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(57)【要約】
　本発明は、癌細胞におけるビタミン受容体の発現を定量することによって癌の予後を決
定するための方法に関する。本法は、癌細胞におけるビタミン受容体の発現を定量する工
程、および、癌の予後を決定する工程を含む。本発明はまた、ビタミン受容体標的法を利
用する治療法によって治療すべき患者の選択、および、そのような患者のための治療処方
の作製を可能とするように、癌細胞におけるビタミン受容体の存在を定量するための方法
およびキットに関する。本発明はさらに前記方法を実施するためのキットに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　癌細胞におけるビタミン受容体の発現を定量することによって、癌の予後を決定する方
法であって、
　該癌細胞におけるビタミン受容体をインビトロで定量する工程、および、
　該癌の予後を決定する工程、
を含む方法。
【請求項２】
　ビタミン受容体が葉酸受容体であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　癌細胞が乳癌細胞であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　乳癌がリンパ節陰性疾患を含むことを特徴とする、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　癌細胞が、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、結腸直腸癌細胞、脳癌細胞、腎
臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細胞、および肺癌細胞から成る
グループから選ばれることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　定量する工程が、抗体による免疫組織化学的染色を含むことを特徴とする、請求項１に
記載の方法。
【請求項７】
　抗体がポリクローナル抗体であることを特徴とする、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　抗体がモノクローナル抗体であることを特徴とする、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　癌のための治療処方を決める工程をさらに含むことを特徴とする、請求項１に記載の方
法。
【請求項１０】
　癌の予後を決定するための免疫組織化学的方法であって、
　ビタミン受容体に対する抗体に、癌細胞をインビトロで接触させる工程、
　該癌細胞におけるビタミン受容体の発現を定量する工程、および、
　該癌の予後を決定する工程、
を含む方法。
【請求項１１】
　ビタミン受容体が葉酸受容体であることを特徴とする、請求項１０に記載の免疫組織化
学的アッセイ方法。
【請求項１２】
　癌細胞が乳癌細胞であることを特徴とする、請求項１０に記載の免疫組織化学的アッセ
イ方法。
【請求項１３】
　乳癌がリンパ節陰性疾患を含むことを特徴とする、請求項１２に記載の免疫組織化学的
アッセイ方法。
【請求項１４】
　癌細胞が、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、結腸直腸癌細胞、脳癌細胞、腎
臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細胞、および肺癌細胞から成る
グループから選ばれることを特徴とする、請求項１０に記載の免疫組織化学的アッセイ方
法。
【請求項１５】
　抗体がポリクローナル抗体であることを特徴とする、請求項１０に記載の免疫組織化学
的アッセイ方法。
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【請求項１６】
　抗体がモノクローナル抗体であることを特徴とする、請求項１０に記載の免疫組織化学
的アッセイ方法。
【請求項１７】
　ビタミン受容体標的法を利用する治療法によって治療すべき患者を選ぶために、癌細胞
におけるビタミン受容体の存在を定量する方法であって、
　ビタミン受容体に対する抗体に、癌細胞をインビトロで接触させる工程、
　該癌細胞におけるビタミン受容体の発現を定量する工程、および、
　ビタミン受容体標的法を利用する治療法によって治療する患者を選択する工程、
を含む方法。
【請求項１８】
　ビタミン受容体が葉酸受容体であることを特徴とする、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　癌細胞が乳癌細胞であることを特徴とする、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　乳癌がリンパ節陰性疾患を含むことを特徴とする、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　癌細胞が、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、結腸直腸癌細胞、脳癌細胞、腎
臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細胞、および肺癌細胞から成る
グループから選ばれることを特徴とする、請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
　ビタミン受容体に対する抗体によって染色された癌組織から得られた較正顕微鏡写真を
含むキット。
【請求項２３】
　ビタミン受容体に対する抗体をさらに含むことを特徴とする、請求項２２に記載のキッ
ト。
【請求項２４】
　免疫組織化学染色の試薬をさらに含むことを特徴とする、請求項２２に記載のキット。
【請求項２５】
　免疫組織化学染色の試薬をさらに含むことを特徴とする、請求項２３に記載のキット。
【請求項２６】
　較正顕微鏡写真の使用のための説明書をさらに含むことを特徴とする、請求項２２に記
載のキット。
【請求項２７】
　較正顕微鏡写真の使用のための説明書をさらに含むことを特徴とする、請求項２３に記
載のキット。
【請求項２８】
　較正顕微鏡写真の使用のための説明書をさらに含むことを特徴とする、請求項２４に記
載のキット。
【請求項２９】
　較正顕微鏡写真の使用のための説明書をさらに含むことを特徴とする、請求項２５に記
載のキット。
【請求項３０】
　抗体がポリクローナル抗体であることを特徴とする、請求項２３に記載のキット。
【請求項３１】
　抗体がモノクローナル抗体であることを特徴とする、請求項２３に記載のキット。
【請求項３２】
　較正顕微鏡写真が、癌の予後と相関する染色強度を有することを特徴とする、請求項２
２に記載のキット。
【請求項３３】
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　較正顕微鏡写真が、ビタミン標的治療に対する患者の反応と相関する染色強度を有する
ことを特徴とする、請求項２２に記載のキット。
【請求項３４】
　ビタミン受容体標的法を利用する治療法による治療のために選ばれた癌患者用の、治療
処方を決めるための方法であって、
　ビタミン受容体に対する抗体に、該患者から得られた癌細胞をインビトロで接触させる
工程、
　該癌細胞におけるビタミン受容体の発現を定量する工程、および、
　該患者の治療処方を決定する工程、
を含む方法。
【請求項３５】
　ビタミン受容体が葉酸受容体であることを特徴とする、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　癌細胞が乳癌細胞であることを特徴とする、請求項３４に記載の方法。
【請求項３７】
　乳癌がリンパ節陰性疾患を含むことを特徴とする、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　癌が、卵巣癌、子宮癌、子宮内膜癌、結腸直腸癌、脳癌、腎臓癌、メラノーマ、多発性
骨髄腫、リンパ腫、および肺癌から成るグループから選ばれることを特徴とする、請求項
３４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌細胞におけるビタミン受容体の発現レベルを定量することによって、癌の
予後診断を獲得し、管理を導き、該癌の効果的治療を開発するための方法およびキットに
関する。本発明はまた、癌細胞上のビタミン受容体の存在を定量し、ビタミン受容体標的
法を利用する治療法によって治療すべき患者を選択するための方法およびキットに関する
。
【背景技術】
【０００２】
　癌に対する効果的な治療処方は、多くの場合、その癌に関する信頼度の高い予後診断を
獲得できるかどうかに依存する。なぜなら、その場合、その患者のためにもっとも効果的
な治療処方の開発が可能となるからである。臨床的に優先される重要事項として、癌に対
する予後能力の改善、および、患者の管理および治療を改善するための分子に基づく治療
法の開発がある。癌と診断された患者が、どの予後グループに属するのかを決めることは
、最適治療処方の決定において最重要課題であり、従って、患者の生存を左右する。
【０００３】
　例えば、乳癌は、北米では、もっとも一般的に診断される、生命を脅かす悪性腫瘍であ
る。乳癌は、合衆国における30～50歳の女性の、主要な死亡原因であり、合衆国では毎年
20万以上の新たな症例が出現している。結果を予測するために、腫瘍等級、核等級、組織
型、ＤＮＡ倍数、およびホルモン受容体状態も使用されるけれども、腫瘍のサイズおよび
リンパ節の状態が、やはりもっとも信頼度の高い方法である。乳癌についてはほんの小数
の腫瘍マーカーしか特定されておらず、それらの多くは、予後診断アッセイに使用するの
に十分なほどの信頼度を持たない。従って、乳癌、および、その他の癌についても、さら
に優れた予後診断アッセイの開発が最重要課題として求められている。
【０００４】
　さらに、ある特定の治療法によって処置すべき患者の選択は、腫瘍表面における腫瘍マ
ーカーの存在を検出できるかどうかに依存しうる。なぜなら、それによって、腫瘍マーカ
ーを標的とする治療法が正当化されるかどうかを決めることが可能となるからである。例
えば、約25%の乳癌患者において、ヒト上皮増殖因子受容体2（HER2）の過剰発現が見られ
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る。乳癌治療法として、HER2タンパクに対するモノクローナル抗体であるHerceptin（登
録商標）（Genentech, Inc.，サンフランシスコ、カリフォルニア州）が開発された。し
かしながら、Herceptinは、乳癌患者のHER2状態が確定されるまでは、乳癌患者には投与
されない。その乳癌患者がHER2陽性であるならば、Herceptin（登録商標）治療は正当化
される。
【０００５】
　ビタミン受容体は、癌細胞において過剰発現される。例えば、高親和性葉酸受容体は、
胎盤および栄養膜細胞において、モノクローナル抗体決定の抗原として特定される、膜結
合糖タンパクである。この、高親和性葉酸受容体は、多くの正常細胞ではめったに発現さ
れないか、または全く検出されない。しかしながら、この受容体は、上皮性の癌では過剰
に、または優勢に発現される。これは恐らく、そうすることによってそれらの悪性細胞の
増殖に有利に作用するためであろう。葉酸受容体の高レベルの発現は、90%を越える卵巣
癌において検出され、陽性の度合いはより低いものの、子宮内膜、乳房、腎臓、肺、脳、
子宮、膵臓、膀胱、睾丸、および結腸直腸の癌、および、リンパ腫、およびその他の頭部
および頸部の癌にも検出される。
【０００６】
　例えば、乳癌における葉酸受容体発現の研究からは、使用する技術および分析される組
織に応じて様々な結果が得られている。Ross等は、葉酸受容体のｍＲＮＡを測定し、正常
な乳房標本に比べ、5名の癌例においてレベルが上昇していることを見出した。しかしな
がら、上昇の程度は、卵巣癌で見られたものに比べ約10倍低かった(Ross et al., Cancer
 73:2432-2443(1994))。Garin-Chesa等は、種々の新鮮凍結癌における葉酸受容体の発現
を評価するためにマウスモノクローナル抗体を用いた。調べた53個の乳癌のうち、2個は
均一なLK26染色を示したが、別の9個の癌は、斑点状の染色像を示した(Garin-Chesa et a
l., Am. J. Pathol. 142(2):557-67(1993))。
【発明の開示】
【０００７】
　本出願人等は、癌に対する予後診断を得て、患者管理の手引きとしたり、患者のために
効果的な治療処方を開発するために、癌細胞上のビタミン受容体をアッセイに用いる方法
を検討してきた。この方法は、癌細胞におけるビタミン受容体の過剰発現の定量を用いる
。本出願人等はまた、ビタミン受容体標的法を利用する治療法によって治療すべき患者を
選ぶために、癌細胞においてビタミン受容体の存在を決定する方法の使用についても検討
した。
【０００８】
　本発明の例示の一実施態様では、癌細胞におけるビタミン受容体の発現を定量すること
によって癌の予後を決定する方法が提供される。この方法は、癌細胞におけるビタミン受
容体を定量する工程、および、該癌の予後を決定する工程を含む。もう一つの例示の実施
態様では、ビタミン受容体は、葉酸受容体であってもよい。さらにもう一つの実施態様で
は、癌細胞は乳癌細胞であってもよく、あるいは癌細胞は、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子
宮内膜癌細胞、結腸直腸癌細胞、脳癌細胞、腎臓癌細胞、リンパ腫細胞、および肺癌細胞
から成るグループから選ばれてもよい。癌細胞が乳癌細胞である実施態様において、乳癌
は、リンパ節陰性疾患を含んでもよいが、ただし、本発明は、リンパ節陰性疾患に限定さ
れない。本法はさらに、癌のための治療処方を決める工程を含んでもよい。
【０００９】
　もう一つの例示の実施態様では、定量する工程は、抗体による免疫組織化学的染色を含
んでもよい。この実施態様では、抗体は、ポリクローナル抗体、またはその混合物、ある
いは、モノクローナル抗体、またはその混合物、あるいは、ポリクローナルおよびモノク
ローナル抗体の組み合わせであってもよい。それとは別に、またはそれに加えてさらに、
定量する工程は、インサイチュハイブリダイゼーション、または、放射性標識リガンドを
用いる放射性受容体アッセイによる受容体の定量化を含んでもよい。
【００１０】
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　本発明のもう一つの実施態様では、癌の予後を決定するための免疫組織化学的方法が提
