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(57)【要約】
　本発明は、サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグ
ナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルに少
なくとも基づいて、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活
性を推測することを含む方法に関する。本発明はさらに
、そのような方法を実施するように構成されたデジタル
プロセッサを含む装置、そのような方法を実施するため
に、デジタルプロセシングデバイスによって実行可能な
命令を格納する非一時的記憶媒体、及びデジタルプロセ
シングデバイスにそのような方法を実施させるためのプ
ログラムコード手段を含むコンピュータプログラムに関
する。本発明はさらに、発現レベルを測定するためのキ
ットに関する。



(2) JP 2018-522575 A 2018.8.16

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現
レベルに少なくとも基づいて、前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を推測するステ
ップを含む方法であって、前記推測するステップは、
　　前記サンプル中のＮＦｋＢ転写因子（ＴＦ）要素のレベルを決定するステップであっ
て、前記ＮＦｋＢ　ＴＦ要素は、前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺
伝子の転写を制御し、当該決定するステップは、前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６
個以上の標的遺伝子の発現レベルを前記ＮＦｋＢ　ＴＦ要素のレベルに関連付ける数学的
モデルを評価することに少なくとも部分的に基づき、前記６個以上の標的遺伝子は、ＢＣ
Ｌ２Ｌ１、ＢＩＲＣ３、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ
２２、ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、Ｉ
Ｌ６、ＩＬ８、ＩＲＦ１、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧ
Ｓ２、ＳＥＬＥ、ＳＴＡＴ５Ａ、ＴＮＦ、ＴＮＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及び
ＶＣＡＭ１を含む群から選択される、ステップと
　　前記サンプル中のＮＦｋＢ　ＴＦ要素の決定されたレベルに基づいて、前記ＮＦｋＢ
細胞シグナリング経路の活性を推測するステップと
を含み、
　前記推測するステップは、前記数学的モデルを使用してデジタルプロセシングデバイス
によって実施される、方法。
【請求項２】
　前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢ
ＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣ
Ｌ２、ＣＸＣＬ１、ＴＮＦ、ＩＲＦ１、ＴＲＡＦ１、ＮＦＫＢＩＥ、ＶＣＡＭ１及びＢＩ
ＲＣ３を含む群から選択され、好ましくは、前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、
ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、
ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２及びＣＸＣＬ１を含む群から選択される３
個以上の標的遺伝子を含み、より好ましくは、前記３個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２
、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８及びＴＮＦＡＩＰ２を含む群か
ら選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づいて、前記ＮＦｋＢ細胞シ
グナリング経路が異常に作動しているかどうかを決定するステップをさらに含む、請求項
１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の異常な作動を補正する薬物の処方を推奨するステ
ップをさらに含み、
　前記推奨するステップが、前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づ
いて、前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が異常に作動していると決定される場合にのみ
実施される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　以下の活動：
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく診断、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく予後診断、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく薬物処方、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく薬効の予測、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく有害作用の予測、
　薬効のモニタリング、
　薬剤開発、
　アッセイ開発、
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　経路研究、
　癌進行度分類、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく臨床試験への登録、
　実施されるべき後続試験の選択、及び
　コンパニオン診断試験の選択、
のうちの少なくとも１つにおいて使用される、請求項１から４のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項６】
　前記数学的モデルが、前記ＮＦｋＢ　ＴＦ要素と、前記サンプル中で測定されたＮＦｋ
Ｂ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルとを関連付ける条件付確率
に少なくとも部分的に基づく確率モデル、好ましくはベイジアンネットワークモデルであ
るか、又は、前記数学的モデルが、前記サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグナリン
グ経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルの１つ又は複数の線形結合に少なくとも部分
的に基づく、請求項１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　請求項１から６のいずれか一項に記載の方法を実施するように構成されるデジタルプロ
セッサを含む装置。
【請求項８】
　請求項１から６のいずれか一項に記載の方法を実施するために、デジタルプロセシング
デバイスによって実行可能な命令を格納する非一時的記憶媒体。
【請求項９】
　デジタルプロセシングデバイスにおいて実行される場合、前記デジタルプロセシングデ
バイスに請求項１から６のいずれか一項に記載の方法を実施させるためのプログラムコー
ド手段を含む、コンピュータプログラム。
【請求項１０】
　サンプル中のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルを測
定するためのキットであって、
　前記６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子に対するポリメラーゼ連鎖反応プライマー、
　前記６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子に対するプローブ、及び
　任意選択で、請求項７に記載の装置、請求項８に記載の非一時的記憶媒体、又は請求項
９に記載のコンピュータプログラム
を含み、
　前記６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子が、ＢＣＬ２Ｌ１、ＢＩＲＣ３、ＣＣＬ２、ＣＣＬ
３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２２、ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣ
Ｌ２、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＲＦ１、ＭＭＰ９、ＮＦ
ＫＢ２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧＳ２、ＳＥＬＥ、ＳＴＡＴ５Ａ、ＴＮＦ、
ＴＮＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及びＶＣＡＭ１を含む群から選択される、キッ
ト。
【請求項１１】
　前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢ
ＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣ
Ｌ２、ＣＸＣＬ１、ＴＮＦ、ＩＲＦ１、ＴＲＡＦ１、ＮＦＫＢＩＥ、ＶＣＡＭ１及びＢＩ
ＲＣ３を含む群から選択され、好ましくは、前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、
ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、
ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２及びＣＸＣＬ１を含む群から選択される３
個以上の標的遺伝子を含み、より好ましくは、前記３個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２
、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８及びＴＮＦＡＩＰ２を含む群か
ら選択される、請求項１０に記載のキット。
【請求項１２】
　前記プローブが配列番号４６、４９、５２、５５及び５８の少なくとも１つを含み、且
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つ／又は前記プライマーが、配列番号４４及び４５、４７及び４８、５０及び５１、５３
及び５４、並びに５６及び５７の少なくとも１つを含む、請求項１０又は１１に記載のキ
ット。
【請求項１３】
　サンプル中のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルを測
定するためのキットであって、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルを決定するた
めの１つ又は複数の構成要素、及び、
　任意選択で、請求項７に記載の装置、請求項８に記載の非一時的記憶媒体、又は請求項
９に記載のコンピュータプログラム
を含み、
　前記１つ又は複数の構成要素が、好ましくは、マイクロアレイチップ、抗体、複数のプ
ローブ、ＲＮＡシークエンシング及びプライマーセットを含む群から選択され、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子が、ＢＣＬ２Ｌ１、ＢＩＲ
Ｃ３、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２２、ＣＸ３ＣＬ
１、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６、ＩＬ８、Ｉ
ＲＦ１、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧＳ２、ＳＥＬＥ、
ＳＴＡＴ５Ａ、ＴＮＦ、ＴＮＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及びＶＣＡＭ１を含む
群から選択される、キット。
【請求項１４】
　前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢ
ＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣ
Ｌ２、ＣＸＣＬ１、ＴＮＦ、ＩＲＦ１、ＴＲＡＦ１、ＮＦＫＢＩＥ、ＶＣＡＭ１及びＢＩ
ＲＣ３を含む群から選択され、好ましくは、前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、
ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、
ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２及びＣＸＣＬ１を含む群から選択される３
個以上の標的遺伝子を含み、より好ましくは、前記３個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２
、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８及びＴＮＦＡＩＰ２を含む群か
ら選択される、請求項１３に記載のキット。
【請求項１５】
　請求項１から６のいずれか一項に記載の方法の実施における、請求項１０から１４のい
ずれか一項に記載のキットの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般に、バイオインフォマティクス、ゲノミックプロセシング、プロテオミ
ックプロセシング及び関連技術の分野に関する。より詳細には、本発明は、サンプル中で
測定されたＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルに少なく
とも基づいて、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を推測することを含む方法に関する
。本発明はさらに、そのような方法を実施するように構成されたデジタルプロセッサを含
む装置、そのような方法を実施するために、デジタルプロセシングデバイスによって実行
可能な命令を格納する非一時的記憶媒体、及びデジタルプロセシングデバイスにそのよう
な方法を実施させるためのプログラムコード手段を含むコンピュータプログラムに関する
。本発明はさらに、発現レベルを測定するためのキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　ゲノミック及びプロテオミック解析は、様々な癌が、癌の成長及び進化、例えば、細胞
増殖及び転移において役割を果たす特定の遺伝子に関するゲノム突然変異／変異及び／又
は高若しくは低発現レベルの特定の組み合わせと関連することが知られている、腫瘍学な
どの医療分野における臨床応用に関して、かなりの実現された潜在的な将来性を持つ。
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【０００３】
　核内因子カッパＢ（ＮＦｋＢ又はＮＦκＢ）は、免疫応答に関与する多くの遺伝子の発
現を調節する誘導性転写因子である。ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路は、免疫応答、炎症
応答及び急性相応答に関与する重要な細胞シグナリング経路であるが、細胞の生存、増殖
及びアポトーシスの制御にも関与する。健常な非活性化細胞では、５遺伝子（ＮＦＫＢ１
又はｐ５０／ｐ１０５、ＮＦＫＢ２又はｐ５２／ｐ１００、ＲＥＬＡ又はｐ６５、ＲＥＬ
及びＲＥＬＢ）に由来する二量体を含むＮＦｋＢ細胞シグナリング経路関連転写因子は、
ＮＦｋＢのインヒビター（ＩｋＢ）との相互作用により主に細胞質内にあるので、転写的
に不活性なままであり、したがって、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を不活性に保つ。上
流シグナリングカスケードの活性化の際に、ＩｋＢはリン酸化され、プロテアソームによ
ってユビキチン依存的分解を受け、ＮＦｋＢ二量体は核に移行し、ここで転写因子として
働く。この標準的なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路に加えて、ＮＦｋＢ調節性転写を開始
することができる別経路も存在する（図１参照；Ｃ＝標準経路；ＡＰ＝別経路；ＰＳ＝プ
ロテアソーム；ＮＣ＝核）。本明細書では、用語「ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路」は、
好ましくは、上述のＮＦｋＢ転写因子の転写活性につながる任意のシグナリングプロセス
を指す。
【０００４】
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性は、異なる種類の癌に関係すること、及び癌細胞
の生存促進性（ｐｒｏ－ｓｕｒｖｉｖａｌ）表現型を支持することが知られているが、Ｎ
ＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を評価するのに利用可能な臨床的アッセイはない。し
たがって、無秩序なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路によって少なくとも部分的に引き起こ
され、したがって、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の阻害剤に応答する可能性がある癌、
例えば、びまん性大細胞Ｂ細胞リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）、多発性骨髄腫、別の血液起源又
は固形の腫瘍、例えば、乳房腫瘍、黒色腫又は前立腺腫瘍を有する患者を特徴づけするこ
との可能性を高めることができることが望ましい。
【０００５】
　Ｙ．Ｘｉｎｇ，Ｆ．Ｚｈｏｕ及びＪ．Ｗａｎｇ、「Ｓｕｂｓｅｔ　ｏｆ　ｇｅｎｅｓ　
ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｂｙ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　ＮＦ－κＢ　ｉ
ｎ　ＴＮＦ－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ　ｈｕｍａｎ　ＨｅＬａ　ｃｅｌｌｓ」、Ｆｕｎｃｔ
ｉｏｎａｌ　ａｎｄ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ、１３巻、１号、１４
３～１５４頁（２０１３）は、ＴＮＦα刺激ＨｅＬａ細胞におけるＮＦ－κＢの直接標的
遺伝子（ＤＴＧ）が、ＣｈＩＰ－Ｓｅｑ、ＲＮＡｉ及び遺伝子発現プロファイリング技法
を使用して同定されたことを主張する研究を開示している。
【０００６】
　Ｆ．Ｆｅｕｅｒｈａｋｅら、「ＮＦκＢ　ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｆｕｎｃｔｉｏｎ、ａｎ
ｄ　ｔａｒｇｅｔ－ｇｅｎｅ　ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ　ｉｎ　ｐｒｉｍａｒｙ　ｍｅｄｉ
ａｓｔｉｎａｌ　ｌａｒｇｅ　Ｂ－ｃｅｌｌ　ｌｙｍｐｈｏｍａ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｕｓ
ｅ　ｌａｒｇｅ　Ｂ－ｃｅｌｌ　ｌｙｍｐｈｏｍａ　ｓｕｂｔｙｐｅｓ」、Ｂｌｏｏｄ、
１０６巻、４号、１３９２～１３９９頁（２００５）は、縦隔原発Ｂ細胞性大細胞型リン
パ腫（ＭＬＢＣＬ）は、パイロットシリーズでの核内因子κＢ（ＮＦκＢ）のサブユニッ
トｃ－ＲＥＬ（細網内皮症ウイルスオンコジーンホモログ）の核局在性を含めた臨床的及
び分子的特色を古典的ホジキンリンパ腫と共有することを開示している。本発明者らは、
さらなる原発性ＭＬＢＣＬにおいてｃ－ＲＥＬの細胞内局在を解析し、ＭＬＢＣＬ細胞系
におけるＮＦκＢの活性及び機能を特徴づけした。
【０００７】
　ＵＳ２００４／０１８０３４１Ａ１は、ＲＫＩＰモチーフの存在によって定義されるタ
ンパク質ファミリーの転写調節に関する。ＲＫＩＰモチーフを含むタンパク質は、シグナ
ル伝達経路に含まれるキナーゼをモジュレートする。ＲＫＩＰモチーフを含むタンパク質
の転写調節は、ＲＫＩＰファミリー媒介性調節を受けるシグナル伝達経路をモジュレート
するのに有用な薬剤を同定するためのスクリーニングアッセイの、並びにＲＫＩＰファミ
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リー媒介性調節を受ける経路の不適切な活性を伴う障害の診断及び治療の基礎となる。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、本明細書で開示される新規且つ改善された方法及び装置を提供する。
【０００９】
　本発明の主な態様によれば、上記の問題は、標的遺伝子発現の数学的モデリングを使用
してＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を推測する方法によって解決され、すなわち、
　サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上、例えば、７個、８
個、９個、１０個、１１個又は１２個以上の標的遺伝子の発現レベルに少なくとも基づい
て、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を推測するステップを含む方法であって、推測
するステップは、
　サンプル中のＮＦｋＢ転写因子（ＴＦ）要素のレベルを決定するステップであって、Ｎ
ＦｋＢ　ＴＦ要素は、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の転写を制
御し、決定するステップは、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発
現レベルをＮＦｋＢ　ＴＦ要素のレベルに関連付ける数学的モデルを評価することに少な
くとも部分的に基づき、６個以上の標的遺伝子は、ＢＣＬ２Ｌ１、ＢＩＲＣ３、ＣＣＬ２
、ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２２、ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸＣＬ１
、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＲＦ１、ＭＭＰ
９、ＮＦＫＢ２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧＳ２、ＳＥＬＥ、ＳＴＡＴ５Ａ、
ＴＮＦ、ＴＮＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及びＶＣＡＭ１を含む群から選択され
る、ステップと
　サンプル中のＮＦｋＢ　ＴＦ要素の決定されたレベルに基づいて、ＮＦｋＢ細胞シグナ
リング経路の活性を推測するステップと
を含み、
　推測するステップは、数学的モデルを使用してデジタルプロセシングデバイスによって
実施される、方法によって解決される。
【００１０】
　本明細書では、ＴＦ要素の「レベル」は、その標的遺伝子の転写に関するＴＦ要素の活
性のレベルを示す。
【００１１】
　本発明は、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路において生じる作用を特定する適切な方法が
、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路のシグナリング出力（なかでもＮＦｋＢ細胞シグナリン
グ経路によって制御されるＮＦｋＢ転写因子（ＴＦ）要素による標的遺伝子の転写）の測
定に基づき得るという本発明者らの認識に基づく。本発明者らによる認識は、ＴＦレベル
が、サンプルにおいて準定常状態（これは、なかでも標的遺伝子の発現値によって検出す
ることができる）であると仮定する。本明細書で標的にされるＮＦｋＢ細胞シグナリング
経路は、異なる種類の癌と関連すること、及びＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が細胞増殖
及び細胞生存のプロセスを制御する遺伝子を調節することが知られているように、癌細胞
の生存促進性表現型を支持することが知られている。多くの異なる種類のヒト腫瘍は、Ｎ
ＦｋＢ細胞シグナリング経路の無秩序な活性を有することが見出されている。さらに、研
究によって、構成的ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の阻害が癌性細胞の発癌能を阻止
することが示された。
【００１２】
　本発明は、（ｉ）サンプル中のＮＦｋＢ　ＴＦ要素のレベルを決定するステップであっ
て、決定は、その転写がＮＦｋＢ　ＴＦ要素によって制御されている、ＮＦｋＢ細胞シグ
ナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルをＮＦｋＢ　ＴＦ要素のレベルと関連
付ける数学的モデルを評価することに少なくとも部分的に基づく、ステップ、及び（ｉｉ
）サンプル中のＮＦｋＢ　ＴＦ要素の決定されたレベルに基づいて、ＮＦｋＢ細胞シグナ
リング経路の活性を推測するステップによって、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を
決定することを可能にする。これは、好ましくは、無秩序なＮＦｋＢ細胞シグナリング経
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路によって少なくとも部分的に引き起こされ、したがって、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経
路の阻害剤に応答する可能性がある癌、例えば、びまん性大細胞Ｂ細胞リンパ腫（ＤＬＢ
ＣＬ）、多発性骨髄腫、別の血液起源又は固形の腫瘍、例えば、乳房腫瘍、黒色腫又は前
立腺腫瘍を有する患者を特徴づけすることの可能性を高めることを可能にする。本発明の
重要な利点は、異なる時点で抽出した複数のサンプルを必要とするのではなく、単一サン
プルを使用して、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を決定することを可能にすること
である。
【００１３】
　本明細書では、ＮＦｋＢ転写因子（ＴＦ）要素は、特定のＤＮＡ配列に結合することが
でき、それによって標的遺伝子の転写を制御する、ＮＦｋＢメンバー（ＮＦＫＢ１又はｐ
５０／ｐ１０５、ＮＦＫＢ２又はｐ５２／ｐ１００、ＲＥＬＡ又はｐ６５、ＲＥＬ及びＲ
ＥＬＢ）の少なくとも１つ又は好ましくは二量体を含むタンパク質複合体であると定義さ
れる。
【００１４】
　数学的モデルは、ＮＦｋＢ　ＴＦ要素と、サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグナ
リング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルとを関連付ける条件付確率に少なくとも
部分的に基づく確率モデル、好ましくはベイジアンネットワークモデルでもよく、又は数
学的モデルは、サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的
遺伝子の発現レベルの１つ又は複数の線形結合に少なくとも部分的に基づいてもよい。特
に、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性の推測は、国際特許出願公開ＷＯ２０１３／０
１１４７９Ａ２（「Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎ
ｇ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｕｓｉｎｇ　ｐｒｏｂａｂｉｌｉｓｔｉｃ　ｍ
ｏｄｅｌｉｎｇ　ｏｆ　ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」）に開示され
るように、又は国際特許出願公開ＷＯ２０１４／１０２６６８Ａ２（「Ａｓｓｅｓｓｍｅ
ｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｃｔｉｖｉｔ
ｙ　ｕｓｉｎｇ　ｌｉｎｅａｒ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ（ｓ）　ｏｆ　ｔａｒｇｅｔ　
ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ」）に開示されるように実施してもよく、これらの内
容はその全体が本明細書に組み込まれる。標的遺伝子発現の数学的モデリングを使用する
細胞シグナリング経路活性の推測に関するさらなる詳細は、Ｖｅｒｈａｅｇｈ　Ｗ．ら、
「Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｅｒｓｏｎａｌｉｚｅｄ　ｐａｔｉｅｎｔ　ｔｈｅｒａ
ｐｙ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ－ｂａｓｅｄ　ｃｏ
ｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｍｏｄｅｌｓ　ｔｈａｔ　ｉｄｅｎｔｉｆｙ　ｔｕｍｏｒ－ｄ
ｒｉｖｉｎｇ　ｓｉｇｎａｌ　ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｐａｔｈｗａｙｓ」、Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、７４巻、１１号、２０１４、２９３６～２９４５頁に見出す
ことができる。
【００１５】
　ベイジアンネットワークモデルなどの確率モデルを使用することによって、条件付確率
関係を使用してＮＦｋＢ細胞シグナリング経路に関する既存情報を組み込むことが可能に
なる。これは、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の（包括的よりもむしろ）部分的な知識及
び一般的にはある種の不確実性を有して測定される生物学的測定に基づく情報の組み込み
も含む。これに対して、発現レベルの１つ又は複数の線形結合に少なくとも部分的に基づ
く数学的モデルの使用は、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を推測するための、非常
に簡単でコンピュータ計算が容易な方法を提供することができる。
【００１６】
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性は、対象、特に、対象の組織及び／又
は細胞及び／又は体液に関連する可能性があり、本明細書で使用する場合、用語「対象」
は、サンプルが対象のサンプルである場合、任意の生物を指す。いくつかの実施形態では
、対象は動物、好ましくは哺乳動物である。ある種の実施形態では、対象はヒト、好まし
くは医学的対象である。一方で、細胞系、初代細胞培養又はオルガノイド培養からサンプ
ルが得られる場合は、推測された活性は、細胞系、初代細胞培養又はオルガノイド培養が
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薬物、化学物質又は物理的処理による１つ又は複数の処理にかけられた場合に可能性があ
る処理効果とともに、細胞系、初代細胞培養又はオルガノイド培養が由来する最初のサン
プルが対象から抽出された時点の対象の代表に過ぎない可能性がある。さらに、「標的遺
伝子」は、「直接標的遺伝子」及び／又は「間接標的遺伝子」でもよい（本明細書に記載
する通り）。
【００１７】
　特に適切な標的遺伝子は、本明細書中の以下の一節及び以下の実施例に記載される（例
えば表１を参照されたい）。
【００１８】
　したがって、好ましい実施形態によれば、標的遺伝子は、表１に列挙される標的遺伝子
を含む群から選択される。
【００１９】
　６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ
、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２
、ＣＸＣＬ１、ＴＮＦ、ＩＲＦ１、ＴＲＡＦ１、ＮＦＫＢＩＥ、ＶＣＡＭ１及びＢＩＲＣ
３を含む群から選択される方法が特に好ましく、好ましくは、６個以上の標的遺伝子は、
ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、
ＣＸＣＬ３、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２及びＣＸＣＬ１を含む群から
選択される、３個以上、例えば、４個、５個、６個、７個、８個又は９個以上の標的遺伝
子を含み、より好ましくは、３個以上の標的遺伝子は、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６
、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８及びＴＮＦＡＩＰ２を含む群から選択される。
【００２０】
　これらの標的遺伝子は、本発明者らによって行われた広範な文献調査に基づく新規な方
法論を使用して選択され、実施例２でより詳細に記載されるように、これは、選択された
標的遺伝子がＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性の推測に関して優れた根拠を提供する
ことを示した。好都合なことに、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を推測するために
複数の標的遺伝子が使用されるので、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性のより確固た
