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(57)【要約】
癌患者のために最適な臨床上の利益を与える可能性のある療法を特定するために有用な方
法および組成物が、本明細書で開示される。例えば、抗血管新生療法以外の抗癌療法また
は抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受け得る腎癌患者を特定する方法であっ
て、該患者から得た試料中の表１に記載の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産
物の発現レベルを決定する工程を含み、参照試料と比較した、該患者から得た該試料中の
１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルの増加は、該患者が、抗血
管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受け得る
ことを示す方法が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受
け得る腎癌患者を特定する方法であって、
　該患者から得た試料中の表１に記載の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物
の発現レベルを決定する工程を含み、
　参照試料と比較した、該患者から得た該試料中の１またはそれより多くの遺伝子または
遺伝子産物の発現レベルの増加は、該患者が、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血
管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受け得ることを示す方法。
【請求項２】
　抗血管新生療法に対する腎癌患者の応答性を予測する方法であって、
　該患者から得た試料中の表１に記載の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物
の発現レベルを決定する工程を含み、
　参照試料と比較した、該患者から得た該試料中の１またはそれより多くの遺伝子または
遺伝子産物の発現レベルの増加は、該患者が、該抗血管新生療法単独に対して応答する可
能性がより低いことを示す方法。
【請求項３】
　前記抗血管新生療法がＶＥＧＦ特異的アンタゴニストの投与を含む、請求項１または２
に記載の方法。
【請求項４】
　前記ＶＥＧＦ特異的アンタゴニストが抗ＶＥＧＦ抗体である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記患者から得た試料が組織試料であるか、血漿から得られる、請求項１または２に記
載の方法。
【請求項７】
　腎癌患者のために個人用のゲノム解析プロフィールを作成する方法であって、
　該患者から得た試料中の表１に記載の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物
の発現レベルを決定する工程と、
　該発現レベルを参照試料と比較する工程と、
　該決定工程および／または比較工程から得られるデータを要約する報告を作成する工程
であり、該報告が該患者に対する抗血管新生療法単独の臨床上の利益の可能性の予測を含
む工程とを含み、
　参照試料と比較した、該患者から得た該試料中の１またはそれより多くの遺伝子または
遺伝子産物の発現レベルの増加は、該抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療
法に加えての抗癌療法の臨床上の利益の可能性の増加を示す方法。
【請求項８】
　表１に記載の１またはそれより多くの遺伝子と特異的にハイブリダイズすることができ
るポリヌクレオチドを含むアレイを含むキットであって、抗血管新生療法単独に対する腎
癌患者の応答性を予測するために該アレイを用いるための説明書をさらに含み、参照試料
と比較した該１またはそれより多くの遺伝子の発現の増加は、該患者が、抗血管新生療法
以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受け得ることを示す
キット。
【請求項９】
　表１に記載の２またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルを検出する
ことができる化合物のセットであって、参照試料と比較した、腎癌患者から得た試料中の
、該化合物のセットを用いて決定した該２またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物
の発現の増加は、該患者が、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加え
ての抗癌療法から利益を受け得ることを示す、化合物のセット。
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【請求項１０】
　前記化合物がポリヌクレオチドである、請求項９に記載の化合物のセット。
【請求項１１】
　前記化合物がタンパク質である、請求項９に記載の化合物のセット。
【請求項１２】
　前記化合物のセットが、表１に記載の遺伝子または遺伝子産物のすべてを検出すること
ができる、請求項９に記載の化合物のセット。
【請求項１３】
　抗血管新生療法で処置される腎癌患者で処置の進行をモニターする方法であって、
　最初の腫瘍評価時に、該患者から得た試料中で表２に記載の１またはそれより多くの遺
伝子または遺伝子産物の発現レベルを決定する工程を含み、
　該抗血管新生療法の前または開始時に該患者から得た試料と比較した、最初の腫瘍評価
時の該１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルの増加は、該抗血管
新生療法単独の臨床上の利益が減少している素因を該患者が有することを示す方法。
【請求項１４】
　抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受
け得る腎癌患者を特定する方法であって、
　最初の腫瘍評価時に、該患者から得た試料中で表２に記載の１またはそれより多くの遺
伝子または遺伝子産物の発現レベルを決定する工程を含み、
　該抗血管新生療法の前または開始時に該患者から得た試料と比較した、最初の腫瘍評価
時の該１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルの増加は、該患者が
、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受
け得ることを示す方法。
【請求項１５】
　前記抗血管新生療法がＶＥＧＦ特異的アンタゴニストの投与を含む、請求項１３または
１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ＶＥＧＦ特異的アンタゴニストが抗ＶＥＧＦ抗体である、請求項１５に記載の方法
。
【請求項１７】
　前記抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記患者から得た試料が組織試料であるか、または血漿から得られる、請求項１３また
は１４に記載の方法。
【請求項１９】
　前記臨床上の利益の減少が、短い無進行生存期間、低い応答率または低い全生存率であ
る、請求項１３に記載の方法。
【請求項２０】
　表２に記載の１またはそれより多くの遺伝子と特異的にハイブリダイズすることができ
るポリヌクレオチドを含むアレイを含むキットであって、抗血管新生療法単独に対する腎
癌患者の応答性を検出するために該アレイを用いることについての説明書をさらに含み、
該抗血管新生療法の前または開始時に該患者から得た試料と比較した、最初の腫瘍評価時
の該患者から得た試料中の該遺伝子のうちの１またはそれより多くの発現の増加は、該患
者が、該抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利
益を受け得ることを示すキット。
【請求項２１】
　表２に記載の２またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルを検出する
ことができる化合物のセットであって、抗血管新生療法の前または開始時に腎癌患者から
得た試料と比較した、最初の腫瘍評価時の該患者から得た試料中の、該化合物のセットを
用いて決定される該２またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現の増加は、該
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患者が、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利
益を受け得ることを示す化合物のセット。
【請求項２２】
　前記化合物がポリヌクレオチドである、請求項２１に記載の化合物のセット。
【請求項２３】
　前記化合物がタンパク質である、請求項２１に記載の化合物のセット。
【請求項２４】
　前記化合物のセットが、表２に記載の遺伝子または遺伝子産物のすべてを検出すること
ができる、請求項２１に記載の化合物のセット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願）
　本願は、２００７年１１月９日に出願した米国仮出願第６０／９８６，８８４号に対す
る優先権を主張する。米国仮出願第６０／９８６，８８４号の内容は全て、本明細書中に
参考として援用される。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、臨床転帰の予測および抗血管新生療法で治療した癌患者のモニターに有用な
方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　癌は、ヒトの健康にとって最も致命的な脅威の１つである。米国単独で、癌は毎年約１
，３００，０００人の新規患者を発生させ、心血管の疾患に次いで第２位の死因であり、
約４人に１人の死の原因である。固形腫瘍は、それらの死の大部分の原因である。特定の
癌の医療ではかなりの進歩があったが、すべての癌の全体の５年生存率は、過去２０年で
約１０％しか改善されていない。癌または悪性腫瘍は転移し、制御されていない様式で急
速に成長し、これが適時の検出および治療を極めて困難にしている。
【０００４】
　癌タイプに応じて、患者は一般的に、化学療法、放射線および抗体ベースの薬剤を含め
た、彼らに利用可能ないくつかの治療選択肢を有する。異なる治療レジメンからの臨床転
帰を予測するのに有用な診断方法は、これらの患者の臨床管理に大いに役立つであろう。
いくつかの研究が、例えば、突然変異特異的アッセイ、マイクロアレイ分析、ｑＰＣＲな
どによって、遺伝子発現と特定の癌タイプの同定との相関を探究した。そのような方法は
、患者によって提示される癌の同定および分類に有用であろう。しかし、遺伝子発現の予
測的または予後診断的価値と臨床転帰との相関について公知であることはもっと少ない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　したがって、癌患者の無進行生存期間などの治療転帰を予測するため、またはそのよう
な治療の進行をモニターし、それによって各患者に最適な治療レジメンを選択するための
客観的で再現性のある方法の必要性がある。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　（発明の要旨）
　本発明の方法は様々な状況で利用することができ、それらには、例えば、癌患者を治療
する方法または薬剤開発過程における患者選定の補助、個々の患者を特定の治療レジメン
で治療する場合の成功の可能性の予測、疾患進行の評価、治療効力のモニター、個々の患
者の予後の判断、および特定の抗癌療法から利益を受ける個体の素因の評価が含まれる。
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【０００７】
　本発明は、一部、癌罹患患者における特定のバイオマーカーの発現レベルが、抗血管新
生療法単独からの臨床上の利益の低減と相関するという発見に基づく。したがって、一態
様では、本発明は、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌
療法から利益を受け得る癌患者を特定する方法であって、患者から得た試料中の表１に記
載の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルを検出する工程を含み
、参照試料と比較した、試料中の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現
の増加は、患者が、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌
療法から利益を受け得ることを示す方法を提供する。一実施形態では、患者からの試料は
、抗血管新生療法の前または開始時に得られる。
【０００８】
　別の態様では、本発明は、抗血管新生療法に対する癌患者の応答性を予測する方法であ
って、患者から得た試料中の表１に記載の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産
物の発現レベルを測定する工程を含み、参照試料と比較した、試料中の１またはそれより
多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルの増加は、患者が、抗血管新生療法単独に対
して応答性である可能性がより低いことを示す方法を提供する。一実施形態では、患者か
らの試料は、抗血管新生療法の前または開始時に得られる。
【０００９】
　本発明は、癌患者を治療する方法であって、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血
管新生療法に加えての抗癌療法を患者に投与する工程を含み、患者から得た試料は、参照
試料と比較して、表１に記載の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レ
ベルの増加を示す方法も提供する。一実施形態では、患者からの試料は、抗血管新生療法
の前または開始時に得られる。
【００１０】
　さらなる態様では、本発明は、癌患者のために個人用のゲノム解析プロフィールを作成
する方法であって、患者から得た試料中の表１に記載の１またはそれより多くの遺伝子ま
たは遺伝子産物の発現レベルを測定する工程と、発現レベルを参照試料中のそれぞれの遺
伝子または遺伝子産物の発現レベルと比較する工程と、そのような分析から得られるデー
タを要約する報告を作成する工程であり、上記報告が患者に対する抗血管新生療法単独の
臨床上の利益の可能性の予測を含む工程とを含み、参照試料中の発現レベルと比較した、
患者から得た試料中の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルの増
加は、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法の臨床上
の利益の可能性の増加を示す方法を提供する。一実施形態では、患者からの試料は、抗血
管新生療法の前または開始時に得られる。
【００１１】
　臨床上の利益は、様々なエンドポイント、例えば、速度の低下および完全な停止を含む
疾患進行のある程度の阻害；疾患発症数および／または症状の減少；病変サイズの縮小；
隣接する末梢器官および／または組織への病的細胞の浸潤の阻害（すなわち、減少、遅延
または完全な阻止）；疾患の広がりの阻害（すなわち減少、遅延または完全な阻止）；病
変の退縮または消失をもたらし得るが必ずしもそうではない、自己免疫応答の減少；障害
に関連する１またはそれより多くの症状のある程度の軽減；治療後の無症候期の長さ、例
えば無進行生存期間の増加；全生存期間の増加；より高い奏効率；および／または治療後
の所与の時点における死亡率の低下を評価することによって測定することができる。
【００１２】
　表１に記載の１またはそれより多くの遺伝子と特異的にハイブリダイズすることができ
るポリヌクレオチドを含むアレイを含むキットであって、抗血管新生療法単独に対する応
答性を予測するためにアレイを用いるための説明書をさらに含み、参照試料中のそれぞれ
の遺伝子の発現レベルと比較した１またはそれより多くの遺伝子の発現の増加は、患者が
、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受
け得ることを示すキットも提供される。
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【００１３】
　本発明は、表１に記載の２またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベル
を検出することができる化合物のセットであって、参照試料と比較した、癌患者から得た
試料中の、化合物のセットを用いて決定される２またはそれより多くの遺伝子または遺伝
子産物の発現の増加は、患者が、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に
加えての抗癌療法から利益を受け得ることを示す、化合物のセットも提供する。一実施形
態では、化合物のセットは、表１に記載の遺伝子または遺伝子産物のすべての発現レベル
を検出することができる。化合物のセットは、例えば、ポリヌクレオチドまたはタンパク
質であってもよい。一実施形態では、患者からの試料は、抗血管新生療法の前または開始
時に得られる。
【００１４】
　本発明は、抗血管新生療法による治療の進行をモニターするために有用なバイオマーカ
ーの同定にも、一部基づく。したがって、本発明は、抗血管新生療法で治療される癌患者
で治療の進行をモニターする方法であって、最初の腫瘍評価時に、患者から得た試料中で
表２に記載の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルを決定する工
程を含み、抗血管新生療法の前または開始時に患者から得た試料中の１またはそれより多
くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルと比較した、最初の腫瘍評価時の１またはそれ
より多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルの増加は、抗血管新生療法単独の臨床上
の利益が減少している素因を患者が有することを示す方法を提供する。
【００１５】
　別の態様では、本発明は、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加え
ての抗癌療法から利益を受け得る癌患者を特定する方法であって、最初の腫瘍評価時に、
患者から得た試料中で表２に記載の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発
現レベルを決定する工程を含み、上記療法の前または開始時に患者から得た試料中の１ま
たはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルと比較した、最初の腫瘍評価時
の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現の増加は、患者が、抗血管新生
療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受け得ることを
示す方法を提供する。
【００１６】
