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(57)【要約】
【課題】急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）を有する患者の予
後を予測すること。
【解決手段】癌、好ましくは、造血系悪性腫瘍患者を治
療する方法は、患者の遺伝子発現プロフィールおよび／
または分子マーカーを分析して患者の状態および／また
は予後を決定することを含む。本発明はまた、非再発性
または非難治性患者がファルネシルトランスフェラーゼ
阻害剤（ＦＴＩ）、および、場合によっては他の治療薬
による治療に応答する可能性があるかどうか分析する方
法も提供する。これらの方法はまた、患者の治療をモニ
タリングするため、かつ、治療過程を選択するためにも
有用である。ＦＴＩ処置に応答して変調される遺伝子が
提供され、プロフィールの作成に用いられる。
【選択図】図１３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の状態を評価する方法において、
　ａ．ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、
　ｂ．表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマ
ーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを測定するステップと、
　を含み、
　所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが、
ＡＭＬ状態の指標となる、
　方法。
【請求項２】
　急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の病期分類を行う方法において、
　ａ．ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、
　ｂ．表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマ
ーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを測定するステップと、
　を含み、
　所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが、
ＡＭＬ生存の指標となる、
　方法。
【請求項３】
　急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の治療プロトコールを決定する方法において、
　ａ．ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、
　ｂ．表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマ
ーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを測定するステップと、
　を含み、
　所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが、
医師が適切な治療法を提供するために推奨される治療法の程度および種類を決定すること
ができるように、治療法に対する応答の十分な指標となる、
　方法。
【請求項４】
　急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者を治療する方法において、
　ａ．ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、
　ｂ．表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマ
ーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを測定するステップであって、所定のカットオフ
レベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが治療法に対する応答の
指標となる、ステップと、
　ｃ．前記患者が応答者プロフィールを有する場合に、患者にアジュバント療法を施すス
テップと、
　を含む、方法。
【請求項５】
　急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の死亡リスクが高いか低いかを決定する方法において
、
　ａ．ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、
　ｂ．表３から選択される遺伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを
測定するステップと、
　を含み、
　所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが、
医師が推奨される治療法の程度および種類を決定することができるように、死亡リスクの
十分な指標となる、
　方法。
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【請求項６】
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の方法において、
　前記サンプル中で構成的に発現される少なくとも１つの遺伝子の発現レベルを測定する
こと、
　をさらに含む、方法。
【請求項７】
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の方法において、
　前記特異性は、少なくとも約４０％である、方法。
【請求項８】
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の方法において、
　前記感受性は、少なくとも約８０％である、方法。
【請求項９】
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の方法において、
　前記ｐ値は、０．０５未満である、方法。
【請求項１０】
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の方法において、
　遺伝子発現は、マイクロアレイまたは遺伝子チップで測定される、方法。
【請求項１１】
　請求項１０に記載の方法において、
　前記マイクロアレイは、ｃＤＮＡアレイ、または、オリゴヌクレオチドアレイである、
方法。
【請求項１２】
　請求項１０に記載の方法において、
　前記マイクロアレイまたは遺伝子チップは、１種類以上の内部対照試薬をさらに含む、
方法。
【請求項１３】
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の方法において、
　遺伝子発現は、前記サンプルから抽出されたＲＮＡのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
によって行われる核酸増幅により決定される、方法。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の方法において、
　前記ＰＣＲは、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）である、方法。
【請求項１５】
　請求項１４に記載の方法において、
　前記ＲＴ－ＰＣＲは、１種類以上の内部対照試薬をさらに含む、方法。
【請求項１６】
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の方法において、
　遺伝子発現は、前記遺伝子によりコードされているタンパク質を測定または検出するこ
とによって検出される、方法。
【請求項１７】
　請求項１６に記載の方法において、
　前記タンパク質は、前記タンパク質に特異的な抗体によって検出される、方法。
【請求項１８】
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の方法において、
　遺伝子発現は、前記遺伝子の特徴を測定することによって検出される、方法。
【請求項１９】
　請求項１８に記載の方法において、
　前記測定される特徴は、ＤＮＡ増幅、メチル化、突然変異、および、対立遺伝子変異か
らなる群から選択される、方法。
【請求項２０】
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　急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）予後患者レポートを作成する方法において、
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の結果を判定するステップと、
　前記結果を表示したレポートを作成するステップと、
　を含む、方法。
【請求項２１】
　請求項２０に記載の方法において、
　前記レポートは、患者の転帰の評価、および／または、患者集団に対するリスクの見込
み、および／または、化学療法に対する可能性もしくは応答を含む、方法。
【請求項２２】
　患者レポートにおいて、
　請求項２１に記載の方法によって作成された、患者レポート。
【請求項２３】
　生体サンプルで急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）予後を決定するアッセイを実施するための
キットにおいて、
　前記生体サンプルは、表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺
伝子に相当するマーカー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核
酸配列、それらの相補物、または、それらの一部を検出するための材料、を含む、キット
。
【請求項２４】
　請求項２３に記載のキットにおいて、
　マイクロアレイ分析を実施するための試薬、
　をさらに含む、キット。
【請求項２５】
　請求項２４に記載のキットにおいて、
　媒体であって、この中で、前記核酸配列、それらの相補物、または、それらの一部がア
ッセイされる、媒体、
　をさらに含む、キット。
【請求項２６】
　急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の状態を評価するための製品において、
　表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカ
ー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、それらの相補
物、または、それらの一部を検出するための材料、
　を含む、製品。
【請求項２７】
　請求項２６に記載の製品において、
　マイクロアレイ分析を実施するための試薬、
　をさらに含む、製品。
【請求項２８】
　請求項２７に記載の製品において、
　媒体であって、この中で、前記核酸配列、それらの相補物、または、それらの一部がア
ッセイされる、媒体、
　をさらに含む、製品。
【請求項２９】
　マイクロアレイまたは遺伝子チップにおいて、
　請求項１～請求項５のいずれか一項に記載の方法を実施するための、マイクロアレイま
たは遺伝子チップ。
【請求項３０】
　請求項２９に記載のマイクロアレイにおいて、
　表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカ
ー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、それらの相補
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物、または、それらの一部、
　を含む、マイクロアレイ。
【請求項３１】
　請求項３０に記載のマイクロアレイにおいて、
　前記測定または同定が、少なくとも１．５倍の過剰発現、または、１．５分の１の過少
発現である、マイクロアレイ。
【請求項３２】
　請求項３０に記載のマイクロアレイにおいて、
　前記測定は、統計学的に有意なｐ値の過剰発現または過少発現を提供する、マイクロア
レイ。
【請求項３３】
　請求項３２に記載のマイクロアレイにおいて、
　前記ｐ値が、０．０５未満である、マイクロアレイ。
【請求項３４】
　請求項３０に記載のマイクロアレイにおいて、
　ｃＤＮＡアレイ、または、オリゴヌクレオチドアレイ、
　を含む、マイクロアレイ。
【請求項３５】
　請求項３０に記載のマイクロアレイにおいて、
　１種類以上の内部対照試薬、
　をさらに含む、マイクロアレイ。
【請求項３６】
　診断／予後ポートフォリオにおいて、
　表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカ
ー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、それらの相補
物、または、それらの一部、
　を含む、診断／予後ポートフォリオ。
【請求項３７】
　請求項３６に記載のポートフォリオにおいて、
　前記測定または同定が、少なくとも１．５倍の過剰発現、または、１．５分の１の過少
発現である、ポートフォリオ。
【請求項３８】
　請求項３７に記載のポートフォリオにおいて、
　前記測定は、統計学的に有意なｐ値の過剰発現または過少発現を提供する、ポートフォ
リオ。
【請求項３９】
　請求項３７に記載のポートフォリオにおいて、
　前記ｐ値が、０．０５未満である、ポートフォリオ。
【発明の詳細な説明】
【開示の内容】
【０００１】
　付録の「配列表（Sequence Listing）」は、参照して本明細書に組み入れる。
〔発明の背景〕
　本発明は、分子マーカーの検出、および／または、遺伝子発現分析に基づく、急性骨髄
性白血病（ＡＭＬ）の診断、予後、および、治療に関する。
【０００２】
　現在は、核型分析（karyotyping）が、予後値を得るのに有効であり、一方で、生物学
的に異なるＡＭＬのサブタイプを同定するのにも有用である。加えて、ＦＬＴ３、ｃ－Ｋ
ＩＴ、ＡＭＬ１、ＧＡＴＡ１、ＣＥＢＰＡ、および、Ｎ－ＲＡＳなどの遺伝子の突然変異
が、この疾患の病因に関与している。ＦＬＴ３およびＣＥＢＰＡの突然変異のスクリーニ
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ングにより、再発のリスクが異なる群に階層分類できることが明らかである。有効なリス
クの階層分類により、同種幹細胞移植や他のアジュバント療法の適切な使用が可能となる
。近年発表された２つの研究論文に、新たに診断された成人ＡＭＬ患者の遺伝子発現プロ
ファイリング、および、臨床転帰を予測する上でのこのプロファイリングの使用が記載さ
れている（ブリンガーら（Bullinger et al.）(2004)、およびバルクら（Valk et al.）(
2004））。これらの研究には、遺伝子発現プロファイリングにより、いかにして臨床転帰
予測をさらに改善できるかが示されている。
【０００３】
　バルクら（Valk et al.）(2004)は、アフィメトリクス（Affymetrix）Ｕ１３３Ａチッ
プで２８５人の患者（骨髄または末梢血）を評価した。これらの患者のサンプルには、多
様な細胞遺伝学的異常や分子異常が含まれていた。わずか１６のクラスターが同定され、
ＡＭＬが以前に考えらていたほどヘテロでないことが示された。複数のクラスターが、細
胞遺伝学的および分子的に定義されたＡＭＬのサブタイプによく一致するため、これらの
クラスターをＷＨＯ分類システムに用いることができる。これらのクラスターはまた、Bu
llingerら(2004)および他のすでに発表されている、より小規模な研究でも見出されてい
る（ショッホら（Schoch at al.）(2002)；デベルナルディ（Debernardi et al.）(2003)
、および、コールマンら（Kohlmann et al.）(2003)）。驚くことではないが、これらの
クラスターは、周知の予後の核型に関連していることから、予後に相関している。
【０００４】
　ブリンガーら（Bullinger et al.）(2004)は、ｃＤＮＡアレイを用いて１１６人の成人
患者（６５の抹消血と５４の骨髄）の発現プロフィールを調べた。バルクら（Valk et al
.）(2004)による研究に加えて、ブリンガーら（Bullinger et al.）は、全ての細胞遺伝
学的リスク群の臨床転帰を予測するための１３３の遺伝子分類子も開発した。５９サンプ
ルのトレーニングセット（training set）および５７サンプルの検査セットを用いて、ブ
リンガーら（Bullinger et al.）は、１３３の遺伝子で患者を不良な転帰の群と良好な転
帰の群に分類されることを示した（ｐ＝０．００６ログランク(log rank)、オッズ比：１
０(odds ratio, 10)、９５％ＣＩ、２．６‐２９．３）。
【０００５】
　これら両方の研究で同定された遺伝子は、小児白血病ですでに同定されている予測因子
遺伝子と一部だけが重複することに留意されたい（ヤギら（Yagi et al.）(2003)）。ま
た、ブリンガーら（Bullinger et al.）(2004)によって同定された予後遺伝子セットと、
ティピファニブ(tipifarnib)に対する応答を予測する近年同定された３つの遺伝子は重複
していない（米国特許出願第１０／８８３，４３６号）。
【０００６】
　ファルネシルトランスフェラーゼ（ＦＴａｓｅ）酵素は、カーボンファルネシル部分の
Ｃ末端ＣＡＡＸ（Ｃ：システイン、Ａ：脂肪族残基、Ｘ：任意のアミノ酸）認識モチーフ
への共有結合を媒介する(ライスら(Reiss et al.）(1990))。このようなファルネシル化
は、さらに３個の末端アミノ酸（ＡＡＸ）の切断およびＣ末端イソプレニル－システイン
のメチル化によってさらに処理される。タンパク質のファルネシル化を阻害すると、タン
パク質機能に必要な正確な細胞内局在化が抑制される。当初は、発癌性Ｒａｓタンパク質
が、癌生物学におけるＦＴＩの増殖抑制作用の標的と考えられていた(ロイターら（Reute
r et al.）(2000))。しかしながら、Ｒａｓファルネシル化の阻害ではティピファニブの
全ての作用を説明できないことが示された。例えば、ＦＴＩは、抗腫瘍作用を生ずるため
に常に突然変異Ｒａｓタンパク質を必要とするわけではない(カープら（Karp et al.）(2
001))。実際に、初期の臨床試験は、進行した結腸直腸癌および膵臓癌などの高頻度のｒ
ａｓ突然変異の集団に対してデザインされていたが、プラセボと比較した場合に応答率に
有意差は見られなかった(ヴァン・カトセムら（Van Cutsem et al.）(2004)、ラオら（Ra
o et al.）(2004))。
【０００７】
　他の数種のファルネシル化タンパク質が、低分子量ＧＴＰ加水分解酵素タンパク質Ｒｈ



(7) JP 2008-523822 A 2008.7.10

10

20

30

40

50

ｏ Ｂ、セントロメアタンパク質ＣＥＮＰ－ＥおよびＣＥＮＰ－Ｆ、タンパク質チロシン
ホスファターゼＰＴＰ－ＣＡＡＸ、および、核膜構造ラミンＡおよびＢを含むＦＴＩの腫
瘍抑制作用を媒介できる候補標的として意味付けられている。これらのタンパク質のファ
ルネシル化を阻害すると、ＦＴＩの抗増殖作用が生じ、また、ＴＧＦβＲＩＩ、ＭＡＰＫ
／ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ２、Ｆａｓ（ＣＤ９５）、ＮＦ－κＢ、および、ＶＥＧＦを
含む数種の重要なシグナル伝達分子も関節的に調節する(アドナンら（Adnane et al.）(2
000)、モーガンら（Morgan et al.）(2001)、チャンら（Jiang et al.）(2000)、ナら（N
a et al.）(2004)、タカダら（Takada et al.）(2004)、および、チャンら（Zhang et al
.）(2002))。これらのシグナル伝達経路の調節により、細胞の成長、増殖、および、アポ
トーシスが調節される。従って、ＦＴＩは、数種の細胞事象、および、細胞経路に対して
複雑な抑制作用を有すると思われる。
【０００８】
　現在のところ、これらの患者の状態を決定する、または、全生存率を予測するための方
法は存在しない。
【０００９】
〔発明の概要〕
　本発明は、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）を伴う患者の予後を予測するために１以上の遺
伝子シグネチャ（gene signatures）を使用する方法である。これらのシグネチャは、単
独でか、または、薬剤治療の種類に応じた組合せで投与することができる。
【００１０】
　本発明は、ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、表３、表４、表５、表
７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイ
オマーカーを測定するステップとにより、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の状態を評価する
方法であって、所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低いマーカー遺伝子の発現レ
ベルが、ＡＭＬ状態の指標となる方法を提供する。
【００１１】
　本発明は、ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、表３、表４、表５、表
７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイ
オマーカーを測定するステップとにより、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の病期分類を
行う方法であって、所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低いマーカー遺伝子の発
現レベルが、ＡＭＬ生存の指標となる方法を提供する。
【００１２】
　本発明は、ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、表３、表４、表５、表
７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイ
オマーカーを測定するステップとにより、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の治療プロト
コールを決定する方法であって、所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低いマーカ
ー遺伝子の発現レベルが、医師が適切な治療法を提供するために推奨される治療法の程度
および種類を決定することができるように、治療法に対する応答の十分な指標となる方法
を提供する。
【００１３】
　本発明は、ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、表３、表４、表５、表
７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイ
オマーカーを測定するステップであって、所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低
いマーカー遺伝子の発現レベルが、治療法に対する応答の指標となる、ステップと、患者
が応答者プロフィール（responder profile）を有する場合に、患者にアジュバント療法
を施すステップとによる、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者を治療する方法を提供する。
【００１４】
　本発明は、ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、表３から選択される遺
伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを測定するステップにより、急
性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の死亡リスクが高いか低いかを決定する方法であって、所
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定のカットオフレベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが、医師
が推奨される治療法の程度および種類を決定することができるように、死亡リスクの十分
な指標となる、方法を提供する。
【００１５】
　本発明は、前述の方法のいずれか１つの結果を判定するステップと、結果および結果に
より作成されたレポートを表示したレポートを準備するステップとにより、急性骨髄性白
血病（ＡＭＬ）予後患者レポートを作成する方法を提供する。
【００１６】
　本発明は、表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当
するマーカー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、そ
れらの相補物（complements）、または、それらの一部を検出するための材料を含む生体
サンプルで、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）予後を決定するアッセイを実施するためのキッ
トを提供する。
【００１７】
　本発明は、表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当
するマーカー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、そ
れらの相補物、または、それらの一部を検出するための材料を含む、急性骨髄性白血病（
ＡＭＬ）の状態を評価するための製品を提供する。
【００１８】
　本発明は、前述の方法を実施するためのマイクロアレイ、または、遺伝子チップを提供
する。
【００１９】
　本発明は、表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当
するマーカー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、そ
れらの相補物、または、それらの一部を含む、診断／予後ポートフォリオを提供する。
【００２０】
〔図面の簡潔な説明〕
　図１は、再発性および難治性ＡＭＬ患者のアンスーパーバイズドクラスタリング(Unsup
ervised clustering)を示す図である。このデンドグラムは、５８人の再発性または難治
性ＡＭＬ患者のアンスーパーバイズドｋ－平均クラスタリングを示しており、各列は患者
を表し、各行は遺伝子を表している。各遺伝子の発現率は、患者のその遺伝子の発現レベ
ルを、他の全患者の平均で除して算出したものである。カラーバーは、変化倍率（ｌｏｇ