る推測を達成することができる。
【００２１】
　本発明の別の態様は、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づいて、Ｎ
ＦｋＢ細胞シグナリング経路が異常に作動しているかどうかを決定することをさらに含む
、（本明細書に記載される）方法に関する。
【００２２】
　例えば、無秩序なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路によって少なくとも部分的に引き起こ
される癌を有する患者において、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が異常に作動しているか
を決定することによって、そのような患者を効率的且つ信頼できる方法によって特徴づけ
することができる。別の変形形態では、（本明細書に記載される）方法を使用して、ＴＮ
Ｆα又はＬＰＳのような特定の刺激剤を用いて又は用いずに、例えば癌患者のサンプルに
由来する細胞系を特徴づけすることができる。
【００２３】
　本発明は、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の異常な作動を補正する薬物の処方を推奨す
ることをさらに含み、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づいて、ＮＦｋＢ細胞シグナリン
グ経路が異常に作動していると決定される場合のみ推奨が実施される、（本明細書に記載
される）方法にも関する。
【００２４】
　そうすることによって、例えば、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の阻害剤に依拠する薬
物のみが、そのような阻害剤に応答する可能性がある癌を有する患者に推奨されることが
、より良く保証される。その点で、そこから利益を得られない可能性がある患者がそのよ
うな薬物を不必要に摂取することを避けることができ、その一方で、療法応答の機会が最
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適化される。
【００２５】
　本発明は、推測することが、サンプル中で測定された、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路
の一連の標的遺伝子の６個以上の標的遺伝子の発現レベルに少なくとも基づいて、ＮＦｋ
Ｂ細胞シグナリング経路の活性を推測すること以下を含む、（本明細書に記載される）方
法にも関する。
【００２６】
　好都合なことに、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を推測するために複数の標的遺
伝子が使用されるので、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性のより確固たる推測を達成
することができる。
【００２７】
　本発明に従って使用されるサンプル（複数可）は、抽出されたサンプル、すなわち、対
象から抽出されたサンプルでもよい。サンプルの例としては、限定されないが、対象の組
織、生検材料、細胞、血液及び／又は体液が挙げられる。サンプルは、例えば、癌病変部
から、又は癌が疑われる病変部から、又は転移性腫瘍から、又は癌細胞が混入している流
体が存在する体腔（例えば、胸腹腔若しくは腹腔若しくは膀胱腔）から、又は癌細胞を含
む他の体液などから、好ましくは生検法又は他のサンプル抽出法によって、得られるサン
プルでもよい。サンプルが抽出される細胞はまた、血液悪性腫瘍（例えば、白血病又はリ
ンパ腫）からの腫瘍細胞でもよい。ある場合には、細胞サンプルはまた、循環性腫瘍細胞
、すなわち、血流に入っており、適切な分離技法、例えばアフェレーシス又は従来の静脈
採血を使用して抽出することができる腫瘍細胞でもよい。血液は別にして、サンプルが抽
出される体液は、尿、胃腸内容物又は血管外遊出物でもよい。本明細書で使用する場合、
用語「サンプル」は、例えば、対象の組織及び／又は細胞及び／又は体液が対象から採取
され、例えば顕微鏡スライド上に置かれている場合、並びに特許請求される方法を実施す
るために、このサンプルの一部が、例えば、レーザーキャプチャーマイクロダイセクショ
ン（ＬＣＭ）によって、又は目的の細胞をスライドから削り取ることによって、又は蛍光
活性化セルソーティング技法によって抽出される場合も包含する。さらに、本明細書で使
用する場合、用語「サンプル」は、例えば、対象の組織及び／又は細胞及び／又は体液が
対象から採取され、顕微鏡スライド上に置かれ、請求される方法がスライド上で実施され
る場合も包含する。
【００２８】
　別の開示される態様によれば、装置は、本明細書に記載の本発明による方法を実施する
ように構成されるデジタルプロセッサを含む。
【００２９】
　別の開示される態様によれば、非一時的記憶媒体は、本明細書に記載の本発明による方
法を実施するために、デジタルプロセシングデバイスによって実行可能な命令を格納する
。非一時的記憶媒体は、コンピュータ可読記憶媒体、例えば、ハードドライブ若しくは他
の磁気記憶媒体、光学ディスク若しくは他の光学記憶媒体、ランダムアクセスメモリ（Ｒ
ＡＭ）、リードオンリーメモリ（ＲＯＭ）、フラッシュメモリ、又は他の電子記憶媒体、
ネットワークサーバなどでもよい。デジタルプロセシングデバイスは、ハンドヘルドデバ
イス（例えば、パーソナルデータアシスタント又はスマートフォン）、ノートブックコン
ピュータ、デスクトップコンピュータ、タブレットコンピュータ又はデバイス、リモート
ネットワークサーバなどでもよい。
【００３０】
　別の開示される態様によれば、コンピュータプログラムがデジタルプロセシングデバイ
スにおいて実行される場合、コンピュータプログラムは、デジタルプロセシングデバイス
に本明細書に記載の本発明による方法を実施させるためのプログラムコード手段を含む。
デジタルプロセシングデバイスは、ハンドヘルドデバイス（例えば、パーソナルデータア
シスタント又はスマートフォン）、ノートブックコンピュータ、デスクトップコンピュー
タ、タブレットコンピュータ又はデバイス、リモートネットワークサーバなどでもよい。
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【００３１】
　別の開示される態様によれば、シグナルは、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測され
た活性を示し、推測された活性は、本明細書に記載の本発明による方法を実施することか
ら生じる。このシグナルは、デジタルシグナルでもよく、又はアナログシグナルでもよい
。
【００３２】
　別の開示される態様によれば、サンプル中のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上
、例えば、７個、８個、９個、１０個、１１個又は１２個以上の標的遺伝子の発現レベル
を測定するためのキットは、
　６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子に対するポリメラーゼ連鎖反応プライマー、
　６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子に対するプローブ
を含み、
　６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子は、ＢＣＬ２Ｌ１、ＢＩＲＣ３、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、
ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２２、ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２
、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＲＦ１、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ
２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧＳ２、ＳＥＬＥ、ＳＴＡＴ５Ａ、ＴＮＦ、ＴＮ
ＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及びＶＣＡＭ１を含む群から選択される。
【００３３】
　好ましくは、
　６個以上の標的遺伝子は、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ
、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２
、ＣＸＣＬ１、ＴＮＦ、ＩＲＦ１、ＴＲＡＦ１、ＮＦＫＢＩＥ、ＶＣＡＭ１及びＢＩＲＣ
３を含む群から選択され、より好ましくは、６個以上の標的遺伝子は、ＣＸＣＬ２、ＩＣ
ＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭ
Ｐ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２及びＣＸＣＬ１を含む群から選択される、３個
以上、例えば、４個、５個、６個、７個、８個又は９個以上の標的遺伝子を含み、より好
ましくは、３個以上の標的遺伝子は、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦ
ＫＢＩＡ、ＩＬ８及びＴＮＦＡＩＰ２を含む群から選択される。
【００３４】
　好ましくは、
　プローブは、配列番号４６、４９、５２、５５及び５８の少なくとも１つを含み、且つ
／又はプライマーは、配列番号４４及び４５、４７及び４８、５０及び５１、５３及び５
４、並びに５６及び５７の少なくとも１つを含む。別の開示される態様によれば、サンプ
ル中のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上、例えば、７個、８個、９個、１０個、
１１個又は１２個以上の標的遺伝子の発現レベルを測定するためのキットは、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルを決定するための
１つ又は複数の構成要素を含み、
　１つ又は複数の構成要素は、好ましくは、マイクロアレイチップ（例えば、ＤＮＡアレ
イチップ、オリゴヌクレオチドアレイチップ、タンパク質アレイチップ）、抗体、複数の
プローブ、ＲＮＡシークエンシング及びプライマーセットを含む群から選択され、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子は、ＢＣＬ２Ｌ１、ＢＩＲＣ３
、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２２、ＣＸ３ＣＬ１、
ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＲＦ
１、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧＳ２、ＳＥＬＥ、ＳＴ
ＡＴ５Ａ、ＴＮＦ、ＴＮＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及びＶＣＡＭ１を含む群か
ら選択される。
【００３５】
　好ましくは、
　６個以上の標的遺伝子は、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ
、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２
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、ＣＸＣＬ１、ＴＮＦ、ＩＲＦ１、ＴＲＡＦ１、ＮＦＫＢＩＥ、ＶＣＡＭ１及びＢＩＲＣ
３を含む群から選択され、より好ましくは、６個以上の標的遺伝子は、ＣＸＣＬ２、ＩＣ
ＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭ
Ｐ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２及びＣＸＣＬ１を含む群から選択される、３個
以上、例えば、３個以上、例えば、４個、５個、６個、７個、８個又は９個以上の標的遺
伝子を含み、最も好ましくは、３個以上の標的遺伝子は、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ
６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８及びＴＮＦＡＩＰ２を含む群から選択される。
【００３６】
　そのようなキットを用いて、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の
発現レベルを単純で快適な方法で決定することができる。好都合なことに、ＮＦｋＢ細胞
シグナリング経路の活性を推測するために複数の標的遺伝子が使用されるので、ＮＦｋＢ
細胞シグナリング経路の活性のより確固たる推測を達成することができる。
【００３７】
　好ましくは、
　（本明細書に記載される）キットは、本明細書に記載の本発明による方法を実施するよ
うに構成されるデジタルプロセッサを含む装置、本明細書に記載の本発明による方法を実
施するために、デジタルプロセシングデバイスによって実行可能な命令を格納する非一時
的記憶媒体、又はデジタルプロセシングデバイスにおいてコンピュータプログラムが実行
される場合、デジタルプロセシングデバイスに本明細書に記載の本発明による方法を実施
させるためのプログラムコード手段を含むコンピュータプログラムも含む。
【００３８】
　別の開示される態様によれば、本明細書に記載の本発明のキットは、本明細書に記載の
本発明の方法の実施において使用される。
【００３９】
　本明細書に記載の本発明は、例えば、好都合なことに、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく診断、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく予後診断、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく薬物処方、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく薬効の予測、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく有害作用の予測、
　薬効のモニタリング、
　薬剤開発、
　アッセイ開発、
　経路研究、
　癌進行度分類、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく臨床試験への登録、
　実施されるべき後続試験の選択、及び
　コンパニオン診断試験の選択
に関して使用することもできる。
【００４０】
　さらなる利点は、添付の図面、以下の記載を読み理解すれば、特に下記に提供する詳細
な実施例を読めば、当業者に明らかとなるであろう。
【００４１】
　請求項１に記載の方法、請求項７に記載の装置、請求項８に記載の非一時的記憶媒体、
請求項９に記載のコンピュータプログラム、請求項１０から１４に記載のキット及び請求
項１５に記載のキットの使用は、特に従属請求項に記載されるように、同様及び／又は同
一の好適な実施形態を有することを理解されたい。
【００４２】
　本発明の好ましい実施形態は、従属請求項又は上記実施形態と各独立請求項との任意の
組み合わせでもよいことを理解されたい。
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【００４３】
　本発明のこれら及び他の態様は、以下に記載の実施形態を参照して説明され、明らかに
なろう。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】ＮＦｋＢ活性化の概略的且つ例示的な標準経路及び別経路を示す図である（Ｄｏ
ｌｃｅｔ　Ｘ．ら、「ＮＦｋＢ　ｉｎ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｐｒｏｇｒｅ
ｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｃａｎｃｅｒ」、Ｖｉｒｃｈｏｗｓ　Ａｒｃｈｉｖｅｓ
、４４６巻、第５号、２００５、４７５～４８２頁を参照されたい）。
【図２】ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の転写プログラムをモデル化するのに使用される
、概略的且つ例示的な数学的モデル（本明細書ではベイジアンネットワークモデル）を示
す図である。
【図３】ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の標的遺伝子の証拠精選リスト（ｅｖｉｄｅｎｃ
ｅ　ｃｕｒａｔｅｄ　ｌｉｓｔ）（表１を参照）に基づく、例示的ベイジアンネットワー
クモデルの訓練結果を示す図である。
【図４】ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の１９個の標的遺伝子のショートリスト（表２を
参照）に基づく、例示的ベイジアンネットワークモデルの訓練結果を示す図である。
【図５】ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の１３個の標的遺伝子のショートリスト（表３を
参照）に基づく、例示的ベイジアンネットワークモデルの訓練結果を示す図である。
【図６】ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の７個の標的遺伝子ショートリスト（表４を参照
）に基づく、例示的ベイジアンネットワークモデルの訓練結果を示す図である。
【図７】ＧＳＥ３４１７１からのびまん性大細胞Ｂ細胞リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）サンプル
に対する、標的遺伝子の証拠精選リスト（表１参照）を使用する、訓練した例示的ベイジ
アンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【図８】様々な刺激時間にわたって様々なＴＮＦα濃度で刺激した、Ｅ－ＭＴＡＢ－１３
１２からの正常ヒト気管支上皮（ＮＨＢＥ）細胞系サンプルに対する、標的遺伝子の証拠
精選リスト（表１参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮ
ＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【図９】様々な刺激時間にわたって様々なＴＮＦα濃度で刺激した、Ｅ－ＭＴＡＢ－１３
１２からの正常ヒト気管支上皮（ＮＨＢＥ）細胞系サンプルに対する、１９個の標的遺伝
子のショートリスト（表２参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモ
デルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【図１０】様々な刺激時間にわたって様々なＴＮＦα濃度で刺激した、Ｅ－ＭＴＡＢ－１
３１２からの正常ヒト気管支上皮（ＮＨＢＥ）細胞系サンプルに対する、１３個の標的遺
伝子のショートリスト（表３参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワーク
モデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【図１１】様々な刺激時間にわたって様々なＴＮＦα濃度で刺激した、Ｅ－ＭＴＡＢ－１
３１２からの正常ヒト気管支上皮（ＮＨＢＥ）細胞系サンプルに対する、７個の標的遺伝
子のショートリスト（表４参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモ
デルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【図１２】ＴＨＰ－１単核球細胞に対する、標的遺伝子の証拠精選リスト（表１参照）を
使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経
路活性の予測を示す図である。
【図１３】ＧＳＥ４１８３からの結腸サンプルに対する、標的遺伝子の証拠精選リスト（
表１参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シ
グナリング経路活性の予測を示す図である。
【図１４】ＧＳＥ４１８３からの結腸サンプルに対する、１９個の標的遺伝子のショート
リスト（表２参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋ
Ｂ細胞シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【図１５】ＧＳＥ４１８３からの結腸サンプルに対する、１３個の標的遺伝子のショート
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リスト（表３参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋ
Ｂ細胞シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【図１６】ＧＳＥ４１８３からの結腸サンプルに対する、７個の標的遺伝子のショートリ
スト（表４参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ
細胞シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【図１７】ＧＳＥ１０８９０からの乳癌細胞系に対する、標的遺伝子の証拠精選リスト（
表１参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シ
グナリング経路活性の予測を示す図である。
【図１８】ＧＳＥ２０５６５からの卵巣サンプルに対する、標的遺伝子の証拠精選リスト
（表１参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞
シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【図１９】Ｅ－ＭＴＡＢ－１００６からの乳癌サンプルに対する、標的遺伝子の証拠精選
リスト（表１参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋ
Ｂ細胞シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【図２０】カプランマイヤープロットで示された、神経膠腫患者（ＧＳＥ１６０１１）の
予後を示す図である。標的遺伝子の証拠精選リスト（表１参照）を使用する訓練した例示
的ベイジアンネットワークモデルを用いる。
【図２１】標的遺伝子の証拠精選リスト（表１参照）に基づく、例示的線形モデルの訓練
結果を示す図である。
【図２２】様々な刺激時間にわたって様々なＴＮＦα濃度で刺激した、Ｅ－ＭＴＡＢ－１
３１２からの正常ヒト気管支上皮（ＮＨＢＥ）細胞系サンプルに対する、標的遺伝子の証
拠精選リスト（表１参照）を使用する、訓練した例示的線形モデルのＮＦｋＢ細胞シグナ
リング経路活性の予測を示す図である。
【図２３】ＧＳＥ４１８３からの結腸サンプルに対する、標的遺伝子の証拠精選リスト（
表１参照）を使用する、訓練した例示的線形モデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性
の予測を示す図である。
【図２４】ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推定上の標的遺伝子の（表６参照）広範な文
献リストに基づく、例示的ベイジアンネットワークモデルの訓練結果を示す図である。
【図２５】様々な刺激時間にわたって様々なＴＮＦα濃度で刺激した、Ｅ－ＭＴＡＢ－１
３１２からの正常ヒト気管支上皮（ＮＨＢＥ）細胞系サンプルに対する、ＮＦｋＢ細胞シ
グナリング経路の推定上の標的遺伝子の広範な文献リスト（表６参照）を使用する、訓練
した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を
示す図である。
【図２６】ＧＳＥ４１８３からの結腸サンプルに対する、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路
の推定上の標的遺伝子の広範な文献リスト（表６参照）を使用する、訓練した例示的ベイ
ジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　以下の実施例は、特に好ましい方法及びそれに関連する選択された態様を例示するに過
ぎない。そこに提供される教示は、例えば、１つ又は複数の細胞シグナリング経路の異常
な活性を検出する、予測する及び／又は診断するために、いくつかの試験及び／又はキッ
トを構築するのに使用することができる。さらに、本明細書に記載の方法を使用すると、
例えば、（コンパニオン診断試験のような）実施されるべき後続試験（複数可）を選択す
るために、薬物処方を有利に導くことができ、薬物応答予測並びに薬効（及び／又は有害
作用）のモニタリングを行うことができ、薬剤耐性を予測及びモニタリングすることがで
きる。以下の実施例は、本発明の範囲を限定するものと解釈されるべきでない。
【実施例１】
【００４６】
数学的モデルの構築
　国際特許出願公開ＷＯ２０１３／０１１４７９Ａ２（「Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　
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ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｕｓｉｎ
ｇ　ｐｒｏｂａｂｉｌｉｓｔｉｃ　ｍｏｄｅｌｉｎｇ　ｏｆ　ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ　
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」）に詳述されるように、確率モデル、例えば、ベイジアンネット
ワークモデルを構築すること、及び細胞シグナリング経路（本明細書では、ＮＦｋＢ細胞
シグナリング経路）の６個以上の標的遺伝子の発現レベルと転写因子（ＴＦ）要素（本明
細書では、ＮＦｋＢ　ＴＦ要素）（ＴＦ要素は細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺
伝子の転写を制御する）のレベルとの間の条件付確率関係を組み込むことによって、その
ようなモデルを使用して、高い正確性で細胞シグナリング経路の活性を決定することがで
きる。さらに、条件付確率を調整すること及び／又はさらなる情報源を示すために新たな
ノードをモデルに追加することによって、確率モデルを、後の臨床研究によって得られる
さらなる知識を組み込むように容易に更新することができる。このようにして、最新の医
学知識を統合するために、必要に応じて確率モデルを更新することができる。
【００４７】
　国際特許出願公開ＷＯ２０１３／０１１４７９Ａ２（「Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　
ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｕｓｉｎ
ｇ　ｌｉｎｅａｒ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ（ｓ）　ｏｆ　ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ　ｅ
ｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ」）に詳述されている、理解及び解釈するのが容易な別のアプロー
チでは、細胞シグナリング経路（本明細書では、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路）の活性
は、細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルと転写因子（ＴＦ）要素
（本明細書ではＮＦｋＢ　ＴＦ要素）（ＴＦ要素は、細胞シグナリング経路の６個以上の
標的遺伝子の転写を制御する）のレベルの間の関係を組み込む線形又は（擬似）線形モデ
ルを構築及び評価することによって決定することができ、モデルは、６個以上の標的遺伝
子の発現レベルの１つ又は複数の線形結合に少なくとも部分的に基づく。
【００４８】
　両アプローチにおいて、６個以上の標的遺伝子の発現レベルは、好ましくは、ｍＲＮＡ
レベルの測定値でもよく、これは、例えば、（ＲＴ）ＰＣＲ及び標的遺伝子のｍＲＮＡ配
列に関連するプローブを使用するマイクロアレイ技法の結果、並びにＲＮＡシークエンシ
ングの結果でもよい。別の実施形態では、６個以上の標的遺伝子の発現レベルは、タンパ
ク質レベル、例えば、標的遺伝子がコードするタンパク質（複数可）の濃度及び／又は活
性によって測定することができる。
【００４９】
　前述の発現レベルは、場合により、アプリケーションにより適する場合もあるし適さな
い場合もある多くの方法で変換することができる。例えば、マイクロアレイベースのｍＲ
ＮＡレベルなどの発現レベルの４つの異なる変換は以下のものでもよい：
　－　「連続データ」、すなわち、ＭＡＳ５．０及びｆＲＭＡなどの周知のアルゴリズム
を使用してマイクロアレイを前処理した後に得られるような発現レベル、
　－　「ｚ－スコア」、すなわち、全サンプルの平均が０であり、標準偏差が１であるよ
うにスケーリングされる連続発現レベル、
　－　「離散」、すなわち、ある閾値を超える全発現が１に設定され、それを下回る全発
現が０に設定される（例えば、プローブセットに対する閾値を、ある数の正の臨床サンプ
ルと同数の負の臨床サンプルのセットにおけるその値の中央値として選ぶことができる）
、
　－　「ファジー」、すなわち、連続発現レベルが、次のフォーマットのシグモイド関数
を使用して０と１の間の値に変換される：１／（１＋ｅｘｐ（（ｔｈｒ－ｅｘｐｒ）／ｓ
ｅ））（ｅｘｐｒは連続発現レベルであり、ｔｈｒは前述の閾値であり、ｓｅは、０と１
の間の差に影響する軟化パラメータである）。
【００５０】
　構築され得る最も単純な線形モデルの１つは、転写因子（ＴＦ）要素（本明細書ではＮ
ＦｋＢ　ＴＦ要素）を示すノードを第１層に、及び例えばマイクロアレイ又は（ｑ）ＰＣ
Ｒ実験において特定の標的遺伝子と特に高く相関する１つのプローブセットによる標的遺
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伝子の発現レベルの直接測定結果を示す重み付きノードを第２層に有するモデルである。
重みは、訓練データセットからの計算に基づいてもよいし、又は専門的知識に基づいても
よい。標的遺伝子あたり複数の発現レベルが測定されるかもしれない場合（例えば、１つ
の標的遺伝子が複数のプローブセットで測定され得るマイクロアレイ実験の場合）、標的
遺伝子あたり１つの発現レベルのみを使用するこのアプローチは、特に単純である。特定
の標的遺伝子に対して使用される１つの発現レベルを選択する特定の方法は、訓練データ
セットの活性サンプルと不活性サンプルを最もよく分離することができるプローブセット
からの発現レベルを使用することである。このプローブセットを決定する１つの方法は、
統計的検定、例えばｔ検定を実施し、最も低いｐ値を有するプローブセットを選択するこ
とである。最も低いｐ値を有するプローブセットの訓練データセットの発現レベルは、定
義により、（既知の）活性及び不活性サンプルの発現レベルが重なる確率が最も低いプロ
ーブセットである。別の選択法はオッズ比に基づく。そのようなモデルでは、６個以上の
標的遺伝子のそれぞれについて１つ又は複数の発現レベルが与えられ、１つ又は複数の線
形結合は、６個以上の標的遺伝子のそれぞれについて重み付き項を含む線形結合を含み、
各重み付き項は、各標的遺伝子に対して与えられる１つ又は複数の発現レベルの１つの発
現レベルのみに基づく。上記のように標的遺伝子あたり１つの発現レベルのみが選ばれる
場合、モデルは、「最判別プローブセット（ｍｏｓｔ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ　ｐｒ
ｏｂｅｓｅｔｓ）」モデルと呼ぶことができる。
【００５１】
　「最判別プローブセット」モデルの代替として、標的遺伝子あたり複数の発現レベルが
測定される可能性がある場合、標的遺伝子あたり与えられるすべての発現レベルを使用す
ることが可能である。そのようなモデルでは、６個以上の標的遺伝子のそれぞれについて
１つ又は複数の発現レベルが与えられ、１つ又は複数の線形結合は、６個以上の標的遺伝
子について与えられる１つ又は複数の発現レベルのすべての発現レベルの線形結合を含む
。言い換えれば、６個以上の標的遺伝子のそれぞれについて、各標的遺伝子に与えられる
１つ又は複数の発現レベルのそれぞれを、それ自体の（個々の）重みによって、線形結合
において重み付けすることができる。この変形形態は、「全プローブセット」モデルと呼
ぶことができる。これは、すべての与えられる発現レベルを使用するが比較的単純である
という利点を持つ。
【００５２】
　上記の両モデルは、これらが、６個以上の標的遺伝子の１つ又は複数のプローブセット
の発現レベルの線形結合に基づいてＴＦ要素のレベルが計算される「単層」モデルとみな
され得るものであるという共通点がある。
【００５３】
　各モデルを評価することによって、ＴＦ要素（本明細書ではＮＦｋＢ　ＴＦ要素）のレ
ベルが決定された後、細胞シグナリング経路（本明細書では、ＮＦｋＢ細胞シグナリング
経路）の活性を推測するために、決定されたＴＦ要素レベルを閾値処理することができる
。そのような適切な閾値を計算するための好ましい方法は、不活性細胞シグナリング経路
を有することが知られている訓練サンプルと活性細胞シグナリング経路を有する訓練サン
プルの決定されたＴＦ要素レベルｗｌｃを比較することによる。そのようにし、これらの
群における分散も考慮する方法は、閾値を用いることによって与えられる。
【００５４】
【数１】