　さらに別の実施形態では、本発明は、癌患者を治療する方法であって、抗血管新生療法
以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法を患者に投与する工程を含み、
患者から得た試料は、抗血管新生療法による治療の前または開始時に患者から得た試料と
比較して、最初の腫瘍評価時の表２の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の
発現レベルの増加を示す方法を提供する。
【００１７】
　表２に記載の１またはそれより多くの遺伝子と特異的にハイブリダイズすることができ
るポリヌクレオチドを含むアレイを含むキットであって、抗血管新生療法単独に対する応
答性を検出するためにアレイを用いるための説明書をさらに含み、療法の前または開始時
の１またはそれより多くの遺伝子の発現レベルと比較した、最初の腫瘍評価時の１または
それより多くの遺伝子の発現の増加は、患者が、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗
血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受け得ることを示すキットも提供される。
【００１８】
　本発明は、表２に記載の２またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベル
を検出することができる化合物のセットであって、抗血管新生療法の前または開始時に患
者から得た試料と比較した、最初の腫瘍評価時の癌患者から得た試料中の、化合物のセッ
トを用いて決定した２またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現の増加は、患
者が、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益
を受け得ることを示すセットも提供する。一実施形態では、化合物のセットは、表２に記
載の遺伝子または遺伝子産物のすべての発現レベルを検出することができる。化合物のセ
ットは、例えば、ポリヌクレオチドまたはタンパク質であってもよい。
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【００１９】
　本発明の方法のいずれにおいても、試料は、組織もしくは細胞の試料でよく、または、
血漿および／または血清から得てもよい。
【００２０】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、表１または２に記載の遺伝子のうち、最多では
すべてまで、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０または任意の数の発現レ
ベルを決定する工程を含む。
【００２１】
　一部の実施形態では、１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルは
、核酸レベル、タンパク質レベル、またはタンパク質の分泌もしくは表面発現レベルで決
定することができる。
【００２２】
　本発明の方法の一部の実施形態では、癌は、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫および白
血病である。そのような癌のより特定の例には、扁平上皮細胞癌、肺癌（小細胞肺癌、非
小細胞肺癌、肺腺癌、肺扁平上皮癌を含む）、腹膜の癌、肝細胞癌、胃もしくは腹部の癌
（胃腸癌を含む）、膵臓癌、グリア芽細胞腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝癌、膀胱癌、肝細胞
腫、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌もしくは子宮癌、唾液腺癌、腎もしくは腎性
癌、肝癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝臓癌および各種の頭頚部癌、ならびに、Ｂ細
胞リンパ腫（低悪性度／濾胞性非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）；小リンパ球性（ＳＬ）Ｎ
ＨＬ；中悪性度／濾胞性ＮＨＬ；中悪性度びまん性ＮＨＬ；高悪性度免疫芽球性ＮＨＬ；
高悪性度リンパ芽球性ＮＨＬ；高悪性度小型非核切れ込み細胞ＮＨＬ；大疾患ＮＨＬ；マ
ントル細胞リンパ腫；ＡＩＤＳ関連のリンパ腫；およびヴァルデンシュトレームマクログ
ロブリン血症を含む）；慢性リンパ球性白血病（ＣＬＬ）；急性リンパ芽球性白血病（Ａ
ＬＬ）；毛様細胞性白血病；慢性骨髄芽球性白血病；ならびに、移植後リンパ球増殖性障
害（ＰＴＬＤ）、加えて、母斑症、浮腫（脳腫瘍に関連するものなど）またはメイグス症
候群に関連する異常な血管性増殖が含まれる。
【００２３】
　一実施形態では、癌は腎細胞癌である。
【００２４】
　本発明の方法は、それらに限定されないが、ＶＥＧＦ－ＡまたはＶＥＧＦ－Ａ受容体（
例えば、ＫＤＲ受容体またはＦｌｔ－１受容体）に対する抗体またはそのアンタゴニスト
、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標）（イマチニブメシレート）などの抗ＰＤＧＦＲ阻害剤などの抗
血管新生剤の投与を含む、抗血管新生療法で実施することができる。抗血管新生剤には、
天然の血管新生阻害剤、例えば、アンギオスタチン、エンドスタチンなども含まれる。例
えば、Ｋｌａｇｓｂｒｕｎ　ａｎｄ　Ｄ’Ａｍｏｒｅ、Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｐｈｙｓ
ｉｏｌ．、５３巻：２１７～３９頁（１９９１年）；Ｓｔｒｅｉｔ　ａｎｄ　Ｄｅｔｍａ
ｒ、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、２２巻：３１７２～３１７９頁（２００３年）（例えば、表３は
悪性黒色腫の抗血管新生療法を記載する）；Ｆｅｒｒａｒａ　＆　Ａｌｉｔａｌｏ、Ｎａ
ｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ５巻：１３５９～１３６４頁（１９９９年）；Ｔｏｎｉｎｉ
ら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、２２巻：６５４９～６５５６頁（２００３年）（例えば、表２は
公知の抗血管新生因子を記載する）；および、Ｓａｔｏ、Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　
Ｏｎｃｏｌ．、８巻：２００～２０６頁（２００３年）（例えば、表１は臨床試験で用い
られる抗血管新生剤を記載する）を参照。
【００２５】
　一部の実施形態では、抗血管新生療法は、抗ＶＥＧＦ抗体の投与を含む。一部の実施形
態では、抗ＶＥＧＦ抗体は、ベバジクマブ（ｂｅｖａｚｉｃｕｍａｂ）である。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　（詳細な説明）
　本発明の実施は、特に明記しない限り、当技術分野の範囲内である、分子生物学（組換
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え技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学および免疫学の従来の技術を使用する。
そのような技術は、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ」、第２版（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９年）；「Ｏｌｉｇｏｎｕｃ
ｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」（Ｍ．　Ｊ．　Ｇａｉｔ編、１９８４年）；「Ａ
ｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ」（Ｒ．　Ｉ．　Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編、１９８７
年）；「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ」（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓ
ｓ，　Ｉｎｃ．）；「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ」（Ｆ．　Ｍ．　Ａｕｓｕｂｅｌら編、１９８７年、および定期更新）
；「ＰＣＲ：　Ｔｈｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ」、（Ｍ
ｕｌｌｉｓら編、１９９４年）などの文献で詳細に説明される。
【００２７】
　特に定義されていない場合は、本明細書使用される技術用語および科学用語は、本発明
が属する分野の当業者が通常理解するのと同じ意味を有する。Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎら、Ｄ
ｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ第２版、Ｊ．　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．
１９９４年）およびＭａｒｃｈ、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ，　Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ第４版
、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．１９９２年）は、
本出願で用いられる多くの用語の一般指針を当業者に提供する。
【００２８】
　本明細書で引用する、特許出願および公報を含めたすべての参考文献は、それらの全体
が参照により組み込まれる。
【００２９】
　Ｉ．定義
　本明細書で使用される場合、用語「アレイ」または「マイクロアレイ」は、基質の上の
ハイブリダイズすることが可能なアレイ要素、好ましくはポリヌクレオチドプローブ（例
えば、オリゴヌクレオチド）の整列された配置を指す。基質は、ガラススライドなどの固
体基質、またはニトロセルロース膜などの半固体基質であってよい。ヌクレオチド配列は
、ＤＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの任意のパーミューテーション（ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ
）であってよい。
【００３０】
　本明細書で使用される場合、「標的配列」、「標的核酸」または「標的タンパク質」は
、関心のポリヌクレオチドまたはタンパク質であり、その検出が望まれている。一般に、
本明細書で使用される場合、「鋳型」は、標的ヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド
である。ある場合には、用語「標的配列」、「鋳型ＤＮＡ」、「鋳型ポリヌクレオチド」
、「標的核酸」、「標的ポリヌクレオチド」およびそれらの変形形態は、互換的に用いら
れる。
【００３１】
　本明細書で使用される場合、「増幅」は、一般に、所望の配列の複数のコピーを生成す
る過程を指す。「複数のコピー」は、少なくとも２つのコピーを意味する。「コピー」は
、鋳型配列に対する完全な配列相補性または同一性を必ずしも意味しない。例えば、コピ
ーには、デオキシイノシンなどのヌクレオチド類似体、意図的な配列変化（例えば、鋳型
とハイブリダイズすることが可能であるが相補的でない配列を含むプライマーを通して導
入される配列変化）、および／または増幅の間に出現する配列エラーを含めることができ
る。
【００３２】
　例えば、第一の試料中の遺伝子、遺伝子産物、例えばタンパク質またはバイオマーカー
の発現レベル／量が、第二の試料中の遺伝子、遺伝子産物、例えばタンパク質またはバイ
オマーカーの発現レベル／量よりも大きい場合、第一の試料中の遺伝子、タンパク質また
はバイオマーカーの発現／量は、第二の試料中の発現／量と比較して増加する。発現レベ
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ル／量は、それらに限定されないが、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ、タンパク質、タンパク質断片
および／または遺伝子コピーを含む、当技術分野で公知である任意の適する基準に基づい
て決定することができる。発現レベル／量は、定性的におよび／または定量的に決定する
ことができる。一実施形態では、第一の試料中の遺伝子、遺伝子産物、例えばタンパク質
またはバイオマーカーの発現レベル／量の増加は、第二の試料中のそれぞれの遺伝子、遺
伝子産物、例えばタンパク質またはバイオマーカーの発現レベル／量の少なくとも約１．
５倍、１．７５倍、２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、２５倍
、５０倍、７５倍または１００倍である。一実施形態では、分析されるＲＮＡまたはタン
パク質の量および用いたＲＮＡまたはタンパク質試料の質の変動性の両方の差について試
料を正規化する。そのような正規化は、ＧＡＰＤＨなどの周知のハウスキーピング遺伝子
を含めた、特定の正規化遺伝子の発現を測定し、組み込むことによって達成することがで
きる。あるいは、正規化は、分析される遺伝子のすべてまたはその大きなサブセットの平
均または中央値シグナルに基づくことができる（全体的正規化手法）。一遺伝子ごとに個
別に、測定される患者腫瘍ｍＲＮＡまたはタンパク質の正規量を、参照セットで見られる
量と比較する。患者１人あたりの試験腫瘍ごとの各ｍＲＮＡまたはタンパク質の正規化発
現レベルは、参照セットで測定される発現レベルの割合として表すことができる。分析さ
れる特定の患者試料で測定される発現レベルは、当技術分野で周知の方法によって決定す
ることができるなんらかのパーセンタイルでこの範囲内に入るであろう。
【００３３】
　「検出」には、直接および間接的な検出を含む、任意の検出手段が含まれる。
【００３４】
　本明細書で使用される場合、用語「試料」は、例えば物理的、生化学的、化学的および
／または生理的特性に基づいて特徴づけおよび／または同定される細胞および／または他
の分子実体を含む、関心の対象から得られるか誘導される組成物を指す。そのような試料
には、患者から得た組織または細胞の試料が含まれる。試料は、血漿から得ることもでき
る。
【００３５】
　「ポリヌクレオチド」または「核酸」は、本明細書では同義的に使用され、任意の長さ
のヌクレオチド重合体を指し、ＤＮＡおよびＲＮＡが含まれる。ヌクレオチドは、デオキ
シリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチドもしくは塩基、および
／またはそれらの類似体、または、ＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼによって重合体に
組み込むことができる任意の基質であってよい。ポリヌクレオチドは、修飾されたヌクレ
オチド、例えばメチル化ヌクレオチド、およびそれらの類似体を含むことができる。それ
が存在する場合、ヌクレオチド構造への修飾は、重合体の組み立ての前か後に加えること
ができる。ヌクレオチドの配列は、非ヌクレオチド成分によって中断されていてもよい。
ポリヌクレオチドは、重合の後、例えば標識成分によるコンジュゲーションによって、さ
らに修飾されてもよい。他の型の修飾には、例えば、「キャップ」、類似体による１また
はそれより多くの天然ヌクレオチドの置換、ヌクレオチド間修飾、例えば、無荷電結合に
よるもの（例えば、メチルホスホネート、リン酸トリエステル、ホスホアミダート、カー
バメートなど）、および荷電結合によるもの（例えば、ホスホロチオエート、ホスホロジ
チオエートなど）、ペンダント部分、例えばタンパク質（例えば、ヌクレアーゼ、毒素、
抗体、シグナルペプチド、プライ－Ｌ－リジン（ｐｌｙ－Ｌ－ｌｙｓｉｎｅ）など）を含
むもの、インターカレータ（例えば、アクリジン、ソラレンなど）を有するもの、キレー
ト剤（例えば、金属、放射性金属、ホウ素、酸化的金属など）を含むもの、アルキル剤を
含むもの、修飾された結合を有するもの（例えば、αアノマー核酸など）、ならびにポリ
ヌクレオチド（複数可）の非修飾形が含まれる。さらに、糖に通常存在するヒドロキシル
基のいずれかを、例えばホスホン酸基、リン酸基で置換すること、標準の保護基によって
保護すること、または、活性化して追加のヌクレオチドへの追加の結合を調製すること、
または固体支持体にコンジュゲートさせることができる。５’および３’末端ＯＨは、１
～２０個の炭素原子のアミンまたは有機キャッピング基部分でリン酸化または置換するこ
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とができる。他のヒドロキシルを、標準の保護基に誘導体化することもできる。ポリヌク
レオチドは、一般に当技術分野で公知であるリボースまたはデオキシリボース糖の類似し
た形、例えば、２’－Ｏ－メチル－２’－Ｏ－アリル、２’－フルオロもしくは２’－ア
ジド－リボース、炭素環式糖類似体、α－アノマー糖、エピマー糖、例えばアラビノース
、キシロースもしくはリキソース、ピラノース糖、フラノース糖、セドヘプツロース、非
環式類似体、および無塩基ヌクレオシド類似体、例えばメチルリボシドを含むこともでき
る。１またはそれより多くのホスホジエステル結合は、代替の連結基で置換することがで
きる。これらの代替連結基には、それらに限定されないが、リン酸がＰ（Ｏ）Ｓ（「チオ
エート」）、Ｐ（Ｓ）Ｓ（「ジチオエート」）、「（Ｏ）ＮＲ２（「アミダート」）、Ｐ
（Ｏ）Ｒ、Ｐ（Ｏ）ＯＲ’、ＣＯまたはＣＨ２（「ホルムアセタール」）によって置換さ
れる実施形態が含まれるが、各ＲまたはＲ’は独立に、Ｈまたは、任意選択でエーテル（
－Ｏ－）結合、アリール、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニルまたはアラル
ジル（ａｒａｌｄｙｌ）を含んでいる置換されたもしくは非置換のアルキル（１～２０Ｃ
）である。ポリヌクレオチド中のすべての結合が同一である必要はない。上の記載は、本
明細書で言及される、ＲＮＡおよびＤＮＡを含むすべてのポリヌクレオチドに適用される
。
【００３６】
　本明細書で使用される場合、「オリゴヌクレオチド」は、一般には一本鎖であり、一般
には合成の短いポリヌクレオチドを一般に指し、それらは一般に長さが約２００個未満の
ヌクレオチドであるが、必ずしもその必要はない。用語「オリゴヌクレオチド」および「
ポリヌクレオチド」は、互いに排他的でない。ポリヌクレオチドに関する上の記載は、オ
リゴヌクレオチドにも等しく、完全に適用することができる。
【００３７】
　「プライマー」は、一般に、標的配列とハイブリダイズすることによって関心の試料中
に潜在的に存在する標的に結合し、その後標的に相補的であるポリヌクレオチドの重合を
促進する、一般には遊離３’－ＯＨ基を有する短い一本鎖ポリヌクレオチドである。
【００３８】
　本明細書で使用される場合、用語「バイオマーカー」は、遺伝子、タンパク質、炭水化
物構造または糖脂質を含む分子を一般に指し、哺乳動物の組織または細胞におけるその発
現は、標準の方法（または本明細書で開示される方法）によって検出することができ、血
