適した技術は、当業者に周知である。
【００３４】
　上記ＰＧＳにおける各遺伝子の個々の遺伝子発現レベルは、上記ＰＧＳスコアを計算す
るために使用される入力値である。いったん組織サンプルが得られると、それは、上記Ｐ
ＧＳにおける個々の遺伝子の発現レベルを決定する（すなわち、測定する）ことが必要で
ある。遺伝子発現レベルは、任意の適切な方法によって決定され得る。個々の発現を測定
するための２つの例示的方法は、ＤＮＡマイクロアレイ分析およびｑＲＴ－ＰＣＲであり
、これらは、以下で考察される。これらの選択すべき方法のいずれかのための必要条件は
、ＲＮＡ単離である。
【００３５】
　（ＲＮＡ単離）
　組織サンプルから真核生物ｍＲＮＡ（すなわち、ポリ（ａ）ＲＮＡ）を迅速かつ効率的
に抽出するための方法は、十分に確立されており、当業者に公知である。例えば、Ａｕｓ
ｕｂｅｌら，１９９７，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓを参照のこと。上記組織サン
プルは、新鮮、凍結、もしくは固定されパラフィン包埋された（ＦＦＰＥ）、臨床研究腫
瘍標本であり得る。一般に、新鮮な組織サンプルもしくは凍結組織サンプルから単離され
たＲＮＡは、ＦＦＰＥサンプル由来のＲＮＡよりフラグメント化が少ない傾向にある。し
かし、腫瘍材料のＦＦＰＥサンプルは、より容易に入手可能であり、ＦＦＰＥサンプルは
、本発明の方法における使用のためのＲＮＡの適切な供給源である。ＲＴ－ＰＣＲによる
遺伝子発現プロファイリングのためのＲＮＡ供給源としてのＦＦＰＥサンプルの考察につ
いては、例えば、Ｃｌａｒｋ－Ｌａｎｇｏｎｅら，２００７，ＢＭＣ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ
　８：２７９を参照のこと。また、Ｄｅ　Ａｎｄｒｅｕｓら，１９９５，Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ　１８：４２０４４；およびＢａｋｅｒら，米国特許出願公開第２００５／
００９５６３４号を参照のこと。ＲＮＡ抽出および調製についての業者の説明書付きの市
販キットの使用は、広がっており、一般的である。種々のＲＮＡ単離製品および完全なキ
ットの商業的業者としては、Ｑｉａｇｅｎ（Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）、Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）、Ａｍｂｉｏｎ（Ａｕｓｔｉｎ，ＴＸ）およびＥｘｉ
ｑｏｎ（Ｗｏｂｕｒｎ，ＭＡ）が挙げられる。
【００３６】
　一般に、ＲＮＡ単離は、組織／細胞破壊で始まる。組織／細胞破壊の間に、ＲＮａｓｅ
によるＲＮＡ分解を最小限にすることが望ましい。ＲＮＡ単離プロセスの間にＲＮａｓｅ
活性を制限する１つのアプローチは、上記細胞が破壊されたら直ぐに、変性剤を、細胞内
容物と接触した状態におくことを確実にすることである。別の一般的な慣行は、ＲＮＡ単
離プロセスにおいて１種以上のプロテアーゼを含めることである。必要に応じて、新鮮な
組織サンプルは、集められたら直ぐに、室温でＲＮＡ安定化溶液中に浸漬される。上記安
定化溶液は、上記細胞に迅速に浸透し、４℃での貯蔵、その後の単離のために、上記ＲＮ
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Ａを安定化する。１つのこのような安定化溶液は、ＲＮＡｌａｔｅｒ（登録商標）（Ａｍ
ｂｉｏｎ，Ａｕｓｔｉｎ，ＴＸ）として市販されている。
【００３７】
　いくつかのプロトコルにおいて、全ＲＮＡは、塩化セシウム密度勾配遠心分離によって
、破壊された腫瘍材料から単離される。一般に、ｍＲＮＡは、全細胞ＲＮＡのうちの約１
％～５％を構成する。固定化オリゴ（ｄＴ）（例えば、オリゴ（ｄＴ）セルロース）は、
ｍＲＮＡを、リボソームＲＮＡおよびトランスファーＲＮＡから分離するために一般に使
用される。単離後に貯蔵される場合、ＲＮＡは、ＲＮａｓｅを含まない条件下で貯蔵され
なければならない。単離されたＲＮＡの安定な貯蔵のための方法は、当該分野で公知であ
る。ＲＮＡを安定に貯蔵するための種々の市販の製品が、利用可能である。
【００３８】
　（マイクロアレイ分析）
　複数遺伝子についてのｍＲＮＡ発現レベルは、従来のＤＮＡマイクロアレイ発現プロフ
ァイリング技術を使用して決定（例えば、測定）され得る。ＤＮＡマイクロアレイは、固
体表面もしくは支持層（例えば、ガラス、プラスチックもしくはシリコン）に固定化した
特定のＤＮＡセグメントもしくはプローブの集まりであり、各特定のＤＮＡセグメントは
、アレイにおいて既知の位置を占有する。通常は、ストリンジェントな条件下での標識さ
れたＲＮＡのサンプルとのハイブリダイゼーションは、上記アレイにおける各プローブに
対応するＲＮＡ分子の検出および定量を可能にする。非特異的に結合したサンプル材料を
除去するためのストリンジェントな洗浄後、上記マイクロアレイは、共焦点レーザー顕微
鏡もしくは他の適切な検出法によって、スキャンされる。現代の市販のＤＮＡマイクロア
レイ（しばしば、ＤＮＡチップとして公知）は、代表的には、数万のプローブを含み、従
って、数万の遺伝子の発現を同時に測定し得る。このようなマイクロアレイは、本発明の
実施において使用され得る。あるいは、上記ＰＧＳの遺伝子の発現を測定するために必要
とされる程度の数のプローブと、必要なコントロールもしくは標準（例えば、データ正規
化のため）とを含む特注チップが、本発明の実施において使用され得る。
【００３９】
　データ正規化を促進するために、２色のマイクロアレイリーダーが使用され得る。２色
（２チャネル）システムにおいて、サンプルは、第１の波長で発光する第１のフルオロフ
ォアで標識される一方で、ＲＮＡもしくはｃＤＮＡ標準は、異なる波長で発光する第２の
フルオロフォアで標識される。例えば、Ｃｙ３（５７０ｎｍ）およびＣｙ５（６７０ｎｍ
）は、しばしば、２色のマイクロアレイシステムにおいて一緒に使用される。
【００４０】
　ＤＮＡマイクロアレイ技術は、十分に発展されており、市販され、広く使用されている
。従って、本発明の方法を実施するにおいて、当業者は、過度の実験なくして、上記ＰＧ
Ｓにおける遺伝子の発現レベルを測定するために、マイクロアレイ技術を使用し得る。Ｄ
ＮＡマイクロアレイチップ、試薬（例えば、ＲＮＡもしくはｃＤＮＡの調製、ＲＮＡもし
くはｃＤＮＡの標識に必要なもの、ハイブリダイゼーション溶液および洗浄溶液）、機器
（例えば、マイクロアレイリーダー）およびプロトコルは、当該分野で周知であり、種々