式中、σ及びμは、訓練サンプルに対する、決定されたＴＦ要素レベルｗｌｃの標準偏差
及び平均である。活性及び／又は不活性訓練サンプルにおいて少数のサンプルのみが利用
可能である場合は、２群の分散の平均に基づいて計算された分散に擬似カウントを加える
ことができる：
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【００５５】
【数２】

式中、ｖは群の決定されたＴＦ要素レベルｗｌｃの分散であり、ｘは正の擬似カウント、
例えば１又は１０であり、ｎａｃｔ及びｎｐａｓは、それぞれ、活性及び不活性サンプル
の数である。分散ｖの平方根をとることによって標準偏差σが次に得られる。
【００５６】
　解釈を容易にするために、閾値を決定されたＴＦ要素レベルｗｌｃから減算することが
でき、この結果、負の値が不活性細胞シグナリング経路に対応し、正の値が活性細胞シグ
ナリング経路に対応する、細胞シグナリング経路の活性スコアが得られる。
【００５７】
　上記「単層」モデルの代替として、「２層」も一実施例において使用され得る。そのよ
うなモデルでは、その関連プローブセットの測定強度に基づく線形結合を使用して、各標
的遺伝子についてサマリー値が計算される（「第１（下）層」）。計算されたサマリー値
は、続いて、さらなる線形結合を使用して、細胞シグナリング経路の他の標的遺伝子のサ
マリー値と結合される（「第２（上）層」）。再度、重みは訓練データセットから学習し
てもよいし、専門的知識に基づいてもよいし、又はこれらの組み合わせでもよい。言い換
えれば、「２層」モデルでは、６個以上の標的遺伝子のそれぞれについて１つ又は複数の
発現レベルが与えられ、１つ又は複数の線形結合は、６個以上の標的遺伝子のそれぞれに
ついて、各標的遺伝子について与えられる１つ又は複数の発現レベルのすべての発現レベ
ルの第１の線形結合を含む（「第１（下）層」）。モデルは、さらに、６個以上の標的遺
伝子のそれぞれについて重み付き項を含むさらなる線形結合に少なくとも部分的に基づき
、各重み付き項は、各標的遺伝子に対する第１の線形結合に基づく（「第２（上）層」）
。
【００５８】
　サマリー値の計算は、「２層」モデルの好ましいバージョンにおいて、訓練データを使
用して各標的遺伝子に対して閾値を定義すること、及び計算された線形結合から閾値を減
算し、標的遺伝子サマリーを得ることを含むことができる。ここで閾値は、負の標的遺伝
子サマリー値がダウンレギュレーションされた標的遺伝子に対応し、正の標的遺伝子サマ
リー値がアップレギュレーションされた標的遺伝子に対応するように選ぶことができる。
また、標的遺伝子サマリー値を、これが「第２（上）層」に結合される前に、例えば上記
の変換（ファジー、離散など）のうちの１つを使用して、変換することが可能である。
【００５９】
　「２層」モデルを評価することによってＴＦ要素のレベルが決定された後、上記のよう
に、細胞シグナリング経路の活性を推測するために、決定されたＴＦ要素レベルを閾値処
理することができる。
【００６０】
　以下では、上記のモデルは、まとめて「（擬似）線形」モデルと示される。確率モデル
、例えば、ベイジアンネットワークモデルの訓練及び使用のより詳細な説明は、以下の実
施例３にて提供する。
【実施例２】
【００６１】
標的遺伝子の選択
　転写因子（ＴＦ）は、特異的なＤＮＡ配列に結合し、それにより、ＤＮＡからｍＲＮＡ
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への遺伝情報の転写を制御することによって標的遺伝子からの転写を調節することができ
る、タンパク質複合体（すなわち、特定の構造体において一緒に結合したタンパク質の組
み合わせ）又はタンパク質である。ＴＦ複合体のこの作用によって直接生成されるｍＲＮ
Ａは、本明細書では、（転写因子の）「直接標的遺伝子」と称される。細胞シグナリング
経路の活性化は、「間接標的遺伝子」と称されるさらに多くの二次的遺伝子の転写をもた
らすこともできる。以下では、（例示的な数学的モデルとして）細胞シグナリング経路活
性とｍＲＮＡレベルの間の直接的関連としての直接標的遺伝子を含む又はそれを含む（擬
似）線形モデル又はベイジアンネットワークモデルが適切であるが、直接標的遺伝子と間
接標的遺伝子の間の区別は必ずしも明らかであるとは限らない。本明細書では、利用可能
な科学文献データに基づくスコアリング関数を使用して直接標的遺伝子を選択する方法が
提示される。それにもかかわらず、限られた情報並びに生物学的バリエーション及び不確
定要素が原因で、間接的標的遺伝子の偶発的選択を除外することができない。標的遺伝子
を選択するために、「ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｕｂｍｅｄ」でア
クセス可能で、本明細書でさらに「Ｐｕｂｍｅｄ」と称される、米国国立衛生研究所のＭ
ＥＤＬＩＮＥデータベースを用いて、標的遺伝子の２つのリストを作成した。
【００６２】
　２０１３年の第２四半期及び第３四半期の期間に、（ＮＦｋＢ及び「標的遺伝子」）な
どのクエリーを使用して推定上のＮＦｋＢ標的遺伝子を含む刊行物を検索した。より詳細
に以下に記載される方法論に従って、得られた刊行物をさらに手作業で解析した。
【００６３】
　証拠が蓄積された科学実験のタイプに依存して、特定の標的遺伝子に対する科学的証拠
に格付けを与えるランキングシステムを使用して、特定の細胞シグナリング経路ｍＲＮＡ
標的遺伝子を科学文献から選択した。例えば、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性であ
ることが知られている細胞系のマイクロアレイにおけるプローブセット強度の増大によっ
て検出されるようなｍＲＮＡの増大のように、ある実験証拠は遺伝子が直接標的遺伝子で
あることを単に示唆するに過ぎないが、他の証拠は、同定されたＮＦｋＢ細胞シグナリン
グ経路ＴＦ結合部位と細胞内の特定の細胞シグナリング経路の刺激後のクロマチン免疫沈
降（ＣｈＩＰ）アッセイにおけるこの部位の検索と細胞系における細胞シグナリング経路
の特異的刺激後のｍＲＮＡの増大との組み合わせのように、非常に強力であり得る。
【００６４】
　特定の細胞シグナリング経路標的遺伝子を見つけるためのいくつかのタイプの実験を科
学文献中で特定することができる：
１．目的の細胞シグナリング経路のＴＦの、ゲノム上のその結合部位への直接結合が示さ
れる、ＣｈＩＰ実験。実施例：クロマチン免疫沈降（ＣｈＩＰ）技術を使用することによ
って、その後、例えば腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）又はリポ多糖（ＬＰＳ）での刺激によ
るＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性誘導を伴う又は伴わない細胞系のＤＮＡにおける
推定上の機能的ＮＦｋＢ　ＴＦ結合部位が、純粋にヌクレオチド配列に基づいて認識され
る結合部位のサブセットとして同定された。推定上の機能性を、ＴＦがＤＮＡ結合部位に
結合することが分かったというチップ由来の証拠として特定した。
２．結合配列を含むＤＮＡ断片へのＴＦのインビトロ結合を示す、電気泳動移動度シフト
（ＥＭＳＡ）アッセイ。チップベースの証拠と比較して、ＥＭＳＡベースの証拠は、イン
ビボの状態に変換することができないので、あまり強力ではない。
３．細胞シグナリング経路の刺激及びマイクロアレイ、ＲＮＡシークエンシング、定量的
ＰＣＲ又は他の技法を使用するｍＲＮＡ発現の測定。これらは、ＮＦｋＢ細胞シグナリン
グ経路誘導性細胞系及びタンパク質への翻訳を阻害する（したがって、誘導されたｍＲＮ
Ａは直接標的遺伝子であると仮定される）シクロヘキシミドの存在下で誘導後の少なくと
も１点、好ましくはいくつかの時点で測定されるｍＲＮＡプロファイルの測定を使用する
。
４．３と同様であるが、代替として、ウェスタンブロット法などのタンパク質存在量測定
法で、さらに下流のｍＲＮＡ発現を測定する。
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５．バイオインフォマティクスアプローチを使用する、ゲノム中のＴＦ結合部位の同定。
ＮＦｋＢ　ＴＦ要素の実施例：ＮＦｋＢ結合モチーフ５’－ＧＧＧＲＮＷＹＹＣＣ－３’
（Ｒ：Ａ又はＧ、Ｎ：任意のヌクレオチド、Ｗ：Ａ又はＴ、Ｙ：Ｃ又はＴ）を使用して、
ヒトゲノム配列に対してソフトウェアプログラムを実行させ、遺伝子のプロモーター領域
と他のゲノム領域の両方で潜在的結合部位を同定した。
６．３と同様。ただし、シクロヘキシミドなし。
７．４と同様。ただし、シクロヘキシミドなし。
【００６５】
　最も単純な形式では、転写因子のＮＦｋＢファミリーの標的遺伝子として遺伝子が同定
されたこれらの実験的アプローチのそれぞれについて、すべての潜在的遺伝子に１ポイン
トを与えることができる。この相対的ランキングストラテジーを使用して、最も信頼でき
る標的遺伝子のリストを作成することができる。
【００６６】
　或いは、別の方法でのランキングを使用して、インビボでの直接標的遺伝子について最
も多くの証拠を提供する技術に多数のポイントを与えることによって、直接標的遺伝子で
ある可能性が最も高い標的遺伝子を同定することができる。上記のリストでは、これは、
実験的アプローチ１）に対して８ポイントを、２）に対して７ポイントを、そして実験的
アプローチ８）に対して１ポイントの低下を意味すると思われる。そのようなリストは、
「標的遺伝子の一般的リスト」と呼ぶことができる。
【００６７】
　生物学的バリエーション及び不確定要素にもかかわらず、本発明者らは、直接標的遺伝
が組織非依存的様式で誘導される可能性が最も高いと仮定した。これらの標的遺伝子のリ
ストは、「標的遺伝子の証拠精選リスト」と呼ぶことができる。そのような標的遺伝子の
証拠精選リストを使用して、異なる組織源に由来するサンプルに適用することができる、
ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の計算モデルを構築した。
【００６８】
　以下は、証拠精選標的遺伝子リストの選択が、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路について
、具体的にどのように構築されたかを例示的に説明する。
【００６９】
　刊行物に報告された、ＣｈＩＰ、ＥＭＳＡ、差次的発現、ノックダウン／アウト、ルシ
フェラーゼ遺伝子レポータアッセイ、配列解析などの実験的証拠の各タイプについてポイ
ントを与えるスコアリング関数を導入した。同じ実験的証拠が複数の刊行物において言及
されることがあり、これには、対応する数のポイントをもたらし、例えば、チップの知見
に言及する２つの刊行物は、単一のチップ知見に与えられるスコアの２倍をもたらす。さ
らなる解析を実施して、１つのタイプの実験的証拠、例えば差次的発現のみを有するので
はなく、多様なタイプの実験的証拠を有する遺伝子のみを許可した。最後に、すべての推
定上のＮＦｋＢ標的遺伝子について証拠スコアを計算し、５以上の証拠スコアを有するす
べての推定上のＮＦｋＢ標的遺伝子を選択した（表１に示す）。強力で十分な証拠を提供
するので、５というカットオフレベルをヒューリスティックに選んだ。
【００７０】
　本発明者らは、標的遺伝子の証拠精選リスト（表１に列挙）のさらなる選択を行った。
訓練サンプルからのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性の決定においてより証拠となる
ことが証明された、証拠精選リストの標的遺伝子を選択した。この選択は、文献証拠スコ
アと２つの異なるデータセットを使用する訓練結果の組み合わせを使用して実施した。証
拠スコアに基づいて３つのランキングを行い、最も高いスコアを第１位にランク付けし、
より小さいすべてのポイントをより低いランクにし、すべての含まれるプローブセット（
表１参照）の「軟」オッズ比を、ＧＳＥ１２１９５及びＥ－ＭＴＡＢ－１３１２データセ
ットを使用して、本明細書に記載されるように計算した。ｌｏｇ２変換した「軟」オッズ
比の絶対値を使用して、プローブセットをランク付けし、最も高いオッズ比を第１位にラ
ンク付けなどを行った。本明細書に記載のように、ＧＳＥ１２１９５由来のＡＢＣ　ＤＬ
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ＢＣＬサンプルからのサンプルを活性ＮＦｋＢ訓練サンプルとして選び、一方で、このデ
ータセットからの正常サンプルを不活性ＮＦｋＢ訓練サンプルとして選んだ。さらに、別
のＮＦｋＢ訓練データセットであるＥ－ＭＴＡＢ－１３１２からのサンプルを使用して、
「軟」オッズ比の第２のセットを計算し、対照サンプルを不活性ＮＦｋＢサンプルとして
使用し、様々な濃度のＴＮＦαで２時間刺激したサンプルを活性ＮＦｋＢ訓練サンプルと
して選択した。平均ランクに基づいて、平均ランキングが２０以下の、少なくとも１つの
関連プローブセットを有する標的遺伝子の好ましいセットを、「１９個の標的遺伝子ショ
ートリスト」に選択した。平均ランキングが１５以下の標的遺伝子のより好ましいセット
を「１３個の標的遺伝子ショートリスト」に選択した。平均ランキングが１２以下の標的
遺伝子の最も好ましいセットを、「７個の標的遺伝子ショートリスト」に選択した。１９
個の標的遺伝子ショートリスト、１３個の標的遺伝子ショートリスト及び７個の標的遺伝
子ショートリストをそれぞれ表２～４に示す。
表１：ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路モデルで使用されるＮＦｋＢ細胞シグナリング経路
の「標的遺伝子の証拠精選リスト」及び標的遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルを測定するため
に使用される関連プローブセット。
【００７１】
【表１】

表２：文献証拠スコア並びにＧＳＥ１２１９５及びＥ－ＭＴＡＢ－１３１２に対する「軟
」オッズ比に基づく、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の標的遺伝子の「１９個の標的遺伝
子ショートリスト」。
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【表２】

表３：文献証拠スコア並びにＧＳＥ１２１９５及びＥ－ＭＴＡＢ－１３１２に対する「軟
」オッズ比に基づく、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の標的遺伝子の「１３個の標的遺伝
子ショートリスト」
【００７３】

