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(57)【要約】
VEGFR-2 モジュレーターまたは二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターを投与することを含
む癌を処置する方法に対して、哺乳類が治療的に応答する可能性を予測するための方法で
あって、以下を含む方法: (a) 該哺乳類において FGF2 のレベルを測定すること; (b) FG
F2 陽性のクラスもしくは FGF2 陰性のクラスのいずれかのメンバーへのサンプルの割り
当てを可能にするため、サンプルにおける FGF2 のレベルを標準と比較すること、または
サンプルにおける FGF2 のレベルを標準と比較すること、ここで、FGF2 陽性サンプルの
クラスへの哺乳類の割り当てまたは哺乳類が FGF2 の上昇したレベルを有するという決定
は、患者が癌の処置に対して治療的に応答する可能性の増大を示す。これらの方法を含む
キットに加えて、哺乳類が有効量の VEGFR-2 モジュレーターまたは二重 VEGFR-2/FGFR-1
 モジュレーターを受け取ったかどうかを予測する方法も開示される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者が VEGFR-2 モジュレーターの投与を含む癌の処置に対して治療的に応答する可能
性を予測するための方法であって、以下の工程を含む方法:
　(a) 前記患者からのサンプルにおける FGF2 のレベルを測定する工程; および
　(b) FGF2 陽性のクラスまたは FGF2 陰性のクラスのメンバーのいずれかへの前記サン
プルの割り当てを可能にするため、前記サンプルにおける FGF2 のレベルを標準と比較す
る工程、
　ここで、FGF2 陽性のサンプルのメンバーは、患者が前記癌の処置に対して治療的に応
答する可能性の増大を示し、他方、FGF2 陰性のサンプルのメンバーは、患者が前記癌の
処置に対して治療的に応答する可能性の減少を示す。
【請求項２】
　前記癌の処置が、二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターを含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
　前記癌の処置が、[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-イ
ンドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メ
チルエチルエステルまたはその医薬上許容される塩、水和物もしくは溶媒和物の投与を含
む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　以下の工程を含む、癌を有する患者を処置するための方法:
　(a) 前記患者からのサンプルにおける FGF2 のレベルを測定する工程; および
　(b) FGF2 陽性または FGF2 陰性のサンプルのいずれかへの前記サンプルの割り当てを
可能にするため、前記サンプルにおける FGF2 のレベルを標準と比較する工程、
　ここで、FGF2 陽性のサンプルは、前記患者が治療上許容される量の VEGFR-2 モジュレ
ーターを含む癌の処置を施されるべきことを示す。
【請求項５】
　癌を有する患者の処置において使用するための、以下を含むキット:
　(a) 前記患者からのサンプルが FGF2 陽性であるかどうかを決定するための手段; 
　(b) 以下からなる群から選択される治療上有効な量の処置: (i) VEGFR-2 モジュレータ
ー; (ii) 二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーター; および (iii) [(1R),2S]-2-アミノプロ
ピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,
1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチルエステルまたはその医薬上許容さ
れる塩、水和物もしくは溶媒和物、またはこれらの医薬上許容される塩もしくは水和物も
しくは溶媒和物; および
　(c) 前記キットの使用説明書。
【請求項６】
　患者が VEGFR-2 モジュレーターの投与を含む癌の処置に対して治療的に応答する可能
性を予測する方法であって、以下の工程を含む方法:
　(a) 前記患者からのサンプルにおける FGF2 のレベルを測定する工程; および
　(b) 前記サンプルにおける FGF2 のレベルを標準と比較する工程、
　ここで、前記サンプルにおける、前記標準と比較して上昇した FGF2 の発現レベルは、
患者が前記癌の処置に対して治療的に応答する可能性の増大を示し、他方、前記サンプル
における、前記標準と比較して減少したまたは低い FGF2 のレベルは、患者が前記癌の処
置に対して治療的に応答する可能性の減少を示す。
【請求項７】
　以下の工程を含む、癌を有する患者を処置するための方法:
　(a) 前記患者からのサンプルにおける FGF2 のレベルを測定する工程; および
　(b) 前記サンプルにおける FGF2 のレベルを標準と比較する工程、
　ここで、前記サンプルにおける、前記標準と比較して上昇した FGF2 の発現レベルは、
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前記患者が治療上許容される量の VEGFR-2 モジュレーターを含む癌の処置を施されるべ
きことを示す。
【請求項８】
　癌を有する患者の処置において使用するための、以下を含むキット:
　(a) 前記患者からのサンプルが前記サンプルにおいて、標準と比較して上昇した FGF2 
の発現レベルを有するかどうかを決定するための手段; 
　(b) 以下からなる群から選択される治療上有効な量の処置: (i) VEGFR-2 モジュレータ
ー; (ii) 二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーター; および (iii) [(1R),2S]-2-アミノプロ
ピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,
1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチルエステルまたはその医薬上許容さ
れる塩、水和物もしくは溶媒和物、またはこれらの医薬上許容される塩または水和物また
は溶媒和物; および
　(c) 前記キットの使用説明書。
【請求項９】
　以下の工程を含む、癌に罹患している患者が VEGFR-2 モジュレーターの投与を含む有
効な量の癌の処置を受けたかどうかを決定する方法:
　(a) 前記患者からのサンプルにおける IV型コラーゲンのレベルを測定する工程; およ
び
　(b) 前記サンプルにおける IV型コラーゲンのレベルを標準と比較する工程、
　ここで、前記サンプルにおける、前記標準と比較して減少した IV型コラーゲンのレベ
ルは、患者が治療上有効な量の前記癌の処置を受けている可能性の増大を示し、他方、前
記サンプルにおける、前記標準と比較して増大したまたは変化しない IV型コラーゲンの
レベルは、前記患者が治療上有効な量の前記癌の処置を受けた可能性の減少を示す。
【請求項１０】
　前記癌の処置が、二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターを含む、請求項４、６、７また
は９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記癌の処置が、[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-イ
ンドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メ
チルエチルエステルまたはその医薬上許容される塩、水和物もしくは溶媒和物の投与を含
む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記測定が、以下からなる群から選択される方法を用いて行われる、請求項１、４、６
、７または９に記載の方法: (a) PCR; (b) RT-PCR; (c) FISH; (d) IHC; (e) 免疫検出方
法; (f) ウエスタンブロット; (g) ELISA; (h) ラジオイムノアッセイ; (i) 免疫沈降; (
j) PET イメージング; (k) HPLC; (l) 表面プラズモン共鳴; (m) 光学的分光法; および 
(i) 質量分析。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、35 U.S.C. 119(e) に基づき、2007年4月13日出願の米国仮出願第60/911、54
7号の利益を主張する。該関連出願の教示事項全体が、引用により本明細書に取り込まれ
る。
【０００２】
本発明の分野
　本発明は一般的に、薬理ゲノム学の分野に関し、より具体的には、患者において応答を
モニターしまたは感受性を決定して、疾患および障害の処置の助けとなる個人に合わせた
(individualized)遺伝的プロファイルの同定を可能にするために用いられる方法および手
順に関する。
【背景技術】
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【０００３】
本発明の背景
　癌は、広範な臨床組織学的(histoclinical)不均一性を有する疾患である。従来の組織
学的および臨床的特徴は予後と相関しているが、見かけ上同じ(same apparent)腫瘍の予
後タイプは、治療に対する応答性およびその結果としての患者の生存において幅広く異な
る。
【０００４】
　診療所において、処置、例えば低分子薬または生体分子薬に対する患者の応答を正確に
予測するため、各々の患者への治療の個別化を促進する新しい予後的および予測的マーカ
ーが必要とされている。この問題は、処置に対する患者の感受性をより良く予測できる新
