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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプルの食道腺癌、バレット食道および扁平上皮癌の一つまたはそれ以上を検出する
方法であって、
　食道腺癌、バレット食道または扁平上皮癌と関係がある少なくとも一つのバイオマーカ
ーの変化した発現について該サンプルを分析すること、および
　該少なくとも一つのバイオマーカーの変化した発現と該サンプル中の食道腺癌、バレッ
ト食道または食道扁平上皮癌の存在または非存在を相関させることを含んでなり、
　該少なくとも一つのバイオマーカーがｍｉＲ－３７５を含み、該相関が扁平上皮癌（Ｓ
ＣＣ）における癌性組織（ＣＴ）および非癌性組織（ＮＣＴ）の間を区別する、前記方法
。
【請求項２】
　ｍｉＲ－３７５を含む少なくとも一つのバイオマーカーの減少した発現について該サン
プルが分析される、請求項１の方法。
【請求項３】
　該サンプルが血液または組織である、請求項１または２の方法。
【請求項４】
　該組織が食道組織である、請求項３の方法。
【請求項５】
　該食道組織が、腫瘍組織、非腫瘍組織および腫瘍に隣接する組織から成る群より選択さ
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れる、請求項４の方法。
【請求項６】
　サンプルが、食道腺癌、バレット食道または扁平上皮癌を有していると疑われる対象か
ら得たサンプルである、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　食道腺癌、バレット食道または食道扁平上皮癌を発症する患者の可能性を検出する方法
であって：
　食道腺癌、バレット食道または扁平上皮癌と関係がある少なくとも一つのバイオマーカ
ーの変化した発現についてサンプルを分析すること；
　少なくとも一つのバイオマーカーの変化した発現の程度と、患者が食道腺癌、バレット
食道または扁平上皮癌を発症するであろう可能性を相関させること；を含んでなり、
　少なくとも一つのバイオマーカーがｍｉＲ－３７５を含み、該相関が扁平上皮癌（ＳＣ
Ｃ）における癌性組織（ＣＴ）および非癌性組織（ＮＣＴ）の間を区別する、前記方法。
【請求項８】
　相関４）について、ｍｉｒ－３７５を含む少なくとも一つのバイオマーカーの減少した
発現について該サンプルが分析される、請求項７の方法。
【請求項９】
　該サンプルが血液または組織である、請求項７または８の方法。
【請求項１０】
　該組織が食道組織である、請求項９の方法。
【請求項１１】
　該食道組織が、腫瘍組織、非腫瘍組織および腫瘍に隣接する組織から成る群より選択さ
れる、請求項１０の方法。
【請求項１２】
　対象における病的状態または病的状態を発生するリスクを検出するための方法であって
：
　該対象からのサンプル中の一つまたはそれ以上のマーカーの発現プロファイルを測定す
ることを含んでなり、
　該対象からのサンプル中の発現プロファイルと正常サンプルの発現プロファイルとの相
違は、食道腺癌、バレット食道または食道扁平上皮癌、またはそれらへの素因を示し、
　該マーカーがｍｉＲ－３７５を含み、該発現プロファイルが扁平上皮癌（ＳＣＣ）にお
ける癌性組織（ＣＴ）および非癌性組織（ＮＣＴ）の間を区別する、前記方法。
【請求項１３】
　サンプルの食道腺癌、バレット食道および扁平上皮癌の一つまたはそれ以上を検出する
、および／または、食道腺癌、バレット食道および扁平上皮癌の一つまたはそれ以上の予
後を決定するためにサンプルを分析する方法であって、
　食道腺癌、バレット食道または扁平上皮癌と関係がある少なくとも一つのバイオマーカ
ーの変化した発現について該サンプルを分析すること、および
　該少なくとも一つのバイオマーカーの変化した発現と該サンプル中の食道腺癌、バレッ
ト食道または食道扁平上皮癌の存在または非存在を相関させることを含んでなり、
　該少なくとも一つのバイオマーカーがｍｉＲ－３７５を含み、ｍｉＲ－３７５の減少し
た発現は悪い予後を示す、前記方法。
【請求項１４】
　該相関が扁平上皮癌（ＳＣＣ）患者における癌性組織（ＣＴ）および非癌性組織（ＮＣ
Ｔ）の間を区別する、請求項１３の方法。
【請求項１５】
　サンプルが血液または組織である、請求項１３または１４の方法。
【請求項１６】
　該組織が食道組織である、請求項１５の方法。
【請求項１７】
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　該食道組織が、腫瘍組織、非腫瘍組織および腫瘍に隣接する組織から成る群より選択さ
れる、請求項１６の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、その全開示が本明細書において特別に援用される、２００７年１０月１１日
に提出された米国仮出願番号第６０／９７９，３００号の優先権を主張する。
【０００２】
　連邦委託研究に関する記載
　本発明は、National Cancer Institute 助成金番号ｘｘｘのもと政府支援で行われた。
政府は本発明にある種の権利を有する。
本発明の技術分野及び工業的応用性
　本発明は一般的には分子生物学の分野に関する。より特定的には、食道癌及びバレット
食道のためのバイオマーカーを含んでいる方法及び組成物に関する。本発明のある側面は
、バレット食道（Barrett’s esophagus）及び腺癌（adenocarcinoma）及び扁平上皮癌（
squamous cell carcinoma）を含む食道癌の診断、治療及び予後における応用を含む。
【背景技術】
【０００３】
　このセクションで開示された背景技術が合法的に先行技術を構成すると認められるもの
はない。
　食道癌は、８番目に多い癌であり、全世界の癌死の６番目に多い原因である１。しばし
ば後期で診断され、罹患患者の生存率は欧州の１０％２から米国での１６％の範囲であり
、非常に低い。食道癌の発生率は地理的位置により（中国、南東部アフリカ、及び日本で
最も多くみられる）、及び性別により（男性は女性より多く罹患する（７：１比））大き
く異なる４。しかしながら近年、米国においては、主として胃逆流及び肥満により起こさ
れるバレット食道関連腺癌の発生率が上昇しており、一方、主としてたばこ及びアルコー
ルの消費により起こされる扁平上皮癌の発生率が減少している４。
【０００４】
　バレット食道は慢性の胃食道逆流から生じ、異形成円柱上皮による正常食道扁平細胞上
皮の置き換えにより特徴付けられる。この慢性炎症状態は、食道腺癌の前兆としてよく認
識されている５,６。
【０００５】
　ｍｉＲＮＡは、ｍＲＮＡの翻訳を調節する、小さな（２０～２４ヌクレオチド）、よく
保存された，非翻訳ＲＮＡ分子である７－９。１９９３年のＣ．エレガンスにおける最初
のｍｉＲＮＡ、ｌｉｎ－４の発見１０以来、ｍｉＲＮＡ登録には、２００２年における２
１８から２００７年における４５８４までの配列が収められており、霊長類、齧歯類、鳥
類、魚類、虫類、ハエ類、植物及びウイルス類におけるｍｉＲＮＡが含まれている１１,

１２。ヒトにおいては、３００を超えるｍｉＲＮＡが発見されている。成熟ｍｉＲＮＡは
、数百塩基対を含有する一次ｍｉＲＮＡ（ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ）分子から発生し、一次ｍ
ｉＲＮＡはさらに核においてドローシャ（Drosha）及びパーシャ（Pasha）によりｐｒｅ
－ｍｉＲＮＡにプロセシングされる１３－１５。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡは次ぎに細胞質へ搬
出され、ダイサー（Dicer）により、小さな、～２２ヌクレオチド長のＲＮＡ二本鎖へさ
らにプロセシングされる１６,１７。
【０００６】
　機能性ｍｉＲＮＡ鎖は次ぎに、ダイサー、ＴＲＢＰ及びアルゴノート（Argonaute）２
複合体を含むＲＩＳＣ複合体内に結合する３,１８。動物において、このｍｉＲＮＡ－Ｒ
ＩＳＣ複合体は、部分的配列相補性を介してその標的ｍＲＮＡに結合し、それにより翻訳
を阻止する１９。各ｍｉＲＮＡは、数百の遺伝子の転写後調節に役割を果たしていると考
えられており、そして所与の遺伝子の翻訳阻止は一つより多くのｍｉＲＮＡの結合を必要
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とするであろう１９。ｍｉＲＮＡのこの広範な影響は、それらの到る所に存在する役割、
及び遺伝的及び疾患経路の大半における関与を示唆する。
【０００７】
　近年、増加している研究は、種々のヒト癌におけるｍｉＲＮＡの役割を示して来ており
２０、ほとんどの腫瘍タイプにおける変化したｍｉＲＮＡ発現を示している２１,２２。
加えて、ｍｉＲＮＡはしばしば、脆弱部位又は癌に関連したゲノム領域に位置している２

