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(57)【要約】
　本明細書では様々な検定および手順で用いるに有用な血液系もしくは非血液系腫瘍細胞
を単離精製する方法を開示し、それには抗腫瘍薬効力スクリーニング、例えばミクロ培養
速度論的検定などが含まれる。更にまた特許抗ガン剤に対するジェネリック抗ガン剤の相
対的効力を比較する時に用いるに適したミクロ培養速度論的検定および方法も開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ガン剤候補品の相対的アポトーシス誘導活性を評価する方法であって、
　ａ）腫瘍標本からガン細胞を得、
　ｂ）前記標本の細刻み、消化および濾過を実施し、
　ｃ）場合により、生育不能細胞を密度勾配遠心分離法で除去してもよく、
　ｄ）前記細胞の懸濁液をインキュベートしてマクロファージを付着によって除去し、
　ｅ）興味の持たれる細胞を単離する目的で陽性、陰性および／または枯渇単離を実施し
、
　ｆ）必要ならば、ＣＤ１４抗体接合電磁ビーズを用いて、いくらか残存するマクロファ
ージを除去し、
　ｇ）最終的懸濁液をプレートに塗布し、
　ｈ）前記プレートをインキュベートし、
　ｉ）プレートに塗布した最終的懸濁液の少なくとも１個のウエルを少なくとも１種の１
番目の抗ガン剤候補品または前記１番目の候補品と他の物質の混合物に接触させ、
　ｊ）プレートに塗布した最終的懸濁液の少なくとも１個のウエルを少なくとも１種の２
番目の抗ガン剤候補品または前記２番目の候補品と他の物質の混合物に接触させ、
　ｋ）前記少なくとも１種の１番目および２番目の抗ガン剤候補品に接触させた前記ウエ
ルまたは少なくとも１種の１番目または少なくとも１種の２番目の抗ガン剤候補品と他の
物質の混合物を入れたウエルの光学密度の測定を実施するが、前記光学密度の測定を選択
した時間に渡って選択した間隔で連続的に実施し、
　ｌ）前記少なくとも１種の１番目および２番目の抗ガン剤候補品が示す速度論的単位値
を前記光学密度および時間測定値から決定し、
　ｍ）各薬剤候補品が示す前記速度論的単位値を、
　　　ａ）前記速度論的単位値が前以て決めておいた閾値より大きいならば前記抗ガン剤
候補品がガン細胞にアポトーシスを誘導する能力を持つこと、
　　　ｂ）前記速度論的単位値が前以て決めておいた閾値より小さいならば前記抗ガン剤
候補品がガン細胞にアポトーシスを誘導する能力を持たないこと、
と相互に関係付け、
　ｎ）各薬剤候補品が示した測定速度論的単位値を比較し、そして
　ｏ）段階（ｎ）で行った比較を基にして、ガン細胞にアポトーシスを誘導する相対的能
力が大きい方の薬剤候補品を決定する、
ことを含んで成る方法。
【請求項２】
　前記少なくとも１種の１番目および２番目の抗ガン剤候補品に少なくとも１種のジェネ
リック薬剤候補品および１種の特許薬剤候補品を含める請求項１記載の方法。
【請求項３】
　更に、
　ｐ）ジェネリックまたは特許薬剤候補品のいずれかを選択する結果としてもたらされる
金銭的結果を決定しかつ最も高い相対的速度論的単位値を示した薬剤候補品を選択する、
段階も含んで成る請求項２記載の方法。
【請求項４】
　前記金銭的結果が速度論的単位値が高い方の選択した薬剤を用いた一人の患者の治療を
速度論的単位値が低い方の薬剤候補品に基づいて発生するであろう費用と対比することを
基にして決定したものである請求項３記載の方法。
【請求項５】
　更に、
　ｑ）段階ｑ）で決定した前記金銭的結果を目標母集団に当てはめる、
段階も含んで成る請求項３記載の方法。
【請求項６】
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　前記目標母集団が米国の全人口である請求項５記載の方法。
【請求項７】
　段階ｐ）の前記金銭的結果が
　ｉ）速度論的単位値が高い方の選択した抗ガン剤およびまた速度論的単位値が低い方の
薬剤に関してメディケア費用支払い計画を得、
　ｉｉ）相対的速度論的単位値が高い方の薬剤候補品を用いた前記患者の治療を速度論的
単位値が低い方の薬剤候補品を用いた前記患者の治療と対比させることを基にして一人の
患者に対して発生するであろう相対的金銭的費用節減または相対的金銭的支出を決定する
が、前記治療に前記選択した抗ガン剤候補品を用いた治療の少なくとも１サイクルを含め
、そして
　ｉｉｉ）段階ｉｉ）で得た費用節減または相対的金銭的支出を興味の持たれる目標母集
団に当てはめる、
ことを含んで成る方法で決定したものである請求項３記載の方法。
【請求項８】
　前記腫瘍標本が固形腫瘍標本または血液標本または骨髄標本または滲出液由来標本であ
る請求項１記載の方法。
【請求項９】
　前記１番目または２番目の抗ガン剤候補品の少なくとも一方が前記抗ガン剤候補品およ
び少なくとも１種の追加的抗ガン剤候補品を含有して成る組み合わせである請求項１記載
の方法。
【請求項１０】
　前記プレートの各ウエルに異なる抗ガン剤候補品を入れる請求項１記載の方法。
【請求項１１】
　前記プレートの各ウエルに前記抗ガン剤候補品を様々な濃度で入れる請求項１記載の方
法。
【請求項１２】
　前記抗ガン剤候補品の濃度を０．０１から１０，０００μＭにする請求項１記載の方法
。
【請求項１３】
　前記光学密度を約４８時間に渡って約５分毎に連続的に測定して記録する請求項１記載
の方法。
【請求項１４】
　前記光学密度の測定を分光光度計を用いて５５０から６５０ナノメートルの波長で実施
する請求項１記載の方法。
【請求項１５】
　前記少なくとも１種の抗ガン剤候補品をアブラキサン、アリムタ、アムサクリン、アス
パラギナーゼ、ベンダムスチン、ブレオマイシン、ボスチニブ、カエリクス（ドキシル）
、カルボプラチン、カルムスチン、ＣＣＮＵ、クロラムブシル、シスプラチン、クラドリ
ビン、クロファラビン、シタラビン、シトキサン（４ＨＣ）、ダカルバジン、ダクチノマ
イシン、ダサチニブ、ダウノルビシン、デシタビン、デキサメタゾン、ドセタキセル、ド
キソルビシン、エピルビシン、エリブリン、エルロチニブ、エストラムスチン、エトポシ
ド、エベロリムス、フルダラビン、５－フルオロウラシル、ゲムシタビン、グリベク（イ
マチニブ）、ヒドロキシ尿素、イダルビシン、イフォスファミド（４ＨＩ）、インターフ
ェロン－２ａ、イリノテカン、イキサベピロン、メルファラン、メルカプトプリン、メト
トレキセート、ミトマイシン、ミトキサントロン、ニロチニブ、窒素マスタード、オキサ
リプラチン、パクリタキセル、ペントスタチン、プロカルバジン、レゴラフェニブ、ソラ
フェニブ、ストレプトゾシン、スニチニブ、テモゾロミド、テムシロリムス、テニポシド
、タリドミド、チオグアニン、トポテカン、ベルケイド、ビダザ、ビンブラスチン、ビン
クリスチン、ビノレルビン、ボリノスタット、エベロリムス、ラパチニブ、レナリドミド
、ラパマイシンおよびヴォトリエント（パゾパニブ）から成る群より選択する請求項１記
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載の方法。
【請求項１６】
　前記少なくとも１種のジェネリック抗ガン剤候補品をシクロホスファミド、ドキソルビ
シン、エピルビシン、パクリタキセル、ドセタキセル、シスプラチン、カルボプラチン、
イリノテカン、トポテカン、ビノレルビンおよびビンブラスチンから成る群より選択する
請求項２記載の方法。
【請求項１７】
　前記少なくとも１種の特許抗ガン剤候補品をナブ－パクリタキセル、ゲムシタビン、オ
キサリプラチン、カペシタビン（ｃａｐｃｉｔａｂｉｎｅ）、イキサベピロン、エルビリ
ン、リポソームドキソルビシンおよびペメトレキセドから成る群より選択する請求項２記
載の方法。
【請求項１８】
　腫瘍細胞を単離精製する方法であって、
　ａ）腫瘍標本を得、
　ｂ）前記標本の細刻み、消化および濾過を実施し、
　ｃ）場合により、生育不能細胞を密度勾配遠心分離法で除去してもよく、
　ｄ）前記細胞の懸濁液をインキュベートしてマクロファージを付着によって除去し、
　ｅ）興味の持たれる細胞を単離する目的で陽性、陰性および／または枯渇単離を実施し
、
　ｆ）必要ならば、ＣＤ１４抗体接合電磁ビーズを用いて、いくらか残存するマクロファ
ージを除去し、
　ｇ）最終的懸濁液をプレートに塗布し、そして
　ｈ）前記プレートをインキュベートする、
ことを含んで成る方法。
【請求項１９】
　抗ガン剤候補品が腫瘍標本に由来するガン細胞株にアポトーシスを誘導する能力を評価
する方法であって、
　ａ）腫瘍標本を得、
　ｂ）前記標本の細刻み、消化および濾過を実施し、
　ｃ）場合により、生育不能細胞を密度勾配遠心分離法で除去してもよく、
　ｄ）前記細胞の懸濁液をインキュベートしてマクロファージを付着によって除去し、
　ｅ）興味の持たれる細胞を単離する目的で陽性、陰性および／または枯渇単離を実施し
、
　ｆ）必要ならば、ＣＤ１４抗体接合電磁ビーズを用いて、いくらか残存するマクロファ
ージを除去し、
　ｇ）最終的懸濁液をプレートに塗布し、
　ｈ）前記プレートをインキュベートし、
　ｉ）プレートに塗布した最終的懸濁液の少なくとも１個のウエルを少なくとも１種の抗
ガン剤候補品または前記候補品と他の物質の混合物に接触させ、
　ｊ）前記少なくとも１種の抗ガン剤候補品に接触させたウエルまたは少なくとも１種の
抗ガン剤候補品と他の物質の混合物を入れたウエルの光学密度の測定を実施するが、前記
光学密度の測定を選択した時間に渡って選択した間隔で連続的に実施し、
　ｋ）前記少なくとも１種の抗ガン剤候補品が示す速度論的単位値を前記光学密度および
時間測定値から決定し、そして
　ｌ）各薬剤候補品が示す前記速度論的単位値を、
　　　ａ）前記速度論的単位値が前以て決めておいた閾値より大きいならば前記抗ガン剤
候補品がガン細胞にアポトーシスを誘導する能力を持つこと、
　　　ｂ）前記速度論的単位値が前以て決めておいた閾値より小さいならば前記抗ガン剤
候補品がガン細胞にアポトーシスを誘導する能力を持たないこと、
と相互に関係付ける、
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ことを含んで成る方法。
【請求項２０】
　前記プレートの各ウエルに異なる抗ガン剤候補品を入れる請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　前記プレートの各ウエルに前記抗ガン剤候補品を様々な濃度で入れる請求項１９記載の
方法。
【請求項２２】
　前記抗ガン剤候補品の濃度を０．０１から１０，０００μＭにする請求項１９記載の方
法。
【請求項２３】
　前記光学密度を約４８時間に渡って約５分毎に連続的に測定して記録する請求項１９記
載の方法。
【請求項２４】
　前記光学密度の測定を分光光度計を用いて５５０から６５０ナノメートルの波長で実施
する請求項１９記載の方法。
【請求項２５】
　前記腫瘍標本が固形腫瘍標本または血液標本または骨髄標本または滲出液由来標本であ
る請求項１９記載の方法。
【請求項２６】
　前記抗ガン剤候補品をアブラキサン、アリムタ、アムサクリン、アスパラギナーゼ、ベ
ンダムスチン、ブレオマイシン、ボスチニブ、カエリクス（ドキシル）、カルボプラチン
、カルムスチン、ＣＣＮＵ、クロラムブシル、シスプラチン、クラドリビン、クロファラ
ビン、シタラビン、シトキサン（４ＨＣ）、ダカルバジン、ダクチノマイシン、ダサチニ
ブ、ダウノルビシン、デシタビン、デキサメタゾン、ドセタキセル、ドキソルビシン、エ
ピルビシン、エリブリン、エルロチニブ、エストラムスチン、エトポシド、エベロリムス
、フルダラビン、５－フルオロウラシル、ゲムシタビン、グリベク（イマチニブ）、ヒド
ロキシ尿素、イダルビシン、イフォスファミド（４ＨＩ）、インターフェロン－２ａ、イ
リノテカン、イキサベピロン、メルファラン、メルカプトプリン、メトトレキセート、ミ
トマイシン、ミトキサントロン、ニロチニブ、窒素マスタード、オキサリプラチン、パク
リタキセル、ペントスタチン、プロカルバジン、レゴラフェニブ、ソラフェニブ、ストレ
プトゾシン、スニチニブ、テモゾロミド、テムシロリムス、テニポシド、タリドミド、チ
オグアニン、トポテカン、ベルケイド、ビダザ、ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビノ
レルビン、ボリノスタット、エベロリムス、ラパチニブ、レナリドミド、ラパマイシンお
よびヴォトリエント（パゾパニブ）から成る群より選択する請求項１９記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願に対する相互参照】
【０００１】
　本出願は、２０１２年５月１５日付けで出願した米国仮特許出願番号６１／６４７，２
４８（これは引用することによって全体が本明細書に組み入れられる）の国際段階のもの
である。
【技術分野】
【０００２】
　本開示は、少なくとも１種のジェネリックおよび／または特許抗ガン剤候補品がガン細
胞にアポトーシスを誘導する能力を評価する方法に向けたものである。より具体的には、
本開示は、腫瘍細胞の精製および単離に関する方法を提供するものであり、それらは特に
所定標本の原発組織に最適である。更にその上、本開示では、少なくとも１種のジェネリ
ックおよび特許薬剤がガン細胞にアポトーシスを誘発する相対的能力を正確かつ着実に比
較することを可能にする検定および方法も提供する。
【背景技術】
【０００３】
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　細胞死は様々な様式で起こり得るが、最も効果のある抗ガン剤は非常に特異的なアポト
ーシス過程でガン細胞の死をもたらす傾向がある。アポトーシスは、体が細胞を秩序だっ
て除去することができるようにそれ自身を解体して一括する機構である。アポトーシスは
一般に細胞がもはや必要でなくなるか、老化し過ぎるか或は損傷を受けるかまたは病気に
なった時に体がそれらを除去しようとする時に用いられる。実際、ガンをもたらす可能性
のある危険な変異を起こしたある種の細胞およびある種の初期段階のガン性細胞でさえ自
然なプロセスの結果としてアポトーシスを起こし得る。
【０００４】
　アポトーシス中の細胞はＤＮＡを切断して貯蔵し、核を凝縮し、余分な水を排除しそし
て細胞膜に様々な変化、例えば細胞膜内にブレブ形成および不規則な膨れ形成などをもた
らす（図１参照）。アポトーシスは一般にいくつかの引き金の中の１つが細胞にアポトー
シスを起こすべきであるといったシグナルを送った後に起こる。多くのガン細胞では、そ
の細胞がその引き金を検出することができないか、その引き金を受け取った後にシグナル
を適切に送ることができないか、或はそのシグナルに反応することができないか、或はそ
の細胞がそのような問題の組み合わせを持つことさえあり得ることから、そのメッセージ
システムが正確には働かない。全体的な影響はある種のガン細胞がアポトーシスを引き起
こすことに抵抗を示すことである。
【０００５】
　本明細書で用いる如きガンには血液系および非血液系両方のあらゆるガンまたは悪性腫
瘍ばかりでなく骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）も含まれる。ここではあらゆる血液／骨髄の
ガン、固形腫瘍および滲出液に関する４種類の主要な分類：白血病、リンパ腫、上皮悪性
腫瘍および間葉悪性腫瘍を検討する。
【０００６】
　数多くの有効な抗ガン剤はガン性細胞がアポトーシスプロセスに抵抗を示すにも拘らず
アポトーシスを起こすように誘導する能力を有するが、あらゆる種類のガン細胞に対して
うまく作用する薬剤はなくかつアポトーシスの速度論的単位測定を基にしてそのような薬
剤の相対的効力を予測する試験も存在しない。従って、特定の薬剤候補品が様々な種類の
ガン細胞にアポトーシスを引き起こす能力を有するか否かを検出しかつまたその薬剤候補
品が特に個々の患者に関して他の薬剤もしくは薬剤候補品に比べて有効であることを決定
する必要性が存在する。
【０００７】
　１種以上の白血病に対して有効であることが知られている特定の薬剤に患者から採取し
た白血病細胞が反応してアポトーシスを引き起こすか否かを検出しようとする時に現在は
特許文献１および２に記述されているミクロ培養速度論的検定（Ｍｉｃｒｏｃｕｌｔｕｒ
ｅ　Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ａｓｓａｙ（ＭｉＣＫ検定））が用いられている。ＭｉＣＫ検定で
は、患者から採取したガン細胞を所定濃度の単一細胞もしくは小細胞集団を入れておいた
懸濁液に入れた後にマイクロタイタープレートの複数のウエル内の条件に適応させる。対