しいパラメーターを同定することによって解決し得る。患者サンプルを分類することは、
癌の診断および処置の重大な側面である。処置に対する患者の応答と分子マーカーおよび
遺伝的マーカーとの関連は、非応答性の患者における処置の発展のための新たな機会を切
り開くことができ、または、有効性における高い信頼性のため、他の処置の選択肢の中か
ら処置の適応(indication)を見分けることができる。さらに、医薬、薬剤または組み合わ
せ治療に対して良好に応答しやすい患者を前もって選択すること(pre-selection)により
、臨床研究において必要とされる患者の数を減少させることができ、または臨床開発プロ
グラムを完了させるために必要な時間を加速することができる(M. Cockett et al.、Curr
ent Opinion in Biotechnology、11:602-609 (2000))。
【０００５】
　薬剤応答は、標的細胞に内在する特性のみならず宿主の代謝特性をも反映するため、ど
の患者が抗血管新生治療(例えば VEGFR-2 モジュレーター)に応答しているのか決定する
能力または患者における薬剤感受性を予測する能力は、特に挑戦的である。薬剤応答を予
測またはモニターするために遺伝情報を用いる試みは、主として、広い効果を有する個別
の遺伝子、例えば多剤耐性遺伝子 mdr1 および mrp1 に焦点を合わせてきた(P. Sonnevel
d、J. Intern. Med.、247:521-534 (2000))。
【０００６】
　遺伝子の mRNA 発現パターンの大規模な特性決定のためのマイクロアレイ技術の発展は
、分子マーカーを体系的に探索すること、および癌を伝統的な組織病理学的方法によって
は明らかでない別々のサブグループに分類することを可能にした (J. Khan et al.、Canc
er Res.、58:5009-5013 (1998); A.A. Alizadeh et al.、Nature、403:503-511 (2000); 
M. Bittner et al.、Nature、406:536-540 (2000); J. Khan et al.、Nature Medicine、
7(6):673-679 (2001); および T.R. Golub et al.、Science、286:531-537 (1999); U. A
lon et al.、P.N.A.S. USA、96:6745-6750 (1999))。かかる技術および分子ツールは、あ
らゆる所与の時点における細胞集団内の多数の転写産物の発現レベルをモニターすること
を可能にした (例えば、Schena et al.、Science、270:467-470 (1995); Lockhart et al
.、Nature Biotechnology、14:1675-1680 (1996); Blanchard et al.、Nature Biotechno
logy、14:1649 (1996); Ashby らの米国特許第5,569,588号を参照されたい)。
【０００７】
　近年の研究は、ヒトの腫瘍のマイクロアレイ解析によって生成された遺伝子発現情報が
、臨床転帰を予測できることを示している (L.J. van't Veer et al.、Nature、415:530-
536 (2002); M. Shipp et al.、Nature Medicine、8(1):68-74 (2002); G. Glinsky et a
l.、J. Clin. Invest.、113(6):913-923 (2004))。これらの知見は、治療に対する個々の
腫瘍の応答をより良く予測およびモニターすることによって、癌の処置が大きく改善され
るであろうという希望をもたらす。
【０００８】
　PCT 出願 PCT/US2006/034201 は、VEGFR-2 モジュレーターを投与することを含む癌を
処置する方法に治療的に応答する哺乳類を同定するのに有用なバイオマーカーを提供する
。
【０００９】
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　患者において薬剤感受性を決定しまたは応答をモニターし、分子レベルでの患者の応答
に基づいて疾患および障害を処置するのに必要な個人に合わせた診断法の発展を可能にす
るための新規かつ代替の方法および手順が必要とされている。
【発明の概要】
【００１０】
本発明の概要
　本発明はまた、分子レベルで、１以上の二重(dual) VEGFR-2 (血管内皮増殖因子受容体
 2) / FGFR1 (線維芽細胞増殖因子受容体-1)モジュレーターに対する患者の感受性を決定
しまたは応答をモニターするための方法および手順を提供する。本発明はまた、疾患状態
、例えば癌の治療を必要としている個体が処置に応答するか否かを、処置の投与の前に決
定または予測する方法であって、該処置が１以上の二重 VEGFR-2/FGFR1 モジュレーター
の投与を含む方法を提供する。１以上の二重 VEGFR-2/FGFR1 モジュレーターは、低分子
、モノクローナル抗体、アンチセンス分子またはこれと等価なもの、RNAi 分子またはこ
れと等価なもの等のいずれかであり得る。
【００１１】
　本発明は、分子レベルで、１以上の血管内皮増殖因子受容体 2 (VEGFR-2) モジュレー
ターに対する患者の感受性を決定しまたは応答をモニターするための方法および手順を提
供する。本発明はまた、疾患状態、例えば癌の治療を必要としている個体が処置に応答す
るか否かを、処置の投与の前に決定または予測する方法であって、該処置が１以上の VEG
FR-2 モジュレーターの投与を含む方法を提供する。１以上の VEGFR-2 モジュレーターは
、例えば、１以上の VEGFR-2 特異的リガンド、１以上の低分子 VEGFR-2 阻害剤、または
１以上の VEGFR-2 に結合するモノクローナル抗体から選択され得る化合物である。
【００１２】
　本発明は、分子レベルで、１以上の FGFR-1 モジュレーターに対する患者の感受性を決
定しまたは応答をモニターするための方法および手順を提供する。本発明はまた、疾患状
態、例えば癌の治療を必要としている個体が処置に応答するか否かを、処置の投与の前に
決定または予測する方法であって、該処置が１以上の FGFR-1 モジュレーターの投与を含
む方法を提供する。１以上の FGFR-1 モジュレーターは、例えば、１以上の FGFR-1 特異
的リガンド、１以上の低分子 FGFR-1 阻害剤、または１以上の FGFR-1 に結合するモノク
ローナル抗体から選択され得る化合物である。
【００１３】
　一つの側面において、本発明は、哺乳類が、モジュレーターを投与することを含む癌を
処置する方法に対して治療的に応答する可能性を予測する方法であって、以下を含む方法
を提供する: (a) 哺乳類において FGF2 のレベルを測定すること; (b) 該哺乳類を、以下
からなる群から選択される前記モジュレーターに曝露すること: 二重 VEGFR-2/FGFR-1 モ
ジュレーター、VEGFR-2 モジュレーター、および FGFR-1 モジュレーター; (c) 工程 (b)
 の曝露の後に、該哺乳類において FGF2 のレベルを測定すること、ここで、工程 (a) に
おいて測定された FGF2 のレベルと比較して工程 (c) における FGF2 のレベルが増大す
ることは、該哺乳類が前記癌を処置する方法に対して治療的に応答する可能性の増大を示
す。
【００１４】
　別の側面において、バイオマーカーは、FGF2 を１以上のさらなるバイオマーカー、例
えば FGF1、VEGFR-2、または IV型コラーゲンと共に含み得る。
【００１５】
　哺乳類が癌を処置する方法に対して治療的に応答するか否かを示すのに十分なバイオマ
ーカーのレベルの差異は、公知の技術を用いて当業者によって容易に決定され得る。バイ
オマーカーのレベルの増大または減少は、該差異が治療的に応答する哺乳類を同定するの
に十分かどうかを決定することと関連し得る。一つの側面において、哺乳類が処置に対し
て治療的に応答するかどうかを決定する前に、十分なバイオマーカーのレベルの差異を前
もって決定することができる。一つの側面において、バイオマーカーのレベルの差異は、
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(例えば RT-PCR またはマイクロアレイによって測定される) mRNA レベルの差異であり、
例えば発現レベルの少なくとも約２倍の差異、少なくとも約３倍の差異、もしくは少なく
とも約４倍の差異、またはそれ以上である。別の側面において、バイオマーカーのレベル
の差異は、質量分析法または FISH または IHC によってタンパク質レベルで決定される
。別の側面において、バイオマーカーのレベルの差異は、分散分析(Anova analysis)にお
ける <0.05 の p 値をいう。さらに別の側面において、差異は ELISA アッセイにおいて
決定される。
【００１６】
　本明細書において用いる場合、治療的に応答するとは、癌の軽減(alleviation)または
抑制(abrogation)をいう。これは癌に罹患している個体の平均余命が増大すること、また
は１以上の癌の症候が減少しまたは改善することを意味する。該用語は、癌性の細胞増殖
または腫瘍量の減少を含む。哺乳類が治療的に応答するかどうかは、当該技術分野におい
て周知の多くの方法、例えば PET イメージングによって測定することができる。
【００１７】
　哺乳類は、例えばヒト、ラット、マウス、イヌ、ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、ウマ、
ネコ、霊長類、またはサルであり得る。
【００１８】
　本発明の方法は、例えば、哺乳類において少なくとも１つのバイオマーカーのレベルを
測定する工程が、哺乳類から生物学的サンプルを取得すること、およびその後に該生物学
的サンプルにおいて１または複数のバイオマーカーのレベルを測定することを含む、イン
ビトロの方法であり得る。生物学的サンプルは、例えば血清、新鮮な全血、末梢血単核球
、凍結した全血、新鮮な血漿、凍結した血漿、尿、唾液、皮膚、毛包、骨髄、または腫瘍
組織のうちの少なくとも１つを含み得る。
