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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】腫瘍細胞中のシグナル伝達経路の成分の活性化状態を検出するための組成物およ
び方法を提供する。
【解決手段】細胞抽出物を全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異
的な複数のビーズとインキュベートする工程を含み、切断受容体は、ｐ９５ＥｒｂＢ２で
あり、前記全長受容体は、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ－２）である切断受容体の存在を検出する
ための方法であって、シグナル伝達経路の成分の活性化状態に関する情報は、癌の診断、
予後診断、および癌治療の設計において使用できる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　乳房腫瘍を治療するのに適切な抗癌剤を選択するための方法であって：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記抗癌剤が、前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌
剤の非存在下で作成された対照活性化プロファイルと比較することによって、前記乳房腫
瘍の治療のために適切であるか、または不適切であるかを決定する工程と、を含む方法。
【請求項２】
　前記乳房腫瘍は、乳管癌または小葉癌を有する被験者に由来する、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　前記乳管癌は、浸潤性乳管癌または非浸潤性乳管癌である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記小葉癌は、浸潤性小葉癌または上皮内小葉癌である、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記細胞は、前記乳房腫瘍の循環細胞を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記循環細胞は、免疫磁気分離法によってサンプルから単離される、請求項５に記載の
方法。
【請求項７】
　前記サンプルは、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、骨髄吸引液、
尿、唾液、細針吸引液、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項６
に記載の方法。
【請求項８】
　前記循環細胞は、循環腫瘍細胞、循環内皮細胞、循環内皮前駆細胞、癌幹細胞、播種性
腫瘍細胞、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項５に記載の方法
。
【請求項９】
　前記細胞は、腫瘍組織から単離される、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記腫瘍組織は、原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織である、請求項９に記載の方法
。
【請求項１１】
　前記細胞は、細針吸引液サンプルとして腫瘍組織から単離される、請求項９に記載の方
法。
【請求項１２】
　前記単離した細胞は、増殖因子を用いてインビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で刺激される
、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記抗癌剤は、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、化学療法薬、ホルモン
療法薬、放射線療法薬、ワクチン、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される
、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記モノクローナル抗体は、トラスツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標））、ア
レムツズマブ（Ｃａｍｐａｔｈ（登録商標））、ベバシズマブ（Ａｖａｓｔｉｎ（登録商
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標））、セツキシマブ（Ｅｒｂｉｔｕｘ（登録商標））、ゲムツズマブ（Ｍｙｌｏｔａｒ
ｇ（登録商標））、パニツムマブ（Ｖｅｃｔｉｂｉｘ（商品名））、リツキシマブ（Ｒｉ
ｔｕｘａｎ（登録商標））、トシツモマブ（ＢＥＸＸＡＲ（登録商標））、およびそれら
の組み合わせからなる群より選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記チロシンキナーゼ阻害剤は、ゲフィチニブ（Ｉｒｅｓｓａ（登録商標））、スニチ
ニブ（Ｓｕｔｅｎｔ（登録商標））、エルロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標））、ラ
パチニブ（Ｔｙｋｅｒｂ（登録商標））、カネルチニブ（ＣＩ１０３３）、セマキシニブ
（ＳＵ５４１６）、バタラニブ（ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２２５８４）、ソラフェニブ（Ｂ
ＡＹ４３－９００６）、イマチニブメシレート（Ｇｌｅｅｖｅｃ（登録商標））、レフル
ノミド（ＳＵ１０１）、バンデタニブ（ＺＡＣＴＩＭＡ（商品名）；ＺＤ６４７４）、お
よびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記化学療法薬は、ペメトレキセド（ＡＬＩＭＴＡ（登録商標））、ゲムシタビン（Ｇ
ｅｍｚａｒ（登録商標））、シロリムス（ラパマイシン）、ラパマイシンアナログ、白金
化合物、カルボプラチン、シスプラチン、サトラプラチン、パクリタキセル（Ｔａｘｏｌ
（登録商標））、ドセタキセル（Ｔａｘｏｔｅｒｅ（登録商標））、テムシロリムス（Ｃ
ＣＩ－７７９）、エベロリムス（ＲＡＤ００１）、およびそれらの組み合わせからなる群
より選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ホルモン療法薬は、アロマターゼ阻害剤、選択的エストロゲン受容体調節剤、ステ
ロイド、フィナステリド、ゴナドトロピン放出ホルモンアゴニスト、それらの薬学的に許
容される塩、それらの立体異性体、それらの誘導体、それらのアナログ、およびそれらの
組み合わせからなる群より選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１８】
　前記放射線療法薬は、４７Ｓｃ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、８９Ｓｒ、８６Ｙ、８７Ｙ、９

０Ｙ、１０５Ｒｈ、１１１Ａｇ、１１１Ｉｎ、１１７ｍＳｎ、１４９Ｐｍ、１５３Ｓｍ、
１６６Ｈｏ、１７７Ｌｕ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２１１Ａｔ、および２１２Ｂｉ、お
よびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１９】
　前記１つ以上の分析物は、複数のシグナル伝達分子を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記複数のシグナル伝達分子は、受容体チロシンキナーゼ、非受容体チロシンキナーゼ
、チロシンキナーゼシグナル伝達カスケード成分、核ホルモン受容体、核受容体コアクチ
ベーター、核受容体リプレッサー、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される
、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記複数のシグナル伝達分子は、ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ１）、ＨＥＲ－２（ＥｒｂＢ２）
、ｐ９５ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ－３（ＥｒｂＢ３）、ＨＥＲ－４（ＥｒｂＢ４）、Ｒａｆ、
ＳＲＣ、Ｍｅｋ、ＮＦｋＢ－ＩｋＢ、ｍＴｏｒ、ＰＩ３Ｋ、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ－１、
ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３、Ｅｐｈ－ａ、Ｅｐｈ－ｂ、Ｅｐｈ－ｃ、Ｅｐｈ－ｄ、
ｃＭｅｔ、ＦＧＦＲ、ｃＫｉｔ、Ｆｌｔ－３、Ｔｉｅ－１、Ｔｉｅ－２、Ｆｌｔ－３、ｃ
ＦＭＳ、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ、Ａｂｌ、ＦＴＬ３、ＲＥＴ、Ｋｉｔ、ＨＧＦＲ、
ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、ＩＧＦ－１Ｒ、ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯ
Ｒ、ＡＩＢ１、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項１９に記載
の方法。
【請求項２２】
　前記複数のシグナル伝達分子は、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ｐ９５ＥｒｂＢ２、Ｅｒｂ
Ｂ３、ＥｒｂＢ４、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３、ＥＲ、ＰＲ、お
よびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項１９に記載の方法。
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【請求項２３】
　前記活性化状態は、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態、およびそれら
の組み合わせからなる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
　前記固体支持体は、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、
膜、繊維束、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項１に記載の方
法。
【請求項２５】
　前記捕捉抗体は、アドレス可能なアレイ内の固体支持体上に固定される、請求項１に記
載の方法。
【請求項２６】
　前記アッセイは、工程（ｃ）において：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成するために前記細胞抽出物を捕捉抗体の複数の希釈系列
とインキュベートする工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成するために、前記複数の捕捉分析物を前記
対応する分析物に対して特異的な活性化状態依存性抗体とインキュベートする工程と；
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　前記活性化状態依存性抗体は、結合対の第１メンバーを含む、請求項２６に記載の方法
。
【請求項２８】
　前記結合対の第１メンバーは、ビオチンである、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記シグナル増幅対の第１メンバーは、前記結合対の第２メンバーを含む、請求項２６
に記載の方法。
【請求項３０】
　前記結合対の第２メンバーは、ストレプトアビジンである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記シグナル増幅対の第１メンバーは、ペルオキシダーゼである、請求項２９に記載の
方法。
【請求項３２】
　前記ペルオキシダーゼは、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、請求項３１
に記載の方法。
【請求項３３】
　前記シグナル増幅対の第２メンバーは、チラミド試薬である、請求項３１に記載の方法
。
【請求項３４】
　前記チラミド試薬は、ビオチン－チラミドである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記増幅シグナルは、活性化チラミドを生成するために前記ビオチン－チラミドのペル
オキシダーゼ酸化によって生成される、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記活性化チラミドは、直接検出される、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記活性化チラミドは、シグナル検出試薬の添加に基づいて検出される、請求項３５に
記載の方法。
【請求項３８】
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　前記シグナル検出試薬は、ストレプトアビジン標識フルオロフォアである、請求項３７
に記載の方法。
【請求項３９】
　前記シグナル検出試薬は、ストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼおよび発色試薬の
組み合わせである、請求項３７に記載の方法。
【請求項４０】
　前記発色試薬は、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）である、請
求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記アッセイは、工程（ｃ）において：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成するために前記細胞抽出物を捕捉抗体の複数の希釈系列
とインキュベートする工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成するために、前記複数の捕捉分析物を、前
記複数の活性化状態非依存性抗体および前記対応する分析物に対して特異的である複数の
活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートする工程であって、
　前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体はシグ
ナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーにチャネリングして反応する酸化剤を生成する工程と、
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４２】
　前記活性化状態非依存性抗体は、前記促進成分を用いて直接的に標識される、請求項４
１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記活性化状態非依存性抗体は、前記促進成分を用いて、活性化状態非依存性抗体に結
合されたオリゴヌクレオチドと前記促進成分に結合された相補的オリゴヌクレオチドとの
間のハイブリダイゼーションによって標識される、請求項４１に記載の方法。
【請求項４４】
　前記活性化状態依存性抗体は、前記シグナル増幅対の第１メンバーを用いて直接的に標
識される、請求項４１に記載の方法。
【請求項４５】
　前記活性化状態依存性抗体は、前記シグナル増幅対の第１メンバーを用いて、前記活性
化状態依存性抗体に結合された結合対の第１メンバーと前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーに結合された前記結合対の第２メンバーとの間の結合によって標識される、請求項４１
に記載の方法。
【請求項４６】
　前記結合対の第１メンバーは、ビオチンである、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記結合対の第２メンバーは、ストレプトアビジンである、請求項４５に記載の方法。
【請求項４８】
　前記促進成分は、グルコースオキシダーゼである、請求項４１に記載の方法。
【請求項４９】
　前記グルコースオキシダーゼおよび前記活性化状態非依存性抗体は、スルフヒドリル活
性化デキストラン分子へ結合される、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記スルフヒドリル活性化デキストラン分子は、５００ｋＤａの分子量を有する、請求
項４９に記載の方法。
【請求項５１】
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　前記酸化剤は、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）である、請求項４８に記載の方法。
【請求項５２】
　前記シグナル増幅対の第１メンバーは、ペルオキシダーゼである、請求項５１に記載の
方法。
【請求項５３】
　前記ペルオキシダーゼは、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、請求項５２
に記載の方法。
【請求項５４】
　前記シグナル増幅対の第２メンバーは、チラミド試薬である、請求項５２に記載の方法
。
【請求項５５】
　前記チラミド試薬は、ビオチン－チラミドである、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記増幅シグナルは、活性化チラミドを生成するために前記ビオチン－チラミドのペル
オキシダーゼ酸化によって生成される、請求項５５に記載の方法。
【請求項５７】
　前記活性化チラミドは、直接検出される、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　前記活性化チラミドは、シグナル検出試薬の添加に基づいて検出される、請求項５６に
記載の方法。
【請求項５９】
　前記シグナル検出試薬は、ストレプトアビジン標識フルオロフォアである、請求項５８
に記載の方法。
【請求項６０】
　前記シグナル検出試薬は、ストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼおよび発色試薬の
組み合わせである、請求項５８に記載の方法。
【請求項６１】
　前記発色試薬は、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）である、請
求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答を同定するための方法であって：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較することによって、前記乳房腫瘍が前記抗癌剤
を用いた治療に応答性または非応答性であると同定する工程と、を含む方法。
【請求項６３】
　前記乳房腫瘍は、乳管癌または小葉癌を有する被験者に由来する、請求項６２に記載の
方法。
【請求項６４】
　前記乳管癌は、浸潤性乳管癌または非浸潤性乳管癌である、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
　前記小葉癌は、浸潤性小葉癌または上皮内小葉癌である、請求項６３に記載の方法。
【請求項６６】
　前記細胞は、前記乳房腫瘍の循環細胞を含む、請求項６２に記載の方法。
【請求項６７】



(7) JP 2013-174616 A 2013.9.5

10

20

30

40

50

　前記循環細胞は、免疫磁気分離法によってサンプルから単離される、請求項６６に記載
の方法。
【請求項６８】
　前記サンプルは、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、骨髄吸引液、
尿、唾液、細針吸引液、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項６
７に記載の方法。
【請求項６９】
　前記循環細胞は、循環腫瘍細胞、循環内皮細胞、循環内皮前駆細胞、癌幹細胞、播種性
腫瘍細胞、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項６６に記載の方
法。
【請求項７０】
　前記細胞は、腫瘍組織から単離される、請求項６２に記載の方法。
【請求項７１】
　前記腫瘍組織は、原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織である、請求項７０に記載の方
法。
【請求項７２】
　前記細胞は、細針吸引液サンプルとして腫瘍組織から単離される、請求項７０に記載の
方法。
【請求項７３】
　前記単離した細胞は、増殖因子を用いてインビトロで刺激される、請求項６２に記載の
方法。
【請求項７４】
　前記抗癌剤は、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、化学療法薬、ホルモン
療法薬、放射線療法薬、ワクチン、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される
、請求項６２に記載の方法。
【請求項７５】
　前記１つ以上の分析物は、複数のシグナル伝達分子を含む、請求項６２に記載の方法。
【請求項７６】
　前記活性化状態は、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態、およびそれら
の組み合わせからなる群より選択される、請求項６２に記載の方法。
【請求項７７】
　前記固体支持体は、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、
膜、繊維束、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項６２に記載の
方法。
【請求項７８】
　前記捕捉抗体は、アドレス可能なアレイ内の固体支持体上に固定される、請求項６２に
記載の方法。
【請求項７９】
　前記アッセイは、工程（ｃ）において：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成するために前記細胞抽出物を捕捉抗体の複数の希釈系列
とインキュベートする工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成するために、前記複数の捕捉分析物を前記
対応する分析物に対して特異的な活性化状態依存性抗体とインキュベートする工程と；
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む、請求項６２に記載の方法。
【請求項８０】
　前記アッセイは、工程（ｃ）において：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成するために前記細胞抽出物を捕捉抗体の複数の希釈系列
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とインキュベートする工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成するために、前記複数の捕捉分析物を、前
記複数の活性化状態非依存性抗体および前記対応する分析物に対して特異的である複数の
活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートする工程であって、
　前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体はシグ
ナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーにチャネリングして反応する酸化剤を生成する工程と、
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む、請求項６２に記載の方法。
【請求項８１】
　抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍を有する被験者の応答を予測するための方法であって
：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較することによって、前記被験者が前記抗癌剤を
用いた治療に応答する可能性を予測する工程と、を含む方法。
【請求項８２】
　前記乳房腫瘍は、乳管癌または小葉癌を有する被験者に由来する、請求項８１に記載の
方法。
【請求項８３】
　前記乳管癌は、浸潤性乳管癌または非浸潤性乳管癌である、請求項８２に記載の方法。
【請求項８４】
　前記小葉癌は、浸潤性小葉癌または上皮内小葉癌である、請求項８２に記載の方法。
【請求項８５】
　前記細胞は、前記乳房腫瘍の循環細胞を含む、請求項８１に記載の方法。
【請求項８６】
　前記循環細胞は、免疫磁気分離法によってサンプルから単離される、請求項８５に記載
の方法。
【請求項８７】
　前記サンプルは、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、骨髄吸引液、
尿、唾液、細針吸引液、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項８
６に記載の方法。
【請求項８８】
　前記循環細胞は、循環腫瘍細胞、循環内皮細胞、循環内皮前駆細胞、癌幹細胞、播種性
腫瘍細胞、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項８５に記載の方
法。
【請求項８９】
　前記細胞は、腫瘍組織から単離される、請求項８１に記載の方法。
【請求項９０】
　前記腫瘍組織は、原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織である、請求項８９に記載の方
法。
【請求項９１】
　前記細胞は、細針吸引液サンプルとして腫瘍組織から単離される、請求項８９に記載の
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方法。
【請求項９２】
　前記単離した細胞は、増殖因子を用いてインビトロで刺激される、請求項８１に記載の
方法。
【請求項９３】
　前記抗癌剤は、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、化学療法薬、ホルモン
療法薬、放射線療法薬、ワクチン、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される
、請求項８１に記載の方法。
【請求項９４】
　前記１つ以上の分析物は、複数のシグナル伝達分子を含む、請求項８１に記載の方法。
【請求項９５】
　前記活性化状態は、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態、およびそれら
の組み合わせからなる群より選択される、請求項８１に記載の方法。
【請求項９６】
　前記固体支持体は、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、
膜、繊維束、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項８１に記載の
方法。
【請求項９７】
　前記捕捉抗体は、アドレス可能なアレイ内の固体支持体上に固定される、請求項８１に
記載の方法。
【請求項９８】
　前記アッセイは、工程（ｃ）において：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成するために前記細胞抽出物を捕捉抗体の複数の希釈系列
とインキュベートする工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成するために、前記複数の捕捉分析物を前記
対応する分析物に対して特異的な活性化状態依存性抗体とインキュベートする工程と；
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む、請求項８１に記載の方法。
【請求項９９】
　前記アッセイは、工程（ｃ）において：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成するために前記細胞抽出物を捕捉抗体の複数の希釈系列
とインキュベートする工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成するために、前記複数の捕捉分析物を、前
記複数の活性化状態非依存性抗体および前記対応する分析物に対して特異的である複数の
活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートする工程であって、
　前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体はシグ
ナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーにチャネリングして反応する酸化剤を生成する工程と、
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む、請求項８１に記載の方法。
【請求項１００】
　固体支持体上に固定された複数の希釈系列の捕捉抗体を含む優れたダイナミックレンジ
を有するアレイであって、各希釈系列中の捕捉抗体は細胞抽出物中のシグナル伝達経路の
成分に対応する１つ以上の分析物に対して特異的である、アレイ。
【請求項１０１】
　前記シグナル伝達経路は、細胞増殖に関係している、請求項１００に記載のアレイ。
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【請求項１０２】
　前記捕捉抗体は、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＭＥＴ、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ｐ９５ＥｒｂＢ２
、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、Ｓｈｃ、ＰＩ３Ｋ、Ｅｒｋ、Ｒｓｋ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ
、ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、およびＡＩＢ１と反応性である抗体からなる群より選択される
１つ以上のメンバーを含む、請求項１０１に記載のアレイ。
【請求項１０３】
　前記シグナル伝達経路は、腫瘍血管新生に関係している、請求項１００に記載のアレイ
。
【請求項１０４】
　前記捕捉抗体は、Ｓｈｃ、ＰＩ３Ｋ、Ｅｒｋ、Ｒｓｋ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧ
ＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、Ｔｉｅ２、Ｖ－カドヘリン－Ｒ２複合体、ＰＤＧＦＲＡ、お
よびＰＤＧＦＲＢと反応性である抗体からなる群より選択される１つ以上のメンバーを含
む、請求項１０３に記載のアレイ。
【請求項１０５】
　切断受容体の存在を検出するための方法であって：
　（ａ）細胞抽出物を全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な
複数のビーズとインキュベートする工程と；
　（ｂ）前記複数のビーズを前記細胞抽出物から取り除き、それによって前記全長受容体
を含まない細胞抽出物を形成するために前記全長受容体を取り除く工程と；
　（ｃ）前記全長受容体を含まない前記細胞抽出物を複数の捕捉抗体とインキュベートす
る工程であって、前記複数の捕捉抗体は前記切断受容体の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）結合
領域に対して特異的であり、前記複数の捕捉抗体は複数の捕捉された切断受容体を形成す
るために固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）複数の検出可能な捕捉された切断受容体を形成するために、前記複数の捕捉され
た切断受容体を前記対応する切断受容体に対して特異的である検出抗体とインキュベート
する工程と；
　（ｅ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉された切断受容体を
シグナル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｆ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナル
を検出する工程と、を含む方法。
【請求項１０６】
　前記切断受容体は、ｐ９５ＥｒｂＢ２である、請求項１０５に記載の方法。
【請求項１０７】
　前記全長受容体は、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ－２）である、請求項１０５に記載の方法。
【請求項１０８】
　細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な前記複数のビーズはストレプトア
ビジン－ビオチン対を含み、前記ストレプトアビジンはビーズに付着しており、ビオチン
は抗体に付着している、請求項１０５に記載の方法。
【請求項１０９】
　前記抗体は、前記全長受容体の前記ＥＣＤ結合領域に対して特異的である、請求項１０
８に記載の方法。
【請求項１１０】
　前記細胞抽出物は、乳房腫瘍の循環細胞を溶解させる工程によって生成される、請求項
１０５に記載の方法。
【請求項１１１】
　前記循環細胞は、免疫磁気分離法によってサンプルから単離される、請求項１１０に記
載の方法。
【請求項１１２】
　前記サンプルは、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、骨髄吸引液、
尿、唾液、細針吸引液、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項１
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１１に記載の方法。
【請求項１１３】
　前記細胞抽出物は、腫瘍組織から単離した細胞を溶解させる工程によって生成される、
請求項１０５に記載の方法。
【請求項１１４】
　前記腫瘍組織は、原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織である、請求項１１３に記載の
方法。
【請求項１１５】
　前記細胞は、細針吸引液サンプルとして腫瘍組織から単離される、請求項１１３に記載
の方法。
【請求項１１６】
　前記単離した細胞は、増殖因子を用いてインビトロで刺激される、請求項１１１または
１１３に記載の方法。
【請求項１１７】
　前記単離した細胞は、成長因子刺激の前に抗癌剤とインキュベートされる、請求項１１
６に記載の方法。
【請求項１１８】
　前記抗癌剤は、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、化学療法薬、ホルモン
療法薬、放射線療法薬、ワクチン、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される
、請求項１１７に記載の方法。
【請求項１１９】
　前記複数の検出可能な捕捉された切断受容体の活性化状態が調べられる（ｉｎｔｅｒｒ
ｏｇａｔｅｄ）、請求項１０５に記載の方法。
【請求項１２０】
　前記活性化状態は、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態、およびそれら
の組み合わせからなる群より選択される、請求項１１９に記載の方法。
【請求項１２１】
　前記検出抗体は、結合対の第１メンバーを含む、請求項１０５に記載の方法。
【請求項１２２】
　前記結合対の第１メンバーは、ビオチンである、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１２３】
　前記シグナル増幅対の第１メンバーは、前記結合対の第２メンバーを含む、請求項１０
５に記載の方法。
【請求項１２４】
　前記結合対の第２メンバーは、ストレプトアビジンである、請求項１２３に記載の方法
。
【請求項１２５】
　前記シグナル増幅対の第１メンバーは、ペルオキシダーゼである、請求項１２４に記載
の方法。
【請求項１２６】
　前記ペルオキシダーゼは、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、請求項１２
５に記載の方法。
【請求項１２７】
　前記シグナル増幅対の第２メンバーは、チラミド試薬である、請求項１２５に記載の方
法。
【請求項１２８】
　前記チラミド試薬は、ビオチン－チラミドである、請求項１２７に記載の方法。
【請求項１２９】
　前記増幅シグナルは、活性化チラミドを生成するために前記ビオチン－チラミドのペル
オキシダーゼ酸化によって生成される、請求項１２８に記載の方法。
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【請求項１３０】
　前記活性化チラミドは、直接検出される、請求項１２９に記載の方法。
【請求項１３１】
　前記活性化チラミドは、シグナル検出試薬の添加に基づいて検出される、請求項１２９
に記載の方法。
【請求項１３２】
　前記シグナル検出試薬は、ストレプトアビジン標識フルオロフォアである、請求項１３
１に記載の方法。
【請求項１３３】
　前記シグナル検出試薬は、ストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼおよび発色試薬の
組み合わせである、請求項１３１に記載の方法。
【請求項１３４】
　前記発色試薬は、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）である、請
求項１３３に記載の方法。
【請求項１３５】
　切断受容体の存在を検出するための方法であって：
　（ａ）細胞抽出物を全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な
複数のビーズとインキュベートする工程と；
　（ｂ）前記複数のビーズを前記細胞抽出物から取り除き、それによって前記全長受容体
を含まない細胞抽出物を形成するために前記全長受容体を取り除く工程と；
　（ｃ）前記全長受容体を含まない前記細胞抽出物を複数の捕捉抗体とインキュベートす
る工程であって、前記複数の捕捉抗体は前記切断受容体の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）結合
領域に対して特異的であり、前記複数の捕捉抗体は複数の捕捉された切断受容体を形成す
るために固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）複数の検出可能な捕捉された切断受容体を形成するために、前記複数の捕捉され
た切断受容体を、前記対応する切断受容体に対して特異的である複数の活性化状態非依存
性抗体および複数の活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートする工程であ
って、前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体は
シグナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メ
ンバーにチャネリングして反応する酸化剤を生成する工程と、
　（ｅ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉された切断受容体を
シグナル増幅対の第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｆ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナル
を検出する工程と、を含む方法。
【請求項１３６】
　前記切断受容体は、ｐ９５ＥｒｂＢ２である、請求項１３５に記載の方法。
【請求項１３７】
　前記全長受容体は、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ－２）である、請求項１３５に記載の方法。
【請求項１３８】
　細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な前記複数のビーズはストレプトア
ビジン－ビオチン対を含み、前記ストレプトアビジンはビーズに付着しており、ビオチン
は抗体に付着している、請求項１３５に記載の方法。
【請求項１３９】
　前記抗体は、前記全長受容体の前記ＥＣＤ結合領域に対して特異的である、請求項１３
８に記載の方法。
【請求項１４０】
　前記細胞抽出物は、乳房腫瘍の循環細胞を溶解させる工程によって生成される、請求項
１３５に記載の方法。
【請求項１４１】
　前記循環細胞は、免疫磁気分離法によってサンプルから単離される、請求項１４０に記