の商業的供給元から市販される。マイクロアレイシステムの商業的業者としては、Ａｇｉ
ｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）およびＡｆｆｙ
ｍｅｔｒｉｘ（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）が挙げられるが、他のＰＣＲシステムも
使用され得る。
【００４１】
　（定量的ＲＴ－ＰＣＲ）
　上記ＰＧＳにおける個々の遺伝子を表すｍＲＮＡのレベルは、従来の定量的逆転写酵素
ポリメラーゼ連鎖反応（ｑＲＴ－ＰＣＲ）技術を使用して決定（例えば、測定）され得る
。ｑＲＴ－ＰＣＲの利点としては、感度、柔軟性、定量的正確性、および密に関連したｍ
ＲＮＡ間を識別する能力が挙げられる。定量的ＰＣＲのために組織サンプルを加工処理す
ることに関するガイダンスは、種々の供給元（例えば、ｑＲＴ－ＰＣＲについての市販品
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の製造業者および業者）（例えば、Ｑｉａｇｅｎ（Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）およびＡｍ
ｂｉｏｎ（Ａｕｓｔｉｎ，ＴＸ））から入手可能である。ｑＲＴ－ＰＣＲの自動運転のた
めの機器システムは、市販されており、多くの研究室において慣用的に使用されている。
周知の商業的システムの例は、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　７９００ＨＴ　
Ｆａｓｔ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）である。
【００４２】
　いったん単離されたｍＲＮＡを手にしたら、ＲＴ－ＰＣＲによる遺伝子発現プロファイ
リングの第１の工程は、上記ｍＲＮＡテンプレートをｃＤＮＡへと逆転写することである
。次いで、ｃＤＮＡは、ＰＣＲ反応において指数関数的に増幅させられる。２つの一般的
に使用される逆転写酵素は、トリ骨髄芽球症ウイルス（ａｖｉｌｏ　ｍｙｅｌｏｂｌａｓ
ｔｏｓｉｓ　ｖｉｒｕｓ）逆転写酵素（ＡＭＶ－ＲＴ）およびモロニーマウス白血病ウイ
ルス逆転写酵素（ＭＭＬＶ－ＲＴ）である。上記逆転写反応は、代表的には、特定のプラ
イマー、ランダムヘキサマー、もしくはオリゴ（ｄＴ）プライマーで開始される（ｐｒｉ
ｍｅｄ）。適切なプライマーは、市販されている（例えば、ＧｅｎｅＡｍｐ（登録商標）
　ＲＮＡ　ＰＣＲキット（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ））。得ら
れたｃＤＮＡ生成物は、その後のポリメラーゼ連鎖反応においてテンプレートとして使用
され得る。
【００４３】
　上記ＰＣＲ工程は、熱安定性ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼを使用して行われる。Ｐ
ＣＲシステムにおいて最も一般的に使用されるポリメラーゼは、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕ
ａｔｉｃｕｓ（Ｔａｑ）ポリメラーゼである。ＰＣＲの選択性は、増幅について標的とさ
れたＤＮＡ領域（すなわち、上記ＰＧＳの遺伝子から逆転写されたｃＤＮＡの領域）に相
補的であるプライマーの使用から生じる。従って、本発明においてｑＲＴ－ＰＣＲが使用
される場合、上記ＰＧＳにおける各遺伝子に特異的なプライマーは、上記遺伝子のｃＤＮ
Ａ配列に基づく。商業的技術（例えば、ＳＹＢＲ（登録商標）ｇｒｅｅｎもしくはＴａｑ
Ｍａｎ（登録商標）（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ
，ＣＡ））は、業者の説明書に従って使用され得る。メッセンジャーＲＮＡレベルは、ハ
ウスキーピング遺伝子（例えば、β－アクチンもしくはＧＡＰＤＨ）のレベルを比較する
ことによって、サンプル間でのローディングの差異について正規化され得る。ｍＲＮＡ発
現のレベルは、任意の単一のコントロールサンプル（例えば、通常の非腫瘍組織もしくは
細胞に由来するｍＲＮＡ）と比較して表され得る。あるいは、腫瘍サンプルのプール、も
しくは腫瘍細胞株に由来するか、または市販のコントロールｍＲＮＡのセットに由来する
ｍＲＮＡに対して、表され得る。
【００４４】
　上記ＰＧＳにおける遺伝子の発現レベルのＰＣＲ分析に適切なプライマーセットは、過
度の実験なくして、当業者によって設計および合成され得る。あるいは、本発明を実施す
るための完全なＰＣＲプライマーセットは、表１で上記に示されるように、上記ＰＧＳに
おける遺伝子の正体に基づいて、商業的供給元（例えば、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ）から購入され得る。ＰＣＲプライマーは、好ましくは、長さが約１７～２５ヌ
クレオチドである。プライマーは、融解温度（Ｔｍ）概算のための従来のアルゴリズムを
使用して、特定のＴｍを有するように設計され得る。プライマー設計およびＴｍ概算のた
めのソフトウェアは、市販されており（例えば、Ｐｒｉｍｅｒ　ＥｘｐｒｅｓｓＴＭ（Ａ
ｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ））、インターネット上でも利用可能である（例え
ば、Ｐｒｉｍｅｒ３（Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ））。ＰＣＲプライマー設計の確立された原理を適用することによって、
多数の異なるプライマーが、任意の所定の遺伝子の発現レベルを測定するために使用され
得る。よって、本発明は、特定のプライマーが上記ＰＧＳにおける任意の所定の遺伝子の
ために使用されることに関連して、制限されることはない。
【００４５】
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　（ＰＧＳスコア解釈）
　ＰＧＳスコアは、閾値ＰＧＳスコアに関して解釈される。本発明において、上記閾値Ｐ
ＧＳスコアより高いＰＧＳスコアは、腫瘍が、おそらくチボザニブ処置に対して非応答性
（抵抗性）であることを示すと解釈される。上記閾値ＰＧＳスコアより低いＰＧＳスコア
は、腫瘍が、おそらくチボザニブ処置に対して応答性である（感受性がある）ことを示す
と解釈される。所定の閾値ＰＧＳスコアが、腫瘍タイプに依存して変動することが企図さ
れる。本発明の状況において、用語「腫瘍タイプ」は、（ａ）種（マウスもしくはヒト）