管新生の阻害に基づく治療レジメン、例えばＶＥＧＦ特異的阻害剤などの抗血管新生剤に
対する哺乳動物の細胞または組織の感受性を、予測、診断および／または予後診断するも
のである。任意選択で、そのようなバイオマーカーの発現は、対照／参照組織または細胞
試料で観察されるものよりも高く決定される。そのようなバイオマーカーの発現は、Ｒｕ
ｌｅｓ　Ｂａｓｅｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｉｎｃ．またはＭｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓ
ｃｏｖｅｒｙから市販されているものなどのハイスループット多重イムノアッセイを用い
て決定することができる。バイオマーカーの発現は、例えば、ＰＣＲまたはＦＡＣＳアッ
セイ、免疫組織化学的アッセイまたは遺伝子チップに基づくアッセイを用いて決定するこ
ともできる。
【００３９】
　「組織または細胞試料」は、対象または患者の組織から得られる細胞集団を意味する。
組織または細胞試料の取得源は、新鮮な、凍結および／または保存された器官または組織
試料または生検材料または吸引液などからの固体組織；血液または任意の血液構成要素；
脳脊髄液、羊水、腹膜液または間質液などの体液；対象の妊娠または発達の任意の時期か
らの細胞または血漿であってよい。組織試料は、初代もしくは培養細胞または細胞系であ
ってもよい。任意選択で、組織または細胞試料は、癌性の組織／器官から得られる。組織
試料は、防腐剤、抗凝血物質、緩衝剤、固定剤、栄養素、抗生物質などの、天然の組織と
は天然で混合していない化合物を含むことができる。本明細書での目的のために、組織試
料の「切片」は、組織試料の一部分または一小片、例えば組織試料から切り取られた組織
または細胞の薄いスライスを意味する。
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【００４０】
　「相関する」または「相関している」は、いかなる方法であれ、第一の分析またはプロ
トコルの成績および／または結果を、第二の分析またはプロトコルの成績および／または
結果と比較することを意味する。例えば、第一の分析またはプロトコルの結果を、第二の
プロトコルを実施するために用いること、および／または第一の分析もしくはプロトコル
の結果を、第二の分析もしくはプロトコルを実施するべきかどうか判断するために用いる
ことができる。遺伝子発現の分析またはプロトコルの実施形態に関して、遺伝子発現の分
析またはプロトコルの結果を、特定の治療レジメンを実施するべきかどうか判断するため
に用いることができる。
【００４１】
　語「標識」は、本明細書で使用される場合、核酸プローブまたは抗体などの試薬に直接
または間接にコンジュゲートまたは融合され、それがコンジュゲートまたは融合される試
薬の検出を促進する化合物または組成物を指す。標識はそれ自体検出可能であってもよく
（例えば、放射性同位体標識もしくは蛍光標識）、または、酵素標識の場合、検出可能な
基質化合物もしくは組成物の化学変化を触媒することができる。
【００４２】
　「天然配列」のポリペプチドは、天然に由来するポリペプチドと同じアミノ酸配列を有
するポリペプチドを含む。したがって、天然配列のポリペプチドは、任意の哺乳動物から
の天然のポリペプチドのアミノ酸配列を有することができる。そのような天然配列のポリ
ペプチドは、自然から単離することができ、または組換え手段もしくは合成手段によって
生成することができる。用語「天然配列」のポリペプチドは、具体的には、天然の切断ま
たは分泌された形態のポリペプチド（例えば、細胞外ドメイン配列）、天然存在の変種形
態（例えば、選択的スプライシングされた形態）およびポリペプチドの天然存在の対立遺
伝子変種を包含する。
【００４３】
　ポリペプチド「変種」は、天然配列ポリペプチドと少なくとも約８０％のアミノ酸配列
同一性を有する、生物学的に活性なポリペプチドを意味する。そのような変種には、例え
ば、ポリペプチドのＮ末端またはＣ末端で、１またはそれより多くのアミノ酸残基が付加
されている、または欠失しているポリペプチドが含まれる。通常、変種は、天然配列のポ
リペプチドと少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を、より好ましくは少なくとも約
９０％のアミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性
を有する。
【００４４】
　「抗血管新生剤」または「血管新生阻害剤」は、血管新生、血管発生または望ましくな
い血管透過性を直接または間接に阻害する、小分子量物質、ポリヌクレオチド、ポリペプ
チド、単離タンパク質、組換え体タンパク質、抗体またはそのコンジュゲート体もしくは
融合タンパク質を指す。抗血管新生剤には、血管新生因子またはその受容体に結合し、そ
の血管新生活性をブロックする薬剤が含まれることを理解すべきである。例えば、抗血管
新生剤は、上で定義される血管新生因子に対する抗体または他のアンタゴニスト、例えば
、ＶＥＧＦ－ＡまたはＶＥＧＦ－Ａ受容体（例えば、ＫＤＲ受容体またはＦｌｔ－１受容
体）に対する抗体、Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標）（イマチニブメシレート）などの抗ＰＤＧＦ
Ｒ阻害剤である。抗血管新生剤には、天然の血管新生阻害剤、例えば、アンギオスタチン
、エンドスタチンなども含まれる。例えば、Ｋｌａｇｓｂｒｕｎ　ａｎｄ　Ｄ’Ａｍｏｒ
ｅ、Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｐｈｙｓｉｏｌ．、５３巻：２１７～３９頁（１９９１年）
；Ｓｔｒｅｉｔ　ａｎｄ　Ｄｅｔｍａｒ、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、２２巻：３１７２～３１７
９頁（２００３年）（例えば、表３は悪性黒色腫の抗血管新生療法を記載する）；Ｆｅｒ
ｒａｒａ　＆　Ａｌｉｔａｌｏ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ５巻：１３５９～１３
６４頁（１９９９年）；Ｔｏｎｉｎｉら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、２２巻：６５４９～６５５
６頁（２００３年）（例えば、表２は公知の抗血管新生因子を記載する）；および、Ｓａ
ｔｏ、Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｏｎｃｏｌ．、８巻：２００～２０６頁（２００３
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年）（例えば、表１は臨床試験で使用されている抗血管新生剤を記載する）を参照。
【００４５】
　用語「ＶＥＧＦ」または「ＶＥＧＦ－Ａ」は、それらの天然の対立遺伝子形態およびプ
ロセシングされた形態と一緒に、Ｌｅｕｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４６巻：１３０６頁
（１９８９年）およびＨｏｕｃｋら、Ｍｏｌ．　Ｅｎｄｏｃｒｉｎ．、５巻：１８０６頁
（１９９１年）によって記載される、１６５アミノ酸のヒト血管内皮細胞成長因子ならび
に関連する１２１、１８９および２０６アミノ酸のヒト血管内皮細胞成長因子を指すもの
として使用される。ＶＥＧＦ－Ａは、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ＶＥ
ＧＦ－Ｅ、ＶＥＧＦ－ＦおよびＰＩＧＦを含む遺伝子ファミリーの一部である。ＶＥＧＦ
－Ａは、主に２つの高親和性受容体チロシンキナーゼ、ＶＥＧＦＲ－１（Ｆｌｔ－１）お
よびＶＥＧＦＲ－２（Ｆｌｋ－１／ＫＤＲ）に結合し、後者は、ＶＥＧＦ－Ａの血管内皮
細胞分裂促進シグナルの主要な伝達物質である。さらに、ニューロピリン－１は、ヘパリ
ン結合性ＶＥＧＦ－Ａアイソフォームの受容体として同定され、血管の発達で役割を果た
すことができる。用語「ＶＥＧＦ」または「ＶＥＧＦ－Ａ」は、マウス、ラットまたは霊
長類などの、ヒト以外の種からのＶＥＧＦも指す。特定の種からのＶＥＧＦは、ヒトＶＥ
ＧＦについてはｈＶＥＧＦ、マウスのＶＥＧＦについてはｍＶＥＧＦなどの用語で示され
ることもある。用語「ＶＥＧＦ」は、１６５アミノ酸のヒト血管内皮細胞成長因子のうち
の、アミノ酸８～１０９または１～１０９を含む、ポリペプチドの切断型または断片を指
すのにも使用される。そのようないかなるＶＥＧＦの形態への言及も、本出願では、例え
ば、「ＶＥＧＦ（８～１０９）」、「ＶＥＧＦ（１～１０９）」または「ＶＥＧＦ１６５

」によって区別することができる。「切断された」天然のＶＥＧＦのアミノ酸位置は、天
然のＶＥＧＦ配列で示される通りに番号が付けられる。例えば、切断された天然のＶＥＧ
Ｆ中のアミノ酸位置１７（メチオニン）は、天然のＶＥＧＦ中でも位置１７（メチオニン
）である。切断された天然のＶＥＧＦは、天然のＶＥＧＦと同等の、ＫＤＲおよびＦｌｔ
－１受容体に対する結合親和性を有する。
【００４６】
　「ＶＥＧＦ生物活性」には、任意のＶＥＧＦ受容体または任意のＶＥＧＦシグナル伝達
活性への結合、例えば、正常および異常両方における血管新生および血管発生の調節（Ｆ
ｅｒｒａｒａ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｓ－Ｓｍｙｔｈ（１９９７年）Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ　Ｒ
ｅｖ．１８巻：４～２５頁；Ｆｅｒｒａｒａ（１９９９年）Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｍｅｄ．７
７巻：５２７～５４３頁）；胚の血管発生および血管新生の促進（Ｃａｒｍｅｌｉｅｔら
（１９９６年）Ｎａｔｕｒｅ３８０巻：４３５～４３９頁；Ｆｅｒｒａｒａら（１９９６
年）Ｎａｔｕｒｅ３８０巻：４３９～４４２頁）；ならびに、女性の生殖管における周期
的血管増殖ならびに骨成長および軟骨形成のための周期的血管増殖の調節（Ｆｅｒｒａｒ
ａら（１９９８年）Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．４巻：３３６～３４０頁；Ｇｅｒｂｅｒら（
１９９９年）Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．５巻：６２３～６２８頁）が含まれる。血管新生お
よび血管発生で血管新生因子であることに加えて、ＶＥＧＦは、多面的成長因子として、
内皮細胞生存、血管透過性および血管拡張、単球化学走性およびカルシウム流入などの他
の生理過程で複数の生物効果を示す（Ｆｅｒｒａｒａ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｓ－Ｓｍｙｔｈ
（１９９７年）、前掲、およびＣｅｂｅ－ＳｕａｒｅｚらＣｅｌｌ．　Ｍｏｌ．　Ｌｉｆ
ｅ　Ｓｃｉ．６３：６０１～６１５頁（２００６年））。さらに、最近の研究は、いくつ
かの非内皮細胞型、例えば網膜色素上皮細胞、膵管細胞およびシュワン細胞に及ぼすＶＥ
ＧＦの分裂促進効果を報告している。Ｇｕｅｒｒｉｎら（１９９５年）Ｊ．　Ｃｅｌｌ　
Ｐｈｙｓｉｏｌ．１６４巻：３８５～３９４頁；Ｏｂｅｒｇ－Ｗｅｌｓｈら（１９９７年
）Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ．　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．１２６巻：１２５～１３２頁；Ｓｏｎ
ｄｅｌｌら（１９９９年）Ｊ．　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１９巻：５７３１～５７４０頁。
【００４７】
　「ＶＥＧＦ特異的アンタゴニスト」は、１またはそれより多くのＶＥＧＦ受容体へのＶ
ＥＧＦの結合を含めたＶＥＧＦ活性を中和、ブロック、阻害、排除、低減または妨害する
ことができる分子（ペプチジルまたは非ペプチジル）を指す。好ましくは、ＶＥＧＦ特異
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的アンタゴニストは、ＶＥＧＦの発現レベルまたは生物活性を、少なくとも１０％、２０
％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、またはそれ以上低減ま
たは阻害する。好ましくは、ＶＥＧＦ特異的アンタゴニストによって阻害されるＶＥＧＦ
は、ＶＥＧＦ（８～１０９）、ＶＥＧＦ（１～１０９）またはＶＥＧＦ１６５である。本
発明の方法で有用なＶＥＧＦ特異的アンタゴニストには、ＶＥＧＦに特異的に結合するペ
プチジルまたは非ペプチジル化合物、例えば、抗ＶＥＧＦ抗体およびその抗原結合性断片
、ＶＥＧＦに特異的に結合するポリペプチドもしくはその断片、ならびに、ＶＥＧＦに特
異的に結合し、それによって１またはそれより多くの受容体へのその結合を分離する受容
体分子および誘導体（例えば、溶解性のＶＥＧＦ受容体タンパク質もしくはそのＶＥＧＦ
結合性断片、またはキメラＶＥＧＦ受容体タンパク質）；ＶＥＧＦポリペプチドをコード
する核酸分子の少なくとも断片に相補的であるアンチセンス核酸塩基オリゴマー；ＶＥＧ
Ｆポリペプチドをコードする核酸分子の少なくとも断片に相補的である小ＲＮＡ；ＶＥＧ
Ｆを標的にするリボザイム；ＶＥＧＦに対するペプチボディ；ならびにＶＥＧＦアプタマ
ーが含まれる。
【００４８】
　「抗ＶＥＧＦ抗体」は、十分な親和性および特異性でＶＥＧＦに結合する抗体である。
選択される抗体は、ＶＥＧＦに対して十分に強い結合親和性を通常有し、例えば、抗体は
１００ｎＭ～１ｐＭのＫｄ値でｈＶＥＧＦに結合することができる。抗体親和性は、例え
ば、表面プラズモン共鳴に基づくアッセイ（例えば、ＰＣＴ出願公開第ＷＯ２００５／０
１２３５９号に記載のＢＩＡｃｏｒｅアッセイ）；酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ
）；および競合アッセイ（例えばＲＩＡのもの）で決定することができる。好ましくは、
本発明の抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ活性が関与する疾患または状態を標的にして妨害す
る治療剤として用いることができる。また、例えば治療薬としてのその有効性を評価する
ために、抗体を他の生物活性アッセイにかけることができる。そのようなアッセイは当技
術分野で公知であり、標的抗原および抗体の用途によって決まる。例には、ＨＵＶＥＣ阻
害アッセイ（下の実施例に記載される）；腫瘍細胞増殖阻害アッセイ（例えばＷＯ８９／
０６６９２に記載される）；抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）および補体媒介性細胞毒性
（ＣＤＣ）アッセイ（米国特許第５，５００，３６２号）；ならびに、アゴニスト活性ま
たは造血アッセイ（ＷＯ９５／２７０６２を参照）が含まれる。抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥ
ＧＦ－ＢまたはＶＥＧＦ－Ｃなどの他のＶＥＧＦ同族体にも、ＰＩＧＦ、ＰＤＧＦまたは
ｂＦＧＦなどの他の成長因子にも通常結合しない。好ましい抗ＶＥＧＦ抗体には、ハイブ
リドーマＡＴＣＣ　ＨＢ１０７０９によって産生されるモノクローナル抗ＶＥＧＦ抗体Ａ
４．６．１と同じエピトープに結合するモノクローナル抗体；それらに限定されないが、
ベバシズマブ（ＢＶ；Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標））として公知である抗体を含む、Ｐｒ
ｅｓｔａら（１９９７年）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５７巻：４５９３～４５９９頁に従っ
て作製される組換え体ヒト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体が含まれる。ベバシズマブは
、突然変異ヒトＩｇＧ１フレームワーク領域と、ヒトＶＥＧＦがその受容体に結合するの
をブロックするマウス抗ｈＶＥＧＦモノクローナル抗体Ａ．４．６．１由来の抗原結合性
相補性決定領域とを含有する。大部分のフレームワーク領域を含めた、ベバシズマブの約
９３％のアミノ酸配列はヒトＩｇＧ１に由来し、約７％の配列はマウス抗体Ａ４．６．１
に由来する。ベバシズマブは、約１４９，０００ダルトンの分子質量を有し、グリコシル
化されている。ベバシズマブおよび他のヒト化抗ＶＥＧＦ抗体は、２００５年２月２６日
に発行された米国特許第６，８８４，８７９号にさらに記載されている。追加の好ましい
抗体には、国際公開第２００５／０１２３５９号に記載の、Ｇ６またはＢ２０シリーズの
抗体（例えば、Ｇ６－３１、Ｂ２０－４．１）が含まれる。追加の好ましい抗体について
は、米国特許第７，０６０，２６９号、６，５８２，９５９号、６，７０３，０２０号、
６，０５４，２９７号；ＷＯ９８／４５３３２；ＷＯ９６／３００４６；ＷＯ９４／１０
２０２；ＥＰ０６６６８６８Ｂ１；米国特許出願公開第２００６００９３６０号、２００
５０１８６２０８号、２００３０２０６８９９号、２００３０１９０３１７号、２００３
０２０３４０９号および２００５０１１２１２６号；ならびに、Ｐｏｐｋｏｖら、Ｊｏｕ
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ｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ２８８巻：１４９～１６
４頁（２００４年）を参照。他の好ましい抗体には、残基Ｆ１７、Ｍ１８、Ｄ１９、Ｙ２
１、Ｙ２５、Ｑ８９、Ｉ９１、Ｋ１０１、Ｅ１０３およびＣ１０４を含んでいるか、ある
いは、残基Ｆ１７、Ｙ２１、Ｑ２２、Ｙ２５、Ｄ６３、Ｉ８３およびＱ８９を含んでいる
、ヒトＶＥＧＦ上の機能的エピトープに結合するものが含まれる。
【００４９】
　用語「抗体」は、最も広い意味で用いられ、具体的には、モノクローナル抗体（完全長
モノクローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多重特異的抗体（例えば二重特異的
抗体）、および、それらが所望の生物活性を示す限り、抗体断片を包含する。
【００５０】
　「ブロッキング」抗体または抗体「アンタゴニスト」は、それが結合する抗原の生物活
性を阻害または低減するものである。例えば、ＶＥＧＦ特異的アンタゴニスト抗体は、Ｖ
ＥＧＦに結合して、血管内皮細胞増殖を誘導するＶＥＧＦの能力を阻害する。好ましい阻
止抗体またはアンタゴニスト抗体は、抗原の生物活性を完全に阻害する。
【００５１】
　特に明記しない限り、表現「多価抗体」は、本明細書を通して、３つ以上の抗原結合部
位を含む抗体を表すものとして用いられる。多価抗体は、好ましくは３つ以上の抗原結合
部位を有するように構築され、一般に、天然配列のＩｇＭまたはＩｇＡ抗体ではない。
【００５２】
　「Ｆｖ」断片は、完全な抗原認識および結合部位を含む抗体断片である。この領域は、
密接に結合した１つの重鎖可変ドメインおよび１つの軽鎖可変ドメインの二量体からなり
、例えばｓｃＦｖの場合、この結合は元から共有結合性であり得る。各可変ドメインの３
つのＣＤＲが相互作用してＶＨ－ＶＬ二量体の表面の抗原結合部位を規定するのは、この
配置においてである。全体で、６つのＣＤＲまたはそのサブセットが、抗体に対する抗原
結合特異性を与える。しかし、単一の可変ドメイン（または抗原に特異的な３つのＣＤＲ
