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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】癌の処置におけるトポイソメラーゼＩ（トポＩ
）阻害剤の有効性を予測するための方法、機械、コンピ
ュータシステム、コンピュータ可読媒体、およびキット
を提供する。
【解決手段】トポイソメラーゼＩポリペプチドのポリペ
プチドの残基セリン１０（Ｓ１０）におけるリン酸化を
判断するために使用可能である方法、機械、コンピュー
タシステム、コンピュータ可読媒体、およびキットに関
し、トポＩポリペプチドのセリン１０におけるリン酸化
は、癌がトポＩ阻害剤に対して非反応であり得ることを
示し、一方、残基セリン１０（Ｓ１０）におけるリン酸
化の非存在は、癌がトポＩ阻害剤に対して反応し得るこ
とを示す。
【選択図】図９
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象からの生体試料に関するデータを入手するための機械であって、
ａ．前記生体試料を保持するための生体試料容器と、
ｂ．前記生体試料におけるトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在を検出する
ように構成される判断モジュールと、
ｃ．前記判断モジュールから出力されたデータを格納するように構成されるストレージ機
器と、
ｄ．前記ストレージ機器上に格納される前記データを対照データと比較するように適合さ
れる比較モジュールと、
ｅ．クライアントコンピュータ上にユーザのために読み出されたコンテンツのページを表
示するためのディスプレイモジュールであって、
　（ｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩポリペプチドの存在であり
、および／または
　（ｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン
酸化の存在または非存在であり、および／または
　（ｉｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在で
あり、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得るという信号であり、およ
び／または
　（ｉｖ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在であり
、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であり得る信号である、前記ディ
スプレイモジュールと、
を備える前記機械。
【請求項２】
　前記判断モジュールが、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを測定す
る、請求項１に記載の機械。
【請求項３】
　前記判断モジュールが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）
のリン酸化のレベルを測定する、請求項１に記載の機械。
【請求項４】
　リン酸化のレベルが、タンパク質結合部分を使用して測定される、請求項２または３に
記載の機械。
【請求項５】
　前記判断モジュールが、前記生体試料を少なくとも１つのタンパク質結合部分と接触さ
せる、請求項４に記載の機械。
【請求項６】
　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、３重体、中心体、タン
パク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、および
これらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、請求項５に記載の機械。
【請求項７】
　前記判断モジュールが、免疫ブロット分析、免疫組織化学的分析；ＥＬＩＳＡ、イソ型
に特異的な化学的もしくは酵素的開裂、タンパク質配列、または質量分析から成る群から
選択される方法を使用して、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在を検出する、請求項６
に記載の機械。
【請求項８】
　前記生体試料が、癌または少なくとも１つの癌細胞を含む、請求項１に記載の機械。
【請求項９】
　前記癌細胞が、癌幹細胞である、請求項８に記載の機械。
【請求項１０】
　前記生体試料が、組織試料、腫瘍試料、生検試料、生体外培養試料、生体外培養腫瘍試
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料、外科的に解離した組織試料、血液試料、血漿試料、癌試料、リンパ液試料、原発腹水
料から成る群から選択される、請求項１に記載の機械。
【請求項１１】
　前記癌が、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）、結腸癌、卵巣癌、乳癌、および子宮頸癌から成る
群から選択される、請求項８に記載の機械。
【請求項１２】
　前記癌が、難治性癌である、請求項８に記載の機械。
【請求項１３】
　前記癌が、消化管癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）、頭部の扁
平上皮細胞癌（ＳＣＣ）、頸部、肺、および食道の扁平上皮細胞癌、頭頸部癌、肺癌、非
小細胞肺癌、神経系の癌、脳癌、骨髄癌、骨癌、腎臓癌、網膜癌、皮膚癌、膀胱癌、結腸
癌、食道癌、精巣癌、子宮頸癌、肝臓癌、腎臓癌、膵臓癌、性器－膀胱癌、消化管癌、歯
肉癌、舌癌、腎臓癌、鼻咽頭癌、胃癌、子宮内膜癌、ならびに腸腫瘍細胞癌の群から選択
される、請求項８に記載の機械。
【請求項１４】
　前記乳癌が、トリプルネガティブサブタイプ乳癌；またはエストロゲン受容体（ＥＲ）
、前記プロゲステロン受容体（ＰＲ）の発現を欠く、およびＨｅｒ－２発現を欠く癌であ
る、請求項１１に記載の機械。
【請求項１５】
　トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もしくは模
倣剤である、請求項１に記載の機械。
【請求項１６】
　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、請求項１に記
載の機械。
【請求項１７】
　前記対象が、癌を患っているか、または癌を患っている可能性のあると認められる対象
である、請求項１に記載の機械。
【請求項１８】
　前記対象が、ヒト対象である、請求項１に記載の機械。
【請求項１９】
　生物標本に関するデータを入手するためのコンピュータシステムであって、
（ａ）リン酸化情報を受信するように構成される判断モジュールであって、前記リン酸化
情報が、
　（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベル、または
　（ｉｉ）トポイソメラーゼＩのセリン１０（Ｓ１０）上のリン酸化が存在するか否か、
を含む、前記判断モジュールと、
（ｂ）前記判断モジュールからの出力されたデータを格納するように構成されるストレー
ジ機器と、
（ｃ）前記ストレージ機器上に格納された前記データを参照データと比較し、かつ読み出
されたコンテンツを提供するように適合される比較モジュールと、
（ｄ）前記ユーザのために前記読み出されたコンテンツのページを表示するためのディス
プレイモジュールであって、
　（v）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩポリペプチドの存在であり
、および／または
　（vｉ）前記読み出されたコンテンツが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン
酸化の存在または非存在であり、および／または
　（vｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在で
あり、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得るという信号であり、およ
び／または
　（vｉｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在で
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あり、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であり得る信号である、前記
ディスプレイモジュールと、
を備える、前記コンピュータシステム。
【請求項２０】
　前記判断モジュールが、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを測定す
る、請求項１９に記載のコンピュータシステム。
【請求項２１】
　前記判断モジュールが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）
のリン酸化のレベルを測定する、請求項１９に記載のコンピュータシステム。
【請求項２２】
　リン酸化のレベルが、タンパク質結合部分を使用して測定される、請求項２０または２
１に記載のコンピュータシステム。
【請求項２３】
　前記判断モジュールが、前記生体試料を少なくとも１つのタンパク質結合部分と接触さ
せる、請求項２２に記載のコンピュータシステム。
【請求項２４】
　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、３重体、中心体、タン
パク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、および
これらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、請求項２３に記載のコン
ピュータシステム。
【請求項２５】
　前記判断モジュールが、免疫ブロット分析、免疫組織化学的分析；ＥＬＩＳＡ、イソ型
に特異的な化学的もしくは酵素的開裂、タンパク質配列、または質量分析から成る群から
選択される方法を使用して、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在を検出する、請求項２
４に記載のコンピュータシステム。
【請求項２６】
　前記生体試料が、癌または少なくとも１つの癌細胞を含む、請求項１９に記載のコンピ
ュータシステム。
【請求項２７】
　トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もしくは模
倣剤である、請求項１９に記載のコンピュータシステム。
【請求項２８】
　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、請求項２７に
記載のコンピュータシステム。
【請求項２９】
　前記対象が、癌を患っているか、または癌を患っている可能性のあると認められる対象
である、請求項１９に記載のコンピュータシステム。
【請求項３０】
　前記対象が、ヒト対象である、請求項１９に記載のコンピュータシステム。
【請求項３１】
　コンピュータ上で方法を実装するために判断モジュールおよび比較モジュールを含むソ
フトウェアモジュールを規定するために、コンピュータ可読命令がその上に記録されるコ
ンピュータ可読媒体であって、前記方法が、
（ａ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化情報に関するデータを格納するステッ
プであって、前記リン酸化情報が、
　（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベル、または
　（ｉｉ）前記判断モジュールからの出力されたトポイソメラーゼＩのセリン１０（Ｓ１
０）上のリン酸化が存在するか否か、
を含む、前記ステップと、
（ｂ）前記ストレージ機器上に格納される前記データを参照データと、前記比較モジュー
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ルで比較し、読み出されたコンテンツを提供するステップと、
（ｃ）前記ユーザのために前記読み出されたコンテンツを表示するステップであって、ト
ポイソメラーゼＩポリペプチドの前記リン酸化レベルは、プロファイルであり、前記プロ
ファイルは、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対する癌の反応性を示し、トポイソメラーゼＩ
ポリペプチドのリン酸化の検出の非存在は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得
る癌を示し、１０％を上回るリン酸化の存在は、前記癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対
して無反応であり得ることを示すステップと、
を含む方法である、前記コンピュータ可読媒体。
【請求項３２】
　前記判断モジュールが、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを測定す
る、請求項３１に記載のコンピュータ可読媒体。
【請求項３３】
　前記判断モジュールが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）
のリン酸化のレベルを測定する、請求項３１に記載のコンピュータ可読媒体。
【請求項３４】
　前記リン酸化のレベルが、タンパク質結合部分を使用して測定される、請求項３２およ
び３３に記載のコンピュータ可読媒体。
【請求項３５】
　前記判断モジュールが、前記生体試料を少なくとも１つのタンパク質結合部分と接触さ
せる、請求項３４に記載のコンピュータ可読媒体。
【請求項３６】
　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、３重体、中心体、タン
パク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、および
これらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、請求項３５に記載のコン
ピュータ可読媒体。
【請求項３７】
　前記判断モジュールが、免疫ブロット分析、免疫組織化学的分析；ＥＬＩＳＡ、イソ型
に特異的な化学的もしくは酵素的開裂、タンパク質配列、または質量分析から成る群から
選択される方法を使用して、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在を検出する、請求項３
１に記載のコンピュータ可読媒体。
【請求項３８】
　前記生体試料が、癌または少なくとも１つの癌細胞を含む、請求項３１に記載のコンピ
ュータ可読媒体。
【請求項３９】
　トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もしくは模
倣剤である、請求項３１に記載のコンピュータシステム。
【請求項４０】
　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、請求項３９に
記載のコンピュータ可読媒体。
【請求項４１】
　前記対象が、癌を患っているか、または癌を患っている可能性のあると認められる対象
である、請求項３１に記載のコンピュータ可読媒体。
【請求項４２】
　前記対象が、ヒト対象である、請求項３１に記載のコンピュータ可読媒体。
【請求項４３】
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための請求項１に記
載の機械の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の非存
在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に
対して反応し得る、前記使用。
【請求項４４】



