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(57)【要約】
本発明はこれら及びその他の目的を達成するものであり、広くは、過剰増殖症又は腫瘍性
疾患に関連付けられる特定の腫瘍形成性細胞又は細胞亜集団を同定若しくは特徴づけるた
めに及び所望によりそれらを単離、分画、分離又は濃縮するために使用可能な方法、化合
物、組成物、及び製品を目的とする。好ましい実施形態では、対象となる細胞又は細胞亜
集団は、腫瘍開始細胞及び／又は腫瘍永続細胞及び／又は腫瘍前駆細胞を含む。より具体
的には、本明細書の教示により、本発明者らは、広範な種類の腫瘍由来の癌幹細胞を正確
に同定、ソーティング、濃縮及び／又は特徴づけるために独立に又は集合的に使用するこ
とができる一連のマーカーを発見した。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
少なくとも１種類のＴＩＣＡＭの発現のための濃縮された腫瘍形成性細胞集団。
【請求項２】
前記少なくとも１種類のＴＩＣＡＭが、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４、ＣＤ２
６、ＣＤ２９、ＣＤ４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５１
、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｅ、Ｃ
Ｄ７１、ＣＤ７３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１０４、
ＣＤ１０５、ＣＤ１０８、ＣＤＵ　１、ＣＤ１３０、ＣＤ１３６、ＣＤ１５１、ＣＤ１５
５、ＣＤ１５７、ＣＤ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、ＣＤ２２１、Ｃ
Ｄ２３０、ＣＤ２６２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８、ＣＤ３１７
、ＣＤ３１８、ＣＤ３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ－Ｂ２、Ｅｐ
ｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲＩ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２０Ｒａ、イン
テグリン　ａ９ｂｌ、インテグリン　ｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン　４Ｂ、
ＴＲＯＰ－２及びＶｂ９から成る群から選択される、請求項１に記載の濃縮された腫瘍形
成性細胞集団。
【請求項３】
前記少なくとも１種類のＴＩＣＡＭが、ＣＤ４６、ＣＤ３２４、ＣＤ６６ｃ及びこれらの
組み合わせから成る群から選択される、　請求項１に記載の濃縮された腫瘍形成性細胞集
団。
【請求項４】
前記細胞が、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋を含むマーカー表現型を有する、請求項１に記
載の濃縮された腫瘍形成性細胞集団。
【請求項５】
請求項１に記載の濃縮された腫瘍形成性細胞集団と、医薬的に許容され得る担体と、を含
む組成物。
【請求項６】
少なくとも１種類のＴＩＣＡＭを含む単離された腫瘍形成性細胞。
【請求項７】
前記少なくとも１種類のＴＩＣＡＭが、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４、ＣＤ２
６、ＣＤ２９、ＣＤ４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５１
、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｅ、Ｃ
Ｄ７１、ＣＤ７３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ　１０４
、ＣＤ　１０５、ＣＤ　１０８、ＣＤ１１１、ＣＤ　１３０、ＣＤ　１３６、ＣＤ１５１
、ＣＤ　１５５、ＣＤ１５７、ＣＤ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、Ｃ
Ｄ２２１、ＣＤ２３０、ＣＤ２６２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８
、ＣＤ３１７、ＣＤ３１８、ＣＤ３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ
－Ｂ２、Ｅｐｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲＩ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２
０Ｒａ、インテグリンａ９ｂｌ、インテグリンｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン
４Ｂ、ＴＲＯＰ－２及びＶｂ９から成る群から選択される、請求項６に記載の細胞。
【請求項８】
前記少なくとも１種類のＴＩＣＡＭが、ＣＤ４６、ＣＤ３２４、ＣＤ６６ｃ及びこれらの
組み合わせから成る群から選択される、　請求項７に記載の細胞。
【請求項９】
前記細胞が、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋を含むマーカー表現型を有する、請求項６に記
載の細胞。
【請求項１０】
請求項６に記載の細胞と、医薬的に許容され得る担体と、を含む組成物。
【請求項１１】
腫瘍形成性細胞の検出方法であって、
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 腫瘍細胞集団を、少なくとも１種類のＴＩＣＡＭと好んで結びつく結合剤と接触させる
工程と、
前記腫瘍形成性細胞と結びついた前記結合剤を検出する工程と、を含む、方法。
【請求項１２】
前記結合剤が核酸を含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
前記結合剤がタンパク質を含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
前記タンパク質がリガンドを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記タンパク質が抗体を含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
ＴＩＣＡＭと好んで結びつく前記抗体が、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４、ＣＤ
２６、ＣＤ２９、ＣＤ４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５
１、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｅ、
ＣＤ７１、ＣＤ７３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１０４
、ＣＤ１０５、ＣＤ１０８、ＣＤ１１１、ＣＤ１３０、ＣＤ１３６、ＣＤ１５１、ＣＤ１
５５、ＣＤ１５７、ＣＤ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、ＣＤ２２１、
ＣＤ２３０、ＣＤ２６２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８、ＣＤ３１
７、ＣＤ３１８、ＣＤ３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ－Ｂ２、Ｅ
ｐｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲＩ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン　５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２０Ｒａ、
インテグリンａ９ｂｌ、インテグリンｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン４Ｂ、Ｔ
ＲＯＰ－２　及びＶｂ９から成る群から選択される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
前記抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
前記モノクローナル抗体がレポーター分子を含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
前記検出工程が、蛍光活性化細胞ソーティング、磁気による細胞ソーティング、基質によ
る細胞ソーティング、レーザー介在式セクショニング、蛍光光度法、フローサイトメトリ
ー又は顕微鏡検査法を含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
前記腫瘍細胞集団が固形腫瘍由来である、請求項１１に記載の方法。
【請求項２１】
前記固形腫瘍が、副腎癌、膀胱癌、子宮頸癌、子宮内膜癌、腎臓癌、肝臓癌、肺癌、卵巣
癌、結腸直腸癌、膵臓癌、前立腺癌及び乳癌から成る群から選択される腫瘍性疾患を有す
る被験体から得られるものである、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
前記検出される細胞が転移性細胞である、請求項１１に記載の方法。
【請求項２３】
前記接触工程が生体内で行われる、請求項１１に記載の方法。
【請求項２４】
前記接触工程が、免疫不全マウスで行われる、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
腫瘍形成性細胞集団の濃縮方法であって、
腫瘍細胞集団を、少なくとも１種類のＴＩＣＡＭと好んで結びつく結合剤と接触させる工
程と、
濃縮された腫瘍形成性細胞集団を提供するために、前記ＴＩＣＡＭと結びついた前記細胞
をソーティングする工程と、
【請求項２６】
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前記結合剤が核酸を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
前記結合剤がタンパク質を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
前記タンパク質がリガンドを含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
前記タンパク質が抗体を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
ＴＩＣＡＭと好んで結びつく前記抗体が、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４、ＣＤ
２６、ＣＤ２９、ＣＤ４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５
１、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｅ、
ＣＤ７１、ＣＤ７３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１０４
、ＣＤ１０５、ＣＤ１０８、ＣＤ１１１、ＣＤ１３０、ＣＤ１３６、ＣＤ１５１、ＣＤ１
５５、ＣＤ１５７、ＣＤ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、ＣＤ２２１、
ＣＤ２３０、ＣＤ２６２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８、ＣＤ３１
７、ＣＤ３１８、ＣＤ３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ－Ｂ２、Ｅ
ｐｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲＩ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン　５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２０Ｒａ、
インテグリンａ９ｂｌ、インテグリンｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン４Ｂ、Ｔ
ＲＯＰ－２　及びＶｂ９から成る群から選択される、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
前記ＴＩＣＡＭが、ＣＤ４６、ＣＤ３２４、ＣＤ６６ｃ及びこれらの組み合わせから成る
群から選択される、　請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
前記抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
前記モノクローナル抗体がレポーター分子を含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
前記ソーティング工程が、蛍光活性化細胞ソーティング、磁気による細胞ソーティング、
基質による細胞ソーティング、レーザー介在式セクショニング、蛍光光度法、フローサイ
トメトリー又は顕微鏡検査法を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
前記腫瘍細胞集団が固形腫瘍由来である、請求項２５に記載の方法。
【請求項３６】
前記固形腫瘍が、副腎癌、膀胱癌、子宮頸癌、子宮内膜癌、腎臓癌、肝臓癌、肺癌、卵巣
癌、結腸直腸癌、膵臓癌、前立腺癌及び乳癌から成る群から選択される腫瘍性疾患患者か
ら得られるものである、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
前記濃縮された腫瘍形成性細胞集団が、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋を含むマーカー表現
型を有する、請求項２５に記載の方法。
【請求項３８】
請求項３７に記載の濃縮された腫瘍形成性細胞集団と、医薬的に許容される担体と、を含
む組成物。
【請求項３９】
腫瘍形成性細胞のソーティング方法であって、
腫瘍細胞集団を、少なくとも１種類のＴＩＣＡＭと好んで結びつく結合剤と接触させる工
程と、
前記少なくとも１種類のＴＩＣＡＭと結びついた細胞をソーティングする工程と、を含む
、方法。
【請求項４０】
前記結合剤が核酸を含む、請求項３９に記載の方法。
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【請求項４１】
前記結合剤がタンパク質を含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４２】
前記タンパク質がリガンドを含む、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
前記タンパク質が抗体を含む、請求項４１に記載の方法。
【請求項４４】
ＴＩＣＡＭと好んで結びつく前記抗体が、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４、ＣＤ
２６、ＣＤ２９、ＣＤ４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５
１、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｅ、
ＣＤ７１、ＣＤ７３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１０４
、ＣＤ１０５、ＣＤ１０８、ＣＤ１１１、ＣＤ１３０、ＣＤ１３６、ＣＤ１５１、ＣＤ１
５５、ＣＤ１５７、ＣＤ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、ＣＤ２２１、
ＣＤ２３０、ＣＤ２６２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８、ＣＤ３１
７、ＣＤ３１８、ＣＤ３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ－Ｂ２、Ｅ
ｐｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲＩ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン　５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２０Ｒａ、
インテグリンａ９ｂｌ、インテグリンｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン４Ｂ、Ｔ
ＲＯＰ－２　及びＶｂ９から成る群から選択される、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
前記抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項４３に記載の方法。
【請求項４６】
前記モノクローナル抗体がレポーター分子を含む、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
前記ソーティング工程が、蛍光活性化細胞ソーティング、磁気による細胞ソーティング、
基質による細胞ソーティング、レーザー介在式セクショニング、蛍光光度法、フローサイ
トメトリー又は顕微鏡検査法を含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４８】
腫瘍検体から得られた細胞が腫瘍形成性細胞かどうかを決定する方法であって、前記腫瘍
細胞を少なくとも１種類のＴＩＣＡＭと接触させる工程を含む、方法。
【請求項４９】
前記ＴＩＣＡＭが、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４、ＣＤ２６、ＣＤ２９、ＣＤ
４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５１、ＣＤ５４、ＣＤ５
５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｅ、ＣＤ７１、ＣＤ７３、
ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１０４、ＣＤ１０５、ＣＤ１
０８、ＣＤ１１１、ＣＤ１３０、ＣＤ１３６、ＣＤ１５１、ＣＤ１５５、ＣＤ１５７、Ｃ
Ｄ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、ＣＤ２２１、ＣＤ２３０、ＣＤ２６
２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８、ＣＤ３１７、ＣＤ３１８、ＣＤ
３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ－Ｂ２、Ｅｐｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲ
Ｉ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン　５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２０Ｒａ、インテグリンａ９ｂｌ
、インテグリンｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン４Ｂ、ＴＲＯＰ－２　及びＶｂ
９から成る群から選択される、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
前記接触させる工程が、２種類以上のＴＩＣＡＭを含む、請求項４８に記載の方法。
【請求項５１】
前記腫瘍細胞が、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋を含むマーカー表現型を含む、請求項４８
に記載の方法。
【請求項５２】
疾患の治療又は診断を必要とする患者被験体の治療又は診断方法であって、
前記被験体から腫瘍検体を得る工程と、
前記腫瘍検体を、ＴＩＣＡＭと好んで結びつく少なくとも１種類の結合剤と接触させる工
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程と、を含む、方法。
【請求項５３】
前記結合剤が核酸を含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
前記結合剤がタンパク質を含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５５】
前記タンパク質がリガンドを含む、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
前記タンパク質が抗体を含む、請求項５４に記載の方法。
【請求項５７】
ＴＩＣＡＭと好んで結びつく前記抗体が、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４、ＣＤ
２６、ＣＤ２９、ＣＤ４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５
１、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｅ、
ＣＤ７１、ＣＤ７３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１０４
、ＣＤ１０５、ＣＤ１０８、ＣＤ１１１、ＣＤ１３０、ＣＤ１３６、ＣＤ１５１、ＣＤ１
５５、ＣＤ１５７、ＣＤ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、ＣＤ２２１、
ＣＤ２３０、ＣＤ２６２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８、ＣＤ３１
７、ＣＤ３１８、ＣＤ３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ－Ｂ２、Ｅ
ｐｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲＩ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン　５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２０Ｒａ、
インテグリンａ９ｂｌ、インテグリンｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン４Ｂ、Ｔ
ＲＯＰ－２　及びＶｂ９から成る群から選択される、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
前記ＴＩＣＡＭが、ＣＤ４６、ＣＤ３２４、ＣＤ６６ｃ及びこれらの組み合わせから成る
群から選択される、　請求項５２に記載の方法。
【請求項５９】
前記抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項５６に記載の方法。
【請求項６０】
前記モノクローナル抗体がレポーター分子を含む、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
前記疾患が固形腫瘍を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項６２】
前記疾患が、副腎癌、膀胱癌、子宮頸癌、子宮内膜癌、腎臓癌、肝臓癌、肺癌、卵巣癌、
結腸直腸癌、膵臓癌、前立腺癌及び乳癌から成る群から選択される腫瘍性疾患を含む、請
求項３５に記載の方法。
【請求項６３】
腫瘍検体から得られた細胞の腫瘍形成性を決定する方法であって、前記腫瘍細胞を少なく
とも１種類のＴＩＣＡＭ結合剤と接触させる工程を含む、方法。
【請求項６４】
前記結合剤が核酸を含む、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
前記結合剤がタンパク質を含む、請求項６３に記載の方法。
【請求項６６】
前記タンパク質がリガンドを含む、請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
前記タンパク質が抗体を含む、請求項６５に記載の方法。
【請求項６８】
ＴＩＣＡＭと好んで結びつく前記抗体が、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４、ＣＤ
２６、ＣＤ２９、ＣＤ４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５
１、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｅ、
ＣＤ７１、ＣＤ７３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１０４
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、ＣＤ１０５、ＣＤ１０８、ＣＤ１１１、ＣＤ１３０、ＣＤ１３６、ＣＤ１５１、ＣＤ１
５５、ＣＤ１５７、ＣＤ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、ＣＤ２２１、
ＣＤ２３０、ＣＤ２６２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８、ＣＤ３１
７、ＣＤ３１８、ＣＤ３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ－Ｂ２、Ｅ
ｐｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲＩ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン　５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２０Ｒａ、
インテグリンａ９ｂｌ、インテグリンｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン４Ｂ、Ｔ
ＲＯＰ－２　及びＶｂ９から成る群から選択される、請求項６７に記載の方法。
【請求項６９】
前記ＴＩＣＡＭが、ＣＤ４６、ＣＤ３２４、ＣＤ６６ｃ及びこれらの組み合わせから成る
群から選択される、　請求項６３に記載の方法。
【請求項７０】
前記抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項６７に記載の方法。
【請求項７１】
前記モノクローナル抗体がレポーター分子を含む、請求項７０に記載の方法。
【請求項７２】
前記腫瘍細胞が固形腫瘍細胞である、請求項６３に記載の方法。
【請求項７３】
前記固形腫瘍が、副腎癌、膀胱癌、子宮頸癌、子宮内膜癌、腎臓癌、肝臓癌、肺癌、卵巣
癌、結腸直腸癌、膵臓癌、前立腺癌及び乳癌から成る群から選択される腫瘍性疾患患者か
ら得られるものである、請求項７２に記載の方法。
【請求項７４】
前記細胞が、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋を含むマーカー表現型を有する、請求項７２に
記載の方法。
【請求項７５】
癌を患う被験体が再発の危険にさらされているかどうかを決定する方法であって、
前記患者から腫瘍検体を得る工程と、
前記腫瘍検体を、ＴＩＣＡＭと好んで結びつく少なくとも１種類の結合剤と接触させる工
程と、を含む、方法。
【請求項７６】
前記結合剤が核酸を含む、請求項７５に記載の方法。
【請求項７７】
前記結合剤がタンパク質を含む、請求項７５に記載の方法。
【請求項７８】
前記タンパク質がリガンドを含む、請求項７７に記載の方法。
【請求項７９】
前記タンパク質が抗体を含む、請求項７７に記載の方法。
【請求項８０】
ＴＩＣＡＭと好んで結びつく前記抗体が、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４、ＣＤ
２６、ＣＤ２９、ＣＤ４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５
１、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｅ、
ＣＤ７１、ＣＤ７３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１０４
、ＣＤ１０５、ＣＤ１０８、ＣＤ１１１、ＣＤ１３０、ＣＤ１３６、ＣＤ１５１、ＣＤ１
５５、ＣＤ１５７、ＣＤ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、ＣＤ２２１、
ＣＤ２３０、ＣＤ２６２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８、ＣＤ３１
７、ＣＤ３１８、ＣＤ３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ－Ｂ２、Ｅ
ｐｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲＩ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン　５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２０Ｒａ、
インテグリンａ９ｂｌ、インテグリンｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン４Ｂ、Ｔ
ＲＯＰ－２　及びＶｂ９から成る群から選択される、請求項７９に記載の方法。
【請求項８１】
前記ＴＩＣＡＭが、ＣＤ４６、ＣＤ３２４、ＣＤ６６ｃ及びこれらの組み合わせから成る
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群から選択される、　請求項８０に記載の方法。
【請求項８２】
前記抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項７９に記載の方法。
【請求項８３】
前記モノクローナル抗体がレポーター分子を含む、請求項８２に記載の方法。
【請求項８４】
前記接触工程が生体内で行われる、請求項７５に記載の方法。
【請求項８５】
前記接触工程が免疫不全マウスで行われる、請求項８４に記載の方法。
【請求項８６】
前記接触工程が生体外で行われる、請求項７５に記載の方法。
【請求項８７】
前記腫瘍検体が固形腫瘍検体である、請求項７５に記載の方法。
【請求項８８】
前記腫瘍検体が、副腎癌、膀胱癌、子宮頸癌、子宮内膜癌、腎臓癌、肝臓癌、肺癌、卵巣
癌、結腸直腸癌、膵臓癌、前立腺癌及び乳癌から成る群から選択される腫瘍性疾患患者被
験体から得られるものである、請求項８７に記載の方法。
【請求項８９】
前記腫瘍検体が、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋を含むマーカー表現型を有する、請求項７
５に記載の方法。
【請求項９０】
前記患者がデバルキング手術を受けた患者である、請求項７５に記載の方法。
【請求項９１】
過剰増殖症の診断又は監視に有用なキットであって、過剰増殖症の診断又は監視をするた
めに、１種類以上のＴＩＣＡＭ結合剤を含む容器と、前記１種類以上のＴＩＣＡＭ結合剤
の使用方法説明資料と、を備える、キット。
【請求項９２】
前記１種類以上のＴＩＣＡＭ結合剤がモノクローナル抗体を含む、請求項９１に記載のキ
ット。
【請求項９３】
前記モノクローナル抗体がレポーター分子と結びつけられるものである、請求項９２に記
載のキット。
【請求項９４】
前記容器が、読み取り可能なプレートを備える、請求項９１に記載のキット。
【請求項９５】
遺伝子型又は表現型分析の実施方法であって、
１種類以上のＴＩＣＡＭを含む腫瘍形成性細胞又は濃縮された腫瘍細胞集団を提供する工
程と、
遺伝物質又はプロテオーム物質を提供するために前記細胞又は細胞集団を処置する工程と
、
前記遺伝物質又はプロテオーム物質を分析する工程と、を含む、方法。
【請求項９６】
前記物質が遺伝物質である、請求項９５に記載の方法。
【請求項９７】
前記遺伝物質がトランスクリプトーム物質を含む、請求項９６に記載の方法。
【請求項９８】
医薬化合物としての可能性のある化合物をスクリーニングする方法であって、
腫瘍形成性細胞又は腫瘍形成性細胞集団を候補化合物に曝露する工程と、
前記腫瘍形成性細胞又は腫瘍形成性細胞集団を少なくとも１種類のＴＩＣＡＭ結合剤と接
触させる工程と、を含む、方法。
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【請求項９９】
前記候補化合物が低分子化合物である、請求項９８に記載の方法。
【請求項１００】
前記腫瘍形成性細胞又は腫瘍形成性細胞集団のソーティング工程を更に含む、請求項９８
に記載の方法。
【請求項１０１】
前記ソーティング工程が、蛍光活性化細胞ソーティング、磁気による細胞ソーティング、
基質による細胞ソーティング、レーザー介在式セクショニング、蛍光光度法、フローサイ
トメトリー又は顕微鏡検査法を含む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０２】
癌の誘導方法であって、
１種類以上のＴＩＣＡＭが濃縮された腫瘍形成性細胞集団を提供する工程と、
前記腫瘍形成性細胞集団を被験体に導入する工程と、を含む、方法。
【請求項１０３】
癌の誘導方法であって、
１種類以上のＴＩＭＣＡＭを呈する腫瘍形成性細胞を単離する工程と、
単離された腫瘍形成性細胞を被験体に導入する工程と、を含む、方法。
【請求項１０４】
腫瘍検体の生成方法であって、
１種類以上のＴＩＣＡＭを含む腫瘍形成性細胞又は濃縮された腫瘍細胞集団を提供する工
程と、
前記腫瘍形成性細胞又は濃縮された腫瘍形成性細胞集団を被験体内に導入する工程と、
前記腫瘍形成性細胞又は細胞集団が異種腫瘍を生成するのを待つ工程と、
前記異種腫瘍を収穫する工程と、を含む、方法。
【請求項１０５】
前記待つ工程中に前記被験体に候補化合物が投与される、請求項１０４に記載の方法。
【請求項１０６】
前記異種腫瘍のソーティングが行われる、請求項１０５に記載の方法。
【請求項１０７】
１種類以上のＴＩＣＡＭが精製又は濃縮された腫瘍形成性細胞又は細胞集団が移植された
被験体を含む、医薬化合物の分析のための動物モデル。
【請求項１０８】
前記被験体が免疫不全マウスを含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１０９】
１種類以上のＴＩＣＡＭが精製又は濃縮された腫瘍形成性細胞又は細胞集団を導入する工
程を含む、医薬化合物の分析のための動物モデルの生産方法。
【請求項１１０】
前記被験体が免疫不全マウスを含む、請求項１０９に記載の方法。
【請求項１１１】
生体内における癌の進行及び／又は発症機序の分析方法であって、
１種類以上のＴＩＣＡＭを含む１つ以上の腫瘍形成性細胞を被験体に導入する工程と、
前記被験体における癌の進行及び／又は発症機序を分析する工程と、を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　相互参照出願
　本明細書は、アメリカ合衆国法典３５巻１１９条（ｅ）項に基づき、２０１０年９月３
日付けで出願された米国特許仮出願第６１／３８０，１８１号及び２０１１年７月２１日
付で出願された同第６１／５１０，４１３号の利益を主張し、前記各特許出願は参考とし
てその全体が本明細書に組み込まれる。
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【０００２】
　発明の分野
　本発明は、広くは、細胞又は細胞亜集団の、具体的には様々な腫瘍に由来する腫瘍開始
細胞の、同定、特徴づけ、及び所望により単離又は濃縮に関する。　選択された態様では
、本発明は、腫瘍開始細胞の単離方法及びその結果得られる製剤、並びに診断、治療及び
その他の臨床及び非臨床用途における薬剤研究開発のために腫瘍開始細胞及び細胞集団を
使用するための様々な方法にもまた関する。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　幹細胞及び前駆細胞の細胞分化並びに細胞増殖は、器官形成中の組織の成長を支え、あ
らゆる生物の生涯にかけてほとんどの組織の細胞の置換と修正を支えるように協調作用す
る正常な継続的過程である。　分化及び増殖の決定は、細胞の運命の決定及び組織の構造
を維持するために均衡される数々の因子及び信号によってしばしば制御される。　正常な
組織構造は、細胞が細胞分裂及び組織成熟を調節する微小環境の信号に応答する結果とし
て維持される。　したがって、細胞の増殖及び分化は、通常、傷害を受けた細胞又は死に
つつある細胞の置換のためか、若しくは成長のための必要に応じてのみ生じる。　残念な
ことに、例えば、様々な信号生成化学物質の不足又は過剰、微小環境の変化の存在、遺伝
的突然変異、若しくはそれらの何らかの組み合わせなどを含む多様な因子の結果として、
細胞の増殖及び／又は分化が乱されることがある。　正常な細胞の増殖及び／又は分化に
何らかの混乱が来たされると、癌を含む様々な病気又は疾患に至ることがある。
【０００４】
　癌の従来の治療としては、化学療法、放射線療法、外科手術、免疫療法（例えば、生物
反応修飾物質、ワクチン又は標的治療）、若しくはそれらの組み合わせが挙げられる。　
悲しいことに、そのような従来の治療に反応しないか、又はわずかにしか反応しない癌は
あまりにも多く、患者に残されるオプションはほとんどない。　更には、癌の種類によっ
ては、外科手術のような利用可能な治療のいくつかは、実行可能な代替手段となり得ない
。　現在の標準的治療法に元来存在する限界は、すでに治療を受け、その後に再発を経験
する患者の治療を試みるときに、特に明白である。そのような場合には、失敗した治療計
画及びその結果としての患者の病態の悪化は、最終的に治療不能であることが明らかにな
る、より攻撃的な疾患として現れる難治性腫瘍に寄与し得る。　長年にわたり、癌の診断
及び治療には偉大な改善がもたらされてきたが、既存の治療法では治療後の再発、腫瘍の
再発及び転移を防ぐことができないために、多くの固形腫瘍の全体的な生存率はいまだに
大きくは変化していない。　したがって、より標的化された強力な治療法の開発はなお課
題として残されている。
【０００５】
　前途有望な研究分野の一つには、多くの癌の根底にあると思しき腫瘍形成「種」細胞を
標的とした標的治療の使用が関与する。　この点に関し、組織の大半を成す分化された細
胞の種類を生成する成熟した組織居住性幹細胞集団をほとんどの固形組織が含むことは、
今では周知のことである。　これらの組織において発生する腫瘍はまた同様に、幹細胞か
ら生じる細胞の異種集団から成るが、それらは、それらの腫瘍は全体的な増殖及び機構に
おいて著しく異なる。　大多数の腫瘍細胞の増殖能力は限られているが、（癌幹細胞又は
ＣＳＣとして周知の）癌細胞の少数集団が高度な固有の自己再生能力によって腫瘍を再び
開始する能力を有することは広く認識されつつある。　より具体的には、癌幹細胞につい
て提案されている仮説によると、各腫瘍の内部には特異的な細胞のサブセット（すなわち
ＣＳＣ）が存在し（約０．１～１０％）、前記サブセットは永続的な自己再生能力及び腫
瘍細胞生成能力を有するが、それらの腫瘍細胞が腫瘍前駆細胞へと分化し、結果的に最終
分化した腫瘍細胞になることにより、漸進的にその複製能力は制限されていく。　
【０００６】
　近年では、これらのＣＳＣ（腫瘍永続細胞すなわちＴＰＣとしても知られる）は従来の
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化学療法薬又は放射線に対してより強い抵抗力を有し、したがって標準臨床療法後も持続
する可能性があり、後の再発腫瘍及び二次腫瘍の成長並びに転移の原因となる可能性があ
ることが、明らかになってきている。　更には、正常な組織居住性幹細胞の器官形成及び
／又は自己再生を調節する経路がＣＳＣにおいて無秩序化又は変更される結果として自己
再生性癌細胞の継続的な拡大及び腫瘍形成に至ることを示唆する証拠も増えている。　広
くは、Ａｌ－Ｈａｊｊ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４，　ＰＭＩＤ：１５３７８０８７及び
Ｄａｌｅｒｂａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７，　ＰＭＩＤ：　１７５４８８１４を参照。
【０００７】
　前記各文献は参考としてその全体が本明細書に組み込まれる。　したがって、従来の、
及びより最近の標的治療法の有効性は、これらの多様な治療方法にさらされても癌を持続
させることができる抵抗力のある癌細胞の存在及び／又は出現によって、明らかに限界に
来ている。特許文献１及び特許文献２の各々の全体は、参考として本明細書に組み込まれ
る。　かかる所見が正しいことは、腫瘍の成長、再発及び転移の機序に関する詳細な理解
がますます深まっているのに従来のデバルキング剤がいまだに固形腫瘍患者の生存率を実
質的に増加させることができないことにより裏付られている。したがって、腫瘍性疾患を
治療するための最近の戦略は、腫瘍の再発、転移又は患者の治療後の再発の可能性を低減
するために、腫瘍永続細胞の分化を根絶、除去、抑制又は促進することの重要性を認識し
ている。
【０００８】
　そのような戦略を展開するための努力には、免疫不全マウスにヒト原発固形腫瘍標本を
移植して排他的に継代する非従来型ゼノグラフト（ＮＴＸ）モデルが関与する最近の研究
が取り入れられてきた。　そのような技法によって、異種腫瘍を生成しそれらの成長を永
久に駆動し続けるユニークな能力を有する細胞の亜集団の存在が確認される。　すでに仮
設となっているように、ＮＴＸモデルにおける研究によって、同定されたＣＳＣ腫瘍細胞
亜集団が例えば化学療法及び放射線のようなデバルキング治療計画に対してより抵抗力が
あるように見受けられることが確認されており、これにより、臨床反応率と全体的生存率
との不釣合いが解明される可能性がある。　更に、ＣＳＣの研究におけるＮＴＸモデルの
採用は、腫瘍の再発及び転移に多大な影響を有するＣＳＣ標的療法をもたらすことによっ
て患者の生存率を向上する可能性のある新薬発見及び新薬候補の前臨床評価に根本的な変
化をもたらすきっかけともなっている。
【０００９】
　残念なことに、そのような技法及び関連する方法論は、効果的に分析できるように腫瘍
永続細胞亜集団を効率的且つ信頼できるやり方で同定、特徴づけ及び／又は分画、単離若
しくは濃縮する能力に大きく依存する。　最終的にそのような作業を実行するためには、
細胞階層の分解及び組織解明を可能にする腫瘍細胞マーカーの同定及び関連性が非常に重
要である。　したがって、腫瘍永続細胞（すなわちＣＳＣ）と結びつく信頼できるマーカ
ーの同定は、臨床研究及び基礎研究の両方の設定における多様な用途に有用且つ貴重な情
報をもたらす。　特定の腫瘍又は転移性病変からの腫瘍永続細胞の同定、及び次いで行わ
れるそれらの単離は、例えば、疾患の病理学的原因の診断及び／又は合理的な治療法の開
発において有用である。　その他の例においては、ＴＰＣの同定、特徴づけ、単離、分画
又は濃縮は、生理学的機序及び分子機序に関する生体外実験を行うために、あるいは腫瘍
の生成、進行及び／又は治療の生体内研究のための動物への移植のために、必要である。
【００１０】
　本発明は、過剰増殖症の理解、治療、予防及び／又は管理を促進するために新規組成物
、モデル及び方法を提供することによって、これらの課題のいくつかに対処する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｈｕｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ
　Ｃａｎｃｅｒ　４２：　１２９３－１２９７　（２００６）
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【非特許文献２】Ｚｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｄｒｕｇ
　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　８：　８０６-８２３　（２００９）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明はこれら及びその他の目的を達成するものであり、広くは、過剰増殖症又は腫瘍
性疾患に関連付けられる特定の腫瘍形成性細胞又は細胞亜集団を同定若しくは特徴づける
ために及び所望によりそれらを単離、分画、分離又は濃縮するために使用可能な方法、化
合物、組成物、及び製品を目的とする。　好ましい実施形態では、対象となる細胞又は細
胞亜集団は、腫瘍開始細胞及び／又は腫瘍永続細胞及び／又は腫瘍前駆細胞を含む。
【００１３】
　より具体的には、本明細書の教示により、本発明者らは、広範な種類の腫瘍由来の癌幹
細胞を正確に同定、ソーティング、濃縮及び／又は特徴づけるために独立に又は集合的に
使用することができる一連のマーカーを発見した。　開示されるこれらのマーカーと腫瘍
構造における特定の自己再生性悪性細胞との新規な結びつきは、選択された生化学的技法
を用いて、持続的自己再生能力及び腫瘍反復発生能力を有する表現型の特異的な細胞又は
腫瘍細胞亜集団の濃縮、単離、又は精製を提供する。　先行技術と異なり、且つ下記の実
施例によって実証されるように、本開示のマーカーは、様々な種類の腫瘍由来の腫瘍開始
細胞を認識又は同定することができる。　これらのマーカーによって定義される比較的均
一の細胞集団の濃縮及び単離は、その構成要素である癌幹細胞の広範な特徴づけを可能に
し、例えば、潜在的治療標的の解明及び医薬化合物のスクリーニングを可能にする。　そ
の他の実施形態では、本発明の細胞及び組成物は、研究及び新薬開発努力を促進するため
に非従来型ゼノグラフトモデルのような動物モデルとともに使用することができる。　更
には、本開示のマーカーは、過剰増殖症の診断、分類、監視及び管理のために臨床及び非
臨床設定において使用することができ、付随するキット又はその他の製品を提供するため
に使用することもまたできる。
【００１４】
　特に好ましい実施形態では、本発明は、本明細書に定めた選択されたマーカー又はマー
カーの組み合わせの新規な使用を通じて、腫瘍開始細胞（ＴＩＣ）、腫瘍永続細胞（ＴＰ
Ｃ）及び腫瘍前駆細胞（ＴＰｒｏｇ）の同定、特徴づけ、濃縮及び／又は単離を提供する
。　癌幹細胞パラダイムに関して述べると、前述のそれぞれの細胞亜集団は程度の差はあ
れ腫瘍形成性であり、したがって、腫瘍の成長、維持、転移及び再発に関与するものであ
る。　重大なことに、本発明は、かかる細胞亜集団を同定すること、及び所望によりそれ
らを多様な異なる種類の腫瘍及び癌病期から誘導することを可能にする。　すなわち、腫
瘍開始細胞関連マーカー（ＴＩＣＡＭ）、腫瘍永続細胞関連マーカー（ＴＰＣＡＭ）及び
腫瘍前駆細胞関連マーカー（ＴＰｒｏｇＡＭ）を含む特定の癌幹細胞マーカーの同定を通
じて、本発明は、その他の態様とともに、純度の高い腫瘍形成性細胞亜集団を均一に且つ
再現可能に認識、特徴づけ及びソーティング又は単離することを提供し、それによって、
診断用として見込みのある、癌幹細胞に特異的な治療標的及びタンパク質の同定を可能に
する。
【００１５】
　これに関して、本開示のマーカーを単独で又は組み合わせとして用いて定義されるこれ
らの細胞又は濃縮された細胞亜集団を医薬品の研究及び開発に効果的に利用して、腫瘍に
寄与する癌幹細胞の抑制又は枯渇のために最適化された新規治療標的を特定することがで
きる。
【００１６】
　したがって、好ましい実施形態では、本発明は、少なくとも１種類のＴＩＣＡＭの発現
のために濃縮された、単離された腫瘍形成性細胞集団を提供する。　関連した方法では、
本発明は、腫瘍形成性細胞集団の濃縮方法を含み、この方法は、
　腫瘍細胞集団を、少なくとも１種類のＴＩＣＡＭと優先的に結びつく結合剤と接触させ
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る工程と、
　濃縮された腫瘍形成性細胞集団を提供するために、前記少なくとも１種類のＴＩＣＡＭ
と結びつく前記細胞をソーティングする工程と、を含む。
【００１７】
　特に好ましい実施形態では、前記ソーティング工程は、蛍光活性化細胞ソーティング、
磁気による細胞ソーティング、基質による細胞ソーティング、レーザー介在式セクショニ
ング、蛍光光度法、フローサイトメトリー又は顕微鏡検査法を含む。　その他の好ましい
実施形態では、前記ソーティング工程は、前記腫瘍細胞集団を複数の結合剤と接触させる
工程を含む。
【００１８】
　本発明はまた、異種腫瘤由来の濃縮された腫瘍形成性細胞集団及びこれらの腫瘍由来の
腫瘍開始細胞も提供する。　本明細書で開示される腫瘍開始細胞ソーティング方法は、生
体内細胞継代並びに生体外培養技術及び精製された細胞集団によって、以下に詳細に説明
するように、広範な用途を提供するものとして評価されるであろう。
【００１９】
　本発明の別の態様は、腫瘍を有する被験体に応じてあつらえられる治療方法を含み、こ
の方法は、本発明の方法による、前記被験体自身の腫瘍に由来する腫瘍形成性細胞の容易
な入手可能性及び操作性によって可能となる。
【００２０】
　この点に関して、本発明の別の実施形態は、治療又は診断方法を必要とする被験体の治
療又は診断方法を含み、この方法は、前記被験体から腫瘍検体を得る工程と、
　前記腫瘍検体を、ＴＩＣＡＭと優先的に結びつく少なくとも１種類の結合剤と接触させ
る工程と、を含む。
【００２１】
　好ましい実施形態では、腫瘍検体は固形腫瘍検体を含む。　その他の好ましい実施形態
では、この方法は、前記腫瘍検体と関連づけられた腫瘍形成性細胞を特徴づける又は評価
する工程を更に含む。
【００２２】
　本発明のまた別の態様は、腫瘍検体から得られた細胞が腫瘍形成性細胞かどうかを決定
する方法を含み、この方法は、前記腫瘍細胞を少なくとも１種類のＴＩＣＡＭと接触させ
る工程を含む。
【００２３】
　本発明の更に別の態様は、癌患者である被験体の治療方法を提供し、この方法は、前記
被験体から得た検体中のＴＩＣＡＭ陽性細胞を評価する工程を含む。　所望により、前記
評価は前記被験体の治療後に行われてもよく、他の実施形態では、前記評価は前記被験体
が１つ以上の抗癌剤で治療された後に行われる。　更に他の実施形態では、前記評価は前
記患者／被験体が治療される前に行われることになる。
【００２４】
　本発明の別の実施形態は、被験体が再発の危険にさらされているかどうかを決定する方
法に関するものであり、この方法は、ＴＩＣＡＭと優先的に結びつく結合剤の導入を介し
てＴＩＣＡＭ陽性細胞の存在を評価する工程を含み、この腫瘍開始細胞の検出は、前記被
験体が転移性又は再発性の癌の危険にさらされていることを示す。　かかる実施形態では
、前記被験体は、当業者に既知の抗癌剤又は抗癌療法を受けることができる。
【００２５】
　これに関連して、本発明は、癌のような腫瘍開始細胞に関連づけられる疾患の診断及び
監視に有用なキットもまた提供する。　この点に関して、本発明は、好ましくは、腫瘍開
始細胞関連マーカーと優先的に結びつく１つ以上の結合剤を含む１つ若しくは複数のレセ
プタクルと、その使用方法の説明資料と、を備える、かかる疾患の診断又は治療に有用な
製品を提供する。
【００２６】
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　本発明のまた別の実施形態は、遺伝子型又は表現型分析の実施方法であって、この方法
は、
　１種類以上のＴＩＣＡＭを含む腫瘍形成性細胞又は濃縮された腫瘍細胞集団を提供する
工程と、
　遺伝物質又はプロテオーム物質を提供するために前記細胞又は細胞集団を処置する工程
と、
　前記遺伝物質又はプロテオーム物質を分析する工程と、を含む。
【００２７】
　好ましい実施形態では、前記分析は、そのトランスクリプトームの少なくとも１部分の
Ｎｅｘｔ－Ｇｅｎシークエンシングを含む。　他の実施形態では、本発明は質量分光分析
を含む。
【００２８】
　更に別の実施形態では、本発明は、医薬化合物となる可能性のある化合物のスクリーニ
ング方法を含み、この方法は、
腫瘍形成性細胞又は腫瘍形成性細胞集団を候補化合物に曝露する工程と、前記腫瘍形成性
細胞又は腫瘍形成性細胞集団を少なくとも１種類のＴＩＣＡＭと接触させる工程と、を含
む。
【００２９】
　選択された実施形態では、前記曝露工程は生体内で実施される。　他の好ましい実施形
態では、前記曝露工程は生体外で実施される。　更に他の好ましい実施形態では、前記方
法は、前記腫瘍形成性細胞又は腫瘍形成性細胞集団を特徴づける工程を更に含む。
【００３０】
　別の実施形態では、本発明は、癌の誘導方法を提供し、この方法は、
　１種類以上のＴＩＣＡＭが濃縮された腫瘍形成性細胞集団を提供する工程と、
　前記腫瘍形成性細胞集団を被験体に導入する工程と、を含む。
【００３１】
　更に別の好ましい実施形態では、本発明は、癌の誘導方法を提供し、この方法は、
　１種類以上のＴＩＭＣＡＭを呈する腫瘍形成性細胞を単離する工程と、
　単離された腫瘍形成性細胞を被験体に導入する工程と、を含む。
【００３２】
　好ましくは、前記細胞は、１種類以上のＴＩＣＡＭと優先的に結びつく１種類以上の結
合剤と前記細胞とを接触させることによって単離される。
【００３３】
　本発明は、腫瘍検体の生成方法を更に提供し、この方法は、
　１種類以上のＴＩＣＡＭを含む腫瘍形成性細胞又は濃縮された腫瘍細胞集団を提供する
工程と、
　前記腫瘍形成性細胞又は濃縮された腫瘍形成性細胞集団を被験体内に導入する工程と、
　前記腫瘍形成性細胞又は細胞集団が異種腫瘍を生成するのを待つ工程と、
　前記異種腫瘍を採取する工程と、を含む。
【００３４】
　好ましい実施形態では、前記採取された腫瘍は標準的な技法を用いて凍結及び保存され
るであろう。　更に他の好ましい実施形態では、前記採取された腫瘍由来の細胞は、被験
体に移植されるであろう。　本発明の更に他の好ましい実施形態は、そのような採取され
た腫瘍を含む腫瘍バンクを含むであろう。
【００３５】
　なお別の特に好ましい実施形態では、本発明は、１種類以上のＴＩＣＡＭが精製又は濃
縮された腫瘍形成性細胞又は細胞集団を移植した被験体を含む、医薬化合物の分析のため
の動物モデルを提供する。特に好ましい実施形態では、前記被験体は免疫不全マウスを含
むであろう。関連する好ましい実施形態は、１種類以上のＴＩＣＡＭが精製又は濃縮され
た腫瘍形成性細胞又は細胞集団を導入する工程を含む、医薬化合物の分析のための動物モ
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デルの生産方法を含む。
【００３６】
　前述の態様に加えて、本発明の選択された実施形態は、生体内における癌の進行及び／
又は発症機序の分析方法を提供し、この方法は、
　１種類以上のＴＩＣＡＭを含む１つ以上の腫瘍開始細胞を被験体に導入する工程と、
　前記被験体における癌の進行及び／又は発症機序を分析する工程と、を含む。
【００３７】
　好ましい実施形態では、前記動物は、前記１つ以上の腫瘍開始細胞の導入の後に１種類
以上の抗癌剤によって治療される。
【００３８】
　本発明と適合性のある好ましいＴＩＣＡＭは、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４
、ＣＤ２６、ＣＤ２９、ＣＤ４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、
ＣＤ５１、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６
６ｅ、ＣＤ７１、ＣＤ７３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ
１０４、ＣＤ１０５、ＣＤ１０８、ＣＤ１１１、ＣＤ１３０、ＣＤ１３６、ＣＤ１５１、
ＣＤ１５５、ＣＤ１５７、ＣＤ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、ＣＤ２
２１、ＣＤ２３０、ＣＤ２６２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８、Ｃ
Ｄ３１７、ＣＤ３１８、ＣＤ３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ－Ｂ
２、Ｅｐｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲＩ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン　５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２０
Ｒａ、インテグリンａ９ｂｌ、インテグリンｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン４
Ｂ、ＴＲＯＰ－２　及びＶｂ９を含む。　特に好ましい実施形態では、本明細書に定めた
ように濃縮又は単離された細胞及び細胞集団は、１種類以上のＴＩＣＡＭを含むマーカー
表現型を含むものである。　下記に詳細に説明し、添付の実施例によって例示するように
、前述の各マーカーを本明細書の教示にしたがって使用して、腫瘍形成性細胞集団を同定
及び特徴づけること、並びに所望により分離又は濃縮することができる。
【００３９】
　前述の全ての実施形態に関して、特に好ましいＴＩＣＡＭは、ＣＤ４６、ＣＤ３２４及
びＣＤ６６ｃから成る群から選択されるＴＩＣＡＭを含んでなることが理解されるであろ
う。　この点に関して、選択される特に好ましい腫瘍形成性細胞又は濃縮された細胞集団
はＣＤ４６ｈｉ　表現型を含むものであると理解される。　他の好ましい実施形態では、
本開示による細胞又は細胞集団はＣＤ３２４＋　表現型を含む。　更に他の特に好ましい
実施形態では、本発明の細胞又は細胞組成物はＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　表現型を含
む。　また他の好ましい実施形態では、本開示の細胞はＣＤ　４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　
ＣＤ６６ｃ－　表現型を有し、更に他の実施形態では、前記細胞はＣＤ　４６ｈｌ　ＣＤ
３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋を呈する。　勿論、前述の表現型を含む細胞集団は、その各特定
のマーカーと反応する結合剤を用いて誘導することができるものと理解される。
【００４０】
　上記の記述は概要であり、したがって、単純化された表現、一般化された表現、及び細
部の省略を含まざるを得ないものであり、当然、当業者は上記概要があくまで例示であり
、いかなる限定をも意図しないものであることを理解するであろう。　これらの方法、組
成物及び／又は装置の他の態様、特徴及び利点、並びに本明細書に記載の他の目的物は、
本明細書に記載の図を参照することによって、及びその教示において、明らかになるであ
ろう。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】図１Ａ及び１Ｂは、ヒストグラム図として表示された個々の腫瘍細胞に関するフ
ローサイトメトリーによるタンパク質発現データを図示し、図中、アイソタイプコントロ
ール抗体の背景染色は灰色に塗られたヒストグラムで示されており、ＣＤ４６発現は太い
黒線で表示されている。
【図２】図２は、ヒストグラム図として表示された個々の腫瘍細胞に関するフローサイト
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メトリーによるタンパク質発現データをグラフ化したものであり、図中、アイソタイプコ
ントロール抗体の背景染色は灰色で塗られたヒストグラムで示されており、ＣＤ３２４発
現は太い黒線で表示されている。
【図３】図３Ａ及び３Ｂは、ヒストグラム図として表示された個々の腫瘍細胞に関するフ
ローサイトメトリーによる発現データを示し、アイソタイプコントロール抗体の背景染色
は灰色に塗られたヒストグラムで示されており、ＣＤ２４又はＣＤ３４の発現は太い黒線
で表示されている。
【図４】図４Ａ及び４Ｂは、代表的な結腸直腸腫瘍から濃縮されたＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３
２４＋細胞集団の腫瘍形成性を実証する散布図及びグラフ表示である。
【図５】図５Ａ及び５Ｂは、代表的な膵臓腫瘍から濃縮されたＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４
＋細胞集団の腫瘍形成性を実証する散布図及びグラフ表示である。
【図６】図６Ａ及び６Ｂは、代表的な肺腫瘍から濃縮されたＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋

細胞集団の腫瘍形成性を実証する散布図及びグラフ表示である。
【図７】図７Ａ及び７Ｂは、代表的なトリプルネガティブ乳房腫瘍から濃縮されたＥＳＡ
＋　（ＣＤ４６ｈｌ）　ＣＤ３２４＋細胞集団の腫瘍形成性を実証する散布図及びグラフ
表示である。
【図８】図８は、ＣＤ４６とＣＤ３２４の様々な組み合わせを発現する単離された腫瘍細
胞亜集団を利用した、代表的な結腸直腸腫瘍細胞、非小細胞肺腫瘍細胞、膵臓腫瘍細胞、
及びトリプルネガティブ乳房腫瘍細胞の移植実験の概要を表で表したものである。
【図９Ａ】図９Ａ及び９Ｂは、表示されている代表的な固形腫瘍型においてＣＤ４６ｈｌ

　ＣＤ３２４＋細胞で共発現することが観察されたマーカーを表にまとめたものである。
【図９Ｂ】図９Ａ及び９Ｂは、表示されている代表的な固形腫瘍型においてＣＤ４６ｈｌ

　ＣＤ３２４＋細胞で共発現することが観察されたマーカーを表にまとめたものである。
【図１０】図１０は、散布図（上）又はヒストグラム図（下）として表示された個々の結
腸直腸腫瘍細胞に関するフローサイトメトリーによるタンパク質発現データをグラフ表示
したものであり、ヒストグラム図では、アイソタイプコントロール抗体の背景染色は灰色
に塗られたヒストグラムで示されており、表示されているタンパク質抗原の細胞表面発現
は太い黒線で表示されている。
【図１１】図１１は、等高線図（上）又はヒストグラム図（下）として表示された個々の
膵臓腫瘍細胞に関するフローサイトメトリーによるタンパク質発現データをグラフ表示し
たものであり、ヒストグラム図では、アイソタイプコントロール抗体の背景染色は灰色に
塗られたヒストグラムで示されており、表示されているタンパク質抗原の細胞表面発現は
太い黒線で表示されている。
【図１２】図１２は、散布図（上）又はヒストグラム図（下）として表示された個々の非
小細胞肺腫瘍細胞に関するフローサイトメトリーによるタンパク質発現データをグラフ表
示したものであり、ヒストグラム図では、アイソタイプコントロール抗体の背景染色は灰
色に塗られたヒストグラムで示されており、表示されているタンパク質抗原の細胞表面発
現は太い黒線で表示されている。
【図１３】図１３Ａ～Ｃは、親腫瘍から得られた結腸直腸腫瘍由来のＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ
３２４＋　ＣＤ６６ｃ－　濃縮細胞集団が異種腫瘍を再構成する能力を描いたグラフ表示
である。
【図１４】図１４Ａ及び１４Ｂは、一次移植における特異的な結腸直腸腫瘍細胞集団によ
るＣＤ６６ｃ－細胞の再構成を示すヒストグラム図、及び二次移植における記述した腫瘍
細胞亜集団による腫瘍形成のグラフ表示である。
【図１５】図１５Ａ～Ｃは、連続移植を通じてＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ
－濃縮細胞集団が示した頑強な腫瘍形成性を示す散布図及び要約表である。；
【図１６】１６Ａ～Ｄは、ＣＤ４６、ＣＤ３２４及びＣＤ６６ｃを様々なレベルで発現す
る特異的な腫瘍細胞亜集団が、コロニーを形成し、分化し、可溶性のＣＤ６６ｃを生体外
で生成する能力をグラフ表示したものである。　　；
【図１７】図１７Ａ～Ｄは、治療された腫瘍におけるＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ
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６６－細胞の相対頻度の増加を示すことによって、化学療法剤が結腸直腸腫瘍細胞亜集団
に与える影響を示すデータを提供する。
【図１８】図１８Ａ及び１８Ｂは、治療された腫瘍におけるＣＤ４６ｈｌ細胞の相対頻度
の増加を示すことによって、化学療法剤が結腸直腸腫瘍細胞亜集団に与える影響を示すデ
ータを提供する。
【図１９Ａ】図１９Ａ及び１９Ｂは、本開示によって描出された細胞階層を反映した概略
図である。
【図１９Ｂ】図１９Ａ及び１９Ｂは、本開示によって描出された細胞階層を反映した概略
図である。
【図２０】図２０Ａ～２０Ｄは、結腸直腸ゼノグラフト腫瘍内において、ＮＴＧ細胞、Ｔ
Ｐｒｏｇ細胞及びＴＰＣとそれぞれ結びつけられるＮＯＴＵＭ（図２０Ａ）、ＡＰＣＤＤ
１（図２０Ｂ）、代表的な　膵臓タンパク質（図２０Ｃ）及びＭＵＣ２０（図２０Ｄ）の
代表的な遺伝子発現をグラフに示したものである。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　発明の詳細な説明
　Ｉ．　序文
　以下の詳細な説明では、本発明の完全な理解をもたらすために数々の具体的な詳細を記
載する。　しかし、当業者は、本発明の態様はこれらの具体的な詳細がなくとも実行可能
であることを理解するであろう。場合によっては、本発明を不明瞭にしないために、周知
の方法、手順及び構成要素についての説明は省いた。
【００４３】
　これまで、治療戦略を定め有効な治療標的を提供するために治療的に重要な腫瘍形成及
び成長の態様を特徴づけることは極めて困難であることが示されてきた。　様々な癌の治
療に成果のある治療計画をこれまで作成できなかったのは、少なくとも部分的に、腫瘍の
成長及び再発を促す根本的な力の理解の欠如と、研究技法及びツールの制限によるもので
ある可能性がある。　しかし、過去数年にわたる癌幹細胞パラダイムの開発及び検証、並
びにより有効性の高い研究方法によってもたらされた腫瘍生理学の複雑さの理解の向上は
、患者の生存率によって示される実質的な臨床上の進歩として自明となるべきである。　
残念ながら、いくつかの特筆すべき例外を除き、期待されたそのような改善は、とりわけ
特定の固形腫瘍に関しては、まだ認識されていない。　
【００４４】
　部分的には、この臨床上の成功の相対的な欠如は、一般に腫瘍形成性であるとみなされ
ている、誤った理解又は不適正な定義がされている細胞集団に対して、一般には正確で啓
蒙的な研究技法が誤ったやり方で応用されていることによる可能性がある。　例えば、識
別的遺伝子発現は、癌に関連づけられる遺伝子活性の識別及び、治療的又は診断的な価値
がある可能性のある発現タンパク質の同定に、広く用いられているが、患者の生存率の改
善におけるこの技法の価値は限られている。　これは、非特異的又は不適切な癌幹細胞マ
ーカーを用いてソーティングされた腫瘍細胞又は亜集団の複雑な混合物から入手された遺
伝子情報を用いてそのような分析が実施されることがしばしばあったためである。
【００４５】
　これらの手順は、広く均一に発現された腫瘍関連遺伝子生成物に関してはある程度の洞
察をもたらす可能性があるが、腫瘍の再発及び転移の予防のための標的療法の開発のため
に利用し得る特定の、関連性のある癌幹細胞の同定に関しては、ほとんど役に立たない。
すなわち、出発材料の質が不十分であるために、そのような識別的発現の研究は、表現型
が多様な分化された細胞をもとに、（病理学的観点からは）無関係である又は比較的重要
性の低い遺伝子及び／又はタンパク質の関係を示すことがしばしばあり、結局、追加的な
研究の癌幹細胞マーカーとしてはそれらが一般に有効でないことが示される。　対照的に
、腫瘍開始細胞関連マーカー（ＴＩＣＡＭ）、腫瘍永続細胞関連マーカー（ＴＰＣＡＭ）
及び腫瘍前駆細胞関連マーカー（ＴＰｒｏｇＡＭ）を含む特定の癌幹細胞マーカーの同定
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を通じて、本発明は、他の態様とともに、高度に純粋な腫瘍形成性細胞亜集団を均一に且
つ再現可能に認識し、特徴づけ、ソーティング又は単離することを提供し、それによって
、診断用として見込みのある癌幹細胞に特異的な治療標的及びタンパク質の同定を可能に
する。
【００４６】
　より広くは、本明細書の教示により、本発明の発明者らは、広範な種類の腫瘍由来の癌
幹細胞を正確に同定、ソーティング、濃縮及び／又は特徴づけるために独立に又は集合的
に使用することができる一連のマーカーを発見した。　開示されるこれらのマーカーと腫
瘍構造における特定の自己再生性悪性細胞との新規な関連付けは、選択された生化学的技
法を用いて、持続的自己再生能力及び腫瘍反復発生能力を有する表現型が明確に異なる細
胞すなわち腫瘍細胞亜集団の濃縮、単離、又は精製をもたらす。　先行技術と異なり、且
つ下記の実施例によって実証されるように、開示される前記マーカーは、様々な種類の腫
瘍由来の腫瘍開始細胞を認識又は同定することができる。　これにより、これらのマーカ
ーによって定義される比較的均一の細胞集団の濃縮及び単離は、潜在的治療標的の解明及
び医薬化合物のスクリーニングを含めた、その構成要素である癌幹細胞の広範な特徴づけ
を可能にする。　その他の実施形態では、本発明の細胞及び組成物は、研究及び新薬開発
努力を促進するために非従来型ゼノグラフトモデルのような動物モデルと併用することが
できる。　更には、開示される前記マーカーは、過剰増殖症の診断、分類、監視及び管理
のために臨床及び非臨床設定において使用すること、並びに付随するキット又はその他の
製品を提供するために使用することもまたできる。
【００４７】
　本発明の特定の特徴を例示及び説明してきたが、当業者は多くの修正、置換、変更及び
同等物を想起するであろう。したがって、添付の請求項は本発明の真の意図の範囲内のそ
のような全ての修正及び変更を網羅することを意図するものと理解されたい。
【００４８】
　ＩＩ．略語抜粋
　ＣＳＣ（ｃａｎｃｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ）：癌幹細胞、ＥＴＰ（ｅａｒｌｙ　ｔ
ｕｍｏｒ　ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ　ｃｅｌｌｓ）：初期腫瘍前駆細胞、ＦＡＣＳ（ｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓｏｒｔｉｎｇ）：蛍光活性化細
胞ソーティング、ＬＴＰ（ｌａｔｅ　ｔｕｍｏｒ　ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ　ｃｅｌｌｓ）
：後期腫瘍前駆細胞、ＭＡＣＳ（ｍａｇｎｅｔｉｃ－ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓｏ
ｒｔｉｎｇ）：磁気による細胞ソーティング、ＴＩＣ（ｔｕｍｏｒ　ｉｎｉｔｉａｔｉｎ
ｇ　ｃｅｌｌｓ）：腫瘍開始細胞、ＴＩＣＡＭ（ｔｕｍｏｒ　ｉｎｉｔｉａｔｉｎｇ　ｃ
ｅｌｌ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｍａｒｋｅｒ）：腫瘍開始細胞関連マーカー、ＴＰＣ（
ｔｕｍｏｒ　ｐｅｒｐｅｔｕａｔｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ）：腫瘍永続細胞、ＴＰＣＡＭ（ｔ
ｕｍｏｒ　ｐｅｒｐｅｔｕａｔｉｎｇ　ｃｅｌｌ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｍａｒｋｅｒ
）：腫瘍永続細胞関連マーカー、ＴＰｒｏｇ（ｔｕｍｏｒ　ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ　ｃｅ
ｌｌｓ）：腫瘍前駆細胞、ＴＰｒｏｇＡＭ（ｈｉｇｈｌｙ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
　ｔｕｍｏｒ　ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ　ｃｅｌｌ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｍａｒｋｅｒ
）：高増殖性腫瘍前駆細胞関連マーカー、ＮＴＸ（ｎｏｎ－ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ　ｘ
ｅｎｏｇｒａｆｔ）：非従来型ゼノグラフト。
【００４９】
　ＩＩＩ．　定義
　便利のために、本明細書全体（明細書、実施例及び添付の請求項）に使用されている特
定の用語をここにまとめる。　特に別の定めがない限り、本明細書に使用される全ての技
術用語及び科学用語は、本発明が属する技術分野の当業者に一般に理解されているものと
同じ意味を有する。
【００５０】
　本明細書に使用される用語「腫瘍開始細胞」（ＴＩＣ）は、免疫不全マウスに移植され
たときに少なくとも有意な増殖能力及び腫瘍形成開始能力を有することが可能な腫瘍形成
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性細胞又はそれらの集団を意味するものとする。　これに関し、腫瘍開始細胞集団は、腫
瘍永続細胞及び高増殖性腫瘍前駆細胞の両方を含む。
【００５１】
　本開示の目的上、「腫瘍永続細胞」（ＴＰＣ）又は「癌幹細胞」（ＣＳＣ）は、互換性
をもって使用できる用語として用いることができ、自己再生、異常増殖、及び分化を経て
腫瘍を形成することができる細胞として定義される。　腫瘍永続細胞は腫瘍形成性である
ことをその機能的特徴とし、自己再生によって追加的な腫瘍形成性細胞を作り出すことが
でき、且つ、非腫瘍形成腫瘍細胞を作り出すことによって異種腫瘤の過程を完全に繰り返
すことができる。
【００５２】
　本発明に関して、用語「腫瘍前駆細胞」（ＴＰｒｏｇ）は、ＴＰＣの子孫であり且つ、
生体外で培養されたとき又は適合性のある動物宿主を介して継代されたときに少なくとも
何らかの腫瘍反復能力及び限られた自己再生能力を有する、腫瘍形成性細胞又はそれらの
集団を指す。　本明細書では、特定のＴＰｒｏｇ細胞又は集団は高増殖性と呼ばれる。　
下記に詳述するように、ＴＰｒｏｇ細胞集団は、表現型（例えば、細胞表面マーカー）及
び異なる腫瘍細胞構造反復能力によって区別され得る「初期腫瘍前駆細胞」（ＥＴＰ）と
「後期腫瘍前駆細胞」（ＬＴＰ）との両方を含む。
【００５３】
　本明細書においては、「腫瘍開始細胞関連マーカー」（ＴＩＣＡＭ）は、腫瘍開始細胞
又は細胞亜集団と結びつく任意のマーカーを含むものとし、それらの同定、特徴づけ及び
任意による単離又は濃縮を可能にする。
【００５４】
　本明細書においては、「腫瘍永続細胞関連マーカー」（ＴＰＣＡＭ）は、腫瘍永続細胞
又は細胞亜集団と結びつく任意のマーカーを含むものとし、それらの同定、特徴づけ及び
任意による単離又は濃縮を可能にする。　ＴＩＣＡＭ及びＴＰＣＡＭは相互排他的ではな
く、個々のマーカーは両方を同時に含み得るものと理解されたい。
【００５５】
　本明細書の目的上、「腫瘍前駆細胞関連マーカー」（ＴＰｒｏｇＡＭ）は、腫瘍前駆細
胞又は細胞亜集団と結びつく任意のマーカーを含み、それらの同定、特徴づけ及び任意に
よる単離又は濃縮を可能にする　ＴＩＣＡＭ及びＴＰｒｏｇＡＭは相互排他的ではなく、
個々のマーカーは両方を同時に含み得るものと理解されたい。
【００５６】
　本明細書で使用されるとき、特に単離された細胞又は単離された細胞集団を指していう
とき、用語「腫瘍形成性」は、解離されて免疫不全マウスのような好適な動物モデルに移
植されたときに腫瘍の形成能力を有する腫瘍由来の細胞を指す。
【００５７】
　本明細書においては、「非腫瘍形成性細胞」（ＮＴＧ）は、腫瘍開始細胞からもたらさ
れるがそれ自身は自己再生能力がない、又は腫瘍を含む腫瘍細胞の異種系列を生成しない
、腫瘍細胞を指す。　実験的に、ＮＴＧ細胞は、過多な細胞数で移植されても免疫不全マ
ウスに再現可能に腫瘍を形成する能力がない。
【００５８】
　本明細書の目的上、選択された細胞、細胞集団又は細胞亜集団を「選択（する）」、「
ソーティング（する）」、「分画（する）」、「セクショニング（する）」又は「単離（
する）」という用語は互換性をもって使用することができ、特に文脈により別の意味に定
められない限りは、選択された細胞又は画定された細胞のサブセットが組織検体から取り
出され、その細胞又は細胞集団を定義するパラメータの範囲に含まれない他の細胞及び汚
染物質から分離されることを意味する。　単離された癌幹細胞は、一般には、他の細胞型
による汚染がなく、自己再生能力及び腫瘍反復能力を有し、分化した子孫の生成を可能に
する。　しかし、その過程又は治療の結果として細胞集団がもたらされたときは、絶対的
な純度の組成物を提供することは実用的でないと理解される。　そのような場合は、細胞
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集団は、選択された細胞亜集団の機能又は特性を実質的には干渉しない様々な汚染物質（
他の細胞型を含む）の存在下でそのときに存在するその選択された細胞に関して「濃縮」
される。
【００５９】
　本明細書で使用される、細胞又は細胞集団に関して使用される用語「濃縮（された）」
は、広く解釈されてよく、処置されていない同等の細胞集団又は検体に見出されるより高
い割合の選択された細胞型を含む、処理された又は処置された任意の細胞集団を意味する
ことができる。いくつかの好ましい実施形態では、細胞集団の濃縮は、その細胞集団の割
合をその開始細胞集団と比較して、細胞集団における１つの型の細胞を約１０％、約２０
％、約３０％、約４０％、約５０％、又は５０％を超える割合で増加することを指す。他
の好ましい実施形態では、本発明の濃縮された細胞集団は、選択された細胞型を少なくと
も３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％
、又は９９％含む。更に他の実施形態では、腫瘍永続細胞の濃縮製剤は、製剤中に含有さ
れる合計細胞集団の約１％以上又は約０．５％～約４０％を含むものとして説明され得る
。比較として、代表的な腫瘍細胞の濃縮されていない製剤は、二次コロニー形成球をもた
らす能力を有する又は生体内において異種腫瘍を持続する能力を有する腫瘍永続細胞をわ
ずか約０．２％～約２．０％以下含むであろう。いくつかの実施形態では、前記濃縮され
た製剤は、１００倍、２００倍、５００倍、１，０００倍、又は最高２，０００倍若しく
は１０，０００倍～２０，０００倍に濃縮された、少ない細胞数から開始して二次コロニ
ーをもたらす能力を有する、又は生体内において異種腫瘍を持続する能力を有する、癌幹
細胞の製剤を含む。
【００６０】
　　本発明の他の態様では、特定の細胞集団に関しての用語「実質的に純粋」は、合計細
胞集団を成す細胞に対して、少なくとも約７５％、好ましくは少なくとも約８５％、更に
好ましくは少なくとも約９０％、最も好ましくは少なくとも約９５％の純度の細胞の集団
を指す。　換言すると、１つ以上の部分的に及び／又は終端まで分化された細胞型の調製
に関しての用語「実質的に純粋」又は「本質的に精製された」は、腫瘍開始細胞ではない
細胞を約２０％未満、より好ましくは約１５％、１０％、８％、７％未満、最も好ましく
は約５％、４％、３％、２％、１％、又は１％未満含有する細胞集団を指す。
【００６１】
　　細胞又は組織に関する文脈において本明細書で使用される「マーカー」又は「細胞マ
ーカー」は、特定の細胞、細胞集団又は組織に対して識別可能に関連づけられる、又はそ
れらの中若しくは上に特異的に見出される、化学的又は生物学的実体の形態における任意
の特徴又は特性を意味し、疾病又は疾患による影響を受けた組織又は細胞集団の中、若し
くは上において識別されるものも含む。　マーカーの性質は形態学的であっても、機能的
であっても、生化学的であってもよい。　好ましい実施形態では、前記マーカーは、特定
の細胞型（例えば、ＴＰＣ）又は細胞によって特定の条件下で（例えば、前記細胞のライ
フサイクルの特定の時点の間、又は特定のニッチにある細胞）差異的に若しくは選択的に
発現する（又はしない）細胞表面抗原である。　本明細書で企図されるマーカーは、陽性
又は陰性を特定するとみなされ、その存在（陽性）又は欠如（陰性）によって細胞又は細
胞亜集団を示すことができる。
【００６２】
　同様に、組織、細胞又は細胞集団に関する文脈における用語「マーカー表現型」（例え
ば、安定したＴＰＣ表現型）は、
特定の細胞又は細胞集団を特徴づけ、同定、定量化、分離、単離、精製又は濃縮するため
に使用できる任意のマーカー若しくはマーカーの組み合わせを意味する。　特定の好まし
い実施形態では、前記マーカー表現型は、細胞表面マーカーの組み合わせの発現を検出又
は同定することによって決定され得る細胞表面表現型である。
【００６３】
　マーカー又はマーカー表現型についての発現レベルが「陽性」、「低い」及び「陰性」
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であることは、以下のように定義される。　陰性発現（すなわち「－」）を伴う細胞は、
本明細書では、その蛍光チャネルにおいて、追加的な蛍光発光チャネルにおける他の関心
対象のタンパク質に関しての完全な抗体染色カクテルラベリングの存在下で、アイソタイ
プコントロール抗体によって９５パーセンタイル値以下の発現が観察される細胞と定義さ
れる。　当業者は、陰性イベントを定めるためのこの手順が「ＦＭＯ（Ｆｌｕｏｒｅｓｃ
ｅｎｃｅ　Ｍｉｎｕｓ　Ｏｎｅ）」染色と呼ばれるものであることを理解するであろう。
【００６４】
　上記ＦＭＯ染色手順を用いたアイソタイプコントロール抗体で観察される発現が９５パ
ーセンタイル値を越す細胞は、本明細書では、「陽性」（すなわち「＋」）と定義される
。　本明細書の定義によると、広く「陽性」と定義される様々な細胞集団が存在する。　
第１に、低発現（すなわち「ｌｏ」）の細胞は、広くは、アイソタイプコントロール抗体
でのＦＭＯ染色を用いた決定で観察された発現が９５パーセンタイル値より上で、且つ前
記ＦＭＯ染色手順を用いたアイソタイプコントロール抗体で観察された発現が９５パーセ
ンタイル値から１標準偏差の範囲内である細胞と定義される。　「高」発現（すなわち「
ｈｉ」）の細胞は、アイソタイプコントロール抗体でのＦＭＯ染色を用いた決定で観察さ
れた発現が９５パーセンタイル値より上で、且つ前記ＦＭＯ染色手順を用いたアイソタイ
プコントロール抗体で観察された発現が９５パーセンタイル値から＋１標準偏差より高い
細胞と定義される。　他の実施形態では、陰性と陽性のＦＭＯ染色を分ける点として９９
パーセンタイル値を使用することが好ましい場合があり、特に好ましい実施形態では、前
記パーセンタイル値は９９％を越す場合がある。　
【００６５】
　本明細書で使用するとき、用語「系列」は共通の起源を有する細胞の説明である。　例
えば、同じ腫瘍開始細胞由来の細胞は、その子孫が様々なクラスの細胞に分化したとして
も、同系列であり得る。　
【００６６】
　本開示の目的上、用語「結合剤」、「結合分子」及び「結合エンティティ」は、状況に
よって別の意味に定められない限り同義語であり、互換性をもって使用することができる
。　本発明の文脈では、前記結合剤は、画定された細胞又は細胞亜集団上の選択されたマ
ーカーと結合する、相互作用する、認識する、反応する、ないしはその他の方法で優先的
に結びつく。　代表的な結合剤としては、抗体又はそのフラグメント、抗原、アプタマー
、核酸（例えば、ＤＮＡ及びＲＮＡ）、
タンパク質（例えばレセプター、酵素、酵素阻害剤、酵素基質、リガンド）、ペプチド、
レクチン、脂肪酸又は脂質、及び多糖類が挙げられるが、これらに限定されない。　例え
ば、選択された実施形態では、適合性のある結合剤は、麻疹ウィルスの赤血球凝集素タン
パク質又はそのＣＤ４６結合フラグメントを含むことができる。　他の特に好ましい実施
形態では、前記結合剤又はエンティティは、抗体又はそのフラグメントを含む。
【００６７】
　本明細書に記載される用語「抗体」は、その最も広義の意味において用いられ、具体的
には、合成抗体、モノクローナル抗体、オリゴクローナル抗体又はポリクローナル抗体、
マルチクローナル抗体、組み換え技術により生成された抗体、イントラボディ（細胞内発
現抗体）、多特異性抗体、二重特異性抗体、一価抗体、多価抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体
、キメラ抗体、霊長類化抗体、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、単鎖Ｆ
ｖＦｃｓ　（ｓｃＦｖＦｃ）、単鎖Ｆｖｓ　（ｓｃＦｖ）、抗イディオタイプ抗体（ａｎ
ｔｉ－Ｉｄ）及び、所望の生物活性（すなわち、マーカーの結びつき、すなわち結合）を
呈するその他の任意の免疫活性抗体フラグメントを網羅する。　より広義には、本発明の
抗体は、免疫グロブリン分子及び免疫グロブリン分子の免疫活性フラグメントを含み、そ
れらの分子は、前記フラグメントが例えばＦｃ領域又はそのフラグメント（ただし限定せ
ず）を含む別の免疫グロブリンドメインと融合する場合又はしない場合がある抗原結合部
位を含有する。　更には、本明細書に更に詳述するように、抗体という用語は、具体的に
、Ｆｃ領域を含む完全長抗体及び変異型Ｆｃ融合体（Ｆｃ－Ｆｕｓｉｏｎｓ）を含むＦｃ
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変異型又はそれらのフラグメントを含み、所望により、少なくとも１つのアミノ酸残基修
飾を含み、免疫グロブリンの免疫活性フラグメントに融合される。
【００６８】
　本明細書で使用されるとき、用語「エピトープ」は、特定の抗体によって認識され且つ
特異的に結合され得るその標的マーカー又は抗原の部分を指す。　前記マーカーが細胞表
面レセプターのようなポリペプチドであるとき、エピトープは、隣接アミノ酸及びタンパ
ク質の三次折れたたみによって並列される非隣接アミノ酸の双方から形成され得る。　隣
接アミノ酸から形成されるエピトープは、典型的には、タンパク質の変性の際に維持され
るが、三次折れたたみによって形成されるエピトープは、典型的には、タンパク質の変性
の際に失われる。　エピトープは、典型的には、一意の空間配座に少なくとも３つ、より
典型的には少なくとも５個又は８～１０個のアミノ酸を含む。　より具体的には、当業者
は、エピトープという用語が、免疫グロブリン又はＴ細胞レセプターと特異的に結合する
若しくは他の方法で分子と相互作用することが可能な任意のタンパク質決定因子を含むこ
とを理解するであろう。　エピトープ決定因子は、一般には、アミノ酸又は炭水化物又は
糖側鎖のような分子の化学的に活性な表面の集合体を含み、一般には、特定の三次元構造
的特徴及び特定の電荷特性を有する。　加えて、エピトープは直線状の場合も立体配座の
場合もある。直線状のエピトープでは、そのタンパク質と相互作用している分子（例えば
抗体）との間の相互作用の全ての点は、そのタンパク質の一次アミノ酸配列に沿って直線
状に生じる。　立体配座のエピトープでは、それらの相互作用の点は、互いから直線的に
分離されているそのタンパク質のアミノ酸残基を渡って生じる。
【００６９】
　本明細書で使用されるとき、用語「誘導体」は、例えば、ユビキチン化、ラベリング（
フルオロフォア）、ペギレーション（ポリエチレングリコールによる誘導）又は他の分子
の追加のような技法（ただし限定せず）によって、標準的な分子生物学的方法又は化学的
方法を介して修飾されたタンパク質及び核酸を含む分子を指す。　
【００７０】
　用語「官能性誘導体」と「模倣剤」は互換性をもって使用され、官能性誘導体の元のエ
ンティティ又は分子の生物活性と実質的に相似の生物活性（機能的又は構造的に）を有す
る化合物を指す。　官能性誘導体という用語は、分子のフラグメント、変異型、類似体又
は化学的誘導体を含むことが意図される。
【００７１】
　本明細書で使用されるとき、ポリヌクレオチド又はポリペプチドに関しての「変異型」
は、それぞれ対応する基準とするポリヌクレオチド又はポリペプチドと比較したときに（
例えば、野生型のポリヌクレオチド又はポリペプチドと比較したときに）、一次、二次又
は三次構造において変化があり得るポリヌクレオチド又はポリペプチドを指す。　抗体の
「変異型」は、例えば、構造及び機能において実質的に相似の分子を指すことを意味し、
前記変異型は、選択された抗原又はそのフラグメントと結合する能力は保持しているが、
生化学的影響は変化している。　
ある分子は、分子と別の分子との両方が実質的に相似の構造を有するならば、あるいはそ
れら両方の分子が同様の生物活性を有するならば、別の分子と「実質的に相似」であると
言われる。　したがって、２つの分子が同様の活性を有するならば、それらの分子のうち
の１つの構造が他方の分子中に見つからないとしても、あるいはアミノ酸残基の配列が同
一ではないとしても、それらは本明細書で使用される用語としての変異型であるとみなさ
れる。
【００７２】
　分子の「フラグメント」は、その分子の任意の隣接したポリペプチド又はヌクレオチド
のサブセットを意味する。　例えば、トランスメンブレンタンパク質のフラグメントは、
その細胞外ドメイン又はその何らかのタンパク質のみを含む構成体を含む場合がある。　
本発明に関しては、マーカーフラグメント又は誘導体は、選択されたマーカーの任意の免
疫反応性又は免疫活性部分を含む場合がある。
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【００７３】
　マーカーのような分子の「類似体」とは、その分子全体又はそのフラグメントのいずれ
かと機能において類似している分子を意味する。　本明細書で使用されるとき、分子は、
通常はその分子の一部ではない追加的な化学的部分を含有する場合、別の分子の「化学的
誘導体」であると言われる。　そのような部分は、その分子の可溶性、吸収性、生物学的
半減期等を改善することができる。あるいは、それらの部分は、前記分子の毒性を減少す
ること、前記分子の不要な副作用を除去又は軽減することなどができる。そのような効果
を媒介する能力を有する部分は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　１８ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ａ．　Ｒ．　Ｇｅｎｎａｒｏ，
　Ｅｄ．，　ＭａｃｋＰｕｂｌ．，　Ｅａｓｔｏｎ，　Ｐａ．　（１９９０）に開示され
ている。
【００７４】
　本明細書で使用され、ポリヌクレオチドの説明に用いられるとき、「相同」は、２つの
ポリヌクレオチド又はその指定された配列が、最適に整列され比較されたときに、前記ヌ
クレオチドの少なくとも７０％、通常は約７５％～９９％、より好ましくは少なくとも約
９８～９９％において適切なヌクレオチドの挿入又は削除を伴い同一であることを示す。
【００７５】
　本明細書で使用される用語「相同体」又は「相同」は、構造及び／又は機能に関しての
相同もまた指す。　配列の相同性に関しては、配列が少なくとも５０％、少なくとも６０
％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％同一で
あるか、少なくとも９７％同一であるか、又は少なくとも９９％同一であれば、それらは
相同である。　用語「実質的に相同」は、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なく
とも９７％、又は少なくとも９９％同一である配列を指す。　相同な配列は異なる種にお
ける同じ機能遺伝子であり得る。　
【００７６】
　本明細書で使用されるとき、ポリペプチド配列に関する文脈における用語「実質的相似
性」は、そのポリペプチドが、約１０個～１００個のアミノ酸残基の比較枠（例えば、抗
体の重鎖又は軽鎖可変領域）にかけて、基準配列と少なくとも６０％の配列同一性を有す
る又は前記基準配列と７０％、又は８０％、又は８５％の配列同一性を有する又は最も好
ましくは９０％の配列同一性を有する配列を含むことを示す。　アミノ酸配列の文脈では
、「実質的相似性」は、更に、アミノ酸の同類置換を含む。　したがって、例えば、２つ
のペプチドが１つ以上の同類置換によって異なる場合、ポリペプチドは第２のポリペプチ
ドと実質的に相似である。　用語「実質的同一性」は、デフォルトのギャップ重量を用い
てＧＡＰプログラム又はＢＥＳＴＦＩＴプログラムなどによって最適に整列されたときの
２つのペプチド配列が、少なくとも６５％の配列同一性、好ましくは少なくとも８０又は
９０％の配列同一性、より好ましくは少なくとも９５％以上の配列同一性（例えば９９％
以上の配列同一性）を共有することを意味する。　好ましくは、同一ではない残基の位置
は、同類アミノ酸の置換によって異なる。
【００７７】
　本発明の遺伝子又はポリペプチドの相同体の決定は、当業者によって容易に達成され得
る。　本明細書では、用語「相同性」、「同一性」又は「相似性」は互換性をもって使用
され、２つのペプチド間又は２つの核酸分子間の配列の相似性を指す。　相同性及び同一
性は、それぞれ、比較を目的として整列させられる各配列における位置を比較することに
よって決定され得る。　その比較された配列における同等の位置を同じ塩基又はアミノ酸
が占めているならば、それらの分子はその位置において同一であり、同じ又は相似の（例
えば、立体構造及び／又は電子的性質において相似の）アミノ酸残基によって前記同等の
位置が占められているならば、それらの分子は
その位置において相同である（相似である）ということができる。　相同性／相似性又は
同一性の百分率としての表現は、それらの比較された配列によって共有される位置で同一
又は相似のアミノ酸の数の関数を指す。　「無関係」又は「非相同」の配列は、本明細書
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の配列と４０％未満の同一性を共有するが、２５％未満の同一性を共有するのが好ましい
。
【００７８】
　本明細書で使用されるとき、用語「被験体」又は「患者」は互換性をもって使用されて
よく、本発明の任意の誘導された医薬組成物が投与され得る、癌又は増殖性疾患が発生し
得る任意の生物を指す。　前記用語は、ヒト、及び例えばチンパンジー及び他のサル種な
どヒト以外の霊長類、ウシ、ヒツジ、ブタ、ヤギ及びウマなど家畜動物、イヌ及びネコな
ど飼育動物、マウス、ラット及びモルモットなどげっ歯動物を含む実験動物など、ヒト以
外の動物を含むが、これらに限定されない。　前記用語は特定の年齢又は性別を定めない
。　したがって、成熟した被験体、新生児である被験体、並びに胎児のオス（男性）又は
メス（女性）を網羅することが意図される。　また、前記用語「被験体」は、本明細書を
通して全体に開示されているような状態又は疾病（ただし限定せず）の影響をうけやすい
生物もまた含む。　被験体の例としては、ヒト、イヌ、ネコ、ウシ、ヤギ、マウスが挙げ
られ、形質転換種も含まれる。本明細書において用語「ヒト以外の動物」及び「ヒト以外
の哺乳動物」は互換性をもって使用され、例えば、ヒト以外の霊長類（特に高度な霊長類
）、ヒツジ、イヌ、げっ歯動物（例えばマウス又はラット）、モルモット、ヤギ、ブタ、
ネコ、ウサギ、ウシのような哺乳動物、並びにニワトリ、両生類、爬虫類などのような非
哺乳動物など、全ての脊椎動物を含む。一実施形態では、被験体はヒトである。別の実施
形態では、被験体は、疾病モデルとしての実験動物又は動物代用物である。
【００７９】
　本明細書で使用されるとき、用語「有効量」は、前記疾病又は疾患の少なくとも１つの
症状を遅延、軽減、又は改善するために必要とされる薬剤及び／又は医薬組成物の量を指
す。　例えば、タンパク質薬剤化合物の有効量は、実験動物に移植された腫瘍開始細胞の
成長速度を低下するために必要とされる量である。したがって、有効量は、疾病の症状の
進行を防ぐために、又は症状を軽減する若しくは症状の進行速度を低下するために十分な
量でもある。
【００８０】
　本明細書では用語「悪性」、「腫瘍」及び「癌」は互換性をもって用いられ、制御不能
な、過剰増殖性の、又は異常な、細胞の成長若しくは転移を特徴とする疾病又は疾患を指
す。　他の態様では、前記用語は、正常又は異常な細胞の増殖の制御が不十分であること
又は制御されていないこと及び全身へのその影響を特徴とする、哺乳動物における器官又
は組織（例えば、結腸直腸、膵臓、乳房など）の任意の疾病を含むこともまた意図される
。前記定義の範囲内の疾患としては、良性腫瘍、異形成症、過形成症、並びに転移成長、
又は任意の他の変質、例えば、癌の症状の発現若しくは再発の前にしばしば見られる白板
症などが挙げられる。
【００８１】
　本明細書で使用されるとき、用語「難治性」は、最も多くの場合、臨床上の終点である
例えば反応、反応の長期的持続、長期的無病状態での生存、再発なき生存、進行なき生存
、及び総合的生存などに達することができないことによって決定される。　別の方法とし
て、患者が治療への反応を達成することができず、したがってその治療が治療上有効では
ないと決定されることによっても、治療に対し難治性であると定義される。
【００８２】
　本明細書で使用されるとき、言葉「診断作用物質」は、疾病又は疾患を診断する目的で
使用される任意の分子、化合物、及び／又は物質を指す。　好ましい実施形態では、前記
診断作用物質は、レポーターと結びつく結合剤を含むものである。　他の非限定的な診断
作用物質の例としては、抗体、抗体フラグメント、又は他のタンパク質が挙げられ、検出
