
(57)【要約】
本発明は、急性骨髄性白血病（ AML）の分類、診断、および予後のための遺伝子分析法に
関する。本発明は、以下の工程を含む AMLのための分類スキームを制作するための方法を
提供する： a） AMLに冒された複数の参照被検者由来の細胞試料を含む、複数の参照試料を
提供する工程； b）該参照試料のそれぞれに関する遺伝子発現プロフィールを個々に確立
することによって、参照プロフィールを提供する工程； c）類似性に従って、該個々の参
照プロフィールをクラスタリングする工程、および d）それぞれのクラスタに AMLクラスを
割り当てる工程。本発明は、さらに、 AMLに冒された被検者の AMLを分類するための方法に
、被検者における AMLを診断するための方法に、および AMLに冒された被検者のために予後
を決定する方法に関する。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む AMLの た め の 分 類 ス キ ー ム を 制 作 す る た め の 方 法 ：
　 a） AMLに 冒 さ れ た 複 数 の 参 照 被 検 者 由 来 の 細 胞 試 料 を 含 む 、 複 数 の 参 照 試 料 を 提 供 す る
工 程 ；
　 b） 該 参 照 試 料 の そ れ ぞ れ に 関 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 個 々 に 確 立 す る こ と に よ
っ て 、 参 照 プ ロ フ ィ ー ル を 提 供 す る 工 程 ；
　 c） 以 下 を 含 む 統 計 的 手 法 に 従 っ て 、 該 個 々 の 参 照 プ ロ フ ィ ー ル を ク ラ ス タ リ ン グ す る
工 程 ：
　 　 （ i） K平 均 ク ラ ス タ リ ン グ ；
　 　 （ ii） 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ ； お よ び 、
　 　 （ iii） ピ ア ソ ン 相 関 係 数 解 析 ； 並 び に 、
　 d） そ れ ぞ れ の ク ラ ス タ に AMLク ラ ス を 割 り 当 て る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の ク ラ ス タ リ ン グ が 、 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 情 報 に 基 づ
い て 行 わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の ク ラ ス タ リ ン グ が 、 表 1の 、 よ り 好 ま し く は 表 2の 遺 伝 子 の 情
報 に 基 づ い て 行 わ れ る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 の AMLを 分 類 す る た め の 方 法 ：
　 a） AMLの た め の 分 類 ス キ ー ム を 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 に 従 っ て こ の よ
う な ス キ ー ム を 制 作 す る こ と に よ っ て 提 供 す る 工 程 ；
　 b） 該 被 検 者 に つ い て の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 確 立 す る こ と に よ っ て 、 被 検 者 プ ロ
フ ィ ー ル を 提 供 す る 工 程 ；
　 c） 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と 共 に 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル を ク ラ ス タ リ ン グ す る 工 程 ；
　 d） 該 ス キ ー ム に お い て 、 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の 中 で 該 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル に お い て ク ラ
ス タ 形 成 し た 位 置 を 決 定 す る 工 程 、 お よ び
　 e） 該 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル が 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の 任 意 の ク ラ ス タ 内 に あ る 場 合 は 、 該 ク
ラ ス タ 形 成 し た 位 置 に 対 応 す る AMLク ラ ス を 該 被 検 者 の 該 AMLに 割 り 当 て る 工 程 、 ま た は 該
被 検 者 の 該 AMLに 新 た な AMLク ラ ス を 割 り 当 て る 工 程 。
【 請 求 項 ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 被 検 者 に お け る AMLを 診 断 す る た め の 方 法 ：
　 a） 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 に 従 っ て AMLに 関 す る 分 類 ス キ ー ム を 制 作 す る
工 程 ；
　 b） そ の 発 現 レ ベ ル が 、 該 ス キ ー ム 内 の 種 々 の AMLク ラ ス の 中 の 対 応 す る AMLク ラ ス の ク
ラ ス タ 形 成 し た 位 置 を 特 徴 づ け る 遺 伝 子 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の ク ラ ス タ に
関 し て ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 を 定 義 す る 工 程 ；
　 c） 被 検 者 に お け る 該 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 の 1つ ま た は 複 数 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 工
程 ；
　 d） 該 被 検 者 に お け る 該 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 個 々 の AMLク ラ ス を 特 徴
づ け る 発 現 レ ベ ル に 対 し て 十 分 な 類 似 性 を 共 有 す る ど う か を 証 明 し 、 こ れ に よ り 該 被 検 者
に お け る 該 ク ラ ス に 対 応 す る AMLの 存 在 を 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 が 、 表 1の 遺 伝 子 の 1～ 3000遺 伝 子 の セ ッ ト 、 よ り 好 ま し く は 表 1
の 遺 伝 子 の 1～ 600遺 伝 子 の セ ッ ト 、 さ ら に 好 ま し く は 表 1の 遺 伝 子 の 1～ 50遺 伝 子 の セ ッ ト
を 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 が 、 表 2の 遺 伝 子 の 1～ 600遺 伝 子 の セ ッ ト 、 さ ら に 好 ま し く は 表 2
の 遺 伝 子 の 1～ 50遺 伝 子 の セ ッ ト 、 お よ び な お さ ら に 好 ま し く は 表 2の 遺 伝 子 の 1～ 25遺 伝
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子 の セ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 が 、 表 3の 遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 に 関 し て の 予 後 を 決 定 す る た め の 方 法 ：
　 a） AMLに 関 し て の 分 類 ス キ ー ム を 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 に 従 っ て こ の
よ う な ス キ ー ム を 制 作 す る こ と に よ っ て 提 供 す る 工 程 ；
　 b） 該 ク ラ ス に 含 ま れ る AML被 検 者 に 関 す る 病 歴 に 基 づ い て 該 ス キ ー ム に お け る そ れ ぞ れ
の AMLク ラ ス に 関 し て の 予 後 を 決 定 す る 工 程 ；
　 c） 請 求 項 5～ 8の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 に 従 っ て 該 被 検 者 に お け る AMLを 診 断 す る こ と
に よ っ て 、 ま た は 請 求 項 4記 載 の 方 法 に 従 っ て 該 被 検 者 に お け る AMLを 分 類 す る こ と に よ っ
て 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 の AMLク ラ ス を 証 明 す る 工 程 ； お よ び 、
　 d） 該 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 の 確 立 さ れ た AMLク ラ ス に 対 応 す る 予 後 を 該 被 検 者 に 割 り 当
て る 工 程 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 に 関 し て の 予 後 を 決 定 す る 方 法 ：
　 a） 該 被 検 者 の 単 核 細 胞 由 来 の RNAを 単 離 す る 工 程 ；
　 b） 工 程 a） の RNAに 対 す る ア ン チ セ ン ス の ビ オ チ ン 化 RNAを 調 製 す る 工 程 ；
　 c） Affymetrix U133Aま た は U133 Plus2.0 GeneChips（ 登 録 商 標 ） に 対 し て 、 該 ア ン チ
セ ン ス の ビ オ チ ン 化 DNAを ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 工 程 ；
　 d） 計 測 値 を 表 1の 遺 伝 子 セ ッ ト に 関 し て 規 準 化 す る 工 程 ；
　 e） 得 ら れ た デ ー タ を （ , accession number GSE1159） か ら
入 手 で き る 参 照 デ ー タ と 共 に ク ラ ス タ 形 成 す る 工 程 ； お よ び 、
　 f） 被 検 者 の デ ー タ が ク ラ ス タ リ ン グ さ れ て い る サ ブ グ ル ー プ ／ ク ラ ス タ に 基 づ い て 予
後 を 決 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 AMLに 冒 さ れ た 複 数 の 参 照 被 検 者 か ら 得 ら れ る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 類 似 性 ク ラ ス
タ リ ン グ に 基 づ い て 区 別 さ れ た 複 数 の 異 な る AMLク ラ ス を 含 む 、 AMLの た め の 分 類 ス キ ー ム
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 患 者 由 来 の 生 体 試 料 を 、 表 1、 2、 ま た は 3に 示 し た 配 列 と 少 な く と も 80%、 好 ま し く は 少
な く と も 95%同 一 の 配 列 に 対 し て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ
せ る 工 程 を 含 む 、 患 者 由 来 の 細 胞 に お け る AML関 連 転 写 物 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 表 1、 2、 ま た は 3に 示 し た 配 列 と 少 な く と も 95%同 一 の 配 列 に 対 し
て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 表 1ま た は 2に 示 し た 配 列 を 含 む 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 生 体 試 料 が 組 織 試 料 で あ る 、 請 求 項 12～ 14の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 生 体 試 料 が 単 離 さ れ た 核 酸 、 た と え ば mRNAを 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 1項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 た と え ば 蛍 光 標 識 で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 12～ 16の い ず れ か 1
項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 固 体 表 面 上 に 固 定 さ れ て い る 、 請 求 項 12～ 17の い ず れ か 1項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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　 表 1か ら 選 択 さ れ る AML関 連 遺 伝 子 の 1つ ま た は 複 数 に 対 し て 、 好 ま し く は 表 2か ら 選 択 さ
れ る 遺 伝 子 の 1つ ま た は 複 数 に 対 し て 、 よ り 好 ま し く は 表 3か ら 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 1つ ま
た は 複 数 に 対 し て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 19記 載 の 少 な く と も 1つ 、 好 ま し く は 少 な く と も 2つ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
25個 、 な お も よ り 好 ま し く は 少 な く と も 100個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 20記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ と 、 AML参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の デ
ー タ ベ ー ス と 共 に 該 マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ
ー ル を 比 較 す る た め の 手 段 と を 含 む 、 パ ー ツ キ ッ ト （ kit-of-parts） 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 医 学 の 分 野 内 で あ る 。 本 発 明 は 、 特 に 急 性 骨 髄 性 白 血 病 の 分 類 、 診 断 、 お よ
び 予 後 の た め の 遺 伝 分 析 の 方 法 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 AMLの 異 な る ク ラ ス を 特 徴 づ
け る 複 数 の 異 な り 、 か つ 定 義 さ れ た ク ラ ス タ 内 の 類 似 群 に よ り プ ロ フ ァ イ ル す る 、 AML患
者 の 細 胞 か ら 得 ら れ る 核 酸 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 関 す る 。 本 発 明 は 、 AMLの 診 断 お よ び 療 法
に お け る 、 並 び に 特 に 予 後 的 に 重 要 な AMLク ラ ス の 予 測 に お け る 、 こ の よ う な 発 現 プ ロ フ
ィ ー ル お よ び 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 AMLの 診 断 の た め の 、 お よ び AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 の 予 後 の 決 定 の た
め の 方 法 に 、 並 び に ゲ ノ ム 科 学 ま た は プ ロ テ オ ミ ク ス に よ っ て 本 発 明 の 方 法 を 行 う た め に
適 し た 核 酸 プ ロ ー ブ の セ ッ ト を 含 む パ ー ツ の キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） は 、 病 態 生 理 、 遺 伝 的 性 質 、 お よ び 予 後 が 不 均 一 で あ る 新 生
物 の コ レ ク シ ョ ン で あ る 。 細 胞 遺 伝 学 お よ び 分 子 解 析 に 基 づ い て 、 AML患 者 は 、 現 在 、 著
し く 対 照 的 な 予 後 を も つ AMLの 群 ま た は サ ブ セ ッ ト に 分 類 さ れ て い る 。 た と え ば 、 inv（ 16
） 、 t（ 8； 21） 、 お よ び t（ 15； 17） の 遺 伝 子 の 転 位 置 は 、 比 較 的 有 利 な 予 後 で あ る AMLを
特 徴 づ け る が 、 と こ ろ が 、 細 胞 遺 伝 学 的 に 悪 い リ ス ク の 白 血 病 の も の で は 、 11q23、 5（ q
） ま た は 7（ q） の 喪 失 、 t（ 6； 9） 、 お よ び t（ 9； 22） を 含 む 異 常 を も つ 患 者 を 含 む （ Low
enberg et al., 1999） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 AMLに お い て 最 も 共 通 す る 分 子 異 常 は 、 造 血 成 長 因 子 受 容 体 で あ る fms様 チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ -3遺 伝 子 （ FLT3） の 内 部 直 列 型 複 製 （ ITD） で あ る （ Levis & Small, 2003） 。 FLT3 ITD
突 然 変 異 は 、 AML患 者 に 悪 い 予 後 を 与 え る （ Levis & Small, 2003） 。 転 写 因 子 cEBPα の 突
然 変 異 を も つ AML患 者 は 、 良 好 な 結 果 と 関 連 し て い た が （ Preudhomme et al., 2002； van 
Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al., 2003） 、 一 方 、 転 写 因 子 EVI1の 発 現 の 上 昇 は 、
よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 生 存 が 不 振 で あ る こ と を 予 測 す る （ van Waalwijk van Doorn-K
hosrovani et al., 2003） 。 こ れ ら の 新 規 分 子 予 後 マ ー カ ー の 例 は 、 AMLに お け る 分 子 解
析 の 拡 大 の 重 要 性 を 強 調 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） で あ る 全 て の 患 者 の 約 30パ ー セ ン ト は 、 現 在 、 特 異 的 な 異 常
核 型 に 基 づ い て 、 良 好 な 、 ま た は 悪 い 予 後 の い ず れ か を も つ 群 に 分 類 さ れ て い る 。 し か し
、 患 者 の 残 り の 70パ ー セ ン ト は 、 細 胞 遺 伝 学 的 マ ー カ ー を 欠 い て い る た め 分 類 す る こ と が
で き な い 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 の う ち の 一 つ は 、 AMLの 診 断 の た め の よ り 正 確 な リ ス ク 評 価 ツ ー ル を 提 供
す る こ と で あ る 。 特 異 的 な 異 常 核 型 が 見 い だ さ れ な か っ た AML患 者 を 分 類 す る こ と 、 お よ
び 分 子 的 に 明 確 に 定 義 さ れ た AMLク ラ ス か ら こ れ ら の 群 を 区 別 す る こ と だ け で な く 、 こ れ
ら の 分 類 さ れ て い な い AML型 の 予 後 の 分 群 を 定 義 す る こ と も 、 も う 一 つ の 目 的 で あ る 。 現
在 利 用 可 能 な 方 法 で は 認 識 で き な い AMLに お け る さ ら な る 予 後 の ク ラ ス の 存 在 は 、 こ れ ら
の 病 態 生 理 に 対 す る 重 要 な 洞 察 を も た ら し 得 る 。 し た が っ て 、 AML患 者 に 対 し て よ り 完 全
な 予 後 判 定 方 法 を 提 供 す る こ と も 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 内 に お け る 独 特 の 相 関 、 さ ら に 細 胞 遺 伝 学 的 異 常 と
の 独 特 の 相 関 を 、 AML患 者 の 代 表 的 コ ホ ー ト 内 に お い て 高 い 精 度 で 認 識 す る こ と が で き る
と い う 発 見 に 基 づ く 。 た と え ば 、 多 く の AML患 者 か ら 得 ら れ る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は
、 類 似 性 に よ っ て ク ラ ス タ 形 成 し 得 る こ と が 見 い だ さ れ た 。 こ れ に よ り 、 こ の よ う な ク ラ
ス を 特 徴 づ け る 同 様 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を も つ AMLの 別 々 の ク ラ ス を 認 識 す る こ と が で き
る 。 し た が っ て 、 AMLは 、 そ れ ぞ れ の サ ブ ク ラ ス が 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 特 定 の ク ラ
ス タ リ ン グ に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 別 々 の サ ブ ク ラ ス に 分 類 す る こ と が で き る こ と が 見 い
だ さ れ た 。 さ ら に 、 大 部 分 の こ れ ら の ク ラ ス ま た は ク ラ ス タ に つ い て 、 真 に 判 別 可 能 な 遺
伝 子 を 同 定 す る こ と が で き 、 た と え ば 、 ク ラ ス タ は 、 そ の ク ラ ス タ に お け る 複 数 の 遺 伝 子
の 発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か 、 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る が 、 一 方 、
別 の ク ラ ス タ に お け る こ れ ら の 発 現 は 、 影 響 を 受 け な い こ と で 特 徴 づ け ら れ る こ と が 判 明
し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら の 知 見 に 基 づ い て 、 本 発 明 は 、 今 回 、 第 一 の 局 面 に お い て 、 以 下 の 工 程 を 含 む AM
Lの た め の 分 類 ス キ ー ム を 制 作 す る た め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 a） AMLに 冒 さ れ た 複 数 の 参 照 被 検 者 由 来 の 細 胞 試 料 を 含 む 、 複 数 の 参 照 試 料 を 提 供 す る
工 程 ；
　 b） 該 参 照 試 料 の そ れ ぞ れ に 関 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 個 々 に 確 立 す る こ と に よ
っ て 、 参 照 プ ロ フ ィ ー ル を 提 供 す る 工 程 ；
　 c） 類 似 性 に 従 っ て 、 該 個 々 の 参 照 プ ロ フ ィ ー ル を ク ラ ス タ リ ン グ す る 工 程 ：
　 d） そ れ ぞ れ の ク ラ ス タ に AMLク ラ ス を 割 り 当 て る 工 程 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の よ う な 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の ク ラ ス タ リ ン グ は 、 プ ロ
フ ィ ー ル 間 で 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 情 報 に 基 づ い て 行 わ れ 、 こ の よ う な 方 法 の よ り
好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の ク ラ ス タ リ ン グ は 、 表 1の 遺 伝 子 の 、 さ ら
に よ り 好 ま し く は 表 2の 遺 伝 子 の 情 報 に 基 づ い て 行 わ れ る （ 表 は 、 以 下 に 提 供 し て あ る ）
。 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 の AMLを 分
類 す る た め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 a） AMLの た め の 分 類 ス キ ー ム を 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 に 従 っ て こ の よ
う な ス キ ー ム を 制 作 す る こ と に よ っ て 提 供 す る 工 程 ；
　 b） 該 被 検 者 に つ い て の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 確 立 す る こ と に よ っ て 、 被 検 者 プ ロ
フ ィ ー ル を 提 供 す る 工 程 ；
　 c） 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と 共 に 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル を ク ラ ス タ リ ン グ す る 工 程 ；
　 d） 該 ス キ ー ム に お い て 、 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の 中 で 該 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル に お い て ク ラ
ス タ 形 成 し た 位 置 を 決 定 す る 工 程 、 お よ び
　 e） 該 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル が 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の 任 意 ク ラ ス タ 内 に あ る 場 合 は 、 該 ク ラ
ス タ 形 成 し た 位 置 に 対 応 す る AMLク ラ ス を 該 被 検 者 の 該 AMLに 割 り 当 て る 工 程 、 ま た は 該 被
検 者 の 該 AMLに 新 た な AMLク ラ ス を 割 り 当 て る 工 程 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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　 な お さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 の AML
を 診 断 す る た め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 a） 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て AMLの た め の 分 類 ス キ ー ム を 制 作 す る 工 程 ；
　 b） そ の 発 現 レ ベ ル が 、 該 ス キ ー ム 内 の 種 々 の AMLク ラ ス の 中 の 対 応 す る AMLク ラ ス の ク
ラ ス タ 形 成 し た 位 置 を 特 徴 づ け る 遺 伝 子 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の ク ラ ス タ に
つ い て ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 を 定 義 す る 工 程 ；
　 c） AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 に お け る 、 該 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 の 十 分 な 数 の 発 現 レ ベ ル を
決 定 す る 工 程 ；
　 d） 該 被 検 者 に お け る 該 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 、 個 々 の AMLク ラ ス を 特 徴
づ け る 発 現 レ ベ ル に 対 し て 十 分 な 類 似 性 を 共 有 す る ど う か を 証 明 し 、 こ れ に よ り 該 被 検 者
に お け る 該 ク ラ ス に 対 応 す る AMLの 存 在 を 決 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 AMLを 診 断 す る た め の こ の よ う な 方 法 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 該 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子
は 、 該 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 含 ま れ る 全 て の 遺 伝 子 を 含 ん で い て も よ い 。 こ の よ う な
方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 は 、 表 1の 遺 伝 子 の 1～ 3000遺 伝 子
、 よ り 好 ま し く は 表 1の 遺 伝 子 の 1～ 600遺 伝 子 、 さ ら に 好 ま し く は 表 1の 遺 伝 子 の 1～ 50遺
伝 子 の セ ッ ト を 含 む 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 は 、 表 2の 遺
伝 子 の 1～ 600遺 伝 子 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 表 2の 遺 伝 子 の 1～ 50の 遺 伝 子 、 お よ び さ ら に
好 ま し く は 表 2の 遺 伝 子 の 1～ 25遺 伝 子 の セ ッ ト を 含 む 。 こ の よ う な 方 法 に お い て 最 も 好 ま
し く は 、 被 検 者 に お い て 特 定 の AMLク ラ ス を 診 断 す る た め の 、 表 3に 示 し た よ う な 差 動 的 に
発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者
に つ い て の 予 後 を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る ：
　 a） AMLの た め の 分 類 ス キ ー ム を 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て こ の よ う な ス キ ー ム を 制 作 す る
こ と に よ っ て 提 供 す る 工 程 ；
　 b） 該 ク ラ ス に 含 ま れ る AML被 検 者 に 関 す る カ ル テ に 基 づ い て 該 ス キ ー ム に お け る そ れ ぞ
れ の AMLク ラ ス に つ い て の 予 後 を 決 定 す る 工 程 ；
　 c） 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 該 被 検 者 に お け る AMLを 診 断 す る こ と に よ っ て 、 お よ び ／ ま た
は 分 類 す る こ と に よ っ て 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 の AMLク ラ ス を 証 明 す る 工 程 ； 並 び に 、
　 d） 該 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 に お い て 証 明 さ れ た AMLク ラ ス に 対 応 す る 予 後 を 該 被 検 者 に
割 り 当 て る 工 程 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 AMLに 冒 さ れ た 複 数 の 参 照 被 検 者 か ら 得 ら れ る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 類
似 性 ク ラ ス タ リ ン グ に 基 づ い て 区 別 さ れ た 複 数 の 異 な る AMLク ラ ス を 含 む 、 AMLの た め の 分
類 ス キ ー ム を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 該 分 類 ス キ ー ム は 、 た と え ば 、 こ の よ う な ス キ ー ム を 制 作 す る た め の 本 発 明 の 方 法 に よ
っ て 入 手 で き る 。 好 ま し く は 、 該 分 類 ス キ ー ム は 、 た と え ば Affymetrix遺 伝 子 チ ッ プ を 使
用 す る こ と に よ り 入 手 で き る も の な ど の 、 た と え ば 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 に 関 し て 遺 伝 子 チ ッ プ ア レ イ で 取 得 し た 値 に 基 づ い た 遺 伝 子 発 現 プ ロ
フ ィ ー ル の K平 均 ク ラ ス タ リ ン グ を 含 む 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の よ う な 遺 伝 子 チ ッ プ を 使 用 す る こ と に よ り 得 ら れ た 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 解 析
に は 、 種 々 の 遺 伝 子 間 の 微 妙 な 変 調 を 検 出 す る た め に 、 好 ま し く は 全 て の 強 度 値 の log2変
換 を 含 む 。 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て 、 幾 何 平 均 （ す な わ ち 、 解 析 し た 全 て の プ ロ フ ィ ー
ル に お け る 全 て の 個 々 の 遺 伝 子 に つ い て 決 定 し た 平 均 発 現 値 ） が 算 出 さ れ る 。 こ の 幾 何 平
均 か ら の 偏 差 が 、 差 動 的 発 現 と 呼 ば れ る 。 差 動 的 に 発 現 さ れ た も の を 割 り 当 て る こ と が で
き る 値 に て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ の た め に 使 用 す る 。 そ の 後 、 全 て の
試 料 ／ 患 者 の 遺 伝 子 サ イ ン （ 特 徴 的 発 現 プ ロ フ ィ ー ル ） を 、 総 患 者 集 団 の 臨 床 的 に 異 な っ
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た 郡 内 で （ 経 路 ） 類 似 を 示 す ピ ア ソ ン 相 関 係 数 解 析 に よ っ て 互 い に 比 較 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 全 て の 患 者 か ら 算 出 さ れ る 幾 何 平 均 と 比 較 し て 、 AMLに お い て 調 節
さ れ る （ ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト お よ び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た ） 遺 伝 子 を 提 供 す る 。 こ の
よ う な 遺 伝 子 お よ び こ れ ら が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 は 、 診 断 お よ び 予 後 の 目 的 の た め に 有
用 で あ り 、 さ ら に 抗 体 な ど の AMLを 調 整 す る 治 療 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 標
的 と し て 使 用 し て も よ い 。 本 発 明 の 核 酸 ま た は こ れ ら の コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 検 出 す
る 方 法 は 、 多 く の 目 的 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 に は 、 AMLの 早 期 検 出 、 AMLの 治
療 後 の 再 発 の モ ニ タ リ ン グ お よ び 早 期 検 出 、 AMLの 療 法 に 対 す る 応 答 の モ ニ タ リ ン グ 、 AML
の 予 後 の 決 定 、 AML療 法 の 指 揮 、 手 術 後 の 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 の た め の 患 者 の 選 択
、 療 法 の 選 択 、 腫 瘍 予 後 の 決 定 、 治 療 、 ま た は 治 療 に 対 す る 応 答 、 並 び に 前 癌 状 態 の 早 期
検 出 を 含 む 。 そ の 他 の 本 発 明 の 態 様 も 、 本 発 明 の 以 下 の 記 述 に よ っ て 当 業 者 に と っ て 明 ら
か に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 由 来 の 生 体 試 料 を 、 表 1ま た は 2に 示 し た よ う な 遺
伝 子 の 配 列 と 少 な く と も 80%同 一 の 配 列 に 対 し て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 患 者 由 来 の 1つ ま た は 複 数 の
細 胞 に お け る AML関 連 転 写 物 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 表 1ま た は 2に 示 し た よ う な 遺 伝 子 の 配 列 と 少 な く と も 95%同 一 の 配 列 に 対 し
て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 表 1ま
た は 2に 示 し た よ う な 一 連 の 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 こ の よ う な 検 出 方 法 に 使 用 さ れ る 生 体 試 料 は 、 組 織 試 料 で あ る 。
も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 生 体 試 料 は 、 単 離 さ れ た 核 酸 、 た と え ば mRNAを 含 む 。 一 つ の 態
様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 た と え ば 蛍 光 標 識 で 標 識 さ れ て い る 。 一 つ の 態 様 に お
い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 固 体 表 面 上 に 固 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 「 分 類 す る こ と 」 と い う 用 語 は 、 そ の 技 術 分 野 に お い て 認 識 さ れ る 意 味 で 使 用 さ れ 、 し
た が っ て 、 ク ラ ス も し く は カ テ ゴ リ に よ っ て 、 項 目 を 、 す な わ ち 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
を 配 置 す る こ と 、 も し く は 順 序 よ く 並 べ る こ と 、 ま た は こ れ ら が 一 般 に 有 す る か 、 お よ び
／ ま た は こ れ ら を 区 別 す る 特 徴 に 基 づ い て 、 こ れ ら を 論 理 的 に 階 層 的 ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス
、 お よ び サ ブ サ ブ ク ラ ス に 分 け る こ と を い う 。 特 に 、 「 分 類 す る こ と 」 は 、 分 類 さ れ て い
な い 項 目 を ク ラ ス ま た は 種 類 に 割 り 当 て る こ と を い う 。 次 い で 、 「 ク ラ ス 」 を 、 確 立 さ れ
た 系 ま た は ス キ ー ム に 従 っ て こ れ ら を 分 類 す る た め に 、 こ れ ら が 一 般 に 有 す る 1つ ま た は
複 数 の 特 徴 、 性 状 、 特 性 、 品 質 、 効 果 、 パ ラ メ ー タ ー 、 そ の 他 に 基 づ い て 項 目 の グ ル ー プ
分 け が な さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 分 類 ス キ ー ム 」 と い う 用 語 は 、 そ の 技 術 分 野 に お い て 認 識 さ れ る 意 味 に 使 用 さ れ 、 し
た が っ て 、 こ れ ら の 類 似 性 お よ び 相 違 に 基 づ い て 項 目 を コ レ ク シ ョ ン に 、 も し く は グ ル ー
プ に 組 織 化 す る た め の 、 事 前 に 確 立 さ れ た 原 理 に 従 っ て 配 置 さ れ た ク ラ ス の 一 覧 を い う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 ク ラ ス タ リ ン グ 」 と い う 用 語 は 、 同 じ か 、 ま た は 類 似 の エ レ メ ン ト を も つ 項 目 を ク ラ
ス タ に 収 集 す る こ と 、 構 築 す る こ と 、 お よ び ／ ま た は 一 体 化 す る こ と を い い 、 「 ク ラ ス タ
」 と は 、 特 徴 の 類 似 性 に 基 づ い て 共 に 密 接 に 集 め ら れ た か 、 も し く は 存 在 し て い る 、 同 じ
か ま た は 類 似 の 項 目 、 す な わ ち 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の グ ル ー プ ま た は 数 を い う 。 「 ク
ラ ス タ 形 成 し た 」 と は 、 項 目 が ク ラ ス タ リ ン グ に 供 さ れ た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 ク ラ ス タ 形 成 し た 位 置 」 と い う 用 語 は 、 多 数 の ク ラ ス タ の 中 の 個 々 の 項 目 の 位 置 、 す
な わ ち 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を い い 、 該 位 置 は 、 公 知 の ク ラ ス タ か ら 少 な く と も い く つ
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か の 項 目 を も つ 該 項 目 を ク ラ ス タ リ ン グ す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る ク ラ ス タ リ ン グ の 方 法 は 、 特 徴 、 性 状 、 特 性 、 品 質 、 効 果 、
パ ラ メ ー タ ー な ど の 類 似 性 に つ い て 、 項 目 を 比 較 す る た め の 公 知 の 任 意 の 数 学 的 プ ロ セ ス
で あ っ て も よ い 。 た と え ば 、 多 分 散 分 析 ま た は そ の 他 の 解 析 の 方 法 な ど の 統 計 解 析 を 使 用
し て も よ い 。 好 ま し く は 、 自 己 組 織 化 マ ッ プ 、 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 、 多 次 元 的 ス ケ ー リ
ン グ 、 原 理 成 因 分 析 、 教 師 あ り 学 習 、 k最 近 隣 法 、 サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ン 、 判 別 式 解 析
、 部 分 的 最 小 二 乗 法 、 お よ び ／ ま た は ピ ア ソ ン 相 関 係 数 解 析 な ど の 解 析 法 が 使 用 さ れ る 。
本 発 明 の 方 法 の も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 類 似 性 に 従 っ て ク ラ ス タ 遺 伝 子 発 現 プ
ロ フ ィ ー ル を ク ラ ス タ 形 成 す る た め に 、 ピ ア ソ ン 相 関 係 数 解 析 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 有 意 性
解 析 （ SAM） 、 お よ び ／ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ の 予 測 解 析 （ PAM） が 使 用 さ れ る 。 ク ラ ス タ
リ ン グ の 非 常 に 好 ま し い 方 法 は 、 ク ラ ス タ 形 成 し た 全 て の プ ロ フ ィ ー ル に お け る 全 て の 遺
伝 子 に つ い て 決 定 さ れ た 幾 何 平 均 発 現 レ ベ ル よ り も 著 し く 低 い か 、 ま た は よ り 高 い 発 現 を
有 す る 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を log（ 2） 変 換 し 、 ク ラ ス タ 形 成 し た 全 て
の プ ロ フ ィ ー ル に お け る 全 て の 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 変 換 さ れ た 発 現 レ ベ ル を K平
均 を 使 用 す る こ と に よ っ て ク ラ ス タ 形 成 す る 。 次 い で 、 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ の 過 程 に 使
用 す る 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト を 選 択 す る た め に 、 数 値 照 会 を 使 用 し て も よ く （ Eisen et al.