【００１９】
　少なくとも１つのバイオマーカーのレベルは、例えば、バイオマーカーのタンパク質お
よび/または mRNA 転写産物のレベルであり得る。
【００２０】
　別の側面において、本発明は、哺乳類がモジュレーターを投与することを含む癌を処置
する方法に対して治療的に応答する可能性を予測するための方法であって、以下を含む方
法を提供する: (a) 哺乳類をモジュレーターに曝露すること; (b) 工程 (a) の曝露の後
に、該哺乳類において FGF2 のレベルを測定すること、ここで、前記モジュレーターに曝
露されていない哺乳類におけるバイオマーカーのレベルと比較して、工程 (b) において
測定された FGF2 のレベルが増大することは、該哺乳類が前記癌を処置する方法に対して
治療的に応答する可能性の増大を示し、前記モジュレーターは以下からなる群から選択さ
れる: 二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーター、VEGFR-2 モジュレーター、および FGFR-1 
モジュレーター。
【００２１】
　別の側面において、本発明は、哺乳類において化合物が VEGFR-2 活性を阻害するかど
うかを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に曝露すること
; および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において FGF2 のレベルを測定すること
、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における FGF2 のレベルと比較して、工
程 (b) において測定された FGF2 のレベルが異なることは、該化合物が該哺乳類におい
て VEGFR-2 活性を阻害することを示す。
【００２２】
　別の側面において、本発明は、化合物が哺乳類において VEGFR-2 活性を阻害するかど
うかを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に曝露すること
; および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において IV型コラーゲンのレベルを測
定すること、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における IV型コラーゲンの
レベルと比較して、工程 (b) において測定された IV型コラーゲンのレベルが異なること
は、該化合物が該哺乳類において VEGFR-2 活性を阻害することを示す。
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【００２３】
　別の側面において、本発明は、癌に罹患している患者が VEGFR-2 モジュレーターの投
与を含む癌の処置の有効な量を受けているかどうかを予測するための、以下の工程を含む
方法を提供する: (a) 前記患者からのサンプルにおいて IV型コラーゲンのレベルを測定
すること; および (b) 前記サンプルにおける IV型コラーゲンのレベルを標準と比較する
こと、ここで、前記標準に対して、前記サンプルにおける IV型コラーゲンのレベルが減
少することは、該患者が前記癌の処置の治療上有効な量を受けている可能性の増大を示し
、一方で、前記標準に対して、前記サンプルにおける IV型コラーゲンのレベルが増大す
ることまたは変化しないことは、前記患者が前記癌の処置の治療上有効な量を受けている
可能性の減少を示す。前記癌の処置は、例えば VEGFR-2 モジュレーターの投与または二
重 VEGFR-2/FGF モジュレーターの投与を含み得る、本明細書において概説される処置の
いずれであってもよい。前記患者が前記癌の処置の有効な量を受けていないと予測される
場合には、単独でまたは別の処置の投与と組み合わせた、前記処置のより高い用量または
より高い投与頻度が正当化され得る。
【００２４】
　さらに別の側面において、本発明は、哺乳類が VEGFR-2 活性を阻害する化合物に曝露
されたかどうかを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に曝
露すること; および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において FGF2 のレベルを測
定すること、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における FGF2 のレベルと比
較して、工程 (b) において測定された FGF2 のレベルが異なることは、該哺乳類が VEGF
R-2 活性を阻害する化合物に曝露されたことを示す。
【００２５】
　さらに別の側面において、本発明は、哺乳類が VEGFR-2 活性を阻害する化合物に曝露
されたかどうかを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に曝
露すること; および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において IV型コラーゲンの
レベルを測定すること、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における IV型コ
ラーゲンのレベルと比較して、工程 (b) において測定された IV型コラーゲンのレベルが
異なることは、該哺乳類が VEGFR-2 活性を阻害する化合物に曝露されたことを示す。
【００２６】
　別の側面において、本発明は、哺乳類が VEGFR-2 活性を阻害する化合物に対して応答
しているかどうかを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に
曝露すること; および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において FGF2 のレベルを
測定すること、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における FGF2 のレベルと
比較して、工程 (b) において測定された FGF2 のレベルが異なることは、該哺乳類が VE
GFR-2 活性を阻害する化合物に対して応答していることを示す。
【００２７】
　別の側面において、本発明は、哺乳類が VEGFR-2 活性を阻害する化合物に対して応答
しているかどうかを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に
曝露すること; および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において IV型コラーゲン
のレベルを測定すること、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における IV型
コラーゲンのレベルと比較して、工程 (b) において測定された IV型コラーゲンのレベル
が異なることは、該哺乳類が VEGFR-2 活性を阻害する化合物に応答していることを示す
。
【００２８】
　別の側面において、本発明は、哺乳類において化合物が FGFR-1 活性を阻害するかどう
かを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に曝露すること; 
および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において FGF2 のレベルを測定すること、
ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における FGF2 のレベルと比較して、工程
 (b) において測定された FGF2 のレベルが異なることは、該哺乳類において該化合物が 
FGFR-1 活性を阻害することを示す。
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【００２９】
　別の側面において、本発明は、哺乳類において化合物が FGFR-1 活性を阻害するかどう
かを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に曝露すること; 
および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において IV型コラーゲンのレベルを測定
すること、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における IV型コラーゲンのレ
ベルと比較して、工程 (b) において測定された IV型コラーゲンのレベルが異なることは
、該哺乳類において該化合物が FGFR-1 活性を阻害することを示す。
【００３０】
　さらに別の側面において、本発明は、哺乳類が FGFR-1 活性を阻害する化合物に曝露さ
れたかどうかを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に曝露
すること; および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において FGF2 のレベルを測定
すること、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における FGF2 のレベルと比較
して、工程 (b) において測定された FGF2 のレベルが異なることは、該哺乳類が FGFR-1
 活性を阻害する化合物に曝露されたことを示す。
【００３１】
　さらに別の側面において、本発明は、哺乳類が FGFR-1 活性を阻害する化合物に曝露さ
れたかどうかを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に曝露
すること; および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において IV型コラーゲンのレ
ベルを測定すること、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における IV型コラ