可能な作用物質とコンジュゲートされたものも含まれる。　本明細書で使用されるとき、
用語「検出可能な作用物質」又は「レポーター」は、当業者に利用可能な任意の方法によ
って検出可能な任意の分子、化合物及び／又は物質を指す。検出可能な作用物質又はレポ
ーター分子の非限定的な例としては、染料、蛍光タグ、ガス、金属、又は放射性同位体が
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挙げられる。　本明細書の定めによると、「診断作用物質」、「造影剤」並びに「レポー
ター」若しくは「レポーター分子」は同等物であり、文脈によって別の意味に定められな
い限りは互換性をもって使用することができる。　
【００８３】
　本明細書で使用されるとき、用語「治療する」は、例えば、癌においてのように、細胞
の不適切な増殖に伴う状態、疾病又は疾患の少なくとも１つの有害作用又は症状の進行を
防ぐこと、及び／又は軽減すること若しくは逆行させることを含む。　
【００８４】
　本明細書で使用されるとき、用語「投与する」及び「導入する」は本明細書において互
換性をもって使用することができ、所望の部位において、本明細書に開示された医薬組成
物の少なくとも部分的な局在をもたらす方法又は経路によって前記医薬組成物を被験体に
配置することを指す。　本発明の化合物は、被験体における有効な治療をもたらす任意の
適切な経路によって投与され得る。　
【００８５】
　本明細書で使用されるとき、言葉「非経口投与」及び「非経口投与される」は、腸内投
与及び局所投与を除く投与形態を意味し、通常、注射によるものであり、非限定的に、静
脈内、筋肉内、動脈内、鞘内、心室内、嚢内、眼窩内、心臓内、皮内、腹膜内、経気管、
皮下、表皮下、関節内、被膜下、くも膜下、髄腔内小孔内への注射及び注入を含む。　本
明細書で使用されるとき、言葉「全身投与」、「全身投与される」、「末梢投与」及び「
末梢投与される」は、ピラゾロアントロン及び任意選択による他の作用物質又は材料を含
む本発明の医薬品組成物を、中枢神経系への直接の投与以外の方法で前記組成物が前記動
物のシステムに入るように、したがって前記組成物が代謝及び他の同様の過程にさらされ
るように、例えば皮下投与によって、投与することを意味する。
【００８６】
　本明細書で使用される言葉「医薬的に許容され得る」は、健全な医療的判断の範囲内で
、合理的な利益／リスク比に応じて、過度の毒性、刺激、アレルギー反応、又は他の問題
若しくは弊害なしに、人間及び動物の組織と接触して使用されるために好適な化合物、材
料、組成物、及び／又は剤形を指す。
【００８７】
　本明細書で使用されるとき、言葉「医薬的に許容され得る担体」は、液体又は固体充填
剤、希釈剤、賦形剤、溶剤又はカプセル化剤のような医薬的に許容され得る材料、組成物
又はビヒクルを意味するものであり、身体の一器官又は一部から身体の別の器官又は部分
へと、前記物質を運ぶ若しくは輸送することに関与する。　各担体は、その製剤の他の成
分と適合性を有するという意味において「許容され得る」ものであるか、あるいは生物学
的に不活性である必要がある。
【００８８】
　ＩＶ．腫瘍形成性細胞及び細胞亜集団
　特に好ましい実施形態では、本発明は、本明細書に定めた選択されたマーカー又はマー
カーの組み合わせの新規な使用を介して、腫瘍開始細胞（ＴＩＣ）、腫瘍永続細胞（ＴＰ
Ｃ）及び腫瘍前駆細胞（ＴＰｒｏｇ）の同定、特徴づけ、濃縮及び／又は単離を提供する
。　癌幹細胞パラダイムに関して述べると、前述のそれぞれの細胞亜集団は、程度の差は
あれ多かれ少なかれ腫瘍形成であり、したがって、腫瘍の成長、維持、転移及び再発に関
与するものである。　重大なことに、本発明は、かかる細胞亜集団を同定すること、及び
所望によりそれらを多様な異なる種類の腫瘍及び癌病期から誘導することを可能にする。
　　　
【００８９】
　したがって、これらの細胞を解明し除去することは、多様な種類の腫瘍の有効な管理及
び治療にとって重要である可能性が高い。　これに関して、単独で又は組み合わせとして
のこれらの細胞又は濃縮された細胞亜集団を医薬品の研究及び開発に効果的に利用して、
腫瘍に寄与する癌幹細胞の抑制又は枯渇のために最適化された新規治療標的を特定するこ
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とができる。
【００９０】
　血液疾患及び造血細胞疾患に関して実証されてきたように、多くの固形腫瘍内には細胞
の階層がおそらく存在し、それらの明確に異なる腫瘍細胞亜集団は、異なる増殖及び分化
の可能性を有する。　より具体的には、図１９が例示するように、本明細書に開示された
マーカーを用いて単離された細胞集団は、有意な分化能及びこれらの分化プログラムと係
わり合う能力が存在する腫瘍において、腫瘍永続細胞（すなわちＣＳＣ）が、癌のその細
胞階層の最上位にあるという仮説を支持するものである。これらの細胞は幹細胞を定義づ
ける古典的特徴を呈するが、腫瘍前駆細胞は類似した特徴を呈するものの、定められた高
純度の細胞の連続移植によって示されるような自己再生能力がない。
【００９１】
　すでに示唆したように、腫瘍開始細胞集団は腫瘍永続細胞と高増殖性腫瘍前駆細胞との
両方を含み、それらの細胞がともになって腫瘍の塊すなわち腫瘤の一意の亜集団（すなわ
ち０．１～４０％）を一般に構成する。本開示の目的上、腫瘍永続細胞及び癌幹細胞とい
う用語は本明細書では同意であり、互換性をもって使用され得る。　逆に、ＴＰＣは、腫
瘍内に存在する腫瘍細胞組成物が辿る過程を完全に繰り返すことができることにおいて、
及び少数の単離された細胞の連続移植（マウスを介した２つ以上の継代）によって示され
るような無限の自己再生能力を有することにおいて、ＴＰｒｏｇと異なる。　より詳細に
以下に説明するように、適切な細胞表面マーカーを使用する蛍光活性化細胞ソーティング
（ＦＡＣＳ）は、高度に濃縮された腫瘍細胞亜集団（純度＞９９％）を単離するための信
頼できる方法であり、それは、少なくともある程度は、単独の細胞と細胞の集合（例えば
二重細胞など）とを区別するその能力のおかげである。
【００９２】
　そのような技法を用いて、少ない細胞数の高純度のＴＰｒｏｇ細胞を免疫不全マウスに
移植すると、一次移植において腫瘍の成長を駆動し得ることが示された。　しかし、精製
されたＴＰＣ亜集団と異なり、ＴＰｒｏｇが生成した腫瘍は、表現型の細胞異種性におい
て親腫瘍を完全には反映しないものである、及び／又は、後の移植において連続して腫瘍
発生を再起動するには明らかに非効率的である。　対照的に、ＴＰＣ（又はＣＳＣ）亜集
団は親腫瘍の細胞異種性を完全に再構成するものであり、連続的に単離及び移植されると
、効率的に腫瘍を発生させることができる。　したがって、ＴＰＣとＴＰｒｏｇは双方と
も一次移植においては腫瘍形成性であり得るが、当業者は、少ない細胞数での連続移植で
異種腫瘍の成長を持続的に駆動するＴＰＣのユニークな能力がそれらの間の決定的な違い
であることを認識するであろう。　ＴＰＣを特徴づけるための他の一般的な方法は、細胞
表面マーカーの形態学及び検査、コロニー形成アッセイを用いた生体外の示差的増殖／分
化能力の実証、転写プロファイリング、及び薬物耐性の特徴づけを含むが、マーカー発現
は培地条件及び生体外細胞株継代によって変化し得る。
【００９３】
　したがって、本発明の目的上、正常な組織における細胞階層を支持する正常な幹細胞と
同様に、腫瘍永続細胞は、多系列分化能を維持する一方で永久に自己再生するそれらの能
力によって定義づけられることが好ましい。　したがって、腫瘍永続細胞は、腫瘍形成性
細胞の子孫（すなわち腫瘍開始細胞：ＴＰＣ及びＴＰｒｏｇ）と　非腫瘍形成性（ＮＴＧ
）細胞の子孫との双方を生成する能力を有する。　上記に定めたように、非腫瘍形成性細
胞は、腫瘍開始細胞から生じるが、それ自体では自己再生する能力又は腫瘍を構成する腫
瘍細胞の異種系列を生成する能力を有さない腫瘍細胞を指す。　実験的に、ＮＴＧ細胞は
、過多な細胞数で移植されてもマウスに再現可能に腫瘍を形成する能力がない。
【００９４】
　本開示の目的上、ＴＰｒｏｇもまた、それらがマウスにおいて腫瘍を生成する能力が限
られているために、腫瘍開始細胞として分類される。　ＴＰｒｏｇはＴＰＣの子孫であり
、典型的には、限られた数の非自己再生的な細胞分裂の能力を有する。　更には、以下の
実施例に示されるように、ＴＰｒｏｇ細胞は、更に、初期腫瘍前駆細胞（ＥＴＰ）と後期
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腫瘍前駆細胞（ＬＴＰ）とに分類することができ、それぞれ、表現型（例えば細胞表面マ
ーカー）によって、及び腫瘍細胞構造が辿る過程を繰り返す能力の違いによって、区別さ
れ得る。　そのような技術的な相違にもかかわらず、ＥＴＰ及びＬＴＰの双方は、少ない
細胞数で移植されたときに腫瘍を連続的に再構成する能力が概して劣ること及びその親腫
瘍の異種性を典型的には反映しないことにおいて、ＴＰＣとは機能的に異なる。　上記の
違いにもかかわらず、様々なＴＰｒｏｇ集団が、稀に、幹細胞に通常は帰属する自己再生
能力を獲得し、それら自体がＴＰＣになり得ることが示されてきた。　いずれにせよ、ど
ちらのタイプの腫瘍開始細胞も、単一の患者の典型的な腫瘤におそらく見出されるもので
あり、下記実施例に示されるように、本明細書に記載の同定、特徴づけ、分離及び／又は
濃縮若しくは単離の対象となる。
【００９５】
　より広くは、ＴＰＣは、ＴＰｒｏｇ（ＥＴＰとＬＴＰの双方）、ＮＴＧ細胞、及び腫瘍
のバルクを構成する腫瘍浸潤性の非ＴＰＣ由来細胞（例えば、線維芽細胞／間質細胞、内
皮細胞及び造血細胞）より腫瘍形成性が高く、相対的により不活発であり、しばしば、よ
り化学療法耐性が強い。　従来の治療法及び治療計画が、大方、腫瘍をデバルキングし、
急速に増殖する細胞を攻撃するように設計されてきたことを鑑みると、より速く増殖する
ＴＰｒｏｇ及び他のバルク腫瘍細胞集団と比べて、ＴＰＣは従来の治療法及び治療計画に
対して耐性がより強い可能性が高い。　更に、ＴＰＣは、しばしば、多薬剤耐性を有する
トランスポーターの発現の増加、ＤＮＡ修復機序の強化、及び抗アポトーシスタンパク質
など、従来の治療法の化学療法に対するその耐性を高める他の特徴も発現する。　これら
の性状は、ＴＰＣによる薬剤耐性にそれぞれ寄与するものであり、後期腫瘍を有する患者
のほとんどに対して標準的な癌治療計画が長期的利益を確保することができなかった（す
なわち、持続的な腫瘍の成長と再発を駆動する細胞（すなわちＴＰＣ又はＣＳＣ）を十分
に標的化若しくは抹消できなかった）主たる理由である。　本明細書に開示される、これ
らの特異的な細胞亜集団を同定、特徴づけ、及び分離又は濃縮する能力は、腫瘍の病因学
の理解及び、その理解に基づくより有効な治療のための基礎を形成し得る新規化合物又は
モジュレーターの特定のために、極めて重要である。
【００９６】
　より詳細に以下に説明するように、実質的に全ての結腸直腸、膵臓、非小細胞肺癌及び
トリプルネガティブ乳房腫瘍の細胞はＥＳＡ＋　ＣＤ２４＋　ＣＤ３４－であり、したが
って、これらのマーカーは腫瘍細胞亜集団の同定にはほとんど役に立たない。　驚くべき
ことに、本開示のＴＩＣＡＭ、ＴＰＣＡＭ及びＴＰｒｏｇＡＭは、選択された腫瘍形成性
細胞集団の同定及び特徴づけ、並びに所望により単離又は濃縮のために、特に有効なマー
カーである。　例えば、結腸直腸癌を含む特に好ましい一実施形態では、ＣＤ４６ｈｌ　
ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－及びＣＤ６６ｃ＋細胞を部分的に含有する完全に異種の腫瘍
をＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－細胞が生成できることが実証された。　こ
のことは、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋　細胞が腫瘍形成性ではあっても
ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－　細胞を生成する能力を有さず、連続移植を
介して効率的に腫瘍成長を駆動する能力がない故に、重大な意味を持つ。　これらのデー
タを、ａ）連続移植での安定した異種腫瘍産生能、ｂ）最も高いコロニー形成能、及びｃ
）生体外でのＣＤ６６ｃ細胞及びタンパク質の産生能を有する細胞はＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ
３２４＋　ＣＤ６６ｃ細胞であるという所見と組み合わせると、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２
４＋　ＣＤ６６ｃ＋細胞が限られた増殖能力及び増殖能を有するＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２
４＋　ＣＤ６６ｃ－細胞のドーターであるという仮説が支持される。
【００９７】
　細胞がＣＤ３２４の発現を失うにつれて減少するＣＤ６６ｃの産生能に伴う生体内腫瘍
形成能及び生体外コロニー形成能の一般的な減少は、いくらかの残された増殖能力を有す
るが概して自己再生能力を有さない後期腫瘍前駆（ＬＴＰ）細胞集団がＣＤ４６ｈｌ　Ｃ
Ｄ３２４－　ＣＤ６６＋　細胞によって表されるという仮説を支持するものである。　最
後に、ＣＤ４６－細胞がＣＤ３２４－細胞でもあり、広くはＣＤ６６ｃ－でもあることは
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、図１９Ａに図示した細胞階層を裏付けるものである。　これらのＮＴＧ細胞は、終末分
化した子孫をおそらく表し、結腸においては分泌系列の杯細胞（Ｇ）及び腸内分泌細胞（
ｅＥ）又は吸収系列の腸内細胞（Ｅ）を含む。　ＣＤ４６－細胞は結腸直腸組織に典型的
な終末分化した分泌細胞型及び／又は吸収細胞型に帰属する多くの遺伝子を発現するので
、これらの単離された細胞亜集団の遺伝子発現は、この仮説を支持するものである。
【００９８】
　多くの従来の先行技術の治療剤と異なり、本発明にしたがって同定及び開発された新規
化合物及び組成物は、選択されたモジュレーターの形態又は特定の標的（例えば、遺伝物
質、細胞表面タンパク質等）に関わらず、被験体に投与されると腫瘍開始細胞の頻度を優
先的に減少する。　腫瘍開始細胞の頻度の減少が、ａ）腫瘍開始細胞の除去、枯渇、感作
、抑制又は阻害、ｂ）腫瘍開始細胞の成長、拡張又は再発の制御、ｃ）腫瘍開始細胞の開
始、繁殖、維持、又は増殖の妨害、あるいはｄ）他の何らかの方法による、腫瘍開始細胞
の生存、再生及び／又は転移の妨害、によって生じ得ることは、理解されるであろう。　
選択されたモジュレーターによる前記腫瘍開始細胞の頻度の減少は、１つ以上の生理学的
経路における変化の結果として生じる。　前記腫瘍開始細胞の減少又は除去によって、あ
るいはそれらの潜在能（例えば、誘導される分化、ニッチ妨害）の修正によって若しくは
それらがその腫瘍環境又は他の細胞に影響を及ぼす能力を何らかの方法で妨害することに
よって行われる経路介入又はモジュレーションは、腫瘍発生、腫瘍維持及び／又は転移及
び再発の抑制によって腫瘍性疾患のより有効な治療を可能にする。
【００９９】
　より詳細に下記に説明し、実施例により示すように、そのような腫瘍開始細胞の頻度の
減少を評価するために用いられる好ましい方法は、本発明にしたがって特徴づけられ単離
されたバルク腫瘍細胞又は腫瘍細胞亜集団のいずれかを用いて生体外又は生体内のいずれ
かで行う限界希釈解析を含む。　好ましくは、前記評価はポアソン分布統計解析を使用す
る、若しくは、生体内あるいは生体外の腫瘍産生能のような測定可能なイベントの頻度を
他の何らかの方法で評価する。　そのような限界希釈解析は腫瘍開始細胞の頻度の減少を
計算する好ましい方法を含むものであるが、要件がそれほどは厳しくない他の方法を使用
して、わずかに劣る精度であるとしても所望の値を有効に測定することは可能であり、そ
れらの方法もまた本明細書の教示と完全に適合性がある。　本明細書に記載されているよ
うに、それぞれの腫瘍細胞亜集団をそれらのプロファイル又はマーカー発現に基づいて評
価する周知のフローサイトメトリー若しくは免疫組織化学的手段によって頻度の減少を測
定することもまた可能である。　上記の全ての方法に関しては、例えば、Ｄｙｌｌａ　ｅ
ｔ　ａｌ．　２００８，　ＰＭＣＩＤ：　ＰＭＣ２４１３４０２　＆　Ｈｏｅｙ　ｅｔ　
ａｌ．　２００９，　ＰＭＩＤ：　１９６６４９９１を参照されたい。前記各文献は参考
としてその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１００】
　Ｖ．　腫瘍開始細胞のソース
　別に要求されない限り、本発明は任意の脊椎動物種の腫瘍開始細胞を用いて実施するこ
とができる。これには、ヒト、並びに通常研究に用いられるヒト以外の霊長類、家庭飼育
動物、家畜及び他のヒト以外の哺乳動物が含まれる。
【０１０１】
　当業者は、異なる臨床期又は病理学的段階の多様な腫瘍から上記の細胞及び細胞集団が
得られることを理解するであろう。更には、下記実施例によって例示するように、出発材
料の異種細胞集団は、一次腫瘍検体から、又は前記患者から直接採取した生検から、又は
生体内で継代された若しくは生体外で培養された二次腫瘍から得られる場合がある。　特
定の好ましい実施形態では、分析、特徴づけ及び／又は濃縮される対象となる前記腫瘍細
胞集団は、ＴＩＣを含有するバルク腫瘍材料若しくは免疫不全マウスに移植された濃縮さ
れたＴＩＣ集団のいずれかからの腫瘍から誘導される。
他の実施形態では、前記腫瘍検体は非従来型ゼノグラフト（ＮＴＸ）腫瘍バンクから得ら
れることになる。　どの腫瘍ソースが選択されるとしても、前記腫瘍は、適正な実験実施
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基準（ＧＬＰ）にしたがって取り扱われることが好ましく、特徴づけ、分離及び／又は単
離が行われる前に、当該技術分野で認識されている機械による及び酵素による解離技法を
用いて単一細胞懸濁液中に解離することができる。
【０１０２】
　生体外培養又は生体内継代により直接又は間接に細胞ソースとして使用可能な代表的な
腫瘍としては、肉腫及び癌腫（ただし限定せず）が挙げられ、　線維肉腫、粘液肉腫、脂
肪肉腫、軟骨肉腫、骨肉腫、脊索腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、中皮腫、ユー
イング腫瘍、リンパ管内、滑膜腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌、膵臓癌、乳癌、卵
巣癌、前立腺癌、扁平上皮癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳頭癌、乳頭腺癌
、嚢胞腺癌、髄様癌、肺癌、腎細胞癌、肝癌、胆管癌、絨毛癌、セミノーマ、胎児性癌、
ウィルムス腫瘍、子宮頸癌、精巣腫瘍、肺癌、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、アストロサ
イト腫瘍（例えば、拡散、浸潤神経膠腫、退形成性星細胞腫、神経膠芽腫、神経膠肉腫、
毛様細胞性星細胞腫、多形黄色星状膠細胞腫）、オリゴデンドログリア腫及び混合神経膠
腫（例えば、乏突起膠腫、退形成性乏突起膠腫、乏突起星細胞腫、退形成性乏突起星細胞
腫）、上衣腫瘍（例えば、上衣腫、退形成性上衣腫、粘液乳頭上衣腫、上衣下腫）、脈絡
叢腫瘍、原因不明の神経上皮腫瘍（星状芽細胞腫、脊索腫神経膠腫、神経膠腫症大脳）、
神経及び混合神経膠細胞腫瘍（例えば、神経節膠腫及び神経節細胞腫、線維形成性乳児星
細胞腫及び神経節膠腫、胚芽異形成性神経上皮腫瘍、中枢神経細胞腫、小脳リポ神経細胞
腫、パラ神経節膠腫）、松果体実質腫瘍、胎児性腫瘍（髄様上皮腫、上衣芽細胞腫、髄芽
腫、プリミティブ神経外胚葉性腫瘍、非定型奇形腫様／横紋筋肉腫様腫瘍）、末梢神経芽
腫瘍、脳神経及び末梢神経の腫瘍（例えば、神経鞘腫、神経鞘線維腫、神経周膜腫、悪性
末梢神経鞘腫瘍）、髄膜腫瘍（例えば、髄膜腫、間葉系、非髄膜腫瘍、血管周皮細胞腫、
メラノサイト病変）、胚細胞腫瘍、鞍領域（例えば、頭蓋咽頭腫、神経性下垂体の顆粒細
胞腫）、血管芽腫、黒色腫、網膜芽細胞腫の腫瘍などが挙げられるが、これらに限定され
ない。
【０１０３】
　特に好ましい実施形態では、腫瘍検体はヒトの結腸直腸癌、乳癌、非小細胞肺癌、小細
胞肺癌、膵臓癌、黒色腫、卵巣癌又は頭頸部の腫瘍から得られるであろう。
【０１０４】
　更に、上述したように、本発明の濃縮された細胞集団は、腫瘍性疾患を患う被験体から
直接採取した原発腫瘍に由来してもよい。　しかし、他の実施形態では、単離された細胞
集団は、生体外で培養された又は非ヒト動物を介して継代された患者由来の腫瘍から得ら
れる。　本発明に関しては、以下により詳細に且つ実施例に記載されるように、ＮＴＸ腫
瘍バンクは当該技術分野で認識された技法を使用して開発し、維持したものである。　特
異的な腫瘍細胞株を多数含んでなるこのＮＴＸ腫瘍バンクは、多様な固形悪性腫瘍を患う
多数の癌患者からもともと得られた異種腫瘍細胞の複数の継代によって免疫不全マウスで
増殖させたものである。　よく定義された系列を有する多数の特異的な初期継代ＮＴＸ腫
瘍が継続的に利用可能であることは、その細胞株から精製された細胞の再現可能且つ反復
可能な特徴づけを可能にするので、本明細書に記載のＴＰＣの同定及び単離を促進する。
【０１０５】
　　より具体的には、そのようなモデルの存在は、その同定又は単離された細胞又は細胞
亜集団（マーカー表現型によって定義される）が実際にＴＩＣであることを一貫して検証
するのを可能にするものであり、すなわち、そのＴＰＣ構成要素は、それらの細胞が由来
する前記患者の腫瘍検体の辿る過程を繰り返すマウスにおいて、表現型的及び形態学的に
異種の腫瘍を生成する能力に応じて、遡及的に最も正確に定義される。　すなわち、マウ
スにおいて完全に異種の腫瘍を生成するために、濃縮又は単離された細胞の小集団を使用
することができることは、それらの単離細胞がＴＰＣを含むものであるという事実を強く
示すものであり、関連づけられるマーカー及び推定上の治療標的の有効性を裏付けている
。　そのような作業では、最少限の継代のＮＴＸ細胞株は生体内実験を著しく簡易化し、
容易に検証可能な結果をもたらす。　更には、初期継代ＮＴＸ腫瘍がイリノテカンのよう
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な従来の治療剤にもまた反応することは、腫瘍成長を駆動する基本的な機序、現行治療法
への耐性、及び腫瘍再発に関する臨床的に関連のある洞察を提供する。
【０１０６】
　ＶＩ．腫瘍形成性細胞集団の定義づけ
　好ましい実施形態では、本発明は、選択された腫瘍開始細胞又は細胞集団の同定、特徴
づけ、及び所望により濃縮又は単離を提供する。　この分析及び／又は癌幹細胞集団の物
理的な濃縮は、異なる細胞集団に関して、表現型的に異種である１つ以上のマーカー（す
なわち、ＴＩＣＡＭ、ＴＰＣＡＭ及びＴＰｒｏｇＡＭ）を用いて細胞を示差分析すること
によって達成される。上述したように、様々な細胞集団の差別化を可能にする任意の特質
又は識別可能な特徴、又はその組み合わせが、本明細書の教示に従って使用することがで
きるマーカーを構成していることは、理解されるであろう。　したがって、好ましい実施
形態において、そのようなマーカーは細胞表面タンパク質であるが、他の特徴又は特質も
前記細胞亜集団を差別化する機能を果たすことができ、それらもまた本発明の範囲内にあ
ることが明示的に企図される。　例えば、細胞表面表現型に加えて、特定の腫瘍永続性の
細胞特性に基づいて細胞亜集団を定量化又は特徴づけることもまた、有用であり得る。　
例えば、培地においてそれらの細胞の自己再生能力及び増殖能力を測定することによって
、あるいは、これらの細胞内の特定の活性化経路の存在を決定することによって、これら
の属性を決定することができる。　例えば、好ましい実施形態では、細胞又は細胞集団に
核酸コンストラクトを導入することができ、この核酸コンストラクトは、検出可能なマー
カーをエンコードする配列を含み、前記マーカーは、選択された経路（例えば、細胞表面
タンパク質ＴＩＣＡＭの発現をカバーする経路）によって調節される又は結びつけられる
転写応答要素と動作可能に結合される。　その経路が活性化されるにつれて、その検出可
能なマーカーが発現し、その細胞又は細胞集団が腫瘍永続細胞を含むものであることを示
す。　本発明のいくつかの実施形態では、検出可能なマーカーは蛍光タンパク質であり、
例えば、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）及びその変異体である。　目的の細胞亜集団を単
離又は濃縮するために、ＧＦＰを発現する生存細胞を分類することができる。　本発明の
この態様では、本開示の方法を使用して腫瘍永続細胞を濃縮することができる。　
【０１０７】
　本明細書に開示されるように、本発明の特定の態様は、腫瘍開始細胞又はその細胞亜集
団（例えば、ＴＰＣ及び／又はＴＰｒｏｇ）を同定又は特徴づけること、及び所望により
濃縮又は単離することを目的とする。　これに関して、本発明者らは、驚くべきことに、
腫瘍開始細胞又はその集団の急速且つ有効な同定、特徴づけ、及び所望により濃縮又は単
離を可能にする選択されたマーカー及び／又はマーカーの組み合わせを発見した。　上記
において簡単に説明したように、細胞又は組織に関する文脈において本明細書で使用され
る「マーカー」は、特定の細胞、細胞集団又は組織に関して、識別可能に関連づけられる
、又はそれらの中若しくは上に特異的に見出される、化学的又は生物学的実体の形態にお
ける任意の特徴を意味し、疾病又は疾患による影響を受けた組織又は細胞集団の中、若し
くは上において識別されるものも含む。　明示されるマーカーの性質は形態学的であって
も、機能的であっても、生化学的であってもよい。　好ましい実施形態では、前記マーカ
ーは、特定の細胞型（例えば、ＴＰＣ）又は細胞によって特定の条件下で（例えば、前記
細胞のライフサイクルの特定の時点の間、又は特定のニッチにある細胞）示差的に若しく
は選択的に発現する細胞表面抗原である。
【０１０８】
　それらのマーカー、マーカーの組み合わせ、又はマーカーの表現型が特定の細胞又は細
胞亜集団に対して若しくは細胞のライフサイクル又は階層に関して変化し得ることは理解
されるであろう。　いくつかの実施形態では、マーカーは、
特定の細胞型又は集団に特定の表現型的、形態学的、機能的又は生化学的（例えば酵素的
）特徴のどれであるかに関わらず安定した特徴又は遷移的な特徴を含む。
【０１０９】
　特に好ましい実施形態では、適合性のあるマーカーはタンパク質又はポリペプチドであ
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り、より好ましくは、抗体又はその免疫反応性フラグメント、リガンド、基質又は酵素（
ただし限定せず）を含む結合分子の結びつきを可能にする１つ以上のエピトープ又は活性
部位を有する。　しかし、本明細書の目的上、マーカーは、タンパク質（ペプチド及びポ
リペプチド）、脂質、多糖類、核酸及びステロイドが挙げられるがこれらに限定されない
、細胞と結びつけられる任意の分子又は代謝産物を含むものでよい。　特に好ましい実施
形態では、目的のマーカーは、適切な時に細胞の表面に位置づけられるが、他の実施形態
では、前記マーカーは細胞間又は細胞内（例えば細胞核上に）位置づけられる若しくは配
置される。　形態学的マーカーの特徴の例としては、形、寸法、及び核対細胞質比が挙げ
られるが、これらに限定されない。　機能的マーカーの特徴又は特質の例としては、例え
ば、特定の基質に付着する能力、例えば非限定的に親油性染料など特定の染料を組み込む
又は除外する能力、特定の条件下でマイグレーションする能力、及び特定の系列に沿って
分化する能力が挙げられるが、これらに限定されない。　本明細書に記載されるように、
当業者に利用可能な任意の方法によって適合性のあるマーカーを検出することができるこ
とは、更に理解されるであろう。また、マーカーは、例えば、マーカーとして使用できる
レポータータンパク質の生成をもたらすレポーター遺伝子を細胞にエンコードする核酸配
列の導入の結果として細胞によって発現されるレポーター遺伝子及びその転写産物など、
レポーター遺伝子から発現されたタンパク質であってもよい。　マーカーとして使用でき
るそのようなレポーター遺伝子としては、例えば、蛍光タンパク質、酵素、クロモメリッ
クタンパク質、抵抗性遺伝子などが挙げられるが、これらに限定されない。　特定の好ま
しいマーカーを以下に詳細に説明する。
【０１１０】
　そのようなマーカーからそのようにして得られた情報は、疾病の加速のしやすさ、病態
状況、及び時間の経過、薬品による治療又は他のモダリティのような環境の変化に対する
反応を含む予後や診断に有用である。　また、それらの細胞を治療剤及び治療に反応する
それらの能力によって分類すること、研究目的のために単離すること、遺伝子発現のため
にスクリーニングすることができる。　分類に有用なマーカーの存在を決定するために、
遺伝学的解析、プロテオミクス、細胞表面染色、又は他の手段によって臨床検体を更に特
徴づけることができる。　例えば、遺伝子異常は、疾病感受性や薬剤応答性の原因である
場合がある、又は、そのような表現型と結びつけられる場合がある。
【０１１１】
　細胞集団を同定又は特徴づけるためにどのマーカーが最終的に選択されたとしても、実
際のモニタリング又は分析は、当業者に周知の数多くの標準的な技法のいずれかを使用し
て行うことができる。
例えば、細胞表面マーカー発現は、ウェスタンブロット、免疫組織化学、ラジオイムノア
ッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、免疫蛍光「サンドイッチ」イムノア
ッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッ
セイ、補体結合アッセイ、免疫放射定量測定法、免疫蛍光検査法、プロテインＡイムノア
ッセイ、レーザーキャプチャーマイクロダイセクション、多数パラメータマスサイトメト
リー（ｍａｓｓｉｖｅｌｙ　ｍｕｌｔｉｐａｒａｍｅｔｒｉｃ　ｍａｓｓ　ｃｙｔｏｍｅ
ｔｒｙ）、フローサイトメトリー、及びＦＡＣＳ分析が含まれるがこれらに限定されない
イムノアッセイ（免疫学的測定法）によって測定することができる。　特定の実施形態で
は、被験体からの試験検体中の癌幹細胞の量は、それらの結果を基準検体（例えば、検出
可能な癌を有さない被験体からの検体）と、又は既定の基準範囲と、又はそれ以前の時点
（例えば、治療の前又は治療中）の患者自身と、比較することによって、決定することが
できる。
【０１１２】
　特定の実施形態では、癌幹細胞集団は、患者から得た腫瘍検体から得られ、フローサイ
トメトリーによって特徴づけられる。　当該技術分野で周知のように、且つ添付の実施例
において実証されるように、この方法は腫瘍のバルクに対する癌幹細胞上の特定の表面マ
ーカーの示差的発現を利用する。　磁気による分離又はＦＡＣＳを含む数々の方法によっ
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て、細胞を濃縮又は単離する目的のために、その検体中の細胞上のマーカーと反応する標
識付けした抗体（例えば蛍光抗体）、すなわちそれらのマーカーを認識する他の結合剤（
すなわち二次結合剤）を認識する結合剤を使用することができる。　いくつかの実施形態
では、（例えば、免疫イムノアッセイ又は免疫組織化学によって）あるいは腫瘍の解離（
例えば、フローサイトメトリー又は多数パラメータのマスサイトメトリー（ｍａｓｓｉｖ
ｅｌｙ　ｍｕｌｔｉｐａｒａｍｅｔｒｉｃ　ｍａｓｓ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ））の後に単
一細胞を分析する方法を用いて、ｉｎ　ｓｉｔｕで検体中の癌幹細胞を更に定義づける又
は定量化するために、細胞表面マーカーの組み合わせを使用する。　例えば、陽性及び陰
性の細胞ソーティングを使用して、多様なＴＰＣ亜集団を評価すること、又は検体中の癌
幹細胞の量を定量化することができる。　前記検体中の癌幹細胞の数又は頻度は、限界希
釈の濃縮されていない腫瘍細胞を免疫不全マウスに移植し、次いで、速度と無関係に異な
る希釈によってポアソン分布統計を用いて腫瘍形成の頻度を分析することによってもまた
測定し得る。　更には、以下の実施例で実証されるように、特定の腫瘍型は、腫瘍永続細
胞マーカー及び／又は腫瘍前駆細胞マーカーを発現する細胞の頻度及び性質を評価するこ
とによって特徴づけることができる。　好ましくは、それらの腫瘍は本明細書に開示され
ているマーカーを用いて同定される腫瘍開始細胞を含み、それらのマーカーとしては、対
応するＴＩＣ集団（すなわちＴＩＣＡＭ）と共発現することが実証されている、
本明細書に記載されているような、免疫不全マウスにおける単離及び移植によって存在を
確認することが可能なものが含まれる。
【０１１３】
　他の選択された実施形態では、固形腫瘍生検のような例えば組織検体である検体中の腫
瘍開始細胞の同定及び特徴づけは、免疫組織化学法又は免疫蛍光検査法を用いて決定され
る。　当業者に周知のように、これらの方法は、腫瘍バルクに対する、腫瘍開始細胞上の
特定の表面マーカーの示差的発現を利用する。　目的の細胞集団と反応する抗体（例えば
、フルオロフォアとコンジュゲートされた抗体）を使用することができる。　これらの抗
体は直接標識づけされるか、一次抗体を検出する二次結合剤によって検出される。　好ま
しい実施形態では、更なる定義づけのために、及び所望により（ｉｎ　ｓｉｔｕで）未解
離の検体中の癌幹細胞を定量化するために、特定の細胞表面マーカーの組み合わせが使用
される。　更に、そのような染色技法は、関心対象の癌幹細胞又は前駆細胞を区別する特
定のマーカーの発現を評価することによって、選択された腫瘍細胞亜集団の可視化を可能
にする。　そのような技法は、その腫瘍のコンテクストの範囲内の癌幹細胞及び／又は前
駆細胞の位置の特定を可能にし、血管からの距離のような空間的な特徴の確立を可能にす
る。
【０１１４】
　細胞及び細胞集団の認識及び特徴づけのための上記の技術的に認識された技法を本明細
書の教示とともに使用して、本開示の腫瘍形成性細胞亜集団を容易に同定することができ
る。　より具体的には、本明細書で詳細に説明されるように、本発明は、少なくとも部分
的には、特定の腫瘍開始細胞関連マーカー（ＴＩＣＡＭ）と腫瘍開始細胞若しくは細胞亜
集団との間のこれまで未知であった結びつきを基礎とするものである。　これらのマーカ
ーは、関連のある細胞集団上にこれらのマーカーが存在するか否かによって腫瘍開始細胞
及びそれらに対応するＴＰＣ及びＴＰｒｏｇ構成要素亜集団を有効に同定又は特徴づける
ことを可能にする。　更には、下記の実施例に記載したような好ましい実施形態では、同
じこれらのマーカーは、画定された腫瘍開始細胞集団又はそれらの対応するＴＰＣ及び／
又はＴＰｒｏｇ細胞亜集団の急速且つ効率的な同定、分離、分画、セクショニング、単離
又は濃縮を可能にする。　上述のように、及び本発明にしたがって、ＴＩＣＡＭは、腫瘍
開始細胞又は細胞集団の同定、特徴づけ、及び所望により単離及び濃縮を可能にする任意
のマーカー又はマーカー表現型を意味するものとする。　同様に、それらの存在又は欠如
によってＴＰＣ又はＴＰｒｏｇの同定又は特徴づけ、及び所望により単離及び濃縮を可能
にするためにも使用できるマーカー又はマーカー表現型は、上記に定めたように、ＴＰＣ
ＡＭ又はＴＰｒｏｇＡＭを含む。　上に明記したように、３つのマーカーセットは相互排
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他的ではなく、個々のマーカーは異なる細胞亜集団と結びつくことができる（例えば、単
一のマーカーがＴＩＣＡＭである場合もＴＰＣＡＭである場合もある。
好ましくはそのようなマーカーはタンパク質であり、より好ましくは細胞表面タンパク質
である。　
【０１１５】
　本明細書の目的上、好ましいＴＩＣＡＭは、ＣＤ９、ＣＤ１３、ＣＤ１５、ＣＤ２４、
ＣＤ２６、ＣＤ２９、ＣＤ４６、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｆ、Ｃ
Ｄ５１、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５８、ＣＤ６３、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６
ｅ、ＣＤ７１、ＣＤ７３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９１、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１
０４、ＣＤ１０５、ＣＤ１０８、ＣＤ１１１、ＣＤ１３０、ＣＤ１３６、ＣＤ１５１、Ｃ