, 1998） 、 し た が っ て 、 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ の た め の よ り 小 さ な 遺 伝 子 群 を 選 択 す る た
め に 算 出 し た 幾 何 平 均 と 比 較 し て 、 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 選 択 す る た め に 数 値 照 会
を 実 行 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 数 値 ま た は 閾 値 フ ィ ル タ リ ン グ に よ っ て 得 ら れ た 遺 伝 子 を 使 用 す る 教 師 な し 試 料 ク ラ ス
タ リ ン グ を 使 用 し て 、 試 料 の 別 々 の ク ラ ス タ 、 並 び に こ れ ら の ク ラ ス タ と 関 連 す る 遺 伝 子
サ イ ン を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 遺 伝 子 サ イ ン と い う 用 語 は 、 そ の
他 の 全 て の ク ラ ス タ か ら 離 れ た ク ラ ス タ の 別 々 の 位 置 を 定 義 す る 遺 伝 子 の セ ッ ト を い う た
め に 使 用 さ れ 、 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 を 含 む 。 診 断 関 連 に お い て 最 も 可 能 性 が 高 い 解 析 の
た め に 遺 伝 子 を 選 択 す る た め に は 、 数 値 ま た は 閾 値 フ ィ ル タ リ ン グ が 使 用 さ れ る 。 階 層 的
ク ラ ス タ リ ン グ に よ り 、 試 料 全 体 ま た は 大 部 分 の 試 料 に 存 在 す る 遺 伝 子 発 現 の 大 き な 変 異
を 可 視 化 す る こ と が で き 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を 教 師 な し ク ラ ス タ リ ン グ に 使 用 す る こ と が で
き 、 そ の 結 果 、 ク ラ ス タ リ ン グ 結 果 は 、 存 在 し な い か 、 ま た は 変 化 し て い な い 遺 伝 子 か ら
の ノ イ ズ に よ る 影 響 を 受 け な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 K平 均 ク ラ ス タ リ ン グ を 全 て の 遺 伝 子 に 対 し て 行 っ て も よ く 、 ピ ア ソ ン 相
関 は 、 好 ま し く は 遺 伝 子 と 患 者 の サ ブ セ ッ ト に 基 づ い て 算 出 さ れ る 。 一 般 に い っ て 、 幾 何
平 均 か ら の 偏 差 ま た は 変 化 を 許 容 す る た め の 閾 値 が 大 き く な る に つ れ て 、 こ の フ ィ ル タ リ
ン グ 手 順 に よ っ て 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 数 は 小 さ く な る 。 異 な る カ ッ ト オ フ ま た は 閾 値 を 使
用 し て 、 種 々 の 数 の 遺 伝 子 で 一 覧 を 調 製 す る 。 こ の よ う な 一 覧 で は 、 非 白 血 病 経 路 関 連 遺
伝 子 の 貢 献 が 比 較 的 大 き い の で 、 こ の よ う な 一 覧 上 で 選 択 さ れ 、 お よ び 一 覧 に 含 ま れ る 遺
伝 子 の 数 が 多 く な る に つ れ て 、 一 般 に デ ー タ セ ッ ト 内 で 遭 遇 す る ノ イ ズ が 多 く な る 。 フ ィ
ル タ リ ン グ お よ び 選 択 手 順 は 、 好 ま し く は 解 析 を で き る だ け 多 く の 遺 伝 子 で 行 い 、 そ の 一
方 で 、 ノ イ ズ を 最 小 化 す る よ う に 最 適 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 log（ 2） 変 換 さ れ た 発 現 値 よ り も 1.5倍 以 上 高 い 発 現 値 に 変 化 し た 全 て の 遺 伝 子 お よ び l
og（ 2） 変 換 さ れ た 発 現 値 の -1.5倍 以 下 の 発 現 値 に 変 化 し た 遺 伝 子 を 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン
グ の た め に 選 択 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 幾 何 平 均 よ り も 著 し く よ り 高 い か 、 ま た は 低 い 発 現 を 示 す 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト は 、 た と
え ば 幾 何 平 均 値 よ り も 1.5倍 高 く 、 好 ま し く は 幾 何 平 均 値 よ り も 2倍 高 く 、 さ ら に よ り 好 ま
し く は 幾 何 平 均 値 よ り も 3倍 高 い 値 で あ っ て も よ い 。 同 様 に 、 幾 何 平 均 発 現 レ ベ ル よ り も
著 し く 低 い 発 現 は 、 た と え ば 幾 何 平 均 値 よ り も 0.8倍 未 満 、 好 ま し く は 幾 何 平 均 値 よ り も 0
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.6倍 未 満 、 よ り 好 ま し く は 幾 何 平 均 値 よ り も 0.3倍 未 満 の 値 で あ っ て も よ い 。 階 層 的 ク ラ
ス タ リ ン グ の た め に 使 用 さ れ る の と 同 じ 遺 伝 子 の 選 択 が 、 ピ ア ソ ン 相 関 係 数 解 析 に よ る 患
者 の ク ラ ス タ リ ン グ の た め に も 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 リ ン パ 様 悪 性 腫 瘍 に 由 来 す る 骨 髄 、 並 び に こ れ ら の 疾
患 の 範 囲 内 の サ ブ ク ラ ス を 区 別 す る 際 に 有 用 で あ る こ と が 以 前 に 証 明 さ れ た が （ Alizadeh
 et al., 2000；  Armstrong et al., 2002；  Debernardi et al., 2003；  Ross et al., 
2003；  Yeoh；  Schoch et al., 2002；  Golub et al., 1999） 、 こ の よ う な 区 別 が 、 疾 患
の 予 後 に 対 し て 何 ら か の 関 連 性 を 有 し 得 る か ど う か は 言 う ま で も な く 、 遺 伝 子 発 現 単 独 に
基 づ い て 適 切 な 区 別 を AMLの 種 々 の タ イ プ 間 で 行 う こ と が で き る か ど う か は 、 こ れ ま で 未
知 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 今 回 、 公 知 の 、 並 び に 新 規 の 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） の 診 断 的 、 予 後 的 、
お よ び 治 療 的 に 関 連 し た 分 群 （ ま た 、 以 下 に 、 AMLク ラ ス と し て 言 及 さ れ る ） を 正 確 に 同
定 す る た め の い く つ か の 方 法 、 並 び に 治 療 に お い て ど の ア プ ロ ー チ が 有 効 で あ る 可 能 性 が
高 い か に つ い て 予 測 す る こ と が で き る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 の 基 礎 は 、 AMLに 冒
さ れ た 被 検 者 に お け る （ AML特 異 的 ） 遺 伝 子 発 現 の 測 定 に あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方
法 お よ び 組 成 物 は 、 AML患 者 を AMLク ラ ス ま た は AMLク ラ ス タ に 割 り 当 て る た め の 方 法 、 AML
患 者 の た め の 療 法 を 選 択 す る 方 法 、 AML患 者 に お け る 療 法 の 有 効 性 を 決 定 す る 方 法 、 お よ
び AML患 者 の た め の 予 後 を 決 定 す る 方 法 を 含 む 、 AML患 者 の た め の 療 法 を 選 択 す る 際 に 有 用
な 道 具 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 種 々 の 局 面 に お い て 、 被 検 者 試 料 の 、 た と え ば AMLに 冒 さ れ た 参 照 被
検 者 の 、 ま た は AMLと 診 断 さ れ た か 、 も し く は AMLと 分 類 さ れ た 被 検 者 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ
ィ ー ル を 確 立 す る 工 程 を 含 む 。 本 発 明 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 AMLを 有 す る 被 検 者 、 AMLを
有 す る こ と が 疑 わ れ る 被 検 者 、 AMLを 発 症 す る 性 向 を 有 す る 被 検 者 、 ま た は 以 前 に AMLを 有
し た 被 検 者 、 ま た は AMLの た め の 療 法 を 受 け て い る 被 検 者 を 含 む 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 に
由 来 す る 試 料 か ら 作 製 さ れ る 。 本 発 明 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 被
検 者 か ら の 試 料 は 、 単 細 胞 、 細 胞 の コ レ ク シ ョ ン 、 組 織 、 細 胞 培 養 、 骨 髄 、 血 液 、 ま た は
そ の 他 の 体 液 を 含 む （ し か し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い ） 種 々 の 供 与 源 に 由 来 す
る こ と が で き る 。 組 織 ま た は 細 胞 供 与 源 は 、 組 織 生 検 試 料 、 細 胞 ソ ー ト さ れ た 集 団 、 細 胞
培 養 、 ま た は 単 細 胞 を 含 ん で い て も よ い 。 本 発 明 の 試 料 の た め の 供 与 源 は 、 末 梢 血 も し く
は 骨 髄 由 来 の 芽 球 な ど の 末 梢 血 ま た は 骨 髄 由 来 の 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 試 料 を 選 択 す る 際 に 、 AMLク ラ ス に お い て 差 動 的 遺 伝 子 発 現 を 有 す る 細 胞 を 構 成 す る 試
料 の 割 合 が 考 慮 さ れ る べ き で あ る 。 試 料 は 、 少 な く と も 20%、 少 な く と も 30%、 少 な く と も
40%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 55%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 75%、
少 な く と も 80%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 90%、 ま た は 少 な く と も 95%の AMLク ラ ス に お
い て 差 動 的 発 現 を 有 す る 細 胞 を 含 ん で い て も よ く 、 こ の よ う な 細 胞 を 高 い 割 合 で 有 す る 試
料 を 選 択 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 白 血 病 性 細 胞 な ど の 芽 球 で あ る 。
芽 球 を 構 成 す る 試 料 の 割 合 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に よ っ て 決 定 し て も よ く ；
た と え ば 、 国 際 公 開 公 報 第 03/083140号 に 記 述 さ れ た 方 法 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 」 ま た は 「 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 」 は 、 本 明 細 書 に お い
て 、 そ の 技 術 分 野 に お い て 認 識 さ れ る 意 味 で 使 用 さ れ 、 細 胞 に お け る 複 数 の 遺 伝 子 の 転 写
状 態 （ mRNA） ま た は 翻 訳 の 状 態 （ タ ン パ ク 質 ） を 測 定 す る た め の 方 法 を い う 。 使 用 す る 方
法 に 応 じ て 、 こ の よ う な 測 定 に は 、 ゲ ノ ム 全 体 の 遺 伝 子 発 現 の 評 価 だ け で な く 、 選 択 し た
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 測 定 を 含 ん で い て も よ く 、 そ の 結 果 「 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 」 ま
た は 「 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 」 が 確 立 す る （ こ れ ら の 用 語 は 、 以 下 に そ の 意 味 に 使 用 さ れ る ）
。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 」 は 、 遺 伝 子 発 現 産 物 の 相 対 的 存 在 量 の 測 定
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値 に 対 応 す る 1つ ま た は 複 数 の 値 を 含 む 。 こ の よ う な 値 は 、 RNAレ ベ ル ま た は タ ン パ ク 質 存
在 量 の 測 定 値 を 含 ん で い て も よ い 。 し た が っ て 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 遺 伝 子 の 転 写 状 態
ま た は 翻 訳 状 態 の 測 定 値 を 表 す 値 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら に 関 し て は 、 米 国 特 許 第 6,
040,138号 、 第 5,800,992号 、 第 6,020135号 、 第 6,344,316号 、 お よ び 第 6,033,860号 に 対 し
て 参 照 が な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 試 料 の 転 写 状 態 に は 、 試 料 中 に 存 在 す る RNA種 、 特 に mRNAの 同 一 性 お よ び 相 対 的 存 在 量
を 含 む 。 好 ま し く は 、 実 質 的 に 試 料 中 の 全 て の 構 成 成 分 RNA種 の 割 合 が 測 定 さ れ る が 、 少
な く と も 試 料 の 転 写 状 態 を 特 徴 づ け る た め に 十 分 な 割 合 が 測 定 さ れ る 。 転 写 状 態 は 、 都 合
よ く は 、 任 意 の い く つ か の 既 存 の 遺 伝 子 発 現 技 術 に よ り 、 転 写 物 存 在 量 を 測 定 す る こ と に
よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 翻 訳 状 態 に は 、 試 料 中 の 構 成 成 分 タ ン パ ク 質 種 の 同 一 性 お よ び 相 対 的 存 在 量 を 含 む 。 当
業 者 に は 公 知 で あ る と お り 、 転 写 状 態 と 翻 訳 状 態 と は 、 関 連 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 決 定 さ れ 、 お よ び 実 施 さ れ た 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の そ れ ぞ れ の 値 は 、 差 動
的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 絶 対 的 ま た は 相 対 的 発 現 レ ベ ル を 表 す 測 定 値 で あ る 。 こ れ ら の 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 試 料 中 の RNAま た は タ ン パ ク 質 分 子 の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る た め の
当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 決 定 し て も よ い 。 た と え ば 、 RNAの 発 現 レ
ベ ル は 、 膜 ブ ロ ッ ト （ ノ ー ザ ン 、 サ ザ ン 、 ド ッ ト な ど ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 に 使 用
さ れ る も の な ど ） ま た は マ イ ク ロ ウ ェ ル 、 試 料 管 、 ゲ ル 、 ビ ー ズ 、 ま た は 線 維 （ ま た は 結
合 さ れ た 核 酸 を 含 む 任 意 の 固 体 支 持 体 ） を 使 用 し て モ ニ タ ー し て も よ い 。 米 国 特 許 第 5,77
0,722号 、 第 5,874,219号 、 第 5,744,305号 、 第 5,677,195号 、 お よ び 第 5,445,934号 を 参 照
さ れ た い （ こ れ ら に 対 し て 明 確 に 参 照 が 作 製 さ れ る ） 。 ま た 、 遺 伝 子 発 現 モ ニ タ リ ン グ 系
は 、 溶 液 中 の 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 含 ま れ る 値 を 測 定 す る た め に 、 マ イ
ク ロ ア レ イ が 使 用 さ れ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 種 々 の 実 験 間 で の 再 現 性 の 理 由 か ら 、 こ の
目 的 の た め に 特 に 十 分 に 適 し て い る 。 DNAマ イ ク ロ ア レ イ は 、 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
の 同 時 測 定 の た め の 1つ の 方 法 を 提 供 す る 。 そ れ ぞ れ の ア レ イ は 、 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ
た 捕 捉 プ ロ ー ブ の 再 現 可 能 な パ タ ー ン か ら な る 。 標 識 さ れ た RNAま た は DNAを ア レ イ 上 の 相
補 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 次 い で レ ー ザ ー 走 査 に よ っ て 検 出 す る 。 ア レ イ 上 の そ
れ ぞ れ の プ ロ ー ブ に つ い て の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 を 決 定 し 、 相 対 的 遺 伝 子 発 現 レ
ベ ル を 表 す 定 量 値 に 変 換 す る 。 実 験 の 節 を 参 照 さ れ た い 。 ま た 、 米 国 特 許 第 6,040,138号
、 第 5,800、 992号 、 お よ び 第 6,020,135号 、 第 6,033,860号 、 お よ び 第 6,344,316号 を 参 照
さ れ た い （ こ れ ら に 対 し て 明 確 に 参 照 が 作 製 さ れ る ） 。 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ
は 、 試 料 中 の 多 数 の RNAに つ い て の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 す る た め に 特 に 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 つ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 試 料 か ら 単 離 さ れ た 総 mRNAを 標 識 cRNAに 変 換 し 、 次 い で オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 そ れ ぞ れ の 試 料 を 別 々 の ア レ イ
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 相 対 的 転 写 物 レ ベ ル は 、 ア レ イ 上 お よ び 試 料 中 に 存 在 す る 適 切
な 対 照 を 参 照 す る こ と に よ っ て 算 出 す る 。 た と え ば 、 実 験 の 節 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 値 は 、 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の タ ン
パ ク 質 産 物 の 存 在 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 産 物 の 存 在 量
は 、 た と え ば 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 に 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し て 、 決
定 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子
ま た は こ れ ら の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 、 す な わ ち 抗 原 結 合 性 部 分 を い う 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン
分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 の 例 は 、 ペ プ シ ン な ど の 酵 素 で 抗 体 を 治 療 す る こ と に よ っ て
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作 製 す る こ と が で き る F（ ab） お よ び F（ ab'） 2断 片 を 含 む 。 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 、 組 換 え 、 た と え ば キ メ ラ も し く は ヒ ト 化 、 完 全 ヒ ト 化 、 非 ヒ ト 、 た と え ば
マ ウ ス 、 ま た は 単 鎖 抗 体 で あ る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ れ は 、 エ フ ェ ク
タ ー 機 能 を 有 し 、 か つ 補 体 を 固 定 す る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 毒 素 ま た は イ メ ー ジ ン グ 剤
に 結 合 す る こ と が で き る 。 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 に 由 来 す る 全 長 タ ン パ ク 質 産 物 、 ま
た は タ ン パ ク 質 産 物 の 抗 原 性 ペ プ チ ド 断 片 は 、 免 疫 原 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 原
性 ペ プ チ ド に 包 含 さ れ る 好 ま し い エ ピ ト ー プ は 、 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に 位 置 す る 差 動 的 に
発 現 さ れ た 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 の 領 域 、 た と え ば 親 水 性 領 域 、 並 び に 高 い 抗 原 性 を も
つ 領 域 で あ る 。 抗 体 は 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 の 存 在 量 お よ び パ タ ー ン を 評 価 す る た め に 、 差
動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た
、 こ れ ら の 抗 体 は 、 臨 床 試 験 工 程 の 一 部 と し て 組 織 に お け る タ ン パ ク 質 レ ベ ル を モ ニ タ ー
す る た め に 、 た と え ば 所 与 の 療 法 の 有 効 性 を 決 定 す る た め に 、 た と え ば 診 断 用 に 使 用 す る
こ と が で き る 。 検 出 は 、 検 出 可 能 な 物 質 （ す な わ ち 、 抗 体 標 識 化 ） に 抗 体 を 結 合 す る こ と
（ す な わ ち 、 物 理 的 に 連 結 す る こ と ） に よ っ て 容 易 に す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物 質
の 例 は 、 種 々 の 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 物 質 、 発 光 材 料 、 生 物 発 光 材 料 、 お よ び 放 射 性 物
質 を 含 む 。 適 切 な 酵 素 の 例 は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （
3-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ を 含 み ； 適 切 な 補 欠 分 子 族 複 合
体 の 例 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン を 含 み ； 適 切 な 蛍 光
物 質 の 例 は 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ ッ セ イ ン 、 ダ ン シ ル ク ロ リ ド 、 ま
た は フ ィ コ エ リ ト リ ン を 含 み ； 発 光 材 料 の 例 は 、 ル ミ ノ ー ル を 含 み ； 生 物 発 光 材 料 の 例 は
、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 お よ び エ ク オ リ ン を 含 み 、 並 び に 適 切 な 放 射 性 物 質 の
例 は 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 5 S、 ま た は 3 Hを 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 一 旦 、 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル お よ び 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 含 ま れ る 値 が 確 立 さ れ た
ら 、 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル を 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 し て 、 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 参 照
プ ロ フ ィ ー ル と 十 分 に 類 似 す る か ど う か を 決 定 す る 。 ま た は 、 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を
複 数 の 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 し て 、 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 最 も 類 似 す る 参 照 発
現 プ ロ フ ィ ー ル を 選 択 す る 。 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す る
た め に は 、 こ れ ら の 間 の 類 似 性 を 検 出 す る た め の 2つ 以 上 の デ ー タ セ ッ ト を 比 較 す る た め
の 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 方 法 を 使 用 し て も よ い 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 被 検 者
発 現 プ ロ フ ィ ー ル お よ び 参 照 プ ロ フ ィ ー ル は 、 サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ン （ SVM） ア ル ゴ リ
ズ ム 、 出 現 パ タ ー ン の 総 体 的 尤 度 に よ る 予 測 （ PCL） ア ル ゴ リ ズ ム 、 k最 近 隣 法 ア ル ゴ リ ズ
ム 、 ま た は 人 工 ニ ュ ー ラ ル ネ ッ ト ワ ー ク ア ル ゴ リ ズ ム な ど の 教 師 あ り 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム を
使 用 し て 比 較 さ れ る 。 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 、 参 照 プ ロ フ ィ ー ル に 対 し て 「 統 計 学 的
に 有 意 な 類 似 性 」 ま た は 「 十 分 な 類 似 性 」 を 示 す ど う か を 決 定 す る た め に 、 統 計 的 検 定 を
行 っ て 、 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と の 類 似 性 が 、 ラ ン ダ ム な イ ベ
ン ト に よ っ て 達 成 さ れ た 可 能 性 が 高 い ど う か を 決 定 し て も よ い 。 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
と 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と の 間 の 類 似 性 が ラ ン ダ ム な イ ベ ン ト か ら 生 じ る 可 能 性 を 算 出 す る こ
と が で き る 任 意 の 統 計 的 検 定 を 使 用 す る こ と が で き る 。 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 類 似
性 に 基 づ い て 被 検 者 を AMLク ラ ス に 割 り 当 て る 精 度 は 、 主 に 患 者 集 団 内 の 不 均 一 性 に 影 響
を 受 け 、 同 様 に 幾 何 平 均 か ら の 偏 差 に よ っ て も 反 映 さ れ る 。 し た が っ て 、 よ り 正 確 な 診 断