３，２４。癌におけるｍｉＲＮＡの関与は、慢性リンパ球性白血病において最初に報告さ
れており、腫瘍症例の～６８％においてｍｉｒ－１５及びｍｉｒ－１６が下方制御されて
いた２５。続いての発現研究は、Ｂ細胞リンパ腫におけるｍｉｒ－１５５２６及びｍｉｒ
－１７－９２座位２７の関与、結腸直腸癌におけるｍｉｒ－１４３及びｍｉｒ－１４５の
減少した発現２８、神経膠芽腫におけるｍｉｒ－２１の過剰発現２９、及び肺癌組織にお
けるｌｅｔ－７の減少した発現及びその生存との関係３０を示してきた。最近、我々及び
関係者は、肺癌診断及び予後におけるｌｅｔ－７及びｍｉｒ－１５５の関与を報告し（１
９～２２）３１、そしてｍｉＲ－２１の高発現は結腸癌の悪い生存率及び治療結果と関係
があった［Schetter A, JAMA 2008, PMID: 18230780］。他の発現プロファイリング研究
は、膵臓癌３２、乳癌３３及び乳頭様甲状腺癌３４におけるｍｉＲＮＡシグナチャの同定
を可能にした。重要なことは、マウス３５及び非ヒト霊長類［Elmen J, Nature 2008, PM
ID: 18368051］においてｍｉＲＮＡを発現抑制するためのantagomirの成功裡の使用は、
治療におけるｍｉＲＮＡの使用の可能性を示唆している。
【０００８】
　食道癌腫との関連においては、食道扁平上皮癌患者の腫瘍サンプルにおいて、核中のｐ
ｒｉ－ｍｉＲＮＡからｐｒｅ－ｍｉＲＮＡへの変換レベルで作用するｍｉＲＮＡプロセシ
ング酵素、ＲＮＡＳＥＮの増加した発現を最近の研究は示しており、食道腫瘍進行におけ
るｍｉＲＮＡの役割を示唆している３６。最近、扁平上皮食道、バレット食道、噴門及び
癌間でのｍｉＲＮＡの発現差違が報告されているけれども、それらのサンプルサイズは限
定されていた３７。
【０００９】
　食道腺癌に内在する生物学的メカニズムのよりよい理解は、生存率を増加させることを
希望する、早期診断及びより有効な治療選択肢に極めて重要である。
　これらの疾患を治療するための療法についての多大な研究にもかかわらず、効果的に診
断及び治療することは困難なままであり、そして患者で観察された死亡率は、本疾患の診
断、治療及び予防に改善が必要とされていることを示している。
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lass of tiny RNAs with probable regulatory roles in Caenorhabditis elegans. Scie
nce 294:858- 862.
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【非特許文献１６】Volinia, S et al. (2006) A microRNA expression signature of hu
man solid tumors defines cancer gene targets. Proc.Natl.Acad.Sci U.S.A 103:2257-
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【非特許文献１７】Lu, J et al. (2005) MicroRNA expression profiles classify huma
n cancers. Nature 435:834-838.
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ian microRNAs: a small world for fine-tuning gene expression. Mamm.Genome 17:189
-202.
【非特許文献１９】Calin, GA et al. (2004) Human microRNA genes are frequently lo
cated at fragile sites and genomic regions involved in cancers. Proc.Natl.Acad.S
ci. U.S.A 101:2999-3004.
【非特許文献２０】Yanaihara, N et al. (2006) Unique microRNA molecular profiles 
in lung cancer diagnosis and prognosis. Cancer Cell 9:189-198.
【非特許文献２１】Esquela-Kerscher, A et al. (2008) The let-7 microRNA reduces t
umor growth in mouse models of lung cancer. Cell Cycle 7:759-764.
【非特許文献２２】Johnson, SM et al. (2005) RAS is regulated by the let-7 microR
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croRNAs in human lung cancers in association with shortened postoperative surviv
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【非特許文献２４】Schetter, AJ et al. (2008) MicroRNA expression profiles associ
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【非特許文献２５】Budhu, A et al. (2008) Identification of metastasis-related mi
croRNAs in hepatocellular carcinoma. Hepatology 47:897-907.
【非特許文献２６】Lee, EJ et al. (2007) Expression profiling identifies microRNA
 signature in pancreatic cancer. Int.J.Cancer 120:1046-1054.
【非特許文献２７】Iorio, MV et al. (2005) MicroRNA gene expression deregulation 
in human breast cancer. Cancer Res. 65:7065-7070.
【非特許文献２８】He, H et al. (2005) The role of microRNA genes in papillary th
yroid carcinoma. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 102:19075-19080.
【非特許文献２９】Krutzfeldt, J et al. (2005) Silencing of microRNAs in vivo wit
h 'antagomirs'. Nature 438:685-689.
【非特許文献３０】Elmen, J et al. (2008) LNA-mediated microRNA silencing in non-
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【非特許文献３１】Sugito, N et al. (2006) RNASEN regulates cell proliferation an
d affects survival in esophageal cancer patients. Clin Cancer Res 12:7322-7328.
【非特許文献３２】Feber, A et al. (2008) MicroRNA expression profiles of esophag
eal cancer. J Thorac.Cardio vase. Surg. 135:255-260.
【非特許文献３３】Watson, DI et al. (2007) Hp24 microrna expression profiles in 
barrett's oesophagus. ANZ.J.Surg. 77 Suppl 1:A45.
【非特許文献３４】Watson, DI et al. (2007) Hp24 microrna expression profiles in 
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 wide microRNA profiling in human and mouse tissues. Proc Natl Acad Sci U. S. A 
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【非特許文献３６】Calin, GA et al. (2004) Human microRNA genes are frequently lo
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【非特許文献３７】Esquela-Kerscher, A et al. (2008) The let-7 microRNA reduces t
umor growth in mouse models of lung cancer. Cell Cycle 7:759-764.
【発明の概要】
【００１１】
　第一の広範な側面において、対象における病理学的状態を評価するための方法がここに
提供され、その方法は一つまたはそれ以上のマーカーの発現プロファイルを測定すること
を含み、相違は食道癌及び食道癌又はそれらへの素因を引き起こし得る炎症性前駆状態を
示す。
【００１２】
　一つの広範な側面において、対象における食道腺癌、バレット食道及び扁平上皮癌の一
つ又はそれ以上を検出する方法がここに提供される。
　別の広範な側面において、食道腺癌、バレット食道又は扁平上皮癌を有していると疑わ
れる対象を早期診断する方法がここに提供される。
【００１３】
　さらに別の広範な側面において、食道腺癌、バレット食道又は扁平上皮癌を発症する対
象の可能性を決定する方法がここに提供される。
　これらの方法は、食道腺癌、バレット食道又は扁平上皮癌と関係がある少なくとも一つ
のバイオマーカーの変化した発現についてサンプルを分析すること、及び該少なくとも一
つのバイオマーカーの変化した発現とサンプル中の食道腺癌、バレット食道又は扁平上皮
癌の存在又は不存在を関連付けることを含むことができ、該少なくとも一つのバイオマー
カーは本明細書に記載されているｍｉｒから成る群より選択される。
【００１４】
　ある態様において、該バイオマーカーは本明細書にリストされている一つ又はそれ以上
のｍｉｒプローブから成る群より選択されるプローブを使用してサンプルから検出される
。
【００１５】
　ある態様において、相関は、１）腺癌（ＡＤＣ）患者における癌性組織（ＣＴ）及び非
癌性組織（ＮＣＴ）；２）バレット食道（ＢＥ）を有する腺癌（ＡＤＣ）患者における癌
性組織（ＣＴ）及び非癌性組織（ＮＣＴ）；３）腺癌患者（ＡＤＣ）におけるバレット食
道（ＢＥ）及び非バレット食道（ＮＢＥ）；４）扁平上皮癌（ＳＣＣ）における癌性組織
（ＣＴ）及び非癌性組織（ＮＣＴ）；及び５）癌性組織（ＣＴ）における腺癌（ＡＤＣ）
及び扁平上皮癌（ＳＣＣ）、の一つ又はそれ以上の間を区別する。
【００１６】
　ある態様において、相関１）については：ｍｉｒ－２１、ｍｉｒ－２２３、ｍｉｒ－１
４６ａ、ｍｉｒ－１４６ｂ及びｍｉｒ－１８１ａから成る群より選択される少なくとも一
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つのバイオマーカーの増加した発現；及び／又はｌｅｔ－７ｃ、ｍｉｒ－２０３及びｍｉ
ｒ－２０５から成る群より選択される少なくとも一つのバイオマーカーの減少した発現；
の一つまたはそれ以上について該サンプルが分析される。
【００１７】
　ある態様において、相関２）については：ｍｉｒ－２１、ｍｉｒ－１０３及びｍｉｒ－
１０７から成る群より選択される少なくとも一つのバイオマーカーの増加した発現；及び
／又はｌｅｔ－７ｃ、ｍｉｒ－２１０、ｍｉｒ－２０３及びｍｉｒ－２０５から成る群よ
り選択される少なくとも一つのバイオマーカーの減少した発現；の一つまたはそれ以上に
ついて該サンプルが分析される。
【００１８】
　ある態様において、相関３）については：ｍｉｒ－１９２、ｍｉｒ－２１５、ｍｉｒ－
１９４、ｍｉｒ－１３５ａ、ｍｉｒ－９２、ｍｉｒ－９３、ｍｉｒ－７、ｍｉｒ－１７、
ｍｉｒ２０ｂ、ｍｉｒ－１０７、ｍｉｒ－１０３及びｍｉｒ－１９１から成る群より選択
される少なくとも一つのバイオマーカーの増加した発現；及び／又はｍｉｒ－３０ｂ、ｍ
ｉｒ－１９３ａ、ｌｅｔ－７ｂ、ｌｅｔ－７ｉ、ｌｅｔ－７ｄ、ｌｅｔ－７ａ、ｍｉｒ－
３６９及びｌｅｔ－７ｃから成る群より選択される少なくとも一つのバイオマーカーの減
少した発現；の一つまたはそれ以上について該サンプルが分析される。
【００１９】
　ある態様において、相関４）については：ｍｉｒ－２１、ｍｉｒ－２２３、ｍｉｒ－１
４６ｂ、ｍｉｒ－２２４、ｍｉｒ－１５５、ｍｉｒ－７－２、ｍｉｒ－１８１ｂ、ｍｉｒ
－１４６ａ、ｍｉｒ－１８１、ｍｉｒ－７、ｍｉｒ－１６、ｍｉｒ－１２２ａ、ｍｉｒ－
１２５ａ及びｍｉｒ－１６から成る群より選択される少なくとも一つのバイオマーカーの
増加した発現；及び／又はｍｉｒ－２０２、ｍｉｒ－２９ｃ、ｍｉｒ－３０ｂ、ｍｉｒ－
３０ｃ、ｍｉｒ－１２６、ｍｉｒ－９９ａ、ｍｉｒ－２２０、ｍｉｒ－３２０、ｍｉｒ－
４９９、ｍｉｒ－３０ｃ、ｍｉｒ－１２５ｂ、ｍｉｒ－１、ｍｉｒ－１４５、ｍｉｒ－１
４３、ｍｉｒ－３７８、ｍｉｒ－２００ｂ、ｍｉｒ－１３３ａ、ｍｉｒ－３７５及びｍｉ
ｒ－２０３から成る群より選択される少なくとも一つのバイオマーカーの減少した発現；
の一つまたはそれ以上について該サンプルが分析される。
【００２０】
　ある態様において、相関５）については：ｍｉｒ－２１５、ｍｏｒ－１９２及びｍｉｒ
－１９４から成る群より選択される少なくとも一つのバイオマーカーの増加した発現；及
び／又はｍｉｒ－１４２、ｍｉｒ－２２４及びｍｉｒ－１５５から成る群より選択される
少なくとも一つのバイオマーカーの減少した発現；の一つまたはそれ以上について該サン
プルが分析される。
【００２１】
　サンプルは血液又は組織であることができ、ある態様において、組織は食道組織である
。該組織は、腫瘍組織、非腫瘍組織及び腫瘍に隣接する組織から成る群より選択され得る
。
【００２２】
　さらに別の広範な側面において、食道癌、バレット食道又は扁平上皮癌を有する対象を
治療する方法がここに提供され、本明細書にリストしたｍｉｒから成る群より選択された
少なくとも一つのバイオマーカーに相補的な核酸を含んでなる組成物の治療的有効量を投
与することを含んでなる。
【００２３】
　別の広範な側面において、本明細書にリストしたｍｉｒから成る群より選択された少な
くとも一つのバイオマーカーに相補的な核酸を含んでなる医薬組成物がここに提供される
。
【００２４】
　別の広範な側面において、化学放射線療法を受けた腺癌組織サンプル及び化学放射線療
法を受けていない癌腫組織サンプル間を比較する方法がここに提供され、本明細書にリス
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トした少なくとも一つのｍｉｒの発現差違を比較することを含んでなる。
【００２５】
　別の広範な側面において、扁平上皮癌組織サンプルにおけるリンパ節転移を比較する方
法がここに提供され、本明細書にリストした少なくとも一つのｍｉｒの発現差違を比較す
ることを含んでなる。
【００２６】
　別の広範な側面において、扁平上皮癌組織サンプルのステージ分類を比較する方法がこ
こに提供され、本明細書にリストした少なくとも一つのｍｉｒの発現差違を比較すること
を含んでなる。
【００２７】
　別の広範な側面において、対象が食道癌、バレット食道又は扁平上皮癌を有する、又は
発症するリスクがあるかどうかを診断する方法がここに提供され、該対象からの試験サン
プル中の少なくとも一つのｍｉｒのレベルを測定することを含んでなり、対照サンプル中
の対応するｍｉｒのレベルと比較して、該試験サンプル中の該ｍｉｒのレベルの変化は、
該対象が食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌を有しているか、又は発症するリス
クがあるかを示し；該ｍｉｒは本明細書にリストしたｍｉｒの一つ又はそれ以上から選択
される。
【００２８】
　別の広範な側面において、食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌を抑制すること
を、それらを必要とする対象において行う方法がここに提供され、本明細書にリストした
ｍｉｒから成る群より選択される少なくとも一つの遺伝子を投与することを含んでなる。
【００２９】
　別の広範な側面において、対象の一つ又はそれ以上の予後マーカーと関係がある食道腺
癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌関連疾患を診断する方法がここに提供され、該対象
からのサンプル中の、少なくとも一つのｍｉｒのレベルを測定することを含んでなり、対
照サンプル中の対応するｍｉｒのレベルと比較して、試験サンプル中の少なくとも一つの
ｍｉｒのレベルの変化は、一つ又はそれ以上の予後マーカーと関係がある食道腺癌、バレ
ット食道又は食道扁平上皮癌関連疾患を有している対象を示し；該ｍｉｒは本明細書にリ
ストしたｍｉｒから成る群より選択される。
【００３０】
　別の広範な側面において、対象が食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌を有する
か、又は発症するリスクがあるかどうかを診断する方法がここに提供され、１）対象から
得られた試験サンプルからのＲＮＡを逆転写して、標的オリゴデオキシヌクレオチドの組
を提供し；２）該標的オリゴデオキシヌクレオチドを、ｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴ
ヌクレオチドを含んでなるマイクロアレイにハイブリダイズさせて試験サンプルについて
のハイブリダイゼーションプロファイルを提供し；及び３）該試験サンプルハイブリダイ
ゼーションプロファイルと対照サンプルから発生させたハイブリダイゼーションプロファ
イルを比較し、少なくとも一つのｍｉＲＮＡのシグナルの変化は、対象が食道腺癌、バレ
ット食道又は食道扁平上皮癌関連疾患を有する、又は発症するリスクがあることを示し；
該ｍｉｒは本明細書にリストしたｍｉｒから成る群より選択される。ある態様において、
該少なくとも一つのｍｉＲＮＡのシグナルは、対照サンプルから発生されたシグナルと比
較し、下方調節されている。ある他の態様において、該少なくとも一つのｍｉＲＮＡのシ
グナルは、対照サンプルから発生されたシグナルと比較し、上方調節されている。
【００３１】
　別の広範な側面において、食道癌、バレット食道又は扁平上皮癌関連疾患を、それらを
患っている対象において治療する方法がここに提供され、対照細胞と比較し、該対象の癌
細胞において少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物は下方調節又は上方調節されており；１
）少なくとも一つのｍｉｒが該癌細胞中で下方調節されている場合、該対象中の癌細胞の
増殖が抑制されるように、少なくとも一つの単離されたｍｉｒの有効量を該対象に投与す
ること；又は２）少なくとも一つのｍｉｒが該癌細胞中で上方調節されている場合、該対
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象中の癌細胞の増殖が抑制されるように、該少なくとも一つのｍｉｒの発現を抑制するた
めの少なくとも一つの化合物の有効量を該対象に投与すること；を含んでなり；該ｍｉｒ
は本明細書にリストしたｍｉｒから成る群より選択される。
【００３２】
　別の広範な側面において、対象における食道癌腫関連疾患を治療する方法がここに提供
され；該対象において食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌細胞の増殖が抑制され
るように；１）対照細胞と比較し、食道細胞中の少なくとも一つのｍｉｒの量を決定する
こと、ここで該ｍｉｒは本明細書にリストしたｍｉｒから成る群より選択され； 及び２
）（ｉ）もし、食道細胞中で発現された該ｍｉｒの量が、対照細胞中で発現された該ｍｉ
ｒの量よりも少ないならば、少なくとも一つの単離されたｍｉｒの有効量を該対象に投与
すること；又は（ｉｉ）もし、食道細胞中で発現された該ｍｉｒの量が、対照細胞中で発
現された該ｍｉｒの量よりも多いならば、該少なくとも一つのｍｉｒの発現を抑制するた
めの少なくとも一つの化合物の有効量を該対象に投与すること；により食道細胞中で発現
されるｍｉｒの量を変化させること；を含んでなる。
【００３３】
　別の広範な側面において、抗食道関連疾患剤を同定する方法がここに提供され、食道細
胞に試験剤を与えること、そして該食道細胞中の減少した発現レベルに関係する少なくと
も一つのｍｉｒのレベルを測定することを含んでなり、ここで、適した対照細胞と比較し
て該食道細胞中のｍｉｒのレベルの増加は、該試験剤が抗癌剤であることを示し、該ｍｉ
ｒは本明細書にリストしたｍｉｒから成る群より選択される。
【００３４】
　別の広範な側面において、対象における病的状態又は病的状態を発生するリスクを評価
するための方法がここに提供され、該対象からのサンプル中の一つまたはそれ以上のマー
カーの発現プロファイルを測定することを含んでなり、該対象からのサンプル中の発現プ
ロファイルと正常サンプルとの発現プロファイルの相違は、食道腺癌、バレット食道又は
食道扁平上皮癌、又はそれらへの素因を示し、該マーカーは本明細書にリストした一つま
たはそれ以上のｍｉｒを少なくとも含んでなる。
【００３５】
　別の広範な側面において、一つ又はそれ以上のｍｉｒを含んでなる組成物がここに提供
され、該ｍｉｒは本明細書にリストしたｍｉｒから成る群より選択される。
　別の広範な側面において、食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌を試験するため
の試薬がここに提供され、該試薬は、本明細書にリストした少なくとも一つのｍｉｒのヌ
クレオチド配列、又は該マーカーのヌクレオチド配列に相補的なヌクレオチド配列を含ん
でなる、ポリヌクレオチドを含んでなる。
【００３６】
　別の広範な側面において、食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌関連疾患を試験
するための試薬がここに提供され、該試薬は、本明細書にリストした少なくとも一つのｍ
ｉｒによりコードされたタンパク質を認識する抗体を含んでなる。
【００３７】
　別の広範な側面において、食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌を予防する、診
断する及び／又は治療する療法の有効性を評価する方法がここに提供され、１）その有効
性が評価されている療法を動物に受けさせること；及び本明細書にリストした少なくとも
一つのｍｉｒを評価することにより、食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌を治療
すること又は予防することにおいて試験されている治療の有効性のレベルを決定すること
；を含んでなる。ある態様において、候補療法剤は：医薬組成物、栄養補助食品成分又は
ホメオパシー組成物の一つ又はそれ以上を含んでなる。ある態様において、該評価されて
いる療法はヒト対象における使用のためである。
【００３８】
　別の広範な側面において、一つの製品がここに提供され、本明細書にリストした少なく
とも一つのｍｉｒから選択される、食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌関連疾患
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のためのマーカーに結合する少なくとも一つの捕捉試薬を含んでなる。
【００３９】
　別の広範な側面において、食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌関連疾患を治療
する療法剤の候補化合物をスクリーニングするためのキットがここに提供され、該キット
は：本明細書にリストした少なくとも一つのｍｉｒの一つまたはそれ以上の試薬、及び少
なくとも一つのｍｉｒを発現している細胞を含んでなる。ある態様において、ｍｉｒの存
在は、少なくとも一つのｍｉｒと特異的に結合する抗体又は抗体断片を含んでなる試薬を
使用して検出される。
【００４０】
　別の広範な側面において、食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌関連疾患のため
のスクリーニング試験がここに提供され：本明細書にリストしたｍｉｒの一つまたはそれ
以上と、こうしたｍｉｒの基質及び試験剤を接触させること、そして試験剤が該ｍｉｒの
活性を変調するかどうかを決定すること；を含んでなる。ある態様において、すべての方
法工程はインビトロで実施される。
【００４１】
　別の広範な側面において、個体において食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌関
連疾患合併症を治療する、予防する、逆行させる、又は重症度を限定させるための医薬の
製造のため、食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌関連疾患応答シグナル経路に干
渉する剤の使用がここに提供され、該剤は本明細書にリストした少なくとも一つのｍｉｒ
を含んでなる。
【００４２】
　別の広範な側面において、食道腺癌、バレット食道又は食道扁平上皮癌関連疾患合併症
を治療する、予防する、逆行させる、又は重症度を限定させることを、それらを必要とす
る個体において行う方法がここに提供され、少なくとも食道腺癌、バレット食道又は食道
扁平上皮癌関連疾患応答カスケードに干渉する剤を該個体に投与することを含んでなり、
該剤は本明細書にリストした少なくとも一つのｍｉｒを含んでなる。
【００４３】
　別の広範な側面において、個体において癌関連疾患合併症を治療する、予防する、逆行
させる、又は重症度を限定させるための医薬の製造のため、少なくとも食道腺癌、バレッ
ト食道又は食道扁平上皮癌関連疾患応答カスケードに干渉する剤の使用がここに提供され
、該剤は本明細書にリストした少なくとも一つのｍｉｒを含んでなる。
【００４４】
　別の広範な側面において、食道癌及び炎症性前駆状態の診断、予後及び治療のための新
規方法及び組成物がここに提供される。本発明は、抗食道癌剤及び抗炎症性前駆体剤を同
定する方法も提供する。
【００４５】
　付随する図面を照らし合わせて読んだ場合、以下の好ましい態様の詳細な説明から、当
業者には本発明の多様な目的及び利点が明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
　本特許又は出願ファイルは少なくとも一つのカラーで仕上げられた図及び／又は一つ又
はそれ以上の写真を含む。この特許又はカラーの図（ｓ）及び／又は写真（ｓ）を含む特
許出願印刷物のコピーは、依頼及び必要な料金の支払い後、本事務所により提供されるで
あろう。
【図１－１】図１Ａ～ＩＢ：ｑＲＴ－ＰＣＲ　ｍｉＲＮＡ発現と生存との関係を描いてい
るカプラン・マイヤー分析。ｍｉＲＮＡ発現値は、カットオフとしてコホート内中央発現
値を使用して低及び高群に二分した。
【００４７】
　図１Ａ：バレット食道を有しないＡＤＣ患者において観察された関係。ＮＣＴ（Ｎ＝１
１）における減少したｍｉＲ－２０３の発現は、より悪い予後と関係がある。生存プロフ
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ァイルは、ログランク検定を使用して比較され、Ｐ＜０．０５が統計的有意性を示してい
る。
【図１－２】図１Ｂ：ＳＣＣ患者において観察された関係。ＮＣＴにおいて、ｍｉＲ－２
１（Ｎ＝３５）、ｍｉＲ－１５５（Ｎ＝３５）、ｍｉＲ－１４６ｂ（Ｎ＝３５）及びｍｉ
Ｒ－１８１ｂ（Ｎ＝３５）の発現上昇は、より悪い予後と関係があり、一方、ＣＴにおけ
るｍｉＲ－３７５（Ｎ＝３５）の減少した発現は、より悪い予後と関係がある。
【図１－３】図１Ｂ続き：ＳＣＣ患者において観察された関係。ＮＣＴにおいて、ｍｉＲ
－２１（Ｎ＝３５）、ｍｉＲ－１５５（Ｎ＝３５）、ｍｉＲ－１４６ｂ（Ｎ＝３５）及び
ｍｉＲ－１８１ｂ（Ｎ＝３５）の発現上昇は、より悪い予後と関係があり、一方、ＣＴに
おけるｍｉＲ－３７５（Ｎ＝３５）の減少した発現は、より悪い予後と関係がある。
【図１－４】図１Ｃ：変化倍数＜０．７５又は＞１．２５を示している、異なって発現さ
れたｍｉＲＮＡの比。腺癌患者における癌性（ＣＴ）及び非癌性組織（ＮＣＴ）（１）、
バレット食道（ＢＥ）を有するＡＤＣ患者におけるＣＴ及びＮＣＴ（２）、ＡＤＣ患者に
おけるＢＥ及び非ＢＥ（ＮＢＥ）のＣＴ組織（３）、ＳＣＣ患者におけるＣＴ及びＮＣＴ
（４）、ＡＤＣ及びＳＣＣ患者におけるＣＴ組織（５）間のマイクロアレイ発現差異。カ
ラースケールはマイクロアレイ発現に対応する。
【図２】図２：癌性及び非癌性組織を比較した場合に異なって発現されたｍｉＲＮＡのｑ
ＲＴ－ＰＣＲ検証。ＡＤＣ（ａ）及びＳＣＣ（ｂ）患者における癌性（ＣＴ）及び非癌性
（ＮＣＴ）間の相対的ｌｏｇ発現差違。すべての発現値はＲＮＡＵ６６で規格化された。
ＡＤＣ患者において、両セットにおけるｍｉＲ－３７５発現差違及びトレーニングセット
サンプルにおけるｍｉＲ－１９４発現差違はボーダーラインで統計的に有意であり（０．
００５＜Ｐ＜０．０５）、一方、他のすべては統計的に有意であった（Ｐ＜０．００５）
。ＳＣＣ患者において、検証セットサンプルにおけるｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－１５５
及びｍｉＲ－１４６ｂ発現差違及びトレーニングセットサンプルにおけるｍｉＲ－２０３
発現差違はボーダーラインで統計的に有意であり、一方、他のすべての変化は統計的に有
意であった。
【図３】図３：腺癌症例の癌性組織においてバレット食道（ＢＥ）及び非バレット食道（
ＮＢＥ）を比較した場合、異なって発現されたｍｉｒのｑＲＴ－ＰＣＲ検証。癌性組織に
おけるＢＥ及びＮＢＥ間の相対的ｌｏｇ発現差違。すべての発現値はＲＮＡＵ６６で規格
化され、示されたすべての発現差違はボーダーラインで統計的に有意であった（０．００
５＜Ｐ＜０．０５）。
【図４】図４：ＡＤＣ及びＳＣＣ患者間の癌性組織で変化した発現を有するｍｉｒのｑＲ
Ｔ－ＰＣＲ検証。癌性組織におけるＡＤＣ及びＳＣＣ患者間の相対的ｌｏｇ発現差違。す
べての発現値はＲＮＡＵ６６で規格化され、ここに示された変化した発現は、トレーニン
グセット中のｍｉＲ－３７５を除いて（０．０５＜Ｐ＜０．００５）統計的に有意であっ
た（Ｐ＜０．００５）。
【図５】図５：表１：患者の臨床学的、病理学的及び人口学的特性．
【図６】図６：表２：トレーニングセットにおけるｍｉｒプローブのマイクロアレイ発現
差違。
【図７】図７：表３：ｍｉｒ　ｑＲＴ－ＰＣＲ発現レベルと生存間の関係を評価するため
の一変量及び多変量コックスモデル化。
【図８】図８：腺癌サンプル中のＣＴ及びＮＣＴ組織を比較した場合、マイクロアレイ発
現に従った、成熟ｍｉｒを示す、異なって発現されたプローブ（Ｐ＜０．０５及びＤＲＦ
＜１０％）を示している補足表１。
【図９】図９：補足表２：腺癌／バレット食道サンプル中のＣＴ及びＮＣＴ組織を比較し
た場合、マイクロアレイ発現に従った、成熟ｍｉｒを示す、異なって発現されたプローブ
（Ｐ＜０．０５及びＤＲＦ＜１０％）。
【図１０】図１０：補足表３：バレット食道（ＢＥ）及び非バレット食道（ＮＢＥ）腺癌
組織を比較した場合、マイクロアレイ発現に従った、成熟ｍｉｒを示す、異なって発現さ
れたプローブ（Ｐ＜０．０５及びＤＲＦ＜１０％）。



