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(57)【要約】
　本発明は、概して癌の検出、診断、亜型分類、病期分
類、予後、処置および予防の分野に関するものである。
さらに特定すれば、本発明は、患者における肺癌の検出
および／または診断および／または亜型分類および／ま
たは病期分類方法に関するものである。バイオマーカー
の特定のパネルに基づいて、本発明は、肺癌を検出、早
期診断し、および／または小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）を非
小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）と区別し、ＮＳＣＬＣ内で扁
平上皮細胞癌（ＳＣＣ）、腺癌（ＡＣ）間を区別し、Ｓ
ＣＣ内でＧ２およびＧ３病期を識別し、肺癌内で神経内
分泌に由来する肺癌と由来しない肺癌を区別する方法を
提供する。さらに本発明は、インビトロおよびインビボ
の両イメージング技術を含む、患者における病気の進行
のモニタリングにおける上記バイオマーカーパネルの使
用に関するものである。インビトロイメージング技術は
、典型的には上記患者から採取した試料、例えば血清ま
たは組織試料においてバイオマーカーのタンパク質また
は抗体を検出する免疫検定法を含む。インビボイメージ
ング技術は、典型的には胸部放射線写真（Ｘ線）、コン
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における肺癌の検出および／または診断および／または亜型分類および／または病
期分類および／または異質性の度合いの測定方法であって、（１）上記対象から試料を入
手し、（２）ＮＣＡＭ１８０またはＮＣＡＭエキソン１８－抗原領域を含むＮＣＡＭスプ
ライス変異型の発現を測定し、（３）ＮＣＡＭスプライス変異型ＮＣＡＭ１２０またはＮ
ＣＡＭ１４０、サイトケラチン（ＣＫ）、神経内分泌特異タンパク質（ＮＳＰ）－レティ
キュロン（ＲＴＮ１）、シナプトフィシン（ＳＹＰＨ）、クロモグラニンＡ（ＣＨＧＡ）
、甲状腺転写因子－１（ＴＩＴＦ－１）、γニューロン特異エノラーゼ（γＮＳＥ）およ
び熱ショックタンパク質－４７（ＨＳＰ４７）から成る群から選択される少なくとも１種
の腫瘍マーカー遺伝子の発現を測定する工程を含み、上記遺伝子の発現または上記タンパ
ク質の存在により、上記対象における肺癌の検出および／または診断および／または亜型
分類および／または病期分類および／または異質性の度合いの測定が可能となる方法。
【請求項２】
　サイトケラチン（ＣＫ）が、ＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６（２種のサイトケラチン遺伝子／
タンパク質、ＣＫ６aおよびＣＫ６ｂである）、ＣＫ７、ＣＫ８、ＣＫ１０、ＣＫ１３、
ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７、ＣＫ１８、ＣＫ１９およびＣＫ２０から成る
群から選択される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　少なくとも２種のサイトケラチン遺伝子／タンパク質の発現を測定する、請求項２記載
の方法。
【請求項４】
　上記ＣＫ遺伝子／タンパク質の少なくとも３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３または１４の発現／存在を測定する、請求項１または２記載の方法。
【請求項５】
　ＮＣＡＭ１８０、ＮＣＡＭエキソン１８（ＮＣＡＭ－ＭＵＭエキソン、ＰＣＴ公開ＷＯ
２００７－１０４５１１号参照）を発現するＮＣＡＭスプライス変異型、ＣＫ４、ＣＫ５
、ＣＫ６、ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７およびＣＫ２
０の発現を用いてＳＣＬＣとＮＳＣＬＣとを区別することができる、請求項１記載の方法
。
【請求項６】
　ＳＣＬＣが、ＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、Ｃ
Ｋ１６、ＣＫ１７およびＣＫ２０の非存在下におけるＮＣＡＭ１８０、ＣＫ８およびＣＫ
１８の発現／検出によって特徴付けられる、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　ＮＳＣＬＣが、ＣＫ１９、ＣＫ６／ＣＫ１６／ＣＫ１７および／またはＣＫ８／ＣＫ１
８の存在下におけるＮＣＡＭ１８０の欠如を特徴とする、請求項５記載の方法。
【請求項８】
　ＮＣＡＭ１８０、ＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ８、ＣＫ１０、ＣＫ１３、Ｃ
Ｋ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７、ＣＫ１８、ＣＫ１９および／またはＣＫ２０の
発現を用いて、ＮＳＣＬＣを検出および／または診断および／またはＮＳＣＬＣの分化ま
たは亜型（腺癌対扁平上皮細胞癌）を測定することができる、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　ＮＳＣＬＣの腺癌分化または亜型が、ＣＫ２０、ＮＣＡＭ１８０およびＣＫ４、ＣＫ５
、ＣＫ６、ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６およびＣＫ１７から成る
群から選択される１つまたは複数のサイトケラチン遺伝子の非存在下におけるＣＫ７、Ｃ
Ｋ８、ＣＫ１８およびＣＫ１９の発現によって特徴付けられる、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　ＮＳＣＬＣの扁平上皮細胞癌分化または亜型および／またはＳＣＣ病期分類が、ＮＣＡ
Ｍ１８０、ＣＫ２０およびＣＫ７の非存在下におけるＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ１０
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、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７およびＣＫ１９から成る群から選
択されるサイトケラチン遺伝子の少なくとも一つの発現によって特徴付けられる、請求項
８記載の方法。
【請求項１１】
　肺癌の神経内分泌分化が、ＮＣＡＭおよびＮＳＥ、ＳＹＰＨおよびＣＨＧＡから成る群
から選択される遺伝子の少なくとも一つの発現、またはＮＣＡＭ、ＮＳＥおよびＣＨＧＡ
の発現、またはＮＣＡＭ、ＮＳＥ、ＣＨＧＡおよびＳＹＰＨの発現またはＮＳＥの発現に
よって特徴付けられる、請求項１記載の方法。
【請求項１２】
　さらに、ＮＳＰの発現を用いて神経内分泌に由来する肺癌と由来しない肺癌とを区別す
ることができる、請求項５～１１のいずれか１項記載の方法。
【請求項１３】
　対象における肺癌の（早期）診断、亜型分類および分化の測定のためのインビトロ方法
であって、（ａ）上記対象から試料を入手し、（ｂ）ＮＣＡＭ、ＮＣＡＭエキソン１８、
ＮＳＰ（特にＮＳＰ－Ａ）および２種またはそれ以上のサイトケラチン抗原（特にＣＫ６
、ＣＫ１６およびＳＫ１７による）から成る群から選択される腫瘍マーカー遺伝子の発現
を測定する工程を含み、上記遺伝子の発現または上記タンパク質の存在または欠如により
、上記対象における肺癌の検出および／または診断および／または亜型分類および／また
は異質性の度合いの測定または病期分類が可能となる方法。
【請求項１４】
　さらに、ＨＳＰ４７の発現を、腺癌または他のＮＳＣＬＣ亜型である非扁平上皮細胞癌
から扁平上皮細胞癌を区別するのに用いることができる、請求項５～１３のいずれか１項
記載の方法。
【請求項１５】
　ＣＫ８、ＣＫ１８およびＣＫ２０の発現を用いて神経内分泌メルケル細胞癌を診断する
ことができる、請求項７～１１のいずれか１項記載の方法。
【請求項１６】
　試料が、血液、血清、血漿、尿、唾液、精液、胸部滲出液、脳脊髄液、涙液、痰、粘液
、リンパ液、胸水、腫瘍組織および気管支肺胞洗浄液から成る群から選択される、請求項
１～１５のいずれか１項記載の方法。
【請求項１７】
　特異的抗体またはプローブを用いて、上記遺伝子の発現レベルをタンパク質レベルまた
は核酸レベルで測定する、請求項１～１６のいずれか１項記載の方法。
【請求項１８】
　化学発光、吸光度、ウエスタン・ブロッティング、顕微鏡法、イメージング、またはＥ
ＬＩＳＡ、ＩＲＭＡ、エバネッセンス、側方流動試験、免疫組織化学法および当業者が常
用する検定法を包含する任意のタイプの免疫検定法により、発現レベルを測定する、請求
項１７記載の方法。
【請求項１９】
　上記試料の一つにおける上記遺伝子／タンパク質の少なくとも一つに対する抗体力価を
任意のタイプの免疫検定法により測定する、請求項１～１６のいずれか１項記載の方法。
【請求項２０】
　上記遺伝子の一つの発現レベルを、上記遺伝子によりコード化されるタンパク質に特異
的に結合する抗体を用いて測定する、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　上記遺伝子の発現レベルを、ハイブリダイゼーション検定法により測定する、請求項１
～１６のいずれか１項記載の方法。
【請求項２２】
　上記遺伝子の発現レベルを、上記遺伝子の一つをコード化する核酸分子にハイブリダイ
ズするプローブを用いて測定する、請求項１９記載の方法。
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【請求項２３】
　肺癌処置に対する対象の応答のモニタリングにおける請求項１～１６のいずれか１項で
同定された遺伝子の使用。
【請求項２４】
　対象における肺癌の診断、病期分類および／または亜型分類のための、請求項１～１６
のいずれか１項で同定された遺伝子の使用。
【請求項２５】
　患者における肺癌のイメージングのための、請求項１～１６のいずれか１項で同定され
た遺伝子の使用。
【請求項２６】
　遺伝子が、ＮＣＡＭ１２０、ＮＣＡＭ１４０および／またはＮＣＡＭ１８０、ＣＫ、Ｎ
ＳＰ、ＳＹＰＨ、ＣＨＧＡおよびＮＳＥから成る群から選択される、請求項２５記載の使
用。
【請求項２７】
　遺伝子ＮＣＡＭ、特にＮＣＡＭエキソン１８、ＣＫ６／１６／ＣＫ１７、ＲＴＮ１、Ｓ
ＹＰＨ、ＨＳＰ４７、ＣＨＧＡ、ＮＳＥおよび／またはＮＳＰの発現が、患者におけるイ
メージングによる肺癌の亜型分類および／または病期分類に使用される、請求項２５記載
の使用。
【請求項２８】
　インビボイメージングを、ポジトロン放射断層法（ＰＥＴ）、コンピューター連動断層
撮影（ＣＴ）またはＰＥＴ－ＣＴを用いて行う、請求項２５～２７のいずれか１項記載の
使用。
【請求項２９】
　請求項１～１６のいずれか１項において定義される遺伝子の発現を測定するための１種
または複数の試薬を含む、対象におけるＳＣＬＣおよびＮＳＣＬＣの両方を包含する肺癌
の検出用キット。
【請求項３０】
　請求項１～１６のいずれか１項において定義される遺伝子の発現を測定するための１種
または複数の試薬を含む、対象における肺癌亜型分類用キット。
【請求項３１】
　請求項１～１６のいずれか１項において定義される遺伝子の発現を測定するための１種
または複数の試薬を含む、対象において肺癌の異質性の度合いを測定するためのキット。
【請求項３２】
　請求項１～１６のいずれか１項において定義される遺伝子の発現を測定するための１種
または複数の試薬を含む、対象における肺癌の病期分類用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は、概して癌の診断、予後、処置および予防の分野に関するものである。さらに
具体的には、本発明は、患者における肺癌の亜型分類方法に関するものである。特定のバ
イオマーカーパネルに基づいて、本発明は、肺癌の（早期）診断方法および小細胞肺癌（
ＳＣＬＣ）と非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を区別し、ＮＳＣＬＣ内において扁平上皮細胞
癌（ＳＣＣ）、腺癌（ＡＣ）および結果として起こる大細胞癌を区別する方法、神経内分
泌に由来する肺癌と由来しない肺癌を識別する方法、悪性度分類Ｇ２およびＧ３のＳＣＣ
腫瘍を識別する方法、および肺癌の異質性の度合いの測定方法を提供する。
【０００２】
　さらに、本発明は、インビトロおよびインビボの両イメージング技術を含む、患者にお
ける病気の進行のモニタリングにおけるバイオマーカーの上記パネルの使用を提供する。
インビトロイメージング技術は、典型的には上記患者から採取した試料、例えば血清また
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は組織試料における免疫検定法を含む。インビボイメージング技術は、典型的には胸部放