【表３】

表４：文献証拠スコア並びにＧＳＥ１２１９５及びＥ－ＭＴＡＢ－１３１２に対する「軟
」オッズ比に基づく、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の標的遺伝子の「７個の標的遺伝子
ショートリスト」
【００７４】
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【表４】

【実施例３】
【００７５】
数学的モデルの訓練及び使用
　数学的モデルを使用して細胞シグナリング経路（本明細書では、ＮＦｋＢ細胞シグナリ
ング経路）の活性を推測することができるようになる前に、このモデルを適切に訓練しな
ければならない。
【００７６】
　数学的モデルが、ＮＦｋＢ　ＴＦ要素と、サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグナ
リング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルとを関連付ける条件付確率に少なくとも
部分的に基づく確率モデル、例えば、ベイジアンネットワークモデルである場合、訓練は
、好ましくは、国際特許出願公開ＷＯ２０１３／０１１４７９Ａ２（「Ａｓｓｅｓｓｍｅ
ｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｃｔｉｖｉｔ
ｙ　ｕｓｉｎｇ　ｐｒｏｂａｂｉｌｉｓｔｉｃ　ｍｏｄｅｌｉｎｇ　ｏｆ　ｔａｒｇｅｔ
　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」）に詳細に記載されるように実施することができる
。
【００７７】
　数学的モデルが、サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の
標的遺伝子の発現レベルの１つ又は複数の線形結合に少なくとも部分的に基づく場合は、
訓練は、好ましくは、国際特許出願公開ＷＯ２０１４／１０２６６８Ａ２（「Ａｓｓｅｓ
ｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｃｔｉ
ｖｉｔｙ　ｕｓｉｎｇ　ｌｉｎｅａｒ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ（ｓ）　ｏｆ　ｔａｒｇ
ｅｔ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ」）に詳細に記載されるように実施することが
できる。
【００７８】
　本明細書では、単純な方法でＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の転写プログラムをモデル
化するために、図２に示す例示的ベイジアンネットワークモデルを最初に使用した。この
モデルは、以下の３タイプのノードを含み：（ａ）第１層１における転写因子（ＴＦ）要
素（「不在」及び「存在」の状態）、（ｂ）第２層２における標的遺伝子ＴＧ１、ＴＧ２

、ＴＧｎ（「ダウン」及び「アップ」の状態）、並びに（ｃ）標的遺伝子の発現レベルと
関連する第３層３における測定ノード。これらは、本明細書で好適に使用されるような、
マイクロアレイプローブセットＰＳ１，１、ＰＳ１，２、ＰＳ１，３、ＰＳ２，１、ＰＳ

ｎ，１、ＰＳｎ，ｍ（「低」及び「高」の状態）でもよいが、ＲＮＡｓｅｑ又はＲＴ－ｑ
ＰＣＲのような他の遺伝子発現測定でもよい。
【００７９】
　本明細書では例示的ベイジアンネットワークモデルである数学的モデルの適切な実装は
、マイクロアレイデータに基づく。モデルは、（ｉ）標的遺伝子の発現レベルが、ＴＦ要
素の活性化にどのように依存するか、及び（ｉｉ）次に、プローブセット強度が、各標的
遺伝子の発現レベルにどのように依存するかを説明する。後者については、プローブセッ
ト強度は、ｆＲＭＡで前処理したＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＨＧ－Ｕ１３３Ｐｌｕｓ２．０
マイクロアレイから得ることができ、これは、Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｏｍｎ
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ｉｂｕｓ（ＧＥＯ、ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ）及びＡｒｒａ
ｙＥｘｐｒｅｓｓ（ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ａｒｒａｙｅｘｐｒｅｓｓ）から広く
利用可能である。
【００８０】
　例示的ベイジアンネットワークモデルは細胞シグナリング経路（本明細書では、ＮＦｋ
Ｂ細胞シグナリング経路）の生物学の単純化であるので、及び生物学的測定値は一般的に
はノイズが多いので、確率的アプローチが選択され、すなわち、（ｉ）ＴＦ要素と標的遺
伝子の間の関係、及び（ｉｉ）標的遺伝子とそれらの各プローブセットの間の関係が確率
項で説明される。さらに、腫瘍の成長を駆り立てる発癌性細胞シグナリング経路の活性は
一過的に及び動的に変化するのでなく、長期に、又は不可逆的にさえ変化することが仮定
された。したがって、例示的ベイジアンネットワークモデルは、静的な細胞状態を解釈す
るために開発された。この理由で、複雑な動的細胞シグナリング経路の特色は、このモデ
ルに組み込まれなかった。
【００８１】
　いったん例示的ベイジアンネットワークモデルが構築され、較正されると（下記参照）
、第３層３における観測としてプローブセット測定値を入力し、ＴＦ要素が「存在」であ
る確率がどれほどになるはずであったかをモデルにおいて後向きに推測することによって
、このモデルを新規サンプルのマイクロアレイデータに対して使用することができる。こ
こで、「存在」は、ＴＦ要素がＤＮＡに結合しており、細胞シグナリング経路の標的遺伝
子の転写を制御している現象であるとみなされ、「不在」は、ＴＦ要素が転写を制御して
いない場合である。したがって、この確率は、細胞シグナリング経路（本明細書では、Ｎ
ＦｋＢ細胞シグナリング経路）の活性を示すのに使用することができる一次読出しであり
、これは、次に、細胞シグナリング経路が活性であること対細胞シグナリング経路が不活
性であることの確率の比をとることによって、細胞シグナリング経路が活性であることの
オッズに変換することができる（すなわち、オッズはｐ／（１－ｐ）で与えられ、この場
合、ｐは細胞シグナリング経路が活性であることの予測確率である）。
【００８２】
　例示的ベイジアンネットワークモデルでは、確率的関係は、定量的な確率的推論を可能
にするために、定量的に作成されている。組織型にわたる汎化作用（ｇｅｎｅｒａｌｉｚ
ａｔｉｏｎ　ｂｅｈａｖｉｏｒ）を向上させるために、（ｉ）ＴＦ要素と標的遺伝子の間
の確率的関係を説明するパラメータを注意深く厳選した。ＴＦ要素が「不在」である場合
、標的遺伝子が「ダウン」の可能性が最も高く、したがって、これについて０．９５とい
う確率が選ばれ、「アップ」である標的遺伝子については０．０５という確率が選ばれる
。後者（非ゼロ）の確率は、標的遺伝子が他の因子によって調節される、又は標的遺伝子
が、（例えば、測定ノイズが原因で）「アップ」であると偶然に観測される、（まれな）
可能性を説明するためである。ＴＦ要素が「存在」である場合は、０．７０という確率を
伴って、標的遺伝子は「アップ」とみなされ、０．３０という確率を伴って、標的遺伝子
は「ダウン」とみなされる。後者の値はこのように選ばれ、これは、例えば、遺伝子のプ
ロモーター領域がメチル化されていることが理由で、ＴＦ要素が存在である場合でさえも
標的遺伝子が高発現していない、いくつかの原因があり得るからである。標的遺伝子がＴ
Ｆ要素によってアップレギュレーションされていないが、ダウンレギュレーションされて
いる場合は、確率は同様の方法で選ばれるが、ＴＦ要素の存在にダウンレギュレーション
を反映する。（ｉｉ）標的遺伝子とそれらの各プローブセットの間の関係を説明するパラ
メータは、実験的データに基づいて較正した。後者については、本実施例では、活性なＮ
ＦｋＢ細胞シグナリング経路を有することが知られている患者サンプルからのマイクロア
レイデータを使用し、一方で、不活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路のサンプルとして
、同じデータセットからの正常な健常サンプルを使用したが、これは、細胞シグナリング
経路活性の状態が知られている細胞系実験又は他の患者サンプルを使用して実施すること
もできる。得られた条件付確率表を以下に示す：
【００８３】
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【表５】

