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(57)【要約】
　本発明は、好適な抗癌療法を選択する方法並びに胃癌の治療についての応答を同定及び
予測する方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択する方法であって、
（ａ）単離癌細胞から生成される細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、
ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６
Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦＲ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分
析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された前記１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性
化レベルに基づき、胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択すること
を含む方法。
【請求項２】
　前記１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルが、前記１種以上の分析物
について作成された標準曲線に対して較正される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　癌細胞が、胃癌を有する対象から抗癌薬の投与後に単離される、請求項１に記載の方法
。
【請求項４】
　単離された癌細胞が抗癌薬と接触される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　好適な抗癌薬が、前記１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを、抗癌
薬の非存在下で作成された前記１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プロファイ
ルと比較することにより選択される、請求項３又は４に記載の方法。
【請求項６】
　胃癌が腺癌である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　胃癌が、食道、小腸、リンパ節、器官、骨又はこれらの組合せに転移している、請求項
１に記載の方法。
【請求項８】
　工程（ａ）が、細胞抽出物中の２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２又
は１３種の分析物の任意の組合せの発現レベル及び／又は活性化レベルを決定することを
含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記１種以上の分析物が、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２及びＨＥＲ３を含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記１種以上の分析物が、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、
ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記１種以上の分析物が、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅ
ｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ及び
ＰＤＧＦＲを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ＶＥＧＦＲが、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ３及びこれらの組合せか
らなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ＰＤＧＦＲが、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ及びこれらの組合せからなる群から選
択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　癌細胞が、腫瘍から得られた循環腫瘍細胞又は細針吸引液（ＦＮＡ）細胞である、請求
項１に記載の方法。
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【請求項１５】
　腫瘍が胃腫瘍である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　癌細胞が試料から単離される、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　試料が胃癌を有する対象から得られる、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　試料が、全血、血清、血漿、腫瘍組織、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液及びこれらの
組合せからなる群から選択される、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　腫瘍組織が原発性腫瘍組織又は転移性腫瘍組織である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　単離された細胞が１種以上の成長因子によりインビトロで刺激される、請求項１に記載
の方法。
【請求項２１】
　抗癌薬が、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、抗増殖剤、化学療法剤及び
これらの組合せからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　モノクローナル抗体が、トラスツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標））、パーツズマ
ブ（２Ｃ４）、アレムツズマブ（Ｃａｍｐａｔｈ（商標））、ベバシズマブ（Ａｖａｓｔ
ｉｎ（商標））、セツキシマブ（Ｅｒｂｉｔｕｘ（商標））、ゲムツズマブ（Ｍｙｌｏｔ
ａｒｇ（商標））、パニツムマブ（Ｖｅｃｔｉｂｉｘ（商品名））、リツキシマブ（Ｒｉ
ｔｕｘａｎ（商標））、トシツモマブ（ＢＥＸＸＡＲ（商標））、ＡＭＧ１０２（抗ＨＧ
Ｆ抗体）、ＭｅｔＭＡｂ（抗Ｍｅｔ抗体）及びこれらの組合せからなる群から選択される
、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　チロシンキナーゼ阻害剤が、ゲフィチニブ（Ｉｒｅｓｓａ（商標））、スニチニブ（Ｓ
ｕｔｅｎｔ（商標））、エルロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ（商標））、ラパチニブ（Ｔｙｋ
ｅｒｂ（商標））、カネルチニブ（ＣＩ１０３３）、ペリチニブ（ＥＫＢ－５６９）、セ
マキシニブ（ＳＵ５４１６）、バタラニブ（ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２２５８４）、ソラフ
ェニブ（Ｎｅｘａｖａｒ（商標））、イマチニブメシレート（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標））
、レフルノミド（ＳＵ１０１）、バンデタニブ（ＺＡＣＴＩＭＡ（商品名））、ＡＲＱ１
９７、ＰＦ－０２３４１０６６、ＳＧＸ５２３、ＸＬ１８４、ＭＧＣＤ２６５、ＸＬ８８
０及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
　抗増殖剤が、ｍＴＯＲ阻害剤、ＡＫＴ阻害剤、ＰＩ３Ｋ阻害剤、ＭＥＫ阻害剤、ｐａｎ
－ＨＥＲ阻害剤及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項２１に記載の方法
。
【請求項２５】
　化学療法剤が、白金系薬物、アルキル化剤、代謝拮抗薬、植物アルカロイド、トポイソ
メラーゼ阻害剤、抗腫瘍抗生物質及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項
２１に記載の方法。
【請求項２６】
　工程（ｃ）が、前記１種以上の分析物の発現レベル及び活性化レベルの両方を決定する
ことを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　細胞抽出物中の１種以上の追加の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定す
ることを更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　１種以上の追加の分析物が、受容体チロシンキナーゼ、非受容体チロシンキナーゼ、チ
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ロシンキナーゼシグナリングカスケード構成因子、核ホルモン受容体、核受容体コアクチ
ベーター、核受容体リプレッサー及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上
のシグナル伝達分子を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　１種以上の追加の分析物が、ＨＥＲ４、ＭＥＫ、ＰＴＥＮ、ＳＧＫ３、４Ｅ－ＢＰ１、
ＥＲＫ２（ＭＡＰＫ１）、ＥＲＫ１（ＭＡＰＫ３）、ＰＤＫ１、ＧＳＫ－３β、Ｒａｆ、
ＳＲＣ、ＮＦｋＢ－ＩｋＢ、ｍＴＯＲ、Ｅｐｈ－ａ、Ｅｐｈ－ｂ、Ｅｐｈ－ｃ、Ｅｐｈ－
ｄ、Ｆｌｔ－３、Ｔｉｅ－１、Ｔｉｅ－２、ｃＦＭＳ、Ａｂｌ、ＦＴＬ３、ＲＥＴ、ＦＧ
ＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、ＡＩＢ１、ＲＯ
Ｎ及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の発現レベルの決定が、細胞抽出物中の前記
１種以上の分析物の全レベルを前記１種以上の分析物に特異的な１種以上の抗体により検
出することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３１】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の活性化レベルの決定が、細胞抽出物中の前
記１種以上の分析物のリン酸化レベルを前記１種以上の分析物のリン酸化形態に特異的な
１種以上の抗体により検出することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３２】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の発現レベルの決定が、
（ｉ）細胞抽出物を、前記１種以上の分析物に特異的な捕捉抗体の希釈系列とインキュベ
ートして複数の捕捉された分析物を形成することであって、ここで捕捉抗体は、固体担体
上に拘束されている；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、前記１種以上の分析物に特異的な第１及び第２の活
性化状態非依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートして複数の検出可能な捕捉された
分析物を形成することであって、ここで第１の活性化状態非依存性抗体は促進成分により
標識されており、第２の活性化状態非依存性抗体はシグナル増幅ペアの第１のメンバーに
より標識されており、促進成分はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにチャネリングし、
これと反応する酸化剤を発生させる；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物をシグナル増幅ペアの第２のメンバーとイ
ンキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３３】
　第１の活性化状態非依存性抗体が、促進部分により直接的に標識される、請求項３２に
記載の方法。
【請求項３４】
　第２の活性化状態非依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより直接的に
標識される、請求項３２に記載の方法。
【請求項３５】
　第２の活性化状態非依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより、第２の
活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートされた結合ペアの第１のメンバーとシグナル増
幅ペアの第１のメンバーにコンジュゲートされた結合ペアの第２のメンバーとの結合を介
して標識される、請求項３２に記載の方法。
【請求項３６】
　結合ペアの第１のメンバーがビオチンであり、及び／又は結合ペアの第２のメンバーが
ストレプトアビジンである、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　促進部分がグルコースオキシダーゼである、請求項３２に記載の方法。
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【請求項３８】
　グルコースオキシダーゼ及び第１の活性化状態非依存性抗体が、スルフヒドリル活性化
デキストラン分子にコンジュゲートされる、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　スルフヒドリル活性化デキストラン分子が、約５００ｋＤａの分子量を有する、請求項
３８に記載の方法。
【請求項４０】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の活性化レベルの決定が、
（ｉ）細胞抽出物を、前記１種以上の分析物に特異的な捕捉抗体の希釈系列とインキュベ
ートして複数の捕捉された分析物を形成することであって、ここで捕捉抗体は、固体担体
上に拘束されている；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、前記１種以上の分析物に特異的な活性化状態非依存
性抗体及び活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートして複数の検出可能な
捕捉された分析物を形成することであって、ここで活性化状態非依存性抗体は促進成分に
より標識されており、活性化状態依存性抗体はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにより
標識されており、促進成分はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにチャネリングし、これ
と反応する酸化剤を発生させる；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物をシグナル増幅ペアの第２のメンバーとイ
ンキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４１】
　活性化状態非依存性抗体が、促進部分により直接的に標識される、請求項４０に記載の
方法。
【請求項４２】
　活性化状態依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより直接的に標識され
る、請求項４０に記載の方法。
【請求項４３】
　活性化状態依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより、活性化状態依存
性抗体にコンジュゲートされた結合ペアの第１のメンバーとシグナル増幅ペアの第１のメ
ンバーにコンジュゲートされた結合ペアの第２のメンバーとの結合を介して標識される、
請求項４０に記載の方法。
【請求項４４】
　結合ペアの第１のメンバーがビオチンであり、及び／又は結合ペアの第２のメンバーが
ストレプトアビジンである、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　促進部分がグルコースオキシダーゼである、請求項４０に記載の方法。
【請求項４６】
　グルコースオキシダーゼ及び活性化状態非依存性抗体が、スルフヒドリル活性化デキス
トラン分子にコンジュゲートされる、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　スルフヒドリル活性化デキストラン分子が、約５００ｋＤａの分子量を有する、請求項
４６に記載の方法。
【請求項４８】
　固体担体が、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊
維束及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項３２又は４０に記載の方法。
【請求項４９】
　捕捉抗体が、アドレス可能なアレイの固体担体上に拘束される、請求項３２又は４０に
記載の方法。
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【請求項５０】
　酸化剤が過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）である、請求項３７又は４５に記載の方法。
【請求項５１】
　シグナル増幅ペアの第１のメンバーがペルオキシダーゼである、請求項５０に記載の方
法。
【請求項５２】
　ペルオキシダーゼがセイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、請求項５１に
記載の方法。
【請求項５３】
　シグナル増幅ペアの第２のメンバーがチラミド試薬である、請求項５１に記載の方法。
【請求項５４】
　チラミド試薬がビオチン－チラミドである、請求項５３に記載の方法。
【請求項５５】
　増幅されたシグナルが、活性化チラミドを生成するビオチン－チラミドのペルオキシダ
ーゼ酸化により発生する、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　活性化チラミドが直接的に検出される、請求項５５に記載の方法。
【請求項５７】
　活性化チラミドが、シグナル検出試薬の添加に基づいて検出される、請求項５５に記載
の方法。
【請求項５８】
　シグナル検出試薬がストレプトアビジン標識フルオロフォアである、請求項５７に記載
の方法。
【請求項５９】
　シグナル検出試薬がストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼ及び発色試薬の組合せで
ある、請求項５７に記載の方法。
【請求項６０】
　発色試薬が３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）である、請求項５
９に記載の方法。
【請求項６１】
　抗癌薬による治療に対する胃癌の応答を同定する方法であって、
（ａ）単離癌細胞から生成される細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、
ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６
Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦＲ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分
析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された前記１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性
化レベルに基づき、抗癌薬による治療に対する胃癌の応答を同定すること
を含む方法。
【請求項６２】
　前記１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルが、前記１種以上の分析物
について作成された標準曲線に対して較正される、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　癌細胞が、胃癌を有する対象から抗癌薬の投与後に単離される、請求項６１に記載の方
法。
【請求項６４】
　単離された癌細胞が抗癌薬と接触される、請求項６１に記載の方法。
【請求項６５】
　前記１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを、抗癌薬の非存在下で作
成された前記１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プロファイルと比較すること
により胃癌の応答が同定される、請求項６３又は６４に記載の方法。
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【請求項６６】
　胃癌が腺癌である、請求項６１に記載の方法。
【請求項６７】
　胃癌が、食道、小腸、リンパ節、器官、骨又はこれらの組合せに転移している、請求項
６１に記載の方法。
【請求項６８】
　工程（ａ）が、細胞抽出物中の２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２又
は１３種の分析物の任意の組合せの発現レベル及び／又は活性化レベルを決定することを
含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項６９】
　前記１種以上の分析物が、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２及びＨＥＲ３を含む、
請求項６１に記載の方法。
【請求項７０】
　前記１種以上の分析物が、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、
ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃを含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項７１】
　前記１種以上の分析物が、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅ
ｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ及び
ＰＤＧＦＲを含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項７２】
　前記ＶＥＧＦＲが、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ３及びこれらの組合せか
らなる群から選択される、請求項６１に記載の方法。
【請求項７３】
　前記ＰＤＧＦＲが、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ及びこれらの組合せからなる群から選
択される、請求項６１に記載の方法。
【請求項７４】
　癌細胞が、腫瘍から得られた循環腫瘍細胞又は細針吸引液（ＦＮＡ）細胞である、請求
項６１に記載の方法。
【請求項７５】
　腫瘍が胃腫瘍である、請求項７４に記載の方法。
【請求項７６】
　癌細胞が試料から単離される、請求項６１に記載の方法。
【請求項７７】
　試料が胃癌を有する対象から得られる、請求項７６に記載の方法。
【請求項７８】
　試料が、全血、血清、血漿、腫瘍組織、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液及びこれらの
組合せからなる群から選択される、請求項７６に記載の方法。
【請求項７９】
　腫瘍組織が原発性腫瘍組織又は転移性腫瘍組織である、請求項７８に記載の方法。
【請求項８０】
　単離された細胞が１種以上の成長因子によりインビトロで刺激される、請求項６１に記
載の方法。
【請求項８１】
　抗癌薬が、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、抗増殖剤、化学療法剤及び
これらの組合せからなる群から選択される、請求項６１に記載の方法。
【請求項８２】
　モノクローナル抗体が、トラスツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標））、パーツズマ
ブ（２Ｃ４）、アレムツズマブ（Ｃａｍｐａｔｈ（商標））、ベバシズマブ（Ａｖａｓｔ
ｉｎ（商標））、セツキシマブ（Ｅｒｂｉｔｕｘ（商標））、ゲムツズマブ（Ｍｙｌｏｔ
ａｒｇ（商標））、パニツムマブ（Ｖｅｃｔｉｂｉｘ（商品名））、リツキシマブ（Ｒｉ
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ｔｕｘａｎ（商標））、トシツモマブ（ＢＥＸＸＡＲ（商標））、ＡＭＧ１０２（抗ＨＧ
Ｆ抗体）、ＭｅｔＭＡｂ（抗Ｍｅｔ抗体）及びこれらの組合せからなる群から選択される
、請求項８１に記載の方法。
【請求項８３】
　チロシンキナーゼ阻害剤が、ゲフィチニブ（Ｉｒｅｓｓａ（商標））、スニチニブ（Ｓ
ｕｔｅｎｔ（商標））、エルロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ（商標））、ラパチニブ（Ｔｙｋ
ｅｒｂ（商標））、カネルチニブ（ＣＩ１０３３）、ペリチニブ（ＥＫＢ－５６９）、セ
マキシニブ（ＳＵ５４１６）、バタラニブ（ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２２５８４）、ソラフ
ェニブ（Ｎｅｘａｖａｒ（商標））、イマチニブメシレート（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標））
、レフルノミド（ＳＵ１０１）、バンデタニブ（ＺＡＣＴＩＭＡ（商品名））、ＡＲＱ１
９７、ＰＦ－０２３４１０６６、ＳＧＸ５２３、ＸＬ１８４、ＭＧＣＤ２６５、ＸＬ８８
０及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項８１に記載の方法。
【請求項８４】
　抗増殖剤が、ｍＴＯＲ阻害剤、ＡＫＴ阻害剤、ＰＩ３Ｋ阻害剤、ＭＥＫ阻害剤、ｐａｎ
－ＨＥＲ阻害剤及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項８１に記載の方法
。
【請求項８５】
　化学療法剤が、白金系薬物、アルキル化剤、代謝拮抗薬、植物アルカロイド、トポイソ
メラーゼ阻害剤、抗腫瘍抗生物質及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項
８１に記載の方法。
【請求項８６】
　工程（ｃ）が、前記１種以上の分析物の発現レベル及び活性化レベルの両方を決定する
ことを含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項８７】
　細胞抽出物中の１種以上の追加の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定す
ることを更に含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項８８】
　１種以上の追加の分析物が、受容体チロシンキナーゼ、非受容体チロシンキナーゼ、チ
ロシンキナーゼシグナリングカスケード構成因子、核ホルモン受容体、核受容体コアクチ
ベーター、核受容体リプレッサー及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上
のシグナル伝達分子を含む、請求項８７に記載の方法。
【請求項８９】
　１種以上の追加の分析物が、ＨＥＲ４、ＭＥＫ、ＰＴＥＮ、ＳＧＫ３、４Ｅ－ＢＰ１、
ＥＲＫ２（ＭＡＰＫ１）、ＥＲＫ１（ＭＡＰＫ３）、ＰＤＫ１、ＧＳＫ－３β、Ｒａｆ、
ＳＲＣ、ＮＦｋＢ－ＩｋＢ、ｍＴＯＲ、Ｅｐｈ－ａ、Ｅｐｈ－ｂ、Ｅｐｈ－ｃ、Ｅｐｈ－
ｄ、Ｆｌｔ－３、Ｔｉｅ－１、Ｔｉｅ－２、ｃＦＭＳ、Ａｂｌ、ＦＴＬ３、ＲＥＴ、ＦＧ
ＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、ＡＩＢ１、ＲＯ
Ｎ及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項８７に記載の方法。
【請求項９０】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の発現レベルの決定が、細胞抽出物中の前記
１種以上の分析物の全レベルを前記１種以上の分析物に特異的な１種以上の抗体により検
出することを含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項９１】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の活性化レベルの決定が、細胞抽出物中の前
記１種以上の分析物のリン酸化レベルを前記１種以上の分析物のリン酸化形態に特異的な
１種以上の抗体により検出することを含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項９２】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の発現レベルの決定が、
（ｉ）細胞抽出物を、前記１種以上の分析物に特異的な捕捉抗体の希釈系列とインキュベ
ートして複数の捕捉された分析物を形成することであって、ここで捕捉抗体は、固体担体
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上に拘束されている；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、前記１種以上の分析物に特異的な第１及び第２の活
性化状態非依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートして複数の検出可能な捕捉された
分析物を形成することであって、ここで第１の活性化状態非依存性抗体は促進成分により
標識されており、第２の活性化状態非依存性抗体はシグナル増幅ペアの第１のメンバーに
より標識されており、促進成分はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにチャネリングし、
これと反応する酸化剤を発生させる；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物をシグナル増幅ペアの第２のメンバーとイ
ンキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項９３】
　第１の活性化状態非依存性抗体が、促進部分により直接的に標識される、請求項９２に
記載の方法。
【請求項９４】
　第２の活性化状態非依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより直接的に
標識される、請求項９２に記載の方法。
【請求項９５】
　第２の活性化状態非依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより、第２の
活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートされた結合ペアの第１のメンバーとシグナル増
幅ペアの第１のメンバーにコンジュゲートされた結合ペアの第２のメンバーとの結合を介
して標識される、請求項９２に記載の方法。
【請求項９６】
　結合ペアの第１のメンバーがビオチンであり、及び／又は結合ペアの第２のメンバーが
ストレプトアビジンである、請求項９５に記載の方法。
【請求項９７】
　促進部分がグルコースオキシダーゼである、請求項９２に記載の方法。
【請求項９８】
　グルコースオキシダーゼ及び第１の活性化状態非依存性抗体が、スルフヒドリル活性化
デキストラン分子にコンジュゲートされる、請求項９７に記載の方法。
【請求項９９】
　スルフヒドリル活性化デキストラン分子が、約５００ｋＤａの分子量を有する、請求項
９８に記載の方法。
【請求項１００】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の活性化レベルの決定が、
（ｉ）細胞抽出物を、前記１種以上の分析物に特異的な捕捉抗体の希釈系列とインキュベ
ートして複数の捕捉された分析物を形成することであって、ここで捕捉抗体は、固体担体
上に拘束されている；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、前記１種以上の分析物に特異的な活性化状態非依存
性抗体及び活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートして複数の検出可能な
捕捉された分析物を形成することであって、ここで活性化状態非依存性抗体は促進成分に
より標識されており、活性化状態依存性抗体はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにより
標識されており、促進成分はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにチャネリングし、これ
と反応する酸化剤を発生させる；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物をシグナル増幅ペアの第２のメンバーとイ
ンキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む、請求項６１に記載の方法。
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【請求項１０１】
　活性化状態非依存性抗体が、促進部分により直接的に標識される、請求項１００に記載
の方法。
【請求項１０２】
　活性化状態依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより直接的に標識され
る、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０３】
　活性化状態依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより、活性化状態依存
性抗体にコンジュゲートされた結合ペアの第１のメンバーとシグナル増幅ペアの第１のメ
ンバーにコンジュゲートされた結合ペアの第２のメンバーとの結合を介して標識される、
請求項１００に記載の方法。
【請求項１０４】
　結合ペアの第１のメンバーがビオチンであり、及び／又は結合ペアの第２のメンバーが
ストレプトアビジンである、請求項１０３に記載の方法。
【請求項１０５】
　促進部分がグルコースオキシダーゼである、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０６】
　グルコースオキシダーゼ及び活性化状態非依存性抗体が、スルフヒドリル活性化デキス
トラン分子にコンジュゲートされる、請求項１０５に記載の方法。
【請求項１０７】
　スルフヒドリル活性化デキストラン分子が、約５００ｋＤａの分子量を有する、請求項
１０６に記載の方法。
【請求項１０８】
　固体担体が、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊
維束及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項９２又は１００に記載の方法
。
【請求項１０９】
　捕捉抗体が、アドレス可能なアレイの固体担体上に拘束される、請求項９２又は１００
に記載の方法。
【請求項１１０】
　酸化剤が過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）である、請求項９７又は１０５に記載の方法。
【請求項１１１】
　シグナル増幅ペアの第１のメンバーがペルオキシダーゼである、請求項１１０に記載の
方法。
【請求項１１２】
　ペルオキシダーゼがセイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、請求項１１１
に記載の方法。
【請求項１１３】
　シグナル増幅ペアの第２のメンバーがチラミド試薬である、請求項１１１に記載の方法
。
【請求項１１４】
　チラミド試薬がビオチン－チラミドである、請求項１１３に記載の方法。
【請求項１１５】
　増幅されたシグナルが、活性化チラミドを生成するビオチン－チラミドのペルオキシダ
ーゼ酸化により発生する、請求項１１４に記載の方法。
【請求項１１６】
　活性化チラミドが直接的に検出される、請求項１１５に記載の方法。
【請求項１１７】
　活性化チラミドが、シグナル検出試薬の添加に基づいて検出される、請求項１１５に記
載の方法。
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【請求項１１８】
　シグナル検出試薬がストレプトアビジン標識フルオロフォアである、請求項１１７に記
載の方法。
【請求項１１９】
　シグナル検出試薬がストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼ及び発色試薬の組合せで
ある、請求項１１７に記載の方法。
【請求項１２０】
　発色試薬が３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）である、請求項１
１９に記載の方法。
【請求項１２１】
　抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対象の応答を予測する方法であって、
（ａ）単離癌細胞から生成される細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、
ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６
Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦＲ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分
析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された前記１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性
化レベルに基づき、抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対象の応答を予測すること
を含む方法。
【請求項１２２】
　前記１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルが、前記１種以上の分析物
について作成された標準曲線に対して較正される、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１２３】
　癌細胞が、胃癌を有する対象から抗癌薬の投与後に単離される、請求項１２１に記載の
方法。
【請求項１２４】
　単離された癌細胞が抗癌薬と接触される、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１２５】
　前記１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを、抗癌薬の非存在下で作
成された前記１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プロファイルと比較すること
により対象の応答が予測される、請求項１２３又は１２４に記載の方法。
【請求項１２６】
　胃癌が腺癌である、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１２７】
　胃癌が、食道、小腸、リンパ節、器官、骨又はこれらの組合せに転移している、請求項
１２１に記載の方法。
【請求項１２８】
　工程（ａ）が、細胞抽出物中の２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２又
は１３種の分析物の任意の組合せの発現レベル及び／又は活性化レベルを決定することを
含む、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１２９】
　前記１種以上の分析物が、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２及びＨＥＲ３を含む、
請求項１２１に記載の方法。
【請求項１３０】
　前記１種以上の分析物が、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、
ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃを含む、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１３１】
　前記１種以上の分析物が、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅ
ｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ及び
ＰＤＧＦＲを含む、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１３２】
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　前記ＶＥＧＦＲが、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ３及びこれらの組合せか
らなる群から選択される、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１３３】
　前記ＰＤＧＦＲが、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ及びこれらの組合せからなる群から選
択される、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１３４】
　癌細胞が、腫瘍から得られた循環腫瘍細胞又は細針吸引液（ＦＮＡ）細胞である、請求
項１２１に記載の方法。
【請求項１３５】
　腫瘍が胃腫瘍である、請求項１３４に記載の方法。
【請求項１３６】
　癌細胞が試料から単離される、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１３７】
　試料が胃癌を有する対象から得られる、請求項１３６に記載の方法。
【請求項１３８】
　試料が、全血、血清、血漿、腫瘍組織、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液及びこれらの
組合せからなる群から選択される、請求項１３６に記載の方法。
【請求項１３９】
　腫瘍組織が原発性腫瘍組織又は転移性腫瘍組織である、請求項１３８に記載の方法。
【請求項１４０】
　単離された細胞が１種以上の成長因子によりインビトロで刺激される、請求項１２１に
記載の方法。
【請求項１４１】
　抗癌薬が、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、抗増殖剤、化学療法剤及び
これらの組合せからなる群から選択される、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１４２】
　モノクローナル抗体が、トラスツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標））、パーツズマ
ブ（２Ｃ４）、アレムツズマブ（Ｃａｍｐａｔｈ（商標））、ベバシズマブ（Ａｖａｓｔ
ｉｎ（商標））、セツキシマブ（Ｅｒｂｉｔｕｘ（商標））、ゲムツズマブ（Ｍｙｌｏｔ
ａｒｇ（商標））、パニツムマブ（Ｖｅｃｔｉｂｉｘ（商品名））、リツキシマブ（Ｒｉ
ｔｕｘａｎ（商標））、トシツモマブ（ＢＥＸＸＡＲ（商標））、ＡＭＧ１０２（抗ＨＧ
Ｆ抗体）、ＭｅｔＭＡｂ（抗Ｍｅｔ抗体）及びこれらの組合せからなる群から選択される
、請求項１４１に記載の方法。
【請求項１４３】
　チロシンキナーゼ阻害剤が、ゲフィチニブ（Ｉｒｅｓｓａ（商標））、スニチニブ（Ｓ
ｕｔｅｎｔ（商標））、エルロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ（商標））、ラパチニブ（Ｔｙｋ
ｅｒｂ（商標））、カネルチニブ（ＣＩ１０３３）、ペリチニブ（ＥＫＢ－５６９）、セ
マキシニブ（ＳＵ５４１６）、バタラニブ（ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２２５８４）、ソラフ
ェニブ（Ｎｅｘａｖａｒ（商標））、イマチニブメシレート（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標））
、レフルノミド（ＳＵ１０１）、バンデタニブ（ＺＡＣＴＩＭＡ（商品名））、ＡＲＱ１
９７、ＰＦ－０２３４１０６６、ＳＧＸ５２３、ＸＬ１８４、ＭＧＣＤ２６５、ＸＬ８８
０及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項１４１に記載の方法。
【請求項１４４】
　抗増殖剤が、ｍＴＯＲ阻害剤、ＡＫＴ阻害剤、ＰＩ３Ｋ阻害剤、ＭＥＫ阻害剤、ｐａｎ
－ＨＥＲ阻害剤及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項１４１に記載の方
法。
【請求項１４５】
　化学療法剤が、白金系薬物、アルキル化剤、代謝拮抗薬、植物アルカロイド、トポイソ
メラーゼ阻害剤、抗腫瘍抗生物質及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項
１４１に記載の方法。
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【請求項１４６】
　工程（ｃ）が、前記１種以上の分析物の発現レベル及び活性化レベルの両方を決定する
ことを含む、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１４７】
　細胞抽出物中の１種以上の追加の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定す
ることを更に含む、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１４８】
　１種以上の追加の分析物が、受容体チロシンキナーゼ、非受容体チロシンキナーゼ、チ
ロシンキナーゼシグナリングカスケード構成因子、核ホルモン受容体、核受容体コアクチ
ベーター、核受容体リプレッサー及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上
のシグナル伝達分子を含む、請求項１４７に記載の方法。
【請求項１４９】
　１種以上の追加の分析物が、ＨＥＲ４、ＭＥＫ、ＰＴＥＮ、ＳＧＫ３、４Ｅ－ＢＰ１、
ＥＲＫ２（ＭＡＰＫ１）、ＥＲＫ１（ＭＡＰＫ３）、ＰＤＫ１、ＧＳＫ－３β、Ｒａｆ、
ＳＲＣ、ＮＦｋＢ－ＩｋＢ、ｍＴＯＲ、Ｅｐｈ－ａ、Ｅｐｈ－ｂ、Ｅｐｈ－ｃ、Ｅｐｈ－
ｄ、Ｆｌｔ－３、Ｔｉｅ－１、Ｔｉｅ－２、ｃＦＭＳ、Ａｂｌ、ＦＴＬ３、ＲＥＴ、ＦＧ
ＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、ＡＩＢ１、ＲＯ
Ｎ及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項１４７に記載の方法。
【請求項１５０】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の発現レベルの決定が、細胞抽出物中の前記
１種以上の分析物の全レベルを前記１種以上の分析物に特異的な１種以上の抗体により検
出することを含む、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１５１】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の活性化レベルの決定が、細胞抽出物中の前
記１種以上の分析物のリン酸化レベルを前記１種以上の分析物のリン酸化形態に特異的な
１種以上の抗体により検出することを含む、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１５２】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の発現レベルの決定が、
（ｉ）細胞抽出物を、前記１種以上の分析物に特異的な捕捉抗体の希釈系列とインキュベ
ートして複数の捕捉された分析物を形成することであって、ここで捕捉抗体は、固体担体
上に拘束されている；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、前記１種以上の分析物に特異的な第１及び第２の活
性化状態非依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートして複数の検出可能な捕捉された
分析物を形成することであって、ここで第１の活性化状態非依存性抗体は促進成分により
標識されており、第２の活性化状態非依存性抗体はシグナル増幅ペアの第１のメンバーに
より標識されており、促進成分はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにチャネリングし、
これと反応する酸化剤を発生させる；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物をシグナル増幅ペアの第２のメンバーとイ
ンキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１５３】
　第１の活性化状態非依存性抗体が、促進部分により直接的に標識される、請求項１５２
に記載の方法。
【請求項１５４】
　第２の活性化状態非依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより直接的に
標識される、請求項１５２に記載の方法。
【請求項１５５】
　第２の活性化状態非依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより、第２の
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活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートされた結合ペアの第１のメンバーとシグナル増
幅ペアの第１のメンバーにコンジュゲートされた結合ペアの第２のメンバーとの結合を介
して標識される、請求項１５２に記載の方法。
【請求項１５６】
　結合ペアの第１のメンバーがビオチンであり、及び／又は結合ペアの第２のメンバーが
ストレプトアビジンである、請求項１５５に記載の方法。
【請求項１５７】
　促進部分がグルコースオキシダーゼである、請求項１５２に記載の方法。
【請求項１５８】
　グルコースオキシダーゼ及び第１の活性化状態非依存性抗体が、スルフヒドリル活性化
デキストラン分子にコンジュゲートされる、請求項１５７に記載の方法。
【請求項１５９】
　スルフヒドリル活性化デキストラン分子が、約５００ｋＤａの分子量を有する、請求項
１５８に記載の方法。
【請求項１６０】
　工程（ｃ）における前記１種以上の分析物の活性化レベルの決定が、
（ｉ）細胞抽出物を、前記１種以上の分析物に特異的な捕捉抗体の希釈系列とインキュベ
ートして複数の捕捉された分析物を形成することであって、ここで捕捉抗体は、固体担体
上に拘束されている；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、前記１種以上の分析物に特異的な活性化状態非依存
性抗体及び活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートして複数の検出可能な
捕捉された分析物を形成することであって、ここで活性化状態非依存性抗体は促進成分に
より標識されており、活性化状態依存性抗体はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにより
標識されており、促進成分はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにチャネリングし、これ
と反応する酸化剤を発生させる；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物をシグナル増幅ペアの第２のメンバーとイ
ンキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１６１】
　活性化状態非依存性抗体が、促進部分により直接的に標識される、請求項１６０に記載
の方法。
【請求項１６２】
　活性化状態依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより直接的に標識され
る、請求項１６０に記載の方法。
【請求項１６３】
　活性化状態依存性抗体が、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより、活性化状態依存
性抗体にコンジュゲートされた結合ペアの第１のメンバーとシグナル増幅ペアの第１のメ
ンバーにコンジュゲートされた結合ペアの第２のメンバーとの結合を介して標識される、
請求項１６０に記載の方法。
【請求項１６４】
　結合ペアの第１のメンバーがビオチンであり、及び／又は結合ペアの第２のメンバーが
ストレプトアビジンである、請求項１６３に記載の方法。
【請求項１６５】
　促進部分がグルコースオキシダーゼである、請求項１６０に記載の方法。
【請求項１６６】
　グルコースオキシダーゼ及び活性化状態非依存性抗体が、スルフヒドリル活性化デキス
トラン分子にコンジュゲートされる、請求項１６５に記載の方法。
【請求項１６７】
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　スルフヒドリル活性化デキストラン分子が、約５００ｋＤａの分子量を有する、請求項
１６６に記載の方法。
【請求項１６８】
　固体担体が、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊
維束及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項１５２又は１６０に記載の方
法。
【請求項１６９】
　捕捉抗体が、アドレス可能なアレイの固体担体上に拘束される、請求項１５２又は１６
０に記載の方法。
【請求項１７０】
　酸化剤が過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）である、請求項１５７又は１６５に記載の方法。
【請求項１７１】
　シグナル増幅ペアの第１のメンバーがペルオキシダーゼである、請求項１７０に記載の
方法。
【請求項１７２】
　ペルオキシダーゼがセイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、請求項１７１
に記載の方法。
【請求項１７３】
　シグナル増幅ペアの第２のメンバーがチラミド試薬である、請求項１７１に記載の方法
。
【請求項１７４】
　チラミド試薬がビオチン－チラミドである、請求項１７３に記載の方法。
【請求項１７５】
　増幅されたシグナルが、活性化チラミドを生成するビオチン－チラミドのペルオキシダ
ーゼ酸化により発生する、請求項１７４に記載の方法。
【請求項１７６】
　活性化チラミドが直接的に検出される、請求項１７５に記載の方法。
【請求項１７７】
　活性化チラミドが、シグナル検出試薬の添加に基づいて検出される、請求項１７５に記
載の方法。
【請求項１７８】
　シグナル検出試薬がストレプトアビジン標識フルオロフォアである、請求項１７７に記
載の方法。
【請求項１７９】
　シグナル検出試薬がストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼ及び発色試薬の組合せで
ある、請求項１７７に記載の方法。
【請求項１８０】
　発色試薬が３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）である、請求項１
７９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
　本出願は、２００９年７月１５日に出願された米国仮出願第６１／２２５，８６６号、
２００９年１１月３０日に出願された米国仮出願第６１／２６５，２１８号及び２０１０
年４月１６日に出願された米国仮出願第６１／３２５，０００号の優先権を主張し、これ
らの開示は、全ての目的のために参照により全体として本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　乳房、肝臓、肺、卵巣、腎臓、胃（ｓｔｏｍａｃｈ）（胃（ｇａｓｔｒｉｃ））及び甲
状腺の癌腫を含む広範な種々のヒト悪性腫瘍は、持続するｃ－Ｍｅｔの刺激、過剰発現又
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は突然変異を示す。特に、ｃ－Ｍｅｔの活性化突然変異が、乳頭状腎臓癌の特定の遺伝型
の患者において明確に同定されており、このことはｃ－Ｍｅｔがヒト腫瘍発生に直接関与
していることを示す。ｃ－Ｍｅｔ受容体の調節不全又はこのリガンド、肝細胞成長因子（
ＨＧＦ）の過剰発現に起因するｃ－Ｍｅｔシグナリング経路のアベラントなシグナリング
は、悪性表現型と関連している。ｃ－Ｍｅｔシグナリングがいくつかの癌の進行及び拡散
に関与する広範な証拠並びに疾患におけるこの役割についての理解の向上は、癌薬物開発
における主な標的としてｃ－Ｍｅｔ及びＨＧＦへのかなりの関心を生み出した。
【０００３】
　この関心は、潜在的な臨床用途を有する種々のｃ－Ｍｅｔ経路アンタゴニストの開発を
もたらした。経路選択的抗癌薬開発のこの３種の主なアプローチは、リガンド／受容体相
互作用の拮抗作用、チロシンキナーゼ触媒活性の阻害及び受容体／エフェクター相互作用
の遮断を含む。
【０００４】
　ｃ－Ｍｅｔは、散乱因子としても公知の肝細胞成長因子（ＨＧＦ）の細胞表面受容体で
ある。ＨＧＦは、プラスミノーゲンセリンプロテアーゼファミリーのメンバーに高度に関
連するマルチドメイン糖タンパク質である。ＨＧＦは、間葉細胞により単鎖の不活性ポリ
ペプチドとして分泌され、多数のプロテアーゼによりこの活性ヘテロ二量体に開裂される
。
【０００５】
　ＨＧＦ結合は、ｃ－Ｍｅｔ受容体のホモ二量体化及び触媒部位内の２個のチロシン残基
（Ｙ１２３４及びＹ１２３５）のリン酸化を誘導し、このことによりキナーゼ活性を調節
する。カルボキシ末端テイルは、チロシンＹ１３４９及びＹ１３５６を含み、これらはリ
ン酸化されると細胞内アダプタータンパク質についてのドッキング部位として機能し、下
流シグナリングをもたらす。ｃ－Ｍｅｔ受容体は、胚形性時及び成人期に、肝臓、膵臓、
前立腺、腎臓、筋及び骨髄を含む多くの器官の上皮細胞内で発現される。
【０００６】
　対象となる１種のｃ－Ｍｅｔ媒介癌は、胃癌である。胃癌は、世界規模の主な癌による
死因であり、発病率は１年当たり１８．９人／１０００００人である。胃癌の発病率は、
９３４０００人の症例と推定され、新たな症例の５６％は西アジアにおいて生じている。
胃癌は、２００２年のＣｅｎｔｒａｌ　Ｔｕｍｏｒ　Ｒｅｇｉｓｔｒｙデータによれば、
韓国において全ての癌の２０．８％を占める。胃切除は胃癌患者における唯一の根治治療
であるが、根治手術後４０～６０％に及ぶ高い再発率が依然として不良な全生存率の一因
となっている。
【０００７】
　いくつかのｃ－Ｍｅｔアンタゴニストの前臨床結果は、目下臨床調査中である。これら
の薬剤は、モノクローナル抗体、リガンド／受容体相互作用の撹乱物質及び小分子チロシ
ンキナーゼ阻害剤を含み、有望である。いくつかのマルチ標的療法も臨床において調査中
であり、特にチロシンキナーゼ阻害に関して見込みがあると実証されている。種々の癌に
おいてｃ－Ｍｅｔが担う役割に関し、個体のための治療の適切な選択及び方針の必要性が
存在する。このことは、特に、ｃ－Ｍｅｔ媒介胃癌に当てはまる。本発明は、これらの及
び他の必要性を満たす。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、腫瘍細胞（例えば、胃腫瘍細胞）におけるシグナル伝達経路の構成因子の状
態（例えば、発現及び／又は活性化レベル）を検出するための組成物及び方法を提供する
。本発明の実施から導き出されるシグナル伝達経路の構成因子（例えば、ＨＥＲ２及び／
又はｃ－Ｍｅｔシグナル伝達経路構成因子）の発現及び／又は活性化状態についての情報
は、胃癌診断、予後診断及び胃癌治療の設計に使用することができる。
【０００９】
　一態様において、本発明は、胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択する方法であって、
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（ａ）単離癌細胞から生成される細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、
ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６
Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦＲ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分
析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルに基づき、胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択すること
を含む方法を提供する。
【００１０】
　１つの特定の実施態様において、本発明は、胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択する方法
であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較して抗癌薬が胃癌の治療に好適か不適かを決定すること
を含む方法を提供する。
【００１１】
　別の特定の実施態様において、本発明は、胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択する方法で
あって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較すること；並びに
（ｅ）１種以上の分析物について決定された発現レベル及び／又は活性化レベルが参照発
現及び／又は活性化プロファイルと比較して変化（例えば、実質的に減少）した場合、抗
癌薬が胃癌の治療に好適であることを示すこと
を含む方法を提供する。
【００１２】
　一部の実施態様において、本発明の方法は、胃腫瘍の治療に好適な抗癌薬の選択を補助
又は支援するために有用であり得る。他の実施態様において、本発明の方法は、胃腫瘍の
治療に好適な抗癌薬の選択を改善するために有用であり得る。
【００１３】
　別の態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌の応答を同定する方法で
あって、
（ａ）単離癌細胞から生成される細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、
ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６
Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦＲ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分
析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルに基づき、抗癌薬による治療に対する胃癌の応答を同定すること
を含む方法を提供する。
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【００１４】
　１つの特定の実施態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌の応答を同
定する方法であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較して胃癌が抗癌薬による治療に対して応答性か非応答性かを同定するこ
と
を含む方法を提供する。
【００１５】
　別の特定の実施態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌の応答を同定
する方法であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較すること；並びに
（ｅ）１種以上の分析物について決定された発現レベル及び／又は活性化レベルが参照発
現及び／又は活性化プロファイルと比較して変化（例えば、実質的に減少）した場合、胃
癌が抗癌薬による治療に対して応答性であることを示すこと
を含む方法を提供する。
【００１６】
　一部の実施態様において、本発明の方法は、抗癌薬による治療に対する胃腫瘍の応答の
同定を補助又は支援するために有用であり得る。他の実施態様において、本発明の方法は
、抗癌薬による治療に対する胃腫瘍の応答の同定を改善するために有用であり得る。
【００１７】
　更に別の態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対象の応答
を予測する方法であって、
（ａ）単離癌細胞から生成される細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、
ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６
Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦＲ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分
析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルに基づき、抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対象の応答を予測すること
を含む方法を提供する。
【００１８】
　１つの特定の実施態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対
象の応答を予測する方法であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
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ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較して胃癌を有する対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性を予
測すること
を含む方法を提供する。
【００１９】
　別の特定の実施態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対象
の応答を予測する方法であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較して対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性を予測すること；
並びに
（ｅ）１種以上の分析物について決定された発現レベル及び／又は活性化レベルが参照発
現及び／又は活性化プロファイルと比較して変化（例えば、実質的に減少）した場合、胃
癌を有する対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性が高いことを示すこと
を含む方法を提供する。
【００２０】
　一部の実施態様において、本発明の方法は、抗癌薬による治療に対して応答する胃癌対
象の可能性の予測を補助又は支援するために有用であり得る。他の実施態様において、本
発明の方法は、抗癌薬による治療に対して応答する胃癌対象の可能性の予測を改善するた
めに有用であり得る。
【００２１】
　本発明の他の目的、特性及び利点は、当業者には以下の詳細な説明及び図面から明白に
なる。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】本発明の実施において使用することができる細胞増殖に関与するシグナル伝達経
路の一例を示す図である。マイトジェンシグナルを細胞増殖に変換させるために細胞によ
り使用されるＥＧＦＲ／ＭＡＰＫ／ＥＲＫ経路の構成因子が示されている。
【００２３】
【図２】癌治療の経過を通しての薬物選択のための本発明のアドレス可能なアレイの適用
を略図によって示す図である。
【００２４】
【図３】ＨＧＦ処理されたＡ４３１扁平上皮癌細胞におけるｃ－Ｍｅｔ及びＨＥＲ２活性
化のレベルを示す図である。
【００２５】
【図４】ＨＧＦ処理されたＨＣＣ８２７肺癌細胞におけるｃ－Ｍｅｔ及びＨＥＲ２活性化
のレベルを示す図である。
【００２６】
【図５】結合される各標的タンパク質ごとに後続のチャネリング事象のための酵素と結合
している２種の追加の検出抗体の共局在化に依存する本発明の近接アッセイフォーマット
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（ＣＯＰＩＡ）の一実施態様を示す図である。
【００２７】
【図６】受容体チロシンキナーゼ経路の構成因子、例えば、ｃ－Ｍｅｔ及びＥＧＦＲ／Ｍ
ＡＰＫ／ＥＲＫ経路におけるものに対する抗体の希釈物を含むアドレス可能なアレイの略
例を示す図である。非限定的な例として、抗体は、アドレス可能なアレイ上の４種の異な
る希釈物中でトリプリケートでプレーティングすることができる。
