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(57)【要約】
　本発明は、患者における薬物に対する反応の減少の指
標となるバイオマーカーを識別するための方法に関し、
本方法は、ａ）ｉ）薬物に対する反応が減少した患者か
らの試料、またはｉｉ）薬物に反応する患者からの試料
のいずれかを加熱するステップと、ｂ）ｉ）またはｉｉ
）の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離する
ステップと、ｃ）ステップｂ）の可溶性及び不溶性画分
のいずれかまたは両方を分析し、ｉ）がステップａ）及
びｂ）で加熱及び分離された場合、薬物に反応する患者
からの試料の加熱及び分離から得られた対応する画分と
比較するか、またはｉｉ）がステップａ）及びｂ）で加
熱及び分離された場合、薬物に対する反応が減少した患
者からの試料の加熱及び分離から得られた対応する画分
と比較するかのいずれかのステップと、を含み、薬物に
反応する患者からの試料と比較して、薬物反応が減少し
た試料からの試料中で異なる融点を有する、少なくとも
１つのタンパク質を識別する。本発明はまた、患者にお
ける薬物に対する反応の減少の指標となる、試料からプ
ロテオームプロファイルを生成するための方法を包含し
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者における薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーを識別するための方
法であって、
　　ａ）ｉ）前記薬物に対する反応が減少した患者からの試料、またはｉｉ）前記薬物に
反応する患者からの試料のいずれかを加熱するステップと、
　　ｂ）ｉ）またはｉｉ）の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステップ
と、
　　ｃ）ステップｂ）の前記可溶性及び不溶性画分のいずれかまたは両方を分析し、ｉ）
がステップａ）及びｂ）で加熱及び分離された場合、前記薬物に反応する患者からの試料
の加熱及び分離から得られた対応する画分と比較するか、またはｉｉ）がステップａ）及
びｂ）で加熱及び分離された場合、前記薬物に対する反応が減少した患者からの試料の加
熱及び分離から得られた対応する画分と比較するかのいずれかのステップと、を含み、
　薬物に反応する患者からの前記試料と比較して、前記薬物反応が減少した試料からの前
記試料中で異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別する、前記方法。
【請求項２】
　患者における薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーを識別するための方
法であって、
　ａ）前記薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）ステップａ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステ
ップと、
　ｃ）ステップｂ）の前記可溶性及び不溶性タンパク質画分のいずれかまたは両方を分析
するステップと、
　ｄ）前記薬物に対する反応が減少した患者からの試料を用いてステップａ）～ｃ）を繰
り返すステップと、
　ｅ）前記薬物に対する反応が減少した患者からの前記試料と比較して、前記薬物に反応
する患者からの前記試料中で異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別する
ステップであって、前記タンパク質は、前記薬物に対する反応の減少の指標となるバイオ
マーカーである、ステップと、を含み、
　ステップｄ）は、任意に、ステップａ）～ｃ）の前に、またはそれらと同時に実施され
る、前記方法。
【請求項３】
　前記患者は、前記薬物で治療されている、請求項１または２に記載の前記方法。
【請求項４】
　ステップｃ）は、１つ以上のタンパク質の融点を決定する、請求項１～３のいずれか１
項に記載の前記方法。
【請求項５】
　ステップｂ）の前記可溶性または不溶性画分は、質量分析法によって分析される、請求
項１～４のいずれか１項に記載の前記方法。
【請求項６】
　前記薬物に対する標的タンパク質は、識別ステップｅ）から除外される、請求項１～５
のいずれか１項に記載の前記方法。
【請求項７】
　患者における薬物に対する反応の減少の指標となる、試料からのプロテオームプロファ
イルを生成するための方法であって、
ａ）前記薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
ｂ）不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステップと、
ｃ）ステップｂ）の前記可溶性及び不溶性タンパク質画分のいずれかまたは両方を分析し
て、複数のタンパク質の融点を決定するステップと、
ｄ）前記薬物に対する反応が減少した患者からの試料を用いてステップａ）～ｃ）を繰り
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返すステップと、
ｅ）前記薬物に反応する患者からの前記試料からのタンパク質に関して得られた前記融点
と、前記薬物に対する反応が減少した患者からの前記試料からのタンパク質に関して得ら
れた前記融点との間の量的差異を示す、前記複数のタンパク質についてのプロテオームプ
ロファイルを生成するステップと、を含み、
　任意に、ステップｄ）は、ステップａ）～ｃ）の前に、またはそれらと同時に実施され
てもよい、前記方法。
【請求項８】
　前記試料は、組織試料である、請求項１～７のいずれか１項に記載の前記方法。
【請求項９】
　前記組織試料は、血液、血清、血漿、リンパ液、脳脊髄液、粘液、尿、便であるか、ま
たは液体もしくは固体腫瘍試料である、請求項８に記載の前記方法。
【請求項１０】
　前記薬物に反応する患者からの前記試料及び前記薬物に対する反応が減少した患者から
の前記試料は、同じ種類である、請求項１～９のいずれか１項に記載の前記方法。
【請求項１１】
　前記薬物に反応する患者からの前記試料及び前記薬物に対する反応が減少した患者から
の前記試料は、異なる時に同じ患者から採取される、請求項１～１０のいずれか１項に記
載の前記方法。
【請求項１２】
　細胞選別のステップが前記分析ステップの前に実施される、請求項１～１１のいずれか
１項に記載の前記方法。
【請求項１３】
　溶解ステップをさらに含む、請求項１～１２のいずれか１項に記載の前記方法。
【請求項１４】
　前記溶解ステップは、ステップａ）の後に実施される、請求項１４に記載の前記方法。
【請求項１５】
　前記試料は、一連の異なる温度に曝露される、請求項１～１４のいずれか１項に記載の
前記方法。
【請求項１６】
　前記分離ステップは、可溶性タンパク質の濾過、遠心分離、または親和性捕捉によって
実施される、請求項１～１５のいずれか１項に記載の前記方法。
【請求項１７】
　タンパク質が患者における薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである
かどうかを決定するための方法であって、
ａ）前記薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
ｂ）変性または不溶性形態の前記タンパク質に対するよりも高い親和性で前記可溶性タン
パク質に結合することが可能である少なくとも２つの親和性試薬を使用して、可溶性形態
の前記タンパク質の存在に関して、ステップａ）の生成物を分析するステップと、
ｃ）前記薬物に対する反応が減少した患者からの試料を用いてステップａ）及びｂ）を繰
り返すステップと、
ｄ）前記薬物反応性試料及び薬物反応が減少した試料中に存在する可溶性タンパク質の量
の何らかの差があるかどうかを決定するステップであって、差が検出される場合、前記タ
ンパク質は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステップと、
を含み、
任意に、ステップｃ）は、ステップａ）及びｂ）の前に、またはそれらと同時に実施され
る、前記方法。
【請求項１８】
　患者における薬物反応性を決定するための方法であって、
ａ）前記薬物で治療された患者からの試料を加熱するステップと、
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ｂ）ステップａ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステッ
プと、
ｃ）標的タンパク質の存在に関して、ステップｂ）の前記可溶性及び不溶性タンパク質画
分のいずれかまたは両方を分析するステップと、を含む、前記方法。
【請求項１９】
　試料中のタンパク質の活性化状態を決定する方法であって、
ａ）試料を加熱するステップと、
ｂ）ステップａ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステッ
プと、
ｃ）前記タンパク質の存在に関して、ステップｂ）の前記可溶性及び不溶性タンパク質画
分のいずれかまたは両方を分析するステップと、を含む、前記方法。
【請求項２０】
　組換え生成された薬物と承認薬との間で構造同一性を調査するための方法であって、
ａ）組換え生成された薬物を含む試料を加熱するステップと、
ｂ）ステップｂ）の生成物を分析するステップと、
ｃ）承認薬を含む試料を用いてステップａ）及びｂ）を繰り返すステップと、
ｄ）前記組換え生成された薬物及び前記承認薬の融点の何らかの差を識別するステップで
あって、融点の差は、構造の差の指標となる、ステップと、を含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、タンパク質の生化学的活性化状態を調査する方法、及び特にサーマルシフト
分析を使用して、薬物反応の減少と関連した候補バイオマーカーを識別するための方法に
関する。
【０００２】
　より具体的には、本発明は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーを識
別するための方法に関し、本方法は、薬物で治療され、薬物に反応する患者からの試料、
及び薬物で治療されたが薬物に対する反応が減少した患者からの試料を加熱するステップ
と、生成物を分析して、各試料中の少なくとも１つのタンパク質の融点を決定するステッ
プと、薬物反応が減少した患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者からの試料中
で異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するステップとを含む。具体的
に、識別される少なくとも１つのタンパク質は、薬物に対する標的タンパク質以外である
。本方法はまた、他の患者における薬物耐性発現を調査するためのフィンガープリントを
表すデータセットを生成するために使用されてもよい。さらに、細胞分解方法が実施され
てもよく、試料を加熱した後に細胞選別ステップが実施されて、特定の細胞型の分析を可
能にしてもよい。
【背景技術】
【０００３】
　癌は、高まる世界的及び全国的な難題であり、高まる発生率及び死亡率は、スウェーデ
ンを含む多くの国において深刻化する問題である。今年の世界的規模での癌発生率は、約
１２７０万人であり、２０３０年には２０００万人を超えると予測される。残念ながら、
治療戦略の改善は比較的限られている。現在の癌治療の大部分がなおも従来の、概して細
胞毒性薬物に依存する一方で、比較的近年、より癌に特異的な標的治療が治療手段に加え
られているが、成果は様々である。同時に、世界的な研究コミュニティによって、分子、
細胞、及び生理学的レベルでの癌分析法が大きく進展している（Ｈａｎａｈａｎ　ａｎｄ
　Ｗｅｉｎｂｅｒｇ，Ｃｅｌｌ　２０１１　１４４；６４６）。とりわけ、患者の癌ゲノ
ムの迅速分析を可能にする次世代シーケンシング技術は、異なる癌におけるドライバー変
異の包括的マッピングを生み出し、現在ゲノムレベルで腫瘍の不均一性及び薬物耐性発現
を理解するために調査されている（Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２０１３　
３３９；１５４６）。
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【０００４】
　基礎的な癌生物学の知識の高まりに基づき、多数の新規の腫瘍薬物標的が現在、標的薬
物の開発のために調査されている。他の薬物との正しい組み合わせにおいて、かつ治療効
果のための適切なコンパニオンバイオマーカー／診断を使用して、そのような代替手段が
癌治療を飛躍的に進歩させる期待が高まっている。例えば、黒色腫におけるＢＲＡＦ阻害
剤、慢性骨髄性リンパ腫におけるＢＣＲ－Ａｂｌ阻害剤、ならびにＰＤ－１に対するモノ
クローナル抗体など、成果を挙げた標的薬物のいくつかの注目すべき例が存在する（Ｆｒ
ｉｄｌｙａｎｄ，Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ　２０１３　１２；７４３）
。しかしながら、新規の腫瘍薬物のほとんどの臨床試験は期待外れであり、課題の大きさ
を強調している（Ｖｅｒｍａ，Ｏｎｃｏｌｏｇｉｓｔ　２０１１　１６；２５、Ａｍｉｒ
ｉ－Ｋｏｒｄｅｓｔａｎｉ，Ｊ　Ｎａｔｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ　２０１２　１０４
；５６８）。この根本的原因は、癌過程の固有の特性、腫瘍内及び異なる患者間の大きな
クローンの不均一性、ならびに治療中の薬物耐性の急速な進化である（Ｓｏｌｙａｎｉｋ
　Ｅｘｐ　Ｏｎｃｏｌ　２０１０　３２；１８１）。
【０００５】
　しかしながら、癌細胞の変異またはクローンの特徴は、実情の一部でしかない（Ｎｉｅ
ｐｅｌ　Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ　２００９　１３；５５６）。例えば
、後成的変化または他の細胞変化は、細胞分裂後に転移され得る。重要なことには、腫瘍
内の癌細胞は、多いに不均一である微環境に大きく依存し、かつそれと相互作用している
