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(57)【要約】
　本発明は、バイオマーカーを用いた癌治療への患者の応答を予測するための方法及び組
成物を提供する：ＹＡＰ－１、ｂｃｌ－２、ＶＥＧＦ－ｃ、ｃ－ｍｅｔ、及びクローディ
ン－４。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　頭部癌又は頸部癌に罹患している患者における化学放射線療法の治療への応答を予測す
るための方法であって、
　該患者からの生物学的サンプル中の、
（ｉ）ＹＡＰ－１；又は
（ｉｉ）（ｂ）から選択される少なくとも１つのバイオマーカー、及び（ｃ）から選択さ
れる少なくとも一つのバイオマーカー：
（ｂ）ｂｃｌ－２、及びＶＥＧＦ－ｃ、
（ｃ）ｃ－ｍｅｔ及びクローディン－４、又は
（ｉｉｉ）（ｉ）及び（ｉｉ）の組み合わせ
のタンパク質又はｍＲＮＡのレベルを測定することを含む、方法。
【請求項２】
　前記ｍＲＮＡのレベルは、
　　配列番号１（ＹＡＰ－１）、
　　配列番号２（ｂｃｌ－２）、
　　配列番号３（ＶＥＧＦ－ｃ）、
　　配列番号４（ｃ－ｍｅｔ）、及び
　　配列番号５（クローディン－４）
からなる群より選択される１つ以上の核酸配列のレベルを測定することにより決定される
、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記タンパク質のレベルは、
　　配列番号６（ＹＡＰ－１）、
　　配列番号７（ｂｃｌ－２）、
　　配列番号８（ＶＥＧＦ－ｃ）、
　　配列番号９（ｃ－ｍｅｔ）、及び
　　配列番号１０（クローディン－４）
からなる群より選択される１つ以上のアミノ酸配列のレベルを測定することにより決定さ
れる、請求項1に記載の方法。
【請求項４】
　前記頭部癌又は頸部癌は頭頸部の扁平上皮癌である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記癌は口腔咽頭又は喉頭扁平上皮癌である、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
　前記生物学的サンプルは、腫瘍、癌組織、前癌組織、生検、血液、血清、唾液、又は組
織由来である、請求項1に記載の方法。
【請求項７】
　前記化学放射線療法は、シスプラチン、セツキシマブ、ドセタキセル、及びエルロチニ
ブからなる群から選択される一つ以上の薬剤を投与することを含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項８】
　前記化学放射線療法は、シスプラチン及び５－フルオロウラシルを投与することを含む
、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記タンパク質レベルの決定は、免疫組織化学、イムノアッセイ、タンパク質アッセイ
、質量分析、免疫蛍光、又はこれらの組み合わせを用いて行われる、請求項３に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記化学放射線療法の治療に対する応答は、患者が化学療法に不完全応答を示す、請求
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項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、内容全体が参照として本明細書に包含される、２００８年１０月２９日に出
願された米国仮出願第６１／１０９，３３１号の利益を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　口腔咽頭及び喉頭ＳＣＨＮＮ（頭頸部扁平上皮癌）に対する主要な外科的治療は、根治
的放射線治療へ又は単一の治療法として同時化学放射線療法へ、又は臓器の保存に有利な
化学療法の併用へと移行してきた。これを支持するために、無作為化試験は、頭頸部の扁
平上皮癌の患者の臓器温存のために放射線療法（ＲＴ）を使用する利点、及び報告された
局所管理の利点だけでなく、放射線療法（ＣＲＴ）と併用した化学療法の送達による生存
率の改善を実証した。現在、ＰＥＴ／ＣＴ（陽電子放射断層撮影法／コンピュータ断層撮
影）などの最近の画像診断法の出現により、ＣＲＴへの臨床的応答を有する初期のリンパ
節転移陽性疾患の患者で頸部を観察するのが好ましいため、計画的に頸部を切開すること
は少なくなっている。
【０００３】
　上記の研究は、主に患者の腫瘍リンパ節－転移（ＴＮＭ）ステージ分類に基づく、現在
の治療法の決定のための基礎を提供している。しかし、同じＴＮＭステージの患者でも、
治療に対する反応は異なる。これらの患者はしばしば唯一の治療法としてＲＴ及びＣＲＴ
を受けているので、各患者の、それぞれの治療に応答する可能性を決定すること、及び局
所再発のリスクが高い人々を分離することが重要になる。
【０００４】
　腫瘍の一定でない性質のため、何らかの１つのマーカーが予後的又は予測的な価値を有
する可能性はさらに低くなる。このように、頭頸部癌患者におけるＲＴ及びＣＲＴに対す
る臨床応答を予測するために、前処理生検を評価する際に使用するためのバイオマーカー