【００２８】
【図７】胃癌において活性化されるシグナル伝達経路の構成因子に対する抗体の希釈物を
含むアドレス可能なアレイの略例を示す図である。非限定的な例として、抗体は、アドレ
ス可能なアレイ上の４種の異なる希釈物中でトリプリケートでプレーティングすることが
できる。
【００２９】
【図８】生物学的試料における活性化（例えば、リン酸化）及び全分析物レベルの決定に
おいて特に有用な本発明の近接アッセイフォーマット（ＣＯＰＩＡ）の別の実施態様を示
す。
【００３０】
【図９】ＨＥＲ２定量のために作成された標準滴定曲線を示す図である。
【００３１】
【図１０】図１０Ａは、完全長ＨＥＲ２を除去した又は除去していないＢＴ４７４細胞の
ディファレンシャルＨＥＲ２プロファイリング（ＨＥＲ２－ＥＣＤ及びＨＥＲ２－ＩＣＤ
捕捉を用いる）の比較を示す図である。図１０Ｂは、各ＲＴＫに特異的なリガンドにより
処理された既知レベルのＲＴＫ発現を有する細胞系に基づく標的タンパク質発現及びリン
酸化の定量を示す図である。
【００３２】
【図１１】ＧＣＡ試料における広範な経路タンパク質発現が観察されたことを示す図であ
る。「Ｔ」＝合計；「Ｐ」＝リン酸化。
【００３３】
【図１２】Ｖｅｒｉｄｅｘ　ＣＴＣ計数システムにより決定された、ＧＣＡ患者からの規
定容量の血液において得られたＣＴＣの数を示す図である。
【００３４】
【図１３】ＣＯＰＩＡにより決定された、ＧＣＡ患者から単離されたＣＴＣにおけるＨＥ
Ｒ１／ＥＧＦＲ及びＨＥＲ２の発現及び活性化を示す図である。
【００３５】
【図１４】ＧＣＡ腫瘍組織におけるＨＥＲ２発現を検出するための免疫組織化学（ＩＨＣ
）とＣＯＰＩＡとの相関度を示す図である。
【００３６】
【図１５】ＧＣＡ試料における広範な経路タンパク質発現が観察されたことを示す図であ
る。ＣＯＰＩＡによりアッセイされた分析物は、以下のシグナル伝達経路タンパク質：Ｈ
ＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃ
を含んだ。Ｎ＝２９１。
【００３７】
【図１６】２種の異なる腫瘍溶解物濃度のＧＣＡ腫瘍組織におけるＨＥＲ２、ＨＥＲ３、
ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ及びｃＫｉｔの発現レベル並びにＰＩ３Ｋの活性化レベルのＣＯ
ＰＩＡ分析を示す図である。
【００３８】
【図１７】ＣＯＰＩＡを使用するＧＣＡ腫瘍組織試料におけるＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥ
Ｒ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃの発現プロファイリング
を示す図である。ＩｇＧ及びサイトケラチン（ＣＫ）を対照として使用し、ＨＥＲ１発現
レベルは、２種の異なる捕捉抗体（「ＨＥＲ１」及び「ＨＥＲ１－２」と示す）を用いて
アッセイした。アッセイされた腫瘍溶解物の量も示す（すなわち、０．２５μｇ、２．５
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μｇ、２０μｇ）。
【００３９】
【図１８】ＣＯＰＩＡを使用する追加のＧＣＡ腫瘍組織試料におけるＨＥＲ１、ＨＥＲ２
、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃの発現プロファイ
リングを示す図である。ＩｇＧ及びＣＫを対照として使用し、ＨＥＲ１発現レベルは、２
種の異なる捕捉抗体（「ＨＥＲ１」及び「ＨＥＲ１－２」と示す）を用いてアッセイした
。アッセイされた腫瘍溶解物の量も示す（すなわち、０．２５μｇ、２．５μｇ、２０μ
ｇ）。
【００４０】
【図１９】ＣＯＰＩＡを使用する追加のＧＣＡ腫瘍組織試料におけるＨＥＲ１、ＨＥＲ２
、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃの発現プロファイ
リングを示す図である。ＩｇＧ及びＣＫを対照として使用し、ＨＥＲ１発現レベルは、２
種の異なる捕捉抗体（「ＨＥＲ１」及び「ＨＥＲ１－２」と示す）を用いてアッセイした
。アッセイされた腫瘍溶解物の量も示す（すなわち、０．２５μｇ、２．５μｇ、２０μ
ｇ）。
【００４１】
【図２０】ＨＥＲ２発現についてＩＨＣによりＩＨＣ３＋と決定された試料におけるＣＯ
ＰＩＡ（例えば、本明細書に記載のトランケート化受容体近接アッセイを使用する）によ
り決定されたＧＣＡ腫瘍組織試料におけるｐ９５ＨＥＲ２の発現レベルを示す図である。
【００４２】
【図２１】ＨＥＲ２発現に関してＩＨＣとＣＯＰＩＡとの間に観察された不一致を示す図
である。ＣＵ＝標準に対して正規化されたコンピュータ単位
【００４３】
【図２２】ＨＥＲ２発現に関してＩＨＣとＣＯＰＩＡとの間に観察された不一致を説明す
る追加のＧＣＡ腫瘍組織試料を示す図である。
【００４４】
【図２３】ＨＥＲ２発現についてＩＨＣによっても記録されたＧＣＡ腫瘍試料においてＣ
ＯＰＩＡにより観察されたｐ９５ＨＥＲ２発現レベルを示す図である。
【発明の詳細な説明】
【００４５】
Ｉ．導入
　上記のとおり、細胞増殖に関与するシグナル伝達経路の活性化及び細胞死に関与する経
路の不活性化は、多数の異なるタイプの癌を特徴付ける分子的特性の非限定的な例である
。多くの場合、特定のシグナル伝達経路及びこれらの構成因子の活性は、所与のタイプの
癌についての分子シグニチャーとして機能することができる。このような活性化された構
成因子は、治療介入に有用な標的を更に提供することができる。従って、治療前、治療中
及び治療後の癌細胞内での特定のシグナル伝達系の活性レベルに関する知見は、採用すべ
き適切な治療経過を選択するために使用することができる高度に関連する情報を医師に提
供する。更に、治療が進行するにつれて癌細胞内で活性になるシグナル伝達経路の継続的
追跡は、例えば、同一又は別のシグナル伝達経路のいずれかを活性化する更なる異常を通
して癌細胞が治療に対して耐性になった場合、医師に特定の治療過程を継続すること又は
別の治療ラインに切り替えることを促す、医師に治療の効力に関する追加の情報を提供す
ることができる。
【００４６】
　従って、本発明は、特異的マルチプレックスハイスループットアッセイにおいて、腫瘍
組織又は腫瘍外細胞、例えば、固形腫瘍の希少循環細胞中での複数の脱調節されたシグナ
ル伝達分子の発現及び活性化状態を検出するための方法及び組成物を提供する。本発明は
また、脱調節されたシグナリング経路を下方調節又は停止させるために適切な治療（単一
薬物又は薬物の組合せ）を選択するための方法及び組成物を提供する。従って、本発明は
、癌患者にパーソナライズされた治療の設計を促進するために使用することができる。
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【００４７】
　単細胞のレベルにおけるシグナル伝達経路の活性の決定を介する循環中で腫瘍細胞を検
出及び同定する能力は、本発明の重要な利点である。腫瘍細胞は、「微小転移」（播種性
腫瘍細胞）としての種々の初期段階の癌を有する患者の血液中に見出されることが多く、
転移性癌においても見出される。血液中の腫瘍細胞の数は、腫瘍の病期及びタイプに依存
する。生検物は典型的には原発性腫瘍上で得られる一方、ほとんどの転移腫瘍は生検が行
われず、このことにより、このような腫瘍試料についての分子分析が極めて困難になる。
腫瘍転移時には、多くの進行性腫瘍細胞は原発性腫瘍を離れ、血液系及びリンパ系を通っ
て移動して遠隔部位に達する。従って、血液からの循環腫瘍細胞は、腫瘍細胞の最も悪性
で均質な集団を表す。しかしながら、血液中の転移性腫瘍細胞の数は極めて少ないことが
多く、血液１ミリリットル当たり１個から数千個の細胞まで変動する。このような希少細
胞中でシグナル伝達経路を単離及びアッセイし、この情報をより有効な癌治療に向けて適
用する能力は、本発明の１つの目的である。
【００４８】
　一部の実施態様において、本発明のマルチプレックスハイスループット免疫アッセイは
、固形腫瘍の循環細胞中の１種以上のシグナル伝達分子の活性化状態を単細胞レベルで検
出することができる。実際、ＥＧＦＲ及びＨＥＲ２などのシグナル伝達分子は、約１００
ゼプトモルの感度及び約１００ゼプトモルから約１００フェムトモルの線形ダイナミック
レンジで検出することができる。従って、希少循環細胞中の複数のシグナル伝達物質の活
性化状態の単細胞検出は、癌の予後診断及び診断並びにパーソナライズされた標的療法の
設計を促進する。
【００４９】
　希少循環細胞には、固形腫瘍から転移又は微小転移している固形腫瘍の循環細胞が含ま
れる。循環腫瘍細胞、癌幹細胞及び腫瘍に遊走している（例えば、化学走化性に起因する
）細胞、例えば、循環内皮前駆細胞、循環内皮細胞、循環前血管新生骨髄性細胞及び循環
樹状細胞は、固形腫瘍と関連する循環細胞の一部の例である。
【００５０】
　対象となるシグナル伝達分子は、典型的にはこれらのインサイチュー活性化状態を保存
するために循環細胞が単離された直後に、好ましくは約２４、６又は１時間以内、より好
ましくは約３０、１５又は５分以内に抽出される。単離された細胞は、通常はナノモルか
らマイクロモル濃度の１種以上の成長因子とともに約１～３０分間インキュベートしてシ
グナル伝達分子の活性化を復活させ、又は刺激することもできる（例えば、Ｉｒｉｓｈ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ，１１８：２１７－２２８（２００４）参照）。
【００５１】
　以下により詳細に説明するとおり、個々の患者のために潜在的な抗癌療法を評価するた
め、単離された細胞を変動する用量の１種以上の抗癌薬とインキュベートすることができ
る。次いで、成長因子の刺激を数分間（例えば、約１～５分間）又は数時間（例えば、約
１～６時間）実施することができる。抗癌薬を用いる及び用いないシグナリング経路のデ
ィファレンシャルな活性化は、各個々の患者のために適正用量での好適な癌療法の選択を
補助することができる。循環細胞は、抗癌薬治療中の患者試料から単離し、１種以上の成
長因子により刺激して治療の変更を実行すべきか否かを決定することもできる。従って、
本発明の方法は、有利には、臨床医が全ての患者に適切な時点に適切な用量で適切な抗癌
薬を提供することを支援する。
【００５２】
　現在利用可能な胃癌試験オプションとは対照的に、本発明の方法は、例えば血液及び／
又は細針吸引液（ＦＮＡ）からの循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）などの試料を使用して固形胃腫
瘍の「リアルタイム生検」を提供することにより、疾患の全病期を通して胃癌患者を追跡
することを可能とする。非限定的な例として、本明細書に記載の胃癌アッセイは、疾患の
早期段階に患者における胃癌の初期診断において使用することができる。好適な癌療法の
選択は、本明細書に記載のアッセイを使用して、抗癌薬を用いて及び用いずに特異的シグ
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ナリング経路の発現及び／又は活性化状態をプロファイリングすることにより導かれる。
有利には、本発明の方法は、疾患の任意の段階において採取され、本明細書に記載のアッ
セイを使用して分析された試料に基づいて治療介入を行うことができるので、疾患の進行
又は退縮を追跡するために使用することもできる。従って、胃癌の初期及び転移期のため
に好適な癌療法の選択は、リアルタイム診断及び特定のシグナリング経路分子の発現及び
／又は活性化状態の分析により導かれる。
【００５３】
　本発明の方法は、有利には、癌管理における重要な問題に対応し、胃癌患者のためによ
り高度の標準看護を提供するようにオーダーメードされる。これというのも、この方法が
（１）増加した感度を提供し（例えば、全及びリン酸化シグナル伝達分子、例えば、ＥＧ
ＦＲ及びＨＥＲ２を検出するために単細胞検出を達成することができる）、（２）増加し
た特異性を提供し（例えば、３抗体近接アッセイは全及びリン酸化シグナル伝達分子を検
出するための特異性を向上させる）、（３）経路プロファイリングを可能にし（例えば、
特定のシグナル伝達分子の発現及び／又は活性化状態は患者からのＣＴＣ及びＦＮＡ中で
検出することができる）、（４）患者試料を得ることに伴うあらゆる問題を排除する（例
えば、アッセイはほんの少数の腫瘍細胞について実施することができる）からである。本
明細書に記載のアッセイにおいてはあらゆる試料を使用することができるが、ＣＴＣは最
も悪性の腫瘍細胞を表し、各腫瘍はＣＴＣを遊離させることが公知であり、遺残腫瘍又は
アクセス困難な転移性腫瘍の唯一の起源であり得、これらは血液中に見出されるので、特
に有用である。従って、本発明の方法は、胃腫瘍組織の連続サンプリングを可能とし、時
間及び治療に応じて腫瘍細胞中で発生する変化に関する貴重な情報をもたらし、急速に発
達する癌経路シグニチャーを追跡するための手段を臨床医に提供する。
【００５４】
　これらをまとめると、本発明の組成物及び方法は、有利には、マルチプレックス化され
た抗体ベースの近接アッセイを使用して、容易にアクセス可能な腫瘍細胞について経路プ
ロファイリングを実施することにより標的療法から利益を得る可能性が最も高い癌患者（
例えば、胃癌患者）の正確な予測、選択及び追跡を提供する。
【００５５】
ＩＩ．定義
　本明細書において使用される以下の用語は、他に記載のない限り、これらに与えられた
意味を有する。
【００５６】
　用語「癌」は、アベラントな細胞の制御されない成長を特徴とする疾患クラスの任意の
メンバーを含めるものとする。この用語は、悪性、良性、軟組織もしくは固形並びに転移
前及び転移後癌を含む全ての病期及び悪性度の癌のいずれであると特徴付けられようと、
全ての公知の癌及び新生物病態を含む。様々な癌のタイプの例には、限定されるものでは
ないが、消化管及び胃腸癌、例えば、胃癌（例えば、胃癌）、結腸直腸癌、消化管間質腫
瘍（ＧＩＳＴ）、消化管カルチノイド腫瘍、結腸癌、直腸癌、肛門癌、胆管癌、小腸癌及
び食道癌；乳癌；肺癌（例えば、非小細胞肺癌）；胆嚢癌；肝臓癌；膵臓癌；虫垂癌；前
立腺癌、卵巣癌；腎臓癌（例えば、腎細胞癌）；中枢神経系の癌；皮膚癌；リンパ腫；神
経膠腫；絨毛腫；頭頸部癌；骨原性肉腫；並びに血液癌が含まれる。本明細書において使
用される「腫瘍」は、１個以上の癌性細胞を含む。
【００５７】
　用語「分析物」には、任意の対象となる分子、典型的にはこの存在、量（発現レベル）
、活性化状態及び／又は同一性が決定される高分子、例えば、ポリペプチドが含まれる。
ある例において、分析物は、シグナル伝達分子、例えば、ＨＥＲ２（ＥｒｂＢ２）又はｃ
－Ｍｅｔシグナリング経路の構成因子である。
【００５８】
　用語「シグナル伝達分子」又は「シグナル伝達物質」は、細胞が細胞外シグナル又は刺
激を応答に変換するプロセスであって、典型的には細胞の内部での順序付けられた生化学
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反応の順序を含むプロセスを実施するタンパク質及び他の分子を含む。シグナル伝達分子
の例には、限定されるものではないが、受容体チロシンキナーゼ、例えば、ＥＧＦＲ（例
えば、ＥＧＦＲ／ＨＥＲ１／ＥｒｂＢ１、ＨＥＲ２／Ｎｅｕ／ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ３／Ｅ
ｒｂＢ３、ＨＥＲ４／ＥｒｂＢ４）、ＶＥＧＦＲ１／ＦＬＴ１、ＶＥＧＦＲ２／ＦＬＫ１
／ＫＤＲ、ＶＥＧＦＲ３／ＦＬＴ４、ＦＬＴ３／ＦＬＫ２、ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧ
ＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ）、ｃ－ＫＩＴ／ＳＣＦＲ、ＩＮＳＲ（インスリン受容体）、ＩＧ
Ｆ－ＩＲ、ＩＧＦ－ＩＩＲ、ＩＲＲ（インスリン受容体関連受容体）、ＣＳＦ－１Ｒ、Ｆ
ＧＦＲ１－４、ＨＧＦＲ１－２、ＣＣＫ４、ＴＲＫＡ－Ｃ、ｃ－ＭＥＴ、ＲＯＮ、ＥＰＨ
Ａ１－８、ＥＰＨＢ１－６、ＡＸＬ、ＭＥＲ、ＴＹＲＯ３、ＴＩＥ１－２、ＴＥＫ、ＲＹ
Ｋ、ＤＤＲ１－２、ＲＥＴ、ｃ－ＲＯＳ、Ｖ－カドヘリン、ＬＴＫ（白血球チロシンキナ
ーゼ）、ＡＬＫ（未分化リンパ腫キナーゼ）、ＲＯＲ１－２、ＭＵＳＫ、ＡＡＴＹＫ１－
３及びＲＴＫ１０６；受容体チロシンキナーゼのトランケート化形態、例えば、アミノ末
端細胞外ドメインを欠くトランケート化ＨＥＲ２受容体（例えば、ｐ９５ＥｒｂＢ２（ｐ
９５ｍ）、ｐ１１０、ｐ９５ｃ、ｐ９５ｎなど）；受容体チロシンキナーゼ二量体（例え
ば、ｐ９５ＨＥＲ２／ＨＥＲ３、ｐ９５ＨＥＲ２／ＨＥＲ２、ＨＥＲ２／ＨＥＲ２、ＨＥ
Ｒ２／ＨＥＲ３、ＨＥＲ１／ＨＥＲ２、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３、ＨＥＲ２／ＨＥＲ４など）
；非受容体チロシンキナーゼ、例えば、ＢＣＲ－ＡＢＬ、Ｓｒｃ、Ｆｒｋ、Ｂｔｋ、Ｃｓ
ｋ、Ａｂｌ、Ｚａｐ７０、Ｆｅｓ／Ｆｐｓ、Ｆａｋ、Ｊａｋ、Ａｃｋ及びＬＩＭＫ；チロ
シンキナーゼシグナリングカスケード構成因子、例えば、Ａｋｔ（例えば、ＡＫＴ１、Ａ
ＫＴ２、ＡＫＴ３）、ＭＥＫ（ＭＡＰ２Ｋ１）、ＥＲＫ２（ＭＡＰＫ１）、ＥＲＫ１（Ｍ
ＡＰＫ３）、ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ（ｐ１１０）、ＰＩＫ３Ｒ１（ｐ８５））
、ＰＤＫ１、ＰＤＫ２、ホスファターゼ及びテンシンホモログ（ＰＴＥＮ）、ＳＧＫ３、
４Ｅ－ＢＰ１、Ｐ７０Ｓ６Ｋ（例えば、ｐ７０Ｓ６キナーゼスプライスバリアントアルフ
ァＩ）、タンパク質チロシンホスファターゼ（例えば、ＰＴＰ１Ｂ、ＰＴＰＮ１３、ＢＤ
Ｐ１など）、ＲＡＦ、ＰＬＡ２、ＭＥＫＫ、ＪＮＫＫ、ＪＮＫ、ｐ３８、Ｓｈｃ（ｐ６６
）、Ｒａｓ（例えば、Ｋ－Ｒａｓ、Ｎ－Ｒａｓ、Ｈ－Ｒａｓ）、Ｒｈｏ、Ｒａｃ１、Ｃｄ
ｃ４２、ＰＬＣ、ＰＫＣ、ｐ５３、サイクリンＤ１、ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３、ホスファ
チジルイノシノール４，５－二リン酸（ＰＩＰ２）、ホスファチジルイノシノール３，４
，５－三リン酸（ＰＩＰ３）、ｍＴＯＲ、ＢＡＤ、ｐ２１、ｐ２７、ＲＯＣＫ、ＩＰ３、
ＴＳＰ－１、ＮＯＳ、ＧＳＫ－３β、ＲＳＫ１－３、ＪＮＫ、ｃ－Ｊｕｎ、Ｒｂ、ＣＲＥ
Ｂ、Ｋｉ６７及びパキシリン；核ホルモン受容体、例えば、エストロゲン受容体（ＥＲ）
、プロゲステロン受容体（ＰＲ）、アンドロゲン受容体、グルココルチコイド受容体、鉱
質コルチコイド受容体、ビタミンＡ受容体、ビタミンＤ受容体、レチノイド受容体、甲状
腺ホルモン受容体及びオーファン受容体；核受容体コアクチベーター及びリプレッサー、
例えば、それぞれ乳癌－１（ＡＩＢ１）及び核受容体コリプレッサー１（ＮＣＯＲ）内で
増幅するもの；並びにこれらの組合せが含まれる。
【００５９】
　用語「ＨＥＲ２シグナリング経路の構成因子」には、ＨＥＲ２の上流リガンド、ＨＥＲ
２の結合パートナー及び／又はＨＥＲ２を介してモジュレートされる下流のエフェクター
分子の任意の１種以上が含まれる。ＨＥＲ２シグナリング経路の構成因子の例には、限定
されるものではないが、ヘレグリン、ＨＥＲ１／ＥｒｂＢ１、ＨＥＲ２／ＥｒｂＢ２、Ｈ
ＥＲ３／ＥｒｂＢ３、ＨＥＲ４／ＥｒｂＢ４、ＡＫＴ（例えば、ＡＫＴ１、ＡＫＴ２、Ａ
ＫＴ３）、ＭＥＫ（ＭＡＰ２Ｋ１）、ＥＲＫ２（ＭＡＰＫ１）、ＥＲＫ１（ＭＡＰＫ３）
、ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ（ｐ１１０）、ＰＩＫ３Ｒ１（ｐ８５））、ＰＤＫ１
、ＰＤＫ２、ＰＴＥＮ、ＳＧＫ３、４Ｅ－ＢＰ１、Ｐ７０Ｓ６Ｋ（例えば、スプライスバ
リアントアルファＩ）、タンパク質チロシンホスファターゼ（例えば、ＰＴＰ１Ｂ、ＰＴ
ＰＮ１３、ＢＤＰ１など）、ＨＥＲ２二量体（例えば、ｐ９５ＨＥＲ２／ＨＥＲ３、ｐ９
５ＨＥＲ２／ＨＥＲ２、ＨＥＲ２／ＨＥＲ２、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３、ＨＥＲ１／ＨＥＲ２
、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３、ＨＥＲ２／ＨＥＲ４など）、ＧＳＫ－３β、ＰＩＰ２、ＰＩＰ３
、ｐ２７及びこれらの組合せが含まれる。
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【００６０】
　用語「ｃ－Ｍｅｔシグナリング経路の構成因子」には、ｃ－Ｍｅｔの上流リガンド、ｃ
－Ｍｅｔの結合パートナー及び／又はｃ－Ｍｅｔを介してモジュレートされる下流エフェ
クター分子の任意の１種以上が含まれる。ｃ－Ｍｅｔシグナリング経路の構成因子の例に
は、限定されるものではないが、肝細胞成長因子／散乱因子（ＨＧＦ／ＳＦ）、Ｐｌｅｘ
ｉｎ　Ｂ１、ＣＤ４４ｖ６、ＡＫＴ（例えば、ＡＫＴ１、ＡＫＴ２、ＡＫＴ３）、ＭＥＫ
（ＭＡＰ２Ｋ１）、ＥＲＫ２（ＭＡＰＫ１）、ＥＲＫ１（ＭＡＰＫ３）、ＳＴＡＴ（例え
ば、ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３）、ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ（ｐ１１０）、ＰＩＫ
３Ｒ１（ｐ８５））、ＧＲＢ２、Ｓｈｃ（ｐ６６）、Ｒａｓ（例えば、Ｋ－Ｒａｓ、Ｎ－
Ｒａｓ、Ｈ－Ｒａｓ）、ＧＡＢ１、ＳＨＰ２、ＳＲＣ、ＧＲＢ２、ＣＲＫＬ、ＰＬＣγ、
ＰＫＣ（例えば、ＰＫＣα、ＰＫＣβ、ＰＫＣδ）、パキシリン、ＦＡＫ、アデュシン、
ＲＢ、ＲＢ１、ＰＹＫ２及びこれらの組合せが含まれる。
【００６１】
　用語「活性化状態」は、特定のシグナル伝達分子、例えば、ＨＥＲ２又はｃ－ＭＥＴシ
グナリング経路構成因子が活性化されているか否かを指す。同様に、用語「活性化レベル
」は、特定のシグナル伝達分子、例えば、ＨＥＲ２又はｃ－ＭＥＴシグナリング経路構成
因子がどの程度活性化されているかを指す。活性化状態は、典型的には、１種以上のシグ
ナル伝達分子のリン酸化、ユビキチン化及び／又は複合体化状態に対応する。活性化状態
（丸括弧内に列記）の非限定的な例には、ＨＥＲ１／ＥＧＦＲ（ＥＧＦＲｖＩＩＩ、リン
酸化（ｐ－）ＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ：Ｓｈｃ、ユビキチン化（ｕ－）ＥＧＦＲ、ｐ－ＥＧＦ
ＲｖＩＩＩ）；ＥｒｂＢ２（ｐ－ＥｒｂＢ２、ｐ９５ＨＥＲ２（トランケート化ＥｒｂＢ
２）、ｐ－ｐ９５ＨＥＲ２、ＥｒｂＢ２：Ｓｈｃ、ＥｒｂＢ２：ＰＩ３Ｋ、ＥｒｂＢ２：
ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２：ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ２：ＥｒｂＢ４）；ＥｒｂＢ３（ｐ－Ｅｒ
ｂＢ３、ＥｒｂＢ３：ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＥｒｂＢ３：ＰＩ３Ｋ、ＥｒｂＢ３：Ｓｈｃ）；Ｅ
ｒｂＢ４（ｐ－ＥｒｂＢ４、ＥｒｂＢ４：Ｓｈｃ）；ｃ－ＭＥＴ（ｐ－ｃ－ＭＥＴ、ｃ－
Ｍｅｔ：ＨＧＦ複合体）；ＡＫＴ１（ｐ－ＡＫＴ１）；ＡＫＴ２（ｐ－ＡＫＴ２）；ＡＫ
Ｔ３（ｐ－ＡＫＴ３）；ＰＴＥＮ（ｐ－ＰＴＥＮ）；Ｐ７０Ｓ６Ｋ（ｐ－Ｐ７０Ｓ６Ｋ）
；ＭＥＫ（ｐ－ＭＥＫ）；ＥＲＫ１（ｐ－ＥＲＫ１）；ＥＲＫ２（ｐ－ＥＲＫ２）；ＰＤ
Ｋ１（ｐ－ＰＤＫ１）；ＰＤＫ２（ｐ－ＰＤＫ２）；ＳＧＫ３（ｐ－ＳＧＫ３）；４Ｅ－
ＢＰ１（ｐ－４Ｅ－ＢＰ１）；ＰＩＫ３Ｒ１（ｐ－ＰＩＫ３Ｒ１）；ｃ－ＫＩＴ（ｐ－ｃ
－ＫＩＴ）；ＥＲ（ｐ－ＥＲ）；ＩＧＦ－１Ｒ（ｐ－ＩＧＦ－１Ｒ、ＩＧＦ－１Ｒ：ＩＲ
Ｓ、ＩＲＳ：ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＩＲＳ、ＩＧＦ－１Ｒ：ＰＩ３Ｋ）；ＩＮＳＲ（ｐ－ＩＮＳ
Ｒ）；ＦＬＴ３（ｐ－ＦＬＴ３）；ＨＧＦＲ１（ｐ－ＨＧＦＲ１）；ＨＧＦＲ２（ｐ－Ｈ
ＧＦＲ２）；ＲＥＴ（ｐ－ＲＥＴ）；ＰＤＧＦＲＡ（ｐ－ＰＤＧＦＲＡ）；ＰＤＧＦＲＢ
（ｐ－ＰＤＧＦＲＢ）；ＶＥＧＦＲ１（ｐ－ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ１：ＰＬＣγ、Ｖ
ＥＧＦＲ１：Ｓｒｃ）；ＶＥＧＦＲ２（ｐ－ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ２：ＰＬＣγ、Ｖ
ＥＧＦＲ２：Ｓｒｃ、ＶＥＧＦＲ２：硫酸ヘパリン、ＶＥＧＦＲ２：ＶＥ－カドヘリン）
；ＶＥＧＦＲ３（ｐ－ＶＥＧＦＲ３）；ＦＧＦＲ１（ｐ－ＦＧＦＲ１）；ＦＧＦＲ２（ｐ
－ＦＧＦＲ２）；ＦＧＦＲ３（ｐ－ＦＧＦＲ３）；ＦＧＦＲ４（ｐ－ＦＧＦＲ４）；ＴＩ
Ｅ１（ｐ－ＴＩＥ１）；ＴＩＥ２（ｐ－ＴＩＥ２）；ＥＰＨＡ（ｐ－ＥＰＨＡ）；ＥＰＨ
Ｂ（ｐ－ＥＰＨＢ）；ＧＳＫ－３β（ｐ－ＧＳＫ－３β）；ＮＦＫＢ（ｐ－ＮＦＫＢ）、
ＩＫＢ（ｐ－ＩＫＢ、ｐ－Ｐ６５：ＩＫＢ）；ＢＡＤ（ｐ－ＢＡＤ、ＢＡＤ：１４－３－
３）；ｍＴＯＲ（ｐ－ｍＴＯＲ）；Ｒｓｋ－１（ｐ－Ｒｓｋ－１）；Ｊｎｋ（ｐ－Ｊｎｋ
）；Ｐ３８（ｐ－Ｐ３８）；ＳＴＡＴ１（ｐ－ＳＴＡＴ１）；ＳＴＡＴ３（ｐ－ＳＴＡＴ
３）；ＦＡＫ（ｐ－ＦＡＫ）；ＲＢ（ｐ－ＲＢ）；Ｋｉ６７；ｐ５３（ｐ－ｐ５３）；Ｃ
ＲＥＢ（ｐ－ＣＲＥＢ）；ｃ－Ｊｕｎ（ｐ－ｃ－Ｊｕｎ）；ｃ－Ｓｒｃ（ｐ－ｃ－Ｓｒｃ
）；パキシリン（ｐ－パキシリン）；ＧＲＢ２（ｐ－ＧＲＢ２）、Ｓｈｃ（ｐ－Ｓｈｃ）
、Ｒａｓ（ｐ－Ｒａｓ）、ＧＡＢ１（ｐ－ＧＡＢ１）、ＳＨＰ２（ｐ－ＳＨＰ２）、ＧＲ
Ｂ２（ｐ－ＧＲＢ２）、ＣＲＫＬ（ｐ－ＣＲＫＬ）、ＰＬＣγ（ｐ－ＰＬＣγ）、ＰＫＣ
（例えば、ｐ－ＰＫＣα、ｐ－ＰＫＣβ、ｐ－ＰＫＣδ）、アデュシン（ｐ－アデュシン
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）、ＲＢ１（ｐ－ＲＢ１）及びＰＹＫ２（ｐ－ＰＹＫ２）が含まれる。
【００６２】
　本明細書において使用される用語「希釈系列」は、特定試料（例えば、細胞溶解物）又
は試薬（例えば、抗体）の一連の減少する濃度を含むものとする。希釈系列は、典型的に
は、測定された量の出発濃度の試料又は試薬を希釈物（例えば、希釈緩衝液）と混合して
より低濃度の試料又は試薬を作出するプロセス及び更に所望の数の段階希釈物を得るため
に十分な回数にわたり前記プロセスを繰り返すプロセスにより生成される。試料又は試薬
は、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５
、４０、４５、５０、１００、５００又は１０００倍で段階希釈して少なくとも２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９、２０、２５、３０、３５、４０、４５又は５０種の減少濃度の試料又は試薬を含む希
釈系列を生成することができる。例えば、１ｍｇ／ｍＬの出発濃度で捕捉抗体試薬の２倍
の段階希釈物を含む希釈系列は、ある量の出発濃度の捕捉抗体を等量の希釈緩衝液と混合
して０．５ｍｇ／ｍＬ濃度の捕捉抗体を作出することと及び前記プロセスを繰り返して０
．２５ｍｇ／ｍＬ、０．１２５ｍｇ／ｍＬ、０．０６２５ｍｇ／ｍＬ、０．０３２５ｍｇ
／ｍＬなどの捕捉抗体濃度を得ることにより生成することができる。
【００６３】
　本明細書において使用される用語「優れたダイナミックレンジ」は、１個という少ない
細胞中又は数千個という多数の細胞中で特定の分析物を検出するアッセイの能力を意味す
る。例えば、本明細書に記載の免疫アッセイは、有利には、捕捉抗体濃度の希釈系列を使
用して約１～１００００個の細胞（例えば、約１、５、１０、２５、５０、７５、１００
、２５０、５００、７５０、１０００、２５００、５０００、７５００又は１００００個
の細胞）中で対象となる特定のシグナル伝達分子を検出するので、優れたダイナミックレ
ンジを有する。
【００６４】
　本明細書において使用される用語「循環細胞」は、固形腫瘍から転移した、又は微小転
移した腫瘍外細胞を含む。循環細胞の例には、限定されるものではないが、循環腫瘍細胞
、癌幹細胞及び／又は腫瘍に遊走している細胞（例えば、循環内皮前駆細胞、循環内皮細
胞、循環前血管新生骨髄性細胞、循環樹状細胞など）が含まれる。循環細胞を含有する患
者試料は、任意のアクセス可能な生体液（例えば、全血、血清、血漿、痰、気管支洗浄液
、尿、乳頭吸引液、リンパ液、唾液、細針吸引液など）から得ることができる。ある例に
おいて、全血試料は、血漿又は血清分画及び細胞分画（すなわち、細胞ペレット）に分離
される。細胞分画は、典型的には、赤血球、白血球及び／又は固形腫瘍の循環細胞、例え
ば、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）、循環内皮細胞（ＣＥＣ）、循環内皮前駆細胞（ＣＥＰＣ）
、癌幹細胞（ＣＳＣ）、リンパ節の播種性腫瘍細胞及びこれらの組合せを含有する。血漿
又は血清分画は、通常、とりわけ、核酸（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ）及び固形腫瘍の循環
細胞により放出されるタンパク質を含有する。
【００６５】
　循環細胞は、典型的には、１種以上の分離方法を使用して患者試料から単離され、この
方法は、例えば、免疫磁気分離（例えば、Ｒａｃｉｌａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９５：４５８９－４５９４（１９９８）；Ｂｉｌｋｅ
ｎｒｏｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，９２：５７７－５８２（２００
１））、Ｉｍｍｕｎｉｃｏｎ（Ｈｕｎｔｉｎｇｄｏｎ　Ｖａｌｌｅｙ，ＰＡ）によるＣｅ
ｌｌＴｒａｃｋｓ（商標）Ｓｙｓｔｅｍ、マイクロ流体分離（例えば、Ｍｏｈａｍｅｄ　
ｅｔ　ａｌ．，ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓ．Ｎａｎｏｂｉｏｓｃｉ．，３：２５１－２５６（
２００４）；Ｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｎｏ．５１４７，９７ｔｈ　Ａ
ＡＣＲ　Ａｎｎｕａｌ　Ｍｅｅｔｉｎｇ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．（２００６）
），ＦＡＣＳ（例えば、Ｍａｎｃｕｓｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ，９７：３６５８－
３６６１（２００１）参照）、密度勾配遠心（例えば、Ｂａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌ
ｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，１３：４８６５－４８７１（２００３）参照）及び枯渇
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法（例えば、Ｍｅｙｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．，２１：５２１－５３
０（２００２）参照）を含む。
【００６６】
　本明細書において使用される用語「試料」は、患者から得られた任意の生物学的標本を
含む。試料には、限定されるものではないが、全血、血漿、血清、赤血球、白血球（例え
ば、末梢血単核球細胞）、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液（例えば、リンパ節の播種性
腫瘍細胞）、骨髄吸引液、唾液、尿、糞便（すなわち大便）、痰、気管支洗浄液、涙液、
細針吸引液（例えば、ランダム乳頭周囲細針吸引により採取される）、任意の他の体液、
例えば腫瘍の生検（例えば、針生検）又はリンパ節（例えば、センチネルリンパ節生検）
の生検などの組織試料（例えば、腫瘍組織）、腫瘍の外科的切除物などの組織試料（例え
ば、腫瘍組織）及びこれらの細胞抽出物が含まれる。一部の実施態様において、試料は、
全血又はこれらの分画構成成分、例えば血漿、血清もしくは細胞ペレットである。好まし
い実施態様において、試料は、当分野において公知である任意の技術を使用して全血又は
この細胞分画から固形腫瘍の循環細胞を単離することにより得られる。他の実施態様にお
いて、試料は、例えば胃又は胃腸管の他の部分の固形腫瘍からのホルマリン固定パラフィ
ン包埋（ＦＦＰＥ）腫瘍組織試料である。
【００６７】
　「生検」は、診断的又は予後診断的評価のために組織試料を切除するプロセス及び組織
標本自体を指す。当分野において公知の任意の生検技術を、本発明の方法及び組成物に適
用することができる。適用される生検技術は、一般に、他の因子の中でも特に、評価すべ
き組織タイプ並びに腫瘍のサイズ及びタイプ（すなわち、固形又は浮遊型（すなわち、血
液又は腹水））に依存する。代表的な生検技術には、切除生検、切開生検、針生検（例え
ば、コア針生検、細針吸引生検など）、外科生検及び骨髄生検が含まれる。生検技術につ
いては、例えば、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａ
ｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｋａｓｐｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１６ｔｈ　ｅｔ．，２
００５，Ｃｈａｐｔｅｒ　７０及びＰａｒｔ　Ｖ全体において考察されている。当業者は
、所与の組織試料における癌性及び／又は前癌性細胞を同定するために生検技術を実施す
ることができることを理解する。
【００６８】
　用語「対象」又は「患者」又は「個体」は、典型的にはヒトを含むが、他の動物、例え
ば他の霊長類、齧歯類、イヌ、ネコ、ウマ、ヒツジ、ブタなども含むことができる。
【００６９】
　「アレイ」又は「マイクロアレイ」は、固体担体、例えば、ガラス（例えば、ガラスス
ライド）、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ（例えば、磁気ビーズ、ポ
リスチレンビーズなど）、紙、膜（例えば、ナイロン、ニトロセルロース、ポリフッ化ビ
ニリデン（ＰＶＤＦ）など）、繊維束など又は任意の他の好適な基体上に固定化又は拘束
された捕捉抗体の個別セット及び／又は希釈系列を含む。捕捉抗体は、一般に、共有結合
又は非共有結合相互作用（例えば、イオン結合、疎水性相互作用、水素結合、ファンデル
ワールス力、双極子間結合）を介して固体担体上に固定化又は拘束される。ある例におい
て、捕捉抗体は、固体担体に結合している捕捉剤と相互作用する捕捉タグを含む。本明細
書に記載のアッセイにおいて使用されるアレイは、典型的には、複数の異なる捕捉抗体及
び／又は異なる既知／アドレス可能な位置において固体担体の表面に結合している捕捉抗
体濃度を含む。
【００７０】
　用語「捕捉抗体」は、試料、例えば、細胞抽出物中の１種以上の対象となる分析物に特
異的である（すなわち、結合する、これにより結合される又は複合体をともに形成する）
固定化された抗体を含むものとする。好ましい実施態様において、捕捉抗体は、アレイ内
の固体担体上に拘束される。固体担体上に種々のシグナル伝達分子のいずれかを固定化す
るのに好適な捕捉抗体は、Ｕｐｓｔａｔｅ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ），Ｂｉｏｓｏｕｒ
ｃｅ（Ｃａｍａｒｉｌｌｏ，ＣＡ）、Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
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ｇｉｅｓ（Ｄａｎｖｅｒｓ，ＭＡ）、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ
，ＭＮ）、Ｌａｂ　Ｖｉｓｉｏｎ（Ｆｒｅｍｏｎｔ，ＣＡ）、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ）、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕ
ｉｓ，ＭＯ）及びＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）から入手可
能である。
【００７１】
　本明細書において使用される用語「検出抗体」は、試料中の対象となる１種以上の分析
物に特異的である（すなわち、結合する、これにより結合される又は複合体をともに形成
する）検出可能な標識を含む抗体を含む。この用語は、対象となる１種以上の分析物に特
異的である抗体も包含し、この抗体は検出可能な標識を含む別の種により結合され得る。
検出可能な標識の例には、限定されるものではないが、ビオチン／ストレプトアビジン標
識、核酸（例えば、オリゴヌクレオチド）標識、化学的に反応性の標識、蛍光標識、酵素
標識、放射活性標識及びこれらの組合せが含まれる。種々のシグナル伝達分子のいずれか
の活性化状態及び／又は全量を検出するのに好適な検出抗体は、Ｕｐｓｔａｔｅ（Ｔｅｍ
ｅｃｕｌａ，ＣＡ）、Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ（Ｃａｍａｒｉｌｌｏ，ＣＡ）、Ｃｅｌｌ　Ｓ
ｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｄａｎｖｅｒｓ，ＭＡ）、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）、Ｌａｂ　Ｖｉｓｉｏｎ（Ｆｒｅｍｏｎｔ
，ＣＡ）、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ
，ＣＡ）、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）及びＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（
Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）から入手可能である。非限定的な例として、種々のシグナル伝
達分子、例えば、ＥＧＦＲ、ｃ－ＫＩＴ、ｃ－Ｓｒｃ、ＦＬＫ－１、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤ
ＧＦＲＢ、ＡＫＴ、ＭＡＰＫ、ＰＴＥＮ、Ｒａｆ及びＭＥＫのリン酸化形態に対するホス
ホ特異的抗体が、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙから入手可能であ
る。
【００７２】
　「活性化状態依存性抗体」という用語は、試料中の対象となる１種以上の分析物の特定
の活性化状態に特異的な（すなわち、結合する、これにより結合される又は複合体をとも
に形成する）検出抗体を含む。好ましい実施態様において、活性化状態依存性抗体は、１
種以上の分析物、例えば、１種以上のシグナル伝達分子のリン酸化、ユビキチン化及び／
又は複合体状態を検出する。一部の実施態様において、受容体チロシンキナーゼのＥＧＦ
Ｒファミリーのメンバーのリン酸化及び／又はＥＧＦＲファミリーメンバー間のヘテロ二
量体複合体の形成は、活性化状態依存性抗体を使用して検出される。特定の実施態様にお
いて、活性化状態依存性抗体は、以下のシグナル伝達分子（リン酸化部位は、ヒトタンパ
ク質配列におけるアミノ酸の位置に対応する）の１種以上のリン酸化の１つ以上の部位を
検出するために有用である：ＥＧＦＲ／ＨＥＲ１／ＥｒｂＢ１（例えば、チロシン（Ｙ）
１０６８）；ＥｒｂＢ２／ＨＥＲ２（例えば、Ｙ１２４８）；ＥｒｂＢ３／ＨＥＲ３（例
えば、Ｙ１２８９）；ＥｒｂＢ４／ＨＥＲ４（例えば、Ｙ１２８４）；ｃ－Ｍｅｔ（例え
ば、Ｙ１００３、Ｙ１２３０、Ｙ１２３４、Ｙ１２３５及び／又はＹ１３４９）；ＳＧＫ
３（例えば、スレオニン（Ｔ）２５６及び／又はセリン（Ｓ）４２２）；４Ｅ－ＢＰ１（
例えば、Ｔ７０）；ＥＲＫ１（例えば、Ｔ１８５、Ｙ１８７、Ｔ２０２及び／又はＹ２０
４）；ＥＲＫ２（例えば、Ｔ１８５、Ｙ１８７、Ｔ２０２及び／又はＹ２０４）；ＭＥＫ
（例えば、Ｓ２１７及び／又はＳ２２１）；ＰＩＫ３Ｒ１（例えば、Ｙ６８８）；ＰＤＫ
１（例えば、Ｓ２４１）；Ｐ７０Ｓ６Ｋ（例えば、Ｔ２２９、Ｔ３８９及び／又はＳ４２
１）；ＰＴＥＮ（例えば、Ｓ３８０）；ＡＫＴ１（例えば、Ｓ４７３及び／又はＴ３０８
）；ＡＫＴ２（例えば、Ｓ４７４及び／又はＴ３０９）；ＡＫＴ３（例えば、Ｓ４７２及
び／又はＴ３０５）；ＧＳＫ－３β（例えば、Ｓ９）；ＮＦＫＢ（例えば、Ｓ５３６）；
ＩＫＢ（例えば、Ｓ３２）；ＢＡＤ（例えば、Ｓ１１２及び／又はＳ１３６）；ｍＴＯＲ
（例えば、Ｓ２４４８）；Ｒｓｋ－１（例えば、Ｔ３５７及び／又はＳ３６３）；Ｊｎｋ
（例えば、Ｔ１８３及び／又はＹ１８５）；Ｐ３８（例えば、Ｔ１８０及び／又はＹ１８
２）；ＳＴＡＴ３（例えば、Ｙ７０５及び／又はＳ７２７）；ＦＡＫ（例えば、Ｙ３９７
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、Ｙ５７６、Ｓ７２２、Ｙ８６１及び／又はＳ９１０）；ＲＢ（例えば、Ｓ２４９、Ｔ２
５２、Ｓ６１２及び／又はＳ７８０）；ＲＢ１（例えば、Ｓ７８０）；アデュシン（例え
ば、Ｓ６６２及び／又はＳ７２４）；ＰＹＫ２（例えば、Ｙ４０２及び／又はＹ８８１）
；ＰＫＣα（例えば、Ｓ６５７）；ＰＫＣα／β（例えば、Ｔ３６８及び／又はＴ６４１
）；ＰＫＣδ（例えば、Ｔ５０５）；ｐ５３（例えば、Ｓ３９２及び／又はＳ２０）；Ｃ
ＲＥＢ（例えば、Ｓ１３３）；ｃ－Ｊｕｎ（例えば、Ｓ６３）；ｃ－Ｓｒｃ（例えば、Ｙ
４１６）；及びパキシリン（例えば、Ｙ３１及び／又はＹ１１８）。
【００７３】
　用語「活性化状態非依存性抗体」は、分析物の活性化状態に関わりなく、試料中の１種
以上の対象となる分析物に特異的な（すなわち、結合する、これにより結合される又は複
合体をともに形成する）検出抗体を含む。例えば、活性化状態非依存性抗体は、１種以上
の分析物、例えば、１種以上のシグナル伝達分子のリン酸化形態及び非リン酸化形態の両
方を検出することができる。
【００７４】
　用語「核酸」又は「ポリヌクレオチド」は、一本鎖又は二本鎖形態のいずれかであるデ
オキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチド及びこれらのポリマー、例えば、ＤＮＡ及
びＲＮＡを含む。核酸には、合成、天然型及び非天然型であり、参照核酸と同様の結合特
性を有する公知のヌクレオチドアナログ又は修飾骨格残基もしくは連結部を含有する核酸
が含まれる。このようなアナログの例には、限定されることなく、ホスホロチオエート、
ホスホラミデート、メチルホスホネート、キラル－メチルホスホネート、２’－Ｏ－メチ
ルリボヌクレオチド及びペプチド－核酸（ＰＮＡ）が含まれる。特に限定されない限り、
この用語は、参照核酸と同様の結合特性を有する天然ヌクレオチドの公知のアナログを含
有する核酸を包含する。特に記載のない限り、特定の核酸配列は、保存的に改変されたこ
れらの突然変異体及び相補的配列並びに明示的に示された配列も黙示的に含む。
【００７５】
　用語「オリゴヌクレオチド」は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッド及び／
又はこれらの模倣物の一本鎖オリゴマー又はポリマーを含む。ある例において、オリゴヌ
クレオチドは、天然型（すなわち、未改変）核酸塩基、糖及びインターヌクレオシド（骨
格）結合から構成される。ある他の例において、オリゴヌクレオチドは、改変された核酸
塩基、糖及び／又はインターヌクレオシド結合を含む。
【００７６】
　本明細書において使用される用語「ミスマッチモチーフ」又は「ミスマッチ領域」は、
この相補的配列に対して１００％相補性を有しないオリゴヌクレオチドの一部を指す。オ
リゴヌクレオチドは、少なくとも１、２、３、４、５、６個以上のミスマッチ領域を有し
てよい。ミスマッチ領域は連続していてよく、又は１、２、３、４、５、６、７、８、９
、１０、１１、１２個以上のヌクレオチドにより分離されていてよい。ミスマッチモチー
フ又は領域は、単一ヌクレオチドを含んでよく、又は２、３、４、５個以上のヌクレオチ
ドを含んでよい。
【００７７】
　語句「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、オリゴヌクレオチドがこ
の相補性配列にハイブリダイズするが、他の配列にはハイブリダイズしない条件を指す。
ストリンジェントな条件は配列依存性であり、異なる状況では異なる。長い配列は、特に
高温においてハイブリダイズする。核酸のハイブリダイゼーションについての広汎な指針
は、Ｔｉｊｓｓｅｎ，Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ－－Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ｐｒｏｂｅｓ，「Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ
　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅ
ｉｃ　ａｃｉｄ　ａｓｓａｙｓ」（１９９３）に見出される。一般に、ストリンジェント
な条件は、規定のイオン強度ｐＨにおいて特異的配列について熱融点（Ｔｍ）よりも約５
～１０℃低いように選択される。Ｔｍは、標的に相補的であるプローブの５０％が平衡状
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態（標的配列が過剰に存在するので、Ｔｍにおいては、プローブの５０％は平衡状態で占
められる）で標的配列にハイブリダイズする温度（規定のイオン強度、ｐＨ及び核濃度下
で）である。ストリンジェントな条件は、脱安定剤、例えば、ホルムアミドを添加して達
成することもできる。選択的又は特異的ハイブリダイゼーションのため、陽性シグナルは
、バックグラウンドの少なくとも２倍、好ましくはバックグラウンドハイブリダイゼーシ
ョンの１０倍である。
【００７８】
　用語「実質的に同一」又は「実質的同一性」は、２種以上の核酸に関し、配列比較アル
ゴリズムを使用し、又は手動アラインメント及び目視検査により測定された比較窓もしく
は指定領域にわたり最大一致性について比較及びアライメントした場合、同一であり、又
は同一である規定パーセンテージのヌクレオチド（すなわち、規定領域にわたり少なくと
も約６０％、好ましくは少なくとも約６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％
又は９５％同一性）を有する２種以上の配列又は下位配列を指す。この定義は、状況が示
す場合、配列の相補体を同様に意味する。好ましくは、実質的同一性は、長さが少なくと
も約５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、７５又は１００ヌク
レオチドである領域にわたって存在する。
【００７９】
　用語「インキュベートすること」は、「接触させること」及び「曝露させること」と同
義的に使用され、特に記載のない限り任意の特定の時間又は温度要件を意味しない。
【００８０】
　「受容体チロシンキナーゼ」又は「ＲＴＫ」は、膜貫通ドメイン及びチロシンキナーゼ
モチーフを特徴とする５６種のタンパク質のファミリーを含む。ＲＴＫは、細胞シグナリ
ングにおいて機能し、成長、分化、接着、遊走及びアポトーシスを調節するシグナルを伝
達する。受容体チロシンキナーゼの突然変異活性化及び／又は過剰発現は、細胞を変形さ
せ、癌の発達において重要な役割を担うことが多い。ＲＴＫは、種々の分子標的剤、例え
ば、トラスツズマブ、セツキシマブ、ゲフィチニブ、エルロチニブ、スニチニブ、イマチ
ニブ、ニロチニブなどの標的になっている。１種の十分に特徴付けられたシグナル伝達経
路は、ＭＡＰキナーゼ経路であり、この経路は、細胞における細胞増殖の促進に対する上
皮成長因子（ＥＧＦ）からのシグナルの伝達を担う（図１参照）。
【００８１】
ＩＩＩ．実施態様の説明
　本発明は、アッセイ、例えば、本明細書に記載の特異的マルチプレックスハイスループ
ット近接アッセイにより固形腫瘍の腫瘍組織に由来する腫瘍細胞又は循環細胞におけるシ
グナル伝達経路の構成因子の状態（例えば、発現及び／又は活性化レベル）を検出するた
めの組成物及び方法を提供する。本発明はまた、１種以上の脱調節されたシグナル伝達経
路を下方調節又は活動停止させるために適切な治療を選択するための組成物及び方法を提
供する。従って、本発明のある実施態様は、所与の患者の腫瘍（例えば、胃腫瘍）におけ
る全及び活性化シグナル伝達タンパク質の回収により提供される特定の分子シグニチャー
に基づいてパーソナライズされた治療の設計を促進するために使用することができる。
【００８２】
　特定の態様において、本発明は、特定の癌が、抗癌薬、例えば、ＨＥＲ２－モジュレー
ティング化合物（例えば、ＨＥＲ２阻害剤）及び／又はｃ－Ｍｅｔ－モジュレーティング
化合物（例えば、ｃ－Ｍｅｔ阻害剤）などに応答し得るか否か又は好ましく応答する可能
性が高いか否かの決定又は予測を可能にする分子マーカー（バイオマーカー）を提供する
。特定の実施態様において、ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路の１種以上
の構成因子（例えば、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ及び／又は
ＰＤＧＦＲ）の発現及び／又は活性化のレベルの測定は、好適な抗癌薬の選択及び／又は
細胞、例えば胃癌細胞（例えば、単離された循環腫瘍細胞、細針吸引液（ＦＮＡ）細胞な
ど）におけるこれに対する応答の同定もしくは予測に特に有用である。
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【００８３】
　一態様において、本発明は、胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択する方法であって、
（ａ）単離癌細胞から生成される細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、
ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６
Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦＲ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分
析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルに基づき、胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択すること
を含む方法を提供する。
【００８４】
　一部の実施態様において、１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルは、
例えば、近接アッセイ、例えば、本明細書に記載の共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ）
を使用して決定される、対象となる特定の分析物についてのシグナル強度に対応する相対
蛍光単位（ＲＦＵ）値として表現される。他の実施態様において、１種以上の分析物の発
現レベル及び／又は活性化レベルは、「－」、「±」、「＋」、「＋＋」、「＋＋＋」又
は「＋＋＋＋」として表現され、これらは、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡ
を使用して決定される、対象となる特定の分析物についての増加するシグナル強度に対応
する。一部の例において、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定さ
れる対象となる特定の分析物の、検出不能又はわずかに検出可能なレベルの発現又は活性
化は「－」又は「±」として表現することができる。他の例において、例えば、近接アッ
セイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される対象となる特定の分析物の、低レベルの
発現又は活性化は「＋」として表現することができる。更に他の例において、例えば、近
接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される対象となる特定の分析物の、中程
度のレベルの発現又は活性化は「＋＋」として表現することができる。更にいっそう他の
例において、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される対象とな
る特定の分析物の、高レベルの発現又は活性化は「＋＋＋」として表現することができる
。更なる例において、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される
対象となる特定の分析物の、非常に高レベルの発現又は活性化は「＋＋＋＋」として表現
することができる。
【００８５】
　更に他の実施態様において、１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルは
、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定されるＲＦＵ値を、対象となる特定
の分析物について作成された標準曲線に対して較正又は正規化することにより定量される
。ある例において、計算単位（ＣＵ）値を標準曲線に基づき計算することができる。他の
例において、ＣＵ値は、シグナル強度について上記説明に従って、「－」、「±」、「＋
」、「＋＋」、「＋＋＋」又は「＋＋＋＋」として表現することができる。実施例１３は
、胃癌細胞中のシグナル伝達経路タンパク質（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ
－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の定量についてのデータ分析の非限定的な例を提供
する。
【００８６】
　ある実施態様において、対象となる特定の分析物の発現又は活性化レベルは、「－」、
「±」、「＋」、「＋＋」、「＋＋＋」又は「＋＋＋＋」として表現される場合、例えば
、陰性対照、例えば、ＩｇＧ対照と比較した場合、対象となる分析物について作成された
標準曲線と比較した場合、陽性対照、例えば、ｐａｎ－ＣＫ対照と比較した場合、抗癌薬
の存在下で決定された発現もしくは活性化レベルと比較した場合及び／又は抗癌薬の非存
在下で決定された発現もしくは活性化レベルと比較した場合、参照発現レベル又は活性化
レベルよりも少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５、
６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、３
５、４０、４５、５０又は１００倍高い又は低い（例えば、約１．５～３、２～３、２～
４、２～５、２～１０、２～２０、２～５０、３～５、３～１０、３～２０、３～５０、
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４～５、４～１０、４～２０、４～５０、５～１０、５～１５、５～２０又は５～５０倍
高い又は低い）発現又は活性化のレベルに対応し得る。一部の例において、相関は分析物
特異的である。非限定的な例として、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用
して決定された発現又は活性化の「＋」レベルは、参照発現又は活性化レベルと比較した
場合、ある分析物については発現又は活性化の２倍増加に、別の分析物については５倍増
加に対応し得る。
【００８７】
　一部の実施態様において、癌細胞は、対象への抗癌薬の投与後に胃癌を有する対象から
単離される。他の実施態様において、単離された癌細胞は、抗癌薬と接触される。これら
の実施態様のいずれにおいても、好適な抗癌薬は、１種以上の分析物の発現レベル及び／
又は活性化レベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／
又は活性化プロファイルと比較することにより選択することができる。
【００８８】
　ある実施態様において、工程（ｂ）は、工程（ａ）において決定された１種以上の分析
物の発現レベル及び／又は活性化レベルを適用して胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択する
ことを含む。
【００８９】
　１つの特定の実施態様において、本発明は、胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択する方法
であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較して抗癌薬が胃癌の治療に好適か不適かを決定すること
を含む方法を提供する。
【００９０】
　別の特定の実施態様において、本発明は、胃癌の治療に好適な抗癌薬を選択する方法で
あって、
（ａ）胃癌の試料から得られた癌細胞を抗癌薬と接触させること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較すること；並びに
（ｅ）１種以上の分析物について工程（ｃ）において決定された発現レベル及び／又は活
性化レベルが参照発現及び／又は活性化プロファイルと比較して変化（例えば、実質的に
減少）した場合、抗癌薬が胃癌の治療に好適であること（例えば、胃腫瘍は、抗癌薬に対
する応答の可能性の増加を有する）を示すこと
を含む方法を提供する。
【００９１】
　ある例において、胃癌は腺癌である。ある他の例において、胃癌は、食道、小腸、リン
パ節、器官、骨又はこれらの組合せに転移している。
【００９２】
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　一部の実施態様において、１種以上の分析物の発現（例えば全）レベル及び／又は活性
化（例えば、リン酸化）レベルは、これが抗癌薬の非存在下よりも少なくとも約５％、１
０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６
０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％又は９５％多く又は少なく活性
化された場合、抗癌薬の存在下で「変化した」とみなされる。他の実施態様において、１
種以上の分析物の発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベル
は、これが抗癌薬の非存在下よりも少なくとも約５０％、５５％、６０％、６５％、７０
％、７５％、８０％、８５％、９０％又は９５％少なく活性化された場合、抗癌薬の存在
下で「実質的に減少した」とみなされる。更なる実施態様において、１種以上の分析物の
発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルは、（１）抗癌薬
を用いない分析物の高いもしくは強い発現及び／又は活性化からの、抗癌薬を用いる分析
物の中程度、弱い、低いもしくは極めて弱い発現及び／又は活性化への変化が存在する場
合、又は（２）抗癌薬を用いない分析物の中程度の発現及び／又は活性化からの、抗癌薬
を用いる分析物の弱い、低いもしくは極めて弱い発現及び／又は活性化への変化が存在す
る場合、抗癌薬の存在下で「実質的に減少した」とみなされる。
【００９３】
　インサイチュー活性化状態を保存するため、シグナル伝達タンパク質は、典型的には、
細胞が単離された直後に、好ましくは９６、７２、４８、２４、６又は１時間以内に、よ
り好ましくは３０、１５又は５分以内に抽出される。単離された細胞は、通常はナノモル
からマイクロモル濃度の成長因子とともに約１～３０分間インキュベートしてシグナル伝
達物質の活性化を復活させ、又は刺激することもできる（例えば、Ｉｒｉｓｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｃｅｌｌ，１１８：２１７－２２８（２００４）参照）。刺激成長因子には、上皮
成長因子（ＥＧＦ）、ヘレグリン（ＨＲＧ）、ＴＧＦ－α、ＰＩＧＦ、アンジオポエチン
（Ａｎｇ）、ＮＲＧ１、ＰＧＦ、ＴＮＦ－α、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ＩＧＦ、ＦＧＦ、Ｈ
ＧＦ、サイトカインなどが含まれる。個々の患者のための潜在的抗癌療法を評価するため
、成長因子の刺激前、刺激中及び／又は刺激後、単離された細胞を変動する用量の１種以
上の抗癌薬とインキュベートすることができる。成長因子の刺激は、数分間又は数時間（
例えば、約１～５分間から約１～６時間）実施することができる。単離、抗癌薬による治
療及び／又は成長因子刺激後、細胞は当分野において公知の任意の技術を使用して溶解さ
れてシグナル伝達タンパク質が抽出される。好ましくは、細胞溶解は、成長因子刺激の約
１～３６０分後に、より好ましくは２つの異なる時間間隔で：（１）成長因子刺激の約１
～５分後；及び（２）成長因子刺激の約３０～１８０分後に開始される。あるいは、溶解
物は、使用時まで－８０℃で貯蔵することができる。
【００９４】
　一部の実施態様において、抗癌薬は、癌細胞中の活性化シグナル伝達経路構成因子の機
能を妨害する物質を含む。このような作用物質の非限定的な例には、以下の表１に列挙し
た作用物質が含まれる。
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【００９５】
　ある実施態様において、抗癌薬は、抗シグナリング剤（すなわち、細胞増殖抑制薬）、
例えばモノクローナル抗体又はチロシンキナーゼ阻害剤；抗増殖剤；化学療法剤（すなわ
ち、細胞毒性薬）；ホルモン療法剤；放射線療法剤；ワクチン；及び／又はアベラントな
細胞、例えば、癌性細胞の脱制御された成長を低減又は無効にさせる能力を備える任意の
他の化合物を含む。一部の実施態様において、単離された細胞は、少なくとも１種の化学
療法剤と組み合わせて１種以上の抗シグナリング剤、抗増殖剤及び／又はホルモン療法剤
により治療される。
【００９６】
　本発明における使用に好適な抗シグナリング剤の例には、制限されることなく、モノク
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ローナル抗体、例えばトラスツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標））、パーツズマブ（
２Ｃ４）、アレムツズマブ（Ｃａｍｐａｔｈ（商標））、ベバシズマブ（Ａｖａｓｔｉｎ
（商標））、セツキシマブ（Ｅｒｂｉｔｕｘ（商標））、ゲムツズマブ（Ｍｙｌｏｔａｒ
ｇ（商標））、パニツムマブ（Ｖｅｃｔｉｂｉｘ（商品名））、リツキシマブ（Ｒｉｔｕ
ｘａｎ（商標））及びトシツモマブ（ＢＥＸＸＡＲ（商標））；チロシンキナーゼ阻害剤
、例えばゲフィチニブ（Ｉｒｅｓｓａ（商標））、スニチニブ（Ｓｕｔｅｎｔ（商標））
、エルロチニブ（Ｔａｒｃｅｖａ（商標））、ラパチニブ（ＧＷ－５７２０１６；Ｔｙｋ
ｅｒｂ（商標））、カネルチニブ（ＣＩ１０３３）、セマキシニブ（ＳＵ５４１６）、バ
タラニブ（ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２２５８４）、ソラフェニブ（ＢＡＹ４３－９００６；
Ｎｅｘａｖａｒ（商標））、イマチニブメシレート（Ｇｌｅｅｖｅｃ（商標））、レフル
ノミド（ＳＵ１０１）、バンデタニブ（ＺＡＣＴＩＭＡ（商品名）；ＺＤ６４７４）、ペ
リチニブ、ＣＰ－６５４５７７、ＣＰ－７２４７１４、ＨＫＩ－２７２、ＰＫＩ－１６６
、ＡＥＥ７８８、ＢＭＳ－５９９６２６、ＨＫＩ－３５７、ＢＩＢＷ２９９２、ＡＲＲＹ
－３３４５４３、ＪＮＪ－２６４８３３２７及びＪＮＪ－２６４８３３２７；並びにこれ
らの組合せが含まれる。
【００９７】
　典型的な抗増殖剤には、ｍＴＯＲ阻害剤、例えばシロリムス（ラパマイシン）、テムシ
ロリムス（ＣＣＩ－７７９）、エベロリムス（ＲＡＤ００１）、ＢＥＺ２３５及びＸＬ７
６５；Ａｋｔ阻害剤、例えば１Ｌ６－ヒドロキシメチル－カイロ－イノシトール－２－（
Ｒ）－２－Ｏ－メチル－３－Ｏ－オクタデシル－ｓｎ－グリセロカーボネート、９－メト
キシ－２－メチルエリプチシニウムアセテート、１，３－ジヒドロ－１－（１－（（４－
（６－フェニル－１Ｈ－イミダゾ［４，５－ｇ］キノキサリン－７－イル）フェニル）メ
チル）－４－ピペリジニル）－２Ｈ－ベンゾイミダゾール－２－オン、１０－（４’－（
Ｎ－ジエチルアミノ）ブチル）－２－クロロフェノキサジン、３－ホルミルクロモンチオ
セミカルバゾン（Ｃｕ（ＩＩ）Ｃｌ２錯体）、癌原遺伝子ＴＣＬ１のアミノ酸１０－２４
に由来する１５量体ペプチドであるＡＰＩ－２（Ｈｉｒｏｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７９：５３４０７－５３４１８（２００４）、ＫＰ３７２－１
及びＫｏｚｉｋｏｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１２５：１
１４４－１１４５（２００３）及びＫａｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ，４
：４６３－４７６（２００３）に記載の化合物；ＰＩ３Ｋ阻害剤、例えばＰＸ－８６６、
ワートマニン、ＬＹ２９４００２、クエルセチン、テトロドトキシンシトレート、チオペ
ラミドマレエート、ＧＤＣ－０９４１（９５７０５４－３０－７）、ＩＣ８７１１４、Ｐ
Ｉ－１０３、ＰＩＫ９３、ＢＥＺ２３５（ＮＶＰ－ＢＥＺ２３５）、ＴＧＸ－１１５、Ｚ
ＳＴＫ４７４、（－）－デグエリン、ＮＵ７０２６、ミリセチン、タンヅチニブ、ＧＤＣ
－０９４１ビスメシレート、ＧＳＫ６９０６９３、ＫＵ－５５９３３、ＭＫ－２２０６、
ＯＳＵ－０３０１２、ペリホシン、トリシリビン、ＸＬ－１４７、ＰＩＫ７５、ＴＧＸ－
２２１、ＮＵ７４４１、ＰＩ８２８、ＸＬ－７６５及びＷＨＩ－Ｐ１５４；ＭＥＫ阻害剤
、例えばＰＤ９８０５９、ＡＲＲＹ－１６２、ＲＤＥＡ１１９、Ｕ０１２６、ＧＤＣ－０
９７３、ＰＤ１８４１６１、ＡＺＤ６２４４、ＡＺＤ８３３０、ＰＤ０３２５９０１及び
ＡＲＲＹ－１４２８８６；並びにこれらの組合せが含まれる。
【００９８】
　ｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤の非限定的な例には、ＰＦ－００２９９８０４、ネラチニブ（Ｈ
ＫＩ－２７２）、ＡＣ４８０（ＢＭＳ－５９９６２６）、ＢＭＳ－６９０１５４、ＰＦ－
０２３４１０６６、ＨＭ７８１－３６Ｂ、ＣＩ－１０３３、ＢＩＢＷ－２９９２及びこれ
らの組合せが含まれる。
【００９９】
　化学療法剤の非限定的な例には、白金系薬物（例えば、オキサリプラチン、シスプラチ
ン、カルボプラチン、スピロプラチン、イプロプラチン、サトラプラチンなど）、アルキ
ル化剤（例えば、シクロホスファミド、イホスファミド、クロラムブシル、ブスルファン
、メルファラン、メクロレタミン、ウラムスチン、チオテパ、ニトロソウレアなど）、代
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謝拮抗薬（例えば、５－フルオロウラシル、アザチオプリン、６－メルカプトプリン、メ
トトレキセート、ロイコボリン、カペシタビン、シタラビン、フロクスウリジン、フルダ
ラビン、ゲムシタビン（Ｇｅｍｚａｒ（商標））、ペメトレキセド（ＡＬＩＭＴＡ（商標
））、ラルチトレキセドなど）、植物アルカロイド（例えば、ビンクリスチン、ビンブラ
スチン、ビノレルビン、ビンデシン、ポドフィロトキシン、パクリタキセル（Ｔａｘｏｌ
（商標））、ドセタキセル（Ｔａｘｏｔｅｒｅ（商標））など）、トポイソメラーゼ阻害
剤（例えば、イリノテカン、トポテカン、アムサクリン、エトポシド（ＶＰ１６）、リン
酸エトポシド、テニポシドなど）、抗腫瘍抗生物質（例えば、ドキソルビシン、アドリア
マイシン、ダウノルビシン、エピルビシン、アクチノマイシン、ブレオマイシン、マイト
マイシン、ミトキサントロン、プリカマイシンなど）、薬学的に許容されるこれらの塩、
これらの立体異性体、これらの誘導体、これらのアナログ並びにこれらの組合せが含まれ
る。
【０１００】
　ホルモン療法剤の例には、制限されることなく、アロマターゼ阻害剤（例えば、アミノ
グルテチミド、アナストロゾール（Ａｒｉｍｉｄｅｘ（商標））、レトロゾール（Ｆｅｍ
ａｒａ（商標））、ボロゾール、エキセメスタン（Ａｒｏｍａｓｉｎ（商標））、４－ア
ンドロステン－３，６，１７－トリオン（６－ＯＸＯ）、１，４，６－アンドロスタトリ
エン－３，１７－ジオン（ＡＴＤ）、フォルメスタン（Ｌｅｎｔａｒｏｎ（商標））など
）、選択的エストロゲン受容体モジュレーター（例えば、バゼドキシフェン、クロミフェ
ン、フルベストラント、ラソフォキシフェン、ラロキシフェン、タモキシフェン、トレミ
フェンなど）、ステロイド剤（例えば、デキサメタゾン）、フィナステリド及びゴナドト
ロピン放出ホルモンアゴニスト（ＧｎＲＨ）、例えば、ゴセレリン、薬学的に許容される
これらの塩、これらの立体異性体、これらの誘導体、これらのアナログ並びにこれらの組
合せが含まれる。
【０１０１】
　本発明において有用な癌ワクチンの非限定的な例には、Ａｃｔｉｖｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
からのＡＮＹＡＲＡ、Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ　ＢｉｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓからのＤＣ
Ｖａｘ－ＬＢ、ＩＤＭ　ＰｈａｒｍａからのＥＰ－２１０１、ＰｈａｒｍｅｘａからのＧ
Ｖ１００１、Ｉｄｅｒａ　ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓからのＩＯ－２０５５、Ｉｎ
ｔｒｏｇｅｎ　ＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓからのＩＮＧＮ２２５及びＢｉｏｍｉｒａ／Ｍ
ｅｒｃｋからのＳｔｉｍｕｖａｘが含まれる。
【０１０２】
　放射線療法剤の例には、制限されることなく、腫瘍抗原に向けられた抗体に場合により
コンジュゲートされた放射性核種、例えば４７Ｓｃ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、８９Ｓｒ、８