が 必 要 と さ れ る と き は 、 被 検 者 と 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と の 間 の 類 似 性 を 評 価 す る 際 の ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー は 、 数 値 照 会 を 変 え る こ と に よ っ て 増 大 さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 1つ ま た は 複 数 の 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す る た め に 使 用 さ
れ る 方 法 は 、 好 ま し く は 、 本 明 細 書 に 記 述 し た よ う な ク ラ ス タ リ ン グ 法 を 行 う こ と に よ っ
て 、 （ n+1） 様 式 で そ の 後 の 解 析 を 再 び 実 行 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 。 ま た 、 被 検 者
発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 最 も 類 似 す る AMLク ラ ス 参 照 プ ロ フ ィ ー ル を 同 定 す る た め に 、 AMLに 冒
さ れ た 被 検 者 の AMLク ラ ス を 確 立 す る た め の 方 法 で 行 っ た よ う に 、 す な わ ち 被 検 者 に お け
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る AMLを 診 断 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 被 検 者 に お け る AMLを 分 類 す る こ と に よ っ て 、 プ ロ
フ ィ ー ル を 類 似 性 に 従 っ て ク ラ ス タ 形 成 し 、 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル が 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の 公
知 の ク ラ ス に 対 応 す る か ど う か を 決 定 す る 。 た と え ば 、 被 検 者 AMLを 特 定 の AMLク ラ ス に 割
り 当 て る 際 に 、 本 方 法 が 使 用 さ れ 、 本 発 明 の ク ラ ス タ リ ン グ 解 析 を 行 っ た 後 に 得 ら れ る 、
被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル が ク ラ ス タ 形 成 さ れ る 位 置 を 任 意 の 公 知 の AMLク ラ ス と 比 較 す る 。 ク
ラ ス タ 形 成 さ れ た 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル の 位 置 が 、 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の ク ラ ス タ 内 に あ る 場
合 、 す な わ ち 類 似 性 ク ラ ス タ リ ン グ 法 を 行 っ た 後 に こ れ と 共 に ク ラ ス タ を 形 成 す る 場 合 、
被 検 者 の AMLは 、 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の AMLク ラ ス に 対 応 す る 。 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル が 、 参 照
プ ロ フ ィ ー ル の ク ラ ス タ 内 に な い 場 合 、 す な わ ち 類 似 性 ク ラ ス タ リ ン グ 法 を 行 っ た 後 に こ
れ と 共 に ク ラ ス タ を 形 成 し な い 場 合 、 新 た な AMLク ラ ス を そ の 被 検 者 プ ロ フ ィ ー ル に 割 り
当 て て も よ い （ こ の よ う な ク ラ ス の 1つ は 、 AMLを 有 し て い な い 被 検 者 で あ る ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 AMLク ラ ス に お い て 差 動 的 に
発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 表 す 値 を 含 む 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 差 動 的 に 発 現 さ
れ た 」 と い う 用 語 は 、 1人 の 被 検 者 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に お い て 、 測 定 さ れ た 特 定 の 遺 伝
子 の 発 現 レ ベ ル が 、 全 て の 患 者 の プ ロ フ ィ ー ル か ら 算 出 し た 幾 何 平 均 か ら 少 な く と も n倍
異 な る こ と を 意 味 す る 。 ま た 、 発 現 レ ベ ル は 、 AMLの 特 定 の 形 態 を 有 す る 被 検 者 に 由 来 す
る 試 料 に お い て 、 AMLの 異 な る 形 態 を 有 す る 被 検 者 に 由 来 す る 試 料 と 比 較 す る と 、 ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ 得 る 。 た と え ば 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発
明 の 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 は 、 異 な る AMLク ラ ス に お い て 異 な る レ ベ ル に て 発 現 さ れ
て い て も よ い 。 種 々 の AMLク ラ ス に お い て 差 動 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 例 を 表 1お よ び 2に
示 し て あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 測 定 さ れ た 発 現 レ ベ ル が 、 全 て の 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の そ の 遺 伝 子 に つ い て の 幾 何 平 均 発
現 レ ベ ル か ら 少 な く と も n倍 異 な る 多 く の 遺 伝 子 が 生 じ る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。 こ れ
は 、 た と え ば 測 定 し た 細 胞 の 生 理 学 的 状 態 が 異 な る た め 、 生 物 学 的 変 異 の た め 、 ま た は そ
の 他 の 疾 患 状 態 の 存 在 の た め で あ る 。 し た が っ て 、 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 存 在 は 、
異 な る AMLク ラ ス の 存 在 を 決 定 す る た め に 必 ず し も 有 益 で あ る と い う わ け で は な く 、 全 て
の 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 が 診 断 試 験 を 行 う た め に 適 し て い る わ け で は な い 。 さ ら に 、
ク ラ ス タ 特 異 的 な 差 動 的 遺 伝 子 発 現 は 、 本 明 細 書 で 定 義 し た よ う に 、 AMLを 有 す る 被 検 者
間 の 試 験 に お い て の み 有 益 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 い 。 し た が っ て 、 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子
検 出 を 使 用 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 診 断 試 験 は 、 好 ま し く は AMLの 存 在 が 確 認 さ れ た 被
検 者 に 対 し て 行 わ れ る べ き で あ る 。 こ の 確 認 は 、 た と え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 、 ま た は そ の
他 の 何 ら か の 試 験 に よ っ て 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 に お い て AMLを 分 類 す る た め の 方 法 を 行
う こ と に よ っ て 得 ら れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 異 な る AMLク ラ ス の 患 者 の 診 断 用 AML試 料 に お い て 差 動 的 に 発 現 さ れ て い る 遺
伝 子 の 群 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 286の AML試 料 に お い て 、 13,000の プ ロ ー ブ に 対
す る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に 基 づ い て 同 定 さ れ た 。 プ ロ ー ブ に よ っ て 検 出 さ れ る 核 酸 分 子 の 発
現 レ ベ ル を 表 す 値 は 、 Omniviz、 SAM、 お よ び PAM解 析 ツ ー ル を 使 用 し て 実 験 の 節 に 記 載 し
た よ う に 解 析 し た 。 K平 均 、 階 層 的 、 お よ び ピ ア ソ ン 相 関 試 験 な ど の 全 て の ク ラ ス タ リ ン
グ 工 程 を 行 う た め に 、 Omnivizソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し た 。 SAMは 、 具 体 的 に は 、 ピ ア ソ ン 相
関 分 析 に お い て 同 定 さ れ た 臨 床 的 に 関 連 し た 群 の 根 底 に あ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 使 用
し た 。 PAMは 、 ピ ア ソ ン 相 関 の 所 与 の 郡 内 の 全 て の 個 々 の 患 者 を 診 断 す る た め に 必 要 な 遺
伝 子 の 最 小 数 を 決 定 す る た め に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 要 す る に 、 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 286人 の 新 規 AML患 者 か ら の AML芽 球 に 対 し て 実 施 し
た 。 教 師 な し ク ラ ス タ リ ン グ は 、 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ 後 に ピ ア ソ ン 相 関 内 の 新 規 （ 分 ）
群 を 同 定 す る た め に 使 用 し た 。 ピ ア ソ ン 相 関 試 験 に よ り 、 異 な る 分 子 サ イ ン を も つ AML患
者 の 16の 群 ま た は ク ラ ス を 同 定 す る こ と と な っ た 。 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ お よ び ピ ア ソ ン
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相 関 に よ り 、 遺 伝 的 異 質 性 （ 16ク ラ ス タ ） を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 AMLの
機 械 的 サ イ ン が も た ら さ れ 得 る 。 SAMお よ び PAM解 析 を 実 行 し た 後 に 、 診 断 用 遺 伝 子 サ イ ン
（ ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 を 含 む ） が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 い く つ か の 分 子 的 に 割 り 当 て ら れ た ク ラ ス は 、 十 分 に 認 識 さ れ た 遺 伝 的 病 変 AML1／ ETO
、 PML／ RARα 、 お よ び CBFβ ／ MYH11な ど の 、 都 合 の よ い 細 胞 遺 伝 的 性 質 を も つ 明 確 な AML
分 群 に 対 応 し た が 、 本 発 明 者 ら は 、 以 前 に AMLの 異 な る ク ラ ス と し て 同 定 さ れ て い な か っ
た い く つ か の さ ら な る 患 者 の 異 な る ク ラ ス を 同 定 し た 。 た と え ば 、 新 た に 同 定 さ れ た AML
ク ラ ス タ は 、 CEBPα 突 然 変 異 、 ま た は FLT3 ITD突 然 変 異 、 ま た は 11q23異 常 な ど の 遺 伝 的
病 変 を 含 ん だ こ と か ら 、 こ れ ら の 細 胞 遺 伝 学 的 マ ー カ ー 単 独 で は 、 AML患 者 の 予 後 ま た は
最 も 至 適 な 介 入 ス ト ラ テ ジ ー （ 薬 物 療 法 ） を 決 定 す る ほ ど 十 分 で は な い こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 明 確 な AML分 群 の AML1／ ETO、 PML／ RARα 、 お よ び CBFβ ／ MYH11は 、 細 胞 試 料 中 の 1ま た
は 2つ の 遺 伝 子 の み の 発 現 レ ベ ル の 測 定 に 基 づ い て 同 定 す る こ と が で き る が 、 新 た に 発 見
さ れ た AMLク ラ ス の 多 く は 、 複 数 の 遺 伝 子 の 差 動 的 発 現 に 基 づ い て 定 義 さ れ た 。 AMLク ラ ス
を 定 義 す る 遺 伝 子 は 、 以 下 に お い て ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 ま た は サ イ ン 遺 伝 子 と も 呼 ば れ
る 。 高 精 度 で こ れ ら の 予 後 的 に 重 要 な ク ラ ス タ を 予 測 す る 最 小 限 の 遺 伝 子 セ ッ ト を 決 定 す
る た め に 、 マ イ ク ロ ア レ イ に お け る 予 測 解 析 （ PAM） を 適 用 し た 。 新 規 ク ラ ス タ の う ち の 1
つ に お い て 、 AML患 者 の 半 分 が 、 EVI1の 発 現 の 上 昇 お よ び ／ ま た は 染 色 体 7（ q） 喪 失 な ど
の 不 利 な マ ー カ ー を 有 し た 。 面 白 い こ と に 、 こ の ク ラ ス タ （ ク ラ ス タ 番 号 10、 実 施 例 を 参
照 さ れ た い ） の 90パ ー セ ン ト よ り 多 く が 患 者 は 、 療 法 に 対 し て 十 分 に 反 応 し な か っ た 。 異
な る 遺 伝 子 発 現 サ イ ン が 、 AML患 者 の こ の ク ラ ス を 定 義 す る と い う 事 実 は 、 現 在 未 知 の 遺
伝 的 ま た は 経 路 欠 陥 が 存 在 す る こ と を 示 唆 し 、 不 十 分 な 治 療 結 果 で あ る こ と に 一 致 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 AMLを 分 類 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 を 使 用 し て 、 合 計 286の
AML試 料 を 22283の プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト か ら な る DNAマ イ ク ロ ア レ イ に 対 し て 解 析 し 、 約 13,00
0の 遺 伝 子 が 、 少 な く と も 16個 の 異 な る ク ラ ス タ に 分 類 す る こ と が で き る こ と を 表 す 。 AML
患 者 に お け る こ れ ら の 16個 の 異 な る ク ラ ス タ は 、 2856個 の プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト に 対 す る こ れ
ら の 個 々 の 差 動 的 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 間 の 強 力 な 相 関 に 基 づ い て 割 り 当 て た （ 表 1； 図 1） 。
差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 、 発 現 レ ベ ル 値 を 解 析 す る た め に 使 用 し た 方
法 を 使 用 し 、 そ の 結 果 、 ク ラ ス タ リ ン グ に お け る 最 適 の 結 果 （ す な わ ち 、 教 師 な し 順 序 ）
が 得 ら れ た 。 次 い で 、 こ れ に よ り 、 分 子 サ イ ン に 基 づ い て 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の 16個 の ク ラ
ス タ の 定 義 を 生 じ さ せ る 。 こ れ ら の 16個 の 個 々 の ク ラ ス タ の 位 置 ま た は ク ラ ス タ リ ン グ を
定 義 し た 遺 伝 子 を 決 定 す る こ と が で き 、 こ れ ら の ク ラ ス タ に 対 応 す る 予 後 的 に 重 要 な AML
ク ラ ス を 正 確 に 予 測 す る た め に 必 要 で あ っ た 遺 伝 子 の 最 小 セ ッ ト を 引 き 出 す こ と が で き た
。 本 発 明 に し た が っ た AMLを 分 類 す る た め の 方 法 に よ り 、 そ の 他 の （ 多 く の ） 被 検 者 が 参
照 と し て 使 用 さ れ た と き 、 ま た は 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 確 立 す る た め の そ の 他 の タ イ
プ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ が 使 用 さ れ た と き に 、 異 な る ク ラ ス タ リ ン グ ・ パ
タ ー ン を 生 じ 、 し た が っ て 異 な る 分 類 ス キ ー ム を 生 じ 得 る こ と が 理 解 さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 種 々 の 以 前 に 同 定 さ れ た 遺 伝 的 に 定 義 さ れ た ク ラ ス を カ バ ー す
る AMLの 包 括 的 な 分 類 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 予 後 的 に 重 要 な ク ラ ス を 定 義 し 、 ま た は 予 測
し た 遺 伝 子 の 最 小 数 を 決 定 す る た め の マ イ ク ロ ア レ イ に お け る 予 測 解 析 （ PAM） に よ る ク
ラ ス の さ ら な る 解 析 に よ り 、 ク ラ ス 特 異 的 遺 伝 子 ま た は サ イ ン 遺 伝 子 を 確 立 し た 。 新 規 ク
ラ ス を 定 義 す る 、 異 な る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 存 在 は 、 こ れ ら の ク ラ ス の AML症 例 の
中 に い ま だ 未 知 の 共 通 の 遺 伝 的 欠 陥 ま た は 経 路 欠 陥 が 存 在 す る こ と を 示 唆 す る 。 い く つ か
の ク ラ ス で は 、 単 一 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に 基 づ い て 区 別 す る こ と が で き た が 、 そ の 他 で は
、 20以 上 の 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 に 基 づ い て 区 別 す る こ と が で き た だ け で あ っ た （ 表
3） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-527238 A 2007.9.27



　 本 発 明 の 方 法 は 、 い く つ か の 局 面 に お い て 、 発 現 レ ベ ル が 、 本 発 明 の 分 類 ス キ ー ム 内 の
種 々 の AMLク ラ ス の 中 の 対 応 す る AMLク ラ ス の ク ラ ス タ 形 成 し た 位 置 を 特 徴 づ け る 遺 伝 子 を
選 択 す る こ と に よ っ て 、 ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 を 定 義 す る 工 程 を 含 む 。 こ の よ う な ク ラ ス
タ 特 異 的 遺 伝 子 は 、 好 ま し く は PAM解 析 を 基 礎 と し て 選 択 さ れ る 。 こ の 選 択 の 方 法 に は 、
以 下 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 PAMま た は 分 割 ラ ウ ン ド メ ド イ ド （ partition round medoids） は 、 k-メ ド イ ド （ k-medo
ids） 法 の う ち の 1つ で あ る 。 通 常 の k平 均 ア プ ロ ー チ と は 異 な り 、 こ れ は 、 ま た 非 類 似 度
マ ト リ ッ ク ス を 受 け 入 れ 、 こ れ が 平 方 ユ ー ク リ ッ ド 距 離 の 合 計 の 代 わ り に 非 類 似 度 の 合 計
を 最 小 化 す る の で 、 こ れ は よ り ロ バ ス ト で あ る 。 PAMア ル ゴ リ ズ ム は 、 デ ー タ の 構 造 を 代
表 す る は ず で あ る デ ー タ セ ッ ト の 観 測 値 の 中 の 、 「 k」 個 の 代 数 的 オ ブ ジ ェ ク ト ま た は メ
ド イ ド に つ い て の 検 索 に 基 づ い て 形 成 さ れ る 。 「 k」 個 の メ ド イ ド の セ ッ ト を 見 い だ し た
後 に 、 そ れ ぞ れ の 観 測 値 を 最 近 隣 メ ド イ ド に 割 り 当 て る こ と に よ っ て 「 k」 個 の ク ラ ス タ
を 構 築 す る 。 目 標 は 、 こ れ ら の 最 近 隣 代 表 的 オ ブ ジ ェ ク ト に 対 す る 観 測 値 の 非 類 似 度 の 合
計 を 最 小 化 す る 「 k」 個 の 代 表 的 オ ブ ジ ェ ク ト を 見 い だ す こ と で あ る 。 観 測 値 間 の 非 類 似
度 を 算 出 す る た め に 使 用 さ れ る メ ー ト ル 法 の 距 離 が 「 ユ ー ク リ ッ ド 」 お よ び 「 マ ン ハ ッ タ
ン 」 で あ る 。 ユ ー ク リ ッ ド の 距 離 は 、 相 違 の 根 平 方 和 で あ り 、 マ ン ハ ッ タ ン 距 離 は 、 絶 対
相 違 の 合 計 で あ る 。 PAMに よ り 、 一 定 の ク ラ ス タ に 属 す る 全 て の メ ン バ ー （ 患 者 ） を 同 定
す る た め に ど れ く ら い の 遺 伝 子 が 必 要 か に つ い て 算 出 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 い く つ か の 局 面 に お い て 、 被 検 者 に お け る ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 の 発
現 レ ベ ル が 、 個 々 の AMLク ラ ス に 関 し て 特 徴 的 で あ る 発 現 レ ベ ル に 対 し て 十 分 な 類 似 性 を
共 有 す る ど う か を 証 明 す る 工 程 を 含 む 。 こ の 工 程 は 、 研 究 下 で 被 検 者 に そ の 特 定 の AMLク
ラ ス が 存 在 す る こ と を 決 定 す る 際 に 必 要 で あ り 、 こ の 場 合 、 そ の 遺 伝 子 の 発 現 が 疾 患 マ ー
カ ー と し て 使 用 さ れ る 。 被 検 者 に お け る ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 個 々 の AML
ク ラ ス に お け る そ の 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に 対 し て 十 分 な 類 似 性 を 共 有 す る か ど う か
は 、 た と え ば 閾 値 を セ ッ ト す る こ と に よ っ て 決 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 全 て の 参 照 被 検 者 の 幾 何 平 均 に 比 較 し て 、 特 定 の AMLク ラ ス に お
い て 高 度 に 差 動 的 発 現 レ ベ ル で あ る 遺 伝 子 が 明 ら か に な る 。 こ れ ら の 高 度 に 差 動 的 に 発 現
さ れ た 遺 伝 子 は 、 表 2に 示 し た 遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び こ れ ら の 発
現 産 物 は 、 患 者 に お け る AMLの 存 在 を 検 出 す る た め の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。 抗 体 ま
た は そ の 他 の 試 薬 も し く は ツ ー ル を 使 用 し て こ れ ら の AMLの マ ー カ ー の 存 在 を 検 出 し て も
よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 種 々 の 同 定 さ れ た AMLク ラ ス に お け る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 表 す
値 を 含 む 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 明 ら か に な る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 発 現
プ ロ フ ィ ー ル は 、 差 動 的 発 現 レ ベ ル を 表 す 値 を 含 む 。 し た が っ て 、 一 つ の 態 様 に お い て 、
本 発 明 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 定 義 さ れ た AMLク ラ ス に お い て 差 動 的 発 現 を 有 す る 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル を 表 す 1つ ま た は 複 数 の 値 を 含 む 。 そ れ ぞ れ の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に は 、 プ ロ
フ ィ ー ル が 1つ の AMLク ラ ス と も う 一 つ と を 区 別 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ほ ど 十 分
な 数 の 値 を 含 む 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 1つ の 値 だ け を 含 む 。 た と
え ば 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 は 、 MYH11 201497_x_atの 発 現 レ ベ ル の み に 基 づ い て 、 ク ラ ス
タ #9（ inv（ 16） ） に よ っ て 定 義 さ れ る AMLク ラ ス 内 に あ る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き
る （ 表 2お よ び 31を 参 照 さ れ た い ） 。 同 様 に 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 は 、 2つ の 遺 伝 子 FGF13
 205110_s_at並 び に HGF 210997_atお よ び 210998_s_atの cDNAの 発 現 レ ベ ル の み に 基 づ い て
、 ク ラ ス タ #12（ t（ 15,17） ） に よ っ て 定 義 さ れ る AMLク ラ ス 内 に あ る か ど う か を 決 定 す る
こ と が で き る （ 表 2お よ び 34を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の 場 合 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 2つ の 差
動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 に 対 応 す る 2つ の 値 を 含 む 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 発 現 プ ロ フ
ィ ー ル は 、 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 に 対 応 す る 1つ ま た は 2つ よ り も 多 く の 値 を 、 た と え
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ば 少 な く と も 3個 、 少 な く と も 4個 、 少 な く と も 5個 、 少 な く と も 6個 、 少 な く と も 7個 、 少
な く と も 8個 、 少 な く と も 9個 、 少 な く と も 10個 、 少 な く と も 11個 、 少 な く と も 12個 、 少 な
く と も 13個 、 少 な く と も 14個 、 少 な く と も 15個 、 少 な く と も 16個 、 少 な く と も 17個 、 少 な
く と も 18個 、 少 な く と も 19個 、 少 な く と も 20個 、 少 な く と も 22個 、 少 な く と も 25個 、 少 な
く と も 27個 、 少 な く と も 30個 、 少 な く と も 35個 、 少 な く と も 40個 、 少 な く と も 45個 、 少 な
く と も 50個 、 少 な く と も 75個 、 少 な く と も 100個 、 少 な く と も 125個 、 少 な く と も 150個 、
少 な く と も 175個 、 少 な く と も 200個 、 少 な く と も 250個 、 少 な く と も 300個 、 少 な く と も 40
0個 、 少 な く と も 500個 、 少 な く と も 600個 、 少 な く と も 700個 、 少 な く と も 800個 、 少 な く
と も 900個 、 少 な く と も 1000個 、 少 な く と も 1200個 、 少 な く と も 1500個 、 ま た は 少 な く と
も 2000個 、 ま た は そ れ 以 上 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 被 検 者 を AMLク ラ ス に 割 り 当 て る 診 断 の 精 度 は 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 含 ま れ る 値 の 数 に
基 づ い て 変 化 す る こ と が 認 識 さ れ る 。 一 般 に 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 含 ま れ る 値 の 数 は 、 診
断 精 度 が 、 本 明 細 書 に お い て 他 の 場 所 に 記 述 し た 方 法 を 使 用 し て 少 な く と も 85%、 少 な く