2）を示している。赤色はアップレギュレーションを示し、青色はダウンレギュレーショ
ンを示している。白色は変化がないことを示している。６つの主なクラスターの存在が示
されている。
【００２１】
　図２は、２つの遺伝子のリアルタイムＲＴ－ＰＣＲを示す図である。ＡＨＲおよびＡＫ
ＡＰ１３をリアルタイムＲＴ－ＰＣＲで測定した。ＨＰＲＴまたはＰＢＧＤ対照遺伝子を
用いて、遺伝子発現値を正規化した。エラーバーは、標準偏差である。得られた値を、対
応するマイクロアレイデータに対してプロットし、線形回帰分析を行った。
【００２２】
　図３は、ＡＫＡＰ１３遺伝子の予測値を示す図である。パネルＡは、応答者（Ｒ）およ
び非応答者（ＮＲ）に対する分類子としてＡＫＡＰ１３発現を用いて行ったＬＯＯＣＶか
ら作成した２×２表を示している。パネルＢは、同じ５８人の患者のＡＫＡＰ１３の発現
値を示している。Ｐ値は、各応答群の平均値間の遺伝子発現の有意差を示している。パネ
ルＣは、ＡＫＡＰ１３遺伝子によって応答者および非応答者に分類された患者から作成し
たカプラン－マイヤー曲線を示している。
【００２３】
　図４は、予測マーカーの最小セットを示す図である。パネルＡでは、１００％の感度を
用いてＬＯＯＣＶを行った。１～１９の遺伝子を含む個々の分類子を試験した。得られた
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誤り率をプロットした。パネルＢは、応答者（Ｒ）および非応答者（ＮＲ）に対する分類
子として３遺伝子シグネチャを用いて行ったＬＯＯＣＶから作成した２×２表を示してい
る。パネルＣは、３遺伝子分類子から作成したスコアを示している。Ｐ値は、応答群間の
遺伝子発現の有意差を示している。パネルＤは、３遺伝子シグネチャによって応答者およ
び非応答者に分類された患者から作成したカプラン－マイヤー曲線である。平均生存期間
も示している。
【００２４】
　図５は、３遺伝子シグネチャによって応答者および非応答者に予測された患者に対して
行ったカプラン－マイヤー分析を示す図である。臨床では非応答者であると決定されたが
３遺伝子シグネチャを用いた場合では応答者であると分類された患者の生存曲線を示して
いる。平均生存期間も示している。
【００２５】
　図６は、ＡＭＬ細胞系でのＡＫＡＰ１３の過剰発現を示す図である。細胞数は、対照の
百分率を得るために薬剤を含まない培養物（－１２ ｌｏｇ単位として示している）に対
して正規化した。エラーバーは、平均の標準誤差を示している。白抜きのデータ点は、高
濃度の薬剤を探す第２の実験の結果を示している。
【００２６】
　図７は、再発性または難治性ＡＭＬにおけるＦＴＩ作用のモデルを示す図である。Ａ．
応答者では、ＩＬ３ＲＡ遺伝子およびＡＫＡＰ１３遺伝子の発現が低く、ｒａｓ、Ｒｈｏ
Ａ、および、ラミンＢの経路のそれぞれのダウンレギュレーションが可能である。Ｒｈｏ
Ｈのアップレギュレーションにより、細胞内形質転換経路の阻害が大きくなる。これによ
り、ＦＴＩ抗腫瘍形成の効果が増大する。Ｂ．非応答者では、反対の遺伝子発現プロフィ
ールが見られ、代償経路の発現が可能である。
【００２７】
　図８は、ザルネストラ（Zarnestra）予測遺伝子シグネチャが、単独の予後遺伝子シグ
ネチャよりも有用であることを示す図である。パネルＡでは、列が再発性または難治性患
者からのＡＭＬサンプルを表し、行は、階層クラスタリングによって順番が決められたブ
リンガーら（Bullinger et al.）によって同定された１３３の予後遺伝子の内の１０３に
相当する１６７のプローブセットを表している。パネルＢは、クラスターにより定義され
た患者群のカプラン－マイヤー生存推定を示している。パネルＣでは、３遺伝子分類子を
用いて、ティピファニブの応答者をブリンガーシグネチャ（Bullinger signature）によ
って定義された良好な予後群と不良な予後群に区別した。カプラン－マイヤー生存曲線は
、良好な予後群（Ｚｎ＋．クラスター１）および不良な予後群（Ｚｎ＋．クラスター２）
のティピファニブに対する応答者として特定された患者を示している。各群の平均生存期
間も示している。
【００２８】
　図９は、ブリンガーら（Bullinger et al.）(2004)の遺伝子をアフィメトリクス（Affy
metrix）　Ｕ１３３Ａチップ上の１６７のプローブセット（１０３個のユニークな遺伝子
）にどのように一致させるかを示すフローチャートである。
【００２９】
　図１０は、再発性または難治性ＡＭＬ患者における１６７のプローブセットシグネチャ
の有用性を示す図である。パネルＡでは、列が再発性または難治性患者からのＡＭＬサン
プルを表し、行は、階層クラスタリングによって順番が決められたブリンガーら（Bullin
ger et al.）(2004)によって定義された１３３の予後遺伝子の内の１０３に相当する１６
７のプローブセットを表している。パネルＢは、クラスターにより定義された患者群のカ
プラン－マイヤー生存推定を示している。
【００３０】
　図１１は、予後遺伝子シグネチャとザルネストラ（Zarnestra）予測遺伝子シグネチャ
との比較を示す図である。パネルＡは、ブリンガーら（Bullinger et al.）(2004)の１０
３の遺伝子のサブセットによって定義された良好な予後クラスターおよび不良な予後クラ
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スターのカプラン－マイヤー生存曲線を示している。パネルＢは、ザルネストラ（Zarnes
tra）に対する応答を予測する３遺伝子シグネチャによって定義された良好な予後クラス
ターと不良な予後クラスターのカプラン－マイヤー生存曲線を示している。パネルＣは、
３遺伝子ザルネストラ（Zarnestra）シグネチャによってさらに階層分類されたパネルＡ
の良好な予後クラスターと不良な予後クラスターのカプラン－マイヤー生存曲線を示して
いる。パネルＤは、残りの患者に対する、予後が不良でザルネストラ（Zarnestra）に応
答しないと予測される患者のカプラン－マイヤー生存曲線を示している。
【００３１】
　図１２は、予測マーカーの最小セットの特定を示す図である。ａ）感度１００％、特異
性４０％、変化倍率が２倍を超える遺伝子を選択するＬＯＯＣＶを実施した。ＡＵＣによ
って順位が付けられた１～８の遺伝子を含む個々の分類子を試験した。得られた誤り率を
プロットした。ｂ）分類子としてＡＫＡＰ１３を用いて、応答者（Ｒ）および非応答者（
ＮＲ）に対して行ったＬＯＯＣＶから作成した２×２表を示している。ｃ）ＡＫＡＰ１３
の遺伝子発現値を示している。Ｐ値は、応答群間の遺伝子発現における有意差を示してい
る。ｄ）ＡＫＡＰ１３によって応答者および非応答者として分類された患者から作成した
カプラン－マイヤー曲線を示している。平均生存期間も示している。
【００３２】
　図１３は、遺伝子発現分析の概要を示す図である。
　図１４は、ティピファニブ処置の終了後、ＡＭＬサンプルは、ＦＴＩにより媒介される
全遺伝子発現を維持することを示す図である。
　図１５は、予測発現プロフィールおよび新たに診断されたＡＭＬでの予測分類子の試験
を示す図である。
　図１６は、６遺伝子分類子は、新たに診断されたＡＭＬを階層分類することを示す図で
ある。
【００３３】
〔発明の詳細な説明〕
　以下、新たに診断されたＡＭＬで予後値を有すると前述されている遺伝子のサブセット
が、分子標的療法（ザルネストラ（Zarnestra））で治療される再発性および難治性のＡ
ＭＬ患者に有用であることを示す。現在、ファルネシルトランスフェラーゼ阻害剤（ザル
ネストラ（Zarnestra）など）に対する応答を予測する方法はない。また、ＡＭＬ患者の
予後を理解するための現在の方法は組織学的サブタイプおよび核型分析に限られ、どちら
も臨床転帰（clinical outcome）を決定するには理想的なマーカーとは言えない。現在の
シグネチャは、予後リスクの高い患者と低い患者とに的確に階層分類できるため、これら
の従来の技術にまで及んでいる。
【００３４】
　米国特許出願第１０／８８３，４３６号では、３遺伝子分類子（ＡＨＲ、ＡＫＡＰ１３
、および、ＭＩＮＡ５３を含む）が、低い誤り率でティピファニブ（ザルネストラ（Zarn
estra）（登録商標）、Ｒ１１５７７７）に対する再発性および難治性ＡＭＬ患者の応答
を予測することが実証されている。これは、リーブ・ファイブ・アウトクロス確認(leave
-five-out cross validation)を行った際にも認められた。追加の遺伝子が加えられると
誤り率が上昇するが、このことから追加の遺伝子が分類子にノイズを導入したと考えられ
る。３遺伝子分類子の場合、ＬＯＯＣＶにより、感度が８６％、特異性が７０％、全体の
診断精度が７４％であることが示された。カプラン－マイヤー分析でも、予測された応答
者群と非応答者群との間で生存に有意差が示された。さらに、誤って分類された非応答者
と正確に分類された非応答者を比較すると、誤って分類された非応答者の方が全体的に良
好な生存が示された。
【００３５】
　ザルネストラ（Zarnestra）（登録商標）は、生体外（in vitro）および生体内（in vi
vo）の両方で、様々なヒト腫瘍細胞系統の増殖を阻害することが示されている経口投与可
能な非ペプチドミメティック競合的ファルネシルトランスフェラーゼ阻害剤（ＦＴＩ）で
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ある(エンドら（End et al.） (2001)、コックスら（Cox et al.）(2002))。ティピファ
ニブの第１相臨床試験で、再発性または難治性急性骨髄性白血病患者で３２％の応答率が
実証された(カープら（Karp et al.）(2001))。骨髄異形成症候群（ＭＤＳ）(クルズロッ
クら（Kurzrock et al.）(2004))、多発性骨髄腫（ＭＭ）(アルシーナら（Alsina et al.
）(2003))、および、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）(コルテスら（Cortes）(2003))の初期
の臨床試験でも活性が確認されている。完全な緩解は、骨髄芽細胞が５％未満で、好中球
数が１０００／μＬ以上、血小板数が１００，０００／μＬ未満、そして髄外疾患（extr
amedullary disease）が存在しないものと定義された。タンパク質ファルネシル化の阻害
によりＦＴＩが機能することは明らかであるが、造血系悪性疾患におけるティピファニブ
の抗腫瘍作用にどの遺伝子が関与しているのかはまだ分かっていない。マイクロアレイ技
術は、数千の遺伝子の定常状態のｍＲＮＡレベルの同時測定を可能とするため、ＦＴＩ作
用に相関する遺伝子および遺伝子経路の同定の強力なツールである。従って、再発性およ
び難治性ＡＭＬにおけるティピファニブの第２相臨床試験で全遺伝子発現のモニタリング
を行い、造血系悪性疾患におけるこのＦＴＩに対する応答を予測する遺伝子を同定した。
【００３６】
　ゲノム内に、タンパク質またはペプチドを発現する能力を有する核酸配列（「遺伝子（
genes）」）が単に存在するだけでは、ある細胞内であるタンパク質またはペプチドが発
現するかどうかの決定因子にはならない。ある遺伝子がタンパク質もしくはペプチドを発
現するか、または、ＲＮＡを転写することができるかどうか、また、そのような発現また
は転写がいったいどのような程度で起こるかは、様々な複雑な因子によって決定される。
しかしながらやはり、遺伝子発現をアッセイすることで、薬剤または他の治療因子の導入
などのある刺激に対する細胞応答についての有用な情報が得られる。遺伝子がどの程度活
性化または不活性化するかという相対的な示唆は、このような遺伝子発現プロフィールで
見出すことができる。ある場合には、分子マーカーに存在はそれ自体で、または遺伝子発
現情報の使用を伴えば、治療の有効性についての有用な情報も得られる。本発明の遺伝子
発現プロフィールおよび分子マーカーは、ＡＭＬ患者の同定および治療に使用される。
【００３７】
　造血系悪性疾患を含む癌は典型的には、様々な遺伝子の突然変異から起こる。同じ種類
の癌は、同じ種類の癌を持つ別の患者の突然変異とは異なる１以上の突然変異の結果とし
て起こるか、その１以上の突然変異に伴って起こり得る。同じ癌の基礎をなすものでも複
数の分子機構が存在する場合が多いということは、ある治療がある患者には効くが、同じ
種類の癌を持つ別の患者には必ずしも同じようには効かないことに一致している。さらに
、診断の観点から、転座、欠失、または、ＳＮＰなどの特定の突然変異の存在は強力な関
連性を有し得る。場合によっては、このような分子マーカーはそれ自体、診断、予後、ま
たは、治療応答の決定に有用な指標となる。分子の突然変異が特定の治療に対する応答に
関連し得る場合には、まさにその通りである。
【００３８】
　バイオマーカーは、示されたマーカー遺伝子の発現レベルの任意の指標である。この指
標は直接的なものでも間接的なものでもよく、生理学的パラメーターを与える遺伝子の過
剰発現または過少発現を内部対照（internal control）、正常組織、または、別の癌腫と
比較して数値化することができる。バイオマーカーは、限定されるものではないが、核酸
（過剰発現および過少発現、また、直接的および間接的なものの双方）を含む。核酸をバ
イオマーカーとして用いる場合、限定されるものではないが、ＤＮＡ増幅、ＲＮＡ、マイ
クロＲＮＡ、異型接合性の消失（ＬＯＨ）、一塩基多型（ＳＮＰｓ，ブルックス（Brooke
s）(1999)）、マイクロサテライトＤＮＡ、ＤＮＡ低メチル化、または、高メチル化の測
定をはじめとする当分野で公知の任意の方法が挙げられる。タンパク質をバイオマーカー
として用いる場合、限定されるものではないが、量、活性、グリコシル化、リン酸化、Ａ
ＤＰ－リボシル化、ユビキチン化などの修飾の測定、免疫組織化学（imunohistochemistr
y）（ＩＨＣ）をはじめとする当分野で公知の任意の方法が挙げられる。他のバイオマー
カーとしては、イメージング、細胞数、および、アポトーシスマーカーが挙げられる。
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【００３９】
　本明細書で提供される、標識された遺伝子（indicated genes）は、特定の腫瘍、また
は、組織種に関連するものである。マーカー遺伝子は多くの癌種に関連していてもよく、
その遺伝子の発現が、肺癌細胞に特異的であることが本明細書に記載されているアルゴリ
ズムを用いて同定される、ある腫瘍または組織種と十分関連がある限り、その遺伝子を癌
の状態および予後を判定するために、特許請求される本発明に使用することができる。１
種類以上の癌に関連する多くの遺伝子は、当業者に知られている。本発明は、好ましいマ
ーカー遺伝子、、さらには、より好ましいマーカー遺伝子の組合せを提供する。これらの
組合せは、本明細書に詳細に記載されている。
【００４０】
　マーカー遺伝子は、このマーカー遺伝子がその配列を含む場合には、配列番号によって
示される配列に相当する。遺伝子セグメントまたは断片は、このセグメントまたは断片を
その遺伝子の配列であると識別するのに十分な、参照配列またはその相補物の一部を含む
場合に、そのような遺伝子の配列に相当する。遺伝子発現産物は、そのＲＮＡ、ｍＲＮＡ
、または、ｃＤＮＡがこのような配列を有する組成物（例えば、プローブ）とハイブリダ
イズする場合か、または、ペプチドもしくはタンパク質の場合であって、このペプチドも
しくはタンパク質がこのようなｍＲＮＡによってコードされている場合には、そのような
配列に相当する。遺伝子発現産物のセグメントまたは断片は、このセグメントまたは断片
を遺伝子または遺伝子発現産物の配列であると識別するのに十分な、参照遺伝子発現産物
またはその相補物の一部を含む場合に、そのような遺伝子または遺伝子発現産物の配列に
相当する。
【００４１】
　本明細書に記載および請求される本発明の方法、組成物、製品およびキットは１以上の
マーカー遺伝子を含む。「マーカー」または「マーカー遺伝子」は、本明細書全体を通し
て、その過剰発現または過少発現がある腫瘍または組織種に関連しているいずれかの遺伝
子に相当する遺伝子および遺伝子発現産物を表すために用いられる。好ましいマーカー遺
伝子は、表８にさらに詳細に記載されている。
【００４２】
　本発明は、ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、表３、表４、表５、表
７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイ
オマーカーを測定するステップとにより、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の状態を評価する
方法であって、所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低いマーカー遺伝子の発現レ
ベルがＡＭＬ状態の指標となる、方法を提供する。
【００４３】
　本発明は、ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、表３、表４、表５、表
７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイ
オマーカーを測定するステップとにより、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の病期分類を
行う方法であって、所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低いマーカー遺伝子の発
現レベルがＡＭＬ生存の指標となる、方法を提供する。
【００４４】
　本発明は、ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、表３、表４、表５、表
７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイ
オマーカーを測定するステップとにより、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の治療プロト
コールを決定する方法であって、所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低いマーカ
ー遺伝子の発現レベルが、医師が適切な治療法を提供するために推奨される治療法の程度
および種類を決定することができるように、治療法に対する応答の十分な指標となる、方
法を提供する。
【００４５】
　本発明は、ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、表３、表４、表５、表
７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイ
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オマーカーを測定するステップであって、所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低
いマーカー遺伝子の発現レベルが治療に対する応答の指標となる、ステップと、患者が応
答者プロフィールを有する場合に患者にアジュバント療法を施すステップとにより、急性
骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者を治療する方法を提供する。
【００４６】
　本発明は、ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、表３から選択される遺
伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを測定するステップとにより、
急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の死亡リスクが高いか低いかを決定する方法であって、
所定のカットオフレベルよりも高いまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが、医師
が奨励される治療法の程度および種類を決定することができるように、死亡リスクの十分
な指標となる、方法を提供する。
【００４７】
　本発明は、サンプルに構成的に発現される少なくとも１つの遺伝子の発現レベルを測定
することをさらに含むか、包含するか、または利用してもよい。好ましくは、本明細書で
提供される方法で少なくとも約４０％の特異性が得られる。好ましくは、本明細書で提供
される方法で少なくとも約８０％の感受性が得られる。好ましくは、本明細書で提供され
る方法で０．０５未満のｐ値が得られる。
【００４８】
　本明細書で提供される方法は、マイクロアレイまたは遺伝子チップ上での遺伝子発現を
