
(57)【要約】
本発明は、 erbB受容体チロシンキナーゼ阻害剤に対して応答者である患者と非応答者であ
る患者との間で発現が異なるものとして同定された少なくとも 1個の遺伝子を含む単離マ
ーカー遺伝子セットであって、本明細書に記載された 51個の遺伝子に由来する遺伝子特異
的オリゴヌクレオチドを含めて、本明細書に記載された 51個の遺伝子からなる群から少な
くとも選択される 1個または複数の遺伝子を含む遺伝子セット、および診断用途における
かかるセットの使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 erbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に 対 し て 応 答 者 で あ る 患 者 と 非 応 答 者 で あ る 患 者 と
の 間 で 発 現 が 異 な る も の と し て 同 定 さ れ た 少 な く と も 1個 の 遺 伝 子 を 含 む 単 離 マ ー カ ー 遺
伝 子 セ ッ ト で あ っ て 、 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 51個 の 遺 伝 子 に 由 来 す る 遺 伝 子 特 異 的
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 め て 、 前 記 遺 伝 子 か ら な る 群 か ら 少 な く と も 選 択 さ れ る 1個 ま た
は 複 数 の 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 最 初 の 40個 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 1個 ま た は 複 数 を 含 む 、 請
求 項 1に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 最 初 の 20個 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 1個 ま た は 複 数 を 含 む 、 請
求 項 1に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 最 初 の 12個 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 1個 ま た は 複 数 を 含 む 、 請
求 項 1に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 最 初 の 5個 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 1個 ま た は 複 数 を 含 む 、 請
求 項 1に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 最 初 の 12個 の 遺 伝 子 、 す な わ ち 、 FLJ22622遺 伝 子 (例 え ば 、
GenBank NM_024829)、 AREG遺 伝 子 (例 え ば 、 GenBank BC009799)、 C0R01C遺 伝 子 (例 え ば 、 G
enBank NM_014325)、 AVEN遺 伝 子 (例 え ば 、 GenBank BC010488)、 DUSP3遺 伝 子 (例 え ば 、 Gen
Bank NM_004090)、 DJ473B4遺 伝 子 (例 え ば 、 GenBank AI026836)、 PHLDA2遺 伝 子 (例 え ば 、 G
enBank BU500509)、 RBM7遺 伝 子 (例 え ば 、 GenBank NM_0106090)、 EST遺 伝 子 (GenBank BX09
52512)、 OSMR遺 伝 子 (例 え ば 、 GenBank AI436027)、 GCLC遺 伝 子 (例 え ば 、 GenBank AI97113
7)、 COL4A3BP遺 伝 子 (例 え ば 、 GenBank BQ024877)で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 遺 伝 子 が 、 表 4aに 記 載 さ れ た 配 列 を 含 む 、 請 求 項 6に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 セ ッ ト が 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 表 4a
に 記 載 さ れ た 配 列 の 5個 ～ 50個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 6に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 阻 害 剤 が 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 、 OSI-774、 PKI-166、 EKB-569、 GW2016お よ び CI-1033か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 1項 に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 薬 剤 が ゲ フ ィ チ ニ ブ で あ る 、 請 求 項 9に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 阻 害 剤 が 抗 erbB抗 体 で あ る 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 1項 に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 が ト ラ ス ツ ヅ マ ブ ま た は セ ツ キ シ マ ブ で あ る 、 請 求 項 11に 記 載 の セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 erbB受 容 体 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に よ る 治 療 に 対 す る 癌 患 者 ま た は 癌 患 者 集 団 の 応 答 性 を 予 測
す る 方 法 、 あ る い は erbB受 容 体 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に 応 答 す る 患 者 ま た は 患 者 集 団 を 選 択 す る
方 法 で あ っ て 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 遺 伝 子 セ ッ ト か ら 選 択 さ れ る 1個 ま た は
複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 示 差 的 発 現 を 比 較 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 患 者 の 応 答 性 が 、 薬 物 応 答 ス コ ア を 作 成 す る こ と に よ っ て 示 さ れ る 、 請 求 項 13に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 前 記 比 較 を マ イ ク ロ ア レ イ ア ッ セ イ に よ っ て 実 施 す る 、 請 求 項 13ま た は 14に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 比 較 を 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 実 施 す る 、 請 求 項 13ま た は 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 方 法 が 、 ア ン フ ィ レ ギ ュ リ ン の 示 差 的 発 現 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 16に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 阻 害 剤 が 請 求 項 9～ 12の い ず れ か 1項 に 記 載 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 13～ 17の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 適 切 な 支 持 媒 体 上 の 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 1項 に 記 載 の 群 か ら 選 択 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝
子 セ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 13～ 18の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 に 使 用 さ れ る 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ を 含 む 、 請 求 項 19に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 9～ 12の い ず れ か 1項 に 記 載 の 阻 害 剤 を 投 与 す る ス テ ッ プ と 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ
か 1項 に 記 載 の 群 か ら 選 択 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 セ ッ ト の 示 差 的 発 現 を 試 験 す る ス テ ッ プ
と を 含 む 、 癌 患 者 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 NSCLC患 者 か ら 得 ら れ た 組 織 試 料 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る た め の 、 本 明
細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 51個 の 遺 伝 子 に 由 来 す る 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 め
て 、 前 記 遺 伝 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 単 離 遺 伝 子 配 列 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 NSCLC患 者 か ら 得 ら れ た 組 織 試 料 中 の 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 51個 の 遺 伝 子 に 由 来 す
る 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 め て 、 前 記 遺 伝 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 1個
ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 手 段 を 含 み 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 1項 に 記
載 の 単 離 マ ー カ ー 遺 伝 子 セ ッ ト を 含 む 支 持 材 料 を 含 み 、 そ の 少 な く と も 1個 の 遺 伝 子 が 支
持 材 料 に 付 着 し て い る 、 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 13の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た NSCLC患 者 の 治 療 に お け る 請 求 項 9～ 12の い ず れ か 1
項 に 定 義 さ れ た 阻 害 剤 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 13～ 17の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た NSCLC患 者 ま た は NSCLC患
者 集 団 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 患 者 に erbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 を 投 与 す
る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 13～ 17の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た NSCLC患 者 ま た は NSCLC患
者 集 団 を 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る erbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 erbBチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 阻 害 剤 を 試 験 す る 方 法 、 ま た は erbBチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容
体 阻 害 剤 に 対 す る 試 験 を 行 う 方 法 で あ っ て 、 患 者 を 治 療 す る ス テ ッ プ と 、 化 合 物 が 、 請 求
項 1～ 8の い ず れ か 1項 に 記 載 の マ ー カ ー 遺 伝 子 セ ッ ト 由 来 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 1個 の 遺 伝
子 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 関 連 す る 対 照 と 比 べ て 評 価 す る ス テ ッ プ と を 含 む 方
法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 erbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 ま た は 阻 害 剤 の 効 果 ま た は 有 効 性 を 測 定 す る 臨 床 試 験
を 実 施 す る 方 法 で あ っ て 、 患 者 ま た は 患 者 集 団 に お い て 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 1項 に 定 義
さ れ た 遺 伝 子 セ ッ ト の 相 対 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 セ ッ ト を 使 用 し て 化 学 療 法 剤 に 患 者 が 応 答 す る か ど う か を 予
測 す る 個 別 化 癌 治 療 法 お よ び 該 方 法 に 使 用 さ れ る キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 特 に 、 こ の 方 法 は 、 erbBチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に 対 す る 患 者 の 応 答 を 予 測 す る 。 よ り
詳 細 に は 、 こ の 方 法 は 、 erbBチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の み を 介 す る 癌 の 患 者 、 ま た は 部 分 的 に er
bBチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 介 す る 癌 の 患 者 に 関 し 、 特 に 進 行 非 小 細 胞 肺 癌 (NSCLC)患 者 、 例 え
ば 、 腺 癌 患 者 に 関 し 、 erbBチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に 対 す る 応 答 者 と 非 応 答 者 と の 間 の 発
現 が 異 な る マ ー カ ー 遺 伝 子 セ ッ ト の レ ベ ル を 使 用 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 肺 癌 は 癌 死 の 主 原 因 で あ り 、 し た が っ て 、 世 界 中 で 主 要 な 健 康 問 題 に な っ て い る 。 こ の
疾 患 の 治 療 に お い て は 、 大 多 数 の 患 者 が 局 所 進 行 の ス テ ー ジ 3(44%)ま た は 転 移 の あ る ス テ
ー ジ 4(32%)疾 患 と 診 断 さ れ る の で 、 化 学 療 法 が 中 心 で あ る [1]。 そ れ に も か か わ ら ず 、 大
規 模 な メ タ ア ナ リ シ ス の 知 見 に よ っ て 、 白 金 を 用 い た 化 学 療 法 が 、 進 行 非 小 細 胞 肺 癌 (NSC
LC)患 者 の 生 存 期 間 中 央 値 を 、 最 良 の 支 持 療 法 よ り も 約 6週 間 し か 延 長 し な い こ と が 明 ら か
に な っ た [2]。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 10年 間 に 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 ド セ タ キ セ ル 、 ゲ ム シ タ ビ ン お よ び ビ ノ レ ル ビ ン を 含
め て 多 数 の 新 し い 細 胞 傷 害 性 薬 剤 が 開 発 さ れ 、 進 行 肺 癌 患 者 に 複 数 の 選 択 肢 が 提 供 さ れ て
い る 。 し か し 、 各 投 薬 計 画 は 、 シ ス プ ラ チ ン に 基 づ く 療 法 よ り も ほ ん の わ ず か の 延 命 効 果
に し か 役 立 た な い [3]、 [4]。 よ り 最 近 に な っ て 、 い く つ か の 分 子 標 的 薬 を 含 め た 新 し い 治
療 戦 略 が 、 従 来 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 の 限 界 を 克 服 す る た め に 開 発 さ れ た [5][6]。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 近 年 、 あ る 種 の 成 長 因 子 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 酵 素 が 、 細 胞 複 製 を 引 き 起 こ す 生 化 学 シ グ ナ
ル の 伝 達 に 重 要 で あ る こ と が 発 見 さ れ た 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 細 胞 膜 に ま た が る 大 き な タ ン
パ ク 質 で あ り 、 上 皮 成 長 因 子 (EGF)な ど の 成 長 因 子 の た め の 細 胞 外 結 合 ド メ イ ン と 、 タ ン
パ ク 質 中 の チ ロ シ ン ア ミ ノ 酸 を リ ン 酸 化 し 、 し た が っ て 細 胞 増 殖 に 影 響 を 及 ぼ す キ ナ ー ゼ
と し て 機 能 す る 細 胞 内 部 分 と を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 異 な る 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ に 結 合 す る 成 長 因 子 フ ァ ミ リ ー に 基 づ く 様 々 な ク ラ ス の
受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 知 ら れ て い る (Wilks, Advances in Cancer Research, 1993, 6
0, 43-73)。 こ の 分 類 に は 、 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の EGFフ ァ ミ リ ー を 含 む ク ラ ス I受 容
体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。 こ れ に は 、 リ ガ ン ド EGF、 TGFα (TGFAと も 呼 ば れ る )、 ア
ン フ ィ レ ギ ュ リ ン (AREGと も 呼 ば れ る )、 ベ ー タ セ ル リ ン 、 ヘ パ リ ン 結 合 性 EGF、 エ ピ レ グ
リ ン お よ び (NRG-1、 NRG-2、 NRG-3お よ び NRG-4を 含 め た )ニ ュ ー レ グ リ ン 用 の 受 容 体 が 含 ま
れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 こ れ ら の 受 容 体 に は 、 erbB1(EGFR)、 erbB2(Neu、 Her2)お よ び erb
B4(Her 4)、 な ら び に erbB3(her3)と 呼 ば れ る 機 能 的 キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 有 す る も の 、 イ ン
ス リ ン 受 容 体 、 IGFI受 容 体 、 イ ン ス リ ン 関 連 受 容 体 (IRR)な ど の 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
