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(57)【要約】
チボザニブ（ＡＶ－９５１）を用いた処置に対してヒト腫瘍が感受性か、または抵抗性か
どうか予測するための診断法が開示される。本方法は、腫瘍からの組織サンプル中のマク
ロファージ含有量の測定に基づく。マクロファージ含有量の測定は、例えば、ＲＮＡ分析
または免疫組織化学による、マクロファージマーカー遺伝子発現の解析に基づくことがで
きる。本発明によって例えば、チボザニブを用いた処置に対して抵抗性の腫瘍を同定する
方法が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　チボザニブを用いた処置に対して抵抗性の腫瘍を同定する方法であって、該方法は、
　（ａ）チボザニブを用いた処置が考慮されているヒト患者から得られた腫瘍からの組織
サンプル中のＣＤ６８ポリペプチド発現を測定することによってマクロファージ含有量を
測定し、それによってマクロファージスコアを決定するステップ；および
　（ｂ）ステップ（ａ）において測定された該マクロファージスコアを、チボザニブを用
いて予め処置されてチボザニブに抵抗性であることが示されたヒト患者およびチボザニブ
を用いて予め処置されてチボザニブに感受性であることが示されたヒト患者から得られた
腫瘍の組織サンプル中のＣＤ６８ポリペプチド発現を測定することによって決定された閾
値スコアに対して比較するステップを含み、
　該閾値スコアを上回るマクロファージスコアは、該腫瘍がチボザニブを用いた処置に抵
抗性であることを示す、方法。
【請求項２】
　ＣＤ６８ポリペプチド発現を測定する前記ステップは、免疫組織化学によって行われる
、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記閾値スコアの決定は、受信者動作者特性曲線解析を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記腫瘍は、乳房腫瘍、肺腫瘍、腎臓腫瘍、直腸結腸腫瘍、および膵臓腫瘍からなる群
から選択される、請求項１に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の引用
　本願は、２００９年１２月２２日に出願された米国特許出願第１２／６４５，３５５号
および２００９年１０月１９日に出願された米国仮特許出願第６１／２５３，０３６号の
利益およびそれらに対する優先権を主張する。それぞれの出願の内容全体は、本明細書中
に参考として援用される。
【０００２】
　発明の分野
　本発明の分野は、分子生物学、腫瘍学、および臨床診断法である。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　ほとんどの制癌剤は、ある患者には効果があるが、他の患者にはない。これは、腫瘍間
の遺伝的バリエーションに起因し、同じ患者内の腫瘍間でさえ観察されうる。患者の可変
的な応答は、標的化療法剤に関して特に顕著である。それ故に、どの患者がどの薬物から
恩恵を受けるか決定するための適切な検査なしに、標的化療法の完全な潜在力を実現する
ことができない。米国国立衛生研究所（ＮＩＨ：Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ）に従って、用語「バイオマーカー」は、「正常な生物学的過程ま
たは病原過程、あるいは治療介入に対する薬理学的応答の指標として客観的に測定されか
つ評価される特性」と定義される。
【０００４】
　バイオマーカーの発見に基づく改善された診断法の開発は、所定の薬物に対して臨床応
答を示す可能性が最も高い患者を前もって特定することによって、新しい薬物の開発を加
速する可能性を持つ。これは、臨床試験の規模、期間およびコストを著しく低減すること
になろう。ゲノミクス、プロテオミクスおよび分子イメージングのような技術は、現在、
特異的な遺伝子変異、特定遺伝子の発現レベル、および他の分子バイオマーカーの迅速、
高感度で信頼性の高い検出を可能にする。腫瘍の分子キャラクタリゼーションのための様
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々な技術が利用可能であるにも関わらず、癌バイオマーカーがほとんど発見されていない
ので、癌バイオマーカーの臨床的使用は、概ね実現されないままである。例えば、最近の
総説では、以下のことを述べている。
【０００５】
　　癌の診断および処置を改善するために、バイオマーカーの開発促進とそれらの使用に
対する重大なニーズが存在する。（非特許文献１）。
【０００６】
　癌バイオマーカーに関する別の最近の総説は、次のコメントを含んでいる。
【０００７】
　　課題は、癌バイオマーカーを発見することである。分子的に標的化された薬剤を用い
て、いくつかの腫瘍タイプ－例えば、慢性骨髄性白血病、消化管間質腫瘍、肺癌および多
形神経膠芽腫－の分子的に定義されたサブセットを標的にすることに臨床的に成功したこ
とがあったとはいえ、より広い状況においてかかる成功を適用する能力は、患者における
標的化薬剤を評価するための効率的な戦略がないので大幅に制限される。問題は、主に、
これらの興味深い新薬を評価するための臨床試験用に、分子的に定義された癌を持つ患者
を選択することができないことにある。解決法は、特定の薬剤から恩恵を受ける可能性が
最も高い患者を信頼性良く同定するバイオマーカーを必要とする。（非特許文献２の５４
８ページ）。
【０００８】
　前述のようなコメントは、臨床的に有用なバイオマーカーの発見、およびかかるバイオ
マーカーに基づく診断法の必要性に関する認識を示す。
【０００９】
　癌バイオマーカーには、（１）予後バイオマーカー、（２）予測バイオマーカー、およ
び（３）薬力学（ＰＤ）バイオマーカーの３つの異なったタイプがある。予後バイオマー
カーは、癌（例えば、固形腫瘍）を侵襲性、すなわち、成長および／または転移の速度、
ならびに処置に対する不応性に従って、分類するために用いられる。これは、「結果が良
好な」腫瘍を「結果が劣る」腫瘍から識別すると呼ばれることがある。予測バイオマーカ
ーは、特定の患者が特定の薬物を用いた処置から恩恵を受ける確率を評価するために用い
られる。例えば、ＥＲＢＢ２（ＨＥＲ２またはＮＥＵ）遺伝子が増幅される乳癌を患う患
者は、トラスツズマブ（ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標））を用いた処置から恩恵を受け
る可能性が高いが、一方でＥＲＢＢ２遺伝子増幅がない患者は、トラスツズマブを用いた
処置から恩恵を受ける可能性が低い。ＰＤバイオマーカーは、患者が薬物を服用している
間の患者に対する薬物の効果（単数または複数）の指標である。従って、ＰＤバイオマー
カーは、新薬の臨床開発の早期段階の間に、しばしば投薬レベルおよび投与回数を指導す
るために用いられる。癌バイオマーカーの議論については、例えば、非特許文献２を参照
のこと。
【００１０】
　チボザニブ（ＡＶ－９５１としても知られる）は、ＶＥＧＦ受容体１、２および３の強
力でかつ選択的な低分子阻害剤である。チボザニブは、３つすべての受容体に対してピコ
モル濃度の阻害活性を示し、前臨床モデルにおいて抗腫瘍活性を示す（非特許文献３）。
チボザニブは、２７２人の患者の第２相臨床試験において、肯定的な中間結果をもたらし
た（非特許文献４）。
【００１１】
　ＶＥＧＦ標的化療法に焦点を合わせた、多量の前臨床および臨床研究にも関わらず、抗
ＶＥＧＦ剤の抗腫瘍活性の原因となるメカニズムは、完全には理解されていない。他のタ
イプの標的化療法と同様に良好に、すべてではないが、いくらかの患者は、チボザニブ治
療から恩恵を受ける。ＶＥＧＦの生物学的な複雑さが、所定のいずれかの腫瘍に対するチ
ボザニブの有効性を予測不可能にする。それ故に、チボザニブを用いた処置に応答する可
能性が高い（または可能性が低い）腫瘍を持つ患者を同定するために用いることができる
、予測バイオマーカーに基づく診断法の必要性が存在する。



(4) JP 2013-508679 A 2013.3.7

10

20

30

40

50