照溶液、即ち公知抗ガン剤、典型的には患者のガンの種類に適すると推奨される薬剤を様
々な濃度で入れておいた溶液を前記ウエルにウエル１個当たりの試験サンプルが１個にな
るように導入する。次に、各ウエルの光学密度を数時間から数日間に渡って定期的、典型
的には数分毎に測定する。細胞がアポトーシスに関連したブレブ形成（ｂｌｅｂｂｉｎｇ
）を起こすにつれて、それの光学密度が検出可能な特定の様式で高くなる。もし細胞がア
ポトーシスを起こすことも他の原因で死滅することもない場合、それの光学密度はそのよ
うな様式では変化しない。このように、もしウエル１個当たりの光学密度（ＯＤ）を時間
に対してプロットした時に経時的に正の傾きを有する直線カーブに続いて高原および／ま
たは負の傾きが生じるならば、その抗ガン剤は患者のガン細胞にアポトーシスを充分に誘
導する点でその患者にとって適切な療法であり得る可能性がある。また、時間に対するＯ
Ｄデータを用いて速度論的単位を計算することも可能であり、その単位を用いてアポトー
シスを測定することができ、それも同様に当該患者にとって治療が適切であることと相互
に関係付ける。当業者は上述したＭｉＣＫ検定の一般的記述を周知しているであろう。そ
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の上、特許文献１および２の内容は引用することによって全体があらゆる目的で本明細書
に組み入れられかつＭｉＣＫ検定のより詳細な説明を与えるものである。
【０００８】
　公知抗ガン剤が個々の患者の白血病ガン細胞に対して示す効果を検出する目的でＭｉＣ
Ｋ検定が用いられてきたが、特に様々な腫瘍細胞標本源に適合した前記検定の変法を開発
する必要性が存在したままである。この上で言及したＭｉＣＫ検定は血液のガン、特に白
血病のみを考慮したものであった。現在のＭｉＣＫ検定の範囲は限定されていることから
、当該技術分野では血液のガンばかりでなくまた他の腫瘍源に由来する標本で直面する如
きアポトーシスに関連した細胞／化学薬品相互作用の検出に特に適していて鋭敏なＭｉＣ
Ｋ検定が必要とされている。個々の源の標本に合わせるように改良したＭｉＣＫ検定およ
び方法を開発することができれば、研究者はＭｉＣＫ検定を用いることで得ることができ
る個別的な治療プロトコルにさらなる正確さと着実さをもたらすことができるであろう。
その上、どんなスクリーニング検定にも重要な面は、標本に入っているガン細胞をガンで
はない他の細胞および物質から単離することそして化合物または薬剤の試験を受けさせる
細胞の純度である。
【０００９】
　また、当該技術分野では、特許薬学的化学療法薬とジェネリック同等物の間の比較解析
で用いるに適したＭｉＣＫ検定を開発するといった大きな必要性も存在する。用語“特許
”には単一源の薬剤および／またはブランド名の薬剤もしくは化学薬品が含まれ、用語“
ジェネリック”にはマルチソースの薬剤および／またはブランド名のない薬剤もしくは化
学薬品が含まれる。そのような検定およびプロトコルを開発することができれば、医者は
特許薬品をジェネリック同等品と対比させた相対的反応を基にして費用効果的な治療前決
定を行うことができるであろう。このような個々のガンの治療に特許薬品またはジェネリ
ック薬品を用いるか否かの決定は、膨大な治療費に直面する個々の患者ばかりでなくまた
全体として医療産業にとって大きな意味を持つ。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】米国特許第６，０７７，６８４号
【特許文献２】米国特許第６，２５８，５５３号
【発明の概要】
【００１１】
　従って、本開示の目的は、ＭｉＣＫ検定で用いるべき標本から腫瘍細胞を単離および精
製する改良方法を提供することにある。その上また、より鋭敏で着実な検定を創出できる
ようにＭｉＣＫ検定自身に対する改良も開示する。これらの方法および検定を用いると白
血病に限らずあらゆる種類のガン細胞におけるアポトーシスを測定することができる。
【００１２】
　本発明の態様に従う方法は、今まで知られていたＭｉＣＫ検定プロトコルに比べてかな
り改善されていることから、専門家は腫瘍細胞の精製および単離プロトコルを腫瘍細胞の
源に応じて注文に合わせることができる。
【００１３】
　ＭｉＣＫ検定に対する改善には、例えばＫＵ値の計算および導出および前記ＫＵ値の決
定で用いられる係数に対する微調整などが含まれる。このような改善によって専門家はこ
の開示するより鋭敏な係数およびＫＵ値を導出する方法を用いることで個々の患者の病気
に合うように化学療法計画を調整することができる。
【００１４】
　本出願に開示する方法を用いるとより着実で正確なＭｉＣＫ検定を行うことが可能にな
ることは容易に理解されるであろう。この開示する方法によってＭｉＣＫ検定プロトコル
を改良すると相当して検定能力の向上がもたらされることで、医師は患者の治療方策を立
てる時に補助になる価値あるデータを得ることになる。化学療法薬はそれらが治療すべき
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ガンの種類に対して有効であるか否かに拘わらず重大な副作用をもたらすことから、当業
者は、個々の患者のガンに対して最も有効である化学療法薬１種または２種以上を治療開
始前に識別することは不可避であることを認識している。しかしながら、このような目標
を達成する有効かつ信頼できる方法は存在しない。
【００１５】
　本開示のさらなる目的は、特許化学療法薬をジェネリック薬と対比させた相対的効果を
比較することを可能にするＭｉＣＫ検定および方法を提供することにある。興味の持たれ
る特許薬品が個々の種類のガンにアポトーシスを誘導する相対的能力をジェネリック薬品
と比較することができることは最新技術に対するすこぶる有益な改善である。本明細書に
開示する検定および方法によって示された結果を基にしてジェネリック薬品と特許薬品の
間の選択を行うことができるようになると、そのような医者は彼らの患者に対して最良の
治療方策を提供するのに極めてふさわしい医者になるであろう。患者の治療におけるその
ような小規模な効率の良さは全体としての医療産業全体に効力をもたらす大規模な効率の
良さに平行するものである。本開示は医療産業全体に対して大規模な潜在的費用節減をも
たらすものであり得る、と言うのは、医者は本方法を用いることで商業的影響または不確
定な論文審査のある学術専門誌ではなく個別化した患者のＭｉＣＫ検定結果を基にして最
も有効な薬剤を識別する目的でジェネリック化学療法薬と特許薬の間の選択を行うことが
できるようになるであろう。
【００１６】
　１つの態様として、本発明の資料および方法は、固形腫瘍、血液、骨髄および滲出液標
本に由来する腫瘍細胞を単離および精製（およびまた濃縮）する免疫学的手順で用いるた
めのものである。混入物が入っていないガン細胞サンプルを得ることができるかどうかが
腫瘍増殖、ガン生物学および薬剤スクリーニングの研究における主要な障害の１つである
。ガン患者および動物腫瘍モデルから入手した腫瘍生体組織にはしばしば異種細胞集団が
入っており、それには正常な組織、血液およびガン細胞が含まれる。このように混ざり合
った集団であると診断が困難になりかつ有効な実験結論を得ることと解釈することが困難
になる。本方法は個々の組織サンプルの生理学的源に合わせることができる特定のプロト
コルを提供することによってそのような問題を軽減するものである。
【００１７】
　本発明の別の態様は腫瘍細胞を単離および精製する方法に関し、この方法はａ）腫瘍標
本を得、ｂ）その標本を抗生物質混合物で２４－４８時間処理し、ｃ）その標本の細刻み
、消化および濾過を実施し、ｄ）場合により、生育不能細胞を密度勾配遠心分離法で除去
してもよく、ｅ）その細胞の懸濁液をインキュベートしてマクロファージを付着によって
除去し、ｆ）興味の持たれる細胞を単離する目的で陽性（ｐｏｓｉｔｉｖｅ）、陰性（ｎ
ｅｇａｔｉｖｅ）および／または枯渇単離（ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ）
を実施し、ｇ）必要ならば、ＣＤ１４抗体接合電磁ビーズを用いて、いくらか残存するマ
クロファージを除去し、ｈ）最終的懸濁液をプレートに塗布し（例えば最終的懸濁液を３
８４ウエルプレートのウエルに加え）、そしてｉ）プレートを３７℃において５％の二酸
化炭素（ＣＯ2）が入っている湿った雰囲気で一晩インキュベートする段階を含んで成る
。
【００１８】
　従って、１つの態様として、本方法は、抗ガン剤候補品の相対的アポトーシス誘導活性
を評価する方法に関し、この方法は、
　ａ）腫瘍標本からガン細胞を得、
　ｂ）前記標本の細刻み、消化および濾過を実施し、
　ｃ）場合により、生育不能細胞を密度勾配遠心分離法で除去してもよく、
　ｄ）前記細胞の懸濁液をインキュベートしてマクロファージを付着によって除去し、
　ｅ）興味の持たれる細胞を単離する目的で陽性、陰性および／または枯渇単離を実施し
、
　ｆ）必要ならば、ＣＤ１４抗体接合電磁ビーズを用いて、いくらか残存するマクロファ
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ージを除去し、
　ｇ）最終的懸濁液をプレートに塗布し、
　ｈ）前記プレートをインキュベートし、
　ｉ）プレートに塗布した最終的懸濁液の少なくとも１個のウエルを少なくとも１種の１
番目の抗ガン剤候補品または前記１番目の候補品と他の物質の混合物に接触させ、
　ｊ）プレートに塗布した最終的懸濁液の少なくとも１個のウエルを少なくとも１種の２
番目の抗ガン剤候補品または前記２番目の候補品と他の物質の混合物に接触させ、
　ｋ）前記少なくとも１種の１番目および２番目の抗ガン剤候補品に接触させた前記ウエ
ルまたは少なくとも１種の１番目または少なくとも１種の２番目の抗ガン剤候補品と他の
物質の混合物を入れたウエルの光学密度の測定を実施するが、前記光学密度の測定を選択
した時間に渡って選択した間隔で連続的に実施し、
　ｌ）前記少なくとも１種の１番目および２番目の抗ガン剤候補品が示す速度論的単位値
を前記光学密度および時間測定値から決定し、
　ｍ）各薬剤候補品が示す前記速度論的単位値を、
　　　ａ）前記速度論的単位値が前以て決めておいた閾値より大きいならば前記抗ガン剤
候補品がガン細胞にアポトーシスを誘導する能力を持つこと、
　　　ｂ）前記速度論的単位値が前以て決めておいた閾値より小さいならば前記抗ガン剤
候補品がガン細胞にアポトーシスを誘導する能力を持たないこと、
と相互に関係付け、
　ｎ）各薬剤候補品が示した測定速度論的単位値を比較し、そして
　ｏ）段階（ｎ）で行った比較を基にして、ガン細胞にアポトーシスを誘導する相対的能
力が大きい方の薬剤候補品を決定する、
ことを含んで成る。
【００１９】
　本発明の１つの態様は、また、前記少なくとも１種の１番目および２番目の抗ガン剤候
補品に少なくとも１種のジェネリック薬剤候補品および１種の特許薬剤候補品を含める上
述した段階ａ）－ｏ）にも関する。
【００２０】
　本発明はまたｐ）ジェネリックまたは特許薬剤候補品のいずれかを選択する結果として
もたらされる金銭的結果を決定しかつ最も高い相対的速度論的単位値を示した薬剤候補品
を選択することを含んで成る段階を存在させる態様も包含する。特定の態様では、前記金
銭的結果を速度論的単位値が高い方の選択した薬剤を用いた一人の患者の治療を速度論的
単位値が低い方の薬剤候補品に基づいて発生するであろう費用と対比することを基にして
決定する。ジェネリック薬剤は一般に複数の製造業者源から入手可能な薬剤であると定義
する一方、特許薬剤はただ１つの製造業者から入手可能な薬剤であると定義する。
【００２１】
　本発明のさらなる態様は、段階ｐ）で決定した前記金銭的結果を目標母集団に当てはめ
ることを包含する段階ｑ）も含んで成る。そのような目標母集団に含める人口の数は如何
なる数であってもよいが、患者数を少なくとも２にする。特に、本発明の態様は、コミュ
ニティー規模（２から１０人、１０から２０人、２０から５０人、５０から１００人、１
００から３００人、３００から１０００人など）、地域規模（１０００から２０００人、
２０００から１００００人など）、州規模（１０，０００から２０，０００人、２０，０
００から５０，０００人など、またはある州の中に住む試験薬剤の治療を受けさせること
ができる候補者である人々の数であると定義）および全国規模（ある国の中に住む試験薬
剤に可能な候補者であるあらゆる人々であると定義）である集団に関する。本発明の特別
な態様における目標母集団は米国の全人口である。そのような外挿は適切にプログラムし
たコンピューターを用いて実施可能である。
【００２２】
　本発明の方法では様々な源に由来する腫瘍標本を用いることができ、例えば固形腫瘍標
本、血液標本、骨髄標本および滲出液由来標本がこの開示する方法に適した特定の腫瘍標
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本の種類のほんの数例である。
【００２３】
　本発明の態様は幅広く多様な悪性腫瘍の検査で使用可能である。例えば、本開示は下記
のガンの検査で使用可能である：
卵巣ガン（漿液性嚢胞腺ガン、ムチン性嚢胞腺ガン、類内膜ガン）、卵巣顆粒膜細胞腫、
卵管腺ガン、腹膜ガン、子宮（内膜）腺ガン、肉腫様ガン、子宮頸部扁平上皮細胞ガン、
子宮頸管腺ガン、外陰ガン、乳ガン、原発性および転移性（腺管ガン、粘液ガン、小葉ガ
ン、悪性葉状腫瘍）、頭部および頸部ガン、口腔ガン（舌、原発性および転移性を包含）
、食道ガン、扁平上皮細胞ガンおよび腺ガン、胃腺ガン、悪性リンパ腫、ＧＩＳＴ、原発
性小腸ガン、結腸腺ガン、原発性および転移性（腺ガン、粘液ガン、大細胞神経内分泌ガ
ン、膠様ガン）、虫垂腺ガン、結腸直腸ガン、直腸ガン、肛門ガン（扁平上皮、基底細胞
）、カルチノイド腫瘍、原発性および転移性（虫垂、小腸、結腸）、膵臓ガン、肝臓ガン
（肝細胞ガン、胆管ガン）、肝臓に転移したガン、肺ガン、原発性および転移性（扁平上
皮細胞、腺ガン、腺扁平上皮ガン、巨細胞ガン、非小細胞ガン、ＮＳＣＬＣ、小細胞ガン
神経内分泌ガン、大細胞ガン、気管支肺胞ガン）、腎臓細胞（腎臓）ガン、原発性および
転移性、膀胱ガン、原発性および転移性、前立腺腺ガン、原発性および転移性、脳腫瘍、
原発性および転移性（膠芽細胞腫、多形性、脳神経外胚葉悪性腫瘍、神経外胚葉腫瘍、希
突起膠腫、悪性星状細胞腫）、皮膚腫瘍（悪性黒色腫、皮脂腺細胞ガン）、甲状腺ガン（
乳頭および濾胞）、胸腺ガン、蝶形骨ガン（Ｓｈｅｎｏｉｄａｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）
、原発未知のガン、神経内分泌ガン、精巣悪性腫瘍（精上皮腫、胚性ガン、悪性混合腫瘍
）など。
【００２４】
　本開示は下記の悪性リンパ腫の検査で使用可能である：例えば大細胞悪性リンパ腫、小
細胞リンパ腫、混合大および小細胞リンパ腫、粘膜関連リンパ組織リンパ腫、非ホジキン
ズ悪性リンパ腫、Ｔ細胞悪性リンパ腫、慢性骨髄性（または骨髄）白血病（ＣＭＬ）、骨
髄腫、他の白血病、中皮腫、マントル細胞リンパ腫、周辺細胞リンパ腫、種類として特定
不能のリンパ腫など。
【００２５】
　更にその上、本開示は下記の白血病の検査でも使用可能である：例えばＡＭＬ－急性骨
髄性白血病、ＡＬＬ－急性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ球性白血病、多発性骨髄腫、
骨髄異形成症候群－ＭＤＳ、骨髄線維症を伴うＭＤＳ、ヴァルデンストレームマクログロ
ブリン血症など。
【００２６】
　また、本開示を用いて下記の如き肉腫の検査を行うことも可能である：平滑筋肉腫（子
宮肉腫）、ＧＩＳＴ－消化管間質腫瘍、原発性および転移性（胃、小腸、結腸）、脂肪肉
腫、粘液性肉腫、軟骨肉腫、骨肉腫、ユーイング肉腫／ＰＮＥＴ、神経芽細胞腫、悪性末
梢神経鞘腫瘍、紡錘細胞ガン、胎児性横紋筋肉腫、中皮腫など。
【００２７】
　このように、この開示するＭｉＣＫ検定および方法は単に白血病に向けたものである以
前から当該技術分野で公知のＭｉＣＫ検定に対する劇的な改善に相当することは容易に認
識され得るであろう。
【００２８】
　別の態様として、本方法は抗ガン剤候補品が腫瘍標本に由来するガン細胞株にアポトー
シスを誘導する能力を評価する方法に関し、この方法は、
　ａ）腫瘍標本を得、
　ｂ）前記標本の細刻み、消化および濾過を実施し、
　ｃ）場合により、生育不能細胞を密度勾配遠心分離法で除去してもよく、
　ｄ）前記細胞の懸濁液をインキュベートしてマクロファージを付着によって除去し、
　ｅ）興味の持たれる細胞を単離する目的で陽性、陰性および／または枯渇単離を実施し
、