；および（ｂ）起源の器官もしくは組織を考慮に入れる。必要に応じて、腫瘍タイプは、
遺伝子発現特性に基づく腫瘍分類をさらに考慮に入れる（例えば、ＨＥＲ２陽性乳房腫瘍
、もしくは特定のＥＧＦＲ変異を発現する非小細胞肺腫瘍）。
【００４６】
　任意の所定の腫瘍タイプについては、最適な閾値ＰＧＳスコアは、閾値決定分析を行う
ことによって、経験的に決定され得る（もしくは少なくとも見積もられ得る）。好ましく
は、閾値決定分析は、レシーバーオペレーター特性（ＲＯＣ）曲線分析を含む。
【００４７】
　ＲＯＣ曲線分析は、確立された統計技術であり、この適用は、当該分野の通常の技術範
囲内である。ＲＯＣ曲線分析の考察については、一般に、Ｚｗｅｉｇら，１９９３，「Ｒ
ｅｃｅｉｖｅｒ　ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ　（ＲＯＣ）　ｐ
ｌｏｔｓ：　ａ　ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｔｏｏｌ　ｉｎ　ｃ
ｌｉｎｉｃａｌ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ」，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３９：５６１－５７７；お
よびＰｅｐｅ，２００３，Ｔｈｅ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｍｅｄｉｃａｌ　ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐ
ｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照のこと。
【００４８】
　ＰＧＳスコアおよび上記最適な閾値ＰＧＳスコアは、腫瘍タイプ間で変動し得る。従っ
て、閾値決定分析は、好ましくは、本発明を使用して試験されるべき任意の所定の腫瘍タ
イプを表す１以上のデータセットに対して行われる。閾値決定分析のために使用される上
記データセットとしては、以下が挙げられる：（ａ）実際の応答データ（応答もしくは非
応答）、および（ｂ）ヒト腫瘍もしくはマウス腫瘍の群の各腫瘍サンプルについてのＰＧ
Ｓスコア。いったんＰＧＳスコア閾値が、所定の腫瘍タイプに関して決定されると、その
閾値は、その腫瘍タイプの腫瘍に由来するＰＧＳスコアを解釈するために適用され得る。
【００４９】
　上記ＲＯＣ曲線分析は、本質的に以下のように行われる。閾値より高いＰＧＳスコアを
有する任意のサンプルは、非応答者と同定される。閾値以下のＰＧＳスコアを有する任意
のサンプルは、応答者と同定される。試験されたサンプルセットに由来するあらゆるＰＧ
Ｓスコアに関して、「応答者」および「非応答者」（仮説的コール）が、上記閾値として
上記ＰＧＳスコアを使用して分類される。このプロセスは、上記データセットについての
実際の応答データに対して仮説的コールを比較することを介して、各潜在的閾値について
のＴＰＲ（ｙベクトル）およびＦＰＲ（ｘベクトル）の計算を可能にする。次いで、ＲＯ
Ｃ曲線は、上記ＴＰＲベクトルおよびＦＰＲベクトルを使用して、ドットプロットを作成
することによって構築される。上記ＲＯＣ曲線が、（０，０）ポイントから（１．０，０
．５）ポイントまでの対角線より上にある場合、上記ＰＧＳ試験結果が、無作為より良い
試験であることを示す（例えば、図２を参照のこと）。
【００５０】
　上記ＲＯＣ曲線は、最良のオペレーティングポイント（ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　ｐｏｉｎ
ｔ）を同定するために使用され得る。上記最良のオペレーティングポイントは、偽陰性の
コストに対する、重み付けされた偽陽性のコストの最良のバランスを得るものである。こ
れらコストは、等しい必要はない。上記ＲＯＣ空間におけるポイントｘ，ｙでの分類の平
均期待コストは、以下の式によって示される：
【００５１】
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【数３】

　ここで：
　α＝偽陽性のコスト、
　β＝陽性を見過ごす（偽陰性）のコスト、および
　ｐ＝陽性症例の割合。
【００５２】
　偽陽性および偽陰性は、αおよびβについて異なる値を入れることによって、異なって
重み付けされ得る。例えば、非応答者である患者をより多く処置するというコストを払っ
て、上記応答者群により多くの患者を含めることが決定される場合、αに対してより大き
な重みをつけ得る。この場合、偽陽性および偽陰性のコストは、同じである（α＝β）と
想定される。従って、上記ＲＯＣ空間におけるポイントｘ，ｙでの分類の平均期待コスト
は、以下である。
【００５３】

【数４】

　最小のＣ’は、偽陽性および偽陰性（ｘ，ｙ）の全ての対を使用した後に計算され得る
。上記最適なＰＧＳスコア閾値は、Ｃ’における（ｘ，ｙ）のＰＧＳスコアとして計算さ
れる。例えば、実施例４に示されるように、上記最適なＰＧＳスコア閾値は、このアプロ
ーチを使用して決定される場合、０．３３であることが見いだされた。
【００５４】
　腫瘍がチボザニブでの処置に応答性であるのか、抵抗性であるのかを予測することに加
えて、ＰＧＳスコアは、近似値であるが、腫瘍がどの程度、おそらく応答性であるかもし
くは非応答性であるかの有用な指標を提供する。一般に、上記ＰＧＳスコアが低くなるほ
ど、腫瘍がチボザニブに対して応答性である確率は高くなり、上記ＰＧＳスコアが高くな
るほど、腫瘍がチボザニブに対して抵抗性である確率は高くなる。
【００５５】
　（試験キット）
　本発明は、本発明の方法を行うための特定の成分を含む診断試験キットを包含する。診
断試験キットは、診断アッセイの実行において簡便性、スピードおよび再現性を高める。
【００５６】
　例えば、例示的ｑＲＴ－ＰＣＲベースの本発明の実施形態において、基本的な診断試験
キットは、本発明に従うＰＧＳのメンバー全てに関するＰＣＲプライマー（例えば、プラ
イマー対）を含む。いくつかの実施形態において、試験キットは、必要に応じて、コント
ロールもしくは標準（例えば、データ正規化のために）に対して指向されるＰＣＲプライ
マーを含み得る。他の実施形態において、より手の込んだ試験キットは、ＰＣＲプライマ
ーだけでなく、ＰＣＲ技術を使用して上記ＰＧＳのメンバーの発現レベルを測定するため
の緩衝液、試薬、および詳細な説明書も含む。好ましい実施形態において、上記キットは
、試験プロトコルおよび、上記ＲＮＡサンプルを除いて上記試験に必要とされる全ての消