射線写真（Ｘ線）、コンピューター連動断層撮影（ＣＴ）イメージング、スパイラルＣＴ
、ポジトロン放射断層法（ＰＥＴ）、ＰＥＴ－ＣＴおよびシンチグラフィーを含む。
【０００３】
　したがって、本発明のさらなる態様は、上記バイオマーカーパネルの発現を測定するた
めの試薬を含む、上記イメージング技術を遂行するためのキットを提供する。特に後記で
示すバイオマーカーパネルに特異的な抗体を含む。
【背景技術】
【０００４】
　発明の背景
　肺癌は、最も頻度の高い癌のタイプの一つであり、さらに欧米諸国では、癌関連死の主
因となっている。２００４年には、肺癌は、ヨーロッパでの癌関連死の全症例の２０％に
、そして米国では２９％に関与していた（１、２）。
【０００５】
　肺癌は、一般的に２つのクラス、すなわち肺癌患者の約１５～２０％を占める小細胞肺
癌（ＳＬＣＬ）、および全肺癌患者の約８０～８５％を占める非小細胞肺癌（ＮＳＬＣＬ
）に分類され、後者は、さらに扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）、肺腺癌（ＡＣ）および大細胞
癌（ＬＣ）に細分され得る。
【０００６】
　主たる２群は、それらの成長および治療特性の両方において異なっている。ＳＣＬＣ腫
瘍は、化学および放射線療法に対し感受性を示す攻撃的表現型を呈し、ＮＳＣＬＣは化学
療法に感受性を示さないため、通常手術により処置される。しかしながら、現在、種々の
タイプの肺癌に関して適切な処置プロトコルは存在しない。慣用的療法の場合、ＳＣＬＣ
の亜型についての生存中央値は、限局型では１５か月および進展型では９か月であり、長
期生存は非常に低率である。２つの主たるカテゴリー間の作用差異について考慮すると、
処置プロトコルについての決定は、特にＳＣＬＣおよびＮＳＣＬＣへの細別結果に左右さ
れる。
【０００７】
　他のタイプの肺癌とは異なり、ＳＣＬＣは化学療法に感受性を示す。ＳＣＬＣの症例の
約７５％において、化学療法に対する初回応答が認められ、全症例の約３５％において臨
床的に完全な応答を認めることができる（Johnson DH, et al., 1987; Am J Med Sci 293
: 377-389）。しかしながら、不運なことに、ほとんどの症例で再発が起こり、３年生存
率は僅か５～１０％、５年生存率は約１％という結果である（Minna JD, et al. 1985, C
ancer of the lung、Cancer. Principles and practice of oncology 第２版）。ＳＣＬ
Ｃのなかでは、臨床的に関連性のある細別が古典型と変異型ＳＣＬＣの間で行われ得る。
ＳＣＬＣの変異型は、化学療法および放射線療法に対する感受性が劣るようである。その
結果、変異型ＳＣＬＣ患者の生存期間中央値は、古典型ＳＣＬＣ患者の場合より著しく短
い（Radice PA, et al.  1982, Cancer; 50: 2894-2902）。また、併発型ＳＣＬＣ患者に
ついては、古典型ＳＣＬＣ患者の場合よりかなり悪い予後が観察される（Hirsch FR et a
l, 1983, Cancer; 52: 2144-2150）。症例の約７５％～８０％はＮＳＣＬＣ組織構造をも
ち、患者の大多数は、限局的に進行した病状（病期３）または転移性疾患（病期４）を呈
する。重要なことに、目に見える限局型病巣に対し外科的切除治療が行われた患者は、５
０～８０％の範囲の生存率を有することから、潜在する微小転移疾患を治療するためには
有効な全身的処置が必要であることがわかる。ＮＳＣＬＣに対する化学療法処置は、一般
に有効ではない（Minna JD,et al. 1985, Cancer of the lung.、Cancer. Principles an
d practice of oncology、第２版）。従って、真に限局的な疾患の外科的処置についての
高い治癒率は例外として、ＮＳＣＬＣ患者に関する予後は厳しいものである（Mulshine J
L,et al. 1986., J Clin Oncol; 4: 1704-1715）。しかしながら、患者の小さなサブセッ
トでは、化学療法に対する応答を観察することができる。部分的ではあるが、これらの症
例は、異成分から成る組成が肺癌では非常に一般的であることから、ＳＣＬＣ成分も存在
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するＮＳＣＬＣを示すもかもしれない（上記参照）。
【０００８】
　これらの患者についての代替的処置モダリティーが重大であることはこれらのデータか
ら明らかであり得るが、肺癌の有効な処置および根絶を阻む大きな障害は、その診断が手
遅れになりがちであり、種々のタイプの肺癌を適切に分類する技術が不十分であることで
ある。
【０００９】
　肺癌は、多くの場合、胸部放射線写真（Ｘ線）、コンピューター連動断層撮影（ＣＴ）
イメージング、スパイラルＣＴ、ポジトロン放射断層法（ＰＥＴ）、シンチグラフィー、
生検、バイオマーカー分析または喀痰細胞診により診断される。他の診断試験の場合と同
様、肺癌診断試験は、感度（試験により正確に識別される真の陽性の比率）および特異性
（試験により正確に識別される真の陰性の比率）の測定を用いて評価される。診断試験は
感度および特異性が乏しいことから誤診に至ることが多い。
【００１０】
　胸部Ｘ線は、扁平上皮細胞癌により形成された病変または空洞を検出することによりＮ
ＳＣＬＣを診断することができる。しかしながら、一般に、胸部Ｘ線で肺癌が検出される
頃には、癌は既に転移しており、完全な外科的切除は不可能となっている。ＣＴは、癌細
胞の拡散を追跡するのに使用され、肺癌の早期発見について標準的胸部Ｘ線よりは効果的
であり得る。スパイラルＣＴは、肺癌の早期診断においてより高感度であり得るＣＴの一
形態であるが、ある型の肺癌の検出に関して特異性および感度が低いことが報告されてい
る。ＰＥＴは、例えば縦隔中および肺で拡散した肺癌を検出することができる高感度で非
侵襲性のイメージング技術である。しかしながら、ＰＥＴイメージングにかかる費用を考
えると、スクリーニング目的で気軽に利用できるものではない。シンチグラフィーは、患
者に癌細胞と結合する放射性薬剤を投与するイメージング技術である。生検は、診断用に
肺組織および細胞を入手する必要があり、胸腔鏡検査法、気管支鏡検査法（例、気管支肺
胞洗浄またはＢＡＬによる）または穿刺方法により実施され得る。
【００１１】
　バイオマーカー、例えばｐＲｂ２／ｐ１３０、ｐ５３およびｒａｓは、肺癌に関する診
断剤としてみなされてきたが、早期診断用または肺癌の種々の型を分類（肺癌亜型分類）
するためのバイオマーカーの適切なセットは、現時点では存在しない。今日、肺癌は主に
、ニューロン特異エノラーゼ（ＮＳＥ）、サイトケラチンフラグメント抗原２１.１（Ｃ
ＹＦＲＡ２１－１）、サイトケラチンの群（ＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ８、
ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７、ＣＫ１８、ＣＫ１９お
よびＣＫ２０）、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、ガストリン放出ペプチド（ＧＲＰ－ＰｒｏＧ
ＲＰ）、クロモグラニン（ＣＨＧＡ）、甲状腺転写因子－１（ＴＩＴＦ－１）、シナプト
フィシン（ＳＹＰＨ）および神経内分泌特異タンパク質（ＮＳＰ）を用いて診断される。
この点で、肺癌の神経内分泌分化について常用されるパネルは、ＮＳＥ、ＳＹＰＨおよび
ＣＨＧＡにより構成される。上記の既知肺癌マーカーのそれぞれの価値にもかかわらず、
肺腫瘍抗原の異質性を考慮した場合、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）亜型分類について所望
の感度および特異性をもち、そして小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）を特異的に早期発見するため
の適切な腫瘍マーカーパネルは、現時点では見つかっていない。上記腫瘍マーカーまたは
腫瘍マーカーパネルを用いた場合、非悪性肺疾患（例、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））
患者、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者および他の内分泌（ＮＥ）腫瘍患者または脳腫瘍
患者におけるＳＣＬＣ診断において高い比率で偽陽性をもたらす。現マーカーのさらなる
不利な点は、大多数にとって免疫組織化学的染色のみ可能であり、血清学的測定は行えな
いことである。
【００１２】
　臨床現場では、治療法の選択、予後および治療応答の尤度が全て診断によって大幅に変
わるため、癌の様々な亜型の的確な診断が重要となる。正確な予後、または遠隔転移を伴
わない生存についての決定により、腫瘍学者は、予後不良の患者により集中的な処置を施
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しながら、アジュバント化学療法の適用を調整することができる。さらに、潜在的治験対
象患者は予後に従って等級別に分類され得るため、予後不良に関する正確な予測は、新た
な肺癌治療法に関する治験に大きく影響する。治験は予後不良の患者に限定され、従って
実験的治療が有効であるか否かを識別し易くなる。現在までのところ、臨床情報のみに基
づいた予後に関する一連の満足すべき予測因子は同定されていない。
【００１３】
　したがって、現行診断ツール（前出）の短所を克服する、肺癌の（早期）診断、亜型分
類、識別、病期分類、予後、モニタリングおよび処置の継続管理のための特異的な方法お
よび試薬を提供することは有益である。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明において、発明者らは、特異的に選択されたモノクローナル抗体の組み合わせを
用いることによる腫瘍特異抗原の血清学的検出により、肺癌の診断および亜型分類を高感
度で特異的に行えることを示す。これらの腫瘍特異抗原は、腫瘍脈管供給の到達範囲を越
える腫瘍成長により誘発される腫瘍部分の壊死、免疫応答故の腫瘍拒絶、食細胞受容力を
上回る細胞死に起因するか、または有効な腫瘍処置の結果として末梢循環系で放出される
。
【００１５】
　発明の要約
　本発明の目的は、対象における肺癌の（早期）診断、亜型分類および分化度の測定のた
めのインビトロ方法であって、（ａ）上記対象から試料を入手し、（ｂ）ＮＣＡＭスプラ
イス変異型ＮＣＡＭ１２０、ＮＣＡＭ１４０および／またはＮＣＡＭ１８０、サイトケラ
チン（ＣＫ）、神経内分泌特異タンパク質（ＮＳＰ）－レティキュロン（ＲＴＮ１）、シ
ナプトフィシン（ＳＹＰＨ）、クロモグラニンＡ（ＣＨＧＡ）、甲状腺転写因子－１（Ｔ
ＩＴＦ－１）、γニューロン特異エノラーゼ（γＮＳＥ）および熱ショックタンパク質－
４７（ＨＳＰ４７）から成る群から選択される少なくとも２種の腫瘍マーカー遺伝子の発
現を測定する工程を含み、上記遺伝子の発現または上記タンパク質の存在により、上記対
象における肺癌の検出および／または診断および／または亜型分類および／または異質性
の程度の測定または病期分類が可能となる方法を提供することである。
【００１６】
　特定の一実施態様において、下記のさらなる実施態様から明らかなように、上記方法に
おける少なくとも２種の遺伝子のうちの一つは、ＮＣＡＭエキソン１８を発現するＮＣＡ
Ｍスプライス変異型のＮＣＡＭ１８０により構成される。
【００１７】
　したがって、本発明の目的は、対象における肺癌の（早期）診断、亜型分類および分化
度の測定または病期分類のためのインビトロ方法であって、（１）上記対象から試料を入
手し、（２）ＮＣＡＭ１８０またはＮＣＡＭエキソン１８を発現するＮＣＡＭスプライス
変異型の発現を測定し、（３）ＮＣＡＭスプライス変異型ＮＣＡＭ１２０またはＮＣＡＭ
１４０、サイトケラチン（ＣＫ）、神経内分泌特異タンパク質（ＮＳＰ）－レティキュロ
ン（ＲＴＮ１）、シナプトフィシン（ＳＹＰＨ）、クロモグラニンＡ（ＣＨＧＡ）、甲状
腺転写因子－１（ＴＩＴＦ－１）、γニューロン特異エノラーゼ（γＮＳＥ）および熱シ
ョックタンパク質－４７（ＨＳＰ４７）から成る群から選択される少なくとも１種の腫瘍
マーカー遺伝子の発現を測定する工程を含み、上記遺伝子の発現または上記タンパク質の
存在により、上記対象における肺癌の検出および／または診断および／または亜型分類お
よび／または異質性の程度の測定または病期分類が可能となる方法を提供することである
。
【００１８】
　本発明の特定の一実施態様において、本方法は、（ａ）上記対象から試料を入手し、（
ｂ）ＮＣＡＭ、ＮＣＡＭエキソン１８を発現するＮＣＡＭスプライス変異型、サイトケラ
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チン（ＣＫ）および神経内分泌特異タンパク質（ＮＳＰ）－レティキュロン（ＲＴＮ１）