。間質細胞及び免疫系の細胞を含む隣接細胞とのクロストークは、癌細胞内の調節及び代
謝過程に直接影響を及ぼす。同様に、腫瘍内の血管のトポグラフィ及び浸透は、エネルギ
ー及び主要代謝産物を含む酸素及び栄養素の可用性を調節し、それは続いて、癌細胞内の
調節及び代謝過程にも影響を及ぼす（Ｓｗａｒｔｚ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　２０１２　
７２；２４７３）。したがって、局所クロストークならびに酸素及び栄養素へのアクセス
は、癌細胞内の生化学的過程に根本的に影響を及ぼす。これらの生化学的過程の状態、及
び薬物がそれらを調整し得る程度が、癌薬物の効果に対する決定要因であることは、ます
ます明らかになっている。同様に重要なことには、腫瘍の微環境及び癌細胞の生化学の差
は、予測された標的タンパク質に達する薬物の能力を根本的に変化させる（Ｏｌｉｖｅ，
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２００９　３２４；１４５７、Ｎｉｅｐｅｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｓｉｇ
ｎａｌｉｎｇ　２０１３　６；２９４）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、腫瘍環境内の生化学的過程及び薬物作用は、現在の技術ではアクセスす
ることが難しい。したがって、耐性発現を含む薬物作用を監視するための生化学的バイオ
マーカーを生成するための改善された戦略は、将来の改善された癌治療の開発に重要にな
る。
【０００７】
　驚くべきことに、本発明者らは、患者における薬物耐性と関連した候補の生化学的バイ
オマーカーを識別するために使用され得る、サーマルシフトアッセイに基づく方法を開発
した。したがって、本方法は、薬物で治療された薬物に反応する患者及び薬物に反応しな
い患者からの試料中で、異なる温度で融解するタンパク質を識別するために使用され得る
。そのようなタンパク質は、反応する患者試料及び反応しない患者試料中で異なる活性化
状態を有し得る、候補の生化学的バイオマーカーを表す。サーマルシフトアッセイが標的
タンパク質へのリガンド（例えば、薬物）の結合を識別することがすでに報告されている
一方で、そのようなアッセイが試料中の他のタンパク質の状態（例えば、活性化状態）を
調査するために使用され得ること、及びしたがって、そのようなアッセイが薬物耐性に対
するバイオマーカーを識別するために使用され得ることはまだ実現されていなかった。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
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　本発明者らは、特定のサーマルシフトアッセイの使用が、異なるタンパク質の活性化状
態の生化学的変化の監視を可能にすることを発見した。タンパク質は、異なる生化学的状
態をほとんど有さず、本発明者らは、特定のサーマルシフトアッセイを使用して、活性化
状態を区別することが可能であることを示した。活性化状態の区別は、薬物反応性試料及
び薬物非反応性試料中で異なる状態を有するタンパク質の識別を可能にする。そのような
タンパク質は、薬物耐性に対する候補バイオマーカーを表す。
【発明の効果】
【０００９】
　したがって、本発明者らは、薬物耐性と関連した新規のバイオマーカーを発見するため
に、プロテオームレベルで適用され得るアッセイを開発した。有利に、新しい方法は、患
者から得られた試料に対して直接実施され得、それは、所望に応じて、本方法の熱ステッ
プが患者からの試料を得て３分以内に実施され得ることを可能にする。したがって、本方
法は、試料の生化学の正確な評価、及び薬物非反応性に対する候補バイオマーカーの識別
を可能にすることができる。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　第１の態様では、本発明は、患者における薬物に対する反応の減少の指標となるバイオ
マーカーを識別するための方法を提供し、本方法は、
　ａ）薬物で治療され、薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）ステップａ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステ
ップと、
　ｃ）ステップｂ）の可溶性及び不溶性タンパク質画分のいずれかまたは両方を分析する
ステップと、
　ｄ）薬物で治療された患者からの試料を用いてステップａ）～ｃ）を繰り返すステップ
であって、該患者は、薬物に対する反応が減少している、ステップと、
　ｅ）薬物に反応しない患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者からの試料中で
異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するステップであって、該タンパ
ク質は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステップとを含む
。
【００１１】
　本方法の分析ステップｃ）は、好ましくは、１つ以上のタンパク質の融点を決定する。
任意に、ステップｄ）は、ステップａ）～ｃ）と同時に、またはそれらの前に実施され得
る。ステップｄ）がステップａ）～ｃ）の前または後に実施されるとき、そのステップを
実施する間の期間は、任意の期間、例えば、数分（例えば、１～１０分）、数時間（例え
ば、１、２、５、１０時間）、数か月（１、２、５、１０か月から）、または数年（１、
２、３、４、または５年）であってもよい。したがって、試料は、異なる時間に取得及び
処理され得、同時の、またはすぐに連続した処理が必要ではない（行われ得るが）。具体
的には、試料が同じ患者から、例えば、彼らが薬物に反応したときから、及び彼らが薬物
に対する反応の減少を発現するときから得られる場合、有意な期間（例えば、上記のよう
に数か月または数年）が、異なる試料の採取ならびに／または処理（例えば、加熱、分離
、及び／もしくは分析）の間に生じ得ることが理解されるであろう。
【００１２】
　別の態様では、薬物治療の前に、またはそれなしで、薬物に反応することが既知である
患者からの試料が、本発明の方法で使用され得ることが可能である。同様に、薬物治療の
前に、またはそれなしで、薬物反応が減少したことが既知である患者からの試料が、本発
明の方法で使用され得る。理論によって束縛されないが、薬物へのいくつかの反応は、薬
物自体への曝露がない場合でさえ、細胞にもともと備わっていると考えられる。したがっ
て、薬物に反応することが既知である患者から、及び薬物反応が減少したことが既知であ
る患者からの結果を単に比較することによって、薬物反応の減少に対するバイオマーカー
を識別することが可能であり得る。したがって、本態様では、本発明は、患者における薬
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物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーを識別するための方法を提供し得、本
方法は、
　ａ）薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）ステップａ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステ
ップと、
　ｃ）ステップｂ）の可溶性及び不溶性タンパク質画分のいずれかまたは両方を分析する
ステップと、
　ｄ）薬物に対する反応が減少した患者からの試料を用いてステップａ）～ｃ）を繰り返
すステップと、
　ｅ）薬物に対する反応が減少した患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者から
の試料中で異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するステップであって
、該タンパク質は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステッ
プと、を含み、
　　ステップｄ）は、任意に、ステップａ）～ｃ）の前に、またはそれらと同時に実施さ
れる。
【００１３】
　本発明は、患者における薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーを識別す
るための方法をさらに提供し、本方法は、
　ａ）ｉ）薬物に対する反応が減少した患者からの試料、またはｉｉ）薬物に反応する患
者からの試料のいずれかを加熱するステップと、
　ｂ）ｉ）またはｉｉ）の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステップと
、
　ｃ）ステップｂ）の可溶性及び不溶性タンパク質画分のいずれかまたは両方を分析し、
ｉ）がステップａ）及びｂ）で加熱及び分離された場合、薬物に反応する患者からの試料
の加熱及び分離から得られた対応する画分と比較するか、またはｉｉ）がステップａ）及
びｂ）で加熱及び分離された場合、薬物に対する反応が減少した患者からの試料の加熱及
び分離から得られた対応する画分と比較するかのいずれかのステップと、を含み、
　　薬物に反応する患者からの試料と比較して、薬物反応が減少した試料からの試料中で
異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別する。
【００１４】
　具体的には、両方の試料が、好ましくは、同一または同様の加熱及び分離ステップに供
されており、例えば、同じ温度（もしくは同様の温度、例えば、０．５～２℃以内）で加
熱され、かつ／または同じ方法によって分離されている。
【００１５】
　「対応する」画分とは、異なる試料中の同じ画分を指す。したがって、可溶性画分が、
薬物反応が減少した試料中で分析されるとき、可溶性画分は、薬物反応性試料中で分析さ
れる。さらに、不溶性画分は、異なる試料（薬物反応性及び薬物反応が減少した）から互
いに比較される。
【００１６】
　具体的には、該患者は、薬物で治療されている。
【００１７】
　したがって、上記のように、本発明の方法は、薬物に対する反応の減少、例えば、薬物
耐性または非反応性に対する候補バイオマーカーを識別することに関する。本発明は、薬
物に反応する患者試料及び薬物に反応しない患者試料からのタンパク質の状態の評価に基
づき、本発明者らは、それらの融点に基づき、タンパク質の活性化状態を区別することが
可能であると決定した。したがって、本発明において、薬物反応が減少した患者、例えば
、薬物に反応しない患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者からの試料中で異な
る融点を有するタンパク質は、２つの試料中で異なる活性化状態を有する可能性が高く、
薬物非反応性に対するバイオマーカーを表し得る。
【００１８】
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　薬物に反応する患者及び薬物に対する反応が減少した患者からの試料中で異なる融点を
有するタンパク質は、特定の温度で異なる溶解度を有する。したがって、試料が選択され
た温度においてステップａ）で加熱されたとき、試料中で異なる活性化状態を有し、その
融点が選択された温度で区別され得る任意のタンパク質（バイオマーカー）は、異なる溶
解度を有する可能性が高い。したがって、これらのタンパク質は、加熱後に、薬物反応性
試料から、及び薬物反応が減少した患者からの試料（例えば、薬物非反応性試料）からの
可溶性及び／または不溶性画分中で異なる量で存在する。本発明は、主に、薬物反応の減
少、例えば、薬物非反応性と関連したタンパク質を識別するために、患者から得られる試
料を分析することに関する。そのようなタンパク質（バイオマーカー）は、患者における
薬物耐性に有効であるように将来の標的として使用され得るか、または潜在的な薬物非反
応性を識別し得るフィンガープリントを生成するために使用され得る。
【００１９】
　上記にように、本方法は、少なくとも１つのタンパク質の融点を決定するために、かつ
薬物反応性試料及び薬物反応が減少した試料中で異なる融点を有する少なくとも１つのタ
ンパク質を識別するために使用され得るが、典型的には、本方法は、複数のタンパク質の
融点を決定するために、かつ２つの試料の種類間で異なる融点を有するタンパク質のうち
のいずれかを識別するために使用されてもよい。上記のように、１つ以上のタンパク質の
融点が本方法で決定され得るが、これは、１つ以上のバイオマーカーの識別に対して必須
ではない。薬物に対して反応する患者からの試料、及びその薬物に対する反応が減少した
患者からの試料中の特定のタンパク質の沈殿の差は、タンパク質がその薬物に対する反応
の減少に対するバイオマーカーであり得ることを示す。
【００２０】
　典型的には、上記のように、２つ以上のタンパク質が本方法で分析され、具体的には、
少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、１００、２００、５００、１０００、１５０
０、２０００、３０００、４０００、５０００、６０００、７０００、８０００、９００
０、または１００００個以上のタンパク質が本発明の方法で分析され得る。したがって、
融点及び／または融解曲線は、本発明の方法を使用してこれらのタンパク質に対して確定
され得る。しかしながら、これは必要ではなく、本方法は、選択された温度での加熱後に
試料の可溶性及び／または不溶性画分を単純に分析して、任意のタンパク質（または単一
のタンパク質）が沈殿の差を示すかどうかを決定することを伴い得る。したがって、本発
明の方法は、患者試料のプロテオームワイド解析を提供することができ、かつ試料間で異
なる活性化状態を有し、薬物耐性に対する候補バイオマーカーを表し得る任意のタンパク
質を識別する極めて効率的な方法を提供することができる。以下にさらに詳細に考察され
るように、多くの既知の分析技術がステップｃ）で使用され得るが、好ましくは、複数の
タンパク質に対する融解曲線を生成するために、本方法が使用されるとき、タンパク質を