(12) JP 5723156 B2 2015.5.27

10

20

30

40

50

【図１１】図１１：補足表４：化学放射線療法（ＣＲＴ）を受けた及び受けていない（ｎ
ＣＲＴ）腺癌組織サンプルを比較した場合、マイクロアレイ発現に従った、成熟ｍｉｒを
示す、異なって発現されたプローブ（Ｐ＜０．０５及びＤＲＦ＜１０％）。
【図１２】図１２：補足表５：扁平上皮癌サンプルにおけるＣＴ及びＮＣＴ組織を比較し
た場合、マイクロアレイ発現に従った、成熟ｍｉｒを示す、異なって発現されたプローブ
（Ｐ＜０．０５及びＤＲＦ＜１０％）。
【図１３】図１３：補足表６：扁平上皮癌性組織においてリンパ節の転移（Ｎ＝０ｖｓ．
Ｎ＝１）を比較した場合、マイクロアレイ発現に従った、成熟ｍｉｒを示す、異なって発
現されたプローブ（Ｐ＜０．０５及びＤＲＦ＜１０％）。
【図１４】図１４：補足表７：扁平上皮癌性組織においてステージ分類（ＴＭＮ病期０～
Ｉ対ＩＩ～ＩＶ）を比較した場合、マイクロアレイ発現に従った、成熟ｍｉｒを示す、異
なって発現されたプローブ（Ｐ＜０．０５及びＤＲＦ＜１０％）。癌性組織におけるＡＤ
Ｃ及びＳＣＣ患者間の相対的ｌｏｇ発現差違。すべての発現値はＲＮＡＵ６６で規格化さ
れ、ここに示された変化した発現は、トレーニングセット中のｍｉＲ－３７５を除いて（
０．０５＜Ｐ＜０．００５）統計的に有意であった（Ｐ＜０．００５）。
【図１５】図１５：補足表８：癌性組織においてＡＤＣ及びＳＣＣサンプルを比較した場
合、マイクロアレイ発現に従った、成熟ｍｉｒを示す、異なって発現されたプローブ（Ｐ
＜０．０５及びＤＲＦ＜１０％）。
【図１６】図１６：補足表９：ｍｉＲＮＡマイクロアレイ発現プロファイルを使用した。
それらの診断、ＢＥ状態及び組織学的カテゴリーへのサンプルの分類。
【図１７】図１７：補足表１０：ｍｉＲＮＡマイクロアレイ発現を使用し、最終ＰＡＭ分
類モデルで使用された持続性ｍｉＲＮＡプローブのリスト。
【図１８Ａ】図１８Ａ：補足表１１：細目にわたる一変量及び多変量コックスモデル。
【図１８Ｂ】図１８Ｂ：補足表１１：細目にわたる一変量及び多変量コックスモデル。
【発明を実施するための形態】
【００４８】
　本開示を通して、種々の刊行物、特許及び公開された特許明細書は引用を特定すること
により参照される。これらの刊行物、特許及び公開された特許明細書は、本発明が関与す
る分野の状態をより完全に記述するために、本開示に引用文献として援用される。
【００４９】
　本発明は以下の実施例でさらに定義され、特に記載しない限り、すべての部分及びパー
センテージは重量によるものであり、度は摂氏である。これらの実施例は、本発明の好ま
しい態様を示しているが、例示のためにのみ与えられていることを理解すべきである。上
記の議論及びこれらの実施例から、当業者は本発明の本質的特徴を確かめることができ、
そしてそれらの精神及び範囲から離れることなく、多様な使用及び条件に適合させるため
に本発明の多様な変形及び修飾を行うことができる。本明細書で言及された、特許及び非
特許文献を含む全ての出版物は、本明細書において特別に援用される。
【００５０】
　ｍｉＲＮＡマイクロアレイ３８を使用して測定した、腫瘍（ＣＴ）及び隣接非癌性（Ｎ
ＣＴ）組織対のｍｉＲＮＡ発現レベルを、ＣＴ及びＮＣＴ組織及びバレット食道（ＢＥ）
及び非バレット食道（ＮＢＥ）組織間の発現差違を評価するために使用した。選択された
成熟ｍｉＲＮＡの発現差違は、ＣＴ／ＮＣＴ対を含んでなる独立したコホートにおいて、
ｑＲＴ－ＰＣＲを使用して検証した。さらに、診断／予後及びバレット食道状態を含む臨
床病理学的結果の予測バイオマーカーとしてｍｉＲＮＡの有用性を評価した。
【００５１】
　食道腺癌を研究することに加えて、扁平上皮癌におけるｍｉＲＮＡ発現を評価した。我
々は腺癌及び扁平上皮癌患者における癌性及び非癌性組織ｍｉＲＮＡ間の発現差違を同定
しそして確認し、ｍｉＲＮＡプロファイルを成功裏に使用して、診断（バレット食道状態
）及び組織学的タイプを予測した。有意に、他の既知の予後判定臨床的パラメーターと独
立した、生存と関係するｍｉＲＮＡを同定した。それ故、ｍｉＲＮＡ、食道癌腫及び炎症
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間の連結を示し、早期診断及び予後判定バイオマーカーとして、それらの可能性のある臨
床有用性についての予備的証拠を提出した。これらのｍｉＲＮＡは、さらに新規個別化薬
剤療法の潜在的標的として使用することができる。
【００５２】
　予後に関係したマイクロＲＮＡ発現レベルは、さらに組織マイクロアレイのインサイツ
ハイブリダイゼーションに使用し得る。この技術は高スループット分析も可能にし、研究
者がマイクロＲＮＡバイオマーカーの予後判定有用性を改良できるかどうかを評価するこ
とを可能にする。食道腺癌のステージ分類の曖昧さ及び不確実さのため、ｍｉＲＮＡ予後
指標は療法の選択を非常に助けることができる。加えて、ヒト細胞株の機能アッセイ（そ
れにより特異的ｍｉＲＮＡをノックイン又はノックアウトできる）を、腫瘍及びバレット
食道表現型における変化を評価するために使用し得る。
【００５３】
　食道腺癌は、しばしば後期に検出され、ほとんどの場合、予後不良を伴っている。個体
のバレット食道及び／又は食道腺癌の素因となることができる潜在的ｍｉＲＮＡバイオマ
ーカーは、早期検出の手段を提供することができ、より良い治療オプションを同定するこ
との助けとなる。さらに、インビボでｍｉＲＮＡの発現を抑制するため、アンタゴニスト
が成功裏に使用されており、それにより、癌関連遺伝子の発現を調節することを容易にし
ている。本出願は、それ故、新規薬剤標的及び療法を同定することにおける、ｍｉＲＮＡ
の使用可能性に道を開くものである。
【００５４】
　発明者はさらに、大規模コホートにおいてのヒト食道癌及びバレット食道の病変形成に
おけるｍｉＲＮＡの関与をここに示し、そして生存率との関係を探究した。
　本発明は以下の実施例でさらに定義され、特に記載しない限り、すべての部分及びパー
センテージは重量によるものであり、度は摂氏である。これらの実施例は、本発明の好ま
しい態様を示しているが、例示のためにのみ与えられていることを理解すべきである。上
記の議論及びこれらの実施例から、当業者は本発明の本質的特徴を確かめることができ、
そしてそれらの精神及び範囲から離れることなく、多様な使用及び条件に適合させるため
に本発明の多様な変形及び修飾を行うことができる。本明細書で言及された、特許及び非
特許文献を含む全ての出版物は、本明細書において特別に援用される。
【実施例】
【００５５】
　トレーニング及び検証セットに分けられた患者から切除された癌性（ＣＴ）及び非癌性
（ＮＣＴ）組織を使用し、最初にｍｉＲＮＡマイクロアレイ３５プロファイルを発生させ
、続いてすべてのサンプルにおいてｑＲＴ－ＰＣＲを使用して関連するｍｉＲＮＡの発現
差違を確認した。すべての患者の臨床的特徴は図５－表１に要約されている。
【００５６】
　ＡＤＣ患者については両方のコホートで臨床的変数間の相違は観察されなかったが、Ｓ
ＣＣ患者のコホート間で、性及びステージにおける相違が観察された。マイクロＲＮＡマ
イクロアレイ発現値は、最初にトレーニングセットサンプルで評価し、続いてすべてのサ
ンプルにおいてｑＲＴ－ＰＣＲを使用して確認した。
【００５７】
　ＡＤＣ症例におけるマイクロＲＮＡの発現差違
　ＡＤＣ患者に特異的なｍｉＲＮＡマイクロアレイ発現レベルの変化は、３２のＣＴ及び
隣接ＮＣＴ対において評価した。図６－表２の一番上のパネルは、異なって発現されたｍ
ｉＲＮＡ（Ｐ＜０．０５、ＦＤＲ＜１０％）をリストしており、そのプローブは成熟ｍｉ
ＲＮＡ配列を含有する。増加した発現は、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２３、ｍｉＲ－１４
６ａ、ｍｉＲ－１４６ｂ及びｍｉＲ－１８１ａについて観察され、そして減少した発現は
ｍｉＲ－２０３及びｍｉＲ－２０５について観察された。バレット食道付随ＡＤＣ患者が
評価された場合、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１０３、ｍｉＲ－１０７及びｌｅｔ－７ｃは増
加した発現を示し、一方、ｍｉＲ－２１０、ｍｉＲ－２０３及びｍｉＲ－２０５は減少し
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た発現を示した。変化した発現を有するｍｉＲＮＡは散発性ＡＤＣを有する患者において
は同定されなかった。バレット食道付随及び散発性ＡＤＣ　ＣＴ間の発現は、ｍｉＲ－１
９２、ｍｉＲ－２１５、ｍｉＲ－１９４、ｍｉＲ－１３５ａが増加し、ｌｅｔ－７ファミ
リーに属しているｍｉＲＮＡの多くが減少した。
【００５８】
　多数の異なって発現されたプローブが脆弱部位及び癌関連ゲノム領域（Cancer Associa
te Genomic Region ）に位置している（図８－補足表１、図９－補足表２、図１０－補足
表３）。これらの比較についてのｍｉＲＮＡ倍数変化の視覚的表示が図１Ｃに描かれてい
る。
【００５９】
　ｑＲＴ－ＰＣＲを使用し、トレーニングセットサンプルのサブセットで測定されたｌｅ
ｔ－７ａ及びｌｅｔ－７ｃの発現レベルはマイクロアレイ結果との一致を示さなかった。
それにもかかわらず、これらのｍｉＲＮＡは、脆弱部位又は癌関連ゲノム領域に位置して
いるので、さらなる研究の正当な理由となる。さらに、ｌｅｔ－７は、マウスの肺の腫瘍
形成を抑制することが見出されており、及びｌｅｔ－７の減少した発現と生存との間の関
係がヒト肺癌組織において示されている。発現差違は、ネオアジュバント化学放射線療法
を受けた及び受けていないＡＤＣ患者の癌性組織間でも観察された。療法は組織採取に先
立って行われているので、これらの影響を受けたｍｉＲＮＡと療法を直接結び付けるのは
不可能であった。年齢、リンパ節の転移、ステージ、喫煙状況及びアルコール消費を評価
した場合、発現差違は観察されなかった。
【００６０】
　選択されたｍｉＲＮＡ（Ｐ＜０．０５、ＦＤＲ＜１０％、及び最も大きな変化倍数）の
発現測定は、ｑＲＴ－ＰＣＲを使用して検証した。隣接する非癌性組織と比較して、ＡＤ
Ｃ癌性におけるｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２３の上昇した発現、及びｍｉＲ－２０３及び
ｍｉＲ－３７５の減少した発現がトレーニング及び検証セットサンプルで確認された（図
２ａ）。
【００６１】
　加えて、バレット食道付随及び散発性ＡＤＣ患者間の癌性組織におけるｍｉＲ－１９４
及びｍｉＲ－１９２の変化した発現を検証した（図３）。これら二つのｍｉＲＮＡの増加
した発現は、非癌性組織と比較した癌性組織においても増加していたが、これらの変化は
、マイクロアレイ分析においては統計的に有意ではなかった。さらに、バレット食道を有
するＡＤＣ患者は、非癌性組織と比較した癌性組織において、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１
９２、ｍｉＲ－１９４の増加した発現及びｍｉＲ－２０３の減少した発現を示した。これ
らのｍｉＲＮＡの変化した発現は、バレット食道のない患者においても存在したが、多分
、小さなサンプルサイズのため（Ｎ＝１４）、統計的有意性は達成されなかった。
【００６２】
　ｍｉＲＮＡ発現及び生存間の関係
　説明をより容易にするため、ｑＲＴ－ＰＣＲから得られたｍｉＲＮＡ発現値を、コホー
ト内の中央値カットオフに基づいて二分した（本明細書の方法を参照されたい）。
【００６３】
　ｍｉＲＮＡ発現及び生存間の関係はＡＤＣ患者（Ｎ＝７３）においては観察されなかっ
た。バレット食道を有しないＡＤＣ患者を評価した場合、非癌性組織（Ｎ＝２２）におけ
るｍｉＲ－２０３の低発現は、予後不良とボーダーラインで関係しており（ＨＲ＝０．２
；９５％　信頼区間［ＣＩ］＝０．０４～０．９６）、リンパ節状態及び年齢とは無関係
であった（ＨＲ＝０．２；９５％ＣＩ＝０．０４－１．０２）（図５－表３、図１８－表
１１ｂ）。
【００６４】
　バレット食道とも診断されたＡＤＣ患者のｍｉＲＮＡ発現は、生存と統計的に有意な関
係を示さなかった。
　ＳＣＣ症例におけるマイクロＲＮＡの発現差違
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　ＳＣＣに特異的な変化したｍｉＲＮＡ発現を次ぎに４４人の患者で探した。癌性及び隣
接する非癌性組織を比較した場合、増加した発現がｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２３、ｍｉ
Ｒ－１４６ｂ、ｍｉＲ－２２４、ｍｉＲ－１５５、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－１４６ａ
で観察され、減少した発現がｍｉＲ－２０３、ｍｉＲ－３７５及びｍｉＲ－１３３ａで検
出された（Ｐ＜０．０５及びＦＤＲ＜１０％）（図６－表２参照）。
【００６５】
　プローブの３５パーセントが癌関連ゲノム領域に位置していた（図１２－補足表５）。
年齢、ネオアジュバント化学放射線療法の施行、喫煙及びアルコール消費状態で比較した
場合、変化した発現は観察されなかった。しかしながら、変化した発現が、リンパ節の転
移を有する患者の非癌性組織において、及び低病理学的ＴＭＮステージの患者において観
察された（図１３－補足表６）。異なって発現されたｍｉＲＮＡの変化倍数の視覚的要約
が図１Ｃに示されている。
【００６６】
　発現測定は、２６の追加の検証セットサンプルを含むすべての利用可能なケースにおい
て、ｑＲＴ－ＰＣＲを使用して確認した。ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－ｌ８ｌｂ、ｍｉＲ－１
５５及びｍｉＲ－１４６ｂの上昇した発現レベル、及びｍｉＲ－２０３、ｍｉＲ－３７５
の減少したレベルは、癌性及び隣接する非癌性組織を比較して確認した（図２ｂ）。興味
深いことに、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２０３の上昇したレベル及び癌性組織におけるｍｉ
Ｒ－３７５のレベルは、ＡＤＣサンプルにおいても観察され、これらのｍｉＲＮＡの発現
が、組織学的タイプに関係なく、食道癌腫において変化できることを示唆している。
【００６７】
　ｍｉＲＮＡ発現及び生存間の関係
　ＡＤＣ患者の分析と同様に、ｑＲＴ－ＰＣＲ発現値を、各コホート内の中央値カットオ
フに基づいて二分した。カプラン・マイヤー分析は、非癌性組織におけるｍｉＲ－２１の
高発現（ＨＲ＝４．９９；９５％ＣＩ＝１．８６～１３．４）及びより悪い予後間の統計
的に有意な関係を明らかにした（図１、図７－表３、図１４－補足表７）。
【００６８】
　非癌性組織におけるｍｉＲ－１５５（ＨＲ＝３．１５；９５％ＣＩ＝１．２５～７．９
）、ｍｉＲ－１４６ｂ（ＨＲ＝２．７２；９５％ＣＩ＝１．１３～６．５６）及びｍｉＲ
－１８１ｂ（ＨＲ＝３．０４；９５％ＣＩ＝１．２１～７．６７）の上昇したレベルは、
より悪い予後とボーダーラインの有意な関係を示した。さらに、腫瘍組織において、減少
したｍｉＲ－３７５発現（ＨＲ＝０．４１；９５％ＣＩ＝０．１７～０．９５）はボーダ
ーラインで予後不良と関係があった。多変量コックスモデル化は、ｍｉＲＮＡ発現及び生
存間の関係は、リンパ節の転移及び年齢に無関係であることを明らかにした。
【００６９】
　ＡＤＣ及びＳＣＣ患者間のマイクロＲＮＡの発現差違
　癌性組織において組織学的タイプを比較した場合、ｍｉＲ－２１５、ｍｉＲ－１９２、
ｍｉＲ－１９４の増加した発現、及びｍｉＲ－１５５、ｍｉＲ－２２４及びｍｉＲ－１４
２の減少した発現が、ＳＣＣ患者と比較してＡＤＣにおいて観察された（図４、表２、図
１５－補足表８及び　図１Ｃ）。
【００７０】
　非癌性組織において発現差違は検出されず、組織学的タイプに関係なく、隣接する非癌
性組織は類似したｍｉＲＮＡプロファイルを有していることを示唆している。バレット食
道を有しない患者のみを考慮した場合、ＳＣＣ症例においてｍｉＲ－１９２の増加した発
現、及びｍｉＲ－１５５の減少した発現が観察されたが（Ｐ＜０．０５）、ＦＤＲは上昇
していた（＞５０％）。ＳＣＣ患者と比較し、ＡＤＣにおけるｍｉＲ－１９４及びｍｉＲ
－１９２の癌性組織での上昇した発現レベルは、ｑＲＴ－ＰＣＲを使用して確認した（図
４）。
【００７１】
　ＳＣＣ患者と比較し、ＡＤＣの癌性組織におけるｍｉＲ－３７５の増加した発現が、我
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々の検証においても観察された。これらのｍｉＲＮＡの変化した発現は、癌性細胞の根底
にある生物学的メカニズムが二つの異なった組織学的タイプ間で異なることができること
、及び各組織学的タイプに特異的な治療療法がより効果的であることができることを示唆
している。
【００７２】
　ｍｉＲＮＡマイクロアレイ発現を使用するサンプル分類
　マイクロアレイの予測解析にｍｉＲＮＡマイクロアレイ発現値をインプットすることに
より、腫瘍状態及びタイプでサンプルを分類した（図１６－補足表９）。ＡＤＣサンプル
を分類する場合、隣接する非癌性組織から癌性組織を識別した時に７１％精度（Ｐ＝０．
００５）が得られた。バレット食道付随ＡＤＣ患者を使用すると、精度は７７％（Ｐ＝０
．００６）に増加し、一方、散発性ＡＤＣを有する患者を使用すると、上記の発現差違分
析と類似して、ほぼ無作為の分類帰属（精度５８％）を得た。さらに、精度７８％（Ｐ＝
０．００３）が、バレット食道付随又は散発性ＡＤＣ患者の癌性組織を分類した場合に得
られた。予期されるように、無作為分類精度は、非癌性組織における発現がインプットさ
れた場合に得られた。癌性及び非癌性組織へのＳＣＣサンプルの分類は８６％精度（Ｐ＜
１ｅ－４）が得られ、それは、ＡＤＣサンプルをそれらの診断カテゴリーに分類する場合
に得られた値（７１．２％）よりも実質的に高かった。
【００７３】
　この発見は、ＡＤＣ症例のｍｉＲＮＡプロファイルはＳＣＣ症例のプロファイルよりも
不均一であることを示唆しており、それは一部、バレット食道状態の相違のためであろう
。最後に、組織学によるサンプルの分類は、癌性及び非癌性組織発現プロファイルを使用
して、それぞれ８２％及び８５％精度を得た。重要なことには、「持続性」ｍｉＲＮＡプ
ローブ間には大きな重なりがあり、それは分類、及び発現差違を示したものに最も寄与す
る（図１７－補足表１０）。全症例において、すべてのプローブを使用するモデルと「持
続性」プローブを除去した後に組み立てたモデル間の精度の相違は統計的に有意である（
Ｐ＜０．０５）。
【００７４】
　臨床的特徴間の発現差違
　マイクロアレイ測定を使用し、ネオアジュバント化学放射線療法を受けていない腺癌（
ＡＤＣ）患者と比較し、それを受けた患者の癌性組織において、４３の成熟ｍｉＲＮＡプ
ローブの変化した発現が観察された（図１１－補足表４）。しかしながら、非癌性組織に
おいては、ネオアジュバント化学放射線療法状態を比較した場合は、発現差違は観察され
なかった。これらの観察は、ｍｉＲＮＡ発現が癌細胞においてはネオアジュバント化学放
射線療法により影響されうるが、隣接する非癌性組織においては影響されないことを示唆
する。さらに、癌性組織において療法により変化したｍｉＲＮＡは、療法に抵抗性である
腫瘍の指標であることができる。しかしながら、これらの仮説は、化学療法の施行に先立
った及び後の両方で癌性と隣接する非癌性組織を比較することによってのみ検証し得る。
すべてのこれらの症例において、化学放射線療法は手術に先立って、それ故サンプル採取
に先立って施行された。
【００７５】
　ＳＣＣ患者において、リンパ節の転移がある又はない患者の非癌性組織の発現レベルを
比較する場合、１９のプローブが発現差違を示した（図１３－補足表６）。しかしながら
、癌性組織における発現レベルが評価された場合、どのプローブも変化しなかった。この
観察は、ｍｉＲＮＡ調節とリンパ節転移間の可能な関係を示唆するにもかかわらず、ＡＤ
Ｃ症例では観察は欠如していた。にもかかわらず、腫瘍が食道のライニングに限定されて
いるより低いステージ症例（ＴＭＮステージ０～Ｉ）に対するより高い症例（ＴＮＭステ
ージＩＩ～ＩＶ）の非癌性組織においても発現差違が観察された。より具体的には、ｍｉ
ｒ－２１の成熟配列を含んでいるプローブは、より低いステージ症例において上昇したレ
ベルを示す（図１４－補足表７）。リンパ節状態と同様に、癌性組織におけるステージ間
では発現の変化は観察されなかった。
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【００７６】
　全症例において、化学放射線療法を受けた又は受けていない患者を比較した場合、癌性
組織においては発現差違が観察されたが（図１８－補足表１１）、非癌性組織においては
観察されなかった。再び、療法は外科的切除に先立って施行されるため、発現差違が単に
療法によるものかどうかを直接評価することは不可能である。ＳＣＣ患者で観察されたよ
うに、ｍｉｒ－２１プローブの発現は、より低いステージ分類（ＴＮＭ０～Ｉ）を有する
症例とより高いステージ分類（ＴＮＭＩＩ～ＩＶ）を有する症例の非癌性組織間で変化し
た。
【００７７】
　議論
　本明細書の実施例は、食道癌におけるｍｉＲＮＡの診断及び予後判定有用性の可能性を
評価する研究を記述している。ｍｉＲＮＡ発現を、１４３の癌性及び隣接する非癌性組織
対において評価し、診断及びバレット食道カテゴリーへの分類のために重要なｍｉＲＮＡ
を同定した。
【００７８】
　ＳＣＣ及びＡＤＣサンプル両方で、独立して、上昇したｍｉＲ－２１及び減少したｍｉ
Ｒ－２０３及びｍｉＲ－３７５レベルが観察され、これらのｍｉＲＮＡは組織学的タイプ
とは独立して、食道発癌に関与することができることを示している。
【００７９】
　癌性組織において、ｍｉＲ－１９４、ｍｉＲ－１９２及びｍｉＲ－２２３の増加した発
現がＡＤＣ患者で観察され、一方、ｍｉＲ－１８１ｂ、ｍｉＲ－１５５及びｍｉＲ－１４
６ｂの増加した発現がＳＣＣ患者で検出される。
【００８０】
　これらのｍｉＲＮＡの変化した発現は組織学的タイプに特異的であり、予後を改善する
ための組織学特異的療法の有用性の可能性を示唆している。
　上述のｍｉＲＮＡの発現レベルは、ｑＲＴ－ＰＣＲを使用し、すべてのサンプルにおい
て検証した。ｍｉＲ－２１及びｍｉＲ－１５５の過剰発現は、それらが肺、乳房、胃、前
立腺、結腸、膵臓を含む固形腫瘍で、及び慢性リンパ球性白血病で偏在的に誘導されてい
るので非常に興味深い。ｍｉＲ－１５５発現は、バーキット及びＢ細胞リンパ腫において
も上昇し、及びマウスにおいてはマクロファージ駆動炎症に応答して誘導され、それによ
り、炎症及び癌におけるｍｉＲ－１５５の役割を関係付けている。ホスファターゼ及びテ
ンシンホモログ　ＰＴＥＮ、癌抑制遺伝子トロポミオシン１　ＴＰＭ１、プログラム細胞
死４　ＰＤＣＤ４及びＳｐｒｏｕｔｙ２を含むｍｉＲ－２１標的腫瘍及び転移抑制遺伝子
は、それにより、腫瘍増殖、浸潤及び転移へのその関与を示している。
【００８１】
　また、ｍｉＲ－１５５は肺癌における予後指標であり、そして上昇したｍｉＲ－２１癌
性／非癌性比発現レベルは、結腸癌における予後不良及び治療結果と関係している。さら
に、ｍｉＲ－１８１ｂは慢性リンパ球性白血病において異なって発現され、そして癌遺伝
子Ｔｅｌｌの発現を負に調節しており、及びｍｉＲ－１４６ｂは炎症性サイトカインによ
り誘導されてＴｏｌｌ様レセプター及びサイトカインシグナル伝達系で役割を果たしてい
る。これら及び他の結果は、ｍｉＲＮＡ及び炎症性サイトカイン間の調節性相互作用を示
している。
【００８２】
　発明者はここで、ＳＣＣ患者の非癌性組織におけるｍｉＲ－２１の変化したレベルは生
存と関係することを示し、ｍｉＲ－２１はＳＣＣ腫瘍に間接的な効果を有することができ
ることを示唆している。我々は、肺ＡＤＣ患者の非癌性及び癌性組織におけるサイトカイ
ン発現の組み合わせは、生存の指標であることを以前に確立しており、腫瘍及びそれを取
り囲む肺環境間の相互作用の可能性を示唆している。さらに、生得的及び後天的免疫応答
の調節におけるｍｉＲＮＡの役割についての証拠が増加している。具体的には、ｍｉＲ－
２１発現は、Ｂ細胞リンパ腫及び慢性リンパ球性白血病を含む免疫関連疾患と関係があっ
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た。さらに、最近の研究は、ｍｉＲ－２１誘導に対するインターロイキン６のＳｔａｔ３
依存性効果を示しており、それはＳｔａｔ３の発癌能に寄与している。結果的に、ｍｉＲ
－２１の増加したレベルが非癌性組織におけるより悪い予後と関係があるという我々の発
見は、腫瘍発生と関係がある免疫応答の反映である可能性がある。
【００８３】
　我々の観察と一致して、７患者のコホートに基づいた最近の研究は、ｍｉＲ－２１がＡ
ＤＣにおいて過剰発現され、ｍｉＲ－１４３はＡＤＣにおいて過少発現され、そしてｍｉ
Ｒ－１９４がバレット食道において過剰発現されていることを報告している（３０）。前
記研究は、バレット食道におけるｍｉＲ－２０３、ｍｉＲ－２０５、ｍｉＲ－１４３及び
