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(57)【要約】
　本発明は、例えば、（1）臨床的に有用な、血清及び／又は腫瘍バイオマーカー、並び
に、肝細胞癌(HCC)の患者の治療を目的とした検出、予後判定及びガイダンスに利用可能
な発現シグネチャの新規な同定方法；及び(2)例えば、ソラフェニブ（単独又は他の薬剤
との組み合わせ）のような、化学療法レジメンの有効性をモニター及び／又は研究するた
めに使用することのできる発現シグネチャの発見に関する。本発明は、前記バイオマーカ
ーの分析に基づいて、例えば、全生存期間(OS)、無進行期間(TTP)、及び／又は、HCC患者
で化学療法の利益を受ける可能性のような、臨床予後を予測する方法も提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容体２(s-VEGFR-2)、可溶性VEGF受容体３(
VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖因子(HGF)、Ras p21、リン酸化ERK(pERK)
、アンジオポエチン２(Ang2)、塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)又はインシュリン様増殖
因子(IGF-2)から選択される少なくとも１つのバイオマーカーを検出し；前記患者の試験
サンプルにおける前記バイオマーカーの前記発現レベルを参照基準と比較することからな
り、前記参照基準と比較された前記試験サンプルにおける前記バイオマーカーの発現レベ
ルの差異が前記ソラフェニブ治療の予後を示すものとする、患者における肝細胞癌（HCC
）のソラフェニブ治療の予後を予測する方法。
【請求項２】
　前記予後が、無進行期間、全生存期間、治療の利点、又はそれらの組み合わせである、
請求項１に記載された予測する方法。
【請求項３】
　患者の試験サンプルにおける、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容体２(s-V
EGFR-2)、可溶性VEGF受容体３(VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖因子(HGF)
、Ras p21、リン酸化ERK(pERK)、アンジオポエチン２(Ang2)、塩基性線維芽細胞増殖因子
(bFGF)又はインシュリン様増殖因子(IGF-2)の少なくとも一つのバイオマーカーの発現レ
ベルを検出し；
　前記患者の試験サンプルにおける前記バイオマーカーの前記発現レベルを参照基準と比
較することからなり、
　前記参照基準と比較された、前記試験サンプルにおける前記バイオマーカーの発現レベ
ルの違いが予後を示すものとする、肝細胞癌（HCC）患者の予後を予測する方法。
【請求項４】
　前記バイオマーカーがタンパク質である、請求項３に記載された方法。
【請求項５】
　前記試験サンプルにおける前記バイオマーカーの前記発現レベルが、前記参照基準と比
較して増加又は減少する、請求項４に記載された方法。
【請求項６】
　前記バイオマーカーが、血漿HGF、VEGF、s-VEGFR-3、Ras p21、Ang2、bFGF、IGF-2又は
それらの組み合わせである、請求項４に記載された方法。
【請求項７】
　前記予後が、全生存期間（OS）及び／又は無進行期間（TTP）である、請求項４に記載
された方法。
【請求項８】
　前記バイオマーカーが、HGF、VEGF、s-VEGFR-3、Ang2、IGF-2であり、前記予後が全生
存期間（OS）である、請求項４に記載された方法。
【請求項９】
　前記参照基準と比較された、前記HCC患者における前記HGF、VEGF、s-VEGFR-3若しくはA
ng2レベルの減衰;又は
　前記参照基準と比較された、前記HCC患者における前記IGF-2の上昇が、全生存期間（OS
）の改善を示すものとする、請求項８に記載された方法。
【請求項１０】
　前記参照基準と比較された、前記HCC患者における前記HGF、VEGF、s-VEGFR-3若しくはA
ng2レベルの上昇；又は
　前記参照基準と比較された、前記HCC患者における前記IGF-2の減衰が、全生存期間の悪
化を示すものとする、請求項８に記載された方法。
【請求項１１】
　前記バイオマーカーがVEGF，Ras p21，Ang2であり、前記予後が無進行期間（TTP）であ
る、請求項４に記載された方法。
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【請求項１２】
　前記参照基準と比較された、前記HCC患者における、前記VEGFレベルの減衰、前記Ang2
レベルの減衰、又は、Ras　p21レベルの上昇が、無進行期間（TTP）の延長を示すものと
する、請求項11に記載された方法。
【請求項１３】
　前記参照基準と比較された、前記HCC患者における、前記VEGFレベルの上昇、前記Ang2
レベルの上昇、又は、Ras　p21レベルの減衰が、無進行期間（TTP）の短縮を示すものと
する、請求項11に記載された方法。
【請求項１４】
　前記バイオマーカーが、血漿HGF、VEGF、s-VEGFR-3、Ang2、bFGF又はIGF-2であり；
　前記参照基準が、HCC患者群における、75パーセンタイル血漿HGFレベル、75パーセンタ
イル血漿VEGFレベル、25パーセンタイル血漿s-VEGFR-3レベル、メジアンAng2レベル、メ
ジアンbFGFレベル及び／又はメジアンIGF-2レベルからなる、
　請求項６に記載された方法。
【請求項１５】
　前記参照基準が、HCC患者群における、～3.279ng/ml血漿HGFレベル、～101.928pg/ml血
漿VEGFレベル、～30.559ng/ml血漿s-VEGFR-3レベル、～6.061ng/ml血漿Ang2レベル、～7.
5pg/ml血漿bFGFレベル、又は～797.7ng/ml血漿IGF-2レベルからなる、請求項14に記載さ
れた方法。
【請求項１６】
　下記バイオマーカーの組み合わせを検出することからなる、請求項４に記載された方法
；
　　15)HGFとVEGF；
　　16)HGFとs-VEGFR-3；
　　17)VEGFとs-VEGFR-3；
　　18)HGF、VEGFとs-VEGFR-3；
　　19)HGFとRas p21；
　　20)HGF、VEGFとRas p21；
　　21)VEGFとRas p21；
　　22)s-VEGFR-3とRas p21；
　　23)c-KITとbFGF；
　　24)c-KITとIGF-2；
　　25)bFGFとIGF-2；
　　26)HGFとbFGF；又は
　　27)HGFとIGF-2；
　　28)組み合わせ(1)-(13)の何れかの組み合わせ。
【請求項１７】
　下記の追加のパラメーターの少なくとも１つを検出する、請求項４に記載された方法；
　　(a)イースタン・コーポレイティブ・オンコロジー・グループ　パフォーマンスステ
ータス(ECOG　PS:0対1+2),
　　(b)大血管性の血管浸潤；
　　(c)腫瘍量；
　　(d)肝外進展；
　　(e)アルファフェトプロテインレベル(AFP)；
　　(f)アルカリフォスファターゼレベル(AP)；
　　(g)腹水；
　　(h)ビリルビンレベル；
　　(i)アルブミンレベル；
　　(j)PTスコア；及び／又は
　　(k)チャイルド－ピュー　スコア。
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【請求項１８】
　前記患者の試験サンプルにおける、血漿Agn2の少なくとも一つのバイオマーカー、及び
、下記の少なくとも一つの追加のパラメーターを検出し、
　前記患者における前記血漿HGFレベル及び前記追加のパラメーターを参照基準と比較す
ることからなり、
　低いレベルの追加のパラメーター(i)、又は、パラメーター(a)～(h)若しくはパラメー
ター(j)～(k)の高いレベルの追加のパラメーターと組み合わさった、高いレベルの前記血
漿Ang2が、全生存期間の悪化を示すものとする、請求項４に記載された方法；
　　(a)イースタン・コーポレイティブ・オンコロジー・グループ　パフォーマンスステ
ータス(ECOG　PS:0対1+2),
　　(b)大血管性の血管浸潤；
　　(c)腫瘍量；
　　(d)肝外進展；
　　(e)アルファフェトプロテインレベル(AFP)；
　　(f)アルカリフォスファターゼレベル(AP)；
　　(g)腹水；
　　(h)ビリルビンレベル；
　　(i)アルブミンレベル；
　　(j)PTスコア；及び／又は
　　(k)チャイルド－ピュー　スコア。
【請求項１９】
　前記患者の前記試験サンプルにおける、血漿HGFの少なくとも一つのバイオマーカー及
び下記追加のパラメーターの少なくとも１つを検出し、
　前記患者における前記血漿HGFレベル及び前記追加のパラメーターを参照基準と比較す
ることからなり、
　低いレベルの追加のパラメーター（e）、又は、パラメーター（a）～（d）若しくはパ
ラメーター（f）である高いレベルの追加のパラメーターと組み合わさった高いレベルの
前記血漿HGFが、全生存期間の悪化と関連する、請求項４に記載された方法；
　　(a)大血管性の浸潤；
　　(b)腫瘍量；
　　(c)アルファフェトプロテインレベル(AFP)；
　　(d)ビリルビンレベル；
　　(e)アルブミンレベル；及び／又は
　　(f)アルカリフォスファターゼ（AP）
【請求項２０】
　前記患者が、ソラフェニブで治療される、請求項４に記載された方法。
【請求項２１】
　HCC患者の試験サンプルにおける、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容体２(
s-VEGFR-2)、可溶性VEGF受容体３(VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖因子(HG
F)、Ras p21、リン酸化ERK(pERK)、アンジオポエチン２(Ang2)、塩基性線維芽細胞増殖因
子(bFGF)又はインシュリン様増殖因子(IGF-2)の少なくとも１つのバイオマーカーの発現
レベルを検出し、前記レベルを参照基準と比較することからなる、前記参照基準と比較さ
れた前記試験サンプルにおける前記バイオマーカーの発現差異が、前記治療の予後を示す
ものとする、HCC患者におけるソラフェニブ治療の予後を予測する方法。
【請求項２２】
　前記ソラフェニブが下記の化学式Iの化合物、又は、薬剤的に許容されるその塩、多形
体、水和物、溶媒和物又はその組み合わせからなる、請求項21に記載された方法。
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【請求項２３】
　前記ソラフェニブが、N-[4-クロロ-3-(トリフルオロメチル)フェニル]-N’-{4-[2-カル
バモイル-1-オキソ-(4-ピリジルオキシ)] フェニル}尿素又はそのトシレート塩である、
請求項21に記載された方法。
【請求項２４】
　前記c-KIT、HGF、Ras p21、s-VEGFR-2及びs-VEGFR-3バイオマーカーが、前記ソラフェ
ニブ治療患者において、前記参照基準と比較して減衰する、及び／又は、VEGFレベルが、
前記ソラフェニブ治療患者において、前記参照基準と比較して上昇する、請求項21に記載
された方法。
【請求項２５】
　血漿バイオマーカーの組み合わせを検出することからなる、請求項21に記載された方法
。
【請求項２６】
前記組み合わせが下記のものからなる、請求項25に記載された方法；
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Ras p21；
　　(x)IGF-2と、VEGF；
　　(xi)IGF-2と、sVEGFR2；
　　(xii)IGF-2と、Ras p21；又は
（ｂ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(vi)Ang2と、Ras p21、及び、VEGF；
　　(vii)IGF-2，VEGFと、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，sVEGFR2と、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，VEGFと、Ras p21；又は
（ｃ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
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　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(xiii)IGF-2，HGFと、VEGF；
　　(xiv)IGF-2，HGFと、sVEGFR2；
　　(xv)IGF-2，HGFと、Ras p21；
　　(xvi)IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xvii)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2；
　　(xviii)IGF-2，Ang2と、Ras p21；
　　(xix)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF；
　　(xx)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2；
　　(xxi)IGF-2，s-c-Kitと、Ras p21；又は
（ｄ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，HGFと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、Ras p21；
　　(x)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xi)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xii)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、Ras p21；
　　(xiii)IGF-2，s-c-KitVEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xiv)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xv)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、Ras p21；又は
（ｅ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF；
　　(x)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、s-VEGFR-2；
　　(xi)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF；
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　　(xii)HGF，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｆ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(viii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｇ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｈ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｉ）前記バイオマーカーの全てからなる組み合わせ。
【請求項２７】
　前記予後が、全生存期間(OS)、死亡のリスク、無進行期間(TTP)、治療の利点(BOT)、無
進行生存期間(PFS)、死亡までの期間(TTD)、無病生存期間(DFS)、進行症状までの期間(TS
P)、無再発存在期間(RFS)、再発までの期間(TTR)、病状、レスポンスのタイプ、又はそれ
らの組み合わせの評価からなる、請求項21に記載された方法。
【請求項２８】
　前記予後が、全生存期間(OS)、死亡のリスク、無進行期間(TTP)、治療の利点(BOT)、又
はそれらの組み合わせの評価からなる、請求項27に記載された方法。
【請求項２９】
　ソラフェニブ治療前のHCC患者の試験サンプルにおける、s-c-Kit、HGF、Rasp21、VEGF
、s-VEGFR-2又はs-VEGFR-3の少なくとも１つのバイオマーカーのベースラインレベルを検
出し、
　ソラフェニブ治療後の前記患者の前記試験サンプルにおける少なくとも１つの前記バイ
オマーカーのレベルを検出し、
　前記ソラフェニブ治療後のバイオマーカーレベルを、前記ソラフェニブ治療前のベース
ラインレベルと比較することからなり、
　ソラフェニブ治療後の前記試験サンプルにおける、s-c-Kit、HGF、Rasp21、s-VEGFR-2
若しくはs-VEGFR-3の少なくとも１つのレベルの減衰、及び／又は、VEGFレベルの上昇が
、前記患者が前記ソラフェニブ治療に対してレスポンスすることを示すものとする、ソラ
フェニブ治療に対する、HCC患者のレスポンスをモニタリングする方法。
【請求項３０】
　ある時点でのHCC患者における血漿HGFレベルを検出し、
　より遅い時点での前記患者における血漿HGFレベルを検出し、
　２つの時点での前記患者における前記血漿HGFレベルを比較することからなり、
　より遅い時点での前記血漿HGFレベルの減少が、前記ソラフェニブ治療の予後を示すも
のとする、HCC患者におけるソラフェニブ治療の予後を評価する方法。
【請求項３１】
　ソラフェニブ治療前の血漿HGFレベルを測定し、
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　サイクル３の１日目（C3D1）に血漿HGFレベルを測定し、
　前記血漿HGFレベルの変化を特定し；
　前記変化を血漿HGFの標準値294pg/mLと比較することからなり、
　C3D1で294pg/mLより大きな血漿HGFレベルの変化が、無進行期間の延長を示すものとす
る、請求項30に記載された方法。
【請求項３２】
　HCC患者の試験腫瘍サンプルにおける、リン酸化ERK（pERK）のレベルを検出し、
　前記pERKレベルを参照基準と比較することからなり；
　参照基準と比較された前記腫瘍サンプルにおける前記pERKの発現差異が、前記HCCの予
後を示すものとする、HCCの患者の予後を予測する方法。
【請求項３３】
　前記参照基準と比較された、前記腫瘍におけるpERKレベルの上昇が、TTPの延長を示す
ものとする、請求項32に記載された方法。
【請求項３４】
　前記参照基準と比較された、前記腫瘍におけるpERKレベルの減衰が、TTPの短縮を示す
ものとする、請求項32に記載された方法。
【請求項３５】
　腫瘍細胞を試験薬剤に接触させ；
　前記薬剤との接触前後において、s-c-Kit、HGF、Ras p21、VEGF、s-VEGFR-2、s-VEGFR-
3又はpERKの少なくとも１つのバイオマーカーの発現レベルを検出することからなり；
　前記薬剤と接触した後における、s-c-Kit、HGF、Ras p21、s-VEGFR-2、又はs-VEGFR-3
レベルの減衰、及び／又は、VEGF又はpERKレベルの上昇が、前記試験薬剤がHCCの予後に
影響を与えうるものとする、HCC患者の予後に影響を与えることができる薬剤をスクリー
ニングする方法。
【請求項３６】
　いずれも下記からなる抗原組成に特異的に結合する、複数の抗体分子からなる抗体アレ
イ又はキット：
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Ras p21；
　　(x)IGF-2と、VEGF；
　　(xi)IGF-2と、sVEGFR2；
　　(xii)IGF-2と、Ras p21；又は
（ｂ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(vi)Ang2と、Ras p21、及び、VEGF；
　　(vii)IGF-2，VEGFと、sVEGFR2；
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　　(viii)IGF-2，sVEGFR2と、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，VEGFと、Ras p21；又は
（ｃ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(xiii)IGF-2，HGFと、VEGF；
　　(xiv)IGF-2，HGFと、sVEGFR2；
　　(xv)IGF-2，HGFと、Ras p21；
　　(xvi)IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xvii)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2；
　　(xviii)IGF-2，Ang2と、Ras p21；
　　(xix)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF；
　　(xx)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2；
　　(xxi)IGF-2，s-c-Kitと、Ras p21；又は
（ｄ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，HGFと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、Ras p21；
　　(x)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xi)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xii)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、Ras p21；
　　(xiii)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xiv)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xv)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、Ras p21；又は
（ｅ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
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　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF；
　　(x)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、s-VEGFR-2；
　　(xi)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xii)HGF，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｆ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(viii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｇ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｈ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｉ）前記バイオマーカーの全てからなる組み合わせ。
【請求項３７】
　いずれも、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下において、下記の遺伝子
からなる組み合わせと特異的にハイブリダイズする、複数のオリゴヌクレオチド分子から
なるオリゴヌクレオチドアレイ又はキット；
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Ras p21；
　　(x)IGF-2と、VEGF；
　　(xi)IGF-2と、sVEGFR2；
　　(xii)IGF-2と、Ras p21；又は
（ｂ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
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　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(vi)Ang2と、Ras p21、及び、VEGF；
　　(vii)IGF-2，VEGFと、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，sVEGFR2と、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，VEGFと、Ras p21；又は
（ｃ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(xiii)IGF-2，HGFと、VEGF；
　　(xiv)IGF-2，HGFと、sVEGFR2；
　　(xv)IGF-2，HGFと、Ras p21；
　　(xvi)IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xvii)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2；
　　(xviii)IGF-2，Ang2と、Ras p21；
　　(xix)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF；
　　(xx)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2；
　　(xxi)IGF-2，s-c-Kitと、Ras p21；又は
（ｄ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，HGFと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、Ras p21；
　　(x)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xi)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xii)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、Ras p21；
　　(xiii)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xiv)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xv)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、Ras p21；又は
（ｅ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
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　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF；
　　(x)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、s-VEGFR-2；
　　(xi)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xii)HGF，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｆ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(viii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｇ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｈ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｉ）前記バイオマーカー遺伝子の全てからなるオリゴヌクレオチドアレイ。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、例えば、（1）臨床的に有用な、血清及び／又は腫瘍バイオマーカー、並び
に、肝細胞癌(HCC)の患者の治療を目的とした検出、予後判定及びガイダンスに利用可能
な発現シグネチャの同定；及び(2)例えば、ソラフェニブ（単独又は他の薬剤との組み合
わせ）のような、分子標的剤の有効性をモニター及び／又は研究するために使用すること
のできる発現シグネチャの発見に関する。本発明は、前記バイオマーカーの分析に基づい
て、例えば、全生存期間(OS)、無進行期間(TTP)、及び／又は、HCC患者で化学療法（すな
わちソラフェニブ）の利益を受ける可能性のような、臨床予後を予測する方法も提供する
。他の関連性のある臨床予後としては、これらに限定されるものではないが、無進行生存
期間、死亡までの期間、無病生存期間、進行症状までの期間、無再発生存期間、再発まで
の期間、病状(例えば、進行性、安定など)、及び、レスポンスのタイプ（すなわち、部分
的、完全など）等が挙げられる。
【背景技術】
【０００２】
　世界的に、HCCは８番目に頻度の高い癌であって、頻度の高い男性の悪性腫瘍であると
されており、毎年100万人の新たな発症例がある（Parkin et al., Global cancer
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statistics, 2002 CA Cancer J. Clin, 55, 74-108, 2005）。主として発展途上国及び新
興国において、HCCは、毎年約100万人の死亡原因となっていると考えられている。合衆国
においては、５年生存率（1992-1996）は、５％と報告されている（El-Serag　et　al.,
　Hepatology　33:62-65,　2001）。例えば、Ｂ型又はＣ型肝炎などのウイルス感染に関
連する肝機能障害、アルコール性肝障害及びアフラトキシンＢ暴露は、通常がん化を引き
起こすと報告されている。実際には、世界におけるHCCの80％は、病原学的に、Ｂ型肝炎
ウイルス(HBV)と関連があると報告されており、Ｂ型肝炎ウイルスは、合衆国に居住する
非アジア人のHCCにおいて、４例のうちの１例を占めると推定されている（Bosch et al.,
　"Primary liver cancer: worldwide　incidence　and　trends."　Gastroenterology,
　127, S5-S16; 2004）。最近の報告によると、切除不能なHCCの標準的治療はない（Llov
et et al.,　Hepatology. 2003 Feb;37(2):429-42）。従って、HCCの予後予測、早期発見
、及び治療の進歩に対して強いニーズがある。
【０００３】
　HCCに対する従来のバイオマーカーは、アルファフェトプロテイン(AFP)である（Yang e
t al.,　"Prospective study of early detection for primary liver
cancer." J Cancer Res Clin Oncol. 1997; 123(6):357-60）。しかしながら、慢性肝疾
患の患者及びアルコール依存症の患者も、AFPの血清レベルが上昇していることが報告さ
れている（Mendenhall et al.,　"Alpha-fetoprotein alterations in
alcoholics with liver disease. V.A. Cooperative Study Groups." Alcohol.
1991;26(5- 6): 527-34）。HCCは、合併慢性肝疾患の患者で一般的に発生するので、AFP
レベルは、単独では不十分なバイオマーカーであり、がんの予測値は40％台に過ぎないと
考えられている（Huo et al.,　"The predictive ability of serum
alpha-fetoprotein for hepatocellular carcinoma is linked with the
characteristics of the target population at surveillance."　J Surg Oncol. 2007 M
ay 25;95 (8):645-651）。AFPのアイソフォームに係る定量分析は、診断価値を75％まで
改善するが、膨大な時間と莫大な労働力を要すると考えられている（Sangiovanni　et　a
l.,　Gastroenterology 2004;126:1005-1014）。更に、HCC患者の約20％は20ng/ml未満と
いう極めて低いAFPレベルである。P53タンパク質（Raedle et al., Eur J Cancer. 1998
Jul;34(8):l 198-203）や種々のアルデヒド脱水素酵素のアイソザイム（Park et al., In
t J Cancer. 2002 Jan 10;97(2):261-5）のような更なるバイオマーカー等についても試
された。しかしながら、これらの何れのものも、AFPと同等の予測値を持ってはいない（H
uo et al.）。
【０００４】
　HCCを診断するために、生検を使用することができるが（Walter et al., Curr
Opin Gastroenterol. 2008 May; 24(3):312-9. Review）、侵襲的な手法であり、望まし
い方法であるとはいえないと考えられる（Saffroy et al., Clin Chem Lab Med. 2007; 4
5 (9): 1169-79. Review）。HCCに対する他の診断方法としては、超音波及びコンピュー
ター断層撮影法（CT）スキャンがある（Schoelmerich　et　al.,　Gut 53:
1224-1226; 2004）。動脈性門脈造影の間の超音波検査法及びCTスキャンによって検出さ
れたのは、HCC小結節（2cm以下）のたった25～28％であったと報告されている。
【０００５】
　HCCの同定に有用なだけでなくHCCの特徴（例えばソラフェニブで治療可能な人の特徴）
づけも可能にする、バイオマーカー又はバイオマーカーの組み合わせを保有することは極
めて望ましい。HCC診断のパンフレットには、前記バイオマーカー及びバイオマーカーの
組み合わせは、未だ開示されていない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、がん診断に関する組成物及び方法、並びに、がんマーカー（これに限定され
るものではない）を含む治療方法を提供するものである。特に本発明は、分子標的剤又は
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標準的化学療法を用いた治療がなされる、肝細胞癌(HCC)患者の診断及び特徴づけに有用
なマーカーを提供するものである。
【０００７】
　好ましくは、本発明は、進行した肝細胞癌（進行HCC）患者に関する。
【０００８】
　本発明は、血漿（又は血清）、がん患者由来の他の組織、及び、例えば治療後などの別
の予後に対する１つの予後を伴う患者における腫瘍組織由来の他の組織、における遺伝子
発現を調べることによって、腫瘍と関連した遺伝子発現における広範囲の変化を特定する
。本発明は、有用な診断マーカーだけでなく、病状、疾患の進行及び治療的介入の効果を
モニターするために使用可能なマーカーとしての機能を果たす、発現プロファイルも同定
する。
【０００９】
　一つの実施態様において、本発明は、HCC患者の試験サンプルにおける、血管内皮細胞
増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容体２(s-VEGFR-2)、可溶性VEGF受容体３(s-VEGFR-3)、可
溶性c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖因子(HGF)、Ras p21、リン酸化ERK(pERK)、アンジオポ
エチン2(Ang2)、塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF，FGF2又はFGF-βとしても知られる;以
下bFGF)、上皮細胞増殖因子(EGF)及び／又はインシュリン様増殖因子2(IGF-2)の少なくと
も１つのバイオマーカーを検出し、前記バイオマーカーの前記レベルを、参照基準と比較
することからなり、前記参照基準と比較された前記試験サンプルにおける前記バイオマー
カーの発現レベルの差異がHCCの予後を示すものとする、前記患者の予後を予測する方法
を提供する。また本発明はHCC患者の試験サンプルにおける、例えば、可溶性VEGF受容体
３(s-VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖因子(HGF)、Ras p21、又は、リン酸
化ERK(pERK)の少なくとも１つのバイオマーカー及びアンジオポエチン2(Ang2)、血管内皮
細胞増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容体２(s-VEGFR-2)、インシュリン様増殖因子2(IGF-2
)又は塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)の、少なくとも１つのバイオマーカーのような、
バイオマーカーの組み合わせを検出することからなる、HCC患者の予後を予測する方法も
提供する。
【００１０】
　本発明は、バイオマーカーの発現差異を検出し、その発現／レベルを、例えば、メジア
ン値、75パーセンタイル値若しくは25パーセンタイル値、又は、非‐HCC群（すなわち、
健常者、又は、HCCではないが、肝硬変、Ｂ型肝炎及び／又はＣ型肝炎の被検者）によっ
て定義される値のような参照基準と関連付ける方法を提供する。本発明のバイオマーカー
は、以下の表に示される。
【００１１】
　表１Ａ：患者集団におけるHGF、VEGF、sVEGFR3、Ras p21、c-Kit及びsVEGFR2レベルの
ベースライン値