から成る群から選択される腫瘍マーカー遺伝子の発現を測定する工程を含み、上記遺伝子
の発現または上記タンパク質の存在により、上記対象における肺癌の検出および／または
診断および／または亜型分類および／または異質性の程度の測定または病期分類が可能と
なる。
【００１９】
　本発明で使用されているサイトケラチンは、典型的には、ＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６（２
種のサイトケラチン遺伝子／タンパク質ＣＫ６ａおよびＣＫ６ｂである）、ＣＫ７、ＣＫ
８、ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７、ＣＫ１８、ＣＫ１
９およびＣＫ２０から成る群から選択される。本発明の方法の特定の具体例では、少なく
とも２種のサイトケラチンの発現が測定されている。さらなる実施態様でも、上記ＣＫ遺
伝子／タンパク質の少なくとも３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３ま
たは１４の発現／存在が使用される。以下で例証するように、本発明の一具体例において
、本発明で使用されるサイトケラチンは、ＣＫ６（２種のサイトケラチン遺伝子／タンパ
ク質ＣＫ６ａおよびＣＫ６ｂである）、ＣＫ１６およびＣＫ１７から選択される。
【００２０】
　種々のタイプの肺癌の亜型分類または病期分類では、上記遺伝子の２またはそれ以上の
発現を使用する。特定の一実施態様では、上記遺伝子の少なくとも３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３または１４の発現を測定する。さらなる実施態様でも、
上記遺伝子の全部の発現を、対象における肺癌の亜型分類方法において使用する。
【００２１】
　本発明の方法の一実施態様では、ＮＣＡＭ１８０の発現、および特にＮＣＡＭエキソン
１８抗原を発現するＮＣＡＭスプライス変異型の発現を、上記工程（３）で挙げた１また
は複数の腫瘍マーカーと組み合わせて使用することにより、ＳＣＬＣとＮＳＣＬＣとを区
別する。さらなる特定の実施態様では、ＮＣＡＭ１８０および特にＮＣＡＭエキソン１８
を発現するＮＣＡＭスプライス変異型の発現を、ＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ１０、Ｃ
Ｋ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７およびＣＫ２０から成る群から選択さ
れる１または複数（すなわち、２、３、４、５、６、７、８、９または全部）のサイトケ
ラチン遺伝子と組み合わせて使用することにより、ＳＣＬＣとＮＳＣＬＣとを区別する。
【００２２】
　上記の実施態様において、
　ＳＣＬＣは、サイトケラチン遺伝子ＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ１０、ＣＫ１３、Ｃ
Ｋ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７およびＣＫ２０の非存在下におけるＮＣＡＭ１８
０（すなわち、ＮＣＡＭエキソン１８を発現するＮＣＡＭスプライス変異型）、ＣＫ８お
よびＣＫ１８の発現を特徴とし、
　ＮＳＣＬＣは、ＮＣＡＭ１８０（すなわち、ＮＣＡＭエキソン１８を発現するＮＣＡＭ
スプライス変異型）の非存在下におけるＣＫ１９、ＣＫ６／ＣＫ１６／ＣＫ１７（すなわ
ち、ＣＫ６およびＣＫ１６およびＣＫ１７の組）および／またはＣＫ８／ＣＫ１８（すな
わち、ＣＫ８およびＣＤ１８の組）の発現、特にＮＣＡＭ１８０（すなわち、ＮＣＡＭエ
キソン１８を発現するＮＣＡＭスプライス変異型）の非存在下におけるＣＫ１９、ＣＫ６
／ＣＫ１６／ＣＫ１７またはＣＫ８／ＣＫ１８の発現を特徴とする。
【００２３】
　第２の実施態様では、ＮＣＡＭ１８０（すなわち、ＮＣＡＭエキソン１８を発現するＮ
ＣＡＭスプライス変異型）の発現を、サイトケラチン遺伝子ＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、Ｃ
Ｋ７、ＣＫ８、ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７、ＣＫ１
８、ＣＫ１９および／またはＣＫ２０のうちの１つまたは複数（すなわち、２、３、４、
５、６、７、８、９、１０、１１または全部）と組み合わせて使用することにより、対象
においてＮＳＣＬＣを検出および／または診断および／またはＮＳＣＬＣについて測定ま
たは亜型分類（すなわち、腺癌対扁平上皮細胞癌に亜型分類）する。
【００２４】
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　上記の第２実施態様の一目的において、ＮＳＣＬＣの腺癌分化または亜型は、少なくと
もＣＫ７、ＣＫ８／ＣＫ１８（すなわち、ＣＫ８およびＣＫ１８の組）およびＣＫ１９の
発現、およびＣＫ２０、ＮＣＡＭ１８０（すなわち、ＮＣＡＭエキソン１８を発現するＮ
ＣＡＭスプライス変異型）およびＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１
４、ＣＫ１５、ＣＫ１６およびＣＫ１７から成る群から選択されるサイトケラチン遺伝子
の１つまたはそれ以上（すなわち、２、３、４、５、６、７、８または全部）の欠如を特
徴とする。
【００２５】
　上記の第２実施態様の別の目的において、ＮＳＣＬＣの扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）分化
または亜型は、ＮＣＡＭ１８０、ＣＫ２０およびＣＫ７の非存在下におけるＣＫ４、ＣＫ
５、ＣＫ６、ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７およびＣＫ
１９から成る群から選択されるサイトケラチン遺伝子の１つまたはそれ以上（すなわち、
２、３、４、５、６、７、８、９または全部）の発現を特徴とする。この第２実施態様の
さらに別の目的では、ＮＳＣＬＣのＳＣＣ亜型のＧ３ではなくＧ２期の扁平上皮細胞癌は
、ＮＣＡＭ１８０、ＣＫ２０およびＣＫの非存在下におけるサイトケラチン遺伝子ＣＫ１
７の発現を特徴とする。
【００２６】
　第３の実施態様では、さらにＮＳＰ－レティキュロン（ＲＴＮ１としても知られる）、
ＮＣＡＭ、ＮＳＥ、ＳＹＰＨおよび／またはＣＨＧＡの発現を用いることにより、肺癌の
神経内分泌分化を測定する。この代替的実施態様では、神経内分泌分化は、ＮＳＥ、ＳＹ
ＰＨおよび／またはＣＨＧＡから選択される少なくとも２遺伝子の発現を特徴とする。特
にＮＳＥ、ＳＹＰＨおよび／またはＣＨＧＡの発現、さらに特定すればＮＳＰおよび／ま
たはＮＳＥの発現を用いることにより、神経内分泌分化を伴う肺癌と伴わない肺癌とを区
別する。このように神経内分泌に由来する肺癌と由来しない肺癌をさらに分類することは
、標的治療がますます一般的になってきているため重要であり得る。
【００２７】
　同様に、ＣＫ２０およびＮＣＡＭ１８０の非存在下におけるＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、
ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７およびＣＫ１９、ＮＳＥ
およびＨＳＰ４７から成る群から選択される少なくとも１つの遺伝子の付加的発現を用い
ることにより、腺癌または他のＮＳＣＬＣ亜型である非扁平上皮ＮＳＣＬＣから扁平上皮
細胞癌を区別することができる。
【００２８】
　上記第３の実施態様のさらに別の目的では、ＣＫ８、ＣＫ１８およびＣＫ２０の発現を
用いることにより、神経内分泌メルケル細胞癌を検出および／または診断することができ
る。
【００２９】
　また、対象における肺癌の（早期）診断、亜型分類および分化度の測定のためのインビ
トロ方法であって、（ａ）上記対象から試料を入手し、（ｂ）ＮＣＡＭ、ＮＣＡＭエキソ
ン１８、ＮＳＰおよび２種またはそれ以上のサイトケラチン抗原（特にＣＫ６、ＣＫ１６
およびＳＫ１７による）から成る群から選択される腫瘍マーカー遺伝子の発現を測定する
工程を含み、上記遺伝子の発現または上記タンパク質の存在または欠如により、上記対象
における肺癌の検出および／または診断および／または亜型分類および／または異質性の
度合いの測定または病期分類が可能となる方法を提供することも一目的である。
【００３０】
　上述の方法のいずれにおいても、試料は、血液、血清、血漿、尿、唾液、精液、胸部滲
出液、脳脊髄液、涙液、痰、粘液、リンパ液、胸水、腫瘍組織および気管支肺胞洗浄液か
ら成る群から選択される。
【００３１】
　上記で挙げたマーカー遺伝子の発現レベルは、典型的にはタンパク質または核酸レベル
で行われる当該分野で周知の手順を用いて測定される。
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【００３２】
　発現レベルの測定方法には、以下のものがある；
－上記遺伝子によりコード化されるタンパク質と特異的に結合する抗体を用いて発現レベ
ルを測定する免疫検定法、または
－上記遺伝子をコード化する核酸分子にハイブリダズするプローブを用いて発現レベルを
測定するハイブリダイゼーション検定法、
－描写パネルを用いて、腫瘍組織における上記腫瘍抗原をインビトロで診断／亜型分類お
よび病期分類する免疫組織化学法、
－描写パネルをインビボ診断に用いて、病気の進行または処置に対する応答をモニタリン
グするイメージング法。
【００３３】
　例えばＮＣＡＭ１８０の場合、遺伝子発現または遺伝子産物は、ＮＣＡＭエキソン１８
領域に特異的な抗体またはＤＮＡ－プローブにより特異的に検出される。後記実施例の記
載によると、ＮＣＡＭエキソン１８に特異的な抗体には、限定されるわけではないが、モ
ノクローナル抗体ＭＵＭＩ２１Ｂ１、ＭＵＭ１、ＭＵＭ４およびＭＵＭ６がある。
【００３４】
　さらなる態様では、本発明は、肺癌処置に対する対象の応答のモニタリングにおける上
記で同定した遺伝子の使用を提供する。
【００３５】
　一具体例では、遺伝子を肺癌のインビボイメージングで使用し、さらに特定すれば、Ｎ
ＣＡＭ、ＮＣＡＭエキソン１８、ＣＫ６／１６／ＣＫ１７、ＲＴＮ１、ＳＹＰＨ、ＣＨＧ
ＡおよびＮＳＥから成る群から選択される遺伝子を、これらのインビボイメージング技術
で使用する。
【００３６】
　当該分野で周知のインビボイメージング技術、例えばコンピューター連動断層撮影（Ｃ
Ｔ）、ポジトロン放射断層法（ＰＥＴ）および／またはＰＥＴ－ＣＴなどを使用すること
ができる。
【００３７】
　また、本明細書記載の遺伝子の発現を測定するための試薬を含む、対象において肺癌を
亜型分類または病期分類するためのキットも本発明の一態様である。
　本発明のこれらおよび他の態様を本明細書ではさらに詳細に記載する。
【００３８】
　配列の説明
　配列番号１は、ヒトＮＣＡＭエキソン１８に関するヌクレオチド配列である。
　配列番号２は、ヒトＮＣＡＭエキソン１８に関するアミノ酸配列である。
　配列番号３は、ヒトＮＣＡＭ１８０に関するヌクレオチド配列である。
　配列番号４は、ヒトＮＣＡＭ１８０に関するアミノ酸配列である。
　配列番号５は、ヒトＮＣＡＭエキソン１８のフラグメントに関するヌクレオチド配列で
ある。
　配列番号６は、配列番号５によりコード化されるヒトＮＣＡＭエキソン１８のフラグメ
ントに関するアミノ酸配列である。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】示差的発現ＰＣＲの原理の概略図。プライマーセットＡについては、フォワード
プライマーをエキソン１７で設計し、リバースプライマーをエキソン１９で設計した。プ
ライマーセットＢについては、フォワードおよびリバースの両プライマーをＮＣＡＭエキ
ソン１８で設計した。ＮＣＡＭ１４０を発現する細胞のＰＣＲ増幅は、プライマーセット
Ａにより１８０ｂｐ ＰＣＲ産物をもたらし、プライマーセットＢではアンプリコンを生
じなかった。ＮＣＡＭ１８０を発現する細胞は、プライマーセットＢにより６００ｂｐの
ＰＣＲアンプリコンを生じる。ＮＣＡＭ１４０およびＮＣＡＭ１８０の両方を発現する細
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胞は、両プライマーセットによりＰＣＲ産物をもたらす。
【００４０】
【図２】小細胞肺癌（ＳＣＬＣ、Ｎ＝４）に由来する細胞培養におけるＮＣＡＭ１８０の
一部としてＮＣＡＭエキソン１８の過剰発現、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ、Ｎ＝５）およ
び健康な対照の末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）における発現無し、および神経内分泌腫瘍（
ＳＨ－ＳＹＳＹおよびＣＣＩ）に由来するセルラインにおける低～中度の発現。ＮＣＡＭ
