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(57)【要約】
　本発明は、癌の診断のための方法ならびに微小胞にお
ける発癌タンパク質を検出することによって被験体の試
料中の癌の進行および／または抗癌治療の治療効果をモ
ニタリングするための方法、ならびに癌を処置するため
の微小胞の交換を阻害する薬剤の使用に関する。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体における発癌タンパク質の存在を検出する方法であって、
　前記被験体から試料を回収する工程と、
　前記試料から微小胞を単離する工程と、
　前記微小胞における前記発癌タンパク質の存在を検出する工程と、を含む方法。
【請求項２】
　被験体における癌の予後を診断または決定するための方法であって、
　前記被験体から試料を回収する工程と、
　前記試料から微小胞を単離する工程と、
　前記微小胞における発癌タンパク質の存在を検出する工程とを含み、
　前記試料中の前記発癌タンパク質の存在は、前記被験体が癌を有する可能性がある指標
となる、方法。
【請求項３】
　被験体における癌の進行をモニタリングするための方法であって、
　ａ）第１の時点で癌を有する被験体から第１の試料を回収する工程と、前記第１の試料
から微小胞を単離する工程と、前記第１の試料から得た前記微小胞における発癌タンパク
質を測定する工程と、
　ｂ）第２の時点で癌を有する前記被験体から第２の試料を回収する工程であって、前記
第２の時点は前記第１の時点の後に生じる工程と、前記第２の試料から微小胞を単離する
工程と、前記第２の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質を測定する工程
と、を含み、
　前記第１の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質の量と比較した前記第
２の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質の量の変化が、前記癌の進行の
指標である、方法。
【請求項４】
　抗癌治療の治療効果をモニタリングするための方法であって、当該方法は、
　ａ）第１の時点で癌を有する被験体から第１の試料を回収する工程と、前記第１の試料
から微小胞を単離する工程と、前記第１の試料から得た前記微小胞における発癌タンパク
質を測定する工程と、
　ｂ）第２の時点で癌を有する前記被験体から第２の試料を回収する工程であって、前記
第２の時点は前記第１の時点の後に生じる工程と、前記第２の試料から微小胞を単離する
工程と、前記第２の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質を測定する工程
と、を含み、
　前記第１の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質の量と比較して前記第
２の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質の量の減少または変化がないこ
とが、抗癌治療の治療効果を示す、方法。
【請求項５】
　前記癌は、乳癌、神経膠腫、大腸癌、肺癌、小細胞肺癌、胃癌、肝臓癌、血液癌、骨肉
腫、膵臓癌、皮膚癌、頭部癌もしくは頸部癌、皮膚黒色腫もしくは眼球内黒色腫、子宮肉
腫、卵巣癌、直腸癌もしくは結腸直腸癌、肛門癌、結腸癌、卵管癌、子宮内膜癌、子宮頸
癌、外陰癌、扁平上皮癌、膣癌、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫、食道癌、小腸癌、内
分泌癌、甲状腺癌、副甲状腺癌、副腎癌、軟部組織腫瘍、尿道癌、陰茎癌、前立腺癌、慢
性白血病もしくは急性白血病、リンパ球性リンパ腫、膀胱癌、腎臓癌、尿道癌、腎細胞癌
、腎盂癌、ＣＮＳ腫瘍、神経膠腫、星状細胞腫、多形性膠芽腫、原発性ＣＮＳリンパ腫、
骨髄腫、脳幹神経膠腫、下垂体腺腫、ぶどう膜黒色腫、精巣癌、口腔癌、咽頭癌、小児腫
瘍、白血病、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、神経膠腫、横紋筋肉腫および肉腫からなる群
より選択される、請求項２～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記発癌タンパク質は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ－２、ＨＥＲ－３および
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ＨＥＲ－４からなる群より選択される、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記発癌タンパク質は、ＭＥＴ、ｃＫｉｔ、ＰＤＧＦＲ、Ｗｎｔ、βカテニン、Ｋ－ｒ
ａｓ、Ｈ－ｒａｓ、Ｎ－ｒａｓ、Ｒａｆ、Ｎ－ｍｙｃ、ｃ－ｍｙｃ、ＩＧＦＲ、ＰＩ３Ｋ
、Ａｋｔ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＰＴＥＮ、ならびにＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－
１、Ｔｉｅ－２、ＴＥＭ－１およびＣＤ２７６からなる群より選択される癌関連細胞の受
容体からなる群より選択される、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記発癌または受容体タンパク質のリン酸化状態を測定する工程をさらに含む、請求項
１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記第１の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質の量と比較した前記第
２の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質の量の増加は、前記癌が増殖を
進行しているか、または継続していることを示す、請求項３～８のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項１０】
　前記第１の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質の量と比較した前記第
２の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質の量の減少は、前記癌が退行し
ていることを示す、請求項３～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記第１の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質の量と比較して前記第
２の試料から得た前記微小胞における前記発癌タンパク質の量の変化がないことは、前記
癌が進行していないことを示す、請求項３～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記被験体は抗癌治療を受けている、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記第１の時点は前記被験体が抗癌治療を受ける前に生じ、前記第２の時点は前記被験
体が前記抗癌治療を受けた後に生じる、請求項３～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記試料は体液である、請求項１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記体液は、血液、リンパ液、尿、脳脊髄液、腹水、唾液、洗浄液、精液、腺分泌物、
滲出液、嚢胞および糞便の内容物からなる群より選択される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　少なくとも２つの発癌タンパク質は、前記微小胞において検出される、請求項１～１５
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記微小胞は、超遠心分離法、免疫沈降または精密濾過法によって単離される、請求項
１～１６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記微小胞における前記発癌タンパク質の存在は、免疫ブロット法、免疫沈降、ＥＬＩ
ＳＡ、ＲＩＡ、フローサイトメトリー、電子顕微鏡法または質量分析法によって検出また
は測定される、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記微小胞は、アネキシンＶでコーティングしたウェルを用いるＥＬＩＳＡによって検
出または測定される、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記抗癌治療は、外科手術、放射線治療、化学療法、標的癌治療、またはそれらの組み
合わせである、請求項１２に記載の方法。
【請求項２１】
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　前記標的癌治療は、低分子、モノクローナル抗体、癌ワクチン、アンチセンス、ｓｉＲ
ＮＡ、アプタマー、遺伝子治療およびそれらの組み合わせからなる群より選択される、請
求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　被験体由来の試料中の癌を検出するためのキットであって、
　発癌タンパク質に対する少なくとも１つの抗体と、前記試料中の微小胞における前記発
癌タンパク質を検出するために前記少なくとも１つの抗体を使用するための指示書と、を
含むキット。
【請求項２３】
　被験体由来の試料中の発癌タンパク質を検出するためのキットであって、
　前記発癌タンパク質に対する少なくとも１つの抗体と、前記試料中の微小胞における前
記発癌タンパク質を検出するために前記少なくとも１つの抗体を使用するための指示書と
、を含むキット。
【請求項２４】
　前記癌は、乳癌、神経膠腫、大腸癌、肺癌、小細胞肺癌、胃癌、肝臓癌、血液癌、骨肉
腫、膵臓癌、皮膚癌、頭部癌もしくは頸部癌、皮膚黒色腫もしくは眼球内黒色腫、子宮肉
腫、卵巣癌、直腸癌もしくは結腸直腸癌、肛門癌、結腸癌、卵管癌、子宮内膜癌、子宮頸
癌、外陰癌、扁平上皮癌、膣癌、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫、食道癌、小腸癌、内
分泌癌、甲状腺癌、副甲状腺癌、副腎癌、軟部組織腫瘍、尿道癌、陰茎癌、前立腺癌、慢
性白血病もしくは急性白血病、リンパ球性リンパ腫、膀胱癌、腎臓癌、尿道癌、腎細胞癌