を同定する技術が求められている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　一態様において、本発明は、患者からの生物学的サンプル中の、（ｉ）ＹＡＰ－１；又
は（ｉｉ）（ｂ）から選択される少なくとも１つのバイオマーカー、及び（ｃ）から選択
される少なくとも一つのバイオマーカー：（ｂ）ｂｃｌ－２、及びＶＥＧＦ－ｃ、（ｃ）
はｃ－ｍｅｔ及びクローディン－４、又は（ｉｉｉ）（ｉ）及び（ｉｉ）の組み合わせの
タンパク質又はｍＲＮＡのレベルを測定することを含む、頭部癌又は頸部癌に罹患してい
る患者における化学放射線療法の治療への応答を予測するための方法を提供する。特定の
態様において、ｍＲＮＡレベルは、配列番号１（ＹＡＰ－１）、配列番号２（ｂｃｌ－２
）、配列番号３（ＶＥＧＦ－ｃ）、配列番号４（ｃ－ｍｅｔ）、及び配列番号５（クロー
ディン－４）からなる群から選択される一種以上の核酸配列のレベルを測定することによ
り決定される。別の態様において、タンパク質レベルは、配列番号６（ＹＡＰ－１）、配
列番号７（ｂｃｌ－２）、配列番号８（ＶＥＧＦ－ｃ）、配列番号９（ｃ－ｍｅｔ）、及
び配列番号１０（クローディン－４）からなる群から選択される一種以上のアミノ酸配列
のレベルを測定することにより決定される。特定の態様において、頭部癌又は頸部癌は、
頭頸部扁平上皮癌である。別の態様において、癌は口腔咽頭扁平上皮癌及び喉頭扁平上皮
癌である。
【０００６】
　さらなる本発明の目的、特徴及び利点は、本明細書の一部を形成している図面及び特許
請求の範囲を参照して、以下の開示を再度検討した後に、当業者にとって容易に明らかに
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なるであろう。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】図１は頭頸部扁平上皮癌患者の生検標本におけるＹＡＰ－１（Ａ）、ｂｃｌ－２
（Ｂ）、ＶＥＧＦ－ｃ（Ｃ）、ｃ－ｍｅｔ（Ｄ）、及びクローディン－４（Ｅ）の免疫組
織化学的染色を示す。
【図２】図２は、ＹＡＰ－１、ｂｃｌ－２、ＶＥＧＦ－ｃ、ｃ－ｍｅｔ、及びクローディ
ン－４を高度又は低度発現する患者の、無再発生存率対月数のカプランマイヤー曲線を示
す。
【図３】図３は、ＹＡＰ－１、ｂｃｌ－２及びＶＥＧＦ－ｃを高度及び低度に発現する患
者の、原因特異的生存率（％）対月数のカプランマイヤー曲線を示す。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
本発明は、頭頸部癌患者の化学放射線療法への応答を予測するバイオマーカーの使用のた
めの方法及び組成物を提供する。特に、本発明は、患者からの生物学的サンプル中の、（
ｉ）ＹＡＰ－１；又は（ｉｉ）（ｂ）から選択される少なくとも１つのバイオマーカー、
及び（ｃ）から選択される少なくとも一つのバイオマーカー：（ｂ）ｂｃｌ－２、及びＶ
ＥＧＦ－ｃ、（ｃ）ｃ－ｍｅｔ及びクローディン－４、又は（ｉｉｉ）（ｉ）及び（ｉｉ
）の組み合わせのタンパク質又はｍＲＮＡのレベルを測定することを含む、頭部又は頸部
癌に罹患した患者における化学放射線療法の治療への応答を予測するための方法を提供す
る。
【０００９】
　特定の態様において、該方法は、患者からの生物学的サンプル中の、ＹＡＰ－１（Ｙｅ
ｓ－関連タンパク質　６５ｋＤａ）、ｂｃｌ－２（Ｂ－細胞ＣＬＬ／リンパ腫２）、ＶＥ
ＧＦ－ｃ（血管内皮増殖因子Ｃ）、ｃ－ｍｅｔ、又はクローディン－４のいずれか１つ以
上の核酸レベルを測定することを含む。ＹＡＰ－１、ｂｃｌ－２、ＶＥＧＦ－ｃ、ｃ－ｍ
ｅｔ又はクローディン－４の各々に関連する核酸の具体例を、表１に示す：
【表１】

【００１０】
　ＹＡＰ－１、ｃ－ｍｅｔ、又はクローディン－４の各々に関連する発現された配列タグ
核酸配列の具体例を、表２に示す。
【表２】

【００１１】
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　特定の態様において、該方法は患者からの生物学的サンプル中の、ＹＡＰ－１、ｂｃｌ
－２、ＶＥＧＦ－ｃ、ｃ－ｍｅｔ、又はクローディン－４の一つ以上のタンパク質レベル
を測定することを含む。ＹＡＰ－１、ｂｃｌ－２、ＶＥＧＦ－ｃ、ｃ－ｍｅｔ又はクロー
ディン－４の各々に関連するアミノ酸配列の具体例を、表３に示す：
【表３】

【００１２】
　一つ以上のバイオマーカーのｍＲＮＡ又はタンパク質発現のレベルを調べるために、頭
部又は頸部癌患者の生体試料は、典型的に、アッセイされる。「生物学的サンプル」は、
腫瘍、がん組織、前癌組織、生検、血液、血清、唾液、又は組織を含む、頭部癌又は頸部
癌に罹患した患者、又はまだ頭頸部癌と診断されていない患者からのサンプルを含む。
【００１３】
　生物学的サンプルは、典型的には、例えばｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ｃＲＮＡ、タンパク質
などのようなバイオマーカー遺伝子の発現産物の１つ以上について、アッセイされる。
【００１４】
　一実施形態において、生体サンプルからＲＮＡを含む試料は、バイオマーカーのｍＲＮ
Ａレベルを測定するために直接使用される。特定の一実施形態において、ＲＮＡは生物学