エキソン１８を発現する細胞は、ＮＣＡＭエキソン１８特異的ＰＣＲにおいて６０４ｂｐ
のＰＣＲ産物をもたらす。ＮＣＡＭ１４０ｋＤａスプライス変異型を発現する細胞は、Ｎ
ＣＡＭエキソン１７～１９ＰＣＲ増幅反応に関して１８０ｂｐ産物を有する。
【００４１】
【図３】肺癌患者（Ｎ＝７、黒色バー）および対照（Ｎ＝７、灰色バー）の血清における
ＮＣＡＭ抗原検出。サンドウィッチＥＬＩＳＡを用いて血清抗原レベルを測定した。ＥＬ
ＩＳＡプレートを、ＮＣＡＭ特異的モノクローナル捕捉抗体（１２３Ｃ３）でコーティン
グし、ＢＳＡで遮断した。１：４希釈した血清をインキュベーションし、ビオチン標識Ｎ
ＣＡＭ特異的検出抗体（ＲＮＬ－１）を加えた。ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジ
ンおよびＴＭＢ基質を用いて、ＮＣＡＭ血清抗原レベル検出を実施した。血清試料で測定
されたＮＣＡＭ抗原のレベルを表すＯＤ４５０値を患者および対照について示す。
【図４】免疫組織化学法により示された一次ヒト肺腫瘍におけるＮＳＰ発現。
【００４２】
【図５】肺癌患者（Ｎ＝７、黒色バー）および対照（Ｎ＝７、灰色バー）の血清における
ＮＣＡＭエキソン１８－抗原検出。サンドウィッチＥＬＩＳＡを用いて、血清ＮＣＡＭエ
キソン１８－抗原レベルを測定した。ＥＬＩＳＡプレートを、捕捉抗体でコーティングし
、ＢＳＡで遮断した。使用した捕捉抗体は、Ａ～ＣについてはＭＵＭＩ２１Ｂ２およびＤ
についてはＲＮＬ－１であった。１：４希釈した血清をインキュベーションし、ビオチン
標識検出抗体を加えた。使用した検出抗体は、ＡについてはＭＵＭ１、ＢについてはＭＵ
Ｍ４、ＣについてはＭＵＭ６およびＤについてはＭＵＭＩ２１Ｂ２であった。ペルオキシ
ダーゼ標識ストレプトアビジンおよびＴＭＢ基質を用いて、抗原検出を実施した。ＮＣＡ
Ｍエキソン１８－抗原検出のために、４種の異なる抗体の組を使用した。
【００４３】
【図６】扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）で過剰発現されることが見出されたタンパク質の発現
を示す組織アレイに対する免疫組織化学法。気管支上皮、扁平上皮細胞癌、腺癌および大
細胞癌染色の代表的な写真を各抗体について示す。
【００４４】
【図７】肺癌亜型特異的バイオマーカーを用いた診断指針。陽性血清抗原力価：黒色；血
清抗原力価無し：白色；抗体組間で相違し得る病期特異的反応性：明灰色。Ａｄｅｎｏ：
腺癌；ＮＥ：神経内分泌；ＬＣ：大細胞癌；ＣＯＰＤ：慢性閉塞性肺疾患、ＳＣＬＣ：小
細胞肺癌、ＮＳＣＬＣ：非小細胞肺癌。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　発明の詳細な記載
　本発明は、癌に罹患していない対象由来の健康な細胞と比較される、肺癌に罹患した対
象に由来する健康な細胞および／または悪性肺癌細胞で示差的に発現されるバイオマーカ
ー、例えば核酸分子およびその発現産物を提供する。バイオマーカーを、肺癌の早期発見
のための迅速な多因子検定法で使用することにより、種々の亜型を区別し、既知の肺癌の
異質性の程度を測定することができる。
【００４６】
　癌
　「癌」または「新生物」なる語は、生理学的な機能を全く果たさない細胞のいずれかの
望ましくない成長を意味する。一般に、新生物の細胞は、その正常な細胞分裂の統制から
外れてしまったものであり、すなわち、その成長が、細胞環境における通常の生化学的お
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よび物理的影響により調節されない細胞である。たいていの場合、新生物細胞は、増殖す
ることにより、悪性であり得る細胞のクローンを形成する。
【００４７】
　癌という語は、専門的には良性であるが、悪性になる危険を秘めた細胞の成長も包含す
る。「悪性腫瘍」とは、細胞型または組織の異常な成長を意味する。悪性腫瘍なる語は、
前癌状態である細胞成長を含む。
【００４８】
　該用語はまた、いずれかの癌、癌腫、新生物、新形成または腫瘍を包含する。ほとんど
の癌は、組織学的に大きく次の３つに分類される：圧倒的に多い癌であって、上皮細胞ま
たは臓器、腺または他の身体構造（例、皮膚、子宮、肺、胸部、前立腺、胃、腸）の外部
または内部表面を覆う細胞の癌であり、転移する傾向がある癌腫、結合または支持組織（
例、骨、軟骨、腱、靭帯、脂肪、筋肉）から発生する肉腫、および骨髄およびリンパ組織
に由来する血液腫瘍。癌腫は、腺癌（一般的に分泌機能を有する臓器または腺、例えば胸
部、肺、結腸、前立腺または膀胱で発生する）であり得るか、または扁平上皮細胞癌（扁
平上皮を起源とし、一般に身体のほとんどの領域で発生する）であり得る。
【００４９】
　癌はまた、例えば、乳、脳、肺、肝臓、皮膚、前立腺、精巣、膀胱、結腸および直腸、
子宮頚、子宮癌など、最初に発生した臓器、すなわち「原発部位」に基づいて命名され得
る。癌が、原発部位とは異なる別の身体部分に転移した場合でも、この命名は存続する。
原発部位に基づいて命名された癌は、組織学的分類と相関関係をなし得る。例えば、肺癌
または肺の気管支原性癌は、一般的に肺の上皮細胞で発生することから、一般的に「小細
胞癌」または「ＳＣＣ」および「非小細胞肺癌」または「ＮＳＣＬＣ」に分類される。Ｎ
ＳＣＬＣは、腺癌、扁平上皮細胞癌および大細胞癌を包含する。既に上記で概説したよう
に、本発明のバイオマーカーは、患者における種々のタイプの肺癌を特性確認するのに特
に有用である。
【００５０】
　バイオマーカー
　本発明は、癌に罹患していない対象に由来する正常細胞と比較される、肺癌罹患対象に
由来する組織学的に正常な細胞および／または悪性肺癌細胞で示差的に発現されるバイオ
マーカー、例えば核酸分子およびその発現産物を提供する。
【００５１】
　「バイオマーカー」とは、特異な生物学的特性を有する分子指標であり、本明細書で使
用される場合、細胞または組織内におけるその示差的発現（存在、非存在、基準との比較
における過剰発現または過少発現）が肺癌の存在または非存在を示すものである、核酸分
子（例、遺伝子または遺伝子フラグメント）またはその発現産物（例、ポリペプチドまた
はペプチドフラグメントまたはその変異型）である。本明細書で使用されている「発現産
物」なる語は、転写されたセンスまたはアンチセンスＲＮＡ分子（例、ｍＲＮＡ）、また
はポリヌクレオチド配列に対応するかまたはそれに由来する翻訳されたポリペプチドであ
る。実施態様によっては、発現産物が、ポリヌクレオチド配列から転写されたＲＮＡ発現
産物に対応する増幅産物（アンプリコン）またはｃＤＮＡをさす場合もある。バイオマー
カーの「パネル」は、２種またはそれより多数のバイオマーカーの組み合わせである。
【００５２】
　「示差的発現」または「示差的に発現された」という表現は、基準細胞または組織また
は試料と比較された場合の肺癌対象から由来の細胞または組織または試料中における、例
えば基準または正常細胞、例えば癌の存在しない対象または検出不可能な癌を有する対象
に由来する細胞または肺癌切除手術が成功した対象から由来の正常細胞と比較された場合
の悪性肺癌細胞および／または肺癌対象から由来の正常細胞（すなわち、悪性腫瘍に関連
した変化を有する細胞）における、バイオマーカーの頻度または量、またはその両方の差
異を意味する。実施態様によっては、対照または基準細胞は、ＳＣＬＣまたはＮＳＣＬＣ
であってもよい。実施態様によっては、示差的発現は、基準細胞と比べた場合の悪性肺癌
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細胞におけるバイオマーカーの頻度または量またはその両方の差異をいう。例えば、バイ
オマーカーの示差的発現は、基準対象の試料と比べて肺癌患者の試料中におけるバイオマ
ーカーの発現レベルが上昇または減少している場合をいい、例えば、健康な対象および気
管支炎および細気管支炎などの気道感染症に罹患した対象を含む、非肺癌対照から採取さ
れた血液、尿、唾液、血清、胸水または気管支肺胞洗浄液試料におけるタンパク質レベル
または抗体力価の測定結果と比べた場合の肺癌患者から採取された血液、尿、唾液、血清
、胸水または気管支肺胞洗浄液試料におけるタンパク質レベルまたは抗体力価の測定結果
をいう。別法として、またはさらに、バイオマーカーの示差的発現は、基準対象の試料と
比べて肺癌患者の試料中における高頻度または低頻度でのバイオマーカーの検出をいう。
バイオマーカーは、量、頻度またはその両方に関して示差的に存在することができる。実
施態様によっては、本発明バイオマーカーの示差的発現は、異なる時点で、例えば治療の
前後に測定され得る。「発現のレベル」とは、細胞における遺伝子によりコード化される
、ｍＲＮＡ、並びにプレｍＲＮＡ新生転写物、転写物プロセッシング中間体、成熟ｍＲＮ
Ａおよび分解産物のレベル、および／または細胞中におけるタンパク質、タンパク質フラ
グメントおよび分解産物のレベルをいう。
【００５３】
　バイオマーカーの量または頻度またはその両方の差異は、統計的技術などの適切な技術
により測定され得る。例えば、スチューデントのｔ検定などの標準統計分析により測定さ
れた、肺癌試料におけるバイオマーカーの検出頻度が基準試料の場合より有意に高いかま
たは低い場合、バイオマーカーは、肺癌試料および基準試料間で示差的に発現されること
ができる（この場合、ｐ＜０.０５は一般的に統計的に有意であるとみなされる）。いく
つかの実施態様において、バイオマーカーが、基準試料と比べて肺癌試料において少なく
とも約２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００％またはそれより高率
または２、５、１０倍またはそれより高い倍率で高または低頻度で検出される場合、それ
は示差的に発現されている。別法として、またはさらに、肺癌中のバイオマーカーの量が
、基準試料中のバイオマーカーの量と比べて例えば少なくとも２０、３０、４０、５０、
６０、７０、８０、９０、１００％またはそれより高率または２、５、１０倍またはそれ
より高い倍率で統計的に有意に異なる場合、またはバイオマーカーが一試料では検出可能
であり、他の試料では検出できない場合、それは示差的に発現されている。実施態様によ
っては、示差的発現は、基準試料と比べて試験試料において少なくとも２０、３０、４０
、５０、６０、７０、８０、９０、１００％またはそれより高い比率または２、５、１０
倍またはそれより高い倍率での発現の増加または減少をいう。
【００５４】
　「試料」は、対象から単離された臓器、組織、細胞または細胞抽出物、例えば肺癌に罹
患しているかまたは（例えば家族歴または重度喫煙などの個人歴に基づいて）肺癌に関す
る危険性が高い哺乳類から単離された試料であることができる。例えば、試料は、限定は
されないが、（例えば生検または剖検からの）細胞または組織、充実性肺腫瘍、痰、咳、
気管支肺胞洗浄液、気管支擦過物、頬粘膜、末梢血、全血、赤血球濃縮物、血小板濃縮物
、白血球濃縮物、血液細胞タンパク質、血漿、高血小板血漿、血漿濃縮物、血漿分画から
の沈殿物、血漿分画による上清、血漿タンパク質フラクション、精製または部分精製血液
タンパク質または他の成分、血清、組織または穿刺生検試料および胸水など、肺癌哺乳類
から単離されたもの、または患者（ヒトまたは動物）、試験対象、健康なボランティアま
たは実験動物から得られた他の標本またはその抽出物を含み得る。対象は、ヒト、ラット
、マウス、ヒト以外の霊長類などであり得る。また試料は、組織片、例えば組織分析用に
冷凍された薄片を含み得る。また、「試料」は、対象から直接単離されたのではなく、実
験条件下で作製された細胞またはセルラインであり得る。
【００５５】
　「対照」または「基準」は、ベースラインの発現または活性の決定で使用するために得
られた試料を含む。したがって、対照試料は、非癌細胞または組織から、例えば対象の腫
瘍または癌細胞の周囲にある細胞から、癌に罹患していない対象から、癌の危険性の疑い
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がない対象から、または上記対象に由来する細胞またはセルラインからいくつかの手段に
より入手され得る。対照はまた、以前に確立された標準、例えば以前に特性確認されたＳ
ＣＬＣ、ＳＱＣ、ＡＣおよびＮＳＣＬＣのそれぞれ神経内分泌に由来するものまたは由来
しないものを含むＮＳＣＬＣを含む。したがって、本発明に従って実施される試験または
検定法は、確立された標準と比較され得、毎回比較用の対照試料を入手することは必ずし
も必要ではない。
【００５６】
　本発明による、異なる種類の肺癌を亜型分類するためのバイオマーカーには、ＮＣＡＭ
１２０、ＮＣＡＭ１４０、ＮＣＡＭ１８０、サイトケラチン（ＣＫ）、神経内分泌特異タ
ンパク質（ＮＳＰ）－レティキュロン１Ａ（ＲＴＮ１）、シナプトフィシン（ＳＹＰＨ）
、クロモグラニン（ＣＨＧＡ）、甲状腺転写因子（ＴＩＴＦ－１）、ニューロン特異エノ