Ｄ１５５、ＣＤ１５７、ＣＤ１６４、ＣＤ１６６、ＣＤ１７２ａ、ＣＤ１８６、ＣＤ２２
１、ＣＤ２３０、ＣＤ２６２、ＣＤ２７３、ＣＤ２７５、ＣＤ２９５、ＣＤ２９８、ＣＤ
３１７、ＣＤ３１８、ＣＤ３２４、ＣＤ３４０、ＣＣＲ１０、ｃ－Ｍｅｔ、Ｅｐｈ－Ｂ２
、Ｅｐｈ－Ｂ４、ＦＬＯＲＩ、ＧＬＵＴ－２、グリピカン　５、ＨＥＲ３、ＩＬ－２０Ｒ
ａ、インテグリンａ９ｂｌ、インテグリンｂ５、ＬＤＬ－Ｒ、メール、セマフォリン４Ｂ
、ＴＲＯＰ－２　及びＶｂ９を含む。　特に好ましい実施形態では、前記マーカーはＣＤ
４６を含むであろう。　他の好ましい実施形態では、前記マーカーはＣＤ３２４を含むで
あろう。　更に他の好ましい実施形態では、前記マーカーはＣＤ６６ｃを含むであろう。
　また更に他の好ましい実施形態では、ＣＤ４６マーカーとＣＤ３２４マーカーとの組み
合わせを使用して、腫瘍形成性細胞亜集団の同定、及び所望により濃縮又は単離を行う。
【０１１６】
　記載のＴＩＣＡＭに関しては、図　９Ａ及び９Ｂは表形式で腫瘍発現情報を提供し、図
　１０～１２は、定められた腫瘍開始細胞集団由来の個々のマーカーの発現データを示す
。　これに関して、本発明の教義は、最も一般的には前記ＴＩＣＡＭマーカー　ＣＤ４６
及びＣＤ３２４を用いて例示又は確認されるが、本明細書の教義に対する他の記載のマー
カーの適合性は、過度の実験なしに特定の腫瘍に関して容易に決定される。　すなわち、
これらの腫瘍が生じている癌の異なる病因及び各組織の生物学にもかかわらず、図　１０
～１２は、標準的技法を用いて記載のマーカーの適合性及び有用性を容易に解明できるこ
とを実証している。　これらの教え及びそれに関連するデータを鑑みると、当業者は、特
殊な型の腫瘍由来の腫瘍形成性細胞亜集団を分析又は分離するために使用すべき最適なＴ
ＩＣＡＭ又はＴＩＣＡＭの組合せを容易に決定することができるであろう。　本開示のマ
ーカーが、ある範囲の腫瘍に対して有用であるというこの予想外の発見は、あくまでも本
発明の新規性の裏付けである。
【０１１７】
　本開示に基づき、当該技術分野で認識されている技術を使用して定義された腫瘍形成性
細胞集団を同定、特徴づけ、又は所望により精製、分離、濃縮又は単離するために、単独
又は組み合わせによって前述のＴＩＣＡＭを使用することが可能であることが理解される
であろう。　好ましい実施形態では、前記細胞集団は腫瘍永続細胞を含むであろう。　他
の好ましい実施形態では、選択されたＴＩＣＡＭを用いて同定又は濃縮される細胞集団は
腫瘍永続細胞及び腫瘍前駆細胞を含むものとする。　これらの後者の実施形態に関しては
、添付の実施例において示されるように、ＴＩＣ構成要素は、ＴＩＣＡＭで濃縮した集団
を対応する腫瘍形成性細胞亜集団の単離のためのＴＰＣＡＭ及び／又はＴｐｒｏｇＡＭと
接触させることによって更に特徴づけ及び／又は分離され得る。
【０１１８】
　例えば、特に好ましい実施形態では、ＴＩＣはＣＤ４６とＣＤ３２４との組み合わせに
よって同定及び特徴づけることができ、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　マーカー表現型を
呈し得ることが実証された。　同様に、他の特に好ましい実施形態では、単離又は濃縮さ
れた腫瘍細胞亜集団は、ＴＩＣをＣＤ３２４及びＣＤ４６の結合剤と接触させることによ
って得られ、この場合、任意の順序で若しくは同時にそれらの結合剤をＴＩＣと接触させ
ることができる。　関連のある好ましい実施形態は、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　マー
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カー表現型を含む単離又は濃縮されたＴＩＣ集団を含む。
【０１１９】
　結腸直腸癌におけるＴＩＣを含む別の選択された実施形態では、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３
２４＋　ＣＤ６６ｃ－及びＣＤ６６ｃ＋細胞を部分的に含有する完全に異種の腫瘍をＣＤ
４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－細胞が生成できることが実証された。　このこと
は、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋　細胞は腫瘍形成性ではあってもＣＤ４
６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－　細胞を生成する能力はなく、連続移植を介して効
率的に腫瘍成長を駆動することができないことを鑑みると、重大なことである。　したが
って、本発明の他の好ましい実施形態は、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－　
マーカー表現型を含む単離又は濃縮されたＴＩＣ集団を含む。
【０１２０】
　本明細書に開示されるように、腫瘍形成性細胞と関連づけられる特に好ましいマーカー
は、ＴＩＣＡＭとして有利に作用することが見出されたＣＤ４６である。　下記の実施例
全体を通して示されるように、このＣＤ４６マーカーを単独で又は他のマーカーとの組み
合わせとして使用して、腫瘍開始細胞、腫瘍永続細胞又はそれらの特異的な細胞亜集団を
同定、特徴づけ、詳細評価、認識又は区別ことができる。　更に、他の好ましい実施形態
では、前記ＣＤ４６マーカーを単独で又は他のマーカーとの組み合わせとして使用して、
腫瘍形成性細胞又はそれらの亜集団を効果的にセクショニング、分画、単離、精製又は濃
縮することができる。　好ましくは、それらの癌幹細胞又は細胞亜集団の同定、特徴づけ
又は単離は、完全な長さのＣＤ４６又はそのスプライス変異型又はアイソフォームと免疫
特異的に反応する結合剤によって行うことができる。　他の好ましい実施形態では、ＣＤ
４６結合剤は抗体又はその免疫反応性フラグメントを含むであろう。　他の好ましい実施
形態では、ＣＤ４６結合剤は検出可能なレポーターエンティティと結びつけられる。
【０１２１】
　ＣＤ４６は、膜補因子タンパク質すなわちＭＣＰとしても知られている。　それは広く
発現しているＩ型膜貫通タンパク質であるが、代替エキソンのスプライシング及びグリコ
シル化の結果として、アイソフォームを多数有する。　最近、その重要性から本明細書に
参考として全体が組み込まれるＫａｒｏｓｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｌａｒｙｎｇｏｓｃｏｐ
ｅ　１１８：　１６６９－１６７６　（Ｓｅｐｔ．　２００８）は、前記分子の１４種類
のアイソフォームを検出したと報告している。　そのｍＲＮＡは、染色体ｌｑ３２に位置
する単一の遺伝子から転写され、広範な代替スプライシングを経て、様々なタンパク質の
アイソフォームをエンコードする複数の転写産物を生成する。　この遺伝子を含むそれら
１４種類のエキソンのうち、エキソン１～６は、全てのＣＤ４６たんぱく質アイソフォー
ムに保存され、一方、エキソン７～９はそれらのタンパク質アイソフォームにおける主要
な超可変性につながる、様々なやり方で利用されるセリン　－　スレオニン　－　プロリ
ン（「ＳＴＰ」）の豊富な領域をエンコードする。　エキソン１１及び１２はＣＤ４６の
膜貫通領域をエンコードし、エキソン１３及び１４はそのタンパク質の細胞質尾部をエン
コードする。　最も長いｍＲＮＡ転写産物である変異型Ａ（ＮＭ＿００２３８９）は、前
記遺伝子の１４種類の全てのエキソンからの配列を含有する。　エキソン７、８、９及び
１３の可変スプライシングはＣＤ４６の１４種類のアイソフォームの大多数をもたらすと
考えられ、観察された支配的なタンパク質アイソフォームである６６及び５６ｋＤａはエ
キソン８の代替的包含又は除外によって生じる。エキソン１３の代替的包含／除外はその
分子の細胞質尾部のエンコードされた配列の変化につながり、これらの変化が細胞内輸送
、安定性、及びそのタンパク質のシグナル伝達特性に影響することを示唆している。
【０１２２】
　Ｋａｒｏｓｉらが記載しているように、ＣＤ４６のｍＲＮＡＤアイソフォームＤはＣＤ
４６遺伝子のエキソン１～６、８～１２及び１４（タンパク質ＮＰ＿７２２５４８をエン
コードするＮＭ＿１５３８２６配列と同等）を含み、アイソフォームＦはエキソン１－６
、９～１２、及び１４　（ＮＰ＿７５８８６３をエンコードする配列ＮＭ＿１７２３５３
と同等）、アイソフォームＪはエキソン１～６、８、１０～１２及び１４　（ＮＰ＿７５
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８８６６をエンコードするＮＭ＿１７２３５６と同等）を含む。　より具体的には、前記
ＣＤ４６分子はＮ末端のショートコンセンサスリピート（ＳＣＲ）モジュールを４つ含み
（「スシ」ドメイン：　１－３、２－４結合トポロジーの４つのシステイン）、これらの
ＳＣＲドメインは前記遺伝子の最初の６つのエキソンによってエンコードされる。　ＳＣ
Ｒ２、３及び４モジュールはＣ３ｂ／Ｃ４ｂの結合活性及び調節活性（下記に説明する）
を有し、一方、ＳＣＲ４の遠位のＳＣＲ１モジュール及び配列は補完的調節機能にとって
不可欠ではない。代替的に利用されるエキソン７～９及びエキソン１０によってエンコー
ドされる膜に近位の細胞外配列は、Ｏ結合炭水化物を介して高度にグリコシル化される。
【０１２３】
　本開示の目的上、用語「ＣＤ４６」は、文脈により別の意味に定められない限りは、前
記に定めたような任意のタンパク質の任意のスプライス変異型又は免疫反応性フラグメン
トを含む任意のタンパク質及びそのようなタンパク質、スプライス変異型又はフラグメン
トをエンコードする任意の核酸配列を意味するものとする。　したがって、上述のように
、「ＣＤ４６マーカー」は前記ＣＤ４６の抗原を構成する又はエンコードする任意の検出
可能なタンパク質、ペプチド又は核酸シーケンスを広範に含むであろう。　好ましい実施
形態では、ＣＤ４６マーカーは完全な長さのグリコタンパク質（変異型Ａ）又はそのレポ
ートされるスプライス変異型又は免疫反応性フラグメントを含む。　更には、より好まし
くは、前記ＣＤ４６タンパク質マーカーは選択された腫瘍形成性細胞集団の細胞表面上に
存在する。　他の好ましい実施形態では、ＣＤ４６マーカーは、完全な長さのＣＤ４６、
又はそのスプライス変異型若しくはフラグメントをエンコードする核酸配列（例えば、Ｄ
ＮＡ又はｍＲＮＡ）を含む。
【０１２４】
　選択された腫瘍開始細胞亜集団を特徴づけるために所望により使用することができる別
の好ましいマーカーは、ヒトＣＤ３２４（ｈＣＤ３２４）であり、これはＧｅｎＢａｎｋ
アクセッション番号ＮＭ＿００４３６０に対応する代表的な核酸及びＧｅｎＢａｎｋアク
セッション番号ＮＰ＿００４３５１に対応する代表的なプレプロアミノ酸配列を有するも
のであり、それらは各々、参考として本明細書に組み込まれる。　ＣＤ３２４（Ｅ－カド
ヘリン、ウボモルリン、カドヘリン－１又はＣＡＭ１２０／８０としても知られている）
は、カルシウム依存性細胞接着を仲介する膜貫通タンパク質である。　これは、それらの
表現型の維持に関与している上皮細胞に特異的に発現される。　Ｅ－カドヘリンの細胞質
ドメインはβ‐カテニンと結合し、β‐カテニン自体は細胞骨格のアクチンフィラメント
のネットワークと結合している。　この、Ｅ－カドヘリン／β‐カテニン結合は、上皮細
胞の細胞同士の接着の安定化において欠かせない役割を果たす。　したがって、Ｅ－カド
ヘリンの損失は細胞接着を減少し、癌細胞の侵襲能力を増大し得る。　Ｅ－カドヘリン又
はβ‐カテニンの発現が減少するにつれて、一般に、またとりわけ胃腸器官の癌に関して
は、腫瘍の攻撃性及び脱分化が増す。　また、結腸直腸癌を有しＥ－カドヘリンの発現が
弱い患者の予後は正常な発現レベルを有する患者と比べて芳しくないことも示されてきた
。
【０１２５】
　本発明にしたがって使用できるまた別の好ましいマーカーは、ＣＤ６６ｃである（　Ｎ
ＣＡ－９０　若しくはＣＥＡＣＡＭ６とも呼ばれる）。　ヒトＣＤ６６ｃ（ｈＣＤ６６ｃ
）核酸配列はＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号　ＮＭＪ３０２４８３に相当し、そのタ
ンパク質前駆体（３４４ａａ）のアミノ酸配列はＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号　Ｎ
Ｐ＿００２４７４に相当するものであり、各々、参考として本明細書に組み込まれる。　
ＣＤ６６ｃグリコタンパク質は免疫グロブリンファミリーに属し、前記タンパク質のＮ末
端部分の可変ドメイン、及びループの形成を誘導するジスルフィド架橋を含む定常ドメイ
ンによって特徴づけられる（Ｈａｍｍａｒｓｔｒｏｍ　ａｎｄ　Ｂａｒａｎｏｖ　２００
１）。　ＣＤ６６ｃは、通常、顆粒球、マクロファージ及び多核好中球の表面に発現する
だけでなく、大腸、肺、脾臓中の上皮細胞によってもまた発現される（Ａｕｄｅｔｔｅ　
ｅｔ　ａｌ．，　１９８７；　Ｋｏｌｂｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８９；　ｖｏ
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ｎ　Ｋｌｅｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，　１９７２；　Ｊａｎｔｓｃｈｅｆｆ　ｅｔ　ａｌ．
，　２００３）。　ＣＤ６６ｃは、正常な粘膜と比較して過形成性の結腸ポリープ及び腺
腫の増殖細胞によっても発現され、また、多くのヒト癌によっても発現される（Ｓｃｈｏ
ｌｚｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ　１５７：１０５１－５２，　２０
００；　Ｋｕｒｏｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　１９：５５９
９－５６０６，　１９９９）。
【０１２６】
　ＶＩＩ．　結合剤
　本発明全体を通じて説明されるように、本開示のマーカーは、好ましくは、本明細書で
定めたような結合剤によって検出、認識又は解明される。　本発明の目的のために広く解
釈すると、適合性のある結合剤は、あるマーカーと優先的に結びつく検出可能な任意のエ
ンティティ又は分子を本質的に含んでなることができる。　これに関して、前記結合剤は
、低分子、ペプチド、タンパク質、及びＤＮＡ及びＲＮＡを含む核酸など（ただし限定せ
ず）、多くの形態を採ることができる。　より具体的には、本発明の結合剤は、レセプタ
ー、酵素、酵素阻害剤、酵素基質、リガンド、レクチン、脂肪酸、アプタマー、脂質又は
多糖類を含み得る。　例えば、選択された実施形態では、適合性のある結合剤は、麻疹ウ
ィルスの赤血球凝集素タンパク質又はそのＣＤ４６結合フラグメントを含むことができる
。　他の特に好ましい実施形態では、前記結合剤又はエンティティは、抗体又はそのフラ
グメントを含む。　更にまた他の好ましい実施形態では、結合剤は、レセプターとリガン
ドの相互作用又はレセプター活性又は二重体化／多重体化、共レセプター結合、若しくは
他の数々の細胞内プロセスを妨害し得るマーカーに特異的な低分子結合剤を含み得る。　
本開示の観点では、適合性のある結合剤の選択は、過度の実験を行うことなく、当業者の
裁量の範囲で十分に行われる。
【０１２７】
　本発明の特に好ましい実施形態は、示唆したように、抗体の形態の結合剤を含む。　本
明細書で使用される時、用語「抗体」は、その最も広義の意味において用いられ、具体的
には、合成抗体、モノクローナル抗体、オリゴクローナル抗体又はポリクローナル抗体、
マルチクローナル抗体、組み換え技術により生成された抗体、イントラボディ（細胞内発
現抗体）、多特異性抗体、二重特異性抗体、一価抗体、多価抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体
、キメラ抗体、霊長類化抗体、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、単鎖Ｆ
ｖＦｃｓ　（ｓｃＦｖＦｃ）、単鎖Ｆｖｓ　（ｓｃＦｖ）、抗イディオタイプ抗体（ａｎ
ｔｉ－Ｉｄ）、及び、所望の生物活性（すなわち、マーカーの結びつき、すなわち結合）
を呈することを条件として、その他の任意の免疫活性抗体フラグメントを網羅する。　よ
り広義には、本発明の抗体は、免疫グロブリン分子及び免疫グロブリン分子の免疫活性フ
ラグメントを含み、それらの分子は、前記フラグメントが、例えばＦｃ領域又はそのフラ
グメント（ただし限定せず）を含む別の免疫グロブリンドメインと融合する場合又はしな
い場合がある抗原結合部位を含有する。　更には、本明細書で更に詳述するように、「抗
体」という用語は、具体的には、Ｆｃ領域を含む完全長抗体及び変異型Ｆｃ融合体（Ｆｃ
－Ｆｕｓｉｏｎｓ）を含むＦｃ変異型又はそれらのフラグメントを含み、所望により、少
なくとも１つのアミノ酸残基修飾を含み、免疫グロブリンの免疫活性フラグメントに融合
される。
【０１２８】
　　更には、５つの全てのクラスの抗体（すなわち、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、
ＩｇＭ）及び全てのアイソタイプ（すなわち、ＩｇＧｌ、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４
、ＩｇＡｌ、ＩｇＡ２）並びにそれらの変異型は本発明の範囲内であり、ＩｇＧクラスの
免疫グロブリンを含む好ましい実施形態について、例示のみを目的としていくらか詳細に
説明する。　しかし、そのような開示は、あくまでも本発明を実施するための代表的組成
物及び方法を明確に示すにすぎず、
いかなるやり方でも本発明又はその添付請求項の範囲を制限するものではないことが理解
されるであろう。
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【０１２９】
　本発明の文脈の範囲で、開示されるＴＩＣＡＭに特異的な適合性のある抗体が多くの場
合市販されていることは理解されるであろう（例えば、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓ社又はＢｉｏＬｅｇｅｎｄ社から市販されている）。　いずれにせよ、抗体又はそれ
らの誘導体及び／又はそれらのフラグメントは、正常な若しくはトランスジェニックのマ
ウス又はウサギにおけるハイブリドーマ技術又はファージ表示抗体技術を含む当業者に周
知の方法によって提供され得る。　一実施形態では、遺伝子免疫が使用される。　この技
法は、少なくとも１つの関心対象の抗原をエンコードする核酸配列又はその機能的同等物
を非ヒト動物に投与することを含む。　エンコードされる１つ若しくはそれ以上の抗原は
前記動物によって生成され、前記抗原に対する前記動物の免疫系を刺激する。　他の実施
形態では、アジュバントとともに及びアジュバントなしで、タンパク質又はペプチドの形
態の抗原を直接注射する。　どのようにしてその免疫原が導入されても、抗原に対する免
疫反応は前記動物において誘発される。　したがって、関心対象の抗原に特定のＴ細胞、
Ｂ細胞及び／又は抗体は、前記動物から得られるのが好ましい。　前記Ｔ細胞、Ｂ細胞及
び／又は抗体は、所望により更に処理される。　好ましい一実施形態では、得られた目的
のＢ細胞は、前記得られたＢ細胞が腫瘍細胞と融合されてハイブリッド抗体生成細胞を生
成するために、ハイブリドーマ技術に使用される。
【０１３０】
　本発明の更に特に好ましい実施形態は、モノクローナル抗体を結合剤として使用する。
　　　
【０１３１】
　好ましい実施形態では、抗体生成細胞株は、免疫性を与えられた動物から単離された細
胞から調製される。　免疫を与えた後、前記動物を屠殺し、リンパ節及び／又は脾臓Ｂ細
胞を当該技術分野で周知の手段によって不死化する。細胞を不死化する方法としては、癌
遺伝子でそれらをトランスフェクションすること、発癌ウイルスでそれらを感染させ、不
死化細胞が選択される条件下でそれらを培養すること、発癌性又は突然変異性の化合物に
それらをさらすこと、それらを例えば骨髄腫細胞などの不死化細胞と融合すること、及び
腫瘍抑制遺伝子を不活化することが挙げられるが、これらに限定されない。　骨髄腫細胞
との融合を用いる場合は、免疫グロブリンポリペプチドを分泌しない骨髄腫細胞が好まし
い（非分泌性細胞株）。　不死化細胞は、ＣＤ４６又はその免疫反応性部分を用いてスク
リーニングする。　好ましい実施形態では、最初のスクリーニングは、酵素結合免疫測定
法（ＥＬＩＳＡ）又はラジオイムノアッセイを用いて実施される。
【０１３２】
　　より一般的には、本発明と一致する特異的なモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ
、組換え技術、ファージディスプレイ技術、酵母ライブラリ、トランスジェニック動物（
例えばＸｅｎｏＭｏｕｓｅ（登録商標）又はＨｕＭＡｂ　Ｍｏｕｓｅ（登録商標））又は
そのいくつかの組み合わせを含む当該技術分野で周知の様々な技術を用いて調製すること
ができる。　例えば、モノクローナル抗体は、広くは上記に説明したような、及び参考と
して本明細書に各々組み込まれるＨａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　２ｎｄ　ｅｄ．　１９８８）；　Ｈａｍｍｅ
ｒｌｉｎｇ，　ｅｔ　ａｌ．，　ｉｎ：　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
　ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　５６３－６８１　（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ
，　Ｎ．Ｙ．，　１９８１）　により詳細に教示されているような、ハイブリドーマ技法
を用いて生成できる。　本開示のプロトコルを用いて、抗体は、好ましくは、関連する抗
原及びアジュバントを皮下又は腹腔内に複数回注射することにより、哺乳動物において育
てられる。　上述したように、この免疫付与は、概して、活性化された脾細胞又はリンパ
球からの抗原反応性抗体（その免疫付与動物がトランスジェニックの場合は完全にヒトで
あってもよい）の産生を含む免疫応答を誘発する。　得られる抗体は、ポリクローナル製
剤を提供するために前記動物の血清から収穫され得るが、一般には、脾臓、リンパ節又は
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末梢血からの個々のリンパ球を単離してモノクローナル抗体の均一な製剤を提供すること
がより望ましい。　最も典型的には、リンパ球を脾臓から得て不死化して、ハイブリドー
マを提供する。
【０１３３】
　　更に広くは、ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体の生成方法は、当業者には
周知である。例えば、以下の参考文献を参照されたい：Ｃｏｌｉｇａｎ，　Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｗｉｌｅｙ／Ｇｒｅｅｎｅ，　
Ｎ．Ｙ．，　１９９１；　及びＨａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｐｒｅｓｓ，　ＮＹ，　１９８９；　Ｓｔｉｔｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，　（ｅｄｓ．）　
　Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　（４ｔｈ　ｅｄ．）
　Ｌａｎｇｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　Ｌｏｓ　Ａｌｔｏｓ，　
Ｃａｌｉｆ．，　及びそこに記載の参考文献；Ｇｏｄｉｎｇ，　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　
Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　（２ｄ　
ｅｄ．）　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｎ．Ｙ．，　１９８
６；　及びＫｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，　Ｎａｔｕｒｅ　２５６：　４９
５－４９７，　１９７５。抗体の調製に好適な他の技法としては、ファージ又は同様のベ
クターにおける組み換え抗体のライブラリの選択が挙げられる。　Ｈｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ
．，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：　１２７５－１２８１，　１９８９；　及びＷａｒｄ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　３４１：　５４４－５４６，　１９８９を参照のこと。
免疫グロブリン及びそれらの特定の変異型は周知であり、多くは、組み換え細胞培養にお
いて調製される（例えば、米国特許第４，７４５，０５５号、米国特許第４，４４４，４
８７号、ＷＯ８８／０３５６５号、ＥＰ　２５６，６５４号、ＥＰ　１２０，６９４号、
ＥＰ　１２５，０２３号、Ｆａｏｕｌｋｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　２９８
：２８６，　１９８２；　Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１２３：７９
３，　１９７９；　Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｎ　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ　２：２３９，　１９８４を参照のこと）。　キメラ（ヒト）抗体の詳細な調製方法
は米国特許第５，４８２，８５６号に見出される。ヒト化及び他の抗体生成及び工学技術
の追加的な詳細は、Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ　（ｅｄ），　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎ
ｅｅｒｉｎｇ，　２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ，
　ＮＹ，　１９９５；　ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅ
ｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，　ＩＲＬ　ａｔ
　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｏｘｆｏｒｄ，　Ｅｎｇｌａｎｄ，　１９９６，　及び
Ｐａｕｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｈｕｍａ
ｎａ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｔｏｗａｔａ，　Ｎ．Ｊ．，　１９９５に見出される。前記の各々
は参考としてその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１３４】
　　　その抗体結合剤がいかにして得られるかあるいはそれが前述の形態のどれを採るか
に関わらず（例えばヒト化、ヒト等）、本開示の好ましい実施形態は、様々な特徴を呈す
ることができる。　これに関して、ＴＩＣＡＭ抗体生成細胞（例えば、ハイブリドーマ又
は酵母コロニー）は、例えば、堅牢な成長、高い抗体産生、及び、以下により詳細に述べ
るような、親和性、エピトープ又はドメイン特異性などのような望ましい抗体特性を含む
望ましい特徴のために選択、クローン化、及び更にスクリーニングされ得る。ハイブリド
ーマは、同系動物及び例えばヌードマウスなど免疫系の欠如した動物において生体内で拡
張すること、あるいは生体外で細胞培養で拡張することができる。　各々が特異的な抗体
種を産生するハイブリドーマ及び／又はコロニーを選択、クローニング及び拡張する方法
は、当業者には周知である。
【０１３５】
　　本開示の抗体が特異的な選択されたマーカーによって提示されるエピトープ又は決定
因子と結びつく、すなわち結合することもまた理解されるであろう。　本明細書で使用さ
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れるとき、用語「エピトープ」は、特定の抗体によって認識され且つ特異的に結合され得
るその標的抗原の部分を指す。　前記抗原がＣＤ４６のようなポリペプチドであるとき、
エピトープは、隣接アミノ酸及びタンパク質の三次折れたたみによって並列される非隣接
アミノ酸の双方から形成され得る。　隣接アミノ酸から形成されるエピトープは、典型的
には、タンパク質の変性の際に維持されるが、三次折れたたみによって形成されるエピト
ープは、典型的には、タンパク質の変性の際に失われる。　エピトープは、典型的には、
一意の空間配座に少なくとも３個、より典型的には少なくとも５個又は８～１０個のアミ
ノ酸を含む。　より具体的には、当業者は、エピトープという用語が、免疫グロブリン又
はＴ細胞レセプターと特異的に結合する若しくは他の方法で分子と相互作用することが可
能な任意のタンパク質決定因子を含むことを理解するであろう。　エピトープ決定因子は
、一般には、アミノ酸又は炭水化物又は糖側鎖のような分子の化学的に活性な表面の集合
体を含み、一般には、特定の三次元構造的特徴及び特定の電荷特性を有する。　加えて、
エピトープは直線状の場合も立体配座の場合もある。　直線状のエピトープでは、そのタ
ンパク質とその相互作用している分子（例えば抗体）との間の相互作用の全ての点は、そ
のタンパク質の一次アミノ酸配列に沿って直線状に生じる。　立体配座のエピトープでは
、それらの相互作用の点は、互いから直線的に分離されているそのタンパク質のアミノ酸
残基を渡って生じる。
【０１３６】
　抗原上で所望のエピトープがいったん決定されたら、例えば本発明に記載の技法を用い
て、そのエピトープに対する抗体を生成することが可能である。　あるいは、その発見過
程中に、抗体の生成及び特徴づけは、所望のエピトープについての情報を解明し得る。　
次いで、この情報をもとに、同じエピトープと結合する抗体を競合的にスクリーニングす
ることが可能である。　これを達成する１つの方法は、競合して互いに結合する抗体、す
なわちその抗体と結合するために競合する抗体を見出すために、競合法による研究を実施
することである。　抗体の競合に基づいて抗体を収集するためのハイスループットのプロ
セスは、ＷＯ０３／４８７３１号に記載されている。
【０１３７】
　本明細書で使用されるとき、用語「ビニング」は、抗体の抗原結合特性に基づいて抗体
を分類する方法を指す。ビンの割り当ては、試験抗体に観察された結合パターンがどのよ
うに異なるかに応じて、いくらか恣意的である。したがって、この技法は本発明の抗体の
分類のために有用なツールであるが、それらのビンがエピトープと常に直接相関するとは
限らず、そのような初期の決定は、当該技術分野で認識されている他の方法によって更に
確認されなくてはならない。
【０１３８】
　この警告を踏まえて、当該技術分野において周知の方法及び本明細書の実施例に記載の
方法によって、選択された一次抗体（又はそのフラグメント）が同一のエピトープに結合
するかどうか、あるいは二次抗体との結合に関して競合するかどうかを判定することがで
きる。選択された実施形態では、本発明の一次抗体を飽和条件下でそのマーカーと結合さ
せ、次いで、その二次抗体が同じマーカーと結合する能力を測定することができる。試験
抗体が一次マーカー抗体と同時にマーカーと結合することができるならば、二次抗体は一
次抗体と異なるエピトープと結合する。しかし、二次抗体が同時にマーカーと結合するこ
とができないならば、二次抗体は同じエピトープと、又は重なっているエピトープと、又
は一次抗体によって結合されたエピトープに近接したエピトープと、結合する。当業者に
周知のように、所望のデータは、固相の直接的又は間接的ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ
）、固相の直接的又は間接的酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、サンドイッチ競合アッセイ、Ｂ
ｉａｃｏｒ（商標）システム（すなわち、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ社の表面プラズモ
ン共鳴）、ＦｏｒｔｅＢｉｏ（登録商標）Ａｎａｌｙｚｅｒ（ＦｏｒｔｅＢｉｏ社のバイ
オレイヤー干渉法）、又はフローサイトメトリー法を用いて得ることができる。本明細書
では、用語「表面プラズモン共鳴」は、バイオセンサーマトリックス内のタンパク質濃度
の変化を検出することにより、リアルタイムの生体特異的相互作用の解析を可能にする光
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学現象を指す。特に好ましい実施形態では、この解析はＢｉａｃｏｒｅ社又はＦｏｒｔｅ
Ｂｉｏ社の計器を用いて実施される。　
【０１３９】
　同じエピトープに対して競合する抗体の文脈で使用されるときの用語「競合する」は、
抗体間の競争が、テスト対象の抗体又は免疫学的に機能的なフラグメントが共通抗原への
基準抗体の特異的結合を防止又は阻害するアッセイによって決定されることを意味する。
典型的には、そのようなアッセイは、固体表面に結合された精製された抗原又はこれらの
いずれかを運ぶ細胞、標識付けされていない試験免疫グロブリン、及び標識付けされた基
準免疫グロブリンの使用を含む。競合的阻害は、試験免疫グロブリンの存在下で固体表面
又は細胞に結合した標識の量を決定することによって測定される。通常、試験免疫グロブ
リンは過剰に存在する。競合的アッセイ（抗体同士の競合）によって同定される抗体は、
基準抗体と同じエピトープに結合する抗体、及び立体障害を生じさせるために基準抗体に
よって結合されたエピトープと十分に近接している隣接エピトープと結合する抗体を含む
。競合的結合を決定するための追加的な詳細は本明細書の実施例に提供される。通常、競
合する抗体が過剰に存在するときには、共通の抗原への基準抗体の特異的結合は少なくと
も４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％又は７５％阻害されるであ
ろう。場合によっては、結合は少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、又は９７％
以上阻害される。
【０１４０】
　エピトープ特異性に加えて、本開示の抗体は、例えば、結合親和性、融解温度（Ｔｍ）
、及び等電点を含む数多くの異なる物理的特性を用いて特徴づけることができる。
【０１４１】
　これに関して、本発明は、更に、選択されたマーカーに対して高い結合親和性を有する
抗体の使用も包含する。本発明の抗体は、解離定数Ｋｄ　（ｋｏｆｆ／ｋｏｎ）が＜　１
０－８ｍであるとき、その標的抗原と特異的に結合すると言われている。その抗体は、Ｋ
ｄが＜　５ｘ１０－９ｍのとき、高い親和性で抗原と特異的に結合し、Ｋｄが＜　５ｘ１
０－１０ｍのとき、非常に高い親和性で抗原と特異的に結合する。本発明の一実施形態で
は、抗体は＜　１０－９ｍのＫｄ及び約１ｘ１０－４／秒のオフレートを有する。本発明
の一実施形態では、オフレートは＜　１ｘ１０－５／秒である。本発明の他の実施形態で
は、抗体は約１０－８ｍ～１０－１０ｍのＫｄを有するＣＤ４６と結合し、更に別の実施
形態では、抗体はＫｄ　＜　２ｘ１０－１０ｍのものと結合する。本発明の更に他の選択
された実施形態は、１０－２ｍ未満、５ｘ１０－２ｍ未満、１０－３ｍ未満、５ｘｌＯ－
３ｍ未満、１０－４ｍ未満、５ｘ１０－４ｍ未満、１０－５ｍ未満、５ｘ１０－５ｍ未満
、１０－６ｍ未満、５ｘ１０－６ｍ未満、１０－７ｍ未満、５ｘｌＯ－７ｍ未満、１０－
８ｍ未満、５ｘｌＯ－８ｍ未満、１０－９ｍ未満、５ｘｌＯ－９ｍ未満、１０－１０ｍ未
満、５ｘ１０－１０ｍ未満、１０－１１ｍ未満、５ｘ１０－１１ｍ未満、１０－１２ｍ未
満、５ｘｌＯ－１２ｍ未満、１０－１３ｍ未満、５ｘ１０－　１３ｍ未満、１０－１４ｍ
未満、５ｘｌＯ－１４ｍ未満、１０－１５ｍ　未満、又は５ｘ１０－１５ｍ未満である解
離定数すなわちＫｄ　（ｋ０ｆｆ／ｋｏｎ）　を有する抗体を含む。
【０１４２】
　特定の実施形態では、ＣＤ４６と免疫特異的に結合する本発明の抗体は、解離速度定数
すなわちｋｏｎ　速度　（ＣＤ４６　（Ａｂ）　＋　抗原　（Ａｇ）ｋ

