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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】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を提供する。
【解決手段】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、51個の特定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、および診断用途におけるかかるセットの使用。
【選択図】なし
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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１０】
　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１１】
　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１２】
　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１３】
　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１４】
　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１５】
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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１６】
　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１７】
　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１８】
　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１９】
　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２０】
　マイクロアレイを含む、請求項19に記載のキット。
【請求項２１】
　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２２】
　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２３】
　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２４】
　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２５】
　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２６】
　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２７】
　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２８】
　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】
【０００１】
　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。
【０００２】
　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】
【０００３】
　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]。
【０００４】
　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]。
【０００５】
　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。
【０００６】
　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。
【０００７】
　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
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;
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 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)。
【０００８】
　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)。
【０００９】
　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N-(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。
【００１０】
　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N-(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。
【００１１】
　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
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。
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【００１２】
　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)-7H-ピロ
ロ[2,3-d]ピリミジンはEGFR TKIである。
【００１３】
　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N-[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。
【００１４】
　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。
【００１５】
　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。
【００１６】
　ノバルティスAE788は、別の適切な阻害剤化合物である。
【００１７】
　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)。
【００１８】
　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]。
【００１９】
　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
ment rate)(IDEAL 1において40.3%、IDEAL 2において43.1%)を達成した。
【００２０】
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　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]。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２１】
　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。
【００２２】
　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】
【００２３】
　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。
【００２４】
　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
。
【００２５】
　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。
【００２６】
　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。
【００２７】
　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。
【００２８】
　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。
【００２９】
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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12個の遺伝子の少なくと
も1個または複数である。
【００３０】
　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。
【００３１】
　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
。
【００３２】
　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。
【００３３】
　阻害剤はゲフィチニブであることが最も好ましい。
【００３４】
　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。
【００３５】
　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。
【００３６】
　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。
【００３７】
　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。
【００３８】
　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。
【００３９】
　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。
【００４０】
　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
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-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。
【００４１】
　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。
【００４２】
　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。
【００４３】
　キットはマイクロアレイを含むことが好ましい。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【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。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　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。
【００４６】
「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。
【００４７】
「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。
【００４８】
「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。
【００４９】
　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。
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【００５０】
「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。
【００５１】
「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
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。
【００５２】
「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。
【００５３】
　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。
【００５４】
　供給業者としては、Affymetrix(California)、Clontech Laboratories(California)な
どが挙げられる。
【００５５】
　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)。
【００５６】
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　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。
【００５７】
　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
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。
【００５８】
　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。
【００５９】
　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。
【００６０】
　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。
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【００６１】
一般的な組換えDNA技法
　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
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。
【００６２】
　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。
【００６３】
図面の説明
　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。
【００６４】
　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。
【００６５】
　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
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者から得られた代表的な試料の免疫組織化学染色(X 200)。
【００６６】
　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。
【００６７】
　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
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・0μM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・0μM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・0μM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・0μM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)。
【００６８】
　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。
【００６９】
材料および方法
患者および組織試料
　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12,13。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8-10、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。
【００７０】
　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
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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)。
【００７１】
　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)
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。
【００７２】
　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。
【００７３】
顕微解剖
　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、μCUT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
μm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14。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)。
【００７４】
RNA抽出およびT7に基づくRNA増幅