耗成分を含む。
【００５７】
　本発明の例示的なＤＮＡマイクロアレイベースの実施形態において、試験キットは、特
定の機器で使用するために設計されたマイクロ流体カード（アレイ）を含む。必要に応じ
て、上記マイクロ流体カードは、表１において上記に示される上記ＰＧＳの発現の同時測
定に対して特異的に設計された特注デバイスである。このような特注マイクロ流体カード
は、商業的に入手可能である。例えば、上記ＴａｑＭａｎ　Ａｒｒａｙは、Ａｐｐｌｉｅ
ｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　７９００ＨＴ　Ｆａｓｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓ
ｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）
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で使用するために設計された３８４ウェルマイクロ流体カード（アレイ）である。本発明
のいくつかの実施形態は、表１に示される上記ＰＧＳの全てもしくは本質的に全てのメン
バーの発現を測定するための、特注ＤＮＡマイクロアレイチップを含む。このような特注
ＤＮＡマイクロアレイチップは、商業的に入手可能である。
【００５８】
　さらなるプローブが、必要に応じて、上記ＰＧＳの一部ではないさらなる遺伝子の発現
を測定するために、流体カード上に含められ得ること、もしくはこのようなさらなる遺伝
子に対するプライマーが、本明細書に記載されるように、必要に応じて、プライマーセッ
トの一部として含められ得ることは、理解される。このようなさらなる遺伝子は、コント
ロールもしくは標準として（例えば、データ正規化のために）働くように含められ得るか
、または他の点で有益であり得る。このようなさらなる遺伝子が、ヒト腫瘍が、おそらく
、チボザニブでの処置に対して応答性であるかもしくは非応答性であるかを同定するため
に、表１において本明細書で示される上記ＰＧＳの予測値を変化させないことは、理解さ
れる。
【実施例】
【００５９】
　（実施例）
　本発明は、以下の実施例によってさらに例示される。これら実施例は、例示目的で提供
されるに過ぎず、如何様においても、本発明の範囲もしくは内容を限定すると解釈される
べきではない。
【００６０】
　（実施例１：チボザニブに対するマウス腫瘍応答）
　１００個より多くのマウス乳房腫瘍の集団（ＢＨアーカイブ）を、チボザニブに対して
感受性である腫瘍（応答者）およびチボザニブに対して抵抗性である腫瘍（非応答者）を
同定するために使用した。上記ＢＨアーカイブは、Ｈｅｒ２依存性の、誘導性自発性乳房
腫瘍を発症する操作されたキメラマウスに由来する１００個を超える自発性マウス乳房腫
瘍からの原発性腫瘍材料のインビボ増殖および低温保存によって樹立した。上記マウスを
、本質的に以下のように生成した。
【００６１】
　Ｉｎｋ４ａホモ接合性ヌルＥＳ細胞を、別個のフラグメントとして、以下の４種の構築
物で共トランスフェクトした：ＭＭＴＶ－ｒｔＴＡ、ＴｅｔＯ－Ｈｅｒ２Ｖ６６４Ｅｎｅ

ｕ、ＴｅｔＯ－ルシフェラーゼおよびＰＧＫ－ピューロマイシン。ピューロマイシン耐性
細胞を、ＰＣＲおよびサザンブロットによってジェノタイピング（ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
）した。ＥＳ細胞におけるオンコジーンの誘導性を、ノーザンブロットによって分析した
。上記トランスフェクトしたＥＳ細胞を、Ｃ５７ＢＬ／６胚盤胞へと注入し、これを、キ
メラマウスの出産をもたらす妊娠のために、偽妊娠雌性マウスに移植した。
【００６２】
　マウス乳房腫瘍ウイルス長末端反復（ＭＭＴＶ）を使用して、逆テトラサイクリントラ
ンスアクチベーター（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ　ｔｒａｎｓａｃｔｉ
ｖａｔｏｒ（ｒｔＴＡ））の乳房特異的発現を駆動した。上記ｒｔＴＡは、ドキシサイク
リンを飲料水中に入れてマウスに提供した場合、Ｈｅｒ２活性化オンコジーンの乳房特異
的発現を提供した。
【００６３】
　上記Ｈｅｒ２オンコジーンおよびルシフェラーゼの誘導性を、上記マウスに由来する培
養細胞を使用して、それぞれ、ＲＴ－ＰＣＲおよびルシフェラーゼアッセイによって確認
した。乳腺を、キメラマウスから取り出し、コラゲナーゼで消化した。採取したオルガノ
イド（ｏｒｇａｎｏｉｄ）のうちの半分を、ドキシサイクリンの存在下で培養し、他方の
半分を、ドキシサイクリンなしで培養した。培養して５日後に、上記細胞をトリプシン処
理し、上記細胞のうちの１／１０を、ルシフェラーゼアッセイに使用し、その残りを、Ｒ
ＮＡ抽出に使用した。
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【００６４】
　ＨＥＲ２乳がんモデルマウスから採取した腫瘍の組織学分析は、侵襲性腺がんを示した
。２つの主要なパターンを区別した。それらは、固体シート増殖パターン、および壊死中
心を有する巣状の増殖パターンであった。上記乳房腫瘍の免疫組織化学分析から、上記腫
瘍内に２個の細胞タイプが明らかになった。第１の細胞タイプは、上皮起源であり（サイ
トケラチン陽性）、ＨＥＲ２発現および強い増殖を示した。第２の細胞タイプは、線維芽
細胞様の外見を有する間葉起源であった。これら細胞は、コラーゲン陽性であり、強い増
殖を示さず、間質機能を示した。アポトーシスは、上記腫瘍の上皮部分の壊死中心におい
て認められた。腫瘍退縮研究（ドキシサイクリンの離脱に応答した退縮）行って、上記マ
ウスモデル腫瘍が、Ｈｅｒ２発現に依存性であることを確認した。ドキシサイクリンによ
るテトラサイクリン応答性プロモーターの誘導後、上記マウスは、約２～４ヶ月の潜伏期
で、乳房腫瘍を発症させた。
【００６５】
　腫瘍細胞を、細胞ストレーナーを使用して、上記腫瘍の物理的破壊によって単離した。
代表的には、１×１０５細胞を、マトリゲルと混合し（５０：５０容積）、雌性ＮＣｒ　
ｎｕ／ｎｕマウスの肩甲骨間の上背部領域へと皮下注射した。これら腫瘍が約５００ｍｍ
３に成長したとき（代表的には、２～４週間を要する）に、それらをさらなる増殖、薬物
応答試験、および分析のために回収した。分析には、マイクロアレイプロファイリング、
一般的組織病理学、およびＩＨＣ（腫瘍血管に対してはＣＤ３１、腫瘍細胞増殖に対して
はＫｉ６７）を含めた。この腫瘍集団の特徴付けから、血管形成の重要なパラメーター（
