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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　癌を有する哺乳動物対象が第１の群に属するか、または第２の群に属するかを決定する
方法であって、第１の群の対象が第２の群の対象よりも白金に基づく治療によく応答し、
　ａ）該対象から事前に得られた試料の少なくとも一部に存在するＲＢＭ３タンパク質ま
たはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量を評価し、該量に対応する試料値を決定する工程、
　ｂ）工程ａ）で得られた試料値を参照値と比較する工程、
　該試料値が参照値よりも高い場合は、
　ｃ１）該対象が第１の群に属すると結論づけ、
　該試料値が参照値と等しいか、または参照値よりも低い場合は、
　ｃ２）該対象が第２の群に属すると結論づける工程
を含む方法。
【請求項２】
　癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療の強度のレベルを決定する方法であって、
　ａ）該対象から事前に得られた試料の少なくとも一部に存在するＲＢＭ３タンパク質ま
たはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量を評価し、該量に対応する試料値を決定する工程、
　ｂ）工程ａ）で得られた試料値を参照値と比較する工程、
　該試料値が参照値よりも高い場合は、
　ｃ１）該対象が第１の強度の白金に基づく治療を施されるべきであると結論づけ、
　該試料値が参照値と等しいか、または参照値よりも低い場合は、
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　ｃ２）該対象が第２の強度の白金に基づく治療を施されるべきであると結論づけ、ここ
に、該第２の強度は該第１の強度よりも高い、工程
を含む方法。
【請求項３】
　癌が精巣癌、卵巣癌、肺癌、膀胱癌、結腸直腸癌、子宮頸癌、乳癌および頭頸部癌から
選択される、請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
　白金に基づく治療がカルボプラチン、パラプラチン、オキサリプラチン、サトラプラチ
ン、ピコプラチンおよびシスプラチン治療から選択される、請求項１～３のいずれか１項
記載の方法。
【請求項５】
　試料が対象由来の腫瘍細胞を含む、請求項１～４のいずれか１項記載の方法。
【請求項６】
　工程ａ）が、
　ａＩ）試料に、評価されるべきＲＢＭ３タンパク質との選択的相互作用が可能な定量化
できるアフィニティーリガンドを添加し、該添加を該試料中に存在するＲＢＭ３タンパク
質に対する該アフィニティーリガンドの結合を可能にする条件下で実施し、
　ａＩＩ）該試料に結合したアフィニティーリガンドを定量化して量を評価する
ことを含む、請求項１～５のいずれか１項記載の方法。
【請求項７】
　ａ）ＲＢＭ３タンパク質との選択的相互作用が可能な定量化できるアフィニティーリガ
ンド、および
　ｂ）該定量化できるアフィニティーリガンドの量を定量化するために必要な試薬
を含む、請求項１～６のいずれか１項記載の方法を実施するためのキット。
【請求項８】
　該アフィニティーリガンドが、アミノ酸配列が配列番号５からなるペプチド、または２
０アミノ酸以下からなり、かつ、配列番号８、１６および１７から選択されるアミノ酸配
列の全長を含むＲＢＭ３フラグメントと選択的相互作用が可能なアフィニティーリガンド
である、請求項６記載の方法。
【請求項９】
　該アフィニティーリガンドが、アミノ酸配列が配列番号５からなるペプチド、または２
０アミノ酸以下からなり、かつ、配列番号８、１６および１７から選択されるアミノ酸配
列の全長を含むＲＢＭ３フラグメントと選択的相互作用が可能なアフィニティーリガンド
である、請求項７記載のキット。
【請求項１０】
　癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療のための治療予測マーカーとしての、ＲＢ
Ｍ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡ分子のイン・ビトロでの使用。
【請求項１１】
　アミノ酸配列が配列番号５からなるペプチド、または２０アミノ酸以下からなり、かつ
、配列番号８、１６および１７から選択されるアミノ酸配列の全長を含むＲＢＭ３フラグ
メントと選択的相互作用が可能な、アフィニティーリガンド。
【請求項１２】
　癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療のための治療予測剤としてのＲＢＭ３タン
パク質との選択的相互作用が可能なアフィニティーリガンドのイン・ビトロでの使用。
【請求項１３】
　癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療のための治療予測剤の製造における、ＲＢ
Ｍ３タンパク質との選択的相互作用が可能なアフィニティーリガンドの使用。
【請求項１４】
　癌を有する哺乳動物対象の治療のための医薬の製造における白金に基づく治療剤の使用
であって、該対象が高ＲＢＭ３タンパク質または高ＲＢＭ３ｍＲＮＡである、使用。
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【請求項１５】
　白金に基づく治療剤がカルボプラチン、パラプラチン、オキサリプラチン、サトラプラ
チン、ピコプラチンまたはシスプラチンである、請求項１４記載の使用。
【請求項１６】
　ＲＢＭ３タンパク質との選択的相互作用が可能なアフィニティーリガンドを含む、白金
に基づく治療剤での治療に対する応答を予測するための診断組成物。
【請求項１７】
　該治療がカルボプラチン、パラプラチン、オキサリプラチン、サトラプラチン、ピコプ
ラチンまたはシスプラチン治療である、請求項１６記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌の分野、特にその治療に関する。さらに、治療予測または癌治療に対する
癌患者の応答性の確立において有用な手段および方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　癌
　癌は、最も一般的な疾患の一つであり、西欧諸国において主要な死因である。一般に、
罹患率は、ほとんどの形態の癌について、年齢と共に増加する。全般的な健康状態の増加
により、人類の寿命は伸び続けているので、癌は、増加している個体数に影響を及ぼしう
る。最も一般的な癌型の原因は、まだほとんど分かっていないが、環境因子（食事、タバ
コの煙、ＵＶ照射など）ならびに遺伝的因子（ｐ５３、ＡＰＣ、ＢＲＣＡ１、ＸＰなどの
「癌遺伝子」における生殖細胞変異）と癌発症の危険性との間の関連性を提供する知見が
増えてきている。
【０００３】
　癌は、本質的に細胞性疾患であり、正味の細胞増殖および利己的行動を伴う形質転換さ
れた細胞集団と定義付けられるという事実に拘わらず、細胞生物学的観点から、完全に満
足のいく癌の定義はない。悪性形質転換は、不可逆的な遺伝子改変に基づく悪性表現型へ
の移行を示す。これは、形質的に証明されていないが、悪性形質転換は、１の細胞におい
て行われると考えられ、該細胞から、次いで発達した腫瘍が生じる（「癌のクローン性」
ドグマ）。発癌は、癌が生じるプロセスであり、一般に、最終的に悪性腫瘍の成長に至る
複数の事象を含むと認められている。該多段階プロセスは、いくつかの律速段階、例えば
、変異の付加、およびおそらくエピジェネティックな事象を含み、前癌状態の増殖の段階
後に、癌の形成を導く。該段階的な変化は、細胞分化、利己的行動および細胞死を決定す
る生命調節経路において、誤り（変異）の蓄積を含む。これらの変化の各々は、周囲の細
胞と比べて選択的なダーウィンの成長優位（growth advantage）を提供し、その結果、腫
瘍細胞集団の正味の増殖をもたらしうる。悪性腫瘍は、必ずしも形質転換された腫瘍細胞
自体からなるだけでなく、支えとなる基質として作用する周囲の正常細胞からもなる。該
補充された癌基質は、結合組織、血管および種々の他の正常細胞、例えば、炎症細胞から
なり、それらは、協力して、継続する腫瘍成長に必要なシグナルを形質転換腫瘍細胞に供
給するよう作用する。
【０００４】
　癌の最も一般的な形態は、体細胞において発現し、大部分は、上皮性起源、例えば、前
立腺、胸、結腸、尿路上皮および皮膚のものであり、次いで、造血系から生じる癌、例え
ば、白血病およびリンパ腫、神経外胚葉から生じる癌、例えば、悪性神経膠腫、および軟
組織腫瘍、例えば、肉腫である。
【０００５】
　癌診断および予後
　疑いのある腫瘍由来の生検材料の顕微鏡評価が依然として癌診断の代表的な基準である
。確固とした診断を得るために、腫瘍組織は、ホルマリン中で固定され、組織化学的に処
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理され、パラフィン包埋される。得られるパラフィンブロックから、組織切片を調製し、
組織化学的方法、すなわち、ヘマトキシリン－エオシン染色、および免疫組織化学的（Ｉ
ＨＣ）方法の両方を用いて染色することができる。次いで、全体的および顕微鏡分析を包
含する病理学的技術を用いて、該外科的試料を評価する。該分析は、しばしば、特定の診
断を指定するための基礎、すなわち、腫瘍の腫瘍型を分類し、悪性度合を等級付けするた
めの基礎を形成する。
【０００６】
　悪性腫瘍は、各癌型に特異的な分類スキームにしたがって、いくつかの段階に類別する
ことができる。充実性腫瘍のための最も一般的な分類システムは、腫瘍－節－転移（ＴＮ
Ｍ）病期分類システムである。Ｔ期は、原発腫瘍の局所的な程度、すなわち、どこまで該
腫瘍が侵襲し、周囲組織中に増殖させたかを示し、一方、Ｎ期およびＭ期は、該腫瘍がど
のように転移を発展させたかを示し、Ｎ期は、腫瘍のリンパ節への広がりを示し、Ｍ期は
、他の遠隔器官における腫瘍の成長を示す。初期の段階には、Ｔ０－１，Ｎ０，Ｍ０があ
り、リンパ節陰性の局在化腫瘍を示す。より進行した段階には、Ｔ２－４，Ｎ０，Ｍ０が
あり、より広がって成長した局在化腫瘍を示し、Ｔ１－４，Ｎ１－３，Ｍ０は、リンパ節
に転移した腫瘍を示し、Ｔ１－４，Ｎ１－３，Ｍ１は、遠隔器官において転移が検出され
た腫瘍を示す。腫瘍の病期分類は、しばしば、外科的、放射線学的および組織病理学的分
析を包含するいくつかの試験の形態に基づく。病期分類のほかに、ほとんどの腫瘍型につ
いて、悪性のレベルを等級付けするための分類システムもある。等級付けシステムは、腫
瘍組織試料の形態学的評価に依存し、所定の腫瘍に見出された顕微鏡的特徴に基づく。こ
れらの等級付けシステムは、腫瘍細胞の分化、増殖および非定型外観の程度に基づいてい
てもよい。一般的に用いられる等級付けシステムの例は、前立腺癌のためのＧｌｅａｓｏ
ｎ等級付けおよび乳癌のためのＮｏｔｔｉｎｇｈａｍ Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ Ｇｒａ
ｄｅ（ＮＨＧ）等級付けを包含する。
【０００７】
　正確な病期分類および等級付けは、正確な診断に非常に重要であり、予後を予測するた
めの道具を提供しうる。特定の腫瘍についての診断および予後情報は、次いで、所定の癌
患者のための十分な治療戦略を決定する。組織切片の組織化学的染色のほかに、腫瘍に関
するより多くの情報を得るための一般的に使用される方法は、免疫組織化学的染色である
。ＩＨＣは、特異的抗体を用いて、組織および細胞におけるタンパク質発現パターンの検
出を可能にする。臨床診断におけるＩＨＣの使用は、組織化学的に染色された腫瘍組織切
片から評価される組織構造および細胞形態学に関する情報のほかに、異なる細胞集団にお
ける免疫反応性の検出を可能にする。ＩＨＣは、病期分類および等級付けを包含する原発
性腫瘍の正確な診断のサポート、ならびに未知の起源の転移の診断に関与することができ
る。今日、臨床診療で最も一般的に使用される抗体は、細胞型「特異的」タンパク質、例
えば、ＰＳＡ（前立腺）、ＭｅｌａｎＡ（メラノサイト）およびチログロブリン（甲状腺
）に対する抗体、および中間フィラメント（上皮、間葉、グリア）、一群の分化（ＣＤ）
抗原（造血、リンパ様細胞の下位分類）および悪性可能性マーカー、例えばＫｉ６７（増
殖）、ｐ５３（一般的に変異した腫瘍サプレッサー遺伝子）およびＨＥＲ－２（成長因子
受容体）を認識する抗体を包含する。
【０００８】
　ＩＨＣのほかに、遺伝子増幅を検出するためのｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーション
の使用および変異分析のための遺伝子配列決定は、癌診断内の発展中の技術である。さら
に、転写産物、タンパク質または代謝産物の世界的な分析が関連する情報を加える。しか
しながら、これらの分析のほとんどは、まだ、基礎研究を代表するものであり、臨床医学
における使用のために、評価され、標準化される必要がある。
【０００９】
　白金に基づく治療
　白金に基づく化学療法は、精巣癌、卵巣癌、子宮頸癌、肺癌、膀胱癌、結腸直腸癌、お
よび頭頸部癌などの癌の治療に用いられる。現在、３つのＦＤＡに承認された白金に基づ
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く化合物（シスプラチン、カルボプラチンおよびオキサリプラチン）があるが、開発中ま
たは臨床試験中の新規な誘導体（例えば、サトラプラチン（satraplatin）およびピコプ
ラチン（picoplatin））がある。新規な白金に基づく化合物の開発における１つの目標は
、毒性を最小限にすることであり、現在使用される化合物では、毒性が強いことがある。
一般的な副作用には、腎毒性、神経毒性および毛髪の喪失がある。
【００１０】
　白金耐性
　白金に基づく化学療法剤は、ＤＮＡに結合し、それにより、ＤＮＡ付加物を誘導し、Ｄ
ＮＡ構造を崩壊させる架橋を導く。通常、これらの損傷は、最終的にアポトーシスに至る
。しかしながら、薬物耐性の問題がある。腫瘍のサブセットは、従来の療法に応答せず、
該耐性は、内因性または獲得性のいずれかである。
【００１１】
　白金耐性の背後にあるメカニズムは、完全には解明されていないが、白金化合物が標的
ＤＮＡに到達することができない、または白金化合物がＤＮＡ付加物の形成後にアポトー
シスを誘導できないという２つの主要な経路が示唆された。
【００１２】
　白金化合物が腫瘍ＤＮＡに到達できないのは、多剤耐性に関連した特定のタンパク質の
影響による可能性がある。また、他の排出タンパク質、例えば、銅輸送を媒介するタンパ
ク質も関与する可能性がある。
【００１３】
　白金化合物がアポトーシスを誘導できないのは、おそらく、ＤＮＡ修復システムにおけ
る相違による。ＤＮＡ修復に関与するいくつかのメカニズムがあり、特にこれらのうちの
２つは、白金耐性、ヌクレオシド除去修復（ＮＥＲ）およびミスマッチ修復（ＮＭＲ）に
関連している。
【００１４】
　モデルシステムとして精巣癌を用いて（これらの腫瘍は、白金に基づく化学療法に極め
て感受性である）、ある特定の精巣癌腫細胞系統がＮＥＲ欠失を有し、特に、低レベルの
除去修復交差－相補群１（ＥＲＣＣ１）タンパク質を有することが示された。卵巣癌細胞
系統においては、シスプラチン耐性を発現している細胞系統は、ＥＲＣＣ１発現増加を有
することが示された。
【００１５】
　シスプラチン（cisplatin）およびカルボプラチン（carboplatin）によって創出される
損傷を細胞によって検出するためには、ＮＭＲ経路が機能的でなければならないという徴
候がある。これらの化合物は、ＮＭＲ活性を干渉し、かくして、損傷修復を防止し、最終
的にアポトーシスに導く。ＮＭＲが欠失する場合、細胞は、今だ存在するＤＮＡ損傷と共
に増殖し続け、それにより、耐性となるであろう。しかしながら、ＮＭＲに媒介される耐
性には、異なる化合物間で違いがあるようである。オキサリプラチン（oxaliplatin）は
、シスプラチンおよびカルボプラチンに耐性の細胞において、効果を有しうる。
【００１６】
　終点分析
　癌のアジュバント治療を用いる試験の終点分析は、ある特定の療法に対して患者がどの
ように応答するかについて、重要な情報を与える。全生存（ＯＳ）は、長い間、標準的な
主要終点と考えられてきた。ＯＳは、原因に関係なく、例えば、死が癌によるものか、ま
たはそうでなくても、死までの時間を考慮に入れる。追跡不能者（loss to follow-up）
を検閲し、局所的再発、遠隔転移、二次原発卵巣癌および二次的な他の原発性癌を無視す
る。
【００１７】
　今日では、多くの型の癌に利用可能な有効な治療の増加が、アジュバント治療の効果の
よりよい評価を可能にするための代用終点の必要性をもたらした。一部、アジュバント治
療がＯＳを改善することを実証するために必要な長期の追跡調査期間のために、終点は、
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しばしば、該治療がどのように成功するかについて初期の徴候を与える他の臨床的終点で
補われる。
【００１８】
　本発明の開示において、発明者らは、特定のタンパク質（提案するバイオマーカー）の
発現レベルが予後と有意に相関することを示す。該観察のために、２つの代用終点、すな
わち、卵巣癌特異的生存（ＯＣＳＳ）および無再発生存（ＲＦＳ）を用いた。ＯＣＳＳの
分析は、原発性腫瘍のために卵巣癌によって引き起こされる死までの時間を包含する。Ｒ
ＦＳは、同じ癌に関連するいずれかの事象までの時間を包含する（すなわち、全ての癌の
再発および同じ癌由来の死が事象である）。遠隔、局所および局部転移ならびに卵巣癌特
異的死が考慮される。一方、二次原発性の同じ癌および他の原発性癌は無視される。他の
癌に由来する死、癌に無関係の死、治療に関係する死、および追跡不能者は、検閲された
観察値（censored observation）である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１９】
　本開示の概要
　本開示のいくつかの態様のうちの１つの目的は、白金に基づく治療に対する応答性のレ
ベルの予測について提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　かくして、癌を有する哺乳動物対象が第１の群に属するか、または第２の群に属するか
を決定する方法であって、第１の群の対象が第２の群の対象よりも白金に基づく治療によ
く応答する方法が提供される。さらに、癌を有する哺乳動物細胞の白金に基づく治療の強
度レベルを決定する方法が提供される。該方法は、対象由来の試料の少なくとも一部に存
在するＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量の評価に基づく。
【００２１】
　またさらに、該方法を実施するためのキットであって、ＲＢＭ３タンパク質との選択的
相互作用が可能な定量化できるアフィニティーリガンドおよび該定量化できるアフィニテ
ィーリガンドの量を定量化するのに必要な試薬を含むキットが提供される。
【００２２】
　また、ＲＢＭ３タンパク質フラグメントおよびその使用、ＲＢＭ３タンパク質との選択
的相互作用が可能なアフィニティーリガンドおよびその使用、および癌を有する高ＲＢＭ
３哺乳動物対象の治療において使用するための白金に基づく治療剤が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】図１は、上皮性卵巣癌（ＥＯＣ）と診断された全ての患者（すなわち、１５４対
象）の生存分析の結果を示す。図１Ａは、全生存（ＯＳ）を示す。概算される５年の生存
は、該コホートの全患者について約３８％である。図１Ｂは、卵巣癌特異的生存（ＯＣＳ
Ｓ）を示す。概算される５年の生存は、該コホートの全患者について約３９％である。
【図２】図２は、核フラクション（ＮＦ）染色に基づいて全１５４対象を群に分けた場合
の、ＯＳに対するＲＢＭ３レベルの影響を示す。図２Ａにおいて、全対象は、ＮＦ状態に
基づいて４つの群、すなわち、＜２％（０）、２－２５％（１）、＞２５－７５％（２）
または７５％（３）に分けられた。図２Ｂにおいて、実線は、高ＮＦレベルのＲＢＭ３（
ＮＦ＞７５％）を示し、点線は、低ＮＦレベルのＲＢＭ３（ＮＦ＜７５％）を示す。
【図３】図３は、核フラクション（ＮＦ）染色に基づいて全１５４対象を群に分けた場合
の、ＯＣＳＳに対するＲＢＭ３レベルの影響を示す。図３Ａにおいて、全対象は、ＮＦ状
態に基づいて４つの群、すなわち、＜２％（０）、２－２５％（１）、＞２５－７５％（
２）または７５％（３）に分けられた。図３Ｂにおいて、実線は、高ＮＦレベルのＲＢＭ
３（ＮＦ＞７５％）を示し、点線は、低ＮＦレベルのＲＢＭ３（ＮＦ＜７５％）を示す。
【図４】図４は、治療後の最初の５年間にわたる、全１５４人の患者におけるＯＳに対す
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るＲＢＭ３のＮＦレベルの影響を示す。概算される５年の生存は、該コホートにおいて、
高ＲＢＭ３（ＮＦ＞７５％）患者で約４４％（実線）であり、低ＲＢＭ３（ＮＦ＜７５％
）患者で約２５％（点線）である。
【図５】図５は、ＲＢＭ３の核強度（ＮＩ）または細胞質強度（ＣＩ）レベルに基づいて
ＥＯＣと診断された全１５４人の患者におけるＯＳを示す。ＲＢＭ３発現は、高および低
のカテゴリーを用いて二群に分けられた。図５Ａにおいて、実線は、高ＮＩレベルのＲＢ
Ｍ３（ＮＩ＝３）を示し、点線は、低ＮＩレベルのＲＢＭ３（ＮＩ＜３）を示す。図５Ｂ
において、実線は、高ＣＩレベルのＲＢＭ３（ＣＩ＝２）を示し、点線は、低ＣＩレベル
のＲＢＭ３（ＣＩ＜２）を示す。
【図６】図６は、ＲＢＭ３の核強度（ＮＩ）または細胞質強度（ＣＩ）レベルに基づいて
ＥＯＣと診断された全１５４人の患者におけるＯＣＳＳを示す。ＲＢＭ３発現は、高およ
び低のカテゴリーを用いて二群に分けられた。図６Ａにおいて、実線は、高ＮＩレベルの
ＲＢＭ３（ＮＩ＝３）を示し、点線は、低ＮＩレベルのＲＢＭ３（ＮＩ＜３）を示す。図
６Ｂにおいて、実線は、高ＣＩレベルのＲＢＭ３（ＣＩ＝２）を示し、点線は、低ＣＩレ
ベルのＲＢＭ３（ＣＩ＜２）を示す。
【図７】図７は、ＲＢＭ３のＮＦレベルに基づいてグレード２のＥＯＣと診断された３９
人の患者についての生存分析の結果を示す。ＲＢＭ３発現は、高および低のカテゴリーに
分けられた。実線は、高ＲＢＭ３レベル（ＮＦ＞７５％）を示し、点線は、低ＲＢＭ３レ
ベル（ＮＦ＜７５％）を示す。図７Ａは、ＯＳを示す。図７Ｂは、ＯＣＳＳを示す。
【図８】図８は、ＲＢＭ３のＮＦレベルに基づいてグレード１および２のＥＯＣと診断さ
れた４７人の患者についての生存分析の結果を示す。ＲＢＭ３発現は、高および低のカテ
ゴリーに分けられた。実線は、高ＲＢＭ３レベル（ＮＦ＞７５％）を示し、点線は、低Ｒ
ＢＭ３レベル（ＮＦ＜７５％）を示す。図８Ａは、ＯＳを示す。図８Ｂは、ＯＣＳＳを示
す。
【図９】図９は、ＲＢＭ３のＮＦレベルに基づいて病期ＩまたはＩＩのＥＯＣと診断され
た４２人の患者についての生存分析の結果を示す。ＲＢＭ３発現は、高および低のカテゴ
リーに分けられた。実線は、高ＲＢＭ３レベル（ＮＦ＞７５％）を示し、点線は、低ＲＢ
Ｍ３レベル（ＮＦ＜７５％）を示す。図９Ａは、ＯＳを示す。図９Ｂは、ＯＣＳＳを示す
。
【図１０】図１０は、ＲＢＭ３のＮＦレベルに基づいて類内膜癌と診断された３５人の患
者についての生存分析の結果を示す。ＲＢＭ３発現は、高および低のカテゴリーに分けら
れた。実線は、高ＲＢＭ３レベル（ＮＦ＞７５％）を示し、点線は、低ＲＢＭ３レベル（
ＮＦ＜７５％）を示す。図１０Ａは、ＯＳを示す。図１０Ｂは、ＯＣＳＳを示す。
【図１１】図１１は、ＲＢＭ３のＮＦレベルに基づいて病期ＩまたはＩＩの類内膜癌と診
断された１７人の患者についての生存分析の結果を示す。ＲＢＭ３発現は、高および低の
カテゴリーに分けられた。実線は、高ＲＢＭ３レベル（ＮＦ＞７５％）を示し、点線は、
低ＲＢＭ３レベル（ＮＦ＜７５％）を示す。図１１Ａは、ＯＳを示す。図１１Ｂは、ＯＣ
ＳＳを示す。
【図１２】図１２は、ＲＢＭ３のＮＩレベルに基づいて漿液性癌と診断された９０人の患
者についての生存分析の結果を示す。ＲＢＭ３発現は、高および低のカテゴリーに分けら
れた。実線は、高ＲＢＭ３レベル（ＮＩ＝３）を示し、点線は、低ＲＢＭ３レベル（ＮＩ
＜３）を示す。図１２Ａは、ＯＳを示す。図１２Ｂは、ＯＣＳＳを示す。
【図１３】図１３は、ＲＢＭ３のＣＩレベルに基づいて漿液性癌と診断された９０人の患
者についての生存分析の結果を示す。ＲＢＭ３発現は、高および低のカテゴリーに分けら
れた。実線は、高ＲＢＭ３レベル（ＣＩ＝２）を示し、点線は、低ＲＢＭ３レベル（ＣＩ
＜２）を示す。図１３Ａは、ＯＳを示す。図１３Ｂは、ＯＣＳＳを示す。
【図１４】図１４は、ＲＢＭ３のＮＩレベルに基づいてグレード１または２の漿液性癌と
診断された２３人の患者についてのＯＳ分析の結果を示す。ＲＢＭ３発現は、高および低
のカテゴリーに分けられた。実線は、高ＲＢＭ３レベル（ＮＩ＝３）を示し、点線は、低
ＲＢＭ３レベル（ＮＩ＜３）を示す。図１４Ａは、ＯＳを示す。図１４Ｂは、ＯＣＳＳを
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示す。
【図１５】図１５は、上皮性卵巣癌（ＥＯＣ）と診断された患者についてのＯＳに対する
ＲＢＭ３レベルの影響を示す。全１４９対象は、１Ｂ５モノクローナル抗体で染色された
。図１５Ａにおいて、全対象は、染色スコア（ＳＳ）状態に基づいて３の群に分けられた
。図１５Ｂにおいて、ＲＢＭ３発現は、高および低のカテゴリーに分けられた。実線は、
高ＳＳレベルのＲＢＭ３発現（ＳＳ＞０）を示し、点線は、低ＳＳレベルのＲＢＭ３発現
（ＳＳ＝０）を示す。
【図１６】図１６は、上皮性卵巣癌（ＥＯＣ）と診断された患者についてのＯＣＳＳに対
するＲＢＭ３レベルの影響を示す。全１４９対象は、１Ｂ５モノクローナル抗体で染色さ
れた。図１６Ａにおいて、全対象は、ＳＳに基づいて３の群に分けられた。図１６Ｂにお
いて、ＲＢＭ３発現は、高および低のカテゴリーに分けられた。実線は、高ＳＳのＲＢＭ
３発現（ＳＳ＞０）を示し、点線は、低ＳＳのＲＢＭ３発現（ＳＳ＝０）を示す。
【図１７】図１７は、グレード１または２のＥＯＣと診断された患者についてのＯＳに対
するＲＢＭ３レベルの影響を示す。全４４対象は、１Ｂ５モノクローナル抗体で染色され
た。ＲＢＭ３発現は、高および低のカテゴリーに分けられた。実線は、高ＳＳのＲＢＭ３
発現（ＳＳ＞０）を示し、点線は、低ＳＳのＲＢＭ３発現（ＳＳ＝０）を示す。
【図１８】図１８は、類内膜ＥＯＣと診断された患者についてのＯＳに対するＲＢＭ３レ
ベルの影響を示す。全３５対象は、１Ｂ５モノクローナル抗体で染色された。ＲＢＭ３発
現は、高および低のカテゴリーに分けられた。実線は、高ＳＳのＲＢＭ３発現（ＳＳ＞０
）を示し、点線は、低ＳＳのＲＢＭ３発現（ＳＳ＝０）を示す。
【図１９】図１９は、高ＲＢＭ３ｍＲＮＡレベル（実線）の卵巣癌患者および低ＲＢＭ３
ｍＲＮＡレベル（点線）の患者における無再発生存を示す。
【図２０】図２０は、精巣癌患者におけるＲＢＭ３タンパク質発現を示す。患者は、４つ
の異なる予後群、すなわち、予後不良、中程度の予後、予後良好、およびセミノーマに分
けられた。
【図２１】図２１は、精巣癌患者におけるＲＢＭ３タンパク質発現を示す。患者は、２つ
の異なる群、すなわち、疾患群および生存群に分けられた。
【図２２】図２２は、シスプラチン感受性（Ａ２７８０）およびシスプラチン耐性（Ａ２
７８０－ｃｐ７０）細胞系統におけるＲＢＭ３発現のウェスタンブロットを示す。
【図２３】図２３は、シスプラチン感受性（Ａ２７８０）およびシスプラチン耐性（Ａ２
７８０－ｃｐ７０）細胞系統におけるシスプラチン治療後の生存率（％）を示す。細胞は
、生存率を分析する前に４８時間、シスプラチンで処理された。