(6) JP 2015-28486 A 2015.2.12

10

20

30

40

50

　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための請求項１に記
載の機械の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチド上のセリン１０（
Ｓ１０）のリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がト
ポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
【請求項４５】
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための請求項１９に
記載のコンピュータシステムの使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチ
ドのリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がトポイソ
メラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
【請求項４６】
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための請求項１９に
記載のコンピュータシステムの使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチ
ド上のセリン１０（Ｓ１０）のリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示
する場合に、癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
【請求項４７】
トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための請求項３１に記
載のコンピュータ可読媒体の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチド
のリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がトポイソメ
ラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
【請求項４８】
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための請求項３１に
記載のコンピュータ可読媒体の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチ
ド上のセリン１０（Ｓ１０）のリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示
する場合に、癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
【請求項４９】
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応である癌の可能性を識別する方法であって、
少なくとも１つの癌細胞におけるトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを
測定するステップを含み、リン酸化の存在がトポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在が検
出される癌に比べて、トポイソメラーゼ阻害剤に対してより非反応であり得る前記癌を識
別する、前記方法。
【請求項５０】
　対象における癌を処置するための方法であって、
（ｉ）前記対象から入手した癌細胞を含む生体試料におけるトポイソメラーゼＩポリペプ
チドのリン酸化のレベルを測定するステップと、
（ｉｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのレベルを検出するステップであって、前記ト
ポイソメラーゼＩポリペプチドがリン酸化される場合、前記癌は、トポイソメラーゼＩ阻
害剤に対して非反応であるものとして識別されるか、または前記トポイソメラーゼＩポリ
ペプチドがリン酸化されない場合、前記癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し
得るものとして識別されるステップと、
（ｉｉｉ）トポイソメラーゼＩ阻害剤以外の抗癌剤を対象に投与するステップであって、
前記癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であると識別されるステップと、
を含む、前記方法。
【請求項５１】
　前記トポイソメラーゼＩポリペプチドの前記リン酸化が、トポイソメラーゼＩポリペプ
チドのセリン１０（Ｓ１０）のリン酸化である、請求項４９または５０に記載の方法。
【請求項５２】
　前記トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もしく
は模倣剤である、請求項４９または５０に記載の方法。
【請求項５３】
　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、請求項５２に
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記載の方法。
【請求項５４】
　前記対象が、ヒトである、請求項４９または５０に記載の方法。
【請求項５５】
　リン酸化トポイソメラーゼＩに対して特異親和性を有するタンパク質結合部分であって
、前記リン酸化トポイソメラーゼＩが、前記セリン１０（Ｓ１０）アミノ酸残基において
リン酸基を含む、タンパク質結合部分。
【請求項５６】
　前記タンパク質結合部分が、抗体またはそのフラグメントである、請求項５５に記載の
タンパク質結合部分。
【請求項５７】
　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、３重体、中心体、タン
パク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、および
これらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、請求項５５に記載のタン
パク質結合部分。
【請求項５８】
　請求項４９または５０に記載の方法に従って、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反
応である癌の可能性を識別するための、請求項５５に記載のタンパク質結合部分の使用。
【請求項５９】
　請求項５５に記載の前記タンパク質結合部分を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２００８年３月３１日に出願された米国仮特許出願第６１／０７２，４９０
号の３５Ｕ．Ｓ．Ｃ１１９（ｅ）に基づく優先権を主張し、この仮特許出願の内容は、参
照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、概して、癌療法および癌予防の分野に関する。より具体的には、本発明は、
概して、癌の処置におけるトポイソメラーゼＩ（トポＩ）阻害剤の有効性と、トポイソメ
ラーゼＩ阻害剤に対する生体試料の感受性または耐性のレベルとを予測するための診断マ
ーカーに関する。
【背景技術】
【０００３】
　癌の化学療法に関連する主な問題のうちの１つは、同一の組織構造を有する個々の対象
が、所定の薬剤または所定の治療プロトコルに同じように反応しないことにある。反応範
囲は、乳癌等の化学療法感受性腫瘍であっても大きく変動し得る。薬剤投与量、薬剤の組
み合わせ、および投与スケジュール、対象の年齢および状態、腫瘍局在性等の多くの薬物
感受性の決定因子が周知であるが、所定の腫瘍の固有の感受性は、依然として評価するの
が困難な重要な要因である。
【０００４】
　処置の有効性を改善する戦略の１つとして、薬剤処置を腫瘍細胞の感受性の関数として
個別化することが挙げられる。対象における薬剤の有効性の程度を予測する方法は、具体
的には、薬剤および化学療法薬剤群に対する腫瘍細胞（生検中に採取される）の体外また
は生体外試験に基づく。このような戦略は、体内の化学療法感受性の予測が良好でなく、
時間を要し、手動的であり、かつ費用が掛かるといういくつかの制限を有する。新しい癌
のサブタイプの識別によって、より特異的で、より有効で、およびより毒性の低い治療の
提供が見込まれる。この腫瘍サブセットは、一般的に使用される化学療法剤に対して難治
性であるため、予後不良に関連する（Ｓｏｒｌｉｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　２００１，　Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　９８：１０８６９／非特許文献１）
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。治療目的を有効に標的とされ得る難治性癌に関連する具体的な分子経路における識別に
ついて、これまでほとんど進歩していない。
【０００５】
　ヒトのトポイソメラーゼＩ（トポＩ）は、種々のＤＮＡトランスアクションに関与する
必須かつ普遍的な酵素である。新しい種類の抗癌剤（カンプトセシン、本明細書において
「ＣＰＴ」とも呼ばれる）の標的としてのトポＩの識別により、癌療法に関連するトポＩ
構造－機能が急速に開発された。２つのＣＰＴ類似体であるトポテカンおよびイリノテカ
ンは、現在、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）、結腸、および卵巣癌、ならびに乳癌および子宮頸
癌を含むいくつかの難治性癌における診療に使用されている。しかしながら、大部分の癌
薬物のように、全ての患者が反応するとは限らず、この場合、患者の約３０％だけがトポ
Ｉ阻害剤に反応する。トポＩタンパク質レベルは、大部分の固形腫瘍において高く、その
ため、トポＩレベルは、予測マーカーとして使用不可能である。加えて、トポＩは、ＣＰ
Ｔの特異的な標的であるが、トポＩの発現プロファイルは、予後指数を提供しない。臨床
前研究に基づいて、これらの薬物に対する臨床的耐性が、（１）腫瘍における薬物の不十
分な蓄積、または（２）トポＩの翻訳後修飾の結果であり得ることが考えられる。トポＩ
が、ユビキチンプロテアソーム経路（ＵＰＰ）によりＣＰＴに応答して細胞においてユビ
キチン化および分解することが実証されている。重要なことは、ＵＰＰ媒介分解の速度が
、癌細胞が異なると変動し、ＣＰＴ感受性に相関することである。しかしながら、ＣＰＴ
に応答するトポＩのプロテアソーム分解に依存するユビキチン化の機構は、理解されてい
ない。
【０００６】
　一般的に使用される化学療法剤に対して難治性または無反応性である（具体的には、乳
癌、肺癌、卵巣癌、脳癌、結腸癌、および前立腺癌等の上皮細胞癌において）腫瘍サブセ
ットの満足な処置であって、対象が呈する無反応性を克服する処置が、本技術分野におい
て大いに必要とされる。このような処置は、個体、特に、癌が特に一般的であり、かつ女
性の個体において乳癌の発生率の高い高齢の個体の健康に劇的な影響を及ぼし得る。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｓｏｒｌｉｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　２００１，　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　９８：１０８６９
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、概して、癌の処置におけるトポイソメラーゼＩ（トポＩ）阻害剤の有効性を
予測するための診断マーカーに関する。具体的には、本発明の一態様は、癌の処置におけ
るトポイソメラーゼＩ（トポＩ）阻害剤の有効性を判断するための方法に関する。具体的
には、発明者は、トポＩが、ＤＮＡ－ＰＫによりＳ１０においてリン酸化し、ＢＲＡＣ１
／ＢＡＲＤ１ヘテロ２量体およびその後続の分解によってそのユビキチン化することを本
明細書において発見した。発明者は、トポＩのリン酸化の存在、具体的には、セリン１０
（Ｓ１０）上のトポＩのリン酸化の存在が、迅速なトポＩ分解と、カンプトセシン（ＣＰ
Ｔ）またはトポテカンおよびイリノテカン等のＣＴＰ類似体およびその誘導体等のトポＩ
阻害剤に対する耐性とを示すことを発見した。したがって、本発明の一態様は、セリン１
０上のトポＩのリン酸化の検出、すなわち、ＣＴＰおよびその類似体等のトポＩ阻害剤に
よる薬物有効性の予後決定因子としての、癌を患っている対象からの生体試料におけるリ
ン酸－トポＩ－Ｓ１０の検出に関する。
【０００９】
　本発明の一態様は、トポイソメラーゼＩ阻害剤が癌を患っている対象に有効であるかを
判断するための方法および組成物に関する。本発明の一態様は、トポＩポリペプチドのリ
ン酸化の存在を判断するための方法に関し、トポＩポリペプチドのリン酸化の存在は、こ
のような癌を患っている対象が、非リン酸化トポＩポリペプチドを含む癌を患っている対
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象に比べて、トポＩ阻害剤に対して無反応（または、非反応）であり得ることを示す。本
態様および本明細書に開示する全ての他の態様の一実施形態では、リン酸化は、トポＩポ
リペプチドのセリン残基のリン酸化であり、トポＩポリペプチドのセリン残基のリン酸化
の存在は、癌が、トポＩ阻害剤に対して無反応（または非反応）であり得ることを示す。
本態様および本明細書に開示する全ての他の態様の別の実施形態では、リン酸化は、トポ
Ｉポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）残基のリン酸化であり、トポＩポリペプチドのセ
リン１０残基（Ｓ１０）のリン酸化の存在は、癌を患っている対象が、対応する残基がリ
ン酸化されない対象に比べて、トポＩ阻害剤に対して無反応（または非反応）であり得る
ことを示す。本態様および本明細書に開示する全ての他の態様の別の実施形態では、トポ
イソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の欠如の検出、具体的には、セリン１０（Ｓ１０
）上のトポＩポリペプチドのリン酸化の特定の欠如は、このような癌がトポＩ阻害剤に対
して反応し得ることを示す。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、トポＩポリペプチドのセリン１０残基（Ｓ１０）のリン酸化
の一存在は、癌を患っている対象が、対応する残基がリン酸化されない対象に比べて、ト
ポＩ阻害剤に対して無反応（または非反応）であり得ることを示す。本発明の一態様は、
対象におけるＳ１０トポＩポリペプチドのリン酸化のレベルを格付けするステップに関す
る。例えば、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドのレベルは、非リン酸Ｓ１０トポＩポリ
ペプチドに比べて、４つのレベルに分類または格付け可能であり、この場合、例えば、レ
ベル１は、約０％レベルのリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドであり、対象が、トポＩ阻
害剤に完全に反応し得ることを示し、レベル２は、約１０～２５％レベルのリン酸－Ｓ１
０トポＩポリペプチドであり、対象が、トポＩ阻害剤に対して部分的に反応し得ることを
示し、レベル３は、２５～５０％のレベルのリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドであり、
対象が、トポＩ阻害剤に対して非反応であり得ることを示し、レベル４は、５０％を上回
る、例えば、少なくとも５０％、または少なくとも約６０％または少なくとも約７０％ま
たは少なくとも約８０％または少なくとも約９０％または少なくとも約１００％のリン酸
－Ｓ１０トポＩポリペプチドの任意のレベルであり、対象が、トポＩ阻害剤に対して完全
に無反応であり得ることを示す。言い換えると、対象がトポＩ阻害剤に対して反応する可
能性は、非リン酸Ｓ１０トポＩポリペプチドの程度に比べて、リン酸－Ｓ１０トポＩポリ
ペプチドの程度で格付け可能であり、これは、４つのレベル、つまり、グレード１（０～
１０％）、２（１０～２５％）、３（２５～５０％）、または４（＞５０％）で格付け可
能であり、この場合、レベル１は、対象がトポＩ阻害剤に対して反応し得ることを示し、
レベル２は、レベル１に比べて、対象がトポＩ阻害剤に対して部分的に反応し得る（すな
わち、約５０％以下の反応）ことを示し、レベル３は、対象が、レベル１に分類される対
象に比べて、トポＩ阻害剤に対して非反応であり得ること（すなわち、対象は、約１０％
以下のトポＩ阻害剤の有効性を有する）ことを示し、レベル４は、レベル１に分類された
対象に比べて、トポＩ阻害剤に対して完全に非反応であり得ること（すなわち、対象は、
約５％または約２％以下のトポＩ阻害剤の有効性を有する）ことを示す。他の実施形態で
は、４を上回るレベルの分類を使用することが可能であり、例えば、少なくとも５、また
は少なくとも６、または少なくとも７、または少なくとも８、または少なくとも９のレベ
ルまたは９を上回る異なる分類レベルを使用することが可能である。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、対象が一定の既定の閾値レベルを上回って識別される場合、
対象は、トポＩ阻害剤に対して非反応である得ると識別され得る。いくつかの実施形態で
は、既定の閾値レベルは、約レベル３であり、この場合、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプ
チドの％（全トポＩポリペプチドからの）は、約２５％以上であり、対象は、３未満（す
なわち、２５％未満）の閾値レベルを有する対象に比べて、トポＩ阻害剤に対して非反応
であり得る。したがって、いくつかの実施形態では、対象がトポＩ阻害剤に対して非反応
であり得るかを識別するための既定の閾値レベルは２５％以上であり、この場合、全トポ
Ｉポリペプチドに対して２５％以上（すなわち、約少なくとも３０％または少なくとも約
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４０％または少なくとも約５０％または少なくとも約６０％以上）の％のリン酸－Ｓ１０
トポＩ阻害剤を有する対象は、トポＩ阻害剤に対して非反応であると識別され、一方、全
トポＩポリペプチドに対して２５％未満（すなわち、約２０％または約１０％または約５
％または約２％未満）の％のリン酸－Ｓ１０トポＩ阻害剤を有する対象は、トポＩ阻害剤
に対して反応するまたは部分的に反応すると識別される。
【００１２】
　本発明の別の態様は、対象における癌を処置するための方法に関し、本方法は、対象か
らの癌細胞を含む生体対象におけるトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベル
を測定するステップと、トポＩポリペプチドのリン酸化のレベルを検出するステップであ
って、具体的には、トポＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）のリン酸化のレベルを検
出するステップとを含み、トポＩポリペプチドが、例えば残基Ｓ１０においてリン酸化さ
れる場合、癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であると識別される。癌細胞
は、一実施形態において、対象から採取され、本明細書に説明する方法、キット、機械、
ならびにコンピュータシステムおよびコンピュータ可読媒体によって試験される。
【００１３】
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得ると識別される対象は、ＣＰＴ、またはト
ポテカンおよびイリノテカン等のその類似体等であるがこれらに限定されない治療的に有
効な量のトポＩ阻害剤によって、単独で、または他の治療薬および／もしくは抗癌薬と組
み合わせて処置可能である。
【００１４】
　いくつかの実施形態では、トポＩ阻害剤は、例えば、ＣＰＴ、またはトポテカンおよび
イリノテカン等のその類似体および誘導体に限られない化学療法薬剤であり、これらの用
語は、本明細書において定義される。本発明の別の態様は、癌に罹患する対象または癌を
発現する危険性を有する対象を処置および／または予防するための方法であって、トポＩ
ポリペプチド（リン酸－トポＩ）のリン酸化の存在を判断するステップを含む方法を提供
し、特定の実施形態では、本方法は、トポＩポリペプチド（リン酸（phosphor）－Ｓ１０
－トポＩ）のセリン１０（Ｓ１０）残基におけるリン酸化の存在を判断するステップを含
む。他の実施形態では、方法、キット、機械、コンピュータシステム、およびコンピュー
タ可読媒体を使用して、生体試料におけるトポＩポリペプチドのリン酸化状態、具体的に
は、リン酸－トポＩの存在、より具体的には、生体試料におけるリン酸－Ｓ１０－トポＩ
ポリペプチドの存在を判断する。
【００１５】
　一実施形態では、当業者に既知である任意の手段を使用して、トポＩポリペプチドのリ
ン酸化状態、具体的には、対象の癌におけるリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在を
判断することが可能である。したがって、本発明は、任意の体内検出方法、任意の生体外
検出方法、または任意の体外検出方法を使用して、トポＩポリペプチドのリン酸化状態、
具体的には、癌を患っている対象におけるリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在を判
断することを包含する。いくつかの実施形態では、本方法は、当業者に一般に知られてい
る高スループット自動免疫組織化学方法である。別の実施形態では、体内検出方法は、例
えば、対象に対する抗リン酸－Ｓ１０トポＩ抗体等の標識抗体であるがこれに限定されな
いものを対象に投与することによって、トポＩポリペプチドのリン酸化状態、具体的には
、対象に存在する癌におけるリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在を判断することが
でき、標識抗体には、例えば、ルシフェラーゼ抗リン酸－Ｓ１０トポＩ抗体等の放射性標
識、または蛍光標識、または生物発光標識、または代替として、放射性標識ヌクレオチド
が含まれ、検出モジュール、例えば、ＭＲＩ、ＣＡＴ走査、または他の体内撮像機械等の
体内撮像カメラまたは機械を使用して、対象における抗リン酸－Ｓ１０トポＩ抗体の存在
を判断し、一実施形態では、検出モジュールからの出力データは、本明細書に開示するコ
ンピュータシステムもしくはコンピュータ可読媒体を使用して分析され、または代替実施
形態では、検出モジュールの出力データは、本明細書に説明する機械の比較モジュールに
接続されるストレージモジュールによって受信される。
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【００１６】
　別の実施形態では、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在等のトポＩポリペプチド
のリン酸化状態を、対象から採取した生体試料において判断することができ、生体試料は
、生体試料におけるリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在等のトポＩポリペプチドの
リン酸化状態を判断する検出モジュールに配置され、検出モジュールの出力データは、本
明細書に説明する機械の比較モジュールに接続されるストレージモジュールによって受信
されるか、または代替実施形態では、検出モジュールの出力データは、本明細書に開示す
るコンピュータシステムおよびコンピュータ可読媒体によって分析される。
【００１７】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシス
テム、およびコンピュータ可読媒体によってトポＩ阻害剤に対して非反応であると識別さ
れる対象には、トポＩ阻害剤以外の化学療法剤を含む医薬組成物が投与される。代替実施
形態では、対象には、トポＩ阻害剤と、トポＩ阻害剤に対する対象の感受性を増加させる
薬剤（本明細書において「トポＩ阻害剤感受性薬剤」と呼ばれる）とが投与可能であり、
トポＩ阻害剤感受性薬剤は、トポＩポリペプチドの脱リン酸化を増加させることが可能で
あり、具体的には、トポＩポリペプチドセリン１０（Ｓ１０）の脱リン酸化を増加させる
ことが可能である。別の実施形態では、トポＩ阻害剤感受性薬剤は、例えば抗リン酸－Ｓ
１０トポＩ抗体または拮抗薬または２－モリホリン－４－イル－ベンゾ［ｈ］クロメン－
４－オンとしても既知であるＮＵ７０２６等であるがこれに限定されないＤＮＡ－ＰＫの
阻害剤ならびにその誘導体および類似体等のトポＩポリペプチドのリン酸化を阻害する拮
抗薬であることが可能である。したがって、本発明の一態様は、トポＩ阻害剤感受性薬剤
と実質的に同時に、トポＩ阻害剤に対して非反応であると識別された対象にトポＩ阻害剤
を同時投与するステップに関する。いくつかの実施形態では、トポＩ阻害剤を含むこのよ
うな医薬組成物は、単独で、またはトポＩ阻害剤（すなわち、トポＩポリペプチド上のＳ
１０の脱リン酸化を増加させる薬剤等のトポＩ阻害剤感受性薬剤および／または抗リン酸
－Ｓ１０トポＩ抗体もしくはＤＮＡ－ＰＫの拮抗薬等のＳ１０上のトポＩリン酸化を阻害
する薬剤）に対する対象の感受性を増加させる薬剤を含む医薬組成物の投与と実質的に同
時、投与前、もしくは投与後に投与可能である。
【００１８】
　本発明の一態様および本明細書に説明する全ての他の態様では、機械を使用して、生体
試料におけるトポＩポリペプチドのリン酸化状態を判断することができ、例えば、対象か
らの生体試料に関するデータを入手するための機械は、生体試料を保持する生体試料容器
と、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在を検出するように、例えば、出力
データ、いくつかの実施形態では、コンピュータ可読媒体フォーマットの出力データを生
成する生体試料におけるリン酸－Ｓ１０トポＩを検出するように構成される判断モジュー
ルと、判断モジュールからの出力データを格納するように構成されるストレージ機器と、
判断モジュールからの出力データを、格納された参照データおよび対照データ等のストレ
ージ機器上に格納されるデータと比較するように適合される比較モジュールと、クライア
ントコンピュータにおいてユーザのために読み出されたコンテンツのページを表示するた
めのディスプレイモジュールとを備え、読み出されたコンテンツは、　（ｉ）トポイソメ
ラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在または非存在であって、例えば、読み出されたコ
ンテンツは、リン酸－Ｓ１０トポＩの存在または非存在であることと、（ｉｉ）トポイソ
メラーゼＩのリン酸化の非存在、例えばリン酸－Ｓ１０トポＩの非存在と、（ｉｉｉ）リ
ン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在等のトポイソメラーゼＩのリン酸化の存在と、（
ｉｖ）対象が、陰性リン酸化状態を有する癌を患っている対象よりも、トポＩ阻害剤に対
してより非反応であり得ることを示す陽性試験結果（すなわち、陽性Ｓ１０トポＩリン酸
化状態等の陽性リン酸化状態）と、（ｖ）対象が、陽性リン酸化を有する癌を患っている
対象よりも、トポＩ阻害剤に対してより反応し得ることを示す陰性試験結果（すなわち、
陰性Ｓ１０トポＩリン酸化状態等の陰性リン酸化状態）のうちの任意の１つまたは組み合
わせを含む。
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【００１９】
　本発明の一態様は、対象がトポＩ阻害剤に対して反応するかを判断するために使用可能
であるコンピュータシステムである。このようなある実施形態では、コンピュータシステ
ムは、判断モジュールに接続され、生物標本に関する判断モジュールからの出力データを
入手するように構成され、判断モジュールは、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸
化の存在、例えば、対象内における、または対象から入手された生体試料におけるリン酸
－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在を判断するように構成され、コンピュータシステムは
、判断モジュールからの出力データならびに参照データを格納するように構成される（ａ
）ストレージ機器を備え、ストレージ機器は、（ｂ）比較モジュールに接続され、比較モ
ジュールは、一実施形態では、ストレージ機器上に格納される出力データを、格納された
参照データと比較するように適合され、代替実施形態では、出力データをそれ自体を比較
するように適合され、比較モジュールは、報告データを生成し、クライアントコンピュー
タ上でユーザのために読み出されたコンテンツ（すなわち、比較モジュールからの報告デ
ータ）のページを表示するための（ｃ）ディスプレイモジュールに接続され、読み出され
たコンテンツは、（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在または非存在
であって、例えば、読み出されたコンテンツは、リン酸－Ｓ１０トポＩの存在または非存
在であることと、（ｉｉ）トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在、例えばリン酸－Ｓ１
０トポＩの非存在と、（ｉｉｉ）リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在等のトポイソ
メラーゼＩのリン酸化の存在と、（ｉｖ）対象が、陰性リン酸化状態を有する癌を患って
いる対象よりも、トポＩ阻害剤に対してより非反応であり得ることを示す陽性試験結果（
すなわち、陽性Ｓ１０トポＩリン酸化状態等の陽性リン酸化状態）と、（ｖ）対象が、陽
性リン酸化を有する癌を患っている対象よりも、トポＩ阻害剤に対してより反応し得るこ
とを示す陰性試験結果（すなわち、陰性Ｓ１０トポＩリン酸化状態等の陰性リン酸化状態
）であるのうちの任意の１つまたは組み合わせを含む。
【００２０】
　いくつかの実施形態では、比較モジュールは、ストレージ機器上に格納された出力デー
タを、それ自体または格納された参照データと比較し、陽性試験結果を示す陽性Ｓ１０ト
ポＩリン酸化状態（すなわち、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在）を計算し、報
告データを生成して、対象が、陰性リン酸化状態を有する癌を患っている対象よりも、ト
ポＩ阻害剤に対してより非反応であり得ることを示し、比較モジュールからの報告データ
は、ディスプレイモジュールから読み出され、ディスプレイモジュール上に表示される。
【００２１】
　本発明の一態様および本明細書に説明する全ての他の態様では、コンピュータ可読媒体
を使用して、癌を患っている対象または癌の危険性のある対象からトポＩポリペプチドの
リン酸化状態を判断することができ、例えば、コンピュータ可読媒体は、コンピュータ上
で方法を実装するために判断モジュールおよび比較モジュールを含むソフトウェアモジュ
ールを規定するために、コンピュータ可読命令がその上に記録され、上記方法は、　リン
酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在または非存在等のトポＩポリペプチドのリン酸化の
存在または非存在を測定した判断モジュールから参照データおよび出力データを格納する
ように構成されるストレージ機器と、報告データを生成する比較モジュールであって、ス
トレージ機器上に格納されたデータを比較するように、例えば、判断モジュールからの出
力データを、それ自体または代替として参照データと比較するように適合される比較モジ
ュールと、クライアントコンピュータ上において、ユーザのための、比較モジュールから
の報告データである読み出されたコンテンツのページを表示するためのディスプレイモジ
ュールとを備え、読み出されたコンテンツは、（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドの
リン酸化の存在または非存在であって、例えば、読み出されたコンテンツは、リン酸－Ｓ
１０トポＩの存在または非存在であることと、（ｉｉ）トポイソメラーゼＩのリン酸化の
非存在、例えばリン酸－Ｓ１０トポＩの非存在と、（ｉｉｉ）リン酸－Ｓ１０トポＩポリ
ペプチドの存在等のトポイソメラーゼＩのリン酸化の存在と、（ｉｖ）対象が、陰性リン
酸化状態を有する癌を患っている対象よりも、トポＩ阻害剤に対してより非反応であり得
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ることを示す陽性試験結果（すなわち、陽性Ｓ１０トポＩリン酸化状態等の陽性リン酸化
状態）と、（ｖ）対象が、陽性リン酸化を有する癌を患っている対象よりも、トポＩ阻害
剤に対してより反応し得ることを示す陰性試験結果（すなわち、陰性Ｓ１０トポＩリン酸
化状態等の陰性リン酸化状態）のうちの任意の１つまたは組み合わせを含む。
【００２２】
　また、本発明の別の態様は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応である癌の可能
性を識別する方法であって、少なくとも１つの癌細胞においてトポイソメラーゼＩポリペ
プチドのリン酸化のレベルを測定するステップであって、リン酸化の存在は、トポイソメ
ラーゼＩのリン酸化の非存在が検出される癌に比べて、トポイソメラーゼ阻害剤に対して
より非反応であり得る癌を識別するステップを含む方法に関する。
【００２３】
　本発明の別の態様は、対象における癌を処置するための方法であって、　（ｉ）対象か
ら入手した癌細胞を含む生体試料においてトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の
レベルを測定するステップと、（ｉｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのレベルを検出
するステップであって、トポイソメラーゼＩポリペプチドがリン酸化される場合、癌は、
トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であると識別されるか、またはトポイソメラー
ゼＩポリペプチドがリン酸化されない場合、癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反
応し得るものとして識別されるステップと、（ｉｉｉ）トポイソメラーゼＩ阻害剤以外の
抗癌剤を対象に投与するステップであって、癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非
反応であると識別されるステップとを含む方法に関する。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、トポＩ阻害剤は、配列番号２のトポＩポリペプチドまたはそ
の変異体の拮抗薬であり、トポＩポリペプチドの拮抗薬は、トポＩポリペプチドの遺伝子
発現および／または生物活性を阻害する当業者に一般に知られる任意の薬剤であり、例え
ば、抗体、抗体フラグメント、小分子、ペプチド、タンパク質、アンチセンス核酸、リボ
ソーム、ＰＮＡ、ｓｉＲＮＡ、オリゴヌクレオチド、アプタマーおよびペプチドアプタマ
ー、ならびにこれらの誘導体およびフラグメント等の薬剤が含まれるが、これらに限定さ
れない。いくつかの実施形態では、本発明の方法に有用なトポＩポリペプチドの拮抗薬は
、核酸ベースの阻害剤、核酸構造体、ペプチドベースの阻害剤、またはそれをコード化す
るトポＩポリペプチドもしくはポリヌクレオチドの小分子阻害剤であることが可能である
。いくつかの実施形態では、核酸阻害剤は、例えば、ｓｉＲＮＡ分子またはアンチセンス
構造体等のＲＮＡｉ（ＲＮＡ干渉）薬剤であり得る。例示的トポＩ阻害剤は、本明細書に
開示され、ＣＰＴ、またはトポテカンおよびイリノテカン等のその類似体が含まれるが、
これらに限定されない。本発明が、トポ阻害剤に何を使用するかにかかわらず、対象がト
ポＩ阻害剤に対して反応することを判断するための方法、キット、機械、コンピュータシ
ステム、およびコンピュータ可読媒体を提供することが包含される。いくつかの実施形態
では、トポＩ阻害剤は、治療的および予防的抗癌処置を含む抗癌処置として使用されるが
、しかしながら、トポＩ阻害剤は、トポＩ阻害剤の使用が所望される非癌性の病気または
疾患の処置、例えば、細胞死が所望の結果である任意の処置戦略に使用可能である。
【００２５】
　本発明の別の態様は、配列番号１のリン酸化セリン残基もしくは配列番号４上のリン酸
化セリン残基、または配列番号２のアミノ酸配列のポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）
に対して特異親和性を有して結合する単離抗リン酸－Ｓ１０トポＩ抗体を提供する。
【００２６】
　本発明の別の態様は、トポＩ阻害剤に対する対象または癌もしくは癌細胞の感受性を増
加させるための方法であって、トポＩ阻害剤の有効量と、トポＩ阻害剤感受性薬剤（すな
わち、トポＩ阻害剤に対する癌細胞の感受性を増加させる薬剤）との有効量の組み合わせ
を、対象または癌細胞に投与するステップを含み、トポＩ阻害剤感受性薬剤には、例えば
、トポＩポリペプチドのＳ１０の脱リン酸化を増加させる薬剤、および／または抗リン酸
－Ｓ１０トポＩ抗体もしくはＤＮＡ－ＰＫの拮抗薬等のＳ１０上のトポＩリン酸化を阻害
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する薬剤が含まれ得るが、これらに限定されない。
【００２７】
　いくつかの実施形態では、開示される方法、キット、機械、コンピュータシステム、お
よびコンピュータ可読媒体は、対象がトポＩ阻害剤に対して反応し得るかを判断するのに
有用であり、トポＩ阻害剤は、癌の処置に使用され、本発明は、ＳＣＬＣ癌、結腸癌、卵
巣癌、または難治性癌、例えば、乳癌もしくは子宮頸癌から成る群から選択可能である腫
瘍等であるがこれらに限定されない癌の予防および／または処置に有用である。他の実施
形態では、本明細書に開示する方法での処置に有用である癌は、トポＩ阻害剤により処置
可能な任意の癌であるか、またはトポＩ阻害剤による処置が望ましく、　消化管癌、胃癌
、扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）、頭頸部癌、肺癌、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）および小細
胞肺癌（ＳＣＬＣ）、リンパ腫、肉腫、原発性および転移性黒色腫、胸腺腫、非ホジキン
リンパ腫、ホジキンリンパ腫、神経系の癌、脳癌、骨髄癌、骨癌、腎臓癌、子宮癌、子宮
頸癌、結腸癌、網膜癌、皮膚癌、膀胱癌、結腸癌、食道癌、精巣癌、子宮頸癌、肝臓癌、
腎臓癌、膵臓癌、性器－膀胱癌、消化管癌、歯肉癌、舌癌、腎臓癌、鼻咽頭癌、胃癌、子
宮内膜癌および腸腫瘍細胞癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、および膵臓癌等の腺癌から成る
群における任意の癌から選択可能である。具体的には、癌は、乳癌、例えば、トリプルネ
ガティブサブタイプの乳癌である。一実施形態では、トポＩ阻害剤は、癌の処置に使用さ
れる。いくつかの実施形態では、癌は、上皮性起源であり、例えば、癌は、消化管癌、前
立腺癌、卵巣癌、乳癌、頭頸部癌、肺癌、小細胞肺癌、神経系の癌、腎臓癌、網膜癌、皮
膚癌、肝臓癌、膵臓癌、性器－膀胱癌、および膀胱癌であるが、これらに限定されない。
【００２８】
　本発明のいくつかの態様では、対象がトポＩ阻害剤に対して反応すると識別される場合
、本明細書に開示するトポＩ阻害剤を含む医薬組成物は、単独で、または１つ以上の他の
治療剤とともに投与可能である。例えば、癌の処置では、医薬組成物は、例えば、化学療
法、放射線療法、ホルモン療法、温熱療法、免疫療法、外科的切除、および当業者に一般
に知られる代替の癌療法等の抗癌療法の投与と実質的に同時に、または投与後に投与可能
である。このような抗癌療法は、本明細書に開示する医薬組成物の投与前、投与中、また
は投与後に投与可能である。いくつかの実施形態では、抗癌療法は、対象に１回または複
数回投与される。
【００２９】
　本明細書に説明する任意の方法または組成物が、任意の他の方法または組成物について
実装可能であることが想定される。他の目的、特徴、および利点は、以下の詳細な説明か
ら明白になる。しかしながら、本発明の精神および範囲内における種々の変更および修正
が、この詳細な説明から明らかになることから、詳細な説明および具体的な例が、本発明
の具体的な実施形態を示す一方で、例証のみとして提供されることを理解されたい。
[本発明1001]
　対象からの生体試料に関するデータを入手するための機械であって、
ａ．前記生体試料を保持するための生体試料容器と、
ｂ．前記生体試料におけるトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在を検出する
ように構成される判断モジュールと、
ｃ．前記判断モジュールから出力されたデータを格納するように構成されるストレージ機
器と、
ｄ．前記ストレージ機器上に格納される前記データを対照データと比較するように適合さ
れる比較モジュールと、
ｅ．クライアントコンピュータ上にユーザのために読み出されたコンテンツのページを表
示するためのディスプレイモジュールであって、
　（ｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩポリペプチドの存在であり
、および／または
　（ｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン
酸化の存在または非存在であり、および／または
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　（ｉｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在で
あり、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得るという信号であり、およ
び／または
　（ｉｖ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在であり
、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であり得る信号である、前記ディ
スプレイモジュールと、
を備える前記機械。
[本発明1002]
　前記判断モジュールが、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを測定す
る、本発明1001の機械。
[本発明1003]
　前記判断モジュールが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン10（Ｓ10）のリ
ン酸化のレベルを測定する、本発明1001の機械。
[本発明1004]
　リン酸化のレベルが、タンパク質結合部分を使用して測定される、本発明1002または10
03の機械。
[本発明1005]
　前記判断モジュールが、前記生体試料を少なくとも1つのタンパク質結合部分と接触さ
せる、本発明1004の機械。
[本発明1006]
　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、3重体、中心体、タン
パク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、および
これらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、本発明1005の機械。
[本発明1007]
　前記判断モジュールが、免疫ブロット分析、免疫組織化学的分析；ＥＬＩＳＡ、イソ型
に特異的な化学的もしくは酵素的開裂、タンパク質配列、または質量分析から成る群から
選択される方法を使用して、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在を検出する、本発明10
06の機械。
[本発明1008]
　前記生体試料が、癌または少なくとも1つの癌細胞を含む、本発明1001の機械。
[本発明1009]
　前記癌細胞が、癌幹細胞である、本発明1008の機械。
[本発明1010]
　前記生体試料が、組織試料、腫瘍試料、生検試料、生体外培養試料、生体外培養腫瘍試
料、外科的に解離した組織試料、血液試料、血漿試料、癌試料、リンパ液試料、原発腹水
料から成る群から選択される、本発明1001の機械。
[本発明1011]
　前記癌が、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）、結腸癌、卵巣癌、乳癌、および子宮頸癌から成る
群から選択される、本発明1008の機械。
[本発明1012]
　前記癌が、難治性癌である、本発明1008の機械。
[本発明1013]
　前記癌が、消化管癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）、頭部の扁
平上皮細胞癌（ＳＣＣ）、頸部、肺、および食道の扁平上皮細胞癌、頭頸部癌、肺癌、非
小細胞肺癌、神経系の癌、脳癌、骨髄癌、骨癌、腎臓癌、網膜癌、皮膚癌、膀胱癌、結腸
癌、食道癌、精巣癌、子宮頸癌、肝臓癌、腎臓癌、膵臓癌、性器－膀胱癌、消化管癌、歯
肉癌、舌癌、腎臓癌、鼻咽頭癌、胃癌、子宮内膜癌、ならびに腸腫瘍細胞癌の群から選択
される、本発明1008の機械。
[本発明1014]
　前記乳癌が、トリプルネガティブサブタイプ乳癌；またはエストロゲン受容体（ＥＲ）
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、前記プロゲステロン受容体（ＰＲ）の発現を欠く、およびＨｅｒ－2発現を欠く癌であ
る、本発明1011の機械。
[本発明1015]
　トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もしくは模
倣剤である、本発明1001の機械。
[本発明1016]
　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、本発明1001の
機械。
[本発明1017]
　前記対象が、癌を患っているか、または癌を患っている可能性のあると認められる対象
である、本発明1001の機械。
[本発明1018]
　前記対象が、ヒト対象である、本発明1001の機械。
[本発明1019]
　生物標本に関するデータを入手するためのコンピュータシステムであって、
（ａ）リン酸化情報を受信するように構成される判断モジュールであって、前記リン酸化
情報が、
　（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベル、または
　（ｉｉ）トポイソメラーゼＩのセリン10（Ｓ10）上のリン酸化が存在するか否か、
を含む、前記判断モジュールと、
（ｂ）前記判断モジュールからの出力されたデータを格納するように構成されるストレー
ジ機器と、
（ｃ）前記ストレージ機器上に格納された前記データを参照データと比較し、かつ読み出
されたコンテンツを提供するように適合される比較モジュールと、
（ｄ）前記ユーザのために前記読み出されたコンテンツのページを表示するためのディス
プレイモジュールであって、
　（v）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩポリペプチドの存在であり
、および／または
　（vｉ）前記読み出されたコンテンツが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン
酸化の存在または非存在であり、および／または
　（vｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在で
あり、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得るという信号であり、およ
び／または
　（vｉｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在で
あり、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であり得る信号である、前記
ディスプレイモジュールと、
を備える、前記コンピュータシステム。
[本発明1020]
　前記判断モジュールが、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを測定す
る、本発明1019のコンピュータシステム。
[本発明1021]
　前記判断モジュールが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン10（Ｓ10）のリ
ン酸化のレベルを測定する、本発明1019のコンピュータシステム。
[本発明1022]
　リン酸化のレベルが、タンパク質結合部分を使用して測定される、本発明1020または10
21のコンピュータシステム。
[本発明1023]
　前記判断モジュールが、前記生体試料を少なくとも1つのタンパク質結合部分と接触さ
せる、本発明1022のコンピュータシステム。
[本発明1024]
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　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、3重体、中心体、タン
パク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、および
これらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、本発明1023のコンピュー