【００１２】
　表１Ｂ：患者集団におけるAng2、bFGF、EGF及びIGF-2レベルのベースライン値
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　本発明に係る種々のバイオマーカーの構造情報を得るために、当業者は公知の技術を利
用することができると思われる。例えば、バイオマーカーが、例えば、Ras p21のような
遺伝子である場合には、当業者は、NCBIのウエブサイト(ワールドワイドウェブのncbi.nl
m.nih.govで利用可能である)を通して、前記バイオマーカーのタンパク質／遺伝子／RNA
配列の構造情報を得ることができる。純粋に理解を容易にするために、熟達した研究者は
、本明細書におけるRas p21が、例えば、H-Ras(GenelD:3265)、K-Ras(GenelD:3845)及びN
-Ras(GenelD:4893)のような、Rasファミリータンパク質のメンバーと関係づけられること
を理解するであろう。
【００１４】
　本発明の理解を促進するため、本明細書におけるAng2は、アンジオポエチンファミリー
タンパク質のメンバー(例えば、Kim et al., J. Biol. Chem. 275:　18550-18556, 2000.
に記載されている、Ang2前駆体及びAng2スプライスバリアントタンパク質)と関係づけら
れる。好ましくは、Ang2はUniprot accession　No.O15123(NCBI accession No. NP_00113
8)を有するタンパク質と関係する。
【００１５】
　同様に本明細書におけるbFGFは、線維芽細胞増殖因子ファミリータンパク質のメンバー
(例えばbFGF又はFGF2)に関係づけられる。好ましくは、bFGFは、Uniprot accession　No.
 P09038(NCBI accession No. NP_001997)を有するヒトbFGFタンパク質と関係する。
【００１６】
　本明細書におけるEGFは、上皮細胞増殖因子ファミリータンパク質のメンバー（例えばE
GF）に関係する。好ましくは、EGFは、Uniprot accession No. P01133 (NCBI accession 
No. NP_001954)を有するヒトEGFタンパク質に関係する。
【００１７】
　本明細書におけるIGF2は、インシュリン様増殖因子ファミリータンパク質のメンバーに
関係する。好ましくは、Uniprot　accession No. P01344 (NCBI accession No.
NM_000612)を有するヒトIGF2タンパク質に関係する。
【００１８】
　当技術分野で公知であるVEGFのいくつかのアイソフォームに関して、本発明は、HCC患
者の試験サンプルにおいて、血管内皮細胞増殖因子A（VEGF-A；GeneID：7422）の、少な
くとも１つのバイオマーカーを検出することからなる、HCC患者の予後を予測する方法を
提供する。
【００１９】
　更に、循環する（即ち、可溶型である）バイオマーカータンパク質のレベルとその天然
型のレベルとの間の相互関係に依拠して、本発明は、循環型が好ましくはあるものの、バ
イオマーカータンパク質の循環型に制限されることはないということを、当業者は理解す
るであろう。例えば、前記したように、本発明は、HCC患者の試験サンプルにおける、c-K
it（“可溶”c-KIT）の細胞外ドメイン（ECD）の、少なくとも１つのバイオマーカーを検
出することからなる、前記患者の予後を予測する方法を提供する。循環するc-Kitの細胞
外ドメインは、腫瘍自身から放出されるので、それは、腫瘍中に存在するc-Kitレベルを
反映するかも知れない。従って、本発明は、例えば、c-Kit（s-c-Kit）の循環する細胞外
ドメインのようなバイオマーカーに制限されることはなく、腫瘍上のフルレングスのc-Ki
tをも含む。
【００２０】
　好ましくは、本発明のバイオマーカーは、血漿で見られるか又は検出可能であり、従っ
て、血漿バイオマーカーと呼ばれる。
【００２１】
　本発明者らは、VEGF、s-VEGFR-3、IGF-2及びAng2の血漿レベルが、単独又は組み合わせ
て、HCC患者における全生存期間（OS）の優れた予後指標となることを見出した。VEGF及
びAng2は、無進行期間（TTP）及び全生存期間（OS）の優れた予後指標であることが判明
した。IGF-2は、OSの優れた予後指標であることが判明した。他の関連性のある臨床予後
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としては、これらに制限されるものではないが、無進行生存期間、死亡までの期間、無病
生存期間、進行症状までの期間、無再発生存期間、再発までの期間、病状(すなわち、進
行性、安定など)、及び、レスポンスのタイプ（例えば、部分的、完全など）等が挙げら
れる。
【００２２】
　本発明の一つの実施態様において、発明者らは、低いレベルの血漿VEGF及び／又は低い
レベルの血漿Ang2が、HCC患者の全生存期間（OS）の改善に関連することを確認した。こ
の実施態様に関連する研究において、HCC患者における75パーセンタイルの血漿VEGFレベ
ル（VEGFについては101.928pg/ml）が、「低」又は「高」血漿バイオマーカー（すなわち
、VEGF等）レベルを有する患者の特徴づけのための参照基準として使用された。Ang2に関
して、メジアン（50パーセンタイル）の血漿Ang2レベル（6.0611ng/ml）が、「低」又は
「高」血漿バイオマーカーレベルを有する患者の特徴づけのための参照基準として使用さ
れた。このような研究において、血漿Ang2レベルが6.061ng/mlより高い患者は、血漿Ang2
レベル6.061ng/mlよりも低い患者と比べて、全生存期間が悪くなることが確認された。血
漿Ang2レベルとOSとの間の相関は、統計的に有意であることが判明した。
【００２３】
　関連する実施態様において、本発明者らは、高いレベルの血漿IGF-2がHCC患者の全生存
期間（OS）の改善に関連することを確認した。この実施態様に関連する研究において、メ
ジアン（50パーセンタイル）の血漿IGF-2レベル（797.7ng/ml）が、「低」又は「高」血
漿バイオマーカーレベルを有する患者の特徴づけのための参照基準として使用された。血
漿IGF-2レベルが797.7ng/mlよりも高い患者は、血漿IGF-2レベルが797.7ng/mlよりも低い
患者に比べて、全生存期間が改善したことが確認された。IGF-2レベルとOSとの間の相関
は、統計的に有意であることが判明した。
【００２４】
　本発明の別の側面は、無進行期間と血漿バイオマーカーの関連性に関する。このような
研究において、血漿Ang2レベルが6.061ng/mlより高い患者は、血漿Ang2レベルが6.061ng/
mlより低い患者と比べて、無進行期間が短かったことが確認された。血漿Ang2レベルとTT
Pとの間の関連性は、統計的に有意であることが判明した。
【００２５】
　HCC患者における、血漿VEGF及び血漿Ang2レベルと、独立に評価された無進行期間（TTP
）との間の相関は、良く似ていることが判明した（すなわち、低VEGF及び／又は低Ang2レ
ベルは、TTPの増大と関連している。）。
【００２６】
　全生存期間の改善と関連する低いレベルの血漿s-VEGFR-3を有するHCC患者における血漿
s-VEGFR-3レベルと全生存期間との間の相関が、統計的に有意であることが判明した。こ
れらの実施態様に関連する研究で、HCC患者における25パーセンタイルの血漿s-VEGFR-3レ
ベル（30.559ng/ml）が、「低」対「高」s-VEGFR-3レベルの決定のための参照基準として
使用された。
【００２７】
　本発明の他の実施態様において、発明者らは、低いレベルのRas p21バイオマーカーが
、無進行期間（TTP）と関連することを確認した。このような実施態様では、Ras p21のメ
ジアンレベル(1042.9pg/mL)が、「低」又は「高」Ras p21を有する患者の特徴づけのため
の参照基準として使用された。プラセボ患者の多変量解析において、Ras　p21のレベルが
低くなると、無進行期間（TTP）はより短くなった。そこで本発明は、低いレベルのRas p
21の未治療の患者が、高いレベルの患者より予後TTPが悪い、TTPに対する予後因子として
のRas p21を同定する方法を提供する。
【００２８】
　HCC患者における血漿Ras p21レベルと無進行期間との間の相関は、プラセボ患者におい
て、高い血漿Ras p21レベルで無進行期間が改善し、統計的に有意であることが判明した
。これらの実施態様に関連する研究において、血漿Ras p21レベルが低いほど、進行リス
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クが著しく増加した。例えば、進行HCC患者の25パーセンタイルのRas p21（464.9 pg/mL
）を有する患者は、75パーセンタイルの患者より進行のリスクが29.4％増加する。
【００２９】
　従って本発明は、上記の血漿バイオマーカーの１つ以上のレベルに基づく、HCCと診断
される患者の予後予測、例えば、全生存期間（OS）又は無進行期間（TTP）の予測を可能
にする。本発明の方法は、前記患者の試験サンプルにおいて、血管内皮細胞増殖因子(VEG
F)、可溶性VEGF受容体３(s-VEGFR-3)、Ras p21、肝細胞増殖因子(HGF)、アンジオポエチ
ン2(Ang2)、塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)、上皮細胞増殖因子(EGF)及び／又はインシ
ュリン様増殖因子2(IGF-2)の、少なくとも１つのバイオマーカーを検出し、前記患者の試
験サンプルにおける前記バイオマーカーの発現レベルと参照基準とを比較することからな
り、前記参照基準と比較された前記試験サンプルにおける前記バイオマーカーの発現レベ
ルの差異が、前記予後の指標となる。バイオマーカーは、例えば、VEGF、s-VEGFR-3、Ang
2、IGF-2又はそれらの組み合わせのような、血漿バイオマーカーであることが好ましい。
【００３０】
　一つの実施態様においては、予後はOSであり、方法は、Ang2、IGF2、VEGF又はs-VEGFR-
3の少なくとも１つ血漿バイオマーカーを検出することからなる。上記のように、低いレ
ベルの血漿Ang2、血漿VEGF又は血漿s-VEGFR-3（参照基準、例えば、HCC患者群における、
50パーセンタイルの血漿Ang2/IGF-2レベル、75パーセンタイルのVEGFレベル、又は、25パ
ーセンタイルのs-VEGFR-3レベルと比較）は、HCC患者のOSの改善に関連する。
【００３１】
　他の実施態様では、予後はOSであり、方法は、Ang2、IGF-2又はs-VEGFR-3、及び、任意
であるVEGFから選択される少なくとも１つの血漿バイオマーカーを検出することからなる
。上記のように、低いレベルの血漿HGF、血漿VEGF又は血漿s-VEGFR-3(参照基準、例えば
、HCC患者群における、75パーセンタイルの血漿HGF/VEGFレベル又は25パーセンタイルの
血漿s-VEGFR-3レベルと比較)は、HCC患者におけるOSの改善に関連する。
【００３２】
　関連のある実施態様においては、予後は無進行期間（TTP）であり、方法は、Ang2、Ras
 p21、VEGF又はそれらを組み合わせたバイオマーカーの少なくとも１つを検出することか
らなる。バイオマーカーは、例えば、Ang2又はVEGFなどの血漿バイオマーカーであること
が好ましい。上記したように、HCC患者における低いレベルの血漿Ang2（参照基準、例え
ば、HCC患者群の50パーセンタイルの血漿Ang2レベルと比較）は、TTPの改善と関連する。
同様に、HCC患者における低いレベルのVEGF（参照基準、例えば、HCC患者群の75パーセン
タイルの血漿VEGFレベルと比較）は、TTPの改善と関連する。
【００３３】
　また本発明は、前記バイオマーカーの組み合わせを検出することからなる、予後、例え
ば、HCC患者の全生存期間及び／又は無増殖期間を予測するという効果もある。好ましい
組み合わせは、例えば、HGF及びVEGF；HGF及びs-VEGFR-3；VEGF及びs-VEGFR-3；HGF、VEG
F及びs-VEGFR-3；HGF及びRas p21；HGF、VEGF及びRas p21；VEGF及びRas p21；s- VEGFR-
3及びRas p21；c-KIT及びbFGF；c-KIT及びIGF-2；bFGF及びIGF-2；HGF及びbFGF；HGF 及
びIGF-2などが挙げられる。
【００３４】
　特に好ましい組み合わせとしては、例えば、c-KIT及びbFGF；c- KIT及びIGF-2； bFGF
及びIGF-2；HGF及びbFGF；HGF及びIGF-2などが挙げられる。
【００３５】
　バイオマーカーの組み合わせのより高い効果のため、上記された１つの様なバイオマー
カー（又はプロテオミック・シグネチャ）の組み合わせの使用が、特に好ましいと、技術
者に十分に理解頂けているであろう。
【００３６】
　単なる例示を目的として、本出願の発明者らは、以下のことを特定する：
（a）高BL VEGFのHCC患者は、低BL VEGFの患者よりOSが短く（75パーセンタイルのHCC患
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者は、25パーセンタイルのHCC患者より死亡の危険性がより高い）；
（b）高BL s-VEGFR-3のHCC患者は、低BL　s-VEGFR-3のHCC患者よりもOSが短く（75パーセ
ンタイルのHCC患者は、25パーセンタイルのHCC患者より死亡の危険性がより高い）；
（c）高いベースライン（BL）Ang2のHCC患者は、低BL Ang2の患者よりもOSが短く（75パ
ーセンタイルのHCC患者は、25パーセンタイルのHCC患者より死亡の危険性がより高い）；
（d）高いベースライン（BL）IGF-2のHCC患者は、低BL IGF-2の患者よりもOSが長く（75
パーセンタイルのHCC患者は、25パーセンタイルのHCC患者より死亡の危険性がより低い）
；
（e）低いベースラインRas p21のHCC患者は、高Ras p21レベルのHCC患者よりも無進行期
間（TTP）が短く（25パーセンタイルのHCC患者は、75パーセンタイルのHCC患者より進行
する危険性がより高い）；
（f）高BL VEGFのHCC患者は、低BL VEGFの患者よりもTTPが短く（75パーセンタイルのHCC
患者は、25パーセンタイルのHCC患者より進行する危険性がより高い）；
（g）高いベースライン（BL）Ang2のHCC患者は、低BL Ang2の患者よりもTTPが短く（75パ
ーセンタイルのHCC患者は、25パーセンタイルのHCC患者より死亡の危険性がより高い）。
【００３７】
　表２Ａ：HCCに対する予後因子としてのベースライン血漿バイオマーカーの例（p≦0.05
は有意差を示す。）

＊多変量解析は、コックス比例ハザードモデルを用いて行った。OS解析に関しては、変数
（全てのベースライン値）としては、治療群（両方のグループが含まれる場合）、SHARP
試験においてOSに対する予測が示された８臨床因子（ECOG PS、腫瘍量、AFP、肉眼的血管
浸潤(macroscopic vascular invasion)、チャイルド－ピューのステータス、アルブミン
、アルカリフォスファターゼ、総ビリルビン）、及び、６つのベースライン血漿バイオマ
ーカー（c-KIT、HGF、Ras p21、VEGF、VEGFR-2、VEGFR-3）が挙げられる。TTP解析に関し
ては、変数（全てのベースライン値）としては、治療群（両方のグループが含まれる場合
）、SHARP試験においてTTPに対する予測が示された４臨床因子（腫瘍量、AFP、アルカリ
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フォスファターゼ、病因）、及び、６つのベースライン血漿バイオマーカー（c-KIT、HGF
、Ras p21、VEGF、VEGFR-2、VEGFR-3）が挙げられる。
【００３８】
　上記のベースライン血漿バイオマーカーは、調査された患者のクラスから得られた。ベ
ースライン値は、患者のクラスによって異なる可能性があることが予測され、本発明はこ
れらのベースライン値の使用に制限されることはない。
【００３９】
　本発明においては、HCC患者の試験サンプルにおける、HGF、VEGF、s-VEGFR-3、c-Kit、
Ang2又はIGF-2、好ましくは、s-VEGFR-3、Ang2又はIGF-2、特に好ましくは、s-VEGFR-3及
びAng2である、少なくとも１つのバイオマーカー、並びに、任意で、以下の少なくとも１
つの追加のパラメーターを検出することからなる、HCC患者の予後を予測する方法も提供
される。
　　(a)イースタン・コーポレイティブ・オンコロジー・グループ（Eastern Cooperative
Oncology Group）パフォーマンスステータス(ECOG　PS:0対1+2),
　　(b)大血管の血管浸潤（macrovascular vascular invasion）；
　　(c)腫瘍量；
　　(d)肝外進展（extra-hepatic spred）；
　　(e)アルファフェトプロテインレベル(AFP)；
　　(f)アルカリフォスファターゼレベル(AP)；
　　(g)腹水；
　　(h)ビリルビンレベル；
　　(i)アルブミンレベル；
　　(j)PTスコア；及び／又は
　　(k)チャイルド－ピュー(child-pugh)　スコア。
【００４０】
　本発明のバイオマーカーが、技術的に良く理解された、上記の追加の臨床的予後因子と
は関係なく、有用な予後情報を提供するものであることは、既に、技術者に十分に理解頂
けているであろう。例えば、高いECOGスコアの患者は、低ECOGの患者より悪くなる。この
ように、本発明のバイオマーカーは、単なるECOGスコア（及び他の７つのHCCに対する公
知の予後因子）よりも優れた予後情報を提供するものである。従って、予後判定に関して
、当業者は、これらの予後因子の何れか又は全て(又はいずれかの組み合わせ)に予後のバ
イオマーカーを加えて使用して、個々の患者の予後を判断することができる。
【００４１】
　本発明の追加の臨床的予後因子は、下記の通りである：
【００４２】
　ECOG(イースタン・コーポレイティブ・オンコロジー・グループ)パフォーマンスステー
タス、すなわち、患者が何をすることができるかの基準である。０～５のスケールで評価
される。本発明の方法においては、単純に０～２のECOGステータスの患者を登録するだけ
であり、殆どの患者が０又は１である（2は殆どない）。統計解析に関して、患者は、２
つのグループに分けられる：０対１又は２（Oken et al., American Journal of Clinica
l Oncology, 1982）。スケールは、下記の表に規定されている。
表３：ECOGパフォーマンスステータス
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【００４３】
　腫瘍量：「腫瘍量」は、腫瘍が血管浸潤を有しているか、肝外進展を有しているかのど
ちらか、又はその両方を意味している。これは、YESかNOの変数であり、YESは、予後の悪
化を意味している。
【００４４】
　AFP、すなわち、高AFPレベルは、予後の悪化を意味する。本発明において（及び、AFP
の予後値を示しているSHARPの研究にある公表された解析において；引用：Llovet et al.
 2008
Sorafenib in advanced hepatocellular carciNoma. NEJM 359(4):378- 390）、メジアン
値は、例えば、AFPレベルのような、追加のパラメーターの「高」対「低」レベルを有す
る患者を分類するために使用された。例えば、100、200及び400ng/mLなどの、臨床的に有
意であるとして公表された、他のAFPに対するカットオフ値を用いて更なる分析が行われ
た。「高」対「低」AFPレベルがどのように定義されても、OS及びTTPの両方に対して有意
な予後因子であった。更に重要なことは、AFPに対するカットオフ値が異っても、バイオ
マーカーの知見の有意性に影響を与えなかった。
【００４５】
　肉眼的血管浸潤、即ち、この追加のパラメーターは、２進（すなわち、YES又はNO）法
で評価され、YES（血管浸潤がある）は、予後不良と相関する。
【００４６】
　チャイルド－ピュー　スコア：A、B又はCとして点数化し、“より高い”スコア（C）は
、予後がより悪いことを意味する。A、B及びCは、下記の表に示される臨床的測定値によ
って決定される。
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【００４７】
　アルブミン、アルカリフォスファターゼ及び総ビリルビン：本解析において（及び、こ
れらの３因子の予後値を示すSHARPの研究にある公表された解析において）、アルブミン
、AP及びビリルビンのメジアン値は、低いレベルから高いレベルを分けるために使用され
た。アルブミンに関しては、低いレベルは予後の悪化に関連した。アルカリフォスファタ
ーゼ及び総ビリルビンは、高いレベルが予後の悪化に関連した。
【００４８】
　追加のパラメーター、例えば、AFPのメジアンレベル、大血管浸潤の存在／非存在、ビ
リルビン、アルブミン及び／又はAPのメジアンレベルなどは、公知の技術によって決定す
ることができる。どれを使用するかにかかわらず（例えば、メジアンAFPを使用すること
ができる）バイオマーカーの結果は正しいので、例えば、AFP100ng/mL、200ng/mL又は400
ng/mL等の他の値も、高対低AFPを決定するために使用することができる。追加のパラメー
ターレベルは、主治医によって決定されてもよく（例えば、大血管浸潤又は腫瘍量）、又
は、臨床医（例えば、血漿ビリルビン、アルブミン、AFP及びAPレベル）によって決定さ
れてもよい。「高」又は「低」のような追加のパラメーターの格付けは、所定のスコアリ
ング手順を用いて行うことができる。例えば、二進法のスコアリング法[binary scoring 
technique](すなわち、1=メジアンより上、0=メジアン以下)、スケールシステム[scale s
ystem]（すなわち、スケール１～５、スケール1が最も低く、５が最も高い）、又は、実
測値を使用してもよい。
【００４９】
　代表例として、HGFとこれらのパラメーターとの関連性の方向性を、以下の表４に示す
。
【００５０】
　表４の臨床パラメーターを、調査された患者のクラスから得た。ベースライン値は、患
者のクラスで異なる場合がある可能性が予測され、本発明は、これらの値の使用に制限さ
れることはない。
【００５１】
　本発明の実施態様において、下記からなる、HCC患者の全生存期間の予後診断を提供す
る；
　前記患者の試験サンプルにおける、血漿Ang2のバイオマーカーの少なくとも１つ、及び
、下記の追加のパラメーターの少なくとも１つを検出し、
　　(a)イースタン・コーポレイティブ・オンコロジー・グループ　パフォーマンスステ
ータス(ECOG　PS:0対1+2)，
　　(b)大血管の血管浸潤; 
　　(c)腫瘍量; 
　　(d)肝外進展;
　　(e)アルファフェトプロテイン(AFP)レベル;
　　(f)アルカリフォスファターゼ(AP)レベル;
　　(g)腹水;
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　　(h)ビリルビンレベル;
　　(i)アルブミンレベル;
　　(j)PTスコア;及び／又は 
　　(k)チャイルド－ピュー　スコア;
　前記患者における前記血漿HGFレベル及び前記追加のパラメーターを参照基準と比較す
ることからなり；
　低いレベルの追加のパラメーター（i）、又は、パラメーター(a)～(h)若しくはパラメ
ーター(J)～(k)の高いレベルの追加のパラメーターと組み合わさった高いレベルの前記血
漿Ang2レベルは、全生存期間の悪化を示すものとする。
　表４：ベースラインHGFレベル及び人口統計学的変数（p≦0.05有意性を示す）

　表４Ｂ：ベースラインAng2レベル及び人口統計学的変数（p≦0.05有意性を示す）
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【００５２】
　特に、本発明者らは、高Ang2レベルが、下記のものと関連することを見出した；
　　―高ECOGスコア（＞０）
　　―「腫瘍量」の存在（MVI又はEHS）
　　―高AFP（＞メジアン）
　　―肉眼的血管浸潤の存在
　　―低アルブミン（≦メジアン）
　　―高アルカリフォスファターゼ（＞メジアン）
　　―高総ビリルビン（＞メジアン）
　　―これらの関連性全ての方向性が、極めて一致していた。
　表４Ｃ：ベースラインIGF-2レベル及び人口統計学的変数（p≦0.05有意性を示す）
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【００５３】
　特に、本発明者らは、低IGF-2レベルと、下記のものとの関連性を見出した；
―男性
―年齢　６５歳以上
―肉眼的血管浸潤の存在
―低アルブミン（≦メジアン）
―高総ビリルビン（＞メジアン）
【００５４】
　また本発明は、分岐変数(bifurcated
variable)としてバイオマーカーを使用して、HCC患者の予後を予測する。この研究の結果
を、表４Ｄ及び４Ｅに示す。
　表４Ｄ：HCCにおけるOSに対する独立した予後因子を同定するための多変量解析―分岐
変数としてバイオマーカーを使用（p≦0.05有意性を示す）



(27) JP 2012-506560 A 2012.3.15

10

20

30

40

　表４Ｅ：HCCにおけるOSに対する独立した予後因子を同定するための新多変量解析―分
岐変数としてバイオマーカーを使用（p≦0.05有意性を示す）

　表４Ｆ：HCCにおけるOSに対する独立した予後因子を同定するための新多変量解析のま
とめ、その結果は、図４Ｅに示されている。ハザード比（ＨＲ）は、研究された各々のパ
ラメーターに対して計算された（p≦0.05有意性を示す）。
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　図４Ｇ：HCCに対する予後因子としてのベースライン血漿バイオマーカー