供される。この方法は、ビタミン受容体に対する抗体に癌細胞を接触させる工程、該癌細
胞におけるビタミン受容体の発現を定量する工程、および、該癌の予後を決定する工程、
を含む。例示の一実施態様では、ビタミン受容体は葉酸受容体であってもよい。もう一つ
の実施態様では、癌細胞は、乳癌細胞であってもよい。この実施態様では、乳癌は、リン
パ節陰性疾患であってもよいが、ただし本発明は、リンパ節陰性疾患に限定されない。さ
らにもう一つの実施態様では、癌細胞は、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、結
腸直腸癌細胞、脳癌細胞、腎臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細
胞、および肺癌細胞から成るグループから選ばれてもよい。
【００１１】
　別の例示の実施態様では、抗体は、ポリクローナル抗体、またはその混合物、あるいは
、モノクローナル抗体、またはその混合物、あるいは、ポリクローナルおよびモノクロー
ナル抗体の組み合わせであってもよい。
【００１２】
　もう一つの実施態様では、ビタミン受容体標的法を利用する治療法による治療のために
選ばれた癌患者の、治療処方を決めるための方法が提供される。この方法は、ビタミン受
容体に対する抗体に、該患者から得られた癌細胞を接触させる工程、該癌細胞におけるビ
タミン受容体の発現を定量する工程、および、該患者の治療処方を決定する工程を含む。
【００１３】
　本発明のもう一つの例示の実施態様では、癌の予後を決定するためのインサイチュハイ
ブリダイゼーション法が提供される。この方法は、核酸プローブに癌細胞を接触させ、そ
れによって、核酸プローブを、ビタミン受容体をコードする核酸にハイブリダイズさせる
か、または、ビタミン受容体をコードする核酸に対して相補的な核酸にハイブリダイズさ
せる工程、癌細胞におけるビタミン受容体の発現を定量する工程、および、癌の予後を決
定する工程を含む。
【００１４】
　例示の一工程では、ビタミン受容体は葉酸受容体であってもよい。もう一つの例示の実
施態様では、癌細胞は乳癌細胞であってもよい。この実施態様では、乳癌は、リンパ節陰
性疾患を含んでもよいが、ただし本発明は、リンパ節陰性疾患に限定されない。さらにも
う一つの実施態様では、癌細胞は、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、結腸直腸
癌細胞、脳癌細胞、腎臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細胞、お
よび肺癌細胞から成るグループから選ばれてもよい。
【００１５】
　本発明のもう一つの例示の実施態様では、癌の予後を決定する方法が提供される。この
方法は、放射性標識されたビタミン受容体結合性リガンド、またはその類縁体に、癌細胞
を接触させる工程、癌細胞におけるビタミン受容体の数を定量する工程、および、癌の予
後を決定する工程を含む。
【００１６】
　例示の一実施態様では、ビタミン受容体は葉酸受容体であってもよい。もう一つの例示
の実施態様では、癌細胞は乳癌細胞であってもよい。この実施態様では、乳癌は、リンパ
節陰性疾患を含んでもよいが、ただし本発明は、リンパ節陰性疾患に限定されない。さら
にもう一つの実施態様では、癌細胞は、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、結腸
直腸癌細胞、脳癌細胞、腎臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細胞
、および肺癌細胞から成るグループから選ばれてもよい。もう一つの例示の実施態様では
、放射性標識リガンドは、放射性標識された葉酸塩、またはその類縁体であってもよい。
【００１７】
　本発明のもう一つの例示の実施態様では、免疫組織化学的染色アッセイを実行する際に
使用されるキットが提供される。このキットは、ビタミン受容体に対する抗体によって染
色された癌組織から得られた、較正顕微鏡写真を含む。例示の一実施態様では、キットは
さらに、ビタミン受容体に対する抗体を含んでもよい。もう一つの実施態様では、キット
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はさらに、免疫組織化学染色の試薬を含んでもよい。もう一つの実施態様では、キットは
、較正顕微鏡写真の使用、および、免疫組織化学的染色アッセイ実施のための説明書を含
んでもよい。
【００１８】
　本発明のさらにもう一つの実施態様では、蛍光インサイチュハイブリダイゼーションア
ッセイを実行するためのキットが提供される。この例示の実施態様では、キットは、癌組
織由来の核酸が、蛍光標識核酸プローブとインサイチュでハイブリダイズしている癌組織
から得られた、較正顕微鏡写真を含む。核酸プローブは、ビタミン受容体をコードする核
酸にハイブリダイズするか、あるいは、該プローブは、ビタミン受容体をコードする核酸
に対して相補的な核酸にハイブリダイズする。もう一つの実施態様では、キットはさらに
、蛍光標識核酸プローブを含んでもよい。もう一つの実施態様では、キットは、インサイ
チュハイブリダイゼーション用の試薬を含んでもよい。さらにもう一つの実施態様では、
キットは、較正顕微鏡写真の使用、および、インサイチュハイブリダイゼーションアッセ
イ実施のための説明書を含んでもよい。
【００１９】
　もう一つの例示の実施態様では、ビタミン受容体結合アッセイを実行するためのキット
が提供される。この例示の実施態様では、キットは、癌細胞におけるビタミン受容体の数
の範囲に関し、癌について良好結果対不良結果と相関する範囲を特定する較正表を含む。
もう一つの例示の実施態様では、キットはさらに、放射性標識された受容体結合性リガン
ド、またはその類縁体を含んでもよい。もう一つの例示の実施態様では、キットはさらに
、ビタミン受容体結合アッセイを実行するための試薬を含む。もう一つの例示の実施態様
では、キットはさらに、ビタミン受容体結合アッセイを実行するための説明書を含む。
〔関連出願に対する相互参照〕
　本出願は、米国特許法第119(e)条に基づき、2005年3月30日出願の米国仮出願第60/666,
430号の優先権を主張する。なお、この特許出願を参照することにより本出願に含める。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　癌細胞におけるビタミン受容体の発現を定量することによって、癌の予後診断を獲得し
、管理の手引きとし、該癌の効果的治療を開発するための、方法およびキットが提供され
る。さらに、ビタミン受容体標的法を利用する治療法によって治療すべき患者を選択する
ために、癌細胞におけるビタミン受容体の存在を定量する（すなわち、ビタミン受容体を
検出する）方法およびキットが提供される。例示の実施態様では、ビタミン受容体は、葉
酸受容体であってもよく、癌細胞は、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、結腸直
腸癌細胞、脳癌細胞、腎臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細胞、
および肺癌細胞から成るグループから選ばれてもよい。本法において使用される癌組織は
、患者から外科的に取り出されたものであってもよい。癌細胞が乳癌細胞である実施態様
では、乳癌は、リンパ節陰性疾患を含んでもよいが、ただし本発明は、リンパ節陰性疾患
に限定されない。本法は、一次悪性腫瘍塊に対して実行でき、転移疾患の予後にも価値を
有しうる。
【００２１】
　他の例示の実施態様では、ビタミン受容体の発現は、免疫組織化学的染色法、蛍光イン
サイチュハイブリダイゼーション法、サザンブロッティング、ドットブロットハイブリダ
イゼーション、放射線標識リガンドによる放射性受容体アッセイ、等の技術を用いて、定
量または検出が可能である。免疫組織化学的染色法が用いられる実施態様では、使用され
る抗体は、ポリクローナル抗体、またはその混合物、あるいは、モノクローナル抗体、ま
たはその混合物、あるいは、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体の組み合わせであ
ってもよい。
【００２２】
　さらに別の例示の実施態様では、免疫組織化学的染色法もしくはインサイチュハイブリ
ダイゼーション法、または、前述の特質のうちの任意のものを有する放射性標識リガンド
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を使用する放射性受容体アッセイが提供される。
【００２３】
　本発明のもう一つの例示の実施態様では、免疫組織化学的染色アッセイを実行するため
のキットが提供される。このキットは、ビタミン受容体に対する抗体によって染色された
癌組織から得られた較正顕微鏡写真を含む。例示の一実施態様では、キットはさらに、ビ
タミン受容体に対する抗体を含んでもよい。もう一つの実施態様では、キットはさらに、
免疫組織化学染色の試薬を含んでもよい。もう一つの実施態様では、キットは、較正顕微
鏡写真の使用、および／または、免疫組織化学的染色アッセイ実施のための、説明書を含
んでもよい。
【００２４】
　本発明のさらにもう一つの実施態様では、蛍光インサイチュハイブリダイゼーションア
ッセイを実行するためのキットが提供される。この例示の実施態様では、キットは、癌組
織の核酸が蛍光標識核酸プローブとインサイチュでハイブリダイズしている癌組織由来の
、較正顕微鏡写真を含む。核酸プローブは、ビタミン受容体をコードする核酸にハイブリ
ダイズするか、あるいは、該プローブは、ビタミン受容体をコードする核酸に対して相補
的な核酸にハイブリダイズする。もう一つの実施態様では、キットはさらに、蛍光標識核
酸プローブを含んでもよい。もう一つの実施態様では、キットは、インサイチュハイブリ
ダイゼーション用の試薬を含んでもよい。さらにもう一つの実施態様では、キットは、較
正顕微鏡写真の使用、および／または、蛍光インサイチュハイブリダイゼーションアッセ
イの実施のための、説明書を含んでもよい。
【００２５】
　もう一つの例示の実施態様では、ビタミン受容体結合アッセイを実行するためのキット
が提供される。この例示の実施態様では、キットは、癌細胞におけるビタミン受容体の数
の範囲に関し、癌について良好結果対不良結果と相関する範囲を特定する較正表を含む。
もう一つの例示の実施態様では、キットはさらに、放射性標識された受容体結合性リガン
ド、またはその類縁体を含んでもよい。もう一つの例示の実施態様では、キットはさらに
、ビタミン受容体結合アッセイを実行するための試薬を含んでもよい。もう一つの例示の
実施態様では、キットはさらに、較正表を使用するための、および／または、ビタミン受
容体結合アッセイを実行するための説明書を含んでもよい。
【００２６】
　本発明によれば、本明細書で用いる「定量化」または「定量する」とは、癌細胞におけ
るビタミン受容体の数を定量すること、または、癌細胞におけるビタミン受容体の発現レ
ベルを直接または間接に定量すること、を意味する。本明細書で用いる「定量化」または
「定量する」という用語の意味の実例は、免疫組織化学的染色（実施例５、８、および９
）において、1+、2+、または3+という染色の強度が割り当てられる、実施例５、８、９、
および１０において見ることができる。蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩ
ＳＨ）では、ビタミン受容体遺伝子の増幅は、ビタミン受容体遺伝子の存在を表す核内の
信号をカウントし、ビタミン受容体遺伝子の信号の数を、増幅されない遺伝子の信号の数
と比較し、非増幅信号に対する増幅信号の比を求めることによって、定量される（実施例
１０）。このような方法は、HER-2/neu遺伝子の増幅の定量化に関して、従来技術におい
て既知である。「定量化」または「定量する」とはまた、例えば、放射性標識リガンドを
用いるビタミン受容体結合アッセイ（実施例１１）によって、癌細胞におけるビタミン受
容体について、より絶対数に近い数を定量することを意味してもよい。
【００２７】
　本明細書に記載される種類の「定量化」には、医師が、免疫組織化学的染色の強度また
は蛍光の強度、あるいは、ビタミン受容体結合アッセイによって求めた受容体の数に基づ
いて、患者を、グループ別に、例えば、「良好結果」または「不良結果」グループに分類
し、それによって、患者に対してもっとも効果的な治療処方を決定できるようにすること
が求められる。高い（例えば、2+または3+の）免疫化学的染色強度または蛍光強度は、不
良結果と相関するので、そのような患者は、強力な治療処方を受けるべきである。
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【００２８】
　本発明の方法およびキットは、ヒトの臨床医学および獣医学応用の両方のために使用す
ることが可能である。本明細書に記載される方法およびキットは、単独で用いてもよいし
、あるいは、他の予後診断法や（本明細書に記載されるもののような）予後指標、または
、癌に対する予後診断のキットまたは効果的治療法を開発するためのキットと共に、ある
いは、癌細胞におけるビタミン受容体の存在を定量し、ビタミン受容体標的法を利用する
治療法によって治療すべき患者を選択するための、方法またはキットと共に用いてもよい
。別の予後指標を使わず、ビタミン受容体の発現だけを用いて予後を決定する場合、ビタ
ミン受容体の発現は、独立した予後診断因子と見なされる。
【００２９】
　癌細胞は、良性腫瘍および悪性（例えば、転移性）腫瘍を含む、腫瘍形成性の癌細胞集
団であってもよいし、あるいは癌細胞は、非腫瘍形成性であってもよい。癌細胞集団は、
自発的に生じてもよいし、あるいは、宿主動物の生殖系列に存在する突然変異、または体
細胞突然変異のような過程によって生じたものであってもよく、あるいは、癌細胞集団は
、化学的に、ウィルスによって、または放射線によって誘発されたものであってもよい。
本発明は、癌、例えば、上皮癌、肉腫、リンパ腫、ホジキン病、メラノーマ、中皮種、バ
ーキットリンパ腫、鼻咽頭癌、白血病、および骨髄腫（例えば、多発性骨髄腫）のような
癌の予後診断を獲得するために、あるいは、癌におけるビタミン受容体の検出のために使
用されてもよい。癌細胞としては、脳、口内、甲状腺、内分泌腺、皮膚、胃、食道、子宮
内膜、喉頭、他の頭部および頸部、すい臓、結腸、結腸直腸、膀胱、骨、卵巣（例えば、
漿膜性、類内膜性、および粘膜性）、子宮頸部、子宮、乳房、睾丸、前立腺、直腸、腎臓
、肝臓、および肺の癌（例えば、腺癌および中皮種）、または、ビタミン受容体を過剰に
発現する、他の任意の癌が挙げられる。
【００３０】
　上記パラグラフに記載された癌のタイプのうち多くのものは、例えば、ビタミン受容体