ーゲンのレベルと比較して、工程 (b) において測定された IV型コラーゲンのレベルが異
なることは、該哺乳類が FGFR-1 活性を阻害する化合物に曝露されたことを示す。
【００３２】
　別の側面において、本発明は、哺乳類が FGFR-1 活性を阻害する化合物に対して応答し
ているかどうかを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に曝
露すること; および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において FGF2 のレベルを測
定すること、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における FGF2 のレベルと比
較して、工程 (b) において測定された FGF2 のレベルが異なることは、該哺乳類が FGFR
-1 活性を阻害する化合物に対して応答していることを示す。
【００３３】
　別の側面において、本発明は、哺乳類が FGFR-1 活性を阻害する化合物に対して応答し
ているかどうかを決定するための、以下を含む方法を提供する: (a) 哺乳類を化合物に曝
露すること; および (b) 工程 (a) の曝露の後に、該哺乳類において IV型コラーゲンの
レベルを測定すること、ここで、前記化合物に曝露されていない哺乳類における IV型コ
ラーゲンのレベルと比較して、工程 (b) において測定された IV型コラーゲンのレベルが
異なることは、該哺乳類が FGFR-1 活性を阻害する化合物に対して応答していることを示
す。
【００３４】
　本明細書において用いる場合、“応答”は、哺乳類における、生物学的および細胞性の
応答による応答、ならびに臨床応答(例えば、症候、治療効果または有害事象の改善)を包
含する。
【００３５】
　本発明はまた、単離された FGF2 バイオマーカー、単離された FGF1 バイオマーカー、
単離された VEGFR-2 バイオマーカー、および単離された IV型コラーゲン バイオマーカ
ーを提供する。本発明のバイオマーカーは、完全長の FGF2、FGF1、VEGFR-2 および IV型
コラーゲンのヌクレオチド配列およびアミノ酸配列、ならびにそれらの断片および変異体
を含む。
【００３６】
　本発明はまた、本発明の２以上のバイオマーカーを含むバイオマーカー セットを提供
する 。
【００３７】
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　本発明はまた、患者が１以上の VEGFR-2 モジュレーター、１以上の FGFR-1 モジュレ
ーターまたは１以上の二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターを含む処置に対して感受性で
あるか抵抗性であるかを決定または予測するためのキットを提供する。患者は、癌または
腫瘍、例えば結腸の癌または腫瘍を有し得る。
【００３８】
　一つの側面において、キットは、患者の組織検体または患者サンプルからの細胞を試験
する際に使用するための１以上の特定の(specialized)本発明のマイクロアレイ、１以上
の VEGFR-2 モジュレーター、１以上の FGFR-1 モジュレーターまたは１以上の二重 VEGF
R-2/FGFR-1 モジュレーターを含む適切な容器、および使用のための説明書を含む。キッ
トは、バイオマーカー セットの発現を mRNA またはタンパク質のレベルでモニターする
ための試薬または物質をさらに含み得る。
【００３９】
　別の側面において、本発明は、２以上のバイオマーカーを含むキットを提供する。
【００４０】
　さらに別の側面において、本発明は、FGF2、FGF1、VEGFR-2 および IV型コラーゲンか
ら選択されるバイオマーカーの少なくとも１つの存在を検出するための抗体および核酸の
うち少なくとも１つを含むキットを提供する。一つの側面において、キットは、VEGFR-2 
活性、FGFR-1 活性、または VEGFR-2/FGFR-1 双方の活性を阻害する化合物を投与するこ
とを含む癌を処置する方法に対して哺乳類が治療的に応答するか否かを決定するための説
明書をさらに含む。
【００４１】
　本発明はまた、患者が１以上の VEGFR-2 モジュレーター、１以上の FGFR-1 モジュレ
ーターまたは１以上の二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターでの処置に対して感受性であ
るか抵抗性であるかを決定するためのスクリーニングアッセイを提供する。
【００４２】
　本発明はまた、疾患を有する患者の処置をモニターする方法であって、前記疾患が１以
上の VEGFR-2 モジュレーター、１以上の FGFR-1 モジュレーターまたは１以上の二重 VE
GFR-2/FGFR-1 モジュレーターを投与することを含む方法によって処置される方法を提供
する。
【００４３】
　本発明はまた、分子レベルでの患者の応答に基づいて疾患および障害を処置するのに必
要な個人に合わせた遺伝的プロファイルを提供する。
【００４４】
　本発明はまた、１以上の VEGFR-2 モジュレーター、１以上の FGFR-1 モジュレーター
または１以上の二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターに対する感受性または抵抗性のいず
れかと関連する発現プロファイルを有する１以上のバイオマーカーを含む、特定の(speci
alized)マイクロアレイ、例えばオリゴヌクレオチド マイクロアレイまたは cDNA マイク
ロアレイを提供する。
【００４５】
　本発明はまた、本発明の１以上のバイオマーカーに対して向けられた、ポリクローナル
またはモノクローナルを含む抗体を提供する。
【００４６】
　本発明は、添付の図と関連して考慮すれば、本発明の詳細な説明を読むことでより良く
理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００４７】
図の簡単な説明
　本特許出願は、少なくとも１つのカラーで作成された図を含む。カラーの図を有する本
特許出願の写しは、請求および必要な料金の支払いによって、特許商標局により提供され
る。



(10) JP 2010-524003 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

【図１】図 1 (図 1A-1C) は、IV型コラーゲンの IHC の結果を示す。
【図２】図 2 (図 2A-2B) は、VEGFR-2 の IHC の結果を示す。
【図３】図 3 (図 3A-3C) は、FGF1 の IHC の結果を示す。
【図４】図 4 (図 4A-4D) は、FGF2 の IHC の結果を示す。
【図５】図 5 は、応答者および非応答者におけるベースラインからの腫瘍パーセンテー
ジの変化対 FGF2 染色についての箱ひげ図を示す。
【図６】図 6 は、経時的に無増悪生存を示すカプラン・マイヤー曲線を表す。
【図７】図 7 は、ブリバニブが FGF2 増殖因子の遺伝子発現レベルを変調したがベバシ
ズマブは変調しなかったこと、その一方でブリバニブおよびベバシズマブの両方が VEGF 
の遺伝子発現レベルを変調したことを示す結果を表す。示される結果は、AFFYMETRIX（登

録商標） ヒト アレイからのものである。
【図８】図 8 は、インビトロで、スニチニブよりもずっと低い IC50 値で、ブリバニブ
が FGF2 に誘導される腫瘍細胞株の増殖を阻害することを示す結果を表す。
【図９】図 9 は、ブリバニブ感受性およびブリバニブ抵抗性の腫瘍細胞株における、FGF
R1、FGF2、VEGFR2 および VEGF の mRNA 発現レベルを表す。
【図１０】図 10 は、増殖を刺激するのに FGF2 を用いる場合、ブリバニブが結腸癌細胞
の増殖を直接的に阻害することを示す結果を表す。
【図１１】図 11 は、増殖を刺激するのに FGF2 を用いる場合、ブリバニブが卵巣癌およ
び膵臓癌細胞株の増殖を直接的に阻害することを示す結果を表す。
【図１２】図 12 は、ベバシズマブおよびスニチニブと比較して、ブリバニブは FGF2 で
刺激された GEO 腫瘍細胞の増殖を阻害したが、VEGF で刺激された GEO 腫瘍細胞の増殖
は阻害しなかったことを示す結果を表す。
【図１３】図 13 は、ウエスタンブロットを用いて、FGFR1、VEGFR2、ERK および AKT の
リン酸化に対するブリバニブの効果を示す。
【図１４】図 14 は、FGF2 刺激に対する応答における 67 の経路の発現解析を表す。示
される通り、FGF 経路だけが有意に誘導された。
【図１５】図 15 は、FGF2 刺激に対する応答における、1μm のブリバニブまたは 1μm 
のスニチニブでの処理後の FGF 経路の発現解析を表す。示される通り、FGF2 に誘導され
る発現はブリバニブの存在下においてのみ抑制され、スニチニブの存在下では抑制されな
かった。
【発明を実施するための形態】
【００４８】
本発明の詳細な説明
　複数の前臨床試験により、VEGF が、その同族の受容体、膜貫通タンパク質チロシンキ
ナーゼの VEGFR ファミリーを介して血管新生過程を駆動する際に果たす重要な役割が明
らかにされた。VEGFR-2 シグナル伝達経路は、特に、腫瘍の血管新生の主要な推進力(dri
ver)であることが実験的に支持された。VEGFR-2 シグナル伝達経路は、VEGF のリガンド
結合を妨げることによってこのシグナル伝達経路を間接的に阻害する AVASTIN（登録商標

）(ベバシズマブ)の認可に基づく癌治療において臨床的に検証された経路である。ブリバ
ニブは、VEGFR-2 の強力な阻害、ならびに血管新生経路の根底にあり、FGF 増殖因子によ
って調節されるタンパク質チロシンキナーゼの別の受容体ファミリーである FGFR-1 およ
び FGFR-2 の阻害を実証した。ブリバニブは、複数の重要な血管新生経路(VEGF および F
GF)を阻害することによって、GEO 結腸癌モデルにおけるベバシズマブと比較した場合に
、腫瘍増殖を阻害する能力に対して増大した影響を有することが示されたと考えられる。