ラーゼ（ＮＳＥ）およびＨＳＰ４７がある。これらのバイオマーカーのうちの２種または
それ以上、例えば、バイオマーカーのうちの２、３、４、５、６、７等～全部は、何らか
の組み合わせで本発明による検定法において併用され得る。一部の実施態様では、バイオ
マーカーのうちの１つまたは複数が検定から特異的に排除され得る（前出）。一部の実施
態様では、特定の組み合わせを、例えばＳＣＬＣとＮＳＣＬＣを区別する際に使用する。
本発明の特定の一実施態様では、ＮＣＡＭ１８０を、ＮＣＡＭ１２０、ＮＣＡＭ１４０、
サイトケラチン（ＣＫ）、レティキュロン１Ａ（ＲＴＮ１）、ＣＤ４５、シナプトフィシ
ン（ＳＹＰＨ）、クロモグラニン（ＣＨＧＡ）、甲状腺転写因子（ＴＩＴＦ－１）、γ－
ニューロン特異エノラーゼ（γ－ＮＳＥ）およびＨＳＰ４７から成る群から選択される少
なくとも１つまたは複数のバイオマーカーと組み合わせて使用する。上記実施態様では、
ＮＣＡＭ１８０ｋＤａスプライス変異型発現を、ＮＣＡＭエキソン－１８領域に関する抗
体またはプローブにより特異的に測定する。
【００５７】
　本発明によるバイオマーカーは、本明細書記載の核酸分子およびその発現産物の実質的
に同一の相同体および変異型、例えば本発明のバイオマーカーと機能的に等価のポリペプ
チドをコード化するヌクレオチド配列を含む分子、例えば１つまたは複数のヌクレオチド
置換、付加または欠失を有する配列、例えば対立遺伝子変異型またはスプライス変異型ま
たは種変異型または遺伝子コードの縮重故に本明細書記載の表に示した核酸分子およびポ
リペプチドとは異なる分子を含む。種変異型は種ごとに異なる核酸配列であるが、生成さ
れるポリペプチドは、一般的に互いに顕著なアミノ酸同一性および機能類似性を有する。
多形変異型（例、一塩基多形またはＳＮＰ）は、所定の種の個体間における特定遺伝子の
核酸配列の変異形である。
【００５８】
　「実質的に同一の」配列は、本明細書で検討している１つまたは複数の保存的置換のみ
、またはアミノ酸または核酸分子の生物学的機能を破壊することのない配列位置に配置さ
れた１つまたは複数の非保存的置換、欠失または挿入が基準配列とは異なるアミノ酸また
はヌクレオチド配列である。かかる配列は、例えば Align Program（Myers および Mille
r, CABIOS, 1989, 4:11-17）またはＦＡＳＴＡを用いてアミノ酸またはヌクレオチドレベ
ルで比較用配列に対し最適な形で整列させたとき、１０％～９９％の整数％、さらに一般
的には少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０、５５％または６０％、または
少なくとも６５％、７５％、８０％、８５％、９０％または９５％、さらには９６％程度
、９７％、９８％または９９％同一であり得る。ポリペプチドの場合、比較配列の長さは
、少なくとも２、５、１０または１５アミノ酸、または少なくとも２０、２５または３０
アミノ酸であり得る。別の態様において、比較配列の長さは、少なくとも３５、４０また
は５０アミノ酸、または６０より大、８０または１００アミノ酸であり得る。核酸分子の
場合、比較配列の長さは、少なくとも５、１０、１５、２０または２５ヌクレオチド、ま
たは少なくとも３０、４０または５０ヌクレオチドであり得る。別の態様において、比較
配列の長さは、少なくとも６０、７０、８０または９０ヌクレオチド、または１００より
大、２００または５００ヌクレオチドであり得る。配列同一性は、公に入手可能な配列解
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析ソフトウェア（例、Sequence Analysis Software Package of the Genetics Computer 
Group、University of Wisconsin Biotechnology Center、ユニバーシティー・アベニュ
ー１７１０、マディソン、ウィスコンシン５３７０５、または the National Library of
 Medicineから入手可能なＢＬＡＳＴソフトウェア、または本明細書記載のもの）を用い
て容易に測定され得る。有用なソフトウェアの例には、プログラム Pile-up および Pret
tyBox がある。上記ソフトウェアは、様々な欠失、置換および他の修飾との相同性の程度
を割り当てることにより類似配列を適合させる。別法として、またはさらに、２つの核酸
配列が高ストリンジェンシー条件下でハイブリダイズする場合、それらは「実質的に同一
」であり得る。一部の実施態様において、高ストリンジェンシー条件は、例えば、６５℃
の温度で０.５ＭのＮａＨＰＯ４、ｐＨ７.２、７％ＳＤＳ、１ｍＭのＥＤＴＡおよび１％
ＢＳＡ（フラクションＶ）を含む緩衝液中、または４２℃の温度で、４８％ホルムアミド
、４.８×ＳＳＣ、０.２Ｍのトリス－Ｃｌ、ｐＨ７.６、Ｉｘデンハート溶液、１０％硫
酸デキストランおよび０.１％ＳＤＳを含む緩衝液中、少なくとも５００ヌクレオチド長
のＤＮＡプローブを用いて行われるハイブリダイゼーションと同等のハイブリダイゼーシ
ョンを行わせ得る条件である。（これらは、高ストリンジェンシーのノーザンまたはサザ
ン・ハイブリダイゼーションに関する典型的条件である。）ハイブリダイゼーションは、
約２０～３０分、または約２～６時間、または約１０～１５時間、または２４時間または
それより長い期間にわたって実施され得る。また、高ストリンジェンシーハイブリダイゼ
ーションは、例えば高ストリンジェンシーＰＣＲ、ＤＮＡ配列決定、１本鎖高次構造多形
解析および in situ ハイブリダイゼーションなど、分子生物学者が常用的に実施する多
様な技術の成果に依存する。ノーザンおよびサザン・ハイブリダイゼーションとは対照的
に、これらの技術は、通常比較的短いプローブ（例、通常、ＰＣＲまたは配列決定につい
ては約１６ヌクレオチドまたはそれより長いもの、および in situ ハイブリダイゼーシ
ョンについては４０ヌクレオチドまたはそれより長いもの）で実施される。これらの技術
で使用される高ストリンジェンシー条件は、分子生物学の分野における専門家には周知の
ものであり、それらの例は、例えば、Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
 Biology, John Wiley & Sons（ニューヨーク、ニューヨーク、１９９８）に記載されて
おり、これについては出典明示で援用する。
【００５９】
　バイオマーカーを用いた試薬の製造
　本明細書記載のバイオマーカーを用いることにより、本明細書記載の表に列挙されたバ
イオマーカーおよびその相同体および変異型とハイブリダイゼーションするかまたは特異
的に結合するオリゴヌクレオチドプローブおよび抗体が製造され得る。
【００６０】
　抗体
　「抗体」は、抗原結合領域を有する分子、例えば、いずれかのアイソタイプ（ＩｇＧ、
ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥなど）の全抗体およびそのフラグメントを包含する。抗体フラグ
メントには、Ｆａｂ´、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ´）２、単一ドメイン抗体、Ｆｖ、ｓｃＦｖな
どがある。抗体は、例えば、Harlow および Lane (Harlow および Lane Antibodies; A L
aboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, コールドスプリングハーバー、ニ
ューヨーク、1988)に記載されているか、または当業者に公知の標準製造技術を用いて製
造され得る。例えば、本発明のポリペプチドバイオマーカーについてのコーディング配列
は、ウサギの免疫化に必要な程度まで精製され得る。抗血清の低い親和性または特異性に
関する潜在的問題を最小限にとどめる試みとして、２または３個のポリペプチド構築物を
各タンパク質について作製し、各構築物を少なくとも２匹のウサギに注射し得る。抗血清
を、好ましくは少なくとも３回のブースター注射を含む一連の注射により産生させ得る。
初回免疫をフロイント完全アジュバントにより実施し、後続の免疫をフロイント不完全ア
ジュバントにより実施し得る。抗体力価は、精製タンパク質を用いるウエスタンブロット
および免疫沈降分析によりモニタリングされ得る。免疫血清は、ＣＮＢｒ－セファロース
結合タンパク質を用いてアフィニティー精製され得る。抗血清特異性は、非関連タンパク
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質のパネルを用いて測定され得る。抗体フラグメントは、遺伝子組換え技術またはタンパ
ク質加水分解的開裂により製造され得る。本発明ポリペプチドバイオマーカーの比較的特
有な免疫原性領域に対応するペプチドを製造し、導入されたＣ－末端リシンを通じてキー
ホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）にカップリングさせ得る。これらのペプチドの
それぞれに対する抗血清を、ＢＳＡにコンジュゲートしたペプチドでアフィニティー精製
し、ペプチドコンジュゲートを用いるＥＬＩＳＡおよびウエスタンブロットで、またウエ
スタンブロットまたは免疫沈降法により特異性を試験し得る。
【００６１】
　標準ハイブリドーマ技術に従って、本発明ポリペプチドバイオマーカーのいずれか一つ
と特異的に結合するモノクローナル抗体を調製する（例、Kohler et al., Nature 256:49
5, 1975; Kohler et al., Eur. J. Immunol. 6:511, 1976; Kohler et al., Eur. J. Imm
unol. 6:292, 1976; Hammerling et al., In Monoclonal Antibodies and T Cell Hybrid
omas, Elsevier, ニューヨーク、1981 参照）。別法として、モノクローナル抗体は、本
発明ポリペプチドおよびファージディスプレーライブラリーを用いて調製され得る（Vaug
han et al., Nature Biotech 14:309-314, 1996）。調製完了後、モノクローナル抗体は
また、ウエスタンブロットおよび免疫沈降法により特異的認識について試験され得る。
【００６２】
　一部の実施態様では、例えば高頻度の荷電残基などの基準により、免疫原性であると思
われるポリペプチドフラグメントを用いて、抗体を産生させ得る。例えば、ある種からの
抗原結合ドメインおよび別の種からのＦｃ部分を含むキメラ抗体を用いることにより、ま
たは適切な種のハイブリドーマから作られた抗体を用いることにより、有害な宿主免疫応
答を最小限にするように抗体を調整し得る。例えばＮＣＡＭ１８０による場合、ＭＵＭタ
ンパク質またはＮＣＡＭ－ＭＵＭとしても知られている、ＮＣＡＭエキソン１８領域に特
異的となるように抗体を調整する（ＰＣＴ公開第２００７－１０４５１１号参照）。
【００６３】
　抗体が、抗原、例えば本明細書記載のバイオマーカーを認識および結合するが、試料中
の他の分子に実質的に認識および結合しないとき、それは抗原と「特異的に結合している
」。例えば、上記の抗体は、試料中の別の基準分子についての抗体の親和性よりも少なく
とも２、５、１０、１００、１０００または１００００倍の率で大きい抗原に対する親和
性を有する。上記条件下における抗体への特異的結合は、特定バイオマーカーに関するそ
の特異性について選択される抗体を必要とし得る。例えば、ラット、マウスまたはヒトな
どの特定種からのバイオマーカーに対して産生されるポリクローナル抗体は、バイオマー
カーの多形変異型および対立遺伝子を除き、他のタンパク質とではなく、バイオマーカー
と特異的な免疫反応性を示すポリクローナル抗体についてのみ選択され得る。一部の実施
態様では、ラット、マウスまたはヒトなどの特定種からのバイオマーカーに対して産生さ
れるポリクローナル抗体は、バイオマーカーの多形変異型および対立遺伝子を含め、他の
タンパク質とではなく、その種由来のバイオマーカーと特異的な免疫反応性を示すポリク
ローナル抗体についてのみ選択され得る。本明細書記載のバイオマーカーのいずれかと特
異的に結合する抗体は、試料を抗体と接触させ、試料中においてバイオマーカーと結合し
た抗体の複合体の存在を検出することによる免疫検定法で使用され得る。免疫検定法で使
用される抗体は、本明細書記載または当該分野で公知のように製造され得るか、または D
ako Canada, Inc.（ミッシサウガ、オンタリオ）などの供給業者により市販され得る。抗
体を、試料との接触前に固体基質（例、ナイロン、ガラス、セラミック、プラスチックな
ど）に固定することにより、後続の検定手順が簡易化され得る。抗体－バイオマーカー複
合体は、様々な標準手順、例えば放射能、蛍光、ルミネセンス、化学発光、吸光度の検出
または顕微鏡、イメージングなどを用いて視覚化または検出され得る。免疫検定法には、