【００５５】
　要するに、本発明者らは、ベースライン血漿Ang2及びIGF-2が、HCCにおけるOSに対する
予後因子であることを特定した；
　(a)高いベースラインAng2の患者は、低Ang2の患者よりもOSが短く；
　(b)高いベースラインIGF-2の患者は、低IGF-2の患者よりOSが長く；
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　(c)Ang2は、他変数モデルにおいて、独立して予後として残る。
【００５６】
　ベースラインbFGF及びEGFは、HCCの予後ではない。
【００５７】
　がん治療の予後の予測
【００５８】
　また本発明は、HCC患者の予後の予測に関し、前記患者が治療処置（例えば、ソラフェ
ニブ）を受けているか、受ける予定になっており、前記患者の試験サンプルにおいて１以
上のバイオマーカーを検出し、前記バイオマーカーの前記レベルを参照基準（例えば、母
集団における前記バイオマーカーのメジアンレベル）と比較することからなり、前記参照
基準と比較された前記試験サンプルにおける前記バイオマーカーの発現差異が前記予後を
示すものとする。
【００５９】
　このような実施態様において、「予後良好」は、全生存期間の改善及び／又は無進行期
間の延長を意味し、これに対し、「予後不良」は、全生存期間の縮小及び／又は無進行期
間の短縮に等しい。
【００６０】
　他の関連する臨床予後は、制限されるものではないが、無進行生存期間、死亡までの期
間、無病生存期間、進行症状までの期間、無再発生存期間、再発までの期間、病状(すな
わち、進行性、安定など)、及び、レスポンスのタイプ（部分的、完全など）が挙げられ
る。
【００６１】
　関連する実施態様においは、HCC患者の試験サンプルにおける１つ以上のバイオマーカ
ーのレベルを検出し、前記バイオマーカーの前記レベルを参照基準（例えば、母集団にお
ける前記バイオマーカーのメジアンレベル）と比較することによって、前記患者がソラフ
ェニブ治療の利益を受ける可能性を予測することができ、前記参照基準と比較された前記
試験サンプルにおける前記バイオマーカーの発現差異が、前記利益を示すものとする。
【００６２】
　本明細書における「利益」は、全生存期間（OS;日数）及び／又は無進行期間（TTP;日
数）に基づいて評価される。全生存期間の増加及び／又は進行までの時間の遅延は、患者
が前記ソラフェニブ治療の利益を受ける／利益を受けられそうであることを示している。
【００６３】
　上記実施例の一側面としては、HCC患者の試験サンプルにおける、可溶性c-Kit(s-c-Kit
)、肝細胞増殖因子(HGF)、リン酸化ERK(pERK)である、又は、アンジオポエチン2(Ang2)、
塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)、インシュリン様増殖因子(IGF-2)の、少なくとも１つ
のバイオマーカーの発現レベルを検出し、前記レベルを参照基準と比較することからなる
、HCC患者のソラフェニブ治療の予後を予測するための方法を教示することであり、前記
参照基準と比較された前記試験サンプルにおける前記バイオマーカーの発現差異が、前記
予後を示すものとする。
【００６４】
　前記の臨床的に関連する状態は、当業者によって理解される。例えば、無進行期間（TT
P）は、非常に特異的な方法（RECIST基準を使用）で測定する場合に、予め設定された量
まで患者の腫瘍（又は多発性腫瘍）が成長するのに、どのくらいの期間がかかるかを示し
ている。それらは、「転移に進んだ」又は他の何らかの状態ではなく、腫瘍は、X線写真
上で進行している、すなわち、規定された標準による成長である。
【００６５】
　上記の議論において、バイオマーカーレベルは、全生存期間（OS）及び無進行期間（TT
P）と相関性があった。しかしながら、臨床予後を測定する規定された他の多くの方法が
存在する。例としては、制限されることはないが、例えば、下記のものが挙げられる：
【００６６】
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　PFS、すなわち、無進行生存期間［Progression free survival］(TTPと関連するが、全
く同じではない)
【００６７】
　TTD、すなわち、死亡までの期間［Time to death］（OSと関連するが全く同一ではない
）
【００６８】
　DFS、すなわち、無病生存期間［Disease free survival］
【００６９】
　TTSP、すなわち、進行症状までの期間［Time to symptomatic
progression］（「進行」は、腫瘍サイズに基づくものではないが、他の臨床症状に基づ
くものである。）
【００７０】
　RFS、すなわち、無再発生存期間［Recurrence free survival］
【００７１】
　TTR、すなわち、再発までの期間［Time to recurrence］（RFSに関連するが全く同一で
はない）
【００７２】
　PD、すなわち、進行性の疾患（腫瘍サイズに基づく）
【００７３】
　SD、すなわち、安定性の疾患（腫瘍サイズの変化なし、又は、少なくとも、定義される
許容範囲を超えない非常に小さい変化）
【００７４】
　PR、すなわち、部分奏効[Partial response]（所定の通院で、患者の腫瘍が所定の量に
縮小していることを示している。）
【００７５】
　CR、すなわち完全奏効[Complete response]（完全な腫瘍の消失を示している。）
【００７６】
　前記方法は、例えば、腫瘍バイオマーカー（例えば、リン酸化ERK）又は血漿バイオマ
ーカーなど、すべてのバイオマーカーの検出に関連するが、血漿バイオマーカーの検出が
好ましい。例えば、s-c-Kit及びHGFのような血漿バイオマーカーが特に好ましい。
【００７７】
　本発明者らは、高い血漿c-KITレベル（すなわち、＞11.3ng/ml）の患者は、低い血漿c-
KITレベルの患者よりもソラフェニブ治療の利益をより享受しやすいことを確認した。低
い血漿HGFレベル(すなわち、＜3.28ng/mL)の患者は、高い血漿HGFレベルの患者より、ソ
ラフェニブ治療の利益をより享受しやすいことも判明した。これらの実験に基づいて、血
漿c-KITの測定されたベースライン値11.3ng/ml、又は、血漿HGFの測定されたベースライ
ン値3.28ng/mlは、合理的に、参照基準として利用することができる。
【００７８】
　更に本発明者らは、Ang2を連続型変数としてモニターした場合に、Ang2レベルとソラフ
ェニブ治療の効果（全生存期間について）との間に明らかな相互作用があることを確認し
た（相互作用に対するp＝0.015）。ここで、低いベースラインAng2の患者は、高いAng2の
患者よりもソラフェニブの利益を享受する可能性があることが確認された。更に、高いベ
ースラインbFGFレベル（すなわち、＞メジアン値7.4pg/mL）の患者は、低いbFGFの患者よ
りもソラフェニブの利益を享受する（相互作用に対するp=0.078）。最後に、低いベース
ラインIGF-2レベル(すなわち、＜メジアン値797.7ng/mL)の患者は、高いIGF-2の患者より
ソラフェニブの利益を享受する（相互作用に対するp=0.13）。これらの研究に基づき、血
漿bFGFの測定されたベースライン値7.4pg/mL、又は、血漿IGF-2の測定されたベースライ
ン値797.7ng/mLは、合理的に、参照基準として利用することができる。
【００７９】
　従って本発明においては、HCC患者の血漿サンプルにおける、s-c-Kitタンパク質、肝細
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胞増殖因子(HGF)タンパク質、アンジオポエチン2(Ang2)タンパク質、塩基性線維芽細胞増
殖因子(bFGF)タンパク質又はインシュリン様成長因子2(IGF-2)タンパク質のレベルを検出
し、前記のs-c-Kit、HGF、Ang2、bFGF又はIGF-2の血漿レベルを参照基準と比較すること
からなり、前記参照基準と比較された前記患者における、前記血漿s-c-Kitレベルの上昇
、前記血漿bFGFレベルの上昇及び／又は前記血漿HGFレベルの減衰（attenuated）、前記
血漿Ang2レベルの減衰、前記血漿IGF-2レベルの減衰は、前記ソラフェニブ治療の良好な
予後を示すものとする、ソラフェニブ治療を受ける予定の前記HCCの予後を予測する方法
が提供される。
【００８０】
　同様に、本発明は、HCC患者の血漿サンプルにおける、s-c-Kitタンパク質、肝細胞増殖
因子(HGF)タンパク質、Ang2タンパク質、bFGF又はIGF-2のレベルを検出し、前記s-c-Kit
、前記HGF、前記Ang2、前記bFGF及び／又は前記IGF-2の前記レベルを参照基準と比較する
ことからなり、前記参照基準と比較された前記患者における、前記血漿s-c-Kit又は前記b
FGFのレベルの上昇単独、又は、これらと前記血漿HGF、前記Ang2又は前記IGF-2のレベル
の減衰とが組み合わさった場合が、前記患者がソラフェニブ治療の利益を受ける可能性が
あるということを示すものとする、HCC患者がソラフェニブ治療の利益を受ける可能性が
あると予測する方法を提供する。
【００８１】
　このような実施態様においては、例えば、s-c-Kit及びHGF、s-c-Kit及びbFGF、c-KIT及
びIGF-2;c-Kit及びAng2;HGF及びAng2;HGF及びbFGF;HGF及びIGF-2、bFGF及びIGF-2;などの
前記血漿バイオマーカーの組み合わせを検出することも可能である。
【００８２】
　特に好ましい組み合わせとしては、s-c-Kit及びHGF;s-c-Kit及びbFGF;s-c-KIT及びIGF-
2;bFGF及びIGF-2;HGF及びbFGF;HGF及びIGF-2;などが挙げられるが、これらに制限される
ことはない。
【００８３】
　また、例えば、s-c-Kit、HGF及びbFGF;s-c-Kit、HGF及びIGF-2からなる組み合わせが好
ましい。
【００８４】
　参照基準は、ある母集団において実験的に測定されたバイオマーカーレベル、例えば、
HCC患者における前記バイオマーカーの平均又はメジアン血漿レベルからなってもよい。
他の参照基準は、例えば、信頼区間（例えば、95％信頼区間値）又はパーセンタイル（例
えば、25パーセンタイル又は75パーセンタイル値）を利用してもよい。典型的な患者のサ
ンプルで観察されるベースラインバイオマーカーレベルは、例えば、表1A及び1Bに記載さ
れている。
【００８５】
　HCC患者からなる母集団が、参照基準を確立するのに特に好ましいが、母集団は、正常
な（すなわち、健康）被験者からなってもよい。試験サンプル及び／又は参照基準は、例
えば、血液、尿、汗、涙、粘液、胆汁、膣液、精液などの液体を使用することが好ましい
が、任意の生物由来物質で構成してもよい。例えば、HGF、s-c-Kit、VEGF、sVEGFR2、sVE
GFR3、Ang2、bFGF、IGF-2等の血漿バイオマーカーが最も好ましい。
【００８６】
　このような態様の１つでは、s-c-Kitバイオマーカーレベルが試験サンプル及び参照基
準で測定される。HCC患者の研究で決定されたように、実施例の方法によって、s-c-Kitの
メジアン血漿濃度11.3ng/mlをベースライン値として使用することができる。この参照基
準と比較する場合には、得られた患者の血漿s-c-Kitレベルを、「高」（すなわち、＞11.
3ng/ml）又は「低」(すなわち、＜11.3ng/ml)として分類してもよい。他の実施態様にお
いては、HGFレベルが測定される。この場合においては、HCC患者の研究において決定され
たように、HGFの75パーセンタイル血漿濃度3.28ng/mlを、「低」対「高」HGFレベルを決
定するために使用することができる。
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【００８７】
　更に他の実施態様においては、VEGFレベルが測定される。この実施態様においては、HC
C患者の母集団における、75パーセンタイル血漿VEGFレベル(101.9pg/ml)を、「低」対「
高」VEGFレベルの決定のための参照基準として使用することができる。HCC患者の母集団
における25パーセンタイル血漿s-VEGFR-3レベル(30.559ng/ml)を、「低」対「高」s-VEGF
R-3レベルの決定のための参照基準として使用することができる。
【００８８】
　更に他の実施態様においては、Ang2レベルが測定される。この実施態様においては、HC
C患者の母集団におけるメジアン、すなわち、50パーセンタイル血漿Ang2レベル(6.061ng/
ml)を、「低」対「高」Ang2レベルの決定のための参照基準として使用することができる
。HCC患者の集団における50パーセンタイル血漿bFGF又は血漿IGF-2レベル(7.5pg/ml及び7
98ng/ml、それぞれ、bFGF及びIGF-2)を、「低」対「高」バイオマーカーレベルの決定の
ための参照基準として使用することができる。
【００８９】
　本明細書における「ソラフェニブ」は、以下の化学式Iの化合物、又は、薬剤的に許容
されるその塩、多形体、水和物、代謝産物、溶媒和物、若しくは、それらの組み合わせか
らなる。

【００９０】
　化学式I及びそれらの塩、多形体、水和物及び塩は、米国特許番号7,235,576、米国特許
番号7,351,834、EP1,140,840Bl、WO03/068746及びWO04/078746に記載されている。これら
の出願／特許の中の開示は、そっくりそのまま参照することによって組み込まれる。
【００９１】
　好ましい実施例においては、「ソラフェニブ」は、N-[4-　クロロ-3-(トリフルオロメ
チル)フェニル]-N'-{4-[2-カルバモイル-l-オキソ-(4-ピリジルオキシ)]フェニル}尿素、
又はそのトシレート塩である、尿素化合物からなる。
【００９２】
　化学式Iの化合物は、単独、又は、例えば、化学療法薬、免疫治療薬等のようなその他
の治療薬と組み合わせて使用することも可能である。最近の研究においては、ソラフェニ
ブは単剤として使用されていた。しかしながら、他剤（化学療法、免疫調節薬、分子標的
剤）と組み合わせてソラフェニブを使用する進行中の臨床試験が多数存在する。従って、
本発明のバイオマーカーはソラフェニブの併用療法にも適用される。
【００９３】
　がん治療のモニタリング
【００９４】
　ある面においては、本発明は、ソラフェニブを患者に投与し、患者の血漿サンプル、血
清サンプル、細胞又は組織サンプルからなる試験サンプルから発現プロファイルを作成し
、試験サンプルの発現プロファイルを、同一人の治療前の発現プロファイル又は参照基準
（例えば、非HCC集団由来の血漿又は血清サンプル、正常細胞、がん細胞又はその両方か
らなる細胞集団）と比較することからなり、s-c-Kit、HGF、Ras p21、s-VEGFR-3、pERK、
Ang2、bFGF及び／又はIGF-2の少なくとも１つ、並びに、適宜VEGF及び／又はs-VEGFR-2の
バイオマーカーの前記試験サンプルにおける発現差異が、治療の予後を示すものとする、
がん患者の治療をモニタリングする方法を提供する。
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【００９５】
　このような実施態様において、ソラフェニブ治療の前後で、s-c-Kit、HGF、Ras p21、s
-VEGFR-3、pERK、Ang2、bFGF及びIGF-2の少なくとも１つ、並びに、適宜VEGF及び／又はs
-VEGFR-2のバイオマーカーのレベルを患者のサンプルから検出することからなり、ソラフ
ェニブ治療後の前記患者のサンプルにおける、少なくとも１つの前記バイオマーカーの異
なった発現が、治療の良好な予後を示すものとする、ソラフェニブ治療を受けたHCC患者
のモニタリングの方法が提供される。ソラフェニブ治療の継続期間は、医師によって決定
することができ、例えば、ベースライン（BL、すなわち治療前）、12週（サイクル３の１
日目又はC3D1）又は他の時点の値が使用されてもよい。
【００９６】
　例えば、s-c-Kit、HGF、Ras p21、VEGF、s-VEGFR-2、s-VEGFR-3、IGF-2及びAng2のよう
な血漿バイオマーカーの使用は、前記実施例においては特に好ましい。
【００９７】
　関連する観点において、前記血漿バイオマーカーの組み合わせを使用してもよい。前記
組み合わせを理解しやすくするため、前記バイオマーカーを下記のように分類する：
【００９８】
　グループＡは、HGF、s-c-Kit、s-VEGFR-3、IGF-2及びAng2からなる。
【００９９】
　グループＢは、VEGF、s-VEGFR-2、Ras p21からなる。
【０１００】
　好ましい組み合わせは下記に包含されているが、これらに制限されることはない：
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF;
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF;
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF;
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2;
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2;
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2;
　　(vii)Ang2と、VEGF;
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2;
　　(ix)Ang2と、Ras p21;
　　(x)IGF-2と、VEGF;
　　(xi)IGF-2と、sVEGFR2;
　　(xii)IGF-2と、Ras p21;又は 
(ｂ)グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる組
み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2;
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2;
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2;
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2;
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21;
　　(vi)Ang2と、Ras p21、及び、VEGF;
　　(vii)IGF-2VEGFと、sVEGFR2;
　　(viii)IGF-2，sVEGFR2と、Ras p21;
　　(ix)IGF-2，VEGFと、Ras p21;又は 
(Ｃ)グループＡの２つのバイオマーカーとグループＢの１つのバイオマーカーからなる組
み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
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　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(vii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(xii)IGF-2，HGFと、VEGF；
　　(xiv)IGF-2，HGFと、sVEGFR2；
　　(xv)IGF-2，HGFと、Ras p21；
　　(xvi)IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xvii)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2；
　　(xvii)IGF-2，Ang2と、Ras p21；
　　(xix)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF；
　　(xx)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2；
　　(xxi)IGF-2，s-c-Kitと、Rasp21；又は
(ｄ)グループＡの２つのバイオマーカーとグループＢの２つのバイオマーカーからなる組
み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，HGFと、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(ix)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、Rasp21；
　　(x)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xi)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(xii)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、Rasp21；
　　(xiii)IGF-2，s-c-KitVEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xiv)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(xv)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、Rasp21；又は
(ｅ)グループＡの３つのバイオマーカーとグループＢの１つのバイオマーカーからなる組
み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF；
　　(x)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、s-VEGFR-2；
　　(xi)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xii)HGF，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
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み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(viii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
(g)グループＡの４つのバイオマーカーとグループＢの１つのバイオマーカーからなる組
み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
(ｈ)グループＡの４つのバイオマーカーとグループＢの２つのバイオマーカーからなる組
み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
(ｉ)上記のバイオマーカーの全てからなる組み合わせ。
【０１０１】
　上記のベースライン血漿バイオマーカーは、調査された患者のクラスに対して得られた
。ベースライン値は、患者のクラスで異なることが予測され、本発明はこれらのベースラ
イン値の使用に制限されることはない。
【０１０２】
　本出願の発明者らは、血漿VEGFレベルが上昇する一方で、血漿c-KIT、HGF、Ras p21、s
-VEGFR-2及びs-VEGFR-3バイオマーカーのレベルは、コントロール（すなわち、ベースラ
インレベル）と比較して、ソラフェニブ治療患者において減衰することを確認した。結果
を表にまとめた（表５Ａ及び表６）。
【０１０３】
　本出願の発明者らは、血漿Ang2レベルが、プラセボ患者において、コントロール（すな
わち、ベースラインレベル）と比較して増加する一方、バイオマーカーである血漿Ang2レ
ベルは、ソラフェニブ治療患者において、コントロール（すなわち、ベースラインレベル
）と比較して減衰することを確認した。結果を表にまとめた（表５Ｂ）。
　表５Ａ：バイオマーカーレベルにおけるサイクル３の１日目（C3D1）の変化（p≦0.05
有意性を示す）
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　表５Ｂ：バイオマーカーレベルにおけるサイクル３の１日目（C3D1）の変化（p≦0.05
有意性を示す）

【０１０４】
　更に、血漿IGF-2の平均レベルは、ソラフェニブ治療中(p<0.0001*)及びプラセボ治療中
(p<0.0001*)において減少する一方、血漿EGFの平均レベルは、ソラフェニブ治療中に減少
する(p=0.025*)ことが確認された。
　表６Ａ：ソラフェニブ治療に対するレスポンスに関する血漿バイオマーカーレベルの変
化
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　表６Ｂ：ソラフェニブ治療に対するレスポンスに関する血漿バイオマーカーレベルの変
化