【００４９】
　本バイオマーカー研究は、ベバシズマブと比べてブリバニブがより大きな影響を持つ抗
血管新生および抗腫瘍活性を分子レベルで反映するバイオマーカーのセットの同定をもた
らした。これらのバイオマーカーが影響される程度は、このインビボの腫瘍モデルにおい
て観察される有効性のレベルと強く関連する。これらのバイオマーカーは、癌患者にとっ
て最適な抗血管新生治療を決定する際において重要な臨床的意味を有し得る。
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【００５０】
　有効性、薬剤曝露または臨床応答の迅速かつアクセス容易な読み出しを提供するバイオ
マーカーの同定は、薬剤候補の臨床開発においてますます重要となる。本発明の態様は、
分泌タンパク質のレベル、またはバイオマーカーの１つのカテゴリーを代表する血漿バイ
オマーカーのレベルの変化を測定することを含む。一つの側面において、容易に入手可能
な物質源を代表する血漿サンプルは、バイオマーカー解析のための代用組織としての役割
を果たす。
【００５１】
　本発明は、特定のシグナル伝達経路の変調に対して応答し、かつ、VEGFR-2 モジュレー
ター感受性または抵抗性にも関連するバイオマーカーを提供する。これらのバイオマーカ
ーは、１以上の VEGFR-2 モジュレーターに対する応答を予測およびモニターするために
採用することができる。一つの側面において、本発明のバイオマーカーは、ポリヌクレオ
チドおよびポリペプチド配列の両方を含み、FGF2、FGF1、VEGFR-2 および IV型コラーゲ
ンから選択される。別の側面において、本発明のバイオマーカーは、遺伝コードの縮重の
ため、配列表において提供されるポリペプチド配列をコードするヌクレオチド配列である
。
【００５２】
　バイオマーカーは、VEGFR-2 活性または VEGFR-2 シグナル伝達経路に影響を与える VE
GFR-2 モジュレーターに対する応答を予測およびモニターするための有用な分子ツールと
しての役割を果たす。
【００５３】
＠＠
　本明細書において用いる場合、“約”とは、測定可能な値、例えば量、時間的期間(tem
poral duration)などをいう場合には、開示された方法を実施するのに適する、特定され
た値から ±20% または ±10%、より好ましくは ±5%、よりいっそう好ましくは ±1%、
さらにいっそう好ましくは ±0.1% の変動を包含するよう意図される。
【００５４】
　本明細書において記載されるあらゆる所与のマーカーのレベルを測定する方法は、これ
らに限定されないが、PCR; RT-PCR; FISH; IHC; 免疫検出法; 免疫沈降; ウエスタンブロ
ット; ELISA; ラジオイムノアッセイ; PET イメージング; HPLC; 表面プラズモン共鳴、
および光学的分光法(optical spectroscopy); ならびに質量分析などを含む当該技術分野
において周知の方法を用いて実施し得る。
【００５５】
　本発明のバイオマーカーは、当該技術分野において公知のあらゆる免疫特異的(immunos
pecific)結合方法を用いて定量することができる。用いることができるイムノアッセイは
、これらに限定されないが、いくつか例を挙げればウエスタンブロット、ラジオイムノア
ッセイ、ELISA(酵素結合免疫吸着アッセイ)、“サンドイッチ”イムノアッセイ、免疫沈
降アッセイ、沈降反応、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体結合
アッセイ、免疫放射定量アッセイ、蛍光イムノアッセイ、プロテインＡイムノアッセイな
どの技術を用いる、競合的および非競合的アッセイ系を含む。かかるアッセイは、当該技
術分野において常套かつ周知である (例えば、引用により全体が本明細書に取り込まれて
いる Ausubel et al.、eds.、Current Protocols in Molecular Biology、Vol. 1、John 
Wiley & Sons、Inc.、New York (1994)を参照されたい)。代表的なイムノアッセイを、以
下に簡単に説明する(しかし、限定する意図はない)。
【００５６】
　免疫沈降プロトコールは一般的に、溶解バッファー、例えば、タンパク質ホスファター
ゼおよび/またはプロテアーゼ阻害剤 (例えば EDTA、PMSF、アプロチニン、バナジン酸ナ
トリウム) が補われた RIPA バッファー (1% の NP-40 または Triton X-100、1% デオキ
シコール酸ナトリウム、0.1% SDS、0.15 M NaCl、pH 7.2 の 0.01 M リン酸ナトリウム、
1% TRASYLOL（登録商標）) 中において細胞集団を溶解すること、興味のある抗体(すなわ
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ち、本発明のバイオマーカーに向けられた抗体)を細胞溶解物に添加すること、ある時間
の間 (例えば 1-4 時間) 4℃でインキュベートすること、プロテインＡおよび/またはプ
ロテインＧ SEPHAROSE（登録商標）ビーズを該細胞溶解物に添加すること、約１時間以上
 4℃でインキュベートすること、該ビーズを溶解バッファー中で洗浄すること、および該
ビーズを SDS/サンプルバッファー中に再懸濁させることを含む。興味のある抗体の、特
定の抗原を免疫沈降させる能力は、例えばウエスタンブロット解析によって評価すること
ができる。当業者は、抗原への抗体の結合を増大させ、バックグラウンドを減少させるた
めに改変し得るパラメーター(例えば、細胞溶解物を SEPHAROSE（登録商標）ビーズでプ
レクリアすること(pre-clearing))については精通しているであろう。免疫沈降プロトコ
ールに関するさらなる議論については、例えば Ausubel et al.、eds.、Current Protoco
ls in Molecular Biology、Vol. 1、John Wiley & Sons、Inc.、New York at 10.16.1 (1
994) を参照されたい。
【００５７】
　ウエスタンブロット解析は通常、タンパク質サンプルを調製すること、ポリアクリルア
ミドゲル中でのタンパク質サンプルの電気泳動(例えば、抗原の分子量に応じて 8%-20% 
の SDS-PAGE)、タンパク質サンプルをポリアクリルアミドゲルから膜、例えば ニトロセ
ルロース、PVDF またはナイロンへトランスファーすること、ブロッキング溶液(例えば 3
% BSA または脱脂乳をともなう PBS)中で膜をブロッキングすること、洗浄バッファー(例
えば、PBS-Tween 20)中で膜を洗浄すること、ブロッキングバッファー中で希釈された一
次抗体(興味のある抗体)で膜をブロッキングすること、洗浄バッファー中で膜を洗浄する
こと、ブロッキングバッファー中で希釈された、酵素材料(例えばセイヨウワサビペルオ
キシダーゼまたはアルカリホスファターゼ)または放射性分子(例えば 32P または 125I)
と結合した二次抗体(一次抗体を認識するもの、例えば抗ヒト抗体)で膜をブロッキングす
ること、洗浄バッファー中で膜を洗浄すること、および抗原の存在を検出することを含む
。当業者は、検出されるシグナルを増大させるためおよびバックグラウンドノイズを減少
させるために改変し得るパラメーターについては精通しているであろう。ウエスタンブロ
ットプロトコールに関するさらなる議論については、例えば Ausubel et al.、eds.、Cur
rent Protocols in Molecular Biology、Vol. 1、John Wiley & Sons、Inc.、New York a
t 10.8.1 (1994) を参照されたい。
【００５８】
　ELISA は、抗原を調製すること、96 ウェル マイクロタイタープレートのウェルを抗原
で被覆すること、検出可能な化合物、例えば酵素材料(例えばセイヨウワサビペルオキシ
ダーゼまたはアルカリホスファターゼ)と結合した興味のある抗体をウェルに添加して、
ある時間の間インキュベートすること、および抗原の存在を検出することを含む。ELISA 
において、興味のある抗体は、検出可能な化合物と結合している必要はなく; 代わりに、
検出可能な化合物と結合した(興味のある抗体を認識する)二次抗体をウェルに添加しても
よい。さらに、ウェルを抗原で被覆する代わりに、抗体をウェルに被覆してもよい。この
場合、被覆されたウェルへ興味のある抗原を添加した後に、検出可能な化合物と結合した
二次抗体を添加することができる。当業者は、検出されるシグナルを増大させるために改
変し得るパラメーターおよび当該技術分野において公知の ELISA の他のバリエーション
については精通しているであろう。ELISA に関するさらなる議論については、例えば Aus
ubel et al.、eds.、Current Protocols in Molecular Biology、Vol. 1、John Wiley & 
Sons、Inc.、New York at 11.2.1 (1994) を参照されたい。
【００５９】
　あるいは、１または複数のバイオマーカーポリペプチドの相対量(relative quantitati
on)の同定は、タンデム質量分析; またはタンデム質量分析と連結した１次元もしくは多
次元の高速液体クロマトグラフィーを用いて行うことができる。該方法は、タンデム質量
分析と連結した１次元もしくは多次元の高速液体クロマトグラフィーを用いて分離された
、同定されたタンパク質の断片の数の増大が、サンプル中に存在するタンパク質のレベル
と直接に相関するという事実を考慮する。かかる方法は当業者に周知であり、多数の刊行
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物、例えば 2-D Proteome Analysis Protocols, A.J. Link, ed., Humana Press (1999),
 ISBN: 0896035247; Mass Spectrometry of Proteins and Peptides, J.R. Chapman, ed.