プロファイリングするために、質量分析法が便利に使用され得る。
【００２１】
　好ましくは、患者に投与される薬物に対する標的であるタンパク質は、候補バイオマー
カーの識別から除外される。したがって、患者が薬物に反応しなくなった場合、薬物はも
はや標的タンパク質に結合しない可能性がある。そのような場合、標的タンパク質は、薬
物反応性試料と薬物非反応性試料との間で異なる融点を有し得、本方法で識別され得る。
【００２２】
　したがって、本発明の特に好ましい実施形態は、患者における薬物に対する反応の減少
の指標となるバイオマーカーを識別するための方法を提供し、本方法は、
　ａ）薬物で治療され、薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）ステップａ）の生成物に対する不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離する
ステップと、
　ｃ）質量分析法によって、ステップｂ）の可溶性または不溶性タンパク質画分のいずれ
かまたは両方を分析して、複数のタンパク質の融点を決定するステップと、
　ｄ）薬物で治療された患者からの試料を用いてステップａ）～ｃ）を繰り返すステップ
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であって、該患者は、薬物に対する反応が減少している、ステップと、
　ｅ）薬物に反応しない患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者からの試料中で
異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するステップであって、該タンパ
ク質は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステップとを含む
。
【００２３】
　具体的には、本方法は、例えば、各試料を異なるアリコートに分割することによって、
異なる温度範囲で個々の試料を加熱することを含んでもよく、それぞれが異なる温度で加
熱され、１つ以上のタンパク質の融点の決定が必要とされる。さらに、任意に、ステップ
ｄ）は、ステップａ）～ｃ）と同時に、またはそれらの前に実施されてもよい。
【００２４】
　上記の方法は、薬物治療なしまたはその前の患者に、すなわち、薬物に反応する患者か
らの試料及び薬物に対する反応が減少した患者からの試料に実施され得る。
【００２５】
　上記のように、本明細書で使用される場合、用語「複数のタンパク質」は、２つ以上の
タンパク質、典型的には、少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、１００、２００、
５００、１０００、１５００、２０００、３０００、４０００、５０００、６０００、７
０００、８０００、９０００、または１００００個以上のタンパク質を指す。多数のタン
パク質が本発明で分析され得るが、検出される潜在的なバイオマーカーの数は、当然のこ
とながらはるかに少なくなり得る。したがって、本発明は、少なくとも１つのバイオマー
カー（２つの試料間で異なる融点を有するタンパク質）の識別を提供する。しかしながら
、本発明は、２つ以上の候補バイオマーカー、例えば、２つの試料（薬物に反応する患者
からの試料及び薬物反応が減少した患者からの試料）間で異なる融点を有する３、４、５
、１０、１５、２０、または５０個を超えるタンパク質を識別し得ることが可能である。
【００２６】
　加えて、前述のように、本発明の方法から生成されるデータは、特定の薬物への耐性発
現に対するフィンガープリントとして使用され得る。この場合、本発明は、患者における
薬物に対する反応の減少の指標となる、試料からのプロテオームプロファイルを生成する
ための方法をさらに提供し、本方法は、
　ａ）薬物で治療され、薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステップと、
　ｃ）ステップｂ）の可溶性及び不溶性タンパク質画分のいずれかまたは両方を分析して
、複数のタンパク質の融点を決定するステップと、
　ｄ）薬物で治療された患者からの試料を用いてステップａ）～ｃ）を繰り返すステップ
であって、該患者は、薬物に対する反応が減少している、ステップと、
　ｅ）薬物で治療され、薬物に反応する患者からの試料からのタンパク質に対して得られ
た融点と、薬物で治療され、薬物に対する反応が減少した患者からの試料からのタンパク
質に対して得られた融点との間の量的差異を示す、複数のタンパク質についてのプロテオ
ームプロファイルを生成するステップとを含む。
【００２７】
　上記のように、本発明の方法のステップｄ）は、ステップａ）～ｃ）の前、後、または
それらと同時に実施され得る。さらに、上記の方法は、薬物治療なしまたはその前の患者
に、すなわち、薬物に反応する患者からの試料及び薬物に対する反応が減少した患者から
の試料に実施され得る。
【００２８】
　薬物に反応する患者からの試料と薬物反応が減少した患者からの試料との間のタンパク
質の融点の差またはシフトは、少なくとも０．１℃、例えば、少なくとも０．２、０．３
、０．４、０．５℃であり得る。しかしながら、典型的には、融点の差またはシフトが大
きいほど、タンパク質が薬物耐性に対する有意なバイオマーカーになる可能性は高くなる
。したがって、好ましくは、融点の差またはシフトは、少なくとも１、２、３、または４
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℃である。
【００２９】
　本明細書で使用される場合、用語「試料」は、複数のタンパク質を含有する任意の試料
を指す。典型的には、試料は、患者（例えば、ヒトまたは動物患者、例えば、イヌ、ネコ
、サル、ウサギ、マウス、ネズミなど）から得られる試料である。好ましくは、使用され
る患者試料は、加熱ステップａ）が実施される前に溶解ステップに供されていない。した
がって、好ましくは、ステップａ）で使用される試料は、無傷細胞を含有する。具体的に
は、調査されるタンパク質は、細胞内あるいは細胞上に含有される。試料は、組織試料、
例えば、上皮、筋肉、神経、もしくは結合組織、血液、血清、血漿、リンパ液、脳脊髄液
、粘液、尿、または便などであってもよい。具体的には、試料は、液体または固体腫瘍試
料であってもよい。
【００３０】
　本発明で使用される試料は、異なる温度で試料を加熱することを必要とする本発明の方
法のために、いくつかの試料アリコートに分割されてもよい。したがって、各試料アリコ
ートは、異なる温度で加熱されてもよい。したがって、加熱ステップａ）で使用される個
々の試料の数は、試料を曝露することが望ましい異なる温度の数によって決定され得る。
この場合、各試料アリコートは、たった１つの特定の温度に加熱される。あるいは、分析
のために、１つの試料を加熱し、各所望の温度に加熱した後、試料のアリコートまたは少
量を除去することが可能である。
【００３１】
　上記のように、２種類の試料、すなわち、薬物に反応する（かつ好ましくは、その薬物
で治療された）患者からの試料、及び薬物に反応しないか、または薬物に対する反応が減
少した（かつ好ましくは、その薬物で治療された）患者からの試料が本発明で使用される
。したがって、試料は、薬物治療前、後、中、またはなしの薬物に反応する患者及び薬物
に対する反応が減少した患者から採取され得る。本発明の方法で使用される２つの試料、
すなわち、薬物反応性試料及び非反応性試料は、好ましくは、同じ種類である。したがっ
て、例えば、腫瘍からの組織試料が薬物反応性試料として使用される場合、好ましくは、
同じ組織試料の種類が、薬物反応が減少した試料、例えば、腫瘍からの組織試料として使
用される。さらに、好ましくは、２つの試料は、異なる時間ではあるが、同じ患者から得
られる。したがって、具体的には、試料は、患者が薬物治療に反応しているときに患者か
ら採取されてもよく、第２の試料は、彼らが薬物に対する反応の減少を示しているときに
患者から採取されてもよい。さらに、好ましくは、試料は、同等の条件下で治療される患
者から得られる。例えば、試料が得られるときに投与されている薬物は、同じ時間に、同
じ投与経路を介した、同じ投与量での同じ薬物などである。
【００３２】
　前述のように、試料が得られる患者は、薬物で治療される可能性があるか、薬物で治療
される。好ましくは、したがって、本方法で使用される試料は、薬物が効果を有すると期
待され得る試料である。したがって、薬物が腫瘍を標的とする抗癌治療である場合、好ま
しくは、本発明の方法で使用される試料は、腫瘍試料である。
【００３３】
　上記のように、本発明の方法で使用され得る試料は、患者からの液体または固体試料、
例えば、腫瘍試料であってもよい。そのような試料が本来不均一であり得、異なる細胞型
を含み得ることが、当業者に理解されるであろう。また、上記の方法の分析ステップｃ）
前に、細胞分解のさらなるステップを実施することが、本発明で可能である。そのような
細胞分解ステップは、均一試料、例えば、腫瘍から単離されたステップｃ）における特定
の細胞型の分析を可能にし得る。この点で、本発明は、好ましくは、加熱ステップが実施
された後に、試料を細胞選別するさらなるステップを提供する。しかしながら、試料を加
熱する前に細胞選別ステップを実施することが可能である。試料が腫瘍試料である場合、
腫瘍基質分解ステップもまた、任意の細胞選別ステップ前に必要である可能性がある。細
胞を選別するための方法、例えば、ＦＡＣＳは、当該技術分野において周知である。好ま
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しい実施形態では、したがって、本発明は、患者における薬物に対する反応の減少の指標
となるバイオマーカーを識別するための方法を提供し、本方法は、
　ａ）薬物で治療され、薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）ステップａ）の生成物を細胞選別に供して、対象の細胞型を単離するステップと、
　ｃ）ステップｂ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステ
ップと、
　ｄ）質量分析法によって、ステップｃ）の可溶性または不溶性タンパク質画分のいずれ
かまたは両方を分析して、複数のタンパク質の融点を決定するステップと、
　ｅ）薬物で治療された患者からの試料を用いてステップａ）～ｄ）を繰り返すステップ
であって、該患者は、薬物に対する反応が減少している、ステップと、
　ｆ）薬物反応が減少した患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者からの試料中
で異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するためステップであって、該
タンパク質は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステップと
を含む。
【００３４】
　さらに、本発明は、患者における薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカー
を識別するための方法を提供し、本方法は、
　ａ）薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）ステップａ）の生成物を細胞選別に供して、対象の細胞型を単離するステップと、
　ｃ）ステップｂ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステ
ップと、
　ｄ）質量分析法によって、ステップｃ）の可溶性または不溶性タンパク質画分のいずれ
かまたは両方を分析するステップと、
　ｅ）薬物に対する反応が減少した患者からの試料を用いてステップａ）～ｄ）を繰り返
すステップと、
　ｆ）薬物反応が減少した患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者からの試料中
で異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するためステップであって、該
タンパク質は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステップと
を含む。
【００３５】
　任意に、ステップｅ）は、ステップａ）～ｄ）の前に、またはそれらと同時に実施され
てもよい。具体的には、該患者は、薬物で治療されている。
【００３６】
　本明細書で使用される場合、用語「バイオマーカー」は、薬物反応性試料及び薬物反応
が減少した試料の両方の中に存在するタンパク質を指すが、本明細書で使用される場合、
用語「バイオマーカー」は、薬物反応性試料及び薬物反応が減少した試料の両方の中に存
在するが、それらの試料のそれぞれにおいて異なる融点を有する、タンパク質を指す。上
記のように、融点の差は、少なくとも０．１、０．３、０．５、１、１．５、２、２．５
、３、または４℃であってもよい。したがって、そのようなバイオマーカーは、２つの試
料の種類間で異なる活性化状態を有し得、その患者における薬物耐性に対するバイオマー
カーになり得る。バイオマーカーは、患者の状態を治療するために薬物が結合する標的タ
ンパク質ではない。
【００３７】
　本明細書で使用される場合、用語「薬物に対する反応の減少」は、他の患者で観察され
た結果と比較して、あるいはその患者において最初に得られた結果と比較して、最適では
ない患者における薬物反応を指す。したがって、薬物に対する反応の減少は、例えば、患
者を治療するために必要とされる薬物の量の観点から、患者を治療するために必要とされ
る時間の長さの観点から、または例えば、腫瘍縮小における薬物の身体的効果の減少の観
点から、薬物の効果の減少によって測定され得る。具体的には、薬物に対する反応の減少
は、例えば、薬物への患者の初期の反応と比較して、または薬物でうまく治療されている
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別の患者における反応と比較して、薬物の効果の少なくとも１０、２０、３０、４０、５
０、６０、７０、８０、または９０％の減少であり得る。本発明の方法では、ステップｅ