と も 87%、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 91%、 少 な く と も 92%、 少 な く と も 93%、 少 な く と も 9
4%、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 96%、 少 な く と も 97%、 少 な く と も 98%、 ま た は 少 な く と も
99%と 算 出 さ れ る よ う に 選 択 さ れ 、 診 断 精 度 の 割 合 が よ り 高 い 方 が 明 ら か に 優 先 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 被 検 者 を AMLク ラ ス に 割 り 当 て る 際 の 診 断 精 度 は 、 そ の 特 定 の AMLク ラ ス 内 の 差 動 的 に 発
現 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル 間 の 相 関 の 強 さ に 基 づ い て 変 化 す る こ と が 認 識 さ れ る 。 発 現
プ ロ フ ィ ー ル の 値 が 、 そ の 発 現 が 特 定 の AMLク ラ ス と 強 く 相 関 す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
表 す と き は 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に お い て よ り 少 な い 値 （ 遺 伝 子 ） を 使 用 し て 、 な お も 許 容
さ れ る レ ベ ル の 診 断 ま た は 予 後 の 精 度 を 得 る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 と 特 定 の AMLク ラ ス の 発 現 レ ベ ル と の 間 の 相 関 の 強 度 は 、 統
計 的 有 意 性 の 検 定 に よ っ て 決 定 し て も よ い 。 た と え ば 、 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て
遺 伝 子 を 選 択 す る た め に 使 用 し た χ 二 乗 検 定 に よ り 、 特 定 の AMLク ラ ス に 対 す る そ の 遺 伝
子 の 発 現 の 相 関 の 強 度 を 示 す こ と を 含 む 、 そ れ ぞ れ の 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 に 対 し て
χ 二 乗 値 を 割 り 当 て る 。 同 様 に 、 T-統 計 測 定 基 準 法 お よ び Wilkinsの メ ー ト ル 法 は 、 両 方
と も 、 遺 伝 子 の 発 現 と そ の 特 定 の AMLク ラ ス と の 間 の 相 関 の 強 度 を 指 し 示 す 値 ま た は ス コ
ア を 提 供 す る 。 こ れ ら の ス コ ア は 、 発 現 レ ベ ル が 特 定 の AMLク ラ ス と 最 も 優 れ た 相 関 を 有
し 、 本 発 明 の 方 法 の 診 断 も し く は 予 後 の 精 度 を 増 大 す る 遺 伝 子 を 選 択 す る た め に 、 ま た は
発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 含 ま れ る 値 の 数 を 減 少 さ せ る が 、 一 方 で 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 診 断 も し
く は 予 後 の 精 度 を 維 持 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 既 存 の 参 照 プ ロ フ ィ ー ル
の 中 で 該 新 た な プ ロ フ ィ ー ル が ク ラ ス タ 形 成 し た 位 置 を 提 供 す る た め な ど 、 参 照 被 検 者 の
発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 収 集 さ れ て お り 、 か つ 新 た な プ ロ フ ィ ー ル を そ の デ ー タ ベ ー ス に 付 加
す る こ と が で き 、 既 存 の プ ロ フ ィ ー ル と ク ラ ス タ 形 成 す る こ と が で き る デ ー タ ベ ー ス が 維
持 さ れ る 。 さ ら に ま た 、 デ ー タ ベ ー ス に 対 す る 新 た な プ ロ フ ィ ー ル の 付 加 は 、 本 発 明 の 方
法 の 診 断 お よ び 予 後 の 精 度 を 改 善 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 こ の よ う な
相 関 の 強 度 を 決 定 す る た め に 、 SAMま た は PAM解 析 ツ ー ル が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 に 由 来 す る 試 料 か ら 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 提 供 し
、 こ の 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 、 特 定 の AMLク ラ ス 、 予 後 が 公 知 で あ る ク ラ ス 、 ま た は
療 法 に 対 し て 好 ま し い 応 答 も つ ク ラ ス と 関 連 す る 1つ ま た は 複 数 の 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と 比
較 す る 工 程 を 含 む 。 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 最 も 類 似 す る AMLク ラ ス 参 照 プ ロ フ ィ ー ル
を 同 定 す る こ と よ っ て 、 た と え ば こ れ ら の ク ラ ス タ 形 成 し た 位 置 が 共 に 分 類 に 入 る と き に
、 被 検 者 を AMLク ラ ス に 割 り 当 て る こ と が で き る 。 割 り 当 て ら れ た AMLク ラ ス は 、 参 照 プ ロ
フ ィ ー ル が 関 連 す る も の で あ る 。 同 様 に 、 被 検 者 か ら の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 、 予 後 良 好 ま
た は 予 後 不 良 な ど の 確 立 さ れ た 予 後 と 関 連 す る 参 照 プ ロ フ ィ ー ル に 対 し て 十 分 に 類 似 す る
ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 の 予 後 を 予 測 す る こ と が で き る 。
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被 検 者 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 い つ で も 確 立 さ れ た AMLク ラ ス に 割 り 当 て る こ と が で き 、
次 い で 好 ま し い 介 入 ス ト ラ テ ジ ー ま た は 治 療 的 な 処 置 を 該 被 検 者 に 対 し て 提 唱 す る こ と が
で き 、 該 被 検 者 を 該 割 り 当 て ら れ た ス ト ラ テ ジ ー に 従 っ て 治 療 す る こ と が で き る 。 そ の 結
果 、 AMLで あ る 被 検 者 の 治 療 を 、 被 検 者 が 冒 さ れ て い る AMLの 特 定 の ク ラ ス に 従 っ て 最 適 化
す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 t（ 15,17） の 存 在 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る ク ラ ス タ #12に
属 す る AMLク ラ ス は 、 レ チ ノ イ ン 酸 で 治 療 し て も よ い 。 治 療 ま た は 療 法 に 対 す る 応 答 者 お
よ び 非 応 答 者 に 従 っ て 、 1つ の ク ラ ス ま た は ク ラ ス タ 内 に さ ら な る 区 分 を 作 製 し て も よ い
。 こ の よ う な 区 分 は 、 AML被 検 者 の さ ら に 詳 細 な 特 徴 づ け を も た ら し 得 る 。 も う 一 つ の 態
様 に お い て 、 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 AMLを 治 療 す る た め の 療 法 を 受 け て い る AMLに 冒
さ れ た 被 検 者 に 由 来 す る 。 療 法 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す る た め に 、 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
を 1つ ま た は 複 数 の 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 AMLク ラ ス に 対 す る AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 の 割 り 当 て は 、 AMLに 冒
さ れ た 被 検 者 の た め に 療 法 を 選 択 す る 方 法 に 使 用 さ れ る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 、 療 法 と
は 、 疾 患 （ こ の 場 合 AML） の 影 響 も し く は 症 候 を 減 少 さ せ 、 ま た は 排 除 す る た め に 企 図 さ
れ た 治 療 の 経 過 を い う 。 治 療 措 置 に は 、 典 型 的 に は 処 方 さ れ た 1つ ま た は 複 数 の 薬 物 の 投
薬 量 ま た は 造 血 幹 細 胞 移 植 術 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 療 法 は 、 理 想
的 に は 、 有 益 で あ り 、 か つ 疾 病 状 態 を 減 少 さ せ る が 、 多 く の 例 に お い て 、 療 法 の 効 果 は 、
望 ま し く な い 効 果 も 同 様 に 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 発 明 の 方 法 に 従 っ て こ の よ う な ス キ ー ム を 制 作 す る こ
と に よ っ て AMLの た め の 分 類 ス キ ー ム を 提 供 す る 工 程 お よ び 該 ク ラ ス に 含 ま れ る AML被 検 者
に 関 す る カ ル テ に 基 づ い て 該 ス キ ー ム に お け る そ れ ぞ れ の AMLク ラ ス に つ い て の 予 後 を 決
定 す る 工 程 を 含 む 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 に つ い て の 予 後 を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 被
検 者 に お け る 疾 患 の 進 行 を 予 測 す る た め に は 、 カ ル テ に 依 存 し な け れ ば な ら な い 。 本 発 明
に よ り 、 本 明 細 書 で 定 義 し た よ う な 種 々 の AMLク ラ ス に 対 し て 、 AMLに 冒 さ れ た 参 照 被 検 者
で 記 録 さ れ た 種 々 の 臨 床 デ ー タ の 割 り 当 て が も た ら さ れ る 。 こ の 割 り 当 て は 、 好 ま し く は
デ ー タ ベ ー ス 内 に 存 在 す る 。 こ れ は 、 一 旦 、 疾 患 マ ー カ ー と し て ク ラ ス タ 特 異 的 遺 伝 子 を
使 用 し て 本 発 明 の 特 定 の AML診 断 法 を 行 う こ と に よ っ て 、 ま た は 本 発 明 に 従 っ て AMLに 冒 さ
れ た 被 検 者 の AMLを 分 類 す る 方 法 を 行 う こ と に よ っ て 、 い ず れ か に よ り 新 た な 被 検 者 が 特
定 の AMLク ラ ス に 属 す る と し て 同 定 さ れ た な ら ば 、 そ の ク ラ ス に 割 り 当 て ら れ た 予 後 を そ
の 被 検 者 に 割 り 当 て て も よ い と い う 点 で 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 は 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 の た め に 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 し 、 被 検 者 発
現 プ ロ フ ィ ー ル に 類 似 す る 参 照 プ ロ フ ィ ー ル を 選 択 す る 際 に 有 用 な 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ
れ ら の 組 成 物 は 、 AMLク ラ ス に お い て 差 動 的 に 発 現 さ れ る 核 酸 分 子 と 特 異 的 に 結 合 す る こ
と が で き る 捕 捉 プ ロ ー ブ を 有 す る 基 体 を 含 む ア レ イ を 含 む 。 ま た 、 主 張 し た 本 発 明 の 方 法
に 有 用 な デ ジ タ ル で コ ー ド さ れ た 参 照 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な
媒 体 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 検 出 す る た め に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （
転 写 状 態 ） の 検 出 の た め の 、 ま た は タ ン パ ク 質 （ 翻 訳 の 状 態 ） の 検 出 の た め の 捕 捉 プ ロ ー
ブ を 含 む ア レ イ を 提 供 す る 。 「 ア レ イ 」 と は 、 ペ プ チ ド ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ が 支 持 体 ま た
は 基 体 に 付 着 さ れ た 固 体 支 持 体 ま た は 基 体 を 企 図 す る 。 ア レ イ は 、 典 型 的 に は 、 基 体 の 表
面 に 対 し て 、 異 な る 公 知 の 位 置 に 結 合 さ れ た 複 数 の 異 な る 核 酸 ま た は ペ プ チ ド 捕 獲 プ ロ ー
ブ を 含 む 。 ま た 、 こ れ ら の ア レ イ （ 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 ま た は 口 語 で 「 チ ッ プ 」 と し て も
記 述 さ れ る ） は 、 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 に 記 述 さ れ て お り 、 米 国 特 許 第 5,143,854号 、
第 5,445,934号 、 第 5,744,305号 、 第 5,677,195号 、 第 6,040,193号 、 第 5,424,186号 、 第 6,3
29,143号 、 お よ び 第 6,309,831号 、 並 び に Fodor et al.（ 1991） Science 251： 767-77に 参
照 が な さ れ る 。 こ れ ら の ア レ イ は 、 一 般 に 機 械 的 合 成 法 ま た は 写 真 平 板 方 法 と 固 相 合 成 法
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と の 組 み 合 わ せ を 組 み 込 ん だ 光 直 接 合 成 法 を 使 用 し て 作 製 し て も よ い 。 典 型 的 に は 、 「 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ 」 は 、 転 写 状 態 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る が 、 「 ペ プ
チ ド ・ マ イ ク ロ ア レ イ 」 は 、 細 胞 の 翻 訳 状 態 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 核 酸 」 も し く は 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 も し く は 「 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 」 ま た は 文 法 上 同 等 の も の は 、 少 な く と も 2つ の 共 有 結 合 性 に 連 結 さ れ た ヌ ク レ オ
チ ド を 意 味 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は 約 5、 6、 7、 8、 9、 10、 12、 15、 25
、 30、 40、 50ま た は そ れ 以 上 の 長 さ ～ 約 100ヌ ク レ オ チ ド ま で の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド で あ
る 。 核 酸 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 た と え ば 200、 300、 500、 1000、 2000、 3000、 5000
、 7000、 10,000な ど よ り も 長 い 長 さ を 含 む 任 意 の 長 さ の 重 合 体 で あ る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、
一 般 に ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 含 む と 考 え ら れ る が 、 い く つ か の 場 合 に は 、 た と え ば ホ ス
ホ ロ ア ミ ダ ー ト 、 ホ ス ホ ロ チ オ ア ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ ア ー ト 、 ま た は O-メ チ ル ホ ス ホ ロ
ア ミ ダ イ ト 結 合 （ Eckstein, Oligonucleotides and Analogues：  A Practical Approach,
 Oxford University Pressを 参 照 さ れ た い ） ； 並 び に ペ プ チ ド 核 酸 バ ッ ク ボ ー ン お よ び 結
合 を 含 む 核 酸 類 似 体 が 含 ま れ 、 代 わ り の バ ッ ク ボ ー ン を 有 し て い て も よ い 。 そ の 他 の 類 似
体 核 酸 は 、 ポ ジ テ ィ ブ ・ バ ッ ク ボ ー ン ； 米 国 特 許 第 5,235,033号 お よ び 第 5,034,506号 、 並
び に Chapters 6 and 7, ASC Symposium Series 580, Carbohydrate Modifications in An
tisense Research, Sanghui & Cook, edsに 記 述 さ れ た も の を 含 む も の を 含 む 非 イ オ ン 性
バ ッ ク ボ ー ン 、 お よ び 非 リ ボ ー ス ・ バ ッ ク ボ ー ン を も つ も の を 含 む 。 ま た 、 1つ ま た は 複
数 の 炭 素 環 式 糖 を 含 む 核 酸 も 、 核 酸 の 定 義 の 中 に 含 ま れ る 。 多 様 な 理 由 の た め に 、 た と え
ば 生 理 学 的 環 境 に お け る こ の よ う な 分 子 の 安 定 性 お よ び 半 減 期 を 増 大 す る た め に 、 ま た は
バ イ オ チ ッ プ 上 の プ ロ ー ブ と し て リ ボ ー ス -リ ン 酸 バ ッ ク ボ ー ン の 修 飾 を 行 っ て も よ い 。
天 然 に 存 在 す る 核 酸 と 類 似 体 と の 混 合 物 は 、 作 製 す る こ と が で き ； ま た は 、 種 々 の 核 酸 類
似 体 と 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 お よ び 類 似 体 の 混 合 物 と の 混 合 物 を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ペ プ チ ド 核 酸 類 似 体 を 含 む ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） は 、 特 に 好 ま し い 。 こ れ ら の バ ッ ク ボ
ー ン は 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 の 高 度 に 荷 電 し た ホ ス ホ ジ エ ス テ ル ・ バ ッ ク ボ ー ン と は 対 照
的 に 、 実 質 的 に 中 性 条 件 下 で 非 イ オ ン 性 で あ る 。 こ れ に よ り 、 2つ の 利 点 が 生 じ る 。 第 1に
、 PNAバ ッ ク ボ ー ン で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 動 態 の 改 善 を 示 す 。 PNAが 、 ミ ス マ ッ チ
対 完 全 に マ ッ チ し た 塩 基 対 に つ い て の 融 解 温 度 （ Tm） に よ り 大 き な 変 化 が あ る 。 DNAお よ
び RNAは 、 典 型 的 に は 内 部 ミ ス マ ッ チ に つ い て 2～ 4℃ の Tmの 低 下 を 示 す 。 非 イ オ ン 性 PNAバ
ッ ク ボ ー ン で 、 低 下 が 7～ 9℃ に 近 く な る 。 同 様 に 、 こ れ ら の 非 イ オ ン 性 の 性 質 の た め 、 こ
れ ら の バ ッ ク ボ ー ン に 付 着 さ れ る 塩 基 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 塩 濃 度 に 対 し て 比 較
的 非 感 受 性 で あ る 。 加 え て 、 PNAは 、 細 胞 性 酵 素 に よ っ て 分 解 さ れ ず 、 し た が っ て 、 よ り
安 定 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 核 酸 は 、 特 定 し た よ う に 、 一 本 鎖 で も 、 も し く は 二 本 鎖 で も 、 ま た は 二 本 鎖 も し く は 一
本 鎖 の 両 方 の 配 列 の 部 分 を 含 ん で い て も よ い 。 当 業 者 で あ れ ば 理 解 す る で あ ろ う と お り 、
一 本 鎖 の 描 写 は 、 相 補 鎖 の 配 列 を も 定 義 し ； し た が っ て 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 配 列 は 、
配 列 の 相 補 物 を も 提 供 す る 。 核 酸 は 、 DNA、 ゲ ノ ム の お よ び cDNAの 両 方 、 RNA、 ま た は ハ イ
ブ リ ッ ド で あ っ て も よ く 、 核 酸 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド お よ び リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の
組 み 合 わ せ 、 並 び に ウ ラ シ ル 、 ア デ ニ ン 、 チ ミ ン 、 シ ト シ ン 、 グ ア ニ ン 、 イ ノ シ ン 、 キ サ
ン チ ン ・ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 イ ソ シ ト シ ン 、 イ ソ グ ア ニ ン な ど を 含 む 塩 基 の 組 み 合 わ せ を 含
ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 転 写 物 」 は 、 典 型 的 に は 、 天 然 に 存 在 す る RNA、 た と え ば プ レ mRNA、 hnRNA、 ま た は mR
NAを い う 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ヌ ク レ オ シ ド 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ヌ
ク レ オ シ ド お よ び ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 並 び に ア ミ ノ 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド な ど の 修 飾
さ れ た ヌ ク レ オ シ ド を 含 む 。 加 え て 、 「 ヌ ク レ オ シ ド 」 は 、 天 然 に 存 在 し な い 類 似 体 構 造
を 含 む 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 そ れ ぞ れ が 塩 基 を 含 む ペ プ チ ド 核 酸 内 の 個 々 の ユ ニ ッ ト
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は 、 本 明 細 書 に お い て ヌ ク レ オ シ ド と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 1つ ま た は 複 数
の タ イ プ の 化 学 結 合 を 介 し て 、 通 常 は 水 素 結 合 形 成 を 介 し て 、 通 常 は 相 補 的 塩 基 対 形 成 を
介 し て 、 相 補 配 列 の 標 的 核 酸 に 対 し て 結 合 す る こ と が で き る 核 酸 と し て 定 義 さ れ る 。 本 明
細 書 に 使 用 さ れ る 、 プ ロ ー ブ は 、 天 然 の 塩 基 （ す な わ ち 、 A、 G、 C、 ま た は T） ま た は 修 飾
さ れ た 塩 基 （ 7-デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 イ ノ シ ン 、 そ の 他 ） を 含 ん で い て も よ い 。 加 え て 、 プ
ロ ー ブ の 塩 基 は 、 そ れ が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 機 能 的 に 妨 害 し な い 限 り 、 ホ ス ホ ジ エ
ス テ ル 結 合 以 外 の 結 合 で 連 結 さ れ て い て も よ い 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 プ ロ ー ブ は 、 構
成 要 素 の 塩 基 が ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 以 外 の ペ プ チ ド 結 合 で 連 結 さ れ て い る ペ プ チ ド 核 酸
で あ っ て も よ い 。 プ ロ ー ブ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 状 態 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に よ っ
て 、 プ ロ ー ブ 配 列 と 完 全 な 相 補 性 を 欠 い た 標 的 配 列 に 結 合 し て も よ い こ と が 当 技 術 分 野 の
当 業 者 に は 十 分 理 解 さ れ て い る で あ ろ う 。 プ ロ ー ブ は 、 好 ま し く は 、 同 位 元 素 、 発 色 団 、
ル ミ フ ォ ア （ lumiphores） 、 色 素 原 な ど で 直 接 標 識 さ れ て い る か 、 ま た は ビ オ チ ン （ ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン 複 合 体 が 後 で 結 合 し 得 る ） で 、 も し く は 酵 素 標 識 な ど で 間 接 的 に 標 識 さ れ
て い る 。 プ ロ ー ブ の 、 そ の 標 的 核 酸 配 列 に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ア ッ セ イ す る
こ と よ っ て 、 選 択 さ れ た 配 列 ま た は 部 分 列 の 有 無 を 検 出 す る こ と が で き る 。 診 断 ま た は 予
後 は 、 ゲ ノ ム レ ベ ル に 、 ま た は RNAも し く は タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル に 基 づ い て い て も よ
い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 当 業 者 は 、 本 発 明 の 診 断 法 に 使 用 す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を デ ザ
イ ン す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド マ イ ク ロ ア レ イ を 形 成 す る た め に 、 固 体 表 面 上 に 固 定 さ れ て い る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用
な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 表 1か ら 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 1つ ま た は 複 数 に 対 し て 、
好 ま し く は 表 2か ら 選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 1つ ま た は 複 数 に 対 し て 、 よ り 好 ま し く は 表 3か ら
選 択 さ れ る 遺 伝 子 の 1つ ま た は 複 数 に 対 し て な ど の 、 AML関 連 核 酸 に 対 し て 、 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 た と え ば 、 機 械 的 合 成 法 を 使 用 す る ア レ イ の 合 成 の た め の 技 術 は 、 米 国 特 許 第 5,384,26
1号 （ 本 明 細 書 に お い て 参 照 が な さ れ る ） に 記 述 さ れ て い る 。 平 面 の ア レ イ 表 面 が 好 ま し
い が 、 ア レ イ は 、 実 質 的 に 任 意 の 形 状 の 表 面 ま た は さ ら に 多 数 の 表 面 上 に 製 造 し て も よ い
。 ア レ イ は 、 ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 重 合 体 表 面 、 フ ァ イ バ ー ・ オ プ テ ィ ッ ク ス な ど の 線 維 、 ガ ラ
ス 、 も し く は そ の 他 の 任 意 の 適 切 な 基 体 上 の ペ プ チ ド ま た は 核 酸 で あ っ て も よ く 、 こ れ ら
の た め の 参 照 が 、 米 国 特 許 第 5,770,358号 、 第 5,789,162号 、 第 5,708,153号 、 第 6,040,193
号 、 お よ び 第 5,800,992号 に 対 し て な さ れ る 。 ア レ イ は 、 全 て を 含 む 装 置 に お い て 診 断 法
ま た は そ の 他 の 操 作 を 可 能 に す る よ う な 様 式 で パ ッ ク さ れ て い て も よ い 。 た と え ば 、 米 国
特 許 第 5,856,174号 お よ び 第 5,922,591号 に 対 し て 参 照 が な さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る ア レ イ は 、 AMLク ラ ス に お い て 差 動 的 に 発 現 さ れ る 核 酸 分 子