的サンプルから得られる。ＲＮＡは、当技術分野において公知の方法を用いて、ｃＤＮＡ
（相補的ＤＮＡ）コピーへと変換される。特定の実施形態においては、ｃＤＮＡを蛍光標
識又は他の検出可能な標識で標識する。ｃＤＮＡは、目的の一つ又は複数のプローブを含
む基質とハイブリダイズする。目的のプローブは、典型的に、目的のＤＮＡ配列にストリ
ンジェントなハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズする。特定の態様において
、１つ以上の核酸プローブは、６５℃で６ｘＳＳＣ（０．９Ｍ　ＮａＣｌ、０．０９Ｍ　
クエン酸ナトリウム、ｐＨ７．４）のハイブリダイゼーション条件下で、目的の配列（例
えば、配列番号１～５、１１～１３、又はそのフラグメント（例えば、フラグメントは少
なくとも１５ヌクレオチド長）のいずれか）とハイブリダイズすることが可能である。プ
ローブは、核酸を含んでよい。核酸の具体例は、ＤＮＡである。用語「核酸」はそのデオ
キシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチド及びそれらのポリマーを指す。該用語は、合
成由来、天然、及び非天然由来であり、参照される核酸と同様の結合特性を有し、参照さ
れる核酸と同様の様式で代謝される、既知のヌクレオチド類似体又は修飾されたバックボ
ーン残基又は連結を含む核酸を包含する。このような類似体の具体例には、ホスホロチオ
エート、ホスホロアミダイト、メチルホスホネート、キラル－メチルホスホネート、及び
ペプチド－核酸（ＰＮＡ）が包含されるが、これらに限定されない。
【００１５】
　特定の場合において、プローブは長さが約１５～約５０塩基対である。ｃＤＮＡのハイ
ブリダイゼーションの量は、蛍光体などの検出可能な標識の存在をアッセイすることによ
って測定することができる。ハイブリダイゼーションシグナルの量は、試料中の目的の核
酸のレベルを定性的又は定量的に測定するために使用することができる。
【００１６】
　用語「検出可能な標識」は、存在する測定対象又はプローブに共有結合又は非共有結合
手段を介して接続されている部分を指す。「検出可能な標識」は、放射性部分、蛍光部分
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、化学発光部分等であり得る。用語「蛍光標識」は、ある波長の放射エネルギーを受け取
り、別の波長の放射エネルギーを放射するラベルを指す。検出可能な標識の存在は、分光
手段（例えば、分光光度計）、放射手段（例えば、シンチレーションカウンター）、蛍光
、ルミノメーターなどの、特定のラベルを検出するのに適切な、当技術分野における既知
の方法を用いてアッセイすることができる。
【００１７】
　本発明の範囲内には、一つ以上のバイオマーカーの遺伝子配列にストリンジェントなハ
イブリダイゼーション条件下でハイブリダイズする複数の配列を含むＤＮＡマイクロアレ
イが含まれる。一つ以上の目的のプローブを含む基質の具体例は、基質に添加されている
複数のＤＮＡプローブである。特定の態様において、基質はゲル、ニトロセルロース、ナ
イロン、石英、ガラス、金属、シリカ系材料、シリカ、樹脂、ポリマー等、又はこれらの
組み合わせなどの、１つ以上の材料を含んでよい。一般的に、ＤＮＡプローブは、約１０
～５０ｂｐの連続するＤＮＡを含む。特定の態様において、ＤＮＡプローブは、連続した
約２０～約５０ｂｐのＤＮＡである。特定の態様において、本発明は、配列番号１～５、
１１～１３の一つ以上に、又は配列番号１～５、１１～１３のいずれかの相補鎖にストリ
ンジェントにハイブリダイズすることができる、複数の配列のマイクロアレイ構成キット
及びその使用のための指示書きに関する。キットは、１つ以上のマイクロアレイを含むコ
ンテナ及びこれらの使用のための指示書きを含んでよい。
【００１８】
　生物学的サンプルは、ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）、ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写酵素－
ポリメラーゼ連鎖反応）、定量ＰＣＲなどの、但しこれらに限定されない、核酸を検出す
ることができる方法を使用して、１つ以上のバイオマーカーのｍＲＮＡについて分析する
こともできる。
【００１９】
　特定の態様において、バイオマーカータンパク質のレベルは、遺伝子又はＤＮＡ配列（
例えば、配列番号６～１０のいずれか）のタンパク質の発現産物を検出することによって
測定される。タンパク質生成物のレベルは、特定のタンパク質に結合する抗体の使用を含
む、当該分野で既知の方法を用いて測定してよい。ポリクローナル又はモノクローナル抗
体を含むこれらの抗体は、当該分野で既知の方法を使用して製造することができる。これ
らの抗体はまた、抗体チップや抗体のマイクロアレイを形成するために、固体基板に結合
することができる。抗体又はタンパク質マイクロアレイは、当技術分野で既知の方法を用
いて製造することができる。また、免疫組織化学を含むイムノアッセイを用いることがで
きる。特定の態様において、本発明は、配列番号６～１０のいずれかに特異的に結合する