(13) JP 2013-174616 A 2013.9.5

10

20

30

40

50

載の方法。
【請求項１４２】
　前記サンプルは、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、骨髄吸引液、
尿、唾液、細針吸引液、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項１
４１に記載の方法。
【請求項１４３】
　前記細胞抽出物は、腫瘍組織から単離した細胞を溶解させる工程によって生成される、
請求項１３５に記載の方法。
【請求項１４４】
　前記腫瘍組織は、原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織である、請求項１４３に記載の
方法。
【請求項１４５】
　前記細胞は、細針吸引液サンプルとして腫瘍組織から単離される、請求項１４３に記載
の方法。
【請求項１４６】
　前記単離した細胞は、増殖因子を用いてインビトロで刺激される、請求項１４１または
１４３に記載の方法。
【請求項１４７】
　前記単離した細胞は、成長因子刺激の前に抗癌剤とインキュベートされる、請求項１４
６に記載の方法。
【請求項１４８】
　前記抗癌剤は、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、化学療法薬、ホルモン
療法薬、放射線療法薬、ワクチン、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される
、請求項１４７に記載の方法。
【請求項１４９】
　前記活性化状態非依存性抗体は、前記促進成分を用いて直接的に標識される、請求項１
３５に記載の方法。
【請求項１５０】
　前記活性化状態非依存性抗体は、前記促進成分を用いて、活性化状態非依存性抗体に結
合されたオリゴヌクレオチドと前記促進成分に結合された相補的オリゴヌクレオチドとの
間のハイブリダイゼーションによって標識される、請求項１３５に記載の方法。
【請求項１５１】
　前記活性化状態依存性抗体は、前記シグナル増幅対の第１メンバーを用いて直接的に標
識される、請求項１３５に記載の方法。
【請求項１５２】
　前記活性化状態依存性抗体は、前記シグナル増幅対の第１メンバーを用いて、前記活性
化状態依存性抗体に結合された結合対の第１メンバーと前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーに結合された前記結合対の第２メンバーとの間の結合によって標識される、請求項１３
５に記載の方法。
【請求項１５３】
　前記結合対の第１メンバーは、ビオチンである、請求項１５２に記載の方法。
【請求項１５４】
　前記結合対の第２メンバーは、ストレプトアビジンである、請求項１５２に記載の方法
。
【請求項１５５】
　前記促進成分は、グルコースオキシダーゼである、請求項１３５に記載の方法。
【請求項１５６】
　前記グルコースオキシダーゼおよび前記活性化状態非依存性抗体は、スルフヒドリル活
性化デキストラン分子へ結合される、請求項１５５に記載の方法。
【請求項１５７】
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　前記スルフヒドリル活性化デキストラン分子は、５００ｋＤａの分子量を有する、請求
項１５６に記載の方法。
【請求項１５８】
　前記酸化剤は、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）である、請求項１５５に記載の方法。
【請求項１５９】
　前記シグナル増幅対の第１メンバーは、ペルオキシダーゼである、請求項１５８に記載
の方法。
【請求項１６０】
　前記ペルオキシダーゼは、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、請求項１５
９に記載の方法。
【請求項１６１】
　前記シグナル増幅対の第２メンバーは、チラミド試薬である、請求項１５９に記載の方
法。
【請求項１６２】
　前記チラミド試薬は、ビオチン－チラミドである、請求項１６１に記載の方法。
【請求項１６３】
　前記増幅シグナルは、活性化チラミドを生成するために前記ビオチン－チラミドのペル
オキシダーゼ酸化によって生成される、請求項１６２に記載の方法。
【請求項１６４】
　前記活性化チラミドは、直接検出される、請求項１６３に記載の方法。
【請求項１６５】
　前記活性化チラミドは、シグナル検出試薬の添加に基づいて検出される、請求項１６３
に記載の方法。
【請求項１６６】
　前記シグナル検出試薬は、ストレプトアビジン標識フルオロフォアである、請求項１６
５に記載の方法。
【請求項１６７】
　前記シグナル検出試薬は、ストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼおよび発色試薬の
組み合わせである、請求項１６５に記載の方法。
【請求項１６８】
　前記発色試薬は、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）である、請
求項１６７に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
　本出願は、２００８年２月２５日に出願された米国特許仮出願第６１／０３１，３１９
号明細書、２００８年１０月１７日に出願された米国特許仮出願第６１／１０６，４０４
号明細書、２００８年１０月２４日に出願された米国特許仮出願第６１／１０８，３８４
号明細書、２００８年１１月２５日に出願された米国特許仮出願第６１／１１７，９０８
号明細書、および２００８年１２月２３日に出願された米国特許仮出願第６１／１４０，
５５８号明細書に対する優先権を主張する２００９年２月２４日に出願された国際出願Ｐ
ＣＴ／ＵＳ２００９／０３５０１３号明細書の継続出願であり、前記特許は、あらゆる目
的のために全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【技術分野】
【０００２】
　細胞内のシグナル伝達のプロセスは、少数の例を挙げると細胞の分裂および死、代謝、
免疫細胞活性化、神経伝達、ならびに感覚的知覚を含む様々な生物学的機能に関与してい
る。したがって、細胞内の正常シグナル伝達の混乱は、糖尿病、心疾患、自己免疫、およ
び癌などの多数の疾患状態を引き起こす可能性がある。
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【背景技術】
【０００３】
　１つの明確に特徴付けられたシグナル伝達経路は、細胞内における上皮成長因子（ＥＧ
Ｆ）から細胞増殖促進へシグナルを伝達することに関与するＭＡＰキナーゼ経路である（
図１参照）。ＥＧＦは、ＥＧＦの結合によって活性化される上皮成長因子受容体（ＥＧＦ
Ｒ）である膜貫通受容体結合チロシンキナーゼに結合する。ＥＧＦのＥＧＦＲへの結合は
、受容体の細胞質ドメインであるチロシンキナーゼ活性を活性化する。このキナーゼ活性
化の１つの結果は、チロシン残基上でのＥＧＦＲの自己リン酸化である。活性化されたＥ
ＧＦＲ上のリン酸化チロシン残基は、例えばＧＲＢ２などのアダプタータンパク質を含有
するＳＨ２ドメインの結合のためのドッキング部位を提供する。アダプターとしてのその
機能において、ＧＲＢ２は、ＧＲＢ２上のＳＨ３ドメインによって、グアニンヌクレオチ
ド交換因子であるＳＯＳへさらに結合する。複合体ＥＧＦＲ－ＧＲＢ２－ＳＯＳの形成は
、ＲａｓからのＧＤＰの除去を促進するグアニンヌクレオチド交換因子のＳＯＳ活性化を
もたらす。ＧＤＰが除去されると、ＲａｓはＧＴＰに結合し、活性化されるようになる。
【０００４】
　活性化後、Ｒａｓは、セリン／トレオニン特異的プロテインキナーゼであるＲＡＦキナ
ーゼに結合して、そのプロテインキナーゼ活性を活性化する。その後には、細胞増殖を導
くプロテインキナーゼカスケードの活性化が続く。概略を述べると、ＲＡＦキナーゼは次
に、また別のセリン／トレオニンキナーゼであるＭＥＫをリン酸化して活性化する。活性
化されたＭＥＫは、マイトジェン活性化プロテインキナーゼ（ＭＡＰＫ）をリン酸化して
活性化する。特にＭＡＰＫによるまた別のリン酸化の標的は、４０Ｓリボソームタンパク
質Ｓ６キナーゼ（ＲＳＫ）である。ＭＡＰＫによるＲＳＫのリン酸化は、ＲＳＫの活性化
を生じさせ、これは順にリボソームタンパク質Ｓ６をリン酸化する。ＭＡＰＫのまた別の
公知の標的は、様々な癌において変異している細胞増殖のために重要な遺伝子である癌原
遺伝子ｃ－Ｍｙｃである。ＭＡＰＫはさらに、また別のプロテインキナーゼであるＭＮＫ
もリン酸化して活性化するが、これは順に転写因子であるＣＲＥＢをリン酸化する。間接
的には、ＭＡＰＫはさらに細胞増殖に関係しているまた別の転写因子をコードするＦｏｓ
遺伝子の転写も調節する。そのような転写因子のレベルおよび活性を変化させることによ
って、ＭＡＰＫは、ＥＧＦから細胞周期の進行のために重要である遺伝子の変化した転写
へオリジナルの細胞外シグナルを伝達する。
【０００５】
　シグナル伝達経路が細胞増殖において中心的な役割を果たすことを前提にすると、多数
の癌が細胞増殖経路の異常な活性化を生じさせるシグナル伝達成分における突然変異およ
びその他の変化の結果として発生することは驚くには当たらない。例えば、ＥＧＦＲの過
剰発現もしくは活動過剰は、多発性膠芽腫、大腸癌および肺癌を含む多数の癌と関連付け
られてきた。これは肺癌のためのゲフィチニブおよびエルロチニブ、ならびに大腸癌のた
めのセツキシマブを含む、ＥＧＦＲに向けられた抗癌療法薬の開発を促進してきた。
【０００６】
　セツキシマブは、ＥＧＦＲの細胞外リガンド結合ドメインに結合するモノクローナル抗
体阻害剤の一例であり、そこでＥＧＦＲチロシンキナーゼを活性化するリガンドの結合を
妨害する。これとは対照的に、ゲフィチニブおよびエルロチニブは、細胞内に局在するＥ
ＧＦＲチロシンキナーゼを阻害する低分子である。キナーゼ活性の非存在下では、ＥＧＦ
Ｒは、ＧＲＢ２などの下流アダプタータンパク質に結合するための前提条件である、チロ
シン残基での自己リン酸化を受けることができない。成長のためにこの経路に依存する細
胞内のシグナル伝達カスケードを停止させることによって、腫瘍の増殖および移動が減少
させられる。
【０００７】
　さらに、他の試験は、ヒト黒色腫の約７０％およびこれより低い割合の他の腫瘍が、Ｍ
ＡＰＫ経路の持続性活性化をもたらすＲａｆ遺伝子における点変異（Ｖ５９９Ｅ）を有す
ることを証明している（例えば、Ｄａｖｉｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ，４１７：９４９－９５
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４（２００２）を参照されたい）。そのような結果は、特にシグナル伝達経路における突
然変異は特定のタイプの腫瘍の特性である可能性がある、そしてそのような特異的な、変
化したシグナル伝達経路は、化学療法薬によるインターベンションにとって前途有望な標
的であることを示唆している。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　様々な癌治療、特別には癌化学療法が、細胞増殖または細胞死の各々に関係する細胞シ
グナル伝達経路を遮断または活性化するいずれかによって直接的または間接的いずれかで
機能できることを前提に、癌の特定形態における所定のシグナル伝達経路の活性は、様々
な癌治療の有効性についての優れたインジケータとして機能できる可能性がある。したが
って、その他の必要を満たすことに加えて、本発明は、個別患者にとって有望な抗癌療法
の有効性を評価するための方法を提供する。したがって本発明は、医師が各患者のために
適切な用量および適切な時点で適合する癌療法を選択することを支援するための方法を提
供する。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、腫瘍細胞（例えば、乳房腫瘍の循環細胞）中のシグナル伝達経路の成分の活
性化状態を検出するための組成物および方法を提供する。本発明の実施から引き出される
シグナル伝達経路の成分の活性化状態に関する情報は、癌の診断、予後診断、および癌治
療の設計において使用できる。
【００１０】
　１つの態様では、本発明は、乳房腫瘍を治療するのに適切な抗癌剤を選択するための方
法であって：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記抗癌剤が、前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌
剤の非存在下で作成された対照活性化プロファイルと比較することによって、前記乳房腫
瘍の治療のために適切であるか、または不適切であるかを決定する工程と、を含む方法を
提供する。
【００１１】
　好ましい実施形態では、乳房腫瘍を治療するのに適切な抗癌剤を選択するための方法は
：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較する工程と；
　（ｅ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態が前記対照活性化プロファ
イルと比較して実質的に減少している場合は、前記抗癌剤が前記乳房腫瘍の治療のために
適切であることを指示する工程と、を含む。
【００１２】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、乳房腫瘍の治療のために適切な抗癌剤の選択を
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補助または支援するために有用な可能性がある。他の実施形態では、本発明の方法は、乳
房腫瘍の治療のために適切な抗癌剤の選択を改善するために有用な可能性がある。
【００１３】
　また別の態様では、本発明は、抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答を同定するため
の方法であって：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較することによって、前記乳房腫瘍が前記抗癌剤
を用いた治療に応答性または非応答性であると同定する工程と、を含む方法を提供する。
【００１４】
　好ましい実施形態では、抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答を同定するための方法
は：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較する工程と；
　（ｅ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態が前記対照活性化プロファ
イルと比較して実質的に減少している場合は、前記乳房腫瘍が前記抗癌剤を用いた治療に
応答性であることを指示する工程と、を含む。
【００１５】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答の同定
を補助または支援するために有用な可能性がある。他の実施形態では、本発明の方法は、
抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答の同定を改良するために有用な可能性がある。
【００１６】
　さらにまた別の態様では、本発明は、乳房腫瘍を有する被験者の抗癌剤を用いた治療へ
の応答を予測するための方法であって：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較することによって、前記被験者が前記抗癌剤を
用いた治療に応答する可能性を予測する工程と、を含む方法を提供する。
【００１７】
　好ましい実施形態では、乳房腫瘍を有する被験者の抗癌剤を用いた治療への応答を予測
するための方法は：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
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　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較する工程と；
　（ｅ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態が前記対照活性化プロファ
イルと比較して実質的に減少している場合は、前記被験者が前記抗癌剤を用いた治療に応
答する可能性が高いことを指示する工程と、を含む。
【００１８】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、抗癌剤を用いた治療へ被験者が応答する見込み
の予測を補助または支援するために有用な可能性がある。他の実施形態では、本発明の方
法は、抗癌剤を用いた治療へ被験者が応答する見込みの予測を改良するために有用な可能
性がある。
【００１９】
　また別の態様では、本発明は、固体支持体上に固定された複数の希釈系列の捕捉抗体を
含む優れたダイナミックレンジを有するアレイであって、各希釈系列中の捕捉抗体は細胞
抽出物中のシグナル伝達経路の成分または他のタンパク質（例えば、核ホルモン受容体）
の成分に対応する１つ以上の分析物に対して特異的であるアレイを提供する。本明細書に
記載したアドレス可能なアレイは、乳癌に関係するシグナル伝達分子および他のタンパク
質の発現および／または活性化状態を決定するために特に有用である。
【００２０】
　追加の態様では、本発明は、切断受容体（truncated receptor）の存在（または非存在
）を検出するための方法であって：
　（ａ）細胞抽出物を全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な
複数のビーズとインキュベートする工程と；
　（ｂ）前記複数のビーズを前記細胞抽出物から取り除き、それによって前記全長受容体
を含まない細胞抽出物を形成するために前記全長受容体を取り除く工程と；
　（ｃ）前記全長受容体を含まない前記細胞抽出物を複数の捕捉抗体とインキュベートす
る工程であって、前記複数の捕捉抗体は切断受容体の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）結合領域
に対して特異的であり、前記複数の捕捉抗体は複数の捕捉された切断受容体を形成するた
めに固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）複数の検出可能な捕捉された切断受容体を形成するために、前記複数の捕捉され
た切断受容体を前記対応する切断受容体に対して特異的である検出抗体とインキュベート
する工程と；
　（ｅ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉された切断受容体を
シグナル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｆ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナル
を検出する工程と、を含む方法を提供する。
【００２１】
　関連態様では、本発明は、切断受容体の存在（または非存在）を検出するための方法で
あって：
　（ａ）細胞抽出物を全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な
複数のビーズとインキュベートする工程と；
　（ｂ）前記複数のビーズを前記細胞抽出物から取り除き、それによって前記全長受容体
を含まない細胞抽出物を形成するために前記全長受容体を取り除く工程と；
　（ｃ）前記全長受容体を含まない前記細胞抽出物を複数の捕捉抗体とインキュベートす
る工程であって、前記複数の捕捉抗体は切断受容体の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）結合領域
に対して特異的であり、前記複数の捕捉抗体は複数の捕捉された切断受容体を形成するた
めに固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）複数の検出可能な捕捉された切断受容体を形成するために、前記複数の捕捉され
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た切断受容体を、前記対応する切断受容体に対して特異的である複数の活性化状態非依存
性抗体および複数の活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートする工程であ
って、
　前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体はシグ
ナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーへチャネリングして反応する酸化剤を生成する工程と、
　（ｅ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉された切断受容体を
シグナル増幅対の第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｆ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナル
を検出する工程と、を含む方法を提供する。
【００２２】
　本発明のその他の目的、特徴、および利点は、当業者には以下の詳細な説明および図面
から明白になるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】本発明の実施において使用できる細胞増殖に関係するシグナル伝達経路の１つの
実施例を示す図である。マイトジェンシグナルを細胞増殖に変換させるために細胞によっ
て使用されるＥＧＦＲ／ＭＡＰＫ／ＥＲＫ経路の成分が描出されている。
【００２４】
【図２】本明細書で記載した近接アッセイが単細胞感受性を備えるリン酸化ＥＧＦＲ（ｐ
ＥＧＦＲ）およびリン酸化ＨＥＲ－２（ｐＨＥＲ－２）を検出した、本発明の１つの実施
形態を示す図である。
【００２５】
【図３】本明細書に記載した近接アッセイがＨＥＲ－２を発現する細胞中でのみ単細胞レ
ベルでのＨＥＲ－２の検出のための高度に特異的なアッセイを生じさせたことを示す図で
ある。
【００２６】
【図４】癌治療の全経過を通して薬物選択のための本発明のアドレス可能なアレイの適用
を略図によって示す図である。
【００２７】
【図５】例えばＥＧＦＲ／ＭＡＰＫ／ＥＲＫ経路におけるような、受容体チロシンキナー
ゼ経路の成分への抗体の希釈液を含むアドレス可能なアレイの実施例を略図によって示す
図である。抗体は、アドレス可能なアレイ上の４種の希釈液中で３回ずつプレーティング
される。
【００２８】
【図６】腫瘍血管新生において活性化されたシグナル伝達経路の成分への抗体の希釈液を
含むアドレス可能なアレイの実施例を略図によって示す図である。抗体は、アドレス可能
なアレイ上の４種の希釈液中で３回ずつプレーティングされる。
【００２９】
【図７】腫瘍血管新生において活性化されたシグナル伝達経路の成分への抗体の希釈液を
含むまた別のアドレス可能なアレイの実施例を略図によって示す図である。抗体は、アド
レス可能なアレイ上の４種の希釈液中で３回ずつプレーティングされる。
【００３０】
【図８】腫瘍血管新生において活性化された受容体チロシンキナーゼ経路およびシグナル
伝達経路の成分への抗体の希釈液を含むアドレス可能なアレイの実施例を略図によって示
す図である。抗体は、アドレス可能なアレイ上の４種の希釈液中で３回ずつプレーティン
グされる。
【００３１】
【図９】腫瘍血管新生において活性化された受容体チロシンキナーゼ経路およびシグナル
伝達経路の成分への抗体の希釈液を含むまた別のアドレス可能なアレイの実施例を略図に
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よって示す図である。抗体は、アドレス可能なアレイ上の希釈系列中で３回ずつプレーテ
ィングすることができる。
【００３２】
【図１０】５例の乳癌および６例の正常サンプルについてのＥＧＦＲの相対リン酸化レベ
ルを示す図である。データは、表４０にも示した。
【００３３】
【図１１】５例の乳癌および６例の正常サンプルについてのＨＥＲ－２の相対リン酸化レ
ベルを示す図である。データは、表４１にも示した。
【００３４】
【図１２】５例の乳癌患者についてのＶｅｒｉｄｅｘ　ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（商品名）
システム上でのＣＴＣ染色の画像を示す図である。細胞系コントロールは、Ａ４３１（Ｅ
ＧＦＲについて陽性）およびＳＫＢｒ３（ＨＥＲ－２について陽性）である。
【００３５】
【図１３】全長ＨＥＲ－２（ＥｒｂＢ２）は、ポリスチレンビーズもしくはポリマーデキ
ストランに付着させたＥｒｂＢ２の細胞外ドメインに結合する抗体を用いて患者サンプル
から取り除けることを示す図である。
【００３６】
【図１４】例えばｐ９５ＥｒｂＢ２などの切断受容体を検出するための本発明の１つの実
施形態を示す図である。ＳＡ＝ストレプトアビジン；ＨＲＰ＝西洋ワサビペルオキシダー
ゼ；ＴＳＡ＝チラミドシグナル増幅。
【００３７】
【図１５】ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ－２）の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）に向けられた抗体でコ
ーティングされたビーズを用いた前処理が、ＥｒｂＢ２細胞内ドメイン（ＩＣＤ）シグナ
ルに影響を及ぼすことなく全長ＥｒｂＢ２シグナルをほぼ完全に除去したことを示す図で
ある。
【００３８】
【図１６】ＡＰＭＡ（（４－アミノフェニル）酢酸第二水銀）処理は、ＢＴ－４７４細胞
内でのｐ９５ＥｒｂＢ２リン酸化を増加させたことを示す図である。
【００３９】
【図１７】ヘレグリン（ｈｅｒｅｇｕｌｉｎ）がＴ４７Ｄ細胞内でのｐ９５ＥｒｂＢ２リ
ン酸化を増加させたことを示す図である。
【００４０】
【図１８】特定患者のために適切な乳癌療法を選択することに関して本発明の方法を臨床
実践に影響を及ぼすために使用できる複数の時点を示す図である。
【００４１】
【図１９】結合した各標的タンパク質毎のその後のチャネリング事象のためには酵素と連
結した２つの追加の検出抗体の共局在化に依存する、本発明のアッセイフォーマットの１
つの実施形態を示す図である。
【００４２】
【図２０】ｐＨＥＲ－１およびｐＨＥＲ－２アッセイに対する単細胞感受性を示す図であ
る。
【００４３】
【図２１】様々な細胞系におけるＥＧＦまたはＨＲＧβ処理を用いたＥｒｂＢ発現／活性
化を示す図である。
【００４４】
【図２２】ＥＧＦまたはＨＲＧβ刺激を用いたＴ４７Ｄ　ＥｒｂＢ　ＲＴＫプロファイル
を示す図である。
【００４５】
【図２３】ＥｒｂＢ経路アレイの典型的な実施形態を示す図である。
【発明を実施するための形態】
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【００４６】
Ｉ．はじめに
　上述したように、細胞増殖に関係するシグナル伝達経路の活性化および細胞死に関係す
る経路の非活性化は、多数の異なるタイプの癌を特性付ける分子的特徴の非限定的な例で
ある。多数の場合において、特定のシグナル伝達経路の活性、およびそれらの成分は、所
定タイプの癌のための分子シグニチャーとして機能することができる。そのような活性化
された成分は、治療介入のために有用な標的をさらに提供することができる。したがって
、治療前、治療中、および治療後に癌細胞内での特定シグナル伝達系の活性レベルに関す
る知識は、採用するべき適切な治療経過を選択するために使用できる高度に重要な情報を
医師に提供する。さらに、癌細胞内で治療が進行するにつれて活性になるシグナル伝達経
路の持続的監視は、例えば、同一もしくはまた別のシグナル伝達経路のいずれかを活性化
するまた別の異常を通して癌細胞が治療に耐性になった場合は、医師に特定の治療コース
を持続するか、または別の治療ラインへ切り替えるかを促すように、医師に治療の有効性
に関する追加の情報を提供することができる。
【００４７】
　したがって、本発明は、特異的多重高スループットアッセイにおいて固形腫瘍の希少循
環細胞などの腫瘍組織または腫瘍外細胞中での複数の無秩序のシグナル伝達分子の発現お
よび活性化状態を検出するための方法および組成物を提供する。本発明は、無秩序なシグ
ナル伝達経路をダウンレギュレートまたは活動停止させるために適切な療法（単剤または
薬物の組み合わせ）を選択するための方法および組成物もさらに提供する。そこで、本発
明を使用すると、癌患者に合わせた個別の療法の設計を促進することができる。
【００４８】
　単細胞のレベルでのシグナル伝達経路の活性の決定を通しての循環中で腫瘍細胞を検出
および同定する能力は、本発明の重要な利点である。腫瘍細胞は、「微小転移」（播種性
腫瘍細胞）としての様々な初期段階の癌を備える患者の血液中で見いだされることが多く
、転移性癌においても見いだされる。血液中の腫瘍細胞の数は、腫瘍の病期およびタイプ
に依存するであろう。生検標本は典型的には原発腫瘍上で入手され、ほとんどの転移腫瘍
では生検が行われないので、そのような腫瘍サンプルについて分子分析を行うことが極め
て困難である。腫瘍転移中には、大多数の進行性腫瘍細胞は原発腫瘍を離れ、血液系およ
びリンパ系を通って移動し、遠隔部位に達する。そこで、血液由来の循環腫瘍細胞は、腫
瘍細胞の最も進行性で均質な集団を表す。しかし、血液中の転移腫瘍細胞の数は、極めて
少ないことが多く、血液１ｍＬ当たり１個～数千個まで様々である。そのような希少細胞
中でシグナル伝達経路を単離してアッセイし、この情報をより効果的な癌治療に向けて適
用する能力は、本発明の１つの目的である。
【００４９】
　一部の実施形態では、本発明の多重高スループットイムノアッセイは、固形腫瘍の循環
細胞内における１つ以上のシグナル伝達分子の単細胞レベルでの活性化状態を検出するこ
とができる。実際に、ＥＧＦＲなどのシグナル伝達分子は、約１００ゼプトモルの感受性
ならびに約１００ゼプトモル～約１００フェムトモルの線形ダイナミックレンジで検出す
ることができる。そこで、希少循環細胞中の複数シグナル伝達物質の活性化状態の単細胞
検出は、癌の予後診断および診断ならびに個別の標的療法の設計を促進する。
【００５０】
　希少循環細胞には、固形腫瘍から転移または微小転移している固形腫瘍の循環細胞が含
まれる。循環腫瘍細胞、癌幹細胞、および、例えば循環内皮前駆細胞、循環内皮細胞、循
環前血管新生骨髄性細胞、および循環樹状細胞などの腫瘍へ移動している（例えば、化学
走化性に起因する）細胞は、固形腫瘍と関連している循環細胞の一部の例である。
【００５１】
　当該のシグナル伝達分子は、典型的にはそれらのインサイチュー（ｉｎ　ｓｉｔｕ）活
性化状態を維持するために循環細胞が単離された直後に、好ましくは約２４、６、もしく
は１時間以内、およびより好ましくは約３０、１５、もしくは５分間以内に抽出される。
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単離した細胞は、さらにまた通常はナノモル～ミクロモル濃度の１つ以上の成長因子とと
もに、シグナル伝達分子の活性化を復活させる、または刺激するために約１～３０分間に
わたりインキュベートすることができる（例えば、Ｉｒｉｓｈら、Ｃｅｌｌ，１１８：２
１７－２２８（２００４）を参照されたい）。
【００５２】
　以下でより詳細に説明するように、個別患者のために見込みのある抗癌療法を評価する
ために、単離した細胞は様々な用量で１つ以上の抗癌剤とインキュベートすることができ
る。成長因子の刺激は、次に数分間（例えば、約１～５分間）または数時間（例えば、約
１～６時間）にわたり実施することができる。抗癌剤を用いた、および用いないシグナル
伝達経路の示差的活性化は、各個別患者のために適正用量での適切な癌療法の選択におい
て役立つことができる。循環細胞は、さらにまた抗癌剤治療中の患者サンプルから単離し
、療法の変更を実施すべきかどうかを決定するために１つ以上の成長因子を用いて刺激す
ることもできる。したがって、本発明の方法は、有利にも、医師が各患者のために正しい
時点に正しい用量で適正な抗癌剤を提供することを支援する。
【００５３】
　乳癌に関連して、現行の試験選択肢は不十分であるが、それは乳癌患者における原発腫
瘍および転移腫瘍療法の治療が、疾患の初期段階に採取された生検サンプルからの１回限
りの診断に基づいているからである。詳細には、乳癌の初期および転移期の両方について
の治療介入は、転移癌患者からの生検サンプル入手が実行不可能であるために、疾患の初
期段階に採取された生検サンプルからの初期診断のみに基づいている。しかし乳房腫瘍は
、時間および治療の関数として進化するので、乳房腫瘍の時間的監視は乳癌患者の最適な
管理のために極めて重要である。例えば、受容体チロシンキナーゼのＥｒｂＢ（ＨＥＲ）
ファミリーの１つ以上の活性化状態における変化は、再発時の治療選択に影響を及ぼす可
能性がある。実際に、原発癌と転移癌との間のＨＥＲ－２状態における不一致は、全乳癌
患者の３７％までがＨＥＲ－２陰性原発腫瘍からＨＥＲ－２陽性転移癌へ変化するために
、一般的である。さらに、患者はＨＥＲ－１／２活性化に起因してホルモン療法に対する
新規耐性を有する、または獲得耐性を発生する場合がある。一部の場合には、患者は、ｐ
９５ＨＥＲ－２を発現する腫瘍細胞の存在に起因してＥｒｂＢ標的療法への新規耐性を有
する、または獲得耐性を発生する可能性がある。結果として、現行技術には感受性および
特異性が欠けており、療法下の患者を監視するためには使用できない、そして個別治療決
定を誘導するために経路プロファイリングを利用しないので、医師が適切な時点に適切な
癌療法を処方することを支援するアッセイに対する満たされていない臨床的必要が存在す
る。
【００５４】
　現在利用できる乳癌検査の選択肢とは対照的に、本発明の方法は、例えば血液および／
または細針吸引液（ＦＮＡ）由来の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）などのサンプルを使用して固
形乳房腫瘍の「リアルタイム生検」を提供することによって、疾患の全病期を通して乳癌
患者を監視することを可能にする。非限定的実施例として、本明細書に記載した乳癌アッ
セイは、疾患の初期段階に患者における乳癌の初期診断に使用することができる。適切な
癌療法の選択は、本明細書に記載した単一検出および近接二重検出アッセイを使用して、
抗癌剤を用いて、および用いずに特異的シグナル伝達経路の活性化状態をプロファイリン
グすることによって誘導される。有利にも、本発明の方法は、疾患の任意の段階に採取さ
れ、単一検出および近接二重検出アッセイを使用して分析されるサンプルに基づいて治療
的介入を行うことができるので、疾患の進行または退行を監視するためにも使用できる。
したがって、乳癌の初期および転移期のために適切な癌療法の選択は、リアルタイム診断
および特異的シグナル伝達経路分子の活性化状態の分析によって誘導される。
【００５５】
　本発明の方法は、有利にも癌管理における重要な問題に対応し、乳癌患者のためにより
高度の標準看護を提供できるように適合させられるが、それは前記方法が（１）増加した
感受性を提供する（例えば、ＥＧＦＲおよびＨＥＲ－２などの全およびリン酸化シグナル
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伝達分子を検出するために単細胞検出を達成できる）、（２）増加した特異性を提供する
（例えば、３抗体近接アッセイはリン酸化シグナル伝達分子を検出するための特異性を増
強する）、（３）経路プロファイリングを可能にする（例えば、特異的シグナル伝達分子
の活性化状態は患者由来のＣＴＣおよびＦＮＡ中で検出できる）、および（４）患者サン
プルを入手することに伴うあらゆる問題を排除する（例えば、アッセイはほんの少数の腫
瘍細胞上で実施できる）からである。本明細書に記載した新規アッセイではあらゆるサン
プルを使用できるが、ＣＴＣは最も進行性の腫瘍細胞を表し、各腫瘍はＣＴＣを遊離させ
ることが公知であり、遺残腫瘍もしくは接近するのが困難な転移腫瘍の唯一の起源である
可能性があり、そしては血中で見いだされるので、特に有用である。したがって本発明の
方法は、乳房腫瘍組織の連続サンプリングを可能にし、時間および療法の関数として腫瘍
細胞内で発生する変化に関する貴重な情報を生じさせ、そして迅速に発生する癌経路シグ
ニチャーを監視するための手段を医師に提供する。
【００５６】
　これらをまとめると、本発明の方法は有利にも、多重化された、抗体に基づく単一検出
および近接アッセイを使用して、容易にアクセス可能な腫瘍細胞について経路プロファイ
リングを実施することによって標的療法から利益が得られる可能性が最も高い癌患者（例
えば、乳癌患者）の正確な選択および監視を提供する。
【００５７】
ＩＩ．用語の定義
　本明細書で使用するように、以下の用語は、他に特に規定しない限り、それらに与えら
れた意味を有する。
【００５８】
　用語「癌」は、異常細胞の制御されない増殖を特徴とする疾患クラスの任意のメンバー
を含めることが意図されている。この用語は、悪性、良性、軟組織、もしくは固形、また
は転移前および転移後癌を含むあらゆる病期および悪性度の癌のいずれであると特徴付け
られようと、あらゆる公知の癌および腫瘍状態を含む。様々な癌のタイプの例には、乳癌
；肺癌（例えば、非小細胞肺癌）；結腸直腸癌、消化管間質腫瘍、消化管カルチノイド腫
瘍、結腸癌、直腸癌、肛門癌、胆管癌、小腸癌、および胃癌などの消化器および消化管癌
；食道癌；胆嚢癌；肝臓癌；膵臓癌；虫垂癌；卵巣癌；腎臓癌（例えば、腎細胞癌）；中
枢神経系の癌；皮膚癌；リンパ腫；絨毛腫；頭頸部癌；骨原性肉腫；ならびに血液癌が含
まれるがそれらに限定されない。本明細書で使用する「腫瘍」は、１つ以上の癌性細胞を
含む。１つの好ましい実施形態では、乳房腫瘍は、浸潤性もしくは非浸潤性の乳管癌また
は小葉癌を有する被験者に由来する。また別の好ましい実施形態では、乳房腫瘍は、再発
性もしくは転移性乳癌を備える患者に由来する。
【００５９】
　用語「分析物」には、任意の当該の分子、典型的にはその存在、量、および／または同
一性が決定される、ポリペプチドなどの高分子が含まれる。所定の場合には、分析物は、
固形腫瘍の循環細胞の細胞成分、好ましくはシグナル伝達分子である。
【００６０】
　本明細書で使用する用語「希釈系列」は、特定サンプル（例えば、細胞溶解物）または
試薬（例えば、抗体）の一連の減少する濃度を含むことが意図されている。希釈系列は、
典型的には、低濃度のサンプルまたは試薬を作成するために測定された量の出発濃度のサ
ンプルまたは試薬を希釈液（例えば、希釈緩衝液）と混合するプロセスと、さらに所望の
数の連続希釈液を得るために十分な回数にわたり前記プロセスを繰り返す工程によって生
成される。サンプルまたは試薬は、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４
０、４５、もしくは５０の下降濃度のサンプルまたは試薬を含む希釈系列を生成するため
に少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、
４０、４５、５０、１００、５００、もしくは１，０００倍で連続的に希釈することがで
きる。例えば、１ｍｇ／ｍＬの出発濃度で２倍の連続希釈率の捕捉抗体試薬を含む希釈系
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列は、０．５ｍｇ／ｍＬ濃度の捕捉抗体を作成するためにある量の出発濃度の捕捉抗体を
等量の希釈緩衝液と混合する工程と、０．２５ｍｇ／ｍＬ、０．１２５ｍｇ／ｍＬ、０．
０６２５ｍｇ／ｍＬ、０．０３２５ｍｇ／ｍＬなどの捕捉抗体濃度を得るために前記プロ
セスを繰り返すことによって生成できる。
【００６１】
　本明細書で使用する用語「優れたダイナミックレンジ」は、１個という少ない細胞内ま
たは数千個という多数の細胞内で特異的分析物を検出するためのアッセイの能力を意味す
る。例えば、本明細書に記載したイムノアッセイは、有利には希釈系列の捕捉抗体濃度を
用いて約１～１０，０００ｃｅｌｌｓ（例えば、約１、５、１０、２５、５０、７５、１
００、２５０、５００、７５０、１，０００、２，５００、５，０００、７，５００、も
しくは１０，０００ｃｅｌｌｓ）中で当該の特定シグナル伝達分子を検出するので、優れ
たダイナミックレンジを有する。
【００６２】
　用語「シグナル伝達分子」もしくは「シグナル伝達物質」は、それにより細胞が細胞外
シグナルもしくは刺激を応答に変換するプロセスであって、典型的には細胞の内部での順
序付けられた生化学反応の順序を含むプロセスを実施するタンパク質およびその他の分子
を含む。シグナル伝達分子の例には、例えばＥＧＦＲ（例えば、ＥＧＦＲ／ＨＥＲ－１／
ＥｒｂＢ１、ＨＥＲ－２／Ｎｅｕ／ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ－３／ＥｒｂＢ３、ＨＥＲ－４／
ＥｒｂＢ４）、ＶＥＧＦＲ－１／ＦＬＴ－１、ＶＥＧＦＲ－２／ＦＬＫ－１／ＫＤＲ、Ｖ
ＥＧＦＲ－３／ＦＬＴ－４、ＦＬＴ－３／ＦＬＫ－２、ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲ
Ａ、ＰＤＧＦＲＢ）、ｃ－ＫＩＴ／ＳＣＦＲ、ＩＮＳＲ（インスリン受容体）、ＩＧＦ－
ＩＲ、ＩＧＦ－ＩＩＲ、ＩＲＲ（インスリン受容体関連性受容体）、ＣＳＦ－１Ｒ、ＦＧ
ＦＲ１－４、ＨＧＦＲ１－２、ＣＣＫ４、ＴＲＫＡ－Ｃ、ＭＥＴ、ＲＯＮ、ＥＰＨＡ１－
８、ＥＰＨＢ１－６、ＡＸＬ、ＭＥＲ、ＴＹＲＯ３、ＴＩＥ１－２、ＴＥＫ、ＲＹＫ、Ｄ
ＤＲ１－２、ＲＥＴ、ｃ－ＲＯＳ、Ｖ－カドヘリン、ＬＴＫ（白血球チロシンキナーゼ）
、ＡＬＫ（未分化リンパ腫キナーゼ）、ＲＯＲ１－２、ＭＵＳＫ、ＡＡＴＹＫ１－３、Ｒ
ＴＫ１０６などの受容体チロシンキナーゼ、例えばｐ９５ＥｒｂＢ２などの受容体チロシ
ンキナーゼの切断形；例えばＢＣＲ－ＡＢＬ、Ｓｒｃ、Ｆｒｋ、Ｂｔｋ、Ｃｓｋ、Ａｂｌ
、Ｚａｐ７０、Ｆｅｓ／Ｆｐｓ、Ｆａｋ、Ｊａｋ、Ａｃｋ、およびＬＩＭＫなどの非受容
体チロシンキナーゼ；例えばＡｋｔ、ＭＡＰＫ／ＥＲＫ、ＭＥＫ、ＲＡＦ、ＰＬＡ２、Ｍ
ＥＫＫ、ＪＮＫＫ、ＪＮＫ、ｐ３８、Ｓｈｃ（ｐ６６）、ＰＩ３Ｋ、Ｒａｓ（例えば、Ｋ
－Ｒａｓ、Ｎ－Ｒａｓ、Ｈ－Ｒａｓ）、Ｒｈｏ、Ｒａｃ１、Ｃｄｃ４２、ＰＬＣ、ＰＫＣ
、ｐ７０　Ｓ６キナーゼ、ｐ５３、サイクリンＤ１、ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３、ＰＩＰ２
、ＰＩＰ３、ＰＤＫ、ｍＴＯＲ、ＢＡＤ、ｐ２１、ｐ２７、ＲＯＣＫ、ＩＰ３、ＴＳＰ－
１、ＮＯＳ、ＰＴＥＮ、ＲＳＫ１－３、ＪＮＫ、ｃ－Ｊｕｎ、Ｒｂ、ＣＲＥＢ、Ｋｉ６７
、およびパキシリンなどのチロシンキナーゼシグナル伝達カスケード成分；例えばエスト
ロゲン受容体（ＥＲ）、プロゲステロン受容体（ＰＲ）、アンドロゲン受容体、グルココ
ルチコイド受容体、鉱質コルチコイド受容体、ビタミンＡ受容体、ビタミンＤ受容体、レ
チノイド受容体、甲状腺ホルモン受容体、およびオーファン受容体などの核ホルモン受容
体；例えば各々乳癌－１（ＡＩＢ１）および核受容体コリプレッサー１（ＮＣＯＲ）内で
増幅させられるような核受容体コアクチベーター類およびリプレッサー類；ならびにそれ
らの組み合わせなどが含まれるがそれらに限定されない。
【００６３】
　本明細書で使用する用語「循環細胞」は、固形腫瘍から転移した、または微小転移した
いずれかである腫瘍外細胞を含む。循環細胞の例には、循環腫瘍細胞、癌幹細胞、および
／または腫瘍へ移動中である細胞（例えば、循環内皮前駆細胞、循環内皮細胞、循環前血
管新生骨髄性細胞、循環樹状細胞など）が含まれるがそれらに限定されない。
【００６４】
　本明細書で使用する用語「サンプル」は、患者から得られた任意の生物学的標本を含む
。サンプルには、制限なく、全血、血漿、血清、赤血球、白血球（例えば、末梢血単核球
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）、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液（例えば、リンパ節の播種性腫瘍細胞）、骨髄吸引
液、唾液、尿、便（すなわち大便）、痰、気管支洗浄液、涙液、細針吸引液（例えば、無
作為小室周囲細針吸引によって採取される）、任意の他の体液、例えば腫瘍の生検（例え
ば、針生検）もしくはリンパ節（例えば、センチネルリンパ節生検）の生検などの組織サ
ンプル（例えば、腫瘍組織）、ならびにそれらの細胞抽出液が含まれる。一部の実施形態
では、サンプルは、全血または例えば血漿、血清、もしくは細胞ペレットなどのそれらの
分画成分である。好ましい実施形態では、サンプルは、当業者には公知である任意の技術
を使用して全血またはその細胞分画から固形腫瘍の循環細胞を単離することによって入手
される。他の実施形態では、サンプルは、例えば乳房の固形腫瘍由来のホルマリン固定パ
ラフィン包埋（ＦＦＰＥ）腫瘍組織サンプルである。
【００６５】
　「生検」は、診断的もしくは予後診断的評価のために組織サンプルを切除する工程およ
び組織標本自体を意味する。当分野において公知の任意の生検技術は、本発明の方法およ
び組成物に適用することができる。適用される生検技術は、一般には、他の因子の中でも
特に、評価対象の組織タイプ、ならびに腫瘍のサイズおよびタイプ（すなわち、固形もし
くは浮遊型（すなわち、血液もしくは腹水））に依存するであろう。代表的な生検技術に
は、切除生検、切開生検、針生検（例えば、コア針生検、細針吸引生検など）、外科生検
、および骨髄生検が含まれる。生検技術については、例えば、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ　Ｐ
ｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｋａｓｐｅｒら編集
、第１６版、２００５年、第７０章、および第Ｖ部全体において考察されている。当業者
であれば、所定の組織サンプル中で癌性および／または前癌性細胞を同定するために生検
技術を実施できることを理解するであろう。
【００６６】
　用語「被験者」または「患者」または「個人」は、典型的にはヒトを含むが、さらに例
えば他の霊長類、齧歯類、イヌ、ネコ、ウマ、ヒツジ、ブタなどの他の動物も含むことが
できる。
【００６７】
　「アレイ」もしくは「マイクロアレイ」は、例えば、ガラス（例えば、ガラススライド
）、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ（例えば、磁気ビーズ、ポリスチ
レンビーズなど）、紙、膜（例えば、ナイロン、ニトロセルロース、ポリフッ化ビニリデ
ン（ＰＶＤＦ）など）、繊維束、または任意の他の適切な基質などの固体支持体上に固相
化もしくは固定された個別セットおよび／または希釈系列の捕捉抗体を含む。捕捉抗体は
、一般に共有または非共有相互作用（例えば、イオン結合、疎水性相互作用、水素結合、
ファンデルワールス（Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｗａａｌｓ）力、双極子間結合）を介して固体支
持体上に固相化または固定される。所定の場合には、捕捉抗体は、固体支持体に結合した
捕捉剤と相互作用する捕捉タグを含む。本発明のアッセイにおいて使用されるアレイは、
典型的には、複数の異なる捕捉抗体および／または異なる公知／アドレス可能な場所で固
体支持体の表面に結合している捕捉抗体濃度を含む。
【００６８】
　用語「捕捉抗体」は、例えば固形腫瘍の循環細胞の細胞抽出物などのサンプル中の１つ
以上の当該の分析物に対して特異的である（すなわち、結合する、それに結合される、ま
たは複合体をともに形成する）固相化された抗体を含むことが意図されている。好ましい
実施形態では、捕捉抗体は、アレイ内の固体支持体上に固定される。固体支持体上に様々
なシグナル伝達分子のいずれかを固定化するのに適切な捕捉抗体は、Ｕｐｓｔａｔｅ社（
カリフォルニア州テメキュラ）、Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ社（カリフォルニア州カマリロ）、
Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社（マサチューセッツ州ダン
バーズ）、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社（ミネソタ州ミネアポリス）、Ｌａｂ　Ｖｉｓｉｏ
ｎ社（カリフォルニア州フレモント）、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ社（カリフォルニア州サンタクルーズ）、Ｓｉｇｍａ社（ミズーリ州セントルイス）
、およびＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（カリフォルニア州サンノゼ）から入手できる
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。
【００６９】
　本明細書で使用する用語「検出抗体」は、サンプル中の当該の１つ以上の分析物に対し
て特異的である（すなわち、結合する、それに結合される、または複合体をともに形成す
る）検出可能な標識を含む抗体を含む。この用語はさらに、当該の１つ以上の分析物に対
して特異的である抗体を含み、前記抗体は検出可能な標識を含むまた別の種に結合される
ことができる。検出可能な標識の例には、ビオチン／ストレプトアビジン標識、核酸（例
えば、オリゴヌクレオチド）標識、化学的に反応性の標識、蛍光標識、酵素標識、放射活
性標識、ならびにそれらの組み合わせが含まれるがそれらに限定されない。様々なシグナ
ル伝達分子のいずれかの活性化状態および／または総量を検出するのに適切な検出抗体は
、Ｕｐｓｔａｔｅ社（カリフォルニア州テメキュラ）、Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ社（カリフォ
ルニア州カマリロ）、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社（マ
サチューセッツ州ダンバーズ）、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社（ミネソタ州ミネアポリス）
、Ｌａｂ　Ｖｉｓｉｏｎ社（カリフォルニア州フレモント）、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社（カリフォルニア州サンタクルーズ）、Ｓｉｇｍａ社（ミズ
ーリ州セントルイス）、およびＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（カリフォルニア州サン
ノゼ）から入手できる。非限定的な例として、例えばＥＧＦＲ、ｃ－ＫＩＴ、ｃ－Ｓｒｃ
、ＦＬＫ－１、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ、Ａｋｔ、ＭＡＰＫ、ＰＴＥＮ、Ｒａｆ、お
よびＭＥＫなどのシグナル伝達分子の様々なリン酸化形に対するリン特異的抗体は、Ｓａ
ｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社から入手できる。
【００７０】
　用語「活性化状態依存性抗体」は、サンプル中の当該の１つ以上の分析物の特定活性化
状態に対して特異的である（すなわち、結合する、それに結合される、または複合体をと
もに形成する）検出抗体を含む。好ましい実施形態では、活性化状態依存性抗体は、例え
ば１つ以上のシグナル伝達分子などの１つ以上の分析物のリン酸化、ユビキチン化、およ
び／または複合体形成状態を検出する。一部の実施形態では、受容体チロシンキナーゼの
ＥＧＦＲファミリーのメンバーのリン酸化および／またはＥＧＦＲファミリーメンバー間
のヘテロ二量体複合体の形成は、活性化状態依存性抗体を用いて検出される。活性化状態
依存性抗体を用いて検出するのに適切な活性化状態（括弧内に列挙した）の非限定的例に
は：ＥＧＦＲ（ＥＧＦＲｖＩＩＩ、リン酸化（ｐ－）ＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ：Ｓｈｃ、ユビ
キチン化（ｕ－）ＥＧＦＲ、ｐ－ＥＧＦＲｖＩＩＩ）；ＥｒｂＢ２（ｐ９５：切断（Ｔｒ
）－ＥｒｂＢ２、ｐ－ＥｒｂＢ２、ｐ９５：Ｔｒ－ｐ－ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ－２：Ｓｈｃ
、ＥｒｂＢ２：ＰＩ３Ｋ、ＥｒｂＢ２：ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２：ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ２
：ＥｒｂＢ４）；ＥｒｂＢ３（ｐ－ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ３：ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＥｒｂＢ３
：ＰＩ３Ｋ、ＥｒｂＢ３：Ｓｈｃ）；ＥｒｂＢ４（ｐ－ＥｒｂＢ４、ＥｒｂＢ４：Ｓｈｃ
）；ＥＲ（ｐ－ＥＲ（Ｓ１１８、Ｓ１６７）；ＩＧＦ－１Ｒ（ｐ－ＩＧＦ－１Ｒ、ＩＧＦ
－１Ｒ：ＩＲＳ、ＩＲＳ：ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＩＲＳ、ＩＧＦ－１Ｒ：ＰＩ３Ｋ）；ＩＮＳＲ
（ｐ－ＩＮＳＲ）；ＫＩＴ（ｐ－ＫＩＴ）；ＦＬＴ３（ｐ－ＦＬＴ３）；ＨＧＦＲＩ（ｐ
－ＨＧＦＲＩ）；ＨＧＦＲ２（ｐ－ＨＧＦＲ２）；ＲＥＴ（ｐ－ＲＥＴ）；ＰＤＧＦＲａ
（ｐ－ＰＤＧＦＲａ）；ＰＤＧＦＲＰ（ｐ－ＰＤＧＦＲＰ）；ＶＥＧＦＲＩ（ｐ－ＶＥＧ
ＦＲＩ、ＶＥＧＦＲＩ：ＰＬＣｇ、ＶＥＧＦＲ１：Ｓｒｃ）；ＶＥＧＦＲ２（ｐ－ＶＥＧ
ＦＲ２、ＶＥＧＦＲ２：ＰＬＣｙ、ＶＥＧＦＲ２：Ｓｒｃ、ＶＥＧＦＲ２：ヘパリン硫酸
、ＶＥＧＦＲ２：ＶＥ－カドヘリン）；ＶＥＧＦＲ３（ｐ－ＶＥＧＦＲ３）；ＦＧＦＲ１
（ｐ－ＦＧＦＲ１）；ＦＧＦＲ２（ｐ－ＦＧＦＲ２）；ＦＧＦＲ３（ｐ－ＦＧＦＲ３）；
ＦＧＦＲ４（ｐ－ＦＧＦＲ４）；Ｔｉｅｌ（ｐ－Ｔｉｅｌ）；Ｔｉｅ２（ｐ－Ｔｉｅ２）
；ＥｐｈＡ（ｐ－ＥｐｈＡ）；ＥｐｈＢ（ｐ－ＥｐｈＢ）；ＮＦＫＢおよび／またはＩＫ
Ｂ（ｐ－ＩＫ（Ｓ３２）、ｐ－ＮＦＫＢ（Ｓ５３６）、ｐ－Ｐ６５：ＩＫＢａ）；Ａｋｔ
（ｐ－Ａｋｔ（Ｔ３０８、Ｓ４７３））；ＰＴＥＮ（ｐ－ＰＴＥＮ）；Ｂａｄ（ｐ－Ｂａ
ｄ（Ｓ１１２、Ｓ１３６）、Ｂａｄ：１４－３－３）；ｍＴｏｒ（ｐ－ｍＴｏｒ（Ｓ２４
４８））；ｐ７０Ｓ６Ｋ（ｐ－ｐ７０Ｓ６Ｋ（Ｔ２２９、Ｔ３８９））；Ｍｅｋ（ｐ－Ｍ
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ｅｋ（Ｓ２１７、Ｓ２２１））；Ｅｒｋ（ｐ－Ｅｒｋ（Ｔ２０２、Ｙ２０４））；Ｒｓｋ
－１（ｐ－Ｒｓｋ－１（Ｔ３５７、Ｓ３６３））；Ｊｎｋ（ｐ－Ｊｎｋ（Ｔ１８３、Ｙ１
８５））；Ｐ３８（ｐ－Ｐ３８（Ｔ１８０、Ｙ１８２））；Ｓｔａｔ３（ｐ－Ｓｔａｔ－
３（Ｙ７０５、Ｓ７２７））；Ｆａｋ（ｐ－Ｆａｋ（Ｙ５７６））；Ｒｂ（ｐ－Ｒｂ（Ｓ
２４９、Ｔ２５２、Ｓ７８０））；Ｋｉ６７；ｐ５３（ｐ－ｐ５３（Ｓ３９２、Ｓ２０）
）；ＣＲＥＢ（ｐ－ＣＲＥＢ（Ｓ１３３））；ｃ－Ｊｕｎ（ｐ－ｃ－Ｊｕｎ（Ｓ６３））
；ｃＳｒｃ（ｐ－ｃＳｒｃ（Ｙ４１６））；およびパキシリン（ｐ－パキシリン（Ｙ１１
８））が含まれる。
【００７１】
　用語「活性化状態非依存性抗体」は、それらの活性化状態とは無関係にサンプル中の当
該の１つ以上の分析物の特定活性化状態に対して特異的である（すなわち、結合する、そ
れに結合される、または複合体をともに形成する）検出抗体を含む。例えば、活性化状態
非依存性抗体は、例えば１つ以上のシグナル伝達分子などの１つ以上の分析物のリン酸化
および非リン酸化形の両方を検出することができる。
【００７２】
　用語「核酸」または「ポリヌクレオチド」は、例えば、ＤＮＡおよびＲＮＡなどの一本
鎖または二本鎖形いずれかにあるデオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドおよ
びそれらのポリマーを含む。核酸には、合成、天然型、および非天然型である、ならびに
参照核酸と類似の結合特性を有する、公知のヌクレオチドアナログまたは修飾バックボー
ン残基もしくはリンケージを含有する核酸が含まれる。そのようなアナログの例には、制
限なく、ホスホロチオエート、ホスホルアミデート、メチルホスホネート、キラル－メチ
ルホスホネート、２’－Ｏ－メチルリボヌクレオチド、およびペプチド－核酸（ＰＮＡ）
が含まれる。特別に限定されない限り、この用語は、参照核酸と類似の結合特性を有する
天然ヌクレオチドの公知のアナログを含有する核酸を含む。他に特に規定しない限り、特
定核酸配列は、さらにまた黙示的に保存的に修飾されたそれらの変異体および相補的配列
ならびに明示的に指示された配列を含む。
【００７３】
　用語「オリゴヌクレオチド」は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッド、およ
び／またはそれらのミメティックの一本鎖オリゴマーもしくはポリマーを意味する。所定
の場合には、オリゴヌクレオチドは、天然型（すなわち、未修飾）核酸塩基、糖、および
インターヌクレオシド（バックボーン）結合から構成される。所定の他の場合には、オリ
ゴヌクレオチドは、修飾された核酸塩基、糖、および／またはインターヌクレオシド結合
を含む。
【００７４】
　本明細書で使用する用語「ミスマッチモチーフ」もしくは「ミスマッチ領域」は、その
相補的配列に対して１００％相補性を有していないオリゴヌクレオチドの一部分を意味す
る。オリゴヌクレオチドは、少なくとも１、２、３、４、５、６以上のミスマッチ領域を
有してもよい。ミスマッチ領域は、連続してもよい、または１、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０、１１、１２以上のヌクレオチドによって分離されてもよい。ミスマッチ
モチーフもしくは領域は、単一ヌクレオチドを含んでもよい、または２、３、４、５以上
のヌクレオチドを含んでもよい。
【００７５】
　語句「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、オリゴヌクレオチドがそ
の相補性配列にハイブリダイズするが、他の配列にはハイブリダイズしない条件を意味す
る。ストリンジェントな条件は配列依存性であり、異なる状況では異なるであろう。長い
配列は、詳細には高温でハイブリダイズする。核酸のハイブリダイゼーションについての
広汎な指針は、Ｔｉｊｓｓｅｎ，Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ－－Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗ
ｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ｐｒｏｂｅｓ，「Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐｌ
ｅｓ　ｏｆ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　
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ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ａｓｓａｙｓ」（１９９３）において見いだされる。一般に
、ストリンジェントな条件は、規定のイオン強度ｐＨで特異的配列に対して熱融点（Ｔｍ

）より約５～１０℃低いように選択される。Ｔｍは、標的に相補的であるプローブの５０
％が平衡状態（標的配列が過剰に存在するので、Ｔｍでは、プローブの５０％は平衡状態
で占められる）で標的配列にハイブリダイズする温度（規定のイオン強度、ｐＨ、および
核濃度下で）である。ストリンジェントな条件は、さらにまたホルムアミドなどの不安定
化剤を添加して達成することもできる。選択的または特異的ハイブリダイゼーションのた
めに、陽性シグナルは、バックグラウンドの少なくとも２倍、好ましくはバックグラウン
ドハイブリダイゼーションの１０倍である。
【００７６】
　用語「実質的に同一」もしくは「実質的同一性」は、２つ以上の核酸の状況においては
、配列比較アルゴリズムを用いて、または手動アラインメントおよび目視検査によって測
定したように比較窓もしくは指定領域にわたって最高対応について比較およびアライメン
トした場合に、同一であるまたは同一である規定パーセンテージのヌクレオチド（すなわ
ち、規定領域にわたって少なくとも約６０％、好ましくは少なくとも約６５％、７０％、
７５％、８０％、８５％、９０％、または９５％同一性）を有する２つ以上の配列を意味
する。この定義は、その状況が示す場合は、配列の相補体を同様に意味する。好ましくは
、実質的同一性は、長さが少なくとも約５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０
、４５、５０、７５、または１００ヌクレオチドである領域にわたって存在する。
【００７７】
　用語「インキュベートする工程」は、「接触させる工程」および「曝露させる工程」と
同義的に使用され、他に規定しない限り任意の特定の時間または温度要件を意味しない。
【００７８】
ＩＩＩ．実施形態の説明
　１つの実施形態では、本発明は、特異的多重高スループットアッセイにおいて固形腫瘍
の腫瘍組織に由来する腫瘍細胞または循環細胞中での複数の無秩序のシグナル伝達物質の
発現および活性化状態を検出するための方法を提供する。本発明は、１つ以上の無秩序な
シグナル伝達経路をダウンレギュレートまたは活動停止させるために適切な療法を選択す
るための方法および組成物もさらに提供する。そこで、本発明の実施形態は、所定の患者
の腫瘍において活性化されたシグナル伝達タンパク質の収集によって提供される特定分子
シグニチャーに基づいて個別の療法の設計を促進するために使用できる。
【００７９】
　固形腫瘍の循環細胞には、癌幹細胞もしくは腫瘍に（例えば、化学誘因に起因して）移
動中である細胞、例えば内皮前駆細胞、循環内皮細胞、周皮細胞、循環前血管新生性骨髄
性細胞、樹状細胞などの、固形腫瘍から転移した、または微小転移したのいずれかである
細胞が含まれる。循環細胞を含有する患者サンプルは、任意の接近可能な生体液（例えば
、全血、血清、血漿、痰、気管支洗浄液、尿、乳頭吸引液、リンパ液、唾液、細針吸引液
など）から入手できる。所定の場合には、全血サンプルは、血漿もしくは血清分画および
細胞分画（すなわち、細胞ペレット）に分離される。細胞分画は、典型的には、循環腫瘍
細胞（ＣＴＣ）、循環内皮細胞（ＣＥＣ）、循環内皮前駆細胞（ＣＥＰＣ）、癌幹細胞（
ＣＳＣ）、リンパ節の播種性腫瘍細胞、およびそれらの組み合わせなどの、固形腫瘍の赤
血球、白血球、および／または循環細胞を含有する。血漿または血清分画は、通常は、特
に、固形腫瘍の循環細胞によって遊離される核酸（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ）およびタン
パク質を含有する。
【００８０】
　循環細胞は、典型的には、例えば免疫磁気分離法（例えば、Ｒａｃｉｌａら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９５：４５８９－４５９４（１９９８）；Ｂｉ
ｌｋｅｎｒｏｔｈら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，９２：５７７－５８２（２００１）を
参照されたい）、Ｉｍｍｕｎｉｃｏｎ社（ペンシルバニア州ハンティントン・バレー）に
よるＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）システム、マイクロ流体分離法（例えば、Ｍｏｈ
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ａｍｅｄら、ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓ．Ｎａｎｏｂｉｏｓｃｉ．，３：２５１－２５６（２
００４）；Ｌｉｎら、Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｎｏ．５１４７，９７ｔｈ　ＡＡＣＲ　Ａｎｎ
ｕａｌ　Ｍｅｅｔｉｎｇ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．（２００６））、ＦＡＣＳ（
例えば、Ｍａｎｃｕｓｏら、Ｂｌｏｏｄ，９７：３６５８－３６６１（２００１））、密
度勾配遠心分離法（例えば、Ｂａｋｅｒら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，１３：
４８６５－４８７１（２００３））、および枯渇法（例えば、Ｍｅｙｅら、Ｉｎｔ．Ｊ．
Ｏｎｃｏｌ．，２１：５２１－５３０（２００２）を参照されたい）を含む１つ以上の分
離方法を使用して患者サンプルから単離される。
【００８１】
　インサイチュー活性化状態を維持するために、シグナル伝達物質は、有利には細胞が単
離された直後に、好ましくは９６、７２、４８、２４、６、もしくは１時間以内に、より
好ましくは３０、１５、もしくは５分間以内に抽出される。単離した細胞は、有利には、
さらにまた通常はナノモル～ミクロモル濃度の１つ以上の成長因子とともに、シグナル伝
達物質の活性化を復活させる、または刺激するために約１～３０分間にわたりインキュベ
ートすることもできる（例えば、Ｉｒｉｓｈら、Ｃｅｌｌ，１１８：２１７－２２８（２
００４）を参照されたい）。刺激性成長因子には、上皮成長因子（ＥＧＦ）、ヘレグリン
（ＨＲＧ）、ＴＧＦ－α、ＰＩＧＦ、アンジオポエチン（Ａｎｇ）、ＮＲＧ１、ＰＧＦ、
ＴＮＦ－α、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ＩＧＦ、ＦＧＦ、ＨＧＦ、サイトカインなどが含まれ
る。個別患者のための潜在的抗癌療法を評価するためには、成長因子を刺激する前に、単
離した細胞を様々な用量の１つ以上の抗癌剤とインキュベートすることができる。成長因
子の刺激は、数分間または数時間（例えば、１～５分間から１～６時間）にわたり実施す
ることができる。抗癌剤を用いた、および用いないシグナル伝達経路の示差的活性化は、
各個別患者のために適正用量で適切な癌療法の選択において役立つ。単離、抗癌剤治療、
および／または成長因子刺激後には、細胞は当分野において公知の任意の技術を用いてシ
グナル伝達物質を抽出するために溶解させられる。好ましくは、細胞溶解は、成長因子刺
激の約１～３６０分間後に、およびより好ましくは２つの異なる時間間隔で：（１）成長
因子刺激の約１～５分間後；および（２）成長因子刺激の約３０～１８０分間後に開始さ
れる。または、溶解物は、使用時まで－８０℃で保存することができる。
【００８２】
　一部の実施形態では、抗癌剤は、癌細胞中の活性化シグナル伝達経路成分の機能を妨害
する物質を含む。そのような作用物質の非限定的な例には、以下の表１に列挙した作用物
質が含まれる。
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【００８３】
　また別の実施形態では、本発明は、固体支持体上に固定された複数の希釈系列の捕捉抗
体を含む優れたダイナミックレンジを有するアドレス可能なアレイであって、各希釈系列
中の捕捉抗体はシグナル伝達経路の成分および他の標的タンパク質に対応する１つ以上の
分析物に対して特異的であるアレイを提供する。様々な態様では、この実施形態は、特定
の腫瘍に特徴的なシグナル伝達経路、例えば乳癌細胞中で活性なシグナル伝達経路の成分
を含むアレイを含む。そこで本発明は、有利にも、癌を誘発する潜在的発現もしくは活性
化欠損を備える当該の各シグナル伝達分子または他のタンパク質が単一アレイもしくはチ
ップ上で提示されるように実施することができる。一部の態様では、特定腫瘍細胞中で活
性な所定のシグナル伝達経路の成分は、細胞内のシグナル伝達経路を通って情報が伝えら
れる配列に対応する直鎖状配列で整列させられる。そのようなアレイの例は、図５から図
９に示した。特定腫瘍細胞中で活性な所定のシグナル伝達経路の１つ以上の成分に対して
特異的な捕捉抗体は、さらにまたあらゆる表面関連アーチファクトを最小限に抑えるため
に無作為方法でプリントすることもできる。
【００８４】
　本発明を使用して調べる（interrogated）ことのできるシグナル伝達経路の非限定的な
例には、表２に示したものが含まれる。
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【００８５】
　所定の実施形態では、抗癌剤は、例えばモノクローナル抗体もしくはチロシンキナーゼ
阻害剤などの抗シグナル伝達剤（すなわち、細胞増殖抑制薬）；抗増殖剤；化学療法薬（
すなわち、細胞毒性薬）；ホルモン治療薬；放射線療法薬；ワクチン；および／または例
えば癌性細胞などの異常な細胞の制御されない増殖を減少または無効にさせる能力を備え
る任意の他の化合物を含む。一部の実施形態では、単離された循環細胞は、少なくとも１
つの化学療法薬と組み合わせて１つ以上の抗シグナル伝達剤、抗増殖剤、および／または
ホルモン治療薬を用いて治療される。
【００８６】
　本発明において使用するのに適切な抗シグナル伝達剤の例には、制限なく、例えばトラ
スツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標））、アレムツズマブ（Ｃａｍｐａｔｈ（登
録商標））、ベバシズマブ（Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標））、セツキシマブ（Ｅｒｂｉｔ
ｕｘ（登録商標））、ゲムツズマブ（Ｍｙｌｏｔａｒｇ（登録商標））、パニツムマブ（
Ｖｅｃｔｉｂｉｘ（商品名））、リツキシマブ（Ｒｉｔｕｘａｎ（登録商標））、および
トシツモマブ（ＢＥＸＸＡＲ（登録商標））などのモノクローナル抗体；例えばゲフィチ
ニブ（Ｉｒｅｓｓａ（登録商標））、スニチニブ（Ｓｕｔｅｎｔ（登録商標））、エルロ
チニブ（Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標））、ラパチニブ（ＧＷ－５７２０１６；Ｔｙｋｅｒ
ｂ（登録商標））、カネルチニブ（ＣＩ１０３３）、セマキシニブ（ＳＵ５４１６）、バ
タラニブ（ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２２５８４）、ソラフェニブ（ＢＡＹ４３－９００６；
Ｎｅｘａｖａｒ（登録商標））、イマチニブメシレート（Ｇｌｅｅｖｅｃ（登録商標））
、レフルノミド（ＳＵ１０１）、およびバンデタニブ（ＺＡＣＴＩＭＡ（商品名）；ＺＤ
６４７４）などのチロシンキナーゼ阻害剤；ならびにそれらの組み合わせが含まれる。
【００８７】
　典型的な抗増殖剤には、例えばシロリムス（ラパマイシン）、テムシロリムス（ＣＣＩ
－７７９）、およびエベロリムス（ＲＡＤ００１）などのｍＴＯＲ阻害剤；例えば１Ｌ６
－ヒドロキシメチル－キロ－イノシトール－２－（Ｒ）－２－Ｏ－メチル－３－Ｏ－オク
タデシル－ｓｎ－グリセロカーボネート、９－メトキシ－２－メチルエリプチシニウムア
セテート、１，３－ジヒドロ－１－（１－（（４－（６－フェニル－１Ｈ－イミダゾ［４
，５－ｇ］キノキサリン－７－イル）フェニル）メチル）－４－ピペリジニル）－２Ｈ－
ベンズイミダゾール－２－オン、１０－（４’－（Ｎ－ジエチルアミノ）ブチル）－２－
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クロロフェノキサジン、３－ホルミルクロモンチオセミカルバゾン（Ｃｕ（ＩＩ）Ｃｌ２

複合体）、癌原遺伝子ＴＣＬ１のアミノ酸１０～２４に由来する１５－ｍｅｒペプチドで
あるＡＰＩ－２（Ｈｉｒｏｍｕｒａら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７９：５３４０７
－５３４１８（２００４）、ＫＰ３７２－１、およびＫｏｚｉｋｏｗｓｋｉら、Ｊ．Ａｍ
．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１２５：１１４４－１１４５（２００３）およびＫａｕら、Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ，４：４６３－４７６（２００３）に記載の化合物などのＡｋｔ阻害
剤；ならびにそれらの組み合わせが含まれる。
【００８８】
　化学療法薬の非限定的な例には、白金に基づく薬物（例えば、オキサリプラチン、シス
プラチン、カルボプラチン、スピロプラチン、イプロプラチン、サトラプラチンなど）、
アルキル化剤（例えば、シクロホスファミド、イフォスファミド、クロラムブシル、ブス
ルファン、メルファラン、メクロレタミン、ウラムスチン、チオテパ、ニトロソウレアな
ど）、代謝拮抗薬（例えば、５－フルオロウラシル、アザチオプリン、６－メルカプトプ
リン、メトトレキセート、ロイコボリン、カペシタビン、シタラビン、フロクスウリジン
、フルダラビン、ゲムシタビン（Ｇｅｍｚａｒ（登録商標））、ペメトレキセド（ＡＬＩ
ＭＴＡ（登録商標））、ラルチトレキセドなど）、植物アルカロイド（例えば、ビンクリ
スチン、ビンブラスチン、ビノレルビン、ビンデシン、ポドフィロトキシン、パクリタキ
セル（Ｔａｘｏｌ（登録商標））、ドセタキセル（Ｔａｘｏｔｅｒｅ（登録商標））など
）、トポイソメラーゼ阻害剤（例えば、イリノテカン、トポテカン、アムサクリン、エト
ポシド（ＶＰ１６）、リン酸エトポシド、テニポシドなど）、抗腫瘍抗生物質（例えば、
ドキソルビシン、アドリアマイシン、ダウノルビシン、エピルビシン、アクチノマイシン
、ブレオマイシン、マイトマイシン、ミトキサントロン、プリカマイシンなど）、それら
の薬学的に許容される塩、それらの立体異性体、それらの誘導体、それらのアナログ、な
らびにそれらの組み合わせが含まれる。
【００８９】
　ホルモン治療薬の例には、制限なく、アロマターゼ阻害剤（例えば、アミノグルテチミ
ド、アナストロゾール（Ａｒｉｍｉｄｅｘ（登録商標））、レトロゾール（Ｆｅｍａｒａ
（登録商標））、ボロゾール、エキセメスタン（Ａｒｏｍａｓｉｎ（登録商標））、４－
アンドロステン－３，６，１７－トリオン（６－ＯＸＯ）、１，４，６－アンドロスタト
リエン－３，１７－ジオン（ＡＴＤ）、フォルメスタン（Ｌｅｎｔａｒｏｎ（登録商標）
）など）、選択的エストロゲン受容体調節剤（例えば、バゼドキシフェン、クロミフェン
、フルベストラント、ラソフォキシフェン、ラロキシフェン、タモキシフェン、トレミフ
ェンなど）、ステロイド剤（例えば、デキサメタゾン）、フィナステリド、およびゴセレ
リンなどのゴナドトロピン放出ホルモンアゴニスト（ＧｎＲＨ）、それらの薬学的に許容
される塩、それらの立体異性体、それらの誘導体、それらのアナログ、ならびにそれらの
組み合わせが含まれる。
【００９０】
　本発明において有用な癌ワクチンの非限定的な例には、Ａｃｔｉｖｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
社からのＡＮＹＡＲＡ、Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ　Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ社からの
ＤＣＶａｘ－ＬＢ、ＩＤＭ　Ｐｈａｒｍａ社からのＥＰ－２１０１、Ｐｈａｒｍｅｘａ社
からのＧＶ１００１、Ｉｄｅｒａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ社からのＩＯ－２０
５５、Ｉｎｔｒｏｇｅｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ社からのＩＮＧＮ　２２５およびＢ
ｉｏｍｉｒａ／Ｍｅｒｃｋ社からのＳｔｉｍｕｖａｘが含まれる。
【００９１】
　放射線療法薬の例には、制限なく、腫瘍抗原に向けられた抗体に任意で結合させた、例
えば４７Ｓｃ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、８９Ｓｒ、８６Ｙ、８７Ｙ、９０Ｙ、１０５Ｒｈ、
１１１Ａｇ、１１１Ｉｎ、１１７ｍＳｎ、１４９Ｐｍ、１５３Ｓｍ、１６６Ｈｏ、１７７

Ｌｕ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２１１Ａｔ、および２１２Ｂｉなどの放射性核種が含ま
れる。
【００９２】
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　一部の実施形態では、各希釈系列の捕捉抗体は、一連の下降する捕捉抗体濃度を含む。
所定の場合には、捕捉抗体は、アレイ上にスポットされる１セット数（例えば、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５以上）の下降する捕捉抗体濃度を含む
希釈系列を生成するために少なくとも２倍（例えば、２、５、１０、２０、５０、１００
、５００、もしくは１，０００倍）で連続的に希釈される。好ましくは、各捕捉抗体希釈
液が少なくとも２、３、４、５、または６回ずつアレイ上にスポットされる。
【００９３】
　他の実施形態では、固体支持体は、ガラス（例えば、ガラススライド）、プラスチック
、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜（例えば、ナイロン、ニトロセルロース、
ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）など）、繊維束、または任意の他の適切な基質を含む
。好ましい実施形態では、捕捉抗体は、例えばＷｈａｔｍａｎ社（ニュージャージー州フ
ローラムパーク）から市販で入手できるＦＡＳＴ（登録商標）スライドなどの、ニトロセ
ルロースポリマーでコーティングされたガラススライド上に（例えば、共有結合もしくは
非共有結合相互作用によって）固定される。
【００９４】
　一部の実施形態では、細胞抽出物は、固形腫瘍の循環細胞の抽出物を含む。循環細胞は
、典型的には、例えば、免疫磁気分離法、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）システム、
マイクロ流体分離法、ＦＡＣＳ、密度勾配遠心分離法、および枯渇法を含む、当分野にお
いて公知の１つ以上の分離法を用いて患者サンプルから単離される。
【００９５】
　他の実施形態では、患者サンプルは、例えば、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引
液、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液、および／または細針吸引液サンプルなどの体液サ
ンプルを含む。所定の場合には、全血サンプルは、血漿もしくは血清分画および細胞分画
（すなわち、細胞ペレット）に分離される。細胞分画は、典型的には、ＣＴＣ、ＣＥＣ、
ＣＥＰＣ、リンパ節の播種性腫瘍細胞、および／またはＣＳＣなどの、固形腫瘍の赤血球
、白血球、および／または循環細胞を含有する。血漿または血清分画は、通常は、特に、
固形腫瘍の循環細胞によって遊離される核酸（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ）およびタンパク
質を含有する。
【００９６】
　一部の場合には、単離された循環細胞は、１つ以上の当該の抗癌剤を用いたインキュベ
ーションの前、中、および／または後に１つ以上の成長因子を用いてインビトロ（ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ）で刺激することができる。刺激性成長因子については上記に記載した。他の
場合には、単離された循環細胞は、当分野において公知の任意の技術を用いて細胞抽出物
（例えば、細胞溶解物）を生成するために、例えば成長因子の刺激および／または抗癌剤
処理に続いて、溶解させることができる。好ましくは、細胞溶解は、成長因子刺激の約１
～３６０分間後に、およびより好ましくは２つの異なる時間間隔をあけて：（１）成長因
子刺激約１～５分間後；および（２）成長因子刺激の約３０～１８０分間後に開始される
。または、細胞溶解物は、使用時まで－８０℃で保存することができる。
【００９７】
　好ましい実施形態では、例えば固形腫瘍の循環細胞などの腫瘍細胞中の複数のシグナル
伝達分子の発現および／または活性化状態は、下記で記載するように単一検出または近接
二重検出アッセイを用いて検出される。
【００９８】
　したがって、１つの態様では、本発明は、乳房腫瘍を治療するのに適切な抗癌剤を選択
するための方法であって： 
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
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って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；および
　（ｄ）前記抗癌剤が、前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌
剤の非存在下で作成された対照活性化プロファイルと比較することによって、前記乳房腫
瘍の治療のために適切であるか、または不適切であるかを決定する工程と、を含む方法を
提供する。
【００９９】
　所定の場合には、本発明の方法は、医師、例えば癌専門医または一般開業医に工程（ｄ
）の結果を送る、または報告する工程をさらに含むことができる。所定の他の場合には、
本発明の方法は、コンピュータデータベースもしくは他の適切な機械、または例えば研究
所で情報を保存するためのデバイスに工程（ｄ）の結果を記録または保存する工程をさら
に含むことができる。
【０１００】
　好ましい実施形態では、乳房腫瘍を治療するのに適切な抗癌剤を選択するための方法は
：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較する工程と；
　（ｅ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態が前記対照活性化プロファ
イルと比較して実質的に減少している場合は、前記抗癌剤が前記乳房腫瘍の治療のために
適切であることを指示する工程と、を含む。
【０１０１】
　所定の場合には、好ましい実施形態は、工程（ｆ）として、または工程（ｅ）として、
前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態が前記対照活性化プロファイルと比
較して実質的に減少していない場合は、前記抗癌剤が前記乳房腫瘍の治療のために不適切
であることを指示する工程をさらに含むことができる。
【０１０２】
　所定の他の場合には、好ましい実施形態は、医師、例えば癌専門医または一般開業医に
工程（ｅ）の結果を送る、または報告する工程をさらに含むことができる。さらになお他
の場合には、好ましい実施形態は、コンピュータデータベースもしくは他の適切な機械、
または例えば研究所で情報を保存するためのデバイスに工程（ｅ）の結果を記録または保
存する工程をさらに含むことができる。
【０１０３】
　一部の実施形態では、例えばシグナル伝達分子などの分析物の活性化状態は、抗癌剤の
非存在下におけるより少なくとも約５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、
８０％、８５％、９０％、もしくは９５％未満活性化されている場合は、抗癌剤の存在下
において「実質的に減少している」と見なされる。他の実施形態では、例えばシグナル伝
達分子などの分析物の活性化状態は、（１）抗癌剤を用いない場合の分析物の高もしくは
強活性化から抗癌剤を用いる場合の分析物の中、弱、低、もしくは超弱活性化への変化が
見られる場合、または（２）抗癌剤を用いない場合の分析物の中活性化から抗癌剤を用い
た場合の分析物の弱、低、もしくは超弱活性化への変化が見られる場合に、抗癌剤の存在
下において「実質的に減少している」と見なされる。
【０１０４】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、乳房腫瘍の細胞が単離される乳房腫瘍を有する
被験者からサンプルを入手する工程をさらに含むことができる。サンプルは、乳癌被験者
から、抗癌剤治療の前（例えば、抗癌剤を用いたインキュベーションの前）または抗癌剤