【図２４】図２４は、３つの異なる抗－ＲＢＭ３ｓｉＲＮＡで処理された細胞（点線）な
らびにｓｉＲＮＡ処理に付されていない対照細胞（実線）におけるシスプラチン処理後の
生存率（％）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　詳細な記載
　本開示の第一の態様として、癌を有する哺乳動物対象が第１の群に属するか、または第
２の群に属するかを決定する方法であって、第１の群の対象が第２の群の対象よりも白金
に基づく治療によく応答し、
　ａ）該対象から事前に得られた試料の少なくとも一部に存在するＲＢＭ３タンパク質ま
たはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量を評価し、該量に対応する試料値を決定する工程、
　ｂ）工程ａ）で得られた試料値を参照値と比較する工程、
　該試料値が参照値よりも高い場合は、ｃ１）該対象が第１の群に属すると結論づけ、
　該試料値が参照値と等しいか、または参照値よりも低い場合は、ｃ２）該対象が第２の
群に属すると結論づける工程
を含む方法が提供される。
【００２５】
　第１の群は、第１の群の対象が一般的に第２の群の対象よりも白金に基づく治療によく
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応答する点において、第２の群と異なる。これは、第１の群の対象が白金に基づく治療レ
ジメン（regimen）が施された場合、同じ治療レジメンを施された第２の群の対象よりも
一般的に高い生存確率を有すること、または第１の群の対象が第２の群の対象よりも、一
般的に、所定の生存確率に達するまでに必要な投与量が低いことを意味する。ここに、生
存は、全生存、無再発生存または癌型に特異的な生存として測定されうる。
【００２６】
　かくして、癌患者が第１の群に属するか、または第２の群に属するかを決定し、ここに
、第１の群の対象は、一般的に、第２の群の対象よりも、白金に基づく治療によく応答す
る。所定の癌を有する対象の２つの群への分割は、参照値を有する対象由来の試料値を比
較することによって決定する。かくして、参照値は、各群のサイズの決定因子であり、参
照値が高いほど、第１の群の対象が少なくなり、試験対象が第１の群に属する可能性が低
くなる。
【００２７】
　疑義を回避するために、第１および第２の群は、試験対象として、同じ型の癌を有する
対象からなる。かくして、卵巣癌患者は、精巣癌患者と比較されず、また精巣癌患者と共
に群分けされない。さらに、第１および第２の群は、試験対象として、同じまたは類似の
病期および／またはサブタイプの癌を有する対象から構成されてもよい。また、該群は、
試験対象として、同じまたは類似の年齢、人種、性別、閉経状態、遺伝的特徴および／ま
たは医学的状態または病歴を有する対象から構成されてもよい。
【００２８】
　本開示は、癌を有する対象から得られた試料におけるＲＢＭ３の発現が白金に基づく治
療に対する対照の応答のインジケーターとして作用しうるという発明者らの洞察に基づく
。発明者らは、一方でのＲＢＭ３の値と、他方での白金に基づく治療に対する応答との間
の相関関係を同定した。典型的には、高ＲＢＭ３値は、本明細書において、白金に基づく
治療に対する比較的高い応答性と相関することが示される。
【００２９】
　白金に基づく治療は、様々な癌型において有効であることが証明された。しかしながら
、該治療は、通常、（時折、重篤な）副作用を伴う。したがって、発明者らは、不必要な
過剰治療を回避するように、該治療の投与量（すなわち、該治療の強度）を癌患者の応答
性に適合させることが有益であると結論づけた。すなわち、高応答性対象は、低応答性対
象よりも低い投与量を必要としうる。さらに、該治療に全く応答しそうにない対象を同定
することが有益である。かかる対象は、別のレジメンで治療されるべきである。
【００３０】
　結論として、上記の方法は、白金に基づく治療を施すか施さないかを決定するときに、
白金に基づく治療が適当と見られる場合、該治療の強度レベルを決定するときに、癌患者
の治療に責任のある医師を援助しうる。
【００３１】
　上記の方法の癌対象が第１の群に属することが見出された場合、かくして、医師の決定
は、比較的低投与量で白金に基づく治療を施すことでありうる。しかしながら、癌対象が
第２の群に属すると見出された場合、医師の決定は、比較的高投与量で白金に基づく治療
を施すこと、または白金に基づく治療を辞める（おそらく、別の治療が好ましい）ことで
ありうる。
【００３２】
　したがって、本開示の第二の態様として、癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療
の強度のレベルを決定する方法であって、
　ａ）該対象から事前に得られた試料の少なくとも一部に存在するＲＢＭ３タンパク質ま
たはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量を評価し、該量に対応する試料値を決定する工程、
　ｂ）工程ａ）で得られた試料値を参照値と比較する工程、
　該試料値が参照値よりも高い場合は、ｃ１）該対象が第１の強度の白金に基づく治療を
施されるべきであると結論づけ、
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　該試料値が参照値と等しいか、または参照値よりも低い場合は、ｃ２）該対象が第２の
強度の白金に基づく治療を施されるべきであると結論づけ、ここに、該第２の強度は該第
１の強度よりも高い、工程
を含む方法が提供される。
【００３３】
　第二の態様の上記の方法は、特に、今日世界の多くの地域で、ほとんどの場合、白金に
基づく治療で処置される卵巣癌または精巣癌を有する対象に関連しうる。
【００３４】
　強度レベルは、例えば、対象に与えられる白金に基づく治療剤の平均１日量または１週
量として測定されうる。かくして、第２の強度の治療は、第１の強度の治療よりも頻繁に
、または高い個々の投与量で施されうる。第２の強度の治療は、また、第１の強度の治療
よりも攻撃的な白金に基づく治療剤の適用を含みうる。また、第２の強度の治療は、第１
の強度の治療よりも長い期間施される可能性がある。
【００３５】
　第二の態様における一の具体例において、かくして、ｃ１）は、該対象が第１の期間に
白金に基づく治療を受けるべきであると結論づけてもよく、ｃ２）は、該対象が第２の期
間に白金に基づく治療を受けるべきであると結論づけてもよく、ここに、第２の期間は第
１の期間よりも長い。
【００３６】
　第二の態様の別の構成として、癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療を辞めるか
否かを決定する方法であって、
　ａ）該対象から事前に得られた試料の少なくとも一部を存在するＲＢＭ３タンパク質ま
たはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量を評価し、該量に対応する試料値を決定する工程、
　ｂ）工程ａ）で得られた試料値を参照値と比較する工程、および
　該試料値が参照値と等しいか、または参照値よりも低い場合、ｃ）該対象を白金に基づ
く治療で処置するのを辞める工程
を含む方法が提供される。
【００３７】
　該第二の態様の別の具体例は、特に、白金に基づく治療が標準的であると考えられない
癌、例えば、卵巣癌および精巣癌以外のあらゆる癌を有する対象に関連する。
【００３８】
　いくつかの場合において、高ＲＢＭ３癌対象は、おそらく、本開示の教示にしたがって
白金に基づく治療から利益を得る。本開示の第三の態様として、かくして、癌を有する哺
乳動物対象の治療方法であって、
　ａ）該対象から事前に得られた試料の少なくとも一部に存在するＲＢＭ３タンパク質ま
たはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量を評価し、該量に対応する試料値を決定する工程、
　ｂ）工程ａ）で得られた試料値を参照値と比較する工程、
　該試料値が参照値よりも高い場合は、ｃ）白金に基づく治療を該対象に施す工程
を含む方法が提供される。
【００３９】
　該治療方法は、意思決定および処置（decision-making and treatment）に制限されう
る。かくして、第三の態様の構成として、癌を有する対象の治療方法であって、
　α）該対象由来の試料中のＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡのレベルに対応
する試料値を参照値と比較する工程、および
　該試料値が参照値よりも高い場合は、β）白金に基づく治療を該対象に施す工程
を含む方法が提供される。
【００４０】
　試料中のＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡのレベルに対応する試料値を得る
多くの方法が本開示に記載され、また、（臨床的に）関連する参照値の種々の例も提供さ
れる。
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【００４１】
　本開示の方法の工程ａ）に関し、ＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量の増
加は、典型的に、試料値の増加をもたらし、その逆はない。しかしながら、いくつかの具
体例において、評価された量は、別個の試料値の予め決定された数のいずれかに対応しう
る。かかる具体例において、第１の量および第２の増加した量は、同じ試料値に対応しう
る。いずれの場合においても、ＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量の増加は
、本開示との関連で、試料値の減少をもたらさないであろう。
【００４２】
　しかしながら、不都合であるが、同等な様式において、工程ｂ）と工程ｃ）との間の条
件（qualification）が逆転する場合、評価された量は、試料値に反比例しうる。例えば
、「該試料値が参照値よりも高い場合」なるフレーズが「該試料値が参照値よりも低い場
合」に置き換わった場合、工程ｂ）と工程ｃ）との間の条件は逆転する。
【００４３】
　癌対象の治療の担当医師は、該対象に適当な治療レジメンを決定するとき、数個のパラ
メーター、例えば、免疫組織化学的評価の結果、患者の年齢、ホルモン受容体状態、患者
の全般的な状態、医療歴、例えば、癌歴および遺伝的特徴、例えば、患者の家族に癌歴が
あるかを考慮しうる。決定を導くために、医師は、上記の方法のいずれかにしたがって、
ＲＢＭ３テストを行うか、またはＲＢＭ３テストを行うよう指示しうる。さらに、医師は
、誰かに、例えば、研究室の研究員に、彼自身で工程ａ）および所望により工程ｂ）を実
施し、同時に、工程ｃ）および所望により工程ｂ）を実施するよう任命してもよい。
【００４４】
　上記の方法の変種として、癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療の応答を予測す
る方法であって、
　ａ）該対象由来の試料の少なくとも一部に存在するＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３
ｍＲＮＡの量を評価し、該評価量に対応する試料値を決定する工程、
　ｂ）工程ａ）の試料値を該治療に対する予測される応答と関連づける工程
を含む方法が提供される。
【００４５】
　一の具体例において、試料は、事前に得られた試料であってもよい。
【００４６】
　工程ｂ）の関連づけは、治療予測を確立するために、生存データを得られた試料値に関
連づけるいずれかの方法をいう。本開示の教示の知見を用いれば、当業者は、過度な負担
を伴わずに、予測される応答を結論づけうる。
【００４７】
　本開示の方法と関連して、「事前に得られた」なる語は、該方法を実施する前に得られ
ることを示す。結果として、対象から事前に得られた試料を方法に用いる場合、該方法は
、対象から試料を得ることを含まない、すなわち、該試料は、該方法とは別の工程におい
て、対象から予め得られたものである。
【００４８】
　本開示の全ての方法および使用は、治療方法を除き、完全にイン・ビトロで実施されう
る。
【００４９】
　さらに、本開示と関連して、「癌を有する哺乳動物対象」なる語は、原発性または二次
性腫瘍を有する哺乳動物対象あるいはかかる腫瘍を除去した哺乳動物対象をいい、ここに
、該腫瘍の除去は、外科手術または療法のいずれかの型によって該腫瘍を死滅させるか、
または除去することをいう。後者の場合、該腫瘍は、例えば、１年前以内に除去されてい
てもよい。例えば、外科手術により腫瘍が除去された対象であって、アジュバンド治療を
受けようとしている対象は、本開示との関連において、「癌を有する」とみなされる。本
開示の方法および使用態様において、「癌を有する哺乳動物対象」なる語は、該使用また
は方法の実施時に、該哺乳動物対象が癌を有する疑いがあり、癌診断が後で確立する場合
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も包含する。
【００５０】
　またさらに、本開示と関連して、「参照値」なる語は、治療または治療予測に関し、決
定または結論を下すことに関連する予め決定された値をいう。本開示の教示によって導か
れる場合、当業者は、過度な負担を伴わずに、関連する参照値を選択しうる。
【００５１】
　上記態様の方法の工程ａ）は、試料の少なくとも一部に存在するＲＢＭ３タンパク質ま
たはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量を評価すること、および該量に対応する試料値を決定すること
を含む。「試料の少なくとも一部」なる語は、適当な治療に関し、応答レベルの確立また
は結論を下すための試料の関連部分をいう。当業者は、該方法を実施するときに存在する
環境下で、どの部分が関連するかを理解する。例えば、細胞を含む試料を評価する場合、
当業者は、試料の腫瘍細胞あるいは腫瘍細胞の核または細胞質だけを考慮すればよい。
【００５２】
　さらに、工程ａ）において、量が評価され、該量に対応する試料値が決定される。結果
として、ＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量の正確な測定値は、試料値を得
るのに必要とされない。例えば、ＲＢＭ３タンパク質の量は、調製および染色された組織
試料の目視検査によって評価すればよく、次いで、試料値は、例えば、評価された量に基
づいて、高いか、または低いかに類別されうる。
【００５３】
　工程ａ）の評価および決定は、該試料のいくつかの種類のプロセッシングまたは操作を
必要とする。検査のみによって試料値を決定することはできない。かかる評価および決定
のための種々の技術（そのいくつかを下記する）は、当業者に周知である。本開示の方法
は、したがって、工程ａ）の実施のためのいずれかの特定の技術に限定されない。
【００５４】
　下記の実施例において、ＲＢＭ３タンパク質またはｍＲＮＡ発現レベルは、白金に基づ
く治療剤で治療された卵巣癌および精巣癌対象における生存率に相関することが示される
。かくして、ＲＢＭ３タンパク質またはｍＲＮＡの示差的な発現およびその治療予測関連
性の知見は、本開示の基礎を形成する。卵巣癌および精巣癌のほかに、ＲＢＭ３タンパク
質は、表２に示されるようないくつかの癌型に示差的に発現する（実施例、セクション７
ｂ）。したがって、本発明者らは、卵巣癌および精巣癌における知見がおそらく、他の癌
型に及ぶと結論づける。特に、注目すべきは、ＲＢＭ３タンパク質が精巣癌、卵巣癌、肺
癌、尿路上皮癌、結腸直腸癌、子宮頸癌、乳癌および頭頸部癌（全て、今日、白金に基づ
く治療に適当であると考えられている癌型である）において示差的に発現されることが示
されることである。
【００５５】
　かくして、本開示の具体例において、癌は、精巣癌、卵巣癌、肺癌、膀胱癌、結腸直腸
癌、子宮頸癌、および頭頸部癌（尿路上皮癌は、膀胱癌の一種である）から選択される。
【００５６】
　いくつかの具体例において、癌は、卵巣癌および精巣癌から選択される。卵巣癌または
精巣癌を有する対象は、世界の多くの地域で、ほとんどの場合、白金に基づく治療で処置
されており、かくして、本開示の知見は、これらの癌型に特に関連する。
【００５７】
　本開示の癌が卵巣癌である場合、それは、一の具体例にしたがって、中分化または高分
化卵巣癌であってもよく（図７、８、１４および１７参照）、別のまたは相補的な具体例
にしたがうと、卵巣癌は、国際産婦人科練合（the Federation of Gynecology and Obste
trics）（ＦＩＧＯ）分類の病期１または２であり（図９および１１参照）、また別のま
たは相補的な具体例によると、漿液性（図１２、１３および１４参照）または類内膜（図
１０、１１および１７参照）卵巣癌である。
【００５８】
　本開示の癌が精巣癌である場合、それは、一の具体例にしたがって、精巣胚細胞（test
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icular germ-cell）癌であってもよく、別のまたは相補的な具体例にしたがって、非セミ
ノーマ性（non-seminomatous）精巣癌であってもよい。
【００５９】
　本開示の癌が結腸直腸癌である場合、それは、一の具体例にしたがって、比較的進行し
た病期の結腸直腸癌、例えば、デューク（Duke）の病期ＣまたはＤの癌であってもよい。
しかしながら、デュークの病期Ｂの癌には再発の危険性があるので、該病期の癌もまた関
連しうる。かくして、高ＲＢＭ３でデュークの病期がＢの対象は、再発を予防するために
、白金に基づく治療を受けてもよい。
【００６０】
　本開示の癌が肺癌である場合、それは、一の具体例にしたがって、小細胞または非小細
胞肺癌であってもよい。
【００６１】
　本開示の癌が乳癌である場合、それは、一の具体例にしたがって、三重陰性の乳癌、す
なわち、エストロゲン受容体、プロゲステロン受容体およびＨＥＲ２受容体に陰性の乳癌
であってもよい。三重陰性乳癌対象は、現在治療が特に困難であると考えられており、対
象が白金に基づく治療剤シスプラチンで処置される進行中の臨床試験がある。
【００６２】
　白金に基づく治療は、白金に基づく治療剤の適用を含む。パラプラチンを包含するカル
ボプラチン、オキサリプラチン、サトラプラチン、ピコプラチンおよびシスプラチンは、
今日、診療所で試験または使用されるいくつかの白金に基づく治療剤である。下記の実施
例において使用されるシスプラチンは、診療所において、例えば、卵巣癌、小細胞肺癌お
よび精巣癌の治療に、幅広く使用されている。オキサリプラチンは、しばしばフルオロウ
ラシルおよびロイコボリン（luecovorin）と組み合わせて、結腸直腸癌の治療のために、
診療所において使用されている。カルボプラチンもまた、例えば、卵巣癌、肺癌および頭
頸部癌の治療のために、診療所において使用されている。肺癌においては、しばしば、ゲ
ムシタビン（gemcitabine）と組み合わせて使用される。
【００６３】
　本開示の具体例において、かくして、白金に基づく治療は、カルボプラチン、オキサリ
プラチン、サトラプラチン、ピコプラチンおよびシスプラチンから選択される剤の適用で
あってもよい。癌が卵巣癌または肺癌である具体例において、剤は、例えば、シスプラチ
ンまたはカルボプラチンであってもよい。癌が結腸直腸癌である具体例において、剤は、
例えば、オキサリプラチンであってもよい。癌が精巣癌である具体例において、剤は、例
えば、シスプラチンであってもよい。
【００６４】
　上記の態様の方法の具体例において、試料は、体液試料であってもよい。例えば、体液
試料は、血液、血漿、血清、脳脊髄液、尿、リンパ液、精液および滲出液からなる群から
選択されうる。別法では、試料は、細胞学的試料または糞便試料であってもよい。
【００６５】
　ＲＢＭ３タンパク質のレベルは、好ましくは、細胞内的に、または細胞由来の材料にお
いて測定されうる。かくして、体液、細胞学的または糞便試料は、例えば、腫瘍細胞など
の細胞を含みうる。
【００６６】
　上記態様の方法のさらなる具体例において、試料は、組織試料、例えば、腫瘍試料、例
えば、対象から予め外科的除去を行った腫瘍由来の腫瘍試料であってもよい。
【００６７】
　さらに、発明者らは、ＲＢＭ３タンパク質の核および／または細胞質発現が、白金に基
づく治療に対する応答レベルの決定または治療の選択に関連することに注目した。例えば
、ＲＢＭ３タンパク質の核および細胞質の両方の発現は、結腸直腸癌、卵巣癌および精巣
癌において関連性が見出される。かくして、工程ａ）の評価は、該試料の細胞、例えば、
腫瘍細胞の核または細胞質に限定されうる。結果として、組織試料を調べる場合、腫瘍細
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胞の核または細胞質だけを考慮すればよい。かかる試験は、例えば、免疫組織化学的染色
によって援助されうる。
【００６８】
　上記態様にしたがって方法を実施する場合、参照値としてゼロを用いると、工程ａ）に
おいて、ＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡが試料中に存在するか否かだけを確
立すればよいので、参照値としてゼロを用いることが便利である。図１５ｂおよび１７は
、ゼロ（すなわち、検出可能なＲＢＭ３タンパク質がない）が２つのサブグループの異な
る生存を確立するためのワーキング・カットオフ値であることを示す。
【００６９】
　かくして、上記態様の方法の具体例において、工程ａ）の試料値は、試料中の検出可能
なＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡに対応する１、または試料中に検出可能な
ＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡがないことに対応する０のいずれかでありう
る。結果として、かかる具体例において、試料の評価はデジタル方式で表示する。すなわ
ち、ＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡは、存在するか、しないかのいずれかで
あるとみなされる。本開示と関連して、「検出可能なＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３
ｍＲＮＡがないこと」なる語は、通常の操作環境において、工程ａ）を実施する人または
装置によって検出可能なＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量があまりにも少
ないこと、または存在しないことを示す。「通常の操作環境」なる語は、当業者が本開示
の方法を実施するために適当であると見出すであろう研究室での方法および技術をいう。
【００７０】
　したがって、本開示の方法の具体例において、工程ｂ）の参照値は０であってもよい。
その結果として、本開示の方法のさらなる具体例において、工程ｂ）の参照値は、検出可
能なＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡを有しない参照試料に対応しうる（下記
参照）。
【００７１】
　参照値よりも高いＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの試料値、またはかかる
試料値が得られる対象は、本明細書中において、時折、「高ＲＢＭ３」であるという。さ
らに、参照値よりも低いか、または等しいＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの
試料値、またはかかる試料値が得られる対象は、本明細書中において、時折、「低ＲＢＭ
３」という。
【００７２】
　本開示に関連して、「試料値」および「参照値」なる語は、幅広く解釈されるべきであ
る。これらの値を得るためのＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの定量化は、試
料の目視検査または顕微鏡検査に基づくスコアリングシステムを介して、またはその組合
せを介して、自動的手段により行われうる。しかしながら、技術に精通した者、例えば、
組織病理学の分野における技術者が例えば、ＲＢＭ３タンパク質発現のために調製し、染
色した組織スライドの検査によって、試料値および参照値を決定することも可能である。
かくして、試料値が参照値よりも高いかを決定することは、目視検査または顕微鏡検査に
おいて、試料組織スライドが参照組織スライドよりも、濃厚に染色されること、および／
または大きな画分の染色細胞を示すことを決定することに対応しうる。試料値は、また、
文字通りの参照、例えば、文章で表される参照値、または参照写真によって与えられる参
照値と比較してもよい。結果として、試料値および／または参照値は、いくつかの場合、
当業者が検査および比較において決定する心的な値でありうる。
【００７３】
　本開示の方法の１以上の工程は、装置において実行されうる。例えば、工程ａ）および
所望により工程ｂ）は、自動分析装置において実施されてもよく、かかる装置は、免疫組
織化学的分析に適応させたプラットフォームに基づいていてもよい。一例として、目的の
対象由来の１以上の腫瘍組織を免疫組織化学的分析のために手動で調製し、ついで、自動
分析装置に載せてもよく、該装置は、工程ａ）の試料値を与え、所望により、工程ｂ）の
参照値との比較も行う。該分析を実施するオペレーター、該分析を指示する医師、または
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装置自体は、次いで、工程ｃ）の結論を下しうる。結果として、工程ｃ）の結論を下すた
めに適応させたソフトウェアを該装置において実行してもよい。
【００７４】
　対象由来の試料値との比較として使用するための、癌対象に関して治療予測の確立また
は治療の決定に関連することが見出された参照値は、種々の方法で提供されうる。本開示
の教示の知識を用いれば、当業者は、過度の負担を伴うことなく、本開示の方法を実施す
るための関連する参照値を提供することができる。
【００７５】
　上記態様の方法を実施する人は、例えば、参照値を所望の情報に適合させる。例えば、
参照値は、生存に関する最も有意な情報、例えば、第一の態様の第１と第２の群との間の
生存における最大の差異に対応する高ＲＢＭ３生存曲線と低ＲＢＭ３生存曲線との間の最
大分離（図参照）を生じるように適合させてもよい。別法では、参照値は、特に高い応答
性または特に低い応答性を有する対象群を選抜するように選択されうる。
【００７６】
　上記態様の方法の具体例において、参照値は、腫瘍細胞を含む参照試料、例えば、腫瘍
組織の参照試料において測定されたＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量に対
応しうる。参照試料のタンパク質発現の量は、好ましくは、予め確立されていてもよい。
結果として、参照値は、所定量のＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡを発現して
いる細胞を含む参照試料において測定されたＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡ
の量によって提供されうる。
【００７７】
　さらに、参照値は、例えば、所定量のまたは調節された量のＲＢＭ３タンパク質または
ＲＢＭ３ｍＲＮＡを発現している細胞系統、例えば、癌細胞系統を含む参照試料において
測定されたＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量によって提供されうる。当業
者は、例えば、Rhodesら、(2006) The biomedical scientist, p515-520の開示によって