試薬（抗体など）を含むキット、及びその使用方法についての指示書きに関する。該キッ
トは、１つ以上の試薬を含む容器、及びこれらの使用のための指示書きを含んでよい。さ
らに、質量分析が、タンパク質又はその断片を検出するために使用されてもよく、及びＨ
ＰＬＣのような他の技術と組み合わせて使用してもよい。
【００２０】
　特定の態様における頭頸部癌の治療は、ＹＡＰ－１、ｂｃｌ－２、ＶＥＧＦ－ｃ、ｃ－
ｍｅｔ、及びクローディン－４からなる群より選択される１つ以上のバイオマーカーのｍ
ＲＮＡ又はタンパク質のレベルを測定することを含む。治療方法は、癌の化学療法剤と放
射線からなる群より選択される１つ以上の癌の治療剤の治療有効量を投与することを、典
型的にはさらに含む。癌の治療は、手術及び外科処置を含んでもよい。用語「投与する」
は、化合物を患者に接触させる方法を指す。「投与」の様式は、癌化学療法剤を、静脈内
、腹腔内、鼻腔内、経皮、局所、移植を経由して、皮下、非経口、筋肉内、経口、全身、
及び吸着により、接触させることを含む方法を含むが、これらに限定されない。用語「治
療」は、治療対象となる癌に関連又は起因する、少なくとも一つの症状又特性の、急性な
又は予防的な減退又は緩和を含む。例えば、治療は、癌のいくつかの症状の減退、又は癌
の完全撲滅を含むことができる。用語「治療有効量」は、単独で又は他の薬剤と併用投与
した場合、治療対象となる癌を阻害、停止、又は改善を可能にするのに十分な、癌化学療
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法剤又はその薬学的に許容される塩の、量を意味する。例えば、ヒトにおける治療上有効
量は、特定の疾患と治療される患者のための臨床現場で実験的に決定することができる。
適切な剤形、投与量及び投与経路の決定は、医薬品や医療分野における当業者のレベル内
であることを理解すべきである。
【００２１】
　これは適切な治療法を選択する熟練した医療従事者の範囲内である。治療法は、がんの
化学療法剤及び／又は放射線の使用を含むことができる。化学放射線療法は、癌に罹患し
ている患者を治療するために、放射線療法及び化学療法の両方を使用することである。放
射線及び化学療法を同時に行う必要はなく、例えば、時間、日、又は月等の、時間によっ
て分離することができる。癌化学療法剤は、癌の増殖を鈍化、減速、又は停止する、又は
米国食品医薬品局によって癌を治療するために承認されている、化学的又は生物学的作用
物質（例えば、抗体、タンパク質、ＲＮＡ、ＤＮＡ等）である。頭頸部癌の化学療法剤の
具体例としては、シスプラチン、セツキシマブ、ドセタキセル、及びエルロチニブを含む
が、これらに限定されない。特定のケースでは、化学放射線療法は、シスプラチン及び５
－ＦＵを投与することを含む。癌治療手段の別の例は、放射線である。特定の態様におい
て、癌は頭部癌又は頸部癌である。頭部癌又は頸部癌の例としては、頭頸部の扁平上皮癌
を含むが、これに限定されない。頭頸部癌のさらなる具体例は、口腔咽頭及び喉頭扁平上
皮癌を含む。
【実施例】
【００２２】
　目的：頭頸部（ＳＣＣＨＮ）の扁平上皮癌患者の、前処理された生検における、ＶＥＧ
Ｆ－ｃ、ｂｃｌ－２、クローディン－４、ｃ－ｍｅｔ、及びＹＡＰ－１の発現と、臨床転
帰とを相関させる。
【００２３】
　方法：１９９５年１２月から２００４年１１月にかけて、放射線療法単独（ＲＴ）又は
同時シスプラチンベースの化学放射線療法（ＣＲＴ）を施行した臨床病期ＩＩ－ＩＶＡの
ＳＣＣＨＮの８６人の患者を選択した。ＶＥＧＦ－ｃ、ｂｃｌ－２、クローディン－４、
ＹＡＰ－１及びｃ－ｍｅｔのタンパク質の免疫組織化学染色（ＩＨＣ）を、８６人全ての
患者から得られた治療前の生検標本について行った。染色は、２人の独立した観察者によ
って、陽性細胞の強度や割合に応じて評価した。
【００２４】
結果：追跡期間の中央値は３３．８ヶ月であった。１２人の患者はＩＲ（不完全応答）を
経験し、１１人の患者は中央値期間１２．６ヶ月で再発した。再発のうち、７例はＬＲＲ
（局所再発）を有することが明らかにされ、及び４人の患者が遠隔転移を有することが明
らかにされた。原因特異的生存率（ＣＳＳ）及び無再発生存率（ＲＦＳ）はそれぞれ、２
年で８５％及び９０％、３年で８１％及び８４％であった。ＩＲのための予測バイオマー
カーが増加した：ＶＥＧＦ－ｃ（Ｐ＝０．０２）、ＹＡＰ－１（Ｐ＜０．０１）、クロー
ディン－４（Ｐ＜０．０１）、ｃ－ｍｅｔ（ｐ＜０．０１）及びｂｃｌ－２（Ｐ＝０．０
２）。ＲＦＳの予測バイオマーカーは、ＹＡＰ－１（ｐ＝０．０１）及びｂｃｌ－２（Ｐ
＜０．０１）であった。ＣＳＳの予測バイオマーカーは、ＹＡＰ－１（Ｐ＝０．０４）、
ＶＥＧＦ－ｃ（Ｐ＝０．０３）、及びクローディン－４（Ｐ＝０．０３）であった。
【００２５】
　結論：すべてのバイオマーカーは、ＩＲについて予測的であった。加えて、クローディ
ン－４及びＶＥＧＦ－ｃは、ＣＳＳについて、そしてｂｃｌ－２はＲＦＳについて予測的
であった。ＹＡＰ－１はすべてのエンドポイントの予測について普遍的マーカーであった
。上記のマーカーを使用して、臨床現場で個々の遺伝子プロファイルを解析することで、
成果を向上させることを可能にする患者特異的な治療ができる可能性がある。