）において薬物に対する反応が減少した患者を治療するために使用されるときの薬物は、
薬物に反応する患者を治療するために使用されるときの薬物よりも少なくとも１０％、２
０％、３０％、４０％、または５０％効果が少なくなり得る。さらに、薬物に対する反応
の減少は、薬物に反応しない、すなわち、薬物の所望の効果が見られない患者を含む。し
たがって、この場合、薬物は、それが投与された状態を治療していない可能性がある。具
体的には、癌の治療の場合、薬物に反応しない患者は、その薬物を使用した腫瘍の任意の
縮小を有さない可能性があり、腫瘍増殖を経験する可能性がある。
【００３８】
　これとは対照的に、薬物に「反応する」患者は、薬物を用いた治療に反応する者、すな
わち、薬物が状態を治療する患者である。したがって、薬物の通常投与量が予測される期
間内で所望の身体的効果を有する。癌の治療において、反応する患者は、薬物を用いた腫
瘍縮小を経験する者であり得る。
【００３９】
　本明細書で使用される場合、用語「プロテオームプロファイル」は、試料中の２つ以上
のタンパク質に対する融点の差を示す、本発明の方法から生成されるデータである。した
がって、プロテオームプロファイルは、異なるタンパク質が、どの温度で薬物反応性試料
及び薬物非反応性試料中で融解するかを示す。プロテオームプロファイルは、各タンパク
質が各試料中で融解する温度範囲を示す、調査される各タンパク質に対する融解曲線情報
を含んでもよい。
【００４０】
　本発明の方法は、典型的には、比較ステップを含んでもよく、薬物反応性試料からの少
なくとも１つのタンパク質の融点が、薬物反応が減少した試料からの少なくとも１つのタ
ンパク質の融点と比較される。比較ステップは、試料間のタンパク質の融点が異なる場合
、候補バイオマーカーの識別をもたらし得る。
【００４１】
　あるいは、融点が決定されない場合、本方法は、薬物に反応する患者からの試料中、及
び薬物反応が減少した患者からの試料中に存在するタンパク質間の溶解度または沈殿の何
らかの差を決定するために、比較ステップを含んでもよい。具体的には、加熱後の各試料
の可溶性及び／または不溶性画分が比較され得る。２つの試料間のタンパク質の沈殿の何
らかの差は、タンパク質が各試料中で異なる融点、及びしたがって潜在的に異なる活性化
状態を有することを示す。
【００４２】
　さらに、溶解ステップが本発明で実施され得る。したがって、本発明の方法は、試料を
その細胞溶解を引き起こすことが可能な状態に曝露するステップを含んでもよい。好まし
くは、任意の溶解ステップは、加熱ステップが実施された後にのみ実施される。したがっ
て、より好ましくは、溶解は、加熱が実施される前の患者からの試料には実施されない。
溶解は、非変性であり、標的タンパク質が天然すなわち、正しく折り畳まれた、または天
然様構造を保持することを可能にし得る。これは、本明細書において天然溶解と称される
。これは、化学的に、または別様に例えば、生理学的ｐＨでＰＢＳまたはＴｒｉｓなどの
弱い緩衝液中で、当該技術分野において周知である試薬を使用して、実施され得る。溶解
の程度は、細胞のタンパク質が細胞から自由に排出することを可能にするのに十分である
べきである。典型的には、膜結合タンパク質を取り扱うとき、溶解は、膜からタンパク質
を放出するために、洗剤または両親媒性物質、例えばＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００またはド
デシルマルトシドの存在下で実施される。溶解ステップは、あるいは、細胞またはコロニ
ーを凍結融解することによって実施され得る。より好ましくは、溶解は、天然溶解緩衝液
及び細胞の凍結融解の両方を使用して実施され得る。好ましくは、溶解緩衝液は、例えば
、５０～７５０μｇ／ｍＬ、より好ましくは１００～２００μｇ／ｍＬのリゾチームを含
有する。ＤＮＡｓｅもまた、好ましくは、２５０～７５０μｇ／ｍＬで天然溶解緩衝液中
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に見ることができる。天然溶解緩衝液は、例えば、２０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ８、１００
ｍＭのＮａＣｌ、リゾチーム（２００μｇ／ｍＬ）、及びＤＮＡｓｅ　Ｉ（７５０μｇ／
ｍＬ）を含有してもよい。細胞膜に挿入されることが既知のタンパク質に対して、洗剤が
典型的な濃度で溶解緩衝液に添加され、それらは、１％ｎ－ドデシル－β－マルトシドな
ど、天然型の膜挿入タンパク質を可溶化することが既知である。典型的には、細胞は、１
５～６０分間、好ましくは約３０分間、溶解緩衝液に曝露される。凍結融解のステップは
、好ましくは繰り返され、すなわち、２回以上のサイクル、好ましくは３回以上のサイク
ルの凍結融解が実施される。１つの好ましい実施形態では、溶解は、溶解緩衝液及び３×
１０分間の凍結融解を用いた、室温での３０分間のインキュベーションによって達成され
る。
【００４３】
　したがって、本発明の方法は、加えて、患者における薬物に対する反応の減少の指標と
なるバイオマーカーを識別するための方法を提供し、
　ａ）薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）細胞溶解を引き起こすことが可能な条件に該試料を曝露するステップと、
　ｃ）ステップａ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するステ
ップと、
　ｄ）ステップｂ）の可溶性及び不溶性タンパク質画分のいずれかまたは両方を分析する
ステップと、
　ｅ）薬物に対する反応が減少した患者からの試料を用いてステップａ）～ｄ）を繰り返
すステップと、
　　薬物反応が減少した患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者からの試料中で
異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するステップであって、該タンパ
ク質は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステップとを含む
。任意に、ステップｅ）は、ステップａ）～ｄ）の前に、またはそれらと同時に実施され
得る。具体的には、該患者は、薬物で治療されている。
【００４４】
　典型的には、溶解ステップ中の試料内で溶解される細胞（例えば、細胞コロニーまたは
細胞培養物）の割合は、５～１００％である。したがって、溶解ステップを実施するとき
、試料中の全ての細胞が溶解される必要はない。
【００４５】
　本発明の方法は、試料が加熱されることを必要とする。２つの試料中でその温度におい
て異なる沈殿プロファイルを有するタンパク質が識別され得る。加熱のために使用される
温度は、それが、他の試料（例えば、薬物反応が減少した試料）とは異なる程度まで、１
つの試料（例えば、薬物反応性試料）中で１つ以上のタンパク質（バイオマーカー）の沈
殿を引き起こすか、または強化することが可能である限り、任意の温度であってもよい。
【００４６】
　したがって、温度は、選択された温度がタンパク質の異なる融点の間に位置する場合、
２つの試料中で異なる融点を有するタンパク質の沈殿の差を引き起こすことが可能である
。これは、より低い融点を有するタンパク質が沈殿することを可能にし、一方で、より高
い融点を有するタンパク質形態は可溶性のままである。さらに、特定の形態（活性化状態
）のタンパク質が融解する温度範囲内に入る温度での加熱は、異なる融点を有するタンパ
ク質形態間の沈殿の区別を提供し得る。そのような温度の選択は、その温度の加熱後に、
可溶性及び不溶性タンパク質画分の両方に存在しているタンパク質のその形態をもたらし
得る。この沈殿プロファイルは、異なる活性化状態であり、かつ異なる融点を有するタン
パク質のプロファイルとは異なる（そのタンパク質の融点がより高いか、またはより低い
かにかかわらず）。
【００４７】
　しかしながら、好ましくは、試料は、特にタンパク質のいずれかの融点を決定すること
が望ましいときに、本発明の方法で一連の異なる温度に曝露される。一連の異なる温度へ
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の曝露は、薬物反応の減少に対するより多くのバイオマーカーの識別を可能にし得る。
【００４８】
　したがって、好ましい態様では、本発明は、患者における薬物に対する反応の減少の指
標となるバイオマーカーを識別するための方法を提供し、本方法は、
　（ａ）薬物で治療され、薬物に反応する患者からの試料を、一連の異なる温度に曝露す
るステップと、
　（ｂ）ステップａ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するス
テップと、
　（ｃ）ステップｂ）の可溶性及び不溶性タンパク質画分のいずれかまたは両方を分析し
て、１つ以上のタンパク質の融点を決定するステップと、
　（ｄ）薬物で治療された患者からの試料を用いてステップａ）～ｃ）を繰り返すステッ
プであって、該患者は、薬物に対する反応が減少している、ステップと、
　（ｅ）薬物に反応しない患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者からの試料中
で異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するステップであって、該タン
パク質は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステップとを含
む。
【００４９】
　任意に、ステップｄ）は、ステップａ）～ｃ）の前に、またはそれらと同時に実施され
得る。上記の方法は、薬物治療なしまたはその前の患者に、すなわち、薬物に反応する患
者からの試料及び薬物に対する反応が減少した患者からの試料に実施され得る。
【００５０】
　本発明のこの方法は、試料が一連の異なる温度に曝露されることを必要とする。これは
、試料中の１つ以上のタンパク質の、典型的には１つ以上のバイオマーカーの沈殿を引き
起こすか、または強化することが可能であり得る一連の温度を指す。したがって、バイオ
マーカーを識別するために、このタンパク質が調査される２つの試料（薬物反応性対薬物
反応の減少）中で異なる融点を有することが必要である。したがって、本発明のこの方法
は、異なる温度の範囲に試料を曝露することを必要とし、そのうちの少なくとも１つが、
それがどの活性化状態にあるかに応じて、少なくとも１つの候補バイオマーカーの沈殿を
引き起こすか、または強化する。典型的には、３０～８０℃の温度範囲は、他の試料と比
較して、タンパク質がどの温度で１つの試料中で融解するのかを検査するために（すなわ
ち、薬物反応性試料対薬物反応が減少した試料）、この目的で採用される。したがって、
例えば、３０℃の初期温度が選択され得、最大で７０℃またはそれ以上の温度が、試料（
試料のアリコート）に適用され得る。任意の間隔で測定が行われてもよいが、典型的には
、温度の１度の上昇、２度の上昇、または３度の上昇ごとである。
【００５１】
　いくつかの種類のタンパク質は、小さい温度範囲にわたって沈殿することが既知である
。この場合、融解曲線が生成され得、初期融点は、範囲内の第１の温度であり、最終融点
は、範囲内の最後の温度である。したがって、初期融点は、タンパク質（例えば、候補バ
イオマーカー）が沈殿し始める、例えば、タンパク質の少なくとも５％が沈殿される最低
温度であり、最終融点は、可溶性標的タンパク質が検出されない第１の温度である。例え
ば、タンパク質の５％未満が可溶性形態である。典型的には、タンパク質の少なくとも９
５％が融解及び沈殿される。
【００５２】
　したがって、タンパク質（例えば、候補バイオマーカー）が温度範囲にわたって沈殿す
るとき、タンパク質は、特定の温度で沈殿または変性し始めることができ、その時点で、
存在する可溶性タンパク質の量は減少し始め、存在する不溶性タンパク質の量は増加する
（熱安定性が溶解度に関係しているため）。したがって、一部の可溶性タンパク質は、わ
ずかに高い温度が適用されるまで、初期融点でなおも検出可能であり得、その時点で、可
溶性タンパク質はほとんどまたは全く検出可能ではない。
【００５３】
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　したがって、タンパク質に対する最終融点は、可溶性タンパク質の有意な減少が検出さ
れ、典型的にはタンパク質の少なくとも９５％が不溶性である、特定の温度である。複数
の遷移を有する問題のあるタンパク質に対して、これらの遷移のそれぞれは、より少量の
タンパク質が不溶性になることをもたらし得る（例えば、タンパク質の少なくとも１０％
が各遷移において可溶性になる）。タンパク質が、可溶性タンパク質が検出可能ではなく
なるまで可溶性タンパク質の割合が減少し、したがって、タンパク質が完全に変性または
沈殿する小さい温度範囲にわたって沈殿する場合、初期及び最終融点が決定され得る。し
たがって、そのような温度範囲の初期融点、すなわち、標的タンパク質が融解または沈殿
し始める最低温度において、タンパク質の少なくとも５、１０、１５、２０、２５、３０
、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、または
９５％が融解または沈殿し得る。あるいは、温度範囲の初期融点において、検出された可
溶性タンパク質（例えば、候補バイオマーカー）の量は、少なくとも５、１０、１５、２
０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５
、９０、または９５％減少する。さらに、存在する不溶性標的タンパク質の量は、少なく
とも５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、
７０、７５、８０、８５、９０、または９５％増加し得る。
【００５４】
　また、タンパク質（候補バイオマーカー）が１つの特定の温度で変性及び沈殿し得るこ
とが可能である。この場合、好ましくは、タンパク質の少なくとも９５％が、特定の温度
で不溶性形態になり、したがって、タンパク質は、小さい温度範囲にわたって沈殿しない