測定することにより、実施することができる。このマイクロアレイは、ｃＤＮＡアレイで
あってもオリゴヌクレオチドアレイであってもよく、１種類以上の内部対照試薬（intern
al control reagent）をさらに含んでもよい。
【００４９】
　本明細書で提供される方法は、サンプルから抽出されたＲＮＡのポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）により実施される核酸増幅により遺伝子発現を判定することによって行うこと
ができる。ＰＣＲは、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）であってもよく、１
種類以上の内部対照試薬をさらに含んでもよい。
【００５０】
　本明細書で提供される方法は、遺伝子によりコードされているタンパク質を測定または
検出することにより実施することができる。このタンパク質は、そのタンパク質に特異的
な抗体により検出することができる。
【００５１】
　本明細書で提供される方法は、遺伝子の特徴を測定することにより実施することができ
る。特徴としては、限定されるものではないが、ＤＮＡ増幅、メチル化、突然変異、およ
び、対立遺伝子変異（allelic variation）が挙げられる。
【００５２】
　本発明は、前述の方法のいずれか１つの結果を判定し、結果および結果により作成され
たレポートを表示したレポートを作成することにより、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）予後
患者レポートを作成する方法を提供する。このレポートは、患者の転帰の評価、および／
または、患者集団に対するリスクの見込み、および／または、化学療法に対する可能性も
しくは応答を含み得る。
【００５３】
　本発明は、表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当
するマーカー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、そ
れらの相補物、または、それらの一部を検出するための材料を含む生体サンプルで、急性
骨髄性白血病（ＡＭＬ）予後を決定するアッセイを実施するためのキットを提供する。こ
のキットは、マイクロアレイ分析を実施するための試薬、および／または、媒体であって
、この中で、前記核酸配列、それらの相補物、または、それらの一部がアッセイされる媒
体をさらに含んでもよい。
【００５４】
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　本発明は、表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当
するマーカー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、そ
れらの相補物、または、それらの一部を検出するための材料を含む急性骨髄性白血病（Ａ
ＭＬ）の状態を評価するための製品を提供する。これらの製品は、マイクロアレイ分析を
実施するための試薬、および／または、媒体であって、この中で、前記核酸配列、それら
の相補物、または、それらの一部がアッセイされる媒体をさらに含んでもよい。
【００５５】
　本発明は、前述の方法を実施するためのマイクロアレイ、または、遺伝子チップを提供
する。このマイクロアレイは、表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択さ
れる遺伝子に相当するマーカー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離さ
れた核酸配列、それらの相補物、またはそれらの一部を含み得る。好ましくは、このマイ
クロアレイは、少なくとも１．５倍の過剰発現、または、１．５分の１の過少発現(1.5-f
old under-expression)という測定値または特性決定を提供する。好ましくは、このマイ
クロアレイは統計学的に有意なｐ値の過剰発現または過少発現を伴う測定値を提供する。
より好ましくは、ｐ値は０．０５未満である。このマイクロアレイは、限定されるもので
はないが、ｃＤＮＡアレイまたはオリゴヌクレオチドアレイをはじめ当分野で公知のもの
であってよく、内部対照試薬をさらに含んでもよい。
【００５６】
　本発明は、表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当
するマーカー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、そ
れらの相補物、または、それらの一部を含む、診断／予後ポートフォリオを提供する。好
ましくは、測定または特性決定が、少なくとも１．５倍の過剰発現、または、１．５分の
１の過少発現である。好ましくは、この測定は統計学的に有意なｐ値の過剰発現または過
少発現を提供する。より好ましくは、ｐ値は、０．０５未満である。
【００５７】
　遺伝子発現プロフィールを作成するための好ましい方法は、タンパク質またはペプチド
をコードし得る遺伝子により生成されるＲＮＡの量を決定することを含む。これは、逆転
写ＰＣＲ（ＲＴ‐ＰＣＲ）、競合的ＲＴ－ＰＣＲ、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ、ディファ
レンシャル・ディスプレイＲＴ－ＰＣＲ（differential display RT-PCR）、ノーザンブ
ロット解析、および、他の関連する試験により行われる。このような技術は個々のＰＣＲ
反応を用いて行うことが可能であるが、ｍＲＮＡから生成された相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ
）または相補的ＲＮＡ（ｃＲＮＡ）を増幅させ、これをマイクロアレイで分析するのが最
良である。いくつかの異なるアレイ構造および製造方法は当業者に周知であり、米国特許
第５，４４５，９３４号、同第５，５３２，１２８号、同第５，５５６，７５２号、同第
５，２４２，９７４号、同第５，３８４，２６１号、同第５，４０５，７８３号、同第５
，４１２，０８７号、同第５，４２４，１８６号、同第５，４２９，８０７号、同第５，
４３６，３２７号、同第５，４７２，６７２号、同第５，５２７，６８１号、同第５，５
２９，７５６号、同第５，５４５，５３１号、同第５，５５４，５０１号、同第５，５６
１，０７１号、同第５，５７１，６３９号、同第５，５９３，８３９号、同第５，５９９
，６９５号、同第５，６２４，７１１号、同第５，６５８，７３４号、および、同第５，
７００，６３７号などの米国特許に記載されている。
【００５８】
　マイクロアレイ法は、同時に数千の遺伝子の定常状態のｍＲＮＡレベルを測定できるた
め、制御を欠いた細胞増殖の開始、停止、または、変調などの作用を確認するための強力
なツールとなる。現在、２つのマイクロアレイ法が広く用いられている。１つはｃＤＮＡ
アレイであり、もう１つはオリゴヌクレオチドアレイである。これらのチップの構成には
違いがあるが、実質的に全ての下流データ解析、および、アウトプットは同じである。こ
のような分析結果は、典型的には、マイクロアレイの既知の位置にある核酸配列にハイブ
リダイズするサンプルのｃＤＮＡ配列の検出に用いる標識プローブから受け取るシグナル
の強度の測定値である。典型的には、シグナルの強度は、ｃＤＮＡの量、従ってサンプル
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の細胞で発現したｍＲＮＡの量に比例する。このような多数の方法が利用可能性であり、
かつ、有用である。遺伝子発現を決定するための好ましい方法は、米国特許第６，２７１
，００２号、同第６，２１８，１２２号、同第６，２１８，１１４号、および、同第６，
００４，７５５号に見出すことができる。
【００５９】
　発現レベルの分析は、このようなシグナル強度を比較することで行われる。これは、対
照サンプルにおける遺伝子の発現強度に対する試験サンプルの遺伝子の発現強度の比率マ
トリックスを作成することにより行うのが最良である。例えば、罹患組織の遺伝子発現強
度を、同じ種類の良性または正常組織から生じた発現強度と比較することができる。この
ような発現強度の比率は、試験サンプルと対照サンプルとの間の遺伝子発現の変化倍率を
示す。
【００６０】
　遺伝子発現プロフィールはまた、様々な方式で表示することができる。最も一般的な方
法では、列が試験サンプルを示し、行が遺伝子を示すグラフィカルデンドグラム(graphic
al dendogram)に、統計処理を加えていない蛍光強度（raw fluolecence intensities）、
または、比率マトリックスの行を配置する。データは、類似の発現プロフィールを有する
遺伝子が互いに近接するように配置する。各遺伝子の発現比率をカラーで示すことができ
る。例えば、１未満の比率（ダウンレギュレーション）は、スペクトルの青い部分で現れ
、一方で、１を超える比率（アップレギュレーションを示す）は、スペクトルの赤い部分
のカラーで現れるようにすることができる。このようなデータを表示するには、シリコン
・ジェネティクス社（Silicon Genetics, Inc.）からの「ＧＥＮＳＰＲＩＮＴ」およびパ
ルテック社（Partek, Inc.）からの「ＤＩＳＣＯＶＥＲＹ」およびパルテック社（Partek
, Inc.）からの「ＩＮＦＥＲ」を含む、市販のコンピュータソフトウェアプログラムが利
用できる。
【００６１】
　遺伝子発現を測定するためにタンパク質レベルを測定する場合には、十分な特異性およ
び感受性が得られる限り、当技術分野で公知のいずれの方法も適している。例えば、タン
パク質レベルは、そのタンパク質に特異的な抗体または抗体フラグメントと結合させ、抗
体結合タンパク質の量を測定することにより、測定することができる。検出を容易にする
ため、抗体を放射性試薬、蛍光試薬、または、他の検出可能な試薬で標識することができ
る。検出方法としては、限定されるものではないが、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）
、および、免疫ブロット法が挙げられる。
【００６２】
　本発明の方法に用いられる変調されるマーカーは、実施例に記載されている。示差的に
発現する遺伝子は、様々な肺癌予後を有する患者において、アップレギュレーションされ
ていたりダウンレギュレーションされていたりする。アップレギュレーション（up regul
ation）およびダウンレギュレーション（down regulation）は、何らかのベースラインに
対して遺伝子の発現量に検出可能な差（それを測定するために用いた系のノイズの関与を
超える）が見出されるということを意味する、相対的な用語である。このような場合、こ
のベースラインはアルゴリズムに基づいて測定される。そして、罹患細胞で着目する遺伝
子は、同じ測定法を用いた場合、ベースラインレベルに対してアップレギュレーションさ
れているかダウンレギュレーションされている。
【００６３】
　細胞の遺伝子発現の状態に関するアッセイでも、免疫組織化学分析（ＩＨＣ）などの技
術を用いて、診断のために正常／異常組織の分布を測定することができる。当分野で公知
の任意の方法を用いることができ、例えば、ＬＢＣオンコジーンの場合、ＬＢＣタンパク
質に対する抗体を、ＩＨＣによる試験のために調製した新鮮凍結した（fresh-frozen）、
また、ホルマリン固定した、パラフィン包埋組織ブロックの両方とともに用いることがで
きる。各組織ブロックは、５０ｍｇの残留「微粉（pulverized）」腫瘍から構成すること
ができる。
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【００６４】
　要するに、凍結切片は、室温で小さなプラスチックカプセル内のリン酸緩衝生理食塩水
（ＰＢＳ）中で凍結粉砕腫瘍５０ｎｇを再水和し、粒子を遠心分離によりペレットとし、
これらを粘稠な包埋剤（ＯＣＴ）に再懸濁させ、カプセルを反転させて、再び遠心分離に
よりペレットとし、－７０℃のイソペンタン中で急速凍結し、プラスチックカプセルを切
断して、凍結した組織柱（cylinder of tissue）を取り出し、低温ミクロトームのチャッ
ク（cryostat microtome chuck）上にこの組織柱を固定し、無傷の腫瘍組織を含む２５～
５０の連続切片にすることによって、調製することができる。
【００６５】
　永久切片も、サンプル５０ｍｇをプラスチック微量遠心管内で再水和させ、ペレットと
し、１０％ホルマリンに再懸濁させて４時間固定し、洗浄／ペレットとし、２．５％の温
かい寒天に再懸濁させ、ペレットとし、氷水中で冷却して寒天を固化させ、組織／寒天ブ
ロックを微量遠心管から取り出し、そのブロックをパラフィン中で浸潤および包埋し、最
大５０の連続永久切片にすることを含む、同様の方法で、調製することができる。
【００６６】
　ＩＨＣアッセイでは、これらの切片を、ＰＢＳまたは他の遮断試薬中３％のウシ血清ア
ルブミン（ＢＳＡ）を含有する遮断液で覆う。これらの遮断試薬は、非特異的血清または
粉乳を含む。遮断は、室温で１時間進行させる。抗ＬＢＣタンパク質抗体を、３％ＢＳＡ
、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ（商標）－１００、および、ｔ－オクチルフェノキシポリエト
キシエタノール（t-octylphenoxypolyethoxyethanol）を含有するＰＢＳ緩衝液で、１：
１００の比率で希釈する。通常、これらのサンプル切片を、４℃にて１６時間、抗体溶液
で覆う。このような時間および温度条件は、選択した抗体および供試材料によって異なる
。最適な条件は、経験的に決定される。次いで、抗体で処理した切片に対してＰＢＳ中で
各１５分間の洗浄を３回行って、結合しなかった抗体を除去し、３％ＢＳＡおよび１：２
０００の希釈の二次抗体を含有するＰＢＳで覆う。この二次抗体は、セイヨウワサビペル
オキシダーゼ（horseradish peroxidase）、アルカリホスファターゼ、フルオレセインイ
ソチオシアネート、または、他の好適な酵素などの発色酵素に結合させることができる。
別法として、二次抗体をビオチンに結合させて、これを発色団で標識したアビジンととも
に使用してもよい。
【００６７】
　遺伝子の存在を検出する他の方法例として、インサイツハイブリダイゼーション（in s
itu hybridization）による方法がある。通常、インサイツハイブリダイゼーションは、
次のような主要ステップを含む：（１）分析する組織または生体構造の固定、（２）標的
ＤＮＡに接近しやすくし、かつ、非特異的結合を軽減するための生体構造のプレハイブリ
ダイゼーション処理、（３）核酸混合物と生体構造または組織中の核酸とのハイブリダイ
ゼーション、（４）ハイブリダイゼーションで結合しなかった核酸断片を除去するための
ハイブリダイゼーション後の洗浄、（５）ハイブリダイズした核酸断片の検出。これらの
各ステップで用いる試薬、および、用いる条件は、特定の適用に応じて異なる。
【００６８】
　この場合、遺伝子に（その染色体座で）ハイブリダイズ可能な少なくとも１種類の検出
可能な核酸プローブを含むハイブリダイゼーション溶液を、ハイブリダイゼーション条件
下で細胞に接触させる。次いで、任意のハイブリダイゼーションを検出し、正常細胞また
は対照細胞の所定のハイブリダイゼーションパターンと比較する。プローブは、α動原体
プローブ（alpha-centromeric probes）であるのが好ましい。このようなプローブは、い
くつかの供給源（例えば、イリノイ州、ダウナーズ・グローブ所在のバイシス社（Visys 
Inc.、Downers Grove, IL））から市販されている。好ましい実施形態では、ハイブリダ
イゼーション溶液は、キメラを構成する配列の転座に相当する染色体上のある領域（例え
ば、１５ｑ２４－２５）に特異的な複数のプローブを含む。
【００６９】
　本発明の方法に適したハイブリダイゼーションプロトコールは、例えば、あるバートン
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（Albertson）(1984)；ピンケル（Pinkel）(1988)；欧州特許第４３０，４０２号；およ
び、チュー編「インサイツ・ハイブリダイゼーション・プロトコールズ」、メソッズ・イ
ン・モレキュラー・バイオロジー、第３３巻、ヒューマナ・プレス、トトワ、ニュージャ
ージー州、１９９４年（Methods in Molecular Biology, Vol. 33: In Situ Hybridizati
on Protocols, Choo, ed., Humana Press, Totowa, NJ (1994)）などに記載されている。
特に好ましい一実施形態では、ピンケルら（Pinkel et al.）(1988)またはカリオニエミ
（Kallioniemi）(1992)のハイブリダイゼーションプロトコールが用いられる。ハイブリ
ダイゼーション条件を最適化する方法は周知である（例えば、チジェッセン著、「ハイブ
リダイゼーション・ウィズ・ヌクレイック・アシッド・プローブズ」、ラボラトリー・テ
クニックス・イン・バイオケミストリー・アンド・モレキュラー・バイオロジー、第２４
巻、エルゼビア、ニューヨーク、１９９３年（Tijssen(1993) Laboratory Techniques in
 Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 24: Hybridization With Nucleic Acid Pr
obes, Elsevier, NY)を参照されたい）。
【００７０】
　好適な実施形態では、バックグラウンドシグナルが、ハイブリダイゼーション中に界面
活性剤（例えば、Ｃ－ＴＡＢ）または遮断試薬（例えば、精子ＤＮＡ、ｃｏｔ－１　ＤＮ
Ａなど）を使用して特異的結合を減少させることで軽減される。ハイブリダイゼーション
は、約０．１～約０．５ｍｇ／ｍＬのＤＮＡ（例えば、ｃｏｔ－１　ＤＮＡ）の存在下で
実施するのが好ましい。
【００７１】
　プローブは、合成または生物宿主での増殖を含む、当分野で公知のいずれの方法で調製
してもよい。合成方法としては、限定されるものではないが、オリゴヌクレオチド合成、
リボプローブ、および、ＰＣＲが挙げられる。
【００７２】
　プローブは、当分野で公知のいずれかの方法により、検出可能なマーカーで標識するこ
とができる。プローブを標識する方法としては、ランダムプライミング、エンドラベリン
グ、ＰＣＲ、および、ニックトランスレーションが挙げられる。酵素標識は、核酸ポリメ
ラーゼ、３種類の非標識ヌクレオチド、および、第４のヌクレオチドの存在下で行い、こ
の第４のヌクレオチドは直接標識がされるか、標識を付着させるためのリンカーアームを
含むか、あるいは、標識された結合分子が結合できるハプテンまたは他の分子に結合され
ている。好適な直接標識としては、32Ｐ、3Ｈ、および、35Ｓなどの放射線標識、ならび
に、フルオレセイン、テキサスレッド、ＡＭＣＡブルー、ルシファーイエロー、および、
ローダミンなどの蛍光マーカー；可視光で検出可能なシアニン色素、酵素などの非放射線
標識が挙げられる。標識はまた、重亜硫酸塩媒介アミド基転移によってＤＮＡプローブ内
に化学的に組み込むか、あるいは、オリゴヌクレオチドの合成中に直接組み込むことがで
きる。
【００７３】
　蛍光マーカーは、プローブ内に組み込まれた活性型のリンカーアームでヌクレオチドに
容易に結合させることができる。プローブは、前述の開示されている方法により、ハプテ
ン、または、ビオチンもしくはジゴキシゲニンなどの他の分子に対する標識抗体と、ある
いはビオチンの場合には検出可能な標識とコンジュゲートしたアビジンと、サンドイッチ
ハイブリダイゼーションを行うことにより、間接的に標識することができる。抗体および
アビジンは、蛍光マーカー、または、アルカリホスファターゼもしくはセイヨウワサビペ
ルオキシダーゼなどの酵素マーカーとコンジュゲートさせて検出可能とすることもできる
。コンジュゲートしたアビジンおよび抗体は、カリフォルニア州バーリンゲーム所在のベ
クター・ラボラトリーズ社（Vector Laboratories(Burlingame, CA)）、および、インデ
ィアナ州インディアナポリス所在のベーリンガー・マンハイム社（Boehringer Mannheim(
Indianapolis, IN)）などの会社から市販されている。
【００７４】
　酵素は、酵素の基質を提供することにより、比色反応で検出することができる。様々な
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基質が存在する場合、反応により種々の色が生じ、これらの色を可視化して複数のプロー