例えば、微小血管系、ＶＥＧＦ発現および特異的遺伝子発現プロフィール）における顕著
な変動の程度が明らかになった。
【００６６】
　チボザニブに対する腫瘍応答の評価を、本質的に以下のように行った。皮下移植した腫
瘍を、物理的に破壊した腫瘍細胞（マトリゲルと混合した）を７週齢の雌性ＮＣｒヌード
マウスに注入することによって、確立した。上記腫瘍が約２００～４００ｍｍ３に達した
場合、３０匹の腫瘍を有するマウスを、無作為に３つの群に分けた。群１には、ビヒクル
を与えた。群２には、５ｍｇ／ｋｇのチボザニブを強制経口投与（ｏｒａｌ　ｇａｖａｇ
ｅ）によって毎日与えた。群３には、２０ｍｇ／ｋｇのチボザニブを強制経口投与によっ
て毎日与えた。腫瘍を、カリパスによって１週間に２回測定し、腫瘍体積を計算した。上
記処置の最後に、組織病理分析およびＩＨＣ分析のために腫瘍を回収した。
【００６７】
　これら研究から、チボザニブ応答における、有意な腫瘍間変動が明らかになった。腫瘍
増殖阻害、ならびに脈管形成阻害についての代表的な組織病理特性およびＩＨＣ（ＣＤ３
１）特性に基づいて、応答者および非応答者を同定した。代表的には、応答者は、５ｍｇ
／ｋｇ　チボザニブで処置した場合、カリパス測定によって（組織学によって）腫瘍進行
を示さず、周囲を除いて完全な腫瘍死滅に近かった。応答におけるバリエーションが、予
想された。なぜなら、上記マウスモデル腫瘍は、自発的に生じ、従って、腫瘍脈管形成を
含め、腫瘍形成をもたらしたランダム変異の異なるセットを含むことが予測されたからで
ある。このような応答のバリエーションが望ましい。なぜなら、それは、天然に存在する
ヒト腫瘍におけるバリエーションに類似しており、分子シグネチャーもしくはチボザニブ
応答性を同定することにおいて使用するための、チボザニブ応答性腫瘍およびチボザニブ
抵抗性腫瘍の同定を可能にしたからである。
【００６８】
　（実施例２：差次的に発現された遺伝子の同定）
　上記ＢＨアーカイブにおける各腫瘍に由来するメッセンジャーＲＮＡ（約６μｇ）を、
増幅プロトコルに供し、特注のＡｇｉｌｅｎｔマイクロアレイ（Ａｇｉｌｅｎｔマウス４
０Ｋチップ）を使用してハイブリダイズさせた。マウス腫瘍サンプルの遺伝子発現プロフ
ィールと、コントロールサンプル（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅのユニバーサルマウス参照ＲＮ
Ａ（カタログ番号７４０１００－４１））との比較を、従来の、市販のマイクロアレイ技
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術を使用して行った。市販の特徴抽出ソフトウェア（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ，Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）を、特徴抽出およびデータ正規化のために使
用した。
【００６９】
　上記ＢＨアーカイブからの５つの応答者腫瘍を、上記ＢＨ腫瘍アーカイブからの６つの
非応答者腫瘍に対して比較した場合に、差次的に発現された遺伝子を同定した。従来のマ
イクロアレイ技術を使用して、上記１１個の腫瘍の各々を表すサンプル中の約４０，００
０遺伝子の発現を測定した。このことを、ともにＡｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）製の特注のマウス４０Ｋチップおよび特徴抽出ソフト
ウェアを使用して行った。各遺伝子の平均発現における差異の統計学的有意性（応答者　
対　非応答者）を、スチューデントｔ検定を介して評価した。発現レベルにおいて最大の
差異（最小のｐ値）を示す２８０遺伝子を同定し、特定のシグナル伝達経路と関連づけた
。これを、市販のソフトウェア（Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙ　Ａｎａｌｙｓｉ
ｓ　Ｔｏｏｌ，Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．，Ｒｅｄｗｏｏｄ　Ｃｉ
ｔｙ，ＣＡ）を使用して行った。５つの経路を表す、遺伝子発現における統計学的に有意
な増大が観察された：（１）エンドサイトーシス経路を介するウイルス侵入、（２）リン
ホトキシンβレセプターシグナル伝達経路、（３）マクロピノサイト－シス経路、（４）
ケモカインシグナル伝達経路、および（５）ニューロンにおけるＲｅｅｌｉｎシグナル伝
達経路。これら５つのアップレギュレートされた経路のうちの３つは、免疫応答およびサ
イトカイン経路に関与する。従って、これら経路は、ヒト腫瘍サンプルにおいてＰＧＳを
同定するためのその後のバイオインフォマティクス分析の焦点であった。
【００７０】
　（実施例３：ＰＧＳの同定）
　上記マウスマイクロアレイデータ（上記）の経路分析に鑑みて、本発明者らは、遺伝子
発現プロファイリングデータセットを含む相関分析のために、１６個の造血マーカー遺伝
子（ＣＣＬ２、ＣＣＬ７、ＣＣＲ１、ＣＣＲ２、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５、ＣＣＲ６、ＣＳＦ
１Ｒ、ＣＳＦ２ＲＡ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＣＸＣＲ４、ＩＬ３ＲＡ、ＩＬ８ＲＡ、ＩＬ８ＲＢ
、およびＫＩＴ）を選択した。言い換えると、上記１６個の造血マーカー遺伝子の各々を
、上記相関分析（すなわち、発現レベルの相関）のための参照遺伝子として別個に使用し
た。
【００７１】
　次いで、この情報を使用して、遺伝子発現プロファイリングデータセットを精査して、
チボザニブに対する腫瘍応答を予測する遺伝子のセットを同定した。本発明者らは、上記
相関参照遺伝子として造血マーカー遺伝子の選択をもたらした経路分析は、マウスデータ
で行われたが、ヒト遺伝子発現プロファイリングデータセットを使用すると決定した。こ
のことの理論的根拠は、以下であった：（１）相関した発現は、おそらく、生物学的機能
を反映し、上記機能はマウスおよびヒトにおいて類似する；ならびに（２）上記目的は、
ヒトバイオマーカーを同定することであった。７個の異なるヒト腫瘍に関連した７個のヒ
ト遺伝子発現プロファイリングデータセットを、相関分析のために利用できた（表２）。
【００７２】
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【表２】

　各造血マーカー遺伝子（参照遺伝子）に関して、相関係数を、上記７個のヒトデータセ