を 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 捕 捉 プ ロ ー ブ を 含 む 。 こ れ ら の ア レ イ は 、 核 酸 分 子 の 発
現 レ ベ ル を 測 定 す る た め に 使 用 し て 、 こ れ に よ り 、 本 明 細 書 に 他 で 記 述 し た よ う に 、 AML
患 者 に つ い て の 診 断 お よ び 予 後 を 決 定 す る 方 法 に 使 用 す る た め の 、 お よ び こ れ ら の 患 者 に
お け る 療 法 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す る た め の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 ア レ イ に お け る そ れ ぞ れ の 捕 捉 プ ロ ー ブ は 、 表 1お よ び 2に 示 し た
核 酸 分 子 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 を 検 出 す る 。 示 し た 核 酸 分 子 は 、 図 1に 図 示 し た よ う に
、 ク ラ ス タ #1～ ク ラ ス タ #16か ら 選 択 さ れ る AMLク ラ ス に お い て 差 動 的 に 発 現 さ れ た も の を
含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の ア レ イ は 、 そ れ ぞ れ の ア ド レ ス が 、 標 的 核 酸 分 子 を 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で
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き る 捕 捉 プ ロ ー ブ を 有 す る 複 数 の ア ド レ ス を 有 す る 基 体 を 含 む 。 基 体 上 の ア ド レ ス 数 は 、
ア レ イ が 企 図 さ れ る 目 的 で 変 更 す る 。 ア レ イ は 、 低 密 度 ア レ イ ま た は 高 密 度 ア レ イ で あ っ
て も よ く 、 4以 上 、 8以 上 、 12以 上 、 16以 上 、 20以 上 、 24以 上 、 32以 上 、 48以 上 、 64以 上 、
72以 上 、 80以 上 、 96以 上 の ア ド レ ス 、 ま た は 192以 上 、 288以 上 、 384以 上 、 768個 以 上 、 15
36以 上 、 3072以 上 、 6144以 上 、 9216以 上 、 12288以 上 、 15360以 上 、 ま た は 18432以 上 の ア
ド レ ス を 含 ん で い て も よ い 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 基 体 は 、 12、 24、 48、 96、 も し く は 19
2、 ま た は 384ア ド レ ス 以 下 、 500、 600、 700、 800、 も し く は 900ア ド レ ス 以 下 、 ま た は 100
0、 1200、 1600、 2400、 も し く は 3600以 下 の ア ド レ ス を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 そ れ ぞ れ の プ ロ フ ィ ー ル が 、 AMLク ラ ス に お い て 差 動 的 に 発 現 す る 遺
伝 子 の 発 現 を 表 す 1つ ま た は 複 数 の 値 を 有 す る 、 1つ ま た は 複 数 の デ ジ タ ル で コ ー ド さ れ た
発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 含 む コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 を 提 供 す る 。 こ の よ う な プ ロ フ
ィ ー ル の 調 製 お よ び 使 用 は 、 十 分 に 当 業 者 の 範 囲 内 に あ る （ た と え ば 、 国 際 公 開 公 報 第 03
/083140号 を 参 照 さ れ た い ） 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 デ ジ タ ル で コ ー ド さ れ た 発 現 プ ロ フ
ィ ー ル は 、 デ ー タ ベ ー ス に 含 ま れ る 。 た と え ば 、 米 国 特 許 第 6,308,170号 を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 に お け る 疾 病 状 態 を 診 断 し 、 治 療 し 、 お よ び モ
ニ タ ー す る た め に 有 用 な キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ れ ら の キ ッ ト は 、 ア レ イ お よ び コ ン ピ ュ ー
タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 を 含 む 。 ア レ イ は 、 そ れ ぞ れ の ア ド レ ス が 、 少 な く と も 1つ の AMLク
ラ ス に お い て 差 動 的 に 発 現 す る 核 酸 分 子 （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ を 使 用 す る こ と に よ
り ） ま た は ペ プ チ ド （ ペ プ チ ド ア レ イ を 使 用 す る こ と に よ り ） を 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
で き る 捕 捉 プ ロ ー ブ を 有 す る ア ド レ ス を 有 す る 基 体 を 含 む 。 結 果 は 、 ア レ イ に よ っ て 検 出
さ れ る 核 酸 分 子 の 発 現 レ ベ ル を 表 す 値 を 含 む デ ジ タ ル で コ ー ド さ れ た 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を
有 す る コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 に 変 換 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 上 記 し た ア レ イ を 使 用 し て 、 核 酸 試 料 に 含 ま れ る い ろ い ろ な 核 酸 分 子 の 量 を 同 時 に 決 定
す る こ と が で き る 。 加 え て 、 さ ら に 少 量 の 核 酸 試 料 で 決 定 を 実 施 す る こ と が で き る と い っ
た 利 点 が あ る 。 た と え ば 、 試 料 中 の mRNAを 標 識 す る か 、 ま た は 標 識 cDNAを 、 鋳 型 と し て mR
NAを 使 用 す る こ と に よ っ て 調 製 し 、 標 識 mRNAま た は cDNAを ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に 供 し 、 そ の 結 果 、 試 料 中 に 発 現 さ れ て い る mRNAsを 同 時 に 検 出 す る こ と に よ り 、 こ
れ ら の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 AMLの た め に そ れ ぞ れ の 発 現 が 変 更 さ れ る 遺 伝 子 は 、 AMLに 冒 さ れ た 細 胞 に お け る 種 々 の
遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 し 、 上 記 の と お り の 一 定 の タ イ プ に 分 類 し て 、 発 現 レ ベ ル を 対
照 組 織 中 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ っ て 見 つ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ る わ け で は な く 、 最 適 に は
、 前 述 の 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 確 認 す る た め の 任 意 の 技 術 を 使 用 す る こ と が で き る 。 多 く の
遺 伝 子 の 発 現 を 同 時 に 決 定 す る こ と が で き る の で 、 全 て の 中 で 、 ア レ イ を 使 用 す る 方 法 が
特 に 好 ま し い 。 た と え ば 、 Affymetrixか ら 適 切 な ア レ イ が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 た と え ば 、 mRNAを 芽 球 か ら 調 製 し 、 次 い で 、 生 じ る mRNAを 鋳 型 と し て 、 逆 転 写 を 実 施 す
る 。 こ の 過 程 で は 、 た と え ば 、 任 意 の 適 切 な 標 識 さ れ た プ ラ イ マ ー ま た は 標 識 さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド を 使 用 す る こ と に よ り 、 標 識 cDNAを 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 標 識 化 の た め に 使 用 さ れ る 標 識 化 物 質 に 関 し て は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 物 質 、 化 学 発
光 物 質 、 お よ び 発 光 体 を も つ 物 質 な ど の 物 質 を 使 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 蛍 光 物
質 は 、 Cy2、 FluorX、 Cy3、 Cy3.5、 Cy5、 Cy5.5、 Cy7、 フ ル オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト （ FITC） 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ロ ー ダ ミ ン な ど を 含 む 。 加 え て 、 同 時 検 出 を 可 能 に す る 視
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点 か ら 、 試 験 さ れ る 試 料 （ 本 選 択 方 法 で 試 験 さ れ る 癌 試 料 ） お よ び 対 照 と し て 使 用 さ れ る
試 料 を 、 そ れ ぞ れ 2つ 以 上 の 蛍 光 物 質 を 使 用 し て 異 な る 蛍 光 物 質 で 標 識 す る こ と が 望 ま し
い 。 本 明 細 書 に お い て 、 試 料 の 標 識 化 は 、 試 料 中 の mRNA、 mRNAに 由 来 す る cDNA、 ま た は cD
NAか ら の 転 写 も し く は 増 幅 に よ っ て 産 生 さ れ た 核 酸 を 標 識 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 次 に 、 上 述 の 標 識 cDNAと 適 切 な 遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 に 対 応 す る 核 酸 が 固 定 さ れ た ア レ
イ と の 間 で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 使 用 さ れ
る ア レ イ と 標 識 cDNAと に 適 切 し た 条 件 下 で 、 任 意 の 公 知 の 過 程 に 従 っ て 行 っ て も よ い 。 た
と え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Molecular Cloning, A laboratory manual, 2nd ed
., 9.52-9. 55 （ 1989） に 記 述 さ れ て い る 条 件 下 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 試 料 に 由 来 す る 核 酸 と ア レ イ と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 上 述 の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 実 施 す る 。 試 料 の 収 集 か ら 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 決 定 ま で の 手 順 に 必
要 と さ れ る 期 間 に 、 よ り 多 く の 期 間 が 必 要 と さ れ る と き は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 作 用 に よ
り 、 mRNAの 分 解 が 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 試 験 さ れ る 試 料 （ す な わ ち 、 AML患 者 の 細 胞 ま た
は 組 織 試 料 ） に お け る 遺 伝 子 発 現 と 対 照 試 料 に お け る 遺 伝 子 発 現 と の 相 違 を 決 定 す る た め
に は 、 発 現 に お い て 変 化 が 比 較 的 小 さ い 標 準 遺 伝 子 を 使 用 し て 、 こ れ ら の 試 料 の 両 方 の mR
NAレ ベ ル を 調 整 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 そ の 後 で 、 試 験 し た 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 結 果 を 対 照 試 料 の も の と 比 較 す る こ
と に よ っ て 、 両 試 料 に お い て 差 動 的 発 現 レ ベ ル を 示 す 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と が で き る 。 具
体 的 に は 、 使 用 し た 標 識 化 の 方 法 に 応 じ て 適 切 な シ グ ナ ル を ア レ イ に つ い て 検 出 し 、 こ れ
を 上 記 の と お り の 方 法 に よ っ て 標 識 し た 核 酸 試 料 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 供 す る こ
と に よ り 、 ア レ イ 上 の そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に つ い て 、 試 験 し た 試 料 に お け る 発 現 レ ベ ル を 、
対 照 試 料 に お け る 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ う し て 得 ら れ た 、 シ グ ナ ル 強 度 に 有 意 差 を 有 す る 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 が 、 一
定 の AMLク ラ ス に つ い て 発 現 が 特 異 的 に 変 更 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 多 数 の そ れ ぞ れ の プ ロ フ ィ ー ル が 複 数 の 値 を 有 す る 複 数 の デ ジ タ ル で
コ ー ド さ れ た 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 含 み 、 そ れ ぞ れ の 値 が 少 な く と も 1つ の AMLク ラ ス に お い
て 差 動 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 表 す コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 を 提 供 す る 。 ま
た 、 本 発 明 に よ り 、 コ ン ピ ュ ー タ ・ デ ー タ 格 納 装 置 内 （ こ れ は 、 磁 気 デ ィ ス ク 、 光 デ ィ ス
ク 、 光 磁 気 デ ィ ス ク 、 DRAM、 SRAM、 SGRAM、 SDRAM、 RDRAM、 DDR RAM、 磁 気 バ ブ ル ・ メ モ リ
装 置 、 並 び に CPUレ ジ ス タ お よ び on-CPUデ ー タ 格 納 ア レ イ を 含 む そ の 他 の デ ー タ 記 憶 装 置
を 含 む こ と が で き る ） の 配 列 お よ び 発 現 レ ベ ル を 含 む 、 本 発 明 の AML特 異 的 遺 伝 子 発 現 デ
ー タ に 関 す る 一 ま と ま り の デ ー タ の 貯 蔵 お よ び 検 索 が 提 供 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 デ ー タ レ
コ ー ド は 、 磁 化 可 能 な 媒 体 上 の 磁 区 の ア レ イ に ビ ッ ト ・ パ タ ー ン と し て 、 ま た は DRAM装 置
に お け る セ ル の ア レ イ な ど の （ た と え ば 、 そ れ ぞ れ の セ ル は 、 ト ラ ン ジ ス タ お よ び 電 荷 貯
蔵 領 域 （ こ れ は 、 ト ラ ン ジ ス タ 上 に あ っ て も よ い ） 、 電 荷 状 態 も し く は ト ラ ン ジ ス タ ゲ ー
ト 状 態 の ア レ イ と し て 貯 蔵 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 上 で 示 唆 し た 診 断 、 研 究 、 お よ び 医 療 用 途 に 使 用 す る た め に 、 本 発 明 に よ っ て キ ッ ト も
提 供 さ れ る 。 診 断 お よ び 研 究 適 用 に お い て 、 こ の よ う な キ ッ ト は 、 以 下 の い ず れ か 、 ま た
は 全 て を 含 ん で い て も よ い ： ア ッ セ イ 試 薬 、 緩 衝 液 、 AMLク ラ ス 特 異 的 核 酸 ま た は 抗 体 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ お よ び ／ ま た は プ ラ イ マ ー 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 リ ボ ザ イ ム 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ AMLポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 AML
関 連 配 列 の 小 分 子 阻 害 剤 、 ア レ イ 、 抗 体 、 Fab断 片 、 捕 獲 ペ プ チ ド そ の 他 。 加 え て 、 キ ッ
ト は 、 本 発 明 の 方 法 の 実 施 の た め に 説 明 書 （ す な わ ち 、 プ ロ ト コ ル ） を 含 む 使 用 説 明 材 料
を 含 ん で い て も よ い 。 使 用 説 明 材 料 は 、 典 型 的 に は 書 面 ま た は プ リ ン ト 材 料 を 含 む が 、 こ
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れ ら は 、 こ の よ う な も の に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 こ の よ う な 説 明 書 を 格 納 し 、 お よ び
エ ン ド ユ ー ザ に こ れ ら を 伝 え る こ と が で き る い ず れ の 媒 体 も 、 本 発 明 に よ っ て 想 定 さ れ る
。 こ の よ う な 媒 体 は 、 電 子 記 憶 媒 体 （ た と え ば 、 磁 気 デ ィ ス ク 、 テ ー プ 、 カ ー ト リ ッ ジ 、
チ ッ プ ） 、 光 学 式 媒 体 （ た と え ば 、 CD ROM） 等 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な
い 。 こ の よ う な 媒 体 は 、 こ の よ う な 使 用 説 明 材 料 を 提 供 す る イ ン タ ー ネ ッ ト ・ サ イ ト に つ
い て の ア ド レ ス を 含 ん で い て も よ い 。 こ の よ う な イ ン タ ー ネ ッ ト ・ サ イ ト は 該 デ ー タ ベ ー
ス に 含 ま れ る AML被 検 者 の 参 照 プ ロ フ ィ ー ル の 大 き な セ ッ ト で 、 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
を 新 た に 決 定 す る 類 似 性 ク ラ ス タ リ ン グ を 行 う た め に 有 用 な AML参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の
デ ー タ ベ ー ス を 提 供 し 得 る 。 好 ま し く は 、 デ ー タ ベ ー ス は 、 患 者 の 予 後 な ど の 臨 床 的 に 関
連 し た デ ー タ 、 良 好 な 治 療 方 法 、 お よ び デ ー タ ベ ー ス に お け る 種 々 の AMLク ラ ス の た め の
細 胞 遺 伝 学 的 特 徴 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 は 、 た と え ば 、 本 発 明 の ア レ イ と ア レ イ に よ っ て 検 出 さ れ る 核 酸 分 子 の 発 現 を 表
す 値 を も つ デ ジ タ ル で コ ー ド さ れ た 参 照 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能
な 媒 体 と を 含 む キ ッ ト を 包 含 す る 。 こ れ ら の キ ッ ト は 、 AMLに 冒 さ れ た 被 検 者 を AMLク ラ ス
に 割 り 当 て る た め に 、 お よ び 被 検 者 に お け る AMLを 診 断 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 AML関 連 配 列 の モ ジ ュ レ ー タ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト を
提 供 す る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 容 易 に 利 用 で き る 材 料 お よ び 試 薬 か ら 調 製 す る こ と が で
き る 。 た と え ば 、 こ の よ う な キ ッ ト は 、 以 下 の 材 料 の 1つ ま た は 複 数 を 含 む こ と が で き る
： AML関 連 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 反 応 チ ュ ー ブ 、 お よ び AML関 連 活 性 を 試
験 す る た め の 説 明 書 。 任 意 に 、 キ ッ ト は 、 以 下 を 含 ん で い て も よ い ： AML関 連 遺 伝 子 、 具
体 的 に は 、 本 発 明 に よ る ク ラ ス タ を 定 義 す る 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の ア レ イ 。 多 種 多 様 な
キ ッ ト お よ び 構 成 成 分 を 、 企 図 さ れ る キ ッ ト の 使 用 者 お よ び 特 定 の 使 用 者 の 要 求 に 応 じ て
、 本 発 明 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 診 断 に は 、 典 型 的 に は 複 数 の 遺 伝 子 ま た は 産 物 の 評 価 を 含 む 。 遺 伝 子 は 、 病 歴 ま た は 結
果 デ ー タ 中 に 同 定 さ れ 得 る 疾 患 に お け る 重 要 な パ ラ メ ー タ ー と の 相 関 に 基 づ い て 選 択 さ れ
る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る パ ー ツ の キ ッ ト は 、 本 発 明 に 従 っ た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ と 、 該 マ イ ク ロ ア レ イ を AML参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の デ ー タ ベ ー ス
と 共 に 使 用 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 比 較 す る た め の 手 段 と
を 含 む 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 診 断 的 ま た は 予 後 的 方 法 に お け る デ ー タ ベ ー ス 、 マ イ ク ロ ア
レ イ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 お よ び 分 類 ス キ ー ム を 含 む 、 本 発 明 の 方 法 を 行 う た
め に 適 し た パ ー ツ の キ ッ ト 、 並 び に 本 発 明 の 種 々 の 産 物 の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 AMLの 治 療 の た め に 有 用 な 治 療 的 化 合 物 を 同 定 す る た め
の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 し て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 試 験 化
合 物 は 、 初 代 細 胞 ま た は 特 定 の AMLク ラ ス の 代 表 的 株 化 細 胞 を 含 む 試 料 に お い て ス ク リ ー
ニ ン グ さ れ る 。 試 験 化 合 物 で 処 置 後 に 、 本 発 明 の 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 1つ ま た は
複 数 の 試 料 中 の 発 現 レ ベ ル を 、 本 明 細 書 に お い て 他 に 記 述 さ れ た 方 法 を 使 用 し て 測 定 す る
。 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る た め に 、 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を
表 す 値 を 使 用 す る 。 次 い で 、 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と の 類 似 点
を 決 定 す る た め に 、 こ の 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 試 料 に よ っ て 示 さ れ た AMLク ラ ス と 関
連 し た 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す る 。 被 検 者 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と
の 間 の 相 違 は 、 試 験 化 合 物 が 抗 白 血 病 誘 発 性 の 活 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 使
用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 試 験 化 合 物 は 、 生 物 学 的 な ラ イ ブ ラ リ ー ； 空 間 的 に ア ド レ ス 指 定 可 能 な 対 応 す
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る 固 相 ま た は 溶 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー ； 逆 重 畳 積 分 を 必 要 と す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； 「 1-ビ
ー ズ 1化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 を 使 用 す
る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 を 含 む 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー
法 の 任 意 の 多 数 の ア プ ロ ー チ を 使 用 し て 得 る こ と が で き る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー ア プ ロ
ー チ は 、 ポ リ ペ プ チ ド ・ ラ イ ブ ラ リ ー に 限 定 さ れ る が 、 一 方 で 、 そ の 他 の 4つ の ア プ ロ ー
チ は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 、 ま た は 化 合 物 の 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー に 適 用
で き る （ Lam （ 1997）  Anticancer Drug Res. 12：  145） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 の た め の 方 法 の 例 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 た と え ば DeWitt e
t al. （ 1993）  Proc. Nad. Acad. Sci. USA 90： 6909；  Erb et al. （ 1994）  Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 91： 11422；  Zuckermann et al. （ 1994）  J. Med. Chem. 37： 2678
；  Cho et al. （ 1993）  Science 261： 1303；  Carell et al. （ 1994）  Angew. Chem. I
nt. Ed. Engl. 33： 2059；  Carell et al. （ 1994）  Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33：
2061； お よ び  in Gallop et al. （ 1994）  J. Med. Chem. 37： 1233に お い て 見 つ け る こ
と が で き る 。 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 溶 液 中 に （ た と え ば 、 Houghten （ 1992）  Biotec
hniques 13： 412-421） 、 ま た は ビ ー ズ 上 に （ Lam （ 1991）  Nature 354： 82-84） 、 チ ッ
プ （ Fodor （ 1993）  Nature 364： 555-556） 、 細 菌 （ 米 国 特 許 第 5,223,409号 ） 、 胞 子 （
米 国 特 許 第 5,223,409号 ） 、 プ ラ ス ミ ド （ Cull et al. （ 1992）  Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 89： 1865-1869） 、 も し く は フ ァ ー ジ 上 に （ Scott and Smith （ 1990）  Science 249
： 386-390；  Devlin （ 1990）  Science 249： 404-406；  Cwirla et al. （ 1990）  Proc. 