、腎盂癌、ＣＮＳ腫瘍、神経膠腫、星状細胞腫、多形性膠芽腫、原発性ＣＮＳリンパ腫、
骨髄腫、脳幹神経膠腫、下垂体腺腫、ぶどう膜黒色腫、精巣癌、口腔癌、咽頭癌、小児腫
瘍、白血病、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、神経膠腫、横紋筋肉腫および肉腫からなる群
より選択される、請求項２２または２３に記載のキット。
【請求項２５】
　前記発癌タンパク質は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ－２、ＨＥＲ－３および
ＨＥＲ－４からなる群より選択される、請求項２２～２４のいずれか１項に記載のキット
。
【請求項２６】
　前記発癌タンパク質は、ＭＥＴ、ｃＫｉｔ、ＰＤＧＦＲ、Ｗｎｔ、βカテニン、Ｋ－ｒ
ａｓ、Ｈ－ｒａｓ、Ｎ－ｒａｓ、Ｒａｆ、Ｎ－ｍｙｃ、ｃ－ｍｙｃ、ＩＧＦＲ、ＰＩ３Ｋ
、Ａｋｔ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＰＴＥＮ、ならびにＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－
１、Ｔｉｅ－２、ＴＥＭ－１およびＣＤ２７６からなる群より選択される癌関連細胞の受
容体からなる群より選択される、請求項２２～２４のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２７】
　前記試料は体液である、請求項２２～２６のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２８】
　前記体液は、血液、尿、脳脊髄液、腹水、唾液、洗浄液、精液、腺分泌物、滲出液およ
び糞便からなる群より選択される、請求項２７に記載のキット。
【請求項２９】
　リン酸化型特異的抗体をさらに含む、請求項２２～２８のいずれか１項に記載のキット
。
【請求項３０】
　被験体の試料中の癌の予後を診断または決定するための少なくとも１つの抗体の使用で
あって、前記少なくとも１つの抗体は、微小胞に存在する発癌タンパク質に結合する、使
用。
【請求項３１】
　前記癌は、乳癌、神経膠腫、大腸癌、肺癌、小細胞肺癌、胃癌、肝臓癌、血液癌、骨肉
腫、膵臓癌、皮膚癌、頭部癌もしくは頸部癌、皮膚黒色腫もしくは眼球内黒色腫、子宮肉
腫、卵巣癌、直腸癌もしくは結腸直腸癌、肛門癌、結腸癌、卵管癌、子宮内膜癌、子宮頸
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癌、外陰癌、扁平上皮癌、膣癌、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫、食道癌、小腸癌、内
分泌癌、甲状腺癌、副甲状腺癌、副腎癌、軟部組織腫瘍、尿道癌、陰茎癌、前立腺癌、慢
性白血病もしくは急性白血病、リンパ球性リンパ腫、膀胱癌、腎臓癌、尿道癌、腎細胞癌
、腎盂癌、ＣＮＳ腫瘍、神経膠腫、星状細胞腫、多形性膠芽腫、原発性ＣＮＳリンパ腫、
骨髄腫、脳幹神経膠腫、下垂体腺腫、ぶどう膜黒色腫、精巣癌、口腔癌、咽頭癌、小児腫
瘍、白血病、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、神経膠腫、横紋筋肉腫および肉腫からなる群
より選択される、請求項３０に記載の使用。
【請求項３２】
　前記発癌タンパク質は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ－２、ＨＥＲ－３および
ＨＥＲ－４からなる群より選択される、請求項３０または３１に記載の使用。
【請求項３３】
　前記発癌タンパク質は、ＭＥＴ、ｃＫｉｔ、ＰＤＧＦＲ、Ｗｎｔ、βカテニン、Ｋ－ｒ
ａｓ、Ｈ－ｒａｓ、Ｎ－ｒａｓ、Ｒａｆ、Ｎ－ｍｙｃ、ｃ－ｍｙｃ、ＩＧＦＲ、ＰＩ３Ｋ
、Ａｋｔ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＰＴＥＮ、ならびにＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－
１、Ｔｉｅ－２、ＴＥＭ－１およびＣＤ２７６からなる群より選択される癌関連細胞の受
容体からなる群より選択される、請求項３０または３１に記載の使用。
【請求項３４】
　前記試料は体液である、請求項３０～３３のいずれか１項に記載の使用。
【請求項３５】
　前記体液は、血液、尿、脳脊髄液、腹水、唾液、洗浄液、精液、腺分泌物、滲出液、お
よび糞便からなる群より選択される、請求項３４に記載の使用。
【請求項３６】
　前記少なくとも１つの抗体は、リン酸化型特異的抗体である、請求項３０～３５のいず
れか１項に記載の使用。
【請求項３７】
　癌を処置するための微小胞の交換を阻害する薬剤の使用。
【請求項３８】
　前記薬剤は、アネキシンＶもしくはその誘導体、またはＰセレクチンもしくはそのリガ
ンドＰＳＧＬを阻害する薬剤である、請求項３７に記載の使用。
【請求項３９】
　前記癌は、乳癌、神経膠腫、大腸癌、肺癌、小細胞肺癌、胃癌、肝臓癌、血液癌、骨肉
腫、膵臓癌、皮膚癌、頭部癌もしくは頸部癌、皮膚黒色腫もしくは眼球内黒色腫、子宮肉
腫、卵巣癌、直腸癌もしくは結腸直腸癌、肛門癌、結腸癌、卵管癌、子宮内膜癌、子宮頸
癌、外陰癌、扁平上皮癌、膣癌、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫、食道癌、小腸癌、内
分泌癌、甲状腺癌、副甲状腺癌、副腎癌、軟部組織腫瘍、尿道癌、陰茎癌、前立腺癌、慢
性白血病もしくは急性白血病、リンパ球性リンパ腫、膀胱癌、腎臓癌、尿道癌、腎細胞癌
、腎盂癌、ＣＮＳ腫瘍、神経膠腫、星状細胞腫、多形性膠芽腫、原発性ＣＮＳリンパ腫、
骨髄腫、脳幹神経膠腫、下垂体腺腫、ぶどう膜黒色腫、精巣癌、口腔癌、咽頭癌、小児腫
瘍、白血病、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、神経膠腫、横紋筋肉腫および肉腫からなる群
より選択される、請求項３７または３８に記載の使用。
【請求項４０】
　発癌タンパク質を含む単離された微小胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌の診断および予後のための方法、ならびに微小胞における発癌タンパク質
を検出することによって被験体の試料中の癌の進行および／または抗癌治療の治療効果を
モニタリングするための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　正常細胞の悪性細胞への形質転換は、特に、子孫細胞の無制限増殖を生じ、これは、未
成熟な未分化形態、悪化した生存ならびに血管新生促進の特性および発現、正常な成熟細
胞によってこの形態において通常発現されない癌遺伝子の過剰発現または構成的活性化を
示す。
【０００３】
　発癌突然変異および結果として起こる細胞内シグナル伝達における内因性摂動は、癌発
生における偶然の事象と見なされている。例えば、ヒトの脳腫瘍（神経膠腫）の侵襲性増
殖は、多くの場合、上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）およびＥＧＦＲｖＩＩＩとして公知
のそのリガンド非依存性欠失変異体の過剰発現および増幅に関連する（非特許文献１）。
この発癌受容体の持続的活性化は、細胞増殖、生存および血管形成に関与する遺伝子の異
常発現を誘発する。
【０００４】
　多くの遺伝子変異は、癌遺伝子の活性化を生じ、それによって、正常細胞が腫瘍細胞に
発達する可能性を増大することが知られている。さらに、ＤＮＡ損傷を修復することによ
って、または損傷した細胞のアポトーシスを誘導すること、および制御下で細胞活性を維
持することによって、癌遺伝子に対抗するために通常機能する癌抑制遺伝子の不活化もま
た、癌を引き起こし得る。癌遺伝子の活性化または癌抑制遺伝子の不活化が、癌を引き起
こし得るという考えを支持する多くの証拠が存在する（非特許文献２）。体細胞における
癌原遺伝子の変異は、ヒトの癌の惹起に重要であると次第に認識されてきている。かかる
変異によって形成される癌遺伝子の一部の例としては、ｎｅｕ、ｆｅｓ、ｆｏｓ、ｍｙｃ
、ｍｙｂ、ｆｍｓ、Ｈａ－ｒａｓ、およびＫｉ－ｒａｓが挙げられる。癌遺伝子およびそ
れらの発現産物が、どのように正常細胞を癌細胞に形質転換する機能を生じるかを理解す
るために、学ばなければならない必要性が多く存在する。
【０００５】
　増殖因子およびそれらの受容体は細胞増殖の調節に関与し、それらはまた、腫瘍形成に
重要な役割を果たすように見える。例えば、以下の３つの癌原遺伝子は、増殖因子または
増殖因子受容体に関連する：１）サル肉腫ウイルスの形質転換遺伝子に相同的であり、血
小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）のＢ鎖であるｃ－ｓｉｓ；２）ネコ肉腫ウイルスの形質転
換遺伝子に相同的であり、マクロファージコロニー刺激因子受容体（ＣＳＦ－１Ｒ）に密
接に関連するｃ－ｆｍｓ；および３）上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）をコードし、ニワ
トリ赤芽球症ウイルス（ｖ－ｅｒｂＢ）の形質転換遺伝子に相同的であるｃ－ｅｒｂＢ。
２つの受容体関連癌原遺伝子、ｃ－ｆｍｓおよびｃ－ｅｒｂＢは、多くの癌原遺伝子が属
するチロシン特異的プロテインキナーゼファミリーのメンバーである。
【０００６】
　さらに、ヒトの脳腫瘍（神経膠腫）の侵襲性増殖は、多くの場合、ＥＧＦＲおよびＥＧ
ＦＲｖＩＩＩとして公知のそのリガンド非依存性欠失変異体の過剰発現および増幅に関連
する。この癌原遺伝子受容体の持続的活性化は、細胞増殖、生存および血管形成に関与す
る遺伝子の異常発現を誘発する。
【０００７】
　いくつかのグループは、定量的および半定量的免疫組織化学法を用いて種々の腫瘍にお
けるＥＧＦＲの発現を調査した。調査した腫瘍の種類としては、婦人科癌、膀胱癌、頭部
癌および頸部癌、肺癌、結腸直腸癌、膵臓癌および乳癌が挙げられる。かかる研究は、ほ
ぼ例外なく、放射線リガンド結合方法論または組織試料中のＥＧＦＲを定量化するための
免疫認識法（ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ）に頼る。
【０００８】
　ＥＧＦＲ発現と臨床データとの最も広範な相関関係は、数十年前までさかのぼって乳癌
患者での研究において実施されている（例えば、非特許文献３）。２４６人までの患者で
のいくつかの研究において、ＥＧＦＲが乳癌についての不良な予後の非常に重要なマーカ
ーであることが実証された。それは、リンパ節無症状患者において無再発生存および全生
存を予測する際の最も重要な可変物のうちの１つであり、結節状態後、陽性リンパ節患者