だけを含むＦｖの半分）でさえも、抗原を認識して結合する能力を有するが、親和性は結
合部位全体よりも通常低い。
【００５３】
　本明細書で使用される場合、用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均一な抗体の集
団から得られる抗体を指し、すなわち、集団を構成する個々の抗体は、少量存在すること
のある可能な自然突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は非常に特異的であ
り、単一の抗原部位を標的とする。さらに、異なる決定因子（エピトープ）に対する異な
る抗体を一般に含む従来の（ポリクローナル）抗体調製物と対照的に、各モノクローナル
抗体は、抗原上の単一の決定因子を標的とする。修飾語「モノクローナル」は、実質的に
均一な抗体集団から得られる抗体の特性を示し、任意の特定の方法による抗体の産生を必
要とするものと解釈するべきではない。例えば、本発明に従って用いられるモノクローナ
ル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ２５６巻：４９５頁（１９７５年）によって最
初に記載されたハイブリドーマ法によって作製することができ、または、組換えＤＮＡ法
（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号を参照）によって作製することができる。「
モノクローナル抗体」は、例えばＣｌａｃｋｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ、３５２巻：６２４
～６２８頁（１９９１年）およびＭａｒｋｓら、Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．、２２２巻
：５８１～５９７頁（１９９１年）に記載の技術を用いて、ファージ抗体ライブラリーか
ら分離することもできる。
【００５４】
　本明細書で、具体的にモノクローナル抗体には、重鎖および／または軽鎖の一部は、特
定の種に由来するか特定の抗体群またはサブクラスに属する抗体の対応配列と同一である
か相同であり、鎖の残りは、別の種に由来するか別の抗体群またはサブクラスに属する抗
体の対応配列と同一であるか相同である「キメラ」抗体（免疫グロブリン）、ならびに、
それらが所望の生物活性を示す限り、そのような抗体の断片が含まれる（米国特許第４，
８１６，５６７号；およびＭｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　
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Ｓｃｉ．　ＵＳＡ８１巻：６８５１～６８５５頁（１９８４年））。
【００５５】
　ヒト以外（例えば、マウス）の抗体の「ヒト化」形態は、ヒト以外の免疫グロブリンに
由来する最小限の配列を含むキメラ抗体である。大部分は、ヒト化抗体は、レシピエント
の超可変領域からの残基が、所望の特異性、親和性および能力を有する、ヒト以外の種、
例えば、マウス、ラット、ウサギまたはヒト以外の霊長類の超可変領域からの残基（ドナ
ー抗体）によって置換されているヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。場合
によっては、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応するヒ
ト以外の残基によって置換される。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体およびドナ
ー抗体で見られない残基を含むことができる。これらの改変は、さらに抗体能力を洗練す
るために加えられる。一般には、ヒト化抗体は、超可変ループのすべてまたは実質的にす
べてがヒト以外の免疫グロブリンのそれらに対応し、ＦＲ領域のすべてまたは実質的にす
べてがヒト免疫グロブリン配列のそれらである、少なくとも１つ、一般的には２つの可変
ドメインの実質的にすべてを含む。ヒト化抗体は、任意選択で、免疫グロブリン定常領域
（Ｆｃ）、一般的にはヒト免疫グロブリンのそれの少なくとも一部も含む。詳しくは、Ｊ
ｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ３２１巻：５２２～５２５頁（１９８６年）；Ｒｉｅｃｈｍａ
ｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ３３２巻：３２３～３２９頁（１９８８年）；およびＰｒｅｓｔａ
、Ｃｕｒｒ．　Ｏｐ．　Ｓｔｒｕｃｔ．　Ｂｉｏｌ．２巻：５９３～５９６頁（１９９２
年）を参照。
【００５６】
　「ヒト抗体」は、ヒトによって産生される抗体のそれに対応するアミノ酸配列、および
／または本明細書で開示されるヒト抗体の作製のための技術のいずれかを用いて作製され
たアミノ酸配列を有するものである。ヒト抗体のこの定義は、ヒト以外の抗原結合性残基
を含むヒト化抗体を明確に除外する。ヒト抗体は、当技術分野で公知である様々な技術を
用いて産生され得る。一実施形態では、ヒト抗体はファージライブラリーから選択され、
そのファージライブラリーはヒト抗体を発現する（ＶａｕｇｈａｎらＮａｔｕｒｅ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ１４巻：３０９～３１４頁（１９９６年）：ＳｈｅｅｔｓらＰｒ
ｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．９５巻：６１５７～６１６２頁（１９９８年
）；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ、Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．、２２
７巻：３８１頁（１９９１年）；Ｍａｒｋｓら、Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．、２２２巻
：５８１頁（１９９１年））。ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座をトランスジェ
ニックの動物、例えば、内因性免疫グロブリン遺伝子が部分的または完全に不活性化され
たマウスに導入することによって作製することもできる。抗原投与後、ヒト抗体産生が観
察され、それは、遺伝子転位、アセンブリーおよび抗体レパートリーを含むあらゆる点に
おいて、ヒトで見られるそれに極めて類似する。この手法は、例えば、米国特許第５，５
４５，８０７号；５，５４５，８０６号；５，５６９，８２５号；５，６２５，１２６号
；５，６３３，４２５号；５，６６１，０１６号、および以下の学術的刊行物に記載され
ている：Ｍａｒｋｓら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ１０巻：７７９～７８３頁（１９
９２年）；Ｌｏｎｂｅｒｇら、Ｎａｔｕｒｅ３６８巻：８５６～８５９頁（１９９４年）
；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ、Ｎａｔｕｒｅ３６８巻：８１２～１３頁（１９９４年）；Ｆｉｓｈ
ｗｉｌｄら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ１４巻：８４５～５１頁（１９
９６年）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ１４巻：８
２６頁（１９９６年）；Ｌｏｎｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｈｕｓｚａｒ、Ｉｎｔｅｒｎ．　Ｒｅ
ｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３巻：６５～９３頁（１９９５年）。あるいは、ヒト抗体は、
標的抗原に対する抗体を産生するヒトＢリンパ球の不死化を通して調製することができる
（そのようなＢリンパ球は、個体から回収することができるか、またはインビトロで免疫
化されていてもよい）。例えば、Ｃｏｌｅら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ａｌａｎ　Ｒ．　Ｌｉｓｓ、７７頁（１
９８５年）；Ｂｏｅｒｎｅｒら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１４７巻（１号）：８６～９
５頁（１９９１年）；および、米国特許第５，７５０，３７３号を参照。
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【００５７】
　「単離された」ポリペプチドまたは「単離された」抗体は、その天然環境の成分から同
定、分離および／または回収されたものである。その天然環境の混入成分は、ポリペプチ
ドまたは抗体の診断的使用または治療的使用を妨害するであろう物質であり、例には、酵
素、ホルモンおよび他のタンパク性もしくは非タンパク性の溶質を含めることができる。
好ましい実施形態では、ポリペプチドまたは抗体は、（１）ローリー法によって決定して
ポリペプチドまたは抗体の９５重量％超、最も好ましくは９９重量％超まで、（２）スピ
ニングカップシークエネーターの使用によってＮ末端または内部アミノ酸配列の少なくと
も１５残基を得るのに十分な程度まで、あるいは（３）クーマシーブルーまたは、好まし
くは銀染色を用いて、還元または非還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥにより均一になるまで
精製される。組換え細胞内のインサイツのポリペプチドまたは抗体は、このポリペプチド
の天然環境の少なくとも１つの成分が存在しないであろうので、単離されたポリペプチド
または抗体に包含される。しかし、通常、単離されたポリペプチドまたは抗体は、少なく
とも１つの精製工程によって調製されるであろう。
【００５８】
　本明細書で使用される場合、「治療」は、治療する個体または細胞の自然の過程を変化
させる試みにおける臨床上の介入を指し、予防のために、または臨床病理の過程で実施す
ることができる。治療の望ましい効果には、疾患の出現または再発を予防すること、症状
の緩和、疾患のいかなる直接的もしくは間接的な病理学的結果の軽減、疾患進行速度の低
下、疾患状態の改善もしくは緩和、および寛解または予後の改善が含まれる。一部の実施
形態では、本発明の方法および組成物は、疾患または障害の進行を遅らせる試みで有用で
ある。
【００５９】
　「有効量」は、必要な投薬量および期間で、所望の治療結果または予防結果を達成する
のに有効な量を指す。治療剤の「治療的有効量」は、個体の疾患状態、年齢、性別および
重量、ならびに個体で所望の応答を引き出す抗体の能力などの因子によって変動し得る。
また、治療的有効量は、治療剤の有毒もしくは有害な影響よりも治療上有益な影響が上回
るものである。「予防的有効量」は、必要な投薬量および期間で、所望の予防結果を達成
するのに有効な量を指す。必要ではないが一般的に、予防的投与は、疾患の前または早期
の段階に対象で用いられるので、予防的有効量は治療的有効量よりも少ない。前癌、良性
、早期または後期腫瘍の場合、血管新生阻害剤の治療的有効量は、癌細胞数を減少させる
こと；原発腫瘍サイズを低減させること；末梢器官への癌細胞の浸潤を阻害すること（す
なわち、ある程度遅らせること、好ましくは停止させること）；腫瘍転移を阻害すること
（すなわち、ある程度遅らせること、好ましくは停止させること）；ある程度腫瘍増殖を
阻害すること；および／またはこの障害に関連する１またはそれより多くの症状をある程
度軽減することができる。薬剤が増殖を予防することおよび／または既存の癌細胞を死滅
させることができる限り、それは、細胞増殖抑止剤および／または細胞傷害剤であること
ができる。癌療法については、例えばインビボの効力は、生存期間、疾患進行までの時間
（ＴＴＰ）、奏効率（ＲＲ）、応答の持続時間および／または生活の質を評価することに
よって測定することができる。
【００６０】
　「短い無進行生存期間」は、最初の腫瘍評価時の進行を指す。癌または腫瘍のタイプに
より、第一回目の腫瘍評価は、治療開始から約４、３、２または１ヵ月後に行われる。最
初の腫瘍評価のタイミングは、特定の疾患の進行の速さ次第である。一実施形態では、腎
臓癌の最初の腫瘍評価の時期は、抗癌療法の開始から５６日後である。
【００６１】
　用語「癌」および「癌性」は、哺乳動物における、一般的に無秩序な細胞増殖を特徴と
する生理的状態を指すか、記載する。この定義には、良性および悪性の癌が含まれる。癌
の例には、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫および白血病が含まれるが、これらに限定さ
れない。そのような癌のより特定の例には、扁平上皮細胞癌、肺癌（小細胞肺癌、非小細
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胞肺癌、肺腺癌、肺扁平上皮癌を含む）、腹膜の癌、肝細胞癌、胃もしくは腹部の癌（胃
腸癌を含む）、膵臓癌、グリア芽細胞腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝癌、膀胱癌、肝細胞腫、
乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌もしくは子宮癌、唾液腺癌、腎もしくは腎性癌、
肝癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝臓癌および各種の頭頚部癌、ならびに、Ｂ細胞リ
ンパ腫（低悪性度／濾胞性非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）；小リンパ球性（ＳＬ）ＮＨＬ
；中悪性度／濾胞性ＮＨＬ；中悪性度びまん性ＮＨＬ；高悪性度免疫芽球性ＮＨＬ；高悪
性度リンパ芽球性ＮＨＬ；高悪性度非核切れ込み小細胞ＮＨＬ；大疾患ＮＨＬ；マントル
細胞リンパ腫；ＡＩＤＳ関連のリンパ腫；および、ヴァルデンシュトレームマクログロブ
リン血症を含む）；慢性リンパ球性白血病（ＣＬＬ）；急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ
）；毛様細胞性白血病；慢性骨髄芽球性白血病；および移植後リンパ球増殖性障害（ＰＴ
ＬＤ）、ならびに、母斑症、浮腫（脳腫瘍に関連するものなど）およびメイグス症候群に
関連する異常な血管増殖が含まれる。
【００６２】
　「対象」または「患者」は、それらに限定されないが、ヒトまたはヒト以外の哺乳動物
、例えばウシ、ウマ、イヌ、ヒツジまたはネコなどを含む哺乳動物を意味する。好ましく
は、対象または患者は、ヒトである。
【００６３】
　用語「抗癌療法」は、癌の治療で有用な療法を指す。抗癌治療剤の例には、それらに限
定されないが、例えば、化学療法剤、増殖阻害剤、細胞傷害剤、放射線療法で使用される
薬剤、抗血管新生剤、アポトーシス性の薬剤、抗チューブリン剤、および癌を治療する他
の薬剤、例えば抗ＨＥＲ－２抗体、抗ＣＤ２０抗体、上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）ア
ンタゴニスト（例えば、チロシンキナーゼ阻害剤）、ＨＥＲ１／ＥＧＦＲ阻害剤（例えば
エルロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ（商標）））、血小板由来の成長因子阻害剤（例えば、Ｇ
ｌｅｅｖｅｃ（商標）（イマチニブメシレート））、ＣＯＸ－２阻害剤（例えば、セレコ
キシブ）、インターフェロン、サイトカイン、以下の標的、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、Ｅ
ｒｂＢ４、ＰＤＧＦＲ－β、ＢｌｙＳ、ＡＰＲＩＬ、ＢＣＭＡまたはＶＥＧＦ受容体（複
数可）の１つまたは複数に結合するアンタゴニスト（例えば、中和抗体）、ＴＲＡＩＬ／
Ａｐｏ２、ならびに他の生体活性剤および有機化学薬剤、その他が含まれる。それらの組
合せも、本発明に含まれる。
【００６４】
　用語「抗血管新生療法」は、抗血管新生剤の投与を含む、血管新生の阻害に有用な療法
を指す。
【００６５】
　本明細書で使用される場合、用語「細胞傷害剤」は、細胞の機能を阻害もしくは阻止す
る物質および／または細胞破壊を引き起こす物質を指す。この用語は、放射性同位体（例
えばＩ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０およびＲｅ１８６）、化学療法剤、および毒素、例えば
細菌、真菌、植物または動物起源の酵素活性毒素、またはそれらの断片を含むものとする
。
【００６６】
　「化学療法剤」は、癌の治療で有用な化合物である。化学療法剤の例には、癌の治療で
有用である化合物が含まれる。化学療法剤の例には、チオテパおよびＣＹＴＯＸＡＮ（登
録商標）シクロホスファミドなどのアルキル化剤；ブスルファン、インプロスルファンお
よびピポスルファンなどのアルキルスルホン酸；ベンゾドーパ、カルボコン、メツレドー
パおよびウレドーパなどのアジリジン；アルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリエ
チレンホスホルアミド、トリエチレンチオホスホルアミドおよびトリメチロロメラミンを
含むエチレンイミンおよびメチルメラミン；アセトゲニン（特にブラタシンおよびブラタ
シノン）；カンプトセシン（合成類似体トポテカンを含む）；ブリオスタチン；カリスタ
チン；ＣＣ－１０６５（そのアドゼレシン、カルゼレシンおよびビゼレシン合成類似体を
含む）；クリプトフィシン（特にクリプトフィシン１およびクリプトフィシン８）；ドラ
スタチン；デュオカルマイシン（合成類似体、ＫＷ－２１８９およびＣＢ１－ＴＭ１を含
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む）；エロイテロビン；パンクラチスタチン；サルコジクチイン；スポンジスタチン；ク
ロラムブシル、クロルナファジン、クロロホスファミド、エストラムスチン、イホスファ
ミド、メクロレタミン、酸化メクロレタミン塩酸、メルファラン、ノベンビキン、フェネ
ステリン、プレドニムスチン、トロホスファミド、ウラシルマスタードなどのナイトロジ
ェンマスタード；カルムスチン、クロロゾトシン、ホテムスチン、ロムスチン、ニムスチ
ンおよびラニムヌスチンなどのニトロソウレア；エンジイン抗生物質などの抗生物質（例
えば、カリケアマイシン、特にカリケアマイシンガンマ１Ｉおよびカリケアマイシンオメ
ガＩ１（例えば、Ａｇｎｅｗ、Ｃｈｅｍ　Ｉｎｔｌ．　Ｅｄ．　Ｅｎｇｌ．、３３巻：１
８３～１８６頁（１９９４年）を参照）；ダイネマイシンＡを含むダイネマイシン；クロ
ドロナートなどのビスホスホネート；エスペラマイシン；ならびに、ネオカルジノスタチ
ン発色団および関連する色素タンパクエンジイン抗生物質発色団）、アクラシノマイシン
、アクチノマイシン、オースラマイシン、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシ
ン、カラビシン、カルミノマイシン、カルジノフィリン、クロモマイシニス、ダクチノマ
イシン、ダウノルビシン、デトルビシン、６－ジアゾ－５－オキソ－Ｌ－ノルロイシン、
ＡＤＲＩＡＭＹＣＩＮ（登録商標）ドキソルビシン（モルホリノ－ドキソルビシン、シア
ノモルホリノ－ドキソルビシン、２－ピロリノ－ドキソルビシンおよびデオキシドキソル
ビシンを含む）、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マルセロマイシン、マイ