ブを別々に検出することができる。当分野で公知の任意の基質が使用可能である。アルカ
リ性ホスファターゼの好ましい基質としては、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル
リン酸（ＢＣＩＰ）、および、ニトロブルーテトラゾリウム（ＮＢＴ）が挙げられる。セ
イヨウワサビペルオキシダーゼの好ましい基質はジアミノ安息香酸（diaminobenzoate）
（ＤＡＢ）である。
【００７５】
　本発明のインサイツハイブリダイゼーション法に使用するのに好適な蛍光標識プローブ
は、１５０～５００ヌクレオチド長の範囲であるのが好ましい。プローブは、ＤＮＡであ
ってもＲＮＡであってもよいが、ＤＮＡが好ましい。
【００７６】
　検出可能なプローブと細胞のハイブリダイゼーションは、０．１～５００ｎｇ／μＬ、
好ましくは５～２５０ｎｇ／μＬのプローブ濃度で実施する。ハイブリダイゼーション混
合物は、ホルムアミドなどの変性剤を含むのが好ましい。一般に、ハイブリダイゼーショ
ンは、２５℃～４５℃、より好ましくは３２℃～４０℃、最も好ましくは３７℃～３８℃
で実施する。ハイブリダイゼーションに必要な時間は、約０．２５～９６時間、より好ま
しくは１～７２時間、最も好ましくは４～２４時間である。ハイブリダイゼーション時間
は、プローブ濃度、ならびに、ｈｎＲＮＰ結合タンパク質、トリアルキルアンモニウム塩
、および、ラクタムなどの促進剤を含み得るハイブリダイゼーション溶液内容物に基づい
て異なる。次いで、スライドガラスを、ホルムアミドなどの変性剤を含有し、塩化ナトリ
ウム濃度を引き下げる溶液か、または、結合していないプローブおよび誤対合プローブ（
mismatched probes）を除去する任意の溶液で洗浄する。
【００７７】
　温度および塩濃度は、所望のハイブリダイゼーションのストリンジェンシー（stringen
cy）に応じて異なる。例えば、高ストリンジェンシー洗浄は、４２℃～６８℃で実施し、
中ストリンジェンシーの洗浄は、３７℃～５５℃の範囲で実施することができ、低ストリ
ンジェンシー洗浄は、３０℃～３７℃の範囲で実施することができる。高ストリンジェン
シー洗浄の塩濃度は、０．５～１×ＳＳＣ（０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０１５Ｍクエン
酸ナトリウム）、中ストリンジェンシー洗浄の塩濃度は、１～４×ＳＳＣ、低ストリンジ
ェンシー洗浄の塩濃度は、２～６×ＳＳＣとすることができる。
【００７８】
　必要であれば、検出インキュベーションステップは、２３℃～４２℃、より好ましくは
２５℃～３８℃、最も好ましくは３７℃～３８℃の湿室で行うのが好ましい。標識した試
薬は、ＢＳＡなどの遮断試薬または脱脂粉乳などを含有する溶液で希釈するのが好ましい
。希釈率は、１：１０～１：１０，０００、より好ましくは１：５０～１：５，０００、
最も好ましくは１：１００～１：１，０００の範囲であり得る。スライドガラスまたは他
の固相支持体は、各インキュベーションステップの間に洗浄して過剰な試薬を除去しなけ
ればならない。
【００７９】
　次いで、可視検出マーカーの場合は、スライドガラスを固定し（mounted）、顕微鏡で
分析し、あるいは、放射性マーカーの場合は、スライドガラスをオートラジオグラフフィ
ルムに露光して分析する。蛍光マーカーの場合は、スライドガラスを、退色防止試薬を含
む溶液中で固定し（mounted）、蛍光顕微鏡で分析するのが好ましい。検出精度を上げる
ためには、複数の核を検査すればよい。
【００８０】
　加えて、ＬＢＣオンコジーンの発現産物のアッセイを用いて、ＬＢＣオンコジーンの突
然変異が起こったかどうかを決定することができる。このようなアッセイは、最も好まし
くはイムノアッセイである。最も単純で直接的な意味合いのイムノアッセイは、結合アッ
セイである。特定の好ましいイムノアッセイは、当分野で公知の様々なタイプの酵素結合
免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）、および、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）である。組織切片
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を用いるＩＨＣ検出も、インサイツハイブリダイゼーション、および、酵素イムノアッセ
イに特に有用である。
【００８１】
　一例示としてのＥＬＩＳＡでは、タンパク質特異的抗体を、ポリスチレンマイクロタイ
タープレートのウェルなどのタンパク質親和性を示す選択された表面に固定する。次いで
、臨床サンプルなどの所望の抗原を含有する試験組成物を、ウェルに添加する。結合させ
、かつ、洗浄して、非特異的に結合した免疫複合体を除去した後、結合した抗原を検出す
ることができる。検出は通常、検出可能な標識に結合された、所望の抗原に特異的な別の
抗体を添加することにより行う。このタイプのＥＬＩＳＡは、単純な「サンドイッチＥＬ
ＩＳＡ（&#34;sandwich ELISA&#34;）」である。検出はまた、所望の抗原に特異的な第２
の抗体を添加し、次いで、第２の抗体に対して結合親和性を有する、検出可能な標識に結
合された第３の抗体を添加することにより行うことができる。
【００８２】
　ＥＬＩＳＡ法のバリエーションは周知である。このようなバリエーションの１つでは、
所望の抗原を含有するサンプルをウェルの表面に固定した後、本発明の抗体に接触させる
。結合させ、適宜洗浄した後、結合した免疫複合体を検出する。初めの抗原特異的抗体を
検出可能な標識に結合させた場合には、免疫複合体を直接検出することができる。ここで
も、免疫複合体は、第１の抗原に特異的な抗体に結合親和性を有する、検出可能な標識に
結合された第２の抗体を用いて検出することができる。
【００８３】
　ＡＭＬの予後または状態を決定するために遺伝子発現を検出する本発明の実施形態では
、遺伝子発現のポートフォリオを使用するのが最も好ましい。遺伝子のポートフォリオは
、グループ分けされた遺伝子のセットであって、これらについて得た発現情報が、診断、
予後、または、治療の選択などの臨床的に適切な判断を下す基礎となる。このような場合
、遺伝子発現ポートフォリオは、ＡＭＬ患者に関する治療の判断に役立つように作成する
ことができる。
【００８４】
　本明細書において、罹患（diseased）とは、制御を欠いた細胞増殖を伴って起こるよう
な、身体機能の適切な性能を妨害もしくは障害するか、または、障害する可能性を有する
身体状態の変異を指す。ある人の遺伝子型または表現型のいくつかの様相が疾病の存在と
一致する場合、その人は疾病を有すると診断される。しかしながら、診断または予後を行
うという行為は、再発の見込みの決定、治療法の種類の決定、および、治療のモニタリン
グなどの疾病／病状の問題の決定を含み得る。治療のモニタリングでは、経時的に遺伝子
の発現を比較して、その遺伝子発現プロフィールが変化したかどうか、または、正常な組
織とより一致するパターンに変化しているかどうかを決定することにより、所与の治療経
過の効果に関して臨床的判断を下す。
【００８５】
　遺伝子は、そのグループの遺伝子セットについて得られる情報が、診断、予後、または
、治療選択などの臨床的に関連のある判断を下すための信頼できる基礎を提供するように
、グループ分けすることができる。これらの遺伝子セットは、本発明のポートフォリオを
構成する。ほとんどの診断マーカーの場合と同様に、正確な医学的判断を下すに十分な最
少のマーカーを用いるのが望ましい場合が多い。これにより、さらなる分析を保留する処
置の遅れ、その上、時間および資源の非生産的使用を防げる。
【００８６】
　遺伝子発現ポートフォリオを確立する１つの方法は、株式ポートフォリオの確立に広く
使用されている平均分散アルゴリズム（mean variance algorithm）などの最適化アルゴ
リズムの使用によるものである。この方法は米国特許公開第２００３０１９４７３４号に
詳細に記載されている。本質的に、この方法は、リターン（例えば、生成されるシグナル
）を最適化するインプットセット（財務への応用（financial application）における株
式、すなわち、本明細書では強度により測定される発現）の確立を要求し、あるものはリ
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ターンの変動性を最小化しつつ、使用のためのリターンを受け取る。このような操作を行
うために、多くの市販のソフトウェアプログラムが利用できる。「ワグナー・アソシエイ
ツ平均分散最適化アプリケーション（Wagner Associates Mean- Variance Optimization 
Application）」（本明細書では「ワグナー・ソフトウェア（Wagner Software）」と呼ば
れる）が好ましい。このソフトウェアは、有効フロンティア(efficient frontier)を決定
するために「ワグナー・アソシエイツ平均分散最適化ライブラリ（Wagner Associates Me
an- Variance Optimization Library）」の機能を用い、マーコウィッツ(Markowitz)的意
味における最適なポートフォリオが１つの選択肢となる。この種のソフトウェアの使用に
は、マイクロアレイデータが、そのソフトウェアが意図される財務分析の目的で用いられ
る場合に、株式収益（stock return）、および、リスク評価が用いられる方式で、インプ
ットとして処理可能なように変換されることが必要である。
【００８７】
　ポートフォリオを選択するプロセスはまた、ヒューリスティック・ルール(heuristic r
ules)の適用を含み得る。好ましくは、このようなルールは、生物学、、および、臨床結
果を得るために用いる技術についての理解に基づいて構成される。より好ましくは、この
ようなルールは最適化法からのアウトプットに適用される。例えば、このポートフォリオ
選択の平均分散法は、癌患者に示差的に発現するいくつかの遺伝子のマイクロアレイデー
タに適用することができる。この方法からのアウトプットは、罹患組織だけでなく末梢血
でも発現されるいくつかの遺伝子を含み得る、最適化された遺伝子セットである。この試
験方法で用いるサンプルが末梢血から得られ、かつ、癌の場合に示差的に発現する特定の
遺伝子が末梢血でもまた示差的に発現し得る場合、末梢血で示差的に発現するものを除外
する有効フロンティアからポートフォリオが選択される、ヒューリスティック・ルールを
適用することができる。もちろん、このルールは有効フロンティアの形成前に適用するこ
とができ、例えば、データの予備選択の際にこのルールを適用する。
【００８８】
　対象とする生物学に必ずしも関連のない他のヒューリスティック・ルールを適用するこ
ともできる。例えば、指定された％のポートフォリオだけが特定の遺伝子または遺伝子群
により表され得るルールを適用することができる。ワグナー・ソフトウェアなどの市販の
ソフトウェアは、これらのタイプのヒューリスティックに容易に適応する。これは、例え
ば、精度および正確性以外の因子（例えば、予想されるライセンス料）が１以上の遺伝子
を含むという望ましさに影響を及ぼす場合に有用であり得る。
【００８９】
　本発明の遺伝子発現プロフィールはまた、癌の診断、予後、または、治療のモニタリン
グに有用な他の非遺伝的診断法と併用することもできる。例えば、場合によっては、遺伝
子発現に基づく前述の方法の診断力と、血清タンパク質マーカー（例えば、癌抗原２７．
２９（「ＣＡ　２７．２９」））などの従来のマーカーからのデータとを組み合わせるの
が有益である。ＣＡ　２７．２９などの分析対象（analyte）を含む、所与の範囲のこの
ようなマーカーが存在する。このような方法では、治療患者から定期的に採血し、その後
、前述の血清マーカーの１つに関して酵素イムノアッセイを行う。マーカーの濃度が腫瘍
の応答(return)または治療の失敗を示唆する場合には、遺伝子発現分析に従うサンプル源
が採取される。疑わしい組織塊が存在する場合には、微細針吸引（ＦＮＡ）を行い、次に
、その組織塊から採取した細胞の遺伝子発現プロフィールを前述のように分析する。ある
いは、組織サンプルは、事前に腫瘍が摘出された組織近傍の領域から採取してもよい。こ
のアプローチは、他の試験の結果が不明瞭な場合に特に有用であり得る。
【００９０】
　本発明に従って作成されたキットは、遺伝子発現プロフィールを決定するために形式化
されたアッセイを含む。これらは、試薬および使用説明書、ならびに、バイオマーカーが
アッセイされる媒体など、アッセイの実施に必要な材料の全てまたは一部を含み得る。
【００９１】
　遺伝子発現プロフィール（関連の生体経路の解明に到達するために用いられるものを含
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む）を作成するための好ましい方法は、タンパク質またはペプチドまたは転写ＲＮＡをコ
ードし得る遺伝子により生成されるＲＮＡの量を決定することを含む。これは、逆転写Ｐ
ＣＲ（ＲＴ‐ＰＣＲ）、競合的ＲＴ－ＰＣＲ、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ、ディファレン
シャル・ディスプレイＲＴ－ＰＣＲ、ノーザンブロット解析、および他の関連試験により
最良に行われる。このような技術は、個々のＰＣＲ反応を用いて行うことが可能であるが
、ｍＲＮＡから生成されたコピーＤＮＡ（ｃＤＮＡ）またはコピーＲＮＡ（ｃＲＮＡ）を
増幅させ、これをマイクロアレイで分析するのが望ましい場合が多い。いくつかの異なる
アレイ構造およびそれらの製造方法は当業者に周知であり、米国特許第５，４４５，９３
４号、同第５，５３２，１２８号、同第５，５５６，７５２号、同第５，２４２，９７４
号、同第５，３８４，２６１号、同第５，４０５，７８３号、同第５，４１２，０８７号
、同第５，４２４，１８６号、同第５，４２９，８０７号、同第５，４３６，３２７号、
同第５，４７２，６７２号、同第５，５２７，６８１号、同第５，５２９，７５６号、同
第５，５４５，５３１号、同第５，５５４，５０１号、同第５，５６１，０７１号、同第
５，５７１，６３９号、同第５，５９３，８３９号、同第５，５９９，６９５号、同第５
，６２４，７１１号、同第５，６５８，７３４号、および、同第５，７００，６３７号な
どの米国特許に記載されている。
【００９２】
　マイクロアレイ法は、同時に数千の遺伝子の定常状態のｍＲＮＡレベルを測定できるた
め、ＡＭＬ患者の遺伝子発現プロフィールを確認するための強力なツールとなる。現在、
２つのマイクロアレイ法が広く用いられている。１つはｃＤＮＡアレイであり、もう１つ
はオリゴヌクレオチドアレイである。これらのチップの構成には違いがあるが、実質的に
全ての下流データ解析、および、アウトプットは同じである。このような分析結果は典型
的には、マイクロアレイの既知の位置にある核酸配列にハイブリダイズするサンプルから
のｃＤＮＡ配列の検出に用いる標識プローブから受け取るシグナルの強度の測定値である
。典型的には、シグナル強度は、ｃＤＮＡ量、従って、サンプルの細胞で発現したｍＲＮ
Ａ量に比例する。このような多数の方法が利用可能性であり、かつ、有用である。好まし
い方法は、米国特許第６，２７１，００２号、同第６，２１８，１２２号、同第６，２１
８，１１４号、および、同第６，００４，７５５号に見出すことができる。
【００９３】
　発現レベルの分析は、このようなシグナル強度を比較することで行われる。これは、対
照サンプルでの遺伝子の発現強度に対する試験サンプルの遺伝子の発現強度の比率マトリ
ックスを作成することにより最良に行われる。例えば、薬剤で処理した組織の遺伝子発現
強度を、薬剤で処理していない同じ組織から生じた発現強度と比較することができる。こ
のような発現強度の比率は、試験サンプルと対照サンプルとの間の遺伝子発現の変化倍率
を示す。
【００９４】
　遺伝子発現プロフィールは、様々な方式で表示することができる。一般的な方法では、
列が試験サンプルを示し、行が遺伝子を示すグラフィカルデンドグラム(graphical dendo
gram)に、比率マトリックスを配置する。データは、類似の発現プロフィールを有する遺
伝子が互いに近接するように配置する。各遺伝子の発現比率をカラーで示すことができる
。例えば、１未満の比率（ダウンレギュレーション）は、スペクトルの青い部分で現れ、
一方で、１を超える比率（アップレギュレーションを示す）は、スペクトルの赤い部分の
カラーで現れるようにすることができる。このようなデータを表示するには、シリコン・
ジェネティクス社（Silicon Genetics, Inc.）からの「ＧＥＮＳＰＲＩＮＴ」およびパル
テック社（Partek, Inc.）からの「ＤＩＳＣＯＶＥＲＹ」およびパルテック社（Partek, 
Inc.）らの「ＩＮＦＥＲ」を含む、市販のコンピュータソフトウェアプログラムが利用で
きる。
【００９５】
　示差的に発現する遺伝子は、前述のような遺伝子発現の評価により推定した場合、罹患
細胞では、アップレギュレーションされていたりダウンレギュレーションされていたりす
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る。アップレギュレーションおよびダウンレギュレーションは、何らかのベースラインに
対して遺伝子の発現量に検出可能な差（それを測定するために用いた系のノイズの関与を
超える）が見出されるということを意味する、相対的な用語である。このような場合、こ
のベースラインは、正常細胞で測定された遺伝子発現である。そして、罹患細胞で着目す
る遺伝子は、同じ測定法を用いた場合、ベースラインレベルに対してアップレギュレーシ
ョンされているかダウンレギュレーションされている。アップレギュレーションおよびダ
ウンレギュレーションのレベルは、ハイブリダイズしたマイクロアレイプローブの強度測
定値の変化倍率に基づいて区別されるのが好ましい。このような区別を行うには１．５倍
の差が好ましい。すなわち、処理細胞が、未処理細胞よりも少なくとも１．５倍を超える
強度、または、１．５分の１未満の強度を生じることが確認されてはじめて、ある遺伝子
が、未処理の罹患細胞よりも処理した罹患細胞で示差的に発現すると言える。遺伝子発現
の測定値における差は、より好ましくは１．７倍であり、最も好ましくは２．０倍以上で
ある。
【００９６】
　本発明のある方法では、様々な遺伝子の遺伝子発現プロフィールを比較して、患者が治
療薬の使用に応答する可能性があるかどうかを決定することを含む。応答者と非応答者と
を区別する遺伝子発現プロフィールを確立したら、この各遺伝子発現プロフィールを後述
するコンピューター可読媒体などの媒体に保存する。次いで、罹患細胞（ＡＭＬの場合は
造血芽細胞（hematopoietic blast cell）など）を含む患者サンプルを採取する。最も好
ましくは、サンプルは骨髄であって、常法に従って患者の胸骨または腸骨稜から採取する
。好ましくは、常法を用いて骨髄突刺液を処理して白血病芽細胞を富化する。その後、サ
ンプルのＲＮＡを患者の罹患細胞から採取して増幅させ、好ましくはマイクロアレイを用
いて（大きな遺伝子ポートフォリオの場合）、好適なポートフォリオの遺伝子に関する遺
伝子発現プロフィールを得る。次に、このサンプルの発現プロフィールを、予後転帰に関
してすでに分析したものと比較する。３遺伝子プロフィールを用いる場合など、ポートフ
ォリオに少数の遺伝子を用いる場合には、遺伝子調節を測定する最も好ましい方法は、単
純な核酸増幅および検出法である。このような場合、ＰＣＲ、ＮＡＳＢＡ、ローリングサ
ークル、ＬＣＲ、および、当業者に公知の他の増幅法を使用することができるが、ＰＣＲ
が最も好ましい。ポートフォリオが多数の遺伝子を含む場合、または、他の多数の遺伝子
の発現を測定するのが望ましい場合は、前述したようにマイクロアレイの強度測定に基づ
いて発現パターンを評価するのが好ましい。
【００９７】
　同様の要領で、遺伝子発現プロフィール分析を行って治療応答をモニタリングすること
ができる。この方法の一態様では、治療過程の様々な期間に任意の好適な治療を受けた患
者に対して前述したような遺伝子発現分析を行う。遺伝子発現パターンが肯定的な転帰と
一致した場合は、その患者の治療を継続する。そうでない場合は、患者の治療法を別の治
療法に変更するか、用量を変更するか、または、現行の治療を中止する。このような分析
により、検出可能な臨床徴候の前、または、不明瞭な臨床徴候に直面した際に、介入およ
び治療の調整が可能となる。
【００９８】
　本発明の分子マーカーに関しては、診断用に他のいくつかの形式およびアプローチを利
用することができる。ゲノム領域のメチル化は、遺伝子発現レベルに影響を与え得る。例
えば、遺伝子のプロモーター領域の高メチル化は、遺伝子発現を構成的にダウンレギュレ