導かれるかかる細胞系統の提供方法を理解する。
【００７８】
　しかしながら、さらに下記で論じるように、参照試料中のＲＢＭ３タンパク質の量は、
参照値に直接対応する必要はない。参照試料は、また、種々の参照値を評価するための方
法を実施する人を助けるＲＢＭ３タンパク質の量を提供しうる。例えば、参照試料は、「
陽性」参照値および／または「陰性」参照値を提供することによって、参照値の心的なイ
メージの創出を手助けしうる。
【００７９】
　試料、例えば、対象から事前に得られた試料または参照試料におけるＥＢＭ３タンパク
質発現の定量化のための別法は、ある特定のレベルを超えるＲＢＭ３タンパク質発現を示
す試料中の細胞フラクションの決定である。該フラクションは、例えば、全細胞のＲＢＭ
３タンパク質発現が考慮される「細胞フラクション」、細胞の細胞質のみのＲＢＭ３タン
パク質発現が考慮される「細胞質フラクション」、または細胞の核のみのＲＢＭ３タンパ
ク質発現が考慮される「核フラクション」であってもよい。核フラクションは、例えば、
関連する細胞集団の＜２％、２－２５％、＞２５－７５％または＞７５％免疫反応細胞に
分類されうる。「核フラクション」は、核において陽性染色を示す試料中の関連細胞のパ
ーセンテージに対応し、ここに、核における中程度または明瞭な強い免疫反応性が陽性と
みなされ、核における免疫応答性が無いか、またはかすかな免疫応答性が陰性とみなされ
る。「細胞質フラクション」は、細胞質において陽性染色を示す試料中の関連細胞のパー
センテージに対応し、ここに、細胞質における中程度または明瞭な強い免疫反応性が陽性
とみなされ、細胞質における免疫応答性が無いか、またはかすかな免疫応答性が陰性とみ
なされる。病理学の分野における技術者は、該方法の実施時に存在する条件下で、どの細
胞が関連するのかを理解し、一般知識および本開示の教示に基づいて、核または細胞質フ
ラクションを決定しうる。関連細胞は、例えば、腫瘍細胞であってもよい。さらに、当業
者は、「細胞フラクション」を用いる対応する測定を実施する方法を理解する。
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【００８０】
　試料、例えば、対象から事前に得られた試料または参照試料におけるＲＢＭ３タンパク
質発現の定量化のためのまた別の方法は、試料の全体的な染色強度の決定である。該強度
は、例えば、全細胞のＲＢＭ３タンパク質発現が考慮される「細胞強度」、細胞の細胞質
のみのＲＢＭ３タンパク質発現が考慮される「細胞質強度」、または細胞の核のみのＲＢ
Ｍ３タンパク質発現が考慮される「核強度」であってもよい。核強度は、臨床的組織病理
学的診断において用いられる基準にしたがって、主観的に評価される。核強度決定の結果
は、不存在＝試料の間連細胞の核において全体的な免疫反応性が無い、弱＝試料の関連細
胞の核においてかすかな全体的な免疫反応性、中程度＝試料の関連細胞の核において中程
度の全体的な免疫反応性、または強＝試料の関連細胞の核において明瞭かつ強度の全体的
な免疫反応性として分類されうる。細胞強度決定の結果は、不存在＝試料の間連細胞の細
胞質において全体的な免疫反応性が無い、弱＝試料の関連細胞の細胞質においてかすかな
全体的な免疫反応性、中程度＝試料の関連細胞の細胞質において中程度の全体的な免疫反
応性、または強＝試料の関連細胞の細胞質において明瞭かつ強度の全体的な免疫反応性と
して分類されうる。いくつかの具体例において、弱い値および中程度の値を弱／中程度値
に合わせてもよい。当業者は、該方法の実施時に存在する条件下でどの細胞が関連するか
を理解し、一般知識および本開示の教示に基づいて、核または細胞質強度を決定しうる。
関連細胞は、例えば、腫瘍細胞であってもよい。さらに、当業者は、「細胞強度」を用い
る対応する測定を実施する方法を理解する。
【００８１】
　かくして、上記態様の方法の具体例において、参照値は、核フラクション、核強度、核
フラクションと核強度の組合せ、細胞質フラクション、細胞質強度、または細胞質フラク
ションと細胞質強度の組合せであってもよい。
【００８２】
　図に示されるように、ＲＢＭ３タンパク質の発現に基づく１以上の参照値は、応答レベ
ルを決定するための関連する参照値として機能しうる。
【００８３】
　かくして、上記態様の方法の具体例において、工程ｂ）の参照値は、９５％以下、例え
ば、９０％以下、例えば、８５％以下、例えば、８０％以下、例えば、７５％以下、例え
ば、７０％以下、例えば、６５％以下、例えば、６０％以下、例えば、５５％以下、例え
ば、５０％以下、例えば、４５％以下、例えば、４０％以下、例えば、３５％以下、例え
ば、３０％以下、例えば、２５％以下、例えば、２０％以下、例えば、１５％以下、例え
ば、１０％以下、例えば、５％以下、例えば、２％以下、例えば、１％以下、例えば、０
％の核または細胞質フラクションである。
【００８４】
　さらに、上記態様の方法の具体例において、工程ｂ）の参照値は、中程度の核または細
胞質強度またはそれ以下、例えば、弱い核または細胞質強度またはそれ以下、例えば、核
または細胞質強度の不存在であってもよい。
【００８５】
　また、上記態様の方法の具体例において、参照値は、フラクション値および強度値の組
合せまたは関数であってもよい。かくして、参照値は、２またはそれ以上の基準を含みう
る。かかる組み合わせた参照値の例は、下記の表１に示される。上記態様の方法の具体例
において、かくして、参照値は、２以下、例えば、１以下、例えば、０の「染色スコア」
（ＳＳ）であってもよい。
【００８６】
　一般に、参照値としての強度値および／またはフラクション値の選択は、染色手順、例
えば、使用される抗体の種類および量／濃度ならびに染色試薬の種類および濃度に依存し
うる。
【００８７】
　本開示によって導かれる場合、当業者、例えば、病理学者は、フラクション、例えば、
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細胞、細胞質または核フラクション、あるいは強度、例えば、細胞、細胞質または核強度
を生じる評価を実施する方法を理解する。例えば、当業者は、ある特定のフラクションま
たは強度の出現を確立するために所定量のＲＢＭ３タンパク質を含む参照試料を使用しう
る。
【００８８】
　しかしながら、参照試料は、実際の参照値の提供のためだけに使用されるのではなく、
参照値に対応する量よりも高いＲＢＭ３タンパク質の量を有する試料の例を提供するため
にも使用されうる。例として、組織化学的染色、例えば、免疫組織化学的染色において、
当業者は、多量のＲＢＭ３タンパク質を有する染色された試料、例えば、陽性参照の出現
を確立するために参照試料を使用しうる。次いで、当業者は、より低い量のＲＢＭ３タン
パク質を有する試料の出現、例えば、参照値に対応するＲＢＭ３タンパク質の量を有する
試料の出現を評価しうる。すなわち、当業者は、参照試料のＲＢＭ３タンパク質量よりも
低いＲＢＭ３タンパク質量に対応する参照値の心的イメージを創出するために参照試料を
使用しうる。別法では、または相補物として、かかる評価において、当業者は、低量のＲ
ＢＭ３タンパク質を有するか、または検出可能なＲＢＭ３タンパク質を欠く別の参照試料
を、例えば「陰性参照」として、かかる試料の出現を確立するために用いてもよい。
【００８９】
　例えば、中程度の核強度を参照値として使用する場合、２つの参照試料、すなわち、検
出可能なＲＢＭ３タンパク質を有しない第１の参照試料（かくして、核強度が存在しない
ことに対応し、それは参照値よりも低い）、および強い核強度に対応するＲＢＭ３タンパ
ク質の量を有する第２の参照試料（参照値よりも高い）を用いてもよい。
【００９０】
　結果として、評価において、当業者は、多量のＲＢＭ３タンパク質を有する試料の出現
を確立するために、参照試料を使用しうる。かかる参照試料は、多量のＲＢＭ３タンパク
質を有を発現している組織を含む試料、例えば、予め確立された高発現のＲＢＭ３タンパ
ク質を有する腫瘍組織を含む試料であってもよい。
【００９１】
　したがって、参照試料は、強い核強度（ＮＩ）の例を提供しうる。強いＮＩを有する試
料の出現についての知見を用いれば、当業者は、ＮＩカテゴリー不存在、弱、中程度およ
び強に試料を分けることができる。該分類は、さらに、検出可能なＲＢＭ３タンパク質を
欠く参照試料（陰性参照）、すなわち、核強度不存在を提供する参照試料によって援助さ
れうる。また、参照試料は、７５％よりも高い核フラクション（ＮＦ）を有する試料の例
を提供する。７５％高い陽性細胞を有する試料の出現についての知見を用いれば、当業者
は、例えば、低パーセンテージの陽性細胞を有する他の試料のＮＦを評価しうる。該分類
は、さらに、本質的にＲＢＭ３タンパク質を欠く参照試料（陰性参照）、すなわち、低Ｎ
Ｆ（例えば、＜５％、例えば、＜２％）またはＮＦ０を提供する参照試料によって援助さ
れうる。同じことが細胞質強度および細胞質フラクションにも応用される。
【００９２】
　上記のように、調節された量のＲＢＭ３タンパク質を発現している細胞系統は、参照と
して、特に、陽性参照として使用されうる。
【００９３】
　１以上の写真もまた、「参照試料」として提供されうる。例えば、かかる写真は、ある
特定の条件下である特定の抗体を用いて染色され、かつ、ある特定の核または細胞質強度
および／またはフラクションを示している腫瘍組織スライドの例を示しうる。「参照試料
」に関する上記の議論は、必要な変更を加えて写真に応用される。
【００９４】
　細胞系統または写真は、また、本開示にしたがうキットのパーツを形成しうる（下記参
照）。
【００９５】
　さらに、当業者は、ＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡが関連する遺伝子によ
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ってコードされ、関連する発現パターンを示す限り、上記態様にしたがう方法の有用性が
、目的の対象に存在するＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡのいずれかの特定の
変種の定量化に限定されないことを理解すべきである。
【００９６】
　非限定的例として、ＲＢＭ３タンパク質は、
　ｉ）配列番号１、および
　ｉｉ）配列番号１と少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含みうる。
【００９７】
　いくつかの具体例において、上記配列ｉｉ）は、配列番号１と少なくとも９０％同一、
少なくとも９１％同一、少なくとも９２％同一、少なくとも９３％同一、少なくとも９４
％同一、少なくとも９５％同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なく
とも９８％同一、少なくとも９９％同一である。
【００９８】
　別の非制限的な例として、ＲＢＭ３タンパク質は、
　ｉ）配列番号２、および
　ｉｉ）配列番号２と少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含みうるか、または該配列から構成されうる。
【００９９】
　いくつかの具体例において、上記配列ｉｉ）は、配列番号２と少なくとも９０％同一、
少なくとも９１％同一、少なくとも９２％同一、少なくとも９３％同一、少なくとも９４
％同一、少なくとも９５％同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なく
とも９８％同一、少なくとも９９％同一である。
【０１００】
　別の非制限的な例として、本開示のＲＢＭ３ｍＲＮＡは、
　ｉ）配列番号３、または
　ｉｉ）該配列と少なくとも８５％同一である配列
を含みうるか、または該配列から構成されうる。
【０１０１】
　いくつかの具体例において、上記配列ｉｉ）は、配列ｉ）と少なくとも９０％同一、少
なくとも９１％同一、少なくとも９２％同一、少なくとも９３％同一、少なくとも９４％
同一、少なくとも９５％同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なくと
も９８％同一、少なくとも９９％同一である。
【０１０２】
　「％同一」なる語は、本開示と関連して使用される場合、下記の様に計算される。クエ
リー配列を、ＣＬＵＳＴＡＬ　Ｗアルゴリズム（Thompson, J.D., Higgins, D.G. and Gi
bson, T.J., Nucleic Acids Research, 22: 4673-4680 (1994)）を用いて標的配列にアラ
インする。各位置でのアミノ酸残基を比較し、標的配列中において一致するクエリー配列
中の位置の割合を％同一性として報告する。また、標的配列は、比較される位置の数を決
定する。結果として、本開示との関連において、標的配列よりも短いクエリー配列は、標
的配列と１００％同一になることはない。例えば、８５アミノ酸長のクエリー配列は、１
００アミノ酸長の標的配列と最大で８５％同一になりうる。このことは、必要な変更を加
えて、核酸配列に対応する。
【０１０３】
　いくつかの具体例において、上記態様の方法の工程ａ）は、
　対象から生物学的材料を得、該生物学的材料の関連する部分を摘出または選択して該試
料を得、所望により、該試料を固相上に並べて工程ａ）の評価を容易にする
ことを含みうる。かくして、工程ａ）は、例として、対象から腫瘍組織材料を得、所望に
より、該組織材料をパラフィンまたはホルマリン中に固定化し、該組織材料を組織プロセ
ス（histo-processing）に付して、該試料を構成するセクションを得、所望により、該試
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料を顕微鏡用の透明スライド、例えば、ガラススライド上に載せることを含みうる。
【０１０４】
　上記態様の方法の具体例において、ＲＢＭ３タンパク質は、ＲＢＭ３タンパク質との選
択的相互作用が可能な検出可能および／または定量化可能なアフィニティーリガンドの試
料に適用することにより、検出および／または定量化されうる。該アフィニティーリガン
ドの適用は、試料中で該アフィニティーリガンドのＲＢＭ３タンパク質への結合を可能に
する条件下で実施する。
【０１０５】
　明確化するために、上記態様の方法の具体例において、工程ａ）は、
　ａ１）試料に、評価されるべきＲＢＭ３タンパク質との選択的相互作用が可能な定量化
できるアフィニティーリガンドを添加し、該添加を該試料中に存在するＲＢＭ３タンパク
質に対する該アフィニティーリガンドの結合を可能にする条件下で実施し、
　ａ２）結合していないアフィニティーリガンドを除去し、
　ａ３）該試料と結合したままのアフィニティーリガンドを定量化して、該量を評価する
ことを含みうる。
【０１０６】
　「試料と結合したままのアフィニティーリガンド」なる語は、工程ａ２）において除去
されなかったアフィニティーリガンド、例えば、試料に結合したアフィニティーリガンド
を示す。ここに、結合は、例えば、抗体と抗原との間の相互作用であってもよい。
【０１０７】
　しかしながら、いくつかの具体例において、工程ａ２）にしたがう結合していないアフ
ィニティーリガンドの除去、例えば、洗浄は、常に必要なわけではない。かくして、上記
態様の方法のいくつかの具体例において、工程ａ）は、
　ａＩ）試料に、評価されるべきＲＢＭ３タンパク質との選択的相互作用が可能な定量化
できるアフィニティーリガンドを添加し、該添加を該試料中に存在するＲＢＭ３タンパク
質に対する該アフィニティーリガンドの結合を可能にする条件下で実施し、
　ａＩＩ）該試料に結合したアフィニティーリガンドを定量化して、該量を評価する
ことを含みうる。
【０１０８】
　本開示との関連において、「特異的」または「選択的」相互作用、例えば、アフィニテ
ィーリガンドとその標的または抗原との「特異的」または「選択的」相互作用は、特異的
相互作用と非特異的相互作用、または選択的相互作用と非選択的相互作用との間の区別に
意義があるような相互作用を意味する。２つの蛋白質間の相互作用は、時折、解離定数に
よって測定される。解離定数は、２つの分子間の結合（またはアフィニティー）の強度を
示す。典型的に、抗体とその抗原との間の解離定数は、１０－７～１０－１１Ｍである。
しかしながら、高い特異性／選択性は、必ずしも、高いアフィニティーを必要としない。
そのカウンターパートに対する低アフィニティー（モル範囲で）を有する分子は、非常に
高いアフィニティーを有する分子と同程度に選択的／特異的であることが示された。本開
示の場合、特異的または選択的相互作用とは、所定の条件下、生物学的起源の試料、例え
ば、天然または処理された生物学的液体の調製された組織試料または液体試料中の、他の
タンパク質の存在下で、特定の方法を特異的タンパク質、標的タンパク質の存在および／
または量を決定するために使用することができる程度をいう。すなわち、特異性または選
択性は、関連する蛋白質間を区別できる能力である。特異的および選択的は、時折、本記
載において交換可能に使用される。例えば、抗体の特異性または選択性は、下記実施例の
セクション２におけるように（ここに、各々、タンパク質アレイセットアップ、懸濁ビー
ズアレイおよび複合競合アッセイを用いて分析を行う）決定されうる。特異性および選択
性決定は、また、Nilsson Pら、(2005) Proteomics 5: 4327-4337に記載されている。
【０１０９】
　適当なアフィニティーリガンドを選択または製造し、検出および／または定量化に適当
なフォーマットおよび条件を選択することは、当業者の能力内であると考えられる。にも
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かかわらず、有用性を証明しうるアフィニティーリガンドの例、ならびに検出および／ま
たは定量化のためのフォーマットおよび条件の例は、説明目的で下記に示される。
【０１１０】
　かくして、本開示の具体例において、アフィニティーリガンドは、抗体、そのフラグメ
ントおよびその誘導体、すなわち、免疫グロブリン足場（scaffold）に基づくアフィニテ
ィーリガンドからなる群から選択されうる。抗体およびそのフラグメントまたは誘導体は
、単離されていてもよい。抗体は、ネズミ、ウサギ、ヒトおよび他の抗体を包含するいず
れかの起源のモノクローナルおよびポリクローナル抗体、ならびに異なる種の配列を含む
キメラ抗体、例えば、部分的なヒト化抗体、例えば、部分的なヒト化マウス抗体を含む。
ポリクローナル抗体は、選択した抗原で動物を免疫化することによって製造される。ポリ
クローナル抗体は、単一特異的であってもよい。規定の特異性のモノクローナル抗体は、
KoehlerおよびMilstein（Koehler G およびMilstein C (1976) Eur. J. Immunol. 6: 511
-519）によって開発されたハイブリドーマ技術を用いて製造できる。本開示の抗体フラグ
メントおよび誘導体は、抗体（それらは該抗体のフラグメントまたは誘導体である）と同
じ抗原（例えば、ＲＢＭ３タンパク質）と選択的相互作用することができる。抗体フラグ
メントおよび誘導体は、無傷免疫グロブリンタンパク質の重鎖の第１定常ドメイン（ＣＨ
１）、軽鎖の定常ドメイン（ＣＬ）、重鎖の可変ドメイン（ＶＨ）および軽鎖の可変ドメ
イン（ＶＬ）からなるＦａｂフラグメント、２つの可変抗体ドメインＶＨおよびＶＬから
なるＦｖフラグメント（Skerra A およびPlueckthun A (1988) Science 240: 1038-1041
）、フレキシブルなペプチドリンカーによって一緒に連結された２つのＶＨおよびＶＬド
メインからなる一本鎖Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖ）（Bird REおよびWalker BW (1991) 
Trends Biotechnol. 9: 132-137）、ベンス－ジョーンズ（Bence Jones）ダイマー（Stev
ens FJら、(1991) Biochemistry 30: 6803-6805）、ラクダ科の重鎖ダイマー（Hamers-Ca
sterman Cら、(1993) Nature 363: 446-448）および単一可変ドメイン（Cai X およびGar
en A (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 6280-6285; Masat L ら、(1994) Proc
. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 893-896）、および例えば、テンジクザメ由来の新規抗
原レセプター（ＮＡＲ）（Dooley Hら、(2003) Mol. Immunol. 40: 25-33）および可変重
鎖ドメインに基づくミニボディ（Skerra AおよびPlueckthun A (1998) Science 240: 103
8-1041）のような単一ドメイン足場を含む。
【０１１１】
　いくつかの具体例において、本開示のアフィニティーリガンドは、配列番号１のアミノ
酸配列からなるペプチドと選択的相互作用することが可能である。実施例、セクション１
ｂに下記するように、膜貫通領域およびいずれかのシグナルペプチドは成熟タンパク質に
おいて切除されるので、ＲＢＭ３フラグメント配列番号１は、イー・コリ（E. coli）に
おける効率の良い発現を保証するために膜貫通領域を欠くように、かつ、いずれかのシグ
ナルペプチドを欠くように設計された。配列番号１は、かくして、免疫化のために設計さ
れた。さらに、タンパク質フラグメントは、他のヒトタンパク質に対する低い相同性を有
する独特な配列をからなるように、生じたアフィニティー試薬の交差反応性を最小限にす
るように、かつ、立体構造エピトープの形成を可能にし、かつ、いまだ細菌系における効
率の良いクローニングおよび発現を可能にするのに適当なサイズであるように設計された
。したがって、アフィニティーリガンドが抗体またはそのフラグメント若しくは誘導体で
ある場合、該アフィニティーリガンドは、そのアミノ酸配列が配列番号１からなるペプチ
ドで動物を免疫化する工程を含むプロセスによって得られうる。例えば、免疫化プロセス
は、フロイント（Freund）の完全アジュバント中のタンパク質での一次免疫を含みうる。
また、免疫化プロセスは、さらに、２～６週間の間隔で、フロイントの不完全アジュバン
ト中のタンパク質での少なくとも２回の追加免疫を含みうる。所定の標的に対する抗体ま
たはそのフラグメント若しくは誘導体の生産方法は、当該分野で既知である。
【０１１２】
　さらに、実施例、セクション４に下記するように、２つのエピトープ領域（配列番号４
および配列番号５）が配列番号１内で同定された。かくして、アフィニティーリガンドは
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、そのアミノ酸配列が配列番号４または配列番号５からなるペプチドで動物を免疫化する
工程を含むプロセスによって得られうる。また、抗体またはフラグメントは、２０アミノ
酸以下、例えば、１５アミノ酸以下からなるＲＢＭ３フラグメントで動物を免疫化する工
程を含むプロセスによって得てもよく、配列番号６～１９から選択される配列を含む。
【０１１３】
　配列番号４～１９についてのさらなる議論は、下記のとおりである。
【０１１４】
　本開示と関連して、「単一特異的抗体」は、それ自体の抗原上でアフィニティー精製さ
れ、それにより、他の抗血清タンパク質および非特異的抗体から分離された１のポリクロ
ーナル抗体またはポリクローナル抗体の集団である。アフィニティー精製は、その抗原に
選択的に結合する抗体をもたらす。本開示の場合、ポリクローナル抗血清は、２工程から
なる免疫アフィニティーに基づくプロトコールによって精製されて、標的タンパク質に選
択的な単一特異的抗体を得る。抗原フラグメントの一般的なアフィニティータグに向けら
れた抗体は、固定化されたタグタンパク質を捕獲剤として用いて、一次枯渇（depletion
）工程において除去される。一次枯渇工程後、捕獲剤として抗原を有する二次アフィニテ
ィーカラム上に血清を負荷して、抗原に特異的な抗体を富化する（Nilsson Pら、(2005) 
Proteomics 5: 4327-4337も参照のこと）。
【０１１５】
　ポリクローナルおよびモノクローナル抗体、ならびにそれらのフラグメントおよび誘導
体は、選択的な生物分子認識を必要とする応用において、例えば、上記態様の方法にした
がうＲＢＭ３タンパク質の検出および／または定量化において、アフィニティーリガンド
の伝統的な選択を示す。しかしながら、当業者は、選択的結合リガンドのハイスループッ
ト生産および低費用生産システムの要望が増したため、新規な生物分子多様性技術をこの
１０年間で開発した。これにより、生物分子認識応用における結合リガンドとして等しく
有用であることが証明され、免疫グロブリンの代わりに、または免疫グロブリンと一緒に
使用することができる免疫グロブリンおよび非免疫グロブリン起源の新規な型のアフィニ
ティーリガンドの生産が可能となった。
【０１１６】
　アフィニティーリガンドの選択に必要とされる生物分子多様性は、複数の可能な足場分
子の１つのコンビナトリアル操作によって生じる場合があり、次いで、特異的／選択的ア
フィニティーリガンドは、適当な選択プラットフォームを用いて選択される。足場分子は
、免疫グロブリンタンパク質起源（Bradbury AR およびMarks JD (2004) J. Immunol. Me
ths. 290: 29-49）、非免疫グロブリン起源（Nygren PA およびSkerra A (2004) J. Immu
nol. Meths. 290: 3-28）、またはオリゴヌクレオチド起源（Gold Lら (1995) Annu. Rev
. Biochem. 64: 763-797）であってもよい。
【０１１７】
　多数の非免疫グロブリンタンパク質足場が新規結合タンパク質の開発において、支持構
造として使用されている。本開示にしたがって使用するためのＲＢＭ３タンパク質に対す
るアフィニティーリガンドを生成するために有用なかかる構造の非限定的な例は、ブドウ
状球菌タンパク質Ａおよびそのドメインおよびこれらのドメインの誘導体、例えば、タン
パク質Ｚ（Nord Kら、(1997) Nat. Biotechnol. 15: 772-777）、リポカリン（lipocalin
）（Beste Gら、(1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96: 1898-1903）、アンキリン
リピートドメイン（Binz HKら、(2003) J. Mol. Biol. 332: 489-503）、セルロース結合
ドメイン（ＣＢＤ）（Smith GPら、(1998) J. Mol. Biol. 277: 317-332; Lehtioe Jら、
(2000) Proteins 41: 316-322）、γ結晶（Fiedler UおよびRudolph R, WO01/04144）、
緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）（Peelle Bら、(2001) Chem. Biol. 8: 521-534）、ヒト
細胞毒Ｔリンパ球関連抗原４（ＣＴＬＡ－４）（Hufton SEら、(2000) FEBS Lett. 475: 
225-231; Lrving RA (2001) J. Immunol. Meth. 248: 31-45）、プロテアーゼ阻害剤、例
えば、Ｋｎｏｔｔｉｎタンパク質（Wentzel Aら、(2001) J. Bacteriol. 183: 7273-7284
; Baggio Rら、(2002) J. Mol. Recognit. 15: 126-134）およびＫｕｎｉｔｚドメイン（