トマイシンＣなどのマイトマイシン、ミコフェノール酸、ノガラマイシン、オリボマイシ
ン、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン、ピューロマイシン、ケラマイシン、ロドルビ
シン、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニメクス、ジノスタ
チン、ゾルビシン；メトトレキセートおよび５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）などの代
謝拮抗物質；デノプテリン、メトトレキセート、プテロプテリン、トリメトレキサートな
どの葉酸類似体；フルダラビン、６－メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニンな
どのプリン類似体；アンシタビン、アザシチジン、６－アザウリジン、カルモフール、シ
タラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン、フロクシウリジンな
どのピリミジン類似体；カルステロン、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノ
ール、メピチオスタン、テストラクトンなどのアンドロゲン；アミノグルテチミド、ミト
タン、トリロスタンなどの抗副腎剤；フロリン酸などの葉酸補助剤；アセグラトン；アル
ドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アムサクリン；ベスト
ラブシル；ビサントレン；エダトラキセート；デホファミン；デメコルチン；ジアジクオ
ン；エルホルニチン；酢酸エリプチニウム；エポチロン；エトグルシド；硝酸ガリウム；
ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダイニン；マイタンシンおよびアンサマイトシンなど
のマイタンシノイド；ミトグアゾン；ミトキサントロン；モピダンモール；ニトラエリン
；ペントスタチン；フェナメット；ピラルビシン；ロソキサントロン；ポドフィリン酸；
２－エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ（登録商標）多糖複合体（ＪＨＳ　Ｎａ
ｔｕｒａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）；ラゾキサン；リゾキシン；シゾ
フィラン；スピロゲルマニウム；テヌアゾン酸；トリアジコン；２，２’，２’’－トリ
クロロトリエチルアミン；トリコテセン（特にＴ－２毒素、ベラクリンＡ、ロリジンＡお
よびアングイジン）；ウレタン；ビンデシン；ダカルバジン；マンノムスチン；ミトブロ
ニトール；ミトラクトール；ピポブロマン；ガシトシン；アラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」
）；シクロホスファミド；チオテパ；タキソイド、例えば、ＴＡＸＯＬ（登録商標）パク
リタキセル（Ｂｒｉｓｔｏｌ－Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ、Ｐｒｉｎ
ｃｅｔｏｎ、Ｎ．Ｊ．）、ＡＢＲＡＸＡＮＥ（商標）無クレモホル、パクリタキセル（ア
メリカの医薬用のパートナー、Ｓｃｈａｕｍｂｅｒｇ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）のアルブミン
工作ナノ粒子製剤およびＴＡＸＯＴＥＲＥ（登録商標）ドキセタキセル（Ｒｈｏｎｅ－Ｐ
ｏｕｌｅｎｃ　Ｒｏｒｅｒ、Ａｎｔｏｎｙ、Ｆｒａｎｃｅ）；クロラムブシル；ＧＥＭＺ
ＡＲ（登録商標）ゲムシタビン；６－チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセー
ト；シスプラチンおよびカルボプラチンなどの白金類似体；ビンブラスチン；白金；エト
ポシド（ＶＰ－１６）；イホスファミド；ミトキサントロン；ビンクリスチン；ＮＡＶＥ
ＬＢＩＮＥ（登録商標）ビノレルビン；ノバントロン；テニポシド；エダトレキセート；
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ダウノマイシン；アミノプテリン；キセローダ；イバンドロネート；イリノテカン（Ｃａ
ｍｐｔｏｓａｒ、ＣＰＴ－１１）（５－ＦＵおよびロイコボリンとのイリノテカンの治療
レジメンを含む）；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチルオルニチ
ン（ＤＭＦＯ）；レチノイン酸などのレチノイド；カペシタビン；コンブレタスタチン；
ロイコボリン（ＬＶ）；オキサリプラチン治療レジメン（ＦＯＬＦＯＸ）を含むオキサリ
プラチン；細胞増殖を減少させるＰＫＣ－α、Ｒａｆ、Ｈ－Ｒａｓ、ＥＧＦＲ（例えば、
エルロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ（商標）））およびＶＥＧＦ－Ａの阻害剤、ならびに薬学
的に許容される上記のいずれかの塩、酸または誘導体が含まれる。
【００６７】
　この定義には、腫瘍に対するホルモン作用を調節または阻害する働きをする抗ホルモン
剤、例えば、抗エストロゲンおよび選択的エストロゲン受容体調節因子（ＳＥＲＭ）、例
えばタモキシフェン（ＮＯＬＶＡＤＥＸ（登録商標）タモキシフェンを含む）、ラロキシ
フェン、ドロロキシフェン、４－ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン、ケオキ
シフェン、ＬＹ１１７０１８、オナプリストンおよびＦＡＲＥＳＴＯＮ・トレミフェン；
副腎でエストロゲン産生を調節する酵素アロマターゼを阻害するアロマターゼ阻害剤、例
えば４（５）－イミダゾール、アミノグルテチミド、ＭＥＧＡＳＥ（登録商標）メゲスト
ロールアセテート、ＡＲＯＭＡＳＩＮ（登録商標）エクセメスタン、ホルメスタニエ、フ
ァドロゾール、ＲＩＶＩＳＯＲ（登録商標）ボロゾール、ＦＥＭＡＲＡ（登録商標）レト
ロゾールおよびＡＲＩＭＩＤＥＸ（登録商標）アナストロゾール；ならびに、抗アンドロ
ゲン、例えばフルタミド、ニルタミド、ビカルタミド、ロイプロリドおよびゴセレリン；
ならびに、トロキサシタビン（１，３－ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体）；ア
ンチセンスオリゴヌクレオチド、特に、異常な細胞増殖に関係するシグナル伝達経路で遺
伝子の発現を阻害するもの、例えばＰＫＣ－α、ＲａｆおよびＨ－Ｒａｓ；リボザイム、
例えばＶＥＧＦ発現阻害剤（例えば、ＡＮＧＩＯＺＹＭＥ（登録商標）リボザイム）およ
びＨＥＲ２発現阻害剤；遺伝子治療ワクチン、例えば、ＡＬＬＯＶＥＣＴＩＮ（登録商標
）ワクチン、ＬＥＵＶＥＣＴＩＮ（登録商標）ワクチンおよびＶＡＸＩＤ（登録商標）ワ
クチンなどのワクチン；ＰＲＯＬＥＵＫＩＮ（登録商標）ｒＩＬ－２；ＬＵＲＴＯＴＥＣ
ＡＮ（登録商標）トポイソメラーゼ１阻害剤；ＡＢＡＲＥＬＩＸ（登録商標）ｒｍＲＨ；
ビノレルビンおよびエスペラマイシン（米国特許第４，６７５，１８７号を参照）、なら
びに薬学的に許容される上記のいずれかの塩、酸または誘導体も含まれる。
【００６８】
　「放射線治療」は、正常に機能するその能力を制限するか細胞を全破壊するために、細
胞に十分な損傷を誘導するための、誘導されたγ線またはβ線の使用を意味する。治療の
投薬量および期間を決定するために、当技術分野で公知である多くの方法があることはい
うまでもない。一般的な治療は、１回投与として与えられ、一般的な線量は、１日につき
１０～２００単位（グレイ）の範囲内である。
【００６９】
　「低減または阻害」することは、参照と比較して、活性、機能および／または量を低下
または低減させることである。「低減または阻害」することは、好ましくは２０％以上、
より好ましくは５０％以上、最も好ましくは７５％、８５％、９０％、９５％またはそれ
以上の全体的低下を引き起こす能力を意味する。低減または阻害することは、治療する障
害の症状、転移の存在もしくはサイズ、原発性腫瘍のサイズ、または血管新生障害におけ
る血管のサイズもしくは数に言及することができる。
【００７０】
　用語「診断」は、分子または病理の状態、疾患もしくは状態の同定、例えば癌の同定、
または、特定の治療レジメンから利益を受け得る癌患者の特定を指すものとして、本明細
書で用いられる。用語「予後診断」は、抗癌療法から臨床上の利益を受ける可能性の予測
を指すものとして、本明細書で用いられる。用語「予測」は、患者が特定の抗癌療法に有
利にまたは不利に応答する可能性を指すものとして、本明細書で用いられる。一実施形態
では、予測はそれらの応答の程度に関する。一実施形態では、予測は、患者が、治療、例
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えば特定の治療剤による治療の後に、疾患再発のない一定期間、生存または改善するかど
うか、および／またはその可能性に関する。本発明の予測方法は、任意の特定の患者に最
も適当な治療様式を選択することによって、治療決定を下すために、臨床的に用いること
ができる。本発明の予測方法は、治療レジメン、例えば所与の治療レジメン、例えば、所
与の治療剤もしくは組合せの投与、外科的介入、ステロイド治療、その他の投与に患者が
有利に応答する可能性があるか、または、治療レジメンの後に患者の長期生存の可能性が
あるかどうかを予測することにおいて、価値あるツールである。
【００７１】
　「患者応答」は、それらに限定されないが、（１）遅延および完全停止を含む疾患進行
のある程度の阻害；（２）病変サイズの縮小；（３）隣接する末梢器官および／または組
織への病的細胞の浸潤の阻害（すなわち、減少、遅延または完全な阻止）；（４）疾患拡
張の阻害（すなわち、減少、遅延または完全な阻止）；（５）障害に関連する１またはそ
れより多くの症状のある程度の軽減；（６）治療後の無症候期の長さの増加；および／ま
たは（８）治療後の所与の時点における死亡率の低下を含む、患者の利益を示す任意のエ
ンドポイントを用いて評価することができる。
【００７２】
　用語「長期生存」は、治療処置の後の少なくとも１年、５年、８年または１０年の生存
期間を指すものとして、本明細書で用いられる。
【００７３】
　ＩＩ．血管新生阻害剤
　抗血管新生剤には、それらに限定されないが、以下の薬剤が含まれる：ＶＥＧＦ－特異
的アンタゴニスト、ＥＧＦ阻害剤、ＥＧＦＲ阻害剤、ＴＩＥ２阻害剤、ＩＧＦ１Ｒ阻害剤
、ＣＯＸ－ＩＩ（シクロオキシゲナーゼＩＩ）阻害剤、ＭＭＰ－２（マトリックス－メタ
ロプロテイナーゼ２）阻害剤、およびＭＭＰ－９（マトリックス－メタロプロテイナーゼ
９）阻害剤などのＶＥＧＦ阻害剤、ＣＰ－５４７，６３２（Ｐｆｉｚｅｒ　Ｉｎｃ．、Ｎ
Ｙ、ＵＳＡ）、Ａｘｉｔｉｎｉｂ（Ｐｆｉｚｅｒ　Ｉｎｃ．；ＡＧ－０１３７３６）、Ｚ
Ｄ－６４７４（ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ）、ＡＥＥ７８８（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）、ＡＺＤ
－２１７１）、ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ（Ｒｅｇｅｎｅｒｏｎ／Ａｖｅｎｔｉｓ）、Ｖａｔａ
ｌａｎｉｂ（別名ＰＴＫ－７８７、ＺＫ－２２２５８４：Ｎｏｖａｒｔｉｓ　＆　Ｓｃｈ
ｅｒｉｎｇ　ＡＧ）、Ｍａｃｕｇｅｎ（ペガプタニブオクタナトリウム、ＮＸ－１８３８
、ＥＹＥ－００１、Ｐｆｉｚｅｒ　Ｉｎｃ．／Ｇｉｌｅａｄ／Ｅｙｅｔｅｃｈ）、ＩＭ８
６２（Ｋｉｒｋｌａｎｄ、Ｗａｓｈ．、ＵＳＡのＣｙｔｒａｎ　Ｉｎｃ．）；ならびに、
血管酵素、Ｒｉｂｏｚｙｍｅ（Ｂｏｕｌｄｅｒ、Ｃｏｌｏ．）およびＣｈｉｒｏｎ（Ｅｍ
ｅｒｙｖｉｌｌｅ、Ｃａｌｉｆ．）からの合成リボザイム、およびその組合せ。ＶＥＧＦ
阻害剤は、米国特許第６，５３４，５２４号および６，２３５，７６４号に開示され、こ
れらは両方とも全体としてすべての目的のために組み込まれる。
【００７４】
　ＶＥＧＦ特異的アンタゴニストは、ＶＥＧＦに結合し、ＶＥＧＦ発現レベルを低減させ
るか、または、１またはそれより多くのＶＥＧＦ受容体へのＶＥＧＦの結合およびＶＥＧ
Ｆ媒介性の血管新生および内皮細胞生存もしくは増殖を含む、ＶＥＧＦ生物活性を中和、
ブロック、阻害、阻止、低減もしくは妨害することができる分子を指す。本発明の方法で
有用なＶＥＧＦ特異的アンタゴニストには、ＶＥＧＦに特異的に結合するポリペプチド、
抗ＶＥＧＦ抗体およびその抗原結合性断片、ＶＥＧＦに特異的に結合し、それによって、
１またはそれより多くの受容体へのその結合を分離する受容体分子および誘導体、融合タ
ンパク質（例えば、ＶＥＧＦ－Ｔｒａｐ（Ｒｅｇｅｎｅｒｏｎ））ならびにＶＥＧＦ１２

１－ゲロニン（Ｐｅｒｅｇｒｉｎｅ）が含まれる。ＶＥＧＦ特異的アンタゴニストには、
ＶＥＧＦポリペプチドのアンタゴニスト変種、ＶＥＧＦを標的とするアンチセンス核酸塩
基オリゴマー、ＶＥＧＦを標的とする小ＲＮＡ分子、ＶＥＧＦに対するＲＮＡアプタマー
、ペプチボディおよびリボザイムも含まれる。これらのそれぞれの例を、下に記載する。
【００７５】
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　抗ＶＥＧＦ抗体などのＶＥＧＦ阻害剤には、ＶＥＧＦに十分な親和性および特異性で結
合し、ＶＥＧＦの生物活性を低減または阻害することができる、任意の抗体またはその抗
原結合性断片が含まれる。抗ＶＥＧＦ抗体は、ＶＥＧＦ－ＢまたはＶＥＧＦ－Ｃなどの他
のＶＥＧＦ同族体にも、ＰＩＧＦ、ＰＤＧＦまたはｂＦＧＦなどの他の成長因子にも通常
結合しない。好ましい抗ＶＥＧＦ抗体には、それらに限定されないが、ベバシズマブ（Ｂ
Ｖ；Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標））として公知である抗体を含む、ハイブリドーマＡＴＣ
Ｃ　ＨＢ　１０７０９；上記Ｐｒｅｓｔａら（１９９７年）に従って作製される組換えヒ
ト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体によって産生されるモノクローナル抗ＶＥＧＦ抗体Ａ
４．６．１と同じエピトープに結合するモノクローナル抗体が含まれる。ベバシズマブは
、突然変異ヒトＩｇＧ１フレームワーク領域と、ヒトＶＥＧＦがその受容体に結合するの
をブロックするマウス抗ｈＶＥＧＦモノクローナル抗体Ａ．４．６．１由来の抗原結合性
相補性決定領域とを含有する。ベバシズマブおよび他のヒト化抗ＶＥＧＦ抗体は、２００
５年２月２６日に発行された米国特許第６，８８４，８７９号にさらに記載される。追加
の好ましい抗体には、国際公開第２００５／０１２３５９号に記載のＧ６またはＢ２０シ
リーズの抗体（例えば、Ｇ６－３１、Ｂ２０－４．１）が含まれる。追加の好ましい抗体
については、米国特許第７，０６０，２６９号、６，５８２，９５９号、６，７０３，０
２０号、６，０５４，２９７号；ＷＯ９８／４５３３２；ＷＯ９６／３００４６；ＷＯ９
４／１０２０２；ＥＰ０６６６８６８Ｂ１；米国特許出願公開第２００６００９３６０号
、２００５０１８６２０８号、２００３０２０６８９９号、２００３０１９０３１７号、
２００３０２０３４０９号および２００５０１１２１２６号；ならびに、Ｐｏｐｋｏｖら
、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ２８８巻：１４
９～１６４頁（２００４年）を参照。他の好ましい抗体には、残基Ｆ１７、Ｍ１８、Ｄ１
９、Ｙ２１、Ｙ２５、Ｑ８９、Ｉ９１、Ｋ１０１、Ｅ１０３およびＣ１０４を含んでいる
か、あるいは、残基Ｆ１７、Ｙ２１、Ｑ２２、Ｙ２５、Ｄ６３、Ｉ８３およびＱ８９を含
んでいる、ヒトＶＥＧＦ上の機能的エピトープに結合するものが含まれる。
【００７６】
　最もよく特徴が分かっている２つのＶＥＧＦ受容体は、ＶＥＧＦＲ１（別名Ｆｌｔ－１
）およびＶＥＧＦＲ２（マウスの相同物については別名ＫＤＲおよびＦＬＫ－１）である
。各ＶＥＧＦファミリー構成員に対する各受容体の特異性は様々であるが、ＶＥＧＦ－Ａ
は、Ｆｌｔ－１およびＫＤＲの両方に結合する。完全長Ｆｌｔ－１受容体は、７つのＩｇ
ドメインを有する細胞外ドメインと、膜貫通ドメインと、チロシンキナーゼ活性を有する
細胞内ドメインとを含む。細胞外ドメインはＶＥＧＦとの結合に関与し、細胞内ドメイン
はシグナル伝達に関与する。
【００７７】
　ＶＥＧＦに特異的に結合するＶＥＧＦ受容体分子、またはその断片は、ＶＥＧＦタンパ
ク質に結合してそれを分離し、それによってそのシグナル伝達を阻止するＶＥＧＦ阻害剤
として用いることができる。好ましくは、ＶＥＧＦ受容体分子またはそのＶＥＧＦ結合性
断片は、ｓＦｌｔ－１などの溶解性の形態である。受容体の溶解性の形態は、ＶＥＧＦに
結合し、それによって標的細胞の表面に存在するその天然の受容体への結合を阻止するこ
とによって、ＶＥＧＦタンパク質の生物活性に阻害作用を発揮する。ＶＥＧＦ受容体融合
タンパク質も含まれ、その例を下に記載する。
【００７８】
　キメラＶＥＧＦ受容体タンパク質は、少なくとも２つの異なるタンパク質であって、そ
の少なくとも１つは、ＶＥＧＦに結合してその生物活性を阻害することができるＶＥＧＦ
受容体タンパク質（例えば、ｆｌｔ－１またはＫＤＲ受容体）であるタンパク質に由来す
るアミノ酸配列を有する受容体分子である。好ましくは、本発明のキメラＶＥＧＦ受容体
タンパク質は、２つの異なるＶＥＧＦ受容体分子だけに由来するアミノ酸配列からなる。
しかし、ｆｌｔ－１および／またはＫＤＲ受容体の細胞外リガンド結合性領域からの１、
２、３、４、５、６つ、または全７つのＩｇ様ドメインを含むアミノ酸配列は、他の無関
係なタンパク質、例えば免疫グロブリン配列由来のアミノ酸配列に連結することができる
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。Ｉｇ様ドメインに結合する他のアミノ酸配列は、当業者に容易に明らかになる。好まし
いキメラＶＥＧＦ受容体タンパク質の例には、溶解性のＦｌｔ－１／Ｆｃ、ＫＤＲ／Ｆｃ
またはＦＬｔ－１／ＫＤＲ／Ｆｃ（別名ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ）が含まれる。（例えば、Ｐ
ＣＴ出願公開第ＷＯ９７／４４４５３号を参照）。
【００７９】
　本発明の溶解性のＶＥＧＦ受容体タンパク質またはキメラＶＥＧＦ受容体タンパク質に
は、膜貫通ドメインを通して細胞の表面に固定されていないＶＥＧＦ受容体タンパク質が
含まれる。このように、キメラ受容体タンパク質を含むＶＥＧＦ受容体の溶解性の形態は
、ＶＥＧＦに結合してそれを不活性化することができるが、膜貫通ドメインを含まず、し
たがって一般に、その分子が発現される細胞の細胞膜に結合しない。
【００８０】
　追加のＶＥＧＦ阻害剤は、例えばＷＯ９９／２４４４０、ＰＣＴ国際出願ＰＣＴ／ＩＢ
９９／００７９７、ＷＯ９５／２１６１３、ＷＯ９９／６１４２２、米国特許第６，５３
４，５２４号、米国特許第５，８３４，５０４号、ＷＯ９８／５０３５６、米国特許第５
，８８３，１１３号、米国特許第５，８８６，０２０号、米国特許第５，７９２，７８３
号、米国特許第６，６５３，３０８号、ＷＯ９９／１０３４９、ＷＯ９７／３２８５６、
ＷＯ９７／２２５９６、ＷＯ９８／５４０９３、ＷＯ９８／０２４３８、ＷＯ９９／１６
７５５およびＷＯ９８／０２４３７に記載され、これらの全部は、参照によりその全体が
本明細書に組み込まれている。
【００８１】
　ＩＩＩ．本発明の方法
　本発明は、癌を治療するための抗血管新生療法の臨床上の利益の減少に相関する特異的