６Ｙ、８７Ｙ、９０Ｙ、１０５Ｒｈ、１１１Ａｇ、１１１Ｉｎ、１１７ｍＳｎ、１４９Ｐ
ｍ、１５３Ｓｍ、１６６Ｈｏ、１７７Ｌｕ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２１１Ａｔ及び２

１２Ｂｉが含まれる。
【０１０３】
　ＨＥＲ２活性をモジュレートする化合物の非限定的な例は本明細書に記載されており、
この例には、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤及びこれらの組合せが含まれ
る。好ましい実施態様において、ＨＥＲ２－モジュレーティング化合物は、ＨＥＲ２活性
を阻害し、及び／又はＨＥＲ２シグナリングを遮断し、例えば、ＨＥＲ２阻害剤である。
ＨＥＲ２阻害剤の例には、限定されるものではないが、モノクローナル抗体、例えばトラ
スツズマブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標））及びパーツズマブ（２Ｃ４）；小分子チロシ
ンキナーゼ阻害剤、例えばゲフィチニブ（Ｉｒｅｓｓａ（商標））、エルロチニブ（Ｔａ
ｒｃｅｖａ（商標））、ペリチニブ、ＣＰ－６５４５７７、ＣＰ－７２４７１４、カネル
チニブ（ＣＩ１０３３）、ＨＫＩ－２７２、ラパチニブ（ＧＷ－５７２０１６；Ｔｙｋｅ
ｒｂ（商標））、ＰＫＩ－１６６、ＡＥＥ７８８、ＢＭＳ－５９９６２６、ＨＫＩ－３５
７、ＢＩＢＷ２９９２、ＡＲＲＹ－３３４５４３、ＪＮＪ－２６４８３３２７及びＪＮＪ
－２６４８３３２７；並びにこれらの組合せが含まれる。他の実施態様において、ＨＥＲ
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２モジュレーティング化合物は、ＨＥＲ２経路を活性化させ、例えば、ＨＥＲ２活性化剤
である。
【０１０４】
　ｃ－Ｍｅｔ活性をモジュレートする化合物の非限定的な例は、本明細書に記載されてお
り、この例には、モノクローナル抗体、小分子阻害剤及びこれらの組合せが含まれる。好
ましい実施態様において、ｃ－Ｍｅｔモジュレーティング化合物は、ｃ－Ｍｅｔ活性を阻
害し、及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリングを遮断し、例えば、ｃ－Ｍｅｔ阻害剤である。
ｃ－Ｍｅｔ阻害剤の例には、限定されるものではないが、モノクローナル抗体、例えばＡ
ＭＧ１０２及びＭｅｔＭＡｂ；ｃ－Ｍｅｔの小分子阻害剤、例えばＡＲＱ１９７、ＪＮＪ
－３８８７７６０５、ＰＦ－０４２１７９０３、ＳＧＸ５２３、ＧＳＫ１３６３０８９／
ＸＬ８８０、ＸＬ１８４、ＭＧＣＤ２６５及びＭＫ－２４６１；並びにこれらの組合せが
含まれる。他の実施態様において、ｃ－Ｍｅｔモジュレーティング化合物は、ｃ－Ｍｅｔ
経路を活性化させ、例えば、ｃ－Ｍｅｔ活性化剤である。
【０１０５】
　ある実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば、
１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は活
性化レベルは、正常細胞、例えば、癌、例えば、胃癌を有しない健常個体からの非癌性細
胞から得られる。ある他の実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上
の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子
）の参照発現又は活性化レベルは、癌、例えば、胃癌を有する患者からの試料からの腫瘍
細胞、例えば、胃癌細胞から得られる。
【０１０６】
　一部の実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば
、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は
活性化レベルは、抗癌薬により処理されていない細胞（例えば、腫瘍細胞、例えば、患者
試料から得られた胃癌細胞）から得られる。特定の実施態様において、抗癌薬により処理
されていない細胞は、細胞抽出物を生成するために使用される単離された細胞（例えば、
調査すべき試験細胞）が得られる同一試料から得られる。ある例において、参照発現又は
活性化レベルと比較して１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－
Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の低いレベルの発現又は活性化の存在は、抗癌薬が胃
癌の治療に好適であること（例えば、胃腫瘍が抗癌薬に対して応答する可能性が増加する
こと）を示す。ある他の例において、参照発現又は活性化レベルと比較して１種以上の分
析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の
同一、類似もしくは高いレベルの発現又は活性化の存在は、抗癌薬が胃癌の治療に不適で
あること（例えば、胃腫瘍が抗癌薬に対して応答する可能性が減少すること）を示す。
【０１０７】
　代替的実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば
、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は
活性化レベルは、抗癌薬により処理された、抗癌薬に感受性の細胞から得られる。このよ
うな実施態様において、参照発現又は活性化レベルと比較して１種以上の分析物（例えば
、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の同一、類似又
は低いレベルの発現又は活性化の存在は、抗癌薬が胃癌の治療に好適であること（例えば
、胃腫瘍が抗癌薬に対して応答する可能性が増加すること）を示す。ある他の代替的実施
態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば、１種以上の
ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は活性化レベル
は、抗癌薬により処理された、抗癌薬に耐性の細胞から得られる。このような実施態様に
おいて、参照発現又は活性化レベルと比較して１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨ
ＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の同一、類似もしくは高いレベ
ルの発現又は活性化の存在は、抗癌薬が胃癌の治療に不適であること（例えば、胃腫瘍が
抗癌薬に対して応答する可能性が減少すること）を示す。



(39) JP 2012-533738 A 2012.12.27

10

20

【０１０８】
　ある実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば、
１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）のより高い発現又
は活性化レベルは、発現又は活性化レベルが、抗癌薬により処理されていない細胞（例え
ば、患者試料から得られた胃癌細胞）中の、抗癌薬により処理された抗癌薬感受性細胞中
の、又は抗癌薬により処理された抗癌薬耐性細胞中の対応する分析物の参照発現又は活性
化レベルよりも少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５
、６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、５０又は１００倍高い（例えば、約１．５～３、２～３、２～４、２
～５、２～１０、２～２０、２～５０、３～５、３～１０、３～２０、３～５０、４～５
、４～１０、４～２０、４～５０、５～１０、５～１５、５～２０又は５～５０倍高い）
場合に細胞抽出物に存在するとみなされる。
【０１０９】
　他の実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば、
１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）のより低い発現又
は活性化レベルは、発現又は活性化レベルが、抗癌薬により処理されていない細胞（例え
ば、患者試料から得られた胃癌細胞）中の、抗癌薬により処理された抗癌薬感受性細胞中
の、又は抗癌薬により処理された抗癌薬耐性細胞中の対応する分析物の参照発現又は活性
化レベルよりも少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５
、６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、５０又は１００倍低い（例えば、約１．５～３、２～３、２～４、２
～５、２～１０、２～２０、２～５０、３～５、３～１０、３～２０、３～５０、４～５
、４～１０、４～２０、４～５０、５～１０、５～１５、５～２０又は５～５０倍低い）
場合に細胞抽出物に存在するとみなされる。
【０１１０】
　本発明を使用して調査することができるシグナル伝達分子及び経路の非限定的な例には
、表２に示したものが含まれる。
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【０１１１】
　細胞抽出物における発現（例えば、全量）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化
）レベルについて調査することができる分析物、例えば、シグナル伝達分子の非限定的な
例には、受容体チロシンキナーゼ、非受容体チロシンキナーゼ、チロシンキナーゼシグナ
リングカスケード構成因子、核ホルモン受容体、核受容体コアクチベーター、核受容体リ
プレッサー及びこれらの組合せが含まれる。
【０１１２】
　一実施態様において、本発明の方法は、細胞抽出物中の以下の分析物の１種の発現（例
えば、全量）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定することを含む
：（１）ＨＥＲ１／ＥＧＦＲ／ＥｒｂＢ１；（２）ＨＥＲ２／ＥｒｂＢ２；（３）ｐ９５
ＨＥＲ２；（４）ＨＥＲ３／ＥｒｂＢ３；（５）ｃ－Ｍｅｔ；（６）ＩＧＦ１Ｒ；（７）
ｃＫｉｔ；（８）ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）；（９）Ｓ
ｈｃ；（１０）Ａｋｔ；（１１）ｐ７０Ｓ６Ｋ；（１２）ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦ
Ｒ１、ＶＥＧＦＲ２及び／又はＶＥＧＦＲ３）；及び（１３）ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤ
ＧＦＲＡ及び／又はＰＤＧＦＲＢ）。
【０１１３】
　別の実施態様において、本発明は、細胞抽出物中の以下の２種の分析物のペアの１種の
発現（例えば、全量）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定するこ
とを含み、「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「４」＝Ｈ
ＥＲ３、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」＝ＰＩ３
Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０」＝Ａｋ
ｔ、「１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／
又は３）及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）：１、２；１
、３；１、４；１、５；１、６；１、７；１、８；１、９；１、１０；１、１１；１、１
２；１、１３；２、３；２、４；２、５；２、６；２、７；２、８；２、９；２、１０；
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２、１１；２、１２；２、１３；３、４；３、５；３、６；３、７；３、８；３、９；３
、１０；３、１１；３、１２；３、１３；４、５；４、６；４、７；４、８；４、９；４
、１０；４、１１；４、１２；４、１３；５、６；５、７；５、８；５、９；５、１０；
５、１１；５、１２；５、１３；６、７；６、８；６、９；６、１０；６、１１；６、１
２；６、１３；７、８；７、９；７、１０；７、１１；７、１２；７、１３；８、９；８
、１０；８、１１；８、１２；８、１３；９、１０；９、１１；９、１２；９、１３；１
０、１１；１０、１２；１０、１３；１１、１２；１１、１３；及び１２、１３である。
【０１１４】
　更に別の実施態様において、本発明は、細胞抽出物中の以下の３種の分析物の組の１種
の発現（例えば、全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定するこ
とを含み、「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「４」＝Ｈ
ＥＲ３、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」＝ＰＩ３
Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０」＝Ａｋ
ｔ、「１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／
又は３）及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）：１、２、３
；１、２、４；１、２、５；１、２、６；１、２、７；１、２、８；１、２、９；１、２
、１０；１、２、１１；１、２、１２；１、２、１３；１、３、４；１、３、５；１、３
、６；１、３、７；１、３、８；１、３、９；１、３、１０；１、３、１１；１、３、１
２；１、３、１３；１、４、５；１、４、６；１、４、７；１、４、８；１、４、９；１
、４、１０；１、４、１１；１、４、１２；１、４、１３；１、５、６；１、５、７；１
、５、８；１、５、９；１、５、１０；１、５、１１；１、５、１２；１、５、１３；１
、６、７；１、６、８；１、６、９；１、６、１０；１、６、１１；１、６、１２；１、
６、１３；１、７、８；１、７、９；１、７、１０；１、７、１１；１、７、１２；１、
７、１３；１、８、９；１、８、１０；１、８、１１；１、８、１２；１、８、１３；１
、９、１０；１、９、１１；１、９、１２；１、９、１３；１、１０、１１；１、１０、
１２；１、１０、１３；１、１１、１２；１、１１、１３；１、１２、１３、２、３、４
；２、３、５；２、３、６；２、３、７；２、３、８；２、３、９；２、３、１０；２、
３、１１；２、３、１２；２、３、１３；２、４、５；２、４、６；２、４、７；２、４
、８；２、４、９；２、４、１０；２、４、１１；２、４、１２；２、４、１３；２、５
、６；２、５、７；２、５、８；２、５、９；２、５、１０；２、５、１１；２、５、１
２；２、５、１３；２、６、７；２、６、８；２、６、９；２、６、１０；２、６、１１
；２、６、１２；２、６、１３；２、７、８；２、７、９；２、７、１０；２、７、１１
；２、７、１２；２、７、１３；２、８、９；２、８、１０；２、８、１１；２、８、１
２；２、８、１３；２、９、１０；２、９、１１；２、９、１２；２、９、１３；２、１
０、１１；２、１０、１２；２、１０、１３；２、１１、１２；２、１１、１３；２、１
２、１３；３、４、５；３、４、６；３、４、７；３、４、８；３、４、９；３、４、１
０；３、４、１１；３、４、１２；３、４、１３；３、５、６；３、５、７；３、５、８
；３、５、９；３、５、１０；３、５、１１；３、５、１２；３、５、１３；３、６、７
；３、６、８；３、６、９；３、６、１０；３、６、１１；３、６、１２；３、６、１３
；３、７、８；３、７、９；３、７、１０；３、７、１１；３、７、１２；３、７、１３
；３、８、９；３、８、１０；３、８、１１；３、８、１２；３、８、１３；３、９、１
０；３、９、１１；３、９、１２；３、９、１３；３、１０、１１；３、１０、１２；３
、１０、１３；３、１１、１２；３、１１、１３；３、１２、１３；４、５、６；４、５
、７；４、５、８；４、５、９；４、５、１０；４、５、１１；４、５、１２；４、５、
１３；４、６、７；４、６、８；４、６、９；４、６、１０；４、６、１１；４、６、１
２；４、６、１３；４、７、８；４、７、９；４、７、１０；４、７、１１；４、７、１
２；４、７、１３；４、８、９；４、８、１０；４、８、１１；４、８、１２；４、８、
１３；４、９、１０；４、９、１１；４、９、１２；４、９、１３；４、１０、１１；４
、１０、１２；４、１０、１３；４、１１、１２；４、１１、１３；４、１２、１３；５
、６、７；５、６、８；５、６、９；５、６、１０；５、６、１１；５、６、１２；５、
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６、１３；５、７、８；５、７、９；５、７、１０；５、７、１１；５、７、１２；５、
７、１３；５、８、９；５、８、１０；５、８、１１；５、８、１２；５、８、１３；５
、９、１０；５、９、１１；５、９、１２；５、９、１３；５、１０、１１；５、１０、
１２；５、１０、１３；５、１１、１２；５、１１、１３；５、１２、１３、６、７、８
；６、７、９；６、７、１０；６、７、１１；６、７、１２；６、７、１３；６、８、９
；６、８、１０；６、８、１１；６、８、１２；６、８、１３；６、９、１０；６、９、
１１；６、９、１２；６、９、１３；６、１０、１１；６、１０、１２；６、１０、１３
；６、１１、１２；６、１１、１３；６、１２、１３；７、８、９；７、８、１０；７、
８、１１；７、８、１２；７、８、１３；７、９、１０；７、９、１１；７、９、１２；
７、９、１３；７、１０、１１；７、１０、１２；７、１０、１３；７、１１、１２；７
、１１、１３；７、１２、１３；８、９、１０；８、９、１１；８、９、１２；８、９、
１３；８、１０、１１；８、１０、１２；８、１０、１３；８、１１、１２；８、１１、
１３；８、１２、１３；９、１０、１１；９、１０、１２；９、１０、１３；９、１１、
１２；９、１１、１３；９、１２、１３；１０、１１、１２；１０、１１、１３；１０、
１２、１３；及び１１、１２、１３である。
【０１１５】
　いっそう更に別の実施態様において、本発明は、細胞抽出物中の以下の４種の分析物の
組の１種の発現（例えば、全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決
定することを含み、「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「
４」＝ＨＥＲ３、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」
＝ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０
」＝Ａｋｔ、「１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、
２及び／又は３）及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）：１
、２、３、４；１、２、３、５；１、２、３、６；１、２、３、７；１、２、３、８；１
、２、３、９；１、２、３、１０；１、２、３、１１；１、２、３、１２；１、２、３、
１３；１、３、４、５；１、３、４、６；１、３、４、７；１、３、４、８；１、３、４
、９；１、３、４、１０；１、３、４、１１；１、３、４、１２；１、３、４、１３；１
、４、５、６；１、４、５、７；１、４、５、８；１、４、５、９；１、４、５、１０；
１、４、５、１１；１、４、５、１２；１、４、５、１３；１、５、６、７；１、５、６
、８；１、５、６、９；１、５、６、１０；１、５、６、１１；１、５、６、１２；１、
５、６、１３；１、６、７、８；１、６、７、９；１、６、７、１０；１、６、７、１１
；１、６、７、１２；１、６、７、１３；１、７、８、９；１、７、８、１０；１、７、
８、１１；１、７、８、１２；１、７、８、１３；１、８、９、１０；１、８、９、１１
；１、８、９、１２；１、８、９、１３；１、９、１０、１１；１、９、１０、１２；１
、９、１０、１３；１、１０、１１、１２；１、１０、１１、１３；１、１１、１２、１
３；２、３、４、５；２、３、４、６；２、３、４、７；２、３、４、８；２、３、４、
９；２、３、４、１０；２、３、４、１１；２、３、４、１２；２、３、４、１３；２、
４、５、６；２、４、５、７；２、４、５、８；２、４、５、９；２、４、５、１０；２
、４、５、１１；２、４、５、１２；２、４、５、１３；２、５、６、７；２、５、６、
８；２、５、６、９；２、５、６、１０；２、５、６、１１；２、５、６、１２；２、５
、６、１３；２、６、７、８；２、６、７、９；２、６、７、１０；２、６、７、１１；
２、６、７、１２；２、６、７、１３；２、７、８、９；２、７、８、１０；２、７、８
、１１；２、７、８、１２；２、７、８、１３；２、８、９、１０；２、８、９、１１；
２、８、９、１２；２、８、９、１３；２、９、１０、１１；２、９、１０、１２；２、
９、１０、１３；２、１０、１１、１２；２、１０、１１、１３；２、１１、１２、１３
；３、４、５、６；３、４、５、７；３、４、５、８；３、４、５、９；３、４、５、１
０；３、４、５、１１；３、４、５、１２；３、４、５、１３；３、５、６、７；３、５
、６、８；３、５、６、９；３、５、６、１０；３、５、６、１１；３、５、６、１２；
３、５、６、１３；３、６、７、８；３、６、７、９；３、６、７、１０；３、６、７、
１１；３、６、７、１２；３、６、７、１３；３、７、８、９；３、７、８、１０；３、
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７、８、１１；３、７、８、１２；３、７、８、１３；３、８、９、１０；３、８、９、
１１；３、８、９、１２；３、８、９、１３；３、９、１０、１１；３、９、１０、１２
；３、９、１０、１３；３、１０、１１、１２；３、１０、１１、１３；３、１１、１２
、１３；４、５、６、７；４、５、６、８；４、５、６、９；４、５、６、１０；４、５
、６、１１；４、５、６、１２；４、５、６、１３；４、６、７、８；４、６、７、９；
４、６、７、１０；４、６、７、１１；４、６、７、１２；４、６、７、１３；４、７、
８、９；４、７、８、１０；４、７、８、１１；４、７、８、１２；４、７、８、１３；
４、８、９、１０；４、８、９、１１；４、８、９、１２；４、８、９、１３；４、９、
１０、１１；４、９、１０、１２；４、９、１０、１３；４、１０、１１、１２；４、１
０、１１、１３；４、１１、１２、１３；５、６、７、８；５、６、７、９；５、６、７
、１０；５、６、７、１１；５、６、７、１２；５、６、７、１３；５、７、８、９；５
、７、８、１０；５、７、８、１１；５、７、８、１２；５、７、８、１３；５、８、９
、１０；５、８、９、１１；５、８、９、１２；５、８、９、１３；５、９、１０、１１
；５、９、１０、１２；５、９、１０、１３；５、１０、１１、１２；５、１０、１１、
１３；５、１１、１２、１３；６、７、８、９；６、７、８、１０；６、７、８、１１；
６、７、８、１２；６、７、８、１３；６、８、９、１０；６、８、９、１１；６、８、
９、１２；６、８、９、１３；６、９、１０、１１；６、９、１０、１２；６、９、１０
、１３；６、１０、１１、１２；６、１０、１１、１３；６、１１、１２、１３；７、８
、９、１０；７、８、９、１１；７、８、９、１２；７、８、９、１３；７、９、１０、
１１；７、９、１０、１２；７、９、１０、１３；７、１０、１１、１２；７、１０、１
１、１３；７、１１、１２、１３；８、９、１０、１１；８、９、１０、１２、８、９、
１０、１３；８、１０、１１、１２；８、１０、１１、１３；８、１１、１２、１３；９
、１０、１１、１２；９、１０、１１、１３；９、１１、１２、１３；及び１０、１１、
１２、１３である。
【０１１６】
　別の実施態様において、本発明は、以下の分析物の５種の任意の考えられる組合せの発
現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定することを含
む：「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「４」＝ＨＥＲ３
、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」＝ＰＩ３Ｋ（例
えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０」＝Ａｋｔ、「
１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／又は３
）、及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）。非限定的な例と
して、５種の分析物の組合せは、以下のものの１種を含むことができる：１、２、３、４
、５；２、３、４、５、６；３、４、５、６、７；４、５、６、７、８；５、６、７、８
、９；６、７、８、９、１０；７、８、９、１０、１１；８、９、１０、１１、１２；又
は９、１０、１１、１２、１３。
【０１１７】
　更に別の実施態様において、本発明は、以下の分析物の６種の任意の考えられる組合せ
の発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定すること
を含む：「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「４」＝ＨＥ
Ｒ３、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」＝ＰＩ３Ｋ
（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０」＝Ａｋｔ
、「１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／又
は３）、及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）。非限定的な
例として、６種の分析物の組合せは、以下のものの１種を含むことができる：１、２、３
、４、５、６；２、３、４、５、６、７；３、４、５、６、７、８；４、５、６、７、８
、９；５、６、７、８、９、１０；６、７、８、９、１０、１１；７、８、９、１０、１
１、１２；又は８、９、１０、１１、１２、１３。
【０１１８】
　更に別の実施態様において、本発明は、以下の分析物の７種の任意の考えられる組合せ
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の発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定すること
を含む：「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「４」＝ＨＥ
Ｒ３、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」＝ＰＩ３Ｋ
（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０」＝Ａｋｔ
、「１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／又
は３）及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）。非限定的な例
として、７種の分析物の組合せは、以下のものの１種を含むことができる：１、２、３、
４、５、６、７；２、３、４、５、６、７、８；３、４、５、６、７、８、９；４、５、
６、７、８、９、１０；５、６、７、８、９、１０、１１；６、７、８、９、１０、１１
、１２；又は７、８、９、１０、１１、１２、１３。
【０１１９】
　別の実施態様において、本発明は、以下の分析物の８種の任意の考えられる組合せの発
現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定することを含
む：「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「４」＝ＨＥＲ３
、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」＝ＰＩ３Ｋ（例
えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０」＝Ａｋｔ、「
１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／又は３
）及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）。非限定的な例とし
て、８種の分析物の組合せは、以下のものの１種を含むことができる：１、２、３、４、
５、６、７、８；２、３、４、５、６、７、８、９；３、４、５、６、７、８、９、１０
；４、５、６、７、８、９、１０、１１；５、６、７、８、９、１０、１１、１２；又は
６、７、８、９、１０、１１、１２、１３。
【０１２０】
　更に別の実施態様において、本発明は、以下の分析物の９種の任意の考えられる組合せ
の発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定すること
を含む：「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「４」＝ＨＥ
Ｒ３、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」＝ＰＩ３Ｋ
（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０」＝Ａｋｔ
、「１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／又
は３）及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）。非限定的な例
として、９種の分析物の組合せは、以下のものの１種を含むことができる：１、２、３、
４、５、６、７、８、９；２、３、４、５、６、７、８、９、１０；３、４、５、６、７
、８、９、１０、１１；４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２；又は５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３。
【０１２１】
　更にいっそう別の実施態様において、本発明は、以下の分析物の１０種の任意の考えら
れる組合せの発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決
定することを含む：「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「
４」＝ＨＥＲ３、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」
＝ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０
」＝Ａｋｔ、「１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、
２及び／又は３）及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）。非
限定的な例として、１０種の分析物の組合せは、以下のものの１種を含むことができる：
１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０；２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１；３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２；又は４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２、１３。
【０１２２】
　別の実施態様において、本発明は、以下の分析物の１１種の任意の考えられる組合せの
発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定することを
含む：「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「４」＝ＨＥＲ
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３、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」＝ＰＩ３Ｋ（
例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０」＝Ａｋｔ、
「１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／又は
３）及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）。非限定的な例と
して、１１種の分析物の組合せは、以下のものの１種を含むことができる：１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１；２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２；又は３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３。
【０１２３】
　更に別の実施態様において、本発明は、以下の分析物の１２種の任意の考えられる組合
せの発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定するこ
とを含む：「１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「４」＝Ｈ
ＥＲ３、「５」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」＝ＰＩ３
Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０」＝Ａｋ
ｔ、「１１」＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／
又は３）及び「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）。非限定的な
例として、１２種の分析物の組合せは、以下のものの１種を含むことができる：１、２、
３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２；又は２、３、４、５、６、７、８、９
、１０、１１、１２、１３。
【０１２４】
　いっそう更に別の実施態様において、本発明は、以下の分析物の１３種全ての発現（例
えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定することを含む：「
１」＝ＨＥＲ１、「２」＝ＨＥＲ２、「３」＝ｐ９５ＨＥＲ２、「４」＝ＨＥＲ３、「５
」＝ｃ－Ｍｅｔ、「６」＝ＩＧＦ１Ｒ、「７」＝ｃＫｉｔ、「８」＝ＰＩ３Ｋ（例えば、
ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、「９」＝Ｓｈｃ、「１０」＝Ａｋｔ、「１１」
＝ｐ７０Ｓ６Ｋ、「１２」＝ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／又は３）及び
「１３」＝ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＢ）。
【０１２５】
　１つの特定の実施態様において、本発明は、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２及び
ＨＥＲ３の発現（例えば、全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決
定することを含む。別の特定の実施態様において、本発明は、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥ
Ｒ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又は
ＰＩＫ３Ｒ１）及びＳｈｃの発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸
化）レベルを決定することを含む。更に別の特定の実施態様において、本発明は、ＨＥＲ
１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３
Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、
ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／又は３）及びＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧ
ＦＲＡ及び／又はＢ）の発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）
レベルを決定することを含む。
【０１２６】
　ある実施態様において、本発明は、細胞抽出物中の１種以上（例えば、少なくとも約１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、
３５、４０、４５、５０種以上）の追加の分析物の発現（例えば、全）レベル及び／又は
活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定することを更に含む。一部の実施態様において
、１種以上（例えば、少なくとも約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２
５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０種以上）の追加の分析物は
、受容体チロシンキナーゼ、非受容体チロシンキナーゼ、チロシンキナーゼシグナリング
カスケード構成因子、核ホルモン受容体、核受容体コアクチベーター、核受容体リプレッ
サー及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上のシグナル伝達分子を含む。
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【０１２７】
　特定の実施態様において、本発明は、細胞抽出物中の以下の追加の分析物の２、３、４
、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９
、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、
４５、５０種以上の１種又は任意の組合せの発現（例えば、全）レベル及び／又は活性化
（例えば、リン酸化）レベルを決定することを更に含む：ＨＥＲ４、ＭＥＫ、ＰＴＥＮ、
ＳＧＫ３、４Ｅ－ＢＰ１、ＥＲＫ２（ＭＡＰＫ１）、ＥＲＫ１（ＭＡＰＫ３）、ＰＤＫ１
、ＰＤＫ２、ＧＳＫ－３β、Ｒａｆ、ＳＲＣ、ＮＦｋＢ－ＩｋＢ、ｍＴＯＲ、ＥＰＨ－Ａ
、ＥＰＨ－Ｂ、ＥＰＨ－Ｃ、ＥＰＨ－Ｄ、ＦＬＴ－３、ＴＩＥ－１、ＴＩＥ－２、ｃ－Ｆ
ＭＳ、Ａｂｌ、ＦＴＬ３、ＲＥＴ、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、
ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、ＡＩＢ１、ＲＯＮ、ＰＩＰ２、ＰＩＰ３、ｐ２７、タンパク質チ
ロシンホスファターゼ（例えば、ＰＴＰ１Ｂ、ＰＴＰＮ１３、ＢＤＰ１など）、受容体二
量体、他のＨＥＲ２シグナリング経路構成因子、他のｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因
子及びこれらの組合せ。
【０１２８】
　一部の実施態様において、細胞（例えば、細胞抽出物が生成される試験細胞）は、腫瘍
細胞、例えば、胃癌細胞である。ある例において、腫瘍細胞は、腫瘍から得られた循環腫
瘍細胞又は細針吸引液（ＦＮＡ）細胞である。他の実施態様において、細胞（例えば、細
胞抽出物が生成される試験細胞）は、例えば、胃癌患者から得られた試料から単離される
。試料の非限定的な例には、体液試料、例えば、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引
液、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液及び／又は細針吸引液（ＦＮＡ）試料などが含まれ
る。特定の実施態様において、試料は、全血、血清、血漿及び／又は腫瘍組織試料、例え
ば、胃腫瘍組織を含む。
【０１２９】
　ある例において、本発明の方法は、工程（ｄ）において得られた比較の結果を読取可能
なフォーマットでユーザ（例えば、臨床医、例えば、癌専門医又は一般診療医）に提供す
る工程を更に含む。一部の例において、本方法は、工程（ｄ）において得られた比較の結
果を臨床医、例えば、癌専門医又は一般診療医に送付又は報告することを更に含むことが
できる。他の例において、本方法は、工程（ｄ）において得られた比較の結果をコンピュ
ータデータベース又は例えば実験室において情報を保存するための他の好適な機械もしく
はデバイスに記録又は保存することを更に含むことができる。
【０１３０】
　一部の実施態様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（例えば、１種以上の
ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の発現レベルの決定は、細胞
抽出物中の１種以上の分析物の全量を、対応する分析物に特異的な１種以上の抗体により
検出することを含む。特定の実施態様において、抗体は、検出すべき分析物の活性化状態
にかかわらず分析物に結合し、すなわち、抗体は、分析物の非活性化及び活性化形態の両
方を検出する。
【０１３１】
　全発現レベル及び／又は状態は、種々の技術のいずれかを使用して決定することができ
る。ある実施態様において、試料中の１種以上の分析物、例えば、シグナル伝達分子の発
現レベル及び／又は状態は、免疫アッセイ、例えば単一検出アッセイ又は本明細書に記載
の近接二重検出アッセイ（例えば、共同近接免疫アッセイ（ＣＯｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ
　Ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ　ＩｍｍｕｎｏＡｓｓａｙ）（ＣＯＰＩＡ））により検出される。
【０１３２】
　ある実施態様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨ
ＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の発現（例えば、全）レベルの
決定は、
（ｉ）細胞抽出物を捕捉抗体（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナ
リング経路構成因子に特異的な捕捉抗体）の１種又は複数の希釈系列とインキュベートし
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て（例えば、接触させて）複数の捕捉された分析物を形成すること（捕捉抗体は、固体担
体上に拘束されている）（例えば、細胞抽出物中に存在する分析物を、分析物及び捕捉抗
体を含む捕捉された分析物の複合体に転換すること）；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、対応する分析物に特異的な１種又は複数の第１及び
第２の活性化状態非依存性抗体（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグ
ナリング経路構成因子に特異的な第１及び第２の活性化状態非依存性抗体）を含む検出抗
体とインキュベートして（例えば、接触させて）複数の検出可能な捕捉された分析物を形
成すること（例えば、捕捉された分析物の複合体を、捕捉された分析物及び検出抗体を含
む検出可能な捕捉された分析物の複合体に転換すること）；
（第１の活性化状態非依存性抗体は、促進部分により標識されており、第２の活性化状態
非依存性抗体は、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより標識されており、促進部分は
、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにチャネリングし、これと反応する酸化剤を発生さ
せる）；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物を、シグナル増幅ペアの第２のメンバーと
インキュベートして（例えば、接触させて）増幅されたシグナルを発生させること；並び
に
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む。
【０１３３】
　ある他の実施態様において、トランケート化受容体（例えば、ｐ９５ＨＥＲ２）である
工程（ｃ）における１種以上の分析物の発現（例えば、全）レベルの決定は、
（ｉ）細胞抽出物を完全長受容体（例えば、完全長ＨＥＲ２）の細胞外ドメイン（ＥＣＤ
）結合領域に特異的な複数のビーズとインキュベートする（例えば、接触させる）こと；
（ｉｉ）複数のビーズを細胞抽出物から除去し、これにより完全長受容体（例えば、完全
長ＨＥＲ２）を除去して完全長受容体（例えば、完全長ＨＥＲ２）を欠く細胞抽出物を形
成すること（例えば、細胞抽出物を、特定の完全長受容体又は完全長受容体のファミリー
を欠く細胞抽出物に転換すること）；
（ｉｉｉ）完全長受容体（例えば、完全長ＨＥＲ２）を欠く細胞抽出物を、完全長受容体
（例えば、完全長ＨＥＲ２）の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）結合領域に特異的な１種又は複
数の捕捉抗体とインキュベートして（例えば、接触させて）複数の捕捉されたトランケー
ト化受容体を形成すること（捕捉抗体は、固体担体上に拘束されている）（例えば、完全
長受容体枯渇細胞抽出物中に存在するトランケート化受容体を、トランケート化受容体及
び捕捉抗体の複合体に転換すること）；
（ｉｖ）複数の捕捉されたトランケート化受容体を、完全長受容体（例えば、完全長ＨＥ
Ｒ２）のＩＣＤ結合領域に特異的な１種又は複数の第１及び第２の活性化状態非依存性抗
体を含む検出抗体とインキュベートして複数の検出可能な捕捉されたトランケート化受容
体を形成すること（例えば、捕捉されたトランケート化受容体の複合体を、捕捉されたト
ランケート化受容体及び検出抗体を含む検出可能な捕捉されたトランケート化受容体の複
合体に転換すること）、
（第１の活性化状態非依存性抗体は、促進部分により標識されており、第２の活性化状態
非依存性抗体は、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより標識されており、促進部分は
、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにチャネリングし、これと反応する酸化剤を発生さ
せる）；
（ｖ）複数の検出可能な捕捉されたトランケート化受容体を、シグナル増幅ペアの第２の
メンバーとインキュベートして（例えば、接触させて）増幅されたシグナルを発生させる
こと；並びに
（ｖｉ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む。
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【０１３４】
　第１の活性化状態非依存性抗体は、促進部分により直接的に標識することができ、又は
促進成分により、例えば第１の活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートされたオリゴヌ
クレオチドと促進成分にコンジュゲートされた相補的オリゴヌクレオチドとのハイブリダ
イゼーションにより間接的に標識することができる。同様に、第２の活性化状態非依存性
抗体は、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより直接的に標識することができ、又はシ
グナル増幅ペアの第１のメンバーにより、例えば第２の活性化状態非依存性抗体にコンジ
ュゲートされた結合ペアの第１のメンバーとシグナル増幅ペアの第１のメンバーにコンジ
ュゲートされた結合ペアの第２のメンバーとの結合により間接的に標識することができる
。ある例において、結合ペアの第１のメンバーはビオチンであり、結合ペアの第２のメン
バーはアビジン、例えばストレプトアビジン又はニュートラビジンである。
【０１３５】
　一部の実施態様において、促進部分は、例えば、グルコースオキシダーゼであり得る。
ある例において、グルコースオキシダーゼ及び活性化状態非依存性抗体は、例えば、開示
が全ての目的のために参照により全体として本明細書に組み込まれるＰＣＴ国際公開第２
００９／１０８６３７号の実施例１６～１７に記載のとおりスルフヒドリル活性化デキス
トラン分子にコンジュゲートさせることができる。スルフヒドリル活性化デキストラン分
子は、典型的には、約５００ｋＤａ（例えば、約２５０、３００、３５０、４００、４５
０、５００、５５０、６００、６５０、７００又は７５０ｋＤａ）の分子量を有する。他
の実施態様において、酸化剤は、例えば過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）であり得る。更に他の実
施態様において、シグナル増幅ペアの第１のメンバーは、例えば、ペルオキシダーゼ、例
えば、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）であり得る。更なる実施態様において
、シグナル増幅ペアの第２のメンバーは、例えば、チラミド試薬（例えば、ビオチン－チ
ラミド）であり得る。好ましくは、増幅されたシグナルは、活性化チラミドを生成する（
例えば、ビオチン－チラミドを活性化チラミドに転換する）ビオチン－チラミドのペルオ
キシダーゼの酸化により発生する。活性化チラミドは、直接的に検出することができ、又
は例えばシグナル検出試薬の添加に基づいて間接的に検出することができる。シグナル検
出試薬の非限定的な例には、ストレプトアビジン標識フルオロフォア並びにストレプトア
ビジン標識ペルオキシダーゼ及び発色試薬、例えば、３，３’，５，５’－テトラメチル
ベンジジン（ＴＭＢ）などの組合せが含まれる。
【０１３６】
　ある例において、セイヨウワサビペルオキシダーゼ及び第２の活性化状態非依存性抗体
は、スルフヒドリル活性化デキストラン分子にコンジュゲートさせることができる。スル
フヒドリル活性化デキストラン分子は、典型的には、約７０ｋＤａ（例えば、約４０、４
５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５又は１００ｋＤａ）
の分子量を有する。
【０１３７】
　トランケート化受容体は、典型的には完全長受容体のフラグメントであり、細胞内ドメ
イン（ＩＣＤ）結合領域を完全長受容体と共有する。ある実施態様において、完全長受容
体は、細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域、膜貫通ドメイン及び細胞内ドメイン（ＩＣＤ
）結合領域を含む。任意の特定の理論により拘束されるものではないが、トランケート化
受容体は、完全長受容体のＥＣＤのタンパク質分解プロセシングを介し、又は例えば短縮
ＥＣＤを有するトランケート化受容体又は膜関連もしくは細胞質ＩＣＤフラグメントを含
むトランケート化受容体を作出するために、膜貫通ドメイン前、内又は後に局在するメチ
オニン残基からの翻訳の選択的開始により生じ得る。
【０１３８】
　ある好ましい実施態様において、トランケート化受容体はｐ９５ＨＥＲ２であり、対応
する完全長受容体はＨＥＲ２である。しかしながら、当業者であれば、トランケート化タ
ンパク質を検出するための本明細書に記載の方法は、限定されるものではないが、ＥＧＦ
Ｒ　ＶＩＩＩ突然変異体（膠芽細胞腫、結腸直腸癌などに関与する）又は他のトランケー
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ト化受容体チロシンキナーゼ、カスパーゼなどを含む多数の様々なタンパク質に適用する
ことができることを認識する。開示が全ての目的のために参照により全体として本明細書
に組み込まれるＰＣＴ国際公開第２００９／１０８６３７号の実施例１２は、優れたダイ
ナミックレンジを有するマルチプレックスハイスループット近接二重検出マイクロアレイ
ＥＬＩＳＡを使用して細胞中のトランケート化受容体、例えばｐ９５ＨＥＲ２を検出する
ための本発明のアッセイ方法の例示的な実施態様を提供している。
【０１３９】
　一部の実施態様において、ＥＣＤ結合領域に特異的な複数のビーズはストレプトアビジ
ン－ビオチンペアを含み、ストレプトアビジンはビーズに付着しており、ビオチンは抗体
に付着している。ある例において、抗体は、完全長受容体（例えば、完全長ＨＥＲ２）の
ＥＣＤ結合領域に特異的である。
【０１４０】
　一部の実施態様において、捕捉抗体の各希釈系列は、一連の減少する捕捉抗体濃度を含
む。ある例において、捕捉抗体は、少なくとも２倍（例えば、２、５、１０、２０、５０
、１００、５００又は１０００倍）で段階希釈されてアレイ上にスポットされるセット数
（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５以上）の減少する
捕捉抗体濃度を含む希釈系列が生成される。好ましくは、各捕捉抗体希釈物の少なくとも
２、３、４、５又は６個のレプリケートがアレイ上にスポットされる。
【０１４１】
　他の実施態様において、固体担体は、ガラス（例えば、ガラススライド）、プラスチッ
ク、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜（例えば、ナイロン、ニトロセルロース
、ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）など）、繊維束又は任意の他の好適な基体を含む。
好ましい実施態様において、捕捉抗体は、ニトロセルロースポリマーによりコーティング
されたガラススライド、例えば、Ｗｈａｔｍａｎ　Ｉｎｃ．（Ｆｌｏｒｈａｍ　Ｐａｒｋ
，ＮＪ）から市販されているＦＡＳＴ（商標）スライドなどの上に（例えば、共有結合又
は非共有結合相互作用により）拘束される。
【０１４２】
　更なる実施態様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（例えば、１種以上の
ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の活性化レベルの決定は、細
胞抽出物中の１種以上の分析物のリン酸化レベルを検出すべき分析物のそれぞれのリン酸
化形態に特異的な抗体により検出することを含む。
【０１４３】
　リン酸化レベル及び／又は状態は、種々の技術のいずれかを使用して決定することがで
きる。例えば、リン酸化タンパク質は、タンパク質のリン酸化形態を特異的に認識する抗
体を使用する免疫アッセイにより検出することができることが当分野において周知である
（例えば、Ｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，９３：１３７２－１３８１
（２００５））。免疫アッセイには、一般に、免疫ブロッティング（例えば、ウエスタン
ブロッティング）、ＲＩＡ及びＥＬＩＳＡが含まれる。免疫アッセイのより具体的なタイ
プには、抗原捕捉／抗原競合、抗体捕捉／抗原競合、二抗体サンドイッチ、抗体捕捉／抗
体過剰及び抗体捕捉／抗原過剰が含まれる。抗体を作製する方法は、本明細書及びＨａｒ
ｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ，１９８８，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，ＵＳＡに記載されている。ホ
スホ特異的抗体は、デノボで作製することができ、又は市販もしくは非市販源から得るこ
とができる。リン酸化レベル及び／又は状態は、細胞を［γ－３２Ｐ］ＡＴＰ又は［γ－
３３Ｐ］ＡＴＰの形態の放射性リン酸で代謝標識することによっても決定することができ
る。リン酸化されたタンパク質は放射性になり、従ってシンチレーションカウンティング
、ラジオグラフィーなどを介して追跡可能及び定量可能となる（例えば、Ｗａｎｇ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２５３：７６０５－７６０８（１９７８）参照）
。例えば、代謝標識されたタンパク質は、細胞から抽出し、ゲル電気泳動により分離し、