ットにおいて表された各腫瘍について問い合わされた（ｑｕｅｒｉｅｄ）約３０，０００
遺伝子の各々について計算した（３０Ｋ遺伝子×９８５腫瘍×１６造血マーカー遺伝子＝
約４７２，８００，０００相関係数）。所定の参照遺伝子に関して、上記７個のデータセ
ットにわたって最高の相関係数ランキングを有する約２００遺伝子を、一貫して発現され
る遺伝子と同定した。この理論的根拠は、遺伝子セットが、所定の参照遺伝子と相関する
場合、それらは互いに必ず相関するということである。より堅調で包括的な分析を行うた
めに、上記相関を、１６個の異なる参照遺伝子（すなわち、ＣＣＬ２、ＣＣＬ７、ＣＣＲ
１、ＣＣＲ２、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５、ＣＣＲ６、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＦ２ＲＡ、ＣＳＦ２Ｒ
Ｂ、ＣＸＣＲ４、ＩＬ３ＲＡ、ＩＬ８ＲＡ、ＩＬ８ＲＢ、およびＫＩＴ）に関して計算し
た。
【００７３】
　この分析から、上記７個のヒトデータセットにわたる発現の共相関（ｃｏ－ｃｏｒｒｅ
ｌａｔｉｏｎ）は、上記１６個の造血マーカー（参照）遺伝子のうちの８個について顕著
により高いことが明らかになった。従って、さらなる分析は、これらの８個の造血マーカ
ー遺伝子（すなわち、ＣＣＬ２、ＣＣＲ１、ＣＣＲ２、ＣＣＲ５、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＦ２
ＲＡ、ＣＳＦ２ＲＢ、およびＣＳＦ３Ｒ）に限定した。これら８個の２００遺伝子リスト
（上記８個のマーカー遺伝子の各々につき、１個の２００遺伝子リスト）を比較し、これ
ら８個の２００遺伝子リストは、共通して４２遺伝子を有することを見いだした。４２遺
伝子のこのセットを、チボザニブに対するヒト腫瘍応答についての候補ＰＧＳとして同定
した。上記ＰＧＳスコア（上記４２遺伝子の平均発現値）を、以下の式に従って計算した
：
【００７４】
【数５】

　ここでＥ１、Ｅ２、．．．Ｅ４２は、１サンプルについての上記４２遺伝子の発現値で
ある。
【００７５】
　言い換えると、所定のサンプルのＰＧＳスコアは、上記サンプル中のこれら４２遺伝子
の平均発現値である。
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【００７６】
　（実施例４：マウス応答の予測）
　本発明の予測能力を、駆動オンコジーンがＨｅｒ２であった原発性マウス腫瘍の所有者
のアーカイブからの２５腫瘍を使用して試験した。上記２５腫瘍の各々についてのＰＧＳ
スコアを、マイクロアレイデータから計算した。上記２５腫瘍の各々を、チボザニブで処
理し、次いで、上記実施例１において記載されるように、上記薬物処理に対して応答性も
しくは非応答性として分類した。上記最適な閾値ＰＧＳスコアを、ＲＯＣ曲線分析を使用
して、閾値決定分析において０．３３であると経験的に決定した。
【００７７】
　この閾値を適用したところ、上記試験から、上記２５腫瘍のうちの２２個に関して、応
答性もしくは非応答性の正確な予測を得た（図２）。非応答の予測において、偽陽性率は
、１８．２％（１１個のうち２個）であり、偽陰性率は、５．８８％（１７個のうち１個
）であった。
【００７８】
　（実施例５：ヒト応答の予測）
　以下の推定実施例は、ＴａｑＭａｎ（登録商標）データを使用して、チボザニブに対す
るヒト応答を予測するために本発明をどのように使用するかを詳細に例示する。
【００７９】
　所定の腫瘍タイプ（例えば、腎細胞がん）に関して、腫瘍サンプル（アーカイブのＦＦ
ＰＥブロック、新鮮なサンプルもしくは凍結サンプル）を、チボザニブでヒト患者を処置
する前に、上記患者から（病院もしくは臨床実験室を介して間接的に）得る。新鮮なもし
くは凍結した腫瘍サンプルを、標準的な組織学手順に従って、１０％中性緩衝化ホルマリ
ン中に、５～１０時間静置し、その後、アルコール脱水し、パラフィン中に包埋する。
【００８０】
　ＲＮＡを、１０μｍ　ＦＦＰＥ切片から抽出する。キシレン抽出、その後の、エタノー
ル洗浄によって、パラフィンを除去する。ＲＮＡを、市販のＲＮＡ調製キットを使用して
単離する。ＲＮＡは、適切な市販のキット（例えば、ＲｉｂｏＧｒｅｅｎ（登録商標）蛍
光法（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ））を使用して定量する
。ＲＮＡサイズを、従来の方法によって分析する。
【００８１】
　逆転写を、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ　Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓ
ｉｓ　Ｋｉｔ　ｆｏｒ　ｑＲＴ－ＰＣＲ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して行う。全Ｒ
ＮＡおよびプールした遺伝子特異的プライマーは、それぞれ、１０～５０ｎｇ／μｌおよ
び１００ｎＭ（各々）で存在する。
【００８２】
　上記ＰＧＳにおける各遺伝子について、ｑＲＴ－ＰＣＲプライマーを、適切な市販のソ
フトウェア（例えば、Ｐｒｉｍｅｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（登録商標）ソフトウェア（Ａｐｐ
ｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ））を使用して設計す
る。上記オリゴヌクレオチドプライマーを、市販の合成機器および適切な試薬を使用して
、機器製造者もしくは業者によって推奨されるように合成する。適切な市販の標識キット
を使用して、プローブを標識する。
【００８３】
　ＴａｑＭａｎ（登録商標）反応を、製造業者の説明書に従って、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉ
ｏｓｙｓｔｅｍｓ　７９００ＨＴ機器を使用して、３８４ウェルプレートで行った。上記
ＰＧＳにおける各遺伝子の発現を、１ｎｇの全ＲＮＡ／反応ウェルから合成したｃＤＮＡ
を使用して、２連の５μｌ反応において測定する。最終的なプライマー濃度およびプロー
ブ濃度は、それぞれ、０．９μＭ（各プライマー）および０．２μＭであった。ＰＣＲサ
イクリングを、標準的な操作手順に従って行う。上記ｑＲＴ－ＰＣＲシグナルが、夾雑す
るＤＮＡではなく、ＲＮＡに起因することを確認するために、試験した各遺伝子について
、ＲＴ無しのコントロールを並行して実施する。ｑＲＴ－ＰＣＲ中の所定の増幅曲線に関