タシステム。
[本発明1025]
　前記判断モジュールが、免疫ブロット分析、免疫組織化学的分析；ＥＬＩＳＡ、イソ型
に特異的な化学的もしくは酵素的開裂、タンパク質配列、または質量分析から成る群から
選択される方法を使用して、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在を検出する、本発明10
24のコンピュータシステム。
[本発明1026]
　前記生体試料が、癌または少なくとも1つの癌細胞を含む、本発明1019のコンピュータ
システム。
[本発明1027]
　トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もしくは模
倣剤である、本発明1019のコンピュータシステム。
[本発明1028]
　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、本発明1027の
コンピュータシステム。
[本発明1029]
　前記対象が、癌を患っているか、または癌を患っている可能性のあると認められる対象
である、本発明1019のコンピュータシステム。
[本発明1030]
　前記対象が、ヒト対象である、本発明1019のコンピュータシステム。
[本発明1031]
　コンピュータ上で方法を実装するために判断モジュールおよび比較モジュールを含むソ
フトウェアモジュールを規定するために、コンピュータ可読命令がその上に記録されるコ
ンピュータ可読媒体であって、前記方法が、
（ａ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化情報に関するデータを格納するステッ
プであって、前記リン酸化情報が、
　（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベル、または
　（ｉｉ）前記判断モジュールからの出力されたトポイソメラーゼＩのセリン10（Ｓ10）
上のリン酸化が存在するか否か、
を含む、前記ステップと、
（ｂ）前記ストレージ機器上に格納される前記データを参照データと、前記比較モジュー
ルで比較し、読み出されたコンテンツを提供するステップと、
（ｃ）前記ユーザのために前記読み出されたコンテンツを表示するステップであって、ト
ポイソメラーゼＩポリペプチドの前記リン酸化レベルは、プロファイルであり、前記プロ
ファイルは、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対する癌の反応性を示し、トポイソメラーゼＩ
ポリペプチドのリン酸化の検出の非存在は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得
る癌を示し、10％を上回るリン酸化の存在は、前記癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対し
て無反応であり得ることを示すステップと、
を含む方法である、前記コンピュータ可読媒体。
[本発明1032]
　前記判断モジュールが、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを測定す
る、本発明1031のコンピュータ可読媒体。
[本発明1033]
　前記判断モジュールが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン10（Ｓ10）のリ
ン酸化のレベルを測定する、本発明1031のコンピュータ可読媒体。
[本発明1034]
　前記リン酸化のレベルが、タンパク質結合部分を使用して測定される、本発明1032およ
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び1033のコンピュータ可読媒体。
[本発明1035]
　前記判断モジュールが、前記生体試料を少なくとも1つのタンパク質結合部分と接触さ
せる、本発明1034のコンピュータ可読媒体。
[本発明1036]
　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、3重体、中心体、タン
パク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、および
これらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、本発明1035のコンピュー
タ可読媒体。
[本発明1037]
　前記判断モジュールが、免疫ブロット分析、免疫組織化学的分析；ＥＬＩＳＡ、イソ型
に特異的な化学的もしくは酵素的開裂、タンパク質配列、または質量分析から成る群から
選択される方法を使用して、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在を検出する、本発明10
31のコンピュータ可読媒体。
[本発明1038]
　前記生体試料が、癌または少なくとも1つの癌細胞を含む、本発明1031のコンピュータ
可読媒体。
[本発明1039]
　トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もしくは模
倣剤である、本発明1031のコンピュータシステム。
[本発明1040]
　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、本発明1039の
コンピュータ可読媒体。
[本発明1041]
　前記対象が、癌を患っているか、または癌を患っている可能性のあると認められる対象
である、本発明1031のコンピュータ可読媒体。
[本発明1042]
　前記対象が、ヒト対象である、本発明1031のコンピュータ可読媒体。
[本発明1043]
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための本発明1001の
機械の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の非存在を
そのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対し
て反応し得る、前記使用。
[本発明1044]
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための本発明1001の
機械の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチド上のセリン10（Ｓ10）
のリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がトポイソメ
ラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
[本発明1045]
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための本発明1019の
コンピュータシステムの使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチドのリ
ン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がトポイソメラー
ゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
[本発明1046]
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための本発明1019の
コンピュータシステムの使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチド上の
セリン10（Ｓ10）のリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に
、癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
[本発明1047]
トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための本発明1031のコ
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ンピュータ可読媒体の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン
酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がトポイソメラーゼ
Ｉ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
[本発明1048]
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための本発明1031の
コンピュータ可読媒体の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチド上の
セリン10（Ｓ10）のリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に
、癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
[本発明1049]
　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応である癌の可能性を識別する方法であって、
少なくとも1つの癌細胞におけるトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを
測定するステップを含み、リン酸化の存在がトポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在が検
出される癌に比べて、トポイソメラーゼ阻害剤に対してより非反応であり得る前記癌を識
別する、前記方法。
[本発明1050]
　対象における癌を処置するための方法であって、
（ｉ）前記対象から入手した癌細胞を含む生体試料におけるトポイソメラーゼＩポリペプ
チドのリン酸化のレベルを測定するステップと、
（ｉｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのレベルを検出するステップであって、前記ト
ポイソメラーゼＩポリペプチドがリン酸化される場合、前記癌は、トポイソメラーゼＩ阻
害剤に対して非反応であるものとして識別されるか、または前記トポイソメラーゼＩポリ
ペプチドがリン酸化されない場合、前記癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し
得るものとして識別されるステップと、
（ｉｉｉ）トポイソメラーゼＩ阻害剤以外の抗癌剤を対象に投与するステップであって、
前記癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であると識別されるステップと、
を含む、前記方法。
[本発明1051]
　前記トポイソメラーゼＩポリペプチドの前記リン酸化が、トポイソメラーゼＩポリペプ
チドのセリン10（Ｓ10）のリン酸化である、本発明1049または1050の方法。
[本発明1052]
　前記トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もしく
は模倣剤である、本発明1049または1050の方法。
[本発明1053]
　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、本発明1052の
方法。
[本発明1054]
　前記対象が、ヒトである、本発明1049または1050の方法。
[本発明1055]
　リン酸化トポイソメラーゼＩに対して特異親和性を有するタンパク質結合部分であって
、前記リン酸化トポイソメラーゼＩが、前記セリン10（Ｓ10）アミノ酸残基においてリン
酸基を含む、タンパク質結合部分。
[本発明1056]
　前記タンパク質結合部分が、抗体またはそのフラグメントである、本発明1055のタンパ
ク質結合部分。
[本発明1057]
　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、3重体、中心体、タン
パク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、および
これらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、本発明1055のタンパク質
結合部分。
[本発明1058]
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　本発明1049または1050の方法に従って、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であ
る癌の可能性を識別するための、本発明1055のタンパク質結合部分の使用。
[本発明1059]
　本発明1055の前記タンパク質結合部分を含む、キット。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１Ａ】Ｋｕ７０／８０がトポＩと会合することを示す。図１Ａは、ＨｅＬａ細胞核溶
解物を、グルタチオンセファロースビーズに結合されるＧＳＴおよびＧＳＴ－トポＩで培
養し、ＰＢＳによる広範な洗浄後、吸着質を高塩濃度緩衝液（３５０ｍＭおよび５００ｍ
Ｍ　ＮａＣｌを含むＰＢＳ）で溶出したことを示す。吸着質をＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび銀
染色で分析した。タンパク質バンドを切断し、質量分析によるタンパク質識別のためにゲ
ル内消化を行った。
【図１Ｂ】Ｋｕ７０／８０がトポＩと会合することを示す。図１Ｂは、グルタチオンビー
ズに結合されるＧＳＴおよびＧＳＴ－トポＩを精製Ｋｕ－ＤＮＡ－ＰＫ複合体（Ｋｕ７０
／８０ヘテロ２量体を含有する）で培養し、吸着質を標示抗体（indicated antibody）に
よる免疫ブロット法で分析したことを示す。トポＩＧＳＴに直接結合するタンパク質を判
断するために、グルタチオンビーズに結合されるＧＳＴ－Ｋｕ７０およびＧＳＴ－Ｋｕ８
０をトポＩタンパク質で培養した。
【図１Ｃ】Ｋｕ７０／８０がトポＩと会合することを示す。図１Ｃは、抗トポＩによる免
疫ブロット分析で吸着質を分析したことを示す。
【図１Ｄ】Ｋｕ７０／８０がトポＩと会合することを示す。図１Ｄは、トポＩの特異的Ｋ
ｕ７０結合領域を、トポＩフラグメントの培養により判断したことを示す。
【図１Ｅ】Ｋｕ７０／８０がトポＩと会合することを示す。図１Ｅは、精製Ｋｕ－ＤＮＡ
－ＰＫ複合体によるグルタチオンビーズへの結合を示し、抗Ｋｕ７０抗体による免疫ブロ
ット法により吸着質を分析した。
【図２Ａ】トポＩがＫｕ－ＤＮＡ－ＰＫ複合体およびＢＲＣＡ１と会合することを示す。
図２Ａは、ＨｅＬａ細胞溶解物を、抗Ｋｕ７０、抗Ｋｕ８０、抗ＤＮＡ－ＰＫにより免疫
沈降させたことを示す。
【図２Ｂ】トポＩがＫｕ－ＤＮＡ－ＰＫ複合体およびＢＲＣＡ１と会合することを示す。
図２Ｂは、抗トポＩによるＨｅＬａ細胞溶解物の免疫沈降と、抗Ｋｕ－８０による免疫ブ
ロット法とを示す。
【図２Ｃ】トポＩがＫｕ－ＤＮＡ－ＰＫ複合体およびＢＲＣＡ１と会合することを示す。
図２Ｃは、抗トポＩによるＨｅＬａ細胞溶解物の免疫沈降と、抗Ｋｕ－７０による免疫ブ
ロット法とを示す。
【図２Ｄ】トポＩがＫｕ－ＤＮＡ－ＰＫ複合体およびＢＲＣＡ１と会合することを示す。
図２Ｄは、抗ＢＲＣＡ１またはＰＩＲＳ（対照）によるＨｅＬａ細胞溶解物の免疫沈降と
、抗トポＩによる免疫ブロット法とを示す。
【図２Ｅ】トポＩがＫｕ－ＤＮＡ－ＰＫ複合体およびＢＲＣＡ１と会合することを示す。
図２Ｅは、抗ＨＡによるＨｅＬａ細胞溶解物を発現するＨＡ－ＢＲＣＡ１の免疫沈降と、
抗ＢＲＣＡ１による免疫ブロット法とを示す。沈殿物を標示抗体による免疫ブロット法で
分析した。
【図３Ａ】ＤＮＡ－ＰＫがトポＩをリン酸化することを示す。精製ＧＳＴ－トポＩ（５μ
ｇ；左レーン）を、［γ－３２Ｐ］ＡＴＰまたは冷却ＡＴＰを含有するキナーゼ緩衝剤（
２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２および１０ｍＭ　Ｍｎ
Ｃｌ２）中でＤＮＡ－ＰＫにより３０℃で３０分間培養した。図３Ａは、反応生成物のＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥ分析とオートラジオグラフィー（左レーン）とを示す。また、図３Ａは、
トポＩの非存在における同一の反応の対照（右レーン）としての比較も示す。図３Ａに示
すＧＳＴ－トポＩタンパク質バンド（左レーン）を小片に切断し、トリプシン消化のため
に処理した。トリプシン消化されたトポＩペプチドを質量分析により分析した。
【図３Ｂ】ＤＮＡ－ＰＫがトポＩをリン酸化することを示す。精製ＧＳＴ－トポＩ（５μ
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ｇ；左レーン）を、［γ－３２Ｐ］ＡＴＰまたは冷却ＡＴＰを含有するキナーゼ緩衝剤（
２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２および１０ｍＭ　Ｍｎ
Ｃｌ２）中でＤＮＡ－ＰＫにより３０℃で３０分間培養した。図３Ｂは、リン酸ペプチド
をＩＭＡＣカラムにより濃縮してからＬＣ－ＭＳ－ＭＳ（Ｑ－Ｓｔａｒ，ＡＢＩ）により
分析したことを示す。
【図４Ａ】ＢＲＣＡ１がトポＩユビキチン化のＥ３リガーゼであることを示す。７００ｎ
ｇのトポＩを、ユビキチン化緩衝剤（１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．９）、０．５ｍＭ
　ＥＤＴＡ、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２ｍＭ　ＮａＦ、２ｍＭ　ＡＴＰ、６０ｍＭ　ＫＣｌ
、１ｕＭ　ユビキチン）中で、２００ｎＭ　Ｅ１－Ｈｉｓ（Ｅ１）、５μＭ　ＵｂｃＨ５
ｃ－Ｈｉｓ（Ｅ２）、および２００ｎｇのＢＲＣＡ１－Ｆｌａｇ／ＢＡＲＤ１で培養し、
３７℃で３０分間培養した。図４Ａは、抗ユビキチン抗体を使用する免疫ブロット分析を
示す。グルタチオンビーズに結合されるＧＳＴ－トポＩをＤＮＡ－ＰＫでリン酸化した。
キナーゼ反応を停止し、リン酸化トポＩの一部を子牛の腸ホスホリラーゼ（ＣＩＰ）で脱
リン酸化した。リン酸化および脱リン酸化の両方のトポＩをキット（Ｂｏｓｔｏｎ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍｉｃａｌ，　Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，　ＭＡ）を使用してユビキチン化し、反応
を停止し、ビーズを洗浄し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ緩衝剤中でビーズを沸騰させてトポＩを希
釈した。
【図４Ｂ】ＢＲＣＡ１がトポＩユビキチン化のＥ３リガーゼであることを示す。７００ｎ
ｇのトポＩを、ユビキチン化緩衝剤（１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．９）、０．５ｍＭ
　ＥＤＴＡ、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２ｍＭ　ＮａＦ、２ｍＭ　ＡＴＰ、６０ｍＭ　ＫＣｌ
、１ｕＭ　ユビキチン）中で、２００ｎＭ　Ｅ１－Ｈｉｓ（Ｅ１）、５μＭ　ＵｂｃＨ５
ｃ－Ｈｉｓ（Ｅ２）、および２００ｎｇのＢＲＣＡ１－Ｆｌａｇ／ＢＡＲＤ１で培養し、
３７℃で３０分間培養した。図４Ｂは、抗ユビキチンによる希釈したトポＩの免疫ブロッ
ト法分析を示す。ＧｅｎｅＰｏｒｔｅｒ２キット（Ｇｅｎｅｌａｎｔｉｓ）を使用して一
時的トランスフェクションによりＨｅＬａ細胞においてＧＦＰ－トポＩを発現した。一時
的トランスフェクションの同一の方法を使用して、ＢＡＲＤ１およびＢＲＣＡ１を過剰発
現した。ＧＦＰ－トポＩの発現およびＢＡＲＤ１の過剰発現ならびＧＦＰ－トポＩ単体の
発現により陰性対照を確立した。
【図４Ｃ】ＢＲＣＡ１がトポＩユビキチン化のＥ３リガーゼであることを示す。７００ｎ
ｇのトポＩを、ユビキチン化緩衝剤（１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．９）、０．５ｍＭ
　ＥＤＴＡ、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２ｍＭ　ＮａＦ、２ｍＭ　ＡＴＰ、６０ｍＭ　ＫＣｌ
、１ｕＭ　ユビキチン）中で、２００ｎＭ　Ｅ１－Ｈｉｓ（Ｅ１）、５μＭ　ＵｂｃＨ５
ｃ－Ｈｉｓ（Ｅ２）、および２００ｎｇのＢＲＣＡ１－Ｆｌａｇ／ＢＡＲＤ１で培養し、
３７℃で３０分間培養した。図４Ｃは、抗トポＩ抗体を使用する免疫ブロット法によるＧ
ＦＰ－トポＩ分解の細胞融解物の分析を示す。
【図４Ｄ】ＢＲＣＡ１がトポＩユビキチン化のＥ３リガーゼであることを示す。７００ｎ
ｇのトポＩを、ユビキチン化緩衝剤（１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．９）、０．５ｍＭ
　ＥＤＴＡ、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２ｍＭ　ＮａＦ、２ｍＭ　ＡＴＰ、６０ｍＭ　ＫＣｌ
、１ｕＭ　ユビキチン）中で、２００ｎＭ　Ｅ１－Ｈｉｓ（Ｅ１）、５μＭ　ＵｂｃＨ５
ｃ－Ｈｉｓ（Ｅ２）、および２００ｎｇのＢＲＣＡ１－Ｆｌａｇ／ＢＡＲＤ１で培養し、
３７℃で３０分間培養した。図４Ｄは、図４Ｃからの溶離試料１、２、および３中のトポ
Ｉの％を示す。
【図５Ａ】ＢＲＣＡ１依存ユビキチン化およびＢＴ４７４細胞におけるトポＩのプロテア
ソーム分解を示す。図５Ａは、ウイルス形質導入により送達されたｓｈＲＮＡによるＢＲ
ＣＡ１のサイレンシングをＢＴ４７４細胞が受けたことを示す。
【図５Ｂ】ＢＲＣＡ１依存ユビキチン化およびＢＴ４７４細胞におけるトポＩのプロテア
ソーム分解を示す。図５Ｂは、ＢＲＣＡ１によりサイレンスされたおよびサイレンスされ
ないＢＴ４７４細胞の抗トポＩによる免疫ブロット分析を示し、２時間および６時間のＣ
ＰＴによる処置を示す。図５Ａおよび図５Ｂにおけるタンパク質レベルを、抗βアクチン
による細胞溶解物の免疫ブロット分析により判断した。
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【図５Ｃ】ＢＲＣＡ１依存ユビキチン化およびＢＴ４７４細胞におけるトポＩのプロテア
ソーム分解を示す。図５Ｃは、０時間、３時間、および６時間のＣＰＴによる処理後の（
図５Ｂ）、対照細胞と比べたｓｉＲＮＡ処置ｓｉＢＲＣＡ１細胞における％トポＩ発現レ
ベルの定量化を示す。
【図６Ａ】Ｓ１０Ａ突然変異体をＤＮＡ－ＰＫによりリン酸化しないことを示す。精製Ｇ
ＳＴ－トポＩ（５μｇ；左レーン）およびＧＳＴ－トポＩＳ１０Ａ（突然変異体）（右レ
ーン）を、［γ－３２Ｐ］ＡＴＰまたは冷却ＡＴＰを含有するキナーゼ緩衝剤（２０ｍＭ
　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２および１０ｍＭ　ＭｎＣｌ２）
中で、３０℃で３０分間培養した。図６Ａは、反応生成物のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析および
オートラジオグラフィーを示す。
【図６Ｂ】Ｓ１０Ａ突然変異体をＤＮＡ－ＰＫによりリン酸化しないことを示す。精製Ｇ
ＳＴ－トポＩ（５μｇ；左レーン）およびＧＳＴ－トポＩＳ１０Ａ（突然変異体）（右レ
ーン）を、［γ－３２Ｐ］ＡＴＰまたは冷却ＡＴＰを含有するキナーゼ緩衝剤（２０ｍＭ
　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２および１０ｍＭ　ＭｎＣｌ２）
中で、３０℃で３０分間培養した。図６Ｂは、図６Ａの反応に使用される野生型および突
然変異トポＩタンパク質の比較発現を示す。ＧＳＴ－トポＩ（ＷＴ）（左レーン）および
ＧＳＴ－トポＩ－Ｓ１０Ａ（突然変異体）（右レーン）をＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびクマシ
ー染色により分析した。
【図７Ａ】ＤＮＡ－ＰＫ欠損細胞におけるトポＩの状態を示す。図７Ａは、ＳｃＳｖ３（
レーン１）およびＳｃＨ８（レーン２）細胞の抗トポＩ免疫ブロット分析を示す。
【図７Ｂ】ＤＮＡ－ＰＫ欠損細胞におけるトポＩの状態を示す。図７Ｂは、図７Ａに使用
するＳｃＳｖ３およびＳｃＨ８細胞試料におけるｍＲＮＡレベルの定量化を示す。
【図８Ａ】ＤＮＡ－ＰＫ欠損細胞（ＳｖＳＣ３）におけるトポＩダウンレギュレーション
およびトポイソメラーゼＩ阻害剤ＣＰＴに対する感受性を示す。図８Ａは、０時間、３時
間、または６時間のＣＴＰ処置後の、ＳｃＨ－８（ＤＮＡ－ＰＫ＋／＋細胞）およびＳｃ
Ｃｖ－３（ＤＮＡ－ＰＫ－／－細胞）の抗トポＩによる免疫ブロット法を示す。図８Ａに
おけるタンパク質レベルを、抗βアクチンによる細胞溶解物の免疫ブロット分析によって
判断した。
【図８Ｂ】ＤＮＡ－ＰＫ欠損細胞（ＳｖＳＣ３）におけるトポＩダウンレギュレーション
およびトポイソメラーゼＩ阻害剤ＣＰＴに対する感受性を示す。図８Ｂは、０時間、３時
間、または６時間のＣＴＰ処置後の、野生型細胞（ＤＮＡ－ＰＫ＋／＋、白）およびＤＮ
Ａ－ＰＫ欠損細胞（ＤＮＡ－ＰＫ－／－、陰影バー）における％トポＩ発現を示す。
【図８Ｃ】ＤＮＡ－ＰＫ欠損細胞（ＳｖＳＣ３）におけるトポＩダウンレギュレーション
およびトポイソメラーゼＩ阻害剤ＣＰＴに対する感受性を示す。図８Ｃは、ＣＰＴに応答
したＤＮＡ－ＰＫ－／－細胞（右下のパネル）における細胞死の、ＤＮＡ－ＰＫ＋／＋細
胞（右上のパネル）と比較して高い割合を示し、左側パネル、上側および下側の両方のパ
ネルは、対照である。
【図８Ｄ】ＤＮＡ－ＰＫ欠損細胞（ＳｖＳＣ３）におけるトポＩダウンレギュレーション
およびトポイソメラーゼＩ阻害剤ＣＰＴに対する感受性を示す。図８Ｄは、ＣＰＴによる
処置済みおよび未処置のＳｃＳｖ－３およびＳｃＨ８細胞の％アポトーシスを示す。
【図９】図９は、ＤＮＡ－ＰＫ阻害剤が、ＣＴＰ誘起のＵＰＰによるトポＩダウンレギュ
レーションを消失させることを示す。図９は、ＤＮＡ－ＰＫ阻害剤（ＣＴＰ＋ＤＮＡ－Ｐ
Ｋ阻害剤）（ＮＵ７０２６，２－モリホリン－４－イル）－ベンゾ［ｈ］クロメン－４－
オン）の存在または非存在におけるＣＰＴ処置後のＨｅＬａ細胞の抗トポＩによる免疫ブ
ロット法を示す。タンパク質レベルを、抗－βアクチンによる細胞溶解物の免疫ブロット
分析により判断した。
【図１０Ａ】トポＩ－ｐＳ１０が、ＣＰＴ応答の分子決定因子であることを示す。図１０
Ａは、抗ｐＳ１０トポＩ抗体を使用する免疫ブロット法を示す。ＨｅＬａ細胞をＣＰＴに
より０時間（レーン１）、１時間（レーン２）、２時間（レーン３）、および４時間（レ
ーン４）処置し、細胞溶解物を、抗トポＩ－ｐＳ１０による免疫ブロット分析により分析
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した。
【図１０Ｂ】トポＩ－ｐＳ１０が、ＣＰＴ応答の分子決定因子であることを示す。図１０
Ｂは、抗β－アクチンによる免疫ブロット分析による、図１０Ａにおける試料のタンパク
質レベルを示す。
【図１１Ａ】抗癌剤（ＣＰＴ）処置に応答する細胞トポＩの運命を示す略図を示す。トポ
ＩがＣＰＴに応答してユビキチン化により退化すること実証されている。ＤＮＡ－トポＩ
－ＣＰＴは、Ｓフェーズ中に開裂複合体を生成する。図１１Ａは、ＣＰＴの存在に起因し
て、トポＩが再連結周期中に開裂ＤＮＡの再連結に失敗する。開裂ＤＮＡとの複製フォー
クの衝突により、ＤＮＡ２重鎖の切断がもたらされる（ＤＮＡ－ＤＳＢ）。ＤＮＡ－ＤＳ
Ｂを修復するために、トポＩは、ユビキチン化プロテアソーム経路（ＵＰＰ）により除去
される。しかしながら、ＵＰＰ媒介トポＩ分解の機構は理解されていない。
【図１１Ｂ】抗癌剤（ＣＰＴ）処置に応答する細胞トポＩの運命を示す略図を示す。トポ
ＩがＣＰＴに応答してユビキチン化により退化すること実証されている。ＤＮＡ－トポＩ
－ＣＰＴは、Ｓフェーズ中に開裂複合体を生成する。本発明者は、図１１Ｂの略図によっ
て示すように、トポＩがＫｕ－ＤＮＡ－ＰＫ複合体と会合することと、ＤＮＡ－ＰＫのＤ
ＮＡ－ＤＳＢ媒介活性化がＳ１０におけるトポＩをリン酸化することとを実証した。
【図１１Ｃ】抗癌剤（ＣＰＴ）処置に応答する細胞トポＩの運命を示す略図を示す。トポ
ＩがＣＰＴに応答してユビキチン化により退化すること実証されている。ＤＮＡ－トポＩ
－ＣＰＴは、Ｓフェーズ中に開裂複合体を生成する。図１１Ｃは、Ｓ１０におけるトポＩ
のリン酸化が、ＢＲＣＡ１／ＢＡＲＤ１ヘテロ２量体によるトポＩのユビキチン化および
ユビキチン－プロテアソーム経路によるユビキチン化トポＩの後続の分解を確実にするこ
とを実証する略図である。
【図１２】図１２は、対象がトポＩ阻害剤に対して反応するかを判断するための機会に関
する本発明のある実施形態の簡略化ブロック図を示す。
【図１３】図１３は、本発明のある実施形態に従う、対象がトポＩ阻害剤に対して反応す
るかを判断するための機械１０である。
【図１４】図１４は、図１３に図示する予後アプリケーション１５５を実行するように構
成され得るコンピュータシステム１５１の例示的ブロック図を示す。
【図１５】図１５は、対象がトポＩ阻害剤に対して反応するかを分析するための命令のフ
ローチャートを示す。
【図１６】図１６は、ＣＰＴ耐性細胞におけるＳ１０トポＩリン酸化のより高いレベルを
示す。図１６は、３つの結腸癌細胞株；ＨＣＴ１５細胞（レーン１）、Ｃｏｌｏ２０５細
胞（レーン２）、およびＣｏｌｏ３２０細胞（レーン３）を示し、これらの細胞を溶解し
、全５０μｇタンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびトポＩＳ１０リン酸特異的抗体（抗リ
ン酸－Ｓ１０トポＩ抗体；上側パネル）による免疫ブロット法により分析した。抗β－ア
クチン（下側パネル）で膜を再びプローブし、全タンパク質レベルについて照合した。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　本発明は、概して、癌の処置におけるトポイソメラーゼＩ（トポＩ）阻害剤の有効性を
予測するための診断マーカーに関する。具体的には、本発明の一態様は、癌の処置におけ
るトポイソメラーゼＩ（トポＩ）阻害剤の有効性を判断するための方法に関する。具体的
には、本発明は、トポＩポリペプチドがキナーゼＤＮＡ－ＰＫによりセリン１０（Ｓ１０
）においてリン酸化され、ＢＲＡＣ１／ＢＡＲＤ１ヘテロ２量体によりそのユビキチン化
およびその後続の分解をもたらすという発見に基づく。トポＩポリペプチド（本明細書に
おいて「リン酸－トポＩ」と呼ばれる）のリン酸化の存在、具体的には、生体試料におけ
るトポＩポリペプチド（本明細書において「リン酸－Ｓ１０トポＩ」と呼ばれる）のセリ
ン１０（Ｓ１０）アミノ酸残基におけるリン酸化が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはト
ポテカンおよびイリノテカン等のＣＴＰ類似体およびその誘導体等のトポＩ阻害剤に対し
て、耐性および／または非反応性を示すことを、本発明者は発見した。したがって、本発
明の一態様は、リン酸－トポＩの検出に関し、具体的には、ＣＴＰおよびその類似体等の
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トポＩ阻害剤による薬剤有効性の予後決定因子としての、対象における、または癌を患っ
ている対象もしくは患っている可能性のある対象から採取した生体試料におけるリン酸－
Ｓ１０トポＩの検出に関する。
【００３２】
　したがって、本発明の一態様は、癌を患っている対象もしくは患っている可能性のある
対象における、またはこのような対象から採取した生体試料におけるリン酸－トポＩの存
在、具体的には、リン酸－Ｓ１０トポＩの存在を検出および分析するための、方法、キッ
ト、機械、コンピュータシステム、およびコンピュータ可読媒体に関し、対象または生体
試料が、リン酸－トポＩ、具体的には、トポＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）残基
におけるリン酸化（すなわち、リン酸－Ｓ１０トポＩの存在）を含むと判断される場合、
対象または生体試料を入手した対象は、トポＩポリペプチドにおける対応するＳ１０残基
がリン酸化されない癌を患っている患者に比べて、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはトポ
テカンおよびイリノテカ等のＣＴＰ類似体ならびにその誘導体等のトポＩ阻害剤に対して
非反応であり得ると識別される。
【００３３】
　本明細書に開示する本発明の全態様では、トポＩポリペプチドのリン酸化状態を判断お
よび測定するための任意の手段が、本発明における使用のために包含される。いくつかの
実施形態では、トポＩポリペプチドのリン酸化状態は、当業者に既知である任意の手段に
よって検出され、体内、体外、または生体外で検出可能である。
【００３４】
　別の実施形態では、癌細胞が、リン酸化トポＩポリペプチドの最小量、またはその実質
的な欠如、またはその非存在、具体的には、トポＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）
残基上のリン酸化の非存在または実質的欠如（すなわち、リン酸－Ｓ１０トポＩの非存在
）を含む場合、癌または癌細胞は、トポＩ阻害剤に対して反応し得るものとして識別され
、この場合、癌細胞は、対象に存在することが可能であるか（例えば、体内検出方法を使
用して検出される）、または代替実施形態では、癌細胞は、対象から採取した生体試料に
存在可能である（例えば、体外または生体外検出方法を介して検出される）。
【００３５】
　したがって、本発明の別の態様は、トポＩ阻害剤に対して反応する対象を識別するため
の方法を提供し、例えば、この場合、対象は、例えばＣＴＰまたはトポテカンおよびイリ
ノテカン等の類似体ならびに他の類似体またはその誘導体であるがこれらに限定されない
トポＩ阻害剤により癌の処置を現在受けているか、または受けるように選択されている。
【００３６】
　本発明の一態様は、トポＩ阻害剤に対して反応する対象を識別するための方法であって
、対象におけるまたは対象から採取する癌細胞を含む生体対象におけるトポイソメラーゼ
Ｉポリペプチドのリン酸化のレベルを測定するステップと、トポＩポリペプチドのリン酸
化のレベルを検出するステップ、具体的には、トポＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０
）におけるリン酸化のレベルを検出するステップとを含む方法に関し、トポＩポリペプチ
ドが、例えば残基Ｓ１０においてリン酸化される場合、リン酸化トポＩポリペプチドが欠
如する、具体的には、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドが欠如する癌を患っている対象
に比べて、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対してより非反応であり得る癌を対象が患ってい
ることが示される。
【００３７】
　また、本発明の別の態様は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応である癌の可能
性を識別するための方法であって、少なくとも１つの癌細胞においてトポイソメラーゼＩ
ポリペプチドのリン酸化のレベルを測定するステップ（すなわち、トポＩポリペプチドの
リン酸化状態を判断するステップ）を含み、リン酸化の存在は、トポイソメラーゼＩのリ
ン酸化の非存在が検出される癌に比べて、トポイソメラーゼ阻害剤に対して非反応であり
得ると癌を識別する方法に関する。いくつかの実施形態では、癌細胞は、対象に存在する
。いくつかの実施形態では、癌細胞は、生体試料に存在する。他の実施形態では、癌細胞
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は、癌幹細胞である。
【００３８】
　本発明の別の態様は、対象における癌を処置するための方法であって、　（ｉ）対象か
ら入手した癌細胞を含む生体試料におけるトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の
レベルを測定するステップと、（ｉｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのレベルを検出
するステップであって、トポイソメラーゼＩポリペプチドがリン酸化される場合、癌は、
トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であると識別されるか、またはトポイソメラー
ゼＩポリペプチドがリン酸化されない場合、癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反
応し得ると識別されるステップと、（ｉｉｉ）トポイソメラーゼＩ阻害剤以外の抗癌剤を
対象に投与するステップであって、癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であ
ると識別されるステップとを含む方法に関する。いくつかの実施形態では、トポＩ阻害剤
に対して反応すると識別された対象は、その用語が本明細書に説明されるように、トポＩ
阻害剤で処置可能であるが、一方、トポＩ阻害剤に対して無反応であると識別された対象
は、トポＩ阻害剤ではない当業者に既知の任意の抗癌処置で処置可能であるか、または代
替として、トポＩ阻害剤に対して無反応であると識別されたこのような対象には、トポＩ
阻害剤に対する細胞の感受性を増加させる薬剤（すなわち、トポＩ阻害剤感受性薬剤）と
組み合わせて（すなわち、併用して）トポＩ阻害剤を投与可能である。いくつかの実施形
態では、例えば、トポＩ阻害剤は、トポＩポリペプチドのＳ１０残基を脱リン酸化する薬
剤と同時投与可能であるか、または代替として、抗リン酸－Ｓ１０トポＩ抗体またはＤＮ
Ａ－ＰＫの拮抗薬等のトポＩ上のＳ１０残基のリン酸化を阻害する薬剤と同時投与可能で
ある。
【００３９】
　本発明の一態様および本明細書に説明する全ての他の態様では、機械を使用して、生体
試料におけるトポＩポリペプチドのリン酸化状態を判断することができ、例えば、対象か
らの生体試料に関するデータを入手するための機械は、　生体試料を保持する生体試料容
器と、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在を検出するように、例えば、出
力データ、いくつかの実施形態では、コンピュータ可読媒体フォーマットの出力データを
生成する生体試料におけるリン酸－Ｓ１０トポＩを検出するように構成される判断モジュ
ールと、判断モジュールからの出力データを格納するように構成されるストレージ機器と
、判断モジュールからの出力データを、格納された参照データおよび対照データ等のスト
レージ機器上に格納されるデータと比較するように適合される比較モジュールと、クライ
アントコンピュータにおいてユーザのために読み出されたコンテンツのページを表示ため
のディスプレイモジュールとを備え、（ｉ）読み出されたコンテンツは、トポイソメラー
ゼＩポリペプチドの存在であり、および／または、（ｉｉ）読み出されたコンテンツは、
トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在または非存在であって、例えば、読み
出されたコンテンツは、リン酸－Ｓ１０トポＩの存在または非存在であり、および／また
は（ｉｉｉ）読み出されたコンテンツは、トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在、例え
ばリン酸－Ｓ１０トポＩの非存在であって、これは、対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に
対して反応し得るという信号であり、および／または（ｉｖ）読み出されたコンテンツは
、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在等のトポイソメラーゼＩのリン酸化の存在で
あって、これは、対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であり得るという信号
である。
【００４０】
　本発明の一態様は、対象がトポＩ阻害剤に対して反応するかを判断するために使用可能
であるコンピュータシステムである。このようなある実施形態では、コンピュータシステ
ムは、判断モジュールに接続され、生物標本に関する判断モジュールからの出力データを
入手するように構成され、判断モジュールは、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸
化の存在、例えば、対象内における、または対象から入手された生体試料におけるリン酸
－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在を判断するように構成され、コンピュータシステムは
、判断モジュールからの出力データならびに参照データを格納するように構成される（ａ
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）ストレージ機器を備え、ストレージ機器は、（ｂ）比較モジュールに接続され、比較モ
ジュールは、一実施形態では、ストレージ機器上に格納される出力データを、格納された
参照データと比較するように適合され、代替実施形態では、出力データをそれ自体を比較
するように適合され、比較モジュールは、報告データを生成し、クライアントコンピュー
タ上でユーザのために読み出されたコンテンツ（すなわち、比較モジュールからの報告デ
ータ）のページを表示するための（ｃ）ディスプレイモジュールに接続され、読み出され
たコンテンツは、（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在または非存在
であって、例えば、読み出されたコンテンツは、リン酸－Ｓ１０トポＩの存在または非存
在であることと、（ｉｉ）トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在、例えばリン酸－Ｓ１
０トポＩの非存在と、（ｉｉｉ）リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在等のトポイソ
メラーゼＩのリン酸化の存在と、（ｉｖ）対象が、陰性リン酸化状態を有する癌を患って
いる対象よりも、トポＩ阻害剤に対してより非反応であり得ることを示す陽性試験結果（
すなわち、陽性Ｓ１０トポＩリン酸化状態等の陽性リン酸化状態）と、（ｖ）対象が、陽
性リン酸化を有する癌を患っている対象よりも、トポＩ阻害剤に対してより反応し得るこ
とを示す陰性試験結果（すなわち、陰性Ｓ１０トポＩリン酸化状態等の陰性リン酸化状態
）であるのうちの任意の１つまたは組み合わせを含む。
【００４１】
　いくつかの実施形態では、比較モジュールは、ストレージ機器上に格納された出力デー
タを、それ自体または格納された参照データと比較し、陽性試験結果を示す陽性Ｓ１０ト
ポＩリン酸化状態（すなわち、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在）を計算し、報
告データを生成して、対象が、陰性リン酸化状態を有する癌を患っている対象よりも、ト
ポＩ阻害剤に対してより非反応であり得ることを示し、比較モジュールからの報告データ
は、ディスプレイモジュールから読み出され、ディスプレイモジュール上に表示される。
【００４２】
　本発明の一態様および本明細書に説明する全ての他の態様では、コンピュータ可読媒体
を使用して、癌を患っている対象または癌の危険性のある対象からトポＩポリペプチドの
リン酸化状態を判断することができ、例えば、コンピュータ可読媒体は、コンピュータ上
で方法を実装するために判断モジュールおよび比較モジュールを含むソフトウェアモジュ
ールを規定するために、コンピュータ可読命令がその上に記録され、上記方法は、　リン
酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在または非存在等のトポＩポリペプチドのリン酸化の
存在または非存在を測定した判断モジュールから参照データおよび出力データを格納する
ように構成されるストレージ機器と、報告データを生成する比較モジュールであって、ス
トレージ機器上に格納されたデータを比較するように、例えば、判断モジュールからの出
力データを、それ自体または代替として参照データと比較するように適合される比較モジ
ュールと、クライアントコンピュータ上において、ユーザのための、比較モジュールから
の報告データである読み出されたコンテンツのページを表示するためのディスプレイモジ
ュールとを備え、読み出されたコンテンツは、（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドの
リン酸化の存在または非存在であって、例えば、読み出されたコンテンツは、リン酸－Ｓ
１０トポＩの存在または非存在であることと、（ｉｉ）トポイソメラーゼＩのリン酸化の
非存在、例えばリン酸－Ｓ１０トポＩの非存在と、（ｉｉｉ）リン酸－Ｓ１０トポＩポリ
ペプチドの存在等のトポイソメラーゼＩのリン酸化の存在と、（ｉｖ）対象が、陰性リン
酸化状態を有する癌を患っている対象よりも、トポＩ阻害剤に対してより非反応であり得
ることを示す陽性試験結果（すなわち、陽性Ｓ１０トポＩリン酸化状態等の陽性リン酸化
状態）と、（ｖ）対象が、陽性リン酸化を有する癌を患っている対象よりも、トポＩ阻害
剤に対してより反応し得ることを示す陰性試験結果（すなわち、陰性Ｓ１０トポＩリン酸
化状態等の陰性リン酸化状態）のうちの任意の１つまたは組み合わせを含む。
【００４３】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法において有用なトポＩ阻害剤は、カ
ンプトセシン（ＣＰＴ）、またはトポテカンおよびイリノテカン等のＣＴＰ類似体および
その誘導体、ＣＴＰ化合物、ＣＴＰ代謝物、ＣＴＰ誘導体、ならびにその模倣剤を含むが
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これらに限定されないトポイソメラーゼのタンパク質活性等の生物活性を阻害する任意の
薬剤または物質である。
【００４４】
　代替実施形態では、トポＩ阻害剤に対して反応すると識別される対象には、例えば、Ｃ
ＴＰまたはその類似体等であるがこれらに限定されないトポＩ阻害剤を投与可能である。
【００４５】
　一実施形態では、癌は、ＳＣＬＣ、結腸もしくは卵巣癌、または難治性癌、例えば、乳
癌もしくは子宮頸癌である。他の実施形態では、本明細書に開示する方法での処置に有用
な癌は、トポＩ阻害剤により処置可能であるか、またはトポＩ阻害剤による処置が望まし
い任意の癌であり、消化管癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、頭頸部癌、肺癌、非小細胞肺癌
、神経系の癌、腎臓癌、網膜癌、皮膚癌、肝臓癌、膵臓癌、性器－膀胱癌、および膀胱癌
を含むがこれらに限定されない上皮性起源のものを含む癌を含むが、これらに限定されな
い。一実施形態では、癌は、非小細胞肺癌である。別の実施形態では、癌は、癌のトリプ
ルネガティブサブタイプであり、これは、プロゲステロン受容体（ＰＲ）、エストロゲン
受容体（ＥＲ）の発現を欠き、またＨｅｒ－２増幅も欠く。
【００４６】
　また、腫瘍細胞型は、消化管癌、胃癌、扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）、頭頸部癌、肺癌、
非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）および小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）、リンパ腫、肉腫、原発性お
よび転移性黒色腫、胸腺腫、非ホジキンリンパ腫、ホジキンリンパ腫、神経系の癌、脳癌
、骨髄癌、骨癌、腎臓癌、子宮癌、子宮頸癌、結腸癌、網膜癌、皮膚癌、膀胱癌、結腸癌
、食道癌、精巣癌、子宮頸癌、肝臓癌、腎臓癌、膵臓癌、性器－膀胱癌、消化管癌、歯肉
癌、舌癌、腎臓癌、鼻咽頭癌、胃癌、子宮内膜癌および腸腫瘍細胞癌、前立腺癌、卵巣癌
、乳癌、および膵臓癌等の腺癌から成る群からも選択可能である。
【００４７】
定義
　便宜上、本出願全体（明細書、実施例、および添付の請求項）において用いる一定の用
語をここでまとめる。他に定義されない限り、本明細書において使用する全ての技術用語
および科学用語は、本発明が属する技術分野の当業者が一般的に理解する意味と同一の意
味を有する。
【００４８】
　用語の「トポイソメラーゼＩ」は、明細書において「トポＩ」と交換可能使用され、配
列番号２によりコード化されるポリペプチドと、機能の構造に悪影響を及ぼさないその同
類置換、付加、欠失を含むその変異体および同族体とを指す。トポイソメラーゼＩは、当
技術分野においてＴＯＰＩまたはＴＯＰ１と呼ばれる。ヒトトポＩは、ＧｅｎＢａｎｋ　
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ：　ＢＣ１３６２９７．１（配列番号　３）またはＧＩ：２２
３４６００７９に対応する核酸によりコード化され、ヒトのトポＩポリペプチドは、参照
配列番号　ＮＭ＿００３２８６またはＮＰ＿００３２７７．１に対応するタンパク質配列
に対応する。ＤＮＡトポイソメラーゼは、転写中のＤＮＡのトポロジー状態を制御および
改変する酵素であり、ＤＮＡの単鎖の一時的な切断および再結合を触媒し、これにより、
鎖が相互に通過することが可能になり、ＤＮＡのトポロジーが改変される。ＴＯＰ１の遺
伝子は、染色体２０に局在し、染色体１および２２上に存在する偽遺伝子を有する。トポ
Ｉポリペプチドの生物活性は、ＤＮＡの単鎖の一時的な切断および結合を触媒するための
ポリペプチド酵素活性を指し、この場合、１つの鎖が、相互に通過するため、ＤＮＡのト
ポロジーが改変される。
【００４９】
　用語の「阻害剤」は、本明細書で使用する際、タンパク質生物活性の阻害をもたらす任
意の薬剤または物質を指す。遺伝子の活性レベルに関連して使用する「減少」または「阻