バイオマーカーの同定に一部基づく。したがって、開示される方法およびアッセイは、癌
患者を治療するために適当であるか有効な療法の評価で有用なデータおよび情報を得るた
めの、便利で、効率的で、おそらく費用効果が高い手段を提供する。例えば、組織もしく
は細胞試料を得るために癌患者に生検を実施すること、および、表１に記載の１またはそ
れより多くの遺伝子の発現が対照もしくは参照試料と比較して増加するかどうかを判断す
るために、試料を様々なインビトロアッセイによって検査することができよう。発現の増
加が検出される場合、おそらく、患者が、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新
生療法に加えての抗癌療法から利益を受けるであろう。したがって、本発明は、抗血管新
生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受け得る癌患
者を特定する方法であって、患者から得た試料中の表１に記載の１またはそれより多くの
遺伝子または遺伝子産物の発現レベルを決定する工程を含み、参照試料と比較した、患者
から得た試料中の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルの増加は
、患者が、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から
利益を受け得ることを示す方法を提供する。本発明は、抗血管新生療法以外の抗癌療法ま
たは抗血管新生療法に加えての抗癌療法による治療の適合性を判断するために、癌患者を
スクリーニングする方法であって、患者から得た試料中の表１に記載の１またはそれより
多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルを決定する工程を含み、参照試料と比較した
患者から得た試料中の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルの増
加は、患者が、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法
から利益を受け得ることを示す方法も提供する。本発明は、抗血管新生療法に対する癌患
者の応答性を予測する方法であって、患者から得た試料中の表１に記載の１またはそれよ
り多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルを決定する工程を含み、参照試料と比較し
た、患者から得た試料中の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベル
の増加は、患者が、抗血管新生療法単独に対して応答性である可能性がより低いことを示
す方法をさらに提供する。癌患者を治療する方法であって、抗血管新生療法以外の抗癌療
法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法を患者に投与する工程を含み、患者から得た
試料は、参照試料と比較して、表１に記載の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子
産物の発現レベルの増加を示す方法も提供される。
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【００８２】
　抗血管新生療法の進行をモニターするのに有用なバイオマーカーも同定されている。し
たがって、本発明は、抗血管新生療法で治療される癌患者で治療の進行をモニターする方
法であって、最初の腫瘍評価時に、患者から得た試料中で表２に記載の１またはそれより
多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルを決定する工程を含み、抗血管新生療法の前
または開始時に患者から得た試料中の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の
発現レベルと比較した、最初の腫瘍評価時の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子
産物の発現レベルの増加は、抗血管新生療法単独の臨床上の利益が減少している素因を患
者が有することを示す方法を提供する。本発明は、抗血管新生療法以外の抗癌療法または
抗血管新生療法に加えての抗癌療法が有益であろう癌患者を特定する方法であって、最初
の腫瘍評価時に、患者から得た試料中で表２に記載の１またはそれより多くの遺伝子また
は遺伝子産物の発現レベルを決定する工程を含み、療法の前または開始時に患者から得た
試料中の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現レベルと比較した、最初
の腫瘍評価時の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子産物の発現の増加は、患者が
、抗血管新生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法から利益を受
け得ることを示す方法も提供する。本発明は、癌患者を治療する方法であって、抗血管新
生療法以外の抗癌療法または抗血管新生療法に加えての抗癌療法を患者に投与する工程を
含み、患者から得た試料は、抗血管新生療法による治療の前または開始時に患者から得た
試料と比較して、最初の腫瘍評価時に表２の１またはそれより多くの遺伝子または遺伝子
産物の発現レベルの増加を示す方法をさらに提供する。
【００８３】
　本発明の方法は、癌患者に関係する。癌は、例えば、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫
および／または白血病であってよい。そのような癌のより特定の例には、扁平上皮細胞癌
、肺癌（小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺腺癌、肺扁平上皮癌を含む）、腹膜の癌、肝細胞
癌、胃もしくは腹部の癌（胃腸癌を含む）、膵臓癌、グリア芽細胞腫、子宮頸癌、卵巣癌
、肝癌、膀胱癌、肝細胞腫、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌もしくは子宮癌、唾
液腺癌、腎もしくは腎性癌、肝癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝臓癌および各種の頭
頚部癌、ならびに、Ｂ細胞リンパ腫（低悪性度／濾胞性非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）；
小リンパ球性（ＳＬ）ＮＨＬ；中悪性度／濾胞性ＮＨＬ；中悪性度びまん性ＮＨＬ；高悪
性度免疫芽球性ＮＨＬ；高悪性度リンパ芽球性ＮＨＬ；高悪性度非核切れ込み小細胞ＮＨ
Ｌ；大疾患ＮＨＬ；マントル細胞リンパ腫；ＡＩＤＳ関連のリンパ腫；および、ヴァルデ
ンシュトレームマクログロブリン血症を含む）；慢性リンパ球性白血病（ＣＬＬ）；急性
リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）；毛様細胞性白血病；慢性骨髄芽球性白血病；および移植
後リンパ球増殖性障害（ＰＴＬＤ）、ならびに、母斑症、浮腫（脳腫瘍に関連するものな
ど）またはメイグス症候群に関連する異常な血管増殖が含まれる。一実施形態では、癌は
腎細胞癌である。
【００８４】
　標的バイオマーカーを含む試料は、当技術分野で周知であり、関心の癌の特定のタイプ
および位置に適当である方法によって得ることができる。癌組織の代表的な小片を得るた
めに、組織生検がしばしば用いられる。あるいは、関心の癌細胞を含むことが公知である
か含むと考えられる組織／流体の形で、細胞を間接的に得ることができる。例えば、癌病
変試料は、切除、気管支鏡検査法、微細針吸引、気管支擦過法によって、または痰、胸膜
液もしくは血液から得ることができる。遺伝子または遺伝子産物は、癌もしくは腫瘍組織
から、または、尿、痰、血清または血漿などの他の体試料から検出することができる。癌
試料中の標的遺伝子または遺伝子産物の検出のために上で述べた同じ技術を、他の体試料
に適用することができる。癌細胞は癌病変から取り出すことができ、また、そのような体
試料に出現する。そのような体試料をスクリーニングすることによって、これらの癌のた
めに簡単な早期診断を達成することができる。さらに、標的遺伝子または遺伝子産物につ
いてそのような体試料を検査することによって、療法の進行をより容易にモニターするこ
とができる。
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【００８５】
　癌細胞のために組織調製物を濃縮する手段は、当技術分野で公知である。例えば、パラ
フィンまたはクライオスタット切片から組織を単離することができる。フローサイトメト
リーまたはレーザー捕捉顕微手術によって、癌細胞を正常な細胞から分離することもでき
る。これらの技術、ならびに癌細胞を正常な細胞から分離する他の技術は、当技術分野で
周知である。癌組織に正常な細胞が多く混入している場合、シグナチュア遺伝子またはタ
ンパク質発現プロフィールの検出はより困難であろうが、混入および／または偽陽性／陰
性結果を最小にする技術が公知であり、そのいくつかを下の本明細書で記載する。例えば
、関心の癌細胞に関連するが対応する正常な細胞には関連しないこと、またはその逆が公
知であるバイオマーカーの存在について、試料を評価することもできる。
【００８６】
　本発明の方法では、哺乳動物の組織または細胞試料を得、１またはそれより多くのバイ
オマーカーの発現について調べる。試料中の様々なバイオマーカーの発現は、いくつかの
方法によって分析することができ、その多くは当技術分野で公知であり、当業者によって
理解され、その例には、それらに限定されないが、免疫組織化学分析および／またはウェ
スタンブロット分析、免疫沈降、分子結合アッセイ、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＦＡ、蛍光標示
式細胞分取（ＦＡＣＳ）など、定量的な血液ベースのアッセイ（例えば血清ＥＬＩＳＡ）
（例えば、タンパク質発現レベルを評価するために）、生化学酵素活性アッセイ、インサ
イツハイブリダイゼーション、ノーザン分析および／またはｍＲＮＡのＰＣＲ分析、なら
びに、遺伝子および／または組織アレイ分析によって実施することができる、多種多様な
アッセイのいずれか１つが含まれる。遺伝子および遺伝子産物の状態を評価するための一
般的なプロトコルが、例えばＡｕｓｕｂｅｌら編、１９９５年、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　Ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、ユニット２（ノーザンブロ
ッティング）、４（サザンブロッティング）、１５（イムノブロッティング）および１８
（ＰＣＲ分析）で見られる。Ｒｕｌｅｓ　Ｂａｓｅｄ　ＭｅｄｉｃｉｎｅまたはＭｅｓｏ
　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ（ＭＳＤ）から入手可能なものなどの、多重化イムノ
アッセイを用いることもできる。
【００８７】
　本発明の一部の実施形態では、試料中での標的タンパク質の発現は、免疫組織化学およ
び染色プロトコルを用いて調べられる。組織切片の免疫組織化学的染色は、試料中のタン
パク質の存在を検査または検出する信頼できる方法であることが示された。免疫組織化学
（「ＩＨＣ」）技術は、一般に発色法または蛍光法によって、インサイツで細胞の抗原を
プロ－ビングし視覚化するために、抗体を利用する。
【００８８】
　試料調製のために、哺乳動物（一般的にヒト患者）からの組織または細胞の試料を用い
ることができる。試料の例には、組織生検材料、血液、肺吸引液、痰、リンパ液、血漿な
どが含まれるが、これらに限定されない。試料は、それらに限定されないが、外科的摘出
、吸引または生検を含む、当技術分野で公知である様々な方法によって得ることができる
。組織は新鮮でも冷凍されたものでもよい。一実施形態では、試料はパラフィンなどに固
定および包埋される。
【００８９】
　組織試料は、従来の方法によって固定（すなわち、保存）することができる（例えば、
「Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｔａｉｎｉｎｇ　Ｍｅｔｈｏｄ　
ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｒｍｅｄ　Ｆｏｒｃｅｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏ
ｇｙ」、第３版（１９６０年）Ｌｅｅ　Ｇ．　Ｌｕｎａ、ＨＴ　（ＡＳＣＰ）編、Ｔｈｅ
　Ｂｌａｋｓｔｏｎ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ　Ｂｏｏｋ　Ｃｏｍｐ
ａｎｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｔｈｅ　Ａｒｍｅｄ　Ｆｏｒｃｅｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　
ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ（１９９４年）Ｕｌｒｅｋａ
　Ｖ．　Ｍｉｋｅｌ編、Ａｒｍｅｄ　Ｆｏｒｃｅｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｐａｔ
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ｈｏｌｏｇｙ、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｒｅｇｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ、Ｗａ
ｓｈｉｎｇｔｏｎ、Ｄ．Ｃ．を参照）。当業者は、固定剤の選択が、その試料を組織学的
に染色する目的、さもなければ分析する目的によって決定されることを理解しよう。当業
者は、固定時間の長さが、組織試料のサイズおよび用いる固定剤によって決まることも理
解しよう。例として、試料を固定するために、中性緩衝ホルマリン、ブアン溶液またはパ
ラホルムアルデヒドを用いることができる。
【００９０】
　一般に、試料を先ず固定し、次に濃度上昇するシリーズのアルコールを通して脱水し、
組織試料を切片にすることができるようにパラフィンまたは他の切片媒体で浸潤および包
埋した。あるいは、組織を切片化し、得られた切片を固定してもよい。例として、従来の
方法（例えば、上記の「Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｔａｉｎｉ
ｎｇ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｒｍｅｄ　Ｆｏｒｃｅｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　
ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ」を参照）によって、組織試料をパラフィンに包埋して処理す
ることができる。用いることができるパラフィンの例には、Ｐａｒａｐｌａｓｔ、Ｂｒｏ
ｌｏｉｄおよびＴｉｓｓｕｅｍａｙが含まれるが、これらに限定されない。組織試料を包
埋したならば、試料をミクロトームなどで切片化することができる（例えば、上記の「Ｍ
ａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｔａｉｎｉｎｇ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ
　ｔｈｅ　Ａｒｍｅｄ　Ｆｏｒｃｅｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ
」を参照）。この方法の例として、切片の厚さは約３ミクロン～約５ミクロンの範囲内で
よい。切片にしたならば、いくつかの標準の方法によって切片をスライドに付着させるこ
とができる。スライド接着剤の例には、シラン、ゼラチン、ポリ－Ｌ－リジンなどが含ま
れるが、これらに限定されない。例として、パラフィン包埋切片は、正電荷スライドおよ
び／またはポリ－Ｌ－リジンをコーティングしたスライドに付着させることができる。
【００９１】
　パラフィンを包埋材料として用いた場合、組織切片は一般に脱パラフィンされ、水に再
水和される。組織切片は、いくつかの従来の標準方法によって脱パラフィンすることがで
きる。例えば、キシレンおよび徐々に濃度下降するシリーズのアルコールを用いることが
できる（例えば、上記の「Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｔａｉｎ
ｉｎｇ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｒｍｅｄ　Ｆｏｒｃｅｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ」を参照）。あるいは、Ｈｅｍｏ－Ｄｅ７（ＣＭＳ、Ｈｏｕ
ｓｔｏｎ、Ｔｅｘａｓ）などの市販の脱パラフィン化非有機薬剤を用いることができる。
【００９２】
　任意選択で、試料調製の後に、ＩＨＣを用いて組織切片を分析することができる。ＩＨ
Ｃは、形態学的染色および／または蛍光インサイツハイブリダイゼーションなどの追加の
技術と組み合わせて実施することができる。ＩＨＣの２つの一般的な方法、すなわち直接
および間接アッセイが、利用可能である。第一のアッセイによると、標的抗原に対する抗
体の結合は、直接決定される。この直接アッセイは、蛍光タグまたは酵素標識一次抗体な
どの標識試薬を用い、それは、さらなる抗体相互作用なしに視覚化することができる。一
般的な間接アッセイでは、コンジュゲートしていない一次抗体は抗原に結合し、次に、標
識二次抗体が一次抗体に結合する。二次抗体が酵素標識にコンジュゲートされる場合、抗
原の視覚化を提供するために、発色性または蛍光発生性の基質が加えられる。いくつかの
二次抗体が一次抗体の上の異なるエピトープと反応することができるので、シグナル増幅
が起こる。
【００９３】
　一般的に、免疫組織化学のために用いられる一次および／または二次抗体は、検出可能
な部分で標識される。多くの標識が利用可能であり、それらは一般に以下のカテゴリーに
分類することができる：
　（ａ）３５Ｓ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈおよび１３１Ｉなどの放射性同位体。
抗体は、例えばＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第
１巻および２巻、Ｃｏｌｉｇｅｎら編、Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎｅｗ



(26) JP 2011-502513 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

　Ｙｏｒｋ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｐｕｂｓ．（１９９１年）に記載の技術を用いて、放
射性同位体で標識することができ、放射活性はシンチレーション計数によって測定するこ
とができる。
【００９４】
　（ｂ）コロイド金粒子。
【００９５】
　（ｃ）それらに限定されないが、希土類キレート（ユウロピウムキレート）、テキサス