　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15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)40～200μg(>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・5μg)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。
【００７５】
cDNAマイクロアレイ
　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15。
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
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でに記述されている15。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。
【００７６】
ゲフィチニブに対する応答性を予測するための遺伝子の抽出
　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)| MEDPR - MEDPD |≧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。 

【００７７】
　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。
【００７８】
薬物応答スコアの計算
　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16-18。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 - (μPR + μPD)/2 |
【００７９】
　本発明者らは、投票を合計して応答者(VPR)および非応答者(VPD)の合計投票を得て、GR
S値を以下のとおり計算した。 
　GRS =((VPR - VPD) / (VPR + VPD))×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。
【００８０】
スコアのクロス確認および予測システムの評価
　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16-17。
【００８１】
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　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。
【００８２】
階層型クラスタリング
　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
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
。
【００８３】
半定量的RT-PCR分析
　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・0μg)を、オリゴ(dT)12-18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。
【００８４】
　突然変異のホットスポットとして最近報告18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。
【００８５】
免疫組織化学分析
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　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
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。
【００８６】
　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。
【００８７】
ELISA
　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。
【００８８】
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
　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)12-18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14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。
【００８９】
　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5×105細胞/100mm皿で蒔き、適切な無血清培地中で1
・0μM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、100μg/ml RNase(Sigma-Aldr
ich Co.、St. Louis、MO、USA)で処理後、50μg/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。
【００９０】
　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
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。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・0μM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。
【００９１】
　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
認するために、1・0μM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。
【００９２】
結果
ゲフィチニブ治療に対する応答
　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)。
【００９３】
　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。
【００９４】
ゲフィチニブに対する感受性に関連する遺伝子の同定
　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)。
【００９５】
　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。
【００９６】
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の確立
　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
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、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17。
【００９７】
　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。
【００９８】
　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
、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。
【００９９】
　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。
【０１００】
腫瘍応答がSDである患者のGRS値
　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
。
【０１０１】
半定量的RT-PCR分析によるGRSの検証
　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。
【０１０２】
GRSの免疫組織化学的検証
　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)。
【０１０３】
TGFAの血清レベル
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　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。
【０１０４】
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
　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。
【０１０５】
　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・0μM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。
【０１０６】
　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・0μM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・0μM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・0μM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。
【０１０７】
考察
　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8-10。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
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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)19。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9,10,19,20、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
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。
【０１０８】
　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。
【０１０９】
　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。
【０１１０】
　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21,22。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。
【０１１１】
　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7,23。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9,10、腺癌におけるEGFRの過剰発現はより少ない24。したが
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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)。
【０１１２】
　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24-26、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
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24。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25。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26、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。
【０１１３】
　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27、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
28。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29。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30。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。
【０１１４】
　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31。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32、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。
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【０１１５】
　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。
【０１１６】
参考文献
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【配列表】
2011167188000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成23年3月17日(2011.3.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【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
性を予測する方法であって、該患者または患者集団におけるアンフィレギュリン遺伝子（
配列番号85）の発現を、erbB受容体チロシンキナーゼ阻害剤に対する既知の応答者または
非応答者における上記アンフィレギュリン遺伝子の発現と比較するステップを含む方法。
【請求項２】
　erbB受容体チロシン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、該患者または患者集団におけるアンフィレギュリン遺伝子（配列番号85）の発現を
、erbB受容体チロシンキナーゼ阻害剤に対する既知の応答者または非応答者における上記
アンフィレギュリン遺伝子の発現と比較するステップを含む方法。
【請求項３】
　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１または２に記載の方法
。
【請求項４】
　前記比較を免疫組織化学によって実施する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項５】
　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１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記阻害剤がゲフィチニブである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記阻害剤が抗erbB抗体である、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　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７に記載の方法。
【請求項９】
　適切な支持媒体上のアンフィレギュリン遺伝子（配列番号85）または該アンフィレギュ
リン遺伝子の１５個～５０個のヌクレオチドを含む遺伝子断片からなる遺伝子特異的オリ
ゴヌクレオチドを含む、請求項１～８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１０】
　マイクロアレイを含む、請求項９に記載のキット。
【請求項１１】
　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、アン
フィレギュリン遺伝子（配列番号85）または該アンフィレギュリン遺伝子の１５個～５０
個のヌクレオチドを含む遺伝子断片からなる遺伝子特異的オリゴヌクレオチドの使用。
【請求項１２】
　NSCLC患者から得られた組織試料中のアンフィレギュリン遺伝子の発現レベルを決定す
る手段を含み、アンフィレギュリン遺伝子（配列番号85）または該アンフィレギュリン遺
伝子の１５個～５０個のヌクレオチドを含む遺伝子断片からなる遺伝子特異的オリゴヌク
レオチドを含む支持材料を含み、上記遺伝子またはオリゴヌクレオチドが支持材料に付着
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している、診断キット。
【請求項１３】
　請求項１～８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１４】
　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方法であ
って、患者または患者集団においてアンフィレギュリン遺伝子（配列番号85）の相対発現
レベルを測定するステップを含む方法。
【請求項１５】
　抗アンフィレギュリン抗体を含む、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法に使用さ
れる診断キット。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】変更
【補正の内容】
【配列表】
2011167188000001.app
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