害」は、タンパク質もしくは核酸レベル、または細胞、細胞抽出物、もしくは細胞上清に
おける生物活性における低下を指す。例えば、このような阻害は、その内因性リガンドに
対するポリペプチド結合の減少に起因するか、またはポリペプチドに対する阻害剤の非競
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合的結合によって、標的リガンド等の触媒活性または親和性を低下させ得るか、または代
替として、ＲＮＡ安定性、転写、または翻訳、タンパク質分解の増加、またはＲＮＡ干渉
を低下させ得る。好ましくは、減少は、対照条件下の発現または活性のレベルの少なくと
も約５％、少なくとも約１０％、少なくとも約２５％、少なくとも約５０％、少なくとも
約７５％、少なくとも約８０％、またはさらに少なくとも約９０％である。
【００５０】
　遺伝子またはタンパク質の発現または活性における「増加」は、タンパク質もしくはポ
リペプチド、または細胞、細胞抽出物、もしくは細胞上清における核酸のレベルまたは活
性の正の変化を意味する。例えば、このような増加は、増加したＲＮＡ安定性、転写、も
しくは翻訳、または減少したタンパク質分解に起因し得る。好ましくは、この増加は、対
照条件下の発現または活性のレベルの少なくとも５％、少なくとも約１０％、少なくとも
約２５％、少なくとも約５０％、少なくとも約７５％、少なくとも約８０％、少なくとも
約１００％、少なくとも約２００％、または少なくとも約５００％以上である。
【００５１】
　用語の「トポＩ阻害剤」は、本明細書で使用する際、遺伝子産物またはトポイソメラー
ゼＩポリペプチドのポリヌクレオチドに直接または間接的に作用することによってその生
物学的機能のいくつか、全部、または一部を媒介する任意の物質を指す。トポＩ阻害剤は
、トポＩポリペプチドを直接または間接的に不活性化することが可能である。
【００５２】
　トポＩ阻害剤の模範的な例には、例えば、カンプトセシン（ＣＴＰ）ならびにイリノテ
カンおよびトポテカンを含むがこれらに限定されないその類似体、ならびにその誘導体が
含まれるがこれらに限定されず、これら用語は本明細書に説明される。
【００５３】
　用語の「ＣＴＰ」は、ＣＴＰまたはその誘導体もしくは類似体の「模倣剤」を含むこと
が可能であり、これは、ＣＴＰに構造的に類似し得ないが、ＣＴＰの活性または治療機構
を模倣し得る化合物か、または体外および体内で構造的に類似するＣＴＰ化合物を含む。
【００５４】
　本明細書で使用する際、用語の「有効」および「有効性」または「反応」は、トポＩ阻
害剤等の薬剤の薬理学的有効性と生理学的安全性との両方を含む。「薬理学的有効性」は
、対象において所望の生物学的効果をもたらす処置の能力を指す。「生理学的安全性」は
、処置の投与から生じる毒性レベルまたは細胞、器官、および／もしくは生物レベルにお
ける他の有害な生理学的効果（しばしば副作用と呼ばれる）を指し、「有効性が低い」は
、処置が、治療的に有意なより低レベルの薬理学的有効性および／または治療的により大
きいレベルの有害な生理学的効果をもたらすことを意味する。
【００５５】
　用語の「有効性の欠如」、「無反応性」、「難治性」、または「非反応性」は、本明細
書において交換可能に使用され、対象において所望の生物学的効果をもたらす薬剤または
処置の能力を指す。
【００５６】
　用語の「リン酸化状態」は、本明細書で使用する際、タンパク質および／または試薬の
リン酸化の絶対程度または相対程度を含む。用語のトポＩのリン酸化状態は、トポＩポリ
ペプチドにおける全てのリン酸化部位上のリン酸化の程度であり、トポＩポリペプチドに
おけるセリン１０（Ｓ１０）アミノ酸残基上のリン酸化の程度（または、レベル）を含む
。
【００５７】
　タンパク質の活性に関連して使用する場合の用語の「活性」には、本明細書で使用する
際、酵素活性、結合親和性、および／または翻訳語活性、具体的には、リン酸化が含まれ
る。
【００５８】
　用語の「標的」は、本明細書で使用する際、厳しいハイブリダイゼーション条件下で１
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つ以上のプローブで結合され得るポリヌクレオチドを意味し得る。
【００５９】
　用語の「物質」は、任意の構造分子または分子の組み合わせを指す。
【００６０】
　用語の「薬物」、「薬剤」、または「化合物」は、本明細書で使用する際、病気または
病状を処置または予防または管理するためにヒトに投与される化学物質もしくは生物学的
製剤、または化学物質もしくは生物学的製剤の組み合わせを指す。化学物質または生物学
的製剤は、好ましくは、必ずしも低分子量化合物とは限らず、より大きな化合物、例えば
、タンパク質、オリゴヌクレオチド、リボザイム、ＤＮＡザイム、糖タンパク質、ｓｉＲ
ＮＡ、リポタンパク質、アプタマー、ならびにその修飾および組み合わせを含むがこれら
に限定されない核酸、アミノ酸、または炭水化物のオリゴマーであってもよい。
【００６１】
　用語の「薬剤」は、投与される段階では細胞に通常不在または存在しない任意の物質を
指す。薬剤は、化学物質、小分子、核酸配列、核酸類似体、タンパク質、ペプチド、アプ
タマー、抗体、またはそのフラグメントを含む群から選択され得る。核酸配列は、ＲＮＡ
またはＤＮＡであってもよく、単鎖または２本鎖であってもよく、関連のタンパク質をコ
ード化する核酸、オリゴヌクレオチド、核酸類似体、例えばペプチド－核酸（ＰＮＡ）、
疑似相補性ＰＮＡ（ｐｃ－ＰＮＡ）、ロックされた核酸（ＬＮＡ）等を含む群から選択可
能である。このような核酸配列には、例えば、転写リプレッサーとして機能するタンパク
質をコード化する核酸配列、アンチセンス分子、リボザイム、小阻害核酸配列、例えば、
ＲＮＡｉ、ｓｈＲＮＡｉ、ｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡｉ（ｍＲＮＡｉ）、アンチセンス
オリゴヌクレオチド等を含むがこれらに限定されないものを含むがこれらに限定されない
。タンパク質および／またはペプチドもしくはそのフラグメントは、例えば、変異タンパ
ク質、治療用タンパク質、短縮タンパク質に限られない任意の関連のタンパク質であるこ
とが可能であり、タンパク質は、通常、細胞において不在であるか、またはより低いレベ
ルで発現される。また、タンパク質は、変異タンパク質、遺伝子組み換えタンパク質、ペ
プチド、合成ペプチド、組み換えタンパク質、キメラタンパク質、抗体、中心体、３重体
、ヒト化タンパク質、ヒト化抗体、キメラ抗体、修飾タンパク質、およびそのフラグメン
トから成る群からも選択可能である。薬剤は、薬剤が細胞に接触しその効果を誘起する媒
質に適用され得る。代替として、薬剤は、核酸配列の細胞内への導入ならびに細胞内にお
ける核酸および／またはタンパク質環境刺激の産生をもたらすその転写の結果として、細
胞内における細胞内であってもよい。いくつかの実施形態では、薬剤は、合成および天然
に存在する非タンパク質性物質を含むがこれらに限定されない任意の化学物質、物質、ま
たは部分である。一定の実施形態では、薬剤は、化学的部分を有する小分子である。例え
ば、化学的部分には、マクロライド、レプトマイシン、および関連の天然産物、またはそ
の類似体を含む、非置換または置換アルキル部分、芳香族部分、またはヘテロシクリル部
分が含まれる。薬剤は、所望の活性および／または特性を有することが知られ得るか、ま
たは多様な化合物のライブラリから選択可能である。
【００６２】
　用語の「拮抗薬」は、タンパク質、そのポリペプチド部分、またはポリヌクレオチドの
発現または活性を阻害可能である任意の薬剤または物質を指す。したがって、拮抗薬は、
転写、翻訳、転写後もしくは翻訳後プロセッシングを防止するか、あるいは直接作用また
は間接作用のいずれかにより、タンパク質、ポリペプチド、またはポリヌクレオチドの活
性を何らかの方法で阻害するように作用し得る。拮抗薬は、例えば、核酸、ペプチド、ま
たは任意の他の適切な化合物もしくは分子、あるいはこれらの任意の組み合わせであって
もよい。加えて、タンパク質、ポリペプチド、またはポリヌクレオチドの活性を間接的に
弱める場合、拮抗薬が、細胞分子の活性に影響を及ぼし、次いで、細胞分子の活性が、調
節因子、またはタンパク質、ポリペプチド、もしくはポリヌクレオチド自体としての役割
を果たし得ることを理解されたい。同様に、拮抗薬は、分子の活性に影響を及ぼしてもよ
く、分子の活性は、それ自体、タンパク質、ポリペプチド、またはポリヌクレオチドによ
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る調節または調整を受ける。
【００６３】
　用語の「阻害する」は、タンパク質またはトポイソメラーゼＩのポリペプチドあるいは
その変異体の発現または活性に関連して本明細書で使用する際、発現および／または活性
の完全な阻害を必ずしも意味するわけではない。むしろ、タンパク質、ポリペプチド、ま
たはポリヌクレオチドの発現または活性は、所望の効果を産生するのに十分な程度、また
は時間、阻害される。
【００６４】
　用語の「タンパク質結合部分」は、本明細書において「タンパク質結合分子」または「
タンパク質結合物質」と交換可能に使用され、タンパク質の特異親和性を有する任意の物
質を指す。また、用語の「タンパク質結合分子」には、抗体に基づく結合物質および抗体
も含まれ、免疫グロブリン分子と、免疫グロブリンの分子、例えば、Ｐｓａｐタンパク質
に特異的に結合する（免疫反応する）抗原結合部位を含有する分子の免疫学的に活性な決
定因子とが含まれる。用語の「抗体に基づく結合部分」は、例えば、任意のイソタイプ（
ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥ等）の全抗体を含むように意図され、これもＰｓａｐタ
ンパク質と特異的に反応するそのフラグメントを含む。抗体は、従来の技法を使用してフ
ラグメント化が可能である。したがって、用語は、一定のタンパク質と選択的に反応可能
である抗体分子の分解開裂または組み換え調製部分の断片を含む。このようなタンパク質
分解および／または組み換えフラグメントの非限定的な例として、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）
２、Ｆａｂ’、Ｆｖ、ｄＡｂｓ、ならびにペプチドリンカーにより結合されるＶＬおよび
ＶＨドメインを含有する単鎖抗体（ｓｃＦｖ）が挙げられる。ｓｃＦｖは、２つ以上の結
合部位を有する抗体を形成するように共有結合または非共有結合可能である。したがって
、「抗体に基づく結合部分」には、多クローン抗体、単クローン抗体、または抗体の他の
精製調製、および組み換え抗体換え抗体が含まれる。用語の「抗体に基づく結合部分」は
、ヒト化抗体、２重特異性抗体、および抗体分子から得られる少なくとも１つの抗原結合
決定因子を有するキメラ分子を含むように意図される。好適な実施形態では、抗体に基づ
く結合部分は、検出可能に標識される。いくつかの実施形態では、「タンパク質結合分子
」は、測定されるタンパク質と相互作用する補助因子または結合タンパク質、例えば、ト
ポＩポリペプチドタンパク質に対する補助因子または結合タンパク質である。
【００６５】
　用語の「標識抗体」は、本明細書で使用する際、検出可能な手段によって標識される抗
体を含み、酵素的に、放射能的に、蛍光的に、および化学発光的に標識される抗体を含む
が、これらに限定されない。また、抗体は、ｃ－Ｍｙｃ、ＨＡ、ＶＳＶ－Ｇ、ＨＳＶ、Ｆ
ＬＡＧ、Ｖ５、またはＨＩＳ等の検出可能なタグにより標識可能である。組織試料に存在
するＰｓａｐまたはＴｓｐ－１の検出および定量化は、検出可能に標識された抗体から発
せられる信号の強度に関連する。
【００６６】
　用語の「特異親和性」または「特異的に結合する」または「特異的結合」は、本明細書
において交換可能に使用され、所望のポリペプチドを認識および結合するが、試料、例え
ば、本発明のポリペプチド、例えば、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドを天然で含む生
体試料における他の分子を実質的に認識および結合しないタンパク質結合分子または抗体
等の物質を指す。
【００６７】
　用語の「抗体」は、抗原を結合可能である免疫グロブリンタンパク質であることを意味
する。抗体は、本明細書で使用する際、抗体フラグメント、例えば、関連の抗原または抗
原フラグメントを結合可能であるＦ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂを含むことを意味す
る。
【００６８】
　用語の「ヒト化抗体」は、完全抗体分子を説明するように本明細書において使用され、
すなわち、２つの完全な軽鎖および２つの完全な重鎖、ならびに抗体フラグメント、例え
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ば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦｖのみから成る抗体から構成され、Ｃ
ＤＲは、非ヒト源由来であり、Ｉｇ分子の残りの部分またはそのフラグメントは、ヒト抗
体由来であり、好ましくは、ヒト抗体をコード化する核酸配列から産生される。
【００６９】
　用語の「ヒト抗体」および「ヒト化抗体」は、その抗体分子の全部分が、ヒト抗体をコ
ード化する核酸配列由来である抗体を説明するように本明細書において使用される。この
ようなヒト抗体は、このような抗体がヒト対象における免疫反応をほとんどまたは全く引
き出さないため、抗体療法における使用に最も望ましい。
【００７０】
　用語の「キメラ抗体」は、用語の「ヒト化抗体」の定義において上述したように、抗体
分子ならびに抗体フラグメントを説明するように本明細書において使用される。用語の「
キメラ抗体」は、ヒト化抗体を包含する。キメラ抗体は、第１の哺乳類種由来の重鎖また
は軽鎖アミノ酸配列のうちの少なくとも１つの部分と、第２の異なる哺乳類種由来の重鎖
または軽鎖アミノ酸配列のうちの別の部分とを有する。いくつかの実施形態では、可変領
域は、非ヒト哺乳類種由来であり、定常領域は、ヒト種由来である。具体的には、キメラ
抗体は、可変領域をコード化する非ヒト哺乳類からの９ヌクレオチド配列および抗体の定
常領域をコード化するヒトからのヌクレオチド配列から産生されることが好ましい。
【００７１】
　本発明の内容において、用語の「プローブ」は、構造において異なる標的分子を検出可
能に区別可能である分子を指す。検出は、使用するプローブの種類および標的分子の種類
に依存して、多種多様の異なる方式で達成可能であり、したがって、例えば、検出は、標
的分子の活性レベルの区別に基づいてもよいが、好ましくは、特異的結合の検出に基づく
。このような特異的結合の例として、抗体結合および核酸プローブハイブリダイゼーショ
ンが挙げられる。したがって、例えば、プローブには、酵素基質、抗体および抗体フラグ
メント、ならびに好ましくは核酸ハイブリダイゼーションプローブが含まれてもよい。
【００７２】
　用語の「標識」は、アッセイ試料における標的ポリヌクレオチドの存在を示す検出可能
な信号を生成可能である組成物を指す。適切な標識には、放射性同位元素、ヌクレオチド
発色団、酵素、基質、蛍光分子、化学発光部分、磁性粒子、生物発光部分等が含まれる。
したがって、標識は、分光手段、光化学手段、生化学的手段、免疫化学的手段、電気的手
段、光学的手段、または化学的手段によって検出可能である任意の組成物である。
【００７３】
　本明細書で使用する際、リン酸化の参照レベルに関連して使用する場合の用語の「参照
データ」は、トポＩのリン酸化のレベル、具体的には、トポＩ阻害剤に対して無反応また
は反応すると識別されている少なくとも１つの参照生体試料または少なくとも対象もしく
は対象群からの生体試料の群におけるトポＩのセリン１０上のリン酸化のレベルを指す。
一例として、陽性参照レベルは、リン酸化の程度のレベル、具体的には、試料がトポＩ阻
害剤に対して無反応であることを示すトポＩのＳ１０におけるリン酸化のレベルであり、
一方、陰性参照レベルは、リン酸化の程度のレベル、具体的には、試料がトポＩ阻害剤に
対して反応することを示すトポＩのＳ１０におけるリン酸化のレベルである。いくつかの
実施形態では、陽性参照レベルは、１００％に正規化され、この場合、全トポＩポリペプ
チドの１００％がリン酸化され、例えば、トポＩの１００％が、リン酸－Ｓ１０－トポＩ
として存在し、いくつかの実施形態では、陰性参照レベルは、０％に正規化され、この場
合、全トポＩポリペプチドの０％がリン酸化され、例えば、トポＩの０％が、リン酸－Ｓ
１０－トポＩとして存在する。したがって、陰性参照レベルに比べて、生体試料における
トポＩのＳ１０におけるリン酸化のレベルの少なくとも１％から１００％の増加等のトポ
Ｉのリン酸化のレベルにおける増加であって、１％から１００％の全ての割合、すなわち
、少なくとも１％、２％、３％、４％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％
、３５％、４０％、４５％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、１００
％の全ての割合を含む増加は、生体試料がトポＩ阻害剤に対して非反応であり得る可能性
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の程度（すなわち、％）を示す。言い換えると、全ての利用可能なトポＩタンパク質の５
０％が、リン酸－Ｓ１０トポＩであると検出される場合、トポＩ阻害剤の有効性は、全て
の利用可能なトポＩタンパク質の０％がリン酸－Ｓ１０トポＩとして存在する（すなわち
、トポＩがＳ１０においてリン酸化されない）場合のトポＩ阻害剤の有効性に比べて、５
０％低下し得る。
【００７４】
　用語の「支持体」は、ビーズ、粒子、試験紙、繊維、フィルタ、膜、およびスライドガ
ラス等のシランまたはケイ酸塩支持体等の従来の支持体を指す。
【００７５】
　用語の「癌」は、本明細書で使用する際、ヒトまたは動物の対象における細胞増幅疾患
を指す。
【００７６】
　用語の「腫瘍」または「腫瘍細胞」または「癌細胞」は、本明細書において交換可能に
使用され、無制限増殖を行う細胞集団または組織型または細胞型を指す。
【００７７】
　用語の「組織」は、無傷細胞、血液、血漿および血清等の血液製剤、骨、関節、筋肉、
平滑筋、および器官を含むように意図される。
【００７８】
　本明細書で使用する用語の「トリプル－ネガティブサブタイプ」は、癌、具体的には乳
癌の任意のサブタイプを指し、これは、プロゲステロン受容体（ＰＲ）の発現を欠き、エ
ストロゲン受容体（ＥＲ）を欠き、またＨｅｒ－２増幅を欠く。
【００７９】
　本明細書で使用する際、用語の「生体試料」は、また、細胞もしくは細胞集団または対
象からの組織もしくは体液の量を指す。多くの場合、試料は、対象から採取されているが
、用語の「生体試料」は、体内で分析される、すなわち、対象から採取されない細胞また
は組織も指すことが可能である。しばしば、「生体試料」は、対象からの細胞を含有する
が、本用語は、タンパク質リン酸化レベルの測定に使用可能である血液、唾液、または尿
の非細胞画分等の、非細胞生物学的材料も指すことが可能である。本明細書で使用する際
、「生体試料」または「組織試料」は、例えば、血液、血漿、血清、腫瘍生検、尿、便、
痰、髄液、胸膜液、乳頭吸引液、リンパ液、皮膚、気道、腸管、および尿生殖路の外部切
片、涙、唾液、母乳、細胞（血球を含むがこれに限定されない）、腫瘍、器官、およびま
た体外細胞培養成分の試料を含むがこれらに限定されない個体から単離される組織または
体液の試料を指す。いくつかの実施形態では、生体試料は、原発腫瘍、２次性腫瘍、また
は転移性腫瘍の切除、気管支鏡生検、またはコアニードル生検、あるいは胸膜液からの細
胞ブロックからのものである。加えて、穿刺吸引生体試料も有用である。いくつかの実施
形態では、生体試料は、原発腹水細胞である。試料は、新鮮であるか、凍結されるか、固
定もしくは任意によりパラフィン包理されるか、凍結されるか、または例えば、生体試料
におけるポリペプチドのリン酸化状態を保存するための方法を含む他の組織保存方法を受
けることが可能である。また、生体試料は、タンパク質または細胞を含む生体組織または
体液の試料も意味することが可能である。このような試料には、対象または動物から単離
された組織が含まれるが、これに限定されない。また、生体試料には、生検試料および剖
検試料等の組織切片、組織学的目的により取られた凍結切片、血液、血漿、血清、痰、便
、涙、粘液、毛髪、ならびに皮膚が含まれ得る。また、生体試料には、患者組織由来の移
植片ならびに初代細胞培養および／または形質転換細胞培養が含まれる。生体試料は、対
象から細胞の試料を採取することによって提供され得るが、以前単離された細胞（例えば
、別の時間、および／または別の目的で別のヒトにより単離された細胞）を使用すること
によって、または体内で本発明の方法を実行することによっても達成可能である。また、
処置または転帰履歴を有するもの等の記録組織を使用してもよい。生体試料には、組織生
検、擦取（例えば、口腔擦取）、全血、血漿、血清、尿、唾液、細胞培養、または脳脊髄
液が含まれるが、これらに限定されない。また、生体試料には、組織生検、細胞培養が含
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まれる。試料は、対象から細胞の試料を採取することによって入手可能であるが、以前単
離された細胞（例えば、別のヒトによって単離された細胞）を使用することによって、ま
たは体内で本発明の方法を実行することによっても達成可能である。
【００８０】
　用語の「悪性腫瘍」および「癌」は、本明細書において交換可能に使用され、細胞の制
御されない異常成長を特徴とする病気を指す。癌細胞は、局所的に、または血流およびリ
ンパ系を通って身体の他の部分に広がることが可能である。用語の「悪性腫瘍」または「
癌」は、本明細書において交換可能に使用され、その組織において制御が困難な、または
制御されない正常細胞または異常細胞の増殖と、その全身における効果を特徴とする哺乳
類における器官または組織の任意の病気を指す。定義の範囲内の癌疾患には、良性腫瘍、
異形成、過形成、ならびに例えば、癌の発生に先行する白板症のような転移成長または任
意の他の形質転換を示す新生物が含まれる。
【００８１】
　用語の「患者」、「対象」、および「個体」は、本明細書において交換可能に使用され
、動物、具体的には、予防処置を含む処置が提供されるヒトを指す。用語の「対象」は、
本明細書で使用する際、ヒトおよび非ヒト動物を指す。用語の「非ヒト動物」および「非
ヒト哺乳類」は、本明細書において交換可能に使用され、全ての脊椎動物、例えば、非ヒ
ト霊長類（具体的には、より高度な霊長類）、ヒツジ、イヌ、齧歯動物（例えば、マウス
またはラット）、モルモット、ヤギ、ブタ、ネコ、ウサギ、ウシ等の哺乳類と、トリ、両
生類、爬虫類等の非哺乳類とを含む。一実施形態では、対象はヒトである。別の実施形態
では、対象は、実験動物または疾患モデルとしての動物代替物である。
【００８２】
　用語の「有効量」は、その意味内において、所望の効果を提供するのに十分な量の薬理
学的組成物を含む。必要とされる正確な量は、リン酸化のレベル（すなわち、トポＩのＳ
１０のリン酸化等のトポＩのリン酸化の存在または非存在）、処置する腫瘍の種類、腫瘍
の重症度、腫瘍の薬物耐性レベル、処置する種、対象の年齢および全身状態、処置として
使用する特定のトポＩ阻害剤、投与形態等の要因に応じて変動する。したがって、正確な
「有効量」を特定することは不可能である。しかしながら、任意の所定の場合では、適切
な「有効量」を、日常の実験のみを使用して当業者は判断することができる。本明細書で
使用する際、有効量は、例えば、腫瘍のサイズを低下させるため、例えば、約１０％サイ
ズを低下させるため、腫瘍の成長速度を衰えさせるため、例えば、腫瘍が成長する速度を
１０％低下させるためを含むがこれらに限定されない病気の症状を軽減するための薬剤ま
たは処置の量である。例えば、本明細書に開示する方法を使用する有効量は、癌の症状、
例えば、癌または悪性腫瘍の少なくとも１つの症状を少なくとも１０％軽減するのに十分
な量として考えられ得る。さらに、また、本明細書に使用する有効量は、病気の症状の発
現を予防または遅延させる、または病気の症状の経過を変更する（例えば、病気の症状の
進行を遅延させることを含むがこれに限定されない）、または病気の症状を改善するのに
十分な量も含み得る。
【００８３】
　本明細書で使用する際、用語の「処置する」は、癌に関連する病状、病気、または疾患
の少なくとも１つの副作用または症状を軽減または緩和することを含む。本明細書で使用
する際、用語の「処置する」は、症状および／または癌の生化学的マーカーの低下、例え
ば、少なくとも１つの癌の生化学的マーカーにおける少なくとも１０％の低下を指すよう
に使用される。例えば、これに限定することなく、癌の生化学的マーカーにおける低下、
例えば、単に例証的な例として、ＣＤ４４、テロメラーゼ、ＴＧＦ－α、ＴＧＦ－β、ｅ
ｒｂＢ－２、ｅｒｂＢ－３、ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、ＣＫ２０、ＰＳＡ、ＣＡ１２５、ＦＯ
ＢＴのバイオマーカーのうちの少なくとも１つにおける１０％の低下、または，癌細胞の
増殖速度における１０％の低下は、本明細書に開示する方法による有効な処置と考えられ
得る。代替の例として、癌の症状の軽減、例えば、癌の成長速度の１０％の遅延、または
腫瘍のサイズの増加停止、または腫瘍のサイズの１０％の低下、または腫瘍の拡大（すな
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わち、腫瘍転移）の１０％の低下も、本明細書に開示する方法による有効な治療と考えら
れ得る。
【００８４】
　用語の「ポリヌクレオチド」は、本明細書で使用する際、デオキシリボヌクレオチド、
天然ヌクレオチドのリボヌクレオチド塩基、または既知の類似体の単鎖または２本鎖ポリ
マー、あるいはその混合物を指す。本用語は、他に指定のない限り、特定の配列ならびに
それに相補的である配列を指す。
【００８５】
　用語の「ポリペプチド」は、ペプチド結合によりまとめて結合されるアミノ酸から構成
されるポリマーを意味する。用語の「ポリペプチド」および「タンパク質」は、本明細書
において交換可能に使用されるが、本発明において、ポリペプチドは、タンパク質の一部
分または完全長タンパク質を構成し得る。
【００８６】
　用語の「発現」は、本明細書で使用する際、ポリペプチドまたはタンパク質の発現およ
びポリヌクレオチドまたは遺伝子の発現を交換可能に指す。ポリヌクレオチドの発現は、
例えば、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）転写レベルの産生を測定することによって判
断され得る。タンパク質またはポリペプチドの発現は、例えば、ポリペプチドと結合する
抗体を使用する免疫測定法によって判断され得る。
【００８７】
　用語の「内因的に発現される」または「内因的発現」は、本明細書で使用する際、通常
レベルにおける、その細胞型の通常の調節下における遺伝子産物の発現を指す。
【００８８】
　本明細書の内容において、用語の「活性」は、タンパク質、ポリペプチド、またはポリ
ヌクレオチドに関する場合、タンパク質、ポリペプチド、もしくはポリヌクレオチドが及
ぼす、その核酸配列もしくはフラグメントが及ぼす、またはタンパク質もしくはポリペプ
チド自体もしくはその任意のフラグメントが及ぼす影響の任意の細胞機能、作用、効果を
意味する。
【００８９】
　本明細書において使用する用語の「核酸」または「オリゴヌクレオチド」または「ポリ
ヌクレオチド」は、共有結合する少なくとも２つのヌクレオチドを意味することが可能で
ある。当業者が理解するように、単鎖の記述は、相補鎖の配列も規定する。したがって、
核酸は、示される単鎖の相補鎖も包含する。また、当業者が理解するように、核酸の多く
の変異体は、所定の核酸と同一の目的で使用可能である。したがって、核酸は、実質的に
同一の核酸およびその補体も包含する。また、当業者が理解するように、単鎖は、厳しい
ハイブリダイゼーション条件下で標的配列にハイブリダイズ可能であるプローブにプロー
ブを提供する。したがって、核酸は、厳しいハイブリダイゼーション下でハイブリダイズ
するプローブも包含する。
【００９０】
　用語の「ＲＮＡｉ」は、本明細書で使用する際、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）である遺伝子
発現を阻害するＲＮＡベースの分子を指す。ＲＮＡｉは、短い干渉ＲＮＡ分子（ｓｉＲＮ
Ａ）による特定のｍＲＮＡの破壊による、選択的翻訳後遺伝子サイレンシングの手段を指
す。ｓｉＲＮＡは、具体的には、２本鎖ＲＮＡの開裂により生成され、一方の鎖は、不活
性化されるメッセージに同一である。本明細書で使用する際、用語の「ＲＮＡｉ」は、ｓ
ｉＲＮＡｉ、ｓｈＲＮＡｉ、内因性マイクロＲＮＡ、および人工マイクロＲＮＡを含むが
これらに限定されない任意の種類の干渉ＲＮＡを指す。例えば、用語の「ＲＮＡｉ」は、
ＲＮＡの下流プロセッシング機構にかかわらず、ｓｉＲＮＡとして以前に識別された配列
を含む（すなわち、ｓｉＲＮＡは、ｍＲＮＡの開裂をもたらす体内プロセッシングの特定
の方法を有すると考えられるが、このような配列は、本明細書に説明するフランキング配
列の内容において、ベクターに組み込み可能である）。
【００９１】
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　本明細書で使用する際、「ｓｉＲＮＡ」は、２本鎖ＲＮＡを形成する核酸を指し、この
２本鎖ＲＮＡは、ｓｉＲＮＡが標的遺伝子と同一の細胞に存在するか、または発現される
場合に、遺伝子または標的遺伝子の発現を低減または阻害する能力を有し、例えば、標的
遺伝子は、例えばＤＮＡ－ＰＫである。２本鎖ＲＮＡのｓｉＲＮＡは、相補鎖により形成
可能である。一実施形態では、ｓｉＲＮＡは、２本鎖ｓｉＲＮＡを形成可能である核酸を
指す。ｓｉＲＮＡの配列は、完全長標的遺伝子またはその部分配列に対応することが可能
である。具体的には、ｓｉＲＮＡは、長さが少なくとも約１５～５０のヌクレオチドであ
る（例えば、２本鎖ｓｉＲＮＡの各相補配列は、長さが約１５～５０のヌクレオチド、２
本鎖ｓｉＲＮＡは、長さが約１５～５０の塩基対、好ましくは、約１９～３０の塩基ヌク
レオチド、好ましくは長さが約２０～２５のヌクレオチド、例えば、長さが２０、２１、
２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、または３０のヌクレオチドである）
。
【００９２】
　本明細書で使用する際、「ｓｈＲＮＡ」または「小ヘアピンＲＮＡ」（ステムループと
も呼ばれる）は、ｓｉＲＮＡの種類である。一実施形態では、これらのｓｈＲＮＡは、短
い、例えば、約１９から約２５のヌクレオチド、アンチセンス鎖、それに後続して約５か
ら約９のヌクレオチドのヌクレオチドループ、および類似のセンス鎖から構成される。代
替として、センス鎖は、ヌクレオチドループ構造に先行することが可能であり、アンチセ
ンス鎖が後続することが可能である。
【００９３】
　用語の「抗癌剤」または「抗癌薬」は、本明細書に使用する際、対象における癌に負の
影響を及ぼすこと、例えば、癌細胞を殺すこと、癌細胞におけるアポトーシスを誘起する
こと、癌細胞の成長速度を低下させること、転移細胞の数を減少させること、腫瘍のサイ
ズを減少させること、腫瘍の成長を阻害させること、腫瘍もしくは癌細胞への血液供給を
減少させること、癌細胞もしくは腫瘍に対する免疫反応を促進すること、癌の進行を予防
もしくは阻害すること、または癌を患っている対象の寿命を増加させることが可能であり
得る任意の薬剤、化合物、または物質を指す。抗癌療法は、任意の免疫療法または生物学
的薬剤（生物学的療法）、化学療法薬剤、および放射線療法薬剤を包含する。化学療法と
生物学的療法との組み合わせは、生物化学療法として本技術分野において既知である。
【００９４】
　用語の「コンピュータ」は、構造化入力を受け入れること、規定のルールに従って構造
化入力を処理すること、処理の結果を出力として生成することが可能である任意の装置を
指すことが可能である。コンピュータの例として、　コンピュータ、汎用コンピュータ、
スーパーコンピュータ、メインフレーム、スーパーミニコンピュータ、ミニコンピュータ
、ワークステーション、マイクロコンピュータ、サーバ、インタラクティブテレビ、コン
ピュータとインタラクティブテレビとのハイブリッド組み合わせ、ならびにコンピュータ
および／またはソフトウェアをエミュレートするためのアプリケーション特有のハードウ
ェアが挙げられる。コンピュータは、単一のプロセッサまたは複数のプロセッサを有する
ことが可能であり、プロセッサは、並行しておよび／または並行せずに動作可能である。
また、コンピュータは、コンピュータ間で情報を送受信するための、ネットワークを介し
て接続される２つ以上のコンピュータを指す。このようなコンピュータの例として、ネッ
トワークにより連結されるコンピュータを介して情報を処理するための分散コンピュータ
システムが挙げられる。
【００９５】
　用語の「コンピュータ可読媒体」は、コンピュータによりアクセス可能なデータを格納
するために使用する任意のストレージ機器、ならびにコンピュータによるデータへのアク
セスを提供するための任意の他の手段を指し得る。ストレージ機器型のコンピュータ可読
媒体の例として、磁気ハードディスク；フロッピーディスク；ＣＤ－ＲＯＭおよびＤＶＤ
等の光ディスク；磁気テープ；メモリチップが挙げられる。
【００９６】
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　用語の「ソフトウェア」は、コンピュータを動作する規定のルールを指すことが可能で
ある。ソフトウェアの例として、　ソフトウェア、コードセグメント、命令、コンピュー
タプログラム、およびプログラム化論理が挙げられる。
【００９７】
　用語の「コンピュータシステム」は、コンピュータを有するシステムを指してもよく、
コンピュータは、コンピュータを動作するソフトウェアを具現化するコンピュータ可読媒
体を含む。
【００９８】
　用語の「プロテソミクス」は、遺伝子発現のゲノム解析とは異なる情報を提供する、相
互に機能および相互作用する方式を含む、細胞内のタンパク質の発現、構造、および機能
の研究を指し得る。
【００９９】
　１つ以上の記述の要素を「含む」組成物または方法は、具体的に記述しない他の要素を
含んでもよい。例えば、線維成分ペプチドを含む組成物は、単離ペプチドと、より大きい
ポリペプチド配列の成分としてのペプチドとの両方を包含する。さらなる例として、要素
ＡおよびＢを含む組成物は、Ａ、Ｂ、およびＣから成る組成物も包含する。用語の「含む
」は、「主に含むが、必ずしも唯一含むわけではない」を意味する。さらに、単語の「含
む（comprising）」の変形は（たとえば、「含む（comprise）」及び「含む（comprises
）」）、対応して変化する意味を有する。用語の「基本的に成る」は、「主に含むが、必
ずしも少なくとも１つを唯一含むわけではない」を意味し、したがって、１つまたは複数
の選択および任意の組み合わせを意味するように意図される。明細書の内容において、用
語の「含む」は、「主に含むが、必ずしも唯一含むわけではない」を意味する。さらに、
単語の「含む」の変形（たとえば、「含む（comprise）」及び「含む（comprises）」）
は、対応して変化する意味を有する。
【０１００】
　請求項および／または明細書において用語の「含む」と併用する単語「ある」の使用は
、「１つ」を意味し得るが、「１つ以上」「少なくとも１つ」、および「１つまたは複数
」にも一致する。
【０１０１】
　動作例の他に、他に指定されない限り、本明細書に使用する成分量または反応条件を表
わす全ての数字は、全ての事例において、用語の「約」によって修正されるように理解さ
れるべきである。割合に関連して使用する用語の「約」は、±１％を意味することが可能
である。
【０１０２】
　本発明は、限定するものとして解釈するべきではない以下の例によってさらに例証され
る。本出願において引用される全ての参考文献の内容、ならびに図および表は、参照によ
り本明細書に組み込まれる。
【０１０３】
　本発明が、本明細書に説明する特定の方法論、プロトコル、および試薬等に限定されず
、変動可能であることを理解されたい。本明細書で使用する専門用語は、特定の実施形態
を説明する目的だけのものであり、唯一請求項により規定される本発明の範囲を限定する
ように意図されない。
【０１０４】
トポＩ阻害剤に対して反応する癌を識別するための方法
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法は、トポＩポリペプチドのリン酸化
状態（すなわち、トポＩのリン酸化の存在）、例えば、生体試料におけるトポＩポリペプ
チドのセリン１０残基におけるリン酸化を判断するステップを包含し、例えば、生体試料
には、癌を患っている対象または癌を発現する危険性のある対象からの癌細胞が含まれる
。
【０１０５】
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　本発明の一態様は、癌を患っている対象または癌を発現する危険性のある対象にトポＩ
阻害剤が有効である可能性を判断するための方法に関する。一実施形態では、癌は、ＳＣ
ＬＣ、結腸もしくは卵巣癌、または難治性癌、例えば、乳癌もしくは子宮頸癌である。一
実施形態では、本方法は、リン酸化の存在、具体的には、生体対象におけるトポイソメラ
ーゼポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）アミノ酸残基におけるリン酸化の存在を検出す
るステップを含み、いくつかの実施形態では、生体対象は、対象から入手される。一実施
形態では、癌に罹患する対象または癌を発現する危険性のある対象にトポＩ阻害剤が有効
である可能性を判断するための方法は、生体試料におけるトポイソメラーゼＩポリペプチ
ドのリン酸化状態を判断するステップを含む。本明細書に説明する全態様の特定の実施形
態では、癌に罹患する対象または癌を発現する危険性のある対象にトポＩ阻害剤が有効で
ある可能性を判断するための方法は、対象から入手した生体試料におけるトポイソメラー
ゼＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）アミノ酸残基におけるリン酸化の存在を判断す
るステップを含む。具体的には、トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０
）アミノ酸残基のリン酸化の存在は、トポＩ阻害剤が対象に有効であり得ないことを識別
し、一方、リン酸基の非存在（すなわち、トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン１０
（Ｓ１０）アミノ酸残基におけるリン酸化の欠乏）は、トポＩ阻害剤が対象に有効であり
得ることを示す。
【０１０６】
　本発明の別の態様は、トポＩ阻害剤に対して反応し得る癌を患っている対象を識別する
ための、本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシステム、およびコンピ
ュータ可読媒体の使用に関し、方法、キット、機械、コンピュータシステム、およびコン
ピュータ可読媒体は、癌を患っている対象からの生体試料においてトポイソメラーゼＩポ
リペプチドのＳ１０におけるリン酸化の検出を用い、生体試料におけるトポＩのＳ１０に
おけるリン酸化の非存在は、トポＩ阻害剤に対して反応し得る癌を患っている対象を識別
する。いくつかの実施形態では、癌は、少なくとも１つの癌細胞を含む。
【０１０７】
　本明細書に説明する本発明の全態様では、トポＩ阻害剤は、対象から入手した生体対象
がトポＩポリペプチドのリン酸化形式（本明細書において「リン酸－トポＩ」と呼ばれる
）を含む場合に、癌を患っている対象に有効であり得ない（すなわち、有効性を欠く）。
本発明の特定の態様では、トポＩ阻害剤は、対象から入手した生体対象が、トポＩポリペ
プチドのセリン１０（Ｓ１０）アミノ酸残基においてリン酸化（本明細書において「リン
酸－Ｓ１０トポＩ」と呼ばれる）を含む場合に、癌を患っている対象に有効であり得ない
（すなわち、有効性を欠く）。生体試料におけるリン酸－トポＩおよび／またはリン酸－
Ｓ１０トポＩの存在は、生体試料を入手した対象が、トポＩ阻害剤に対して非反応または
無反応であることを示す。言い換えると、例えば、リン酸化の欠如、具体的には、生体試
料におけるトポＩポリペプチドのＳ１０におけるリン酸化の欠如が存在する場合、生体試
料を入手した対象が、トポＩ阻害剤に対して反応し得ることが示される。
【０１０８】
トポＩ阻害剤に対して非反応である癌を識別するための方法
　別の実施形態では、本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシステム、
およびコンピュータ可読媒体を使用して、対象における癌が、ＣＰＴまたはその類似体等
のトポＩ阻害剤に対して非反応であるかを判断することが可能であり、方法、キット、機
械、コンピュータシステム、およびコンピュータ可読媒体は、癌を患っている対象からの
生体試料を評価し、生体試料が、トポＩのリン酸化、具体的には、トポＩにおけるセリン
１０（Ｓ１０）のリン酸化（すなわち、リン酸－Ｓ１０－トポＩ）を有すると判断される
場合、これは、ＣＰＴならびにその誘導体および類似体等のトポＩ阻害剤に対して非反応
である癌を患っているまたは患っている可能性のある対象を識別する。
【０１０９】
　本態様および本明細書に説明する全態様のいくつかの実施形態では、リン酸－Ｓ１０－
トポＩの存在は、本明細書に説明する機械、コンピュータシステム、またはコンピュータ
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可読媒体によって判断可能であり、トポＩのリン酸化の存在、具体的には、リン酸－Ｓ１
０－トポＩの存在は、判断モジュールによって判断され、その後、比較モジュールにおい
て、格納されたデータ、例えば、格納された参照データとの参照試料の比較を含む比較分
析を行い、ディスプレイモジュール方法により読み出されたデータを表示する。
【０１１０】
　用語の「生体試料」は、対象から単離された組織、細胞、および生体液、ならびに対象
内に存在する組織、細胞、および体液を含むように意図される。いくつかの実施形態では
、本明細書に開示する方法は、例えば、酵素免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）、ウエスタンブロ
ット法、免疫沈降法、免疫蛍光法等が含まれるがこれらに限定されない当業者に一般に知
られる方法を使用して、トポＩのリン酸化状態の検出を提供する。
【０１１１】
　いくつかの実施形態では、本方法は、トポＩポリペプチドのリン酸化状態、具体的には
、体内の癌細胞におけるリン酸－Ｓ１０トポＩを検出するための技法も包含する。非限定
例として、本明細書に開示する方法は、リン酸－Ｓ１０トポＩに特異的である標識抗体ま
たはタンパク質結合分子を対象に導入するステップを包含する。いくつかの実施形態では
、抗体は、対象における存在および位置を標準的な撮像技法で検出可能であるマーカーで
標識可能であり、例えば、このようなマーカーには、放射性、蛍光、および生物発光マー
カー等が含まれるがこれらに限定されない。一実施形態では、生体試料は、対象からの癌
細胞を含有する。
【０１１２】
　いくつかの実施形態では、生体試料のトポＩのリン酸化のレベルは、本明細書に開示す
る方法、キット、機械、コンピュータシステム、およびコンピュータ可読媒体を使用して
、トポＩのリン酸化の参照レベルに対して比較される。トポＩのリン酸化の参照レベルは
、本明細書において「参照データ」とも呼ばれる。いくつかの実施形態では、リン酸－ト
ポＩの参照レベルは、対照生体試料または参照生体試料から入手される。いくつかの実施
形態では、参照生体試料は、同一の対象または異なる対象から採取された細胞を含み、例
えば、生理学的に一致する組織の生体試料は、非癌細胞を含むことが可能である。いくつ
かの実施形態では、参照生体試料は、以前の時点（すなわち、時点０または「ｔ0」）に
おける同一の対象から採取された細胞を含み、したがって、参照試料は、１つ以上の後の
時点（すなわち、ｔ１、ｔ２、ｔ３、ｔ４等）における同一の対象から採取される生体試
料におけるトポＩのリン酸化状態と比較可能である参照データとして使用可能である。い
くつかの実施形態では、参照生体試料は、生理学的に一致した組織を含むか、または非癌
細胞を含むことが可能である。代替として、参照生体試料は、対照対象から入手可能であ
る。いくつかの実施形態では、参照生体試料は、トポＩのリン酸化状態を判断するために
、トポＩポリペプチドと相互作用可能であるタンパク質結合分子に接触させ、本明細書に
開示するキット、方法、機械、コンピュータシステム、および媒体を使用して、参照生体
試料におけるトポＩのリン酸化状態を、対象からの生体試料におけるトポＩポリペプチド
のリン酸化のレベルと比較できるようにする。いくつかの実施形態では、対象からの生体
試料が、参照生体試料と比べて高いリン酸－Ｓ１０－トポＩのレベル等の、より高いリン
酸－トポＩのレベルを有する場合、例えば、対象の生体試料におけるリン酸－Ｓ１０－ト
ポＩ等のリン酸－トポＩのレベルが、例えば、参照生体試料におけるリン酸－Ｓ１０－ト
ポＩ等のリン酸－トポＩのレベルよりも少なくとも約０．５倍、または少なくとも約１．
０倍、または１．２倍高いか、または少なくとも１．５倍高いまたは少なくとも２倍であ
る場合、癌は、トポＩ阻害剤に対して非反応であり得ると識別される。
【０１１３】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法は、癌の処置におけるトポＩ阻害剤
の活性、すなわち、細胞生存性を低下させるＣＰＴ等のトポＩ阻害剤の有効性に関する診
断試験を提供する。一実施形態では、本方法に開示する方法に有用である診断試験は、リ
ン酸－Ｓ１０トポＩの存在等のトポＩのリン酸化状態を検出し、リン酸－Ｓ１０トポＩの
存在は、リン酸－Ｓ１０トポＩが欠乏するか、または最小量である場合に比べて、トポＩ
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阻害剤が、対象における癌の処置にあまり有効でなくなり得ることを示す。したがって、
いくつかの実施形態では、対象からの癌細胞を含む生体試料におけるリン酸－Ｓ１０トポ
Ｉの高レベルの検出は、トポＩ阻害剤処置に対して無反応であり得る癌を識別するための
診断として使用可能である。関連の実施形態では、リン酸－Ｓ１０トポＩ等のトポＩタン
パク質のリン酸化状態を、Ｓ１０アミノ酸残基においてリン酸化されない非リン酸化トポ
ＩまたはトポＩポリペプチドに比較することは、未処置対照に比較して所定の処置トポＩ
阻害剤の効果を判断するために、処置および未処置生検試料、細胞株、トランスジェニッ
ク動物、またはこれらのうちのいずれかからの抽出物間で判断可能である。
【０１１４】
トポＩポリペプチドのリン酸化を検出するための方法
　本発明の全態様では、トポＩポリペプチドのリン酸化状態（すなわち、リン酸化の程度
）は、当業者により既知である任意の手段によって判断可能である。本発明の全態様では
、リン酸化の程度は、当業者に既知である標準的な方法を使用して、タンパク質結合分子
またはタンパク質結合物質を使用して判断可能である。例えば、抗体に基づく結合部分お
よび抗体ならびにそのフラグメントを含むがこれらに限定されない任意のタンパク質結合
分子を使用して、リン酸化トポＩ（すなわち、リン酸－トポＩ）の存在および／またはリ
ン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在等の、トポＩポリペプチドのリン酸化状態を判断
することが可能である。タンパク質結合分子の例として、免疫グロブリン分子と、免疫グ
ロブリン分子、　例えば、トポＩのリン酸化形式、具体的には、リン酸－Ｓ１０トポＩポ
リペプチドに特異的に結合する（免疫反応する）抗原結合部位を含有する分子の免疫学的
に活性な決定因子とが挙げられるが、これらに限定されない。リン酸－トポＩの存在、具
体的には、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在は、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプ
チドに特異的な標識タンパク質結合分子の結合からの信号を検出することによって検出可
能である。
【０１１５】
　一実施形態では、タンパク質結合分子または抗体に基づく結合部分は、抗体を酵素に結
合することによって検出可能に標識される。次いで、酵素は、その基質に暴露されると、
例えば、分光光度、蛍光分析、または視覚的手段によって検出可能である化学的部分を産
生するように、基質と反応する。本発明の抗体を検出可能に標識するのに使用可能な酵素
には、リンゴ酸脱水素酵素、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、デルタ-Ｖ-ステロイドイソメラー
ゼ、酵母アルコール脱水素酵素、アルファ－グリセロリン酸デヒドロゲナーゼ、トリオー
スリン酸イソメラーゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、アスパ
ラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ、リボヌクレアーゼ、
ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－ＶＩ－リン酸デヒドロゲナーゼ、グルコアミラー
ゼ、およびアセチルコリンエステラーゼが含まれるが、これらに限定されない。
【０１１６】
　また、検出は、多種多様の他の免疫測定法のいずれかを使用して達成され可能である。
例えば、抗体を放射能的に標識することによって、放射性免疫アッセイの使用により抗体
を検出することが可能である。放射性同位体は、ガンマカウンターもしくはシンチレーシ
ョンカウンターの使用のような手段によって、またはオートラジオグラフィーによって検
出可能である。本発明において特に有用である同位体は、３Ｈ、１３１Ｉ、３５Ｓ、１４