について陽性であることが知られる（Ross et al., Cancer 73:2432-2443(1994)、Garin-
Chesa et al., Am. J. Pathol. 142(2):557-67(1993)、Franklin et al., Int. J. Cance
r Suppl. 8:89-95(1994)、Li et al., J. Nuc. Med. 37:665-672(1996)、Toffoli, Int. 
J. Cancer 74:193-198(1997)、Veggian, Tumor 75:510-513(1989)、Weitman, et al., Ca
ncer Research 52:3396-3401、および、Bueno et al., J. Thor. Card. Sur. Feb. 121:2
25-233(2001)を参照されたい）。
【００３１】
　癌の予後診断を獲得することによって開発される治療処方としては、例えば、米国特許
出願US-2001-0031252-A1、 US-2003-0086900-A1、 US-2003-0198643-A1、 US-2005-00029
42-A1、 または、PCT国際公報WO03/097647に記載される、ビタミン受容体標的治療法、お
よびそれらの組み合わせが挙げられる。これらの公報のそれぞれを、引用することにより
本明細書に含める。開発される治療処方としてはさらに、放射線療法、化学療法、免疫療
法、または、患者が不良結果グループに分類された場合は、侵襲的監視、またはこれらの
療法の組み合わせが挙げられる。
【００３２】
　それとは別に、良好結果グループに入る患者に対しては、比較的侵襲度の低い対処法を
用いてもよい。本明細書に記載される方法を用いて、例えば、強度の染色または蛍光（例
えば、2+または3+）が観察された場合、あるいは、ＦＩＳＨアッセイまたはビタミン受容
体結合アッセイによって、それぞれ、閾値数の受容体または増幅された遺伝子が、癌細胞
の中に、またはその上に定量された場合には、より侵襲的な治療が必要とされる。
【００３３】
　例示の一実施態様では、癌細胞は、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、結腸直
腸癌細胞、脳癌細胞、腎臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細胞、
および肺癌細胞、または、ビタミン受容体を過剰発現する他の任意の癌から成るグループ
から選ばれてもよい。癌細胞が乳癌細胞である実施態様では、乳癌は、リンパ節陰性疾患
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を含んでもよいが、ただし本発明は、リンパ節陰性疾患に限定されない。
【００３４】
　本明細書に記載される免疫組織化学的染色アッセイの方法およびキットに使用される抗
体は、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体（例えば、PU17またはmAb343）であって
もよい。例示の実施態様では、ポリクローナル抗体の混合物、またはモノクローナル抗体
の混合物、またはポリクローナルおよびモノクローナル抗体の混合物を用いることが可能
である。他の例示の実施態様では、抗体は、抗体の指向する受容体の過剰発現によって癌
細胞に優勢に結合することの可能な抗体の、Fab断片、またはscFv断片（すなわち、直接
標識抗体の、Fab断片、または単一鎖可変領域）、またはそれらの混合物であってもよい
。本明細書に記載される抗体のタイプのうちの任意のものを組み合わせて使用することが
可能である。従来技術で既知の、任意の抗ビタミン受容体抗体、例えば、Ross et al., C
ancer 73:2432-2443(1994)、 Garin-Chesa et al., Am. J. Pathol. 142(2):557-67 (199
3)、 Franklin, et al., Int. J. Cancer Suppl. 8:89-95 (1994)（すなわち、モノクロ
ーナル抗体146、343、458、および741）、Li et al., J. Nuc. Med. 37:665-672 (1996)
、 Toffoli, Int. J. Cancer 74:193-198(1997)、 Veggian, Tumor 75:510-513 (1989)、
 Weitman, et al., Cancer Research 52:3396-3401、 Bueno et al., J. Thor. Card. Su
r. Feb. 121:225-233 (2001)、およびConey, et al., Cancer Research 51:6125-6132 (1
991)（すなわち、MOv18およびMOv19）に記載される抗体を使用してもよい。なお、これら
各論文を引用することにより本明細書に含める。
【００３５】
　本明細書に記載される免疫組織化学的な方法およびキットに使用される抗体のいずれも
、免疫組織化学的染色法において該抗体が直接検出されるよう、当業者で既知の試薬（例
えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、化学的発光化合物等）
によって直接標識することが可能である。それとは別に、抗ビタミン受容体抗体に結合す
る標識二次抗体を、この免疫組織化学的染色法に使用することも可能である。
【００３６】
　本発明の一実施態様によれば、抗体は、高い親和性をもって、癌細胞または他のタイプ
の細胞上の受容体に結合する。高い親和性をもつ結合は、抗体に本来備わっているもので
あってもよく、あるいは、結合の親和性は、化学的に修飾された抗体を用いることによっ
て増強してもよい。
【００３７】
　本明細書に記載される免疫組織化学的方法およびキットにおいて使用される抗体集団の
いずれも、タンパクの精製に使用される標準法によって精製することが可能である。抗体
精製については種々の方法が当業者にはよく知られる。通常、ポリクローナル抗体は、抗
原を注入した動物の血清から採取され、モノクローナル抗体は、モノクローナル抗体を分
泌するハイブリドーマ細胞の培養液から、または、ハイブリドーマ細胞を注入した動物の
腹水から採取される。血清または培養液から精製するためには、抗体に対し、当業者に既
知の精製または画分技術を実施してよい。通例の精製または画分技術としては、ゲルろ過
、イオン交換クロマトグラフィー、DEAE-セファロースカラムクロマトグラフィー、アフ
ィニティクロマトグラフィー、溶媒－溶媒抽出、限外ろ過、FPLC、およびHPLCが挙げられ
る。精製抗体は、例えば、限外ろ過、接線フローろ過のような技術によって、濃縮するこ
とが可能である。血清、培養液、または腹水から抗体を精製するための上述の精製法は、
これらに限定されるものではなく、精製抗体を得るために必要であれば、当業者に既知の
任意の精製技術を抗体の精製のために使用してもよいことを理解しなければならない。
【００３８】
　本明細書に記載される免疫組織化学的染色アッセイにおいて使用される抗体は、一つの
実施態様では、有効量の抗体を含む、予後診断用の組成物を処方するために使用される。
使用が可能な組成物の例は、抗体の水溶液、例えば、リン酸バッファー生食液、または他
の従来技術で既知のバッファー液、5%グルコース、または、その他の既知の組成物、例え
ば、アルコール類、グリコール類、エステル類、およびアミド類を含む生食液に溶解した
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抗体の溶液、が挙げられる。他のタンパク（例えば、ウシ血清アルブミン、ゼラチン等）
、または化学薬剤（例えば、グリセロール、ポリエチレングリコール、EDTA、ソルビン酸
カリウム、安息香酸ナトリウム、プロテアーゼ阻害剤、還元剤、アルデヒド等）を添加す
ることによって、抗体を安定化することが可能である。キットの中の抗体組成物はまた、
抗体を含む、再構成可能な凍結乾燥体であってもよい。
【００３９】
　抗体の結合部位は、癌細胞の表面または内部において優勢に発現／提示される任意の受
容体であってよい。抗体の結合部位はまた、活性化マクロファージ、または他の刺激され
た免疫細胞の表面に存在していてもよい。これらの細胞によって選択的に発現される表面
顕在タンパクは、正常細胞の上には全く存在しないか、またはごく低濃度でしか存在せず
、これらの細胞に対する抗体の選択的な結合のための手段となる受容体である。従って、
これらの細胞において正常細胞に比べて発現の上昇する抗体、または正常細胞の表面では
発現／提示されない受容体、または、正常細胞の表面では確かな量としては発現されない
受容体は、それがどのようなものであれ、定量化のために使用することが可能である。一
つの実施態様では、抗体に結合する部位は、ビタミン受容体、例えば、葉酸受容体である
。
【００４０】
　本発明の例示の実施態様では、ビタミン受容体は、直接的に（例えば、免疫組織化学に
よって）、または間接的に（例えば、蛍光インサイチュハイブリダイゼーションアッセイ
によって）定量されるか、または、本明細書に記載される方法またはキットによって検出
される実体を構成する。本明細書に記載される方法およびキットによって定量または検出
が可能な、受容可能なビタミン受容体としては、ナイアシン、パントテン酸、葉酸、リボ
フラビン、チアミン、ビオチン、ビタミンＢ12、および、脂溶性ビタミンＡ、Ｄ、Ｅ、お
よびＫ、に対する受容体が挙げられる。
【００４１】
　例示の一実施態様では、葉酸受容体が定量されてもよい。葉酸およびその還元された同
類体は、ヌクレオチド塩基、アミノ酸、およびその他のメチル化化合物の生合成において
使用される、炭素転移反応に必要とされ、従って、葉酸および還元同類体は、増殖細胞に
よって、より大量に要求される。葉酸は、低親和性の還元葉酸担体（Km = 10-5M）、また
は高親和性の葉酸受容体（Kd = 10-10M）のいずれかによって、細胞内に輸送される。還
元葉酸担体は普遍的に発現され、多くの正常細胞において唯一の葉酸塩取り込み経路を構
成する。腎臓および胎盤を例外として、正常組織は、高親和性葉酸受容体については、低
レベルか、検出不能レベルでしか発現しない。一方、悪性組織を含む多くの腫瘍組織、例
えば、卵巣、乳房、子宮、腎臓、子宮内膜、気管支、結腸、肺、および脳の癌、およびメ
ラノーマ、リンパ腫、および骨髄腫は、有意に高レベルの高親和性葉酸受容体を発現する
。事実、全ての卵巣癌のうちの90%が、この受容体を過剰発現すると推定されている。さ
らに、最近、葉酸受容体の非上皮性のアイソフォームである葉酸受容体βが、活性化され
た滑膜のマクロファージには発現されるが、安静な滑膜マクロファージでは発現されない
ことが報告されている。このようにして、本出願人等は、ビタミン受容体の過剰発現が定
量可能な様々な癌について、その予後診断を獲得することが可能であることを見出した。
【００４２】
　本明細書に記載される免疫組織化学的アッセイは、本従来技術で既知の、任意の免疫組
織化学的染色アッセイプロトコール、例えば、米国特許第5,846,739、および5,989,838号
に記載されるプロトコールによって実施されてもよい。なお、この特許文書を引用するこ
とにより本明細書に含める。一般に、例示の一実施態様では、パラフィン包埋組織切片を
、脱パラし、再度水和し、ブロックすることが可能である。組織切片は、免疫組織化学的
アッセイの前に、従来技術で既知の任意の固定剤、例えば、フォルマリンによって固定し
、および／または、染色前に熱いオーブンで乾してもよい。抗原回収工程も実行すること
が可能である。次に、切片は、一次抗体とインキュベートされ、未結合抗体を除去するた
めに洗浄され、二次抗体、例えば、酵素結合抗体とインキュベートされてもよい。抗体複
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合体は、不溶性の色素原とインキュベートされて、着色された不溶の沈殿を生じてもよい
。次に、切片は、光学顕微鏡による検査のために、対比染色されてもよい。
【００４３】
　例示のもう一つの実施態様では、凍結組織切片を使用してもよく、凍結切片はエタノー
ルで固定してもよい。この組織切片は、例えば、メタノールに溶解したペルオキシダーゼ
でブロックされ、Powerblock(商標)試薬（Biogenics, San Ramon、カリフォルニア州）に
よってブロックされてもよい。次に、抗体染色を、DAKO LSAB(商標)-HRPシステム（DAKO,
 Carpinteria、カリフォルニア州）を用いて行ってもよい。
【００４４】
　本明細書に記載される方法では、免疫組織化学染色に関して従来技術で既知の任意の試
薬を用いてよい。例示の実施態様では、組織は、染色の前に、従来技術で既知の任意の固
定剤、例えば、エタノール、アセトン、またはフォルマリンによって固定されてもよい。
別の例示の実施態様では、免疫組織化学的染色アッセイを実行するための試薬としては、
脱パラのためのキシレン、段階的なアルコール洗浄液（例えば、100%、95%、および70%エ
タノール溶液）、および水和のための水、リン酸バッファー生食液、または他のバッファ
ー液、ペルオキシダーゼ、ブロッキングのためのCAS Block(商標)（DAKO, Carpinteria、
カリフォルニア州）、またはPowerblock(商標)（Biogenics, San Ramon、カリフォルニア
州）、抗原回収のためのBorg Decloaker Buffer(商標)（Biocare Medical Walnut Creeak
、カリフォルニア州）、対比染色のためのヘマトキシリン(Sigma, St. Louis, ミズリー
州)、ビタミン受容体に対するポリクローナル抗体、ビタミン受容体に対するモノクロー
ナル抗体、および、抗体染色のための基質としてジアミノベンジジンを用いる、ビオチン
-アビジン-西洋ワサビペルオキシダーゼ法による、EnVision(商標)HRP/DAB+検出キット（
DAKO Cytomation, Carpenteria, カリフォルニア州）、またはDAKO LSAB(商標)-HRP検出
キット（DAKO, Carpinteria、カリフォルニア州）、が挙げられる。本明細書に記載され
る方法では、免疫組織化学染色法に関して従来技術で既知の、他の任意の試薬、例えば、
従来技術で既知の、他の任意の抗体染色キットの使用が可能である。
【００４５】
　本法に使用されるキットは、下記にさらに詳細に述べる較正顕微鏡写真を含み、さらに
、免疫組織化学染色アッセイを実行するのに使用される前述の試薬のうちの任意の一つ以
上を含んでもよい。キットには、免疫組織化学染色アッセイを実行するのに使用される従
来技術で既知の、他の、任意の試薬が含まれてもよい。キットはさらに、キット試薬を使