(11) JP 2015-517662 A 2015.6.22

10

20

30

40

50

　ｆ）必要ならば、ＣＤ１４抗体接合電磁ビーズを用いて、いくらか残存するマクロファ
ージを除去し、
　ｇ）最終的懸濁液をプレートに塗布し、
　ｈ）前記プレートをインキュベートし、
　ｉ）プレートに塗布した最終的懸濁液の少なくとも１個のウエルを少なくとも１種の抗
ガン剤候補品または前記候補品と他の物質の混合物に接触させ、
　ｊ）前記少なくとも１種の抗ガン剤候補品に接触させたウエルまたは少なくとも１種の
抗ガン剤候補品と他の物質の混合物を入れたウエルの光学密度の測定を実施するが、前記
光学密度の測定を選択した時間に渡って選択した間隔で連続的に実施し、
　ｋ）前記少なくとも１種の抗ガン剤候補品が示す速度論的単位値を前記光学密度および
時間測定値から決定し、そして
　ｌ）各薬剤候補品が示す前記速度論的単位値を、
　　　ａ）前記速度論的単位値が前以て決めておいた閾値より大きいならば前記抗ガン剤
候補品がガン細胞にアポトーシスを誘導する能力を持つこと、
　　　ｂ）前記速度論的単位値が前以て決めておいた閾値より小さいならば前記抗ガン剤
候補品がガン細胞にアポトーシスを誘導する能力を持たないこと、
と相互に関係付ける、
ことを含んで成る。
【００２９】
　いくつかの態様では、前記プレートの各ウエルに異なる抗ガン剤候補品を入れる。更に
、本方法はまた前記抗ガン剤候補品を様々な濃度で各ウエルに入れる態様も検討する。従
って、本開示は複数の潜在的薬剤候補品を複数の可能性のある濃度で同時に検査すること
が可能な高性能検定に関係し得る。本発明の態様が有するこのような高性能は単一の薬剤
候補品を検査することに比べて有意に有利であり、検査費用を軽減しかつ時間を大きく節
約することを約束するものである。
【００３０】
　本検定の各ウエルに入れることができる潜在的抗ガン剤候補品の濃度は、製造業者が推
奨する投薬量およびその投薬量に相当するであろうウエル中の濃度を達成するに必要な相
当する希釈度に応じて変わるであろう。例えば、各ウエルに入れる目標薬剤濃度をモル規
定で決定し、その範囲は例えば０．０１から１０，０００μＭまたは０．００１から１０
０，０００μＭまたは０．１から１０，０００μＭであり得るが、またこの開示した範囲
の例から逸脱するか或はその範囲内に含まれる如何なる整数も包含し得る。当業者は、製
造業者が推奨する血中濃度を用いて目標の薬剤濃度を達成する方法を理解するであろうが
、標本細胞が充分に存在する場合には±１の連続希釈法で変えてもよい。
【００３１】
　本発明の態様は抗ガン剤候補品をあらゆる様式で検査することを可能にするものである
。例えば、この開示する方法を用いて下記の抗ガン剤候補品に試験を受けさせることがで
きる：アブラキサン、アリムタ、アムサクリン、アスパラギナーゼ、ＢＣＮＵ、ベンダム
スチン、ブレオマイシン、カエリクス（ドキシル）、カルボプラチン、カルムスチン、Ｃ
ＣＮＵ、クロラムブシル、シスプラチン、クラドリビン、クロファラビン、シタラビン、
シトキサン（４ＨＣ）、ダカルバジン、ダクチノマイシン、ダサチニブ、ダウノルビシン
、デシタビン、デキサメタゾン、ドキソルビシン、エピルビシン、エストラムスチン、エ
トポシド、フルダラビン、５－フルオロウラシル、ゲムシタビン、グリベク（イマチニブ
）、ヘキサメチルメラミン、ヒドロキシ尿素、イダルビシン、イフォスファミド（４ＨＩ
）、インターフェロン－２ａ、イリノテカン、イキサベピロン、メルファラン、メルカプ
トプリン、メトトレキセート、ミトマイシン、ミトキサントロン、窒素マスタード、オキ
サリプラチン、ペントスタチン、ソラフェニブ、ストレプトゾシン、スニチニブ、タルセ
バ、タキソール、タキソテール、テモゾロミド、テムシロリムス、タリドミド、チオグア
ニン、トポテカン、トレチノイン、ベルケイド、ビダザ、ビンブラスチン、ビンクリスチ
ン、ビノレルビン、ボリノスタット、キセロダ（５ＤＦＵＲ）、エベロリムス、ラパチニ
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ブ、レナリドミド、ラパマイシンおよびヴォトリエント（パゾパニブ）。
【００３２】
　しかしながら、また、この開示する方法を用いて他の数多くの抗ガン剤候補品にも試験
を受けさせることができ、それらには、これらに限定するものでないが、アポトーシスを
もたらし得るか或はアポトーシスをもたらす能力に関して試験を受けさせる他の非化学療
法薬および／または化学品が含まれる。更にその上、本発明の方法の適用を厳格に抗ガン
剤候補品に限定するものではなく、むしろ、この開示する方法の態様を用いて数多くの病
気の無数の可能な薬剤候補品を試験することができる。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
　以下の説明、添付請求項および添付図に関係させることで本発明の態様の前記および他
の特徴、面および利点がより良好に理解されると思われる。
【図１】図１に、アポトーシス段階を通して動くガン細胞の時系列顕微鏡写真を示す。左
側の１番目のパネル（１）にアポトーシスを起こす前の細胞を示す。中央のパネル（２）
にアポトーシス中の細胞を示し、ブレブ形成が明らかである。右側の最後のパネル（３）
にアポトーシスが完了またはほぼ完了した後の細胞を示す。
【図２】図２に、患者の全体的生存率を示す。赤線はＭｉＣＫ検定の結果を用いることを
基とした治療を受けさせた患者である。青線はＭｉＣＫ検定の結果を用いることを基にし
なかった治療を受けさせた患者である。曲線中のクロスハッチは打ち切った患者を示す。
横座表上の小さな数は患者が各時間点で危険状態であることを示す。ログランク解析によ
り、これらの曲線は統計学的に差がある（ｐ＝０．０４）。
【図３】図３に、患者の無再発間隔を示す。赤線はＭｉＣＫ検定の結果を用いることを基
とした治療を受けさせた患者である。青線はＭｉＣＫ検定の結果を用いることを基にしな
かった治療を受けさせた患者である。曲線中のクロスハッチは打ち切った患者を示す。横
座表上の小さな数は患者が各時間点で危険状態であることを示す。ログランク解析により
、これらの曲線は統計学的に差がある（ｐ＜０．０１）。
【図４】図４に、乳標本と肺標本の間の比較を示しかつある種類にとってジェネリックま
たは特許薬剤のどちらが他方よりも有効であるか否かに関する組織標本の種類の間に差が
あるかどうかを示すものである。注：乳ガンの場合にはＩＤジェネリックおよび特許品に
対して１種類のみの薬剤を用いる一方、肺および結腸の場合には複数の薬剤を考慮した。
カイ二乗（χ2）解析は、乳の場合の％ｇ＞ｐ（９７．７％）は肺の場合のフィッシャー
直接確率検定を用いた％（９３．８％）（ｐ値＝０．５７）に比べて統計学的に有意な差
はないことを示している。
【図５】図５に、乳標本と結腸標本の間の比較を示しかつある種類にとってジェネリック
または特許薬剤のどちらが他方よりも有効であるか否かに関する組織標本の種類の間に差
があるかどうかを示すものである。カイ二乗（χ2）解析は、乳の場合の％ｇ＞ｐ（９７
．７％）は結腸の場合のフィッシャー直接確率検定を用いた％（７１．４％）（ｐ値＜０
．０５）に比べて統計学的に有意な差があることを示している。
【図６】図６に、乳標本と結腸＋肺標本の間の比較を示しかつある種類にとってジェネリ
ックまたは特許薬剤のどちらが他方よりも有効であるか否かに関する組織標本の種類の間
に差があるかどうかを示すものである。カイ二乗（χ2）解析は、乳の場合の％ｇ＞ｐ（
９７．７％）は結腸＋肺の場合のフィッシャー直接確率検定を用いた％（８９．７％）（
ｐ値＝０．１９）に比べて統計学的に有意な差がないことを示している。
【図７】図７に、結腸標本と肺標本の間の比較を示しかつある種類にとってジェネリック
または特許薬剤のどちらが他方よりも有効であるか否かに関する組織標本の種類の間に差
があるかどうかを示すものである。最良の特許品（ｐ＝０．１６）および最良のジェネリ
ック品（ｐ＝０．４５）に関する結腸に対する肺の分布は、肺と結腸に差があることを結
論付けるエビデンスは充分ではないことを示している。結腸群の場合にはサンプルサイズ
が小さかったことからノンパラメトリックウイルコクソン検定を用いた。
【図８】図８に、一晩インキュベートする前のウエルプレート内の細胞の顕微鏡写真を示
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す。
【図９】図９に、１５時間インキュベートした後のウエルプレート内の細胞の顕微鏡写真
を示す。
【図１０】図１０に、３７種類の試験抗ガン剤候補品を様々な濃度で用いた時にそれらに
対してガン細胞が示したアポトーシス反応を示す。
【詳細な記述】
【００３４】
一般的なＭｉＣＫ検定プロトコル
　本開示は、分光光度検定を用いて経時的光学密度（ＯＤ）を測定することでガン細胞に
アポトーシスを引き起こす抗ガン剤候補品が示す効果を評価することに関する。１つの態
様として、本開示は、この上で引用した米国特許第６，０７７，６８４号および６，２５
８，５５３号（両方ちも引用することによって全体が本明細書に組み入れられる）に開示
されている如きミクロ培養速度論的（ＭｉＣＫ）検定と同様な検定で薬剤候補品をガン細
胞に加えることを通してそのような抗ガン剤候補品を評価する方法を包含する。
【００３５】
　１つの特定態様に従い、抗ガン剤候補品を選択しかつ得た腫瘍標本に由来する少なくと
も１種のガン細胞（これを用いて当該薬剤に試験を受けさせる）を選択することでこの検
定を進行させることができる。
【００３６】
　１つの態様では、当該ガン細胞を培養培地、例えばＲＰＭＩなどに入れた単細胞懸濁液
として懸濁させてもよい。本明細書で用いる如き“単細胞懸濁液”は、細胞が個別または
１０個以下の細胞の塊として分離している状態で１種以上の細胞が液体の中に懸濁してい
る懸濁液である。その培養培地に他の成分、例えばウシ胎仔血清またはガン細胞が特異的
に必要とする成分などを入れてもよい。このような成分を細胞を検定中、典型的には少な
くとも２４時間から１２０時間以内の間維持するに必要な成分に限定してもよい。
【００３７】
　懸濁状態の細胞に試験を受けさせる時、サンプルを分光光度用プレートのウエルに入れ
てもよい。その細胞を光学密度（ＯＤ）の分光光度測定を行っている時に通常はプレート
読み器の光線が一度に１個のみの細胞層を通過するようないずれかの濃度で懸濁させても
よい。大部分の細胞で用いる濃度は２×１０5および１×１０6個の細胞／ｍＬであり得る
。小細胞の場合には濃度を高くしてもよくそして大細胞の場合には濃度を低くしてもよい
。適切な細胞濃度をより正確に決定するには、薬剤候補品試験サンプルで用いるべき体積
の細胞懸濁液を当該プレートの少なくとも１個の濃度試験用ウエルに加えてもよい。その
ウエルに追加的培地を薬剤候補品試験中に前以て入れておく場合には、その濃度試験用ウ
エルに同様に追加的培地を前以て入れておいてもよい。その濃度試験用ウエルを満たした
後、そのプレートを遠心分離（例えば５００ＲＰＭで３０－１２０秒）にかけることで細
胞をウエルの底に沈降させてもよい。その細胞濃度が検定にとって適切であるならば、そ
の細胞は重なり合うことなく単層を形成するはずである。このような結果が達成されるま
で細胞濃度を適宜調整してもよい。様々な濃度試験用ウエルを用いることで一度に複数の
濃度の細胞に試験を受けさせることができる。
【００３８】
　細胞が一晩または細胞をプレートに入れてから薬剤候補品検定を始めるまでの間の別の
時間中に有意に増殖する可能性のある態様では、それに応じて、薬剤候補品検定を開始す
る時に細胞が単層を形成するに充分なほど存在するように、最初に細胞濃度を増殖して単
層を形成する濃度以下に調整しておいてもよい。
【００３９】
　適切な細胞濃度を決定した後、プレート内の試験ウエルおよび対照ウエルに適切な体積
の培地および適切な数の細胞を充填することを通して薬剤候補品検定を進行させてもよい
。他の態様では、ウエルに培地のみを前以てある程度入れておいてもよい。
【００４０】
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　充填後、細胞をプレート条件に決めた時間、例えば少なくとも１２時間、少なくとも１
６時間、少なくとも２４時間または１２－１６時間、１２－２４時間または１６－２４時
間適応させてもよい。ある種の細胞の場合には適応期間を省くことも可能であり、例えば
白血病／リンパ腫細胞株または他の種類の細胞は一般に個別の細胞として存在させる。適
応期間を典型的にはその時間の間に細胞が有意な増殖を経験しないほどの短い時間にする
。適応期間は薬剤候補品検定で用いるガン細胞の種類に応じて変わる可能性がある。細胞
が生存しかつ健康なままであるに適した条件下で適応を行ってもよい。例えば、当該プレ
ートをＣＯ2が５％の雰囲気下の湿ったインキュベーターの中に３７℃で入れておいても
よい。ある種の細胞、特に適応期間を設けない種類の細胞、例えば白血病またはリンパ腫
細胞株の場合には、プレートを遠心分離（例えば５００ＲＰＭで２分）にかけることで細
胞をウエルの底に沈降させてもよい。
【００４１】
　適応期間の後のウエルに薬剤候補品およびいずれかの対照薬剤または他の対照サンプル
を加えてもよい。典型的には、薬剤候補品を当該ウエルに入れる液体の総体積に比べて少
ない体積の培地または他の液体に入れて加える。例えば、加える薬剤の体積はウエルに入
れる液体の総体積の１０％未満であってもよい。いくらか起こる濃度の影響を測定するこ
とができるように薬剤候補品を数多くの希釈度で加えてもよい。多くの薬剤候補品は水溶
性であり得るが、また、水に容易には溶解しない薬剤候補品に試験を受けさせることも可
能である。そのような候補品は適切ないずれかの担体と混合してもよい。好適には、その
ような候補品を実際の臨床で用いることが予想される担体と混合してもよい。粘性のある
薬剤候補品に試験を受けさせる場合には実質的に希釈する必要があり得る。強い色を持つ
薬剤候補品の場合には、その薬剤候補品だけを入れた試験ウエルのＯＤを監視しそしてこ
のＯＤを試験サンプルウエルの測定値から差し引くのが有益であり得る。
【００４２】
　薬剤候補品を加えた後の細胞にさらなる短い適応期間、例えば１５分から３０分間の適
応期間を与えてもよい。その細胞を細胞が生存しかつ健康な状態のままであるに適切な条
件下に置いてもよい。例えば、当該プレートをＣＯ2が５％の雰囲気下の湿ったインキュ
ベーターの中に３７℃で入れておいてもよい。この短い適応期間が終了した後の各ウエル
の上部に鉱油の層を置くことで培地中のＣＯ2を維持しかつ蒸発が起こらないようにして
もよい。
【００４３】
　次に、そのプレートを限定した波長のＯＤを測定するように配置した分光光度計の中に
置いてもよい。その分光光度計をＯＤを例えば５５０から６５０ｎｍまたは６００から６
５０ｎｍの波長で測定するように配置してもよいか或はより特別には分光光度計をＯＤを
６００ｎｍの波長で読み取るように配置し、各ウエルを所定時間全体に渡って所定の間隔
で測定する。例えば、各ウエルが示すＯＤの測定を約２４時間から１２０時間、約２４時
間から７２時間または約２４時間から４８時間に渡って数秒、数分または数時間の時間枠
で定期的（即ち連続的）に行ってもよい。さもなくば、特定の細胞の場合、１２時間の如
き短い時間の測定で充分であるかもしれない。特定の態様では、測定を５分から１０分毎
に行ってもよい。細胞の自然発生的死滅を回避する目的でその分光光度計にインキュベー
ションチャンバを持たせてもよい。
【００４４】
　分光光度データを速度論的単位に変えてもよい。細胞のブレブ形成によって引き起こさ
れるＯＤの変化（測定波長、例えば６００ｎｍにおける）を時間の関数としてプロットし
た時に生じる曲線の傾きを用いて速度論的単位を決定する。速度論的単位の計算に関する
具体的情報はＫｒａｖｔｓｏｖ、Ｖｌａｄｉｍｉｒ　Ｄ．他、Ｕｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｍ
ｉｃｒｏｃｕｌｔｕｒｅ　Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ａｓｓａｙ　ｏｆ　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｔ
ｏ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ　Ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　Ｌｅｕｋｅｍ
ｉａｓ，Ｂｌｏｏｄ　９２：９６８－９８０（１９９８）（引用することによってあらゆ
る目的で全体が本明細書に組み入れられる）に示されている。速度論的単位の測定をまた
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以下により詳細に考察する。所定薬剤候補品が所定濃度で示した光学密度を時間と対比さ
せてプロットしてもよい。このプロットはもし細胞がアポトーシスを起こすならば明確な
曲線の上昇を示す。比較として、もし薬剤候補品が当該細胞に対して効果を示さない（例
えばそれらが耐性を示す）場合の曲線は薬剤も薬剤候補品も入れなかった対照サンプルに
関して得た曲線と同じである。また、アポトーシス以外の理由で起こった細胞死も本検定
で測定することができ、これは薬剤候補品スクリーニングによる誤検出をなくすのに有用
である。例えば、細胞が壊死するとアポトーシスに関連した曲線とは容易に区別可能な明
確な下方に傾く曲線が生じる。その上、一般的な細胞死によってもまた下方に向かう曲線
が生じる。
【００４５】
アポトーシス（ＫＵ）の速度論的単位
　薬剤候補品の有効性はそれが改良ＭｉＣＫ検定でもたらす速度論的単位の値で決定可能
である。ＫＵはアポトーシスを量化するための計算値である。速度論的単位は下記の如く
決定可能である：
アポトーシス（ＫＵ）＝（Ｖｍａｘ　Drug Candidate Treated－Ｖｍａｘ　Control）×
６０×Ｘ／（ＯＤcontrol－ＯＤblank）
【００４６】
　ＫＵはアポトーシスを量化するための計算値である。各ウエルで得た光学密度（ＯＤ）
を時間と対比させてプロットする。アポトーシス曲線（Ｖｍａｘ）の最大傾斜度を薬剤で
処理したミクロ培養体の各プロット毎に計算する。次に、それを薬剤を入れなかった対照
ウエルのＶｍａｘと比較する（薬剤に接触させた細胞のＶｍａｘと同じ時間の時に計算）
。便利さの目的で、Ｖｍａｘに６０を掛けることでｍＯＤ／分による単位をｍＯＤ／時に
変換する。そのデータを係数（係数＝Ｘ／（ＯＤcontrol－ＯＤblank）に対して正規化す
るが、それを以下に考察する。
【００４７】
係数
　この上で述べたように、この係数は、アポトーシスを測定しそして前記アポトーシスを
速度論的単位で量化した時に各ウエル毎の細胞の量を正規化するための計算値である。こ
の係数の計算を下記の如く行う：
係数：Ｘ／（ＯＤcontrol－ＯＤblank）
Ｘ＝試験を受けさせた種類の細胞に最適な光学密度値（実験的に決定）
ＯＤcontrol=全ての対照ウエルの平均光学密度
ＯＤblank＝全てのブランクウエルの平均光学密度
【００４８】
　係数が１．０００であることは、ウエル中の細胞濃度が最適であることを意味する。係
数値が１．０００未満であることは、細胞濃度が最適濃度より高いことを意味する。もし
係数値が１．０００より高いならば、それはウエル中の細胞濃度が最適以下であることを
意味する。最適なＭｉＣＫ検定を行うのに許容される係数値は０．８から１．５の範囲で
ある。その値が０．８以下であるならば、その係数は計算ＫＵの値を誤って低くするであ
ろう。その値が１．５以上であると、アポトーシスのシグナルを検出するのにはウエル１
個当たりの細胞の数が充分でないであろう。前記式中の“Ｘ”は細胞の種類に応じて変わ
るであろう。固形腫瘍標本の場合のその値は０．０９である。大部分の白血病の場合の値
は０．１５である。ＣＬＬ（慢性リンパ性白血病）およびリンパ腫の場合の値は０．２１
である。
【００４９】
　この“Ｘ”値を腫瘍の種類に当てはめて実験的に決定する。このように、この係数を様
々な濃度の細胞を用いかつそれらを顕微鏡下でウエルが完全に適切に覆われていることを
期待しながら検査することで試行錯誤的に生じさせる。適切なウエルを読み取り器で読み
取りそしてＯＤが新しいＸ値になる。この式に関するさらなる情報をＫｒａｖｔｓｏｖ他
（Ｂｌｏｏｄ、９２：９６８－９８０）（これはこの上で引用することによって本明細書
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に組み入れた）に見ることができる。
【００５０】
　薬剤候補品がアポトーシスを引き起こすか否かを決定することができることに加えて、
本検定を用いて生じさせた速度論的単位値を比較することで、個々の薬剤候補品が同様ま
たは現在の薬剤より良好または同じような性能を示すかを決定することができる。また、
薬剤候補品を様々な濃度で比較することも可能であり、それによって適切な投薬量の一般
的な目安を得ることができる。時には、ある種の薬剤はある種のガンで濃度が低い時より
も濃度が高い時の方があまり良好な性能を示さない可能性がある。薬剤候補品が様々な濃
度で示す速度論的単位値を比較することで同様なプロファイルを示す薬剤候補品を識別す
ることができる。
【００５１】
　全体として、抗ガン剤候補品の評価に当該薬剤候補品がガン細胞のアポトーシスに対し
て示す効果を測定することのいずれかを含めてもよい。効果には、これらに限定するもの
でないが、アポトーシスの誘導、公知抗ガン剤と比較した時のアポトーシス誘導度合、様
々な薬剤候補品濃度におけるアポトーシス誘導度合およびアポトーシスを誘導することが
できないことが含まれ得る。この抗ガン剤評価検定を用いてまたガン細胞における薬剤に
関係しないか或はアポトーシスではないイベント、例えば検定中のガン細胞増殖または細
胞壊死などを検出することも可能である。
【００５２】
　いずれかの速度論的単位値が統計学的に有意な正であることは、薬剤候補品がガン細胞
のアポトーシスを誘導する傾向がいくらかあることを示している可能性がある。しかしな
がら、数多くの臨床目的で、アポトーシスを誘導し得る度合が非常に僅かのみの薬剤候補
品または薬剤濃度はあまり興味が持たれない。従って、本開示の特定の態様では、ガン細
胞にアポトーシスを臨床的に関連した度合で誘導し得る薬剤候補品を区別する目的で速度
論的単位値の閾値を設定してもよい。例えば、その閾値量は１．５、２または３の速度論
的単位であってもよい。個々の薬剤候補品または薬剤候補品の濃度で選択する実際の閾値
は数多くの要因に依存し得る。例えば、他の薬剤に反応しないか或は有意な否定的副作用
を有する薬剤にのみ反応する種類のガンにアポトーシスを誘導し得る薬剤候補品の場合に
は、低い方の閾値、例えば１．５または２などが受け入れられる可能性がある。また、濃
度が高い時に低い効力を示すか或は自身が有意な否定的副作用を有する可能性のある薬剤
候補品の場合にも低い方の閾値が受け入れられる可能性がある。既に適切な処置を受けて
いる種類のガンにアポトーシスを誘導し得る薬剤候補品の場合には高い方の閾値、例えば
３などが受け入れられる可能性がある。
【００５３】
　別の態様では、下記の閾値範囲を用いることができる：
　０－１ＫＵ：非感受性
　１－２ＫＵ：低感受性
　２－３ＫＵ：低／中感受性
　３－５：ＫＵ：中感受性
　＞５ＫＵ：感受性。
好適には、下記の閾値範囲を用いることができる：
　０－１ＫＵ：非感受性、
　１－２．６ＫＵ：低感受性、
　２．６－４．２ＫＵ：低／中感受性、
　４．２－５．８：ＫＵ：中感受性、
　＞５．８ＫＵ：感受性。
好適にはＫＵ値を＞７にし、より好適にはＫＵ値を＞８にし、更により好適にはＫＵ値を
＞９にし、最も好適にはＫＵ値を＞１０にする。
【００５４】
　これらの範囲はガン細胞の統計学的解析を基にして確立したものである。これらの範囲