Ｃ、３２Ｐであり、好ましくは、リン酸基における原子の全ての同位体である。
【０１１７】
　また、蛍光化合物で抗体を標識することも可能である。蛍光的に標識された抗体を適切
な波長の光へ暴露すると、その存在は、蛍光に起因して検出可能である。とりわけ、最も
一般的に使用される蛍光標識化合物は、ＣＹＥ色素、フルオレセインイソチオシアネート
、ローダミン、フィコエリセリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタアル
デヒド、およびフルオレスカミンである。
【０１１８】
　また、抗体またはタンパク質結合分子は、１５２Ｅｕ等の発蛍光金属またはランタニド



(40) JP 2015-28486 A 2015.2.12

10

20

30

40

50

系列の他のものを使用して、検出可能に標識することが可能である。これらの金属は、ジ
エチレントリアミン５酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレンジアミン４酢酸（ＥＤＴＡ）のよ
うな金属キレート基を使用して、抗体に付着可能である。また、抗体またはタンパク質結
合分子は、それを化学発光化合物へ結合することによって、検出可能に標識可能である。
次いで、化学発光－抗体の存在は、化学反応中に生じる発光の存在を検出することによっ
て判断される。特に有用な化学発光標識化合物の例として、ルミノール、ルシフェリン、
イソルミノール、セロマティックアクリジニウムエステル、イミダゾール、アクリジニウ
ム塩、およびシュウ酸エステルが挙げられる。
【０１１９】
　したがって、本発明の全態様では、トポＩポリペプチドのリン酸化状態（すなわち、リ
ン酸化の程度）は、タンパク質結合剤であって、本明細書において「タンパク質結合物質
」または「親和性試薬」、具体的には、抗体とも呼ばれるタンパク質結合剤を使用して判
断可能である。例えば、親和性試薬、具体的には、抗リン酸－Ｓ１０トポＩ抗体等の抗体
は、免疫測定法、具体的には、ＥＬＩＳＡ（酵素免疫吸着法）において使用可能である。
実施形態では、リン酸－Ｓ１０トポＩのレベル等のリン酸トポＩのレベルは、当技術分野
で一般に知られる方法を使用して生体試料において測定可能であり、その方法には、例え
ば、イソ型タンパク質のイソ型に特異的な化学的または酵素的開裂、免疫ブロット法、免
疫組織化学的分析、ＥＬＩＳＡ、および質量分析が含まれるが、これらに限定されない。
【０１２０】
　上述のように、リン酸－Ｓ１０トポＩのレベル等のリン酸トポＩのレベルは、酵素免疫
測定吸着法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、免疫放射定量測定法（ＩＲＭＡ
）、ウエスタンブロット法、免疫細胞化学、または免疫組織化学等の免疫測定法によって
検出可能であり、その各々についてはより詳細に後述する。概して、極めて高速であり得
るＥＬＩＳＡまたはＲＩＡ等の免疫測定法がより好適である。また、抗体アレイまたはタ
ンパク質チップを用いてもよく、例えば、米国特許出願第　２００３００１３２０８Ａ１
号、同第２００２０１５５４９３Ａ１号、同第２００３００１７５１５号、および米国特
許第　６，３２９，２０９号、同第６，３６５，４１８号を参照されたく、これらは参照
によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１２１】
免疫測定法
　最も一般的な酵素免疫測定法は、「酵素免疫測定吸着法（ＥＬＩＳＡ）」である。ＥＬ
ＩＳＡは、抗体の標識形式（例えば、酵素結合形式）を使用して、抗原の濃度を検出およ
び測定するための技法である。当業者に周知である異なる形式のＥＬＩＳＡが存在する。
ＥＬＩＳＡについて当技術分野において既知である標準的な技法については、”Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｄｉａｇｎｏｓｉｓ”，　２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ｒｏ
ｓｅ　ａｎｄ　Ｂｉｇａｚｚｉ，　ｅｄｓ．　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　
１９８０；　Ｃａｍｐｂｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，　”Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ”，　Ｗ．　Ａ．　Ｂｅｎｊａｍｉｎ，　Ｉｎｃ．，　１９６４；および　
Ｏｅｌｌｅｒｉｃｈ，　Ｍ．　１９８４，　Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｃｈｅｍ．　Ｃｌｉｎ．
　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，　２２：８９５－９０４に説明されている。
【０１２２】
　「サンドイッチＥＬＩＳＡ」では、抗体（例えば、抗－酵素）は、固相（すなわち、マ
イクロタイタープレート）に結合され、抗原（例えば、酵素）を含有する生体試料に暴露
される。次いで、固相を洗浄して、非結合抗原を除去する。次いで、標識抗体（例えば、
酵素結合）は、抗体－抗原－抗体サンドイッチを形成する結合抗原（存在する場合）に結
合される。抗体に結合可能である酵素の例として、アルカリホスファターゼ、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ、ルシフェラーゼ、ウレアーゼ、およびＢ－ガラクトシダーゼが挙げら
れる。酵素結合抗体は、基質と反応して、測定可能な着色反応生成物を生成する。
【０１２３】
　「競合ＥＬＩＳＡ」では、抗体は、抗原（すなわち、酵素）含有する試料によって培養
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される。次いで、抗原－抗体混合物を、抗原（すなわち、酵素）でコーティングされる固
相（例えば、マイクロタイタープレート）に接触させる。試料に抗原が存在すればするほ
ど、固相への結合に利用可能な遊離抗体が少なくなる。次いで、標識（例えば、酵素結合
）２次抗体を固相に添加して、固相に結合される１次抗体の量を判断する。
【０１２４】
　「免疫組織化学アッセイ」では、アッセイされるタンパク質に特異的である抗体に組織
を暴露することによって、特異的タンパク質について組織の切片を試験する。次いで、存
在するタンパク質の存在および量を判断する多数の方法のうちのいずれかによって抗体を
視覚化する。抗体の視覚化に使用する方法の例として、例えば、抗体に結合される酵素（
例えば、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、また
はベータ－ガラクトシダーゼ）、または化学的方法（例えば、ＤＡＢ／基質クロマジェン
）によるものが挙げられる。次いで、試料を顕微鏡で分析し、最も好ましくは、当業者に
既知である多種多様のこのような染色方法および試薬のうちのいずれかを使用して、可視
スペクトルにおいて検出される染色により染色された試料の光学顕微鏡検査によって分析
する。
【０１２５】
　代替として、「放射免疫測定法」を用いることができる。放射免疫測定法は、抗原の標
識形式（例えば、放射能的または蛍光的に標識された形式）を使用して、抗原の濃度を検
出および測定するための技法である。抗原の放射性標識の例として、３Ｈ、１４Ｃ、およ
び１２５Ｉが挙げられる。生体試料における抗原酵素の濃度は、生体試料中の抗原を、抗
体を抗原に結合するための標識（例えば、放射能的に）抗原と競合させることによって測
定される。標識抗原と非標識抗原との間の競合結合を確実にするために、標識抗原は、抗
体の結合部位を飽和するのに十分な濃度で存在する。試料中の抗原の濃度が高ければ高い
ほど、抗体に結合する標識抗原の濃度は低くなる。
【０１２６】
　放射免疫測定法では、抗体に結合された標識抗原の濃度を判断するために、抗原－抗体
複合体を、遊離抗原から分離しなければならない。抗原－抗体複合体を遊離抗原から分離
するための方法の１つとして、抗原－抗体複合体を抗イソタイプ抗血清で抗原－抗体複合
体を沈殿させることが挙げられる。抗原－抗体複合体を遊離抗原から分離する別の方法と
して、抗原－抗体複合体をホルマリン死菌黄色ブドウ糖球菌で沈殿させることが挙げられ
る。抗原－抗体複合体を遊離抗原から分離するためのさらに別の方法として、「固相放射
免疫測定法」を実行することが挙げられ、この場合、抗体は、セファロースビーズ、ポリ
スチレンウェル、ポリ塩化ビニルウェル、またはマイクロタイターウェルに結合（例えば
、共有結合）される。抗体に結合された標識抗原の濃度を、抗原の既知の濃度を有する試
料に基づく標準的な曲線と比較することによって、生体試料中の抗原の濃度を判断するこ
とができる。
【０１２７】
　「免疫放射定量測定法（ＩＲＭＡ）」は、抗体試薬が放射能的に標識される免疫測定法
である。ＩＲＭＡは、タンパク質、例えば、ウサギ血清アルブミン（ＲＳＡ）への共役等
の技法によって、多価抗原共役を産生することを必要とする。多価抗原共役は、分子当た
り少なくとも２つの抗原残基を持たなくてはならず、抗原残基は、少なくとも２つの抗体
による抗原への結合を可能にするように十分距離を置かなくてはならない。例えば、ＩＲ
ＭＡでは、多価抗原共役は、プラスチック球等の固体表面に付着可能である。放射能的に
標識される非標識「試料」抗原および抗原に対する抗体は、多価抗原共役がコーティング
された球を含有する試験管に添加される。試料中の抗原は、抗原抗体結合部位について多
価抗原共役と競合する。適切な培養時間後、非結合反応物を洗浄により除去し、固相上の
放射能の量を判断する。結合放射性抗体の量は、試料中の抗原の濃度に反比例する。
【０１２８】
　トポＩのリン酸化状態の検出、具体的には、生体試料におけるリン酸－Ｓ１０トポＩポ
リペプチドの存在の検出に使用可能である他の技法を、医師の好みに応じて、かつ本開示
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および生体試料（すなわち、血漿、尿、組織試料等）の種類に基づいて実行してもよい。
このような技法の１つとして、ウエスタンブロット法（Ｔｏｗｂｉｎ　ｅｔ　ａｔ．，　
Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　７６：４３５０　（１９７９））が挙げ
られ、この技法では、適切に処置された試料が、ニトロセルロースフィルタ等の固体担体
に輸送される前にＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上で実行される。次いで、検出可能に標識された
抗リン酸Ｓ１０抗体またはタンパク質結合分子を使用して、トポＩのリン酸化状態を評価
することが可能であり、この場合、検出可能な標識からの信号の強度は、トポＩのリン酸
化の量に対応する。また、トポＩのリン酸化の量のレベルおよび存在する全トポＩポリペ
プチドの量を、例えば、濃度測定によって定量化することも可能である。
【０１２９】
　一実施形態では、トポＩのリン酸化状態、具体的には、生体試料におけるトポＩポリペ
プチド上のＳ１０残基のリン酸化状態は、ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ（飛行時間型）、ＳＥＬＤ
Ｉ／ＴＯＦ、液体クロマトグラフィー－質量分析（ＬＣ－ＭＳ）、ガスクロマトグラフィ
ー－質量分析（ＧＣ－ＭＳ）、高性能液体クロマトグラフィー－質量分析（ＨＰＬＣ－Ｍ
Ｓ）、キャピラリー電気泳動－質量分析、核磁気共鳴分析、またはタンデム質量分析（例
えば、ＭＳ／ＭＳ、ＭＳ／ＭＳ／ＭＳ、ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳ等）等の質量分析によって判
断可能である。例えば、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許出願第　
２００３０１９９００１号、同第２００３０１３４３０４号、同第２００３００７７６１
６号を参照されたい。
【０１３０】
　特定の実施形態では、これらの方法論は、リン酸－トポＩの存在、具体的には、生体試
料におけるリン酸－Ｓ１０トポＩの存在を判断するための自動システムを生成するための
機械、コンピュータシステム、および媒体と、（ｉ）生体試料におけるリン酸－Ｓ１０ト
ポＩのレベル、（ｉｉ）生体試料におけるリン酸－Ｓ１０トポＩの存在、（ｉｉｉ）リン
酸－Ｓ１０トポＩ：　非リン酸Ｓ１０トポＩの％または比率、（ｉｖ）対象がトポＩ阻害
剤による処置に無反応であり得る確率（％）、（ｖ）対象がトポＩ阻害剤による処置に反
応し得る確率（％）、（ｖｉ）対象がトポＩ阻害剤に反応し得るという陽性表示、または
（ｖｉｉ）対象がトポＩ阻害剤に対して非反応であり得るという表示のうちの少なくとも
１つを識別する印刷可能なレポートを作成するための分析と組み合わせ可能である。
【０１３１】
　質量分析方法は、当技術分野において周知であり、タンパク質等の生体分子を定量化お
よび／または識別するために使用されている（例えば、Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．　（２０００
）　Ｔｉｂｔｅｃｈ　１８：１５１－１６０；　Ｒｏｗｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．　（２００
０）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２０：　３８３－３９７；　およびＫｕｓｔｅｒ　ａｎｄ　Ｍａ
ｎｎ　（１９９８）　Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌ．　８
：　３９３－４００を参照）。さらに、単離タンパク質の少なくとも部分的なデノボシー
クエンジングを可能にする質量分析技法が開発されている。Ｃｈａｉｔ　ｅｔ　ａｌ．，
　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６２：８９－９２　（１９９３）；　Ｋｅｏｕｇｈ　ｅｔ　ａｌ．
，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ．　９６：７１３１－６　
（１９９９）；　ｒｅｖｉｅｗｅｄ　ｉｎ　Ｂｅｒｇｍａｎ，　ＥＸＳ　８８：１３３－
４４　（２０００）。
【０１３２】
　一定の実施形態では、気相イオン分光光度計が使用される。他の実施形態では、レーザ
ー脱離／イオン化質量分析を使用して試料を分析する。現代のレーザー脱離／イオン化質
量分析（「ＬＤＩ－ＭＳ」）は、主に２つの変化、　つまり、マトリクス支援レーザー脱
離／イオン化（「ＭＡＬＤＩ」）質量分析および表面増強レーザー脱離／イオン化（「Ｓ
ＥＬＤＩ」）で実施可能である。ＭＡＬＤＩでは、検体を、マトリクスを含有する溶液と
混合し、液滴を、基質の表面に配置する。次いで、マトリクス溶液は、生体分子と共結晶
化する。基質を、質量分析計に挿入する。レーザーエネルギーを基質表面に指向し、そこ
で、生体分子を有意にフラグメント化せずに、生体分子を脱離およびイオン化する。例え
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ば、参照により本明細書に組み込まれる米国特許第５，１１８，９３７号（Ｈｉｌｌｅｎ
ｋａｍｐら）、および米国特許第５，０４５，６９４号（ＢｅａｖｉｓおよびＣｈａｉｔ
）を参照されたい。
【０１３３】
　ＳＥＬＤＩでは、基質表面は、脱離過程において活性して関与するように修飾される。
一変形例では、表面は、関連のタンパク質を選択的に結合する吸着剤および／または捕捉
試薬で誘導体化される。別の変形例では、表面は、レーザーを受ける際に脱離されないエ
ネルギー吸収分子で誘導体化される。別の変形例では、表面は、関連のタンパク質を結合
し、かつレーザーの印加時に破壊する光分解結合を含有する分子で誘導化される。これら
の方法の各々では、誘導化剤は、概して、試料を適用する基質表面上の特定の位置に局在
化される。例えば、参照により本明細書に組み込まれる米国特許第５，７１９，０６０お
よび国際公開公報ＷＯ９８／５９３６１を参照されたい。２つの方法は、例えば、ＳＥＬ
ＤＩ親和性表面を使用して検体を捕捉し、捕捉した検体にマトリクス含有液体を添加して
エネルギー吸収材料を提供することによって組み合わせ可能である。
【０１３４】
　質量分析計に関する追加の情報については、例えば、Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉ
ｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ，　３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ．，　Ｓｋｏｏ
ｇ，　Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，　Ｐｈｉｌａｄｅｌ
ｐｈｉａ，　１９８５；　およびＫｉｒｋ－Ｏｔｈｍｅｒ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　
ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　４．ｓｕｐ．ｔｈ　ｅｄ．　Ｖｏｌ
．　１５　（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　１９９５），
　ｐｐ．　１０７１－１０９４を参照されたい。
【０１３５】
　リン酸－トポＩ、具体的には、リン酸－Ｓ１０トポＩの存在またはレベルの検出は、一
般的には、信号強度の検出に依存する。次いで、これは、基質に結合されるポリペプチド
の量および特徴を反映することが可能である。例えば、一定の実施形態では、第１の試料
および第２の試料のスペクトルからのピーク値の信号強度を比較して（例えば、視覚的に
、コンピュータ分析等によって）、特定の生体分子の相対量を判断することが可能である
。Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄプログラム（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔ
ｅｍｓ，　Ｉｎｃ．，　Ｆｒｅｍｏｎｔ，　Ｃａｌｉｆ．）等のソフトウェアプログラム
を使用して、質量スペクトル分析を補助することが可能である。質量分析計およびその技
法は、当業者に周知である。
【０１３６】
　本態様および本明細書に開示する全態様のいくつかの実施形態では、生体試料は、好ま
しくはヨウ素同位体による、放射性標識化、具体的には、逆放射性標識化を使用して監視
可能である。好ましくは、逆放射性標識化は、１２５Ｉおよび１３１Ｉ同位体を使用して
実行される。別の実施形態では、対象、例えば、ヒト対象は、好ましくは、１２５Ｉおよ
び１３１Ｉ同位体等であるがこれらに限定されないヨウ素同位体による、放射性標識化、
具体的には、逆放射性標識化を受け得る。
【０１３７】
　本発明の全態様では、トポＩポリペプチドのリン酸化状態（すなわち、リン酸化の程度
）を、ゲル電気泳動技法、具体的には、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（ドデシル硫酸ナトリウムポリ
アクリルアミドゲル電気泳動）、特に２次元ＰＡＧＥ（２Ｄ－ＰＡＧＥ）、好ましくは、
２次元ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（２Ｄ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）に基づいて判断することができる。
特定の例によると、アッセイは、具体的には、好ましくはｐＨ４～９を上回るｐＨ範囲の
固定化ｐＨ勾配を使用して、２Ｄ－ＰＡＧＥに基づく。
【０１３８】
　本発明の全態様では、トポＩポリペプチドのリン酸化状態（すなわち、リン酸化の程度
）を、ゲル電気泳動技法を使用して判断することができ、具体的には、上述の技法は、他
のタンパク質分離方法、特に、当業者に既知である方法であって、具体的には、クロマト
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グラフィーおよび／またはサイズ排除と組み合わせられ得る。本発明の全態様では、トポ
Ｉポリペプチドのリン酸化状態（すなわち、リン酸化の程度）を、適切には、上述の方法
のうちのいずれかと、抗体検出および／または質量分析等であるがこれらに限定されない
当業者に周知である検出方法の組み合わせとの組み合わせを使用して判断することができ
る。
【０１３９】
　トポイソメラーゼ阻害剤に対する無反応性と反応性との違いは、トポＩポリペプチドの
リン酸化または非リン酸化にそれぞれ起因するため、タンパク質におけるリン酸塩または
酸素原子の化学量論における微妙な差または極端な差を検出可能にする全ての方法は、本
開示の範囲内にある。これに関し、本発明のいくつかの態様では、元素分析方法、イオン
化状態または電気伝導度差の測定方法は、有用であり、本開示の範囲内に包含される。さ
らなる例によると、トポイソメラーゼＩポリペプチド、ならびにタンパク質の、具体的に
は、化学的に修飾されたタンパク質の安定同位体含有量、またはその分解生成物の分解速
度の差の測定を可能にする方法も、本開示の一部に包含される。
【０１４０】
　本発明の全態様のさらなる実施形態では、トポＩポリペプチドのリン酸化状態（すなわ
ち、リン酸化の程度）を、実施例において本明細書で開示する質量分析、具体的には、Ｍ
ＡＬＤＩ（マトリクス支援レーザー脱離／イオン化）および／またはＳＥＬＤＩ（表面増
強レーザー脱離／イオン化）を使用して判断することができる。代替実施形態では、共鳴
技法、具体的には、プラズマ表面共鳴を使用することが可能である。
【０１４１】
　場合によっては、タンパク質を開裂する前に、例えば、上記に概説した方法のうちの１
つの手段を使用して、生体試料におけるタンパク質の不均一集団からのトポイソメラーゼ
Ｉタンパク質の分離を達成することが有利であり得る。このような開裂ステップは、当業
者に既知である酵素、化学物質、または他の適切な試薬を適用することによって実行可能
である。代替実施形態では、開裂ステップおよび開裂されたトポイソメラーゼＩポリペプ
チドフラグメントの後続の分離を実行し、具体的には、その後、例えば、本明細書に開示
する方法、キット、機械、コンピュータシステム、または媒体のうちのいずれかを使用し
て、リン酸化のその存在度および／または程度に関してトポＩポリペプチドの測定を実行
してもよい。本発明の本態様のいくつかの実施形態では、開裂されたトポイソメラーゼＩ
ポリペプチドフラグメントは、標識され、任意選択により、分離されることが可能であり
、この場合、開裂されたトポイソメラーゼＩポリペプチドフラグメントに対応するタンパ
ク質スポットは、撮像技法によって、例えば、ＰＲＯＴＥＰ　ＴＯＰＯ（登録商標）撮像
技法を使用して視覚化可能である。
【０１４２】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法で有用なタンパク質結合剤または　
抗体は、リン酸化トポＩポリペプチド、具体的には、トポＩポリペプチドのセリン１０残
基上のリン酸化に結合するか、またはそれに対して親和性を有する。
【０１４３】
　いくつかの実施形態では、抗体等のタンパク質結合部分を利用して、単独で（すなわち
、個々に）、またはトポＩポリペプチドが他のポリペプチドとの複合体に存在する際、例
えば、トポＩが、ユビキチン化経路、例えば、ＤＮＡ－ＰＫ、ＢＲＡＣ１、および／また
はＢＲＡＣ１／ＢＡＲＤ１複合体によってその分解を誘発する任意のポリペプチドもしく
はポリペプチドの組み合わせと複合化される際に、トポＩポリペプチドのリン酸化の存在
を検出することができる。加えて、他の実施形態では、抗体等のタンパク質結合部分を利
用して、翻訳後修飾される際、例えば、トポＩポリペプチドがユビキチン化される際に、
トポＩポリペプチドのリン酸化の存在を検出することができる。いくつかの実施形態では
、抗体等のタンパク質結合部分は、個々に、または複合体においてトポＩタンパク質に結
合することができ、いくつかの実施形態では、抗体等のタンパク質結合部分は、検出可能
な標識で標識化可能である。
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【０１４４】
　いくつかの実施形態では、抗体およびタンパク質結合分子は標識化される。用語の「標
識」は、プローブまたは抗体に関連する場合、検出可能な物質をプローブまたは抗体に結
合する（すなわち、物理的に結合する）ことによるプローブまたは抗体の直接標識と、直
接標識された別の試薬との反応によるプローブまたは抗体の間接的標識とを包含するよう
に意図される。間接的標識の例として、蛍光的に標識された２次抗体を使用する１次抗体
の検出と、蛍光的に標識されたストレプトアビジンで検出可能になるようにビチオンによ
るＤＮＡプローブの末端標識とが挙げられる。
【０１４５】
　本発明の全態様では、トポＩポリペプチドのリン酸化状態は、当業者に既知である一般
的な方法を使用して、抗リン酸－トポＩ－Ｓ１０抗体等のリン酸－トポＩ抗体を使用する
免疫学的技法を使用することによって判断でき、例えば、免疫組織化学、免疫細胞化学、
ＦＡＣＳ走査、免疫ブロット法、放射免疫測定法、ウエスタンブロット法、免疫沈降、酵
素免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、リン酸－トポＩ抗体または抗リン酸－トポＩ－Ｓ１０
抗体等のリン酸化トポＩに対する抗体を利用する誘導体技法等の抗体技法が挙げられる。
【０１４６】
　当業者に既知であるトポＩタンパク質リン酸化を検出するための任意の方法は、トポＩ
タンパク質のセリン１０のリン酸化のレベル等のリン酸化のレベルを検出するための本明
細書に開示する方法、キット、機械、ならびにコンピュータシステムおよび媒体において
有用である。例えば、免疫組織化学（「ＩＨＣ」）および免疫細胞学（「ＩＣＣ」）技法
を使用することが可能である。ＩＨＣは、免疫化学を組織切片に適用することであり、一
方、ＩＣＣは、例えば、液体ベースの調製等の特定の細胞学的調製を行った後に免疫化学
を細胞または組織インプリントに適用することである。免疫化学は、特異的抗体の使用に
基づく技法の群であり、抗体は、一般的に、細胞の内部または細胞の表面上の標的分子に
使用される。具体的には、抗体は、生物学的反応を行うマーカーを含有し、それによって
、標的分子との衝突時に色が変化する。いくつかの事例では、信号増幅は、特定のプロト
コルに統合されてもよく、マーカー染色を含む２次抗体は、１次特異的抗体の適用に後続
する。
【０１４７】
　免疫組織化学アッセイは、当業者に周知である（例えば、Ｊａｌｋａｎｅｎ，　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｊ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．　１０１：９７６－９８５　（１９８５）；　
Ｊａｌｋａｎｅｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．　１０５：３０８
７－３０９６　（１９８７）参照）。
【０１４８】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法に有用である抗体、多クローン抗体
、単クローン抗体、およびキメラ抗体は、多種多様の供給業者から購入可能であるか、ま
たは例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　２ｎｄ　Ｅｄ；　Ｃｏｌｄ．　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　
Ｎ．Ｙ．　（１９８８）に説明する周知の方法を使用して製造され得る。概して、本発明
に有用な抗体の例として、抗セリン抗体が挙げられる。このような抗体は、例えば、Ｓｉ
ｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，　ＣａｌＢｉｏｃｈｅｍ，　Ａｂｃａｍ，　Ｓａｎｔａ－Ｃｒ
ｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏ，　Ｕ．Ｓ．　ｂｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌｓ，　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，　ＬｉｆｅＳｐａｎ，　Ａｂｎｏｖａ，　Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ等から購入可能である。
【０１４９】
　具体的には、免疫組織化学では、対象から入手し、かつアルコール、アセトン、および
パラホルムアルデヒド等の適切な固定剤により固定される組織を切片し、抗体で反応させ
る。免疫組織化学の従来の方法については、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ　（Ｅｄｓ
）　（１９８８）　Ｉｎ　”Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
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ｕａｌ”，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；　Ａｕｓｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ　（Ｅｄｓ）
　（１９８７），　ｉｎ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ　（Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ，　ＮＹ）に説明される。このような検出アッセイに適切な生体試料には、細胞、組織
生検、全血、血漿、血清、痰、脳脊髄液、乳房吸引液、胸膜液、尿等が含まれるが、これ
らに限定されない。
【０１５０】
　いくつかの実施形態では、直接標識技法は、標識抗体を利用する場合に使用することが
可能である。間接的標識技法では、試料は、標識された物質とさらに反応する。
【０１５１】
　いくつかの実施形態では、免疫細胞化学は、概して、組織または細胞が対象から入手さ
れ、かつ抗体が反応するアルコール、アセトン、およびパラホルムアルデヒド等の適切な
固定剤によって固定される場合に利用されてもよい。ヒト試料の免疫細胞学的染色の方法
は、当業者に既知であり、例えば、Ｂｒａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　２００１　（ＦＡＳ
ＥＢ　Ｊ，　１５，　２６８９－　２７０１），　Ｓｍｉｔｈ　Ｓｗｉｎｔｏｓｋｙ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　１９９７に説明されている。
【０１５２】
　免疫学的方法は、本明細書に開示する方法において特に有用であり、これは、その方法
が、少量の生物学的材料しか必要とせず、複数の異なる位置において容易に実行されるか
らである。いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法において有用なこのような
免疫学的方法は、「ラボオンチップ（lab-on-a-chip）」機器を使用し、単一または複数
の生体試料を実行するのに単一の機器しか伴わず、最小量の試薬および装置しか必要とせ
ず、かつ容易に実行され、リン酸化状態、具体的には、トポＩタンパク質のＳ１０残基の
リン酸化状態を検出する「ラボオンチップ」機器を作製することは、対象から入手した生
体試料がトポＩ阻害剤に対して反応し得るかを識別するための迅速な原位置診断試験に理
想的である。いくつかの実施形態では、免疫学的方法は、細胞レベルで行うことが可能で
あり、これにより、最小限の１つの細胞しか必要とされない。好ましくは、いくつかの細
胞は、癌に罹患する対象または癌を発現する危険性のある対象から入手され、本明細書に
開示する方法、キット、機械、コンピュータシステム、および媒体を使用してアッセイさ
れる。
【０１５３】
　トポＩのＳ１０におけるリン酸化（本明細書において「抗リン酸－トポＩＳ１０抗体」
と呼ばれる）等のトポＩのリン酸化のレベルを検出するための本明細書に開示する方法に
おいて有用な抗体は、当業者に一般に知られる多クローン抗体、単クローン抗体、キメラ
抗体、ヒト化抗体、３重体、中心体、組み換え抗体、および任意の抗体、またはそのフラ
グメントであることが可能である。いくつかの実施形態では、無傷抗体またはそのフラグ
メント（例えば、ＦａｂまたはＦ（ａｂ）２）を使用することが可能である。リン酸化ト
ポＩ、具体的には、セリンＳ１０残基上でリン酸化されるトポＩタンパク質に反応する、
または特異的に結合する抗体は、以下により詳細に説明するトポＩの抗原フラグメントに
よる免疫化により、ウサギまたはマウス等の動物において容易に産生される。いくつかの
実施形態では、リン酸－トポＩ抗体および／またはリン酸－トポＩＳ１０抗体の生成に有
用なトポＩの抗原フラグメントは、配列番号１のペプチドを含む。免疫化マウスは、ハイ
ブリドーマの製造のためにＢ細胞の源を提供するために特に有用であり、ハイブリドーマ
は、次いで大量の単クローン性抗体を生成するように培養される。
【０１５４】
　本発明の一実施形態では、本明細書において識別する遺伝子産物に対する阻害剤は、抗
体分子または抗体分子のエピトープ結合部分等であることが可能である。抗体は、広範な
標的抗原およびハプテンに高結合親和力および独特の特異性を提供する。本発明の実施に
おいて有用な単クローン抗体は、全抗体およびそのフラグメントを含み、ハイブリドーマ
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合成、組み換えＤＮＡ技法、およびタンパク質合成等の従来の技法に従って生成される。
【０１５５】
　有用な単クローン抗体およびフラグメントは、任意の種（ヒトを含む）から得られるこ
とが可能であるか、または２つ以上の種からの配列を用いるキメラタンパク質として形成
可能である。ヒト単クローン抗体または「ヒト化」マウス抗体も、本発明に従って使用可
能である。例えば、マウス単クローン抗体は、マウスＦｖ領域（すなわち、抗原結合部位
を含有する）をコード化するヌクレオチド配列を遺伝子組み換えすることによって、また
はヒト定常ドメイン領域およびＦｃ領域をコード化するヌクレオチド配列によりその領域
を相補的に判断することによって「ヒト化」可能である。ヒト化標的部分は、欧州特許出
願第０，４１１，８９３Ａ２号に開示するように、宿主レシピエントにおける抗体または
ポリペプチドの免疫活性を減少させ、半減期の増加および有害な免疫反応の可能性の低下
を可能にすることが認められている。マウス単クローン抗体は、好ましくは、ヒト化形式
で用いられるべきである。抗原結合活性は、抗体の可変部分（Ｆｖ）の軽鎖および重鎖上
に（各々につき３つ）位置する６つの相補性決定領域（ＣＤＲ）のアミノ酸の配列および
配座によって判断される。短ペプチドスペーサ配列を介して結合される軽鎖の可変領域（
ＶＬ）および重鎖の可変領域（ＶＨ）から構成される２５－ｋＤａ単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）
分子は、これまでに開発された最小抗体フラグメントである。技法は、ｓｃＦｖの遺伝子
を含有する線状ファージの表面上にｓｃＦｖ分子を表示するように開発されている。広範
な抗原特異性を有するｓｃＦｖ分子は、ｓｃＦｖファージライブラリの単一の大きなプー
ルに存在することが可能である。本発明の方法において有用である高親和性単クローン抗
体およびそのキメラ誘導体のいくつかの例は、参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる欧州特許出願第ＥＰ１８６，８３３号、ＰＣＴ特許出願ＷＯ９２／１６５５３、およ
び米国特許第６，０９０，９２３号に説明されている。
【０１５６】
　キメラ抗体は、異なる動物種由来の２つ以上の区画または部分により特徴付けられる免
疫グロビン分子である。概して、キメラ抗体の可変領域は、マウス単クローン抗体等の非
ヒト哺乳類抗体由来であり、免疫グロビン定常領域は、ヒト免疫グロビン分子由来である
。好ましくは、領域および組み合わせの両方は、通常判断される低免疫原性を有する。
【０１５７】
　ｓｃＦｖ分子の制限の１つとして、標的抗原とのその一価相互作用が挙げられる。ｓｃ
Ｆｖのその標的抗原への結合を改善する最も容易な方法の１つとして、多量体を形成する
ことによって、その機能的親和性を増加させることが挙げられる。ダイアボディ、トリア
ボディ、およびテトラボディを形成するための同一ｓｃＦｖ分子の会合は、多数の同一Ｆ
分子を含むことが可能である。ゆえに、これらの試薬は、多価であるが、単一特異的であ
る。２つの異なるｓｃＦｖ分子の会合であって、各々が異なる親Ｉｇ由来のＶＨおよびＶ
Ｌドメインを含む会合は、完全な機能的な２重特異性ダイアボディを形成する。２重特異
性ｓｃＦｖの独特な適用として、２つの（隣接）表面エピトープを介して同一の標的分子
上で同時に２つの部位を結合することが挙げられる。これらの試薬は、単一のｓｃＦｖま
たはＦａｂフラグメントよりも有意な親和力の利点を得る。例えば、ミニ抗体、２量体ミ
ニ抗体、ミニボディ、（ｓｃＦｖ）２、ダイアボディ、およびトリアボディを含む多数の
多価ｓｃＦｖベースの構造は、操作されている。これらの分子は、広範な原子価（２から
４つの結合部位）、サイズ（５０から１２０ｋＤａ）、可撓性、および容易な産生に及ぶ
。単鎖Ｆｖ抗体フラグメント（ｓｃＦｖ）は、ＶＨおよびＶＬドメインが少なくとも１２
残基のポリペプチドリンカーによって結合される場合、大部分が単量体である。単量体ｓ
ｃＦｖは、全ての条件下において１２および２５アミノ酸長のリンカーと熱力学的に安定
している。非共有ダイアボディおよびトリアボディ分子は、操作し易く、単一ｓｃＦｖ分
子の可変重鎖および可変軽鎖を連結するペプチドリンカーを短縮することによって産生さ
れる。ｓｃＦｖ２量体は、高度な可撓性を提供する両親媒性ヘリックスによって結合され
、ミニ抗体構造は、２重ヘリックスを介して連結される２つのミニ抗体（４つのｓｃＦｖ
分子）を含有する２量体２重特異性（ＤｉＢｉ）ミニ抗体を形成するように修飾可能であ
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る。遺伝子融合またはジスルフィド結合ｓｃＦｖ２量体は、中等度の可撓性を提供し、Ｃ
末端Ｇｌｙ４Ｃｙｓ配列を付加する直接的クローニング技法によって生成される。ｓｃＦ
ｖ－ＣＨ３ミニボディは、直接（ＬＤミニボディ）または極めて可撓性のヒンジ領域（Ｆ
ｌｅｘミニボディ）を介してＩｇＧ　ＣＨ３領域に連結される２つのｓｃＦｖ分子から構
成される。約８０ｋＤａの分子量により、これらの２価構造体は、有意に抗原に結合する
ことが可能である。Ｆｌｅｘミニボディは、マウスにおいて印象的な腫瘍局在化を呈する
。２重特異性および３重特異性多量体は、異なるｓｃＦｖ分子の会合によって形成され得
る。Ｆａｂまたは単鎖Ｆｖ抗体フラグメント（ｓｃＦｖ）が、２量体、３量体、またはよ
り大きな凝集体に複合体化されると、機能的親和性の増加が達成され得る。一価ｓｃＦｖ
およびＦａｂフラグメントを上回る多価ｓｃＦｖの最も重要な利点は、標的抗原への機能
的結合親和性（親和力）の獲得である。高親和力には、ｓｃＦｖ多量体が、別々の標的抗
原に同時に結合可能であることが必要とされる。ｓｃＦｖ単量体と比較してのｓｃＦｖダ
イアボディに対する機能的親和性の獲得は有意であり、主としてオフ率の減少において見
られ、これは、２つ以上の標的抗原への複数の結合、および１つのＦｖが解離した場合の
再結合から生じている。このようなｓｃＦｖ分子を多量体に会合させる場合、これらを、
単一標的抗原に対する高親和力、または異なる標的抗原に対する複数の特異性のいずれか
を有して設計することができる。抗原への複数の結合は、Ｆｖモジュールにおける正確な
整合および配向に依存する。多価ｓｃＦｖ標的における完全な親和力のためには、抗原結
合部位は同じ方向を向いていなければならない。複数の結合が立体的に可能でない場合は
、機能的親和性の明らかな獲得は、拡散速度および抗原濃度に依存する再結合の増加の効
果に起因し得る。これらの特性を改善する部分と共役された抗体も本発明について想定さ
れる。例えば、これらの体内での半減期を増加させるＰＥＧとの抗体共役を本発明のため
に使用することができる。免疫ライブラリは、未感作または免疫化動物または患者のＢリ
ンパ球由来の可変抗体フラグメントをコード化する遺伝子をＰＣＲ増幅に供することによ
って調製される。免疫グロブリン遺伝子または免疫グロブリン遺伝子群に特異的なオリゴ
ヌクレオチドの組み合わせを使用する。免疫グロブリン生殖系列遺伝子を使用して、半合
成抗体レパートリーを調製することが可能であり、可変フラグメントの相補性決定領域は
縮退プライマーを使用するＰＣＲによって増幅される。これらの単一ポットライブラリは
、多数の抗原に対する抗体フラグメントを、単一のライブラリから単離できるという利点
を有する。ファージディスプレイ技法を使用して、抗体フラグメントの親和性を増加させ
ることが可能であり、新たなライブラリは、ランダムな、コドンに基づく、または部位異
的な変異生成によって、個々のドメインの鎖を未感作レパートリー由来のフラグメントの
ものとシャッフルすることによって、または細菌ミューテーター株の使用によって、既存
の抗体フラグメントから調製される。
【０１５８】
　代替として、ＳＣＩＤ－ｈｕマウス、例えば、Ｇｅｎｐｈａｒｍによって開発されたモ
デルを使用して、抗体またはそのフラグメントを産生することが可能である。一実施形態
では、多価相互作用の効果を利用することによって作製された、ペプタボディと称する新
たな型の高親和力結合分子が想定される。半剛性ヒンジ領域を介して、短ペプチドリガン
ドが軟骨オリゴマーマトリクスタンパク質のコイルドコイルアセンブリドメインと融合し
、５量体多価結合分子が得られた。いくつかの実施形態では、タンパク質結合薬剤は、例
えば、抗リガンド抗体（Ａｂ）および特異的標的物に対するＡｂの化学結合により産生さ
れる２重特異性抗体を使用することによって、組織特異的または腫瘍特異的標的物を標的
とすることが可能である。化学的共役の制限を回避するために、抗体の分子共役を、細胞
表面分子のリガンドおよび／またはキメラ阻害剤を指向させる組み換え２重特異性単鎖Ａ
ｂの産生のために使用することが可能である。代替として、いくつかの実施形態では、２
つ以上のタンパク質結合分子を投与することが可能であり、例えば、いくつかの実施形態
では、タンパク質結合分子は、別の異なる抗体に共役される抗体であることが可能である
。各抗体は、異なる標的部位抗原エピトープと反応する（同一または異なる標的部位抗原
と会合）。薬剤が付着した異なる抗体は、所望の標的部位で付加的に蓄積する。抗体ベー
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スまたは非抗体ベースの標的化部分を用いて、標的部位にリガンドまたは阻害剤を送達す
ることが可能である。好ましくは、この目的のために、未調節の抗原または病気に関連す
る抗原についての天然結合薬剤を使用する。
【０１５９】
抗リン酸－トポＩＳ１０抗体
　本発明の全態様では、方法、キット、機械、ならびにコンピュータシステムおよび媒体
は、トポＩのリン酸化状態を検出するために、具体的には、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペ
プチドの存在を検出するために、抗リン酸－Ｓ１０－トポＩ抗体を使用することが可能で
ある。適切な抗リン酸－Ｓ１０－トポＩ抗体には、多クローン抗体、単クローン抗体、キ
メラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、単鎖抗体、およびＦａｂフラグメントが含まれるが、
これらに限定されない。
【０１６０】
　抗リン酸－トポＩＳ１０抗体は、セリン１０残基を含むトポＩポリペプチドの抗原フラ
グメントから調製可能である。具体的には、抗原ポリペプチドは、少なくとも約５、およ
び好ましくは少なくとも約１０以上のアミノ酸を含有する。一実施形態では、抗リン酸－
Ｓ１０トポＩ抗体の生成に有用な抗原ポリペプチドは、