【００８４】
　これらの表では、変数ＡＬｉ，ｊ、ＡＨｉ，ｊ、ＰＬｉ，ｊ及びＰＨｉ，ｊは、それぞ
れ「低」（Ｌ）又は「高」（Ｈ）プローブセット強度を伴う「不在」（Ａ）又は「存在」
（Ｐ）の転写複合体を有する較正サンプルの数を示す。０及び１の極端な確率を避けるた
めに、ダミーカウントを加えた。
【００８５】
　各プローブセットＰＳｉ，ｊについて観測されたプローブセット強度を離散化するため
に、閾値ｔｉ，ｊを使用し、それ以下ではその観測は「低」と呼ばれ、それ以上では「高
」と呼ばれる。この閾値は、使用される較正データセットにおけるプローブセットの（重
み付き）中央強度となるように選択された。マイクロアレイデータのノイズ性のために、
報告された強度の周囲に（ｌｏｇ２スケールで）０．２５の標準偏差を有する正規分布を
仮定し、閾値の上及び下の確率質量を決定することによって、観測されたプローブセット
強度をその閾値と比較する場合にファジー方法を使用した。本明細書では、擬似カウント
と組み合わせ、且つ決定論的測定値の代わりに確率質量を使用して計算されるオッズ比を
「軟」オッズ比と呼ぶ。
【００８６】
　標的遺伝子発現の数学的モデリングを使用する細胞シグナリング経路活性の推測に関す
るさらなる詳細は、Ｖｅｒｈａｅｇｈ　Ｗ．ら、「Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｅｒｓ
ｏｎａｌｉｚｅｄ　ｐａｔｉｅｎｔ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｔｈｅ　ｕｓｅ
　ｏｆ　ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ－ｂａｓｅｄ　ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｍｏｄｅｌｓ
　ｔｈａｔ　ｉｄｅｎｔｉｆｙ　ｔｕｍｏｒ－ｄｒｉｖｉｎｇ　ｓｉｇｎａｌ　ｔｒａｎ
ｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｐａｔｈｗａｙｓ」、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、７４巻、１
１号、２０１４、２９３６～２９４５頁に見出すことができる。
【００８７】
　上記の例示的ベイジアンネットワークの代わりに、上記の実施例１に記載される（擬似
）線形モデルを用いる場合、試験サンプル中の細胞シグナリング経路活性を推測するため
にモデルが使用され得る前に、ノードが「不在」又は「存在」のいずれかであるかをコー
ルするための、ノードと閾値の間の相関の符号及び大きさを示す重みを決定する必要があ
るであろう。重み及び閾値を先験的に満たすために専門的知識を使用できるが、一般的に
は、好ましくはグラウンドトゥルースが既知である訓練サンプルの代表セット、例えば、
既知の「存在」転写因子複合体（＝活性細胞シグナリング経路）又は「不在」転写因子複
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合体（＝不活性細胞シグナリング経路）を有するサンプルにおけるプローブセットの発現
データを使用して、モデルは訓練されるであろう。
【００８８】
　モデル出力（ここでは重み付き線形スコア）が最適化されるように、モデルトポロジー
を考慮し、モデルパラメータ（ここでは、重み及び閾値）を変更する多数の訓練アルゴリ
ズム（例えば回帰）が当分野で知られている。或いは、最適化アルゴリズムの必要なく発
現観測レベルから直接的に重みを計算することも可能である。
【００８９】
　本明細書で「白黒」法と名付けた第１の方法は、各重みがセット｛－１，０，１｝の要
素である３進法に帰着する。これを生物学的文脈に置く場合、－１及び１は、それぞれ、
細胞シグナリング経路活性の場合、ダウンレギュレーション及びアップレギュレーション
される標的遺伝子又はプローブセットに対応する。プローブセット又は標的遺伝子がアッ
プレギュレーション又はダウンレギュレーションされていることを統計的に証明すること
ができない場合、これは、０の重みを受ける。一例を挙げれば、使用される訓練データを
前提として、プローブ又は遺伝子がアップレギュレーション又はダウンレギュレーション
されているかどうかを決定するために、活性細胞シグナリング経路サンプルの発現レベル
対不活性細胞シグナリング経路を有するサンプルの発現レベルの左側及び右側２標本ｔ検
定を使用することができる。活性サンプルの平均が不活性サンプルよりも統計的に大きい
、すなわち、ｐ値がある閾値、例えば０．３よりも小さい場合、標的遺伝子又はプローブ
セットは、アップレギュレーションされると決定される。逆に、活性サンプルの平均が不
活性サンプルよりも統計的低い場合は、標的遺伝子又はプローブセットは、細胞シグナリ
ング経路の活性化の際にダウンレギュレーションされると決定される。最も低いｐ値（左
側若しくは右側）が前述の閾値を超える場合は、標的遺伝子又はプローブセットの重みを
０であると定義することができる。
【００９０】
　本明細書で「ｌｏｇオッズ」重みと名付けた第２の方法は、オッズ比の対数（例えば、
底ｅ）に基づく。各標的遺伝子又はプローブセットに対するオッズ比は、プローブセット
／標的遺伝子レベルが対応する閾値、例えば訓練サンプルの（重み付き）中央値より上及
び下である正及び負の訓練サンプルの数に基づいて計算される。ゼロ除算を避けるために
、擬似カウントを加えることができる。さらなる精緻化は、プローブセット／標的遺伝子
レベルが、例えば、ある特定の標準偏差（例えば、２－ｌｏｇスケールで０．２５）を有
するその観測値の周囲に正規分布していると仮定し、閾値より上及び下の確率質量をカウ
ントすることによって、いくらかより確率的な方法で閾値より上／下のサンプルをカウン
トすることである。
【００９１】
　本明細書では、活性化Ｂ細胞様（ＡＢＣ）、びまん性大細胞Ｂ細胞リンパ腫（ＤＬＢＣ
Ｌ）（活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有することが知られている）及び不活性な
ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有することが知られている正常細胞（ＧＳＥ１２１９５
、Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｏｍｎｉｂｕｓ（ＧＥＯ、ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌ
ｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ、最終アクセス２０１３年１０月９日）から入手可能）から
の患者サンプルの発現に対する公的に利用可能なデータを例として使用した。或いは、Ｔ
ＮＦα及びＬＰＳなどのＮＦｋＢ活性化剤で刺激された患者サンプル若しくは細胞系及び
これらのＮＦｋＢ活性化剤が除かれた患者サンプル若しくは細胞系又は他の炎症組織対正
常組織、例えばＥ－ＭＴＡＢ－１３１２若しくはＧＳＥ１６６５０を使用することもでき
る。
【００９２】
　図３～６は、それぞれ、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の、標的遺伝子の証拠精選リス
ト、１９個の標的遺伝子のショートリスト、１３個の標的遺伝子のショートリスト及び７
個の標的遺伝子ショートリスト（表１～４を参照）に基づく、例示的ベイジアンネットワ
ークモデルの訓練結果を示す。図中、縦軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経
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路が活性であることに対応する「存在」であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が不活性
であることに対応する「不在」であるオッズを示し、横軸より上の値は、ＴＦ要素が「存
在」／活性である可能性がより高いことに対応し、横軸より下の値は、ＴＦ要素が「不在
」／不活性であるオッズが、ＴＦ要素が「存在」／活性であるオッズよりも大きいことを
示す。活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有することが知られている活性化Ｂ細胞（
ＡＢＣ）群（群１）は活性ＮＦｋＢラベルが割り当てられ、一方、不活性なＮＦｋＢ細胞
シグナリング経路を有することが知られている正常サンプルを含む群（群７）はＮＦｋＢ
不活性がラベル付けされた。訓練サンプルに対する満点は、すべてのＡＢＣが活性である
４つすべてのモデル及び不活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有するすべての正常サ
ンプルについて達成された。当然、モデルに含まれる標的遺伝子が少なくなるにしたがっ
て、訓練サンプルの確率は極端でなくなる。同じデータセット内で、健常な非刺激メモリ
ーＢ細胞及びナイーブＢ細胞（それぞれ、群５及び６）が、１９個及び７個の標的遺伝子
モデルにおいて若干の例外はあるものの、不活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有す
ると正確に予想された。胚中心Ｂ細胞（ＧＣＢ）（群４）、濾胞性リンパ腫（群３）、リ
ンパ芽球細胞系（群２）の他のリンパ腫サンプルの大多数及び未知のサブタイプを有する
さらなるびまん性大細胞Ｂ細胞リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）サンプル（群８）の１つを除くす
べてが、４つすべてのモデルで、活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有すると予測さ
れた。ＧＣＢについては、高い割合の腫瘍（＞５０％）が少なくとも１つのＮＦｋＢ調節
遺伝子に突然変異を有することが知られており、これは、異常なＮＦｋＢ活性と相関する
可能性がある（例えば、Ｃａｍｐａｇｎｏ　Ｍ．ら、「Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｕ
ｌｔｉｐｌｅ　ｇｅｎｅｓ　ｃａｕｓｅ　ｄｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＮＦ－ｋａ
ｐｐａＢ　ｉｎ　ｄｉｆｆｕｓｅ　ｌａｒｇｅ　Ｂ－ｃｅｌｌ　ｌｙｍｐｈｏｍａ」、Ｎ
ａｔｕｒｅ、４５９巻、７２４７号、２００９、７１７～７２１頁を参照されたい）。他
の研究も、ＮＦｋＢの構成的活性化はたいていの血液悪性腫瘍の共通の特色であることを
指摘し（例えば、Ｋｅｕｔｇｅｎｓ　Ａ．ら、「Ｄｅｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ＮＦ－ｋＢ　
ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ　ｍａｌｉｇｎａｃｉｅｓ」、
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ、７２巻、９号、２００６、１０６
９～１０８０頁を参照されたい）、これは、様々な血液悪性腫瘍を含むこれらの群におけ
る高い割合のＮＦｋＢ活性を部分的に説明し得る。（凡例：１－ＡＢＣ　ＤＬＢＣＬ；２
－リンパ芽球細胞系；３－濾胞性リンパ腫；４－ＧＣＢ　ＤＬＢＣＬ；５－メモリーＢ細
胞；６－ナイーブＢ細胞；７－正常；８－ＤＬＢＣＬ未知サブタイプ）
【００９３】
　以下では、標的遺伝子の証拠精選リスト、１９個の標的遺伝子ショートリスト、１３個
の標的遺伝子ショートリスト及び７個の標的遺伝子ショートリストをそれぞれ使用する、
訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルの検証結果を図７～１９に示す。
【００９４】
　図７は、ＧＳＥ３４１７１からのびまん性大細胞Ｂ細胞リンパ腫（ＤＬＢＣＬ）サンプ
ルに対する、標的遺伝子の証拠精選リスト（表１参照）を使用する、訓練した例示的ベイ
ジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を示す。図中、縦
軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性であることに対応する「存在」
であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が不活性であることに対応する「不在」であるオ
ッズを示し、横軸より上の値は、ＴＦ要素が「存在」／活性である可能性がより高いこと
に対応し、横軸より下の値は、ＴＦ要素が「不在」／不活性であるオッズが、ＴＦ要素が
「存在」／活性であるオッズよりも大きいことを示す。すべてのサンプルは、活性なＮＦ
ｋＢ細胞シグナリング経路を有すると予測された。ＤＬＢＣＬリンパ腫は、異常なＮＦｋ
Ｂ活性を有することが知られている（例えば、Ｋｅｕｔｇｅｎｓ　Ａ．ら、「Ｄｅｒｅｇ
ｕｌａｔｅｄ　ＮＦ－ｋＢ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌ　
ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ」、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ、７
２巻、９号、２００６、１０６９～１０８０頁を参照されたい）。
【００９５】
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　図８～１１は、様々な刺激時間にわたって様々なＴＮＦα濃度で刺激した、Ｅ－ＭＴＡ
Ｂ－１３１２からの正常ヒト気管支上皮（ＮＨＢＥ）細胞系サンプルに対する、それぞれ
、標的遺伝子の証拠精選リスト、１９個の標的遺伝子のショートリスト、１３個の標的遺
伝子のショートリスト及び７個の標的遺伝子のショートリスト（表１～４参照）を使用す
る、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性
の予測を示す。図中、縦軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性である
ことに対応する「存在」であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が不活性であることに対
応する「不在」であるオッズを示し、横軸より上の値は、ＴＦ要素が「存在」／活性であ
る可能性がより高いことに対応し、横軸より下の値は、ＴＦ要素が「不在」／不活性であ
るオッズが、ＴＦ要素が「存在」／活性であるオッズよりも大きいことを示す。わずか０
．５時間の刺激は、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性になるには明らかに短すぎるが
（群５、９及び１３）、一方で、４時間より長い刺激（ここでは２４時間）（群８、１２
及び１６）は、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性を低下させるように思われ、これは、
より長い刺激時間が正味のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性を弱める非同時的ＮＦｋＢ
オシレーションが原因であると予測される（例えば、Ｄ．Ｅ．Ｎｅｌｓｏｎら、「Ｏｓｃ
ｉｌｌａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ＮＦ－κＢ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｔｈｅ
　Ｄｙｎａｍｉｃｓ　ｏｆ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」、Ｓｃｉｅｎｃｅ、３０
６巻、５６９６号、２００４、７０４～７０８頁を参照されたい）。標的遺伝子の証拠精
選リストを使用するモデルは、２４時間サンプルにおいて、ほとんど完全に弱められたＮ
ＦｋＢ細胞シグナリング経路活性を示すが、１９個の標的遺伝子ショートリスト、１３個
の標的遺伝子ショートリスト及び７個の標的遺伝子ショートリストを使用するモデルは、
２４時間サンプルにおいて、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性のあまり強くない低下を
示す。ＴＮＦα刺激がないすべての対照サンプル（群１～４）は、４つすべてのモデルに
おいて、不活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有すると正確に予想された。２及び４
時間の刺激で明らかであるように、ＴＮＦα濃度の増大の結果として、細胞シグナリング
経路活性にそれほど大きな違いはないと思われ、明らかに、本実験で試験したすべての濃
度は、最も低い濃度でさえも、本格的なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性を有するのに
十分であった。（凡例：１－ＴＮＦαなし（０．５時間）；２－ＴＮＦαなし（２時間）
；３－ＴＮＦαなし（４時間）；４－ＴＮＦαなし（２４時間）；５－低ＴＮＦα（０．
５時間）；６－低ＴＮＦα（２時間）；７－低ＴＮＦα（４時間）；８－低ＴＮＦα（２
４時間）；９－中ＴＮＦα（０．５時間）；１０－中ＴＮＦα（２時間）；１１－中ＴＮ
Ｆα（４時間）；１２－中ＴＮＦα（２４時間）；１３－高ＴＮＦα（０．５時間）；１
４－高ＴＮＦα（２時間）；１５－高ＴＮＦα（４時間）；１６－高ＴＮＦα（２４時間
））。
【００９６】
　図１２は、ＴＨＰ－１単核球細胞に対する、標的遺伝子の証拠精選リスト（表１参照）
を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング
経路活性の予測を示す。図中、縦軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活
性であることに対応する「存在」であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が不活性である
ことに対応する「不在」であるオッズを示し、横軸より上の値は、ＴＦ要素が「存在」／
活性である可能性がより高いことに対応し、横軸より下の値は、ＴＦ要素が「不在」／不
活性であるオッズが、ＴＦ要素が「存在」／活性であるオッズよりも大きいことを示す。
ＴＨＰ－１細胞系は、リポ多糖（ＬＰＳ）などの薬剤を含めた免疫応答による刺激の際に
、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性を発現することが知られている。これらの単核球細
胞におけるＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性は、ＬＰＳ刺激なしでは低いと予測される
（群１）。これらの細胞をＬＰＳで刺激すると、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性は増
幅される（群２）。補酵素Ｑ１０（ＣｏＱ１０）は抗炎症性効果を有することが報告され
ているが、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性への効果は限られていると報告された（例
えば、Ｃ．Ｓｃｈｍｅｌｚｅｒ及びＦ．Ｄｏｒｉｎｇ、「Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　ｏｆ　ＬＰＳ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ　ｇｅｎｅｓ　ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｂｙ
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　ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ＴＨＰ－１　ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ」、Ｂｉ
ｏｆａｃｔｏｒｓ、３６巻、３号、２０１０、２２２～２２８頁を参照されたい）。これ
はまた、ＣｏＱ１０で処理し且つＬＰＳで刺激したＴＨＰ－１細胞における高い予測ＮＦ
ｋＢ細胞シグナリング経路活性に反映される（群３）。（凡例：１－ＬＰＳなし；２－Ｌ
ＰＳ刺激；３－ＬＰＳ刺激＋補酵素Ｑ１０）。
【００９７】
　図１３～１６は、ＧＳＥ４１８３からの結腸サンプルに対する、それぞれ、標的遺伝子
の証拠精選リスト、１９個の標的遺伝子のショートリスト、１３個の標的遺伝子のショー
トリスト及び７個の標的遺伝子のショートリスト（表１～４参照）を使用する、訓練した
例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を示す
。図中、縦軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性であることに対応す
る「存在」であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が不活性であることに対応する「不在
」であるオッズを示し、横軸より上の値は、ＴＦ要素が「存在」／活性である可能性がよ
り高いことに対応し、横軸より下の値は、ＴＦ要素が「不在」／不活性であるオッズが、
ＴＦ要素が「存在」／活性であるオッズよりも大きいことを示す。たいていの正常サンプ
ル（群１）は、標的遺伝子の証拠精選リストを使用するモデルを使用することによって、
ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の低い確率を伴って正しく予測されたが、正常サンプ
ルに対する細胞シグナリング経路活性は、１９個の標的遺伝子ショートリスト、１３個の
標的遺伝子ショートリスト及び７個の標的遺伝子ショートリストにおいて他のデータセッ
トから予測されるものよりも高いように思われる。これに対して、すべての炎症性腸疾患
（ＩＢＤ）（群２）サンプルは、４つすべてのモデルによって、正常サンプルよりも有意
に高い活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有すると予測され、これは、これらの患者
の結腸の炎症状態及び炎症の結果としてＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性化されたこ
とにより予測された通りである。さらに、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路は、良性アデノ
ーマ（群２）と比較して、より進行した結腸直腸癌腫（ＣＲＣ）（群４）においてより活
性であることが４つすべてのモデルから明らかであり、これは、より多くの突然変異、進
行した腫瘍の結果としての炎症、又は後期の癌に対する免疫応答の結果としての白血球の
浸潤をもたらすより悪性の腫瘍へ腫瘍が進行した結果である可能性がある。潜在的に、Ｎ
ＦｋＢ細胞シグナリング経路活性スコアを使用して、アデノーマが進行して悪性になる尤
度を予測することができる。（凡例：１－正常な結腸；２－ＩＢＤ；３－アデノーマ；４
－ＣＲＣ）。
【００９８】
　図１７は、ＧＳＥ１０８９０からの乳癌細胞系に対する、標的遺伝子の証拠精選リスト
（表１参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞
シグナリング経路活性の予測を示す。図中、縦軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞シグナリ
ング経路が活性であることに対応する「存在」であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が
不活性であることに対応する「不在」であるオッズを示し、横軸より上の値は、ＴＦ要素
が「存在」／活性である可能性がより高いことに対応し、横軸より下の値は、ＴＦ要素が
「不在」／不活性であるオッズが、ＴＦ要素が「存在」／活性であるオッズよりも大きい
ことを示す。まだ知られていない経路が細胞の生存及び増殖を駆動する乳癌細胞系のいく
つか（群１及び２）は、異常に活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有するとして特定
され、これは、細胞の生存及び増殖の原因となり得る。活性なＷｎｔ細胞シグナリング経
路を有するとして以前に特定された（国際特許出願公開ＷＯ２０１３／０１１４７９Ａ２
「Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａ
ｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｕｓｉｎｇ　ｐｒｏｂａｂｉｌｉｓｔｉｃ　ｍｏｄｅｌｉｎｇ　
ｏｆ　ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」を参照されたい）第３群では、
ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性のサンプルは見つからなかった。（凡例：１及び２
－未知の細胞シグナリング経路駆動性細胞系；３：Ｗｎｔ細胞シグナリング経路駆動性細
胞系）。
【００９９】
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　図１８は、ＧＳＥ２０５６５からの卵巣サンプルに対する、標的遺伝子の証拠精選リス
ト（表１参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細
胞シグナリング経路活性の予測を示す。図中、縦軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞シグナ
リング経路が活性であることに対応する「存在」であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路
が不活性であることに対応する「不在」であるオッズを示し、横軸より上の値は、ＴＦ要
素が「存在」／活性である可能性がより高いことに対応し、横軸より下の値は、ＴＦ要素
が「不在」／不活性であるオッズが、ＴＦ要素が「存在」／活性であるオッズよりも大き
いことを示す。予想されたＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性のサンプルの割合は、卵
巣における乳房転移（群３及び４）と比較して原発癌（群１及び２）で有意に高い（ｐ＝
６．０ｅ－５（フィッシャーの正確確率検定））。慢性炎症は、腫瘍の開始及び進行に関
係があった。排卵による卵巣での炎症プロセスの再発、子宮内膜症及び骨盤内感染症は、
ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性の腫瘍と相関性があることが示されている（例えば
、Ａｌｖｅｒｏ　Ａ．Ｂ．、「Ｒｅｃｅｎｔ　ｉｎｓｉｇｈｔｓ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　ｒ
ｏｌｅ　ｏｆ　ＮＦ－ｋａｐｐａＢ　ｉｎ　ｏｖａｒｉａｎ　ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓ
ｉｓ」、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、２巻、８号、２０１０、５６頁、及びＧｕｏ
　Ｒ．Ｘ．ら、「Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｆｏｒ　ｐｈｏｓｐｈｏｒｙ
ｌａｔｅｄ　ＡＫＴ　ａｎｄ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ　ｐ６５　
ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｗｉｔｈ　ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ　ｉｎ
　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｏｖａｒｉａｎ　ｃａｎｃｅｒ」、Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　Ｉｎ
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、５８巻、１２号、２００８、７４６～７５６頁を参照されたい
）。卵巣では、発癌は、炎症プロセス、例えば繰り返される排卵、子宮内膜症及び骨盤内
感染症と関連付けられており、これらは、おそらく、乳房と比較して高い割合の、卵巣で
生じるＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性の腫瘍をもたらす。（凡例：１－原発性卵巣
癌腫；２－もっともらしい原発性卵巣癌腫；３－卵巣における乳房転移；４－もっともら
しい卵巣における乳房転移）。
【０１００】
　図１９は、Ｅ－ＭＴＡＢ－１００６からの乳癌サンプルに対する、標的遺伝子の証拠精
選リスト（表１参照）を使用する、訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルのＮＦ
ｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を示す。図中、縦軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞
シグナリング経路が活性であることに対応する「存在」であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリン
グ経路が不活性であることに対応する「不在」であるオッズを示し、横軸より上の値は、
ＴＦ要素が「存在」／活性である可能性がより高いことに対応し、横軸より下の値は、Ｔ
Ｆ要素が「不在」／不活性であるオッズが、ＴＦ要素が「存在」／活性であるオッズより
も大きいことを示す。ロジットＮＦｋＢオッズ比の平均は、非炎症性乳癌（ｎＩＢＣ）（
群２）と比較して、炎症性乳癌サンプル（ＩＢＣ）（群１）で有意に高い（ｐ＜０．０１
（２標本ｔ検定））。これは、おそらく、ｎＩＢＣと比較して、ＩＢＣにおける高い炎症
状態の反映である。しかし、両群で予想されたＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性は大き
く重複しており、これは、モデルの厄介な現状において、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路
活性に基づいて、ＩＢＣとｎＩＢＣをはっきりと分類する。（凡例：１－炎症性乳癌；２
－非炎症性乳癌）。
【０１０１】
　図２０は、カプランマイヤープロットで示された、２７２人の神経膠腫患者（ＧＳＥ１
６０１１）の全生存を示し、ここでは、標的遺伝子の証拠精選リスト（表１参照）を使用
する訓練した例示的ベイジアンネットワークモデルを用いる。図中、垂直軸は全生存を患
者グループの割合として示し、水平軸は時間を年で示す。プロットは、活性ＮＦｋＢ　Ｔ
Ｆ要素（曲線の急な傾きによって示される）が不良な全生存に対する予後マーカーである
ことを示す。（予測された活性ＮＦｋＢ　ＴＦ要素を有する患者群は１１３人の患者から
なっており（実線）、一方、予測された不活性ＮＦｋＢ　ＴＦ要素を有する患者群は１５
９人の患者からなっていた（点線））。ＮＦｋＢ　ＴＦ要素の活性レベルの予後値も、Ｎ
ＦｋＢ活性の予測された確率のハザード比：１．８３（９５％ＣＩ：１．３４－２．４９
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、ｐ＝７．２ｅ－５）で示される。
【０１０２】
　上記の例示的ベイジアンネットワークモデルに付け加えて、単純な方法でＮＦｋＢ細胞
シグナリング経路の転写プログラムをモデル化するために、例示的線形モデルを使用した
。モデルの構造は、国際特許出願公開ＷＯ２０１４／１０２６６８Ａ２（「Ａｓｓｅｓｓ
ｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｃｔｉｖ
ｉｔｙ　ｕｓｉｎｇ　ｌｉｎｅａｒ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ（ｓ）　ｏｆ　ｔａｒｇｅ
ｔ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ」）の図３に示されるものと対応していた。より
具体的には、例示的線形モデルは、ＴＦノード、標的遺伝子発現の層及びｍＲＮＡ発現レ
ベルの層からなっており、連続発現データ、標的遺伝子の証拠精選リスト（表１参照）か
らのすべての標的遺伝子を使用し、すべてのプローブセットが含まれ、擬似カウントは使
用しなかった。モデルの訓練は、ＧＳＥ１２１９５からの同じ活性及び不活性訓練サンプ
ルを用いて実施し、本明細書で記載される「軟ｌｏｇオッズ」方法を用いて、標的遺伝子
の発現レベル（ここでは、プローブセット強度を用いて表される）と標的遺伝子ノードの
間の関連性の重みを計算することを含んでおり、その後、転写因子複合体の活性スコアを
、それぞれアップレギュレーション又はダウンレギュレーションされた標的遺伝子に対し
て１又は－１を乗じた計算された標的遺伝子の発現スコアの合計によって計算した。
【０１０３】
　図２１は、標的遺伝子の証拠精選リスト（表１参照）に基づく、例示的線形モデルの訓
練結果を示す。図中、縦軸は活性スコアを示し、正の値は活性なＮＦｋＢ細胞シグナリン
グ経路に対応し、負の値は不活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路に対応する。活性化Ｂ
細胞（ＡＢＣ）ＤＬＢＣＬ（群１）及び正常（群７）を、それぞれ活性及び不活性訓練サ
ンプルとして使用した。すべての訓練サンプルは正確に分類され、すべてのＡＢＣサンプ
ルは活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有すると予測され、一方で、正常サンプルは
不活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有すると予測された。同じデータセット内で、
１つを除いて、すべての他のリンパ腫サンプル及び細胞系並びにＤＬＢＣＬ（群２～４、
８）は、ＮＦｋＢ活性的と予測され、これは、標的遺伝子の証拠精選リストを使用するベ
イジアンネットワークモデル（図３）と同様であり、本明細書に論じる文献証拠を考慮す
ると、これはもっともらしい。健常な非刺激メモリーＢ細胞及びナイーブＢ細胞（群５及
び６）は、ＮＦｋＢ活性を欠くと正確に予測される。（凡例：１－ＡＢＣ　ＤＬＢＣＬ；
２－リンパ芽球細胞系；３－濾胞性リンパ腫；４－ＧＣＢ　ＤＬＢＣＬ；５－メモリーＢ
細胞；６－ナイーブＢ細胞；７－正常；８－ＤＬＢＣＬ未知サブタイプ）。
【０１０４】
　図２２は、様々な刺激時間にわたって様々なＴＮＦα濃度で刺激した、Ｅ－ＭＴＡＢ－
１３１２からの正常ヒト気管支上皮（ＮＨＢＥ）細胞系サンプルに対する、標的遺伝子の
証拠精選リスト（表１参照）を使用する、訓練した例示的線形モデルのＮＦｋＢ細胞シグ
ナリング経路活性の予測を示す。図中、縦軸は活性スコアを示し、正の値は活性なＮＦｋ
Ｂ細胞シグナリング経路に対応し、負の値は不活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路に対
応する。ＮＨＢＥ細胞系は、非刺激か、様々な時間にわたって様々なＴＮＦα濃度で刺激
した。すべての非刺激の健常細胞（群１～４）は、不活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経
路を有すると正確に予測された。すべてのＴＮＦα濃度によるわずか０．５時間の刺激は
、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性になるには短すぎると予測され（群５、９及び１
３）、これは、標的遺伝子の証拠精選リストを使用するベイジアンネットワークモデル（
図８）と同様であるが、２～２４時間の刺激時間は、活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経
路をもたらした。特に標的遺伝子の証拠精選リストを使用するベイジアンネットワークモ
デルを用いて観測された、４時間後のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の低下（図８参
照）は、訓練した例示的線形モデルを用いて再現することができなかった。（凡例：１－
ＴＮＦαなし（０．５時間）；２－ＴＮＦαなし（２時間）；３－ＴＮＦαなし（４時間
）；４－ＴＮＦαなし（２４時間）；５－低ＴＮＦα（０．５時間）；６－低ＴＮＦα（
２時間）；７－低ＴＮＦα（４時間）；８－低ＴＮＦα（２４時間）；９－中ＴＮＦα（
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０．５時間）；１０－中ＴＮＦα（２時間）；１１－中ＴＮＦα（４時間）；１２－中Ｔ
ＮＦα（２４時間）；１３－高ＴＮＦα（０．５時間）；１４－高ＴＮＦα（２時間）；
１５－高ＴＮＦα（４時間）；１６－高ＴＮＦα（２４時間））。
【０１０５】
　図２３は、ＧＳＥ４１８３からの結腸サンプルに対する、標的遺伝子の証拠精選リスト
（表１参照）を使用する、訓練した例示的線形モデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活
性の予測を示す。図中、縦軸は活性スコアを示し、正の値は活性なＮＦｋＢ細胞シグナリ
ング経路に対応し、負の値は不活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路に対応する。たいて
いの正常サンプル（群１）は、他のデータセットから予想されるよりも高い活性スコアに
おいてではあるが、低ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性を有すると予測された。正常サ
ンプルと比較して、すべての炎症性腸疾患サンプル（群２）は、正常サンプルと比較して
、より高いＮＦｋＢ活性スコアを有すると予測され、これは、炎症反応の１つとしてＮＦ
ｋＢ細胞シグナリング経路を活性化するこれらの患者の結腸の炎症状態を考慮すれば、非
常に合理的である。さらに、アデノーマサンプル中のサンプル（群３）は、平均して、よ
り進行した結腸直腸癌腫（ＣＲＣ、群４）より低いことが明らかであり、これは、より多
くの突然変異、進行した腫瘍の結果としての炎症、又は後期の癌に対する免疫応答の結果
としての白血球の炎症をもたらす、より悪性の腫瘍への腫瘍の進行によって部分的に説明
することができる。（凡例：１－正常な結腸；２－ＩＢＤ；３－アデノーマ；４－ＣＲＣ
）。
【０１０６】
　数学的モデル、例えば例示的ベイジアンネットワークモデルをマイクロアレイ又はＲＮ
Ａシークエンシング由来のｍＲＮＡ入力データに適用する代わりに、例えば、標的遺伝子
のｍＲＮＡレベルを決定するためにｑＰＣＲを使用する統合プラットフォーム上でサンプ
ル測定を実施するための専用のアッセイを開発することが、臨床応用において有利であり
得る。次いで、開示される標的遺伝子のＲＮＡ／ＤＮＡ配列を使用して、そのようなプラ
ットフォーム上でどのプライマー及びプローブを選択するかを決定することができる。
【０１０７】
　そのような専用のアッセイの検証は、参照モデルとしてマイクロアレイベースの数学的
モデルを使用し、開発したアッセイが、一連の検証サンプルに対して同様の結果を与える
かどうかを検証することによって行うことができる。専用のアッセイに次いで、これを行
って、入力測定値としてｍＲＮＡシークエンシングデータを使用する同様の数学的モデル
を構築し較正することもできる。
【０１０８】
　数学的モデル、例えば例示的ベイジアンネットワークモデルを使用するマイクロアレイ
／ＲＮＡシークエンシングベースの研究に基づいて、特定の細胞シグナリング経路活性を
最もよく示すことが見出されている一連の標的遺伝子は、発現測定を解釈するために及び
／又はＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を推測するためにサンプル及び／又はコンピ
ュータで実施されるべき多重定量ＰＣＲアッセイに変換することができる。細胞シグナリ
ング経路活性に対してそのような試験（例えば、中央サービスラボにおけるＦＤＡ認可試
験又はＣＬＩＡ免除試験（ＣＬＩＡ　ｗａｉｖｅｄ　ｔｅｓｔ））を開発するために、標
準化された試験キットの開発が必要であり、これは、規制当局の承認を得るために臨床試
験において臨床的に検証される必要がある。
【０１０９】
　本発明は、サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺
伝子の発現レベルに少なくとも基づいて、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を推測す
ることを含む方法に関する。本発明はさらに、そのような方法を実施するように構成され
るデジタルプロセッサを含む装置、そのような方法を実施するために、デジタルプロセシ
ングデバイスによって実行可能な命令を格納する非一時的記憶媒体、及びデジタルプロセ
シングデバイスにそのような方法を実施させるためのプログラムコード手段を含むコンピ
ュータプログラムに関する。
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【０１１０】
　方法は、例えば、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の（異常な）活性の診断、ＮＦｋＢ細
胞シグナリング経路の推測された活性に基づく予後診断、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路
の推測された活性に基づく、臨床試験への登録、実施されるべきその後の試験（複数可）
の選択、コンパニオン診断試験の選択、臨床判断支援システムなどにおいて、使用するこ
とができる。この関連で、これらの用途をより詳細に記述する、国際特許出願公開ＷＯ２
０１３／０１１４７９Ａ２（「Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇ
ｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｕｓｉｎｇ　ｐｒｏｂａｂｉｌｉｓ
ｔｉｃ　ｍｏｄｅｌｉｎｇ　ｏｆ　ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」）
、国際特許出願公開ＷＯ２０１４／１０２６６８Ａ２（「Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　
ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｕｓｉｎ
ｇ　ｌｉｎｅａｒ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ（ｓ）　ｏｆ　ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ　ｅ
ｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ」）及びＶｅｒｈａｅｇｈ　Ｗ．ら、「Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ
　ｐｅｒｓｏｎａｌｉｚｅｄ　ｐａｔｉｅｎｔ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｔｈ
ｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ－ｂａｓｅｄ　ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　ｍ
ｏｄｅｌｓ　ｔｈａｔ　ｉｄｅｎｔｉｆｙ　ｔｕｍｏｒ－ｄｒｉｖｉｎｇ　ｓｉｇｎａｌ
　ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｐａｔｈｗａｙｓ」、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、
７４巻、１１号、２０１４、２９３６～２９４５頁を参照する。
【実施例４】
【０１１１】
証拠精選リストと広範な文献リストとの比較
　本明細書に記載の手順に従って文献証拠に基づいて構築されたＮＦｋＢ細胞シグナリン
グ経路の標的遺伝子のリスト（「標的遺伝子の証拠精選リスト」、表１参照）を、上述の
手順に従わずに構築された、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推定上の標的遺伝子の「広
範な文献リスト」とここで比較した。代替のリストは、Ｔｈｏｍｓｏｎ－Ｒｅｕｔｅｒｓ
のＭｅｔａｃｏｒｅ（最終アクセス：２０１３年９月６日）内で提供されるＮＦｋＢ細胞
シグナリング経路の活性への応答に起因する遺伝子の編集物である。ＮＦｋＢタンパク質
のファミリー、すなわち、ＮＦＫＢ１又はｐ５０／ｐ１０５、ＮＦＫＢ２又はｐ５２／ｐ
１００、ＲＥＬＡ又はｐ６５、ＲＥＬ及びＲＥＬＢの下流で直接転写調節される遺伝子に
ついて、このデータベースを検索した。この検索により、３４３個のユニークな遺伝子が
得られた。ＮＦｋＢＳＭＡＤファミリーによる各遺伝子の帰属された転写調節を支持する
刊行参考文献の数に基づいて、さらなる選択を行った。１０以上の参考文献を有する遺伝
子を広範な文献リスト用に選択した。言い換えれば、参考文献のマニュアルキュレーショ
ン及び実験的証拠に基づく証拠スコアの計算は実施しなかった。この手順によって３２個
の遺伝子が得られた（表６参照）。遺伝子の発現を、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＨＧ－Ｕ１
３３Ｐｌｕｓ２．０マイクロアレイプラットフォームで、５６プローブセットを測定し、
このプローブセットは、ＲのＢｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒのプラグインを使用して選択され
、１つはＤＥＦＢ４Ａに対する手動で加えたプローブセットであった（表６参照）。
表６：ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路モデルで使用されるＮＦｋＢ細胞シグナリング経路
の推定上の標的遺伝子の「広範な文献リスト」及び遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルを測定す
るのに使用される関連プローブセット。
【０１１２】
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【表６】