【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Ｃｈｏ，２００７，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃａｎｃｅｒ　６：２５
【非特許文献２】Ｓａｗｙｅｒｓ，２００８，Ｎａｔｕｒｅ　４５２：５４８－５５２，
【非特許文献３】Ｎａｋａｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，２００６，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．
６６：９１３４－９１４２
【非特許文献４】Ｂｈａｒｇａｖａ　ｅｔ　ａｌ．，２００９，ＡＳＣＯ　Ｇｅｎｉｔｏ
ｕｒｉｎａｒｙ　Ｃａｎｃｅｒｓ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ，Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｎｏ．２８
３
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　発明の概要
　本発明は、部分的に、哺乳動物の腫瘍からの組織サンプルにおけるマクロファージ含有
量の上昇（例えば、マクロファージ数の上昇、またはマクロファージマーカー発現の上昇
、例えば、マクロファージマーカータンパク質の発現の上昇、あるいはマクロファージマ
ーカータンパク質をコードするｍＲＮＡの発現の上昇）が、チボザニブを用いた処置に対
する抵抗性と相関するという知見に基づく。従って、本発明は、チボザニブを用いた処置
に対して抵抗性である可能性が高い腫瘍を同定する方法を提供する。本方法は、（ａ）腫
瘍からの組織サンプル中のマクロファージ含有量を測定し、それによってマクロファージ
スコアを決定すること；および（ｂ）マクロファージスコアを、閾値決定解析によって定
義された閾値スコアに対して比較すること、を含む。この閾値スコアを上回るマクロファ
ージスコアは、この腫瘍がチボザニブを用いた処置に対して抵抗性である可能性が高いこ
とを示す。この閾値スコア未満のマクロファージスコアは、この腫瘍がチボザニブを用い
た処置に対して応答性である可能性が高いことを示す。
【００１４】
　本発明のいくつかの実施形態において、マクロファージ含有量の測定は、マクロファー
ジマーカータンパク質の存在または量を測定することによって行なわれる。他の実施形態
において、マクロファージ含有量の測定は、所定の細胞集団におけるマクロファージの数
を決定することによって行なわれる。例えば、マクロファージ含有量の測定は、マクロフ
ァージマーカータンパク質の検出を含む免疫組織化学によって行うことができる。別の実
施形態において、マクロファージ含有量の測定は、マクロファージマーカータンパク質を
コードするｍＲＮＡの存在または量を測定することによって行われる。マクロファージマ
ーカータンパク質の例は、ＣＣＲ２、ＣＤ１４、ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＳＦ１Ｒおよ
びＭＳＲ１を含む。閾値決定解析は、受信者動作者特性曲線解析を含むことができる。本
発明の方法は、例えば、乳房腫瘍、肺腫瘍、腎臓腫瘍、直腸結腸腫瘍、および膵臓腫瘍を
含む様々なタイプの腫瘍を検査するのに有用である。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】図１は、マクロファージ含有量によって最低から最高までランク付けされた２６
個の個別のマウス乳房腫瘍のマクロファージスコア（％）を示す棒グラフである。（左か
ら右へ向かう）最初の８個の腫瘍は、実施例１に記載されるチボザニブを用いた処置に対
して応答性である（チボザニブ感受性腫瘍）と分類される。残りの１８個の腫瘍は、実施
例１に記載されるチボザニブを用いた処置に対して非応答性である（チボザニブ抵抗性腫
瘍）と分類される。エラーバーは、標準誤差（ｎ＝３）を示す。マクロファージスコア（
％）は、細胞総数で除して１００％を乗じた（ＩＨＣで決定した場合の）ＭＳＲ１陽性細
胞またはＦ４／８０陽性細胞として計算された。
【図２】図２は、図１のチボザニブ感受性腫瘍、および図１のチボザニブ抵抗性腫瘍の平
均マクロファージスコア（所定のサンプルにおける細胞総数で除したＭＳＲ－１陽性細胞
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またはＦ４／８０陽性細胞の数のパーセンテージ）を示す棒グラフである。チボザニブ感
受性腫瘍における平均マクロファージパーセンテージは、８．２％±３．３％であること
がわかった。チボザニブ抵抗性腫瘍における平均マクロファージパーセンテージは、３６
．４％±１３．４％であることがわかった。
【図３】図３は、マウス乳房腫瘍の連続切片をＩＨＣによって分析した場合の、ＭＳＲ１
陽性細胞の数とＦ４／８０陽性細胞の数との間の高い相関（Ｒ２＝０．９４４）を示す線
形回帰（ｙ＝１．４３９ｘ＋６．４６８）のプロットである。
【図４】図４は、線形回帰のトレンドラインを示す散布図である。線形回帰解析は、ＣＤ
６８　ＩＨＣによって測定されたマクロファージ含有量と、チボザニブを用いた処置に対
するヒト腎細胞癌腫の応答との間の高度の相関を示す。検査された２１人の患者の間で、
Ｒｈｏ値は０．５２であり、ｐ＝０．０１７（スピアマン相関）であった。これは、ＣＤ
６８細胞マーカーを発現するとして可視化された細胞の数が多いほど、腫瘍のチボザニブ
に対する抵抗性がより大きいことを示す。実線は、線形回帰を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　発明の詳細な説明
　定義
　本明細書で使用される「ＡＶ－９５１」と「チボザニブ」は、その塩および多形体を含
め、次の化学構造を持つ、Ｎ－｛２－クロロ－４－［６，７－ジメトキシ－４－キノリル
）オキシ］－フェニル｝－Ｎ’－（５－メチル－３－イソオキサゾリル）尿素を意味する
。
【００１７】
【化１】

【００１８】
　本明細書で使用される「マクロファージマーカータンパク質」は、その検出が、腫瘍か
らの組織サンプル中に存在する他の細胞タイプの中からマクロファージを同定するのに有
用な、マクロファージ細胞表面タンパク質を意味する。例示的なヒトマクロファージマー
カータンパク質は、ＣＣＲ２、ＣＤ１４、ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＳＦ１ＲおよびＭＳ
Ｒ１である。本発明を実施する際に他のマクロファージマーカータンパク質を使用するこ
とができる。
【００１９】
　本明細書で使用される「最適閾値スコア」は、分類指標が、偽陰性のコールの損失（ｃ
ｏｓｔ）と偽陽性のコールとの間で最も望ましいバランスを与える閾値スコアを意味する
。
【００２０】
　本明細書で使用される「受信者動作特性」（ＲＯＣ）曲線は、２分類指標システムにつ
いての偽陽性率（感受性）対真陽性率（特異性）のプロットを意味する。ＲＯＣ曲線の構
築には、次の定義が適用される。
偽陰性率「ＦＮＲ」＝１－ＴＰＲ
真陽性率「ＴＰＲ」＝真陽性／（真陽性＋偽陰性）
偽陽性率「ＦＰＲ」＝偽陽性／（偽陽性＋真陰性）。
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【００２１】
　本明細書で使用される、処置に対する「応答」または「応答している」は、処置される
腫瘍に関して、腫瘍が（ａ）成長の緩徐化、（ｂ）成長の停止、または（ｃ）退縮を示す
ことを意味する。
【００２２】
　本明細書で使用される「マクロファージスコア」は、腫瘍中のマクロファージ含有量の
レベルを表す数値である。例えば、一実施形態において、マクロファージスコアは、所定
の細胞集団におけるマクロファージの数として表現することができ、パーセンテージ、比
率、あるいは別の方法で表現することができる。他の実施形態において、マクロファージ
スコアは、濃度、すなわち、腫瘍における単位体積中のマクロファージの数として表現す
ることができる。別の実施形態において、マクロファージスコアは、マクロファージマー
カータンパク質またはマクロファージマーカータンパク質をコードするｍＲＮＡの発現の