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増える時点で起こる。より多くの初期テンプレートを伴なう試験サンプルは、より初期の
増幅サイクルにおいて閾値を超える。
【００８４】
　上記サンプル全てにわたる遺伝子発現レベルを比較するために、５個の参照遺伝子（発
現レベルが全てのサンプルにわたって類似であると想定されるハウスキーピング遺伝子）
に基づく正規化を使用して、各アッセイウェルにおける、ＲＮＡ品質およびＲＮＡの総量
におけるバリエーションから生じる差異に対して較正する。各サンプルについての参照Ｃ

Ｔ（閾値サイクル）を、上記参照遺伝子の平均測定ＣＴとして定義する。試験遺伝子の正
規化したｍＲＮＡレベルを、ΔＣＴ＋１０と定義し、ここでΔＣＴ＝参照遺伝子ＣＴ－試
験遺伝子ＣＴである。
【００８５】
　各腫瘍サンプルに関する上記ＰＧＳスコアは、上記に示されるアルゴリズムに従って、
上記遺伝子発現レベルから計算する。試験した腫瘍サンプルと関連した実際の応答データ
を、上記腫瘍サンプルを供給する病院もしくは臨床実験室から得る。臨床的応答は、代表
的には、適切な画像化技術（例えば、ＣＴスキャン）によって決定される場合、腫瘍縮小
（例えば、３０％縮小）に関して定義される。幾つかの症例において、ヒト臨床的応答は
、時間（例えば、進行なしの生存期間）に関して定義される。上記所定の腫瘍タイプに関
する最適な閾値ＰＧＳスコアを、上記のように計算する。その後、この最適な閾値ＰＧＳ
スコアを使用して、同じ腫瘍タイプの新たに試験されるヒト腫瘍が、チボザニブでの処置
に応答性であるかもしくは非応答性であるかを予測する。
【００８６】
　（参考としての援用）
　本明細書で引用される特許文書および科学論文の各々の開示全体は、全ての目的のため
に参考として援用される。
【００８７】
　（等価物）
　本発明は、その本質的特徴から離れずに、他の特定の形態において具現化され得る。従
って、前述の実施形態は、本明細書に記載される発明に対して限定するのではなく、例示
であるとみなされるべきである。本発明の範囲は、前述の説明によるのではなく、添付の
特許請求の範囲によって示され、特許請求の範囲の意味およびその等価物の範囲内に入る
全ての変更は、そこに包含されることが意図される。さらに、用語「含む」は、用語「～
から本質的になる」および「～からなる」を包含することが意図される。
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【図１】 【図２】

【手続補正書】
【提出日】平成24年2月23日(2012.2.23)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
ヒト腫瘍をチボザニブでの処置におそらく応答性であるか、もしくはチボザニブでの処置
におそらく非応答性であると同定する方法であって、該方法は、
　（ａ）該ヒト腫瘍に由来するサンプルにおいて、予測遺伝子セット（ＰＧＳ）における
各遺伝子の相対的発現レベルを測定する工程であって、ここで該ＰＧＳは、以下の遺伝子
：
ＡＩＦ１、ＡＰＢＢ１ＩＰ、ＡＲＨＧＡＰ３０、Ｃ３ＡＲ１、ＣＣＲ１、ＣＤ３７、ＣＤ
５３、ＣＤ８６、ＣＬＥＣ７Ａ、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＣＴＳＳ、ＣＹＢＢ、ＤＯ
ＣＫ２、ＥＶＩ２Ａ、ＥＶＩ２Ｂ、ＦＰＲ３、ＧＭＦＧ、ＧＰＲ６５、ＨＣＫ、ＨＣＬＳ
１、ＨＬＡ－ＤＭＡ、ＩＬ１０ＲＡ、ＩＴＧＢ２、ＬＡＩＲ１、ＬＣＰ１、ＬＣＰ２、Ｌ
ＩＬＲＢ１、ＬＩＬＲＢ２、ＬＳＴ１、ＬＹ８６、ＭＮＤＡ、ＭＳ４Ａ６Ａ、ＭＹＯ１Ｆ
、ＮＣＦ４、ＳＬＡ、ＳＬＡＭＦ８、ＴＬＲ１、ＴＹＲＯＢＰ、ＰＬＥＫ、ＣＹＴＨ４、
およびＰＴＰＲＣを含む、工程；ならびに
　（ｂ）以下のアルゴリズム：
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【数６】

に従って、ＰＧＳスコアを計算する工程であって、ここでＥ１、Ｅ２、．．．Ｅ４２は、
該ＰＧＳにおける４２個の該遺伝子の発現値であり、ならびにここで、規定された閾値未
満のＰＧＳスコアは、該腫瘍が、チボザニブにおそらく応答性であることを示し、該規定
された閾値より高いＰＧＳスコアは、該腫瘍が、チボザニブにおそらく抵抗性であること
を示す、工程
を包含する、方法。
【請求項２】
前記ＰＧＳは、以下の遺伝子：
ＡＩＦ１、ＡＰＢＢ１ＩＰ、ＡＲＨＧＡＰ３０、Ｃ３ＡＲ１、ＣＣＲ１、ＣＤ３７、ＣＤ
５３、ＣＤ８６、ＣＬＥＣ７Ａ、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＣＴＳＳ、ＣＹＢＢ、ＤＯ
ＣＫ２、ＥＶＩ２Ａ、ＥＶＩ２Ｂ、ＦＰＲ３、ＧＭＦＧ、ＧＰＲ６５、ＨＣＫ、ＨＣＬＳ
１、ＨＬＡ－ＤＭＡ、ＩＬ１０ＲＡ、ＩＴＧＢ２、ＬＡＩＲ１、ＬＣＰ１、ＬＣＰ２、Ｌ
ＩＬＲＢ１、ＬＩＬＲＢ２、ＬＳＴ１、ＬＹ８６、ＭＮＤＡ、ＭＳ４Ａ６Ａ、ＭＹＯ１Ｆ
、ＮＣＦ４、ＳＬＡ、ＳＬＡＭＦ８、ＴＬＲ１、ＴＹＲＯＢＰ、ＰＬＥＫ、ＣＹＴＨ４、
およびＰＴＰＲＣからなる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
閾値決定分析を行い、それによって、規定された閾値を生成する工程をさらに包含する請
求項１または２に記載の方法であって、ここで、該閾値決定分析は、レシーバーオペレー
ター特性曲線分析を含む、方法。
【請求項４】
前記ＰＧＳにおける各遺伝子の相対的発現レベルは、ＤＮＡマイクロアレイ分析によって
決定される、請求項１または２に記載の方法。
【請求項５】
前記ＰＧＳにおける各遺伝子の相対的発現レベルは、ｑＲＴ－ＰＣＲ分析によって決定さ
れる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項６】
請求項１または２に記載のＰＧＳにおける遺伝子、および必要に応じて、１つ以上のコン
トロール遺伝子の発現レベルを決定することにおいて使用するためのプライマー対を含む
、ＰＣＲプライマーセット。
【請求項７】
請求項１または請求項２に記載のＰＧＳの遺伝子、および必要に応じて、１つ以上のコン
トロール遺伝子の相対的発現を決定し、それによってヒト腫瘍をチボザニブでの処置にお
そらく応答性であるか、もしくはチボザニブでの処置におそらく非応答性であると同定す
るためのプライマー対を含む、ＰＣＲプライマーセット。
【請求項８】
請求項６または７に記載のＰＣＲプライマーセットを含む、診断試験キット。
【請求項９】