(38) JP 2013-174616 A 2013.9.5

10

20

30

40

50

の投与後（例えば、癌治療の経過を通していずれかの時点に）入手することができる。適
切なサンプルには、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、骨髄吸引液、
尿、唾液、細針吸引液（ＦＮＡ）、およびそれらの組み合わせが含まれるがそれらに限定
されない。１つの好ましい実施形態では、サンプルは、全血またはＦＮＡサンプルである
。この実施形態では、乳房腫瘍の循環細胞は全血サンプルから単離できる、または乳癌細
胞はＦＮＡサンプルから単離できる。単離した細胞が抗癌剤を用いた治療を受けていない
被験者から入手される場合は、単離した細胞は、工程（ｃ）において検出すべき１つ以上
の分析物を標的とする抗癌剤の１つまたはカクテルとインビトロの適切な条件下でインキ
ュベートすることができる。
【０１０５】
　乳房腫瘍の循環細胞は、当分野において任意の公知の技術によって、例えば、免疫磁気
分離法、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）システム、マイクロ流体分離法、ＦＡＣＳ、
密度勾配遠心分離法、および枯渇法によってサンプルから単離することができる（実施例
１を参照されたい）。サンプルから単離できる循環細胞の例には、制限なく、循環腫瘍細
胞、循環内皮細胞、循環内皮前駆細胞、癌幹細胞、播種性腫瘍細胞、およびそれらの組み
合わせが含まれる。例えば循環細胞などの単離した細胞は、当分野において公知である任
意の技術によって単離した細胞を細胞抽出物へ転換させるために溶解させることができる
（実施例１を参照されたい）。
【０１０６】
　１つの実施形態では、乳房腫瘍は、乳管癌または小葉癌を有する被験者に由来する。乳
管癌の例には、浸潤性乳管癌または非浸潤性乳管癌が含まれるがそれらに限定されない。
小葉癌の非限定的な例には、浸潤性小葉癌または上皮内小葉癌が含まれる。
【０１０７】
　所定の場合には、乳房腫瘍の細胞は、腫瘍組織から単離される。腫瘍組織は、例えば、
原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織であってもよい。１つの好ましい実施形態では、細
胞は、細針吸引液（ＦＮＡ）サンプルとして腫瘍組織から単離される。
【０１０８】
　一部の実施形態では、単離した細胞は、本明細書に記載したように成長因子を用いてイ
ンビトロで刺激される。他の実施形態では、抗癌剤は、モノクローナル抗体、チロシンキ
ナーゼ阻害剤、化学療法薬、ホルモン治療薬、放射線療法薬、およびワクチンを含むがそ
れらに限定されない、本明細書に記載した１つ以上の治療薬を含むことができる。
【０１０９】
　好ましい実施形態では、細胞抽出物中に存在する１つ以上の分析物は、複数のシグナル
伝達分子を含む。シグナル伝達分子の例には、制限なく、受容体チロシンキナーゼ、非受
容体チロシンキナーゼ、チロシンキナーゼシグナル伝達カスケード成分、核ホルモン受容
体、核受容体コアクチベーター、核受容体リプレッサー、およびそれらの組み合わせが含
まれる。所定の場合には、複数のシグナル伝達分子は、ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ１）、ＨＥＲ
－２（ＥｒｂＢ２）、ｐ９５ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ－３（ＥｒｂＢ３）、ＨＥＲ－４（Ｅｒ
ｂＢ４）、Ｒａｆ、ＳＲＣ、Ｍｅｋ、ＮＦｋＢ－ＩｋＢ、ｍＴｏｒ、ＰＩ３Ｋ、ＶＥＧＦ
、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３、Ｅｐｈ－ａ、Ｅｐｈ－ｂ、Ｅｐｈ
－ｃ、Ｅｐｈ－ｄ、ｃＭｅｔ、ＦＧＦＲ、ｃＫｉｔ、Ｆｌｔ－３、Ｔｉｅ－１、Ｔｉｅ－
２、Ｆｌｔ－３、ｃＦＭＳ、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ、Ａｂｌ、ＦＴＬ３、ＲＥＴ、
Ｋｉｔ、ＨＧＦＲ、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、ＩＧＦ－１Ｒ、
ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、ＡＩＢ１、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される
。好ましくは、複数のシグナル伝達分子は、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ｐ９５ＥｒｂＢ２
、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３、ＥＲ、
ＰＲ、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される。
【０１１０】
　一部の実施形態では、細胞抽出物中に存在する１つ以上の分析物について検出された活
性化状態は、例えば、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態、またはそれら
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の組み合わせであってもよい。他の実施形態では、固体支持体は、例えば、ガラス、プラ
スチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊維束、およびそれらの組み合
わせを含むことができる。さらに他の実施形態では、捕捉抗体は、アドレス可能なアレイ
内の固体支持体上に固定される。
【０１１１】
　所定の実施形態では、工程（ｃ）におけるアッセイは：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成する（例えば、細胞抽出物中に存在する分析物を、前記
分析物および捕捉抗体を含む捕捉分析物の複合体に変換させる）ために前記細胞抽出物を
前記複数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成する（例えば、捕捉分析物の複合体を、前
記捕捉分析物および前記活性化状態依存性抗体を含む検出可能な捕捉分析物の複合体に変
換させる）ために、前記複数の捕捉分析物を対応する分析物に対して特異的な活性化状態
依存性抗体とインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする（例えば、接触させる）工程と
；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む。
【０１１２】
　一部の場合には、活性化状態依存性抗体は、結合対の第１メンバー（例えば、ビオチン
）を含む。他の場合には、シグナル増幅対の第１メンバー（例えば、ＨＲＰなどのペルオ
キシダーゼ）は、結合対の第２メンバー（例えば、ストレプトアビジン）を含む。所定の
場合には、シグナル増幅対の第２メンバーは、例えば、チラミド試薬（例えば、ビオチン
－チラミド）であってもよい。好ましくは、増幅したシグナルは、活性化チラミドを生成
する（例えば、ビオチン－チラミドを活性化チラミドに変換させる）ためにビオチン－チ
ラミドのペルオキシダーゼ酸化によって生成される。活性化チラミドは、直接的に検出で
きる、または例えばシグナル検出試薬の添加に基づいて間接的に検出できる。シグナル検
出試薬の非限定的な例には、ストレプトアビジン標識フルオロフォア、およびストレプト
アビジン標識ペルオキシダーゼと例えば３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（
ＴＭＢ）などの発色試薬との組み合わせが含まれる。
【０１１３】
　所定の他の実施形態では、工程（ｃ）におけるアッセイは： 
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成する（例えば、細胞抽出物中に存在する分析物を、前記
分析物および捕捉抗体を含む捕捉抗体の複合体に変換させる）ために前記細胞抽出物を前
記複数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成する（例えば、捕捉分析物の複合体を捕捉
分析物および検出抗体を含む検出可能な捕捉分析物の複合体に変換させる）ために前記複
数の捕捉分析物を、前記複数の活性化状態非依存性抗体および対応する分析物に対して特
異的な複数の活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートする（例えば、接触
させる）工程であって、
　前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体はシグ
ナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーへチャネリングして反応する酸化剤を生成する工程と、
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第２メンバーとインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む。
【０１１４】
　活性化状態非依存性抗体は、促進成分を用いて直接的に標識できる、または促進成分を
用いて、例えば活性化状態非依存性抗体に結合されたオリゴヌクレオチドと促進成分に結
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合された相補的オリゴヌクレオチドとの間のハイブリダイゼーションによって間接的に標
識することができる。同様に、活性化状態依存性抗体は、シグナル増幅対の第１メンバー
を用いて直接的に標識することができる、またはシグナル増幅対の第１メンバーを用いて
、例えば活性化状態依存性抗体に結合された結合対の第１メンバーとシグナル増幅対の第
１メンバーに結合された結合対の第２メンバーとの間の結合によって間接的に標識するこ
とができる。所定の場合には、結合対の第１メンバーはビオチンであり、結合対の第２メ
ンバーは、例えばストレプトアビジンまたはニュートラビジンなどのアビジンである。
【０１１５】
　一部の実施形態では、促進成分は、例えば、グルコースオキシダーゼであってもよい。
所定の場合には、グルコースオキシダーゼおよび活性化状態非依存性抗体は、例えば実施
例１６および１７に記載したように、スルフヒドリル活性化デキストラン分子に結合させ
ることができる。前記スルフヒドリル活性化デキストラン分子は、典型的には、約５００
ｋＤａ（例えば、約２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６００
、６５０、７００、または７５０ｋＤａ）の分子量を有する。他の実施形態では、酸化剤
は、例えば過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）であってもよい。さらにまた別の実施形態では、シグ
ナル増幅対の第１メンバーは、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）などのペ
ルオキシダーゼであってもよい。別の実施形態では、シグナル増幅対の第２メンバーは、
例えば、チラミド試薬（例えば、ビオチン－チラミド）であってもよい。好ましくは、増
幅したシグナルは、活性化チラミドを生成する（例えば、ビオチン－チラミドを活性化チ
ラミドに変換させる）ためにビオチン－チラミドのペルオキシダーゼ酸化によって生成さ
れる。活性化チラミドは、直接的に検出できる、または例えばシグナル検出試薬の添加に
基づいて間接的に検出できる。シグナル検出試薬の非限定的な例には、ストレプトアビジ
ン標識フルオロフォアおよびストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼと例えば３，３’
，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）などの発色試薬との組み合わせが含まれ
る。
【０１１６】
　所定の場合には、西洋ワサビペルオキシダーゼおよび活性化状態依存性抗体は、スルフ
ヒドリル活性化デキストラン分子に結合させることができる。スルフヒドリル活性化デキ
ストラン分子は、典型的には、約７０ｋＤａ（例えば、約４０、４５、５０、５５、６０
、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、または１００ｋＤａ）の分子量を有する
。
【０１１７】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、乳房腫瘍の治療のために適切な抗癌剤の選択を
補助または支援するために有用な可能性がある。他の実施形態では、本発明の方法は、乳
房腫瘍の治療のために適切な抗癌剤の選択を改善するために有用な可能性がある。
【０１１８】
　また別の態様では、本発明は、抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答を同定するため
の方法であって：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較することによって、前記乳房腫瘍が前記抗癌剤
を用いた治療に応答性または非応答性であると同定する工程と、を含む方法を提供する。
【０１１９】
　所定の場合には、本発明の方法は、医師、例えば癌専門医または一般開業医に工程（ｄ
）の結果を送る、または報告する工程をさらに含むことができる。所定の他の場合には、
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本発明の方法は、コンピュータデータベースもしくは他の適切な機械、または例えば研究
所で情報を保存するためのデバイスに工程（ｄ）の結果を記録または保存する工程をさら
に含むことができる。
【０１２０】
　好ましい実施形態では、抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答を同定するための方法
は：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較する工程と；
　（ｅ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態が前記対照活性化プロファ
イルと比較して実質的に減少している場合は、前記乳房腫瘍が前記抗癌剤を用いた治療に
応答性であることを指示する工程と、を含む。
【０１２１】
　所定の場合には、好ましい実施形態は、すなわち工程（ｆ）として、または工程（ｅ）
として、前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態が対照活性化プロファイル
と比較して実質的に減少していない場合は、前記乳房腫瘍が前記抗癌剤を用いた治療に対
して非応答性であることを指示する工程をさらに含むことができる。
【０１２２】
　所定の他の場合には、好ましい実施形態は、医師、例えば癌専門医または一般開業医に
工程（ｅ）の結果を送る、または報告する工程をさらに含むことができる。さらになお他
の場合には、好ましい実施形態は、コンピュータデータベースもしくは他の適切な機械、
または例えば研究所で情報を保存するためのデバイスに工程（ｅ）の結果を記録または保
存する工程をさらに含むことができる。
【０１２３】
　分析物（例えば、シグナル伝達分子）の活性化状態は、上述したように抗癌剤の存在下
では「実質的に減少している」可能性がある。一部の実施形態では、本明細書に記載した
方法は、それから乳癌細胞が単離される乳房腫瘍を有する被験者からサンプルを入手する
工程をさらに含むことができる。サンプルは、乳癌被験者から、抗癌剤治療の前（例えば
、抗癌剤を用いたインキュベーションの前）または抗癌剤の投与後（例えば、癌治療の経
過を通していずれかの時点に）入手することができる。適切なサンプルには、全血、血清
、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液、細針吸引液（ＦＮＡ
）、およびそれらの組み合わせが含まれるがそれらに限定されない。１つの好ましい実施
形態では、サンプルは、全血またはＦＮＡサンプルである。この実施形態では、乳房腫瘍
の循環細胞は全血サンプルから単離できる、または乳癌細胞はＦＮＡサンプルから単離で
きる。単離した細胞が抗癌剤を用いた治療を受けていない被験者から入手される場合は、
単離した細胞は、工程（ｃ）において検出すべき１つ以上の分析物を標的とする抗癌剤の
１つまたはカクテルを用いた適切な条件下においてインビトロでインキュベートすること
ができる。
【０１２４】
　乳房腫瘍の循環細胞は、当分野において任意の公知の技術によって、例えば、免疫磁気
分離法、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）システム、マイクロ流体分離法、ＦＡＣＳ、
密度勾配遠心分離法、および枯渇法によってサンプルから単離することができる（実施例
１を参照されたい）。サンプルから単離できる循環細胞の例には、制限なく、循環腫瘍細
胞、循環内皮細胞、循環内皮前駆細胞、癌幹細胞、播種性腫瘍細胞、およびそれらの組み
合わせが含まれる。例えば循環細胞などの単離した細胞は、当分野において公知である任
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意の技術によって単離した細胞を細胞抽出物へ転換させるために溶解させることができる
（実施例１を参照されたい）。
【０１２５】
　一部の実施形態では、乳房腫瘍は、乳管癌または小葉癌を有する被験者に由来する。乳
管癌の例には、浸潤性乳管癌および非浸潤性乳管癌が含まれるがそれらに限定されない。
小葉癌の非限定的な例には、浸潤性小葉癌または上皮内小葉癌が含まれる。
【０１２６】
　所定の場合には、乳房腫瘍の細胞は、腫瘍組織から単離される。腫瘍組織は、例えば、
原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織であってもよい。１つの好ましい実施形態では、細
胞は、細針吸引液（ＦＮＡ）サンプルとして腫瘍組織から単離される。
【０１２７】
　一部の実施形態では、単離した細胞は、本明細書に記載したように成長因子を用いてイ
ンビトロで刺激される。他の実施形態では、抗癌剤は、モノクローナル抗体、チロシンキ
ナーゼ阻害剤、化学療法薬、ホルモン治療薬、放射線療法薬、およびワクチンを含むがそ
れらに限定されない、本明細書に記載した１つ以上の治療薬を含むことができる。
【０１２８】
　好ましい実施形態では、細胞抽出物中に存在する１つ以上の分析物は、複数のシグナル
伝達分子を含む。シグナル伝達分子の例には、制限なく、受容体チロシンキナーゼ、非受
容体チロシンキナーゼ、チロシンキナーゼシグナル伝達カスケード成分、核ホルモン受容
体、核受容体コアクチベーター、核受容体リプレッサー、およびそれらの組み合わせが含
まれる。所定の場合には、複数のシグナル伝達分子は、ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ１）、ＨＥＲ
－２（ＥｒｂＢ２）、ｐ９５ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ－３（ＥｒｂＢ３）、ＨＥＲ－４（Ｅｒ
ｂＢ４）、Ｒａｆ、ＳＲＣ、Ｍｅｋ、ＮＦｋＢ－ＩｋＢ、ｍＴｏｒ、ＰＩ３Ｋ、ＶＥＧＦ
、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３、Ｅｐｈ－ａ、Ｅｐｈ－ｂ、Ｅｐｈ
－ｃ、Ｅｐｈ－ｄ、ｃＭｅｔ、ＦＧＦＲ、ｃＫｉｔ、Ｆｌｔ－３、Ｔｉｅ－１、Ｔｉｅ－
２、Ｆｌｔ－３、ｃＦＭＳ、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ、Ａｂｌ、ＦＴＬ３、ＲＥＴ、
Ｋｉｔ、ＨＧＦＲ、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、ＩＧＦ－１Ｒ、
ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、ＡＩＢ１、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される
。好ましくは、複数のシグナル伝達分子は、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ｐ９５ＥｒｂＢ２
、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３、ＥＲ、
ＰＲ、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される。
【０１２９】
　一部の実施形態では、細胞抽出物中に存在する１つ以上の分析物について検出された活
性化状態は、例えば、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態、またはそれら
の組み合わせであってもよい。他の実施形態では、固体支持体は、例えば、ガラス、プラ
スチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊維束、またはそれらの組み合
わせを含むことができる。さらに他の実施形態では、捕捉抗体は、アドレス可能なアレイ
内の固体支持体上に固定される。
【０１３０】
　所定の実施形態では、工程（ｃ）におけるアッセイは： 
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成する（例えば、細胞抽出物中に存在する分析物を、前記
分析物および捕捉抗体を含む捕捉抗体の複合体に変換させる）ために、前記細胞抽出物を
複数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成する（例えば、捕捉分析物の複合体を、前
記捕捉分析物および前記活性化状態依存性抗体を含む検出可能な捕捉分析物の複合体に変
換させる）ために、前記複数の捕捉分析物を対応する分析物に対して特異的な活性化状態
依存性抗体とインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする（例えば、接触させる）工程と
；
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　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む。
【０１３１】
　一部の場合には、活性化状態依存性抗体は、結合対の第１メンバー（例えば、ビオチン
）を含む。他の場合には、シグナル増幅対の第１メンバー（例えば、ＨＲＰなどのペルオ
キシダーゼ）は、結合対の第２メンバー（例えば、ストレプトアビジン）を含む。所定の
場合には、シグナル増幅対の第２メンバーは、例えば、チラミド試薬（例えば、ビオチン
－チラミド）であってもよい。好ましくは、増幅したシグナルは、活性化チラミドを生成
する（例えば、ビオチン－チラミドを活性化チラミドに変換させる）ためにビオチン－チ
ラミドのペルオキシダーゼ酸化によって生成される。活性化チラミドは、直接的に検出で
きる、または例えばシグナル検出試薬の添加に基づいて間接的に検出できる。シグナル検
出試薬の非限定的な例には、ストレプトアビジン標識フルオロフォア、およびストレプト
アビジン標識ペルオキシダーゼと例えば３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（
ＴＭＢ）などの発色試薬との組み合わせが含まれる。
【０１３２】
　所定の他の実施形態では、工程（ｃ）におけるアッセイは：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成する（例えば、細胞抽出物中に存在する分析物を、前記
分析物および捕捉抗体を含む捕捉分析物の複合体に変換させる）ために細胞抽出物を前記
複数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成する（例えば、捕捉分析物の複合体を捕捉
分析物および検出抗体を含む検出可能な捕捉分析物の複合体に変換させる）ために前記複
数の捕捉分析物を、複数の活性化状態非依存性抗体および前記対応する分析物に対して特
異的な複数の活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートする（例えば、接触
させる）工程であって、
　前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体はシグ
ナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーにチャネリングして反応する酸化剤を生成する工程と、
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第２メンバーとインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む。
【０１３３】
　活性化状態非依存性抗体は、促進成分を用いて直接的に標識できる、または促進成分を
用いて、例えば活性化状態非依存性抗体に結合されたオリゴヌクレオチドと前記促進成分
に結合された相補的オリゴヌクレオチドとの間のハイブリダイゼーションによって間接的
に標識することができる。同様に、活性化状態依存性抗体は、シグナル増幅対の第１メン
バーを用いて直接的に標識することができる、またはシグナル増幅対の第１メンバーを用
いて、例えば活性化状態依存性抗体に結合された結合対の第１メンバーとシグナル増幅対
の第１メンバーに結合された結合対の第２メンバーとの間の結合によって間接的に標識す
ることができる。所定の場合には、結合対の第１メンバーはビオチンであり、結合対の第
２メンバーは、例えばストレプトアビジンまたはニュートラビジンなどのアビジンである
。
【０１３４】
　一部の実施形態では、促進成分は、例えば、グルコースオキシダーゼであってもよい。
所定の場合には、グルコースオキシダーゼおよび活性化状態非依存性抗体は、例えば実施
例１６および１７に記載したように、スルフヒドリル活性化デキストラン分子に結合させ
ることができる。スルフヒドリル活性化デキストラン分子は、典型的には、約５００ｋＤ
ａ（例えば、約２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６００、６
５０、７００、または７５０ｋＤａ）の分子量を有する。他の実施形態では、酸化剤は、
例えば過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）であってもよい。さらにまた別の実施形態では、シグナル
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増幅対の第１メンバーは、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）などのペルオ
キシダーゼであってもよい。別の実施形態では、シグナル増幅対の第２メンバーは、例え
ば、チラミド試薬（例えば、ビオチン－チラミド）であってもよい。好ましくは、増幅し
たシグナルは、活性化チラミドを生成する（例えば、ビオチン－チラミドを活性化チラミ
ドに変換させる）ためにビオチン－チラミドのペルオキシダーゼ酸化によって生成される
。活性化チラミドは、直接的に検出できる、または例えばシグナル検出試薬の添加に基づ
いて間接的に検出できる。シグナル検出試薬の非限定的な例には、ストレプトアビジン標
識フルオロフォア、およびストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼと例えば３，３’，
５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）などの発色試薬との組み合わせが含まれる
。
【０１３５】
　所定の場合には、西洋ワサビペルオキシダーゼおよび活性化状態依存性抗体は、スルフ
ヒドリル活性化デキストラン分子に結合させることができる。スルフヒドリル活性化デキ
ストラン分子は、典型的には、約７０ｋＤａ（例えば、約４０、４５、５０、５５、６０
、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、または１００ｋＤａ）の分子量を有する
。
【０１３６】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答の同定
を補助または支援するために有用な可能性がある。他の実施形態では、本発明の方法は、
抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答の同定を改良するために有用な可能性がある。
【０１３７】
　さらにまた別の態様では、本発明は、乳房腫瘍を有する被験者の抗癌剤を用いた治療へ
の応答を予測するための方法であって： 
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較することによって、前記被験者が前記抗癌剤を
用いた治療に応答する可能性を予測する工程と、を含む方法を提供する。
【０１３８】
　所定の場合には、本発明の方法は、医師、例えば癌専門医または一般開業医に工程（ｄ
）の結果を送る、または報告する工程をさらに含むことができる。所定の他の場合には、
本発明の方法は、コンピュータデータベースもしくは他の適切な機械、または例えば研究
所で情報を保存するためのデバイスに工程（ｄ）の結果を記録または保存する工程をさら
に含むことができる。
【０１３９】
　好ましい実施形態では、乳房腫瘍を有する被験者の抗癌剤を用いた治療への応答を予測
するための方法は：
　（ａ）抗癌剤の投与後、または抗癌剤とのインキュベーション前に乳房腫瘍の細胞を単
離する工程と；
　（ｂ）細胞抽出物を生成するために前記単離した細胞を溶解させる工程と；
　（ｃ）前記細胞抽出物中の１つ以上の分析物の活性化状態を、前記１つ以上の分析物に
対して特異的である複数の希釈系列の捕捉抗体を含むアッセイを用いて検出する工程であ
って、前記捕捉抗体が固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態を前記抗癌剤の非存在下で
作成された対照活性化プロファイルと比較する工程と；
　（ｅ）前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態が前記対照活性化プロファ
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イルと比較して実質的に減少している場合は、前記被験者が前記抗癌剤を用いた治療に応
答する可能性が高いことを指示する工程と、を含む。
【０１４０】
　所定の場合には、好ましい実施形態は、すなわち工程（ｆ）として、または工程（ｅ）
として、前記１つ以上の分析物について検出された活性化状態が対照活性化プロファイル
と比較して実質的に減少していない場合は、被験者が抗癌剤による治療に対して応答する
可能性が低い（例えば、応答する機会を有していない、または応答する確率が低い）こと
を指示する工程をさらに含むことができる。
【０１４１】
　所定の他の場合には、好ましい実施形態は、医師、例えば癌専門医または一般開業医に
工程（ｅ）の結果を送る、または報告する工程をさらに含むことができる。さらになお他
の場合には、好ましい実施形態は、コンピュータデータベースもしくは他の適切な機械、
または例えば研究所で情報を保存するためのデバイスに工程（ｅ）の結果を記録または保
存する工程をさらに含むことができる。
【０１４２】
　分析物（例えば、シグナル伝達分子）の活性化状態は、上述したように抗癌剤の存在下
では「実質的に減少している」可能性がある。一部の実施形態では、本明細書に記載した
方法は、それから乳癌細胞が単離される乳房腫瘍を有する被験者からサンプルを入手する
工程をさらに含むことができる。サンプルは、乳癌被験者から、抗癌剤治療の前（例えば
、抗癌剤を用いたインキュベーションの前）または抗癌剤の投与後（例えば、癌治療の経
過を通していずれかの時点）に入手することができる。適切なサンプルには、全血、血清
、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液、細針吸引液（ＦＮＡ
）、およびそれらの組み合わせが含まれるがそれらに限定されない。１つの好ましい実施
形態では、サンプルは、全血またはＦＮＡサンプルである。この実施形態では、乳房腫瘍
の循環細胞は全血サンプルから単離できる、または乳癌細胞はＦＮＡサンプルから単離で
きる。単離した細胞が抗癌剤を用いた治療を受けていない被験者から入手される場合は、
前記単離した細胞は、工程（ｃ）において検出すべき１つ以上の分析物を標的とする抗癌
剤の１つまたはカクテルを用いた適切な条件下においてインビトロでインキュベートする
ことができる。
【０１４３】
　乳房腫瘍の循環細胞は、当分野において任意の公知の技術によって、例えば、免疫磁気
分離法、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）システム、マイクロ流体分離法、ＦＡＣＳ、
密度勾配遠心分離法、および枯渇法によってサンプルから単離することができる（実施例
１を参照されたい）。サンプルから単離できる循環細胞の例には、制限なく、循環腫瘍細
胞、循環内皮細胞、循環内皮前駆細胞、癌幹細胞、播種性腫瘍細胞、およびそれらの組み
合わせが含まれる。例えば循環細胞などの単離した細胞は、当分野において公知である任
意の技術によって単離した細胞を細胞抽出物へ転換させるために溶解させることができる
（実施例１を参照されたい）。
【０１４４】
　一部の実施形態では、乳房腫瘍は、乳管癌または小葉癌を有する被験者に由来する。乳
管癌の例には、浸潤性乳管癌および非浸潤性乳管癌が含まれるがそれらに限定されない。
小葉癌の非限定的な例には、浸潤性小葉癌または上皮内小葉癌が含まれる。
【０１４５】
　所定の場合には、乳房腫瘍の細胞は、腫瘍組織から単離される。腫瘍組織は、例えば、
原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織であってもよい。１つの好ましい実施形態では、細
胞は、細針吸引液（ＦＮＡ）サンプルとして腫瘍組織から単離される。
【０１４６】
　一部の実施形態では、単離した細胞は、本明細書に記載したように成長因子を用いてイ
ンビトロで刺激される。他の実施形態では、抗癌剤は、モノクローナル抗体、チロシンキ
ナーゼ阻害剤、化学療法薬、ホルモン治療薬、放射線療法薬、およびワクチンを含むがそ
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れらに限定されない、本明細書に記載した１つ以上の治療薬を含むことができる。
【０１４７】
　好ましい実施形態では、細胞抽出物中に存在する１つ以上の分析物は、複数のシグナル
伝達分子を含む。シグナル伝達分子の例には、制限なく、受容体チロシンキナーゼ、非受
容体チロシンキナーゼ、チロシンキナーゼシグナル伝達カスケード成分、核ホルモン受容
体、核受容体コアクチベーター、核受容体リプレッサー、およびそれらの組み合わせが含
まれる。所定の場合には、複数のシグナル伝達分子は、ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ１）、ＨＥＲ
－２（ＥｒｂＢ２）、ｐ９５ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ－３（ＥｒｂＢ３）、ＨＥＲ－４（Ｅｒ
ｂＢ４）、Ｒａｆ、ＳＲＣ、Ｍｅｋ、ＮＦｋＢ－ＩｋＢ、ｍＴｏｒ、ＰＩ３Ｋ、ＶＥＧＦ
、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３、Ｅｐｈ－ａ、Ｅｐｈ－ｂ、Ｅｐｈ
－ｃ、Ｅｐｈ－ｄ、ｃＭｅｔ、ＦＧＦＲ、ｃＫｉｔ、Ｆｌｔ－３、Ｔｉｅ－１、Ｔｉｅ－
２、Ｆｌｔ－３、ｃＦＭＳ、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ、Ａｂｌ、ＦＴＬ３、ＲＥＴ、
Ｋｉｔ、ＨＧＦＲ、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、ＩＧＦ－１Ｒ、
ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、ＡＩＢ１、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される
。好ましくは、複数のシグナル伝達分子は、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ｐ９５ＥｒｂＢ２
、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３、ＥＲ、
ＰＲ、およびそれらの組み合わせからなる群より選択される。
【０１４８】
　一部の実施形態では、細胞抽出物中に存在する１つ以上の分析物について検出された活
性化状態は、例えば、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態、またはそれら
の組み合わせであってもよい。他の実施形態では、固体支持体は、例えば、ガラス、プラ
スチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊維束、およびそれらの組み合
わせを含むことができる。さらに他の実施形態では、捕捉抗体は、アドレス可能なアレイ
内の固体支持体上に固定される。
【０１４９】
　所定の実施形態では、工程（ｃ）におけるアッセイは：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成する（例えば、細胞抽出物中に存在する分析物を、前記
分析物および捕捉抗体を含む捕捉分析物の複合体に変換させる）ために前記細胞抽出物を
複数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な分析物を形成する（例えば、捕捉分析物の複合体を、前記捕
捉分析物および前記活性化状態依存性抗体を含む検出可能な捕捉分析物の複合体に変換さ
せる）ために、前記複数の捕捉分析物を対応する分析物に対して特異的な活性化状態依存
性抗体とインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする（例えば、接触させる）工程と
；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む。
【０１５０】
　一部の場合には、活性化状態依存性抗体は、結合対の第１メンバー（例えば、ビオチン
）を含む。他の場合には、シグナル増幅対の第１メンバー（例えば、ＨＲＰなどのペルオ
キシダーゼ）は、結合対の第２メンバー（例えば、ストレプトアビジン）を含む。所定の
場合には、シグナル増幅対の第２メンバーは、例えば、チラミド試薬（例えば、ビオチン
－チラミド）であってもよい。好ましくは、増幅したシグナルは、活性化チラミドを生成
する（例えば、ビオチン－チラミドを活性化チラミドに変換させる）ためにビオチン－チ
ラミドのペルオキシダーゼ酸化によって生成される。活性化チラミドは、直接的に検出で
きる、または例えばシグナル検出試薬の添加に基づいて間接的に検出できる。シグナル検
出試薬の非限定的な例には、ストレプトアビジン標識フルオロフォア、およびストレプト
アビジン標識ペルオキシダーゼと例えば３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（
ＴＭＢ）などの発色試薬との組み合わせが含まれる。
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【０１５１】
　所定の他の実施形態では、工程（ｃ）におけるアッセイは：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成する（例えば、細胞抽出物中に存在する分析物を、前記
分析物および捕捉抗体を含む捕捉抗体の複合体に変換させる）ために前記細胞抽出物を複
数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成する（例えば、捕捉分析物の複合体を捕捉
分析物および検出抗体を含む検出可能な捕捉分析物の複合体に変換させる）ために前記複
数の捕捉分析物を、前記複数の活性化状態非依存性抗体および対応する分析物に対して特
異的な複数の活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートする（例えば、接触
させる）工程であって、
　前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体はシグ
ナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーにチャネリングして反応する酸化剤を生成する工程と、
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第２メンバーとインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む。
【０１５２】
　活性化状態非依存性抗体は、促進成分を用いて直接的に標識できる、または促進成分を
用いて、例えば活性化状態非依存性抗体に結合されたオリゴヌクレオチドと前記促進成分
に結合された相補的オリゴヌクレオチドとの間のハイブリダイゼーションによって間接的
に標識することができる。同様に、活性化状態依存性抗体は、シグナル増幅対の第１メン
バーを用いて直接的に標識することができる、またはシグナル増幅対の第１メンバーを用
いて、例えば活性化状態依存性抗体に結合された結合対の第１メンバーとシグナル増幅対
の第１メンバーに結合された結合対の第２メンバーとの間の結合によって間接的に標識す
ることができる。所定の場合には、結合対の第１メンバーはビオチンであり、結合対の第
２メンバーは、例えばストレプトアビジンまたはニュートラビジンなどのアビジンである
。
【０１５３】
　一部の実施形態では、促進成分は、例えば、グルコースオキシダーゼであってもよい。
所定の場合には、グルコースオキシダーゼおよび活性化状態非依存性抗体は、例えば実施
例１６および１７に記載したように、スルフヒドリル活性化デキストラン分子に結合させ
ることができる。スルフヒドリル活性化デキストラン分子は、典型的には、約５００ｋＤ
ａ（例えば、約２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６００、６
５０、７００、または７５０ｋＤａ）の分子量を有する。他の実施形態では、酸化剤は、
例えば過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）であってもよい。さらにまた別の実施形態では、シグナル
増幅対の第１メンバーは、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）などのペルオ
キシダーゼであってもよい。別の実施形態では、シグナル増幅対の第２メンバーは、例え
ば、チラミド試薬（例えば、ビオチン－チラミド）であってもよい。好ましくは、増幅し
たシグナルは、活性化チラミドを生成する（例えば、ビオチン－チラミドを活性化チラミ
ドに変換させる）ためにビオチン－チラミドのペルオキシダーゼ酸化によって生成される
。活性化チラミドは、直接的に検出できる、または例えばシグナル検出試薬の添加に基づ
いて間接的に検出できる。シグナル検出試薬の非限定的な例には、ストレプトアビジン標
識フルオロフォアおよび、ストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼと例えば３，３’，
５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）などの発色試薬との組み合わせが含まれる
。
【０１５４】
　所定の場合には、西洋ワサビペルオキシダーゼおよび活性化状態依存性抗体は、スルフ
ヒドリル活性化デキストラン分子に結合させることができる。スルフヒドリル活性化デキ
ストラン分子は、典型的には、約７０ｋＤａ（例えば、約４０、４５、５０、５５、６０
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、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、または１００ｋＤａ）の分子量を有する
。
【０１５５】
　一部の実施形態では、本発明の方法は、抗癌剤を用いた治療へ被験者が応答する見込み
の予測を補助または支援するために有用な可能性がある。他の実施形態では、本発明の方
法は、抗癌剤を用いた治療へ被験者が応答する見込みの予測を改良するために有用な可能
性がある。
【０１５６】
　また別の態様では、本発明は、固体支持体上に固定された複数の希釈系列の捕捉抗体を
含む優れたダイナミックレンジを有するアレイであって、各希釈系列中の前記捕捉抗体は
細胞抽出物中のシグナル伝達経路の成分または他のタンパク質（例えば、核ホルモン受容
体）の成分に対応する１つ以上の分析物に対して特異的であるアレイを提供する。
【０１５７】
　所定の実施形態では、シグナル伝達経路は、細胞増殖に関係する可能性がある。そのよ
うな実施形態では、捕捉抗体は、例えば、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＭＥＴ、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ
２、ｐ９５ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、Ｓｈｃ、ＰＩ３Ｋ、Ｅｒｋ、Ｒｓｋ、
Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、およびＡＩＢ１と反応性である抗体から
なる群より選択される１つ以上のメンバーを含むことができる。所定の他の実施形態では
、シグナル伝達経路は、腫瘍血管新生に関係する可能性がある。そのような実施形態では
、捕捉抗体は、例えば、Ｓｈｃ、ＰＩ３Ｋ、Ｅｒｋ、Ｒｓｋ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｖ
ＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、Ｔｉｅ２、Ｖ－カドヘリン－Ｒ２複合体、ＰＤＧＦＲＡ
、およびＰＤＧＦＲＢと反応性である抗体からなる群より選択される１つ以上のメンバー
を含むことができる。したがって、本明細書に記載したアドレス可能なアレイは、乳癌に
関係するシグナル伝達分子および他のタンパク質の発現および／または活性化状態を決定
するために特に有用である。
【０１５８】
　追加の態様では、本発明は、切断受容体の存在（または非存在）を検出するための方法
であって：
　（ａ）細胞抽出物を全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な
複数のビーズとインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｂ）前記複数のビーズを前記細胞抽出物から取り除き、それによって前記全長受容体
を含まない細胞抽出物を形成する（例えば、細胞抽出物を特異的全長受容体または全長受
容体のファミリーを含まない細胞抽出物に変換させる）ために前記全長受容体を取り除く
工程と；
　（ｃ）前記全長受容体を含まない前記細胞抽出物を複数の捕捉抗体とインキュベートす
る（例えば、接触させる）工程であって、前記複数の捕捉抗体は切断受容体の細胞内ドメ
イン（ＩＣＤ）結合領域に対して特異的であり、前記複数の捕捉抗体は複数の捕捉された
切断受容体を形成する（例えば、全長受容体欠失細胞抽出物中に存在する切断受容体を切
断受容体および捕捉抗体の複合体へ変換させる）ために固体支持体上に固定される工程と
；
　（ｄ）複数の検出可能な捕捉された切断受容体を形成する（例えば、捕捉された切断受
容体の複合体を、捕捉された切断受容体および活性化状態依存性抗体を含む検出可能な捕
捉された切断受容体の複合体に変換させる）ために、前記複数の捕捉された切断受容体を
対応する切断受容体に対して特異的な検出抗体とインキュベートする（例えば、接触させ
る）工程と；
　（ｅ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉された切断受容体を
シグナル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする（例えば、接触させる）
工程と；
　（ｆ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナル
を検出する工程と、を含む方法を提供する。
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【０１５９】
　切断受容体は、典型的には全長受容体のフラグメントであり、細胞内ドメイン（ＩＣＤ
）結合領域を全長受容体と共有する。所定の実施形態では、全長受容体は、細胞外ドメイ
ン（ＥＣＤ）結合領域、膜貫通ドメイン、および細胞内ドメイン（ＩＣＤ）結合領域を含
む。何らかの特定の理論によって結び付けられなくても、切断受容体は、全長受容体のＥ
ＣＤのタンパク質分解プロセッシングを通して、または例えば短縮ＥＣＤを備える切断受
容体または膜関連もしくは細胞質ＩＣＤフラグメントを含む切断受容体を作成するために
、膜貫通ドメイン前、内、または後に所在するメチオニン残基からの翻訳の選択的開始に
よって発生する可能性がある。
【０１６０】
　所定の好ましい実施形態では、切断受容体はｐ９５ＥｒｂＢ２であり、対応する全長受
容体はＥｒｂＢ２（ＨＥＲ－２）である。しかし当業者であれば、切断タンパク質を検出
するための本明細書に記載した方法は、ＥＧＦＲ　Ｖ１１１変異体（膠芽細胞腫、結腸直
腸癌などに関係すると見なされている）、または他の切断受容体であるチロシンキナーゼ
、カスパーゼなどを含むがそれらに限定されない多数の様々なタンパク質に適用できるこ
とを理解するであろう。実施例１２は、優れたダイナミックレンジを有する多重高スルー
プット単一検出マイクロアレイＥＬＩＳＡを使用して希少循環細胞中のｐ９５ＥｒｂＢ２
などの切断受容体を検出するための、本発明のアッセイ方法の典型的な実施形態を提供し
ている。
【０１６１】
　一部の実施形態では、ＥＣＤ結合領域に対して特異的な複数のビーズはストレプトアビ
ジン－ビオチン対を含み、このときストレプトアビジンはビーズに付着しており、ビオチ
ンは抗体に付着している。所定の場合には、抗体は、全長受容体のＥＣＤ結合領域に対し
て特異的である。他の実施形態では、細胞抽出物は、例えば乳房腫瘍などの固形腫瘍の循
環細胞を溶解させる工程によって生成される。循環細胞は、本明細書に記載した任意の技
術、例えば免疫磁気分離法によってサンプルから単離することができる。適切なサンプル
には、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液、細
針吸引液、およびそれらの組み合わせが含まれるがそれらに限定されない。１つの好まし
い実施形態では、サンプルは、全血である。または、細胞抽出物は、例えば乳房腫瘍組織
などの腫瘍組織から単離した細胞を溶解させる工程によって生成される。腫瘍組織は、例
えば、原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織であってもよい。１つの好ましい実施形態で
は、細胞は、細針吸引液（ＦＮＡ）サンプルとして腫瘍組織から単離される。
【０１６２】
　一部の実施形態では、単離した細胞は、本明細書に記載したように成長因子を用いてイ
ンビトロで刺激される。他の実施形態では、単離した細胞は、成長因子刺激の前に抗癌剤
とインキュベートされる。適切な抗癌剤には、例えば、モノクローナル抗体、チロシンキ
ナーゼ阻害剤、化学療法薬、ホルモン治療薬、放射線療法薬、およびワクチンなどの本明
細書に記載した１つ以上の治療薬が含まれる。
【０１６３】
　所定の実施形態では、複数の検出可能な捕捉された切断受容体の活性化状態が調べられ
る（interrogated）。調べる（interrogate）べき活性化状態は例えば、リン酸化状態、
ユビキチン化状態、複合体形成状態、またはそれらの組み合わせであってもよい。所定の
他の実施形態では、複数の捕捉抗体が固定される固体支持体は、例えば、ガラス、プラス
チック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊維束、およびそれらの組み合わ
せを含むことができる。別の実施形態では、複数の捕捉抗体は、アドレス可能なアレイ内
の固体支持体上に固定される。
【０１６４】
　一部の場合には、検出抗体は、結合対の第１メンバー（例えば、ビオチン）を含む。他
の場合には、シグナル増幅対の第１メンバー（例えば、ＨＲＰなどのペルオキシダーゼ）
は、結合対の第２メンバー（例えば、ストレプトアビジン）を含む。所定の場合には、シ
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グナル増幅対の第２メンバーは、例えば、チラミド試薬（例えば、ビオチン－チラミド）
であってもよい。好ましくは、増幅したシグナルは、活性化チラミドを生成する（例えば
、ビオチン－チラミドを活性化チラミドに変換させる）ためにビオチン－チラミドのペル
オキシダーゼ酸化によって生成される。活性化チラミドは、直接的に検出できる、または
例えばシグナル検出試薬の添加に基づいて間接的に検出できる。シグナル検出試薬の非限
定的な例には、ストレプトアビジン標識フルオロフォア、およびストレプトアビジン標識
ペルオキシダーゼと例えば３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）など
の発色試薬との組み合わせが含まれる。
【０１６５】
　関連態様では、本発明は、切断受容体の存在（または非存在）を検出するための方法で
あって：
　（ａ）細胞抽出物を全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な
複数のビーズとインキュベートする（例えば、接触させる）工程と；
　（ｂ）前記複数のビーズを前記細胞抽出物から取り除き、それによって前記全長受容体
を含まない細胞抽出物を形成する（例えば、細胞抽出物を特異的全長受容体または全長受
容体のファミリーを含まない細胞抽出物に変換させる）ために前記全長受容体を取り除く
工程と；
　（ｃ）前記全長受容体を含まない前記細胞抽出物を複数の捕捉抗体とインキュベートす
る（例えば、接触させる）工程であって、前記複数の捕捉抗体は切断受容体の細胞内ドメ
イン（ＩＣＤ）結合領域に対して特異的であり、前記複数の捕捉抗体は複数の捕捉された
切断受容体を形成する（例えば、全長受容体欠失細胞抽出物中に存在する切断受容体を切
断受容体および捕捉抗体の複合体へ変換させる）ために固体支持体上に固定される工程と
；
　（ｄ）複数の検出可能な捕捉された切断受容体を形成する（例えば、前記捕捉された切
断受容体の複合体を、前記捕捉された切断受容体および検出抗体を含む検出可能な捕捉さ
れた切断受容体を含む複合体に変換させる）ために、前記複数の捕捉された切断受容体を
、複数の活性化状態非依存性抗体および前記対応する切断受容体に対して特異的な複数の
活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートする（例えば、接触させる）工程
であって、
　前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体はシグ
ナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーにチャネリングして反応する酸化剤を生成する工程と、
　（ｅ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉された切断受容体を
前記シグナル増幅対の第２メンバーとインキュベートする（例えば、接触させる）工程と
；
　（ｆ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナル
を検出する工程と、を含む方法を提供する。
【０１６６】
　切断受容体は、典型的には全長受容体のフラグメントであり、細胞内ドメイン（ＩＣＤ
）結合領域を全長受容体と共有する。所定の実施形態では、全長受容体は、細胞外ドメイ
ン（ＥＣＤ）結合領域、膜貫通ドメイン、および細胞内ドメイン（ＩＣＤ）結合領域を含
む。何らかの特定の理論によって結び付けられなくても、切断受容体は、全長受容体のＥ
ＣＤのタンパク質分解プロセッシングを通して、または例えば短縮ＥＣＤを備える切断受
容体または膜関連もしくは細胞質ＩＣＤフラグメントを含む切断受容体を作成するために
、膜貫通ドメイン前、内、または後に所在するメチオニン残基からの翻訳の選択的開始に
よって発生する可能性がある。
【０１６７】
　所定の好ましい実施形態では、切断受容体はｐ９５ＥｒｂＢ２であり、対応する全長受
容体はＥｒｂＢ２（ＨＥＲ－２）である。しかし当業者であれば、切断タンパク質を検出
するための本明細書に記載した方法は、ＥＧＦＲ　Ｖ１１１変異体（膠芽細胞腫、結腸直
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腸癌などに関係すると見なされている）、または他の切断受容体であるチロシンキナーゼ
、カスパーゼなどを含むがそれらに限定されない多数の様々なタンパク質に適用できるこ
とを理解するであろう。実施例１２は、優れたダイナミックレンジを有する多重高スルー
プット近接二重検出マイクロアレイＥＬＩＳＡを使用して希少循環細胞中のｐ９５Ｅｒｂ
Ｂ２などの切断受容体を検出するための、本発明のアッセイ方法の典型的な実施形態を提
供している。
【０１６８】
　一部の実施形態では、ＥＣＤ結合領域に対して特異的な複数のビーズはストレプトアビ
ジン－ビオチン対を含み、このときストレプトアビジンはビーズに付着しており、ビオチ
ンは抗体に付着している。所定の場合には、抗体は、全長受容体のＥＣＤ結合領域に対し
て特異的である。他の実施形態では、細胞抽出物は、例えば乳房腫瘍などの固形腫瘍の循
環細胞を溶解させる工程によって生成される。循環細胞は、本明細書に記載した任意の技
術、例えば免疫磁気分離法によってサンプルから単離することができる。適切なサンプル
には、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液、細
針吸引液、およびそれらの組み合わせが含まれるがそれらに限定されない。１つの好まし
い実施形態では、サンプルは、全血である。または、細胞抽出物は、例えば乳房腫瘍組織
などの腫瘍組織から単離した細胞を溶解させる工程によって生成される。腫瘍組織は、例
えば、原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織であってもよい。１つの好ましい実施形態で
は、細胞は、細針吸引液（ＦＮＡ）サンプルとして腫瘍組織から単離される。
【０１６９】
　一部の実施形態では、単離した細胞は、本明細書に記載したように成長因子を用いてイ
ンビトロで刺激される。他の実施形態では、単離した細胞は、成長因子刺激の前に抗癌剤
とインキュベートされる。適切な抗癌剤には、例えば、モノクローナル抗体、チロシンキ
ナーゼ阻害剤、化学療法薬、ホルモン治療薬、放射線療法薬、およびワクチンなどの本明
細書に記載した１つ以上の治療薬が含まれる。
【０１７０】
　所定の実施形態では、複数の検出可能な捕捉された切断受容体の活性化状態が調べられ
る（interrogated）。調べる（interrogate）べき活性化状態は例えば、リン酸化状態、
ユビキチン化状態、複合体形成状態、またはそれらの組み合わせであってもよい。所定の
他の実施形態では、複数の捕捉抗体が固定される固体支持体は、例えば、ガラス、プラス
チック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊維束、およびそれらの組み合わ
せを含むことができる。別の実施形態では、複数の捕捉抗体は、アドレス可能なアレイ内
の固体支持体上に固定される。
【０１７１】
　活性化状態非依存性抗体は、促進成分を用いて直接的に標識できる、または前記促進成
分を用いて、例えば活性化状態非依存性抗体に結合されたオリゴヌクレオチドと前記促進
成分に結合された相補的オリゴヌクレオチドとの間のハイブリダイゼーションによって間
接的に標識することができる。同様に、活性化状態依存性抗体は、シグナル増幅対の第１
メンバーを用いて直接的に標識することができる、または前記シグナル増幅対の第１メン
バーを用いて、例えば活性化状態依存性抗体に結合された結合対の第１メンバーとシグナ
ル増幅対の第１メンバーに結合された結合対の第２メンバーとの間の結合によって間接的
に標識することができる。所定の場合には、結合対の第１メンバーはビオチンであり、結
合対の第２メンバーは、例えばストレプトアビジンまたはニュートラビジンなどのアビジ
ンである。
【０１７２】
　一部の実施形態では、促進成分は、例えば、グルコースオキシダーゼであってもよい。
所定の場合には、グルコースオキシダーゼおよび活性化状態非依存性抗体は、例えば実施
例１６および１７に記載したように、スルフヒドリル活性化デキストラン分子に結合させ
ることができる。スルフヒドリル活性化デキストラン分子は、典型的には、約５００ｋＤ
ａ（例えば、約２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６００、６
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５０、７００、または７５０ｋＤａ）の分子量を有する。他の実施形態では、酸化剤は、
例えば過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）であってもよい。さらにまた別の実施形態では、シグナル
増幅対の第１メンバーは、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）などのペルオ
キシダーゼであってもよい。別の実施形態では、シグナル増幅対の第２メンバーは、例え
ば、チラミド試薬（例えば、ビオチン－チラミド）であってもよい。好ましくは、増幅し
たシグナルは、活性化チラミドを生成する（例えば、ビオチン－チラミドを活性化チラミ
ドに変換させる）ためにビオチン－チラミドのペルオキシダーゼ酸化によって生成される
。活性化チラミドは、直接的に検出できる、または例えばシグナル検出試薬の添加に基づ
いて間接的に検出できる。シグナル検出試薬の非限定的な例には、ストレプトアビジン標
識フルオロフォア、およびストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼと例えば３，３’，
５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）などの発色試薬との組み合わせが含まれる
。
【０１７３】
　所定の場合には、西洋ワサビペルオキシダーゼおよび活性化状態依存性抗体は、スルフ
ヒドリル活性化デキストラン分子に結合させることができる。スルフヒドリル活性化デキ
ストラン分子は、典型的には、約７０ｋＤａ（例えば、約４０、４５、５０、５５、６０
、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、または１００ｋＤａ）の分子量を有する
。
【０１７４】
　一部の実施形態では、例えばｐ９５ＥｒｂＢ２などの切断受容体の存在（または非存在
もしくはレベル）を検出するための本発明のアッセイ方法は、癌の診断、予後診断、また
は癌治療の設計において役立つ、または支援するために、例えば（ｉ）乳房腫瘍を治療す
るのに適切な抗癌剤の選択、（ｉｉ）抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答の同定、ま
たは（ｉｉｉ）抗癌剤を用いた治療に被験者が応答する見込みの予測において役立つ、ま
たは支援することによって有用な可能性がある。
【０１７５】
　他の実施形態では、例えばｐ９５ＥｒｂＢ２などの切断受容体の存在（または非存在も
しくはレベル）を検出するための本発明のアッセイ方法は、癌の診断、予後診断、または
癌治療の設計を改良するために、例えば（ｉ）乳房腫瘍を治療するのに適切な抗癌剤の選
択、（ｉｉ）抗癌剤を用いた治療への乳房腫瘍の応答の同定、または（ｉｉｉ）抗癌剤を
用いた治療に被験者が応答する見込みの予測を改良することによって有用な可能性がある
。
【０１７６】
ＩＶ．乳癌
　乳癌は、肺癌、胃癌、肝臓癌、および大腸癌に続く、世界中の癌死亡の５番目に多い原
因である。２００５年には、乳癌のために世界中で５０２，０００人が死亡した。特に世
界中の女性については、乳癌は癌死亡の最大の原因である。
【０１７７】
　米合衆国では、乳癌は、肺癌および大腸癌に続く癌死亡の３番目に多い原因である。２
００７年には、乳癌は米合衆国内で４０，０００人を超える死亡を引き起こした。米合衆
国の女性については、乳癌は最も一般的な癌であり、癌死亡の２番目に多い原因である。
実際に、米合衆国内の女性は、８人中１人は生存期間中に浸潤性乳癌を発生する可能性が
あり、乳癌３３例中１例は死亡を引き起こす可能性がある。
【０１７８】
　世界中の乳癌の症例数は１９７０年代以降に大きく増加してきており、一部には西洋世
界における現代のライフスタイルに原因があるとされる現象である。乳房は男性および女
性において同一組織から構成されるので、乳癌は、余り一般的ではないが、男性において
も発生する。
【０１７９】
分類
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　乳癌は、各々が下記の基準に基づく４種の分類スキームを用いて説明することができる
：
　１．病理学。病理学者は、その組織学的外観および他の基準に基づいて各腫瘍を分類す
ることができる。乳癌の最も一般的な病理学的タイプは、浸潤性乳管癌および浸潤性小葉
癌である。
　２．腫瘍の悪性度。組織学的悪性度は、病理学者が顕微鏡下で決定することができる。
高分化型（低悪性度）腫瘍は正常組織に似ている。低分化型（高悪性度）腫瘍は組織化さ
れていない細胞から構成され、正常組織のようには見えない。中分化型（中悪性度）腫瘍
は、その中間のどこかにある。
　３．タンパク質および遺伝子発現の状態。乳癌は、例えば、エストロゲン受容体（ＥＲ
）、プロゲステロン受容体（ＰＲ）、およびＨｅｒ２／Ｎｅｕ／ＥｒｂＢ２などのシグナ
ル伝達分子の発現および／または活性化について試験することができる。本明細書に記載
したように、所定の腫瘍の発現プロファイルはその予後診断の予測に役立ち、癌専門医が
最も適切な治療を選択する際に支援する。
　４．腫瘍の病期。乳癌は、ＴＮＭ分類システムにしたがって病期分類することができる
：
　　ａ．腫瘍。浸潤性癌の存在もしくは非存在、浸潤性癌の寸法、および乳房の外側（例
えば、乳房の皮膚または下部の筋肉もしくは胸郭）での浸潤の存在もしくは非存在に依存
する５つの値（Ｔｉｓ、Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、またはＴ４）。
　　ｂ．リンパ節。リンパ節内の転移性沈着物の数、サイズ、および所在位置に依存する
４つの値（Ｎ０、Ｎ１、Ｎ２、またはＮ３）。
　　ｃ．転移。リンパ節以外の転移（例えば、骨、脳、肺などへのいわゆる遠隔転移）の
存在もしくは非存在に依存する２つの値（Ｍ０またはＭ１）。
【０１８０】
病理学
　病理学に関して、ＷＨＯ（世界保健機関）の乳房腫瘍の分類は、以下の組織学的タイプ
を規定している：
　１．例えば、浸潤性乳管癌（例えば、基底細胞様癌、混合型癌、多形細胞癌、破骨巨細
胞を備える癌、絨毛膜癌の特徴を備える癌、黒色性の特徴を備える癌）、浸潤性小葉癌、
管状腺癌、浸潤性篩状癌、髄様癌、粘液性癌、および豊富なムチンを備えるその他の腫瘍
（例えば、粘液性癌、嚢胞腺癌および円柱細胞粘液性癌、印環細胞癌）、神経内分泌腫瘍
（例えば、固形神経内分泌癌（乳房のカルチノイド）、非定型カルチノイド腫瘍、小細胞
／燕麦細胞癌、大細胞神経内分泌癌）、浸潤性乳頭状癌、浸潤性微小乳頭状癌、アポクリ
ン腺癌、化生性癌（例えば、混合上皮／間葉性化生性癌または例えば扁平上皮癌、紡錘細
胞化生を伴う腺癌、腺扁平上皮癌、および粘液性類表皮癌などの純粋上皮化生性癌）、脂
質の多い癌、分泌性乳癌、膨大細胞癌、腺様嚢胞癌、膵腺房細胞癌、グリコーゲン富裕明
細胞癌、皮脂腺癌、炎症性乳癌、および両側乳癌などの浸潤性乳癌；
　２．例えば小葉腫瘍（例えば、上皮内小葉癌）、乳管内増殖性病変（例えば、通常の乳
管過形成、扁平上皮過形成、非定型乳管過形成、非浸潤性乳管癌）、微小癌、および管内
乳頭腫瘍（例えば、中枢性乳頭腫、末梢性乳頭腫、非定型乳頭腫、管内乳頭癌、嚢胞内乳
頭癌、良性上皮性病変）などの前駆病変；
　３．例えば、変形（例えば、硬化性腺症、アポクリン腺疾患、閉塞性腺症、微小乳腺腺
症、腺筋上皮腺腫）を含む腺症、放射状瘢痕／複合硬化性病変、および腺腫（例えば、管
状腺腫、乳汁分泌性腺腫、アポクリン腺腫、多形腺腫、乳管腺腫）などの良性上皮性病変
；
　４．例えば、筋上皮症、腺筋上皮腺症、腺筋上皮腫、および悪性筋上皮腫などの筋上皮
病変；
　５．例えば肉腫、血管腫、血管腫症、血管外皮細胞腫、偽血管腫性間質過形成、筋繊維
芽細胞腫、線維腫症（進行性）、炎症性筋線維芽細胞性腫瘍、脂肪腫（例えば、血管脂肪
腫）、顆粒細胞腫、神経線維腫、神経鞘腫、血管肉腫、脂肪肉腫、横紋筋肉腫、骨肉腫、
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平滑筋腫、および平滑筋肉腫などの間葉腫瘍；
　６．例えば線維腺腫、葉状腫瘍（例えば、良性、境界型、悪性）、低悪性度乳管周囲間
質性肉腫、および乳腺過誤腫などの線維上皮腫瘍；
　７．例えば、乳頭腺腫、乳頭の汗管腺腫、および乳頭のページェット（Ｐａｇｅｔ）病
などの乳頭の腫瘍；
　８．悪性リンパ腫；
　９．転移性腫瘍；および
　１０．例えば、女性化乳房および上皮内癌もしくは浸潤性癌などの男性乳房の腫瘍。
【０１８１】
　乳管癌は、女性における乳癌の最も一般的なタイプであり、乳房の乳管内での癌細胞の
発達を意味する。乳管癌は、２つの形態：浸潤性の悪性腫瘍である浸潤性乳管癌（ＩＤＣ
）；および非浸潤性腫瘍である非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）に分けられる。ＩＤＣは、浸
潤性乳癌の中で最も一般的な形態である。ＩＤＣは、乳癌のあらゆるタイプの約８０％を
占める。マンモグラフィでは、ＩＤＣは、通常は辺縁から放射状に広がる微細な棘を備え
る塊として視認される。理学的検査では、通常この塊は、良性乳房病変よりはるかに硬く
、または締まっているように感じられる。顕微鏡検査では、癌性細胞は、周囲の正常組織
に浸潤して取って代わる。ＤＣＩＳは、女性における非浸潤性乳癌の中で最も一般的なタ
イプである。スクリーニング用マンモグラフィがより広く行き渡るにつれて、ＤＣＩＳは
、最も一般的に診断される乳房条件の１つとなってきた。ＤＣＩＳは、「病期０期」乳癌
と呼ばれることが多い。ＤＣＩＳは、通常はマンモグラムを通して微小石灰化として公知
である極めて小さなカルシウム片として発見される。しかし、微小石灰化の全部が、生検
によって確認されなければならないＤＣＩＳの存在を示す訳ではない。ＤＣＩＳは、多病
巣性の場合があり、治療は、癌から離れた部位を残して、異常な乳管要素全部を切除する
ことを目指す。切除後、治療は局所放射線療法を含むことが多い。適切な治療を行うと、
ＤＣＩＳは、浸潤性癌に発達する可能性が低い。放射線を伴う外科的切除は、ＤＣＩＳが
再発する、または浸潤性乳癌が発生するリスクを低下させる。
【０１８２】
　浸潤性小葉癌（ＩＬＣ）は、小葉内で始まり、周囲乳房組織に広がる一タイプの乳癌で
ある。初期段階で治療されないと、ＩＬＣは、例えば子宮もしくは卵巣などの身体の他の
部分内に移動する可能性がある。ＩＬＣは、全乳癌症例の約１０～１５％を占める、浸潤
性乳癌の２番目に多いタイプである。ＩＬＣは、通常は乳頭の上方で腕に向かう区間であ
る、乳房の一領域の一般的肥厚化を特徴とする。ＩＬＣは、マンモグラム上に出現する可
能性が低い。ＩＬＣが出現する場合は、ＩＬＣは辺縁から放射状に広がる微細な棘を備え
る塊として現れる、またはもう一方の乳房に比較して非対称性に見える場合がある。
【０１８３】
療法
　乳癌では、重要なシグナル伝達成分における多数の変化が証明されてきた。これらには
：活性化を生じさせるＥＧＦＲ突然変異；例えばｃＭｅｔなどの他の受容体チロシンキナ
ーゼの活性化；ＨＥＲ－２およびＨＥＲ－３の活性化もしくはＨＥＲ－２の増幅を伴うＥ
ＧＦＲ活性化；ＰＩ３Ｋ突然変異を伴うＥＧＦＲ活性化；ＰＴＥＮ欠失を伴うＥＧＦＲ活
性化；およびＲａｓ突然変異を伴うＥＧＦＲ活性化が含まれる。シグナル伝達経路の異な
る成分における様々な変化は、様々な形態の化学療法の標的とされてきた。
【０１８４】
　同時に、血管新生と呼ばれるプロセスである腫瘍細胞への新規血管の形成を標的とする
ことができる。ＶＥＧＦは、新規な血管の形成のために必須である内皮細胞生存因子であ
る。したがって、ＶＥＧＦ媒介性血管新生の調節のための１つのアプローチは、ＶＥＧＦ
タンパク質自体またはＶＥＧＦＲに対して向けられた抗体を使用する方法である。ＶＥＧ
Ｆに対する組換えヒト化モノクローナル抗体であるベバシズマブは、化学療法と相乗作用
的に作用し、結腸直腸癌、乳癌、および肺癌を備える患者における生存率を改良すること
が証明されている。
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【０１８５】
　すべての内分泌療法は、固有の方法でエストロゲン受容体（ＥＲ）機能を遮断するよう
に設計されている。例えば、タモキシフェンなどの選択的エストロゲン受容体調節因子（
ＳＥＲＭ）はＥＲに結合し、その活性を部分的に遮断する。卵巣切除、黄体形成ホルモン
放出ホルモンアゴニスト、ならびに例えばアナストロゾール（Ａｒｉｍｉｄｅｘ（登録商
標））、レトロゾール（Ｆｅｍａｒａ（登録商標））およびエキセメスタン（Ａｒｏｍａ
ｓｉｎ（登録商標））などのアロマターゼ阻害剤は、エストロゲンのレベルを減少させ、
ＥＲのリガンド誘発性活性化を阻害する。理想的なＳＥＲＭは、乳房および子宮内で抗エ
ストロゲンとして、ならびに骨格系、心血管系、および中枢神経系、ならびに消化管およ
び膣内での部分的エストロゲンアゴニストとして機能するはずである。
【０１８６】
　フルベストラントなどのステロイド性抗エストロゲンは、ＥＲへより緊密に結合するの
で、その機能を完全に遮断し、受容体分解を誘導する。
【０１８７】
　選択的エストロゲン受容体（ＥＲ）調節因子であるタモキシフェンは、ＥＲ陽性乳癌を
治療するために最も広く使用されている薬物である。タモキシフェンのアジュバント療法
試験は、再発および死亡率の確率における４０％～５０％減少を示している。タモキシフ
ェンはさらに、転移性疾患を備える患者の３０％～５０％において一時的緩解を提供し、
さらに乳癌の予防においても有効である。
【０１８８】
　アロマターゼ阻害剤は、乳癌を備える閉経後女性の治療において看護の標準となってい
るが、閉経前女性においては依然としてタモキシフェンが標準である。アロマターゼ阻害
剤はタモキシフェンよりわずかに有効性が高い可能性があるが、アロマターゼ阻害剤は、
アジュバント療法のためのこれらの薬剤と順々に実証された利点のために、そして転移性
疾患において役割を有し続けるであろうために、依然として重要な薬物である。
【０１８９】
耐性
　タモキシフェンに対する新規（初期療法に非応答；一次耐性）および獲得耐性（療法に
対する初期応答を示した後の疾患再発もしくは進行；二次耐性）は、重要な問題である。
結果として、腫瘍生物学および耐性のメカニズムに関する理解は、有意な臨床上の意義を
提供することができる。
【０１９０】
　ＥＲ／ＰＲ生物学：ＥＲおよびＰＲは、それらがリガンドに結合した場合に核内の転写
因子として機能する核ホルモン受容体である。ＥＲおよびＰＲは、類似の構造を有し、Ｄ
ＮＡ結合ドメイン、二量体化ドメイン、ホルモン結合ドメイン、および幾つかの転写活性
化ドメインを含有する。ＥＲ陽性、ＰＲ陰性腫瘍を備える患者に比較して、ＥＲ陽性、Ｐ
Ｒ陽性腫瘍を備える患者については、再発に対するリスクのより大きな減少が認められた
。
【０１９１】
　ＥＲ機能：ＥＲに結合するホルモンは、リン酸化を通してタンパク質を活性化し、熱シ
ョックタンパク質９０などのシャペロンタンパク質を解離させ、その立体配座を変化させ
る。ホルモン結合（「活性化」）ＥＲは、次に他の受容体と二量体化し、二量体は、エス
トロゲン応答遺伝子のプロモータ内に存在するエストロゲン応答素子（特異的ＤＮＡ配列
）に結合する。プロモータ結合ＥＲ二量体は、エストロゲン応答遺伝子の転写に影響を及
ぼすように協調的に機能する乳癌１内で増幅したような共調節因子タンパク質（ＡＩＢ１
またはＳＲＣ３）と複合体を形成する。典型的には、コアクチベーターは、受容体がエス
トロゲンに結合されるとＥＲに結合するが、コリプレッサーはＥＲがタモキシフェンに結
合された場合に結合する。ＡＩＢ１は乳癌の６５％において過剰発現し、対応する遺伝子
は５％において増幅する。高レベルのＡＩＢ１は、エストロゲンアゴニスト活性を強化す
る（例えば、アロマターゼ阻害剤を用いて治療する）ことによってＳＥＲＭ耐性に寄与す
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ることができる。ＥＲ二量体は、さらに所定の遺伝子（例えば、ＨＯＸＢ１３）の遺伝子
発現をダウンレギュレートするためにＮＣＯＲなどのコリプレッサータンパク質と複合体
を形成する。
【０１９２】
　成長因子シグナル伝達ネットワーク内の幾つかのキナーゼは、さらにリガンド非依存性
活性化と呼ばれるプロセスにおいてＥＲを活性化することもできる。例えば高ＥｒｂＢフ
ァミリー活性（例えば、高ＨＥＲ－２もしくはＨＥＲ－１活性）などの所定の条件下では
、ＥＲはＡＩＢ１とのタモキシフェン複合体に結合し、タモキシフェンの増加したエスト
ロゲンアゴニスト活性を生じさせた（例えば、キナーゼ阻害剤と一緒にフルベストラント
もしくはアロマターゼ阻害剤を用いて治療する）。
【０１９３】
　この非核ＥＲ作用もしくは膜開始ステロイドシグナル伝達（ＭＩＳＳ）は、エストロゲ
ンの添加後数分間以内に発生する。例えばタモキシフェンなどのＳＥＲＭは、さらに膜Ｅ
Ｒを活性化することもできる。これらの受容体は、骨、神経、子宮、脂肪、および内皮細
胞中で見いだされている。それによりエストロゲンが膜ＥＲ機能を活性化するメカニズム
は、解明されつつある。ＥＲと、例えばインスリン様成長因子１受容体、ＰＩ３Ｋのｐ８
５調節サブユニット、Ｓｒｃ、および様々な成長因子チロシンキナーゼ受容体へＥＲを直
接的に結合させることのできるタンパク質であるＳｈｃなどの様々な膜シグナル伝達分子
との間の直接相互作用が観察されてきた。エストロゲンによるこれらの経路の活性化は、
ＡｋｔおよびＭＡＰＫの活性化により強力な細胞生存および細胞増殖性シグナルを送信す
る。さらに、これらのキナーゼは、ＥＲおよびその共調節因子をリン酸化することができ
、核ＥＲシグナル伝達を強化する。これらのタンパク質のリン酸化は、さらにタモキシフ
ェンおよび他のＳＥＲＭのエストロゲンアゴニスト様活性を増加させることもできる。
【０１９４】
　純粋抗エストロゲン性フルベストラントは、この方法では膜ＥＲを活性化しない；しか
しタモキシフェンなどのＳＥＲＭは、エストロゲンに類似する方法で膜ＥＲを活性化する
。その核活性のようなＥＲの膜作用は、細胞、受容体サブタイプ、およびリガンド特異的
である可能性があり、さらにまた例えばＥｒｂＢ１もしくはＨＥＲ－２を過剰発現する乳
癌においてはるかにより顕著である成長因子シグナル伝達環境によって影響を受ける場合
がある。タモキシフェンおよび他のＳＥＲＭによるＥＲのＭＩＳＳ活性の刺激は、一部に
は、ＨＥＲ－２過剰発現腫瘍において時々観察されるこれらの作用物質への耐性を説明す
ることができる。
【０１９５】
　核および血漿膜と関連するＥＲ機能（膜開始ステロイドシグナル伝達；ＭＩＳＳ）に加
えて、ＥＲは、他の経路分子とコンジュゲート化してその後の腫瘍進行を促進する。この
分子クロストークは、アロマターゼ阻害剤を用いると最良に治療できるが、ＳＥＲＭでは
治療できない。
【０１９６】
　ＥＲは、少なくとも２つの主要機能を有する。ＥＲは、エストロゲン調節遺伝子のため
の転写因子および核内の他の転写因子のためのコアクチベーターとして機能する。ＥＲは
、成長因子シグナル伝達を活性化するために細胞質内および血漿膜内でも機能する。一部
の乳房腫瘍、特にＨＥＲ－２増幅などの高度に活性の成長因子シグナル伝達経路を備える
乳房腫瘍では、エストロゲンが成長因子シグナル伝達を活性化し、成長因子シグナル伝達
経路がさらにＥＲを活性化するという悪循環が確立される。そのような腫瘍内でのエスト
ロゲンは、腫瘍進行において重要な複数の経路を活性化することによって支配的な因子で
あると予測されるであろう。この分子クロストークは、乳癌を治療するための重要な意義
を有する。１つの例として、アロマターゼ阻害剤を用いたエストロゲン剥脱療法は、ＥＲ
の核開始ステロイドシグナル伝達およびＭＩＳＳ活性の両方を停止させることによってＨ
ＥＲ－２増幅腫瘍においてはＳＥＲＭより有効であるはずである。
【０１９７】
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転移性疾患
　乳房腫瘍の３分の２以上は、増殖に関してエストロゲン依存性である。転移性乳癌を治
療するためには、多数のエストロゲン遮断剤を使用できる。これらの作用物質への治療応
答は予測できないが、エストロゲンもしくはプロゲステロンに対する受容体を備える転移
性乳癌を備える患者の約３分の１は、ホルモン療法から利益が得られない。転移性乳癌を
備えるほぼ全患者は、ホルモン受容体が未だ存在するという事実にもかかわらず、最終的
にはホルモン療法に対して耐性になる。
【０１９８】
　療法の選択は、シグナル伝達経路の活性化または腫瘍生物学に関するより明確な理解に
基づいて決定される。本発明は、有利にも、癌専門医が個別患者のための最善の治療を決
定する際に役立つように診断的／予後診断的チップと一緒にアッセイ方法を提供する。
【０１９９】
Ｖ．抗体アレイの構築
　所定の態様では、例えば固形腫瘍の循環細胞などの腫瘍細胞の細胞抽出物中の複数のシ
グナル伝達分子の活性化状態は、固体支持体上に固定された希釈系列の捕捉抗体を含む抗
体に基づくアレイを用いて検出される。これらのアレイは、典型的には、異なるアドレス
可能な場所における固体支持体の表面に結合しているある範囲の捕捉抗体濃度で複数の異
なる捕捉抗体を含む。
【０２００】
　固体支持体は、タンパク質を固相化するために任意の適切な基質を含むことができる。
固体支持体の例には、ガラス（例えば、ガラススライド）、プラスチック、チップ、ピン
、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊維束、ゲル、金属、セラミックなどが含まれるがそれ
らに限定されない。ナイロン（Ｂｉｏｔｒａｎｓ（商品名）、ＩＣＮ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃ
ａｌｓ社（カリフォルニア州コスタメサ）；Ｚｅｔａ－Ｐｒｏｂｅ（登録商標）、Ｂｉｏ
－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社（カリフォルニア州ハーキュリーズ））、ニトロ
セルロース（Ｐｒｏｔｒａｎ（登録商標）、Ｗｈａｔｍａｎ社（ニュージャージー州フロ
ーラムパーク））、およびＰＶＤＦ（Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ（商品名）、Ｍｉｌｌｉｐｏｒ
ｅ社（マサチューセッツ州ビルリカ））などの膜は、本発明のアレイにおける固体支持体
として使用するのに適切である。好ましくは、捕捉抗体は、例えばＷｈａｔｍａｎ社（ニ
ュージャージー州フローラムパーク）から市販で入手できるＦＡＳＴ（登録商標）スライ
ドなどのニトロセルロースポリマーでコーティングされたガラススライド上に固定される
。
【０２０１】
　所望である固体支持体の特定の態様には、大量の捕捉抗体に結合する能力および最小の
変性で捕捉抗体に結合する能力が含まれる。また別の適切な態様は、固体支持体が、捕捉
抗体を含有する抗体溶液が前記支持体に適用される場合に最小の「ウィッキング（ｗｉｃ
ｋｉｎｇ）」を提示することである。最小のウィッキングを備える固体支持体は、前記支
持体に適用された捕捉抗体溶液の小量のアリコートが固相化捕捉抗体の小さな規定スポッ
トを生じさせることを可能にする。
【０２０２】
　捕捉抗体は、典型的には、共有または非共有相互作用（例えば、イオン結合、疎水性相
互作用、水素結合、ファンデルワールス力、双極子間結合）を介して固体支持体上に直接
的または間接的に（例えば、捕捉タグによって）固定される。一部の実施形態では、捕捉
抗体は、標準架橋方法および条件を使用して、ホモ二官能性またはヘテロ二官能性架橋剤
を用いて前記固体支持体へ共有結合させられる。適切な架橋剤は、例えばＰｉｅｒｃｅ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社（イリノイ州ロックフォード）などの製造供給元から市販
で入手できる。
【０２０３】
　本発明において使用するのに適切なアレイを生成するための方法には、タンパク質また
は核酸アレイを構築するために使用される任意の技術が含まれるがそれらに限定されない
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。一部の実施形態では、捕捉抗体は、典型的にはスプリットピン、ブラントピン、または
インクジェット印刷を装備したロボット型プリンターである、マイクロスポッタを用いて
アレイ上にスポットされる。本明細書に記載した抗体アレイを印刷するのに適切なロボッ
トシステムには、ＣｈｉｐＭａｋｅｒ２スプリットピン（ＴｅｌｅＣｈｅｍ　Ｉｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌ社、カリフォルニア州サニーベール）を備えるＰｉｘＳｙｓ　５０００
ロボット（Ｃａｒｔｅｓｉａｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社、カリフォルニア州アーヴ
ィン）ならびにＢｉｏＲｏｂｉｃｓ社（マサチューセッツ州ウォバーン）およびＰａｃｋ
ａｒｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ社（コネチカット州メリデン）から入手できる他のロボッ
ト型プリンターが含まれる。好ましくは、各捕捉抗体希釈液が少なくとも２、３、４、５
、または６回ずつアレイ上にスポットされる。
【０２０４】
　本発明において使用するのに適切なアレイを生成するためのまた別の方法は、支持体上
に規定量の液体を引き出すために有効な条件下で固体支持体上に毛細管ディスペンサを接
触させることによって、各選択されたアレイ位置で公知の量の捕捉抗体希釈液を分注する
工程を含み、このプロセスは完全アレイを作成するために各選択されたアレイ位置で選択
された捕捉抗体希釈液を用いて繰り返される。本方法は、複数のそのようなアレイを形成
する際に実施することができるが、このとき溶液沈着工程は各反復サイクルで複数の固体
支持体各々の上の選択された位置に適用される。そのような方法についての詳細な説明は
、例えば米国特許第５，８０７，５２２号明細書の中に見いだすことができる。
【０２０５】
　所定の場合には、抗体アレイを生成するためには、紙に印刷するためのデバイスを使用
することができる。例えば、所望の捕捉抗体希釈液は、デスクトップ型ジェットプリンタ
ーのプリントヘッド内に装填し、適切な固体支持体上に印刷することができる（例えば、
Ｓｉｌｚｅｌら、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，４４：２０３６－２０４３（１９９８）を参照
されたい）。
【０２０６】
　一部の実施形態では、固体支持体上で生成されたアレイは、少なくとも約５スポット／
ｃｍ２、および好ましくは少なくとも約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８
０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０
、１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２５０、２７５、３００、３２５、３５０
、３７５、４００、４２５、４５０、４７５、５００、５５０、６００、６５０、７００
、７５０、８００、８５０、９００、９５０、１，０００、２，０００、３，０００、４
，０００、５，０００、６，０００、７，０００、８，０００もしくは９，０００、また
は１０，０００スポット／ｃｍ２の密度を有する。
【０２０７】
　所定の場合には、固体支持体上のスポットは各々、異なる捕捉抗体を表す。所定の他の
場合には、固体支持体上の複数のスポットは、例えば、一連の下降する捕捉抗体濃度を含
む希釈系列と同一捕捉抗体を表す。
【０２０８】
　固体支持体上で抗体アレイを調製して構築するための方法の追加の例は、米国特許第６
，１９７，５９９号明細書、第６，７７７，２３９号明細書、第６，７８０，５８２号明
細書、第６，８９７，０７３号明細書、第７，１７９，６３８号明細書、および第７，１
９２，７２０号明細書；米国特許出願公開第２００６０１１５８１０号明細書、第２００
６０２６３８３７号明細書、第２００６０２９２６８０号明細書、および第２００７００
５４３２６号明細書；ならびにＶａｒｎｕｍら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，
２６４：１６１－１７２（２００４）に記載されている。
【０２０９】
　抗体アレイをスキャンするための方法は当分野において公知であり、そして制限なく、
タンパク質または核酸アレイをスキャンするための任意の技術が含まれる。本発明におい
て使用するのに適切なマイクロアレイスキャナーは、ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ社（マサチ
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ューセッツ州ボストン）、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社（カリフォルニ
ア州パロアルト）、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ社（ワシントン州イサクアー）
、ＧＳＩ　Ｌｕｍｏｎｉｃｓ社（マサチューセッツ州ビルリカ）、およびＡｘｏｎ　Ｉｎ
ｓｔｒｕｍｅｎｔｓ社（カリフォルニア州ユニオンシティ）から入手できる。非限定的例
として、蛍光検出のためのＧＳＩ　ＳｃａｎＡｒｒａｙ３０００は、定量のためにＩｍａ
Ｇｅｎｅソフトウエアとともに使用できる。
【０２１０】
ＶＩ．単一検出アッセイ
　一部の実施形態では、例えば固形腫瘍の循環細胞などの腫瘍細胞の細胞抽出物中の当該
の特定分析物（例えば、シグナル伝達分子）の活性化状態を検出するためのアッセイは、
優れたダイナミックレンジを有する多重高スループット２抗体アッセイである。非限定的
例として、本アッセイにおいて使用される２つの抗体は：（１）分析物に対して特異的な
捕捉抗体；および（２）前記分析物の活性化形に対して特異的な検出抗体（すなわち、活
性化状態依存性抗体）を含むことができる。活性化状態依存性抗体は、例えば、前記分析
物のリン酸化、ユビキチン化、および／または複合体形成状態を検出することができる。
または、検出抗体は、細胞抽出物中の前記分析物の総量を検出する、活性化状態非依存性
抗体を含む。活性化状態非依存性抗体は、一般に、分析物の活性化および非活性化形の両
方を検出することができる。
【０２１１】
　１つの好ましい実施形態では、２抗体アッセイは：
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成するために細胞抽出物を捕捉抗体の複数の希釈系列とイ
ンキュベートする工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成するために、前記複数の捕捉分析物を前記
対応する分析物に対して特異的な活性化状態依存性抗体とインキュベートする工程と；
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む。
【０２１２】
　本明細書に記載した２抗体アッセイは、典型的には、異なるアドレス可能な場所におけ
る固体支持体の表面に結合しているある範囲の捕捉抗体濃度で複数の異なる捕捉抗体を含
む抗体に基づくアレイである。本発明において使用するのに適切な固体支持体の例につい
ては、上記に記載されている。
【０２１３】
　捕捉抗体および検出抗体は、好ましくは、分析物結合に関するそれらの間の競合を最小
限に抑えるために選択される（すなわち、捕捉および検出抗体の両方は、それらの対応す
るシグナル伝達分子へ同時に結合することができる）。
【０２１４】
　１つの実施形態では、検出抗体は結合対の第１メンバー（例えば、ビオチン）を含み、
シグナル増幅対の第１メンバーは前記結合対の第２メンバー（例えば、ストレプトアビジ
ン）を含む。結合対メンバーは、当分野において周知の方法を使用して、検出抗体へ、ま
たはシグナル増幅対の第１メンバーへ直接的または間接的に結合させることができる。所
定の場合には、シグナル増幅対の第１メンバーはペルオキシダーゼ（例えば、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、カタラーゼ、クロロペルオキシダーゼ、チトクロームｃペ
ルオキシダーゼ、好酸球ペルオキシダーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、ラクトペル
オキシダーゼ、ミエロペルオキシダーゼ、甲状腺ペルオキシダーゼ、脱ヨウ素酵素など）
であり、シグナル増幅対の第２メンバーはチラミド試薬（例えば、ビオチン－チラミド）
である。これらの場合には、増幅シグナルは、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）の存在下において
活性化チラミドを生成するためにチラミド試薬のペルオキシダーゼ酸化によって生成され
る。
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【０２１５】
　活性化チラミドは、直接的に検出される、または、例えばストレプトアビジン標識フル
オロフォアまたはストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼおよび発色試薬の組み合わせ
などのシグナル検出試薬の添加に基づいて検出される。本発明において使用するのに適切
なフルオロフォアの例には、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）色素（例えば、Ａｌｅ
ｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）５５５）、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシア
ネート（ＦＩＴＣ）、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（商品名）；ローダミン、テキサスレッ
ド、テトラローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）、ＣｙＤｙｅ（商品名）フルオ
ロフォア（例えば、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５）などが含まれるがそれらに限定されない。
ストレプトアビジン標識は、当分野において周知の方法を用いてフルオロフォアまたはペ
ルオキシダーゼに直接的または間接的に結合させることができる。本発明において使用す
るのに適切な発色試薬の非限定的例には、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン
（ＴＭＢ）、３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、２，２’－アジノ－ビス（３－
エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）（ＡＢＴＳ）、４－クロロ－１－ナフトール
（４ＣＮ）、および／またはポルフィリノーゲンが含まれる。
【０２１６】
　本明細書に記載した２抗体アッセイを実施するための典型的なプロトコールは、実施例
３に提供されている。
【０２１７】
　また別の実施形態では、本発明は、本明細書に記載した２抗体アッセイを実施するため
のキットであって：（ａ）固体支持体上に固定された複数の捕捉抗体の希釈系列と；（ｂ
）複数の検出抗体（例えば、活性化状態非依存性抗体および／または活性化状態依存性抗
体）と、を含むキットを提供する。一部の場合には、本キットは、固形腫瘍の循環細胞の
複数のシグナル伝達分子の活性化状態を検出するために本キットを使用する方法について
の取扱説明書をさらに含有することができる。本キットは、例えば、シグナル増幅対の第
１および第２メンバー、チラミドシグナル増幅試薬、洗浄緩衝液などの、本発明の特定方
法を実施することに関連して上述した追加の試薬のいずれかを含有することができる。
【０２１８】
　２抗体アプローチのまた別の実施形態では、本発明は、切断受容体の存在を検出するた
めの方法であって：
　（ａ）細胞抽出物を細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な複数のビーズ
とインキュベートする工程であって、前記ＥＣＤ結合領域は全長受容体に対して特異的で
ある工程と；
　（ｂ）前記複数のビーズを前記細胞抽出物から取り除き、それによって前記全長受容体
を含まない細胞抽出物を形成するために前記全長受容体を取り除く工程と；
　（ｃ）前記全長受容体を含まない前記細胞抽出物を複数の捕捉抗体とインキュベートす
る工程であって、前記複数の捕捉抗体は前記切断受容体の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）結合
領域に対して特異的であり、前記複数の捕捉抗体は複数の捕捉された切断受容体を形成す
るために固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）複数の検出可能な捕捉された切断受容体を形成するために、前記複数の捕捉され
た切断受容体を前記対応する切断受容体に対して特異的である検出抗体とインキュベート
する工程と；
　（ｅ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉された切断受容体を
シグナル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｆ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナル
を検出する工程と、を含む方法を提供する。
【０２１９】
　所定の実施形態では、切断受容体はｐ９５ＥｒｂＢ２であり、全長受容体はＥｒｂＢ２
（ＨＥＲ－２）である。所定の他の態様では、細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対し
て特異的な複数のビーズはストレプトアビジン－ビオチン対を含み、このときビオチンは
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ビーズに付着しており、ビオチンは抗体に付着している（例えば、前記抗体は前記全長受
容体のＥＣＤ結合領域に対して特異的である）。
【０２２０】
　図１４Ａは、当該の受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）に向けられた抗体でコーティン
グされたビーズが全長受容体（例えば、ＥｒｂＢ２）には結合するが、切断受容体（例え
ば、ｐ９５）には結合しないので、あらゆる全長受容体を本アッセイから取り除くことを
示している。図１４Ｂは、切断受容体（例えば、ｐ９５）がいったん捕捉抗体に結合する
と、その後は全長受容体の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）に対して特異的な検出抗体（例えば
、ＥｒｂＢ２）によって検出できることを示している。検出抗体は、西洋ワサビペルオキ
シダーゼ（ＨＲＰ）へ直接的に結合させることができる。チラミドシグナル増幅（ＴＳＡ
）は、次に、検出すべきシグナルを生成するために実施できる。ｐ９５の活性化状態は、
例えば、そのリン酸化状態、ユビキチン化状態、および／または複合体形成状態を決定す
るために調べる（interrogated）ことができる。
【０２２１】
ＶＩＩ．近接二重検出アッセイ
　一部の実施形態では、例えば固形腫瘍の循環細胞などの腫瘍細胞の細胞抽出物中の当該
の特定分析物（例えば、シグナル伝達分子）の活性化状態を検出するためのアッセイは、
優れたダイナミックレンジを有する多重高スループット近接（すなわち、３抗体）アッセ
イである。非限定的例として、本近接アッセイにおいて使用される３つの抗体は：（１）
分析物に対して特異的な捕捉抗体と；（２）分析物の活性化形に対して特異的な検出抗体
（すなわち、活性化状態依存性抗体）；および（３）前記分析物の総量を検出する検出抗
体（すなわち、活性化状態非依存性抗体）を含むことができる。活性化状態依存性抗体は
、例えば、分析物のリン酸化、ユビキチン化、および／または複合体形成状態を検出する
ことができる。活性化状態依存性抗体は、一般に、分析物の活性化および非活性化形の両
方を検出することができる。
【０２２２】
　１つの好ましい実施形態では、近接アッセイは： 
　（ｉ）複数の捕捉分析物を形成するために細胞抽出物を捕捉抗体の複数の希釈系列とイ
ンキュベートする工程と；
　（ｉｉ）複数の検出可能な捕捉分析物を形成するために、前記複数の捕捉分析物を、複
数の活性化状態非依存性抗体および対応する分析物に対して特異的である複数の活性化状
態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートする工程であって、
　前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体はシグ
ナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーにチャネリングして反応する酸化剤を生成する工程と、
　（ｉｉｉ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉分析物をシグナ
ル増幅対の第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｉｖ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナ
ルを検出する工程と、を含む。
【０２２３】
　または、活性化状態依存性抗体は促進成分を用いて標識することができ、活性化状態非
依存性抗体はシグナル増幅対の第１メンバーを用いて標識することができる。
【０２２４】
　本明細書に記載した近接アッセイは、典型的には、異なるアドレス可能な場所における
固体支持体の表面に結合しているある範囲の捕捉抗体濃度で複数の異なる捕捉抗体を含む
抗体に基づくアレイである。本発明において使用するのに適切な固体支持体の例について
は、上記に記載されている。
【０２２５】
　捕捉抗体、活性化状態非依存性抗体、および活性化状態依存性抗体は、好ましくは、分
析物結合に関してそれらの間の競合を最小限に抑えるために選択される（すなわち、全て
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の抗体はそれらの対応するシグナル伝達分子へ同時に結合することができる）。
【０２２６】
　一部の実施形態では、活性化状態非依存性抗体は、検出可能な成分をさらに含む。その
ような場合には、検出可能な成分の量は、細胞抽出物中の１つ以上の分析物の量と相関し
ている。検出可能な成分の例には、蛍光標識、化学的に反応性の標識、酵素標識、放射活
性標識などが含まれるが、それらに限定されない。好ましくは、検出可能な成分は、例え
ばＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）色素（例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商
標）６４７）、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、Ｏｒ
ｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（商品名）；ローダミン、テキサスレッド、テトラローダミンイソ
チオシアネート（ＴＲＩＴＣ）、ＣｙＤｙｅ（商品名）フルオロフォア（例えば、Ｃｙ２
、Ｃｙ３、Ｃｙ５）などのフルオロフォアである。検出可能な成分は、当分野において周
知の方法を用いて活性化状態非依存性抗体へ直接的または間接的に結合させることができ
る。
【０２２７】
　所定の場合には、活性化状態非依存性抗体は、促進成分を用いて直接的に標識される。
促進成分は、当分野において周知の方法を用いて活性化状態非依存性抗体へ結合させるこ
とができる。本発明において使用するのに適切な促進成分には、前記促進成分に近接する
（すなわち、空間的に近い、または近接する）また別の分子へチャネリングし（すなわち
、それに方向付けられ）て反応する（すなわち、結合する、それに結合される、またはそ
れと複合体を形成する）酸化剤を生成できる任意の分子が含まれる。促進成分の例には、
制限なく、例えばグルコースオキシダーゼなどの酵素または電子受容体として分子酸素（
Ｏ２）を含む酸化／還元反応を触媒する任意の他の酵素、ならびに例えばメチレンブルー
、ローズベンガル、ポルフィリン、スクアレート色素、フタロシアニンなどの光感作剤が
含まれる。酸化剤の非限定的例には、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）、一重項酸素、および酸化
／還元反応において酸素原子を移動させる、または電子を獲得する任意の他の化合物が含
まれる。好ましくは、適切な基質（例えば、グルコース、光線など）の存在下では、促進
成分（例えば、グルコースオキシダーゼ、光感作剤など）は、２つの成分が相互に近接し
ている場合は、シグナル増幅対の第１メンバー（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（
ＨＲＰ）、保護基によって保護されたハプテン、酵素阻害剤へのチオエーテル結合によっ
て不活性化された酵素など）へチャネリングして反応する酸化剤（例えば、過酸化水素（
Ｈ２Ｏ２）、一重項酸素など）を生成する。
【０２２８】
　所定の他の場合には、活性化状態非依存性抗体は、活性化状態非依存性抗体に結合され
たオリゴヌクレオチドリンカーと促進成分に結合された相補的オリゴヌクレオチドリンカ
ーとの間のハイブリダイゼーションによって促進成分で間接的に標識される。オリゴヌク
レオチドリンカーは、当分野において周知の方法を用いて促進成分または活性化状態非依
存性抗体へ結合させることができる。一部の実施形態では、促進成分に結合されたオリゴ
ヌクレオチドリンカーは、活性化状態非依存性抗体に結合されたオリゴヌクレオチドリン
カーに１００％相補性を有する。他の実施形態では、オリゴヌクレオチドリンカー対は、
例えば、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイゼーションす
ると、少なくとも１、２、３、４、５、６以上のミスマッチ領域を含む。当業者であれば
、異なる分析物に対して特異的な活性化状態非依存性抗体は、同一オリゴヌクレオチドリ
ンカーに、または異なるオリゴヌクレオチドリンカーのいずれかに結合させることができ
ることを理解するであろう。
【０２２９】
　促進成分または活性化状態非依存性抗体に結合するオリゴヌクレオチドリンカーの長さ
は、様々であってもよい。一般には、リンカー配列は、長さが少なくとも約５、１０、１
５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、７５、または１００ヌクレオチドであ
ってもよい。典型的には、結合のためにはランダム核酸配列が生成される。非限定的例と
して、３つの別個の隣接ドメイン：スペーサードメイン；シグニチャードメイン；および
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結合ドメインを有する１ライブラリーのオリゴヌクレオチドリンカーを設計できる。好ま
しくは、オリゴヌクレオチドリンカーは、それらが結合される促進成分または活性化状態
非依存性抗体の機能を破壊することなく効率的に結合するために設計される。
【０２３０】
　オリゴヌクレオチドリンカー配列は、様々なアッセイ条件下で任意の二次構造形成を防
止または最小限に抑えるように設計することができる。典型的には、全アッセイ手順にお
いてそれらが関与できるように、リンカー内の各セグメントについて融解温度が注意深く
監視される。一般には、リンカー配列のセグメントの融解温度の範囲は、１～１０℃であ
る。規定イオン濃度下での融解温度、二次構造、およびヘパリン構造を決定するためのコ
ンピュータアルゴリズム（例えば、ＯＬＩＧＯ　６．０）を使用すると、各リンカー内の
３つの異なるドメイン各々について分析することができる。全結合配列は、例えば、それ
らの構造的特性および、それらがストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で相
補的オリゴヌクレオチドリンカーにハイブリダイズするかどうかについてのように他の結
合されるオリゴヌクレオチドリンカー配列とのそれらの比較可能性について分析すること
もできる。
【０２３１】
　オリゴヌクレオチドリンカーのスペーサー領域は、結合ドメインのオリゴヌクレオチド
架橋部位からの適正な分離を提供する。結合ドメインは相補的オリゴヌクレオチドリンカ
ー配列で標識された分子を核酸ハイブリダイゼーションによって結合ドメインへ結合させ
るように機能する。核酸媒介性ハイブリダイゼーションは、抗体－分析物（すなわち、抗
原）複合体形成の前または後のいずれかに実施することができるので、より柔軟性のアッ
セイフォーマットを提供する。多数の直接抗体結合方法とは相違して、相当に小さなオリ
ゴヌクレオチドを抗体もしくは他の分子に結合させる工程は、それらの標的分析物に向か
う抗体の特異的親和性または結合分子の機能にほとんど影響を及ぼさない。
【０２３２】
　一部の実施形態では、オリゴヌクレオチドリンカーのシグニチャー配列ドメインは、複
合多重タンパク質アッセイにおいて使用できる。様々なシグニチャー配列を備えるオリゴ
ヌクレオチドリンカーと複数の抗体を結合させることができる。多重イムノアッセイでは
、適切なプローブで標識されたレポーターオリゴヌクレオチド配列を使用すると、多重ア
ッセイフォーマットにおいて抗体とそれらの抗原との間の交差反応性を検出することがで
きる。
【０２３３】
　オリゴヌクレオチドリンカーは、幾つかの異なる方法を使用して抗体または他の分子に
結合させることができる。例えば、オリゴヌクレオチドリンカーは、５’または３’末端
上のいずれかでチオール基と合成することができる。チオール基は、還元剤（例えば、Ｔ
ＣＥＰ－ＨＣｌ）を使用して脱保護することができ、生じたリンカーは、脱塩スピンカラ
ムを使用することによって精製できる。生じた脱保護オリゴヌクレオチドリンカーは、例
えばＳＭＣＣなどのヘテロ二官能性架橋剤を使用して抗体または他のタイプのタンパク質
の第１級アミンに結合させることができる。または、オリゴヌクレオチド上の５’－リン
酸基は、リン酸エステルを形成するため、および引き続いてアミン含有分子に結合させる
ために水溶性カルボジイミドＥＤＣを用いて処理することができる。所定の場合には、３
’－リボース残基上のジオールは、アルデヒド基へ酸化させ、次に還元アミノ化反応を用
いて抗体または他のタイプのタンパク質のアミン基に結合させることができる。所定の他
の場合には、オリゴヌクレオチドリンカーは、３’または５’末端上のいずれかでビオチ
ン修飾により合成し、ストレプトアビジン標識分子へ結合させることができる。
【０２３４】
　オリゴヌクレオチドリンカーは、当分野において公知である様々な技術のいずれか、例
えば、Ｕｓｍａｎら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１０９：７８４５（１９８７）；
Ｓｃａｒｉｎｇｅら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１８：５４３３（１９９０）；
Ｗｉｎｃｏｔｔら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２３：２６７７－２６８４（１９
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９５）；およびＷｉｎｃｏｔｔら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．，７４：５９（１
９９７）に記載されている技術を用いて合成することができる。一般に、オリゴヌクレオ
チドの合成は、例えば、５’末端のジメトキシトリチルおよび３’末端のホスホルアミダ
イトなどの一般的な核酸保護基および結合基を利用する。オリゴヌクレオチド合成のため
に適切な試薬、核酸脱保護のための方法、および核酸精製のための方法は、当業者には公
知である。
【０２３５】
　所定の場合には、活性化状態依存性抗体は、シグナル増幅対の第１メンバーを用いて直
接的に標識される。シグナル増幅対のメンバーは、当分野において周知の方法を用いて活
性化状態依存性抗体へ結合させることができる。所定の他の場合には、活性化状態依存性
抗体は、シグナル増幅対の第１メンバーを用いて、活性化状態依存性抗体に結合された結
合対の第１メンバーとシグナル増幅対の第１メンバーに結合された結合対の第２メンバー
との間の結合によって間接的に標識される。結合対メンバー（例えば、ビオチン／ストレ
プトアビジン）は、当分野において周知の方法を用いてシグナル増幅対のメンバーまたは
活性化状態依存性抗体へ結合させることができる。シグナル増幅対のメンバーの例には、
例えば西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）などのペルオキシダーゼ、カタラーゼ、ク
ロロペルオキシダーゼ、チトクロームｃペルオキシダーゼ、好酸球ペルオキシダーゼ、グ
ルタチオンペルオキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ、ミエロペルオキシダーゼ、甲状
腺ペルオキシダーゼ、脱ヨウ素酵素などが含まれるがそれらに限定されない。シグナル増
幅対のメンバーの他の例には、保護基によって保護されたハプテンおよび酵素阻害剤への
チオエーテル結合によって不活性化された酵素が含まれる。
【０２３６】
　近接チャネリングの１つの実施例では、促進成分はグルコースオキシダーゼ（ＧＯ）で
あり、シグナル増幅対の第１メンバーは西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である。
ＧＯがグルコースなどの基質と接触させられると、ＧＯは酸化剤（すなわち、過酸化水素
（Ｈ２Ｏ２））を生成する。ＨＲＰがＧＯに近接するチャネリング内にあると、ＧＯによ
って生成されたＨ２Ｏ２は、ＨＲＰへチャネリングして複合体を形成し、ＨＲＰ－Ｈ２Ｏ