レッド、ローダミン、フルオレセイン、ダンシル、リサミン、ウンベリフェロン、フィコ
クリセリン、フィコシアニン、または、ＳＰＥＣＴＲＵＭ　ＯＲＡＮＧＥ７およびＳＰＥ
ＣＴＲＵＭ　ＧＲＥＥＮ７などの市販の蛍光団、および／または上の任意の一つまたは複
数の誘導体を含む蛍光標識。蛍光標識は、例えば上記のＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙに開示されている技術を用いて、抗体にコンジュゲー
トさせることができる。蛍光は、蛍光光度計を用いて定量化することができる。
【００９６】
　（ｄ）様々な酵素基質標識が利用可能であり、米国特許第４，２７５，１４９号はこれ
らのいくつかのレビューを提供している。酵素は、一般に、様々な技術を用いて測定する
ことができる、発色性基質の化学的改質を触媒する。例えば、酵素は基質の変色を触媒す
ることができ、それは、分光測光法で測定することができる。あるいは、酵素は、基質の
蛍光または化学発光を変化させることができる。蛍光の変化を定量化する技術は、上に記
載されている。化学発光基質は化学反応によって電気的に励起され、次に、（例えば、化
学ルミノメータを用いて）測定することができるか、蛍光受容体にエネルギーを付与する
光を放射することができる。酵素標識の例には、ルシフェラーゼ（例えば、蛍ルシフェラ
ーゼおよび細菌性ルシフェラーゼ；米国特許第４，７３７，４５６号）、ルシフェリン、
２，３－ジヒドロフタラジンジオン、リンゴ酸脱水素酵素、ウレアーゼ、西洋ワサビペル
オキシダーゼ（ＨＲＰＯ）などのペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラ
クトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、糖類オキシダーゼ（例えば、グルコース
オキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼおよびグルコース－６－リン酸デヒドロゲナー
ゼ）、複素環式オキシダーゼ（例えばウリカーゼおよびキサンチンオキシダーゼ）、ラク
トペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼなどが含まれる。酵素を抗体にコンジュゲ
ートさせる技術は、Ｏ’Ｓｕｌｌｉｖａｎら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｐｒｅ
ｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｅ－Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｆ
ｏｒ　ｕｓｅ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｅｎｚｙｍ．（編集者Ｊ．　Ｌａｎｇｏｎｅ　＆　Ｈ．　Ｖａｎ　Ｖｕｎａｋｉｓ）、Ａ
ｃａｄｅｍｉｃ　ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、７３巻：１４７～１６６頁（１９８１
年）に記載されている。
【００９７】
　酵素基質の組合せの例には、例えば、以下のものが含まれる：
　（ｉ）色素前駆体（例えば、オルソフェニレンジアミン（ＯＰＤ）または３，３’，５
，５’テトラメチルベンジジン塩酸（ＴＭＢ））を酸化させる水素ペルオキシダーゼを基
質とする西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰＯ）；
　（ｉｉ）パラニトロフェニルリン酸を発色性基質とするアルカリホスファターゼ（ＡＰ
）；および
　（ｉｉｉ）発色性基質（例えば、ｐ－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトシダーゼ）ま
たは蛍光原基質（例えば、４－メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトシダーゼ）を
有するβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ（β－Ｄ－Ｇａｌ）。
【００９８】
　他の多くの酵素基質の組合せが、当業者に利用可能である。これらの一般的なレビュー
については、米国特許第４，２７５，１４９号および４，３１８，９８０号を参照。時に
、標識は抗体に間接的にコンジュゲートされる。当業者は、これを達成するための様々な
技術を認識するであろう。例えば、抗体はビオチンとコンジュゲートさせることができ、
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上で指摘した標識の４つの広範カテゴリーのいずれでもアビジンとコンジュゲートさせる
ことができ、またはその逆も可能である。ビオチンはアビジンに選択的に結合し、したが
って、この間接的な方法で標識を抗体とコンジュゲートさせることができる。あるいは、
抗体と標識との間接的なコンジュゲーションを達成するために、抗体を小さなハプテンと
コンジュゲートさせ、上で指摘した異なるタイプの標識のうちの１つを、抗ハプテン抗体
とコンジュゲートさせる。このように、抗体と標識との間接的なコンジュゲーションを達
成することができる。
【００９９】
　上で述べた試料調製手順とは別に、ＩＨＣより前、その間、またはその後の、組織切片
のさらなる処理が望ましいことがある。例えば、クエン酸緩衝剤での組織試料の加熱など
のエピトープ回収方法を実施することができる（例えば、ＬｅｏｎｇらＡｐｐｌ．　Ｉｍ
ｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．４巻（３号）：２０１頁（１９９６年）を参照）。
【０１００】
　任意選択のブロッキング工程の後に、一次抗体が組織試料中の標的タンパク質抗原に結
合するように、組織切片を十分な時間および好適条件下で一次抗体に曝露させる。これを
達成するための適当な条件は、通常の実験で決定することができる。試料に抗体を結合さ
せる程度は、上で述べた検出可能な標識のいずれか１つを用いて決定される。好ましくは
、標識は、３，３’－ジアミノベンジジン発色体などの発色性基質の化学変化を触媒する
酵素標識（例えばＨＲＰＯ）である。好ましくは、酵素標識は、一次抗体に特異的に結合
する抗体にコンジュゲートされる（例えば、一次抗体はウサギポリクローナル抗体であり
、二次抗体はヤギ抗ウサギ抗体である）。このように調製される検体をマウントし、カバ
ーガラスを被せることができる。次に、例えば顕微鏡を用いてスライド評価を判定し、当
技術分野で通常用いられる染色強度基準を使用することができる。
【０１０１】
　代替法では、試料を前記バイオマーカーに特異的な抗体と、抗体－バイオマーカー複合
体の形成、次に、前記複合体の検出に十分な条件下で接触させることができる。バイオマ
ーカーの存在は、血漿または血清を含む多種多様の組織および試料を検査するための、ウ
ェスタンブロット法およびＥＬＩＳＡ法などのいくつかの方法で検出することができる。
そのようなアッセイフォーマットを用いる広範囲にわたるイムノアッセイ技術が利用可能
であり、例えば、米国特許第４，０１６，０４３号、４，４２４，２７９号および４，０
１８，６５３号を参照。これらには、非競合型の１部位アッセイおよび２部位アッセイす
なわち「サンドイッチ」アッセイの両方、ならびに従来の競合結合アッセイにおけるもの
が含まれる。これらのアッセイには、標的バイオマーカーに対する標識抗体の直接結合も
含まれる。
【０１０２】
　サンドイッチアッセイは、最も有用で普通に用いられるアッセイの１つである。サンド
イッチアッセイ技術のいくつかの変形形態が存在し、すべては本発明によって包含される
ものとする。簡潔には、一般的な前方アッセイでは、非標識抗体を固体基質上に固定化し
、試験試料を結合分子と接触させる。適するインキュベーション期間の後、抗体－抗原複
合体を形成させるのに十分な時間、検出可能なシグナルを生成することができるリポータ
ー分子で標識された、抗原に特異的な二次抗体を次に加え、インキュベートし、抗体－抗
原－標識抗体の別の複合体の形成に十分な時間を与える。いかなる未反応物質も洗い流し
、抗原の存在を、リポーター分子によって生成されるシグナルの観察によって判定する。
結果は、視覚シグナルの単純観察により定性的であってもよく、または既知量のバイオマ
ーカーを含有する対照試料と比較することにより定量的であってもよい。
【０１０３】
　前方アッセイの変形形態には、試料および標識抗体の両方を同時に結合抗体に加える同
時アッセイが含まれる。これらの技術は、容易に明らかになる任意の軽微な変形を含め、
当業者に周知である。一般的な前方サンドイッチアッセイでは、バイオマーカーに対する
特異性を有する第一の抗体を、固体表面に共有結合的に、または受動的に結合させる。固
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体表面は一般的にガラスまたはポリマーであり、最も一般的に用いられるポリマーは、セ
ルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン、ポリ塩化ビニルまたはポリプ
ロピレンである。固体支持体は、チューブ、ビーズ、マイクロプレートディスク、または
、イムノアッセイを実行するのに適する他の任意の表面の形態であってよい。結合方法は
周知の技術であり、一般に、架橋共有結合または物理的吸着からなり、ポリマー－抗体複
合体は検査試料の準備のために洗浄される。次に、検査する試料の一定分量を固体相複合
体に加え、抗体に存在するいかなるサブユニットも結合させるのに十分な時間（例えば２
～４０分、またはより好都合であれば一晩）および適する条件下（例えば、包括的に、室
温から４０℃、例えば２５℃～３２℃）でインキュベートする。インキュベーション期間
の後、抗体サブユニット固体相を洗浄し、乾燥させ、バイオマーカーの一部に特異的な二
次抗体とインキュベートする。分子マーカーへの二次抗体の結合を示すために用いられる
リポーター分子に、二次抗体を連結する。
【０１０４】
　代替法は、試料中の標的バイオマーカーを固定し、次に、リポーター分子で標識しても
しなくてもよい特異的抗体に固定化標的を曝露させることを含む。標的の量およびリポー
ター分子シグナルの強度により、結合した標的は、抗体による直接標識によって検出する
ことができよう。あるいは、第一の抗体に特異的である二次標識抗体を、標的－一次抗体
複合体に曝露させ、標的－一次抗体－二次抗体三級複合体を形成する。複合体は、リポー
ター分子によって放射されるシグナルによって検出される。本明細書で使用される場合、
「リポーター分子」は、その化学的性質によって、抗原結合抗体の検出を可能にする分析
的に識別可能なシグナルを提供する分子を意味する。この種のアッセイで最も一般的に用
いられるリポーター分子は、酵素、蛍光団または放射性核種含有分子（すなわち放射性同
位体）および化学発光分子である。
【０１０５】
　酵素イムノアッセイの場合、一般にグルタルアルデヒドまたは過ヨウ素酸塩によって、
酵素は二次抗体にコンジュゲートされる。しかし、容易に認識されるように、多種多様な
異なるコンジュゲーション技術が存在し、それらは当業者に容易に利用できる。通常用い
られる酵素には、とりわけ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、－
ガラクトシダーゼおよびアルカリホスファターゼが含まれる。一般的に、特異的酵素と用
いられる基質は、対応する酵素による加水分解の際に、検出可能な変色の生成のために選
択される。適する酵素の例には、アルカリホスファターゼおよびペルオキシダーゼが含ま
れる。上記の発色性基質と異なり、蛍光産物を産する蛍光原基質を使用することも可能で
ある。すべての場合において、酵素標識抗体を第一の抗体－分子マーカー複合体に加え、
結合させ、次に過剰な試薬を洗い流す。次に、適当な基質を含む溶液を、抗体－抗原－抗
体複合体に加える。基質は二次抗体に連結されている酵素と反応して定性的視覚シグナル
を与え、それは、通常分光測光法によってさらに数量化して、試料中に存在するバイオマ
ーカーの量の指標を与えることができる。あるいは、フルオレセインおよびローダミンな
どの蛍光化合物を、それらの結合能力を変化させることなく、抗体に化学的に結合するこ
とができる。特定の波長の光による照射で活性化されると、蛍光色素標識抗体は光エネル
ギーを吸着し、分子内で励起状態を誘導し、その後、光顕で視覚的に検出可能である特徴
的な色の光を放出する。ＥＩＡのように、第一抗体－分子マーカー複合体に蛍光標識抗体
を結合させる。未結合の試薬を洗い落とした後に、残っている三級複合体を適当な波長の
光に次に曝露させるが、観察される蛍光は、関心の分子マーカーの存在を示す。免疫蛍光
検査およびＥＩＡ技術の両方は、当技術分野で高度に確立されている。しかし、放射性同
位体、化学発光分子または生物発光分子などの他のリポーター分子を使用することもでき
る。
【０１０６】
　上記技術は、表１または２に記載の標的遺伝子の１またはそれより多くの発現を検出す
るために使用することができることも企図される。
【０１０７】
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　本発明の方法は、表１または２に記載の１またはそれより多くの標的遺伝子のｍＲＮＡ
の、組織もしくは細胞試料における存在および／または発現を調べるプロトコルをさらに
含む。細胞中のｍＲＮＡの評価方法は周知であり、その例には、例えば、相補的ＤＮＡプ
ローブを用いるハイブリダイゼーションアッセイ（例えば、表１または２に記載の１また
はそれより多くの遺伝子に特異的な標識リボプローブを用いるインサイツハイブリダイゼ
ーション、ノーザンブロットおよび関連技術）、ならびに様々な核酸増幅アッセイ（例え
ば、表１または２に記載の１またはそれより多くの遺伝子に特異的な相補的プライマーを
用いるＲＴ－ＰＣＲ、および、例えば、分枝状ＤＮＡ、ＳＩＳＢＡ、ＴＭＡなどの他の増
幅型の検出方法）が含まれる。
【０１０８】
　哺乳動物からの組織または細胞試料は、ノーザン、ドットブロットまたはＰＣＲ分析を
用いて、ｍＲＮＡについて都合よくアッセイすることができる。例えば、定量的ＰＣＲア
ッセイなどのＲＴ－ＰＣＲアッセイは、当技術分野で周知である。本発明の例示的な実施
形態では、生体試料中の標的ｍＲＮＡを検出する方法は、少なくとも１つのプライマーを
用いて逆転写によって試料からｃＤＮＡを生成すること；標的ポリヌクレオチドをセンス
およびアンチセンスプライマーとして用いてそのように生成されたｃＤＮＡを増幅し、そ
の中の標的ｃＤＮＡを増幅すること；および、増幅された標的ｃＤＮＡの存在を検出する
ことを含む。さらに、そのような方法は、生体試料中の標的ｍＲＮＡのレベルの決定を可
能にする１またはそれより多くの工程を含むことができる（例えば、アクチンファミリー
構成員などの「ハウスキーピング」遺伝子の比較対照ｍＲＮＡ配列のレベルを同時に調べ
ることによって）。任意選択で、増幅された標的ｃＤＮＡの配列を決定することができる
。
【０１０９】
　本発明の任意選択の方法は、マイクロアレイ技術により、組織または細胞試料中の標的
ｍＲＮＡなどのｍＲＮＡを検査または検出するプロトコルを含む。核酸マイクロアレイを
用いて、試験組織試料および対照組織試料からの試験および対照ｍＲＮＡ試料を逆転写し
、標識して、ｃＤＮＡプローブを生成する。次に、プローブを、固体支持体の上に固定し
た核酸アレイとハイブリダイズさせる。アレイは、アレイの各構成員の配列および位置が
分かるように構成される。例えば、その発現が抗血管新生療法の臨床上の利益の増加また
は減少に相関する遺伝子セレクションを、固体支持体上にアレイにすることができる。特
定のアレイ構成員を有する標識プローブのハイブリダイゼーションは、そのプローブが由
来する試料がその遺伝子を発現することを示す。罹病組織の差別的遺伝子発現分析は、有
益な情報を提供することができる。マイクロアレイ技術は、単一の実験で数千個の遺伝子
のｍＲＮＡ発現プロフィールを評価するために、核酸ハイブリダイゼーション技術および
コンピューティング技術を利用する。（例えば、２００１年１０月１１日に公開されたＷ
Ｏ０１／７５１６６を参照；アレイ製造の議論については、例えば、米国特許第５，７０
０，６３７号、米国特許第５，４４５，９３４号および米国特許第５，８０７，５２２号
、Ｌｏｃｋａｒｔ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１４巻：１６７５～１
６８０頁（１９９６年）；Ｃｈｅｕｎｇ，　Ｖ．Ｇ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｓ２１巻（補遺）：１５～１９頁（１９９９年）を参照）。ＤＮＡマイクロアレイは、ガ
ラスまたは他の基質の上に直接に合成されるかスポットされる遺伝子断片を含んでいる、
小型のアレイである。通常、数千個の遺伝子が、単一のアレイで提供される。一般的なマ
イクロアレイ実験は、以下の工程を含む：１）試料から単離されたＲＮＡからの蛍光標識
標的の調製、２）マイクロアレイへの標識標的のハイブリダイゼーション、３）アレイの
洗浄、染色およびスキャン、４）スキャン画像の分析、および５）遺伝子発現プロフィー
ルの生成。現在、２つの主な型のＤＮＡマイクロアレイ、すなわち、オリゴヌクレオチド
（通常２５量体～７０量体）アレイおよび、ｃＤＮＡから調製されるＰＣＲ産物を含む遺
伝子発現アレイが用いられている。アレイの形成では、オリゴヌクレオチドを前もって作
り、表面にスポットするか、表面に直接に合成する（インサイツ）ことができる。
【０１１０】
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　Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧｅｎｅＣｈｉｐ（登録商標）系は、ガラス表面でのオリゴヌ
クレオチドの直接合成によって作られたアレイを含む、市販のマイクロアレイ系である。
プローブ／遺伝子アレイ：通常２５量体のオリゴヌクレオチドを、半導体ベースの写真平
版および固体相化学合成技術の組合せによって、ガラスウエハーの上に直接に合成する。
各アレイは、最高４００，０００個の異なるオリゴを含み、各オリゴは数百万のコピー数
で存在する。オリゴヌクレオチドプローブはアレイの上の既知の場所で合成されるので、
ハイブリダイゼーションパターンおよびシグナル強度は、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｍｉｃ
ｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅソフトウェアによって、遺伝子同一性および相対発現レベル
に関して解釈することができる。各遺伝子は、一連の異なるオリゴヌクレオチドプローブ
によってアレイの上に表される。各プローブ対は、完全マッチオリゴヌクレオチドおよび
ミスマッチオリゴヌクレオチドからなる。完全マッチプローブは、特定の遺伝子に正確に
相補的な配列を有し、したがって遺伝子の発現の尺度となる。ミスマッチプローブは中心
塩基位置の１塩基置換によって完全マッチプローブと異なり、標的遺伝子転写産物の結合
を妨げる。このことは、完全マッチオリゴについて測定されるシグナルに寄与する、バッ
クグラウンドおよび非特異的なハイブリダイゼーションの決定を助ける。Ｍｉｃｒｏａｒ
ｒａｙ　Ｓｕｉｔｅソフトウェアは、各プローブセットの絶対的または特異的強度値を決
定するために、ミスマッチプローブのハイブリダイゼーション強度を完全マッチプローブ