Nad. Acad. Sci. U.S.A. 97： 6378-6382；  Felici （ 1991）  J. Mol. Biol. 222：  301-3
10） 提 示 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 候 補 化 合 物 は 、 た と え ば 以 下 を 含 む ： 1） Ig尾 部 の 融 合 ペ プ チ ド お よ び ラ ン ダ ム ・ ペ プ
チ ド ・ ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 含 む 可 溶 性 ペ プ チ ド な ど の ペ プ チ ド （ た と え ば Lam et a
l. （ 1991）  Nature 354： 82-84；  Houghten et al.　 （ 1991）  Nature 354： 84-86を 参
照 さ れ た い ） 並 び に Dお よ び ／ ま た は L-配 置 ア ミ ノ 酸 で で き た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ケ ミ ス
ト リ ー に 由 来 す る 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー ； 2） リ ン ペ プ チ ド （ た と え ば 、 ラ ン ダ ム か つ 部 分 的
に 縮 重 し た 、 定 方 向 リ ン ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー 、 た と え ば Songyang et al. （
1993）  Cell 72： 767-778を 参 照 さ れ た い ） ； 3） 抗 体 （ た と え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ の 、 キ メ ラ 、 お よ び 単 鎖 抗 体 、 並 び に 抗 体 の Fab
、 F（ ab'） Z、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー 断 片 、 お よ び エ ピ ト ー プ 結 合 断 片 ） ； 4） 小 有 機 お よ
び 無 機 分 子 （ た と え ば 、 分 子 は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 天 然 産 物 ラ イ ブ ラ
リ ー か ら 得 ら れ る ） ； 5） 亜 鉛 類 似 体 ； 6） ロ イ コ ト リ エ ン A4お よ び 誘 導 体 ； 7） ベ ス タ チ
ン 並 び に ア ル フ ァ メ ニ ン （ arphamenine） Aお よ び B並 び に 誘 導 体 な ど の 古 典 的 ア ミ ノ ペ プ
チ ダ ー ゼ 阻 害 剤 お よ び こ の よ う な 阻 害 剤 の 誘 導 体 ； 8） 並 び に 、 本 明 細 書 に 上 に 開 示 し た
も の お よ び こ れ ら の 誘 導 体 な ど の 人 工 の ペ プ チ ド 基 体 お よ び そ の 他 の 基 体 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 は 、 AMLク ラ ス に お い て 差 動 的 に 発 現 す る 多 数 の 遺 伝 子 を 開 示 す る 。 こ れ ら の 差
動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 は 、 表 1お よ び 2に 示 し て あ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 は 、 AML危
険 因 子 と 関 連 す る の で 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 白 血 病 誘 発 に お い て 役 割 を 果 た し 得 る 。 し た
が っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び こ れ ら の 遺 伝 子 産 物 は 、 AMLの 治 療 の た め の 治 療 的 化 合 物
を 同 定 す る た め の 、 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に 有 用 で あ る 潜 在 的 な 治 療 標 的
で あ る 。 多 数 の AMLク ラ ス 間 で 共 通 で あ る 遺 伝 子 は 、 患 者 集 団 を 通 し て よ り 広 範 に 作 用 す
る こ と が 予 想 さ れ 得 る の で 、 治 療 的 処 置 の た め の 標 的 と し て 好 ま し い 。 そ れ は 、 本 発 明 に
お い て 定 義 し た よ う に 、 複 数 の AMLク ラ ス に 存 在 す る 遺 伝 子 は 、 AMLの 根 底 に あ る 一 般 的 プ
ロ セ ス に 関 与 す る 可 能 性 が 非 常 に 高 い 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 は 、 AML危 険
因 子 と 関 連 し 、 し た が っ て 、 白 血 病 誘 発 に お い て 役 割 を 果 た し て い る 可 能 性 が 高 い 。 し た
が っ て 、 い く つ か の ク ラ ス ま た は ク ラ ス タ に 存 在 す る 遺 伝 子 は 、 ス ー パ ー ク ラ ス タ を 定 義
し 得 る し 、 こ の ス ー パ ー ク ラ ス タ は 、 一 般 に 白 血 病 誘 発 に お い て 、 特 に AMLに お い て 重 要
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な 役 割 を 果 た す 過 程 を 定 義 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 は 、 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 組 換
え 宿 主 細 胞 を 含 む 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に 使 用 し て も よ い 。 次 い で 、
差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 産 物 を 活 性 化 す る こ と が で き る 化 合 物 （ す な わ ち 、 ア ゴ ニ ス
ト ） 、 ま た は 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 産 物 を 不 活 性 化 す る こ と が で き る 化 合 物 （ す な
わ ち 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ） を 同 定 す る た め に 、 組 換 え 宿 主 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 産 物 に よ っ て 媒 介 さ れ る 任 意 の 白 血 病 誘 発 性 機 能 を 、 AML
の 治 療 の た め の 治 療 的 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に お け る 指 標 と
し て 使 用 し て も よ い 。 こ の よ う な 指 標 ア ッ セ イ 法 に は 、 細 胞 増 殖 に つ い て の ア ッ セ イ 法 、
細 胞 周 期 の 調 整 に つ い て の ア ッ セ イ 法 、 AMLを 示 す マ ー カ ー の 発 現 に つ い て の ア ッ セ イ 法
、 お よ び 上 記 の と お り の AMLク ラ ス に お い て 差 動 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に つ
い て の ア ッ セ イ 法 を 含 む 。 上 に 提 供 し た 、 こ れ ら の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に 従 っ
て 同 定 さ れ る 差 動 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 AMLで あ る 被 検
者 を 治 療 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 治 療 方 法 は 、 本 明 細 書 に 記 述 し た よ う な 薬 学 的
組 成 物 中 の 差 動 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 、 こ の よ う な 治 療 を
必 要 と す る 被 検 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 例 証 を 目 的 と し て 提 供 さ れ 、 限 定 を 目 的 と し な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 1
使 用 し た 方 法
患 者 お よ び 細 胞 試 料
　 新 規 AMLの 診 断 が 確 認 さ れ た 患 者 を こ の 研 究 に 含 め た （ 表 4） 。 全 て の 患 者 は 、 HOVON（ D
utch-Belgian Hematology-Oncology Co-operative group） の プ ロ ト コ ル （ http： //www.h
ovon.nl） に 従 っ て 治 療 し た 。 治 療 プ ロ ト コ ル は 、 以 前 に Rombouts et al., 2001に 記 述 さ
れ た 。 診 断 時 の AML患 者 （ n=286） お よ び 健 常 ボ ラ ン テ ィ ア （ n=5） の 骨 髄 ま た は 末 梢 血 吸
引 を イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト 後 に 採 取 し た 。 芽 球 お よ び 単 核 細 胞 を Ficoll-Hypaque（ Ny
gaard, Oslo, Norway） 遠 心 分 離 に よ っ て 精 製 し 、 凍 結 保 存 し た 。 健 常 ボ ラ ン テ ィ ア （ n=3
） の CD34陽 性 細 胞 を 、 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 （ FACS） を 使 用 し て ソ ー ト し た 。 細 胞 学 的 解
析 に よ れ ば 、 AML試 料 は 、 診 断 時 の 芽 球 計 数 に 非 依 存 的 に 、 解 凍 後 に 80～ 100%の 芽 球 を 含
ん だ 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
RNA単 離 お よ び 品 質 管 理
　 解 凍 後 、 細 胞 を ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 で 一 度 洗 浄 し た 。 高 品 質 総 RNAを 、 グ ア ニ ジ ウ ム
イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト で の 溶 解 、 続 く 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 精 製 に よ っ て 抽 出 し た （ Chomczynsk
i & Sacchi, 1987） 。 RNA濃 度 、 品 質 、 お よ び 純 度 は 、 Agilent 2100 Bioanalyzer（ Agile
nt, Amstelveen, The Netherlands） で の RNA 6000ナ ノ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 調 べ た 。 い
ず れ の 試 料 も 、 RNA分 解 ま た は DNA混 入 を 示 さ な か っ た （ 28S／ 18S rRNA比 ＞ 2） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
遺 伝 子 プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び 品 質 管 理
　 286人 の 新 た に 診 断 さ れ た AMLの 症 例 （ 表 3） を Affymetrix U133A GeneChipを 使 用 す る 遺
伝 子 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ っ て 解 析 し た 。 U133A GeneChipsは 、 約 13000個 の 異 な る 遺 伝 子
を 示 す 22283個 の プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト を 含 む 。 10マ イ ク ロ グ ラ ム の 総 RNAを ア ン チ セ ン ス ・ ビ
オ チ ン 化 RNAの 産 生 の た め に 使 用 し た 。 一 本 鎖 cDNAお よ び 二 本 鎖 cDNAは 、 T7-（ dT） 24-プ
ラ イ マ ー （ Genset Corp, Paris France） を 使 用 し て 、 製 品 プ ロ ト コ ル （ Invitrogen Life
 Technologies, Breda, The Netherlands） に 従 っ て 合 成 し た 。 イ ン ビ ト ロ で の 転 写 は 、
ビ オ チ ン -11-CTPお よ び ビ オ チ ン -16-UTP（ Perkin Elmer, Hoofddorp, The Netherlands）
並 び に MEGAScript T7標 識 化 キ ッ ト （ Ambion, Cambridgeshire, UK） で 行 っ た 。 二 本 鎖 cDN
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Aお よ び cRNAを 精 製 し て 、 GeneChip Sample Cleanup Module（ Affymetrix, Santa Clara, 
CA） で 断 片 化 し た 。 そ の 後 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た RNAを Affymetrix U133A GeneChipに ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ た （ 45℃ 、 16時 間 ） 。 染 色 、 洗 浄 、 お よ び 走 査 手 順 は 、 GeneChip Expressio
n Analysis Technical Manual（ Affymetrix, Santa Clara, CA） に 記 載 さ れ て い る よ う に
実 施 し た 。 全 て の GeneChipsを 、 明 ら か な 異 常 に つ い て 視 覚 的 に 検 査 し た 。 ス ケ ー リ ン グ
／ 規 準 化 の 包 括 的 方 法 を 適 用 す る と 、 全 て の GeneChips（ n=294） の ス ケ ー リ ン グ ／ 規 準 化
因 子 間 の 相 違 は 、 3倍 未 満 （ 0.70、 SD 0.26） で あ っ た 。 全 て の さ ら な る 品 質 測 定 法 、 す な
わ ち 存 在 す る 遺 伝 子 パ ー セ ン ト （ 50.6、 SD 3.8） 、 5'に 対 す る 3'ア ク チ ン 比 （ 1.24、 SD 0
.19） お よ び 5'に 対 す る 3'GAPDH比 （ 1.05、 SD 0.14） で は 、 全 体 的 に 高 い 試 料 お よ び ア ッ
セ イ 品 質 を 示 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
デ ー タ 規 準 化 、 解 析 、 お よ び 可 視 化
　 全 て の プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト の 平 均 強 度 値 は 、 MAS5.0を 使 用 す る ス ケ ー リ ン グ ／ 規 準 化 の 包
括 的 方 法 に よ っ て 算 出 し た 。 30以 下 の 値 を も つ 大 部 分 の 遺 伝 子 は 存 在 せ ず （ 全 て の 不 在 要
求 の 83%） 、 こ れ ら の 値 は 、 信 頼 で き な い と 分 類 し て 、 30に セ ッ ト し た 。 ま た 、 こ の 過 程
に よ り 、 お そ ら く 信 頼 で き な い 存 在 要 求 （ 全 て の 存 在 要 求 の 10%） が 排 除 さ れ た 。 測 定 し
た 強 度 と 幾 何 平 均 強 度 と の 間 の 比 を そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト に つ い て 算 出 し 、 さ ら な
る デ ー タ 解 析 の た め に 使 用 す る た め に Omniviz（ 著 作 権 ） 、 SAM（ 著 作 権 ） 、 お よ び PAM（
著 作 権 ） で log2変 換 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Omniviz（ 著 作 権 ） （ Maynard, MA （ version 3.6） ） -種 々 の 数 の プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト を
、 1つ ま た は 複 数 の 試 料 に お い て 、 全 て の AML患 者 の 幾 何 平 均 発 現 レ ベ ル か ら 少 な く と も n
倍 異 な る 遺 伝 子 に つ い て フ ィ ル タ リ ン グ す る こ と に よ っ て 選 択 し た 。 種 々 の 比 を 使 用 し て
、 種 々 の 数 の 差 動 的 に 発 現 さ れ た プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト を 相 関 可 視 化 ツ ー ル の た め に 選 択 し た
（ 表 2） 。 選 択 し た プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト の そ れ ぞ れ の 数 に つ い て 、 特 異 的 に 分 子 的 に 認 識 で
き る 群 の AML患 者 の ク ラ ス タ リ ン グ を Omnivizの 相 関 可 視 化 ツ ー ル を 使 用 し て 調 査 し た （ 追
加 デ ー タ （ 図 B～ H） ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 表 5（ 下 記 ） は 、 同 様 の 分 子 異 常 を も つ AML患 者 の ク ラ ス タ リ ン グ に 基 づ い た Correlatio
n View結 果 の 評 価 を 示 す 。 染 色 体 5を 含 む 異 常 を も つ わ ず か な AML症 例 を 除 外 し た 。 比 ： 測
定 し た 強 度 と 幾 何 平 均 強 度 と の 間 の 比 に よ り 、 プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト を 選 択 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 SAM（ 著 作 権 ） （ version 1.21） Trustees of Leland Stanford Junior University-全
て の 教 師 あ り ク ラ ス の 解 析 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 有 意 差 解 析 （ SAM） （ Tusher et al., 20
01） を 使 用 し て 行 っ た 。 割 り 当 て ら れ た ク ラ ス タ に つ い て 上 位 40個 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 基
準 は 、 以 下 の と お り で あ っ た ： 選 択 し た ク ラ ス タ と 残 り の AML試 料 と の 間 の 相 違 が 少 な く
と も 2倍 、 並 び に 5%未 満 の q値 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 PAM（ 著 作 権 ） （ version 1.12） Trustees of Leland Stanford Junior University-全
て の 教 師 あ り ク ラ ス 予 測 解 析 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 予 測 差 解 析 （ PAM） の Rの ソ フ ト ウ ェ ア
（ version 1.7.1） （ Tibshirani et al., 2002） を 適 用 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
SAMお よ び PAM法 に よ っ て 同 定 さ れ た 全 て の 遺 伝 子 は 、 追 加 デ ー タ （ P1お よ び Qに 対 す る 表 A
1） と し て 利 用 で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
RT-PCRお よ び 配 列 分 析
　 FLT3-ITD、 FLT3-TKD、 N-RAS、 K-RAS、 お よ び cEBPα に お け る 突 然 変 異 に つ い て の 逆 転 写
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） お よ び 配 列 分 析 、 並 び に EVI1の た め の リ ア ル タ イ ム PCR
は 、 以 前 に 記 述 し た と お り に 行 っ た （ van Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al., 2003
a；  van Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al., 2003b；  Valk et al., 2004；  Care e
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t al., 2003） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
生 存 の 統 計 解 析
　 統 計 解 析 は 、 Stata Statistical Software、 Release. 7.0 （ Stata, College Station,
 TX） で 行 っ た 。 全 体 の 生 存 （ OS、 任 意 の 原 因 に よ る 不 全 死 ） お よ び イ ベ ン ト フ リ ー （ eve
net-free） 生 存 （ EFS、 1日 目 に 完 全 寛 解 が な い 症 例 に お け る 不 全 、 最 初 の CRに お い て 再 発
ま た は 死 亡 ） の 保 険 統 計 の 確 率 は 、 Kaplanお よ び Meierの 方 法 に よ っ て 推 定 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
結 果
遺 伝 子 発 現 に よ る 新 規 AMLの 相 関 可 視 化
　 種 々 の 分 子 マ ー カ ー に 関 し て 、 AML症 例 の Omnivizの 可 視 化 ツ ー ル を 適 用 す る こ と に よ る
最 適 な 教 師 な し 秩 序 化 は 、 2856プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト を 使 用 し て 達 成 し た （ 2008個 の 注 釈 の つ
い た 遺 伝 子 お よ び 146個 の ESTを 示 す ） （ 図 1Aお よ び 表 5） 。 AML患 者 の 16の 異 な る 群 を 、 隣
接 し た AML患 者 間 の 、 す な わ ち 対 角 線 に 沿 っ た 1つ の 赤 の 四 角 内 の 強 力 な 相 関 、 並 び に 種 々
の 群 間 の 、 す な わ ち 対 角 線 に 沿 っ た 赤 の 四 角 間 の 相 関 お よ び 抗 相 関 に 基 づ い て 割 り 当 て た
（ 図 1Aお よ び 追 加 の デ ー タ （ 図 A） ） 。 2856プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト で 作 製 し た 最 終 的 な Omniviz
 Correlation Viewは 、 細 胞 学 的 、 細 胞 遺 伝 学 的 、 お よ び 分 子 パ ラ メ ー タ ー を 本 来 の 対 角
線 に 隣 接 し て 直 接 プ ロ ッ ト す る こ と が で き る よ う に 適 応 さ せ た 。 こ れ に よ り 、 高 い 相 関 お
よ び 関 連 パ ラ メ ー タ ー を も つ 患 者 群 の 独 特 の 可 視 化 方 法 と な っ た （ 図 1B） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 AML t（ 8； 21） 、 AML inv（ 16） お よ び AML t（ 15； 17） の 異 な る ク ラ ス タ が 明 ら か で あ
っ た （ 図 1B） 。 こ れ ら の 異 な る ク ラ ス タ は 、 相 関 ツ ー ル を 使 用 し て よ り 少 な い プ ロ ー ブ ・
セ ッ ト で 容 易 に 同 定 さ れ た が 、 FLT3も し く は cEBPα に 突 然 変 異 が あ る か 、 ま た は EVI1を 過
剰 発 現 す る AML患 者 の ク ラ ス タ で は 、 2856プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト の み で 明 ら か で あ っ た （ 表 5お
よ び 図 4～ 10） 。 よ り 多 く の 遺 伝 子 を 相 関 可 視 化 の た め に 使 用 し た と き に 、 こ の 緻 密 な ク
ラ ス タ リ ン グ は 消 滅 し た （ 表 5） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 16個 の 同 定 さ れ た ク ラ ス タ の そ れ ぞ れ に つ い て 特 徴 的 な 独 特 の 遺 伝 子 は 、 SAMを 使 用 す
る 教 師 付 き 解 析 に よ っ て 得 ら れ た 。 上 位 40個 の 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 Correlatio
n Viewと 共 に 図 1Bに プ ロ ッ ト し て あ る 。 SAM解 析 で は 、 ク ラ ス タ #14に 関 し て 異 な る 遺 伝 子
プ ロ フ ィ ー ル を 同 定 す る こ と が で き な か っ た の で 、 599個 の 識 別 遺 伝 子 （ 表 23-39） の み を
生 じ た こ と か ら 、 ク ラ ス タ #7お よ び #8の 遺 伝 子 に 密 接 し た 重 複 が あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
AMLお よ び 再 発 性 転 位 置
　 CBFβ ／ MYH11-全 て の inv（ 16） AML患 者 は 、 ク ラ ス タ #9内 に ク ラ ス タ 形 成 し た （ 図 1Bお
よ び 追 加 の デ ー タ （ 表 I） ） 。 以 前 に inv（ 16） が 潜 ん で い る こ と が 公 知 で な か っ た 4人 の
患 者 を こ の ク ラ ス タ に 含 め た こ と に 留 意 さ れ た い 。 分 子 解 析 お よ び サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ
り 、 こ れ ら の 症 例 に お け る CBFβ ／ MYH11融 合 遺 伝 子 が 存 在 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図
11） 。 SAM解 析 に よ り 、 MYH11が こ の ク ラ ス タ の た め の 最 も 顕 著 な 識 別 遺 伝 子 で あ る こ と が
明 ら か に な っ た （ 追 加 の デ ー タ （ 表 11お よ び 図 12） ） 。 面 白 い こ と に 、 CBFβ は 、 こ の ク
ラ ス タ に 抗 相 関 し た こ と か ら 、 CBFβ ／ MYH11融 合 タ ン パ ク 質 が 、 CBFβ 対 立 遺 伝 子 の 発 現
を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 PML／ RARα -ク ラ ス タ #12は 、 RT-PCRの み に よ っ て PML／ RARα を も つ APLと し て 以 前 に 認
識 さ れ た 2人 の 患 者 を 含 む 、 t（ 15； 17） を も つ 急 性 前 骨 髄 球 性 白 血 病 （ APL） の 全 例 を 含
む （ 図 1Bお よ び 追 加 の デ ー タ （ 表 L） ） 。 SAM解 析 （ 追 加 の デ ー タ （ 表 L1） ） に よ り 、 肝 細
胞 増 殖 因 子 （ HGF） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 刺 激 1（ 肝 細 胞 増 殖 因 子 様 （ MST1） ） 、 お よ び 線 維 芽
細 胞 成 長 因 子 13（ FGF13） な ど の 成 長 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 こ の ク ラ ス タ に 特 異 的
で あ っ た こ と を 明 ら か に し た 。 加 え て 、 ク ラ ス タ #12は 、 は 、 高 い ま た は 低 い 白 血 球 数 （ W
BC） の い ず れ か で あ る 2つ の 分 群 に 分 離 す る こ と が で き る （ 追 加 の デ ー タ （ 図 13） 。 こ の
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細 別 は 、 FLT3 ITD突 然 変 異 状 態 に 対 応 す る （ 図 1B） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 AML1／ ETO-t（ 8； 21） （ 2496） の な い 1人 の 患 者 を 含 む 全 て の t（ 8； 21） を も つ 患 者 は
、 ク ラ ス タ #13内 に 分 類 し た （ 図 1Bお よ び 追 加 の デ ー タ （ 表 M） ） 。 SAMに よ り 、 こ の ク ラ
ス タ の た め の 最 も 判 別 可 能 な 遺 伝 子 と し て ETOを 同 定 し た （ 追 加 の デ ー タ （ 表 M1お よ び 図 1
4） ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
11q23異 常 を も つ AML
　 11q23異 常 を も つ AML患 者 は 、 286人 の AML患 者 内 に 入 り 交 じ っ て い た が 、 2つ の 分 群 、 す
な わ ち ク ラ ス タ #1お よ び ク ラ ス タ #16が 明 ら か に な っ た （ 図 1Bお よ び 追 加 の デ ー タ （ 表 Aお
よ び P） ） 。 ク ラ ス タ #16は 、 t（ 9； 11） の 4人 の 症 例 お よ び t（ 11； 19） の 1人 の 症 例 を 含
む （ 5/11症 例 （ 45%） ） 。 SAM解 析 に よ り 、 こ の ク ラ ス タ の 大 部 分 の 症 例 に お い て 特 異 的 に
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 一 群 の 遺 伝 子 を も つ 強 力 な 特 徴 を 同 定 し た （ 図 1Bお よ び 追 加 の
デ ー タ （ 表 P1） ） 。 ク ラ ス タ #1内 の 14人 の 症 例 の う ち の 7人 （ 50%） は 、 同 様 に 第 11染 色 体
異 常 を 有 し 、 こ の 分 群 は 、 相 当 不 均 一 な よ う で 、 あ ま り 均 一 な 特 徴 を も た な い （ 図 1B） 。
【 ０ １ １ ５ 】
AMLお よ び cEBPα 突 然 変 異
　 面 白 い こ と に 、 2つ の 別 々 の ク ラ ス タ （ ク ラ ス タ #4お よ び #15） は 、 主 に 正 常 な 核 型 お よ
び cEBPα に 高 頻 度 で 突 然 変 異 を も つ AML患 者 を 含 む （ 図 1B（ ク ラ ス タ #4（ 8/15症 例 （ 53%）
） お よ び #15（ 5/8症 例 （ 62%） ） ） 。 ク ラ ス タ #4で は 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト お よ び ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 の セ ッ ト を 定 義 す る こ と が で き （ 追 加 の デ ー タ （ 表 D1） ） 、 こ
れ は 、 ク ラ ス タ #4に お け る AML症 例 を ク ラ ス タ #15か ら 識 別 す る よ う に 見 え た 。 ア ッ プ レ ギ
ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 は 、 CD7抗 原 （ CD7） お よ び T細 胞 受 容 体 デ ル タ 座 位 （ TRD@） な ど の
一 定 の T細 胞 遺 伝 子 を 表 し 、 こ れ ら は 、 同 様 に AMLの 未 成 熟 サ ブ セ ッ ト に も 発 現 さ れ る こ と
が 公 知 で あ る （ Lo Coco et al., 1989；  Boeckx et al., 2002） 。 ク ラ ス タ #15の 上 位 40
遺 伝 子 の 一 つ 以 外 の 全 て が 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る （ 追 加 の デ ー タ （ 表 O1） ） 。 面 白
い こ と に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 ク ラ ス タ #4に お い て も 同 じ よ う に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ
る （ 図 1B） 。 を す る α 1カ テ ニ ン （ CTNNA1） 、 チ ュ ー ブ リ ン β -5（ TUBBS） 、 お よ び Nedd4
フ ァ ミ リ ー 相 互 作 用 タ ン パ ク 質 1（ NDFIP1） を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 ダ ウ ン モ ジ ュ レ ー ト
さ れ る 遺 伝 子 だ け で あ り 、 ク ラ ス タ #4お よ び #15の 両 方 に お い て 上 位 40内 に あ っ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
AMLお よ び EVI1過 剰 発 現
　 AMLの 分 離 さ れ た ク ラ ス タ （ #10） が 同 定 さ れ 、 そ の 中 の 44%（ 10/22症 例 （ 追 加 の デ ー タ
（ 表 J） ） が EVI1の 発 現 が 増 大 さ れ た こ と を 示 し た 。 ク ラ ス タ #10に お け る 異 常 な EVI1の 発
現 は 、 第 7染 色 体 異 常 と 相 関 し た （ 6/10 EVI1陽 性 の 症 例 ） 。 患 者 の こ の 完 全 な 群 は 、 遺 伝
子 の 選 択 に 基 づ い て 識 別 す る こ と が で き 、 全 て の 患 者 が 、 EVI1陰 性 の 症 例 で さ え も 、 共 通
の 経 路 に 異 常 を 有 す る こ と を 示 唆 す る 。 ま た 、 ク ラ ス タ #8は 、 比 較 的 多 数 の 第 7染 色 体 異
常 を 含 む が （ 5/13症 例 、 追 加 の デ ー タ （ 表 H） ） 、 こ れ は 、 ク ラ ス タ #10と 比 較 し て 異 な る
分 子 特 徴 を 示 し た （ 図 1B） 。 こ れ は 、 EVI1お よ び ／ ま た は EVI1関 連 タ ン パ ク 質 の 高 発 現 が
ク ラ ス タ #10の 分 子 プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 す る こ と を 示 唆 す る 。 ま た 、 不 均 一 な ク ラ ス タ #1
内 の 14症 例 の う ち の 4つ で は 、 EVI1発 現 が 増 大 さ れ て い る こ と を 証 明 し た 。 こ れ ら の 分 子
特 徴 は 、 EVI1過 剰 発 現 お よ び 11q23異 常 の 結 果 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 い た め 、 こ れ ら の 患
者 は 、 ク ラ ス タ #10外 の ク ラ ス タ で あ る か も し れ な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
FLT3突 然 変 異 を も つ AML
　 FLT3受 容 体 遺 伝 子 に 突 然 変 異 を も つ 患 者 群 が 、 Correlation View内 に 認 識 さ れ た （ 図 1B
） 。 実 際 に 、 ク ラ ス タ #2お よ び #6は 、 単 に FLT3 ITDを も つ 患 者 か ら な る だ け で あ る 。 面 白