２複合体を形成するが、これはシグナル増幅対の第２メンバー（例えば、ルミノールもし
くはイソルミノールなどの化学発光基質またはチラミド（例えば、ビオチン－チラミド）
、ホモバリン酸、もしくは４－ヒドロキシフェニル酢酸などの蛍光発生基質）の存在下で
は増幅シグナルを生成する。近接アッセイにおいてＧＯおよびＨＲＰを使用する方法は、
例えば、Ｌａｎｇｒｙら、Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐｔ．ｏｆ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ｒｅｐｏｒｔ　Ｎｏ
．ＵＣＲＬ－ＩＤ－１３６７９７（１９９９）に記載されている。ビオチン－チラミドが
シグナル増幅対の第２メンバーとして使用される場合は、ＨＲＰ－Ｈ２Ｏ２複合体は、チ
ラミドを酸化して求核残基の近くで共有的に結合する反応性チラミドラジカルを生成する
。活性化チラミドは、直接的に検出される、または、例えばストレプトアビジン標識フル
オロフォア、またはストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼおよび発色試薬の組み合わ
せなどのシグナル検出試薬の添加に基づいて検出される。本発明において使用するのに適
切なフルオロフォアの例には、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）色素（例えば、Ａｌ
ｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）５５５）、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシ
アネート（ＦＩＴＣ）、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（商品名）；ローダミン、テキサスレ
ッド、テトラローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）、ＣｙＤｙｅ（商品名）フル
オロフォア（例えば、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５）などが含まれるがそれらに限定されない
。ストレプトアビジン標識は、当分野において周知の方法を用いてフルオロフォアまたは
ペルオキシダーゼに直接的または間接的に結合させることができる。本発明において使用
するのに適切な発色試薬の非限定的例には、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジ
ン（ＴＭＢ）、３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、２，２’－アジノ－ビス（３
－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）（ＡＢＴＳ）、４－クロロ－１－ナフトー
ル（４ＣＮ）、および／またはポルフィリノーゲンが含まれる。
【０２３７】
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　近接チャネリングのまた別の実施例では、促進成分は光感作剤であり、シグナル増幅対
の第１メンバーは特異的結合パートナー（例えば、リガンド、抗体など）へのハプテンの
結合を防止する保護基を用いて保護される複数のハプテンを用いて標識された巨大分子で
ある。例えば、シグナル増幅対のメンバーは、保護されたビオチン、クマリン、および／
またはフルオレセイン分子で標識されたデキストラン分子であってもよい。適切な保護基
には、フェノキシ－、アナリノ－、オレフィン－、チオエーテル－、およびセレノエーテ
ル－保護基が含まれるがそれらに限定されない。本発明の近接アッセイにおいて使用する
のに適切な追加の光感作剤および保護ハプテン分子は、米国特許第５，８０７，６７５号
明細書に記載されている。光感作剤が光線で励起されると、酸化剤（すなわち、一重項酸
素）を生成する。ハプテン分子が光感作剤に近接するチャネリング内に存在する場合は、
前記光感作剤によって生成された一重項酸素は、ハプテンの保護基上のチオエーテルへチ
ャネリングして反応してカルボニル基（ケトンもしくはアルデヒド）およびスルフィン酸
を産生し、結果としてハプテンから保護基を遊離させる。未保護ハプテンは次に、前記シ
グナル増幅対の第２メンバー（例えば、検出可能なシグナルを生成できる特異的結合パー
トナー）へ特異的に結合するために利用できる。例えば、ハプテンがビオチンである場合
は、特異的結合パートナーは酵素標識ストレプトアビジンであってもよい。典型的な酵素
には、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、ＨＲＰなどが含まれる。未結合
試薬を取り除くために洗浄した後、検出可能なシグナルは、酵素の検出可能な（例えば、
蛍光、化学発光、発色性などの）基質を添加することによって生成し、当分野において公
知の適切な方法および器具類を使用して検出することができる。または、検出可能なシグ
ナルは、チラミドシグナル増幅を用いて増幅させることができ、活性化チラミドは、直接
的に検出できる、または上述したようにシグナル検出試薬の添加に基づいて検出すること
ができる。
【０２３８】
　近接チャネリングのまた別の実施例では、促進成分は光感作剤であり、シグナル増幅対
の第１メンバーは酵素－阻害剤複合体である。酵素および阻害剤（例えば、リン酸標識デ
キストラン）は、開裂可能なリンカー（例えば、チオエーテル）によって一緒に結合され
る。光感作剤が光線で励起されると、光感作剤は酸化剤（すなわち、一重項酸素）を生成
する。酵素－阻害剤複合体が光感作剤に近接するチャネリング内に存在する場合は、前記
光感作剤によって生成された一重項酸素は、開裂可能なリンカーへチャネリングして反応
し、酵素から阻害剤を遊離させ、それにより前記酵素を活性化する。検出可能なシグナル
を生成するためには酵素基質が加えられる、または増幅シグナルを生成するためには増幅
試薬が加えられる。
【０２３９】
　近接チャネリングのまた別の実施例では、促進成分はＨＲＰであり、シグナル増幅対の
第１メンバーは上述したように保護されたハプテンもしくは酵素－阻害剤複合体であり、
保護基はｐ－アルコキシフェノールを含む。フェニレンジアミンおよびＨ２Ｏ２の添加は
、保護されたハプテンもしくは酵素－阻害剤複合体にチャネリングしてｐ－アルコキシフ
ェノール保護基と反応して露出したハプテンもしくは反応性酵素を産生する、反応性フェ
ニレンジイミンを生成する。増幅シグナルは、上述したように生成され、検出される（例
えば、米国特許第５，５３２，１３８号明細書および第５，４４５，９４４号明細書を参
照されたい）。
【０２４０】
　本明細書に記載した近接アッセイを実施するための典型的なプロトコールは、実施例４
に提供されている。
【０２４１】
　また別の実施形態では、本発明は、上述した近接アッセイを実施するためのキットであ
って：（ａ）固体支持体上に固定された複数の捕捉抗体の希釈系列；および（ｂ）複数の
検出抗体（例えば、活性化状態非依存性抗体および活性化状態依存性抗体）を含むキット
を提供する。一部の場合には、本キットは、固形腫瘍の循環細胞の複数のシグナル伝達分
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子の活性化状態を検出するために本キットを使用する方法についての取扱説明書をさらに
含有することができる。本キットは、例えば、シグナル増幅対の第１および第２メンバー
、チラミドシグナル増幅試薬、促進成分のための基質、洗浄緩衝液などの、本発明の特定
方法を実施することに関連して上述した追加の試薬のいずれかをさらに含有することがで
きる。
【０２４２】
ＶＩＩＩ．抗体の生成
　本発明による希少循環細胞などの腫瘍細胞中のシグナル伝達分子の活性化状態を分析す
るために未だ市販で入手可能にはなっていない抗体の生成および選択は、幾つかの方法に
よって実施できる。例えば、１つの方法は、当分野において公知のタンパク質発現および
精製方法を使用して当該のポリペプチド（すなわち、抗原）を発現および／または精製す
る方法であるが、また別の方法は当分野において公知の固相ペプチド合成法を用いて当該
のポリペプチドを合成する方法である。例えば、Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐ
ｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，Ｍｕｒｒａｙ　Ｐ．Ｄｅｕｔｃｈｅｒ，ｅｄ．，Ｍｅｔｈ．Ｅ
ｎｚｙｍｏｌ．，Ｖｏｌ．１８２（１９９０）；Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄ
ｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｇｒｅｇ　Ｂ．Ｆｉｅｌｄｓ，ｅｄ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍ
ｏｌ．，Ｖｏｌ．２８９（１９９７）；Ｋｉｓｏら、Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．
，３８：１１９２－９９（１９９０）；Ｍｏｓｔａｆａｖｉら、Ｂｉｏｍｅｄ．Ｐｅｐｔ
．Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ，１：２５５－６０，（１９９５）；
およびＦｕｊｉｗａｒａら、Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．，４４：１３２６－３１
（１９９６）を参照されたい。精製もしくは合成されたポリペプチドは、次にポリクロー
ナルまたはモノクローナル抗体を生成するために、例えば、マウスまたはウサギに注射す
ることができる。当業者であれば、例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ｅｄｓ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
，Ｎ．Ｙ．（１９８８）に記載されているように、抗体を産生するためには多数の方法を
利用できることを認識するであろう。当業者であれば、結合フラグメントまたは抗体を模
倣する（例えば、抗体の機能的結合領域を保持する）Ｆａｂフラグメントもまたさらに様
々な方法によって遺伝情報から調製できることも理解するであろう。例えば、Ａｎｔｉｂ
ｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｂｏｒ
ｒｅｂａｅｃｋ，Ｅｄ．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏ
ｒｄ（１９９５）；およびＨｕｓｅら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４９：３９１４－３９
２０（１９９２）を参照されたい。
【０２４３】
　さらに、極めて多数の刊行物は、選択された標的抗原に結合するためのポリペプチドラ
イブラリーを生成してスクリーニングするためのファージ提示技術の使用を報告している
（例えば、Ｃｗｉｒｌａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８７：６
３７８－６３８２（１９９０）；Ｄｅｖｌｉｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４９：４０４－４
０６（１９９０）；Ｓｃｏｔｔら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４９：３８６－３８８（１９９０
）；およびＬａｄｎｅｒら、米国特許第５，５７１，６９８号明細書を参照されたい）。
ファージ提示法の基本的概念は、ファージＤＮＡによってコードされたポリペプチドと標
的抗原との間の物理的結合の確立である。この物理的結合は、ポリペプチドをコードする
ファージゲノムを取り囲んでいるカプシドの一部としてポリペプチドを提示する、ファー
ジ粒子によって提供される。ポリペプチドとそれらの遺伝物質との間の物理的結合の確立
は、様々なポリペプチドを有する極めて多数のファージの同時マススクリーニングを可能
にする。標的抗原との親和性を備えるポリペプチドを提示するファージは標的抗原に結合
し、これらのファージは標的抗原への親和性スクリーニングによって濃縮される。これら
のファージから提示されたポリペプチドの同一性は、それらの各ゲノムから決定すること
ができる。これらの方法を使用すると、所望の標的抗原に対する結合親和性を有すると同
定されたポリペプチドは、次に従来型手段によって大量に合成することができる（例えば