, Humana Press (2000), ISBN: 089603609X に記載されている。
【００６０】
　本明細書において用いる場合、“変調”または“変調する”または“モジュレーター”
の用語は、サンプル中で検出される、特定の活性の量、質もしくは効果、または DNA、RN
A もしくはタンパク質のレベルにおける増大または減少をいう。
【００６１】
VEGFR-2 モジュレーター
　本明細書において用いる場合、“VEGFR-2 モジュレーター”の用語は、VEGFR-2 活性ま
たは VEGFR-2 シグナル伝達経路を直接的または間接的に変調する生体分子もしくは低分
子である、化合物または薬剤を意味するよう意図される。したがって、化合物または薬剤
は、本明細書において用いる場合、低分子および生体分子の両方を含むよう意図される。
直接的または間接的な変調は、VEGFR-2 活性または VEGFR-2 シグナル伝達経路の活性化
または阻害を含む。一つの側面において、阻害は、VEGFR-2 と VEGFR-2 リガンド、例え
ば VEGF との結合の阻害をいう。別の側面において、阻害は、VEGFR-2 のキナーゼ活性の
阻害をいう。
【００６２】
　VEGFR-2 モジュレーターは、例えば VEGFR-2 特異的リガンド、低分子 VEGFR-2 阻害剤
、および VEGFR-2 モノクローナル抗体を含む。一つの側面において、VEGFR-2 モジュレ
ーターは、VEGFR-2 活性を阻害し、および/または VEGFR-2 シグナル伝達経路を阻害する
。別の側面において、VEGFR-2 モジュレーターは、VEGFR-2 活性を阻害し、および/また
は VEGFR-2 シグナル伝達経路を阻害する VEGFR-2 モノクローナル抗体である。
【００６３】
　VEGFR-2 モジュレーターは、生体分子または低分子を含む。
【００６４】
　VEGFR-2 モジュレーターはまた、アンチセンスおよび RNAi 分子を含む。
【００６５】
　生体分子は、450 より大きい分子量を有する、全ての脂質ならびに単糖、アミノ酸およ
びヌクレオチドのポリマーを含む。したがって、生体分子は、例えばオリゴ糖および多糖
; オリゴペプチド、ポリペプチド、ペプチドおよびタンパク質; ならびにオリゴヌクレオ
チドおよびポリヌクレオチドを含む。オリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチドは、例
えば DNA および RNA を含む。
【００６６】
　生体分子は、上記の分子のあらゆるものの誘導体をさらに含む。例えば、生体分子の誘
導体は、脂質ならびにオリゴペプチド、ポリペプチド、ペプチドおよびタンパク質のグリ
コシル化誘導体を含む。
【００６７】
　生体分子の誘導体は、オリゴ糖および多糖の脂質誘導体、例えばリポ多糖をさらに含む
。最も典型的には、生体分子は抗体、または抗体と機能的に等価なもの(functional equi
valent)である。抗体と機能的に等価なものは、抗体に匹敵する結合特性を有し、VEGFR-2
 を発現する細胞の増殖を阻害する。かかる機能的に等価なものは、例えばキメラ抗体、
ヒト化抗体および一本鎖抗体ならびにこれらの断片を含む。
【００６８】
　抗体と機能的に等価なものは、抗体の可変領域または超可変領域のアミノ酸配列と実質
的に同じアミノ酸配列を有するポリペプチドをも含む。別の配列と実質的に同じであるが
、１以上の置換、付加および/または欠失によって他の配列と異なるアミノ酸配列は、等
価な配列であると見なされる。好ましくは、配列中のアミノ酸残基数の 50% 未満、より
好ましくは 25% 未満、そしてさらに好ましくは 10% 未満が、タンパク質について置換さ
れ、タンパク質に付加され、またはタンパク質から欠失させられる。
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【００６９】
　抗体と機能的に等価なものは、好ましくはキメラ抗体またはヒト化抗体である。キメラ
抗体は、非ヒト抗体の可変領域およびヒト抗体の定常領域を含む。ヒト化抗体は、非ヒト
抗体の超可変領域(CDR)を含む。ヒト化抗体のうち、超可変領域以外の可変領域、例えば
フレームワーク可変領域および定常領域は、ヒト抗体のものである。
【００７０】
　適切な非ヒト抗体の可変領域および超可変領域は、モノクローナル抗体が作られるあら
ゆる非ヒト哺乳類によって生産された抗体から得ることができる。ヒト以外の哺乳類の適
切な例は、例えば、ウサギ、ラット、マウス、ウマ、ヤギまたは霊長類を含む。
【００７１】
　機能的に等価なものは、抗体全体と同じかまたはこれに匹敵する結合特性を有する抗体
の断片をさらに含む。適切な抗体の断片は、特異的に、かつ十分な親和性で VEGFR-2 チ
ロシンキナーゼに結合してかかる受容体を発現する細胞の増殖を阻害するのに十分な超可
変(すなわち、相補性決定)領域の部分を含むあらゆる断片を包含する。
【００７２】
　かかる断片は、例えば、１つもしくは両方の Fab 断片、または F(ab')2 断片を含有し
得る。好ましくは、抗体断片は、抗体全体の６つ全ての相補性決定領域を含有するが、か
かる領域の全てよりも少ない、例えば３つ、４つまたは５つの CDR を含有する機能的な
断片も含まれる。
【００７３】
　一つの側面において、断片は、一本鎖抗体または Fv 断片である。一本鎖抗体は、相互
接続リンカー(interconnecting linker)を伴うかまたは伴わない、少なくとも軽鎖の可変
領域に結合した抗体の重鎖の可変領域を含むポリペプチドである。したがって、Fv 断片
は、完全な抗体結合部位を含む。これらの鎖は、細菌または真核細胞において生産し得る
。
【００７４】
　抗体および機能的に等価なものは、イムノグロブリンのいかなるクラス、例えば IgG、
IgM、IgA、IgD または IgE、およびそれらのサブクラスのメンバーであってもよい。
【００７５】
　一つの側面において、抗体は、IgG1 サブクラスのメンバーである。機能的に等価なも
のはまた、上記のクラスおよびサブクラスのいずれかの組み合わせと等価なものであって
もよい。
【００７６】
　一つの側面において、VEGFR-2 抗体は、CDP-791 (UCB) である。別の側面において、VE
GFR-2 抗体は、IMC-1121b (ImClone Systems) である。さらに別の側面において、VEGFR-
2 モジュレーターは、AVE-005 (VEGF trap、Regeneron Pharmaceuticals) である。
【００７７】
　上記の生体分子に加えて、本発明において有用な VEGFR-2 モジュレーターは、低分子
であってもよい。生体分子ではないあらゆる分子が、本明細書において低分子であるとし
て考慮される。低分子のいくつかの例は、有機化合物、有機金属化合物、有機および有機
金属化合物の塩、糖類、アミノ酸およびヌクレオチドを含む。低分子は、その分子量が 4
50 を超えないことを除けば生体分子とみなされ得る分子をさらに含む。したがって、低
分子は、450 以下の分子量を有する脂質、オリゴ糖、オリゴペプチドおよびオリゴヌクレ
オチドならびにこれらの誘導体であり得る。
【００７８】
　低分子があらゆる分子量を有し得ることが強調される。それらは、通常 450 未満の分
子量を有することから低分子と称されるにすぎない。低分子は、天然に見出される化合物
および合成化合物を含む。一つの態様において、VEGFR-2 モジュレーターは、VEGFR-2 を