ｍｉＲ－２１５の過剰発現も報告しているが、それらは我々の分析においては観察されな
かった。
【００８４】
　また我々の観察と一致して、別の研究は２０症例及び９の正常上皮組織の分析を報告し
ており、両方の組織学的サブタイプにおける癌性組織でのｍｉＲ－２１の過剰発現及びｍ
ｉＲ－２０３及びｍｉＲ－２０５の過少発現を明らかにした（７０）。
【００８５】
　ＳＣＣ患者におけるｍｉＲＮＡ発現を評価している以前の研究において、ｍｉＲ－１０
３及びｍｉＲ－１０７の高発現は３０人の患者における悪い生存と相関しており、発見は
２２人のＳＣＣ患者の独立したセットで確認された（７１）。これらの結果は我々の分析
と一致しておらず、おそらく、異なったマイクロアレイプラットフォーム及びより限定さ
れたサンプルサイズの使用によるためである。
【００８６】
　本実施例で使用された患者の５４％でのネオアジュバント化学放射線療法の施行（手術
先だった）及び患者の２２％における完全病理学的応答は、ｍｉＲＮＡ発現と診断／予後
間の関係への療法の役割への否定力を制限する。注目すべきは、完全病理学的応答の患者
は必ずしも治癒する必要はなく、多分、残存している全身的プロセスのため又は小さな転
移性疾患を検出できないためである（７２）。これらの患者の生存率は、母集団の生存率
よりも悪く、そしてこうした患者が完全病理学的応答のない患者よりも長期の生存を得る
かどうかは、いまだ議論中である（７３）。この観察はさらに、ステージ分類の精密化を
助ける及び治療応答を予測するであろう、ｍｉＲＮＡのような分子バイオマーカーの重要
性を示した。さらに、慢性アルコール消費及び喫煙は食道癌患者の生存に悪影響を与える
（７４）（７５）ことができる一方、欠測値（喫煙及びアルコールの消費欠測値はそれぞ
れ１６％及び２３％ ）のため、我々の多変量コックス分析において、これらの共変量の
影響を適切に評価することが不可能であった。
【００８７】
　これらの実施例は食道癌におけるｍｉＲＮＡの役割を示し、その発現がＳＣＣ及びＡＤ
Ｃ癌性組織間、及びバレット付随及び散発性ＡＤＣ癌性組織間の癌性組織で変化するｍｉ
ＲＮＡを同定する。
【００８８】
　これらの実施例は、非癌性組織における上昇したｍｉＲ－２１レベルとより悪い予後と
の間の関係も示し、それにより、ｍｉＲ－２１、免疫応答及びＳＣＣ間の関係の可能性を
示唆している。非癌性組織におけるｍｉＲＮＡ発現と予後判定との関係は、これらのｍｉ
ＲＮＡの変化したレベルは、進行疾患ステージ及び症状の発生の先だった証拠となること
ができるので、特に興味を引かれる。より侵襲的でないバイオプシーでのｍｉＲＮＡ発現
レベルを、非常に侵襲的手法である食道の外科的切除から利益を得ることができるか又は
できないかを評価するために使用することができる。ｍｉＲＮＡ転写を阻止する能力は、
食道癌腫のための新規薬剤標的及び療法を同定することにおける、ｍｉＲＮＡの使用可能
性に道を開くものである。
材料及び方法
臨床サンプル
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外科的切除により入手可能な癌性及び隣接する非癌性組織を有する総計で１４３人の患者
を、トレーニング及び検証セットに分割した。該トレーニングセットは、４４ＳＣＣ症例
及び３２ＡＤＣ症例を含み、その１８はバレット食道とも診断され、一方、検証セットは
２６ＳＣＣ症例及び４１ＡＤＣ症例を含んでなり、バレット食道と診断された３０人の患
者を含んでいる。患者は、３つの異なったコホート：（１）Baltimore, MD のUniversity
 of Maryland Medical System 、（２）東京、日本のNippon Medical School 、（３）NY
, US のNew York Presbyterian- Weill Cornell Medical Center から動員した。メリー
ランドコホートから採取されたサンプルは二つの群に分割した：ＭＤコホート１はトレー
ニングセットに含まれ、一方、ＭＤコホート２は検証セットに含まれている（図５－表１
）。
【００８９】
　疾患ステージ及び生存は、診療記録、病理報告、State of Maryland 記録及びNational
 Death Indexから得られた。これらの研究は、関与施設の施設内治験審査委員会により認
可された。この研究に関連した臨床病理学的データは、それぞれの供給源から提供され、
そして性別、年齢、組織診断、バレット食道の存在／不存在、ネオアジュバント化学放射
線療法施行、アルコール消費、喫煙状況及び病理学的ステージ分類を含む（図５－表１）
。
ＲＮＡ単離及びｍｉＲＮＡの定量
ｍｉＲＮＡレベルの定量に使用した総ＲＮＡは、製造元の説明書に従い、ＴＲＩＺＯＬ（
Invitrogen, カタログ番号15596-026）を使用して我々の実験室において食道組織から抽
出した。ｍｉＲＮＡ発現レベルは、３２９のヒトｍｉＲＮＡ及び２４９マウスｍｉＲＮＡ
プローブを二重に含有するｍｉＲＮＡマイクロアレイチップ　バージョン３（Ohio State
 University）を使用して測定した（１）。５μｇの総ＲＮＡをビオチン標識第一鎖ｃＤ
ＮＡに変換し、該チップ上にハイブリッド形成させ、ストレプトアビジン－アレクサ（Al
exa）６４７コンジュゲートによるビオチン含有転写体の直接検出により処理した。スラ
イドは続いてAxon 4000B Scanner（Molecular Device, Inc.）で走査し、スポット強度は
Genepix (バージョン　Pro 6.0.1.00）で定量した。マイクロアレイデータは、ＭＩＡＭ
Ｅガイドラインに伴うコンプライアンスにより遺伝子発現オムニバス(Gene Expression O
mnibus) に現在提出されている。
【００９０】
　変化したｍｉＲＮＡの検証は、Taqman　ｍｉＲＮＡ逆転写アッセイ（Applied Biosyste
ms, カタログ番号. 4366596）及び適したプライマーを使用し、製造元の説明書に従い、
ｑＲＴ－ＰＣＲで実施した。簡単には、特異的成熟ｍｉＲＮＡのために特別に設計された
プローブを使用する、１５μｌの逆転写反応に、鋳型として１０ｎｇの総ＲＮＡを使用し
た。各ｍｉＲＮＡについて、7500RT-PCR システム（Applied Biosystems）及び対照とし
てＲＮＵ６６（Applied Biosystems, カタログ番号. 4373382）を使用し、反応は三重に
行った。
【００９１】
　統計分析
　発現差違
　プレプロセシング及びｍｉＲＮＡマイクロアレイ発現値の規格化は、統計コンピュータ
ー処理及びグラフィックスのためのフリーソフトウェア環境、Ｒ（バージョン2.6.0）（
２）で実施し、発現差違解析は、Dr. Richard Simon 及びAmy Peng Lamにより開発された
BRB ArrayTools（バージョン3.5.0）(http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html)
で実施した。Ｒを使用し、各サンプルの平均スポット値は、画像定量化ソフトウェアGene
Pix（バージョンPro 6.0.1.00）によりフラグされなかったスポットについて抽出された
。加えて、スポットは、もしそれらのバックグラウンド強度がそれらそれぞれのフォアグ
ラウンド強度よりも高かったならば、及びもし、四つ組強度スポット値が１以上（ｌｏｇ
２スケールで）異なっているならば、スポットを除去した。残ったスポットは次ぎに、真
のスポット強度がすべてのアレイに渡っているものの平均により推定される、単一チャネ
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ルアレイデータのために修飾されたレス（loess）規格化を使用して規格化した。レス曲
線は各アレイについてのフィットスルー（fit through）（ｚ～「平均」）であり、ここ
でｚは所与のアレイ中の各スポットの強度であり、平均は推定された真のスポット強度で
ある。規格化されたスポット強度は、実際のスポット強度からの予測値（適合されたレス
曲線から得られる）を差し引くことにより得られる。
【００９２】
　二重のスポット強度値を平均した後、BRB ArrayTools（バージョン3.5.0）内へ規格化
されたデータをインプットし、続いての分析は、サンプルの少なくとも２５％に存在する
強度値を有するヒトｍｉＲＮＡプローブに制限した。ｍｉＲＮＡプローブの変化した発現
は、ｔ検定を実施するClass Comparison Tool を使用して決定し、Ｐ＜０．０５及び対応
する誤検出率（False Discovery Rate）＜１０％の発現変化を統計的に有意であると考え
た。癌性及び隣接する非癌性組織発現を比較する場合、対のあるｔ検定を実施し、一方、
全ての他の比較には、日付順乱塊法のｔ検定を応用した。日付順乱塊法は、マイクロアレ
イがハイブリッド形成され及びスキャンされた日付で発現差異が混乱しないことを確実に
するため、可能な日付バイアスについて制御する。
【００９３】
　ｑＲＴ－ＰＣＲを無作為に選択したトレーニングセットサンプルの１０％における１３
のｍｉＲＮＡのマイクロアレイ発現測定を検証するために利用した。発現カウントは、Ｒ
ＮＵ６６カウントで規格化した。我々は最初にこれらの測定が、トレーニングセットサン
プル中のマイクロアレイからのものと一致した（統計的有意性及び同方向変化倍数）こと
を確立した。次ぎに、独立した検証セットサンプル中の発現を測定して、発現変化をさら
に確認した。両測定の一致（統計的有意性及び同方向変化倍数）を９ｍｉＲＮＡについて
確立し、ｑＲＴ－ＰＣＲを使用して、その発現を残り全てのサンプルで続けて測定した。
発現カウントは、ＲＮＵ６６カウントで規格化し、両側、対のある又は対のないｔ検定（
それぞれ、癌性及び隣接する非癌性組織を比較する場合及び全ての他の比較）を実施した
。
【００９４】
　生存分析
　説明を容易にするため、カットオフとして各コホート（即ち、ＭＤ コホート、日本コ
ホート及びコーネルコホート）内の中央発現値を使用して、高及び低にｍｉＲＮＡ発現値
を二分した。カプラン・マイヤー曲線を構築し、生存差異をマンテル・ヘンツェル検定又
はログランク検定を使用して評価した。比例ハザード仮説を試験するため、scaled Schoe
nfeld 残差と時間の適した転換を関係付けるＲ関数ｃｏｘ．ｚｐｈ（）を利用した。一変
量及び多変量コックス分析を実施し、臨床変数と予後間の関係を評価し、関連する臨床変
数を調節した。
【００９５】
　多変量コックスモデルは、単変量解析において生存と関係があったか、又は以前の出版
物で重要な臨床変数として知られている臨床共変数を含んでいる。具体的には、以前に生
存と関係することが示されているリンパ節の転移（３）、及び年齢が最終多変量モデルに
含まれた。
【００９６】
　群当たりのイベントの十分な数を確実にするため、検証及び試験コホートを合併させた
。別々に分析した場合、所与のｍｉＲＮＡについては両方のコホートにおいてハザード比
は同一の傾向を示したが、Ｐ値は０．０５を超えており（データは示されていない）、ス
トラータ当たりのイベントが不十分な数による可能性が最も高い。重要なことには、ｍｉ
ＲＮＡ発現及び生存間のすべての統計的に有意な関係について、完全病理学的応答を示し
た患者及び示さなかった患者間で生存に相違が観察されないことである。発現検証及び生
存分析の統計的有意性は、Ｐ＜０．００５の場合（９の多重比較についてのストリンジェ
ントボンフェローニ補正を適用後のＰ＜０．０５に相当する）に達成され、ボーダーライ
ン統計的有意性は０．００５＜Ｐ＜０．０５の場合に達成された。
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【００９７】
　分類
　腫瘍状態、組織学及びバレット食道状態によるサンプル分類は、Ｒパッケージ 「pamr
」（バージョン1.34.0）、マイクロアレイの予測解析（ＰＡＭ）（４）を使用して実施し
た。失われた強度値は、最近傍平均化アルゴリズムを使用するパッケージルーチン「pamr
.knnimpute」を使用して帰属した。ＰＡＭの２０の反復を行い、各反復について、１０分
割交差検定（ＣＶ）精度を計算した。加えて、各反復の最終モデルにおいて使用したｍｉ
ＲＮＡプローブのリストを記録し、「持続性」ｍｉＲＮＡプローブは、反復の少なくとも
８０％の最終モデルで現れるものとして定義した。分類に対する持続性プローブの重要性
をさらに評価するため、それらを全プローブリストから取り除き、２０反復を繰り返した
。同様に、１０分割ＣＶパーセント精度を、この減少させたプローブのセットを使用して
組み立てたモデルについて記録し、これらの精度を、すべてのプローブを使用して組み立
てたモデルから得られたものと比較した。
【００９８】
　モデルの頑健性を評価するため二つのテストを実施した。第一に、オリジナルデータの
置換を伴う再サンプリングからのＣＶパーセント精度の分布を見積もるため、ブートスト
ラップ技術を使用した（１０，０００反復）。得られたパーセント精度がランダムでない
かどうかを評価するため、５０％未満又は５０％と等しいパーセント精度を得ることの確
率をブートストラップ分布から推定した。第二に、すべてのプローブを使用するモデルと
持続性プローブを除いたプローブを使用するモデル間で観察される精度の相違を評価する
ため、ゼロ未満又はゼロに等しい精度差を得ることの確率をブートストラップ推定分布か
ら推定した。報告された信頼区間は、ブートストラップ推定分布から計算した。
【００９９】
　各クラスでの大いに異なったサンプルの数は、人為的に高い精度を起こし得る。この人
為的結果を補正するため、各クラスについてプライア（prior）確率補正をＰＡＭモデル
に適用し、それは本質的には新規サンプル及び異なったクラス間の判別スコアを増大させ
、真及び偽陽性率のバランスを均衡させる。プライアの至適セット（各クラスについて）
を決定するため、プライアの異なったセット（即ち、［０，１］、［０．０１、０．９９
］、　．．．　、［１、０］）を使用してＰＡＭを実施し、偽陽性率ｖｓ．真陽性率をプ
ロットするReceiving Operating Curvesを構築した。至適プライアセットは、偽陽性率を
最小化する一方、真陽性率を最大化する、凸包上にあるポイントを同定することにより、
客観的に決定された。
【０１００】
　使用例
　一つの側面において、本発明は癌を有する対象の生存を予測するための方法を提供する
。該予測法は、癌細胞中のバイオマーカーとしての多数のｍｉｒの発現差異に基づいてい
る。用語「バイオマーカー」は用語「ｍｉｒ」、「ｍｉｒｓ」、「ｍｉＲｓ」、「ｍｉＲ
ＮＡ」及び「遺伝子産物」と相互交換的に使用し得ることを理解すべきである。
【０１０１】
　いくつかのバイオマーカーは過剰発現される傾向があり、一方、他のバイオマーカーは
過少発現される傾向があることが発見された。癌を有する対象からの細胞のサンプル中の
これらのバイオマーカーの独特な発現パターンは、その対象についての、相対的生存時間
及び最終的予後を予測するために使用できる。
【０１０２】
　癌を有する対象の生存を予測するための方法
　本発明の一つの側面は、癌生存を予測するための方法を提供する。該方法は、癌を有す
る対象からの細胞のサンプル中の少なくとも一つの、又はある態様においては複数のバイ
オマーカーの発現差違を決定することを含んでなる。癌のバイオマーカー発現シグナチャ
は、その癌からの生存の予測であるリスクスコアを導くために使用することができる。該
スコアは、対象が長期生存できる（即ち、５年より長く）ような低リスク、又は対象が長
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期生存できない（即ち、２年未満）ような高リスクを示すことができる。
【０１０３】
　生存関連バイオマーカー
　バイオマーカーのいくつかは長期生存者において過剰発現されており、バイオマーカー
のいくつかは短期生存者において過剰発現される。バイオマーカーは、細胞接着、細胞運
動性又は炎症及び免疫応答に影響を及ぼすことにより癌転移の一因となることができる。
バイオマーカーは、アポトーシスにも関与することができる。バイオマーカーは輸送機構
においても一因となることができる。バイオマーカーは他のタイプの癌においても生存と
関係することができる。
【０１０４】
　複数のバイオマーカーの発現の測定
　癌を有する対象からの細胞サンプル中の、複数の生存関連バイオマーカーの発現差違を
測定することが含まれる。各癌において異なった発現のパターン（又は遺伝子発現シグナ
チャ）は次ぎに、癌生存を予測するリスクスコアを発生させるために使用できる。バイオ
マーカーの発現のレベルは、他の癌を有する対象と比較して増加している、又は減少して
いるであろう。バイオマーカーの発現は短期生存者よりも長期生存者においてより高くて
もよい。もしくは、バイオマーカーの発現は長期生存者よりも短期生存者においてより高
くてもよい。
【０１０５】
　複数のバイオマーカーの発現差違は、当該技術分野において公知である多様な技術によ
り測定することができる。バイオマーカーのメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）のレベル
を定量化することは、該バイオマーカーの発現を測定するために使用することができる。
もしくは、バイオマーカーのタンパク質生成物のレベルを定量化することは、該バイオマ
ーカーの発現を測定するために使用することができる。以下に議論された方法に関する追
加の情報は、Ausubel et al., (2003) Current Protocols in 分子生物学, John Wiley &
 Sons, New York, NY, 又はSambrook et al. (1989). Molecular Cloning: A Laboratory
 Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY．に見出すことができる
。当業者は、目的のｍＲＮＡ又はタンパク質の検出を最適化するため、どのパラメーター
を操作することができるのかを知るであろう。
【０１０６】
　核酸マイクロアレイを、複数のバイオマーカーの発現差違を定量化するために使用する
ことができる。マイクロアレイ分析は、Affymetrix GeneChip（商標） technology (Sant
a Clara, CA)、又はIncyte(Fremont, CA)からのマイクロアレイシステムのような、商業
的に入手可能な装置を使用し、製造元のプロトコールに従って実施することができる。典
型的には、一本鎖核酸（例えば、ｃＤＮＡｓ又はオリゴヌクレオチド）をマイクロチップ
基質上に加え、整列させる。整列された配列は次ぎに、目的の細胞からの特異的核酸プロ
ーブとハイブリダイズさせる。蛍光標識されたｃＤＮＡプローブは、目的の細胞から抽出
されたＲＮＡの逆転写による、蛍光標識デオキシヌクレオチドの取り込みを介して発生さ
せることができる。もしくは、ＲＮＡをインビトロ転写により増幅し、ビオチンのような
マーカーで標識することができる。標識プローブは、次ぎに高度にストリンジェントな条
件下、マイクロチップ上の固定化された核酸へハイブリダイズさせる。非特異的に結合さ
れたプローブを除去するためのストリンジェント洗浄後、共焦点レーザー顕微鏡法又はＣ
ＣＤカメラのような別の検出方法でチップをスキャンする。ハイブリダイゼーションファ
イル中の生の蛍光強度データは一般に、ロバストマルチアレイ平均（ＲＭＡ）アルゴリズ
ムで前処理し、発現値を発生させた。
【０１０７】
　定量的リアルタイムＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）は、複数のバイオマーカーの発現差違を
測定するためにも用いることができる。ｑＲＴ－ＰＣＲにおいて、ＲＮＡ鋳型は一般にｃ
ＤＮＡへ逆転写され、それは次ぎにＰＣＲ反応を介して増幅される。ＰＣＲ産物の量は、
ｍＲＮＡの初濃度を決定することを可能にする、リアルタイムでのサイクル－バイ－サイ
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クルが続く。ＰＣＲ産物の量を測定するため、該反応を、二本鎖ＤＮＡに結合するSYBR G
reenのような蛍光色素の存在下で実施することができる。該反応は、増幅されているＤＮ
Ａに特異的である蛍光レポータープローブで実施することもできる。蛍光レポータープロ
ーブの非制限例は、TaqMan（登録商標）プローブ（Applied Biosystems, Foster City, C
A）である。該蛍光レポータープローブは、ＰＣＲ伸長サイクル間にクエンチャーが除去
された時に蛍光を発する。多重ｑＲＴ－ＰＣＲは、そのそれぞれが異なったフルオロフォ
アを含有する多遺伝子－特異的レポータープローブを使用することにより実施することが
できる。蛍光値を各サイクル間に記録し、増幅反応のその時点までの増幅された生成物の
量を示す。誤差を最小にし、そしてサンプル間の変異を減少させるため、ＱＲＴ－ＰＣＲ
は、典型的には、標準試料を使用して実施する。理想的な標準試料は異なった組織間で一
定のレベルで発現され、そして実験処理により影響されない。適した標準試料には、限定
されるわけではないが、ハウスキーピング遺伝子グリセロアルデヒド－３－リン酸デヒド
ロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）及びβアクチンが含まれる。元サンプル中のｍＲＮＡのレベル
又は各バイオマーカーの発現における変化倍数は、当該技術分野において公知の計算を使
用して決定することができる。
【０１０８】
　免疫組織化学的染色も、複数のバイオマーカーの発現差違を測定するために用いること
ができる。この方法は、タンパク質と特異的抗体の相互作用により、組織切片の細胞中の
タンパク質の局在化を可能にする。このためには、組織をホルムアルデヒド又は別の適し
た固定液で固定し、ワックス又はプラスチックに包埋し、ミクロトームを使用し、薄片（
約０．１ｍｍから数ｍｍ厚）に切断する。もしくは、組織を凍結し、クライオスタットを
使用して薄片に切断することができる。組織の切片は固体表面に整列させ、そして貼り付
かせることができる（即ち、組織マイクロアレイ）。組織の切片を、目的の抗原に対する
一次抗体とインキュベートし、続いて洗浄して未結合抗体を除去する。一次抗体は、検出
システムと共役させることができ、又は一次抗体は、検出システムと共役する二次抗体で
検出することができる。検出システムはフルオロフォアであることができ、又は、基質を
比色分析、蛍光又は化学発光生成物へ変換し得る西洋ワサビペルオキシダーゼ又はアルカ
リホスファターゼのような酵素であることができる。染色組織切片は、一般に顕微鏡下で
スキャンする。癌を有する対象からの組織のサンプルは不均一（即ち、いくつかの細胞は
正常であり、他の細胞は癌性であることができる）であるので、組織中の陽性に染色され
た細胞のパーセンテージを決定することができる。この測定は、染色の強度の定量化とと
もに、バイオマーカーについての発現値を発生させるために使用することができる。
【０１０９】
　酵素連結免疫吸着アッセイ、又はＥＬＩＳＡは、複数のバイオマーカーの発現差違を測
定するために用いることができる。ＥＬＩＳＡアッセイの多くの変法がある。すべてが、
固体表面、一般にマイクロタイタープレート上への抗原又は抗体の固定化に基づいている
。元々のＥＬＩＳＡ法は、目的のバイオマーカータンパク質を含有するサンプルを調製す
ること、マイクロタイタープレートのウェルをサンプルで被覆すること、各ウェルを特異
的抗原を認識する一次抗体とインキュベートすること、非結合抗体を洗い流すこと。そし
て次ぎに抗体抗原複合体を検出することを含んでなる。抗体－抗体複合体は直接的に検出
することができる。このためには、一次抗体は、検出可能な生成物を産生する酵素のよう
な検出システムにコンジュゲートされる。抗体－抗体複合体は間接的に検出することがで
きる。このためには、一次抗体は、前述の検出システムへコンジュゲートされている二次
抗体により検出される。マイクロタイタープレートをスキャンし、生の強度データを当該
技術分野で公知の手段を使用して発現値へ変換することができる。
抗体マイクロアレイは、複数のバイオマーカーの発現差違を測定するためにも用いること
ができる。抗体を整列させ、マイクロアレイ又はバイオチップの表面に共有結合で結合さ
せる。目的のバイオマーカータンパク質を含有するタンパク質抽出物は、一般に蛍光色素
で標識される。標識バイオマーカータンパク質を抗体マイクロアレイとインキュベートす
る。非結合タンパク質を除去するために洗浄後、マイクロアレイをスキャンし、生の蛍光
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強度データを当該技術分野で公知の手段を使用して発現値へ変換することができる。
ルミネックスマルチプレックスマイクロスフェアは、複数のバイオマーカーの発現差違を
測定するためにも用いることができる。これらの微小ポリスチレンビーズは、各ビーズが
特有のスペクトルシグナチャを有するように（１００まで）、蛍光色素で内部的に色分け