可能性がある。したがって、そのようなタンパク質に対する初期融点は、最終融点に近く
なり得る。
【００５５】
　上記のような本発明の方法は、薬物反応性試料と薬物反応が減少した試料との間で異な
る融点を有するタンパク質を識別する。本方法は、特定のタンパク質が温度範囲にわたっ
て融解する場合、これに対する融解曲線のシフト、または１つの特定の温度におけるタン
パク質の沈殿の差を検出することができる。
【００５６】
　本発明で適用され得る温度範囲は、候補バイオマーカータンパク質がその最も安定した
活性化状態で変性し始める初期融点を含む、任意の温度を含んでもよい。初期融点以上の
任意の温度が、タンパク質の沈殿を引き起こすか、または強化することが可能である。し
たがって、異なる活性化状態によって（例えば、小分子の結合によって）より高い熱安定
性を有するタンパク質は、概して、この温度で変性または沈殿せず、より大量の可溶性タ
ンパク質が、完全に変性したか、あるいは変性し始めた第１の活性化状態でのタンパク質
と比較して検出される。したがって、温度は、識別力があり、それがより安定した活性化
状態でのタンパク質の沈殿を引き起こすか、または強化するよりも大きい程度まで、その
より不安定な活性化状態での候補バイオマーカーの沈殿を引き起こすか、または強化する
。
【００５７】
　加熱ステップは、特定の温度まで試料を加熱することができる任意の熱源を使用して実
施され得る。したがって、試料が液体形態である場合、好ましくは、加熱ステップは、Ｐ
ＣＲ機で実施され得る。しかしながら、培養器、水槽などもまた使用され得る。
【００５８】
　上記のように、全温度範囲において試料をインキュベートすることによって、異なるタ
ンパク質が沈殿する温度を決定し、薬物反応性試料対薬物反応が減少した試料中で異なる
温度において融解するタンパク質を識別することが可能である。典型的には、温度範囲は
、各タンパク質に対する沈殿曲線を生成するために使用されてもよく、使用される温度は
、互いと約２、３、４、５、６、７、８、９、または１０℃異なる。したがって、試料は
、温度のうちの１つがタンパク質、すなわち、候補バイオマーカーに対する初期融点以上
である限り、２７、３０、３３、３６、３９、４２、４５、４８、５１、５４、５７、６
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０、６３、６６、６９、７２、及び７５℃のうちのいずれか１つ以上においてインキュベ
ートされ得る。試料が温度範囲にわたって加熱される場合、これは、ＰＣＲ機で実施され
得、初期温度が設定され、次いで、特定の時間、例えば、０．５、１、２、３、４、また
は５分の後、所望の量ずつ増加され得る。すでに考察されたように、小アリコートまたは
少量の試料（例えば、１または２μＬ）は、タンパク質の溶解度が分析され得るために、
各温度での加熱後に除去され得る。
【００５９】
　したがって、本発明の方法は、薬物に反応する患者からの試料、及び薬物反応が減少し
た患者からの試料に、温度範囲を適用し得る。試験された各温度において、試料は分析さ
れて、どのタンパク質が可溶性及び／または不溶性であるかを決定する。結果は比較され
て（すなわち、薬物反応性試料及び薬物反応が減少した試料から）、どのタンパク質が２
つの試料中で異なる温度において沈殿するかを決定する。すでに考察されたように、任意
の温度差は、タンパク質が薬物耐性または非反応性に対するバイオマーカーであることを
示し得る。しかしながら、試料間で沈殿の大きな温度差を示すタンパク質は、患者におけ
る薬物反応の減少ン対するより有意なバイオマーカーであり得る。
【００６０】
　本発明の方法は、不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するための分離ステッ
プｂ）の使用をさらに必要とする。分離ステップは、不溶性タンパク質から可溶性タンパ
ク質を分離することが可能である任意の分離方法を伴い得る。例えば、遠心分離ステップ
が使用され得るか、または濾過ステップが使用され得る。したがって、フィルタが使用さ
れて、不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離することができ、可溶性タンパク質
は、フィルタを通過する。標準的なフィルタ膜が加熱された試料を濾過するために使用さ
れ得、フィルタは、典型的には、０．０１５μｍ～１２μｍ、例えば、０．３５～１．２
μｍの孔径を有する。したがって、フィルタは、４．０μｍ未満、または典型的には２．
０μｍ未満、例えば、１．０μｍ未満の孔径を有してもよい。フィルタが特定の孔径を有
するものとして製造及び販売されるが、製造プロセスは時に、いくつかのより小さいまた
はより大きい孔をもたらし得、したがって、直径を指す列挙されたサイズは、所与のフィ
ルタの最も一般的な孔径であることが理解されるであろう。潜在的な孔径の範囲が参照さ
れるが、任意の単一のフィルタは、通常、１つの指定された孔径、例えば、０．４５μｍ
を有する。好適なフィルタは、Ｓｕｐｅｒ及びＧＨポリプロ（Ｐａｌｌから）ならびにＮ
ｕｃｌｅｏｐｏｒｅ（Ｗｈａｔｍａｎから）である。
【００６１】
　異なる試料からの、かつ異なる細胞型からのタンパク質は、異なる孔径を有するフィル
タの使用を必要とし得ることが理解されるであろう。好適なフィルタの選択は、十分に当
業者の能力の範囲内である。例えば、所望の細胞型または試料に対して１組の試験タンパ
ク質を使用して、異なる孔径のフィルタを用いてそれらの挙動を調査することによって、
適切な孔径を選択することが可能である。
【００６２】
　濾過及び遠心分離の代わりに、可溶性タンパク質の親和性捕捉が実施され得る。タンパ
ク質の折畳構造を識別する多くの抗体及び親和性試薬が、変性及び沈殿したタンパク質よ
りもはるかに高い親和性を有する可溶性タンパク質と結合する。また、金属複合体と結合
するポリ－ヒスチジンタグなどのより小さいタグの認識は、多くの場合、これらのタグが
沈殿したタンパク質中であまり接触可能ではないときの溶解度と相関する。抗体、金属複
合体、及び他の親和性試薬は、磁気ビーズまたはカラム樹脂に結合され得、それは、熱処
理された非精製試料と混合される。この混合物は、これが親和性試薬に対して高い親和性
を有しないときに、後続のステップにおいて、適切な弁内に置かれ、不溶性タンパク質を
除去するために洗浄され得る。親和性試薬に結合したタンパク質の量は、続いて、例えば
、Ｂｒａｄｆｏｒｄ技術、ゲル電気泳動、酵素結合免疫吸着法、または表面プラズモン共
鳴検出を使用して測定され得る。
【００６３】
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　また、タンパク質が、アルファスクリーン、酵素結合免疫吸着アッセイ、または近接ラ
イゲーションアッセイなど、少なくとも２つの異なる抗体によって検出される同種免疫ア
ッセイを使用することが可能である（ＰＬＡ，Ｂｌｏｋｚｉｊｌ，Ｊ　Ｉｎｔｅｒｎ　Ｍ
ｅｄ　２０１０　２６８；２３２）。特に可溶性タンパク質を識別する正しい抗体の組み
合わせが構築されているとき、これが試料中に存在する可溶性タンパク質の量に対する直
接的な信号を示し得る一方で、沈殿したタンパク質は、信号を提供しない。可溶性タンパ
ク質及び沈殿したタンパク質からの信号のそのような分離が、同種アッセイにおいて直接
達成され得るとき、この特定のタンパク質に対する融解曲線を測定するために、可溶性及
び沈殿したタンパク質の物理的分離は必要とされない。したがって、検出方法が２つの異
なる抗体の使用を伴うとき、分離ステップｂ）は除外され得る。この場合、本発明は、患
者における薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーを識別するための方法を
提供し、本方法は、
　ａ）薬物で治療され、薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）少なくとも２つの抗体を使用して、ステップａ）の生成物を分析するステップと、
　ｃ）薬物で治療された患者からの試料を用いてステップａ）及びｂ）を繰り返すステッ
プであって、該患者は、薬物に対する反応が減少している、ステップと、
　ｄ）薬物に反応しない患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者からの試料中で
異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するステップであって、該タンパ
ク質は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステップとを含む
。
【００６４】
　任意に、ステップｃ）は、ステップａ）及びｂ）の前に、またはそれらと同時に実施さ
れ得る。上記の方法は、薬物治療なしまたはその前の患者に、すなわち、薬物に反応する
患者からの試料及び薬物に対する反応が減少した患者からの試料に実施され得る。
【００６５】
　本発明のこの態様において、他の親和性試薬が、上記の２つの抗体と同様の方法で、試
料中の可溶性タンパク質を検出することが可能であり得ることが理解されるであろう。こ
の態様において、この場合も同様に、本方法は、分析ステップが、タンパク質の変性また
は不溶性（沈殿した）形態に対するよりも、タンパク質の可溶性または天然形態に対して
より高い親和性で結合する２つ以上の親和性試薬を使用した、可溶性（または天然タンパ
ク質）の検出を伴うため、分離ステップを採用しなくてもよい。
【００６６】
　このようにして、そのような親和性試薬は、タンパク質の可用性または天然形態が加熱
後の試料中に存在するかどうかを決定することができ、したがって、薬物反応性試料と薬
物非反応性試料との間のタンパク質の沈殿の何らかの差が検出され得る。２つ以上の親和
性試薬が一緒に、タンパク質の可溶性または天然形態と変性及び／または不溶性形態とを
区別することが可能でなければならず、したがって、同様に存在し得る他のタンパク質（
可溶性及び不溶性の両方）ならびに任意の不溶性タンパク質の背景にして、可溶性または
天然タンパク質を検出することが可能でなければならない。
【００６７】
　本発明の方法のこの形態は、分離ステップを実施する特定の要件がなく、かつ特に分離
ステップが実施されなくてもよいため、特に有利である。この点で、本実施形態の方法は
、最小限の処理ステップを伴い、それは潜在的に、本方法の自動化及びスループットの増
加を可能にし、多数の試料が取り扱われ得る。
【００６８】
　したがって、本明細書で使用される場合、「親和性試薬」は、同じタンパク質の変性及
び／または不溶性形態に対するよりも、タンパク質の可溶性または天然形態に対してより
高い親和性で結合することが可能である任意の試薬を指す。タンパク質の変性及び／また
は不溶性形態と比較して、タンパク質の可溶性または天然形態に対してより高い親和性で
結合する親和性試薬は、タンパク質の変性及び／または不溶性形態とのその会合に対して
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よりも、可溶性または天然標的タンパク質とのその会合に対してより小さいＫDを有する
。具体的には、本願の親和性試薬は、タンパク質の変性及び／または不溶性形態への結合
に関するＫDよりも、タンパク質の可溶性または天然形態への結合に関して、少なくとも
１００倍小さいＫD値を有し得る。親和性試薬のＫD値を測定するための方法は、当該技術
分野において周知である。したがって、可溶性または天然タンパク質の検出のための２つ
以上の親和性試薬（例えば、抗体）の使用は、単一の親和性試薬（例えば、抗体）が単独
で使用されて、可溶性または天然タンパク質を検出した場合よりも、可溶性または天然タ
ンパク質に対してより低い特異性を有し得る親和性試薬の使用を可能にする。２つ以上の
親和性試薬（例えば、抗体）が可溶性または天然タンパク質に結合されて、その結果をも
たらす必要があるため、あまり特異的ではない親和性試薬が使用され得、なおも可溶性ま
たは天然タンパク質を検出する特定の方法をもたらし得る。したがって、親和性試薬（例
えば、抗体）のうちの少なくとも１つの何らかの結合が、タンパク質の変性及び／または
不溶性形態に生じ得るが、タンパク質の可溶性または天然形態への結合が選択的であり、
会合は、タンパク質の変性及び／または不溶性形態への会合よりも少なくとも１００倍大
きくなり得る。同様に、各親和性試薬は、特に、試料中に存在する任意の他のタンパク質
に対するよりも、タンパク質の可溶性または天然形態に対してより高い親和性で結合する
。
【００６９】
　特定の実施形態では、本方法で使用される親和性試薬（例えば、抗体）のうちの少なく
とも１つは、タンパク質の変性及び／または不溶性形態（または任意の他のタンパク質）
にではなく、特にタンパク質の可溶性または天然形態に結合することが可能である。した
がって、試薬は、可溶性または天然タンパク質に特に結合し得、変性及び／または不溶性
タンパク質への任意の結合は、非特異的かつ最小限であり得る。したがって、この場合、
１つの親和性試薬が、特異的結合が可能であり、１つ以上の他の親和性試薬は、タンパク
質の変性及び／または不溶性形態に対するよりも、高い親和性でタンパク質の可溶性また
は天然形態に結合することが可能であり得る。さらに、本方法は、タンパク質の変性及び
／または不溶性形態にではなく、タンパク質の可溶性または天然形態に特に結合する２つ
以上の親和性試薬の使用を提供する。
【００７０】
　変性及び／または不溶性タンパク質から可溶性（または天然）タンパク質を区別するた
めに、親和性試薬は、タンパク質の変性及び／または不溶性形態中ではなく、タンパク質
の可溶性または天然形態中で曝露されるタンパク質のエピトープまたは配列を認識（特に
、特異的に認識）し得る。２つ以上の親和性試薬が、タンパク質の異なるエピトープまた
は配列を認識し、したがって、単一のエピトープまたは配列を識別するときよりも、変性
及び／または不溶性タンパク質から可溶性または天然タンパク質を区別するより特異的な
方法を提供する。（ホモ二量体であるタンパク質では、親和性試薬は、同じエピトープに
向けられ得るが）。したがって、両方（またはそれ以上）の親和性試薬が、タンパク質の
可溶性または天然形態が存在することを決定するために、タンパク質に結合されなければ