(51) JP 2012-533738 A 2012.12.27

10

20

30

40

50

膜に転移させ、特定のＨＥＲ２シグナリング経路構成因子に特異的な抗体によりプロービ
ングし、オートラジオグラフィーに供して３２Ｐ又は３３Ｐを検出することができる。あ
るいは、ゲルをオートラジオグラフィーに供してから膜転移及び抗体プロービングを行う
ことができる。
【０１４４】
　特定の実施態様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（例えば、１種以上の
ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の活性化（例えば、リン酸化
）レベル及び／又は状態は、免疫アッセイ、例えば、単一検出アッセイ又は本明細書に記
載の近接二重検出アッセイ（例えば、共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ））により検出
される。
【０１４５】
　ある実施態様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（１種以上のＨＥＲ２及
び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路の構成因子）の活性化（例えば、リン酸化）レベル
の決定は、
（ｉ）細胞抽出物を捕捉抗体（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナ
リング経路構成因子に特異的な捕捉抗体）の希釈系列とインキュベートして（例えば、接
触させて）複数の捕捉された分析物を形成すること（捕捉抗体は、固体担体上に拘束され
ている）（例えば、細胞抽出物中に存在する分析物を、分析物及び捕捉抗体を含む捕捉さ
れた分析物の複合体に転換すること）；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、対応する分析物に特異的な活性化状態非依存性抗体
（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子に特異的
な活性化状態非依存性抗体）及び対応する分析物に特異的な活性化状態依存性抗体（例え
ば、例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子に特異
的な活性化状態依存性抗体）を含む検出抗体とインキュベートして（例えば、接触させて
）複数の検出可能な捕捉された分析物を形成すること（例えば、捕捉された分析物の複合
体を、捕捉された分析物及び検出抗体を含む検出可能な捕捉された分析物の複合体に変換
させること）；
（活性化状態非依存性抗体は、促進部分により標識されており、活性化状態依存性抗体は
、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより標識されており、促進部分は、シグナル増幅
ペアの第１のメンバーにチャネリングし、これと反応する酸化剤を発生させる）；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物を、シグナル増幅ペアの第２のメンバーと
インキュベートして（例えば、接触させて）増幅されたシグナルを発生させること；並び
に
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む。
【０１４６】
　ある他の実施態様において、トランケート化受容体（例えば、ｐ９５ＨＥＲ２）である
工程（ｃ）における１種以上の分析物の活性化（例えば、リン酸化）レベルの決定は、
（ｉ）細胞抽出物を完全長受容体（例えば、完全長ＨＥＲ２）の細胞外ドメイン（ＥＣＤ
）結合領域に特異的な複数のビーズとインキュベートする（例えば、接触させる）こと；
（ｉｉ）複数のビーズを細胞抽出物から除去し、これにより完全長受容体（例えば、完全
長ＨＥＲ２）を除去して完全長受容体（例えば、完全長ＨＥＲ２）を欠く細胞抽出物を形
成すること（例えば、細胞抽出物を、特定の完全長受容体又は完全長受容体のファミリー
を欠く細胞抽出物に転換すること）；
（ｉｉｉ）完全長受容体（例えば、完全長ＨＥＲ２）を欠く細胞抽出物を、完全長受容体
（例えば、完全長ＨＥＲ２）の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）結合領域に特異的な複数の捕捉
抗体とインキュベートして（例えば、接触させて）複数の捕捉されたトランケート化受容
体を形成すること（捕捉抗体は、固体担体上に拘束されている）（例えば、完全長受容体
枯渇細胞抽出物中に存在するトランケート化受容体を、トランケート化受容体及び捕捉抗
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体の複合体に転換すること）；
（ｉｖ）複数の捕捉されたトランケート化受容体を、完全長受容体（例えば、完全長ＨＥ
Ｒ２）のＩＣＤ結合領域に特異的な活性化状態非依存性抗体及び活性化状態依存性抗体を
含む検出抗体とインキュベートして（例えば、接触させて）複数の検出可能な捕捉された
トランケート化受容体を形成すること（例えば、捕捉されたトランケート化受容体の複合
体を、捕捉されたトランケート化受容体及び検出抗体を含む検出可能な捕捉されたトラン
ケート化受容体の複合体に転換すること）
（活性化状態非依存性抗体は、促進部分により標識されており、活性化状態依存性抗体は
、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより標識されており、促進部分は、シグナル増幅
ペアの第１のメンバーにチャネリングし、これと反応する酸化剤を発生させる）；
（ｖ）複数の検出可能な捕捉されたトランケート化受容体を、シグナル増幅ペアの第２の
メンバーとインキュベートして（例えば、接触させて）増幅されたシグナルを発生させる
こと；並びに
（ｖｉ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む。
【０１４７】
　活性化状態非依存性抗体は、促進部分により直接的に標識でき、又は促進成分により、
例えば活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートされたオリゴヌクレオチドと促進成分に
コンジュゲートされた相補的オリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションにより間接
的に標識することができる。同様に、活性化状態依存性抗体は、シグナル増幅ペアの第１
のメンバーにより直接的に標識することができ、又はシグナル増幅ペアの第１のメンバー
により、例えば活性化状態依存性抗体にコンジュゲートされた結合ペアの第１のメンバー
とシグナル増幅ペアの第１のメンバーにコンジュゲートされた結合ペアの第２のメンバー
との結合により間接的に標識することができる。ある例において、結合ペアの第１のメン
バーはビオチンであり、結合ペアの第２のメンバーはアビジン、例えばストレプトアビジ
ン又はニュートラビジンである。
【０１４８】
　一部の実施態様において、促進部分は、例えば、グルコースオキシダーゼであり得る。
ある例において、グルコースオキシダーゼ及び活性化状態非依存性抗体は、例えば、開示
が全ての目的のために参照により全体として本明細書に組み込まれるＰＣＴ国際公開第２
００９／１０８６３７号の実施例１６～１７に記載のとおりスルフヒドリル活性化デキス
トラン分子にコンジュゲートさせることができる。スルフヒドリル活性化デキストラン分
子は、典型的には、約５００ｋＤａ（例えば、約２５０、３００、３５０、４００、４５
０、５００、５５０、６００、６５０、７００又は７５０ｋＤａ）の分子量を有する。他
の実施態様において、酸化剤は、例えば過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）であり得る。更に他の実
施態様において、シグナル増幅ペアの第１のメンバーは、例えば、ペルオキシダーゼ、例
えば、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）であり得る。更なる実施態様において
、シグナル増幅ペアの第２のメンバーは、例えば、チラミド試薬（例えば、ビオチン－チ
ラミド）であり得る。好ましくは、増幅されたシグナルは、活性化チラミドを生成する（
例えば、ビオチン－チラミドを活性化チラミドに転換する）ビオチン－チラミドのペルオ
キシダーゼの酸化により発生する。活性化チラミドは、直接的に検出することができ、又
は例えばシグナル検出試薬の添加に基づいて間接的に検出することができる。シグナル検
出試薬の非限定的な例には、ストレプトアビジン標識フルオロフォア並びにストレプトア
ビジン標識ペルオキシダーゼ及び発色試薬、例えば、３，３’，５，５’－テトラメチル
ベンジジン（ＴＭＢ）などの組合せが含まれる。
【０１４９】
　ある例において、セイヨウワサビペルオキシダーゼ及び活性化状態依存性抗体は、スル
フヒドリル活性化デキストラン分子にコンジュゲートさせることができる。スルフヒドリ
ル活性化デキストラン分子は、典型的には、約７０ｋＤａ（例えば、約４０、４５、５０
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、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５又は１００ｋＤａ）の分子量
を有する。
【０１５０】
　トランケート化受容体は、典型的には完全長受容体のフラグメントであり、細胞内ドメ
イン（ＩＣＤ）結合領域を完全長受容体と共有する。ある実施態様において、完全長受容
体は、細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域、膜貫通ドメイン及び細胞内ドメイン（ＩＣＤ
）結合領域を含む。任意の特定の理論により拘束されるものではないが、トランケート化
受容体は、完全長受容体のＥＣＤのタンパク質分解プロセシングを介し、又は例えば短縮
ＥＣＤを有するトランケート化受容体又は膜関連もしくは細胞質ＩＣＤフラグメントを含
むトランケート化受容体を作出するために、膜貫通ドメイン前、内又は後に局在するメチ
オニン残基からの翻訳の選択的開始により生じ得る。
【０１５１】
　ある好ましい実施態様において、トランケート化受容体はｐ９５ＨＥＲ２であり、対応
する完全長受容体はＨＥＲ２である。しかしながら、当業者であれば、トランケート化タ
ンパク質を検出するための本明細書に記載の方法は、限定されるものではないが、ＥＧＦ
Ｒ　ＶＩＩＩ突然変異体（膠芽細胞腫、結腸直腸癌などに関与する）又は他のトランケー
ト化受容体チロシンキナーゼ、カスパーゼなどを含む多数の様々なタンパク質に適用する
ことができることを認識する。開示が全ての目的のために参照により全体として本明細書
に組み込まれるＰＣＴ国際公開第２００９／１０８６３７号の実施例１２は、優れたダイ
ナミックレンジを有するマルチプレックスハイスループット近接二重検出マイクロアレイ
ＥＬＩＳＡを使用して細胞中のトランケート化受容体、例えばｐ９５ＨＥＲ２を検出する
ための本発明のアッセイ方法の例示的な実施態様を提供している。
【０１５２】
　一部の実施態様において、ＥＣＤ結合領域に特異的な複数のビーズはストレプトアビジ
ン－ビオチンペアを含み、ストレプトアビジンはビーズに付着しており、ビオチンは抗体
に付着している。ある例において、抗体は、完全長受容体（例えば、完全長ＨＥＲ２）の
ＥＣＤ結合領域に特異的である。
【０１５３】
　一部の実施態様において、捕捉抗体の各希釈系列は、一連の減少する捕捉抗体濃度を含
む。ある例において、捕捉抗体は、少なくとも２倍（例えば、２、５、１０、２０、５０
、１００、５００又は１０００倍）で段階希釈されてアレイ上にスポットされるセット数
（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５以上）の減少する
捕捉抗体濃度を含む希釈系列が生成される。好ましくは、各捕捉抗体希釈物の少なくとも
２、３、４、５又は６個のレプリケートがアレイ上にスポットされる。
【０１５４】
　他の実施態様において、固体担体は、ガラス（例えば、ガラススライド）、プラスチッ
ク、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜（例えば、ナイロン、ニトロセルロース
、ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）など）、繊維束又は任意の他の好適な基体を含む。
好ましい実施態様において、捕捉抗体は、ニトロセルロースポリマーによりコーティング
されたガラススライド、例えば、Ｗｈａｔｍａｎ　Ｉｎｃ．（Ｆｌｏｒｈａｍ　Ｐａｒｋ
，ＮＪ）から市販されているＦＡＳＴ（商標）スライドなどの上に（例えば、共有結合又
は非共有結合相互作用により）拘束される。
【０１５５】
　別の態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌の応答を同定する方法で
あって、
（ａ）単離癌細胞から生成される細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、
ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６
Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦＲ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分
析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
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ベルに基づき、抗癌薬による治療に対する胃癌の応答を同定すること
を含む方法を提供する。
【０１５６】
　一部の実施態様において、１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルは、
例えば、近接アッセイ、例えば、本明細書に記載の共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ）
を使用して決定される、対象となる特定の分析物についてのシグナル強度に対応する相対
蛍光単位（ＲＦＵ）値として表現される。他の実施態様において、１種以上の分析物の発
現レベル及び／又は活性化レベルは、「－」、「±」、「＋」、「＋＋」、「＋＋＋」又
は「＋＋＋＋」として表現され、これらは、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡ
を使用して決定される、対象となる特定の分析物についての増加するシグナル強度に対応
する。一部の例において、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定さ
れる対象となる特定の分析物の、検出不能又はわずかに検出可能なレベルの発現又は活性
化は「－」又は「±」として表現することができる。他の例において、例えば、近接アッ
セイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される対象となる特定の分析物の、低レベルの
発現又は活性化は「＋」として表現することができる。更に他の例において、例えば、近
接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される対象となる特定の分析物の、中程
度のレベルの発現又は活性化は「＋＋」として表現することができる。更にいっそう他の
例において、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される対象とな
る特定の分析物の、高レベルの発現又は活性化は「＋＋＋」として表現することができる
。更なる例において、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される
対象となる特定の分析物の、非常に高レベルの発現又は活性化は「＋＋＋＋」として表現
することができる。
【０１５７】
　更に他の実施態様において、１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルは
、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定されるＲＦＵ値を、対象と
なる特性の分析物について作成された標準曲線に対して較正又は正規化することにより定
量される。ある例において、計算単位（ＣＵ）値を標準曲線に基づき計算することができ
る。他の例において、ＣＵ値は、シグナル強度について上記説明に従って、「－」、「±
」、「＋」、「＋＋」、「＋＋＋」又は「＋＋＋＋」として表現することができる。実施
例１３は、胃癌細胞中のシグナル伝達経路タンパク質（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び
／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の定量についてのデータ分析の非限定的な
例を提供する。
【０１５８】
　ある実施態様において、対象となる特定の分析物の発現又は活性化レベルは、「－」、
「±」、「＋」、「＋＋」、「＋＋＋」又は「＋＋＋＋」として表現される場合、例えば
、陰性対照、例えば、ＩｇＧ対照と比較した場合、対象となる分析物について作成された
標準曲線と比較した場合、陽性対照、例えば、ｐａｎ－ＣＫ対照と比較した場合、抗癌薬
の存在下で決定された発現もしくは活性化レベルと比較した場合及び／又は抗癌薬の非存
在下で決定された発現もしくは活性化レベルと比較した場合、参照発現レベル又は活性化
レベルよりも少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５、
６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、３
５、４０、４５、５０又は１００倍高い又は低い（例えば、約１．５～３、２～３、２～
４、２～５、２～１０、２～２０、２～５０、３～５、３～１０、３～２０、３～５０、
４～５、４～１０、４～２０、４～５０、５～１０、５～１５、５～２０又は５～５０倍
高い又は低い）発現又は活性化のレベルに対応し得る。一部の例において、相関は分析物
特異的である。非限定的な例として、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用
して決定された発現又は活性化の「＋」レベルは、参照発現又は活性化レベルと比較した
場合、ある分析物については発現又は活性化の２倍増加に、別の分析物については５倍増
加に対応し得る。
【０１５９】
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　一部の実施態様において、癌細胞は、胃癌を有する対象から、対象への抗癌薬の投与後
に単離される。他の実施態様において、単離された癌細胞は、抗癌薬と接触される。これ
らの実施態様のいずれにおいても、抗癌薬による治療に対する胃癌の応答は、１種以上の
分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上
の分析物の参照発現及び／又は活性化プロファイルと比較することにより同定することが
できる。
【０１６０】
　ある実施態様において、工程（ｂ）は、工程（ａ）において決定された１種以上の分析
物の発現レベル及び／又は活性化レベルを適用して抗癌薬による治療に対する胃癌の応答
を同定することを含む。
【０１６１】
　１つの特定の実施態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌の応答を同
定する方法であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較して胃癌が抗癌薬による治療に対して応答性か非応答性かを同定するこ
と
を含む方法を提供する。
【０１６２】
　別の特定の実施態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌の応答を同定
する方法であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較すること；並びに
（ｅ）１種以上の分析物について決定された発現レベル及び／又は活性化レベルが参照発
現及び／又は活性化プロファイルと比較して変化（例えば、実質的に減少）した場合、胃
癌が抗癌薬による治療に対して応答性である（例えば、胃腫瘍が抗癌薬による治療に対し
て応答する可能性又は確率が増加する）ことを示すこと
を含む方法を提供する。
【０１６３】
　ある例において、胃癌は腺癌である。ある他の例において、胃癌は、食道、小腸、リン
パ節、器官、骨又はこれらの組合せに転移している。
【０１６４】
　一部の実施態様において、１種以上の分析物の発現（例えば全）レベル及び／又は活性
化（例えば、リン酸化）レベルは、これが抗癌薬の非存在下よりも少なくとも約５％、１
０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６
０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％又は９５％多く又は少なく活性
化された場合、抗癌薬の存在下で「変化した」とみなされる。他の実施態様において、１
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種以上の分析物の発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベル
は、これが抗癌薬の非存在下よりも少なくとも約５０％、５５％、６０％、６５％、７０
％、７５％、８０％、８５％、９０％又は９５％少なく活性化された場合、抗癌薬の存在
下で「実質的に減少した」とみなされる。更なる実施態様において、１種以上の分析物の
発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルは、（１）抗癌薬
を用いない分析物の高いもしくは強い発現及び／又は活性化からの、抗癌薬を用いる分析
物の中程度、弱い、低いもしくは極めて弱い発現及び／又は活性化への変化が存在する場
合、又は（２）抗癌薬を用いない分析物の中程度の発現及び／又は活性化からの、抗癌薬
を用いる分析物の弱い、低いもしくは極めて弱い発現及び／又は活性化への変化が存在す
る場合、抗癌薬の存在下で「実質的に減少した」とみなされる。
【０１６５】
　インサイチュー活性化状態を保存するため、シグナル伝達タンパク質は、典型的には、
細胞が単離された直後に、好ましくは９６、７２、４８、２４、６又は１時間以内に、よ
り好ましくは３０、１５又は５分以内に抽出される。単離された細胞は、通常はナノモル
からマイクロモル濃度の成長因子とともに約１～３０分間インキュベートしてシグナル伝
達物質の活性化を復活させ、又は刺激することもできる（例えば、Ｉｒｉｓｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｃｅｌｌ，１１８：２１７－２２８（２００４）参照）。刺激性成長因子には、上
皮成長因子（ＥＧＦ）、ヘレグリン（ＨＲＧ）、ＴＧＦ－α、ＰＩＧＦ、アンジオポエチ
ン（Ａｎｇ）、ＮＲＧ１、ＰＧＦ、ＴＮＦ－α、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ＩＧＦ、ＦＧＦ、
ＨＧＦ、サイトカインなどが含まれる。個々の患者のための潜在的抗癌療法を評価するた
め、成長因子の刺激前、刺激中及び／又は刺激後に、単離された細胞を変動する用量の１
種以上の抗癌薬とインキュベートすることができる。成長因子の刺激は、数分間又は数時
間（例えば、約１～５分間から約１～６時間）実施することができる。単離、抗癌薬によ
る治療及び／又は成長因子刺激後、細胞は当分野において公知の任意の技術を使用して溶
解されてシグナル伝達タンパク質が抽出される。好ましくは、細胞溶解は、成長因子刺激
の約１～３６０分間後に、より好ましくは２つの異なる時間間隔で：（１）成長因子刺激
の約１～５分間後；及び（２）成長因子刺激の約３０～１８０分後に開始される。あるい
は、溶解物は、使用時まで－８０℃で貯蔵することができる。
【０１６６】
　一部の実施態様において、抗癌薬は、癌細胞中の活性化シグナル伝達経路構成因子の機
能を妨害する作用物質を含む。このような作用物質の非限定的な例には、上の表１に列挙
した作用物質が含まれる。
【０１６７】
　他の実施態様において、抗癌薬は、抗シグナリング剤（すなわち、細胞増殖抑制薬）、
例えば、モノクローナル抗体もしくはチロシンキナーゼ阻害剤；抗増殖剤；化学療法剤（
すなわち、細胞毒性薬）；ホルモン療法剤；放射線療法剤；ワクチン；及び／又はアベラ
ントな細胞、例えば、癌性細胞の脱制御された成長を低減又は無効にさせる能力を有する
任意の他の化合物、例えば上記の抗癌剤を含む。更なる実施態様において、単離された細
胞は、少なくとも１種の化学療法剤、例えば上記の抗癌剤と組み合わせて１種以上の抗シ
グナリング剤、抗増殖剤及び／又はホルモン療法剤により処理される。
【０１６８】
　ある実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば、
１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は活
性化レベルは、正常細胞、例えば、癌、例えば、胃癌を有しない健常個体からの非癌性細
胞から得られる。ある他の実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上
の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子
）の参照発現又は活性化レベルは、癌、例えば、胃癌を有する患者からの試料からの腫瘍
細胞、例えば、胃癌細胞から得られる。
【０１６９】
　一部の実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば
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、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は
活性化レベルは、抗癌薬により処理されていない細胞（例えば、腫瘍細胞、例えば、患者
試料から得られた胃癌細胞）から得られる。特定の実施態様において、抗癌薬により処理
されていない細胞は、細胞抽出物を生成するために使用される単離された細胞（例えば、
調査すべき試験細胞）が得られる同一試料から得られる。ある例において、参照発現又は
活性化レベルと比較して１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－
Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の低いレベルの発現又は活性化の存在は、胃癌が抗癌
薬による治療に対して応答性である（例えば、胃腫瘍が抗癌薬に対して応答する可能性又
は確率が増加する）ことを示す。ある他の例において、参照発現又は活性化レベルと比較
して１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング
経路構成因子）の同一、類似もしくは高いレベルの発現又は活性化の存在は、胃癌が抗癌
薬による治療に対して応答性でない（例えば、胃腫瘍が抗癌薬による治療に対して応答す
る可能性又は確率が減少する）ことを示す。
【０１７０】
　代替的実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば
、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は
活性化レベルは、抗癌薬により処理された、抗癌薬に感受性の細胞から得られる。このよ
うな実施態様において、参照発現又は活性化レベルと比較して１種以上の分析物（例えば
、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の同一、類似も
しくは低いレベルの発現又は活性化の存在は、胃癌が抗癌薬による治療に対して応答性で
ある（例えば、胃腫瘍が抗癌薬による治療に対して応答する可能性又は確率が増加する）
ことを示す。ある他の代替的実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以
上の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因
子）の参照発現又は活性化レベルは、抗癌薬により処理された、抗癌薬に耐性の細胞から
得られる。このような実施態様において、参照発現又は活性化レベルと比較して１種以上
の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子
）の同一、類似もしくは高いレベルの発現又は活性化の存在は、胃癌が抗癌薬による治療
に対して応答性でない（例えば、胃腫瘍が抗癌薬による治療に対して応答する可能性又は
確率が減少する）ことを示す。
【０１７１】
　ある実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば、
１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）のより高い発現又
は活性化レベルは、発現又は活性化レベルが、抗癌薬により処理されていない細胞（例え
ば、患者試料から得られた胃癌細胞）中の、抗癌薬により処理された抗癌薬感受性細胞中
の、又は抗癌薬により処理された抗癌薬耐性細胞中の対応する分析物の参照発現又は活性
化レベルよりも少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５
、６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、５０又は１００倍高い（例えば、約１．５～３、２～３、２～４、２
～５、２～１０、２～２０、２～５０、３～５、３～１０、３～２０、３～５０、４～５
、４～１０、４～２０、４～５０、５～１０、５～１５、５～２０又は５～５０倍高い）
場合に細胞抽出物に存在するとみなされる。
【０１７２】
　他の実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば、
１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）のより低い発現又
は活性化レベルは、発現又は活性化レベルが、抗癌薬により処理されていない細胞（例え
ば、患者試料から得られた胃癌細胞）中の、抗癌薬により処理された抗癌薬感受性細胞中
の、又は抗癌薬により処理された抗癌薬耐性細胞中の対応する分析物の参照発現又は活性
化レベルよりも少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５
、６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、５０又は１００倍低い（例えば、約１．５～３、２～３、２～４、２
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～５、２～１０、２～２０、２～５０、３～５、３～１０、３～２０、３～５０、４～５
、４～１０、４～２０、４～５０、５～１０、５～１５、５～２０又は５～５０倍低い）
場合に細胞抽出物に存在するとみなされる。
【０１７３】
　細胞抽出物における発現（例えば、全量）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化
）レベルについて調査することができる分析物、例えば、シグナル伝達分子の非限定的な
例には、上記表２に示す分析物、例えば、受容体チロシンキナーゼ、非受容体チロシンキ
ナーゼ、チロシンキナーゼシグナリングカスケード構成因子、核ホルモン受容体、核受容
体コアクチベーター、核受容体リプレッサー及びこれらの組合せなどが含まれる。
【０１７４】
　一実施態様において、本発明の方法は、上記組合せに従う細胞抽出物中の以下の分析物
の１種又は２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２種の任意の組合せ又は１
３種全ての発現（例えば、全量）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを
決定することを含む：（１）ＨＥＲ１／ＥＧＦＲ／ＥｒｂＢ１；（２）ＨＥＲ２／Ｅｒｂ
Ｂ２；（３）ｐ９５ＨＥＲ２；（４）ＨＥＲ３／ＥｒｂＢ３；（５）ｃ－Ｍｅｔ；（６）
ＩＧＦ１Ｒ；（７）ｃＫｉｔ；（８）ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ
３Ｒ１）；（９）Ｓｈｃ；（１０）Ａｋｔ；（１１）ｐ７０Ｓ６Ｋ；（１２）ＶＥＧＦＲ
（例えば、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２及び／又はＶＥＧＦＲ３）；及び（１３）ＰＤＧ
ＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＰＤＧＦＲＢ）。
【０１７５】
　１つの特定の実施態様において、本発明は、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２及び
ＨＥＲ３の発現（例えば、全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決
定することを含む。別の特定の実施態様において、本発明は、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥ
Ｒ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又は
ＰＩＫ３Ｒ１）及びＳｈｃの発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸
化）レベルを決定することを含む。更に別の特定の実施態様において、本発明は、ＨＥＲ
１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３
Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、
ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／又は３）及びＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧ
ＦＲＡ及び／又はＢ）の発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）
レベルを決定することを含む。
【０１７６】
　ある実施態様において、本発明は、細胞抽出物中の１種以上（例えば、少なくとも約１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、
３５、４０、４５、５０種以上）の追加の分析物の発現（例えば、全）レベル及び／又は
活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定することを更に含む。一部の実施態様において
、１種以上の追加の分析物は、受容体チロシンキナーゼ、非受容体チロシンキナーゼ、チ
ロシンキナーゼシグナリングカスケード構成因子、核ホルモン受容体、核受容体コアクチ
ベーター、核受容体リプレッサー及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上
（例えば、少なくとも約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、
２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０種以上）のシグナル伝達分子を含む。
【０１７７】
　特定の実施態様において、本発明は、細胞抽出物中の以下の追加の分析物の１種又は２
、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１
８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５
、４０、４５、５０種以上の任意の組合せの発現（例えば、全）レベル及び／又は活性化
（例えば、リン酸化）レベルを決定することを更に含む：ＨＥＲ４、ＭＥＫ、ＰＴＥＮ、
ＳＧＫ３、４Ｅ－ＢＰ１、ＥＲＫ２（ＭＡＰＫ１）、ＥＲＫ１（ＭＡＰＫ３）、ＰＤＫ１
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、ＰＤＫ２、ＧＳＫ－３β、Ｒａｆ、ＳＲＣ、ＮＦｋＢ－ＩｋＢ、ｍＴＯＲ、ＥＰＨ－Ａ
、ＥＰＨ－Ｂ、ＥＰＨ－Ｃ、ＥＰＨ－Ｄ、ＦＬＴ－３、ＴＩＥ－１、ＴＩＥ－２、ｃ－Ｆ
ＭＳ、Ａｂｌ、ＦＴＬ３、ＲＥＴ、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、
ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、ＡＩＢ１、ＲＯＮ、ＰＩＰ２、ＰＩＰ３、ｐ２７、タンパク質チ
ロシンホスファターゼ（例えば、ＰＴＰ１Ｂ、ＰＴＰＮ１３、ＢＤＰ１など）、受容体二
量体、他のＨＥＲ２シグナリング経路構成因子、他のｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因
子及びこれらの組合せ。
【０１７８】
　一部の実施態様において、細胞（例えば、細胞抽出物が生成される試験細胞）は、腫瘍
細胞、例えば、胃癌細胞である。ある例において、腫瘍細胞は、腫瘍から得られた循環腫
瘍細胞又は細針吸引液（ＦＮＡ）細胞である。他の実施態様において、細胞（例えば、細
胞抽出物が生成される試験細胞）は、例えば、胃癌患者から得られた試料から単離される
。試料の非限定的な例には、体液試料、例えば、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引
液、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液及び／又は細針吸引液（ＦＮＡ）試料などが含まれ
る。特定の実施態様において、試料は、全血、血清、血漿及び／又は腫瘍組織試料、例え
ば、胃腫瘍組織を含む。
【０１７９】
　ある例において、本発明の方法は、工程（ｄ）において得られた比較の結果を読取可能
なフォーマットでユーザ（例えば、臨床医、例えば、癌専門医又は一般診療医）に提供す
る工程を更に含む。一部の例において、本方法は、工程（ｄ）において得られた比較の結
果を臨床医、例えば、癌専門医又は一般診療医に送付又は報告することを更に含むことが
できる。他の例において、本方法は、工程（ｄ）において得られた比較の結果をコンピュ
ータデータベース又は例えば実験室において情報を保存するための他の好適な機械もしく
は装置に記録又は保存することを更に含むことができる。
【０１８０】
　一部の実施態様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（例えば、１種以上の
ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の発現レベルの決定は、細胞
抽出物中の１種以上の分析物の全量を、対応する分析物に特異的な１種以上の抗体により
検出することを含む。特定の実施態様において、抗体は、検出すべき分析物の活性化状態
にかかわらず分析物に結合し、すなわち、抗体は、分析物の非活性化及び活性化形態の両
方を検出する。
【０１８１】
　他の実施態様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨ
ＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の活性化レベルの決定は、細胞
抽出物中の１種以上の分析物のリン酸化レベルを検出すべき分析物のそれぞれのリン酸化
形態に特異的な抗体により検出することを含む。
【０１８２】
　発現（例えば、全）レベルもしくは状態及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベル
もしくは状態は、種々の技術のいずれかを使用して決定することができる。特定の実施態
様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／
又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の発現（例えば、全）及び／又は活性化（例
えば、リン酸化）レベル又は状態は、免疫アッセイ、例えば、単一検出アッセイ又は本明
細書に記載の近接二重検出アッセイ（例えば、共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ））に
より検出される。
【０１８３】
　更に別の態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対象の応答
を予測する方法であって、
（ａ）単離癌細胞から生成される細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、
ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６
Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦＲ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分
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析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルに基づき、抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対象の応答を予測すること
を含む方法を提供する。
【０１８４】
　一部の実施態様において、１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルは、
例えば、近接アッセイ、例えば、本明細書に記載の共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ）
を使用して決定される、対象となる特定の分析物についてのシグナル強度に対応する相対
蛍光単位（ＲＦＵ）値として表現される。他の実施態様において、１種以上の分析物の発
現レベル及び／又は活性化レベルは、「－」、「±」、「＋」、「＋＋」、「＋＋＋」又
は「＋＋＋＋」として表現され、これらは、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡ
を使用して決定される、対象となる特定の分析物についての増加するシグナル強度に対応
する。一部の例において、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定さ
れる対象となる特定の分析物の、検出不能又はわずかに検出可能なレベルの発現又は活性
化は「－」又は「±」として表現することができる。他の例において、例えば、近接アッ
セイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される対象となる特定の分析物の、低レベルの
発現又は活性化は「＋」として表現することができる。更に他の例において、例えば、近
接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される対象となる特定の分析物の、中程
度のレベルの発現又は活性化は「＋＋」として表現することができる。更にいっそう他の
例において、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される対象とな
る特定の分析物の、高レベルの発現又は活性化は「＋＋＋」として表現することができる
。更なる例において、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定される
対象となる特定の分析物の、非常に高レベルの発現又は活性化は「＋＋＋＋」として表現
することができる。
【０１８５】
　更に他の実施態様において、１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルは
、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用して決定されるＲＦＵ値を、対象と
なる特性の分析物について作成された標準曲線に対して較正又は正規化することにより定
量される。ある例において、計算単位（ＣＵ）値を標準曲線に基づき計算することができ
る。他の例において、ＣＵ値は、シグナル強度について上記説明に従って、「－」、「±
」、「＋」、「＋＋」、「＋＋＋」又は「＋＋＋＋」として表現することができる。実施
例１３は、胃癌細胞中のシグナル伝達経路タンパク質（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び
／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の定量についてのデータ分析の非限定的な
例を提供する。
【０１８６】
　ある実施態様において、対象となる特定の分析物の発現又は活性化レベルは、「－」、
「±」、「＋」、「＋＋」、「＋＋＋」又は「＋＋＋＋」として表現される場合、例えば
、陰性対照、例えば、ＩｇＧ対照と比較した場合、対象となる分析物について作成された
標準曲線と比較した場合、陽性対照、例えば、ｐａｎ－ＣＫ対照と比較した場合、抗癌薬
の存在下で決定された発現もしくは活性化レベルと比較した場合及び／又は抗癌薬の非存
在下で決定された発現もしくは活性化レベルと比較した場合、参照発現レベル又は活性化
レベルよりも少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５、
６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、３
５、４０、４５、５０又は１００倍高い又は低い（例えば、約１．５～３、２～３、２～
４、２～５、２～１０、２～２０、２～５０、３～５、３～１０、３～２０、３～５０、
４～５、４～１０、４～２０、４～５０、５～１０、５～１５、５～２０又は５～５０倍
高い又は低い）発現又は活性化のレベルに対応し得る。一部の例において、相関は分析物
特異的である。非限定的な例として、例えば、近接アッセイ、例えば、ＣＯＰＩＡを使用
して決定された発現又は活性化の「＋」レベルは、参照発現又は活性化レベルと比較した
場合、ある分析物については発現又は活性化の２倍増加に、別の分析物については５倍増
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加に対応し得る。
【０１８７】
　一部の実施態様において、癌細胞は、対象への抗癌薬の投与後に胃癌を有する対象から
単離される。他の実施態様において、単離された癌細胞は、抗癌薬と接触される。これら
の実施態様のいずれにおいても、抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対象の応答は、
１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを、抗癌薬の非存在下で作成され
た１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プロファイルと比較することにより予測
することができる。
【０１８８】
　ある実施態様において、工程（ｂ）は、工程（ａ）において決定された１種以上の分析
物の発現レベル及び／又は活性化レベルを適用して抗癌薬による治療に対する胃癌を有す
る対象の応答を予測することを含む。
【０１８９】
　１つの特定の実施態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対
象の応答を予測する方法であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較して胃癌を有する対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性を予
測すること
を含む方法を提供する。
【０１９０】
　別の特定の実施態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対する胃癌を有する対象
の応答を予測する方法であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、Ｉ
ＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦ
Ｒ及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上の分析物の発現レベル及び／又
は活性化レベルを決定すること；
（ｄ）工程（ｃ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルを、抗癌薬の非存在下で作成された１種以上の分析物の参照発現及び／又は活性化プ
ロファイルと比較して対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性を予測すること；
並びに
（ｅ）１種以上の分析物について決定された発現レベル及び／又は活性化レベルが参照発
現及び／又は活性化プロファイルと比較して変化（例えば、実質的に減少）した場合、胃
癌を有する対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性が高い（例えば、胃癌を有す
る対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性又は確率が増加する）ことを示すこと
を含む方法を提供する。
【０１９１】
　ある例において、胃癌は腺癌である。ある他の例において、胃癌は、食道、小腸、リン
パ節、器官、骨又はこれらの組合せに転移している。
【０１９２】
　一部の実施態様において、１種以上の分析物の発現（例えば全）レベル及び／又は活性
化（例えば、リン酸化）レベルは、これが抗癌薬の非存在下よりも少なくとも約５％、１
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０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６
０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％又は９５％多く又は少なく活性
化された場合、抗癌薬の存在下で「変化した」とみなされる。他の実施態様において、１
種以上の分析物の発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベル
は、これが抗癌薬の非存在下よりも少なくとも約５０％、５５％、６０％、６５％、７０
％、７５％、８０％、８５％、９０％又は９５％少なく活性化された場合、抗癌薬の存在
下で「実質的に減少した」とみなされる。更なる実施態様において、１種以上の分析物の
発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルは、（１）抗癌薬
を用いない分析物の高いもしくは強い発現及び／又は活性化からの、抗癌薬を用いる分析
物の中程度、弱い、低いもしくは極めて弱い発現及び／又は活性化への変化が存在する場
合、又は（２）抗癌薬を用いない分析物の中程度の発現及び／又は活性化からの、抗癌薬
を用いる分析物の弱い、低いもしくは極めて弱い発現及び／又は活性化への変化が存在す
る場合、抗癌薬の存在下で「実質的に減少した」とみなされる。
【０１９３】
　インサイチュー活性化状態を保存するため、シグナル伝達タンパク質は、典型的には、
細胞が単離された直後に、好ましくは９６、７２、４８、２４、６又は１時間以内に、よ
り好ましくは３０、１５又は５分以内に抽出される。単離された細胞は、通常はナノモル
からマイクロモル濃度の成長因子とともに約１～３０分間インキュベートしてシグナル伝
達物質の活性化を復活させ、又は刺激することもできる（例えば、Ｉｒｉｓｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｃｅｌｌ，１１８：２１７－２２８（２００４）参照）。刺激性成長因子には、上
皮成長因子（ＥＧＦ）、ヘレグリン（ＨＲＧ）、ＴＧＦ－α、ＰＩＧＦ、アンジオポエチ
ン（Ａｎｇ）、ＮＲＧ１、ＰＧＦ、ＴＮＦ－α、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ＩＧＦ、ＦＧＦ、
ＨＧＦ、サイトカインなどが含まれる。個々の患者のための潜在的抗癌療法を評価するた
め、成長因子の刺激前、刺激中及び／又は刺激後に、単離された細胞を変動する用量の１
種以上の抗癌薬とインキュベートすることができる。成長因子の刺激は、数分間又は数時
間（例えば、約１～５分間から約１～６時間）実施することができる。単離、抗癌薬によ
る治療及び／又は成長因子刺激後、細胞は当分野において公知の任意の技術を使用して溶
解されてシグナル伝達タンパク質が抽出される。好ましくは、細胞溶解は、成長因子刺激
の約１～３６０分間後に、より好ましくは２つの異なる時間間隔で：（１）成長因子刺激
の約１～５分間後；及び（２）成長因子刺激の約３０～１８０分後に開始される。あるい
は、溶解物は、使用時まで－８０℃で貯蔵することができる。
【０１９４】
　一部の実施態様において、抗癌薬は、癌細胞中の活性化シグナル伝達経路構成因子の機
能を妨害する作用物質を含む。このような作用物質の非限定的な例には、上の表１に列挙
した作用物質が含まれる。
【０１９５】
　他の実施態様において、抗癌薬は、抗シグナリング剤（すなわち、細胞増殖抑制薬）、
例えばモノクローナル抗体もしくはチロシンキナーゼ阻害剤；抗増殖剤；化学療法剤（す
なわち、細胞毒性薬）；ホルモン療法剤；放射線療法剤；ワクチン；及び／又はアベラン
トな細胞、例えば、癌性細胞の脱制御された成長を低減又は無効にさせる能力を有する任
意の他の化合物、例えば、上記の抗癌剤を含む。更なる実施態様において、単離された細
胞は、少なくとも１種の化学療法薬、例えば上記の抗癌剤と組み合わせて１種以上の抗シ
グナリング剤、抗増殖剤及び／又はホルモン療法剤により処理される。
【０１９６】
　ある実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば、
１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は活
性化レベルは、正常細胞、例えば、癌、例えば、胃癌を有しない健常個体からの非癌性細
胞から得られる。ある他の実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上
の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子
）の参照発現又は活性化レベルは、癌、例えば、胃癌を有する患者からの試料からの腫瘍
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細胞、例えば、胃癌細胞から得られる。
【０１９７】
　一部の実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば
、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は
活性化レベルは、抗癌薬により処理されていない細胞（例えば、腫瘍細胞、例えば、患者
試料から得られた胃癌細胞）から得られる。特定の実施態様において、抗癌薬により処理
されていない細胞は、細胞抽出物を生成するために使用される単離された細胞（例えば、
調査すべき試験細胞）が得られる同一試料から得られる。ある例において、参照発現又は
活性化レベルと比較して１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－
Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の低いレベルの発現又は活性化の存在は、胃癌を有す
る対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性が高い（例えば、胃癌を有する対象が
抗癌薬による治療に対して応答する可能性又は確率が増加する）ことを示す。ある他の例
において、参照発現又は活性化レベルと比較して１種以上の分析物（例えば、１種以上の
ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の同一、類似もしくは高いレ