【００２６】
　材料と方法
　患者
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　このヒト調査委員会（Ｈｕｍａｎ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ
）が承認した研究に対して、Ｗｉｌｌｉａｍ　Ｂｅａｕｍｏｎｔ病院で、１９９５年５月
～２００４年７月にかけて、中咽頭及び喉頭の扁平上皮癌に対して一次ＲＴ又はＣＲＴで
継続的に治療された１３０人の患者が特定された。４５人の患者が、非黒色腫（ｎｏｎ－
ｍｅｌａｎｏｍａｔｏｕｓ）皮膚癌を除く癌の既往歴、外部機関での治療、治療の記録が
使用不能であるか又は分析に使用できる組織の欠如が原因で、解析から除外された。１９
９５年１２月から２００４年１１月にかけて、ＲＴ単独(ｎ＝４７)又はＣＲＴ(Ｎ＝３９)
のいずれかの治療を受けた、臨床ステージＩ－ＩＶａの口腔咽頭（Ｎ＝３０）と、ステー
ジＩ－ＩＶａの喉頭（Ｎ＝５６）のＳＣＣＨＮである８６人の患者を、分析のために選択
した。
【００２７】
　治療
　原発部位を、６ｍＶの光子で処理した。早期の喉頭の患者については、５×５又は６×
６のフィールドボックスを利用した二次元放射線治療計画を使用した。２００４年以前に
、残りの患者のほとんどは、三次元原体照射で治療され、その後、強度変調放射線治療が
最大限に正常組織を残すために使用された。１５人の患者は、1日２回、週５日の割合で
、画分（ｆｒａｃｔｉｏｎ）あたり１２０ｃＧｙ（センチグレイ）の治療を受けた。７１
人の患者は、1日1回、週５日の割合で、画分あたり１８０～２２５ｃＧｙの範囲の治療を
受けた。原発部位への総投与量の中央値は、７０００ｃＧｙ（２４００ｃＧｙ～８１６０
ｃＧｙの範囲）であり、全体的な処理時間の中央値は、５０日（１６～６９日の範囲）で
あった。１人の患者は、治療コンプライアンスの困難性に続く小分割照射投与計画で２４
００ｃＧｙを受けた。すべてのＣＲＴ患者は、放射線治療と並行して供給されるプラチナ
ベースの化学療法を受けた。治療に対する応答は、上咽頭鏡検査、コンピュータ断層撮影
、及び／又は生検を用いて治療中及び治療後に評価した。放射線治療終了後６ヶ月以内の
任意の局所領域での再発は、部分的応答又は応答なしのいずれかとして定義される、不完
全応答と考えられていた。
【００２８】
　腫瘍サンプル
　腫瘍サンプルは、上記の８６人の患者からの制度的ヒト治験委員会（ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｉｏｎａｌ　ｈｕｍａｎ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎａｌ　ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ）の承
認を得て収集した。腫瘍のすべてを、ホルマリンで固定し、そしてパラフィンワックスに
包埋した。頭頸部病理学者は、各事例の病理組織学を、ヘマトキシリン及びエオシン染色
切片の光学顕微鏡により検討し、免疫組織化学を実行するための適切な組織の領域を同定
した。
【００２９】
　組織アレイ
　１～４個の１．５ｍｍパンチ生検を、ヘマトキシリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色した切
片中の代表的な腫瘍を含む領域を顕微鏡による同定した後、パラフィン包埋標本から採取
した。パンチ生検を、その後、新しいパラフィンブロックに取り付け、個々のブロックで
最大１００検体を得た。５μｍの切片を、免疫組織化学的分析のための正規の方法で切断
した。
【００３０】
　免疫組織化学
　ＶＥＧＦ、ｂｃｌ－２、クローディン－４、ＹＡＰ－１及びｃ－ｍｅｔについての免疫
組織化学染色（ＩＨＣ）は、８６人の患者全てから得られた検前生検標本について行った
。組織アレイ技術を、各試料中の目的の領域を分析するために使用した。これらの領域を
、病理学者と一緒にマークした。ヘマトキシリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）を、特定の切片を
染色するために使用した。５種類のタンパク質を検出するために、免疫組織化学を、Ｄｉ
ｓｃｏｖｅｒｙ　ＸＴ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｖｅｎｔａｎａ，Ｔｕｃｓｏｎ，ＡＺ）を使用し
て、以下の希釈率で完了した：ｂｃｌ－２(１：２００)、ｃ－ｍｅｔ(１：５０)、クロー
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ディン－４（１：５０）、ＶＥＧＦ－ｃ（１：１００）、及びＹＡＰ－１（１：２５）。
抗原賦活化は、ｐＨ６のクエン酸緩衝液を用いて、９５℃で２５分間行った。内因性ペル
オキシダーゼのクエンチングのために、切片を２．５％正常ウマ血清（ＲＴ．Ｕ．Ｖｅｃ
ｔａｓｔａｉｎ　Ｋｉｔ，Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｂｕｒｌｉｎｇａ
ｍｅ，ＣＡ）で２０分間ブロックした。二次抗体（ＲＴＵビオチン標識ユニバーサル抗体