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において２番目に重要な可変物であると考えられている。一般に、ＥＧＦＲ陽性腫瘍は大
きく、リンパ節転移を有する多くの割合の患者で生じる。ＥＧＦＲ／ＥｒｂＢ１／ＨＥＲ
－１の予後的意義は、それと関連し、かつ相互作用する癌遺伝子受容体チロシンキナーゼ
（ハーセプチンの標的物であるＥｒｂＢ２／ＨＥＲ－２／ｎｅｕとして公知である）の同
時検出によって高められる（非特許文献４）。
【０００９】
　従って、変異癌遺伝子は、悪性または前癌状態のマーカーである。ゲノムの他の非発癌
部分は、腫瘍性状態において変化する可能性があることも知られている。癌の早期発見に
ついての試験の重要性の認識が広がっている。一部の場合において、器官の表面から剥離
された異常または悪性細胞は、ブラッシングおよび流体の細胞学的検査によって同定され
得る。例えば、ＰＡＰスメア（パパニコロースメア試験）は、頸部の異常（例えば、前癌
性または癌性）細胞を検出することができる。あるいは、癌細胞または前癌細胞の遺伝的
異常は、分子技術を用いて検出されることができる。例えば、ＤＮＡ配列またはメチル化
分析などの技術が、ＤＮＡの特異的突然変異ならびに／または構造変化およびエピジェネ
ティック変化を検出するために使用されることができる。
【００１０】
　核酸ベースのアッセイは、癌細胞またはそれらの関連細胞残屑が分析に直接利用可能で
ある場合（例えば、外科的あるいは生検材料、洗浄液、糞便、または循環癌細胞において
）、変異であろうと非変異であろうと、発癌性ＤＮＡおよび非発癌性ＤＮＡの両方を検出
できる。特に、（例えば、ポリメラーゼ連鎖反応による）核酸増幅法は、正常な分子のバ
ックグランドの中で少数の変異分子の検出を可能にする。少数の腫瘍細胞を検出する代替
手段（例えば、フローサイトメトリー）は一般に、血液悪性腫瘍に限定されているが、核
酸増幅アッセイは、悪性細胞を同定する際に、および化学療法後の予後を予測するために
高感度で、かつ特異的の両方であることが証明されている（非特許文献５）。
【００１１】
　固形腫瘍組織における少数の変異分子を検出するための種々の核酸増幅ストラテジーが
、特にｒａｓ癌遺伝子について開発されている（非特許文献６）。例えば、ある高感度で
、かつ特異的な方法は、重要な１２番目のコドンにおける制限酵素認識部位を切断できな
いことに基づいて変異ｒａｓ癌遺伝子ＤＮＡを同定する（非特許文献７）。同様のプロト
コルが、腫瘍におけるＤＮＡのいくらかの変異領域を検出するために適用されることがで
き、他の癌遺伝子含有ＤＮＡまたは腫瘍関連ＤＮＡの検出を可能にする。
【００１２】
　循環膵臓癌細胞から細胞内ｒａｓ癌遺伝子を検出したある研究を含む、多くの研究は、
循環癌細胞から抽出された細胞内ＤＮＡを検出するために、癌を有する患者の末梢血を分
析するために核酸増幅アッセイを使用する（非特許文献８）。このアッセイは、血液の細
胞画分、すなわち、細胞ペレットまたは全血内の細胞で実施され、血清または血漿画分は
、分析前に無視されるか、または捨てられる。かかるアプローチは、（非血液学的腫瘍に
ついての）転移循環癌細胞の存在を必要とするため、それは、早期癌の患者における限定
された臨床用途のものであり、非侵襲性腫瘍または前癌状態の検出に有用ではない。
【００１３】
　核酸増幅アッセイが、血液の血漿または血清画分中の癌遺伝子ＤＮＡを含む、腫瘍関連
細胞外変異ＤＮＡを検出できることは一般に認識されていない。さらに、これは臨床的に
有用な方法で、すなわち、１日以内、または８時間未満以内で迅速になされ得ることは、
認識されていない。
【００１４】
　末梢血血漿または血清における核酸増幅アッセイによる変異癌遺伝子の検出は、先行技
術の報告書の主題であった。しかしながら、この方法は、ＤＮＡ抽出に対して時間がかか
り、技術的に要求の厳しいアプローチを必要とし、従って、限定された臨床的有用性であ
る。
【００１５】
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　特定の癌によって発現されたタンパク質についての試験が実施されてもよい。例えば、
前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）についてのスクリーニングが、前立腺癌の危険性があるか、
または前立腺癌を有する患者を同定するために使用されてもよい。さらに、ＰＳＡスクリ
ーニングは、アッセイ法の変動および特異性の欠如に悩まされ得る。例えば、悪性前立腺
細胞はより多くの量のＰＳＡを産生するが、ＰＳＡは癌細胞に特異的ではなく、正常およ
び癌性前立腺細胞の両方によって産生される。ＰＳＡレベルは、患者の年齢、前立腺の生
理機能、癌の悪性度、および薬剤に対するＰＳＡレベルの感度に依存して変化する場合が
ある。また、多くの癌についての分子基盤は未知であり、従って、分子検査はまだ、ほと
んどの癌を検出するのに十分に包括的でない。
【００１６】
　従って、多くの癌の検出は依然として、目的の器官における異常塊の検出に頼る。多く
の場合において、腫瘍はしばしば、悪性腫瘍が進行し、他の器官に転移する可能性がある
場合の後のみに検出される。例えば、乳癌は、典型的に、胸部のマンモグラムによって、
または理学的検査によって検出された塊から生検を得ることによって検出される。また、
前立腺特異抗原（ＰＳＡ）の測定は、前立腺癌の検出を著しく向上しているが、前立腺癌
の確認は、典型的に、前立腺の異常形態または組織の検出を必要とする。従って、癌の早
期検出のための方法および装置の必要性が存在する。かかる新規な方法は、例えば、既存
の方法を置き換えるか、または補完することができ、不確実性部分を減少させ、医学的判
断のための基盤を拡大する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１７】
【非特許文献１】Ｃａｖｅｎｅｅ，Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２００２年，２３巻
，ｐ．６８３－６８６
【非特許文献２】ＨａｎａｈａｎおよびＷｅｉｎｂｅｒｇ，Ｃｅｌｌ，２０００年，１０
０巻，ｐ．５７－７０
【非特許文献３】Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎら，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，１９８８年，４２
巻，ｐ．３６－４１
【非特許文献４】ＣｉｔｒｉおよびＹａｒｄｅｎ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ．Ｍｏｌ．Ｃｅ
ｌｌ．Ｂｉｏｌ．，２００６年，第７巻，ｐ．５０５－５１６
【非特許文献５】Ｆｅｙら，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，１９９１年，２７巻，ｐ．８９
－９４
【非特許文献６】ＣｈｅｎおよびＶｉｏｌａ，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１９９１年
，１９５巻，ｐ．５１－５６
【非特許文献７】Ｋａｈｎら，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１９９１年，６巻，ｐ．１０７９－１
０８３
【非特許文献８】Ｔａｄａら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，１９９３年，５３巻，ｐ．２４
７２－４
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　上記のように、いくつかの方法は、腫瘍組織におけるＥＧＦＲレベルを検出するために
使用されている。しかしながら、組織が容易に利用できないか、または腫瘍から組織を取
り除くことが望ましくないか、もしくは可能ではない多くの場合が存在する。従って、医
学分野において、患者に対して簡便かつ非外傷性である迅速で、正確な診断検査のための
必要性が存在する。
【００１９】
　従って、癌に関連する変異発癌遺伝子の医学的に有用で、迅速で、かつ高感度の検出を
可能にする方法を提供することが非常に望まれる。
【課題を解決するための手段】
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【００２０】
　本発明は、被検体における癌の予後を診断または決定するための方法に関し、その被検
体から試料を回収する工程と、その試料から微小胞を単離する工程と、その微小胞におけ
る発癌タンパク質の存在を検出する工程とを含み、その試料中の発癌タンパク質の存在は
、その被検体が癌を有する可能性があることを示す。
【００２１】
　被検体における発癌タンパク質の存在を検出する方法も本発明に従って提供され、その
方法は、その被検体から試料を回収する工程と、その試料から微小胞を単離する工程と、
その微小胞における発癌タンパク質の存在を検出する工程とを含む。
【００２２】
　さらに、本明細書に開示される方法は、発癌タンパク質のリン酸化状態を測定する工程
をさらに含んでもよい。
【００２３】
　本発明によれば、被検体からの試料中の癌を検出するためのキットもまた開示され、そ
のキットは、発癌タンパク質に対する少なくとも１つの抗体と、その試料中の微小胞にお
ける発癌タンパク質を検出するために前記少なくとも１つの抗体を使用するための指示書
を含む。
【００２４】
　本発明によれば、被検体の試料中の癌の予後を診断または決定するための少なくとも１
つの抗体の使用もまた提供され、前記少なくとも１つの抗体は、微小胞に存在する発癌タ
ンパク質に結合する。
【００２５】
　特定の実施形態において、少なくとも１つの抗体は、リン酸化型特異的抗体である。
【００２６】
　癌を処置するための微小胞の交換を阻害する薬剤の使用もまた本明細書に開示される。
特定の実施形態において、その薬剤はアネキシンＶもしくはその誘導体またはＰセレクチ
ンもしくはそのリガンドＰＳＧＬを阻害する薬剤である。
【００２７】
　本発明によれば、被検体における癌の進行をモニタリングするための方法もまた提供さ
れ、その方法は、第１の時点で癌を有する被検体から第１の試料を回収する工程と、その
第１の試料から微小胞を単離する工程と、その第１の試料から得た微小胞における発癌タ
ンパク質を測定する工程と、第２の時点で癌を有する被検体から第２の試料を回収する工
程であって、その第２の時点はその第１の時点の後に生じる工程と、その第２の試料から
微小胞を単離する工程と、その第２の試料から得た微小胞における発癌タンパク質を測定
する工程とを含み、その第１の試料から得た微小胞における発癌タンパク質の量と比較し