であり、この場合、セリンはリン酸化される（ｐＳ）。別の実施形態では、抗リン酸－Ｓ
１０トポＩ抗体の生成に有用な抗原ポリペプチドは、

であり、この場合、セリンは、リン酸化される（ｐＳ）。実施例で使用される抗リン酸－
Ｓ１０トポＩ抗体は、配列番号４のリン酸化ペプチドを使用して生成された。
【０１６１】
　適切な抗体を生成するための方法は、当業者によって容易に理解される。例えば、適切
な単クローン抗体、具体的には、Ｆａｂ部分を含有する抗体は、参照によりその開示が本
明細書に組み込まれるＡｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　－　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，　Ｅｄｓ．　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，　Ｎ．Ｙ．（１９８８）に説明するハイブリドーマ技術
を使用して調製され得る。
【０１６２】
　同様に、本明細書に開示する関連のポリペプチドに対する多クローン抗体の産生に使用
され得る本技術分野において既知である種々の手順が存在する。多クローン抗体の産生で
は、ウサギ、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ等を含むがこれらに限定されない種々の宿主
動物は、ポリペプチドまたはそのフラグメントもしくは類似体を含む注射によって免疫化
され得る。さらに、ポリペプチドまたはそのフラグメントもしくは類似体は、免疫現性キ
ャリア、例えば、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）またはキーホールリンペットヘモシアニ
ン（ＫＬＨ）に共役され得る。また、種々のアジュバントを使用して、フロインド（完全
および不完全）、水酸化アルミニウム等の鉱物ゲル、リゾレシチン等の界面活性物質、プ
ルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油乳剤、キーホールリンペットヘモシ
アニン、ジニトロフェノール、ＢＣＧ（カルメットゲラン菌）およびコリネバクテリウム
パルバム等の潜在的に有用なヒトアジュバントが含まれるがこれらに限定されない免疫応
答を増加させてもよい。
【０１６３】
　また、セリン１０残基上でリン酸化されるトポＩポリペプチドに対して特異親和性を有
して結合する候補抗リン酸－Ｓ１０－トポＩ抗体のスクリーニングは、当技術分野におい
て既知の多種多様の技法によっても達成可能である。例えば、抗体の免疫特異的結合のた
めのこのようなアッセイには、放射免疫測定法、ＥＬＩＳＡ（酵素免疫測定吸着法）、サ
ンドイッチ免疫測定法、免疫放射定量測定法、ゲル内沈降反応、免疫拡散アッセイ、原位
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置免疫測定法、ウエスタンブロット法、沈降反応、凝集反応、補体結合アッセイ、免疫蛍
光アッセイ、タンパク質Ａアッセイ、免疫電気泳動アッセイ等が含まれるが、これらに限
定されない（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　ｅｄｓ，　１９９４，　Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｖｏｌ
．　１，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ参照
）。候補抗リン酸－Ｓ１０－トポＩ抗体の抗体結合は、１次抗体上の検出可能な標識によ
って検出可能である。代替として、抗リン酸－Ｓ１０－トポＩ１次抗体は、適切に標識さ
れた２次抗体または試薬とのその結合により検出可能である。多数の方法が、免疫測定法
において結合を検出するための多数の方法が当行者に既知であり、これらは、本発明の範
囲内にある。
【０１６４】
生体試料
　したがって、本態様および本明細書に説明する全ての他の態様の一実施形態では、本明
細書に定義する生体試料は、ヒト生体試料、好ましくは、顕微鏡解剖されたヒト試料を含
むことが可能であり、組織画分、具体的には腫瘍組織画分由来である。いくつかの実施形
態では、組織腫瘍画分は、ＳＣＬＣ、結腸もしくは卵巣癌、または乳癌もしくは子宮頸癌
組織画分を含むがこれらに限定されない難治性癌からのものである。いくつかの実施形態
では、ヒト試料は、好ましくは、生検および／または外科的摘出から採取され、いくつか
の実施形態では、ヒト試料は、本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシ
ステム、および媒体を使用して、トポＩポリペプチドのリン酸化状態の検出を受ける前に
、例えば、凍結生体試料として保管可能である。
【０１６５】
　いくつかの実施形態では、対象から組織（すなわち、生体試料）を採取した時と、本明
細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシステム、およびコンピュータ可読媒
体によりそれを分析した時からのトポＩポリペプチドのリン酸化状態の変化（すなわち、
脱リン酸化またはリン酸化の増加）が存在しないように、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプ
チドのリン酸化状態を「固定」するために、生体試料を対象から得た後に処置する。いく
つかの実施形態では、対象からの生体試料または組織の採取後にリン酸化状態が安定しな
いために、脱リン酸化が増加し得るか、またはリン酸化が増加して本明細書に開示する検
出および分析に不正確さ（すなわち、偽陽性または偽陰性）がもたらされる場合、リン酸
化状態が急速に改変（すなわち、脱リン酸化またはリン酸化）することから、これは重要
である。したがって、いくつかの実施形態では、組織生検等の生体試料は、任意選択によ
り、生体試料が本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシステム、および
コンピュータ可読媒体による分析を受ける前にトポＩポリペプチドのリン酸化状態を「固
定する」ように処置される。組織生検等の生体試料を固定するための方法は、当業者に周
知であり、ホルムアルデヒド、ホルマリン、ＦＡＡ固定剤、ならびに当業者に一般に知ら
れている他の固定剤および方法を含む。
【０１６６】
トポイソメラーゼＩ阻害剤
　本明細書に説明する本発明の全態様のいくつかの実施形態において、トポＩ阻害剤は、
体外、体内、または生体外のトポＩポリペプチドの生物活性を実質的に減少させる、任意
の薬剤である。例示的トポＩ阻害剤は、例えば、カンプトセシン（ＣＴＰ）、これらに限
定されないがイリノテカンおよびトポテカンを含むその類似体、ならびにその誘導体であ
るが、これらに限定されない。
【０１６７】
　本発明の一態様において、トポイソメラーゼＩ阻害剤は、一般に当業者に知られる任意
のトポイソメラーゼＩであり得る。例えば、カンプトセシン（ＣＰＴ）は、最も広く研究
されている哺乳類トポイソメラーゼＩ阻害剤である。Ｒ．Ｃ．Ｇａｌｌｏ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．，４６，７８９（１９７１）、およびＢ．Ｃ
．Ｇｉｏｖａｎｅｌｌａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５１　３０５２（１
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９９１）を参照されたい。カンプトセシンに対して観察される広範囲の強力な抗腫瘍作用
は、哺乳類トポソメラーゼＩを効果的に害することができる、他の薬剤を識別するための
さらなる取り組みを促進している。例えば、カンプトセシン類似体は、米国特許第５，３
６４，８５８号、第５，１０６，７４２号、第５，４６８，７５４号、第５，６０４，２
３３号、第５，６７４，８７３号に開示され、参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる。
【０１６８】
　カンプトセシンは、最初、Ｗａｌｌ　ｅｔ　ａｌ（Ｍ．Ｅ．Ｗａｌｌ，Ｍ．Ｃ．Ｗａｎ
ｉ，Ｃ．Ｅ．Ｃｏｏｋ，Ｋ．Ｈ．Ｐａｌｍｅｒ，Ａ．Ｔ．ＭｃＰｈａｉｌ，ａｎｄ　Ｇ．
Ａ．Ｓｉｍ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，９４，３８８（１９６６）によって、カン
レンボク（Ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃａ　ａｃｕｍｉｎａｔａ）の木および樹皮から単離され
た５環性アルカロイドである。カンプトセシンは、高度に生物活性であり、核酸の生合成
に対して強力な阻害活性を示す。さらに、カンプトセシンは、マウスにおける白血病Ｌ－
１２１０またはラットにおけるＷａｌｋｅｒ２５６腫瘍等の、実験的に移植した癌腫に対
して強力な抗腫瘍活性を呈する。カンプトセシンおよびカンプトセシン類似体を合成する
ためのいくつかの方法が知られている。これらの合成方法には、（ｉ）自然発生するカン
プトセシンを合成的に修飾して、多数の類似体を産生する方法、および（ｉｉ）完全に合
成的な方法が含まれる。参照により本明細書に組み込まれる、米国特許第４，６０４，４
６３号、第４，５４５，８８０号、および第４，４７３，６９２号、ならびに欧州特許出
願第００７４２５６号は、前者の形式の合成方法の例である。本戦略の追加例は、日本特
許第８４／４６，２８４号、第８４／５１，２８７号、および第８２／１１６，０１５に
認められる。これらの方法は、単離することが困難である、自然発生するカンプトセシン
を必要とし、そのためこれらの方法は、大量のカンプトセシンまたは類似体の産生に適し
ていない。
【０１６９】
　カンプトセシンおよびカンプトセシン類似体に対する完全に合成的な経路の多種多様の
実施例は、以下の参照文献：

および米国特許第４，０３１，０９８号に認めることができ、参照によりその全体が本明
細書に組み込まれる。Ｗａｎｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．，２３，５５４（
１９８０）は、デゾキシカンプトセシンを産出するための、三環式化合物と適切に置換し
たアルトアミノアルデヒドとの反応を伴う、カンプトセシンおよびカンプトセシン類似体
の合成を開示する。次に、デゾキシカンプトセシンを酸素で処理し、カンプトセシン類似
体を得る。
【０１７０】
　カンプトセシンおよびカンプトセシン類似体は、核内酵素トポイソメラーゼＩを標的お
よび阻害する薬剤である。カンプトセシンは、これらに限定されないが、２０（Ｓ）－カ
ンプトセシン、２０（Ｓ）－カンプトセシンの類似体、２０（Ｓ）－カンプトセシンの誘
導体、２０（Ｓ）－カンプトセシンのプレドラッグ、またはその医薬的活性代謝物を含み
、本明細書においてＣＰＴと総称される。
【０１７１】
　本明細書に開示する本発明の態様のうちのいずれか１つに従って、ＣＰＴは、２０（Ｓ
）－カンプトセシン、または２０（Ｓ）－カンプトセシンの任意の類似体もしくは誘導体
であり得る。２０（Ｓ）－カンプトセシン類似体の実施例は、９－ニトロ－２０（Ｓ）－
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カンプトセシンおよび９－アミノ－２０（Ｓ）－カンプトセシンを含むが、これらに限定
されない。２０（Ｓ）－カンプトセシン誘導体の実施例は、９－メチル－カンプトセシン
、９－クロロ－カンプトセシン、９－フルオロ－カンプトセシン、７－エチルカンプトセ
シン、１０－メチル－カンプトセシン、１０－クロロ－カンプトセシン、１０－ブロモ－
カンプトセシン、１０－フルオロ－カンプトセシン、９－メトキシ－カンプトセシン、１
１－フルオロ－カンプトセシン、７－エチル－１０－ヒドロキシカンプトセシン、１０，
１１－メチレンジオキシカンプトセシン、１０，１１－エチレンジオキシカンプトセシン
、７－（４－メチルピペラジノメチレン）－１０，１１－メチレンジオキシカンプトセシ
ン、カンプトセシン２０－０－プロピオン酸塩、カンプトセシン２０－０－酪酸塩、カン
プトセシン２０－Ｏ－吉草酸塩、カンプトセシン２０－Ｏ－ヘプタン酸塩、カンプトセシ
ン２０－Ｏ－ノナン酸塩、カンプトセシン２０－Ｏ－クロトン酸塩、カンプトセシン２０
－０－２′、３′－エポキシ－酪酸塩、ニトロカンプトセシン２０－０－酢酸、ニトロカ
ンプトセシン２０－０－プロピオン酸塩、およびニトロカンプトセシン２０－０－酪酸塩
を含むが、これらに限定されない。
【０１７２】
　「カンプトセシン」は、本発明で参照されるように、植物アルカロイド２０（Ｓ）－カ
ンプトセシン、２０（Ｓ）－カンプトセシンの不水溶性または水溶性類似体および誘導体
、カンプトセシンのプロドラッグ、および２０（Ｓ）－カンプトセシンの代謝物を含む。
カンプトセシン誘導体の実施例は、９－ニトロ－２０（Ｓ）－カンプトセシン、９－アミ
ノ－２０（Ｓ）－カンプトセシン、９－メチル－カンプトセシン、９－クロロ－カンプト
セシン、９－フルオロ－カンプトセシン、７－エチルカンプトセシン、１０－メチル－カ
ンプトセシン、１０－クロロ－カンプトセシン、１０－ブロモ－カンプトセシン、１０－
フルオロ－カンプトセシン、９－メトキシ－カンプトセシン、１１－フルオロ－カンプト
セシン、７－エチル－１０－ヒドロキシカンプトセシン、１０，１１－メチレンジオキシ
カンプトセシン、および１０，１１－エチレンジオキシカンプトセシン、および７－（４
－メチルピペラジノメチレン）－１０，１１－メチレンジオキシカンプトセシンを含むが
、これらに限定されない。
【０１７３】
　カンプトセシンのプロドラッグは、米国特許第５，７３１，３１６号に記載するような
エステル化カンプトセシン誘導体、例えば、カンプトセシン２０－０－プロピオン酸塩、
カンプトセシン２０－０－酪酸塩、カンプトセシン２０－Ｏ－吉草酸塩、カンプトセシン
２０－Ｏ－ヘプタン酸塩、カンプトセシン２０－Ｏ－ノナン酸塩、カンプトセシン２０－
Ｏ－クロトン酸塩、カンプトセシン２０－０－２′，３′－エポキシ－酪酸塩酸塩、ニト
ロカンプトセシン２０－Ｏ－酢酸塩、ニトロカンプトセシン２０－０－プロピオン酸塩、
およびニトロカンプトセシン２０－０－酪酸塩を含むが、これらに限定されない。
【０１７４】
　天然の未置換カンプトセシンは、天然抽出物の精製によって入手することができるか、
またはＳｔｅｈｌｉｎ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ（Ｈｏｕｓｔｏｎ，Ｔｅｘａｓ）から入手され得る。置換カンプトセシンは、文献で既
知の方法を使用して入手することができ、または市販品供給業者から入手され得る。例え
ば、９－ニトロ－カンプトセシンは、ＳｕｐｅｒＧｅｎ，Ｉｎｃ．（Ｓａｎ　Ｒａｍｏｎ
，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）より入手することができ、９－アミノ－カンプトセシンは、Ｉ
ｄｅｃ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ
）より入手され得る。カンプトセシンおよびその種々の類似体、ならびに誘導体は、Ｓｉ
ｇｍａ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ等の標準的な精製化学製品供給業者からも入手することがで
きる。
【０１７５】
　本明細書に記載するすべての態様において有用なカンプトセシンおよびカンプトセシン
誘導体は、最適送達のために修飾することができる。例えば、最適送達方法の場合、カン
プトセシンおよびカンプトセシン誘導体を任意の分子に共役することができ、例えば、Ｉ
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Ｔ１０１は、ＣＹＣＬＯＳＥＲＴ（登録商標）の共役、および強力な抗癌化合物カンプト
セシンであり、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる、米国特許第７，２７０，
８０８号に開示されている。ＴＯＣＯＳＯＬカンプトセシンは、ＳＮ－３８の共役である
カンプトセシン化合物である。ＳＮ－３８は、イリノテカンの活性成分、カンプトセシン
類似体である。前臨床データは、ＴＯＣＯＳＯＬカンプトセシンが、イリノテカンより有
効かつ耐性が高い可能性があり、より投与が容易で利便性が高くなることを示唆する。Ｔ
ＯＣＯＳＯＬカンプトセシンは、米国特許第７，２２３，７７０号に開示されており、参
照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１７６】
　第二世代カンプトセシン誘導体は、水溶性を高め、静脈内薬物投与を促進するように最
適化されている。異なる企業および機関での種々のプログラムから生じるハイライトは、
臨床診療で良好に使用される２つの化合物、イリノテカン２およびトポテカン３、および
臨床開発の進行期にあるＳＮ－３８ ４、エキサテカン５、リポソームラルトテカン６（
ＯＳＩ－２１１）およびＣＫＤ－６０２ ７である。これらの化合物の化学構造は、 米国
特許出願第ＵＳ２００８０２８０９３５号の図１Ａおよび１Ｂに示され、参照によりその
全体が本明細書に組み込まれる。
【０１７７】
　ＳＮ－３８は、Ｃ１０位にヒドロキシル基およびＣ７位にエチル基を含む、カンプトセ
シン誘導体である。イリノテカンは、Ｃ１０位に側鎖およびＣ７位にエチル基を含む、カ
ンプトセシン誘導体である（ＳＮ－３８の誘導体とも見なされ得る）。イリノテカンは、
Ｙａｋｕｌｔ本社で発見され、肺癌、子宮頸癌、および卵巣癌用として、１９９４年に日
本で初めて承認された（ＣＡＭＰＴＯＴＥＳＩＮ（登録商標））。今日、米国ではＰｈａ
ｒｍａｃｉａ（ＣＡＭＰＴＯＳＡＲ（登録商標））および欧州ではＡｖｅｎｔｉｓ（ＣＡ
ＭＰＴＯ（登録商標））から発売されている。イリノテカンは、カルボキシルエステラー
ゼ、具体的にはｈＣＥ－２によって体内で開裂され、活性代謝物ＳＮ－３８を放出するプ
ロドラッグである。
【０１７８】
　イリノテカンの合成は、化学文献および特許に記載されている。イリノテカンの合成に
対する一般的なアプローチは、ＳＮ－３８を形成した後、側鎖をＳＮ－３８のＣ１０位に
付加し、それによってイリノテカンを形成することである。参照によりその全体が本明細
書に組み込まれる、米国特許第４，６０４，４６３号は、本アプローチを説明する特許の
一実施例であり、側鎖の活性形態を個別に形成した後、ＳＮ－３８と反応させるか、また
はＣ１０ヒドロキシル基を活性化した後、個別の反応において側鎖を付加する。イリノテ
カンを合成するための別の方法は、米国特許出願第ＵＳ２００８０２８０９３５号に記載
されており、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１７９】
　トポトテカントポイソメラーゼＩ阻害剤は、参照により本明細書に組み込まれる、米国
特許第６，６６０，８６１号に記載のとおり産生することができる。他のトポイソメラー
ゼＩ阻害剤を使用することができ、例えば、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（１）、２′－（
４－エトキシフェニル）－５－（４－メチル－１－ピペラジニル）－２，５′－ビ－１Ｈ
－ベンズイミダゾールは、トポイソメラーゼＩの阻害剤であり、米国特許第５，８０７，
８７４号に開示され、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１８０】
　カンプトセシンの反合成類似体であるトポテカンは、体外で急性および慢性ＨＩＶ－１
感染の双方を阻害することが示された。Ｊ．Ｌ．Ｚｈａｎｇ，ｅｔ　ａｌ．″Ｔｏｐｏｉ
ｓｏｍｅｒａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｓ　ｈｕｍａｎ　ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
　ｖｉｒｕｓ　ｔｙｐｅ　１　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ａ　ｔｏｐｉｓｏ
ｍｅｒａｓｅ－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｉｎ　ａ　ｃｅｌｌ　ｌ
ｉｎｅ　ｗｉｔｈ　ａｌｔｅｒｅｄ　ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ　Ｉ″Ａｎｔｉｍｉｃ
ｒｏｂ． Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．４１：９７７－９８１（１９９７）。ト
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ポテカンの抗ウイルス効果は、トポイソメラーゼ変異したＣＰＴ－Ｋ５細胞株だけでなく
、臨床分離株に急性感染した末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）、および最近ＨＩＶに感染し、
腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ－α）によって活性化したＯＭ１０．１細胞においても認められ
た。本カンプトセシンは、細胞トポイソメラーゼＩ以外のウイルス複製における因子を標
的とし、細胞毒性以外の手段によって、最近感染した細胞におけるサイトカイン仲介活性
を阻害すると再度仮定した。
【０１８１】
　他のトポＩ阻害剤は、例えば、抗体（多クローン性または単クローン性）、中和抗体、
抗体フラグメント、タンパク質、ペプチド模倣薬、アプタマー、オリゴヌクレオチド、ホ
ルモン、低分子、核酸、核酸類似体、炭水化物、または本明細書で識別される遺伝子産生
物の核酸および／もしくはタンパク質を不活性にするよう機能するその変異型、ならびに
未識別のものを含むが、これらに限定されない。核酸は、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、オリ
ゴヌクレオチド、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、偽相補ＰＮＡ（ｐｃＰＮＡ）、ロックされた
核酸（ＬＮＡ）、ＲＮＡｉ、ミクロＲＮＡｉ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ等を含むが、これ
らに限定されない。トポＩ阻害剤は、化学薬品、低分子、化学物質、核酸配列、核酸類似
体、またはタンパク質あるいはポリペプチド、もしくはその類似体またはフラグメントで
もあり得る。いくつかの実施形態において、核酸トポＩ阻害剤は、ＤＮＡまたはＲＮＡで
あり、核酸類似体は、例えばＰＮＡ、ｐｃＰＮＡおよびＬＮＡであり得る。核酸トポＩ阻
害剤は、単鎖または二重鎖であり得、関心のタンパク質をコード化する核酸、オリゴヌク
レオチド、ＰＮＡ等から成る群より選択することができる。そのような核酸配列は、例え
ば、これらに限定されないが、転写リプレッサーとして作用するタンパク質をコード化す
る核酸配列、アンチセンス分子、リボザイム、低分子阻害核酸配列を含み、例えば、ＲＮ
Ａｉ、ｓｈＲＮＡｉ、ｓｉＲＮＡ、ミクロＲＮＡｉ（ｍＲＮＡｉ）、アンチセンスオリゴ
ヌクレオチド等を含むが、これらに限定されない。
【０１８２】
　代替として、トポＩ阻害剤は、タンパク質および／もしくはペプチドトポＩ阻害剤、ま
たはそのフラグメントであり得る。例えば、トポＩ阻害剤は、例えば、変異タンパク質、
治療用タンパク質、および組み換えタンパク質であり得るが、これらに限定されない。タ
ンパク質およびペプチド阻害剤は、例えば、変異タンパク質、遺伝子組み換えタンパク質
、ペプチド、合成ペプチド、組み換えタンパク質、キメラタンパク質、抗体、ヒト化タン
パク質、ヒト化抗体、単鎖抗体およびＦａｂフラグメント、キメラ抗体、修飾タンパク質
、およびそのフラグメントも含み得る。
【０１８３】
　いくつかの実施形態において、トポＩ阻害剤は、核酸、核酸類似体、ペプチド、ファー
ジ、ファージミド、ポリペプチド、ペプチド模倣薬、リボソーム、アプタマー、抗体、低
分子または高分子有機もしくは無機分子、あるいはその組み合わせである。
【０１８４】
トポＩ阻害剤に対して応答性であると識別される対象を治療する方法
　トポＩ阻害剤の例示的実施例は、例えば、カンプトセシン（ＣＴＰ）、およびイリノテ
カンとトポテカンとを含むがこれらに限定されないその類似体、ならびに本明細書の「ト
ポＩ阻害剤」というセクションに開示するその誘導体であるが、これらに限定されない。
【０１８５】
　本発明の別の態様は、トポイソメラーゼＩ阻害剤の有効性の増加に関する。例えば、本
明細書に記載するそのような一態様およびすべての他の態様において、生体試料が、トポ
Ｉポリペプチドの陽性リン酸化状態を有すると判断された場合（すなわち、生体試料が、
トポイソメラーゼＩタンパク質のリン酸化を含む場合）、具体的に、生体試料が、本明細
書に開示するような方法、キット、機械、コンピュータシステム、および媒体を使用して
、トポＩポリペプチドのＳ１０残基のリン酸化を有すると判断された場合、該生体試料を
入手した対象に、トポＩのリン酸化を減少させる薬剤を投与することができ、例えば、ト
ポＩポリペプチドのＳ１０を脱リン酸化する薬剤を、トポＩ阻害剤の投与と同時に、該対
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象に投与することができる。いくつかの実施形態において、トポＩを脱リン酸化する薬剤
、例えば、トポＩのＳ１０を脱リン酸化する薬剤は、当該用語が本明細書に定義されるよ
うに、トポＩ阻害剤の投与前、同時、または後に投与することができる。
【０１８６】
　したがって、本発明の別の態様は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対する腫瘍細胞の感度
を高める（すなわち、無反応性を減少させる）薬剤を対象に投与することに関し、トポイ
ソメラーゼＩ阻害剤に対する腫瘍細胞の感度を高める薬剤（すなわち、トポＩ阻害剤感度
薬剤）は、例えば、トポＩの脱リン酸化、好ましくは、トポＩのＳ１０の脱リン酸化をも
たらす薬剤である。そのような方法は、本明細書に開示するような方法、キット、機械、
コンピュータシステム、および媒体を使用して、対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対し
て無反応性である可能性が高いと識別された場合に特に有用である。上述のとおり、トポ
Ｉの脱リン酸化、好ましくはトポＩのＳ１０の脱リン酸化をもたらす薬剤の投与後、同時
、または前に投与することができるトポＩ阻害剤は、カンプトセシン（ＣＰＴ）、または
トポテカンおよびイリノテカン等のＣＴＰ類似体、およびその誘導体であり、ＣＰＴ化合
物、ＣＰＴ代謝物、ＣＰＴに類似する骨格を有するその誘導体または類似体を含むが、こ
れらに限定されない。
【０１８７】
　当業者であれば、本発明が参照するトポＩ阻害剤が、上述される特定の薬剤に限定さな
いが、トポＩ阻害剤として機能する任意の化合物または物質、すなわち、トポＩポリペプ
チドの生物活性を減少させる任意の薬剤を含むことを理解するであろう。
【０１８８】
ＤＮＡ－ＰＫの拮抗薬または阻害剤
　トポイソメラーゼＩ阻害剤の有効性を増加させることに関する、本発明の本態様のいく
つかの実施形態では、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対する腫瘍細胞の感受性を増加させる
（すなわち、無反応性を減少させ、本明細書ではトポＩ阻害剤感受性薬剤と称される）薬
剤は、抗ｐｈｏｓｐｈｏ－Ｓ１０トポＩ抗体である。代替実施形態では、トポＩ阻害剤感
受性薬剤は、キナーゼＤＮＡ－ＰＫの阻害剤である。いくつかの実施形態では、キナーゼ
ＤＮＡ－ＰＫの阻害剤は、本明細書の実施例で開示するような、ＮＵ７０２６、２－モル
ホリン－４－イル）－ベンゾ［ｈ］クロメン－４－ｏｎｅ、またはその誘導体もしくは類
似体である。ＤＮＡ－ＰＫのそのような阻害剤の実施例は、米国特許第７，４０２，６０
７号、米国特許第７，２２６，９１８、および米国出願第ＵＳ２００７／２３８７２９号
、第ＵＳ２００４／１９２６８７号、第ＵＳ２００８，０２４２６６４号、第ＵＳ２００
８／００３８２７７号、第ＵＳ２００７／０１６７４４１号、および第ＵＳ２００９／０
０３５３９４号に開示されるものを含み、参照によりそれら全体がすべて本明細書に組み
込まれる。ＤＮＡ－ＰＫのそのような阻害剤の他の実施例は、例えば、抗体（多クローン
性または単クローン性）、中和抗体、抗体フラグメント、ペプチド、プロテイン、ペプチ
ド模倣体、アプタマー、オリゴヌクレオチド、ホルモン、低分子、核酸、核酸類似体、炭
水化物、または本明細書で識別される遺伝子産生物の核酸および／もしくはタンパク質を
不活性にするよう機能するその変異型、ならびに未識別のものを含むが、これらに限定さ
れない。核酸は、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、オリゴヌクレオチド、ペプチド核酸（ＰＮＡ
）、偽相補ＰＮＡ（ｐｃＰＮＡ）、ロックされた核酸（ＬＮＡ）、ＲＮＡｉ、ミクロＲＮ
Ａｉ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ等を含むが、これらに限定されない。該阻害剤は、化学薬
品、低分子、化学物質、核酸配列、核酸類似体、またはタンパク質もしくはポリペプチド
、あるいはその類似体またはフラグメントから成る群より選択することができる。いくつ
かの実施形態では、核酸はＤＮＡまたはＲＮＡであり、核酸類似体は、例えば、ＰＮＡ、
ｐｃＰＮＡ、およびＬＮＡであり得る。核酸は、単鎖または二重鎖であってもよく、関心
のタンパク質をコード化する核酸、オリゴヌクレオチド、ＰＮＡ等から成る群より選択す
ることができる。そのような核酸配列は、例えば、これらに限定されないが、転写リプレ
ッサーとして作用するタンパク質をコード化する核酸配列、アンチセンス分子、リボザイ
ム、低分子阻害核酸配列、例えば、これらに限定されないが、ＲＮＡｉ、ｓｈＲＮＡｉ、
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ｓｉＲＮＡ、ミクロＲＮＡｉ（ｍＲＮＡｉ）、アンチセンスオリゴヌクレオチド等を含む
。タンパク質および／またはペプチド阻害剤、もしくはそのフラグメントは、例えば、こ
れらに限定されないが、変異タンパク質、治療用タンパク質、および組み換えタンパク質
を含む。タンパク質およびペプチド阻害剤は、例えば、変異タンパク質、遺伝子組み換え
タンパク質、ペプチド、合成ペプチド、組み換えタンパク質、キメラタンパク質、抗体、
ヒト化タンパク質、ヒト化抗体、キメラ抗体、変性タンパク質、およびそのフラグメント
も含み得る。
【０１８９】
　したがって、本態様および本明細書に記載するすべての他の態様のいくつかの実施形態
では、トポＩ阻害剤を、当該トポＩ阻害剤に対する細胞の感受性を増加させる薬剤と組み
合わせて投与し、一実施形態では、薬剤は、トポＩポリペプチドの脱リン酸化を増加させ
る、例えば、トポＩポリペプチドのセリン１０におけるリン酸化を減少させる薬剤であり
、代替実施形態では、該薬剤は、ＤＮＡ－ＰＫの生物活性を阻害する、したがって、ＤＮ
Ａ－ＰＫによりトポＩのリン酸化を阻害する薬剤である。いくつかの実施形態では、ＤＮ
Ａ－ＰＫの阻害は、ＤＮＡ－ＰＫをコード化する核酸転写の阻害、例えば、メッセンジャ
ーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の阻害を介して起こり得る。代替実施形態では、ＤＮＡ－ＰＫの阻
害は、ＤＮＡ－ＰＫの遺伝子産物、例えば、ＤＮＡ－ＰＫのポリペプチドまたはタンパク
質の発現の阻害および／または活性の阻害である。本明細書で使用する際、「遺伝子産物
」という用語は、遺伝子から転写されるＲＮＡ、または遺伝子によってコード化されるか
、もしくはＲＮＡから翻訳されるポリペプチドを意味する。
【０１９０】
　いくつかの実施形態では、ＤＮＡ－ＰＫの阻害は薬剤による。任意の薬剤、例えば、核
酸、核酸類似体、ペプチド、ファージ、ファージイミド、ポリペプチド、ペプチド模倣体
、リボソーム、アプタマー、抗体、低分子もしくは高分子有機あるいは無機分子、または
それらの任意の組み合わせを使用することができるが、これらに限定されない。いくつか
の実施形態では、本発明の方法において有用な薬剤は、ＤＮＡ－ＰＫの阻害剤として機能
する薬剤、例えば、ＤＮＡ－ＰＫをコード化するｍＲＮＡの例示的阻害剤を含む。
【０１９１】
　本明細書に開示する方法において有用な薬剤は、遺伝子発現を阻害することもできる（
すなわち、遺伝子の発現を抑制および／または抑止する）。そのような薬剤は、当該技術
分野において「遺伝子サイレンサー」と称され、一般に当業者に知られている。実施例は
、これらに限定されないＲＮＡ、ＤＮＡ、または核酸類似体の核酸配列を含み、単鎖また
は二重鎖であり得、関心のタンパク質をコード化する核酸、オリゴヌクレオチド、核酸、
核酸類似体、例えば、これらに限定されないが、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、偽相補ＰＮＡ
（ｐｃ－ＰＮＡ）、ロックされた核酸（ＬＮＡ）、およびそれらに誘導体等から成る群よ
り選択され得る。核酸薬剤は、例えば、転写リプレッサーとして作用するタンパク質をコ
ード化する核酸配列、アンチセンス分子、リボザイム、低分子阻害核酸配列、例えば、Ｒ
ＮＡｉ、ｓｈＲＮＡｉ、ｓｉＲＮＡ、ミクロＲＮＡｉ（ｍｉＲＮＡ）、アンチセンスオリ
ゴヌクレオチド等も含むが、これらに限定されない。
【０１９２】
　本明細書で使用するように、ＤＮＡ－ＰＫの阻害剤として本方法において有用な薬剤は
、任意の種類の物質、例えば、化学薬品、核酸配列、核酸類似体、タンパク質、ペプチド
、またはそのフラグメントであり得るが、これらに限定されない。いくつかの実施形態で
は、薬剤は、任意の化学物質または部分であり、合成および自然発生する非タンパク質性
物質を含むが、これに限定されない。ある実施形態では、該薬剤は、化学物質を有する低
分子である。例えば、いくつかの実施形態では、該化学物質は、本明細書に開示するピリ
ミジオンベースの化合物である。
【０１９３】
　代替実施形態では、本明細書に開示する方法において有用な薬剤は、タンパク質および
／もしくはペプチド、またはそのフラグメントであり、ＤＮＡ－ＰＫの遺伝子発現または
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ＤＮＡ－ＰＫタンパク質の機能を阻害する。そのような薬剤は、例えば、タンパク質変異
型、変異タンパク質、治療用タンパク質、短縮タンパク質、およびタンパク質フラグメン
トを含むが、これらに限定されない。タンパク質薬剤は、変異タンパク質、遺伝子組み換
えタンパク質、ペプチド、合成ペプチド、組み換えタンパク質、キメラタンパク質、抗体
、中心体、微小体、三量体、ヒト化タンパク質、ヒト化抗体、キメラ抗体、修飾タンパク
質、およびそのフラグメントから成る群より選択することもできる。
【０１９４】
　代替として、ＤＮＡ－ＰＫの阻害剤として本明細書に開示する方法において有用な薬剤
は、化学薬品、低分子、高分子、もしくは物質または部分であり得、合成および自然発生
する非タンパク質性物質を含むが、これに限定されない。ある実施形態では、該薬剤は、
本明細書に開示する化学物質を有する低分子部分である。
【０１９５】
　特定の実施形態では、拮抗薬は、ＤＮＡ－ＰＫをコード化するポリヌクレオチド、また
はそのフラグメントの発現の核酸ベースの阻害剤である。適切な分子は、低分子干渉ＲＮ
Ａ（ｓｉＲＮＡ）種、アンチセンスオリゴヌクレオチド等のアンチセンス組成物、および
触媒アンチセンス核酸組成物を含む。適切な分子は、化学合成、組み換えＤＮＡ手順、ま
たはアンチセンスＲＮＡｉの場合は、プロモータに結合した場合に体外または体内の転写
によって、当業者に知られる方法で製造することができる。
【０１９６】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として知られる、遺伝子発現を阻害するための適切な一技法（
例えば、Ｃｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ． （２０００）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　９７： ４９８５
）を、本発明の目的で、当該技術分野において知られる方法に従って使用して、ＤＮＡ－
ＰＫの発現を阻害し得る（例えば、Ｆｉｒｅ　ｅｔ　ａｌ． （１９９８）Ｎａｔｕｒｅ
　３９１： ８０６－８１１；Ｈａｍｍｏｎｄ，ｅｔ　ａｌ． （２００１）Ｎａｔｕｒｅ
　Ｒｅｖ，Ｇｅｎｅｔ．２：１１０－１１１９；Ｈａｍｍｏｎｄ　ｅｔ　ａｌ． （２０
００）Ｎａｔｕｒｅ　４０４：２９３－２９６；Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ． （
２００１）Ｎａｔｕｒｅ　４０９： ３６３－３６６；Ｅｌｂａｓｈｉｒ　ｅｔ　ａｌ（
２００１）Ｎａｔｕｒｅ　４１１： ４９４－４９８；ＷＯ９９／４９０２９およびＷＯ
０１／７０９４９、これらの開示は、参照により本明細書に組み込まれる）。ＲＮＡｉは
、低分子干渉ＲＮＡ分子（ｓｉＲＮＡ）による特定ｍＲＮＡの破壊による選択的転写後遺
伝子抑制の手段を意味する。ｓｉＲＮＡは、通常、二重鎖ＲＮＡの開裂によって生成され
、１つの鎖が不活性化されるメッセージと同一である。二重鎖ＲＮＡ分子は、１つの鎖が
、ＤＮＡ－ＰＫのｍＲＮＡ転写の所定領域と同一であり、直接導入される場合に合成され
得る。代替として、ｄｓＲＮＡに変換され得る、対応二重鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）を採用
することができる。ＲＮＡｉにおいて使用するため、および転写後遺伝子抑制を達成する
ために適切なｓｉＲＮＡを合成するための方法は、当業者に知られている。当業者であれ
ば、ＤＮＡ－ＰＫの発現を阻害することができる適切なｓｉＲＮＡ組成物の範囲は、過度
の実験なしに、当業者に知られる通常手順を使用して、問題となっている遺伝子の配列に
関する知識に基づいて識別および生成され得ることも理解するであろう。
【０１９７】
　単離した阻害核酸組成物は、ＤＮＡ－ＰＫをコード化するポリヌクレオチドの少なくと
も一部分に特異的な核酸配列から成り、該核酸組成物は、腫瘍細胞におけるＤＮＡ－ＰＫ
の発現を実質的に阻害する。代替として、阻害核酸組成物は、ＤＮＡ－ＰＫの発現を規制
する１つ以上の遺伝子をコード化するポリヌクレオチドの少なくとも一部分に特異的な核
酸配列から成り得る。ＤＮＡ－ＰＫの発現を規制する遺伝子は、例えば、ＤＮＡ－ＰＫの
転写因子、補助活性化因子、活性化因子、エンハンサー、および補因子を含むが、これら
に限定されない。
【０１９８】
　当業者であれば、標的配列とｓｉＲＮＡ配列との間のヌクレオチド配列が、必ずしも１
００％一致する必要がないことを理解するであろう。その間の不一致の許容範囲は、主と
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して配列内の不一致の位置に依存する。
【０１９９】
　本発明の特定の実施形態では、適切な阻害核酸分子は、ベクターにおける腫瘍細胞に投
与され得る。ベクターは、プラスミドベクター、ウイルスベクター、または挿入のために
適合される任意の他の適切な媒体、および真核細胞への導入のための外来配列であり得る
。ベクターは、阻害核酸分子のＤＮＡ配列のＲＮＡへの転写を指向させることができる、
発現ベクターであり得る。ウイルス発現ベクターは、例えば、レトロウイルス、レンチウ
イルス、エプスタインバーウイルス、ウシ乳頭腫ウイルス、アデノウイルス、および上記
のうちのいずれかのアデノ関連ベースのベクターまたはハイブリッドウイルスから成る群
より選択され得る。位置実施形態では、該ベクターはエピソームである。適切なエピソー
ムベクターの使用は、腫瘍細胞における阻害核酸分子を高コピー数超過染色体ＤＮＡで維
持する手段を提供し、それによって、染色体の統合の潜在的影響を排除する。
【０２００】
　ＤＮＡ－ＰＫの発現を実質的に阻害するさらなる手段は、リボザイム等の触媒アンチセ
ンス核酸組成物を導入することによって達成され得、ＲＮＡ転写を開裂することができ、
それによって野生型タンパク質の産生を回避する。リボザイムは、リボザイム触媒部位の
側面に位置する標的に相補的な配列の２つの領域によって、特定の配列を標的とし、アニ
ールされる。結合後、リボザイムは、部位特異的様式で標的を開裂する。ＤＮＡ－ＰＫの
イソ型の配列を特異的に認識および開裂するリボザイムの設計および試験は、当業者によ
く知られる技術によって達成され得る（例えば、Ｌｌｅｂｅｒ　ａｎｄ　Ｓｔｒａｕｓｓ
，（１９９５）Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１５：５４０．５５１の開示は、参照によ
り本明細書に組み込まれる）。
【０２０１】
　ＤＮＡ－ＰＫの代替拮抗薬は、抗体を含み得る。適切な抗体は、多クローン性抗体、単
クローン性抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、単鎖抗体、およびＦａｂフラグメ
ントを含むが、これらに限定されない。
【０２０２】
　抗体は、関心のポリペプチドのフラグメントの個別の領域から調製され得る。抗原ポリ
ペプチドは、少なくとも約５、および好ましくは、少なくとも約１０のアミノ酸を含む。
【０２０３】
　適切な抗体を生成するための方法は、当業者には容易に理解されるであろう。例えば、
通常、Ｆａｂ部分を含む適切な単クローン性抗体は、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ－Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ｅｄｓ． Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎ．Ｙ．（１９８８）に記載さ
れるハイブリドーマ技術を使用して調製され得、この開示は参照により本明細書に組み込
まれる。
【０２０４】
　同様に、本明細書に開示するような関心のポリペプチドに対する多クローン性抗体の産
生のために使用され得る、種々の手順が当該技術において知られている。多クローン性抗
体の産生の場合、ウサギ、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ等を含むが、これらに限定され
ない種々の宿主動物を、ポリペプチド、またはそのフラグメントもしくは類似体を注射す
ることによって免疫することができる。さらに、該ポリペプチド、またはそのフラグメン
トもしくは類似体は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）またはキーホールリンペットヘモシ
アニン（ＫＬＨ）等の免疫原性担体に共役することができる。また、フロイント（完全お
よび不完全）、水酸化アルミニウム等のゲル状鉱物、リゾレシチン等の界面活性物質、プ
ルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油乳剤、キーホールリンペットヘモシ
アニン、ジニトロフェノール、およびＢＣＧ（カルメットゲラン菌）およびコリネバクテ
リウムパルバム等の潜在的に有用なヒトアジュバントを含むが、これらに限定されない種
々のアジュバントを使用して、免疫反応を増加させてもよい。
【０２０５】
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　所望の抗体のスクリーニングは、当該技術分野において知られる多様な技法によって達
成することもできる。抗体の免疫特定結合のアッセイは、放射免疫測定法、ＥＬＩＳＡ（
酵素免疫測定吸着法）、サンドイッチ免疫測定法、免疫放射定量測定法、ゲル内沈降反応
、免疫拡散アッセイ、原位置免疫測定法、ウェスタンブロット法、沈降反応、凝集反応、
補体結合アッセイ、免疫蛍光アッセイ、タンパク質Ａアッセイ、および免疫電気泳動アッ
セイ等を含むが、これらに限定されない（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄ
ｓ，１９９４，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋを参照）。抗体結合は、一次抗体上の検出可能な標識によって検出され得る。代替
えとして、一次抗体は、適切に標識される二次抗体または試薬との結合によって検出され
得る。免疫測定法において結合を検出するための多くの方法が当業者によって知られてお
り、本発明の範囲内である。
【０２０６】
　例えば、低分子または他の非核酸もしくは非タンパク質性阻害剤を含む、ＤＮＡ－ＰＫ
の発現を阻害するための代替形態も、本発明の範囲内に含まれる。そのような阻害剤は、
通常技術を使用するスクリーニングにより、当業者によって識別され得る。
【０２０７】
機械、コンピュータシステム、およびコンピュータ可読媒体を使用するトポＩのリン酸化
状態を決定する自動方法
　本発明の全態様では、トポＩのリン酸化状態、具体的に、リン酸－Ｓ１０－トポＩポリ
ペプチドの存在を判断するための方法は、自動機械またはシステムを使用して実行するこ
とができる。そのような機械およびシステムは、報告を生成し、例えば、トポＩのリン酸
化状態、例えば、生体試料におけるリン酸－Ｓ１０－トポＩポリペプチドの存在または非
存在を表示する可視画面または印刷可能な報告、および生体試料が、それぞれトポＩ阻害
剤に対して非反応性である可能性が高いか、または反応性である可能性が高いかに関する
報告を表示する。
【０２０８】
　したがって、本発明のいくつかの実施形態は、（ｉ）トポＩのリン酸化状態、具体的に
リン酸－Ｓ１０－トポＩポリペプチドの存在を判断するステップと、（ｉｉ）対象がトポ
Ｉ阻害剤に応答性である可能性を有するか否かを表示または報告するステップと、を実行
するための機械、コンピュータシステム、およびコンピュータ可読媒体、したがって、ト
ポＩ阻害剤が、対象における癌の治療に有効である可能性が高いか否かの予後指標も提供
する。
【０２０９】
　本発明の本態様の実施形態は、機能モジュールによって説明され、コンピュータ可読媒
体上に記録される、コンピュータ実行可能な指示によって定義され、実行時に方法ステッ
プをコンピュータに実行させる。該モジュールは、明確さの目的で、機能別に分離されて
いる。しかしながら、該モジュールは、個別のコードのブロックに対応する必要はなく、
説明される機能は、種々の媒体に格納される種々のコード部分の実行によって、種々の時
間に実行され得ることを理解すべきである。さらに、該モジュールは、他の機能を実行し
得ること、したがって、該モジュールは、任意の特定の機能または一連の機能を有するも
のに限定されないことが理解されるはずである。
【０２１０】
データ処理システム：
　本発明の一態様および本明細書に説明する全ての他の態様では、機械を使用して、生体
試料におけるトポＩポリペプチドのリン酸化状態を判断することができ、例えば、対象か
らの生体試料に関するデータを入手するための機械は、生体試料を保持する生体試料容器
と、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在を検出するように、例えば、出力
データ、いくつかの実施形態では、コンピュータ可読媒体フォーマットの出力データを生
成する生体試料におけるリン酸－Ｓ１０トポＩを検出するように構成される判断モジュー
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ルと、判断モジュールからの出力データを格納するように構成されるストレージ機器と、
判断モジュールからの出力データを、格納された参照データおよび対照データ等のストレ
ージ機器上に格納されるデータと比較するように適合される比較モジュールと、クライア
ントコンピュータにおいてユーザのために読み出されたコンテンツのページを表示するた
めのディスプレイモジュールとを備え、（ｉ）読み出されたコンテンツは、トポイソメラ
ーゼＩポリペプチドの存在であり、および／または（ｉｉ）読み出されたコンテンツは、
トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在または非存在であって、例えば、読み
出されたコンテンツは、リン酸－Ｓ１０トポＩの存在または非存在であり、および／また
は（ｉｉｉ）読み出されたコンテンツは、トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在、例え
ばリン酸－Ｓ１０トポＩの非存在であって、これは、対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に
対して反応し得るという信号であり、および／または（ｉｖ）読み出されたコンテンツは
、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在等のトポイソメラーゼＩのリン酸化の存在で
あって、これは、対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であり得るという信号
である。
【０２１１】
コンピュータシステム：
　本発明の一態様は、対象がトポＩ阻害剤に対して反応するかを判断するために使用可能
であるコンピュータシステムである。このようなある実施形態では、コンピュータシステ
ムは、判断モジュールに接続され、生物標本に関する判断モジュールからの出力データを
入手するように構成され、判断モジュールは、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸
化の存在、例えば、対象内における、または対象から入手された生体試料におけるリン酸
－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在を判断するように構成され、コンピュータシステムは
、判断モジュールからの出力データならびに参照データを格納するように構成される（ａ
）ストレージ機器を備え、ストレージ機器は、（ｂ）比較モジュールに接続され、比較モ
ジュールは、一実施形態では、ストレージ機器上に格納される出力データを、格納された
参照データと比較するように適合され、代替実施形態では、出力データをそれ自体を比較
するように適合され、比較モジュールは、報告データを生成し、クライアントコンピュー
タ上でユーザのために読み出されたコンテンツ（すなわち、比較モジュールからの報告デ
ータ）のページを表示するための（ｃ）ディスプレイモジュールに接続され、読み出され
たコンテンツは、（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在または非存在
であって、例えば、読み出されたコンテンツは、リン酸－Ｓ１０トポＩの存在または非存
在であることと、（ｉｉ）トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在、例えばリン酸－Ｓ１
０トポＩの非存在と、（ｉｉｉ）リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在等のトポイソ
メラーゼＩのリン酸化の存在と、（ｉｖ）対象が、陰性リン酸化状態を有する癌を患って
いる対象よりも、トポＩ阻害剤に対してより非反応であり得ることを示す陽性試験結果（
すなわち、陽性Ｓ１０トポＩリン酸化状態等の陽性リン酸化状態）と、（ｖ）対象が、陽
性リン酸化を有する癌を患っている対象よりも、トポＩ阻害剤に対してより反応し得るこ
とを示す陰性試験結果（すなわち、陰性Ｓ１０トポＩリン酸化状態等の陰性リン酸化状態
）であるのうちの任意の１つまたは組み合わせを含む。
【０２１２】
　いくつかの実施形態では、比較モジュールは、ストレージ機器上に格納された出力デー
タを、それ自体または格納された参照データと比較し、陽性試験結果を示す陽性Ｓ１０ト
ポＩリン酸化状態（すなわち、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在）を計算し、報
告データを生成して、対象が、陰性リン酸化状態を有する癌を患っている対象よりも、ト
ポＩ阻害剤に対してより非反応であり得ることを示し、比較モジュールからの報告データ
は、ディスプレイモジュールから読み出され、ディスプレイモジュール上に表示される。
【０２１３】
　本発明の一態様および本明細書に説明する全ての他の態様では、コンピュータ可読媒体
を使用して、癌を患っている対象または癌の危険性のある対象からトポＩポリペプチドの
リン酸化状態を判断することができ、例えば、コンピュータ可読媒体は、コンピュータ上