　抗ウサギ／マウス　ＩｇＧ、ベクタステイン　ＡＢＣキット、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ，ＣＡ）を、３０分間添加した。ＰＢＳ中で洗
浄後、検体をＡＢＣ－試薬（ベクタステイン　ＡＢＣキット、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ，Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ，ＣＡ）で３０分間インキュベートし、そしてヘ
マトキシリンで対比染色した。
【００３１】
　スライドは、２人の独立した観察者によって採点された。染色は、陽性細胞の強度及び
割合に応じて評価された。２人の独立した観察者の間に不一致があった場合、第三の独立
した観察者が、スライドを採点し、そして結果を平均した。
【００３２】
　統計解析
　不完全応答は、治療後の巨視的もしくは微視的な、持続的に生存可能な腫瘍、又は治療
終了後半年以内の腫瘍の再発として定義した。無再発生存率を、放射線治療の終了から、
最初の再発（治療終了から半年後）、死亡、又は最後の追跡の、いずれか先に発生するま
での期間として定義した。原因特異的生存率を、放射線治療の終了から、疾患に起因する
死亡又は最後の追跡までの時間として定義した。累積生存確率はカプラン－マイヤー曲線
を用いてプロットし、そしてログランク検定で比較した。計算されたｐ値が０．０５未満
であった場合、すべての試験を、統計的に有意であると宣言した。カイ二乗検定を、バイ
オマーカーと臨床治療要因間の相関関係を検出するために使用した。統計解析を、ＳＡＳ
統計ソフトウェアパッケージ（ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｉｎｃ，Ｃａｒｙ，ＮＣ）
のバージョン５．０及び（Ｒバージョン２．６．１）を用いて行った。
【００３３】
　結果
　患者／腫瘍特性
　追跡期間の中央値は２９ヶ月であった。臨床病理学的特性を表４にまとめる。表に示す
ように、年齢の中央値は、６３歳（範囲、４０～９５歳）であった。８６人の患者の内、
６９人（８０％）が男性であった。３１人の患者が原発性口腔咽頭を有し、及び５５人の
患者が原発性喉頭を有していた。喉頭ＳＣＣＨＮのうち、４１人の患者がＴ１－Ｔ２病変
であり、１４人の患者がＴ３－Ｔ４病変であり、そして１０人の患者が局所リンパ節転移
を有していた。口腔咽頭ＳＣＣＨＮのうち、１９人の患者がＴ１－Ｔ２病変を有し、１２
人の患者がＴ３－Ｔ４病変を有し、そして２２人の患者がリンパ節転移を有していた。
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【表４】

【００３４】
　臨床転帰
　患者を、臨床試験、上咽頭鏡検査、放射線学的検査、又は生検を通じて、治療中及び治
療後の応答について評価した。１２人の患者（喉頭７、中咽頭５）が不完全応答を経験し
、これらの患者の臨床特性及び治療特性を表５にまとめる。不完全応答の、又は再発した
患者の誰も、６６００ｃＧｙ未満を受けていない。不完全応答の予測において有意な臨床
的要因の唯一のものは、５０日を越える放射線の経過時間（Ｐ＝０．０４）を有していた
。治療への不完全応答（Ｐ＜０．０１）と共に、遠隔再発（ｄｉｓｔａｎｔ　ｆａｉｌｕ
ｒｅ）を経験する可能性が増大した。
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【表５】

【００３５】
　１１人の患者（喉頭８、中咽頭３）は、再発までの期間の中央値が１２．５ヶ月（範囲
７．６～６７．８ヶ月）で再発することが認められた。再発のうち、７人の患者が局所再
発（中央値、１０．８ヵ月）していることが判明し、及び４人の患者が遠隔転移（中央値
、２５．２ヵ月）していることが判明した。
【００３６】
　２年及び３年での無再発生存率（ＲＦＳ）及び原因特異的生存率（ＣＳＳ）はそれぞれ
９０％及び８５％、８４％及び８１％であった。分析された治療変数は、年齢、性別、原
発部位、臨床病期、一次治療、放射線量、放射経過所要日数を含んだ。単変量解析では、
年齢（Ｐ＝０．０４）及び一次治療（ＲＴ対ＣＲＴ）（Ｐ＝０．０３）が、ＲＦＳを予測
することが明らかになった。一次治療の経過を、その後、２以下のステージ（Ｎ＝３８）
対２を越えるステージ（Ｎ＝４８）、及びリンパ節陽性患者（ｎ＝５４）対リンパ節陰性
患者（ｎ＝３２）について解析した。予想通り、化学放射線療法は、ステージ３及び４の
患者群、並びにリンパ節陽性の患者群で有意な効果がある。連続変数（Ｐ＝０．０４）と
しての解析時における高い年齢、並びに６２歳超であるか又は未満であるか（Ｐ＝０．０
３）及びより高い臨床Ｔステージ（０．０３）は、ＵＶＡ（単変量解析）上のＣＳＳを予
測した。
【００３７】
　予測的バイオマーカー
　不完全応答の予測バイオマーカー
　不完全応答のための予測バイオマーカーは、増加した７８．６％のＶＥＧＦ－ｃ最適カ
ット（ｏｐｔｉｍａｌ　ｃｕｔ）（Ｐ＝０．０２）、ＹＡＰ－１の強度等級（Ｐ＜０．０
１）、連続的な変数としてのＹＡＰ－１の強度等級（Ｐ＜０．０１）、増加した８５．１
％のクローディン－４最適カット（Ｐ＜０．０１）、ｃ－ｍｅｔの強度等級（ｐ＜０．０