用するための、および／または、癌の予後を決定するために較正顕微鏡写真を使用するた
めの説明書を含んでもよい。
【００４６】
　較正顕微鏡写真（すなわち、対照スライド）は、対照組織の切片から、および癌組織か
ら、試験サンプルを染色するのに使用されるものと同じ免疫組織化学染色アッセイプロト
コールを用いて調製される。任意の癌組織の使用が可能であり、例えば、弱く微細な顆粒
状の染色（1+染色）を持つスライド、荒い顆粒状の染色（2+染色）を持つスライド、およ
び、強力で、強い明瞭な荒い顆粒状の染色（3+染色）を持つスライドが含まれてもよい。
【００４７】
　1)癌細胞におけるビタミン受容体の発現レベルを定量して（すなわち、後述する蛍光イ
ンサイチュハイブリダイゼーションアッセイの目的のためには、「ビタミン受容体の発現
を定量する」とは、ビタミン受容体遺伝子増幅の定量による、間接的な定量を意味する）
、癌に関する予後診断を獲得し、その患者のために効果的治療処方を開発するため、また
は、2)癌細胞におけるビタミン受容体の存在を定量し、ビタミン受容体標的法を利用する
治療法によって治療すべき患者を選択するため、に使用が可能なもう一つの方法は、蛍光
インサイチュハイブリダイゼーション法(ＦＩＳＨ)である。ＦＩＳＨ技術は、ビタミン受
容体、例えば、ナイアシン、パントテン酸、葉酸、リボフラビン、チアミン、ビオチン、
ビタミンＢ１２、および、脂溶性ビタミンＡ、Ｄ、Ｅ、およびＫに対する受容体、を過剰
発現する癌細胞において、その受容体をコードする遺伝子の増幅を検出するために使用さ
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れる。ＦＩＳＨは、標本の中の僅か数個の細胞が癌性である場合に、局所的な増幅を検出
することができる点で有利である。
【００４８】
　ＦＩＳＨアッセイは、米国特許第6,358,682、および6,218,529号に詳述される。なお、
これらの特許文書を引用することにより本明細書に含める。通常、ＦＩＳＨアッセイは、
フォルマリン固定され、パラフィン包埋された癌組織、例えば、卵巣癌細胞、子宮癌細胞
、子宮内膜癌細胞、乳癌細胞、結腸直腸癌細胞、脳癌細胞、腎臓癌細胞、メラノーマ細胞
、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細胞、および肺癌細胞から成るグループから選ばれる癌組
織を利用する。フォルマリン固定され、パラフィン包埋された癌組織は、化学的におよび
／または酵素的に、タンパク質を消化するために処理されてもよく、ＤＮＡを２本鎖ＤＮ
Ａから１本鎖ＤＮＡに変換するために、例えば、加熱および／または高い塩濃度によって
処理されてもよく、。次にＤＮＡは、固定剤、例えば、フォルムアミドによって１本鎖と
して固定されてもよい。
【００４９】
　次に、この１本鎖になり固定されたＤＮＡを、蛍光標識ＤＮＡプローブを含むハイブリ
ダイゼーション液に接触させてもよい。プローブは、ビタミン受容体をコードする核酸に
対して相補的であるか、あるいは、プローブは、ビタミン受容体をコードする核酸に対し
て相補的な核酸に対して相補的であってもよい。次に、切片は、ハイブリダイゼーション
に好適であることが従来技術で知られる任意の条件下でインキュベートされ、ハイブリダ
イゼーション洗浄液において洗浄されてもよい。ハイブリダイゼーションのための、ハイ
ブリダイゼーション液および洗浄液は、Sambrook and Russell編集、「分子クローニング
(Molecular Cloning)」、第3版、2001に記載されている。なお、この文献を引用すること
により本明細書に含める。
【００５０】
　このプローブは、ＤＮＡプローブにビオチンを結合させる、蛍光標識リガンド（例えば
、フルオレセイン標識アビジン）を用いて蛍光標識することが可能である。あるいは、プ
ローブは、例えば、フルオレセイン、またはローダミンによって直接的に蛍光標識するこ
とが可能である。核ＤＮＡを、例えば、介在性蛍光染料（例えば、Antifadeに溶解した4
’,6-ジアミド-2-フェニリドール(DAPI)）によって対比染色してもよい。蛍光の検出には
落射蛍光顕微鏡を用いてもよい。例えば、フルオレセインによって標識されたプローブか
らは緑色光が放出され、DAPIによって標識される核ＤＮＡからは青色光が放出される。こ
の例では、組織切片の核について、青い背景に対して緑色の信号の数がスコアとして数え
られる。このプロトコールは、米国特許第6,358,682号にさらに詳細に記述される。なお
、この文献を引用することにより本明細書に含める。
【００５１】
　ＦＩＳＨを実行するためのキットは、蛍光標識核酸プローブ、インサイチュハイブリダ
イゼーションのための試薬、較正顕微鏡写真（すなわち、対照スライド）、および、較正
顕微鏡写真またはキットの使用説明書、または、これらの任意の組み合わせを含んでもよ
い。分析される標的の集団は、例えば、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、乳癌
細胞、結腸直腸癌細胞、脳癌細胞、腎臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リ
ンパ腫細胞、および肺癌細胞、または、ビタミン受容体を過剰発現する、他の任意の癌細
胞、であってもよい。
【００５２】
　キット中の蛍光標識プローブは、従来技術においてＦＩＳＨに有用であることが知られ
る任意の蛍光化合物、例えば、フルオレセイン、ローダミン等によって、直接的に標識さ
れてもよい。それとは別に、キット中のプローブは、間接的に標識されてもよい。例えば
、ビオチンがプローブに接合され、その蛍光プローブが、アビジン-蛍光標識結合体との
インキュベーションによって、間接的に蛍光標識されてもよい。インサイチュハイブリダ
イゼーションのための、キット試薬の一つは、背景の核ＤＮＡを染色するための対比染色
用試薬（例えば、DAPI）であってもよい。
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【００５３】
　較正顕微鏡写真（すなわち、対照スライド）は、腫瘍から得られた組織切片、または細
胞系統から調製されてもよい。細胞系統は、スライドの上に均等に広げられてもよい。細
胞系統は、細胞の均一性の点で有利である可能性がある。ビタミン受容体遺伝子の正常な
コピー数を有するスライド、ビタミン受容体遺伝子の高いコピー数を有するスライド、お
よび、ビタミン受容体遺伝子の低いコピー数を有するスライド、を用いてもよい。
【００５４】
　例示の一実施態様では、癌の同じ組織に由来する細胞系統が使用される。例示のもう一
つの実施態様では、細胞系統は腫瘍細胞系統ではない。対照スライドは、例えば、不動化
材料、例えば、アガロース、ゼラチン、ペクチン、アルギネート、カラゲナン、モノマー
、ポリマー等の中で、細胞を不動化することによって調製されてもよい。不動化材料は、
冷却、イオンの添加、重合剤の添加、架橋剤の添加等によって形成することができる。例
示のもう一つの実施態様では、細胞は、血漿内で凝固され、フォルマリンで固定され、パ
ラフィンに包埋されてもよい。次に、パラフィンは薄切され、パラフィンブロックの切片
はスライドの上に設置されてもよい。従来技術で既知の他の固定剤も使用が可能である。
このような技術は、「診断分子病理学(Diagnostic Molecular Pathology)」、1巻、IRL P
ress、ニューヨーク州、に記載される。なお、この文献を引用することにより本明細書に
含める。
【００５５】
　市販されている、Oncor INFORM HER-2/neu遺伝子検出システム（Ventana Medical Syst
ems, Gaithersburg, メリーランド州）およびAbbott Path Vysion(商標)キットと類似の
キットを、ビタミン受容体遺伝子の増幅のために使用することが可能である。Oncor INFO
RMキットおよびAbbott Path Vysion(商標)キットの取り扱い説明書を、引用することによ
り明示的に本明細書に含める。
【００５６】
　本発明のもう一つの例示の実施態様において、癌の予後を決定するためのビタミン受容
体アッセイが提供される。この方法は、放射性標識された、ビタミン受容体結合性リガン
ドまたはその類縁体に、癌細胞を接触させる工程、癌細胞におけるビタミン受容体の数を
定量する工程、および、癌の予後を決定する工程、を含む。
【００５７】
　例示の一実施態様では、ビタミン受容体は葉酸受容体であってもよい。もう一つの例示
の実施態様では、癌細胞は乳癌細胞であってもよい。この実施態様では、乳癌は、リンパ
節陰性疾患を含んでもよいが、ただし本発明は、リンパ節陰性疾患に限定されない。さら
にもう一つの実施態様では、癌細胞は、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、結腸
直腸癌細胞、脳癌細胞、腎臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細胞
、および肺癌細胞から成るグループから選ばれてもよく、あるいは、ビタミン受容体を過
剰発現する、他の任意の癌細胞であってもよい。もう一つの例示の実施態様では、放射性
標識リガンドは、放射性標識された葉酸塩、またはその類縁体であってもよい。
【００５８】
　葉酸塩の類縁体としては、フォリン酸、プテロポリグルタミン酸、および、葉酸受容体
結合性のプテリジン、例えば、テトラヒドロプテリン、ジヒドロ葉酸塩類、テトラヒドロ
葉酸塩類、ならびに、それらのデアザおよびジデアザ類縁体、が挙げられる。「デアザ」
および「ジデアザ」類縁体という用語は、天然の葉酸構造において、１つ以上の窒素原子
を置換した炭素原子を有する、従来技術で認知済みの類縁体を指す。例えば、デアザ類縁
体としては、1-デアザ、3-デアザ、5-デアザ、8-デアザ、および10-デアザ類縁体が挙げ
られる。ジデアザ類縁体としては、例えば、1,5ジデアザ、5,10-ジデアザ、8,10-ジデア
ザ、8,10-ジデアザ、および5,8-ジデアザ類縁体が挙げられる。上記葉酸類縁体は、通常
、「葉酸塩類」と呼ばれるが、このことは、それら類縁体が、葉酸受容体に結合可能であ
ることを反映している。他の葉酸受容体結合性類縁体としては、アミノプテリン、アメト
プテリン（メトトレキセート）、N10-メチルフォレート、2-デアミノ-ヒドロキシフォレ
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ート1-デアザメトプテリンまたは3-デアザメトプテリンのようなデアザ類縁体、および、
3’5’-ジクロロ-4-アミノ-4-デオキシ-N10-メチルプテロイルグルタミン酸（ジクロロメ
トトレキセート）、が挙げられる。
【００５９】
　従来技術で既知の、任意のビタミン受容体結合アッセイ（すなわち、放射性受容体アッ
セイ）、例えば、Parker et al., Anal. Biochem. (2005)に記載される、可溶性ビタミン
受容体を定量するためのアッセイ（実施例１１を参照）を用いてもよい。ビタミン受容体
結合アッセイを実行するのに有用であると従来技術で既知の、任意の試薬、例えば、放射
性標識されたビタミン受容体結合性リガンド、またはその類縁体を用いてもよい。
【００６０】
　これらの試薬、例えば、放射性標識されたビタミン受容体結合性リガンド、またはその
類縁体のうちの任意のものを、癌の予後を決定するために使用されるキットに組み込んで
もよい。キットはさらに、癌細胞におけるビタミン受容体の数の範囲に関し、癌について
良好結果対不良結果と相関する範囲を特定する較正表を含んでもよい。キットはさらに、
キット試薬の使用のための、および／または、癌の予後を決定するために較正表を使用す
るための説明書を含んでもよい。
【００６１】
　ビタミン受容体標的法を利用する治療法によって治療すべき患者を選択するための、癌
細胞におけるビタミン受容体の存在を定量する（すなわち、ビタミン受容体を検出する）
方法およびキットも提供される。例示の実施態様では、ビタミン受容体は、葉酸受容体で
あってもよく、癌細胞は、卵巣癌細胞、子宮癌細胞、子宮内膜癌細胞、結腸直腸癌細胞、
脳癌細胞、腎臓癌細胞、メラノーマ細胞、多発性骨髄腫細胞、リンパ腫細胞、および肺癌
細胞から成るグループから選ばれてもよく、あるいは、ビタミン受容体を過剰発現する、
他の任意の癌細胞であってもよい。この方法において使用される癌組織は、患者から外科
的に取り出されたものであってもよい。癌細胞が乳癌細胞である実施態様では、乳癌は、
リンパ節陰性疾患を含んでもよいが、ただし本発明は、リンパ節陰性疾患に限定されない
。ビタミン受容体は、免疫組織化学染色アッセイ、ＦＩＳＨアッセイ、および、放射性標
識リガンドを用いるビタミン受容体結合アッセイを含む、本明細書に記載される方法のう
ちから選ばれる任意の方法によって検出されてもよい。
【００６２】
　ビタミン受容体標的法を利用する治療法としては、例えば、米国特許出願公報US-2001-
0031252-A1、US-2003-0086900-A1、US-2003-0198643-A1、および、US-2005-0002942-A1、
またはPCT国際特許公報WO 03/097647に記載されるものと同様の治療法、またはそれらの
組み合わせであってもよい。なお、これらの各出願を引用することにより本明細書に含め
る。
【実施例】
【００６３】
〔実施例１〕
組織サンプル
　多様な臨床結果を有する女性から選択された侵襲的乳癌に関する組織マイクロアレイが
構築された。具体的に言うと、集められた67のサンプルのうち34は、診断から少なくとも
7年間は再発の無かった女性から得られたものである。他の33個の標本は、診断後3.5年未
満に再発した女性から得られた。リンパ節陰性疾患に関するマーカーを見出すために、本
セットにはリンパ節陰性のサンプルが多くなるようにした。全ての癌は1984～1985年に診
断されており、これによって、良好結果グループについての十分な追跡調査が確保された
。
【００６４】
　患者および腫瘍の特徴を表１に示す。サンプルのセットを、早期再発・対・再発無し（
または後期再発）の女性がほぼ等しい数となるように構築した。前述したように、リンパ
節陰性疾患における鑑別マーカーを見つけ出すために、リンパ節陰性のサンプルを主力と
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した。リンパ節陰性疾患を有する女性は52名であった。リンパ節陽性疾患を有する女性は
15名であった。T1腫瘍は34例、T2腫瘍は33例であった（T1は2 cm以下；T2は2.1から5 cm
）。70%の癌はエストロゲン受容体陽性であり、24%の癌がエストロゲン受容体陰性であっ