い こ と に 、 こ れ ら の 患 者 の ほ ぼ 全 員 が 正 常 な 核 型 を 有 す る 。 加 え て 、 FLT3 ITD突 然 変 異 状
態 は 、 い く つ か の ク ラ ス タ を 2つ の 群 、 た と え ば ク ラ ス タ #3、 #5お よ び t（ 15； 17） を も つ
AML（ #12） に 分 け る よ う で あ る 。 FLT3 ITDを も つ AMLの そ の 他 の 個 々 の 症 例 で は 、 AML患 者
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の 全 て の 群 以 上 に 散 在 性 で あ っ た 。 FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ・ ド メ イ ン （ TKD） に 突 然 変
異 を も つ AML患 者 は 、 ク ラ ス タ 形 成 し な か っ た 。 同 様 に 、 小 GTPase RAS（ N-RASお よ び K-RA
S） の コ ド ン 12、 13、 ま た は 61に 突 然 変 異 を も つ 患 者 は 、 明 ら か な 特 徴 を 有 さ ず 、 Correla
tion Viewに お い て 凝 集 し な い （ 図 1B） 。
【 ０ １ １ ８ 】
そ の 他 の 独 特 の AMLク ラ ス タ
　 正 常 な 核 型 を も つ AML患 者 は 、 割 り 当 て ら れ た ク ラ ス タ （ 図 1B） 内 の い く つ か の 分 群 に
お い て ク ラ ス タ 形 成 し た 。 実 際 に 、 ク ラ ス タ #11の 大 部 分 の 患 者 は 、 さ ら な る 一 致 し た 異
常 を 何 ら も た な い 正 常 な 核 型 を 有 す る 。 い ず れ の 公 知 の 細 胞 遺 伝 学 的 ま た は 分 子 異 常 で も
注 釈 を つ け る こ と が で き な か っ た そ の 他 の 独 特 の ク ラ ス タ 、 す な わ ち ク ラ ス タ #3、 #5、 #7
、 #8、 お よ び #14が 同 定 さ れ た 。 ク ラ ス タ #5は 、 主 に French-American-British（ FAB） 分
類 M4ま た は M5サ ブ タ イ プ に 属 す る AML患 者 を 含 み （ 図 1B） 、 形 態 が こ の 分 群 の 中 で こ れ ら
の 場 合 を 分 類 す る た め の 主 な 決 定 因 子 で あ っ た こ と を 示 唆 す る 。 ク ラ ス タ #3、 #7、 #8、 #1
1、 お よ び #14は 、 1つ の FABサ ブ タ イ プ に 属 し な い が 、 異 な る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 基
づ い て 識 別 す る こ と が で き る AML症 例 を 含 む 。
【 ０ １ １ ９ 】
AMLに お け る 種 々 の ク ラ ス タ の ク ラ ス 予 測
　 全 286の AML症 例 を 無 作 為 化 し て 、 ト レ ー ニ ン グ ・ セ ッ ト （ n=190） お よ び バ リ デ ー シ ョ
ン ・ セ ッ ト （ n=96） に 分 け た 。 AMLに お い て 予 後 判 定 値 1 、 す な わ ち t（ 8； 21） 、 inv（ 16
） 、 t（ 15； 17） 、 11q23（ ク ラ ス タ #16） 、 EVI1／ 一 染 色 体 性 7（ ク ラ ス タ #10） 、 cEBPα
（ ク ラ ス タ #4お よ び #15） （ 表 3） を も つ 明 確 な 異 常 を 予 測 す る た め の 遺 伝 子 の 最 小 数 を 決
定 す る た め に 、 デ ー タ セ ッ ト に 対 し て PAMを 適 用 さ せ た 。 加 え て 、 FLT3 ITD突 然 変 異 は 、
頻 繁 に AMLに 異 常 が あ り 、 か つ 不 十 分 な 結 果 と 関 連 す る の で 2 、 AMLに お け る FLT3 ITD突 然
変 異 を 予 測 す る 遺 伝 子 の 最 小 の セ ッ ト も 同 定 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 バ リ デ ー シ ョ ン ・ セ ッ ト 内 の 好 ま し い 細 胞 遺 伝 的 性 質 を も つ 全 て の 患 者 は 、 100%の 精 度
で 予 測 さ れ た が 、 ほ ん の わ ず か の 遺 伝 子 だ け で あ っ た （ 表 3） 。 SAM解 析 か ら 予 想 さ れ る と
お り 、 t（ 8； 21） に 対 す る ETO、 inv（ 16） に 対 す る MYH11、 お よ び t（ 15； 17） に 対 す る HG
Fも 、 最 も 予 測 的 な 遺 伝 子 の 一 つ で あ っ た （ 追 加 の デ ー タ （ 表 Q） ） 。 面 白 い こ と に 、 ク ラ
ス タ #10（ EVI1／ 一 染 色 体 性 7） は 、 高 い 精 度 で 予 測 さ れ た が 、 ク ロ ス ・ バ リ デ ー シ ョ ン エ
ラ ー が 10倍 高 い 。 ク ラ ス タ #16（ 11q23） は 、 か な り 高 い 精 度 で 予 測 さ れ た 。 ク ラ ス タ #15
（ cEBPα ） は 、 ほ ん の わ ず か の 患 者 だ け か ら な り 、 本 発 明 者 ら は 、 両 cEBPα ク ラ ス タ を 合
わ せ た 。 こ れ ら の 2つ の ク ラ ス タ は 、 そ の 後 、 か な り 高 い 精 度 で バ リ デ ー シ ョ ン ・ セ ッ ト
内 に お い て 予 測 す る こ と が で き た 。 FLT3 ITDク ラ ス タ の た め の 高 度 に 予 測 的 な 特 徴 は 、 調
査 し た AML患 者 の コ ホ ー ト 内 の 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ っ て 定 義 す る こ と が で き な い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 表 3（ 下 記 ） は 、 PAMを 使 用 す る ク ラ ス 予 測 を 示 す （ 10倍 CVエ ラ ー ： ト レ ー ニ ン グ ・ セ ッ
ト （ n=190） に 対 し て 10倍 の ク ロ ス ・ バ リ デ ー シ ョ ン 予 測 エ ラ ー 、 エ ラ ー バ リ デ ー シ ョ ン
・ セ ッ ト ： バ リ デ ー シ ョ ン ・ セ ッ ト （ n=96） に 対 す る 予 測 エ ラ ー 、 #プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト ：
予 測 の た め に 使 用 し た プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト の 数 、 #遺 伝 子 ： 予 測 の た め に 使 用 し た プ ロ ー ブ
・ セ ッ ト に よ っ て 表 さ れ る 遺 伝 子 の 数 。 プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト お よ び 遺 伝 子 の 同 一 性 に つ い て
は 、 追 加 の デ ー タ （ 表 Q） を 参 照 さ れ た い 。 *ラ ン ダ ム 化 後 、 cEBPα ク ラ ス タ #15か ら の AML
患 者 は 、 バ リ デ ー シ ョ ン ・ セ ッ ト に 含 め な か っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
生 存 率 解 析
　 >20症 例 を 含 む ク ラ ス タ 、 す な わ ち ク ラ ス タ #5（ M4／ M5） 、 #9（ inv（ 16） ） 、 #10（ EVI
1／ 一 染 色 体 性 7） 、 #12（ t（ 15； 17） ） 、 お よ び #13（ t（ 8； 21） ） か ら の AML患 者 の 全 体
の 生 存 （ OS） 、 イ ベ ン ト フ リ ー 生 存 （ EFS） 、 お よ び 再 発 率 （ RR） を Correlation Viewに
お い て 決 定 し た 。 完 全 な 臨 床 デ ー タ セ ッ ト が あ る 患 者 を 生 存 率 解 析 に 含 め た （ 図 2） 。 好
ま し い 細 胞 遺 伝 的 性 質 を も つ 患 者 の 60ヶ 月 に お け る 平 均 保 険 統 計 の OSお よ び DFS確 率 は 、
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そ れ ぞ れ 62%（ ± 8.7%） お よ び 50%（ ± 2.4%） で あ っ た 。 ク ラ ス タ #5に 含 ま れ る AML患 者 は
、 中 間 の 生 存 を 有 し た が （ OS 27%お よ び EFS 32%） 、 他 方 で は 、 ク ラ ス タ #10か ら の 患 者 は
、 再 発 発 症 率 が 増 大 さ れ た 結 果 と し て 、 主 に 不 十 分 な 治 療 反 応 （ OS 6%（ P=0.001） お よ び
EFS 18%（ P=0.004） ） を 示 し た （ 図 2C） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
考 察
　 本 明 細 書 に 提 示 し た 研 究 の 結 果 は 、 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 顕 著 な 診 断 の 影 響 を 示 す 。
か な り の 遺 伝 的 多 様 性 を も つ AMLの 中 で 、 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 こ れ ら の 非 常 に 変 わ
り や す い 遺 伝 的 サ ブ セ ッ ト を 異 な る 特 徴 を も つ ク ラ ス タ に 区 別 す る た め の ア プ ロ ー チ を 提
供 す る 。 AML患 者 は 、 教 師 な し ピ ア ソ ン 相 関 係 数 解 析 に よ る こ れ ら の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ
ー ル に 基 づ い て 、 16群 に 分 類 さ れ た 。 結 果 は 、 割 り 当 て ら れ た ク ラ ス タ の そ れ ぞ れ が 、 特
異 的 な 分 子 特 徴 を も つ 真 の AML分 群 を 表 す こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 第 1に 、 核 型 分 析 に よ っ て 認 識 す る こ と が で き な い 患 者 を 含 む 、 t（ 8； 21） （ AML1／ ETO
） 、 inv（ 16） （ CBFβ ／ MYH11） 、 ま た は t（ 15； 17） （ PML／ RARα ） を も つ 全 症 例 を 、 独
特 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を も つ 3つ の 別 々 の ク ラ ス タ に ク ラ ス タ 形 成 す る こ と が で き
る 。 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 好 ま し い 細 胞 遺 伝 的 性 質 異 常 と の 間 の 独 特 の 相 関 は 、 従 来
技 術 に お い て 示 さ れ て い た が （ Debernardi et al., 2003；  Schoch et al., 2002） 、 本
明 細 書 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 患 者 が AML患 者 の 代 表 的 コ ホ ー ト 内 で 高 い 精 度
で さ ら に 認 識 す る こ と が で き る こ と を 証 明 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 第 2に 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 有 意 差 解 析 （ SAM） お よ び マ イ ク ロ ア レ イ の 予 測 解 析 （ PAM）
で は 、 種 々 の 割 り 当 て ら れ た ク ラ ス タ に つ い て 同 定 さ れ た 特 異 的 遺 伝 子 間 の 強 力 な 一 致 を
示 し た こ と か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 者 ら が 割 り 当 て た 全 て の ク ラ ス タ に つ い て 真 に 判
別 可 能 な 遺 伝 子 を 同 定 し た こ と が 証 明 さ れ る 。 た と え ば 、 本 発 明 者 ら は 、 重 複 し た 特 徴 を
も つ 2つ の 異 な る ク ラ ス タ （ #4お よ び #15） を 同 定 し 、 こ れ ら は い ず れ も 、 正 常 核 型 お よ び
cEBPα に 突 然 変 異 を も つ 症 例 を 含 ん だ 。 複 数 の 遺 伝 子 が 両 サ ブ ク ラ ス に お い て ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー ト さ れ る よ う に 見 え た が 、 そ の 他 の い か な る AML分 群 も 影 響 を 受 け な か っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 第 3に 、 SAMお よ び PAMに よ っ て 同 定 さ れ る 判 別 可 能 な 遺 伝 子 は 、 加 え て 、 AMLの 病 態 生 理
学 に と っ て 重 要 な 特 異 的 な 機 能 的 経 路 を 明 ら か に し 得 る 。 こ れ は 、 t（ 8； 21） を も つ AML
に お け る IL5Rα （ Touw et al., 1991） お よ び FLT3 ITD突 然 変 異 を も つ AMLに お け る 真 の FL
T3／ STAT5標 的 の IL2Rα （ Kim et al., 2001） お よ び PIM1（ Lilly et al., 1992） な ど の A
MLの 特 異 的 サ ブ タ イ プ に 関 係 す る い く つ か の 機 能 的 に 重 要 な 遺 伝 子 の 同 定 に よ っ て 示 唆 さ
れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 5つ の ク ラ ス タ （ #5、 #9、 #10、 #12、 お よ び #13） の 20症 例 以 上 を 療 法 の 結 果 に 関 し て 評
価 し た 。 予 想 通 り に 、 ク ラ ス タ #9（ CBFα ／ MYH11） 、 #12（ PML／ RARα ） 、 お よ び #13（ AM
L1／ ETO） に は 、 療 法 に 対 し て 好 ま し い 応 答 を も つ 症 例 を 含 ん だ 。 し か し 、 ク ラ ス タ #10に
属 す る 症 例 で は 、 異 な っ た 不 十 分 な 結 果 を 示 し た 。 こ の ク ラ ス タ の 患 者 は 、 遺 伝 子 の 最 小
限 の セ ッ ト で の 独 立 し た バ リ デ ー シ ョ ン ・ セ ッ ト に お い て 高 い 精 度 で 予 測 す る こ と が で き
た 。 不 十 分 な 予 後 の マ ー カ ー 、 た と え ば -7（ q） 、 -5（ q） 、 t（ 9； 22） が 高 頻 度 で あ る こ
と 、 ま た は 高 い EVI1は 、 こ の ク ラ ス タ が 悪 い リ ス ク AML群 を 表 す と い う 観 察 と 一 致 す る 。
し か し 、 ク ラ ス タ に は 、 種 々 の 遺 伝 的 に 定 義 さ れ た リ ス ク の 乏 し い マ ー カ ー を も つ AML症
例 を 含 む の で 、 ま た 症 例 の う ち の か な り の 部 分 が こ れ ら の 病 変 の い ず れ を も 発 現 し な か っ
た の で 、 こ れ は 、 AML患 者 の こ の ク ラ ス タ の 分 子 特 徴 に よ っ て 表 さ れ る 独 特 の 経 路 が 、 悪
い 結 果 と 関 連 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の 仮 説 は 、 同 じ リ ス ク の 乏 し い マ ー カ ー を も つ 多 く の 症 例 が そ の 他 の ク ラ ス タ （ #1、
#2、 #8、 お よ び #16） に も 存 在 す る と い う 事 実 に よ っ て 、 さ ら に 強 化 さ れ る 。 ク ラ ス タ #10
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由 来 の AML症 例 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 の 解
析 に よ り 、 経 路 が AML患 者 の こ の 分 群 の 病 態 生 理 に 関 与 す る こ と を 予 測 し 得 る 。 ま た 、 こ
れ に よ り 、 異 な っ た 不 十 分 な 予 後 マ ー カ ー を も つ そ の 他 の 症 例 が 、 異 な る ク ラ ス タ に グ ル
ー プ 化 さ れ る と い う 知 見 の 解 明 に 役 立 つ か も し れ な い 。 残 念 な こ と に 、 こ れ ら の 後 者 の 群
は 、 治 療 結 果 の 正 確 な 解 析 の た め に は 、 あ ま り に も 少 な す ぎ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ク ラ ス タ #5の 44人 の AML患 者 は 、 中 間 の 生 存 評 価 を 示 し た 。 こ れ ら の 症 例 は 、 AML FAB-M
4 ま た は -M5サ ブ タ イ プ に 属 す る の で 、 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 関 連 遺 伝 子 が 、 主 に こ れ ら
の 症 例 の ク ラ ス タ リ ン グ を 駆 動 し た 可 能 性 が あ る 。 正 常 核 型 を も つ AML FAB-M4ま た は M5症
例 の み に お け る よ り 多 数 の 教 師 な し ク ラ ス タ リ ン グ に よ り 、 独 特 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー
ル お よ び お そ ら く 可 変 性 予 後 を も つ 特 異 的 分 群 が 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 主 に 正 常 核 型 を も つ 患 者 か ら な る 3つ の ク ラ ス タ が 同 定 さ れ た 。 ま た 、 こ れ ら の ク ラ ス
タ （ #2お よ び #6） の 2つ の う ち の 大 部 分 の 患 者 は 、 FLT3 ITD突 然 変 異 に よ っ て 特 徴 づ け ら
れ る が 、 判 別 可 能 な 分 子 特 徴 を も つ ク ラ ス タ #11の 患 者 は 、 何 ら 一 貫 し た 異 常 を 含 ま な か
っ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 混 合 系 統 白 血 病 遺 伝 子 を 含 む 欠 陥 を 示 す 11q23異 常 が 潜 む 2つ の ク ラ ス タ （ #1お よ び #16
） が 認 識 さ れ た 。 こ れ ら の 2つ の 分 群 の 分 別 に つ い て の 理 由 は 、 異 な っ た ク ラ ス タ の 症 例
に お い て 異 な る さ ら な る 遺 伝 子 欠 損 が 異 な る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 生 じ さ せ る こ と に
よ っ て 生 じ る 可 能 性 が 最 も 高 い 。 ク ラ ス タ #1で は 、 こ の 異 常 に よ り 、 EVI1の 高 発 現 が 頻 繁
に 観 察 さ れ 得 る が 、 ク ラ ス タ #16由 来 の AML症 例 で は 明 ら か で は な い 。 同 様 の 説 明 は 、 ク ラ
ス タ #4お よ び #15の AML症 例 （ 両 方 と も cEBPα 突 然 変 異 体 症 例 を 含 む ） ； ク ラ ス タ #1お よ び
#10の AML患 者 （ 高 い EVI1発 現 ） 、 ま た は ク ラ ス タ #8お よ び #10に お け る 患 者 （ 頻 繁 に 一 染
色 体 性 7を も つ ） に つ い て も 維 持 さ れ 得 る 。 こ れ ら の ク ラ ス タ の そ れ ぞ れ が 、 こ の よ う な
異 な っ た 分 子 特 徴 を 表 す と い う 事 実 を 考 慮 す る と 、 お そ ら く た い て い は 、 特 徴 的 な 遺 伝 的
病 変 の な い 症 例 で は 、 同 じ 経 路 に 影 響 を 及 ぼ す そ の 他 の 現 在 未 同 定 の 突 然 変 異 が 、 遺 伝 的
プ ロ フ ィ ー ル の 原 因 と な る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 FLT3遺 伝 子 に お け る 内 部 タ ン デ ム 複 製 （ ITD） は 、 臨 床 結 果 に 悪 影 響 を 与 え る （ Levis &
 Small, 2003） 。 構 成 的 に 活 性 化 さ れ た FLT3受 容 体 に よ っ て 誘 導 さ れ る 分 子 特 徴 は 、 そ の
他 の 症 例 由 来 の FLT3 ITDを 有 す る AML患 者 を 区 別 す る ほ ど 十 分 に 強 力 で は な い よ う に 見 え
る 。 し か し 、 割 り 当 て ら れ た ク ラ ス タ 内 の FLT3 ITD陽 性 患 者 の ク ラ ス タ 形 成 は 、 APL分 群
（ ク ラ ス タ #12） の 症 例 と 同 様 に 、 FLT3 ITDが 存 在 す る と 、 1タ イ プ の 疾 患 内 に 異 な る 生 物
学 的 実 体 を 生 じ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ の 目 的 の た め に 、 本 発 明 者 ら の 研 究 は 、 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 特 徴 を も つ AMLの 細 胞 遺
伝 学 的 に 公 知 の ク ラ ス タ 、 並 び に 新 た な ク ラ ス タ を 1回 の 単 一 の ア ッ セ イ 法 で 同 定 す る こ
と が で き る こ と を 証 明 す る 。 ゲ ノ ム 全 体 の 解 析 の 品 質 は 、 配 列 注 釈 が 改 善 さ れ た 新 規 の 完
全 ゲ ノ ム ・ ア レ イ が 入 手 可 能 性 、 並 び に よ り 精 巧 な プ ロ ト コ ル お よ び ソ フ ト ウ ェ ア の 開 発
に よ り さ ら に 進 歩 し て 、 遺 伝 子 発 現 の 微 妙 な 相 違 の 解 析 お よ び 包 括 的 経 路 予 測 が 可 能 に な
る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 研 究 は 、 AMLの 病 態 生 理 に 関 与 す る 経 路 の 本 発 明 者 ら の 理 解 を
増 大 す る と 共 に 、 診 断 法 を 改 善 し て 、 お そ ら く 疾 患 に 関 連 し た 経 路 を 妨 害 す る 抗 癌 剤 の 開
発 の 先 鞭 を つ け る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ４ 】
実 施 例 2
新 規 AML患 者 の 解 析
患 者 お よ び 細 胞 試 料
　 一 次 AMLの 診 断 を 有 す る 適 格 患 者 は 、 血 液 お よ び 骨 髄 の 細 胞 診 断 に よ っ て 確 認 し た 。 芽
球 お よ び 単 核 細 胞 は 、 Ficoll-Hypaque（ Nygaard, Oslo, Norway） 遠 心 分 離 に よ っ て 精 製
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す べ き で あ る 。 1： 1希 釈 し た 末 梢 血 ま た は 1： 4希 釈 し た 骨 髄 の 両 方 の 20～ 25mlま で の PBS
溶 液 を 、 15mlの Ficoll-Hypaqueに 添 加 す る 。 1880rpmに て 15分 回 転 さ せ る 。 単 核 細 胞 を 含
む 中 間 層 を 収 集 し 、 PBS（ 総 体 積 50ml、 8分 、 2000rpm） で 2回 洗 浄 す る 。 ペ レ ッ ト に は 、 芽
球 を 含 む 単 核 細 胞 を 含 む 。 そ の 結 果 、 AML試 料 は 、 診 断 に お け る 芽 球 カ ウ ン ト に 関 係 な く
、 80～ 100パ ー セ ン ト の 芽 球 を 含 む は ず で あ る 。 30. 10 6 細 胞 /mlを 1vol PBS/1vol 熱 不 活
性 化 FCS/0.5vol DMSO中 で 凍 結 し て 、 液 体 窒 素 中 で 貯 蔵 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
RNA単 離 お よ び 品 質 管 理
　 解 凍 後 、 細 胞 を ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 で 一 度 洗 浄 し た 。 高 品 位 の 総 RNAは 、 グ ア ニ ジ ウ
ム イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト で の 溶 解 、 続 く 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 精 製 に よ っ て 抽 出 さ れ る は ず で あ
る 。 RNA濃 度 、 品 質 、 お よ び 純 度 は 、 Agilent 2100 Bioanalyzer（ Agilent, Amstelveen, 
The Netherlands） で の RNA 6000ナ ノ ア ッ セ イ を 使 用 し て 調 べ ら れ る は ず で あ る 。 試 料 は
、 RNA分 解 （ 28S／ 18SrRNA比 ＞ 2） ま た は DNAに よ る 混 入 を 示 さ な い は ず で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
遺 伝 子 プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び 品 質 管 理
　 ア ン チ セ ン ス ・ ビ オ チ ン 化 RNAを 調 製 す る た め に は 、 10μ gの 総 RNAを 使 用 す べ き で あ る
。 一 本 鎖 cDNAお よ び 二 本 鎖 cDNAは 、 T7-（ dT） 24-プ ラ イ マ ー （ Genset Corp, Paris, Fran
ce） を 使 用 し て 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル （ Invitrogen Life Technologies, Breda, The Net
herlands） に 従 っ て 合 成 す べ き で あ る 。 イ ン ビ ト ロ で の 転 写 は 、 ビ オ チ ン -11-CTPお よ び
ビ オ チ ン -16-UTP（ Perkin Elmer, Hoofddorp, The Netherlands） 並 び に MEGAScript T7標
識 化 キ ッ ト （ Ambion, Cambridgeshire, UK） で 行 う べ き で あ る 。 二 本 鎖 cDNAお よ び cRNAは
、 GeneChip（ 登 録 商 標 ） Sample Cleanup Module（ Affymetrix, Santa Clara, CA） で 精 製
し て 、 分 解 す る べ き で あ る 。 ビ オ チ ン 化 RNAは 、 Affymetrix U133A GeneChip（ 登 録 商 標 ）
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る べ き あ る （ 16時 間 、 45℃ ） 。 試 料 は 、 Affymetrix U133Aま た は U1
33 Plus2.0 GeneChips（ 登 録 商 標 ） を 使 用 し て 解 析 す べ き で あ る 。 U133A GeneChip（ 登 録
商 標 ） は 、 22283個 の プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト を 含 み 、 約 13000個 の 遺 伝 子 を 示 す 。 ま た 、 こ れ ら
の プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト は 、 U133 Plus2.0 GeneChip（ 登 録 商 標 ） か ら 選 択 す る こ と も で き る
。 染 色 、 洗 浄 、 お よ び 走 査 手 順 は 、 GeneChip（ 登 録 商 標 ） Expression Analysis Technica
l Manual（ Affymetrix, Santa Clara, CA） に 記 載 さ れ て い る よ う に 実 施 す べ き あ る 。 全
て の GeneChips（ 登 録 商 標 ） を 、 異 常 に つ い て 視 覚 的 に 検 査 す べ き で あ る 。 ス ケ ー リ ン グ
／ 規 準 化 の 包 括 的 方 法 を 適 用 し 、 全 て の GeneChips（ 登 録 商 標 ） の ス ケ ー リ ン グ ／ 規 準 化
因 子 間 の 相 違 を 100の 標 的 遺 伝 子 強 度 ま で に す べ き で あ る （ 基 準 値 n=285： ス ケ ー リ ン グ 因
子 =0.70、 SD 0.26） 。 品 質 -存 在 す る 遺 伝 子 パ ー セ ン ト の 全 て の さ ら な る 測 定 値 （ 基 準 値 n
=285： 50.6± 3.8） 、 ア ク チ ン 5'に 対 す る 3'比 （ 基 準 値 n=285： 1.24± 0.19） 、 お よ び GAPD
H 5'に 対 す る 3'比 （ 基 準 値 n=285： 1.05± 0.14） は 、 全 体 的 に 高 い 試 料 お よ び ア ッ セ イ 品
質 を 示 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
参 照 デ ー タ セ ッ ト
　 285人 の AML患 者 の 参 照 デ ー タ セ ッ ト （ 遺 伝 子 発 現 デ ー タ 並 び に 詳 細 な 臨 床 お よ び 分 子 デ
ー タ ） は 、 Gene Expression Omnibus（ www.ncbi.nlm.nih.gov/geo, accession number GS
E1159） か ら ダ ウ ン ロ ー ド さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
デ ー タ 規 準 化 、 解 析 、 お よ び 可 視 化
　 全 て の 強 度 値 （ 参 照 セ ッ ト （ n=285） お よ び 新 た な AML患 者 が 含 ま れ る ） は 、 Affymetrix
 Microarray Suit （ MAS5.0） に お い て 利 用 で き る 包 括 的 ス ケ ー リ ン グ ／ 規 準 化 法 に 従 っ
て 、 GeneChips（ 登 録 商 標 ） あ た り 100の 平 均 値 に 調 整 す べ き で あ る 。 そ の 他 の 全 て の 設 定
は 、 製 造 業 者 に 従 っ た デ フ ォ ル ト で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 者 ら の 方 法 は 、 確 実 に 平 均 強 度 値 ＞ 30で 試 料 を 同 定 す る が 、 0～ ＜ 30の 値 を 確 実
に 区 別 せ ず 、 こ れ ら の 値 は 、 30に セ ッ ト す べ き で あ る 。
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【 ０ １ ４ ０ 】
　 そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト に つ い て 、 全 て の 患 者 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度
の 幾 何 平 均 を 算 出 す べ き で あ る 。 あ ら ゆ る 試 料 中 の そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト の 発 現 レ
ベ ル を こ の 幾 何 平 均 と 比 較 し て 決 定 し 、 log 2 に 変 換 し て 、 幾 何 平 均 に 対 し て 同 様 の 相 対 距
離 を も つ 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル と 同 量 と み な し た 。 そ の 後 、 変 換 し た 発 現 デ ー タ を Omnivizに
イ ン ポ ー ト す べ き で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Omnivizの ピ ア ソ ン 相 関 可 視 化 ツ ー ル （ Maynard, MA （ version 3.6） ） -教 師 な し ク ラ
ス タ 解 析 を 行 い 、 視 覚 化 す る た め に は 、 Omnivizパ ッ ケ ー ジ を 使 用 す べ き で あ る 。 患 者 の
分 子 的 に 認 識 で き る 特 定 の 群 の ク ラ ス タ リ ン グ は 、 参 照 セ ッ ト （ n=285） お よ び 解 析 す る
新 た な 患 者 を 考 慮 し て 、 2856プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト で 調 査 す べ き で あ る （ 表 1） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
参 照 文 献
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【 ０ １ ４ ３ 】
　 （ 表 １ ） 286人 の 患 者 の AMLを Correlation Viewで 同 定 さ れ た と お り に 定 義 さ れ た ク ラ ス
タ に 分 類 す る た め に 使 用 し た 約 2856個 の 遺 伝 子
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【 ０ １ ４ ４ 】
　 （ 表 ２ ） SAMに よ っ て 同 定 さ れ た AMLの 割 り 当 て ら れ た ク ラ ス タ を 定 義 す る 約 599遺 伝 子
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【 ０ １ ４ ５ 】
　 （ 表 ３ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
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　 （ 表 ４ ） 新 規 AMLで あ る 286人 の 患 者 の 臨 床 的 お よ び 分 子 特 徴
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
　 （ 表 ５ ）
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（ ++： 100%の ク ラ ス タ リ ン グ 、 +： ≦ 2の 認 識 で き る ク ラ ス タ の ク ラ ス タ 形 成 、 +/-： ≧ 2の
認 識 で き る ク ラ ス タ の ク ラ ス タ 形 成 、 -： ク ラ ス タ 形 成 な し ）
【 ０ １ ４ ８ 】
　 （ 表 ６ ） ク ラ ス タ #1の 特 徴 （ 患 者 の 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー ブ
・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16） ／ t
（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転 位
置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 連 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ NN）
を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD： F
LT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12、 1
3、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定 ）
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【 ０ １ ４ ９ 】