(17) JP 2015-517662 A 2015.6.22

10

20

30

40

50

によって特定の種類の細胞に対して試験すべき化学療法薬の相対的比較のベースラインを
確立する。試験の結果は酌量すべき要因、例えば：
　・試験を受けさせるべきサンプルを得てから経過した時間、
　・試験に利用できる生存可能細胞の量、
　・標本の微生物混入、
　・試験を受けさせるべき細胞の品質または生存能力、
　・細胞の種類、および
　・最近の治療、例えば化学療法または放射線療法、
などの影響を受け得る。
【００５５】
　これらの要因は報告すべき速度論的反応の予測値にある程度の融通性があることを示唆
している。化学療法薬に対する臨床的感受性はこの上に示した範囲として予測した結果に
完全に限定されるものではない。医者は本検定における薬剤誘導アポトーシスのＫＵ測定
値を他の重要な要因、例えば患者の病歴、先行する治療の結果、全体的な患者の健康度合
、患者の併存疾患、患者の好みばかりでなく他の臨床的要因も用いて個々の患者の治療計
画を開発することができるであろう。
【００５６】
　従って、用いるＫＵ値の個々の範囲は事情、即ち、試験を受けさせるべき腫瘍細胞の個
々の種類に応じて、利用すべき個々の薬剤および解析下の個々の患者または患者集団など
に依存するであろう。従って、ＫＵ値は信頼できる柔軟性のある解析変数に相当し、この
開示する方法を実施する人は所定薬剤の効果を評価する適切な測定基準を作り出すことで
それを注文に合わせることができるであろう。
【００５７】
薬剤候補品
　特定の態様に従う抗ガン剤候補品は、ガン細胞にアポトーシスを誘導する能力に関して
評価を受けさせるべきいずれかの化学品１種または２種以上、化合物１種または２種以上
または組成物１種または２種以上であり得る。このような候補品には様々な化学的もしく
は生物学的実体、例えば化学療法薬、他の低分子、蛋白質もしくはペプチドが基になった
薬剤候補品が含まれ、それには化学療法用分子に結合させた抗体もしくは抗体フラグメン
ト、核酸が基になった治療薬、他の生物製剤、ナノ粒子が基になった候補品などが含まれ
得る。薬剤候補品は現存薬剤と同じ化学族に入るか或はそれらは新規な化学的もしくは生
物学的実体であってもよい。
【００５８】
　薬剤候補品を単一の化学的、生物学的または他の実体に限定するものでない。それらに
は様々な化学的もしくは生物学的実体の組み合わせ、例えば提案される組み合わせ治療薬
などが含まれ得る。その上、本明細書に示す数多くの例は単一の薬剤候補品を適用する検
定に関係しているが、検定をまた複数の薬剤候補品を組み合わせるように実施することも
可能である。また、本発明の態様では、様々な薬剤候補品の代謝産物を記述する如き方法
で用いることができることを理解することも重要である。
【００５９】
　２種以上の薬剤候補品、薬剤候補品の２種以上の濃度または薬剤もしくは薬剤候補品の
２種以上の組み合わせを単一のプレートを用いた単一の検定で評価することも可能である
。様々なな試験サンプルを異なるウエルに入れてもよい。個々の態様における試験を受け
させる薬剤候補品の濃度は例えば０．１から１０，０００μＭの範囲の如何なる濃度であ
ってもよいか、或は０．０１から１０，０００μＭの範囲の如何なる濃度であってもよい
か、或は０．００１から１００，０００μＭの範囲の如何なる濃度であってもよい。試験
すべき濃度は薬剤の種類によって変わる可能性があり、上述した例の濃度は限定として解
釈されるべきでない、と言うのは、当業者は試験を受けさせるべき個々の抗ガン剤に応じ
てこの教示した方法および検定を用いる時に適切な濃度を構築する方法を認識するであろ
うからである。
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【００６０】
プレートおよび分光光度計装置
　特定の態様では、プレートおよび分光光度計の選択を分光光度計でプレートを読み取る
ことができるように行ってもよい。例えば、旧式の分光光度計を用いる場合には大型のウ
エルが備わっているプレートを用いてもよい、と言うのは、そのような装置はウエルが小
さいプレートを読み取ることができないからである。より新しい分光光度計はウエルがよ
り小さいプレートを読み取ることができる可能性がある。１つの態様では、各ウエルの底
の直径の方が分光光度計の光線の直径よりも小さくないようにする。より具体的な態様で
は、各ウエルの底の直径が分光光度計の光線の直径の２倍以下になるようにする。このこ
とは各ウエルに入っている細胞の代表的な部分が測定波長、例えば６００ｎｍなどで示す
ＯＤの読みが正確になることを確保するのに役立つ。分光光度計を用いて６００ｎｍ以外
の波長で測定を行うことも可能である。例えば、波長は＋／－５または＋／－１０であっ
てもよい。しかしながら、ブレブ形成を区別することができるように他の波長を選択する
ことも可能である。
【００６１】
　分光光度計に装置を操作するか或は結果を記録するためのコンピューターもしくはプロ
グラムを１つ以上含めてもよい。１つの態様では、分光光度計を測定プロセスを制御し、
その結果を記録しかつ光学密度を各ウエル毎の時間の関数としてプロットしたグラフを表
示または送信する能力を有する１個以上のコンピューターと機能的に連結してもよい。
【００６２】
　組織培養液に適するように考案されたプレートを用いてもよいか、或は他のプレートを
滅菌または処理してそれらが組織培養液に適合するようにすることも可能である。分光光
度計に利用することができない領域、例えば隅などに細胞が凝集するようなプレートはそ
のような凝集が起こらないようにするプレートに比べてあまりうまく働かない可能性があ
る。別法として、そのようなプレートの場合にはより多くのガン細胞を加えることで検定
中に分光光度計に利用される単層が存在することを確保してもよい。また、底が狭いプレ
ート、例えば面積が半分のＣｏｒｎｉｎｇ　Ｃｏｓｔａｒ（登録商標）９６ウエルプレー
トなども不便にサンプル体積を小さくする必要なくウエルの底に単層が生じるのを促すの
に役立つ可能性がある。また、他のプレート、例えば他の９６ウエルプレートまたはより
小さなウエルプレート、例えば３８４ウエルプレートなども使用可能である。
【００６３】
改良ＭｉＣＫ検定プロトコル
　以前に米国特許第６，０７７，６８４号および米国特許第６，２５８，５５３号に記述
されたＭｉＣＫ検定プロトコルとここに開示するＭｉＣＫ検定プロトコルの間には違いが
数多く存在し、例えば下記が存在する：
　ａ．固形腫瘍サンプル標本の一晩インキュベーション、
　ｂ．低体積のウエル（固形腫瘍がもたらす細胞の数は血液サンプルのそれより少ないか
ら）、
　ｃ．細胞濃度を視覚的解釈で調整する、
　ｄ．細胞がウエルの底に粘着しそして一晩で分散／拡張する、
　ｅ．熱をむらなく拡散させるために特殊なインキュベーションチャンバを使用、
　ｆ．細胞をウエルに充填する時にプレートの縁を回避、
　ｇ．細胞、培地（ＲＰＭＩ＋１０％のウシ胎仔血清＋Ｐｅｎｓｔｒｅｐ）および薬剤を
プレートに塗布する時に自動ピペッターを使用、
　ｈ．テンプレートをロボットが認識し得るフォーマットで翻訳するように作り出された
専用コードを使用、
　ｉ．プレートに塗布する準備ができている高純度の細胞懸濁液を得た時点で細胞単離が
終了する、
　ｊ．細胞濃度を調整する時に細胞カウント数を用いる、
　ｋ．細胞の濃度を１ｍｌ当たり１＊１０6個に調整する、
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　ｌ．細胞分布を観察するために試験ウエルを完成させる、
　ｍ．細胞の形状が良好でない場合には各ウエルに細胞をもっと加える、
　ｎ．試験ウエルが充分（全ての領域を覆う均一に分布した細胞の単層）であると思われ
る場合には次の段階（プレート塗布）に進む、
　ｏ．試験ウエルが充分でない場合には細胞の濃度を調整し（細胞を希釈するか或は細胞
を濃縮し）そしてウエル内の細胞の分布が満足されるまで新しいウエルを再び試験する、
　ｐ．この時点（上述した段階の後）で、細胞が使い果たされるまでストック溶液を当該
プレート内の追加的ウエルに塗布する準備ができている、
　ｑ．選択した細胞濃度を用いて、プレート内の細胞懸濁液を細胞が少なくとも１サイト
スピンおよび可能ならばＩＣＣ（免疫細胞化学）を行うに充分な数で細胞が維持されるほ
ど多くのウエルの中に分布させる、
　ｒ．自動ピペッターを用いることでプレートの端ウエルを回避しながら細胞を分布させ
る、
　ｓ．端ウエルに培地を充填する、
　ｔ．構成ファイルを作成することで自動ピペッターを用いた時に遭遇する泡問題をなく
した（スポッティング（ｓｐｏｔｔｉｎｇ））。この特徴は、顕著に高いＫＵ値がもたら
されるように傾き値を人工的に高くする検定中に培地内に泡が発生しないようにすること
から重要である、
　ｕ．このプレート（上述した段階を受けさせておいた）はこの時点で一晩のインキュベ
ーション（約１５時間）を行う準備ができている、
　ｖ．そのインキュベーションによって細胞がウエルの底に付着するばかりでなく代謝的
に安定になる時間が得られる、
　ｗ．インキュベーションプレートをインキュベーターから取り出した後、そのプレート
を倒立顕微鏡で観察することで細胞の分布および生存度を評価する。代表的ウエルの顕微
鏡写真を撮る、
　ｘ．次に、そのプレートは薬剤（例えば可能な抗ガン剤）を自動ピペッターで添加する
準備ができている、
　ｙ．処置するガン専門医（例えば）およびＮＣＣＮ委員会が薬剤そして次に委員会に認
可されていない薬剤（承認適応症外）を選択する、
　ｚ．ｐＨを平衡状態にする目的でインキュベーションを３７℃および５％のＣＯ2下で
３０分間行う、
　ａａ．空気の交換および蒸発を防止する目的で油を全てのウエルに加える、
　ｂｂ．そのプレートを読み取り器の中に置いて検定を開始する、
　ｃｃ．その検定は５７６個の読み取り（４８時間、５分間隔）後に自動的に終了し、そ
の設定を必要に応じて調整してもよい、
　ｄｄ．もし全ての反応が４８時間前に完了したと思われる場合、その検定を手動で停止
させることも可能である、
　ｅｅ．係数は下記の如く定義可能である：Ｘ／（ＯＤ対照－ＯＤブランク）［ここで、
Ｘは所定細胞株の最適な値であり、ＯＤは光学密度である］。この係数を生じさせる時、
細胞の様々な濃度を用いかつ細胞をウエル内の被覆が完全に適切であることを観察しなが
ら顕微鏡下で検査することで試行錯誤的に係数を生じさせる。適切なウエルを読み取り器
で読み取ると、そのＯＤが新しいＸ値になった、
　ｆｆ．訓練を受けた観察者が精製のあらゆる段階で細胞の細胞学的特徴を評価してもよ
い、
　ｇｇ．訓練を受けた観察者が薬剤の等級付けを解析してもよい、
　ｈｈ．訓練を受けた観察者が最良の薬剤または組み合わせを解析してもよい、そして
　ｉｉ．訓練を受けた観察者が最も有効な薬剤候補品を解析してもよく（また薬剤の代謝
を解析することも含めてもよい）そして他の開発薬剤または作用剤を解析してもよい。
【００６４】
　この上に記述した最新技術に対する違いを従来技術には教示も示唆もなされておらず、
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この上に開示した技術を実施する如何なる人にも自明のことではない。
【００６５】
　オリジナルのＭｉＣＫ検定と本バージョンの間の別の差は、オリジナルのＭｉＣＫ検定
では細胞がプレートのウエルに付着しないようにしていたが本バージョンではプレートの
ウエルの壁に付着させることを用いた点である。源が血液でも骨髄でもないガンおよび肉
腫の場合には細胞をウエルの壁に付着させる必要がある。白血病およびリンパ腫（源が血
液または骨髄のガン）を試験する場合には細胞をウエルの壁に付着させる必要はない。こ
の差の理由は、白血病およびリンパ腫の細胞はインビトロで懸濁液の形態で増殖するから
である。それらの細胞を互いに永久的に密接に接触させる必要はない。反対に、固形腫瘍
標本が源の細胞では細胞と細胞を接触させかつ細胞をウエルの表面に付着させる必要があ
る。これによって細胞の生存、時には増殖が刺激される。
【００６６】
　ここに、本開示のＭｉＣＫ検定プロトコルと以前のＭｉＣＫ検定プロトコルの間の差の
いくつかを一般的に挙げてきたが、例示として本発明のプロトコルの態様の実施例を示す
。本実施例は単に典型的態様を説明する目的で含めるものであり、本発明の幅全体を包含
すると解釈されるべきではない。
【実施例】
【００６７】
ガン専門医の治療決定による薬剤誘導アポトーシス検定の結果と患者の反応および生存率
の相関関係
実験プロトコルおよび結果の概要
　ガン専門医が計画した治療に対する薬剤誘導アポトーシス検定結果の効果を決定する目
的で前向き観察非盲検臨床試験を実施した。患者の生体組織から精製したガン細胞をミク
ロ培養速度論的（ＭｉＣＫ）検定に入れ、短時間培養することで、単一の薬剤または薬剤
の組み合わせが腫瘍細胞のアポトーシスに対して示す効果を測定した。治療計画を最終的
に決定するに先立って、その検定の結果をガン専門医に渡した。
【００６８】
　本発明の１つの態様に従うＭｉＣＫ検定の使用を評価して患者の経過および結果と相互
に関係付けた。結果：乳ガン（１６）、非小細胞肺ガン（６）、非ホジキンリンパ腫（４
）などでＭｉＣＫ検定を達成した４４人の患者を評価した。４人の患者にＭｉＣＫ後にア
ジュバント化学療法を受けさせそして４０人に２の治療の中線を用いて苦痛緩和化学療法
を受けさせた。ガン専門医は本開示のＭｉＣＫ検定を用いて２８人（６４％）の患者に化
学療法を行い（使用者）そして１６人（３６％）の患者に化学療法を行わない（非使用者
）ことを決定した。苦痛緩和化学療法を受けさせた使用者の場合の完全反応と部分反応の
率は４４％であるのに対して非使用者の場合には６．７％であった（ｐ＜０．０２）。全
体的生存率の中央値は使用者の場合には１０．１ケ月であるのに対して非使用者の場合に
は４．１ケ月であった（ｐ＝０．０２）。無再発期間は使用者の場合には８．６ケ月であ
るのに対比して非使用者の場合には４．０ケ月であった（ｐ＜０．０１）。結論：ガン専
門医は本発明に従うＭｉＣＫ検定を頻繁に用いる。ガン専門医が本発明のＭｉＣＫ検定の
結果を基にして化学療法を用いた時の方がその検定の結果を用いなかった時に比べて経過
および結果が統計学的に優れていると思われる。本発明に従うＭｉＣＫ検定およびそれの
結果をガン専門医が入手することができるようになれば、それは患者の治療計画の決定に
役立つ。
【００６９】
具体的実験プロトコルおよび詳細な結果
　医者が化学療法を計画して開始する前に本開示の態様のＭｉＣＫ検定の結果を知ってい
る場合にその結果を用いる頻度を測定する目的で、観察に基づいた非無作為化多施設前向
き試験を実施した。
【００７０】
　原発性または再発性のあらゆる病期のガンにかかっている患者が実験の対象であった。
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患者から１．０ｃｍ3の生存可能腫瘍組織または１０００ｍｌの悪性滲出液または５ｍｌ
の白血病性骨髄穿刺液に匹敵する無菌腫瘍標本を採取した。次に、その腫瘍標本に下記の
実験プロトコルを受けさせた。
【実施例１】
【００７１】
一般的細胞単離プロトコル
　採取してから２４－４８時間以内に標本の細刻み、０．２５％のトリプシンおよび０．
０８％のデオキシリボヌクレアーゼを用いた消化を３７℃で１－２時間実施した後、１０
０ミクロメートルの細胞濾過器を用いた濾過を実施した。必要ならば、生育不能細胞を密
度勾配遠心分離法で除去した。次に、その細胞懸濁液を組織培養フラスコに入れて３７℃
で３０分間インキュベートすることでマクロファージを付着によって除去した。上皮腫瘍
の場合、Ｔリンパ球用のＣＤ２抗体接合電磁ビーズおよびＢリンパ球用のＣＤ１９抗体接
合電磁ビーズと一緒にして３０分間インキュベートすることでリンパ球を除去した。必要
ならば、ＣＤ１４抗体接合電磁ビーズを用いて、残存するマクロファージを除去した。最
終的細胞懸濁液をウエル１個当たり１２０ミクロリットルの一定分量で面積が半分の９６
ウエルプレートに塗布した。そのプレートを二酸化炭素が５％の湿った雰囲気を用いて３
７℃で一晩インキュベートした。ウエルの底が充分に覆われるように細胞体積に応じてウ
エル１個当たり５ｘ１０4から１．５ｘ１０5個の細胞を植え付けた。
【００７２】
　急性転化細胞株におけるヒトＪＵＲＬ－ＭＫ２慢性白血病（ＤＳＭＺ、ドイツ）を患者
の腫瘍細胞を用いて実施するＭｉＣＫ検定の陽性対照として用いた。フェノールレッドが
入っていないＲＰＭＩ－１６４０培地をあらゆる培養液で用いた。それにウシ胎仔血清を
１０％、ペニシリンを１００単位／ｍＬおよびストレプトマイシンを１００ミクログラム
／ｍＬ補充した。細胞数および生存率をトリパンブルー色素排除試験法で評価した。
【００７３】
　混入細胞および壊死細胞を精製で除去した後の各腫瘍細胞調製液に分析を受けさせるこ
とで悪性腫瘍の存在を細胞学的に実証した。細胞を充分な数で利用できる場合には、また
、免疫細胞化学的染色も実施することで腫瘍表現型のより良好な特徴付けも実施した。あ
らゆる標本が経験豊かな病理学者による目測によって純度が少なくとも９０％の腫瘍細胞
含有量を達成しかつトリパンブルー排除試験法によって９０％の生存率を達成した。
【００７４】
　以下に記述する標本特異的単離プロトコルを用いて、上述した一般的単離プロトコルを
改良することも可能である。
【実施例２】
【００７５】
固形腫瘍細胞特異的単離プロトコル
　採取してから２４－４８時間以内に標本に下記の如き処理を受けさせることで固形腫瘍
から細胞を精製単離した：
・　輸送管から標本を取り出す、
・　１３ｍｌのＰＢＳ＋高濃度の抗生物質（２００単位／ｍｌのペニシリン＋２００μｇ
／ｍｌのストレプトマイシン）を入れておいたペトリ皿に入れて標本の測定および画像を
撮る。前記ＰＢＳ＋抗生物質溶液は実験室内で専用プロトコルを用いて一緒に混合してお
いた溶液から作成したものである。
・　ペトリ皿（３個の異なるペトリ皿）の中を１３ｍｌのＰＢＳ＋高濃度の抗生物質（２
００単位／ｍｌのペニシリン＋２００μｇ／ｍｌのストレプトマイシンで３回洗う。
・　混入が疑われる場合には、管内でＰＢＳ＋高濃度の抗生物質を用いたインキュベーシ
ョンを２０分間行う。
・　標本を別のペトリ皿に１から３ｍｌ（標本のサイズに応じて）のＲＰＭＩ　５０％ウ
シ胎仔血清（ＦＢＳ）と一緒に移して細刻みを行う。
１）次に、標本を細刻みしそして０．２５％のトリプシン（酵素は用いるべき組織に応じ
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て変わり得る）および０．０８％のデオキシリボヌクレアーゼを用いて３７℃で１－２時
間消化させる。
・　酵素は研究者が様々な組織を用いた経験によって開発したプロトコルに従って腫瘍の
種類に伴って変わるであろう。
・　標本に非腫瘍組織が混入していることが識別された場合には、その部分を外科用メス
で除去する。
・　サイズが１０または２１の外科用メスを用いて細刻みを１ｍｍの片になるように行う
。
・　これらの片を鉗子で集め、１５ｍｌの管＋１０－１２ｍｌの酵素（酵素は腫瘍の種類
に依存する、表１を参照）に入れ、３７℃のインキュベーターに入れて“回転子”上で４
５－６０分間インキュベートする。
・　細刻みで用いたペトリ皿をＲＰＭＩ（４－５ｍｌ）で２－３回洗浄する。
・　その洗浄液を１５ｍｌの管に入れて、２－３分間沈降させる。
・　その上澄み液を取り出して新しい１５ｍｌの管に入れ、細胞の生存率を血球計および
トリパンブルー色素で検査する（これによって行うべき処理の困難さおよび／または容易
さの初期の指標が得られる）。
・　その沈澱物を１５ｍｌの管の中に酵素と一緒に入れて回転子上３７℃で４５－６０分
間インキュベートする。
・　インキュベーション後、上澄み液を集めそして残りの片を３７℃の新鮮な酵素の中に
戻して更に４５－６０分間入れたままにする。
２）次に、その標本の濾過を１００ミクロメートルの細胞濾過器を用いて実施した。
・　腫瘍の種類および残存する“非ガン細胞組織”の量に応じて、また、４０および７０
μＭの濾過器またはフィルコンを用いることも可能である。
・　その上澄み液の粘性が高いか或はそれに破片が数多くの含まれていると、それによっ
て細胞濾過器が詰まるであろう。その場合には、５０ｍｌの管の上に無菌のガーゼを置く
ことを利用して“予備濾過”を行うことを決断することも可能である。次に、この上に示
した細胞濾過器を用いた濾過過程を進行させる。
・　その濾過した細胞懸濁液を１５００ＲＰＭで５分間遠心分離する。
・　その上澄み液を廃棄する。沈澱物に５ｍｌの赤血球細胞溶解溶液（ＮＨ4Ｃｌが入っ
ている標準的溶解溶液：Ｎｈ4Ｃｌ　０．１５Ｍ＋ＫＨＣＯ3　１０ｍＭ＋ＥＤＴＡ－４Ｎ
ａ　０．１ｍＭ、ｐＨ７．２）を加え、２－３分間インキュベートした後、５ｍｌのＲＰ
ＭＩ　１０％　ＦＢＳを加える。
・　１５００ＲＰＭの遠心分離を５分間行う。その沈澱物をＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳ（
沈澱物のサイズに応じて１－１０ｍｌ）に入れて再懸濁させる。
・　２番目の画分を集めて酵素に入れそしてこの上に示した段階を繰り返す。
・　あらゆる画分の生存率を検査しそしてプールする。Ｗｒｉｇｈｔ　Ｇｉｅｍｓａを用
いたサイトスピン染色を行うことでその集団の細胞含有量を確かめる。注：これを精製過
程中に数多く行う。
３）必要ならば、生育不能細胞を密度勾配遠心分離法で除去する。
・　密度勾配遠心分離法（オプティプレップ）：１番目の層＝２ｍｌの細胞＋４．４５ｍ
ｌのオプティプレップ（ＲＰＭＩ中４０％）、２番目の層＝オプティプレップ（ＲＰＭＩ
中２２．５％）、３番目の層＝０．５ｍｌのＲＰＭＩ。２０００ＲＰＭで２０分間遠心分
離。
・　生存可能細胞層を集め、１０ｍｌのＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳを加え、遠心分離を１
５００ＲＰＭで５分間行う。
・　その沈澱物をＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳ（体積は沈澱物のサイズおよび必要な次の段
階に依存する）に入れて再懸濁させる。
・　ムチンが標本に存在する場合：前記沈澱物を１０ｍｌのＰＢＳ＋２０ｍＭ　ＤＴＴに
入れて再び懸濁させそしてインキュベーションを４℃で３０分間行うことで前記ムチンを
崩壊させる。ＲＰＭＩを用いて１５００ｒｐｍで５分間洗浄する。その沈澱物をＲＰＭＩ



(23) JP 2015-517662 A 2015.6.22

10

20

30

40

50

　１０％　ＦＢＳに入れて再び懸濁させる。
・　その標本が高度に壊死を示して破片が存在する場合：ＨＢＳＳ中２０％のパーコール
、遠心分離を８００Ｘｇで１０分間。
４）次に、細胞懸濁液を組織培養フラスコに入れて３７℃で２０分間インキュベートする
ことでマクロファージを付着によって除去する。
・　用いるフラスコのサイズおよび量および体積は細胞の量に依存する。例えば：
　＊　１－５×１０6個の細胞：２５ｃｍ2のフラスコ、各々３－４ｍｌ
　＊　１×１０7個の細胞：７５ｃｍ2のフラスコ、各々８ｍｌ
　＊　１×１０8個の細胞：１７５ｃｍ2のフラスコ、各々２０ｍｌ
・　インキュベーション後に細胞懸濁液を集め、フラスコをＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳで
３回洗浄し、あらゆる洗浄画分をプールし、遠心分離を１５００ＲＰＭで５分間行う。
５）上皮腫瘍の場合、Ｔリンパ球用のＣＤ２抗体接合電磁ビーズおよびＢリンパ球用のＣ
Ｄ１９抗体接合電磁ビーズを用いて３０分間インキュベートすることでリンパ球を除去し
た。
・　使用すべきビーズ：Ｔリンパ球＝ＣＤ２、Ｂリンパ球＝ＣＤ１９、好中球＝ＣＤ１５
、単球／マクロファージ＝ＣＤ１４、あらゆる白血球＝ＣＤ４５（塊が存在しない場合に
はＣＤ４５を使用）。
・　マクロファージの除去を通常はビーズを用いないで付着によって行う。その理由は、
もし腫瘍細胞の塊が存在するとそれにはまたマクロファージも含まれている可能性がある
からである。マクロファージを除去する目的でビーズを用いると、それによってまた腫瘍
細胞も同時に除去される可能性がある。
・　その沈澱物を小体積のＰＢＳ　２％　ＦＢＳ（０．２から２ｍｌ）に入れて再懸濁さ
せる。
・　そのビーズ懸濁液をＰＢＳ　２％　ＦＢＳで３回洗浄する。
・　そのビーズを細胞懸濁液に加えて室温のインキュベーションを回転子上で３０分間行
う。
・　その管を磁石の上に置き、１分間待つ。
・　細胞懸濁液を集め、１５ｍｌの管に５ｍｌのＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳと一緒に入れ
る。
・　その細胞懸濁液が入っている管を再び磁石の上に置くことで残存するビーズを除去し
、細胞懸濁液を集めた後、新しい１５ｍｌの管に入れる。
・　遠心分離を１５００ＲＰＭで５分間行う。
・　ＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳに入れて再懸濁させるが、その体積は沈澱物のサイズに依
存する。細胞数を数え、生存率を測定し、サイトスピンを行うことで細胞含有量を決定す
る。
６）必要ならば、ＣＤ１４抗体接合電磁ビーズを用いて、残存するマクロファージを除去
した。
・　この段階を他のビーズをこの上の段階５で概略を示したように処理すると同時に実施
することになるであろう。
・　細胞生存率を確かめる。生存率が８０－８５％未満の場合には追加的段階が必要にな
り得る。その場合には、段階３に記述した如き密度勾配遠心分離法（オプティプレップ）
を繰り返す。これによって死滅した細胞を除去する。
７）最終的細胞懸濁液を面積が半分の９６ウエルプレートまたは３８４ウエルプレートに
ウエル１個当たり６２．５ミクロリットルの一定分量で塗布するか或は３８４ウエルプレ
ートにはウエル１個当たり２０ミクロリットルの一定分量で塗布する（表２に示すように
）。
・　細胞濃度を１ｍｌ当たり１×１０6個の細胞になるように調整する。
・　試験ウエルを作る。Ｃｏｒｎｉｎｇ　３８４の場合＝１５μｌのＲＰＭＩ　１０％　
ＦＢＳ＋４５μｌの細胞懸濁液→遠心分離を５００ｒｐｍで１分間。Ｇｒｅｉｎｅｒの場
合＝２．５μｌまたはＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳ＋１５μｌの細胞懸濁液→遠心分離を５