レベルとして表現することができる。タンパク質発現のレベルは、例えば、ＥＬＩＳＡま
たは他の免疫学的方法によって、得ることができる。遺伝子発現レベルは、例えば、ｑＲ
Ｔ－ＰＣＲ，マイクロアレイ、または他の分析によって、得ることができる。マクロファ
ージスコアは、閾値決定解析において、例えば、ＲＯＣ曲線解析を用いて経験的に決定さ
れうる、閾値スコアに関して解釈することができる。
【００２３】
　本明細書で使用される「閾値決定解析」は、所定の腫瘍タイプ（例えばヒト腎細胞癌腫
）を表すデータセットの、その特定の腫瘍タイプに対する閾値スコアを決定するための解
析を意味する。所定の腫瘍タイプを表すデータセットは、かかる腫瘍の群からのそれぞれ
の腫瘍に対して、（ａ）実際の腫瘍応答データ（チボザニブに対する応答および非応答）
、および（ｂ）マクロファージ含有量、を含む。
【００２４】
　本明細書で使用される「閾値スコア」は、そのスコアを上回ると腫瘍がチボザニブ処置
に対して抵抗性である可能性が高いとして分類されるスコアを意味する。
【００２５】
　本明細書で使用される「ＣＣＲ２」（ＣＤ１９２、ＣＫＲ２、ＣＭＫＢＲ２、ＭＣＰ－
１－Ｒ、ＣＣ－ＣＫＲ－２、ＦＬＪ７８３０２、ＭＧＣ１０３８２８、ＭＧＣ１１１７６
０、およびＭＧＣ１６８００６としても知られる、ケモカイン（Ｃ－Ｃモチーフ）受容体
２）は、Ｅｎｔｒｅｚ　ＧｅｎｅＩＤ番号７２９２３０およびその対立遺伝子変異型によ
って特定される遺伝子によってコード化されたヒトタンパク質を意味する。
【００２６】
　本明細書で使用される「ＣＤ１４」は、Ｅｎｔｒｅｚ　ＧｅｎｅＩＤ番号９２９および
その対立遺伝子改変体によって特定される遺伝子によってコード化されたヒトタンパク質
を意味する。
【００２７】
　本明細書で使用される「ＣＤ６８」（ＧＰ１１０；ＳＣＡＲＤ１；およびＤＫＦＺｐ６
８６Ｍ１８２３６としても知られる）は、Ｅｎｔｒｅｚ　ＧｅｎｅＩＤ番号９６８および
その対立遺伝子改変体によって特定される遺伝子によってコード化されたヒトタンパク質
を意味する。
【００２８】
　本明細書で使用される「ＣＤ１６３」（Ｍ１３０およびＭＭ１３０としても知られる）
は、Ｅｎｔｒｅｚ　ＧｅｎｅＩＤ番号９３３２およびその対立遺伝子改変体によって特定
される遺伝子によってコード化されたヒトタンパク質を意味する。
【００２９】
　本明細書で使用される「ＣＳＦ１Ｒ」（ＣＳＦＲ、ＦＭＳ、ＦＩＭ２、Ｃ－ＦＭＳ、お
よびＣＤ１１５としても知られるコロニー刺激因子１受容体）は、Ｅｎｔｒｅｚ　Ｇｅｎ
ｅＩＤ番号１４３６およびその対立遺伝子改変体によって特定される遺伝子によってコー
ド化されたヒトタンパク質を意味する。
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【００３０】
　本明細書で使用される「ＭＳＲ１」（ＣＤ２０４、ＳＣＡＲＡ１、ＳＲ－Ａ、ｐｈＳＲ
１およびｐｈＳＲ２とも呼ばれるマクロファージスカベンジャー受容体１）は、Ｅｎｔｒ
ｅｚ　ＧｅｎｅＩＤ番号４４８１およびその対立遺伝子改変体によって特定される遺伝子
によってコード化されたヒトタンパク質を意味する。
【００３１】
　本明細書で使用される「Ｆ４／８０」（ＥＭＲ１、Ｌｙ７１、ＧＰＦ４８０、ＴＭ７Ｌ
Ｎ３、ＤＤ７Ａ５－７、ＥＧＦ－ＴＭ７としても知られる）は、Ｅｎｔｒｅｚ　Ｇｅｎｅ
ＩＤ番号１３７３３およびその対立遺伝子改変体によって特定される遺伝子によってコー
ド化されたマウスタンパク質を意味する。
【００３２】
　組織サンプル
　ヒト患者における腫瘍からの組織サンプルは、本発明を実施する際に、そのサンプル中
のマクロファージ含有量のレベルを決定することができるように、ＲＮＡの供給源、タン
パク質の供給源、または免疫組織化学（ＩＨＣ：ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ）のための薄切片の供給源として用いることができる。組織サンプルは、従来の腫瘍
生検機器および手順を用いることによって得ることができる。内視鏡生検、切除生検、切
開生検、細針生検、パンチ生検、薄片生検および皮膚生検は、腫瘍サンプルを得るために
当業者が用いることができる、認められた医学的手順の例である。腫瘍組織サンプルは、
マーカー遺伝子（例えば、ＣＤ６８）の発現レベルを測定するためかまたはＩＨＣ（例え
ば、ＣＤ６８陽性細胞の発現）によってマクロファージを可視化するために十分なＲＮＡ
、タンパク質、または薄切片を提供するのに十分多くなければならない。
【００３３】
　腫瘍組織サンプルは、マクロファージ含有量の測定を可能にする任意の形態とすること
ができる。言い換えれば、組織サンプルは、ＲＮＡ抽出、タンパク質抽出、または薄切片
の調製のために十分でなければならない。従って、組織サンプルは、新鮮であるか、適切
な低温技術によって保存されるか、あるいは非低温技術によって保存されることができる
。臨床生検標本を取り扱うための標準プロセスは、組織サンプルをホルマリン中で固定し
、次にパラフィン中に包埋することである。この形態のサンプルは、ホルマリン固定パラ
フィン埋込（ＦＦＰＥ：ｆｏｒｍａｌｉｎ－ｆｉｘｅｄ，ｐａｒａｆｆｉｎ－ｅｍｂｅｄ
ｄｅｄ）組織として一般に知られている。その後の分析のために組織を調製する適切な技
術は、当業者によく知られている。
【００３４】
　マクロファージ含有量
　本発明を実施するときに、（例えば、腫瘍からの）組織サンプルにおけるマクロファー
ジ含有量（例えば、マクロファージ数またはマクロファージマーカーの発現、例えば、マ
クロファージマーカータンパク質の発現またはマクロファージマーカータンパク質をコー
ドするｍＲＮＡの発現）のレベルを決定することは、いくつかある任意の適切な方法によ
って、行うことができる。例えば、マクロファージ含有量を間接的に測定することは、マ
クロファージマーカーとして有用なことが知られている１つ以上の遺伝子の発現を測定す
るによって行うことができる。遺伝子の発現を測定するための様々な方法が、当該分野で
知られている。かかる方法は、マクロファージマーカータンパク質またはマクロファージ
マーカータンパク質をコードするｍＲＮＡのレベルを決定するときに、適用することがで
きる。例示的なヒトマクロファージマーカー遺伝子は、ＣＣＲ２、ＣＤ１４、ＣＤ６８、
ＣＤ１６３、ＣＳＦ１ＲおよびＭＳＲ１である。他のマクロファージマーカーも、同様に
良好に用いることができる。
【００３５】
　ＲＮＡ分析
　従来のマイクロアレイ分析および定量的なポリメラーゼ連鎖反応（ＱＰＣＲ：ｑｕａｎ
ｔｉｔａｔｉｖｅ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）は、ｍＲＮ
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Ａレベルにおけるマクロファージマーカー遺伝子の発現のレベルを決定するための方法の
例である。本発明のいくつかの実施形態において、ＲＮＡは、標準的なプロトコルを用い
て、対象の細胞、腫瘍または組織から抽出される。他の実施形態において、ＲＮＡ分析は
、ＲＮＡ単離を必要としない技術を用いて行われる。
【００３６】
　ＲＮＡ単離
　組織サンプルからの真核生物性ｍＲＮＡ、すなわち、ポリ（ａ）ＲＮＡの迅速かつ効率
的な抽出のための方法は、よく確立されており、当業者に知られている。例えば、Ａｕｓ
ｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｏｆ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓを参照のこと。
組織サンプルは、臨床研究用腫瘍標本のような、新鮮なサンプル、凍結されたサンプル、
あるいは固定されたパラフィン埋込（ＦＦＰＥ）サンプルとすることができる。一般に、
新鮮な組織サンプルまたは凍結された組織サンプルから単離されたＲＮＡは、ＦＦＰＥサ
ンプルからのＲＮＡよりフラグメント化が少ない傾向がある。しかしながら、腫瘍材料の
ＦＦＰＥサンプルは、より容易に入手することができ、ＦＦＰＥサンプルは、本発明の方
法に用いるのに適したＲＮＡ供給源である。ＲＴ－ＰＣＲによる遺伝子発現量のプロファ