ｏｎ＜－Ａｂ－Ａ
ｇ）が少なくとも１０５ｍ－１ｓ－１、少なくとも２ｘ１０５ｍ－１ｓ－１、少なくとも
５ｘ１０５ｍ－１ｓ－１、少なくとも１０６ｍ－１ｓ－１、少なくとも５ｘ１０６ｍ－１

ｓ－１、少なくとも１０７ｍ－１ｓ－１’、少なくとも５ｘ１０７ｍ－１ｓ－１、又は少
なくとも１０８ｍ－１ｓ－１である。
【０１４３】
　別の実施形態では、ＣＤ４６と免疫特異的に結合する本発明の抗体は、％で表す割合（
ＣＤ４６　（Ａｂ）　＋　ａｎｔｉｇｅｎ　（Ａｇ）ｋ

ｏｆｆ＾－Ａｂ－Ａｇ）　が１０
－１ｓ－１　未満、５ｘ１０－１ｓ－１　未満、１０－２ｓ－１未満、５ｘ１０－２ｓ－
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１未満、１０－３ｓ－１未満、５ｘ１０－３ｓ－１　未満、１０－４ｓ－１　未満、５ｘ
１０－４ｓ－１未満、１０－５ｓ－１　未満、５ｘ１０－５ｓ－１　未満、１０－６ｓ－
１　未満、５ｘ１０－６ｓ－１　未満、１０－　７ｓ－１未満、５ｘ１０－７ｓ－１未満
、１０－８ｓ－１未満、５ｘ１０－８ｓ－１未満、１０－９ｓ－１未満、５ｘ１０－９ｓ
－１　未満、又は１０－１０ｓ－１である。
【０１４４】
　本発明の他の選択された実施形態では、抗ＣＤ４６抗体は、
親和定数すなわちＫａ　（ｋｏｎ／ｋｏｆｆ）　が少なくとも１０２Ｍ＿１、少なくとも
５ｘ１０２Ｍ－’、少なくとも１０３Ｍ＿１、少なくとも５ｘ１０３Ｍ＿１、少なくとも
１０４Ｍ＿１、少なくとも５ｘ１０４Ｍ＿１、少なくとも１０５Ｍ＿１、少なくとも５ｘ
１０５Ｍ－’、少なくとも１０６Ｍ＿１、少なくとも５ｘ１０６Ｍ＿１、少なくとも１０
７Ｍ＿１、少なくとも５ｘ１０７Ｍ＿１、少なくとも１０８Ｍ－１、少なくとも５ｘ１０
８Ｍ＿１、少なくとも１０９Ｍ－’、少なくとも５ｘ１０９Ｍ－’、少なくとも１０１０

Ｍ＿１、少なくとも５ｘ１０１０Ｍ＿１、少なくとも１０１１Ｍ＿１、少なくとも５ｘ１
０１１Ｍ＿１、少なくとも１０１２Ｍ＿１、少なくとも５ｘ１０１２Ｍ＿１、少なくとも
１０１３Ｍ＿１、少なくとも５ｘ１０１３Ｍ＿１、少なくとも１０１４　Ｍ＿１、
少なくとも５ｘ１０１４Ｍ－１、少なくとも１０１５Ｍ－１、又は少なくとも５ｘ１０１

５Ｍ－１である。　
【０１４５】
　本発明のタンパク質又は免疫グロブリン結合剤が組換え発現により産生された後、免疫
グロブリン分子の精製のための当該技術分野で周知の任意の方法によって、あるいはより
一般的には、タンパク質を精製するための当該分野で周知の任意の方法によって、例えば
、クロマトグラフィー（例えば、イオン交換、親和性（特にタンパク質Ａの後の特定の抗
原に対する親和性）およびサイズ排除クロマトグラフィー）、遠心分離、溶解度差、又は
タンパク質の精製のための他の任意の標準的な技術によって、それを精製することができ
る。更に、本発明の抗体結合剤を本明細書に記載の又は当該技術分野で周知の異種ポリペ
プチド配列と融合して精製を促進することもできる。特に好ましい実施形態では、本発明
のモジュレーターは、タンパク質Ａ又はタンパク質Ｇ親和性クロマトグラフィーを用いて
、少なくとも部分的に精製される。
【０１４６】
　他の好ましい実施形態では、本発明の結合剤又はそれらのフラグメント又は誘導体は、
生体分子又は低分子若しくは放射性同位体であり得る診断に使用可能な又は検出可能な薬
剤又はレポーターと共役である、結合している、又は別の何らかの方法で結びつけられる
。本明細書に記載されているように、そのような標識付けされた結合剤は、過剰増殖性疾
患の発症又は進行をモニタリングするために有用であり得る、又は本開示のモジュレータ
ーを含む特定の治療法の有効性を決定するための臨床試験手順の一環として有用であり得
る。特に好ましい実施形態では、レポーター又は検出可能な薬剤と結びつけられる本開示
の結合剤は、選択された腫瘍形成性細胞集団の同定又は特徴づけ、及び所望により濃縮、
単離、セクショニング、分画、又は精製に有用であり得る。そのような集団は、標的特定
、薬剤研究開発、毒性学研究等（ただし限定せず）を含む数々の目的に使用することがで
きる。
【０１４７】
　そのような診断、検出、及び／又は分離若しくは濃縮は、前記結合剤を検出可能な物質
と結合する又は結びつけることによって達成し得るものであり、前記物質としては、例え
ば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、又
はアセチルコリンエステラーゼなどが含まれる様々な酵素類、ストレプトアビジンビオチ
ン及びアビジン／ビオチンなどの（ただし限定せず）補欠分子族、ウンベリフェロン、フ
ルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、
ジクロロフルオレセイン、塩化ダンシル又はフィコエリトリンなどの（ただし限定せず）
蛍光物質、ルミノールなどの（ただし限定せず）発光材料、ルシフェラーゼ、ルシフェリ
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ン、及びエクオリンなどの（ただし限定せず）生物発光材料、ヨウ素（１３１Ｉ、１２５

１、１２３Ｉ、１２１Ｉ）、炭素（１４Ｃ）、硫黄（３５Ｓ）、トリチウム（３Ｈ）、イ
ンジウム（１１５Ｉｎ、１１３Ｉｎ、１Ｉ２Ｉｎ、Ｈ１Ｉｎ，）、ａｎｄ　テクネチウム
（９９Ｔｃ）、タリウム（２０１Ｔｉ）、ガリウム（６８Ｇａ、６７Ｇａ）、パラジウム
（１０３Ｐｄ）、モリブデン（９９Ｍｏ）、キセノン（１３３Ｘｅ）、フッ素（！８Ｆ）
、１５３Ｓｍ、１７７Ｌｕ、１５９Ｇｄ、１４９Ｐｍ、１４０Ｌａ、１７５Ｙｂ、１６６