のそれらから差し引く。プローブは、Ｇｅｎｂａｎｋおよび他のヌクレオチドリポジトリ
ーからの現在の情報に基づいて選択される。配列は、遺伝子の３’末端の特異な領域を認
識すると考えられている。一度に最高６４個のアレイのハイブリダイゼーションを実行す
るために、ＧｅｎｅＣｈｉｐ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ｏｖｅｎ（「回転焼き（ｒ
ｏｔｉｓｓｅｒｉｅ）」オーブン）を用いる。流体工学ステーションは、プローブアレイ
の洗浄および染色を実行する。それは完全に自動化されており、４つのモジュールを含み
、各モジュールは１つのプローブアレイを保持する。各モジュールは、プログラムされた
流体工学プロトコルを用いて、Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅソフトウェアによって
独立に制御される。スキャナは、プローブアレイに結合する標識ｃＲＮＡによって放射さ
れる蛍光強度を測る、共焦レーザー蛍光スキャナである。Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉ
ｔｅソフトウェアを有するコンピュータワークステーションは、流体工学ステーションお
よびスキャナを制御する。Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅソフトウェアは、プローブ
アレイのためにプログラムされたハイブリダイゼーション、洗浄、染色プロトコルを用い
て、最高で８つの流体工学ステーションを制御することができる。また、ソフトウェアは
、ハイブリダイゼーション強度データを取得し、適当なアルゴリズムを用いてそれを各遺
伝子の存在／非存在コールに変換する。最後に、ソフトウェアは比較分析による実験間の
遺伝子発現の変化を検出し、その出力をテキストファイルにフォーマット化するが、それ
は、さらなるデータ分析のために他のソフトウェアプログラムと用いることができる。
【０１１１】
　組織または細胞試料中での選択されたバイオマーカーの発現は、機能アッセイまたは活
性に基づくアッセイにより検査することもできる。例えば、バイオマーカーが酵素である
場合、組織または細胞試料中の所与の酵素活性の存在を決定または検出するために、当技
術分野で公知のアッセイを行うことができる。
【０１１２】
　本発明のキットは、いくつかの実施形態を有する。一般的な実施形態は、容器、前記容
器の上の表示および前記容器に含まれる組成物を含むキットであって、組成物は、表１ま
たは２に記載の遺伝子の１つまたは複数に対応する標的ポリペプチド配列に結合する一次
抗体を含み、容器の上の表示は、組成物を少なくとも１種類の哺乳動物の細胞中の標的タ
ンパク質の存在を評価するために用いることができることを示し、また、少なくとも１種
類の哺乳動物の細胞中の標的タンパク質の存在を評価するために抗体を用いるための説明
書を含むキットである。キットは、組織試料を調製し、抗体およびプローブを組織試料の
同じ切片に加えるための、一揃いの説明書および材料をさらに含むことができる。キット
は一次および二次抗体の両方を含むことができ、そこで、二次抗体は標識、例えば酵素標



(31) JP 2011-502513 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

識にコンジュゲートされる。
【０１１３】
　別の実施形態は、容器、前記容器の上の表示および前記容器に含まれる組成物を含むキ
ットであって、組成物は、表１または２に記載の１またはそれより多くの遺伝子のポリヌ
クレオチド配列とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする、１またはそれより多
くのポリヌクレオチドを含み、前記容器の上の表示は、組成物を、少なくとも１種類の哺
乳動物の細胞中の表１または２に記載の１またはそれより多くの標的遺伝子の存在を評価
するために用いることができることを示し、また、少なくとも１種類の哺乳動物の細胞中
の標的ＲＮＡまたはＤＮＡの存在を評価するためにポリヌクレオチドを用いるための説明
書を含むキットである。
【０１１４】
　キット中の他の任意選択の成分には、１またはそれより多くの緩衝剤（例えば、ブロッ
ク緩衝剤、洗浄緩衝剤、基質緩衝剤など）、他の試薬、例えば酵素標識によって化学変化
させられる基質（例えば、発色体）、エピトープ回収溶液、対照試料（陽性および／また
は陰性対照）、対照スライド（複数可）などが含まれる。
【０１１５】
　投薬量および投与
　本発明の方法のために、抗癌治療剤、抗血管新生剤および／または化学療法剤が、公知
の方法、例えば、ボーラスとしての静脈内投与もしくはある期間の連続注入、筋肉内、腹
腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、関節滑液嚢内、くも膜下、経口、局所または吸入経路に
よって、ヒト患者に投与される。抗体の静脈内または皮下投与が好ましい。
【０１１６】
　本発明の治療法は、抗ＶＥＧＦ抗体および１またはそれより多くの化学療法剤の併用投
与を含むことができる。本発明は、異なる化学療法剤の混合投与を企図する。併用投与に
は、別々の製剤または単一の医薬製剤を用いる同時投与、およびいずれかの順序での連続
的投与が含まれ、好ましくは、両方（またはすべて）の活性剤がそれらの生物活性を同時
に発揮する期間がある。そのような化学療法剤のための調製および投薬スケジュールは、
製造業者の説明書によって、または、当業者により経験的に決定されるように用いること
ができる。化学療法のための調製および投薬スケジュールは、Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ
　Ｓｅｒｖｉｃｅ、Ｍ．Ｃ．　Ｐｅｒｒｙ編、Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ、
Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ、ＭＤ（１９９２年）にも記載されている。化学療法剤は、抗体の投
与の前でも後でもよく、または、それと同時に投与してもよい。
【０１１７】
　疾患の予防または治療のために、抗癌治療剤または抗血管新生剤の適当な投薬量は、上
で規定される治療する疾患のタイプ、疾患の重症度および経過、剤が予防目的もしくは治
療目的で投与されるか、過去の療法、患者の臨床上の病歴および剤への応答、ならびに主
治医の裁量によって決まる。剤は、好適には患者に一度に投与されるか、一連の治療にわ
たって投与される。併用療法レジメンでは、本発明の組成物は、治療的に有効であるか相
乗的な量で投与される。一部の実施形態では、抗血管新生剤は、抗ＶＥＧＦ抗体である。
疾患のタイプおよび重症度により、約１μｇ／ｋｇ～５０ｍｇ／ｋｇ（例えば０．１～２
０ｍｇ／ｋｇ）の抗体が、例えば、１回または複数回の別々の投与、または連続注入によ
る患者への投与のための最初の候補投薬量である。一般的な日用量は、上記因子に従って
、約１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇまたはそれ以上である。数日以上にわたる反復投
与については、状態に従って、疾患症状の所望の抑制が起こるまで、治療が持続される。
しかし、他の投薬レジメンが有用なこともある。好ましい態様では、本発明の抗体は、約
５ｍｇ／ｋｇ～約１５ｍｇ／ｋｇの範囲の用量で、２～３週間ごとに投与される。より好
ましくは、転移性結腸直腸癌を治療するための第一の療法として、そのような投薬レジメ
ンは化学療法レジメンと併用される。一部の態様では、化学療法レジメンは、従来の高用
量間欠投与を含む。他の一部の態様では、化学療法剤は計画的中断なしで、より低い用量
のより頻繁な投与を用いて投与される（「メトロノーム化学療法」）。本発明の療法の進
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行は、従来の技術およびアッセイによって容易にモニターされる。
【０１１８】
　一部の実施形態では、本発明の方法で用いられる抗ＶＥＧＦ抗体は、ベバシズマブであ
る。ある実施形態では、例えば、併用される場合、ベバシズマブは約０．０５ｍｇ／ｋｇ
～約１５ｍｇ／ｋｇの範囲で投与される。一実施形態では、約０．５ｍｇ／ｋｇ、１．０
ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、３．０ｍｇ／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋｇ、５．０ｍｇ／ｋ
ｇ、６．０ｍｇ／ｋｇ、７．０ｍｇ／ｋｇ、７．５ｍｇ／ｋｇ、８．０ｍｇ／ｋｇ、９．
０ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇまたは１５ｍｇ／ｋｇの１またはそれより多くの用量（ま
たはその任意の組合せ）で、対象に投与することができる。そのような用量は、断続的に
、例えば毎日、３日ごと、毎週または２～３週ごとに投与することができる。別の実施形
態では、例えば、併用される場合、ベバシズマブは１０ｍｇ／ｋｇで１週おきに、または
１５ｍｇ／ｋｇで３週間ごとに対象に静脈内投与される。
【０１１９】
　以下の実施例は例示目的のためだけに提供されているので、本明細書の教示を限定する
ものと解釈してはならない。
【実施例】
【０１２０】
　（実施例１：腎癌患者の試料からのバイオマーカーデータの収集）
　ベースライン時および治療の５６日目（最初の腫瘍評価）に、転移腎細胞癌を有する患
者から血漿試料を収集した。すべての試料は、２４ヵ月の間１０ｍｇ／ｋｇベバシズマブ
ＩＶ　ｑ２ｗｋｓで治療した患者から得た。試料中の特定の遺伝子のタンパク質レベルを
決定するアッセイの前に、試料を緩衝液で希釈した。各アッセイの標準範囲に入ることが
事前分析によって判定された４つの希釈点を、各患者試料について１反復または２反復で
生成した。個々のタンパク質の発現レベルのためにＥＬＩＳＡアッセイを用いるか、多重
化イムノアッセイ方法を用いて試料を分析した。
【０１２１】
　一般ＥＬＩＳＡアッセイ手順
　ＥＬＩＳＡウェルを、２～８℃で一晩、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ、ｐＨ７．４）中の
１μｇ／ｍｌ捕捉抗体でコーティングした。コート溶液を除去した後、ブロック溶液（Ｐ
ＢＳ／０．５％　ＢＳＡ、１５０μｌ／ウェル）と１～２時間インキュベートすることに
よって、非特異的結合部位をブロックした。プレートを洗浄緩衝液（ＰＢＳ／０．０５％
　Ｔｗｅｅｎ）で洗浄した後に、アッセイ緩衝液（ＰＢＳ／０．５％　ＢＳＡ／０．０５
％　Ｔｗｅｅｎ－２０／１０ｐｐｍ　Ｐｒｏｃｌｉｎ　３００／０．２５％　ＣＨＡＰＳ
／０．３５Ｍ　ＮａＣｌ／５ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ７．４）で希釈した標準または試料を
加えた（１００μｌ／ウェル）。２時間のインキュベーションの後、プレートを洗浄し、
ＨＲＰコンジュゲート抗体を加え（１００μｌ／ウェル）、さらに１時間インキュベート
した。もう一度洗浄した後、１００μｌのテトラメチルベンジジン基質（ＴＭＢ）を加え
、１５～３０分間発色させ、１Ｍリン酸（１００μｌ／ウェル）を添加して反応を停止さ
せた。マイクロプレートリーダー（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｉｎｌａｎ
ｄ）を用いて、プレートを４５０～６３０ｎｍの波長で読み取った。試料中のタンパク質
濃度を、標準曲線の４パラメータ適合度から推定した。
【０１２２】
　多重化イムノアッセイデータ
　イムノアッセイデータも、Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒ
ｙ　ＭＳＤ多重法（血管傷害パネルＩ、ＩＩおよび成長因子パネル）を用いて収集した。
簡潔には、プレートを、１５０μｌ／ウェルの遮断薬Ａ（パネルＩ、ＩＩ）またはカゼイ
ン緩衝液（成長因子パネル）で、振盪させながら室温で少なくとも１時間ブロックした。
ＰＢＳ／０．０５％　Ｔｗｅｅｎ－２０（パネルＩ、ＩＩ）またはＰＢＳ（成長因子パネ
ル）で、プレートを３回洗浄した。４０μｌ／ウェル（パネルＩ、ＩＩ）のアッセイ希釈
液および１０μｌ／ウェルのキャリブレータもしくは試料（遮断薬Ａで１：５に予備希釈
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した（パネルＩ、ＩＩ））、または、２５μｌ／ウェルのアッセイ希釈液および２５μｌ
／ウェルのキャリブレータもしくは試料（アッセイ希釈液で１：５に予備希釈した（成長
因子パネル））をプレートに加え、これらを振盪させながら室温で２時間インキュベート
した。プレートを前と同様に３回洗浄し、２５μｌ／ウェルの検出抗体試薬を加え、振盪
させながら室温で１時間インキュベートした。プレートを洗浄し、界面活性剤を含む１５
０μｌ／ウェルの１Ｘ読取緩衝液Ｔを加え、ＭＳＤ６０００　Ｉｍａｇｅｒで読み取った
。
【０１２３】
　多重化イムノアッセイデータも、Ｒｕｌｅｓ－Ｂａｓｅｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（Ａｕｓ
ｔｉｎ、Ｔｅｘａｓ）において、ＨｕｍａｎＭＡＰバージョン１．６ビーズベースアッセ
イを用いて収集した。そのようなアッセイを、３反復で実施した。
【０１２４】
　（実施例２：バイオマーカーデータの統計分析）
　バイオマーカーデータの分析は、多変量データ、例えばＤＮＡマイクロアレイから生成
されるデータを研究するために通常実施される一種のクラスタ解析であるｈｅａｔｍａｐ
を用いて実施した（Ｅｉｓｅｎ，　Ｍ．Ｂ．、Ｓｐｅｌｌｍａｎ，　Ｐ．Ｔ．、Ｂｒｏｗ
ｎ，　Ｐ．Ｏ．およびＢｏｔｓｔｅｉｎ，　Ｄ．　Ｃｌｕｓｔｅｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ　
ａｎｄ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｏｆ　ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐａ
ｔｔｅｒｎｓ．　ＰＮＡＳ９５巻（２５号）、１４８６３～１４８６８頁、１９９８年）
。Ｈｅａｔｍａｐは、ベースラインで測定したバイオマーカーデータのために、最初の腫
瘍評価時（５６日目）に測定したデータのために、および、これらの２つの評価（ベース
ラインおよび５６日目）間の差のために、別々に生成した。分析は、広く利用可能な統計
分析プログラムＲを用いて実行した。分析のためのデータを作成するために、以下の通り
にそれらを先ずＺスコアに正規化した。各データセット内で、各バイオマーカーの値をそ
れらの平均値を引くことによってセンタリングし、次に、センタリングした値を、センタ
リングした値の平方和の平方根を値の数で割って１を引くことによって得られるそれらの
二乗平均平方根値で割ることによって基準化した。差ｈｅａｔｍａｐについては、合わせ
たデータセットについて計算された、ベースラインと５６日目のＺスコア間の差としてＺ
スコアを計算した。
【０１２５】
　観察されたバイオマーカー値のＺスコアは、値が観察されたか確立された平均から高い
か低い、標準偏差の数を示す。Ｚスコアの可能な範囲は、負の無限と正の無限との間であ
る。クラスタ解析のためのデータを作成するために、これらのＺスコアをＺスコア分位数
に変換し、それらは、０および１の間の可能な範囲を有する。Ｚスコア分位数は、標準の
正規の確率変数が平均値からの標準偏差の所与の数を有する確率である。
【０１２６】
　次に、デフォルト値のＲのｈｅａｔｍａｐ関数を用いて、ｈｅａｔｍａｐをＺスコア分
位数から生成した。これは、バイオマーカーの高い発現がマゼンタ色で表され、低い発現
がシアン色で表されるデータのカラーイメージを生成し、そこにおいて、発現はデータセ
ット中の他の試料と相対的である。また、ｈｅａｔｍａｐは、多変数データ解析でよく確
立されている手法である階層的クラスタリングアルゴリズムを用いて、バイオマーカーお
よび試料を再整理する。階層的クラスタリングアルゴリズムは、最初に各バイオマーカー
をそれ自身のクラスタに割り当て、次に、単一のクラスタだけが残るまで、２つの最も類
似したクラスタを反復して連結する。各段階で、クラスタ間の距離を、それらのユークリ
ッド距離を用いて計算する。２つの最も近いクラスタは、Ｒのデフォルト設定を用いて、
すなわち、完全結合方法を用いて計算した。
【０１２７】
　これらの分析によって生成されたクラスタを、バイオマーカーおよび臨床上の共変量の
生物学的特徴、すなわち、無進行生存、療法への応答および病変サイズの変化を調べるこ
とによって解釈した。ベースラインデータでは、ｈｅａｔｍａｐの検査は、ベバシズマブ
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による治療によく応答した患者の高い発生率に対応する、高度に発現された遺伝子（塩基
性線維芽細胞成長因子（ｂＦＧＦ）、Ｒａｎｔｅｓ、Ｐセレクチン、ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ
－Ｃ、ＣＤ４０リガンド、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）およびプラスミノーゲン活性
化因子阻害剤１（ＰＡＩ１））のクラスタを明らかにした。しかし、そのような治療に対
して応答した全患者が、これらの遺伝子の高い発現を示したわけではない。ベースライン
データでは、ｈｅａｔｍａｐの検査は、短い（例えば、４ヵ月未満の）無進行生存期間の
比較的高い発生率に対応する、高度に発現された遺伝子のクラスタも明らかにした。これ
らの遺伝子を、下記の表１に記載する。
【０１２８】
　　　　　　　　表１
　　　　血清アミロイドＰ
　　　　補体Ｃ３
　　　　ＩＣＡＭ　１
　　　　ハプトグロビン
　　　　Ｃ反応性タンパク質
　　　　フィブリノーゲン
　　　　ｓＮＲＰ１
　　　　α－１抗トリプシン
　　　　ＶＣＡＭ－１
　　　　インターロイキン６
　　　　血清アミロイドＡ
　差ｈｅａｔｍａｐは、短い（例えば、４ヵ月未満の）無進行生存期間に関連する、高度
に発現された遺伝子のクラスタを明らかにした。これらの遺伝子を、下の表２に記載する
。
【０１２９】
　　　　　　　　　表２
　　　　ＣＤ４０リガンド
　　　　上皮成長因子（ＥＧＦ）
　　　　メタロプロテイナーゼ組織阻害剤１型（ＴＩＭＰ－１）
　　　　脳由来神経栄養因子
　　　　プラスミノーゲン活性化因子阻害剤１型（ＰＡＩ－１）
　　　　ＶＥＧＦ　Ｃ
　　　　幹細胞因子
　　　　上皮由来好中球活性化タンパク質７８（ＥＮＡ－７８、別名ＣＸＣＬ５）
　　　　塩基性線維芽細胞成長因子
　　　　ＰＤＧＦ　ＢＢ
　　　　ＲＡＮＴＥＳ
　　　　Ｐ－セレクチン
　　　　インターロイキン１８
　　　　インターロイキン１ｒａ
　　　　インターロイキン８
　　　　マクロファージ炎症タンパク質１－α（ＭＩＰ１－α、別名ＣＣＬ３）
　　　　ＩＣＡＭ－１
　　　　ＣＤ４０
　　　　ＩＣＡＭ－１
　　　　α－１抗トリプシン
　　　　腫瘍壊死因子受容体ＩＩ
　　　　β－２ミクログロブリン
　　　　免疫グロブリンＩｇＭ
　　　　免疫グロブリンＩｇＡ
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　　　　インターロイキン６
　　　　カルシトニン
　　　　マトリックスメタロプロテイナーゼ９（ＭＭＰ－９）
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