ならない。可溶性または天然タンパク質の陽性検出は、両方（またはそれ以上）の親和性
試薬（例えば、抗体）が結合された場合のみ達成される。
【００７１】
　親和性試薬は、タンパク質の変性及び／または不溶性形態に対するよりも、より高い親
和性でタンパク質の可溶性または天然形態に結合する、抗体、抗体フラグメント、アフィ
ボディ（ａｆｆｉｂｏｄｙ）、ペプチド、アプタマー、ＤＡＲＴ、または他の小分子であ
ってもよい。具体的には、少なくとも１つの親和性試薬は、抗体であり、より具体的には
、本発明で検出される１つのタンパク質当たり、２つの抗体が使用される。しかしながら
、本発明はまた、異なる親和性試薬の使用、例えば、抗体及び別の親和性試薬の使用を包
含する。２つ以上のタンパク質が各試料中（すなわち、薬物反応性試料及び薬物非反応性
試料のそれぞれ）で分析され得るため、複数の親和性試薬が各分析ステップで使用され得
、少なくとも２つの親和性試薬が検出される各タンパク質のために使用される。複数のタ
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ンパク質が検出される場合、各タンパク質への２つ以上の親和性試薬の結合によって生成
される信号は、異なっているはずである。
【００７２】
　２つ以上の親和性試薬（特に、２つの抗体）の検出は、２つ以上の親和性試薬が可溶性
または天然タンパク質に結合されるときに信号変化をもたらすレポーターアッセイを使用
していてもよい。概して、２つ以上の親和性試薬は標識され（特に、異なる標識で）、標
的タンパク質の可溶性または天然形態に親和性試薬を介して結合したときの、互いに対す
るそれらの標識の近接近は、信号の変化、例えば、異なる波長での蛍光の放射または光も
しくは蛍光の生成、あるいは蛍光の消光をもたらす。そのようなレポーターアッセイは、
多くの場合、近接レポーターアッセイと称され、例えば、ＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー
移動）に基づく方法（またはＢＲＥＴ（生物発光共鳴エネルギー移動）などのその変化形
）が本検出方法で使用され得、親和性試薬に付着した第１の標識の、親和性試薬に付着し
た第２の標識（受容体分子）への密接な会合は、信号の生成または変化をもたらす。した
がって、親和性試薬を介して可溶性または天然タンパク質に結合した２つ以上の標識の存
在は、検出可能な信号変化をもたらす。一実施形態では、例えば、ＦＲＥＴ、ドナー分子
から受容体分子標識へのエネルギーの移動は、受容体分子による傾向の放射をもたらし得
る。このようにして、互いが近接近しているときに信号変化を有する標識で、タンパク質
の可溶性形態に結合する２つ（またはそれ以上）の親和性試薬（抗体）の標識化は、両方
が可溶性タンパク質に結合するときに傾向の放射をもたらすことができ、したがって、可
溶性標的タンパク質の検出を可能にする。ＦＲＥＴ／ＢＲＥＴに基づく方法で使用される
ドナー及び受容体分子は、当該技術分野において周知であり、シアン蛍光タンパク質と黄
色蛍光タンパク質（両方とも、緑色蛍光タンパク質の変異体）などの対、及び生物発光ル
シフェラーゼ、及びＹＦＰを含む。そのような方法は、任意の信号（例えば、蛍光）の検
出が達成される前に、可溶性タンパク質への両方（またはそれ以上）の親和性試薬（例え
ば、抗体）の結合を必要とする。本態様では、１つの親和性試薬がドナー分子で標識化さ
れ得、第２の親和性試薬は、受容体分子で標識化される。
【００７３】
　特定の実施形態では、近接近しているときに（例えば、親和性試薬を介して可溶性タン
パク質に結合したときに）信号変化を示す標識、例えば、ドナー及び受容体分子は、別個
のビーズ集団内でコーティングされ得るか、またはその中に含まれ得、それは次いで、各
親和性試薬（抗体）に結合するために使用され得る。したがって、標識のうちの１つ（例
えば、ドナー分子）でコーティングされたビーズは、第１の親和性試薬、例えば、抗体に
取り付けられて使用され得、第２の標識（例えば、受容体分子）でコーティングされたビ
ーズは、第２の親和性試薬（例えば、抗体）を検出するために使用され得る。各ビーズ集
団（例えば、ドナーまたは受容体）は、さらに試薬と共役されて、第１または第２の親和
性試薬（例えば、抗体）のいずれかとの結合を可能にし得る。例えば、ビーズ集団（ドナ
ーまたは受容体）は、ビオチン化親和性試薬（例えば、抗体）への結合を可能にするため
にストレプトアビジンコーティングされ得るか、または抗体親和性試薬への結合を可能に
するために、タンパク質Ａに共役され得る。ビーズを抗体などの親和性試薬に付着させる
方法は、当該技術分野において周知である。
【００７４】
　２つ以上の親和性試薬（例えば、抗体）が、試料への添加前または試料への添加後に、
標識化され得る（例えば、ドナーまたは受容体分子で）ことが理解されるであろう。しか
しながら、具体的には、親和性試薬（抗体）は、試料への添加前に標識化され得る。Ａｌ
ｐｈａＳｃｒｅｅｎ　Ｓｕｒｅｆｉｒｅアッセイフォーマット（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅ
ｒ）が特に本発明の方法で使用され得、他の抗体が、提供されたビーズに付着され得る（
参照により本明細書に組み込まれるＯｓｍｏｎｄ　ｅｔ　ａｌ，Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　
ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，４０３，９４－９１０１，２０１０を参照されたい）。
【００７５】
　結合した親和性試薬の検出のための他の方法は、近接ライゲーションアッセイ（Ｏｌｉ
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ｎｋからのＤｕｏｌｉｎｋなど）及び酵素結合免疫吸着法を含む。
【００７６】
　タンパク質の不溶性形態にではなく、タンパク質の可溶性形態に結合し得る抗体などの
親和性試薬を生成するための方法は、当該技術分野において周知である。例えば、可溶性
及び不溶性タンパク質の３次元構造の研究は、不溶性形態ではなく可溶性形態上で曝露さ
れるエピトープの決定を可能にすることができる。そのようなエピトープに結合する抗体
またはペプチドは、次いで、標準的な方法を使用して生成され得る。
【００７７】
　さらに、タンパク質に結合する抗体対を識別するために使用され得る方法、例えば、表
面プラズモン共鳴バイオセンサまたは酵素結合免疫吸着法を採用する方法が既知である。
さらに、Ｂｅｍｂｅｎｅｋら（参照により本明細書に組み込まれる、Ａｎａｌｙｔｉｃａ
ｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，４０８，２０１１，３２１－３２７，）は、タンパク質
Ａ　Ａｌｐｈａｓｃｒｅｅｎビーズ上の抗体捕捉を使用して、同じ標的に結合することが
可能である抗体の対を分析及び選択する、ビーズベースのスクリーニング方法を報告した
。
【００７８】
　本態様では、本発明は、加えて、タンパク質が患者における薬物に対する反応の減少の
指標となるバイオマーカーであるかどうかを決定するための方法を提供し、本方法は、
　ａ）薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）タンパク質の変性または不溶性形態に対するよりも、より高い親和性で可溶性タン
パク質に結合することが可能である少なくとも２つの親和性試薬を使用して、該タンパク
質の可溶性形態の存在に関して、ステップａ）の生成物を分析するステップと、
　ｃ）薬物に対する反応が減少した患者からの試料を用いてステップａ）及びｂ）を繰り
返すステップと、
　ｄ）薬物反応性試料及び薬物反応が減少した試料中に存在する可溶性タンパク質の量の
何らかの差があるかどうかを決定するステップであって、差が検出される場合、タンパク
質は、薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステップと、を含む
。
【００７９】
　具体的には、該患者は、薬物で治療されている。
【００８０】
　本態様では、試料は、異なる活性化状態でのタンパク質の沈殿を引き起こすことが可能
であるよりも大きい程度まで、１つの活性化状態でのタンパク質の沈殿を引き起こすこと
が可能である温度まで特に加熱され得る。具体的には、試料は、タンパク質が融解する（
すなわち、形態もしくは活性化状態のいずれかにおける）温度範囲内、または薬物反応性
試料及び薬物反応が減少した試料中で異なる活性化状態にあるときのタンパク質の異なる
融点間のいずれかに入る温度で加熱され得る。
【００８１】
　あるいは、本発明は、患者における薬物に対する反応の減少の指標となるバイオマーカ
ーを識別するための方法を提供し、本方法は、
　ａ）薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、
　ｂ）タンパク質の変性または不溶性形態に対するよりも、より高い親和性で可溶性タン
パク質に結合することが可能である少なくとも２つの親和性試薬を使用して、ステップａ
）の生成物を分析するステップと、
　ｃ）薬物に対する反応が減少した患者からの試料を用いてステップａ）及びｂ）を繰り
返すステップと、
　ｄ）薬物に反応しない患者からの試料と比較して、薬物に反応する患者からの試料中で
異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するステップであって、該タンパ
ク質は、反応の減少の指標となるバイオマーカーである、ステップと、を含む。
【００８２】
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　具体的には、本態様では、薬物反応性試料及び薬物反応が減少した試料中で異なる融点
を有する該少なくとも１つのタンパク質は、２つの試料中に存在するタンパク質の可溶性
形態の量の差を検出することによって識別される。任意に、ステップｃ）は、ステップａ
）及びｂ）の前に、またはそれらと同時に実施され得る。
【００８３】
　具体的には、該患者は、薬物で治療されている。
【００８４】
　本発明の方法によると、標的タンパク質の存在に関して、不溶性または可溶性画分のい
ずれか（または両方）を分析することが可能である。しかしながら、分析ステップが、タ
ンパク質の変性または不溶性形態に対するよりも、より高い親和性で可溶性タンパク質に
結合することが可能である親和性試薬の使用を必要とする場合、可溶性画分が分析される
か（分離ステップも採用される場合）、または全試料が分析されるか（分離ステップが採
用されない場合）のいずれかである。不溶性画分が分析される方法において、この画分は
、好ましくは、分析前に可溶化され、例えば、沈殿したタンパク質は、分離ゲルへの適用
前に、ローディングバッファ中で溶解され得る。好ましくは、本発明の方法は、タンパク
質画分（複数可）を分析するステップ（ｃ）（または細胞選別ステップが実施されるとき
、ステップｄ））を伴う。したがって、本発明の方法は、特に、分析ステップを含む。し
たがって、分離ステップ後（または分離が実施されない場合、加熱後）に得られる可溶性
タンパク質は、好ましくは、タンパク質の存在に関して分析される。したがって、遠心分
離ステップが実施された場合、上清が、標的タンパク質の存在に関して分析され得、濾過
分離ステップが実施された場合、フィルタを通過するタンパク質、すなわち、濾液が、タ
ンパク質の存在に関して分析され得る。
【００８５】
　タンパク質は、様々な異なる方法によって検出され得る。
【００８６】
　検出は、タンパク質と、検出部分、例えば、抗体、抗体フラグメント、またはアフィボ
ディ（非Ａｂ系タンパク質結合パートナー）との間の親和性結合に基づき得る。好ましく
は、タンパク質は、タンパク質に向けられたモノクローナルまたはポリクローナル抗体を
使用して検出され得る。本方法が複数のタンパク質を調査するために使用されるとき、タ
ンパク質の分析は、抗体アレイを使用して実施され得る。そのような方法は、幅広い種類
のタンパク質の迅速で信頼できる分析を可能にする。特異的抗体に基づくタンパク質親和
性アレイが、タンパク質を定量化するために使用され得る。例えば、２７６個の異なるヒ
トタンパク質キナーゼに対して特異的なモノクローナル抗体を特徴とするＫｉｎａｓｅ　
Ａｎｔｉｂｏｄｙが使用され得る（Ｆｕｌｌ　Ｍｏｏｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）。
【００８７】
　しかしながら、本発明の好ましい実施形態では、ステップｂ）からの可溶性画分または
ステップｂ）からの可溶化された不溶性画分は、例えば、半定量的、または好ましくは定
量的質量分析法（ＭＳ）を使用して、質量分析法で分析され得る。オービトラップ機器を
使用したフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴実験において、典型的には１０００～１
００００個のタンパク質が、溶解物からの試料中で同時に検出され得る。好ましくは、ま
た、ＬＣ－ＭＳ分析は、ＩＴＲＡＱなどのアイソバリック標識化戦略を使用するが、好ま
しくは、同じ実験で各試料に対して１０個の温度が測定及び正規化されることを可能にす
るＴＭＴ１０（Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を用いて実施され
る。ＭＳ測定は、Ｏｒｂｉｔｒａｐ　Ｑ　ＥｘｅｃｕｔｉｖｅまたはＦｕｓｉｏｎ（Ｔｈ
ｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）などの機器で行われる。各タンパク質
に対する１０個の温度の測定は、続いて、特徴的な融解曲線を説明するために使用され得
る。好ましい実施形態では、細胞の温度スキャン、続いて溶解、濾過、及び最終ステップ
における、スキャンの各温度での質量分析法を使用した残り全ての可溶性タンパク質の検
出は、多くのタンパク質に関して、沈殿曲線が並行して測定されることを可能にする。こ
の包括的なプロテオーム融解曲線分析は、本発明で検査される患者試料間で異なる融点を