Ｈｏ、９０Ｙ、４７Ｓｃ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１４２Ｐｒ、１０５Ｒｈ、９７Ｒｕ
、６８Ｇｅ、５７Ｃｏ、６５Ｚｎ、８５Ｓｒ、３２Ｐ、１５３Ｇｄ、１６９Ｙｂ、５１Ｃ
ｒ、５４Ｍｎ、７５Ｓｅ、Ｕ３Ｓｎ、ａｎｄ　１１７Ｔｉｎなどの（ただし限定せず）放
射性物質が挙げられるが、これらに限定されない。そのような実施形態では、適切な検出
方法は当該技術分野で周知であり、多くの市販ソースから容易に入手可能である。特に好
ましい実施形態では、前記標識付けされた結合剤をフローサイトメトリーすなわちＦＡＣ
Ｓ分析に用いることができる。
【０１４８】
　以下でより詳細に説明するように、前記結合剤は、細胞集団の精製あるいは免疫組織化
学法又はＦＡＣＳのような分離若しくは診断手順を促進するためにペプチド又は蛍光色素
などのマーカー配列と結びつけられる。特に好ましい実施形態では、そのような標識はＭ
ＡＸＰＡＲ（商標）試薬系（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｏｒｏｎｔｏ，　Ｓｔｅｍ
ｓｐｅｃ）を含む。好ましい実施形態では、前記マーカーのアミノ酸配列は、例えばｐＱ
Ｅベクター（Ｑｉａｇｅｎ社）が提供しているタグなどのようなヘキサ　－　ヒスチジン
ペプチドであり、それらの多くは市販により入手可能である。精製に有用なその他のペプ
チドタグとしては、インフルエンザヘマグルチニンタンパク質由来のエピトープに相当す
るヘマグルチニン「ＨＡ」タグ（Ｗｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８４，　Ｃｅｌｌ
　３７：７６７）、及び「フラグ」タグ（米国特許第４，７０３，００４号）が挙げられ
るが、これらに限定されない。
【０１４９】
　ＶＩＩＩ．腫瘍形成性細胞亜集団の分析　
　前記において説明したように、本明細書に開示されるマーカーは、ＴＰＣ及びＴＰｒｏ
ｇの分化をもたらし（例えば結腸直腸癌において）、且つ多様な他の腫瘍においてＴＩＣ
及びＮＴＧ細胞をもたらす。生細胞の単離は機能的再構成を示すために、またしたがって
腫瘍の持続能力を決定的に示すため（すなわちＣＳＣ同定）に必要であるが、本開示のマ
ーカーを用いて解明されるＴＩＣ、それらの複合ＴＰＣ及びＴＰｒｏｇ細胞、並びにＮＴ
Ｇ細胞の識別の知識は、これらの各対応する細胞集団と結びつけられる遺伝子及び／又は
タンパク質の発見を促進することによって、診断用及び／又は治療用の標的タンパク質の
発見を可能にする。
【０１５０】
　本明細書に開示されているマーカーをＴＩＣ又はＴＰＣ集団の同定のためのツールとし
て使用し、当該技術分野で認識されている上記の技法、例えば磁気分離、ＦＡＣＳ（実施
例２）、レーザーキャプチャーマイクロダイセクション若しくは他の技法を使用すること
により、これらの細胞から単離された細胞又は遺伝物質及び／又はプロテオーム物質をＮ
ＴＧ細胞又は汚染物質から同定及び単離することができる。
更に、マイクロアレイ技術（実施例１）、次世代シークエンシング（実施例８）、質量分
析、及びこれらの技術のいくつかの側面を組み合わせたその他の技術、例えば多数パラメ
ータマスサイトメトリー（ｍａｓｓｉｖｅｌｙ　ｍｕｌｔｉｐａｒａｍｅｔｒｉｃ　ｍａ
ｓｓ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ）を用いて、それらの単離又は濃縮された集団の特徴づけ及び
／又は定量化が可能である。本明細書に開示されているそれぞれの腫瘍細胞亜集団を分析
するためにそのような技術を用いることは追加的なＴＩＣマーカーの同定につながる可能
性があり、そのようなＴＩＣマーカーとしては、例えば、タンパク質、又は蛍光ｉｎ　ｓ
ｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）により同定可能であり得るＲＮＡマーカー、
染色体又は蛍光性染料によって可視化できる生化学マーカー、又は材料基材（すなわちガ
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ラス、プラスチック等）への示差的接着のような物理化学的特性、又は数多くのトランス
フェクション又はウイルス形質導入法を用いてゲノムに挿入された蛍光又は発光レポータ
ー遺伝子コンストラクトを用いて同定することができる転写調節因子の発現が挙げられる
。
【０１５１】
　当業者は、本明細書に開示されている細胞集団が任意の単一のマーカー、選択される開
示のマーカーの任意の組み合わせ、又は本明細書に開示されているマーカー（すなわちＴ
ＩＣＡＭ）の発現と関連する代理マーカーを用いて濃縮又は単離され得ることを理解する
であろう。前記のように、腫瘍細胞亜集団を結合剤と接触させ、次いで、固有の物理化学
的特性（すなわちそれらの電荷又は特定の基材への示差的接着）若しくはＴＩＣＡＭと結
びつく結合剤を介して個別の腫瘍細胞亜集団に付与される物理化学的特性に基づいて、磁
気分離、ＦＡＣＳ、又は、本開示の腫瘍細胞亜集団を分離することが可能な任意の他の技
術を用いることによって、腫瘍細胞亜集団を濃縮又は単離することができる。磁気分離法
は、特定のマーカーを発現する細胞集団の濃縮において一般的であり、概して成功するが
、この方法で濃縮された検体は、一般的には、様々な死細胞、非標的細胞及び細胞塊によ
って汚染される。同様に、標的細胞集団（例えばＣＤ６６ｃ）上に発現しないものを除く
全てのマーカーを用いて細胞の集団を枯渇させることによって得られた細胞が純粋である
ことも稀である。
【０１５２】
　したがって、本明細書の特に好ましい実施形態は、細胞の濃縮又は単離のために蛍光活
性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）を使用するが、それは、フローサイトメトリーは単一
の細胞類を急速に詳細分析することができ、且つ個々の細胞の寸法及び複雑さ、生きてい
るものと死んでいるもの、大きいものと小さいもの、単一細胞と細胞塊、及びある程度は
顆粒細胞をそれ以外のものと差別することができるからである。寸法及び複雑さのパラメ
ーターに加えて、発光される蛍光を反射鏡及びバンドパスフィルターの配列を介して測定
することもでき、この方法では、毎秒数千個の細胞という規模で、個別の蛍光タンパク質
からの複数の発光波長、細胞内化学反応、維持されている染料、又はフルオロクローム共
役抗体をインタロゲーションすることができる。
更には、一般的には、細胞単離能力を有するフローサイトメーターを用いて（例えば、Ｂ
ｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｅｎｓｏｎ社のＦＡＣＳＡｒｉａ）、個別の形態学的特徴、物理化
学的特徴及び／又は蛍光的特徴を有する単一細胞を高い純度（＞　９９％）で単離するこ
とが可能である。そのような技法を本明細書の教示にしたがって使用することにより、癌
患者から及びマウスで成長したＮＴＸ腫瘍から直接得た一次腫瘍及び転移腫瘍から得た単
一細胞の異種集団の特徴づけをすることができた。更には、その過程においてこれらの細
胞の生存率を維持し、１匹のマウスにつきわずか３個の細胞を移植することを可能にし、
本明細書に開示したマーカーを用いて単離した細胞集団の堅牢な腫瘍形成性を実証するこ
とができた。
【０１５３】
　本発明に開示されているマーカーは例えば結腸直腸癌におけるＴＰＣの正確な同定及び
単離、並びにＴＰｒｏｇ細胞、ＮＴＧ細胞及びストローマ細胞からのこれらの細胞の区別
を可能にするので、得られる腫瘍形成性細胞集団は、タンパク質をエンコーディングする
遺伝子、マイクロＲＮＡ、長い又は短いノンコーディングＲＮＡ及び／又はＣＳＣと結び
つくタンパク質の検出をもたらす。すなわち、比較的均質な腫瘍細胞集団によって優先的
に発現されるこれらの遺伝物質及び／又はプロテオームによる、自己再生、分化、増殖及
び／又は生存の決定因子は、本明細書に記載のように同定され得、例えば結腸直腸癌にお
けるＴＰＣ（すなわちＣＳＣ）によるそれらの優先的な発現に基づいて、疾患の重篤度、
特定の治療計画への反応、あるいは疾患の転帰を真に予測し得る期待される診断マーカー
としての使用に関して評価され得る。同様に、膵臓癌、非小細胞肺癌及びトリプルネガテ
ィブ乳癌からのＴＩＣ及びＮＴＧ細胞の単離を可能にする本明細書に開示されるマーカー
は、ＴＩＣと結びつけられるより良い診断用マーカーの発見を可能にする。
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【０１５４】
　本発明によって提供される濃縮又は単離された固形腫瘍細胞亜集団は、更に、細胞階層
の正確な解明及び細胞表現型のより詳しい特徴づけを可能にする。これに関して、腫瘍を
構成する細胞が容易に得られること及びそれらの細胞の運命及び潜在能を決定する生体内
及び生体外のアッセイが広範に開発されていることのおかげで、血液悪性腫瘍が最もよく
理解されている悪性腫瘍の一つとなっていることは理解されるであろう。同様に、癌研究
は、腫瘍の成長の刺激に関与する細胞が同定できるだけでなく、本明細書に記載の方法を
用いて確実に単離でき、それらの特徴を生体内と生体外の両方で試験することができると
ころまで進化してきている。腫瘍開始細胞（ＴＩＣ）は生体内で腫瘍の成長を刺激するそ
れらの能力によって所望により遡及的に同定されるので、能力を有するＴＩＣの単離を可
能にする技法及び機器はそれらの正確な同定のために不可欠である。これに関して、腫瘍
永続細胞（すなわちＴＩＣの癌幹細胞サブセット）は、
結腸直腸癌に関して本明細書で示したように、よく定義付けられた細胞を少数使用した少
なくとも２回の連続移植によって、異種腫瘍の成長を刺激するそれらの能力に基づいて遡
及的（レトロスペクティブ）に同定するのが最善である。
【０１５５】
　一次移植は腫瘍形成性の初期読み取りを得るには十分であり、それによってＴＩＣ及び
ＮＴＧ細胞の遡及的同定を可能にするが、ＴＰＣとＴＰｒｏｇは双方が腫瘍形成集団であ
るので、ＴＰＣとＴＰｒｏｇを決定的に区別するには１回の移植では不十分である。本明
細書に示したように、結腸直腸癌に関して本明細書において特定及び開示されているＴＰ
ｒｏｇ細胞は、腫瘍の異種性を完全に再構成することができないことにおいてＴＰＣ（す
なわちＣＳＣ）と異なるが、ＴＰＣレベルは典型的に低いので、この異種性の損失（すな
わち、ＴＰｒｏｇ細胞によって精製される腫瘍におけるＴＰＣの損失）は、観察すること
が困難であり得る。ＴＰｒｏｇ細胞集団には自己再生性がなく、その増殖能力は二次移植
の前に使い果たされることになるので、ＴＰｒｏｇ細胞に対するＴＰＣ細胞の再構成能力
の実証のためには、少数の細胞を使用する２回目の移植が必要である。正しく行われれば
、これらの連続移植実験は非常に少ない数の高度に増殖した細胞（ＦＡＣＳによって単離
された２００個未満の細胞）を使用するはずであり、一次移植からの腫瘍は＞　１，５０
０　ｍｍ３に成長させられ、ＴＰｒｏｇ細胞が二次移植の前に生体内で増殖能力を使い果
たす機会が提供されるはずである。そのような分析は本明細書に開示された技法によって
大いに促進される。
【０１５６】
　そのような問題に関して、幹細胞及び／又は前駆細胞の任意の定義された集団を正確に
同定するためにマーカーの組み合わせが好ましくは使用されることが理解されるであろう
。より一般的には、特定の個々のマーカーによって定義された細胞集団は必ずしも純粋で
はなく、いくつかの異なる細胞型又は異なる潜在能の細胞を包含する場合があり、その場
合は残りの異種性を解明するために追加的なマーカーが必要とされる。特定の細胞集団を
正確に同定するためにマーカーの組み合わせが十分であるかどうかを決定するために、そ
の特定の細胞集団の潜在能を、好ましくは、単一の細胞移植及び／又は生体内系列トレー
シングによってその単一の細胞レベルで実証する。上記の連続移植法は、ＴＩＣ（ＴＰＣ
及びＴＰｒｏｇ）及びＮＴＧ細胞を含むそれぞれの腫瘍細胞亜集団の同定を可能にする。
【０１５７】
　　本明細書に記載のように単離された全く同じ細胞集団の希釈によって少なくとも３群
のマウスの移植を含むように更に修正すると、入力細胞集団の中のＴＩＣ、又はそれを構
成するＴＰＣ又はＴＰｒｏｇ細胞の実際の頻度を決定することもまた可能である。例えば
、この頻度は、既知の入力細胞集団の限界希釈を用いて、腫瘍が生じる速度と無関係に、
腫瘍形成の頻度（ＴＩＣ能力の機能的実証）に関しての経験的試験によって既知の細胞集
団の中のＴＩＣの定量化を可能にするポアソン分布統計を用いて決定される。入力細胞の
それぞれの希釈で達成される定義された結果（すなわち腫瘍）の数を使用して、入植細胞
集団間のＴＩＣの数を算出する。この方法により、定義された潜在能（すなわち腫瘍形成
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性）を有する細胞の親の頻度を評価することができる。ポアソン分布統計がその実験で評
価される希釈のコースにかけての限られた数の定義されたイベント（すなわち腫瘍形成）
からその指数を獲得するものであることに注意することは重要である。結腸直腸ＮＴＸ－
ＣＲ４　癌患者由来のゼノグラフト株から単離されたＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４４－　Ｃ
Ｄ６６ｃ－　細胞集団に関して本明細書で示したように、ＴＩＣはこの細胞集団内で５分
の１の頻度で表現されるようであるが（図１５）、その他のマーカーを発現する細胞は非
腫瘍形成性であるか、又は腫瘍形成性が非常に乏しい（図４及び８）。同様の実験で、Ｔ
ＩＣ集団に関して当該技術分野で認識されている他のマーカーでは、細胞は１：７５の腫
瘍形成性細胞頻度を示しているので、本明細書に開示されるような５分の１のＴＩＣ頻度
は、それらの他のマーカーと比べて有意な改善を表しており、本発明の新規性を裏付けて
いる（Ｄｙｌｌａ　ｅｔ　ａｌ．２００８，　ＰＬｏＳ　ＯＮＥ３：ｅ２４２８）。　
【０１５８】
　　更に、好ましい実施形態では、腫瘍細胞集団のマーカープロファイルに基づいて特定
の腫瘍細胞集団を定量化することが可能である。例えば、期待される治療剤での治療後に
腫瘍内のＣＳＣ及びＮＴＧ細胞を検出及び定量化し、次いで、それらを治療前の対照と比
較することができる。上述したように、腫瘍を解離し、それぞれの腫瘍細胞亜集団を定め
るマーカーと結合する薬剤と接触させて、それらの細胞の相対的頻度をフローサイトメト
リーにより評価することができる。本明細書の教示にしたがって、このことは以下の実施
例に記載のように実証され、それらの実施例において、ＣＳＣは、結腸直腸腫瘍ではイリ
ノテカン、膵臓腫瘍ではゲムシタビンがそれぞれ関与する標準的な化学療法治療計画への
曝露の際に、結腸直腸腫瘍及び膵臓腫瘍において濃縮される。　
【０１５９】
　限界希釈解析に関しては、特徴づけられた及び／又は分画されたヒト腫瘍細胞（例えば
、それぞれ、治療された腫瘍及び治療されていない腫瘍）を、コロニー形成を育成する生
体外成長条件に置くことによって、腫瘍開始細胞の頻度の計数を生体外で得ることができ
る。このようにして、コロニーを単純に数えること及び特徴づけることによって、あるい
は例えばヒト腫瘍細胞を連続希釈プレートに配置し、少なくとも１０日経ってからコロニ
ー形成が陽性か陰性かによって各ウェルを評価する工程からなる分析によって、コロニー
形成細胞の計数を得ることが可能である。腫瘍開始細胞の頻度の決定能力が概してより正
確である生体内限定希釈実験又は分析では、治療されていない対照又は治療された状態か
らのヒト腫瘍細胞を連続希釈において免疫不全マウスに移植し、移植から少なくとも６０
日以上経ってから、各マウスの腫瘍形成が陽性か陰性かを評価する。すでに示唆したよう
に、生体外又は生体内の限界希釈分析による細胞頻度値の誘導は、好ましくは、陽性及び
陰性のイベントの既知の頻度にポアソン分布統計を適用することによって陽性イベントの
定義を満たすイベントの頻度を提供することによって行われ、この場合、その陽性イベン
トとは、生体外ではコロニーの形成であり、生体内では腫瘍の形成である。
【０１６０】
　腫瘍開始細胞の頻度の計算に使用することができる、本発明と適合性のある他の方法に
関しては、定量化可能なフローサイトメトリー法及び免疫組織化学染色法が最も一般的で
ある。これらの方法は、前述の限界希釈分析法ほど正確ではないものの、はるかに少ない
労力で行うことができ、比較的短い時間内に合理的な値を提供する。したがって、当業者
は、腫瘍開始細胞の濃縮に関しての既知の当該技術分野で認識されている細胞表面タンパ
ク質と結合する１つ以上の抗体又は試薬を使用するフローサイトメトリー細胞表面マーカ
ープロファイル測定を使用し（例えば、適合性がある可能性のあるマーカーは下記実施例
１に記載されている）、それにより、様々な検体のＴＩＣレベルを測定することができる
。更に別の適合性のある方法では、当業者は、これらの細胞の境界を定めると考えられる
細胞表面タンパク質と結合できる１つ以上の抗体又は試薬を使用する免疫組織化学法によ
るｉｎ　ｓｉｔｕ　（すなわち組織部分）のＴＩＣ頻度の計数を得ることができる。
【０１６１】
　生体外培養条件は生体内で遭遇する生理学的環境を模倣することがなかなかできないが
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、生体外アッセイは、本明細書に開示されるマーカーを用いて濃縮又は単離された細胞集
団を使用する連続移植によって、生体内の腫瘍の機能的再構成を示す適切な代理役を果た
すことができる。具体的には、関心対象の細胞の増殖能及び／又は分化能のような機能的
な特性を生体外アッセイで評価して、生体内での挙動を予測することができる。定義され
た無血清培地が生体外で腫瘍形成性細胞を維持及び拡張できることを示す例は存在し（Ｄ
ｙｌｌａ　ｅｔ　ａｌ．２００８，　ＰＬｏＳ　ＯＮＥ　３：ｅ２４２８　）、腫瘍形成
性細胞が生体外で少なくとも短期間維持され得ることを実証している。そのようなアッセ
イは、典型的には、コロニー（合計５０個より多くの細胞が接合している細胞の集まり）
を開始する細胞集団の能力又は浮いている細胞球（すなわち球）を測定する例えばコロニ
ー形成細胞（ＣＦＣ）アッセイ又は球形成アッセイに限られてきた（Ｂａｏ　ｅｔ　ａｌ
．　２００６，　Ｎａｔｕｒｅ　４４４：７５６）。形成されたＣＦＣ又は細胞球の数は
、ＴＩＣ頻度の代わりに使用することができる。更には、これらのコロニー及び／又は球
の解離の際に、それらの複合細胞が後にコロニー又は球を再び開始する能力は、自己再生
性の読み出しの代用としての役割を果たす。このようにして、多様な培地条件下でのＣＦ
Ｃ／球形成細胞の頻度及び自己再生の程度を用いて、本明細書に開示されているマーカー
を用いて単離された腫瘍細胞亜集団のような腫瘍細胞亜集団の潜在能を特定すること及び
特徴づけることができる。
【０１６２】
　また、当該技術分野において標準とされているように、例えば、異なる接着マトリック
ス（例えばコラーゲン又はフィブロネクチン）上の腫瘍細胞亜集団の培養、特定の成長因
子及び／又は例えばウシ胎児血清の添加によって分化を促進することができ、それによっ
て、前記腫瘍細胞亜集団の分化能の実験的インタロゲーションが可能となる。更には、自
己再生するか分化するかのような、幹細胞及び／又は前駆細胞の運命の決定に影響する遺
伝子、タンパク質及び／又は因子を、そのような因子を用いて、又は遺伝子及び／又は関
心対象のタンパク質でのトランスフェクション又は形質導入の後に、定義されたＴＩＣの
共培養によってインタロゲーションすることもまた可能である。例えば、従来のＣＦＣ様
のアッセイは、本明細書に示されているように（図１６Ｂ及び１６Ｃ）、これらのアッセ
イを例えばＮＴＧ細胞関連遺伝子産生物（例えばＣＥＡＣＡＭ６）の生成のような分化能
力の読み出しとリンクすることができることにおいて有益であり得る。より明確には、細
胞分化能は、定義された細胞集団を入力し、自己再生又は分化につながる培養条件によっ
て駆動され得る分化過程をモニタリングし、次いで、得られた細胞及びこれらの細胞が生
成しているタンパク質を特徴づけることによって生体外で測定することによって、及び／
又は得られる集団の潜在能を生体内移植によってインタロゲーションすることによって、
測定することが可能である。本明細書に開示されるマーカーを発現する細胞集団の同定を
可能にする他の特徴づけの方法としては、ハイコンテント撮像技術の使用が挙げられる。
生細胞又は固定細胞における特定のマーカーの同定及びそれらの位置の特定を促進するマ
ルチスペクトル解析のようなパラメーターを使用することにより、例えば、合計コロニー
数、コロニー当たりの細胞数、及びそのコロニー内の細胞の細胞形態の定量化（例えば核
対細胞質比）のようなパラメーターを分析することができる。これらの分析の多くは手作
業でも行える。ＴＩＣ、それらの複合ＴＰＣ又はＴＰｒｏｇ細胞、及び／又はＮＴＧ細胞
を示すマーカーがそれぞれハイコンテントのマルチスペクトル撮像によってモニタリング
される生体外アッセイでは、数又は頻度、あるいは腫瘍細胞亜集団を生体外で決定するこ
とができ、これらの細胞集団の自己再生又は分化に影響し得る多様な刺激因子に対するこ
れらの細胞集団の反応を評価することができる。
【０１６３】
　本開示が裏付けているように、濃縮又は単離された腫瘍開始細胞集団を動物において継
代及び分析する能力は貴重であり、本発明の重要な態様である。これに関し、適合性のあ
る動物宿主としては、線虫、ショウジョウバエ、ゼブラフィッシュなどのモデル生物が挙
げられ、好ましくは、マウス（ヌードマウス、ＳＣＩＤマウス、ＮＯＤ　／　ＳＣＩＤマ
ウス、ベージュ／ＳＣＩＤマウス、ＦＯＸ／　ＳＣＩＤマウス）、ラット、ウサギ、又は
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霊長類のような実験用哺乳動物である。重度の免疫不全ＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスは、移植
したヒト癌幹細胞の受け手として特に好適な動物である。免疫不全マウスはヒト組織を拒
絶せず、ＳＣＩＤ及びＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスはヒトの造血細胞及び組織移植の生体内研
究の宿主として特徴づけられてきた。（ＭｃＣｕｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｃｉｅｎｃｅ
　２４１：１６３２－９　（１９８８）；　Ｋａｍｅｌ－Ｒｅｉｄ　＆　Ｄｉｃｋ，　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　２４２：１７０６－９　（１９８８）；　Ｌａｒｏｃｈｅｌｌｅ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｎａｔ．　Ｍｅｄ．　２：１３２９－３７　（１９９６））。　特に好ましい
実施形態では、ＶＰ－１６、アシアロＧＭＩタンパク質抗体、放射線療法、化学療法、又
は他の免疫生物学的物質を用いてＮＯＤ／ＳＣＩＤ又はベージュ／ＳＣＩＤマウスを更に
免疫抑制することができる。ゼノグラフトヒト腫瘍の増殖能力を有する追加的なマウスモ
デルとしては、ヌード．ベージュ、ＮＯＤ／ＳＣＩＤ／ＩＬ２Ｒｇ－／－、ＲＡＧ２－／
－／ＩＬ２Ｒｇ－／－、ＲＡＧｌ－／－／ＩＬ２Ｒｇ－／－、ＮＯＤ／β－２－マイクロ
グロブリン－／－、及び胸腺ヌードマウスが挙げられる。これらのマウスモデル系はそれ
ぞれ、適応免疫応答に重度の不全を有し、更に、先天性免疫に選択的な不全を有すること
により、そうでなければ宿主免疫系によって拒絶されるであろう組織の移植を受けつける
。
【０１６４】
　典型的には、単離された癌幹細胞の単一細胞懸濁液（又は、例えば２０，０００個、理
想的には１００個未満、好ましくは１０個未満の細胞などでなるいくつかの細胞凝集体を
有する懸濁液）は、細胞懸濁液とマトリックス担体であるＭａｔｒｉｇｅｌ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ社）とを１：１の比率で含む混合液中にて調製され、マウスの適切な身体構造
部位に移植される。細胞の製剤及び注射の一般的技法は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　２０ｔｈ　ｅｄ．（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｅａｓｔｏｎ，　Ｐａ．）に見出すことができる。好適な経
路としては、例えば、筋肉内、皮下、髄内注射ならびに鞘内、直接脳室内、静脈内、腹腔
内、鼻腔内、脳内、又は眼内注射を含む非経口投与が挙げられる。注射に関しては、本発
明の細胞は、水溶液中にて、好ましくはハンクス液、リンゲル液、又は生理食塩水緩衝液
のような生理学的に適合性のある緩衝液中にて、製剤することができる。そのような経粘
膜投与に関しては、透過される障壁に適切な浸透剤が前記製剤に使用される。そのような
浸透剤は、当該技術分野において広く周知である。本明細書に記載したように、腫瘍形成
性が確立された後、広範な生物アッセイ及び分子アッセイに前記動物モデルを使用して、
腫瘍形成性の幹細胞及びそれらから誘発される腫瘍を特徴づけることができる。
【０１６５】
　例えば、進行した腫瘍の治療では、所望の寸法まで腫瘍を成長させ、その所望の寸法範
囲を超える腫瘍又は成長が不十分な腫瘍を有する動物を除去する。そうして選択した動物
を治療群と対照群にランダムに割り付ける。腫瘍と結びつけられる物質から生じる毒性に
対する試験薬からの毒性又は前記薬剤への反応を解離することができるように、それらの
腫瘍を持っている動物と同じ治療を、腫瘍を持っていない動物にも施す。ＮＴＸ腫瘍の型
に応じて移植後概ね２１～６０日に化学療法を開始し、動物を毎日観察する。標的とされ
る積荷タンパク質は、例えば腹腔内注射、静脈注射、腫瘍（若しくは腫瘍器官）への直接
注射、又はボーラス注入によって動物に投与することができる。
注入される試験化合物の量は当業者によって容易に決定され得る。典型的には、試験の終
了まで、異なる動物群の体重を週に約１～２回測定する。腫瘍が触知可能になったら腫瘍
を測定し、腫瘍が既定の寸法及び／又は重量になるまで、あるいは、腫瘍が既定の寸法及
び／又は重量になる前の場合は動物が死ぬ若しくは安楽死されるまで、電子キャリパー又
は３Ｄスキャンを使用して週に約１～２回、直接測定により継続的にモニタリングする。
次いで、それらの動物を屠殺し、ＲＮＡ、ＤＮＡ、タンパク質、ＩＨＣ及び他の分析のた
めに組織を保存するだけでなく、それぞれの集団について同様の分析を行うために本明細
書に記載の方法を用いて腫瘍細胞亜集団を濃縮又は単離する。
【０１６６】
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　ＩＸ．可能性のある治療化合物の分析
　本明細書に開示されるＴＩＣＡＭは、腫瘍形成性細胞亜集団の同定、特徴づけ、モニタ
リング、及び分離又は単離のための極めて有効な方法を提供する。本開示の観察技法及び
高度に定義された細胞亜集団が、選択された疾患の治療、予防又は診断のための治療用又
は診断用標的並びに医薬化合物の同定及び検証のために利用できる強力なツールを提供す
ることは、理解されるであろう。
【０１６７】
　　本発明の一実施形態では、単離された細胞又は細胞集団の遺伝子型分析又は表現型分
析を実施することができる（例えば、下記の実施例８）。より具体的には、単離又は濃縮
された細胞を当該技術分野で周知の技法を用いて処置又は調製して、遺伝物質又はプロテ
オーム物質（すなわち、トランスクリプトームのような情報）を提供する。次いで、この
調製又は処置された材料を次世代シークエンシング又は質量分析のような現代的技法を用
いて分析して、タンパク質の発現又は形態学のような、その腫瘍形成性細胞又は細胞亜集
団についての選択された情報を提供する。
【０１６８】
　更に、本明細書に開示されている定義された腫瘍形成性細胞亜集団を使用して、それら
が癌細胞量及び／又は癌細胞を減少させる能力、若しくはそれらが癌細胞量及び／又は癌
細胞の増殖を阻害する能力に関して、試験化合物又は候補化合物の評価を生体外及び／又
は生体内で実施することができる。候補化合物が癌細胞量、癌細胞及び／又は免疫細胞（
例えば白血球）を安定させる又は減少させる能力、あるいはそれらの増殖を阻害する能力
の評価は、癌細胞上の抗原の発現と癌細胞と免疫細胞の検出、増殖癌細胞と癌細胞と免疫
細胞の検出、及び癌細胞と癌細胞の検出を機能的アッセイを用いて行うことによって実施
できる。特に好ましい実施形態では、この分析は、腫瘍形成性細胞亜集団の同定、特徴づ
け、及び／又は単離並びに濃縮を含む。当業者に周知の技法を用いてこれらの活性を測定
することができる。例えば、細胞増殖は、３Ｈ－チミジン取り込みアッセイおよびトリパ
ンブルー細胞計数によるアッセイで測定できる。抗原発現は、例えば、ウェスタンブロッ
ト、免疫組織化学ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、免
疫蛍光サンドイッチイムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応、
免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体結合アッセイ、免疫放射定量測定法、プロテイン
Ａイムノアッセイ、免疫蛍光検査法、フローサイトメトリー、およびＦＡＣＳ分析のよう
な技法を用いる競合的及び非競合的アッセイ系が含まれる（ただし限定せず）イムノアッ
セイ（免疫学的測定法）によって測定できる。
【０１６９】
　可能性のある医薬化合物、医薬組成物、又は提案される治療計画は、好ましくは、ヒト
での使用に先立って所望の治療又は予防活性について、まず生体外で、次いで生体外で、
試験される。例えば、特定の化合物の投与が適応かどうかの決定に使用することが可能な
アッセイとしては、患者の組織検体（例えば、腫瘍全体又は濃縮された細胞亜集団）を免
疫不全マウスで継代してから本発明の化合物に曝露し、若しくは何らかの別の方法で接触
させ、その組織検体に対するそのような化合物の影響を観察する細胞培養アッセイが含ま
れる。前記組織検体は患者からの生検によって得ることができる。この試験は、それぞれ
の患者のために治療的に最も有効な治療（例えば予防薬又は治療薬）の特定を可能にする
。一般には、治療は、ヒトでの使用に先立って所望の治療又は予防活性についてまず生体
外で、次いで生体内で試験されるのが好ましい。
【０１７０】
　より具体的には、マーカー及び関連づけられる細胞、培地、集団、それを含む組成物、
及びその前駆体を使用して、腫瘍開始細胞又はその前駆体の機能又は活性に影響する化合
物又は薬剤（例えば薬物）をスクリーニングすること又は特定することができる。したが
って、本発明は、更に、濃縮された集団において示されるような選択された経路又は機能
の阻害により腫瘍開始細胞又はその前駆体の機能又は活性に影響し得る化合物又は薬剤の
評価若しくは特定のためのシステム及び方法を提供する。そのような化合物及び薬剤は、
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例えば、過剰増殖症の治療のためのスクリーニングの対象となる薬物候補であり得る。一
実施形態では、システム又は方法は、腫瘍開始細胞及び化合物又は薬剤（例えば薬物）の
濃縮された集団を含み、それらの細胞及び化合物又は薬剤（例えば薬物）は互いに接触し
ている。
【０１７１】
　　別の好ましい実施形態では、方法は、濃縮された腫瘍開始細胞又はその前駆細胞の集
団に試験薬又は化合物を生体内又は生体外で接触させる工程と、その試験薬又は化合物が
その腫瘍開始細胞の活性又は機能を調節するかどうかを決定する工程と、を含む。
調節され得る代表的な活性又は機能としては、細胞の形態、マーカーの発現、分化及び脱
分化、成熟、増加、生存率、アポトーシス、細胞死、神経前駆細胞、又はその前駆体にお
ける変化が挙げられる。
【０１７２】
　いくつかの実施形態では、複数の腫瘍形成性亜集団に影響し得る化合物のスクリーニン
グ及び選択をすることが有利である。したがって、全体的生存率が治療計画によって影響
される場合は、これらの薬物の標的の選択は主にＴＰＣにおけるそれらの発現に基づくが
、ＴＰｒｏｇにおけるそれらの発現にもまた基づくのが最善であろう。選択されたＴＰＣ
の標的が腫瘍の最終回帰をもたらすことが期待されるかもしれないが、それが生じるまで
はいくらか時間がかかる場合があり、本明細書ではＴＰｒｏｇは結腸直腸癌において重要
な増殖能力を有することが示されている。ＴＰＣだけでなくＴＰｒｏｇによっても発現さ
れる治療標的は、腫瘍の自己再生性構成成分と高増殖ＴＰｒｏｇコンパートメントとの両
方が並行して根絶され、顕著な腫瘍回帰及び長期的な全体的生存率をもたらす可能性があ
るので、より好ましい場合がある。これらの薬物標的は、例えば、遺伝子、タンパク質、
マイクロＲＮＡ、及び／又は長い又は短いノンコーディングＲＮＡであり得る。薬物標的
はまた、ＴＰＣ又はＴＰｒｏｇが発現しないがＴＰＣ又はＴＰｒｏｇ上のレセプターと結
合するリガンドもまた含み、これらのリガンドはＴＰＣの自己再生又はＴＰｒｏｇの増殖
のために非常に重要である。
【０１７３】
　より広くは、細胞、又は細胞培養若しくは方法工程若しくは治療に関して使用される「
接触」は、濃縮された又は選択された腫瘍細胞又は細胞集団と、別の基準エンティティと
の直接若しくは間接の相互作用を意味する（［ａｎｄ］）。直接相互作用の具体例は物理
的相互作用である。更には、そのような接触は生体外又は生体内（すなわち、試験化合物
をＮＴＸ動物に投与する）で実施し得る。間接相互作用の具体例は、組成物が介在分子に
作用し、次いでその介在分子が基準エンティティ（例えば細胞又は細胞培地）に作用する
場合である。
【０１７４】
　本発明のこの態様では、「調節する」は、本発明の腫瘍開始細胞又は前駆細胞の特定の
側面（例えば、転移又は増殖）と関連することが決定された細胞の活性又は機能への影響
を検出する工程と適合性のあるやり方で腫瘍開始細胞又は前駆細胞の活性又は機能に影響
を与えることを示す。代表的な活性及び機能としては、形態、発育マーカー、分化、増殖
、生存率、細胞呼吸、ミトコンドリア活性、膜完全性、又は特定の条件と関連づけられた
マーカーの発現の測定が挙げられるが、これらに限定されない。したがって、化合物又は
薬剤（例えば薬物候補）の評価は、本明細書に開示されているように、又は当業者に周知
であろうように、そのような細胞又は前駆細胞を前記化合物又は薬剤と接触させ、腫瘍開
始細胞又は前駆細胞の活性又は機能の調節を測定することによって、前記化合物又は薬剤
が腫瘍開始細胞又は前駆細胞に与える影響に関して実施することができる。
【０１７５】
　薬剤及び化合物のスクリーニング及び特定の方法は、所望により規定の場所又はアドレ
スに位置づけられた又は配置された細胞の配列（例えばマイクロアレイ）を含むハイスル
ープットスクリーニングに好適な方法が含まれる。ハイスループットロボットで又は手作
業で処理する方法は、化学相互作用をプローブし、多くの遺伝子の短期間の発現レベルを
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決定することができる。分子信号（例えばフルオロスフォア）及び超高速で情報を処理す
る自動分析（例えばＰｉｎｈａｓｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｏｍｂ．　Ｃｈｅｍ．　Ｈｉ
ｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｓｃｒｅｅｎ．７：１３３　（２００４））を参照）を利
用する技術はすでに開発されている。例えば、数千個の遺伝子の相互作用を一度にプロー
ブする一方で特定の遺伝子の情報を提供するためのマイクロアレイ技術は広く利用されて
いる（例えば、Ｍｏｃｅｌｌｉｎ　ａｎｄ　Ｒｏｓｓｉ，　Ａｄｖ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ
．　Ｂｉｏｌ．　５９３：１９　（２００７）を参照）。
【０１７６】
　　複雑な生物学的薬剤に加えて、候補薬剤は、特に水素結合である構造的相互作用のた
めに必要な官能基を含む有機分子を含み、典型的には、少なくとも１個のアミン基、カル
ボニル基、ヒドロキシル基又はカルボキシル基を含み、多くの場合、前記官能性化学基を
少なくとも２個含む。それらの候補薬剤は、しばしば、１つ以上の上記の官能基で置換さ
れた環状炭素又は複素環構造および／又は芳香族もしくは多環芳香族構造を含む。候補薬
剤は、ペプチド、ポリヌクレオチド、糖類、脂肪酸、ステロイド、プリン、ピリミジン、
誘導体、構造類似体又はそれらの組み合わせを含む生分子にもまた見出される。
【０１７７】
　薬理学的活性薬剤、遺伝的活性分子なども含まれる。関心対象の化合物としては、化学
療法剤、ホルモン、又はホルモンアンタゴニストなどが挙げられる。本発明に好適な医薬
薬剤の例は、「Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒ
ａｐｅｕｔｉｃｓ」（　Ｇｏｏｄｍａｎ　ａｎｄ　Ｇｉｌｍａｎ，　ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉ
ｌｌ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｎ．Ｙ．，　（１９９６），　Ｎｉｎｔｈ　ｅｄｉｔｉｏ
ｎ）の以下の各項に記載されている。Ｗａｔｅｒ，　Ｓａｌｔｓ　ａｎｄ　Ｉｏｎｓ；　
Ｄｒｕｇｓ　Ａｆｆｅｃｔｉｎｇ　Ｒｅｎａｌ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｅｌｅｃｔ
ｒｏｌｙｔｅ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；　Ｄｒｕｇｓ　Ａｆｆｅｃｔｉｎｇ　Ｇａｓｔｒ
ｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ；　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　Ｍｉ
ｃｒｏｂｉａｌ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ；　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　Ｎｅｏｐｌａ
ｓｔｉｃ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ；　Ｄｒｕｇｓ　Ａｃｔｉｎｇ　ｏｎ　Ｂｌｏｏｄ－Ｆｏｒ
ｍｉｎｇ　ｏｒｇａｎｓ；　Ｈｏｒｍｏｎｅｓ　ａｎｄ　Ｈｏｒｍｏｎｅ　Ａｎｔａｇｏ
ｎｉｓｔｓ；　Ｖｉｔａｍｉｎｓ，　Ｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｙ；　ａｎｄ　Ｔｏｘｉｃｏ
ｌｏｇｙ。これら全ては参考として本明細書に組み込まれる。また、毒素、並びに生物・
化学兵器用薬剤もま含まれる（Ｓｏｍａｎｉ，　Ｓ．　Ｍ．　（Ｅｄ．），　－Ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　Ｗａｒｆａｒｅ　Ａｇｅｎｔｓ，－　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ，　１９９２を参照）。
【０１７８】
　　そのようなスクリーニング方法（例えばハイスループット）は、活性薬剤・化合物を
急速且つ効率的に特定することができる。例えば、細胞を培養皿、チューブ、フラスコ、
ローラーボトル又はプレート（例えば、単一のマルチウェルプレート又は例えば８、１６
、３２、６４、９６、３８４および１５３６マルチウェルプレート又はディッシュ上に、
所望により定められた場所に位置づける又は配置（プリシード）して、可能性のある治療
用分子を特定することができる。スクリーニン対象となり得るライブラリとしては、
例えば、低分子ライブラリ、ファージディスプレイライブラリ、完全ヒト抗体酵母ディス
プレイライブラリー（Ａｄｉｍａｂ、ＬＬＣ）、ｓｉＲＮＡライブラリー、およびアデノ
ウイルストランスフェクションベクターが挙げられる。他の好ましい実施形態では、該方
法は、濃縮された腫瘍形成性細胞の製剤を含む培地における活性のために、関心対象の化
学化合物ライブラリーをスクリーニングする工程を含む。そのような化学ライブラリーと
しては、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ（商標）Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎライブラリー、Ｌｏｐａｃ（商
標）Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎライブラリー、Ｐｒｅｓｔｗｉｃｋ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｌｉ
ｂｒａｒｙ（登録商標）Ｍａｙｂｒｉｄｇｅ（登録商標）Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎライブラ
リーが挙げられる（いずれもスクリーニング用化合物のライブラリーである）。
【０１７９】
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　更に、候補薬剤を含む化合物は、合成化合物又は天然化合物のライブラリーを含む広範
なソースから得られる。例えば、ランダム化されたオリゴヌクレオチド及びオリゴペプチ
ドの発現を含む、生分子を含む広範な種類の有機化合物のランダム合成及び指定合成のた
めに利用可能な数々の手段がある。あるいは、細菌、真菌、植物及び動物抽出物の形状の
天然化合物のライブラリーも入手可能である、又は容易に作製可能である。加えて、自然
に又は合成により作製されるライブラリー及び化合物は、従来の化学的、物理的及び生化
学的手段により容易に修正することができ、また、コンビナトリアルライブラリーの作製
のために使用することもできる。既知の薬理学的薬剤に、アシル化、アルキル化、エステ
ル化、アミド化などのような、方向性のある化学修飾又はランダムな化学修飾を施して、
構造類似体を生成してもよい。
【０１８０】
　そのような実施形態では、測定されるパラメーターは定量可能な細胞構成要素を含み、
具体的には、望ましくはハイスループットシステムにより正確に測定可能な構成要素を含
む。パラメーターは任意の細胞構成要素又は細胞産生物であってよく、細胞表面決定因子
、レセプター、タンパク質又はその立体配座的修飾物又は翻訳後修飾物、脂質、炭水化物
、有機又は無機分子、核酸、例えばｍＲＮＡ、ＤＮＡなど、又はそのような細胞構成要素
又はこれらの組合せに由来する部分が含まれる。ほとんどのパラメーターは定量的読み出
しを提供するが、場合によっては準定量的又は定性的な結果も許容可能であろう。読み出
しは単一の測定値を含むことができ、平均値、中央値又は分散等を含むことができる。特
徴的には、各パラメーターに関して、複数の同じアッセイから、ある範囲のパラメーター
読み出し値が得られる。変動は予想され、試験パラメーターのそれぞれのセットに関する
値の範囲は、個々の値を提供するために使用される共通の統計法により、標準的な統計法
を用いて得られる。
【０１８１】
　薬剤は通常、それらの薬剤を欠く細胞と一緒に、少なくとも１つ、通常は複数の細胞検
体にそれらの薬剤を加えることによって、生物学的活性についてスクリーニングされる。
それらの薬剤への反応におけるパラメータの変化を測定し、その結果を、それらの薬剤の
存在下および非存在下において、例えば他の薬剤で得られた基準培地などと比較すること
により評価する。
【０１８２】
　それらの薬剤は、便利なやり方で溶液として、又は容易に溶解される形状で、培養中の
細胞の培地に加えられる。それらの薬剤は、ストリームとしてフロースルーシステムにお
いて断続的又は連続的に添加してもよく、あるいは、その化合物のボーラスを一度に又は
徐々に、それが添加されること以外は静的である溶液に加えてもよい。フロースルーシス
テムでは、２種類の流体が使用され、１つは生理学的に中性の溶液であり、もう１つはそ
の同じ溶液に試験化合物が添加されたものである。第１の流体を細胞の上に通過させ、次
いで第２の流体を通過させる。単一溶液法では、細胞を取り巻く媒体の容量に試験化合物
のボーラスを加える。培地の構成成分の全体的な濃度はボーラスの添加により有意に変化
してはならず、また、フロースルー法では２つの溶液間で有意に変化してはならない。
【０１８３】
　選択されたマーカーの存在を定量化するために様々な方法を利用することができる。存
在している分子の量を測定するために便利な方法は、例えば蛍光部分、発光部分、放射性
部分、酵素活性部分などであり得る検出可能な部分で分子に標識を付けることであり、具
体的には、高い親和性でそのパラメーターと結びつく特定の分子に標識を付けることであ
る。蛍光部分は、実質的に任意の生体分子、構造体、又は細胞型に標識付けするために容
易に入手可能である。免疫蛍光部分は、特定のタンパク質だけでなく、特定の立体配座、
切断産物、又はリン酸化のような修飾部位とも結合するように指定することができる。個
々のペプチド及びタンパク質は、例えば、細胞内部の緑色蛍光タンパク質としてそれらを
発現することによって、自己蛍光性に作ることができる（Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．　（
１９９９）　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　１７（１２）：４７７－８１を参
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照）。このように、抗体の構造の一部として蛍光染料を提供するように抗体を修飾するこ
とができる。選択された標識に応じて、蛍光標識以外にラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）
又は酵素結合免疫吸収アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、均質酵素免疫測定法、および関連する非
酵素的な技法などのイムノアッセイ（免疫測定法）を用いてパラメータを測定することが
できる核酸、特にメッセンジャーＲＮＡの定量もまたパラメータとして関心がもたれる。
これらは、核酸ヌクレオチドの配列に応じてハイブリダイゼーション法によって測定でき
る。技法としては、ポリメラーゼ連鎖反応法及び遺伝子アレイ法が含まれる。カレント・
プロトコールについては、例えば以下を参照されたい。Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ，　Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　ｅｄｓ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏ
ｎｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｎ．Ｙ．，　２０００；　Ｆｒｅｅｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．
　（１９９９）　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２６（１）：　１１２－２２５；　Ｋａ
ｗａｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９９）　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ　９（１２）：１３
０５－１２；　ａｎｄ　Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９８）　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　５
１（３）：３１３－２４。．
【０１８４】
　Ｘ．診断用途
　別の好ましい態様では、本発明は、癌の診断方法又は癌細胞又は前癌細胞の検出方法を
提供し、この方法は、被験体の腫瘍（例えば、ＴＩＣ、ＴＰＣ、ＴＰｒｏｇ、ＮＴＧ細胞
、腫瘍間質、又は全腫瘍組織）から濃縮又は精製されたバルク腫瘍細胞又は腫瘍細胞亜集
団を得る工程と、これらの腫瘍細胞集団から、これらの腫瘍細胞亜集団の頻度及び／又は
、遺伝子及び／又はプロテオーム分子のプロファイルを評価する工程と、を含む。腫瘍形
成性細胞は、本明細書に開示されているＴＩＣＡＭに基づいて単離してもよく、例えばヒ
トである被験体から腫瘍形成性細胞を単離する様々な方法は、当該技術分野の関連分野に
おいて周知である。
【０１８５】
　　別の実施形態では、本発明は、生体内での癌の進行及び／又は発症機序の分析方法を
提供する。別の実施形態では、生体内での癌の進行及び／又は発症機序の分析は、腫瘍の
進行の程度を決定する工程を含む。別の実施形態では、分析は腫瘍の特定を含む。別の実
施形態では、腫瘍の進行の分析は一次腫瘍に関して行われる。別の実施形態では、分析は
、当業者に周知のような癌の種類に応じて時間をかけて行われる。別の実施形態では、原
発腫瘍の転移細胞に由来する二次腫瘍の更なる生体内分析が行われる。別の実施形態では
、二次腫瘍の寸法及び形状を分析する。いくつかの実施形態では、更なるｅｘ－ｖｉｖｏ
分析が行われる。別の実施形態では、患者の腫瘍を免疫不全マウスに移植し、ゼノグラフ
トとして成長させ、癌の進行、発症機序の分析及び／又は予測される又は実際の治療への
反応を予測するための実験が行われる。
【０１８６】
　本発明の他の好ましい実施形態は、本開示のＴＩＣマーカー及びＴＩＣＡＭ、又はＴＩ
Ｃ若しくはＴＩＣＡＭと関連づけられる遺伝子、タンパク質、マイクロＲＮＡ、又はこれ
らのＴＩＣ又はＴＩＣＡＭを使用して濃縮又は単離された細胞を利用して発見された短い
及び長いノンコーディングＲＮＡの特性もまた利用して、対照標本又は異なる時点で得ら
れた標本に対する前記のＴＩＣ若しくはＴＩＣＡＭと関連づけられる遺伝子、タンパク質
、マイクロＲＮＡ、又は短い及び長いノンコーディングＲＮＡの発現に基づいて、所与の
標本（例えば腫瘍生検）におけるＴＩＣの相対数又は頻度を定量化する。このようにして
、本明細書に記載のように、検体内のＴＩＣの実際の数を直接に評価せずに治療への反応
を予測及び／又は有効に評価することが可能となり得る。
【０１８７】
　腫瘍形成性細胞を検出及び／又は定量化できる当業者に周知の任意の生体外又は生体内
アッセイを使用して疾患の経緯をモニタリングし、選択された治療及び／又は治療計画の
影響を評価することができる。これらの方法を使用して、研究設定及び臨床設定での影響
を評価することができる。次いでこれらのアッセイの結果を使用して被験体の治療の投与
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量、薬物又はタイミングを変更することができる。検体の癌幹細胞集団の検出、単離及び
／又は測定の前に、その検体を１つ以上の前処理工程にさらしてもよい。特定の実施例で
は、遠心分離、ろ過、沈殿、透析、又はクロマトグラフィー、若しくはそのような前処理
工程の組み合わせによって、体液を前処理する場合がある。他の実施例では、組織検体を
凍結、化学固定、パラフィン包埋、脱水、浸透、又は均質化により前処理し、次いで遠心
分離、ろ過、沈殿、透析、又はクロマトグラフィーによる前処理工程を行う。特定の実施
例では、検体中の癌幹細胞の量を決定する前に、検体から腫瘍形成性細胞亜集団以外の細
胞を除去することによって、又は検体から破片を除去することによって、検体を前処理す
る。　　　
【０１８８】
　別の実施形態では、本発明は、細胞転移を決定する工程を含む、生体内での癌の進行及
び／又は発症機序の分析方法を提供する。更に別の実施形態では、細胞転移の分析は、一
次腫瘍と不連続の部位にある進行性の細胞の成長の決定を含む。別の実施形態では、細胞
転移分析の部位は、腫瘍の拡張経路を含む。いくつかの実施形態では、細胞は血管系又は
リンパ管を介して、又は体腔内で、若しくはそれらの組み合わせにおいて、分散すること
ができる。別の実施形態では、細胞移動、播種、溢出、増殖又はそれらの組み合わせを鑑
みて細胞転移分析が行われる。更に別の実施形態では、腫瘍形成性細胞亜集団の転移の可
能性は、免疫不全マウスへの静脈内、同所性、又は腎臓カプセルの移植後に分析される。
【０１８９】
　特定の実施例では、治療前に又は治療計画がベースラインを確立する前に被験体又は被
験体からの検体における腫瘍形成性細胞を評価又は特徴づけることができる。他の実施例
では、検体は、治療を受けた被験体由来のものである。特定の実施例では、検体は、被験
体が治療を開始又は終了してから少なくとも約１、２、４、６、７、８、１０、１２、１
４、１５、１６、１８、２０、３０、６０又は９０日後、６ヶ月、９ヶ月又は１２ヶ月後
、あるいは１２ヶ月後を越えてから被験体から採取される。特定の実施例では、腫瘍形成
性細胞は一定の投与回数の後（例えば、用量が２、５、１０、２０又は３０回、あるいは
３０回以上投与された後）に評価される又は特徴づけられる。他の実施例では、腫瘍形成
性細胞は、１つ以上の治療を受けてから１週間後、２週間後、１ヶ月後、２ヶ月後、１年
後、２年後、３年後、４年後、あるいはそれ以上経過してから特徴づけられる又は評価さ
れる。
【０１９０】
　ＸＩ．製品　
　本発明は、本明細書に記載された腫瘍形成性細胞又は細胞亜集団を同定、特徴づけ、及
び／又は濃縮又は単離するためのキットもまた提供する。そのようなキットは、患者の診
断目的のために臨床の現場で、又は研究において、腫瘍形成性細胞集団の特徴づけ及び／
又は濃縮のために使用することができる。本発明によるキットは、ＴＩＣＡＭ結合剤を含
む１つ以上の容器と、その容器上の又はその容器に付随するラベル若しくはパッケージ挿
入物と、を含む。好適な容器としては、例えば、
ボトル、バイアル、シリンジ、９６ウェルプレートなどが挙げられる。これらの容器はガ
ラス又はプラスチックなど多様な材料から形成することができる。この容器は１つ以上の
組成物を保持するものであり、この組成物は、腫瘍形成性細胞の分析のために有効な結合
剤を含み、且つ本明細書に記載されるような濃縮された又は単離された細胞又は細胞亜集
団を所望により提供する。そのようなキットは、概して、１つ以上のＴＩＣＡＭ結合剤の
製剤を好適な容器内に包含し、複数の結合剤の場合は、それらの結合剤を同じ容器に入れ
ても異なる容器に入れてもよい。また、前記キットは、診断のための、又はその包含され
ている結合剤の標識付け又は修飾のための、他の医薬的に許容可能な製剤も包含し得る。
【０１９１】
　　より具体的には、前記キットは、前記１つ以上のＴＩＣＡＭ結合剤を追加的な構成要
素とともに又は前記構成要素なしに包含する単一の容器を有してもよく、あるいは、各構
成要素のための個別の容器を有してもよい。共役のための組み合わされたレポーターが提
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供される場合、単一の溶液をモル等量の組み合わせにおいて、若しくは１つの構成成分が
別の構成成分より多くなるように、予め混合することができる。あるいは、被験体に投与
するまで又は生体外で使用するまで前記キットの結合剤及び任意の所望の標識剤を別々に
個別の容器内に維持してもよい。前記キットは、注射用静菌水（ＢＷＦＩ）、リン酸緩衝
生理食塩水（ＰＢＳ）、リンゲル液及びデキストロース溶液のような滅菌された医薬的に
許容され得る緩衝液又は他の希釈剤を包含するための第２／第３の容器手段もまた備える
ことができる。
【０１９２】
　前記キットの構成要素が１つ以上の溶液中にて提供される場合、その溶液は好ましくは
水溶液であり、特に好ましいのは滅菌水溶液である。しかし、前記キットの構成要素を乾
燥粉末で提供してもよい。試薬又は構成要素が乾燥粉末として提供される場合、その粉末
は好適な溶剤の添加によって再構成することができる。その溶剤を別の容器にて提供して
もよいものと企図される。
【０１９３】
　上記にて簡単に述べたように、前記キットは、前記結合剤及び任意の所望の構成要素を
被験体に投与する手段もまた包含することができ、その手段は例えば１つ以上の針又は注
射器、若しくは更には点眼器、ピペット、あるいは他の類似の装置であり、そこから、前
記製剤を動物に注射又は導入すること若しくは身体の患部に適用することができる。本発
明のキットは、典型的には、市販用にバイアル又はそれと類似のもの及び他の構成要素を
密に閉じ込めて包含するための手段もまた含み、そのような手段は例えば、所望のバイア
ル及び他の装置を配置し保持する射出成形又はブロー成形されたプラスチック容器である
。特に好ましい実施形態では、任意のラベル又はパッケージ挿入物は、その結合剤構成成
分が例えば結腸直腸癌である癌の診断のために使用されることを示す。他の好ましい実施
形態では、その同梱される説明書は、その構成成分を生体内又は生体外の研究設定及び１
つ以上の治療にどのように使用するかを指示する又は示す。
【０１９４】
　ＸＩＩ．研究試薬
　　また、本発明の他の好ましい実施形態は、蛍光活性化細胞ソーティング、磁気活性化
細胞ソーティング、又はレーザー介在式セクショニングのような方法を通じて腫瘍開始細
胞の集団又は亜集団を同定、単離、セクショニング又は濃縮するために有用な手段として
も、本開示のＴＩＣＡＭの特性を利用する。当業者は、癌幹細胞を含むＴＩＣの特徴づけ
及び操作のためのいくつかの適合性のある技法においてモジュレーターが使用され得るこ
とを理解するであろう（例えば、米国特許第１２／６８６，３５９号、同第１２／６６９
，１３６号及び同第１２／７５７号を参照されたく、前記各特許は参考としてその全体が
本明細書に組み込まれる）。
【０１９５】
　ＸＩＩＩ．雑則
　本明細書において別に定義されない限り、本発明に関連して使用される科学及び技術用
語は、当業者によって一般的に理解される意味を有するものとする。更に、文脈によって
必要とされない限り、単数形の用語は複数を含み、複数形の用語は単数を含むものとする
。具体的には、本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用される単数形の　「ａ」、「ａ
ｎ」及び「ｔｈｅ」は、文脈が明確に指示しない限りは、複数形の対象を含む。したがっ
て、例えば、「タンパク質」への言及は、タンパク質の複数を含み、「細胞」への言及は
、細胞の混合物等を含む。加えて、本明細書及びその特許請求の範囲で提供される範囲は
、両方の終点及びそれらの終点間の全ての点を含む。したがって、２．０～３．０の範囲
は２．０、３．０、及び２．０と３．０の間のすべての点を含む。
【０１９６】
　概して、本明細書に記載される細胞・組織培養、分子生物学、免疫学、微生物学、遺伝
学、タンパク質及び核酸化学及びハイブリダイゼーションの手法及びそれらとの関連にお
いて使用される命名法は、当該技術分野で周知であり且つ一般に使用されているものであ
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る。本発明の方法及び技術は、一般的に当該分野で一般に周知であり、特に断りがない限
り、本明細書全体を通して言及及び説明される様々な一般的な参考及び具体的な参考にお
いて説明されているとおりである。参考として、例えば、以下を参照されたい。Ｓａｍｂ
ｒｏｏｋ　Ｊ．　＆　Ｒｕｓｓｅｌｌ　Ｄ．　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　３ｒｄ　ｅｄ．，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．　（２０００）；　Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｈｏｒｔ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｃｏｍｐｅｎ
ｄｉｕｍ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｒｏｍ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｗｉｌｅｙ，　Ｊｏｈｎ　＆　Ｓｏｎｓ，
　Ｉｎｃ．　（２００２）；　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ　Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．　（１９９８）；　ａｎｄ　Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ，　Ｓｈｏ
ｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　Ｗｉｌｅｙ，　
Ｊｏｈｎ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．（２００３）。酵素反応及び精製技法は、当該技術
分野において一般的に達成されているように、又は本明細書に記載のように、製造業者の
仕様に従って行われる。本明細書に記載の分析化学、有機合成化学、薬用・医薬化学の手
法及びそれらとの関連において使用される命名法は、当該技術分野において周知であり、
一般に使用されている。
【０１９７】
　この明細書の範囲内で開示又は引用される全ての参考文献又は文書は、その全体が参考
として、限定なく、本明細書に組み込まれる。更には、本明細書に使用されている任意の
項の見出しは整理のみを目的とし、記載の課題を限定するものとして解釈されるべきでは
ない。
【実施例】
【０１９８】
　このように広く説明してきた本発明は、本発明を限定することではなく例示を目的とし
て提供した以下の実施例を参考にすることによってより容易に理解されるであろう。これ
らの実施例は、実施された全ての実験を表すことを意図せず、また、これらの実験だけが
行われたことを表す意図もない。特に断りがない限り、部は重量部により、分子量は重量
平均分子量であり、温度は摂氏であり、圧力は大気圧又はそれに近い圧力である。
【０１９９】
　実施例１
　腫瘍開始細胞集団の特徴づけ
　癌患者に存在する固形腫瘍細胞の異種性を特徴づけ、特異的な表現型マーカーを使用し
て腫瘍永続細胞（ＴＰＣすなわち癌幹細胞（ＣＳＣ））のアイデンティティを解明し、臨
床的に関連する診断用バイオマーカー及び治療標的を同定するために、当該技術分野で認
識されている技法を用いて大規模な非従来型ゼノグラフト（ＮＴＸ（登録商標）腫瘍バン
クを開発し、維持した。個別の一次腫瘍を多数含んでなるこのＮＴＸ腫瘍バンクは、様々
な固形悪性腫瘍を患う癌患者からもともと得られた異種腫瘍細胞の複数継代を通じて免疫
不全マウスで増殖させたものである。ＮＴＸ腫瘍株の細胞は患者から直接採取した腫瘍の
生物学をよく反映しており、ＮＴＸ腫瘍株は生体内での腫瘍細胞亜集団の再現可能且つ反
復される特徴づけを可能にするので、よく定義された系列を有する多数の個別の初期継代
ＮＴＸ腫瘍細胞株を利用できることは、ＴＰＣの同定及び単離を大いに促進する。より具
体的には、単離又は精製されたＴＰＣの最も正確な定義づけは、マウスにおいてそれらの
ＴＰＣが表現型的及び形態学的に異種の腫瘍を生成する能力にしたがって、すなわちそれ
らの細胞が由来する患者の腫瘍検体の過程を繰り返す一方で低い細胞数（すなわち２００
個未満）の連続移植において腫瘍の成長を刺激し続ける能力にしたがって、遡及的に行わ
れる。したがって、単離された細胞の小さい集団を使用して、少なくとも２回の連続移植