ーションし、一方、低メチル化は、定常状態のｍＲＮＡレベルに増大をもたらし得る。従
って、薬剤応答、予後、または、状態を予測する遺伝子に関連したメチル化領域の検出を
、遺伝子発現レベルを診断する別法として使用することができる。このような方法は、当
業者に公知である。あるいは、プロモーター領域に存在する一塩基多型（ＳＮＰ）も、遺
伝子の転写活性に影響を及ぼし得る。従って、当業者に公知の方法によるこのようなＳＮ
Ｐの検出を、異なる予後転帰で示差的に発現する遺伝子を検出するための診断として使用
することもできる。
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【００９９】
　本発明の製品は、治療、診断、予後、病期分類、および、その他の疾患の評価に有用な
遺伝子発現プロフィールの表現である。好ましくは、このような表現は、コンピューター
可読媒体（磁気式および光学式など）などの自動的に読み取ることができる媒体に圧縮す
ることができる。本製品は、このような媒体に記録された遺伝子発現プロフィールを評価
するための使用説明書も含み得る。例えば、本製品は、前述の遺伝子のポートフォリオの
遺伝子発現プロフィールを比較するためのコンピューター命令を有するＣＤ－ＲＯＭを含
み得る。本製品はまた、患者のサンプルから得た遺伝子発現データと比較できるように内
部にデジタル形式で記録された遺伝子発現プロフィールも含み得る。あるいは、このよう
なプロフィールは、異なった表現形式で記録することができる。前述のパルテック社（Pa
rtek, Inc.）の「ＤＩＳＣＯＶＥＲＹ」および「ＩＮＦＥＲ」ソフトウェアに組み込まれ
ているもののようなクラスタリングアルゴリズムは、このようなデータの可視化に最も役
立つであろう。
【０１００】
　本発明に従ったさらなる製品は、前述したアッセイを実施するためのキットである。こ
のようなキットはそれぞれ、人間または機械が読み取ることができる形式の使用説明書、
ならびに、前述したタイプのアッセイに典型的な試薬を含むのが好ましい。これらのキッ
トは、例えば、本発明の遺伝子発現プロフィールを識別できるように構成された前述のよ
うな核酸アレイ（例えば、ｃＤＮＡアレイ、または、オリゴヌクレオチドアレイ）を含む
ことができる。このようなキットはまた、核酸の増幅および検出を行うために用いる試薬
を含むことができ、例えば、逆転写酵素、逆転写酵素プライマー、対応するＰＣＲプライ
マーセット、Ｔａｑポリメラーゼなどの熱安定性ＤＮＡポリメラーゼ、および、限定され
るものではないが、スコーピオンプローブ、蛍光プローブアッセイ用プローブ、モレキュ
ラービーコンプローブ、エチジウムブロマイドなどの二本鎖ＤＮＡに特異的な単一色素プ
ライマーまたは蛍光色素などの好適な検出試薬が挙げられる。表面抗原を検出するための
キットは、染色物質を含むか、あるいは、バッファー、抗抗原性抗体（anti-antigenic a
ntibody）、検出酵素、および、セイヨウワサビペルオキシダーゼもしくはビオチン－ア
ビジン系試薬などの基質のような成分を含む抗体である。芽細胞を検出するためのキット
成分は、通常、フローサイトメトリー、芽細胞接着アッセイ、および、他の一般的な芽細
胞アッセイを行うための試薬を含む。
【０１０１】
　従来の抗癌剤としては、限定されるものではないが、チロシンキナーゼ阻害剤、ＭＥＫ
キナーゼ阻害剤、ＰＩ３Ｋキナーゼ阻害剤、ＭＡＰキナーゼ阻害剤、アポトーシス調節剤
、および、これらの組合せが含まれる。これらの抗癌剤の中で最も好ましい例示的な薬剤
としては、ノバルティス社（Novartis）の「ＧＬＥＥＶＥＣ」チロシンキナーゼ阻害剤、
Ｕ－０１２６ＭＡＰキナーゼ阻害剤、ＰＤ－０９８０５９ＭＡＰキナーゼ阻害剤、ＳＢ－
２０３５８０ＭＡＰキナーゼ阻害剤、アンチセンス、リボザイム、ＤＮＡｚｙｍｅ、Ｂｃ
ｌ－ＸＬ、および、抗アポトーシス剤が挙げられる。他の有用な薬剤の例としては、限定
されるものではないが、米国特許第６，３０６，８９７号のカラノライド(calanolides)
；米国特許第６，２８４，７６４号の置換二重環；米国特許第６，１３３，３０５号のイ
ンドリン；米国特許第６，２７１，２１０号のアンチセンスオリゴヌクレオチド；例えば
シスプラチンまたはカルボプラチンなどの白金錯体；例えばパクリタキセルまたはドセタ
キセルなどのタキサン化合物；例えばイリノテカンまたはトポテカンなどのカンプトセシ
ン化合物；例えばビンブラスチン、ビンクリスチンまたはビノレルビンなどの抗腫瘍ビン
カアルカロイド；例えば５－フルオロウラシル、ゲムシタビンまたはカペシタビンなどの
抗腫瘍ヌクレオシド誘導体；例えばシクロフォスファミド、クロラムブシル、カルムスチ
ンまたはロムスチンなどのニトロジェンマスタードまたはニトロソウレアアルキル化剤（
nitrosourea alkylating agents）；例えばダウノルビシン、ドキソルビシンまたはイダ
ルビシンなどの抗腫瘍アントラサイクリン誘導体；例えばトラスツマブ（trastzumab）な
どのＨＥＲ２抗体；例えばエトポシドやテニポシドなどの抗腫瘍ポドフィロトキシン誘導
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体；ならびにエストロゲン受容体拮抗薬または選択的エストロゲン受容体調節剤、好まし
くは、タモキシフェン(tamoxifen)、あるいはまたトレミフェン、ドロロキシフェン(drol
oxifene)、ファスロデックス(faslodex)、および、ラロキシフェン(raloxifene)を含む抗
エストロゲン薬、または、エキセメスタン(exemestane)、アナストロゾール(anastrozole
)、レトラゾール(letrazole)、および、ボロゾール(vorozole)などのアロマターゼ阻害剤
が挙げられる。
【０１０２】
　抗癌剤には、遺伝子療法、アンチセンス療法、または、ＲＮＡ干渉向けの治療薬も含ま
れ得る。このような治療薬としては、限定されるものではないが、細胞内に導入してｍＲ
ＮＡの転写を阻害し、そのｍＲＮＡをコードする遺伝子の機能を遮断することができる、
ｍＲＮＡ配列に相補的な配列を有するオリゴヌクレオチドも含まれる。オリゴヌクレオチ
ドを使用した遺伝子発現の遮断は、例えば、ストラチャン、リード著、「ヒトの分子遺伝
子学」、１９９６年（Strachan and Read, Human Molecular Genetics, 1996）に記載さ
れている。このようなアンチセンス分子は、ＤＮＡ、ホスホロチオエートまたはメチルホ
スホン酸などのＤＮＡの安定誘導体、ＲＮＡ、２'－Ｏ－アルキルＲＮＡなどのＲＮＡの
安定誘導体、または、他のアンチセンスオリゴヌクレオチドミメティクスであり得る。ア
ンチセンス分子は、マイクロインジェクション、リポソーム封入（liposome encapsulati
on）、または、アンチセンス配列を収容するベクターからの発現によって細胞内に導入す
ることができる。
【０１０３】
　遺伝子療法では、目的の遺伝子を、レシピエント宿主細胞の感染によって治療用ＤＮＡ
の導入を媒介するウイルスベクターに連結することができる。好適なウイルスベクターと
しては、レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルス、ワ
クシニアウイルス、および、ポリオウイルスなどが挙げられる。あるいは、治療用ＤＮＡ
を、リガンド－ＤＮＡコンジュゲートまたはアデノウイルス－リガンド－ＤＮＡコンジュ
ゲートを用いた受容体媒介標的化ＤＮＡ導入（receptor-mediated targeted DNA transfe
r）、リポフェクション膜融合（lipofection membrane fusion）、または、直接的マイク
ロインジェクションを含む、非ウイルス法により、遺伝子療法用の細胞に導入することが
できる。このような方法およびそのバリエーションは、生体外（ex vivo）ならびに生体
内（in vivo）遺伝子療法に適している。遺伝子との併用に適した遺伝子療法の分子方法
論のプロトコールが、ポール・Ｄ・ロビンス編、「遺伝子療法プロトコール」、ヒューマ
ナ・プレス、トトワ、ニュージャージー州、１９９６年（Gene Therapy Protocols, edit
ed by Paul D. Robbins, Human Press, Totowa NJ, 1996）に記載されている。
【０１０４】
　本明細書に開示された方法に従って同定された化合物は、潜在的な毒性を最小にすると
ともに最適な阻害または活性を得るために、通常の試験で決定された適当な用量で単独使
用することができる。さらに、他の薬剤との同時投与または逐次投与が望ましい場合もあ
る。
【０１０５】
　以下、本発明を非限定的な実施例によりさらに説明する。本明細書に引用されている参
照文献は全て、参照することにより本明細書の一部とする。
【０１０６】
〔実施例〕
実施例１
臨床評価および応答の定義
　本試験は、再発性または難治性ＡＭＬ患者を各２８日サイクルの最初の２１日間の開始
経口用量６００ｍｇ（１日２回）のティピファニブで処置する、非盲検多施設非比較第２
相臨床試験（open label, multicenter, non-comparative phase 2 clinical study）（
ハローソーら(Harousseau et al.)(2003)）の一部である。患者は、再発性ＡＭＬ患者群
と難治性ＡＭＬ患者群の２群に分けた。合計２５２人の患者（再発性１３５人、難治性１
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１７人）を処置した。８０人の患者を選択して、個々にインフォームド・コンセントが必
要な骨髄サンプルをＲＮＡマイクロアレイ分析のために採取した。本試験では全体的な応
答率が比較的低かった。
【０１０７】
　従って、遺伝子発現プロファイリングのために、ティピファニブに対する応答を、中央
判定（central review）によるか、または臨床状態によるかのいずれかで定義される、客
観的応答（完全緩解（ＣＲ）、血小板の回復が不完全な完全緩解（ＣＲｐ）、または、部
分的緩解（ＰＲ））のある患者、血液学的応答（骨髄の白血病芽細胞の５０％を超える減
少）のある患者、または、中央判定および臨床状態の両方によって定義される安定疾患（
血液学的応答はないが疾患が進行していない）の患者に分けた。血小板の回復が不完全な
完全緩解は、輸血を必要としないことを確実にするために１００，０００／μＬ未満の血
小板数で十分であることを除いて、同様に定義した。部分的緩解は、骨髄芽細胞が少なく
とも５０％減少し、好中球（＞５００／μＬ）および血小板数（＞５０，０００／μＬ）
が部分的に回復した状態と定義した。応答は、初めの記録から少なくとも４週間後に確認
しなければならなかった。
【０１０８】
サンプルの採取およびマイクロアレイ処理
　骨髄サンプルを、ティピファニブ処置の前に患者から採取し、リン酸緩衝生理食塩水（
ＰＢＳ）で希釈し、フィコール‐ジアトリゾエート（Ficoll-diatrizoate）（１．０７７
ｇ／ｍＬ）を用いて遠心分離した。白血球をＰＢＳで２回洗浄し、１０％ジメチルスルホ
キシド（ＤＭＳＯ）を含むウシ胎児血清（ＦＢＳ）に再懸濁し、すぐに－８０℃で保存し
た。細胞を解凍し、ＲＮｅａｓｙキット(カリフォルニア州バレンシア所在、キアゲン社
（Qiagen, Valencia, CA）)を用い、細胞サンプルから全ＲＮＡを抽出した。ＲＮＡの質
を、アジレント・バイオアナライザー（Agilent Bioanalyzer）を用いて確認した。アフ
ィメトリクス社の（Affymetrix）(カリフォルニア州サンタクララ所在（Santa Clara, CA
)）プロトコールに従ってｃＤＮＡおよびｃＲＮＡの合成を行った。
【０１０９】
マイクロアレイ処理
　１回の増幅では複数のサンプルのＲＮＡ収量がチップハイブリダイゼーションに用いる
十分な標識ｃＲＮＡを得るのに不十分であるため、２回の線形増幅を行った。ハイブリダ
イゼーションのために、１１μｇのｃＲＮＡを、４０ｍＭ Ｔｒｉｓ酢酸、ｐＨ８．１、
１００ｍＭ酢酸カリウム、および、３０ｍＭ酢酸マグネシウム中で３５分間、９４℃でイ
ンキュベートすることによりランダムに断片化した。断片化したｃＲＮＡを、６０ｒｐｍ
に設定したローティッセリー・オーブン(rotisserie oven)で１６時間、４５℃でＵ１３
３Ａアレイにハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーション後、アレイを洗浄し（Ｔｒ
ｉｔｏｎＸ－１００（０．００５％）を含む６ｘＳＳＰＥおよび０．５ｘＳＳＰＥ）、ス
トレプトアビジン－フィコエリトリン（ＳＡＰＥ：オレゴン州ユージーン所在、モレキュ
ラー・プローブ社（Molecular Probes, Eugene, OR））で染色した。アジレント（Agilen
t）　Ｇ２５００Ａ　ＧｅｎｅＡｒｒａｙスキャナー(カリフォルニア州パロアルト所在、
アジレント・テクノロジー社（Agilent Technologies, Palo Alto, CA)）を用いて結合し
た標識プローブの定量を行った。
【０１１０】
　各アレイの合計蛍光強度を一定値６００に対して尺度化した。チップの性能を、シグナ
ル／ノイズ比（平均シグナルの生値／ノイズ）を算出することにより定量化した。シグナ
ル／ノイズ比が５未満の場合、それらのチップはさらなる解析から除外した。チップの少
なくとも１０％に「存在している」と言える遺伝子だけをさらなる解析に含めた。このカ
ットオフの後に１１，７２３のアフィメトリクス（Affymetrix）プローブセットが残った
。遺伝子発現データの質は、主成分分析に基づいたアウトライアーの特定、および、遺伝
子強度の正規分布の解析(パルテック・プロ（Partek Pro）V5.1)により、さらに制御した
。
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【０１１１】
統計分析
　高い感度の応答を予測する遺伝子を同定するために、パーセンタイル解析を利用した。
非応答者の少なくとも４０％に比べて応答者の１００％でアップレギュレーションまたは
ダウンレギュレーションされていた遺伝子が同定された。カイ二乗検定およびスチューデ
ントのｔ検定を用いて、ｒａｓ突然変異の状態および遺伝子発現を含む患者の応答と患者
の共変量との相関の有意性を調べた。アンスーパーバイズドｋ平均法および階層クラスタ
リングをＯｍｎｉｖｉｚで行った。次いで、選択された遺伝子の予測値を、リーブ・ワン
・アウト(leave-one-out)およびリーブ・ファイブ・アウトクロス確認法(leave-five-out
 cross validation)により解析した。ここで、データセットから１つ（または５つ）のサ
ンプルを取り出し、マーカーを１１，７２３の遺伝子から再選択した。その後、この遺伝
子の予測値を、線形判別分析を用いて残りのサンプルに対して調べた。感度は、この試験
により検出された真陽性の数を真陽性と偽陰性の合計数で除して算出した。特異性は、こ
の試験により検出された真陰性の数を真陰性と偽陽性との合計数で除して算出した。陽性
予測値は、真陽性の数を真陽性と偽陽性との合計数で除して算出した。陰性予測値は、真
陰性の数を真陰性と偽陰性の合計数で除して算出した。治療に応答する患者の陽性尤度比
は、感度を（１－特異性）で除したものである。受信者動作者曲線(receiver operator c
urve)（ＲＯＣ）を用いて、１００％の感度を必要とする各分類子について適切な閾値を
選択した。このＲＯＣ診断により、各パラメーターの感度および特異性が算出される。
【０１１２】
リアルタイムＰＴ－ＰＣＲバリデーション
　ＴａｑＭａｎ（登録商標）リアルタイムＲＴ－ＰＣＲを用いてＡＨＲ遺伝子およびＡＫ
ＡＰ１３遺伝子のマイクロアレイの結果を検証した。各１μｇのサンプルの増幅ＲＮＡか
ら、製造者使用説明書(インビトロゲン社（Invitrogen）)に従って、Ｔ７オリゴ（ｄＴ）
プライマーおよびＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ逆転写酵素を用いて、ｃＤＮＡを作製し
た。ＡＫＡＰ１３遺伝子および対照遺伝子ＰＢＧＤのプライマーおよびＭＧＢプローブを
、プライマー・エクスプレス（Primer Express）(アプライドバイオシステムズ社（Appli
ed Biosystems）)を用いて設計し、一方、ＡＨＲ遺伝子および対照遺伝子ＨＰＲＴのプラ
イマーおよびプローブは、ＡＢＩからアッセイズ‐オン‐デマンド（Assays‐on－Demand
）として市販されている。ＡＫＡＰ１３のプライマー／プローブの配列は、ＡＫＡＰ１３
フォワード：５'ｇｇｔｃａｇａｔｇｔｔｔｇｃｃａａｇｇａａ３'（配列番号１）、ＡＫ
ＡＰ１３リバース：５'ｔｃｔｔｃａｇａａａｃａｃａｃｔｃｃｃａｔｃ－３'（配列番号
２）、ＡＫＡＰ１３プローブ：６ＦＡＭ－ｔｇａａａｃｇｇａａｇａａｇｃｔｔｇｔＡ－
３'（配列番号３）であった。
【０１１３】
　全てのプライマーおよびプローブは、９０％を超える最適な増幅効率であるかどうか調
べた。相対標準曲線は、ＨｅＬａ　ｃＤＮＡ（大抵の場合は、２５ｎｇ～２．５ｐｇの範
囲）の５つの希釈液（各１０倍）から構成されている。ＲＴ－ＰＣＲ増幅混合物（２５μ
Ｌ）は、１００ｎｇの鋳型ｃＤＮＡ、２ｘＴａｑＭａｎ（登録商標）ユニバーサルＰＣＲ
マスターミックス（１２．５μＬ：アプライドバイオシステムズ社（Applied Biosystems
））、５００ｎＭフォワードプライマーおよびリバースプライマー、ならびに、２５０ｎ
Ｍプローブを含有していた。ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７９００ＨＴ　シークエンス・ディテ
クター（Sequence Detector）（アプライドバイオシステムズ社(Applied Biosystems)）
上で反応させた。サイクル条件は、５０℃で２分間のＡｍｐＥｒａｓｅ　ＵＮＧの活性化
、９５℃で１０分間のポリメラーゼの活性化、および、９５℃で１５秒間とアニーリング
温度（５９℃または６０℃）で６０秒間のサイクルを５０回であった。各アッセイでは、
目的の遺伝子および対照遺伝子に対して標準曲線および非鋳型対照が鋳型ｃＤＮＡととも
に３反復で含まれていた。各遺伝子の相対量を標準曲線に基づいて算出し、対照遺伝子の
量で正規化した。３反復のサンプルの平均変動率（算出した量に基づく）は８％であった
。ストックから個々に希釈した鋳型を用いた反復実験間の相関は０．９５を超えていた。
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２回のＴａｑＭａｎ（登録商標）実験が再現性のある結果を示した場合は、サンプルをマ
イクロアレイデータと比較するだけにした。
【０１１４】
細胞系の培養およびＡＫＡＰ１３の過剰発現アッセイ
　ＡＫＡＰ１３ベクター、オンコＬＢＣ、プロトＬＢＣ、および、ベクター対照（ｐＳＲ
ａｌｐｈａ－ｎｅｏ）を、デニス・トクソス博士（Dr. Deniz Toksoz）から入手した(チ
ェンら（Zheng et al.）(1995))。ＨＬ６０細胞系をAmerican Tissue Culture Collectio
nから入手し、１０％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ １６４０中で増殖させた。細胞は、製造者の
使用説明書に従い、Ｅｆｆｅｃｔｅｎｅ試薬(キアゲン社（Qiagen）)を用い、各ベクター
で一時的にトランスフェクトし、Ｇ４１８（６００μｇ／ｍＬ）で７日間維持した。次い
で、ティピファニブを様々な濃度（０、１．５、３．１、６．３、１３、２５、５０、１
００、２００、１０００、および、１０，０００ｎＭ）２反復培養物（１．５×１０5細
胞／ｍＬ）に添加した。細胞数を６日目に計数した。細胞数を、薬剤を含まない培養物に
対して正規化し、対照生細胞のパーセントを得た。
【０１１５】
結果
再発性および難治性ＡＭＬの発現プロファイリング
　ＦＴＩｓはもともと、ＦＴａｓｅ活性を特異的に阻害し、それにより、オンコジーンｒ
ａｓ経路を遮断するように設計されている。従って、ｒａｓ突然変異の活性化について、
再発性または難治性ＡＭＬ患者８０人の骨髄からのＤＮＡをまず分析し、ｒａｓ突然変異
とティピファニブ応答との間の可能性のある相関を調べた。ＡＭＬサンプルの２６％がＮ
－ｒａｓ突然変異を含み、突然変異状態は客観的応答または全生存率とは相関していなか
った(ハローソーら（Harousseau et al.(2003)）)。従って、ＦＴＩティピファニブに対
する応答の予測に用いることができる新規のシグネチャを特定するために遺伝子発現プロ
ファイリングを行った。ティピファニブ処置の前に８０人の患者から遺伝子発現分析のた
めに骨髄サンプルを採取した。表１に、患者の情報が示されている。
【０１１６】