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有するタンパク質の識別を可能にする。熱シフト変化に関する包括的なプロテオーム融解
曲線分析は、これが、ＭＳで検出可能である十分なレベルで利用可能であるタンパク質に
対して実施されることを可能にする。
【００８８】
　したがって、本発明の方法の分析ステップは、概して、可溶性もしくは不溶性画分のい
ずれかにおける、または分離ステップが実施されない場合は試料中の少なくとも１つのタ
ンパク質の検出を必要とする。薬物反応が減少した患者からの試料と比較して、薬物に反
応する患者からの試料中で異なる融点を有する少なくとも１つのタンパク質を識別するス
テップは、各試料からの可溶性画分を比較して、タンパク質（または複数のタンパク質）
が異なる量で存在するかどうかを決定することを伴う。あるいは、または加えて、加熱後
の各試料からの不溶性画分が、タンパク質（または複数のタンパク質）が異なる量で存在
するかどうかを決定するために比較され得る。具体的には、試料が、異なる活性化状態で
のタンパク質の融点間に入る温度で加熱される場合、タンパク質は、薬物反応性試料中の
可溶性または不溶性画分中には存在するが、薬物反応が減少した試料中の対応する画分中
には存在しない可能性があり、または逆もあり得る。
【００８９】
　タンパク質の「異なる量」の検出は、存在する存在するタンパク質の実際の量に関し得
るが、より具体的には、存在するタンパク質の相対量に関し得る。タンパク質の相対量は
、同じ試料の可溶性及び不溶性画分中のタンパク質の量を比較することによって決定され
得る（例えば、百分率、比、または画分として）。したがって、タンパク質が試料の可溶
性画分中のみに存在する場合、その画分中に存在するタンパク質の相対量は、１００％と
示され得る。特定の画分中のタンパク質の相対量が試料間で異なる場合、タンパク質は、
バイオマーカーである可能性が高い。タンパク質の量は、少なくとも５、１０、１５、２
０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、または９０％異なり得る。
【００９０】
　本発明の方法は、上記のように、薬物耐性に対するバイオマーカーを識別するために使
用され得る。したがって、本発明の方法によって識別されるバイオマーカーは、癌治療を
誘導するために使用され得る。治療前に、かつ治療全体にわたって繰り返される腫瘍試料
の調査によって、薬物治療を調査することが可能である。したがって、耐性及び転移性癌
からの臨床試料は、分析され、かつ初期試料と比較されて、生化学的レベルにおいて薬物
耐性に対する程度及び機構を立証し得る。さらに、新鮮な腫瘍試料は、生体内で癌遺伝子
座に対する類似体としての機能を果たし得る。異なる薬物を用いた新鮮な腫瘍試料の治療
及び識別されたバイオマーカーを使用した初期生化学的反応の監視は、癌が生化学的レベ
ルにおいて、どのように１組の薬物に反応するのかに関する臨床的な情報を提供する可能
性を有する。
【００９１】
　本発明の方法はまた、併用療法中の有効性及び耐性発現に対処するために有用であり得
る。耐性による複雑な生化学的変化は、本発明の方法によって識別されるバイオマーカー
を使用して決定することが可能になる。
別の態様では、本発明はまた、患者における薬物反応性を決定する方法を提供し、本方法
は、
　（ａ）該薬物で治療された患者からの試料を加熱するステップと、
　（ｂ）ステップａ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するス
テップと、
　ｃ）標的タンパク質の存在に関して、ステップｂ）の可溶性及び不溶性タンパク質画分
の一方または両方を分析するステップと、を含む。
【００９２】
　本方法において、標的タンパク質は、薬物反応性の指標となる任意のタンパク質、例え
ば、バイオマーカーであってもよい。具体的には、標的タンパク質は、薬物に反応する患
者対薬物に対する反応が減少した患者において異なる活性化状態を有し得る。したがって
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、試料中のタンパク質の特定の活性化状態の識別は、患者における薬物反応性の指標とな
り得る。
【００９３】
　したがって、あるいは、本発明は、試料中のタンパク質の活性化状態を決定する方法を
提供し、本方法は、
　（ａ）試料を加熱するステップと、
　（ｂ）ステップａ）の生成物中の不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するス
テップと、
　ｃ）タンパク質の存在に関して、ステップｂ）の可溶性及び不溶性タンパク質画分の一
方または両方を分析するステップと、を含む。
【００９４】
　上記のように、試料、例えば、患者試料中のタンパク質の活性化状態は、タンパク質の
活性化状態間の沈殿の差をもたらす温度で試料を加熱することによって決定され得る。し
たがって、特定のタンパク質に対する試料を加熱することによって、そのタンパク質の活
性化状態が、沈殿されるタンパク質の量を調査することによって決定され得る。
【００９５】
　さらなる実施形態では、本方法はまた、組換え生成された薬物または新しく開発された
薬物が、承認薬または別の参照薬と同じまたは同様の構造を有するかどうかを決定するた
めに使用され得る。この場合、本発明の方法は、薬物がなおもその標的に結合するかどう
かを決定するために使用され得、融解曲線が、承認（または参照）薬及び組換え生成され
た薬物の両方との比較のために、タンパク質に対して生成され得る。あるいは、タンパク
質薬物に対して、組換え生成されたタンパク質薬物が承認薬（または参照薬）と同様のま
たは同じ構造を有するかどうかを直接決定するために使用され得る。この場合、融解曲線
は、組換え生成された薬物及び承認薬（または参照薬）の両方に対して生成され得、これ
らが比較され得る。承認薬と同様のまたは同じ融解曲線を有する組換え生成された薬物は
、同様の構造を有する可能性が高い。組換え生成された薬物及び承認薬（または参照薬）
はまた、単一の温度で加熱され得、その温度での沈殿の差が比較されて、構造が同様であ
るかどうかを決定することができる。したがって、組換え生成された薬物と承認薬（また
は参照薬）との間の構造同一性を調査するために方法が包含され、本方法は、
　ａ）組換え生成された薬物を含む試料を加熱するステップと、
　ｂ）ステップｂ）の生成物を分析するステップと、
　ｃ）承認薬または参照薬を含む試料を用いてステップａ）及びｂ）を繰り返すステップ
と、
　ｄ）組換え生成された薬物及び承認薬または参照薬の融点の何らかの差を識別するステ
ップであって、融点の差は、構造の差の指標となる、ステップと、を含む。任意に、ステ
ップｃ）は、ステップａ）及びｂ）の前に、またはそれらと同時に実施され得る。
【００９６】
　上記の方法において、組換え生成された薬物は、当該技術分野の任意の既知の組換え方
法、例えば、細菌細胞中の発現によって生成され得る。承認薬は、販売承認がある国で与
えられた薬である。参照薬物は、組換え生成された薬物の構造を比較することが望ましい
任意の薬物である。前述のように、上記の方法は、好ましくは、温度の範囲において試料
を加熱して、融解曲線の何らかの差を決定することを伴い得る。
【００９７】
　ここで、本発明が以下の非限定的な実施例において説明される。
【図面の簡単な説明】
【００９８】
【図１】薬物耐性発現に対するバイオマーカーを生成するために適用される本発明の概略
図。耐性発現に対するバイオマーカーは、耐性患者試料と非耐性患者試料との間の融解曲
線の有意な差を示す（矢印によって例示される）。
【図２】バイオマーカーの生化学的状態の識別を示すサーマルシフトアッセイ。Ａ）野生
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型ｐ５３を含有する溶解したＡ５４９細胞に添加した２つの同種二本鎖オリゴ（ＰＧ１及
びＰＧ２）を有するｐ５３、ｂ）金属枯渇形態の、かつ天然補因子の鉄を有するリボヌク
レオシドレダクターゼＲ２、ｃ）タンパク質キナーゼＡ、調節（Ｒｅｇ）及び触媒ドメイ
ンによるｃＡＭＰ処理に対する反応。
【図３】ａ）線維芽細胞及びリンパ球からなる細胞分解サーマルシフトアッセイ試料の実
現可能性であり、リンパ球のみが、安定化、標的タンパク質メチオニンアミノペプチダー
ゼ－２によって報告されたように、抗血管新生薬ＴＮＰ－４７０で治療された（はめ込み
図、暗いバンドは、熱安定化したタンパク質の存在を示す）。
【実施例】
【００９９】
実施例１
材料及び方法
　培養器チャンバ（５％ＣＯ2を有する）内で、短期間の継代（３～１５代）まで、０．
３ｇ／ＬのＬ－グルタミンを含有し、かつ１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ、Ｇｉｂｃｏ／Ｌ
ｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）、１００単位／
ｍＬのペニシリン、及び１００単位／ｍＬのストレプトマイシン（Ｇｉｂｃｏ／Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）が補充されたＲＰＭＩ－１６４０培地（Ｓｉｇｍａ－Ａｌ
ｄｒｉｃｈ）中で、ヒト癌細胞株Ａ５４９（ＡＴＴＣ番号ＣＣＬ－１８５）を培養した。
【０１００】
　細胞の採取、及びリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中の細胞ペレットを１０００００個
の細胞／ｍＬまで懸濁し、Ｎ2（ｌ）で３サイクル凍結融解させることによって、細胞の
溶解物を調製し、溶解した細胞を遠心分離によって細胞残屑から除去した。除去した溶解
物を３つの均等な部分に分割し、超純水中で溶解したＤＮＡオリゴＰＧ１またはＰＧ２を
補充し、対照として、等量の水を第３のアリコートに添加した。
【０１０１】
　室温での３０分間のインキュベーション後、３つの試料を８チューブＰＣＲストリップ
に等分し、３分の継続時間にわたって昇温で加熱した（３度の増分で３６～５７℃）。加
熱後、試料を冷却し、沈殿したタンパク質を１７分間、２００００＊ｇでの遠心分離によ
って分離した。様々な量の可溶性タンパク質を含有する残りの上清を、無脂肪食のミルク
中１：４００の希釈での、特異的一次ｐ５３抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　ＳＣ－１２６）を使用した、標準的なＳＤＳ－Ｐａｇｅ及びウエスタン
ブロット分析に供した。ウエスタンブロット膜上の得られたタンパク質バンドを調査し、
Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ６．０ソフトウェアを使用して図示した。サーマルシフト
アッセイに関する結果は、図２ａに見られる。
【０１０２】
実施例２
材料及び方法
　細胞を実施例１に記載されるように増殖及び溶解した。溶解物の浄化後、上清を均等な
部分に分割し、１つを最終濃度の５ｍＭ　ＥＤＴＡで補充して、金属イオンをキレートし
た。対照試料を等量の超純水で補充した。室温での１０分間のインキュベーション後、溶
解物を８チューブＰＣＲストリップに等分し、３分の継続時間にわたって昇温で加熱した
（２度の増分で６８～７８℃）。加熱後、試料を冷却し、沈殿したタンパク質を１７分間
、２００００＊ｇでの遠心分離によって分離した。様々な量の可溶性タンパク質を含有す
る残りの上清を、無脂肪食のミルク中１：４００の希釈での、特異的一次ＲＮＲ　Ｒ２抗
体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ＳＣ－１０８４６）を使用し
た、標準的なＳＤＳ－Ｐａｇｅ及びウエスタンブロット分析に供した。ウエスタンブロッ
ト膜上の得られたタンパク質バンドを調査し、Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ６．０ソフ
トウェアを使用して図示した。サーマルシフトアッセイに関する結果は、図２ｂに見られ
る。
【０１０３】
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実施例３
材料及び方法
　細胞を実施例１に記載されるように増殖及び溶解した。溶解物の浄化後、上清を均等な
部分に分割し、１つを超純水中で溶解した最終濃度の１ｍＭ環状ＡＭＰで補充した。対照
試料を等量の超純水で補充した。室温での１０分間のインキュベーション後、溶解物を８
チューブＰＣＲストリップに等分し、３分の継続時間にわたって昇温で加熱した（４度の
増分で４０～８０℃）。加熱後、試料を冷却し、沈殿したタンパク質を１７分間、２００
００＊ｇでの遠心分離によって分離した。様々な量の可溶性タンパク質を含有する残りの
上清を、無脂肪食のミルク中１：４００の希釈での、触媒サブユニットα及び調節サブユ
ニット１αに対する特異的一次タンパク質キナーゼＡ抗体（それぞれ、Ｓａｎｔａ　Ｃｒ
ｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ＳＣ－４８４１２及びＳＣ－１３６２３１）を使用
した、標準的なＳＤＳ－Ｐａｇｅ及びウエスタンブロット分析に供した。ウエスタンブロ
ット膜上の得られたタンパク質バンドを調査し、Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ６．０ソ
フトウェアを使用して図示した。サーマルシフトアッセイに関する結果は、図２ｃに見ら
れる。
【０１０４】
実施例４
材料及び方法
　培養器チャンバ内で、短期間の継代（３～１５代）まで、ＧＦＰの内因性発現を有する
ヒト癌細胞株Ｋ５６２及びマウス線維肉腫細胞株Ｔ２４１を培養した。培養器チャンバ内
で、１時間、Ｔ２４１細胞をＭｅｔＡＰ－２阻害剤ＴＮＰ－４７０（最終濃度２μｍ）で
処理した。インキュベーション後、繰り返す遠心分離によって細胞を洗浄して、細胞をペ
レット化し、ＰＢＳ中で再溶解した。このステップ後、細胞をＰＢＳ緩衝液中で混合した
。次いで、この細胞の混合物を、Ｂｅｃｋｍａｎ　ＣｏｕｌｔｅｒからのＭｏＦｌｏ　Ｘ
ＤＰを使用したＦＡＣＳ選別に供した。細胞を、それらのＧＦＰ蛍光（Ｔ２４１）によっ
て、または蛍光（Ｋ５６２）の欠如によってのいずれかで選別した。次いで、選別された