されている。同一のシグナチャを有するビーズは、目的の標的（即ち、バイオマーカーｍ
ＲＮＡ又はタンパク質）に結合するであろう特異的オリゴヌクレオチド又は特異抗体でタ
グ付けされている。順に、標的は蛍光レポーターでもタグ付けされている。それ故、色に
は二つの起源があり、一つはビーズからのもの、そして他は標的上のレポーター分子から
のものである。ビーズは次ぎに標的を含有するサンプルとインキュベートし、一つのウェ
ル中で１００までを検出することができる。ビーズの小さなサイズ／表面積、及び標的へ
のビーズの三次元的暴露は、結合反応間のほぼ溶液相動力学を可能にする。捕捉された標
的は、各ビーズ及びアッセイ間に捕捉されたいずれのレポーター色素も同定する内部色素
をレーザーが励起するフローサイトメトリーに基づいたハイテック（high-tech）流体工
学により検出される。取得ファイルからのデータは、当該技術分野で公知の手段を使用し
て発現値へ変換することができる。
【０１１０】
　インサイツハイブリダイゼーションも、複数のバイオマーカーの発現差違を測定するた
めに用いることができる。この方法は、組織切片の細胞において、目的のｍＲＮＡの局在
化を可能にする。この方法に対しては、組織を凍結し又は固定し、そして包埋し、次ぎに
薄い切片に切断し、それを固体表面に整列させ、そして貼り付かせる。組織切片は、目的
のｍＲＮＡとハイブリダイズするであろう標識アンチセンスプローブとインキュベートす
る。ハイブリダイゼーション及び洗浄工程は一般に高ストリンジェント条件下で実施する
。プローブは、標識ハイブリッドを顕微鏡下で検出及び可視化できるように、別のタンパ
ク質又は抗体により検出することができるフルオロフォア又は小さなタグ（ビオチン又は
ジゴキシゲニンのような）で標識することができる。もし各アンチセンスプローブが識別
可能な標識を有しているならば、多数のｍＲＮＡを同時に検出することができる。ハイブ
リダイズされた組織アレイは一般には顕微鏡下でスキャンする。癌を有する対象からの組
織のサンプルは不均一（即ち、いくつかの細胞は正常であり、他の細胞は癌性であること
ができる）であるので、組織中の陽性に染色された細胞のパーセンテージを決定すること
ができる。この測定は、染色の強度の定量化とともに、各バイオマーカーについての発現
値を発生させるために使用することができる。
【０１１１】
　その発現が、癌を有する対象からの組織のサンプル中で測定されるバイオマーカーの数
を変化させることができる。生存の予測スコアはバイオマーカーの発現差違に基づいてい
るので、より高い程度の精度は、より多くのバイオマーカーの発現が測定された場合に達
成されるべきである。
【０１１２】
　癌を有する対象からの細胞のサンプルを得ること
　複数のバイオマーカーの発現は、癌を有する対象からの細胞のサンプルにおいて測定さ
れるであろう。癌のタイプ及び分類は変動し得るし、またするものであろう。癌は早期癌
、即ち、ステージＩ又はステージＩＩであってもよく、又は末期癌、即ち、ステージＩＩ
Ｉ又はステージＩＶであってもよい。
【０１１３】
　一般に、細胞のサンプル又は組織サンプルは、癌を有する対象から、バイオプシー又は
外科的切除により得られるであろう。バイオプシーのタイプは、癌の位置及び性質に依存
して変動するであろう。細胞、組織又は体液のサンプルは、針穿刺吸引バイオプシーによ
り取り出すことができる。このためには、シリンジに取り付けられた細針を皮膚を通し、
そして目的の器官又は組織内に挿入する。針は、典型的には、超音波又はコンピューター
断層撮影を使用して、目的の領域へ導かれる。針が組織内に挿入されたら、細胞又は体液
が針を通して吸い込まれてシリンジ中に集められるように、シリンジに真空が作られる。
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細胞又は組織のサンプルは、切開又はコアバイオプシーによっても取り出すことができる
。このためには、円錐形、円柱形又は極わずかの組織が、目的の領域から取り出される。
コンピューター断層撮影、超音波又は内視鏡がこのタイプのバイオプシーを導くために一
般に使用される。最後に、全癌性病巣を、切除バイオプシー又は外科的切除により取り出
すことができる。
【０１１４】
　細胞のサンプル又は組織サンプルが癌を有する対象から取り出されたら、当該技術分野
において公知の、及びAusubel et al., (2003) Current Protocols in Molecular Biolog
y, John Wiley & Sons, New York, NY．のような標準分子生物学参考書に記載されている
技術を使用して、ＲＮＡ又はタンパク質の単離のために処理することができる。組織サン
プルは、後の使用のため保存する、又は急速冷凍して－８０℃で保存することもできる。
バイオプシーされた組織サンプルはホルムアルデヒド、パラホルムアルデヒド又は酢酸／
エタノールのような固定液で固定することもできる。固定された組織サンプルはワックス
（パラフィン）又はプラスチック樹脂中に包埋することができる。包埋された組織サンプ
ル（又は冷凍組織サンプル）は薄い切片に切断することができる。ＲＮＡ又はタンパク質
は、固定された又はワックス包埋された組織サンプルから抽出することもできる。
【０１１５】
　癌を有する対象は、一般には哺乳類対象であろう。哺乳類は、霊長類、家畜動物及びコ
ンパニオンアニマルを含むことができる。非制限例には：霊長類はヒト、類人猿、サル及
びテナガザルを含むことができ；家畜動物はウマ、雌ウシ、ヤギ、ヒツジ、シカ及びブタ
を含むことができ；コンパニオンアニマルはイヌ、ネコ、ウサギ及び齧歯類（マウス、ラ
ット及びモルモットを含む）を含むことができる。例示の態様において、該対象はヒトで
ある。
【０１１６】
　リスクスコアの発生
　ある態様において、本発明のバイオマーカーは癌生存に関連する。複数のこれらのバイ
オマーカーの発現の異なったパターンを、癌を有する対象の生存転帰を予測するために使
用することができる。特定のバイオマーカーは、長期生存者において過剰発現される傾向
があり、一方、他のバイオマーカーは短期生存者において過剰発現される傾向がある。対
象における複数のバイオマーカーの発現の独特のパターン（即ち、発現シグナチャ）を生
存のリスクスコアを発生させるために使用することができる。高リスクスコアを有する対
象は、外科的切除後に短い生存期間（＜２年）を有する。低リスクスコアを有する対象は
、切除後に長い生存期間（＞５年）を有する。
【０１１７】
　複数のバイオマーカーの発現差違を測定するために用いられる技術に関係なく、各バイ
オマーカーの発現は、典型的には、発現値に変換されるであろう。これらの発現値は次ぎ
に、当該技術分野において公知である統計的手法を使用して、癌を有する対象のための生
存のリスクスコアを計算するために使用されるであろう。該リスクスコアは、一変量コッ
クス回帰分析を使用しても計算することができる。一つの好ましい態様において、リスク
スコアはパーシャルコックス回帰分析を使用して計算することができる。
【０１１８】
　パーシャルコックス回帰分析により発生させたスコアは、二つの群に分かれた：１）正
の値を有するもの；及び２）負の値を有するもの。正の値を有するリスクスコアは、短期
生存期間と関係があり、負の値を有するリスクスコアは、長期生存期間と関係がある。
【０１１９】
　本方法の一つの態様において、組織サンプルは、早期癌を有する対象から外科的切除に
より取り除くことができる。組織のサンプルは、後日ＲＮＡを単離できるように、ＲＮＡ
ｌａｔｅｒ中か又は急速冷凍して保存した。該ＲＮＡは複数のバイオマーカーの発現が分
析されるｑＲＴ－ＰＣＲのための鋳型として使用することができ、発現データは、パーシ
ャルコックス回帰分類法を使用してリスクスコアを誘導するために使用した。該リスクス
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コアは、対象が短期又は長期癌生存者であるのかどうかを予測するために使用することが
できる。
【０１２０】
　本方法の特に好ましい態様において、組織サンプルは、早期癌を有する対象から採取す
ることができる。ＲＮＡは組織から単離され、核酸マイクロアレイ分析のための標識プロ
ーブを発生させるために使用することができる。マイクロアレイ分析から発生させた発現
値は、パーシャルコックス回帰分類法を使用してリスクスコアを誘導するために使用する
ことができる。該リスクスコアは、対象が短期又は長期癌生存者であるのかどうかを予測
するために使用することができる。
【０１２１】
　疾患を有する対象の予後を決定するための方法
本発明の別の側面は、癌を有する対象の予後を決定するための方法を提供する。本方法は
該対象からの細胞のサンプル中の一つ又はそれ以上のバイオマーカーの発現差違を測定す
ることを含んでなる。各バイオマーカーの発現差違は発現値へ変換され、そして発現値は
、上記の統計的手法を使用し、該対象についてのスコアを誘導するために使用される。正
の値を有するスコアは、予後不良又は転帰不良を示し、一方、負の値を有するスコアは、
良好な予後又は良好な転帰を示す。
【０１２２】
　この方法の一つの態様において、早期癌を有する対象についての発現シグナチャは核酸
マイクロアレイ分析により発生され、そして発現値はスコアを計算するために使用される
。計算されたスコアは、対象が癌転帰の良好な予後又は予後不良を有しているであろうか
どうかを予測するために使用することができる。
【０１２３】
　疾患を有する対象のための治療を選択するための方法
　本発明のさらなる側面は、疾患を有する対象のための有効な治療を選択するための方法
を提供する。対象についてのリスクスコアが計算されたら、その情報は、該対象について
の治療の適切な過程を決定するために使用することができる。正のリスクスコア（即ち、
短期生存期間又は予後不良）を有している対象は、攻撃的な治療計画から恩恵を受けるこ
とができる。攻撃的な治療計画は、適した化学療法剤又は剤を含んでなることができる。
攻撃的な治療計画は、放射線療法も含んでなることができる。治療計画は、癌のタイプ及
びステージに依存して変動し得るし、またするものであろう。負のリスクスコア（即ち、
長期生存期間又は良好な予後）を有している対象は、再発癌を発症する可能性は少ないの
で、追加の治療を必要としないであろう。
【０１２４】
　細胞は、一つ又はそれ以上の剤が、マイクロＲＮＡの発現又は活性を抑制する、マイク
ロＲＮＡの一つ又はそれ以上の標的遺伝子の発現を抑制する、又はそれらの組み合わせを
抑制する条件下に維持され、それにより、該細胞の増殖を抑制する。
【０１２５】
　癌細胞の増殖を抑制するために使用し得る剤を同定する方法も提供される。該方法は、
一つ又はそれ以上のマイクロＲＮＡと評価されている剤を接触させること；一つ又はそれ
以上の標的遺伝子と評価されている剤を接触させること；又はそれらの組み合わせを接触
させることを含んでなる。もし、マイクロＲＮＡの発現が剤の存在下で抑制されたら；標
的遺伝子のの発現が剤の存在下で増強されたら；又は剤の存在下でそれらの組み合わせが
起こったら、該剤を濾胞性甲状腺癌腫細胞の増殖を抑制するために使用し得る。
【０１２６】
　療法剤を同定する方法
　本明細書においては、それを必要とする患者を治療するために使用し得る剤を同定する
方法も提供される。本方法は、一つ又はそれ以上のマイクロＲＮＡと評価されている剤を
接触させること；一つ又はそれ以上のマイクロＲＮＡの一つ又はそれ以上の標的遺伝子を
接触させること；又はそれらの組み合わせを接触させることを含んでなる。もし、マイク
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ロＲＮＡの発現が剤の存在下で抑制されたら；標的遺伝子のの発現が剤の存在下で増強さ
れたら；又は剤の存在下でそれらの組み合わせが起こったら、該剤を濾胞性甲状腺癌腫細
胞の増殖を抑制するために使用し得る。
【０１２７】
　本明細書で提供される方法で評価し得る剤には、ｍｉＲＮＡ阻害剤が含まれる。こうし
た剤の他の例には、医薬品、薬剤、化学化合物、イオン性化合物、有機化合物、有機リガ
ンド（補因子を含む）、サッカライド、組換え及び合成ペプチド、タンパク質、ペプトイ
ド、核酸配列（遺伝子を含む）、核酸生成物、及び抗体及びそれらの抗原結合断片が含ま
れる。こうした剤は、個々にスクリーニングできるし、又は本明細書の方法に従って一つ
又はそれ以上の化合物（単数及び複数）を同時に試験し得る。コンビナトリアル化学合成
又は他の方法により生成された化合物のラージコンビナトリアルライブラリー（例えば、
有機化合物、組換え又は合成ペプチド、ペプトイド、核酸）を試験し得る。コンビナトリ
アルライブラリーから選択された化合物が特有のタグを運んでいる場合、クロマトグラフ
法による個別化合物の同定が可能である。化合物ライブラリー、微生物ブロス及びファー
ジディスプレイライブラリーも、本明細書の方法に従って試験（スクリーニング）し得る
。
【０１２８】
　対象の生存又は予後を予測するためのキット
　本発明のさらなる側面は、癌を有する対象の生存又は予後を予測するためのキットを提
供する。キットは、一つ又はそれ以上のバイオマーカーの発現差違を測定するための複数
の剤、発現データを発現値に変換するための手段、及び生存又は予後を予測するスコアを
発生させるために発現値を分析するための手段、を含んでなる。バイオマーカー発現を測
定するためのキット中の剤は、バイオマーカーのｍＲＮＡに相補的なポリヌクレオチドの
アレイを含んでなることができる。別の態様において、バイオマーカー発現を測定するた
めのキット中の剤は、ｑＲＴ－ＰＣＲのための複数のＰＣＲプローブ及び／又はプライマ
ーを含んでなることができる。
【０１２９】
　本発明は、個体の癌を検出するためのキットにも関し、１）一つ又はそれ以上のマイク
ロＲＮＡ；２）一つ又はそれ以上のマイクロＲＮＡの一つ又はそれ以上の標的遺伝子；３
）標的遺伝子により発現される一つ又はそれ以上のポリペプチド；又は４）それらの組み
合わせ、を検出するための一つ又はそれ以上の試薬を含んでなる。例えば、該キットは、
ハイブリダイゼーションプローブ、制限酵素（例えば、ＲＦＬＰ分析のための）、アレル
特異的オリゴヌクレオチド、及び標的遺伝子により発現されるポリペプチドに結合する抗
体を含んでなることができる。
【０１３０】
　特定の態様において、該キットは少なくとも、マイクロＲＮＡの一つ又はそれ以上の領
域と実質的にあるいは完全に相補的である近接ヌクレオチド配列を含んでなる。一つの態
様において、キット中の一つ又はそれ以上の試薬は標識されており、それ故、該キットは
該標識を検出することが可能な剤をさらに含んでなる。該キットは、キットの成分を使用
して癌を検出するための説明書をさらに含んでなる。
【０１３１】
　核酸アレイ
　本発明の別の側面は、本発明のバイオマーカーのｍＲＮＡにハイブリダイズするポリヌ
クレオチドを含んでなる核酸アレイを提供する。一般的に言えば、核酸アレイは、少なく
とも一つのアドレスを有する基質から成っている。核酸アレイは当該技術分野において公
知であり、そしてさらに、核酸アレイを含んでなる基質も当該技術分野において公知であ
る。基質材料の非制限例には、ガラス及びプラスチックが含まれる。基質はスライド又は
チップ（即ち、四辺形の形状）のように成形することができ、又はもしくは、基質はウェ
ルのように成形することができる。
【０１３２】
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　本発明のアレイは、少なくとも一つのアドレスから成っており、該アドレスにはその上
に、本発明のバイオマーカーのｍＲＮＡにハイブリダイズできる核酸が配置されている。
一つの態様において、該アレイは多数のアドレスから成っており、該アドレスにはその上
に、肺癌を有する対象の生存を予測するためのバイオマーカーのｍＲＮＡにハイブリダイ
ズできる核酸が配置されている。該アレイは一つ又はそれ以上のアドレスも含んでなるこ
とができ、該アドレスにはその上に、対照核酸が配置されている。該対照は、内部対照（
即ち、アレイ自身のための対照）及び／又は外部対照（即ち、アレイに加えられたサンプ
ルのための対照）であることができる。アレイは典型的には、約１～約１０，０００間の
アドレスから成っている。一つの態様において、該アレイは約１０～約８，０００間のア
ドレスから成っている。別の態様において、該アレイは５００しかないアドレスから成っ
ている。代わりの態様において、該アレイは５００未満のアドレスから成っている。核酸
アレイを使用する方法は、当該技術分野において公知である。
【０１３３】
　使用法
　一つの側面において、対象が評価されている及び／又は治療されている疾患を有するか
、又は発症するリスクを有するかどうかを診断する方法が本明細書において提供され：対
象からの試験サンプル中の少なくとも一つのｍｉＲ遺伝子産物のレベルを測定すること、
及び試験サンプル中の該ｍｉＲ遺伝子産物のレベルを、対照サンプル中の対応するｍｉＲ
遺伝子産物のレベルと比較することを含んでなる。本明細書で使用される「対象」は、食
道癌及び／又はバレット食道を有している、又は有していると疑われるいずれの哺乳類で
もあり得る。特定の態様において、該対象はこうした疾患を有している、又は有している
と疑われるヒトである。
【０１３４】
　少なくとも一つの遺伝子産物のレベルは、対象から得られた生物学的サンプルの細胞中
で測定し得る。例えば、組織サンプルは、慣用的生検技術により、こうした疾患を有して
いると疑われる対象から、取り出し得る。別の実施例において、血液試料を対象から取り
出すことが可能であり、そして標準技術によるＤＮＡ抽出のために白血球細胞を単離し得
る。血液又は組織サンプルは、好ましくは、放射線療法、化学療法及びホルモン療法又は
他の療法的治療に先立って対象から得られる。対応する対照組織又は血液サンプルは、対
象の罹患していない組織から、正常ヒト個体又は正常個体の集団から、又は患者のサンプ
ル中の大多数の細胞に対応している培養細胞から得ることが可能である。対照組織又は血
液サンプルは次ぎに、対象のサンプルからの細胞における所与の遺伝子から産生された遺
伝子産物のレベルを、対照サンプルの細胞からの対応する遺伝子産物レベルと比較できる
ように、対象のサンプルと同様に処理する。
【０１３５】
　対照サンプル中の遺伝子産物のレベルと比較して、対象から得られたサンプル中の対応
する遺伝子産物のレベルの変化（即ち、増加又は減少）は、対象におけるこうした疾患の
存在を示す。一つの態様において、試験サンプル中の少なくとも一つの遺伝子産物のレベ
ルは、対照サンプル中の対応する遺伝子産物のレベルよりも高い（即ち、遺伝子産物の発
現が「上方調節」されている）。本明細書で使用する遺伝子産物の発現が「上方調節」さ
れているとは、対象からの細胞又は組織サンプル中の遺伝子産物の量が、対照細胞又は組
織サンプル中の同一遺伝子産物の量よりも多い場合である。別の態様において、試験サン
プル中の少なくとも一つの遺伝子産物のレベルは、対照サンプル中の対応する遺伝子産物
のレベルよりも低い（即ち、遺伝子産物の発現が「下方調節」されている）。本明細書で
使用する遺伝子産物の発現が「下方調節」されているとは、対象からの細胞又は組織サン
プル中の遺伝子産物の量が、対照細胞又は組織中の同一遺伝子産物の量よりも少ない場合
である。対照及び正常サンプル中の相対的遺伝子発現は、一つ又はそれ以上のＲＮＡ発現
標品に対して決定し得る。該標品は、例えば、ゼロ遺伝子発現レベル、標準細胞株中での
遺伝子発現レベル、又は正常ヒト対照の集団について以前に得られている遺伝子発現の平
均レベルを含むことが可能である。
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【０１３６】
　サンプル中の遺伝子産物のレベルは、生物学的サンプル中のＲＮＡ発現レベルを検出す
るために適しているいずれかの技術を使用して測定し得る。生物学的サンプルからの細胞
中のＲＮＡ発現レベルを決定するために適した技術（例えば、ノーザンブロット分析、Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ、インサイツハイブリダイゼーション）は当業者には公知である。特定の態様
において、少なくとも一つの遺伝子産物のレベルはノーザンブロット分析を使用して検出
される。例えば、全細胞性ＲＮＡを、核酸抽出緩衝剤の存在下での均質化により、続いて
の遠心分離により細胞から精製し得る。核酸を沈澱させ、ＤＮａｓｅによる処理及び沈澱
によりＤＮＡが取り出される。ＲＮＡ分子は次ぎに、標準技術に従ってアガロースゲル上
でのゲル電気泳動により分離され、ニトロセルロースフィルターに移される。ＲＮＡは次
ぎに加熱によりフィルター上に固定される。特異的ＲＮＡの検出及び定量は、目的のＲＮ
Ａと相補的である、適切に標識されたＤＮＡ又はＲＮＡプローブを使用して達成される。
例えば、その全開示が本明細書において援用される、Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, J. Sambrook et al., eds., 2nd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss, 1989, ７章、を参照されたい。
【０１３７】
　所与の遺伝子産物のノーザンブロットハイブリダイゼーションに適したプローブは、所
与の遺伝子産物の核酸配列から産生される。標識されたＤＮＡ及びＲＮＡプローブの製造
法、及び標的ヌクレオチド配列へのそれらのハイブリダイゼーションについての条件は、
その開示が本明細書において援用される、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J.
 Sambrook et al., eds., 2nd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, 
１０及び１１章、に記載されている。
【０１３８】
　例えば、核酸プローブは、例えば、３Ｈ、３２Ｐ、３３Ｐ、１４Ｃ、又は３５Ｓのよう
な放射性核種；重金属；又は標識化リガンドのための特異的結合対メンバーとして機能す
ることが可能であるリガンド（例えば、ビオチン、アビジン又は抗体）、蛍光分子、ケミ
ルミネッセント分子、酵素などで標識化し得る。
【０１３９】
　プローブは、それらの全開示が本明細書において援用される、Rigby et al., J. Mol. 
Biol. 113:237-251(1977) 、のニックトランスレーション法によるか、又はFienberg et 
al., Anal. Biochem. 132:6-13(1983) 、のランダムプライミング法により高比活性で標
識し得る。後者は、一本鎖ＤＮＡから、又はＲＮＡ鋳型から高比活性の３２Ｐ－標識プロ
ーブを合成するために選択される方法である。例えば、ニックトランスレーション法に従
って、既存のヌクレオチドを高放射性ヌクレオチドで置き換えることにより、１０８ｃｐ
ｍ／マイクログラムをかなり上回る比活性を有する３２Ｐ－標識核酸プローブを製造する
ことが可能である。ハイブリダイゼーションのオートラジオグラフィー検出を、ハイブリ
ダイズされたフィルターを写真フィルムに暴露することにより実施し得る。ハイブリダイ
ズされたフィルターにより暴露された写真フィルムのデンシトメトリックスキャニングは
、遺伝子転写体レベルの正確な測定を提供する。別のアプローチを使用し、遺伝子転写体
レベルは、Amersham Biosciences, Piscataway, NJ. から入手可能であるMolecular Dyna
mics 400-B 2D Phosphorimager のような、コンピューター化されたイメージングシステ
ムにより定量し得る。
【０１４０】
　ＤＮＡ又はＲＮＡプローブの放射性核種標識化が実際的ではない場合、プローブ分子内
に類似体、例えば、ｄＴＴＰ類似体５－（Ｎ－（Ｎ－ビオチニル－エプシロン－アミノカ
プロイル）－３－アミノアリル）デオキシウリジン三リン酸を取り込ませるために、ラン
ダム－プライマー法を使用し得る。ビオチニル化プローブオリゴヌクレオチドは、アビジ
ン、ストレプトアビジン、及び蛍光色素又は呈色反応を生み出す酵素に結合された抗体（
例えば、抗ビオチン抗体）のような、ビオチン結合性タンパク質との反応により検出し得
る。
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【０１４１】
　ノーザン及び他のＲＮＡハイブリダイゼーション技術に加えて、ＲＮＡ転写体のレベル
を決定することは、インサイツハイブリダイゼーションの技術を使用して達成し得る。こ
の技術は、ノーザンブロッティング技術よりも少ない細胞数しか必要とせず、及び全細胞
を顕微鏡カバーガラス上に沈着させること、及び放射活性又は他の方法で標識化された核
酸（例えば、ｃＤＮＡ又はＲＮＡ）プローブを含有する溶液で、細胞の核酸内容物を探査
することを含む。この技術は、対象からの組織バイオプシーサンプルを分析するために特
によく適している。インサイツハイブリダイゼーション技術の実際は、その全開示が本明