(28) JP 2008-523822 A 2008.7.10

10

20

30

40

50

【表１】

【０１１７】
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　８０サンプルの内の５８サンプルが、ＲＮＡの質およびチップの性能を含む品質管理基
準をパスした。年齢、性別、ＡＭＬの種類（再発性または難治性）、細胞遺伝学的リスク
因子、基準芽細胞数、応答、および、これらの５８人の患者と臨床試験集団の残りの患者
（表２ではＮ＝１９４）との間の全生存率には有意差がなかった。
【０１１８】
【表２】

【０１１９】
　高い感度で応答者と非応答者とを区別できる遺伝子を同定するために、遺伝子発現デー
タを臨床情報と統合してレトロスペクティブ分析を行った。示差的に発現する遺伝子を同
定する前に、これらのデータを複数回フィルタリングした。まず、少なくとも１０％のサ
ンプルで発現していない遺伝子を排除した。これにより、遺伝子の数が約２２，０００か
ら１１，７２３遺伝子に減少した。アンスーパーバイズド分析の場合、データセット全体
で発現の変動をほとんど示さない遺伝子（変動率がサンプル全体で４５％未満）も排除し
、残りの５，７２８の遺伝子についてクォンタイル・ノーマライゼーション(quantile no
rmalization)を行った。この段階で、アンスーパーバイズドｋ－平均クラスタリング分析
を実施して、全遺伝子発現プロフィールに基づいて患者間の任意の差を確認した。この方
法で、患者の６つの主なクラスターを同定した。応答者と非応答者との間には差は見られ
なかった（図１）。ほんの一部の遺伝子がＦＴＩの抗腫瘍効果に関連していると考えられ
、例えば、ＦＴＩ生物学に関与する１つの遺伝子の示差的な発現が臨床応答に影響を与え
るが、他の１１，７２２の遺伝子から導入されるノイズによってこの影響が隠されてしま
う可能性がある。
【０１２０】
実施例２
応答者と非応答者との間で示差的に発現する遺伝子の同定
　次に、全ての応答者と少なくとも４０％の非応答者との間で示差的に発現する遺伝子を
同定するために、遺伝子発現データを用いてスーパーバイズド解析を行った。このような
基準は、可能な最高レベルの感度でティピファニブに対する応答を予測できる遺伝子を同
定するために選択した。１１，７２３の遺伝子から、応答者と非応答者とを階層分類でき
（詳細は表３および表１０）、ｔ検定で有意なＰ値（Ｐ＜０．０５）が得られる、合計１
９の遺伝子を同定した。これらの遺伝子には、シグナル伝達、アポトーシス、細胞増殖、
発癌、および、場合によっては、ＦＴＩ生物学に関与するものも含まれている（ＡＲＨＨ
、ＡＫＡＰ１３、ＩＬ３ＲＡ）。
【０１２１】
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【表３】

【０１２２】
遺伝子マーカーのリアルタイムＲＴ－ＰＣＲバリデーション
　マイクロアレイ遺伝子発現データを検証するために、マイクロアレイハイブリダイゼー
ションに用いる標識標的ｃＲＮＡの作製に用いたｃＤＮＡに対してＴａｑＭａｎ（登録商
標）リアルタイムＲＴ－ＰＣＲを実施した。遺伝子発現データを検証するために２つの遺
伝子を選択した。ＡＨＲ遺伝子およびＡＫＡＰ１３遺伝子が、応答者に対して最高レベル
の特異性が得られたため選択した。相関率は、ＡＨＲが０．７４、ＡＫＡＰ１３が０．９
４であり、マイクロアレイ遺伝子発現データがＰＣＲによって認証されたことを示す（図
２）。
【０１２３】
耐性マーカーとしてのＡＫＡＰ１３遺伝子の同定
　ＡＫＡＰ１３が、ティピファニブに対して耐性のある患者で過剰発現した。この遺伝子
の予測値を、リーブ・ワン・アウト・クロス確認法（ＬＯＯＣＶ、図３Ａ）を用い、５８
のサンプルについて算出した。ＡＫＡＰ１３遺伝子の発現は、陰性予測値（ＮＰＶ）９６
％で非応答、陽性予測値（ＰＰＶ）４３％で低発現レベル媒介応答を予測した（χ2＝１
３．７、Ｐ＝０．００２２）。全体的な診断精度は６９％であり、応答の陽性尤度比は２
．４であった。従って、ＡＫＡＰ１３遺伝子発現に基づいたこの患者集団の階層分類によ
り、応答率が全群の２４％（１４／５８）から遺伝子発現率の低い患者群の４３％（１３
／３０）に上昇した。各患者におけるＡＫＡＰ１３遺伝子の発現値は図３Ｂに示されてい
る。生存をカプラン－マイヤー分析で分析すると、この遺伝子の発現が低い患者の平均生
存期間は、発現レベルが高い患者よりも９０日長かった（Ｐ＝０．００８、図３Ｃ）。
【０１２４】
３つの遺伝子マーカーの最小セットの同定
　ＡＫＡＰ１３単独よりも優れた精度でティピファニブに対する応答を予測できる遺伝子
マーカーの候補セットを同定するためにＬＯＯＣＶを用いた。分類子を、ｔ検定のＰ値に
基づき遺伝子数を増加させて作成し、このような分類子の誤り率を、予測応答感度を１０
０％に維持しつつ、ＬＯＯＣＶを用いて算出した（図４Ａ）。
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【０１２５】
　３遺伝子分類子は、低い誤り率で応答を予測できる（図４Ａ）。これは、リーブ・ファ
イブ・アウト・クロス確認法を実施した際に確認された。遺伝子を追加すると誤り率が上
昇する場合は、追加の遺伝子が分類子にノイズを導入することを示している。３遺伝子分
類子の場合、ＬＯＯＣＶにより、ＮＰＶが９４％、ＰＰＶが４８％、全体的な診断精度が
７４％、かつ、陽性尤度比が２．９であることが示された（図４Ｂ）。各患者における３
遺伝子の発現値の組合せが、図４Ｃに示されている。従って、この遺伝子シグネチャを有
する患者群の場合、ティピファニブに対する応答率は、この患者集団での２４％（１４／
５８）に比較して４８％（１２／２５）であった。
【０１２６】
　３遺伝子シグネチャ（ＡＨＲ、ＡＫＡＰ１３、および、ＭＩＮＡ５３）を用いることに
より、カプラン－マイヤー分析で、再度、予測された応答者群と非応答者群との間で生存
に有意差が示された（図４Ｄ）。応答者として誤って分類された１３人の患者は、非応答
者として正しく分類された３１人の患者よりも全体的な生存が良好であった（図５）。興
味深いことに、非応答者として誤って分類された２人の患者は血液学的改善のみを示し、
全生存期間が比較的短かった（７１日と８７日）。
【０１２７】
ＡＫＡＰ１３の過剰発現はＡＭＬのティピファニブに対する耐性を高める
　ＡＫＡＰ１３遺伝子は、ティピファニブに対する耐性の最も強力なマーカーである。従
って、ＨＬ６０細胞系でこの遺伝子のオンコＬＢＣ変異体およびプロトＬＢＣ変異体を過
剰発現させることにより、ＦＴＩ生物学におけるその関与を調べた。次いで、一時的トラ
ンスフェクト体のティピファニブ感受性を調べた。このＡＭＬ細胞系モデルにおける両方
のＡＫＡＰ１３変異体の過剰発現により、対照細胞に比べティピファニブに対する耐性が
約２０倍増大した（図３）。ＬＢＣオンコジーンとプロトオンコジーン（proto-oncogene
）の両方が、ティピファニブに対する耐性を同程度に増大させたのが、対照に比べて２以
上のｌｏｇ単位、死滅曲線の右方向へ平行移動していることで分かる。
【０１２８】
考察
　近年、２つのグループが、臨床転帰の予測に有用な、新たに診断された成人ＡＭＬ患者
の遺伝子発現プロフィールを確認した(ブリンガーら（Bullinger et al.）(2004), バル
クら（Valk et al.）(2004)）。これらのプロフィールは、核型分析などの現在用いられ
ている診断マーカーよりも強力であると思われる。さらに、発現プロフィールで、標準的
な化学療法薬（チャンら（Chang et al.）(2003); オクツら（Okutsu et al.）(2002);お
よびチェオクら（Cheok et al.）(2003)）、および、新規の選択性抗癌剤を含む抗癌化合
物に対する応答を予測できることが分かった(ホフマンら（Hofmann et al.）(2004);およ
び、マクリーンら（McLean et al.）(2004))。同様に、薬理遺伝学的プロフィールが、チ
ロシンキナーゼ阻害剤ゲフィチニブ(gefitinib)に対する患者の応答に相関することも分
かった(パエスら（Paez et al.）(2004)およびリンチら（Lynch et al.）(2004))。この
研究で、非小細胞肺癌患者の亜群が、標的治療に対する臨床応答に相関する標的上皮細胞
成長因子受容体内で活性化型の突然変異を起こしていることが分かった。
【０１２９】
　再発性および難治性ＡＭＬ患者の第２相試験で、新規のファルネシルトランスフェラー
ゼ阻害剤であるティピファニブに対する応答を予測する遺伝子発現プロフィールを確認し
た。この種の化合物は、造血系悪性疾患(カープら（Karp et al.）(2001); クルズロック
ら（Kurzrock et al.）ら(2004);アルシーナら（Alsina et al.）(2003); コルテスら（C
ortes et al.）(2003):およびトーマスら（Thomas et al.）(2001)）、および、乳癌(ジ
ョンストンら（Johnston et al.）(2003))、または、再発性神経膠腫(ブルナーら（Brunn
er et al.）(2003))などの充実性腫瘍（solid tumors）の治療に有望であることを示され
ている。しかしながら、臨床応答は実証されているが、薬剤に対して最も応答する可能性
の高い患者、従って、治療の最適な候補者となる患者を特定することにより、患者に合っ
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た治療の要望が大きくなっている。さらに、ｒａｓがこの種の薬剤の主な標的と見なされ
ているが、複数の臨床試験により、このような薬剤が、ｒａｓ突然変異の頻度が高い集団
に必ずしも有効ではないことが示された(ヴァン・カトセムら（Van Cutsem et al.）(200
4)およびラオら（Rao et al.）(2004))。
【０１３０】
　複数の遺伝子マーカーがティピファニブに対する応答を予測する可能性があることが確
認された。これらのマーカーのサブセットは、薬剤応答を予測でき、かつ、ＦＴＩ生物学
に関与する可能性もあると考えられる。マイクロアレイの試験により見出された上位候補
の１つがリンパ芽細胞発症オンコジーン(lymphoid blast crisis oncogene)（オンコＬＢ
ＣまたはＡＫＡＰ１３）である。この遺伝子は、Ｒｈｏタンパク質のグアニンヌクレオチ
ド交換因子として機能し(チェンら（Zheng et al.）(1995))、かつ、タンパク質キナーゼ
Ａアンカータンパク質としても機能する(カーら（Carr et al.）(1991))。ＡＫＡＰ１３
は、ラミンＢと相互作用することが知られているαらせんドメインに相同な領域を含む(F
oisnerら(1991))。これに関連して、ラミンＢがタンパク質キナーゼＡによって活性化さ
れ、これにより分裂活性が増大する。ＲｈｏＢおよびラミンＢはともにファルネシル化さ
れ、ＦＴＩの候補標的である。ＡＫＡＰ１３はまた、その３'末端（3-prime end）の喪失
により細胞の形質転換を引き起こすためプロトオンコジーンでもある(スターペッティら
（Sterpetti et al.）(1999))。これは、慢性骨髄性白血病患者で初めに確認されたが、
その発現はＡＭＬでは実証されていない。
【０１３１】
　ＦＴＩ生物学に関与している可能性がある複数の遺伝子（ＡＲＨＨ、ＡＫＡＰ１３、Ｉ
Ｌ３ＲＡ）の同定により、複数の経路の相互作用がこのＡＭＬ患者集団でＦＴＩがどのよ
う機能するかに影響を与え得るという考えが支持される（図７）。これらの遺伝子は、ｒ
ａｓ、ｒｈｏ、および、場合によってはラミンＢを含む複数のファルネシル化タンパク質
と相互作用する。Ｒｈｏタンパク質は、ＦＴＩの重要な抗腫瘍形成標的の可能性がある(
サハイら（Sahai et al.）(2002)およびランセットら（Lancet et al.）(2003))。Ｒｈｏ
Ｂ、ＲｈｏＡ、および、ＲｈｏＣは、複数の種類の癌で過剰発現することが分かっている
(サハイら（Sahai et al.）(2002))。加えて、ＲｈｏＨ（ＡＲＨＨ）は骨髄起源の腫瘍で
頻繁に再編成され、これにより過剰発現することがある(パスカルッチら（Pasqualucci e
t al.）(2001))。これらＲｈｏタンパク質のほとんどが、ゲラニルゲラニル化(geranyger
anylated)されるが、互いに密接に相互作用し、ファルネシル化したｒａｓ、ＲｈｏＥ、
および、ＲｈｏＢ低分子量ＧＴＰａｓｅとも相互作用する(サハイら（Sahai et al.）(20
02)およびリーら（Li et al.）(2002))。さらに、ＲｈｏＨ、ＲｈｏＢ、および、Ｒｈｏ
Ｅが、ＲｈｏＡおよびＲｈｏＧの形質転換能力に対して拮抗するように作用し得る(リー
ら（Li et al.）(2002))。ＲｈｏＡ、および、場合によっては他の関連する低分子量ＧＴ
Ｐａｓｅの活性が、グアニンヌクレオチド交換因子リンパ性急性転化オンコジーン（guan
ine nucleotide exchange factor lymphoid blast crisis oncogene）（ＡＫＡＰ１３）
によって増大する(スターペッティら（Sterpetti et al.）(1999)およびトクソスら（Tok
soz et al.）(1994))。加えて、ＡＫＡＰ１３は、タンパク質キナーゼＡによるラミンＢ
の活性化によって分裂活性が増大し得る(フォイスナーFoisnerら(1991))。ＩＬ３受容体
がｒａｓ経路を活性化させることもよく知られている(テスタら（Testa et al.）(2004))
。従って、図７に示されているように、ＩＬ３ＲＡおよびＡＫＡＰ１３の活性の増大、お
よび、ＲｈｏＨの発現の減少により、形質転換の細胞プロフィールが増大し得る。これに
より、白血病芽細胞が、代償経路（compensatory pathway）によってＦＴＩの抗腫瘍形成
効果に打ち勝つことができる。これに対して、ＩＬ３ＲＡおよびＡＫＡＰ１３の発現が過
少になると、ＲｈｏＨ活性が増大し、ＦＴＩがより効率的にこのような経路を遮断できる
。
【０１３２】
　最後に、ＡＫＡＰ１３（オンコＬＢＣ変異体およびプロトＬＢＣ変異体の両方）の過剰
発現により、ＨＬ６０　ＡＭＬ細胞系のＩＣ50が約２０倍増大することを実証した。これ
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は、ＡＫＡＰ１３の過剰発現が耐性の適切なマーカーであり、ティピファニブに耐性のあ
る患者の有用な代替薬物標的（alternative drug target）となり得ることを示唆してい
る。
【０１３３】
　全体的にみて、本発明者らの発見により、ティピファニブに応答する可能性のある患者
を特定する遺伝子発現に基づく診断アッセイを開発することが可能である。この情報を用
いて、適切な患者集団をより良好に直接的に治療することができる。生存を判断基準（go
ld standard）として用い、遺伝子シグネチャにより、従来の臨床応答基準の使用では予
測できなかった治療に対する応答のレベルを予測することができる。あるいは、これによ
り、ＦＴＩ治療に対する応答を予測するための遺伝子シグネチャがＦＴＩ療法に関係のな
い予後値を有するかどうかの問題が持ち上がる。従って、従来の化学療法で治療した、新
たに診断されたＡＭＬ患者ですでに同定された予後シグネチャを評価した（ブリンガーら
(Bullinger et al.)(2004))。このシグネチャは、現在の患者集団に有用性を示したが、
発明者らの３遺伝子シグネチャでは不良な予後群と良好な予後群にさらに階層分類するこ
とができ、この３遺伝子シグネチャがＦＴＩに対する応答の予測因子であることを示して
いる。
【０１３４】
実施例３
ＡＭＬ予後遺伝子シグネチャの分析
　この３遺伝子シグネチャは、薬剤治療の種類に関係なく予後を予測することができる。
これを確認するために、まず従来の化学療法で治療した、新たに診断されたＡＭＬ患者で
最近同定された遺伝子発現シグネチャを評価した（ブリンガーら(Bullinger et al.)(200
4))。このシグネチャは、ｃＤＮＡアレイを用いて定義し、従って、まずこれらの遺伝子
をアフィメトリクス（Affymetrix）遺伝子チップ上にあるプローブに一致させた。ブリン
ガーら（Bullinger et al.）によって同定された１３３の予測遺伝子のうち、１６７のプ
ローブセット（１０３個のユニークな遺伝子に対応する）が、アフィメトリクス（Affyme
trix）　Ｕ１３３Ａチップに一致した。発明者らの本分析で同定されたこの３つの遺伝子
は、ブリンガーら（Bullinger et al.）の１３３遺伝子リスト（配列番号は表４に示され
ている）に含まれていない。これらの１６７のプローブセットを用いて、階層クラスタリ
ングにより２つの主要な患者群を定義した（図８Ａ）。カプラン－マイヤー分析により、
これらのクラスターを良好な予後の患者と不良な予後の患者とに明確に階層分類されるこ
とが示された（図８Ｂ、ｐ＝０．０００００３）。従って、本発明者らのデータが、ブリ
ンガーら（Bullinger et al.）(2004)によって同定された１３３遺伝子の予後シグネチャ
のサブセットを、患者の再発性および難治性の集団に使用できることも示している。従っ
て、このことは、予後遺伝子プロフィールが、様々なマイクロアレイプラットフォーム、
および、様々な種類のＡＭＬに対して、驚くほど強力であることを示している。
【０１３５】
　予後遺伝子シグネチャによって定義されたクラスターはいずれも、それほど多くの応答
者を有していない。しかしながら、ティピファニブの３遺伝子シグネチャを良好な予後群
と不良な予後群に適用する場合、ティピファニブに応答した患者を両方の予後群からさら
に階層分類された（図８Ｃ）。従って、３遺伝子シグネチャは、予後シグネチャとは別の
有用性を有し、この３遺伝子シグネチャは、この患者集団のＦＴＩ治療に特異的である。
【０１３６】
実施例４
臨床評価および応答の定義
　現行の試験は、ＡＭＬにおける各２８日サイクルの最初の２１日間の開始経口投与量６
００ｍｇ（１日２回）で単一薬剤としてティピファニブが投与されたファルネシルトラン
スフェラーゼ阻害剤の有効性および安全性について調べる非盲検多施設非比較第２相試験
（open label, multicenter, non-comparative phase 2 study）であった。患者は、再発
性ＡＭＬと難治性ＡＭＬの２つの集団に分けた。合計で２５２人の患者（再発性１３５人
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、難治性１１７人）を処置した。遺伝子発現プロファイリングのために、ティピファニブ
に対する応答を、事後の任意の時点で中央判定または臨床状態によって、客観的応答（Ｃ
Ｒ、ＣＲｐ、または、ＰＲ）（前述の通り）のある患者、安定疾患であると確認された患
者、または、血液学的応答（白血病芽細胞の５０％を超える減少）のある患者として定義
した。
【０１３７】
サンプルの採取およびマイクロアレイ処理
　全てのサンプルを、前述の処理および分析に同意した患者から採取した。骨髄サンプル
を、ティピファニブ処置の前に患者から採取し、ＰＢＳで希釈し、フィコール‐ジアトリ
ゾエート（Ficoll-diatrizoate）（１．０７７ｇ／ｍＬ）を用いて遠心分離した。白血球
をＰＢＳで２回洗浄し、１０％ＤＭＳＯを含むＦＢＳに再懸濁し、すぐに－８０℃で保存
した。細胞を解凍し、ＲＮｅａｓｙキット(カリフォルニア州バレンシア所在、キアゲン
社（Qiagen, Valencia, CA）)）を用いて、細胞サンプルから全ＲＮＡを抽出した。ＲＮ
Ａの質を、アジレント・バイオアナライザー（Agilent Bioanalyzer）を用いて確認した
。アフィメトリクス社の（Affymetrix）（カリフォルニア州サンタクララ所在(Santa Cla
ra, CA)）プロトコールに従ってｃＤＮＡおよびｃＲＮＡの合成を行った。１回の増幅で
は複数のサンプルのＲＮＡ収量がチップハイブリダイゼーションに用いる十分な標識ｃＲ
ＮＡを得るのに不十分であるため２回の線形増幅を行った。
【０１３８】
　ハイブリダイゼーションのために、１１μｇのｃＲＮＡを、４０ｍＭ Ｔｒｉｓ酢酸、
ｐＨ８．１、１００ｍＭ酢酸カリウム、および、３０ｍＭ酢酸マグネシウム中で３５分間
、９４℃でインキュベートすることによりランダムに断片化した。断片化したｃＲＮＡを
、６０ｒｐｍに設定したローティッセリー・オーブン(rotisserie oven)で１６時間、４
５℃でＵ１３３Ａアレイにハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーション後、アレイを
洗浄し（ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（０．００５％）を含む６ｘＳＳＰＥおよび０．５ｘＳ
ＳＰＥ）、ストレプトアビジン－フィコエリトリン（ＳＡＰＥ：オレゴン州ユージーン所
在、モレキュラー・プローブ社（Molecular Probes, Eugene, OR））で染色した。アジレ
ント（Agilent）　Ｇ２５００Ａ　ＧｅｎｅＡｒｒａｙスキャナー(カリフォルニア州パロ
アルト所在、アジレント・テクノロジー社（Agilent Technologies, Palo Alto, CA）)を
用いて結合した標識プローブの定量を行った。
【０１３９】
　各アレイの合計蛍光強度を一定値６００に対して尺度化した。チップの性能を、シグナ
ル／ノイズ比（平均シグナルの生値／ノイズ）を算出することにより定量化した。シグナ
ル／ノイズ比が５未満の場合、それらのチップはさらなる解析から除外した。チップの少
なくとも１０％に「存在している」と言える遺伝子だけをさらなる解析に含めた。このカ
ットオフの後に約１２，０００のアフィメトリクス（Affymetrix）プローブセットが残っ
た。遺伝子発現データの質は、主成分分析に基づいたアウトライアーの特定、および、遺
伝子強度の正規分布の解析(パルテック・プロ（Partek Pro）V5.1)により、さらに制御し
た。
【０１４０】
統計分析
　アンスーパーバイズド階層クラスタリング、および、クラスタリングをＯｍｎｉｖｉｚ
にて実施した。Ｓ－Ｐｌｕｓを用いて、カプラン－マイヤー分析を実施した。
【０１４１】
実施例５
新たなＡＭＬで同定された予後シグネチャは再発性および難治性の患者に有用である
　近年発表された２つの論文に、新たに診断された成人ＡＭＬ患者の遺伝子発現のプロフ
ァイリング、および、このプロファイリングの臨床転帰の予測への使用が記載されている
(ブリンガーら（Bullinger et al.）(2004)およびバルクら（Valk et al.）(2004))。ア
フィメトリクス（Affymetrix）Ｕ１３３Ａ遺伝子チップを用いて再発性および難治性のＡ
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ＭＬ患者５８人のプロファイリングを行った。ブリンガーら（Bullinger et al.）によっ
て同定された１３３の予測遺伝子のうち、１６７のプローブセット（１０３個のユニーク
な遺伝子に対応する）がＵ１３３Ａチップで同定された（図９）(ブリンガーら（Bulling
er et al.）(2004))。この１６７のプローブセットは、配列表に示され、表４に示される
配列番号で呼ばれる。
【０１４２】
　これらの１６７のプローブセットを用いて、階層クラスタリングにより患者を２つの主
要な群に分類した（図１０Ａ）。カプラン－マイヤー分析により、これらのクラスターを
良好な予後の患者と不良な予後の患者に明確に階層分類されることが示された（図１０Ｂ
、ｐ＝０．００００２１９）。従って、本発明者らのデータが、ブリンガーら（Bullinge
r et al.）(2004)によって同定された１３３遺伝子の予後シグネチャの１０３の遺伝子サ
ブセットを、患者の再発性および難治性の集団に使用できることを示している（表４）。
従って、このことが、予後遺伝子プロフィールが、様々なマイクロアレイプラットフォー
ム、様々な種類のＡＭＬ、および、様々な処理アルゴリズムに対して驚くほど強力である
ことを示している。
【０１４３】
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【表４－４】