の イ ン ス リ ン フ ァ ミ リ ー を 含 む ク ラ ス II受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 お よ び PDGFα 、 PDGFβ
、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 1(CSF1)受 容 体 な ど の 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 血 小 板 由 来 成 長 因 子 (
PDGF)フ ァ ミ リ ー を 含 む ク ラ ス III受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 EGFR、 erbB2、 erbB3お よ び erbB4を 含 め た 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の erbBフ ァ ミ リ ー は
、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 を 駆 動 す る の に 頻 繁 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る (Olayioy
e et al., EMBO J., 2000, 19, 3159に 概 説 さ れ て い る )。 こ れ が 起 こ り 得 る 1つ の 機 序 は
、 一 般 に は 遺 伝 子 増 幅 の 結 果 と し て 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル に お い て 受 容 体 が 過 剰 発 現 す る も
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の で あ る 。 こ れ は 、 腺 癌 (Cerny et al., Brit. J. Cancer, 1986, 54, 265; Reubi et al
., Int. J. Cancer, 1990, 45, 269; Rusch et al., Cancer Research, 1993, 53, 2379;
 Brabender et al, Clin. Cancer Res., 2001, 7, 1850)を 含 め た 非 小 細 胞 肺 癌 (NSCLC)、
他 の 肺 癌 (Hendler et al., Cancer Cells, 1989, 7, 347)な ど 多 数 の 一 般 的 な ヒ ト の 癌 に
お い て 認 め ら れ る (Klapper et al., Adv. Cancer Res., 2000, 77, 25に 概 説 さ れ て い る )
。 こ れ ら の 受 容 体 の 1個 ま た は 複 数 の 調 節 が 損 な わ れ た 結 果 と し て 、 多 数 の 腫 瘍 が 臨 床 的
に よ り 活 動 的 に な り 、 患 者 の 予 後 不 良 と 相 関 す る と 広 く 考 え ら れ て い る (Brabender et al
, Clin. Cancer Res., 2001, 7, 1850; Ross et al, Cancer Investigation, 2001, 19, 
554, Yu et al., Bioessays, 2000, 22.7, 673)。 こ れ ら の 臨 床 の 知 見 に 加 え て 、 多 数 の
前 臨 床 情 報 に よ っ て 、 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の erbBフ ァ ミ リ ー が 細 胞 の 形 質 転 換 に 関 与
し て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 こ れ に 加 え て 、 い く つ か の 前 臨 床 試 験 に よ っ て 、 小 分 子
阻 害 剤 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ま た は 阻 害 抗 体 を 用 い て 1つ も し く は 複 数 の erbB活 性 を ノ
ッ ク ア ウ ト す る こ と に よ っ て 増 殖 抑 制 効 果 を 誘 導 で き る こ と が 実 証 さ れ た (Mendelsohn et
 al., Oncogene, 2000, 19, 6550に 概 説 さ れ て い る )。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し た が っ て 、 こ れ ら の 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 阻 害 剤 は 、 哺 乳 動 物 の 癌 細 胞 増 殖 の 選
択 的 阻 害 剤 と し て 価 値 が あ る こ と が 認 識 さ れ た (Yaish et al. Science, 1988, 242, 933,
 Kolibaba et al, Biochimica et Biophysica Acta, 1997, 133, F217-F248; Al-Obeidi 
et al, 2000, Oncogene, 19, 5690-5701; Mendelsohn et al, 2000, Oncogene, 19, 6550
-6565)。 こ の 前 臨 床 デ ー タ に 加 え て 、 EGFRお よ び erbB2に 対 す る 阻 害 抗 体 (そ れ ぞ れ 、 c-22
5お よ び ト ラ ス ツ ヅ マ ブ )を 用 い た 知 見 は 、 選 択 さ れ た 固 形 腫 瘍 を 治 療 す る た め の 診 察 に 有
益 で あ る こ と が 証 明 さ れ た (Mendelsohn et al, 2000, Oncogene, 19, 6550-6565に 概 説 さ
れ て い る )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の erbBフ ァ ミ リ ー の い く つ か の 小 分 子 阻 害 剤 、 特 に EGFお よ び e
rbB2受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 阻 害 剤 が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 欧 州 特 許 出 願 第 0566226
号 お よ び 国 際 特 許 出 願 WO 96/33980お よ び WO 97/30034は 、 ア ニ リ ノ 置 換 基 を 4位 に 有 す る
あ る 種 の キ ナ ゾ リ ン 誘 導 体 が 、 EGFRチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 活 性 を 有 し 、 前 立 腺 癌 を 含 め た
癌 組 織 の 増 殖 阻 害 剤 で あ る こ と を 開 示 し て い る 。 化 合 物 -(3-ク ロ ロ -4-フ ル オ ロ フ ェ ニ ル
)-7-メ ト キ シ -6-(3-モ ル ホ リ ノ プ ロ ポ キ シ )キ ナ ゾ リ ン -4-ア ミ ン が 強 力 な EGFRチ ロ シ ン キ
ナ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る こ と が 、 Proc. Amer. Assoc. Cancer Research, 1997, 38, 633お よ
び Pharmacol. Ther., 1999, 82, 241-250に お い て J R Woodburn等 に よ っ て 開 示 さ れ た 。
こ の 化 合 物 は 、 イ レ ッ サ (登 録 商 標 )、 ゲ フ ィ チ ニ ブ (米 国 一 般 名 )、 コ ー ド 番 号 ZD1839お よ
び Chemical Abstracts登 録 番 号 184475-35-2と し て も 知 ら れ て い る 。 以 後 、 こ の 化 合 物 を
ゲ フ ィ チ ニ ブ と 呼 ぶ 。 ゲ フ ィ チ ニ ブ は 、 最 近 、 日 本 に お い て 手 術 不 能 な 非 小 細 胞 肺 癌 (NSC
LC)ま た は 再 発 性 非 小 細 胞 肺 癌 (NSCLC)の 治 療 に 認 可 さ れ 、 米 国 に お い て 白 金 化 学 療 法 と ド
セ タ キ セ ル 化 学 療 法 の 両 方 に 失 敗 し た 後 の 局 所 進 行 性 転 移 NSCLC患 者 を 治 療 す る 単 独 療 法
と し て 認 可 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 国 際 特 許 出 願 WO 96/30347か ら 、 ア ニ リ ノ 置 換 基 を 4位 に 有 す る あ る 種 の 構 造 的 に 関 係 し
た キ ナ ゾ リ ン 誘 導 体 も EGFRチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 活 性 を 有 す る こ と が さ ら に 知 ら れ て い る
。 WO 99/55683に は 、 (コ ー ド 番 号 CP 358774お よ び OSI-774に 関 連 付 け ら れ 、 以 後 、 コ ー ド
番 号 OSI-774に よ っ て 識 別 さ れ る )化 合 物 -(3-エ チ ニ ル フ ェ ニ ル )-6,7-ビ ス (2-メ ト キ シ エ
ト キ シ )キ ナ ゾ リ ン -4-ア ミ ン ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る そ の 塩 が EGFR TKIで あ る こ と が 開
示 さ れ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 国 際 特 許 出 願 WO 97/38983か ら 、 ア ニ リ ノ 置 換 基 を 4位 に 有 す る 構 造 的 に 関 係 し た あ る 種
の 他 の キ ナ ゾ リ ン 誘 導 体 も EGFRチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 活 性 を 有 す る こ と が さ ら に 知 ら れ て
い る 。 (コ ー ド 番 号 PD 183805お よ び CI 1033に 関 連 付 け ら れ 、 以 後 、 コ ー ド 番 号 CI 1033に
よ っ て 識 別 さ れ る )化 合 物 6-ア ク リ ル ア ミ ド -N-(3-ク ロ ロ -4-フ ル オ ロ フ ェ ニ ル )-7-(3モ ル
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ホ リ ノ プ ロ ポ キ シ )キ ナ ゾ リ ン -4-ア ミ ン が EGFR TKIで あ る こ と が 、 J.Med. Chem., 1999, 
42, 1803-1815お よ び WO 00/31048に 開 示 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 国 際 特 許 出 願 WO 97/02266か ら 、 構 造 的 に 関 係 し た あ る 種 の 他 の 複 素 環 式 誘 導 体 も EGFR
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 活 性 を 有 す る こ と が さ ら に 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 (コ ー ド 番 号 PKI
-166、 CGP 75166お よ び CGP 59326に 関 連 付 け ら れ 、 以 後 、 コ ー ド 番 号 PKI-166に よ っ て 識
別 さ れ る )化 合 物 4-[(1R)-1-フ ェ ニ ル エ チ ル ア ミ ノ ]-6-(4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル )-7 -ピ ロ
ロ [2,3-d]ピ リ ミ ジ ン は EGFR TKIで あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 欧 州 特 許 出 願 第 0787722号 な ら び に 国 際 特 許 出 願 WO 98/50038、 WO 99/09016お よ び WO 99
/24037か ら 、 ア ニ リ ノ 置 換 基 を 4位 に 有 す る 構 造 的 に 関 係 し た あ る 種 の 他 の キ ナ ゾ リ ン 誘
導 体 も EGFRチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 活 性 を 有 す る こ と が さ ら に 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 (コ
ー ド 番 号 CL-387785お よ び EKB-785に 関 連 付 け ら れ 、 以 後 、 コ ー ド 番 号 CL-387785に よ っ て
識 別 さ れ る )化 合 物 -[4-(3-ブ ロ モ ア ニ リ ノ )キ ナ ゾ リ ン -6-イ ル ]ブ タ -2-イ ン ア ミ ド は EGF
R TKIで あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Nature Medicine, 2000, 6, 1024-1028お よ び 米 国 特 許 第 6,002,008号 か ら 、 ア ニ リ ノ 置
換 基 を 4位 に 有 す る 構 造 的 に 関 係 し た あ る 種 の 他 の キ ノ リ ン 誘 導 体 も EGFRチ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ 阻 害 活 性 を 有 す る こ と が さ ら に 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 (以 後 、 コ ー ド 番 号 EKB-569に よ
っ て 識 別 さ れ る )化 合 物 4-(3-ク ロ ロ -4-フ ル オ ロ ア ニ リ ノ )-3-シ ア ノ -6-(4-ジ メ チ ル ア ミ
ノ ブ タ -2(E)-エ ン ア ミ ド )-7-エ ト キ シ キ ノ リ ン は 、 EGFR TKIで あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 WO 99/35146お よ び WO 01/04111か ら 、 あ る 種 の 他 の キ ナ ゾ リ ン 誘 導 体 が 、 erbB受 容 体 チ
ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 の 1個 ま た は 複 数 の 阻 害 剤 で あ る こ と も 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 (以
後 、 コ ー ド GW2016に よ っ て 識 別 さ れ る ラ パ チ ニ ブ ま た は GW2016と し て も 知 ら れ る )化 合 物 N
-{3-ク ロ ロ -4-[(3-フ ル オ ロ ベ ン ジ ル )オ キ シ ]フ ェ ニ ル }-6-[5-({[2-(メ チ ル ス ル ホ ニ ル )
エ チ ル ]ア ミ ノ }メ チ ル )-2-フ リ ル ]キ ナ ゾ リ ン -4-ア ミ ン は 、 EGF受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
と erbB2受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 両 方 の 阻 害 剤 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ノ バ ル テ ィ ス AE788は 、 別 の 適 切 な 阻 害 剤 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 erbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 阻 害 は 、 受 容 体 に 結 合 し て い る 細 胞 外 リ ガ ン ド を 、 erbB
受 容 体 に 対 す る 適 切 な 抗 体 を 用 い て 阻 害 す る こ と に よ っ て 実 施 す る こ と も で き る 。 例 え ば
、 抗 erbB2抗 体 ト ラ ス ツ ヅ マ ブ [ハ ー セ プ チ ン (商 標 )]お よ び 抗 erbb1抗 体 セ ツ キ シ マ ブ [C22
5]を 用 い る 。 か か る 阻 害 抗 体 の 使 用 は 、 選 択 さ れ た 固 形 腫 瘍 を 治 療 す る た め の 臨 床 に 有 益
で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る (Mendelsohn et al, 2000, Oncogene, 19, 6550-6565に 概 説
さ れ て い る )。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 述 し た よ う に 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ は 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 -チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (EGFR-TK)の
経 口 活 性 阻 害 剤 で あ り 、 癌 細 胞 の 増 殖 、 浸 潤 お よ び 生 存 を 駆 動 す る 役 割 を 担 う シ グ ナ ル 伝
達 経 路 を 遮 断 す る [7]。 強 力 な 抗 腫 瘍 効 果 、 な ら び に NSCLCに 関 係 す る 症 状 お よ び 生 活 の 質
の 迅 速 な 改 善 が 、 白 金 に 基 づ く 化 学 療 法 に 応 答 し な か っ た 進 行 NSCLC患 者 が 参 加 し た 臨 床
試 験 に お い て 認 め ら れ た 。 無 作 為 化 二 重 盲 検 第 二 相 単 独 療 法 試 験 (IDEAL 1試 験 )に お い て
、 進 行 NSCLCに 対 す る 化 学 療 法 の 第 2選 択 ま た は 第 3選 択 と し て ゲ フ ィ チ ニ ブ を 使 用 す る と
、 腫 瘍 応 答 率 が 18.4%(95%CI: 11.0～ 25.9%)に 達 し 、 IDEAL 2試 験 に お い て は 、 化 学 療 法 の
第 3選 択 ま た は 第 4選 択 と し て 使 用 す る と 腫 瘍 応 答 率 が 11.8%(95%CI: 6.2～ 19.7%)に 達 し た
[8]、 [27]、 [28]。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 、 こ れ ら の 試 験 に お い て 、 こ の 薬 物 の 治 療 は 、 高 い 病 勢 コ ン ト ロ ー ル 率 (IDEAL 1
に お い て 54.4%、 IDEAL 2に お い て 42.2%)お よ び 総 合 症 状 改 善 率 (overall symptom improve
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ment rate)(IDEAL 1に お い て 40.3%、 IDEAL 2に お い て 43.1%)を 達 成 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 従 来 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 に 対 す る 応 答 と 比 較 す る と 有 望 な も の で あ っ た
が 、 こ れ ら の 試 験 に 参 加 し た 患 者 の 約 半 分 が 有 効 な 治 療 を 受 け ら れ ず 、 症 状 が 改 善 し な か
っ た 事 実 が 残 っ た 。 さ ら に 、 投 薬 に よ っ て 非 応 答 者 は 間 質 性 肺 炎 な ど の 生 命 に か か わ る も
の を 含 め た 有 害 作 用 に 曝 さ れ た [11]。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 様 々 な 化 学 療 法 治 療 に 対 す る 患 者 の 応 答 は 異 な り 、 し た が っ て 、 ど の 治 療 計 画 が 特 定 の
患 者 に 最 適 で あ る か を 予 測 す る 方 法 を 見 出 す 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 多 数 の 薬 物 に 対 す る 患 者 応 答 が 患 者 の 遺 伝 的 プ ロ フ ァ イ ル に 関 係 す る こ と や 、 影 響 す る
遺 伝 因 子 、 例 え ば 、 特 定 の 薬 物 に 対 し て 応 答 す る 遺 伝 因 子 を 決 定 す る こ と に よ っ て 患 者 に
個 別 化 治 療 計 画 を 提 供 で き る こ と を 示 唆 す る 証 拠 が 増 加 し て い る 。 か か る 個 別 化 治 療 計 画
は 、 治 療 上 の 利 点 を 最 大 に す る 可 能 性 を 患 者 に 提 供 し 、 例 え ば 、 別 の よ り 有 効 で な い 治 療
計 画 に 付 随 す る こ と の あ る 副 作 用 を 最 小 限 に 抑 え る 。 し た が っ て 、 薬 物 に 対 す る 患 者 応 答
を 予 測 す る こ と が で き る 方 法 が 求 め ら れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ３ 】