免疫組織化学法、酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ）、ウエスタン・ブロッ
ティング、免疫放射線検定法（ＩＲＭＡ）、側方流動試験、エバネッセンス法（欧州特許
公開ＥＰ１３７１９６７、ＥＰ１０７９２２６およびＥＰ１２０４８５６号に記載された
、DiaMed AG、Cressier sur Morat、スイス国）、免疫組織／細胞化学法および当業者に
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周知の他の方法がある。免疫検定法は、試料中におけるバイオマーカーの存在または非存
在並びに試料中のバイオマーカーの量を測定するのに使用され得る。抗体－バイオマーカ
ー複合体の量は、基準または標準物質、例えば試料中に存在することが判明しているポリ
ペプチドとの比較により測定され得る。また、抗体－バイオマーカー複合体の量は、基準
または標準、例えば基準または対照試料中におけるバイオマーカーの量との比較により測
定され得る。したがって、試料中におけるバイオマーカーの量は、絶対的条件で定量され
る必要はないが、基準または対照に対して相対的条件で測定され得る。
【００６４】
　プローブおよびプライマー
　「プローブ」または「プライマー」は、相補的配列を含む第２のＤＮＡまたはＲＮＡ分
子（標的）と塩基対合を形成することができる規定配列の１本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡ分子
である。形成されたハイブリッド分子の安定性は、生じる塩基対合の範囲に左右され、プ
ローブと標的分子間の相補性の度合いおよびハイブリダイゼーション条件のストリンジェ
ンシーの程度などのパラメーターにより影響される。ハイブリダイゼーションストリンジ
ェンシーの程度は、温度、塩濃度および有機分子、例えばホルムアミドの濃度などのパラ
メーターによる影響を受け、当該分野で周知の方法により測定される。本明細書記載の核
酸バイオマーカーまたはその一部分に特異的なプローブまたはプライマーは、プローブま
たはプライマーの使用目的および条件によって、少なくとも８ヌクレオチドから５００ヌ
クレオチドを越える範囲まで、その間の整数値を全て含む、様々な長さを有し得る。例え
ば、プローブまたはプライマーは、８、１０、１５、２０または２５ヌクレオチド長であ
り得るか、または少なくとも３０、４０、５０または６０ヌクレオチド長であり得るか、
または１００より大、２００、５００または１０００ヌクレオチド長であり得る。本明細
書記載の核酸バイオマーカーに特異的なプローブまたはプライマーは、本明細書記載の核
酸バイオマーカーに対し２０～３０％より高い配列同一性または少なくとも５５～７５％
配列同一性または少なくとも７５～８５％配列同一性または少なくとも８５～９９％配列
同一性または１００％配列同一性を有し得る。プローブまたはプライマーは、例えば増幅
によりゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡから、またはクローン化ＤＮＡ断片から誘導され得、
単一個体からの単一遺伝子の全部または一部分を表すゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡ配列を
含み得る。プローブは、特有の配列（例、核酸バイオマーカーとの１００％同一性）を有
し、そして／または既知配列を有し得る。プローブまたはプライマーは化学合成され得る
。プローブまたはプライマーは、本明細書記載の高ストリンジェンシー条件下で核酸バイ
オマーカーにハイブリダイズし得る。
【００６５】
　プローブまたはプライマーは、当業者に周知の方法により、検出可能に放射性または非
放射性標識され得る。プローブまたはプライマーは、核酸ハイブリダイゼーションを含む
肺癌検出方法、例えば核酸配列決定、ポリメラーゼ連鎖反応（例、ＲＴ－ＰＣＲ）による
核酸増幅、１本鎖高次構造多形（ＳＳＣＰ）解析、制限フラグメント多形（ＲＥＬＰ）解
析、サザン・ハイブリダイゼーション、ノーザン・ハイブリダイゼーション、in situ ハ
イブリダイゼーション、電気泳動移動度シフト検定法（ＥＭＳＡ）、蛍光性 in situ ハ
イブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）および当業者に周知の他の方法に使用され得る。
【００６６】
　「検出可能に標識された」とは、分子、例えばオリゴヌクレオチドプローブまたはプラ
イマー、遺伝子またはそのフラグメントまたはｃＤＮＡ分子の存在をマークし、同定する
手段を意味する。分子を検出可能に標識する方法は、当該分野でよく知られており、限定
されるわけではないが、放射性標識（例、３２Ｐまたは３５Ｓなどの放射性同位元素によ
る）および非放射性標識、例えば酵素標識（例えば、ホースラディッシュペルオキシダー
ゼまたはアルカリ性ホスファターゼを使用）、化学発光標識、蛍光性標識（例えば、フル
オレセインを使用）、生物発光標識またはプローブに結合させたリガンドの抗体検出法が
ある。また、間接的手段により検出可能に標識された分子、例えば第１部分（例えばビオ
チン）と結合されている一方で観察または検定され得る第２部分と結合された分子（例え
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ばフルオレセイン標識ストレプトアビジン）の場合もこの定義に含まれる。また、標識に
は、ジゴキシゲニン、ルシフェラーゼおよびエクオリンがある。
【００６７】
　アレイおよびキット
　本発明バイオマーカーを用いて製造される抗体、プローブ、プライマーおよび他の試薬
は、肺癌の検出で使用されるアレイの製造に使用され得る。「アレイ」または「マトリッ
クス」は、アドレス可能な位置または「アドレス」のパターンまたは整列をいい、それぞ
れ表面上の独立した部位を表す。プローブとのハイブリダイゼーションパターンが容易に
測定され得るように、アレイは、一般的に核酸分子、ポリペプチド、抗体、組織などが特
定された次元の整列で結合される固体支持体（例えばナイロン、ガラス、セラミック、プ
ラスチックなど）を必要とする。
【００６８】
　一般的に、プローブ（例えば抗体、核酸プローブまたはプライマー、ポリペプチドなど
）をアレイ表面に固定し、結合に適切な条件下で標的結合パートナー（すなわち、抗体の
場合には、抗体と特異的に結合するポリペプチド、またはプローブの場合には、プローブ
とハイブリダイゼーションする核酸分子）を含む試料と接触させる。所望ならば、試料中
の非結合物質は除去され得る。結合した標的を検出し、適切な統計的または他の方法を用
いて結合結果を分析する。プローブまたは標的は、検出および後続の分析がし易いように
検出可能に標識され得る。本明細書記載のバイオマーカーに対応する多重プローブが使用
され得る。多重プローブは、本明細書記載のバイオマーカーの一つまたは複数と対応し得
る。本明細書記載のバイオマーカーと結合することのできるプローブに加えて、アレイを
用いる場合、対照および基準核酸分子、ポリペプチドまたは抗体により実験ごとの結果を
正規化し、定量的レベルで多実験の比較を行い得る。したがって、本発明は、核酸、ポリ
ペプチド、抗体または細胞学用アレイを用いる生物学的検定法を提供する。
【００６９】
　また本発明は、肺癌検出用のキットを提供する。キットは、本明細書記載のバイオマー
カーに対応する１種または複数の試薬、例えば体液中で抗原として分泌されたバイオマー
カーと特異的に結合する抗体、バイオマーカー特異抗体と結合する組換えタンパク質、バ
イオマーカーとハイブリダイゼーションする核酸プローブまたはプライマーなどを含み得
る。一部実施態様において、キットは、本明細書記載のバイオマーカーに対応する複数の
試薬を例えばアレイ上に含み得る。キットは、検出試薬、例えば検出可能に標識された試
薬を含み得る。キットは、肺癌の（早期）発見および亜型分類におけるキットの使用に関
する説明書を含み得、他の試薬および情報、例えば対照または基準となる標準値、洗浄液
、ソフトウェアなどを含み得る。
【００７０】
　診断および他の方法
　肺癌は、免疫検定法、例えば免疫組織化学法、ＥＬＩＳＡ、ウエスタン・ブロッティン
グまたは診断分野の専門家に周知の他の方法を用いて、本明細書記載のバイオマーカーの
１種またはそれ以上の示差的発現を検出することにより診断され得る。検出は、インビト
ロまたはインビボで実施され得る。
【００７１】
　個々のバイオマーカーは有用な診断手段であり、本明細書で提案しているバイオマーカ
ーの組み合わせにより、肺癌の正確な（早期）診断および亜型分類が可能となる。種々の
試料における多数のバイオマーカーの全てにわたる示差的発現の変化を把握することによ
り、特定タイプの肺癌の存在または非存在、特定の肺癌治療法に対する応答を診断または
予測し、または肺癌発症の危険性をより正確に評価することが可能となる。例えば、ＣＫ
４、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７お
よびＣＫ２０の非存在下におけるＮＣＡＭ１８０および／またはＣＫ８およびＣＫ１８の
発現を利用することにより、試料中におけるＳＣＬＣの存在を検出することができる。Ｎ
ＳＣＬＣは、ＣＫ１９、ＣＫ６／ＣＫ１６／ＣＫ１７および／またはＣＫ８／ＣＫ１８の
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存在下におけるＮＣＡＭ１８０の欠如を特徴とする。診断、予後、治療または他の目的の
ために多数のバイオマーカーを分析および利用する際に、適切な統計的方法およびアルゴ
リズム、例えばロジスティック回帰アルゴリズムが使用され得る。バイオマーカー（また
はバイオマーカーの特定の組み合わせ）は、例えば肺癌治療の前、最中および後など多数
回にわたり検出および測定され得る。
【００７２】
　本明細書記載のバイオマーカーの検出は、肺癌の（早期）検出および亜型分類に関する
初回スクリーンとして実施され得、および／または慣用的肺癌診断方法、例えば喀痰細胞
診、胸部Ｘ線、ＣＴスキャン、スパイラルＣＴ、ＰＥＴ、特異的トレーサー、例えば８９

Ｚｒ、１１Ｃ、蛍光染料によるＰＥＴ－ＣＴ、シンチグラフィー、生検、伝統的形態学的
ＭＡＣ分析などと共に使用され得る。また、本明細書記載のバイオマーカーの検出は、先
に認められた肺癌バイオマーカー、例えばｐＲｂ２／ｐ１３０、ｐ５３および／またはｒ
ａｓと共に実施され得る。本明細書記載のバイオマーカーの検出は、例えばある一定年齢
（例、６０歳を超える）を越えるヘビースモーカーの常用的試験の一部として実施され得
るか、または肺癌の危険性が高い対象（例、ヘビースモーカー）におけるバイオマーカー
のベースラインレベルを決定するために実施され得る。
【００７３】
　概して、本発明のバイオマーカーパネルは、分子イメージング（前述のインビボイメー
ジング技術を含む）、分子診断および／または検出および／または肺癌に対する処置のモ
ニタリングに使用される。
【００７４】
　本明細書記載のバイオマーカーの検出により、医療専門家は、診断に基づき対象にとっ
て適切な行動方針（例、さらなる試験、手術、行動無しなど）を決定することが可能とな
り得る。本明細書記載のバイオマーカーの検出はまた、肺癌の存在または非存在の決定、
肺癌の早期診断、肺癌に関する予後、肺癌の亜型分類、肺癌治療の効力の評価、対象にお
ける肺癌治療のモニタリングまたは肺癌治療を受けた結果、寛解中である対象における肺
癌再発の検出を行う際の助けとなり得る。別の態様において、バイオマーカーおよびバイ
オマーカーを用いて製造される試薬は、肺癌治療薬の同定に使用され得る。キットおよび
アレイは、本発明によるバイオマーカーを測定し、肺癌を診断および亜型分類するのに使
用され得る。また、キットは、肺癌治療に対する対象の応答をモニタリングするのに使用
され得、医療専門家による試験結果に基づいた処置の修正が可能となる。キットはまた、
肺癌治療薬、例えば小分子、ペプチドなどの同定および検証に使用され得る。
【００７５】
　以下の実験の詳細を参照することにより、本発明に対する理解は深められるはずである
が、当業者であれば、これらは本発明を説明しているのに過ぎず、発明の範囲を制限する
ものとしてみなすべきではないことは容易に理解できるはずである。さらに、本願全体を
通して、様々な出版物を引用している。これらの出版物の開示については、出典明示で援
用することにより、本発明が関係する最先端技術について十分な説明を行うものとする。
【実施例】
【００７６】
　以下、実施例により本発明を説明する。これらの実施例を考慮に入れることにより、当
業者であれば他の実施態様についても容易に想到できるはずである。
【００７７】
　実施例１：様々な細胞系統におけるＮＣＡＭ１８０（ＮＣＡＭエキソン１８）の示差的
発現を調べる実験。
　標準的手順によるＲＮＡ抽出およびｃＤＮＡ合成、および