１）及びｂｃｌ－２の強度等級（Ｐ＝０．０２）であった。
【００３８】
　無再発生存率を予測するバイオマーカー
　ＲＦＳの予測バイオマーカーは、３７．８％のＹＡＰ－１最適カット（Ｐ＝０．０１）
、ＹＡＰ－１の強度等級（Ｐ＝０．０３）、及び１０％のＢｃｌ－２最適カット（Ｐ＜０
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．０１）であった。
【００３９】
　原因特異的生存率の予測バイオマーカー
　ＣＳＳの予測バイオマーカーは、ＹＡＰ－１の中央値強度等級（Ｐ＝０．０４）、８１
．８％のＹＡＰ－１最適カット（Ｐ＝０．０２）、７８．６％のＶＥＧＦ－ｃ最適カット
（Ｐ＝０．０３）、及び８５．１％のクローディン－４最適カット（Ｐ＝０．０３）であ
った。
【００４０】
　重要なバイオマーカーを、バイオマーカーの独立した予後的意義を試験するために、各
エンドポイントについて重要な臨床的要因に対して試験した。ＹＡＰ－１及びｂｃｌ－２
は、ＲＦＳについての予測において診断時年齢とは独立であることが判明し、ＹＡＰ－１
及びＶＥＧＦ－ｃは、ＣＳＳについての診断時年齢とは独立し、及びＶＥＧＦ－ｃは、Ｃ
ＳＳについての連続変数としての臨床Ｔステージとは独立していた。すべてのバイオマー
カーは、不完全応答の予測において放射日数とは独立していた。興味深いことに、ログラ
ンクスコアが、ＣＳＳ及びＲＦＳの両方について評価され、そして、臨床ステージ、クロ
ーディン－４、ＹＡＰ－１及び年齢の組み合わせがＣＳＳについて非常に重要であること
（Ｐ＜０．０１）、並びに年齢、ＹＡＰ－１、クローディン－４、及び一次治療がＲＦＳ
について重要であること（Ｐ＝０．０２）を明らかにした。
【００４１】
　バイオマーカーＹＡＰ－１、ｂｃｌ－２、ＶＥＧＦ－ｃ、ｃ－ｍｅｔ、及びクローディ
ン－４を、陽性細胞の等級と陽性細胞の割合に関して分析したところ、２つの組み合わせ
、すなわち割合に等級を乗じたものは、相乗効果を有していた。この式に基づく等級と割
合の組み合わせは、治療及び予後の応答を分析する際の、バイオマーカーの重要性を改善
した。さらに、ｃ－ｍｅｔ及びＹＡＰ－１の組み合わせは、これら２つのマーカーを放射
線単独で治療された患者又は化学放射線療法の治療を受けた患者のいずれかからなるサブ
グループにおいて解析した場合と比べて、治療結果を９０％正しく予測する、全調査対象
（ｎ＝８６）における放射線ベースの治療法に対する応答のより有意な予測因子であった
。
【００４２】
　考察
　ＳＣＣＨＮの一次治療は放射線療法又は化学放射線療法の使用にシフトしているため、
両方の方法に対する腫瘍応答を予測することは、患者に特異的な治療をするために有用で
ある。本研究において、治療に対する治療応答は、ＴＮＭステージとは独立していること
が判明し、そして一次治療（ＲＴ又はＣＲＴ）について不完全応答をする患者は、完全応
答をする患者よりも、より遠隔転移を経験し、低いＣＳＳを有する傾向がある。治療は、
確立された予後及び予測バイオマーカーを評価することによる、個々の腫瘍バイオロジー
を評価することによって導くことができる。この方法は、化学療法の利点を決定するため
に、早期の乳がんにおいてすでに使用されている。
【００４３】
　本研究において、ＹＥＳ関連タンパク質（ＹＡＰ－１）は普遍的なバイオマーカーであ
ることが判明した。ＹＡＰ－１の過剰発現は、上衣細胞腫（Ｍｏｄｅｎａ　ｅｔ　ａｌ．
（２００６））、ＮＳＣＬＣ（非小細胞肺癌）（Ｓａｖｉｏｚｚｉ　ｅｔ　ａｌ．２００
６）、及び膵臓癌（Ｇｕｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００６））に見られる。
【００４４】
　以前の研究では、チロシンキナーゼＹＥＳ関連タンパク質（ＹＡＰ６５）の遺伝子が、
形質転換及び転移性腫瘍細胞株において優先的に発現していることが示されている（Ｄｏ
ｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７））。ＹＡＰ－１のサイレンシングは、ｐ５３のヒストン
アセチル化を減少し、その結果Ｐ７３が関与するアポトーシスが遅延又は減少する（Ｓｔ
ｒａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００５））。
【００４５】
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　先行研究は、ｃ－ｍｅｔの低い発現がシスプラチン感受性と関連することを見出し、及
び先行研究の間、ｃ－ｍｅｔが高発現している腫瘍を有する患者は、併用化学放射線療法
のための良い候補にはならない可能性があると結論されていた（Ａｋｅｒｖａｌｌ　ｅｔ
　ａｌ．（２００４）。これは本研究において検証されているように、ｃ－ｍｅｔは、放
射線療法又は化学放射線療法に対する乏しい応答についての予測に有用であった。ＭＥＴ
は、増殖、有糸分裂、血管新生、及び転移に関与するチロシンキナーゼ受容体である。Ｍ
ｅｔの過剰発現は、乳、卵巣、甲状腺、膵臓、脳、及び消化管の腫瘍で報告されており、