た。6%の癌は、エストロゲン受容体の陽性または陰性に関して不明であった。補助的化学
療法を受けた女性は僅かに10名で、3名が、タモキシフェン治療を受けた。81%の癌が高い
等級のものであった。
【００６５】
　33名の女性が、診断から3.5年以内に再発した、不良結果グループであった。再発まで
の期間の中央値は1.9年であった。34名は、診断後少なくとも7年間は再発が無かった。こ
の良好結果グループのうち、32名では、中央値が13.7年の追跡期間には、再発が見られな
かった。他の2名は両方とも、診断から14年後に再発した。生存患者・対・死亡患者の百
分比は、不良結果グループでは、15%対85%であった。良好結果グループでは、76%が生存
し、24%が死亡した。
【００６６】
　　　表１　　患者および腫瘍の特徴
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【００６７】
〔実施例２〕
抗血清の調製
　葉酸受容体に対するポリクローナル抗血清(PU-17)は、Endocyte, Inc.から入手した。
手短に言うと、ウシミルク葉酸結合タンパクを、Sigma Chemical Co.から購入し、葉酸固
定化カラムでアフィニティー精製して、フロインドのアジュバントで乳化し、次にこれを
、確立された手順に従いニュージーランド白ウサギに接種した。フロインドの不完全アジ
ュバントとの同時投与による第2回ブーストの2週間後、血液を採取し、抗血清を収集した
。
【００６８】
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〔実施例３〕
＜抗体精製＞
試薬調製
　1.　収集バッファー：1Mリン酸塩、pH8
　約450 mLの脱イオン水に、67.2 gのNa2HPO4 および0.367 gのNaH2PO4.H2Oを加えた。こ
の混合物を溶解するまで攪拌し、1N HClまたはNaOHでpH8.0に調整した。脱イオン水で最
終容量を500 mLとし、Nalgene 500 mL 0.22μｍフィルターユニットでろ過した。
【００６９】
　2.　洗浄バッファー：10 mMリン酸塩、pH8
　5 mLの1Mリン酸バッファー, pH8を約450 mLの脱イオン水で希釈した。HClでこのpHを6.
8に調整し、脱イオン水で最終容量を500 mLとした。溶液をNalgene 500 mL 0.22μｍフィ
ルターユニットでろ過した。
【００７０】
　3.　溶出バッファー：0.1M グリシン、pH2.5
　約450 mLの脱イオン水に、3.75 gのグリシンを加えた。溶解するまでこの溶液を攪拌し
、HClでpHを2.5に調整した。脱イオン水で最終容量を500 mLとし、Nalgene 500 mL 0.22
μｍフィルターユニットでろ過した。
【００７１】
　4.　リン酸バッファー生食液(PBS)、pH7.4
　100 mLのGibco 10X PBSを、約850 mLの脱イオン水に加え、攪拌した。HClでpHを7.4に
調整し、脱イオン水で最終容量を1 Lに増した。溶液をNalgene 1L 0.22μｍフィルターユ
ニットでろ過した。
【００７２】
　5.　100X BSA/アジド液：
　100 mg/mL のBSA、および10%のアジ化ナトリウム(w/v)を、PBS, pH7.4に溶解した。1 g
 のBSA および1 gのアジ化ナトリウムを、10 mLの1X PBS, pH7.4に加えた。全てのBSAが
溶解するまでこの溶液をよく混ぜ合わせた。溶液を、0.22μｍの注射筒駆動フィルターユ
ニットでろ過した。
【００７３】
FPLC精製
　FBP結合HiTrap（登録商標）アフィニティーカラムを室温に温め、カラムを、20 mLの洗
浄バッファーpH6.8を流速5 mL/分で流して洗浄し、平衡化した。精製過程の洗浄および溶
出工程にはFPLCシステムを用いた。15 mLのPU-17のサンプルを、洗浄バッファー, pH6.8
と1:1比で混合した。希釈した抗血清を、25 mm MCE注射筒駆動フィルターユニット, 0.45
 μmと10 mLツベルクリン注射筒を用いてろ過した。抗血清を、5 mLのツベルクリン注射
筒によって注入した。
【００７４】
　抗血清を、室温で約10分放置してカラムに結合させた。このインキュベーション期間後
、さらに5 mLの抗血清をカラムに加えた。抗血清添加後、10 mLの洗浄バッファー、pH6.8
を、10 mLのツベルクリン注射筒を用いてカラムに加えた。
【００７５】
　カラムへの抗血清の5 mL注入を2回行った後、カラムをFPLCシステムに吊るした。カラ
ムを、約10 mLの洗浄バッファー（バッファーA）によって流速5 mL/分で洗浄した。洗浄
液に物質が検出されなくなってから溶出を開始した。5 mL/分の流速を用い、100%溶出バ
ッファー（バッファーB）になるまで濃度勾配を加えた。この時点で、1 mLずつの分画を
収集した。A280を監視し、溶出抗体を含む分画をプールし、保存した（通常、5～10分画
）。
【００７６】
　分画をプールした後、溶出された抗体を、約400 μLの収集バッファーpH8を添加するこ
とによって中和した。サンプルに収集バッファーをゆっくり加え、pHを、pHydrion 6-8 p
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Hペーパーによって監視した。pHがpH6.4-7.0に達した時、抗体サンプルは十分に中和され
た。
【００７７】
　全ての抗体がカラムから溶出された後、勾配を切り替えてバッファーA（0%バッファーB
）に戻した。カラムを再び、約20 mLの洗浄バッファー（バッファーA）によって平衡化し
た。カラムを平衡化させた後、カラムをFPLCシステムから切り離し、5 mLの抗血清液の注
入をさらに2回行ってカラムに結合させてから、溶出させた。前述の工程を繰り返し、最
終的に、全ての抗血清をカラムに通した。
【００７８】
第１抗体濃縮工程
　全ての血清が精製され、溶出抗体が中和され、プールされた後、この精製抗体を、Mill
ipore Ultrafree（登録商標）-4 Biomax 10K NMWL遠心濃縮器に投入した。この濃縮器を
、最終的に総容量が約2 mLに達するまで、3200 x g、4℃で遠心した。
【００７９】
バッファー交換および第２抗体濃縮工程
　PBS, pH7.4で平衡化した、平衡PD-10カラム（BioRad Econo-Pac（登録商標） 10 DGデ
ィスポーザブルクロマトグラフィーカラム）を用いて、バッファーを交換した。約2 mLの
サンプルをカラム貯留槽に入れた。全てのサンプルをカラムの基質に進入させた。この時
点で、カラムから1 mLずつの分画を収集した。カラム貯留槽の頂上にPBSを注ぎ、抗体を
溶出した。各分画について、石英UVキュベットと分光光度計（分光光度計をゼロにするに
はPBSを用いた）を用いて280nmでの吸収によりタンパク含量を確認した。タンパクを有す
る全ての分画をプールした。
【００８０】
　プールされた抗体液は、Millipore Ultrafree(登録商標)-4 Biomax 10K NMWL遠心濃縮
器に投入し、最終容量が約1-2 mLの精製抗体が得られるまで前述のように濃縮した。
【００８１】
〔実施例４〕
組織マイクロアレイの構築
　216コア収容レシピエントブロックの中に0.6 mmの組織コアを配列させるように、特注
装置を用いて組織マイクロアレイを構築した。各患者の腫瘍ブロックから得られた複数の
コアを、基準マーカーとして、かつ、免疫組織化学反応の対照として作用する肝臓のコア
と共に、レシピエントブロックに組み込んだ。帯電スライドの上に登載した、この組織マ
イクロアレイ切片上で、免疫組織化学検査を実施した。
【００８２】
〔実施例５〕
免疫組織化学
　下記のアッセイによって免疫組織化学(IHC)を行った。IHCは、Fisher社のSuperFrost帯
電スライドの上で、5ミクロンに薄切した、フォルマリンで固定し、パラフィンに包埋し
た切片について行った。各スライドを、染色に先だって、65℃オーブンで30～40分間加温
した。フォルマリン固定・パラフィン包埋サンプルを、3回のキシレン交換で脱パラし、
一連のエタノール洗浄(100%、95%、次に70%エタノール)と流れる蒸留水にて再水和した。
脱脂後、スライドを、Biocare Decloakerユニット（Biocare Medical, Walnut Creek、カ
リフォルニア州）中でBORG Decloakerバッファーに入れた。冷却後、切片を、流れる蒸留
水中で十分に濯いだ。DAKO自動染色器によって（室温で）以下の手順で可視化を完了した
。切片を、エタノールに溶解した3%H2O2とインキュベートし、内因性のペルオキシダーゼ
を不活性化した。次に、切片を、1:200 PU-17ウサギ一次抗体（Endocyte, Inc.,から入手
）と30分インキュベートした。切片を、TBST洗浄バッファーで濯いだ。標識されたポリマ
ーウサギEnVision+, HRP/DAB+検出(DAKO Cytomation, Carpinteria、カリフォルニア州)
を添加し、15分インキュベートした。スライドをTBST洗浄バッファーで濯いだ。次に、切
片をジアミノベンジジン（DAB+）液(DAKO Cytomation, Carpinteria、カリフォルニア州)
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中で5分インキュベートし、シュミットのヘマトキシリン改変版で5分間対比染色し、流れ
る水道水に3分置いて青色とし、封入し、カバーグラスで覆った。
【００８３】
〔実施例６〕
ディジタル画像記録
　スライドはヘマトキシリンで対比染色した。ディジタル画像記録は、コンピュータイン
ターフェイスによる電子制御標本台、および高解像度3CCDビデオカメラを備えるZeiss Ax
ioplan顕微鏡から成る、Blissの「バーチャル顕微鏡」およびコンピュータシステム(Bacu
s Laboratories, Lombard,イリノイ州)を用いて行い、関連組織コア情報を含むMicrosoft
 Access（登録商標）データベースと連結した、コア画像を持つバーチャルスライドを得
た。画像およびデータファイルを、サーバーの共有スペースに保存することによって、免
疫組織化学的計測結果のスコアを得るために、遠隔的にディジタル画像を参照することが
可能になった。
【００８４】
〔実施例７〕
　等級および染色強度の定義、および統計学
　用いた等級評価システムは、構造的なパターン、核異常の程度、および細胞分裂の頻度
(Broders, A.C., JAMA 74:656-664(1920)および(Broders, A.C., Surg. Clin. North Ame
rica 21:947-62(1941))を評価する。等級１の腫瘍は、主に腺または乳頭状の増殖パター
ンと、僅かに核多形を有する。等級４の腫瘍は、主に固相の増殖パターンと、著明な核多
形を有する。等級２の腫瘍は、主に腺または乳頭状のパターンと、中等度の核多形を有す
る。等級３の腫瘍は、腺状および固相の混在した増殖と、中等度の核多形を有する。
【００８５】
　葉酸受容体発現の染色は、０から３までのスコアで評価した。識別可能な染色が見られ
ないものはスコア０とした。スコア１は、弱い、微細な顆粒状の染色を表した。スコア２
は、より荒い顆粒状の染色を反映し、スコア３は、強く明瞭な、荒い顆粒状の染色であっ
た。陽性の染色は、存在する場合、通常、腫瘍全体に広がっていた。スコアが1+、2+、お
よび3+の染色の代表的なサンプルを、図１～３に示す。
【００８６】
　大多数の患者サンプルから複数のコアが得られた（4%が6個のコアを持ち、74%が3個の
コアを持ち、16%が2個のコアを持ち、6%が1個のコアを持っていた）。全てのコアを染め
、読み取りをした。次に、強度値を平均し、集計スコアを得た。全てのスコアが負である
サンプルは無かった。染色強度についての３種類の集計スコアを、下記のように定義した
。すなわち、１ = 0.3 ～ 1.3; ２ = 1.5 ～ 2.3; ３ = 2.5 ～ 3とした。
【００８７】
　患者および腫瘍の特徴については、中央値および度数を含む、記述的統計学を用いた。
再発無し生存率は、Coxの比例危険度単一変量および多変量モデルを用いて評価した。
【００８８】
〔実施例８〕
受容体染色強度
　葉酸受容体の平均染色強度は、11サンプル(17%)において1+、17サンプル（25%）におい
て2+、および39サンプル（58%）において3+であった。全てのコアが負であったサンプル
は無かった。染色強度が1+である11名の女性のいずれも再発を経験しなかった。2+の染色
サンプルを持つ17名の女性のうち、5名（29.4%）が再発した。染色強度が3+であるグルー
プでは、39名のうち28名（71.8%）が再発し、その中央値は2.5年であった。染色強度1+お
よび2+のグループにおける再発までの期間の中央値は、図４に示すように、4年を超えて
いる。図１～３は、1+、2+、および3+の染色強度の例を示す。正常組織対照においては、
葉酸受容体の染色は陰性であった。
【００８９】
　腫瘍のサイズ、リンパ節の状態、等級、およびエストロゲン受容体の状態で区分した、
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葉酸受容体染色強度のパターンを、表２に示す。葉酸受容体の過剰発現と、腫瘍のサイズ
、リンパ節の状態、またはエストロゲンの状態との間には相関は無かった。高い等級と、
強力な葉酸受容体の発現との間には相関があった（p=0.036）。
【００９０】
　各種の病理的特徴と再発率とを、二分変数（すなわち、良好結果・対・不良結果）とし
て比較すると、強力な3+の葉酸受容体陽性は、早期の再発と相関した（危険度比6.0；(95
% CI 2.3－15.7)、p<0.001、表３を参照）。このサンプルのセットでは、良好結果グルー
プと不良結果グループに、ほぼ等しい数のリンパ節陽性およびリンパ節陰性サンプルが存
在した。同様に、T1腫瘍・対・T2腫瘍の割合、およびエストロゲン受容体陽性サンプル・
対・エストロゲン受容体陰性サンプルの割合も、二つの結果グループの間で、比較的均一
に分布していた。
【００９１】
　結論として、腫瘍サイズ、リンパ節の状態、エストロゲン受容体の状態、補助的治療、
腫瘍の等級、および組織検査に関して調整した後も、依然として葉酸受容体の3+染色強度
は、不良結果と有意に相関した（p<0.001）。この乳癌患者コホートにおいて、葉酸受容
体の強力な陽性は、もっとも有意義な予後診断の因子であった。従って、葉酸受容体の過
剰発現と、乳癌の早期再発の間には強い相関がある。本明細書に記載されるアッセイは、
癌患者の予後を決定し、かつ、その予後に基づいて治療処方を決定するのに用いてもよい
。
【００９２】
　　　表２