　 化 学 療 法 剤 に 対 す る あ る 種 の 癌 の 感 受 性 は 、 遺 伝 子 発 現 に よ っ て 予 測 す る こ と が で き 、
し た が っ て 、 か か る 化 学 療 法 剤 に よ る 治 療 に 対 す る 癌 患 者 の 適 合 性 は 、 患 者 組 織 に お け る
特 定 の 遺 伝 子 の 相 対 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 判 定 で き る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 erbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に 対 し て 応 答 者 で あ る 患 者
と 非 応 答 者 で あ る 患 者 と の 間 で 発 現 が 異 な る も の と し て 同 定 さ れ た 少 な く と も 1個 の 遺 伝
子 を 含 む 単 離 マ ー カ ー 遺 伝 子 セ ッ ト を 提 供 す る 。 該 遺 伝 子 セ ッ ト は 、 本 明 細 書 の 表 4に 記
載 さ れ た 51個 の 遺 伝 子 に 由 来 す る 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 め て 、 本 明 細 書 の
表 4に 記 載 さ れ た 51個 の 遺 伝 子 か ら な る 群 か ら 少 な く と も 選 択 さ れ る 1個 ま た は 複 数 の 遺 伝
子 を 含 む 。 表 4に お い て 、 登 録 番 号 は 、 GenBankデ ー タ ベ ー ス の 遺 伝 子 に 対 し て 与 え ら れ た
も の で あ る 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に 、 所 与 の 登 録 番 号 で 利 用 可 能 な 配 列 は 、 表 中 に
示 さ れ た 遺 伝 子 配 列 の ほ ん の 例 に 過 ぎ な い 。 配 列 決 定 エ ラ ー 補 正 、 対 立 遺 伝 子 ま た は 他 の
変 異 、 ス プ ラ イ ス 突 然 変 異 体 な ど を 含 む 配 列 を 含 め て 別 の 配 列 も 、 使 用 さ れ た 名 称 に よ っ
て 表 さ れ る 遺 伝 子 の 定 義 に 含 ま れ る 。 最 も 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 参 照 さ れ る 配 列
は 、 登 録 番 号 配 列 で 規 定 さ れ た 配 列 、 お よ び 表 4aに 与 え ら れ 詳 述 さ れ た 具 体 的 配 列 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 erbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に 対 し て 応 答 者 で
あ る 患 者 と 非 応 答 者 で あ る 患 者 と の 間 で 発 現 が 異 な る も の と し て 同 定 さ れ た 少 な く と も 1
個 の 遺 伝 子 を 含 む 単 離 マ ー カ ー 遺 伝 子 セ ッ ト を 提 供 す る 。 該 遺 伝 子 セ ッ ト は 、 本 明 細 書 の
表 4に 記 載 さ れ た 51個 の 遺 伝 子 に 由 来 す る 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 め て 、 本
明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 51個 の 遺 伝 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 個 々 の 患 者 に 治 療 を 適 合 さ せ 、 か く し て 利 用 可 能 な 薬 物 の タ イ プ を よ り 有 効
に 使 用 す る こ と に よ っ て 、 予 後 、 し た が っ て 癌 患 者 の 生 活 の 質 を 改 善 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し い セ ッ ト は 、 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 最 初 の 40個 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 1個 ま
た は 複 数 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 さ ら に 好 ま し い セ ッ ト は 、 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 最 初 の 20個 の 遺 伝 子 の 少 な く と
も 1個 ま た は 複 数 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 好 ま し い セ ッ ト は 、 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 最 初 の 12個 の 遺 伝 子 の 少 な く と
も 1個 ま た は 複 数 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 ま し い セ ッ ト は 、 本 明 細 書 の 表 4に 記 載 さ れ た 最 初 の 5個 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 1個 ま
た は 複 数 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 特 に 好 ま し い セ ッ ト は 、 本 明 細 書 の 表 4aに 記 載 さ れ た 最 初 の 12個 の 遺 伝 子 、 す な わ ち 、
FLJ22622(例 え ば 、 GenBank NM_024829)、 AREG(例 え ば 、 GenBank BC009799)、 C0R01C(例 え
ば 、 GenBank NM_014325)、 AVEN(例 え ば 、 GenBank BC010488)、 DUSP3(例 え ば 、 GenBank NM
_004090、 DJ473B4(例 え ば 、 GenBank AI026836)、 PHLDA2(例 え ば 、 GenBank BU500509)、 RB
M7(例 え ば 、 GenBank NM_0106090)、 EST(GenBank BX0952512)、 OSMR(例 え ば 、 GenBank AI4
36027)、 GCLC(例 え ば 、 GenBank AI971137)、 COL4A3BP(例 え ば 、 GenBank BQ024877)で あ る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 阻 害 剤 は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 、 OSI-774、 PKI-166、 EKB-569、 GW2016、 CI-1033お よ び ト ラ ス
ツ ヅ マ ブ 、 セ ツ キ シ マ ブ な ど の 抗 erbB抗 体 か ら 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 阻 害 剤 は ゲ フ ィ チ ニ ブ で あ る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 、 erbBチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の み を 介 す る 癌 の 患 者 も し く は 患 者 集 団 、 ま た は 部 分
的 に erbBチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 介 す る 癌 の 患 者 も し く は 患 者 集 団 に お い て 上 述 の 化 学 療 法 剤
に 対 す る 応 答 の 予 測 に 使 用 す る の に 特 に 適 切 で あ る 。 か か る 癌 と し て は 、 例 え ば 、 白 血 病
、 多 発 性 骨 髄 腫 、 リ ン パ 腫 な ど の 非 固 形 腫 瘍 が 挙 げ ら れ 、 固 形 腫 瘍 、 例 え ば 、 胆 管 、 骨 組
織 、 膀 胱 、 脳 /CNS、 乳 房 、 結 腸 直 腸 、 子 宮 頚 部 、 子 宮 内 膜 、 胃 、 頭 部 お よ び 頚 部 、 肝 臓 、
肺 、 筋 肉 、 ニ ュ ー ロ ン 、 食 道 、 卵 巣 、 す い 臓 、 胸 膜 /腹 膜 、 前 立 腺 、 腎 臓 、 皮 膚 、 精 巣 、
甲 状 腺 、 子 宮 お よ び 外 陰 部 の 腫 瘍 も 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 NSCLC患 者 、 よ り 具 体 的 に は 先 に 定 義 さ れ た erbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻
害 剤 な ど の 化 学 療 法 剤 に よ る 治 療 に 応 答 す る 進 行 腺 癌 を 含 め た 進 行 NSCLCの 患 者 を 同 定 す
る の に 特 に 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 NSCLCの 「 個 々 の 癌 プ ロ フ ァ イ ル 」 を 同 定 し 、 ど の 腫 瘍 が ゲ フ ィ チ ニ ブ に 応
答 す る か を 判 定 す る こ と に よ っ て 、 NSCLC、 特 に 進 行 NSCLCな ど の 癌 の 治 療 に か な り の 利 点
を も た ら す 。 こ れ に は 、 第 一 選 択 治 療 計 画 お よ び 、 例 え ば 、 化 学 療 法 に 失 敗 し た 患 者 な ど
の 他 の 治 療 計 画 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 白 金 に 基 づ く 化 学 療 法 な ど の 以 前 の 化 学 療 法 に 失 敗 し た 進 行 NSCLC患 者 の 治
療 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 白 金 に 基 づ く 化 学 療 法 な ど の 以 前 に 化 学 療 法 を 受 け た 局 所 進 行 (IIIB期 )ま た
は 転 移 (IV期 )NSCLC患 者 の 治 療 に も 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 化 学 療 法 剤 、 特 に erbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に よ る 治 療 に 対 す る 癌
、 例 え ば 、 肺 癌 の 患 者 ま た は 患 者 集 団 の 応 答 性 を 予 測 す る 方 法 も 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、
上 で 定 義 さ れ た 遺 伝 子 セ ッ ト か ら 選 択 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 セ ッ ト の 示 差 的 発 現 を 比 較 す
る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 発 現 の 評 価 は 、 任 意 の タ イ プ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ く ア レ イ ま た は cDNAに 基 づ く
ア レ イ ; RT-PCR(逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 )、 リ ア ル タ イ ム PCR、 in-situハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 例 え ば Velculescu et al Science 270 (5235): 484
-487に 記 載 の 遺 伝 子 発 現 の 連 続 分 析 (SAGE)、 ま た は デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ を 用
い た 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ っ て 実 施 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 方 法 お よ
び 他 の 方 法 の 詳 細 は 、 例 え ば 、 Sambrook et al, 1989, Molecular Cloning: A Laborator
y Manualに 見 出 す こ と が で き る 。 評 価 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 あ る い は 、 ま た は こ れ に 加 え て 、 評 価 は 免 疫 組 織 化 学 ア ッ セ イ を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 適 切 な 支 持 媒 体 上 の 上 記 で 定 義 さ れ た マ ー カ ー
遺 伝 子 セ ッ ト を 含 む 化 学 療 法 剤 、 特 に erbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に よ る 治 療 に 対
す る 癌 患 者 ま た は 癌 患 者 集 団 の 応 答 性 を 予 測 す る 方 法 に 使 用 さ れ る キ ッ ト を 提 供 す る 。 マ
ー カ ー 遺 伝 子 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 あ る い は ナ イ ロ ン ま た は プ ラ ス チ ッ ク フ ィ ル ム も し
く は ス ラ イ ド な ど の 支 持 材 料 も し く は 膜 に 付 着 し て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 キ ッ ト は マ イ ク ロ ア レ イ を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 発 明 を よ り 詳 細 に 記 述 し 、 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 説 明 す る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 当 業
者 が 本 発 明 を 実 施 す る の を 助 け る の に 役 立 つ も の で あ っ て 、 本 発 明 の 範 囲 を 決 し て 限 定 す
る も の で は な い 。 本 発 明 の 特 定 の 要 素 も 以 下 に 、 よ り 詳 細 に 記 述 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
「 単 離 マ ー カ ー 遺 伝 子 セ ッ ト 」
　 こ れ ら は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 実 施 形 態 の 状 況 に よ れ ば 、 本 発 明 に よ る 患 者 応 答 の 分
類 ま た は カ テ ゴ リ ー 化 に 使 用 す る こ と が で き る 遺 伝 子 群 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
「 示 差 的 発 現 」
　 応 答 者 ま た は 非 応 答 者 の 群 間 で よ り 高 レ ベ ル ま た は よ り 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ る 遺 伝 子 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
「 応 答 者 /非 応 答 者 」
　 国 際 対 癌 連 合 /世 界 保 健 機 関 (U ICC/WHO)判 定 基 準 に よ る 客 観 的 腫 瘍 応 答 は 以 下 の と お り
カ テ ゴ リ ー 化 さ れ る :完 全 奏 効 (CR):評 価 可 能 な 全 病 変 部 に 残 存 腫 瘍 が な い ;部 分 奏 効 (PR):
残 存 腫 瘍 が 、 測 定 可 能 な 全 病 変 部 の 合 計 で ベ ー ス ラ イ ン よ り も 50%以 上 化 学 療 法 に よ っ て
減 少 し 、 新 し い 病 変 部 が な い ;安 定 (SD) CRと 認 め ら れ な か っ た 残 存 腫 瘍 ;お よ び 進 行 (PD):
残 存 腫 瘍 が 、 測 定 可 能 な 全 病 変 部 の 合 計 で ベ ー ス ラ イ ン よ り も 25%以 上 化 学 療 法 に よ っ て
増 加 し 、 ま た は 新 し い 病 変 部 が 出 現 。 本 明 細 書 で は 非 応 答 者 は PDで あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 CRま た は PRで あ る 患 者 を 判 定 す る の に 特 に 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
「 ErbB受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 を 含 め て 、 た だ し こ れ だ け に 限 定 さ れ な い ErbB受 容
体 阻 害 剤 」
　 こ の フ ァ ミ リ ー と し て は 、 上 記 発 明 に 対 す る 背 景 に 記 載 さ れ た EGF、 erbB2(HER)、 erbB3
(erbB3は 機 能 的 キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 持 た な い こ と に 留 意 さ れ た い )、 erbB4な ど が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
「 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」
　 こ れ ら は 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 に 特 有 の も の で あ っ て 、 例 え ば 、 遺 伝 子 を 一 義 的 に 特 定 す
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好 ま し い 実 施 形 態 を 含 め た 詳 細 な 説 明