イリングのためのＲＮＡ供給源としてのＦＦＰＥサンプルの議論については、例えば、Ｃ
ｌａｒｋ－Ｌａｎｇｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００７，ＢＭＣ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　８：
２７９を参照のこと。また、Ｄｅ　Ａｎｄｒｅ’ｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１８：４２０４４；およびＢａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許出
願公開第２００５／００９５６３４号も参照のこと。ＲＮＡの抽出および調製に関する販
売者の使用説明書を含む市販キットの使用が、普及しており、一般的である。様々なＲＮ
Ａ単離生成物および完全なキットの商業的販売者は、Ｑｉａｇｅｎ（Ｖａｌｅｎｃｉａ，
ＣＡ）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）、Ａｍｂｉｏｎ（Ａｕｓｔｉ
ｎ，ＴＸ）およびＥｘｉｑｏｎ（Ｗｏｂｕｒｎ，ＭＡ）を含む。
【００３７】
　一般に、ＲＮＡ単離は、組織／細胞破壊で始まる。組織／細胞破壊の間に、ＲＮａｓｅ
によるＲＮＡの分解を最小限に抑えることが望ましい。ＲＮＡ単離プロセス中のＲＮａｓ
ｅの活性を制限するための一手法は、細胞が破壊されたらなるべくすぐに、変性剤を細胞
内容物に確実に接触させることである。別の一般的なやり方は、ＲＮＡ単離プロセスに１
つ以上のプロテアーゼを含めることである。必要に応じて、新鮮な組織サンプルは、収集
されるとすぐに、室温で、ＲＮＡ安定化溶液に浸漬される。安定化溶液は、その後の単離
のために、迅速に細胞に浸透し、４℃での貯蔵のためにＲＮＡを安定化する。１つのかか
る安定化溶液が、ＲＮＡｌａｔｅｒ（登録商標）として市販されている（Ａｍｂｉｏｎ，
Ａｕｓｔｉｎ，ＴＸ）。
【００３８】
　いくつかのプロトコルにおいて、全ＲＮＡが、塩化セシウム密度勾配遠心分離によって
、破壊された腫瘍材料から単離される。一般に、ｍＲＮＡは、総細胞ＲＮＡのおおよそ１
％から５％を構成する。固定化されたオリゴ（ｄＴ）（例えばオリゴ（ｄＴ）セルロース
）が、リボゾームＲＮＡおよびトランスファーＲＮＡからｍＲＮＡを分離するために、一
般に用いられる。もし単離後に貯蔵されるのであれば、ＲＮＡは、ＲＮａｓｅのない条件
下で貯蔵されなければならない。単離されたＲＮＡの安定貯蔵のための方法は、当該分野
で知られている。ＲＮＡの安定貯蔵のための様々な市販製品が利用できる。
【００３９】
　マイクロアレイ
　マクロファージマーカータンパク質をコードする１つ以上の遺伝子のｍＲＮＡ発現のレ
ベルは、従来のＤＮＡマイクロアレイ発現プロファイリング技術を用いて測定することが
できる。ＤＮＡマイクロアレイは、ガラス、プラスチックまたはシリコンのような固体表
面または基材に取り付けられた特異的なＤＮＡセグメントまたはプローブのコレクション
であって、それぞれの特異的なＤＮＡセグメントは、アレイにおいて既知の位置を占める
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ものである。（通常はストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下での）標識化さ
れたＲＮＡのサンプルを用いたハイブリダイゼーションは、アレイにおけるそれぞれのプ
ローブに対応するＲＮＡ分子の検出および定量を可能にする。非特異的に結合したサンプ
ル材料を除去するためのストリンジェントな洗浄後に、マイクロアレイが、共焦点レーザ
ー顕微鏡法または他の適切な検出法によって走査される。ＤＮＡチップとしてしばしば知
られる、最新の市販ＤＮＡマイクロアレイは、典型的に何万ものプローブを含み、かくし
て何万もの遺伝子の発現を同時に測定することができる。かかるマイクロアレイは、本発
明を実施するために用いることができる。あるいは、マクロファージマーカータンパク質
をコードする１つ以上の遺伝子の発現を測定するために必要とされるだけのわずかなプロ
ーブ、加えて必要な対照または標準（例えば、データ正規化のための）を含んだカスタム
チップを、本発明を実施する際に用いることができる。
【００４０】
　データ正規化を容易にするために、２色マイクロアレイリーダーを用いることができる
。２色（２チャンネル）システムでは、サンプルは、第１の波長で放出する第１のフルオ
ロフォアを用いて標識され、一方でＲＮＡまたはｃＤＮＡ標準は、異なった波長で放出す
る第２のフルオロフォアを用いて標識される。例えば、２色法マイクロアレイシステムに
おいて、Ｃｙ３（５７０ｎｍ）およびＣｙ５（６７０ｎｍ）がしばしば一緒に使用される
。
【００４１】
　ＤＮＡマイクロアレイ技術は、十分に開発されて、市販され、かつ広く使用されている
。従って、本発明の方法を行なうときに、当業者は、過度の実験なしに、マクロファージ
マーカータンパク質をコードする遺伝子の発現レベルを測定するためにマイクロアレイ技
術を用いることができる。ＤＮＡマイクロアレイチップ、（ＲＮＡまたはｃＤＮＡの調製
、ＲＮＡまたはｃＤＮＡの標識、ハイブリダイゼーションおよび洗浄溶液用のような）試
薬、（マイクロアレイリーダーのような）機器ならびにプロトコルは、当該分野でよく知
られており、様々な商業的供給源から入手可能である。マイクロアレイシステムの商業的
販売者は、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ
）およびＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）を含むが、他のＰＣＲ
システムも使用することができる。
【００４２】
　定量的ＲＴ－ＰＣＲ
　マクロファージマーカータンパク質をコードする個別の遺伝子を表すｍＲＮＡのレベル
は、従来の定量的逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ｑＲＴ－ＰＣＲ：ｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｖｅ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈ
ａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）技術を用いて測定することができる。ｑＲＴ－ＰＣＲの利点
は、感度、融通性、定量的精度、および密接に関連するｍＲＮＡ間を識別する能力を含む
。定量的ＰＣＲのために組織サンプルを処理することに関するガイダンスは、ｑＲＴ－Ｐ
ＣＲのための市販品の製造業者および販売者（例えば、Ｑｉａｇｅｎ（Ｖａｌｅｎｃｉａ
，ＣＡ）およびＡｍｂｉｏｎ（Ａｕｓｔｉｎ，ＴＸ）を含む、様々な供給源から入手可能
である。ｑＲＴ－ＰＣＲを自動化して実行するための機器システムは、市販されており、
多くの研究所で日常的に使用されている。よく知られた市販システムの例は、Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　７９００ＨＴ　Ｆａｓｔ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　
Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ
）である。
【００４３】
　単離ｍＲＮＡが一旦単離されると、ＲＴ－ＰＣＲによる遺伝子発現プロファイリングの
第１のステップは、ｍＲＮＡテンプレートのｃＤＮＡへの逆転写であり、それが次にＰＣ
Ｒ反応で指数関数的に増幅される。よく用いられる２つの逆転写酵素は、トリ骨髄芽球症
ウイルス逆転写酵素（ＡＭＶ－ＲＴ：ａｖｉｌｏ　ｍｙｅｌｏｂｌａｓｔｏｓｉｓ　ｖｉ
ｒｕｓ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ）およびモロニーマウス白血病ウ
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イルス逆転写酵素（ＭＭＬＶ－ＲＴ：Ｍｏｌｏｎｅｙ　ｍｕｒｉｎｅ　ｌｅｕｋｅｍｉａ