予後シグネチャは、ティピファニブに対する応答を予測する３遺伝子シグネチャとは無関
係である。
【０１４４】
　本発明者らは、再発性および難治性のＡＭＬ患者でのティピファニブに対する応答を予
測する３遺伝子シグネチャ（ＡＨＲ、ＡＫＡＰ１３、ＭＩＮＡ５３）を同定した。これら
の遺伝子は、良好な予後転帰群と不良な予後転帰群とに患者を階層分類できる（図１１Ｂ
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、ｐ＝０．００２）。この遺伝子シグネチャがＦＴＩ治療に対する応答を予測するのか、
あるいは、単に概ね良好な予後の患者を特定するに過ぎないのかという問題が持ち上がっ
ている。この３遺伝子シグネチャを良好な予後群および不良な予後群に適用した場合、応
答者は、この予後群からさらに階層分類された（図１１Ｃ、ｐ＝０．０００００３）。両
方の遺伝子シグネチャを適用した後、ティピファニブに応答せず、かつ、治療の種類に関
係なく予後が不良な患者群の明確な階層分類が生じた（図１１Ｄ、ｐ＝０．００００００
５）。従って、３遺伝子シグネチャは、この患者集団でのＦＴＩ治療に特異的で、すでに
同定された予後シグネチャに無関係であるものと思われる。結果として、患者の治療のよ
り良い管理のために、予後シグネチャを薬剤特異的シグネチャ（ティピファニブ予測プロ
フィールなど）と併用可能であることが示唆される。
【０１４５】
実施例６
応答者と非応答者（安定疾患の患者は含まない）との間で示差的に発現する遺伝子の同定
　４人の患者が安定疾患であると分類されたが、これらの患者は応答者または非応答者に
明確に区別できないため、分析から除外した。安定疾患の患者を分析に含めると、薬剤治
療に無関係の予後に関連した遺伝子選択の分析が偏る場合がある。従って、１０人の応答
者を４４人の非応答者と比較することにした。選択される遺伝子は、４０％の特異性を有
し、最小平均変化倍率が２．０倍である必要があった。このような基準は、可能な最高レ
ベルの感度でティピファニブに対する応答を予測できる遺伝子を同定するために選択した
。１１，７２３の遺伝子から、応答者と非応答者とを階層分類でき（表５）、かつｔ検定
で有意なＰ値（Ｐ＜０．０５）が得られた、合計８個の遺伝子を同定した。これらの遺伝
子の中には、シグナル伝達、アポトーシス、細胞増殖、発癌、および、場合によってはＦ
ＴＩ生物学に関与するものが含まれた。ＡＫＡＰ１３は最も強力なマーカーである。
【０１４６】
　次に、８つの選択された遺伝子から最適な診断精度が得られる最小の遺伝子のセットを
同定することを目的とした。分類子は、ＲＯＣ解析(receiver operator characteristic 
analysis)で得たＡＵＣ値に基づき、遺伝子の数を増加させて作成し、予測応答感度を１
００％に維持したまま、これらの分類子の誤り率をＬＯＯＣＶを用いて算出した（図１２
ａ）。ＡＫＡＰ１３遺伝子は、４０％未満の最低の誤り率で応答を予測することができる
（図１２ａ）。３つ以上の遺伝子を分類子に用いた場合、誤り率は５０％超に増大した。
ＡＫＡＰ１３の場合、ＬＯＯＣＶにより、ＮＰＶが９３％、ＰＰＶが３１％、全診断精度
が６３％、かつ、陽性尤度比が２．０であることが示された（図１２ｂ）。各患者におけ
るＡＫＡＰ１３の発現値は、図１２ｃに示されている。従って、ＡＫＡＰ１３の発現率が
低い患者群の場合、ティピファニブに対する応答率は、現在の患者集団の１８％（１０／
５４）に対して３１％（８／２６）であった。ＡＫＡＰ１３遺伝子を用い、カプラン－マ
イヤー分析により、予測された応答者群と非応答者群との間で生存に有意差が示された（
図１２Ｄ）。
【０１４７】
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【表５】

【０１４８】
実施例７
新たに診断された急性骨髄性白血病患者でのティピファニブ（ザルネストラ（ZARNESTRA
）（登録商標）、Ｒ１１５７７７）応答を予測する遺伝子発現プロフィール
　ティピファニブ（ザルネストラ（ZARNESTRA）（登録商標）、Ｒ１１５７７７）は、造
血系疾患を有する患者での臨床応答が実証されている。タンパク質のファルネシル化の阻
害は、主要な作用機序（ＭＯＡ）であるが、ファルネシル阻害のレベルは、信頼性のある
薬物動態マーカーではなく、どの遺伝子マーカーが応答を予測するのに使用可能かも明ら
かでない。この予測により設計された試験を行い、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者での
ティピファニブに対する応答の予測因子の代わりとなり得る可能性のある遺伝子マーカー
および発現シグネチャを同定した。新たに診断された低リスクのＡＭＬ患者で、骨髄サン
プルを採取し、ティピファニブに関するシングルアーム第２相臨床試験からの遺伝子発現
プロフィールを解析した(ランセットら（Lancet et al.）(2004))。ティピファニブ処置
前（ｎ＝２５）、処置中（ｎ＝３０）、および処置後（ｎ＝２４）の、合計７９サンプル
のプロファイリングを行った。
【０１４９】
　骨髄サンプルは、アフィメトリクス（Affymetrix）　Ｕ１３３Ａ　ＧｅｎｅＣｈｉｐ（
登録商標）アレイを用いて分析した。全遺伝子発現シグネチャにより、ティピファニブ処
置の結果としての遺伝子発現変化が、処置の終了後１２０日までの間維持されていたこと
が明らかになった。処置前サンプル対処置後サンプルにより、ファルネシル化に関連する
いくつかの遺伝子（例えば、Ｋ－ｒａｓ、ＦＮＴＡ）を含む、ファルネシルトランスフェ
ラーゼ阻害後の遺伝子発現に有意な変化を有する（Ｆａｌｓｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｒ
ａｔｅ（ＦＤＲ）＜０．００５）およそ５００の遺伝子が同定された。これら変調された
遺伝子の多くは、タンパク質の生合成、ＤＮＡ複製、細胞内シグナル伝達、および、細胞
周期経路に有意に関与するもの、従って、細胞増殖の阻害を反映するものであることが確
認された。また、２７遺伝子のサブセット（シグナル伝達および細胞周期に関連する遺伝
子を含む）は、応答者と非応答者との間で示差的に変調されることも確認された（Ｐ＜０
．０１）。再発性および難治性ＡＭＬでの第２層臨床試験からこれまでに同定されている
遺伝子発現シグネチャも、それらの応答予測能を調べるために処置前サンプルで試験した
(ラポーニら（Raponi et al.）(2004))。６つの遺伝子の組合せは、この独立したサンプ
ルセットにおいて有意な予測精度を有していることが分かった（Ｐ＝０．０５）。これら
の試験から同定された遺伝子は、ティピファニブ活性のバイオマーカーの代わりとして使
用することができる。
【０１５０】
患者サンプル
　第２相試験では、新たにＡＭＬと診断された患者にザルネストラ（ZARNESTRA）（登録
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商標）６００ｍｇ（ｂｉｄ２１ｄＱ４ｗｋｓ）を投与した。ザルネストラ（ZARNESTRA）
（登録商標）処置前、処置中、および、処置後に骨髄サンプルを採取した。単核細胞をフ
ィコール－ハイパック密度勾配遠心分離（Ficoll-Hypaque density centrifugation）に
より単離し、生きた状態で冷凍した。
【０１５１】
マイクロアレイ分析
　メッセージＲＮＡを患者の芽細胞から増幅し、約２２，０００遺伝子をプロービングで
きるアフィメトリクス（Affymetrix）　Ｕ１３３Ａチップとハイブリダイズさせた（図１
３）。チップデータにプレフィルタリングを行って質の悪いデータおよび患者サンプルの
少なくとも１０％でしか発現しなかった遺伝子を排除した。さらに、このデータセットで
変化しなかった遺伝子も排除した（ＣＶ＜４０％）。約８０００の遺伝子がさらなる分析
のために残った。合計７９のチップが品質対照尺度をパスし、関連の臨床応答データも有
していた。
【０１５２】
統計分析
　分散分析（ＡＮＯＶＡ）およびｔ検定を用い、薬剤処置の効果と時間および各遺伝子の
相互作用を調べた。ｆａｌｓｅ　ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｒａｔｅ（ＦＤＲ）アルゴリズム
を適用することにより、多重仮説検定を制御した。統計分析は全て、Ｓ－Ｐｌｕｓ　６．
１（インサイトフル社(Insightful Corporation)）にて実施した。主成分分析は、パルテ
ック・プロ（Partek Pro）にて実施した。階層クラスタリングは、相関メトリックと完全
連関(オムニビズ・プロ（OmniViz Pro）（商標）, マサチューセッツ州メイナード所在、
オムニビズ社（OmniViz, Maynard, MA)）を用いて実施した。経路分析は、ジーン・オン
トロジー（Gene Ontology）機能分類を用いて行った。表６は、この分析の結果を示して
いる。
【０１５３】
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【表６】