細書において援用される米国特許第5,427,916号により詳細に記載されている。所与の遺
伝子産物のインサイツハイブリダイゼーションに適したプローブは、核酸配列から生成し
得る。
【０１４２】
　細胞中の遺伝子転写体の相対数は、遺伝子転写体の逆転写、続いての、ポリメラーゼ連
鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）による逆転写された転写体の増幅によっても決定し得る。遺伝子
転写体のレベルは、内部標準、例えば、同一サンプル中に存在する「ハウスキーピング」
遺伝子からのｍＲＮＡのレベルとの比較により定量し得る。内部標準としての使用に適し
た「ハウスキーピング」遺伝子には、例えば、ミオシン又はグリセルアルデヒド－３－リ
ン酸脱水素酵素（Ｇ３ＰＤＨ）が含まれる。定量的ＲＴ－ＰＣＲ及びそれらの変法のため
の方法は当業者の範囲内である。
【０１４３】
　いくつかの例において、サンプル中の複数の異なった遺伝子産物の発現レベルを同時に
決定することが望ましいであろう。他の例において、癌と相関するすべての既知の遺伝子
の転写体の発現レベルを決定することが望ましいであろう。数百の遺伝子について癌特異
的発現レベルを評価することは多大な時間を必要とし、及び大量の総ＲＮＡ（各ノーザン
ブロットについて少なくとも２０μｇ）及び放射性同位元素を必要とするオートラジオグ
ラフィー技術を要求する。
【０１４４】
　これらの制限を克服するため、遺伝子又は遺伝子産物のセットに特異的であるプローブ
オリゴデオキシヌクレオチドのセットを含有するようにオリゴライブラリーをマイクロチ
ップフォーマット（即ち、マイクロアレイ）で構築することができる。こうしたマイクロ
アレイを使用し、生物学的サンプル中の複数のマイクロＲＮＡ発現レベルを、ＲＮＡを逆
転写して標的オリゴデオキシヌクレオチドのセットを発生させ、及びそれらをマイクロア
レイ上のプローブオリゴデオキシヌクレオチドにハイブリダイズさせ、ハイブリダイゼー
ション又は発現プロファイルを発生させることにより決定し得る。試験サンプルのハイブ
リダイゼーションプロファイルは次ぎに対照サンプルのものと比較することが可能であり
、どのマイクロＲＮＡがこうした疾患において変化した発現レベルを有しているのかを決
定する。本明細書で使用する「プローブオリゴヌクレオチド」又は「プローブオリゴデオ
キシヌクレオチド」は、標的オリゴヌクレオチドにハイブリダイズすることが可能である
オリゴヌクレオチドを指す。「標的オリゴヌクレオチド」又は「標的オリゴデオキシヌク
レオチド」は、検出されるべき分子を指す（例えば、ハイブリダイゼーションを介して）
。「特異的プローブオリゴヌクレオチド」又は「遺伝子産物に対して特異的なプローブオ
リゴヌクレオチド」では、特異的遺伝子産物又は特異的遺伝子産物の逆転写体にハイブリ
ダイズするように選択された配列を有するプローブオリゴヌクレオチドを意味する。
【０１４５】
　特定のサンプルの「発現プロファイル」又は「ハイブリダイゼーションプロファイル」
は、本質的にサンプルの状態のフィンガープリントである；２つの状態は同様に発現され
るいずれかの特定の遺伝子を有することができるが、多くの遺伝子の同時評価は、細胞の
状態に独特である遺伝子発現プロファイルの発生を可能にする。即ち、正常細胞を該細胞
から区別することができ、そして細胞内で、異なった予後状態（例えば、良好な又は不良
な長期生存見通し）を決定することができる。異なった状態にある細胞の発現プロファイ
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ルを比較することにより、これらの状態の各々においてどの遺伝子が重要であるかに関す
る情報（遺伝子の上方及び下方調節を含んで）が得られる。細胞又は正常細胞において異
なって発現された配列、ならびに異なった予後転帰を生じる発現差違の同定は、この情報
のさまざまな形での使用を可能にする。例えば、特定の治療計画を評価することができる
（例えば、特定の患者において、長期予後を改善するために化学療法薬剤が作用するかど
うかを決定するための）。同様に、患者サンプルと既知の発現プロファイルを比較するこ
とにより、診断を行う又は確認することができる。さらに、これらの遺伝子発現プロファ
イル（又は個々の遺伝子）は、発現プロファイルを抑制する、又は不良な予後プロファイ
ルをより良い予後プロファイルに変換する薬剤候補のスクリーニングを可能にする。
【０１４６】
　従って、本発明は、対象がこうした疾患を有するか、又は発症するリスクを有するかど
うかを診断する方法を提供し、対象から得られた試験サンプルからＲＮＡを逆転写して標
的オリゴデオキシヌクレオチドのセットを提供すること、標的オリゴデオキシヌクレオチ
ドを、ｍｉＲＮＡ特異的プローブオリゴヌクレオチドを含んでなるマイクロアレイとハイ
ブリダイズさせて試験サンプルについてのハイブリダイゼーションプロファイルを提供す
ること、及び試験サンプルハイブリダイゼーションプロファイルと対照サンプルから発生
させたハイブリダイゼーションプロファイル比較することを含んでなり、少なくとも一つ
のｍｉＲＮＡのシグナルの変化は、該対象がこうした疾患を有するか又は発症するリスク
にあるかの指標である。
【０１４７】
　本発明は、一つ又はそれ以上の予後マーカーと関係があるこうした疾患を診断する方法
も提供し、対象からの試験サンプル中の少なくとも一つの遺伝子産物のレベルを測定する
こと、及び試験サンプル中の少なくとも一つの遺伝子産物のレベルと、対照サンプル中の
対応する遺伝子産物のレベルとを比較することを含んでなる。対照サンプルと比較して試
験サンプル中の少なくとも一つの遺伝子産物の変化（例えば、増加、減少）は、該対象が
、一つ又はそれ以上の予後マーカーに関係するこうした疾患を有するか又は発症するリス
クにあるかを示す。
【０１４８】
　該疾患は、一つ又はそれ以上の予後マーカー又は特性と関係することができ、悪い（即
ち、負の）予後と関係するマーカー、又は良好な（即ち、正の）予後と関係するマーカー
が含まれる。ある態様において、本明細書に記載した方法を使用して診断されるこうした
疾患は、一つ又はそれ以上の悪い予後特性と関係する。
【０１４９】
　その発現がこれらの予後マーカーのそれぞれに関係する細胞中で変化した特定のマイク
ロＲＮＡが本明細書に記載されている。一つの態様において、該少なくとも一つの遺伝子
産物のレベルは、対象から得られた試験サンプルからのＲＮＡを逆転写して標的オリゴデ
オキシヌクレオチドのセットを提供すること、該標的オリゴデオキシヌクレオチドを、ｍ
ｉＲＮＡ－特異的プローブオリゴヌクレオチドを含んでなるマイクロアレイとハイブリダ
イズさせて試験サンプルについてのハイブリダイゼーションプロファイルを提供すること
、そして該試験サンプルハイブリダイゼーションプロファイルと対照サンプルから発生さ
せたハイブリダイゼーションプロファイルを比較すること、により測定される。
【０１５０】
　いずれか一つの理論に束縛されるものではないが、細胞中の一つ又はそれより多くの遺
伝子産物のレベルの変化は、これらの遺伝子産物についての一つ又はそれより多くの意図
された標的の調節解除を生じることができると考えられており、それはこうした疾患の形
成を導き得る。それ故、遺伝子産物のレベルを変化させることで（例えば、細胞中で上方
調節されている遺伝子産物のレベルを減少させることにより、癌細胞中で下方調節されて
いる遺伝子産物のレベルを増加させることにより）、こうした疾患を成功裏に治療するこ
とができる。細胞中で調節解除された遺伝子産物の推定遺伝子標的の例が本明細書に記載
されている。
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従って、本発明は、対象においてこうした疾患を治療する方法を包含し、ここで該対象の
癌細胞中では、少なくとも一つの遺伝子産物が調節解除されている（例えば、下方制御、
上方制御）。該細胞中で少なくとも一つの単離された遺伝子産物が下方制御されている場
合、本方法は、対象中の癌細胞の増殖が抑制されるように、少なくとも一つの単離された
遺伝子産物の有効量を投与することを含んでなる。癌細胞中で少なくとも一つの単離され
た遺伝子産物が上方制御されている場合、本方法は、該細胞の増殖が抑制されるように、
本明細書において遺伝子発現抑制化合物と称される、少なくとも一つの遺伝子の発現を抑
制するための少なくとも一つの化合物の有効量を該対象に投与することを含んでなる。
【０１５１】
　本明細書で使用される用語「治療する」、「治療すること」及び「治療」は、例えば、
疾患又は状態に関連する症状を寛解させることを指し、疾患症状の発症を防止する又は遅
延すること、及び／又は疾患又は状態の症状の重症度又は頻度を減らすことを含んでいる
。用語「対象」、「患者」及び「個体」は、限定されるわけではないが、霊長類、乳牛、
ヒツジ、ヤギ、ウマ、イヌ、ネコ、ウサギ、モルモット、ラット、マウス又は他のウシ、
ヒツジ、ウマ、イヌ、ネコ、げっ歯類又はマウス種を含む哺乳類のような動物を含むこと
が本明細書において定義される。好ましい態様において、該動物はヒトである。
【０１５２】
　本明細書で使用される単離された遺伝子産物の「有効量」とは、こうした疾患を患って
いる対象中の癌細胞の増殖を抑制するために十分な量である。当業者は、対象のサイズ及
び体重；疾患浸透の程度；対象の年齢、健康及び性；投与経路；及び投与が局所的である
か又は全身的であるかどうかのような因子を考慮に入れることにより、所与の対象に投与
すべき遺伝子産物の有効量を容易に決定し得る。
【０１５３】
　例えば、単離された遺伝子産物の有効量は、治療されるべき対象のおよその又は推定体
重に基づき得る。好ましくは、こうした有効量は、本明細書に記載した通り、非経口的に
又は経腸的に投与される。例えば、単離された遺伝子産物の有効量は、体重ｋｇ当たり約
５～３０００マイクログラム、体重ｋｇ当たり約７００～１０００マイクログラムの範囲
で、又は体重ｋｇ当たり約１０００マイクログラムを超えて対象に投与される。
【０１５４】
　当業者は、所与の対象へ一つ又はそれより多くの遺伝子産物を投与することについての
適切な投与計画も容易に決定し得る。例えば、一つ又はそれより多くの遺伝子産物は対象
に一度で投与し得る（例えば、単回注射又はデポジションとして）。もしくは、一つ又は
それより多くの遺伝子産物は、約３～約２８日、より好ましくは約７日～約１０日の期間
、対象に１日１回又は２回投与し得る。特定の投与計画において、一つ又はそれより多く
の遺伝子産物は７日にわたって１日１回投与される。投与計画が複数の投与を含んでなる
場合、対象に投与される一つ又はそれより多くの遺伝子産物の有効量は、全投与計画にわ
たって投与された遺伝子産物の総量を含むことが可能であることが理解される。
【０１５５】
　本明細書で使用される「単離された」遺伝子産物は、合成された又はヒトの介在を介し
て天然の状態から変化された又は取り出されたものである。例えば、合成遺伝子産物又は
その天然の状態で同時に存在する物質から部分的に又は完全に分離された遺伝子産物が、
「単離されて」いると考えられる。単離された遺伝子産物は実質的に精製された形態で存
在することが可能であり、又は遺伝子産物が送達される細胞内に存在することが可能であ
る。それ故、細胞へ計画的に送達された又は細胞中で発現された遺伝子産物は、「単離さ
れた」遺伝子産物と考えられる。前駆分子から細胞内部で産生された遺伝子産物も「単離
された」分子であると考えられる。
【０１５６】
　単離された遺伝子産物は、多くの標準技術を使用して得ることが可能である。例えば、
該遺伝子産物は当該技術分野で公知の方法を使用して化学的に合成又は組換え的に産生し
得る。一つの態様において、遺伝子産物は適切に保護されたリボヌクレオシドホスホラミ
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ダイト及び慣用的ＤＮＡ／ＲＮＡシンセサイザーを使用して化学的に合成される。合成Ｒ
ＮＡ分子又は合成試薬の商業的供給元には、例えば、Proligo (Hamburg, Germany), Dhar
macon Research (Lafayette, CO, U.S.A.), Pierce Chemical (Perbio Science の一部門
, Rockford, IL, U.S.A.), Glen Research (Sterling, VA, U.S.A.), ChemGenes (Ashlan
d, MA, U.S.A.) 及びCruachem (Glasgow, UK) が含まれる
　もしくは、該遺伝子産物は、いずれかの適したプロモーターを使用して組換え環状又は
直線状ＤＮＡプラスミドから発現し得る。プラスミドからＲＮＡを発現するために適した
プロモーターには、例えば、Ｕ６又はＨ１ ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーター配列
又はサイトメガロウイルスプロモーターが含まれる。他の適したプロモーターの選択は当
業者には自明である。本発明の組換えプラスミドは、癌細胞中での遺伝子産物の発現のた
めの誘導可能又は調節可能プロモーターも含み得る。
【０１５７】
　組換えプラスミドから発現された該遺伝子産物は、標準技術により培養細胞発現システ
ムから単離し得る。組換えプラスミドから発現された遺伝子産物は、癌細胞へ送達する、
及び該細胞中で直接発現することも可能である。癌細胞へ該遺伝子産物を送達するための
組換えプラスミドの使用は、以下により詳細に議論されている。
【０１５８】
　該遺伝子産物は別の組換えプラスミドから発現することも、又は同一の組換えプラスミ
ドから発現することも可能である。一つの態様において、該遺伝子産物は、単一プラスミ
ドからＲＮＡ前駆分子として発現され、そして該前駆分子は、限定されるわけではないが
、癌細胞内に実存するプロセッシングシステムを含む適したプロセッシングシステムによ
り、機能性遺伝子産物にプロセッシングされる。他の適したプロセッシングシステムには
、例えば、インビトロ　ショウジョウバエ細胞溶解システム（例えば、その全開示が本明
細書において援用される、Tuschl et al. による米国公開特許出願番号2002/0086356に記
載されている）及び大腸菌（E.coli）ＲＮＡｓｅＩＩＩシステム（例えば、その全開示が
本明細書において援用される、Yang et al. による米国公開特許出願番号2004/0014113に
記載されている）が含まれる。
【０１５９】
　該遺伝子産物を発現するために適したプラスミドの選択、プラスミド内へ遺伝子産物を
発現するための核酸配列を挿入する方法、及び組換えプラスミドを目的の細胞へ送達する
方法は当業者には自明である。例えば、その全開示が本明細書において援用される、Zeng
 et al. (2002), Molecular Cell 9:1327-1333; Tuschl (2002), Nat.Biotechnol, 20:44
6-448; Brummelkamp et al. (2002), Science 296:550-553; Miyagishi et al. (2002), 
Nat. Biotechnol. 20:497-500; Paddison et al. (2002), Genes Dev. 16:948-958; Lee 
et al. (2002), Nat. Biotechnol. 20:500-505; 及び Paul et al. (2002), Nat. Biotec
hnol. 20:505-508 を参照されたい。
【０１６０】
　一つの態様において、該遺伝子産物を発現しているプラスミドは、ＣＭＶ中間初期プロ
モーター制御下の前駆体ＲＮＡをコードしている配列を含んでなる。本明細書において使
用されるプロモーターの「制御下」とは、プロモーターが遺伝子産物コード配列の転写を
開始できるように、遺伝子産物をコードする核酸配列が該プロモーターの３’に位置して
いることを意味する。
【０１６１】
　該遺伝子産物は組換えウイルスベクターからも発現し得る。該遺伝子産物が２つの別の
組換えウイルスベクターから、又は同一のウイルスベクターから発現し得ることが企図さ
れる。該組換えウイルスベクターから発現されたＲＮＡは、標準技術により培養細胞発現
システムから単離することが可能であり、又は癌細胞中で直接発現することも可能である
。癌細胞へ該遺伝子産物を送達するための組換えウイルスベクターの使用は以下により詳
細に議論されている。
【０１６２】
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　本発明の組換えウイルスベクターは、該遺伝子産物をコードする配列及びＲＮＡ配列を
発現するためのいずれかの適したプロモーターを含んでなる。適したプロモーターには、
例えば、Ｕ６又はＨ１ ＲＮＡｐｏｌ　ＩＩＩプロモーター配列又はサイトメガロウイル
スプロモーターが含まれる。他の適したプロモーターの選択は当業者には自明である。本
発明の組換えウイルスベクターは、癌細胞中での該遺伝子産物の発現のための誘導可能又
は調節可能プロモーターも含み得る。
【０１６３】
　該遺伝子産物のコード配列を受容することが可能ないずれかのウイルスベクターを使用
し得る；例えば、アデノウイルス（ＡＶ）； アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）；レトロウ
イルス（例えば、レンチウイルス（ＬＶ）、ラブドウイルス、マウス白血病ウイルス）；
ヘルペスウイルスなどに由来するベクター。ウイルスベクターの向性は、他のウイルスか
らの外被タンパク質又は他の表面抗原でベクターをシュードタイピングすることにより、
又は必要に応じて、異なったウイルスカプシドタンパク質で置換することにより修飾し得
る。
【０１６４】
　例えば、本発明のレンチウイルスベクターを、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳＶ）、狂犬
病、エボラ、モコラなどからの表面タンパク質でシュードタイピングし得る。本発明のＡ
ＡＶベクターは、異なったカプシドタンパク質血清タイプを発現するようにベクターを工
学処理することにより、異なった細胞を標的とするようにできる。例えば、血清タイプ２
ゲノム上の血清タイプ２カプシドを発現しているＡＡＶベクターは、ＡＡＶ２／２と称さ
れる。このＡＡＶ２／２ベクター中の血清タイプ２カプシド遺伝子を血清タイプ５カプシ
ド遺伝子で置き換えることができて、ＡＡＶ２／５ベクターが産生される。異なったカプ
シドタンパク質血清タイプを発現するＡＡＶベクターを構築するための技術は、当業者に
は自明である；例えば、その全開示が本明細書において援用される、Rabinowitz, J.E., 
et al. (2002), J. Virol. 76:791-801を参照されたい。
【０１６５】
　本発明での使用に適した組換えウイルスベクターの選択、ＲＮＡを発現するための核酸
配列をベクター内へ挿入する方法、該ウイルスベクターを目的の細胞へ送達する方法及び
発現されたＲＮＡ産物の回収は当業者には自明である。例えば、その全開示が本明細書に
おいて援用される、Dornburg (1995), Gene Therap. 2:301-310; Eglitis (1988), Biote
chniques 6:608-614; Miller (1990), Hum. Gene Therap. 1:5-14; 及びAnderson (1998)
, Nature 392:25-30 、を参照されたい。
【０１６６】
　ある態様において、適したウイルスベクターはＡＶ及びＡＡＶに由来するものである。
該遺伝子産物を発現するために適したＡＶベクター、該組換えＡＶベクターを構築するた
めの方法、及び標的細胞内に該ベクターを送達するための方法は、その全開示が本明細書
において援用される、Xia et al. (2002), Nat. Biotech. 20:1006-1010 に記載されてい
る。該遺伝子産物を発現するために適したＡＡＶベクター、該組換えＡＡＶベクターを構
築するための方法、及び標的細胞内に該ベクターを送達するための方法は、その全開示が
本明細書において援用される、Samulski et al. (1987), J. Virol. 61:3096-3101; Fish
er et al. (1996), J. Virol, 70:520-532; Samulski et al. (1989), J. Virol. 63:382
2-3826；米国特許第5,252,479号；米国特許第5,139,941号；国際特許出願番号WO 94/1378
8 ；及び国際特許出願番号WO 93/24641 に記載されている。
【０１６７】
　ある態様において、本発明の組換えＡＡＶウイルスベクターは、ヒトＵ６　ＲＮＡプロ
モーター制御下、ポリＴ終結配列と作動可能なように連結された前駆体ＲＮＡをコードす
る核酸配列を含んでなる。本明細書において使用される「ポリＴ終結配列と作動可能なよ
うに連結された」とは、センス又はアンチセンス鎖をコードする核酸配列が、ポリＴ終結
シグナルと５’方向ですぐに隣接していることを意味する。ベクターからの該配列の転写
の間、ポリＴ終結シグナルは転写を終結させるように作用する。
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【０１６８】
　本発明の治療法の他の態様において、発現を抑制する少なくとも一つの化合物の有効量
も対象に投与し得る。本明細書において使用される「遺伝子発現を抑制する」とは、治療
後、遺伝子産物の活性、成熟形態の産生が、治療に先だって産生された量よりも少ないこ
とを意味する。当業者は、例えば、上記診断法で議論した転写体レベルを決定するための
技術を使用して、癌細胞において発現が抑制されたかどうかを容易に決定し得る。抑制は
、遺伝子発現のレベル（即ち、該遺伝子産物をコードする遺伝子の転写を抑制することに
より）、又はプロセッシングのレベル（例えば、前駆体の成熟、活性遺伝子産物へのプロ
セッシングを抑制することにより）で起こり得る。
【０１６９】
　本明細書で使用される、発現を抑制する化合物の「有効量」とは、癌関連染色体特性を
有する癌を罹患した対象中の、癌細胞の増殖を抑制するために十分な量である。当業者は
、対象のサイズ及び体重；疾患浸透の程度；対象の年齢、健康及び性；投与経路；及び投
与が局所的であるか又は全身的であるかどうかのような因子を考慮に入れて、所与の対象
に投与すべき発現抑制化合物の有効量を容易に決定し得る。
【０１７０】
　例えば、該発現抑制化合物の有効量は、治療されるべき対象のおよその又は推定体重に
基づき得る。こうした有効量は、中でも本明細書に記載した非経口的に又は経腸的に投与
される。例えば、対象に投与される発現抑制化合物の有効量は、体重ｋｇ当たり約５～３
０００マイクログラム、体重ｋｇ当たり約７００～１０００マイクログラム又は体重ｋｇ
当たり約１０００マイクログラム以上であり得る。
【０１７１】
　当業者は、本明細書に記載したように、発現を抑制する化合物を所与の対象に投与する
ための適切な投与計画を容易に決定することも可能である。例えば、発現抑制化合物は該
対象に一度で投与し得る（例えば、単回投与又は沈着）。もしくは、発現抑制化合物は約
３日から約２８日、より好ましくは約７日から約１０日の期間、１日１又は２回投与し得
る。特定の投与計画において、発現抑制化合物は７日間にわたって１日１回投与した。投
与計画が多数回投与を含んでなる場合、対象に投与された発現抑制化合物の有効量は、全
投与計画にわたって投与された化合物の総量を含み得る。
【０１７２】
　発現を抑制するために適した化合物には、二本鎖ＲＮＡ（短い又は小さな干渉ＲＮＡ又
は「ｓｉＲＮＡ」のような）、アンチセンス核酸及びリボザイムのような酵素的ＲＮＡ分
子が含まれる。これらの化合物の各々は、所与の遺伝子産物へ標的化されることが可能で
あり、標的遺伝子産物を破壊する又は破壊を誘導する。
【０１７３】
　例えば、所与の遺伝子の発現は、該遺伝子産物の少なくとも一部と、少なくとも９０％
、例えば少なくとも９５％、少なくとも９８％、少なくとも９９％又は１００％の配列相
同性を有する単離された二本鎖ＲＮＡ（「ｄｓＲＮＡ」）分子で該遺伝子のＲＮＡ干渉を
誘発することにより抑制し得る。特定の態様において、ｄｓＲＮＡ分子は、「短い又は小
さな干渉ＲＮＡ」又は「ｓｉＲＮＡ」である。
【０１７４】
　本方法で有用なｓｉＲＮＡは、約１７ヌクレオチド～約２９ヌクレオチド長の、好まし
くは約１９～約２５ヌクレオチド長の短い二本鎖ＤＮＡを含んでなる。該ｓｉＲＮＡは、
標準ワトソン－クリック塩基対形成相互作用により（以後「塩基対形成された」）一緒に
アニーリングされたセンスＲＮＡ鎖及び相補的アンチセンスＲＮＡ鎖を含んでなる。該セ
ンス鎖は、該標的遺伝子産物内に含有されている核酸配列と実質的に同一である核酸配列
を含んでなる。
【０１７５】
　本明細書で使用される、該標的ｍＲＮＡ内に含有されている標的配列と「実質的に同一
である」、ｓｉＲＮＡ中の核酸配列は、該標的配列と同一である、又は１又は２ヌクレオ