る 遺 伝 子 断 片 で あ る 。 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 長 さ が 5～ 50ヌ ク レ オ チ ド 、
好 ま し く は 約 15～ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 最 も 好 ま し く は 約 23ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が 有 利 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
「 ア レ イ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ 」
　 ア レ イ 技 術 、 な ら び に そ れ に 関 連 す る 様 々 な 技 術 お よ び 適 用 例 は 、 一 般 に 多 数 の 教 科 書
お よ び 文 書 に 記 載 さ れ て い る 。 遺 伝 子 ア レ イ 技 術 は 、 本 発 明 を 実 施 す る の に 特 に 適 し て い
る 。 マ イ ク ロ ア レ イ を 調 製 す る 方 法 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 こ れ ら に は 、 Lemieux et a
l., (1998), Molecular Breeding 4, 277-289, Schena and Davis. Parallel Analysis w
ith Biological Chips. in PCR Methods Manual (eds. M. Innis, D. Gelfand, J. Snins
ky), Schena and Davis, (1999), Genes, Genomes and Chips. In DNA Microarrays: A P
ractical Approach (ed. M. Schena), Oxford University Press, Oxford, UK, 1999), T
he Chipping Forecast (Nature Genetics special issue; January 1999 Supplement), M
ark Schena (Ed.), Microarray Biochip Technology, (Eaton Publishing Company), Cor
tes, 2000, The Scientist 14[17]:25, Gwynne and Page, Microarray analysis: the ne
xt revolution in molecular biology, Science, 1999 August 6;お よ び Eakins and Chu,
 1999, Trends in Biotechnology, 17, 217-218が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ の 技 術 は 、 PCT/US01/10063お よ び US 2002 090979な ら び に そ の 中 の 参 考 文 献 に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 供 給 業 者 と し て は 、 Affymetrix(California)、 Clontech Laboratories(California)な
ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ア レ イ 技 術 の 主 要 な 適 用 例 と し て は 、 配 列 (ヌ ク レ オ チ ド 配 列 /ヌ ク レ オ チ ド 配 列 突 然 変
異 )の 特 定 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 レ ベ ル (存 在 量 )の 決 定 な ど が 挙 げ ら れ る 。 遺 伝 子 発
現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 ア レ イ 技 術 を 利 用 す る こ と が で き 、 プ ロ テ オ ミ ク ス 技 術 と 場 合 に
よ っ て は 組 み 合 わ せ て 利 用 す る こ と が で き る (Celis et al, 2000, FEBS Lett, 480(1):2-
16; Lockhart and Winzeler, 2000, Nature 405(6788):827-836; Khan et al., 1999, 20
(2):223-9)。 ア レ イ 技 術 の 他 の 適 用 例 も 当 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 発 見 、 癌 研 究 (Marx, 2000, Science 289: 1670-1672; Scherf, et al, 2000, Nat Gene
t;24(3):236-44; Ross et al, 2000, Nat Genet. 2000 Mar;24(3):227-35)、 SNP分 析 (Wan
g et al, 1998, Science, 280(5366):1077-82)、 創 薬 、 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 、 疾 患 診 断 (例 え
ば 、 マ イ ク ロ 流 体 装 置 を 利 用 : Chemical & Engineering News, February 22, 1999, 77(8
):27-36)、 毒 物 学 (Rockett and Dix (2000), Xenobiotica, 30(2):155-77; Afshari et a
l., 1999, Cancer Res1;59(19):4759-60)お よ び ト キ シ コ ゲ ノ ミ ク ス (機 能 ゲ ノ ム 科 学 と 分
子 毒 物 学 の ハ イ ブ リ ッ ド )で あ る 。 ト キ シ コ ゲ ノ ミ ク ス の 目 標 は 、 毒 物 に 対 す る 毒 性 反 応
と か か る 毒 物 に 曝 さ れ た 対 象 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 プ ロ フ ァ イ ル の 変 化 と の 間 の 相 関 を 見 出
す こ と で あ る (Nuwaysir, et al (1999), Molecular Carcinonucleotide sequencesis, 24
:153-159)。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 一 般 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 空 間 的 に 分 離 す る こ と に よ っ て 、
秩 序 立 っ て 配 列 さ せ て ア レ イ と す る こ と が で き る 。 ア レ イ 化 に 適 切 な ラ イ ブ ラ リ ー の 例 と
し て は 、 と り わ け 、 (DNA、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど の ラ イ ブ ラ リ ー を
含 め た )核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー 、 な
ら び に リ ガ ン ド ラ イ ブ ラ リ ー な ど の 任 意 の 分 子 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー が 挙 げ ら れ る 。 し た が
っ て 、 「 ラ イ ブ ラ リ ー 」 に つ い て 記 載 す る 場 合 に は 、 か か る 記 載 は ア レ イ の 形 の ラ イ ブ ラ
リ ー に つ い て の 記 載 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 、 一 般 に 、 試 料 の 拡 散 お よ び 混 合 を 制 限 す る た め に 固 相 、 好 ま
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し く は 固 形 基 体 に 固 定 ま た は 固 定 化 さ れ て い る 。 特 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 プ ラ ス チ ッ ク 、
ガ ラ ス な ど の 膜 お よ び 非 多 孔 質 基 体 を 含 め て 、 実 質 的 に 平 面 で あ る 固 相 に 固 定 化 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 試 料 は 、 索 引 付 け (す な わ ち 、 特 定 の 試 料 の 参 照 ま た は 利 用 )が 容 易 に な
る よ う に 好 ま し く は 配 列 さ れ る 。 一 般 に 、 試 料 は 、 格 子 構 造 中 の ス ポ ッ ト と し て 割 り 当 て
ら れ る 。 一 般 の ア ッ セ イ シ ス テ ム を こ の 目 的 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア レ イ
を マ イ ク ロ プ レ ー ト 表 面 に 固 定 化 し 、 複 数 の 試 料 を 1個 の ウ ェ ル に 、 ま た は 単 一 の 試 料 を
各 ウ ェ ル に 入 れ る こ と が で き る 。 ま た 、 固 形 基 体 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 ナ イ ロ ン 膜 な
ど の 膜 (例 え ば 、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 実 験 に 使 用 さ れ る 膜 )と す る こ と が で き る 。 別 の 基 体 と し
て は 、 ガ ラ ス 基 体 ま た は シ リ カ 系 基 体 が 挙 げ ら れ る 。 し た が っ て 、 試 料 は 、 当 分 野 で 既 知
の 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 電 荷 相 互 作 用 に よ っ て 、 あ る い は ウ ェ ル の 壁 も し
く は 底 部 ま た は 膜 表 面 へ の 化 学 結 合 に よ っ て 固 定 化 さ れ る 。 他 の 配 列 お よ び 固 定 手 段 、 例
え ば 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ 、 ド ロ ッ プ タ ッ チ (drop-touch)、 圧 電 手 段 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト お よ び
バ ブ ル ジ ェ ッ ト （ 登 録 商 標 ） 技 術 、 静 電 印 加 な ど を 使 用 す る こ と が で き る 。 シ リ コ ン 系 チ
ッ プ の 場 合 に は 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー を 利 用 し て チ ッ プ 上 に 試 料 を 配 列 し 、 固 定 す る こ
と が で き る 。 試 料 は 、 固 形 基 体 上 に 「 配 置 す る 」 こ と に よ っ て 配 列 さ せ る こ と が で き る 。
こ れ は 、 手 動 で 、 ま た は ロ ボ ッ ト 工 学 を 利 用 し て 、 試 料 を 置 く こ と に よ っ て 実 施 す る こ と
が で き る 。 一 般 に 、 ア レ イ は 、 マ ク ロ ア レ イ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ と し て 記 述 す る こ と が
で き 、 そ の 差 は 試 料 ス ポ ッ ト の サ イ ズ で あ る 。 マ ク ロ ア レ イ は 、 一 般 に 、 約 300ミ ク ロ ン
以 上 の 試 料 ス ポ ッ ト サ イ ズ を 含 み 、 既 存 の ゲ ル お よ び ブ ロ ッ ト ス キ ャ ナ ー に よ っ て 容 易 に
画 像 化 す る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 中 の 試 料 ス ポ ッ ト サ イ ズ は 、 一 般 に 直 径 200ミ
ク ロ ン 未 満 で あ り 、 こ れ ら の ア レ イ は 、 通 常 、 数 千 の ス ポ ッ ト を 含 む 。 し た が っ て 、 マ イ
ク ロ ア レ イ は 、 特 別 な ロ ボ ッ ト 工 学 、 お よ び 特 別 仕 様 で 作 製 す る 必 要 が あ る 場 合 も あ る 画
像 化 装 置 を 必 要 と す る こ と が あ る 。 計 測 手 段 は 、 Cortese, 2000, The Scientist 14[11]:
26に よ る 総 説 に 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 DNA分 子 の 固 定 化 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 技 術 は 、 当 分 野 に お い て 記 述 さ れ て い る 。 一
般 に 、 ほ と ん ど の 従 来 技 術 方 法 は 、 例 え ば 、 固 形 基 体 上 の 様 々 な 離 散 的 な 位 置 に お い て 様
々 に 並 べ 替 え ら れ た 配 列 を 構 築 す る マ ス キ ン グ 技 術 を 用 い て 一 本 鎖 核 酸 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー
を 調 製 す る 方 法 を 記 述 し て い る 。 US 5,837,832は 、 超 大 規 模 集 積 技 術 に 基 づ く ケ イ 素 基 体
に 固 定 化 さ れ た DNAア レ イ を 製 造 す る 改 良 方 法 を 記 載 し て い る 。 特 に 、 US 5,837,832は 、
基 体 上 の 空 間 的 に 画 定 さ れ た 場 所 に お い て 特 異 的 プ ロ ー ブ セ ッ ト を 調 製 す る 「 タ イ リ ン グ
」 と 呼 ば れ る 戦 略 を 記 載 し て い る 。 こ の 戦 略 は 、 本 発 明 の 固 定 化 DNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製
す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 US 5,837,832は 、 同 様 に 使 用 す る こ と が で き る 初 期 の
技 術 の 参 照 も 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 検 出 を 助 け る た め に 、 標 的 お よ び プ ロ ー ブ は 、 蛍 光 、 生 物 発 光 、 リ ン 光 、 放 射 性 レ ポ ー
タ ー な ど の 容 易 に 検 出 可 能 な 任 意 の レ ポ ー タ ー で 標 識 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ お よ び
標 的 の 標 識 化 は 、 Shalon et al., 1996, Genome Res 6(7):639-45に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 材 料 は 、 キ ッ ト の 調 製 に 適 し て い る こ と が 理 想 的 で あ る 。 一
般 に 、 1組 の 説 明 書 が 含 ま れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 本 発 明 は 、 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 従 来 の 化 学 、 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 組 換 え DNA
お よ び 免 疫 学 の 技 術 を 使 用 す る 。 こ れ ら は 、 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 に あ る 。 か か る 技 術 は
、 文 献 に 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 J. Sambrook, E. F. Fritsch, and T. Maniatis, 198
9, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Books 1-3, Cold Sprin
g Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 and periodic supplements;
 Current Protocols in Molecular Biology, ch. 9, 13, and 16, John Wiley & Sons, N
ew York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, and A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequen
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cing: Essential Techniques, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligon
ucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Press; お よ び D. M. J. Lilley and 
J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and
 Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Pressを 参 照 さ れ た い 。
こ れ ら の 一 般 的 な 教 科 書 の 各 々 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 27,648個 の 遺 伝 子 を 表 示 す る cDNAマ イ ク ロ ア レ イ
シ ス テ ム を 使 用 し て 、 進 行 NSCLCの 場 合 の ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る 応 答 性 を 予 測 す る 遺 伝 子
セ ッ ト を 選 択 し た 。 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 統 計 解 析 に よ っ て 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る 応 答 者
と 非 応 答 者 と の 間 で 示 差 的 に 発 現 さ れ る 数 十 の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発
現 に 基 づ く 薬 物 応 答 ス コ ア リ ン グ (DRS)シ ス テ ム は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 に 対 す る 応 答 を 予
測 す る こ と に 成 功 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 図 1： 4つ の 代 表 的 な 肺 腺 癌 の レ ー ザ ー マ イ ク ロ ビ ー ム 顕 微 解 剖 を 示 す 画 像 。 上 の 列 は 切
除 前 の 試 料 を 示 し 、 下 の 列 は 切 除 さ れ た 癌 細 胞 を 示 す (H.E.染 色  X100)。 TBBは 経 気 管 支 生
検 を 示 し 、 LNは リ ン パ 節 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 2： ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 の 効 力 を 予 測 す る ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム の 確 立 。  
A． 識 別 遺 伝 子 の 数 が 変 化 す る と 予 測 ス コ ア が 異 な る を 示 す 。 識 別 遺 伝 子 セ ッ ト 数 (5個 ～ 5
1個 )は 、 表 4の 順 位 付 け さ れ た リ ス ト の 上 位 か ら の 選 択 さ れ た 遺 伝 子 数 に 対 応 す る 。 分 類
ス コ ア (CS)が 大 き い 値 ほ ど 、 2つ の 群 が よ り 良 好 に 分 離 さ れ る こ と を 示 す 。  
B． ゲ フ ィ チ ニ ブ 感 受 性 に つ い て の 51個 の 候 補 遺 伝 子 を 用 い た 17の 「 ラ ー ニ ン グ 」 症 例 の
階 層 型 ク ラ ス タ リ ン グ (左 )、 お よ び GRSに 対 し て 最 終 的 に 選 択 さ れ た 12個 の 予 測 遺 伝 子 を
用 い た 17の 「 ラ ー ニ ン グ 」 症 例 の 階 層 型 ク ラ ス タ リ ン グ (右 )。 こ れ ら の 樹 状 図 は 、 個 々 の
症 例 間 の 発 現 パ タ ー ン の 類 似 性 を 示 し て お り 、 枝 が 長 い ほ ど 差 は 大 き い こ と を 示 す 。 2つ
の 群 は 、 12個 の 遺 伝 子 の セ ッ ト に よ っ て 最 も 明 瞭 に 分 離 さ れ た 。  
C． 応 答 者 、 非 応 答 者 お よ び GRSに 基 づ い て 検 証 さ れ た 「 試 験 症 例 」 の 図 式 的 区 別 。 赤 の ひ
し 形 は ラ ー ニ ン グ PR症 例 の 予 測 ス コ ア を 示 し 、 青 の ひ し 形 は ラ ー ニ ン グ PD症 例 を 示 す 。 淡
紅 色 の 三 角 形 は 、 GRSを 確 立 す る の に 使 用 さ れ な か っ た 試 験 PR症 例 を 示 し 、 青 の 三 角 形 は
試 験 PD症 例 を 示 す 。 黄 色 の 三 角 形 は 、 4カ 月 の 観 察 期 間 を 通 し て SD状 態 が 維 持 さ れ た 試 験 S
D症 例 を 示 し 、 緑 の 三 角 形 は 、 試 験 の あ る 時 点 に お い て SDと い っ た ん 判 断 さ れ た が 治 療 開
始 後 3カ 月 ま た は 4カ 月 以 内 に 疾 患 の 進 行 を 示 し た 試 験 症 例 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 図 3： 半 定 量 的 RT-PCRお よ び 免 疫 組 織 化 学 分 析 に よ る GRSの 検 証 。  
A． PRお よ び PD群 か ら 得 ら れ た RNAの 半 定 量 的 RT-PCR分 析 の 代 表 的 画 像 。 OSMRお よ び GCLC遺
伝 子 は 非 応 答 者 (PD)に お い て 過 剰 発 現 さ れ た 。 各 cDNAテ ン プ レ ー ト の 完 全 性 は 、 ACTBの 増
幅 に よ っ て 制 御 さ れ た 。  
B． 同 じ PD患 者 (No. LC21)か ら 得 ら れ た フ ァ イ バ ー ス コ ー プ 経 気 管 支 生 検 (TBB)お よ び リ ン
パ 節 (LN)生 検 由 来 の 代 表 的 な 試 料 の 抗 AREG抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 染 色 (X 200)。  
C． 他 の 4種 類 の 予 測 マ ー カ ー (TGFA、 ADAM9、 CD9お よ び OSMR)に 対 す る 抗 体 を 用 い た 、 PD患
者 か ら 得 ら れ た 代 表 的 な 試 料 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 (X 200)。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 図 4： 5人 の PR、 10人 の SDお よ び 20人 の PD腺 癌 症 例 に お い て ELISAに よ っ て 測 定 さ れ た TGF
Aの 血 清 学 的 濃 度 。 TGFAの 平 均 血 清 レ ベ ル は 黒 バ ー で 示 さ れ て お り 、 PD患 者 で は 19・ 0± 2
・ 8pg/ml(平 均 ± SE)で あ り 、 SD患 者 で は 13・ 9± 1・ 9pg/mlで あ り 、 PR患 者 で は 12・ 8± 1・
4pg/mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 図 5： ゲ フ ィ チ ニ ブ 感 受 性 PC-9細 胞 に 対 す る 分 泌 さ れ た AREGの 抗 ア ポ ト ー シ ス 効 果 。  
A． 肺 腺 癌 細 胞 系 PC-9、 NCI-H358お よ び NCI-H522に お い て 半 定 量 的 RT-PCRに よ っ て 検 討 さ
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れ た AREG転 写 物 の 発 現 。  
B． 10%FCS補 充 培 地 、 無 血 清 培 地 、 ま た は NCI-H358も し く は NCI-H522細 胞 の 培 養 物 か ら 得
ら れ た 無 血 清 馴 化 培 地 (CM)に お い て 培 養 さ れ た PC-9細 胞 。 各 培 地 は 、 48時 間 の 時 点 で 同 じ
培 地 で 一 度 置 換 さ れ 、 濃 度 0・ 5ま た は 1・ 0μ Mの ゲ フ ィ チ ニ ブ 添 加 か ら 72時 間 後 に 、 MTTア
ッ セ イ に よ っ て 細 胞 の 生 存 度 を 測 定 し た 。 実 験 は 3重 で 実 施 さ れ た 。 Y軸 は 、 異 な る 培 地 中
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細 胞 の 相 対 MTT値 (0・ 5ま た は 1・ 0μ Mゲ フ ィ チ ニ ブ の 存 在 下 で の MTT
/ゲ フ ィ チ ニ ブ 非 存 在 下 で の MTT)を 示 す 。  
C． ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る NSCLC細 胞 の 耐 性 に 対 す る 、 オ ー ト ク ラ イ ン で 分 泌 さ れ た AREGの
効 果 。 培 養 の 開 始 時 に 、 1・ 0μ Mゲ フ ィ チ ニ ブ お よ び 組 換 え AREGタ ン パ ク 質 (最 終 濃 度 1～ 1
00ng/ml)を 含 む 培 地 に PC-9細 胞 を 接 種 し 、 72時 間 後 に 3重 の MTTア ッ セ イ に よ っ て 細 胞 の 生
存 度 を 測 定 し た (青 色 バ ー )。 Y軸 は 、 細 胞 の 相 対 MTT値 (個 々 の 濃 度 の AREGに お け る MTT/ARE
G不 在 下 で の MTT)を 示 す 。  
　 1・ 0μ Mゲ フ ィ チ ニ ブ の 非 存 在 下 に お け る NSCLC細 胞 の 生 存 度 に 対 す る AREGの 効 果 も 試 験
さ れ た 。 個 々 の PC-9細 胞 を 、 組 換 え AREGタ ン パ ク 質 を 含 む が ゲ フ ィ チ ニ ブ を 含 ま な い 培 地
に 添 加 し 、 72時 間 後 に 3重 の MTTア ッ セ イ に よ っ て 生 存 度 を 測 定 し た (赤 色 バ ー )。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 6： PDお よ び PR患 者 か ら 得 ら れ た 切 片 に お け る ア ン フ ィ レ ギ ュ リ ン 発 現 の 免 疫 組 織 化
学 分 析 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