＊全てのｐ値はFisherの正確確率検定を経て得られた。
【００９３】
　　　表３　　病理的特徴と結果
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＊ 別様に指示しない限り全てのp-値はカイ二乗である。
＊＊ Fisherの正確確率検定による。
【００９４】
〔実施例９〕
＜免疫組織化学＞
　この免疫組織化学染色アッセイは、従来技術で既知の、任意の免疫組織化学的染色法に
よって実行することが可能である。例示のもう一つの方法を後述する。
【００９５】
　スライドを、三つの連続するキシレン浴に、各浴3分入れる。過剰な液を切り、スライ
ドを、三つの連続する100%エタノール浴に、各浴15回漬け込みする。過剰な液を切り、ス
ライドを、三つの連続する95%エタノール浴に、各浴15回漬け込みする。過剰な液を切り
、スライドを、脱イオン水に入れ、各30秒間、3回交換する。
【００９６】
熱誘発エピトープ回収(HIER)による前処理
　スライドを、250 mLのBORG Decloaker試薬で満たした、染色皿に入れた。染色皿を、約
17-25 psiの圧力下で、約120℃の温度に維持されたDecloakingチェンバー（BioCare Medi
cal, Walnut Creek, カリフォルニア州）に3分間入れた。スライドを10分冷却した。
【００９７】
ペルオキシダーゼブロッキング
　スライドを、DI水中で手短に濯いだ。過剰な水を吸取紙で取った。再びスライドを1分D
I水で濯ぎ、過剰な水を吸取紙上で切った。標本を覆うのに十分な量の、DAKO EnvisonPlu
sキット中の、調製済みペルオキシダーゼブロック剤を添加した。スライドを室温で5±1
分インキュベートした。溶液をスライドから流下させた。スライドを、PBS浴にて、3回、
各回3分±30秒洗浄した。
【００９８】
CASブロッキング
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　過剰なバッファーを吸取紙の上で切った。十分な量の調製済みCASブロックを加えて標
本を覆った。スライドを室温で10±1分インキュベートした。溶液をスライドから流下さ
せ、過剰な液を吸取紙の上で切った。
【００９９】
　標本を覆うのに十分な量の、希釈した(5 μg/mL)一次抗体(PU-17)、または陰性対照試
薬（ウサギIgG）を加えた。標本を、高湿度のチェンバー内で室温で30±1分インキュベー
トした。スライドを、重複型対照から試験品に向かって流れるPBSでそっと濯いだ。スラ
イドを、PBS浴にて、3回、各回3分±30秒洗浄した。
【０１００】
ペルオキシダーゼ標識ポリマー
　過剰なバッファーを吸取紙の上で切った。十分な量の、DAKO EnvisonPlusキットの中の
調製済みHRP-標識ポリマー二次抗体を加えて、標本を覆った。溶液をスライドから流下さ
せた。スライドを、PBS浴にて、3回、各回3分±30秒洗浄した。
【０１０１】
基質-クロモゲン
　過剰なバッファーを吸取紙の上で切った。十分な量の、調製済み液体DAB基質-クロモゲ
ン液（包装内に挿入された説明書に従って調製）を加えて標本を覆った。標本を室温で5
±1分インキュベートした。溶液をスライドから流下させた。スライドを、脱イオン水に
て、3回、各回30秒濯いだ。
【０１０２】
対比染色および脱水
　過剰な水を切った。スライドを、ハリスのヘマトキシリン浴に1分間入れた。スライド
を、流れる脱イオン水に15秒、または、濯ぎ水が透明になるまで入れた。スライドを、0.
5%の酸性アルコールに1回短時間漬け、流れるDI水にて30秒濯いだ。次に、スライドを、0
.2%アンモニアに40秒漬け、流れるDI水にて15秒濯いだ。スライドを、三つの連続する95%
エタノール浴に、各浴15回漬け込みした。スライドを、三つの連続する100%エタノール浴
に、各浴15回漬け込みした。スライドを、三つの連続するキシレン（またた、等価な透徹
剤）浴に、各浴1分漬けた。スライドを、封入剤によって封入した。
【０１０３】
＜スライドの解釈＞
陽性対照
　全ての試薬が適正に機能していることを確かめるために、先ず陽性対照組織を調べてみ
るべきである。標的抗原部位に褐色の最終産物が存在することが、陽性反応を示す。陽性
対照組織が陽性染色を示すことができなかった場合、試験標本に関する結果は不当なもの
と見なさなければならない。
【０１０４】
陰性対照
　陽性対照組織の後で、一次抗体によって標的抗原が特異的に標識されることを確かめる
ために、陰性対照を調べてみるべきである。陰性対照組織において特異的染色が見られな
いことによって、細胞／細胞成分に対する、抗体の交差反応性がないことが確認される。
もしも陰性対照組織において特異的染色が見られるならば、試験標本に関する結果は不当
なものと見なさなければならない。
【０１０５】
　非特異的染色は、もし存在する場合は、散在する外観を呈する。過度にフォルマリン固
定された組織から得られた切片では、結合組織の、散発的な明色染色が観察されることが
ある。壊死または変性した細胞は、非特異的に染まることがよくある。
【０１０６】
試験組織
　一次抗体によって染められた試験標本は最後に調べるべきである。陽性染色強度は、陰
性対照試薬の非特異的な背景染色を考慮に入れて評価しなければならない。特異的な陽性
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染色反応が無い場合は、検出抗原無しと解釈してもよい。
【０１０７】
　十分な量の組織が提示されているかどうか、指定の組織が適切に表されているかどうか
を決めるために、スライドにおいて組織の形態的検査を実行しなければならない。上記基
準に合致しないサンプルは、分析から排除される。
【０１０８】
染色強度
　試験品の染色強度は、陰性対照抗体によって染められた隣接切片を含む対照スライドの
強度に対する相対値として判断される。陰性試薬対照によって標識される切片の染色強度
は「背景」と見なした。
　「0」は、同基準標本の背景染色に対し、染色を示さない。
　「1+」は、弱い、または軽度の褐色染色として見える弱い反応性を示す。1+染色は、通
常、低倍率の顕微鏡検査では見えない。
　「2+」は、中間濃度（強度）の褐色染色の色調を呈する中等度の反応性を示す。2+染色
は、低倍率の顕微鏡検査でも見えるが、著明ではない。
　「3+」は、暗褐色から黒色の染色を呈する、強力な反応性を示す。3+染色は、低倍率の
顕微鏡検査でも明白な陽性染色として簡単に認めることが可能である。高倍率では、細胞
内部分（膜、細胞原形質、および核）に強調点が認められる。
【０１０９】
　　　染色強度の解釈