ベルの発現又は活性化の存在は、胃癌を有する対象が抗癌薬による治療に対して応答する
可能性が低い（例えば、胃癌を有する対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性又
は確率が減少する）ことを示す。
【０１９８】
　代替的実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば
、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は
活性化レベルは、抗癌薬により処理された、抗癌薬に感受性の細胞から得られる。このよ
うな実施態様において、参照発現又は活性化レベルと比較して１種以上の分析物（例えば
、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の同一、類似も
しくは低いレベルの発現又は活性化の存在は、胃癌を有する対象が抗癌薬による治療に応
答する可能性が高い（例えば、胃癌を有する対象が抗癌薬による治療に対して応答する可
能性又は確率が増加する）ことを示す。ある他の代替的実施態様において、工程（ｃ）に
おいて決定される、１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅ
ｔシグナリング経路構成因子）の参照発現又は活性化レベルは、抗癌薬により処理された
、抗癌薬に耐性の細胞から得られる。このような実施態様において、参照発現又は活性化
レベルと比較して１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔ
シグナリング経路構成因子）の同一、類似もしくは高いレベルの発現又は活性化の存在は
、胃癌を有する対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性が低い（例えば、胃癌を
有する対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性又は確率が減少する）ことを示す
。
【０１９９】
　ある実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば、
１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）のより高い発現又
は活性化レベルは、発現又は活性化レベルが、抗癌薬により処理されていない細胞（例え
ば、患者試料から得られた胃癌細胞）中の、抗癌薬により処理された抗癌薬感受性細胞中
の、又は抗癌薬により処理された抗癌薬耐性細胞中の対応する分析物の参照発現又は活性
化レベルよりも少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５
、６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、５０又は１００倍高い（例えば、約１．５～３、２～３、２～４、２
～５、２～１０、２～２０、２～５０、３～５、３～１０、３～２０、３～５０、４～５
、４～１０、４～２０、４～５０、５～１０、５～１５、５～２０又は５～５０倍高い）
場合に細胞抽出物に存在するとみなされる。
【０２００】
　他の実施態様において、工程（ｃ）において決定される、１種以上の分析物（例えば、
１種以上のＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）のより低い発現又
は活性化レベルは、発現又は活性化レベルが、抗癌薬により処理されていない細胞（例え
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ば、患者試料から得られた胃癌細胞）中の、抗癌薬により処理された抗癌薬感受性細胞中
の、又は抗癌薬により処理された抗癌薬耐性細胞中の対応する分析物の参照発現又は活性
化レベルよりも少なくとも約１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５、５、５．５
、６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５、５０又は１００倍低い（例えば、約１．５～３、２～３、２～４、２
～５、２～１０、２～２０、２～５０、３～５、３～１０、３～２０、３～５０、４～５
、４～１０、４～２０、４～５０、５～１０、５～１５、５～２０又は５～５０倍低い）
場合に細胞抽出物に存在するとみなされる。
【０２０１】
　細胞抽出物における発現（例えば、全量）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化
）レベルについて調査することができる分析物、例えば、シグナル伝達分子の非限定的な
例には、上記表２に示す分析物、例えば、受容体チロシンキナーゼ、非受容体チロシンキ
ナーゼ、チロシンキナーゼシグナリングカスケード構成因子、核ホルモン受容体、核受容
体コアクチベーター、核受容体リプレッサー及びこれらの組合せなどが含まれる。
【０２０２】
　一実施態様において、本発明の方法は、上記組合せに従う細胞抽出物中の以下の分析物
の１種又は２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２種の任意の組合せ又は１
３種全ての発現（例えば、全量）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを
決定することを含む：（１）ＨＥＲ１／ＥＧＦＲ／ＥｒｂＢ１；（２）ＨＥＲ２／Ｅｒｂ
Ｂ２；（３）ｐ９５ＨＥＲ２；（４）ＨＥＲ３／ＥｒｂＢ３；（５）ｃ－Ｍｅｔ；（６）
ＩＧＦ１Ｒ；（７）ｃＫｉｔ；（８）ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ
３Ｒ１）；（９）Ｓｈｃ；（１０）Ａｋｔ；（１１）ｐ７０Ｓ６Ｋ；（１２）ＶＥＧＦＲ
（例えば、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２及び／又はＶＥＧＦＲ３）；及び（１３）ＰＤＧ
ＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ及び／又はＰＤＧＦＲＢ）。
【０２０３】
　１つの特定の実施態様において、本発明は、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２及び
ＨＥＲ３の発現（例えば、全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベルを決
定することを含む。別の特定の実施態様において、本発明は、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥ
Ｒ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又は
ＰＩＫ３Ｒ１）及びＳｈｃの発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸
化）レベルを決定することを含む。更に別の特定の実施態様において、本発明は、ＨＥＲ
１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３
Ｋ（例えば、ＰＩＫ３ＣＡ及び／又はＰＩＫ３Ｒ１）、Ｓｈｃ、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、
ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、２及び／又は３）及びＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧ
ＦＲＡ及び／又はＢ）の発現（例えば全）レベル及び／又は活性化（例えば、リン酸化）
レベルを決定することを含む。
【０２０４】
　ある実施態様において、本発明は、細胞抽出物中の１種以上（例えば、少なくとも約１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、
３５、４０、４５、５０種以上）の追加の分析物の発現（例えば、全）レベル及び／又は
活性化（例えば、リン酸化）レベルを決定することを更に含む。一部の実施態様において
、１種以上の追加の分析物は、受容体チロシンキナーゼ、非受容体チロシンキナーゼ、チ
ロシンキナーゼシグナリングカスケード構成因子、核ホルモン受容体、核受容体コアクチ
ベーター、核受容体リプレッサー及びこれらの組合せからなる群から選択される１種以上
（例えば、少なくとも約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、
２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０種以上）のシグナル伝達分子を含む。
【０２０５】
　特定の実施態様において、本発明は、細胞抽出物中の以下の追加の分析物の１種又は２
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、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１
８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５
、４０、４５、５０種以上の任意の組合せの発現（例えば、全）レベル及び／又は活性化
（例えば、リン酸化）レベルを決定することを更に含む：ＨＥＲ４、ＭＥＫ、ＰＴＥＮ、
ＳＧＫ３、４Ｅ－ＢＰ１、ＥＲＫ２（ＭＡＰＫ１）、ＥＲＫ１（ＭＡＰＫ３）、ＰＤＫ１
、ＰＤＫ２、ＧＳＫ－３β、Ｒａｆ、ＳＲＣ、ＮＦｋＢ－ＩｋＢ、ｍＴＯＲ、ＥＰＨ－Ａ
、ＥＰＨ－Ｂ、ＥＰＨ－Ｃ、ＥＰＨ－Ｄ、ＦＬＴ－３、ＴＩＥ－１、ＴＩＥ－２、ｃ－Ｆ
ＭＳ、Ａｂｌ、ＦＴＬ３、ＲＥＴ、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、
ＥＲ、ＰＲ、ＮＣＯＲ、ＡＩＢ１、ＲＯＮ、ＰＩＰ２、ＰＩＰ３、ｐ２７、タンパク質チ
ロシンホスファターゼ（例えば、ＰＴＰ１Ｂ、ＰＴＰＮ１３、ＢＤＰ１など）、受容体二
量体、他のＨＥＲ２シグナリング経路構成因子、他のｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因
子及びこれらの組合せ。
【０２０６】
　一部の実施態様において、細胞（例えば、細胞抽出物が生成される試験細胞）は、腫瘍
細胞、例えば、胃癌細胞である。ある例において、腫瘍細胞は、腫瘍から得られた循環腫
瘍細胞又は細針吸引液（ＦＮＡ）細胞である。他の実施態様において、細胞（例えば、細
胞抽出物が生成される試験細胞）は、例えば、胃癌患者から得られた試料から単離される
。試料の非限定的な例には、体液試料、例えば、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引
液、リンパ液、骨髄吸引液、尿、唾液及び／又は細針吸引液（ＦＮＡ）試料などが含まれ
る。特定の実施態様において、試料は、全血、血清、血漿及び／又は腫瘍組織試料、例え
ば、胃腫瘍組織を含む。
【０２０７】
　ある例において、本発明の方法は、工程（ｄ）において得られた比較の結果を読取可能
なフォーマットでユーザ（例えば、臨床医、例えば、癌専門医又は一般診療医）に提供す
る工程を更に含む。一部の例において、本方法は、工程（ｄ）において得られた比較の結
果を臨床医、例えば、癌専門医又は一般診療医に送付又は報告することを更に含むことが
できる。他の例において、本方法は、工程（ｄ）において得られた比較の結果をコンピュ
ータデータベース又は例えば実験室において情報を保存するための他の好適な機械又はデ
バイスに記録又は保存することを更に含むことができる。
【０２０８】
　一部の実施態様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（例えば、１種以上の
ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の発現レベルの決定は、細胞
抽出物中の１種以上の分析物の全量を、対応する分析物に特異的な１種以上の抗体により
検出することを含む。特定の実施態様において、抗体は、検出すべき分析物の活性化状態
にかかわらず分析物に結合し、すなわち、抗体は、分析物の非活性化及び活性化形態の両
方を検出する。
【０２０９】
　他の実施態様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨ
ＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の活性化レベルの決定は、細胞
抽出物中の１種以上の分析物のリン酸化レベルを検出すべき分析物のそれぞれのリン酸化
形態に特異的な抗体により検出することを含む。
【０２１０】
　発現（例えば、全）レベルもしくは状態及び／又は活性化（例えば、リン酸化）レベル
もしくは状態は、種々の技術のいずれかを使用して決定することができる。特定の実施態
様において、工程（ｃ）における１種以上の分析物（例えば、１種以上のＨＥＲ２及び／
又はｃ－Ｍｅｔシグナリング経路構成因子）の発現（例えば、全）及び／又は活性化（例
えば、リン酸化）レベル又は状態は、免疫アッセイ、例えば、単一検出アッセイ又は本明
細書に記載の近接二重検出アッセイ（例えば、共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ））に
より検出される。
【０２１１】
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ＩＶ．ｃ－Ｍｅｔ媒介癌
　ｃ－Ｍｅｔは、多くの悪性腫瘍において過剰発現され得る。ｃ－Ｍｅｔ媒介癌において
、チロシンキナーゼドメイン、膜近傍ドメイン又はセマホリン内の増幅及び／又は活性化
突然変異が同定されている。ｃ－Ｍｅｔ媒介癌の治療に好適な抗癌薬の選択は、治療の存
在下でのｃ－Ｍｅｔの発現及び／又は活性化状態のレベルを査定することにより可能であ
る。ｃ－Ｍｅｔの活性化は、細胞成長、浸潤、血管新生及び転移をもたらす。ある実施態
様において、本発明は、適切な治療方針を選択してｃ－Ｍｅｔ活性化及び／又は過剰発現
を阻害する方法を提供する。
【０２１２】
　一実施態様において、本発明は、ｃ－Ｍｅｔ媒介癌の治療に好適な抗癌薬を選択する方
法であって、
（ａ）単離癌細胞から生成された細胞抽出物中のｃ－Ｍｅｔ及び場合により１種以上の追
加の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルに基づきｃ－Ｍｅｔ媒介癌の治療に好適な抗癌薬を選択すること
を含む方法を提供する。
【０２１３】
　一部の例において、本発明は、ｃ－Ｍｅｔ媒介癌の治療に好適な抗癌薬を選択する方法
であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のｃ－Ｍｅｔ及び場合により１種以上の追加の分析物の発現レベル及
び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｄ）工程（ｃ）において決定されたｃ－Ｍｅｔ及び場合により１種以上の追加の分析物
の発現レベル及び／又は活性化レベルを、抗癌薬の非存在下で作成されたｃ－Ｍｅｔ及び
場合により１種以上の追加の分析物の参照発現及び／又は活性化プロファイルと比較して
抗癌薬がｃ－Ｍｅｔ媒介癌の治療に好適か不適かを決定すること
を含む方法を提供する。
【０２１４】
　別の実施態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対するｃ－Ｍｅｔ媒介癌の応答
を同定する方法であって、
（ａ）単離癌細胞から生成された細胞抽出物中のｃ－Ｍｅｔ及び場合により１種以上の追
加の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルに基づき抗癌薬による治療に対するｃ－Ｍｅｔ媒介癌の応答を同定すること
を含む方法を提供する。
【０２１５】
　一部の例において、本発明は、抗癌薬による治療に対するｃ－Ｍｅｔ媒介癌の応答を同
定する方法であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のｃ－Ｍｅｔ及び場合により１種以上の追加の分析物の発現レベル及
び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｄ）工程（ｃ）において決定されたｃ－Ｍｅｔ及び場合により１種以上の追加の分析物
の発現レベル及び／又は活性化レベルを、抗癌薬の非存在下で作成されたｃ－Ｍｅｔ及び
場合により１種以上の追加の分析物の参照発現及び／又は活性化プロファイルと比較して
胃癌が抗癌薬による治療に対して応答性か非応答性かを同定すること
を含む方法を提供する。
【０２１６】
　更に別の実施態様において、本発明は、抗癌薬による治療に対するｃ－Ｍｅｔ媒介癌を
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有する対象の応答を予測する方法であって、
（ａ）単離癌細胞から生成された細胞抽出物中のｃ－Ｍｅｔ及び場合により１種以上の追
加の分析物の発現レベル及び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｂ）工程（ａ）において決定された１種以上の分析物の発現レベル及び／又は活性化レ
ベルに基づき抗癌薬による治療に対するｃ－Ｍｅｔ媒介癌を有する対象の応答を予測する
こと
を含む方法を提供する。
【０２１７】
　一部の例において、本発明は、抗癌薬による治療に対するｃ－Ｍｅｔ媒介癌を有する対
象の応答を予測する方法であって、
（ａ）抗癌薬の投与後又は抗癌薬とのインキュベーション前に癌細胞を単離すること；
（ｂ）単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成すること；
（ｃ）細胞抽出物中のｃ－Ｍｅｔ及び場合により１種以上の追加の分析物の発現レベル及
び／又は活性化レベルを決定すること；並びに
（ｄ）工程（ｃ）において決定されたｃ－Ｍｅｔ及び場合により１種以上の追加の分析物
の発現レベル及び／又は活性化レベルを、抗癌薬の非存在下で作成されたｃ－Ｍｅｔ及び
場合により１種以上の追加の分析物の参照発現及び／又は活性化プロファイルと比較して
胃癌を有する対象が抗癌薬による治療に対して応答する可能性を予測すること
を含む方法を提供する。
【０２１８】
　ある態様において、本発明は、患者試料、例えば、循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）又は細針吸
引液（ＦＮＡ）におけるｃ－Ｍｅｔ媒介癌経路を評価する方法を提供する。本明細書の方
法は、患者に最適な治療方針を提供する。一態様において、以下の追加の分析物の少なく
とも１、２、３、４、５、６、７、８、９種以上をスクリーニング又は調査してｃ－Ｍｅ
ｔ媒介癌療法（例えば、ｃ－Ｍｅｔ阻害剤）に対する応答を決定することができる：ＨＥ
Ｒ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ（例えば
、ＰＩＫ３ＣＡ、ＰＩＫ３Ｒ１）、Ｓｈｃ、Ａｋｔ（例えば、Ａｋｔ１、Ａｋｔ２、Ａｋ
ｔ３）、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ（例えば、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２、ＶＥＧＦＲ
３）、ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ）、ＲＯＮ及びこれらの組合せ
。例えば、ＸＬ－８８０に対する応答者は、活性化ｃ－Ｍｅｔ及びＶＥＧＦＲ２を有する
一方、非応答者は、活性化ＲＴＫの組合せを有する。
【０２１９】
　ある他の例において、本明細書に提供される方法は、胃癌の治療のための組合せ療法の
選択において有用である。例えば、活性化ｃ－ＭＥＴ、ＶＥＧＦＲ２及びＥＧＦＲを有す
る胃癌患者は、Ｉｒｅｓｓａ（商標）及びＸＬ８８０の組合せにより連続的に治療するこ
とができる一方、活性化ｃ－ＭＥＴ、ＶＥＧＦＲ２、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ
２及びＨＥＲ３を有する胃癌患者は、Ｔｙｋｅｒｂ（商標）＋ＸＬ８８０により治療する
ことができる。
【０２２０】
　腫瘍細胞において、ｃ－Ｍｅｔ活性化は、細胞成長、増殖、浸潤及びアポトーシスから
の保護をもたらす多様な系列のシグナリングカスケードの誘引を引き起こすと考えられて
いる。細胞及び動物腫瘍モデルからのデータは、ｃ－Ｍｅｔ媒介癌の腫瘍発生についての
根底となる生物学的機序は、典型的には、３つの異なる様式において達成されることを示
唆している：（１）ＨＧＦ／ｃ－Ｍｅｔ自己分泌ループの確立によるもの；（２）ｃ－Ｍ
ｅｔ又はＨＧＦ過剰発現を介するもの；及び（３）ｃ－Ｍｅｔ受容体コード配列における
キナーゼ活性化突然変異の存在下におけるもの。ＨＧＦ及びｃ－Ｍｅｔの過剰発現は、腫
瘍の悪性度増加及び癌患者の不良な予後兆候の指標である。ＨＧＦ／ｃ－Ｍｅｔシグナリ
ングは、内皮細胞における増殖及び遊走を誘導することにより、重要なプロ血管新生因子
である血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）の発現を誘導することにより、並びに血管新生の負
の調節因子であるトロンボスポンジン１（ＴＳＰ－１）を顕著に下方調節することにより
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、腫瘍血管新生を誘導する。ＨＧＦ及びｃ－Ｍｅｔ発現は、ほとんどの固形腫瘍の腫瘍生
検において観察されており、ｃ－Ｍｅｔシグナリングは、広範なヒト悪性腫瘍、例えば、
胃癌（胃癌）、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、結腸直腸癌、胃癌、頭頸部癌、肝臓癌、肺癌、
卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、腎臓癌及び甲状腺癌並びに種々の肉腫、造血悪性腫瘍及び黒
色腫において確認されている。中でも注目すべきは、ｃ－Ｍｅｔのチロシンキナーゼドメ
インの活性化突然変異は、乳頭状腎臓癌の遺伝型を有する患者において明確に同定されて
おり、ｃ－Ｍｅｔがヒト腫瘍発生に直接関与していることを示す。
【０２２１】
　ある実施態様において、本発明は、特異的マルチプレックスハイスループットアッセイ
において、腫瘍組織に由来する腫瘍細胞又は固形腫瘍の循環細胞中のｃ－Ｍｅｔ及び場合
により複数の脱調節されたシグナル伝達物質の発現及び活性化状態を検出する方法を提供
する。本発明はまた、適切な治療を選択して１種以上の脱調節されたシグナリング経路を
下方調節し、又は停止させるための方法及び組成物を提供する。従って、本発明の実施態
様は、所与の患者腫瘍、例えば胃腫瘍中の活性化シグナル伝達タンパクの回収により提供
される特定の分子シグネチャーに基づきパーソナライズされた治療の設計を促進するため
に使用することができる。
【０２２２】
　一部の実施態様において、抗癌薬（例えば、ｃ－Ｍｅｔ媒介癌、例えば胃癌の治療に好
適な１種以上の抗癌薬）は、抗シグナリング剤（すなわち、細胞増殖抑制薬）、例えばモ
ノクローナル抗体又はチロシンキナーゼ阻害剤；抗増殖剤；化学療法剤（すなわち、細胞
毒性薬）；ホルモン療法剤；放射線療法剤；ワクチン；及び／又はアベラントな細胞、例
えば、癌性細胞の脱制御された成長を低減又は無効にさせる能力を有する任意の他の化合
物を含む。一部の実施態様において、単離された細胞は、少なくとも１種の化学療法剤と
組み合わせて１種以上の抗シグナリング剤、抗増殖剤及び／又はホルモン療法剤により処
理される。
【０２２３】
　ある実施態様において、抗体、例えばＨＧＦ－又はｃ－Ｍｅｔ特異的抗体は、リガンド
／受容体結合を妨げ、増殖を阻害し、アポトーシスを向上させることにより成長阻害及び
腫瘍退縮をもたらす。一部の例において、モノクローナル抗体の組合せを使用することも
できる。モノクローナル抗体を使用する方針により、ＨＧＦ／ｃ－Ｍｅｔに対する排他的
な特異性、小分子キナーゼ阻害剤と比較して比較的長い半減期及び腫瘍細胞に対して宿主
免疫応答を誘発する潜在性が許容される。ＡＭＧ１０２は、ＨＧＦに選択的に結合し、こ
れを中和し、これによりｃ－Ｍｅｔに対するこの結合及び後続の活性化を妨げる完全ヒト
ＩｇＧ２モノクローナル抗体である。ＡＭＧ１０２は、種々の標準化学療法剤、例えば、
テモゾロミド及びドセタキセルの効果を、組み合わせた場合にインビトロ及びゼノグラフ
トにおいて向上させることが示されている。ＭｅｔＭＡｂは、アゴニストモノクローナル
抗体５Ｄ５に由来するヒト化一価アンタゴニスト抗ｃ－Ｍｅｔ抗体である。ＭｅｔＭＡｂ
は、ｃ－Ｍｅｔに高い親和性で結合し、ｃ－Ｍｅｔとともに細胞表面上に残留し、ＨＧＦ
結合及び後続のｃ－Ｍｅｔリン酸化並びに下流シグナリング活性及び細胞応答を妨げる。
近年の前臨床試験は、ＭｅｔＭＡｂが、ヒト癌における治療抗体として、特にＥＧＦＲ及
び／又はＶＥＧＦ阻害剤との組合せにおいて有望な強力な抗ｃ－Ｍｅｔ阻害剤であること
を示している。
【０２２４】
　ｃ－Ｍｅｔの小分子阻害剤には、限定されるものではないが、ｃ－Ｍｅｔ受容体に高度
に選択的な非ＡＴＰ競合剤であるＡＲＱ１９７（ＡｒＱｕｌｅ）が含まれる。他の選択的
ｃ－Ｍｅｔ阻害剤が初期臨床評価に近年登録されており、以下のものを含む：ｃ－Ｍｅｔ
の触媒活性の小分子ＡＴＰ競合阻害剤であるＪＮＪ－３８８７７６０５（Ｊｏｈｎｓｏｎ
　＆　Ｊｏｈｎｓｏｎ）；＞１５０種のタンパク質キナーゼのスクリーニングパネルと比
較してｃ－Ｍｅｔについて＞１０００倍の選択率の経口利用可能なｃ－ＭｅｔのＡＴＰ競
合小分子阻害剤であるＰＦ－０４２１７９０３（Ｐｆｉｚｅｒ）；２１３種のタンパク質
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キナーゼのスクリーニングパネルにおける全ての他のキナーゼと比べてｃ－Ｍｅｔについ
て＞１０００倍の選択率及びヒトゼノグラフトモデルにおいて経口投与された場合に明ら
かな毒性を示さずに強力な抗腫瘍活性を有するｃ－Ｍｅｔの別の高度に選択的なＡＴＰ競
合阻害剤であるＳＧＸ５２３（ＳＧＸ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）。
【０２２５】
　ＧＳＫ１３６３０８９／ＸＬ８８０（Ｅｘｅｌｉｘｉｓ）は、０．４ｎＭのＩＣ５０に
おいてｃ－Ｍｅｔを標的とするｃ－Ｍｅｔの小分子阻害剤の別の例である。ｃ－Ｍｅｔ及
びＶＥＧＦＲ２の両方に対する結合親和性は高く、キナーゼにおける立体構造変化を引き
起してＸＬ８８０をＡＴＰ結合ポケットにより深く移動させる。標的時間は、両方の受容
体について＞２４時間である。ＸＬ８８０は、良好な経口バイオアベイラビリティを有し
、これはＣＹＰ４５０基質であるが、阻害剤又は誘導因子ではない。２種の第１相臨床試
験は、ＸＬ８８０の異なる投与スケジュールを試験し、５日投与／９日非投与のスケジュ
ール（試験１）又は固定１日用量（試験２）としてのいずれかである。ＸＬ８８０は、異
なる時点において増殖及び生存のための２種の協力経路に作用し、腫瘍血管新生への初期
攻撃に対する腫瘍応答のための治療解決策を既に提供する。第２相試験は、乳頭状腎臓癌
、胃癌及び頭頸部癌を含む複数の腫瘍タイプにおいて出発した。
【０２２６】
　ＸＬ１８４（Ｅｘｅｌｉｘｉｓ）は、ｃ－Ｍｅｔ及びＶＥＧＦＲ２の強力な阻害が前臨
床モデルにおいて実証されている新規の経口投与される小分子抗癌化合物である。ＭＰ４
７０（ＳｕｐｅｒＧｅｎ）は、ｃ－Ｍｅｔ並びにｃ－Ｋｉｔの突然変異形態、突然変異Ｐ
ＤＧＦＲａ及び突然変異Ｆｌｔ－３を含むいくつかの他のタンパク質チロシンキナーゼ標
的に対して阻害活性を有する新規の経口投与可能な小分子である。ＭＧＣＤ２６５（Ｍｅ
ｔｈｙｌｇｅｎｅ）は、ｃ－Ｍｅｔ、Ｒｏｎ、ＶＥＧＦＲ及びＴｉｅ－２酵素活性をイン
ビトロで強力に阻害し、ＨＧＦ依存性細胞エンドポイント、例えば、細胞散乱及び創傷治
癒並びにＶＥＧＦ依存性応答、例えばインビトロ血管新生及びインビボ血管浸透性を無効
にすることが報告されている。ＭＫ－２４６１（Ｍｅｒｃｋ）は、ｃ－Ｍｅｔが構成的に
リン酸化されるＭＥＴ遺伝子が増幅された前臨床モデルにおいて特に活性であるｃ－Ｍｅ
ｔ、ＫＤＲ、ＦＧＦＲ１／２／３及びＦｌｔ１／３／４の強力な阻害剤である。ＭＫ－２
４６１は、前期第１相評価において十分に忍容されている。
【０２２７】
　ある例において、ｃ－Ｍｅｔ受容体に対するＨＧＦリガンドの結合は、デコイ又はアン
タゴニストとして作用することができるＨＧＦ又はｃ－Ｍｅｔの下位領域により阻害する
ことができる。これらのデコイ及びアンタゴニストは、ｃ－Ｍｅｔ活性化をもたらすこと
なくリガンド又は受容体と化学量論的に競合し、これにより下流経路の活性化及び生物学
的アウトカムを妨げる。いくつかのＨＧＦ及びｃ－Ｍｅｔ変種は、インビトロ及びインビ
ボの両方でアンタゴニストとして実験的に立証されており、リガンド結合を遮断し、又は
ｃ－Ｍｅｔ二量体化を妨げることにより機能する。更に、ｃ－Ｍｅｔ結合についてＨＧＦ
と競合することが示されているＨＧＦに対する分子アナログが開発されている。
【０２２８】
Ｖ．抗体アレイの構築
　ある態様において、腫瘍細胞、例えば、胃癌細胞の細胞抽出物中の分析物（例えば、シ
グナル伝達分子）の１種以上（例えば、複数）の発現レベル及び／又は活性化状態は、固
体担体上に拘束された捕捉抗体の希釈系列を含む抗体ベースのアレイを使用して検出され
る。これらのアレイは、典型的には、異なるアドレス可能な位置における固体担体の表面
に結合しているある範囲の捕捉抗体濃度で複数の異なる捕捉抗体を含む。
【０２２９】
　１つの特定の実施態様において、本発明は、固体担体上に拘束された捕捉抗体の複数の
希釈系列を含む優れたダイナミックレンジを有するアドレス可能なアレイであって、各希
釈系列における捕捉抗体は、シグナル伝達経路の構成因子及び他の標的タンパク質に対応
する１種以上の分析物に特異的であるアレイを提供する。種々の態様において、この実施
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態様には、特定の腫瘍に特徴的なシグナル伝達経路、例えば、胃癌細胞において活性であ
るシグナル伝達経路（例えば、ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅｔ経路）の構成因子を含むア
レイが含まれる。従って、本発明は、有利には、胃癌をもたらす潜在的な発現又は活性化
の欠陥を有する対象となる各シグナル伝達分子又は他のタンパク質が単一のアレイ又はチ
ップ上で提示されて実施することができる。一部の態様において、特定の腫瘍細胞中で活
性である所与のシグナル伝達経路の構成因子は、細胞内のシグナル伝達経路を通って情報
が伝えられる配列に対応する直鎖状配列でアレイ化されている。このようなアレイの例は
、本明細書に記載されており、全ての目的のために参照により全体として本明細書に組み
込まれるＰＣＴ国際公開第２００９／１０８６３７号の図５～９にも示されている。特定
の腫瘍細胞中で活性である所与のシグナル伝達経路の１種以上の構成因子に特異的な捕捉
抗体は、無作為式でプリントしてあらゆる表面関連アーチファクトを最小化することもで
きる。
【０２３０】
　固体担体は、タンパク質を固定化するために任意の好適な基体を含むことができる。固
体担体の例には、限定されるものではないが、ガラス（例えば、ガラススライド）、プラ
スチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜、繊維束、ゲル、金属、セラミッ
クなどが含まれる。膜、例えば、ナイロン（Ｂｉｏｔｒａｎｓ（商品名）、ＩＣＮ　Ｂｉ
ｏｍｅｄｉｃａｌｓ　Ｉｎｃ．（Ｃｏｓｔａ　Ｍｅｓａ，ＣＡ；Ｚｅｔａ－Ｐｒｏｂｅ（
商標）、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ））、ニ
トロセルロース（Ｐｒｏｔｒａｎ（商標）、Ｗｈａｔｍａｎ　Ｉｎｃ．（Ｆｌｏｒｈａｍ
　Ｐａｒｋ，ＮＪ））及びＰＶＤＦ（Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ（商品名）、Ｍｉｌｌｉｐｏｒ
ｅ　Ｃｏｒｐ．（Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ））は、本発明のアレイにおける固体担体と
して使用するのに好適である。好ましくは、捕捉抗体は、ニトロセルロースポリマーによ
りコーティングされたガラススライド、例えば、Ｗｈａｔｍａｎ　Ｉｎｃ．（Ｆｌｏｒｈ
ａｍ　Ｐａｒｋ，ＮＪ）から市販されているＦＡＳＴ（商標）スライド上で拘束される。
【０２３１】
　望ましい固体担体の特定の態様には、大量の捕捉抗体に結合する能力及び最小の変性で
捕捉抗体に結合する能力が含まれる。別の好適な態様は、固体担体が、捕捉抗体を含有す
る抗体溶液が担体に適用される場合に最小の「ウィッキング」を示すことである。最小の
ウィッキングを有する固体担体は、担体に適用された捕捉抗体溶液の小量のアリコートが
固定化された捕捉抗体の小さい規定スポットをもたらすことを可能にする。
【０２３２】
　捕捉抗体は、典型的には、共有結合又は非共有結合相互作用（例えば、イオン結合、疎
水性相互作用、水素結合、ファンデルワールス力、双極子間結合）を介して固体担体上に
直接的又は間接的に（例えば、捕捉タグにより）拘束される。一部の実施態様において、
捕捉抗体は、標準架橋方法及び条件を使用してホモ二官能性又はヘテロ二官能性架橋剤を
使用して固体担体に共有結合される。好適な架橋剤は、例えば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）などの製造供給元から市販されている。
【０２３３】
　本発明における使用に好適なアレイを作製するための方法には、限定されるものではな
いが、タンパク質又は核酸アレイを構築するために使用される任意の技術が含まれる。一
部の実施態様において、捕捉抗体は、典型的にはスプリットピン、ブラントピン又はイン
クジェット印刷を備えたロボット型プリンタである、マイクロスポッタを使用してアレイ
上にスポットされる。本明細書に記載の抗体アレイをプリントするのに好適なロボットシ
ステムには、ＣｈｉｐＭａｋｅｒ２スプリットピン（ＴｅｌｅＣｈｅｍ　Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌ；Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）を有するＰｉｘＳｙｓ　５０００ロボット（
Ｃａｒｔｅｓｉａｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ；Ｉｒｖｉｎｅ，ＣＡ）並びにＢｉｏＲ
ｏｂｉｃｓ（Ｗｏｂｕｒｎ，ＭＡ）及びＰａｃｋａｒｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ　Ｃｏ（
Ｍｅｒｉｄｅｎ，ＣＴ）から入手可能な他のロボット型プリンタが含まれる。好ましくは
、各捕捉抗体希釈物の少なくとも２、３、４、５又は６個のレプリケートがアレイ上にス
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ポットされる。
【０２３４】
　本発明における使用に好適なアレイを作製する別の方法は、担体上に規定容量の液体を
引き出すために有効な条件下で固体担体上に毛細管ディスペンサを接触させることにより
、それぞれの選択されたアレイ位置において既知容量の捕捉抗体希釈物を分注する工程を
含み、このプロセスは完全アレイを作出するためにそれぞれの選択されたアレイ位置にお
いて選択された捕捉抗体希釈物を使用して繰り返される。本方法は、複数のこのようなア
レイの形成において実施することができ、溶液堆積工程は各反復サイクルにおいて複数の
固体担体それぞれの上の選択された位置に適用される。このような方法の更なる説明は、
例えば、米国特許第５，８０７，５２２号に見出すことができる。
【０２３５】
　ある例において、紙上に印刷するための装置を使用して抗体アレイを作製することがで
きる。例えば、望ましい捕捉抗体希釈物は、デスクトップ型ジェットプリンタのプリント
ヘッド内に装填し、好適な固体担体上にプリントすることができる（例えば、Ｓｉｌｚｅ
ｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，４４：２０３６－２０４３（１９９８）参照
）。
【０２３６】
　一部の実施態様において、固体担体上で作製されたアレイは、少なくとも約５スポット
／ｃｍ２、好ましくは少なくとも約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、
９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１
９０、２００、２１０、２２０、２３０、２５０、２７５、３００、３２５、３５０、３
７５、４００、４２５、４５０、４７５、５００、５５０、６００、６５０、７００、７
５０、８００、８５０、９００、９５０、１０００、２０００、３０００、４０００、５
０００、６０００、７０００、８０００もしくは９０００又は１００００スポット／ｃｍ
２の密度を有する。
【０２３７】
　ある例において、固体担体上のスポットはそれぞれ、異なる捕捉抗体を表す。ある他の
例において、固体担体上の複数のスポットは、例えば、一連の減少する捕捉抗体濃度を含
む希釈系列と同一の捕捉抗体を表す。
【０２３８】
　固体担体上で抗体アレイを調製及び構築する方法の追加の例は、米国特許第６，１９７
，５９９号、第６，７７７，２３９号、第６，７８０，５８２号、第６，８９７，０７３
号、第７，１７９，６３８号及び第７，１９２，７２０号；米国特許出願公開第２００６
０１１５８１０号、第２００６０２６３８３７号、第２００６０２９２６８０号及び第２
００７００５４３２６号；並びにＶａｒｎｕｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．，２６４：１６１－１７２（２００４）に記載されている。
【０２３９】
　抗体アレイをスキャンする方法は当分野において公知であり、この方法には、制限され
ることなく、タンパク質又は核酸アレイをスキャンするために使用される任意の技術が含
まれる。本発明における使用に好適なマイクロアレイスキャナは、ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅ
ｒ（Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ）、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｐａｌｏ　Ａ
ｌｔｏ，ＣＡ）、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（Ｉｓｓａｑｕａｈ，ＷＡ）、Ｇ
ＳＩ　Ｌｕｍｏｎｉｃｓ　Ｉｎｃ．（Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）及びＡｘｏｎ　Ｉｎｓ
ｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｕｎｉｏｎ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）から入手可能である。非限定的な例と
して、蛍光検出のためのＧＳＩ　ＳｃａｎＡｒｒａｙ３０００を定量のためにＩｍａＧｅ
ｎｅソフトウエアとともに使用できる。
【０２４０】
ＶＩ．単一検出アッセイ
　一部の実施態様において、細胞、例えば腫瘍細胞の細胞抽出物中の対象となる１種以上
の分析物（例えば、１種以上のシグナル伝達分子、例えば、ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍｅ
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ｔシグナリング経路の１種以上の構成因子）の発現及び／又は活性化レベルを検出するた
めのアッセイは、優れたダイナミックレンジを有するマルチプレックスハイスループット
２抗体アッセイである。非限定的例として、本アッセイにおいて使用される２種の抗体は
：（１）対象となる特定の分析物に特異的な捕捉抗体；及び（２）分析物の活性化形態に
特異的な検出抗体（すなわち、活性化状態依存性抗体）を含むことができる。活性化状態
依存性抗体は、例えば、分析物のリン酸化、ユビキチン化及び／又は複合体化状態を検出
することができる。あるいは、検出抗体は、細胞抽出物中の分析物の全量を検出する、活
性化状態非依存性抗体を含む。活性化状態非依存性抗体は、一般に、分析物の活性化及び
非活性化形態の両方を検出することができる。
【０２４１】
　１つの特定の実施態様において、対象となる分析物の発現又は活性化レベルを検出する
ための２抗体アッセイは：
（ｉ）細胞抽出物を捕捉抗体の１種又は複数の希釈系列とインキュベートして複数の捕捉
された分析物を形成すること；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、対応する分析物に特異的な検出抗体とインキュベー
トして複数の検出可能な捕捉された分析物を形成すること（検出抗体は、分析物の活性化
（例えば、リン酸化）レベルを検出するための活性化状態依存性抗体又は分析物の発現レ
ベル（例えば、全量）を検出するための活性化状態非依存性抗体を含む）；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物を、シグナル増幅ペアの第１及び第２のメ
ンバーとインキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む。
【０２４２】
　本明細書に記載の２抗体アッセイは、典型的には、異なるアドレス可能な位置における
固体担体の表面に結合しているある範囲の捕捉抗体濃度において複数の異なる捕捉抗体を
含む抗体ベースのアレイである。本発明における使用に好適な固体担体の例は、上述され
ている。
【０２４３】
　捕捉抗体及び検出抗体は、好ましくは、分析物結合に関するこれらの間の競合を最小化
するように選択される（すなわち、捕捉及び検出抗体の両方は、これらの対応するシグナ
ル伝達分子に同時に結合することができる）。
【０２４４】
　一実施態様において、検出抗体は結合ペアの第１のメンバー（例えば、ビオチン）を含
み、シグナル増幅ペアの第１のメンバーは結合ペアの第２のメンバー（例えば、ストレプ
トアビジン）を含む。結合ペアメンバーは、当分野において周知の方法を使用して、検出
抗体に、又はシグナル増幅ペアの第１のメンバーに直接的又は間接的に結合させることが
できる。ある例において、シグナル増幅ペアの第１のメンバーはペルオキシダーゼ（例え
ば、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、カタラーゼ、クロロペルオキシダーゼ
、チトクロームｃペルオキシダーゼ、好酸球ペルオキシダーゼ、グルタチオンペルオキシ
ダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ、ミエロペルオキシダーゼ、甲状腺ペルオキシダーゼ、
デヨージナーゼなど）であり、シグナル増幅ペアの第２のメンバーはチラミド試薬（例え
ば、ビオチン－チラミド）である。これらの例において、増幅されたシグナルは、過酸化
水素（Ｈ２Ｏ２）の存在下において活性化チラミドを生成するためのチラミド試薬のペル
オキシダーゼ酸化により発生する。
【０２４５】
　活性化チラミドは、直接的に検出され、又はシグナル検出試薬、例えば、ストレプトア
ビジン標識フルオロフォア又はストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼ及び発色試薬の
組合せなどの添加に基づいて検出される。本発明における使用に好適なフルオロフォアの
例には、限定されるものではないが、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）色素（例えば、Ａ
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ｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）５５５）、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシア
ネート（ＦＩＴＣ）、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（商品名）；ローダミン、テキサスレッ
ド、テトラローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）、ＣｙＤｙｅ（商品名）フルオ
ル（ｆｌｕｏｒ）（例えば、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５）などが含まれる。ストレプトアビ
ジン標識は、当分野において周知の方法を使用してフルオロフォア又はペルオキシダーゼ
に直接的又は間接的に結合させることができる。本発明における使用に好適な発色試薬の
非限定的な例には、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、３，３’
－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、２，２’－アジノ－ビス（３－エチルベンゾチアゾリ
ン－６－スルホン酸）（ＡＢＴＳ）、４－クロロ－１－ナフトール（４ＣＮ）及び／又は
ポルフィリノーゲンが含まれる。
【０２４６】
　本明細書に記載の２抗体アッセイを実施するための例示的なプロトコールは、全ての目
的のために参照により全体として本明細書に組み込まれるＰＣＴ国際公開第２００９／１
０８６３７号の実施例３に提供されている。
【０２４７】
　２抗体アプローチの別の実施態様において、本発明は、トランケート化受容体の発現又
は活性化レベルを検出する方法であって：
（ｉ）細胞抽出物を完全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に特異的な複数の
ビーズとインキュベートすること；
（ｉｉ）複数のビーズを細胞抽出物から除去し、これにより完全長受容体を除去して完全
長受容体を欠く細胞抽出物を形成すること；
（ｉｉｉ）完全長受容体を欠く細胞抽出物を、完全長受容体の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）
結合領域に特異的な１種又は複数の捕捉抗体の希釈系列とインキュベートして複数の捕捉
されたトランケート化受容体を形成すること；
（ｉｖ）複数の捕捉されたトランケート化受容体を、完全長受容体のＩＣＤ結合領域に特
異的な検出抗体とインキュベートして複数の検出可能な捕捉されたトランケート化受容体
を形成すること（検出抗体は、トランケート化受容体の活性化（例えば、リン酸化）レベ
ルを検出するための活性化状態依存性抗体又はトランケート化受容体の発現レベル（例え
ば、全量）を検出するための活性化状態非依存性抗体を含む）；
（ｖ）複数の検出可能な捕捉されたトランケート化受容体を、シグナル増幅ペアの第１及
び第２のメンバーとインキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｖｉ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む方法を提供する。
【０２４８】
　ある実施態様において、トランケート化受容体はｐ９５ＨＥＲ２であり、完全長受容体
はＨＥＲ２である。ある他の実施態様において、細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に特
異的な複数のビーズはストレプトアビジン－ビオチンペアを含み、ビオチンはビーズに付
着しており、ビオチンは抗体に付着している（例えば、抗体は、完全長受容体のＥＣＤ結
合領域に特異的である）。
【０２４９】
　全ての目的のために参照により全体として本明細書に組み込まれるＰＣＴ国際公開第２
００９／１０８６３７号の図１４Ａは、対象となる受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）に
向けられた抗体によりコーティングされたビーズが全長受容体（例えば、ＨＥＲ２）には
結合するが、トランケート化受容体（例えば、ｐ９５ＨＥＲ２）には結合せずにあらゆる
全長受容体を本アッセイから除去することを示している。ＰＣＴ国際公開第２００９／１
０８６３７号の図１４Ｂは、トランケート化受容体（例えば、ｐ９５ＨＥＲ２）が捕捉抗
体に結合すると、次いで完全長受容体（例えば、ＨＥＲ２）の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）
に特異的な検出抗体により検出することができることを示している。検出抗体は、セイヨ
ウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に直接的にコンジュゲートさせることができる。次
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いで、チラミドシグナル増幅（ＴＳＡ）を実施して検出すべきシグナルを発生させること
ができる。トランケート化受容体（例えば、ｐ９５ＨＥＲ２）の発現レベル又は活性化状
態は、例えば、この全濃度又はこのリン酸化状態、ユビキチン化状態及び／もしくは複合
体化状態を決定するために調査することができる。
【０２５０】
　別の実施態様において、本発明は、本明細書に記載の２抗体アッセイを実施するための
キットであって：（ａ）固体担体上に拘束された１種又は複数の捕捉抗体の希釈系列；並
びに（ｂ）１種又は複数の検出抗体（例えば、活性化状態非依存性抗体及び／又は活性化
状態依存性抗体）を含むキットを提供する。一部の例において、本キットは、細胞、例え
ば、腫瘍細胞の１種又は複数のシグナル伝達分子の発現レベル及び／又は活性化状態を検
出するために本キットを使用する方法についての取扱説明書を更に含有することができる
。本キットは、本発明の特定方法を実施することに関連して上述した追加の試薬のいずれ
か、例えば、シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバー、チラミドシグナル増幅試薬、
洗浄緩衝液などを含有することもできる。
【０２５１】
ＶＩＩ．近接二重検出アッセイ
　一部の実施態様において、細胞、例えば、腫瘍細胞の細胞抽出物中の対象となる１種以
上の分析物（例えば、１種以上のシグナル伝達分子、例えば、ＨＥＲ２及び／又はｃ－Ｍ
ｅｔシグナリング経路の１種以上の構成因子）の発現及び／又は活性化レベルを検出する
ためのアッセイは、優れたダイナミックレンジを有するマルチプレックスハイスループッ
ト近接（すなわち、３抗体）アッセイである。非限定的な例として、本近接アッセイにお
いて使用される３種の抗体は：（１）対象となる特定の分析物に特異的な捕捉抗体；（２
）分析物の活性化形態に特異的な検出抗体（すなわち、活性化状態依存性抗体）；及び（
３）分析物の全量を検出する検出抗体（すなわち、活性化状態非依存性抗体）を含むこと
ができる。活性化状態依存性抗体は、例えば、分析物のリン酸化、ユビキチン化及び／又
は複合体形成状態を検出することができる一方、活性化状態非依存性抗体は、分析物の全
量（すなわち、活性化及び非活性化形態の両方）を検出することができる。
【０２５２】
　１つの特定の実施態様において、対象となる分析物の活性化レベル又は状態を検出する
ための近接アッセイは、
（ｉ）細胞抽出物を捕捉抗体の１種又は複数の希釈系列とインキュベートして複数の捕捉
された分析物を形成すること；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、対応する分析物に特異的な１種又は複数の活性化状
態非依存性抗体及び１種又は複数の活性化状態依存性抗体を含む検出抗体とインキュベー
トして複数の検出可能な捕捉された分析物を形成すること、
（活性化状態非依存性抗体は促進成分により標識されており、活性化状態依存性抗体はシ
グナル増幅ペアの第１のメンバーにより標識されており、促進成分はシグナル増幅ペアの
第１のメンバーにチャネリングし、これと反応する酸化剤を発生させる）；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物をシグナル増幅ペアの第２のメンバーとイ
ンキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む。
【０２５３】
　別の特定の実施態様において、トランケート化受容体である対象となる分析物の活性化
レベル又は状態を検出するための近接アッセイは、
（ｉ）細胞抽出物を完全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に特異的な複数の
ビーズとインキュベートすること；
（ｉｉ）複数のビーズを細胞抽出物から除去し、これにより完全長受容体を除去して完全
長受容体を欠く細胞抽出物を形成すること；
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（ｉｉｉ）完全長受容体を欠く細胞抽出物を、複数の捕捉された完全長受容体の細胞内ド
メイン（ＩＣＤ）結合領域に特異的な１種又は複数の捕捉抗体とインキュベートして複数
の捕捉されたトランケート化受容体を形成すること；
（ｉｖ）複数の捕捉されたトランケート化受容体を、完全長受容体のＩＣＤ結合領域に特
異的な１種又は複数の活性化状態非依存性抗体及び１種又は複数の活性化状態依存性抗体
を含む検出抗体とインキュベートして複数の検出可能な捕捉されたトランケート化受容体
を形成すること
（活性化状態非依存性抗体は促進成分により標識されており、活性化状態依存性抗体はシ
グナル増幅ペアの第１のメンバーにより標識されており、促進成分はシグナル増幅ペアの
第１のメンバーにチャネリングし、これと反応する酸化剤を発生させる）；
（ｖ）複数の検出可能な捕捉されたトランケート化受容体をシグナル増幅ペアの第２のメ
ンバーとインキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｖｉ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む。
【０２５４】
　ある実施態様において、トランケート化受容体はｐ９５ＨＥＲ２であり、完全長受容体
はＨＥＲ２である。ある他の実施態様において、細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に特
異的な複数のビーズはストレプトアビジン－ビオチンペアを含み、ビオチンはビーズに付
着しており、ビオチンは抗体に付着している（例えば、抗体は、完全長受容体のＥＣＤ結
合領域に特異的である）。
【０２５５】
　代替的な実施態様において、活性化状態依存性抗体は促進部分により標識することがで
き、活性化非依存性抗体はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにより標識することができ
る。
【０２５６】
　別の非限定的な例として、本近接アッセイにおいて使用される３種の抗体は：（１）対
象となる特定の分析物に特異的な捕捉抗体；（２）分析物の全量を検出する第１の検出抗
体（すなわち、第１の活性化状態非依存性抗体）；及び（３）分析物の全量を検出する第
２の検出抗体（すなわち、第２の活性化状態非依存性抗体）を含むことができる。好まし
い実施態様において、第１及び第２の活性化非依存性抗体は、分析物上の異なる（例えば
、別々の）エピトープを認識する。
【０２５７】
　１つの特定の実施態様において、対象となる分析物の発現レベルを検出するための近接
アッセイは、
（ｉ）細胞抽出物を捕捉抗体の１種又は複数の希釈系列とインキュベートして複数の捕捉
された分析物を形成すること；
（ｉｉ）複数の捕捉された分析物を、対応する分析物に特異的な１種又は複数の第１及び
第２の活性化状態非依存性抗体を含む検出抗体とインキュベートして複数の検出可能な捕
捉された分析物を形成すること
（第１の活性化状態非依存性抗体は促進成分により標識されており、第２の活性化非依存
性抗体はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにより標識されており、促進成分はシグナル
増幅ペアの第１のメンバーにチャネリングし、これと反応する酸化剤を発生させる）；
（ｉｉｉ）複数の検出可能な捕捉された分析物をシグナル増幅ペアの第２のメンバーとイ
ンキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｉｖ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む。
【０２５８】
　別の特定の実施態様において、トランケート化受容体である対象となる分析物の発現レ