　 第 II相 臨 床 試 験 を 、 以 前 に 化 学 療 法 に 失 敗 し た 進 行 非 小 細 胞 肺 癌 患 者 に 毎 日 250mg投 与
し た ZD1839の 臨 床 抗 腫 瘍 効 果 、 薬 物 有 害 反 応 (ADR)お よ び 薬 物 動 態 の 原 因 と な る 支 配 的 な
生 物 学 的 要 因 を 探 究 す る た め に 多 施 設 試 験 を 含 め て 実 施 し た 。 主 要 エ ン ド ポ イ ン ト は 、 ゲ
フ ィ チ ニ ブ の 潜 在 的 抗 腫 瘍 効 果 を 予 め 判 定 す る こ と が で き る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 明
ら か に す る こ と で あ っ た 。 試 験 の 開 始 時 に 、 理 論 的 根 拠 と し て こ れ ま で に 実 施 さ れ た 試 験
を 用 い て 症 例 数 を 推 定 し た 1 2 , 1 3 。 ゲ フ ィ チ ニ ブ の 応 答 率 は 、 肺 癌 患 者 に お い て 20%未 満 で
あ っ た の で 8 - 1 0 、 上 で 推 定 さ れ た ラ ー ニ ン グ (learning)症 例 を 得 る た め に 約 50人 の 患 者 が
必 要 に な る と 推 定 さ れ た 。 局 所 進 行 (IIIB期 )ま た は 転 移 (IV期 )NSCLCが 従 来 の 化 学 療 法 の 1
つ ま た は 複 数 の 投 薬 計 画 に 耐 性 を 示 す 患 者 が こ の 試 験 に 参 加 し た 。 組 み 入 れ 基 準 は 、 (1)2
0歳 を 超 え る 年 齢 、 (2)一 般 状 態 (PS)0～ 2、 (3)適 切 な 肝 臓 お よ び 腎 臓 機 能 試 験 で あ っ た 。
日 本 の 徳 島 大 学 病 院 ま た は 近 畿 大 学 病 院 に お い て 、 す べ て の 患 者 に 1日 1回 ゲ フ ィ チ ニ ブ 25
0mgを 経 口 投 与 し た 。 こ の 治 療 は 、 患 者 が 、 (1)疾 患 の 進 行 、 (2)忍 容 で き な い 毒 性 ま た は (
3)同 意 の 撤 回 の た め に 試 験 か ら 脱 落 す る ま で 続 け ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 客 観 的 腫 瘍 応 答 は 、 国 際 対 癌 連 合 /世 界 保 健 機 関 (UICC/WHO)に よ っ て 大 要 が 述 べ ら れ た
判 定 基 準 に よ っ て 治 療 開 始 後 4週 ご と に 評 価 し た 。 応 答 カ テ ゴ リ ー は 、 以 下 の と お り で あ
っ た 。 完 全 奏 効 (CR)、 評 価 可 能 な 病 変 部 に 残 存 腫 瘍 が な い ;部 分 奏 効 (PR)、 残 存 腫 瘍 が 、
測 定 可 能 な 全 病 変 部 の 合 計 で ベ ー ス ラ イ ン よ り も 50%以 上 減 少 し 、 新 し い 病 変 部 が な い ;進
行 (PD)、 残 存 腫 瘍 が 、 測 定 可 能 な 全 病 変 部 の 合 計 で ベ ー ス ラ イ ン よ り も 25%以 上 増 加 し 、
ま た は 新 し い 病 変 部 が 出 現 ;お よ び 安 定 (SD)、 CRと も 、 PRと も PDと も 認 め ら れ な か っ た 残
存 腫 瘍 。 全 評 価 可 能 病 変 部 は 、 ベ ー ス ラ イ ン と 同 じ 技 術 、 例 え ば 、 単 純 X線 、 CTま た は MRI
を 用 い て 二 次 元 的 に 測 定 し た (測 定 可 能 病 変 部 の 最 長 直 径 と そ の 最 長 垂 線 の 積 の 合 計 )。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 4カ 月 の 治 療 の 最 後 (ま た は 離 脱 時 )に 、 以 下 の 定 義 に 基 づ い て 各 患 者 に 対 す る 最 良 総 合
応 答 を 評 価 し た 。 CR、 少 な く と も 28日 の 間 隔 が 空 い た 2つ の 連 続 し た 検 査 ポ イ ン ト に お い
て CRと 認 め ら れ た 患 者 ;PR、 少 な く と も 28日 の 間 隔 が 空 い た 2つ の 連 続 し た 検 査 ポ イ ン ト に
お い て PRま た は そ れ よ り も 良 好 と 判 断 さ れ た 患 者 ;SD、 少 な く と も 28日 の 間 隔 が 空 い た 2つ
の 連 続 し た 検 査 ポ イ ン ト に お い て SDま た は そ れ よ り も 良 好 で あ っ た が 、 CRと も PRと も 認 め
ら れ な か っ た 患 者 。 SD症 例 の 最 初 の 判 断 は 最 初 の 腫 瘍 評 価 ポ イ ン ト (無 作 為 化 か ら 28日 後 )
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ま た は そ の 後 に 行 わ れ な け れ ば な ら な い ;PD、 最 初 の 腫 瘍 評 価 ポ イ ン ト (無 作 為 化 か ら 28日
後 )ま た は そ の 前 に PDと 判 定 さ れ た 患 者 ;不 明 、 患 者 が 疾 患 拡 大 の 最 適 応 答 に 適 格 で な く 、
ベ ー ス ラ イ ン (無 作 為 化 前 )後 か つ 進 行 前 の 全 て の 客 観 的 状 態 が 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 前 に 、 各 患 者 か ら 書 面 で イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト を 得 て 腫 瘍 検 体 を
、 経 気 管 支 (TBB)、 皮 膚 ま た は リ ン パ 節 生 検 に よ っ て 採 取 し た 。 倫 理 承 認 は 、 各 施 設 の 倫
理 委 員 会 か ら 得 た 。 生 検 試 料 は 速 や か に 凍 結 し 、 TissueTek OCT培 地 (Sakura、 Tokyo、 Jap
an)に 埋 め 込 み 、 -80℃ で 保 存 し た 。 す べ て の 試 料 を 顕 微 鏡 検 査 し 、 28人 の 患 者 (17個 の ラ
ー ニ ン グ お よ び 11個 の 試 験 症 例 )か ら 得 ら れ た 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 分 析 に 十 分 な 癌 細 胞 を 含
む 試 料 は 、 さ ら な る 分 析 の た め に 最 初 に 選 択 し た 。 予 測 シ ス テ ム を 検 証 す る た め に 、 新 た
に 登 録 さ れ た 5症 例 (PD4例 、 SD1例 )か ら 得 た 盲 検 化 試 料 セ ッ ト も 11試 験 症 例 に 追 加 し た 。
こ れ ら の 患 者 に つ い て の 臨 床 情 報 お よ び 組 織 構 造 情 報 を 表 1～ 3に 要 約 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 腫 瘍 ご と に 存 在 す る 癌 細 胞 と 様 々 な タ イ プ の 実 質 細 胞 と の 比 率 が か な り 異 な る こ と か ら
、 顕 微 解 剖 は 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ 上 で 正 確 な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 得 る の に 必 要 な
手 段 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 μ CUTレ ー ザ ー マ イ ク ロ ビ ー ム 顕 微 解 剖 シ ス テ
ム (Molecular Machines & Industries AG、 Glattbrugg、 Switzerland)を 使 用 し て 、 厚 さ 8
μ mの 凍 結 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン と エ オ シ ン で 染 色 し 、 癌 細 胞 を 選 択 的 に 収 集 し た 1 4 。 こ
の シ ス テ ム で は 、 組 織 切 片 を 、 標 的 組 織 と 一 緒 に 切 断 さ れ る 薄 い 支 持 ポ リ エ チ レ ン 膜 上 に
載 置 し 、 パ ル ス 紫 外 (UV)ナ ロ ー ビ ー ム フ ォ ー カ ス レ ー ザ ー に よ っ て 、 画 面 上 で 観 察 す る こ
と が で き る 予 め 選 択 し た 経 路 に 沿 っ て 癌 細 胞 を 切 除 す る 。 抽 出 す る 材 料 は 、 レ ー ザ ー に 直
接 曝 さ れ る こ と は 決 し て な く 、 レ ー ザ ー に よ っ て 周 囲 に 線 が 引 か れ る だ け で あ る 。 他 の LM
Mシ ス テ ム と は 異 な り 、 こ の シ ス テ ム は 、 放 射 線 な し に 、 切 除 さ れ た 細 胞 の 回 収 を 進 め る
こ と が で き る 。 さ ら に 、 膜 は 、 ス ラ イ ド 上 の 組 織 を 相 互 汚 染 か ら 保 護 す る 。 本 発 明 者 ら は
、 こ の シ ス テ ム を 用 い て 、 小 面 積 の 組 織 を 迅 速 に 単 離 す る こ と が で き 、 組 織 切 片 か ら 単 細
胞 を 単 離 す る こ と が で き た (図 1)。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 全 RNAは 、 RNeasyミ ニ キ ッ ト お よ び RNaseフ リ ー DNaseキ ッ ト (QIAGEN、 Hilden、 Germany)
を 用 い て 製 造 者 の 手 順 に し た が っ て 、 癌 細 胞 の 個 々 の 顕 微 解 剖 集 団 か ら 抽 出 し た 。 全 RNA
は 、 既 報 1 5 の と お り 、 T7に 基 づ く RNA増 幅 に 供 し た 。 2ラ ウ ン ド の 増 幅 に よ っ て 、 各 試 料 か
ら aRNA(増 幅 RNA)40～ 200μ g(>100,000倍 )を 得 た 。 対 照 プ ロ ー ブ と し て 、 正 常 な ヒ ト 肺 pol
y(A) + RNA(BD Biosciences Clontech、 Palo Alto、 CAお よ び BIOCHAIN、 Hayward、 CA、 USA)
を 同 様 に 増 幅 し た 。 個 々 の 試 料 お よ び 対 照 か ら 一 定 分 量 (2・ 5μ g)の aRNAを 、 そ れ ぞ れ Cy5
-dCTPお よ び Cy3-dCTPの 存 在 下 で 逆 転 写 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 本 発 明 者 ら の 「 ゲ ノ ム ワ イ ド 」 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ シ ス テ ム は 、 全 米 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ
ー 情 報 セ ン タ ー の UniGeneデ ー タ ベ ー ス か ら 選 択 さ れ た 27,648個 の cDNAを 含 ん で い る 1 5 。
マ イ ク ロ ア レ イ の 組 み 立 て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 洗 浄 お よ び シ グ ナ ル 強 度 検 出 は す
で に 記 述 さ れ て い る 1 5 。 腫 瘍 と 対 照 の mRNA量 を 正 規 化 す る た め に 、 各 遺 伝 子 発 現 の Cy5/Cy
3比 は 、 52個 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 平 均 Cy5/Cy3比 が 1に な る よ う に 調 節 し た 。 本 発
明 者 ら は 、 分 散 分 析 に よ っ て 各 マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド に カ ッ ト オ フ 値 を 割 り 当 て 、 遺 伝
子 の Cy5/Cy3比 を 以 下 の と お り 計 算 し た 。 (1)Cy5(癌 試 料 )が カ ッ ト オ フ レ ベ ル よ り も 低 い
場 合 に は 、 遺 伝 子 の Cy5/Cy3比 は 、 そ の Cy5お よ び Cy3が カ ッ ト オ フ レ ベ ル よ り も 高 い 他 の
遺 伝 子 の Cy5/Cy3比 の 2・ 5パ ー セ ン タ イ ル で 置 換 し 、 (2)Cy3(対 照 試 料 )が カ ッ ト オ フ レ ベ
ル よ り も 低 い 場 合 に は 、 遺 伝 子 の Cy5/Cy3比 は 、 そ の Cy5お よ び Cy3が カ ッ ト オ フ レ ベ ル よ
り も 高 い 他 の 遺 伝 子 の Cy5/Cy3比 の 97・ 5パ ー セ ン タ イ ル で 置 換 し 、 (3)Cy5と Cy3の 両 方 が
カ ッ ト オ フ レ ベ ル よ り も 低 い 場 合 に は 、 遺 伝 子 の Cy5/Cy3比 は 空 白 の ま ま に し た 。
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【 ０ ０ ７ ５ 】