【０１１０】
〔実施例１０〕
ＦＩＳＨアッセイ
　癌組織のフォルマリン固定、パラフィン包埋切片が調製され、タンパクを消化するため
化学的および酵素的に処理される。次に、この切片は、20X SSCおよびフォルムアミドの
存在下に75℃に加熱され、ＤＮＡを、2本鎖ＤＮＡから1本鎖ＤＮＡに変換する。次に切片
は、蛍光標識ＤＮＡプローブを含むハイブリダイゼーション液に接触させされる。このプ
ローブは、ビタミン受容体をコードする核酸に対して、あるいは、ビタミン受容体をコー
ドする核酸に対して相補的な核酸に対して、相補的である。次に切片は、ハイブリダイゼ
ーションに好適な条件下でインキュベートされる。切片は、20X SSCおよびフォルムアミ
ドの混合液において洗浄される。
【０１１１】
　ハイブリダイズしたプローブは、蛍光標識リガンド（例えば、蛍光標識アビジン）を用
いて検出される。このリガンドは、ＤＮＡプローブに連結したビオチンと結合する。核Ｄ
ＮＡを、介在性蛍光染料（例えば、Antifadeに溶解したDAPI）によって対比染色する。蛍
光の検出には落射蛍光顕微鏡が用いられ、緑色（フルオレセイン）および青色光(DAPI)が
放出される。この組織切片における核は、青い背景における緑色の信号の数がスコアとし
て数えられる。このプロトコールは、米国特許第6,358,682号にさらに詳細に記述される
。なお、この文献を、引用することにより本明細書に含める。
【０１１２】
〔実施例１１〕
ビタミン受容体結合アッセイ
　癌患者（例えば、卵巣癌患者または乳癌患者）から組織標本が得られる。サンプル調製
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手順は全て4℃で行われ、公表された手順によって行われる(Parker et al., Anal. Bioch
em. (2005))。なお、この文献を引用することにより本明細書に含める。
【０１１３】
葉酸受容体アッセイ
　本文献に記載される例示のプロトコールは、葉酸受容体定量のために、下記のように実
施された。組織サンプルは、PowerGen 125ホモジェナイザー(Fisher Scientific)を用い
、ホモジェナイゼーションバッファー(10 mM Tris, pH8.0, ロイペプチンおよびアプロチ
ニンそれぞれ0.02 mg/ml；組織50 mg当たり1 mlバッファー)中で均一化した。大きな塵は
、穏やかな遠心(3000 x g、15分)によって除去した。膜のペレットを、40,000 x g、60分
の遠心によって収集し、可溶化バッファー（50 mM Tris, pH7.4, 150 mM NaCl, 2 mM n-
オクチル-β-D-グルコピラノシド、5 mM EDTA、および0.02%のアジ化ナトリウム）に再縣
濁した。不溶性物質を、再度の4,0000 x g, 60分の遠心によって除去し、上清の総タンパ
ク濃度を、ビシンコニン酸（BCA）法(Pierce Chemical)によって定量した。次に、各サン
プルを、可溶化バッファーにて0.25 mg/mlに希釈し、100 μlを、二つのMicrocon-30マイ
クロ濃縮器(30,000-MWカットオフ、Millipore)のそれぞれに投入した。次に、サンプルを
、室温で14,000 x gで10分遠心して、液体成分は全て膜を通過させ、可溶化した受容体を
マイクロ濃縮器の膜表面に保持した。その後の遠心工程は全て同じパラメータを用いた。
【０１１４】
　各マイクロ濃縮器に酢酸バッファー（30 mMの酢酸55 μl, pH3.0, 150 mM NaCl）を加
え、次いで遠心工程を行った。次に、55 μlのリン酸バッファー生食液（PBS）を各マイ
クロ濃縮器に投下し、次いでもう一度遠心した。次に、50 μlの[3H]-葉酸結合試薬(500 
mM NaCl, 2.7 mM KCl および25 mM n-オクチル-β-D-グルコピラノシドを含む10 mM Na2P
O4, 1.8 mM KH2PO4, pH7.4に溶解した120 nM [3H]-葉酸(Amersham))、または、50 μLの
競合試薬（結合試薬プラス120 μM未標識葉酸）を、適宜、相当する濃縮器に加えた。室
温で20分のインキュベーション後、各濃縮器を、PBSに溶解した50 mM n-オクチル-β-D-
グルコピラノシド, 0.7 M NaCl, pH7.4の75 μLで3回洗浄／遠心した。最後の洗浄後、4%
 Triton-X100（登録商標）を含む100 μLのPBSでマイクロ濃縮器の膜表面を2回濯ぐこと
によって、可溶化した葉酸受容体を含む濃縮液を回収した。次に、このサンプルについて
、液体シンチレーションカウンター(Packard Bioscience Co.)においてカウントした。CP
M値を、既知標準のCPMに基づいて葉酸受容体のピコモルに換算し、最終結果を、サンプル
のタンパク含量に対して正規化した。
【０１１５】
アッセイの濃度依存性および直線性
　上に概略した葉酸受容体アッセイ過程を、二三の修正を加えてそのまま用いた。濃度依
存性アッセイについては、葉酸受容体の増大レベルを発現することが知られるヒトB細胞
リンパ腫組織を、分析のために選び、1つのマイクロ濃縮器当たり50 μgの膜由来全タン
パクを定量した。[3H]-葉酸結合試薬について5種類の濃度（5, 15, 30, 60, および120 n
M）を、1000倍過剰な未標識葉酸の存在下、および不在下に試験した。このアッセイにお
いて飽和が達成された。葉酸受容体結合部位の飽和を実証するために、組織サンプルとし
て45 μgの転移性卵巣腺癌を用い、10, 100, 120, 130, および140 nMの[3H]-葉酸結合試
薬の濃度を分析した（±1000倍過剰な未標識葉酸）。
【０１１６】
　このアッセイもまた、直線性を示すことが明らかにされた。直線性アッセイのために、
ヒトの卵巣乳頭漿膜嚢腺癌組織標本から得られた膜由来全タンパクの14, 24, 34, および
45 μgを、120 nMの[3H]-葉酸結合試薬液を用いて分析した。タンパク濃度は、BCAタンパ
クアッセイ（Pierce）によって定量した。
【０１１７】
〔実施例１２〕
癌細胞におけるビタミン受容体の発現
　Fisher社のSuperFrost帯電スライド上で、5ミクロンに薄切した、フォルマリンで固定
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しパラフィン包埋した、結腸、肺、卵巣、および子宮内膜腫瘍の切片の免疫組織化学検査
を行った（各タイプの腫瘍組織について30-50枚の組織切片を調べた）。スライドを、染
色に先だって65℃オーブンで30-40分加温した。フォルマリン固定・パラフィン包埋した
サンプルを、3回のキシレン交換で脱パラし、段階的なエタノール洗浄(100%、95%、次に7
0%エタノール)と流れる蒸留水で再水和した。脱脂後、スライドを、99℃水浴中の、あら
かじめ加熱したDAKO標的回収バッファーに入れた。20分冷却後、切片を、流れる蒸留水中
で十分に濯いだ。DAKO自動染色器によって（室温で）以下の手順で可視化を完了した。切
片を、エタノールに溶解した3%H2O2とインキュベートし、内因性のペルオキシダーゼを不
活性化した。次に、切片を、DAKO背景抑制希釈液中に1:100希釈したモノクローナル抗体3
43を含む一次抗体希釈液中で30分インキュベートした。モノクローナル抗体343は、コロ
ラド大学のWilbur Franklin博士の恵与によるものである(Franklin, et al., Int. J. Ca
ncer Suppl., vol. 8: 89-95(1994))。切片を、TBST洗浄バッファーで濯いだ。CSAIIビオ
チン不含有Tyramide信号増幅システム(DAKO Cytomation, Carpinteria, カリフォルニア
州)を添加し、15分インキュベートした。スライドをTBST洗浄バッファーで濯いだ。次に
、切片をジアミノベンジジン（DAB+）液(DAKO Cytomation, Carpinteria、カリフォルニ
ア州)中で5分インキュベートし、シュミットのヘマトキシリン改変版で5分対比染色し、
流れる水道水に3分置いて青色とし、封入し、カバーグラスで覆った。葉酸受容体アルフ
ァに対する343モノクローナル抗体によって免疫標識すると、侵襲的な結腸、肺、卵巣、
および子宮内膜の腫瘍の大部分は、中等度(2+)から強度(3+)の陽性であった。
【０１１８】
〔実施例１３〕
癌細胞におけるビタミン受容体の発現
　免疫組織化学検査を、フォルマリン固定・パラフィン包埋切片に対して行った。サンプ
ルを、3回のキシレン交換で脱パラし、エタノールの漸減シリーズ（99% x 2, 90% x 2）
で再水和し、流れる蒸留水で濯いだ。次に、スライドを、99℃の標準的な実験用水浴中で
、DAKO標的回収バッファー(DAKO Cytomation, カタログ番号S1699)に40分入れ、50 mM Tr
is HCl, 300 mM NaCl, 0.1% Tween-20, pH7.6 (TBST)に20分おいて室温に冷却し、さらに
、TBSTで2回5分濯いだ。
【０１１９】
　次に、切片を、ペルオキシダーゼブロック試薬と5分インキュベートし、次いで、タン
パクブロック試薬と5分インキュベートした。両試薬とも、CSAIIキット(DAKO Cytomation
, カタログ番号K1497)に含まれるものである。切片を、背景抑制希釈液(DAKO Cytomation
、カタログ番号S3022)で希釈したマウス343モノクローナル抗体(10 μg/ml)と30分インキ
ュベートした。陰性対照切片は、10 μg/mlの非免疫マウスIgG1(DAKO Cytomation, カタ
ログ番号X0931)と、または、背景抑制希釈液（「一次抗体無添加」対照）とインキュベー
トした。
【０１２０】
　一次抗体とのインキュベーション後、切片を、TBSTで濯ぎ（3 x 5分）、抗マウス免疫
グロブリン-HRPと15分インキュベートし、TBSTで濯ぎ(3 x 5分)、次に、暗黒中で、室温
で、増幅試薬（フルオレシル-チラミド/HRP）と15分インキュベートした。この増幅工程
の後、切片をTBSTで濯ぎ(3 x 5分)、室温で、抗フルオレセイン-HRPと15分インキュベー
トした。最後の一連のTBST洗浄(3 x 5分)の後、切片を、ジアミノベンジジンと3分インキ
ュベートした。抗体増幅および可視化工程の際に使用された試薬は全て、CSA IIキットの
一部として支給されたものであった。
【０１２１】
　発色後、切片をヘマトキシリンで対比染色し、漸増シリーズのエタノール（90-99-100%
）で脱水し、キシレンの2回の交換によって透徹し、DePeXの下でカバーグラスを載せた。
Olmpus DP12ディジタルカメラと組み合わせたOlympus BX51顕微鏡を用いて顕微鏡写真を
得た。図５～７に示すように（パネルＡ、Ｂ、およびＣ）、すい臓、子宮内膜、および子
宮頸部癌組織は、葉酸受容体アルファに対するモノクローナル抗体であるmAb 343によっ
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【図面の簡単な説明】
【０１２２】
【図１】図１は、乳癌細胞における葉酸受容体の、強度1+の免疫組織化学的染色の例を示
す。本例は、弱い、微細な顆粒状の染色を含む。
【図２】図２は、乳癌細胞における葉酸受容体の、強度2+の免疫組織化学的染色の例を示
す。本例は、荒い顆粒状の染色を含む。
【図３】図３は、乳癌細胞における葉酸受容体の、強度3+の免疫組織化学的染色の例を示
す。本例は、強く明瞭な、荒い顆粒状の染色を含む。
【図４】図４は、疾病再発に対する葉酸受容体染色の平均強度の例を示す。
【図５】図５は、葉酸受容体アルファに対するモノクローナル抗体（ｍAb 343；パネルＡ
およびＢ）による、すい臓腺癌の免疫組織化学染色の例を示す。パネルＡおよびＢは、柱
状細胞の頂上面の膜染色を示し（白抜き矢印）、パネルＢは、柱状細胞の原形質の顆粒状
染色を示す（黒塗り矢印）。パネルＣは、非免疫mIgG1とインキュベートした切片を示す
。
【図６】図６は、葉酸受容体アルファに対するモノクローナル抗体（ｍAb 343；パネルＡ
およびＢ）による、子宮内膜癌の免疫組織化学染色の例を示す。パネルＡおよびＢは、腺
上皮細胞の原形質、および頂上膜の強力な染色を示す（白抜き矢印）。腺の間の支質には
染色が見られない（パネルＢの黒塗り矢印）。パネルＣは、非免疫mIgG1とインキュベー
トした切片を示す。
【図７】図７は、葉酸受容体アルファに対するモノクローナル抗体（ｍAb 343；パネルＡ
およびＢ）による、子宮頸部の扁平上皮癌の免疫組織化学染色の例を示す。扁平上皮の原
形質において限局した強い染色が見られた（パネルＢの白抜き矢印）。パネルＣは、非免
疫mIgG1とインキュベートした切片を示す。