　ｖｉｒｕｓ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ）である。逆転写反応は、
通常、特異的プライマー、ランダムヘキサマー、またはオリゴ（ｄＴ）プライマーを用い
て、プライミングされる。適切なプライマーは、市販されている、例えば、ＧｅｎｅＡｍ
ｐ（登録商標）ＲＮＡ　ＰＣＲキット（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，Ｗａｌｔｈａｍ，Ｍ
Ａ）である。結果として生じるｃＤＮＡ生成物は、その後のポリメラーゼ連鎖反応におけ
るテンプレートとして用いることができる。
【００４４】
　ＰＣＲステップは、耐熱性のＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼを用いて実行される。Ｐ
ＣＲシステムにおいて最もよく用いられるポリメラーゼは、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔ
ｉｃｕｓ（Ｔａｑ）ポリメラーゼである。ＰＣＲの選択性は、増幅の標的とされるＤＮＡ
領域、すなわち、マクロファージマーカータンパク質をコードする遺伝子から逆転写され
るｃＤＮＡ領域、に相補的なプライマーの使用に起因する。従って、本発明にｑＲＴ－Ｐ
ＣＲが用いられるときには、それぞれのマーカー遺伝子に特異的なプライマーは、遺伝子
のｃＤＮＡ配列に基づく。ＳＹＢＲ（登録商標）グリーンまたはＴａｑＭａｎ（登録商標
）（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）のような
商業用技術を、販売者の使用説明書に従って使用することができる。メッセンジャーＲＮ
Ａのレベルは、βアクチンまたはＧＡＰＤＨのようなハウスキーピング遺伝子のレベルを
比較することによって、サンプル間のローディングの違いに対して正規化することができ
る。ｍＲＮＡ発現のレベルは、正常な非腫瘍性の組織または細胞からのｍＲＮＡのような
、任意の単一対照サンプルと比較して、表現することができる。あるいは、ｍＲＮＡ発現
のレベルは、腫瘍サンプル、または腫瘍細胞株のプールからのｍＲＮＡ、あるいは市販の
対照ｍＲＮＡセットからのｍＲＮＡと比較して、表現することができる。
【００４５】
　マクロファージマーカータンパク質をコードする遺伝子の発現レベルのＰＣＲ分析に適
したプライマーセットは、過度の実験なしに、当業者によって設計および合成することが
できる。あるいは、本発明を実施するためのＰＣＲプライマーセットは、商業的供給源、
例えば、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓから購入することができる。ＰＣＲプラ
イマーは、好ましくは約１７から２５ヌクレオチドの長さである。プライマーは、Ｔｍ評
価のための従来のアルゴリズムを用いて、特定の融解温度（Ｔｍ）を持つように設計する
ことができる。プライマー設計およびＴｍ評価のためのソフトウェアは、市販されており
、例えば、Ｐｒｉｍｅｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（商標）（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ）であり、加えて、インターネット上でも入手可能であり、例えば、Ｐｒｉｍｅｒ３
（Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）で
ある。ＰＣＲプライマー設計の確立された原理を適用することによって、ＣＤ１４、ＣＤ
６８、ＭＳＲ１、ＣＳＦＲ１、ＣＤ１６３およびＣＣＲ２のようなマクロファージマーカ
ー遺伝子をはじめとする、所定の任意の遺伝子の発現レベルを測定するために、多数の様
々なプライマーを用いることができる。
【００４６】
　ｑＮＰＡ（商標）
　本発明のいくつかの実施形態において、ＲＮＡ分析は、ＲＮＡ抽出も単離も含まない技
術を用いて行われる。１つのかかる技術は、ｑＮＰＡ（商標）（Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇ
ｈｐｕｔ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，Ｉｎｃ．，Ｔｕｃｓｏｎ，ＡＺ）の名称で市販されている
定量的ヌクレアーゼプロテクションアッセイである。この技術は、分析すべき腫瘍組織サ
ンプルがＦＦＰＥ材料の形態であるときに有利でありうる。例えば、Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００７，Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　８７：９
７９－９９７を参照のこと。
【００４７】
　タンパク質分析
　本発明の方法において、マクロファージマーカー遺伝子の発現は、タンパク質レベルで
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検出することができる。マクロファージマーカー遺伝子の発現のレベルをタンパク質レベ
ルで測定するための方法の例は、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ：ｅｎｚｙｍｅ　
ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ）およびＩＨＣ分析を含む。
【００４８】
　ＥＬＩＳＡ
　マクロファージマーカータンパク質のＥＬＩＳＡ、例えばＣＤ６８　ＥＬＩＳＡを行う
ことは、マクロファージマーカータンパク質に対する少なくとも１つの抗体、すなわち、
検出抗体を必要とする。例示的な実施形態において、ＣＤ６８がマクロファージマーカー
タンパク質である。分析すべきサンプルからのＣＤ６８タンパク質は、ポリスチレンマイ
クロタイタープレートのような固体支持体上に固定される。この固定化は、ＣＤ６８の、
例えば、表面への吸着を通じた、非特異的結合によることができる。あるいは、固定化は
、「サンドウィッチ」ＥＬＩＳＡにおいて、例えば、捕捉抗体（検出抗体と異なる抗ＣＤ
６８抗体）によるサンプルからのＣＤ６８タンパク質への結合を通じた、特異的結合によ
ることができる。ＣＤ６８が固定化された後に、検出抗体が加えられ、検出抗体は、結合
されたＣＤ６８と複合体を形成する。検出抗体は、直接的か、または間接的に、例えば、
検出抗体を特異的に認識する二次抗体を介して、酵素に連結される。典型的に各ステップ
の間に、ＣＤ６８が結合されたプレートが、マイルドな界面活性剤溶液を用いて洗浄され
る。典型的なＥＬＩＳＡプロトコルは、プレートへのタンパク質試薬の望ましくない非特
異的結合を阻止するための、ウシ血清アルブミンのような非特異的結合タンパク質の使用
を含む、１つ以上のブロッキングステップも含む。最終的な洗浄ステップ後に、プレート
が適切な酵素基質の添加によって発色されて視認できる信号を生成し、この信号がサンプ
ル中のＣＤ６８量を示す。基質は、例えば、色素形成性基質または蛍光発生基質とするこ
とができる。ＥＬＩＳＡの方法、試薬および機器は、当該分野でよく知られており、市販
されている。
【００４９】
　他のマクロファージマーカータンパク質、例えば、ＣＣＲ２、ＣＤ１４、ＣＤ１６３、
ＣＳＦ１Ｒ、およびＭＳＲ１、ならびに他のマクロファージに特異的なマーカータンパク
質の発現レベルは、それぞれのマクロファージマーカータンパク質に特異的な検出抗体を
用いて、ＥＬＩＳＡによって測定できることが理解される。
【００５０】
　免疫組織化学（ＩＨＣ）
　所定の細胞集団におけるマクロファージの数は、免疫組織化学によって決定する（例え
ば、可視化する）ことができる。ＩＨＣ（例えば、ＣＤ６８　ＩＨＣ）によるマクロファ
ージマーカータンパク質のアッセイは、マクロファージマーカータンパク質に対する少な
くとも１つの抗体（例えば、少なくとも１つの抗ＣＤ６８抗体）を必要とする。ＩＨＣに
適した多くの抗ＣＤ６８抗体が市販されている。例えば、適切な抗体は、Ｄａｋｏ　Ｎｏ
ｒｔｈ　Ａｍｅｒｉｃａ，Ｉｎｃ．（Ｃａｒｐｉｎｔｅｒｉａ，ＣＡ）、ａｂｃａｍ（Ｃ
ａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）、Ａｂｎｏｖａ（Ｗａｌｎｕｔ，ＣＡ）、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）またはＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ
，ＣＡ）から購入することができる。標準的な技術を用いて、抗ＣＤ６８抗体を用いて、
パラフィン埋込切片および凍結腫瘍切片をはじめとした、腫瘍から得られた切片（例えば
５マイクロメートルの切片）におけるＣＤ６８タンパク質の存在を検出することができる
。典型的に、腫瘍材料を収集し保存する最初のプロセスにおいて固定されたタンパク質の
抗原構造を回収するように、腫瘍切片が最初に処置される。次に、抗ＣＤ６８検出抗体に
よる非特異的結合を防ぐために、スライドがブロッキングされる。次に、ＣＤ６８タンパ
ク質への抗ＣＤ６８抗体の結合によって、ＣＤ６８タンパク質の存在が検出される。検出
（一次）抗体は、直接的か、または間接的に、例えば、検出（一次）抗体を特異的に認識
する二次抗体またはポリマーを介して、酵素に連結される。典型的に、腫瘍切片は、ステ
ップ間で、洗浄され、ウシ血清アルブミンのような非特異的タンパク質を用いてブロッキ
ングされる。スライドは、然るべき酵素基質を用いて発色されて視認できる信号を生成す
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る。サンプルは、ヘマトキシリンを用いて対比染色することができる。
【００５１】
　他のマクロファージマーカータンパク質、例えば、ＣＣＲ２、ＣＤ１４、ＣＤ１６３、
ＣＳＦ１Ｒ、およびＭＳＲ１、ならびに他のマクロファージに特異的なマーカータンパク
質の発現は、それぞれのマクロファージマーカータンパク質に特異的な抗体を用いてＩＨ
Ｃによって検出できることが理解される。
【００５２】
　データ解釈
　腫瘍に関するマクロファージスコアは、閾値スコアに対して解釈することができる。閾
値スコア以上であるマクロファージスコアは、腫瘍が、チボザニブ処置に対して抵抗性（
非応答性）である可能性が高いことの予測として解釈することができる。あるいは、閾値
スコア以下であるマクロファージスコアは、腫瘍が、チボザニブ処置に対して感受性（応
答性）である可能性が高いことの予測として解釈することができる。例えば、実施例２に
示されるように、（ＩＨＣによって決定された場合の）ＭＳＲ１陽性細胞またはＦ４／８
０陽性細胞を細胞総数で除したパーセンテージとして計算された閾値スコアは、約１０％
から約１５％である。
【００５３】
　最適閾値マクロファージスコアは、閾値決定解析を行なうことによって経験的に決定す
る（或いは少なくとも概算する）ことができる。好ましくは、閾値決定解析は、受信者動
作者特性（ＲＯＣ）曲線解析を含む。ＲＯＣ曲線解析は、確立された統計的技術であり、
その適用は当該分野における通常の技術の範囲内にある。ＲＯＣ曲線解析の議論について
は、一般に、Ｚｗｅｉｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，”Ｒｅｃｅｉｖｅｒ　ｏｐｅｒａｔ
ｉｎｇ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ（ＲＯＣ）　ｐｌｏｔｓ：ａ　ｆｕｎｄａｍｅｎ
ｔａｌ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｔｏｏｌ　ｉｎ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ
，”Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３９：５６１-５７７；およびＰｅｐｅ，２００３，Ｔｈｅ　
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｄｉｃａｌ　ｔｅｓｔｓ　
ｆｏｒ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，Ｏｘｆｏｒｄ
　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照のこと。
【００５４】
　マクロファージスコアおよび最適閾値マクロファージスコアは、腫瘍タイプごとに変化
しうる。それ故に、閾値決定解析は、好ましくは、本発明を用いて検査されるべき任意の
所定の腫瘍タイプを表す１つ以上のデータセットに関して行われる。閾値決定解析に用い
られるデータセットは、（ａ）実際の応答データ（応答または非応答）、および（ｂ）腫
瘍群からのそれぞれの腫瘍サンプルに関するマクロファージスコアを含む。所定の腫瘍タ
イプに対して、マクロファージスコア閾値が一旦決定されると、その腫瘍タイプの腫瘍か
らマクロファージスコアを解釈するために、この閾値を適用することができる。
【００５５】
　ＲＯＣ曲線解析は、次のように行うことができる。閾値以上のマクロファージスコアを
持つ任意のサンプルは、非応答物（抵抗性）として同定される。あるいは、閾値以下のマ
クロファージスコアを持つ任意のサンプルは、応答物（感受性）として同定される。検査
されたサンプルセットからのすべてのマクロファージスコアに対して、そのスコアを閾値
として用いて、「応答物」および「非応答物」（仮想コール）が分類される。このプロセ
スは、データセットについての実際の応答データに対する仮想コールの比較を通じて、そ
れぞれの潜在的な閾値に対する、ＴＰＲ（ｙベクトル）およびＦＰＲ（ｘベクトル）の計
算を可能にする。次に、ＲＯＣ曲線が、ＴＰＲベクトル、およびＦＰＲベクトルを用いて
、ドットプロットを作ることによって構築される。もしＲＯＣ曲線が、（０，０）点から
（１.０，０.５）点への対角線より上にあれば、それは、マクロファージ検査結果がラン
ダムより良い検査であることを示す。
【００５６】
　ＲＯＣ曲線は、最良動作点を同定するために用いることができる。最良動作点は、偽陰
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性の損失に対して重み付けされた偽陽性の損失の間の最良のバランスをもたらす動作点で
ある。これらの損失は、等しい必要はない。ＲＯＣ空間の点ｘ、ｙにおける分類の平均予
想損失は、次式によって決定される。
【００５７】
　Ｃ＝（１－ｐ）α×ｘ＋ｐ×β（１－ｙ）
　但し：
　α＝偽陽性の損失、
　β＝陽性（偽陰性）を見逃す損失、および
　ｐ＝陽性症例の比率。
【００５８】
　偽陽性および偽陰性は、αおよびβに対して異なった値を割り当てることによって、異
なるように重み付けすることができる。例えば、非応答物である患者をより多く処置する
損失で、より多くの患者を応答物群に含めると決めたならば、αにより多くの重みをかけ
ることができる。この場合には、偽陽性および偽陰性の損失は、同じ（αはβに等しい）
ことが仮定される。それ故に、ＲＯＣ空間の位置ｘ、ｙにおける分類の平均予想損失は、
　Ｃ’＝（１－ｐ）×ｘ＋ｐ×（１－ｙ）
である。最小Ｃ’は、偽陽性および偽陰性（ｘ，ｙ）のすべての対を用いた後に、計算す
ることができる。最適スコア閾値は、Ｃ’における（ｘ，ｙ）のスコアとして計算される
。
【００５９】
　腫瘍がチボザニブ処置に対して感受性かまたは抵抗性かどうかを予測すること、すなわ
ち２項分類、に加えて、マクロファージスコアは、腫瘍が、感受性または抵抗性である可
能性はどれくらいかに関する、およそではあるが有用な指標を提供する。一般に、マクロ
ファージスコアが低いほど、腫瘍がチボザニブに対して感受性である可能性が高く、そし
てマクロファージスコアが高いほど、腫瘍がチボザニブに対して抵抗性がある可能性が高
い。
【００６０】
　検査キット
　本発明は、本発明の方法を行なうための特定成分を備える診断検査キットを含む。診断
検査キットは、診断アッセイの性能における便利さ、スピードおよび再現性を向上させる
。例えば、本発明の例示的なｑＲＴ－ＰＣＲに基づく実施形態において、基本的な診断検
査キットは、マクロファージマーカー、例えば、ＣＤ６８の発現を分析するためのＰＣＲ