【０１０５】
　従って本発明においては、
　ソラフェニブ治療前のHCC患者の試験サンプルにおける、s-c-Kit、HGF、Ras p21、VEGF
、s-VEGFR-2、s-VEGFR-3、Ang2又はIGF-2の、少なくとも１つのバイオマーカーのベース
ラインレベルを検出し、
　ソラフェニブ治療後の前記患者の前記試験サンプルにおける、前記少なくとも１つのレ
ベルを検出し、
　前記ソラフェニブ治療後のバイオマーカーレベルを、前記ソラフェニブ治療前のベース
ラインレベルと比較することからなり、
　ソラフェニブ治療後の前記試験サンプルおける、s-c-Kit、HGF、Ras p21、s-VEGFR-2、
s-VEGFR-3、IGF-2又はAng2の少なくとも１つのレベルの減衰、及び／又は、VEGFレベルの
上昇、若しくは、前記Ang2レベルの安定レベル、IGF-2の減少若しくはわずかな減少が、
前記患者が前記ソラフェニブ治療にレスポンスすることを示すものとする、
　ソラフェニブ治療に対するHCC患者のレスポンスをモニタリングする方法を提供する。
【０１０６】
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　薬効を示す新規なバイオマーカー
【０１０７】
　本発明者らは、治療レジメン（例えば、ソラフェニブ治療）の経過中の変化が、治療レ
ジメン（therapeutic regimen）の予後と相関関係がある新規な血漿バイオマーカーを特
定した。好ましくは、例えば、s-c-Kit、HGF、Ras p21、VEGF、s-VEGFR-2、s-VEGFR-3、A
ng2及びIGF-2のような血漿バイオマーカーであり、その発現プロファイルは、ソラフェニ
ブの治療経過中に変化する。
【０１０８】
　本明細書における「治療経過」とは、２以上の時点からなっていてもよい。例えば、最
初の時点は、ソラフェニブ治療前の前記バイオマーカーレベルの測定からなっていてもよ
く、より遅い時点は、ソラフェニブ治療の12週（サイクル３の１日目又はC3D1）の測定か
らなる。これら２つの時点の間に存在する３番目の時点を、更に用いてもよい。追加の時
点も用いることもできる。
【０１０９】
　更に具体的には、発明者らは、ソラフェニブ治療のサイクル３の１日目（C3D1）におい
て、少なくとも294pg/mL（すなわち、メジアン血漿HGFレベル）の血漿HGFレベルの減少が
、無進行期間の著しい延長と関連することを特定した。
【０１１０】
　説明のためだけに用いられる限定されない例として、前記方法は、ソラフェニブ治療前
及びサイクル３の１日目（C3D1）の血漿HGFレベルを測定し、前記血漿HGFレベルの変化を
特定し、前記変化を血漿HGFの基準値294pg/mLと比較することからなり、C3D1での294pg/m
Lより大きい血漿HGFレベルの変化が、無進行期間の著しい延長を示すものであってもよい
。
【０１１１】
　更に発明者らは、プラセボ患者においては、Ang2血漿レベルがサイクル３の１日目（C3
D1）で著しく増加する一方で、ソラフェニブ治療患者においては、C3D1で血漿Ang2レベル
に変化がない（すなわち、メジアン血漿Ang2レベルが同じ状態である）ことも特定した。
この患者群においては、Ang2が減少する患者はAng2が増加する患者より全生存期間が長い
（p＜0.001）ことが分かった。この患者群におけるAng2が減少するソラフェニブ患者は、
Ang2が増加する患者より無進行期間がはるかに長い（p＝0.005）ことが分かった。ソラフ
ェニブ治療患者における血漿Ang2レベルとOS及びTTPとの関連性を測定する双方の研究に
おいて、メジアンAng2レベルにおいて二分化した変化（bifurcate　change）（０％の代
わり）をとった場合に、同様の結果が得られた。全てのグループのAng2におけるメジアン
変化は、5.1％と計算された。
【０１１２】
　またAng2レベルはプラセボ患者における予後であり、C3D1でAng2が減少するプラセボ患
者は、Ang2が増加する患者よりOSが長かった（p＜0.0001）。更に、C3D1でAng2が減少す
るプラセボ患者もまた、Ang2が増加する患者よりTTPが長い。
【０１１３】
　更に発明者らは、メジアンIGF-2レベルが、HCC患者においてC3D1で減衰することを特定
した。全患者においてIGF-2レベルのメジアン変化は94.3ng/mLであった。興味深いことに
、メジアン変化よりも大きな（すなわち、94.3 ng/mLより大きい）、血漿IGF-2レベルの
変化を伴うソラフェニブ治療患者は、メジアン変化よりも小さい（すなわち、94.3 ng/mL
未満）IGF-2変化を伴うソラフェニブ治療患者よりOSが長い（p=0.011）。更に、メジアン
変化より大きな（すなわち、94.3 ng/mLより大きい）血漿IGF-2レベルの変化を伴うソラ
フェニブ治療患者は、メジアン変化より小さな（すなわち、94.3ng/mL未満）IGF-2変化を
伴うソラフェニブ治療患者より、TTPが長い(p=0.008)。
【０１１４】
　同様に、興味深いことに、メジアン変化より大きな（すなわち、94.3 ng/mLより大きい
）血漿IGF-2レベルの変化を伴うプラセボ患者は、メジアン変化よりも小さい（すなわち
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、94.3 ng/mL未満）IGF-2変化を伴うソラフェニブ治療患者より、OSが長い（p=0.002）。
更に、メジアン変化より大きな（すなわち、94.3ng/mLより大きい）血漿IGF-2レベルの変
化を伴うプラセボ治療患者は、メジアン変化より小さな（すなわち、94.3 ng/mL未満）IG
F-2変化を伴うソラフェニブ治療患者より、TTPが長い。IGF-2において二分化された変化
（bifurcate change）（メジアン変化の代わり）を研究したところ、一貫した結果が得ら
れた。
【０１１５】
　更に発明者らは、HCC患者において、メジアンIGF-2レベルがC3D1で減衰したことを特定
した。全ての患者におけるIGF-2レベルのメジアン変化は、11.2％であった。メジアン変
化より大きい（すなわち、11.2％より大きい）血漿IGF-2レベルの変化を伴うソラフェニ
ブ患者は、メジアン変化より小さい(すなわち、11.2％未満)IGF-2変化を伴うソラフェニ
ブ治療患者より、OSが長い(p=0.063)。
【０１１６】
　６つの血漿バイオマーカーに対するバイオマーカーレベルのC3D1変化の解析、及び、OS
とTTPとその関連性は、下記の表に示した（表７Ａ及び７Ｂ）。
【０１１７】
　従って一つの実施態様においては、本発明は、
　ある時点で、HCC患者における血漿HGF、Ang2又はIGF-2レベルを検出し；
　より遅い時点で、前記患者における血漿HGF、Ang2又はIGF-2レベルを検出し；
　２つの時点での前記患者における血漿HGF、Ang2又はIGF-2レベルを比較することからな
り、
　前記より遅い時点での前記患者における血漿HGF、Ang2又はIGF-2レベルの減少が、ソラ
フェニブ治療の前記有効性を示すものとする、
　HCC患者におけるソラフェニブ治療の有効性を評価する方法を提供する。
【０１１８】
　最も好ましい実施態様としては、本発明は、
　ある時点で、HCC患者における血漿HGF、Ang2又はIGF-2レベルを検出し；
　より遅い時点で、前記患者における血漿HGF、Ang2又はIGF-2レベルを検出し；
　２つの時点での前記患者における血漿HGF、Ang2又はIGF-2レベルを比較することからな
り、
　前記より遅い時点での血漿HGFレベルの減少、血漿Ang2の減少、又はIGF-2レベルの減少
が、前記HCCの無進行期間の増加を示すものとする、
　ソラフェニブ治療を受けているHCC患者の全生存期間を予測するための方法を提供する
。
【０１１９】
　関連する実施態様において、本発明は、
　ある時点で、HCC患者における血漿HGF、Ang2又はIGF-2レベルを検出し；
　より遅い時点で、前記患者における血漿HGF、Ang2又はIGF-2レベルを検出し；
　２つの時点での前記患者における血漿HGF、Ang2又はIGF-2レベルを比較することからな
り、
　前記より遅い時点での血漿HGFレベルの減少、血漿Ang2の減少、又はIGF-2レベルの減少
が、前記HCCの無進行期間の増加を示すものとする、
　ソラフェニブ治療を受けているHCC患者における無進行期間を予測する方法を提供する
。
【０１２０】
　上記したように、HGF、Ang2及び／又はIGF-2の組み合わせを利用してもよい。好ましい
組み合わせは、制限されることはないが、HGF及びAng2、HGF及びIGF-2、Ang2及びIGF-2、
並びに、HGF、Ang2及びIGF-2が挙げられる。単純に理解を容易にするため、本発明は、
　ある時点で、HCC患者における血漿HGF、血漿Ang2又は血漿IGF-2の、バイオマーカーの
組み合わせのレベルを検出し；
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　より遅い時点で、前記患者における前記バイオマーカーの組み合わせのレベルを検出し
；
　２つの時点での前記患者におけるバイオマーカーレベルの前記組み合わせを比較するこ
とからなり、
　前記より遅い時点におけるバイオマーカーの前記組み合わせのレベルの減少が、HCC患
者の無進行期間の増加を示すものとする、
　ソラフェニブ治療を受けているHCC患者の予後を予測する方法を提供する。
【０１２１】
　例えば、遠隔転移、二次腫瘍の存在、分化のレベル、化学療法（例えば、ソラフェニブ
治療）のレスポンスなどのような、追加のパラメーターをHCC腫瘍の特徴づけに使用して
もよい。
　表７Ａ：血漿バイオマーカーレベルにおけるソラフェニブに関連したC3D1変化（ベース
ラインとの比較）及び予後（p≦0.1は有意差を示す。）
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ラインとの比較）及び予後（p≦0.1は有意差を示す。）
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【０１２２】
　また本発明は、前記パラメーター（例えば、無進行期間の増加を伴う生存グループの改
善、無進行期間の減少を伴う生存グループの減少、など）の組み合わせに従った、がん患
者の分類方法に関する。国際予後因子（international prognostication index;IPI）の
算定における前記パラメーターの有用性は、当技術分野で公知である。
【０１２３】
　腫瘍バイオマーカー
【０１２４】
　更に本発明は、その発現及び／又はその活性がソラフェニブ治療にレスポンスして調節
される、新規な腫瘍バイオマーカーに関する。
【０１２５】
　一つの実施態様において、
　HCC患者の試験腫瘍サンプルにおける、ホスホ‐ERK（pERK）レベルを検出し；
　前記pERKレベルを参照基準と比較することからなり、
　参照基準と比較された前記腫瘍サンプルにおける前記pERKの発現差異が、前記HCCの予
後を示すものとする、
　HCC患者の予後を予測する方法が提供される。
【０１２６】
　本出願の発明者らは、腫瘍におけるpERKレベルの上昇が、ソラフェニブ治療におけるTT
Pの延長と有意に相関することを特定した。この研究において、特定の腫瘍サンプルが、
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「高」又は「低」pERKレベルを有すると特徴づけられたことに基づき、HCC患者における
ベースライン腫瘍pERKレベルが、公知の技術（例えば、免疫染色）を用いて初めて特定さ
れた。
【０１２７】
　本発明において、pERKレベルは、腫瘍サンプルの免疫組織化学検査（IHC）の解析によ
ってスコア化された。現在、病理学者が、IHCにおけるタンパク質レベル、つまり強度及
び染色エリア％（彼らは、例えば、信頼できる強度レベルを超える染色エリア％、又は、
強度レベルと全染色エリアを掛け算したもの、又は、陽性に染色された核を有する細胞の
評価など、これらの置換を使用することも可能である）をスコアする、２つの主要な方法
がある。
【０１２８】
　本発明における典型的な例として、０～４＋の値からなるスコアリング手順に基づいた
、染色強度（染色はどの程度の濃さか）が使用された。従って、スコアリング強度のスケ
ールは、０、１＋、２＋、３＋、４＋であり、４＋が最も濃く、０は、無染色である。
【０１２９】
　本発明において、高いpERK（最大強度スコア３＋又は４＋を有すると定義された）のが
ん患者は、低いpERK（最大強度スコア０、１＋又は２＋を有すると定義された）の患者よ
りソラフェニブ治療の利益を受けた。陽性に染色されたエリア％を分析に使用した場合に
、同様の結果が得られた。従って、＞５％の腫瘍エリアに陽性染色を有する患者は、０～
５％の腫瘍エリアに染色を有する患者より、ソラフェニブ治療の利益を受けた。これらの
研究に基づき、当業者は、pERKレベルを予後と関連づけるために、追加のカットオフ値（
すなわち、0～10％対＞10％染色）を指定することができる。
【０１３０】
　好ましい実施態様においては、
　HCC患者の試験腫瘍サンプルにおける、ホスホ-ERK(pERK)のレベルを検出し；
　pERKの前記レベルを、前記HCC患者の母集団において測定されたpERKからなる参照基準
と比較することからなり、
　前記参照基準と比較して上昇した、前記腫瘍サンプルにおける前記pERKの発現が、前記
HCCの予後を示すものとする、
　HCC患者の無進行期間を予測する方法を提供するものである。
【０１３１】
　腫瘍の予測
【０１３２】
　本発明はまた、HCC患者の試験腫瘍サンプルにおいて、１つ以上の腫瘍バイオマーカー
を検出することからなる、化学療法（例えば、ラフェニブ）を受けている、又は、受ける
予定であるHCC患者の予後予測に関する。この実施態様における、全生存期間（OS）又は
無進行期間（TTP）に関するソラフェニブ治療の効果は、前記患者においてホスホ-ERK(pE
RK)のレベルを検出し、前記レベルを参照基準（例えば、抗体染色によって特定されるよ
うな、腫瘍サンプルにおけるメジアンpERK）と比較することによって予測され、前記参照
基準と比較した前記試験腫瘍サンプルにおける前記pERKレベルの上昇が、全生存期間及び
／又は無進行期間の改善を示すものとする。
【０１３３】
　生物活性剤（bioactive agent）のスクリーニング方法
【０１３４】
　本発明は、腫瘍細胞を薬剤に接触させ、s-c-Kit、HGF、Ras p21、VEGF、s-VEGFR-2、s-
VEGFR-3、pERK、Ang2、bFGF又はIGF-2の、少なくとも１つのバイオマーカーの発現レベル
を検出することからなり、参照基準と比較された腫瘍細胞における前記バイオマーカーの
発現差異が、前記HCCの予後を調節することができる薬剤であることを示すものとする、
被検者においてHCCの予後を調節することができる薬剤をスクリーニングする方法を含む
。
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【０１３５】
　本発明者らは、ソラフェニブ治療が、プラセボ治療の被検者と比較してHCC患者の無進
行期間及び／又は全生存期間を増加させることを特定した。これらの患者においては、s-
c-Kit、HGF、Ras p21、s-VEGFR-2及び／又はs-VEGFR-3バイオマーカーレベルの減衰、及
び／又は、VEGFの上昇、及び／又は、pERKバイオマーカーレベルの減少が継続的に観察さ
れた。
【０１３６】
　従って、本発明は、
　腫瘍細胞を薬剤に接触させ；
　前記薬剤と接触させた前後における、s-c-Kit、HGF、Ras p21、VEGF、s-VEGFR-2、s-VE
GFR-3又はpERKの、少なくとも１つのバイオマーカーの発現レベルを検出することからな
り、
　前記薬剤と接触させた後における、s-c-Kit、HGF、Ras p21、s-VEGFR-2又はs-VEGFR-3
のレベルの減衰、及び／又は、VEGFレベルの上昇、又は、pERKの減少が、前記HCC患者の
予後に影響を与えることができる薬剤であることを示すものとする、
　HCC患者の予後（例えば、無進行期間の延長及び／又は生存期間の改善）に影響を与え
る薬剤をスクリーニングする方法を提供する。
【０１３７】
　抗体及びそのためのアレイ
【０１３８】
　関連する実施態様において、本発明は、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容
体２(s-VEGFR-2)、可溶性VEGF受容体３(VEGFR-3)、可溶性s-c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖
因子(HGF)、Ras p 21、リン酸化ERK(pERK)、アンジオポエチン2(Ang2)、塩基性線維芽細
胞増殖因子(bFGF)、インシュリン様増殖因子(IGF-2)に特異的に結合する抗体分子である
。上皮細胞増殖因子(EGF)に特異的に結合するコントロール抗体を使用してもよい。
【０１３９】
　本発明は、複数の前記抗体分子からなる抗体マイクロアレイに関する。好ましくは、こ
のような抗体‐マイクロアレイは、天然（非変性）型の状態で前記タンパク質に特異的に
結合する抗体分子からなる。検出可能な標識を含む抗体分子は、この標識方法を含み、当
技術分野において公知である。
【０１４０】
　本発明の抗体アレイは、前記タンパク質の少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９
又はそれ以上と特異的に結合する複数の抗体分子を含んでもよい。全ての又は大半のタン
パク質バイオマーカーを検出する方法が好ましい。例えば、ソラフェニブ治療にレスポン
スして、上昇させるタンパク質のセット及び／又は減衰させるタンパク質のセットを検出
することなど、抗体に基づく検出の何れの組み合わせを用いてもよい。
【０１４１】
　このようなアレイの理解を容易にするために、本発明の抗体に結合する抗原からなる前
記バイオマーカーを下記のように分類する。
【０１４２】
　グループＡは、HGF、s-c-Kit、s-VEGFR-3、IGF-2及びAng2からなる。
【０１４３】
　グループＢは、VEGF、s-VEGFR-2、Ras p21からなる。
【０１４４】
　好ましいアレイは下記に包含されているが、これらに制限されることはない：
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つに結合す
る抗体分子であって、バイオマーカーは：
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)s-VEGFR-3と、VEGF；
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　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Rasp21；
　　(x)IGF-2と、VEGF；
　　(xi)IGF-2と、sVEGFR2；
　　(xii)IGF-2と、Rasp21；又は
　　　　(i)HGFと、VEGF；
　　　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　　　(ix)Ang2と、Rasp21；
（ｂ）グループＡの１つのバイオマーカーとグループＢの２つのバイオマーカーと結合す
る抗体分子であって、バイオマーカーは：
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(vi)Ang2と、Rasp21、及び、VEGF；
　　(vii)IGF-2，VEGFと、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，sVEGFR2と、Rasp21；
　　(ix)IGF-2，VEGFと、Rasp21；又は
　　　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　　　(vi)Ang2と、Rasp21、及び、VEGF；
（ｃ）グループＡの２つのバイオマーカーとグループＢの１つのバイオマーカーと結合す
る抗体分子であって、バイオマーカーは: 
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(xiii)IGF-2，HGFと、VEGF；
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　　(xiv)IGF-2，HGFと、sVEGFR2；
　　(xv)IGF-2，HGFと、Rasp21；
　　(xvi)IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xvii)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2；
　　(xviii)IGF-2，Ang2と、Rasp21；
　　(xix)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF；
　　(xx)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2；
　　(xxi)IGF-2，s-c-Kitと、Rasp21；又は、
　　　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｄ）グループＡの２つのバイオマーカーとグループＢの２つのバイオマーカーに結合す
る抗体分子であって、バイオマーカーが:
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，HGFと、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(ix)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、Rasp21；
　　(x)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xi)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(xii)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、Rasp21；
　　(xiii)IGF-2，s-c-KitVEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xiv)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(xv)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、Rasp21；又は　　
　　　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｅ）グループＡの３つのバイオマーカーとグループＢの１つのバイオマーカーに結合す
る抗体分子であって、バイオマーカーが:
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
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　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF；
　　(x)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、s-VEGFR-2；
　　(xi)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xii)HGF，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は、
　　　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｆ）グループＡの３つのバイオマーカーとグループＢの２つのバイオマーカーに結合す
る抗体分子であって、バイオマーカーが:
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(viii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は、
　　　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｇ）グループＡの４つのバイオマーカーとグループＢの１つのバイオマーカーに結合す
る抗体分子であって、バイオマーカーが:
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は、
　　　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｈ）グループＡの４つのバイオマーカーとグループＢの２つのバイオマーカーに結合す
る抗体分子であって、バイオマーカーが:
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は、
　　　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｉ）上記バイオマーカーの全てからなる組み合わせ；
【０１４５】
　キット、バイオチップ及びデーターセット
【０１４６】
　更に本発明は、１つ以上の、本発明の方法の実施に有用なキットからなる。いくつかの
好ましい実施態様においては、キットは、１つ以上の前記抗体を付けた、１つ以上の固体
支持体を含んでもよい。固体支持体は、高密度抗体アレイであってもよい。更に、キット
は、アレイと共に使用する１つ以上の試薬、１つ以上のシグナル検出及び／又はアレイ処
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理装置、１つ以上のタンパク質データーベース、及び、１つ以上の解析及びデーターベー
ス管理ソフトウェアパッケージからなってもよい。
【０１４７】
　好ましい実施例における本発明は、前記ポリペプチドに特異的に結合する複数の抗体か
らなるバイオチップに関する。好ましいバイオチップは、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、
可溶性VEGF受容体２(s-VEGFR-2)、可溶性VEGF受容体３(VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-Kit)
、肝細胞増殖因子(HGF)、Ras p 21、リン酸化ERK(pERK)、アンジオポエチン2(Ang2)、塩
基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)、インシュリン様増殖因子(IGF-2)からなるグループのタ
ンパク質の少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、
少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、又は、全てからなる。上皮細胞増殖因子(E
GF)に特異的に結合するコントロール抗体を使用してもよい。
【０１４８】
　本発明は、例えば、少なくとも２つの前記タンパク質の、組織又は細胞における発現レ
ベルを確認する情報を提示するための、コンピューターシステムの使用方法のような、腫
瘍組織又は細胞における少なくとも１つのタンパク質の発現レベルを、データーベースに
おけるタンパク質の発現レベルと比較するステップからなる、データーベースの使用方法
を含む。いくつかの好ましい実施態様において、前記方法は、血管内皮細胞増殖因子(VEG
F)、可溶性VEGF受容体２(s-VEGFR-2)、可溶性VEGF受容体３(VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-
Kit)、肝細胞増殖因子(HGF)、Ras p 21、リン酸化ERK(pERK)、アンジオポエチン2(Ang2)
、塩基性線維芽細胞増殖因子 (bFGF)、インシュリン様増殖因子(IGF-2)の１つ以上の発現
レベルの検出である。上皮細胞増殖因子(EGF)に特異的に結合するコントロール抗体を使
用してもよい。
【０１４９】
　技術者は、多くの生物学的機能が、様々なタンパク質及び／又はその活性の発現を変化
させることによって達成されるという事実を熟知している。例えば、細胞周期、細胞分化
及び細胞死のような基礎的な生物学的プロセスは、しばしば、独創的な経路に関わるタン
パク質グループの発現レベルにおける変化によって特徴づけられる。そのような独創的な
経路、及び、この経路に対する前述した遺伝子が関連する例を以下に記載する。翻訳後の
修飾イベント（例えばリン酸化反応）によってもたらされるタンパク質の活性における変
化は、発症とも関連している。例えば、機能上の腫瘍抑制因子の十分な発現の欠如、及び
／又は、オンコプロテインの過剰発現は、細胞の腫瘍形成又は肥厚成長の原因となりうる
(Marshall, (1991) CeU, 64,313-326; Weinberg, (1991) Science, 254,　1138-1146)。
従って、特定のタンパク質（例えば、オンコプロテイン又は腫瘍抑制因子）の発現レベル
の変化は、様々な腫瘍の存在及び進行の手がかりとしての役割を果たす。そのため、本発
明はまた、一つ以上のタンパク質を検出することからなる、広範な腫瘍の独創的な経路分
析の方法に関する。例えば、本発明は、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容体
２(s-VEGFR-2)、可溶性VEGF受容体３(VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖因子
(HGF)、Ras p 21、リン酸化ERK(pERK)の１つ以上からなる、１つ以上のシグネチャプロフ
ァイルにタンパク質を分類する方法を提供する。このようなシグネチャプロファイルの例
としては、制限されることはないが、増殖受容体リガンド[growth receptor ligand](VEG
F，HGF，Ang2，bFGF，IGF-2)、増殖受容体［growth　receptor］(s-VEGFR2及びs-VEGFR-3
)、増殖／生存タンパク質(Ras p21及びpERK)などが挙げられる。
【０１５０】
　オリゴヌクレオチド及びそれに基づくアレイ
【０１５１】
　本発明は、１つ以上の本発明の方法を実施するために有用な、オリゴヌクレオチドアレ
イからなる。このアレイは、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容体２(s-VEGFR
-2)、可溶性VEGF受容体３(VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖因子(HGF)、Ras
 p 21、リン酸化ERK(pERK)、アンジオポエチン2(Ang2)、塩基性線維芽細胞増殖因子
(bFGF)、インシュリン様増殖因子(IGF-2)をコードしている遺伝子に、特異的にハイブリ
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ダイズするオリゴヌクレオチドを含んでもよい。上皮細胞増殖因子(EGF)をコードする遺
伝子に特異的にハイブリダイズするコントロールオリゴヌクレオチドを使用してもよい。
【０１５２】
　好ましくは、このようなアレイは、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少な
くとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、又は、それ以上
の前記遺伝子に特異的にハイブリダイズする複数のオリゴヌクレオチドからなってもよい
。好ましい方法は、前記遺伝子の全て又は大半を検出してもよい。例えば、上方制御する
遺伝子セット、又は、下方制御する遺伝子セットなど、何れの遺伝子の組み合わせを使用
してもよい。
【０１５３】
　本発明は、サンプルにおける血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容体２(s-VEG
FR-2)、可溶性VEGF受容体３(VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖因子(HGF)、R
as p 21、リン酸化ERK(pERK)、アンジオポエチン2(Ang2)、塩基性線維芽細胞増殖因子 (b
FGF)、インシュリン様増殖因子(IGF-2)の発現レベルを測定するためのプライマー及び／
又はプローブに関する。プライマー及び／又はプローブは、構造情報（すなわち、アクセ
ッションナンバー）に基づいて、公知の技術を使用することによってデザインされる。遺
伝子は、例えば、PCR、インサイツハイブリッド形成法、シークエンシング等の、公知の
一般的ないずれの方法によっても測定することができる。
【０１５４】
　分析技術
【０１５５】
　参照基準
【０１５６】
　一つの実施態様においては、バイオマーカーレベルは、例えば、全てのHCC患者など、
患者サンプルのセットに基づいて、又は、患者サンプル内のパーセンタイルとして分類さ
れる。このような実施態様においては、発現の許容限界レベルが確立され、例えば、特定
のパーセンタイルと比較して「より高い」、又は「より低い」発現レベルが、予後予測の
基準として使用される。参照基準は、非HCC集団（例えば、健常者、又は、HCCではないが
、肝硬変、Ｂ型肝炎ウイルス、及び／又はＣ型肝炎ウイルスの患者）におけるバイオマー
カーレベルによって定義されてもよい。
【０１５７】
　バイオマーカーの検出
【０１５８】
　一つの実施態様においては、バイオマーカーのレベルは、抗体に基づいた検出戦略［例
えば、酵素結合性免疫吸着定量法（enzyme-linked immuosorbent assay；ELISA）、イム
ノブロッティング（WB）又は免疫組織化学検査（IHC）］を用いて測定される。しかしな
がら、このような方法は抗体に基づいた分析に制限されることはない。遺伝子及び／又は
そのポリペプチド産物の発現を検出する方法のいずれも確実に用いることができる。前記
方法としては、制限されることはないが、RT-PCR解析、ハイブリダイゼーションに基づく
解析(すなわち、ノーザン解析)、吸光度分析及び／又はプロテオミクス解析(すなわち、
質量スペクトル解析)を挙げることができる。
【０１５９】
　タンパク質の二次的な修飾（例えば、リン酸化、アセチル化、ファルネシル化など）及
び前記修飾されたタンパク質の活性におけるその効果を分析する最新技術は、技術的に良
く知られている（例えば、イムノブロッティング、酵母-2-ハイブリッド試験、レポータ
ーに基づく試験、活性試験など）。
【０１６０】
　また、本発明は、
　（ａ）上記のような腫瘍と非腫瘍組織で異なった発現をする、１つ以上のタンパク質か
らなる前記腫瘍の腫瘍性シグネチャプロファイルを作成し、
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　（ｂ）前記シグネチャプロファイルを、例えば、臨床予後又は臨床的進展のある１人又