　図１で示した原理に従ったＮＣＡＭエキソン１８の発現を評価するためのＰＣＲ増幅
を含む当該分野で公知の手順を用いて、異なる癌セルラインおよび健康な対照においてＮ
ＣＡＭ－１８０の示差的発現を評価した。
【００７８】
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　神経内分泌腫瘍（ＳＨ－ＳＹＳＹおよびＣＣＩ）由来の細胞培養物では、ＮＣＡＭ－１
８０の一部としてＮＣＡＭエキソン１８の発現が見出され、特に小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）
セルラインでは、明確な過剰発現が見出された（図２）。ＮＣＡＭ１８０ｋＤａスプライ
ス変異型の発現は、健康な対照の末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）からは見出されなかった。
他のセルラインの結果を表１に要約する。
【００７９】
　表１：癌セルラインおよび健康な対照におけるＮＣＡＭエキソン１８（ＮＣＡＭ１８０
）、およびＮＣＡＭ＋ｐｉまたはＮＣＡＭ－ｐｉの示差的発現。コード：高度発現（＋＋
）、正常発現（＋）、低度発現（＋／－）、発現無し（－）。
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【表１－１】



(22) JP 2011-517341 A 2011.6.2

10

20

30

40

50

【表１－２】

【００８０】
　実施例２：肺腫瘍の神経内分泌分化についての血清マーカー
　ａ．ヒト血清試料におけるＮＣＡＭ抗原の検出
　スプライス変異型ＮＣＡＭ１２０、１４０および１８０を含むＮＣＡＭは、神経内分泌
分化マーカーである。ＮＣＡＭは、全ての小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）および非小細胞肺癌（
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ＮＳＣＬＣ）の２０％で発現される。さらに、ＮＣＡＭ発現は、神経内分泌分化を特徴と
する全ての腫瘍について、全末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）集団の１０％に及ぶナチュラル
キラー（ＮＫ）細胞について、およびＮＳＣＬＣの間質で報告されている。他方、正常な
肺組織では、ＮＣＡＭ発現は散在的にしか見出されない。ここで、発明者らは、ＮＣＡＭ
抗原が、神経内分泌分化を特徴とする腫瘍を示す患者血清（ＳＣＬＣ血清（Ｎ＝７、Prom
edDx））では測定できるが、健康な対照（Ｎ＝７、健康なボランティア）の血清からは、
ＮＣＡＭ抗原は全く見出されなかったことを証明する。発明者らは、サンドウィッチＥＬ
ＩＳＡを用いることにより、患者および対照血清において神経内分泌腫瘍マーカーとして
ＮＣＡＭのレベルを測定した。ＮＣＡＭ特異的モノクローナル抗体１２３Ｃ３（１０μｇ
／ｍｌ）を用いて抗原捕捉を実施し、ビオチン化ＮＣＡＭ特異的モノクローナル抗体ＲＮ
Ｌ－１（２０μｇ／ｍｌ）を用いて検出を行った。ＲＮＬ－１および１２３Ｃ３は両方と
も、ＮＣＡＭ－タンパク質の細胞外領域におけるエピトープを認識し、ＮＣＡＭ１２０そ
れ自体並びにＮＣＡＭ１４０およびＮＣＡＭ１８０ｋＤａスプライス変異型が検出される
。サンドウィッチＥＬＩＳＡを用いて、ＮＣＡＭの血清レベルを測定する。したがって、
ＮＵＮＣ maxisorb ９６－マイクロウェルプレートを、一晩４℃でＮＣＡＭ特異的モノク
ローナル捕捉抗体（１０μｇ／ｍｌ、炭酸緩衝液ｐＨ９.５中）により被覆した。プレー
トをＰＢＳＴ（ＰＢＳ＋０.０５％トゥイーン２０）で２回洗浄し、２時間３７℃でＰＢ
ＳＴ中４％ＢＳＡによりブロックした。希釈（４％ＢＳＡ／ＰＢＳＴ中）血清試料を３７
℃で２時間インキュベーションし、プレートを３回洗浄し、ビオチン化ＮＣＡＭ抗原特異
的モノクローナル検出抗体（ＲＮＬ－１－ビオチン：ＰＢＳＴ＋１％ＢＳＡ中２０μｇ／
ｍｌ）を加えた。プレートを６回洗浄し、ストレプトアビジン－ホースラディッシュペル
オキシダーゼ（DAKO P0397）コンジュゲート（ＰＢＳＴ＋１％ＢＳＡ中で１／１０００希
釈）を加えた。コンジュゲートを４５分間３７℃でインキュベーションした。プレートを
６回洗浄し、３,３´,５,５´－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）（Calbiochem、ＣＬ
０７）基質を加え、３７℃で１５分後０.５ＭのＨ２ＳＯ４を用いて、反応を停止させた
。
【００８１】
　図３は、捕捉抗体としてモノクローナル抗体１２３Ｃ３および検出抗体としてＲＮＬ－
１を用いることにより、１つのＳＣＬＣ患者試料を除く全てが、健康対照血清の場合と比
べて患者血清において有意に高い、明確なＮＣＡＭ抗原力価を示したことを示している。
ここで、発明者らは、１：４に希釈した血清試料を使用した。非希釈血清試料を用いた場
合、検定の感度が１００％となることが予測され、それは、ＮＣＡＭ抗原レベルの血清検
出に基づくと、神経内分泌を特徴とする全ての肺腫瘍をＮＣＡＭ抗原力価の血清測定にお
いて診断できることを意味する。これらのデータは、エピトープ特異性が異なる２種のＮ
ＣＡＭ特異的モノクローナル抗体を用いることにより、研究室での単純なハイスループッ
ト試験でヒト血清におけるＮＣＡＭ抗原力価を測定できることを示している（表２）。さ
らに、これらのデータは、ＮＣＡＭ抗原力価が、健康対照群と比較した場合に、ＳＣＬＣ
患者群では有意に高いことを示している（図３：Ｔ検定、ｐ＝０.０１５）。これらのデ
ータは、ＮＣＡＭ抗原の血清レベルが、神経内分泌腫瘍診断用バイオマーカーとして使で
きることを示唆する。ＮＳＥ、ＳＹＮ、ＣＨＧＡおよびＳＹＰＨと一緒に、さらにＮＣＡ
Ｍの発現をマーカーとして使用することにより、神経内分泌に由来する肺癌と由来しない
肺癌を区別することができる。
【００８２】
　表２：肺腫瘍の神経内分泌分化についてのバイオマーカーパネル
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【表２】

ＮＥ：神経内分泌；Ｃ：捕捉抗体；Ｄ：検出抗体；Ｅｘｔ.：進展型病期；３ａ、３ｂ、
４：それぞれ悪性度３ａ、悪性度３ｂおよび悪性度４病期；黒色：陽性血清抗原力価；白
色：血清抗原力価無し。
【００８３】
　ｂ．神経内分泌分化についてのマーカーとしてのレティキュロン検出
　レティキュロン１（Ｒｔｎ１）とも称される神経内分泌特異タンパク質（ＮＳＰ）は、
正常および悪性細胞における神経内分泌分化に関するマーカーとして報告された小胞体関
連タンパク質複合体である。ＮＳＰは、１３５ｋＤａ変異型（ＮＳＰ－Ａ／Ｒｔｎ－１Ａ
）、４５ｋＤａ変異型（ＮＳＰ－Ｂ／Ｒｔｎ－１Ｂ）および２３ｋＤａ変異型（ＮＳＰ－
Ｃ／Ｒｔｎ－１Ｃ）として発現されることができる１。初期の研究は、ＮＳＰ発現が、神
経内分泌分化を伴う肺腫瘍および伴わない肺腫瘍の診断および亜型分類に関して可能性の
あるバイオマーカーであることを示していた２。ＮＳＰ特異的モノクローナル抗体を用い
る免疫組織化学法およびウエスタン・ブロット分析により、ＮＳＰの発現を、正常ヒトお
よびラット組織、原発性ヒト肺腫瘍、例えばカルチノイド、異型カルチノイド、小細胞肺
癌（ＳＣＬＣ）、扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）および腺癌肺癌セルラインにおいて研究した
３，４。正常ヒトおよびラット組織の場合、ＮＳＰ－Ａ発現は、神経および神経内分泌組
織で見出され、これらの細胞および組織についての明確なマーカーであることが示された
３。正常組織の次に、ＮＳＰ遺伝子発現を肺癌セルラインでも研究した。ノーザン・ブロ
ッティングは、試験した１８ＳＣＬＣセルラインのうち１７でＮＳＰ遺伝子発現を示し、
これらのうち１４はＮＳＰ－Ａ陽性であった。他方、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）セルラ
インの場合、ＮＳＰ－Ａ発現は全く見出されなかった（０／１１）３。次に、ＮＳＰ遺伝
子発現を、原発性ヒト腫瘍で研究した（図４）。冷凍切片での免疫組織化学的染色法を用
いると、ＮＳＰ－Ａ発現は、全肺カルチノイド（８／８）および１４／２０のＳＣＬＣ腫
瘍組織で示された４、５。ＮＳＣＬＣ腫瘍組織研究の場合、神経内分泌特性をもつＮＳＣ
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ＬＣ（ＮＳＣＬＣ－ＮＥ）組織を除き、ＮＳＰ遺伝子発現は見出されなかった。これらの
神経内分泌特性は、ニューロン特異エノラーゼ、クロモグラニンＡ、シナプトフィシンお
よび／または神経細胞接着分子（ＮＣＡＭ）などの様々な古典的神経内分泌マーカーの発
現により立証された４。１３／２７のＮＳＣＬＣ－ＮＥ組織については、明確なＮＳＰ－
Ａ発現が示された。これらのデータは、ＮＳＰ－レティキュロン発現が、神経内分泌表現
型をもつ肺癌細胞に制限されることを明確に示している３。神経内分泌表現型は、肺の全
カルチノイド腫瘍およびＳＣＬＣについては非常に特徴的であるが、ＮＳＣＬＣ症例で明
白に示されるのは約１０％に過ぎない。神経内分泌表現型をもつＮＳＣＬＣは、ＮＥ特性
をもたないＮＳＣＬＣと比べた場合、肺癌患者において処置応答の差異を誘発する可能性
がある５。これらの差異のうちの一つは、化学療法に対する応答であり、ＮＳＣＬＣの神
経内分泌亜型分類が、最善の処置プロトコルを決定する際に非常に重要であることを示唆
している。
【００８４】
　これらのデータは、ＮＳＰ発現を、肺腫瘍の神経内分泌分化および示差的診断に関する
バイオマーカーとして使用できることを示唆する。
【００８５】
　我々は、ＮＳＰタンパク質を、適切な診断的検出検定法においてレティキュロン特異的
ＲＮＬ－２およびＲＮＬ－３モノクローナル抗体を用いて、肺癌の神経内分泌分化に関す
る血清バイオマーカーとして使用できるものと予測している。発明者らは、ＮＳＰ特異的
モノクローナル抗体と古典的神経内分泌分化マーカー（ＮＣＡＭ、ＳＹＮ、ＮＳＥおよび
ＣＨＧＡ）を併用することにより、神経内分泌特性をもつ腫瘍について高感度の診断を下
せるものと提案する。知る限りにおいて、これは、神経内分泌特性をもつ肺癌の診断を目
的とするレティキュロン血清レベルの測定に関する最初の報告である。
【００８６】
　実施例３：ＮＣＡＭ１８０／ＮＣＡＭエキソン１８－抗原の血清レベルを測定するため
の実験。
　ＮＣＡＭエキソン１８は、ＮＣＡＭタンパク質のＮＣＡＭ１８０ｋＤａスプライス変異
型で特異的に発現される。ＮＣＡＭエキソン１８は、膜貫通型糖タンパク質ＮＣＡＭの細
胞質側末端で特異的に発現される。該ＮＣＡＭスプライス変異型は、ＳＣＬＣ特異的であ
る（ＰＣＴ公開ＷＯ２００７－１０４５１１号）。ここで、発明者らは、ＮＣＡＭエキソ
ン１８－抗原をＳＣＬＣ患者の血清で測定できること、およびＮＣＡＭエキソン１８－抗
原力価が、健康な対照（Ｎ＝７）の場合と比べてＳＣＬＣ患者（Ｎ＝７）の血清では有意
に高いことを示す。これらのデータは、ＮＣＡＭエキソン１８血清抗原力価をＳＣＬＣ診
断用バイオマーカーとして使用できることを示唆している。サンドウィッチＥＬＩＳＡを
用いて、ＮＣＡＭエキソン１８－腫瘍抗原のレベルを血清試料で測定する。ＳＣＬＣ血清
試料（Ｎ＝７、病期３ａ（Ｎ＝２）、３ｂ（Ｎ＝１）、４（Ｎ＝３）および進展型（Ｎ＝
１））を PromedDx から入手し、対照血清を、健康なボランティア（喫煙者および非喫煙
者）から得た凝血から単離した。サンドウィッチ－ＥＬＩＳＡを用いて、ＮＣＡＭエキソ
ン１８－抗原の血清レベルを測定した。この検定法の場合、ＮＵＮＣ maxisorb ９６－マ
イクロウェルプレートを、一晩４℃でＮＣＡＭエキソン１８－抗原特異的モノクローナル
捕捉抗体（１０μｇ／ｍｌ、炭酸緩衝液ｐＨ９.５中）により被覆した。プレートをＰＢ
ＳＴ（ＰＢＳ＋０.０５％トゥイーン-20）で２回洗浄し、２時間３７℃でＰＢＳＴ中４％
ＢＳＡによりブロックした。希釈（ＰＢＳＴ中４％ＢＳＡ中）血清試料を３７℃で２時間
インキュベーションし、プレートを３回洗浄し、ビオチン化ＮＣＡＭエキソン１８－抗原
特異的モノクローナル検出抗体（ＭＵＭ１、ＭＵＭ４またはＭＵＭＩ２１Ｂ２：２０μｇ
／ｍｌ；ＭＵＭ６：ＰＢＳＴ＋１％ＢＳＡ中８０μｇ／ｍｌ）を加えた。プレートを６回
洗浄し、ストレプトアビジン－ホースラディッシュペルオキシダーゼ（DAKO P0397）コン
ジュゲート（ＰＢＳＴ＋１％ＢＳＡ中で１／１０００希釈）を加えた。コンジュゲートを
４５分間３７℃でインキュベーションした。プレートを６回洗浄し、３,３´,５,５´－
テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）（Calbiochem、ＣＬ０７）基質を加え、３７℃で１５
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分後０.５ＭのＨ２ＳＯ４を用いて、反応を停止させた。発明者らは、ＮＣＡＭエキソン