(36) JP 5723156 B2 2015.5.27

10

20

30

40

50

チドのみ該標的配列と異なっている核酸配列である。該ｓｉＲＮＡのセンス及びアンチセ
ンス鎖は、二つの相補的な一本鎖ＲＮＡ分子を含んでなることが可能であり、又は二つの
相補的部分が塩基対形成された、及び一本鎖「ヘアピン」領域により共有結合で連結され
た単一分子を含んでなることも可能である。
【０１７６】
　該ｓｉＲＮＡは、一つ又はそれ以上のヌクレオチドの付加、欠失、置換及び／又は改変
により天然に存在するＲＮＡとは異なった改変ＲＮＡであることも可能である。こうした
改変は、該ｓｉＲＮＡの末端（単数又は複数）に対する又は該ｓｉＲＮＡの一つ又はそれ
以上の内部ヌクレオチドに対する非ヌクレオチド物質の付加、又はヌクレアーゼ消化に対
して該ｓｉＲＮＡを耐性にする修飾、又はデオキシリボヌクレオチドによる該ｓｉＲＮＡ
中の一つ又はそれ以上のヌクレオチドの置換を含むことができる。
【０１７７】
　該ｓｉＲＮＡの一つ又は両方の鎖は、３’オーバーハングも含み得る。本明細書におい
て使用される「３’オーバーハング」とは、二重鎖形成したＲＮＡ鎖の３’末端から伸長
する少なくとも一つの、対を形成していないヌクレオチドを指す。それ故、特定の態様に
おいて、該ｓｉＲＮＡは、１～約６ヌクレオチド（リボヌクレオチド又はデオキシリボヌ
クレオチドを含む）長、１～約５ヌクレオチド長、１～約４ヌクレオチド長、又は約２～
約４ヌクレオチド長の少なくとも一つの３’オーバーハングを含んでなる。特定の態様に
おいて、該３’オーバーハングは該ｓｉＲＮＡの両方の鎖上に存在し、及び２ヌクレオチ
ド長である。例えば、該ｓｉＲＮＡの各鎖は、ジチミジル酸（「ＴＴ」）又はジウリジル
酸（「ｕｕ」）の３’オーバーハングを含んでなることができる。
【０１７８】
　該ｓｉＲＮＡは、化学的又は生物学的、又は単離された遺伝子産物について前に記載し
た組換えプラスミド又はウイルスベクターから発現することも可能である。ｄｓＲＮＡ又
はｓｉＲＮＡ分子を産生する又は試験する方法の例は、それら両方の全開示が本明細書に
おいて援用される、Gewirtz による米国公開特許出願番号2002/0173478及びReich et al.
 による米国公開特許出願番号2004/0018176 に記載されている。
【０１７９】
　所与の遺伝子の発現は、アンチセンス核酸によっても抑制し得る。本明細書で使用され
る「アンチセンス核酸」とは、標的ＲＮＡの活性を変化させるＲＮＡ－ＲＮＡ又はＲＮＡ
－ＤＮＡ又はＲＮＡ－ペプチド核酸相互作用により標的ＲＮＡに結合する核酸分子を指す
。本方法における使用のために適したアンチセンス核酸は、遺伝子産物中の近接する核酸
配列に相補的な核酸配列を一般的に含んでなる、一本鎖核酸（例えば、ＲＮＡ、ＤＮＡ、
ＲＮＡ－ＤＮＡキメラ、ＰＮＡ）である。該アンチセンス核酸は、遺伝子産物中の近接す
る核酸配列と５０～１００％相補的、７５～１００％相補的、又は９５～１００％相補的
である核酸配列を含んでなることができる。該遺伝子産物の核酸配列は本明細書に提供さ
れている。いずれかの理論に束縛されるものではないが、該アンチセンス核酸は、ＲＮａ
ｓｅ　Ｈ又は該遺伝子産物／アンチセンス核酸二重鎖を消化する別の細胞ヌクレアーゼを
活性化すると信じられている。
【０１８０】
　アンチセンス核酸は、標的特異性、ヌクレアーゼ耐性、送達又は該分子の有効性に関す
る他の特性を増強するため、核酸主鎖への又は糖及び塩基部分（またはそれらの均等物）
への修飾も含有し得る。こうした修飾には、コレステロール部分、アクリジンのような二
重鎖インターカレーター、又は一つ又はそれ以上のヌクレアーゼ抵抗性基が含まれる。
【０１８１】
　アンチセンス核酸は、化学的又は生物学的、又は該単離された遺伝子産物について前に
記載した組換えプラスミド又はウイルスベクターから発現することも可能である。産生す
る又は試験するための方法の例は、当業者には自明である；例えば、それらの全開示が本
明細書において援用される、Stein and Cheng (1993), Science 261 :1004及びWoolf et 
al., による米国特許第5,849,902号を参照されたい。
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【０１８２】
　所与の遺伝子の発現は、酵素的核酸によっても抑制し得る。本明細書で使用される「酵
素的核酸」とは、遺伝子産物の近接する核酸配列に相補性を有する基質結合領域を含んで
なる核酸を指し、それは該遺伝子産物を特異的に切断することが可能である。酵素的核酸
基質結合領域は、遺伝子産物中の近接する核酸配列と、例えば、５０～１００％相補的、
７５～１００％相補的又は９５～１００％相補的であり得る。該酵素的核酸は、塩基、糖
及び／又はリン酸基に修飾を含んでなることもできる。本方法における使用のための酵素
的核酸の例はリボザイムである。
【０１８３】
　該酵素的核酸は、化学的又は生物学的、又は該単離された遺伝子産物について前に記載
した組換えプラスミド又はウイルスベクターから発現することも可能である。ｄｓＲＮＡ
又はｓｉＲＮＡ分子を産生する又は試験するための方法の例は、それらの全開示が本明細
書において援用される、Werner and Uhlenbeck (1995), Nucl Acids Res. 23:2092-96; H
ammann et al. (1999), Antisense and Nucleic Acid Drug Dev. 9:25-31 ；及びCech et
 al. による米国特許第4,987,071 号に記載されている。
【０１８４】
　少なくとも一つの遺伝子産物、又は発現を抑制するための少なくとも一つの化合物の投
与は、癌関連染色体特性に関係する癌を有する対象中の癌細胞の増殖を抑制するであろう
。本明細書で使用される「癌細胞の増殖を抑制する」とは、該細胞を殺す、又は該細胞の
増殖を持続的又は一時的に休止させる又は遅らせることを意味する。もし、遺伝子産物又
は遺伝子発現抑制化合物の投与後に該対象中のこうした細胞の数が一定に残るか又は減少
したら、癌細胞増殖の抑制が推測できる。もし、こうした細胞の絶対数が増加しても、腫
瘍増殖の速度が低下したら、癌細胞の増殖の抑制がまた推測できる。
【０１８５】
　対象体の体内の癌細胞の数は、直接測定により、又は原発性又は転移性腫瘍塊のサイズ
からの推定により決定し得る。例えば、対象中の癌細胞の数は、免疫組織学的方法、フロ
ーサイトメトリー、又は癌細胞の特徴的表面マーカーを検出するように設計された他の技
術により測定し得る。
【０１８６】
　遺伝子産物又は遺伝子発現抑制化合物は、対象の癌細胞へこれらの化合物を送達するた
めに適したいずれかの手段により対象に投与し得る。例えば、該遺伝子産物又は遺伝子発
現抑制化合物は、これらの化合物で、又はこれらの化合物をコードする配列を含んでなる
核酸で該対象の細胞をトランスフェクトするために適した方法により投与し得る。
【０１８７】
　遺伝子産物又は遺伝子発現抑制化合物は、いずれかの適した経腸又は非経口投与経路に
よっても対象に投与し得る。本方法のために適した経腸投与経路には、例えば、経口、直
腸又は鼻孔内送達が含まれる。適した非経口投与経路には、例えば、血管内投与（例えば
、静脈内ボーラス投与、静脈内注入、動脈内ボーラス投与、動脈内注入、及び血管系内へ
のカテーテル点滴注入）；組織周辺及び組織内注射（例えば、腫瘍周囲及び腫瘍内注射、
網膜内注射又は網膜下注射）；皮下注入（浸透圧ポンプによるような）を含む皮下注射又
はデポジション；カテーテル又は他の設置デバイス（例えば、網膜ペレット又は座剤、又
は多孔質、非多孔質又はゲル状物質を含んでなる移植片）による目的の組織への直接適用
；及び吸入が含まれる。特に適した投与経路は注射、注入及び患者内への静脈投与である
。
【０１８８】
　本方法において、遺伝子産物又は遺伝子産物発現抑制化合物は、裸のＲＮＡとして、送
達試薬と組み合わせて、又は該遺伝子産物又は発現抑制化合物を発現する配列を含んでな
る核酸（例えば、組換えプラスミド又はウイルスベクター）として該対象に投与し得る。
適した送達試薬には、例えば、Mirus Transit　TKO 親油性試薬；リポフェクチン；リポ
フェクタミン；セルフェクチン；ポリカチオン（例えば、ポリリジン）及びリポソームが