は多数の患者由来のがん組織を含む１つ、のようながんのデーターセットと比較すること
からなる、
　腫瘍の臨床挙動を研究する方法に関する。
【０１６１】
　前記データーセットの例は、技術的に知られており、例えば、シンガポールにあるバイ
オテクノロジープロセッシングセンターの肝細胞癌プロテオームデータベース(ワールド
ワイドウェブのbti.a-star.edu.sg/hccm/servlet/CounterDBで利用可能)である。他のデ
ーターベースを使用してもよい。一つの実施態様においては、腫瘍の臨床挙動は、前記腫
瘍の転移の可能性に関連する。他の実施態様においては、臨床挙動は、前記腫瘍に関連す
る生存の可能性又は無進行生存期間と関連する。臨床予後の評価は、全生存期間の予測解
析又は無転移生存の予測解析であってもよい。他の分類パラメーター、例えば、腫瘍分化
度、腫瘍サイズ、腫瘍悪性度及び／又はステージ分類方法を使用してもよい。
【０１６２】
　一つの実施態様においては、前記データーセットの比較の結果として、進行及び／又は
転移に関連する腫瘍の臨床挙動を研究することができる。従って、がんの進行及び／又は
転移性疾患から非転移性を区別する研究のための方法を提供するものである。例えば、本
発明は、患者の試験サンプルにおける、s-c-Kit、HGF、Ras p 21、VEGF、s-VEGFR-2、s-V
EGFR-3、pERK、Ang2、bFGF又はIGF-2の少なくとも１つのバイオマーカーの発現レベルを
検出し、前記バイオマーカーの前記発現レベルを、HCC患者における前記バイオマーカー
の発現レベルの測定結果であるデーターセットからなる参照基準と比較することからなり
、前記バイオマーカーと前記データーセットにおける進行性又は転移性HCCとの関連性が
、前記患者のHCCの予後を示すものとする、患者におけるHCCの予後（例えば、進行性又は
転移性の性質）を予測するための方法を提供する。上記技術を使用すると、前記発現プロ
ファイルと進行及び／又は転移との関連性は、データーセットから得られる情報に基づき
標準化（calibrated）することができる。
【０１６３】
　本発明は、記載された特定の方法、プロトコール、細胞株、動物種又は属、構築物（co
nstruct）、及び、試薬に制限されることはなく、従って、変更してもよいと理解される
べきである。また、本明細書における専門用語は、特定の実施態様のみを説明する目的で
あり、添付のクレームによってのみ制限される本発明の範囲を、制限する目的ではないも
のと理解されるべきである。
【０１６４】
　本明細書及び添付のクレームで使用される、単数形”a”、”and”、及び”the”は、
文脈が明らかに別の方法で指示している場合を除いて、複数を含んでいることを留意しな
ければならない。従って、例えば、”a protein”は、１つ以上のタンパク質であり、当
業者に知られるその等価物等が含まれる。
【０１６５】
　定義される他の点を除き、本明細書における全ての技術的及び科学的な用語は、本発明
が属する技術における、通常の当業者における通常の理解と同義である。ここに記載され
た方法、装置、物質及びそれらと類似又は同等のいかなるものも、本発明の実施又は試験
に使用することができるが、以下に好ましい方法、装置及び物質について記載する。
【０１６６】
　米国特許公報No.20070178494及び20070105142の記載を含む、本明細書において言及さ
れる全ての公報及び特許は、例えば、現在記載されている発明と共に使用することができ
、公報に記載された構造物及び方法などの、記載及び開示の目的で、参照することにより
本明細書に組み込まれる。上記及び本文全体を通して説明された公報は、本発明の出願日
より前のそれらの開示を単に提供するものである。この場合におけるなにものも、先行す
る発明に基づくこのような先行する開示に対して、発明者が、何ら権利が与えられないこ
とを承認しているものと理解されるべきではない。
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　定義
【０１６７】
　便宜上、明細書、実施例、及び添付されたクレームにおいて使用された他の用語及びフ
レーズの意味は、下記の通りである。
【０１６８】
　本明細書における「及び」は、明示的に別段の定めをした場合を除き、「又は」と互換
性を持って使用される。
【０１６９】
　「大きい発現差異」に関しては、発現レベルが有意（例えば、p≦0.05）であるか、参
照基準における発現レベルに基づいて、少なくとも約20％、より好ましくは50％、最も好
ましくは100％まで異なることを意味する。
【０１７０】
　本明細書における用語「がん」又は「腫瘍」は、制限されることはないが、例えば、胸
、呼吸器、脳、生殖器、消化管、泌尿器、眼、肝臓、腎臓、皮膚、頭及び首、甲状腺、副
甲状腺、及び、それらの遠隔転移のがん、などの固形腫瘍を含む。また前記用語は、リン
パ腫、肉腫及び白血病も含む。
【０１７１】
　好ましいがんとしては、制限されることはないが、肝臓がん（原発性及び二次性）が挙
げられる。原発性肝がんとしては、良性腫瘍のほかにも肝臓の悪性腫瘍が含まれる。良性
肝腫瘍の例としては、制限されることはないが、血管腫、肝腺腫及び限局性結節性過形成
（FNH）が挙げられる。悪性肝腫瘍としては、制限されることはないが、肝芽腫と同様に
、肝細胞癌（HCC）、胆管細胞癌、血管肉腫（angiosarcoma）、血管肉腫（hemangiosarco
ma）が挙げられる。二次（転移）肝がんは、別の部位の原発性腫瘍から肝臓に転移したが
ん細胞からなる。前記の場合において、腫瘍は、大腸、直腸、胃、胸及び／又は肺のがん
細胞からなる。
【０１７２】
　本明細書において特に研究されたがんは、肝細胞癌（HCC）である。HCCの例としては、
制限されることはないが、線維層板型、偽腺管型（腺様）、多形性（巨細胞）、明細胞HC
Cを挙げることができる。
【０１７３】
　本明細書における「肝細胞癌」（HCC、ヘパトーマとも云う）は、肝臓の原発性悪性腫
瘍（がん）である。
【０１７４】
　好ましくは、本発明の方法は、進行性の肝細胞癌（HCC）患者の治療のための、検出、
予後判定及びガイダンスに有用である。例えば、無兆候性、進行性などのような、様々な
ステージにおけるHCC患者の特徴づけに対するステージ分類手順が、技術的に知られてい
る。
【０１７５】
　本明細書におけるフレーズ「がん型」（又は単に「型」）は、がんにおける診断上の分
類のことを指す。例えば、肝臓がんについては、前記フレーズは、広いクラス（例えば、
肝細胞癌、胆管細胞癌、血管肉腫（angiosarcoma）、血管肉腫（hemangiosarcoma）、肝
芽腫など）、又は、クラス内のサブグループ又はサブタイプ（例えば、線維層板型HCC、
偽腺管型HCC、多形性HCC及び明細胞HCC）を指してもよい。
【０１７６】
　「サンプル」は、例えば、細胞株及び組織培養細胞のようなin vitroで増やされた細胞
はもとより、全ての生命体に由来する生物組織又は体液又は生体細胞の何れであってもよ
い。好ましくは、前記「サンプル」は、腫瘍性疾患を患う患者（すなわち、「臨床サンプ
ル」）及び／又は健康な被検者から分離された生物試料からなる。このようなサンプルは
、バイオマーカーが直接的に放出される試料、又は、バイオマーカーが補足される試料か
らなってもよい。このような派生物（derivation）は、in vivo又はin vitroで生じても
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よい。場合によっては、生物試料は、たとえば血液若しくはリンパ液のような循環血、又
は、例えば血清若しくは血漿のようなその画分である。別のケースでは、生物試料は、例
えば、髄液、脳脊髄液又は間質液のように、実質的には特定の位置に留まる。更に追加的
なケースにおいては、生物試料は、例えば、尿、母乳、唾液、汗、涙、粘液、乳頭吸引液
（nipple aspirants）、精液、膣液、尿道球腺液等の排泄された液体である。また、生物
試料は、細胞が、in vitroで培養された、例えば成長培地等の液体、又は、細胞サンプル
がホモジナイズされた、例えば、バッファー等の液体も指す。試料は、更に、組織、生検
組織、組織切片、培養細胞、外科的に切除された腫瘍サンプル等からなる拭き取り検体か
らなる。また、「サンプル」は、例えば、組織学的目的のために取られた凍結切片又はホ
ルマリン固定切片などの組織の切片を含んでもよい。
【０１７７】
　本明細書における用語「患者」又は「被検者」は、哺乳動物（例えば、ヒト及び動物）
を含む。
【０１７８】
　タンパク質サンプル
【０１７９】
　何れの原料に由来する何れのサンプルも開示された方法で使用することができる。一般
に、「タンパク質サンプル」は、タンパク質分子を含む、又は含んでもよいサンプルであ
るべきである。適したタンパク質サンプルの例としては、細胞サンプル、組織サンプル、
細胞抽出液、別のサンプルから精製した画分又は構成要素、環境試料、生体膜サンプル、
培養サンプル、組織サンプル、体液及び生検サンプルが挙げられる。多数の他のサンプル
源が知られており、又は、開発可能であり、何れのものも、開示された方法で使用するこ
とができる。開示された方法で使用するための好ましいタンパク質サンプルとしては、細
胞及び組織のサンプルである。タンパク質サンプルは、複合体、単体、又は、それらの中
間物でありうる。例えば、タンパク質サンプルは、タンパク質の複合混合物を含んでも良
く、タンパク質サンプルは、高純度のタンパク質製剤、又は単一タイプのタンパク質であ
ってもよい。
【０１８０】
　「参照基準」は、かなり多くのサンプルのタイプ又は各タンパク質の基準となる発現レ
ベルを決定する方法であってよく、これらは、正常な血漿、血清、組織若しくは細胞、正
常血漿、血清若しくは組織由来の正常範囲、患者のグループ内における発現の範囲又はあ
る種の予後を伴う患者のセットを包含する。「参照基準」は、測定されたパラメーター（
すなわち、コントロール）に関するベースラインを提供するサンプルを意味する。参照基
準は、培養された初期細胞／組織はもとより、被検者から分離された正常、又は、非‐が
ん性細胞／組織サンプルを含んでも良い。参照基準の例としては、制限されることはない
が、患者の同じ組織又は体の部位から得られた、隣接した正常細胞／組織、正常な被検者
から分離されたサンプル、保管場所（例えば、American type tissue cultureのアクセッ
ションNo.87253又はNo.87254、それぞれ、72日及び58日目の胎性肝に関係する）から得ら
れた初代培養細胞／組織等が挙げられる。また、参照基準は、（例えば）HCC患者におけ
るセット等の患者のセット、又は、ある治療（例えば、ソラフェニブ）を受けているHCC
患者におけるセット、又はそのほかの予後に対するある予後を伴う患者のセットに対する
、発現レベルであってもよい。前者の場合は、各々の患者における特定のレベルを、発現
のパーセンタイルレベルに当てはめるか、又は、平均（mean）若しくは平均（average）
よりも高いか低いかとして表わすことができる。本発明において用いられる用語「参照基
準」は、具体的に、正常細胞、標準的化学療法、例えばソラフェニブで治療された患者由
来の細胞、又は、良性リンパ腫の患者由来の細胞が含まれる。また、参照基準は、測定レ
ベル、例えば、母集団における特定遺伝子の発現レベルの平均／メジアンレベルからなっ
てもよい。このような母集団は、正常被検者、何れの治療も受けていないHCC患者（すな
わち、未治療）、ソラフェニブ治療を受けたHCC患者、ソラフェニブ以外の化学療法を受
けたHCC患者又は良性の肝臓がん患者からなってもよい。「陽性参照基準」又は「陽性コ
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ントロール」は、技術的に知られており、例えば、形質転換された肝細胞癌細胞株（HepG
2細胞；ATCC
No.HB-8065)を任意に用いてもよい。
【０１８１】
　特に好ましい実施態様においては、参照基準は、試験サンプルと同じ系統及び／又は型
のサンプルからなる。このような態様においては、試験サンプルと参照基準の両方が、血
液サンプル（血漿バイオマーカーに対する）及び／又は腫瘍サンプル（腫瘍バイオマーカ
ーに対する）からなる。
【０１８２】
　アレイ（例えば、マイクロアレイ）上の「アドレス」は、エレメント、例えば、アレイ
の固体表面にオリゴヌクレオチドを付着させた位置を指す。
【０１８３】
　「アレイ」又は「マトリックス」は、指定可能な位置の配置、又は装置上の「アドレス
」を指す。位置は、二次元配列、三次元配列、又は、その他のマトリックスフォーマット
に配列することができる。位置の数は、数個から少なくとも数十万までの幅があってもよ
い。最も重要なことは、各々の位置が、完全に独立した反応サイトを表わしていることで
ある。「核酸アレイ」は、例えば、オリゴヌクレオチド又は遺伝子のより大きな部分等の
核酸プローブを含むアレイである。アレイ上の核酸は、一本鎖であることが好ましい。プ
ローブがオリゴヌクレオチドであるアレイは、「オリゴヌクレオチドアレイ」又は「オリ
ゴヌクレオチドチップ」と呼ばれている。「抗体アレイ」は、１つ以上の抗原（すなわち
、タンパク質）に結合することができる、抗体分子を含むアレイを指す。「マイクロアレ
イ」は、本明細書において、「バイオチップ」又は「バイオロジカルチップ」とも云うが
、少なくとも約100/cm2の不連続領域の密集を持つアレイ領域であり、少なくとも約1000/
cm2であることが好ましい。マイクロアレイの領域は、約10～250μmの範囲内で、例えば
直径などの特有の寸法を有し、ほほ同じ距離でアレイ内の他の領域から離れている。
【０１８４】
　「生物活性」又は「生理活性」又は「活性」又は「生物学的機能」は、交互に用いられ
、本明細書においては、ポリペプチド（天然の構造、変性の構造にかかわらず）によって
又はそのサブシークエンスによって、直接的又は間接的に実施されるエフェクター又は抗
原性の機能を意味する。生物活性としては、ポリペプチドへの結合、その他のタンパク質
又は分子への結合、DNA結合タンパク質、転写調節因子としての活性、損傷DNA結合能力な
どが挙げられる。対象とするポリペプチドに直接的に作用することによって、生理活性を
調節することができる。また、生理活性は、例えば、対応する遺伝子の発現の調節によっ
てなど、ポリペプチドのレベルを調節することによって変化させることができる。
【０１８５】
　本発明で用いられる用語「生体サンプル」は、生命体から、又は、生命体の構成要素（
例えば細胞）から得られるサンプルを指す。サンプルは、いかなる生体組織又は体液であ
ってもよい。サンプルは、患者に由来するサンプルであってもよい。このようなサンプル
としては、制限されることはないが、痰、血液、血液細胞（例えば白血球）、組織又は生
検サンプル（例えば腫瘍生検）、尿、腹水、及び、胸水、又は、それから得られる細胞が
挙げられる。生体サンプルは、例えば、組織学的目的のために取られた凍結切片などの組
織の切片を含んでもよい。
【０１８６】
　用語「遺伝子」は、ポリペプチド又は前駆体の生産に必要なコントロール及びコード配
列からなる核酸配列を指す。ポリペプチドは、フルレングスのコード配列又はコード配列
の部分の何れかによってコードされる。遺伝子は、植物、菌類、動物、バクテリアゲノム
若しくはエピソーム、核若しくはプラスミドDNA、cDNA、ウイルスDNA、又は、化学的に合
成されたDNAを含む、技術的に知られた供給源から、全部又は一部が抽出されてもよい。
遺伝子は、発現産物の生物活性若しくは化学構造、発現率、又は、発現調節の方法に影響
を与えることが可能な、１つ以上の改変を翻訳領域又は非翻訳領域に含んでいてもよい。
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このような改変としては、制限されることはないが、突然変異、挿入、欠失及び１つ以上
のヌクレオチドの置換が挙げられる。遺伝子は、中断されていないコード配列で構成され
ていてもよく、適切なスブライスジャンクションによって結合されている、１つ以上のイ
ントロンを含んでいてもよい。
【０１８７】
　本明細書における用語「核酸」は、例えば、デオキシリボ核酸（DNA）及び、必要に応
じて、リボ核酸（RNA）のような、ポリヌクレオチドを指す。前記用語は、ヌクレオチド
類似体から作られたRNA又はDNAの類似体、及び、記載された実施態様に適用できるような
、一本鎖（センス又はアンチセンス）及び二本鎖ポリヌクレオチドも、同等に含むと理解
される。クロモソーム、cDNA、mRNA、rRNA及びESTは、核酸としてみなされる分子の代表
例である。
【０１８８】
　本発明で用いられる用語「オリゴヌクレオチド」は、例えば、約10～約1000ヌクレオチ
ドからなる核酸分子を指す。本発明で使用されるオリゴヌクレオチドは、好ましくは、約
15～約150ヌクレオチドであり、特に好ましくは、約20～約100の長さである。オリゴヌク
レオチドは、自然に生じるオリゴヌクレオチド又は合成オリゴヌクレオチドであってもよ
い。オリゴヌクレオチドは、ホスホラミダイト法（Beaucage and Carruthers, Tetrahedr
on Lett. 22:1859-62, 1981）、又はトリエステル法（Matteucci, et al., J. Am. Chem.
Soc. 103:3185, 1981）、又は、その他の公知の化学的方法によって調製されてもよい。
【０１８９】
　用語、鋳型核酸の標的サイトに対するプローブの「特異的なハイブリダイゼーション」
は、ハイブリダイゼーションのシグナルがはっきりと読み取れるような、主として標的に
対する、プローブのハイブリダイゼーションを指す。ここで更に記載されているように、
特異的なハイブリダイゼーションを引き起こすこのような条件は、相同性領域の長さ、領
域のGC含量及びハイブリッドの融解温度（「Tm」）に依存して変化する。従って、ハイブ
リダイゼーションの条件は、ハイブリダイゼーション溶液と洗浄液の、塩含有量、酸性度
及び温度で変化する。
【０１９０】
　本明細書における、例えばDNA又はRNAなどの核酸に関して用いる用語「単離された」は
、それぞれ高分子の天然源に存在する、その他の、DNA又はRNAから分離された分子を指す
。本明細書における用語「単離された」は、細胞物質、ウイルス物質、遺伝子組み換え技
術によって作製する際の培地、又は、化学的に合成する際の化学的な前駆体又は他の化学
薬品が実質的に存在しない、核酸又はペプチドも指す。さらに、「単離された核酸」は、
断片として自然では生じない、又は、自然状態では見られない核酸断片を含んでもよい。
本発明で用いられる用語「単離された」は、その他の細胞タンパク質から単離されたポリ
ペプチドを指してもよく、精製されたポリペプチド、組み換えポリペプチドの両方を含む
ように意図されている。
【０１９１】
　本発明で用いられる用語「標識」及び「検出可能な標識」は、検出可能な分子を指して
おり、特に制限されることはないが、放射性同位元素、フルオロフォア、化学発光成分、
酵素、酵素基質、酵素補因子、酵素阻害剤、色素、金属イオン、リガンド（例えばビオチ
ン又はハプテン）などが挙げられる。用語「フルオレッサー（fluorescer）」は、検出可
能な領域の蛍光を示すことが可能な基質又はその一部を指す。本発明で使用してもよい標
識の特定例としては、フルオレセイン、ローダミン、ダンシル、ウンベリフェロン、テキ
サス・レッド（Texas red）、ルミノール、NADPH、アルファ‐β‐ガラクトシダーゼ及び
西洋わさびペルオキシダーゼが挙げられる。
【０１９２】
　本明細書における用語「発現レベル」は、所定の核酸の測定可能な発現レベルを指す。
核酸の発現レベルは公知の方法によって測定される。用語「異なって発現した」又は「発
現差異」は、所定の核酸の測定可能な発現レベルにおける、増加又は減少を指す。本明細
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書における「異なって発現した」又は「発現差異」は、タンパク質の発現レベルの違いが
有意（例えばp≦0.05）であることを意味し、同じコントロールタンパク質（例えばアク
チン）と比較し、次いで参照基準と比較された、比較として使用された２つのサンプルに
おいて、その違いは、少なくとも1.2倍、少なくとも1.4倍、少なくとも2.0倍又はそれ以
上であり得る。本発明に従って「異なって発現した」又は「発現差異」は、比較として用
いられた２つのタンパク質の発現レベルにおける違いが、1.2倍以上を意味し、1.5倍、2
倍、5倍、10倍、20倍、50倍以上までを意味する。また、検出可能に発現した核酸が、＋
／－少なくとも1.2倍で表わされ、２つのサンプルのうちの１つが、所定の核酸の検出可
能な発現がなければ、タンパク質は、２つのサンプルにおいて「異なって発現した」とい
われる。比較に用いられた２つ以上のサンプルにおけるタンパク質の発現レベルの違いが
、もはや少なくとも1.2倍の違いとはならないように変化したら、タンパク質の発現差異
は「阻害された」となる。タンパク質の発現レベルの絶対的定量は、既知の濃度のコント
ロールタンパク質を１つ以上含み、コントロールタンパク質の量に基づく検量線を作成し
、検量線に対して未知のシグナル強度から「未知」のタンパク質の発現レベルを推定する
（例えば、アッセイに基づく吸光度）ことによって達成された。
【０１９３】
　本明細書におけるフレーズ「発現レベルの検出」は、発現レベルを定量する方法はもち
ろん、目的とするタンパク質が発現しているかどうかだけを決定する方法も含む。従って
、必ずしも発現量の定量化を提供することなく、YES又はNOの結果を提供する試験は、こ
こで使用される前記フレーズとしての「発現レベルの検出」を必要とする試験である。所
定のサンプルにおける１つのタンパク質又は複数のタンパク質の発現レベルを検出又は定
量するために、肝臓がんにおいて異なった発現であるとして特定されたタンパク質を、様
々なプロテオーム試験において使用してもよい。例えば、従来の抗体に基づいた試験、二
次元ゲル電気泳動、ELISA試験などである。異なった発現遺伝子に関しては、ノーザンブ
ロッティング、ヌクレアーゼプロテクション、RT-PCR、インサイツハイブリッド形成法、
シークエンシング及びディファレンシャルディスプレイ法を使用してもよい。これらの方
法は、本発明のいくつかの実施態様に有用である。しかしながら、本発明の方法及び試験
は、抗体アレイ又はチップに基づく方法を考慮して最も効果的に設計される。
【０１９４】
　タンパク質
【０１９５】
　用語「タンパク質」は、本明細書において、用語「ペプチド」及び「ポリペプチド」と
交互に用いられる。
【０１９６】
　変異体
【０１９７】
　ポリペプチドの「変異体」は、１つ以上のアミノ酸残基を変化させたアミノ酸配列を有
するポリペプチドを指す。上記変異体は、置換されたアミノ酸が類似の構造又は化学的性
質（例えば、ロイシンとイソロイシンの置換）を有する、「保存的」変化を有していても
よい。変異体は、「非保存的」変化（例えば、グリシンとトリプトファンの置換）を有し
ていてもよい。類似したマイナーな変異体は、アミノ酸欠失又はアミノ酸挿入、又は両方
を含んでいてもよい。生物活性又は免疫学的活性を消滅させることなく、アミノ酸残基が
置換、挿入又は欠失しているかを決定するガイダンスを、例えば、LASERGENEソフトウエ
ア（DNASTAR）などの、当技術分野で公知のコンピュータープログラムを用いて特定して
もよい。ポリヌクレオチド配列との関連で使用される前記用語「変異体」は、特定の遺伝
子に関連するポリヌクレオチド配列又はそのコード配列を包含してもよい。この定義は、
例えば、「対立遺伝子」、「スプライス」、「種」、又は、「多形」変異体を含んでもよ
い。スプライス変異体は、参照分子に対してかなりの同一性を有していてもよいが、一般
に、mRNAプロセッシングの間におけるエキソンの選択的スプライシングの結果、より多く
の数又はより少ない数のポリヌクレオチドを有する。対応するポリペプチドは、更なる機
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能ドメイン又はドメインの欠落を有する。変種は、ある種から他の種に変化したポリヌク
レオチド配列である。結果として生じるポリペプチドは、一般的に、お互いに関連したか
なりのアミノ酸同一性を有する。多形変異体は、所定の種における個体間の特定遺伝子の
ポリヌクレオチド配列における変形である。多形変異体は、ポリヌクレオチド配列が１つ
の塩基で異なる「一塩基多形」（SNP）を包含してもよい。SNPの存在は、例えば、ある母
集団、病態又は病状の傾向を示すかもしれない。
【０１９８】
　ここで、「タンパク質発現プロファイル」及び「プロテオーム」、又は、細胞のプロテ
オミック・シグネチャと共に相互に用いられる用語「発現プロファイル」は、１つ以上の
タンパク質のレベル又は活性を表わす値のセットを指す。発現プロファイルは、少なくと
も約２つのタンパク質、好ましくは、少なくとも約２，３，５，６又はそれ以上のタンパ
ク質の発現レベルを表わす値からなることが好ましい。また、発現プロファイルは、複数
の細胞及び条件（例えばアクチン）において同様のレベルで発現しているタンパク質のレ
ベルを包含してもよい。例えば、がんの異常細胞の発現プロファイルは、異常細胞又は組
織における２～６若しくはそれ以上のタンパク質、及び、少なくとも１つのコントロール
タンパク質のタンパク質レベルを表わすレベルのセットを指す。
【０１９９】
　１つの細胞における発現プロファイルは、２つのプロファイルにおけるタンパク質の発
現レベルが十分に類似しており、その類似性が、例えば同じタイプの細胞であるという共
通の特徴を示す場合、他の細胞における発現プロファイルと「類似」する。従って、最初
の細胞で発現している少なくとも75％のタンパク質が、最初の細胞に関連する、２つのう
ちの１つのファクターにおける範囲内のレベルで、２番目の細胞において発現している場
合に、最初の細胞と2番目の細胞の発現プロファイルは、類似している。
【０２００】
　「特異的に結合する」は、本発明の抗体及び標的タンパク質の間の相互作用だけでなく
、他の分子、例えば、タンパク質、アプタマーのような他の分子との相互作用をも指す。
当技術分野で公知のように、抗原‐抗体の「特異的な結合」は、それに向かう抗体によっ
て未だ検出可能である、エピトープ領域の外側にマイナーな変化がある場合も包含する。
【０２０１】
　「実質的に結合する」は、プローブ核酸と標的核酸の間の相補的なハイブリダイゼーシ
ョンを指し、所望する標的ポリヌクレオチド配列の検出を達成するために、ハイブリダイ
ゼーションメディアのストリンジェンシーを緩和させることによって順応が可能となるマ
イナーなミスマッチを包含する。
【０２０２】
　シグネチャ
【０２０３】
　本発明は、「プロテオミクス・シグネチャ（proteomic signature）」を作り上げる、V
EGF、s-VEGFR-2、VEGFR-3、s-c-Kit、HGF、Ras p21、pERK、Ang2、bFGF又はIGF-2からな
るグループから選択される、１つ以上のタンパク質バイオマーカーに関する。このような
シグネチャは、一つのタンパク質、又は、前記タンパク質の２つ、好ましくは３つ、更に
好ましくは４つ、特に好ましくは５つ、及び、最も好ましくは６以上の組み合わせである
。このような組み合わせの例は制限されることはないが、HGF及びVEGF；HGF及びs-VEGFR-
3；VEGF及びs-VEGFR-3；HGF,VEGF及びs-VEGFR-3；HGF及びRas p21；HGF,VEGF及びRas p21
；VEGF及びRas p21；s-VEGFR-3及びRas p21；c-KIT及びbFGF；c-KIT及びIGF-2；bFGF及び
IGF-2；HGF及びbFGF；HGF及びIGF-2などが挙げられる。HGF、s-c-Kit、bFGF及び／又はIG
F-2の組み合わせからなるシグネチャが、最も好ましい。
【０２０４】
　本発明のシグネチャは、１つ以上の前記タンパク質バイオマーカー、例えば、VEGF、s-
VEGFR-2、VEGFR-3、s-c-Kit、HGF、Ras p21、pERK、Ang2、bFGF又はIGF-2をコードしてい
る遺伝子からなってもよい。これは、本明細書で「遺伝子シグネチャ（gene signature）
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」として記載された。前記したように、このような遺伝子シグネチャは、単独の遺伝子、
又は、前記遺伝子の２つ、好ましくは３つ、更に好ましくは４つ、特に好ましくは５つ及
び最も好ましくは６つの組み合わせからなる、このようなシグネチャからなってもよい。
【０２０５】
　このような組み合わせを理解しやすくするため、前記バイオマーカーを下記のように分
類する：
【０２０６】
　グループＡは、HGF、s-c-Kit、s-VEGFR-3及びAng2からなる；
【０２０７】
　グループＢは、VEGF、s-VEGFR-2、Ras p21からなる
【０２０８】
　好ましい組み合わせは下記に包含されるが、これらに制限されることはない：
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Rasp21；
　　(x)IGF-2と、VEGF；
　　(xi)IGF-2と、sVEGFR2；
　　(xii)IGF-2と、Rasp21；又は
（ｂ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(vi)Ang2と、Rasp21、及び、VEGF；
　　(vii)IGF-2VEGFと、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，sVEGFR2と、Rasp21；
　　(ix)IGF-2，VEGFと、Rasp21；又は
（ｃ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
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　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(xiii)IGF-2，HGFと、VEGF；
　　(xiv)IGF-2，HGFと、sVEGFR2；
　　(xv)IGF-2，HGFと、Rasp21；
　　(xvi)IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xvii)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2；
　　(xviii)IGF-2，Ang2と、Rasp21；
　　(xix)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF；
　　(xx)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2；
　　(xxi)IGF-2，s-c-Kitと、Rasp21；又は
（ｄ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，HGFと、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(ix)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、Rasp21；
　　(x)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xi)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(xii)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、Rasp21；
　　(xiii)IGF-2，s-c-KitVEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xiv)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(xv)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、Rasp21；又は
（ｅ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF；
　　(x)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、s-VEGFR-2；
　　(xi)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xii)HGF，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｆ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
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　　(viii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｇ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｈ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｉ）上記バイオマーカーの全てからなる組み合わせ
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Rasp21.
（ｂ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Rasp21；
　　(vi)Ang2と、Rasp21、及び、VEGF；
（ｃ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｄ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
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　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｅ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｆ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｇ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｈ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｉ）前記バイオマーカーの全てからなる組み合わせ
【０２０９】
　抗体
【０２１０】
　本発明で用いられる用語「抗体」は、例えば、アイソタイプ（IgG，IgA，IgM，IgE等）
などの全ての抗体、及び、脊椎動物（例えば、哺乳動物）のタンパク質と特異的に反応す