発現する腫瘍細胞の増殖を阻害する低分子である。別の態様において、VEGFR-2 モジュレ
ーターは、VEGFR-2 を発現する不応性の腫瘍細胞の増殖を阻害する低分子である。



(15) JP 2010-524003 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

【００７９】
　多数の低分子が、VEGFR-2 を阻害するのに有用であるとして記載されている。
【００８０】
　一つの側面において、VEGFR-2 モジュレーターは、ブリバニブ、すなわち (化合物 I)
の構造を有する [(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-イン
ドール(indol)-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ [2,1-f][1,2,4]トリアジン(triazin)-6-
イルオキシ]-1-メチルエチル エステルである:
【化１】

(I)。
【００８１】
　別の側面において、VEGFR-2 モジュレーターは、引用により本明細書に取り込まれてい
る米国特許第6,869,952号に記載される化合物から選択される。さらに別の側面において
、VEGFR-2 モジュレーターは、引用により本明細書に取り込まれている PCT 公開公報第W
O00/71129号またはWO2004/009601号に記載される化合物から選択される。
【００８２】
　別の側面において、VEGFR-2 モジュレーターは、アンジオセプト(Angiocept) (BMS)、C
HIR-258 (Chiron)、AZD-2171 (AstraZeneca、GW786034 (GlaxoSmithKline)、AMG 706 (Am
gen)、BIBF 1120 (Boehringer Ingelheim)、AE788 (Novartis)、ZD6474 (AstraZeneca)、
BAY 43-9006 (Sorafenib、Bayer)、SU11248 (Sutent、Pfizer)、ラニビズマブ (Lucentis
)、スニチニブ (Sutent)、アキシチニブ、テムシロリムス、バンデタニブ、SU5416 およ
びパゾパニブ (GW-786034) から選択される。
【００８３】
二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーター
　本明細書において用いる場合、“二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーター”の用語は、FG
FR-1 活性または FGF シグナル伝達経路を直接的または間接的に変調することに加えて V
EGFR-2 活性または VEGFR シグナル伝達経路を直接的または間接的に変調する生体分子も
しくは低分子である、化合物または薬剤を意味するよう意図される。したがって、二重 V
EGFR-2/FGFR-1 モジュレーターは、VEGF、VEGFR-1、VEGFR-2、VEGFR-3 または VEGF 経路
内の他のいずれかの VEGF もしくは VEGF 受容体を直接的または間接的に阻害し、FGF1、
FGF2、FGF3、FGF4、FGF5、FGF6、FGF7、FGF8、FGF9、FGF10、FGF11、FGF12、FGF13、FGF1
4、FGF15、FGF16、FGF17、FGF18、FGF19、FGF20、FGF21、FGF22、FGF23、FGFR-1、FGFR-2
、FGFR-3 および/または FGFR-4 または FGF 経路内の他のいずれかの FGF もしくは FGF
 受容体をも直接的または間接的に阻害し得る、当該技術分野において公知の生体分子も
しくは低分子をも包含し得る。したがって、化合物もしくは薬剤は、本明細書において用
いる場合、低分子および生体分子の両方を包含するよう意図される。直接的または間接的
な変調は、VEGFR-2 活性または VEGFR-2 シグナル伝達経路の活性化または阻害を含む。
直接的または間接的な変調は、FGFR-1 活性または FGF シグナル伝達経路の活性化または
阻害を含む。一つの側面において、阻害は、VEGFR-2 と VEGFR-2 リガンド、例えば VEGF
 との結合の阻害をいう。別の側面において、阻害は、VEGFR-2 のキナーゼ活性の阻害を
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いう。同様に、一つの側面において、阻害は、FGFR-1 と FGFR-1 リガンド、例えば FGF 
との結合の阻害をいう。別の側面において、阻害は、FGFR-1 のキナーゼ活性の阻害をい
う。
【００８４】
　VEGFR-2 モジュレーターは、本明細書において別の場所に記載される。FGFR-1 モジュ
レーターは、例えば FGFR-1 特異的リガンド、低分子 FGFR-1 阻害剤および FGFR-1 モノ
クローナル抗体を含む。一つの側面において、FGFR-1 モジュレーターは、FGFR-1 活性を
阻害しおよび/または FGFR-1 シグナル伝達経路を阻害する。別の側面において、FGFR-1 
モジュレーターは、FGFR-1 活性を阻害しおよび/または FGFR-1 シグナル伝達経路を阻害
する FGFR-1 モノクローナル抗体である。
【００８５】
　FGFR-1 モジュレーターは、生体分子または低分子を含む。
【００８６】
　FGFR-1 モジュレーターはまた、アンチセンスおよび RNAi 分子を含む。
【００８７】
　生体分子は、450 より大きい分子量を有する、全ての脂質ならびに単糖、アミノ酸およ
びヌクレオチドのポリマーを含む。したがって、生体分子は、例えば、オリゴ糖および多
糖; オリゴペプチド、ポリペプチド、ペプチドおよびタンパク質; ならびにオリゴヌクレ
オチドおよびポリヌクレオチドを含む。オリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチドは、
例えば DNA および RNA を含む。
【００８８】
　生体分子は、上記の分子のあらゆるものの誘導体をさらに含む。例えば、生体分子の誘
導体は、脂質ならびにオリゴペプチド、ポリペプチド、ペプチドおよびタンパク質のグリ
コシル化誘導体を含む。
【００８９】
　生体分子の誘導体は、オリゴ糖および多糖の脂質誘導体、例えばリポ多糖をさらに含む
。最も典型的には、生体分子は抗体、または抗体と機能的に等価なものである。抗体と機
能的に等価なものは、抗体に匹敵する結合特性を有し、FGFR-1 を発現する細胞の増殖を
阻害する。かかる機能的に等価なものは、例えばキメラ抗体、ヒト化抗体および一本鎖抗
体ならびにこれらの断片を含む。
【００９０】
　抗体と機能的に等価なものは、抗体の可変領域または超可変領域のアミノ酸配列と実質
的に同じアミノ酸配列を有するポリペプチドをも含む。別の配列と実質的に同じであるが
、１以上の置換、付加および/または欠失によって他の配列と異なるアミノ酸配列は、等
価な配列であるとみなされる。好ましくは、配列中のアミノ酸残基の数の 50% 未満、よ
り好ましくは 25% 未満、そしてさらに好ましくは 10% 未満が、タンパク質について置換
され、タンパク質に付加され、またはタンパク質から欠失させられる。
【００９１】
　抗体と機能的に等価なものは、好ましくはキメラ抗体またはヒト化抗体である。キメラ
抗体は、非ヒト抗体の可変領域およびヒト抗体の定常領域を含む。ヒト化抗体は、非ヒト