(67) JP 2013-174616 A 2013.9.5

10

20

30

40

50

、米国特許第６，０５７，０９８号明細書を参照されたい）。
【０２４４】
　これらの方法によって生成される抗体は、次に当該の精製されたポリペプチド抗原との
親和性および特異性についての第１スクリーニングによって、および必要であれば、その
結果を、結合から排除されることが望ましい他のポリペプチド抗原を備える抗体の親和性
および特異性と比較することによって選択することができる。スクリーニング法は、マイ
クロタイタープレートの別個のウエル内への精製ポリペプチド抗原の固相化を含むことが
できる。潜在的抗体もしくは抗体群を含有する溶液は、次に各マイクロタイターウエル内
に配置され、約３０分間～２時間にわたりインキュベートされる。マイクロタイターウエ
ルは、次に洗浄され、標識された二次抗体（例えば、立てられた抗体がマウス抗体であれ
ばアルカリホスファターゼに結合した抗マウス抗体）がウエルに加えられ、約３０分間に
わたりインキュベートされ、その後に洗浄される。基質がウエルに加えられ、固相化され
たポリペプチド抗原に対する抗体が存在する場合は、呈色反応が出現するであろう。
【０２４５】
　このように同定された抗体は、次に親和性および特異性についてさらに分析することが
できる。標的タンパク質のためのイムノアッセイの開発においては、精製された標的タン
パク質は、選択されている抗体を使用して、それを用いてイムノアッセイの感受性および
特異性を判断するための標準として機能する。様々な抗体の結合親和性は異なる、例えば
所定の抗体の組み合わせが相互に立体的に干渉する場合があるので、抗体のアッセイ性能
は、その抗体の絶対親和性および特異性よりはるかに重要な尺度となる可能性がある。
【０２４６】
　当業者であれば、抗体もしくは結合フラグメントを生成する際に、そして当該の様々な
ポリペプチドに対して親和性および特異性についてスクリーニングおよび選択する際に多
数のアプローチを実施できるが、これらのアプローチは本発明の範囲を変化させないこと
を認識するであろう。
【０２４７】
Ａ．ポリクローナル抗体
　ポリクローナル抗体は、好ましくは当該のポリペプチドおよびアジュバントの複数回の
皮下（ｓｃ）または腹腔内（ｉｐ）注射によって動物において立てられる。当該のポリペ
プチドを、二官能剤もしくは誘導体化剤を用いて、例えばアオガイヘモシアニン、血清ア
ルブミン、ウシチログロブリン、またはダイズトリプシン阻害剤などの、免疫対象の種内
で免疫原性であるタンパク質担体へ結合させるのが有利な可能性がある。二官能剤もしく
は誘導体化剤の非限定的例には、マレイミドベンゾイルスルホスクシンイミドエステル（
システイン残基を通しての結合）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（リシン残基を通して
の結合）、グルタルアルデヒド、コハク酸無水物、ＳＯＣｌ２、およびＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲ
（式中、ＲおよびＲ１は異なるアルキル基である）が含まれる。
【０２４８】
　動物は、例えば１００μｇ（ウサギに対して）もしくは５μｇ（マウスに対して）の抗
原または３容量のフロイント（Ｆｒｅｕｎｄ）の完全アジュバントを結合し、複数の部位
で溶液を皮内に注射することによって、当該のポリペプチドまたはそれらの免疫原性コン
ジュゲートもしくは誘導体に対して免疫される。１カ月後、動物は、複数部位での皮下注
射によるフロイントの不完全アジュバント内のポリペプチドもしくはコンジュゲートのオ
リジナル量の約１／５～１／１０を用いて追加免疫される。７～１４日後に、動物から採
血され、血清が抗体力価についてアッセイされる。動物は、典型的には力価が安定状態に
達するまで追加免疫される。好ましくは、動物は同一ポリペプチドのコンジュゲートを用
いて追加免疫されるが、異なる免疫原性タンパク質への、および／または異なる架橋試薬
を通しての結合を使用できる。コンジュゲートは、融合タンパク質としての組換え細胞培
養内で作成することもできる。所定の場合には、ミョウバンなどの凝集剤は、免疫応答を
強化するために使用することができる。
【０２４９】
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Ｂ．モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、一般には、実質的に均質な抗体の集団から入手される、すなわ
ち、前記集団を含む個別抗体は小量で存在する可能性がある天然型変異を除いて同一であ
る。そこで、修飾語句「モノクローナル」は、抗体の性質が離散的抗体の混合物ではない
ことを示している。例えば、モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ，２
５６：４９５（１９７５）によって記載されたハイブリドーマ法、または当分野において
公知のあらゆる組換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号明細書を参照
されたい）を用いて作成することができる。
【０２５０】
　ハイブリドーマ法では、マウスもしくはその他の適切な宿主動物（例えば、ハムスター
）は、免疫のために使用される当該のポリペプチドへ特異的に結合する抗体を生成する、
または生成することのできるリンパ球を引き出すために、上述したように免疫される。ま
たは、リンパ球は、インビトロで免疫される。免疫されたリンパ球は次に、ハイブリドー
マ細胞を形成するために、例えばポリエチレングリコールなどの適切な融合剤を使用して
骨髄腫細胞と融合させられる（例えば、Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ，ｐｐ．５９－１０３（１９８６）を参照されたい）。このように調製された
ハイブリドーマ細胞は、融合していない、好ましくは親骨髄腫細胞の成長もしくは生存を
阻害する１つ以上の物質を含有する適切な培養培地中で播種され、増殖させられる。例え
ば、親骨髄腫細胞に酵素のヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（
ＨＧＰＲＴ）が欠如する場合は、ハイブリドーマ細胞のための培養培地は、典型的には、
ＨＧＰＲＴ欠損性細胞の増殖を防止する、ヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミ
ジン（ＨＡＴ培地）を含むであろう。
【０２５１】
　好ましい骨髄腫細胞は、効率的に融合する、選択された抗体産生細胞による抗体の安定
性高レベル産生を支持する、および／または例えばＨＡＴ培地などの培地に感受性である
骨髄腫細胞である。ヒトモノクローナル抗体を産生するためのそのような好ましい骨髄腫
細胞系の例には、例えばＭＯＰＣ－２１およびＭＰＣ－１１マウス腫瘍（Ｓａｌｋ　Ｉｎ
ｓｔｉｔｕｔｅ　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ；カリフォルニア
州サンディエゴから入手できる）、ＳＰ－２もしくはＸ６３－Ａｇ８－６５３細胞（アメ
リカンタイプ・カルチャーコレクション；メリーランド州ロックビルから入手できる）に
由来する骨髄腫細胞などのマウス骨髄腫細胞系、およびヒト骨髄腫もしくはマウス－ヒト
異種骨髄腫細胞系（例えば、Ｋｏｚｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３３：３００１（
１９８４）；およびＢｒｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒ
ｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｍａｒ
ｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｐ．５１－６３（１９８７）を
参照されたい）が含まれるがそれらに限定されない。
【０２５２】
　その中でハイブリドーマ細胞が増殖する培養培地は、当該のポリペプチドに対して向け
られたモノクローナル抗体を産生するためにアッセイすることができる。好ましくは、ハ
イブリドーマ細胞によって生成されたモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降法に
よって、または例えばラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）もしくは酵素結合免疫吸着検定法
（ＥＬＩＳＡ）などのインビトロ結合アッセイによって決定される。モノクローナル抗体
の結合親和性は、例えば、ｔｈｅ　Ｓｃａｔｃｈａｒｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｍｕ
ｎｓｏｎら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０７：２２０（１９８０）を使用して決定
することができる。
【０２５３】
　所望の特異性、親和性、および／または活性の抗体を生成するハイブリドーマ細胞が同
定された後、クローンは希釈方法を限定することによってサブクローニングし、標準方法
によって増殖させることができる（例えば、Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎ



(69) JP 2013-174616 A 2013.9.5

10

20

30

40

50

ｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉ
ｃ　Ｐｒｅｓｓ，ｐｐ．５９－１０３（１９８６）を参照されたい）。この目的のために
適切な培養培地には、例えば、Ｄ－ＭＥＭまたはＲＰＭＩ－１６４０培地が含まれる。さ
らに、ハイブリドーマ細胞は、動物における腹水腫瘍としてインビボで増殖させることが
できる。サブクローンによって分泌されるモノクローナル抗体は、培養培地、腹水、また
は血清から、例えばタンパク質Ａ－セファロース、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラ
フィ、ゲル電気泳動法、透析法、または親和性クロマトグラフィなどの従来型抗体精製方
法によって分離することができる。
【０２５４】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、従来方法を使用して容易に単離して（例え
ば、マウス抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子へ特異的に結合することのできるオ
リゴヌクレオチドプローブを用いることによって）シーケンシングすることができる。ハ
イブリドーマ細胞は、そのようなＤＮＡの好ましい起源として機能する。単離されると、
ＤＮＡは、組換え宿主細胞内でのモノクローナル抗体の合成を誘導するために、さもなけ
れば抗体を産生しない例えば大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニー
ズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または骨髄腫細胞などの宿主細胞内へトランスフェク
トされる発現ベクター内に配置することができる。例えば、Ｓｋｅｒｒａら、Ｃｕｒｒ．
Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，５：２５６－２６２（１９９３）；およびＰｌｕｃｋｔｈ
ｕｎ，Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｒｅｖ．，１３０：１５１－１８８（１９９２）を参照されたい
。ＤＮＡはさらにまた、例えばヒト重鎖および軽鎖定常ドメインのためのコーディング配
列を同種マウス配列に変えて置換する工程によって（例えば、米国特許第４，８１６，５
６７号明細書；およびＭｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ，８１：６８５１（１９８４）を参照されたい）、または非免疫グロブリンポリペプ
チドに対するコーディング配列の全部もしくは一部を免疫グロブリンコーディング配列へ
共有的に結合させることによって修飾することができる。
【０２５５】
　別の実施形態では、モノクローナル抗体もしくは抗体フラグメントは、例えば、ＭｃＣ
ａｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ，３４８：５５２－５５４（１９９０）；Ｃｌａｃｋｓ
ｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９１）；およびＭａｒｋｓら、Ｊ
．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１－５９７（１９９１）に記載された技術を用いて
生成された抗体ファージライブラリーから単離することができる。鎖シャフリングによる
高親和性（ｎＭ範囲）ヒトモノクローナル抗体の産生は、Ｍａｒｋｓら、ＢｉｏＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ，１０：７７９－７８３（１９９２）に記載されている。極めて大きなファ
ージライブラリーを構築するための戦略としてのコンビナトリアル感染およびインビボ組
換えの使用については、Ｗａｔｅｒｈｏｕｓｅら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２１
：２２６５－２２６６（１９９３）に記載されている。そこで、これらの技術は、モノク
ローナル抗体を生成するための伝統的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ法にとって重
要な代替法である。
【０２５６】
Ｃ．ヒト化抗体
　非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当分野において公知である。好ましくは、ヒト
化抗体は、非ヒトである起源からその中に導入された１つ以上のアミノ酸残基を有する。
これらの非ヒトアミノ酸残基は、典型的には「インポート」可変ドメインから採取される
、「インポート」残基と呼ばれることが多い。ヒト化は、本質的には非ヒト抗体の超可変
性領域配列をヒト抗体の対応する配列と置換することによって実施できる。例えば、Ｊｏ
ｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら
、Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２７（１９８８）；およびＶｅｒｈｏｅｙｅｎら、
Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９：１５３４－１５３６（１９８８）を参照されたい。したがって
、そのような「ヒト化」抗体は、キメラ抗体（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号
明細書を参照されたい）であるが、このとき決して実質的に完全ではないヒト可変領域は
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、非ヒト種から対応する配列によって置換されている。実際に、ヒト化抗体は、典型的に
は一部の超可変領域残基およびおそらくは一部のフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、齧
歯類抗体の類似部位由来の残基と置換されているヒト抗体である。
【０２５７】
　上述したヒト化抗体を作成する際に使用すべき軽鎖および重鎖両方のヒト可変ドメイン
の選択は、抗原性を減少させるために重要な検討事項である。いわゆる「最良適合」法に
よると、齧歯類抗体の可変ドメインの配列は、公知のヒト可変ドメイン配列の全ライブラ
リーに対してスクリーニングされる。齧歯類の配列に最も近いヒト配列は、次にヒト化抗
体のためのヒトＦＲとして容認される（例えば、Ｓｉｍｓら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１
５１：２２９６（１９９３）；およびＣｈｏｔｈｉａら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１９
６：９０１（１９８７）を参照されたい）。また別の方法は、軽鎖もしくは重鎖の特定サ
ブグループの全ヒト抗体のコンセンサス配列に由来する特定ＦＲを使用する。数種の異な
るヒト化抗体のためには、同一ＦＲを使用できる（例えば、Ｃａｒｔｅｒら、Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：４２８５（１９９２）；およびＰｒｅｓｔ
ａら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５１：２６２３（１９９３）を参照されたい）。
【０２５８】
　抗原に対する高親和性およびその他の好適な生物学的特性の保持を備える抗体をヒト化
することもまた重要である。この目標を達成するために、ヒト化抗体は、親およびヒト化
配列の三次元モデルを用いて親配列および様々な概念的ヒト化生成物を分析するプロセス
によって調製することができる。三次元免疫グロブリンモデルは、一般に利用可能であり
、当業者であれば精通している。選択された候補免疫グロブリン配列のあり得る三次元立
体配座構造を例示して提示するコンピュータプログラムを利用できる。これらの提示の検
査は、候補免疫グロブリン配列の機能において残基が果たす可能性がある役割についての
分析、すなわち前記候補免疫グロブリンがその抗原に結合する能力に影響を及ぼす残基の
分析を許容する。この方法で、ＦＲ残基をレシピエントおよびインポート配列から選択し
て結合することができるので、例えば標的抗原に対する増加した親和性などの所望の抗体
特性が達成される。一般に、超可変領域残基は、抗原結合に影響を及ぼすことに直接的お
よび特異的に関係している。
【０２５９】
　様々な形態のヒト化抗体は、本発明によって企図されている。例えば、ヒト化抗体は、
Ｆａｂフラグメントなどの抗体フラグメントであってもよい。または、ヒト化抗体は、例
えば完全ＩｇＡ、ＩｇＧ、またはＩｇＭ抗体などの完全抗体であってもよい。
【０２６０】
Ｄ．ヒト抗体
　ヒト化の代替法として、ヒト抗体を生成することができる。一部の実施形態では、免疫
すると、内因性免疫グロブリン産生の非存在下で全レパートリーのヒト抗体を生成できる
トランスジェニック動物（例えば、マウス）を生成することができる。例えば、キメラお
よび生殖細胞系変異マウスにおける抗体重鎖結合領域（ＪＨ）遺伝子のホモ接合体欠失は
内因性抗体産生の完全阻害を生じさせると記載されている。そのような生殖細胞系変異マ
ウスへのヒト生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子アレイの導入は、抗原惹起投与後にはヒト
抗体の産生を生じさせる。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：２５５１（１９９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｎａｔ
ｕｒｅ，３６２：２５５－２５８（１９９３）；Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら、Ｙｅａｒ　
ｉｎ　Ｉｍｍｕｎ．，７：３３（１９９３）；ならびに米国特許第５，５９１，６６９号
明細書、第５，５８９，３６９号明細書、および第５，５４５，８０７号明細書を参照さ
れたい。
【０２６１】
　または、ファージ提示技術（例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ，３４８
：５５２－５５３（１９９０）を参照されたい）を使用すると、未免疫ドナーからの免疫
グロブリン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリーを用いて、インビトロでヒト抗体およ
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び抗体フラグメントを生成することができる。この技術に従うと、抗体Ｖドメイン遺伝子
は、例えばＭ１３もしくはｆｄなどの線維状バクテリオファージの大もしくは小外皮タン
パク質遺伝子のいずれかの中にインフレーム（ｉｎ－ｆｒａｍｅ）でクローン化し、ファ
ージ粒子の表面上の機能的抗体フラグメントとして提示される。線維状粒子はファージゲ
ノムの一本鎖ＤＮＡコピーを含有するので、抗体の機能的特性に基づいた選択は、さらに
それらの特性を示す抗体をコードする遺伝子の選択も生じさせる。そこで、ファージは、
Ｂ細胞の特性の一部を模倣する。ファージ提示法は、例えば、Ｊｏｈｎｓｏｎら、Ｃｕｒ
ｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，３：５６４－５７１（１９９３）に記載され
たような様々なフォーマットで実施できる。ファージ提示法のためには、Ｖ遺伝子セグメ
ントの幾つかの起源を使用できる。例えば、Ｃｌａｃｋｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３５２
：６２４－６２８（１９９１）を参照されたい。未免疫ヒトドナー由来のＶ遺伝子の一レ
パートリーを構築することができ、様々な抗原アレイに対する抗体（自己抗原を含む）は
、Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１－５９７（１９９１）；Ｇｒ
ｉｆｆｉｔｈら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，１２：７２５－７３４（１９９３）；ならびに米国特
許第５，５６５，３３２号明細書および第５，５７３，９０５号明細書に記載された技術
に本質的にしたがって単離することができる。
【０２６２】
　所定の場合には、ヒト抗体は、例えば米国特許第５，５６７，６１０号明細書および第
５，２２９，２７５号明細書に記載されたように、インビトロ活性化Ｂ細胞によって生成
することができる。
【０２６３】
Ｅ．抗体フラグメント
　抗体フラグメントを生成するために、様々な技術が開発されてきた。伝統的には、これ
らのフラグメントは、完全抗体のタンパク質分解によって引き出された（例えば、Ｍｏｒ
ｉｍｏｔｏら、Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｍｅｔｈ．，２４：１０７－１１
７（１９９２）；およびＢｒｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８１（１９８５）
を参照されたい）。しかしこれらのフラグメントは、現在では組換え宿主細胞を用いて直
接的に生成することができる。例えば、抗体フラグメントは、上記で考察した抗体ファー
ジライブラリーから単離できる。または、Ｆａｂ’－ＳＨフラグメントを大腸菌細胞から
直接的に回収し、化学的に結合させてＦ（ａｂ’）２フラグメントを形成することができ
る（例えば、Ｃａｒｔｅｒら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１０：１６３－１６７（１
９９２）を参照されたい）。他のアプローチによると、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントは、
組換え宿主細胞培養から直接単離することができる。抗体フラグメントを生成するための
他の技術は、当業者には明白であろう。他の実施形態では、最適な抗体は、一本鎖Ｆｖフ
ラグメント（ｓｃＦｖ）である。例えば、国際公開第９３／１６１８５号パンフレット；
ならびに米国特許第５，５７１，８９４号明細書および第５，５８７，４５８号明細書を
参照されたい。抗体フラグメントは、さらに例えば米国特許第５，６４１，８７０号明細
書に記載されたように線状抗体であってもよい。そのような線状抗体フラグメントは、単
一特異的または二重特異的であってもよい。
【０２６４】
Ｆ．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対する結合特異性を有する抗
体である。典型的な二重特異性抗体は、当該の同一ポリペプチドの２つの異なるエピトー
プに結合することができる。その他の二重特異性抗体は、当該のポリペプチドのための結
合部位を１つ以上の追加の抗原のための結合部位と結合することができる。二重特異性抗
体は、全長抗体または抗体フラグメント（例えば、Ｆ（ａｂ’）２二重特異性抗体）とし
て調製することができる。
【０２６５】
　二重特異性抗体を作成するための方法は、当分野において公知である。全長二重特異性
抗体の伝統的な生成法は、２つの免疫グロブリン重鎖－軽鎖対の共発現に基づいており、
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このとき前記２本の鎖は異なる特異性を有する（例えば、Ｍｉｌｌｓｔｅｉｎら、Ｎａｔ
ｕｒｅ，３０５：５３７－５３９（１９８３）を参照されたい）。免疫グロブリン重鎖お
よび軽鎖の任意組み合わせのために、これらのハイブリドーマ（クアドローマ（ｑｕａｄ
ｒｏｍａ））は１０個の異なる抗体分子の潜在的混合物を生成するが、そのうちの１つだ
けが正しい二重特異性構造を有する。正しい分子の精製は、通常は親和性クロマトグラフ
ィによって実施される。同様の方法は、国際公開第９３／０８８２９号パンフレットおよ
びＴｒａｕｎｅｃｋｅｒら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，１０：３６５５－３６５９（１９９１）に
開示されている。
【０２６６】
　異なるアプローチによると、所望の結合特異性を備える抗体可変ドメイン（抗体－抗原
結合部位）は免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合させられる。この融合は、好ましく
はヒンジ、ＣＨ２、およびＣＨ３領域の少なくとも一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ド
メインを備えている。融合の少なくとも１つに存在する軽鎖結合のために必要な部位を含
有する第１重鎖定常領域（ＣＨ１）を有することが好ましい。免疫グロブリン重鎖融合を
コードするＤＮＡ、および所望であれば免疫グロブリン軽鎖は、別個の発現ベクター内に
挿入され、適切な宿主生物内にコトランスフェクトされる。これは、構築において使用さ
れる３本のポリペプチド鎖の不等比率が最適な収率を産生する場合に、実施形態において
３つのポリペプチドフラグメントの相互比率を調整する際の大きな柔軟性を提供する。し
かし、同等比率にある少なくとも２本のポリペプチド鎖の発現がより高い収率を生じさせ
る場合、または前記比率が特に有意ではない場合は、２本または全３本のポリペプチド鎖
のためのコーディング配列を１つの発現ベクター内に挿入することができる。
【０２６７】
　このアプローチの好ましい実施形態では、二重特異性抗体は、１本のアームでは第１結
合特異性を備えるハイブリッド免疫グロブリン重鎖、およびもう１本のアームでは（第２
結合特異性を提供する）ハイブリッド免疫グロブリン重鎖－軽鎖対から構成される。この
非対称性構造は、二重特異性分子の２分の１だけにおける免疫グロブリン軽鎖の存在が容
易な分離方法を提供するので、望ましくない免疫グロブリン鎖の組み合わせからの所望の
二重特異性化合物の分離を促進する。例えば、国際公開第９４／０４６９０号パンフレッ
トおよびＳｕｒｅｓｈら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．，１２１：２１０（１９８６）を
参照されたい。
【０２６８】
　米国特許第５，７３１，１６８号明細書に記載されたまた別のアプローチによると、１
対の抗体分子間の界面は、組換え細胞培養から回収されるヘテロ二量体のパーセンテージ
を最大化するために遺伝子組み換えすることができる。好ましいインターフェースは、抗
体定常ドメインのＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む。この方法では、第１抗体分子
の界面からの１つ以上の小さいアミノ酸側鎖は大きな側鎖（例えば、チロシンまたはトリ
プトファン）と置換される。大きな側鎖と同一もしくは類似のサイズの代償性「腔」は、
大きなアミノ酸側鎖を小さなアミノ酸側鎖（例えば、アラニンまたはトレオニン）と置換
することによって第２抗体分子の界面上で作成される。これは、例えばホモ二量体などの
他の望ましくない最終生成物に比してヘテロ二量体の収率を増加させるメカニズムを提供
する。
【０２６９】
　二重特異性抗体には、架橋もしくは「ヘテロコンジュゲート」抗体が含まれる。例えば
、ヘテロコンジュゲート内の抗体の１つはアビジンに、もう１つはビオチンに結合させる
ことができる。ヘテロコンジュゲート抗体は、任意の便宜的な架橋法を用いて作成するこ
とができる。適切な架橋剤および架橋法は、当分野において周知であり、例えば、米国特
許第４，６７６，９８０号に開示されている。
【０２７０】
　抗体フラグメントから二重特異性抗体を生成するのに適切な技術もまた当分野において
公知である。例えば、二重特異性抗体は、化学結合を用いて調製することができる。所定
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の場合には、二重特異性抗体は、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを生成するために完全抗体
がタンパク質分解により開裂させられる方法によって生成することができる（例えば、Ｂ
ｒｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８１（１９８５）を参照されたい）。これら
のフラグメントは、隣接ジチオールを安定化させて分子間ジスルフィド形成を防止するた
めに、ジチオール錯化剤である亜ヒ酸ナトリウムの存在下で還元させられる。生成したＦ
ａｂ’フラグメントは、次にチオニトロベンゾエート（ＴＮＢ）誘導体に変換させられる
。Ｆａｂ’－ＴＮＢ誘導体の１つは、次にメルカプトエチルアミンを用いた還元によって
Ｆａｂ’－チオールへ再変換させられ、二重特異性抗体を形成するために等モル量の他の
Ｆａｂ’－ＴＮＢ誘導体と混合される。
【０２７１】
　一部の実施形態では、Ｆａｂ’－ＳＨフラグメントは、大腸菌から直接回収し、二重特
異性抗体を形成するために化学的に結合させることができる。例えば、完全ヒト化二重特
異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分子は、Ｓｈａｌａｂｙら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１７５：２
１７－２２５（１９９２）に記載された方法によって生成することができる。各Ｆａｂ’
フラグメントは大腸菌から別個に分泌させ、二重特異性抗体を形成するためにインビトロ
での化学結合を受けさせた。
【０２７２】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体フラグメントを作成して単離するための様
々な技術についてもまた記載されてきた。例えば、二重特異性抗体は、ロイシンジッパー
を用いて生成されてきた。例えば、Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４８
：１５４７－１５５３（１９９２）を参照されたい。ＦｏｓおよびＪｕｎタンパク質由来
のロイシンジッパーペプチドは、遺伝子融合によって２つの異なる抗体のＦａｂ’部分に
連結させた。抗体ホモ二量体は、モノマーを形成するためにヒンジ領域で還元させ、その
後に抗体ヘテロ二量体を形成するために再酸化させた。この方法は、抗体ホモ二量体を生
成するためにも利用できる。Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（１９９３）によって記載された「ディアボデ
ィ（ｄｉａｂｏｄｙ）」技術は、二重特異性抗体フラグメントを作成するための代替メカ
ニズムを提供した。これらのフラグメントは、同一鎖上の２つのドメイン間の対合を可能
にするには短すぎるリンカーによって軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に接続された重鎖可変ド
メイン（ＶＨ）を含む。したがって、１つのフラグメントのＶＨおよびＶＬドメインは、
強制的にまた別の相補的ＶＬおよびＶＨドメインと対合させられ、それによって２つの抗
原結合部位を形成する。一本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）二量体の使用により二重特異性抗体フラグ
メントを作成するためのまたべつの戦略は、Ｇｒｕｂｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１
５２：５３６８（１９９４）に記載されている。
【０２７３】
　２より多い価数を備える抗体もまた企図されている。例えば、三重特異性抗体を調製す
ることができる。例えば、Ｔｕｔｔら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４７：６０（１９９１
）を参照されたい。
【０２７４】
Ｇ．抗体の精製
　組み換え技術を使用すると、抗体は単離された宿主細胞の内側で、宿主細胞のペリプラ
スム間隙内において生成できる、または宿主細胞から培地中へ直接分泌させることができ
る。抗体が細胞内で生成されると、微粒子破片は最初に、例えば遠心分離または限外濾過
によって除去される。Ｃａｒｔｅｒら、ＢｉｏＴｅｃｈ．，１０：１６３－１６７（１９
９２）は、大腸菌のペリプラスム間隙内に分泌される抗体を単離するための方法について
記載している。手短には、細胞ペーストは酢酸ナトリウム（ｐＨ３．５）、ＥＤＴＡ、お
よびフェニルメチルスルホニルフロリド（ＰＭＳＦ）の存在下で約３０分間にわたり解凍
させられる。細胞破片は、遠心分離によって取り除くことができる。抗体が培地中に分泌
される場合、そのような発現系からの上清は一般に、例えば、Ａｍｉｃｏｎ社またはＭｉ
ｌｌｉｐｏｒｅ　Ｐｅｌｌｉｃｏｎ社製限外濾過装置である市販で入手できるタンパク質
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濃縮フィルターを用いて濃縮させられる。例えばＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤は、
タンパク質分解を阻害するために上記の工程のいずれかに含めることができ、偶発的汚染
物質の増殖を防止するためには抗生物質を含めることができる。
【０２７５】
　細胞から調製された抗体組成物は、例えば、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィ、
ゲル電気泳動法、透析、および親和性クロマトグラフィを用いて精製することができる。
親和性リガンドとしてのプロテインＡの適合性は、抗体内に存在する任意の免疫グロブリ
ンＦｃドメインの種およびアイソタイプに左右される。プロテインＡは、ヒトγ１、γ２
、またはγ４重鎖に基づく抗体を精製するために使用できる（例えば、Ｌｉｎｄｍａｒｋ
ら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．，６２：１－１３（１９８３）を参照されたい）。
プロテインＧは、全マウスアイソタイプおよびヒトγ３に対して推奨されている（例えば
、Ｇｕｓｓら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，５：１５６７－１５７５（１９８６）を参照されたい）
。親和性リガンドが付着させられるマトリックスは、アガロースであることが最も多いが
、他のマトリックスも利用できる。例えば制御細孔ガラスまたはポリ（スチレンジビニル
）ベンゼンなどの機械的に安定性のマトリックスは、アガロースを用いた場合より高速の
流速および短いプロセッシング時間を達成できる。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合は、
Ｂａｋｅｒｂｏｎｄ　ＡＢＸ（商品名）樹脂（Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ；ニュージャージー州
フィリップスバーグ）が精製のために有用である。例えばイオン交換カラム上での分別、
ヘアピンＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（商品名）上のクロマトグラフィ、アニオンもしくはカチオ
ン交換樹脂（例えば、ポリアスパラギン酸カラム）上のクロマトグラフィ、クロマト分画
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、および硫酸アンモニウム沈降法などのタンパク質精製のための他の
技術もまた、回収すべき抗体に依存して利用できる。
【０２７６】
　予備精製工程後に、当該の抗体および汚染物質を含む混合物は、好ましくは低い塩濃度
（例えば、約０～０．２５Ｍの塩）で実施された、約２．５～４．５のｐＨにある溶出緩
衝液を用いて低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィにかけることができる。
【０２７７】
　当業者であれば、抗体に類似する機能を有する任意の結合分子、例えばサンプル中の１
つ以上の当該の分析物に対して特異的である結合分子もしくは結合パートナーもまた、本
発明の方法および組成物において使用できることを理解するであろう。適切な抗体様分子
の例には、ドメイン抗体、ユニボディ、ナノボディ、サメ抗原反応性タンパク質、アビマ
ー、アドネクチン、アンチカルム（ａｎｔｉｃａｌｍ）、親和性リガンド、フィロマー（
ｐｈｙｌｏｍｅｒ）、アプタマー、アフィボディ、トリネクチンなどが含まれるが、それ
らに限定されない。
【０２７８】
ＩＸ．投与方法
　本発明の方法によると、本明細書に記載した抗癌剤は、当分野において公知の任意の便
宜的手段によって被験者に投与される。本発明の方法は、被験者における腫瘍（例えば、
乳房腫瘍）を治療するのに適切な抗癌剤または抗癌剤の組み合わせを選択するために使用
できる。本発明の方法は、さらにまた抗癌剤または抗癌剤の組み合わせを用いた治療に対
する被験者における腫瘍（例えば、乳房腫瘍）の応答を同定するためにも使用できる。さ
らに、本発明の方法は、抗癌剤または抗癌剤の組み合わせを用いた治療に対する腫瘍（例
えば、乳房腫瘍）を有する被験者の応答を予測するためにも使用できる。当業者であれば
、本明細書に記載した抗癌剤を単独で、または従来型化学療法、放射線療法、ホルモン療
法、免疫療法、および／または手術との併用治療アプローチの一部として投与できること
を理解するであろう。
【０２７９】
　所定の実施形態では、抗癌剤は、例えばモノクローナル抗体もしくはチロシンキナーゼ
阻害剤などの抗シグナル伝達剤（すなわち、細胞増殖抑制薬）；抗増殖剤；化学療法薬（
すなわち、細胞毒性薬）；ホルモン治療薬；放射線療法薬；ワクチン；および／または例
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えば癌性細胞などの異常な細胞の制御されない増殖を減少または無効にさせる能力を備え
る任意の他の化合物を含む。一部の実施形態では、被験者は、少なくとも１つの化学療法
薬と組み合わせて、１つ以上の抗シグナル伝達剤、抗増殖剤、および／またはホルモン治
療薬を用いて治療される。典型的なモノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、抗増
殖剤、化学療法薬、ホルモン治療薬、放射線療法薬、およびワクチンは上述されている。
【０２８０】
　一部の実施形態では、本明細書に記載した抗癌剤は、免疫賦活剤（例えば、カルメット
・ゲラン桿菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　Ｃａｌｍｅｔｔｅ－Ｇｕｅｒｉｎ：ＢＣＧ）、レバミ
ゾール、インターロイキン－２、α－インターフェロンなど）、免疫毒素（例えば、抗Ｃ
Ｄ３３モノクローナル抗体－カリケアマイシンコンジュゲート、抗ＣＤ２２モノクローナ
ル抗体－シュードモナス外毒素コンジュゲートなど）、および放射免疫治療（例えば、１

１１Ｉｎ、９０Ｙ、または１３１Ｉなどに結合した抗ＣＤ２０モノクローナル抗体）を含
むがそれらに限定されない従来型免疫治療薬と共投与することができる。
【０２８１】
　抗癌剤は、必要に応じて適切な医薬賦形剤とともに投与することができ、許容された投
与様式のいずれかによって実施することができる。そこで、投与は、例えば、経口、経口
腔、舌下、経歯肉、経口蓋、静脈内、局所、皮下、経皮的、経皮性、筋肉内、関節内、非
経口、動脈内、皮内、心室内、頭蓋内、腹腔内、膀胱内、髄腔内、病巣内、鼻腔内、直腸
内、膣内、または吸入によってであってもよい。「共投与する」は、抗癌剤が第２薬（例
えば、また別の抗癌剤、抗癌剤療法と関連する副作用を減少させるために有用な薬物、放
射線療法薬、ホルモン治療薬、免疫治療薬など）の投与と同時に、投与前に、または投与
直後に投与される。
【０２８２】
　治療有効量の抗癌剤は、繰返し、例えば少なくとも２、３、４、５、６、７、８回以上
投与できる、または、連続注入によって投与することができる。投与は、好ましくは正確
な用量を単純に投与するのに適切な単位剤形にある、例えば錠剤、ピル剤、ペレット剤、
カプセル剤、粉末剤、液剤、懸濁剤、エマルジョン、坐剤、停留浣腸、クリーム剤、軟膏
剤、ローション剤、ゲル剤、エアロゾル剤、フォーム剤などの固体、半固体、凍結乾燥粉
末、もしくは液体剤の形態を取ることができる。
【０２８３】
　本明細書で使用する用語「単位剤形」は、ヒト被験者およびその他の哺乳動物のための
単一用量として適切な物理的不連続単位を意味しており、各単位は適切な医薬賦形剤（例
えば、アンプル）と関連して、所望の発現、忍容性、および／または治療作用を生成する
ために計算された規定量の抗癌剤を含有する。さらに、それからより希釈した単位剤形を
生成できる、より濃縮した剤形を調製することができる。そこでより濃縮した剤形は、抗
癌剤の量より実質的に多い、例えば少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０倍以上の量を含有するであろう。
【０２８４】
　そのような剤形を調製するための方法は、当業者には公知である（例えば、ＲＥＭＩＮ
ＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ，１８ＴＨ　ＥＤ．Ｍ
ａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ（１９９０）を参照された
い）。剤形は、典型的には、従来型医薬担体もしくは賦形剤を含み、さらに、他の薬剤、
担体、アジュバント、希釈剤、組織透過強化剤、可溶化剤などを含むことができる。適切
な賦形剤は、当分野において周知の方法によって、特定の剤形および投与経路に合わせて
作成することができる（例えば、ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡ
Ｌ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ、上記を参照されたい）。
【０２８５】
　適切な賦形剤の例には、ラクトース、デキストロース、スクロース、ソルビトール、マ
ンニトール、デンプン、アカシアガム、リン酸カルシウム、アルギン酸塩、トラガカント
、ゼラチン、ケイ酸カルシウム、微結晶セルロース、ポリビニルピロリドン、セルロース
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、水、食塩液、シロップ、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒドロキシプロピルメ
チルセルロース、ならびに例えばＣａｒｂｏｐｏｌ、例えばＣａｒｂｏｐｏｌ　９４１、
Ｃａｒｂｏｐｏｌ　９８０、Ｃａｒｂｏｐｏｌ　９８１などのポリアクリル酸が含まれる
がそれらに限定されない。これらの剤形は、追加して、例えばタルク、ステアリン酸マグ
ネシウム、および鉱油などの潤滑剤；湿潤剤；乳化剤；懸濁化剤；例えばメチル－、エチ
ル－、およびプロピル－ヒドロキシ－ベンゾエート（すなわち、パラベン）などの保存料
；例えば無機および有機の酸および塩基などのｐＨ調整剤；甘味料；ならびに香料添加剤
を含むことができる。剤形は、生分解性ポリマービーズ、デキストラン、およびシクロデ
キストリン封入複合体をさらに含むことができる。
【０２８６】
　経口投与のためには、治療有効量は、錠剤、カプセル剤、エマルジョン、懸濁化剤、液
剤、シロップ、スプレー、ロゼンジ、粉末剤、および徐放性調製物の形態にある可能性が
ある。経口投与のために適切な賦形剤には、医薬等級のマンニトール、ラクトース、デン
プン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、滑石粉、セルロース、グルコ
ース、ゼラチン、スクロース、炭酸マグネシウムなどが含まれる。
【０２８７】
　一部の実施形態では、治療有効量は、ピル、錠剤、もしくはカプセル剤の形態を取るの
で、そこで剤形は、抗癌剤と一緒に、下記のいずれか：ラクトース、スクロース、リン酸
二カルシウムなどの希釈剤；デンプンもしくはその誘導体などの錠剤分解剤；ステアリン
酸マグネシウムなどの潤滑剤；デンプン、アカシアガム、ポリビニルピロリドン、ゼラチ
ン、セルロースおよびそれらの誘導体などの結合剤を含有することができる。抗癌剤は、
例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）担体内に配置された坐剤内に調製することも
できる。
【０２８８】
　液体剤形は、例えば経口、局所、または静脈内投与のための液剤または懸濁剤を形成す
るために、例えば、食塩水（例えば、０．９（重量／容量）％塩化ナトリウム）、水性デ
キストロース、グリセロール、エタノールなどの担体中に抗癌剤および任意で１つ以上の
薬学的に許容されるアジュバントを溶解または分散させることによって調製できる。抗癌
剤は、さらにまた停留浣腸に調製することもできる。
【０２８９】
　局所投与のためには、治療有効量は、エマルジョン、ローション剤、ゲル剤、フォーム
剤、クリーム剤、ジェリー剤、液剤、懸濁剤、軟膏剤、および経皮パッチの形態にあって
もよい。吸入による投与のためには、抗癌剤は、乾燥粉末として、またはネブライザーに
よる液体形で送達することができる。非経口投与のためには、治療有効量は、無菌注射液
および無菌包装粉末剤の形態にあってもよい。好ましくは、注射液は、約４．５～約７．
５のｐＨで調製される。
【０２９０】
　治療有効量は、さらに凍結乾燥形で提供することもできる。そのような剤形は、投与前
の再構成のために、例えば重炭酸塩のような緩衝液を含むことができる、または緩衝液は
例えば水を用いた再構成のための凍結乾燥剤形で含めることができる。凍結乾燥剤形は、
適切な血管収縮剤、例えばエピネフリンをさらに含むことができる。凍結乾燥剤形は、再
構成された剤形を被験者に直ちに投与できるように、再構成のための緩衝液と組み合わせ
て任意で包装されてシリンジで提供することができる。
【０２９１】
　被験者は、所定の治療レジメンの有効性を評価するために定期的時間間隔で監視するこ
ともできる。例えば、所定のシグナル伝達分子の活性化状態は、本明細書に記載した１つ
以上の抗癌剤を用いた治療の治療効果に基づいて変化する可能性がある。被験者は、個別
のアプローチにおける所定の薬物または治療の応答を評価し、それらの作用を理解するた
めに監視することができる。さらに、特定の抗癌剤または抗癌剤の組み合わせに最初に応
答する被験者は、薬物または薬物の組み合わせに対して治療抵抗性になる可能性があり、
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これはこれらの被験者が獲得薬物耐性を発生したことを示している。これらの被験者は、
彼らの現行療法を中止し、代替療法が本発明の方法にしたがって処方することができる。
【０２９２】
　所定の態様では、本発明に記載した方法は、例えば、リンパ節転移陰性疾患を備える女
性の様々な集団における乳癌の予後診断および／または再発の可能性を予測する遺伝子発
現マーカーのパネルと結び付けて使用できる。これらの遺伝子パネルは、再発を経験する
可能性が低い、したがって、アジュバント化学療法からの利益が得られる可能性が低い女
性を同定するために有用な場合がある。これらの発現パネルを使用すると、疾患のない、
そして全生存期間転帰へ不都合な影響を及ぼさずに、アジュバント化学療法を安全に回避
できる女性を同定することができる。適切なシステムには、Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｈｅａｌｔ
ｈ社からの２１遺伝子パネルであるＯｎｃｏｔｙｐｅ　ＤＸ（商品名）；Ａｇｅｎｄｉａ
社からの７０遺伝子パネルであるＭａｍｍａＰｒｉｎｔ（登録商標）；およびＶｅｒｉｄ
ｅｘ社からの７６遺伝子パネルが含まれるがそれらに限定されない。
【０２９３】
　さらに、所定の他の態様では、本明細書に記載した方法は、原発不明癌（ＣＵＰ）につ
いての原発腫瘍を同定する遺伝子発現マーカーのパネルと結び付けて使用できる。これら
の遺伝子パネルは、最初に乳癌を備えると診断された女性に与えられる療法と一致する療
法から利益が得られるであろう転移性癌を備える女性を同定する際に有用な場合がある。
適切なシステムには、３９の腫瘍タイプについての原発出現部位を同定するために９２の
遺伝子を測定するＲＴ－ＰＣＲに基づく発現アッセイであるＡｖｉａｒａ　Ｃａｎｃｅｒ
ＴＹＰＥ　ＩＤアッセイ；およびマイクロアレイ上で１，６００超の遺伝子の発現を測定
し、１５の公知の組織タイプに対して腫瘍の遺伝子発現「シグニチャー」を比較するＰａ
ｔｈｗｏｒｋ（登録商標）Ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　Ｏｒｉｇｉｎ　Ｔｅｓｔが含まれるがそ
れらに限定されない。
【実施例】
【０２９４】
Ｘ．実施例
　以下の実施例は、本発明を限定するためではなく例示するために提供する。
【０２９５】
《実施例１：循環細胞の単離、刺激、および溶解》
　固形腫瘍の循環細胞は固形腫瘍から転移または微小転移したのいずれかである細胞を含
み、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）、癌幹細胞、および／または腫瘍へ移動中である細胞（例え
ば、循環内皮前駆細胞（ＣＥＰＣ）、循環内皮細胞（ＣＥＣ）、循環前血管新生骨髄性細
胞、循環樹状細胞など）が含まれる。循環細胞を含有する患者サンプルは、任意の接近可
能な生体液（例えば、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、尿、唾液、
細針吸引液など）から入手できる。循環細胞は、例えば、免疫磁気分離法（例えば、Ｒａ
ｃｉｌａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９５：４５８９－４５９
４（１９９８）；Ｂｉｌｋｅｎｒｏｔｈら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，９２：５７７－
５８２（２００１）を参照されたい）、Ｉｍｍｕｎｉｃｏｎ社（ペンシルバニア州ハンテ
ィントン・バレー）によるＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）システム、マイクロ流体分
離法（例えば、Ｍｏｈａｍｅｄら、ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓ．Ｎａｎｏｂｉｏｓｃｉ．，３
：２５１－２５６（２００４）；Ｌｉｎら、Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｎｏ．５１４７，９７ｔ
ｈ　ＡＡＣＲ　Ａｎｎｕａｌ　Ｍｅｅｔｉｎｇ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．（２０
０６））、ＦＡＣＳ（例えば、Ｍａｎｃｕｓｏら、Ｂｌｏｏｄ，９７：３６５８－３６６
１（２００１））、密度勾配遠心分離法（例えば、Ｂａｋｅｒら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｒｅｓ．，１３：４８６５－４８７１（２００３））、および枯渇法（例えば、Ｍｅ
ｙｅら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．，２１：５２１－５３０（２００２）を参照されたい
）を含む１つ以上の分離方法を使用して患者サンプルから単離することができる。
【０２９６】
ＣＴＣの手動単離：
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ＣＴＣの免疫磁気的分離－活性化アッセイを後に実施する手動単離：
　１）事前に抗ＥｐＣＡＭモノクローナル抗体（Ｋｏｒｄｉａ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ社、オランダ国ライデン）へ結合されている磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌ　Ｍ４５０；Ｄ
ｙｎａｌ　ＡＳ社、ノルウェー国オスロ）を使用する。または、ポリクローナル抗体もし
くはモノクローナル抗体の混合物を使用することもできる。
　２）使用直前に、プレコートされたＤｙｎａｂｅａｄｓを０．０１％のＢＳＡを含む等
量のＰＢＳ中で１回洗浄する。
　３）２５μＬのプレコートされたＤｙｎａｂｅａｄｓを１ｍＬのサンプルに加える。
　４）この混合物を穏やかに傾斜および回転させながら、２～８℃で２０分間インキュベ
ートする。
　５）この試験管を磁気分離装置（ＭＰＬ－１マグネット）内に２分間配置する。
　６）上清を廃棄し、０．０１％でＢＳＡを含むＰＢＳ中に再懸濁させることで３回洗浄
し、その後に磁気分離することによってビーズ結合細胞を洗浄する。
　７）このサンプルを１００μＬの刺激緩衝液中に再懸濁させる。
【０２９７】
サンプルの分離：
　１）ヒト被験者由来の末梢血を、１ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡを含有するシリコン被覆試験
管内に取り出す。穿刺した静脈から遊離される上皮細胞による汚染を回避するために、最
初の３～５ｍＬは廃棄する。
　２）使用前に、０．９％　ＮａＣｌを用いて、１ｍＬの全血を１：３に希釈する。
【０２９８】
コントロールの調製：
　１）細胞系コントロールは、ヒト癌細胞系をＨＬ－６０細胞内にスパイクすることによ
って作成する。
　２）細胞系コントロールは、ヒト癌細胞系を健常ドナー由来の全血内にスパイクするこ
とによって作成する。
【０２９９】
ＣＥＣおよびＣＥＰＣの手動単離：
　非限定的な例として、生育可能なＣＥＣおよびＣＥＰＣは、Ｂｅｅｒｅｐｏｏｔら、Ａ
ｎｎ．Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，１５：１３９－１４５（２００４）に記載された免疫磁気分離
／濃縮法を使用すると単離できる。手短には、末梢血を抗ＣＤ１４６モノクローナル抗体
（Ｋｏｒｄｉａ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ社）に事前に結合されている磁気ビーズ（
Ｄｙｎａｌ　Ｍ４５０　ＩｇＧ１）とともにインキュベートする。この抗体は、末梢血中
で造血細胞もしくは上皮細胞以外の全系統の内皮細胞を認識する（Ｇｅｏｒｇｅら、Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．，１３９：６５－７５（１９９１））。造血細胞および上皮
細胞の陰性選択は、適切な抗体（例えば、白血球を枯渇させるためにはＤｙｎａｌ－ＣＤ
４５ビーズ、単球を枯渇させるためにはＤｙｎａｌ－ＣＤ１４ビーズ、上皮細胞を枯渇さ
せるためにはＤｙｎａｌ－ＥｐＣＡＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、カリフォルニア州カー
ルズバッド））に結合した磁気ビーズを用いた陽性選択の前に使用できる。この実施例で
は、陽性選択だけを使用する。
【０３００】
ＣＥＣおよびＣＥＰＣの免疫磁気的分離－活性化アッセイを後に実施する手動単離：
　１）事前に抗ＣＤ１４６モノクローナル抗体（Ｋｏｒｄｉａ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ社）へ結合されている磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌ　Ｍ４５０）を使用する。
　２）使用直前に、プレコートされたＤｙｎａｂｅａｄｓを０．０１％のＢＳＡを含む等
量のＰＢＳ中で１回洗浄する。
　３）２５μＬのプレコートされたＤｙｎａｂｅａｄｓを１ｍＬのサンプルに加える。
　４）この混合物を穏やかに傾斜および回転させながら、２～８℃で２０分間インキュベ
ートする。
　５）この試験管を磁気分離装置（ＭＰＬ－１マグネット）内に２分間配置する。
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　６）上清を廃棄し、０．０１％でＢＳＡを含むＰＢＳ中に再懸濁させることでビーズ結
合細胞を３回洗浄し、その後に磁気分離にかける。
　７）このサンプルを１００μＬの刺激緩衝液中に再懸濁させる。
【０３０１】
サンプルの分離：
　１）ヒト被験者由来の末梢血を、１ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡを含有するシリコン被覆試験
管内に取り出す。
　２）穿刺した静脈から遊離される内皮細胞による汚染を回避するために、最初の３～５
ｍＬは廃棄する。
　３）使用前に、０．９％　ＮａＣｌを用いて、１ｍＬの全血を１：３に希釈する。
【０３０２】
コントロールの調製：
　１）細胞系コントロールは、ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）をＨＬ－６０細胞内に
スパイクすることによって作成する。
　２）細胞系コントロールは、ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）を健常者から提供され
た全血内にスパイクすることによって作成する。
【０３０３】
ＣＥＰＣ（ＣＥＣを含まない）の手動単離：
　ＣＥＰＣは、様々な血管新生成長因子に応答して成熟内皮細胞に分化する能力を有する
骨髄由来前駆細胞の循環サブタイプである。ＣＥＰＣは、表面マーカーＣＤ３４を認識す
る抗体を用いた選択によって単離することができる。ＣＤ１３３は、ＣＥＰＣから未成熟
内皮前駆細胞（ＥＰＣ）または原子造血幹細胞（ＨＳＣ）を分化させる表面マーカーであ
る。様々な起源からのＣＥＰＣの様々な単離方法は、接着培養または磁気マイクロビーズ
を用いて記載されている。本実施例では、Ａｓａｈａｒａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７５：
９６４－９６７（１９９７）に記載されたプロトコールから修正されたプロトコールが使
用される。
【０３０４】
ＣＥＰＣの免疫磁気的分離－活性化アッセイを後に実施する手動単離：
　１）磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌ　Ｍ４５０　ＣＤ３４）を使用する。これらのビーズは、
ＣＤ３４表面抗原に対して特異的なモノクローナル抗体を用いてコーティングする。
　２）使用直前に、プレコートされたＤｙｎａｂｅａｄｓを０．０１％のＢＳＡを含む等
量のＰＢＳ中で洗浄する。
　３）２５μＬのプレコートされたＤｙｎａｂｅａｄｓを１ｍＬのサンプルに加える。
　４）この混合物を穏やかに傾斜および回転させながら、２～８℃で２０分間インキュベ
ートする。
　５）この試験管を磁気分離装置（ＭＰＬ－１マグネット）内に２分間配置する。
　６）上清を廃棄し、０．０１％でＢＳＡを含むＰＢＳ中に再懸濁させることでビーズ結
合細胞を３回洗浄し、その後に磁気分離にかける。
　７）このサンプルを１００μＬの刺激緩衝液中に再懸濁させる。
【０３０５】
サンプルの分離：
　１）ヒト被験者由来の末梢血を、１ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡを含有するシリコン被覆試験
管内に取り出す。穿刺した静脈から遊離される内皮細胞による汚染を回避するために、最
初の３～５ｍＬは廃棄する。
　２）平衡食塩液を用いて、１０ｍＬの全血を１：１に希釈する。
　３）４ｍＬの希釈血は１０ｍＬの試験管中の３ｍＬのＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ上へ層
状に重ねる。
　４）試験管は１８～２０℃で３０～４０分間にわたり４００×ｇで回転させる。
　５）無菌パスツールピペットを用いて血漿および血小板を含有する上層を取り出し、界
面で平静である単核球の層を残す。
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　６）単核球は、無菌ピペットを用いて無菌遠心分離管に移す。
　７）６ｍＬの平衡食塩液を加え、細胞を穏やかに再懸濁させる。
　８）この混合物は、１８～２０℃で１０分間にわたり６０～１００×ｇで遠心させる。
　９）上清を取り除き、各試験管からの単核球を１ｍＬのＰＢＳ中に再懸濁させる。
【０３０６】
Ｖｅｒｉｄｅｘシステムを使用したＣＴＣ、ＣＥＣおよびＣＥＰＣの細胞単離：
　Ｖｅｒｉｄｅｘ，ＬＬＣ（ニュージャージー州ウォーレン）は、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ
（登録商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ（登録商標）Ｓｙｓｔｅｍ、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（商品
名）上皮細胞キット、およびＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）アナライザーから構成さ
れるＣｅｌｌＳｅａｒｃｈシステムを市販している。ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）
ＡｕｔｏＰｒｅｐ（登録商標）システムは、半自動サンプル調製システムである（Ｋａｇ
ａｎら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｌｉｇａｎｄ　Ａｓｓａｙ，２５：１０４－１１０（２００２）
）。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（商品名）上皮細胞キットは：上皮細胞に対して特異的な抗Ｅ
ｐＣＡＭ抗体がコーティングされた強磁性流体；サイトケラチン８、１８、および１９へ
のフィコエリトリン結合された抗体；アロフィコシアニンに結合された抗ＣＤ４５抗体；
ＤＡＰＩ色素；ならびに細胞を洗浄する、透過させる、および再懸濁化させるための緩衝
液から構成される。この実施例で使用するプロトコールは、同様にＡｌｌａｒｄら、Ｃｌ
ｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，１０：６８９７－６９０４（２００４）に記載されてい
る。全ＶｅｒｉｄｅｘシステムはＣＴＣ計数のために使用できる、またはＣｅｌｌＴｒａ
ｃｋｓ（登録商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ（登録商標）システムを用いた単離後にサンプルを
手動で取り除くことによって、分析前に経路活性化のための単離方法を提供することがで
きる。ＣＴＣの数は、アルゴリズム開発のために情報を提供できる。
【０３０７】
Ｖｅｒｉｄｅｘシステム－その後に計数が行われるＣＴＣ濃縮：
　１）７．５ｍＬの血液を６ｍＬのバッファと混合し、１０分間にわたり８００×ｇで遠
心し、次にＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ（登録商標）システム上
に配置する。
　２）機器が上清を吸引した後、この機器は強磁性流体を加える。
　３）この機器はインキュベーション、およびその後の磁気分離工程を実施する。
　４）未結合細胞および残留する血漿が吸引される。
　５）蛍光染色のために透過緩衝液を結び付けて染色試薬を加える。
　６）本システムによるインキュベーション後、細胞を再び磁気的に分離し、ＭａｇＮｅ
ｓｔ（登録商標）細胞提示デバイスに再懸濁させる。
　７）ＭａｇＮｅｓｔ（登録商標）細胞提示デバイスは、４色半自動蛍光顕微鏡であるＣ
ｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）アナライザー上に配置する。
　８）Ｖｅｒｉｄｅｘ規定基準を満たす画像が捕捉され、最終手動選択のためにウエブベ
ースのブラウザによって示される。
　９）細胞計数の結果は、血液７．５ｍＬ当たりの細胞数として表示される。
【０３０８】
Ｖｅｒｉｄｅｘシステム－その後に活性化アッセイが行われるＣＴＣ濃縮：
　１）７．５ｍＬの血液を６ｍＬのバッファと混合し、１０分間にわたり８００×ｇで遠
心し、次にＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ（登録商標）システム上
に配置する。
　２）機器が上清を吸引した後、この機器は強磁性流体を加える。
　３）この機器はインキュベーション、およびその後の磁気分離工程を実施する。
　４）未結合細胞および残留する血漿が吸引される。
　５）このサンプルを１００μＬの刺激緩衝液中に再懸濁させる。
【０３０９】
Ｖｅｒｉｄｅｘシステム－その後に活性化アッセイが行われるＣＥＣおよびＣＥＰＣ濃縮
：
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　１）Ｖｅｒｉｄｅｘは、抗ＣＤ１４６抗体を用いた捕捉を利用するＣｅｌｌＳｅａｒｃ
ｈ（商品名）内皮細胞キットを供給する。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（商品名）内皮細胞キッ
トは、血液サンプル調製のためにはＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ
（登録商標）システムと、および全血由来のＣＥＣおよびＣＥＰＣを計数して特性付ける
ためにはＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（登録商標）アナライザーと結び付けて使用される。プロ
トコールは、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（商品名）上皮細胞キットについてのプロトコールと
同一である。
【０３１０】
サンプルの調製：
　１）計数：ヒト被験者由来の末梢血は、製造業者の取扱説明書にしたがってＣｅｌｌＳ
ａｖｅ（登録商標）保存用試験管内に採血する。穿刺した静脈から遊離される上皮または
内皮細胞による汚染を回避するために、最初の３～５ｍＬは廃棄する。
　２）経路分析：ヒト被験者由来の末梢血を、１ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡを含有するシリコ
ン被覆試験管内に取り出す。穿刺した静脈から遊離される上皮または内皮細胞による汚染
を回避するために、最初の３～５ｍＬは廃棄する。
【０３１１】
ＣＳＣの手動単離：
　腫瘍が固有の自己再生および生存メカニズムを備える小集団の推定癌幹細胞を含有する
という証拠が確立されつつある（例えば、Ｓｅｌｌｓ，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｏｎｃｏｌ．
Ｈｅｍａｔｏｌ．，５１：１－２８（２００４）；Ｒｅｙａら、Ｎａｔｕｒｅ，４１４：
１０５－１１１（２００１）；Ｄｏｎｔｕら、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．Ｍ
ｅｔａｌ．，１５：１９３－１９７（２００４）；およびＤｉｃｋ，Ｎａｔｕｒｅ，４２
３：２３１－２３３（２００３）を参照されたい）。癌幹細胞（ＣＳＣ）は、長時間にわ
たって、分化細胞を標的とする化学療法薬に耐性にさせる静穏状態で存在することができ
る。この癌開始集団は、選択的除去のための標的療法を受ける自己再生および生存経路の
活性化について特徴付けることができる。ＣＳＣの単離方法は、接着培養または磁気マイ
クロビーズを用いて記載されている。本実施例では、Ｃｏｔｅら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎ．Ｒ
ｅｓ．，１２：５６１５（２００６）に記載されたプロトコールから修正されたプロトコ
ールを使用する。
【０３１２】
ＣＳＣの免疫磁気的分離－その後に活性化アッセイを実施する手動単離：
　１）磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌ　ＡＳ；ノルウェー国オスロ）を使用する。これらのビー
ズは、ＣＤ３４またはＣＤ１３３表面抗原のいずれかに対して特異的なモノクローナル抗
体を用いてコーティングする。
　２）使用直前に、プレコートされたＤｙｎａｂｅａｄｓを０．０１％のＢＳＡを含む等
量のＰＢＳ中で１回洗浄する。
　３）１～１０７のプレコートされたＤｙｎａｂｅａｄｓを３ｍＬのサンプルに加える。
　４）この混合物を穏やかに傾斜および回転させながら、２～８℃で６０分間インキュベ
ートする。
　５）この混合物を１ｍＬ部分に分割し、各試験管を少なくとも６分間にわたり磁気分離
装置（ＭＰＬ－１マグネット）内に配置する。
　６）上清を廃棄し、０．０１％でＢＳＡを含むＰＢＳ中に再懸濁させることでビーズ結
合細胞を３回洗浄し、その後に磁気分離にかける。
　７）このサンプルを１００μＬの刺激緩衝液中に再懸濁させる。
【０３１３】
サンプルの調製：
　１）骨髄標本は、初期乳癌患者からインフォームドコンセントを得た後に入手する。
　２）骨髄吸引液を処理する工程は、Ｂａｕｅｒら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎ．Ｒｅｓ．，６：
３５５２－３５５９（２０００））に記載されたように実施する。任意の播種性腫瘍細胞
を含有する単核球分画は、３５分間にわたり４，０００×ｇでＢｅｃｋｍａｎ社製ＧＳ－
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６遠心分離装置を用いてＦｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ密度勾配遠心分離によって濃縮し
、ＰＢＳを用いて２回洗浄する。
【０３１４】
単離ＣＴＣの細胞刺激および溶解：
細胞の刺激：
　１）成長因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／またはＩＧ
Ｆ（１００ｎＭ）を細胞に加え、３７℃で５分間にわたりインキュベートする。
【０３１５】
薬物処理を用いた細胞の刺激：
　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標）、および／またはラパマイシンアナロ
グとインキュベートする。
　２）細胞は、次に因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／ま
たはＩＧＦ（１００ｎＭ）を加えることによって刺激し、３７℃で５分間にわたりインキ
ュベートする。
【０３１６】
薬物処理を用いた細胞の刺激（フィードバックループ）：
　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標）、および／またはラパマイシンアナロ
グとインキュベートする。
　２）細胞は、次に因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／ま
たはＩＧＦ（１００ｎＭ）によって刺激し、３７℃で１２０分間にわたりインキュベート
する。
【０３１７】
刺激したＣＴＣは、下記のプロトコールを用いて溶解させる：
　１）新鮮溶解緩衝液は、表３に記載した試薬を混合することによって新しく調製する。
　２）最終洗浄後、細胞は氷上で１００μＬの冷却緩衝液中に再懸濁させる。
　３）インキュベーションは、氷上で３０分間にわたり実施する。
　４）この混合物は、溶解液からビーズを分離するために、１０分間にわたり最高速度で
マイクロフュージ（ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ）内で回転させる。
　５）溶解液は、アッセイのために新しい試験管に移すか、または－８０℃で保管する。
【表３】