るそのフラグメントも含むことを意味する。抗体は、従来の技術を使用して断片化しても
よく、フラグメントは、全ての抗体について上記と同じ方法で使用するために、スクリー
ニングしてもよい。従って、前記用語は、あるタンパク質と選択的に反応することが可能
である、タンパク分解的に切断された（proteolytically-cleaved）又は組み換え調製さ
れた（recombinantly-prepared）された抗体の一部分の断片を含む。前記タンパク分解型
及び／又は組み換え型のフラグメントの例は制限されることはないが、Fab、F(ab')2、Fa
b'、Fv及びペプチドリンカーによって連結されたV[L]及び／又はV[H]ドメインを含む単鎖
抗体（scFv）を包含する。scFvは、共有結合的又は非共有結合的に結合して、２つ以上の
結合部位を有する抗体を形成してもよい。対象の発明は、ポリクローナル、モノクローナ
ル、又は、その他の抗体及び組み換え抗体の精製品を包含する。
【０２１１】
　バイオマーカー
【０２１２】
　用語「バイオマーカー」又は「マーカー」は、全ての生命体の生物学的変化はもとより
、様々な、細胞内及び細胞外イベントを網羅する。バイオマーカーは、例えば、制限され
ることはないが、本質的にシグナリング分子、転写因子、代謝物、遺伝子転写だけでなく
、翻訳後におけるタンパク質の修飾の生産率又はレベルなど、細胞機能の性質のいずれを
表わしていてもよい。バイオマーカーは、タンパク質レベル及び／又は修飾のプロテオー
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ム解析の全体又はトランスクリプトレベルのゲノム解析の全てを含んでもよい。
【０２１３】
　好ましくは、本発明のバイオマーカーはタンパク質及び／又はポリペプチドである。
【０２１４】
　また、バイオマーカーは、化合物処理された、未治療の異常細胞若しくは組織と比較さ
れた疾患、若しくは、同じ疾患を伴う患者と比較された疾患を有する被検者の異常細胞又
は組織、又は、異なる予後を伴う患者において、上方制御又は下方制御される遺伝子又は
遺伝子産物を指してもよい。すなわち、遺伝子又は遺伝子産物は、治療された細胞又は組
織に十分に特異的であるので、患者に対する治療及び／又は臨床予後、又は、小分子の有
効性の特定、予測若しくは検出をするために、適宜、他の遺伝子又は遺伝子産物と共に使
用してもよい。従って、バイオマーカーは、異常細胞における化合物の有効性の特性を示
す、又は、化合物による治療に対するその異常細胞のレスポンスを示す遺伝子又は遺伝子
産物である。
【０２１５】
　フレーズ「特異的にハイブリダイズする」とは、配列が複合混合物（例えば、細胞全体
）のDNA又はRNAに存在する場合に、ストリンジェントな条件下で、実質的に特異的なヌク
レオチド配列又は配列に、又は、特異的なヌクレオチド配列又は配列のみに、分子が結合
、二本鎖化（duplexing）若しくはハイブリダイズすることを指す。本発明の試験及び方
法は、少なくとも約２、10、100、10,000又は1,000,000若しくはそれ以上、及び好ましく
は、２～50若しくはそれ以上の異なる核酸のハイブリダイゼーションを同時にスクリーニ
ングするための、利用可能なフォーマットを利用してもよい。
【０２１６】
　用語「ストリンジェントな条件」とは、プローブが、その他の配列、又は、違いが確認
される可能性のある他の配列に対しては、不十分にハイブリダイゼーションするが、プロ
ーブの標的サブシークエンスに対してハイブリダイズするであろう条件を指す。ストリン
ジェントな条件は、配列依存性であり、違う環境では異なるであろう。長い配列は、高い
温度で特異的にハイブリダイズする。一般的に、ストリンジェントな条件は、規定された
イオン強度とpHにおける、特定の配列に対する熱融解温度（thermal melting point;Tm）
より、約５℃低く選択される。特に、ストリンジェントな条件は、pH7.0～8.3における塩
濃度が、少なくとも約0.01～1.0Mナトリウム濃度（又はその他の塩）であり、短いプロー
ブ（例えば、10～50ヌクレオチド）に対して、温度が少なくとも約30℃である。また、ス
トリンジェントな条件は、ホルムアミドのような不安定化剤の添加で実現されてもよい。
例えば、高ストリンジェンシーな状態は、42℃で、例えば、約5xSSC、0.5%SDS、100μg/m
l変性したサケの精子DNA、及び、50%ホルムアミドなどを含むハイブリダイゼーション溶
液中で、ポリヌクレオチドプローブと共に、ブロットを一晩（例えば、少なくとも12時間
）インキュベートする、又は、42℃で、5x SSPE、0.5% SDS及び50%ホルムアミド中で100
μg/ml 変性したサケの精子DNAをハイブリダイズし、65℃で、0.1% SSC及び0.1% SDS溶液
中で洗浄することによって達成され得る。例えば、95％又は優れた配列同一性を有する配
列を選択するために、高ストリージェンシーな条件、例えば、塩基対ミスマッチ５％未満
（例えば、65℃で30分間、0.1%SSC及び0.1%SDS内で２回洗浄）で、ブロットを洗浄しても
よい。
【０２１７】
　ここで用いられる試験及び方法に基づくハイブリダイゼーションは、当技術分野におい
て公知である。目的とするポリヌクレオチド（長又は短）からなる、フィルタータイプの
ブロット（すなわち、例えばニトロセルロースのような、ポリヌクレオチドを含むマトリ
ックス）、ガラスチップ、並びに、その他のマトリクス及び基質を、22～68℃で一晩、プ
レハイブリダイゼーション溶液（例えば6xSSC，0.5%SDS，100μg/ml、変性したサケの精
子DNA，5xデンハート液及び50%ホルムアミド）中でインキュベートすることができ、次い
で、所定のストリージェンシーを得るために適切な条件下において、検出可能なポリヌク
レオチドプローブとハイブリダイズする。一般的に、高い相同性又は配列同一性が求めら
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れる場合には、高い温度（例えば、65℃）を使用することができる。相同性が低下するの
で、低い洗浄温度が使用される。塩濃度に関しては、塩濃度が低いほど、ストリンジェン
シーは高い。プローブの長さは、別の検討事項である。たとえ相同性が高い場合であって
も、極めて短いプローブ（例えば、100塩基対）は、低温で洗浄される。短いプローブの
場合には、ホルムアミドを除外することができる。例えば、Current Protocols in Molec
ular Biology, Chapter 6, Screening of　Recombinant Libraries;　Sambrook et al.,M
olecular Cloning, 1989,
Chapter 9を参照。
【０２１８】
　「配列同一性のパーセンテージ」又は「配列同一性」は、２つの最適に整列させた配列
又はサブシークエンスを、比較ウインドウ(comparison window)又はスパン（span）上で
、比較することによって決定される。この場合、２つの配列の最適な配列比較のために参
照配列（追加又は欠失を包含しない）と比較して、比較ウインドウにおけるポリヌクレオ
チド配列の一部は、追加又は欠失（すなわち、ギャップ）から構成されてもよい。パーセ
ンテージは、同一のモノマー単位（例えば、核酸残基又はアミノ酸残基）が両方の配列に
生じる位置の数を決定すると一致する位置の数が得られ、比較のウインドウにおける位置
の総数で一致する位置の数を割り、その結果に100をかけて、配列同一性のパーセンテー
ジを得ることによって計算される。プログラムGAP又はBESTFITを用いて計算する場合は、
配列同一性のパーセンテージは、デフォルトのギャップ重量（gap　weight）を用いて計
算される。
【０２１９】
　「相同性」又は「同一性」は、配列の類似性検索に適合したプログラムblastp、blastn
、blastx、tblastn及びtblastx(Karlin　et　al.,　(1990) Proc.　Natl.　Acad.　Sci.
　USA 87, 2264-2268 and Altschul, (1993) J.　MoI.　Evol.　36,　290-300,　fully　
incorporated　by　reference)によって使用されるアルゴリズムを用いた、BLAST（Basic
　Local　Alignment　Search　Tool）解析によって決定されてもよい。BLASTプログラム
によって使用されたアプローチは、最初に、問い合わせ配列とデーターベース配列との間
の類似のセグメントを検討し、次いで、同定された全ての一致点の統計的優位性を評価し
、最後に、事前に選択した有意性の閾値を満足したこれらの一致点のみを取りまとめる。
配列データーベースの類似性検索における基本的な問題の考察に関しては、Altschul et 
al., (1994) Nature Genet. 6, 119-129を参照することによって組み込まれる。ヒストグ
ラム、記述、配列比較、予測（すなわち、データーベース配列に対する一致点を報告する
ための統計的に有意な閾値）、カットオフ、マトリックス及びフィルターに対する検索パ
ラメーターが、デフォルト設定で存在する。blastp、blastx、tblastn及びtblastxで使用
されるデフォルトのスコアリングマトリックスは、BLOSUM62マトリックスである(Henikof
f　et　al.,　(1992) Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA　89,　10915-10919,　fully　in
corporated　by　reference)。４つのblastnパラメーターは、下記のように調整される：
Q=10(ギャップクリエーションペナルティー：gap creation penalty);R=10(ギャップエク
ステンションペナルティー：gap　extension　penalty);wink=l(要求に従って全ての位置
でワードヒットを生じる);及びgapw=16(ギャップアラインメントが生じるウインドウ幅を
設定)。対応するBlastpのパラメーター設定は、Q=9;R=2;wink=l;及びgapw=32である。配
列間を比較するBestfitは、GCGパッケージ　バージョン10.0で入手できるが、DNAパラメ
ーターGAP=50(ギャップクリエーションペナルティー：gap creation penalty)及びLEN=3 
(ギャップエクステンションペナルティー：gap extension penalty)及び、タンパク質比
較における対応する設定は、GAP=8及びLEN=2である。
【０２２０】
　プローブ
【０２２１】
　本明細書における「プローブ」は、核酸と定義づけられ、１つかそれ以上のタイプの化
学結合、通常は相補的な塩基のペアリング、通常は水素結合形成を介して、相補配列する
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標的核酸に結合可能である。ここで用いられるように、天然（すなわち、Ａ，Ｇ，Ｕ，Ｃ
又はＴ）又は修飾された塩基（7-デアザグアノシン，イノシン，ロックド核酸，PNA'sな
ど）を含んでもよい。さらに、プローブにおける塩基は、ハイブリダイゼーションを邪魔
しない限り、リン酸ジエステル結合以外の結合で連結されてもよい。従って、プローブは
、構成成分である塩基をリン酸ジエステル結合というより、ペプチド結合によって結合し
ているペプチド核酸であってもよい。１つの遺伝子に対応する数個のプローブをアレイが
含む場合、これらのプローブは「遺伝子プローブセット」と呼ばれる。遺伝子プローブセ
ットは、例えば、約２～約20のプローブからなってもよく、好ましくは、約２～約10のプ
ローブ、特に好ましくは約４～約８のプローブ、及び、最も好ましくは約５のプローブで
ある。
【０２２２】
　キット
【０２２３】
　更に本発明は、異なった組み合わせで、上記した、高密度抗体アレイ、アレイと共に使
用するための試薬、シグナル検出及びアレイ処理装置、プロテオミクスのデーターベース
及び解析方法、マニュアル及びデーターベース管理ソフトを組み合わせる「キット」に関
する。例えば、上記した、試験化合物の毒性反応を予測する又は毒性反応のモデルを作る
こと、肝臓の病状の進行をモニターすること、新しい薬剤標的として将来が期待される遺
伝子を特定すること、及び、既知又は新しくデザインされた薬剤をスクリーニングするこ
とに、キットを使用してもよい。キットと共にパッケージされたデーターベースは、ヒト
又は実験動物のプロテオーム及び／又はフラグメント（本発明のタンパク質に対応する）
由来の発現パターンを集めたものである。データーは、正常及び罹患動物の両方の組織の
保存場所から集められ、再現性のある、定量的結果、すなわち、所定の条件下において、
参照基準と比較して、タンパク質が過剰発現している又は過小発現している程度を提供す
る。
【０２２４】
　キットは、PCR、シークエンシング、インサイツハイブリッド法のキットを含むことも
できる。
【０２２５】
　キットは、薬開発に関連する高いコストによって、早く薬剤試験を行うための必要性は
強いが、バイオインフォマティクス、特に、特定の遺伝子発現のインフォマティクスは、
まだ不足している製薬工場で使用されてもよい。これらのキットは、細胞培養及び実験動
物を使用した従来の新薬スクリーニングに関連する、コスト、時間及びリスクを削減する
ことができるであろう。事前にグループ化された患者集団の大規模薬剤スクリーニング、
薬理ゲノミクス試験の結果を、優れた効果とより少ない副作用を有する薬剤を選択するた
めに適用してもよい。キットは、より小さなバイオテクノロージーの会社及び前記の大規
模試験を自身で行うための施設がない研究所によって使用されてもよい。
【０２２６】
　発現をモニタリングするためのオリゴヌクレオチドプローブアレイは、当技術分野にお
いて公知である何れの技術(例えば、Lockhart　et　al.,　(1996)　Nat. Biotechnol. 14
, 1675-1680; McGaU et al.,　(1996) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 93,
13555-13460参照)に従って作ること、及び使用することができる。このようなプローブア
レイは、本明細書で記載した遺伝子の１つ以上に対し、相補的である又はハイブリダイズ
する、少なくとも１つ以上のオリゴヌクレオチドを含んでもよい。このようなアレイは、
本明細書で記載した、少なくとも約２、３、４、５、６またはそれ以上の遺伝子に対し、
相補的である又はハイブリダイズするオリゴヌクレオチドを含んでもよい。
【０２２７】
　アプタマー又はその他のプローブを使用するタンパク質の測定も、本発明においては許
容される。また、本発明は、適切なプローブを同時に使用する、タンパク質及びオリゴヌ
クレオチドの測定に関する。さらに別の側面において、本発明は、不溶性タンパク質（例
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えば、FFPEサンプルにおける）に対するプローブのハイブリダイゼーション（又は結合）
、その後の除去、プローブ又はプローブ／標的分子の測定に関し、前記標的分子がダメー
ジ、損傷、破壊又は切断されたとしても、プローブ又はプローブ複合体は、無傷又は十分
に形を保っている。プローブが、架橋結合又は表面結合された標的分子（例えば、膜結合
性受容体）及び可溶性の標的分子（例えば、可溶性受容体変異体）の両方と関連する、又
は、架橋結合又は表面結合された標的分子とのみ関連づけられた、何れの方法においても
、プローブは標的分子に対して解析可能な量に減少され、更に、組織から取り除かれ、測
定される。
【０２２８】
　データーベース
【０２２９】
　本発明は、例えば、上記のタンパク質に関するタンパク質情報と同様に、様々な細胞又
は組織サンプルにおけるタンパク質に関連する発現情報も含む、リレーショナル・データ
ーベースを包含する。発現パターンは、患者の治療及びレスポンス、又は、予後情報、又
は、その他の診断情報（例えば、病期の判定、例えばHCC）、又は、患者のリスク評価（
例えば、IPIスコアによる）と関連してもよい。データーベースは、例えば、配列情報と
関連するタンパク質についての記述的情報、又は、生体サンプルの臨床状態若しくはサン
プルが抽出された患者に関連する記述的情報のような、所定のプロテオーム若しくは組織
サンプルと関連する情報を含んでもよい。データーべスは、例えば、プロテオームデータ
ベース及び遺伝子発現データーベースのように、異なる部分を含むようにデザインされて
もよい。このようなデーターベースの構造及び構築に関する方法は、幅広く利用可能であ
る。本発明のデーターベースは、外部又は外国のデーターベースにリンクされてもよい。
このような外国データーベースとしては、制限されることはないが、日本の疾患ゲノムデ
ータベース［Genome Medicine Database of Japan］(world-wide-webの　gemdbj.nibio.g
o.jp/dgdb/で入手できる)が挙げられる。特に、エレクトロニック・ウエスタンブロット
（electronic　Western　blot）を製造して、ユーザーが所定のタンパク質が発現した細
胞種類若しくは組織を決定することができるように、又は、特定の組織若しくは細胞にお
ける所定のタンパク質の存在量又は発現レベルの定量することができるように、本発明の
データーベースを用いてもよい。
【０２３０】
　本発明のデータベースは、少なくとも２つの前記タンパク質からなる遺伝子セットの、
組織又は細胞における発現レベルを特定する情報を提示するために用いられてもよく、デ
ータベースにおけるタンパク質の発現レベルと、少なくとも組織内タンパク質の発現レベ
ルを比較するステップを含む。この方法は、タンパク質又はサンプルから得られたタンパ
ク質の発現レベルを、正常組織、がん組織、又は、同じ疾患（例えばHCC）及び治療（ソ
ラフェニブ）を伴う患者、若しくは、異なる臨床予後を有する他の患者の悪性腫瘍若しく
は組織でみられる発現レベルと比較することによって、所定の組織の生理状態を予測する
ために用いられてもよい。このような方法は、前記した薬又は薬剤のスクリーニング解析
に用いることもできる。
【０２３１】
　適切なコンピューターシステムは、発現情報、翻訳後の修飾情報（例えば、スプライシ
ング、リン酸化）、活性情報及びデーターベースにおけるその他の情報間の必要な比較を
実行するために使用されてもよく、又は、入力装置として提供されてもよい。例えば、多
数のコンピューターワークステーションは、様々な製造業者、例えばシリコングラフィッ
クス社などから提供されて利用することができる。また、クライアントサーバーの環境、
データーベースのサーバー及びネットワークは、幅広く利用することが可能であり、本発
明のデーターベースに対して適切なプラットフォームである。
【０２３２】
　予測
【０２３３】
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　「予後」は、無進行期間（TTP）及び／又は全生存期間（OS）又は無進行生存期間の評
価を意味する。例えば、リスクを割り当てる国際予後因子（international prognosticat
ion index;IPI）の予測のような、臨床予後及びリスクを予測するための技術及び手順は
、当業界において知られている。
【０２３４】
　全生存期間（OS）は、ランダム化からあらゆる原因による死亡までの期間として定義さ
れる。分析の時点で生存していた被検者の全生存期間（OS）は、彼らの経過観察最終日で
打ち切られる。
【０２３５】
　進行症状（Symptomatic　progression）は、FHSI-8質問表に基づくベースラインスコア
から少なくとも４ポイントの減少と定義され、予定された次の３週間の評価で確認された
。ベースラインから４ポイント又はそれ以上のFHSI-8スコアの減少があり、次の通院予定
より前に死亡した場合を除き、死亡は、進行症状として考慮されない。もし、研究からの
離脱が、ECOG4ステータスへの悪化であれば、進行症状として考慮される。
【０２３６】
　進行症状までの期間（TTSP）は、ランダム化から最初に記録された進行症状までの期間
として定義される（上記の進行症状の定義を参照）。解析時に、症状的に進行していない
被検者に関しては、TTSPは、彼らのFHSI-8評価の最終日で打ち切られる。
【０２３７】
　無進行期間（TTP）は、ランダム化から疾患の進行（放射線のみ）までの期間として定
義される。解析の時点において腫瘍の進行がない患者は、彼らの腫瘍評価の最終日で打ち
切られる。
【０２３８】
　病勢コントロール率（Disease　control rate）は、レスポンス評価の最初の実証から
少なくとも28日間維持されるレシスト（RECIST）に従って、完全奏効(Complete Response
；CR)、部分奏効（Partial Response；PR）又は安定（Stable Disease；SD）について最
良のレスポンス評価を有する患者の割合として定義される。
【０２３９】
　最良の奏効率（overall　response　rate）は、RECIST腫瘍奏効基準に従って確認され
る、治療の間又は実薬治療（active therapy）の終了後30日以内に実現される、最もよい
腫瘍レスポンス（部分又は完全奏効を確認）を伴う患者の割合として定義される。
【０２４０】
　全奏効期間（Overall　response　duration）は、最初の多覚的なレスポンスの日から
、PDが最初に多覚的なレスポンスの日として記録された日又は死亡した日（仮に、進行よ
りも早く死亡した場合）までが測定される。多覚的なレスポンスに達しなかった患者に対
しては、全奏効期間としてゼロが割り当てられる。
【０２４１】
　多覚的なレスポンスまでの期間(Time　to　objective　response)は、ランダム化の日
から、RECIST腫瘍奏効基準に従って多覚的なレスポンスが最初に記録された日までの期間
として定義される。レスポンスは、引き続き確認されなければならない。多覚的なレスポ
ンスに達しなかった患者、及び、トライアルの間に進行しなかった患者に関しては、多覚
的なレスポンスまでの期間は、彼らの腫瘍評価の最終日で打ち切られる。彼らの最良のレ
スポンスとしてPDを有する被検者に対しては、多覚的なレスポンスまでの期間としては、
無限大が割り当てられる。
【０２４２】
　無再発存在期間（Recurrence　Free　Survival；RFS）は、ランダム化から、独立した
放射線学的評価による最初に記録された病気の再発まで、又は、どの順番で起こるかにか
かわらず、いずれかの原因によって死亡するまでの期間として定義される。解析の時点で
死亡又は再発していない被検者に対しては、RFSは、彼らの評価可能なスキャンの最終日
で打ち切られる。
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【０２４３】
　病気の再発（肝内又は肝外）は次のように定義される：
【０２４４】
　肝内再発は、下記の状態を満たす、１つ以上の肝内病変の出現として定義される：
【０２４５】
　１．その最も大きい直径が10mm以上であり、動的撮像（dynamic imaging）上で、小結
節がHCCに特徴的な血管像、すなわち、門脈又は静脈相における流出を伴う動脈相におけ
る過剰な血管新生（hypervascularization）を示している。
【０２４６】
　２．特異的な血管像を示さない10mmより大きい領域は、次のスキャンまでに少なくとも
１cm成長（interval growth）したという証拠によって、HCCと診断される。
【０２４７】
　肝外再発は、RECIST基準により定義される。腹水又は胸水浸出に起因する除去の場合は
、悪性を証明した場合のみ。
【０２４８】
　再発までの期間（TTR）は、ランダム化から、独立した放射線学的評価による最初に記
録された再発までの期間として定義される。解析の時点で再発していない被検者に関して
は、TTRは、彼らの評価可能なスキャンの最終日で打ち切られる。
【０２４９】
　本発明の一つの実施態様においては、予後不良及び／又は成績不良に対するリスクがあ
る個人は、VEGF、s-VEGFR-2、VEGFR-3、s-c-Kit、HGF、Ras p21、pERK、Ang2、bFGF又はI
GF-2ならなるグループから選択された１つ以上のタンパク質が、差別的に発現をしている
個人である。他の実施態様においては、遺伝子の組み合わせを使用してもよい。遺伝子と
関連する有意性は、当技術分野において公知の技術によって測定される。例えば、有意性
はオッズ比の算定で測定される。さらなる実施態様においては、有意性は、統計解析によ
って測定される（例えば、生存曲線の解析）。
【０２５０】
　一つの実施態様においては、0.1，0.2，0.3，0.4，0.5，0.6，0.7，0.8，1.2，1.3，1.
4，1.5，1.6，1.7，1.8，1.9，2.0，2.5，3.0，4.0，5.0，10.0，15.0，20.0，25.0，30.
0及び40.0に制限されることはないが、重大なリスクは、0.8以下又は少なくとも約1.2の
オッズ比として測定される。更なる実施態様においては、リスクの顕著な増加又は減少は
、約25％，30％，35％，40％，45％，50％，55％，60％，65％，70％，75％，80％，85％
，90％，95％および98％に制限されることはないが、少なくとも約20％である。更なる実
施態様においては、リスクの顕著な増加は、少なくとも約50％である。しかしながら、リ
スクが医学上重要であるかどうかを特定することは、また、例えば、がんの家族歴、特に
、HCCの家族歴、喫煙、アルコール摂取、肝硬変、身体活動性の欠如、ウイルス感染症（
例えば、肝炎ウイルス感染）及び公知の炎症性マーカーによって示されるような炎症性の
要素など、種々の要因に依存すると理解される。
【０２５１】
　更なる記述なしで、前述の説明及び以下の説明に役立つ実施例を使用して、当業者は、
本発明の化合物を利用及び製造し、クレームされた方法を実施することができると考えら
れる。従って、以下の実施例は、本発明の好ましい実施態様を特に挙げたものであり、開
示された本発明を何ら制限するものではない。
【０２５２】
　本発明の特徴としては、制限されるものではないが、以下のものが挙げられる：
【０２５３】
　一つの実施態様においては、本発明は以下のアスペクトを提供する。
アスペクト１．肝細胞癌（HCC）の患者の予後を予測する方法であって、
　前記患者の試験サンプルにおける、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容体２
(s-VEGFR-2)、可溶性VEGF受容体３(VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖因子(H
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GF)、Ras p21、リン酸化ERK (pERK)、アンジオポエチン2(Ang2)、塩基性線維芽細胞増殖
因子(bFGF)又はインシュリン様増殖因子(IGF-2)の、少なくとも１つのバイオマーカーの
発現レベルを検出し；
　前記患者の試験サンプルにおける前記バイオマーカーの前記発現レベルと参照基準を比
較することからなる、
　前記参照基準と比較された前記試験サンプルにおける前記バイオマーカーの発現レベル
の違いが、前記予後を示すものとする方法。
アスペクト２．バイオマーカーがタンパク質である、請求項１に記載された方法。
アスペクト３．前記試験サンプルにおける前記バイオマーカーの前記発現レベルが、参照
基準と比較して増加又は減少する、アスペクト２に記載された方法。
アスペクト４．前記バイオマーカーが、血漿HGF、VEGF、s-VEGFR-3、Ras p21、Ang2、bFG
F、IGF-2又はそれらの組み合わせである、アスペクト２に記載された方法。
アスペクト５．前記予後が、全生存期間（OS）及び／又は無進行期間（TTP）である、ア
スペクト２に記載された方法。
アスペクト６．前記バイオマーカーが、HGF、VEGF、s-VEGFR-3、Ang2、IGF-2であり、前
記予後が全生存期間（OS）である、アスペクト２に記載された方法。
アスペクト７．前記参照基準と比較した、前記HCC患者における前記HGF、VEGF、s-VEGFR-
3又はAng2レベルの減衰；又は前記参照基準と比較した、HCC患者における前記IGF-2の上
昇が、全生存期間（OS）の改善を示すものとする、アスペクト６に記載された方法。
アスペクト８．前記参照基準と比較した、前記HCC患者における前記HGF、VEGF、s-VEGFR-
3又はAng2レベルの上昇；又は前記参照基準と比較した、前記HCC患者におけるIGF-2の減
衰が、全生存期間の悪化を示すものとする、アスペクト６に記載された方法。
アスペクト９．前記バイオマーカーが、VEGF、Ras p21、Ang2であり、前記予後が無進行
期間（TTP）である、アスペクト２に記載された方法。
アスペクト10．前記参照基準と比較された、前記HCC患者における、前記VEGFレベルの減
衰、前記Ang2レベルの減衰、又はRas p21レベルの上昇が、無進行期間（TTP）の延長を示
すものとする、アスペクト９に記載された方法。
アスペクト11．前記VEGFレベルの上昇、前記Ang2レベルの上昇、又は前記Ras
p21レベルの減衰が、無進行期間（TTP）の短縮を示すものとする、アスペクト９に記載さ
れた方法。
アスペクト12．前記バイオマーカーが、血漿HGF、VEGF、s-VEGFR-3、Ang2、bFGF又はIGF-
2であり;
　前記参照基準が、HCC患者の母集団における、75パーセンタイル血漿HGFレベル、75パー
センタイル血漿VEGFレベル、25パーセンタイル血漿s-VEGFR-3レベル、メジアンAng2レベ
ル、メジアンbFGFレベル、及び／又はメジアンIGF-2レベルからなる、
　アスペクト４に記載された方法。
アスペクト13．前記参照基準が、HCC患者の母集団において、～3.279ng/ml血漿HGFレベル
、～101.928pg/ml血漿VEGFレベル、～30.559ng/ml血漿s-VEGFR-3レベル、～6.061ng/ml血
漿Ang2レベル、～7.5pg/ml血漿bFGFレベル又は～797.7ng/ml血漿IGF-2レベルからなるア
スペクト12に記載された方法。
アスペクト14．バイオマーカーの組み合わせを検出することからなる、アスペクト２に記
載された方法であって、前記組み合わせが、
　　1)HGF及びVEGF；
　　2)HGF及びs-VEGFR-3；
　　3)VEGF及びs-VEGFR-3；
　　4)HGF,VEGF及びs-VEGFR-3；
　　5)HGF及びRasp21；
　　6)HGF,VEGF及びRasp21；
　　7)VEGF及びRasp21；
　　8)s-VEGFR-3及びRasp21；
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　　9)c-KIT及びbFGF；
　　10)c-KIT及びIGF-2；
　　11)bFGF及びIGF-2；
　　12)HGF及びbFGF；又は
　　13)HGF及びIGF-2；
　　14)組み合わせ(1)-(13)の任意の組み合わせからなる方法。
アスペクト15．下記の追加のパラメーターの少なくとも１つを検出してなる、アスペクト
２に記載された方法；
　　(a)イースタン・コーポレイティブ・オンコロジー・グループ　パフォーマンスステ
ータス (ECOG　PS:0対1+2), 
　　(b)大血管性の血管浸潤； 
　　(c)腫瘍量； 
　　(d)肝外進展； 
　　(e)アルファフェトプロテインレベル(AFP)； 
　　(f)アルカリフォスファターゼレベル(AP)； 
　　(g)腹水； 
　　(h)ビリルビンレベル；
　　(i)アルブミンレベル；
　　(j)PTスコア；及び／又は
　　(k)チャイルド－ピュー　スコア。
アスペクト16．アスペクト２に記載された方法であって、
　前記患者の試験サンプルにおける、血漿Ang2の少なくとも１つのバイオマーカー及び下
記の追加のバイオマーカーの少なくとも１つを検出し、
　　(a)イースタン・コーポレイティブ・オンコロジー・グループ　パフォーマンスステ
ータス (ECOG　PS:0対1+2), 
　　(b)大血管性の血管浸潤； 
　　(c)腫瘍量； 
　　(d)肝外進展； 
　　(e)アルファフェトプロテインレベル(AFP)； 
　　(f)アルカリフォスファターゼレベル(AP)； 
　　(g)腹水； 
　　(h)ビリルビンレベル；
　　(i)アルブミンレベル；
　　(j)PTスコア；及び／又は
　　(k)チャイルド－ピュー　スコア
　前記患者における、前記血漿HGFレベル及び前記追加のパラメーターを参照基準と比較
してなり；
　低いレベルの追加のパラメーター（i）、又は、パラメーター（a）～（h）若しくはパ
ラメーター（j）～（k）である高いレベルの追加のパラメーターと組み合わさった、高い
レベルの血漿Ang2が、全生存期間の悪化を示すものとする方法。
アスペクト17．アスペクト２に記載された方法であって、
　前記患者の試験サンプルにおける、血漿HGFの少なくとも１つのバイオマーカー、及び
、下記の追加のパラメーターの少なくとも１つを検出し、
　　(a)大血管性の浸潤； 
　　(b)腫瘍量； 
　　(c)アルファフェトプロテインレベル(AFP)； 
　　(d)ビリルビンレベル；
　　(e)アルブミンレベル；及び／又は
　　(f)アルカリフォスファターゼレベル（AP）
　前記患者における前記血漿HGFレベル及び前記追加のパラメーターレベルを参照基準と
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比較することからなり；
　低いレベルの追加のパラメーター（e）、又は、パラメーター（a）～（d）若しくはパ
ラメーター（f）である高いレベルの追加のパラメーターと組み合わさった、高いレベル
の前記血漿HGFが、全生存期間の悪化と関係する方法。
アスペクト18．前記患者がソラフェニブ治療を受けている、アスペクト２に記載された方
法。
アスペクト19．HCC患者におけるソラフェニブ治療の予後を予測する方法であって、
前記患者の試験サンプルにおける、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)、可溶性VEGF受容体２(s
-VEGFR-2)、可溶性VEGF受容体３(VEGFR-3)、可溶性c-Kit(s-c-Kit)、肝細胞増殖因子(HGF
)、Ras p21、リン酸化ERK (pERK)、アンジオポエチン2(Ang2)、塩基性線維芽細胞増殖因
子(bFGF)又はインシュリン様増殖因子(IGF-2)の、少なくとも１つのバイオマーカーの発
現レベルを検出し、前記レベルを参照基準と比較することからなり、前記参照基準と比較
した前記試験サンプルにおける前記バイオマーカーの発現差異が、前記治療の予後を示す
ものとする方法。
アスペクト20．前記ソラフェニブが、下記の化学式I、又は、薬剤的に許容されるそれら
の塩、多形体、水和物、溶媒和物又はそれらの組み合わせからなる、アスペクト19に記載
された方法。