(24) JP 2015-517662 A 2015.6.22

10

20

30

40

50

００ｒｐｍで３０秒間。
・　ウエルを倒立顕微鏡で検査。細胞は互いに接触しているべきであり、重なっているべ
きではない。必要に応じて細胞濃度を濃縮（遠心分離を行って培地を除去）または希釈（
培地を添加）で調整する。
・　最適な細胞濃度になるまで繰り返す。
・　その細胞をウエルプレートに入れる。
８）そのプレートを二酸化炭素が５％の湿った雰囲気を用いて３７℃で一晩インキュベー
トした。細胞の体積に応じてウエル１個当たり５ｘ１０4から１．５ｘ１０5個の細胞を植
え付けることでウエルの底が充分に覆われるようにした。
・　そのプレートを湿度室の中でインキュベートしたが、その中の熱分布および湿度を“
周縁効果”（ウエル内の細胞分布度が悪い）が低くなるように最適にする。
９）急性転化細胞株におけるヒトＪＵＲＬ－ＭＫ２慢性白血病（ＤＳＭＺ、ドイツ）を患
者の腫瘍細胞を用いて実施するＭｉＣＫ検定の陽性対照として用いた。
・　面積が半分の９６ウエルプレートを用いる場合、ウエル１個当たりの総体積を１２０
μｌにする。
１０）フェノールレッドが入っていないＲＰＭＩ－１６４０培地をあらゆる培養液で用い
た。
１１）それにウシ胎仔血清を１０％、ペニシリンを１００単位／ｍｌおよびストレプトマ
イシンを１００ミクログラム／ｍｌ補充した。
１２）細胞数および生存率をトリパンブルー色素排除試験法で評価した。
注：細胞数および生存率の検査を細胞をプレートのウエルに加える前の精製手順中に数回
実施する。
１３）混入細胞および壊死細胞を精製で除去した後の各腫瘍細胞調製液をディフクイック
またはパプ（Ｐａｐ）染色で分析した。これは興味の持たれる細胞集団を識別しかつ残存
する混入細胞の数を少なくすることを可能にするずっと改良された方法である。
１４）細胞を充分な数で利用できる場合にはまた免疫細胞化学的染色も実施することで腫
瘍表現型の特徴付けをより良好にした。
１５）あらゆる標本が経験豊かな病理学者による目測によって純度が少なくとも９０％の
腫瘍細胞含有量を達成しかつトリパンブルー排除試験法によって９０％の生存率を達成し
た。
【実施例３】
【００７６】
血液／骨髄細胞特異的単離プロトコル
　採取してから２４－４８時間以内の標本に下記の如き処理を受けさせた：
・　血液を５０ｍｌの管にプールし、
・　染色用として一定分量を取り出し、
・　２．８６％の酢酸に入れて血球計で細胞数を数え、
・　フローサイトメトリー用として一定分量を取り出し、
・　その血液を等体積のＲＰＭＩで希釈し、
・　リンホプレップ遠心分離（２０００ＲＰＭで３０分間）を行い、→４ｍｌのリンホプ
レップが８ｍｌ以下の血液／ＲＰＭＩ混合物で覆われており、
・　単核細胞層を集め、１０ｍｌのＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳを加えそして遠心分離を１
５００ＲＰＭで５分間行い、
・　その沈澱物を５ｍｌのＲＢＣ溶解溶液に入れて再懸濁させ、インキュベーションを２
－３分間実施しそして５ｍｌのＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳを加え、遠心分離を１５００で
５分間行い、
・　その沈澱物をＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳに入れて再懸濁させ、細胞計数＋サイトスピ
ンを行い、
・　フローサイトメトリーの結果に応じて、望ましくない細胞を電磁ビーズ（単球＝ＣＤ
１４、Ｔリンパ球＝ＣＤ２、Ｂリンパ球＝ＣＤ１９、好中球＝ＣＤ１５）で除去し、
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・　その沈澱物を小体積のＰＢＳ　２％　ＦＢＳ（０．２から２ｍｌ）に入れて再懸濁さ
せ、
・　前記ビーズの懸濁液をＰＢＳ　２％　ＦＢＳで３回洗浄し、
・　前記ビーズを前記細胞の懸濁液に加えて回転子上でインキュベーションを室温で３０
分間実施し、
・　前記管を磁石の上に置いて１分間待ち、
・　細胞懸濁液を集め、１５ｍｌの管に５ｍｌのＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳと一緒に入れ
、
・　前記細胞懸濁液を入れた管を再び磁石の上に置いて残存するビーズを除去し、細胞懸
濁液を集めそして新しい１５ｍｌの管に入れ、
・　遠心分離を１５００ＲＰＭで５分間行い、
・　ＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳに入れて再懸濁させるが、その体積は沈澱物のサイズに依
存する。細胞計数を行いそして生存率を測定し、サイトスピンを行って細胞含有量を測定
し、
・　フローサイトメトリー用として一定分量を取り出す。その結果によって興味の持たれ
る細胞集団の純度が高いことが立証されたならば、細胞濃度を１ｍｌ当たり約２ｘ１０6