(56) JP 2013-539966 A 2013.10.31

10

20

30

40

50

を通じてマウスに十分に異種な腫瘍を生成できる能力は、その単離された細胞がＴＰＣを
含むという事実を強く示している。そのような作業では、（例えば細胞数を増やすことを
目的として）生体外で拡張されたことのない最少限の継代のＮＴＸ細胞株の使用は、生体
内実験を大いに簡易化し、生理学的に関連性のある設定において検証可能な結果をもたら
す。更には、初期継代ＮＴＸ腫瘍がイリノテカン（すなわちＣａｍｐｔｏｓａｒ（登録商
標））のような治療剤にもまた反応することは、腫瘍成長を駆動する基本的な機序、現行
治療法への耐性、及び腫瘍再発に関する臨床的に関連性のある洞察を提供する。
【０２００】
　　　ＮＴＸ腫瘍株が確立されるにつれて、それを構成する腫瘍細胞の表現型をフローサ
イトメトリーにより分析して、腫瘍開始細胞（ＴＩＣ）の同定、特徴づけ、単離、精製又
は濃縮、並びにかかる集団内のＴＰＣ及び腫瘍前駆細胞の分離又は分析を行うために使用
可能な個別のマーカーを特定する。これに関し、本発明者らは、細胞のタンパク質発現を
急速に特徴づけ、それに伴って、有用である可能性のあるマーカーの同定をもたらす、専
有のプロテオームに基づくプラットフォーム（すなわちＰｈｅｎｏＰｒｉｎｔ（商標）Ａ
ｒｒａｙ）を採用した。
【０２０１】
　　ＰｈｅｎｏＰｒｉｎｔ　Ａｒｒａｙは、９６ウェルプレートに配列された数百もの個
別の結合分子を含む専有のプロテオームプラットフォームであり、各ウェルはフィコエリ
トリン（ＰＥ）蛍光チャネルに特異的な結合分子を包含しており、それらの結合分子の多
くは商用ソースから得たものである。腫瘍細胞検体内の亜集団を同定することを目的とし
て、非ＰＥ蛍光チャネルの他の結合分子は、ＰｈｅｎｏＰｒｉｎｔ　Ａｒｒａｙのウェル
に分配される前に全ての細胞に均一に適用される。ＰｈｅｎｏＰｒｉｎｔ　Ａｒｒａｙの
使用は、非腫瘍形成性（ＮＴＧ）バルク腫瘍細胞及び腫瘍間質細胞（例えば、線維芽細胞
及び内皮細胞）からＴＩＣを区別することが期待されるタンパク質又はマーカーの高速同
定を可能にする。より具体的には、腫瘍細胞検体全体にかけて異種細胞表面発現を呈する
タンパク質は、示差的なタンパク質発現に基づく、特異的且つ高純度のＴＩＣ亜集団の同
定、単離及び移植を可能にする。本願のマーカー表現型に基づく細胞亜集団の特徴づけ及
び濃縮（例えばフローサイトメトリー又は蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）によ
る）が、免疫不全マウスへのそれらの移植を可能にし、それにより、生体内でのそれらの
腫瘍形成能を機能的に検査することにより、一つの腫瘍細胞亜集団と別のそれとにおいて
ＴＩＣが濃縮されたかどうかを評価するのを可能にすることは、評価されるであろう。Ｐ
ｈｅｎｏＰｒｉｎｔ　Ａｒｒａｙを当該技術分野において周知の組織解離、移植及び幹細
胞技術（Ａｌ－Ｈａｊｊ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４，　Ｄａｌｅｒｂａ　ｅｔ　ａｌ，
　２００７　ａｎｄ　Ｄｙｌｌａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００８：それぞれ、参考としてそ
の全体が本明細書に組み込まれる）と組み合わせて使用したとき、本発明による関連マー
カーを有効に同定し、次いで、非常に高い効率で特定のヒト腫瘍細胞亜集団を単離及び移
植することが可能であった。
【０２０２】
　　本件では、当該技術分野で認識されている技法を用いて、ヒトの腫瘍を含む様々なＮ
ＴＸ腫瘍株を重度の免疫不全マウスにおいて確立した。腫瘍が８００～２，０００ｍｍ３

に達した後、腫瘍をマウスから切除し、コラゲナーゼ、ヒアルロニダーゼ及びＤＮＡｓｅ
ｌの使用を伴う当該技術分野で認識されている機械的及び酵素による解離技法を用いて単
一細胞の懸濁液に解離した（例えば、本明細書に組み込まれる米国特許第２００７／０２
９２４１４号を参照）。標準的なフローサイトメトリー法を使用して、ＢＤ　ＦＡＣＳＣ
ａｎｔｏ（商標）ＩＩフローサイトメーター（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社）で、数
百の細胞表面タンパク質の発現に関して個々の腫瘍細胞の特徴づけを行った。均一に発現
した若しくは欠如していたほとんどの細胞表面タンパク質と比較して、ＣＤ４６、ＣＤ３
２４、及び図９～１２に記載したものを含む選択されたタンパク質は、程度の差はあれ、
数々のヒト結腸直腸（　「ＣＲ」）、膵臓（「ＰＡ」）、トリプルネガティブ乳癌（「Ｂ
Ｒ」）、及び非小細胞肺癌（「ＬＵ」）の原発腫瘍細胞の表面に陽性発現及び／又は異種



(57) JP 2013-539966 A 2013.10.31

10

20

30

40

50

発現した。いくつかの異なる腫瘍型に関してのこれらのマーカー（ＣＤ４６及びＣＤ３２
４）の異種発現を図１及び図２に示す。より具体的には、図１及び図２は、ヒストグラム
プロットとして表示される個々の腫瘍細胞に関してのフローサイトメトリーに基づくタン
パク質発現データを図示し、アイソタイプコントロール抗体を使用したＦＭＯ（Ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｍｉｎｕｓ　Ｏｎｅ　）染色は灰色で塗られたヒストグラムに示し、
市販入手可能な抗原特異性のＰＥ共役抗体を使用して決定した抗原発現（すなわち、ＣＤ
４６及びＣＤ３２４）は太字の黒線で表示した。
【０２０３】
　　　図１Ａに示したように、及び本発明にしたがって、ＣＤ４６の発現は、多様な種類
の固形腫瘍を呈する被験体において一般に観察された。更には、発現のレベルは様々であ
るが、概ね背景染色より高かった。新鮮な単離された腫瘍からの腫瘍細胞を使用したプロ
ットの評価により、ＣＤ４６の発現は、結腸直腸癌、膵臓癌、非小細胞肺癌及びトリプル
ネガティブ乳癌の患者由来の腫瘍において特に異種であり、亜集団は概して陰性ｌｏ　／
又は陽性の発現を示している（図１Ｂ）。具体的には、アイソタイプコントロール／ＦＭ
Ｏ染色及び標準フローサイトメトリー法を用いた定量化で、ＣＤ４６を陽性発現する細胞
は、しばしば、低レベルから高レベルまでの染色範囲を有していた。図２に見られるよう
にＣＤ３２４でも同様であり、ＣＤ３２４を発現する腫瘍細胞亜集団はしばしばマイノリ
ティ集団を含むことが観察された。驚くべきことに、また当該技術分野での定説とは対照
的に、腫瘍形成性細胞の亜集団のみと関連づけられると一般に考えられているタンパク質
（例えばＣＤ２４及びＣＤ３４）は、類似した固形腫瘍型において同じ技法を用いて測定
したとき、図３Ａ（ＣＤ２４）及び３Ｂ（ＣＤ３４）に例示されているように概して均質
な発現を呈した。したがって、これらの先行技術のマーカーは本明細書の教示と不適合で
ある可能性がある。　　　いずれにせよ、上述のように腫瘍生理学を正確に反復するＮＴ
Ｘ腫瘍モデルと腫瘍細胞のＰｈｅｎｏＰｒｉｎｔ　Ａｒｒａｙ分析とを組み合わせた使用
は、ＣＤ４６及びＣＤ３２４を含む数百種類の腫瘍抗原の細胞表面発現レベルの特徴づけ
におけるその可能性及び有用性を示している。均一の発現を呈するマーカーと異なり、本
発明のマーカーは数々の腫瘍型からの腫瘍細胞亜集団に対して概ね異種の発現を呈し、し
たがって、ＴＩＣ又はその構成要素の同定、特徴づけ、及び／又は単離若しくは濃縮に際
して劇的な利点をもたらす。
【０２０４】
　実施例２
　ＦＡＣＳ及び移植による腫瘍開始細胞集団の濃縮
　関心対象の特定の１種類以上のタンパク質（例えばＣＤ４６及び／又はＣＤ３２４）の
異種発現を呈する腫瘍において、そのようなマーカーに基づいて細胞を濃縮又は単離し、
次いで免疫不全マウスに移植した。より具体的には、表面のレベルが高いか低いかを決定
するために、より高い腫瘍形成性とＣＤ４６及び／又はＣＤ３２４を相関することが可能
であり、上述のように最先端技術を用いてＮＴＸ腫瘍検体を解離し、ＦＡＣＳＡｒｉａ　
Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ　（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社）を使用して単離し
て、特異的マーカーで濃縮された亜集団を提供し、次いで、それらの亜集団を免疫不全マ
ウスに移植した。これに関し、細胞は、典型的には１匹のマウスにつき１，０００個～５
０個の細胞の用量で、対象となるメスの免疫不全ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスの乳房脂肪体に
皮下注射した。これらの移植から生じる腫瘍が８００～２，０００　ｍｍ３に達したとき
にマウスを安楽死させ、細胞の構成要素がその移植された単離細胞のもとであった親腫瘍
を代表しているかどうかを評価するために、表現型の特徴づけを目的として腫瘍を取り出
し、酵素消化により単一細胞懸濁液に解離した。
【０２０５】
　図４～８は、結腸直腸癌、膵臓癌、非小細胞肺癌及びトリプルネガティブ乳癌の患者由
来のＮＴＸ腫瘍を用いた代表的な実験の結果を示す。図８の空白は、示されている実施条
件の試験が行われなかったことを示している。意義深いことに、ＣＤ４６及びＣＤ３２４
を発現する細胞の亜集団が一貫して腫瘍形成性に結びつけられ、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２
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４＋表現型を有する細胞によって生成される腫瘍はそれらの親腫瘍と類似した組成であっ
た。更には、これらの固形腫瘍内の全てのヒト細胞は上皮細胞特異性の抗原（ＥＳＡ；　
ＥｐＣＡＭ）に陽性であるので、その全て若しくは少なくともほとんどは　ＣＤ２４＋及
びＣＤ３４－であり（図３）、　これらの腫瘍からの腫瘍開始細胞（ＴＩＣ）及び分析さ
れたそれらの腫瘍のほとんどは、ＥＳＡ＋　ＣＤ４６　ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ２４＋

　ＣＤ３４”　の表現型プロファイルを使用して特定することが可能である。しかし、Ｅ
ＳＡ、ＣＤ２４及びＣＤ３４の表面発現はほとんど変わらず、腫瘍細胞亜集団の定義づけ
においての有用性が限られているので、本明細書に開示のＴＩＣ亜集団は　ＣＤ３２４＋

　として、及び所望によりＣＤ４６ｈｌとして同定され得る。上で繰り返し述べたように
、多くの結腸直腸癌、膵臓癌、非小細胞肺癌及びトリプルネガティブ乳癌の患者由来のＮ
ＴＸ株を使用して、マウスに移植されたＣＤ４６ｈｌ　細胞は一貫して異種腫瘍を生成し
、このことは、この単離された細胞の亜集団がＴＩＣを有意に濃縮することを示している
。本明細書の教示にしたがってＣＤ４６及びＣＤ３２４のそれぞれを単独で使用してＴＩ
Ｃ亜集団を濃縮及び特徴づけることは可能だが、本発明の様々な態様はこれらのマーカー
を組み合わせて使用し、代替実施形態では、追加的なマーカーと組み合わせて使用して、
腫瘍細胞亜集団のより正確な層化及び単離を可能にする（図８）。逆に、ＣＤ４６又はＣ
Ｄ３２４を発現しない若しくは低レベルで発現する腫瘍細胞は、それらを高レベルで又は
陽性に発現するものよりはるかに腫瘍形成性が低い（図４～８）。生成されたデータに基
づき、驚くべきことに、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　表現型を発現する腫瘍細胞の亜集
団が一般には腫瘍形成能のほとんどを包含することが見出された。
【０２０６】
　実施例３
　腫瘍開始細胞上に発現した代表的な細胞表面マーカー
　腫瘍開始細胞は、全ての細胞と同様に、好ましくはそれらの細胞表面上に数千とまでは
行かずとも数百ものマーカー又は抗原を発現することができる。したがって、ＣＤ４６及
びＣＤ３２４はＴＩＣに対して好ましいマーカーであるが、ＣＤ４６及び／又はＣＤ３２
４を検出可能な分子の使用とは無関係に、他の付随マーカーを使用して同じ腫瘍細胞亜集
団を同定及び／又は単離することもできる。上述の細胞表面マーカープロファイルを使用
してＴＩＣ集団を確認後、試薬を使用してＰｈｅｎｏＰｒｉｎｔ　Ａｒｒａｙを繰り返し
、ＣＤ４６及び／又はＣＤ３２４とほぼ同等の発現を呈するタンパク質、すなわち本発明
の観点から代用として使用可能であり得るタンパク質を同定した。
【０２０７】
　ＴＩＣ細胞集団と結びつく又はＣＤ４６及び／又はＣＤ３２４で実質的に共発現するタ
ンパク質を同定するために、ＰｈｅｎｏＰｒｉｎｔ　Ａｒｒａｙ　の全てのウェルにこれ
らの抗原に対する非ＰＥ共役抗体を含め、様々な特異的タンパク質を認識する一意の抗体
を配列し、蛍光分子ＰＥを用いて評価した。例えば、ゼノグラフトの結腸直腸癌、膵臓癌
又は非小細胞肺癌のＣＤ４６－／ｌｏ（ＮＴＧ）及び／又はＣＤ３２４－　亜分画と比較
して、ヒトＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　（ＴＩＣ）　亜分画内でより高く発現するタン
パク質を図９Ａ及び９Ｂに記載する。結腸直腸癌においてＣＤ４６及びＣＤ３２４を伴う
各マーカーの共発現を示す代表的なＦＡＣＳプロットは図１０に含まれる。膵臓癌におい
てＣＤ４６及びＣＤ３２４を伴う各マーカーの共発現を示す代表的なＦＡＣＳプロットは
図１１に含まれる。非小細胞肺癌においてＣＤ４６及びＣＤ３２４を伴う各マーカーの共
発現を示す代表的なＦＡＣＳプロットは図１２に含まれる。記載のそれぞれのマーカーの
実質的な発現を伴う細胞の特徴づけ又は濃縮又は単離は、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　
細胞（すなわちＴＩＣ）の特徴づけ又は濃縮又は単離もまた示す。これに関し、図９～１
２のマーカー、及びＣＤ４６又はＣＤ３２４のいずれかの発現と相関する他のマーカーを
代理として使用して、本明細書に記載のようにＴＩＣを有効に同定することができる。し
たがって、図９～１２に記載されているマーカーを使用してＴＩＣ亜集団を単離すること
ができ、それらのマーカーは診断マーカー及び治療標的として十分な有用性を有する。　
【０２０８】
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　実施例４
　ＣＤ６６ｃは結腸直腸ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　亜集団を区別することが可能であ
る
　腫瘍細胞の大多数には腫瘍形成能がなく、したがってＮＴＧとして特徴づけられるが、
正常な細胞発育及び造血細胞腫瘍の両方で、移植された高増殖性の細胞が組織及び／又は
腫瘍を再構成した後、自己再生能力がない（すなわち寿命が限られている）ためにやがて
枯渇した前例があり、それらはすなわち、短期再構成細胞、トランジット増幅細胞又は前
駆細胞である。癌に関しては、前駆細胞表現型を伴う細胞は、幹細胞集団に通常は限定さ
れる自己再生性を再獲得し、それ以降は、これらの細胞及びそれらの子孫が長期間生存す
ることになるという意味においてＴＰＣ又はＣＳＣの定義を満たすものとなる可能性があ
るが（Ｊａｍｉｅｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ；　３５１，　２
００４：参考としてその全体が本明細書に組み込まれる）、前駆細胞に自己再生性を与え
るこれらの変異イベントは稀である。にもかかわらず、ａ）前駆細胞の増殖能力が有意で
あり得ること、ｂ）腫瘍が約１，５００～２，０００ｍｍ３に達した際に免疫不全マウス
を安楽死させなくてはならないこと、及びｃ）免疫不全マウスの寿命がヒトの寿命と比べ
て短いこと（ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスでは約９～１２ヶ月）のために、ＴＩＣが腫瘍をマ
ウスに生成する能力は、ＴＩＣがＴＰＣであることを実証するために十分に堅牢な読み出
しではない。当該技術分野で述べられているように、幹細胞による自己再生能力の実証は
、できる限り連続移植において示されなくてはならない。
【０２０９】
　　　ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　細胞の亜集団が多少なりとも腫瘍形成性であったか
及び／又は潜在能が変化したかを決定するために、この表現型を伴う細胞の異種性を体系
的にスクリーニングして細胞単離及び移植実験を可能にする追加的なマーカーを特定した
。具体的には、上述の実施例に記載したようにＰｈｅｎｏＰｒｉｎｔ　Ａｒｒａｙを用い
て、潜在的有用性のある関心対象の細胞表面マーカーを同定した。これらの実験の過程で
、　ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　細胞集団の中で異種性を一般に表示する細胞表面マー
カーとしてＣＤ６６ｃが同定され（図１１　Ａ）、異なる機能的再構成能力を有するＣＤ
４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　細胞の２つの特異な亜集団の単離が可能となった。１匹のマウ
スにつき２００個の細胞を移植したこのそれぞれの集団を図１１Ａに表示する。ＣＤ４６
ｈＩ　ＣＤ３２４＋　細胞の　ＣＤ６６ｃ－細胞セブセットの移植から生じた結腸直腸腫
瘍は完全に異種であり、それらが由来する親腫瘍を反映していた（図１１Ｂ及び１１Ｃ（
白の棒対黒の棒）並びに図１２Ａ　）。驚くべきことに、及びＣＤ４６ｈＩ　ＣＤ３２４
＋　細胞の　ＣＤ６６ｃ－細胞セブセット由来の腫瘍と対照的に、少数のＣＤ６６ｃ＋　
サブセットの移植では、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋　細胞から生成され
る腫瘍に存在するＣＤ６６ｃ細胞は有意に少なく（図１１ｃ（灰色の棒対黒の棒）、完全
な異種腫瘍は生成されず、これらの細胞が、正常な前駆細胞と類似した性質であること、
すなわち相当な増殖能力を伴うが自己再生能力はなく、ＣＤ４６　１１１　ＣＤ３２４＋