アスペクト21．前記ソラフェニブが、N-[4-クロロ-3-(トリフルオロメチル)フェニル]-N
’-{4-[2-カルバモイル-1-オキソ-(4-ピリジルオキシ)] フェニル}尿素又はそのトシレー
ト塩である、アスペクト19に記載された方法。
アスペクト22．前記c-KIT、HGF、Ras p21、s-VEGFR-2及びs-VEGFR-3バイオマーカーが、
前記ソラフェニブ治療患者において、前記参照基準と比較して減衰し、及び／又は、VEGF
レベルが、ソラフェニブ治療患者において、前記参照基準と比較して上昇する、アスペク
ト19に記載された方法。
アスペクト23．血漿バイオマーカーの組み合わせからなる、アスペクト19に記載された方
法。
アスペクト24．下記の組み合わせからなる、アスペクト23に記載された方法：
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ、
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Ras p21；
　　(x)IGF-2と、VEGF；
　　(xi)IGF-2と、sVEGFR2；
　　(xii)IGF-2と、Ras p21；又は
（ｂ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
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組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(vi)Ang2と、Ras p21、及び、VEGF；
　　(vii)IGF-2VEGFと、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，sVEGFR2と、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，VEGFと、Ras p21；又は
（ｃ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(xiii)IGF-2，HGFと、VEGF；
　　(xiv)IGF-2，HGFと、sVEGFR2；
　　(xv)IGF-2，HGFと、Ras p21；
　　(xvi)IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xvii)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2；
　　(xviii)IGF-2，Ang2と、Ras p21；
　　(xix)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF；
　　(xx)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2；
　　(xxi)IGF-2，s-c-Kitと、Ras p21；又は
（ｄ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，HGFと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、Ras p21；
　　(x)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xi)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xii)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、Ras p21；
　　(xiii)IGF-2，s-c-KitVEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xiv)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xv)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、Ras p21；又は
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（e）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF；
　　(x)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、s-VEGFR-2；
　　(xi)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xii)HGF，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｆ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(viii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｇ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｈ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｉ）前記バイオマーカーのすべてからなる組み合わせ；
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Ras p21.
（ｂ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
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　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(vi)Ang2と、Ras p21、及び、VEGF；
（ｃ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｄ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｅ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｆ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｇ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｈ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
(ｉ)前記バイオマーカーのすべてからなる組み合わせ。
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アスペクト25．前記予後が、全生存期間（OS）、死亡のリスク、無進行期間（TTP）、治
療の利点（BOT）、無進行生存期間（PFS）、死亡までの期間（TTD）、無病生存期間（DFS
）、進行症状までの期間（TSP）、無再発生存期間（FRS）、再発までの期間（TTR）、病
状、レスポンスのタイプ又はそれらの組み合わせの評価からなる、アスペクト19に記載さ
れた方法。
アスペクト26．前記予後が、全生存期間（OS）、死亡のリスク、無進行期間（TTP）、治
療の利点（BOT）又はそれらの組み合わせの評価からなる、アスペクト25に記載された方
法。
アスペクト27．ソラフェニブ治療に対するHCC患者のレスポンスをモニタリングする方法
であって、
　ソラフェニブ治療前の前記患者の試験サンプルにおける、s-c-Kit、HGF、Ras p21、VEG
F、s-VEGFR-2又はs-VEGFR-3の少なくとも１つのバイオマーカーのベースラインレベルを
検出し、
　ソラフェニブ治療後の前記患者の前記試験サンプルにおける、少なくとも１つの前記バ
イオマーカーを検出し、
　前記ソラフェニブ治療後のバイオマーカーレベルを前記ソラフェニブ治療前のベースラ
インレベルと比較することからなり、
　ソラフェニブ治療後の前記試験サンプルにおける、s-c-Kit、HGF、Ras p21、s-VEGFR-2
又はs-VEGFR-3の少なくとも１つのレベルの減衰、及び／又は、VEGFのレベルの上昇が、
前記ソラフェニブ治療に対してレスポンスすることを示すものとする方法。
アスペクト28．HCC患者におけるソラフェニブ治療の予後を評価する方法であって、
　ある時点での前記患者の血漿HGFレベルを検出し、
　より遅い時点での前記患者の血漿HGFレベルを検出し、
　２つの時点での前記患者における前記血漿HGFレベルを比較することからなり、
　より遅い時点での前記血漿HGFレベルの減少が、ソラフェニブ治療の前記予後を示すも
のとする方法。
アスペクト29．アスペクト28に記載された方法であって、
　ソラフェニブ治療前の血漿HGFレベルを測定し、
　サイクル３の１日目（C3D1）にHGFレベルを測定し、
　前記血漿HGFレベルの変化を特定し；
　前記変化を血漿HGFの標準値294pg/mLと比較することからなり、
　C3D1で＞294pg/mLの血漿HGFレベルの変化が、無進行期間の延長を示すものとする方法
。
アスペクト30．HCC患者の予後を予測する方法であって、前記患者の試験腫瘍サンプルに
おけるリン酸化ERK（pERK）のレベルを検出し、前記pERKレベルを参照基準と比較するこ
とからなり；
　参照基準と比較された、前記腫瘍サンプルにおける前記pERKの発現差異が、前記HCCの
予後を示すものとする方法。
アスペクト31．前記参照基準と比較された、前記腫瘍におけるpERKレベルの上昇が、TTP
の延長を示すものとする、アスペクト30に記載された方法。
アスペクト32．前記参照基準と比較された、前記腫瘍におけるpERKレベルの減衰が、TTP
の短縮を示すものとする、アスペクト30に記載された方法。
アスペクト33．HCCの患者の予後に影響を与えることができる薬剤をスクリーニングする
方法であって、
　腫瘍細胞を試験薬剤に接触させ；
　前記薬剤との接触前後における、s-c-Kit、HGF、Ras p21、VEGF、s-VEGFR-2、s-VEGFR-
3又はpERKの少なくとも１つのバイオマーカーの発現レベルを検出することからなり；
　前記薬剤と接触した後におけるs-c-Kit、HGF、Ras p21、s-VEGFR-2、又はs-VEGFR-3レ
ベルの減衰、及び／又は、VEGF又はpERKレベルの上昇が、前記薬剤が前記HCCの予後に影
響を与えることができる薬剤であることを示すものとする方法。
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アスペクト34．いずれも、下記からなる抗原組成に特異的に結合する、複数の抗体分子か
らなる抗体アレイ又はキット：
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Ras p21；
　　(x)IGF-2と、VEGF；
　　(xi)IGF-2と、sVEGFR2；
　　(xii)IGF-2と、Ras p21；又は
（ｂ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(vi)Ang2と、Ras p21、及び、VEGF；
　　(vii)IGF-2VEGFと、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，sVEGFR2と、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，VEGFと、Ras p21；又は
（ｃ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(xiii)IGF-2，HGFと、VEGF；
　　(xiv)IGF-2，HGFと、sVEGFR2；
　　(xv)IGF-2，HGFと、Ras p21；
　　(xvi)IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xvii)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2；
　　(xviii)IGF-2，Ang2と、Ras p21；
　　(xix)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF；
　　(xx)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2；
　　(xxi)IGF-2，s-c-Kitと、Ras p21；又は
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（ｄ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，HGFと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、Ras p21；
　　(x)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xi)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xii)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、Ras p21；
　　(xiii)IGF-2，s-c-KitVEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xiv)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xv)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、Ras p21；又は
（e）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF；
　　(x)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、s-VEGFR-2；
　　(xi)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xii)HGF，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｆ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(viii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｇ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｈ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
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　　(ii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｉ）前記バイオマーカーのすべてからなる組み合わせ
（ａ）
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Ras p21.
（ｂ）
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(vi)Ang2と、Ras p21、及び、VEGF；
（ｃ）
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｄ）
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｅ）
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｆ）
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
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　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｇ）
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｈ）
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｉ）前記バイオマーカーのすべてからなる抗原組成。
アスペクト35．いずれも、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下において、
下記の遺伝子からなる組み合わせと特異的にハイブリダイズする、複数のオリゴヌクレオ
チドからなるオリゴヌクレオチドアレイ又はキット；
（ａ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Ras p21；
　　(x)IGF-2と、VEGF；
　　(xi)IGF-2と、sVEGFR2；
　　(xii)IGF-2と、Ras p21；又は
（ｂ）グループＡのバイオマーカーの１つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(vi)Ang2と、Ras p21、及び、VEGF；
　　(vii)IGF-2VEGFと、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，sVEGFR2と、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，VEGFと、Ras p21；又は
（ｃ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組合せ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
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　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(xiii)IGF-2，HGFと、VEGF；
　　(xiv)IGF-2，HGFと、sVEGFR2；
　　(xv)IGF-2，HGFと、Ras p21；
　　(xvi)IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xvii)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2；
　　(xviii)IGF-2，Ang2と、Ras p21；
　　(xix)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF；
　　(xx)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2；
　　(xxi)IGF-2，s-c-Kitと、Ras p21；又は
（ｄ）グループＡのバイオマーカーの２つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(viii)IGF-2，HGFと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(ix)IGF-2，HGFと、VEGF、及び、Ras p21；
　　(x)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xi)IGF-2，Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xii)IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、Ras p21；
　　(xiii)IGF-2，s-c-KitVEGF、及び、sVEGFR2；
　　(xiv)IGF-2，s-c-Kitと、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(xv)IGF-2，s-c-Kitと、VEGF、及び、Ras p21；又は
（ｅ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF；
　　(x)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、s-VEGFR-2；
　　(xi)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(xii)HGF，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｆ）グループＡのバイオマーカーの３つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)HGF，s-c-Kit，IGF-2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
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　　(viii)HGF，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ｇ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの１つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、s-VEGFR-2；又は
（ｈ）グループＡのバイオマーカーの４つとグループＢのバイオマーカーの２つからなる
組み合わせ
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，IGF-2，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；又は
（ａ）
　　(i)HGFと、VEGF；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGFと、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)Ang2と、VEGF；
　　(viii)Ang2と、sVEGFR2；
　　(ix)Ang2と、Ras p21.
（ｂ）
　　(i)HGFと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)Ang2と、VEGF、及び、sVEGFR2；
　　(v)Ang2と、sVEGFR2、及び、Ras p21；
　　(vi)Ang2と、Ras p21、及び、VEGF；
（ｃ）
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kitと、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(ix)s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(x)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(xi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(xii)s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｄ）
　　(i)HGF，s-c-Kitと、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)HGF，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(v)s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｅ）
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF；
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　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF；
　　(iv)HGF，s-c-Kit，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(vi)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
　　(vii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(viii)HGF，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｆ）
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iii)HGF，Ang2，s-VEGFR-3と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(iv)s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
（ｇ）
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF；
　　(ii)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、s-VEGFR-2；
（ｈ）
　　(i)HGF，s-c-Kit，s-VEGFR-3，Ang2と、VEGF、及び、s-VEGFR-2；
　　(i)
（ｉ）前記バイオマーカー遺伝子のすべてからなるオリゴヌクレオチドアレイ。
【図面の簡単な説明】
【０２５４】
　本発明の様々な特徴及びそれに伴う利点は、添付の図面と併せて検討されることによっ
てより理解されたときに、より十分に評価されるだろう。この添付図面における符号は、
参考文献同様、各図を通してすべて同じ又は類似の部分を示す。
【０２５５】
【図１】図１は、HCC患者の血漿HGFレベルと全生存期間との関連を示す。Ｐ値0.013は、
連続型変数（continuousvariable;図示されてない）としてHGF解析において観察され、Ｐ
値0.032は、ビン化型変数（binned variable）（図示されている）としてHGF解析におい
て観察された。HCC患者における75パーセンタイルの血漿HGFレベル（3.279ng/ml）が、HG
Fレベルが高いか低いかを決定する参照基準として用いられた。
【０２５６】
【図２】図２は、HCC患者の血漿VEGFレベルと全生存期間との関連を示す。Ｐ値0.001は、
連続型変数（図示されてない）としてVEGF解析において観察され、Ｐ値0.001は、ビン化
型変数（binned variable）（図示されている）としてVEGF解析において観察された。HCC
患者における75パーセンタイルの血漿VEGFレベル（101.928ng/ml）が、VEGFレベルが高い
か低いかを決定する参照基準として用いられた。似たような傾向が、独立に評価された無
進行期間（TTP）に対して観察された（p＝0.125）。
【０２５７】
【図３】図３は、HCC患者の血漿s-VEGFR-3レベルと全生存期間との関連を示す。Ｐ値0.01
4は、連続型変数（図示されてない）としてs-VEGFR-3解析において観察され、Ｐ値0.083
は、ビン化型変数（binned variable）（図示されている）としてs-VEGFR-3解析で観察さ
れた。HCC患者における25パーセンタイルの血漿VEGFR-3レベル（30.559ng/ml）が、s-VEG
FR-3レベルが高いか低いかを決定する参照基準として用いられた。
【０２５８】
【図４】図４は、HCC患者の血漿Ang2レベルと全生存期間又は無進行期間との関連を示す
。0.0001より低いＰ値は、OSの予後指標としてAng2解析において観察され、Ｐ値0.016は
、TTPの予後指標としてAng2解析において観察された。HCC患者における50パーセンタイル
の血漿Ang2レベル（6.061ng/ml）が、Ang2レベルが高いか低いかを決定する参照基準とし
て用いられた。
【０２５９】
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【図５】図５は、HCC患者の血漿IGF-2レベルと全生存期間との関連を示す。Ｐ値0.002は
、OSの予後指標としてIGF-2解析において観察された。HCC患者における50パーセンタイル
の血漿IGF-2レベル（797.7 ng/ml）が、IGF-2レベルが高いか低いかを決定する参照基準
として用いられた。
【０２６０】
【図６】図６は、Ang2レベルとVEGFレベルとの相関関係を示す。HCC患者における二つの
パラメーター間での相関関係は希薄であった。
【０２６１】
【図７】図７は、HCC患者における血漿s-c-Kitレベルと全生存期間に対してソラフェニブ
がもたらす効果との関連を示す（相互作用に対するp=0.081）。HCC患者におけるメジアン
血漿s-c-Kitレベル（11.3ng/ml）が、s-c-Kitレベルが高いか低いかを決定する参照基準
として用いられた。似たような傾向は、独立に評価されたTTP（相互作用に対するp=0.052
）及び治験責任医師により評価されたTTP（相互作用に対するp=0.117）で観察された。
【０２６２】
【図８】図８は、HCC患者における血漿HGFレベルと全生存期間に対してソラフェニブがも
たらす効果との関連を示す（相互作用に対するp=0.073）。HCC患者における75パーセンタ
イルの血漿HGFレベル（3279.1pg/ml）が、HGFレベルが高いか低いかを決定する参照基準
として用いられた。似たような傾向は、独立に評価されたTTP（相互作用に対するp=0.396
）及び治験責任医師により評価されたTTP（相互作用に対するp＝0.246）で観察された。