(22) JP 5767116 B2 2015.8.19

10

20

30

40

50

Roberts BLら、(1992) Gene 121: 9-15; Dennis MSおよびLazarus RA (1994) J. Biol. C
hem. 269: 22137-22144）、ＰＤＺドメイン（Schneider Sら、(1999) Nat. Biotechnol. 
17: 170-175）、ペプチドアダプター、例えば、チオレドキシン（Lu Zら、(1995) Biotec
hnology 13: 366-372; Klevenz B ら、(2002) Cell. Mol. Life Sci. 59: 1993-1998）、
ブドウ状球菌ヌクレアーゼ（Norman TCら、(1999) Science 285: 591^595）、テンダミス
タット（tendamistats）（McConell SJ およびHoess RH (1995) J. Mol. Biol. 250: 460
-479; Li Rら、(2003) Protein Eng. 16: 65-72）、フィブロネクチンＩＩＩ型ドメイン
に基づくトリネクチン（Koide A ら、(1998) J. Mol. Biol. 284: 1141-1151; Xuら、(20
02) Chem. Biol. 9: 933-942）、および亜鉛フィンガー（Bianchi Eら、(1995) J. Mol. 
Biol. 247: 154-160; Klug A (1999) J. Mol. Biol. 293: 215-218; Segal DJら、(2003)
 Biochemistry 42: 2137-2148）である。
【０１１８】
　非免疫グロブリンタンパク質足場の上記の例は、新規な結合特異性の生成のための単一
のランダム化ループを提示する足場タンパク質、強固な二次構造を有するタンパク質足場
（ここに、タンパク質表面から突出している側鎖は、新規な結合特異性の生成のためにラ
ンダム化されている）、および新規な結合特異性の生成のために使用される非隣接超可変
ループ領域を示す足場を包含する。
【０１１９】
　非免疫グロブリンタンパク質のほかに、オリゴヌクレオチドもアフィニティーリガンド
として使用されうる。アプタマーまたはデコイと呼ばれる１本鎖核酸は、よく定義された
三次元構造に折り畳み、高いアフィニティーおよび特異性でその標的に結合する。（Elli
ngton AD およびSzostak JW (1990) Nature 346: 818-822; Brody ENおよびGold L (2000
) J. Biotechnol. 74: 5-13; Mayer GおよびJenne A (2004) BioDrugs 18: 351-359）。
オリゴヌクレオチドリガンドは、ＲＮＡまたはＤＮＡのいずれかであることができ、幅広
い種類の標的分子クラスに結合することができる。
【０１２０】
　上記の足場構造のいずれかの変種のプールから所望のアフィニティーリガンドを選択す
るために、いくつかの選択プラットフォームが、選択された標的タンパク質に対する特異
的な新規リガンドの単離に利用できる。選択プラットフォームは、限定するものではない
が、ファージディスプレ－（Smith GP (1985) Science 228: 1315-1317）、リボソームデ
ィスプレー（Hanes J およびPlueckthun A (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 
4937-4942）、酵母２ハイブリッドシステム（Fields S およびSong O (1989) Nature 340
: 245-246）、酵母ディスプレー（Gai SAおよびWittrup KD (2007) Curr Opin Struct Bi
ol 17: 467-473）、ｍＲＮＡディスプレー（Roberts RWおよびSzostak JW (1997) Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 12297-12302）、細菌ディスプレー（Daugherty PS (2007)
 Curr Opin Struct Biol 17: 474-480, Kronqvist Nら、(2008) Protein Eng Des Sel 1-
9, HArvey BRら、(2004) PNAS 101 (25): 913-9198）、マイクロビーズディスプレー（No
rd Oら、(2003) J Biotechnol 106: 1-13; WO01/05808）、ＳＥＬＥＸ（System Evolutio
n of Ligands by Exponential Enrichment）（Tuerk CおよびGold L (1990) Science 249
: 505-510）およびタンパク質フラグメント相補性アッセイ（ＰＣＡ）（Remy IおよびMic
hnick SW (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96: 5394-5399）を包含する。
【０１２１】
　かくして、本開示の具体例において、アフィニティーリガンドは、上記のタンパク質足
場のいずれかに由来する非免疫グロブリンアフィニティーリガンド、またはオリゴヌクレ
オチド分子であってもよい。
【０１２２】
　上記のように、ＲＢＭ３タンパク質フラグメント配列番号１は、他のヒトタンパク質に
対する低い相同性を有する独特の配列からなるように、かつ、生じたアフィニティー試薬
の交差反応性を最小限するように設計された。結果として、本開示の具体例において、ア
フィニティーリガンドは、アミノ酸配列配列番号１からなるポリペプチドとの選択的相互
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作用が可能でありうる。
【０１２３】
　実施例、セクション４に下記するように、エピトープ領域配列番号４および５は、配列
番号１内で同定された。かくして、いくつかの具体例において、本開示のアフィニティー
リガンドは、配列番号４および５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチドとの選択
的相互作用が可能である。
【０１２４】
　さらに、実施例、セクション５に上記するように、別の４つのエピトープ領域（配列番
号６－９）が同定された。かくして、いくつかの具体例において、本開示のアフィニティ
ーリガンドは、２０アミノ酸以下、例えば、１５アミノ酸以下からなるＲＢＭ３フラグメ
ントとの選択的相互作用が可能であり、配列番号６－９から選択される配列を含む。
【０１２５】
　また、実施例、セクション６に上記するように、別の１０個のエピトープ領域（配列番
号１０－１９）が同定された。かくして、いくつかの具体例において、本開示のアフィニ
ティーリガンドは、２０アミノ酸以下、例えば、１５アミノ酸以下からなるＲＢＭ３フラ
グメントとの選択的相互作用が可能であり、配列番号１０－１９から選択される配列を含
む。
【０１２６】
　単一のエピトープ領域に対する選択性を有する抗体（例えば、モノクローナル抗体）は
、より長いペプチド配列（例えば、ＰｒＥＳＴまたは全長タンパク質）に対して生じた抗
体と比べて、検出分析において増加した再現性を提供しうる。単一のエピトープ領域に対
して選択的な抗体は、また、免疫組織化学的分析において明瞭かつ強い染色を提供しうる
。これらの利益は、独立して、または共同で、本開示にしたがう治療に関する治療予測ま
たは決定をする場合に、価値があるかもしれない。図２２において、ポリクローナル抗体
と比較した本開示にしたがうモノクローナル抗体の利益（増加した選択性）を説明する。
【０１２７】
　モノクローナル抗体６Ｆ１１および１Ｂ５は、特に有益であると考えられる。図２２に
おいて、６Ｆ１１および１Ｂ５はどちらも、ポリクローナル抗－ＲＢＭ３抗体よりも選択
的であることが示される。さらに、１Ｂ５は、６Ｆ１１よりも選択的であることが示され
る。１Ｂ５は、下記の実施例、セクション７、８および１０においても用いられる。
【０１２８】
　実施例、セクション６において１Ｂ５が結合することが示された配列番号１７は、配列
番号５内にある。本開示の好ましい具体例において、かくして、アフィニティーリガンド
は、配列番号５からなるＲＢＭ３フラグメントとの選択的相互作用が可能であり、本開示
の特に好ましい具体例において、アフィニティーリガンドは、２０アミノ酸以下、例えば
、１５アミノ酸以下からなり、配列番号１７を含むＲＢＭ３フラグメントとの選択的相互
作用が可能である。
【０１２９】
　６Ｆ１１は、配列番号８および配列番号１６に結合することが示される。本開示の他の
好ましい具体例において、アフィニティーリガンドは、かくして、２０アミノ酸以下、例
えば、１５アミノ酸以下からなり、配列番号８および１６から選択される配列を含むＲＢ
Ｍ３フラグメントとの選択的相互作用が可能である。配列番号８および１６は、オーバー
ラップしており、かかるフラグメントは、配列番号８および１６の両方の配列を含みうる
ことに留意されたい。
【０１３０】
　ＲＢＭ３タンパク質と選択的相互作用が可能なアフィニティーリガンドの検出および／
または定量化は、生物学的相互作用に基づくアッセイにおける結合試薬の検出および／ま
たは定量化のために当業者に既知のいずれかの方法において達成されうる。したがって、
上記のいずれかのアフィニティーリガンドは、ＲＢＭ３タンパク質の存在を定量的および
／または定性的に検出するために使用されうる。これらの「一次」アフィニティーリガン
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ドは、種々のマーカーで標識されてもよく、または、次いで、検出、視覚化および／また
は定量化を可能にするための二次的標識アフィニティーリガンドによって検出してもよい
。これは、いずれかの１以上の多数の標識を用いて達成することができ、該標識は、当業
者に既知の１以上の多数に技術を用いて、いずれの過度の実験も必要とせずに、ＲＢＭ３
タンパク質との相互作用が可能なアフィニティーリガンドまたはいずれかの二次的アフィ
ニティーリガンドにコンジュゲートすることができる。
【０１３１】
　一次および／または二次アフィニティーリガンドにコンジュゲートすることができる標
識の非限定的な例は、蛍光染料または金属（例えば、フルオレセイン、ローダミン、フィ
コエリトリン（phycoerythrin）、フルオレスカミン（fluorescamine））、発色染料（例
えば、ロドプシン（rhodopsin）、化学発光化合物（例えば、ルミナル（luminal）、イミ
ダゾール）および生物発光タンパク質（例えば、ルシフェリン、ルシフェラーゼ）、ハプ
テン（例えば、ビオチン）を包含する。種々の他の有用な蛍光団（fluorescer）および発
光団（chromophore）は、Stryer L (1968) Science 162: 526-533およびBrand LおよびGo
hlke JR (1972) Annu. Rev. Biochem. 41: 843-868に記載される。アフィニティーリガン
ドは、また、酵素（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ベ
ータ－ラクタマーゼ）、放射性同位元素（例えば、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓまたは
１２５Ｉ）および粒子（例えば、金）で標識することもできる。本開示との関連において
、「粒子」は、分子の標識に適当な粒子、例えば、金属粒子をいう。さらに、アフィニテ
ィーリガンドは、蛍光性半導体ナノ結晶（量子ドット）で標識されてもよい。量子ドット
は、優れた量子収量を有し、有機フルオロフォアと比べて光安定性であり、したがって、
より容易に検出される（Chanら、(2002) Curr Opi Biotech. 13: 40-46）。種々の化学、
例えば、アミン反応またはチオール反応を用いて、異なる型の標識をアフィニティーリガ
ンドにコンジュゲートすることができる。しかしながら、アミンおよびチオール以外の反
応基、例えば、アルデヒド、カルボン酸およびグルタミンを用いることもできる。
【０１３２】
　上記の方法態様は、いくつかの既知のフォーマットおよびセットアップのいずれかにお
ける使用に適用してもよく、その非限定的な選択は、下記で論じられる。
【０１３３】
　組織学に基づくセットアップにおいて、ＲＢＭ３タンパク質標的に結合した標識したア
フィニティーリガンドの検出、局在化および／または定量化は、視覚化技術、例えば、光
学顕微鏡または免疫蛍光顕微鏡を含みうる。他の方法は、フローサイトメトリーまたはル
ミノメトリーを介する検出を含みうる。
【０１３４】
　対象由来の生物学的材料、例えば、外科的に摘出された腫瘍組織は、ＲＢＭ３タンパク
質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの検出および／または定量化のための試料を得るために使用さ
れうる。かくして、試料は、事前に得られた試料であってもよい。事前に得られた試料を
方法に用いる場合、ヒトまたは動物の体において実施する方法工程はない。
【０１３５】
　アフィニティーリガンドは、ＲＢＭ３タンパク質の検出および／または定量化のための
試料に適用すればよい。該手法は、ＲＢＭ３タンパク質の検出を可能にするだけでなく、
さらに、その発現の分布および相対的レベルを示しうる。
【０１３６】
　アフィニティーリガンド上の標識の視覚化方法は、限定するものではないが、蛍光分析
的、発光分析的および／または酵素的技術を包含しうる。蛍光は、蛍光標識を特定波長の
光に曝し、その後、特定波長領域において放出された光を検出および／または定量化する
ことによって検出および／または定量化する。発光タグ付加されたアフィニティーリガン
ドの存在は、化学的反応の間に発生した発光によって検出および／または定量化されうる
。酵素的反応の検出は、化学的反応から生じる試料の色の変化による。当業者は、適当な
検出および／または定量化のために、種々の異なるプロトコールを修飾できることを承知
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する。
【０１３７】
　上記態様の方法の具体例において、試料は、固相支持体または担体、例えば、ニトロセ
ルロースまたは生物学的試料中に存在するＲＢＭ３タンパク質を固定化できるいずれか他
の固体支持体マトリックス上に固定化してもよい。本発明において有用ないくつかのよく
知られた固体状態の支持体材料は、ガラス、炭水化物（例えば、セファロース）、ナイロ
ン、プラスチック、羊毛、ポリスチレン、ポリエチレン、ポリプロピレン、デキストラン
、アミラーゼ、フィルム、樹脂、セルロース、ポリアクリルアミド、アガロース、アルミ
ナ、斑糲岩およびマグネタイトを包含する。生物学的試料の固定化後、ＲＢＭ３タンパク
に選択的な一次アフィニティーリガンドを、例えば、本開示の実施例、セクション８に記
載のように、適用しうる。一次アフィニティーリガンド自体が標識されていない場合、支
持体マトリックスを当該分野で既知の１以上の適当なバッファーで洗浄してもよく、次い
で、二次標識アフィニティーリガンドに曝露し、バッファーで再び１回洗浄して、非結合
アフィニティーリガンドを除去すればよい。その後、選択的アフィニティーリガンドは、
常法で検出および／または定量化されうる。アフィニティーリガンドに対する結合特性は
、固相支持体によって変化しうるが、当業者は、ルーチンな実験による各決定のための有
効かつ最適なアッセイ条件を決定することができるはずである。
【０１３８】
　結果として、上記態様の方法の具体例において、ａ１）またはａＩ）の定量化できるア
フィニティーリガンドは、該定量化できるアフィニティーリガンドを認識可能な二次アフ
ィニティーリガンドを用いて検出されうる。ａ３）またはａＩＩ）の定量化は、かくして
、定量化できるアフィニティーリガンドに対するアフィニティーを有する二次アフィニテ
ィーリガンドの手段によって実施されうる。例として、二次アフィニティーリガンドは、
抗体またはそのフラグメントもしくは誘導体であってもよい。
【０１３９】
　例として、ＲＢＭ３タンパク質の検出および／または定量化のための１の利用可能な方
法は、後に酵素イムノアッセイ（例えば、ＥＩＡまたはＥＬＩＳＡ）において検出および
／または定量化できる酵素にアフィニティーリガンドを結合させることによる。かかる技
術はよく確立されており、その実現は、当業者にとって何ら過度の困難を提供しない。か
かる方法において、生物学的試料を固体材料またはＲＢＭ３タンパク質に対するアフィニ
ティーリガンドにコンジュゲートした固体材料と接触させ、次いで、それを酵素的に標識
した二次アフィニティーリガンドで検出および／または定量化する。その後、適当な基質
を適当なバッファー中、該酵素標識と反応させて、化学基（moiety）をもたらし、例えば
、分光光度計、蛍光光度計、発光光度計を用いて、または視覚的手段を介して、検出およ
び／または定量化する。
【０１４０】
　上記のように、一次およびいずれかの二次アフィニティーリガンドを放射性同位体で標
識して、検出および／または定量化を可能にすることができる。本開示における適当な放
射性標識の非限定的な例は、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓまたは１２５Ｉである。標識
されたアフィニティーリガンドの比活性は、放射性標識の半減期、同位体純度、および標
識がどのようにアフィニティーリガンド中に取り込まれたかに依存する。アフィニティー
リガンドは、好ましくは、周知の技術（Wensel TG およびMeares CF (!983): Radioimmun
oimaging and Radioimmunotherapy (Burchiel SW およびRhodes BA編） Elsevier, New Y
ork, pp 185-196）を用いて標識される。かくして放射能標識されたアフィニティーリガ
ンドを用いて、イン・ビボまたはイン・ビトロでの放射能の検出によって、ＲＢＭ３タン
パク質を視覚化することができる。例えば、イン・ビボおよびイン・ビトロでの検出のた
めにガンマカメラ、磁気共鳴分光学または放射トモグラフィー機能を用いる放射性核スキ
ャニングと同時に、ガンマ／ベータカウンター、シンチレーションカウンターおよび放射
線写真をイン・ビトロで用いてもよい。
【０１４１】
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　ｍＲＮＡレベルでのバイオマーカーの検出および定量化のための方法は、当該分野で周
知である。
【０１４２】
　１のかかる方法によれば、核酸抽出バッファーの存在下、ホモジネーション、次いで遠
心分離によって、細胞から全細胞ＲＮＡを精製する。次いで、核酸を沈澱させて、ＤＮａ
ｓｅでの処理および沈澱によってＤＮＡを除去する。次いで、標準的な技術にしたがい、
アガロースゲル上のゲル電気泳動によって、ＲＮＡ分子を分離し、例えば、所謂「ノーザ
ン」ブロッティング技術によって、ニトロセルロースフィルターに移す。次いで、加熱に
より、ＲＮＡを該フィルター上に固定化する。特異的ＲＮＡの検出および定量化は、目的
のＲＮＡに相補的な適当に標識したＤＮＡまたはＲＮＡプローブを用いて達成される。例
えば、Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook Jら、(1989) 第２版、Cold 
Spring Harbor Laboratory Press）を参照のこと。標識したＤＮＡまたはＲＮＡプローブ
の調製方法およびその標的ヌクレオチド配列へのハイブリダイゼーション条件は、Molecu
lar Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook Jら、(1989) 第２版、Cold Spring Harbo
r Laboratory Press）に記載されている。例えば、核酸プローブは、例えば、３Ｈ、３２