プライマーを含む。他の実施形態において、より巧緻な検査キットは、ＰＣＲ技術を用い
てＣＤ６８発現レベルを測定するために、ＰＣＲプライマーだけでなく、バッファー、試
薬および詳細な使用説明書も含む。いくつかの実施形態において、キットは、検査プロト
コルと、ＲＮＡサンプル（単数または複数）を除く、検査に必要とされるすべての消費可
能成分とを含む。
【００６１】
　本発明の例示的なＤＮＡマイクロアレイに基づく実施形態において、検査キットは、特
定の機器とともに用いるように設計されたマイクロ流体（ｍｉｃｒｏ　ｆｌｕｉｄｉｃ）
カード（アレイ）を含む。必要に応じて、マイクロ流体カードは、マクロファージマーカ
ー遺伝子の発現量の測定のために特に設計された特注デバイスである。かかる特注マイク
ロ流体カードは、市販されている。例えば、ＴａｑＭａｎ　Ａｒｒａｙは、Ａｐｐｌｉｅ
ｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　７９００ＨＴ　Ｆａｓｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓ
ｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）
とともに使用するために設計された、３８４ウェルのマイクロ流体カード（アレイ）であ
る。例示的な流体カードは、ＣＣＲ２、ＣＤ１４、ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＳＦ１Ｒお
よび／またはＭＳＲ１の発現に加えて、（例えば、データ正規化のための）必要な対照ま
たは標準を測定するためのプローブの任意の組み合わせを含むことができる。他のマクロ
ファージマーカータンパク質も、本発明を実施するための流体カード上に含まれることが
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できる。
【００６２】
　本発明のいくつかの実施形態において、検査キットは、ＩＨＣによって腫瘍マクロファ
ージ含有量を決定するための材料を含む。例えば、ＩＨＣキットは、ヒトマクロファージ
マーカーに対する一次抗体、例えば、マウス抗ヒトＣＤ６８抗体、およびレポーター酸素
に結合した二次抗体、例えば、西洋わさびペルオキシダーゼを含んでもよい。いくつかの
実施形態において、二次抗体は、一次抗体を特異的に認識する結合ポリマーに置換される
。
【実施例】
【００６３】
　本発明が、次の実施例によってさらに説明される。実施例は、例示的な目的のために提
供されるに過ぎず、本発明の範囲または内容をいかなる方法においても制限すると解釈さ
れるべきではない。
【００６４】
　（実施例１）
　チボザニブに対するマウス腫瘍の応答
　１００個を上回るマウス乳房腫瘍のライブラリ（ＢＨアーカイブ）を用いて、チボザニ
ブに対して感受性の腫瘍（応答物）、およびチボザニブに対して抵抗性の腫瘍（非応答物
）を同定した。ＢＨアーカイブを、Ｈｅｒ２に依存する誘導性の自然発生的な乳房腫瘍を
発症する操作キメラマウスに由来する、１００を超える自然発生的なマウス乳房腫瘍から
の一次腫瘍材料のインビボの増殖および凍結保存によって確立した。マウスを、基本的に
次のように作製した。
【００６５】
　Ｉｎｋ４ａホモ接合性ｎｕｌｌ　ＥＳ細胞を、個別のフラグメントとしての次の４つの
コンストラクト：ＭＭＴＶ－ｒｔＴＡ、ＴｅｔＯ－Ｈｅｒ２Ｖ６６４Ｅｎｅｕ、ＴｅｔＯ
－ルシフェラーゼおよびＰＧＫ－ピューロマイシンでコトランスフェクトした。ピューロ
マイシン抵抗性細胞を、ＰＣＲおよびサザンブロットによって遺伝子型を同定した。ＥＳ
細胞における癌遺伝子の誘導能を、ノーザンブロットによって分析した。トランスフェク
トされたＥＳ細胞をＣ５７ＢＬ／６胚盤胞中に注入し、これを妊娠のための擬妊娠雌マウ
ス中に移植し、キメラマウスの誕生に繋げた。
【００６６】
　リバーステトラサイクリントランスアクチベーター（ｒｔＴＡ：ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｅ
ｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ　ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ）の乳房に特異的な発現を導くた
めに、マウス乳癌ウイルスの長末端反復（ＭＭＴＶ：ｍｏｕｓｅ　ｍａｍｍａｒｙ　ｔｕ
ｍｏｒ　ｖｉｒｕｓ）を使用した。ｒｔＴＡは、ドキシサイクリンがマウス用の飲料水中
でマウスに提供されたときに、Ｈｅｒ２活性化された癌遺伝子の乳房に特異的な発現をも
たらした。
【００６７】
　Ｈｅｒ２癌遺伝子およびルシフェラーゼの誘導能を、マウスに由来する培養細胞を用い
て、それぞれ、ＲＴ－ＰＣＲおよびルシフェラーゼアッセイによって確認した。キメラマ
ウスから乳腺を取り出し、コラゲナーゼを用いて消化した。採集されたオルガノイドの半
分をドキシサイクリンの存在下で培養し、他の半分はドキシサイクリンなしで培養した。
５日間の培養後に、細胞をトリプシン処理し、細胞の１０分の１をルシフェラーゼアッセ
イのために使用し、残りをＲＮＡ抽出のために使用した。
【００６８】
　Ｈｅｒ２乳癌モデルマウスから採取された腫瘍の組織学分析により、浸潤性腺癌が示さ
れた。２つの主要なパターンが識別された。それらは、充実性シート状増殖パターン、お
よび壊死性の中心部を持つ入れ子状増殖パターンであった。乳房腫瘍の免疫組織化学分析
は、腫瘍内の２つの細胞型を明らかにした。第１の細胞型は、上皮由来（サイトケラチン
陽性）であり、Ｈｅｒ２の発現と強い増殖とを示した。２番目の細胞型は、間葉系由来で
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あり、線維芽細胞のような外観を有した。これらの細胞は、コラーゲン陽性であり、強い
増殖は示さず、間質機能を呈示した。腫瘍の上皮部分の壊死性中心部にはアポトーシスが
見られた。マウスモデルの腫瘍がＨｅｒ２発現に依存したことを確認するために、腫瘍退
縮研究（ドキシサイクリンの休薬に応じた退縮）を行なった。ドキシサイクリンによるテ
トラサイクリン応答性プロモーターの誘発の後、マウスは、潜伏期が約２から４カ月で乳
房腫瘍を発達させた。
【００６９】
　腫瘍細胞を、細胞ストレーナを用いた腫瘍の物理的な破壊によって単離した。典型的に
は１×１０５個の細胞をマトリゲルと混合し（５０：５０体積）、雌のＮＣｒ　ｎｕ／ｎ
ｕマウスの肩甲骨間の上背部に皮下注射した。これらの腫瘍がおよそ５００ｍｍ３に成長
したとき（典型的に２から４週を要した）に、さらなる増殖、薬物応答試験、および分析
のためにそれらを収集した。分析は、マイクロアレイプロファイリング、一般的な組織病
理学、およびＩＨＣ（腫瘍の脈管構造に対してＣＤ３１、腫瘍の細胞増殖に対してＫｉ６
７）を含んでいた。この腫瘍集団のキャラクタリゼーションは、微小血管系、ＶＥＧＦ発
現および特異遺伝子発現プロファイルのような、血管新生の重要なパラメータにおける顕
著な度合いの変化を明らかにした。
【００７０】
　チボザニブに対する腫瘍応答の評価を、本質的に次のように行なった。物理的に破壊さ
れた（マトリゲルと混合された）腫瘍細胞を７週齢の雌のＮＣｒヌードマウス中に注入す
ることによって、皮下に移植された腫瘍を確立した。腫瘍がおよそ２００～４００ｍｍ３

に達したときに、腫瘍を持った３０匹のマウスを３つの群に無作為化した。群１は、賦形
剤を受けた。群２は、強制経口投与によって毎日５ｍｇ／ｋｇのチボザニブを受けた。群
３は強制経口投与によって毎日２０ｍｇ／ｋｇのチボザニブを受けた。腫瘍をカリパスに
よって週２回測定して、腫瘍体積を計算した。処置の終りに、組織病理学的分析およびＩ
ＨＣ分析のために、腫瘍を収集した。
【００７１】
　これらの研究は、チボザニブに対する応答における、有意な腫瘍間のバリエーションを
明らかにした。腫瘍成長抑制、ならびに血管新生抑制に関する典型的な組織病理学的およ
びＩＨＣ（ＣＤ３１）特性に基づいて、応答物および非応答物を同定した。典型的に、応
答物は、５ｍｇ／ｋｇのチボザニブで処置されたときに、カリパス測定によって腫瘍の進