　 ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る 感 受 性 に 関 連 す る 可 能 性 の あ る 遺 伝 子 を 発 見 す る た め に 、 約 27,6
48個 の 遺 伝 子 の 個 々 の 測 定 値 を 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る 応 答 者 (PR)に 分 類 さ れ た 患 者 群 と
他 方 は 非 応 答 者 (PD)に 分 類 さ れ た 患 者 群 の 2つ の 患 者 群 間 で 比 較 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 2つ
の ク ラ ス を 区 別 す る こ と が で き る 強 力 な 遺 伝 子 の 数 の 次 元 を 減 少 さ せ る た め に 、 2つ の 判
定 基 準 、 す な わ ち 、 1)シ グ ナ ル 強 度 が 、 ど ち ら か 一 方 の 群 の 少 な く と も 60%に お い て カ ッ
ト オ フ レ ベ ル よ り も 高 い こ と 、 お よ び 2)| MED P R  - MED P D  |≧ 1(式 中 、 MEDは 、 各 群 に お い
て 対 数 変 換 さ れ た 相 対 発 現 比 か ら 計 算 さ れ る 中 央 値 を 示 す こ と )を 満 た す 遺 伝 子 の み を 抽
出 し た 。 次 い で 、 無 作 為 並 べ 替 え 試 験 を 利 用 し て 、 2つ の ク ラ ス (PRと PD)を 区 別 す る 個 々
の 遺 伝 子 の 能 力 を 推 定 し た 。 両 方 の 群 に お け る 各 遺 伝 子 の 対 数 変 換 さ れ た 相 対 発 現 比 か ら
平 均 (μ )お よ び 標 準 偏 差 (σ )を 計 算 し た 。 各 遺 伝 子 の 識 別 ス コ ア (DS)は 以 下 の と お り 定 義
さ れ た 。  
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 試 料 は 、 各 群 対 に 対 し て 10,000回 無 作 為 に 並 べ 替 え ら れ た 。 各 遺 伝 子 の DSデ ー タ セ ッ ト
は 正 規 分 布 を 示 し た の で 、 本 発 明 者 ら は ユ ー ザ ー 定 義 の 群 分 け に 対 す る p値 を 計 算 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 以 前 に 記 述 さ れ た 手 順 に し た が っ て 予 測 遺 伝 子 候 補 の 発 現 レ ベ ル を 反 映
す る ゲ フ ィ チ ニ ブ 応 答 ス コ ア (GRS)を 計 算 し た 1 6 - 1 8 。 各 遺 伝 子 (gi)は 、 試 料 中 の 発 現 レ ベ
ル (xi)が 、 参 照 試 料 に お け る 一 方 の 群 の 平 均 発 現 レ ベ ル に 近 い か 、 ま た は 他 方 の 群 の 平 均
発 現 レ ベ ル に 近 い か に よ っ て 、 応 答 者 (PR)ま た は 非 応 答 者 (PD)の ど ち ら か に 投 票 す る 。 投
票 の 大 き さ (vi)は 、 2つ の ク ラ ス の 平 均 か ら の 試 料 中 の 発 現 レ ベ ル の 偏 差 を 反 映 し て い る
。  
　 　 Vi = | xi - (μ P R  + μ P D )/2 |
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 投 票 を 合 計 し て 応 答 者 (V P R )お よ び 非 応 答 者 (V P D )の 合 計 投 票 を 得 て 、 GR
S値 を 以 下 の と お り 計 算 し た 。  
　 GRS =((V P R  - V P D ) / (V P R  + V P D ))× 100(式 中 、 GRS値 は 、 応 答 者 側 ま た は 非 応 答 者 側
の 勝 利 の 差 を 示 し て い る )。 GRS値 は -100～ 100の 範 囲 で あ り 、 GRSの 絶 対 値 が 高 い ほ ど 予 測
は よ り 有 力 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 全 試 料 の 予 測 ス コ ア は 、 リ ー ブ － ワ ン － ア ウ ト (leave-one-out)手 法 に よ っ て 得 た 。 こ
の 手 法 で は 、 一 度 に 1個 の 試 料 を 試 料 セ ッ ト か ら 取 り 出 し 、 2つ の ク ラ ス の 並 べ 替 え p値 お
よ び 平 均 値 を 各 遺 伝 子 に 対 し て 残 り の 試 料 を 用 い て 計 算 し た 。 取 り 出 し た 試 料 の 薬 物 応 答
は 、 予 測 ス コ ア を 計 算 す る こ と に よ っ て 予 測 し た 。 こ れ ら の 手 順 を 各 試 料 に 対 し て 繰 り 返
し た 1 6 - 1 7 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 予 測 シ ス テ ム の 信 頼 性 を 評 価 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 各 遺 伝 子 セ ッ ト に お け る 応 答
者 お よ び 非 応 答 者 の GRS値 を 用 い て 「 分 類 ス コ ア 」 (CS)を 以 下 の と お り 計 算 し た 。  
　
　
　 CS値 が 大 き い ほ ど 、 予 測 シ ス テ ム に よ る 2つ の 群 の 分 離 は 良 好 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 ウ ェ ブ 上 で 利 用 可 能 な M. Eisen(http://genome-www5.stanford.edu/Mic
roArray/SMD/restech.html)に よ っ て 書 か れ た ソ フ ト ウ エ ア (「 Cluster」 お よ び 「 TreeVie
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w」 )を 使 用 し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の グ ラ フ を 作 製 し 、 階 層 型 ク ラ ス タ リ ン グ の 樹 状
図 を 作 成 し た 。 ク ラ ス タ ー 形 成 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 す る 前 に 、 各 ス ポ ッ ト の 蛍 光 比 を ま ず
対 数 変 換 し 、 次 い で 、 各 試 料 の デ ー タ の 中 心 を 中 央 値 に 合 わ せ て 実 験 の 偏 り を 取 り 除 い た
。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 個 々 の 試 料 お よ び 正 常 対 照 肺 か ら マ イ ク ロ ア レ イ ス ラ イ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 同 じ
aRNAの 一 定 分 量 (5・ 0μ g)を 、 オ リ ゴ (dT) 1 2 - 1 8 プ ラ イ マ ー お よ び SuperScript II逆 転 写 酵
素 (Invitrogen、 Carlsbad、 CA、 USA)を 用 い て 逆 転 写 し た 。 半 定 量 的 RT-PCR実 験 は 、 GRSを
確 立 す る た め に 使 用 さ れ た 上 位 12個 の 遺 伝 子 に 特 異 的 な 以 下 の 合 成 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 ま
た は 内 部 対 照 と し て ベ ー タ -ア ク チ ン (ACTB)特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 実 施 さ れ た 。 FLJ22
662, 5'-GCCATAAGTGGTCCCACAGT-3'お よ び 5'-GTCTTCTAGTCCGTCATCTCCCT-3';ア ン フ ィ レ ギ
ュ リ ン (AREG), 5'-CCATAGCTGCCTTTATGTCTGC-3'お よ び 5'-CTTTTTACCTTCGTGCACCTTT-3';コ
ロ ニ ン 、 ア ク チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 1C(CORO1C)、 5'-TAATCTGCTGAGGACCTTTTGTC-3'お よ び 5
'-TAATTCACTGTCCTCTTCTGGGA-3';ア ポ ト ー シ ス 、 カ ス パ ー ゼ 活 性 化 阻 害 剤 (AVEN), 5'-GCTC
ACAGCAGTAAATGCCTA-3'お よ び 5'-TGCTATGCTGTAAACACTGGCTA-3';二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ
3(DUSP3), 5'-GGATCCTTTATTGGTGGTAGAGC-3'お よ び 5'-CCAGAGTGACCCTGAAGATAAAT-3'; DJ47
3B4, 5'-ACCTGATTCTCTAGGTGCAGTTT-3'お よ び 5'-GTCGTTTCAACCAGGTAGTTTTG-3';プ レ ク ス ト
リ ン 相 同 様 ド メ イ ン (pleckstrin homology-like domain)、 フ ァ ミ リ ー A、 メ ン バ ー 2(PHLD
A2), 5'-GGGCGCCTTAAGTTATTGGA-3'お よ び 5'-GGATGGTAGAAAAGCAAACTGG-3';RNA結 合 モ チ ー
フ タ ン パ ク 質 7(RBM7), 5'-TGTAATGGAGATTGTACAGGTTG-3'お よ び 5'-AGGAACAGTACAAATGCTGTG
GT-3'; BX092512 (EST), 5'-GCACTCCTTGAAGGTACACTAAC-3'お よ び 5'-ATTTGTATTCACTCAGCCA
TGC-3';オ ン コ ス タ チ ン M受 容 体 (OSMR), 5'-ACCCAACTTCAAAACTAGGACTC-3'お よ び 5'-ACAGCT
TGATGTCCTTTCTATGC-3';グ ル タ ミ ン 酸 -シ ス テ イ ン リ ガ ー ゼ 、 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト (GCLC), 5'
-TCATGAAAGGCACTGAGTTTTG-3'お よ び 5'-GTTAGCTGAAGCAGCTTTATTGC-3';コ ラ ー ゲ ン 、 タ イ プ
IV、 ア ル フ ァ 3結 合 タ ン パ ク 質 (COL4A3BP), 5'-ATATGCACAATCCTGGAAGTGA-3'お よ び 5'-TGCC
TTACTAGCATTACCACCAT-3'; ACTB, 5'-GAGGTGATAGCATTGCTTTCG-3'お よ び 5'-CAAGTCAGTGTACA
GGTAAGC-3'。 PCR反 応 は 、 増 幅 の 対 数 期 に お け る 生 成 物 強 度 を 確 保 す る た め に サ イ ク ル 数
が 最 適 化 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は 、 ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー 定 量 分 析 (Molecular Imager FX: 
Bio-Rad Laboratories、 Hercules、 CA、 USA)を 行 い 、 RT-PCRバ ン ド 強 度 が 、 マ イ ク ロ ア レ
イ デ ー タ か ら 得 ら れ る 遺 伝 子 発 現 の 正 規 化 Cy5/Cy3比 と 定 量 的 に 比 較 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 突 然 変 異 の ホ ッ ト ス ポ ッ ト と し て 最 近 報 告 1 8 さ れ た EGFRの コ ド ン 709～ 870領 域 全 体 (p-
ル ー プ か ら 活 性 化 ル ー プ )に お け る 突 然 変 異 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 3種 類 の プ ラ イ
マ ー セ ッ ト 、 す な わ ち 、 断 片 -1,5'-TCTTACACCCAGTGGAGAAGC-3'お よ び 5'-GTCTTTGTGTTCCCG
GACAT-3';断 片 -2,5'-ACTATGTCCGGGAACACAAA-3'お よ び 5'-TTCCGTCATATGGCTTGG-3';断 片 -3,
5'-CGTCGCTATCAAGGAATTAAGAG-3'お よ び 5'-GTAGCTCCAGACATCACTCTGGT-3'を 用 い て RT-PCRが
実 施 さ れ た 。 ゲ フ ィ チ ニ ブ に よ る 治 療 を 受 け た 19人 の NSCLC患 者 か ら 得 ら れ た RT-PCR産 物
は 、 配 列 を 直 接 決 定 す る こ と に よ っ て 分 析 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る 応 答 者 対 非 応 答 者 を 予 測 す る AREGタ ン パ ク 質 お よ び ト ラ ン ス フ ォ
ー ミ ン グ 成 長 因 子 ア ル フ ァ (TGFA)タ ン パ ク 質 (そ の 両 方 が EGFRお よ び 他 の ERBBメ ン バ ー の
リ ガ ン ド を コ ー ド す る )、 な ら び に EGFRシ グ ナ ル 伝 達 に 関 係 す る こ と も 知 ら れ て い る 他 の 3
種 類 の 候 補 マ ー カ ー (デ ィ ス イ ン テ グ リ ン ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ ド メ イ ン 9(ADAM9)、 CD9
抗 原 (p24)、 お よ び OSMR)の 示 差 的 発 現 を 確 認 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 フ ァ イ バ ー ス コ
ー プ 経 気 管 支 生 検 (TBB)お よ び リ ン パ 節 生 検 に よ っ て 得 ら れ た 臨 床 組 織 切 片 を ENVISION+ K
it/HRP(DakoCytomation、 Glostrup Denmark)を 用 い て 染 色 し た 。 手 短 に 述 べ る と 、 内 因 性
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ キ ン グ 反 応 後 に 、 抗 ヒ ト AREGポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 (Neo Markers、 Fremont、 CA、 USA)、 抗 ヒ ト TGFAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Calbiochem、 Darm
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stadt、 Germany)、 抗 ヒ ト ADAM9モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (R&D Systems Inc. Minneapolis、 MN
、 USA)、 抗 ヒ ト CD9モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Novocastra Laboratories Ltd、 Newcastle upon 
Tyne、 UK)ま た は 抗 ヒ ト OSMRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.、 Sant
a Cruz、 CA、 USA)を 添 加 し 、 次 い で 、 二 次 抗 体 と し て HRP標 識 抗 ウ サ ギ ま た は 抗 マ ウ ス IgG
を 添 加 し た 。 次 い で 、 基 質 -色 素 原 を 添 加 し 、 検 体 を ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 11人 の 患 者 か ら 得 た 凍 結 組 織 試 料 を 免 疫 組 織 化 学 分 析 用 に 選 択 し た 。 免 疫 染 色 陽 性 は 、
臨 床 経 過 観 察 デ ー タ の 予 備 知 識 の な い 3人 の 独 立 し た 研 究 者 に よ っ て 強 度 を 非 存 在 ま た は
陽 性 と し て 採 点 す る こ と に よ っ て 、 半 定 量 的 に 評 価 し た 。 し た が っ て 、 症 例 は 、 検 閲 者 が
独 立 に そ れ ら を 規 定 し た 場 合 に の み 陽 性 と 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 血 清 は 、 日 本 の 広 島 大 学 病 院 に お い て こ の 臨 床 試 験 と 同 じ プ ロ ト コ ル に 基 づ い て ゲ フ ィ
チ ニ ブ に よ る 治 療 を 受 け た 35人 の 肺 ADC患 者  (PR5人 、 SD10人 お よ び PD20人 )の 独 立 し た セ
ッ ト か ら 得 た 。 全 患 者 の 血 清 は 、 診 断 時 お よ び 治 療 開 始 後 4週 ご と に イ ン フ ォ ー ム ド コ ン
セ ン ト の 下 に 得 、 -80℃ で 保 存 し た 。 血 清 TGFAレ ベ ル は 、 市 販 酵 素 試 験 キ ッ ト (TGF-ア ル フ
ァ ELISAキ ッ ト :Oncogene Rsearch Products、 San Diego、 CA、 USA)を 用 い た ELISAに よ っ
て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 ヒ ト NSCLC(腺 癌 )細 胞 系 PC-9、 NCI-H358お よ び NCI-H522は 、 American Type Culture Col
lection(ATCC; Rockville、 MD、 USA)か ら 購 入 し た 。 こ れ ら の NSCLC細 胞 に お け る AREGの 発
現 を 検 出 す る た め に 、 各 系 統 か ら 得 ら れ た 全 RNAを 、 オ リ ゴ (dT) 1 2 - 1 8 プ ラ イ マ ー お よ び Su
perscript II(Invitrogen)を 用 い て 一 本 鎖 cDNA用 に 逆 転 写 し た 。 半 定 量 的 逆 転 写 酵 素 PCR(
RT-PCR)を 既 報 1 4 の よ う に 実 施 し た 。 ゲ フ ィ チ ニ ブ (4-(3-ク ロ ロ -4-フ ル オ ロ ア ニ リ ノ )-7-
メ ト キ シ -6-(3-モ ル ホ リ ノ プ ロ ポ キ シ )キ ナ ゾ リ ン :ZD1839、 イ レ ッ サ )、 上 皮 成 長 因 子 受
容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 阻 害 剤 は 、 AstraZeneca Pharmaceuticals(Macclesfield、 UK)か
ら 提 供 さ れ た 。 こ の 薬 物 を DMSOに 10mMの 濃 度 で 溶 解 し 、 -20℃ に 維 持 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 実 施 し て 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 に 対 す る 肺 腺 癌 細
胞 系 の 感 受 性 を 求 め た 。 細 胞 を 密 度 5× 10 5 細 胞 /100mm皿 で 蒔 き 、 適 切 な 無 血 清 培 地 中 で 1
・ 0μ Mゲ フ ィ チ ニ ブ で 処 理 し た 。 そ の 処 理 か ら 72時 間 後 に こ の 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、
PBSに 回 収 し 、 70%冷 エ タ ノ ー ル で 30分 間 固 定 し た 。 細 胞 を 、 100μ g/ml RNase(Sigma-Aldr
ich Co.、 St. Louis、 MO、 USA)で 処 理 後 、 50μ g/mlヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム (Sigma-Aldrich C
o.)の PBS溶 液 で 染 色 し た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を Becton Dickinson FACScanを 用 い て 実
施 し 、 ModFitソ フ ト ウ エ ア (Verity Software House, Inc.、 Topsham、 ME、 USA)に よ っ て
分 析 し た 。 細 胞 周 期 の G0/G1、 Sお よ び G2/M期 に お け る 核 お よ び sub-G1集 団 の 割 合 は 、 ゲ ー
ト か ら 除 外 さ れ た (ungated)少 な く と も 20,000個 の 細 胞 か ら 求 め た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ で 処 理 し た 肺 腺 癌 細 胞 に お い て 、 AREGが オ ー ト ク ラ イ ン 抗
ア ポ ト ー シ ス 因 子 と し て 機 能 す る か ど う か を 検 討 す る た め に 、 以 下 の ア ッ セ イ を 実 施 し た
。 ま ず 、 AREGを 発 現 し な い ゲ フ ィ チ ニ ブ 感 受 性 PC-9細 胞 を 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 処 理 前 に 無 血 清
培 地 中 で 少 な く と も 8時 間 培 養 し た 。 次 い で 、 こ れ ら の 細 胞 を 、 無 血 清 培 地 ま た は 10%FCS
補 充 培 地 、 あ る い は AREG発 現 細 胞 (NCI-H358ま た は NCI-H522)の 72時 間 培 養 物 か ら 収 集 さ れ
た 無 血 清 馴 化 培 地 中 で 、 0・ 5ま た は 1・ 0μ Mゲ フ ィ チ ニ ブ と 一 緒 に 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 各 培 地 は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ を 含 む 同 じ 培 地 で 48時 間 目 に 一 度 置 換 し た 。 ゲ フ ィ チ ニ ブ
に 対 す る 各 細 胞 系 の 応 答 を 検 出 す る た め に 、 Cell Counting Kits(WAKO、 Osaka、 Japan)を
用 い た MTTア ッ セ イ に よ っ て 生 存 度 を 評 価 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 NSCLC細 胞 の ゲ フ ィ チ ニ ブ 耐 性 に 対 す る AREGの オ ー ト ク ラ イ ン 効 果 を 確