(61) JP 2015-28486 A 2015.2.12

10

20

30

40

50

で方法を実装するために判断モジュールおよび比較モジュールを含むソフトウェアモジュ
ールを規定するために、コンピュータ可読命令がその上に記録され、上記方法は、リン酸
－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在または非存在等のトポＩポリペプチドのリン酸化の存
在または非存在を測定した判断モジュールから参照データおよび出力データを格納するよ
うに構成されるストレージ機器と、報告データを生成する比較モジュールであって、スト
レージ機器上に格納されたデータを比較するように、例えば、判断モジュールからの出力
データを、それ自体または代替として参照データと比較するように適合される比較モジュ
ールと、クライアントコンピュータ上において、ユーザのための、比較モジュールからの
報告データである読み出されたコンテンツのページを表示するためのディスプレイモジュ
ールとを備え、読み出されたコンテンツは、（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリ
ン酸化の存在または非存在であって、例えば、読み出されたコンテンツは、リン酸－Ｓ１
０トポＩの存在または非存在であることと、（ｉｉ）トポイソメラーゼＩのリン酸化の非
存在、例えばリン酸－Ｓ１０トポＩの非存在と、（ｉｉｉ）リン酸－Ｓ１０トポＩポリペ
プチドの存在等のトポイソメラーゼＩのリン酸化の存在と、（ｉｖ）対象が、陰性リン酸
化状態を有する癌を患っている対象よりも、トポＩ阻害剤に対してより非反応であり得る
ことを示す陽性試験結果（すなわち、陽性Ｓ１０トポＩリン酸化状態等の陽性リン酸化状
態）と、（ｖ）対象が、陽性リン酸化を有する癌を患っている対象よりも、トポＩ阻害剤
に対してより反応し得ることを示す陰性試験結果（すなわち、陰性Ｓ１０トポＩリン酸化
状態等の陰性リン酸化状態）のうちの任意の１つまたは組み合わせを含む。
【０２１４】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、本発明の実施形態
の機能モジュールは、判断モジュール、ストレージ機器、比較モジュールおよびディスプ
レイモジュールを含む。該モジュールは、１つまたは複数のコンピュータネットワークを
使用することによって、１つまたは複数のコンピュータを実行することができる。
【０２１５】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、したがって、本発
明は、トポＩのリン酸化状態に基づいて、具体的に、トポＩ阻害剤が対象において有効性
を欠き得る（すなわち、該対象は、トポＩ阻害剤に対して非反応性である可能性が高い）
ことを示すリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在、発現プロファイル、または配列情
報に基づいて、対象がトポＩ阻害剤に対して応答性であり得るか否かを判断する方法を実
行するための自動機械、コンピュータシステム、およびコンピュータ可読媒体を提供する
。
【０２１６】
　図１５に示すコンピュータシステム１５０、およびコンピュータ可読媒体は、トポＩの
タンパク質リン酸化プロファイルに基づいて、具体的に、総トポＩタンパク質レベルに比
較したリン酸－Ｓ１０トポＩタンパク質の％に基づいて、対象がトポＩ阻害剤に対して応
答性であり得るか否かを判断する方法を実行するための単なる本発明の例示的実施形態で
あり、本発明の範囲を制限するものではない。コンピュータシステムおよびコンピュータ
可読媒体の変型例も可能であり、本発明の範囲内に含まれるものとする。
【０２１７】
　機械のモジュール、またはコンピュータ可読媒体において使用される機械のモジュール
は、多数の構成を想定し得る。例えば、機能は、単一の機械上で提供され得るか、または
複数の機械に分配され得る。
【０２１８】
　ここで図面を参照して、図１２は、本発明の実施形態に従って、対象がトポＩ阻害剤に
対して応答性であるか否かを判断するための機械１０のブロック図を表す。生体試料２０
を対象から入手し、生体試料容器３０に入れる。容器３０を判断モジュール４０に配置し
、該判断モジュールは、トポIのリン酸化状態を測定および判断するための手段、例えば
、これに限定されないが、質量分析５０の使用、またはこれに限定されないが、抗リン酸
－Ｓ１０トポＩ抗体等のタンパク質結合分子を使用する等の免疫検出手段等の別の手段で
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ある。いくつかの実施形態では、トポＩのリン酸化状態、例えば、リン酸－Ｓ１０トポＩ
の存在またはレベルを判断する手段は、例えば、抗トポＩ抗体および抗リン酸－Ｓ１０ト
ポＩ抗体に限定されないタンパク質結合分子を含む、抗体アレイによる。いくつかの実施
形態では、判断モジュール４０は、トポＩポリペプチドの総レベル（すなわち、リン酸化
および非リン酸化トポＩタンパク質レベルの合計）も判断する。出力データ６０は、スト
レージモジュール７０に格納され、参照データを含むこともできる。比較モジュール８０
は、トポＩのＳ１０のリン酸化のレベルを格納した参照データと比較するための比較ソフ
トウェアプログラムまたはアルゴリズム等のコンピュータ可読媒体９０を含み、いくつか
の実施形態では、該比較モジュール８０は、生体試料中のリン酸－Ｓ１０トポＩタンパク
質の％をトポＩタンパク質の総量から計算する。比較モジュール８０は、該比較モジュー
ル８０から読み取られたコンテンツ１００を表示するための手段である、ディスプレイモ
ジュール１１０によって表示される、読み取られたコンテンツ１００として読み取られる
、報告データ１０５を生成する。いくつかの実施形態では、ディスプレイモジュール１１
０は、コンピュータ画面１２０、またはプリンタ１３０から印刷される報告１４０であり
得る。ディスプレイモジュール１１０は、ディスプレイ１２０、プリンタ１３０、スピー
カ、陰極線管（ＣＲＴ）、プラズマディスプレイ、発光ダイオード（ＬＥＤ）ディスプレ
イ、液晶ディスプレイ（ＬＣＤ）、プリンタ、真空蛍光ディスプレイ（ＶＦＤ）、表面電
界ディスプレイ（ＳＥＤ）、電界放出ディスプレイ（ＦＥＤ）等も含み得る。一実施形態
では、表示されたデータは、対象がトポＩ阻害剤に対して応答性でないことの陽性表示で
ある。いくつかの実施形態では、表示された情報は、有効であるトポＩ阻害剤の推定有効
性％のスコアである。単に例証的な例として、総トポＩポリペプチドの約６０％が、Ｓ１
０残基上でリン酸化されず、総トポＩポリペプチドの約４０％が、リン酸－Ｓ１０トポＩ
として存在することをモジュールが計算する場合、および６０％スコアが、トポＩポリペ
プチド上のセリン１０が非リン酸化である癌を患っている対象に比べ、癌を患っている対
象におけるトポＩ阻害剤が約６０％応答性であり得ることを示す（すなわち、リン酸－Ｓ
１０－トポＩの非存在が検出されるそのような対象が、トポＩ阻害剤が１００％応答性で
あり得ることを示す）場合、６０％スコアが表示される。
【０２１９】
　図１３は、対象が、本発明の実施形態において、トポＩ阻害剤に応答性であるか否かを
判断するための自動コンピュータシステム１５０のフロー図を示す。例示的に、スタンド
アロンコンピュータ（図示せず）、またはクライアントとして機能する１つ以上のネット
ワークコンピュータ１６０を使用して、医師、医療専門家、および／またはアシスタント
によりアクセスされるように、システム１５０を適合してもよい。そのようなクライアン
ト１６０は、順に、１つ以上の従来のパーソナルコンピュータおよびワークステーション
を含み得、「ファット」クライアントまたは「シン」クライアントのいずれかとして作動
する。それにもかかわらず、他のクライアント１０２、例えば、ワイヤレスアクセスプロ
トコル（すなわち、ＷＡＰ）を使用する、ウェブ対応の携帯機器（例えば、Ｐａｌｍ，Ｉ
ｎｃ．，Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，Ｃａｌｉｆ．Ｕ．Ｓ．Ａ．製造のＰａｌｍ　Ｖ（登録
商標）オーガナイザ、Ｗiｎｄｏｗｓ　ＣＥ機器、および「スマート」フォン）、および
インターネット家電は、本発明の精神および範囲内に含まれることを理解されたい。
【０２２０】
　上記種類のクライアント１６０は、ネットワーク１７０を経由してシステム１５０にア
クセスし得る。ネットワーク１７０は、多数のコンピュータ、および通信設備により接続
される関連機器を含み得る。ネットワークは、ケーブル等の永久接続、または電話もしく
は他の通信リンクを介するもの等の仮接続を伴い得る。ネットワークの例は、 Ｉｎｔｅ
ｒｎｅｔ等のインターネット、イントラネット、ローカルエリアネットワーク（ＬＡＮ）
、広域ネットワーク（ＷＡＮ）、およびインターネットとイントラネット等のネットワー
クの組み合わせを含む。「ネットワーク」という用語の使用によって、前述は、本発明を
任意の特定の有線または無線ネットワーク、例えば、ローカルエリアネットワーク（すな
わち、ＬＡＮ）、メトロポリタンエリアネットワーク（すなわち、ＭＡＮ）、または広域
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ネットワーク（すなわち、ＷＡＮ）に限定するものではないことを理解されたい。ネット
ワーク１７０は、インターネット（「ワールドワイドウェブ」としても知られる）を含み
得るが、同様に、イントラネット、エクストラネット、および仮想プライベートネットワ
ーク（すなわち、ＶＰＮ）等を含み得る。
【０２２１】
　本発明の実施形態に従って、システム１５０は、ユーザインターフェース１８０、デー
タベース２１０、判断モジュール４０、ストレージモジュール３０、比較モジュール８０
、およびディスプレイモジュール１１０を備える機械１０、治療シーケンサ１９０、およ
び診断トラッカー２２０を含み得る。集合的に、ユーザインターフェース１８０、機械１
０、治療シーケンサ１９０、および診断トラッカー１２０は、トポＩ阻害剤予後アプリケ
ーション１５５を含み得る。
【０２２２】
　ユーザインターフェース１８０を使用して、システム１１５と相互作用してもよく、デ
ータおよびデータ比較を図式的に見るステップを含む。ユーザインターフェース１８０は
、ユーザが、例えば、どの対象を分析するか、どの対象または時点のデータを収集するか
、どのデータ表示を使用するか等を特定することを許可し得る。
【０２２３】
　データベース２１０は、患者から収集されるデータを含み得る。データベース２１０は
、集約された、または統計的に処理されたデータを含み得る。該データは、健康な患者お
よび／または罹患した患者から収集され得る。データは、疾患の種類、例えば、癌の種類
、ならびに臨床試験情報、トポＩ阻害剤応答性、伝記的および人口統計学的対象情報に従
って分類され得る。データベース２１０は、特定のトポＩ阻害剤の有効性を対象の遺伝的
背景および他の関連対象情報と相互に関連付けるデータも含み得る。
【０２２４】
　機械１０は、データベースからの患者データおよび／またはデータを分析し得る。機械
１０は、患者試料をデータベース２１０の統計的に処理されたデータと比較して、対象癌
およびトポＩ阻害剤に対する応答性の診断および予後を支援し得る。例えば、機械１０は
、乳癌患者のタンパク質トポＩリン酸化プロファイルを、他の乳癌患者のトポＩリン酸化
プロファイルの統計的に処理されたデータと比較して、どの種類の乳癌がトポＩ阻害剤に
応答性であるかを判断し得、癌の治療に使用可能なトポＩ阻害剤を含む、１つ以上の抗癌
治療を示唆し得る。
【０２２５】
　治療シーケンサ１９０は、治療過程を提案し、順序付ける。そのような治療提案は、ト
ポＩ阻害剤を用いる単剤治療であり得、対象は、トポＩ阻害剤、または薬剤の組み合わせ
、例えば、トポＩ阻害剤とトポＩ阻害剤感受性薬剤との組み合わせに対して応答性である
ことが識別され、対象は、トポＩ阻害剤に対して非反応性であると識別される。代替実施
形態では、トポＩ阻害剤でない抗癌薬剤を用いる治療が提案され、該対象はトポＩ阻害剤
に対して非反応性であると識別される。代替として、提案される治療は、トポＩ阻害剤の
反復投与であり得、該対象は、すべてではないが、セリン１０上でリン酸化されるいくら
かのトポＩポリペプチドを有する。
【０２２６】
　診断トラッカー２００は、治療過程における患者の経過を追跡し得る。
【０２２７】
　図１４は、図１３に例証される予後アプリケーション１５５を実行するように構成され
得る、コンピュータシステム１５１の例示的ブロック図を示す。コンピュータ１６０は、
バス２２０、比較モジュール８０、メモリ２４０、読み取り専用メモリ（ＲＯＭ）２３０
、ストレージ機器３０、ディスプレイデータ１１０、判断モジュール４０、および通信イ
ンターフェース２５０を含み得る、１つ以上の構成要素を含み得る。バス２２０は、コン
ピュータ１６０、比較モジュール８０、メモリ２４０、読み取り専用メモリ（ＲＯＭ）２
３０、ストレージ機器３０、ディスプレイデータ１１０、判断モジュール４０、および通
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信インターフェース２５０の構成要素間の通信を許可する、１つ以上の相互接続を含み得
る。
【０２２８】
　比較モジュール８０は、命令を解釈して実行し得る任意の種類のプロセッサ、マイクロ
プロセッサ、または処理論理であり得る（例えば、フィールドプログラマブルゲートアレ
イ（ＦＰＧＡ））。比較モジュール８０は、単一の機器（例えば、シングルコア）および
／または一群の機器（例えば、マルチコア）を含み得る。比較モジュール８０は、１つ以
上の実施形態を実装するよう構成されるコンピュータ実行可能命令を実行するよう構成さ
れる論理を含み得る。命令は、メモリ２４０またはＲＯＭ２３０内に常駐し得、コンピュ
ータ可読媒体２６０と関連する命令を含み得る。
【０２２９】
　メモリ２４０は、１つ以上の実施形態を実装するよう構成される命令を格納するよう構
成され得る、コンピュータ可読媒体２６０であり得る。メモリ２４０は、比較モジュール
２４０にアクセス可能なプライマリーストレージであってもよく、ダイナミックＲＡＭ（
ＤＲＡＭ）機器、フラッシュメモリ機器、スタティックＲＡＭ（ＳＲＡＭ）機器等のＲＡ
Ｍ機器を含み得る、ランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）を含み得る。［００７６］ＲＯＭ
２３０は、比較モジュール８０に関する情報およびコンピュータ実行可能命令、またはコ
ンピュータ可読媒体２６０を格納し得る、不揮発性ストレージを含み得る。コンピュータ
実行命令２６０は、比較モジュール８０によって実行される命令を含み得る。
【０２３０】
　ストレージ機器３０は、比較モジュール８０に関する情報および命令を格納するよう構
成され得る。ストレージ機器３０の例は、磁気ディスク、光学ディスク、フラッシュメモ
リ等を含み得る。情報およびコンピュータ実行命令および情報は、ストレージ機器３０に
含まれる媒体上に格納され得る。媒体の例は、磁気ディスク、光学ディスク、フラッシュ
メモリ等を含み得る。ストレージ機器３０は、単一のストレージ機器または複数のストレ
ージ機器を含み得る。さらに、ストレージ機器３０は、コンピュータ１６０に直接取り付
けてもよく、および／もしくはコンピュータ１６０に関して遠隔であり得、ネットワーク
１７０および／もしくは別の種類の接続、例えば、専用リンクまたはチャンネルを介して
そこに接続され得る。
【０２３１】
　判断モジュール４０は、例えば、ユーザからコンピュータ１６０への情報の入力を許可
し得る、任意の機序または機序の組み合わせを含み得る。判断モジュール４０は、例えば
、ユーザからコンピュータ１６０に関する情報を受信するよう構成される論理を含み得る
。データを判断モジュール４０に入力する方法の例は、キーボード、マウス、タッチセン
サー式ディスプレイ機器、マイク、ペンベースのポイント機器、および／またはバイオメ
トリック入力機器等を含み得る。
【０２３２】
　ディスプレイモジュール１１０は、コンピュータ１６０から情報を出力し得る、任意の
機序または機序の組み合わせを含み得る。ディスプレイモジュール１１０は、コンピュー
タ１６０から情報を出力するよう構成される論理を含み得る。ディスプレイモジュール１
１０の実施形態は、ディスプレイ、プリンタ、スピーカ、陰極線管（ＣＲＴ）、プラズマ
ディスプレイ、発光ダイオード（ＬＥＤ）ディスプレイ、液晶ディスプレイ（ＬＣＤ）、
プリンタ、真空蛍光ディスプレイ（ＶＦＤ）、表面電界ディスプレイ（ＳＥＤ）、電界放
出ディスプレイ（ＦＥＤ）等を含み得る。
【０２３３】
　通信インターフェース２５０は、コンピュータ１６０をネットワーク１７０と連動させ
るよう構成される論理を含み、コンピュータ１６０が、ネットワーク１７０に接続される
他の物質と情報を交換できるようにし得る。通信インターフェース２５０は、任意のトラ
ンシーバ状の機序を含み得、コンピュータ１６０が、他の機器および／またはシステム、
例えば、クライアント、サーバ、ライセンス管理者、ベンダー等と通信できるようにする
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。通信は、データネットワーク等の通信媒体上で起こり得る。通信インターフェース２５
０は、通信媒体に接続される１つ以上のインターフェースを含み得る。該通信媒体は、有
線または無線であり得る。通信インターフェース２５０は、内蔵型ネットワークアダプタ
、ネットワークインターフェースカード（ＮＩＣ）、パーソナルコンピュータメモリカー
ド国際協会（ＰＣＭＣＩＡ）ネットワークカード、カードバスネットワークアダプタ、無
線ネットワークアダプタ、ユニバーサルシリアルバス（ＵＳＢ）ネットワークアダプタ、
モデムまたはコンピュータ１６０を任意の種類のネットワークと連動させるのに適した任
意の他の機器として実装され得る。
【０２３４】
　実施形態は、ハードウェアおよび／またはソフトウェアのいくつかの組み合わせを使用
して実装され得ることに留意されたい。プロセッサにおける実行のためのコンピュータ実
行命令を含むコンピュータ可読媒体は、種々の実施形態を格納するよう構成され得ること
にさらに留意されたい。コンピュータ可読媒体は、揮発性メモリ、不揮発性メモリ、フラ
ッシュメモリ、取り外し可能なディスク、取り外し不可能なディスク等を含み得る。さら
に、無線信号、ワイヤ上を通過する電気信号、光学ファイバ上を通過する光学信号等の種
々の電磁信号をコード化して、本発明の実施形態であるコンピュータ実行命令および／ま
たはコンピュータデータを、例えば、通信ネットワーク上で実行してもよいことに留意さ
れたい。
【０２３５】
　実施形態は、ソフトウェア構成要素として、多数の異なる方法で具体化され得る。例え
ば、スタンドアロンソフトウェアパッケージであり得るか、より大きいソフトウェア製品
、例えば、医療診断製品等に「ツール」として組み込まれるソフトウェアパッケージであ
ってもよい。ネットワーク、例えば、ウェブサイトから、スタンドアロン製品または既存
のソフトウェアアプリケーションにおけるインストールのためのアドインパッケージとし
てダウンロードされてもよい。クライアントサーバソフトウェアアプリケーション、また
はウェブ対応ソフトウェアアプリケーションとしても使用可能であり得る。
【０２３６】
　図１５は、対象がトポＩ阻害剤に対して応答性であるか否かを分析するための命令のフ
ローチャートを示す。ブロック２６０では、生体試料を生体試料容器に配置する。生体試
料の例は、生検組織、培養液内で成長した試料、レーザー顕微解剖した細胞、ＦＡＣ分類
細胞、細針吸引、コア生検、非細胞体液等であり得る。ブロック２７０では、例えば、Ｒ
ＰＭＡ、ＥＬＩＳＡ、懸濁ビーズアレイ（例えば、Ｌｕｍｕｉｎｅｘ）、表面プラズモン
共鳴、エバネセント波、カンチレバーベースのナノセンサ、免疫蛍光法、免疫組織化学、
ＭＲＩ等を含む、本明細書に開示するような熟練者の任意の分析技法を使用して、リン酸
化状態を判断モジュール４０によって判断する。判別モジュール４０からの出力データ１
００は、ストレージ機器３０上に格納される。ブロック２８０では、出力データ１００は
、ストレージモジュール４０上に格納あれ、ブロック２９０では、比較モジュールが、出
力データ１００をストレージ機器４０上に格納された参照データと比較する。ブロック３
００では、比較モジュールにより実行される分析は、参照データと比較して、生体試料中
のリン酸－トポＩが存在するか否かを判断し、分析がリン酸－トポＩの存在を判断する場
合、分析はブロック３１０に進み、リン酸－Ｓ１０トポＩが存在するか否かを判断するが
、分析がリン酸－トポＩの非存在を判断する場合、ディスプレイモジュール１１０は、リ
ン酸－Ｓ１０トポＩが存在する、癌を患っている対象に比べ、対象がトポＩ阻害剤に対し
てより応答性があることを表示する（３３０）。ブロック３２０では、分析がリン酸－Ｓ
１０トポＩの非存在を判断する場合、ディスプレイモジュール１１０は、リン酸－Ｓ１０
トポＩが存在する、癌を患っている対象に比べ、対象がトポＩ阻害剤に対してより応答性
があることを表示する（３３０）。分析が、リン酸－Ｓ１０トポＩの存在を判断する場合
、分析はブロック３２０に進み、総トポＩポリペプチド量のリン酸－Ｓ１０トポＩの％を
計算し、リン酸－Ｓ１０トポＩの％が所定の閾値レベルより上である場合、ディスプレイ
モジュール１１０は、リン酸－Ｓ１０トポＩが存在しない、癌を患っている対象に比べ、
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対象がトポＩ阻害剤に対してより応答性である可能性が低い（すなわち、対象は応答性で
あり得る）ことを表示する（３４０）。リン酸－Ｓ１０トポＩの％が所定の閾値レベルを
下回る場合、ディスプレイモジュール１１０は、ブロック３５０に示される、リン酸－Ｓ
１０トポＩが存在しない、癌を患っている対象に比べ、対象がトポＩ阻害剤に対して応答
性であり得ることを表示する。ブロック３６０では、結果データまたはディスプレイデー
タは、任意により患者または医師に伝送される。ブロック３７０は、プログラムのエンド
ポイントである。例示的に、コンピュータは、ＳＧＩ　Ｏｃｔａｎｅ　Ｒ１０００、およ
びＩＢＭ互換性ＰＣ（ウィンドウズおよびＬｉｎｕｘプラットフォームの双方）、ならび
に他の類似するコンピュータシステム等のコンピュータワークステーションの形態を取り
得る。
【０２３７】
　したがって、いくつかの実施形態では、システムまたは比較モジュールは、対象がある
所定の閾値レベルを上回るか否かを判断し、対象がトポＩ阻害剤に対して応答性でないと
識別され得ることを表示する出力データ１００を生成する。いくつかの実施形態では、所
定の閾値レベルは、レベル３であり、（総トポＩポリペプチドからの）リン酸－Ｓ１０ト
ポＩポリペプチドの％は、約２５％以上であり、閾値レベルが３を下回る（すなわち、２
５％未満）の対象に比べ、対象はトポＩ阻害剤に対して非反応性であり得る。従って、い
くつかの実施形態では、対象がトポＩ阻害剤に対して非反応性であるか否かを識別するた
めの所定の閾値レベルは、２５％以上であり、総トポＩポリペプチドに対する２５％以上
（すなわち、少なくとも約３０％、または少なくとも約４０％、または少なくとも約５０
％、または少なくとも約６０％以上）のリン酸－Ｓ１０トポＩ阻害剤の％を有する対象は
、トポＩ阻害剤に対して非反応性であると識別されるが、総トポＩポリペプチドに対する
２５％未満（すなわち、約２０％、または約１０％、または約５％、または約２％以下）
のリン酸－Ｓ１０トポＩ阻害剤の％を有する対象は、トポＩ阻害剤に対して応答性、また
は部分的に応答性であると識別される。
【０２３８】
　いくつかの実施形態では、比較モジュールにより実行される分析（ブロック３００）は
、総トポＩポリペプチドのリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの％を判断し、判断モジュ
ール４０からの出力データ１００は、生体試料中の総トポＩポリペプチドのリン酸－Ｓ１
０トポＩポリペプチドの％を特定の区分、例えば、本明細書に開示するようなグレード１
、２、３および４に分類する。例えば、出力データ１００は、４レベルで分類され得る、
グレード（すなわち、非リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドに比較したリン酸－Ｓ１０ト
ポＩポリペプチドのレベル）であり得る。例えば、これに限定されないが、レベル１は、
約０％～１０％レベルのリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドであり、トポＩ阻害剤に対し
て対象が完全に応答性であり得ることを示し、レベル２は、約１０～２５％レベルのリン
酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドであり、トポＩ阻害剤に対して対象が部分的に応答性であ
り得ることを示し、レベル３は、２５～５０％レベルのリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチ
ドであり、トポＩ阻害剤に対して対象が非応答性であり得ることを示し、レベル４は、５
０％を上回る任意のレベル、例えば、少なくとも５０％、または少なくとも約６０％、ま
たは少なくとも約７０％、または少なくとも約８０％、または少なくとも約９０％、また
は少なくとも約１００％リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドであり、トポＩ阻害剤に対し
て対象が完全に非応答性であり得ることを示す。いくつかの実施形態では、出力データ１
００は、グレード１～４であり、該グレードは、生体試料中の非リン酸－Ｓ１０トポＩポ
リペプチドのレベルに比較した、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドのレベルを表す。い
くつかの実施形態では、出力データは、１～４グレード：グレード１（０～１０％）、２
（１０～２５％）、３（２５～５０％）、または４（＞５０％）の等級であり、レベル１
は、対象がトポＩ阻害剤に対して応答性であり得ることを示し、レベル２は、レベル１に
比較して、対象がトポＩ阻害剤に対して部分的に応答性（すなわち、約５０％以下の応答
性）であり得ることを示し、レベル３は、レベル１として分類される対象に比較して、対
象がトポＩ阻害剤に対して非応答性であり得る（すなわち、対象は約１０％以下のトポＩ
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阻害剤の有効性を有し得る）ことを示し、レベル４は、レベル１として分類される対象に
比較して、対象がトポＩ阻害剤に対して完全に応答性であり得る（すなわち、対象は約５
％、または約２％以下のトポＩ阻害剤の有効性を有し得る）ことを示す。
【０２３９】
　本明細書に論じるように、機械およびコンピュータシステム、ならびにコンピュータ可
読媒体は、以下に詳述するような種々のモジュールを含む。当業者に理解され得るように
、モジュールのそれぞれは、種々のサブルーチン、手順、定義ステートメント、およびマ
クロを含む。モジュールのそれぞれは、通常、個別にコンパイルされ、単一の実行可能プ
ログラムにリンクされる。したがって、モジュールのそれぞれに関する以下の説明は、シ
ステムの機能性を説明する便宜上使用される。したがって、モジュールのそれぞれが経る
過程は、他のモジュールのうちの１つに恣意的に再分配されるか、単一モジュールに組み
合わせるか、または例えば、共有可能なダイナミックリンクライブラリにおいて使用可能
になり得る。
【０２４０】
判断モジュール
　判断モジュールは、コンピュータ可読形式でシーケンス情報を提供するためのコンピュ
ータ実行命令を有する。
【０２４１】
　例として、タンパク質へのタンパク質結合分子の結合を判断するための判断モード、例
えば、これに限定されないが、セリン１０（Ｓ１０）においてリン酸化される、トポＩポ
リペプチドに対する抗リン酸－Ｓ１０抗体の結合は、例えば、これに限定されないが、自
動免疫組織化学機器、例えば、ロボット制御の自動免疫組織化学機器を含み、自動システ
ムにおいて、組織または生体試料標本を区分し、スライドを調製し、免疫組織化学手順を
実行し、免疫染色の強度、例えば、生体試料または組織中の抗リン酸－Ｓ１０トポＩ抗体
染色の強度を検出し、出力データを生成する。そのような自動免疫組織化学機器の例は、
商業的に入手可能であり、例えば、Ａｕｔｏｓｔａｉｎｅｒ３６０、４８０、７２０およ
びＬａｂＶｉｓｉｏｎ　ＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎのＬａｂｖｉｓｉｏｎ　ＰＴモジュール
マシンは、米国特許第７，４３５，３８３号、第６，９９８，２７０号、第６，７４６，
８５１号、第６，７３５，５３１号、第６，３４９，２６４号、および第５，８３９，０
９１号に開示され、参照によりそれら全体が本明細書に組み込まれる。他の商業的に入手
可能な自動免疫組織化学機器も、本発明において使用するために包含され、例えば、これ
に限定されないが、ＧＴＩ　ｖｉｓｉｏｎのＢＯＮＤ（商標）自動免疫組織化学＆原位置
ハイブリダイゼーションシステム、自動スライドローダーである。免疫組織化学の自動分
析は、例えば、ＩＨＣ　ＳｃｏｒｅｒおよびＰａｔｈ　ＥＸ等の商業的に入手可能なシス
テムによって実行することができ、これもＧＴＩ　ｖｉｓｉｏｎから入手可能な応用スペ
クトル画像（Ａｐｐｌｉｅｄ　ｓｐｅｃｔｒａｌ　Ｉｍａｇｅｓ（ＡＳＩ））ＣｙｔｏＬ
ａｂビュー、または応用スペクトル撮像（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｐｅｃｔｒａｌ　Ｉｍａｇ
ｉｎｇ（ＡＳＩ））と組み合わせることができ、例えば、画像保管通信システム（Ｐｉｃ
ｔｕｒｅ　Ａｒｃｈｉｖｅ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＰＡＣＳ））
を組み込む、ラボラトリー情報システム（Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏ
ｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＬＩＳ））等のデータ共有システムにすべて組み込むことができ、こ
れも応用スペクトル撮像（ＡＳＩ）から入手可能である（ｗｏｒｌｄ　ｗｉｄｅ　ｗｅｂ
： ｓｐｅｃｔｒａｌ－ｉｍａｇｉｎｇ．ｃｏｍを参照）。他の判断モジュールは、Ｖｅ
ｎｔａｎａ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ＳＡのＮｅｘＥＳ（登録商標）自動免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）スライド染色システム、またはＢｅｎｃｈＭａｒｋ（商標）ＬＴ自動ＩＨＣ機器等
の自動免疫組織化学システムであり得、同じくＶｅｎｔａｎａ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙから
入手可能なＶＩＡＳ（商標）画像分析システムと組み合わせることができる。ＢｉｏＧｅ
ｎｅｘ　Ｓｕｐｅｒ　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ＭｕｌｔｉＬｉｎｋ（商標）Ｄｅｔｅｃｔｉ
ｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍｓの手動または自動プロトコルのいずれかは、好ましくはＢｉｏＧｅ
ｎｅｘ自動染色システムを使用して、検出モジュールとして使用することもできる。その
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ようなシステムは、臨床診断研究室向けのＢｉｏＧｅｎｅｘ自動染色システム、ｉ６００
０（登録商標）（およびその先行システムＯｐｔｉＭａｘ（登録商標）Ｐｌｕｓ）、およ
び創薬研究室向けのＧｅｎｏＭｘ６０００（登録商標）と組み合わせることができる。両
システム、ＢｉｏＧｅｎｅｘシステムは、免疫組織化学（ＩＨＣ）および原位置ハイブリ
ダイゼーション（ＩＳＨ）等の細胞および組織試験のための「オールインワン、オールア
ットワンス（一体化、同時）」機能を実行する。
【０２４２】
　本明細書で使用する「配列情報」は、任意のヌクレオチドおよび／またはアミノ酸配列
を意味し、全長ヌクレオチドおよび／またはアミノ酸配列、部分ヌクレオチドおよび／ま
たはアミノ酸配列、または変異配列を含むが、これらに限定されない。さらに、配列情報
に「関連する」情報は、配列の存在または非存在の検出（例えば、変異または欠失の検出
）、試料中の配列の濃度（例えば、アミノ酸配列発現レベル、またはヌクレオチド（ＲＮ
ＡまたはＤＮＡ）発現レベル）の判断等を含む。
【０２４３】
　例として、トポＩポリペプチドのリン酸化状態を判断するための判断モジュール、例え
ば、トポＩポリペプチド量の総レベルおよび／またはリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチド
のレベルの検出は、自動タンパク質発現分析のための周知のシステムを含み得、ＭＡＬＤ
Ｉ－ＴＯＦを含む質量分析システム、またはマトリクス支援レーザー脱離イオン化－飛行
時間型システム；ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイプロファイ
リングシステム、例えば、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｙｓｔｅｍ　ＩＩ（
商標）ソフトウェアを備える機械；遺伝子発現データを分析するためのシステム（例えば
、米国第２００３／０１９４７１１号を参照）；アレイベース発現分析のためのシステム
、例えば、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ９５０５１）Ａｕｔｏ
Ｌｏａｄｅｒから入手可能なＨＴアレイシステムおよびカートリッジアレイシステム、Ｃ
ｏｍｐｌｅｔｅ　ＧｅｎｅＣｈｉｐ（登録商標）Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ、
Ｆｌｕｉｄｉｃｓ　Ｓｔａｔｉｏｎ　４５０、ハイブリダイゼーションオーブン６４５、
ＱＣツールボックスソフトウェアキット、スキャナ３０００　７Ｇ、スキャナ３０００　
７Ｇプラス標的ゲノム型決定システム、スキャナ３０００　７Ｇ全ゲノム連合系、Ｇｅｎ
ｅＴｉｔａｎ（商標）Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ、ＧｅｎｅＣｈｉｐ（登録商標）アレイステ
ーション、ＨＴアレイ、自動ＥＬＩＳＡシステム（例えば、ＤＳＸ（登録商標）またはＤ
Ｓ２（登録商標）フォームＤｙｎａｘ、Ｃｈａｎｔｉｌｌｙ、ＶＡまたはＥＮＥＡＳＹＳ
ＴＥＭ　ＩＩＩ（登録商標）、Ｔｒｉｔｕｒｕｓ（登録商標）、Ｔｈｅ　Ｍａｇｏ（登録
商標）Ｐｌｕｓ）；濃度計（例えば、Ｘ－Ｒｉｔｅ－５０８－Ｓｐｅｃｔｒｏ　Ｄｅｎｓ
ｉｔｏｍｅｔｅｒ（登録商標）、Ｔｈｅ　ＨＹＲＹＳ（商標）２濃度計）；自動蛍光ｉｎ
ｓｉｔｕハイブリダイゼーションシステム（例えば、米国特許第６，１３６，５４０号を
参照）；２Ｄ撮像ソフトウェアに連結される２Ｄゲル撮像システム；マイクロプレートリ
ーダー；蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）（例えば、Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ
　ＦＡＣＳＶａｎｔａｇｅ　ＳＥ，Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）；ラジオアイソ
トープアナライザ（例えば、シンチレーションカウンタ）を含むが、これらに限定されな
い。
【０２４４】
　タンパク質リン酸化プロファイルを識別するためのアルゴリズム、例えば、リン酸－Ｓ
１０トポＩポリペプチドの総量または代替として、生体試料中で入手可能な総トポＩポリ
ペプチドのリン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの％は、平均分散アルゴリズム、例えば、
ＪＭＰ　Ｓｏｆｔｗａｒｅから入手可能なＪＭＰゲノミクスアルゴリズム等の最適化アル
ゴリズムの使用を含み得る。
【０２４５】
　本明細書で使用する「発現レベル情報」は、任意のヌクレオチドおよび／またはアミノ
酸発現レベル情報を意味し、全長ヌクレオチドおよび／またはアミノ酸配列、部分ヌクレ
オチド、および／またはアミノ酸配列、または変異配列を含むが、これらに限定されない
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。さらに、発現レベル情報に「関連する」情報は、配列の存在または非存在（例えば、ア
ミノ酸配列またはヌクレオチド配列の存在または非存在）の検出、試料中の配列の濃度（
例えば、アミノ酸配列レベル、またはヌクレオチド（ＲＮＡまたはＤＮＡ）発現レベル）
の判断等を含む。
【０２４６】
ストレージモジュール
　いくつかの実施形態では、判断モジュールにおいて判断されるトポＩリン酸化情報は、
ストレージ機器によって読み取ることができる。本明細書で使用する「ストレージ機器」
は、任意の適切な演算または処理機器、またはデータまたは情報を格納するために構成ま
たは適合される他の機器を含むことを意図する。本発明とともに使用するのに適した電子
機器の実施例は、スタンドアロン演算機器、通信ネットワークを含み、ローカルエリアネ
ットワーク（ＬＡＮ）、広域ネットワーク（ＷＡＮ）、インターネット、イントラネット
、およびエクストラネットと、ローカルおよび分散処理システムを含む。ストレージ機器
は、 フロッピーディスク、ハードディスクストレージ媒体、および磁気テープ等の磁気
ストレージ媒体、コンパクトディスク等の光学ストレージ媒体、ＲＡＭ、ＲＯＭ、ＥＰＲ
ＯＭ、ＥＥＰＲＯＭ等の電子ストレージ媒体、一般的なハードディスクおよび磁気／光学
ストレージ媒体等のカテゴリのハイブリッドも含むが、これらに限定されない。該媒体は
、そこに記録された配列情報または発現レベル情報を有するために適合または構成される
。データは、通常、電子的に伝送および読み取ることができるデジタル形式で、例えば、
インターネット、ディスケット上、または電子または非電子通信の任意の他のモードによ
って提供される。
【０２４７】
　コンピュータストレージ媒体は、揮発性および不揮発性の取り外し可能および取り外し
不可能な媒体を含み、コンピュータ可読命令、データ構造、プログラムモジュールまたは
他のデータ等の情報を格納するための任意の方法または技法で実装される。コンピュータ
ストレージ媒体は、ＲＡＭ、ＲＯＭ、ＥＥＰＲＯＭ、フラッシュメモリ、または他のメモ
リ技術、ＣＤ－ＲＯＭ、デジタル多用途ディスク（ＤＶＤ）、または他の光学ストレージ
、磁気カセット、磁気テープ、磁気ディスクストレージ、または他の磁気ストレージ機器
、他の種類の揮発性および不揮発性メモリ、所望の情報を格納するために使用でき、コン
ピュータによってアクセス可能な任意の他の媒体、およびそれらの任意の適切な組み合わ
せを含むが、これらに限定されない。コンピュータ可読媒体は、データ信号または搬送波
を包含せず、好ましくは、該コンピュータ可読媒体は物理的形状である。
【０２４８】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、コンピュータ可読
媒体は、コンピュータによってアクセス可能な任意の入手可能な媒体であり得る。例とし
て、限定ではなく、コンピュータ可読媒体は、コンピュータストレージ媒体および通信媒
体を含み得る。
【０２４９】
　本明細書で使用する「格納される」は、ストレージ機器上の情報をコード化するための
過程を意味する。当業者であれば、周知の媒体に関する情報を記録するための、現在知ら
れている方法のうちのいずれかを容易に採用して、配列情報または発現レベル情報を含む
製品を生成することができる。
【０２５０】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、多様なソフトウェ
アプログラムおよびフォーマットを使用して、リン酸化情報または発現レベル情報をスト
レージ機器に格納することができる。任意の数のデータプロセッサ構造化フォーマット（
例えば、テキストファイルまたはデータベース）を採用して、配列情報または発現レベル
情報をそこに記録した媒体を入手または作成することができる。
【０２５１】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、比較モジュールに