(38) JP 5723156 B2 2015.5.27

10

20

30

40

50

含まれる。
【０１８９】
　該遺伝子産物又は遺伝子発現抑制化合物を発現する配列を含んでなる組換えプラスミド
又はウイルスベクター、及びこうしたプラスミド及びベクターを癌細胞に送達するための
技術は本明細書で議論されている。
【０１９０】
　特定の態様において、遺伝子産物又は遺伝子発現阻害化合物（又はそれらをコードする
配列を含んでなる核酸）を対象に送達するためにリポソームが使用される。リポソームは
該遺伝子産物又は核酸の血中半減期を増加させることもできる。本発明で使用するために
適したリポソームは、一般的に中性又は陰性に荷電したリン脂質及びコレステロールのよ
うなステロールを含む、標準小胞形成脂質から形成し得る。脂質の選択は、所望のリポソ
ームサイズ及び血流におけるリポソームの半減期のような因子の考慮により一般的に導か
れる。例えば、それらの全開示が本明細書において援用される、Szoka et al. (1980), A
nn. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467；及び米国特許第4,235,871、4,501,728、4,837,028及
び5,019,369 号に記載されているように、リポソームを作製するための多様な方法は公知
である。
【０１９１】
　本方法で使用するためのリポソームは、リポソームに癌細胞を標的とさせるリガンド分
子を含むことができる。腫瘍細胞抗原に結合するモノクローナル抗体のような、癌細胞に
一般的なレセプターに結合するリガンドが好ましい。
【０１９２】
　本方法で使用するためのリポソームは、単核マクロファージ系（「ＭＭＳ」）及び細網
内皮系（「ＲＥＳ」）によるクリアランスを避けるために修飾され得る。こうした修飾リ
ポソームは、表面上又はリポソーム構造内に組み入れられたオプソニン化阻害部分を有す
る。特に好ましい態様において、本発明のリポソームはオプソニン化阻害部分及びリガン
ドの両方を含んでなることが可能である。
【０１９３】
　本発明のリポソームの調製において使用のためのオプソニン化阻害部分は、典型的には
リポソーム膜へ結合された大きな親水性ポリマーである。本明細書で使用する、オプソニ
ン化阻害部分がリポソーム膜に「結合されて」いるとは、例えば、膜それ自身内への脂溶
性アンカーのインターカレーションにより、又は膜脂質の活性基への直接結合により化学
的又は物理的に膜に結合されている場合である。これらのオプソニン化阻害親水性ポリマ
ーは保護的表面層を形成し、ＭＭＳ及びＲＥＳによるリポソームの取り込みを著しく減少
させる；例えば、その全開示が本明細書において援用される米国特許第4,920,016号に記
載されているように。
【０１９４】
　リポソームを修飾するために適したオプソニン化阻害部分は、好ましくは、約５００～
約４０，０００ダルトン、及びより好ましくは約２，０００～約２０，０００ダルトンの
平均分子量を有する水溶性ポリマーである。こうしたポリマーには、ポリエチレングリコ
ール（ＰＥＧ）又はポリプロピレングリコール（ＰＰＧ）又はそれらの誘導体；例えば、
メトキシＰＥＧ及びＰＰＧ、又はＰＥＧ及びＰＰＧステアレート；ポリアクリルアミド又
はポリＮ－ビニルピロリドンのような合成ポリマー；直鎖状、分枝又は樹状のポリアミド
アミン；ポリアクリル酸；多価アルコール、例えば、カルボキシ又はアミノ基が化学的に
結合されたポリビニルアルコール及びポリキシリトール、ならびにガングリオシドＧＭｌ
のようなガングリオシド、が含まれる。ＰＥＧ、メトキシＰＥＧ又はメトキシＰＰＧ又は
それらの誘導体のコポリマーも適している。加えて、該オプソニン化阻害ポリマーは、Ｐ
ＥＧとポリアミノ酸、ポリサッカリド、ポリアミドアミン、ポリエチレンアミン又はポリ
ヌクレオチドとのブロックコポリマーでもあり得る。該オプソニン化阻害ポリマーは、ア
ミノ酸又はカルボン酸、例えば、ガラクツロ酸、グルクロン酸、マンノン酸、ヒアルロン
酸、ペクチン酸、ノイラミン酸、アルギン酸、カラゲナンを含有する天然のポリサッカリ
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ド；アミノ化ポリサッカリド又はオリゴサッカリド（直鎖又は分枝）；又は、例えば、生
じたカルボキシル基で繋がっている炭酸の誘導体と反応させたカルボキシル化ポリサッカ
リド又はオリゴサッカリドでもあり得る。好ましくは、オプソニン化阻害部分はＰＥＧ、
ＰＰＧ又はそれらの誘導体である。ＰＥＧ又はＰＥＧ誘導体で修飾されたリポソームは、
しばしば「ＰＥＧ化リポソーム」と称される。
【０１９５】
　オプソニン化阻害部分は、多数の公知の技術のいずれか一つによりリポソーム膜に結合
し得る。例えば、ＰＥＧのＮ－ヒドロキシスクシニミドエステルはホスファチジル－エタ
ノールアミン脂溶性アンカーへ結合することが可能であり、そして次ぎに膜へ結合される
。同様に、デキストランポリマーは、Ｎａ（ＣＮ）ＢＨ３及び３０：１２の比のテトラヒ
ドロフラン及び水のような溶媒混合物を使用した６０℃での還元的アミノ化を介して、ス
テアリルアミン脂溶性アンカーで誘導体化し得る。
【０１９６】
　オプソニン化阻害部分で修飾されたリポソームは、循環系において無修飾リポソームよ
りも長く残存する。このような理由のため、こうしたリポソームはしばしば「ステルス」
リポソームと称される。ステルスリポソームは、多孔質又は「漏出性」微小血管系から栄
養を受けている組織で蓄積されることが知られている。それ故、こうした微小血管系欠陥
により特徴付けられる組織、例えば、固形腫瘍はこれらのリポソームを効率的に蓄積する
であろう；Gabizon, et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 18:6949-53 を
参照されたい。加えて、ＲＥＳによる減少した取り込みは、肝臓及び脾臓におけるリポソ
ームの有意な蓄積を防止することにより、ステルスリポソームの毒性を低下させる。それ
故、オプソニン化阻害部分で修飾されたリポソームは、該遺伝子産物又は遺伝子発現阻害
化合物（又はそれらをコードする配列を含んでなる核酸）を腫瘍細胞に送達するのに特に
適している。
【０１９７】
　遺伝子産物又は遺伝子発現抑制化合物は、当該技術分野で公知である技術に従って、対
象への投与に先立って、しばしば「医薬（medicament）」と称される医薬組成物として製
剤し得る。従って、本発明はすべてを治療するのための医薬組成物を包含する。一つの態
様において、該医薬組成物は、少なくとも一つの単離された遺伝子産物及び薬学的に許容
できる坦体を含んでなる。特定の態様において、少なくとも一つの遺伝子産物は、適した
対照細胞と比べてすべての細胞中で減少したレベルの発現を有する遺伝子産物に対応する
。
【０１９８】
　他の態様において、本発明の医薬組成物は、少なくとも一つの発現阻害化合物を含んで
なる。特定の態様において、該少なくとも一つの遺伝子発現抑制化合物は、対照細胞より
もすべての細胞においてその発現が多い遺伝子に特異的である。
【０１９９】
　本発明の医薬組成物は少なくとも無菌で及び発熱物質が含まれていないことで特徴付け
られる。本明細書で使用される「医薬製剤」は、ヒト及び獣医学使用のための製剤を含む
。本発明の医薬組成物を製造するための方法は、例えば、その全開示が本明細書において
援用される、Remington's Pharmaceutical Science, 17th ed., Mack Publishing Compan
y, Easton, Pa. (1985) に記載されているように、当業者には自明である。
【０２００】
　本医薬製剤は、医薬として受容可能な坦体と混合された、少なくとも一つの遺伝子産物
又は遺伝子発現抑制化合物（又はそれらをコードする配列を含んでなる少なくとも一つの
核酸）（例えば、０．１～９０重量％）又はそれらの生理学的に受容可能な塩を含んでな
る。本発明の医薬製剤は、リポソームで被包されている少なくとも一つの遺伝子産物又は
遺伝子発現抑制化合物（又は、それらをコードする配列を含んでなる少なくとも一つの核
酸）及び薬学的に許容できる坦体も含むことができる。
【０２０１】
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　特に適した薬学的に許容できる坦体は、水、緩衝化水、通常の生理食塩水、０．４％生
理食塩水、０．３％グリシン、ヒアルロン酸などである。
　特定の態様において、本発明の医薬組成物は、ヌクレアーゼによる分解に耐性である該
遺伝子産物又は遺伝子発現抑制化合物（又は、それらをコードする配列を含んでなる少な
くとも一つの核酸）を含んでなる。当業者は、例えば、２’位が修飾されている一つ又は
それ以上のリボヌクレオチドを該遺伝子産物内に取り込ませることにより、ヌクレアーゼ
耐性である核酸を容易に合成し得る。適した２’修飾リボヌクレオチドには、フルオロ、
アミノ、アルキル、アルコキシ及びＯ－アリルで２’位が修飾されているものが含まれる
。
【０２０２】
　本発明の医薬組成物は、慣用的医薬賦形剤及び／又は添加剤も含むことができる。適し
た医薬賦形剤には、安定剤、抗酸化剤、浸透圧調節剤、緩衝剤及びｐＨ調整剤が含まれる
。適した添加剤には、例えば、生理学的生体適合性緩衝剤（例えば、トロメタミン塩酸塩
）、キレート剤（例えば、ＤＴＰＡ又はＤＴＰＡ－ビスアミドのような）又はカルシウム
キレート錯体（例えば、カルシウムＤＴＰＡ、ＣａＮａＤＴＰＡ－ビスアミドのような）
の添加又は、随意に、カルシウム又はナトリウム塩の添加（例えば、塩化カルシウム、ア
スコビル酸カルシウム、グルコン酸カルシウム又は乳酸カルシウム）が含まれる。本発明
の医薬組成物は液体形態での使用のために包装することができ、又は凍結乾燥することが
できる。
【０２０３】
　本発明の固形医薬組成物のためには、慣用的無毒固体の薬学的に許容できる坦体を使用
することができる；例えば、医薬用のマンニトール、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、タルク、セルロース、グルコース、スクロース
、炭酸マグネシウムなど。
【０２０４】
　例えば、経口投与のための固形医薬組成物は、上に列挙したいずれかの坦体及び賦形剤
、及び１０～９５％、好ましくは２５％～７５％の該少なくとも一つの遺伝子産物又は遺
伝子発現阻害化合物（又は、それらをコードする配列を含んでなる少なくとも一つの核酸
）を含み得る。エアロゾル（吸入）投与のための医薬組成物は、０．０１～２０重量％、
好ましくはｌ％～１０重量％の上記のようにリポソーム中に被包された該少なくとも一つ
の遺伝子産物又は遺伝子発現抑制化合物（又は、それらをコードする配列を含んでなる少
なくとも一つの核酸）、及び噴霧剤を含み得る。望むなら坦体も含ませ得る；例えば、鼻
腔内送達のためのレシチン。
【０２０５】
　本発明は、抗癌剤を同定する方法も包含し、細胞に試験剤を提供すること、及び該細胞
中の少なくとも一つの遺伝子産物のレベルを測定することを含んでなる。一つの態様にお
いて、該方法は、細胞に試験剤を提供すること、及び該細胞中で減少したレベルに関係す
る少なくとも一つの遺伝子産物のレベルを測定することを含んでなる。適した対照サンプ
ルと比較し、該細胞中での該遺伝子産物のレベルの増加は、該試験剤が抗癌剤であること
を示す。
【０２０６】
　他の態様において、該方法は、細胞に試験剤を提供すること、及び癌細胞中で増加した
発現に関連する少なくとも一つの遺伝子産物のレベルを測定することを含んでなる。適し
た対照サンプルと比較し、該細胞中での該遺伝子産物のレベルの減少は、該試験剤が抗癌
剤であることを示す。
【０２０７】
　適した剤には、限定されるわけではないが、薬剤（例えば、低分子、ペプチド）及び生
体高分子（例えば、タンパク質、核酸）が含まれる。該剤は、組換え的に、合成的に製造
することが可能であり、又は天然源から単離する（即ち、精製する）ことができる。細胞
へこうした剤を提供するための多様な方法（例えば、トランスフェクション）は当該技術
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分野では公知であり、こうした方法のいくつかは上に記載されている。少なくとも一つの
遺伝子産物の発現検出するための方法（例えば、ノーザンブロッティング法、インサイツ
ハイブリダイゼーション、ＲＴ－ＰＣＲ、発現プロファイリング）も当該技術分野では公
知である。
【０２０８】
　　定義
　用語「アレイ」は、本明細書においては用語「マイクロアレイ」と相互交換的に使用す
る。
【０２０９】
　本明細書で使用する用語「 癌（cancer）」は、調節されていない細胞増殖及び他の組
織を侵襲するそれらの細胞の能力により典型的に特徴付けられる、哺乳類の生理学的状態
を指す。
【０２１０】
　本明細書で使用する用語「発現」は、ＤＮＡ配列情報のメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮ
Ａ）又はタンパク質への変換を指す。発現は、完全長ｍＲＮＡ、ｍＲＮＡ断片、完全長タ
ンパク質又はタンパク質断片のレベルを測定することによりモニターすることができる。
【０２１１】
　用語「融合タンパク質」は、機能可能なように連結されている、少なくとも二つのポリ
ペプチド（典型的には異なった起源から）を記述することが意図される。ポリペプチドに
関し、該用語機能可能なように連結されているとは、各ポリペプチドがその意図される機
能が働くような様式で二つのポリペプチドが連結されていることを意味することが意図さ
れる。典型的には、該二つのポリペプチドはペプチド結合を介して共有結合で結合されて
いる。融合タンパク質は、好ましくは、標準的ＤＮＡ組換え技術により生成される。例え
ば、第一のポリペプチドをコードするＤＮＡ分子は第二のポリペプチドをコードする別の
ＤＮＡ分子にライゲートされ、生じたハイブリッドＤＮＡ分子は宿主細胞中で発現されて
、融合タンパク質を産生する。該ＤＮＡ分子は、ライゲーション後、コードされたポリペ
プチドの翻訳フレームが変化しないように（即ち、該ＤＮＡ分子は互いにインフレームで
ライゲートされる）、互いに５’－３’配向でライゲートされる。
【０２１２】
　本明細書で使用する句「遺伝子発現シグナチャ」は、細胞、特に癌細胞における遺伝子
発現の特有のパターンを指す。
　本明細書で使用する用語「ハイブリダイゼーション」は、二つの一本鎖核酸間の結合、
アニーリング又は塩基対形成のプロセスを指す。「ハイブリダイゼーションのストリンジ
ェンシー」は、温度及びイオン強度の条件により決定される。核酸ハイブリッドの安定性
は融解温度又はＴｍで表現され、それは定義された条件下、ハイブリッドが５０％変性さ
れている温度である。所与のハイブリッドのＴｍを推定するため、式が導かれている：式
は、核酸のＧ＋Ｃ含有量、ハイブリダイゼーションプローブの長さなどを考慮している（
例えば、Sambrook et al., 1989）。プローブとその標的とのアニーリングの率を最大に
するため、Ｔｍより約２０～２５℃低い温度で、高イオン強度（６ｘＳＳＣ又は６ｘＳＳ
ＰＥ）の溶液中でハイブリダイゼーションは一般に実施される。もしハイブリダイズされ
るべき配列が同一でないならば、１％の誤対合ごとにハイブリダイゼーション温度を１～
１．５℃低下させる。一般に、洗浄条件は可能な限りストリンジェントであるべきである
（即ち、計算されたＴｍより約１２～２０℃低い温度で、低イオン強度）。例として、高
度にストリンジェントな条件は、典型的には、６ｘＳＳＣ／５ｘデンハート液／１．０％
ＳＤＳ中、６８℃でのハイブリダイズ化及び０．２ｘＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中、６５℃
での洗浄を含む。至適ハイブリダイゼーション条件は、溶液中で実施されるハイブリダイ
ゼーションと固定化された核酸を使用するハイブリダイゼーション間では一般に異なる。
当業者は、ハイブリダイゼーションを至適化する操作ためのパラメーターを認識するであ
ろう。
本明細書で使用する用語「核酸」は、連結されたヌクレオチドの配列を指す。該ヌクレオ
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チドは、デオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチドであることができ、それらは標
準又は非標準ヌクレオチドであることができ；それらは修飾された又は誘導体化ヌクレオ
チドであることができ；それらは合成類似体であることができる。該ヌクレオチドはリン
酸ジエステル結合又は非加水分解性結合により連結されることができる。該核酸は、少数
のヌクレオチド（即ち、オリゴヌクレオチド ）を含むことができ、又はそれは多くのヌ
クレオチド（即ち、ポリヌクレオチド９を含むことができる。該核酸は、一本鎖又は二本
鎖であることができる。
本明細書で使用する用語「予後」は、癌の起こり得る経過及び転帰、そして特には、回復
の可能性を指す。
【０２１３】
　本発明を多様な及び好ましい態様を参照して説明してきたが、本発明の本質的範囲から
離れることなく、多様な変形を行うことができ、そして均等物でそれらの要素を置換する
ことができることを当業者は理解するであろう。加えて、多くの修飾を、その本質的範囲
から離れることなく、本発明の教示による特定の状況又は材料に適合させるために行うこ
とができる。
参照文献
　本発明を明らかにする又は本発明の実行についての追加の詳細を提供するため、本明細
書で使用された刊行物及び他の材料が参照文献としてここに取り込まれ、そして都合がよ
いように下記の文献目録に提供されている。
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