(76) JP 2012-533738 A 2012.12.27

10

20

30

40

50

ベルを検出するための近接アッセイは、
（ｉ）細胞抽出物を完全長受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に特異的な複数の
ビーズとインキュベートすること；
（ｉｉ）複数のビーズを細胞抽出物から除去し、これにより完全長受容体を除去して完全
長受容体を欠く細胞抽出物を形成すること；
（ｉｉｉ）完全長受容体を欠く細胞抽出物を、複数の捕捉された完全長受容体の細胞内ド
メイン（ＩＣＤ）結合領域に特異的な１種又は複数の捕捉抗体とインキュベートして複数
の捕捉されたトランケート化受容体を形成すること；
（ｉｖ）複数の捕捉されたトランケート化受容体を、完全長受容体のＩＣＤ結合領域に特
異的な１種又は複数の第１及び第２の活性化状態非依存性抗体を含む検出抗体とインキュ
ベートして複数の検出可能な捕捉されたトランケート化受容体を形成すること
（第１の活性化状態非依存性抗体は促進成分により標識されており、第２の活性化非依存
性抗体はシグナル増幅ペアの第１のメンバーにより標識されており、促進成分はシグナル
増幅ペアの第１のメンバーにチャネリングし、これと反応する酸化剤を発生させる）；
（ｖ）複数の検出可能な捕捉されたトランケート化受容体をシグナル増幅ペアの第２のメ
ンバーとインキュベートして増幅されたシグナルを発生させること；並びに
（ｖｉ）シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバーから発生した増幅されたシグナルを
検出すること
を含む。
【０２５９】
　ある実施態様において、トランケート化受容体はｐ９５ＨＥＲ２であり、完全長受容体
はＨＥＲ２である。ある他の実施態様において、細胞外ドメイン（ＥＣＤ）結合領域に特
異的な複数のビーズはストレプトアビジン－ビオチンペアを含み、ビオチンはビーズに付
着しており、ビオチンは抗体に付着している（例えば、抗体は、完全長受容体のＥＣＤ結
合領域に特異的である）。
【０２６０】
　代替的な実施態様において、第１の活性化状態非依存性抗体はシグナル増幅ペアの第１
のメンバーにより標識することができ、第２の活性化状態非依存性抗体は促進部分により
標識することができる。
【０２６１】
　本明細書に記載の近接アッセイは、典型的には、異なるアドレス可能な位置において固
体担体の表面に結合しているある範囲の捕捉抗体濃度で１種又は複数の異なる捕捉抗体を
含む抗体ベースのアレイである。本発明における使用に好適な固体担体の例は、上述され
ている。
【０２６２】
　捕捉抗体、活性化状態非依存性抗体及び活性化状態依存性抗体は、好ましくは、分析物
結合に関するこれらの間の競合を最小化するように選択される（すなわち、全ての抗体は
、これらの対応するシグナル伝達分子に同時に結合することができる）。
【０２６３】
　一部の実施態様において、分析物の１種以上の活性化レベルを検出するための活性化状
態非依存性抗体又は分析物の１種以上の発現レベルを検出するための第１の活性化状態非
依存性抗体は、検出可能部分を更に含む。このような例において、検出可能部分の量は、
細胞抽出物中の分析物の１種以上の量と相関する。検出可能部分の例には、限定されるも
のではないが、蛍光標識、化学反応性標識、酵素標識、放射活性標識などが含まれる。好
ましくは、検出可能部分は、フルオロフォア、例えばＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）色
素（例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）６４７）、フルオレセイン、フルオレセイ
ンイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（商品名）；ローダミン
、テキサスレッド、テトラローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）、ＣｙＤｙｅ（
商品名）フルオル（例えば、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５）などである。検出可能部分は、当
分野において周知の方法を使用して活性化状態非依存性抗体に直接的又は間接的に結合さ
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せることができる。
【０２６４】
　ある例において、分析物の１種以上の活性化レベルを検出するための活性化状態非依存
性抗体又は分析物の１種以上の発現レベルを検出するための第１の活性化状態非依存性抗
体は、促進成分により直接的に標識される。促進成分は、当分野において周知の方法を使
用して活性化状態非依存性抗体に結合させることができる。本発明における使用に好適な
促進成分には、促進成分に近接する（すなわち、空間的に近い、又は近接する）また別の
分子にチャネリングし（すなわち、これに方向付けられ）、これと反応する（すなわち、
結合する、これにより結合される、又は複合体をともに形成する）酸化剤を発生させるこ
とができる任意の分子が含まれる。促進成分の例には、制限されることなく、酵素、例え
ばグルコースオキシダーゼ又は電子受容体として分子酸素（Ｏ２）を含む酸化／還元反応
を触媒する任意の他の酵素及び光感作剤、例えばメチレンブルー、ローズベンガル、ポル
フィリン、スクアレート色素、フタロシアニンなどが含まれる。酸化剤の非限定的な例に
は、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）、一重項酸素及び酸化／還元反応において酸素原子を移動さ
せ、又は電子を獲得する任意の他の化合物が含まれる。好ましくは、好適な基質（例えば
、グルコース、光など）の存在下で、促進成分（例えば、グルコースオキシダーゼ、光感
作剤など）は、２種の部分が相互に近接している場合、シグナル増幅ペアの第１のメンバ
ー（例えば、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、保護基により保護されたハプ
テン、酵素阻害剤へのチオエーテル結合により不活性化された酵素など）にチャネリング
し、これと反応する酸化剤（例えば、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）、一重項酸素など）を発生
させる。
【０２６５】
　ある他の例において、分析物の１種以上の活性化レベルを検出するための活性化状態非
依存性抗体又は分析物の１種以上の発現レベルを検出するための第１の活性化状態非依存
性抗体は、活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートされたオリゴヌクレオチドリンカー
と促進成分にコンジュゲートされた相補的オリゴヌクレオチドリンカーとのハイブリダイ
ゼーションにより促進成分により間接的に標識される。オリゴヌクレオチドリンカーは、
当分野において周知の方法を使用して促進成分又は活性化状態非依存性抗体に結合させる
ことができる。一部の実施態様において、促進成分にコンジュゲートされたオリゴヌクレ
オチドリンカーは、活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートされたオリゴヌクレオチド
リンカーに対して１００％の相補性を有する。他の実施態様において、オリゴヌクレオチ
ドリンカーペアは、例えば、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でハイブ
リダイゼーションすると、少なくとも１、２、３、４、５、６個以上のミスマッチ領域を
含む。当業者であれば、異なる分析物に特異的な活性化状態非依存性抗体は、同一オリゴ
ヌクレオチドリンカーに、又は異なるオリゴヌクレオチドリンカーのいずれかにコンジュ
ゲートさせることができることを認識する。
【０２６６】
　促進成分又は活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートされたオリゴヌクレオチドリン
カーの長さは、変動し得る。一般に、リンカー配列は、長さが少なくとも約５、１０、１
５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、７５又は１００ヌクレオチドであり得
る。典型的には、結合のためにランダム核酸配列を発生させる。非限定的な例として、オ
リゴヌクレオチドリンカーのライブラリーは、３種の別々の隣接ドメイン：スペーサード
メイン；シグニチャードメイン；及びコンジュゲーションドメインを有するように設計す
ることができる。好ましくは、オリゴヌクレオチドリンカーは、これらがコンジュゲート
される促進成分又は活性化状態非依存性抗体の機能を破壊することなく効率的に結合する
ために設計される。
【０２６７】
　オリゴヌクレオチドリンカー配列は、種々のアッセイ条件下で任意の二次構造形成を妨
害又は最小化するように設計することができる。典型的には、リンカー内の各セグメント
について、アッセイ手順全体においてこれらの関与を可能とするように融解温度が慎重に
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追跡される。一般に、リンカー配列のセグメントの融解温度の範囲は、１～１０℃である
。規定イオン濃度下での融解温度、二次構造及びヘアピン構造を決定するためのコンピュ
ータアルゴリズム（例えば、ＯＬＩＧＯ６．０）を使用して各リンカー内の３種の異なる
ドメインのそれぞれについて分析することができる。組合せ配列全体は、これらの構造的
特徴及び他のコンジュゲートされるオリゴヌクレオチドリンカー配列とのこれらの比較可
能性について、例えば、これらがストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で相
補的オリゴヌクレオチドリンカーにハイブリダイズするか否かについてのように分析する
こともできる。
【０２６８】
　オリゴヌクレオチドリンカーのスペーサー領域は、コンジュゲーションドメインのオリ
ゴヌクレオチド架橋部位からの適切な分離を提供する。コンジュゲーションドメインは、
相補的オリゴヌクレオチドリンカー配列により標識された分子を核酸ハイブリダイゼーシ
ョンによりコンジュゲーションドメインに結合させるように機能する。核酸媒介性ハイブ
リダイゼーションは、抗体－分析物（すなわち、抗原）複合体形成の前又は後のいずれか
に実施することができ、よりフレキシブルなアッセイフォーマットを提供する。多数の直
接抗体コンジュゲーション法とは相違して、比較的小さいオリゴヌクレオチドを抗体又は
他の分子に結合させることは、標的分析物に向かう抗体の特異的親和性又はコンジュゲー
トされる分子の機能にわずかに影響を及ぼすにすぎない。
【０２６９】
　一部の実施態様において、オリゴヌクレオチドリンカーのシグニチャー配列ドメインは
、複合体マルチプレックス化タンパク質アッセイにおいて使用できる。様々なシグニチャ
ー配列を有するオリゴヌクレオチドリンカーと複数の抗体をコンジュゲートさせることが
できる。マルチプレックス免疫アッセイにおいて、適切なプローブにより標識されたレポ
ーターオリゴヌクレオチド配列を使用してマルチプレックスアッセイフォーマットにおい
て抗体とこれらの抗原との交差反応性を検出することができる。
【０２７０】
　オリゴヌクレオチドリンカーは、いくつかの異なる方法を使用して抗体又は他の分子に
コンジュゲートさせることができる。例えば、オリゴヌクレオチドリンカーは、５’又は
３’末端上のいずれかでチオール基と合成することができる。チオール基は、還元剤（例
えば、ＴＣＥＰ－ＨＣｌ）を使用して脱保護することができ、得られたリンカーは、脱塩
スピンカラムを使用することにより精製することができる。得られた脱保護オリゴヌクレ
オチドリンカーは、ヘテロ二官能性架橋剤、例えば、ＳＭＣＣを使用して抗体又は他のタ
イプのタンパク質の第１級アミンにコンジュゲートさせることができる。あるいは、オリ
ゴヌクレオチド上の５’－リン酸基を水溶性カルボジイミドＥＤＣにより処理してリン酸
エステルを形成し、続いてアミン含有分子に結合させることができる。ある例において、
３’－リボース残基上のジオールは、アルデヒド基に酸化させ、次いで還元アミノ化を使
用して抗体又は他のタイプのタンパク質のアミン基にコンジュゲートさせることができる
。ある他の例において、オリゴヌクレオチドリンカーは、３’又は５’末端上のいずれか
でビオチン修飾により合成し、ストレプトアビジン標識分子にコンジュゲートさせること
ができる。
【０２７１】
　オリゴヌクレオチドリンカーは、当分野において公知である種々の技術のいずれか、例
えば、Ｕｓｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１０９：７８４５（
１９８７）；Ｓｃａｒｉｎｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１８
：５４３３（１９９０）；Ｗｉｎｃｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．，２３：２６７７－２６８４（１９９５）；及びＷｉｎｃｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．，７４：５９（１９９７）に記載の技術を使用して合成
することができる。一般に、オリゴヌクレオチドの合成は、一般的な核酸保護基及び結合
基、例えば、５’末端のジメトキシトリチル及び３’末端のホスホラミダイトを使用する
。オリゴヌクレオチド合成に好適な試薬、核酸脱保護のための方法及び核酸精製のための
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方法は、当業者には公知である。
【０２７２】
　ある例において、分析物の１種以上の活性化レベルを検出するための活性化状態依存性
抗体又は分析物の１種以上の発現レベルを検出するための第２の活性化状態非依存性抗体
は、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより直接的に標識される。シグナル増幅ペアの
メンバーは、当分野において周知の方法を使用して活性化レベルを検出するために活性化
状態依存性抗体に、又は発現レベルを検出するために第２の活性化状態非依存性抗体に結
合させることができる。ある他の例において、活性化状態依存性抗体又は第２の活性化状
態非依存性抗体は、シグナル増幅ペアの第１のメンバーにより、活性化状態依存性抗体又
は第２の活性化状態非依存性抗体にコンジュゲートされた結合ペアの第１のメンバーとシ
グナル増幅ペアの第１のメンバーにコンジュゲートされた結合ペアの第２のメンバーとの
結合を介して間接的に標識される。結合ペアメンバー（例えば、ビオチン／ストレプトア
ビジン）は、当分野において周知の方法を使用してシグナル増幅ペアのメンバー又は活性
化状態依存性抗体もしくは第２の活性化状態非依存性抗体に結合させることができる。シ
グナル増幅ペアのメンバーの例には、限定されるものではないが、ペルオキシダーゼ、例
えばセイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、カタラーゼ、クロロペルオキシダーゼ
、チトクロームｃペルオキシダーゼ、好酸球ペルオキシダーゼ、グルタチオンペルオキシ
ダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ、ミエロペルオキシダーゼ、甲状腺ペルオキシダーゼ、
デヨージナーゼなどが含まれる。シグナル増幅ペアのメンバーの他の例には、保護基によ
り保護されたハプテン及び酵素阻害剤へのチオエーテル結合により不活性化された酵素が
含まれる。
【０２７３】
　近接チャネリングの一例において、促進成分はグルコースオキシダーゼ（ＧＯ）であり
、シグナル増幅ペアの第１のメンバーはセイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）であ
る。ＧＯがグルコースなどの基質と接触されると、ＧＯは酸化剤（すなわち、過酸化水素
（Ｈ２Ｏ２））を発生させる。ＨＲＰがＧＯにチャネリングする近接内にあると、ＧＯに
より発生されたＨ２Ｏ２はＨＲＰにチャネリングされ、これと複合体を形成してＨＲＰ－
Ｈ２Ｏ２複合体を形成し、これはシグナル増幅ペアの第２のメンバー（例えば、化学発光
基質、例えばルミノールもしくはイソルミノール又は蛍光発生基質、例えば、チラミド（
例えば、ビオチン－チラミド）、ホモバリン酸又は４－ヒドロキシフェニル酢酸）の存在
下で増幅されたシグナルを発生させる。近接アッセイにおいてＧＯ及びＨＲＰを使用する
方法は、例えば、Ｌａｎｇｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐｔ．ｏｆ　Ｅｎｅｒｇｙ
　Ｒｅｐｏｒｔ　Ｎｏ．ＵＣＲＬ－ＩＤ－１３６７９７（１９９９）に記載されている。
ビオチン－チラミドがシグナル増幅ペアの第２のメンバーとして使用される場合、ＨＲＰ
－Ｈ２Ｏ２複合体は、チラミドを酸化して求核残基の近くで共有結合する反応性チラミド
ラジカルを発生させる。活性化チラミドは、直接的に検出される、又はシグナル検出試薬
、例えばストレプトアビジン標識フルオロフォア又はストレプトアビジン標識ペルオキシ
ダーゼ及び発色試薬の組合せなどの添加に基づいて検出される。本発明における使用に好
適なフルオロフォアの例には、限定されるものではないが、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商
標）色素（例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）５５５）、フルオレセイン、フルオ
レセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（商品名）；ロー
ダミン、テキサスレッド、テトラローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）、ＣｙＤ
ｙｅ（商品名）フルオル（例えば、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５）などが含まれる。ストレプ
トアビジン標識は、当分野において周知の方法を使用してフルオロフォア又はペルオキシ
ダーゼに直接的又は間接的に結合させることができる。本発明における使用に好適な発色
試薬の非限定的例には、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、３，
３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、２，２’－アジノ－ビス（３－エチルベンゾチア
ゾリン－６－スルホン酸）（ＡＢＴＳ）、４－クロロ－１－ナフトール（４ＣＮ）及び／
又はポルフィリノーゲンが含まれる。
【０２７４】
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　近接チャネリングの別の実施例において、促進成分は光感作剤であり、シグナル増幅ペ
アの第１のメンバーは特異的結合パートナー（例えば、リガンド、抗体など）へのハプテ
ンの結合を妨げる保護基により保護された複数のハプテンにより標識された巨大分子であ
る。例えば、シグナル増幅ペアのメンバーは、保護されたビオチン、クマリン及び／又は
フルオレセイン分子により標識されたデキストラン分子であり得る。好適な保護基には、
限定されるものではないが、フェノキシ－、アナリノ－、オレフィン－、チオエーテル－
、及びセレノエーテル－保護基が含まれる。本発明の近接アッセイにおける使用に好適な
追加の光感作剤及び保護ハプテン分子は、米国特許第５，８０７，６７５号に記載されて
いる。光感作剤が光により励起されると、酸化剤（すなわち、一重項酸素）を発生させる
。ハプテン分子が光感作剤にチャネリングする近接内にある場合、光感作剤により発生さ
れた一重項酸素は、ハプテンの保護基上のチオエーテルにチャネリングされ、これと反応
してカルボニル基（ケトン又はアルデヒド）及びスルフィン酸を生じさせ、ハプテンから
保護基を遊離させる。次いで、未保護ハプテンは、シグナル増幅ペアの第２のメンバー（
例えば、検出可能なシグナルを発生させることができる特異的結合パートナー）に特異的
に結合するために利用可能である。例えば、ハプテンがビオチンである場合、特異的結合
パートナーは酵素標識ストレプトアビジンであり得る。例示的な酵素には、アルカリホス
ファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、ＨＲＰなどが含まれる。洗浄して未結合試薬を除去
した後、検出可能なシグナルは、酵素の検出可能な（例えば、蛍光、化学発光、発色性な
どの）基質を添加することにより発生させ、当分野において公知の好適な方法及び機器を
使用して検出することができる。あるいは、検出可能なシグナルは、チラミドシグナル増
幅を使用して増幅させることができ、活性化チラミドは、直接的に検出でき、又は上記の
とおりシグナル検出試薬の添加に基づいて検出することができる。
【０２７５】
　近接チャネリングの更に別の例において、促進成分は光感作剤であり、シグナル増幅ペ
アの第１のメンバーは酵素－阻害剤複合体である。酵素及び阻害剤（例えば、ホスホン酸
標識デキストラン）は、開裂可能なリンカー（例えば、チオエーテル）により一緒に結合
される。光感作剤が光により励起されると、酸化剤（すなわち、一重項酸素）を発生させ
る。酵素－阻害剤複合体が光感作剤にチャネリングする近接内にある場合は、光感作剤に
より発生された一重項酸素は、開裂可能なリンカーにチャネリングされ、これと反応し、
酵素から阻害剤を遊離させ、これにより酵素を活性化する。検出可能なシグナルを発生さ
せるために酵素基質が添加され、又は増幅シグナルを発生させるために増幅試薬が添加さ
れる。
【０２７６】
　近接チャネリングの更なる例において、促進成分はＨＲＰであり、シグナル増幅ペアの
第１のメンバーは上記の通り保護されたハプテン又は酵素－阻害剤複合体であり、保護基
はｐ－アルコキシフェノールを含む。フェニレンジアミン及びＨ２Ｏ２の添加は、保護さ
れたハプテン又は酵素－阻害剤複合体にチャネリングし、ｐ－アルコキシフェノール保護
基と反応して露出したハプテン又は反応性酵素を生じさせる、反応性フェニレンジイミン
を発生させる。増幅されたシグナルは、上記のとおり発生し、検出される（例えば、米国
特許第５，５３２，１３８号及び第５，４４５，９４４号参照）。
【０２７７】
　本明細書に記載の近接アッセイを実施するための例示的なプロトコールは、開示が全て
の目的のために参照により本明細書に全体として組み込まれるＰＣＴ国際公開第２００９
／１０８６３７号の実施例４に提供されている。
【０２７８】
　別の実施態様において、本発明は、上記の近接アッセイを実施するためのキットであっ
て：（ａ）固体担体上に拘束された１種又は複数の捕捉抗体の希釈系列；並びに（ｂ）１
種又は複数の検出抗体（例えば、活性化レベルを検出するための活性化状態非依存性抗体
及び活性化状態依存性抗体の組合せ並びに／又は発現レベルを検出するための第１及び第
２の活性化状態非依存性抗体の組合せ）を含むキットを提供する。一部の例において、本
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キットは、細胞、例えば腫瘍細胞の１種又は複数のシグナル伝達分子の発現及び／又は活
性化状態を検出するために本キットを使用する方法についての取扱説明書を更に含有する
ことができる。本キットは、本発明の特定方法を実施することに関連して上述した追加の
試薬のいずれか、例えば、シグナル増幅ペアの第１及び第２のメンバー、チラミドシグナ
ル増幅試薬、促進成分のための基質、洗浄緩衝液などを更に含有することができる。
【０２７９】
ＶＩＩＩ．抗体の生成
　本発明による細胞、例えば胃癌細胞中のシグナル伝達分子（例えば、ＨＥＲ２及び／又
はｃ－ＭＥＴシグナリング経路化合物）の発現及び／又は活性化レベルを分析するために
未だ市販されていない抗体の作製及び選択は、いくつかの手法により実施することができ
る。例えば、１つの手法は、当分野において公知のタンパク質発現及び精製方法を使用し
て対象となるポリペプチド（すなわち、抗原）を発現させ、及び／又は精製する方法であ
る一方、別の手法は当分野において公知の固相ペプチド合成法を使用して対象となるポリ
ペプチドを合成する方法である。例えば、Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ，Ｍｕｒｒａｙ　Ｐ．Ｄｅｕｔｃｈｅｒ，ｅｄ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙ
ｍｏｌ．，Ｖｏｌ．１８２（１９９０）；Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓ
ｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｇｒｅｇ　Ｂ．Ｆｉｅｌｄｓ，ｅｄ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．
，Ｖｏｌ．２８９（１９９７）；Ｋｉｓｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕ
ｌｌ．，３８：１１９２－９９（１９９０）；Ｍｏｓｔａｆａｖｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉ
ｏｍｅｄ．Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ，１：２５５－６
０，（１９９５）；及びＦｕｊｉｗａｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕ
ｌｌ．，４４：１３２６－３１（１９９６）参照。次いで、精製又は合成されたポリペプ
チドは、例えば、マウス又はウサギに注射してポリクローナル又はモノクローナル抗体を
発生させることができる。当業者であれば、例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ｅｄｓ．，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８８）に記載のとおり、抗体を生成するための多数の手順を利
用可能であることを認識する。当業者であれば、結合フラグメント又は抗体を模倣する（
例えば、抗体の機能的結合領域を保持する）Ｆａｂフラグメントも種々の手順により遺伝
子情報から調製することができることも認識する。例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ，
Ｅｄ．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ（１９９５）
；及びＨｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４９：３９１４－３９２０（
１９９２）参照。
【０２８０】
　更に、多数の刊行物は、選択された標的抗原への結合のためのポリペプチドのライブラ
リーを生成及びスクリーニングするためのファージディスプレイ技術の使用を報告してい
る（例えば、Ｃｗｉｒｌａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ，８７：６３７８－６３８２（１９９０）；Ｄｅｖｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ，２４９：４０４－４０６（１９９０）；Ｓｃｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ，２４９：３８６－３８８（１９９０）；及びＬａｄｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，米国特
許第５，５７１，６９８号参照）。ファージディスプレイ法の基本的概念は、ファージＤ
ＮＡによりコードされるポリペプチドと標的抗原との間の物理的会合の確立である。この
物理的会合は、ポリペプチドをコードするファージゲノムを取り囲んでいるキャプシドの
一部としてポリペプチドを提示するファージ粒子により提供される。ポリペプチドとこれ
らの遺伝物質との間の物理的会合の確立は、様々なポリペプチドを担持する極めて多数の
ファージの同時マススクリーニングを可能にする。標的抗原との親和性を有するポリペプ
チドを提示するファージは標的抗原に結合し、これらのファージは標的抗原に対する親和
性スクリーニングにより濃縮される。これらのファージから提示されたポリペプチドの同
一性は、これらの各ゲノムから決定することができる。これらの方法を使用すると、所望
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の標的抗原について結合親和性を有すると同定されたポリペプチドは、次いで慣用の手段
により大量に合成することができる（例えば、米国特許第６，０５７，０９８号参照）。
【０２８１】
　これらの方法により発生した抗体は、次いで対象となる精製されたポリペプチド抗原と
の親和性及び特異性についての第１のスクリーニングにより及び必要であれば、この結果
を、結合から排除されることが望ましい他のポリペプチド抗原を有する抗体の親和性及び
特異性と比較することにより選択することができる。スクリーニング手順は、マイクロタ
イタープレートの別個のウエル内への精製ポリペプチド抗原の固定化を含むことができる
。次いで、潜在的抗体又は抗体群を含有する溶液は、各マイクロタイターウエル内に配置
され、約３０分から２時間インキュベートされる。次いで、マイクロタイターウエルは洗
浄され、標識された二次抗体（例えば、作製された抗体がマウス抗体の場合、アルカリホ
スファターゼにコンジュゲートされた抗マウス抗体）がウエルに添加され、約３０分間イ
ンキュベートされ、次いで洗浄される。基質がウエルに添加され、固定化されたポリペプ
チド抗原に対する抗体が存在する場合に呈色反応が現れる。
【０２８２】
　次いで、このように同定された抗体は、親和性及び特異性について更に分析することが
できる。標的タンパク質のための免疫アッセイの開発において、精製された標的タンパク
質は、選択された抗体を使用して免疫アッセイの感度及び特異性を判断する標準として作
用する。種々の抗体の結合親和性は異なり得、例えばある抗体の組合せが相互に立体的に
干渉し得るので、抗体のアッセイ性能は、この抗体の絶対親和性及び特異性よりも重要な
尺度となり得る。
【０２８３】
　当業者であれば、抗体もしくは結合フラグメントを生成する際に、対象となる種々のポ
リペプチドに親和性及び特異性についてスクリーニング及び選択する際に多数のアプロー
チを実施できるが、これらのアプローチは本発明の範囲を変化させないことを認識する。
【０２８４】
Ａ．ポリクローナル抗体
　ポリクローナル抗体は、好ましくは対象となるポリペプチド及びアジュバントの複数回
の皮下（ｓｃ）又は腹腔内（ｉｐ）注射により動物において作製される。対象となるポリ
ペプチドを、二官能剤又は誘導体化剤を使用して、免疫すべき種内で免疫原性であるタン
パク質担体、例えばキーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシチログロ
ブリン又はダイズトリプシン阻害剤などにコンジュゲートさせることが有用であり得る。
二官能剤又は誘導体化剤の非限定的例には、マレイミドベンゾイルスルホスクシンイミド
エステル（システイン残基を介するコンジュゲーション）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミ
ド（リシン残基を介するコンジュゲーション）、グルタルアルデヒド、コハク酸無水物、
ＳＯＣｌ２及びＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲ（式中、Ｒ及びＲ１は異なるアルキル基である）が含ま
れる。
【０２８５】
　動物は、例えば１００μｇ（ウサギについて）又は５μｇ（マウスについて）の抗原又
はコンジュゲートを３容量のフロイント完全アジュバントと合わせ、複数の部位で溶液を
皮内に注射することにより、対象となるポリペプチド又はこれらの免疫原性コンジュゲー
トもしくは誘導体に対して免疫される。１カ月後、動物は、複数部位での皮下注射による
フロイント不完全アジュバント内のポリペプチドもしくはコンジュゲートの元の量の約１
／５から１／１０により追加免疫される。７から１４日後に、動物から採血され、血清が
抗体力価についてアッセイされる。動物は、典型的には力価が安定状態に達するまで追加
免疫される。好ましくは、動物は同一ポリペプチドのコンジュゲートにより追加免疫され
るが、異なる免疫原性タンパク質への、及び／又は異なる架橋試薬を介するコンジュゲー
ションを使用することができる。コンジュゲートは、融合タンパク質としての組換え細胞
培養物中で作製することもできる。ある例において、凝集剤、例えばミョウバンを免疫応
答を向上させるために使用することができる。
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【０２８６】
Ｂ．モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、一般に、実質的に均質な抗体の集団から入手される、すなわち
、この集団を含む個々の抗体は小量で存在し得る考えられる天然型突然変異を除いて同一
である。従って、修飾語句「モノクローナル」は、抗体の特徴が別々の抗体の混合物では
ないことを示す。例えば、モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ
ｕｒｅ，２５６：４９５（１９７５）により記載されたハイブリドーマ法又は当分野にお
いて公知の任意の組換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号参照）を使
用して作製することができる。
【０２８７】
　ハイブリドーマ法において、マウス又は他の適切な宿主動物（例えば、ハムスター）は
、免疫のために使用される対象となるポリペプチドに特異的に結合する抗体を生成する、
又は生成することのできるリンパ球を誘引するために、上記のとおり免疫される。あるい
は、リンパ球はインビトロで免疫される。次いで、免疫されたリンパ球は、ハイブリドー
マ細胞を形成するために、好適な融合剤、例えばポリエチレングリコールを使用して骨髄
腫細胞と融合される（例えば、Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓ
ｓ，ｐｐ．５９－１０３（１９８６）参照）。こうして調製されたハイブリドーマ細胞は
、好ましくは融合していない親骨髄腫細胞の成長もしくは生存を阻害する１種以上の物質
を含有する好適な培養培地中で播種され、成長する。例えば、親骨髄腫細胞が酵素のヒポ
キサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ）を欠く場合、ハイ
ブリドーマ細胞のための培養培地は、典型的には、ＨＧＰＲＴ欠損細胞の成長を妨げるヒ
ポキサンチン、アミノプテリン及びチミジン（ＨＡＴ培地）を含む。
【０２８８】
　好ましい骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による抗体の安定性
高レベル産生を支持し、及び／又は例えばＨＡＴ培地などの培地に感受性である骨髄腫細
胞である。ヒトモノクローナル抗体を産生するためのこのような好ましい骨髄腫細胞系の
例には、限定されるものではないが、マウス骨髄腫細胞系、例えばＭＯＰＣ－２１及びＭ
ＰＣ－１１マウス腫瘍（Ｓａｌｋ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔ
ｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ；Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡから入手可能）、ＳＰ－２又はＸ６３
－Ａｇ８－６５３細胞（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔ
ｉｏｎ；Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤから入手可能）に由来する骨髄腫細胞及びヒト骨髄腫
もしくはマウス－ヒト異種骨髄腫細胞系（例えば、Ｋｏｚｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
，１３３：３００１（１９８４）；及びＢｒｏｄｅｕｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｎｏｃｌｏ
ｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，
ｐｐ．５１－６３（１９８７）参照）が含まれる。
【０２８９】
　ハイブリドーマ細胞が成長している培養培地は、対象となるポリペプチドに対して向け
られたモノクローナル抗体を産生するためにアッセイすることができる。好ましくは、ハ
イブリドーマ細胞により産生されたモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降法によ
り、又はインビトロ結合アッセイ、例えば放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）もしくは酵素結合
免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）により決定される。モノクローナル抗体の結合親和性は
、例えば、Ｍｕｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０７：２２０
（１９８０）のスキャッチャード分析を使用して決定することができる。
【０２９０】
　所望の特異性、親和性及び／又は活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞が同定され
た後、クローンを限定希釈手順によりサブクローニングし、標準方法により成長させるこ
とができる（例えば、Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐ
ｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，ｐｐ
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．５９－１０３（１９８６）参照）。この目的に好適な培養培地には、例えば、Ｄ－ＭＥ
Ｍ又はＲＰＭＩ－１６４０培地が含まれる。更に、ハイブリドーマ細胞は、動物における
腹水腫瘍としてインビボで成長させることができる。サブクローンにより分泌されるモノ
クローナル抗体は、慣用の抗体精製手順、例えば、プロテインＡ－セファロース、ヒドロ
キシルアパタイトクロマトグラフィ、ゲル電気泳動法、透析又は親和性クロマトグラフィ
ーなどにより、培養培地、腹水又は血清から分離することができる。
【０２９１】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、慣用の手順を使用して容易に単離して（例
えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合することのできるオ
リゴヌクレオチドプローブを使用することにより）シーケンシングすることができる。ハ
イブリドーマ細胞は、このようなＤＮＡの好ましい源として機能する。ＤＮＡは、単離さ
れると、他の点で抗体を産生しない宿主細胞、例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞、サ
ルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞又は骨髄腫細胞中に後にトラ
ンスフェクトされる発現ベクター内に配置して組換え宿主細胞中でのモノクローナル抗体
の合成を誘導することができる。例えば、Ｓｋｅｒｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ
ｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，５：２５６－２６２（１９９３）；及びＰｌｕｃｋｔｈｕｎ，
Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｒｅｖ．，１３０：１５１－１８８（１９９２）参照。ＤＮＡは、例え
ば、ヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのためのコーディング配列をホモロガスなマウス配列
に代えて置換する工程により（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号；及びＭｏｒｒ
ｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８１：６８
５１（１９８４）参照）又は非免疫グロブリンポリペプチドについてのコーディング配列
の全部又は一部を免疫グロブリンコーディング配列に共有結合させることにより改変する
ことができる。
【０２９２】
　更なる実施態様において、モノクローナル抗体又は抗体フラグメントは、例えば、Ｍｃ
Ｃａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３４８：５５２－５５４（１９９０）
；Ｃｌａｃｋｓｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９
１）；及びＭａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１－５９
７（１９９１）に記載の技術を使用して発生された抗体ファージライブラリーから単離す
ることができる。鎖シャフリングによる高親和性（ｎＭ範囲）ヒトモノクローナル抗体の
産生は、Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１０：７７９－７８
３（１９９２）に記載されている。極めて大きいファージライブラリーを構築するための
方針としてのコンビナトリアル感染及びインビボ組換えの使用については、Ｗａｔｅｒｈ
ｏｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２１：２２６５－２２６６（
１９９３）に記載されている。従って、これらの技術は、モノクローナル抗体を発生させ
るための慣習的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ法に重要な代替法である。
【０２９３】
Ｃ．ヒト化抗体
　非ヒト抗体をヒト化する方法は、当分野において公知である。好ましくは、ヒト化抗体
は、非ヒトである起源からこの中に導入された１個以上のアミノ酸残基を有する。これら
の非ヒトアミノ酸残基は、典型的には「インポート」可変ドメインから採取される、「イ
ンポート」残基と称されることが多い。ヒト化は、本質的には非ヒト抗体の超可変領域配
列をヒト抗体の対応する配列と置換することにより実施することができる。例えば、Ｊｏ
ｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃ
ｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２７（１９８８）；及び
Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９：１５３４－１５３６（１
９８８）参照。従って、このような「ヒト化」抗体は、キメラ抗体（例えば、米国特許第
４，８１６，５６７号参照）であり、実質的にインタクト未満のヒト可変領域は、非ヒト
種からの対応する配列により置換されている。実際、ヒト化抗体は、典型的には一部の超
可変領域残基及びおそらくは一部のフレームワーク領域（ＦＲ）残基が齧歯類抗体の類似
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部位からの残基により置換されているヒト抗体である。
【０２９４】
　本明細書に記載のヒト化抗体の作製において使用すべき軽鎖及び重鎖両方のヒト可変ド
メインの選択は、抗原性を低減させるために重要な検討事項である。いわゆる「ベストフ
ィット」法によれば、齧歯類抗体の可変ドメインの配列は、既知のヒト可変ドメイン配列
の全ライブラリーに対してスクリーニングされる。次いで、齧歯類の配列に最も近いヒト
配列が、ヒト化抗体のためのヒトＦＲとして容認される（例えば、Ｓｉｍｓ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５１：２２９６（１９９３）；及びＣｈｏｔｈｉａ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１９６：９０１（１９８７）参照）。別の方法は、
軽鎖又は重鎖の特定のサブグループの全ヒト抗体のコンセンサス配列に由来する特定のＦ
Ｒを使用する。いくつかの異なるヒト化抗体については、同一のＦＲを使用することがで
きる（例えば、Ｃａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ，８９：４２８５（１９９２）；及びＰｒｅｓｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．，１５１：２６２３（１９９３）参照）。
【０２９５】
　抗原についての高親和性及び他の好ましい生物学的特性が保持された抗体をヒト化する
ことも重要である。この目標を達成するため、ヒト化抗体は、親及びヒト化配列の三次元
モデルを使用して親配列及び種々の概念的ヒト化生成物を分析するプロセスにより調製す
ることができる。三次元免疫グロブリンモデルは、一般に利用可能であり、当業者であれ
ば精通している。選択された候補免疫グロブリン配列の考えられる三次元立体配座構造を
説明及び提示するコンピュータプログラムを利用可能である。これらの提示の検査は、候
補免疫グロブリン配列の機能において残基が果たす可能性がある役割についての分析、す
なわち候補免疫グロブリンがこの抗原に結合する能力に影響を及ぼす残基の分析を許容す
る。この手法において、ＦＲ残基をレシピエント及びインポート配列から選択して組み合
わせることができるので、所望の抗体特性、例えば（１種以上の）標的抗原についての親
和性の増加が達成される。一般に、超可変領域残基は、抗原結合に影響を及ぼすことに直
接的及び特異的に関係している。
【０２９６】
　種々の形態のヒト化抗体が、本発明により企図される。例えば、ヒト化抗体は、抗体フ
ラグメント、例えば、Ｆａｂフラグメントであり得る。あるいは、ヒト化抗体は、インタ
クト抗体、例えば、インタクトＩｇＡ、ＩｇＧ又はＩｇＭ抗体であり得る。
【０２９７】
Ｄ．ヒト抗体
　ヒト化の代替法として、ヒト抗体を発生させることができる。一部の実施態様において
、免疫すると、内因性免疫グロブリン産生の非存在下で全レパートリーのヒト抗体を産生
することができるトランスジェニック動物（例えば、マウス）を生成することができる。
例えば、キメラ及び生殖細胞系突然変異マウスにおける抗体重鎖結合領域（ＪＨ）遺伝子
のホモ接合体欠失は内因性抗体産生の完全阻害をもたらすと記載されている。このような
生殖細胞系突然変異マウスへのヒト生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子アレイの移動は、抗
原チャレンジ後にヒト抗体の産生をもたらす。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：２５５１（１９９３）；
Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３６２：２５５－２５８（１９９
３）；Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎ．，７：３
３（１９９３）；並びに米国特許第５，５９１，６６９号、第５，５８９，３６９号及び
第５，５４５，８０７号参照。
【０２９８】
　あるいは、ファージディスプレイ技術（例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｎａｔｕｒｅ，３４８：５５２－５５３（１９９０）参照）を使用して未免疫ドナーか
らの免疫グロブリン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリーを使用してインビトロでヒト
抗体及び抗体フラグメントを生成することができる。この技術によれば、抗体Ｖドメイン
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遺伝子は、線維状バクテリオファージ、例えばＭ１３又はｆｄのメジャー又はマイナーコ
ートタンパク質遺伝子のいずれかの中にインフレームでクローン化され、ファージ粒子の
表面上で機能的抗体フラグメントとして提示される。線維状粒子はファージゲノムの一本
鎖ＤＮＡコピーを含有するので、抗体の機能的特性に基づく選択は、これらの特性を示す
抗体をコードする遺伝子の選択ももたらす。従って、ファージはＢ細胞の特性の一部を模
倣する。ファージディスプレイは、例えば、Ｊｏｈｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．
Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，３：５６４－５７１（１９９３）に記載の種々の
フォーマットで実施することができる。ファージディスプレイのために、Ｖ遺伝子セグメ
ントのいくつかの起源を使用できる。例えば、Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ
ｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９１）参照。未免疫ヒトドナーからのＶ遺伝子の
レパートリーを構築することができ、多様な抗原アレイに対する抗体（自己抗原を含む）
は、Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１－５９７（１
９９１）；Ｇｒｉｆｆｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．，１２：７２５－７３４（
１９９３）；並びに米国特許第５，５６５，３３２号及び第５，５７３，９０５号に記載
の技術に本質的に従って単離することができる。
【０２９９】
　ある例において、ヒト抗体は、例えば米国特許第５，５６７，６１０号及び第５，２２
９，２７５号に記載のとおりインビトロ活性化Ｂ細胞により発生させることができる。
【０３００】
Ｅ．抗体フラグメント
　抗体フラグメントを生成するために、種々の技術が開発されてきた。慣習的には、これ
らのフラグメントはインタクト抗体のタンパク質分解消化により導き出された（例えば、
Ｍｏｒｉｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｍｅｔｈ．，
２４：１０７－１１７（１９９２）；及びＢｒｅｎｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ，２２９：８１（１９８５）参照）。しかしながら、これらのフラグメントは、現在で
は組換え宿主細胞を使用して直接的に生成することができる。例えば、抗体フラグメント
は、上記で考察した抗体ファージライブラリーから単離することができる。あるいは、Ｆ
ａｂ’－ＳＨフラグメントを大腸菌細胞から直接的に回収し、化学的に結合させてＦ（ａ
ｂ’）２フラグメントを形成することができる（例えば、Ｃａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，
ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１０：１６３－１６７（１９９２）参照）。別のアプロー
チによれば、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントは、組換え宿主細胞培養物から直接的に単離す
ることができる。抗体フラグメントを産生するための他の技術は、当業者には明白である
。他の実施態様では、最適な抗体は、一本鎖Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖ）である。例え
ば、ＰＣＴ国際公開第９３／１６１８５号；並びに米国特許第５，５７１，８９４号及び
第５，５８７，４５８号参照。抗体フラグメントは、例えば米国特許第５，６４１，８７
０号に記載の直鎖抗体であり得る。このような直鎖抗体フラグメントは、単一特異的又は
二重特異的であり得る。
【０３０１】
Ｆ．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２種の異なるエピトープについての結合特異性を有する
抗体である。例示的な二重特異性抗体は、対象となる同一ポリペプチドの２種の異なるエ
ピトープに結合することができる。他の二重特異性抗体は、対象となるポリペプチドにつ
いての結合部位を、１種以上の追加の抗原についての（１種以上の）結合部位と組み合わ
せることができる。二重特異性抗体は、完全長抗体又は抗体フラグメント（例えば、Ｆ（
ａｂ’）２二重特異性抗体）として調製することができる。
【０３０２】
　二重特異性抗体を作製する方法は、当分野において公知である。完全長二重特異性抗体
の慣習的な生成は、２種の免疫グロブリン重鎖－軽鎖ペアの共発現に基づいており、この
２種の鎖は異なる特異性を有する（例えば、Ｍｉｌｌｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ
ｕｒｅ，３０５：５３７－５３９（１９８３）参照）。免疫グロブリン重鎖及び軽鎖のラ
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ンダム選別のため、これらのハイブリドーマ（クアドローマ（ｑｕａｄｒｏｍａ））は１
０種の異なる抗体分子の潜在的混合物を産生し、このうち１種のみが適正な二重特異性構
造を有する。適正な分子の精製は、通常は親和性クロマトグラフィーにより実施される。
同様の手順が、ＰＣＴ国際公開第９３／０８８２９号及びＴｒａｕｎｅｃｋｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．，１０：３６５５－３６５９（１９９１）に開示されている。
【０３０３】
　異なるアプローチによれば、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン（抗体－抗原
結合部位）は、免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合される。この融合体は、好ましく
は、ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３領域の少なくとも一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメ
インを有する。融合体の少なくとも１種に存在する軽鎖結合のために必要な部位を含有す
る第１の重鎖定常領域（ＣＨ１）を有することが好ましい。免疫グロブリン重鎖融合体を
コードするＤＮＡ及び所望であれば免疫グロブリン軽鎖は、別個の発現ベクター内に挿入
され、好適な宿主生物内にコトランスフェクトされる。このことは、構築において使用さ
れる３本のポリペプチド鎖の不等比が最適収率を提供する場合、実施態様において３本の
ポリペプチドフラグメントの相互比率を調整する際の大きい柔軟性を提供する。しかしな
がら、同等比の少なくとも２本のポリペプチド鎖の発現が高収率をもたらす場合、又は比
が特に有意ではない場合、２本又は全３本のポリペプチド鎖についてのコーディング配列
を１個の発現ベクター内に挿入することが可能である。
【０３０４】
　このアプローチの好ましい実施態様において、二重特異性抗体は、一方のアームにおい
て第１の結合特異性を有するハイブリッド免疫グロブリン重鎖及び他方のアームにおいて
（第２の結合特異性を提供する）ハイブリッド免疫グロブリン重鎖－軽鎖ペアから構成さ
れる。この非対称性構造は、二重特異性分子の２分の１のみにおける免疫グロブリン軽鎖
の存在が容易な分離手法を提供するので、不所望の免疫グロブリン鎖の組合せからの所望
の二重特異性化合物の分離を促進する。例えば、ＰＣＴ国際公開第９４／０４６９０号及
びＳｕｒｅｓｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．，１２１：２１０（１９８
６）参照。
【０３０５】
　米国特許第５，７３１，１６８号に記載の別のアプローチによれば、一対の抗体分子間
の界面は、組換え細胞培養物から回収されるヘテロ二量体のパーセンテージを最大化する
ために遺伝子操作することができる。好ましい界面は、抗体定常ドメインのＣＨ３ドメイ
ンの少なくとも一部を含む。この方法において、第１の抗体分子の界面からの１個以上の
小さいアミノ酸側鎖が、より大きい側鎖（例えば、チロシン又はトリプトファン）により
置き換えられる。（１個以上の）大きい側鎖と同一又は類似のサイズの代償性「キャビテ
ィ」は、大きいアミノ酸側鎖を小さいアミノ酸側鎖（例えば、アラニン又はトレオニン）
により置き換えることにより第２の抗体分子の界面上で作出される。このことは、他の不
所望の最終生成物、例えばホモ二量体と比べてヘテロ二量体の収率を増加させる機序を提
供する。
【０３０６】
　二重特異性抗体には、架橋又は「ヘテロコンジュゲート」抗体が含まれる。例えば、ヘ
テロコンジュゲート内の抗体の一方はアビジンに、他方はビオチンに結合させることがで
きる。ヘテロコンジュゲート抗体は、任意の便宜的な架橋法を使用して作製することがで
きる。好適な架橋剤及び架橋技術は、当分野において周知であり、例えば、米国特許第４
，６７６，９８０号に開示されている。
【０３０７】
　抗体フラグメントから二重特異性抗体を発生させるのに好適な技術も当分野において公
知である。例えば、二重特異性抗体は、化学結合を使用して調製することができる。ある
例において、二重特異性抗体は、インタクト抗体をタンパク質分解により開裂させてＦ（
ａｂ’）２フラグメントを発生させる手順により発生させることができる（例えば、Ｂｒ
ｅｎｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８１（１９８５）参照）。これら
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のフラグメントは、ジチオール錯化剤である亜ヒ酸ナトリウムの存在下で還元されて隣接
ジチオールが安定化され、分子間ジスルフィド形成が妨げられる。次いで、発生したＦａ
ｂ’フラグメントは、チオニトロベンゾエート（ＴＮＢ）誘導体に変換される。次いで、
Ｆａｂ’－ＴＮＢ誘導体の１種はメルカプトエチルアミンによる還元によりＦａｂ’－チ
オールへ再変換され、等モル量の他のＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体と混合されて二重特異性抗
体が形成される。
【０３０８】
　一部の実施態様において、Ｆａｂ’－ＳＨフラグメントは、大腸菌から直接的に回収し
、化学的に結合させて二重特異性抗体を形成することができる。例えば、完全ヒト化二重
特異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分子は、Ｓｈａｌａｂｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ
．，１７５：２１７－２２５（１９９２）に記載の方法により生成することができる。各
Ｆａｂ’フラグメントは大腸菌から別個に分泌させ、インビトロで指向化学的結合に供し
て二重特異性抗体を形成した。
【０３０９】
　組換え細胞培養物から直接的に二重特異性抗体フラグメントを作製及び単離するための
種々の技術についても記載されてきた。例えば、二重特異性抗体は、ロイシンジッパーを
使用して生成されてきた。例えば、Ｋｏｓｔｅｌｎｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．，１４８：１５４７－１５５３（１９９２）参照。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質から
のロイシンジッパーペプチドは、遺伝子融合により２種の異なる抗体のＦａｂ’部分に連
結させた。抗体ホモ二量体は、ヒンジ領域で還元させてモノマーを形成し、次いで再酸化
させて抗体ヘテロ二量体を形成した。この方法は、抗体ホモ二量体を生成するためにも利
用できる。Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（１９９３）により記載された「ダイアボディ」技
術は、二重特異性抗体フラグメントを作製するための代替機序を提供した。これらのフラ
グメントは、同一鎖上の２種のドメイン間の対合を可能にするには短すぎるリンカーによ
り軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に接続された重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。従って、１
本のフラグメントのＶＨ及びＶＬドメインは、別のフラグメントの相補的ＶＬ及びＶＨド
メインと対合させられ、これにより２種の抗原結合部位が形成される。一本鎖Ｆｖ（ｓＦ
ｖ）二量体の使用により二重特異性抗体フラグメントを作製するための別の方針は、Ｇｒ
ｕｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５２：５３６８（１９９４）に記載
されている。
【０３１０】
　２超の価数を有する抗体も企図されている。例えば、三重特異性抗体を調製することが
できる。例えば、Ｔｕｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４７：６０（１９
９１）参照。
【０３１１】
Ｇ．抗体の精製
　組換え技術を使用する場合、抗体は単離された宿主細胞の内側で、宿主細胞のペリプラ
スム間隙内において産生することができ、又は宿主細胞から培地中に直接的に分泌させる
ことができる。抗体が細胞内で産生される場合、最初に微粒子片が例えば遠心分離又は限
外濾過により除去される。Ｃａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈ．，１０：１６
３－１６７（１９９２）は、大腸菌のペリプラスム間隙内に分泌される抗体を単離する手
順について記載している。手短に述べると、細胞ペーストは酢酸ナトリウム（ｐＨ３．５
）、ＥＤＴＡ及びフェニルメチルスルホニルフルオライド（ＰＭＳＦ）の存在下で約３０
分間解凍される。細胞片は、遠心分離により除去することができる。抗体が培地中に分泌
される場合、このような発現系からの上清は一般に、例えば、Ａｍｉｃｏｎ又はＭｉｌｌ
ｉｐｏｒｅ　Ｐｅｌｌｉｃｏｎ製の限外濾過装置である市販されているタンパク質濃縮フ
ィルターを使用して濃縮される。プロテアーゼ阻害剤、例えばＰＭＳＦを上記の工程のい
ずれかに含めてタンパク質分解を阻害することができ、抗生物質を含めて外来汚染物質の
成長を妨げることができる。
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【０３１２】
　細胞から調製された抗体組成物は、例えば、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィ、
ゲル電気泳動法、透析及び親和性クロマトグラフィーを使用して精製することができる。
親和性リガンドとしてのプロテインＡの好適性は、抗体内に存在する任意の免疫グロブリ
ンＦｃドメインの種及びアイソタイプに依存する。プロテインＡは、ヒトγ１、γ２、又
はγ４重鎖をベースとする抗体を精製するために使用することができる（例えば、Ｌｉｎ
ｄｍａｒｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．，６２：１－１３（１９８
３）参照）。プロテインＧは、全マウスアイソタイプ及びヒトγ３について推奨されてい
る（例えば、Ｇｕｓｓ　ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．，５：１５６７－１５７５（１９
８６）参照）。親和性リガンドが付着されるマトリックスはアガロースであることが最も
多いが、他のマトリックスも利用可能である。機械的に安定性のマトリックス、例えば、
制御細孔ガラス又はポリ（スチレンジビニル）ベンゼンは、アガロースを用いた場合より
も高速の流速及び短いプロセッシング時間を達成できる。抗体がＣＨ３ドメインを含む場
合、Ｂａｋｅｒｂｏｎｄ　ＡＢＸ（商品名）樹脂（Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ；Ｐｈｉｌｌｉｐ
ｓｂｕｒｇ，Ｎ．Ｊ．）が精製のために有用である。タンパク質精製のための他の技術、
例えばイオン交換カラム上での分別、エタノール沈殿、シリカ上での逆相ＨＰＬＣクロマ
トグラフィー、ヘパリンＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（商品名）上でのクロマトグラフィー、アニ
オン又はカチオン交換樹脂（例えば、ポリアスパラギン酸カラム）上のクロマトグラフィ
ー、クロマト分画、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び硫酸アンモニウム沈殿も、回収すべき抗体に応
じて利用可能である。
【０３１３】
　（１つ以上の）予備精製工程後、対象となる抗体及び汚染物質を含む混合物は、好まし
くは低い塩濃度（例えば、約０～０．２５Ｍの塩）で実施される、約２．５～４．５のｐ
Ｈにある溶出緩衝液を使用して低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィーに供することが
できる。
【０３１４】
　当業者であれば、抗体に類似する機能を有する任意の結合分子、例えば試料中の１種以
上の対象となる分析物に特異的な結合分子又は結合パートナーも本発明の方法及び組成物
において使用することができることを認識する。好適な抗体様分子の例には、限定される
ものではないが、ドメイン抗体、ユニボディ、ナノボディ、サメ抗原反応性タンパク質、
アビマー、アドネクチン、アンチカルム（ａｎｔｉｃａｌｍ）、親和性リガンド、フィロ
マー（ｐｈｙｌｏｍｅｒ）、アプタマー、アフィボディ、トリネクチンなどが含まれる。
【０３１５】
ＩＸ．投与方法
　本発明の方法によれば、本明細書に記載の抗癌薬は、当分野において公知の任意の便宜
的手段により対象に投与される。本発明の方法は、対象における腫瘍、例えば、胃（胃）
腫瘍を治療するのに好適な抗癌薬又は抗癌薬の組合せを選択するために使用することがで
きる。本発明の方法は、抗癌薬又は抗癌薬の組合せによる治療に対する対象における腫瘍
、例えば、胃（胃）腫瘍の応答を同定するために使用することもできる。更に、本発明の
方法は、抗癌薬又は抗癌薬の組合せによる治療に対する腫瘍、例えば、胃（胃）腫瘍を有
する対象の応答を予測するために使用することができる。当業者であれば、本明細書に記
載の抗癌薬を単独で、又は慣用の化学療法、放射線療法、ホルモン療法、免疫療法及び／
もしくは手術との組合せ治療アプローチの一部として投与することができることを認識す
る。
【０３１６】
　ある実施態様において、抗癌薬は、抗シグナリング剤（すなわち、細胞増殖抑制薬）、
例えばモノクローナル抗体又はチロシンキナーゼ阻害剤；抗増殖剤；化学療法剤（すなわ
ち、細胞毒性薬）；ホルモン療法剤；放射線療法剤；ワクチン；及び／又はアベラントな
細胞、例えば癌性細胞の脱制御された成長を低減又は無効にさせる能力を有する任意の他
の化合物を含む。一部の実施態様において、対象は、少なくとも１種の化学療法剤と組み
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合わせて１種以上の抗シグナリング剤、抗増殖剤及び／又はホルモン療法剤により治療さ
れる。例示的なモノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、抗増殖剤、化学療法剤、
ホルモン療法剤、放射線療法剤及びワクチンは上述されている。
【０３１７】
　一部の実施態様において、本明細書に記載の抗癌薬は、限定されるものではないが、免
疫賦活剤（例えば、カルメット・ゲラン桿菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　Ｃａｌｍｅｔｔｅ－Ｇ
ｕｅｒｉｎ：ＢＣＧ）、レバミゾール、インターロイキン－２、α－インターフェロンな
ど）、免疫毒素（例えば、抗ＣＤ３３モノクローナル抗体－カリケアマイシンコンジュゲ
ート、抗ＣＤ２２モノクローナル抗体－シュードモナス外毒素コンジュゲートなど）及び
放射免疫療法（例えば、１１１Ｉｎ、９０Ｙ又は１３１Ｉなどにコンジュゲートされた抗
ＣＤ２０モノクローナル抗体）を含む慣用の免疫療法剤と共投与することができる。
【０３１８】
　抗癌薬は、必要に応じて好適な医薬賦形剤とともに投与することができ、許容された投
与様式のいずれかにより実施することができる。従って、投与は、例えば、経口、バッカ
ル、舌下、経歯肉、経口蓋、静脈内、局所、皮下、経皮的、経皮性、筋肉内、関節内、非
経口、動脈内、皮内、心室内、頭蓋内、腹腔内、膀胱内、髄腔内、病巣内、鼻腔内、直腸
内、膣内又は吸入によるものであり得る。「共投与する」は、抗癌薬が第２薬（例えば、
別の抗癌薬、抗癌薬療法と関連する副作用を低減させるために有用な薬物、放射線療法剤
、ホルモン療法剤、免疫療法剤など）の投与と同時に、投与直前に、又は投与直後に投与
されることを意味する。
【０３１９】
　治療有効量の抗癌薬は、繰り返して、例えば少なくとも２、３、４、５、６、７、８回
以上繰り返し投与することができ、又は用量は連続注入により投与することができる。用
量は、好ましくは正確な用量を簡単に投与するのに好適な単位剤形である、固体、半固体
、凍結乾燥粉末又は液体剤形、例えば、錠剤、丸剤、ペレット剤、カプセル剤、散剤、液
剤、懸濁剤、エマルジョン、坐剤、停留浣腸剤、クリーム剤、軟膏剤、ローション剤、ゲ
ル剤、エアロゾル剤、フォーム剤などの形態を取ることができる。
【０３２０】
　本明細書において使用される用語「単位剤形」は、ヒト対象及び他の哺乳動物のための
単一投与量として好適な物理的不連続単位を指し、各単位は適切な医薬賦形剤（例えば、
アンプル）と関連して、所望の発現、忍容性及び／又は治療効果を生成するように計算さ
れた所定量の抗癌薬を含有する。更に、より濃縮された剤形を調製することができ、次い
でこの剤形からより希釈された単位剤形を生成することができる。従って、より濃縮され
た剤形は、抗癌薬の量より実質的に多い、例えば少なくとも１、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０倍以上の量を含有する。
【０３２１】
　このような剤形を調製する方法は、当業者には公知である（例えば、ＲＥＭＩＮＧＴＯ
Ｎ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ，１８ＴＨ　ＥＤ．Ｍａｃｋ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ（１９９０）参照）。剤形は、典
型的には、慣用の医薬担体又は賦形剤を含み、更に他の医薬剤、担体、アジュバント、希
釈剤、組織透過強化剤、可溶化剤などを含むことができる。適切な賦形剤は、当分野にお
いて周知の方法によって、特定の剤形及び投与経路に合わせることができる（例えば、Ｒ
ＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ参照、前掲）
。
【０３２２】
　好適な賦形剤の例には、限定されるものではないが、ラクトース、デキストロース、ス
クロース、ソルビトール、マンニトール、デンプン、アカシアゴム、リン酸カルシウム、
アルギン酸塩、トラガカント、ゼラチン、ケイ酸カルシウム、微結晶セルロース、ポリビ
ニルピロリドン、セルロース、水、生理食塩水、シロップ、メチルセルロース、エチルセ
ルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース並びにポリアクリル酸、例えば、Ｃａｒ
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ｂｏｐｏｌ、例えば、Ｃａｒｂｏｐｏｌ９４１、Ｃａｒｂｏｐｏｌ９８０、Ｃａｒｂｏｐ
ｏｌ９８１などが含まれる。これらの剤形は、滑剤、例えば、タルク、ステアリン酸マグ
ネシウム、及び鉱油；湿潤剤；乳化剤；懸濁化剤；保存剤、例えばメチル－、エチル－、
及びプロピル－ヒドロキシ－ベンゾエート（すなわち、パラベン）；ｐＨ調整剤、例えば
、無機及び有機の酸及び塩基；甘味剤；並びに付香剤を更に含むことができる。剤形は、
生分解性ポリマービーズ、デキストラン及びシクロデキストリン包接錯体を含むこともで
きる。
【０３２３】
　経口投与のため、治療有効用量は、錠剤、カプセル剤、エマルジョン、懸濁剤、液剤、
シロップ剤、噴霧剤、トローチ剤、散剤及び徐放性配合物の形態であり得る。経口投与に
好適な賦形剤には、医薬等級のマンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグ
ネシウム、サッカリンナトリウム、滑石粉、セルロース、グルコース、ゼラチン、スクロ
ース、炭酸マグネシウムなどが含まれる。
【０３２４】
　一部の実施態様において、治療有効用量は、丸剤、錠剤又はカプセル剤の形態を取り、
従って、剤形は、抗癌薬と一緒に、下記のいずれか：希釈剤、例えば、ラクトース、スク
ロース、リン酸二カルシウムなど；崩壊剤、例えば、デンプン又はこの誘導体；滑剤、例
えば、ステアリン酸マグネシウムなど；並びに結合剤、例えば、デンプン、アカシアゴム
、ポリビニルピロリドン、ゼラチン、セルロース及びこれらの誘導体を含有することがで
きる。抗癌薬は、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）担体内に配置された坐剤内
に配合することもできる。
【０３２５】
　液体剤形は、例えば、経口、局所又は静脈内投与のための液剤又は懸濁剤を形成するた
めに、担体、例えば、生理食塩水（例えば、０．９（重量／容量）％塩化ナトリウム）、
水性デキストロース、グリセロール、エタノールなどの中に抗癌剤及び場合により１種以
上の薬学的に許容されるアジュバントを溶解又は分散させることにより調製することがで
きる。抗癌薬は、停留浣腸剤に配合することもできる。
【０３２６】
　局所投与のため、治療有効用量は、エマルジョン、ローション剤、ゲル剤、フォーム剤
、クリーム剤、ゼリー剤、液剤、懸濁剤、軟膏剤及び経皮貼付剤の形態であり得る。吸入
による投与のため、抗癌薬は、乾燥粉末として、又はネブライザーによる液体形態で送達
することができる。非経口投与のため、治療有効用量は、無菌注射液及び無菌包装粉末の
形態であり得る。好ましくは、注射液は、約４．５から約７．５のｐＨにおいて配合され
る。
【０３２７】
　治療有効用量は、凍結乾燥形態で提供することもできる。このような剤形は、投与前の
再構成のために、緩衝液、例えば、重炭酸塩を含むことができ、又は緩衝液は例えば水に
よる再構成のための凍結乾燥剤形態で含めることができる。凍結乾燥剤形は、好適な血管
収縮剤、例えばエピネフリンを更に含むことができる。凍結乾燥剤形は、再構成された剤
形を対象に直ちに投与することができるように、再構成のための緩衝液と組み合わせて場
合により包装されてシリンジで提供することができる。
【０３２８】
　対象は、ある治療レジメンの効力を査定するために定期的時間間隔で追跡することもで
きる。例えば、あるシグナル伝達分子の活性化状態は、本明細書に記載の抗癌薬の１種以
上による治療の治療効果に基づいて変化し得る。対象を追跡して個別化されたアプローチ
におけるある薬物又は治療の応答を査定し、これらの効果を理解することができる。更に
、特定の抗癌薬又は抗癌薬の組合せに最初に応答する対象は、薬物又は薬物の組合せに対
して治療抵抗性になり得、このことは、これらの対象に獲得薬物耐性が生じたことを示し
ている。これらの対象は、対象の現行治療を中止し、代替療法を本発明の方法に従って処
方することができる。
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【０３２９】
　ある態様において、本発明に記載の方法は、種々の集団における胃癌の予後診断及び／
又は再発の可能性を予測する遺伝子発現マーカーのパネルと結び付けて使用することがで
きる。これらの遺伝子パネルは、再発を経験する可能性が低い、従ってアジュバント化学
療法からの利益が得られる可能性が低い個体を同定するために有用であり得る。これらの
発現パネルを使用して疾患不含の全生存アウトカムに悪影響を及ぼさずにアジュバント化
学療法を安全に回避することができる個体を同定することができる。好適なシステムには
、限定されるものではないが、Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｉｎｃ．からの２１遺伝
子パネルであるＯｎｃｏｔｙｐｅ　ＤＸ（商品名）；Ａｇｅｎｄｉａからの７０遺伝子パ
ネルであるＭａｍｍａＰｒｉｎｔ（商標）；及びＶｅｒｉｄｅｘからの７６遺伝子パネル
が含まれる。
【０３３０】
　更に、ある他の態様において、本明細書に記載の方法は、原発不明癌（ＣＵＰ）につい
ての原発腫瘍を同定する遺伝子発現マーカーのパネルと結び付けて使用することができる
。これらの遺伝子パネルは、最初に胃癌を有すると診断された患者に与えられる治療と一
致する治療から利益が得られるであろう転移性癌を有する患者を同定する際に有用であり
得る。好適なシステムには、限定されるものではないが、９２種の遺伝子を測定して３９
種の腫瘍タイプについての原発出現部位を同定するＲＴ－ＰＣＲベースの発現アッセイで
あるＡｖｉａｒａ　ＣａｎｃｅｒＴＹＰＥ　ＩＤアッセイ；及びマイクロアレイ上で１６
００種超の遺伝子の発現を測定し、１５種の既知の組織タイプに対して腫瘍の遺伝子発現
「シグニチャー」を比較するＰａｔｈｗｏｒｋ（商標）Ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　Ｏｒｉｇｉ
ｎ　Ｔｅｓｔが含まれる。
【０３３１】
Ｘ．実施例
　以下の実施例は、本発明を限定するためではなく例示するために提供する。
【０３３２】
（実施例１）循環細胞の単離、刺激及び溶解
　固形腫瘍の循環細胞は固形腫瘍から転移又は微小転移した細胞を含み、循環腫瘍細胞（
ＣＴＣ）、癌幹細胞（ＣＳＣ）及び／又は腫瘍へ移動中である細胞（例えば、循環内皮前
駆細胞（ＣＥＰＣ）、循環内皮細胞（ＣＥＣ）、循環プロ血管新生骨髄性細胞、循環樹状
細胞など）を含む。循環細胞を含有する患者試料は、任意のアクセス可能な生体液（例え
ば、全血、血清、血漿、管洗浄液、乳頭吸引液、リンパ液、尿、唾液、細針吸引液など）
から得ることができる。循環細胞は、例えば、免疫磁気分離（例えば、Ｒａｃｉｌａ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９５：４５８９－４５９
４（１９９８）；Ｂｉｌｋｅｎｒｏｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，９
２：５７７－５８２（２００１）参照）、Ｉｍｍｕｎｉｃｏｎ（Ｈｕｎｔｉｎｇｄｏｎ　
Ｖａｌｌｅｙ，ＰＡ）によるＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（商品名）システム、マイクロ流体分
離（例えば、Ｍｏｈａｍｅｄ　ｅｔ　ａｌ．，ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓ．Ｎａｎｏｂｉｏｓ
ｃｉ．，３：２５１－２５６（２００４）；Ｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｂｓｔｒａｃｔ　
Ｎｏ．５１４７，９７ｔｈ　ＡＡＣＲ　Ａｎｎｕａｌ　Ｍｅｅｔｉｎｇ，Ｗａｓｈｉｎｇ
ｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．（２００６））、ＦＡＣＳ（例えば、Ｍａｎｃｕｓｏ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｂｌｏｏｄ，９７：３６５８－３６６１（２００１））、密度勾配遠心分離（例えば、Ｂ
ａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，１３：４８６５－４８７
１（２００３））及び枯渇法（例えば、Ｍｅｙｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｎｃｏ
ｌ．，２１：５２１－５３０（２００２）参照）を含む１種以上の分離方法を使用して患
者試料から単離することができる。
【０３３３】
ＣＴＣの手動単離：
　ＣＴＣの免疫磁気分離－手動単離に続く活性化アッセイ：
１）抗ＥｐＣＡＭモノクローナル抗体（Ｋｏｒｄｉａ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｌ
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ｅｉｄｅｎ，Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）に既にコンジュゲートされた磁気ビーズ
（Ｄｙｎａｌ　Ｍ４５０；Ｄｙｎａｌ　ＡＳ、Ｏｓｌｏ，Ｎｏｒｗａｙ）を使用する。あ
るいは、ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体の混合物を使用することができる。
２）使用直前、プレコーティングされたＤｙｎａｂｅａｄｓを０．０１％のＢＳＡを有す
る等容量のＰＢＳ中で１回洗浄する。
３）２５μＬのプレコーティングされたＤｙｎａｂｅａｄｓを１ｍＬの試料に添加する。
４）混合物を穏やかに傾斜及び回転させながら、２～８℃で２０分間インキュベートする
。
５）試験管を磁気分離装置（ＭＰＬ－１マグネット）内に２分間配置する。
６）上清を廃棄し、０．０１％のＢＳＡを有するＰＢＳ中に再懸濁させることによりビー
ズ結合細胞を３回洗浄し、次いで磁気分離する。
７）この試料を１００μＬの刺激緩衝液中に再懸濁させる。
【０３３４】
　試料の調製：
１）ヒト対象からの末梢血を、１ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡを含有するシリコン被覆試験管内
に抜き出す。穿刺した静脈から遊離される上皮細胞による汚染を回避するために、最初の
３～５ｍＬは廃棄する。
２）使用前に、０．９％のＮａＣｌにより１ｍＬの全血を１：３に希釈する。
【０３３５】
　対照の調製：
１）細胞系対照は、ヒト癌細胞系をＨＬ－６０細胞中にスパイクすることにより作製する
。
２）細胞系対照は、ヒト癌細胞系を健常ドナーからの全血中にスパイクすることにより作
製する。
【０３３６】
ＣＥＣ及びＣＥＰＣの手動単離：
　非限定的な例として、生存可能なＣＥＣ及びＣＥＰＣは、Ｂｅｅｒｅｐｏｏｔ　ｅｔ　
ａｌ．，Ａｎｎ．Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，１５：１３９－１４５（２００４）に記載の免疫磁
気分離／濃縮技術を使用して単離することができる。手短に述べると、末梢血を抗ＣＤ１
４６モノクローナル抗体（Ｋｏｒｄｉａ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）に既にコンジュ
ゲートされた磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌ　Ｍ４５０　ＩｇＧ１）とともにインキュベートす
る。この抗体は、末梢血中で造血細胞又は上皮細胞以外の全系統の内皮細胞を認識する（
Ｇｅｏｒｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．，１３９：６５－７５（
１９９１））。造血細胞及び上皮細胞の陰性選択は、適切な抗体（例えば、白血球を枯渇
させるためにはＤｙｎａｌ－ＣＤ４５ビーズ、単球を枯渇させるためにはＤｙｎａｌ－Ｃ
Ｄ１４ビーズ、上皮細胞を枯渇させるためにはＤｙｎａｌ－ＥｐＣＡＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））に結合した磁気ビーズを用いる陽性選択の前に使用
することができる。本実施例においては陽性選択のみを使用する。
【０３３７】
　ＣＥＣ及びＣＥＰＣの免疫磁気分離－手動単離に続く活性化アッセイ：
１）抗ＣＤ１４６モノクローナル抗体（Ｋｏｒｄｉａ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）に
既にコンジュゲートされた磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌ　Ｍ４５０）を使用する。
２）使用直前、プレコーティングされたＤｙｎａｂｅａｄｓを０．０１％のＢＳＡを有す
る等容量のＰＢＳ中で１回洗浄する。
３）２５μＬのプレコーティングされたＤｙｎａｂｅａｄｓを１ｍＬの試料に添加する。
４）混合物を穏やかに傾斜及び回転させながら、２～８℃で２０分間インキュベートする
。
５）試験管を磁気分離装置（ＭＰＬ－１マグネット）内に２分間配置する。
６）上清を廃棄し、０．０１％のＢＳＡを有するＰＢＳ中に再懸濁させることによりビー
ズ結合細胞を３回洗浄し、次いで磁気分離する。
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７）この試料を１００μＬの刺激緩衝液中に再懸濁させる。
【０３３８】
　試料の調製：
１）ヒト対象からの末梢血を、１ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡを含有するシリコン被覆試験管内
に抜き出す。穿刺した静脈から遊離される内皮細胞による汚染を回避するために、最初の
３～５ｍＬは廃棄する。
２）使用前に、０．９％のＮａＣｌにより１ｍＬの全血を１：３に希釈する。
【０３３９】
　対照の調製：
１）細胞系対照は、ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）をＨＬ－６０細胞中にスパイク
することにより作製する。
２）細胞系対照は、ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）を健常個体から提供された全血
中にスパイクすることにより作製する。
【０３４０】
ＣＥＰＣ（ＣＥＣ不含）の手動単離：
　ＣＥＰＣは、種々の血管新生成長因子に応答して成熟内皮細胞に分化する能力を有する
骨髄由来前駆細胞の循環サブタイプである。ＣＥＰＣは、表面マーカーＣＤ３４を認識す
る抗体による選択により単離することができる。ＣＤ１３３は、ＣＥＰＣから未成熟内皮
前駆細胞（ＥＰＣ）又は原子造血幹細胞（ＨＳＣ）を分化させる表面マーカーである。様
々な起源からのＣＥＰＣの種々の単離手順は、接着培養又は磁気マイクロビーズを使用し
て記載されている。本実施例において、Ａｓａｈａｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ
，２７５：９６４－９６７（１９９７）に記載のプロトコールから修正されたプロトコー
ルを使用する。
【０３４１】
　ＣＥＰＣの免疫磁気分離－手動単離に続く活性化アッセイ：
１）磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌ　Ｍ４５０　ＣＤ３４）を使用する。これらのビーズは、Ｃ
Ｄ３４表面抗原に特異的なモノクローナル抗体によりコーティングする。
２）使用直前、プレコーティングされたＤｙｎａｂｅａｄｓを０．０１％のＢＳＡを有す
る等容量のＰＢＳ中で１回洗浄する。
３）２５μＬのプレコーティングされたＤｙｎａｂｅａｄｓを１ｍＬの試料に添加する。
４）混合物を穏やかに傾斜及び回転させながら、２～８℃で２０分間インキュベートする
。
５）試験管を磁気分離装置（ＭＰＬ－１マグネット）内に２分間配置する。
６）上清を廃棄し、０．０１％のＢＳＡを有するＰＢＳ中に再懸濁させることによりビー
ズ結合細胞を３回洗浄し、次いで磁気分離する。
７）この試料を１００μＬの刺激緩衝液中に再懸濁させる。
【０３４２】
　試料の調製：
１）ヒト対象からの末梢血を、１ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡを含有するシリコン被覆試験管内
に抜き出す。穿刺した静脈から遊離される内皮細胞による汚染を回避するために、最初の
３～５ｍＬは廃棄する。
２）平衡塩類溶液により１０ｍＬの全血を１：１に希釈する。
３）４ｍＬの希釈血液を１０ｍＬの試験管中の３ｍＬのＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ上へ層
状に重ねる。
４）試験管を１８～２０℃において３０～４０分間４００×ｇにおいて回転させる。
５）無菌パスツールピペットを使用して血漿及び血小板を含有する上層を取り出し、界面
で平静である単核球の層を残す。
６）単核球は、無菌ピペットを使用して無菌遠心分離管に移す。
７）６ｍＬの平衡塩類溶液を添加し、細胞を穏やかに再懸濁させる。
８）混合物を１８～２０℃において１０分間６０～１００×ｇにおいて遠心分離する。
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９）上清を除去し、各試験管からの単核球を１ｍＬのＰＢＳ中に再懸濁させる。
【０３４３】
Ｖｅｒｉｄｅｘシステムを使用するＣＴＣ、ＣＥＣ及びＣＥＰＣの細胞単離：
　Ｖｅｒｉｄｅｘ，ＬＬＣ（Ｗａｒｒｅｎ，ＮＪ）は、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（商標）Ａ
ｕｔｏＰｒｅｐ（商標）システム、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（商品名）上皮細胞キット及び
ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（商標）アナライザーから構成されるＣｅｌｌＳｅａｒｃｈシステ
ムを市販している。ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ（商標）システムは
、半自動化試料調製システムである（Ｋａｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｌｉｇ
ａｎｄ　Ａｓｓａｙ，２５：１０４－１１０（２００２））。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（商
品名）上皮細胞キットは：上皮細胞に特異的な抗ＥｐＣＡＭ抗体によりコーティングされ
た強磁性流体；サイトケラチン８、１８及び１９に対するフィコエリトリンにコンジュゲ
ートされた抗体；アロフィコシアニンにコンジュゲートされた抗ＣＤ４５抗体；ＤＡＰＩ
色素；並びに細胞を洗浄し、透過させ、再懸濁化させるための緩衝液からなる。本実施例
において使用するプロトコールは、Ａｌｌａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｒｅｓ．，１０：６８９７－６９０４（２００４）にも記載されている。全Ｖｅｒｉ
ｄｅｘシステムはＣＴＣ計数のために使用することができ、又はＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（
商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ（商標）システムを用いた単離後に試料を手動で除去することに
より、分析前に経路活性化のための単離方法を提供することができる。ＣＴＣの数は、ア
ルゴリズム開発のために情報を提供することができる。
【０３４４】
　Ｖｅｒｉｄｅｘシステム－ＣＴＣ濃縮に続く計数：
１）７．５ｍＬの血液を６ｍＬの緩衝液と混合し、１０分間８００×ｇにおいて遠心分離
し、次いでＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ（商標）システム上に配置す
る。
２）機器が上清を吸引した後、機器は強磁性流体を添加する。
３）機器はインキュベーション及び後続の磁気分離工程を実施する。
４）未結合細胞及び残留血漿を吸引する。
５）蛍光染色のために透過緩衝液を結び付けて染色試薬を添加する。
６）システムによるインキュベーション後、細胞を再び磁気的に分離し、ＭａｇＮｅｓｔ
（商標）細胞提示装置に再懸濁させる。
７）次いで、ＭａｇＮｅｓｔ（商標）細胞提示装置を４色半自動化蛍光顕微鏡であるＣｅ
ｌｌＴｒａｃｋｓ（商標）アナライザー上に配置する。
８）Ｖｅｒｉｄｅｘ規定基準を満たす画像を捕捉し、最終手動選択のためにウエブベース
のブラウザにより示す。
９）細胞計数の結果は、血液７．５ｍＬ当たりの細胞数として表現する。
【０３４５】
　Ｖｅｒｉｄｅｘシステム－ＣＴＣ濃縮に続く活性化アッセイ：
１）７．５ｍＬの血液を６ｍＬの緩衝液と混合し、１０分間８００×ｇにおいて遠心分離
し、次いでＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ（商標）システム上に配置す
る。
２）機器が上清を吸引した後、機器は強磁性流体を添加する。
３）機器はインキュベーション及び後続の磁気分離工程を実施する。
４）未結合細胞及び残留血漿を吸引する。
５）試料を１００μＬの刺激緩衝液中に再懸濁させる。
【０３４６】
　Ｖｅｒｉｄｅｘシステム－ＣＥＣ及びＣＥＰＣ濃縮に続く活性化アッセイ：
１）Ｖｅｒｉｄｅｘは、抗ＣＤ１４６抗体による捕捉を利用するＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（
商品名）内皮細胞キットを供給する。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ（商品名）内皮細胞キットは
、血液試料調製のためにはＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ（商標）ＡｕｔｏＰｒｅｐ（商標）シス
テムと、及び全血からのＣＥＣ及びＣＥＰＣを計数及び特性決定するためにはＣｅｌｌＴ
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ｒａｃｋｓ（商標）アナライザーと結び付けて使用される。プロトコールは、ＣｅｌｌＳ
ｅａｒｃｈ（商品名）上皮細胞キットについてのプロトコールと同一である。
【０３４７】
　試料の調製：
１）計数：ヒト対象からの末梢血を、製造業者の取扱説明書に従ってＣｅｌｌＳａｖｅ保
存用試験管内に採血する。穿刺した静脈から遊離される上皮又は内皮細胞による汚染を回
避するため、最初の３～５ｍＬは廃棄する。
２）経路分析：ヒト対象からの末梢血を、１ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡを含有するシリコン被
覆試験管内に抜き出す。穿刺した静脈から遊離される上皮又は内皮細胞による汚染を回避
するため、最初の３～５ｍＬは廃棄する。
【０３４８】
ＣＳＣの手動単離：
　腫瘍が固有の自己再生及び生存機序を有する小集団の推定癌幹細胞を含有するという証
拠が確立されつつある（例えば、Ｓｅｌｌｓ，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｏｎｃｏｌ．Ｈｅｍａ
ｔｏｌ．，５１：１－２８（２００４）；Ｒｅｙａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，４１
４：１０５－１１１（２００１）；Ｄｏｎｔｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｅｎｄｏ
ｃｒｉｎｏｌ．Ｍｅｔａｌ．，１５：１９３－１９７（２００４）；及びＤｉｃｋ，Ｎａ
ｔｕｒｅ，４２３：２３１－２３３（２００３）参照）。癌幹細胞（ＣＳＣ）は長時間静
穏状態で存在し得、このことによりこの細胞が分裂細胞を標的とする化学療法薬に耐性と
なる。この癌開始集団は、選択的除去のための標的療法を受ける自己再生及び生存経路の
活性化について特徴付けることができる。ＣＳＣの単離手順は、接着培養又は磁気マイク
ロビーズを使用して記載されている。本実施例においては、Ｃｏｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃ
ｌｉｎ．Ｃａｎ．Ｒｅｓ．，１２：５６１５（２００６）に記載のプロトコールから修正
されたプロトコールを使用する。
【０３４９】
　免疫磁気ＣＳＣ単離－手動単離に続く活性化アッセイ：
１）磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌ　ＡＳ；Ｏｓｌｏ，Ｎｏｒｗａｙ）を使用する。これらのビ
ーズは、ＣＤ３４又はＣＤ１３３表面抗原のいずれかに特異的なモノクローナル抗体によ
りコーティングする。
２）使用直前、プレコーティングされたＤｙｎａｂｅａｄｓを０．０１％のＢＳＡを有す
る等容量のＰＢＳ中で１回洗浄する。
３）１～１０７個のプレコーティングされたＤｙｎａｂｅａｄｓを３ｍＬの試料に添加す
る。
４）混合物を穏やかに傾斜及び回転させながら、２～８℃で６０分間インキュベートする
。
５）混合物を１ｍＬ部分に分割し、各試験管を磁気分離装置（ＭＰＬ－１マグネット）内
に少なくとも６分間配置する。
６）上清を廃棄し、０．０１％のＢＳＡを有するＰＢＳ中に再懸濁させることによりビー
ズ結合細胞を３回洗浄し、次いで磁気分離する。
７）この試料を１００μＬの刺激緩衝液中に再懸濁させる。
【０３５０】
　試料の調製：
１）骨髄標本を、癌患者からインフォームドコンセントを得た後に得る。
２）骨髄吸引液を処理する工程は、Ｂａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｃａｎ．Ｒｅ
ｓ．，６：３５５２－３５５９（２０００））に記載のとおり実施する。任意の播種性腫
瘍細胞を含有する単核球分画は、３５分間にわたり４０００×ｇでＢｅｃｋｍａｎ　ＧＳ
－６遠心分離装置を使用してＦｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ密度勾配遠心分離により濃縮
し、ＰＢＳにより２回洗浄する。
【０３５１】
単離されたＣＴＣの細胞刺激及び溶解：
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　細胞の刺激：
１）成長因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（１０
０ｎＭ）を細胞に添加し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３５２】
　薬物処理による細胞の刺激：
１）試料を治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ及び／又は
ラパマイシンアナログと３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで、因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（
１００ｎＭ）を添加することにより細胞を刺激し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３５３】
　薬物処理による細胞の刺激（フィードバックループ）：
　１）試料を治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ及び／又
はラパマイシンアナログと３７℃で３０分間インキュベートする。
　２）次いで細胞をＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ
（１００ｎＭ）により刺激し、３７℃で１２０分間インキュベートする。
【０３５４】
　下記のプロトコールを使用して刺激されたＣＴＣを溶解させる：
１）新たな溶解緩衝液を、表３に記載の試薬を混合することにより新たに調製する。
２）最終洗浄後、細胞を氷上で１００μＬの冷蔵緩衝液中に再懸濁させる。
３）インキュベーションを氷上で３０分間実施する。
４）混合物を最高速度でマイクロフュージ（ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ）内で１０分間回転させ
て溶解物からビーズを分離する。
５）溶解物をアッセイのために新しい試験管に移し、又は８０℃で貯蔵する。
【表３】