【図１】

【図２】

【図３】
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【図５Ｂ】

【図５Ｃ】
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【図６Ｂ】

【図６Ｃ】

【図７Ａ】
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【国際調査報告】



(30) JP 2008-537778 A 2008.9.25

10

20

30

40



(31) JP 2008-537778 A 2008.9.25

10

20

30

40



(32) JP 2008-537778 A 2008.9.25

10

20

30

40



(33) JP 2008-537778 A 2008.9.25

10

20

30

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,
BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,
CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LC,LK,L
R,LS,LT,LU,LV,LY,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,SY
,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(71)出願人  507325921
            マヨ　ファンデーション　フォー　メディカル　エデュケーション　アンド　リサーチ
            ＭＡＹＯ　ＦＯＵＮＤＡＴＩＯＮ　ＦＯＲ　ＭＥＤＩＣＡＬ　ＥＤＵＣＡＴＩＯＮ　ＡＮＤ　ＲＥ
            ＳＥＡＲＣＨ
            アメリカ合衆国・ミネソタ州　５５９０５・ロチェスター・ファースト　ストリート　サウスウエ
            スト　２００
            ２００　Ｆｉｒｓｔ　Ｓｔｒｅｅｔ　Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ，Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ，　Ｍｉｎｎｅｓ
            ｏｔａ　５５９０５
(74)代理人  110000176
            一色国際特許業務法人
(72)発明者  ロー，フィリップ，スチュワート
            アメリカ合衆国・インディアナ州　４７９０６・ウェスト　ラファイエット・ファーム　リッジ　
            ロード　５８５０
(72)発明者  ハートマン，リン，シー．
            アメリカ合衆国・ミネソタ州　５５９０２・ロチェスター・フォース　ストリート　サウスウエス
            ト　８２３
(72)発明者  リーモン，クリストファー，ポール
            アメリカ合衆国・インディアナ州　４７９０６・ウエスト　ラファイエット・ファーム　リッジ　
            ロード　５８３０
(72)発明者  エリス，フィル，ロナルド
            アメリカ合衆国・インディアナ州　４７９０６・ウエスト　ラファイエット・ハミルトン　アベニ
            ュー　３４２１
Ｆターム(参考) 2G045 AA26  CB02  DA36  FA16  FB03 



专利名称(译) <无法获取翻译>

公开(公告)号 JP2008537778A5 公开(公告)日 2009-05-14

申请号 JP2008504275 申请日 2006-03-30

[标]申请(专利权)人(译) 普渡研究基金会
恩多塞特公司
梅约医学教育与研究基金会

申请(专利权)人(译) 普渡大学研究基金会
完现场，公司
梅奥基金会的医学教育和研究

[标]发明人 ローフィリップスチュワート
ハートマンリンシー
リーモンクリストファーポール
エリスフィルロナルド

发明人 ロー,フィリップ,スチュワート
ハートマン,リン,シー.
リーモン,クリストファー,ポール
エリス,フィル,ロナルド

IPC分类号 G01N33/574 G01N33/53 G01N33/48

CPC分类号 G01N33/57492

FI分类号 G01N33/574.A G01N33/53.Y G01N33/48.P

F-TERM分类号 2G045/AA26 2G045/CB02 2G045/DA36 2G045/FA16 2G045/FB03

优先权 60/666430 2005-03-30 US

其他公开文献 JP2008537778A

摘要(译)

本发明涉及通过定量癌细胞中维生素受体的表达来确定癌症预后的方
法。该方法包括量化癌细胞中维生素受体的表达和确定癌症的预后。本
发明还涉及维生素受体在癌细胞中的用途，用于通过利用维生素受体靶
向方法的疗法选择待治疗的患者，并为这样的患者创建治疗方案。用于
定量存在的方法和试剂盒。本发明还涉及用于实施所述方法的试剂盒。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/61cc2944-c1df-4ccf-806b-1c5b0dad7e81