たその第２の試料から得た微小胞における発癌タンパク質の量の変化が、癌の進行の指標
である。
【００２８】
　第１の時点は、被検体が抗癌治療を受ける前に生じてもよく、第２の時点は、被検体が
抗癌治療を受けた後に生じてもよいこともまた包含される。別の実施形態において、両方
の時点は、被検体が抗癌治療を受けた後に生じてもよい。
【００２９】
　別の実施形態において、第１の試料から得た微小胞における発癌タンパク質の量と比較
して第２の試料から得た微小胞における発癌タンパク質の量の減少または変化がないこと
は、抗癌治療の治療効果を示す。
【００３０】
　本発明によれば、抗癌治療の治療効果をモニタリングするための方法もまた提供され、
その方法は、第１の時点で癌を有する被検体から第１の試料を回収する工程と、その第１
の試料から微小胞を単離する工程と、その第１の試料から得た微小胞における発癌タンパ
ク質を測定する工程と、第２の時点で癌を有する被検体から第２の試料を回収する工程で
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あって、その第２の時点はその第１の時点の後に生じる工程と、その第２の試料から微小
胞を単離する工程と、その第２の試料から得た微小胞における発癌タンパク質を測定する
工程とを含み、その第１の試料から得た微小胞における発癌タンパク質の量と比較してそ
の第２の試料から得た微小胞における発癌タンパク質の量の減少または変化がないことは
、抗癌治療の治療効果を示す。
【００３１】
　一実施形態において、第１の時点は、被検体が抗癌治療を受ける前に生じ、第２の時点
は、被検体が抗癌治療を受けた後に生じる。あるいは、第１の時点および第２の時点は、
両方、被検体が抗癌治療を受けた後に生じてもよい。さらに別の実施形態において、第１
の時点および第２の時点は、両方、抗癌治療の非存在下において、または被検体が抗癌治
療を受ける前に生じてもよく、第１の試料中のものと比較した第２の試料から得た微小胞
における発癌タンパク質の量は、癌の進行または悪性度の指標を与える。
【００３２】
　別の実施形態において、少なくとも２つの発癌タンパク質は、微小胞中で検出される。
より具体的には、発癌タンパク質は、ＥＧＦＲおよびＨＥＲ－２、またはＨＥＲ－２およ
びＨＥＲ－３、またはＥＧＦＲｖＩＩＩおよびＨＥＲ－２であってもよい。
【００３３】
　別の実施形態において、微小胞は、超遠心分離法、免疫沈降または精密濾過法によって
単離される。
【００３４】
　さらに、微小胞における発癌タンパク質の存在は、免疫ブロット法、免疫沈降、ＥＬＩ
ＳＡ、ＲＩＡ、フローサイトメトリー、電子顕微鏡法または質量分析法によって検出また
は測定されてもよい。
【００３５】
　本明細書に開示される方法はさらに、第１の試料および第２の試料から得た微小胞にお
ける発癌タンパク質のリン酸化状態を測定する工程を含んでもよい。
【００３６】
　別の実施形態において、第１の試料から得た微小胞における発癌タンパク質のリン酸化
の量と比較して第２の試料から得た微小胞における発癌タンパク質のリン酸化の減少また
は変化がないことは、抗癌治療の治療効果を示す。
【００３７】
　あるいは、第１の試料から得た微小胞における発癌タンパク質のリン酸化の量と比較し
た第２の試料から得た微小胞における発癌タンパク質のリン酸化の増加は、癌が増殖を進
行しているか、または継続していることを示す。
【００３８】
　さらに、第１の試料から得た微小胞における発癌タンパク質のリン酸化の量と比較して
第２の試料から得た微小胞における発癌タンパク質のリン酸化の減少は、癌が退行してい
ることを示す。
【００３９】
　さらに、第１の試料から得た微小胞における発癌タンパク質のリン酸化の量と比較して
第２の試料から得た微小胞における発癌タンパク質のリン酸化の変化がないことは、癌が
進行していないことを示す。
【００４０】
　本発明によれば、発癌タンパク質を含む単離された微小胞もまた提供される。
【００４１】
　特定の実施形態において、抗癌治療は、外科手術、放射線治療、化学療法、または標的
癌治療である。より具体的には、標的癌治療は、低分子、モノクローナル抗体、癌ワクチ
ン、アンチセンス、ｓｉＲＮＡ、アプタマー、および遺伝子治療からなる群より選択され
る。
【００４２】
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　別の実施形態において、含まれる癌は、乳癌、神経膠腫、大腸癌、肺癌、小細胞肺癌、
胃癌、肝臓癌、血液癌、骨肉腫、膵臓癌、皮膚癌、頭部癌もしくは頸部癌、皮膚黒色腫も
しくは眼球内黒色腫、子宮肉腫、卵巣癌、直腸癌もしくは結腸直腸癌、肛門癌、結腸癌、
消化管間質腫瘍（ＧＩＳＴ）、卵管癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、外陰癌、扁平上皮癌、膣
癌、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫、食道癌、小腸癌、内分泌癌、甲状腺癌、副甲状腺
癌、副腎癌、軟部組織腫瘍、尿道癌、陰茎癌、前立腺癌、慢性白血病もしくは急性白血病
、リンパ球性リンパ腫、膀胱癌、腎臓癌、尿道癌、腎細胞癌、腎盂癌、ＣＮＳ腫瘍、星状
細胞腫、多形性膠芽腫、乏突起膠腫、原発性ＣＮＳリンパ腫、骨髄腫、脳幹神経膠腫、下
垂体腺腫、ぶどう膜黒色腫、精巣癌、口腔癌、咽頭癌、小児腫瘍、白血病、神経芽細胞腫
、網膜芽細胞腫、小児科神経膠腫、髄芽腫、ウィルムス腫瘍、骨肉腫、奇形腫、横紋筋肉
腫および肉腫からなる群より選択される。
【００４３】
　さらに別の実施形態において、発癌タンパク質は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＥＧＦＲ、ＨＥ
Ｒ－２、ＨＥＲ－３、ＨＥＲ－４、ＭＥＴ、ｃＫｉｔ、ＰＤＧＦＲ、Ｗｎｔ、βカテニン
、Ｋ－ｒａｓ、Ｈ－ｒａｓ、Ｎ－ｒａｓ、Ｒａｆ、Ｎ－ｍｙｃ、ｃ－ｍｙｃ、ＩＧＦＲ、
ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＰＴＥＮ、ならびにＶＥＧＦＲ－２、ＶＥ
ＧＦＲ－１、Ｔｉｅ－２、ＴＥＭ－１およびＣＤ２７６などの癌関連細胞の受容体（癌関
連受容体）からなる群より選択される。
【００４４】
　さらに、試料は体液、またはより具体的には、血液、尿、リンパ液、脳脊髄液、腹水、
唾液、洗浄液、精液、腺分泌物、滲出液、嚢胞および糞便の内容物からなる群より選択さ
れる体液である。
【００４５】
　このように本発明の性質を概して記載しているが、ここで、本発明の実施形態（複数も
含む）を例として示す、添付の図面による参照がなされる。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】図１は、ヒト神経膠腫細胞によるＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞の産生を示し、（
Ａ）それらの不活性の親Ｕ３７３対応物によってではなく、ＥＧＦＲｖＩＩＩ発癌遺伝子
（白色の矢印；ＳＥＭ画像）を内部に有するＵ３７３ｖＩＩＩ神経膠腫細胞の表面上の複
数の微小胞構造の発生を示し、（Ｂ）（全タンパク質含量によって測定される）Ｕ３７３
神経膠腫におけるＥＧＦＲｖＩＩＩ発現の関数として、馴化培地の微小胞画分の存在量の
増加を示し、（Ｃ）ＥＧＦＲ発現癌細胞によって放出された脂質ラフト由来の微小胞にお
ける発癌性ＥＧＦＲの包含を示し、（Ｄ）機能的ＥＧＦＲｖＩＩＩ上のＵ３７３ｖＩＩＩ
細胞の腫瘍形成特性の依存性を示し、（Ｅ）Ｕ３７３ｖＩＩＩ腫瘍中のＥＧＦＲではなく
、ＥＧＦＲｖＩＩＩの優勢発現を示し、（Ｆ）Ｕ３７３ｖＩＩＩ腫瘍を内部に有するＳＣ
ＩＤマウスの循環血液に対するＥＧＦＲｖＩＩＩ含有およびフロチリン－１－陽性微小胞
の放出（上のパネル）を示す。
【図２】図２は、神経膠腫細胞間の発癌性ＥＧＦＲｖＩＩＩの微小胞の転移を示し、（Ａ
）それらのＥＧＦＲｖＩＩＩ形質転換対応物（Ｕ３７３ｖＩＩＩ）によって放出された微
小胞とともにインキュベートしたＵ３７３細胞が、それらの表面上にＥＧＦＲｖＩＩＩ抗
原の発現を獲得することを示し（ＦＡＣＳ）、（Ｂ）Ｕ３７３ｖＩＩＩ由来微小胞ととも
にインキュベートしたＵ３７３細胞の表面上のＥＧＦＲｖＩＩＩの検出を示し、（Ｃ）Ｕ
３７３細胞中のＧＦＰ標識化ＥＧＦＲｖＩＩＩの発現によるＵ３７３／ＥＧＦＲｖＩＩＩ
－ＧＦＰ細胞株の発生を観測し、（Ｄ）ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＧＦＰ含有微小胞とともにイ
ンキュベートしたＵ３７３細胞の直接ＧＦＰ蛍光を観測する。
【図３】図３は、微小胞媒介細胞内転移を介して発癌性ＥＧＦＲｖＩＩＩを獲得した細胞
中の増殖促進シグナル伝達経路の活性化を示し、（Ａ）Ｕ３７３ｖＩＩＩ細胞によって流
された微小胞を組み込まれたＵ３７３細胞中のＥｒｋ１／２リン酸化におけるＥＧＦＲｖ
ＩＩＩ依存性の増加を示し、（Ｂ）アネキシンＶとともにＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞の
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それらの取り込みを阻害することによるＵ３７３細胞中のＥｒｋ１／２リン酸化の阻害を
観測し、（Ｃ）ＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞を組み込まれたＵ３７３細胞中のＡｋｔのリ
ン酸化の増加を観測する。
【図４】図４は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞の取り込みによる細胞形質転換の誘導を示
し、（Ａ）Ｕ３７３ｖＩＩＩ微小胞を組み込まれたＵ３７３細胞によるＶＥＧＦ分泌にお
けるＥＧＦＲｖＩＩＩ依存性の増加を示し、（Ｂ）ＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞の組み込
みによるＵ３７３細胞中のＶＥＧＦプロモーター活性の刺激が、アネキシンＶでの前処理
により阻害され得ることを示し、（Ｃ）ＢｃｌｘＬ（生存促進性）の発現の増加、および
ＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞に曝露されたＵ３７３細胞中の減少したｐ２７（細胞周期阻
害剤）の発現を示し、（Ｄ－Ｅ）ＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞での前処理後のＵ３７３細
胞の軟寒天コロニー形成能力の増加を観測する。
【図５】図５は、血液感染性微小胞のウェスタンブロット分析を示し、多形性膠芽腫を有
する６人（レーン１～６）の患者の血液試料由来の循環ＥＧＦＲｖＩＩＩの検出が、患者