【０３１８】
単離されたＣＥＣおよび／またはＣＥＰＣの細胞刺激および溶解：
　ＶＥＧＦは、ＣＥＰＣ（Ｌａｒｒｉｖｅｅら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７８：２
２００６－２２０１３（２００３））および血管壁から剥がれ落ちていた成熟ＣＥＣ（Ｓ
ｏｌｏｖｅｙら、Ｂｌｏｏｄ，９３：３８２４－３８３０（１９９９））の両方において
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抗アポトーシス経路を活性化することによって生存を促進すると考えられている。ＶＥＧ
Ｆは、ＣＥＰＣまたは成熟ＣＥＣの増殖を刺激することもできるが、成熟ＣＥＣはＣＥＰ
Ｃに比較して限定された増殖能力しか有していないと思われる（Ｌｉｎら、Ｊ．Ｃｌｉｎ
．Ｉｎｖｅｓｔ．，１０５：７１－７７（２０００））。これらの理由から、ＣＥＣおよ
び／またはＣＥＰＣは、溶解前にＶＥＧＦファミリー成長因子とのインキュベーションに
よって活性化される。
【０３１９】
細胞の刺激：
　１）各々が１００ｎＭにある成長因子ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＰＩＧＦ、および
／またはＡｎｇを細胞に加え、３７℃で５分間にわたりインキュベートする。
【０３２０】
薬物処理を用いた細胞の刺激：
　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＡｖａｓｔｉｎ（登録商標
）、Ｎｅｘａｖａｒ（登録商標）、Ｓｕｔｅｎｔ（登録商標）、および／またはラパマイ
シンとインキュベートする。
　２）細胞は、次に因子ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＰＩＧＦ、および／またはＡｎｇ
を各々１００ｎＭで加えることによって刺激し、３７℃で５分間にわたりインキュベート
する。
【０３２１】
薬物処理を用いた細胞の刺激（フィードバックループ）：
　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＡｖａｓｔｉｎ（登録商標
）、Ｎｅｘａｖａｒ（登録商標）、Ｓｕｔｅｎｔ（登録商標）、および／またはラパマイ
シンとインキュベートする。
　２）細胞は、次にＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＰＩＧＦ、および／またはＡｎｇを各
々１００ｎＭで加えることによって刺激し、３７℃で１２０分間にわたりインキュベート
する。
【０３２２】
単離したＣＥＣおよび／またはＣＥＰＣ細胞は、下記のプロトコールを用いて溶解させる
：
　１）新鮮溶解緩衝液は、表３に記載した試薬を混合することによって新しく調製する。
　２）最終洗浄後、細胞は氷上で１００μＬの冷却緩衝液中に再懸濁させる。
　３）インキュベーションは、氷上で３０分間にわたり実施する。
　４）この混合物は、溶解液からビーズを分離するために、１０分間にわたり最高速度で
マイクロフュージ内で回転させる。
　５）溶解液は、アッセイのために新しい試験管に移すか、または－８０℃で保管する。
【０３２３】
細胞刺激および単離ＣＳＣの溶解：
　刺激された細胞：
　１）成長因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／またはＩＧ
Ｆ（１００ｎＭ）を細胞に加え、３７℃で５分間にわたりインキュベートする。
【０３２４】
薬物処理を用いて刺激した細胞：
　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標）、および／またはラパマイシンアナロ
グとインキュベートする。
　２）細胞は、次に因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／ま
たはＩＧＦ（１００ｎＭ）を加えることによって刺激し、３７℃で５分間にわたりインキ
ュベートする。
【０３２５】
薬物処理を用いて刺激した細胞（フィードバックループ）：
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　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標）、および／またはラパマイシンアナロ
グとインキュベートする。
　２）細胞は、次に因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／ま
たはＩＧＦ（１００ｎＭ）を加えることによって刺激し、３７℃で１２０分間にわたりイ
ンキュベートする。
【０３２６】
単離したＣＳＣ細胞は、下記のプロトコールを用いて溶解させる：
　１）新鮮溶解緩衝液は、表３に記載した試薬を混合することによって新しく調製する。
　２）最終洗浄後、細胞は氷上で１００μＬの冷却緩衝液中に再懸濁させる。
　３）インキュベーションは、氷上で３０分間にわたり実施する。
　４）この混合物は、溶解液からビーズを分離するために、１０分間にわたり最高速度で
マイクロフュージ内で回転させる。
　５）溶解液は、アッセイのために新しい試験管に移すか、または－８０℃で保管する。
【０３２７】
《実施例２：組織、生検標本、または一次培養からの腫瘍細胞抽出物の調製》
　この実施例は、腫瘍組織または生検標本から細胞を単離する、刺激する、および溶解さ
せるための方法を例示する。この実施例は、組織、生検標本、または全血から単離した腫
瘍細胞の一次培養を開始する、刺激する、および溶解させるための方法も例示する。化学
療法薬をスクリーニングするための生物学的標本から腫瘍細胞を単離および培養するため
の追加の方法は、例えば、米国特許第第５，７２８，５４１号明細書；第６，４１６，９
６７号明細書；第６，８８７，６８０号明細書；第６，９００，０２７号明細書；第６，
９３３，１２９号明細書；第７，１１２，４１５号明細書ならびに米国特許出願公開第２
００４００２３３７５号明細書および第２００５０２０２４１１号明細書に記載されてい
る。この実施例によって調製される細胞抽出物は、本明細書に記載した単一検出または近
接アッセイにおいて使用できる。
【０３２８】
原発性または転移性組織からの腫瘍細胞の単離：
細胞の単離および培養：
　１）約５～１００ｍｇの非壊死性、非汚染腫瘍組織を外科的に採取し、無菌細胞培養培
地（例えば、１０％　ＦＢＳおよび抗生物質を含むＲＭＰＩ－１６４０）を含有する１０
０ｍＬボトル内に配置する。
　２）サンプルは、抽出後７２時間以内に室温で保管または輸送することができる。
　３）サンプルは、細胞培養培地中で３回すすぎ洗う。
　４）組織は外科用メスを用いて小片に細分化し、次に微細なワイヤーメッシュを通過さ
せることによって細胞懸濁液内へ分解させる。
　５）または、細分化した組織は、抗生物質を含有する血清無含有細胞培養培地中に希釈
した０．２５％コラゲナーゼＩＩおよび０．００１％　ＤＮａｓｅを含有するカクテルで
処理する。インキュベーションは、緩徐に攪拌しながら１５～２０分間行う。細胞培養培
地を用いて３回洗浄することによって、処理後に酵素を取り除く。
　６）細胞濃度を１０６／ｍＬへ調整し、細胞を６ウエルプレート内へ播種し、一晩沈降
させる。翌日、細胞をトリプシン処理し、リガンドを用いた刺激および／または標的薬を
用いた阻害のためにマイクロタイタープレート内に再播種する。
【０３２９】
細胞の刺激および解離させた腫瘍由来の細胞の溶解：
細胞の刺激：
　１）成長因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／またはＩＧ
Ｆ（１００ｎＭ）を細胞に加え、３７℃で５分間にわたりインキュベートする。
【０３３０】
薬物処理を用いた細胞の刺激：
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　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標）、および／またはラパマイシンアナロ
グとインキュベートする。
　２）細胞は、次に因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／ま
たはＩＧＦ（１００ｎＭ）を加えることによって刺激し、３７℃で５分間にわたりインキ
ュベートする。
【０３３１】
薬物処理を用いた細胞の刺激（フィードバックループ）：
　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標）、および／またはラパマイシンアナロ
グとインキュベートする。
　２）細胞は、次に因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／ま
たはＩＧＦ（１００ｎＭ）によって刺激し、３７℃で１２０分間にわたりインキュベート
する。
【０３３２】
刺激した細胞は、下記のプロトコールを用いて溶解させる：
　１）新鮮溶解緩衝液は、上記の表３に記載した試薬を混合することによって新しく調製
する。
　２）最終洗浄後、細胞は氷上で１００μＬの冷却緩衝液中に再懸濁させる。
　３）インキュベーションは、氷上で３０分間にわたり実施する。
　４）この混合物は、溶解液からビーズを分離するために、１０分間にわたり最高速度で
マイクロフュージ内で回転させる。
　５）溶解液は、アッセイのために新しい試験管に移すか、または－８０℃で保管する。
【０３３３】
生検標本からの腫瘍細胞の単離：
細胞の単離および培養：
　１）コア生検標本を外科的に抽出し（真空支援生検のための１～２片の生検標本ととも
に、１４ゲージ針については２つのコア、１６ゲージ針については３つのコア、および１
８ゲージ心については４つのコア）、腫瘍標本のための細胞培養培地を含有する１０ｍＬ
無菌バイアル内に配置する。
　２）サンプルは、抽出後７２時間以内に室温で保管または輸送することができる。
　３）コア生検標本由来の細胞物質は、微細なワイヤーメッシュを通過させることによっ
て細胞懸濁液内へ分解させる。
　４）または、生検標本は、抗生物質を含有する細胞培養培地中に希釈した０．２５％コ
ラゲナーゼＩＩおよび０．００１％　ＤＮａｓｅを含有するカクテルで処理する。インキ
ュベーションは、緩徐に攪拌しながら１５～２０分間行う。細胞培養培地を用いて３回洗
浄することによって、処理後に酵素を取り除く。
　５）細胞濃度を１０６／ｍＬへ調整し、細胞を６ウエルプレート内へ播種し、一晩沈降
させる。翌日、細胞をトリプシン処理し、リガンドを用いた刺激および／または標的薬を
用いた阻害のためにマイクロタイタープレート内に再播種する。
【０３３４】
細胞の刺激および生検標本由来の細胞の溶解：
細胞の刺激：
　１）成長因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／またはＩＧ
Ｆ（１００ｎＭ）を細胞に加え、３７℃で５分間にわたりインキュベートする。
【０３３５】
薬物処理を用いた細胞の刺激：
　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標）、および／またはラパマイシンアナロ
グとインキュベートする。
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　２）細胞は、次に因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／ま
たはＩＧＦ（１００ｎＭ）を加えることによって刺激し、３７℃で５分間にわたりインキ
ュベートする。
【０３３６】
薬物処理を用いた細胞の刺激（フィードバックループ）：
　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標）、および／またはラパマイシンアナロ
グとインキュベートする。
　２）細胞は、次に因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／ま
たはＩＧＦ（１００ｎＭ）によって刺激し、３７℃で１２０分間にわたりインキュベート
する。
【０３３７】
刺激した細胞は、下記のプロトコールを用いて溶解させる：
　１）新鮮溶解緩衝液は、上記の表３に記載した試薬を混合することによって新しく調製
する。
　２）最終洗浄後、細胞は氷上で１００μＬの冷却緩衝液中に再懸濁させる。
　３）インキュベーションは、氷上で３０分間にわたり実施する。
　４）この混合物は、溶解液からビーズを分離するために、１０分間にわたり最高速度で
マイクロフュージ内で回転させる。
　５）溶解液は、アッセイのために新しい試験管に移すか、または－８０℃で保管する。
【０３３８】
組織、生検標本、または全血から単離した腫瘍細胞由来の一次培養の開始：
細胞の培養：
　１）上述したように組織、生検標本、または全血から単離した腫瘍細胞は、単離した腫
瘍細胞の数に依存して、小さな無菌フラスコ（例えば、Ｔ－２５）、ペトリ皿（例えば、
１０ｍｍ）、またはプレート（例えば、２４ウエルプレート）内で培養する。
　２）インキュベーションは、５％　ＣＯ２が補給された加湿３７℃インキュベーション
内の細胞培養培地（例えば、２％ＦＢＳおよび抗生物質を含むＲＭＰＩ－１６４０）中で
実施する。自然に、細胞は容器底部上で単層を形成し、分化し始める。細胞がコンフルエ
ンスに近付くと、細胞はトリプシン処理され、リガンドを用いた刺激および／または標的
薬を用いた阻害のためにマイクロタイタープレート内に再播種される。
【０３３９】
細胞の刺激ならびに組織、生検標本、または全血から単離した腫瘍細胞由来の一次培養の
溶解：
細胞の刺激：
　１）成長因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／またはＩＧ
Ｆ（１００ｎＭ）を細胞に加え、３７℃で５分間にわたりインキュベートする。
【０３４０】
薬物処理を用いた細胞の刺激：
　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標）、および／またはラパマイシンアナロ
グとインキュベートする。
　２）細胞は、次に因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／ま
たはＩＧＦ（１００ｎＭ）を加えることによって刺激し、３７℃で５分間にわたりインキ
ュベートする。
【０３４１】
薬物処理を用いた細胞の刺激（フィードバックループ）：
　１）サンプルは、３７℃で３０分間にわたり治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標）、および／またはラパマイシンアナロ
グとインキュベートする。
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　２）細胞は、次に因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）、および／ま
たはＩＧＦ（１００ｎＭ）によって刺激し、３７℃で１２０分間にわたりインキュベート
する。
【０３４２】
刺激した細胞は、下記のプロトコールを用いて溶解させる：
　１）新鮮溶解緩衝液は、上記の表３に記載した試薬を混合することによって新しく調製
する。
　２）最終洗浄後、細胞は氷上で１００μＬの冷却緩衝液中に再懸濁させる。
　３）インキュベーションは、氷上で３０分間にわたり実施する。
　４）この混合物は、溶解液からビーズを分離するために、１０分間にわたり最高速度で
マイクロフュージ内で回転させる。
　５）溶解液は、アッセイのために新しい試験管に移すか、または－８０℃で保管する。
【０３４３】
《実施例３：チラミドシグナル増幅を用いた単一検出マイクロアレイＥＬＩＳＡ》
　この実施例では、希少循環細胞中でのシグナル伝達分子の活性化状態を分析するのに適
切な優れたダイナミックレンジを有する多重高スループット単一検出マイクロアレイＥＬ
ＩＳＡについて例示する。
　１）捕捉抗体は、２倍の連続希釈液を用いて１６パッドのＦＡＳＴスライド（（Ｗｈａ
ｔｍａｎ社；ニュージャージー州フローラムパーク）上にプリントした。
　２）一晩乾燥させた後、スライドはＷｈａｔｍａｎ社製遮断緩衝液を用いて遮断した。
　３）８０μＬの細胞溶解物は、１０倍の連続希釈液を含む各パッド上に加えた。スライ
ドは、室温で２時間にわたりインキュベートした。
　４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎを用いた６回の洗浄後、８０μＬのビオチン標識検出抗体（例
えば、ｐ－ＥＧＦＲを認識するモノクローナル抗体または活性化状態とは無関係にＥＧＦ
Ｒを認識するモノクローナル抗体）を室温で２時間にわたりインキュベートした。
　５）６回の洗浄後、ストレプトアビジン標識西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＳＡ－ＨＲ
Ｐ）を加え、１時間にわたりインキュベートしてＳＡ－ＨＲＰをビオチン標識検出抗体に
結合させた。
　６）シグナル増幅のために、５μｇ／ｍＬの８０μＬのビオチン－チラミドを加え、１
５分間にわたり反応させた。スライドはＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎを用いて６回、２０％　ＤＭ
ＳＯ／ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎを用いて２回、およびＴＢＳを用いて１回洗浄した。
　７）８０μＬのＳＡ－Ａｌｅｘａ　５５５を加え、３０分間インキュベートした。この
スライドを次に２回洗浄し、５分間乾燥させ、マイクロアレイスキャナー上でスキャンし
た（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ社、マサチューセッツ州ウォルサム）。
【０３４４】
《実施例４：チラミドシグナル増幅を用いた近接二重検出マイクロアレイＥＬＩＳＡ》
　この実施例では、希少循環細胞中でのシグナル伝達分子の活性化状態を分析するのに適
切な優れたダイナミックレンジを有する多重高スループット近接二重検出マイクロアレイ
ＥＬＩＳＡについて例示する。
　１）捕捉抗体は、１ｍｇ／ｍＬ～０．００４ｍｇ／ｍＬの範囲内の連続希釈液を含む１
６パッドのＦＡＳＴスライド（Ｗｈａｔｍａｎ社）上でプリントした。
　２）一晩乾燥させた後、スライドはＷｈａｔｍａｎ社製遮断緩衝液を用いて遮断した。
　３）８０μＬのＡ４３１細胞溶解物は、１０倍の連続希釈液を含む各パッド上に加えた
。スライドは、室温で２時間にわたりインキュベートした。
　４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎを用いた６回の洗浄後、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ／２％　ＢＳＡ／
１％　ＦＢＳ中に希釈した近接アッセイのための８０μＬの検出抗体をスライドに加えた
。使用した検出抗体は：（１）グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）に直接結合した抗ＥＧＦ
Ｒモノクローナル抗体；および（２）西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に直接結合
したリン酸化ＥＧＦＲを認識するモノクローナル抗体であった。インキュベーションは、
室温で２時間にわたった。
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　５）または、検出抗体は、リン酸化ＥＧＦＲを認識するモノクローナル抗体のビオチン
－コンジュゲートを利用した。これらの場合には、６回の洗浄後に、１時間にわたるスト
レプトアビジン－ＨＲＰを用いた追加の連続工程を含めた。
　６）または、検出抗体は、抗ＥＧＦＲ抗体のオリゴヌクレオチド媒介性グルコースオキ
シダーゼ（ＧＯ）コンジュゲートを利用した。リン酸化ＥＧＦＲ抗体に直接結合した、ま
たはＨＲＰのビオチン－ストレプトアビジン（ＳＡ）結合コンジュゲートのいずれかを使
用した。
　７）シグナル増幅のために、５μｇ／ｍＬの８０μＬのビオチン－チラミドを加え、１
５分間にわたり反応させた。スライドはＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎを用いて６回、２０％　ＤＭ
ＳＯ／ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎを用いて２回、およびＴＢＳを用いて１回洗浄した。
　８）８０μＬのＡＳ－Ａｌｅｘａ　５５５を加え、３０分間にわたりインキュベートし
た。次にこのスライドを２回洗浄し、５分間乾燥させ、マイクロアレイスキャナー（Ｐｅ
ｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ社）上でスキャンした。
【０３４５】
　図２は、本明細書で記載した近接アッセイが単細胞感受性を備えるリン酸化ＥＧＦＲ（
ｐＥＧＦＲ）およびリン酸化ＨＥＲ－２（ｐＨＥＲ－２）を検出した、本発明の１つの実
施形態を示している。図３は、本明細書に記載した近接アッセイがＨＥＲ－２を発現する
細胞中でのみ単細胞レベルでのＨＥＲ－２の検出のための高度に特異的なアッセイを生じ
させたことを示している。
【０３４６】
《実施例５：薬物選択のための活性化プロファイルの生成》
　本発明の方法および組成物は、癌治療のための薬物選択のために適用できる。典型的な
プロトコールは、その後に特定薬物治療レジメンの有効性を決定するために比較される、
対照活性化プロファイルおよび試験活性化プロファイルの生成を必要としている（図４を
参照されたい）。
【０３４７】
対照活性化プロファイル
　対照活性化プロファイルを引き出すために、血液サンプルは、抗癌剤治療の前に特定タ
イプの癌（例えば、乳房腫瘍）を有する患者から入手する。癌性腫瘍由来の希少循環細胞
は、例えば、本明細書により詳細に記載したような免疫磁気分離法を使用して、血液サン
プルから単離する。単離した循環細胞は、１つ以上の成長因子を用いてインビトロで刺激
することができる。刺激した細胞は、次に細胞抽出物を生成するために溶解させられる。
細胞抽出物は、その活性化状態が患者の癌のタイプにおいて変化させられる可能性がある
シグナル伝達分子に対して特異的な希釈系列の１パネルの捕捉抗体を含有するアドレス可
能なアレイに適用する。単一検出または近接アッセイは、当該の各シグナル伝達分子の活
性化状態を決定するために、適切な検出抗体（例えば、活性化状態非依存性抗体および／
または活性化状態依存性抗体）を用いて実施する。表２に示した「経路選択」表は、患者
の癌のタイプに基づいてどの活性化状態を検出すべきかを選択するために特に有用である
。例えば、１人の患者は、表２の「経路１」に記載したＥＧＦＲ経路の活性化状態を提示
する癌のタイプを有する可能性がある。または、他の患者は、表２の「経路２」に記載し
たＥＧＦＲ経路の活性化状態を提示するまた別の癌のタイプを有する可能性がある。そこ
で対照活性化プロファイルは、あらゆる抗癌剤の非存在下で患者の癌におけるシグナル伝
達分子の活性化状態を提供するように生成される。
【０３４８】
試験活性化プロファイル
　試験活性化プロファイルを入手するために、第２血液サンプルは、抗癌剤の投与前また
は抗癌剤の投与後のいずれかに（例えば、癌治療の全経過を通していずれかの時点に）特
定タイプの癌（例えば、乳房腫瘍）を有する患者から入手する。癌性腫瘍に由来する希少
循環細胞は、血液サンプルから単離する。単離した細胞が抗癌剤を用いた治療を受けてい
ない被験者から入手される場合は、単離した細胞は上述した対照活性化プロファイルから
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決定された１つ以上の活性化シグナル伝達分子を標的とする抗癌剤とインキュベートする
。「薬物選択」表（表１）は、特異的活性化標的シグナル伝達分子を阻害する、承認され
ている、または臨床試験下の適切な抗癌剤を選択するために特に有用である。例えば、Ｅ
ＧＦＲが活性化されていることが対照活性化プロファイルから決定された場合は、その後
に細胞を表１の欄「Ａ」または「Ｂ」に列挙した薬物の１つ以上とインキュベートするこ
とができる。単離した細胞は、次に１つ以上の成長因子を用いてインビトロで刺激するこ
とができる。単離した細胞は、次に細胞抽出物を生成するために溶解させられる。細胞抽
出物はアドレス可能なアレイに適用され、当該の各シグナル伝達分子の活性化状態を決定
するために近接アッセイが実施される。そこで患者のための試験活性化プロファイルは、
特定抗癌剤の存在下での患者の癌におけるシグナル伝達分子の活性化状態を提供するよう
に生成される。
【０３４９】
薬物の選択
　抗癌剤は、試験活性化プロファイルを対照活性化プロファイルと比較することによって
、患者の癌を治療するのに適切であるか不適切であるかが決定される。例えば、薬物治療
が、大多数もしくは全部のシグナル伝達分子が薬物の非存在下におけるより実質的に低く
活性化される場合、例えば薬物を用いない場合の強度の活性化から薬物を用いた場合の弱
度の、もしくは極弱度の活性化への変化を引き起こす場合は、その治療は患者の癌にとっ
て適切であると決定される。そのような場合には、治療は薬物療法を受けていなかった患
者において適切な抗癌剤を用いて開始される、または既に薬物を摂取している患者におい
て適切な抗癌剤による治療が継続される。しかし、薬物治療が患者の癌の治療のために不
適切と見なされる場合は、異なる薬物が選択されて新規な試験活性化プロファイルを生成
するために使用され、その薬物が対照活性化プロファイルと比較される。そのような場合
には、治療は薬物療法を受けていなかった患者において適切な抗癌剤を用いて開始される
、またはその後の治療は現在不適切な薬物を摂取している患者では適切な抗癌剤へ変更さ
れる。
【０３５０】
《実施例６：活性化受容体チロシンキナーゼを分析するためのアドレス可能なアレイ》
　図５は、本発明の典型的なアドレス可能な受容体チロシンキナーゼアレイを例示してい
る。上記で考察したように、受容体チロシンキナーゼは、細胞増殖に関係する多数のシグ
ナル伝達経路の重要な成分である。例えば、受容体チロシンキナーゼのＥｒｂＢファミリ
ーは４つのファミリーメンバーを有し、細胞増殖、分化、および生存のような基本的な細
胞プロセスにおいて重要な役割を果たす。この受容体チロシンキナーゼのファミリーは、
多数の様々な癌において過剰発現すると報告されており、より不良な臨床転帰と関連付け
られている。成長因子が結合すると、ＥｒｂＢ１／ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ３／ＨＥＲ－３、
およびＥｒｂＢ４／ＨＥＲ－４はホモおよびヘテロ二量体化して、様々な異なるシグナル
伝達経路を活性化する。ＥｒｂＢ２／ＨＥＲ－２は、成長因子には結合せず、全３つのフ
ァミリーメンバーにとって好ましいヘテロ二量体化パートナーである。ＥｒｂＢ２は、過
剰発現するとホモ二量体化することもでき、シグナル伝達経路を活性化することができる
。ＥｒｂＢファミリーのホモまたはヘテロ二量体化は、トランスリン酸化を生じさせる。
自己もしくはトランス－リン酸化は、受容体チロシンキナーゼの阻害性立体配座を軽減し
、完全キナーゼ活性化を可能にし、同時に例えばＳｒｃ、Ｓｈｃ、ＳＨＰ－１、ＳＨＥＰ
－１、およびＰＩ３Ｋなどの多数のＳＨ２含有シグナル伝達分子のための結合部位を作り
出す。Ｓｈｃ、Ｇｒｂ２、もしくはＰＩ３Ｋのようなアダプタータンパク質もしくはシグ
ナル伝達タンパク質は、リン酸化受容体に動員される。アダプタータンパク質のリン酸化
は、ＭＡＰＫおよびＡｋｔ経路の活性化を生じさせる。ＭＡＰＫ経路の活性化は、Ｅｒｋ
およびＲｓｋのリン酸化状態を決定することによって評価することができ、他方ＰＩ３Ｋ
経路の活性化は、Ａｋｔおよびｐ７０Ｓ６Ｋのリン酸化状態を決定することによって評価
することができる。
【０３５１】
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　そこで、図５に示したアドレス可能なアレイは、受容体チロシンキナーゼのＥｒｂＢフ
ァミリーの発現を決定できるだけではなく、それらの活性化状態も決定することを可能に
する。ＭＡＰＫおよびＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ経路両方の活性化もまたアドレス可能なチップ上
で試験することができる。さらに、例えばＥＲ（エストロゲン受容体）およびＰＲ（プロ
ゲステロン受容体）などの核ホルモン受容体、ならびに例えばＮＣＯＲ（核受容体コリプ
レッサー）、ＡＩＢ１（ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｉｎ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ－１）
、ＩＧＦ－ＩＲ、ｃＭＥＴ、Ｋｉ６７、およびＴＯＰＯ　ＩＩなどの他のタンパク質の発
現および／または活性化状態もアドレス可能なチップ上で試験することができる。チップ
のまた別の特徴は、腫瘍もしくは腫瘍関連細胞（ＣＥＣ、ＣＥＰ、周皮細胞など）含量を
決定するため、および任意の非特異的結合を決定するための非特異的ＩｇＧの存在である
。
【０３５２】
《実施例７：血管新生におけるシグナル伝達経路を分析するためのアドレス可能なアレイ
》
　図６および７は、血管新生に関係するシグナル伝達成分の活性化状態を決定するための
アドレス可能なアレイの構造を示している。本明細書に記載したように、腫瘍血管新生は
、多数の固形腫瘍の増殖のために極めて重要である。整列させた特に重要なシグナル伝達
分子には、主として内皮細胞上で発現する受容体チロシンキナーゼのＶＥＧＦＲ、ＦＧＦ
Ｒ、およびＴＩＥファミリーのメンバーが含まれる。ＰＤＧＦＲは、典型的には周皮細胞
上で発現する。これらの受容体の発現および活性化状態は、個々の腫瘍標本における血管
新生の優勢なメカニズムを決定する際に極めて重要である。ＶＥＧＦおよびＰＩＧＦのよ
うな成長因子は、ＶＥＧＦＲ－１およびＶＥＧＦＲ－２に結合し、ホモおよびヘテロ二量
体化を開始する。二量体化の後にはこれらの受容体のリン酸化が続き、これには次にＭＡ
ＰＫおよびＰＩ３Ｋ／Ａｋｔシグナル伝達経路の活性化が続く。ＦＧＦＲ、ＴＩＥ、およ
びＰＤＧＦＲ受容体もまた同様の方法で活性化される。自己もしくはトランスリン酸化は
、受容体チロシンキナーゼの阻害性立体配座を軽減し、完全キナーゼ活性化を可能にし、
同時に例えばＳｒｃ、Ｓｈｃ　ＳＨＰ－１、Ｖ－カドヘリン、ＳＨＥＰ－１、およびＰＩ
３Ｋなどの多数のＳＨ２含有シグナル伝達分子のための結合部位を作り出す。Ｓｈｃ、Ｇ
ｒｂ２、もしくはＰＩ３Ｋのようなアダプタータンパク質もしくはシグナル伝達タンパク
質は、リン酸化受容体に動員される。アダプタータンパク質のリン酸化は、ＭＡＰＫおよ
びＡｋｔ経路の活性化を生じさせる。ＭＡＰＫ経路の活性化は、ＥｒｋおよびＲｓｋのリ
ン酸化状態を決定することによって評価することができ、他方ＰＩ３Ｋ経路の活性化は、
Ａｋｔおよびｐ７０Ｓ６Ｋのリン酸化状態を決定することによって評価することができる
。
【０３５３】
　そこで、図６および７に示したようなアドレス可能な血管新生チップは、患者サンプル
中の血管新生に関係している全シグナル伝達成分の発現を決定できるだけではなく、それ
らの活性化状態も決定することを可能にする。ＭＡＰＫおよびＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ経路両方
の活性化もまたアドレス可能なチップ上で試験することができる。チップは、腫瘍もしく
は腫瘍関連細胞（ＣＥＣ、ＣＥＰ、周皮細胞など）含量を決定するため、および任意の非
特異的結合を決定するための内部コントロールを有する。
【０３５４】
　図８および９は、受容体チロシンキナーゼのＥｒｂＢファミリーならびに血管新生に関
係するシグナル伝達成分の発現および／または活性化状態を決定するための結合したアド
レス可能なアレイを示している。さらに、例えばＥＲ（エストロゲン受容体）およびＰＲ
（プロゲステロン受容体）などの核ホルモン受容体、ならびに例えばＮＣＯＲ（核受容体
コリプレッサー）、ＡＩＢ１（ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｉｎ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ
－１）、ＩＧＦ－ＩＲ、ｃＭＥＴ、Ｋｉ６７、およびＴＯＰＯ　ＩＩなどの他のタンパク
質の発現および／または活性化状態もこれらの結合したアドレス可能なチップ上で試験す
ることができる。これらのチップのまた別の特徴は、腫瘍もしくは腫瘍関連細胞（ＣＥＣ
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、ＣＥＰ、周皮細胞など）含量を決定するため、および任意の非特異的結合を決定するた
めの非特異的ＩｇＧの存在である。
【０３５５】
《実施例８：乳癌を治療するための患者の選択》
　癌治療の主要な挑戦課題は、所定の患者についての有効性を最大化して毒性を最小限に
抑える治療レジメンの選択である。関連する課題は、正確な診断的、予後診断的、および
予測的情報を提供する試みにある。
【０３５６】
　現在、腫瘍は、一般にはＴＮＭ（腫瘍－リンパ節－転移）分類システム下で分類される
。このシステムは、ＡＪＣＣ癌病期分類マニュアル（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ，５ｔｈ　ｅ
ｄ．，ｐｐ．１７１－１８０（１９９７））に公表されたガイドラインにしたがって、腫
瘍のサイズ、所属リンパ節内の腫瘍の存在もしくは非存在、ならびに遠隔転移の存在もし
くは非存在を使用して腫瘍に病期を指定する。指定された病期は、適切な療法を選択する
ため、および予後診断のための基礎として使用される。ＴＮＭパラメータに加えて、腫瘍
を腫瘍タイプにさらに分類し、それによって適切な療法の選択を支援するために、形態学
的外観が使用される。しかし、このアプローチには重大な限界がある。例えば、類似の組
織病理学的外観を備える腫瘍が臨床経過および療法への応答に関して有意な変動を示す可
能性がある。さらに、一部の腫瘍は迅速に進行性であるが、他の腫瘍は進行性ではない。
さらに、一部の腫瘍はホルモン療法もしくは化学療法へ容易に応答するが、他の腫瘍は抵
抗性である。
【０３５７】
　例えば、免疫組織化学を用いた細胞表面マーカーについてのアッセイは、所定の腫瘍タ
イプをサブクラスに分類するための手段を提供してきた。例えば、乳癌についての予後診
断および治療決定において考察される１つの因子は、腫瘍サンプル中のエストロゲン受容
体（ＥＲ）の存在または非存在である。ＥＲ陽性乳癌は、典型的には、乳腺組織中で抗エ
ストロゲンとして機能するタモキシフェンなどのホルモン療法へＥＲ陰性腫瘍よりもはる
かに容易に応答する。だが有用ではあるが、これらの分析は乳房腫瘍の臨床的挙動を一部
にしか予測しない。現在の診断用ツールが検出するのに失敗する癌には、表現型多様性が
存在する。結果として、転帰を最適化するために前途有望な治療間で患者を階層化する方
法をめぐって今もなお多数の議論が存在する（例えば、乳癌については、「ＮＩＨ　Ｃｏ
ｎｓｅｎｓｕｓ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　Ｓｔａｔｅｍｅｎｔ
：Ａｄｊｕｖａｎｔ　Ｔｈｅｒａｐｙ　ｆｏｒ　Ｂｒｅａｓｔ　Ｃａｎｃｅｒ，Ｎｏｖ．
１－３，２０００」，Ｊ．Ｎａｔ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．Ｍｏｎｏｇｒａｐｈｓ，３
０：５－１５（２００１）；およびＤｉ　Ｌｅｏら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ
．，７：２４５－２５３（２００２）を参照されたい）。
【０３５８】
　本発明は、癌の生物学的病因論および疾患進行についての新規な洞察を提供するために
シグナル伝達経路を使用できるという認識を含む。本発明は、個別の治療レジメンを使用
して様々な活性化されたシグナル伝達経路を備える癌を治療するための方法をさらに提供
する。
【０３５９】
　現在は、３つの異なる分子マーカーを使用して、重要な治療との関連を備える乳癌の４
つの異なるサブクラスが規定されている。３つのマーカーは、ＥＲ、ＰＲ、およびＨＥＲ
－２／ＥｒｂＢ２である。４つの主要サブクラスは、次の通りである：
　１．ＥＲ＋／ＰＲ＋／ＥｒｂＢ２－
　２．ＥＲ＋／ＥｒｂＢ２＋
　３．ＥＲ－／ＥｒｂＢ２＋
　４．ＥＲ－／ＰＲ－／ＥｒｂＢ２－
【０３６０】
　１つの最新の理論は、乳癌を５つの分子サブタイプに分類している：ｌｕｍｉｎａｌ　
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Ａ；ｌｕｍｉｎａｌ　Ｂ；基底細胞様；ＨＥＲ－２／ｎｅｕ陽性；および正常乳腺様（例
えば、Ｃａｒｅｙら、ＪＡＭＡ，２９５：２４９２－２５０２（２００６）；Ｆａｎら、
Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．，３５５：５６０－５６９（２００６）；Ｈａｎｎｅｍａｎ
ｎら、Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，９５：１３３４－１３４１（２００６）；Ｐ
ｏｔｅｍｓｋｉら、Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，６９：４７８－４８５（２００５）を参照された
い）。これらのサブタイプに関して現在までに公知であることの多くは、例えばホルモン
受容体およびＨＥＲ－２／ｎｅｕ状態などの既に明確に理解されている特性と直接的に関
連している。
【０３６１】
　エストロゲンは乳癌の病因において重要な役割を果たし、そしてエストロゲン／ＥＲ媒
介性シグナル伝達カスケードの選択的干渉は、ＥＲ陽性乳癌患者を治療する最も有効な手
段である。ＥＲは、正常および悪性両方の乳腺細胞において増殖および分化を調節する。
機能的ＥＲおよび／またはプロゲステロン受容体（ＰＲ）の発現は腫瘍が抗ホルモン療法
に応答性（「ホルモン応答性」）であるために必須であり、多数の試験はＥＲの発現が抗
ホルモン療法への応答を強力に予測することを証明してきたが、しかしその発現は予後診
断的には極めて弱い。ＥＲは、単独では腫瘍増殖を刺激するために作用しない；むしろ、
癌細胞の生存性を保証するためには複雑な相互作用ネットワークが機能する。このネット
ワークについての理解は、標的療法を選択するための化学的な合理的理由を提供する。
【０３６２】
　下記の表４から表２２に示した典型的な患者プロファイルは、医師が乳房腫瘍のための
有効な治療コース、例えば乳房腫瘍のサイズを減少させるための術前のネオアジュバント
治療または局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者における治療を決定するのに役
立たせるために、針生検から得られた血液もしくは癌細胞由来の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）
中で活性な経路の分析をどのように使用できるかを例示している。手短には、ＣＴＣまた
は生検由来癌細胞中でのＥｒｂＢおよび核ホルモン受容体経路の様々な成分の活性化レベ
ルは、試験治療薬の様々な組み合わせの存在下または非存在下で決定できる。
【表４】

【０３６３】
　患者（閉経前女性およびリンパ節陰性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した
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。患者の腫瘍細胞の分析は、ＥＲ／ＰＲの高度の発現および活性化を明らかにした。この
患者はタモキシフェンを用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示したタン
パク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者
は、タモキシフェンに応答する。ＥＲは、例えばタモキシフェンなどのアンタゴニストの
存在下ではコリプレッサータンパク質であるＮＣＯＲを動員すると考えられ、この動員は
完全アンタゴニスト活性のために必須であると考えられる。
【表５】

【０３６４】
　患者（閉経前女性およびリンパ節陰性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した
。患者の腫瘍細胞の分析は、ＥＲの高度の発現および活性化および高いＫｉ６７発現を明
らかにした。この患者はタモキシフェン＋化学療法を用いて治療された。患者は応答し、
再生検では上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク
質プロファイルを備える患者は、タモキシフェン＋化学療法に応答する。ＥＲは、例えば
タモキシフェンなどのアンタゴニストの存在下ではコリプレッサータンパク質であるＮＣ
ＯＲを動員すると考えられ、この動員は完全アンタゴニスト活性のために必須であると考
えられる。
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【表６】

【０３６５】
　患者（閉経前女性およびリンパ節陽性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した
。患者の腫瘍細胞の分析は、ＥＲ／ＰＲの高度の発現および活性化を明らかにした。この
患者はタモキシフェン＋化学療法を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に
示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを
備える患者は、タモキシフェン＋化学療法に応答する。ＥＲは、例えばタモキシフェンな
どのアンタゴニストの存在下ではコリプレッサータンパク質であるＮＣＯＲを動員すると
考えられ、この動員は完全アンタゴニスト活性のために必須であると考えられる。
【表７】
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【０３６６】
　患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した。患
者の腫瘍細胞の分析は、ＭＩＳＳ（結果としてＥｒｂＢ１のクロストーク活性化を伴う細
胞質内でのＥＲ活性化）を介してのＥｒｂＢ１の一部の活性化とともに、ＥＲ／ＰＲの高
度の発現および活性化を明らかにした。この患者は、全ＥＲ関連活性を停止させるために
アロマターゼ阻害剤を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパ
ク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は
、アロマターゼ阻害剤に応答する。
【表８】

【０３６７】
　患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した。患
者の腫瘍細胞の分析は、ＭＩＳＳ（結果としてＥｒｂＢ１のクロストーク活性化を伴う細
胞質内でのＥＲ活性化）を介してのＥｒｂＢ１の一部の活性化とともに、ＥＲ／ＰＲの高
度の発現および活性化を明らかにした。この患者は、全ＥＲ関連活性を停止させるために
アロマターゼ阻害剤＋化学療法を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示
したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備
える患者は、アロマターゼ阻害剤＋化学療法に応答する。
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【表９】

【０３６８】
　患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した。患
者の腫瘍細胞の分析は、ＭＩＳＳ（結果としてＥｒｂＢ１のクロストーク活性化を伴う細
胞質内でのＥＲ活性化）を介してのＥｒｂＢ１の一部の活性化とともに、ＥＲ（ＥＲ陰性
腫瘍）の高度の発現および活性化を明らかにした。この患者は、全ＥＲ関連活性を停止さ
せるためにアロマターゼ阻害剤＋化学療法を用いて治療された。患者は応答し、再生検で
は上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロフ
ァイルを備える患者は、アロマターゼ阻害剤＋化学療法に応答する。
【０３６９】
　表１０は、内分泌療法および／または化学療法を受けていて再発した局所的再発性もし
くは転移性乳癌を備える患者の例を提供している。患者が局所的再発性もしくは転移性乳
癌のためのアジュバント化学療法およびホルモン療法を受けてから少なくとも３週間が経
過した。
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【表１０】

【０３７０】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＭＩＳＳ（結
果としてＥｒｂＢ１のクロストーク活性化を伴う細胞質内でのＥＲ活性化）を介してのＥ
ｒｂＢ１の一部の活性化ならびにＶＥＧＦＲ２活性化とともに、ＥＲ／ＰＲの高度の発現
および活性化を明らかにした。この患者は、全ＥＲおよびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止さ
せるためにアロマターゼ阻害剤＋化学療法＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）を用いて治療さ
れた。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。そ
こで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、アロマターゼ阻害剤＋化学療法＋
Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）の併用に応答する。
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【表１１】

【０３７１】
　患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した。患
者の腫瘍細胞の分析は、ＥＲ：ＡＩＢ１複合体の極めて高度の発現と一緒にＥＲ／ＰＲの
高度の発現および活性化を明らかにした。患者は、ＥＲを分解させるためにフルベストラ
ント（Ｆａｓｌｏｄｅｘ（登録商標））を用いて治療された。患者は応答し、再生検では
上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファ
イルを備える患者は、フルベストラントに応答する。
【表１２】

【０３７２】
　患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した。患
者の腫瘍細胞の分析は、ＥＲの高度の発現および活性化を明らかにした。ＰＲは、極めて
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低レベルで発現した。この患者は、全ＥＲ関連活性を停止させるためにアロマターゼ阻害
剤＋化学療法を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プ
ロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、アロ
マターゼ阻害剤＋化学療法に応答する。
【表１３】

【０３７３】
　患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した。患
者の腫瘍細胞の分析は、ＥＲの高度の発現および活性化を明らかにした。ＰＲは、極めて
低レベルで発現した。ＥｒｂＢ１は活性化された。この患者は、全ＥＲ／ＥｒｂＢ１関連
活性を停止させるためにアロマターゼ阻害剤＋ラパチニブもしくはＥｒｂｉｔｕｘ（登録
商標）を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファ
イルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、アロマター
ゼ阻害剤＋ラパチニブもしくはＥｒｂｉｔｕｘ（登録商標）の併用に応答する。
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【表１４】

【０３７４】
　患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した。患
者の腫瘍細胞の分析は、ＥＲの高度の発現および活性化を明らかにした。ＰＲは、極めて
低レベルで発現した。ＥｒｂＢ１は活性化された。この患者は、全ＥＲ／ＥｒｂＢ１関連
活性を停止させるためにアロマターゼ阻害剤＋ラパチニブもしくはＥｒｂｉｔｕｘ（登録
商標）を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファ
イルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、アロマター
ゼ阻害剤＋ラパチニブもしくはＥｒｂｉｔｕｘ（登録商標）の併用に応答する。

【表１５】

【０３７５】
　患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した。患
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者の腫瘍細胞の分析は、ＥＲの高度の発現および活性化を明らかにした。ＰＲは、極めて
低レベルで発現した。ＥｒｂＢ１およびＥｒｂＢ２は活性化された。この患者は、全ＥＲ
／ＥｒｂＢ１／ＥｒｂＢ２関連活性を停止させるためにアロマターゼ阻害剤およびラパチ
ニブを用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファイ
ルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、アロマターゼ
阻害剤＋ラパチニブに応答する。
【表１６】