１８－抗原血清レベルの検出に異なる捕捉－検出抗体の組を使用した。
【表３】

【００８７】
　ＳＣＬＣ血清（Ｎ＝７）および対照（Ｎ＝７）におけるＮＣＡＭエキソン１８－抗原血
清レベルの検出結果を図５に示す。４つの異なる捕捉／検出モノクローナル抗体の組によ
るサンドウィッチＥＬＩＳＡを用いて、血清におけるＮＣＡＭエキソン１８－抗原の検出
を実施した。血清診断に使用したＭＵＭＩ２１Ｂ２、ＭＵＭ１、ＭＵＭ４およびＭＵＭ６
モノクローナル抗体は、ＮＣＡＭエキソン１８－抗原特異抗体であり、それらは全て、Ｎ
ＣＡＭエキソン１８－抗原の異なるエピトープを認識する。発明者らのデータは、３／７
（４３％）のＳＣＬＣ患者血清に対し捕捉抗体としてＭＵＭＩ２１Ｂ２および検出抗体と
してＭＵＭ１を用いると、ＮＣＡＭエキソン１８－抗原力価が、健康対照血清における力
価と比べて明らかに高かったことを示している。この組の捕捉－検出抗体を用いた場合、
ＳＣＬＣ患者群（Ｎ＝７）における平均ＮＣＡＭエキソン１８－抗原発現は、健康な対照
群（Ｎ＝７）での発現と比べて有意に高くはない。捕捉抗体としてＭＵＭＩ２１Ｂ２およ
び検出抗体としてＭＵＭ４を用いた場合、発明者らは、４／７（５７％）のＳＣＬＣ患者
の血清において明らかなＮＣＡＭエキソン１８－抗原力価を見出し、一方、捕捉抗体とし
てＭＵＭＩ２１Ｂ２および検出抗体としてＭＵＭ６を用いた場合、ＳＣＬＣ患者の６／７
（８６％）についてＮＣＡＭエキソン１８－抗原力価の増加を見出した。これらの場合、
平均ＮＣＡＭエキソン１８－抗原力価は、健康対照群と比べるとＳＣＬＣ患者群では有意
に高い（ＭＵＭＩ２１Ｂ２－ＭＵＭ４についてのＴ－検定、ｐ＝０.０１５およびＭＵＭ
Ｉ２１Ｂ２－ＭＵＭ６についてのＴ－検定、ｐ＝０.０１８）。要約すると、ＮＣＡＭエ
キソン１８－抗原検出は、捕捉抗体としてＮＣＡＭエキソン１８－抗原特異的モノクロー
ナル抗体ＭＵＭＩ２１Ｂ２を用いて実施することができる。また、捕捉抗体としてＲＮＬ
－１を用いてＮＣＡＭエキソン１８－抗原力価の検出を実施した。ＲＮＬ－１は、膜貫通
型糖タンパク質の細胞外領域におけるエピトープを認識するＮＣＡＭ特異的モノクローナ
ル抗体である。これにより、ＳＣＬＣ血清の６／７（８６％）は、７対照と比べて明確な
ＮＣＡＭエキソン１８－抗原力価を示した。ＳＣＬＣ－１血清についてのみ、測定された
ＮＣＡＭエキソン１８－抗原力価は、健康な対照と比べて有意に高くなかった。この患者
の場合、捕捉検出抗体のなかで、健康な対照における力価とは明らかに異なるＮＣＡＭエ
キソン１８－抗原力価をもたらすものは無かった。これらの検出は１：４希釈血清で実施
されるが、これは検出限界を有意に低下させる。したがって、おそらく、サンドウィッチ
ＥＬＩＳＡで非希釈血清を使用すると、より高いＮＣＡＭエキソン１８－抗原力価が得ら
れる。全般的に、捕捉抗体としてＲＮＬ－１および検出抗体としてＭＵＭＩ２１Ｂ２を用
いた場合、ＮＣＡＭエキソン１８－抗原発現の平均レベルは、対照と比べてＳＣＬＣ患者
群では有意に高かった（ｐ＝０.０１８）。
【００８８】
　発明者らのデータは、患者血清におけるＮＣＡＭエキソン１８－抗原の検出を、健康な
対照とＳＣＬＣ患者を区別するための潜在的なバイオマーカーとして使用できることを示
している（表３）。知る限りにおいて、ＮＣＡＭエキソン１８－抗原レベルを患者および
対照の血清で測定し、ＳＣＬＣの診断に使用したのはこれが初めてである。発明者らのデ
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ータは、ＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ１０、ＣＫ１３、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６
、ＣＫ１７およびＣＫ２０の非存在下でＣＫ８およびＣＫ１８の発現とＮＣＡＭ１８０－
抗原特異的モノクローナル抗体パネルを併用すれば、ＳＣＬＣ診断の感度を改善できるこ
とを示唆している。マーカーの組み合わせを用いることにより、ＳＣＬＣ患者は、健康な
対照、ＮＳＣＬＣ患者および慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）患者と明確に区別される。Ｃ
Ｋ１９、ＣＫ６／ＣＫ１６／ＣＫ１７および／またはＣＫ８／ＣＫ１８の存在下でＮＣＡ
Ｍ１８０についての発現が見出されないとき、ＮＳＣＬＣの診断が下される。
【００８９】
　表３：ＳＣＬＣ診断のためのバイオマーカーパネル
【表４】

ＳＣＬＣ：小細胞肺癌；Ｃ：捕捉抗体；Ｄ：検出抗体；Ｅｘｔ:進展型病期；３ａ、３ｂ
、４：それぞれ悪性度３ａ、悪性度３ｂおよび悪性度４病期分類；黒色：陽性血清抗原力
価；灰色：中等度／低度血清抗原力価、白色：血清抗原力価無し。
【００９０】
　実施例４：扁平上皮細胞癌分化および亜型分類用バイオマーカーとしての特異的サイト
ケラチン類（ＣＫ６／ＣＫ１６およびＣＫ１７）
　発明者らは、扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）についての潜在的な肺癌バイオマーカーを同定
するためにプロテオミクス法を使用した６。肺癌組織における細胞型は不均質であるため
、発明者らは、顕微解剖法を用いて組織学的に特定された領域から細胞を単離して、可能
な限り均一な腫瘍細胞材料を入手した。プロテオーム解析は、２次元ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動法（２Ｄ－ＰＡＧＥ）およびシステインの還元チオール基を介した蛍光性シ
アニン染料（Ｃｙ３およびＣｙ５）によるタンパク質の高感度標識の併用法を用いて、顕
微解剖により得られる限られた量の試料で実施することができた７。プロテオーム解析を
、正常ヒト気管支上皮（Ｎ＝７）および組織病理学的分類悪性度Ｇ２（Ｎ＝７）およびＧ
３（Ｎ＝７）の扁平上皮細胞癌腫瘍からの顕微解剖組織材料にて実施した。
【００９１】
　同定されたタンパク質の発現を確認するために、扁平上皮細胞癌（Ｎ＝１５）、腺癌（
Ｎ＝９）、大細胞癌（Ｎ＝５）および正常気管支上皮（Ｎ＝２３）の代表的領域から作製
された組織アレイ上での免疫組織化学法により、プロテオームのヒットを確認した。顕微
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解剖材料のプロテオーム解析は２５００のタンパク質スポットをもたらし、そのうち８５
は、一方での気管支上皮および他方での悪性度Ｇ２またはＧ３腫瘍間において有意に示差
的に発現された。タンパク質スポットの大部分（８８％）は、気管支上皮と比べると腫瘍
組織で多く観察された。ゲル内でのトリプシン消化により生成したペプチドのＭＡＬＤＩ
－ＭＳおよびナノ－ＨＰＬＣ／ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳ分析を用いることにより、４６タンパ
ク質スポットの同一性を測定した。同定されたタンパク質のほとんどは、タンパク質代謝
（２５％）、代謝およびエネルギー経路（３１％）、細胞増殖および維持（２８％）に関
与しているが、これらは癌細胞で改変される可能性のある経路である。腫瘍生物学におけ
るそれらの潜在的関連性に基づき、発明者らは、さらなる確認のためのタンパク質として
ＨＳＰ－４７、サイトケラチン６、サイトケラチン１６およびサイトケラチン１７を選択
した。したがって、発明者らは、組織アレイ上における免疫組織化学法により細胞レベル
での発現を研究した（図６）。免疫組織化学分析は、正常気管支上皮と比べて、ＳＣＣ腫
瘍組織ではサイトケラチン６ａ（ＣＫ６ａ）、サイトケラチン１６（ＣＫ１６）およびサ
イトケラチン１７（ＣＫ１７）の高度発現を示した。ＣＫ６ａおよびＣＫ１６は両方とも
、過増殖扁平上皮細胞で有意に過剰発現されるため、扁平上皮細胞癌についても当てはま
る。正常気管支、腺癌または大細胞癌では、発現は全く見出されない。ＣＫ１７は、扁平
上皮細胞癌で高度発現され、腺癌または大細胞癌では発現されない。気管支上皮の基底細
胞では明確な発現が見出された。さらに、ＣＫ１７について、免疫組織化学法により、１
０個のＧ２および５のＧ３ ＳＣＣ腫瘍試料についてさらに詳細に分析した。これらの染
色結果は、分化度の低いＧ３悪性度ＳＣＣ腫瘍の場合と比べて、中程度分化Ｇ２悪性度Ｓ
ＣＣ腫瘍ではＣＫ１７の高い発現性を示している。ＨＳＰ－４７は、気管支上皮と比べて
、ＳＣＣで有意に過剰発現されるが、腺癌および大細胞癌でも同様であった。発明者らは
、ＣＫ６ａおよびＣＫ１６が、ＳＣＣについての潜在的なバイオマーカーであり、ＣＫ１
７発現は腫瘍量（tumor load）を示すもので、潜在的なＳＣＣ腫瘍悪性度マーカーである
という結論に達した。
【００９２】
　発明者らは、特異的モノクローナル抗体を用いることにより、血清試料中のＣＫ６ａお
よびＣＫ１６を検出し、力価を用いてＳＣＣと他のＮＳＣＬＣ（腺癌および大細胞癌）お
よび健康な対照を区別できることを主張する。ＮＳＣＬＣのＳＣＣ亜型は、ＮＣＡＭ１８
０、ＣＫ２０およびＣＫ７の非存在下でのＣＫ４、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ１０、ＣＫ１３
、ＣＫ１４、ＣＫ１５、ＣＫ１６、ＣＫ１７およびＣＫ１９から成る群から選択されるサ
イトケラチン類の少なくとも１つの発現により特徴付けることができる。さらに、ＣＫ１
７血清力価は、腫瘍量を示し、Ｇ２およびＧ３悪性度ＳＣＣ腫瘍病期を区別するのに使用
することができる。
【００９３】
　実施例５：特異的バイオマーカーの選択の組み合わせは、血清検定法において肺癌の亜
型分類および病期分類に使用することができる。
　発明者らは、抗原に特異的なモノクローナル抗体のセットの組み合わせを用いて、ＮＣ
ＡＭエキソン１８－抗原、ＮＣＡＭ、ＮＳＰおよび様々なサイトケラチン類について、血
清抗原レベルを検出できることを主張する。下表において、特異的な捕捉および検出抗体
の各組と共に様々な抗原を示す。
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【表５】

【００９４】
　発明者らは、ＮＣＡＭエキソン１８－抗原力価の血清検出を用いて、ＳＣＬＣとＮＳＣ
ＬＣを区別できることを主張する。
【００９５】
　発明者らは、ＮＣＡＭ、ＮＣＡＭエキソン１８－抗原、ＮＳＰ（特にＮＳＰ－Ａ）およ
び２またはそれより多いサイトケラチン抗原（特にＣＫ６、ＣＫ１６およびＣＫ１７で）
から成る腫瘍抗原のパネルの血清検出を用いて、腫瘍患者をＣＯＰＤなどの非腫瘍患者と
区別し、ＳＣＬＣをＮＳＣＬＣと区別し、上記腫瘍内において神経内分泌（ＮＥ）に由来
する腫瘍またはしない腫瘍および扁平上皮細胞癌（ＳＣＣ）を特定することができること
を主張する。上記パネルでは、ＮＣＡＭエキソン１８－抗原により、ＳＣＬＣをＮＳＣＬ
Ｃと区別し、ＮＥ腫瘍患者からＳＣＬＣを区別することが可能である。
【００９６】
　上記パネルでは、ＮＣＡＭおよびＮＳＰ抗原力価の血清検出を用いて、ＮＥ特性をもつ
肺腫瘍をＮＥに由来しない肺腫瘍と区別することができる。
【００９７】
　上記パネルでは、サイトケラチン抗原の特異的選択ＣＫ６ａ、ＣＫ１６およびＣＫ１７
の検出を用いて、ＮＳＣＬＣ内でＳＣＣについて明確に亜型分類することができる。
　本発明の肺癌亜型特異的バイオマーカーの使用法についての診断指針を図７に示す。
【００９８】
　参考文献リスト
1　Senden NH et al, Cluster-10 lung-cancer antibodies recognize NSPs, novel neur
oendocrine proteins associated with membranes of the endoplasmic reticulum. Int.
 J. Cancer Suppl., 8, 84-88, 1994
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 of Cell Science, 107, 2403-2416, 1994.  
3　van de Velde HJK et al, NSP-encoded reticulons are neuroendocrine markers of 
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5　Senden, NHM, Neuroendocrine-specific protein (NSP)-reticulons as independent 
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（PET），PET-CT以及闪烁扫描术，分子成像和诊断并监测患者的疾病
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