細胞を８チューブＰＣＲストリップに等分し、２度の増分で４４～５２℃に及ぶ温度まで
の加熱に供した。加熱後、細胞をＮ2（ｌ）で急速凍結し、凍結融解した。得られた細胞
残屑を沈殿したタンパク質と一緒に、２０分間、２００００＊ｇでの遠心分離によってペ
レット化した。様々な量の標的タンパク質（ＭｅｔＡＰ－２）を含有する上清を、無脂肪
食のミルク中１：４００の希釈での、ＭｅｔＡＰ－２抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ＳＣ－３６５６３７）を使用した、標準的なＳＤＳ－Ｐａｇｅ
及びウエスタンブロット分析に供した。
【０１０５】
　細胞の採取、及びリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中の細胞ペレットを１０００００個
の細胞／ｍＬまで懸濁し、Ｎ2（ｌ）で３サイクル凍結融解させることによって、細胞の
溶解物を調製し、溶解した細胞を遠心分離によって細胞残屑から除去した。除去した溶解
物を３つの均等な部分に分割し、超純水中で溶解したＤＮＡオリゴＰＧ１またはＰＧ２を
補充し、対照として、等量の水を第３のアリコートに添加した。
【０１０６】
　室温での３０分間のインキュベーション後、３つの試料を８チューブＰＣＲストリップ
に等分し、３分の継続時間にわたって昇温で加熱した（３度の増分で３６～５７℃）。加
熱後、試料を冷却し、沈殿したタンパク質を１７分間、２００００＊ｇでの遠心分離によ
って分離した。様々な量の可溶性タンパク質を含有する残りの上清を、無脂肪食のミルク
中１：４００の希釈での、特異的一次ｐ５３抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　ＳＣ－１２６）を使用した、標準的なＳＤＳ－Ｐａｇｅ及びウエスタン
ブロット分析に供した。ウエスタンブロット膜上の得られたタンパク質バンドを調査及び
図示した。
【０１０７】
　適切な体積の培養培地中で、Ｔ－２５細胞培養フラスコ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
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ｓ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ，ＵＳＡ）または１２ウェル細胞培養プレート（Ｃｏｒｎｉ
ｎｇ　Ｉｎｃ．，Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＮＹ，ＵＳＡ）内で、同数の細胞（１データ点当たり
０．５～１．０×１０6個の細胞）を播種し、培養器チャンバ（５％ＣＯ2を有する）（Ｍ
ｅｍｍｅｒｔ　ＧｍｂＨ，Ｓｃｈｗａｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）内で、３時間、薬物に
曝露した。対応する薬物に対して等体積の希釈液を用いて、対照細胞をインキュベートし
た。インキュベーション後、細胞を採取し（直接、またはＴｒｙｐｓｉｎ／ＥＤＴＡ溶液
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を使用して表面から分離されるかのいずれか）、ＰＢＳ
で洗浄して、過剰な薬物を除去した。等量の細胞懸濁液を０．２ｍＬ　ＰＣＲマイクロチ
ューブ内に等分し、過剰なＰＢＳを遠心分離によって除去して、各マイクロチューブ内に
１０ｕＬまたはそれ以下のＰＢＳを残した。これらの細胞ペレットをサーマルシフトアッ
セイのために使用した。
【０１０８】
　輸送阻害実験のために、適切な体積の培養培地中で、１２ウェル細胞培養プレート内に
同数のＫ５６２細胞（１データ点当たり０．６×１０6個の細胞）を播種し、培養器チャ
ンバ内で、３０分間、輸送阻害剤（スラミンまたはＮＢＭＰＲ）と共に予めインキュベー
トした。適切な阻害剤濃度を予備サーマルシフトアッセイ実験で決定した（データは図示
せず）。対照細胞を等体積のＤＭＳＯでインキュベートした。次いで、培養器チャンバ内
で、３時間、細胞を様々な濃度の適切な薬物（それぞれ、メトトレキサートまたは５－Ｆ
Ｕ）に曝露した。インキュベーション後、薬物含有培地を遠心分離によって除去し、上記
のように、細胞を採取し、ＰＢＳで洗浄し、ＣＥＴＳＡのために調製した。
【０１０９】
　経時的実験のために、Ｔ－２５細胞培養フラスコ内で、同数のＫ５６２細胞（１データ
点当たり０．６×１０6個の細胞）を播種し、様々な濃度のラルチトレキセドに曝露した
。細胞培養物アリコートを特定の時間に除去し、上記のように、細胞をＰＢＳで洗浄し、
サーマルシフトアッセイのために調製した。
【０１１０】
　再供給実験のために、適切な体積の培養培地中で、１２ウェル細胞培養プレート内に同
数のＫ５６２細胞（１データ点当たり０．６×１０6個の細胞）を播種し、培養器チャン
バ内で、１０分間、３０分間、または３時間、様々な濃度のラルチトレキセドに曝露した
。インキュベーション後、薬物含有培地を遠心分離によって除去し、細胞を採取し、ＰＢ
Ｓで洗浄し、上記のサーマルシフトアッセイのために調製した。除去された培地を使用し
て、新たにペレット化した未処理Ｋ５６２細胞（１データ点当たり０．６×１０6個の細
胞）を再懸濁した。これらの細胞懸濁液を新鮮な１２ウェル細胞培養プレートに移し、さ
らに３時間インキュベートした。上記のように、細胞を採取し、洗浄し、サーマルシフト
アッセイのために調製した。
【０１１１】
　結果は図３に見られる。
【０１１２】
実施例５
　この実験の全体的な目的は、患者試料からの急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）細胞のプロテ
オームワイドＣＥＴＳＡプロファイルからの薬物反応を予測することである。これらのプ
ロファイルは、特定の患者試料における代謝、細胞シグナリング、及び輸送過程、薬物が
添加されるときに一部が変化もする可能性が高い過程などの細胞過程の特異的活性化を反
映する。
【０１１３】
　参照プロテオームワイドＣＥＴＳＡデータセットは、２つの種類の治療ＡＭＬ法、具体
的に１）７＋３及び２）ＦＬＡＧ－ＩＤＡ療法のうちの１つに有意により良好に反応する
患者コホートに対して測定した。５名の患者を各参照試料で使用した。治療を開始する前
に試料からの測定を行い、１つの試料を薬物の添加なしで測定し、生体外で４時間薬物を
添加した１つの試料を測定した。両方の療法を試験した後の患者の後続の反応履歴は、２
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つの参照群のうちの１つへの患者の割り当てをもたらした。測定されたＣＥＴＳＡ参照プ
ロファイルは、２つの療法１）及び２）の反応者に対する特徴を示す。続いて、７名の患
者（Ａ～Ｇ）に対してＣＥＴＳＡ測定を行って、どの初期療法がこれらの患者に割り当て
られるかに関するさらなる裏付けを提供する。
【０１１４】
　患者の対、患者１と患者２との間の相関を確立するために、２つの患者試料中の対応す
るタンパク質の融解曲線間の差を、全ての温度点（典型的な融解曲線におけるＹ軸）に対
する残りの可溶性タンパク質Ｆ（典型的な融解曲線におけるＸ軸）の測定に対する差とし
て決定した。式１を参照されたい。Ｓａｖｉｔｓｋｉらにあるような同様の戦略を使用し
て、相関測定のために使用される融解曲線を選択し、平坦な融解曲線及び高い分散を有す
るタンパク質を除外した。初期温度を１．０までスケーリングした。全てのタンパク質に
対する融解曲線の差を合計し、タンパク質の数で割って、患者１及び２に対するＣＥＴＳ
Ａ測定間の平均差、Ｒ因子を得た。典型的には、２つの患者データセット中で重複する３
０００個を超えるタンパク質を、患者の対の比較のために使用した。療法１）及び２）の
それぞれを使用した２つの参照群のそれぞれにおける試料の相関は、２つの群間の任意の
相互関係よりも良好である（表１）。
【数１】

式中、ＦＰ１（２）Temp wは、患者１（または２）に対する温度Ｔｅｍｐにおける残りの
可溶性タンパク質であり、Ｎタンパク質は、比較で使用される重複タンパク質の数である
。
【０１１５】
　７つの非参照患者試料のうち、５つが２つの群のうちの１つに有意により良好に相関し
（より低いＲ因子を有する）、一方で、２つが群１）及び２）と同様の相関を有する。次
いで、５つの相関試料が、治療が参照群に関して選択されるべきであること、すなわち、
患者Ａ、Ｃ、Ｆが１）７＋３療法を試すべきである一方で、患者Ｂ及びＧが２）ＦＬＡＧ
－ＩＤＡを試すべきであることを示唆する。続いて、反応の進展の次に、１～２日後の参
照群に対するＣＥＴＳＡ反応と相関するために、１～２日の治療の後の試料の採取が続き
得る（本実験では行われない）。
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【表１－２】

【０１１６】
材料及び方法



(30) JP 2017-508983 A 2017.3.30

10

20

　患者ＡＭＬ細胞：患者のインフォームドコンセントを得た後に、末梢血または骨髄穿刺
液を使用して、患者ＡＭＬ芽球からの細胞を採取した。単核細胞をＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑ
ｕｅ　Ｐｌｕｓ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）で単離した。１）７＋３
療法に対してより良好な反応を有する５名の参照患者、及び２）ＦＬＡＧ－ＩＤＡ療法に
対してより良好な反応を有する５名の参照患者からの試料を選択した。反応が不明であっ
た７名の患者もまた選択した。
【０１１７】
　ＣＥＴＳＡ実験：各患者からの細胞を並行して処理する２つの試料に分割した。治療薬
物の組み合わせを用いて３７℃で４時間、１つの試料をインキュベートして、初期治療薬
物曝露をシミュレートし、一方で、他方の試料を媒体（治療薬物の組み合わせのための緩
衝液）で４時間インキュベートした。Ｍａｒｔｉｎｅｚ　Ｍｏｌｉｎａらにあるのと同様
に、ＣＥＴＳＡ実験を行った。要するに、細胞をＣＥＴＳＡ実験及び融解曲線に対応する
各患者試料からの１０個のアリコートのために割り当てた（（３７℃～６７℃、３℃の段
階）。試料を個々の温度まで３分間ＰＣＲ機で並行して加熱し、続いて、２０℃で３分間
インキュベートした。続いて、３回の凍結融解サイクルを使用して細胞を溶解し、緩衝液
中で可溶化した。次いで、試料を４℃で、２５分間、９０，０００ｇで遠心分離した。可
溶性画分を単離し、続いて、ＭＳ分析のために使用した。
【０１１８】
　ＭＳ実験：ペプチドのアイソバリック標識化のために、１０－ｐｌｅｘ　ＴＭＴ（ＴＭ
Ｔ１０，Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ）を使用して、各患者試料中の１０個の温度が核実
験で測定されることを可能にした。Ｓａｖｉｔｓｋｉ　ｅｔにあるのと同様に、ＭＳ実験
を行った。要するに、高ｐＨ逆相クロマトグラフィを使用して、Ｑ　Ｅｘａｃｔｉｖｅ（
Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）への注入前の試料の予備分別を行った。続いて、
５０ｃｍ×１００μｍ逆相カラム（Ｒｅｐｒｏｓｉｌ）を有するＵｌｔｉｍａｔｅ３００
０　ｎａｎｏＲＬＳＣ（Ｄｉｏｎｅｘ）に試料を注入した。Ｍａｓｃｏｔ　２．４及びＰ
ｒｏｔｅｏｍｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒを使用して、タンパク質識別及び定量化を行なっ
た。
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【要約の続き】
、該方法は、ａ）薬物に反応する患者からの試料を加熱するステップと、ｂ）不溶性タンパク質から可溶性タンパク
質を分離するステップと、ｃ）ステップｂ）の可溶性及び不溶性タンパク質画分のいずれかまたは両方を分析して、
複数のタンパク質の融点を決定するステップと、ｄ）薬物に対する反応が減少した患者からの試料を用いてステップ
ａ）～ｃ）を繰り返すステップと、ｅ）薬物に反応する患者からの試料からのタンパク質に関して得られた融点と、
薬物に対する反応が減少した患者からの試料からのタンパク質に関して得られた融点との間の量的差異を示す、複数
のタンパク質についてのプロテオームプロファイルを生成するステップと、を含み、任意に、ステップｄ）は、ステ
ップａ）～ｃ）の前に、またはそれらと同時に実施されてもよい。分析が２つの親和性試薬を使用して実施される、
分離ステップのない方法もまた包含される。
【選択図】図１
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摘要(译)

本发明涉及一种用于鉴定指示患者体内对药物的反应降低的生物标志物
的方法，该方法包括：a）i）来自患者的对药物反应降低的样品，或ii）
对药物的反应。 加热来自患者的任何样品，b）将i）或ii）的不溶蛋白与
可溶性蛋白分离，以及c）步骤b）的可溶和不溶级分之一或两者。 分
析，如果i）在步骤a）和b）中被加热并分离，则与加热和从对药物有反
应的患者样品中分离得到的相应馏分进行比较，或ii） a）和b）在加热
和分离时，与从加热和从患者身上分离样品而获得的对药物的反应降低
的相应馏分进行比较的任何步骤， 有反应的患者 鉴定出至少一种蛋白
质，该蛋白质在与来自受试者的样品相比具有降低的药物反应的样品中
具有不同的熔点。 本发明还包括一种用于从样品中产生蛋白质组谱的方
法，该蛋白组谱表明患者对药物的反应降低，该方法包括：a）加热来自
患者的对该药物有反应的样品。 B）从不溶蛋白中分离出可溶蛋白，c）
分析步骤b）的可溶和不溶蛋白部分中的一个或两个，以确定多种蛋白的
熔点，和d）药物。 A）用对e）响应降低的患者样品重复步骤a）-c），
e）从对药物响应的患者样品和对药物响应降低的患者样品中获得的蛋白的熔点 多种蛋白质的蛋白质组图谱显示了从以下样品中获
得的蛋白质熔点之间的定量差异 可选地，步骤d）可以在步骤a）-c）之前或同时进行。 还包括没有分离步骤的方法，其中使用两
种亲和试剂进行分析。 [选型图]图1
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