【０２６３】
【図９】図９は、HCC患者における血漿Ang2レベルと全生存期間に対してソラフェニブが
もたらす効果との関連を示す（相互作用に対するp=0.80）。HCC患者における50パーセン
タイルの血漿HGFレベル（6.061ng/ml）が、Ang2レベルが高いか低いかを決定する参照基
準として用いられた。
【０２６４】
【図１０】図10は、HCC患者における血漿bFGFレベルと無進行期間に対してソラフェニブ
がもたらす効果との関連を示す（相互作用に対するp=0.078）。HCC患者における50パーセ
ンタイルの血漿bFGFレベル（7.5pg/ml）が、bFGFレベルが高いか低いかを決定する参照基
準として用いられた。
【０２６５】
【図１１】図11は、HCCにおける血漿IGF-2レベルと無進行期間に対してソラフェニブがも
たらす効果との関連を示す（相互作用に対するp=0.13）。HCC患者における50パーセンタ
イルの血漿IGF-2レベル（797.7pg/ml）が、IGF-2レベルが高いか低いかを決定する参照基
準として用いられた。
【０２６６】
【図１２】図12は、ソラフェニブによる治療を受けたHCC患者の血漿s-c-Kitバイオマーカ
ーレベルにおけるC3D1の患者内変化を示す。血漿c-Kitの平均レベルは、ソラフェニブに
よる治療中、およびプラセボ群においては減少する。しかしながら、ソラフェニブに関連
した減少は、プラセボ群に見られる減少とはかなり異なる（p<0.0001）。
【０２６７】
【図１３】図13は、ソラフェニブによる治療を受けたHCC患者の血漿HGFバイオマーカーレ
ベルにおけるC3D1の患者内変化を示す。血漿HGFの平均レベルは、ソラフェニブによる治
療中に減少する一方で、プラセボ群において増加する。ソラフェニブに関連した減少は、
プラセボ群に見られる増加とはかなり異なる（p<0.0001）。
【０２６８】
【図１４】図14は、ソラフェニブによる治療を受けたHCC患者のs-c-Kit及びHGFバイオマ
ーカーレベルにおける、患者内変化の平均を示す。ベースラインとサイクル３の１日目（
C3D1）のレベルが示される。s-c-Kit及びHGF両方のソラフェニブに関連した減少は、プラ
セボ群とはかなり異なる（p<0.0001）。
【０２６９】
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【図１５】図15は、ソラフェニブによる治療を受けたHCC患者のRas p21及びVEGFバイオマ
ーカーレベルにおける、患者内変化の平均を示す。ベースラインとサイクル３の１日目（
C3D1）のレベルが示される。Rasp21のソラフェニブに関連した減少は、プラセボ群に見ら
れる増加とはかなり異なる（p＝0.010）。
【０２７０】
【図１６】図16は、ソラフェニブによる治療を受けたHCC患者の可溶性VEGFR-2及び可溶性
VEGFR-3バイオマーカーレベルにおける、変化を示す。ベースラインとサイクル３の１日
目（C3D1）のレベルが示される。両バイオマーカーのソラフェニブに関連した減少は、プ
ラセボ群とはかなり異なる（p<0.0001）。
【０２７１】
【図１７】図17は、HCC患者の血漿Ang2バイオマーカーレベルにおける、C3D1の患者内変
化を示す。結果は、Ang2の平均レベルがプラセボ群で増加し、ソラフェニブ群では大きな
変化がなく、プラセボ群におけるAng2の変化は、ソラフェニブ群とはかなり異なる（p<0.
0001）ことを示している。
【０２７２】
【図１８】図18は、（A）血漿EGF及び（B）血漿IGF-2レベルにおけるC3D1の患者内変化を
示す。血漿EGFの平均レベルはソラフェニブによる治療中に減少する（p=0.025*）。血漿I
GF-2の平均レベルはソラフェニブによる治療中（p<0.0001*）及びプラセボ治療中（p<0.0
001*）に減少する。
【０２７３】
【図１９】図19は、HCC患者の血漿HGF（ベースラインとの比較）における、ソラフェニブ
に関連するC3D1の患者内変化を示す。血漿HGFレベル（－294.02pg/ml）の絶対的な変化（
減少）のメジアンが示される。
【０２７４】
【図２０】図20は、血漿HGFにおける、ソラフェニブに関連するC3D1の変化と治療の予後
の関連を示す。C3D1（12週目）で血漿HGFレベルが294.02pg/ml（50パーセンタイルレベル
）より多く減少したソラフェニブ患者は、血漿HGFレベルがこの時点で同量まで減少しな
かった患者より無進行期間（TTP）が長い（p=0.029）。この所見は、(a)HGF対独立したTT
Pのパーセンテージ変化解析(p=0.083)、(b)HGF対治験責任医師によるTTPの絶対変化解析(
p=0.052)；(c)HGF対治験責任医師によるTTPのパーセンテージ変化解析(p=0.016)において
も、一貫して観察された。
【０２７５】
【図２１】図21は、（A）ソラフェニブ治療を受けたHCC患者、又は、（B）プラセボ治療
を受けたHCC患者の血漿Ang2レベルにおける、ソラフェニブに関連したC3D1の患者内変化
（ベースラインとの比較）を示す。C3D1におけるメジアンAng2レベルの増加が、プラセボ
患者においても観察された。
【０２７６】
【図２２】図22は、C3D1における血漿Ang2レベルの変化と治療の予後の間の関連性を示す
。（A）Ang2の減少を伴うソラフェニブ治療患者は、Ang2の増加を伴う患者よりOSが長い
（p<0.001）。（B）Ang2の減少を伴うプラセボ患者は、Ang2の増加を伴う患者よりOSが長
い（p<0.0001）。
【０２７７】
【図２３】図23は、C3D1での血漿Ang2レベルの変化と無進行期間（TTP）の成績との間の
関連性を示す。Ang2の減少を伴うソラフェニブ治療患者は、Ang2の増加を伴う患者よりTT
Pが長い(p=0.005)。
【０２７８】
【図２４】図24は、A）ソラフェニブ治療／プラセボのHCC患者、又は、（B）全HCC患者の
血漿Ang2レベル（％変化換算）における、C3D1での患者内変化を示す。C3D1でのメジアン
Ang2レベルにおける5.1％の増加が、プラセボ患者で観察された。
【０２７９】
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【図２５】図25は、C3D1における血漿Ang2レベルのパーセント変化と治療の予後の間の関
連性を示す。（A）メジアン変化5.1％以下のAng2における％変化を伴うソラフェニブ治療
患者は、メジアン変化5.1％より多いAng2における％変化を伴うソラフェニブ治療患者よ
り、OSが長い（p<0.001）。（B）メジアン変化5.1％以下のAng2における％変化を伴うプ
ラセボ患者は、メジアン変化5.1％より多いAng2における％変化を伴う患者より、OSが長
い（p<0.0001）。
【０２８０】
【図２６】図26は、C3D1でのIGF2における絶対的変化を示す。すべての患者(pts)間でメ
ジアンIGF2の減少が観察された（例えば－94.3ng/mlの減少）。
【０２８１】
【図２７】図27は、C3D1での血漿IGF-2レベルの変化と、治療の予後（OS）との関連を示
す。（A）メジアンレベル94.3ng/mlの減少よりも大きいIGF-2の変化を伴うソラフェニブ
治療患者は、メジアンレベル94.3ng/mlの減少よりも少ないIGF-2の変化を伴う患者より、
OSが長い（p<0.011）。（B）メジアンレベル94.3ng/mlの減少よりも大きいIGF-2の変化を
伴うプラセボ患者は、メジアンレベル94.3ng/mlの減少より小さいIGF-2の変化を伴う患者
より、OSが長い（p=0.002）。
【０２８２】
【図２８】図28は、C3D1での血漿IGF-2レベルの変化と、無進行期間に関する治療の予後
との関連を示す。メジアンレベル94.3ng/mlの減少より大きいIGF-2の変化を伴うソラフェ
ニブ治療患者は、メジアンレベル94.3ng/mlの減少より少ないIGF-2の変化を伴う患者より
TTPが長い（p＝0.008）。
【０２８３】
【図２９】図29は、（A）ソラフェニブ治療／プラセボのHCC患者、又は、（B）全HCC患者
における、C3D1における血漿IGF-2レベルの患者内変化を示す。C3D1でのメジアン血漿IGF
-2レベルにおける11.2％の減少が、すべての患者で観察された。
【０２８４】
【図３０】図30は、C3D1での血漿IGF-2レベルにおけるパーセント変化と、全生存期間と
の関連を示す。（A）メジアンレベル11.2％の減少より大きいIGF-2の変化を伴うソラフェ
ニブ治療患者は、メジアンレベル11.2％の減少より少ないIGF-2の変化を伴う患者より、O
Sが長い（p<0.063）。この違いは、統計的有意に近づいた。（B）メジアンレベル11.2%の
減少より大きいIGF-2の変化があったプラセボ患者は、メジアンレベル11.2%の減少より少
ないIGF-2の変化があった患者よりOSが長い（p=0.0001）。
【０２８５】
【図３１】図31は、ソラフェニブ治療を受けたHCC患者における、ベースライン腫瘍ｐERK
レベルに基づくTTPのカプラン－マイヤー解析を示す（N=33）。治療前のｐERKレベルが高
ければ高いほど（腫瘍の最大染色度）、TTPの延長と強く関連する（Abou-Alfa et al, 20
06, J. ClinOncol.）。
【０２８６】
【図３２】図32は、ポリクローナルｐERK部分集団における全生存期間（OS）と無進行期
間（TTP）を示す（N=107;ソラフェニブ治療61人、プラセボ46人）。この部分集団におい
て、OSとTTPの時間は、治験対象母集団の典型である：パネル（A）:OSに対するp=0.104；
パネル（B）:独立に評価されたTTPに対するp=0.0001；およびパネル（C）:治験責任医師
評価のTTPに対するp=0.205。
【実施例】
【０２８７】
　本発明は、下記の限定されない実施例に基づいて以下に説明される。
【０２８８】
　実施例１
【０２８９】
　血漿のＥＬＩＳＡ（エライザ）
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【０２９０】
　概要
【０２９１】
　患者の血漿サンプルにおける６つの候補バイオマーカータンパク質は、ELISAによって
分析された。これらのタンパク質には、VEGF、s-VEGFR-2、s-VEGFR-3、HGF、c-KIT及びRa
sp21が含まれた。
【０２９２】
　血漿サンプルは、スクリーニング、C3D1、及び、治療来診の終了時に患者から得られた
。スクリーニング及びC3D1のサンプルは検査されたが、治療来診終了時のサンプルは、検
査されていない。
【０２９３】
　ELISA試験は、512人の患者の血漿サンプルについて行われた。患者及び時点の結果リス
トを表１（Appendix1）に示す。
【０２９４】
　ELISA法
【０２９５】
　６つの試験の全ては、商業的供給源から得られたサンドウィッチ免疫測定試験であった
。以下に要約したように、全ての試験は、製造者のプロトコールに従って行われた。全て
のサンプルは、２回試験を行い、平均値を相関解析に用いた。各々の患者に対する各々の
時点の平均バイオマーカー値を、表１（Appendix1）に記載する。
【０２９６】
　VEGF、s-VEGFR-2、HGF及びc-KITに対するELISA
【０２９７】
　VEGF(cat#DVEOO)、s-VEGFR-2(cat#DVR200)、HGF(cat#DHGOO)、及びc-KIT(cat#DSCROO)
に対するELISAキットは、R&Dシステム社から入手した。
【０２９８】
　標的タンパク質に特異的なモノクローナル捕捉抗体は、マイクロプレートのウェル内に
プレコートして提供された。適切に希釈されたサンプル及びスタンダードをピペットでウ
ェル内に取り、固定化された抗体によって標的タンパク質を捕捉した。非結合サンプルを
洗い流し、同様に、標的タンパク質に特異的な西洋ワサビペルオキシダーゼ結合抗体をウ
ェルに添加した。ウェルを再び洗浄し、基質溶液を各々のウェルに添加した。着色した反
応生成物を分光光度法で測定し、同時に作成された検量線によって、サンプルにおけるバ
イオマーカータンパク質の量（pg/mL又はng/mL）に換算した。
【０２９９】
　s-VEGFR-3に対するELISA
【０３００】
　s-VEGFR-3(cat#DY349)に対するELISAキットは、R&Dシステム社から入手した。
【０３０１】
　標的タンパク質に特異的な捕捉抗体は、製造者によって溶解した状態で提供され、試験
を行う前にマイクロプレートのウェル内にコーティングされた。適切に希釈されたサンプ
ル及びスタンダードを、ピペットでウェル内に取り、固定化された抗体によって、標的タ
ンパク質を捕捉した。非結合サンプルを洗浄し、同様に、標的タンパク質に対して特異的
なビオチン化抗体をウェルに添加した。洗浄後、ストレプトアビジン‐西洋ワサビペルオ
キシダーゼ複合体を加えた。ウェルを洗浄し、次いで、基質溶液を加えた。着色した反応
生成物を分光光度法で測定し、同時に作成された検量線によって、サンプルにおけるバイ
オマーカータンパク質の量（pg/mL）に換算した。
【０３０２】
　Ras p21に対するELISA
【０３０３】
　Ras p21 (cat#06490009)に対するELISAキットは、マサチューセッツ州、ケンブリッジ
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にあるSiemens Diagnostics社の一部である、Oncogene Science Biomarker Groupから入
手した。この試験は、全ての型の循環Ras p21（H-Ras，N-Ras及びD-Ras）を検出する。
【０３０４】
　標的タンパク質に特異的なモノクローナル捕捉抗体は、マイクロプレートのウェルに予
めコートして提供された。適切に希釈されたサンプル及びスタンダードを、ピペットでウ
ェル内に取り、固定化された抗体によって標的タンパク質を捕捉した。非結合サンプルを
洗浄し、同様に、標的タンパク質に対して特異的なビオチン化モノクローナル抗体をウェ
ルに添加した。洗浄後、ストレプトアビジン－西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体を加え
た。再度ウェルを洗浄し、更に、基質溶液を添加した。着色した反応生成物を分光光度法
で測定し、同時に作成された検量線を使用することによって、サンプル内におけるバイオ
マーカータンパク質の量（pg/mL）に換算した。
【０３０５】
　生検腫瘍における、リン酸化ERK(pERK)に対する免疫組織化学的染色。
【０３０６】
　2.1概要 
【０３０７】
　この相関関係にあるバイオマーカーの研究目標は、HCCに関するこのプラセボ対照試験
におけるソラフェニブ治療患者の予後に対する、保存された、診断に用いる腫瘍生検にお
けるリン酸化ERK(pERK)の関連性を調べることであった。
【０３０８】
　この試験に参加する病院から受領した、ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）診断用
腫瘍生検サンプルについて、免疫組織化学的検査（IHC）が行われ、コネチカット州、ウ
エストヘーブンのBayerPharmaceuticals社に転送された。免疫組織化学的検査は、２つの
異なる開発業務受託機関（CRO）で、２つの異なる抗-pERK抗体を用いて行われた。Oncote
ch社は、Sigma社のマウスモノクローナル抗体（cat#M8159）を使用して、免疫組織化学染
色を行い、メリーランド州、フレデリックのPathology Associates International社（PA
I）（Charles　River　Laboratoriesの一部門）は、Cell　Signaling　Technology社のウ
サギポリクローナル抗体（cat　#　CST 9101）を使用した。両方の抗体は、Thr202/Tyr20
4でリン酸化されたERKに対して産生された。染色手順は、以下に記載されている。染色さ
れたスライドは、開発業務受託機関（CRO）によって提供された病理学者、時には、エー
ル大学の病理学者であるDr David Rimm氏に助言を求めることによって、pERKに対してス
コア化された。病理学者のスコアリング方法は、以下に記載されている。
【０３０９】
　FFPE試料は、143人の患者から入手され、そのうちの125人分がpERK染色と解析に使用可
能であった。有効なpERK結果のリストを表１（Appendix1）に示す。
【０３１０】
　IHC法
【０３１１】
　ミクロトーム法
【０３１２】
　FFPE試料は、パラフィンブロックか、セット済みスライドとして、臨床現場から入手さ
れた。パラフィンブロックは、４ミクロン（Onchotech社）又は５～６ミクロン（PAI社）
の厚さで、ミクロトーム上で薄片化された。切片をウオーターバスに浮かせ、ガラス顕微
鏡スライドの上に拾い上げた。パラフィン切片をセットしたスライドを、染色前に一晩乾
燥した。
【０３１３】
　IHC染色
【０３１４】
　PAI社での、ウサギポリクローナル抗体（cat＃CST9101）を用いた染色手順
【０３１５】
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　PAI社でのIHC染色は、GLP基準のもとで行われた。間接標準であるＡＢＣ手順（アビジ
ン－ビオチン－西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体）が、臨床試験サンプルのIHC染色に
用いられた。検出抗体は、Cell　Signaling　Technology社から入手したpERK（ホスホ-p4
4/42 MARK(Thr202/Tyr204)）に対するウサギポリクローナル抗体であった（cat＃CST9101
）。ネガティブコントロール抗体は、KLHに向かう、RbαKLHと指定された、Lockland社か
ら提供されたアフィニティ精製抗－KLH（キーホールリンペットヘモシアニン）[ウサギ]
であった。二次抗体は、ビオチン化ヤギ抗ウサギIgGであった。すべての抗体に対する希
釈剤として、TBST+1%BSAが用いられた。
１.95℃の圧力釜の中で、Declere溶液で３０分間スライドを処理することによって、抗原
が回復し、脱パラフィンが生じた。
２.スライドを圧力釜から取り出し、30分間で室温にした。
３.スライドを脱イオン水中で２回すすいだ。
４.スライドをトリス緩衝生理食塩水（0.15M NaCl，pH7.2）+0.05% Tween 20(TBST)中で
、５分間すすいだ。
５.スライドを、1.5%過酸化水素ブロッキング試薬（hydrogen peroxide block）の中に、
10分間静置した。
６.スライドをTBSTで２回すすいだ。
７.次いで、スライドを、TBST中1％BSA及び1.5％正常ヤギ血清から構成される非特異タン
パク質ブロッキング試薬（nonspecific protein block）中で、30分間インキュベートし
た。
８.検出抗体及びネガティブコントロール抗体（1：50の希釈）を、30分間アプライした。
９.スライドをTBST中で２回すすいだ。
10.ビオチン化二次抗体を、30分間アプライした。
11.スライドをTBST中で２回すすいだ。
12.ABC Eliteを、30分間スライドにアプライした。
13.スライドをTBSTで２回すすいだ。
14.スライドをDAB基質で４分間処理した。
15.スライドを水道水ですすいだ。
16.スライドをヘマトキシリンで対比染色し、次いで、洗浄した。
17.スライドを、飽和炭酸リチウム中で青色にし、次いで洗浄した。
18.スライドをアルコールで脱水し、キシレンで洗浄し、カバーグラスをかけた。
　IHCコントロール
【０３１６】
　FEPEブロックを提供してくれた患者については、切片をカットしてセットし、IgGネガ
ティブコントロールスライド1枚が、各サンプルに対して、染色された。スライドを提供
してくれた患者については、使用できるスライドの数が限られているために、IgGネガテ
ィブコントロールスライドは、実行されなかった。
【０３１７】
　さらに、ポジティブコントロール組織は、各サンプルの一部として染色された。これら
のコントロールは、(1+2)刺激又は刺激されていないMIAPACA2　(ヒト膵臓腺がん)細胞ペ
レットブロック;(3+4)刺激又は刺激されていないMDA-MB-231 (ヒト乳がん)細胞ペレット
ブロック;及び5）MDA-MB-231（ヒト乳がん)細胞からなるマウス異種移植片から構成され
た。以前のIHC実験において、類似物質がpERK染色の範囲を網羅していたために、これら
のコントロールが選択された。
【０３１８】
　オンコテック社でのマウスモノクローナル抗体（シグマ#M8159）を使用した染色手順
【０３１９】
　オンコテック社におけるpERKのIHC試験は、「社内（homebrew）」SRAクラスI評価試験
に対する、CLIAガイドラインに適合するようにデザインされ、評価された。
【０３２０】
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　pERKに対するIHC染色は、BioGenex i6000 自動染色機でDAKO　Mouse　Envision　Plus 
System(Cat　#K4007)を用いて、室温で行われた。検出抗体は、pERK　(抗-MAPキナーゼ，
活性化(脱リン酸化されたERK-1＆2)，クローンMAPK-YT，lot#015k4757)に対する、シグマ
社から入手したマウスモノクローナル抗体（cat # M8159）である。ネガティブコントロ
ール抗体は、DakoCytomation社のマウスIgG1であった（lot#0018854）。二次抗体は、西
洋ワサビペルオキシダーゼに結合したヤギ抗マウスであった。
１．BORG(トリス緩衝液，pH9.5±0.2)中において、120±3℃で３分間、デクローキング・
チャンバー（decloaking chamber）内でスライドを熱することによって、抗原が回復した
。
２．スライドを、BioGenex i6OOO自動染色機のプラスチャンバー内に配置した。
３．スライドを洗浄バッファーで１回すすいだ。
４．スライドを、エンビジョン・ペルオキシダーゼ（Envision　peroxidase）と共に5+1
分間インキュベートした。
５．組織切片を洗浄バッファーで２回すすいだ。
６．スライドを、抗-pERK抗体（1.25μg/ml）又は対応するアイソタイプのネガティブコ
ントロール試薬（被検物質として同じ濃度で）と共に、30±1分間インキュベートした。
７．スライドを洗浄バッファーで１回すすいだ。
８．スライドを、西洋ワサビペルオキシダーゼに結合したヤギ抗－マウスポリマーと共に
、約30±1分インキュベートした。
９．スライドを洗浄バッファーで２回すすいだ。
10．スライドをDAB基質と共に５±１分インキュベートした。
11．スライドを、再度洗浄バッファーで１回すすいだ。
12．スライドを脱イオン水で２回すすいだ。
13．染色されたスライドを、脱イオン水中に沈められるプラスチック製のスライドバスケ
ット内に配置した。
14．スライドをヘマトキシリンで対比染色した。
15．スライドを段階的なアルコールで脱水し、キシレンで洗浄し、カバーガラスをかけた
。
【０３２１】
　IHCコントロール
【０３２２】
　FFPEブロック又は少なくとも２つのスライドが得られた患者の全てについては、IgGネ
ガティブコントロールスライド１枚が、各々のサンプルに対して、染色された。
【０３２３】
　更に、ポジティブコントロール組織は、各々のサンプルの一部として染色された。FFPE
乳癌サンプルは、ポジティブコントロール及び検査中の検査システムとして使用するため
にOncotech社によって提供された。Oncotech社によって提供された標本は、IRBに承認さ
れたONC01プロトコールに従って集められた。
【０３２４】
　病理学者によるスライドの検査の後、腫瘍の標本としての組織の特定が問題になってい
るサンプルのサブセットについては、追加のスライドがH＆Eで染色され、病理学者による
腫瘍の判定が容易となった。
【０３２５】
　病理学者のスコアリング
【０３２６】
　PAI社の病理学者のスコアリング
【０３２７】
　PAI社で染色されたスライドは、PAI社の獣医病理学者によってスコアリングされ（Joan
 Wicks，DVM，PhD）、そのスコアは、２番目のPAI社の獣医病理学者によって、レビュー
された。（抗－pERK抗体を用いてOncothech社で染色されたスライドも、スコアリングの
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ためにPAI社に送られた。）病理学者は、患者の識別、臨床予後、及び全ての関連する臨
床データーを知らされなかった。
【０３２８】
　半定量的なスコアリングは、染色強度及びpERKに対して染色された腫瘍エリアのパーセ
ントを評価した。染色強度は、表2-1に示された5点満点制で点数がつけられた。染色強度
は、所定のサンプルに対して観察された強度の範囲（例えば、2～4+）として報告された
ことに留意すべきである。強度データーの統計分析に関して、最大染色強度（報告された
範囲におけるもっとも大きい染色強度；この例においては、4＋）が利用される。染色さ
れたエリアのパーセントは、表2－2に示されたスケールに分けられた。染色位置の性質の
記載（核（N）又は細胞質（C））も提供された。
【０３２９】
　染色強度に対するPAI社の病理学者のスコアリングスケール
　　０＝細胞染色なし
　　１＋＝薄く染色
　　２＋＝中程度の染色
　　３＋＝強い染色
　　４＋＝著しく強い染色
　表2-2：染色された腫瘍エリア％に対するPAI社の病理学者のスコアリングスケール
　　0＝染色された細胞なし
　　＜５％＝＜５％の細胞
　　第１四分位（1Q）＝6～25％の細胞
　　第２四分位（2Q）＝26～50％の細胞
　　第３四分位（3Q）＝51～75％の細胞
　　第４四分位（4Q）＝76～100％の細胞
【０３３０】
　Oncotech社の病理学者のスコアリング
【０３３１】
　スライドは、医療病理学者によってスコアリングされた。モノクローナルな抗-pERK抗
体を用いて染色されたスライドは、スコアリングのために、コンサルティング病理学者に
も送られた。病理学者は、患者の識別、臨床予後、及び全ての関連する臨床データーを知
らされなかった。
【０３３２】
　半定量的スコアリングは、染色強度及びpERKに対して染色された腫瘍エリアのパーセン
トを評価した。染色強度は、示された４点満点制で点数がつけられた。染色強度のスケー
ルが異なることに留意すべきである。腫瘍の染色は、フォーマット形式で報告された。こ
のスコアリングは、細胞の何パーセントが各々の染色強度のレベルに対して陽性に染色さ
れるかを詳述したものである。総合スコア（H-スコア）は、腫瘍の染色について報告され
、以下のように計算された：
Ｈ＝（３×３＋に染色された細胞の％）＋（２×２＋に染色された細胞の％）＋（１×１
＋に染色された細胞の％）
従って、標本４の例に関しては、Ｈ＝（３×０％）＋（２×２０％）＋（１×０％）＝４
０である。
【０３３３】
　スコアリングされた腫瘍pERKのデーターの統計分析に関しては、２つの追加変数が病理
報告書から導かれた：最大染色強度（陽性に染色された何れかの細胞で最も大きな染色強
度）及び陽性に染色された細胞の％（３+、２+及び１+レベルで染色された細胞の％の合
計）。
【０３３４】
　病理学者は、腫瘍pERK染色のスコアリングに加え、他の細胞型／構造におけるpERK染色
に対する単一の強度のスコアを提供した。
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【０３３５】
　コンサルティング病理学者によるスコアリング
【０３３６】
　モノクローナル抗－pERK抗体を使用して病理検査室で染色されたスライドは、コンサル
ティング病理学者にも、スコアリングのために送られた。コンサルティング病理学者は、
患者の識別、臨床予後、及び全ての関連する臨床データーを知らされなかった。コンサル
ティング病理学者は、再現性を考慮して、染色強度及び染色エリアの両方を包含するpERK
スコアリングスケール（０～２）を開発した。病理学者は、腫瘍細胞のpERK染色及び内皮
細胞pERK染色に対するこのスケールで、染色されたサンプルを評価した。
【０３３７】
　前の実施例において使用された反応物及び／又は動作条件に対し、一般的又は特異的に
記載された本発明の反応物及び／又は動作条件で代替することによって、前の実施例は、
同様の成功を繰り返すことができる。
【０３３８】
　上述の説明から、当業者は、本発明の精神と範囲から逸脱することなく、本発明の基本
的特徴を簡単に確かめることが可能であり、様々な使用及び条件にそれを適合させるため
に発明の様々な変更及び改変が可能である。上記及び下記のリストで引用された公報及び
特許は、本明細書で参照することによって組み込まれる。
【０３３９】
　更に苦労することなく、当業者は、前述の説明を用いて、以下の発明を最大限に利用す
ることが可能であることを確信する。従って、下記の好ましい実施態様は、単に説明して
いるだけであり、いかなる制限をももたらすものではない。
【０３４０】
　別段の指示がなければ、前述及び前記実施例において、特に言及されない限り、全ての
温度は摂氏温度であり、全ての体積部及び体積パーセントは、容量に基づく。
【０３４１】
　原稿に関する全ての捕捉テキスト、表及び図のコピーと共に、本出願に添付される、「
Plasma Biomarkers as Predictors of Outcome in Patients with Advanced
Hepatocellular Carcinoma: Results from the Randomized Phase III SHARP Trial」(EA
SL Abstract, March 2009)という題名のJM Llovet, C Pena, M Shan, C Lathia and
J Bruix et al.による科学論文の要約における開示の全体が、本明細書において参照され
ることによってそっくりそのまま組み込まれる。
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