２（丸く囲んだバンド）および潜在的に患者３について示される。
【図６】図６は、インビボにおける微小胞様構造を示し、（Ａ）ＳＣＩＤマウスにおける
混合腫瘍異種移植片内の２つの癌細胞（黒色矢印）間の細胞間隙に存在する微小胞構造の
透過電子顕微鏡写真を示し（バー－１μｍ）、（Ｂ）ＥＧＦＲｖＩＩＩについての免疫金
染色は、混合Ｕ３７３ｖＩＩＩ／Ｕ３７３－ＧＦＰ腫瘍内に見られる微小胞様構造に結合
するこのレポーター（白色矢印）の存在を示す（バー－１００ｎｍ）。
【図７】図７は、インビボにおける混合腫瘍中のＵ３７３ｖＩＩＩ細胞由来のＦＬＡＧ／
ＥＧＦＲｖＩＩＩ陽性物質の放出を示し、写真で表したものは、Ｕ３７３－ＧＦＰ（緑色
）およびＵ３７３ｖＩＩＩ－ＦＬＡＧ神経膠腫（赤色）からなり、ＧＦＰ（緑色、パネル
Ａ）およびＦＬＡＧ（赤色、パネルＢ）をそれぞれ染色した混合腫瘍の共焦点顕微鏡のも
のを示し；融合したチャネル（ＣおよびＤ）は、ＦＬＡＧ／ＥＧＦＲｖＩＩＩ－陽性微小
胞様構造（矢印）の存在を示し、これは、明白なＦＬＡＧ／ＥＧＦＲｖＩＩＩ－陽性細胞
（Ｕ３７３ｖＩＩＩ－ＦＬＡＧ、パネルＣおよびＤの右側）だけではなく、ＧＦＰ陽性（
Ｕ３７３－ＧＦＰ）にも結合する（バー－５μｍ）。
【発明を実施するための形態】
【００４７】
　本発明によれば、被験体における発癌タンパク質の存在を検出する方法が提供され、そ
の方法は、その被験体から試料を回収する工程と、その試料から微小胞を単離する工程と
、その微小胞における発癌タンパク質の存在を検出する工程とを含む。
【００４８】
　微小胞における発癌タンパク質を検出することによる被験体の試料中の癌を診断するた
めの方法もまた、本明細書に提供される。
【００４９】
　一実施形態において、癌は、体液、例えば、血液、尿、脳脊髄液、リンパ液、腹水、唾
液、洗浄液、精液、および腺分泌物、ならびに糞便、滲出液、嚢胞の内容物および他の源
などの試料中の微小胞を分析することによって検出される。
【００５０】
　別の実施形態において、微小胞における発癌タンパク質を検出することによる癌の予後
のための方法が提供される。
【００５１】
　さらに別の実施形態において、癌の進行および／または治療に対する反応をモニタリン
グするための方法が提供される。
【００５２】
　本明細書において、癌とは、細胞の分化能の損失に起因する細胞の成長および増殖の非
協調による過剰な増殖を示す癌細胞の集団を指す。
【００５３】
　用語「癌」としては、限定されないが、乳癌、大腸癌、肺癌、小細胞肺癌、胃癌、肝臓
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癌、血液癌、骨肉腫、膵臓癌、皮膚癌、頭部癌もしくは頸部癌、皮膚黒色腫もしくは眼球
内黒色腫、子宮肉腫、卵巣癌、直腸癌もしくは結腸直腸癌、肛門癌、結腸癌（一般に結腸
直腸癌および大腸癌と同様の実体とみなされる）、卵管癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、外陰
癌、扁平上皮癌、膣癌、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫、食道癌、小腸癌、内分泌癌、
甲状腺癌、副甲状腺癌、副腎癌、軟部組織腫瘍、尿道癌、陰茎癌、前立腺癌、慢性白血病
もしくは急性白血病、リンパ球性リンパ腫、膀胱癌、腎臓癌、尿道癌、腎細胞癌、腎盂癌
、ＣＮＳ腫瘍、神経膠腫、星状細胞腫、多形性膠芽腫、原発性ＣＮＳリンパ腫、骨髄腫、
脳幹神経膠腫、下垂体腺腫、ぶどう膜黒色腫（別名、眼球内黒色腫）、精巣癌、口腔癌、
咽頭癌またはそれらの組み合わせが挙げられる。一実施形態において、癌は、脳腫瘍、例
えば、神経膠腫である。別の実施形態において、癌は、ＨＥＲ－２またはＨＥＲ－３癌タ
ンパク質を発現する。用語「癌」はまた、白血病、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、神経膠
腫、横紋筋肉腫、肉腫および他の悪性腫瘍を含む小児科腫瘍を含む小児癌が挙げられる。
【００５４】
　本発明の方法を用いて検出できる発癌タンパク質の非限定的な例は、以下のとおりであ
る：（ｉ）神経膠腫におけるＥＧＦＲｖＩＩＩ、扁平上皮癌、神経膠腫、肺癌または膀胱
癌、乳癌変異体（例えば、イレッサ（Ｉｒｅｓｓａ）感受性変異体または非発現腫瘍抑制
タンパク質ＢＲＣＡ１および／またはＢＲＣＡ２）におけるＥＧＦＲ、肺癌におけるＥＧ
ＦＲ、乳癌および卵巣癌におけるＨＥＲ－２、種々の転移性癌および湿潤性癌におけるＭ
ＥＴ、消化管間質腫瘍におけるＫｉｔ、神経膠腫におけるＰＤＧＦＲ、種々の腫瘍におけ
るＷｎｔ、種々のホスファターゼなどの癌細胞由来の膜結合癌タンパク質；（ｉｉ）乳癌
におけるＥＧＦＲ／ＨＥＲ－２、種々の腫瘍におけるＨＥＲ－２／ＨＥＲ－３などの形質
転換受容体の組み合わせ集団；（ｉｉｉ）結腸直腸癌、膵臓癌および肺癌におけるＫ－ｒ
ａｓ、神経膠腫および前立腺癌などのＰＴＥＮ（欠如）などの形質転換特性を有する膜結
合細胞質分子；（ｉｖ）ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＭＡＰＫなどの脂質ラフト
および微小胞において存在（および活性化）できるシグナル伝達複合体；ならびに（ｖ）
ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－１、Ｔｉｅ－２およびＴＥＭ（例えば、ＴＥＭ－１、ＣＤ
２７６）などの腫瘍の血管新生および抗血管形成に関連する腫瘍関連内皮受容体。これら
のタンパク質は、単独または組み合わせて検出されてもよい。
【００５５】
　発癌タンパク質の他の非限定的な例としては、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ－
２、ＨＥＲ－３、ＨＥＲ－４、ＭＥＴ、ｃＫｉｔ、ＰＤＧＦＲ、Ｗｎｔ、βカテニン、Ｋ
－ｒａｓ、Ｈ－ｒａｓ、Ｎ－ｒａｓ、Ｒａｆ、Ｎ－ｍｙｃ、ｃ－ｍｙｃ、ＩＧＦＲ、ＩＧ
ＦＲ、ＰＩ３Ｋ、およびＡｋｔ；ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２およびＰＴＥＮなどの腫瘍抑制
タンパク質；癌関連宿主受容体および微小胞関連分子、例えば、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧ
ＦＲ－１、Ｔｉｅ－２、ＴＥＭ－１およびＣＤ２７６などの血管形成に関与するものが挙
げられる。全ての発癌タンパク質、腫瘍抑制タンパク質、宿主細胞関連受容体および微小
胞関連分子は、本発明の方法、組成物およびキットにおいて、単独または組み合わされて
使用されてもよいことが企図される。癌について、機構的、診断的、予測的または治療的
に重要であると決定される任意の発癌タンパク質、および任意の発癌タンパク質の組み合
わせが、本発明の方法、組成物およびキットに使用されてもよいことがさらに企図される
。
【００５６】
　本明細書に記載される発明は、ＥＧＦＲｖＩＩＩ発癌タンパク質が、変異タンパク質を
産生する細胞から放出される膜由来微小胞のカーゴとして生じる活性化受容体の細胞間転
移を介して神経膠腫細胞間に放出され、共有され得る新規で、かつ予測されない観測に少
なくとも部分的に基づく。実際に、ＥＧＦＲｖＩＩＩは、それが組み込まれる脂質ラフト
関連微小胞の形成を刺激する。
【００５７】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩ発癌タンパク質を含有する微小胞は、馴化培地または担癌マウスの血
液に放出され、この受容体を欠く腫瘍細胞の細胞膜と同化できる。かかるＥＧＦＲｖＩＩ
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Ｉの転移は、下流シグナル伝達経路（ＭＡＰＫおよびＡｋｔ）の活性化、遺伝子発現（Ｖ
ＥＧＦ、ＢｃｌｘＬ、ｐ２７）の進行に関連する変化、ならびに悪化した細胞形質転換の
出現、特に変化した形態および増加した軟寒天コロニー形成効率を誘発する。これらの観
測は、癌細胞の異なるサブセット間の形質転換タンパク質の水平伝搬における膜微小胞の
役割を指し示し、膜結合癌タンパク質の形質転換の影響が、対応する変異遺伝子を保有す
る細胞を超えて広がり得ることを示唆する。
【００５８】
　種々のタイプの活性化細胞は、微小粒子、エクトソーム（ｅｃｔｏｓｏｍｅ）、または
アルゴソーム（ａｒｇｏｓｏｍｅ）としても公知である、それらの周囲膜微小胞内に産生
して、流れることが知られている;かかる小胞がリソソーム経路起源である場合、それら
は多くの場合、エキソソームといわれる。これらの構造の生物学的役割はほとんど理解さ
れていないが、分泌過程、免疫修飾、凝固および細胞間通信を含み得る（Ｊａｎｏｗｓｋ
ａ－Ｗｉｅｃｚｏｒｅｋら，２００５，Ｉｎｔ．Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ，２０：７５２－７６
０）。
【００５９】
　微小胞は、それらの産生、サイズおよび組成の機構が変化する場合があるが、多くの場
合（特にエクトソーム）は、機能的膜貫通タンパク質を含む膜脂質ラフトに関連する物質
を含む。例えば、凝血促進組織因子（ＴＦ）は炎症細胞からこの様式で放出されることが
でき、重要なことは、その生物学的効果を与える血小板、内皮細胞および他の細胞の膜に
連続して組み込まれる。本明細書に使用する場合、用語「微小胞」は、微小胞、微粒子、
エクトソーム、アルゴソーム、エキソソーム、腫瘍小胞および細胞から放出される全ての
他の小胞体を含む。
【００６０】
　ｐ５３腫瘍抑制遺伝子を欠く癌細胞は、一部の場合において、血液および細胞周囲環境
に対してＴＦ含有（Ｙｕら，２００５，Ｂｌｏｏｄ，１０５：１７３４－１７４１）、ま
たは分泌性（Ｙｕら，２００６，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ，６６：４７９５－４７８０１）
微小胞の変化した量を放出することによりこの過程を模倣できる。
【００６１】
　発癌受容体は、多くの場合、細胞膜の領域内に存在し、その細胞膜由来の微小胞から癌
細胞（例えば、脂質ラフト）が発生する。発癌受容体がそれ自体、微小胞カーゴに含まれ
得ることは本明細書に開示されている。これは、例えば、膜結合ＥＧＦＲの活性化が、主
要な形質転換事象を示し、ＥＧＦＲｖＩＩＩ発癌変異体の多形性膠芽腫（ＧＢＭ）発現が
容易に検出可能であるほぼ３０％の場合の悪性脳腫瘍（神経膠腫）において特に興味深い
。
【００６２】
　この現象をさらに調べるために、ＥＧＦＲｖＩＩＩ（Ｕ３７３ｖＩＩＩ細胞）を発現す
るために操作される活性化ＥＧＦＲおよびそれらの対応物を欠く培養したＵ３７３神経膠
腫細胞による微小胞の産生を分析した。興味深いことに、前者の細胞株におけるＥＧＦＲ