【０１１３】
　続いて、本明細書で説明する手順を使用して例示的ベイジアンネットワークモデルを構
築した。証拠精選リストに基づくＮＦｋＢ細胞シグナリング経路モデルの説明と同様に、
広範な文献リストを含むこのモデルのプローブセットとそれらの各推定標的遺伝子の間の
エッジの条件付確率表を、ＧＳＥ１２１９５からのｆＲＭＡ処理データを使用して訓練し
た。訓練結果を図２４に示す。図中、縦軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経
路が活性であることに対応する「存在」であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が不活性
であることに対応する「不在」であるオッズを示し、横軸より上の値は、ＴＦ要素が「存
在」／活性である可能性がより高いことに対応し、横軸より下の値は、ＴＦ要素が「不在
」／不活性であるオッズが、ＴＦ要素が「存在」／活性であるオッズよりも大きいことを
示す。活性化Ｂ細胞（ＡＢＣ）ＤＬＢＣＬ（群１）を活性訓練サンプルとして使用し、正
常サンプル（群７）を不活性訓練サンプルとして使用した。図２４に示す訓練結果は、不
活性（群７）訓練サンプルと活性（群１）訓練サンプルの間の明らかな分離を示す。同じ
データセット内で、すべての他のリンパ腫サンプル及び細胞系並びにＤＬＢＣＬ（群２～
４、８）はＮＦｋＢ活性的と予測され、本明細書に論じる文献証拠を考慮すると、これは
もっともらしい。健常な非刺激メモリーＢ細胞及びナイーブＢ細胞（群５及び６）は、Ｎ
ＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の欠如が正確に予測される。（凡例：１－ＡＢＣ　ＤＬ
ＢＣＬ；２－リンパ芽球細胞系；３－濾胞性リンパ腫；４－ＧＣＢ　ＤＬＢＣＬ；５－メ
モリーＢ細胞；６－ナイーブＢ細胞；７－正常；８－ＤＬＢＣＬ未知サブタイプ）。
【０１１４】
　次に、いくつかのデータセットに対して、広範な文献リストに基づく訓練した例示的ネ
ットワークベイジアンモデルを試験した。
【０１１５】
　図２５は、様々な刺激時間にわたって様々なＴＮＦα濃度で刺激した、Ｅ－ＭＴＡＢ－
１３１２からの正常ヒト気管支上皮（ＮＨＢＥ）細胞系サンプルに対する、ＮＦｋＢ細胞
シグナリング経路の推定上の標的遺伝子の広範な文献リスト（表６参照）を使用する、訓
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を示す。図中、縦軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性であることに
対応する「存在」であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が不活性であることに対応する
「不在」であるオッズを示し、横軸より上の値は、ＴＦ要素が「存在」／活性である可能
性がより高いことに対応し、横軸より下の値は、ＴＦ要素が「不在」／不活性であるオッ
ズが、ＴＦ要素が「存在」／活性であるオッズよりも大きいことを示す。２４時間までの
すべての非刺激健常細胞（群１～３）は、不活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路を有す
ると正確に予想される。２４時間にわたる刺激の欠如は、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路
予測の予期しない活性化をもたらした。すべてのＴＮＦα濃度によるわずか０．５時間の
刺激は、広範な文献ベイジアンモデルによって、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性に
なるには短すぎることも予測された（群５、９及び１３）が、２～２４時間の刺激時間は
、活性なＮＦｋＢ細胞シグナリング経路をもたらした（群５～８、９～１２及び１３～１
５）。標的遺伝子の証拠精選リストを使用するベイジアンネットワークモデルを用いて観
測された、４時間後のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の低下（図８参照）は、訓練し
た広範な文献ベイジアンネットワークモデルを用いて再現されなかった。（凡例：１－Ｔ
ＮＦαなし（０．５時間）；２－ＴＮＦαなし（２時間）；３－ＴＮＦαなし（４時間）
；４－ＴＮＦαなし（２４時間）；５－低ＴＮＦα（０．５時間）；６－低ＴＮＦα（２
時間）；７－低ＴＮＦα（４時間）；８－低ＴＮＦα（２４時間）；９－中ＴＮＦα（０
．５時間）；１０－中ＴＮＦα（２時間）；１１－中ＴＮＦα（４時間）；１２－中ＴＮ
Ｆα（２４時間）；１３－高ＴＮＦα（０．５時間）；１４－高ＴＮＦα（２時間）；１
５－高ＴＮＦα（４時間）；１６－高ＴＮＦα（２４時間））。
【０１１６】
　図２６は、ＧＳＥ４１８３からの結腸サンプルに対する、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経
路の推定上の標的遺伝子の広範な文献リスト（表６参照）を使用する、訓練した例示的ベ
イジアンネットワークモデルのＮＦｋＢ細胞シグナリング経路活性の予測を示す。図中、
縦軸は、ＴＦ要素が、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が活性であることに対応する「存在
」であり、ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が不活性であることに対応する「不在」である
オッズを示し、横軸より上の値は、ＴＦ要素が「存在」／活性である可能性がより高いこ
とに対応し、横軸より下の値は、ＴＦ要素が「不在」／不活性であるオッズが、ＴＦ要素
が「存在」／活性であるオッズよりも大きいことを示す。１つを除くアデノーマサンプル
は、広範な文献ベイジアンネットワークモデルによって、活性なＮＦｋＢ細胞シグナリン
グ経路を有すると予測され、これは、特に、正常な健常結腸サンプルの場合に予測されな
い（群１）。（凡例：１－正常な結腸；２－ＩＢＤ；３－アデノーマ；４－ＣＲＣ）。
【実施例５】
【０１１７】
キットで使用するためのプライマー及びプローブ
　キットで使用するための好ましいＰＣＲプライマー及びプローブを以下の表７に列挙す
る。各遺伝子に対するＰＣＲプライマーは、指定されたフォワード（Ｆｏｒ）及びリバー
ス（Ｒｅｖ）であり、各遺伝子に対するＰＣＲ産物の検出用プローブは標識プローブであ
る。非限定的な一実施形態では、表７に列挙されるプローブは、内部ＺＥＮクエンチャー
を有する５’ＦＡＭ色素及び３’Ｉｏｗａ　Ｂｌａｃｋ蛍光クエンチャー（ＩＢＦＱ）で
標識されている。
表７：ＮＦｋＢ標的遺伝子の遺伝子発現を測定するためのキット用のプライマー及びプロ
ーブの非限定例
【０１１８】
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【０１１９】
　好ましくは、
キットは、対照遺伝子の発現レベルを測定するための１つ又は複数の構成要素を含み、１
つ又は複数の構成要素は、表８に列挙される対照遺伝子の少なくとも１つに対するＰＣＲ
プライマー及びプローブを含む。各遺伝子に対するＰＣＲプライマーは指定されたフォワ
ード（Ｆ）及びリバース（Ｒ）であり、各遺伝子に対するＰＣＲ産物の検出用プローブは
標識プローブ（Ｐ又はＦＡＭ）である。非限定的な一実施形態では、表８に列挙されるプ
ローブは、内部ＺＥＮクエンチャーを有する５’ＦＡＭ色素及び３’Ｉｏｗａ　Ｂｌａｃ
ｋ蛍光クエンチャー（ＩＢＦＱ）で標識されている。
表８：対照に対するオリゴ配列
【０１２０】
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【０１２１】
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現
レベルに少なくとも基づいて、前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の活性を推測するステ
ップを含む方法であって、前記推測するステップは、
　　前記サンプル中のＮＦｋＢ転写因子（ＴＦ）要素のレベルを決定するステップであっ
て、前記ＮＦｋＢ　ＴＦ要素は、前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺
伝子の転写を制御し、当該決定するステップは、前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６
個以上の標的遺伝子の発現レベルを前記ＮＦｋＢ　ＴＦ要素のレベルに関連付ける数学的
モデルを評価することに少なくとも部分的に基づき、前記６個以上の標的遺伝子は、ＢＣ
Ｌ２Ｌ１、ＢＩＲＣ３、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ
２２、ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、Ｉ
Ｌ６、ＩＬ８、ＩＲＦ１、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧ
Ｓ２、ＳＥＬＥ、ＳＴＡＴ５Ａ、ＴＮＦ、ＴＮＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及び
ＶＣＡＭ１を含む群から選択される、ステップと
　　前記サンプル中のＮＦｋＢ　ＴＦ要素の決定されたレベルに基づいて、前記ＮＦｋＢ
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細胞シグナリング経路の活性を推測するステップと
を含み、
　前記推測するステップは、前記数学的モデルを使用してデジタルプロセシングデバイス
によって実施される、方法。
【請求項２】
　前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢ
ＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣ
Ｌ２、ＣＸＣＬ１、ＴＮＦ、ＩＲＦ１、ＴＲＡＦ１、ＮＦＫＢＩＥ、ＶＣＡＭ１及びＢＩ
ＲＣ３を含む群から選択され、好ましくは、前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、
ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、
ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２及びＣＸＣＬ１を含む群から選択される３
個以上の標的遺伝子を含み、より好ましくは、前記３個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２
、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８及びＴＮＦＡＩＰ２を含む群か
ら選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づいて、前記ＮＦｋＢ細胞シ
グナリング経路が異常に作動しているかどうかを決定するステップをさらに含む、請求項
１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の異常な作動を補正する薬物の処方を推奨するステ
ップをさらに含み、
　前記推奨するステップが、前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づ
いて、前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路が異常に作動していると決定される場合にのみ
実施される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　以下の活動：
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく診断、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく予後診断、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく薬物処方、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく薬効の予測、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく有害作用の予測、
　薬効のモニタリング、
　薬剤開発、
　アッセイ開発、
　経路研究、
　癌進行度分類、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の推測された活性に基づく臨床試験への登録、
　実施されるべき後続試験の選択、及び
　コンパニオン診断試験の選択、
のうちの少なくとも１つにおいて使用される、請求項１から４のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項６】
　前記数学的モデルが、前記ＮＦｋＢ　ＴＦ要素と、前記サンプル中で測定されたＮＦｋ
Ｂ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルとを関連付ける条件付確率
に少なくとも部分的に基づく確率モデル、好ましくはベイジアンネットワークモデルであ
るか、又は、前記数学的モデルが、前記サンプル中で測定されたＮＦｋＢ細胞シグナリン
グ経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルの１つ又は複数の線形結合に少なくとも部分
的に基づく、請求項１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　請求項１から６のいずれか一項に記載の方法を実施するように構成されるデジタルプロ
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セッサを含む装置。
【請求項８】
　請求項１から６のいずれか一項に記載の方法を実施するために、デジタルプロセシング
デバイスによって実行可能な命令を格納する非一時的記憶媒体。
【請求項９】
　デジタルプロセシングデバイスにおいて実行される場合、前記デジタルプロセシングデ
バイスに請求項１から６のいずれか一項に記載の方法を実施させるためのプログラムコー
ド手段を含む、コンピュータプログラム。
【請求項１０】
　サンプル中のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルを測
定するためのキットであって、
　前記６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子に対するポリメラーゼ連鎖反応プライマー、
　前記６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子に対するプローブ、及び
　任意選択で、請求項７に記載の装置、請求項８に記載の非一時的記憶媒体、又は請求項
９に記載のコンピュータプログラム
を含み、
　前記６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子が、ＢＣＬ２Ｌ１、ＢＩＲＣ３、ＣＣＬ２、ＣＣＬ
３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２２、ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣ
Ｌ２、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＲＦ１、ＭＭＰ９、ＮＦ
ＫＢ２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧＳ２、ＳＥＬＥ、ＳＴＡＴ５Ａ、ＴＮＦ、
ＴＮＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及びＶＣＡＭ１を含む群から選択される、キッ
ト。
【請求項１１】
　前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢ
ＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣ
Ｌ２、ＣＸＣＬ１、ＴＮＦ、ＩＲＦ１、ＴＲＡＦ１、ＮＦＫＢＩＥ、ＶＣＡＭ１及びＢＩ
ＲＣ３を含む群から選択され、好ましくは、前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、
ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、
ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２及びＣＸＣＬ１を含む群から選択される３
個以上の標的遺伝子を含み、より好ましくは、前記３個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２
、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８及びＴＮＦＡＩＰ２を含む群か
ら選択される、請求項１０に記載のキット。
【請求項１２】
　前記プローブが配列番号４６、４９、５２、５５及び５８の少なくとも１つを含み、且
つ／又は前記プライマーが、配列番号４４及び４５、４７及び４８、５０及び５１、５３
及び５４、並びに５６及び５７の少なくとも１つを含む、請求項１０又は１１に記載のキ
ット。
【請求項１３】
　サンプル中のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルを測
定するためのキットであって、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルを決定するた
めの１つ又は複数の構成要素、及び、
　請求項７に記載の装置、請求項８に記載の非一時的記憶媒体、又は請求項９に記載のコ
ンピュータプログラム
を含み、
　前記１つ又は複数の構成要素が、好ましくは、マイクロアレイチップ、抗体、複数のプ
ローブ、ＲＮＡシークエンシング及びプライマーセットを含む群から選択され、
　前記ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子が、ＢＣＬ２Ｌ１、ＢＩＲ
Ｃ３、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２２、ＣＸ３ＣＬ
１、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６、ＩＬ８、Ｉ
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ＲＦ１、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧＳ２、ＳＥＬＥ、
ＳＴＡＴ５Ａ、ＴＮＦ、ＴＮＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及びＶＣＡＭ１を含む
群から選択される、キット。
【請求項１４】
　前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢ
ＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣ
Ｌ２、ＣＸＣＬ１、ＴＮＦ、ＩＲＦ１、ＴＲＡＦ１、ＮＦＫＢＩＥ、ＶＣＡＭ１及びＢＩ
ＲＣ３を含む群から選択され、好ましくは、前記６個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２、
ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８、ＴＮＦＡＩＰ２、ＣＸＣＬ３、
ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２及びＣＸＣＬ１を含む群から選択される３
個以上の標的遺伝子を含み、より好ましくは、前記３個以上の標的遺伝子が、ＣＸＣＬ２
、ＩＣＡＭ１、ＩＬ６、ＣＣＬ５、ＮＦＫＢＩＡ、ＩＬ８及びＴＮＦＡＩＰ２を含む群か
ら選択される、請求項１３に記載のキット。
【請求項１５】
　請求項１から６のいずれか一項に記載の方法の実施における、請求項１０から１４のい
ずれか一項に記載のキットの使用。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３２】
　別の開示される態様によれば、サンプル中のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上
、例えば、７個、８個、９個、１０個、１１個又は１２個以上の標的遺伝子の発現レベル
を測定するためのキットは、
　６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子に対するポリメラーゼ連鎖反応プライマー、
　６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子に対するプローブ、及び、
　任意選択で、本明細書に記載の本発明による方法を実施するように構成されるデジタル
プロセッサを含む装置、本明細書に記載の本発明による方法を実施するために、デジタル
プロセシングデバイスによって実行可能な命令を格納する非一時的記憶媒体、又は、デジ
タルプロセシングデバイスにおいて実行される場合、デジタルプロセシングデバイスに、
本明細書に記載の本発明による方法を実施させるためのプログラムコード手段を含むコン
ピュータプログラム、
を含み、
　６個以上のＮＦｋＢ標的遺伝子は、ＢＣＬ２Ｌ１、ＢＩＲＣ３、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、
ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２２、ＣＸ３ＣＬ１、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２
、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＲＦ１、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ
２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧＳ２、ＳＥＬＥ、ＳＴＡＴ５Ａ、ＴＮＦ、ＴＮ
ＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及びＶＣＡＭ１を含む群から選択される。
 