Ｐ、３３Ｐ、１４Ｃまたは３５Ｓのような放射性核種、重金属、または標識リガンドに対
する特異的結合対メンバーとして機能できるリガンド（例えば、ビオチン、アビジン、ま
たは抗体）、蛍光分子、化学発光分子、酵素などで標識されていてもよい。
【０１４３】
　プローブは、ニックトランスレーション法（Rigbyら(1977) J. Mol Biol, 113: 237-25
1）またはランダムプライミング法（Fienberg, (1983) Anal. Biochem., 132: 6-13）の
いずれかによって高い比活性に標識してもよい。後者は、高い比活性の３２Ｐ－標識プロ
ーブをＲＮＡ鋳型から合成する方法であることができる。例えば、ニックトランスレーシ
ョン法にしたがって、予め存在しているヌクレオチドを高放射性ヌクレオチドと置き換え
ることによって、１０ｃｐｍ／μｇを越える十分な高い比活性を有する３２Ｐ－標識核酸
プローブを調製することができる。次いで、ハイブリダイゼーションのオートラジオグラ
フ検出は、ハイブリダイズしたフィルターを写真フィルムに曝露することによって実施す
ることができる。ハイブリダイズしたフィルターに曝露された写真フィルムのデンシトメ
トリースキャニングは、バイオマーカーレベルの正確な測定を提供する。別のアプローチ
を用いると、バイオマーカーレベルは、コンピューター処理画像化システム、例えば、Mo
lecular Dynamics 400-B 2D Phosphorimager（Amersham Bioscinences, Piscataway, NJ,
 USA）によって定量化できる。
【０１４４】
　ＤＮＡまたはＲＮＡプローブの放射性核種標識が実際的でない場合、ランダム－プライ
マー法を用いてアナログ、例えば、ｄＴＴＰアナログ５－（Ｎ－（Ｎ－ビオチニル－イプ
シロン－アミノカプロイル）－３－アミノアリル）デオキシウリジントリホスフェートを
プローブ分子中に取り込むことができる。ビオチン化されたプローブオリゴヌクレオチド
は、蛍光染料または呈色反応を生じる酵素と結合されたビオチン結合タンパク質、例えば
、アビジン、ストレプトアビジン、および抗体（例えば、抗－ビオチン抗体）との反応に
よって検出することができる。
【０１４５】
　ノーザンおよび他のＲＮＡブロッティングハイブリダイゼーション技術のほかに、ＲＮ
Ａ転写産物のレベルの決定は、イン・サイトゥ（in situ）ハイブリダイゼーションの技
術を用いて達成されうる。該技術は、ノーザンブロッティング技術よりも少ない細胞を必
要とし、顕微鏡カバースリップ上に全細胞を置き、放射性標識または他の方法で標識され
た核酸（例えば、ｃＤＮＡまたはＲＮＡ）プローブを含有する溶液で細胞の核酸含量をブ
ローブすることを含む。該技術は、対象由来の組織生検試料を分析するのに特によく適し
ている。
【０１４６】
　細胞中のＲＮＡ転写産物の相対的な数は、また、ＲＮＡ転写産物の逆転写、次いで、ポ



(27) JP 5767116 B2 2015.8.19

10

20

30

40

50

リメラーゼ連鎖反応による逆転写された転写産物の増幅（ＲＴ－ＰＣＲ）によって決定す
ることができる。ＲＮＡ転写産物のレベルは、内部標準、例えば、同じ試料中に存在する
標準遺伝子由来のｍＲＮＡのレベルとの比較において定量することができる。当業者は、
内部標準として使用するための適当な遺伝子を選択することができる。定量的ＲＴ－ＰＣ
Ｒの方法およびその変種は、当該分野の技術内である。
【０１４７】
　いずれかの適当なプライマーは、定量的ＲＴ－ＰＣＲに使用することができる。好まし
くは、該プライマーは、ＲＢＭ３に特異的である。ＲＢＭ３に特異的なプライマー（例え
ば、配列番号３から開始する）を生成することは、当該分野の技術内である。プライマー
は、いずれかの適当な長さであることができるが、好ましくは、１９～２３（例えば、１
９、２０、２１、２２または２３）ヌクレオチドである。理想的には、アンプリコン長は
、最適なＰＣＲ効率のために、５０～１５０（必要に応じて２５０まで、次いで、温度サ
イクリングプロトコールおよび反応成分の最適化が必要とされうる）塩基である。非常に
長いアンプリコンを生じるプライマーを設計することは、乏しい増幅効率をもたらしうる
。プライマー設計および最適なアンプリコンサイズに関する情報は、例えば、www.ambion
.com.に見出しうる。
【０１４８】
　いくつかの例において、バイオマーカー発現を検出するためにマイクロチップ技術を使
用することが望ましい。マイクロチップは、当該分野で既知の技術によって製作すること
ができる。例えば、適当な長さ、例えば、４０ヌクレオチドのプローブオリゴヌクレオチ
ドは、Ｃ６位置で５’－アミン修飾され、市販のマイクロアレイシステム、例えば、GENE
MACHINE OmniGrid 100 MicroarrayerおよびAmersham CODELINK活性化スライドを用いてプ
リントする。標的ＲＮＡに対応する標識されたｃＤＮＡオリゴマーは、標的ＲＮＡを標識
プライマーと共に逆転写することによって調製される。第１鎖の合成後、ＲＮＡ／ＤＮＡ
ハイブリッドを変性させて、ＲＮＡ鋳型を分解する。かくして調製された標識された標的
ｃＤＮＡを次いで、ハイブリダイゼーション条件下（例えば、６倍ＳＳＰＥ／３０％ホル
ムアミド、２５℃で１８時間、次いで、０．７５倍ＴＮＴ中、３７℃で４０分間洗浄）で
マイクロアレイチップにハイブリダイズする。固定化したプローブＤＮＡが試料中の相補
的標的ｃＤＮＡを認識するアレイ上の位置にて、ハイブリダイゼーションが起きる。標識
された標的ｃＤＮＡは、結合が起きるアレイ上の正確な位置に印を付け、それにより、自
動的検出および定量化を可能にする。アウトプットは、ハイブリダイゼーション事象のリ
ストからなり、それは、対象試料中、特異的ｃＤＮＡ配列の相対的存在量、したがって、
対応する相補的バイオマーカーの相対的存在量を示す。一の具体例にしたがって、標識さ
れたｃＤＮＡオリゴマーは、ビオチン標識されたプライマーから調製されたビオチン標識
されたｃＤＮＡである。次いで、マイクロアレイは、例えば、ストレプトアビジン－Ａｌ
ｅｘａ６４７コンジュゲートを用いて、ビオチン含有転写産物の直接的検出によって処理
され、通常のスキャニング方法を用いてスキャンされる。アレイ上の各スポットの画像強
度は、対象試料中の対応するバイオマーカーの存在量に比例する。
【０１４９】
　アレイの使用は、ｍＲＮＡ発現検出に関して１以上の利益を有する。第一に、数個から
数千もの遺伝子の広範囲な発現を単一試料中で一度に同定することができる。第二に、オ
リゴヌクレオチドプローブの注意深い設計によって、成熟および前駆体分子の両方の発現
を同定することができる。第三に、ノーザンブロット分析と比べて、チップは、少量のＲ
ＮＡを必要とする。
【０１５０】
　本開示の第四の態様として、上記態様にしたがう方法を実施するためのキットであって
、
　ａ）ＰＢＭ３タンパク質との選択的相互作用が可能な定量化できるアフィニティーリガ
ンド、および
　ｂ）該定量化できるアフィニティーリガンドの量を定量化するために必要な試薬
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を含むキットが提供される。
【０１５１】
　第四の態様にしたがうキットの種々の構成成分は、本開示の方法と関連して上記したよ
うに選択され、特定されうる。
【０１５２】
　かくして、本開示に従うキットは、ＲＢＭ３タンパク質に対するアフィニティーリガン
ド、ならびに特異的および／または選択的にＲＢＭ３タンパク質に結合した後に、該特異
的および／または選択的アフィニティーリガンドを定量化するのを助ける他の手段を含む
。例えば、該キットは、ＲＢＭ３タンパク質および該ＲＢＭ３タンパク質との選択的相互
作用が可能なアフィニティーリガンドによって形成された複合体を検出および／または定
量化するための二次アフィニティーリガンドを含有しうる。該キットは、また、該キット
を容易かつ効率的に使用可能にするアフィニティーリガンド以外の種々の補助物質を含有
しうる。補助物質の例は、該キットの凍結乾燥タンパク質成分を溶解または復元するため
の溶媒、洗浄バッファー、酵素が標識として使用される場合、酵素活性を測定するための
基質、パラフィンまたはホルマリン－固定化組織試料を用いる場合、抗原に対する接近可
能性を向上するための標的検索（retrieval）溶液、およびイムノアッセイ試薬キットに
おいて一般に使用される反応アレスター（arrester）などの物質、例えば、バックグラウ
ンド染色を減少させるための内在性酵素ブロック溶液および／または染色対比を増加させ
るための対比染色溶液を包含する。
【０１５３】
　キット態様の具体例において、アフィニティーリガンドは、方法態様と関連して上記さ
れたアフィニティーリガンドのいずれか１つであってもよい。
【０１５４】
　さらに、方法態様と関連して上記されたものにしたがって、検出可能なアフィニティー
リガンドは、キット態様の具体例において、蛍光染料および金属、発色染料、化学発光化
合物および生物発光タンパク質、酵素、放射性同位体、粒子および量子ドットからなる群
から選択される標識を含みうる。別法では、アフィニティーリガンドの量を定量化するの
に必要な試薬は、定量化できるアフィニティーリガンドを認識可能な二次アフィニティー
リガンドを含む。例として、定量化できるアフィニティーリガンドを認識可能な二次アフ
ィニティーリガンドは、蛍光染料または金属、発色染料、化学発光化合物および生物発光
タンパク質、酵素、放射性同位体、粒子および量子ドットからなる群から選択される標識
を含む。
【０１５５】
　キット態様にしたがうキットは、また、有益には、試料値と比較するために使用される
べき参照値を提供するための参照試料または該参照値を得るための参照試料を含む。例え
ば、参照試料は、予め決定されたＲＢＭ３タンパク質を含みうる。かかる参照試料は、例
えば、所定量のＲＢＭ３タンパク質を含有する組織試料によって構成されうる。組織参照
試料は、次いで、研究されている試料中のＲＢＭ３タンパク質状態の決定において、手動
で、例えば、視覚で、または参照組織試料および対象試料における発現レベルの自動比較
によって、当業者によって使用されうる。別の例として、参照試料は、所定量または調節
された量のＲＢＭ３タンパク質を発現している細胞系統、例えば、癌細胞系統を含みうる
。当業者は、例えば、Rhodesら（2006) The biomedical scientist、p 515-520によって
導かれるように、かかる細胞系統の提供方法を理解する。例として、細胞系統は、ホルマ
リン固定化されていてもよい。また、かかるホルマリン固定化細胞系統は、パラフィンに
埋め込まれていてもよい。
【０１５６】
　「参照値を提供するための参照試料」なる語は、本開示と関連して、幅広く解釈される
べきである。参照試料は、実際に参照値に対応するＲＢＭ３タンパク質の量を含みうるが
、参照値よりも高い値に対応するＲＢＭ３タンパク質の量も含みうる。後者の場合、「高
い」値は、該方法を実施している人によって、例えば、「高い」値よりも低い参照値の出



(29) JP 5767116 B2 2015.8.19

10

20

30

40

50

現を評価のための上方参照（upper reference）（陽性参照）として使用されうる。免疫
組織化学の分野における当業者は、かかる評価の方法を理解する。さらに、別の例または
相補的な例として、当業者は、例えば、陰性参照として、かかる評価における「低い」値
を提供するために、低量のＲＢＭ３タンパク質を含む別の参照試料を使用してもよい。こ
のことは、方法態様と関連して上記で議論されている。
【０１５７】
　結果として、キット態様の具体例において、参照試料は、参照値に対応するＲＢＭ３タ
ンパク質の量を含みうる。例として、参照試料は、９５％以下、例えば９０％以下、例え
ば８５％以下、例えば８０％以下、例えば７５％以下、例えば７０％以下、例えば６５％
以下、例えば６０％以下、例えば５５％以下、例えば５０％以下、例えば４５％以下、例
えば４０％以下、例えば３５％以下、例えば３０％以下、例えば２５％以下、例えば２０
％以下、例えば１５％以下、例えば１０％以下、例えば５％以下、例えば２％以下、例え
ば１％以下、例えば０％の核または細胞質フラクションに対応するＲＢＭ３タンパク質の
量を含みうる。
【０１５８】
　別法では、または相補的方法では、参照試料は、中程度の核または細胞質強度またはそ
れ以下、例えば、弱い核または細胞質強度またはそれ以下、例えば、核または細胞質強度
の不存在に対応するＲＢＭ３タンパク質の量を含みうる。
【０１５９】
　フラクション値および強度値の提供は、方法態様と関連して上記で議論される。
【０１６０】
　さらに、キット態様の別の具体例または相補的な具体例において、キットは、参照値よ
りも高い値に対応するＲＢＭ３タンパク質の量を含む参照試料を含みうる。これらの具体
例において、参照試料は、例えば、７５％以上の核または細胞質フラクションおよび／ま
たは強い核または細胞質強度に対応するＲＢＭ３タンパク質の量を含みうる。
【０１６１】
　キット態様のまたさらなる別の具体例または相補的な具体例において、キットは、参照
値よりも低いか、または参照値に等しい値、例えば、核または細胞質強度の不存在および
／または＜２％、例えば０％の核または細胞質フラクションに対応するＲＢＭ３タンパク
質の量を含む参照試料を含みうる。
【０１６２】
　かくして、キットは、予め決定された参照値に対応するＲＢＭ３タンパク質の量を含む
参照試料、予め決定された参照値よりも高い値に対応するＲＢＭ３タンパク質の量を含む
参照試料、および／または予め決定された参照値よりも低いか、または等しい値に対応す
るＲＢＭ３タンパク質の量を含む参照試料を含みうる。
【０１６３】
　結果として、キットの具体例は、予め決定された参照値よりも高いＲＢＭ３タンパク質
の量を含む第１の参照試料、および予め決定された参照値よりも低いか、または等しい値
に対応するＲＢＭ３タンパク質の量を含む第２の参照試料を含みうる。
【０１６４】
　キット態様の具体例において、参照試料は、組織試料、例えば、視覚的評価または顕微
鏡評価に適応させた組織試料であってもよい。例として、組織参照試料は、パラフィンま
たは緩衝化ホルマリン中で固定化されていてもよく、および／または顕微鏡ガラススライ
ド上に載せる切片（例えば、μｍという薄さの切片）に組織加工（histo-process）され
ていてもよい。組織参照試料は、さらに、ＲＢＭ３タンパク質に対するアフィニティーリ
ガンド、例えば、抗体での染色に適応させていてもよい。
【０１６５】
　結果として、キット態様の具体例において、参照試料は、いずれかの関連する参照値、
例えば、上記の参照値のいずれか１つを直接または間接的に提供するように適応させてい
てもよい。
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【０１６６】
　キット態様の参照試料のさらなる具体例は、方法態様の参照値および参照試料と関連し
て上記で議論されている。
【０１６７】
　上記の知見にしたがって、発明者らは、ＲＢＭ３タンパク質およびそのフラグメントの
ためのいくつかの用途を認識する。
【０１６８】
　かくして、本開示の第五の態様として、５０アミノ酸以下からなり、かつ、配列番号４
～１９から選択される配列を含むＲＢＭ３タンパク質フラグメントが提供される。
【０１６９】
　第五の態様の具体例において、フラグメントは、２９アミノ酸以下からなる。
【０１７０】
　第五の態様のさらなる具体例において、フラグメントは、２０アミノ酸以下、例えば、
１５アミノ酸以下からなり、かつ、配列番号６～１９から選択される配列を含む。
【０１７１】
　かかるフラグメントの可能な用途を下記する。
【０１７２】
　本開示の第六の態様の第１の構造として、癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療
の治療予測マーカーとしてのＲＢＭ３タンパク質、そのフラグメントまたはＲＢＭ３ｍＲ
ＮＡ分子の使用が提供される。
【０１７３】
　第１の構造の使用は、例えば、予め得られた試料において、全体的にイン・ビトロであ
ってもよい。
【０１７４】
　本開示との関連において、「治療予測マーカー」は、その存在が治療に対する応答レベ
ルを示す何らかの物質をいう。かくして、該マーカーは、バイオマーカー、例えば、ヒト
タンパク質であってもよい。治療予測マーカーの存在、またはその相対的に高いレベルは
、該治療に対する相対的に高い応答を示すが、一方、治療予測マーカーの不存在、または
その相対的に低いレベルは、該治療に対する相対的に低い応答を示す。ここに、「相対的
に高い応答」は、「相対的に低い応答」と比べて高い。
【０１７５】
　第六の態様の第２の構造として、癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療のための
治療予測剤の製造、選択または精製のための、ＲＢＭ３タンパク質またはその抗原的に活
性なフラグメントの使用が提供される。
【０１７６】
　該選択および精製はイン・ビトロであってもよく、一方、該製造はイン・ビボであって
もよい。
【０１７７】
　「抗原的に活性なフラグメント」は、該フラグメントとの選択的相互作用が可能なアフ
ィニティーリガンドを生成することができるために十分な大きさのフラグメントをいう。
【０１７８】
　本開示との関連において、「治療予測剤」は、治療予測の確立において価値のある少な
くとも１つの特性を有する剤をいう。例えば、治療予測剤は、治療予測マーカーとの選択
的相互作用が可能であってもよい。
【０１７９】
　治療予測剤は、ＲＢＭ３タンパク質またはその抗原的に活性なフラグメントとの選択的
相互作用が可能なアフィニティーリガンドであってもよい。かかるアフィニティーリガン
ドの例は、方法態様に関連して上記で議論されている。
【０１８０】
　本開示の教示によって導かれる場合、当業者は、治療予測剤の製造、選択または精製に
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おいて、どのようにＲＢＭ３タンパク質またはフラグメントを使用するのかを理解する。
例えば、該使用は、ＲＢＭ３タンパク質またはそのフラグメントが固定化されている固体
支持体上でのアフィニティー精製を含みうる。該固体支持体は、例えば、カラム中に配置
されていてもよい。さらに、該使用は、ＲＢＭ３タンパク質またはそのフラグメントが固
定化された固体支持体を用いる、ＲＢＭ３タンパク質またはそのフラグメントに対する特
異性を有するアフィニティーリガンドの選択を含みうる。かかる固体支持体は、ウェルプ
レート（例えば、９６ウェルプレート）、磁気ビーズ、アガロースビーズまたはセファロ
ースビーズであってもよい。さらに、該使用は、可溶性マトリックス（例えば、デキスト
ランマトリックスを用いる）上でのアフィニティーリガンドの分析、または表面プラズモ
ン共鳴装置、例えば、ＢｉａｃｏｒｅＴＭ（登録商標）装置における使用（ここに、該分
析は、例えば、固定化されたＲＢＭ３タンパク質またはそのフラグメントに対するいくつ
かの可能性のあるアフィニティーリガンドのアフィニティーをモニターすることを含みう
る）を含みうる。
【０１８１】
　また、治療予測剤の製造のために、ＲＢＭ３タンパク質またはその抗原的に活性なフラ
グメントは、動物、例えば、ウサギまたはマウスの免疫化に使用してもよい。
【０１８２】
　かかる使用は、
　ｉ）ＲＢＭ３タンパク質またはその抗原的に活性なフラグメントを抗原として用いて、
動物を免疫化し、
　ｉｉ）免疫化された動物から、治療予測剤を含む血清を得、および所望により、
　ｉｉｉ）該血清から、治療予測剤を単離する
工程を含む方法に関与しうる。
【０１８３】
　別法では、第１の工程後の工程は、
　ｉｉ’）免疫化された動物から細胞を得（該細胞は、治療予測剤をコードしているＤＮ
Ａを含む）、
　ｉｉｉ’）該細胞をメラノーマ細胞と融合させて、少なくとも１つのクローンを得、お
よび
　ｉＶ’）該クローンによって発現される治療予測剤を得ること
であってもよい。
【０１８４】
　第六の態様の具体例において、ＲＢＭ３タンパク質のアミノ酸配列は、
　ｉ）配列番号１、および
　ｉｉ）配列番号１と少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含みうる。
【０１８５】
　いくつかの具体例において、配列ｉｉ）は、配列番号１と少なくとも９０％同一、少な
くとも９１％同一、少なくとも９２％同一、少なくとも９３％同一、少なくとも９４％同
一、少なくとも９５％同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なくとも
９８％同一、少なくとも９９％同一である。
【０１８６】
　さらに、第六の態様の具体例において、ＲＢＭ３タンパク質のアミノ酸配列は、
　ｉ）配列番号２、および
　ｉｉ）配列番号２と少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含みうるか、または該配列からなりうる。
【０１８７】
　いくつかの具体例において、配列ｉｉ）は、配列番号２と少なくとも９０％同一、少な
くとも９１％同一、少なくとも９２％同一、少なくとも９３％同一、少なくとも９４％同
一、少なくとも９５％同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なくとも
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９８％同一、少なくとも９９％同一である。
【０１８８】
　第六の態様の抗原的に活性なフラグメントは、例えば、第五の態様のフラグメントのい
ずれか１つであってもよい。
【０１８９】
　本開示の第七の態様として、ＲＢＭ３タンパク質と選択的相互作用が可能なアフィニテ
ィーリガンドが提供される。
【０１９０】
　かかるアフィニティーリガンドの種々の具体例は、方法態様と関連して上記で議論され
ている。
【０１９１】
　本開示の第八の態様として、癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療のための治療
予測剤としての、第七の態様にしたがうアフィニティーリガンドの使用が提供される。
【０１９２】
　同様に、癌を有する哺乳動物対象に白金に基づく治療を施すべきか否かを示すための、
ＲＢＭ３タンパク質との選択的相互作用が可能なアフィニティーリガンドの使用が提供さ
れる。
【０１９３】
　ここに、「白金に基づく治療を施すべき」は、治療の利益が治療の不利益を補う場合を
いう。治療の利益とは、治療を受けない場合よりも、治療を受けた場合に、生存または回
復の確率が高いことをいう。治療の不利益とは、欠点、例えば、副作用、疼痛または他の
不都合および費用をいう。
【０１９４】
　かかる使用は、例えば、イン・ビトロで行ってもよく、例えば、対象から事前に得られ
た試料の少なくとも一部におけるＲＢＭ３タンパク質の量の決定を含みうる。
【０１９５】
　同等の方法において、癌を有する哺乳動物対象の白金に基づく治療のための治療予測剤
の製造における、ＲＢＭ３タンパク質との選択的相互作用が可能なアフィニティーリガン
ドの使用が提供される。
【０１９６】
　本開示において、白金に基づく治療は、特に、高ＲＢＭ３タンパク質または高ＲＢＭ３
ｍＲＮＡの対象に有益であることが示される。高ＲＢＭ３タンパク質または高ＲＢＭ３ｍ
ＲＮＡの癌対象は、白金に基づく治療との関連で、予め認識されていないサブグループで
ある。
【０１９７】
　かくして、本開示の第九の態様として、癌を有する哺乳動物対象の治療において使用す
るための白金に基づく治療剤であって、ここに、該対象が高ＲＢＭ３タンパク質または高
ＲＢＭ３ｍＲＮＡである、治療剤が提供される。
【０１９８】
　本開示の第十の態様として、癌を有する哺乳動物対象の治療のための医薬の製造におけ
る白金に基づく治療剤の使用であって、ここに、該対象が高ＲＢＭ３タンパク質または高
ＲＢＭ３ｍＲＮＡである、使用が提供される。
【０１９９】
　対象由来のいずれかのＲＢＭ３タンパク質またはｍＲＮＡパラメーターが白金に基づく
治療に対して相対的に高い応答を示す場合、該対象は、「高ＲＢＭ３タンパク質」または
「高ＲＢＭ３ｍＲＮＡ」である。例えば、対象由来の関連する生物学的試料が、関連する
参照値よりも高い試料値に対応するＲＢＭ３タンパク質またはＲＢＭ３ｍＲＮＡの量を含
有することが見出された場合、該対象は、高ＲＢＭ３タンパク質または高ＲＢＭ３ｍＲＮ
Ａのであると考えられうる。関連する試料および参照値は、方法態様に関連して上記で議
論されている。かくして、例えば、関連する試料、例えば、腫瘍由来の組織試料が該試料
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の関連する部分、例えば腫瘍細胞において検出可能なＲＢＭ３タンパク質発現を示す場合
、該癌対象は、ＲＢＭ３タンパク質陽性とみなされうる。さらに、例えば、かかる試料が
、不存在よりも高い細胞質または核強度あるいは１％よりも高い細胞質または核フラクシ
ョンに対応するＲＢＭ３タンパク質の量を含有する場合、該癌対象は、高ＲＢＭ３タンパ
ク質とみなされうる。本開示から、当業者、例えば、病理学者は、対象が高ＲＢＭ３タン
パク質であるか否か、対象が高ＲＢＭ３ｍＲＮＡであるか否かを決定する方法を理解する
。
【０２００】
　第九および第十の態様の種々の具体例は、特に癌の型および白金に基づく治療剤の型に
関して、方法態様に関連して上記で議論されている。
【０２０１】
　一般に、発明者らは、本開示との関連において、ＲＢＭ３タンパク質発現がＲＢＭ３ｍ
ＲＮＡ発現よりも関連していると考える。
【実施例】
【０２０２】
　単一特異的ポリクローナル抗体
　１．抗原の生成
　ａ）材料および方法
　ＥｎｓＥＭＢＬ Ｇｎｅｎｅ ＩＤ ＥＮＳＧ０００００１０２３１７によってコードさ
れる標的タンパク質の適当なフラグメントは、ヒトゲノム配列を鋳型として用いるバイオ
インフォマティックツールを用いて選択された（Lindskog Mら(2005) Biotechniques 38:
 723-727, EnsEMBL, www.ensembl.org.）。該フラグメントは、ＲＢＭ３タンパク質（配
列番号２；ＥｎｓＥＭＢＬエントリー番号ＥＮＳＰ０００００３６５９４６）のアミノ酸
１８～１５１（配列番号１）に対応する１３４アミノ酸長フラグメントの製造のための鋳
型として使用した。
【０２０３】
　ＥｎｓＥＭＢＬエントリー番号ＥＮＳＰ０００００３７６７５５（配列番号３）のヌク
レオチド２８１～６８２を含有するＲＢＭ３遺伝子転写産物のフラグメントは、Ｐｌａｔ
ｉｎｕｍＲ（登録商標）Ｔａｑ（Invitrogen）および鋳型としてヒト全ＲＮＡプールパネ
ル（Human Total RNA, BD Biosciences Clontech）を用いて、ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔＴ

ＭワンステップＲＴ－ＰＣＲ増幅キットによって単離された。発現ベクター中でフレーム
内クローニングを可能にするためのＰＣＲ増幅プライマー（フォーワードプライマー：GA
CGAGCAGGCACTGGAAG（配列番号２０）、リバースプライマー：GTAATTTCCTCCTGAGTAGC（配
列番号２１））によって、フランキングな制限部位ＮｏｔＩおよびＡｓｃＩを該フラグメ
ント中に導入した。次いで、下流プライマーをビオチン化して、以前に記載されたように
、固相クローニングを可能にし、得られたビオチン化ＰＣＲ産物をＤｙｎａｂｅａｄｓ 
Ｍ２８０ ストレプトアビジン（Dynal Biotech）上に固定化した（Larsson Mら(2000) J.
 Biotechnol. 80: 143-157）。ＮｏｔＩ－ＡｓｃＩ消化（New England Biolabs）によっ
て、該フラグメントを固体支持体から遊離し、ｐＡｆｆ８ｃベクター（Larsson Mら、上
掲）中に、固定化された金属イオンクロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）精製のためのへキサ
ヒスチジルタグおよび連鎖球菌タンパク質Ｇ由来の免疫強化アルブミン結合タンパク質（
ＡＢＰ）からなるデュアルアフィニティータグを用いてフレーム内でライゲートし（Sjoe
lander Aら(1997) J. Immunol. Methods 21: 115-123; Stahl Sら(1999) Encyclopedia o
f Bioprocess Technology: Fermentation, Biocatalysis and Bioseparation (Fleckinge
r MCおよびDrew SW編）John Wiley and Sons Inc., New York, pp 49-63）、イー・コリ
ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞（Novagen）中に形質転換した。該クローンの配列は、Ｔｅｍｐ
ｌｉＰｈｉ ＤＮＡ配列決定増幅キット（GE Healthcare, Uppsala, Sweden）を製造者の
奨励にしたがって用いて増幅されたプラスミドＤＮＡの染料－ターミネーターサイクル配
列決定によって証明した。
【０２０４】
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　発現ベクターを有するＢＬ２１（ＤＥ３）細胞は、５ｇ／ｌの酵母抽出物（Merck KGaA
）および５０ｍｇ／ｌのカナマイシン（Sigma-Aldrich）で補足された３０ｇ／ｌのトリ
プシンダイズブロス（tryptic soy broth）（Merck KGaA）１００ｍｌ中に、同じ培養培
地中の一晩培養液１ｍｌを添加することによって接種した。該細胞培養は、６００ｎｍの
光学密度が０．５－１．５に達するまで、１リットルの振盪フラスコ中、３７℃および１
５０ｒｐｍでインキュベートした。次いで、イソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトピラノ
シド（Apollo Scientific）を最終濃度１ｍＭまで添加することによって、タンパク質発
現を誘導し、インキュベーションを２５℃および１５０ｒｐｍにて一晩続けた。２４００
ｇでの遠心分離によって該細胞を回収し、ペレットを５ｍｌ溶解バッファー（７Ｍ塩酸グ
アニジン、４７ｍＭ Ｎａ２ＨＰＯ４、２．６５ｍＭ ＮａＨ２ＰＯ４、１０ｍＭ Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ、１００ｍＭ ＮａＣｌ、２０ｍＭ β－メルカプトエタノール、ｐＨ＝８）中
に再懸濁し、３７℃および１５０ｒｐｍにて２時間インキュベートした。３５３００ｇで
遠心分離後、変性し、可溶化したタンパク質を含有する上清を収集した。
【０２０５】
　Ｈｉｓ６－タグ付加した融合タンパク質を、ＡＳＰＥＣ ＸＬ４ＴＭ（商標）（Gilson
）上の自動タンパク質精製手法（Steenら、(2006) Protein Expr. Purif. 46: 173-178）
を用いて、１ｍｌ ＴａｌｏｎＲ（登録商標）金属（Ｃｏ２＋）アフィニティー樹脂（BD 
Biosciences Clontech）を有するカラム上の固定化金属イオンアフィニティークロマトグ
ラフィー（ＩＭＡＣ）によって精製した。該樹脂を２０ｍｌの変性洗浄バッファー（６Ｍ
塩酸グアニジン、４６．６ｍＭ Ｎａ２ＨＰＯ４、３．４ｍＭ ＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍ
Ｍ ＮａＣｌ、ｐＨ８．０－８．２）で平衡化した。次いで、浄化した細胞溶解物をカラ
ムに加えた。その後、樹脂を最少３１．５ｍｌの洗浄バッファーで洗浄した後、２．５ｍ
ｌの溶出バッファー（６Ｍ尿素、５０ｍＭ ＮａＨ２ＰＯ４、１００ｍＭ ＮａＣｌ、３０
ｍＭ酢酸、７０ｍＭ 酢酸Ｎａ、ｐＨ５．０）中で溶出した。溶出した材料を５００、７
００および１３００μｌの３つのプールに分画した。抗原を含有する７００μｌフラクシ
ョン、ならびにプールした５００および１３００μｌフラクションをさらなる使用のため
に保管した。
【０２０６】
　抗原フラクションを最終濃度１Ｍ尿素まで、リン酸緩衝化セーライン（ＰＢＳ；１．９
ｍＭ ＮａＨ２ＰＯ４、８．１ｍＭ Ｎａ２ＨＰＯ４、１５４ｍＭ ＮａＣｌ）で希釈し、
次いで、濃縮工程により、７５００Ｄａの分子量カットオフを有するＶｉｖａｐｏｒｅ１
０／２０ｍｌ濃縮器（Vivascience AG）を用いて、タンパク質濃度を増加させた。タンパ
ク質濃度は、ウシ血清アルブミン標準を用いるビシンコニン酸（ＢＣＡ）マイクロアッセ
イプロトコール（Pierce）を用いて、製造者の奨励にしたがって決定された。タンパク質
の質は、Ｐｒｏｔｅｉｎ５０または２００アッセイを用いるバイオアナライザー（Bioana
lyzer）装置（Agilent Technologies）上で分析された。
【０２０７】
　ｂ）結果
　ＲＢＭ３の全長転写産物（配列番号３）のヌクレオチド２８１－６８２に対応する遺伝
子フラグメントは、特異的プライマーを用いて、ヒトＲＮＡプールからＲＴ－ＰＣＲによ
って首尾良く単離された。該フラグメントは、標的タンパク質ＲＢＭ３（配列番号２）の
アミノ酸１８～１５１をコードする。膜貫通領域およびシグナルペプチドは成熟タンパク
質では切断されているので、該標的タンパク質（配列番号２）の該１３４アミノ酸フラグ
メント（配列番号１）は、イー・コリでの有効な発現を確実にするために膜貫通領域を欠
き、かつ、いずれかのシグナルペプチドを欠くように設計された。さらに、該タンパク質
フラグメントは、他のヒトタンパク質に対して低い相同性を有する独特の配列からなるよ
うに、生じたアフィニティー試薬の交差反応性を最小限にするように、かつ、立体構造エ
ピトープの形成を可能にし、かつ、いまだ細菌系における効率の良いクローニングおよび
発現を可能にするのに適当なサイズであるように設計された。
【０２０８】
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　正確なアミノ酸配列をコードしているクローンを同定し、イー・コリにおける発現にお
いて、正しいサイズの単一タンパク質を産生し、次いで、固定化金属イオンクロマトグラ
フィーを用いて精製した。溶出した試料を１Ｍ尿素の最終濃度に希釈し、試料を１ｍｌに
濃縮後、タンパク質フラグメントの濃度が１０．４ｍｇ／ｍｌであることが決定され、純
度分析によると、９６．０％純度であった。
【０２０９】
　２．抗体の生成
　ａ）材料および方法
　上記で得られた精製したＲＢＭ３フラグメントを抗原として用いて、ナショナルガイド
ライン（スウェーデン許可番号第Ａ８４－０２号）にしたがって、ウサギを免疫化した。
一次免疫として、フロイントの完全アジュバント中２００μｇの抗原で該ウサギを筋内に
免疫化し、４週間隔で３回、フロイントの不完全アジュバント中１００μｇの抗原で追加
免疫した。
【０２１０】
　免疫化した動物由来の抗血清を３工程のイムノアフィニティーに基づくプロトコール（
Agaton Cら(2004) J. Chromatogr. A 1043: 33-40; Nilsson Pら(2005) Proteomics 5: 4
327-4337）によって精製した。第１工程において、７ｍｌの全抗血清を１０ｘＰＢＳを用
いて、最終濃度１ｘＰＢＳ（１．９ｍＭ ＮａＨ２ＰＯ４、８．１ｍＭ Ｎａ２ＨＰＯ４、
１５４ｍＭ ＮａＣｌ）に緩衝化し、０．４５μｍ孔サイズフィルター（AcrodiscR, Life
 Science）を用いてろ過し、ｐＡｆｆ８ｃベクターから発現され、抗原タンパク質フラグ
メントに関する上記と同じように精製されたデュアルアフィニティータグタンパク質Ｈｉ
ｓ６－ＡＢＰ（ヘキサヒスチジルタグおよびアルブミン結合タンパク質タグ）に結合した
５ｍｌ Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド活性化セファロースＴＭ４ファーストフロー（Fas
t Flow）（GE Healthcare）を含有するアフィニティーカラムにアプライした。第２工程
において、デュアルアフィニティータグＨｉｓ６－ＡＢＰに対する抗体が涸渇した流出液
（flow-through）を流速０．５ｍｌ／分にて、免疫化のための抗原として使用されたＲＢ
Ｍ３タンパク質フラグメント（配列番号１）と結合した１ｍｌのＨｉ－Ｔｒａｐ ＮＨＳ
－活性化ＨＰカラム（GE Healthcare）上に負荷した。Ｈｉｓ６－ＡＢＰタンパク質およ
び該タンパク質フラグメント抗原を、製造者の奨励にしたがって、ＮＨＳ活性化マトリッ
クスに結合させた。非結合材料を１ｘＰＢＳＴ（１ｘＰＢＳ、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０、
ｐＨ７．２５）で洗浄し、捕獲された抗体を低ｐＨグリシンバッファー（０．２Ｍグリシ
ン、１ｍＭ ＥＧＴＡ、ｐＨ２．５）を用いて溶出した。溶出した抗体フラクションを自
動的に収集し、第３工程における効率の良いバッファー交換のために、直列に連結された
２つの５ｍｌ ＨｉＴｒａｐＴＭ脱塩カラム（GE Healthcare）上に負荷した。第２および
第３の精製工程は、ＡＫＴＡｘｐｒｅｓｓＴＭプラットフォーム（GE Healthcare）上で
実施した。抗原選択的（単一特異的）抗体（ｍｓＡｂｓ）を、－２０℃での長期保存のた
めに、グリセロールおよびＮａＮ３で補足したＰＢＳバッファーで溶出し、各々、最終濃
度４０％および０．０２％とした（Nilsson Pら(2005) Proteomics 5: 4327-4337）。
【０２１１】
　アフィニティー精製抗体フラクションの特異性および選択性は、タンパク質アレイセッ
トアップにおいて（Nilsson Pら、(2005) Proteomics 5: 4327-4337）、抗原自体に対す
る結合分析および９４個の他のヒトタンパク質フラグメントに対する結合分析によって分
析された。タンパク質フラグメントは、０．１Ｍ尿素および１ｘＰＢＳ（ｐＨ７．４）中
４０μｇ／ｍｌに希釈され、各５０μｌを９６ウェルスポッティングプレートのウェルに
移した。タンパク質フラグメントは、２連でスポットし、ピン・アンド・リング（pin-an
d-ring）アレイヤー（Affymetrix 427）を用いて、エポキシスライド（SuperEpoxy, Tele
Chem）上に固定化した。該スライドを１ｘＰＢＳ中で洗浄し（５分）、次いで、表面を３
０分間ブロックした（ＳｕｐｅｒＢｌｏｃｋＲ，Pierce）。接着性１６－ウェルシリコン
マスク（Schleicher & Schuell）を該ガラスにアプライした後、単一特異性抗体を添加し
（約５０ｎｇ／ｍｌまで、１ｘＰＢＳＴ中で１：２０００希釈した）、振盪機上で６０分
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間インキュベートした。各スポット中のタンパク質の量を定量化するために、アフィニテ
ィータグ特異的ＩｇＹ抗体を該単一特異性抗体と共にインキュベートした。該スライドを
１ｘＰＢＳＴおよび１ｘＰＢＳで２回、各１０分洗浄した。二次抗体（Ａｌｅｘａ６４７
とコンジュゲートしたヤギ抗－ウサギ抗体およびＡｌｅｘａ５５５とコンジュゲートした
ヤギ抗－ニワトリ抗体、Molecular Probes）を１：６００００希釈して、１ｘＰＢＳＴ中
３０ｎｇ／ｍｌとし、６０分間インキュベートした。同様の洗浄手順の後、第１のインキ
ュベーションに関して、スライドを脱水し、スキャンし（G2565BAアレイイスキャナー、A
gilent）、その後、画像分析ソフトウェア（GenePix5.1, Axon Instruments）を用いて画
像を定量化した。
【０２１２】
　さらに、アフィニティー精製抗体の特異性および選択性は、ウェスタンブロットによっ
て分析された。ウェスタンブロットは、還元条件下、プレキャスト１０－２０％ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ勾配ゲル（Bio-Rad Laboratories）上での選択されたヒト細胞系統由来の全タン
パク質抽出物の分離、次いで、ＰＶＤＦ膜（Bio-Rad Laboratories）への電気的移動によ
って、製造者の奨励にしたがって行われた。該膜は、室温にて１時間ブロックされ（５％
ドライミルク、１ｘＴＢＳＴ；０．１Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、０．５Ｍ ＮａＣｌ、０．１
％Ｔｗｅｅｎ２０）、一次アフィニティー精製抗体（ブロッキングバッファー中で１：５
００希釈）と共にインキュベートし、ＴＢＳＴ中で洗浄した。二次ＨＲＰ－コンジュゲー
ト抗体（ブタ抗－ウサギ免疫グロブリン／ＨＲＰ、DakoCytomation）をブロッキングバッ
ファー中で１：３０００希釈し、ＣｈｅｍｉｄｏｃＴＭＣＣＤカメラ（Bio-Rad Laborato
ries）およびＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＲＷｅｓｔ Ｄｕｒａ Ｅｘｔｅｎｄｅｄ Ｄｕｒａ
ｔｉｏｎ基質（Pierce）を用いて、製造者のプロトコールにしたがって、化学発光検出を
行った。
【０２１３】
　ｂ）結果
　ポリクローナル抗体調製の質は、抗体精製におけるストリンジェンシーの度合いに依存
することが証明されており、以前に、標的タンパク質に由来しないエピトープに対する抗
体の涸渇が他のタンパク質に対する交差反応性およびバックグラウンド結合を回避するた
めに必要であることが示された（Agaton Cら(2004) J. Chromatogr. A 1043: 33-40）。
かくして、高い特異性の単一特異性ポリクローナル抗体が、Ｈｉｓ６－タグに対する抗体
ならびにＡＢＰ－タグに対する抗体の涸渇によって生じることを保証するために、タンパ
ク質マイクロアレイ分析を行った。
【０２１４】
　タンパク質アレイの各スポットにおけるタンパク質量の定量化のために、一次および二
次抗体の組合せと共に、２色染料標識システムを用いた。雌鳥において産生したタグ特異
的ＩｇＹ抗体を、Ａｌｅｘａ５５５蛍光染料で標識した二次ヤギ抗－雌鳥抗体で検出した
。アレイ上でのウサギｍｓＡｂのその抗原に対する特異的結合は、蛍光Ａｌｅｘａ６４７
標識化ヤギ抗－ウサギ抗体で検出した。各タンパク質フラグメントは２連でスポットした
。該タンパク質アレイ分析は、ＲＢＭ３に対するアフィニティー精製した単一特異性抗体
が正しいタンパク質フラグメントに対して大いに選択的であり、アレイ上で分析される他
のタンパク質フラグメントの全てに対して非常に低いバックグラウンドを有することを示
す。
【０２１５】
　ウェスタンブロット分析の結果は、２つの乳癌細胞系統、Ｔ４７ＤおよびＭＣＦ－７に
おいて、該抗体が約１６ｋＤａの単一バンドを特異的に検出することを示す。ＲＢＭ３の
理論的分子量は、１６ｋＤａであり（ＲＢＭ３アミノ酸配列番号２から算出した場合）、
得られた結果とよく一致する。
【０２１６】
　モノクローナル抗体
　３．モノクローナル抗体の生成
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　ａ）材料および方法
　セクション１で得られた精製フラグメント（配列番号１）をモノクローナル抗体の産生
のための抗原として用いた。抗原は、ＡｂＳｅａ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｌｔｄ（
中国、北京）に送られ、簡単に言うと、該抗原をＢＡＬＢ／ｃマウス（４－６週齢、雌）
中に３週間隔で皮下注射した。第１の注射のために、該抗原をフロイントの完全アジュバ
ントと混合し、続く注射のために、フロイントの不完全アジュバントと混合した。融合の
３日前、最後に抗原をマウスに静脈内注射した。マウス脾臓細胞をＳｐ２／０ミエローマ
細胞系統と融合することによって、ハイブリドーマを生成した。ＥＬＩＳＡを用いていく
つかの細胞系統をスクリーニングすることにより、該抗原（配列番号１）に特異的な抗体
を分泌する細胞を同定し、さらなる特徴付けのために、Ａｔｌａｓ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ ＡＢに送った。ＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロット（ＷＢ）および免疫組織化学（ＩＨ
Ｃ）において陽性の結果を示した細胞系統を選択し、ＡｂＳｅａ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ Ｌｔｄによってサブクローニングを行った。
【０２１７】
　さらに、該モノクローナル抗体の免疫組織化学的染色パターンを、セクション２で生成
したポリクローナル抗－ＲＢＭ３抗体のパターンと比較した。該ポリクローナル抗体は、
本明細書において、時折、「抗－ＲＢＭ３」と称する。
【０２１８】
　ｂ）結果
　細胞系統をＥＬＩＳＡによってスクリーンして（ＡｂＳｅａにて）、抗原（配列番号１
）を認識するが、アフィニティータグＨｉｓ－ＡＢＰを認識しないモノクローナル抗体（
ｍＡｂｓ）を産生する系統を同定した。８個の細胞系統がＥＬＩＳＡにおいて、抗原配列
番号１に対する特異的結合を示し、さらなる試験のために選択された。選択された８個の
クローンの各々について、１５０－３００μｌ上清を収集し、アジドを加え、該上清を氷
上で、Ａｔｌａｓ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ＡＢに送った。ＡｂＳｅａの指示にしたがって
、到着まで該上清を＋４℃で保管した。細胞系統のさらなる試験は、３つの興味深い細胞
系統、ウェスタンブロットおよびＩＨＣ分析において陽性結果を示したクローン１Ｂ５、
６Ｆ１１および７Ｇ３の同定をもたらした。これらのクローンは、ＡｂＳｅａ Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｌｔｄ．によって実施されるサブクローニングおよび拡大のために
選択された。
【０２１９】
　エピトープマッピング
　４．細菌性ディスプレーＩを用いるエピトープマッピング
　配列番号１に対応するＲＢＭ３ ＤＮＡ（すなわち、ＥＮＳＰ０００００３６５９４６
のアミノ酸１８－１５１またはＥＮＳＴ０００００３７６７５５の塩基対２６１－６８２
）を鋳型としてベクターｐＡｆｆ８ｃを用いるＰＣＲによって増幅した。増幅したＤＮＡ
を超音波処理によって、種々の長さ（約５０－１５０ｂｐ）に断片化し、次いで、ブドウ
状球菌性ディスプレーベクター（ｐＳＣＥＭ２）中にライゲートし、エス・カルノサス（
Ｓ．Ｃａｒｎｏｓｕｓ）中に形質転換して、約１０００００個の形質転換体を得た。フレ
ーム内ＤＮＡフラグメントは、ブドウ状球菌の表面にペプチドとして展示された。抗体（
上記セクション２で得られた配列番号１に対して選択的）および蛍光標識した二次試薬と
共にインキュベーション後、フローサイトメトリーを用いて陽性および陰性細胞を別々に
分類して、エピトープおよび非エピトープ提示細胞を単離した。単離した細胞をパイロシ
ークエンシングによって配列決定し、エピトープの同定のために、配列を最終的にＲＢＭ
３抗原に対してアラインした。
【０２２０】
　表面発現レベルのリアルタイムモニタリングを用いる二重標識法を用いた（Loefblom, 
J ら(2005) FEMS Microbiol Lett 248, 189-198）。発現レベルを用いて結合シグナルの
標準化が可能となり、低い細胞間変動が提供され、種々のエピトープ集団の識別が可能と
なった。さらに、平行したアッセイにより、表面上に展示された非結合ペプチドを決定す
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ることも可能となった。
【０２２１】
　配列番号１内の２つのエピトープ領域、配列番号４（ＲＧＦＧＦＩＴＦＴＮＰＥＨＡＳ
ＶＡＭＲＡＭＮＧＥＳＬＤＧＲ）および配列番号５（ＲＳＹＳＲＧＧＧＤＱＧＹＧＳＧＲ
ＹＹＤＳＲＰＧＧ）が同定された。
【０２２２】
　５．Ｌｕｍｉｎｅｘを用いるエピトープマッピング
　ａ）合成ペプチド調製
　ＲＢＭ３上のＰｒＥＳＴ ＨＰＲＲ２３２６３１（配列番号１）に対応する２５個のビ
オチン化ペプチドからなるＰＥＰスクリーンライブラリーをＳｉｇｍａ－Ｇｅｎｏｓｙｓ
（Sigma-Aldrich）によって合成した。該ペプチドは、全ＰｒＥＳＴ－配列を含むと共に
、１０アミノ酸オーバーラップを有する１５アミノ酸長であった。該ペプチドを８０％Ｄ
ＭＳＯ中、最終濃度１０ｍｇ／ｍｌに溶解させた。
【０２２３】
　ｂ）ビーズカップリング
　ニュートラアビジン（Neutravidin）（Pierce, Rockford, IL）をカルボキシル化ビー
ズ（ＣＯＯＨミクロスフェア、Luminex-Corp. Austin, TX）上に、製造者のプロトコール
にしたがって固定化した。フィルター膜底ミクロタイタープレート（MultiScreen-HTS, M
illipore, Billerica, MA）を用いて、以前に記載されていたように（Larssonら(2009) J
 Immunol Methods 15; 34(1-2): 20-32, Schwenkら(2007) Mol Cell Proteomics 6(1) 12
5:32）、１０６ビーズのカップリングを行った。異なる色彩コードＩＤを有する２５個の
別個のビーズ群を、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノ－プロピル）カルボジイミド
およびＮ－ヒドロキシスクシンイミドを用いて活性化した。ニュートラアビジン（ＭＥＳ
中１００μｇ／ｍｌ）をビーズに加え、振盪機上で１２０分間インキュベートした。最後
に、ビーズを洗浄し、再懸濁し、ＮａＮ３で補足したタンパク質含有バッファー（ＢＲＥ
、ＥＬＩＳＡのブロッキング試薬、Roche, Basel, Switzerland）中、４℃で保管するた
めに、ミクロ遠心チューブに移した。全てのカップリングしたビーズ集団を超音波洗浄器
（Branson Ultrasonic Corporation, Danbury, CT）中で５分間超音波処理した。該ビオ
チン化ペプチドをＢＲＥ中で２０μＭの濃度まで希釈し、各ペプチド１００μｌをカップ
リング反応に用い、該反応は、ＲＴにて振盪しながら６０分間行った。最後に、ビーズを
３ｘ１００μｌのＢＲＥバッファーで洗浄し、さらなる使用まで４℃で保管した。
【０２２４】
　ｃ）結合特異性の決定
　全２５種類のビーズＩＤを含有するビーズ混合物を調製し、ＰＢＳ中５０ｎｇ／ｍｌに
希釈した各抗体４５μｌを５μｌのビーズ混合物と混合し、ＲＴにて６０分間インキュベ
ートした。フィルター底マイクロタイタープレート（Millipore）を洗浄に用い、各イン
キュベーション後、全てのウェルを３ｘ１００μｌのＰＢＳＴで洗浄した。５０μｌのＲ
－フィコエリトリン標識抗－ウサギＩｇＧ抗体（０．５μｇ／ｍｌ、Jackson ImmunoRese
arch）または５０μｌのＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ５５５ヤギ抗－マウスＩｇＧを添加し（
０．４μｇ／ｍｌ）、ＲＴにて６０分間最終インキュベートした。
【０２２５】
　測定は、Ｌｕｍｉｎｅｘ ｘＰＯＮＥＮＴソフトウェアを有するＬｕｍｉｎｅｘ ＬＸ２
００装置を用いて実施した。各実験のために、１つのビーズＩＤ当たり５０事象をカウン
トし、中央蛍光強度（ＭＦＩ）を個々のビーズ集団に結合する抗体の測定値として用いた
。
【０２２６】
　ｄ）結果
　単一特異性ポリクローナル抗体（抗－ＲＢＭ３）およびモノクローナル抗体６Ｆ１１の
特異性は、合成ビオチン化ペプチドと結合したビーズを用いるアッセイにおいて試験され
た。抗－ＲＢＭ３は、該ペプチドのうち８個、すなわち、６、７、８、１４、１５、１６
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、２４および２５（ＰｒＥＳＴ配列上の３つの明確な領域に対応する）（コンセンサス配
列　配列番号６、７、８および９）に対して強い結合を示した。特に、配列番号９に対応
するペプチド２４および２５は、強力なシグナルを生じた。モノクローナル抗体６Ｆ１１
は、２つのペプチド：１５および１６（ＰｒＥＳＴ配列上の１つの明確な領域に対応する
）（コンセンサス配列　配列番号８）と反応した。抗－ＲＢＭ３と６Ｆ１１の両方がペプ
チド１５および１６に結合したので、これらの抗体が該領域内に１以上のエピトープを共
有することが示される。配列番号６は配列番号４内にあり、配列番号８は有る程度まで配
列番号５とオーバーラップすることに注目すべきである。
【０２２７】
　６．細菌性ディスプレーＩＩを用いるエピトープマッピング
　配列番号１に対応するＲＢＭ３ ＤＮＡ（すなわち、ＥＮＳＰ０００００３６５９４６
のアミノ酸１８－１５１またはＥＮＳＴ０００００３７６７５５の塩基対２６１－６８２
）は、鋳型としてベクターｐＡｆｆ８ｃを用いるＰＣＲによって増幅された。増幅された
ＤＮＡは、超音波処理によって種々の長さ（約５０－１５０ｂｐ）に断片化され、次いで
、ブドウ状球菌性ディスプレーベクター（ｐＳＣＥＭ２）中にライゲートされ、エス・カ
ルノサス中に形質転換して、約１０００００個の形質転換体が得られた。フレーム内ＤＮ
Ａフラグメントは、ブドウ状球菌の表面にペプチドとして展示された。抗体（セクション
２で得られた抗－ＲＢＭ３およびセクション３で得られたモノクローナル抗体）および蛍
光標識した二次試薬と共にインキュベーション後、フローサイトメトリーを用いて陽性お
よび陰性細胞を別々に分類して、エピトープおよび非エピトープ提示細胞を単離した。単
離した細胞由来のプラスミドＤＮＡをＳａｎｇｅｒシークエンシングによって配列決定し
、エピトープの同定のために、配列をＲＢＭ３抗原に対してアラインした。
【０２２８】
　表面発現レベルのリアルタイムモニタリングを用いる二重標識法を用いた（Loefblom, 
J ら(2005) FEMS Microbiol Lett 248, 189-198）。発現レベルを用いて結合シグナルの
標準化が可能となり、低い細胞間変動が提供され、種々のエピトープ集団の識別が可能と
なった。さらに、平行したアッセイにより、表面上に展示された非結合ペプチドを決定す
ることも可能となった。
【０２２９】
　ポリクローナル抗体の場合、配列番号１内の領域 配列番号１０－１５が同定された。
特に、領域 配列番号１１および配列番号１２は、初期に同定された領域 配列番号４内に
見出されたので、興味深かった。さらに、領域 配列番号１３および１４は、各々、以前
に同定された配列番号６および７と大幅にオーバーラップしたので、特に興味深かった。
【０２３０】
　モノクローナル抗体Ｆ６１１の場合、配列番号１内の領域 配列番号１６が同定され、
該領域（配列番号１６）は、初期に同定された領域 配列番号５内にある。セクション６
において同定された６Ｆ１１のエピトープ領域は、セクション５において同定された６Ｆ
１１エピトープ領域と１アミノ酸のオーバーラップを有する。しかしながら、セクション
５および６の結果は、対照的ではなく、セクション５において６Ｆ１１と結合することが
見出されたペプチドのうちの１つ（ペプチド１６）は、配列番号１６（および配列番号１
９）を含む。かくして、セクション５および６の結果は、相補的であると考えられうる。
【０２３１】
　モノクローナル抗体１Ｂ５の場合、配列番号１内の領域 配列番号１７が同定され、該
領域（配列番号１７）は、初期に同定された領域 配列番号５内にも見出された。モノク
ローナル抗体７Ｇ３の場合、配列番号１内の領域配列番号１８が同定された。該領域（配
列番号１８）は、初期に同定された領域 配列番号５内にも見出された。該領域（配列番
号１８）は、６Ｆ１１抗体のエピトープ（配列番号１６）とオーバーラップする。モノク
ローナル抗体９Ｂ１１の場合、配列番号１内の領域 配列番号１９が同定された。
【０２３２】
　アレイ分析
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　７．ディスカバリーＴＭＡ
　ａ）材料および方法
　２０の異なる癌型由来の新生物組織を含有するパラフィンコアを、実施例のセクション
３で得られたモノクローナル抗体１Ｂ５を用いて分析した。組織マイクロアレイ（ＴＭＡ
）生産のためのドナーブロックとして用いられた全ての組織は、地域倫理委員会の承認に
したがって、ウプサラの大学病院の病理学部（Department of Pathology, University Ho
spital）での保管物から選択された。ＴＭＡ分析に用いられた組織切片は、診断および分
類を決定するために調べられた。診断目的で、全組織をホルマリン固定し、パラフィン包
埋し、切片化した。
【０２３３】
　ＴＭＡ生産は、本質的に以前に記載されたとおりに実施した（Kononen Jら(1998) Natu
re Med. 4: 844-847; Kallioniemi OPら(2001) Hum. Mol. Genet. 10: 657-662）。簡単
に言うと、レシピエントＴＭＡブロックに穴を造り、ドナーブロック由来の円筒状コア組
織試料を獲得し、レシピエントＴＭＡブロック中に置いた。これは、完全なＴＭＡ設計が
生産されるまで、Beecher Instrument（ATA-27, Beecher Instruments, Sun Prairie, CA
, USA）の自動組織アレイヤーにおいて繰り返された。ＴＭＡレシピエントブロックは、
切片化の前に、４２℃で２時間焼成された。
【０２３４】
　ＴＭＡ：ｓの設計は、代表的な癌組織を含むことに集中された。このことは、以前に、
Kampf Cら(2004) Clin. Proteomics 1: 285-300において詳細に記載されている。簡単に
言うと、ヒトが冒されている最も一般的な癌型のうち２０由来の試料を選択した。各ＴＭ
Ａブロックは、直径１ｍｍの７２個の組織コアを含有した。２０の癌型のうち１７個につ
いて、１２の個々に異なる腫瘍をサンプリングし、残りの３つの癌型については、４つの
個々に異なる腫瘍をサンプリングし、全て、同じ腫瘍から２連で行った。ＴＭＡブロック
は、ウォーターフォール・ミクロトーム（waterfall microtome）（Leica）を用いて４μ
ｍ厚で切片化し、ＩＨＣ分析のためにＳｕｐｅｒ－ＦｒｏｓｔＲ（Roche Applied Scienc
e）ガラススライド上に置いた。
【０２３５】
　自動ＩＨＣは、以前に記載されたように行った（Kampf Cら(2004) Clin. Proteomics 1
: 285-300）。簡単に言うと、ガラススライドを６０℃で４５分間インキュベートし、キ
シレン中で脱パラフィン化し（２ｘ１５分）、段階的なアルコール中で水和した。抗原回
復のために、スライドをＴＲＳ（標的回復溶液、ｐＨ６．０、DakoCytomation）中に浸し
、ＤｅｃｌｏａｋｉｎｇチャンバーＲ（Biocare Medical）中、１２５℃で４分間沸騰さ
せた。スライドをＡｕｔｏｓｔａｉｎｅｒＲ（DakoCytomation）中に置き、内在性ペルオ
キシダーゼを最初にＨ２Ｏ２（DakoCytomation）でブロックした。スライドを、実施例の
セクション３に記載されるように得られた一次抗体と共に室温にて３０分間インキュベー
トし、次いで、ヤギ抗－マウスペルオキシダーゼ結合型ＥｎｖｉｓｉｏｎＲと共に、室温
で３０分間インキュベートした。全工程の間に、スライドを洗浄バッファー（DakoCytoma
tion）中でリンスした。最後に、ジアミノベンジジン（DakoCytomation）をクロモゲンと
して用い、Ｈａｒｒｉｓヘマトキシリン（Sigma-Aldrich）を対比染色のために用いた。
スライドには、Ｐｅｒｔｅｘ（登録商標）（Histolab）を載せた。
【０２３６】
　異なるＴＭＡ：ｓ由来の全ての免疫組織化学的に染色された切片を、ＳｃａｎＳｃｏｐ
ｅ Ｔ２自動スライドスキャニングシステム（Aperio Technologies）を用いてスキャンし
た。ＴＭＡ：ｓの全含量を示すために、デジタル画像を生成した。スキャンは、２０倍拡
大で行った。デジタル画像を分離し、元のデータの保存のために、個々のタグ付加画像フ
ァイルフォーマット（ＴＩＦＦ）ファイルとして抽出した。ウェブベースのアノテーショ
ンシステムにおいて該画像を扱うために、個々の画像をＴＩＦＦフォーマットからＪＰＥ
Ｇフォーマットに圧縮した。免疫組織化学的に染色した組織の全画像を顕微鏡下で手動で
評価し、有資格の病理学者がアノテーションを付加するか、または特別に教育された職員
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がアノテーションを付加し、次いで、病理学者によって証明した。
【０２３７】
　各々の異なる癌組織のアノテーションは、ＩＨＣ結果の分類のための単純化されたスキ
ームを用いて実施された。各組織は、提示性（representativity）および免疫反応性につ
いて試験された。各癌について、腫瘍細胞および基質についてアノテーションを付加した
。基本的なアノテーションパラメーターは、ｉ）亜細胞性局在（核および／または細胞質
／膜性）、ｉｉ）染色強度（ＳＩ）およびｉｉｉ）染色された細胞のフラクション（ＦＳ
Ｃ）の評価を包含した。染色強度は、臨床的組織病理学診断において使用される標準にし
たがって主観的に評価され、結果は、非存在＝免疫反応性無し、弱＝わずかな免疫反応性
、中程度＝中間の免疫反応性、または強＝明確かつ強力な免疫反応性として分類された。
染色細胞のフラクションが評価され、関連する細胞集団の＜２％、２－２５％、＞２５－
７５％、または＞７５％の免疫反応性細胞として分類された。免疫反応細胞の強度および
フラクションの両方に基づいて、各組織試料について、「染色スコア」：０＝陰性、１＝
弱、２＝中程度、および３＝強が得られた。Ｎ．Ｒ．は提示する組織が存在しないことを
意味する。詳細には、染色スコアは、下記の基準にしたがって得られた。ＳＩ＝非存在か
つＦＳＣ＝０－１００％の場合またはＳＩ＝弱かつＦＳＣ＝＜２５％の場合、０が与えら
れた。ＳＩ＝弱かつＦＳＣ＞２５％の場合またはＳＩ＝中程度かつＦＳＣ＜２５％の場合
、１が与えられた。ＳＩ＝中程度かつＦＳＣ＞２５％の場合またはＳＩ＝強かつＦＳＣ＜
２５％の場合、２が与えられた。最後に、ＳＩ＝強かつＦＳＣ＞２５％の場合、３が与え
られた（表１参照のこと）。当業者は、該手法がＡｌｌｒｅｄスコアの計算に類似するこ
とを理解するであろう（例えば、Allredら(1998) Mod Pathol 11(2), 155参照）。
【０２３８】
【表１】