個の細胞になるように調整しそして係数の試験をミクロプレート読み取り器を用いて行う
。その係数の目標値を０．８および１．０の範囲にすべきである。
・　細胞濃度の調整を前記懸濁液の濃縮または希釈で実施する。再び係数の試験を満足さ
れる値が得られるまで行う。
・　その細胞をプレートに入れて直ちにＭｉＣＫ検定手順を始める。
【実施例４】
【００７７】
滲出液特異的単離プロトコル
　採取してから２４－４８時間以内の標本に下記の如き処理を受けさせた：
・　標本を５０ｍｌの管に移しそしてまた１０ｍｌの一定分量も１５ｍｌの管に入れ（そ
の一定分量を２０００ＲＰＭの遠心分離に５分間かけ、細胞計数を行いそしてサイトスピ
ンを調製することで標本の細胞含有量および数のアイデアを得る）、
・　前記管を２０００ＲＰＭの遠心分離に１５分間かけ、
・　上澄み液を除去するが、管の中に～５ｍｌ残す。前記管を全部一緒にして、必要に応
じてほぼ５０ｍｌの管の中でＰＢＳで１：１に希釈する。遠心分離を２０００ＲＰＭで１
０分間行う。
・　ＲＢＣ溶解を２－３分間行う。その体積は沈澱物のサイズに依存する。ＲＰＭＩ　１
０％　ＦＢＳを等体積加える。
・　遠心分離を１５００ＲＰＭで５分間行い、
・　その沈澱物をＲＰＭＩ　１０％　ＦＢＳに入れて再懸濁させるが、その体積は沈澱物
のサイズに依存し、
・　細胞計数を行いそしてそして生存率を測定し、
・　生存率はプロセス全体に重要である。生存率が～７０％未満であるかを測定すべきで
ある。その場合にはオプティプレップ遠心分離を行う。
・　生存率が許容される基準に合致しかつ混入している主要な細胞がマクロファージであ
るならば、そのような細胞を付着によって除去し、
・　主要な細胞種が高度に混入しておりかつ総細胞数が高い（５×１０7個以上の細胞数
）場合には、１番目の精製段階をＣＤ４５ビーズ（細胞１個当たり１個のビーズ）を用い
て行う。次に、必要ならばそのビーズを用いた精製を２回および３回繰り返して行う。
・　細胞計数を行いそして生存率を測定し、
・　必要ならばオプティプレップを病理学者が推奨するように繰り返し、
・　係数調整－固形腫瘍標本に関する係数を病理学者の推奨を基にして調整し、
・　最適な細胞濃度が達成されたならば、その細胞をプレートに入れてインキュベーター
のインキュベーション用チャンバ（３７℃）内で一晩インキュベートする。
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【実施例５】
【００７８】
抗ガン剤候補品が介在するアポトーシスを評価するための改良ＭｉＣＫ検定
　ＭｉＣＫ検定手順を米国特許第６，０７７，６８４号および米国特許第６，２５８，５
５３号（両方の特許とも引用することによって全体が本明細書に組み入れられる）に記述
されている方法から脚色した。また、Ｋｒａｖｔｓｏｖ　Ｖ．他、Ｕｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ
Ｍｉｃｒｏｃｕｌｔｕｒｅ　Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ａｓｓａｙ　ｏｆ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　
ｔｏ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ　ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｌｅｕｋｅ
ｍｉａｓ．Ｂｌｏｏｄ　１９９８、９２：９６８－９８０に記述されているＭｉＣＫ検定
も引用することによってあらゆる目的で全体が本明細書に組み入れられる。用いる具体的
ＭｉＣＫ検定プロトコルは実施例１－４に記述したプロトコルである。
【００７９】
　インキュベーションを一晩実施した後、自動ピペッターを用いて化学療法薬を９６ウエ
ルプレートのウエルに５ミクロリットルの一定分量または３８４－ウエルプレートのウエ
ルに２．５ミクロリットルの一定分量で加えた。試験を受けさせる薬剤または薬剤組み合
わせの数および濃度の数は、腫瘍標本から単離した生存可能悪性細胞の数に依存する。モ
ル規定で測定する薬剤濃度を、細胞を充分に利用できる場合には、所望血液濃度±１連続
希釈として製造業者が示すそれらにした。
【００８０】
　薬剤を添加した後のプレートを二酸化炭素が５％の湿った雰囲気のインキュベーターに
入れて３７℃で３０分間インキュベートした。次に、各ウエルを無菌の鉱油で覆った後の
プレートをミクロプレート分光光度読み取り器のインキュベーターチャンバの中に入れた
。６００ナノメートルの所の光学密度を４８時間に渡って５分毎に読み取って記録した。
光学密度の増大（これはアポトーシスと相互に関連する）をアポトーシスの速度論的単位
（ＫＵ）に変換したが、この変換を専用のソフトウエアＰｒｏＡｐｏを用いることに加え
てこの上で引用することによって組み入れたＫｒａｖｔｓｏｖ文献（即ちＫｒａｖｔｓｏ
ｖ　Ｖ．他、Ｕｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅＭｉｃｒｏｃｕｌｔｕｒｅ　Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ａｓｓ
ａｙ　ｏｆ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｔｏ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ　ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔ
ｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｌｅｕｋｅｍｉａｓ．Ｂｌｏｏｄ　１９９８、９２：９６８－９
８０）に記述されている式を用いて行いそしてそれを患者の経過および結果と相互に関連
付けた。有効アポトーシスは＞１．０ＫＵとして示した。＜１ＫＵをもたらした薬剤は無
効［即ち以前に実験室で行ったＫＵと薬剤誘導細胞毒性の他のマーカー（培養液中の増殖
、チミジン吸収）の相関関係を基にして腫瘍が当該薬剤に耐性を示した］として記述した
。
【００８１】
本開示のＭｉＣＫ検定で得たデータを用いた患者の治療
　上述した試験および関連したＭｉＣＫプロトコルは有望な多施設非盲検試験であった。
いずれかの治療を始める前に得たＭｉＣＫ検定結果を常に医者に伝えた。医者は臨床的に
望ましいと思われる場合に医者自身が選択した薬剤を用いて患者を治療しそしてＭｉＣＫ
検定で得られたデータのいずれかを用いるか或は用いないのは自由選択であった。腫瘍反
応の測定をＲＥＣＩＳＴまたは他の臨床的判断基準で実施した。検定後の再発までの時間
および検査後の生存率に関して患者を評価した。
【００８２】
　ＭｉＣＫ検定結果の使用方法については規則を設けることも指示を行うことも行わなか
った。この試験ではガン専門医が検定の結果を用いたか否か、また他のデータ（例えば、
エストロゲン受容体解析またはＨｅｒ２試験結果または他の薬剤添加）を用いたか否か或
は検定の結果を用いなかったか否かを評価した。検定を用いることに関して指示を行うこ
とも規則を設けることも行わなっかたことから、これはガン専門医が治療を計画する時に
自由な判断を決定する“現実の世界”においてこの検定がどのように用いられるであろう
かに関するより有効な試験であると感じられた。
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【００８３】
統計学的評価
　この試験の目標の１つは、医者が患者の治療を決定する時に役立たせる目的でＭｉＣＫ
検定の結果を用いる頻度を識別してＭｉＣＫ検定の使用を寛解率、無再発期間および全体
的生存率と相互に関係付けることであった。医者に、本検定のデータが返送される前に意
図した治療はどんな治療であったか、本検定の報告を受けた後にどんな治療を用いたかそ
して患者に施す最終的治療を考案する時に本検定を用いたか否かに関する質問書への記述
を完了してもらった。データをＳＡＳソフトウエアにインポートして解析を実施した。同
じ薬剤を複数回投与したサンプルの場合、ＫＵ値が最も高い濃度をその薬剤に割り当てた
。生存率の解析および無再発期間の解析ではノンパラメトリックカプラン・マイヤー積極
限方法を用いた。この解析ではログランク検定を用いて生存率曲線を比較しそしてウイル
コクソン検定を用いて中央値を比較した。寛解率の比較では分割表およびフィッシャーの
直接確率検定を用いた。
【００８４】
治験審査委員会認可
　調査委員はＩＲＢによる認可をＷｅｓｔｅｒｎ　ＩＲＢ（シアトル、ワシントン州）か
ら得た後にこの試験を実施そしてその委員会によって監視されていた。各患者にＭｉＣＫ
解析の目的で腫瘍標本を提供してもらう前に書面で任意のインフォームドコンセントを提
出してもらった。臨床試験をｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｓ．ｇｏｖ　ＮＣＴ００９０１
２６４で登録した。
【００８５】
結果
　患者の特徴を表３に記述する。平均年齢は６５歳以上でありそして２９人の患者は女性
であった。乳ガン（１６）、非小細胞肺ガン（６）、非ホジキンリンパ腫（４）などを包
含する様々な腫瘍を試験した。医者は苦痛緩和化学療法を受けさせるに適すると思われる
患者を極めて頻繁に参加させた。アジュバント化学療法に適すると思われる患者の参加数
は４人のみであった。ＭｉＣＫ検定後の苦痛緩和で用いるように計画された治療の選択中
央値は、一次治療から８次治療の範囲の中の二次治療であった。患者経過観察時間の中央
値は４．５カ月であった（医者がＭｉＣＫ検定を用いなかった患者では４．０カ月である
のに対比して、医者が治療計画の目的でＭｉＣＫ検定を用いた患者の場合には５．６カ月
であった）。
【００８６】
　医者は頻繁にＭｉＣＫ検定の結果を用いた（表４）。少なくともある程度ＭｉＣＫ検定
が基になった化学療法を受けた患者は６４％であった。１８人（４１％）がＭｉＣＫ検定
のみを用いた。１０人の患者（２３％）では、医者がＭｉＣＫ結果を用いたが、また、こ
の検定で試験を受けさせなかった他の薬剤を用いた情報と組み合わせるか、或は個々の患
者の特徴、例えば器官の機能を基にしかつ腫瘍の生物学的特徴を基にしてこの検定の結果
に変更を加えた。ガン専門医は最終的治療計画を立てる時にこれらの様々な腫瘍の生物学
的特徴を考慮した。例えば、乳ガンの場合、ホルモン受容体陽性の患者には化学療法に加
えてホルモン剤も与え、そしてＨｅｒ２陽性患者には化学療法に加えてトラスツズマブも
与えた。ｅｇｆｒ変異陽性である非小細胞肺ガン患者には薬剤誘導アポトーシス検定の実
施を考慮する前にエルロチニブを与えた。ＣＤ２０陽性の非ホジキンリンパ腫の患者には
化学療法に加えてリツキシマブを与えた。２２人の患者（５０％）では、ＭｉＣＫ検定結
果を用いることを基に結果として化学療法を変えた。
【００８７】
　この検定を得る目的で患者に署名による同意を得たが、医者が患者の治療を決定する時
にこの検定を用いなかった例は１６症例であった。１つの例では、患者を臨床試験に参加
させた。この検定の結果およびこの検定を基にして提案された治療の報告を受けた後の７
人の患者は別の治療を受ける方を好んだ（通常はＭｉＣＫ検定で最良であると識別された
治療の毒性が理由で）。他の８人の患者の場合、医者は文献または医者個人の経験を基に
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した別の治療を用いることを好んだ。
【００８８】
　乳ガンの場合、治療を受けた患者の最大の小集団、即ち患者の９／１６［５６％］はＭ
ｉＣＫ検定が基になった治療を受けた。３／９では、試験を行わなかった他の薬剤と一緒
にＭｉＣＫ検定を用い、３／９ではＭｉＣＫの結果を目標の生物学的療法と組み合わせ、
２／９では、ＭｉＣＫの結果をホルモン療法と組み合わせ、そしてＭｉＣＫ検定で有効で
あった薬剤を用いたのは１／９のみであった。
【００８９】
ジェネリック品を特許品と対比させた化学療法の選択に対する効果
　１６人の患者（３６％）で、ガン専門医はＭｉＣＫ検定を認識する前の特許品を用いた
化学療法の意図した使用から検定結果を再吟味した後にジェネリック薬剤の実際の使用に
変更した。３人（７％）の患者で、医者はジェネリック薬剤の意図した使用から特許薬剤
の実際の使用に変更した。９人の患者（２０％）では、医者はＭｉＣＫ検定の結果を知る
前の組み合わせ療法の意図した使用と対比してＭｉＣＫ検定後には単一の薬剤療法を用い
た。４人の患者（９％）で、ガン専門医はＭｉＣＫ検定の結果を知る前の単一薬剤の意図
した使用と対比してＭｉＣＫ検定結果後に組み合わせ療法を用いた。
【００９０】
　医者がＭｉＣＫ検定を用いる場合、彼らは１６人の患者で最も高いＫＵ値をもたらした
化学療法を用いた。医者は２３人の患者でアポトーシス度合がより高かった（２ＫＵ以上
の）治療を用いた。
【００９１】
患者の経過および結果に対する効果
　苦痛緩和化学療法を受けている患者の場合、完全＋部分寛解率をＭｉＣＫ検定の使用ま
たは非使用と比較した（表５）。医者がＭｉＣＫ検定の結果を用いた場合の完全＋部分寛
解率は４４％であった。医者がＭｉＣＫ検定を用いなかった場合のそれを完全＋部分寛解
率（ＣＲ　ｐｌｕｓ　ＰＲ　ｒａｔｅ）が６．７％のみであることと対比させた（ｐ＜０
．０２）。
【００９２】
　全体的生存率をＭｉＣＫ検定結果の使用または非使用と対比させた（図２）。医者が患
者の療法を決定する時にＭｉＣＫ検定を用いた場合の全体的生存率中央値は１０．１カ月
であるのに対比して医者がＭｉＣＫ検定結果を用いなかった場合のそれは４．１カ月のみ
であった（ｐ＝０．０２）。
【００９３】
　医者が療法を決定する時にＭｉＣＫ検定を用いた患者の無再発期間を医者がＭｉＣＫ検
定結果を用いなかった患者のそれと比較した（図３）。無再発期間中央値は医者がＭｉＣ
Ｋ検定を用いた患者の場合の８．６カ月であったのに対比して医者がＭｉＣＫ検定を用い
なかった患者の場合のそれは４．０カ月であった（ｐ＜０．０１）。
【００９４】
　ガン専門医がＭｉＣＫ検定を用いた時に観察された有利さがＭｉＣＫ検定を基にして選
択した化学療法に他の薬剤を追加したことが理由である可能性を排除する目的で、我々は
、ガン専門医がＭｉＣＫ検定のみを用いた患者の結果をガン専門医がＭｉＣＫ検定を用い
なかった患者の結果と比較した。完全および部分寛解率はＭｉＣＫ検定のみを基にした治
療を受けた患者のそれ（４３．８％）の方がＭｉＣＫ検定を用いないで治療を受けた患者
のそれ（６．７％、ｐ＝０．０４）よりも高かった。全体的生存率はＭｉＣＫ検定のみを
基にした治療を受けた患者のそれ（１０．１カ月の中央値）の方がＭｉＣＫ検定を用いな
いで治療を受けた患者のそれ（４．１カ月の中央値、ｐ＝０．０２）に比べて長かった。
無再発期間はＭｉＣＫ検定のみを基にした治療を受けた患者のそれ（８．０カ月の中央値
）の方がＭｉＣＫ検定を用いないで治療を受けた患者のそれ（４．０カ月の中央値、ｐ＝
０．０３）に比べて長かった。従って、我々は、ＭｉＣＫ検定の使用（および他の薬剤の