　ＣＤ６６ｃ－　細胞に脱分化することができない腫瘍前駆細胞（ＴＰｒｏｇ）であるこ
とが示された。
【０２１０】
　　　期待されるＴＰＣ　（ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－）細胞及びＴＰ
ｒｏｇ　（ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋）細胞の少細胞数での連続移植で
は、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－細胞によって生成された腫瘍から生じた
　ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－細胞がわずか５０個の細胞の連続移植で効
率的に腫瘍を生成し、一方、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋　によって生成
された腫瘍からのＣＤ６６ｃ－細胞亜集団及びＣＤ６６ｃ＋　細胞亜集団のいずれも連続
移植で効率的に腫瘍を再形成することができなかったことから、これらの腫瘍細胞亜集団
の提案されているアイデンティティが確認された（図１２）。明確に述べると、２００個
のＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋　細胞から生成された腫瘍から単離された
５０個のＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋　細胞又は５０個のＣＤ４６ｈｉ　
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ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－　細胞が腫瘍形成性であることは稀であった。驚くべきこと
に、これらのデータは、一部の結腸直腸癌患者からの固形腫瘍においてＣＤ４６ｈｉ　Ｃ
Ｄ３２４＋　ＣＤ６６ｃ細胞がＴＰＣでありＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋

　細胞がＴＰｒｏｇ細胞であることを示している。
【０２１１】
　　　上述の結腸直腸癌におけるＴＰＣ表現型の正確さを決定するために、ＦＡＣＳによ
りＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ細胞を単離し（図１３ＡはＦＡＣＳの前、図
１３ＢはＦＡＣＳの後）、１匹のマウスにつきそれぞれ１，０００個、２００個、５０個
、２０個、８個及び３個の希釈で移植した。割合に依存しない腫瘍形成の成功として定義
される陽性イベントに基づいてポアソン分布統計法を使用して算出した、ＣＤ４６ｈｉ　
ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ　ＴＰＣにおける真のＴＩＣ頻度はおよそ５．４　±　２．５
個につき１個であった（図１３Ｃ）。　本発明者らは、驚くべきことに、ＣＤ４６ｈｌ　
ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－　の新規なマーカーの組み合わせの使用がＴＩＣの頻度を測
定可能に豊かにし得ること、及びＣＤ６６ｃの使用が一部の患者のＴＩＣ亜集団のＴＰＣ
対ＴＰｒｏｇ解析を更に促進することを、代表的な結腸直腸ＮＴＸ腫瘍において実証した
。この発見は、必ずしも全てのＴＩＣが同等ではなく、任意の所与の患者において前記Ｔ
ＰＣ亜集団のみが真に疾病の進行と再発を駆動する寿命の長い癌幹細胞であるという重大
な意味を含んでいる。
【０２１２】
　　　結腸直腸腫瘍における上記に定義したＴＰＣ及びＴＰｒｏｇ細胞集団の濃縮に使用
される細胞表面タンパク質の組み合わせは、これまで、いかなる組織又は腫瘍においても
そのような活性を含む細胞と結びつくことが知られていなかった。この作業は、ＴＩＣ及
びその亜集団の単離方法の解決における実質的な改善を表しており、自己再生能力を有す
る腫瘍形成性細胞亜集団すなわちＴＰｒｏｇと、それを有さないＴＰＣと、を区別して、
移植されたときに腫瘍形成能力を限定的に抑える特異的な高度に濃縮された固形腫瘍細胞
亜集団を同定、単離及び特徴づけるための技法を更に改善する。本明細書は、更に、漸次
的に細胞数を少なくした希釈においてヒト腫瘍細胞を移植し、免疫不全マウスにおいてこ
れらの細胞の希釈が腫瘍形成を開始することができる速度に依存しない頻度を評価するこ
とにより、ＴＩＣの計数を得る方法を説明する。専有のＰｈｅｎｏＰｒｉｎｔ　Ａｒｒａ
ｙを使用して同定されたほとんどの細胞表面マーカーは、標準のＦＡＣＳプロトコルを用
いて腫瘍からＴＩＣ集団を濃縮する能力を示さなかったが、特異的なマーカー及びそれら
の組み合わせを使用して、幹細胞及び前駆細胞の技術分野で標準的な定義を満たすものと
して機能的に実証されたＴＰＣ及びＴＰｒｏｇを含む少なくとも２つのＴＩＣ亜集団を同
定することができた。
【０２１３】
　実施例５
　ＴＰＣ及びＴＰｒｏｇ細胞集団は異なる潜在能を有する
　生体外コロニー形成細胞（ＣＦＣ）アッセイは、造血細胞階層における特異的な細胞集
団の分化能の解析を助ける優れた有用性を有することが実証されているが、そのアッセイ
条件は細胞成長及び／又は分化に伝達されないので、これらのアッセイは上皮組織又は固
形腫瘍細胞には適していない。患者の腫瘍においてのように多くの表現型特異的腫瘍細胞
亜集団が存在するＮＴＸ腫瘍モデルを使用し、ＴＩＣの自己再生又は分化のいずれかを支
持するＦＡＣＳ及び生体外アッセイ条件は、画定された腫瘍細胞亜集団の潜在能の決定を
支援する。これらの生体外ＣＦＣアッセイは、最低限でも、これらのそれぞれの細胞集団
の分化能を決定し、腫瘍細胞亜集団を定義する新しいマーカーの検索及び抗癌剤のスクリ
ーニングにおいて有効な利点を提供する。
【０２１４】
　本発明のそのような態様を例示するために、定義されたＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　
（ＴＩＣ）又はＣＤ４６－／ｌｏ　ＣＤ３２４－　（ＮＴＧ）の細胞表面表現型を伴う単
一細胞をＮＴＸ　ＣＲ腫瘍から単離し、ＦＡＣＳＡｒｉａフローサイトメーター（ＢＤ　
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Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社）を用いて、ウェルあたり４６８個、１６２個、５４個、１８
個、６個又は２個の細胞の希釈で９６ウェルプレートに直接に配置した。次いで、当該技
術分野で標準とされる定義された無血清条件で細胞を３７°　Ｃで（ＣＯ２：５％、Ｏ２
：５％）１５日間培養し、次いで、コロニー形成が陽性のウェルを採点した（図１６Ａ）
。最後に、Ｌ－Ｃａｌｃ（商標）Ｓｏｆｔｗａｒｅ　（Ｓｔｅｍｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ社）を使用して、ａ）開始した個々のウェルの数、ｂ）各ウェルの開始に使
用した細胞数、及びｃ）速度とは無関係に各希釈から陽性と評価されたウェルの数を含む
実験設定情報を利用して、コロニー形成単位の頻度を決定した。　
【０２１５】
　　最も少なくは、ソーティングされた１８個のＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　細胞が播
種されたウェルにコロニーが観察され、一方、ソーティングされたＣＤ４６－／ｌｏ　Ｃ
Ｄ３２４－細胞からのコロニーを観察するために必要な最少細胞数は１６２であった。し
たがって、コロニー形成細胞は、ＴＩＣ細胞集団では細胞７．３個／１，０００個、ＮＴ
Ｇ細胞集団では１．１個／１，０００個の頻度で存在することが示された（図１６Ａ）。
明確に述べると、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　（ＴＩＣ）細胞１３７個のうち１個の細
胞が生体外でコロニーを形成したが、ＣＤ４６－／ｌｏ　ＣＤ３２４－　（ＮＴＧ）細胞
では９１８個のうちわずか１個のみがコロニー形成能力を有していた。これらの結果は、
結腸直腸癌細胞のＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋分画においてコロニー形成細胞が有意に濃
縮されたことを強く示しており、この活性は、生体内移植により上で実証された腫瘍形成
能とも相関している。
【０２１６】
　　結腸直腸腫瘍内のより特異的な腫瘍細胞亜集団の増殖能及び分化能を更に評価するた
めに、ＣＤ４６、ＣＤ３２４及びＣＤ６６ｃの様々な組み合わせを発現する細胞を、幹細
胞の再生を支持する標準無血清培地条件を含むプレートにソーティングした（　上記Ｄｙ
ｌｌａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００８）。単一細胞、生細胞、ヒトＥＳＡ＋　細胞から以下
の細胞集団をソーティングした。ＣＤ４６－／ｌｏ（ＮＴＧ；　また、主にＣＤ３２４－

）、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４－、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋及びＣＤ
４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋ＣＤ６６ｃ－。次いで、プレートに配置してから２１日後に、こ
れらのそれぞれの腫瘍細胞亜集団のコロニー開始能力、及びこれらのそれぞれの腫瘍細胞
亜集団が可溶性のＣＤ６６ｃ（すなわち、ＣＥＡＣＡＭ６）タンパク質を生成する産生能
を評価した。ＣＤ６６ｃは、細胞表面から定期的に落とされるものであり、上述の生体外
培地の上澄において容易に測定可能であり、代理の分化マーカーとして使用された。
【０２１７】
　　具体的には、例えば、ＮＴＸ腫瘍ＣＲ３３からの２，０００個の細胞を無血清培地条
件において平底の９６ウェルＰｒｉｍａｒｉａプレート（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
社）にソーティングし、上記の環境条件で培養した。２１日後に、密に集合したコロニー
（１つのコロニーにつき５０個を越す細胞と定義する）が形成され、ウェル内で拡張して
いた。各ウェルのコロニーの数（白色の棒）を手作業で数え、上澄中のＣＤ６６ｃタンパ
ク質の濃度（黒色の棒）をＥＬＩＳＡにより測定した（図１６Ｂ）。そのコロニー形成頻
度は、生体内で観察された腫瘍形成性細胞の頻度とよく一致していた。すなわち、ＣＤ４
６－／ｌｏ細胞（すなわち、ＮＴＧ細胞）は単一のコロニーのみを生成し（細胞数２，０
００分の１の頻度）、２１日間の培養にもかかわらず可溶性ＣＤ６６ｃタンパク質は培地
に検出されなかった（図１６Ｂ）。ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４－　細胞が生体内で腫瘍開
始能を稀にしか示さないのと同じく、生体外でも少数のコロニーが観察され、培地に検出
されたＣＤ６６ｃのレベルは比較的低かった。このことは、多くのＮＴＸ腫瘍においてＣ
Ｄ４６ｈｌ　ＣＤ３２４－　細胞の亜集団がＣＤ６６ｃを発現すること及びこれらの細胞
が一般に短命のようであることを鑑みれば驚きに値しない。更には、ＣＤ６６ｃの発現と
は無関係に、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　細胞は生体外でのほうがコロニーを形成でき
、ＣＤ４６－／ｌｏ若しくはＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４－　腫瘍細胞亜集団のいずれより
も有意に多くの可溶性ＣＤ６６ｃを生成した（図１６Ｂ）。加えて、その上澄に生成され
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たＣＤ６６ｃの量はコロニー数と相関しているようであり、最初にウェルに播種されたＣ
Ｄ６６＋とＣＤ６６－の両方の細胞集団がＣＤ６６ｃの生成能力を有することを示唆した
。このことは、ＣＤ６６ｃ－細胞にＣＤ６６ｃ＋　細胞の生成能力があるという、上で生
体内で示された観察と一貫している。
【０２１８】
　コロニー形成は、生体内移植の代わりとしての役割を果たし、一つの腫瘍細胞亜集団に
対する別の腫瘍細胞亜集団におけるＴＩＣの存在の有無を決定することを可能にし、一般
に、候補となる幹細胞集団及び候補となる前駆細胞集団の可能性を評価することができる
。しかし、最良の生体外細胞培養条件でさえ、生体内で遭遇する生理学的環境を模倣する
ことはない。更には、これらの無血清培養条件は、一般に、自己再生を支持し、分化を防
ぐが、分化を積極的に促進しない。
【０２１９】
　上記に定義した細胞表面表現型を伴う単一細胞の分化能をより正しく評価するために、
当該技術分野で一般的なやり方で分化を積極的に促進するためにウシ胎児血清（ＦＣＳ）
を１０％含むように培地条件を調整した。１４日後に、培地を取り除き、その上澄中のＣ
Ｄ６６ｃの量をＥＬＩＳＡにより評価した。倍地における、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋

　ＣＤ６６ｃ＋　細胞からのＣＤ６６ｃのレベルの上昇は予測されていたが、ＣＤ４６ｈ

ｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－　細胞が生体外で同レベルのＣＤ６６ｃを生成できたと
いう事実は、ＣＤ４６　１　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－　細胞がＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３
２４＋　ＣＤ６６ｃ＋　細胞に分化できるという考えと一致している。上記のような自己
再生を支持する培地条件（すなわち、定められた無血清培地）での拡張はＣＤ６６ｃの産
生を支持することはないようであるが、前記培地へのＦＣＳの添加は分化を促進し、細胞
のＣＤ６６ｃ産生能を大いに助けた。上記の実証を鑑みるとおそらく当然のこととして、
ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ”細胞は、多くの場合、自己再生能力（連続移
植によって示される）を有する唯一の腫瘍細胞亜集団であり、生体外で最大のＣＤ６６ｃ
産生能を有する腫瘍細胞亜集団もまたＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ”であっ
た。ウェルに播種されたそれらの細胞のＣＤ６６ｃタンパク質発現が陰性であったことを
鑑みるとこの結果は予想外であったが、この細胞集団のＴａｑｍａｎ　ｑＲＴ　ＰＣＲ分
析は、ＣＤ６６ｃの転写産物の存在をほとんど又は全く示さず（データは示されていない
）、これらの結果は、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－　細胞が最も高い増殖
能及び分化能を有することを実証する生体内所見を裏付けている。このことはまた、　Ｃ
Ｄ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－細胞の生体外プレート培養がＣＤ６６ｃを発現
する子孫を結果としてもたらすことも示唆しており、この過程は、分化を促進する細胞成
長条件によって増強される。
【０２２０】
　ＦＣＳの添加により生体外で誘導したＴＩＣの分化は、上記のようにＮＴＸ結腸直腸癌
細胞だけでなく膵臓癌ＴＩＣでも観察された。血清なし及び血清ありでの１４日間の膵臓
ゼノグラフト腫瘍細胞培養の後、ＣＤ４６ｈｉ細胞のパーセンテージ（これも主にＣＤ３
２４＋）　はＦＣＳが存在する条件下でＮＴＸ　ＰＡ１４及びＰＡ２０腫瘍細胞の双方で
減少した（図１６Ｄ）。　このデータは、分化の進んだＮＴＸ由来膵臓癌細胞と、より分
化の程度が低いそれらとを生体外で区別するためのマーカーとしてのＣＤ４６及びＣＤ３
２４の使用を更に支持するものであり、いくつかの上皮細胞腫瘍型でＴＩＣ細胞とＮＴＧ
細胞とを区別するためにこれらのマーカーが有用であるという主張を支持するものである
。
【０２２１】
  この実施例は、ＴＩＣ亜集団（例えばＴＰＣ及びＴＰｒｏｇ）がコロニーを開始する能
力、及びタンパク質を分化する能力、並びに分化した細胞と通常関連づけられるタンパク
質を産生する能力に基づいて、それらを生体外で区別できることを実証している。更には
、分化を促進するＦＣＳなし又はＦＣＳありの培養条件もまた開発することが可能である
。
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【０２２２】
　実施例６
　結腸直腸・膵臓腫瘍開始細胞は標準化学療法薬治療に対して比較的耐性である
　癌幹細胞パラダイムの中心的教義は、概してＣＳＣが化学療法及び放射線のような標準
治療計画に対して耐性であるというものである。　
イリノテカン（結腸直腸腫瘍の場合）及びゲムシタビン（膵臓腫瘍の場合）のような標準
治療計画に対してそれぞれどの腫瘍細胞亜集団が最も耐性であるかを評価するために、結
腸直腸又は膵臓のＮＴＸ腫瘍をマウスで開始し、次いで、腫瘍が１８０～３５０ｍｍ３に
達した後にそれらのマウスをランダム化した。次いで、それらのマウスに約２０日間、そ
れぞれ１５ｍｇ／ｋｇのイリノテカン又は２５ｍｇ／ｋｇのゲムシタビンを腹腔内に週２
回投与し、次いで、安楽死させて腫瘍切除し、細胞分析を行った。
【０２２３】
　腫瘍細胞亜集団の化学耐性を評価するために、各群の平均腫瘍体積がほぼ同等になるよ
うにＮＴＸ結腸直腸腫瘍のマウスの生体内コホートを２群にランダム化した。次いで、そ
れらの群に１５ｍｇ／ｋｇのイリノテカン又は同量のビヒクル緩衝液のいずれかを週２回
投与した。週２回、注射による各投与の１日前に、腫瘍体積及び動物の健康状態をモニタ
リングし、記録した。結腸直腸腫瘍の場合、ビヒクルが投与された腫瘍は成長し続けたが
、イリノテカンが投与された腫瘍には成長の遅延又は体積の減少が見られた（図１７Ａ）
。イリノテカンが投与されたマウスの腫瘍の体積が減少し始めたとき、実験中の全てのマ
ウスを安楽死させ、腫瘍を収穫し、単一細胞懸濁液に解離し、当該技術分野で認識されて
いる技術を用いてフローサイトメトリーによりそれらの個々の細胞の表現型を分析した。
生のヒト細胞のＴＰＣ表現型（ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－）　を伴う細
胞の頻度の測定は、イリノテカンが投与されたマウスからの腫瘍が、生理食塩水が投与さ
れたマウスからのものと比較して２．５倍以上高いことを示した。これは、他の腫瘍細胞
亜集団がイリノテカンに屈する一方で、ＴＰＣ表現型（ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　Ｃ
Ｄ６６ｃ－）　を伴う細胞が、イリノテカンにより誘導される細胞毒性に抵抗することを
示している。加えて、ビヒクルで処置した腫瘍のＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　集団の残
留細胞のほとんどはＣＤ６６ｃ＋であったが、イリノテカンで処置したマウスのＣＤ４６
ｈｌ　ＣＤ３２４＋集団の残留細胞のほとんどはＣＤ６６ｃ－　（すなわち、ＴＰＣ又は
ＣＳＣ）であった（図１７Ｄ）。このデータは、ＴＰＣ表現型（ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２
４＋　ＣＤ６６ｃ－）を伴う細胞が、ＴＩＣ（すなわち、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　
ＣＤ６６ｃ＋）及びＮＴＧ細胞の　両方のＴＰｒｏｇサブセットを含む他の腫瘍細胞亜集
団より、イリノテカンが媒介する細胞毒性に対する耐性が強いことを示している。　　　
　　　
【０２２４】
　　代表的な膵臓ＮＴＸ腫瘍でも類似した結果が観察され、この場合、ゲムシタビンでの
処置経過中に残留膵臓ＮＴＸ腫瘍を取り出し、それらの残留腫瘍細胞の亜集団をそれらの
マーカー表現型に基づいて解析した。予想どおり、ビヒクルで処置したマウスからの膵臓
腫瘍は弱まらずに成長し続け、一方、ゲムシタビンで処置したマウスからの腫瘍は、この
化学療法剤に反応して体積を減少した（図１８Ａ）。次いで、収穫した腫瘍を解離し、そ
れらを構成する単一細胞をフローサイトメトリーで分析した。イリノテカンで処置した直
腸結腸癌のＮＴＸ腫瘍で見られたように、ゲムシタビンでの処置も、ＴＩＣを示す腫瘍細
胞発現マーカーの濃縮をもたらした（例えばＣＤ４６）。ビヒクル処置腫瘍とゲムシタビ
ン処置腫瘍でのＣＤ４６の発現の代表的な例を図１８Ｂに示す。結腸直腸癌の場合と同じ
く、膵臓ＴＩＣも、標準治療の化学療法剤（ゲムシタビン）に対して比較的耐性のようで
ある。
【０２２５】
　このように、全ての腫瘍細胞亜集団がイリノテカン又はゲムシタビンのような標準治療
化学療法剤に同等に反応若しくは抵抗するとは限らないことを本発明者らは実証した。更
には、結腸直腸癌ではＴＰＣ及びＴＰｒｏｇの双方が腫瘍形成性であるが、ＴＰＣ（すな
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わちＣＳＣ）は化学療法に対してより耐性であることを本発明者らは実証した。最も腫瘍
形成性が高く化学耐性の強い腫瘍の亜集団を正確に特定するこの能力は、腫瘍形成性及び
化学耐性と関連づけられる遺伝子及びタンパク質の同定を促進し、したがって、偉大な診
断的及び／又は治療的有用性のある遺伝子／タンパク質の同定を可能にするであろう。
【０２２６】
　実施例７
　結腸直腸腫瘍内細胞の階層の提案
　上述のように、ＴＰｒｏｇは、それらがマウスにおいて腫瘍を生成する能力が限られて
いることを部分的な理由として、ＴＩＣの亜集団として分類される。ＴＰｒｏｇはＴＰＣ
の子孫であり、典型的には、限られた数の非自己再生的な細胞分裂の能力を有する。更に
は、例えば多系列分化能を維持するが、定められた細胞の運命を辿るまでは異なる増殖能
力を有する、いくつかの特異的な前駆細胞集団に関しての造血細胞階層における前例があ
る。造血細胞系の前駆細胞の代表的な例は、短期再構成造血幹細胞（ＳＴ－ＨＳＣ）及び
多能性前駆細胞（ＭＰＰ）である。これらの細胞集団は双方ともその造血細胞系を完全に
再構成できるが、どちらもそれを永久に持続することはできず（すなわち、それらには真
の幹細胞に元来備わる自己再生能力がない）、（ＳＴ－ＨＳＣの子孫である）ＭＰＰより
はＳＴ－ＨＳＣのほうが長期に渡ってそれを行える。これらの組織に由来する固形組織と
腫瘍の両方における細胞の階層の定義は明確ではないが、特異的な細胞亜集団が異なる増
殖能及び分化能を有する多くの器官及び腫瘍内に細胞の階層はおそらく存在する。結腸直
腸癌内のＴＩＣのサブセットとしてＴＰｒｏｇが存在するだけでなく、ＴＰｒｏｇ細胞も
更に分裂して初期腫瘍前駆細胞（ＥＴＰ）及び後期腫瘍前駆細胞（ＬＴＰ）になることが
できることをここに本発明者らは実証する。これらに対応するＴＰｒｏｇ細胞集団のそれ
ぞれは、表現型（例えば、細胞表面マーカー）によって、及びそれらの増殖能及び分化能
の漸進的減少によって、及びそれにより特定の腫瘍構造を反復するそれらの全体的な能力
が異なることによって、区別することができる。
【０２２７】
　　図１９Ａ及び１９Ｂに示したように、上述の生体内データ及び生体外データ及び腫瘍
の組織形態学的所見は、有意な分化能及びこれらの分化プログラムを実行する能力が存在
する腫瘍においてＴＰＣは正常な結腸幹細胞のアイデンティティを反映し得るという仮設
を裏付けており、ここに本発明者らは、前記結腸幹細胞がＥＳＡ＋　ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ
３２４＋　ＣＤ６６ｃ　ＣＤ２４＋　ＣＤ３４－のアイデンティティを有すると提案する
。ここに本発明者らは、実質的に全ての結腸直腸腫瘍細胞はＥＳＡ＋　ＣＤ２４＋　ＣＤ
３４－であり、したがって、これらのマーカーが腫瘍細胞亜集団の同定にはほとんど役に
立たないことを実証した。更に本発明者らは、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ
　及びＣＤ６６ｃ＋細胞を部分的に含んでなる完全に異種の腫瘍をＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３
２４＋　ＣＤ６６ｃ－が生成でき、　一方、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋

　細胞は腫瘍形成性であるもののＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－　細胞を生
成する能力を有さず、連続移植を通じて腫瘍成長を効率的に駆動することはできないこと
を実証した。このデータは、ａ）連続移植に際して異種腫瘍を安定して生成する能力、ｂ
）最も高いコロニー形成能、及びｃ）生体外でＣＤ６６ｃ細胞及びタンパク質を生成する
潜在能力、を有する細胞がＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ”細胞であるという
所見とともに、ＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ＋細胞が限られた増殖キャパシ
ティ及び増殖能を有するＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－のドーターであると
いう仮説を裏付けている。細胞がＣＤ３２４の発現を失うにつれて生じる生体内腫瘍形成
性及び生体外コロニー形成能の更なる減少及びＣＤ６６ｃの生成能力の減少は、折に触れ
実証してきたように、ＣＤ４６ｈｌ　ＣＤ３２４－　ＣＤ６６＋　細胞が、いくらかの残
留的な増殖能力を有するが概して自己再生能力を有さない後期腫瘍前駆細胞（ＬＴＰ）集
団を表しているという仮説を裏付けている。最後に、ＣＤ４６－細胞がＣＤ３２４－細胞
でもあり、広くはＣＤ６６ｃ－でもあることは、図１９Ａに図示した細胞階層を裏付けて
いる。これらのＮＴＧ細胞は、終末分化した子孫をおそらく表し、結腸においては分泌系
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列の杯細胞（Ｇ）及び腸内分泌細胞（ｅＥ）又は吸収系列の腸内細胞（Ｅ）を含む。ＣＤ
４６－細胞は結腸直腸組織に典型的な終末分化した分泌細胞型及び／又は吸収細胞型に帰
属する多くの遺伝子を発現するので、これらの単離された細胞亜集団の遺伝子発現は、こ
の仮説を裏付けている（例えば、図２０ＡのＭＵＣ２及びＭＵＣ２０）。
【０２２８】
　上記実施例は、驚くべきことに、マウスに移植したときのそれらの腫瘍生成能力の異な
りによって特徴づけられ且つ一意のマーカー表現型と関連づけられる腫瘍開始細胞の多集
団の存在を立証している。更には、ＴＩＣの特異的亜集団は腫瘍を自己再生する能力及び
完全に再構成する能力において異なる。本明細書で定義したような腫瘍永続細胞（ＴＰＣ
）は、少数のよく定義された細胞での連続移植及び結果として得られた腫瘍異種性の分析
によって確かめられたときにそれらが示す自己再生能力において、広く認識されている癌
幹細胞（ＣＳＣ）の定義を満たしている。逆に、腫瘍前駆細胞（ＴＰｒｏｇ）は、一次移
植では腫瘍形成性であるが、自己再生能力が欠如しているようであること及び分化能が限
られている場合があることから、真のＴＰＣ又はＣＳＣとは異なる。上記実施例は、漸進
的に増殖能及び分化能が減少する特異的なＴＰｒｏｇ細胞集団の存在（ＥＴＰ及びＬＴＰ
）もまた実証している。癌及び潜在的には正常な組織の生物学との関連においてのこれら
の細胞アイデンティティの知識は、診断及び治療に有用なタンパク質及び分子の同定にそ
れらのアイデンティティを使用することを可能にする。図１９Ａ及び１９Ｂに図示し、且
つ本開示において立証したように、腫瘍形成性細胞及びＮＴＧ細胞の細胞集団を含む異種
腫瘍はＴＰＣを提供し、その子孫はＣＤ４６ｈｉ　ＣＤ３２４＋　ＣＤ６６ｃ－表現型か
ら進行して、ＣＤ６６ｃの発現を獲得し（ＥＴＰのアイデンティティを採る）、やがてＣ
Ｄ３２４（ＬＴＰ表現型）の発現を失う。最後に、終末分化には、それに付随してＣＤ６
６ｃ及びＣＤ４６の損失が起こるようである。
【０２２９】
　実施例８
　濃縮された腫瘍開始細胞集団からの予想される診断標的及び治療標的の同定
　例えば、確立した結腸直腸ＮＴＸ　腫瘍株ＳＣＲｘ－ＣＲ４を実施例１に記載したよう
に継代し、免疫不全マウスで腫瘍を開始するために使用した。平均全身腫瘍組織量が約３
００ｍｍ３に達した後、それらのマウスをランダム化し、少なくとも２０日間、１５ｍｇ
／ｋｇのイリノテカン又はビヒクル対照（ＰＢＳ）を週２回投与し、屠殺した。次いで、
概ね実施例２に記載した技法を用いて、腫瘍を取り除き、ＴＰＣ、ＴＰｒｏｇ及びＮＴＧ
細胞をそれぞれ単離した。より具体的には、細胞集団はＦＡＣＳによって単離し、直ちに
ペレット化し、Ｑｉａｇｅｎ　ＲＬＴｐｌｕｓ　ＲＮＡ溶解緩衝液（Ｑｉａｇｅｎ社）中
で溶解した。使用するまで、その溶解液は－８０℃で保管した。解凍し、Ｑｉａｇｅｎ　
ＲＮｅａｓｙ単離キット（Ｑｉａｇｅｎ社）を使用し、その販売元の説明書にしたがって
全てのＲＮＡを抽出し、Ｎａｎｏｄｒｏｐ　（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社）
及び更にＢｉｏａｎａｌｙｚｅｒ　２１００　（Ａｇｉｌｅｎｔ社）により、それらの販
売元のプロトコル及び推奨機器設定を用いて定量化した。　このようにして、遺伝子のシ
ークエンシング及び分析に好適なトータルＲＮＡ製剤を得た。
【０２３０】
　ビヒクル又はイリノテカンで処置したマウスから上述のように単離したそれぞれの細胞
集団から得られたトータルＲＮＡ試料は、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　ＳＯ
ＬｉＤ　３．０（オリゴライゲーション／検出によるシークエンシング）次世代シークエ
ンシングプラットフォーム（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）を使用して、全ト
ランスクリプトームシークエンシングのために調製し、１つの試料につき＞　５　ｎｇの
トータルＲＮＡから始めた。ヒトゲノムからの３４，６０９の遺伝子にマッピングしたＳ
ＯＬｉＤプラットフォームにより生成されたデータは、全ての試料における転写産物発現
レベルの検証可能な測定値とともに関心対象の転移産物を検出することができた。
【０２３１】
　一般に、前記ＳＯＬIＤ３次世代シークエンシングプラットフォームは、ビードと結合
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したクローン増幅ＲＮＡ／ＤＮＡフラグメントの平行シークエンシングを可能にする。次
いで、染料で標識付けしたオリゴヌクレオチドでのライゲーションによるシークエンシン
グを使用して、試料に存在する各フラグメントの５０のベースリードを生成し、各試料に
つき少なくとも合計５０００万リードとし、はるかに正確に前記ゲノムのタンパク質のｍ
ＲＮＡ転写レベルの発現を表した。ＳＯＬIＤ３プラットフォームは発現だけでなく、Ｓ
ＮＰ、既知及び未知の代替スプライシングイベントも捉えることができ、リードカバレッ
ジ（ゲノムの位置に特異的にマッピングされたリード）のみに基づく新しいエキソンの発
見の可能性も捉えることができる。したがって、この次世代プラットフォームは、転写レ
ベルの発現における差異の決定、及びそれらの発現されたｍＲＮＡ転写産物の特定のスプ
ライスの変異型の差異又は優先性の決定を可能にした。更には、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓの修正された全トランスクリプトームプロトコルを用いたＳＯＬIＤ３プ
ラットフォームでの分析で必要とされる増幅前の開始材料はわずか約５ｎｇであった。こ
のことは、ソーティングされた細胞集団からトータルＲＮＡを抽出する場合に細胞のＴＰ
Ｃサブセットの数が例えばＮＴＧ又はバルク腫瘍よりはるかに少なく、したがって得られ
る使用可能な開始材料の量が非常に少ない場合、重要なことである。
【０２３２】
　　業界の標準慣行にしたがい、重複実行したＳＯＬIＤ３プラットフォームからのシー
クエンシングデータを正規化及び変換し、倍比を算出した。このようにして、ＳＣＲｘ－
ＣＲ４腫瘍から単離したＮＴＧ細胞（白）、ＴＰｒｏｇ（灰色）及びＴＰＣ（黒）の転写
遺伝子発現レベルを測定した（エキソンにマッピングされた１００万個当たりのリード（
ＲＰＭ＿エキソン）として表した）。この方法による全トランスクリプトームデータの分
析は、いくつかのタンパク質及び関心対象の潜在治療標的（ＡＰＣＤＤ１、Ｎｏｔｕｍ、
ＲＥＧＩＡ及びＣＤ４６のスプライス変異型を含む）を同定した。このデータの分析は、
これらの関心対象のタンパク質が、ビヒクル及びイリノテカンで処置されたマウスにおい
て、ＮＴＧ細胞での発現より少なくとも２倍高い転写レベルで上方調節されたことを示し
た（図２０Ａ～２０Ｃ）。この方法で同定された期待される診断及び治療標的転写産物の
代表的な例としては、ＮＯＴＵＭ　（図２０Ａ）、ＡＰＣＤＤ１（図２０Ｂ）、代表的な
膵臓タンパク質（図２０Ｃ）及びＭＵＣ２０が挙げられる。ＴＰＣにおけるこれらの転写
産物の発現は、これらのタンパク質がそのタンパク質レベルでＴＰＣ細胞によって優先的
に発現される（すなわち、ＡＰＣＤＤ１）又は分泌される（すなわち、代表的な膵臓タン
パク質及びＮＯＴＵＭ）これらのタンパク質がＴＰＣの維持及び／又は自己再生にとって
非常に重要であることを含意している。同時に、ＮＴＧ細胞集団によって優先的に発現さ
れる転写産物を同定することも可能であり（例えば、図２０ＤのＭＵＣ２０）、それらは
終末分化した細胞を同定するためにマーカーとして使用することが可能であり、またそう
することによって、それらのバルク腫瘍細胞集団で腫瘍が枯渇している陰性選択が可能に
なるので、より腫瘍形成性の高い構成成分をより容易に特定及び／又は標的化することが
できる治療計画が可能となる。更に、ＮＴＧ細胞は一般にＴＰｒｏｇ及びＴＰＣ細胞より
多いので、これらの細胞集団によって発現されるタンパク質はより容易に検出され、した
がって、疾病の重さ及び／又は状態のバイオマーカーとしての役割を果たすであろう。
【０２３３】
　当業者は、本発明がその意図又は中心的属性から逸脱せずに他の特定の形状においても
具現化され得ることを更に理解するであろう。これに関し、本発明のこれまでの記述は、
その代表的な実施形態のみを開示するものであって、他のバリエーションは本発明の範囲
内にあるとみなされるものと理解されたい。したがって、本発明は本明細書に記述した具
体的な実施形態に限定されない。むしろ、本発明の範囲及び内容を示すものとして、特許
請求の範囲を参照すべきである。
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