行が（組織学によって）示されず、周辺を除いて完全な腫瘍の殺傷に近かった。マウスモ
デル腫瘍が自然発生的に生じたので、応答における変化は予想されており、それ故にそれ
らが、血管新生を含めて、腫瘍の血管新生を含む腫瘍化に繋がった無作為の突然変異の異
なったセットを含むことが予想された。応答におけるかかるバリエーションは、自然発生
的なヒト腫瘍におけるバリエーションと同様であり、かくして分子サインまたはボザニブ
応答性を同定するのに使用するためのチボザニブ応答性腫瘍およびチボザニブ抵抗性腫瘍
の識別を可能にしたので、望ましかった。
【００７２】
　（実施例２）
　マウス乳房腫瘍におけるマクロファージ含有量
　実施例１（上記）に記載されたマウス乳房腫瘍のパネルからの組織サンプル（およそ１
０００ｍｍ３）を切除して取り出し、ホルマリン中で一晩固定した。固定された腫瘍を次
に従来のＩＨＣ分析のためにパラフィン処理し、それぞれの腫瘍のマクロファージ含有量
を決定した。マクロファージを、ＭＳＲ１またはＦ４／８０をマクロファージ細胞表面マ
ーカーとして用いて同定した。ＭＳＲ１のＩＨＣに対しては、ラット抗マウスＭＳＲ１抗
体（Ｄａｋｏ　Ｎｏｒｔｈ　Ａｍｅｒｉｃａ，Ｉｎｃ．，Ｃａｒｐｉｎｔｅｒｉａ，ＣＡ
）を、５マイクロメートルのパラフィン切片とともにインキュベートした。信号を、販売
者の使用説明書に従って、市販のラット－オン－マウス（ｒａｔ－ｏｎ－ｍｏｕｓｅ）Ｈ
ＲＰポリマー検出キット（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ，ＬＬＣ，Ｃｏｎｃｏｒｄ，
ＣＡ，Ｃａｔａｌｏｇ　Ｎｏ．ＲＴ５１７）を用いることによって検出した。Ｆ４／８０
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のＩＨＣに対しては、ラット抗マウスＦ４／８０抗体（Ｓｅｒｏｔｅｃ，ＭＣＡ４９７Ｒ
）を連続切片に対して使用した。Ｆ４／８０信号は、同じラット－オン－マウスＨＲＰポ
リマー検出キットを用いて検出した。
【００７３】
　ＭＳＲ１アッセイまたはＦ４／８０アッセイにおける陽性によって同定されたマクロフ
ァージを、高出力の顕微鏡視野（２００×）をタッチ感応式パッドイメージアナライザー
上に投影することによってカウントした。それぞれの乳房腫瘍に対して、３つの生物学的
レプリカ（同じ研究からのｎ＝３　ｓｃ腫瘍）を、腫瘍の中心部にまたがる切片からの５
視野を用いて分析した。パーセンテージとしてのマクロファージスコアを、ＭＳＲ１陽性
細胞またはＦ４／８０陽性細胞を細胞総数で除し、１００％を乗じたものとして計算した
。腫瘍ごとに、結果を、１５個の画像の平均として表現した。マクロファージスコア（％
）の観点からの結果を、チボザニブに応答性である腫瘍、およびチボザニブに応答性でな
い腫瘍に対して図１に提示する。
【００７４】
　これらの切片において、ＭＳＲ１およびＦ４／８０が、マクロファージの信頼できるマ
ーカーとして機能していたと仮定すると、２本のマーカーが同様の結果をもたらすであろ
うことが期待された。実験的な対照として、相関分析によってこれを確認し、Ｒ２＝０．
９４４の正相関がもたらされた（図３）。
【００７５】
　（実施例３）
　チボザニブに対するヒト腫瘍応答
　利用可能な場合には、以前の腎摘除または生検からアーカイブされた腫瘍組織を、治験
第２相（ＡＶ－９５１－０７－２０１研究）に登録されたヒト患者から収集した。この研
究に登録された患者は、（ａ）再発性または転移性の腎細胞癌腫あるいは原発性腎細胞癌
腫（ＲＣＣ：ｒｅｎａｌ　ｃｅｌｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）（すべての組織学）を組織学
的または細胞学的に確認したこと；（ｂ）ＲＣＣのための事前の全身的処置を１回までし
か受けなかったこと；および（ｃ）事前のＶＥＧＦ標的化療法を受けなかったこと、が必
要とされた。インフォームドコンセントが得られた後に、地域的な手順に従って、１つの
ヘマトキシリンおよびエオシンスライドならびに４つまでの無染色スライドを収集した。
【００７６】
　この研究は、１．５ｍｇのチボザニブの安全性、無進行生存、抗腫瘍作用、薬物動態学
／薬力学、および薬理ゲノミック／メタボロミクスを評価するように設計された、第２相
、無作為化、プラセボ対照、多施設、投薬中止研究であった。本研究に登録された２７２
人のすべての患者は、最初の１６週間に、非盲検のチボザニブを受けた。患者は、１．５
ｍｇ／日のチボザニブを続けて３週間受けた後に、１週間にわたって治験薬がなかった（
１周期＝３週間あり、１週間なし）。患者は、もし１．５ｍｇの用量に耐えられなければ
、１．０ｍｇへの用量の低減を許された。患者は、各２処置サイクル後に疾患評価を受け
た。応答を、固形腫瘍における応答評価基準（Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
　Ｃｒｉｔｅｒｉａ　ｉｎ　Ｓｏｌｉｄ　Ｔｕｍｏｒｓ；ＲＥＣＩＳＴ）の判定基準（第
１．０版）によって決定した。１６週間後に、腫瘍退縮が２５％以上の患者は、非盲検の
チボザニブを用いた処置を継続し、一方でベースラインからの変化（成長または退縮）が
２５％未満の患者は、次の１２週間にわたって二重盲検の仕方でチボザニブまたはプラセ
ボに無作為化された。腫瘍サイズの増加が２５％以上の患者は、研究から排除された。分
析に用いられた腫瘍組織は、ベースラインで利用できる腫瘍組織を持ち、治療の開始後に
、少なくとも一回の腫瘍評価を受けた患者に由来した。そのうえ、プラセボ治療群に無作
為化された患者は、このサンプル分析に含まれなかった。
【００７７】
　（実施例４）
　ヒトＲＣＣ腫瘍におけるマクロファージ含有量
　実施例３（上記）に記載された臨床研究からの２１個のヒトＲＣＣ腫瘍におけるマクロ
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ファージ含有量を、ホルマリン固定されてパラフィン包埋された腫瘍組織サンプルからの
５マイクロメートル切片で測定した。ヒトマクロファージを検出するための一次抗体は、
マウス抗ヒトＣＤ６８抗体（Ｄａｋｏ，カタログ番号ｍ０８１４）であった。一次抗体を
、販売者の使用説明書に従って市販のマウス－オン－ヒトＨＲＰポリマー検出キット（Ｂ
ｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ，カタログ番号ＭＨＲＰ５２０）を用いることによって可
視化した。
【００７８】
　ＣＤ６８アッセイにおける陽性によって同定されたマクロファージを、高出力の顕微鏡
視野（２００×）をタッチ感応式パッドイメージアナライザー上に投影することによって
カウントした。それぞれの腫瘍に対して１つの切片を、無作為に選ばれた５つの顕微鏡視
野を用いて分析した。パーセンテージとしてのマクロファージスコアを、ＣＤ６８陽性細
胞数を細胞総数で除し、１００を乗じたものとして計算した。ヒト腫瘍のマクロファージ
含有量とチボザニブを用いた処置に対する腫瘍の抵抗性との間の有意な相関関係が見出さ
れた。より具体的には、腫瘍中でＣＤ６８を発現するマクロファージ数が高いほど、チボ
ザニブに対する腫瘍の抵抗性が大きい。この結果を、チボザニブに対する腫瘍応答に対す
るマクロファージスコア（％）の散布図に要約する（図４）。この結果は、腫瘍のマクロ
ファージ含有量の測定によって、チボザニブ処置に対するヒト腫瘍の抵抗性を予測できる
ことを実証した。
【００７９】
　参照による組み込み
　本明細書に引用される特許文献および科学論文のそれぞれの全開示が、すべての目的で
参照により組み込まれる。
【００８０】
　均等物
　本発明は、その本質的な特徴から逸脱して、他の具体的な形態において実現することが
できる。それ故に、前述の実施形態は、本明細書に記載される発明に関して、限定的では
なくむしろ例示的であると見做されるべきである。本発明の範囲は、前述の記載によるの
ではなく、添付の特許請求の範囲によって示される。特許請求の範囲の意味および均等の
範囲に入るあらゆる変更は、その範囲に包含される。
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