ｖＩＩＩ発癌遺伝子の存在は、細胞表面上の複数の小胞突起物の形成、培地の微小胞画分
由来のタンパク質の回収の増加によって達成された効果を生じた（図１Ａ、Ｂを参照のこ
と）。この物質は、比例量のフロチリン－１、膜脂質ラフトに結合するタンパク質を含み
、多くの場合、種々の源由来のラフト関連微小胞に見出された。まとめると、Ｕ３７３ｖ
ＩＩＩ細胞において観測されたＥＧＦＲｖＩＩＩ関連形質転換は、膜脂質ラフト由来の微
小胞の増加した産生と関連することを示す。
【００６３】
　特定の実施形態において、ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＨＥＲ－２、およびＭＥＴなどの微小胞
における濃縮されたタンパク質は、当該分野において公知の種々の技術によって検出され
得る。例えば、微小胞の溶解物は、抗ＥＧＦＲｖＩＩＩまたは抗ＥＧＦＲなどの抗体を用
いる免疫ブロット法によって分析され得る。遠心分離による微小胞の濃縮は必要であるが
、全血漿の分析によりかなりの量および質の利点も提供する。これは、微小胞の単離が、
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特定の分子、例えば、（微小胞におけるそれらの濃縮に起因して）ＥＧＦＲｖＩＩＩの検
出の感度を向上でき、（微小胞が細胞膜分子のランダムな収集物ではないため）特異性を
増加でき、（微小胞カーゴ中のタンパク質の固有かつ診断的な情報の組み合わせの存在の
ため）分析の範囲を拡大することができるからである。これに関して、微小胞分析の感度
は、超遠心分離法から精密濾過法に変更することによって増加されることができ、その後
者は簡単であり、かつ微小胞の回収を向上することができる。微小胞タンパク質を検出す
るための別の技術は、例えば、アネキシンＶまたは発癌タンパク質に結合する抗体（例え
ば、抗ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体）でコーティングされた電磁ビーズからの微小胞関連物質の
免疫沈降である。さらに、２つの抗体（例えば、２×抗ＥＧＦＲｖＩＩＩまたは抗ＥＧＦ
ＲｖＩＩＩ＋抗ＥＧＦＲ）に基づいたＥＬＩＳＡアッセイまたは２つの抗体（例えば、２
×抗ＥＧＦＲｖＩＩＩまたは抗ＥＧＦＲｖＩＩＩ＋抗ＥＧＦＲ）に基づいた放射性免疫分
析（ＲＩＡ）も使用されることができる。さらに、アネキシンＶ（例えば、商業的なＴＦ
アッセイにおける場合）またはＥＧＦＲｖＩＩＩ／ＥＧＦＲ抗体でコーティングされた表
面に対する微小胞の結合に基づいたＥＬＩＳＡは、抗ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体に基づいた検
出成分と併せて使用されることができる。使用され得る他の技術としては、微小胞が、例
えば、アネキシンＶでコーティングされ、かつ、例えば、抗ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗体で染色
されたビーズによって捕捉されるフローサイトメトリー、およびＥＧＦＲが微小胞調製物
のプロテオームにおいて検出される質量分析が挙げられる。微小胞の調製物およびタンパ
ク質の検出に関する当該分野において公知の標準的な技術は、本明細書に記載される方法
において使用されてもよいことが企図される。
【００６４】
　本発明は、少なくとも部分的に、ＥＧＦＲｖＩＩＩタンパク質の大量発現が、Ｕ３７３
ｖＩＩＩ細胞それ自体の溶解物だけではなく、それら由来の微小胞においても検出される
という観測に基づき、インタクトな発癌タンパク質がこの様式で細胞外間隙に放出される
ことを示す。親Ｕ３７３細胞は、検出可能な量のフロチリン－１を含有する微小胞を放出
したが、それらは、微量の野生型ＥＧＦＲ（ｗｔＥＧＦＲ）のみを含み、ＥＧＦＲｖＩＩ
Ｉは含まなかった。これらの結果は、ＥＧＦＲ陰性内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）およびｗｔＥ
ＧＦＲのみを発現するＡ４３１細胞、ならびにそれらのそれぞれの微小胞調製物に対して
確認された（図１Ｃ）。Ｕ３７３細胞は、インビボにおいて不活性の表現型を示すが、そ
れらのＵ３７３ｖＩＩＩ対応物は、１日用量の不可逆の低分子ｐａｎ－Ｅｒｂ阻害剤ＣＩ
－１０３３による阻害に影響を受けやすい方法で、免疫不全（ＳＣＩＤ）マウスにおける
皮下腫瘍を容易に形成する（図１Ｄ）。Ｕ３７３ｖＩＩＩ腫瘍は、ｗｔＥＧＦＲではなく
ＥＧＦＲｖＩＩＩを強く染色し、興味深いことに、ＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞を体循環
に放出した（図１Ｅ、Ｆ）。従って、変異ＥＧＦＲｖＩＩＩ遺伝子の発現は、インタクト
なＥＧＦＲｖＩＩＩ発癌タンパク質を含有する微小胞の細胞外放出に関連した神経膠腫細
胞の増大した侵襲を導く。
【００６５】
　ヒト神経膠腫における異種ＥＧＦＲｖＩＩＩ発現は、異なる腫瘍細胞サブセットがＥＧ
ＦＲｖＩＩＩ含有微小胞を共通の細胞間隙に流すことができることを示唆する。微小胞は
、ホスファチジルセリン依存性機構を介して細胞膜と容易に融合できるため、ここで、発
癌ＥＧＦＲｖＩＩＩが、この方法で、より多くの侵襲性から不活性の神経膠腫細胞に転移
され得ることが示される。従って、ＥＧＦＲｖＩＩＩ陰性Ｕ３７３細胞を、ＥＧＦＲｖＩ
ＩＩを内部に持つそれらのＵ３７３ｖＩＩＩ対応物、または緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ
）標識化ＥＧＦＲｖＩＩＩ発癌遺伝子（ＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＧＦＰ）を発現するために操
作されたＵ３７３ｖＩＩＩ－ＧＦＰ細胞のいずれかから得た微小胞の調製物とともにイン
キュベートした。興味深いことに、これにより、ＥＧＦＲｖＩＩＩ抗原およびＧＦＰ蛍光
のそれぞれのそれらの新規の表面発現によって示されるように、Ｕ３７３細胞による微小
胞内容物の広範囲の取り込みが生じた（図２Ａ～Ｄ）。
【００６６】
　表面上はインタクトなＥＧＦＲｖＩＩＩ受容体の見かけの細胞間微小胞媒介性転移は、
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「アクセプター」（Ｕ３７３）細胞に関するこの事象の（必要であれば）シグナル伝達の
結果に関する問題を提起する。この問題を扱うために、Ｕ３７３細胞を、ＥＧＦＲｖＩＩ
Ｉ含有微小胞に対するそれらの曝露の２４時間後、この発癌遺伝子の下流の形質転換作用
を媒介すると知られているＭＡＰＫおよびＡｋｔカスケードの両方の活性化について試験
した。実際に、ＥＧＦＲｖＩＩＩのＵ３７３細胞膜への組み込みは、Ｅｒｋ１／２リン酸
化の一貫した増加を生じた。この事象は、ＥＧＦＲｖＩＩＩを含有しないＵ３７３由来微
小胞は、効力がなかったため、活性ＥＧＦＲｖＩＩＩの転移に依存した。さらに、ｐａｎ
－ＥｒＢ阻害剤（ＣＩ－１０３３）とＵ３７３ｖＩＩＩ由来微小胞のプレインキュベーシ
ョンによるこの受容体の不可逆的阻害は、Ｅｒｋ１／２リン酸化を著しく減少させた（図
３Ａ）。Ｅｒｋ１／２のリン酸化はまた、それらの曝露されたホスファチジルセリン残基
、およびそれによる、Ｕ３７３細胞によるそれらの取り込みを阻害するアネキシンＶとこ
れらの微小胞とのプレインキュベーションによって抑制された。これらの結果により、Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞とＵ３７３細胞の表面との間の接触だけではなく、それらの実
際（ホスファチジルセリン依存性）の組み込みおよびＥＧＦＲｖＩＩ転移がアクセプター
細胞におけるＭＡＰＫ経路の活性化を誘発するのに必要とされることが示される（図３Ｂ
）。Ｕ３７３由来微小胞の組み込みはまた、アネキシンＶによって阻害可能な方法でＵ３
７３細胞においてＡｋｔのリン酸化を誘発し（図３Ｃ）、いくつかの他の事象、ＰＤＫ１
およびＲａｆの顕著なリン酸化を誘発した。
【００６７】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩ依存性経路の形質転換効果は、最終的に、腫瘍増殖、生存および血管
形成に関与するいくつかの遺伝子の調節解除によって媒介される。後者に関しては、Ｕ３
７３ｖＩＩＩ由来微小胞に曝露されたＵ３７３細胞は、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、
脳腫瘍血管形成の強力な媒介物および公知のＥＧＦＲ標的物の産生の著しい（２～３倍）
増加を示したことが注目された。ＥＧＦＲｖＩＩＩ活性は、Ｕ３７３由来微小胞（ＥＧＦ
ＲｖＩＩＩを欠く）、またはＵ３７３ｖＩＩＩ由来のものとしてこの効果に必須であった
が、ＣＩ－１０３３とのプレインキュベートは、ＶＥＧＦのこの放出を誘導できなかった
（図４Ａ）。これらの環境において、ＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞はまた、ＶＥＧＦプロ
モーター活性を強固に刺激し、この効果は、アネキシンＶでのそれらの前処理によって抑
制された（図４Ｂ）。まとめると、これらの観測により、Ｕ３７３ｖＩＩＩ微小胞の組み
込みが、ＭＡＰＫおよびＡｋｔ経路の活性化を介する、Ｕ３７３細胞によるＶＥＧＦ遺伝
子発現およびタンパク質産生におけるＥＧＦＲｖＩＩＩ依存性の増加を誘発することが示
される。
【００６８】
　ＶＥＧＦ上方調節は、多くの場合、発癌遺伝子経路の活性化の前触れであるが、ＥＧＦ
ＲｖＩＩＩの下流の細胞形質転換は、細胞増殖および生存に直接関与する遺伝子の発現の
変化によって媒介される。これに関して、ＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞で処理されたＵ３
７３細胞は、抗アポトーシスタンパク質ＢｃｌｘＬの発現の増加およびｐ２７／Ｋｉｐ１
サイクリン依存性キナーゼ阻害剤のレベルの減少（両方公知のＥＧＦＲ標的である）を示
した（図４Ｃ、Ｄ）。再び、これらの効果は、アクセプターＵ３７３細胞による微小胞取
り込みのアネキシンＶ媒介性阻害によって阻害された。他のＥＧＦＲｖＩＩＩ標的遺伝子
、例えば、ｐ２１／Ｃｉｐの発現の類似のＥＧＦＲｖＩＩＩ依存性変化もまた観測した。
【００６９】
　ＥＧＦＲｖＩＩＩ含有微小胞の組み込みによって引き起こされた上述の分子応答のレパ
ートリーの機能的結果は、この物質に曝露されたＵ３７３細胞の十分な紡錘体形態によっ
て示されるように、高度の細胞形質転換を導いた（図２Ｂ）。Ｕ３７３細胞を、ＥＧＦＲ
ｖＩＩＩ含有微小胞とプレインキュベートし、半固体培地の系列的な形質転換アッセイに