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３４】
　好ましくは、
　プローブは、配列番号４６、４９、５２、５５及び５８の少なくとも１つを含み、且つ
／又はプライマーは、配列番号４４及び４５、４７及び４８、５０及び５１、５３及び５
４、並びに５６及び５７の少なくとも１つを含む。



(47) JP 2018-522575 A 2018.8.16

　別の開示される態様によれば、サンプル中のＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上
、例えば、７個、８個、９個、１０個、１１個又は１２個以上の標的遺伝子の発現レベル
を測定するためのキットは、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子の発現レベルを決定するための
１つ又は複数の構成要素、及び、
　本明細書に記載の本発明による方法を実施するように構成されるデジタルプロセッサを
含む装置、本明細書に記載の本発明による方法を実施するために、デジタルプロセシング
デバイスによって実行可能な命令を格納する非一時的記憶媒体、又は、デジタルプロセシ
ングデバイスにおいて実行される場合、デジタルプロセシングデバイスに、本明細書に記
載の本発明による方法を実施させるためのプログラムコード手段を含むコンピュータプロ
グラム、
を含み、
　１つ又は複数の構成要素は、好ましくは、マイクロアレイチップ（例えば、ＤＮＡアレ
イチップ、オリゴヌクレオチドアレイチップ、タンパク質アレイチップ）、抗体、複数の
プローブ、ＲＮＡシークエンシング及びプライマーセットを含む群から選択され、
　ＮＦｋＢ細胞シグナリング経路の６個以上の標的遺伝子は、ＢＣＬ２Ｌ１、ＢＩＲＣ３
、ＣＣＬ２、ＣＣＬ３、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２０、ＣＣＬ２２、ＣＸ３ＣＬ１、
ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２、ＣＸＣＬ３、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＲＦ
１、ＭＭＰ９、ＮＦＫＢ２、ＮＦＫＢＩＡ、ＮＦＫＢＩＥ、ＰＴＧＳ２、ＳＥＬＥ、ＳＴ
ＡＴ５Ａ、ＴＮＦ、ＴＮＦＡＩＰ２、ＴＮＩＰ１、ＴＲＡＦ１及びＶＣＡＭ１を含む群か
ら選択される。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３７
【補正方法】削除
【補正の内容】
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