(70) JP 2015-28486 A 2015.2.12

10

20

30

40

50

よって読み取られるストレージ機器に格納される参照データは、試験される生体試料と同
種の対照生体試料から入手される配列情報データである。代替として、該参照データは、
例えば、有機体の全体ゲノム配列の一部、または配列のタンパク質ファミリー、または発
現レベルプロファイル（ＲＮＡ、タンパク質またはペプチド）等のデータベースである。
一実施形態では、参照データは、特定の疾患または障害の表示である、配列情報または発
現レベルプロファイルである。
【０２５２】
　一実施形態では、参照データは、配列番号２のトポＩポリペプチドの参照リン酸化状態
である。
【０２５３】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、参照データは、デ
ータベースから電子的またはデジタル的に記録および注釈され、ＧｅｎＢａｎｋ（ＮＣＢ
Ｉ）タンパク質およびゲノム、ＥＳＴ、ＳＮＰＳ、Ｔｒａｃｅｓ、Ｃｅｌａｒａ、Ｖｅｎ
ｔｏｒ　Ｒｅａｄｓ、Ｗａｔｓｏｎ　ｒｅａｄｓ、ＨＧＴＳ等のＤＮＡデータベース；Ｅ
ＮＺＹＭＥ、ＰＲＯＳＩＴＥ、ＳＷＩＳＳ－２ＤＰＡＧＥ、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔおよび
ＴｒＥＭＢＬデータベース等のスイスバイオインフォマティックス研究所データベース；
ＭｅｌａｎｉｅソフトウェアパッケージまたはＥｘＰＡＳｙ　ＷＷＷサーバ等、ＳＷＩＳ
Ｓ－ＭＯＤＥＬ、Ｓｗｉｓｓ－Ｓｈｏｐおよび他のネットワークベースの演算ツール；Ｃ
ｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅ　データベース（ゲ
ノム研究所）を含むが、これらに限定されない。得られた情報を関係データベースに格納
することができ、それを使用して、ゲノム内およびゲノム間の参照データまたは遺伝子ま
たはタンパク質間の相同性を判断し得る。
【０２５４】
比較モジュール
　リン酸化情報または発現レベル情報をコンピュータ可読形式で提供することにより、比
較モジュールにおいて、リン酸化情報または発現レベル情報を可読形式で使用し、特定の
リン酸化または発現プロファイルをストレージ機器内の参照データと比較することができ
る。例えば、サーチプログラムを使用して、特定の対象に一致する関連参照データ、リン
酸化状態、または発現レベル情報（参照データ、例えば、ｔ４以上の時点に対して比較す
る場合に、それより早い時点、すなわちｔ１、ｔ２、ｔ３における、同一対象の対照参照
生体試料から入手したデータ等）を識別することができ、または判断されたリン酸化およ
び／またはトポＩポリペプチド発現レベルの直接比較は、参照データリン酸－Ｓ１０トポ
Ｉレベル、または総トポＩタンパク質発現レベル（例えば、対照試料から入手したデータ
）と比較することができる。コンピュータ可読形式で行われる比較は、多様な手段によっ
て処理され得る、コンピュータ可読コンテンツを提供する。コンテンツは、比較モジュー
ル、読み出されたデータから読み出すことができる。
【０２５５】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、「比較モジュール
」は、多様な使用可能なソフトウェアプログラムおよびフォーマットを比較に使用して、
判断モジュールにおいて判断される配列情報を参照データと比較することができる。一実
施形態では、比較モジュールは、パターン認識技術を使用して、１つ以上のエントリから
の配列情報を１つ以上の参照データパターンと比較する。比較モジュールは、既存の商業
的に入手可能であるか、または自由に入手可能なパターンを比較するためのソフトウェア
を使用して構成され得、実行される特定のデータ比較のために最適化され得る。比較モジ
ュールは、例えば、配列の存在または非存在の検出（例えば、変異の検出または欠失（タ
ンパク質またはＤＮＡ）、個別のアリールに関する情報、または配列の省略または反復）
；試料中の配列濃度の判断（例えば、アミノ酸配列／タンパク質発現レベル、またはヌク
レオチド（ＲＮＡまたはＤＮＡ）発現レベル）、または発現プロファイルの判断を含み得
る、配列情報に関連するコンピュータ可読情報を提供する。
【０２５６】
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　一実施形態では、比較モジュールは、判断モジュールの出力データからのトポＩポリペ
プチドのタンパク質リン酸化に関する情報、具体的に、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチ
ドを参照データと比較することを許可する。
【０２５７】
　一実施形態では、比較モジュールは、質量分析スペクトルとの比較を行い、例えば、ペ
プチドフラグメント配列情報の比較は、「Ｑｃｅａｌｉｇｎ」（例えば、参照により本明
細書に組み込まれる、ＷＯ２００７／０２２２４８を参照）、および「Ｑｐｅａｋｓ」（
Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｓｑｕａｒｅ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｉｔｈａｃａ，ＮＹ）、また
はＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｐｅａｋｓ　２．１ＴＭソフトウェアと称されるスクリプトを有
するＭＡＴＬＢにおいて処理されるスペクトルを使用して実行することができる。処理さ
れるスペクトルは、次に、整列アルゴリズムを使用して整列させることができ、ベースラ
イン訂正データを取ることにより、最小エントロピーアルゴリズムを使用して、試料デー
タを対照データに整列させる（例えば、参照により本明細書に組み込まれる、ＷＯ２００
７／０２２２４８を参照）。読み出されたデータは、比率を計算することによってさらに
処理することができる。例えば、読み出されたデータを単純なアルゴリズムにより処理し
て、存在する総タンパク質におけるリン酸化タンパク質％を計算することができる。一実
施形態では、リン酸－Ｓ１０トポＩの％は、以下のように計算される： リン酸Ｓ１０ト
ポＩポリぺプチドの量（モル値）／総トポＩポリペプチドの量（モル値）ｘ１００。した
がって、比較モジュールは、タンパク質発現プロファイルの識別およびタンパク質リン酸
化プロファイルの識別を可能にする。
【０２５８】
　一実施形態では、比較モジュールは、タンパク質リン酸化プロファイルを比較する。一
実施形態では、比較モジュールは、遺伝子発現プロファイルを比較する。例えば、遺伝子
発現プロファイルの検出は、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅ
ソフトウェアバージョン５．０（ＭＡＳ　５．０）を使用して判断し、プローブセットか
らの信号の強度に基づいて、比較的豊富な１つ以上の遺伝子を分析することができ、ＭＡ
Ｓ５．０データファイルをデータベースに伝送して、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｅｘｃｅｌお
よびＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ６．０ソフトウェア（Ｓｉｌｉｃｏｎ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ）を
用いて分析することができる。ＭＡＳ５．０ソフトウェアの検出アルゴリズムを使用して
、所定の試料においていくつの転写が検出されるかに関する包括的概論を入手することが
でき、２つ以上のマイクロアレイデータセットの比較分析を可能にする。
【０２５９】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、比較モジュールは
、トポＩのリン酸化状態、またはタンパク質リン酸化プロファイル、例えば、リン酸－Ｓ
１０トポＩタンパク質リン酸化プロファイルを比較する。任意の使用可能な比較ソフトウ
ェアを使用することができ、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（ＣＥ）およびＢｉｏ
ｍａｒｋｅｒ　Ｐａｔｔｅｒｎｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ（ＢＰＳ）パッケージ、Ｃｉｐｈｅ
ｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，ＣＡ，ＵＳＡを含むが、これらに限定され
ない。比較分析は、タンパク質チップシステムソフトウェア（例えば、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ用のＰｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐ）を用いて行うことができる。
【０２６０】
　一実施形態では、期待値最大化（ＥＭ）、減算、およびＰＨＡＳＥ等の演算アルゴリズ
ムを、はプロタイプの統計的推定に使用する（例えば、Ｃｌａｒｋ，Ａ．Ｇ．　Ｉｎｆｅ
ｒｅｎｃｅ　ｏｆ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｆｒｏｍ　ＰＣＲ－ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｓ
ａｍｐｌｅｓ　ｏｆ　ｄｉｐｌｏｉｄ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ．　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　
Ｅｖｏｌ７，１１１－２２．（１９９０）；Ｓｔｅｐｈｅｎｓ，Ｍ．，Ｓｍｉｔｈ，Ｎ．
Ｊ．＆ Ｄｏｎｎｅｌｌｙ，Ｐ．Ａ　ｎｅｗ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄ　
ｆｏｒ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｐｏｐｕｌａ
ｔｉｏｎ　ｄａｔａ．　Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅｔ６８，９７８－８９．（２００１
）；Ｔｅｍｐｌｅｔｏｎ，Ａ．Ｒ．，Ｓｉｎｇ，Ｃ．Ｆ．，Ｋｅｓｓｌｉｎｇ，Ａ．＆ 
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Ｈｕｍｐｈｒｉｅｓ，Ｓ．Ａ　ｃｌａｄｉｓｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｈｅｎ
ｏｔｙｐｅ　ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ　ｗｉｔｈ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｉｎｆｅｒ
ｒｅｄ　ｆｒｏｍ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ　ｍａｐｐｉｎ
ｇ．ＩＩ．　Ｔｈｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｎａｔｕｒａｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｓ． Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１２０，１１４５－５４．（１９８８）を参照）。
【０２６１】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、比較モジュール、
または本発明の任意の他のモジュールは、関係データベース管理システム、Ｗｏｒｌｄ　
Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂアプリケーション、およびＷｏｒｌｄ　Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂサーバを実行
する、操作システム（例えば、ＵＮＩＸ）を含み得る。Ｗｏｒｌｄ　Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂア
プリケーションは、データベース言語ステートメント［例えば、標準クエリ言語（Ｓｔａ
ｎｄａｒｄ　Ｑｕｅｒｙ　Ｌａｎｇｕａｇｅ（ＳＱＬ））ステートメント］の生成に必要
な実行コードを含む。一般に、実行ファイルは、埋め込みＳＱＬステートメントを含む。
さらに、Ｗｏｒｌｄ　Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂアプリケーションは、サーバ、ならびにサービス
ユーザ要求にアクセスする必要がある種々の外部および内部データベースを含む種々のソ
フトウェアエンティティに対するポインタおよびアドレスを含有する、コンフィギュレー
ションファイルを含み得る。コンフィギュレーションファイルは、適切なハードウェアに
対するサーバリソースの要求も指向し、必要に応じて、サーバを２つ以上の個別のコンピ
ュータに分配する必要がある。一実施形態では、Ｗｏｒｌｄ　Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂサーバは
、ＴＣＰ／ＩＰプロトコルを支持する。このようなローカルネットワークは、「イントラ
ネット」と称される場合がある。そのようなイントラネットの利点は、それらがＷｏｒｌ
ｄ　Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂ（例えば、ＧｅｎＢａｎｋまたはＳｗｉｓｓ　Ｐｒｏ　Ｗｏｒｌｄ
　Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂサイト）上に存在する公的ドメインデータベースとの容易な通信を可
能にすることである。したがって、本発明の特定の好適な実施形態では、ユーザは、ウェ
ブブラウザおよびウェブサーバによって提供されるＨＴＭＬインターフェースを使用して
、インターネットデータベース上に存在するデータに（例えば、ハイパーテキストリンク
）に直接アクセスすることができる。
【０２６２】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、１つ以上のコンピ
ュータ可読媒体に埋め込まれるコンピュータ可読データは、例えば、１つ以上のプログラ
ムの一部として、コンピュータによる実行の結果として、本明細書に記載する機能（例え
ば、コンピュータシステム１５０、またはコンピュータ可読媒体２６０に関連して）、お
よび／または種々の実施形態、変型例、およびそれらの組み合わせのうちの１つ以上を実
行するようコンピュータに指示する命令を定義し得る。そのような命令は、複数のプログ
ラミング言語のうちのいずれか、例えば、Ｊａｖａ、Ｊ、Ｖｉｓｕａｌ　Ｂａｓｉｃ、Ｃ
、Ｃ＃、またはＣ＋＋、Ｆｏｒｔｒａｎ、Ｐａｓｃａｌ、Ｅｉｆｆｅｌ、Ｂａｓｉｃ、Ｃ
ＯＢＯＬ等、またはそれらの多様な組み合わせのうちのいずれかで書き込まれ得る。その
ような命令が埋め込まれるコンピュータ可読媒体は、本明細書に記載するコンピュータシ
ステム１５０［マシン１０］またはコンピュータ可読媒体２６０のいずれかの構成要素の
うちの１つ以上に存在し得、そのような構成要素のうちの１つ以上に分配され得、その間
を移行し得る。
【０２６３】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、コンピュータ可読
媒体は、輸送可能であり得、そこに格納される命令を任意のコンピュータリソース上にロ
ードして、本明細書に論じる本発明の態様を実装できるようにする。さらに、上述のコン
ピュータ可読媒体上に格納される命令は、ホストコンピュータ上で実行するアプリケーシ
ョンプログラムの一部として具体化される命令に限定されないことを理解されたい。むし
ろ、該命令は、本発明の態様を実装するためのプロセッサをプログラムするために採用さ
れ得る、任意の種類のコンピュータコード（例えば、ソフトウェアまたはマイクロコード
）として具体化され得る。コンピュータ実行命令は、適切なコンピュータ言語またはいく
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つかの言語の組み合わせで書き込まれ得る。基本的なコンピュータ生命工学方法は、例え
ばＳｅｔｕｂａｌ　ａｎｄ　Ｍｅｉｄａｎｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏ
ｎ　ｔｏ　Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（ＰＷＳ　Ｐ
ｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｂｏｓｔｏｎ，１９９７）；Ｓａｌｚｂｅｒｇ，
Ｓｅａｒｌｅｓ，Ｋａｓｉｆ（Ｅｄ．），Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ａｍｓｔｅｒｄａ
ｍ，１９９８）；Ｒａｓｈｉｄｉ　ａｎｄ　Ｂｕｅｈｌｅｒ，Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉ
ｃｓ　Ｂａｓｉｃｓ： Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ，２０００）
ａｎｄ　Ｏｕｅｌｅｔｔｅ　ａｎｄ　Ｂｚｅｖａｎｉｓ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
： Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｇｅｎｅ
　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，２ｎｄ　ｅｄ．，
２００１）において説明されている。
【０２６４】
　システム内で情報を処理するための多数のコンピュータ実装ステップを意味する、コン
ピュータシステム１５０に命令を提供することができる。命令は、ソフトウェア、ファー
ムウェア、またはハードウェアにおいて実装することができ、電子金融システムのモジュ
ールによって行われる任意の種類のプログラム化ステップを含み得る。コンピュータシス
テム１５０は、ローカルネットワークに接続することができる。ローカルエリアネットワ
ークの例は、金融システムを含むコンピュータおよびコンピュータ機器が接続される、イ
ンターネットへのアクセスを含む、企業コンピュータネットワークであり得る。一実施形
態では、ＬＡＮは、通信制御プロトコル／インターネットプロトコル（ＴＣＰ／ＩＰ）産
業基準に準拠する。通信制御プロトコル（ＴＣＰ）は、コンピュータシステムの中で、信
頼できる接続型のトランスポート層リンクを提供するために使用されるトランスポート層
である。ネットワーク層は、トランスポート層にサービスを提供する。双方向ハンドシェ
ーキングスキームを使用して、ＴＣＰは、コンピュータシステム間の論理接続を確立、維
持、および終了するための機序を提供する。ＴＣＰトランスポート層は、ＩＰをそのネッ
トワーク層プロトコルとして使用する。さらに、ＴＣＰは、各メッセージとともに送信先
および発信元ポート番号を含むことによって、単一機器上で実行する複数のプログラムを
区別するためのプロトコルポートを提供する。ＴＣＰは、バイトストリームの伝送、デー
タフロー定義、データ認識、欠失または破損データの再送、および単一ネットワークを通
る複数接続の多重送信等の機能を実行する。最後に、ＴＣＰは、データグラム構造への情
報の包含に関与する。
【０２６５】
　代替実施形態では、ＬＡＮは、国際標準化機構（ＩＳＯ）のオープンシステム相互接続
、ＩＢＭのＳＮＡ、Ｎｏｖｅｌｌのネットウェア、およびＢａｎｙａｎ　ＶＩＮＥＳを含
むが、これらに限定されない他のネットワーク基準に準拠し得る。コンピュータシステム
は、マイクロプロセッサを含み得る。マイクロプロセッサは、任意の従来の汎用シングル
チップまたはマルチチップマイクロプロセッサ、例えば、Ｐｅｎｔｉｕｍｗプロセッサ、
ＰｅｎｔｉｕｍＸ　Ｐｒｏプロセッサ、８０５１プロセッサ、ＭＩＳＳプロセッサ、Ｐｏ
ｗｅｒ　ＰＣプロセッサ、またはＡＬＰＨＡＺプロセッサであってもよい。さらに、マイ
クロプロセッサは、デジタル信号プロセッサまたはグラフィックプロセッサ等の任意の従
来の特殊目的マイクロプロセッサであり得る。マイクロプロセッサは、通常、従来のアド
レスライン、従来のデータライン、および１つ以上の従来の制御ラインを有する。
【０２６６】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載するコンピュータシステム１５０ は、任意
の種類の電子的に接続されたコンピュータ群、例えば、以下のネットワーク： インター
ネット、イントラネット、ローカルエリアネットワーク（ＬＡＮ）、または広域ネットワ
ーク（ＷＡＮ）を含むことができる。さらに、ネットワークへの接続性は、例えば、遠隔
モデム、イーサネット（ＩＥＥＥ８０２．３）、トークンリング（ＩＥＥＥ　８０２．５
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）、光ファイバー分散データリンクインターフェース（ＦＤＤＩ）、または非同期転送モ
ード（ＡＴＭ）であり得る。コンピュータ機器は、デスクトップ、サーバ、ポータブル、
携帯、セットトップ、または任意の他の所望の種類の構成であり得る。本明細書で使用す
るように、インターネットは、パブリックインターネット、プライベートインターネット
、セキュアインターネット、プライベートネットワーク、パブリックネットワーク、付加
価値ネットワーク、イントラネット等のネットワーク変型を含む。
【０２６７】
　コンピュータシステムおよび比較モジュールは、多様な操作システムを使用することが
できる。例えば、コンピュータシステム１５０は、種々の操作システム、例えば、 ＵＮ
ＩＸ、ディスクオペレーティングシステム（ＤＯＳ）、ＯＳ／２、Ｗｉｎｄｏｗｓ３．Ｘ
、Ｗｉｎｄｏｗｓ９５、Ｗｉｎｄｏｗｓ９８、およびＷｉｎｄｏｗｓ　ＮＴと併せて使用
することができる。本明細書に記載するコンピュータシステム１５０は、任意のプログラ
ミング言語でプログラム化することができ、例えば、該システムは、Ｃ、Ｃ＋＋、ＢＡＳ
ＩＣ、Ｐａｓｃａｌ、Ｊａｖａ、およびＦＯＲＴＲＡＮ等の任意のプログラミング言語で
書き込まれてもよく、よく知られるオペレーティングシステム下で実行され得る。Ｃ、Ｃ
＋＋、ＢＡＳＩＣ、Ｐａｓｃａｌ、Ｊａｖａ、およびＦＯＲＴＲＡＮは、多くの商業コン
パイラーを使用して実行コードを作成することができる、業界基準のプログラミング言語
である。
【０２６８】
　本発明の一実施形態では、コンピュータシステムは、パターン比較ソフトウェアを含み
得、それを使用して、タンパク質リン酸化プロファイルのパターンが、対象がトポＩ阻害
剤に対して応答性であることを示すか否か、または癌の処置におけるトポＩ阻害剤の有効
性の可能性を判断することができる。
【０２６９】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、比較モジュールは
、所定の基準またはユーザにより定義される基準によって、コンピュータ可読形式で処理
され得る、コンピュータ可読データを提供し、ディスプレイモジュールを使用して、ユー
ザの要求に応じて、格納および出力され得る、読み出されたデータを提供する。
【０２７０】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、読み出されたデー
タは、１つ以上のタンパク質の発現プロファイル、および／またはタンパク質リン酸化プ
ロファイルであり得る。一実施形態では、読み出されたデータは、リン酸－Ｓ１０－トポ
Ｉタンパク質の存在であり、別の実施形態では、読み出されたデータは、リン酸－Ｓ１０
－トポＩのレベルであり、例えば、トポＩポリペプチドの総量に比較して、リン酸－Ｓ１
０－トポＩとして存在するトポＩタンパク質のレベル（すなわち、％）である。一実施形
態では、読み出されたデータは、リン酸－Ｓ１０－トポＩタンパク質の存在または非存在
に関して陽性または陰性である。別の実施形態では、読み出されたデータは、生体試料が
トポＩ阻害剤に対して非反応性であることの陽性指標であり、別の実施形態では、読み出
されたデータは、生体試料がトポＩ阻害剤に大して応答性であり得ることの指標である。
【０２７１】
ディスプレイモジュール
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、比較モジュールか
らの報告データである、読み出されたデータのページが、コンピュータモニター１２０に
表示される。本発明の一実施形態では、読み出されたデータのページは、印刷可能媒体１
３０および１４０により表示される。ディスプレイモジュール１２０は、コンピュータ可
読情報をユーザに表示するために適合される任意のコンピュータであり得、非限定例は、
例えば、汎用コンピュータ、例えば、Ｉｎｔｅｌ　ＰＥＮＴＩＵＭ型プロセッサ、Ｍｏｔ
ｏｒｏｌａ　ＰｏｗｅｒＰＣ、Ｓｕｎ　ＵｌｔｒａＳＰＡＲＣ、Ｈｅｗｌｅｔｔ－Ｐａｃ
ｋａｒｄ　ＰＡ－ＲＩＳＣプロセッサ、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｍｉｃｒｏ　Ｄｅｖｉｃｅｓ
（ＡＭＤ）から入手可能な多様なプロセッサ、または任意の他の種類のプロセッサに基づ
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くもの等が挙げられる。他のディスプレイモジュールは、スピーカ、陰極線管（ＣＲＴ）
、プラズマディスプレイ、発光ダイオード（ＬＥＤ）ディスプレイ、液晶ディスプレイ（
ＬＣＤ）、プリンタ、真空蛍光ディスプレイ（ＶＦＤ）、表面電界ディスプレイ（ＳＥＤ
）、電界放出ディスプレイ（ＦＥＤ）等を含む。
【０２７２】
　本発明の本態様およびすべての他の態様のいくつかの実施形態では、ため、Ｗｏｒｌｄ
　Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂブラウザを使用して、ユーザに読み出されたデータの表示を提供する
。本発明の他のモジュールを適合して、ウェブブラウザインターフェースを有することが
できることを理解されたい。ウェブブラウザを通して、ユーザは、比較モジュールからデ
ータを読み出すための要求を構成してもよい。したがって、ユーザは、通常、グラフィッ
クユーザインターフェースで従来採用される、ボタン、プルダウンメニュー、スクロール
バー等のユーザインターフェース要素をポイントしてクリックする。ユーザのウェブブラ
ウザでそのように策定される要求は、それらをフォーマットするウェブアプリケーション
に伝送され、配列情報、読み出されたデータに関連する適切な情報を抽出するために採用
され得るクエリを生成し、例えば、変異または削除（ＤＮＡまたはタンパク質）の存在ま
たは非存在に関する表示のディスプレイ；アミノ酸配列（タンパク質）の発現レベルの表
示；ヌクレオチド（ＲＮＡまたはＤＮＡ）発現レベルの表示；または発現、ＳＮＰ、また
は変異プロファイル、またはハプロタイプの表示が挙げられる。一実施形態では、参照試
料データの配列情報も表示される。
【０２７３】
　ディスプレイモジュール１１０は、読み出されたデータが、対象がトポＩ阻害剤に対し
て反応性または無反応性であるかを示すか否かも表示し、例えば、リン酸－Ｓ１０トポＩ
ポリペプチドを有しない参照対照対象に比較して、対象が高いリン酸－Ｓ１０トポＩ阻害
剤を有するか否かは、該対象が、対照対象に比較して、トポＩ阻害剤に対して非反応性で
あり得ることを表示する。一実施形態では、読み出されたデータは、リン酸－Ｓ１０トポ
Ｉポリペプチドの存在または非存在が表示されることに関して陽性または陰性であり、陽
性表示は、対象がトポＩ阻害剤に対してより非反応性であり得ることを表示し、陰性表示
は、対象がトポＩ阻害剤に対してより反応性であり得ることを表示する。
【０２７４】
トポＩ阻害剤処置に対する応答性の判断に適した対象の選択
　本発明の実施形態は、対象から得た生体試料中のリン酸－Ｓ１０トポＩの存在に関する
発明者の所見で予測される、トポＩ阻害剤処置が無効となる可能性を判断するための方法
を提供する。本明細書に開示する方法、キット、マシン、コンピュータシステム、および
媒体を使用するトポＩポリペプチドのリン酸化状態、例えば、リン酸－Ｓ１０トポのレベ
ルの試験に適した対象は、癌のリスクがある対象、ならびに進行癌のリスクがある対象を
含む。
【０２７５】
　一実施形態では、癌組織は、トリプル陰性サブタイプの乳癌である。本発明の実施形態
は、トポＩポリペプチドのＳ１０を脱リン酸化し、および／またはトポＩのＳ１０におけ
るリン酸化を阻害する薬剤、例えば、ＤＮＡ－ＰＫの拮抗剤を同時投与することによって
、トポＩ阻害剤処置に対する腫瘍細胞、具体的に、ＣＰＴまたはその類似体の感受性を変
更する（すなわち、感受性を増加させる）ための方法も提供する。
【０２７６】
　したがって、本発明の方法は、トポＩ阻害剤処置に対する多種多様の腫瘍細胞型の分析
および処置に関連する。例えば、腫瘍細胞型は、消化管癌、胃癌、扁平上皮細胞癌（ＳＣ
Ｃ）、頭頸部癌、肺癌、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）および小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）、リ
ンパ腫、肉腫、原発性および転移性黒色腫、胸腺腫、非ホジキンリンパ腫、ホジキンリン
パ腫、神経系の癌、脳癌、骨髄癌、骨癌、腎臓癌、子宮癌、子宮頸癌、結腸癌、網膜癌、
皮膚癌、膀胱癌、結腸癌、食道癌、精巣癌、子宮頸癌、肝臓癌、腎臓癌、膵臓癌、性器－
膀胱癌、消化管癌、歯肉癌、舌癌、腎臓癌、鼻咽頭癌、胃癌、子宮内膜癌および腸腫瘍細
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胞癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、および膵臓癌等の腺癌から成る群から選択可能である。
【０２７７】
　一部の実施形態では、トポＩタンパク質のリン酸化状態、具体的にはリン酸－Ｓ１０ト
ポＩポリペプチドのレベルを、本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシ
ステム、および媒体を使用して試験するのに適した対象は、乳癌患者、具体的には、ＥＲ
／ＰＲ陰性およびＨＥＲ２発現によって特徴付けられるトリプル陰性サブタイプの乳癌患
者を含む。代替実施形態では、本明細書に開示する方法を使用する試験に適した対象は、
扁平上皮癌（ＳＣＣ）または前立腺癌の患者である。
【０２７８】
　いくつかの実施形態では、トポＩタンパク質のリン酸化状態、具体的には、リン酸－Ｓ
１０トポＩポリペプチドのレベルを、本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュ
ータシステム、および媒体を使用して試験するのに適した対象は、ＣＰＴ、または類似体
、模倣体またはその誘導体等のトポＩ阻害剤ベースの処置が現在投与されている、または
投与寸前の任意の対照を含む。代替実施形態では、本明細書に開示される方法、キット、
機械、コンピュータシステム、および媒体を使用して、トポＩタンパク質のリン酸化状態
、具体的には、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドのレベルを判断するための本明細書に
開示する診断試験に適した対象は、ＣＰＴ、または類似体、模倣体またはその誘導体等の
トポＩ阻害剤を過去に投与され、そのような処置が有効でなかったこと、または対象の癌
が寛解している、または寛解したことが分かっている、任意の対象を含む。本明細書に開
示する方法、キット、機械、コンピュータシステム、および媒体を使用して、そのような
対象を試験することは、トポＩ阻害剤処置の前投与の失敗が、トポＩたんぱく質のリン酸
化状態、具体的には、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドの存在に起因したか否かを判断
するために有用であり、したがって、そのようなトポＩ阻害剤処置に対して反応性であり
得ない対象を識別する。したがって、医師は、そのような対象に、今後の癌処置または予
防癌処置において、トポＩ阻害剤を含まない代替処置レジームを投与するよう指示するこ
とができる。
【０２７９】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシス
テム、および媒体を使用して、トポＩタンパク質のリン酸化状態、具体的には、リン酸－
Ｓ１０トポＩポリペプチドのレベルを試験するのに適した対象は、固相腫瘍／悪性腫瘍、
局所進行腫瘍、ヒト軟組織肉腫、リンパ節転移を含む転移癌、多発性骨髄腫を含む血液細
胞悪性腫瘍、急性および慢性白血病、およびリンパ腫、口頭癌、咽頭癌、および甲状腺癌
を含む頭頸部癌、小細胞癌および非小細胞癌を含む肺癌、小細胞癌および乳管癌を含む乳
癌、食道癌、胃癌、大腸癌、結腸直腸癌、および結腸直腸新生物に関連するポリープを含
む消化管癌、膵臓癌、肝臓癌、膀胱癌および前立腺癌を含む泌尿器癌、卵巣癌、子宮（子
宮内膜を含む）癌、および卵胞内の固相腫瘍を含む女性生殖管の悪性腫瘍、ヒト細胞癌を
含む腎臓癌、内在脳腫瘍を含む脳癌、神経芽細胞腫、星状細胞脳腫瘍、神経膠腫、中枢神
経系における転移性腫瘍細胞侵入、骨腫を含む骨癌、悪性黒色腫を含む皮膚癌、ヒト皮膚
ケラチノサイトの腫瘍進行、扁平上皮癌、基底細胞癌、血管周囲細胞腫、およびカポジ肉
腫等の癌を有する、成人および小児癌患者を含む。
【０２８０】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシス
テム、および媒体を使用して、トポＩタンパク質のリン酸化状態、具体的には、リン酸－
Ｓ１０トポＩポリペプチドのレベルを試験するのに適した対象は、これらに限定されない
が、膀胱癌、乳癌、グリア芽腫および髄芽腫を含む脳癌、子宮頸癌、絨毛腫、結腸直腸癌
を含む大腸癌、子宮内膜癌、食道癌、胃癌、頭頸部癌、急性リンパ球性および骨髄性白血
病を含む血液学的腫瘍、多発性骨髄腫、ＡＩＤＳ関連白血病および成人Ｔ細胞白血病リン
パ腫、ボーエン病およびパジェット病を含む上皮内新生物、肝臓癌、小細胞反癌および非
小細胞肺癌を含む肺癌、ホジキン病およびリンパ球性リンパ腫を含むリンパ腫、神経芽細
胞腫、扁平上皮癌を含む口頭癌、骨肉腫、上皮細胞、間質細胞、生殖細胞、および間葉細
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胞から生じるものを含む卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、直腸癌、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、
脂肪肉腫、線維肉腫、滑膜肉腫、および骨肉腫を含む肉腫、黒色腫、カポジ肉腫、基底細
胞癌、および扁平細胞癌を含む皮膚癌、セミノーマ、非セミノーマ（奇形腫、絨毛腫）、
間質性腫瘍、および胚細胞腫瘍等の胚腫瘍を含む精巣癌、甲状腺癌および髄様癌を含む甲
状腺癌、移行性癌、および腺癌およびウィルム腫瘍を含む腎臓癌等の癌を患っている患者
を含む。
【０２８１】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシス
テム、および媒体を使用して、トポＩタンパク質のリン酸化状態、具体的には、リン酸－
Ｓ１０トポＩポリペプチドのレベルを試験するのに適した対象は、癌の高いリスクが識別
される、または有する対象、例えば、進行癌の高いリスクに関連する遺伝子変異または多
型を担持することが識別される対象を含む。そのような変異および遺伝的感受性遺伝子お
よび遺伝子座は、一般に当業者に知られ、例えば、変異が癌の増加に関連する、より一般
に知られる遺伝子のいくつかは、ＢＲＡＣ１、ＢＲＡＣ２、ＥＧＦＲ、ＥＩＦ４Ａ２、Ｅ
ＲＢＢ２、ＲＢ１、ＣＤＫＮ２Ａ、Ｐ５３、ＩＮＫ４ａ、ＡＰＣ、ＭＬＨ１、ＭＳＨ２、
ＭＳＨ６、ＷＴＩ、ＮＦ１、ＮＦ２、およびＶＨＬを含むが、これらに限定されない（ｈ
ｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃａｎｃｅｒ．ｏｒｇ／ｄｏｃｒｏｏｔ／ＥＴＯ／ｃｏｎｔｅｎｔ
／ＥＴＯ＿１＿４ｘ＿ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ＿ａｎｄ＿ｔｕｍｏｒ＿ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
＿ｇｅｎｅｓ．ａｓｐを参照）。
【０２８２】
　いくつかの実施形態では、本明細書に開示する方法、キット、機械、コンピュータシス
テム、および媒体を使用して、トポＩタンパク質のリン酸化状態、具体的には、リン酸－
Ｓ１０トポＩポリペプチドのレベルを判断するのに適した対象は、当業者に一般に知られ
る多数の癌検診、例えば、多数の生化学的および遺伝的マーカー、または他のバイオマー
カーによって判断される癌を有すると識別されている。バイオマーカーは、細胞性、生化
学的、分子または遺伝子変化として定義され、それによって、正常、異常、または単なる
生物学的過程が認識または監視され得る。バイオマーカーは、ヒト組織、細胞、または液
体等の生体媒質中で測定可能である。バイオマーカーを使用して、個人が症状を示す前に
病理過程を識別するか、または癌に反応性である個人を識別することができる。
【０２８３】
　癌細胞および体液中のバイオマーカーのいくつかのクラスは、主に、特異的観察を試験
する研究室だけでなく、限られた臨床設定において研究されている。いくつかのバイオマ
ーカー、例えば、ＣＤ４４、テロメラーゼ、形質転換成長因子－α（ＴＧＦ－α）３、形
質転換成長因子－β（ＴＧＦ－β）、上皮成長因子受容体ｅｒｂＢ－２（ｅｒｂＢ－２）
、上皮成長因子受容体ｅｒｂＢ－３（ｅｒｂＢ－３）、ムチン１（ＭＵＣ１）、ムチン２
（ＭＵＣ２）およびサイトケラチン２０（ＣＫ２０）は、限られた有用性を示したにすぎ
ない。他のバイオマーカーは、臨床診療で使用され、例えば、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）
および癌抗体、または腫瘍マーカー１２５（ＣＡ１２５）を含む。いくつかのタンパク質
マーカーは、癌バイオマーカー、例えば、これに限定されないが、癌検査における原因別
死亡率を減少させることが示されるタンパク質バイオマーカーである、便潜血検査（ＦＯ
ＢＴ）として使用することができる。
【０２８４】
　いくつかの実施形態では、対象から入手した生体試料は、生検組織試料に由来し、いく
つかの実施形態では、試料は腫瘍または癌組織試料に由来する。トポＩタンパク質のリン
酸化状態、具体的には、リン酸－Ｓ１０トポＩポリペプチドのレベルの試験は、本明細書
に開示する方法、キット、機械、コンピュータシステム、および媒体を使用して判断する
ことができ、制限なく、熟練者によって、例えば、自動免疫組織化学法、または質量分析
等の機械により操作される周知の任意の自動方法を含む。
【０２８５】
方法、キット、機械、コンピュータシステム、コンピュータ可読媒体のアプリケーション
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　研究の文脈において、本発明の実施形態は、臨床前および臨床試験における薬物スクリ
ーニングおよび薬物の有効性を報告するための方法を提供し得る。本発明の方法を使用し
て、どの対象が、トポＩ阻害剤に対して反応性であり得るかを識別し、対象単独の集団ま
たは他の抗癌薬物および他の治療薬剤との組み合わせにおけるトポＩ阻害剤の有効性を評
価し、品質を改善し、臨床試験の費用を低減して、特定クラスのトポイソメラーゼＩ阻害
剤に対する陽性反応者のサブセットを発見（すなわち患者集団を階層化）し、治療成功率
を高め、および／または試料サイズ、試験期間、および臨床試験の費用を減少させること
ができる。
【０２８６】
　健康管理の文脈において、本発明の実施形態は、医師が最適な個別の患者治療を調整で
きるようにするサービスを医師に提供し得る。例えば、対象から得た生体試料は、病理学
者および／または臨床癌専門医により研究施設に送付することができ、例えば、そのよう
な研究室は、Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ　Ｈｅａｌｔｈ，ＬＬＣにより運営されている。
研究室は、生体試料中のトポＩのリン酸化状態を分析し、医師または医療提供者に報告を
提供し得る。研究室は、処置する病理学者または臨床癌専門医に、生体試料を得た対象が
、トポＩ阻害剤に対して反応性であるか、または非反応性であるかを示す報告を提供し、
反応性であると識別される対象に使用できるトポＩ阻害剤、またはトポＩ阻害剤でない代
替抗癌薬剤のリスト、またはトポＩ阻害剤に対して非反応性であると識別される対象にト
ポＩ阻害剤と組み合わせて使用されるトポＩ阻害剤感受性薬剤のリストを随意に提供し得
る。これは、医師が、必要に応じてフォローアップアッセイを行い、個別の対象の腫瘍ま
たは他の疾患に対する治療を調整し、正しい時期に正しい患者に正しい治療を処方し、よ
り高い治療成功率を提供し、患者を不要な毒性および副作用から救い、不要または危険な
効果のない薬物に関して患者および保険業者にかかる費用を低減し、患者の生活の質を改
善し、最終的に癌を管理疾患とすることを可能にし得る。医師は、報告された情報を使用
して、現在のシステム下で化学療法を処方するために使用される「トライアルアンドエラ
ー」または「フリーサイズ」方法の代わりに、最適に個別化された患者治療を調整するこ
とができる。本発明の方法は、オーダーメード医療のシステムを確立し得る。
【０２８７】
　本発明のいくつかの実施形態は、以下の番号が付された段落のうちのいずれかにおいて
、定義され得る。
１．　対象からの生体試料に関するデータを入手するための機械であって、
ａ．前記生体試料を保持するための生体試料容器と、
ｂ．前記生体試料におけるトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の存在を検出する
ように構成される判断モジュールと、
ｃ．前記判断モジュールから出力されたデータを格納するように構成されるストレージ機
器と、
ｄ．前記ストレージ機器上に格納される前記データを対照データと比較するように適合さ
れる比較モジュールと、
ｅ．クライアントコンピュータ上にユーザのために読み出されたコンテンツのページを表
示するためのディスプレイモジュールであって、
　（ｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩポリペプチドの存在であり
、および／または
　（ｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン
酸化の存在または非存在であり、および／または
　（ｉｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在で
あり、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得るという信号であり、およ
び／または
　（ｉｖ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在であり
、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であり得る信号である、前記ディ
スプレイモジュールと、
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を備える前記機械。
２．　前記判断モジュールが、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを測
定する、段落１に記載の機械。
３．　前記判断モジュールが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１
０）のリン酸化のレベルを測定する、段落１に記載の機械。
４．　リン酸化のレベルが、タンパク質結合部分を使用して測定される、段落２または３
に記載の機械。
５．　前記判断モジュールが、前記生体試料を少なくとも１つのタンパク質結合部分と接
触させる、段落４に記載の機械。
６．　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、３重体、中心体、
タンパク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、お
よびこれらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、段落５に記載の機械
。
７．　前記判断モジュールが、免疫ブロット分析、免疫組織化学的分析；ＥＬＩＳＡ、イ
ソ型に特異的な化学的もしくは酵素的開裂、タンパク質配列、または質量分析から成る群
から選択される方法を使用して、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在を検出する、段落
６に記載の機械。
８．　前記生体試料が、癌または少なくとも１つの癌細胞を含む、段落１に記載の機械。
９．　前記癌細胞が、癌幹細胞である、段落８に記載の機械。
１０．　前記生体試料が、組織試料、腫瘍試料、生検試料、生体外培養試料、生体外培養
腫瘍試料、外科的に解離した組織試料、血液試料、血漿試料、癌試料、リンパ液試料、原
発腹水料から成る群から選択される、段落１に記載の機械。
１１．　前記癌が、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）、結腸癌、卵巣癌、乳癌、および子宮頸癌か
ら成る群から選択される、段落８に記載の機械。
１２．　前記癌が、難治性癌である、段落８に記載の機械。
１３．　前記癌が、消化管癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）、頭
部の扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）、頸部、肺、および食道の扁平上皮細胞癌、頭頸部癌、肺
癌、非小細胞肺癌、神経系の癌、脳癌、骨髄癌、骨癌、腎臓癌、網膜癌、皮膚癌、膀胱癌
、結腸癌、食道癌、精巣癌、子宮頸癌、肝臓癌、腎臓癌、膵臓癌、性器－膀胱癌、消化管
癌、歯肉癌、舌癌、腎臓癌、鼻咽頭癌、胃癌、子宮内膜癌、ならびに腸腫瘍細胞癌の群か
ら選択される、段落８に記載の機械。
１４．　前記乳癌が、トリプルネガティブサブタイプ乳癌；またはエストロゲン受容体（
ＥＲ）、前記プロゲステロン受容体（ＰＲ）の発現を欠く、およびＨｅｒ－２発現を欠く
癌である、段落１１に記載の機械。
１５．　トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もし
くは模倣剤である、段落１に記載の機械。
１６．　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、段落１
に記載の機械。
１７．　前記対象が、癌を患っているか、または癌を患っている可能性のあると認められ
る対象である、段落１に記載の機械。
１８．　前記対象が、ヒト対象である、段落１に記載の機械。
１９．　生物標本に関するデータを入手するためのコンピュータシステムであって、
（ａ）リン酸化情報を受信するように構成される判断モジュールであって、前記リン酸化
情報が、
　（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベル、または
　（ｉｉ）トポイソメラーゼＩのセリン１０（Ｓ１０）上のリン酸化が存在するか否か、
を含む、前記判断モジュールと、
（ｂ）前記判断モジュールからの出力されたデータを格納するように構成されるストレー
ジ機器と、
（ｃ）前記ストレージ機器上に格納された前記データを参照データと比較し、かつ読み出
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されたコンテンツを提供するように適合される比較モジュールと、
（ｄ）前記ユーザのために前記読み出されたコンテンツのページを表示するためのディス
プレイモジュールであって、
　（v）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩポリペプチドの存在であり
、および／または
　（vｉ）前記読み出されたコンテンツが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン
酸化の存在または非存在であり、および／または
　（vｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の非存在で
あり、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得るという信号であり、およ
び／または
　（vｉｉｉ）前記読み出されたコンテンツが、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在で
あり、前記対象がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であり得る信号である、前記
ディスプレイモジュールと、
を備える、前記コンピュータシステム。
２０．　前記判断モジュールが、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを
測定する、段落１９に記載のコンピュータシステム。
２１．　前記判断モジュールが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ
１０）のリン酸化のレベルを測定する、段落１９に記載のコンピュータシステム。
２２．　リン酸化のレベルが、タンパク質結合部分を使用して測定される、段落２０また
は２１に記載のコンピュータシステム。
２３．　前記判断モジュールが、前記生体試料を少なくとも１つのタンパク質結合部分と
接触させる、段落２２に記載のコンピュータシステム。
２４．　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、３重体、中心体
、タンパク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、
およびこれらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、段落２３に記載の
コンピュータシステム。
２５．　前記判断モジュールが、免疫ブロット分析、免疫組織化学的分析；ＥＬＩＳＡ、
イソ型に特異的な化学的もしくは酵素的開裂、タンパク質配列、または質量分析から成る
群から選択される方法を使用して、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在を検出する、段
落２４に記載のコンピュータシステム。
２６．　前記生体試料が、癌または少なくとも１つの癌細胞を含む、段落１９に記載のコ
ンピュータシステム。
２７．　トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もし
くは模倣剤である、段落１９に記載のコンピュータシステム。
２８．　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、段落２
７に記載のコンピュータシステム。
２９．　前記対象が、癌を患っているか、または癌を患っている可能性のあると認められ
る対象である、段落１９に記載のコンピュータシステム。
３０．　前記対象が、ヒト対象である、段落１９に記載のコンピュータシステム。
３１．　コンピュータ上で方法を実装するために判断モジュールおよび比較モジュールを
含むソフトウェアモジュールを規定するために、コンピュータ可読命令がその上に記録さ
れるコンピュータ可読媒体であって、前記方法が、
（ａ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化情報に関するデータを格納するステッ
プであって、前記リン酸化情報が、
　（ｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベル、または
　（ｉｉ）前記判断モジュールからの出力されたトポイソメラーゼＩのセリン１０（Ｓ１
０）上のリン酸化が存在するか否か、
を含む、前記ステップと、
（ｂ）前記ストレージ機器上に格納される前記データを参照データと、前記比較モジュー
ルで比較し、読み出されたコンテンツを提供するステップと、
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（ｃ）前記ユーザのために前記読み出されたコンテンツを表示するステップであって、ト
ポイソメラーゼＩポリペプチドの前記リン酸化レベルは、プロファイルであり、前記プロ
ファイルは、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対する癌の反応性を示し、トポイソメラーゼＩ
ポリペプチドのリン酸化の検出の非存在は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得
る癌を示し、１０％を上回るリン酸化の存在は、前記癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対
して無反応であり得ることを示すステップと、
を含む方法である、前記コンピュータ可読媒体。
３２．　前記判断モジュールが、トポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレベルを
測定する、段落３１に記載のコンピュータ可読媒体。
３３．　前記判断モジュールが、前記トポイソメラーゼＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ
１０）のリン酸化のレベルを測定する、段落３１に記載のコンピュータ可読媒体。
３４．　前記リン酸化のレベルが、タンパク質結合部分を使用して測定される、段落３２
および３３に記載のコンピュータ可読媒体。
３５．　前記判断モジュールが、前記生体試料を少なくとも１つのタンパク質結合部分と
接触させる、段落３４に記載のコンピュータ可読媒体。
３６．　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、３重体、中心体
、タンパク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、
およびこれらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、段落３５に記載の
コンピュータ可読媒体。
３７．　前記判断モジュールが、免疫ブロット分析、免疫組織化学的分析；ＥＬＩＳＡ、
イソ型に特異的な化学的もしくは酵素的開裂、タンパク質配列、または質量分析から成る
群から選択される方法を使用して、トポイソメラーゼＩのリン酸化の存在を検出する、段
落３１に記載のコンピュータ可読媒体。
３８．　前記生体試料が、癌または少なくとも１つの癌細胞を含む、段落３１に記載のコ
ンピュータ可読媒体。
３９．　トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体もし
くは模倣剤である、段落３１に記載のコンピュータシステム。
４０．　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、段落３
９に記載のコンピュータ可読媒体。
４１．　前記対象が、癌を患っているか、または癌を患っている可能性のあると認められ
る対象である、段落３１に記載のコンピュータ可読媒体。
４２．　前記対象が、ヒト対象である、段落３１に記載のコンピュータ可読媒体。
４３．　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための段落１
に記載の機械の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化の
非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がトポイソメラーゼＩ阻害
剤に対して反応し得る、前記使用。
４４．　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための段落１
に記載の機械の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプチド上のセリン１
０（Ｓ１０）のリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌
がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
４５．　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための段落１
９に記載のコンピュータシステムの使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペ
プチドのリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がトポ
イソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
４６．　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための段落１
９に記載のコンピュータシステムの使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペ
プチド上のセリン１０（Ｓ１０）のリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから
表示する場合に、癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
４７．トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための段落３１
に記載のコンピュータ可読媒体の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペプ
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チドのリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから表示する場合に、癌がトポイ
ソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
４８．　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応する癌の可能性を識別するための段落３
１に記載のコンピュータ可読媒体の使用であって、前記機械がトポイソメラーゼＩポリペ
プチド上のセリン１０（Ｓ１０）のリン酸化の非存在をそのディスプレイモジュールから
表示する場合に、癌がトポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し得る、前記使用。
４９．　トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応である癌の可能性を識別する方法であ
って、少なくとも１つの癌細胞におけるトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸化のレ
ベルを測定するステップを含み、リン酸化の存在がトポイソメラーゼＩのリン酸化の非存
在が検出される癌に比べて、トポイソメラーゼ阻害剤に対してより非反応であり得る前記
癌を識別する、前記方法。
５０．　対象における癌を処置するための方法であって、
（ｉ）前記対象から入手した癌細胞を含む生体試料におけるトポイソメラーゼＩポリペプ
チドのリン酸化のレベルを測定するステップと、
（ｉｉ）トポイソメラーゼＩポリペプチドのレベルを検出するステップであって、前記ト
ポイソメラーゼＩポリペプチドがリン酸化される場合、前記癌は、トポイソメラーゼＩ阻
害剤に対して非反応であるものとして識別されるか、または前記トポイソメラーゼＩポリ
ペプチドがリン酸化されない場合、前記癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して反応し
得るものとして識別されるステップと、
（ｉｉｉ）トポイソメラーゼＩ阻害剤以外の抗癌剤を対象に投与するステップであって、
前記癌は、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して非反応であると識別されるステップと、
を含む、前記方法。
５１．　前記トポイソメラーゼＩポリペプチドの前記リン酸化が、トポイソメラーゼＩポ
リペプチドのセリン１０（Ｓ１０）のリン酸化である、段落４９または５０に記載の方法
。
５２．　前記トポイソメラーゼＩ阻害剤が、カンプトセシン（ＣＰＴ）またはその類似体
もしくは模倣剤である、段落４９または５０に記載の方法。
５３．　ＣＰＴの類似体が、トポテカンおよびイリノテカンから成る群から成る、段落５
２に記載の方法。
５４．　前記対象が、ヒトである、段落４９または５０に記載の方法。
５５．　リン酸化トポイソメラーゼＩに対して特異親和性を有するタンパク質結合部分で
あって、前記リン酸化トポイソメラーゼＩが、前記セリン１０（Ｓ１０）アミノ酸残基に
おいてリン酸基を含む、タンパク質結合部分。
５６．　前記タンパク質結合部分が、抗体またはそのフラグメントである、段落５５に記
載のタンパク質結合部分。
５７．　前記タンパク質結合部分が、抗体；組み換え抗体、キメラ抗体、３重体、中心体
、タンパク質結合剤、小分子、組み換えタンパク質、ペプチド、アプタマー、アビマー、
およびこれらの誘導体またはフラグメントから成る群から選択される、段落５５に記載の
タンパク質結合部分。
５８．　段落４９または５０に記載の方法に従って、トポイソメラーゼＩ阻害剤に対して
非反応である癌の可能性を識別するための、段落５５に記載のタンパク質結合部分の使用
。
５９．　段落５５に記載の前記タンパク質結合部分を含む、キット。
【実施例】
【０２８８】
　本明細書に提示する実施例は、生体試料中のトポイソメラーゼＩポリペプチドのリン酸
化の存在、具体的には、トポＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）残基におけるリン酸
化の存在を識別し、例えば、カンプトセシン（ＣＰＴ）、またはトポテカンおよびイリノ
テカン等のＣＴＰ類似体、およびそれらの誘導体等であるが、それらに限定されないトポ
Ｉ阻害剤の反応性または有効性を判断するための方法、キット、機械、およびコンピュー
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タシステム、および媒体に関する。本出願全体において、種々の発行物が参照される。す
べての発行物の開示および全体としてそれらの発行物内で引用される参照文献は、本発明
が関連する最新技術をより完全に説明するために、ここで参照により本出願に組み込まれ
る。以下の実施例は、請求項の範囲を本発明に限定するものではないが、むしろある実施
形態の例示であるものとする。熟練者が考え付く例示的方法の任意の変型例は、本発明の
範囲内に含まれるものとする。
【０２８９】
方法
組織培養：
　ＤＮＡ－ＰＫ（ＳｃＨ８）および野生型ＭＥＦ（ＳｃＳｖ３、ＤＮＡ－ＰＫ－／－）の
安定発現のために再構成されるヒト子宮頸癌（ＨｅＬａ）細胞、ＭＣＦ－７乳癌細胞、Ｂ
Ｔ－４７４乳癌細胞、およびマウス胚線維芽細胞（ＭＥＦ）は、１０％ウシ胎仔血清、２
ｍＭ　Ｌ－グルタミン１００単位／ｍＬのストレプトマイシン、および１００単位／ｍＬ
のペニシリンを含有するＤｕｌｂｅｃｃｏ修飾のＥａｇｌｅ培地内で成長および維持した
。
【０２９０】
細胞同調および薬物処置
　ＭＥＦ細胞は、血清飢餓によって相同調（phase-synchronize)した。０．１％ウシ胎仔
血清を含有するＤｕｌｂｅｃｃｏ修飾のＥａｇｌｅ培地において３０時間培養した後、１
０％ウシ胎仔血清を含有する培地において１６時間培養した。トポＩ阻害剤処置は、２５
μＭ濃度のイリノテカン（Ｓｉｇｍａ）を使用して実行した。ＢＲＣＡ１およびＢＡＲＤ
１発現のための細胞株の一時トランスフェクションは、Ｇｅｎｅｐｏｒｔｅｒ２トランス
フェクションキット（ＧｅｎＬａｎｔｉｓ）を使用して行った。
【０２９１】
ＢＲＣＡ１サイレンシング：ウイルス生成 
　ＢＲＣＡ１　ｓｈＲＮＡおよび対照プラスミドは、Ｏｐｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（
Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ，ＡＬ）から購入した。すべてのｐＬＫＯ．１プラスミドは、ＲＮ
Ａｉコンソーシアム（Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ）によって開発された。パッケージングおよび
エンベローププラスミドは、Ａｄｄｇｅｎｅ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）から入手した
。ウイルスを生成するために、ｐＬＫＯ．１プラスミド、パッケージングプラスミドｐｓ
ＰＡＸ２、およびエンベローププラスミドｐＣＭＶ－ＶＳＶｇは、同時に２９３ＦＴ細胞
（Ｉｎｖｉｔrｏｇｅｎ）に形質転換した。トランスフェクションの１８時間後に、細胞
をＤＭＥＭ＋３０％ＦＢＳに再供給した。その後、媒体を含有するウイルスを２アリコー
トで２４時間後および４８時間後に除去し、－８０℃で冷凍した。
【０２９２】
ウイルス変換
　ウイルス変換は、適量のウイルス含有媒体および８μｇ／ｍＬ臭化ヘキサジメトリンを
追加し、非付着細胞を含有する培地を成長させることによって完了した。変換および付着
の完了から２４時間後に、ウイルス含有媒体を除去し、２．５μｇ／ｍＬピューロマイシ
ンを含有する新鮮な媒体と置換した。形質導入した細胞は、少なくとも使用の２日前に選
択した。形質導入の有効性は、通常、大部分の細胞型において９５％を超えた。以下のＴ
ＲＣ指定プラスミドを試験した： ＴＲＣＮ０００００３９８３３、ＴＲＣＮ０００００
３９８３４、ＴＲＣＮ０００００３９８３５、ＴＲＣＮ０００００３９８３６、およびＴ
ＲＣＮ０００００３９８３７。ＴＲＣＮ０００００３９８３４が最大のノックダウンをも
たらしたと判断された。
【０２９３】
免疫沈降および免疫ブロット分析：
　細胞溶解物を免疫沈降のために調製し、可溶性タンパクを抗ＢＲＣＡ１または抗トポＩ
（Ｔｏｐｏｇｅｎ，Ｉｎｃ．）で培養した。免疫沈降は、抗ＢＲＣＡ１または抗トポＩを
用いる免疫ブロットの対象となる。抗原－抗体複合体は、強化された化学発光によって可



(84) JP 2015-28486 A 2015.2.12

10

20

30

40

50

視化した（ＥＣＬ検出システム、ＧＥ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）。
【０２９４】
トポＩ関連タンパク質の単離：ＧＳＴプルダウン：
　ＧＳＴビーズ調製 精製したＧＳＴ（対照）およびＧＳＴ－トポＩを、溶出緩衝液によ
って、グルタチオンセファロースビーズから溶出した（１０ｍＭ還元グルタチオン、１５
０ｍＭ　ＮａＣｌ、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ８．０）。溶出したタンパク質を、ＰＢＳ
中で１２時間、４℃で透析した。透析試料のタンパク質濃度は、修飾したＢｒａｄｆｏｒ
ｄ試薬（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）によって判断した。溶出および透析したＧＳＴおよびＧＳＴ－
トポＩタンパク質は、グルタチオンセファロースビーズで培養した。１００μｌのＧＳビ
ーズの場合、１５０μｇのタンパク質を４℃で２時間、ＰＢＳ中で培養した。合計１ｍｌ
ビーズを１回のプルダウン実験用に培養した。当実験では、１．５ｇｍのＧＳＴおよびＧ
ＳＴ－トポＩを１ｍｌのＧＳビーズに再付着させた。再付着させたＰＢＳ平衡ＧＳＴおよ
びＧＳＴ－トポＩビーズを２つの空カラムに注ぎ、該カラムをＰＢＳで洗浄して、プルダ
ウン実験に使用した。
【０２９５】
核単離
　４Ｘ１０８細胞を採取した。細胞パレットを、プロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｒｏｃｈ
ｅ）を用いて、緩衝液Ａ（１０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７．８、１０ｍＭ　ＫＣｌ、０．
１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　ＤＴＴ）中で再懸濁した。細胞を１０分間氷上で培養し、５
分間１５００ｇで遠心分離した。細胞を緩衝液Ａ中で再懸濁し、Ａ型携帯ホモジナイザー
で均質にした（１０～１２ストローク）。ホモジネートを１５００ｇで５分間遠心分離し
、各パレットをタンパク質抽出のために収集した。
【０２９６】
核抽出
　緩衝液Ｂ（５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７．８、４２０ｍＭ　ＫＣｌ、０．１ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１ｍＭ　ＤＴＴおよび２％グリセロール、ならびにプロテ
アーゼ阻害剤カクテル）中で核を再懸濁した。再懸濁した核を３０分間４℃で回転し、２
４，０００ｇで３０分間遠心分離した後に核抽出物を収集した。緩衝液Ｃ（３０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ　ｐＨ７．４、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１ｍＭ　ＥＤＴＡおよび１ｍＭ　ＤＴＴ）中
で２０時間、核抽出物を透析し、緩衝液を２回取り替えた。
【０２９７】
プルダウン実験
　等量の透析した核抽出物を、緩衝液Ｃで平衡化した後、ＧＳＴおよびＧＳＴ－トポＩカ
ラムに通した。該ステップを３回反復し、抽出物中のタンパク質がＧＳＴおよびＧＳＴ－
トポＩと結合するのに十分な時間を提供した。カラムを１０容量の緩衝液Ｃで洗浄した。
洗浄の完了後、１ｍｌの緩衝液Ｄ（緩衝液Ｃ＋１５０ｍＭ　ＮａＣｌ）を添加して、結合
タンパク質を溶出した。溶出したタンパク質を、それぞれ２００μｌの５つの分画で収集
した。１ｍｌの緩衝液Ｅ（緩衝液Ｃ＋５００ｍＭ　ＮａＣｌ）で、タンパク質をさらに溶
出および分画した。結合タンパク質を含有する分画は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび銀染色に
よって分析した。
【０２９８】
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳによる分機のための試料調製：
　クマシー／銀染色ゲルから得たタンパク質を切除し、ゲルトリプシン消化のために処理
した。つまり、ゲルを小さいが均一な切片に切断した。アセトニトリルによりゲル切片を
脱水した後、１００ｍＭ重炭酸アンモニウムで再水和した。ペプチドを酸化から保護する
ために、１００ｍＭ　ジチオスレイトールを重炭酸アンモニウムに添加し、５６℃で１時
間培養した。アミノ末端保護の保護は、１００ｍＭ重炭酸アンモニウム中の１０ｍＭヨー
ドアセトアミドでゲルを遮断することによって達成した。ゲル切片を重炭酸アンモニウム
で洗浄し、アセトニトリルを使用して脱水した。遮断および洗浄をそれぞれ２回反復した
。アセトニトリルでの脱水の完了後に、ゲル切片を５０ｍＭ重炭酸アンモニウム中の１２
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．５ｎｇ／μＬに懸濁した。ゲル内消化を３７℃で１０～１２時間行った。５０％アセト
ニトリルおよび５％ギ酸中のゲル切片からペプチドを抽出した。抽出物を減圧下で濃縮し
、最後にＣ－１８含有Ｚｉｐ－Ｔｉｐ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＭＡ）によって脱塩した。
試料をαシアノールマトリクス中に懸濁し、Ｖｏｙａｇｅｒ　ＤＥ－ＰＲＯ（Ｐｅｒｃｅ
ｐｔｉｖｅ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ　Ｉｎｃ，Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ，ＭＡ）を使用して、
マトリクス支援レーザー脱離／イオン化飛行時間型質量分析（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ
）によって分析した。データベース分析を使用して、質量指紋法によりタンパク質を識別
した。ＰＳＤを使用するシークエンシングによって、選択したペプチドをさらに分析した
。
【０２９９】
トポＩ結合タンパク質の識別：
　トポＩに特異的に関連するタンパク質は、質量分析により識別した。質量分析によるこ
れらのタンパク質の分析は、９を超えるタンパク質の識別に導いた。これらのタンパク質
の中で、Ｋｕ７０／Ｋｕ８０ヘテロ二量体、およびＢＲＣＡ１のＢＲＣＴドメインいが顕
著であった。タンパク質の識別は、代表的なペプチドカバレージのパーセンテージおよび
ペプチドの配列に基づいた。
【０３００】
体外リン酸化：
　精製したＧＳＴ－トポＩ（５５）は、［γ－３２Ｐ］ＡＴＰまたは冷ＡＴＰを含有する
キナーゼ緩衝液（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２およ
び１０ｍＭ　ＭｎＣｌ２）中のＤＮＡ－ＰＫで、３０分間３０℃で培養した。反応産物は
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびオートラジオグラフィーによって分析した。
【０３０１】
ＤＮＡ－ＰＫ仲介トポＩリン酸化部位の識別：
　体外リン酸化部位を識別するために、ＡＴＰの存在下で、ＤＮＡ－ＰＫキナーゼ緩衝液
中の精製Ｋｕ－ＤＮＡ－ＰＫで、ＧＳＴ－トポＩを培養した。キナーゼ反応を３０℃で３
０分間行った。反応産物をＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびクマシー染色によって分析した。染色
によって識別されるＧＳＴ－トポＩタンパク質バンドを小さい切片に切断し、トリプシン
消化のために処理した。トリプシン消化したトポＩペプチドは、ＭＳによって分析した。
リン酸ペプチドをＩＭＡＣカラムで強化した後、ＬＣ－ＭＳ－ＭＳ（Ｑ－Ｓｔａｒ，ＡＢ
Ｉ）によって分析した。
【０３０２】
体外ユビキチン化：
　７００ｎｇのトポＩ上の反応は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．９）、０．５ｍＭ　
ＥＤＴＡ、５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２ｍＭ　ＮａＦ、２ｍＭ　ＡＴＰ、６０ｍＭ　ＫＣｌ、
１μＭユビキチン、２００ｎＭ　Ｅ１－Ｈｉｓ、５μＭ　ＵｂｃＨ５ｃ－Ｈｉｓ（Ｅ２）
、ならびに２００～４００ｎｇのＢＲＣＡ１－Ｆｌａｇ／ＢＡＲＤ１（Ｅ３）中で実行し
た。ＢＲＣＡ１－Ｆｌａｇ／ＢＡＲＤ１の非存在下で、陰性対照も確立した。ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥによって反応産物を溶解し、オートラジオグラフィーにより観察した。
【０３０３】
実施例１
　ヒトトポイソメラーゼＩ（トポＩ）は、種々のＤＮＡトランザクションに関与する必須
およびユビキタス酵素であり、カンプトセシン（ＣＰＴ）およびＳＣＬＣ、大腸および卵
巣癌の処置のためのクリニック、および乳癌および子宮頸癌を含むいくつかの難治性癌に
おいて使用されるＣＰＴ類似体、例えば、トポテカンおよびイリノテカン等の一群の抗腫
瘍性薬物の標的である。しかしながら、大部分の癌薬物のように、患者の３０％のみがト
ポＩ阻害剤に反応する。トポＩタンパク質のレベルは、大部分の固形腫瘍において高いた
め、トポＩ阻害剤の有効性を判断するための予測マーカーとしてトポＩレベルを使用する
ことができない。本発明は、ここで、トポＩのＤＮＡ－ＰＫ依存リン酸化が、トポＩのユ
ビキチン化を開始し、またＢＲＣＡ１がＥ３リガーゼであることを実証した。本発明は、
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トポＩのセリン１０アミノ酸残基におけるリン酸化の存在が、ＣＰＴに対する反応におけ
るトポＩのユビキチン化および分解の割合を判断することを発見した。したがって、本発
明は、トポＩポリペプチドのセリン１０（Ｓ１０）残基におけるリン酸化の存在が、トポ
Ｉの分解をもたらし、したがって、トポＩ阻害剤は無効であり得ることを発見した。した
がって、本発明者は、トポＩ阻害剤が有効であり得るか否かを識別するための予後マーカ
ーを識別し、セリン１０（Ｓ１０）アミノ酸残基におけるリン酸化の非存在は、トポＩ阻
害剤が生体試料中で有効であり得る（すなわち、トポＩ阻害剤は、細胞をもたらし得る）
ことを識別するが、セリン１０（Ｓ１０）におけるリン酸化の存在は、トポＩ阻害剤が生
体試料中で有効であり得ない（すなわち、トポＩ阻害剤は、細胞死をもたらし得ない）こ
とを識別する。
【０３０４】
トポＩとＤＮＡ－ＰＫ－Ｋｕ複合体およびＢＲＣＡ１との関連
　トポＩに特異的に関連するタンパク質は、質量分析により識別した。質量分析によるこ
れらのタンパク質の分析は、９を超えるタンパク質の識別に導いた。これらのタンパク質
の中で、Ｋｕ７０／Ｋｕ８０ヘテロ二量体およびＢＲＣＡ１のＢＲＣＴドメインが顕著で
あった。ヌクレオリンをトポＩ結合タンパク質の１つとして単離することは、以前の所見
（Ｂｈａｒｔｉ　ｅｔ　ａｌ　１９９５）を確認したため、当該技術を立証した。本発明
者は、トポＩがＫｕ７０／８０（図１Ａ～１Ｅ）と関連し、プルダウン実験および免疫沈
降分析によって示されるように、Ｋｕ－ＤＮＡ－ＰＫ複合体と関連することを発見した（
図２Ａ－２Ｃ）。
【０３０５】
実施例２
　トポＩは、ＤＮＡ－ＰＫにより、部位Ｓ１０においてリン酸化される。ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅおよびオートラジオグラフィーによる、ＤＮＡ－ＰＫを用いたトポＩリン酸化の反応産
物の分析は、ＤＮＡ－ＰＫがトポＩを体外でリン酸化することを示した。ＧＳＴは、ＤＮ
Ａ－ＰＫの基質ではなかった。トポＩの非存在下において、有意に高いレベルのＤＮＡ－
ＰＫの自動リン酸化も観察された。質量分析によるリン酸化トポＩのさらなる分析は、ト
ポＩのＳ１０が、ＤＮＡ－ＰＫによってリン酸化されることを明らかにした。図３は、ト
ポＩがＳ１０上でリン酸化されることを示す。
【０３０６】
　ＢＲＣＡ１は、リン酸化が必要とされるトポＩのＥ３ユビキチンリガーゼとして作用す
る。図４に示される体外実験は、ＤＮＡ－ＰＫによるトポＩのリン酸化がユビキチン化を
上方規制することを示す。本発明者は、ＢＲＣＡ１、周知のＥ３ユビキチンリガーゼが、
トポＩのＥ３ユビキチンリガーゼとして作用し得ることを調査した。体外トポＩユビキチ
ン反応の産物の免疫ブロット分析は、ＢＲＣＡ１によるトポＩのユビキチン化を示した。
本発明者は、ＢＡＲＤ１／ＢＲＣＡ１を過剰発現する細胞におけるＧＦＰ－トポＩの高い
下方規制率により判断されるように、ユビキチン化が、ＢＡＲＤ１／ＢＲＣＡ１ヘテロ二
量体のＥ３リガーゼ活性の結果であることを確認した。
【０３０７】
実施例３
　ＣＰＴに反応するトポＩの下方規制は、ＤＮＡ－ＰＫおよびＢＲＣＡ１により仲介され
る。ＣＰＴに対する反応は、ユビキチン化と関係し、トポＩの下方規制をもたらすことが
示されている（Ｄｅｓａｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．；２７２（３９）
：２４１５９－６４．１９９７）。本発明者は、ＣＰＴに反応するＤＮＡ－ＰＫ不足およ
び充足細胞のトポＩレベルの分析によって、ＤＮＡ－ＰＫ＋／＋細胞における有意に高い
トポＩ下方規制率を示した。ＣＰＴで処置したＳｃＨ８細胞は、６時間でトポＩの完全分
解を示したが、５０％を超えるトポＩは、ＳｃＳＶ３細胞内で原型を保ち、アクチンレベ
ルは、これらの細胞において同様のままであることを示した。これらの細胞から得た核抽
出物のＤＮＡ緩和アッセイを使用して、本発明者は、これら２つの細胞株におけるトポＩ
活性の特記すべき差異がないことを示した（データ図示せず）。本発明者は、これらの細
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胞におけるトポＩｍＲＮＡレベルに対する相対合計トポＩタンパク質のレベルが類似する
ことも示した。本発明者は、ＢＲＣＡ１により鎮静化したＨｅｌａ細胞におけるトポＩの
下方規制率の減少を示した。ＣＰＴ処置に反応するトポＩとＢＲＣＡ１との間の相互作用
をさらに観察するために、本発明者は、ＧＦＰ－トポＩおよびＢＲＣＡ１を用いて同時免
疫染色を行い、ＧＦＰ－トポＩおよびＢＲＣＡ１が、ＣＰＴによる処置に反応して、ＤＮ
Ａ修復巣にコロニーを作ることを判断した。
【０３０８】
参考文献
　本明細書および実施例において引用される全ての参考文献は、参照によりその全体が本
明細書に組み込まれる。
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