おいて増殖について試験した。顕著なことに、この方法における発癌タンパク質の組み込
みは、Ｕ３７３細胞による足場独立（ａｎｃｈｏｒａｇｅ　ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ）軟
寒天コロニー形成の２倍の増加を引き起こしたが、ＥＧＦＲｖＩＩＩ内容物を欠く当量の
微小胞に対する曝露は重要ではなかった（図４Ｄ、Ｅ）。
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【００７０】
　ヒトＧＢＭにおいて、腫瘍細胞の少数の亜集団のみが、ＥＧＦＲｖＩＩＩ発現を導く主
用な遺伝子変異を内部に有するが、全腫瘍の増殖が増大することは十分に認識されている
。これに関して、ＥＧＦＲｖＩＩＩ発現が、細胞微小胞の形成を引き起こし、この膜貫通
タンパク質が特定の微小環境（図６および７）および血液（図１Ｆ）に組み込まれて、流
れることは本明細書に開示されている。本明細書に開示される実験は、かかる活性発癌遺
伝子（オンコソーム（ｏｎｃｏｓｏｍｅ））を含有する微小胞が、細胞集団脳腫瘍の間の
形質転換活性の迅速な細胞間転移のための小胞として役立つことができることを示す。こ
れにより、それぞれの変異を有する細胞に濃縮されていない場合（濃縮前）でさえも、増
大した増殖、生存および血管新生活性の水平伝搬を導くことができる。今まで、細胞間相
互作用のこの理解されていない形態は、アポトーシス癌細胞からそれらの非形質転換（食
細胞）対応物への発癌性配列を含有するＤＮＡ断片の以前に仮定された転移と根本的に異
なっている。微小胞交換はまた、腫瘍刺激可溶性リガンドの分泌によって誘導されるパラ
クリン効果とは異なるが、それは、膜結合（およびそれにより不溶性）活性受容体の細胞
間共有により後者の効果を増幅／調節できる。
【００７１】
　ヒトＧＢＭにおいて、腫瘍細胞の少数の亜集団のみが、ＥＧＦＲｖＩＩＩ発現を導く主
用な遺伝子変異を内部に有し、野生型ＥＧＦＲおよびＥＧＦＲｖＩＩＩの両方のバンドは
、予想されたサイズで検出され、ＧＢＭを有する患者のヒト血漿から回収された微小胞に
おいて標準ＳＤＳ－ＰＡＧＥプロトコルを用いて分離された（図５）。
【００７２】
　類似の微小胞転移はまた、他の形質転換、変異、上方制御、または活性化膜結合発癌性
チロシンキナーゼ（例えば、ＨＥＲ－２、ｗｔＥＧＦＲ、ｃＫｉｔまたはＭＥＴ）および
種々のヒト腫瘍において作動するタンパク質を含んでもよいことが企図される。宿主細胞
（例えば、内皮）はまた、発癌遺伝子含有微小胞の標的であってもよい。一態様において
、宿主細胞の腫瘍促進機能（例えば、血管形成）は、微小胞転移によって悪化され得る。
逆に、腫瘍関連宿主細胞は、多くの場合、大いに変化し、それら由来の微小胞（例えば、
内皮細胞の腫瘍内皮マーカー（ＴＥＭ）を含有する）は、診断的、予後的および予想的価
値を有することができる。
【００７３】
　細胞間で微小胞の交換を阻害できる薬剤（例えば、アネキシンＶ誘導体）が、例えば、
細胞と微小胞との融合を阻害することによって癌の拡散および増殖を阻害するための治療
薬剤として有用であり得ることもまた、本明細書に企図される。一実施形態において、微
小胞交換阻害薬剤、例えば、アネキシンＶおよび／またはその誘導体を、それらを必要と
する被験体に投与することを含む、癌を治療するための方法が提供される。微小胞、微粒
子、エクトソーム、またはエキソーム転移を阻害するのに使用できる任意の薬剤は、本明
細書に記載される発明の方法に使用され得ることが企図される。かかる薬剤の他の非限定
的な例としては、Ｐ－セレクチンまたはそのリガンド、ＰＳＧＬを阻害する薬剤が挙げら
れる。
【００７４】
　別の態様において、本発明は、微小胞における複数の発癌タンパク質の検出を可能にす
ることによって癌を診断する方法を提供する。例えば、癌は、微小胞のタンパク質組成を
分析することにより、単独または組み合わせてＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＨＥＲ－２、ｗｔＥＧ
ＦＲ、ｃＫｉｔ、またはＭＥＴを運ぶか否かを決定することによって特徴付けられ得る。
体液に見出される発癌タンパク質含有微小胞の数はまた、腫瘍の侵襲、すなわち、拡散ま
たは転移するその傾向を決定する方法として使用されてもよい。従って、本発明の方法は
、診断および／または予後に役立つことができる。一実施形態において、乳癌の診断およ
び／または予後は、ＥＧＦＲおよび／またはＨＥＲ－２の存在を検出することによって決
定され得る。別の実施形態において、腫瘍の診断および／または予後は、ＨＥＲ－２およ
び／またはＨＥＲ－３の存在を検出することによって決定される。
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【００７５】
　別の実施形態において、本発明は、癌の進行をモニタリングおよび／または治療もしく
は治療計画の有効性をモニタリングする方法を提供する。例えば、腫瘍のサイズおよび性
質は、微小胞中に放出される発癌タンパク質（複数も含む）、例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ
、ＨＥＲ－２、ＨＥＲ－３、ｃＫｉｔまたはＭＥＴの量および組成のモニタリングに従っ
てもよい。例えば、より大きな腫瘍がより多くの細胞を含み、それにより、小さいものよ
り多くの微小胞を放出することが予想される。これにより、腫瘍が収縮、増殖、または残
留するかのいずれかであり得るその腫瘍のサイズの変化を測定するための手段を提供する
ことによって治療をモニタリングすることが使用されてもよい。かかる方法は、全体とし
ての患者集団、または個々の患者の治療の有効性を評価するのに有益である。癌の進行お
よび／または治療に対する反応が、微小胞に見られる発癌タンパク質の組み合わせを測定
することによってモニタリングされ得ることもまた企図される。一実施形態において、Ｅ
ＧＦＲおよびＨＥＲ－２は、例えば、乳癌において組み合わせて測定されてもよく、それ
により、実際の腫瘍サイズに関係なく、一部の態様において、悪性腫瘍の遺伝子状態およ
び進行（または再発）としての指標を与える。他の実施形態において、ＨＥＲ－２および
ＨＥＲ－３またはＨＥＲ－２およびＥＧＦＲが、例えば、組み合わせて測定されてもよい
。さらに、微小胞はインタクトな発癌タンパク質を含み得るので、別の実施形態において
、発癌タンパク質のリン酸化状態が、標的された治療の有効性をモニタリングまたは測定
するために決定されてもよい。例えば、乳癌由来の微小胞におけるＥＧＦＲ／ＨＥＲ－２
の組み合わせのリン酸化状態をモニタリングすることは、単独または組み合わせて、ＨＥ
Ｒ－２に向けられる薬物（例えば、ハーセプチン（登録商標））、ＥＧＦＲに向けられる
薬物（例えば、タルセバ（登録商標））、または類似の抗癌治療の有効性を示すことがで
きる。別の態様において、微小胞、例えば、他の分子、全プロテオーム、またはホスホプ
ロテオーム中の発癌タンパク質を取り囲む分子環境が、癌の進行および／または抗癌治療
の有効性をモニタリングするために使用されてもよい。例えば、微小胞におけるＰＴＥＮ
の存在または非存在またはリン酸化状態は、癌の進行および／または抗癌治療の有効性の
指標となり得る。
【００７６】
　さらなる態様において、本発明は、癌の進行をモニタリングおよび／または抗癌治療も
しくは治療計画の有効性をモニタリングする方法を提供する。当該分野において公知の任
意の抗癌治療もしくは治療計画が、本明細書に記載される方法において使用され得ること
が企図される。本明細書に含まれる治療および治療計画の非限定的な例としては、外科手
術、放射線治療、化学療法、および標的癌治療薬の投与、ならびに発癌および腫瘍増殖に
関与する特定の機構を妨げる治療が挙げられる。標的癌治療の非限定的な例としては、チ
ロシンキナーゼ結合標的を阻害する治療薬（例えば、イレッサ（登録商標）、タルセバ（
登録商標）およびグリーベック（登録商標））、ホルモン、サイトカイン、および増殖因
子についての細胞外受容体結合部位の阻害剤（ハーセプチン（登録商標）、エルビタック
ス（登録商標））、プロテアソーム阻害剤（ベルケイド（登録商標））およびアポトーシ
スの刺激剤（ジェナセンス（Ｇｅｎａｓｅｎｓｅ）（登録商標））が挙げられる。かかる
標的化治療は、低分子、モノクローナル抗体、アンチセンス、ｓｉＲＮＡ、アプタマーお
よび遺伝子治療を介して達成されてもよい。被験体はまた、治療または治療計画の組み合
わせを受けてもよい。当該分野において公知の任意の他の治療または治療計画が、単独ま
たは他の治療もしくは治療計画と組み合わせて、本明細書に記載される方法において使用
されてもよい。
【００７７】
　別の態様において、本発明は、微小胞における複数のリン酸化発癌タンパク質の検出を
可能にすることによって癌を診断する方法を提供する。別の実施形態において、本発明は
、微小胞における発癌タンパク質のリン酸化状態を測定することによって、癌の進行をモ
ニタリングおよび／または治療もしくは治療計画の有効性をモニタリングする方法を提供
する。
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【００７８】
　ＥＧＦＲなどの受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）は、単一の膜貫通ヘリックスによっ
て細胞質ドメインに結合された細胞外リガンド結合ドメインを含む。細胞質ドメインは、
異種プロテインキナーゼによる自己リン酸化およびリン酸化に供される保存タンパク質チ
ロシンキナーゼコアおよび付加調節配列を含む。リガンドがＲＴＫの細胞外ドメインに結
合する場合、他の隣接ＲＴＫとＲＴＫとの二量化が誘発される。二量化は、タンパク質の
細胞質キナーゼドメインの迅速な活性化を導き、これらのドメインについての最初の基質
は受容体それ自体である。結果として、活性化受容体は、複数の特定の細胞内チロシン残
基で自己リン酸化される。活性化された受容体内の特定のチロシン残基のリン酸化は、Ｓ
ｒｃホモロジー２（ＳＨ２）についての結合部位およびホスホチロシン結合（ＰＴＢ）ド
メイン含有タンパク質を生じる。これらのドメインを含む特定のタンパク質は、Ｓｒｃお
よびホスホリパーゼＣγを含み、受容体結合の際にこれらの２つのタンパク質のリン酸化
および活性化が、シグナル変換経路の阻害を導く。活性化受容体と相互作用する他のタン
パク質は、アダプタータンパク質として作用し、それら独自の内在する酵素活性を有さな
い。これらのアダプタータンパク質は、ＲＴＫ活性化を、ＭＡＰキナーゼシグナル伝達カ
スケードなどの下流のシグナル変換経路に関連付ける。実質的に全てのＲＴＫの活性は、
タンパク質チロシンホスファターゼ阻害剤での細胞の処理によってリガンド結合の非存在