及びｃ－ｍｅｔの過剰発現は、上咽頭癌の患者における予後不良と相関している（Ｑｉａ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００２））。ｃ－ｍｅｔの過剰発現は、口腔舌癌の局所再発の予測
因子であることも示されている（Ｅｎｄｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００６））。これまでは、
ｃ－ｍｅｔは、ＣＳＳにおいて予測的ではなかった。ＲＦＳにおいてｃ－ｍｅｔの予測は
存在していなかった。これは、不完全応答を有する患者が、ＲＦＳ解析を打ち切られたと
いう事実が原因である可能性がある。
【００４６】
　本研究では、クローディン－４は、ＲＦＳを予測する上で重要であることが判明した。
クローディン－４は、タイトジャンクションタンパク質をコードしている。その高発現は
、乳癌、尿路上皮癌、及び前立腺癌の患者で認められている。ＨＮＳＣＣ及びＮＳＣＬＣ
細胞株におけるクローディン－４の増加は、ゲフィチニブについての感度の増加と関連付
けられることが発見されたが（Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ　ｅｔ　ａｌ．（２００７））、これ
は標的療法であり、該結論は本研究では正しくない可能性がある。漿液性乳頭癌において
、クローディン－４の過剰発現は、ＤＦＳ及びＯＳの欠如、悪性表現型に見られる過剰発
現と関連していた（Ｋｏｎｅｃｎｙ　ｅｔ　ａｌ．（２００８））。尿路上皮癌及び前立
腺癌において、これはステージ及び転移と関連付けられることが判明した。おそらく、ク
ローディン－４は、腫瘍の広がりに対する代理マーカー（ｓｕｒｒｏｇａｔｅ　ｍａｒｋ
ｅｒ）であり、このことがより悪いＲＦＳにつながり得る理由である。
【００４７】
　本研究において、ｂｃｌ－２は無再発生存率及び原因特異的生存率を予測する上で有意
であった。歴史的に、これはｐ5 3を抑制する、抗アポトーシス癌遺伝子として発見され
た。最近では、高用量の放射線療法を施行した鼻咽頭の患者のコホートにおいて、ｂｃｌ
－２の過剰発現は悪い５年ＤＦＳを伴った（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００８））；化
学放射線療法で治療された、局所進行ＳＣＣＨＮの２１人の患者は、Ｂｃｌ－２を過剰発
現した場合、好ましくない結果と短いＲＦＳを有することが判明した（Ｍａｎｎａｒｉｎ
ｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００７））。
【００４８】
　腫瘍低酸素症は、放射線治療への反応の乏しさと関連している。本研究において、ＶＥ
ＧＦ－ｃは、ＲＦＳ及びＣＳＳを予測する上で意義を有することが判明した。ＶＥＧＦ－
ｃは、血管新生促進癌遺伝子である。以前は、ＶＥＧＦ－ｃの高発現は、放射線治療への
応答不良と関連していた。病理学的完全応答は、術前の直腸癌患者で評価された。ＶＥＧ
Ｆ－ｃ陽性と考えられていた癌は、病理学的に不完全応答を有することが認められた（Ｚ
ｌｏｂｅｃ　ｅｔ　ａｌ．（２００８））。ステージＩＩ－ＩＶ　ＳＣＣＨＮの患者２７
人において、ＶＥＧＦ－ｃの高発現は有意に局所制御及び生存率を減少した（Ｍａｒｔｉ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００７））。高レベルのＶＥＧＦ－ｃは、腫瘍低酸素、すなわち放
射線抵抗性を導く低酸素症、の代用であり得る。
【００４９】
　本研究にはいくつかの制限がある。分析された患者は、異なる頭頸部の病変部位及びＴ
ＮＭステージを有する、混成グループだった。声門原発性の患者対口腔咽頭原発性の患者
間で、局所リンパ節のへの広がりのパターンは異なる。この研究は、９年間の期間に亘っ
たので、異なる放射線治療技術と化学療法投与計画とが用いられた。しかし、本研究で特
定されたものと同様の不均一な集団は、全国で実施されている臨床の広い範囲で遭遇する
人をより代表する可能性があり、従ってマーカーのパネルの使用を、より普遍的に適用可
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能なものとする。また、すべての過去の研究に伴う偏見（ｂｉａｓ）を考慮する必要があ
る。
【００５０】
　結論
　本研究では、以前のｃ－ＤＮＡマイクロアレイ研究（発表済み及び未発表）に基づく化
学的感受性又は放射線感受性のための潜在的な重要性を有する５つのマーカー（ＶＥＧＦ
－ｃ、ｂｃｌ－２、クローディン－４、ｃ－ｍｅｔ、及びＹＡＰ－１）の予後及び予測能
力の評価を行った。前処理された生検を評価することによって、ＹＡＰ－１は、ＲＴ／Ｃ
ＲＴ応答、ＣＳＳ、及びＲＦＳの予測のための普遍的なマーカーであることがわかった。
クローディン－４及びＶＥＧＦ－ｃは、ＣＳＳ及びＲＦＳの両方を予測し、並びにＢｃｌ
－２は、ＲＴ／ＣＲＴ応答及びＲＦＳを予測する。上記の試験したバイオマーカーを用い
て、局所再発のリスクが高い患者を早期に同定することができ、そして適切な治療を前も
って供給して、がんの治療を最適化し、及び一次治療に追加する必要なサルベージ療法に
よって、罹患率を減少することができる。
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