【０３５５】
単離されたＣＥＣ及び／又はＣＥＰＣの細胞刺激及び溶解：
　ＶＥＧＦは、ＣＥＰＣ（Ｌａｒｒｉｖｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
，２７８：２２００６－２２０１３（２００３））及び血管壁から剥がれた成熟ＣＥＣ（
Ｓｏｌｏｖｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ，９３：３８２４－３８３０（１９９９））
の両方において抗アポトーシス経路を活性化することにより生存を促進すると考えられて
いる。ＶＥＧＦは、ＣＥＰＣ又は成熟ＣＥＣの増殖を刺激することもできるが、成熟ＣＥ
ＣはＣＥＰＣに比較して限定された増殖能力しか有しないと思われる（Ｌｉｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，１０５：７１－７７（２０００））。これらの理
由から、ＣＥＣ及び／又はＣＥＰＣは、溶解前にＶＥＧＦファミリー成長因子とのインキ
ュベーションにより活性化される。
【０３５６】
　細胞の刺激：
１）成長因子ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＰＩＧＦ及び／又はＡｎｇをそれぞれ１００
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ｎＭで細胞に添加し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３５７】
　薬物処理による細胞の刺激：
１）試料を、治療有効濃度のＡｖａｓｔｉｎ、Ｎｅｘａｖａｒ、Ｓｕｔｅｎｔ及び／又は
ラパマイシンアナログと、３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで、因子ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＰＩＧＦ及び／又はＡｎｇをそれぞれ１
００ｎＭで添加することにより細胞を刺激し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３５８】
　薬物処理による細胞の刺激（フィードバックループ）：
１）試料を、治療有効濃度のＡｖａｓｔｉｎ、Ｎｅｘａｖａｒ、Ｓｕｔｅｎｔ及び／又は
ラパマイシンアナログと、３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで、ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＰＩＧＦ及び／又はＡｎｇをそれぞれ１００
ｎＭで添加することにより細胞を刺激し、３７℃で１２０分間インキュベートする。
【０３５９】
　単離されたＣＥＣ及び／又はＣＥＰＣ細胞を、下記のプロトコールを使用して溶解させ
る：
１）新たな溶解緩衝液を、表３に記載の試薬を混合することにより新たに調製する。
２）最終洗浄後、細胞を氷上で１００μＬの冷蔵緩衝液中に再懸濁させる。
３）インキュベーションを氷上で３０分間実施する。
４）混合物を最高速度でマイクロフュージ内で１０分間回転させて溶解物からビーズを分
離する。
５）溶解物をアッセイのために新しい試験管に移し、又は８０℃で貯蔵する。
【０３６０】
単離されたＣＳＣの細胞刺激及び溶解：
　刺激された細胞：
１）成長因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（１０
０ｎＭ）を細胞に添加し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３６１】
　薬物処理により刺激された細胞：
１）試料を治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ及び／又は
ラパマイシンアナログと３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで、因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（
１００ｎＭ）を添加することにより細胞を刺激し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３６２】
　薬物処理により刺激された細胞（フィードバックループ）：
１）試料を治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ及び／又は
ラパマイシンアナログと３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで、因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（
１００ｎＭ）を添加することにより細胞を刺激し、３７℃で１２０分間インキュベートす
る。
【０３６３】
　単離されたＣＳＣ細胞を、下記のプロトコールを使用して溶解させる：
１）新たな溶解緩衝液を、表３に記載の試薬を混合することにより新たに調製する。
２）最終洗浄後、細胞を氷上で１００μＬの冷蔵緩衝液中に再懸濁させる。
３）インキュベーションを氷上で３０分間実施する。
４）混合物を最高速度でマイクロフュージ内で１０分間回転させて溶解物からビーズを分
離する。
５）溶解物をアッセイのために新しい試験管に移し、又は８０℃で貯蔵する。
【０３６４】
（実施例２）組織、生検物又は一次培養物からの腫瘍細胞抽出物の調製
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　本実施例は、腫瘍組織又は生検標本から細胞を単離し、刺激し、及び溶解させる方法を
説明する。本実施例は、組織、生検物又は全血から単離された腫瘍細胞の一次培養を開始
し、刺激し、及び溶解させる方法も説明する。化学療法剤をスクリーニングするための生
物学的標本から腫瘍細胞を単離及び培養する追加の方法は、例えば、米国特許第第５，７
２８，５４１号；第６，４１６，９６７号；第６，８８７，６８０号；第６，９００，０
２７号；第６，９３３，１２９号；第７，１１２，４１５号並びに米国特許出願公開第２
００４００２３３７５号及び第２００５０２０２４１１号に記載されている。本実施例に
従って調製された細胞抽出物は、単一検出又は本明細書に記載の近接アッセイにおいて使
用することができる。
【０３６５】
原発性又は転移性組織からの腫瘍細胞の単離：
　細胞の単離及び培養：
１）約５～１００ｍｇの非壊死性、非汚染腫瘍組織を外科的に採取し、無菌細胞培養培地
（例えば、１０％ＦＢＳ及び抗生物質を有するＲＭＰＩ－１６４０）を含有する１００ｍ
Ｌボトル内に配置する。
２）試料は、抽出後７２時間以内に室温で貯蔵又は輸送することができる。
３）試料を細胞培養培地中で３回すすぎ洗う。
４）組織は外科用メスにより小片に細分化し、次いで微細なワイヤーメッシュに導通させ
ることにより細胞懸濁液に分解させる。
５）あるいは、細分化された組織を、抗生物質を含有する血清不含細胞培養培地中に希釈
された０．２５％コラゲナーゼＩＩ及び０．００１％ＤＮアーゼを含有するカクテルによ
り処理する。インキュベーションは、穏やかに撹拌しながら１５～２０分間行う。細胞培
養培地により３回洗浄することによる処理後に酵素を除去する。
６）細胞濃度を１０６／ｍＬに調整し、細胞を６ウエルプレート内に播種し、一晩沈降さ
せる。翌日、細胞をトリプシン処理し、リガンドによる刺激及び／又は標的薬による阻害
のためにマイクロタイタープレート内に再播種する。
【０３６６】
解離された腫瘍からの細胞の細胞刺激及び溶解：
　細胞の刺激：
１）成長因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（１０
０ｎＭ）を細胞に添加し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３６７】
　薬物処理による細胞の刺激：
１）試料を治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ及び／又は
ラパマイシンアナログと３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで、因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（
１００ｎＭ）を添加することにより細胞を刺激し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３６８】
　薬物処理による細胞の刺激（フィードバックループ）：
１）試料を治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ及び／又は
ラパマイシンアナログと３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで細胞をＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（
１００ｎＭ）により刺激し、３７℃で１２０分間インキュベートする。
【０３６９】
　刺激された細胞は、下記のプロトコールを使用して溶解させる：
１）新たな溶解緩衝液を、表３に記載の試薬を混合することにより新たに調製する。
２）最終洗浄後、細胞を氷上で１００μＬの冷蔵緩衝液中に再懸濁させる。
３）インキュベーションを氷上で３０分間実施する。
４）混合物を最高速度でマイクロフュージ内で１０分間回転させて溶解物からビーズを分
離する。
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５）溶解物をアッセイのために新しい試験管に移し、又は８０℃で貯蔵する。
【０３７０】
生検標本からの腫瘍細胞の単離：
　細胞の単離及び培養：
１）コア生検物を外科的に抽出し（真空支援生検のための１～２片の生検物とともに、１
４ゲージ針については２つのコア、１６ゲージ針については３つのコア及び１８ゲージ針
については４つのコア）、腫瘍標本のための細胞培養培地を含有する１０ｍＬの無菌バイ
アル内に配置する。
２）試料は、抽出後７２時間以内に室温で貯蔵又は輸送することができる。
３）コア生検物からの細胞材料を、微細なワイヤーメッシュに導通させることにより細胞
懸濁液に分解させる。
４）あるいは、生検物を、抗生物質を含有する細胞培養培地中に希釈された０．２５％コ
ラゲナーゼＩＩ及び０．００１％ＤＮアーゼを含有するカクテルにより処理することがで
きる。インキュベーションは、穏やかに撹拌しながら１５～２０分間行う。細胞培養培地
により３回洗浄することによる処理後に酵素を除去する。
５）細胞濃度を１０６／ｍＬに調整し、細胞を６ウエルプレート内に播種し、一晩沈降さ
せる。翌日、細胞をトリプシン処理し、リガンドによる刺激及び／又は標的薬による阻害
のためにマイクロタイタープレート内に再播種する。
【０３７１】
生検物からの細胞の細胞刺激及び溶解：
　細胞の刺激：
１）成長因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（１０
０ｎＭ）を細胞に添加し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３７２】
　薬物処理による細胞の刺激：
１）試料を治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ及び／又は
ラパマイシンアナログと３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで、因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（
１００ｎＭ）を添加することにより細胞を刺激し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３７３】
　薬物処理による細胞の刺激（フィードバックループ）：
１）試料を治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ及び／又は
ラパマイシンアナログと３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで細胞をＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（
１００ｎＭ）により刺激し、３７℃で１２０分間インキュベートする。
【０３７４】
　刺激された細胞は、下記のプロトコールを使用して溶解させる：
１）新たな溶解緩衝液を、表３に記載の試薬を混合することにより新たに調製する。
２）最終洗浄後、細胞を氷上で１００μＬの冷蔵緩衝液中に再懸濁させる。
３）インキュベーションを氷上で３０分間実施する。
４）混合物を最高速度でマイクロフュージ内で１０分間回転させて溶解物からビーズを分
離する。
５）溶解物をアッセイのために新しい試験管に移し、又は８０℃で貯蔵する。
【０３７５】
組織、生検物又は全血から単離された腫瘍細胞からの一次培養の開始：
　細胞の培養：
１）上記の組織、生検物又は全血から単離された腫瘍細胞を、単離された腫瘍細胞の数に
応じて小さい無菌フラスコ（例えば、Ｔ－２５）、ペトリ皿（例えば、１０ｍｍ）又はプ
レート（例えば、２４ウェルプレート）内で培養する。
２）インキュベーションは、５％ＣＯ２が補給された加湿３７℃インキュベーション内の
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細胞培養培地（例えば、２％ＦＢＳ及び抗生物質を有するＲＭＰＩ－１６４０）中で行う
。経時的に細胞は容器底部上で単層を形成し、分裂し始める。細胞がコンフルエンスに近
付くと、細胞をトリプシン処理し、リガンドによる刺激及び／又は標的薬による阻害のた
めにマイクロタイタープレート内に再播種する。
【０３７６】
組織、生検物又は全血から単離された腫瘍細胞からの一次培養物の細胞刺激及び溶解：
　細胞の刺激：
１）成長因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（１０
０ｎＭ）を細胞に添加し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３７７】
　薬物処理による細胞の刺激：
１）試料を治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ及び／又は
ラパマイシンアナログと３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで、因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（
１００ｎＭ）を添加することにより細胞を刺激し、３７℃で５分間インキュベートする。
【０３７８】
　薬物処理による細胞の刺激（フィードバックループ）：
１）試料を治療有効濃度のＨｅｒｃｅｐｔｉｎ、ラパチニブ、Ｔａｒｃｅｖａ及び／又は
ラパマイシンアナログと３７℃で３０分間インキュベートする。
２）次いで細胞をＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、Ｈｒｇ（１００ｎＭ）及び／又はＩＧＦ（
１００ｎＭ）により刺激し、３７℃で１２０分間インキュベートする。
【０３７９】
　刺激された細胞は、下記のプロトコールを使用して溶解させる：
１）新たな溶解緩衝液を、表３に記載の試薬を混合することにより新たに調製する。
２）最終洗浄後、細胞を氷上で１００μＬの冷蔵緩衝液中に再懸濁させる。
３）インキュベーションを氷上で３０分間実施する。
４）混合物を最高速度でマイクロフュージ内で１０分間回転させて溶解物からビーズを分
離する。
５）溶解物をアッセイのために新しい試験管に移し、又は８０℃で貯蔵する。
【０３８０】
（実施例３）チラミドシグナル増幅による単一検出マイクロアレイＥＬＩＳＡ
　本実施例は、希少循環細胞中のシグナル伝達分子の活性化状態を分析するのに好適な優
れたダイナミックレンジを有するマルチプレックスハイスループット単一検出マイクロア
レイＥＬＩＳＡを説明する。
１）捕捉抗体を、２倍の段階希釈物により１６パッドのＦＡＳＴスライド（Ｗｈａｔｍａ
ｎ　Ｉｎｃ．；Ｆｌｏｒｈａｍ　Ｐａｒｋ，ＮＪ）上にプリントした。
２）一晩乾燥させた後、スライドをＷｈａｔｍａｎブロッキング緩衝液によりブロッキン
グした。
３）８０μＬの細胞溶解物を、１０倍の段階希釈物を含む各パッド上に添加した。スライ
ドを、室温で２時間インキュベートした。
４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎにより６回洗浄した後、８０μＬのビオチン標識検出抗体（例え
ば、リン酸化ｃ－Ｍｅｔを認識するモノクローナル抗体又は活性化状態とは無関係にｃ－
Ｍｅｔを認識するモノクローナル抗体）を室温で２時間インキュベートした。
５）６回洗浄した後、ストレプトアビジン標識セイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＳＡ－
ＨＲＰ）を添加し、１時間インキュベートしてＳＡ－ＨＲＰをビオチン標識検出抗体に結
合させた。
６）シグナル増幅のため、５μｇ／ｍＬの８０μＬのビオチン－チラミドを添加し、１５
分間反応させた。スライドをＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎにより６回、２０％ＤＭＳＯ／ＴＢＳ－
Ｔｗｅｅｎにより２回及びＴＢＳにより１回洗浄した。
７）８０μＬのＳＡ－Ａｌｅｘａ　５５５を添加し、３０分間インキュベートした。次い
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でスライドを２回洗浄し、５分間乾燥させ、マイクロアレイスキャナ（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅ
ｌｍｅｒ，Ｉｎｃ．；Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ）上でスキャンした。
【０３８１】
（実施例４）チラミドシグナル増幅による近接二重検出マイクロアレイＥＬＩＳＡ
　本実施例は、希少循環細胞中のシグナル伝達分子の活性化状態を分析するのに好適な優
れたダイナミックレンジを有するマルチプレックスハイスループット近接二重検出マイク
ロアレイＥＬＩＳＡを説明する。
１）捕捉抗体を、１ｍｇ／ｍＬから０．００４ｍｇ／ｍＬの範囲内の連続希釈物を含む１
６パッドのＦＡＳＴスライド（Ｗｈａｔｍａｎ　Ｉｎｃ．）上でプリントした。
２）一晩乾燥させた後、スライドをＷｈａｔｍａｎブロッキング緩衝液によりブロッキン
グした。
３）８０μＬのＡ４３１細胞溶解物を、１０倍の連続希釈物を有する各パッド上に添加し
た。スライドを室温で２時間インキュベートした。
４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎにより６回洗浄した後、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ／２％ＢＳＡ／１％
ＦＢＳ中に希釈された近接アッセイのための８０μＬの検出抗体をスライドに添加した。
インキュベーションを室温で２時間行った。
　ａ）非限定的な例として、検出抗体は以下のものを含むことができる：（ｉ）グルコー
スオキシダーゼ（ＧＯ）に直接コンジュゲートされた抗ｃ－Ｍｅｔモノクローナル抗体；
及び（ｉｉ）セイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に直接コンジュゲートされたリ
ン酸化ｃ－Ｍｅｔを認識するモノクローナル抗体。
　ｂ）あるいは、検出工程は、リン酸化ｃ－Ｍｅｔを認識するモノクローナル抗体のビオ
チン－コンジュゲートを利用することができる。これらの例において、６回洗浄した後、
ストレプトアビジン－ＨＲＰによる１時間のインキュベーションの追加の連続工程を含め
る。
　ｃ）あるいは、検出工程は、抗ｃ－Ｍｅｔ抗体のオリゴヌクレオチド媒介グルコースオ
キシダーゼ（ＧＯ）コンジュゲートを利用することができる。リン酸化ｃ－Ｍｅｔ抗体に
直接コンジュゲートされた、又はＨＲＰのビオチン－ストレプトアビジン（ＳＡ）結合コ
ンジュゲートのいずれかを使用することができる。
５）シグナル増幅のため、５μｇ／ｍＬの８０μＬのビオチン－チラミドを添加し、１５
分間反応させた。スライドをＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎにより６回、２０％ＤＭＳＯ／ＴＢＳ－
Ｔｗｅｅｎにより２回及びＴＢＳにより１回洗浄した。
６）８０μＬのＳＡ－Ａｌｅｘａ５５５を添加し、３０分間インキュベートした。次いで
スライドを２回洗浄し、５分間乾燥させ、マイクロアレイスキャナ（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌ
ｍｅｒ　Ｉｎｃ．）上でスキャンした。
【０３８２】
（実施例５）薬物選択のための活性化プロファイルの作成
　本発明の方法及び組成物は、癌治療のための薬物選択に適用することができる。典型的
なプロトコールは、２種のプロファイル、すなわち参照活性化プロファイル及び試験活性
化プロファイルを作成し、次いでこれらを比較して特定の薬物治療レジメンの効力を決定
することを必要とする（図２参照）。
【０３８３】
参照活性化プロファイル
　参照活性化プロファイルを導出するため、血液又は細針吸引液（ＦＮＡ）試料は、抗癌
薬治療前に特定のタイプの癌（例えば、胃癌）を有する患者から得る。癌性腫瘍に由来す
る希少循環細胞は、血液試料から単離し、又は腫瘍細胞は、例えば、本明細書により詳細
に記載された免疫磁気分離技術を使用してＦＮＡ試料から単離する。単離された細胞は、
１種以上の成長因子を用いてインビトロで刺激することができる。次いで、刺激された細
胞を溶解させて細胞抽出物を生成する。細胞抽出物は、活性化状態が患者の癌のタイプに
おいて変化され得るシグナル伝達分子に特異的な捕捉抗体のパネルの希釈系列を含有する
アドレス可能なアレイに適用する。単一検出又は近接アッセイは、適切な検出抗体（例え
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ば、活性化状態非依存性抗体及び／又は活性化状態依存性抗体）を使用して実施して対象
となる各シグナル伝達分子の活性化状態を決定する。表２に示した「経路選択」表は、患
者の癌のタイプに基づいてどの活性化状態を検出すべきかを選択するために特に有用であ
る。例えば、ある患者は、表２の「経路１」に記載のＥＧＦＲ経路の活性化状態を提示す
る癌のタイプを有し得る。あるいは、別の患者は、表２の「経路２」に記載のＥＧＦＲ経
路の活性化状態を提示する別の癌のタイプを有し得る。従って、参照活性化プロファイル
は、任意の抗癌薬の非存在下で患者の癌におけるシグナル伝達分子の活性化状態を提供す
るように作成する。
【０３８４】
試験活性化プロファイル
　試験活性化プロファイルを得るため、第２の血液又はＦＮＡ試料を、抗癌薬治療前又は
抗癌薬の投与後のいずれかに（例えば、癌治療の過程を通して任意の時点に）特定タイプ
の癌（例えば、胃癌）を有する患者から得る。癌性腫瘍に由来する希少循環細胞を血液試
料から単離し、又は腫瘍細胞をＦＮＡ試料から単離する。単離された細胞を抗癌薬による
治療を受けていない対象から得る場合、単離された細胞を、上記の参照活性化プロファイ
ルから決定された活性化シグナル伝達分子の１種以上を標的とする抗癌薬とインキュベー
トする。「薬物選択」表（表１）は、特異的活性化標的シグナル伝達分子を阻害する、承
認されている又は臨床試験下の適切な抗癌薬を選択するために特に有用である。例えば、
ＥＧＦＲが活性化されていることが参照活性化プロファイルから決定された場合、細胞を
表１の欄「Ａ」又は「Ｂ」に列挙した薬物の１種以上とインキュベートすることができる
。次いで、単離された細胞を１種以上の成長因子によりインビトロで刺激することができ
る。次いで、単離された細胞を溶解させて細胞抽出物を生成する。細胞抽出物をアドレス
可能なアレイに適用し、近接アッセイを実施して対象となる各シグナル伝達分子の活性化
状態を決定する。従って、患者のための試験活性化プロファイルを、特定の抗癌薬の存在
下での患者の癌におけるシグナル伝達分子の活性化状態を提供するように作成する。
【０３８５】
薬物の選択
　抗癌薬は、試験活性化プロファイルを対照活性化プロファイルと比較することにより、
患者の癌の治療に好適か不適かを決定する。例えば、薬物治療により、ほとんど又は全部
のシグナル伝達分子が薬物の非存在下よりも実質的に低く活性化される場合、例えば、薬
物を用いない強い活性化から薬物を用いた弱い又は極めて弱い活性化への変化が引き起こ
される場合、治療は患者の癌に好適であると決定する。このような例において、治療は薬
物療法を受けていない患者においては好適な抗癌薬を用いて開始し、又は薬物を既に摂取
している患者においては好適な抗癌薬による後続の治療を継続する。しかしながら、薬物
治療が患者の癌の治療に不適とみなした場合、異なる薬物を選択及び使用して新規な試験
活性化プロファイルを作成し、次いでこのプロファイルを参照活性化プロファイルと比較
する。このような例において、治療は薬物療法を受けていない患者においては好適な抗癌
薬により開始し、又は不適な薬物を現在摂取している患者においては後続の治療を好適な
抗癌薬に変更する。
【０３８６】
（実施例６）抗癌薬療法選択のためにｃ－Ｍｅｔ活性化を検出する方法
　本実施例は、抗ｃ－Ｍｅｔ阻害剤に対して応答する患者を同定するための、及び抗ｃ－
Ｍｅｔ阻害剤と他の標的剤との組合せから利益を受ける患者を同定するための、本明細書
に記載のマルチプレックス化タンパク質マイクロアレイプラットフォームの使用を説明す
る。
【０３８７】
　乳癌、肝臓癌、肺癌、卵巣癌、腎臓癌及び甲状腺癌を含む広範なヒト悪性腫瘍は、ｃ－
Ｍｅｔ刺激の持続、過剰発現又は突然変異を示す。特に、ｃ－Ｍｅｔの活性化突然変異は
、乳頭状腎臓癌の特定の遺伝型を有する患者において明確に同定されており、このことは
、ｃ－Ｍｅｔがヒト腫瘍発生に直接関与していることを示している。ｃ－Ｍｅｔ受容体の
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調節不全又はこのリガンドの肝細胞成長因子（ＨＧＦ）の過剰発現に起因するｃ－Ｍｅｔ
シグナリング経路のアベラントなシグナリングは、悪性表現型と関連している。
【０３８８】
　ｃ－Ｍｅｔシグナリングがいくつかの癌の進行及び拡散に関与する広範な証拠並びに疾
患におけるこの役割についての理解の向上は、癌薬物開発における主な標的としてｃ－Ｍ
ｅｔ及びＨＧＦへのかなりの関心を生み出した。この関心は、潜在的な臨床用途を有する
種々のｃ－Ｍｅｔ経路アンタゴニストの開発をもたらした。経路選択的抗癌薬開発のこの
３種の主なアプローチは、リガンド／受容体相互作用の拮抗作用、チロシンキナーゼ触媒
活性の阻害及び受容体／エフェクター相互作用の遮断を含む。
【０３８９】
　いくつかのｃ－Ｍｅｔアンタゴニストが、目下臨床調査中である。モノクローナル抗体
及び小分子チロシンキナーゼ阻害剤の両方を含むこれらの薬剤のいくつかの前臨床結果は
、有望である。興味深いことに、ｃ－Ｍｅｔ増幅を有する患者は、チロシンキナーゼ阻害
剤に対して応答しない。いくつかの多標的療法も臨床において調査中であり、特にチロシ
ンキナーゼ阻害に関して見込みがあると実証されている。
【０３９０】
　ｃ－Ｍｅｔ受容体チロシンキナーゼは、多くの悪性腫瘍において過剰発現され得、生物
学的及び生化学的機能において重要である。ｃ－Ｍｅｔ受容体の活性化は、細胞成長、浸
潤、血管新生及び転移の増加をもたらし得る。チロシンキナーゼドメイン、膜近傍ドメイ
ン又はセマホリンドメイン内の増幅及び／又は活性化突然変異が、ｃ－Ｍｅｔについて同
定されている。多数の治療方針がｃ－Ｍｅｔを阻害するために用いられている。いくつか
の臨床試験は、種々の悪性腫瘍についてｃ－Ｍｅｔ及びこのリガンドの肝細胞成長因子（
ＨＧＦ）を調査している。従って、患者全血又は細針吸引液（ＦＮＡ）試料中に見出され
る限定数の癌細胞においてｃ－Ｍｅｔリン酸化をプロファイリングする方法は、疾患病因
全体への貴重な見識を提供し、従ってより良好な抗癌療法選択をもたらす。
【０３９１】
　図３は、Ａ４３１扁平上皮癌細胞においてｃ－ＭｅｔリガンドＨＧＦがｃ－Ｍｅｔリン
酸化を刺激したが、ＨＥＲ２リン酸化は刺激しなかったことを示す。ＨＥＲ２リン酸化は
、ＨＧＦ処理によりわずかに減少した。
【０３９２】
　図４は、ＨＣＣ８２７肺癌細胞においてｃ－Ｍｅｔが高度にリン酸化されたことを示す
。ＨＧＦ処理により、これらのＨＣＣ８２７細胞においてｃ－Ｍｅｔリン酸化が約４倍だ
け増加した。ＨＥＲ２リン酸化は、ＨＧＦ処理により影響を受けなかった。
【０３９３】
　本明細書に記載のマルチプレックス化タンパク質マイクロアレイプラットフォームは、
標的タンパク質がマイクロアレイ表面上で捕捉されると、２種の検出酵素にコンジュゲー
トされた抗体の共局在化を要する固有の免疫複合体の形成を利用する。近接している２種
の検出酵素（例えば、グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）及びセイヨウワサビペルオキシダ
ーゼ（ＨＲＰ））間のチャネリング事象により、受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）、例
えばｃ－Ｍｅｔのプロファイリングが極限感度で可能となる。分析特異性は、３種の異な
る抗体の同時結合についての要件を前提として大きく向上する。特に、マルチプレックス
化近接アッセイは、（１）マルチプレックス化タンパク質マイクロアレイプラットフォー
ムを（２）三重抗体酵素チャネリングシグナル増幅プロセスと組み合わせてベースとする
。固有及び新規な設計は、特異性を保存しつつ超高感度を付与する三重抗体酵素アプロー
チにより提供される：
（１）選択された標的は、マイクロアレイ表面上に段階希釈物でプリントされた標的特異
性抗体により捕捉される。このフォーマットは、結合した各標的タンパク質ごとに後続の
チャネリング事象のために酵素と結合している２種の追加の検出抗体の共局在化を要する
（図５）。
（２）捕捉抗体による最初の標的結合及び捕捉された標的分子上の択一的エピトープを認
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識するＧＯ（１０５／分のＴＯＮ）にコンジュゲートされた抗体の二次結合により形成さ
れた免疫複合体は、ＧＯ基質グルコースの存在下でＨ２Ｏ２を生成することができる。
（３）次いで、Ｈ２Ｏ２の標的特異的局所流入は、捕捉された標的上のリン酸化ペプチド
に結合するＨＲＰ（１０４／分のＴＯＮ）にコンジュゲートされたホスホペプチド特異的
抗体により利用され、従って標的特異的シグナルが増幅される。リン酸化標的を検出する
ための特異性は、３種の異なるタイプの抗体の同時結合のための要件を前提にすると、共
同免疫検出及び増幅プロセスを介して大きく増加される。約２～３×１０４回という少な
いリン酸化事象の検出及び定量は、この検出を「単」細胞レベルにする本方法により定型
的に達成される。ある例において、この共同免疫アッセイの構成は、タンパク質相互作用
及び活性化状態を調査するために更に適用することができる。
【０３９４】
　表４は、ｃ－Ｍｅｔ発現、突然変異又は活性化を有する原発性腫瘍を有する患者のパー
センテージを説明する。興味深いことに、胃癌においてＭＥＴ増幅を有する患者は、ｃ－
Ｍｅｔ阻害剤に対して応答しない。