下でさえ向上され得る。従って、ＲＴＫの持続的活性化、細胞増殖、生存および血管形成
に関与する遺伝子の異常発現を誘発する発癌受容体は、活性化ループ中の１つまたは複数
のホスホチロシン部位によって陽性に調節される。
【００７９】
　ＲＴＫのリン酸化は、多数の方法を用いて測定され得る。かかる方法の非限定的な例と
しては、リン酸型特異的抗体、ホスホチロシン残基に対する抗体での染色、およびリン酸
化可能な基質での直接キナーゼアッセイが挙げられる。微小胞上の複数の受容体のリン酸
化状態を決定するための別の方法は、質量分析計（ＭＳ）に関連する方法を用いてそれら
の全ホスホプロテオームを評価することであり得る。リン酸化タンパク質およびタンパク
質のリン酸化状態を測定および検出するための当該分野において公知の標準技術が、本明
細書に記載される方法に使用されてもよいことが企図される。
【００８０】
　本発明は、本発明の範囲を限定するというよりむしろ、本発明を例示するために与えら
れる以下の実施例を参照することにより十分に容易に理解されるだろう。
【実施例】
【００８１】
　（実施例１）
　（細胞培養および微小胞の単離）
　Ｕ３７３細胞（ヒト星状細胞腫）細胞、Ｔｅｔ－ｏｆｆ調節ＥＧＦＲｖＩＩＩまたは緑
色蛍光タンパク質（ｐＥＧＦＰＮ１）カセット（Ｕ３７３ｖＩＩＩ－ＧＦＰ）にＣ末端で
融合されたＥＧＦＲｖＩＩＩを発現するそれらの安定な変異体Ｕ３７３ｖＩＩＩおよびＡ
４３１を、微小胞枯渇ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）を含む培地中で以前に記載（Ｖｉｌｏｒｉ
ａ－Ｐｅｔｉｔら，Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９９７，６：１５２３－１５３０
；Ｙｕら，２００５，Ｂｌｏｏｄ，１０５：１７３４－１７４１）されるように維持する
。ＨＵＶＥＣ細胞を、ＥＧＭ－２（Ｃａｍｂｒｅｘ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｗａｌｋｅ
ｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ，ＵＳＡ）中に維持する。微小胞を、以前に記載（Ａｌ－Ｎｅｄａｗ
ｉら，２００５，Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍｂ．Ｖａｓｃ．Ｂｉｏｌ．，２
５：１７４４－１７４９）されるように、馴化培地またはマウス血漿から回収する。つま
り、培地を、３００ｇおよび１２０００ｇで２回の連続する遠心分離に供して、細胞およ
び残渣を除去する。微小胞を、２時間、１０００００ｇで超遠心分離法によってペレット
にし、タンパク質含有量によって定量化し、ＥＧＦＲまたはＥＧＦＲｖＩＩＩ含有量につ
いて分析した。走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）のために、細胞をカバースリップで増殖させ
、２．５％のグルテルアルデヒドで固定し、１％のＯｓＯ４で染色し、金で覆い、ＪＥＯ
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Ｌ　８４０Ａ機器を用いて視覚化した。インビボでの分析のために、腫瘍を、免疫不全（
ＳＣＩＤ）マウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ、カナダ）への１～１０×１０6Ｕ３７
３ｖＩＩＩまたはＵ３７３細胞の注入によって発生させる。一部の場合において、マウス
を、示したようにｐａｎ－ＥｒｂＢ阻害剤ＣＩ－１０３３で毎日処理する。血液を、心穿
刺によって癌を保有するマウス、またはコントロールマウスからヘパリン化されたシリン
ジ内に回収する。血小板を含まない血漿を、微小胞を調製するために使用する。
【００８２】
　フローサイトメトリー（ＦＡＣＳ）を、生存していない透過性細胞の表面でＥＧＦＲｖ
ＩＩＩ、またはＥＧＦＲｖＩＩＩ－ＧＦＰを検出するために使用し、これらの受容体を内
因性に発現された細胞、または微小胞の転移の際にかかる発現を獲得したもののいずれか
で実施する。典型的に、Ｕ３７３細胞を、Ｕ３７３ｖＩＩＩまたはＵ３７３ｖＩＩＩ－Ｇ
ＦＰ細胞から得た微小胞（ＭＶ）で２４時間、処理する。次いで、細胞を、２ｍＭのＥＤ
ＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）を用いて分離し、単一の細胞懸濁液を得て、そのアリコ
ート（１．５×１０6／試料）を、１％のＦＢＳおよび０．１％のアジ化ナトリウムを含
むリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中で洗浄する。次いで、Ｕ３７３ｖＩＩＩ由来ＭＶで
処理した細胞を、例えば、ＥＧＦＲｖＩＩＩ（Ｚｙｍｅｄ）に対するモノクローナル抗体
を用いて、４℃で３０分間、染色する。洗浄後、試料を、４℃で３０分間、Ａｌｅｘａ　
Ｆｌｕｏｒ　４８８ヤギ抗マウス二次抗体（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇ
ｅｎｅ，ＯＲ）とともにインキュベートし、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で洗浄し、
分析する。Ｕ３７３ｖＩＩＩ－ＧＦＰ細胞由来のＭＶで処理する場合、新鮮な細胞懸濁液
を、ＧＦＰ蛍光について直接分析する。データは、ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒフローサイト
メトリー（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）を用い
て獲得できる。
【００８３】
　全てのインビボでの実験は、６～８週齢の重症複合免疫不全（ＳＣＩＤ）マウス（Ｃｈ
ａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ，Ｓａｉｎｔ－Ｃｏｕｓｔａｎｔ，ＱＣ，カナダ）で実施する。
つまり、Ｕ３７３ｖＩＩＩまたはＵ３７３の１～１０×１０6細胞を、０．２ｍｌのＰＢ
Ｓ中で皮下に注射する。血液を、心穿刺によってマウスからヘパリンナトリウム溶液に回
収する。血小板を含まない血漿を、微小胞を単離するために１５分間２０００ｇ、５分間
２０００ｇ、および５分間１６，０００ｇでの遠心分離によって調製した。
【００８４】
　（実施例２）
　（微小胞転移アッセイ）
　Ｕ３７３（アクセプター）細胞を、２４時間、微小胞で処理し、単一の細胞懸濁液を、
ＥＧＦＲｖＩＩＩまたはＧＦＰの発現についてフローサイトメトリーまたは蛍光顕微鏡法
によって分析する。シグナル伝達事象を検出するために、Ｕ３７３を０．５％ＦＢＳ（Ｄ
ＭＥＭ）中で飢餓し、その後、示した濃度で、インタクトな、またはアネキシンＶ、もし
くはＣＩ－１０３３のいずれかでプレインキュベートした微小胞を添加する。微小胞結合
分子（ＥＧＦＲｖＩＩＩ、ＴＦ）の発現、ならびに全ておよび活性化ＭＡＰＫおよびＡｋ
ｔの発現ならびに他の変化を、免疫ブロット法（ＢｃｌＸＬ、ｐ２７／Ｋｉｐ１）、ＥＬ
ＩＳＡ（ＶＥＧＦ、Ｒ＆Ｄシステム）によってアッセイするか、または他に記載（Ｌｏｐ
ｅｚ－Ｏｃｅｊｏら，２０００，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，４０：４６１１－４６２０）される
プロモーター活性アッセイ（ＶＥＧＦ）によってアッセイする。軟寒天コロニー形成アッ
セイのために、単一の細胞懸濁液を、微小胞で前処理した等しい数の細胞からの０．３％
アガロースまたはコントロール培地で調製する。培養物を、０．５％のアガロースでプレ
コーティングしたプレートに定着させ、４個より多い細胞を含む全てのコロニーを計測す
る。
【００８５】
　（実施例３）
　（多形性膠芽腫を有する患者における循環ＥＧＦＲｖＩＩＩの検出）
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　微小胞を、腫瘍を有するマウスの血漿について以前に記載されるもの（Ａｌ－Ｎｅｄａ
ｗｉら，２００８，Ｎａｔｕｒｅ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，１０：６１９－６２４）
と同様の方法でヒト血漿から回収する。つまり、保存記録血液試料を、５分間３００ｇ、
次いで２０分間１２０００ｇで２回の連続した遠心分離に供して、細胞および残渣を除去
する。最終的に、微小胞を、２時間１０００００ｇでの遠心分離後に得て、大量のリン酸
緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で２回洗浄する。タンパク質溶解物を、氷上で１０分間、以下
を含む溶解緩衝液において調製する：１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ６．８、５ｍＭ　ＥＤＴ
Ａ、５０ｍＭ　ＮａＦ、３０ｍＭ　ピロリン酸ナトリウム、２％（ｗｔ／ｖｏｌ）ＳＤＳ
、１ｍＭ　フッ化フェニルメチルスルホニル（ＰＭＳＦ）、および１ｍＭ　Ｎａ3ＶＯ4。
他に示さない限り、溶解物をＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離し、例えば、マウスまたはヒツ
ジ抗ヒトＥＧＦＲポリクローナル抗体または適切なマウスモノクローナル抗体を用いて免
疫ブロット法に供する。免疫検出を、適切なＨＲＰ結合二次抗体および化学発光プラスキ
ット（ＥＣＬキット；Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｂｕｃｋｉｎｇｈａｍｓ
ｈｉｒｅ，英国）を用いて達成し、その後、ブロットを走査し、タンパク質のバンドを、
例えば、Ｓｔｏｒｍ８６０スキャナー（ＧＥ　ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を用いて定量化す
る。野生型ＥＧＦＲおよびＥＧＦＲｖＩＩＩのバンドの両方を、予想したサイズにおいて
この方法で検出し、標準ＳＤＳ－ＰＡＧＥプロトコルを用いて分離する。
【００８６】
　本発明はその特定の実施形態と併せて記載しているが、さらに改良を加えることが可能
であること、本出願が、一般に、以下に続く本発明の原理、および当技術分野において公
知または慣習的な実施の範囲内である本開示から生じる、本発明に関係し以下に列挙する
本質的特徴に適用され得る逸脱を含む本発明のあらゆる改変、用途、または適応をもカバ
ーするものであり、添付の請求の範囲に従うものであることが理解される。

【図３】 【図４】

【図５】
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