【０３７６】
　患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した。患
者の腫瘍細胞の分析は、ＥＲの高度の発現および活性化を明らかにした。ＰＲは、極めて
低レベルで発現した。ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、およびＥｒｂＢ３は活性化された。この
患者は、全ＥＲ／ＥｒｂＢ１／ＥｒｂＢ２／ＥｒｂＢ３関連活性を停止させるためにアロ
マターゼ阻害剤およびラパチニブを用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に
示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを
備える患者は、アロマターゼ阻害剤＋ラパチニブを用いた療法に応答する。
【０３７７】
　表１７は、抗血管新生療法を受けていて再発した局所的再発性もしくは転移性乳癌を備
える患者の例を提供している。患者が局所的再発性もしくは転移性乳癌のためのアジュバ
ント化学療法およびホルモン療法を受けてから少なくとも３週間が経過した。
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【表１７】

【０３７８】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧＦＲ２
活性化とともに、ＥＲの高度の発現および活性化を明らかにした。ＰＲは、極めて低レベ
ルで発現した。ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、およびＥｒｂＢ３は活性化された。この患者は
、全ＥＲ＋ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止さ
せるためにアロマターゼ阻害剤＋ラパチニブ＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）を用いて治療
された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。
そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、アロマターゼ阻害剤＋ラパチニ
ブ＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）の併用に応答する。
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【表１８】

【０３７９】
　患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血液から単離した。患
者の腫瘍細胞の分析は、ＥＲの高度の発現および活性化を明らかにした。ＰＲは、極めて
低レベルで発現した。ＩＧＦ－１Ｒは、活性化された。この患者は、全ＥＲ／ＩＧＦ－１
Ｒ関連活性を停止させるためにアロマターゼ阻害剤＋抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体を用いて治療さ
れた。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。そ
こで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、アロマターゼ阻害剤＋抗ＩＧＦ－
１Ｒ抗体に応答する。
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【表１９】

【０３８０】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧＦＲ２
活性化とともに、ＥＲ、ＰＲ、およびＥｒｂＢ２の高度の発現および活性化を明らかにし
た。この患者は、全ＥＲ、ＥｒｂＢ２、およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるために
アロマターゼ阻害剤＋Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）を
用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファイルを有
していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、アロマターゼ阻害剤
＋Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）の併用に応答する。
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【表２０】

【０３８１】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧＦＲ２
活性化とともに、ＥＲ、ＥｒｂＢ２、およびｐ９５ＥｒｂＢ２の高度の発現および活性化
を明らかにした。この患者は、全ＥＲ、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ｐ９５Ｅ
ｒｂＢ２、およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるためにアロマターゼ阻害剤＋ラパチ
ニブ＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記
に示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイル
を備える患者は、アロマターゼ阻害剤＋ラパチニブ＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）の組み
合わせ療法に応答する。
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【表２１】

【０３８２】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧＦＲ２
活性化とともに、ＥＲおよびＥｒｂＢ２の高度の発現および活性化を明らかにした。ＰＲ
レベルは低かった。この患者は、全ＥＲ、ＥｒｂＢ２、およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停
止させるためにアロマターゼ阻害剤＋Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋タキサン類＋Ａ
ｖａｓｔｉｎ（登録商標）を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示した
タンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える
患者は、アロマターゼ阻害剤＋Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録
商標）＋化学療法の併用に応答する。
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【表２２】

【０３８３】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧＦＲ２
活性化とともに、ＥＲ、ＥｒｂＢ２、およびｐ９５ＥｒｂＢ２の高度の発現および活性化
を明らかにした。ＰＲレベルは低かった。この患者は、全ＥＲ、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２
、ＥｒｂＢ３、ｐ９５ＥｒｂＢ２、およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるためにアロ
マターゼ阻害剤＋ラパチニブ＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）＋化学療法を用いて治療され
た。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。そこ
で、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、アロマターゼ阻害剤＋ラパチニブ＋
Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）＋化学療法を用いた組み合わせ療法に応答する。
【０３８４】
　したがって、所定の態様では、本発明は生存率を最上に予測する活性化マーカーの理に
かなった選択を可能にする。最も適切な活性化マーカーは様々な薬物間で異なる場合があ
り、個別の標的療法を提供するために抗癌剤のカクテルを用いた併用療法に比較した抗癌
剤単剤療法間で選択するための指針として使用できる。
【０３８５】
《実施例９：ＨＥＲ２－陽性乳癌を備える治療のための患者の選択》
　米合衆国では、毎年約２００，０００例の乳癌症例が存在する。１８５ｋＤａ膜受容体
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チロシンキナーゼであるＨＥＲ－２／ＥｒｂＢ２は乳癌の１８％～２０％において見いだ
されており、増加した比率の再発および死亡と関連付けられてきた。ＥｒｂＢ２は現在、
トラスツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標））などの療法から利点が得られる確立
された予測マーカーである。
【０３８６】
　最近の１０年間には、ＥｒｂＢ２＋乳癌の治療における大きな進歩が達成された。Ｈｅ
ｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）は、転移性およびアジュバント状況における疾患の自然史を
変化させてきた。現在はＴｙｋｅｒｂ（登録商標）ＧｌａｘｏＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ社）
として市販で入手できるラパチニブは、重要な追加薬であり、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）後状況において利用できる多数の薬剤の中でも第一選択薬である。
【０３８７】
　残念なことに、多数の症例、および転移状況ではほぼ全症例においてＨｅｒｃｅｐｔｉ
ｎ（登録商標）への耐性が発生する。Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）への新規耐性およ
び獲得耐性のどちらも観察されている。
【０３８８】
　Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）に対して考えられる耐性様式は： 
　・変化した標的発現（ＥｒｂＢ２状態における変化）
　・代替経路（ＩＧＦ－１Ｒ）によるシグナル伝達
　・他の受容体（ＥｒｂＢ１またはＥｒｂＢ３）を用いた優先的二量体化
　・準最適薬物送達（ＥｒｂＢ２乳癌を備える女性間でのＣＮＳ転移性疾患は特に一般的
であると思われる。ＥｒｂＢ２＋転移性乳癌を備える患者におけるＣＮＳ転移性疾患の発
生率は、ＥｒｂＢ２＋転移性疾患を備える患者の３分の１と高い可能性がある）。
　・ＰＴＥＮの変化
　・ＰＩ３Ｋの突然変異
　・Ｐ９５ＥｒｂＢ２の発現またはＥｒｂＢ２の切断
　・ｃＭＥＴの過剰発現または増幅である。
【０３８９】
　療法の選択／有効性のマーカー：
　・５－ＦＵ／ｃａｐｃｉｔｉｂｉｎｅ：チミジレートシンテターゼ（ＴＳ）の発現
　・ジヒドロピリミジンデヒドロゲナーゼ（ＤＰＤ）の発現
　・ＴＳ発現におけるＨＤＡＣの減少
　・タキサン類：ＥｒｂＢ２
　・アントラサイクリン類：ＴＯＰＯ２の過剰発現
　・ＥｒｂＢ２陽性：（５－ＦＵまたはタキサン類またはアントラサイクリン類）
【０３９０】
　多剤化学療法レジメンは、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）と併用して試験されてきた
。好ましい併用は、転移性状況では、パクリタキセル、ドセタキセル、タキサン＋白金塩
を用いた治療である。全ての標的療法は、併用して使用することもできる。
【０３９１】
　下記の表２３から表２５に示した典型的な患者プロファイルは、生検から得られた血液
もしくは癌細胞由来の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）中で活性な経路の分析を使用して、医師が
トラスツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標））に応答性である、そしてこのため乳
房腫瘍を治療するためのそのような療法から利益が得られる可能性がある患者を選択でき
る方法を例示している。下記の表２６から表３１に示した典型的な患者プロファイルは、
生検から得られた血液もしくは癌細胞由来のＣＴＣ中で活性な経路の分析を使用して、医
師がデノボ耐性または獲得耐性いずれかの結果として生じたＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商
標）再発後の患者にとって適切な療法を選択できる方法を例示している。手短には、ＣＴ
Ｃまたは生検由来癌細胞中でのＥｒｂＢ受容体経路などのすぐなる伝達経路の様々な成分
の活性化レベルは、試験治療薬の様々な組み合わせの存在下または非存在下で決定できる
。
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【表２３】

【０３９２】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ＥｒｂＢ２の高度の発現および活性化を明らかにした。この患者
は、全ＥｒｂＢ２およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるためにＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（
登録商標）＋タキサン＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）を用いて治療された。患者は応答し
、再生検では上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパ
ク質プロファイルを備える患者は、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋Ａｖａｓｔｉｎ（
登録商標）＋化学療法の併用に応答する。
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【表２４】

【０３９３】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ＥｒｂＢ２およびＴＯＰＯ２の高度の発現および活性化を明らか
にした。この患者は、全ＥｒｂＢ２、ＶＥＧＦＲ２、およびＴＯＰＯ２関連活性を停止さ
せるためにＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋アントラサイクリン＋化学療法＋Ａｖａｓ
ｔｉｎ（登録商標）を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパ
ク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は
、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋アントラサイクリン＋化学療法＋Ａｖａｓｔｉｎ（
登録商標）の組み合わせ療法に応答する。
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【表２５】

【０３９４】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ＥｒｂＢ２およびＰＤＧＦＲの高度の発現および活性化を明らか
にした。この患者は、全ＥｒｂＢ２、ＰＤＧＦＲ、およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止さ
せるためにＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋ソラフィニブ＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標
）を用いて治療された。ＰＤＧＦＲはＡｖａｓｔｉｎ（登録商標）耐性患者において過剰
発現して活性化されるので、上記に提示した情報は、ＰＤＧＦＲならびにＶＥＧＦＲを阻
害するＡＺＤ２１７１もしくはソラフィニブがそのような腫瘍を治療するための最適な薬
剤である可能性があることを示している。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパ
ク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は
、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋ソラフィニブ＋化学療法の併用に応答する。
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【表２６】

【０３９５】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２およびＰＤＧＦＲの高度の発現および活
性化を明らかにした。この患者は、全ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ＰＤＧＦＲ、およびＶＥ
ＧＦＲ２関連活性を停止させるためにラパチニブ＋ソラフィニブを用いて治療された。Ｅ
ｒｂＢ１およびＰＤＧＦＲはＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）耐性およびＡｖａｓｔｉｎ
（登録商標）耐性患者において過剰発現して活性化されるので、上記に提示した情報は、
ＰＤＧＦＲならびにＶＥＧＦＲを阻害するＡＺＤ２１７１もしくはソラフィニブがそのよ
うな腫瘍を治療するための最適な薬剤である可能性があることを示している。ラパチニブ
は、ラパチニブがＥｒｂＢ１およびＥｒｂＢ２の両方を阻害するので、Ｈｅｒｃｅｐｔｉ
ｎ（登録商標）の代わりに使用された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク
質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、
ラパチニブ＋ソラフィニブ＋化学療法に応答する。
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【表２７】

【０３９６】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ＩＧＦ－１Ｒ、ＥｒｂＢ２およびＰＤＧＦＲの高度の発現および
活性化を明らかにした。この患者は、全ＩＧＦ－１Ｒ、ＥｒｂＢ２、ＰＤＧＦＲ、および
ＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるためにＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋ソラフィニ
ブ＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）＋ＩＧＦ－１Ｒ抗体（Ａｂ）を用いて治療された。ＩＧ
Ｆ－１ＲおよびＰＤＧＦＲはＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）耐性およびＡｖａｓｔｉｎ
（登録商標）耐性患者において過剰発現して活性化されるので、上記に提示した情報は、
ＰＤＧＦＲならびにＶＥＧＦＲを阻害するＡＺＤ２１７１もしくはソラフィニブがそのよ
うな腫瘍を治療するための最適な薬剤である可能性があることを示している。Ｈｅｒｃｅ
ｐｔｉｎ（登録商標）と一緒のＩＧＦ－１Ｒは、ＩＧＦ－１ＲおよびＥｒｂＢ２の両方を
阻害するために、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）単剤の代わりに使用された。患者は応
答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタ
ンパク質プロファイルを備える患者は、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋ＩＧＦ－１Ｒ
抗体＋ソラフィニブ＋化学療法に応答する。
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【表２８】

【０３９７】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ｐ９５ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ２およびＰＤＧＦＲの高度の発現お
よび活性化を明らかにした。この患者はさらに、ＰＴＥＮ欠失も有する。この患者は、全
ＥｒｂＢ２、ＰＤＧＦＲ、およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるためにラパチニブ＋
ソラフィニブを用いて治療された。ｐ９５ＥｒＢ２およびＰＤＧＦＲはＨｅｒｃｅｐｔｉ
ｎ（登録商標）耐性およびＡｖａｓｔｉｎ（登録商標）耐性患者において過剰発現して活
性化されるので、上記に提示した情報は、ＰＤＧＦＲならびにＶＥＧＦＲを阻害するＡＺ
Ｄ２１７１もしくはソラフィニブがそのような腫瘍を治療するための最適な薬剤である可
能性があることを示している。ラパチニブは、ｐ９５ＥｒＢ２およびＥｒｂＢ２の両方を
阻害するのでＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）の代わりに使用され、ｍＴｏｒ阻害剤は、
下流シグナル伝達活性を停止させるために使用された。患者は応答し、再生検では上記に
示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを
備える患者は、ラパチニブ＋ソラフィニブ＋ラパマイシン＋化学療法に応答する。
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【表２９】

【０３９８】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ｐ９５ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ２およびＰＤＧＦＲの高度の発現お
よび活性化を明らかにした。この患者は、全ＥｒｂＢ２、ＰＤＧＦＲ、およびＶＥＧＦＲ
２関連活性を停止させるためにラパチニブ＋ソラフィニブを用いて治療された。ｐ９５Ｅ
ｒＢ２およびＰＤＧＦＲはＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）耐性およびＡｖａｓｔｉｎ（
登録商標）耐性患者において過剰発現して活性化されるので、上記に提示した情報は、Ｐ
ＤＧＦＲならびにＶＥＧＦＲを阻害するＡＺＤ２１７１もしくはソラフィニブがそのよう
な腫瘍を治療するための最適な薬剤である可能性があることを示している。ラパチニブは
、ｐ９５ＥｒＢ２およびＥｒｂＢ２の両方を阻害するためにＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商
標）の代わりに使用された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファ
イルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、ラパチニブ
＋ソラフィニブ＋化学療法の併用に応答する。
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【表３０】

【０３９９】
　転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検した、またはＣＴＣを血
液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧＦＲ２活性化とともに
、ＥｒｂＢ２およびＰＤＧＦＲの高度の発現および活性化を明らかにした。この患者は、
脳転移を有していた。この患者は、全ＥｒｂＢ２、ＰＤＧＦＲ、およびＶＥＧＦＲ２関連
活性を停止させるためにラパチニブ＋ソラフィニブを用いて治療された。ＰＤＧＦＲはＡ
ｖａｓｔｉｎ（登録商標）耐性患者において過剰発現して活性化されるので、上記に提示
した情報は、ＰＤＧＦＲならびにＶＥＧＦＲを阻害するＡＺＤ２１７１もしくはソラフィ
ニブがそのような腫瘍を治療するための最適な薬剤である可能性があることを示している
。ラパチニブは、この患者が脳転移を有していたので、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）
の代わりに使用された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファイル
を有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、ラパチニブ＋ソ
ラフィニブ＋化学療法に応答する。
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【表３１】

【０４００】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３およびＰＤＧＦＲの高度の
発現および活性化を明らかにした。この患者は、全ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３
、ＰＤＧＦＲ、およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるためにＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登
録商標）＋ラパチニブ＋ソラフィニブを用いて治療された。ＥｒｂＢ１およびＰＤＧＦＲ
はＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）耐性およびＡｖａｓｔｉｎ（登録商標）耐性患者にお
いて過剰発現して活性化されるので、上記に提示した情報は、ＰＤＧＦＲならびにＶＥＧ
ＦＲを阻害するＡＺＤ２１７１もしくはソラフィニブがそのような腫瘍を治療するための
最適な薬剤である可能性があることを示している。ラパチニブは、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ
２の両方およびＥｒｂＢを阻害するためにＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）とともに使用
された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。
そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、ラパチニブ＋Ｈｅｒｃｅｐｔｉ
ｎ（登録商標）＋ソラフィニブ＋化学療法の併用に応答する。
【０４０１】
《実施例１０：ＥＲ、ＰＲ、およびＥｒｂＢ２陰性乳癌を治療するための患者の選択》
　乳癌を備える女性の約１５～２０％は、三重陰性タイプの癌を有する。「三重受容体陰
性乳癌」を備える患者は、進行性の臨床経過および治療選択肢の不足とともに、ホルモン
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選択肢は化学療法であり、これに関連して細胞増殖抑制剤の選択は限定される。三重陰性
乳癌のための標準療法は、典型的には、化学療法、手術、および／または放射線療法の併
用である。標準療法を用いて治療した場合、三重陰性乳癌を備える女性は、非三重陰性乳
癌を備える女性に比較して不良な長期転帰を有する。三重陰性乳癌細胞は、通常は細胞表
面上で発現したＥｒｂＢ１を有する。ＥｒｂＢ１陽性乳癌を備える女性は、腫瘍がＥｒｂ
Ｂ１を発現しない女性に比較して不良な長期転帰を有する。したがって当分野には、三重
陰性乳癌患者のための治療選択肢をプロファイリングする、選択する、および予測する方
法に対する必要がある。
【表３２】

【０４０２】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ＥＲ、ＥｒｂＢ２、およびｐ９５ＥｒＢ２の低い発現および非活
性化を明らかにした。この患者は、ＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるためにタキサン類
＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示
したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備
える患者は、Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）＋化学療法に応答する。
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【表３３】

【０４０３】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、Ｅｒｂ
Ｂ１の中程度の発現および活性化ならびにＶＥＧＦＲ２の活性化を明らかにした。この患
者は、全ＥｒｂＢ１およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるためにＴａｒｖｅｖａ（登
録商標）＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）を用いて治療された。患者は応答し、再生検では
上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファ
イルを備える患者は、Ｔａｒｖｅｖａ（登録商標）＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）＋化学
療法に応答する。
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【表３４】

【０４０４】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、およびＥｒｂＢ３の中程度の発現およ
び活性化を明らかにした。この患者は、全ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、および
ＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるためにＰａｎ　Ｈｅｒ阻害剤＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録
商標）を用いて治療された。患者は応答し、再生検では上記に示したタンパク質プロファ
イルを有していた。そこで、上記のタンパク質プロファイルを備える患者は、Ｐａｎ　Ｈ
ｅｒ阻害剤＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）＋化学療法の併用に応答する。Ｐａｎ　Ｈｅｒ
阻害剤の例には、ＢＭＳ－５９９６２６およびＣＩ－１０３３が含まれるがそれらに限定
されない。
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【表３５】

【０４０５】
　局所的再発性もしくは転移性乳癌を備える患者（閉経前もしくは閉経後女性）を生検し
た、またはＣＴＣを血液から単離した。患者の腫瘍細胞および内皮細胞の分析は、ＶＥＧ
ＦＲ２活性化とともに、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、およびＥｒｂＢ３の中程度の発現およ
び活性化を明らかにした。ＰＴＥＮは、欠失していた。この患者は、全ＥｒｂＢ１、Ｅｒ
ｂＢ２、ＥｒｂＢ３、およびＶＥＧＦＲ２関連活性を停止させるためにＰａｎ　Ｈｅｒ阻
害剤＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）＋ｍＴｏｒ阻害剤を用いて治療された。患者は応答し
、再生検では上記に示したタンパク質プロファイルを有していた。そこで、上記のタンパ
ク質プロファイルを備える患者は、Ｐａｎ　Ｈｅｒ阻害剤＋Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標）
＋ラパマイシン＋化学療法に応答する。
【０４０６】
《実施例１１：治療選択を誘導するためのＥＧＦＲおよび／またはＨＥＲ－２活性化につ
いて乳癌患者を監視する》
　療法を受けた５例の乳癌患者を、本明細書に記載した近接アッセイを使用して、循環腫
瘍細胞（ＣＴＣ）数、染色によるＣＴＳ上のＥＧＦＲ発現、ならびにＥＧＦＲおよびＨＥ
Ｒ－２（ＥｒｂＢ２）リン酸化について試験した。患者の人口統計学データ、癌病歴、お
よび現在の投薬については、各々表３６、３７、および３８に示した。エストロゲン受容
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関する試験結果は、表３９に提供した。表４０および４１は、各サンプル中で検出された
ＣＴＣの数ならびにＥＧＦＲおよびＨＥＲ－２についての相対リン酸化レベルを示してい
る。相対リン酸化レベルは、４つの緩衝液コントロールの平均値を使用して計算した。リ
ン酸化情報は、図１０および１１にもプロットした。図１２は、ＥＧＦＲ、サイトケラチ
ン（ＣＫ）についてのＣＴＣ染色、およびＤＡＰＩを用いたサイトケラチンの画像を示し
ている。細胞系コントロールは、ＨＥＲ－２およびＥＧＦＲ発現各々について陽性である
ＳＫＢｒ３およびＡ４３１であった。６人の正常個人由来の全血は、コントロールと同一
プロトコールを用いて処理した。正常サンプルはいずれも、バックグラウンドを超えるＥ
ＧＦＲまたはＨＥＲ－２リン酸化を示さなかった。
【表３６】

【表３７】
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【表３８】

【表３９】
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【表４０】

【表４１】

【０４０７】
　患者０１－０１９の試験結果は、原発性腫瘍においてＥＲについては陽性、ＰＲおよび
ＨＥＲ－２過剰発現については陰性を示した。この患者にはＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商
標）が投与されず、採血時にはＴａｘｏｔｅｒｅ（登録商標）＋カルボプラチンを用いて
治療されていた。４個のＣＴＣが同定された。これらの細胞はいずれも、Ｖｅｒｉｄｅｘ
　ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（商品名）システムによるＥＧＦＲ発現について陽性染色されな
かった。リガンドを用いた単離ＣＴＣの刺激後に、近接アッセイではＥＧＦＲまたはＨＥ
Ｒ－２の検出可能なリン酸化が見られなかった。これらの状態は、患者の腫瘍細胞がＥＧ
ＦＲ／ＨＥＲ－２経路によって駆動され続けないので、このため現行療法を変更する理由
はないことを医師に知らせる。
【０４０８】
　患者０１－００６についてはＨＥＲ－２試験は報告されなかったが、患者にはＨｅｒｃ
ｅｐｔｉｎ（登録商標）療法が与えられたので、患者はおそらくＨＥＲ－２陽性であった
。この患者は、ＥＲおよびＰＲの両方について陰性であった。患者０１－００６は、染色
によってＥＧＦＲ発現について陽性である１個のＣＴＣを有していた。ＥＧＦＲおよびＨ
ＥＲ－２両方の有意な活性化が検出された。Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）を含む療法
にもかかわらず、ＥＧＦＲ経路もＨＥＲ－２経路も停止させられなかった。活性化は、Ｅ
ＦＧＲとＨＥＲ－２との間でのヘテロ二量体の形成の結果として生じる可能性があり、Ｈ
ｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）阻害の回避を可能にする。これらのデータは、医師に療法
を変更する必要があることを知らせる。ＥＧＦＲおよびＨＥＲ－２の両方を標的とする、
例えばラパチニブ、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋ＺＡＣＴＩＭＡ（商品名）、Ｈｅ
ｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋Ｅｒｂｉｔｕｘ（登録商標）、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）＋Ｉｒｅｓｓａ（登録商標）、またはＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋Ｔａｒｃ
ｅｖａ（登録商標）などの薬剤を含む療法が指示されるであろう。
【０４０９】
　患者０２－０１７の試験結果は、原発性腫瘍においてＥＲ、ＦＲ、およびＨＥＲ－２過
剰発現について陰性を示した。この患者は、以前はアドリアマイシン＋サイトキセンを用
いて治療されていたが、採血時点には癌療法を受けていなかった。このサンプルは３個の
ＣＴＣを含有し、それらの全部がＥＧＦＲ発現について陽性染色された。近接アッセイで
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は、ＥＧＦＲおよびＨＥＲ－２両方の有意な活性化が検出された。この患者の原発性腫瘍
はＨＥＲ－２過剰発現について陰性であったが、ＥＧＦＲ／ＨＥＲ－２経路は活性であっ
た。単独または化学療法薬と併用したＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）を用いた、または
化学療法薬を単独で用いた治療は、この患者にとって適切な療法ではなかったであろう。
これらのデータは、医師にＥＧＦＲおよびＨＥＲ－２の両方を標的とする、例えばラパチ
ニブ、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋ＺＡＣＴＩＭＡ（商標）、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ
（登録商標）＋Ｅｒｂｉｔｕｘ（登録商標）、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋Ｉｒｅ
ｓｓａ（登録商標）、またはＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）＋Ｔａｒｃｅｖａ（登録商
標）などの薬剤を含む療法が指示されることを知らせる。
【０４１０】
　患者０１－００３および０１－０１４の原発性腫瘍は、患者病歴においてＨＥＲ－２過
剰発現について陽性であると報告された。どちらの患者も、ＥＲおよびＰＲについて陰性
であった。患者０１－００３はＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）およびＴａｘｏｔｅｒｅ
（登録商標）を用いて治療され、患者０１－０１４はＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）、
カルボプラチンおよびＴａｘｏｔｅｒｅ（登録商標）を用いて治療されていた。患者０１
－００３は、染色によってＥＧＦＲ発現について陰性である１個のＣＴＣを有していた。
ＥＧＦＲまたはＨＥＲ－２いずれかのリン酸化は検出されなかった。これらのデータは医
師に、原発性腫瘍中で最初に検出されたＨＥＲ－２駆動経路がもはや活性ではないことを
知らせる。原発性腫瘍中でＨＥＲ－２抗体により実際に染色して陽性と判定された原発性
腫瘍のパーセンテージが約１０％であることが多いことを前提にすると、再発と関連する
ＣＴＣはＨＥＲ－２を過剰発現しない可能性があることは予想外ではない。ＥＧＦＲ経路
は、活性ではない。ＥＧＦＲまたはＨＥＲ－２のいずれかに対して向けられた標的療法を
用いてこの患者を治療する理由はない。患者０１－０１４は、３個のＣＴＣを有し、それ
ら全部がＥＧＦＲ発現について陽性染色された。この患者についてＥＧＦＲまたはＨＥＲ
－２いずれかのリン酸化は検出されなかった。ＣＴＣがＥＧＦＲ発現を示したという事実
にもかかわらず、ＥＧＦＲ経路は活性ではなかった。ＨＥＲ－２の非存在下での低レベル
のＥＧＦＲは、癌細胞を活性化するために十分に高くない可能性がある。同様に、この患
者をＥＧＦＲまたはＨＥＲ－２のいずれかに対して向けられた標的療法を用いて治療する
理由はない。
【０４１１】
　表４２は、各患者についての診断的情報の要約および療法の勧告を示している。
【表４２】

【０４１２】
《実施例１２：ｐ９５ＥｒｂＢ２および他の切断受容体チロシンキナーゼまたは臨床サン
プル由来のタンパク質を定量するための新規なアッセイ》
　ＥｒｂＢ２としても公知であるＨＥＲ－２は、上皮成長因子受容体もしくはＨＥＲファ
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ミリーの４つのメンバー（ＨＥＲ－１、ＨＥＲ－２、ＨＥＲ－３、およびＨＥＲ－４）の
うちの１つである。全ＨＥＲ受容体は類似の構造：細胞外リガンド結合ドメイン；短い疎
水性膜貫通領域；および細胞質チロシンキナーゼドメインを共有する。リガンド結合もし
くは受容体過剰発現によって誘導されるＨＥＲ受容体のヘテロもしくはホモ二量体化は、
受容体キナーゼの活性化および数個のチロシン残基のその後のリン酸化を導く。順に、受
容体のカルボキシル末端内に位置するこれらのリン酸化チロシン残基は、メディエータ分
子を動員し、シグナル伝達経路を活性化して、細胞の増殖、分化、および生存の修飾をも
たらす。ＥｒｂＢ２は、ヒト乳癌の約１５％～２５％において過剰発現／増幅し、その過
剰発現／増幅には進行性表現型が結び付いている。
【０４１３】
　ＥｒｂＢ２の細胞外ドメインに高親和性で結合する組換えヒト化モノクローナル抗体で
あるトラスツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標））は、ＥｒｂＢ２過剰発現もしく
はＥｒｂＢ２遺伝子増幅進行性乳癌を備える患者において実質的利点を提供し、それが化
学療法と併用された場合には生存率を向上させる。さらに、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商
標）は最近、ＥｒｂＢ２過剰発現性初期乳癌を備える患者において再発の生じない生存お
よび総生存率を改善することが証明されている。
【０４１４】
　しかしＥｒｂＢ２過剰発現性乳癌を備える患者の７０％～８０％は、一次もしくは獲得
耐性のいずれかに起因して単剤療法として投与された場合にＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商
標）に応答しない。Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）耐性については幾つかの潜在的メカ
ニズムがあり、そのメカニズムは：染色体１０番（ＰＴＥＮ）が欠失したホスファターゼ
およびテンシンホモログの不活性化もしくは消失；インスリン様成長因子受容体（ＩＧＦ
－１Ｒ）を含む他のチロシンキナーゼ受容体の活性化；およびアミノ末端細胞外Ｈｅｒｃ
ｅｐｔｉｎ（登録商標）結合ドメインが欠如するＥｒｂＢ２受容体の切断形の蓄積を含む
。
【０４１５】
　集合的にｐ９５ＥｒｂＢ２もしくはＣ末端フラグメントとして公知である細胞質カルボ
キシル末端フラグメントだけを含有する切断ＥｒｂＢ２ポリペプチドは、ＥｒｂＢ２発現
性乳癌細胞系および腫瘍において見いだされることが多い。実際に、これらのフラグメン
トは、一部の腫瘍において優勢なＥｒｂＢ２形である。これらのフラグメントは全長Ｅｒ
ｂＢ２の細胞外ドメインのタンパク質分解プロセスを通して、または膜貫通ドメインの前
および後の各々に位置する２つのメチオニン残基（アミノ酸６１１または６８７）からの
翻訳の選択的開始によって生じる。
【０４１６】
　ｐ９５ＥｒｂＢ２の生物学的機能は完全には特性解析されていないが、ｐ９５ＥｒｂＢ
２の過剰発現は、ヌードマウスにおける腫瘍異種移植片の増殖をもたらすことが証明され
ている。ｐ９５ＥｒｂＢ２タンパク質はキナーゼ活性を有し、この活性は腫瘍増殖のため
に必要とされる。切断受容体ｐ９５ＥｒｂＢ２がＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）結合細
胞外ドメインの非存在下においてキナーゼ活性を有するという事実は、ｐ９５ＥｒｂＢ２
発現性腫瘍がＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）に耐性であるが、例えばラパチニブ（Ｈｅ
ｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）に耐性であるＥｒｂＢ２発現腫瘍を備える患者において活性
を有するＥｒｂＢ２の低分子量チロシンキナーゼ阻害剤）などのｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤の
阻害作用に感受性である可能性があることを示唆している。初期臨床試験データは、ｐ９
５ＥｒｂＢ２を発現する患者９例中８例がＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）に耐性である
ことを示している。さらに最近、ｐａｎ－ＨＥＲチロシンキナーゼ阻害剤およびＨｅｒｃ
ｅｐｔｉｎ（登録商標）に対する獲得耐性がＥｒｂＢ３の過剰発現をもたらすフィードバ
ックメカニズムまたはｐ９５ＥｒｂＢ２の形成をもたらすＥｒｂＢ２の可能性のある切断
のいずれかを通して発生することも証明されている。
【０４１７】
　Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）はＥｒｂＢ２切断を阻害するので、Ｈｅｒｃｅｐｔｉ
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ｎ（登録商標）とｐａｎ－ＨＥＲチロシンキナーゼ阻害剤の併用が、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ
（登録商標）および／またはｐａｎ－ＨＥＲチロシンキナーゼ阻害剤への獲得耐性を備え
る患者を治療するために理想的な可能性がある。
【０４１８】
　ｐ９５ＥｒｂＢ２を検出するための現行方法に関して、ヒト乳房腫瘍中でのｐ９５Ｅｒ
ｂＢ２の存在は、ウエスタンブロット分析によって検出できる。しかしこの技術は、大量
の新鮮凍結腫瘍組織を必要とするので、そのような組織を臨床サンプルから入手可能であ
ることはまれなために重大な制限となる。免疫蛍光に基づくｐ９５ＥｒｂＢ２検出アッセ
イは、臨床サンプルからのルーチンのホルマリン固定パラフィン包埋組織切片上で実施で
きる。この技術はｐ９５ＥｒｂＢ２が細胞質および細胞膜の両方に局在するが、全長Ｅｒ
ｂＢ２は局在しないという観察から構築される。本方法は、細胞内ドメインを標的とする
抗ＥｒｂＢ２抗体を使用し、示差的細胞質染色に依存する。しかし、免疫蛍光に基づく方
法は、感受性が限定されており（１細胞当たり約１０，０００個の受容体）、腫瘍増殖を
駆動する低レベルのｐ９５ＥｒｂＢ２を検出できない。さらに、機能的ｐ９５ＥｒｂＢ２
ポリペプチドは、細胞膜上に局在し、細胞質内には局在しない。さらに、細胞質内に内在
化するＥｒｂＢ２と細胞質内のｐ９５ＥｒｂＢ２とを識別することは困難である。
【０４１９】
　本明細書に記載した新規な超高感受性、および高特異性アッセイ法は、ｐ９５ＥｒｂＢ
２を検出するための現行方法の限界を克服し、例えば細針吸引液、コア生検標本、および
血液から得られた循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）などの極めて様々な臨床サンプルについて実施
できる。ｐ９５ＥｒｂＢ２を測定することに加えて、本発明の方法は、微量の生物学的材
料由来のＰＴＥＮおよびＩＧＦ－１Ｒと一緒にＥｒｂＢファミリーの全４つのメンバーの
活性化を検出することができる。
【０４２０】
典型的な方法
　図１３は、全長ＥｒｂＢ２は、ポリスチレンビーズもしくはポリマーデキストランに付
着させたＥｒｂＢ２の細胞外ドメインに結合する抗体を用いて臨床サンプルから取り除け
ることを示している。このアッセイは、迅速な液相結合動態、ビーズに結合した受容体抗
体による全長タンパク質の選択的抽出、およびビーズ結合タンパク質の平面アレイへ結合
する不能力を利用する。または、磁気帯電したビーズを使用すると全長ＥｒｂＢ２後部を
保持することができ、切断ｐ９５ＥｒｂＢ２だけがマイクロアレイに適用されるであろう
。
【０４２１】
　以下のアッセイ方法「Ａ」は、高感受性および特異性近接アッセイを用いたｐ９５Ｅｒ
ｂＢ２の検出を例示している。以下のアッセイ方法「Ｂ」は、単一抗体を用いたｐ９５Ｅ
ｒｂＢ２の検出を例示している。切断タンパク質を検出するためのこれらの方法は、ｐ９
５ＥｒｂＢ２、ＥＧＦＲ　Ｖ１１１突然変異体（膠芽細胞腫、結腸直腸癌などに関係して
いる）、その他の切断受容体チロシンキナーゼ、カスパーゼなどを含むがそれらに限定さ
れない多数の様々なタンパク質に適用することができる。
【０４２２】
Ａ．チラミドシグナル増幅を用いたマイクロアレイＥＬＩＳＡを使用した切断受容体の近
接二重検出。
　この実施例は、希少循環細胞中でのｐ９５ＥｒｂＢ２などの切断受容体を検出するのに
適切な優れたダイナミックレンジを有する多重高スループット近接二重検出マイクロアレ
イＥＬＩＳＡについて例示する：
　１）捕捉抗体は、１ｍｇ／ｍＬ～０．００４ｍｇ／ｍＬの範囲内の連続希釈液を含む１
６パッドのＦＡＳＴスライド（Ｗｈａｔｍａｎ社）上でプリントする。
　２）一晩乾燥押させた後、スライドはＷｈａｔｍａｎ社製遮断緩衝液を用いて遮断する
。
　３）抗ＥｒｂＢ２（細胞外）抗体コーティングビーズを含む、または含まない８０μＬ
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のＢＴ４７４細胞溶解物は、１０倍の連続希釈液を含む各パッド上に加える。スライドは
、室温で２時間にわたりインキュベートする。
　４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎを用いた６回の洗浄後、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ／２％　ＢＳＡ／
１％　ＦＢＳ中に希釈した近接アッセイのための８０μＬの検出抗体をスライドに加える
。使用した検出抗体は：（１）グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）に直接結合したＥｒｂＢ
２の細胞内ドメインに特異的である抗ＥｒｂＢ２抗体；および（２）西洋ワサビペルオキ
シダーゼ（ＨＲＰ）に直接結合しているリン酸化ＥＧＦＲを認識するモノクローナル抗体
である。インキュベーションは、室温で２時間にわたる。
　５）シグナル増幅のために、５μｇ／ｍＬの８０μＬのビオチン－チラミドを加え、５
０ｍＭのグルコースと一緒に１５分間にわたり反応させる。スライドはＴＢＳ－Ｔｗｅｅ
ｎを用いて６回、２０％　ＤＭＳＯ／ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎを用いて２回、およびＴＢＳを
用いて１回洗浄する。８０μＬのＡＳ－Ａｌｅｘａ　５５５を加え、３０分間にわたりイ
ンキュベートする。次にこのスライドを２回洗浄し、５分間乾燥させ、マイクロアレイス
キャナー（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ社）上でスキャンする。
　６）非限定的な例として、スライド１は全ＥｒｂＢ２活性化について報告できるが、ス
ライド２は切断ＥｒｂＢ２活性化について報告できる。サンプル中の活性化または全切断
ＥｒｂＢ２の量に基づくと、適切な療法を選択できる。
【０４２３】
Ｂ．チラミドシグナル増幅を用いたマイクロアレイＥＬＩＳＡを使用した切断受容体の検
出。
　この実施例は、希少循環細胞中でのｐ９５ＥｒｂＢ２などの切断受容体を検出するのに
適切な優れたダイナミックレンジを有する多重高スループット近接単一検出マイクロアレ
イＥＬＩＳＡについて例示する：
　１）捕捉抗体は、１ｍｇ／ｍＬ～０．００４ｍｇ／ｍＬの範囲内の連続希釈液を含む１
６パッドのＦＡＳＴスライド（Ｗｈａｔｍａｎ社）上でプリントする。
　２）一晩乾燥押させた後、スライドはＷｈａｔｍａｎ社製遮断緩衝液を用いて遮断する
。
　３）抗ＥｒｂＢ２（細胞外）抗体コーティングビーズを含む、または含まない８０μＬ
のＢＴ４７４細胞溶解物は、１０倍の連続希釈液を含む各パッド上に加える。スライドは
、室温で２時間にわたりインキュベートする。
　４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎを用いた６回の洗浄後、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ／２％　ＢＳＡ／
１％　ＦＢＳ中に希釈したアッセイのための８０μＬの検出抗体をスライドに加える。使
用した検出抗体は、ＨＲＰに直接結合したＥｒｂＢ２の細胞内ドメインに対して特異的な
抗ＥｒｂＢ２抗体である。インキュベーションは、室温で２時間にわたる。
　５）シグナル増幅のために、５μｇ／ｍＬの８０μＬのビオチン－チラミドを加え、１
ｍＭの過酸化水素と一緒に１５分間にわたり反応させる。スライドはＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ
を用いて６回、２０％　ＤＭＳＯ／ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎを用いて２回、およびＴＢＳを用
いて１回洗浄する。
　６）８０μＬのＡＳ－Ａｌｅｘａ　５５５を加え、３０分間にわたりインキュベートす
る。次にこのスライドを２回洗浄し、５分間乾燥させ、マイクロアレイスキャナー（Ｐｅ
ｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ社）上でスキャンする。
　７）非限定的な例として、スライド１は全ＥｒｂＢ２活性化について報告できるが、ス
ライド２は切断ＥｒｂＢ２活性化について報告できる。サンプル中の活性化または全切断
ＥｒｂＢ２の量に基づくと、適切な療法を選択できる。
【０４２４】
　例えばｐ９５ＥｒｂＢ２などの切断受容体を検出するための本発明の１つの実施形態は
、図１４に示した。図１４Ａは、当該の受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）に向けられた
抗体でコーティングされたビーズが全長受容体には結合するが、切断受容体（例えば、ｐ
９５）には結合しないので、あらゆる全長受容体を本アッセイから取り除くことを示して
いる。図１４Ｂは、切断受容体がいったん捕捉抗体に結合すると、その後は全長受容体の
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細胞内ドメイン（ＩＣＤ）に対して特異的な検出抗体によって検出できることを示してい
る。検出抗体は、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）へ直接的に結合させることがで
きる。チラミドシグナル増幅（ＴＳＡ）は、次に、検出すべきシグナルを生成するために
実施できる。
【０４２５】
　ｐ９５ＥｒｂＢ２に関連して、図１５は、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ－２）の細胞外ドメイン
（ＥＣＤ）に向けられた抗体でコーティングされたビーズを用いた前処理が、ＥｒｂＢ２
細胞内ドメイン（ＩＣＤ）シグナルに影響を及ぼすことなく全長ＥｒｂＢ２シグナルをほ
ぼ完全に除去したことを示している。全長ＥｒｂＢ２シグナルの減少は、抗体結合ビーズ
の量が４μｇ／ｍＬから１２μｇ／ｍＬへ増加するにつれて全長ＥｒｂＢ２シグナルが９
．５９％から２．８４％へ減少したので、本アッセイにおいて使用したＨＥＲ－２　ＥＣ
Ｄ抗体結合ビーズの濃度に依存した。
【０４２６】
　図１６および１７は、ｐ９５ＥｒｂＢ２が上述したアッセイ方法を用いて特異的に検出
されたことを確証している。図１６に示したように、ＡＰＭＡ（（４－アミノフェニル）
酢酸第二水銀）処理は、ＢＴ－４７４細胞内でのｐ９５ＥｒｂＢ２リン酸化を増加させた
。図１７は、ヘレグリン（ｈｅｒｅｇｕｌｉｎ）がＴ４７Ｄ細胞内でのｐ９５ＥｒｂＢ２
リン酸化を増加させたことを示している。
【０４２７】
　したがって、患者サンプル中の例えばｐ９５ＥｒｂＢ２などの切断タンパク質を検出す
るための上述した方法は、現在利用可能な方法に比して少なくとも下記の利点を提供する
：
　１）単細胞から切断受容体を検出する能力を提供する高感受性。
　２）より高い特異性。
　３）単一タンパク質の代わりに多重マイクロアレイを使用して全経路上で報告する能力
。
　４）拡張可能性。
【０４２８】
《実施例１３：遺伝子発現パネルにより再発リスクを同定した後の病期Ｉ期またはＩＩ期
リンパ節陰性浸潤性乳癌を有する患者を治療するための選択》
　例えばリンパ節陰性疾患を備える様々な女性集団における乳癌の予後および／または再
発の可能性を予測する遺伝子発現マーカーのパネルが開発されている。これらの遺伝子パ
ネルは、再発を経験する可能性が低い、したがって、アジュバント化学療法からの利益が
得られる可能性が低い女性を同定するために有用な場合がある。これらの発現パネルを使
用すると、疾患のない、そして全生存期間転帰へ不都合な影響を及ぼさずに、アジュバン
ト化学療法を安全に回避できる女性を同定することができる。適切なシステムには、Ｇｅ
ｎｏｍｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ社からの２１遺伝子パネルであるＯｎｃｏｔｙｐｅ　ＤＸ（商
品名）；Ａｇｅｎｄｉａ社（オランダ国アムステルダム）からの７０遺伝子パネルである
ＭａｍｍａＰｒｉｎｔ（登録商標）；およびＶｅｒｉｄｅｘ社（ニュージャージー州ウォ
ーレン）からの７６遺伝子パネルが含まれるがそれらに限定されない。これらのパネルは
、上述の実施例に記載した方法を使用して選択された適切な標的療法とともに化学療法を
含める必要を決定するために経路活性化の分析と結び付けて使用することができる。
【０４２９】
　以下のプロトコールは、乳癌を治療するのに適切な標的療法または標的療法の組み合わ
せを選択するために活性化状態プロファイリングと結び付けて遺伝子発現プロファイリン
グが使用される、本発明の典型的な実施形態を提供する：
　１）生検パンチを用いて、最小厚さ３ｍｍおよび最大厚さ５ｍｍを備える腫瘍サンプル
を収集する。生検標本は、ＲＮＡＲｅｔａｉｎ（商品名）保存料を含有するサンプル試験
管内に直接入れる。この試験管は、ＭａｍｍａＰｒｉｎｔ（登録商標）アッセイを用いて
試験するためにＡｇｅｎｄｉａ社へ直ちに送付する。
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　２）Ａｇｅｎｄｉａ社からの試験報告書は、患者を「良好」シグニチャー／低リスク群
または「不良」シグニチャー／高リスク群に指定する。患者が低リスク群に含まれる場合
は、患者は疾患のない、そして全生存期間へ不都合な影響を及ぼさずに、アジュバント化
学療法を安全に回避することができる。
　３）ＭａｍｍａＰｒｉｎｔ（登録商標）アッセイは、ＥＲ陽性またはＥＲ陰性のいずれ
かである患者に適用できる。ＥＲおよびＥｒｂＢ２状態が決定されると、患者は実施例８
に記載した乳癌のサブクラスの１つに指定される。４つの主要サブクラスは、次の通りで
ある：
　１．ＥＲ＋／ＰＲ＋／ＥｒｂＢ２－
　２．ＥＲ＋／ＥｒｂＢ２＋
　３．ＥＲ－／ＥｒｂＢ２＋
　４．ＥＲ－／ＰＲ－／ＥｒｂＢ２
　４）腫瘍細胞（例えば、ＣＴＣ）は、実施例１に記載したように血液から単離し、分析
のために調製する。または、生検標本の一部分を使用して実施例２に記載した腫瘍細胞抽
出物を調製することができる。細胞標本は、実施例３または実施例４に記載したようにア
ッセイされる。活性化プロファイルは、実施例８（表４から表２２）、実施例９（表２３
から表３１）、および実施例１０（表３２から表３５）に記載された方法と類似方法で評
価する。適切な標的療法または標的療法の組み合わせを選択する。患者が低リスク群に含
まれる場合は、化学療法は加えられない。患者が高リスク群に含まれる場合は、臨床情報
に基づいて医師が選択した化学療法が標的療法に加えられる。
【０４３０】
《実施例１４：遺伝子発現パネルによる一次起源組織決定後の治療のための患者の選択》
　全転移性腫瘍の約３％～５％は、原発不明癌（ＣＵＰ）のカテゴリーに分類される。起
源組織の正確な診断は、現行療法が多分に解剖学的部位に基づいているので、治療法の決
定において重要である。遺伝子発現パネルは、最初に乳癌を備えると診断された女性に与
えられる療法と一致する療法から利益が得られるであろう転移性癌を備える女性を同定す
る際に有用な場合がある。適切なシステムには、ｍｉｃｒｏＲＮＡの発現パターンの分析
を通して癌および起源組織を分類するＲｏｓｅｔｔａ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　ＣＵＰアッセ
イ（例えば、国際公開第０８／１１７２７８号パンフレットを参照されたい）；３９の腫
瘍タイプについて原発起源部位を同定するために９２種の遺伝子を測定するＲＴ－ＰＣＲ
に基づく発現アッセイであるＡｖｉａｒａ　ＤＸ（カリフォルニア州カールズバッド）Ｃ
ａｎｃｅｒＴＹＰＥ　ＩＤ（商品名）アッセイ；およびマイクロアレイ上で１，６００種
を超える遺伝子の発現を測定して１５の公知の組織タイプと腫瘍の遺伝子発現「シグニチ
ャー」を比較する、Ｐａｔｈｗｏｒｋ（商品名）起源組織検査（カリフォルニア州サニー
ベール）が含まれるがそれらに限定されない。患者の原発性癌の組織が乳房であると同定
されると、経路活性化プロファイルを使用して治療スケジュールに含めるために適切な標
的療法を選択することができる。
【０４３１】
　以下のプロトコールは、乳癌を治療するのに適切な標的療法または標的療法の組み合わ
せを選択するために活性化状態プロファイリングと結び付けて遺伝子発現プロファイリン
グが使用される、本発明の典型的な実施形態を提供する：
　１）転移性腫瘍から外科的または細針生検のいずれかによって切除された厚さ７μｍの
組織切片を載せた２枚以上のガラススライドを患者から入手する。これらの細胞は、ホル
マリン中で固定して、パラフィン（ＦＦＰＥ）内に包埋する。追加の１枚の同一腫瘍のＨ
＆Ｅ染色スライドをＨ＆Ｅで染色する。
　２）病理学者は、Ｈ＆Ｅスライドを精査し、ＣａｎｃｅｒＴＹＰＥ　ＩＤ（商品名）ア
ッセイのために収集すべき領域を指示する。これらのスライドは、分析のためにＡｖｉａ
ｒａ　ＤＸ社へ送付する。
　３）Ａｖｉａｒａ　ＤＸ社からの試験報告書は、ｋ－最近傍分析から決定された上位５
つの最も可能性が高い部位を指示し、予測が引き出される。患者のための予測が原発不明
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腫瘍として乳腺を示す場合、患者の腫瘍細胞は経路活性化について評価することができる
。
　４）腫瘍細胞（例えば、ＣＴＣ）は、実施例１に記載したように血液から単離し、分析
のために調製する。または、細針生検標本を使用して実施例２に記載した腫瘍細胞抽出物
を調製することができる。細胞標本は、実施例３または実施例４に記載したようにアッセ
イされる。活性化プロファイルは、実施例８（表４から表２２）、実施例９（表２３から
表３１）、および実施例１０（表３２から表３５）に記載された方法と類似方法で評価す
る。適切な標的療法または標的療法の組み合わせを選択する。
【０４３２】
《実施例１５：近接アッセイを使用した新規な乳癌検査セット》
背景：
　２００８年には、合衆国内の女性において推定１８２，４６０例の浸潤性乳癌の新規症
例が同定されるであろう。乳癌を備える女性の約２０％は、診断時点にＨＥＲ－２の過剰
発現を有する。ＨＥＲ－２過剰発現（ＨＥＲ－２陽性）乳癌は、癌のより進行性形態と結
び付いているので、このためより不良な生存率およびより高い再発率を生じさせる。ＨＥ
Ｒ－２陽性患者は、モノクローナル抗体薬であるトラスツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（
登録商標））を用いて治療されることが多い。しかしＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）は
、高価で潜在的に心臓毒性治療法である；このため臨床転帰を最適化するためには、候補
患者の正確な同定が絶対に必要である。Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）はＨＥＲ－２を
遮断することによって機能するので、このため腫瘍細胞増殖を減少させる。ラパチニブ（
Ｔｙｋｅｒｂ（登録商標））は、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）両方が失敗した患者の
ために使用されることが多い低分子キナーゼ阻害剤である。
【０４３３】
現行のＨＥＲ－２検査選択肢：
　ＨＥＲ－２の状態は、典型的には下記の一方または両方によって評価される：（１）免
疫組織化学的アッセイ（ＩＨＣ）を用いた受容体タンパク質検査；または（２）蛍光イン
サイチューハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）試験法を用いた遺伝子増幅。しかし現行
の検査法には精度が欠如していること、検査室間で高度に変動する可能性があること、さ
らに検査室へ受領される前の標本取り扱いにおける相違によって変動する可能性があるこ
とが広く認識されている。実際に、入手可能な証拠は、現行のＨＥＲ－２検査の約２０％
は不正確な可能性があることを示唆している（ＡＳＣＯ／ＣＡＰ　Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ
　ｆｏｒ　ＨＥＲ－２　Ｔｅｓｔｉｎｇ　ｉｎ　Ｂｒｅａｓｔ　Ｃａｎｃｅｒ，Ｊ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｏｎｃｏｌｏｇｙ（２００７））。
【０４３４】
近接アッセイに基づく乳癌検査：
　この実施例に記載する新規な乳癌検査セットは、本明細書に記載した多重高スループッ
ト近接（すなわち、３抗体）アッセイを利用する。そのような診断検査は、乳癌を備える
患者から採取した循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）または細針吸引液（ＦＮＡ）中のＨＥＲ－２の
発現および活性化を決定することに特に有用であり、乳癌患者のための療法選択に役立つ
であろう。
【０４３５】
　以下のプロトコールでは、この実施例において規定した全検査のために使用する標準フ
ォーマットを記載する：
　１．血液サンプルを収集する：
　　ａ．血液を２本の７．５ｍＬ試験管に採血する。
　　ｂ．他の血液成分から循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を分離するために上皮細胞に特異的な
結合タンパク質を備えるＶｅｒｉｄｅｘ上皮細胞接着分子（ＥｐＣＡＭ）磁気ビーズを使
用する。
　　ｃ．サンプルを洗浄する。
　２．１つのサンプルを活性化し（生きている細胞だけが活性化される）、それらの細胞