【表４】

【０３９５】
　ｃ－Ｍｅｔは、キナーゼ、例えば、ＲＯＮ、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ＰＩ３Ｋ
及びＳＨＣと相互作用し、これらをリン酸化することが実証されている。ｃ－Ｍｅｔは、
他のキナーゼ、例えば、ｐ９５ＨＥＲ２、ＩＧＦ－１Ｒ、ｃ－ＫＩＴなどとも相互作用し
得る。本明細書に記載のマルチプレックス化タンパク質マイクロアレイは、患者全血（例
えば、循環腫瘍細胞）又はＦＮＡ試料中に見出される限定数の癌細胞を使用してこれらの
キナーゼ及びこれらの経路の１種以上を状態を調査するために実施することができる。ア
ッセイの結果は、各個々の患者について適正な抗癌療法の決定を可能とする。
【０３９６】
　図６は、以下のマーカーの発現及び／又は活性化状態を決定するための本発明の例示的
なアドレス可能なアレイを説明する：ｃ－ＭＥＴ、ＨＥＲ１／ＥｒｂＢ１、ＨＥＲ２／Ｅ
ｒｂＢ２、ｐ９５ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ３／ＥｒｂＢ３、ＩＧＦ－１Ｒ、ＲＯＮ、ｃ－ＫＩ
Ｔ、ＰＩ３Ｋ、ＳＨＣ、ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２及びＶＥＧＦＲ３。近接アッセイマ
イクロアレイフォーマットを使用するこれらの受容体チロシンキナーゼ及びこれらの経路
の調査により、有利には、特定のｃ－Ｍｅｔ阻害剤療法に対する患者の応答の予測が可能
となる。非限定的な例として、ＸＬ－８８０に対して応答する患者は、活性化されたｃ－
ＭＥＴ及びＶＥＧＦＲ２を有する一方、非応答者は活性化されたＲＴＫの組合せを有する
。重要なことに、近接アッセイマイクロアレイプラットフォームは、適切な組合せ療法を
選択するために使用することもできる。例えば、活性化されたｃ－ＭＥＴ、ＶＥＧＦＲ２
及びＥＧＦＲを有する患者は、Ｉｒｅｓｓａ＋ＸＬ８８０の組合せにより治療すべきであ
る一方、活性化されたｃ－ＭＥＴ、ＶＥＧＦＲ２、ＥｒｂＢ１、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３
及びｐ９５ＥｒｂＢ２を有する患者はＴｙｋｅｒｂ＋ＸＬ８８０により治療すべきである
。
【０３９７】
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　マルチプレックス化近接媒介プラットフォームは、有利には、限定量の試料においてＲ
ＴＫ、例えば、ｃ－Ｍｅｔの活性化を検出するための単細胞レベルの感度を提供する。従
って、転移性癌を有する患者から得られた循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）及び／又はｍＦＮＡ試
料をプロファイリングしてオーダーメード療法及びインパクトのある臨床診療のための貴
重な情報を提供することができる。
【０３９８】
（実施例７）抗癌薬療法選択のための近接アッセイを使用する胃癌のプロファイリング
　腫瘍組織の逐次サンプリングに基づくキナーゼ及び他のシグナル伝達経路分子の発現／
活性化プロファイリングは、時間及び治療に応じて腫瘍細胞において生じる変化に基づく
貴重な情報を提供する。腫瘍進行のこの一時的なプロファイリングにより、臨床医が各患
者において急速に発達する癌シグネチャーを追跡することが可能となる。本実施例は、胃
癌に関与する受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）経路の発現のレベル及びリン酸化の程度
を検出するための新規で堅牢なアッセイを説明し、単細胞レベルの感度を有するこのよう
な治療ガイド診断システムを使用する利点を実証する。本アッセイは、一般に、試料、例
えば、細針吸引液（ＦＮＡ）及び血液に依存し、このような試料から得られた限定量の癌
細胞の調査のための高い感度及び特異性を達成する。
【０３９９】
　本実施例は更に、（１）胃癌における９５Ｈｅｒ２の頻度を検査することにより；（２
）臨床病理学的可変要素と胃癌におけるｐ９５Ｈｅｒ２との相関を分析することにより；
（３）Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ耐性ｐ９５Ｈｅｒ２（＋）胃癌からのインビトロでの前臨床デ
ータと相関付けることにより；及び（４）ｐ９５Ｈｅｒ２（＋）胃癌患者においてラパチ
ニブベースの治療について臨床試験を実行することにより、ｐ９５Ｈｅｒ２（＋）胃癌の
発生率及び臨床的特徴を評価することを目的とする。
【０４００】
　胃癌は、世界規模で主な癌による死因であり、発病率は１年当たり１８．９人／１００
０００人である。胃癌の発病率は、９３４０００人の症例と推定され、新たな症例の５６
％は西アジアにおいて生じている。胃癌は、２００２年のＣｅｎｔｒａｌ　Ｔｕｍｏｒ　
Ｒｅｇｉｓｔｒｙデータによれば、韓国において全ての癌の２０．８％を占めている。胃
切除は胃癌患者における唯一の根治治療であるが、根治手術後４０～６０％に及ぶ高い再
発率が依然として不良な全生存率の一因となっている。アジュバント試験における指標と
なる研究の１つは、Ｕ．Ｓ．Ｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐの研究ＩＮＴ－０１１６であり、この
研究は、ほとんどのＤ０－Ｄ１結節切除胃癌患者における５－フルオロウラシル（５－Ｆ
Ｕ）／ロイコボリン及び４５Ｇｙ放射線による化学放射線療法からの顕著により良好な生
存率を報告している。更に、アジュバント化学放射線療法（ＩＮＴ－０１１６）からの潜
在的な生存利益が、Ｄ２切除患者において近年実証された。
【０４０１】
　生存率を更に改善するため、患者オーダーメード治療方針の開発に進展する、アジュバ
ント化学放射線療法後の生存率又は再発率についての信頼性のある分子診断マーカーを同
定する緊急の必要性が存在する。更に、胃癌療法の改善は、最終的には、新規治療アプロ
ーチに依存する。
【０４０２】
　ＲＴＫは、膜貫通ドメイン及びチロシンキナーゼモチーフを特徴とする５６種のタンパ
ク質のファミリーである。これらは、細胞シグナリングにおいて機能し、成長、分化、接
着、遊走及びアポトーシスを調節するシグナルを伝達する。ＲＴＫの突然変異活性化及び
／又は過剰発現は、細胞を変形させ、癌の発達において重要な役割を担うことが多い。こ
のような理由のため、ＲＴＫは、種々の分子標的剤、例えば、トラスツズマブ、セツキシ
マブ、ゲフィチニブ、エルロチニブ、スニチニブ、イマチニブ、ニロチニブなどの標的と
なっている。胃癌における５６種の既知のＲＴＫの相対遺伝子発現レベルの中央値は、Ｅ
ＧＦＲ、ＦＧＦＲ及びＶＥＧＦＲサブタイプを含むいくつかのＲＴＫが胃癌に存在するこ
とを示す。
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【０４０３】
　近年、ＨＥＲ２（＋）胃癌においてカペシタビン＋シスプラチン（ＸＰ）とＸＰ＋トラ
スツズマブを比較したＴｏＧＡ臨床試験の中間分析は、トラスツズマブ群において自由生
存率の進行の顕著な延長を実証した。興味深いことに、トラスズマブ耐性の機序の１つは
、細胞外トラスツズマブ結合ドメインを欠損するＨＥＲ２受容体のトランケート化形態ｐ
９５ＨＥＲ２の蓄積である。近年の研究は、ｐ９５ＨＥＲ２を発現する乳房腫瘍がトラス
ツズマブに耐性であり、代替的又は追加的な抗ＨＥＲ２標的化方針、例えば、トラスツズ
マブ及びラパチニブによる組合せ療法を要し得ることを実証した。従って、ｐ９５ＨＥＲ
２発現の頻度を確立して胃癌におけるＨＥＲ２標的剤を取り込む将来的な臨床試験の基礎
を作ることが重要である。
【０４０４】
　本明細書に記載のマルチプレックス化タンパク質マイクロアレイプラットフォームは、
胃癌と関連するキナーゼ及び他のシグナル伝達経路分子の発現／活性化を調査するために
使用することができる。従って、患者全血又は細針吸引液（ＦＮＡ）試料に見出される限
定数の癌細胞中の胃癌マーカーをプロファイリングする方法は，全疾患病因への貴重な見
識を提供し、従ってより良好な抗癌療法選択をもたらす。
【０４０５】
　全血又はＦＮＡ試料は、本明細書に記載の近接アッセイを使用するＲＴＫ経路調査のた
めに胃癌を有する患者から得ることができる。あるいは、経路分析のための試料は、冷凍
組織から、切片化又は冷凍ＦＮＡ手順の実施により得ることができる。ある例において、
組織切片化は、後続のプロファイル分析のための冷凍標本について好ましい方法である一
方、比較的非侵襲的なＦＮＡ手順は、臨床環境において患者（及びゼノグラフト）から試
料を得るのに好ましい方法である。
【０４０６】
　冷凍組織試料は、以下の方法により回収することができる：
　オプション番号１組織切片回収：
１．プラスチック秤量ボートをドライアイス上で保持し、このボート内で試料切断を行う
。
　ａ．材料を冷蔵するため、かみそり刃又はミクロトームブレード、微細鉗子及び予備標
識試料回収バイアルをドライアイス上で保持する。
２．冷凍ヒト癌組織を－８０℃フリーザーから取り出し、試料を直ちにドライアイス上に
移す。
３．冷凍組織をドライアイス上の秤量ボートに移し、かみそり刃又はミクロトームブレー
ドを使用して冷凍組織を小片（１０μｍ切片×３）に切断し、予備冷蔵鉗子を使用して組
織を予備冷蔵及び予備標識された試料回収バイアルに移す。
４．キャップを閉じ、これをドライアイス上で保持する。
５．回収された標本を、最初に二重プラスチックバッグ中に配置し、次いでＳｔｙｒｏｆ
ｏａｍ容器（一次容器）中に適切量のドライアイスとともに配置する。
　ａ．少なくとも６～８ポンドのドライアイスを使用する。夏季においてはより多くのド
ライアイスを使用する。
　注：正確な量のドライアイスは、輸送会社との協議後に決定する。
　ｂ．必要な許可及びドキュメンテーションについて国際的な輸送プロセスのために輸送
会社と協議する。
　ｃ．湿った氷又は冷却剤（すなわち、クールパック）は使用しない。
６．必要条件を確認し、試料リストをボックス中に配置するが、二重バッグの外側に配置
する。
７．容器を安全に密封し、「冷凍組織－解凍不可」のラベルを貼る。
　オプション番号２冷凍組織からのＦＮＡ調製：
１．冷凍ヒト癌組織を－８０℃フリーザーから取り出し、試料バイアルを直ちにドライア
イス上に移す。
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せるべきである。
３．ＦＮＡ試料回収は、２３又は２５ゲージ針を軟化した冷凍組織に５から１０回通すこ
とにより実施すべきである。残りの試料バイアルをドライアイスに戻す。
４．ＦＮＡ試料回収バイアルの蓋をアルコールにより拭く。
５．冷凍ＦＮＡ試料は、１００μＬの「タンパク質後溶液」（Ｐｒｏｍｅｔｈｅｕｓ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を含有する回収バイアル中への直
接注射により回収すべきである。回収された組織材料を、内容物を穏やかに混合すること
により分注する。
６．ＦＮＡ回収バイアルを片手によりしっかり固定し、急速な指によるタッピング（約１
５×）を実施して完全な細胞溶解を確保する（可能な場合、１０秒間ボルテックスにかけ
る）。
７．回収された標本を、最初に二重プラスチックバッグ中に配置し、次いでＳｔｙｒｏｆ
ｏａｍ容器（一次容器）中にクールパックとともに配置する。
　ａ．必要な許可及びドキュメンテーションについて国際的な輸送プロセスのために輸送
会社と協議する。
８．必要条件を確認し、試料リストをボックス中に配置するが、二重バッグの外側に配置
する。
９．容器を安全に密封し、「生物学的標本」のラベルを貼る。
【０４０７】
　図７は、以下のマーカーの発現及び／又は活性化状態に基づき、胃癌において活性化さ
れるシグナル伝達経路をプロファイリングするための本発明の例示的なアドレス可能なア
レイを説明する：ＨＥＲ１／ＥｒｂＢ１、ＨＥＲ２／ＥｒｂＢ２、ＨＥＲ３／ＥｒｂＢ３
、ｐ９５ＨＥＲ２／ｐ９５ＥｒｂＢ２、ＩＧＦ－１Ｒ、ｃ－ＭＥＴ、ＰＩ３Ｋ、ＳＨＣ、
Ａｋｔ及びＥｒｋ。この活性化プロファイルは、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｃ－Ｍｅｔ、ＰＩ
３Ｋ、Ａｋｔ及びＦＧＦＲ２を含むいくつかの分子標的（発現）について現在プロファイ
リングされている５００個の胃癌標本のコホートからの結果と比較することができる。近
接アッセイマイクロアレイフォーマットを使用するこれらのＲＴＫ及びこれらの経路の調
査により、有利には、胃癌の治療のための特定の治療レジメンに対する患者の応答の予測
が可能となる。更に、近接アッセイマイクロアレイ技術に基づくＲＴＫ発現／活性化プロ
ファイルは、ＲＴＫ標的療法に基づく臨床試験を支援することができる。現在、ラパチニ
ブは、ＬＯＧｉＣ試験において臨床調査中であり、この試験において、カペシタビン＋オ
キサリプラチン（ＣａｐｅＯｘ）の化学療法レジメンへのラパニチブの添加が、進行する
時間の延長及びＥｒｂＢ２遺伝子の増幅を有する局所的に進行性、切除不可能な、又は転
移性の胃癌、食道癌又は胃食道接合部癌を有する患者の全生存率におけるこの影響につい
て評価されている。従って、ＨＥＲ２の発現に加え、活性化された９５ＥｒｂＢ２、ＨＥ
Ｒ２及びＨＥＲ１について各疾患をプロファイリングすることは、ＨＥＲ２標的療法につ
いて適切な患者を選択するための臨床的に関連する情報を提供する。
【０４０８】
　非限定的な例として、本明細書に記載の近接アッセイにより決定された、活性化ｐ９５
ＥｒｂＢ２及び／又は活性化ＨＥＲ２及び／又は活性化ＨＥＲ１を有するＥｒｂＢ２陽性
の進行性又は転移性の胃癌、食道癌又は胃食道癌を有する患者は、カペシタビン＋オキサ
リプラチンの組合せにより治療すべきである一方、非活性化ＨＥＲ２を有する患者は、カ
ペシタビン、オキサリプラチン及びラパチニブの組合せにより治療すべきである：
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【０４０９】
　マルチプレックス化近接媒介プラットフォームは、有利には、限定量の試料においてＲ
ＴＫ及びこれらの経路の活性化を検出するための単細胞レベルの感度を提供する。従って
、胃癌を有する患者から得られたＣＴＣ及び／又はｍＦＮＡ試料をプロファイリングして
オーダーメード療法及びインパクトのある臨床診療のための貴重な情報を提供することが
できる。
【０４１０】
（実施例８）遺伝子発現パネルによる一次起源組織決定後の治療のための患者の選択
　全転移性腫瘍の約３％～５％は、原発不明癌（ＣＵＰ）のカテゴリーに分類される。起
源組織の正確な診断は、現行療法が多分に解剖学的部位に基づいているので、治療の決定
において重要である。遺伝子発現パネルは、最初に胃癌を有すると診断された患者に与え
られる治療と一致する治療から利益が得られるであろう転移性胃癌を有する患者の同定に
おいて有用であり得る。好適なシステムには、限定されるものではないが、マイクロＲＮ
Ａの発現パターンの分析を通して癌及び起源組織を分類するＲｏｓｅｔｔａ　Ｇｅｎｏｍ
ｉｃｓ　ＣＵＰアッセイ（例えば、ＰＣＴ国際公開第０８／１１７２７８号参照）；９２
種の遺伝子を測定して３９種の腫瘍タイプについて原発起源部位を同定するＲＴ－ＰＣＲ
ベースの発現アッセイであるＡｖｉａｒａ　ＤＸ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）Ｃａｎｃｅ
ｒＴＹＰＥ　ＩＤ（商品名）アッセイ；及びマイクロアレイ上で１６００種超の遺伝子の
発現を測定し、１５種の既知の組織タイプに対して腫瘍の遺伝子発現「シグニチャー」を
比較する、Ｐａｔｈｗｏｒｋ（商品名）起源組織検査（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）が含
まれる。患者の原発性癌の組織が食道及び／又は胃であると同定されると、経路活性化プ
ロファイルを使用して適切な標的療法を選択して治療スケジュールに含めることができる
。
【０４１１】
　以下のプロトコールは、胃癌、食道癌又は胃食道癌を治療するのに適切な標的療法又は
標的療法の組合せを選択するために活性化状態プロファイリングと結び付けて遺伝子発現
プロファイリングが使用される、本発明の例示的な実施態様を提供する：
１）転移性腫瘍から外科的又は細針生検のいずれかにより切除された厚さ７μｍの組織切
片を載せた２枚以上のガラススライドを患者から得る。これらの細胞をホルマリン中で固
定し、パラフィン（ＦＦＰＥ）内に包埋する。１枚の追加の同一腫瘍のスライドをＨ＆Ｅ
により染色する。
２）病理学者は、Ｈ＆Ｅスライドを精査し、ＣａｎｃｅｒＴＹＰＥ　ＩＤ（商品名）アッ
セイのために回収すべき領域を示す。スライドを分析のためにＡｖｉａｒａ　ＤＸに送付
する。
３）Ａｖｉａｒａ　ＤＸからの試験報告書は、ｋ近傍分析から決定された上位５つの最も
可能性が高い起源部位を示し、予測が導出される。患者のための予測が原発不明腫瘍とし
て食道及び／又は胃を示す場合、患者の腫瘍細胞を経路活性化について査定することがで
きる。
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４）腫瘍細胞（例えば、ＣＴＣ）を、実施例１に記載のとおり血液から単離し、分析のた
めに調製する。あるいは、細針生検物を使用して実施例２に記載のとおり腫瘍細胞抽出物
を調製することができる。細胞調製物は、実施例３又は実施例４に記載のとおりアッセイ
する。活性化プロファイルは、実施例６又は実施例７に記載のものと類似の様式において
評価する。適切な標的療法又は標的療法の組合せを選択する。
【０４１２】
（実施例９）胃癌患者におけるシグナル伝達経路タンパク質の機能的プロファイリング
　胃切除は胃癌（ＧＣＡ）患者における唯一の根治治療であるが、根治手術後の４０～６
０％に及ぶ高い再発率が依然として不良な全生存率の一因となっている。生存率を更に改
善するため、患者オーダーメード治療方針の開発に進展する、アジュバント化学放射線療
法後の生存率又は再発率についての信頼性のある分子診断マーカーを同定する緊急の必要
性が存在する。胃癌療法の改善は、最終的には、癌増殖に重要な分子を標的とする新規治
療アプローチに依存する。伝達経路タンパク質は細胞シグナリングにおいて機能し、成長
、分化、接着、遊走及びアポトーシスを調節するシグナルを伝達するので、これらは種々
の治療剤の標的となっている。本明細書に記載のマルチプレックス化免疫アッセイプラッ
トフォームは、これらの伝達経路タンパク質の機能的プロファイリングに利用することが
できる。
【０４１３】
　共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ）は、２種の検出抗体の共局在化を要する固有の免
疫複合体の形成を利用するマルチプレックス化タンパク質マイクロアレイプラットフォー
ムである。検出抗体は、対応するチャネリング酵素グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）及び
セイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）にコンジュゲートされている。標的タンパク
質が捕捉抗体により結合されると、近接しているＧＯとＨＲＰとのチャネリング事象によ
り、標的タンパク質のプロファイリングが極限感度で可能となる。ＣＯＰＩＡは、極度に
高い分析特異性を達成する。それというのも、これがシグナル発生／増幅のための標的特
異的近接内で複数の実体を要するからである。ＣＯＰＩＡは、各特異的標的タンパク質に
ついて、トランケート化標的（すなわち、ｐ９５ＨＥＲ２）の、これらの正常な対応物（
すなわち、ＨＥＲ２）からのディファレンシャルな検出が可能となるように構成すること
もできる。ＣＯＰＩＡを適用してＧＣＡ患者から回収された冷凍組織におけるシグナリン
グタンパク質の発現及び活性化のレベルを調査した。
【０４１４】
　本実施例は、ＧＣＡ患者におけるＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、Ｉ
ＧＦ１－Ｒ、ｃ－ＭＥＴ、ＰＩ３Ｋ、Ｓｈｃ、ＶＥＧＦＲ、ｐａｎＣＫ及び他のシグナル
伝達経路タンパク質の発現の有病率並びにこれらの活性化のレベルを実証する。胃癌療法
の改善は、最終的には、機能的プロファイリングにより同定される特異マーカーを標的と
する新規治療アプローチに依存する。疾患プロファイルは再発性癌において、及び異なる
治療圧力下でシフトすることが多いので、「発達／異種疾患」から得られた試料（入手可
能性が限定されることが多い）を分析することにより得られた臨床情報は、臨床医がこれ
らの疾患治療オプションを「個人の」癌プロファイル－シフトに従って各患者に調整する
のを補助することができる。
【０４１５】
（実施例１０）胃癌患者における複数のシグナル経路タンパク質の機能的プロファイリン
グ
要旨
　胃切除は胃癌（ＧＣＡ）患者における唯一の根治治療であるが、根治手術後の４０～６
０％に及ぶ高い再発率が依然として不良な全生存率の一因となっている。生存率を更に改
善するため、患者オーダーメード治療方針の開発に進展する、アジュバント化学放射線療
法後の生存率又は再発率についての信頼性のある分子診断マーカーを同定する緊急の必要
性が存在する。従って、本発明者らは、マルチプレックス化免疫マイクロアレイプラット
フォームを使用するシグナル伝達経路タンパク質の機能的プロファイリングのためのマル
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チプレックス化免疫アッセイプラットフォームを開発した。本実施例は、ＧＣＡにおける
ＨＥＲ２、ＨＥＲ１、ＨＥＲ３、ＰＩ３Ｋ、ｃＭＥＴ及びＩＧＦ１Ｒの機能的プロファイ
リングを実証する。
【０４１６】
導入
　胃癌は、世界規模で主な癌による死因であり、発病率は１年当たり１８．９人／１００
０００人であり、致死率は１年当たり１４．７人／１０００００人である。転移性胃癌は
、不良な予後に起因して腫瘍内科医にとって治療的な困難性が残存している。胃癌のため
の新規治療標的を追求して、ＨＥＲ２過剰発現が試験されており、胃腫瘍及び胃食道腫瘍
の６～３５％で報告された。ＨＥＲ２を選択的に標的とするヒト化モノクローナル抗体ト
ラスツズマブは、ＨＥＲ２（＋）転移性乳癌を有する患者において生存利益を示している
。注目すべきは、ＨＥＲ２過剰発現する乳癌患者の７０～８０％は、初回又は獲得耐性の
いずれかに起因してトラスツズマブに対して応答しない。トラスツズマブ耐性についての
重要な機序の１つは、細胞外トラスツズマブ結合ドメインを欠損するＨＥＲ２トランケー
ト化形態（ｐ９５－ＨＥＲ２）の蓄積である。本明細書において本発明者らは、胃癌にお
けるＨＥＲ２標的剤を取り込む将来的な臨床試験のための基礎を作るため、ＨＥＲ２、ｐ
９５－ＨＥＲ２及びＨＥＲ２活性化についてトランス活性化潜在性を有する他の経路タン
パク質の発現／活性化プロファイリングを報告する。
【０４１７】
方法
　共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ）：組織溶解物中に存在する標的タンパク質をニト
ロセルロース表面上にプリントされた特異的捕捉抗体に結合させ、未結合の非標的タンパ
ク質をスライドから除去する。グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）にコンジュゲートされた
、捕捉された標的タンパク質上の択一的エピトープに対する一方の検出抗体と、ＨＲＰに
コンジュゲートされた、標的タンパク質上のリン酸化部位又は別の重複しないエピトープ
に特異的な他方の検出抗体との酵素的相互作用は、シグナル発生及び後続のチラミド媒介
シグナル増幅をもたらす（図８）。
【０４１８】
　スライドプリンティング：各特異的標的タンパク質についての捕捉抗体を、段階希釈物
でトリプリケートでプリントする。各スライドは、各スライド実行時の試料の正確な定量
のための標準曲線作成のための細胞系対照を含有する。内部品質対照試料を各スライド上
で実行して各アレイスライドから作成されたデータの品質を確保する。
【０４１９】
　臨床試料：急速冷凍された乳癌組織は、局在化し、組織学的に確認されたＧＣＡを有す
る患者からのものであった（Ｓａｍｓｕｎｇ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ）。急速冷
凍された組織試料を１００μＬの溶解緩衝液中で溶解させ、得られた溶解物を－８０℃で
貯蔵してから後続の分析を行った。
【０４２０】
　ｐ９５ＨＥＲ２濃縮：ＨＥＲ２の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）に特異的な磁気標識抗体を
使用して完全長ＨＥＲ２受容体を細胞溶解物から除去した。
【０４２１】
結果
　ＨＥＲ２標準滴定曲線を、ＢＴ４７４細胞を使用して作成し、図９に示すとおり単細胞
レベルの感度が達成された。これらの値をスタンダードとして使用して臨床試料について
の定量値を作成した。完全長ＨＥＲ２を除去し、及び除去しないＢＴ４７４細胞のディフ
ァレンシャルなＨＥＲ２プロファイリング（ＨＥＲ２－ＥＣＤ及びＨＥＲ２－ＩＣＤ捕捉
による）の比較は、ＨＥＲ２増幅参照細胞系ＢＴ４７４において約４．４％のｐ９５ＨＥ
Ｒ２が存在することを示した（図１０Ａ）。標的タンパク質発現及びリン酸化の定量は、
各ＲＴＫに特異的なリガンドにより処理した既知レベルのＲＴＫ発現を有する細胞系（例
えば、ＢＴ４７４、Ｔ４７Ｄ、ＨＣＣ８２７）に基づくものであった（図１０Ｂ）。
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【０４２２】
　図１１に示したとおり、ＧＣＡ試料における広範な経路タンパク質発現が観察された。
各マーカーについて最大シグナルを有する試料を、最も黒い色により示す。ＣＯＰＩＡ－
ＨＥＲ２は、ＩＨＣ－ＨＥＲ２状態との高い相関を示した。ＨＥＲ１のより高いレベルが
、より低いＨＥＲ２発現を有する試料において見出された。ＨＥＲ３－Ｐレベルは、ＨＥ
Ｒ３－Ｔ及びＰＩ３Ｋ活性化との高程度の相関を示した。ｃＭＥＴプロファイルも、ＰＩ
３Ｋ活性化との強い相関を示した。このコホートにおけるＩＧＦ１Ｒの発現は、ほとんど
の試料において相対的に低かった。ｐ９５ＨＥＲ２レベルは、より高いＨＥＲ２発現を有
する試料において顕著であったが；ｐ９５ＨＥＲ２活性化の証拠は、より広い分布を有し
た。表５に、９５個のＧＣＡ試料におけるＲＴＫ発現をまとめる。
【表５】

【０４２３】
結論
　ＨＥＲ２及びこの変種形態並びに他のＲＴＫの状態に基づく本実施例に記載の知見は、
初回又は獲得耐性のいずれかに起因してトラスツズマブに応答しないＨＥＲ２陽性ＧＣＡ
患者についての潜在的な機序についての重要な情報を提供する。本発明のＣＯＰＩＡフォ
ーマット及び分析は、有利には、有効な標的療法を選択するため、ＧＣＡ患者を、これら
のシグナル伝達タンパク質についてプロファイリングするために利用することができる。
【０４２４】
（実施例１１）胃癌患者から単離されたＣＴＣにおけるシグナル伝達経路タンパク質の機
能的プロファイリング
　本実施例は、本明細書に記載の共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ）マルチプレックス
化タンパク質マイクロアレイプラットフォームを使用して胃癌（ＧＣＡ）患者の血液から
得られた循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）におけるシグナル伝達経路タンパク質、例えば、ＨＥＲ
１及びＨＥＲ２の機能的プロファイリングを実証する。従って、本実施例に記載の実験の
１つの特定の目的は、ＧＣＡにおけるＨＥＲ２陽性ＣＴＣの頻度を検査することであった
。
【０４２５】
　患者及び試験試料：ステージＩＩＩ又はＩＶの胃癌患者（Ｎ＝１００）を試験に登録し
、単一血液試料回収を実施した。いくつかの例において、腹水試料を得た。
【０４２６】
　アウトカム測定：ＧＣＡ患者の血液試料から単離されたＣＴＣにおけるＨＥＲ１及びＨ
ＥＲ２の発現及び活性化
【０４２７】
　登録及び状態：

【０４２８】
　図１２は、Ｖａｒｉｄｅｘ　ＣＴＣ計数システムにより決定された８２個のＧＣＡ患者
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試料の７．５ｍＬの血液から得られたＣＴＣの数を示す。特に、８２個のＧＣＡ血液試料
のうち３９個（４８％）はＣＴＣ陽性であった一方、８２個のＧＣＡ血液試料のうち１２
個（１４．６％）はＨＥＲ２陽性であった。
【０４２９】
　図１３は、ＣＯＰＩＡにより決定された、ＧＣＡ患者から単離されたＣＴＣにおけるＨ
ＥＲ１／ＥＧＦＲ及びＨＥＲ２の発現及び活性化を示す。Ｖｅｒｉｄｅｘシステムにより
同定されたＣＴＣを有する試料は、顕著なＨＥＲ１及びＨＥＲ２の発現を示し、ＨＥＲ１
及びＨＥＲ２の活性化（すなわち、リン酸化）はより低レベルであった。
【０４３０】
　本発明のＣＯＰＩＡフォーマット及び分析は、有利には、有効な標的療法を選択するた
め、ＧＣＡ患者を、これらのシグナル伝達タンパク質についてプロファイリングするため
に利用することができる。例えば、ＧＣＡ患者におけるＨＥＲ１及びＨＥＲ２の発現及び
活性化の決定は、これらのＲＴＫの一方又は両方を標的とする治療が有効か否かについて
の見識を提供する。
【０４３１】
（実施例１２）胃癌患者から単離された腫瘍組織におけるシグナル伝達経路タンパク質の
機能的プロファイリング
　本実施例は、本明細書に記載の共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ）マルチプレックス
化タンパク質マイクロアレイプラットフォームを使用して胃癌（ＧＣＡ）腫瘍組織試料に
おけるシグナル伝達経路タンパク質、例えば、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅ
ｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃの機能的プロファイリングを実証する。
本実施例は、ＣＯＰＩＡを使用するＧＣＡ腫瘍組織試料におけるｐ９５ＨＥＲ２の機能的
プロファイリングも実証する。従って、本実施例に記載の実験の１つの特定の目的は、（
１）ＧＣＡ腫瘍組織におけるｐ９５ＨＥＲ２の頻度を検査すること、（２）臨床病理可変
要素とｐ９５ＨＥＲ２との相関を分析すること及び（３）トラスツズマブ耐性ｐ９５ＨＥ
Ｒ２（＋）胃癌からのインビトロでの前臨床データと相関付けることであった。
【０４３２】
　患者及び試験試料：外科的切除から得られた４４７個の冷凍ＧＣＡ腫瘍組織標本を本試
験において使用した。
【０４３３】
　アウトカム測定：ＧＣＡにおけるｐ９５ＨＥＲ２を含むシグナル伝達経路タンパク質の
発現及び活性化
【０４３４】
　登録：４４７個の冷凍ＧＣＡ組織試料を回収し、１０種のマーカーを試験した。
【０４３５】
　図１４は、ＧＣＡ腫瘍組織におけるＨＥＲ２発現を検出するための免疫組織化学（ＩＨ
Ｃ）とＣＯＰＩＡとの相関の程度を示す。特に、図１４は、ＩＨＣにより決定された最大
レベルのＨＥＲ２発現を有するＧＣＡ組織試料に対応する「ＩＨＣ３」カテゴリーにおけ
るＩＨＣとＣＯＰＩＡとの高程度の相関が存在したことを示す。しかしながら、（ＩＨＣ
により検出不可能なＨＥＲ２発現に対応する）「ＩＨＣ０」と同定された顕著な数のＧＣ
Ａ組織試料は、実際には、ＣＯＰＩＡにより決定された中程度から高レベルのＨＥＲ２発
現を有した。従って、図１４は、ＨＥＲ２発現の標準ＩＨＣ分析と比較した場合にＣＯＰ
ＩＡを使用して著しく増加した達成感度を説明する。
【０４３６】
　図１５に示すとおり、ＧＣＡ試料における広範な経路タンパク質の発現が観察された。
各マーカーについて最大シグナルを有する試料を、最も黒い色により示す。ＣＯＰＩＡに
よりアッセイされる分析物は、以下のシグナル伝達経路タンパク質を含んだ：ＨＥＲ１、
ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃ。これら
の分析物は、ＣＯＰＩＡを使用して発現レベル及び活性化（例えば、リン酸化）レベルの
両方について分析することができる。ある実施態様において、限定されるものではないが
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、ｐ９５ＨＥＲ２、Ａｋｔ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＶＥＧＦＲ及び／又はＰＤＧＦＲを含む少な
くとも１、２、３、４、５種以上の追加の分析物の発現及び／又は活性化（例えば、リン
酸化）レベルは、ＣＯＰＩＡを使用してＧＣＡ組織試料において分析することができる。
【０４３７】
　図１６は、２種の異なる腫瘍溶解物濃度におけるＧＣＡ腫瘍組織におけるＨＥＲ２、Ｈ
ＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ及びｃＫｉｔの発現レベル並びにＰＩ３Ｋの活性化レベ
ルのＣＯＰＩＡ分析を示す。特に、ＣＯＰＩＡは、両方の腫瘍溶解物濃度においてそれぞ
れの調査された分析物の発現又は活性化レベルを検出することができた。
【０４３８】
　図１７は、本明細書に記載のＣＯＰＩＡマルチプレックス化タンパク質マイクロアレイ
プラットフォームを使用するＧＣＡ腫瘍組織試料におけるＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３
、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃの発現プロファイリングを示
す。ＩｇＧ及びサイトケラチン（ＣＫ）を対照として使用し、ＨＥＲ１発現レベルを２種
の異なる捕捉抗体（「ＨＥＲ１」及び「ＨＥＲ１－２」と称する）によりアッセイした。
図１７において分析されたＧＣＡ組織試料は全て、ＩＨＣにより決定された最大レベルの
ＨＥＲ２発現（「ＩＨＣ３＋」と称する）を有した。特に、図１７は、ＩＨＣにより決定
された高いＨＥＲ２発現（すなわち、ＩＨＣ３＋）が、ＣＯＰＩＡにより測定されたＨＥ
Ｒ２発現レベルと常に相関するとは限らないことを示す。任意の特定の理論に拘束される
ものではないが、ＩＨＣとＣＯＰＩＡとの間で観察される不一致は、本明細書に記載のＣ
ＯＰＩＡマルチプレックス化タンパク質マイクロアレイプラットフォームにより達成され
る増加した感度及び特異性並びに優れたダイナミックレンジに起因する。図１７は、シグ
ナル伝達経路、例えばＨＥＲ２及び／又はｃ－ＭＥＴ経路の複数の構成因子の機能的プロ
ファイリングが、胃癌の治療に好適な１種以上の抗癌薬の選択への貴重な見識を提供する
ことも説明する。
【０４３９】
　例えば、図１７は、患者１４７４２２１２が高レベルのｐ９５ＨＥＲ２及びＨＥＲ３に
起因してＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標）に応答しない可能性が高いことを説明する。ペルツ
ズマブも、高レベルのｐ９５ＨＥＲ２に起因して二量体化の妨害において有効でない。他
の好適な抗癌療法は、１種以上の小分子ｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤、例えば、ＰＦ－００２９
９８０４の使用である。別の好適な抗癌療法は、１種以上のｃ－ＭＥＴ阻害剤を１種以上
のｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤、例えば、ネラチニブと組み合わせた使用である。図１７は更に
、高レベルのＨＥＲ１、ＨＥＲ３及びＩＧＦ１Ｒ発現を有する患者１２６１９７８５が、
１種以上の小分子ｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤、例えば、ＰＦ－００２９９８０４又は１種以上
のＩＧＦ１Ｒ阻害剤を１種以上のｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤、例えば、ネラチニブと組み合わ
せて投与されるべきであることを説明する。図１７は、患者１４６０９７４４が、高レベ
ルのＨＥＲ３に起因してＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標）に応答しない可能性が高いことも説
明する。しかしながら、この患者は低レベルのｐ９５ＨＥＲ２を有する。従って、好適な
抗癌療法の一例は、ペルツズマブ又は他のＨＥＲ２二量体化阻害剤の使用である。ある例
において、ペルツズマブは、１種以上のｃ－ＭＥＴ阻害剤、ｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤及び／
又はＰＩ３Ｋ阻害剤と組み合わせることができる。ある他の例において、ＰＩ３Ｋ阻害剤
は、ｍＴＯＲ及び／又はＭＥＫ阻害剤と組み合わせて使用される。好適な抗癌療法の別の
例は、１種以上のｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤を１種以上のｃ－ＭＥＴ阻害剤と組み合わせた使
用である。更に、図１７は、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標）が患者１５５３０４６１及び１
３３１３９７８における他のＲＴＫの共発現に起因して有効な治療でない可能性が高いこ
とを示す。ペルツズマブは、ｐ９５ＨＥＲ２レベルが高い場合には有効でない可能性が高
い。他の好適な抗癌療法は、１種以上のｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤を１種以上のｃ－ＭＥＴ阻
害剤と組み合わせた使用である。
【０４４０】
　図１８及び１９は、ＣＯＰＩＡを使用する、追加のＧＣＡ腫瘍組織試料におけるＨＥＲ
１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ｃ－Ｍｅｔ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃＫｉｔ、ＰＩ３Ｋ及びＳｈｃの発
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現プロファイリングを示す。ＩｇＧ及びサイトケラチン（ＣＫ）を対照として使用し、Ｈ
ＥＲ１発現レベルを２種の異なる捕捉抗体（「ＨＥＲ１」及び「ＨＥＲ１－２」と称する
）によりアッセイした。図１８及び１９において分析されるＧＣＡ組織試料は、ＩＨＣに
より決定された変動レベルのＨＥＲ２発現を有した。特に、これらの図は、ＩＨＣにより
決定されたＨＥＲ２発現のレベルがＣＯＰＩＡにより測定されたＨＥＲ２発現のレベルと
常に相関するとは限らないことを示す。任意の特定の理論に拘束されるものではないが、
ＩＨＣとＣＯＰＩＡとの間で観察される不一致は、本明細書に記載のＣＯＰＩＡマルチプ
レックス化タンパク質マイクロアレイプラットフォームにより達成される増加した感度及
び特異性並びに優れたダイナミックレンジに起因する。更に、これらの図は、シグナル伝
達経路、例えばＨＥＲ２及び／又はｃ－ＭＥＴ経路の複数の構成因子の機能的プロファイ
リングが、胃癌の治療に好適な１種以上の抗癌薬の選択への貴重な見識を提供することを
説明する。
【０４４１】
　例えば、図１８は、ｐ９５ＨＥＲ２レベルが低いのでＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標）が患
者１５１９９０３７において有効であり得ることを示す。しかしながら、この患者は、Ｈ
ＥＲ３及びｃ－ＭＥＴの発現に起因してＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標）に対する耐性を発症
し得る可能性が存在する。従って、好適な抗癌療法の一例は、１種以上の小分子ｐａｎ－
ＨＥＲ阻害剤、例えば、ＰＦ－００２９９８０４及び／又はペルツズマブを１種以上のｃ
－ＭＥＴ阻害剤と組み合わせて使用し、又はこれに切り替えることである。図１８は、患
者１５２８６９８２が低レベルのＨＥＲ２を有するが、高レベルのＨＥＲ３を有すること
も説明する。この患者は、１種以上のｃ－ＭＥＴ阻害剤及び１種以上の化学療法剤と組み
合わせた場合、１種以上のｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤及び／又はペルツズマブの投与から利益
を受け得る。図１８は更に、検出不可能なＨＥＲ２発現を有する患者１３７７７５０７に
、１種以上のｃ－ＭＥＴ阻害剤を１種以上の化学療法剤と組み合わせて投与することがで
きることを説明する。
【０４４２】
　図１９は、低レベルのＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３及びｃ－ＭＥＴ及び検出不能レベ
ルのｐ９５ＨＥＲ２に起因して１種以上の化学療法剤を患者１３７５８９４４について選
択すべきであることを示す。図１９は、患者１３７２５７９５が１種以上のｃ－ＭＥＴ阻
害剤及び１種以上の化学療法剤と組み合わせた１種以上のｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤及び／又
はペルツズマブによる治療から利益を受け得ることも示す。更に、図１９は、ＣＯＰＩＡ
により決定された高レベルのＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３及びＩＧＦ１Ｒを有する患者
１３６９０６２４に、１種以上のｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤及び／又はペルツズマブを１種以
上のＩＧＦ１Ｒ阻害剤とともに投与することができることを説明する。図１９は、検出不
能レベルのＨＥＲ２、ｐ９５ＨＥＲ２及びＨＥＲ３並びにｃ－ＭＥＴ発現の存在に起因し
て１種以上のｃ－ＭＥＴ阻害剤を患者１４６２２９１２について選択すべきであることも
示す。図１９は更に、ペルツズマブ及び／又は１種以上のｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤、例えば
、ＰＦ－００２９９８０４を１種以上のｃ－ＭＥＴ阻害剤と組み合わせて患者０４０２１
２０８について適切な治療として選択することができることを示す。更に、図１９は、ｃ
－ＭＥＴ及びＩＧＦ１Ｒ発現並びにＨＥＲ発現を有する患者１４６９１６２８が、１種以
上のｐａｎ－ＨＥＲ阻害剤を１種以上のｃ－ＭＥＴ阻害剤及び１種以上のＩＧＦ１Ｒ阻害
剤と組み合わせた使用から利益を受け得ることを示す。
【０４４３】
　図２０は、ＩＨＣによりＨＥＲ２発現についてＩＨＣ３＋と決定された試料におけるＣ
ＯＰＩＡ（例えば、本明細書に記載のトランケート化受容体近接アッセイを使用する）に
より決定されたＧＣＡ腫瘍組織試料におけるｐ９５ＨＥＲ２の発現レベルを示す。高い又
はより高いｐ９５ＨＥＲ２発現レベルを有するＧＣＡ患者は、ＨＥＲ２標的療法、例えば
、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標）に対して応答しないより高い確率を有する（例えば、図２
０のグラフの左側に示されるＧＣＡ患者）一方、低い又はより低いｐ９５ＨＥＲ２発現レ
ベルを有するＧＣＡ患者は、ＨＥＲ２標的療法、例えば、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標）に
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対して応答するより高い確率を有する（例えば、図２０のグラフの右側に示されるＧＣＡ
患者）。
【０４４４】
　図２１及び２２は、ＨＥＲ２発現に関してＩＨＣとＣＯＰＩＡとの間に観察された不一
致を示す。特に、実際に高レベルのＨＥＲ２を有するＧＣＡ腫瘍組織試料は、ＩＨＣによ
り低い検出不可能なＨＥＲ２を有するとして記録された。これらの図は、ＨＥＲ２不一致
ＧＣＡ試料におけるｐ９５ＨＥＲ２の発現レベルも示す（矢印）。更に、図２３は、ＧＣ
Ａ腫瘍試料においてＣＯＰＩＡにより観察された広範なｐ９５ＨＥＲ２発現レベルが、Ｉ
ＨＣにより最大レベルのＨＥＲ２発現を有する（すなわち、ＩＨＣ３＋）として記録され
たことを説明する。
【０４４５】
（実施例１３）胃癌細胞におけるシグナル伝達経路タンパク質の定量のためのデータ分析
　本実施例は、対象となる特定の分析物について作成された標準曲線に対する生物学的試
料（例えば、血液又は腫瘍組織）中の１種以上の分析物、例えば、１種以上のシグナル伝
達タンパク質の発現及び／又は活性化レベルの定量を説明する。
【０４４６】
　一部の実施態様において、各ＣＯＰＩＡスライドを３つの光電子倍増管（ＰＭＴ）ゲイ
ン設定においてスキャンして感度を改善し、サチュレーションの影響を低減させる。Ｐｅ
ｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　ＳｃａｎＡｒｒａｙ　Ｅｘｐｒｅｓｓソフトウエアを、スポット
探索及びシグナル定量に使用する。各スポットについての同定物は、ＧｅｎｅＰｉｘ　Ａ
ｒｒａｙ　Ｌｉｓｔ（．ｇａｌ）ファイルからインポートする。スライド上の各臨床試料
についての脱同定試験特定数を、得られたデータセットに取り込む。
【０４４７】
　他の実施態様において、バックグラウンド補正されたシグナル強度を、トリプリケート
でプリントされたレプリケートスポットについて平均化する。それぞれの試薬ブランクの
相対蛍光値を、各試料から差し引いた。スポットフットプリント上の限度、スポットレプ
リケートについての変動係数、全パッドバックグラウンド及び試薬ブランクの強度を含む
更なる分析からのデータをフィルタリングするため、いくつかの品質基準を使用する。
【０４４８】
　各アッセイのため、細胞系、例えば、ＭＤ－４６８（ＨＥＲ１陽性）、ＳＫＢｒ３（Ｈ
ＥＲ２陽性）、ＢＴ４７４（ＨＥＲ２及びｐ９５ＨＥＲ２陽性）、ＨＣＣ８２７（ｃ－Ｍ
ＥＴ及びＨＥＲ１陽性）、ＩＧＦにより刺激されたＴ４７Ｄ（ＩＧＦ１Ｒ陽性）及び／又
はＨＲＧにより刺激されたＴ４７Ｄ（ＨＥＲ３陽性）から調製された複数（例えば、２、
３、４、５、６、７種など）の濃度の段階希釈された細胞溶解物からシグモイド標準曲線
を作成することができる。各曲線は、ｌｏｇ濃度誘導単位ＣＵ（計算単位）に対するシグ
ナル強度の関数としてプロットすることができる。データは、非線形回帰（Ｒｉｔｚ，Ｃ
．ａｎｄ　Ｓｔｒｅｉｂｉｇ，Ｊ．Ｃ．，Ｊ．Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｓｏｆｔｗａｒ
ｅ，１２，１－２２（２００５））により５パラメーター方程式（５ＰＬ）にフィッティ
ングすることができ、捕捉抗体の３種全ての希釈物を同時にフィッティングする。フィッ
ティングは、Ｒ、オープンソース統計ソフトウエアパッケージ（Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
　Ｃｏｒｅ　Ｔｅａｍ，Ｒ：Ａ　ｌａｎｇｕａｇｅ　ａｎｄ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ　
ｆｏｒ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ．Ｒ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ　ｆ
ｏｒ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ，Ｖｉｅｎｎａ，Ａｕｓｔｒｉａ．
ＩＳＢＮ　３－９０００５１－０７－０，ＵＲＬ　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｒ－ｐｒｏｊ
ｅｃｔ．ｏｒｇ．Ｒ（２００８））を使用して実施する。数学モデルのオーバーパラメー
ター化を回避し、これにより精度を改善するため、４種のパラメーターを律則させること
ができる一方、各希釈物を個々の変曲点について解くことができる。このプロセスを４５
、５０及び６０の各ＰＭＴゲイン設定について繰り返すことができる。このことは、捕捉
抗体の３種の希釈物及び３つのＰＭＴスキャンからアッセイごとに作成される９種の標準
曲線をもたらす。アッセイにおけるビルトイン冗長により、標準曲線のフィットが０．９
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５未満のＲ２を有する場合、希釈物／スキャン組合せの１種以上が排除されることが可能
となり、こうして後続の予測が改善される。
【０４４９】
　ＣＵ計算（標準曲線に基づく）
　－標準曲線のそれぞれ（例えば、３種の捕捉抗体希釈物及び３つのＰＭＴゲイン設定ス
キャニング）からの個々の予測は、単一の最終予測に組み合わせることができる。各予測
のため、標準曲線上の点の傾きを計算する。この傾きは、ｘ軸上でｌｏｇ単位を取り、す
なわち、傾きの分母における単位はｌｏｇ計算単位（ＣＵ）である。第２に、予測の加重
平均を計算し、この重みは傾きから決定する。特に、重みを合算し、各点に全傾きにより
割った傾きに等しい重みを与える。各アッセイは、既知対照についての予測に対して検証
することができる。
【０４５０】
（実施例１４）共同近接免疫アッセイ（ＣＯＰＩＡ）を使用する胃癌のための治療の選択
ＨＥＲ２陽性進行性胃癌
　この提案される進行性胃癌の臨床試験において、ＨＥＲ－２標的剤、例えば、トラスツ
ズマブをＨＥＲ－１及びＨＥＲ－２二重阻害剤、例えば、ラパチニブと組み合わせた組合
せの治療効力を、これらの一方又は他方の単一治療が不適合であった患者において評価す
る。資格要件は、個体が少なくとも１種の化学療法レジメン、すなわち、トラスツズマブ
又はラパチニブにおいて既に不適合であったことである。個体は、根治療法がなじまない
局所進行性又は再発性及び／又は転移性疾患を有する手術不能な、組織学的に確認された
胃又は胃食道接合部の腺癌を有する。
【０４５１】
　個体は、ＨＥＲ２陽性腫瘍（ＩＨＣに基づきｉ）３＋及び／又はｉｉ）ＦＩＳＨ（＋）
と定義された原発性腫瘍又は転移を有する。ＨＥＲ２陽性腫瘍は、ＣＯＰＩＡを使用して
確認する。調査者は、少なくとも１種の化学療法レジメンの不適合後にＣＯＰＩＡにより
確認されたＨＥＲ－２陽性進行性胃癌を有する患者におけるこの第ＩＩ相二重療法試験を
計画する。
【０４５２】
胃癌におけるファーストライン治療の有効性
　この提案される無作為化第ＩＩ相試験は、胃癌を有する患者の治療におけるファースト
ライン療法としてラパチニブジトシレートを用いて一緒に又は用いないで与える場合、エ
ピルビシン塩酸塩又は５－フルオロウラシルがいかに十分であるかを決定する。
【０４５３】
　目的は、ＨＥＲ２及びＥＧＦＲ状態に従って転移性の又は根治手術がなじまない胃又は
食道胃接合部の腺癌を有する患者におけるエピルビシン塩酸塩又は５－フルオロウラシル
を、ラパチニブジトシレートを用いて又は用いずに含むファーストライン治療の活性を決
定することである。更なる目的は、ＩＨＣ（０及び１＋）によるＨＥＲ２陰性及びＣＯＰ
ＩＡ－又は±によるＨＥＲ－２陰性である患者並びにＩＨＣ（２＋及び３＋）によるＨＥ
Ｒ２陽性及びＣＯＰＩＡ＋＋＋又は＋＋＋＋による陽性である患者におけるこのレジメン
の活性を探索することである。ＩＨＣ及びＣＯＰＩＡによるＨＥＲ２決定の一致性を査定
することが目的である。更に、ＥＧＦＲ状態もＩＨＣ及びＣＯＰＩＡにより査定する。
【０４５４】
　この提案される試験において、患者を、慣例及び免疫組織化学（ＩＨＣ）及びＣＯＰＩ
Ａアッセイにより決定されたＨＥＲ２／ＥＧＦＲ状態の組合せに従って階層化する（ＩＨ
Ｃ２／３＋によるＨＥＲ２陽性及びＣＯＰＩＡ３／４＋による陽性並びにＩＨＣによるＥ
ＧＦＲ陽性及びＣＯＰＩＡによる陽性と、ＩＨＣによるＨＥＲ２陰性及びＣＯＰＩＡによ
る陰性、ＩＨＣによりＥＧＦＲ陽性であるがＣＯＰＩＡにより陰性）。患者を２種の治療
群の１種に無作為化する。
【０４５５】
　試験治療の完了後、患者を８週間、２年にわたり３ヵ月ごと、次いでそれ以降６ヵ月ご
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【０４５６】
ＨＥＲ２過剰発現胃癌における治療におけるラパチニブとラパチニブ＋カペシタビン
　転移性胃癌を有する患者の大多数は、化学療法（例えば、白金誘導体及びフルオロピリ
ミジン、タキサンと組み合わせることもある）と組み合わせたファーストラインを受ける
が、セカンドライン化学療法の役割は依然として十分に規定されていない。従って、ファ
ーストライン化学療法の間又は直後の進行は、標準的な医学的アプローチが存在しない医
学的病態である。胃癌及び胃食道癌におけるＥＧＦＲ及びＨＥＲ２の過剰発現により、こ
れらの適応症が二重ＥｒｂＢ１／２チロシンキナーゼ阻害剤（ＴＫＩ）、例えば、ラパチ
ニブによる治療についての最有力候補となる。
【０４５７】
　この提案される試験において、ＨＥＲ２過剰発現は、ＣＯＰＩＡ及びＦＩＳＨにより測
定する（増幅及び増加した遺伝子コピー数）。ＥＧＦＲ活性化及び発現は、ＣＯＰＩＡに
より測定する。一方の群において患者にラパチニブを与え、他方の群において患者にラパ
チニブをカペシタビンとともに与える。患者を２種の治療群の１種に無作為化する。
【０４５８】
　試験治療の完了後、患者を８週間、２年にわたり３ヵ月ごと、次いでそれ以降６ヵ月ご
とに追跡する。
【０４５９】
　本明細書に言及した全刊行物及び特許出願は、各個別刊行物又は特許出願が具体的及び
個別に参照により本明細書に組み込まれると指示されているかのように、参照により本明
細書に組み込まれる。上記の本発明を明確に理解することができるように説明及び実施例
によりある程度詳細に記載してきたが、当業者には、本発明の教示に照らせば、添付の特
許請求の範囲の趣旨又は範囲から逸脱することなくある種の変更及び改変をなすことがで
きることは容易に明白になる。
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