固体表面、１つ以上のコントロール遺伝子、およびプローブセットを含む、ＤＮＡマイク
ロアレイチップであって、該プローブセットは、以下の遺伝子：
ＡＩＦ１、ＡＰＢＢ１ＩＰ、ＡＲＨＧＡＰ３０、Ｃ３ＡＲ１、ＣＣＲ１、ＣＤ３７、ＣＤ
５３、ＣＤ８６、ＣＬＥＣ７Ａ、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＣＴＳＳ、ＣＹＢＢ、ＤＯ
ＣＫ２、ＥＶＩ２Ａ、ＥＶＩ２Ｂ、ＦＰＲ３、ＧＭＦＧ、ＧＰＲ６５、ＨＣＫ、ＨＣＬＳ
１、ＨＬＡ－ＤＭＡ、ＩＬ１０ＲＡ、ＩＴＧＢ２、ＬＡＩＲ１、ＬＣＰ１、ＬＣＰ２、Ｌ
ＩＬＲＢ１、ＬＩＬＲＢ２、ＬＳＴ１、ＬＹ８６、ＭＮＤＡ、ＭＳ４Ａ６Ａ、ＭＹＯ１Ｆ
、ＮＣＦ４、ＳＬＡ、ＳＬＡＭＦ８、ＴＬＲ１、ＴＹＲＯＢＰ、ＰＬＥＫ、ＣＹＴＨ４、
およびＰＴＰＲＣ
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の各々に対して特異的なプローブからなる、ＤＮＡマイクロアレイチップ。
【請求項１０】
固体表面、１つ以上のコントロール遺伝子、およびプローブセットを含むＤＮＡマイクロ
アレイチップであって、該プローブセットは、請求項１または請求項２に記載のＰＧＳの
遺伝子の各々に対して特異的なプローブからなり、それによって、ヒト腫瘍をチボザニブ
での処置におそらく応答性であるか、もしくはチボザニブでの処置におそらく非応答性で
あると同定する、ＤＮＡマイクロアレイチップ。
【請求項１１】
請求項９または１０に記載のＤＮＡマイクロアレイチップを含む、診断試験キット。
 
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８７】
　（等価物）
　本発明は、その本質的特徴から離れずに、他の特定の形態において具現化され得る。従
って、前述の実施形態は、本明細書に記載される発明に対して限定するのではなく、例示
であるとみなされるべきである。本発明の範囲は、前述の説明によるのではなく、添付の
特許請求の範囲によって示され、特許請求の範囲の意味およびその等価物の範囲内に入る
全ての変更は、そこに包含されることが意図される。さらに、用語「含む」は、用語「～
から本質的になる」および「～からなる」を包含することが意図される。
　したがって、本発明は以下の項目を提供する：
（項目１）
ヒト腫瘍をチボザニブでの処置におそらく応答性であるか、もしくはチボザニブでの処置
におそらく非応答性であると同定する方法であって、該方法は、
　（ａ）該ヒト腫瘍に由来するサンプルにおいて、予測遺伝子セット（ＰＧＳ）における
各遺伝子の相対的発現レベルを決定する工程であって、ここで該ＰＧＳは、以下の遺伝子
：
ＡＩＦ１、ＡＰＢＢ１ＩＰ、ＡＲＨＧＡＰ３０、Ｃ３ＡＲ１、ＣＣＲ１、ＣＤ３７、ＣＤ
５３、ＣＤ８６、ＣＬＥＣ７Ａ、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＣＴＳＳ、ＣＹＢＢ、ＤＯ
ＣＫ２、ＥＶＩ２Ａ、ＥＶＩ２Ｂ、ＦＰＲ３、ＧＭＦＧ、ＧＰＲ６５、ＨＣＫ、ＨＣＬＳ
１、ＨＬＡ－ＤＭＡ、ＩＬ１０ＲＡ、ＩＴＧＢ２、ＬＡＩＲ１、ＬＣＰ１、ＬＣＰ２、Ｌ
ＩＬＲＢ１、ＬＩＬＲＢ２、ＬＳＴ１、ＬＹ８６、ＭＮＤＡ、ＭＳ４Ａ６Ａ、ＭＹＯ１Ｆ
、ＮＣＦ４、ＳＬＡ、ＳＬＡＭＦ８、ＴＬＲ１、ＴＹＲＯＢＰ、ＰＬＥＫ、ＣＹＴＨ４、
およびＰＴＰＲＣを含む、工程；ならびに
　（ｂ）以下のアルゴリズム：
【数６】

に従って、ＰＧＳスコアを計算する工程であって、ここでＥ１、Ｅ２、．．．Ｅ４２は、
該ＰＧＳにおける４２個の該遺伝子の発現値であり、ならびにここで、規定された閾値未
満のＰＧＳスコアは、該腫瘍が、チボザニブにおそらく応答性であることを示し、該規定
された閾値より高いＰＧＳスコアは、該腫瘍が、チボザニブにおそらく抵抗性であること
を示す、工程
を包含する、方法。
（項目２）
上記ＰＧＳは、以下の遺伝子：
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ＡＩＦ１、ＡＰＢＢ１ＩＰ、ＡＲＨＧＡＰ３０、Ｃ３ＡＲ１、ＣＣＲ１、ＣＤ３７、ＣＤ
５３、ＣＤ８６、ＣＬＥＣ７Ａ、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＦ２ＲＢ、ＣＴＳＳ、ＣＹＢＢ、ＤＯ
ＣＫ２、ＥＶＩ２Ａ、ＥＶＩ２Ｂ、ＦＰＲ３、ＧＭＦＧ、ＧＰＲ６５、ＨＣＫ、ＨＣＬＳ
１、ＨＬＡ－ＤＭＡ、ＩＬ１０ＲＡ、ＩＴＧＢ２、ＬＡＩＲ１、ＬＣＰ１、ＬＣＰ２、Ｌ
ＩＬＲＢ１、ＬＩＬＲＢ２、ＬＳＴ１、ＬＹ８６、ＭＮＤＡ、ＭＳ４Ａ６Ａ、ＭＹＯ１Ｆ
、ＮＣＦ４、ＳＬＡ、ＳＬＡＭＦ８、ＴＬＲ１、ＴＹＲＯＢＰ、ＰＬＥＫ、ＣＹＴＨ４、
およびＰＴＰＲＣからなる、項目１に記載の方法。
（項目３）
閾値決定分析を行い、それによって、規定された閾値を生成する工程をさらに包含する項
目１または２に記載の方法であって、ここで、該閾値決定分析は、レシーバーオペレータ
ー特性曲線分析を含む、方法。
（項目４）
上記ＰＧＳにおける各遺伝子の相対的発現レベルは、ＤＮＡマイクロアレイ分析によって
決定される、項目１、２または３に記載の方法。
（項目５）
上記ＰＧＳにおける各遺伝子の相対的発現レベルは、ｑＲＴ－ＰＣＲ分析によって決定さ
れる、項目１、２または３に記載の方法。
（項目６）
項目１または２に記載のＰＧＳにおける遺伝子の発現レベルを決定することにおいて使用
するためのプライマー対を含む、ＰＣＲプライマーセット。
（項目７）
項目１または項目２に記載のＰＧＳの遺伝子の相対的発現を決定し、それによってヒト腫
瘍をチボザニブでの処置におそらく応答性であるか、もしくはチボザニブでの処置におそ
らく非応答性であると同定するためのプライマー対を含む、ＰＣＲプライマーセット。
（項目８）
項目７に記載のＰＣＲプライマーセットを含む、診断試験キット。
（項目９）
項目１または２に記載のＰＧＳにおける遺伝子の発現レベルを決定する工程において使用
するためのプローブセットを含む、ＤＮＡマイクロアレイチップ。
（項目１０）
固体表面およびプローブセットを含むＤＮＡマイクロアレイチップであって、該プローブ
セットは、項目１または項目２に記載のＰＧＳの遺伝子の各々に対して特異的なプローブ
を含み、それによって、ヒト腫瘍をチボザニブでの処置におそらく応答性であるか、もし
くはチボザニブでの処置におそらく非応答性であると同定する、ＤＮＡマイクロアレイチ
ップ。
（項目１１）
項目１０に記載のＤＮＡマイクロアレイチップを含む、診断試験キット。
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