(132) JP 2013-174616 A 2013.9.5

10

20

30

40

50

を溶解させる。
　３．他のサンプルの細胞を溶解させる。
　４．（これは各検査間で変動性の工程である）全活性化タンパク質およびサイトケラチ
ンを定量するために活性化サンプル中の２つのタンパク質（例えば、シグナル伝達タンパ
ク質）およびサイトケラチンを検出するために近接マイクロアレイアッセイを使用する：
　　ａ．２つのタンパク質およびサイトケラチン（ＣＫ）に特異的である３つのモノクロ
ーナル抗体をマイクロアレイに固相化する。
　　ｂ．分析物をそれらに対して特異的なモノクローナル抗体に結合させるために、サン
プルをマイクロアレイチップの上方に注入する。
　　ｃ．６つの追加のモノクローナル抗体の混合物をマイクロアレイチップ上に注入する
（分析物１つ当たり２つのモノクローナル抗体）。蛍光を分析物の部位で発生させるため
に、全３種の特異的モノクローナル抗体（１つの固相化された抗体および２つの注入され
た抗体）がその分析物に結合しなければならない。
　５．全タンパク質を定量するために不活性化サンプル中の２つのタンパク質のタンパク
質マイクロアレイ分析。
　６．各活性化タンパク質の結果は、不活性化サンプルを用いて較正される。これは、３
つの分析物各々について「＋」または「－」の結果を備える定量的タンパク質結果を生じ
させるであろう。
【０４３６】
　生成物Ａ［Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）］：この検査は、ＨＥＲ－２活性化／リン
酸化を検出するためのベースライン時ＥｒｂＢ活性化アッセイである。この検査は、ＨＥ
Ｒ－２不一致を決定するために病期ＩＩＩ期およびＩＶ期において使用するための増強Ｅ
ｒｂＢ活性化アッセイでもある。近接マイクロアレイアッセイは、全活性化タンパク質お
よびサイトケラチンを定量するために活性化サンプル中のＥｒｂＢ１／ＨＥＲ－１、Ｅｒ
ｂＢ２／ＨＥＲ－２、およびサイトケラチンを検出するために実施する。ＥｒｂＢ１／Ｈ
ＥＲ－１およびＥｒｂＢ２／ＨＥＲ－２に対するモノクローナル抗体を使用するが、上皮
細胞のためにはパンサイトケラチン抗体を使用する。定量的シグナルは、ＨＥＲ－２およ
びＨＥＲ－１タンパク質の活性化および発現について説明する。相対活性化スコアは、リ
ン酸化対発現の比率から引き出される。本検査は：ＨＥＲ－２活性化（リン酸化）；ＨＥ
Ｒ－２発現；ＨＥＲ－１活性化（リン酸化）；ＨＥＲ－１発現；およびパンサイトケラチ
ン（細胞数標準化のため）を定量する。本検査は、ＨＥＲ－２活性化が単一循環腫瘍細胞
中で検出されるので、高感受性を有する。本検査はさらに、他のマーカーとの１％未満の
交差反応性によって測定されるように≧９９％の特異性を有する。再現性（アッセイ内）
：ＣＶ＝５～１５％．再現性（アッセイ間）：ＣＶ＝１０～２０％．検査報告書は、下記
を提供する：（１）定量的量および陽性もしくは陰性として報告されるＨＥＲ－２および
ＨＥＲ－１リン酸化；（２）定量的量および陽性もしくは陰性として報告されるＨＥＲ－
２およびＨＥＲ－１の発現；ならびに（３）サイトケラチンの定量。ＨＥＲ－１もしくは
ＨＥＲ－２のレベルが正常であるがサイトケラチンのレベルが高い場合は、これは乳癌を
診断するが、ＨＥＲ－１もしくはＨＥＲ－２標的療法の使用を指示しないであろう。
【０４３７】
　生成物Ｂ［Ｔｙｋｅｒｂ（登録商標）受入れ検査］：この検査は、ｐ９５ＨＥＲ－２お
よびＥＧＦＲの検出を含む強化ＥｒｂＢ活性化アッセイである。詳細には、これは、Ｈｅ
ｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）を用いた治療に失敗したＨＥＲ－２陽性患者のためのラパチ
ニブ（Ｔｙｋｅｒｂ（登録商標））療法についての受入れ検査である。この検査は、Ｈｅ
ｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）患者の選択および監視、ならびに患者をＨｅｒｃｅｐｔｉｎ
（登録商標）からＴｙｋｅｒｂ（登録商標）療法へ切り換える際に役立つ。近接マイクロ
アレイアッセイは、全活性化タンパク質およびサイトケラチンを定量するために活性化サ
ンプル中のＥｒｂＢ１／ＨＥＲ－１、ＥｒｂＢ２／ＨＥＲ－２、ｐ９５ＨＥＲ－２、およ
びサイトケラチンを検出するために実施する。ＥｒｂＢ１／ＨＥＲ－１およびｐ９５ＨＥ
Ｒ－２に対するモノクローナル抗体を使用するが、上皮細胞のためにはパンサイトケラチ
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ン抗体を使用する。本検査は：ｐ９５－ＨＥＲ－２活性化（リン酸化）；ｐ９５－ＨＥＲ
－２発現；ＨＥＲ－１活性化（リン酸化）；ＨＥＲ－１発現；およびパンサイトケラチン
（細胞数標準化のため）を定量する。この検査は、事前にＩＨＣもしくはＦＩＳＨに基づ
いてＨＥＲ－２陽性であると指定され、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）が失敗した、ｐ
９５－ＨＥＲ－２疾患を備える転移性患者の臨床試験において妥当性確認することができ
る。近接アッセイに基づいてｐ９５－ＨＥＲ－２およびＨＥＲ－１の活性化を示す患者は
、Ｔｙｋｅｒｂ（登録商標）を用いて治療することができる。本試験は、Ｔｙｋｅｒｂ（
登録商標）を用いて治療されたｐ９５－ＨＥＲ－２－陽性患者間で全生存率において利点
を示すであろう。ｐ９５ＨＥＲ－２はＨＥＲ－２のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）結合
細胞外ドメインが欠如するので、高ｐ９５ＨＥＲ－２レベルはＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録
商標）を除外し、代わりにＴｙｋｅｒｂ（登録商標）の使用を指示するであろう。しかし
ＨＥＲ－１もしくはＨＥＲ－２のレベルが正常であるがサイトケラチンのレベルが高い場
合は、これは乳癌を診断するが、ＨＥＲ－１もしくはＨＥＲ－２標的療法の使用を指示し
ないであろう。
【０４３８】
　図１８は、特定患者のために適切な乳癌療法を選択することに関して臨床実践に影響を
及ぼすために本発明の方法を使用できる複数の時点を例示している。
【０４３９】
《実施例１６：スルフヒドリル活性化デキストランの調製》
　この実施例では、遊離スルフヒドリル基をデキストラン分子に組み込むためのプロトコ
ールを記載する。実施例１７に例示したように、スルフヒドリル修飾デキストラン分子は
、本明細書に記載した単一検出および近接アッセイにおいて使用するための抗体およびグ
ルコースオキシダーゼ（ＧＯ）を備えるコンジュゲートを調製するために使用できる。一
部の実施形態では、スルフヒドリル活性化５００ｋＤａデキストラン分子は、抗体：ＧＯ
：デキストランの比率が２：１２：１であるように抗体およびＧＯへ結合させることがで
きる。スルフヒドリル活性化５００ｋＤａデキストラン分子の抗体およびＧＯへの結合は
、有利にはアッセイの感受性を約１０倍増強する。他の実施形態では、スルフヒドリル活
性化７０ｋＤａデキストラン分子は、抗体および西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）
へ結合させることができる。
【０４４０】
用語の定義および頭字語：
　１．デキストラン＝グルコースポリマー
　２．塩酸＝ＨＣｌ
　３．Ｎ－（３－ジメチルアミノプロピル）Ｎ’－エチルカルボジイミド塩酸塩＝ＥＤＣ
　４．リン酸緩衝食塩液＝ＰＢＳ
　５．水酸化ナトリウム＝ＮａＯＨ
　６．２－モルホリノエタンスルホン酸＝ＭＥＳ
　７．エチレンジアミン四酢酸＝ＥＤＴＡ
【０４４１】
器具類および装置：
　１．水浴（Ｆｉｓｈｅｒ社、Ｉｓｏｔｅｍｐ　２１０）
　２．ＥＬＩＳＡプレートリーダー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ社、Ｓｐｅｃ
ｔｒａＭＡＸ１９００）
　３．ＥＬＩＳＡプレート洗浄装置（Ｎｕｎｃ社、Ｎｕｎｃ－Ｉｍｍｕｎｏ　Ｗａｓｈ　
８）
　４．ボルテックス・ミキサー（Ｆｉｓｈｅｒ社、Ｖｏｒｔｅｘ　Ｍｉｘｅｒ）
　５．凍結乾燥機（Ｖｉｒｔｉｓ社、Ｆｒｅｅｚｅｍｏｂｉｌｅ　１２）
　６．遠心分離器（Ｂｅｃｋｍａｎ社、ＧＳ－６Ｒ）
　７．マグネチック・スターラー（Ｃｏｒｎｉｎｇ社、ＰＣ－４１０Ｄ）
　８．ＮＡＮＯｐｕｒｅ水を生成するための装置（Ｂａｒｎｓｔｅａｄ社、ＮＡＮＯｐｕ
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ｒｅ　Ｄｌａｍｏｎｄ）
　９．透析カセット（Ｐｉｅｒｃｅ社、６６３８０）
【０４４２】
試薬、化学薬品、および供給品：
　１．５００ｋＤａデキストラン（Ｆｉｓｈｅｒ社、ＢＰ１５８０－１００）
　２．ブロモ酢酸（Ｓｉｇｍａ社、２５９３５７）
　３．水酸化ナトリウム（Ｆｉｓｈｅｒ社、Ｓ３１８－５００）
　４．イソプロパノール（Ｆｉｓｈｅｒｒ社、Ａ４５１－４）
　５．１２Ｎ塩酸（Ｆｉｓｈｅｒ社、Ａ１４４－５００）
　６．システアミン（Ｓｉｇｍａ社、Ｍ９７６８）
　７．Ｎ－（３－ジメチルアミノプロピル）Ｎ’－エチルカルボジイミド塩酸塩（Ｐｉｅ
ｒｃｅ社、２２９８０）
　８．リン酸緩衝食塩液（Ｃｅｌｌｇｒｏ社、２１－０４０－ＣＶ）
　９．０．５Ｍエチレンジアミン四酢酸溶液（ＧＩＢＣＯ、１５５７５－０３８）
　１０．２－モルホリノエタンスルホン酸（Ｆｌｕｋａ社、６９８９２）
　１１．１０×リン酸緩衝食塩液（Ｆｉｓｈｅｒ社、ＢＰ３９９－５００）
【０４４３】
緩衝液および溶液：
　１．２．９Ｍ　ＮａＯＨ：５．８ｇの水酸化ナトリウムを５０ｍＬのＮａｎｏｐｕｒｅ
水へ溶解させる。
　２．５０ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液：５．３３ｇの２－モルホリノエタンスルホン酸を５００
ｍＬのＮＡＮＯｐｕｒｅ水中に溶解させ、１２Ｎ　ＨＣｌを使用してｐＨを４．５へ調整
する。
　３．透析緩衝液：１０ｍＬの０．５Ｍ　ＥＤＴＡ溶液および１００ｍＬの１０×ＰＢＳ
を８９０ｍＬのＮａｎｏｐｕｒｅ水へ加えて、ＰＢＳ中で最終濃度５ｍＭのＥＤＴＡを作
成する。
【０４４４】
方法：
カルボキシル基のデキストランへの組み込み：
　１．５０ｍＬのポリプロピレン製スクリューキャップ付き試験管内の８．５ｍＬの２．
９Ｍ　ＮａＯＨ中に溶解させた１ｇの５００ｋＤａデキストラン（２μｍｏｌ）に８５０
ｍｇのブロモ酢酸を加える。ボルテックス・ミキサーにかけて完全に混合した後、試験管
を５０℃の水浴中で一晩インキュベートする。
　２．インキュベーション後、カルボキシル化デキストランを沈降させるためにイソプロ
パノールを７０（容量／容量）％の最終濃度へ反応混合液を加える。ボルテックス・ミキ
サーを用いて混合した後、この溶液を１５分間にわたり室温のＢｅｃｋｍａｎ社製遠心分
離装置において３，０００ｒｐｍで回転させ、上清を廃棄する。
　３．沈降物を１０ｍＬのＮａｎｏｐｕｒｅ水中に再溶解させ、イソプロパノールを用い
ても沈降物が得られなくなるまで、イソプロパノールを用いた沈降を２～３回以上繰り返
す。次に沈降物を再生成するためにボルテックス・ミキサーにかけながら１２Ｎ　ＨＣｌ
を用いて透明の７０％イソプロパノール溶液のｐＨを４へ調整し、この混合物を再びＢｅ
ｃｋｍａｎ社製遠心分離装置において３，０００ｒｐｍで回転させてカルボキシル化デキ
ストランを沈降させ、上清を廃棄する。
　４．残留ブロモ酢酸を取り除くために、沈降物を１０ｍＬのＮａｎｏｐｕｒｅ水中に再
溶解させ、ＨＣｌを用いてこの溶液のｐＨを４へ調整する。次にカルボキシル化デキスト
ランを沈降させるために、イソプロパノールを７０容量％へ加える。ボルテックス・ミキ
サー内で混合した後、この溶液を１５分間にわたりＢｅｃｋｍａｎ社製遠心分離装置にお
いて３，０００ｒｐｍで回転させ、上清を廃棄する。この洗浄プロセスは、全３回繰り返
した。
　５．最終洗浄後、沈降物を再び１０ｍＬのＮａｎｏｐｕｒｅ水中に溶解させ、ＨＣｌを
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取り除くために凍結乾燥機内で乾燥するまで凍結乾燥させる。
　６．凍結乾燥したカルボキシル化デキストランを－７０℃で保存する。
カルボキシル化デキストラン上のカルボキシル基のスルフヒドリル基への変換：
　１．２ｍＬの褐色ガラス管中の、０．５ｍＬの５０ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ４．５）
中に１０ｍｇの凍結乾燥したカルボキシル化デキストランを溶解させる。
　２．このカルボキシル化デキストラン溶液に１．４２ｍｇのＥＤＣを加え、この混合液
を４０℃で３０分間攪拌する。
　３．次に１０ｍｇのシステアミンをこの混合液に加え、生じた溶液をさらに１時間、４
℃で攪拌する。
　４．攪拌した後、１０，０００の分子量カットオフを備える０．５～３．０ｍＬの透析
カセットへ移し、５００ｍＬのＰＢＳ（ｐＨ７．４）に対して４℃で一晩透析する。
　５．透析緩衝液を次に５ｍＭのＥＤＴＡ／ＰＢＳへ変更し、さらに２時間にわたり透析
する。透析プロセスをもう１回繰り返す。
　６．各５００ｋＤａデキストラン分子内に組み込まれたスルフヒドリル基の総数は、Ｅ
ｌｌｍａｎのアッセイによって決定する。
　７．５０μＬのアリコートのスルフヒドリルを組み込んだデキストラン溶液を１ｍＬの
エッペンドルフ試験管内で調製し、アリコートを凍結乾燥する。凍結乾燥アリコートは、
保存のために－７０℃で保持する。
【０４４５】
《実施例１７：ＨＥＲ－２抗体－グルコースオキシダーゼ－デキストランコンジュゲート
の調製》
　この実施例では、細胞外ドメイン指向性ＨＥＲ－２抗体およびグルコースオキシダーゼ
（ＧＯ）をスルフヒドリル活性化５００ｋＤａデキストラン分子へ結合するための方法を
記載する。ＨＥＲ－２抗体－ＧＯ－デキストランコンジュゲートは、本明細書に記載した
単一検出および近接アッセイにおいて使用できる。
【０４４６】
用語の定義および頭字語：
　１．スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキ
シル－（６－アミドカプロエート）＝ＬＣ－ＳＭＣ
　２．ジメチルスルホキシド＝ＤＭＳＯ
　３．水酸化ナトリウム＝ＮａＯＨ
　４．濃塩酸＝ＨＣｌ
　５．リン酸緩衝食塩液＝ＰＢＳ
　６．エチレンジアミン四酢酸＝ＥＤＴＡ
　７．２－（エチル水銀メルカプト）安息香酸ナトリウム塩＝チメロサール
　８．ＨＰＬＣ＝高速液体クロマトグラフィ
【０４４７】
器具類および装置：
　１．ＨＰＬＣシステム（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社；Ｓｅｒｉｅｓ
　１１００）
　２．サイズ排除クロマトグラフィカラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ社；ＢｉｏＳｅｐ－Ｓ
ＥＣ－Ｓ３０００）
　３．分光光度計（Ｈｉｔａｃｈｉ社；Ｕ－２００）
　４．遠心分離器（Ｂｅｃｋｍａｎ社、ＧＳ－６Ｒ）
　５．マグネチック・スターラー（Ｃｏｒｎｉｎｇ社、ＰＣ－４１０Ｄ）
　６．ＥＬＩＳＡプレートリーダー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ社、Ｓｐｅｃ
ｔｒａＭＡＸ１９０）
　７．ボルテックス・ミキサー（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社；０２－２１５
－３６５．）
　８．脱塩カラム（Ｐｉｅｒｃｅ社、４３２３０）
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　９．Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ　ＹＭ－１０装置（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ社、４２０５）
　１０．１ｍＬピペット（Ｒａｉｎｉｎ社、Ｌ－１０００）
　１１．２００μＬピペット（Ｒａｉｎｉｎ社、Ｌ－２００）
　１２．２０μＬピペット（Ｒａｉｎｉｎ社、Ｌ－２０）
　１３．２μＬピペット（Ｒａｉｎｉｎ社、Ｌ－２）
　１４．マルチチャンネルピペット（Ｒａｉｎｉｎ社、Ｌ８－２００）
【０４４８】
試薬、化学薬品、および供給品：
　１．ＰＢＳ中で１ｍｇ／ｍＬのマウス抗ヒトＨＥＲ－２モノクローナル抗体（Ｌａｂ　
Ｖｉｓｉｏｎ社；ＭＳ－３０１－ＰＡＢＸ）
　２．透析されたグルコースオキシダーゼ（Ｐｒｏｍｅｔｈｅｕｓ社）
　３．スルフヒドリル活性化デキストラン（Ｐｒｏｍｅｔｈｅｕｓ社）
　４．ＬＣ－ＳＭＣＣ＝スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサ
ン－１－カルボキシル－（６－アミドカプロエート）（Ｆｉｓｈｅｒ社；２２３６２）
　５．ＤＭＳＯ＝ジメチルスルホキシド（Ｓｉｇｍａ社；Ｄ２６５０）
　６．ウシ血清アルブミン（Ｓｉｇｍａ社；Ａ３２９４）
　７．水酸化ナトリウム（Ｆｉｓｈｅｒ社、Ｓ３１８）
　８．濃塩酸（Ｆｉｓｈｅｒ社、Ａ１４４－５００）
　９．ＰＢＳ＝リン酸緩衝食塩液（Ｃｅｌｌｇｒｏ社、２１－０４０－ＣＶ）
　１０．０．５Ｍエチレンジアミン四酢酸溶液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、１７５８）
　１１．チメロサール（Ｓｉｇｍａ社、Ｔ８７８４）
【０４４９】
緩衝液および溶液：
　１．脱気５ｍＭ　ＥＤＴＡ／ＰＢＳ緩衝液（ｐＨ７．２）：２ｍＬの０．５Ｍ　ＥＤＴ
Ａ溶液を２００ｍＬのＰＢＳへ加え、次にアルゴンガスを５分間にわたり生じた溶液中へ
気泡させて溶液中の他の全部の気体を取り除く。
　２．１０％　ＢＳＡ／ＰＢＳ溶液：１００ｍｇのＢＳＡを１０ｍＬのＰＢＳ中に溶解さ
せ、この溶液を０．２μｍフィルターに通して濾過する。この溶液を－２０℃の冷凍庫内
に保管する。
　３．１０％チメロサール／ＰＢＳ溶液：１００ｍｇのチメロサールを１０ｍＬのＰＢＳ
中に溶解させ、この溶液を０．２μｍフィルターに通して濾過する。この溶液を－２０℃
の冷凍庫内に保管する。
　４．０．１ＭのＰＢ（リン酸緩衝液）（ｐＨ６．８）
【０４５０】
方法：
活性化反応において即時使用するためのＬＣ－ＳＭＣＣ溶液の調製：
　１．－２０℃の冷凍庫からＬＣ－ＳＭＣＣのボトルを取り出し、それを室温に加温させ
る。
　２．１．５ｍＬエッペンドルフ試験管内に１～２ｍｇのＬＣ－ＳＭＣＣおよび適正量の
ＤＭＳＯを計量して４．５ｍｇ／ｍＬ（１０ｍＭ　ＬＣ－ＳＭＣＣ）溶液を作成する。残
ったＬＣ－ＳＭＣＣを冷凍庫内に戻して保管する。
ＨＥＲ－２抗体のＬＣ－ＳＭＣＣ活性化：
　１．２．３μＬの１０ｍＭ　ＬＣ－ＳＭＣＣ溶液を、５００μｇの抗体を含有する０．
５ｍＬのＨＥＲ－２抗体溶液に加え、反応を開始させるために直ちにボルテックスにかけ
る。ボルテックス・ミキサーにかけた後、この混合液を室温で保持して３０分間にわたり
反応を継続させる。
　２．次に、５０ｍＬの脱気した５ｍＭ　ＥＤＴＡ／ＰＢＳ緩衝液で洗浄することによっ
て、脱塩カラムを前平衡させる。
　３．ＬＣ－ＳＭＣＣを用いたＨＥＲ－２抗体の活性化後、活性化混合液を脱塩カラム上
に装填し、カラムを室温で脱気した５ｍＭ　ＥＤＴＡ／ＰＢＳ緩衝液で溶出させる。溶出
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した溶液を０．５ｍＬ分画で収集し、分光光度計を用いて２８０ｎｍの紫外線吸光度によ
り監視する。
　４．紫外線吸光度に基づいて活性化抗体を含有する分画をプールし、次の反応のために
氷上に保存する。
グルコースオキシダーゼのＬＣ－ＳＭＣＣ活性化：
　１．４ｍｇの酵素を含有する０．１６ｍＬの透析したグルコースオキシダーゼを取り出
し、脱気した５ｍＭ　ＥＤＴＡ／ＰＢＳ緩衝液を用いてその容量を０．５ｍＬへ調整する
。
　２．１２．４μＬの１０ｍＭ　ＬＣ－ＳＭＣＣ溶液を０．５ｍＬのグルコースオキシダ
ーゼ溶液に加え、反応を開始させるために直ちにボルテックスにかける。ボルテックス・
ミキサーにかけた後、この混合液を室温で保持して３０分間にわたり反応を継続させる。
　３．次に、５０ｍＬの脱気した５ｍＭ　ＥＤＴＡ／ＰＢＳ緩衝液で洗浄することによっ
て、脱塩カラムを前平衡させる。
　４．ＬＣ－ＳＭＣＣを用いたグルコースオキシダーゼの活性化後、活性化混合液を脱塩
カラム上に装填し、カラムを室温で脱気した５ｍＭ　ＥＤＴＡ／ＰＢＳ緩衝液で溶出させ
る。溶出した溶液を０．５ｍＬ分画で収集し、分光光度計を用いて２８０ｎｍの紫外線吸
光度によって監視する。
　５．紫外線吸光度に基づいて活性化グルコースオキシダーゼを含有する分画をプールし
、次の反応のために氷上に保存する。
活性化ＨＥＲ－２抗体および活性化グルコースオキシダーゼのスルフヒドリル活性化デキ
ストランへの結合：
　１．凍結乾燥したスルフヒドリル活性化デキストランの１ｍｇアリコートに５０μＬの
Ｎａｎｏｐｕｒｅ水を加え、２０ｍｇ／ｍＬのスルフヒドリル活性化デキストランの溶液
を作成する。
　２．プールした活性化抗体溶液に３ｍｇのグルコースオキシダーゼに対応するある容量
の結合活性化グルコースオキシダーゼ溶液を加え、これに３４．３μＬのスルフヒドリル
修飾デキストラン溶液を加えると２：１２：１のような抗体：グルコースオキシダーゼ：
デキストランの適切なモル比が得られる。ボルテックス・ミキサーにかけた後、この混合
液を４℃で一晩保管する。
　３．修飾デキストラン上に残っている過剰なスルフヒドリル基は、脱気した０．５ｍＭ
　ＥＤＴＡ／ＰＢＳ緩衝液中の５６．４μＬの１ｍｇ／ｍＬのＮ－エチルマレイミドを加
えることによって遮断し、遮断反応を４℃で３時間継続した。
ＨＥＲ－２抗体－グルコースオキシダーゼ－デキストランコンジュゲートの精製：
　１．遮断反応後、ＨＥＲ－２抗体－グルコースオキシダーゼ－デキストランコンジュゲ
ート溶液は、１０，０００分子量カットオフＹＭ－１０膜を装備したＣｅｎｔｒｉｃｏｎ
装置内で約３００μＬへ濃縮する。
　２．この濃縮液は１．５ｍＬのエッペンドルフ試験管内へ移し、この試験管を１６，０
００ｇで３分間回転させて小量の沈降物を取り除く。
　３．上清をＨＰＬＣサンプルバイアルへ移し、溶液の量は、ＨＰＬＣによる精製のため
に脱気した５ｍＭ　ＥＤＴＡ／ＰＢＳ緩衝液を用いて３２０μＬへ調整した。
　４．１００μＬのコンジュゲート溶液をＡｇｉｌｅｎｔ　ＨＰＬＣシステム内のＢｉｏ
Ｓｅｐ－ＳＥ－Ｓ３００サイズ排除カラム上に注入し、４０分間にわたり０．５ｍＬ／分
の流量で０．１Ｍ　ＰＢ（ｐＨ６．８）を備える溶出によって結合されたタンパク質を分
離し、溶出した溶液は２８０ｎｍの紫外線吸光度によって監視する。
　５．溶出分画からの最初の紫外線吸光ピークをプールし、氷上に保存する。
　６．残っている２００μＬのコンジュゲート溶液をさらに同様に精製し、３回のＨＰＬ
Ｃランからの第１紫外線吸光ピークの全部をまとめてプールする。プールしたコンジュゲ
ート溶液は１０％ＢＳＡ／ＰＢＳ溶液を用いて０．１％　ＢＳＡへ、そして－７０℃で長
期保存するためには１０％チメロサール／ＰＢＳを用いて０．０２％チメロサールへ調整
する。
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　７．ＨＥＲ－２抗体－グルコースオキシダーゼ－デキストランコンジュゲート中に存在
するグルコースオキシダーゼ酵素活性は、グルコースオキシダーゼ機能的アッセイによっ
て決定する。
　８．ＨＥＲ－２抗体－グルコースオキシダーゼ－デキストランコンジュゲート中に存在
する抗体活性は、競合的ＥＬＩＳＡアッセイによって決定する。
【０４５１】
《実施例１８：循環腫瘍細胞中のＥｒｂＢファミリー受容体チロシンキナーゼの活性化を
検出するための新規な多重アッセイ》
概要：
　腫瘍組織の連続サンプリング上のキナーゼおよび他のシグナル伝達経路分子についての
発現／活性化プロファイリングは、時間および療法の関数としての腫瘍細胞内で発生する
変化に関する重要な情報を提供する。腫瘍進行についてのこの時間的プロファイリングは
、臨床医が各患者において迅速に発達する癌シグニチャーを監視することを可能にする。
この実施例は、受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）のＥｒｂＢファミリーの発現レベルお
よびリン酸化度を検出するための新規で強固なアッセイを例示しており、単細胞レベル感
受性を備えるそのような療法誘導診断システムを使用することの利点を証明する。本アッ
セイは一般に、例えば細針吸引液（ＦＮＡ）および血液などのサンプルに依存しており、
そのようなサンプルから得られた限定された量の癌細胞を調べる（interrogate）ための
高い感受性および特異性を達成する。
【０４５２】
はじめに：
　癌の発病および進行は、シグナル伝達経路の受容体およびその他の成分の異常調節され
た発現および活性化と結び付けることができる。ＨＥＲ－１およびＨＥＲ－２の異常な活
性化は、様々なタイプの癌の進行と結び付けられてきた。ＨＥＲ－１およびＨＥＲ－２リ
ン酸化パターンをプロファイリングするための方法は、全疾患病因への貴重な洞察を提供
することができるので、このため重要な疾患誘発分子を同定することによってより優れた
療法選択を導く。本明細書に記載したアッセイは、（２）三重抗体－酵素チャネリングシ
グナル増幅プロセスと結合した、（１）多重タンパク質マイクロアレイプラットフォーム
に基づいている。このマイクロアレイプラットフォームは、多重マーカーに適用するため
に必要とされる拡張性ならびに商業的開発のために必要とされるスケーラビリティを提供
する。本明細書に記載したアッセイの固有かつ新規な設計は、特異性を保持しながら超高
感受性を付与する三重抗体－酵素アプローチによって提供される。このアッセイがリン酸
化される、このために活性化される標的を検出および定量するために使用される実施形態
では、本アッセイは下記の通りに実施できる：
　１．選択された標的は、マイクロアレイ表面上で連続希釈でプリントされた標的特異的
抗体によって捕捉される。図１９は、結合した各標的タンパク質毎のその後のチャネリン
グ事象のためには酵素と連結した２つの追加の検出抗体の共局在化に依存する、本発明の
アッセイの１つの実施形態を例示している。
　２．図１９に示した実施形態では、捕捉抗体による初期標的結合および捕捉された標的
分子上で代替エピトープを認識するグルコースオキシダーゼ（ＧＯ）結合抗体の二次結合
によって形成される免疫複合体は、グルコースなどのＧＯ基質の存在下においてＨ２Ｏ２

を生成する。ＧＯは、１０５／分の代謝回転数（ＴＯＮ）を備える公知の最速酵素の１つ
である。
　３．図１９に示した実施形態では、Ｈ２Ｏ２の標的特異的局所流入は、次に捕捉された
標的上のリン酸化部位へ結合する西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ、１０４／分のＴ
ＯＮを備える）へ結合したリン－ペプチド特異的抗体によって利用され、それにより標的
特異的シグナルが増幅させられる。リン酸化標的を検出するための特異性は、３種のタイ
プの抗体の同時結合のための要件を前提にすると、協調的免疫検出および増幅プロセスを
通して大きく増加させられる。
【０４５３】
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　約２～３×１０４回という少ないリン酸化事象の検出および定量は、その検出を単細胞
レベルにさせる本明細書に記載したアッセイによってルーチン的に達成される。この協調
的なイムノアッセイの構成は、タンパク質相互作用および活性化状態を調査するためにさ
らに適用することができる。
【０４５４】
方法：
　組織培養：ＳＫＢＲ３、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８、Ｔ４７Ｄ、およびＢＴ４７４細胞系は
、ＡＴＣＣから入手した。細胞は、５％　ＣＯ２中の３７℃にある１００ｍｍ組織培養皿
内の下記の増殖培地中で増殖させた：ＳＫＢＲ３－１０％　ＦＢＳを含むマッコイ（Ｍａ
ｃＣｏｙ）５Ａ培地；ＭＤＡ－ＭＢ－４６８－ＤＭＥＭ、１０％　ＦＢＳ；ＢＴ４７４－
ＤＭＥＭ、１０％　ＦＢＳ；Ｔ４７Ｄ－ＲＰＭＩ　１６４０、１０％　ＦＢＳ、０．２Ｕ
／ｍＬのウシインスリン。細胞は、緩徐な分離プロセス（トリプシン処理＋その後の不活
性化）を用いて７０～８０％のコンフルエンシーで採取し、引き続いて計数し、１×ＰＢ
Ｓで洗浄した。細胞の刺激は、１００μＭのＥＧＦもしくは２０μＭのヘレグリンβまた
はその両方を用いて血清無含有増殖培地中で５分間にわたり実施した。その後、刺激し
細胞は１×ＰＢＳで洗浄し、次に溶解させ、氷上で３０分間にわたり保持した。
【０４５５】
　スライドプリンティング：捕捉抗体は、洗剤を含む１×ＰＢＳ中に希釈させた。接触マ
イクロアレイプリンター（Ｇｅｎｅｔｉｘ社）を利用して、１６パッド・ニトロセルロー
スＦＡＳＴスライド（Ｗｈａｔｍａｎ社）上でプリントした。スポットの径は約１７５μ
ｍであり、プリントしたスライドは４℃の乾燥チャンバー内に保持した。
【０４５６】
　多重近接アッセイ：スライドは１時間にわたり遮断緩衝液とインキュベートし、次にＴ
ＢＳＴ緩衝液を用いて３回洗浄した。次に細胞溶解物を室温（ＲＴ）で一晩インキュベー
ションするために各パッド上に加えた。一次結合の完了後、溶解物を吸引し、次に各パッ
ドをＴＢＳＴで数回洗浄した。次に、二次検出抗体（ＧＯもしくはＨＲＰと結合した）を
室温で２時間にわたり各パッドに加えた。未結合二次検出抗体はＴＢＳＴを用いた洗浄に
よって除去し、グルコースおよびチオチン化チラミドを含有するシグナル増幅緩衝液を１
５分間にわたり各パッドに加えた。過剰なビオチン化チラミドを除去した後、シグナル検
出のためにＡｌｅｘａ－６４７結合したストレプトアビジンを加えた。
【０４５７】
　データの分析：定量はＰｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　ＳｃａｎＡｒｒａｙ　Ｅｘｐｒｅｓ
ｓソフトウエアを使用して実施し、得られたデータは局所的および包括的バックグラウン
ド強度について補正した。ＧｅｎｅＰｉｘＡｒｒａｙ　Ｌｉｓｔ（ＧＡＬ）ファイルを使
用して記述的名称および識別子情報を提供し、画像解析出力ファイル内に組み入れた。三
重スポットからのシグナルを平均化し、パッド間変動性について補正するためにデータを
標準化した。対応する相対蛍光単位（ＲＦＵ）値について細胞等価量を定量するために非
線形回帰モデルを使用した。このデータは、標準曲線を精製するために５パラメータＨｉ
ｌｌ方程式へ当てはめた。各曲線を公知のコントロールに対して妥当性確認した。細胞の
公知の数は、未知サンプルの強度での最高傾斜を備える曲線に対応する、適切な希釈につ
いて予測された。
【０４５８】
　ウエスタンブロット：各細胞系について大まかに同等数の細胞溶解物を入手した後、そ
れらを使い捨てバイアル内へ等分した。タンパク質濃度は、ビシンコニン酸（ＢＣＡ）タ
ンパク質アッセイを用いて決定した。サンプルはβ－メルカプトエタノールを含有するサ
ンプル緩衝液を用いて調製し、５分間にわたり沸騰させた後に室温へ冷却し、サンプルは
プロテインラダーと一緒にＮｕＰａｇｅ　４～１２％ゲル上に装填した。電気泳動法の完
了後、ゲル内の分離したタンパク質をニトロセルロース膜へ移した。この膜を洗浄し、５
％の乳酒（ｍｉｌｋ　ｂｌｏｔｔｏ）を用いて遮断し、最初に一次抗体、次に二次抗体と
ともにインキュベートし、その後にＮＢＴ／ＢＣＩＰを用いた検出プロセスを実施した。
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【０４５９】
結果：
　感受性：単細胞の感受性レベルでのＨＥＲ－１およびＨＥＲ－２の活性化および発現は
、複数の細胞系（ＭＤＡ－ＭＢ－４６８、Ａ４３１、ＢＴ－４７４、およびＳＫＢｒ－３
細胞系）において検出された。これらの細胞系は１細胞に付きそれらの細胞膜上で約１×
１０６の全ＲＴＫを発現するが、全ＲＴＫのサブセットだけがリン酸化され、そのような
リン酸化は経路活性化のために必要とされる。ＳＫＢＲ－３細胞は、その増幅に起因して
特発性ＨＥＲ－２活性化を有し、このためにそれらは参照陽性コントロールを提供する。
ＭＤＡ－ＭＢ－４６８細胞はＨＥＲ－１リン酸化を誘導するためにはＥＧＦ（ＴＧＦ－α
）を用いて刺激する必要があり、刺激前後のそれらのシグニチャーは、陰性および陽性コ
ントロールとして使用できる。ＭＤＡ－ＭＢ－４６８は刺激前には境界的ＨＥＲ－１活性
化を有するが、両方の細胞系はそれらの活性化されたＲＴＫの約２～５％でピークに達す
る（細胞１個当たり約０．５～１×１０５回のリン酸化事象）。図２０は、本明細書に記
載したアッセイフォーマットが単細胞感受性を備える１０５回未満の活性化事象の検出を
可能にする。
【０４６０】
　特異性：本明細書に記載した協調的イムノアッセイフォーマットの分析特異性は、様々
なＲＴＫレベルを備える複数の細胞系上で実施された比較試験に基づくと＞９９．９９％
であった。使用した細胞系ならびにＥＧＦもしくはＨＲＧβ刺激後のそれらの優性Ｅｒｂ
Ｂ発現およびＲＴＫ活性化は、図２１のウエスタンブロットで示した。極めて小量のＥｒ
ｂＢ１を除いてＥｒｂＢ２およびＥｒｂＢ３の一部のレベルを発現する、Ｔ４７Ｄ細胞に
ついてのＲＴＫ活性化プロファイルは、図２２に示した。ＥＣ２０（１２，０００ＲＦＵ
）ｐＨＥＲ－１もしくはｐＨＥＲ－２を検出するために要求された細胞の数を使用して、
表４３に示したように１細胞当たりのＲＴＫ活性化（ＲＦＵ／ｃｅｌｌ）を計算した。極
めて小量のＨＥＲ－２を発現するＭＢ４６８細胞が使用された場合は、１反応パッドに付
き約１，０００ｃｅｌｌｓを有することはＥＣ２０を達成するためには十分ではなく、他
の細胞系におけるこのタイプの低もしくは非検出可能なシグナルは、表４３において「Ｎ
Ｄ」と指示した。ＭＤＡ－ＭＢ－４６８細胞は、ＥＧＦを用いて刺激した場合に約４，０
００ＲＦＵ／ｃｅｌｌレベルのｐＨＥＲ－１を有するが、それでも検出可能なｐＨＥＲ－
２を示さない。この協調的なイムノアッセイフォーマットは、単細胞以下レベル（１０４

～１０５）の分子レベルアッセイ感受性を維持しながら、超高特異性を保証する。
【表４３】

【０４６１】
結論：
　本実施例では、希少循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を用いたその使用を可能にする感受性を備
えるＥｒｂＢファミリー受容体メンバーのリン酸化状態を特異的に検出することが可能で
ある新規なアッセイを例示する。ＣＴＣ中のＨＥＲ－１およびＨＥＲ－２活性化を同定す
ることによって、このアッセイプラットフォームは、標的療法薬の初期選択のためだけで
はなく、療法の進行についてのその後の監視のためにもガイダンスを提供することができ
る。ＣＴＣの連続サンプリング上のキナーゼおよび他のシグナル伝達経路分子についての
発現／活性化プロファイリングは、時間および療法の関数としての腫瘍細胞内で発生する
変化に関する重要な情報を提供するであろう。この療法誘導診断アプローチは、図１８に
示すように、疾患管理の様々な段階で差し込むことができる。本明細書に記載したアッセ
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イフォーマットによって提供される腫瘍進行についてのこの時間的プロファイリングは、
臨床医が各患者において迅速に発達する癌シグニチャーを監視することを可能にするであ
ろう。その圧倒的な感受性および特異性のために、本実施例に記載したアッセイフォーマ
ットは、希少ＣＴＣ中に存在するＥｒｂＢファミリー受容体メンバー内でのリン酸化事象
を検出するために適用できる。したがってこの方法は、標的療法薬の初期選択のためだけ
ではなく、療法の進行についてのその後の監視のためにもガイダンスを提供することがで
きる。
【０４６２】
　これらをまとめると、本明細書に記載した多重近接アッセイに基づく協調的なイムノア
ッセイフォーマットは、「個人的」癌プロファイル変化にしたがって癌専門医が各患者の
ための疾患治療選択肢を維持する、または調節する際に試験するために超高感受性および
特異性で限定されたサンプルに関する貴重な臨床情報を提供する。
【０４６３】
《実施例１９：ＥｒｂＢファミリー受容体チロシンキナーゼの活性化を検出するための方
法》
　本出願は、単細胞レベル感受性でＥｒｂＢファミリー受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ
）におけるリン酸化事象を特異的に検出することのできる技術を提示する。所定の態様で
は、この多重タンパク質マイクロアレイプラットフォームは、固有の「三重抗体－酵素チ
ャネリング」免疫複合体の形成を利用する。１つの実施形態では、この複合体は、標的タ
ンパク質が捕捉抗体に結合されると、対応するチャネリング酵素と結合した２つの検出抗
体の共局在を必要とする。近接している２つの検出酵素であるグルコースオキシダーゼ（
ＧＯ、抗ＲＴＫ抗体に結合している）および西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ、ＲＴ
Ｋ内の抗リン酸化部位に結合している）間のチャネリング事象は、超高感受性を備えるＲ
ＴＫのプロファイリングを可能にした。この原理は、限定数の標的細胞：患者の全血（循
環腫瘍細胞、ＣＴＣ）および細針吸引液（ＦＮＡ）サンプル中で見いだされる癌細胞を備
える２つの乳癌モデル系に適用された。
【０４６４】
　本明細書では、本発明者らはＣＴＣモデル系におけるＨＥＲ１およびＨＥＲ２の活性化
（リン酸化）（ｐＨＥＲ１およびｐＨＥＲ２）の、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８およびＳＫＢｒ
－３細胞系についての単細胞の感受性レベルでの検出に成功した例について報告した。「
近接イムノアッセイ」フォーマットの分析特異性は、様々なＲＴＫレベルを備える複数の
細胞系上で実施された比較試験に基づくと＞９９．９９％であった。さらに、本明細書に
は、ＦＮＡ（および転移性ＦＮＡ）サンプルを用いた潜在的適用を証明するために、様々
なＥｒｂＢ－ＲＴＫ発現度を備える細胞系（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－４６
８、およびＭＤＡ－ＭＢ－４３５）を用いて様々なタイプの乳癌についての異種移植モデ
ルが提示されている。ＭＤ－ＭＢ－２３１異種移植片－ＦＮＡにおけるｐＨＥＲ２および
ｐＨＥＲ１ならびにＭＤＡ－ＭＢ－４６８異種移植片から得られたＦＮＡ中の有意なｐＨ
ＥＲ１の中等度のレベルを検出することは可能であったが、ＨＥＲ１またはＨＥＲ２活性
化はＭＤＡ－ＭＢ－４３５異種移植片から得られたＦＮＡ中では検出されなかった。異種
移植片－ＦＮＡモデル系からのこれらの所見は駆動細胞系プロファイルと一致しており、
本方法が最小侵襲性方法から得られた任意のタイプのサンプル（例えば、ＣＴＣからＦＮ
Ａまで）中でのＥｒｂＢ受容体の活性化を検出するために使用できることを証明している
。
【０４６５】
　本アッセイが限定量のサンプルを用いて標的ＲＴＫの活性化状態を監視する能力は、標
的療法の成功は標的ＲＴＫのスイッチを切る（または脱リン酸化する）薬物の能力に依存
するので，極めて有用である。さらに、この原理は入手可能な乳癌治療選択肢間でより優
れた療法選択および効果的疾患監視のために他のシグナル伝達経路分子を調査するために
適用できる。再発性乳癌においては疾患プロファイルが変化することが多いので、この固
有のアッセイフォーマットを利用すると、「個人的」癌プロファイル変化にしたがって各
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患者について癌専門医が疾患治療選択肢を調整する際に役立つように「発達中の疾患」か
ら得られた限定されたサンプルに関する貴重な臨床情報を提供することができる。
【０４６６】
《実施例２０：近接媒介性マイクロアレイイムノアッセイを用いて循環腫瘍細胞中の受容
体チロシンキナーゼの活性化を検出する方法》
　背景：ＨＥＲ１およびＨＥＲ２の異常な活性化は様々なタイプの癌進行と結び付けられ
ており、原発腫瘍と循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）との間の発現状態における変化は有意な頻度
で発生すると報告されてきた。連続的に収集されたＣＴＣにおけるＨＥＲ１およびＨＥＲ
２リン酸化を検出するための方法は、全疾患プロファイル変化に関する貴重な洞察を提供
することができ、このためより良好な療法選択／調整を導くことができる。
【０４６７】
　方法：三重抗体－酵素チャネリング多重タンパク質マイクロアレイプラットフォームは
、標的分子のリン酸化を検出するために開発されてきた。この多重タンパク質マイクロア
レイプラットフォームは、標的タンパク質がマイクロアレイ表面上に捕捉されると２つの
検出酵素－結合抗体の共局在によって固有の免疫複合体形成を利用する。近接する２つの
検出酵素間のチャネリング事象は、単細胞レベル感受性を用いて受容体チロシンキナーゼ
（ＲＴＫ）のプロファイリングを可能にする。リン酸化標的を検出するための特異性は、
３種のタイプの抗体の同時結合のための要件を前提にすると、大きく増加する。臨床サン
プルに関して本方法の妥当性を確認するために、様々な療法レジメン上の癌患者７５例由
来の活性化ＣＴＣについて実施した。
【０４６８】
　結果：本発明者らは、ＣＴＣ中において活性化ＨＥＲ１を備える患者６例（８％）、活
性化ＨＥＲ２を備える患者６例、二重ＲＴＫ活性化を備える患者１４例（１８．５％）を
同定した。２５例の正常サンプルは、検出可能なＨＥＲ１／ＨＥＲ２活性化を示さなかっ
た。本発明者らは、ＣＴＣ間のＨＥＲ２活性化状態間と乳癌癌患者間の対応する一次ＨＥ
Ｒ２－ＩＨＣ状態との間の不一致も観察した。活性化ＨＥＲ２を備えるＣＴＣは、ＨＥＲ
２陰性原発性乳癌１６例中６例（３８％）において見いだされた。さらに５例中２例（４
０％）のＨＥＲ２陽性患者は、明白なＨＥＲ２活性化を伴わないＣＴＣを有していた。
【０４６９】
　結論：多重近接媒介性プラットフォームは、有利にも限定された量のサンプル中でＲＴ
Ｋの活性化を検出するための単細胞レベル感受性を提供する。したがって、転移期の癌に
おいて見出されるＣＴＣは、臨床実践に影響を及ぼすための貴重な情報を提供するために
入手してプロファイリングすることができる。
【０４７０】
《実施例２１：近接媒介性マイクロアレイイムノアッセイを用いて転移病巣上の受容体チ
ロシンキナーゼの活性化を検出する方法》
　背景：原発部位と転移病巣間の腫瘍受容体の発現状態における変化は、有意な頻度（約
１５～２０％）で発生することが公知である。結果として、転移性腫瘍上の受容体チロシ
ンキナーゼ（ＲＴＫ）活性化パターンをプロファイリングする方法は、変化する疾患病因
に関する貴重な洞察を提供することができる。
【０４７１】
　方法：ＥｒｂＢファミリーＲＴＫにおけるリン酸化事象を特異的に検出することのでき
る新規な技術が開発されてきた。この多重タンパク質マイクロアレイプラットフォームは
、標的タンパク質がマイクロアレイ表面上に捕捉されると、２つの検出酵素－結合抗体の
共局在を必要とする固有の免疫複合体の形成を利用する。近接している２つの検出酵素（
例えば、グルコースオキシダーゼおよび西洋ワサビペルオキシダーゼ）間のチャネリング
事象は、高度の感受性でＲＴＫのプロファイリングを可能にする。実際に、分析特異性は
、３種の異なる抗体の同時結合についての要件を前提として大きく強化される。本発明者
らは、転移性細針吸引液（ｍＲＮＡ）ＲＴＫプロファイリングのためのモデル系として２
９片の凍結乳癌組織（病期ＩＩ～ＩＶ期）を使用した。
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【０４７２】
　結果：Ｇ２３ゲージ針を使用して収集した腫瘍組織サンプルを１００μＬの溶解緩衝液
中に溶解させ、可溶性サンプル（約１００～２００μｇのタンパク質）をＲＴＫ活性化状
態について分析した。２９例のＦＮＡサンプル中、２７％（８／２９例）は高度に活性化
されたＨＥＲ２を示し、サンプル２例（６％）は中間レベルの活性化ＨＥＲ２を示した。
中間ＨＥＲ２活性化を備えるサンプルの１つは、さらにまた中間レベルのＨＥＲ１活性化
も示した。８例のＨＥＲ２活性化サンプル中２例は、さらにまた有意なレベルのＨＥＲ１
活性化も示した。１９例の活性化されたＨＥＲ２陰性サンプル中、３例は中レベルのＨＥ
Ｒ１活性化を示した。
【０４７３】
　結論：多重近接媒介性プラットフォームは、有利にも限定された量のｍＦＮＡ組織サン
プル中でＲＴＫの活性化を検出するための標的リン酸化事象の単細胞レベル感受性を提供
する。このため様々な転移部位で腫瘍をプロファイリングする能力は、それらの示差的転
移能に関する貴重な情報を提供する。したがって、最小侵襲性の単一継代ｍＦＮＡサンプ
ルを利用すると、疾患プロファイルが変化するにつれて療法選択肢を調整することができ
る。
【０４７４】
　本明細書に言及した全刊行物および特許出願は、各個別刊行物または特許出願が特別お
よび個別に参照して本明細書に組み込まれると指示されているかのように、参照により本
明細書に組み込まれる。上記の本発明は明確に理解できるように例示および実施例によっ
てある程度詳細に記載してきたが、当業者には、本発明の教示に照らせば、添付の特許請
求項の精神または範囲から逸脱せずに所定の変更および修飾を加えられることは容易に明
白になるであろう。
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【提出日】平成25年5月14日(2013.5.14)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　切断受容体の存在を検出するための方法であって：
　（ａ）細胞抽出物を全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な
複数のビーズとインキュベートする工程と；
　（ｂ）前記複数のビーズを前記細胞抽出物から取り除き、それによって前記全長受容体
を含まない細胞抽出物を形成するために前記全長受容体を取り除く工程と；
　（ｃ）前記全長受容体を含まない前記細胞抽出物を複数の捕捉抗体とインキュベートす
る工程であって、前記複数の捕捉抗体は前記切断受容体の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）結合
領域に対して特異的であり、前記複数の捕捉抗体は複数の捕捉された切断受容体を形成す
るために固体支持体上に固定される工程と；
　（ｄ）複数の検出可能な捕捉された切断受容体を形成するために、前記複数の捕捉され
た切断受容体を前記対応する切断受容体に対して特異的である検出抗体とインキュベート
する工程と；
　（ｅ）増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉された切断受容体を
シグナル増幅対の第１および第２メンバーとインキュベートする工程と；
　（ｆ）前記シグナル増幅対の第１および第２メンバーから生成された前記増幅シグナル
を検出する工程と、を含む方法。
【請求項２】
　前記対応する切断受容体に対して特異的である検出抗体が、複数の活性化状態非依存性
抗体及び複数の活性化状態依存性抗体を含み、
　前記活性化状態非依存性抗体は促進成分で標識され、前記活性化状態依存性抗体はシグ
ナル増幅対の第１メンバーで標識され、前記促進成分は前記シグナル増幅対の第１メンバ
ーにチャネリングして反応する酸化剤を生成し、
　工程（ｅ）において、増幅シグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉切断
受容体をシグナル増幅対の第２メンバーとインキュベートする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記切断受容体は、ｐ９５ＥｒｂＢ２である、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記全長受容体は、ＥｒｂＢ２（ＨＥＲ－２）である、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項５】
　細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に対して特異的な前記複数のビーズはストレプトア
ビジン－ビオチン対を含み、前記ストレプトアビジンはビーズに付着しており、ビオチン
は抗体に付着している、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項６】
　前記抗体は、前記全長受容体の前記ＥＣＤ結合領域に対して特異的である、請求項５に
記載の方法。
【請求項７】
　前記細胞抽出物は、乳房腫瘍の循環細胞を溶解させる工程又は腫瘍組織から単離した細
胞を溶解させる工程によって生成される、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項８】
　前記腫瘍組織は、原発性腫瘍組織または転移性腫瘍組織である、請求項７に記載の方法
。
【請求項９】
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　前記細胞は、細針吸引液サンプルとして腫瘍組織から単離される、請求項７に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記複数の検出可能な捕捉された切断受容体の活性化状態が調べられる（ｉｎｔｅｒｒ
ｏｇａｔｅｄ）、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記活性化状態は、リン酸化状態、ユビキチン化状態、複合体形成状態、およびそれら
の組み合わせからなる群より選択される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記促進成分は、グルコースオキシダーゼである、請求項２に記載の方法。
【請求項１３】
　前記グルコースオキシダーゼおよび前記活性化状態非依存性抗体は、スルフヒドリル活
性化デキストラン分子へ結合される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記スルフヒドリル活性化デキストラン分子は、５００ｋＤａの分子量を有する、請求
項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　固体支持体上に固定された複数の希釈系列の捕捉抗体を含む優れたダイナミックレンジ
を有するアレイであって、各希釈系列中の捕捉抗体は細胞抽出物中のシグナル伝達経路の
成分に対応する１つ以上の分析物に対して特異的である、アレイ。
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