10

20

30

40

50

(17) JP 2006-526420 A 2006.11.24

ELISA

in vitroで の ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 お よ び AREGオ ー ト ク ラ イ ン ア ッ セ イ



認 す る た め に 、 1・ 0μ Mゲ フ ィ チ ニ ブ お よ び 最 終 濃 度 1～ 100ng/mlの 組 換 え AREGタ ン パ ク 質
(Genzyme-Techne、 Minneapolis、 MN、 USA)を 含 む 無 血 清 培 地 中 で PC-9細 胞 を 72時 間 培 養 し
た 。 細 胞 生 存 度 は 、 MTTア ッ セ イ に よ っ て 評 価 し た 。 NSCLC細 胞 の 生 存 度 に 対 す る AREG自 体
の 可 能 な 効 果 は 、 組 換 え AREGタ ン パ ク 質 の み を 含 む 無 血 清 お よ び 無 ゲ フ ィ チ ニ ブ 培 地 中 で
PC-9細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て も 評 価 し た 。 MTTア ッ セ イ は 上 記 の と お り 実 施 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 こ の 試 験 に 参 加 し た 53人 の 患 者 の う ち 、 46人 は 腺 癌 と 診 断 さ れ た 腫 瘍 に 罹 患 し て お り (8
6・ 8%)、 5人 は 扁 平 上 皮 癌 で あ り (9・ 4%)、 2人 は 大 細 胞 癌 で あ っ た (3・ 8%)。 15人 の 患 者 は
PRと な っ た が 、 CRと な っ た も の は い な か っ た 。 17人 の 患 者 は SDに 分 類 さ れ 、 19人 は PDに 分
類 さ れ た 。 患 者 の う ち 2人 に つ い て は 臨 床 応 答 デ ー タ が 利 用 で き な か っ た 。 こ の 治 療 に 対
す る 腫 瘍 応 答 率 (CR+PR/CR+PR+SD+PD)は 29・ 4%で あ り 、 病 勢 コ ン ト ロ ー ル 率 (CR+PR+SD/CR+
PR+SD+PD)は 62・ 8%で あ っ た (表 1)。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 腫 瘍 試 料 は 43人 の 患 者 か ら 収 集 し た 。 こ れ ら 43人 の う ち 32人 か ら 得 ら れ た 試 料 は 、 本 発
明 者 ら の cDNAマ イ ク ロ ア レ イ に よ る 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 分 析 に 十 分 な 数 の 癌 細 胞 を 含 ん で い
た 。 さ ら な る マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に 適 切 と 判 断 さ れ た 試 料 の 数 は 、 PRで は 8個 、 SDで は 7個
、 PDで は 13個 で あ っ た (表 2)。 28個 の 試 料 の う ち 17個 は ラ ー ニ ン グ 症 例 と し て 分 析 さ れ (PR
7個 と PD10個 )、 11個 は ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 の 効 力 に 対 す る 予 測 ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム を 確 立
す る た め の 試 験 症 例 と し て 分 析 し た (PR1個 、 PD3個 お よ び SD7個 )。 予 測 シ ス テ ム を さ ら に
検 証 す る た め に 、 新 規 に 参 加 し た 5人 の 試 験 症 例 (PD4人 と SD1人 )か ら 別 の 盲 検 化 試 料 セ ッ
ト を 得 、 最 初 の 11人 の 上 記 試 験 症 例 に 最 後 に 追 加 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 (応 答 者 と 定 義 さ れ た )PR群 の 7人 の 患 者 か ら 得 ら れ た 腫 瘍 と (非 応 答 者 と
定 義 さ れ た )PD群 の 10人 の 患 者 か ら 得 ら れ た 腫 瘍 と の 間 で 発 現 が 異 な る 遺 伝 子 を 、 27,648
個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ っ て 抽 出 し よ う と し た (表 2、 3)。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 腫 瘍 応 答 に よ っ て 定 義 さ れ る 2つ の サ ブ ク ラ ス を 識 別 す る た め に 無 作 為
並 べ 替 え 試 験 を 実 施 し 、 並 べ 替 え p値 が 0・ 001未 満 で あ っ た 51個 の 遺 伝 子 を 同 定 し た (表 4)
。 非 応 答 者 に お い て は 、 40個 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は よ り 高 く 、 他 の 11個 の 遺 伝 子 の 発 現
レ ベ ル は よ り 低 か っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 上 で 選 択 さ れ た 51個 の 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 、 本 発 明 者 ら は 、 ゲ フ ィ チ
ニ ブ 治 療 の 効 力 に 対 す る 予 測 ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム を 確 立 し よ う と 試 み た 。 ゲ フ ィ チ ニ ブ
応 答 ス コ ア (GRS)と 呼 ば れ る 予 測 ス コ ア が 、 前 記 手 順 に し た が っ て 計 算 さ れ た (方 法 の 項 参
照 )。 2つ の 群 を 最 適 に 分 離 す る 候 補 数 を 決 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 並 べ 替 え p値 の
有 意 性 お よ び リ ー ブ -ワ ン -ア ウ ト 試 験 に よ っ て 計 算 さ れ た 予 測 ス コ ア に 基 づ い て 、 順 位 付
け さ れ た リ ス ト の 最 下 位 か ら 出 発 し て 1ず つ 減 ら し て 51個 の 遺 伝 子 を 順 位 付 け し た (51、 50
、 49、 48な ど )。 本 発 明 者 ら は 、 2つ の ク ラ ス を 識 別 す る 能 力 を 評 価 す る た め に 本 発 明 者 ら
が 以 前 に 定 義 し た 標 準 で あ る 分 類 ス コ ア (CS)を 各 遺 伝 子 セ ッ ト に 対 し て 計 算 し た 1 7 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 図 2Aに 示 す よ う に 、 識 別 遺 伝 子 数 が 変 わ る と 異 な る 予 測 ス コ ア が 得 ら れ た 。 本 発 明 者 ら
の 候 補 リ ス ト 中 の 上 位 わ ず か 12個 の 遺 伝 子 を 用 い て ス コ ア を 計 算 し た と き に 最 適 な CSが 得
ら れ 、 す な わ ち 、 応 答 者 が 非 応 答 者 か ら 最 適 に 分 離 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 全 51個 の 遺 伝 子 ま た は 上 位 12個 の 遺 伝 子 の み を 用 い た 階 層 型 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 に よ っ
て 、 全 17症 例 が ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る 応 答 に よ っ て 2つ の 群 の ど ち ら か に 分 類 さ れ た (図 2
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、 B)。 2つ の 群 は 、 上 位 12個 の 遺 伝 子 を ク ラ ス タ ー 分 析 に 用 い た と き に 、 最 も 明 確 に 分 離
さ れ た 。 最 後 に 、 本 発 明 者 ら は 、 12個 の 選 択 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に 基 づ い て 、 ゲ フ ィ チ ニ
ブ に 対 す る 個 々 の NSCLCの 感 受 性 を 予 測 す る た め に 臨 床 的 に 適 用 す る こ と が で き る 数 値 的
な 薬 物 応 答 ス コ ア リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム を 確 立 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 こ の 予 測 シ ス テ ム を 検 証 す る た め に 、 こ の シ ス テ ム を 確 立 す る た め に 使
用 さ れ た 17の 「 ラ ー ニ ン グ 」 症 例 と は ま っ た く 無 関 係 で あ る 8つ の 追 加 の (「 試 験 」 )NSCLC
症 例 (PRが 1個 と PDが 7個 )を 検 討 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 試 料 の 各 々 に お け る 遺 伝 子
発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 調 べ 、 次 い で 12個 の 識 別 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に 基 づ い て GRSを 計 算 し
た 。 図 2Cに 示 す よ う に 、 GRSシ ス テ ム に よ っ て 得 ら れ た ス コ ア は 、 全 8つ の 「 試 験 」 症 例 に
お い て ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る 臨 床 応 答 と 一 致 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 8人 の 試 験 SD患 者 の GRS値 を 、 上 で 確 立 さ れ た 予 測 ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム に よ っ て 計 算 し
た 。 こ れ ら の 値 は 、 (非 応 答 者 と し て 予 測 さ れ た )-83・ 0か ら 61・ 6(応 答 者 )ま で 広 く 分 布
し た が 、 観 察 期 間 を 通 し て SD状 態 を 維 持 し た 患 者 の ス コ ア は 、 試 験 の あ る 時 点 に お い て SD
と 判 断 さ れ た が 治 療 開 始 後 3ま た は 4カ 月 以 内 に 疾 患 が 進 行 し た 患 者 の ス コ ア よ り も 高 い 可
能 性 が あ っ た (図 2、 C)。 GRSシ ス テ ム は 、 腫 瘍 応 答 が PRで あ る 患 者 と PDで あ る (SDで な い )
患 者 を 識 別 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 確 立 さ れ た が 、 こ れ ら の 結 果 は 、 ゲ フ
ィ チ ニ ブ に 対 す る 応 答 に よ っ て SD患 者 を 群 分 け す る の に GRSが 役 立 つ こ と を 示 唆 し て い る
。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 上 位 12個 の 予 測 遺 伝 子 の 発 現 が PR症 例 と PD症 例 と の 間 で 異 な る こ と を 確 認 す る た め に 、
マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ か ら 得 ら れ る 発 現 値 と 、 同 じ 患 者 (5人 の PRお よ び 7人 の PD)由 来 の RN
Aの 半 定 量 的 RT-PCRか ら 得 ら れ る 値 と の 相 関 を 取 っ た (図 3、 A、 表 5、 A)。 ス ピ ア マ ン の 順
位 相 関 は 、 12個 の 遺 伝 子 の す べ て が 正 で あ り 、 12個 の 遺 伝 子 の う ち 7個 が 有 意 に 正 で あ っ
た 。
【 ０ １ ０ １ 】