【０１５４】
　約８０００の遺伝子を、グローバル・アンスーパーバイズド・クラスタリング（global
 unsupervised clustering）に用いた。処置前サンプルは、処置中および処置後サンプル
から離れてクラスタリングされた。処置後サンプルは、処置の終了後１２０日までの患者
からのサンプルを含んだ。図１４は、ＡＭＬサンプルがティピファニブ処置の終了後、Ｆ
ＴＩにより媒介される全遺伝子発現変化を維持することを示している。
【０１５５】
　５０２の遺伝子が、ティピファニブ処置後に示差的に発現することがわかった（ｐ＜０
．００５）。これらの遺伝子は表７Ａ～７Ｃに挙げられ、表９に詳細に示されている。
【０１５６】
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【表７－３】

【０１５７】
　ＡＫＴ１、ＣＥＮＰＦ、ＫＲＡＳ、ＲＡＦ１、ＳＴＡＴ、および、ファルネシルトラン
スフェラーゼをはじめとするＦＴＩ生物学に関与する多くの遺伝子がこのリストに含まれ
ていた。複数の遺伝子機能カテゴリーが、この遺伝子リストに有意に多いことが分かった
（表８）。
【０１５８】
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【表８】

【０１５９】
　本発明者らはこれまでに、再発性および難治性ＡＭＬでティピファニブ耐性の予測とな
った８つの遺伝子を確認している。このデータセットのうち最も予測性の高かった遺伝子
は、ＡＫＡＰ－１３（ＡＵＣ＝０．８３）であった。
【０１６０】
　これらの遺伝子の予測値を、新たに診断されたＡＭＬサンプル（ＣＴＥＰ２０）の現行
セットで試験した。完全応答または進行性疾患の患者由来のサンプルを用いた。結果を図
１５に示す。
【０１６１】
　予測分類子を、トレーニングセットで誤り率５０％未満であったことから上位６遺伝子
で構成した。この６遺伝子の分類子を表９に示し、新たに診断されたＡＭＬの階層分類能
を図１６に示している。
【０１６２】
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【表９】

【０１６３】
結果
・使用可能であったのは臨床骨髄サンプルの２７％であり、サンプル採取の最適化が必要
であることが示された。
・ＡＭＬ細胞の全遺伝子発現シグネチャは、ＦＴＩ処置の結果、処置の終了後に安定な遺
伝子発現変化がもたらされることを示した。
・約５００の遺伝子（ｐ＜０．００５）がティピファニブにより影響を受けたが、このこ
とはＦＴＩが標的とする複数の経路を示差している。これらにはこれまでにＦＴＩ生物学
と関連づけられている多くの経路が含まれた。
・ティピファニブ処置後に応答者と非応答者との間で２７の遺伝子の示差的発現が見られ
た（表８）。これらはＰＤマーカーの候補となる。
・再発性および難治性ＡＭＬで同定された６遺伝子の分類子は、新たに診断されたＡＭＬ
で予測価値を有することが分かった。
【０１６４】
実施例８
抗体（予言的）
　ポリクローナル抗体の作製のために、ＬＢＣオンコジーン由来ペプチドを合成し、キー
ホールリンペットヘモシニアン（keyhole limpet hemocyanin）に結合し、これを用いて
ウサギを免疫化した。この血清が対応するペプチドに対して反応するかどうかをＥＬＩＳ
Ａで試験し、陽性のバッチをアフィニティー精製した。精製した抗体は、組織切片中にエ
ピトープを有するペプチドを特異的に検出する。これは、対応するペプチドが抗体と同時
に添加された場合にシグナルが完全に消滅することで確認できる。ＩＨＣで十分機能する
このポリクローナル抗体の他、本来の折りたたみ状態（in its natural fold）のタンパ
ク質が生産されたことを検出できるモノクローナル抗体も作製する。モノクローナル抗体
を作製するために、本来の折りたたみおよび翻訳後修飾を確保されるように哺乳動物細胞
で産生された抗原を精製したものを得た。この抗原、すなわちＬＢＣオンコタンパク質－
ＩｇＧ定常部分融合タンパク質（LBC onco protein-IgG constant part fusion protein
）をマウス骨髄腫細胞で発現させ、Ｆｃ部分をおとり(bait)として用い、このタンパク質
を精製した。精製された抗原はウエスタンブロットにて、Ｃ末端ポリクローナル抗体によ
り認識される。この抗原を用いて、ＩｇＧ定常部分の代わりにＬＢＣペプチドに対して反
応する抗体を産生する陽性クローンから選択することにより、ＬＢＣペプチドに対するマ
ウスモノクローナル抗体を得た。ＬＢＣオンコジーンの臨床同定のためのキットを、これ
らの抗体または類似の抗体を用いて容易に作製することができる。このようなキットは、
ＬＢＣペプチド（従ってＬＢＣオンコジーン）同定用の抗体、適切な標識試薬（例えば、
酵素およびラベルなど）、ならびに、このようなキットの臨床適用に有用な、希釈用バッ
ファー、安定剤、および、このようなアッセイに典型的に用いられる他の材料などの他の
試薬（任意選択による）を含むことができる。
【０１６５】
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実施例９
免疫組織化学（予言的）
　ＬＢＣオンコジーンのＣ末端ペプチドに対する、アフィニティー精製されたポリクロー
ナル抗体を、ＩＨＣの検出およびＬＢＣオンコジーンの局在化に用いた。ホルマリン固定
してパラフィン包埋した正常組織および腫瘍組織から得た４μｍの切片を、３－アミノプ
ロピル－トリエトキシ－シラン（3-aminopropyl-triethoxy-silane）(APES、ミズーリ州
セントルイス所在、シグマ社（Sigma, St. Louis, MO）)がコーティングされたスライド
ガラスに載せた。これらの切片を、段階的濃度のエタノールで脱パラフィンおよび再水和
し、室温で３０分間、メタノールペルオキシド（methanolic peroxide）（無水メタノー
ル中０．５％過酸化水素）で処理して、内因性のペルオキシダーゼ活性を遮断した。抗原
の回収は、電子レンジで５分間（６５０Ｗ）、２回行った。Ｅｌｉｔｅ　ＡＢＣキット(V
ectastain、カリフォルニア州バーリンゲーム所在、ベクター・ラボラトリーズ社（Vecto
r Laboratories, Burlingame, CA）)を用いて、免疫ペルオキシダーゼ染色を行った。Ｌ
ＢＣペプチド抗体は、１：２０００の最適希釈で使用する。ビオチン標識二次抗体および
ペルオキシダーゼ標識アビジン－ビオチン複合体の両方を、これらの切片上で３０分間イ
ンキュベートする。ＰＢＳ（ｐＨ７．２）で希釈液を作製し、全てのインキュベーション
を室温の湿室で行う。各染色ステップ間には、スライドガラスをＰＢＳで３回洗浄する。
ペルオキシダーゼ染色は、３－アミノ－９－エチルカルバゾール（3-amino-ethylcalbazo
le）(シグマ社（Sigma）)溶液（０．０３％過酸化水素を含有する０．０５Ｍ酢酸バッフ
ァー中０．２ｍｇ／ｍＬ、ｐＨ５．０）を用いて室温で１５分間、可視化する。最後に、
これらの切片を、マイヤーヘマトキシリン（Mayer's hematoxylin）で軽く対比染色し、
水溶性封入剤（アクアマウント（Aquamount）、ＢＤＨ社）で封入する。対照実験では、
一次抗体を正常なウサギの血清のＩｇＧ断片に置き換えるか、または、一次抗体にＬＢＣ
ペプチドを予め吸着させる。このような染色は、細胞のサブセットにＬＢＣオンコジーン
が存在することを示す。
【０１６６】
　以上、本発明を明瞭に理解できるように例証および実施例を示して用いて詳細に説明し
たが、このような説明および実施例は、本発明の範囲を限定するものではない。
【０１６７】
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【表１０－１３】

【０１６８】
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【０１６９】
〔実施の態様〕
　本発明の実施態様は以下の通りである。
（１）急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の状態を評価する方法において、
　ａ．ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、
　ｂ．表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマ
ーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを測定するステップと、
　を含み、
　所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが、
ＡＭＬ状態の指標となる、
　方法。
（２）急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の病期分類を行う方法において、
　ａ．ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、
　ｂ．表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマ
ーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを測定するステップと、
　を含み、
　所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが、
ＡＭＬ生存の指標となる、
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　方法。
（３）急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の治療プロトコールを決定する方法において、
　ａ．ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、
　ｂ．表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマ
ーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを測定するステップと、
　を含み、
　所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが、
医師が適切な治療法を提供するために推奨される治療法の程度および種類を決定すること
ができるように、治療法に対する応答の十分な指標となる、
　方法。
（４）急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者を治療する方法において、
　ａ．ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、
　ｂ．表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマ
ーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを測定するステップであって、所定のカットオフ
レベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが治療法に対する応答の
指標となる、ステップと、
　ｃ．前記患者が応答者プロフィール（responder profile）を有する場合に、患者にア
ジュバント療法を施すステップと、
　を含む、方法。
（５）急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の死亡リスクが高いか低いかを決定する方法にお
いて、
　ａ．ＡＭＬ患者から生体サンプルを採取するステップと、
　ｂ．表３から選択される遺伝子に相当するマーカー遺伝子に関連するバイオマーカーを
測定するステップと、
　を含み、
　所定のカットオフレベルよりも高いかまたは低い前記マーカー遺伝子の発現レベルが、
医師が推奨される治療法の程度および種類を決定することができるように、死亡リスクの
十分な指標となる、
　方法。
【０１７０】
（６）実施態様１～実施態様５のいずれか一に記載の方法において、
　前記サンプル中で構成的に発現される少なくとも１つの遺伝子の発現レベルを測定する
こと、
　をさらに含む、方法。
（７）実施態様１～実施態様５のいずれか一に記載の方法において、
　前記特異性は、少なくとも約４０％である、方法。
（８）実施態様１～実施態様５のいずれか一に記載の方法において、
　前記感受性は、少なくとも約８０％である、方法。
（９）実施態様１～実施態様５のいずれかに記載の方法において、
　前記ｐ値は、０．０５未満である、方法。
（１０）実施態様１～実施態様５のいずれか一に記載の方法において、
　遺伝子発現は、マイクロアレイまたは遺伝子チップで測定される、方法。
【０１７１】
（１１）実施態様１０に記載の方法において、
　前記マイクロアレイは、ｃＤＮＡアレイ、または、オリゴヌクレオチドアレイである、
方法。
（１２）実施態様１０に記載の方法において、
　前記マイクロアレイまたは遺伝子チップは、１種類以上の内部対照試薬（internal con
trol reagent）をさらに含む、方法。
（１３）実施態様１～実施態様５のいずれか一に記載の方法において、
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　遺伝子発現は、前記サンプルから抽出されたＲＮＡのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
によって行われる核酸増幅により決定される、方法。
（１４）実施態様１３に記載の方法において、
　前記ＰＣＲは、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）である、方法。
（１５）実施態様１４に記載の方法において、
　前記ＲＴ－ＰＣＲは、１種類以上の内部対照試薬をさらに含む、方法。
【０１７２】
（１６）実施態様１～実施態様５のいずれか一に記載の方法において、
　遺伝子発現は、前記遺伝子によりコードされているタンパク質を測定または検出するこ
とによって検出される、方法。
（１７）実施態様１６に記載の方法において、
　前記タンパク質は、前記タンパク質に特異的な抗体によって検出される、方法。
（１８）実施態様１～実施態様５のいずれか一に記載の方法において、
　遺伝子発現は、前記遺伝子の特徴を測定することによって検出される、方法。
（１９）実施態様１８に記載の方法において、
　前記測定される特徴は、ＤＮＡ増幅、メチル化、突然変異、および、対立遺伝子変異か
らなる群から選択される、方法。
（２０）急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）予後患者レポートを作成する方法において、
　実施態様１～実施態様５のいずれか一に記載の結果を判定するステップと、
　前記結果を表示したレポートを作成するステップと、
　を含む、方法。
【０１７３】
（２１）実施態様２０に記載の方法において、
　前記レポートは、患者の転帰の評価、および／または、患者集団に対するリスクの見込
み、および／または、化学療法に対する可能性もしくは応答を含む、方法。
（２２）患者レポートにおいて、
　実施態様２１に記載の方法によって作成された、患者レポート。
（２３）生体サンプルで急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）予後を決定するアッセイを実施する
ためのキットにおいて、
　前記生体サンプルは、表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺
伝子に相当するマーカー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核
酸配列、それらの相補物、または、それらの一部を検出するための材料、を含む、キット
。
（２４）実施態様２３に記載のキットにおいて、
　マイクロアレイ分析を実施するための試薬、
　をさらに含む、キット。
（２５）実施態様２４に記載のキットにおいて、
　媒体であって、この中で、前記核酸配列、それらの相補物、または、それらの一部がア
ッセイされる、媒体、
　をさらに含む、キット。
【０１７４】
（２６）急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の状態を評価するための製品において、
　表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカ
ー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、それらの相補
物、または、それらの一部を検出するための材料、
　を含む、製品。
（２７）実施態様２６に記載の製品において、
　マイクロアレイ分析を実施するための試薬、
　をさらに含む、製品。
（２８）実施態様２７に記載の製品において、
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　媒体であって、この中で、前記核酸配列、それらの相補物、または、それらの一部がア
ッセイされる媒体、
　をさらに含む、製品。
（２９）マイクロアレイまたは遺伝子チップにおいて、
　実施態様１～実施態様５のいずれか一に記載の方法を実施するための、マイクロアレイ
または遺伝子チップ。
（３０）実施態様２９に記載のマイクロアレイにおいて、
　表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカ
ー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、それらの相補
物、または、それらの一部、
　を含む、マイクロアレイ。
【０１７５】
（３１）実施態様３０に記載のマイクロアレイにおいて、
　前記測定または同定が、少なくとも１．５倍の過剰発現、または、１．５分の１の過少
発現である、マイクロアレイ。
（３２）実施態様３０に記載のマイクロアレイにおいて、
　前記測定は、統計学的に有意なｐ値の過剰発現または過少発現を提供する、マイクロア
レイ。
（３３）実施態様３２に記載のマイクロアレイにおいて、
　前記ｐ値が、０．０５未満である、マイクロアレイ。
（３４）実施態様３０に記載のマイクロアレイにおいて、
　ｃＤＮＡアレイ、または、オリゴヌクレオチドアレイを含む、マイクロアレイ。
（３５）実施態様３０に記載のマイクロアレイにおいて、
　１種類以上の内部対照試薬、
　をさらに含む、マイクロアレイ。
【０１７６】
（３６）診断／予後ポートフォリオにおいて、
　表３、表４、表５、表７、表８、または、表９から選択される遺伝子に相当するマーカ
ー遺伝子からなる群から選択される遺伝子の組合せの単離された核酸配列、それらの相補
物、または、それらの一部、
　を含む、診断／予後ポートフォリオ。
（３７）実施態様３６に記載のポートフォリオにおいて、
　前記測定または同定が、少なくとも１．５倍の過剰発現、または、１．５分の１の過少
発現である、ポートフォリオ。
（３８）実施態様３７に記載のポートフォリオにおいて、
　前記測定は、統計学的に有意なｐ値の過剰発現または過少発現を提供する、ポートフォ
リオ。
（３９）実施態様３７に記載のポートフォリオにおいて、
　前記ｐ値が、０．０５未満である、ポートフォリオ。
【図面の簡単な説明】
【０１７７】
【図１】再発性および難治性ＡＭＬ患者のアンスーパーバイズドクラスタリング(Unsuper
vised clustering)を示す図である。
【図２】２つの遺伝子のリアルタイムＲＴ－ＰＣＲを示す図である。
【図３】ＡＫＡＰ１３遺伝子の予測値を示す図である。
【図４】予測マーカーの最小セットを示す図である。
【図５】３遺伝子シグネチャによって応答者および非応答者に予測された患者に対して行
ったカプラン－マイヤー分析を示す図である。
【図６】ＡＭＬ細胞系でのＡＫＡＰ１３の過剰発現を示す図である。
【図７】再発性または難治性ＡＭＬにおけるＦＴＩ作用のモデルを示す図である。
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【図８】ザルネストラ（Zarnestra）予測遺伝子シグネチャが、単独の予後遺伝子シグネ
チャよりも有用であることを示す図である。
【図９】ブリンガーら（Bullinger et al.）(2004)の遺伝子をアフィメトリクス（Affyme
trix）　Ｕ１３３Ａチップ上の１６７のプローブセット（１０３個のユニークな遺伝子）
にどのように一致させるかを示すフローチャートである。
【図１０】再発性または難治性ＡＭＬ患者における１６７のプローブセットシグネチャの
有用性を示す図である。
【図１１】予後遺伝子シグネチャとザルネストラ（Zarnestra）予測遺伝子シグネチャと
の比較を示す図である。
【図１２】予測マーカーの最小セットの特定を示す図である。
【図１３】遺伝子発現分析の概要を示す図である。
【図１４】ティピファニブ処置の終了後、ＡＭＬサンプルは、ＦＴＩにより媒介される全
遺伝子発現を維持することを示す図である。
【図１５】予測発現プロフィールおよび新たに診断されたＡＭＬでの予測分類子の試験を
示す図である。
【図１６】６遺伝子分類子は、新たに診断されたＡＭＬを階層分類することを示す図であ
る。
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