【０２３９】
　ｂ）結果
　表２は、種々の癌型由来の組織試料におけるＲＢＭ３タンパク質発現のレベルを示す。
ＲＢＭ３タンパク質発現は、甲状腺癌を除き、試験された全ての癌型において見出される
。しかしながら、甲状腺癌については、たった３人の異なる対象由来の試料しか調べるこ
とができなかった。例えば、乳癌対象では、染色スコアは０～２の範囲であり、子宮頸癌
対象では０～２の範囲であり、結腸直腸癌対象では０～３の範囲であり、頭頸部癌対象で
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は０～２の範囲であり、肺癌対象では０～２の範囲であり、卵巣癌対象では０～２の範囲
であり、精巣癌対象では０～２の範囲であり、尿路上皮癌対象では０～２の範囲であるこ
とが示される。かくして、ＲＢＭ３タンパク質は、一般的に、癌組織において差次的に発
現されていると結論づけることができ、種々の癌型における治療予測マーカーとしてのそ
の役割を支持する。
【０２４０】
【表２】

【０２４１】
　８．卵巣癌ＴＭＡ、予想されるコホート
　ａ）材料および方法
　原発性侵襲性上皮卵巣癌について外科的処置がされた１５４人の患者由来の保管された
ホルマリン固定パラフィン包埋組織をスウェーデンのＬｕｎｄ ａｎｄ Ｍａｌｍｏｅ大学
病院の病理学部から収集した。患者は、１９８２年～２００７年に診断された。倫理的許
可は、ルンドの地域倫理委員会から得た。
【０２４２】
　患者の中央年齢は、６３歳（４７～８３歳）であった。病期（ＦＩＧＯスケールによる
）は、全ての標本について記録された。２６個の腫瘍が病期Ｉであり、１８個の腫瘍が病
期ＩＩであり、７５個が病期ＩＩＩであり、２２個が病期ＩＶであった。また、等級も記
録された。８個の腫瘍がよく分化し（グレード１）、３９個が中程度に分化し（グレード
２）、１０７個があまり分化しなかった（グレード３）。該コホートは、９０事例の漿液
性癌腫、３５事例の類内膜癌腫、１２事例の粘液性癌腫、９事例の明細胞癌腫、１事例の
Ｂｒｅｎｎｅｒ腫瘍、および７事例の不確定組織型を包含した。中央追跡時間は、２．６
７年であった。処置データは、７３人の患者について利用可能であった。標準的な治療は
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、白金に基づく化学療法であり、１９９０年代からパクリタキセル（paclitaxel）と組み
合わせた。
【０２４３】
　全１５４事例が、ヘマトキシリンおよびエオシンで染色されたスライド上で組織病理学
的に再評価された。次いで、上皮卵巣癌を提示する領域から１事例あたり２ｘ１．０ｍｍ
のコアをサンプリングすることによって、ＴＭＡ：ｓを構築した。
【０２４４】
　材料は、上記セクション２にしたがって生産されたポリクローナル抗体（抗－ＲＢＭ３
）および上記セクション３にしたがって生産されたモノクローナル抗体１Ｂ５を用いて、
下記の方法にしたがって分析された。自動化免疫組織化学は、以前の記載にしたがって実
施された（Kampf Cら、(2004) Clin. Proteomics 1:285-300）。簡単に言うと、ガラスス
ライドを６０℃で４５分間インキュベートし、キシレン（２ｘ１５分）中で脱パラフィン
化し、段階的アルコール中で水和した。抗原回復のために、スライドをＴＲＳ（標的回復
溶液、ｐＨ６．０、Dako, Copenhagen, Denmark）中に浸し、Ｄｅｃｌｏａｋｉｎｇチャ
ンバーＲ（Biocare Medical）中、１２５℃で４分間沸騰させた。スライドをＡｕｔｏｓ
ｔａｉｎｅｒＲ（Dako）中に置き、内在性ペルオキシダーゼを最初にＨ２Ｏ２（Dako）で
ブロックした。スライドを、一次ＲＢＭ３抗体（抗ＲＢＭ３または１Ｂ５）と共に室温に
て３０分間インキュベートした。次いで、これを二次ヤギ抗－ペルオキシダーゼ（抗ウサ
ギまたは抗マウス）結合型ＥｎｖｉｓｉｏｎＲと共に、室温で３０分間インキュベートし
た。全工程の間に、スライドを洗浄バッファー（Dako）中でリンスした。最後に、ジアミ
ノベンジジン（Dako）をクロモゲンとして用い、Ｈａｒｒｉｓヘマトキシリン（Sigma-Al
drich）を対比染色のために用いた。スライドには、ＰｅｒｔｅｘＲ（Histolab）を載せ
た。
【０２４５】
　免疫組織化学的に染色した組織の全試料を顕微鏡下、手動で評価し、有資格の病理学者
がアノテーションを付加した。各試料のアノテーションは、ＩＨＣ結果の分類のための単
純化されたスキームを用いて実施された。各組織試料は、提示性（representativity）お
よび免疫反応性について試験された。
【０２４６】
　基本的なアノテーションパラメーターは、ｉ）亜細胞性局在（核および／または細胞質
／膜性）、ｉｉ）染色強度（ＳＩ）およびｉｉｉ）染色された細胞のフラクション（ＦＳ
Ｃ）の評価を包含した。染色強度は、臨床的組織病理学診断において使用される標準にし
たがって主観的に評価され、結果は、非存在＝免疫反応性無し、弱～中程度＝わずかな免
疫反応性～中程度の免疫反応性、または強＝明確かつ強力な免疫反応性として分類された
。染色細胞のフラクションもまた、臨床的組織病理学診断において使用される標準にした
がって主観的に評価され、結果は、関連する細胞集団の＜２％、２－２５％、＞２５－７
５％、または＞７５％の免疫反応性細胞として分類された。当業者は、該アノテーション
手法がＡｌｌｒｅｄスコアの計算に類似すると認識するであろう（例えば、Allredら、(1
998) Mod Pathol 11(2), 155参照）。かくして、組織アノテーションは、本質的に、上記
実施例のセクション７に記載されるように行われた。
【０２４７】
　ポリクローナル抗体が使用された統計学的分析の場合、「染色スコア」を得るために染
色強度および染色細胞のフラクションを組み合わせなかった。核酸フラクション（ＮＦ）
、核強度（ＮＩ）レベルおよび細胞質強度（ＣＩ）レベルは別々に評価された。個々の層
に関する生存傾向に基づいて、二分化された変数をさらなる統計学分析のために構築した
。高い核フラクションは、染色された細胞の＞７５％（ＮＦ＝３）フラクションとして定
義され、低い核フラクションは、染色された細胞の０－７５％（ＮＦ＜３）フラクション
として定義された。さらに、高いタンパク質発現レベルは、強い核強度（ＮＩ＝３）とし
て定義され、低いタンパク質発現レベルは非存在～弱および中程度の核強度（ＮＩ＜３）
として定義された。また、高いタンパク質発現レベルは、強い細胞質強度（ＣＩ＝２）と