　 （ 表 ７ ） ク ラ ス タ #2の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー ブ
・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16） ／ t
（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転 位 置
／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） お よ び 正 常 な 核 型 （ NN） を
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示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD： FLT
3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12、 13
、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ０ 】
　 （ 表 ８ ） ク ラ ス タ #3の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー ブ
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・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16） ／ t
（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転 位 置
／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） お よ び 正 常 な 核 型 （ NN） を
示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD： FLT
3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12、 13
、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定 ）
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【 ０ １ ５ １ 】
　 （ 表 ９ ） ク ラ ス タ #4の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー ブ
・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16） ／ t
（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転 位
置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ NN）
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を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD： F
LT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12、 1
3、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】
　 （ 表 １ ０ ） ク ラ ス タ #5の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー
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ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16）
／ t（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転
位 置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 な 核 型 （ N
N） を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD
： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12
、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定
）
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【 ０ １ ５ ３ 】
　 （ 表 １ １ ） ク ラ ス タ #6の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー
ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16）
／ t（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転
位 置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ NN
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） を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD
： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12
、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定
）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ４ 】

10

20

30

40

50

(99) JP 2007-527238 A 2007.9.27



　 （ 表 １ ２ ） ク ラ ス タ #7の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー
ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16）
／ t（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転
位 置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ NN
） を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD
： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12
、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定
）
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【 ０ １ ５ ５ 】
　 （ 表 １ ３ ） ク ラ ス タ #8の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー
ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16）
／ t（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転
位 置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ NN
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） を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD
： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12
、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定
）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ６ 】
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　 （ 表 １ ４ ） ク ラ ス タ #9の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー
ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16）
／ t（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転
位 置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ NN
） を 示 し て あ る 、 BP： inv（ 16） 限 界 点 、 RT： CBFβ -MYH11の た め の リ ア ル タ イ ム PCR（ プ
ラ イ マ ー CBFβ  5'-AAGACTGGATGGTATGGGCTGT-3'（ セ ン ス ） 、 プ ラ イ マ ー 126REV 5'-CAGGGC
CCGCTTGGA-3'（ ア ン チ セ ン ス ） 、 プ ロ ー ブ CBFβ  6-FAM 5'-TGGAGTTTGATGAGGAGCGAGCCC-3'
TAMRA） ； FLT3 ITD： FLTSの 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ
イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EV
I1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定 ） 10
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【 ０ １ ５ ７ 】
　 （ 表 １ ５ ） ク ラ ス タ #10の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ
ー ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16
） ／ t（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （
転 位 置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ N
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N） を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3　 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TK
D： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS:N-ま た は K-RASの コ ド ン 12
、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPRA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定
）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ８ 】
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　 （ 表 １ ６ ） ク ラ ス タ #11の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ
ー ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16
） ／ t（ 16； l6） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （
転 位 置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ N
N） を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3　 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TK
D： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 1
2、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決
定 ）
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【 ０ １ ５ ９ 】
　 （ 表 １ ７ ） ク ラ ス タ #12の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ
ー ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16
） ／ t（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （
転 位 置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ N
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N） を 示 し て あ る 、 RT： PML-RARα の た め の リ ア ル タ イ ム PCR（ プ ラ イ マ ー PML3-for 5'-CCC
CAGGAGCCCCGT-3'（ セ ン ス ） 、 プ ラ イ マ ー PML-kbr 5'-CCTGCAGGACCTCAGCTCTT-3'（ セ ン ス
） 、 プ ラ イ マ ー RAR4-rev 5’ .-AAAGCAAGGCTTGTAGATGCG-3'（ ア ン チ セ ン ス ） 、 プ ロ ー ブ RA
RA 6-FAM 5'-AGTGCCCAGCCCTCCCTCGC-3'TAMRA） ； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FL
T3 TKD： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ
ド ン 12、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND：
未 決 定 ）
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　 ＊ 患 者 322の 完 全 核 型 ： 46,XX,add（ 12） （ p1?3）
【 ０ １ ６ ０ 】
（ 表 １ ８ ） ク ラ ス タ #13の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー
ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16）
／ t（ 16； 16） +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転 位
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置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ NN）
を 示 し て あ る 、 RT： AML1-ETOの た め の リ ア ル タ イ ム PCR（ プ ラ イ マ ー  821 For 5'-TCACTCT
GACCATCACTGTCTTCA-3'（ セ ン ス ） 、 プ ラ イ マ ー 821 Rev 5'-ATTGTGGAGTGCTTCTCAGTACGAT-3
'（ ア ン チ セ ン ス ） 、 プ ロ ー ブ ETO 6-FAM 5'-ACCCACCGCAAGTCGCCACCT-3'TAMRA） ； FLT3 IT
D： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-
ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現
； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定 ）
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【 ０ １ ６ １ 】
　 （ 表 １ ９ ） ク ラ ス タ #14の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ
ー ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16
） ／ t（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （
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転 位 置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ N
N） を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD
： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12
、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定
）
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【 ０ １ ６ ２ 】
（ 表 ２ ０ ） ク ラ ス タ #15の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ ー
ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16）
／ t（ 16； 16） +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （ 転 位
置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） 、 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ NN）
を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3　 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD：
FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12、
13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定 ）
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【 ０ １ ６ ３ 】
　 （ 表 ２ １ ） ク ラ ス タ #16の 特 徴 （ 患 者 ： 患 者 番 号 、 ク ラ ス タ ： ク ラ ス タ 番 号 （ 2856プ ロ
ー ブ ・ セ ッ ト ） ； FAB： AMLの FABサ ブ タ イ プ ； 核 型 ： t（ 15； 17） 、 t（ 8； 21） 、 inv（ 16
） ／ t（ 16； 16） 、 +8、 +11、 +21、 -5（ q） 、 -7（ q） 、 t（ 9； 22） 、 3q異 常 、 11q23異 常 （
転 位 置 ／ 自 己 融 合 （ sMLL） ） ） 複 合 体 （ 関 与 し た 異 常 ） （ ＞ 3異 常 ） 、 お よ び 正 常 核 型 （ N
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N） を 示 し て あ る 、 RT： リ ア ル タ イ ム PCR； FLT3 ITD： FLT3の 内 部 タ ン デ ム 複 製 ； FLT3 TKD
： FLT3の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 突 然 変 異 ； N-ま た は K-RAS： N-ま た は K-RASの コ ド ン 12
、 13、 ま た は 61の 突 然 変 異 ； EVI1： EVI1過 剰 発 現 ； CEPBA： CEBPAの 突 然 変 異 、 ND： 未 決 定
）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ４ 】
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　 （ 表 ２ ２ ） 割 り 当 て ら れ た ク ラ ス タ の そ れ ぞ れ の 中 の 全 て の AML患 者 の 細 胞 遺 伝 学 的 お
よ び 分 子 異 常 の 頻 度 お よ び 割 合 。 特 定 の 異 常 を も つ 全 て の 患 者 は 、 さ ら な る 異 常 の 存 在 に
か か わ り な く 考 慮 し た （ NC： 16ク ラ ス タ の い ず れ に も 割 り 当 て ら れ て い な い 患 者 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ５ 】
　 （ 表 ２ ３ ） ク ラ ス タ #1の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ６ ６ 】
　 （ 表 ２ ４ ） ク ラ ス タ #2の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ６ ７ 】
　 （ 表 ２ ５ ） ク ラ ス タ #3の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ６ ８ 】
　 （ 表 ２ ６ ） ク ラ ス タ #4の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ６ ９ 】
　 （ 表 ２ ７ ） ク ラ ス タ #5の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ７ ０ 】
　 （ 表 ２ ８ ） ク ラ ス タ #6の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ７ １ 】
　 （ 表 ２ ９ ） ク ラ ス タ #7の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ７ ２ 】
　 （ 表 ３ ０ ） ク ラ ス タ #8の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ７ ３ 】
　 （ 表 ３ １ ） ク ラ ス タ #9の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ７ ４ 】
　 （ 表 ３ ２ ） ク ラ ス タ #10の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ７ ５ 】
　 （ 表 ３ ３ ） ク ラ ス タ #11の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ７ ６ 】
　 （ 表 ３ ４ ） ク ラ ス タ #12の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ７ ７ 】
　 （ 表 ３ ５ ） ク ラ ス タ #13の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ７ ８ 】
　 （ 表 ３ ６ ） ク ラ ス タ #14の 上 位 40遺 伝 子
（ 有 意 な 遺 伝 子 は 同 定 さ れ ず ）
【 ０ １ ７ ９ 】
　 （ 表 ３ ７ ） ク ラ ス タ #15の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ８ ０ 】
　 （ 表 ３ ８ ） ク ラ ス タ #16の 上 位 40遺 伝 子
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【 ０ １ ８ １ 】
　 （ 表 ３ ９ ） 予 後 に 重 要 な ク ラ ス タ （ #13、 #12、 #9、 #16、 #10、 #4、 #15、 #4、 お よ び #15
、 並 び に FLT3ITD） の PAM遺 伝 子
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ２ 】
　 　 （ 図 １ ） 　 パ ネ ル （ A） で は 、 286人 の AML患 者 の Correlation Viewを 示 す 。 Correlati
on Viewツ ー ル は 、 試 料 間 の 対 で の 相 関 に を 示 す 。 可 視 化 の 際 の 患 者 試 料 は 、 ピ ア ソ ン 相
関 係 数 値 に よ り 着 色 さ れ 、 濃 色 は 、 よ り 強 く ポ ジ テ ィ ブ （ 赤 い ） ま た は ネ ガ テ ィ ブ （ 青 い
） な 相 関 を 示 し 、 患 者 集 団 内 の 不 均 一 性 を 反 映 す る 分 群 を 指 し 示 す 根 底 に あ る 経 路 の 類 似
性 を 示 す 。 ス ケ ー ル ・ バ ー は 、 100%の 抗 相 関 （ 青 い ） か ら 100%の 相 関 （ 赤 い ） を 示 す 。 相
関 パ タ ー ン を 明 ら か に す る た め に 、 マ ト リ ッ ク ス 配 列 法 を 適 用 し て 試 料 を 再 編 成 す る 。 配
列 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 最 も 相 関 さ れ た 試 料 対 で 開 始 し て 、 反 復 プ ロ セ ス を 介 し て 、 全 て の 試
料 を 相 関 さ れ た ブ ロ ッ ク に ソ ー ト す る 。 そ れ ぞ れ の 試 料 が 、 秩 序 あ る 様 式 で ブ ロ ッ ク に 連
結 さ れ 、 そ の 結 果 、 中 心 に て 最 も 相 関 さ れ た 試 料 を も つ ブ ロ ッ ク 内 に 相 関 傾 向 が 形 成 さ れ
る 。 次 い で 、 ブ ロ ッ ク を 同 様 の 秩 序 あ る 様 式 で プ ロ ッ ト 線 の 対 角 線 に 沿 っ て 配 置 す る 。
　 図 1の パ ネ ル （ B） で は 、 286人 の AML患 者 の 適 応 さ れ た Correlation View（ 右 パ ネ ル ） お
よ び 患 者 の 16の 個 々 の 集 団 を 定 義 す る 上 位 40遺 伝 子 （ 左 パ ネ ル ） を 示 す 。 Correlation Vi
ewを 基 礎 と し て 同 定 さ れ る 全 16の ク ラ ス タ を 示 し て あ る （ 1～ 16） 。 細 胞 遺 伝 学 に 基 づ く F
AB分 類 お よ び 核 型 は 、 Correlation Viewの 本 来 の 対 角 線 に 沿 っ て 列 に 示 し て あ る （ FABMl-
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緑 、 M2-紫 、 M3-オ レ ン ジ 、 M4-黄 色 、 M5-青 、 M6-灰 色 ； 核 型 ： 正 常 -緑 、 inv（ 16） -黄 色 、
t（ 8； 21） -紫 、 t（ 15； 17） -オ レ ン ジ 、 11q23異 常 -青 、 そ の 他 -灰 色 ） 。 FLT3 ITD（ FLT3
 TKD） N-RAS、 K-RAS、 お よ び cEBPα 突 然 変 異 、 並 び に EVI1過 剰 発 現 を 列 の 同 一 セ ッ ト に 示
し て あ る （ 赤 い バ ー ： ポ ジ テ ィ ブ お よ び 緑 の バ ー ： ネ ガ テ ィ ブ ） 。 16の ク ラ ス タ の そ れ ぞ
れ に お い て マ イ ク ロ ア レ イ の 有 意 性 解 析 （ SAM） 解 析 に よ っ て 同 定 さ れ た 上 位 40遺 伝 子 の
発 現 レ ベ ル は 、 左 パ ネ ル に 視 覚 化 し て あ る 。 ス ケ ー ル ・ バ ー は 、 全 て の 試 料 の 幾 何 平 均 と
比 較 し て 、 4倍 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン （ 緑 の ） か ら 4倍 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン （ 赤
い ） を 示 す 。
　 　 （ 図 ２ ） 　 ク ラ ス タ #5（ M4／ M5） 、 ク ラ ス タ #9（ inv（ 16） ） 、 ク ラ ス タ #10（ EVI1／
一 染 色 体 性 7） 、 ク ラ ス タ #12（ t（ 15； 17） ） 、 お よ び ク ラ ス タ #13（ t（ 8； 21） ） の AML
患 者 に お け る 全 体 の 生 存 （ パ ネ ル A） 、 イ ベ ン ト フ リ ー 生 存 （ パ ネ ル B） 、 お よ び CR後 の 再
発 率 （ パ ネ ル C） を 示 し 、 多 様 な 遺 伝 的 異 常 と 関 連 し 、 か つ 予 後 影 響 を 有 す る 急 性 骨 髄 性
白 血 病 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し て い る 。
　 　 （ 図 ３ ） 　 Omniviz Correlation Viewを 読 み 込 む 方 法 に 対 す る 指 針 を 提 供 す る 。 図 は
、 286人 の AML患 者 （ 2856プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト ） の コ ホ ー ト の Correlation Viewお よ び FAB分
類 を 示 す （ 図 の 右 側 縁 ） 。 合 計 16の 異 な る ク ラ ス タ を 図 の 右 縁 の 上 に 同 定 す る こ と が で き
る 。 X軸 お よ び Y軸 は 、 上 か ら 下 ま で 、 お よ び 左 か ら 右 ま で 、 そ れ ぞ れ 種 々 の ク ラ ス タ 1～ 1
6の 領 域 を 示 す 。 ク ラ ス タ #5と #16と の 間 の 例 示 的 な 相 関 を 長 方 形 に よ っ て 示 し て あ る 。 両
ク ラ ス タ は 、 主 に AML-M5（ 見 え な い ） か ら な り 、 相 関 す る 。 し か し 、 こ れ ら は 、 別 々 の ク
ラ ス タ を 形 成 す る 。 た と え ば 、 単 に AML-M2を 含 む だ け で あ る ク ラ ス タ 5と ク ラ ス タ #13と の
間 の 抗 相 関 は 、 破 線 の 長 方 形 に よ っ て 示 し て あ る 。 あ ら ゆ る 個 々 の （ サ ブ ） ク ラ ス タ 間 の
相 関 お よ び 抗 相 関 間 は 、 Correlation Viewか ら 抽 出 す る こ と が で き 、 （ サ ブ ） ク ラ ス タ は
、 そ の 後 に 、 、 た と え ば 、 ク ラ ス タ #6、 #7、 お よ び #8（ 点 線 ） に 割 り 当 て る こ と が で き る
。 FAB： M0-明 る い 緑 、 Ml-緑 、 M2-ピ ン ク 、 M3-オ レ ン ジ 、 M4-紫 、 M5-タ ー コ イ ズ 、 M6-黄 色
（ 数 と 共 に ） 。
　 　 （ 図 ４ － 図 １ ０ ） 　 異 な る プ ロ ー ブ ・ サ ブ セ ッ ト で Omnivizを 使 用 し て 、 ピ ア ソ ン 相
関 係 数 解 析 を 支 持 す る 結 果 を 提 供 す る 。 Correlation Viewに お い て 、 全 286人 の 患 者 を 全 2
86人 の AML患 者 に 対 し て プ ロ ッ ト す る 。 細 胞 遺 伝 学 に 基 づ く FAB分 類 お よ び 核 型 は 、 Correl
ation Viewの 本 来 の 対 角 線 に 沿 っ て 列 に 示 し て あ る （ FAB M0-赤 、 Ml-緑 、 M2-紫 、 M3-オ レ
ン ジ 、 M4-黄 色 、 M5-青 、 M6-灰 色 ； 核 型 ： 正 常 -緑 、 inv（ 16） -黄 色 、 t（ 8； 21） -紫 、 t（
15； 17） -オ レ ン ジ 、 11q23異 常 -青 、 7(q)異 常 -赤 、 +8-ピ ン ク 、 複 合 体 -黒 、 そ の 他 -灰 色
） 。 FLT3 ITD（ FLT3 TKD） N-RAS、 K-RAS、 お よ び cEBPα 突 然 変 異 、 並 び に EVI1過 剰 発 現 を
列 の 同 一 セ ッ ト に 示 し て あ る （ 赤 い バ ー ： ポ ジ テ ィ ブ お よ び 緑 の バ ー ： ネ ガ テ ィ ブ ） 。
　 図 ４ ： 147プ ロ ー ブ 。
　 図 ５ ： 293プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト 。
　 図 ６ ： 569プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト 。
　 図 ７ ： 984プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト 。
　 図 ８ ： 1692プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト 。
　 図 ９ ： 2856プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト 。
　 図 １ ０ ： 5071プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト 。
　 　 （ 図 １ １ ） 　 潜 在 性 の inv（ 16） で あ る AML患 者 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 サ ザ ン
ブ ロ ッ ト 解 析 は 、 Correlation View（ 図 1） に お い て 、 AML（ WT、 inv（ 16） な し ） 、 公 知
の inv（ 16） 限 界 点 （ A型 お よ び E） を も つ AML、 並 び に 全 て の 公 知 の AMLお よ び inv（ 16） 患
者 と 共 に ク ラ ス タ 形 成 さ れ た 3人 の 患 者 の 材 料 に 対 す る ミ オ シ ン 重 鎖 11特 異 的 プ ロ ー ブ （ N
T010393、 136753-137404nt） で 実 施 し た 。
　 　 （ 図 １ ２ ） 　 AMLお よ び 対 照 の 286症 例 に お け る Affymetrix GeneChip解 析 に よ っ て 定
ま る MYH11の 発 現 を 示 す 。 MYH11の 発 現 レ ベ ル は 、 AML患 者 お よ び inv（ 16） に お い て 高 か っ
た が 、 そ の 他 の AML患 者 、 CD34-ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 、 お よ び 正 常 骨 髄 で は 、 低 レ ベ ル で 検 出 さ
れ た 。
　 　 （ 図 １ ３ ） 　 AML-M3 t（ 15； 17） 患 者 を 示 す Correlation Viewの ス ナ ッ プ シ ョ ッ ト を
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示 す 。 FAB M2-紫 、 M3-オ レ ン ジ 、 M4-黄 色 。 核 型 ： 正 常 -緑 、 t（ 15； 17） -オ レ ン ジ 、 そ の
他 -灰 色 。 AML-M3 t（ 15； 17） 患 者 は 、 2つ の 基 、 す な わ ち 低 白 血 球 数 （ WBC） か つ FLT3 IT
Dネ ガ テ ィ ブ （ 緑 の バ ー ） 対 高 WBC／ FLT3 ITDポ ジ テ ィ ブ （ 赤 い バ ー ） に 分 け ら れ る 。 核 型
は 、 細 胞 遺 伝 学 に 基 づ い て お り 、 WBCは 、 10（ 細 胞 /l） と し て 示 し て あ る 。
　 　 （ 図 １ ４ ） 　 AMLお よ び 対 照 の 286症 例 に お け る Affymetrix GeneChip解 析 に よ っ て 定
ま る ETOの 発 現 を 示 す 。 ETOの 発 現 レ ベ ル は 、 AML患 者 お よ び t（ 8； 21） に お い て 高 か っ た
が 、 そ の 他 の AML患 者 、 CD34-ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 、 お よ び 正 常 骨 髄 で は 、 低 レ ベ ル で 検 出 さ れ
た 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ － ａ 】 【 図 １ ５ － ｂ 】
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【 図 １ ５ － ｃ 】 【 図 １ ５ － ｄ 】

【 図 １ ５ － ｅ 】 【 図 １ ５ － ｆ 】
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【 図 １ ５ － ｇ 】 【 図 １ ５ － ｈ 】

【 図 １ ５ － ｉ 】 【 図 １ ５ － ｊ 】
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【 図 １ ５ － ｋ 】 【 図 １ ５ － ｌ 】

【 図 １ ５ － ｍ 】 【 図 １ ５ － ｎ 】

(143) JP 2007-527238 A 2007.9.27



【 図 １ ５ － ｏ 】
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