追加なし）は観察された向上した経過および結果と関連付けられたと結論付ける。
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【００９５】
考察
　この有用性試験は非盲検であることから、ガン専門医に生検から７２時間以内に薬剤誘
導アポトーシスの結果およびインビトロではどの療法が最良であったかといった実験室の
解釈および試験を行った各単一の薬剤もしくは組み合わせが示したアポトーシスの実際の
ＫＵを渡した。
【００９６】
　結果は医者が患者の治療を決定する時にＭｉＣＫ検定を頻繁に用いたことを示している
。ガン専門医が化学療法による治療計画を立てる時にこのような予測的生物学的検定を用
いた比率が６４％であることは臨床的有用性（医者が患者のケアで結果を用いるであろう
）の証拠であると見なした。
【００９７】
　この試験の結果は、ガン専門医がこの検定の結果を好んで用いるばかりでなく彼らがそ
れを用いた時の経過および結果の方が医者がこの検定を用いなかった時の結果よりも優れ
ている可能性があることを示している。このような患者の改善の大きさは統計学的に有意
であるに充分なほど大きい。
【００９８】
　このように経過および結果が改善することを見いだしたことでまたあまり有効ではない
治療の使用を回避することができることで治療費の削減ももたらされる可能性がある。ジ
ェネリック薬剤が少なくとも特許薬剤と同じほど有効である可能性がある時には、医者が
費用が低いジェネリック薬剤を頻繁に用いた観察結果を提案することはガン専門医にとっ
て重要であり得る。
【００９９】
　このように、医者がＭｉＣＫ検定の結果の情報を得た時には、彼らは患者の治療を計画
する時にその結果を頻繁に用いる。医者がその結果を用いると患者の経過および結果がよ
り良好になると思われる。
【実施例６】
【０１００】
再発性／転移性乳ガン（ＣＡ）におけるインビトロ化学療法（ＣＴ）誘導アポトーシス（
ＡＰＯＰ）のパターン：一般的マルチソース薬剤（ジェネリック品）と特許単一源薬剤（
特許品）の比較
実験の背景
　転移性乳ガンの療法にジェネリック品と特許品の間の選択および組み合わせ化学療法（
コンボ）および単一薬剤化学療法の間の比較を含める。この実験によって特許品と対比さ
せたジェネリック品の相対的インビトロ化学療法誘導アポトーシスおよびコンボを単一薬
剤と対比させたそれを決定した。
【０１０１】
方法
　６７人の患者の生体組織から精製した乳ガン細胞を実施例１－４に記述したミクロ培養
速度論的（ＭｉＣＫ）検定を利用した化学療法で用いる短期培養液に入れた。アポトーシ
スを４８時間に渡って５分毎に分析した。アポトーシスをアポトーシスの速度論的単位（
ＫＵ）で定義した。＞１．０ＫＵである場合にアポトーシスが有意であるとした。反復分
析を基にして＞０．５７ＫＵの場合に個々の検定の間の差が有意であるとした。
【０１０２】
　薬剤を下記のスキームを基にしてジェネリック品（ｇ）または特許品（ｐ）と分類した
：
ジェネリック品＝５－フルオロウラシル、カルボプラチン（ｃａｒｂｏｂｌａｔｉｎ）、
シスプラチン、シトキサン、ドキソルビシン、エトポシド、エピルビシン、イホスファミ
ド、メトトレキセート、ミトキサントロン、タキソール、タキソテール、ビンクリスチン
、ビノレルビン、ビンブラスチン。
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特許品＝アブラキサン、ドキシル、エリブリン、ジェムザール、イキサベピロン、オキサ
リプラチン、ゼローダ。
【０１０３】
結果
　４３人の患者はジェネリック品と特許品の比較に関して評価可能であった。ジェネリッ
ク品がもたらしたアポトーシス＞特許品［３６／４３人の患者（８４％）］および＝特許
品［６人の患者（１４％）］。特許品がもたらしたアポトーシス＞ジェネリック品［１人
の患者（２％）］。これらの結果を表６および１６に示す。また、表７に更に乳ガン標本
の患者の特性も示す。
【０１０４】
　分類内比較（Ｉｎ－ｃｌａｓｓ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ）により、エピルビシンがも
たらした平均アポトーシス＞ドキソルビシン（Ｐ＝０．０１）、シスプラチンがもたらし
たアポトーシス＞カルボプラチン（Ｐ＜０．０１）、ビノレルビンがもたらしたアポトー
シス＞ビンクリスチン（Ｐ＝０．０２）、ドセタキセルがもたらしたアポトーシス＞ナブ
－パクリタキセル（Ｐ＝０．０１）であったが、ドセタキセルおよびパクリタキセルによ
るアポトーシスは差がなかった（Ｐ＝０．８５）。前記および他の詳細な比較を表８－３
３に見ることができる。
【０１０５】
　しかしながら、個々の患者の場合、患者の中の３７％ではドセタキセルがもたらしたア
ポトーシス＞パクリタキセルであったが、３１％ではパクリタキセルの方がドセタキセル
よりも良好であった。コンボの場合、２５％でシクロホスファミド＋ドキソルビシンがも
たらしたアポトーシス＞単一の薬剤であったが、６７％では単一の薬剤がもたらしたアポ
トーシス＝または＞シクロホスファミド＋ドキソルビシンであった。３３％ではシクロホ
スファミド＋ドセタキセルがもたらしたアポトーシス＞単一の薬剤であったが、６６％で
は単一の薬剤がもたらしたアポトーシス＝または＞シクロホスファミド＋ドセタキセルで
あった。前記および他の詳細な比較を表８－３３に見ることができる。
【０１０６】
結論
　ジェネリック品がもたらしたアポトーシスはしばしば特許品がもたらしたアポトーシス
に等しいか或はそれよりも良好である。個々の患者の場合、単一の薬剤がもたらしたアポ
トーシスの方がしばしばコンボのそれよりも高かった。この開示するＭｉＣＫによるアポ
トーシス検定によって、ジェネリック品または単一の薬剤の方が特許品またはコンボより
高いアポトーシスをもたらす転移性乳ガンにかかった個々の患者を識別することができる
。このような差を用いると結果として医療費を有意に削減することができる可能性がある
。
【実施例７】
【０１０７】
一般的マルチソース（ジェネリック品）化学療法（ＣＴ）薬剤が特許単一源（特許品）薬
剤と同じほど有効か？　非小細胞肺ガン（ＮＳＣＬＣ）、結腸直腸ガン（結腸ガン）にお
けるインビトロＣＴ－誘導アポトーシス（ＡＰＯＰ）を再発性／転移性乳ガン（乳ガン）
のそれと比較した時のエビデンス
実験の背景
　我々は、再発性または転移性乳ガンにかかった患者から採取したガン細胞が示すジェネ
リック品によるアポトーシスがしばしば特許品によるそれと同じまたは良好であることを
実証した（この上で考察した実施例６）。我々は、ＮＳＣＬＣにかかっている患者および
結腸ガンにかかっている患者におけるインビトロアポトーシスに対して行ったそのような
観察を比較した。
【０１０８】
方法
　患者の生体組織から精製した腫瘍細胞を実施例１－４に記述したミクロ培養速度論的（
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ＭｉＣＫ）検定で短期培養液に入れた。アポトーシスを４８時間に渡って５分毎に分析し
た。アポトーシスをアポトーシスの速度論的単位（ＫＵ）で定義した。＞１．０ＫＵの場
合にアポトーシスが有意であるとし、反復分析を基にして＞０．５７ＫＵの場合に個々の
検定の間の差が有意であると定義した。乳ガン、結腸ガンおよびＮＳＣＬＣの結果を比較
した。
【０１０９】
　薬剤を下記のスキームを基にしてジェネリック品（ｇ）または特許品（ｐ）と分類した
：
ジェネリック品＝シトキサン、５－フルオロウラシル、シタラビン、カルボプラチン、カ
ルボプラチン／タキソール、カルボプラチン／タキソテール、シスプラチン、シスプラチ
ン／タキソール、シスプラチン／タキソテール、エピルビシン／エトポシド、エトポシド
、イダルビシン、イホスファミド、イリノテカン、メルファラン、メトトレキセート、ミ
トマイシン、ミトキサントロン、トポテカン、ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビノレ
ルビン。
特許品＝５－フルオロウラシル／イリノテカン／オキサリプラチン、５－フルオロウラシ
ル／オキサリプラチン、アリムタ、アリムタ／タキソール、アリムタ／カルボプラチン、
アリムタ／シスプラチン、シスプラチン／ジェムザール、イリノテカン／ゼローダ、アリ
ムタ／ジェムザール、グリベク、オキサリプラチン／ゼローダ、ソラフェニブ、スニチニ
ブ、タルセバ、ゼローダ、アブラキサン、ジェムザール、オキサリプラチン。
【０１１０】
結果
　ＮＳＣＬＣにかかっている４１人の患者、結腸ガンにかかっている８人の患者および乳
ガンにかかっている６７人の患者から成功裏に培養液を得た。ＮＳＣＬＣの２５／３２人
（７８％）の患者、結腸ガンの４／７人（５７％）の患者および乳ガンの３６／４３人（
８４％）の患者でジェネリック品がもたらしたアポトーシスの方が特許品のそれよりも大
きかった。ＮＳＣＬＣの５人（１６％）の患者、結腸ガンの１人（１４％）の患者および
乳ガンの６人（１４％）の患者でジェネリック品がもたらしたアポトーシス＝特許品であ
った。ＮＳＣＬＣの２人（６％）の患者、結腸ガンの２人（２９％）の患者および乳ガン
の１人（２％）の患者で特許品がもたらしたアポトーシスの方がジェネリック品よりも大
きかった。薬剤が有意なアポトーシスをもたらさなかった（ＫＵが１．０未満）のＮＳＣ
ＬＣ、結腸ガン、乳ガンの患者数は０であった。特許品がもたらしたアポトーシスは乳ガ
ンの場合よりも結腸ガンの場合の方が大きかった（ｐ＜０．０５）。これらの結果を表６
（あらゆる病気の標本）、表１６（乳ガン標本）、表３４（肺ガン標本）、および表３５
（結腸ガン標本）に見ることができる。ジェネリック薬剤または特許薬剤のいずれの方が
より有効であるかに関する試験を受けさせた組織標本の種類の間の統計学的有意さの比較
を図４－７に見ることができる。
【０１１１】
結論
　インビトロではＮＳＣＬＣ、結腸ガンおよび乳ガンの患者の大部分でジェネリック薬剤
は特許薬剤に等しいか或はそれより良好なアポトーシスをもたらす能力を有している。ジ
ェネリック薬剤が少なくとも特許薬剤と同じほど有効である頻度は病気によって変わり、
乳ガンの場合の方が結腸ガンよりも高かった。しかしながら、ＭｉＣＫアポトーシス検定
によってどの個別の患者に特許薬剤の使用が必要であり得るかを識別することができる。
このような結論は、これらのインビトロ結果を立証する予測的な臨床試験は正当であるこ
とを証明するものである。このアポトーシス検定を基にしてジェネリック薬剤の使用が増
加することは医療費の制御に役立つ可能性がある。
【実施例８】
【０１１２】
乳ガン、結腸ガンおよび非小細胞肺ガンにおいて化学療法誘導アポトーシス検定を用いる
ことによる費用節減
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実験の背景
　米国では化学療法の費用が劇的に高くなってきている。我々は、改良化学療法誘導アポ
トーシス検定（ミクロ培養速度論的またはＭｉＣＫ検定）を開発したことをこの上に示し
た実施例１－７で実証した。化学療法による治療を計画する時にこの検定を用いるとそれ
に伴って臨床的経過および結果が改善すること、即ち寛解率が改善すること、再発までの
時間が長くなることおよび生存期間が長くなることが分かった（実施例５）。この上に示
した実験ではまたこの検定では一般的マルチソース薬剤を用いた時の薬剤誘導アポトーシ
スの方がしばしば特許単一源薬剤を用いた時のアポトーシスより大きいかまたはそれに相
当することも示された（実施例５－７）。従って、乳ガン、結腸ガンおよび非小細胞肺ガ
ンの患者を治療する時にＭｉＣＫ検定を用いて特許単一源薬剤を一般的マルチソース薬剤
に置き換えることによってもたらされる得る費用節減を推定する目的でこの実験を実施し
た。我々は、１つの薬剤候補品を用いた時に結果としてもたらされるであろう金銭的差（
別の薬剤と対比した時の）を示す目的で一般的用語である金銭的結果を用いる。もし例え
ば選択した薬剤（しばしばジェネリック品）の方が比較特許同等品に比べて相対的に安価
であるならばこのような金銭的結果は患者または医療制度にとって有益であり得る。選択
したジェネリック薬剤の方が特許同等品よりも安価であるシナリオでは、そのような金銭
的結果（例えばジェネリック品を用いた時の費用と特許品を用いた時の費用の差）を費用
節減と称することができるであろう。しかしながら、そのような金銭的結果は結果として
費用節減をもたらす必要はない、と言うのは、ＫＵ値が高い方の薬剤は相対的に費用が高
い薬剤候補品であり得るからである。そのような場合にはより高価な薬剤が選択されるで
あろうことから、ＭｉＣＫ検定を基にして患者に用いるように当該薬剤候補品を選択した
時の金銭的結果は相対的に費用の損失をもたらすであろう。一般的な金銭的結果の用語は
また更に以下に詳細に示す平均薬剤節減、検定で調整した平均薬剤節減および正味の平均
薬剤節減の統計学を用いることでも記述可能である。
【０１１３】
方法
　患者の生体組織から精製した腫瘍細胞を実施例１－４に記述したミクロ培養速度論的（
ＭｉＣＫ）検定で用いる短期培養液に入れた。即ち、少なくとも生存可能腫瘍組織が０．
５ｃｍ3、針生検が５個または悪性滲出液が１０００ｍｌ入っている無菌の腫瘍標本を得
た。採取から２４－４８時間以内に標本の細刻み、０．２５％のトリプシンおよび０．０
８％のデオキシリボヌクレアーゼを用いた消化を３７℃で１－２時間行った後に１００ミ
クロメートルの細胞濾過器に通す濾過を実施した。必要ならば、生育不能細胞を密度勾配
遠心分離法で除去した。次に、その細胞の懸濁液を組織培養フラスコに入れて３７℃で３
０分間インキュベートすることでマクロファージを付着によって除去した。上皮腫瘍の場
合には、Ｔリンパ球用のＣＤ２抗体接合電磁ビーズおよびＢリンパ球用のＣＤ１９抗体接
合電磁ビーズと一緒にしてインキュベーションを３０分間行うことでリンパ球を除去した
。必要ならば、ＣＤ１４抗体接合電磁ビーズを用いて、残存するマクロファージを除去し
た。最終的細胞懸濁液をウエル１個当たり１２０ミクロリットルの一定分量で９６ウエル
または面積が半分の３８４ウエルプレートに塗布した。そのプレートを二酸化炭素が５％
の湿った雰囲気を用いて３７℃で一晩インキュベートした。ウエルの底が完全に覆われる
ように細胞体積に応じてウエル１個当たり５ｘ１０4から１．５ｘ１０5個の細胞を植え付
けた。急性転化細胞株におけるヒトＪＵＲＬ－ＭＫ２慢性白血病（ＤＳＭＺ、ドイツ）を
患者の腫瘍細胞を用いて実施するＭｉＣＫ検定の陽性対照として用いた。フェノールレッ
ドが入っていないＲＰＭＩ－１６４０培地をあらゆる培養液で用いた。それにウシ胎仔血
清を１０％、ペニシリンを１００単位／ｍＬおよびストレプトマイシンを１００ミクログ
ラム／ｍＬ補充した。細胞数および生存率をトリパンブルー色素排除試験法で評価した。
混入細胞および壊死細胞を精製で除去した後の各腫瘍細胞調製液を病理学者がヘマトキシ
リン／エオシン染色サイトスピン調製液を用いて分析することで悪性腫瘍の存在を細胞学
的に実証した。細胞を充分な数で利用できる場合には、また、免疫細胞化学的染色も実施
することで腫瘍表現型のより良好な特徴付けも実施した。病理学的評価によって腫瘍標本