　 予 測 的 な タ ン パ ク 質 マ ー カ ー の 発 現 が PR症 例 と PD症 例 と の 間 で 異 な る こ と を 確 認 す る た
め に 、 本 発 明 者 ら は 、 AREG、 TGFA、 ADAM9、 CD9お よ び OSMRに 対 す る 5種 類 の 異 な る 抗 体 を
用 い て 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 実 施 し た 。 こ れ ら の 分 子 は す べ て リ ガ ン ド -EGFRシ グ ナ ル 伝 達
に 関 与 し て い る こ と が 知 ら れ て お り 、 そ の 並 べ 替 え p値 は 0・ 01未 満 で あ っ た 。 本 発 明 者 ら
は 、 ま ず 、 同 じ 患 者 か ら TBBお よ び リ ン パ 節 生 検 に よ っ て 得 ら れ た 腫 瘍 組 織 切 片 対 を こ れ
ら 5種 類 の 抗 体 を 用 い て 染 色 し た 。 こ れ ら 5種 類 の マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 発 現 に つ い て の 患
者 内 の 差 は 、 3人 の 異 な る 患 者 に お い て 認 め ら れ な か っ た (図 3、 B)。 本 発 明 者 ら は 、 11個
の NSCLC試 料 (PRが 5個 と PDが 6個 )に お い て 5種 類 の マ ー カ ー を 用 い て マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ
も 検 証 し た 。 結 果 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ と 一 致 し た (図 3、 C、 表 5、 B)。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 日 常 的 な 臨 床 状 況 に お い て こ の 予 測 シ ス テ ム の 有 用 性 を さ ら に 評 価 す る た め に 、 本 発 明
者 ら は 、 血 清 学 的 試 験 の た め に 独 立 に 集 め ら れ 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に は 参 加 し な か っ た
5人 の PR、 10人 の SDお よ び 20人 の PD患 者 か ら 得 た 血 清 試 料 中 の TGFAタ ン パ ク 質 を ELISAに よ
っ て 検 出 し た 。 TGFAの 血 清 レ ベ ル は 、 PD患 者 で は 19・ 0± 2・ 8pg/ml(平 均 ± SE)で あ り 、 SD
患 者 で は 13・ 9± 1・ 9pg/mlで あ り 、 PR患 者 で は 12・ 8± 1・ 4pg/mlで あ っ た (図 4)。 カ ッ ト
オ フ と し て 16・ 0pg/mlを 使 用 す る と 、 PD患 者 か ら 得 ら れ た 20個 の 血 清 試 料 の う ち 12個 は TG
FAに 対 し て 陽 性 で あ り 、 PR患 者 か ら 得 ら れ た 全 試 料 は 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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　 EGFRお よ び 他 の ERBBメ ン バ ー の リ ガ ン ド で あ る AREGは 、 非 応 答 者 に お い て か な り 過 剰 発
現 さ れ た が 、 応 答 者 に お い て は 検 出 不 可 能 (ま た は 困 難 )で あ っ た 。 AREGタ ン パ ク 質 が オ ー
ト ク ラ イ ン で 分 泌 さ れ た と き に ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 に 対 す る NSCLCの 耐 性 を も た ら す か ど う
か を 検 討 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 以 下 の 生 物 学 的 分 析 を 実 施 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 最 初
に 、 RT-PCR実 験 に よ っ て 肺 腺 癌 細 胞 系 NCI-H358お よ び -H522に お け る AREG mRNAの 発 現 を 同
定 し た が 、 PC-9で は 同 定 さ れ な か っ た (図 5、 A)。 次 に 、 本 発 明 者 ら は 、 PC-9細 胞 を 1・ 0μ
Mゲ フ ィ チ ニ ブ で 処 理 し て か ら 72時 間 後 に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を 実 施 し 、 ゲ フ ィ チ
ニ ブ に よ っ て 、 sub-G1に お け る 核 の 割 合 (24%)が 未 処 理 細 胞 (6%)よ り も 増 加 し た こ と を 見
出 し た (デ ー タ 示 さ ず )。 こ の 結 果 は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ が PC-9細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘
導 し う る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 次 い で 、 本 発 明 者 ら は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 感 受 性 で あ り AREGを 発 現 し な い PC-9細 胞 の 生 存 度
を 、 無 血 清 培 地 中 ま た は 0・ 5も し く は 1・ 0μ Mゲ フ ィ チ ニ ブ の 存 在 下 も し く は 非 存 在 下 に
お い て 増 殖 さ れ た NCI-H358も し く は -H522細 胞 か ら 得 ら れ た 無 血 清 馴 化 培 地 中 で 培 養 し た
後 に 分 析 し た 。 図 5Bに 示 す よ う に 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ を 含 む 無 血 清 馴 化 培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー
ト さ れ た PC-9細 胞 の 生 存 度 は 、 同 じ 濃 度 の ゲ フ ィ チ ニ ブ を 含 む 無 血 清 培 地 中 で 増 殖 さ れ た
PC-9細 胞 よ り も 高 か っ た 。 ゲ フ ィ ニ チ ブ の 供 給 者 が 以 前 に 報 告 し た よ う に 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ
の 抗 腫 瘍 効 果 は 10%FCSの 存 在 下 で 低 下 し 、 こ の ア ッ セ イ が ゲ フ ィ チ ニ ブ 投 与 量 お よ び 活 性
の 定 量 測 定 に 適 切 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 オ ー ト ク ラ イ ン で 分 泌 さ れ た AREGが 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ に よ っ て 処 理 さ れ た
NSCLC細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る か ど う か を 検 討 す る た め に 、 1・ 0μ Mゲ フ ィ チ ニ ブ の
存 在 ま た は 非 存 在 下 で 、 最 終 濃 度 1～ 100ng/mlの 組 換 え AREGタ ン パ ク 質 を 含 む 無 血 清 培 地
中 で PC-9細 胞 を 培 養 し た 。 AREGと 1・ 0μ Mゲ フ ィ チ ニ ブ の 両 方 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し
た PC-9細 胞 の 生 存 度 は 、 1・ 0μ Mゲ フ ィ チ ニ ブ の み と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細 胞 よ り
も AREG用 量 依 存 的 に 増 加 し た (図 5、 C)。 一 方 、 組 換 え AREGの み で は 、 PC-9細 胞 の 生 存 度 に
効 果 が な か っ た (図 5、 C)。 こ の 観 察 は 、 AREGが 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ に よ っ て 誘 導 さ れ る ア ポ ト
ー シ ス を 阻 害 す る が 、 そ れ 自 体 で は 細 胞 の 生 存 度 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と を 示 し て い る と
考 え ら れ た 。 AREGの 免 疫 染 色 を 図 6に 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 多 数 の 証 拠 に よ っ て 、 EGFRオ ー ト ク ラ イ ン 経 路 中 の 分 子 が 、 細 胞 増 殖 、 血 管 形 成 お よ び
転 移 性 分 布 を 含 め て 、 癌 の 形 成 お よ び 進 行 に 重 要 な い く つ か の プ ロ セ ス に 関 与 し て い る と
い う 見 解 が 支 持 さ れ て い る 5 。 し た が っ て 、 特 定 の シ グ ナ ル 伝 達 を 治 療 に よ っ て 遮 断 す る
こ と は 、 有 望 な 癌 治 療 戦 略 と な り 得 る 。 合 成 ア ニ リ ノ キ ナ ゾ リ ン で あ る ゲ フ ィ チ ニ ブ は 、
受 容 体 の 細 胞 内 ド メ イ ン 上 の 結 合 部 位 を ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 と 競 合 す る こ と に よ っ て 、 EG
FRの チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る 7 。 第 二 相 試 験 (IDEAL 1お よ び IDEAL 2)に お い て 、
進 行 NSCLC用 の 第 2選 択 、 第 3選 択 ま た は 第 4選 択 単 独 療 法 と し て ゲ フ ィ チ ニ ブ を 使 用 す る と
腫 瘍 応 答 率 は ほ ぼ 20%に 達 し た 8 - 1 0 。 こ れ は 、 従 来 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 に よ っ て 達 成 さ れ る
腫 瘍 応 答 率 よ り も 優 れ て い た 。 IDEAL 1試 験 に お け る 患 者 の 多 変 量 解 析 に よ れ ば 、 女 性 の
応 答 率 は 男 性 よ り も 高 く 、 腺 癌 患 者 の 応 答 率 は 扁 平 上 皮 癌 患 者 よ り も 高 い こ と が 示 唆 さ れ
た (そ れ ぞ れ 、 オ ッ ズ 比 2・ 7お よ び 3・ 5) 9 。 最 近 の 試 験 に よ れ ば 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ が 効 果 的
で あ る 個 体 は 、 細 気 管 支 肺 胞 性 サ ブ タ イ プ の 腺 癌 に 罹 っ て い る 可 能 性 が 高 く 、 こ れ ま で 一
度 も 喫 煙 者 に な っ て い な い 可 能 性 が 高 い こ と が 示 唆 さ れ た (そ れ ぞ れ 、 オ ッ ズ 比 13・ 5お よ
び 4・ 2) 1 9 。 本 明 細 書 で 報 告 す る 臨 床 試 験 に 記 載 さ れ た よ り 高 い 腫 瘍 応 答 率 (29・ 4%)は 、
腺 癌 患 者 の 比 率 が (46人 の 腺 癌 、 5人 の 扁 平 上 皮 癌 お よ び 2人 の 大 細 胞 癌 )他 の 試 験 の 場 合 よ
り も 高 い こ と を 反 映 し て い る の か も 知 れ な い 。 細 気 管 支 肺 胞 上 皮 癌 (BAC)の 特 徴 を 含 め て
、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 感 受 性 の 臨 床 病 理 学 的 決 定 要 因 は あ る 程 度 予 測 的 で あ る が 9 , 1 0 , 1 9 , 2 0 、 既
報 お よ び 本 発 明 者 ら の 観 察 は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 に 対 す る NSCLCの 応 答 を 完 全 に 予 測 で き
る 要 因 が な い こ と を 明 白 に 示 唆 し て い る 。 し た が っ て 、 応 答 者 を 非 応 答 者 か ら 予 め 識 別 す
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る 新 規 方 法 に よ っ て 、 臨 床 現 場 に お い て よ り 焦 点 を 合 わ せ て ゲ フ ィ チ ニ ブ を 使 用 す る こ と
が 可 能 に な ろ う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ に お い て 得 ら れ た 進 行 NSCLCの 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル を 統 計 解 析 す る こ と に よ っ て 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る 感 受 性 に 関 連 す る 数 十 の 遺 伝 子
を 同 定 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 応 答 者 (PR)群 と 非 応 答 者 (PD)群 と の 間 で 発 現 レ ベ ル が 最 も 有
意 差 を 示 す 12個 の 遺 伝 子 の 発 現 に 基 づ く 予 測 ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム を 導 入 し た 。 こ の 遺 伝
子 セ ッ ト は 、 肺 腺 癌 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル か ら 選 択 さ れ た 。 し か し 、 GRSシ ス テ ム は 、 本 発
明 者 ら の 「 試 験 」 PR症 例 お よ び PD症 例 の 全 8例 を 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る そ れ ら の 臨 床 応
答 に よ っ て 分 類 す る こ と に 成 功 し 、 そ の う ち の 1例 は 扁 平 上 皮 癌 で あ っ た 。 さ ら に 、 こ の
シ ス テ ム は 、 中 間 の 腫 瘍 応 答 (SD)を 、 腫 瘍 静 的 効 果 を 長 期 間 維 持 す る こ と に 成 功 し た 一 方
の 患 者 群 と そ れ に 失 敗 し た も う 一 方 の 患 者 群 の 2つ の 群 に 分 離 す る 可 能 性 が あ っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 実 際 に は 、 進 行 NSCLC患 者 は 、 そ の 腫 瘍 の 外 科 的 切 除 候 補 に は め っ た に な ら な い の で 、
本 発 明 者 ら は 、 す べ て の 病 院 に お い て 利 用 可 能 な 侵 襲 性 が 最 小 の 技 術 を 用 い て 個 々 の 腫 瘍
の 化 学 感 受 性 を 予 測 す る 必 要 が あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 例 え ば 、 柔 軟 な 気 管 支
フ ァ イ バ ー ス コ ー プ 検 査 に よ っ て 得 る こ と が で き る 癌 組 織 の 量 し か 必 要 と し な い 予 測 シ ス
テ ム を 確 立 し よ う と 試 み た 。 本 発 明 者 ら は 、 本 方 法 の 個 々 の ス テ ッ プ を 検 証 す る こ と に よ
っ て 、 わ ず か 1mmの 生 検 材 料 に お い て 遺 伝 子 発 現 を 正 確 に プ ロ フ ァ イ ル す る こ と が で き た
。 関 連 す る マ イ ク ロ ア レ イ 結 果 は 、 GRSシ ス テ ム を 確 立 す る た め に 、 最 大 の 有 意 差 を 示 す 1
2個 の 遺 伝 子 の 半 定 量 的 RT-PCRに よ っ て 確 認 さ れ た 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 TBB生 検 試 料 と
リ ン パ 節 生 検 試 料 の 両 方 に お い て 、 応 答 者 候 補 を 非 応 答 者 か ら 識 別 す る た め に 、 そ の す べ
て が リ ガ ン ド -EGFRシ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る と 報 告 さ れ た 5種 類 の 異 な る 生 物 マ ー カ ー (ARE
G、 TGFA、 ADAM9、 CD9お よ び OSMR)に 対 す る 抗 体 の 有 効 性 を 検 証 し た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら
は 、 肺 ADC患 者 に お い て 血 清 TGFAタ ン パ ク 質 を ELISAに よ っ て 検 出 す る こ と が で き た 。 こ れ
ら の 臨 床 用 マ ー カ ー は さ ら に 評 価 す る 必 要 が あ る 。 し か し 、 予 測 に 必 要 な 遺 伝 子 数 が 限 ら
れ て い る た め 、 血 液 の 血 清 学 的 検 査 、 PCR実 験 ま た は 生 検 材 料 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 な ど の
定 常 的 な 手 順 に よ っ て 、 NSCLC患 者 に 対 す る ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 の 効 力 を 研 究 室 が 最 終 的 に
予 め 診 断 で き る よ う に す べ き で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら の 知 る 限 り で は 、 外 科 的 に 切 除 さ れ た 「 初 期 」 肺 癌 の 検 体 の プ ロ フ ァ イ ル は
報 告 さ れ て い る が 、 本 願 は 切 除 不 能 な 「 進 行 」 肺 癌 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に つ い て の
最 初 の 報 告 で あ る 2 1 , 2 2 。 し か し 、 NCSLCと 診 断 さ れ た 患 者 に お け る 腫 瘍 の 約 70%は 、 す で
に 局 所 進 行 ま た は 転 移 性 で あ り 、 従 来 の 治 療 様 式 に 一 般 に 抵 抗 性 に な っ て い る 。 し た が っ
て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 遺 伝 子 は 、 肺 癌 進 行 の 分 子 機 構 を 明 ら か に す る の に 有 用 な は ず
で あ り 、 薬 剤 開 発 の 標 的 候 補 と な り 得 る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ゲ フ ィ チ ニ ブ は 、 EGFR-TKの 「 選 択 的 」 阻 害 剤 と し て 開 発 さ れ た 。 し か し 、 EGFR活 性 化
レ ベ ル と ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る 応 答 と の 間 の 明 確 な 関 連 性 は 、 in vitroで も in vivoで も
見 出 さ れ て い な い 7 , 2 3 。 臨 床 試 験 に お い て は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ は 、 扁 平 上 皮 癌 に 対 す る よ り
も 腺 癌 に 対 し て 有 効 で あ る が 9 , 1 0 、 腺 癌 に お け る EGFRの 過 剰 発 現 は よ り 少 な い 2 4 。 し た が
っ て 、 こ の 治 療 の 良 好 な 標 的 と な る 個 々 の 腫 瘍 を 同 定 す る こ と が 重 要 で あ る 。 臨 床 試 料 を
用 い た 本 発 明 者 ら の 分 析 に お い て は 、 応 答 者 と 非 応 答 者 と の 間 の EGFRタ ン パ ク 質 発 現 の 差
は 統 計 的 に 有 意 で は な か っ た 。 一 方 、 ど ち ら も EGFRお よ び 他 の ERBBメ ン バ ー の リ ガ ン ド を
コ ー ド す る ア ン フ ィ レ ギ ュ リ ン (AREG)お よ び ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 ア ル フ ァ (TGF
A)は 、 非 応 答 者 に お い て か な り 過 剰 発 現 さ れ た が 、 応 答 者 に お い て は 検 出 不 可 能 (ま た は
困 難 )で あ っ た (そ れ ぞ れ 、 p=0・ 0000000000093お よ び 0・ 0095;表 4)。
【 ０ １ １ １ 】
　 肺 癌 細 胞 の 増 殖 お よ び 生 存 に お け る リ ガ ン ド お よ び EGFRオ ー ト ク ラ イ ン ル ー プ の 重 要 性
に 議 論 の 余 地 は な い が 2 4 - 2 6 、 癌 の 形 成 お よ び 進 行 に お け る AREGの 役 割 は あ ま り 理 解 さ れ
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て い な い 。 し か し 、 い く つ か の 証 拠 に よ れ ば 、 AREGの 過 剰 発 現 は 、 NSCLC患 者 の 短 命 と 関
連 が あ る こ と が 示 唆 さ れ る 2 4 。 さ ら に 、 ヒ ト 肺 腺 癌 細 胞 に お け る AREGの 抗 ア ポ ト ー シ ス 活
性 が 最 近 報 告 さ れ た 2 5 。 本 発 明 者 ら は 、 AREGの 抗 ア ポ ト ー シ ス 活 性 が 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療
に 対 す る NSCLC細 胞 の 耐 性 を も た ら す か ど う か を 検 討 す る た め に 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 感 受 性 で
あ る が AREGを 発 現 し な い NSCLC細 胞 系 PC-9を 用 い て 、 生 物 学 的 ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 本 発
明 者 ら は 、 PC-9細 胞 に 対 す る ゲ フ ィ チ ニ ブ の 抗 腫 瘍 活 性 が 、 AREGの オ ー ト ク ラ イ ン 分 泌 に
よ っ て 劇 的 に 低 下 す る こ と を 見 出 し た 。 こ の 証 拠 に よ れ ば 、 EGFRに よ る 成 長 因 子 シ グ ナ ル
伝 達 は 、 リ ガ ン ド 、 二 量 体 化 の 相 手 、 エ フ ェ ク タ ー お よ び 下 流 経 路 の 多 様 性 の た め に す べ
て の 段 階 に お い て 著 し く 複 雑 で あ る が 2 6 、 AREGが 、 癌 の 進 行 お よ び ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る
耐 性 を も た ら す リ ガ ン ド -受 容 体 オ ー ト ク ラ イ ン 成 長 経 路 の 主 要 な 活 性 化 因 子 で あ り う る
こ と が 強 く 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 EGFR-TK経 路 に 関 連 す る い く つ か の 要 素 が 本 発 明 者 ら の 示 差 的 発 現 遺 伝 子 リ ス ト 上 に 存
在 す る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 3(DUSP3)、 ADAM9、 CD9お よ び OSMRを コ ー ド す
る 遺 伝 子 は 、 主 と し て 非 応 答 者 に お い て 発 現 さ れ た (そ れ ぞ れ 、 p=0・ 00000000094、 0・ 01
、 0・ 000022お よ び 0.0000011)。 DUSP3遺 伝 子 は 、 シ グ ナ ル 伝 達 の 重 要 な メ デ ィ エ ー タ ー で
あ る 分 裂 促 進 因 子 活 性 化 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ (MAPK)を 脱 リ ン 酸 化 す る こ と に よ っ て EGFRシ
グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト し 2 7 、 ADAM9は 、 proHB-EGF(プ ロ ヘ パ リ ン 結 合 性 上 皮 成 長 因 子
様 成 長 因 子 (pro Heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor))の 細
胞 外 ド メ イ ン (ectodomain)を 分 断 す る こ と に よ っ て EGFRシ グ ナ ル 伝 達 の 活 性 化 に 関 与 す る
2 8 。 CD9は 、 膜 貫 通 TGFAと 物 理 的 に 相 互 作 用 す る 。 CD9発 現 は 、 成 長 因 子 お よ び PMAに よ っ
て 誘 導 さ れ る 膜 貫 通 TGFAの 可 溶 性 TGFAへ の タ ン パ ク 質 分 解 性 転 換 を 強 力 に 減 少 さ せ 、 TGFA
に よ っ て 誘 導 さ れ る EGFR活 性 化 を 強 力 に 増 大 さ せ る 2 9 。 OSMRは 、 乳 癌 細 胞 中 の ERBB2と 構
成 的 に 関 連 す る と 報 告 さ れ て い る 3 0 。 ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 し て 他 の 標 的 分 子 が 示 唆 さ れ て い
る が 、 本 発 明 者 ら の 結 果 に よ れ ば 、 EGFRシ グ ナ ル 伝 達 が 、 こ の 薬 物 に 対 す る 応 答 に 関 与 す
る 重 要 な プ ロ セ ス の 少 な く と も 1つ で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ゲ フ ィ チ ニ ブ は 、 い く つ か の 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を in vivoで 誘 導 す る こ と が で き る
の で 、 抗 ア ポ ト ー シ ス 活 性 を 有 す る 他 の 分 子 お よ び AREGは 、 こ の 薬 物 に 対 す る 腫 瘍 の 耐 性
の 一 因 に な り 得 る 。 AVEN(ア ポ ト ー シ ス 、 カ ス パ ー ゼ 活 性 化 阻 害 剤 )は 、 本 発 明 者 ら の 非 応
答 者 に お い て 特 異 的 に 発 現 さ れ (p=0・ 00000000042)、 Bcl-xLの 抗 ア ポ ト ー シ ス 活 性 を 高 め
、 Apaf-1媒 介 カ ス パ ー ゼ 活 性 化 を 抑 制 す る こ と が 知 ら れ て い る 3 1 。 一 方 、 薬 物 輸 送 を 制 御
す る 機 序 は 、 薬 剤 耐 性 に も 影 響 を 及 ぼ す は ず で あ る 。 GCLC(グ ル タ ミ ン 酸 -シ ス テ イ ン リ ガ
ー ゼ 、 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト )は 、 シ ス プ ラ チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 ド キ ソ ル ビ シ ン な ど の 抗 癌 薬
の 細 胞 の 解 毒 に 重 要 な 役 割 を 果 た し 3 2 、 本 発 明 者 ら の 非 応 答 者 群 に お い て 過 剰 発 現 さ れ た
(p=0・ 00000012)。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 本 発 明 者 ら の 腫 瘍 パ ネ ル に お い て 化 学 療 法 に 対 す
る 応 答 と 負 の 相 関 を 示 し た の で (す な わ ち 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 が 高 い ほ ど 、 ゲ フ ィ チ
ニ ブ に 対 す る 耐 性 が 強 く な る )、 こ れ ら が こ の 耐 性 を も た ら す 機 序 に 関 与 し て い る 可 能 性
が あ る 。 本 発 明 者 ら の 予 測 遺 伝 子 候 補 の う ち の ほ ぼ 半 数 の 機 能 は 未 知 で あ る こ と に も 留 意
さ れ た い 。 し た が っ て 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る NSCLCの 応 答 の 根 底 に あ る 生 物 学 的 事 象 を
よ り 明 確 に す る た め に さ ら な る 検 討 が 必 要 で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 要 約 す る と 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 肺 癌 の 中 で ゲ フ ィ チ ニ ブ に 対 す る 応 答 者 と 非 応 答 者 と
の 間 で 発 現 が 有 意 に 異 な る 51個 の 遺 伝 子 を 同 定 し 、 こ の 薬 物 に 対 す る 個 々 の 腫 瘍 の 応 答 を
予 測 す る た め に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の う ち 12個 の 発 現 パ タ ー ン に 基 づ い て 数 値 ス コ ア リ ン グ
シ ス テ ム を 確 立 し た 。 よ り 大 き な 臨 床 例 セ ッ ト を 用 い た さ ら な る 検 証 が 必 要 で あ ろ う が 、
本 明 細 書 に 示 す デ ー タ は 、 シ グ ナ ル 抑 制 戦 略 の 根 底 に あ る 分 子 事 象 に 貴 重 な 洞 察 を 与 え 、
遺 伝 子 セ ッ ト を 高 い 予 測 価 で 試 験 す る こ と に よ っ て 個 々 の NSCLC患 者 に 対 す る ゲ フ ィ チ ニ
ブ 治 療 に つ い て の 重 要 な 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
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【 表 ５ Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
【 表 ５ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 4つ の 代 表 的 な 肺 腺 癌 の レ ー ザ ー マ イ ク ロ ビ ー ム 顕 微 解 剖 を 示 す 画 像 を
示 す 。
【 図 ２ － １ 】 図 ２ － １ は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 の 効 力 を 予 測 す る ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム の 確
立 を 示 す 。
【 図 ２ － ２ 】 図 ２ － ２ は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 治 療 の 効 力 を 予 測 す る ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム の 確
立 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 半 定 量 的 RT-PCRお よ び 免 疫 組 織 化 学 分 析 に よ る GRSの 検 証 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 5人 の PR、 10人 の SDお よ び 20人 の PD腺 癌 症 例 に お い て ELISAに よ っ て 測 定
さ れ た TGFAの 血 清 学 的 濃 度 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ 感 受 性 PC-9細 胞 に 対 す る 分 泌 さ れ た AREGの 抗 ア ポ ト ー シ ス
効 果 を 示 す 。
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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摘要(译)

本发明涉及一组分离的标记基因，其包括至少一个被鉴定为对erbB受体酪氨酸激酶抑制剂有反应者和无反应者之间具有差异表达的
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因特异性寡核苷酸； 以及Sauch Set在诊断应用中的用途。
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