(44) JP 5767116 B2 2015.8.19

10

20

30

40

50

して定義され、低いタンパク質発現レベルは非存在および弱／中程度の細胞質強度（ＣＩ
＜２）として定義された。上記の試料分類は、Kaplan-Meier法にしたがって、全生存（Ｏ
Ｓ）および卵巣癌特異的生存（ＯＣＳＳ）分析について使用され、ログランク（log-rank
）検定を使用して、異なる層における生存を比較した。全統計学的試験は、両側検定であ
り、ｐ値＜０．０５％は、有意であるとみなされた。全計算は、統計学的パッケージＳＰ
ＳＳ１７．０（SPSS Inc. Illinois, USA）で行った。
【０２４８】
　モノクローナル１Ｂ５抗体が使用された統計学的分析の場合、核および細胞質染色を組
み合わせて、０～２の範囲の染色スコア（ＳＳ）を得た。強度だけを考慮したが、最も陽
性の腫瘍は、フラクションレベル＞５０％を有した。ＳＳ＝０は、発現が無いと定義され
、ＳＳ＝１は、弱または中程度の発現と定義され、ＳＳ＝２は、強い発現と定義された。
【０２４９】
　個々の層に関する生存傾向に基づいて、二分化された変数をさらなる統計学分析のため
に構築した。高い染色スコアは、ＳＳ＞０またはＳＳ＝２として定義された。低い染色ス
コアは、ＳＳ＝０またはＳＳ＜２として定義された。上記の試料分類は、Kaplan-Meier法
にしたがって、全生存（ＯＳ）分析について使用され、ログランク（log-rank）検定を使
用して、異なる層における生存を比較した。全統計学的試験は、両側検定であり、ｐ値＜
０．０５％は、有意であるとみなされた。全計算は、統計学的パッケージＳＰＳＳ１７．
０（SPSS Inc. Illinois, USA）で行った。
【０２５０】
　ｂ）結果
　コホートの最初の分析は、各々、図１Ａおよび図１Ｂに示されるように、全患者につい
てのＯＳが約３８％であり、ＯＣＳＳが約３９％であることを明らかにした。
【０２５１】
　抗ＲＢＭ３を用いるＲＢＭ３発現の免疫組織化学的分析は、１５４個の腫瘍試料の全て
について実施することができた。陽性核フラクション（ＮＦ＞０）は、１５４個の組織コ
アのうち１４７個（９５％）において観察された。核染色（ＮＩ＞０）を有する腫瘍細胞
は、１５４人の対象のうち１４７人（９５％）において観察され、細胞質染色（ＣＩ＞０
）を有する腫瘍細胞は、１５４人の対象のうち８４人（５５％）において観察された。
【０２５２】
　１Ｂ５を用いるＲＢＭ３発現の免疫組織化学的分析は、１５４個の腫瘍試料のうち１４
９個で実施した。陽性染色スコア（ＳＳ＞０）は、１４９個の組織コアのうち５５個（３
７％）において観察された。
【０２５３】
　全コホートの生存分析は、抗ＲＢＭ３に対して陽性の染色された腫瘍細胞のフラクショ
ンがＯＳ（図２Ａおよび２Ｂ）およびＯＣＳＳ（図３Ａおよび３Ｂ）と有意に相関した、
すなわち、高ＲＢＭ３タンパク質レベルは、より良好な生存に相当したことを明らかにし
た。ＮＦ＞７５％のフラクション値を有する患者の場合、５年ＯＳは約４４％であったが
、ＮＦ＜７５％のＲＢＭ３フラクション値を有する患者は約２５％のＯＳを有した（図４
）。また、核－および細胞質強度レベルは、ＯＳ（図５Ａおよび５Ｂ）およびＯＣＳＳ（
図６Ａおよび６Ｂ）との相関を示した。
【０２５４】
　驚くべきことに、ＲＢＭ３タンパク質レベルおよび生存（ＯＳおよびＯＣＳＳの両方）
との間の相関は、グレード２（中程度に分化した）腫瘍（図７Ａおよび７Ｂ）またはグレ
ード１もしくは２（よく分化した、または中程度に分化した）腫瘍（図８Ａおよび８Ｂ）
を有する患者群が別々に分析された場合に特に有意であった。結果として、よく分化した
、または中程度に分化したＥＯＣと診断された患者は、ＲＢＭ３タンパク質レベルの分析
に特に適当でありうる。
【０２５５】
　興味深いことに、ＲＢＭ３タンパク質レベルはまた、病期ＩまたはＩＩのＥＯＣと診断
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された患者において、ＯＳおよびＯＣＳＳと有意に相関した（図９Ａおよび９Ｂ）。結果
として、病期ＩまたはＩＩのＥＯＣと診断された患者は、ＲＢＭ３タンパク質レベルの分
析に特に適当でありうる。
【０２５６】
　さらに、ＲＢＭ３タンパク質レベルは、また、類内膜腫瘍を有する患者のサブグループ
において、ＯＳおよびＯＣＳＳと有意に相関した（図１０Ａおよび１０Ｂ）。病期Ｉまた
はＩＩの類内膜ＥＯＣを有する患者のみを分析する場合、生存に対する影響がより強調さ
れた（図１１Ａおよび１２Ｂ）。結果として、類内膜ＥＯＣと診断された患者は、ＲＢＭ
３タンパク質レベルの分析に特に適当でありうる。
【０２５７】
　漿液性腫瘍を有する患者のサブグループを分析したとき、ＲＢＭ３タンパク質強度レベ
ルならびにＯＳおよびＯＣＳＳとの間の有意な相関も見られた（図１２および１３）。グ
レード１または２（よく分化した、または中程度に分化した）漿液性ＥＯＣを有する患者
だけを分析した場合、生存に対するＲＢＭ３の影響は、なおさら強調された（図１４Ａお
よび１４Ｂ）。結果として、漿液性ＥＯＣと診断された患者は、ＲＢＭ３タンパク質レベ
ルの分析に特に適当でありうる。
【０２５８】
　１Ｂ５を用いる染色は、抗ＲＢＭ３で得られた結果と類似の結果を示し、ＲＢＭ３に対
して陽性の染色された腫瘍細胞のフラクションは、ＯＳ（図１５Ａおよび１５Ｂ）および
ＯＣＳＳ（図１６Ａおよび１６Ｂ）と有意に相関し、すなわち、高ＲＢＭ３タンパク質レ
ベルはより良好な生存に相当した。
【０２５９】
　ＲＢＭ３タンパク質レベルおよびＯＳとの間の相関は、グレード１または２（よく分化
した、または中程度に分化した）腫瘍を有する患者群を別々に分析した場合に、特に有意
であった（図１７）。結果として、よく分化した、または中程度に分化したＥＯＣと診断
された患者は、ＲＢＭ３タンパク質レベルの分析に特に適当でありうる。
【０２６０】
　さらに、ＲＢＭ３タンパク質レベルは、また、類内膜腫瘍を有する患者のサブグループ
において、ＯＳと有意に相関した（図１８）。
【０２６１】
　結論において、白金に基づく剤で処置されたＥＯＣ対象は、低ＲＢＭ３である場合より
も、高ＲＢＭ３である場合に、よく生存することが示される。
【０２６２】
　９．卵巣癌の遺伝子発現分析
　ａ）材料および方法
　データは、１９９２年～２００６年に上皮卵巣癌と診断された２８５人の患者コホート
に基づいて、以前に行ったマイクロアレイ研究から収集した。患者の同意についての施設
内倫理委員会（Institutional Review Board）の承認は、全患者について得られた。
【０２６３】
　患者の中央年齢は、５９才（１８～７９才）であった。発明者らは、ネオアジュアバン
ト療法がおそらくＲＢＭ３ｍＲＮＡレベルに影響を及ぼし、その結果、偏った結果を導く
かもしれないと考えたので、該治療を受けた１８人の患者のデータを排除することに決め
た。さらに、白金に基づく治療を受けなかった４０人の患者のデータをデータセットから
除いた。これらの２２７個の試料のうち、２１０個は漿液性癌由来であり、類内膜癌の１
６個および腺癌の１個であった。統計学的分析のために、漿液性試料のみを考慮した。病
理学評価データは、全患者について存在し、再発のない生存者は、高ＲＢＭ３ならびに低
ＲＢＭ３ｍＲＮＡ含量について、評価された。
【０２６４】
　ｂ）結果
　ＲＢＭ３発現のアレイ分析は、２８５個の腫瘍試料のうち２１０個について分析された
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。二分化された変数が統計学的分析のために構築された。図１９に示されるように、高Ｒ
ＢＭ３発現レベルを伴う腫瘍を有したシスプラチン処置患者は、低ＲＢＭ３発現レベルを
伴う腫瘍を有した患者よりも、再発のない著しく良好な生存を示した。
【０２６５】
　１０．精巣ＴＭＡ
　ａ）材料および方法
　腫瘍材料は、１９９５年～２００８年にＵＭＡＳの病理学部で精巣胚細胞（testicular
 germ-cell）腫瘍（ＴＧＣＴ）と診断された３０人の患者から収集された。該試料のうち
５個は純粋なセミノーマであり、２５個は、非セミノーマ性ＴＧＣＴであった。非セミノ
ーマ性ＴＧＣＴは、International Germ Cell Cancer Collaborative Group（ＩＧＣＣＣ
）にしたがって分類された。２５個の試料のうち４個は、ＩＧＣＣＣ中程度予後として分
類されたケースであり、５個の試料は、ＩＧＣＣＣ予後不良として分類された。残りの１
６個の非セミノーマ性ＴＧＣＴケースは、ＩＧＣＣＣ予後良好として分類された。該研究
の許可は、ルンド大学の倫理委員会から得られた（ref nr 447-07および493-09）。５人
の患者は疾患により死に、そのうち４人は、ＩＧＣＣＣ不良で、１人は、ＩＧＣＣＣ中程
度であった。全ての患者は、シスプラチン処置を受けた。
【０２６６】
　ＴＭＡ構築の前に、各ケース由来の全ての入手可能なヘマトキシリンおよびエオシン染
色スライドを組織病理学的に再評価した。組織学的サブタイプの総数を示し、各サブタイ
プを表示している領域（分類困難な領域を包含する）の輪郭を描いた。次いで、各ケース
における全ての異なる成分を包含するのに必要なだけ多くの正面向きの切片をＳＯＸ－２
およびＣＤ３０について染色して、さらに分類を正確にし、修正した。１つのケースから
、剖検材料だけが分析に利用可能であった。４ｘ１ｍｍコアの標準的なセットをプロポー
ショナル様式で各侵襲性腫瘍から採取し、３つまでの異なる成分を包含した。半自動アレ
イ化装置を用いた（TMArrayer; Pathology Devices, Inc, Westminster, MD, USA）。さ
らに、２ｘ１ｍｍコアを、１５ケース由来のＩＴＧＣＮを有する領域および２２ケース由
来の正常な精巣から採取した。ＲＰＬＮＤを受けた１５ケースから、残留腫瘍を有する６
／８ケースから２－４ｘ１ ｍｍ組織コアを採取した。
【０２６７】
　自動免疫組織化学は、以前に記載されたように実施した（Kampf Cら(2004) Clin. Prot
eomics 1: 285-300）。簡単に言うと、ガラススライドを６０℃で４５分間インキュベー
トし、キシレン中で脱パラフィン化し（２ｘ１５分）、段階的なアルコール中で水和した
。抗原回復のために、スライドをＴＲＳ（標的回復溶液、ｐＨ６．０、Dako, Copenhagen
, Denmark）中に浸し、ＤｅｃｌｏａｋｉｎｇチャンバーＲ（Biocare Medical）中、１２
５℃で４分間沸騰させた。スライドをＡｕｔｏｓｔａｉｎｅｒＲ（Dako）中に置き、内在
性ペルオキシダーゼを最初にＨ２Ｏ２（Dako）でブロックした。スライドを、実施例のセ
クション３に記載されるように得られた一次抗体ＲＢＭ３モノクローナル抗体１Ｂ５と共
に室温にて３０分間インキュベートし、次いで、ヤギ抗－マウスペルオキシダーゼ結合型
ＥｎｖｉｓｉｏｎＲと共に、室温で３０分間インキュベートした。全工程の間に、スライ
ドを洗浄バッファー（Dako）中でリンスした。最後に、ジアミノベンジジン（Dako）をク
ロモゲンとして用い、Ｈａｒｒｉｓヘマトキシリン（Sigma-Aldrich）を対比染色のため
に用いた。スライドには、ＰｅｒｔｅｘＲ（Histolab）を載せた。
【０２６８】
　ＲＢＭ３の免疫組織科学的分析のために、４μｍのＴＭＡ切片をＰＴ－リンクシステム
（DAKO, Copenhagen, Denmark）を用いて自動的に前処理し、次いで、１：１００００希
釈したＲＢＭ３クローン１Ｂ５抗体を用いてＴｅｃｈｍａｔｅ５００（DAKO, Copenhagen
, Denmark）中で染色した。
【０２６９】
　免疫組織化学的に染色した組織の全ての試料を顕微鏡下、手動で評価し、有資格の病理
学者がアノテーションを付加した。各試料のアノテーションは、ＩＨＣ結果の分類のため
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の単純化されたスキームを用いて実施された。各組織試料は、提示性（representativity
）および免疫反応性について試験された。
【０２７０】
　基本的なアノテーションパラメーターは、ｉ）亜細胞性局在（核および／または細胞質
／膜性）、ｉｉ）染色強度（ＳＩ）およびｉｉｉ）染色された細胞のフラクション（ＦＳ
Ｃ）の評価を包含した。染色強度は、臨床的組織病理学診断において使用される標準にし
たがって主観的に評価され、結果は、非存在＝免疫反応性無し、弱～中程度＝わずかな免
疫反応性～中間の免疫反応性、または強＝明確かつ強力な免疫反応性として分類された。
染色細胞のフラクションもまた、臨床的組織病理学診断において使用される標準にしたが
って主観的に評価され、関連する細胞集団の＜２％、２－２５％、＞２５－７５％、また
は＞７５％の免疫反応性細胞として分類された。当業者は、該アノテーション手法がＡｌ
ｌｒｅｄスコアの計算に類似すると認識するであろう（例えば、Allredら、(1998) Mod P
athol 11(2), 155参照）。
【０２７１】
　統計学的分析の場合、図画的提示核および細胞質染色を組み合わせて、０～３の範囲の
染色スコア（ＳＳ）を得た。強度のみを考慮したが、最も陽性の腫瘍は、＞５０％のフラ
クションレベルを有した。ＳＳ＝０は、発現が無いと定義され、ＳＳ＝１は、弱い発現と
定義され、ＳＳ＝２は、中程度の発現と定義され、ＳＳ＝３は、強い発現と定義された。
【０２７２】
　ｂ）結果
　ＲＢＭ３発現に、０、１、２または３のアノテーションを付加し、ここに、３は、最も
高い染色スコア（ＳＳ）を示した。図２０に示されるように、ＲＢＭ３発現強度は、確立
された予後カテゴリーとよく相関する。疾患によって死亡した患者は、全て、比較的低い
レベルのＲＢＭ３発現を示す。これは、また、予後不良カテゴリーに属するほとんどの患
者に当てはまるが、真に強いＲＢＭ３発現（ＳＳ＝３）を有する全ての患者および強いＲ
ＢＭ３発現（ＳＳ＝２）を有するほとんどの患者は、予後良好カテゴリーに見出すことが
できる。予後良好であることがよく知られているセミノーマ患者の全ては、真に強いＲＢ
Ｍ３発現（ＳＳ＝３）を有した。
【０２７３】
　図２１に示されるように、ＲＢＭ３タンパク質発現と生存との間に明らかな相関があっ
た。疾患により死亡した者のなかで高ＲＢＭ３タンパク質発現を有した患者はいなかった
。高ＲＢＭ３タンパク質発現を有した患者の全ては、観察期間の最後まで生存していた。
【０２７４】
　細胞培養実験
　１１．シスプラチン感受性および耐性細胞系統におけるＲＢＭ３発現
　ａ）材料および方法
　シスプラチン感受性細胞系統（Ａ２７８０）およびシスプラチン耐性細胞系統（Ａ２７
８０－ｃｐ７０）におけるＲＢＭ３タンパク質の発現をウェスタンブロットによって分析
した。ウェスタンブロットは、還元条件下、１７％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上で選択された
ヒト細胞系統由来の全タンパク質抽出物を分離し、次いで、製造者の推奨にしたがって、
ＲＶＤＦ膜（Bio-Rad Laboratories）へ電気転写することによって実施した。該膜は、室
温にて１時間ブロックされ（０．１％Ｔｗｅｅｎ２０を含有する１ｘＰＢＳ中５％ＢＳＡ
）、一次アフィニティー精製抗体（ブロッキングバッファー中で１：１０００希釈）と共
にインキュベートし、ＰＢＳＴ中で洗浄した。二次ＨＲＰ－コンジュゲート抗体（ヒツジ
抗－マウス免疫グロブリン／ＨＲＰ、GE）をブロッキングバッファー中で１：１０００希
釈し、ＣｈｅｍｉｄｏｃＴＭＣＣＤカメラ（Bio-Rad Laboratories）およびウェスタンブ
ロッッティングルミノール試薬（Santa Cruz Biotechnologies, Inc）を用いて、製造者
のプロトコールにしたがって、化学発光検出を行った。
【０２７５】
　ｂ）結果
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　ウェスタンブロット分析の結果を図２２に示す。ＲＢＭ３タンパク質の発現は、シスプ
ラチン感受性細胞（Ａ２７８０）におけるよりも、シスプラチン耐性細胞（Ａ２７８０－
ｃｐ７０）において低い。使用された全抗体（抗ＲＢＭ３、６Ｆ１１、１Ｂ５）は同様の
結果を示す。
【０２７６】
　さらに、モノクローナル抗体６Ｆ１１および１Ｂ５は、ポリクローナル抗体抗ＲＢＭ３
よりもＲＢＭ３タンパク質に対して感受性であることが示される。また、１Ｂ５は、６Ｆ
１１よりも感受性であることが示される。
【０２７７】
　１２．シスプラチン処置に対する差別的な応答の確認
　ａ）材料および方法
　細胞生存率に対するシスプラチンの効果は、製造者の推奨にしたがい、ＷＳＴ－１アッ
セイ（Roche Applied Science）によって決定された。シスプラチンの添加１日前に、Ａ
２７８０およびＡ２７８０－Ｃｐ７０細胞を９６ウェルプレートにおいて、１００μｌの
適当な培地中２５００細胞／ウェルの密度で播種した。該細胞をシスプラチン（１－１０
０μＭ）で４８時間処理した。試料は３連で作成した。１ウェルにつき１０μｌのＷＳＴ
－１溶液を加え、細胞を３７℃で４時間インキュベートした。４５０ｎｍの波長および６
９０ｎｍの参照波長にて、スキャニングマルチウェル分光光度計、ＥＬＩＳＡリーダーを
用いて、各ウェルの吸光度を測定した。
【０２７８】
　ｂ）結果
　シスプラチン処理後のＡ２７８０およびＡ２７８０－ｃｐ７０細胞の生存率を分析した
場合、親Ａ２７８０細胞と比べて、シスプラチン耐性Ａ２７８０－ｃｐ７０細胞が増加し
た生存率を有することが明確に示される（図２３）。
【０２７９】
　１３．シスプラチン耐性に対するＲＢＭ３ノックダウンの効果
　ａ）材料および方法
　ヒト卵巣癌細胞系統Ａ２７８０およびシスプラチン耐性細胞変種Ａ２７８０Ｃｐ７０を
５％ＣＯ２の加湿インキュベーター中、３７℃にて、グルタミン、１０％仔ウシ血清およ
び１％ペニシリン／ストレプトマイシンを補足したＲＰＭＩ－１６４０中で維持した。シ
スプラチン（Sigma）を０．９％ＮａＣｌ中に溶解して１ｍｇ／ｍｌのストック溶液を得
、最終濃度（１－１００μＭ）まで細胞培養物に添加した。
　ＲＢＭ３に対するｓｉＲＮＡ（Applied Biosystems, Carlsbad, Ca）または対照ｓｉＲ
ＮＡ（Applied Biosystems）でのトランスフェクションをリポフェクタミン２０００（In
vitrogen, Carlsbad, CA）を用いて、最終濃度５０ｎＭ ｓｉＲＮＡで実施した。
　細胞生存率に対するシスプラチンの効果は、実施例のセクション１２に記載されるよう
に、ＷＳＴ－１アッセイによって決定した。
【０２８０】
　ｂ）結果
　図２４に示されるように、低ＲＢＭ３タンパク質発現は、シスプラチン処理後、シスプ
ラチン感受性細胞の増加した生存率を導く。非曝露細胞と比べた場合、異なるＲＢＭ３ 
ｓｉＲＭＡに曝露した細胞において生存率に顕著な相違がある。これらの結果は、低ＲＢ
Ｍ３タンパク質発現がシスプラチン耐性を示すこと、および高ＲＢＭ３タンパク質発現が
シスプラチン感受性を示すことを示す。
【０２８１】
　治療予測の確立
　１４．非限定的な例
　患者における癌の確立後、該患者由来の腫瘍組織試料を得る。該腫瘍組織は、該腫瘍の
初期の外科的除去由来の試料または腫瘍生検から得てもよい。さらに、「陰性参照」を提
供するために、低ＲＢＭ３タンパク質発現を有するか、または本質的にＲＢＭ３タンパク
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質発現を欠く組織を含む保管材料から、試料を採取する。かかる保管組織は、例えば、試
験対象と同じ癌型由来の予め確立された低ＲＢＭ３タンパク質発現レベルを有する組織で
あってもよい。さらに、「陽性参照」を提供するために、高ＲＢＭ３タンパク質発現を有
する組織、例えば、試験対象と同じ癌型由来の予め確立された高ＲＢＭ３タンパク質発現
レベルを有する悪性メラノーマ組織を含む保管材料から、試料を採取する。
【０２８２】
　試料材料は、緩衝化ホルマリン中に固定化し、試料材料の薄い切片（４μｍ）を得るた
めに組織プロセスに付す。
　免疫組織化学は、実施例のセクション８に記載されるように実施する。各試料由来の１
以上の試料をガラススライド上に載せ、６０℃で４５分間インキュベートし、（目的の試
料がパラフィン化されている場合、）キシレン中で脱パラフィン化し（２ｘ１５分）、段
階的アルコールで脱水する。抗原回復のために、スライドをＴＲＳ（標的回復溶液、ｐＨ
６．０、DakoCytomation）中に浸し、ＤｅｃｌｏａｋｉｎｇチャンバーＲ（Biocare Medi
cal）中、１２５℃で４分間沸騰させる。スライドをＡｕｔｏｓｔａｉｎｅｒＲ（DakoCyt
omation）中に置き、内在性ペルオキシダーゼを最初にＨ２Ｏ２（DakoCytomation）でブ
ロックする。複数の試料切片を載せる理由は、結果の正確性を増すためである。
【０２８３】
　一次ＲＢＭ３タンパク質特異的抗体（例えば、実施例のセクション３において得られた
ようなモノクローナル抗体）をスライドに添加し、室温にて３０分間インキュベートし、
次いで、標識した二次抗体、例えば、ヤギ抗－マウスペルオキシダーゼ結合型Ｅｎｖｉｓ
ｉｏｎＲと共に、室温で３０分間インキュベートする。二次抗体を検出するために、ジア
ミノベンジジン（DakoCytomation）をクロモゲンとして用い、Ｈａｒｒｉｓヘマトキシリ
ン（Sigma-Aldrich）対比染色で対比させる。全行程間に、スライドは洗浄バッファー（D
akoCytomation）中でリンスする。次いで、スライドには、ＰｅｒｔｅｘＲ（Histolab）
マウンティング培地を載せる。
【０２８４】
　所望により、染色手法を有効にするためのツールとして、２つの対照細胞系統、例えば
、ＲＢＭ３タンパク質を発現している細胞（陽性細胞系統）を有する１つのスライドおよ
び不明瞭な弱いＲＢＭ３タンパク質発現またはＲＢＭ３タンパク質発現のない細胞（陰性
細胞系統）を有する１つのスライドを用いてもよい。当業者は、例えば、Rhodesら、(200
5) The Biochemical scientist, p 515-520の開示によって導かれ、かかる細胞系統の提
供方法を理解する。対照系統スライドは、他のスライドと同じ手法（すなわち、同じ一次
抗体および同じ二次抗体と共にインキュベートする）において同時に染色してもよい。
【０２８５】
　例えば、対象由来の腫瘍組織スライド、染色参照スライド、および所望により、対照細
胞系統を有するスライドは、ＳｃａｎＳｃｏｐｅ Ｔ２自動スライドスキャニングシステ
ム（Aperio Technologies）を用いて、２０倍拡大にて、光学顕微鏡においてスキャンし
てもよい。しかしながら、該スキャニング工程は必須ではないが、例えば、スライドの調
製および染色ならびに染色したスライドの評価（下記参照）を異なる場所または異なるヒ
トが行う場合、該手法をより容易にしうる。
【０２８６】
　対照細胞系統を用いる場合、染色手法を有効にするために、これらが点検される。該細
胞系統が許容される基準外の染色結果、例えば、当業者によって認識される染色人工物を
示す場合、該組織試料の染色は、無効と見なされ、染色手法全体を新たなスライドで繰り
返す。陽性および陰性細胞系統が各々、強い染色強度および弱い染色強度または染色強度
非存在を示す場合、該染色は有効と見なされる。
【０２８７】
　腫瘍組織由来の染色された試料スライドは、臨床組織病理学診断において用いられる基
準にしたがって、目視によって手動で評価され、結腸直腸癌スライドの免疫反応性は、上
記実施例のセクション８にしたがって等級が付けられる。
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【０２８８】
　すなわち、核強度、核フラクション、細胞質強度および／または細胞質フラクションは
、１以上の試料値を得るために決定される。評価および決定を行う人は、染色された陽性
および陰性参照スライドの目視によって助けられる。
【０２８９】
　次いで、患者由来の腫瘍組織試料の試料値を参照値と比較する。１以上の試料スライド
が評価され、それにより、１以上の試料値が得られる場合、参照値と比較される試料値は
、得られた試料値の平均または中央値であってもよい。
【０２９０】
　モノクローナル抗体１Ｂ５を用いる場合、参照値は、核および／または細胞質強度の非
存在であってもよい。
【０２９１】
　試料値が参照値よりも高い場合、患者の治療担当医は、白金に基づく治療に対する患者
の応答が比較的高いと結論付け、所望により、該患者に白金に基づく治療を施すべきであ
ると結論する。
【０２９２】
　しかしながら、試料値が参照値よりも低いか、または参照値と等しい場合、担当医は、
白金に基づく治療に対する患者の応答が比較的低いと結論付け、所望により、したがって
、該患者が精巣癌または卵巣癌である場合は、より高い強度（例えば、高投与量）の白金
に基づく治療を施すべきであると結論付け、該患者がいずれか他の型の癌である場合は、
白金に基づく治療を辞めるべきであると結論づける。
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