(33) JP 2015-517662 A 2015.6.22

10

20

30

40

50

に含まれている腫瘍細胞含有量は少なくとも９０％でありかつトリパンブルー排除試験法
による生存率は９０％であることで評価可能であった。
【０１１４】
　インキュベーションを一晩実施した後、化学療法薬を９６ウエルプレートのウエルに５
ミクロリットルの一定分量で加えた。試験を受けさせる薬剤または薬剤組み合わせの数お
よび濃度の数は、腫瘍標本から単離した生存可能悪性細胞の数に依存する。モル規定で測
定する薬剤濃度を、細胞を充分に利用できる場合には、所望血液濃度±１連続希釈として
製造業者が示すそれらにした。薬剤を添加した後のプレートを二酸化炭素が５％の湿った
雰囲気のインキュベーターに入れて３７℃で３０分間インキュベートした。次に、各ウエ
ルを無菌の鉱油で覆った後のプレートをミクロプレート分光光度読み取り器（ＢｉｏＴｅ
ｋ装置）のインキュベーターチャンバの中に入れた。６００ナノメートルの所の光学密度
を４８時間に渡って５分毎に読み取って記録した。光学密度の増大（これはアポトーシス
と相互に関連する）をアポトーシスの速度論的単位（ＫＵ）に変換したが、この変換を専
用のソフトウエアＰｒｏＡｐｏを用いることに加えてこの上に記述したフォーマットを用
いて行った。有効アポトーシスは＞１．０ＫＵとして示した。＜１ＫＵをもたらした薬剤
は無効［即ち以前に実験室で得たＫＵと薬剤誘導細胞毒性の他のマーカー（培養液中の増
殖、チミジン吸収）の相関関係を基にして腫瘍が当該薬剤に耐性を示した］として記述し
た。
【０１１５】
　研究期限までに完了した再発性病の乳ガン、結腸ガンまたは非小細胞肺ガンの患者から
得たあらゆる検定の結果を分析した。研究が評価可能であったのは、この検定で特許単一
源薬剤および一般的マルチソース薬剤の両方を試験した場合のみであった。アポトーシス
が比較薬剤のそれよりも０．５７ＫＵ以上高い時に薬剤が優れていると定義した。ある薬
剤によるアポトーシスが２番目の薬剤の０．５７ＫＵ以内の場合に同等であると定義した
。ある薬剤によるアポトーシスが２番目の薬剤よりも０．５７単位以上低い場合に劣ると
定義した。
【０１１６】
　化学療法の費用の評価を６サイクルの治療に要したメディケア支払い金を用いて行った
（２０１１年の第四四半期の支払い計画を基に）。１化学療法サイクルを３または４週間
の治療で構成させた（当該薬剤または組み合わせに応じて）。患者の表面積は１．８ｍ2

であると推定した、と言うのは、それがヒトの平均的な大きさであるからである。この測
定を用いて当該薬剤の投薬量を計算した。
【０１１７】
　特許単一薬剤源はナブ－パクリタキセル、ゲムシタビン、オキサリプラチン、カペシタ
ビン（ｃａｐｃｉｔａｂｉｎｅ）、イキサベピロン、エルビリン、リポソームドキソルビ
シンおよびペメトレキセドであった。
【０１１８】
　一般的マルチソース薬剤はシクロホスファミド、ドキソルビシン、エピルビシン、パク
リタキセル、ドセタキセル、シスプラチン、カルボプラチン、イリノテカン、トポテカン
、ビノレルビンおよびビンブラスチンであった。
【０１１９】
　乳ガン用の特許薬剤または組み合わせはナブ－パクリタキセル、カペシタビン（ｃａｐ
ｃｉｔａｂｉｎｅ）およびゲムシタビンであり、結腸ガンの場合は５－フルオロウラシル
とロイコボリンとオキサリプラチンそして非小細胞肺ガンの場合はペメトレキセドとシス
プラチンおよびゲムシタビンとシスプラチンであった。
【０１２０】
　乳ガンの場合のジェネリック薬剤または組み合わせはビノレルビン、ドセタキセルとシ
クロホスファミドおよびエピルビシンとシクロホスファミドであり、結腸ガンの場合は５
－フルオロウラシルとロイコボリンとイリノテカンであり、そして非小細胞肺ガンの場合
はカルボプラチンとパクリタキセル、ビノレルビンまたはドセタキセルであった。
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【０１２１】
　各薬剤または組み合わせの６サイクルの医療支払い高を計算した後、各ガンに関する特
許薬剤の平均およびジェネリック薬剤の平均を比較した。
【０１２２】
　平均薬剤節減は平均特許薬剤費用から平均ジェネリック薬剤費用を引いた差であると定
義した。検定で調整した時の平均薬剤節減は薬剤節減に特許薬剤よりもジェネリック薬剤
が優れているか或は等しい（ＭｉＣＫ検定で決定した時に）頻度を掛けた値として定義し
た。正味平均薬剤節減は検定で調整した時の平均薬剤節減から＄５０００（ＭｉＣＫ検定
の推定費用）を引いた値であると定義した。費用節減パーセントは正味の薬剤節減を平均
特許薬剤費用で割った値であると定義した。下記の式にこれらの関係を例示する：
平均薬剤節減＝平均特許薬剤費用－平均ジェネリック薬剤費用
検定で調整した時の平均薬剤節減＝（平均特許薬剤費用－平均ジェネリック薬剤費用）×
ジェネリック薬剤が特許薬剤より優れているか或は等しい頻度
正味の平均薬剤節減＝（平均特許薬剤費用－平均ジェネリック薬剤費用）×ジェネリック
薬剤が特許薬剤より優れているか或は等しい頻度－ＭｉＣＫ検定の費用
【０１２３】
統計学的分析
　各ガン毎に最も幅広く用いられている３種類の治療プログラムに関して決定を行った。
次に、各治療の標準的な平均投薬量に加えて個々の患者当たりの各ガンの医療的に許容さ
れる費用を決定した。次に、ＭｉＣＫ検定を実施し、そしてその結果によって様々なガン
の種類を基にした最良の治療計画を確認することができた。次に、これらのＭｉＣＫ検定
によって、通常の治療費用に比べた時の最良の治療計画を推定した。この比較を行った後
の結果およびＭｉＣＫ検定結果を基にして選択した最良の治療計画を国家承認ガン費用コ
ンサルタントに再吟味してもらった。
【０１２４】
結果
　結腸ガンの７人の患者、非小細胞肺ガンの３２人の患者および乳ガンの４３人の患者が
評価可能であった（表６および実施例７に示すように）。この表は結腸ガンの７１％、乳
ガンの９８％および非小細胞肺ガンの９４％において一般的マルチソース薬剤が特許単一
源薬剤に等しいか或はそれよりも優れていたことを示している。特許薬剤の方がより大き
な薬剤誘導アポトーシスをもたらしたのは結腸ガン患者の２９％、乳ガン患者の２％およ
び非小細胞肺ガン患者の６％であった。
【０１２５】
　次に、薬剤毎の治療費用を前記方法に記述したようにしてモデル化した。その結果は表
３６および表３７に示すように薬剤単独（化学療法処方、対症療法薬、腫瘍検査、入院費
、緊急医療を除く）の場合の６カ月間の治療費に差があることを示していた。
【０１２６】
　３種類のガン全部においてジェネリック薬剤を特許薬剤に置き換えることによって実質
的な節減がなされた。
【０１２７】
　検定で調整した時の平均薬剤節減は前記ガンの各々で高いままであった（表３６）。患
者一人当たりの推定正味節減は＄８，３２１から＄２０，３３８に及んで多様であった。
費用節減パーセントは４２．８％から５４％であった。本発明の方法を基にすると、乳ガ
ンの治療は４３％の節減であることが証明され、結腸ガンの治療は５４％の節減であるこ
とが証明され、そして非小細胞肺ガンの治療は４７％の節減であることが証明されたこと
になる。
【０１２８】
考察
　この試験は、本発明の１つの態様の薬剤誘導アポトーシス検定を用いると結果として実
質的な費用節減がもたらされ得ることを示している（表３６）。これにより、本検定が存
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在しない時には全ての医者が特許薬剤または組み合わせを用いそして医者が本検定の結果
を知った時にはその医者は本検定の指針に従いそしてそれらが特許薬剤および組み合わせ
よりも良好または等しい場合にはジェネリック薬剤または組み合わせを用いそして特許薬
剤または組み合わせが本検定で優れている場合にはそれらを用いるであろうと推定する。
【０１２９】
　この試験により、全ての医者は本薬剤誘導アポトーシス検定で最良であった薬剤を用い
るだろうと推定する。この上に示した実施例（実施例５）において、医者は６４％の確率
で本薬剤誘導アポトーシス検定の最良の結果を用いることを見いだした。従って、正味の
費用節減（表３６で推定）はほぼ３６％だけ低下する可能性がある。しかしながら、実施
例５に示した以前の試験を進めるにつれて、本検定の指針に従う医者の数が増加し、この
ことは、本薬剤誘導アポトーシス検定の結果の利用率６４％は恐らく最低限の推定値であ
ることを示している。
【０１３０】
　また、潜在的な費用節減は本検定で試験を受けさせた化学療法薬に関してのみであるこ
とも認識されるべきである。より多くの特許薬剤が特定の病気（例えば乳ガン）で利用可
能になるにつれて、特許薬剤により大きく反応する患者のパーセントが増える可能性があ
り、従って正味の費用節減が少なくであろう。また、ある種の特許薬剤はジェネリック品
（例えば結腸ガン）になる可能性があり、従って本検定を用いることによる費用の差が小
さくなりかつ潜在的費用節減の影響が小さくなる可能性もある。
【０１３１】
　それにも拘らず、この試験は、本発明の１つの態様の薬剤誘導アポトーシス検定が腫瘍
学団体で幅広く実施されるようになればそれの使用がより幅広くなる結果として患者およ
び医療制度に対する費用が実質的に節減される可能性が高いことを示唆している。より重
要なことは、費用が低くなることばかりでなく、実施例５に示したように、医者が患者の
治療を計画する時にここに開示した態様のＭｉＣＫ検定を用いると患者の経過および結果
がより良好になったことである。本発明の１つの態様に従うＭｉＣＫ検定を用いるとそれ
に伴って完全および部分寛解率が統計学的に有意に高くなり、再発までの時間がより長く
なりかつ生存期間がより長くなったことである（実施例５）。
【０１３２】
　従って、ここに開示したＭｉＣＫ薬剤誘導アポトーシス検定を用いると乳ガン、結腸ガ
ンおよび肺ガンの各患者に有力な治療を識別することが可能になる。この開示する検定を
用いることで選択した治療はより良好な経過および結果をもたらしかつまた費用を低くす
る。この記述するＭｉＣＫ検定は医療改革および患者に合わせた医療において重要なツー
ルになるであろう。
【実施例９】
【０１３３】
顕微鏡実験
　請求する如き方法で顕微鏡を用いることが有効であることを示す実験を実施した。顕微
鏡写真（図８および９）はそれぞれ一晩インキュベートする前および一晩インキュベート
した後の細胞の分布および細胞の生存度を示している。従って、顕微鏡写真を用いて細胞
の生存率を評価することができそしてそれは細胞を単離／精製する方法の最終段階である
と見なすことができるか或はＭｉＣＫ検定の開始であると見なすことができるであろう。
【０１３４】
　図８は、一晩インキュベートする前のプレートの１つのウエルに入っている細胞の顕微
鏡写真である。図９はインキュベーションを一晩１５時間行った後の同じウエルの顕微鏡
写真である。図９に示した細胞の方が楕円形で若干平らであるように見える、と言うのは
、それらはその時点でウエルの底に付着しているからである。図９は本方法における１時
点のウエル内の細胞の状態を示しており、その時点の抗ガン剤候補品はその時点でウエル
に添加する準備ができている。
【実施例１０】
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患者に特有のガン細胞の試験
　ある特定の患者にとって最も有効である潜在的抗ガン剤候補品はどれであるかを確かめ
るための実験を実施した。このように、この実験ではこの開示する方法および検定が個人
のガン治療のプロトコルを作り出すに有効なツールであることを立証する。
【０１３６】
　この実験を５５歳の女性の脾臓および腹部腫瘍生検標本から採取した腫瘍細胞に対して
実施した。この腫瘍標本の原発は未知であった。この実験を３７種類の可能性のある抗ガ
ン剤、前記薬剤の組み合わせおよび前記薬剤の様々な濃度の有効性を試験する目的で本開
示に従うＭｉＣＫ検定を用いることで構成させた。
【０１３７】
　その結果を基にすると前記患者に最も有効な単一薬剤はシスプラチンである。シスプラ
チンが示したＫＵ値は１０ＫＵ以上であった（表３８）。しかしながら、この白金が基に
なった薬剤のいずれかを単一薬剤として用いることは非常に有効であろう。また、白金が
基になっていない薬剤としてのスニチニブまたはシトキサンも非常に有効な結果を与え、
もしその患者が白金に耐えることができないならばそれらも良好な代替品であろう。
【０１３８】
　ＭｉＣＫ検定におけるアポトーシス読み取り値が５．０ＫＵ以上であることは非常に感
受性が高いことに伴って良好な臨床反応がもたらされると見なされる。全ての薬剤および
薬剤組み合わせに生存可能対照細胞株に対する対照試験を受けさせた結果、それらは適切
な度合のアポトーシスを誘導することが分かった。アルキル化剤であるシクロホスファミ
ドおよびイフォスファミドはそれぞれ肝臓で代謝による変換を受けてそれらの有効な代謝
産物である４ＨＣおよび４ＨＩになる必要があり、従ってそれらをインビトロで直接試験
するのは不可能であることを注目すべきである。ＭｉＣＫ検定ではそれらの有効な代謝産
物である４ＨＣおよび４ＨＩのそれぞれを用いた。
【０１３９】
　この実験ではまた３７種類の抗ガン剤候補品の様々な濃度も試験し、このデータを図１
０に見ることができる。この試験を受けさせた抗ガン剤のいくつかは濃度に応じてアポト
ーシスに対して異種反応をもたらす一方で他の薬剤候補品は濃度を変えても反応を示さな
いことを観察することができた。
【０１４０】
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【表１】

【０１４１】
【表２】

【０１４２】
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【０１４３】
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【表４】

【０１４４】
【表５】

【０１４５】
【表６】

【０１４６】
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【表８】

【０１４８】
　以下の表９－１５では、２種類の薬剤を比較する目的で、対応のあるｔ検定を用いて患
者の度合に関するＫＵ値を分析した。
【０１４９】
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【表１０】

【０１５１】
【表１１】

【０１５２】
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【表１２】

【０１５３】
【表１３】

【０１５４】
【表１４】

【０１５５】
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【表１５】

【０１５６】
【表１６】

【０１５７】
【表１７】

【０１５８】
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【表１８】

【０１５９】
【表１９】

【０１６０】
【表２０】

【０１６１】
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【０１６２】
【表２２】

【０１６３】
【表２３】

【０１６４】
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【０１６５】
【表２５】

【０１６６】
【表２６】

【０１６７】
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【表３８】
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