抗体の超可変領域(CDR)を含む。ヒト化抗体のうち、超可変領域以外の可変領域、例えば
フレームワーク可変領域および定常領域は、ヒト抗体のものである。
【００９２】
　適切な非ヒト抗体の可変領域および超可変領域は、モノクローナル抗体が作られるあら
ゆる非ヒト哺乳類によって生産された抗体から得ることができる。ヒト以外の哺乳類の適
切な例は、例えば、ウサギ、ラット、マウス、ウマ、ヤギまたは霊長類を含む。
【００９３】
　機能的に等価なものは、抗体全体と同じかまたはこれに匹敵する結合特性を有する抗体
の断片をさらに含む。抗体の適切な断片は、特異的に、かつ十分な親和性で FGFR-1 チロ
シンキナーゼに結合してかかる受容体を発現する細胞の増殖を阻害するのに十分な超可変
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(すなわち、相補性決定)領域の部分を含むあらゆる断片を包含する。
【００９４】
　かかる断片は、例えば、１つもしくは両方の Fab 断片、または F(ab')2 断片を含有し
得る。好ましくは、抗体断片は、抗体全体の６つ全ての相補性決定領域を含有するが、か
かる領域の全てよりも少ない、例えば３つ、４つまたは５つの CDR を含有する機能的な
断片も含まれる。
【００９５】
　一つの側面において、断片は、一本鎖抗体または Fv 断片である。一本鎖抗体は、相互
接続リンカーを伴うかまたは伴わない、少なくとも軽鎖の可変領域に結合した抗体の重鎖
の可変領域を含むポリペプチドである。したがって、Fv 断片は、完全な抗体結合部位を
含む。これらの鎖は、細菌または真核細胞において生産し得る。
【００９６】
　抗体および機能的に等価なものは、イムノグロブリンのいかなるクラス、例えば IgG、
IgM、IgA、IgD または IgE、およびそれらのサブクラスのメンバーであってもよい。
【００９７】
　一つの側面において、FGFR-1 抗体は、Beitz et al. (Cancer、76(1):79-85 (1995)) 
によって開示される抗体である。別の側面において、FGFR-1 抗体は、11A8 (Doukas et a
l.、FASEB Journal、13:1459-1466 (1999)) である。さらに別の側面において、FGFR-2 
モジュレーターは、IMC-A1 (Imclone; Sun et al.、Am. J. Physiol.、Endocrinol Metab
.、November 28、2006)) である。
【００９８】
　一つの側面において、抗体は、IgG1 サブクラスのメンバーである。機能的に等価なも
のはまた、上記のクラスおよびサブクラスのいずれかの組み合わせと等価なものであって
もよい。
【００９９】
　上述の生体分子に加えて、本発明において有用な FGFR-1 モジュレーターは、低分子で
あってもよい。生体分子でないあらゆる分子が、本発明において低分子であるとして考慮
される。低分子のいくつかの例は、有機化合物、有機金属化合物、有機および有機金属化
合物の塩、糖類、アミノ酸およびヌクレオチドを含む。低分子は、その分子量が 450 を
超えないことを除けば生体分子とみなされ得る分子をさらに含む。したがって、低分子は
、450 以下の分子量を有する脂質、オリゴ糖、オリゴペプチドおよびオリゴヌクレオチド
ならびにこれらの誘導体であり得る。
【０１００】
　低分子があらゆる分子量を有し得ることが強調される。それらは、通常 450 未満の分
子量を有することから低分子と称されるにすぎない。低分子は、天然に見出される化合物
および合成化合物を含む。一つの態様において、FGFR-1 モジュレーターは、FGF を発現
する腫瘍細胞の増殖を阻害する低分子である。別の態様において、FGFR-1 モジュレータ
ーは、FGFR-1 を発現する不応性の腫瘍細胞の増殖を阻害する低分子である。
【０１０１】
　多数の低分子が、FGFR-1 および VEGFR-2 の両方を阻害するのに有用であるとして記載
されている。かかる FGFR-1 および VEGFR-2 の二重阻害剤の非限定的な例は、例えば、
化合物 I (ブリバニブ); 可溶性 7-置換 3-(3,5-ジメトキシフェニル)-1,6-ナフチリジン
-2-アミンおよび関連のウレア類(related ureas); 1-t-ブチル-3-(6-(3,5-ジメトキシフ
ェニル)-2-(4-ジエチルアミノブチルアミノ)-ピリド[2,3-d]ピリミジン-7-イル)尿素 (PD
173074); 置換 3-[(4,5,6,7-テトラヒドロ-1H-インドール(indol)-2-イル)メチレン]-1,3
-ジヒドロインドール(indol)-2-オン (Sun et al.、J. Med. Chem.、43:2655-2663 (2000
)) を含む。
【０１０２】
バイオマーカーおよびバイオマーカーセット
　本発明は、VEGFR-2 または VEGFR-2 経路を介するシグナル伝達が重要である疾患領域
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、例えば癌または腫瘍において、免疫学的な障害、症状または機能不全において、または
細胞シグナル伝達および/または細胞増殖制御が異常(abnormal)または異所的(aberrant)
である疾患状態において、診断的および予後的価値の両方を有する個別のバイオマーカー
およびバイオマーカーセットを包含する。バイオマーカーセットは、１以上の VEGFR-2 
モジュレーターに対する抵抗性または感受性と高度に関連する複数のバイオマーカーを含
む。
【０１０３】
　本発明のバイオマーカーおよびバイオマーカーセットは、様々な生物学的系においてま
たは細胞応答に関して、１以上の VEGFR-2 モジュレーターの見込まれる効果を人が予測
しまたは合理的に予言することを可能にする。バイオマーカーおよびバイオマーカーセッ
トは、インビボでの結果を予測するため、被検細胞による VEGFR-2 モジュレーター応答
のインビトロアッセイにおいて用いることができる。本発明に従って、本明細書に記載さ
れる様々なバイオマーカーおよびバイオマーカーセット、またはこれらのバイオマーカー
セットと他のバイオマーカーもしくはマーカーとの組み合わせを、例えば癌を有する患者
が１以上の VEGFR-2 モジュレーターでの治療介入に対してどのように応答するかを予測
またはモニターするために、用いることができる。
【０１０４】
　１以上の VEGFR-2 モジュレーターに細胞を曝露した後の細胞の感受性または抵抗性と
関連する細胞の遺伝子発現パターンのバイオマーカーおよびバイオマーカーセットは、VE
GFR-2 モジュレーターでの処置の前に１以上の腫瘍サンプルをスクリーニングするための
有用な手段を提供する。スクリーニングは、バイオマーカーおよびバイオマーカーセット
の発現結果に基づき、腫瘍およびひいては腫瘍を有する患者が VEGFR-2 モジュレーター
での処置に対して応答するか否かに関して、１以上の VEGFR-2 モジュレーターに曝露さ
れた腫瘍サンプルの細胞を予測することを可能にする。
【０１０５】
　バイオマーカーまたはバイオマーカーセットは、本明細書で記載されるとおり、VEGFR-
2 モジュレーターを含む疾患の処置を受けている患者において疾患の処置または治療の進
行をモニターするためにも用いることができる。
【０１０６】
　バイオマーカーはまた、疾患の処置のための治療法開発の標的としても役割を果たす。
かかる標的は特に、癌、例えば肝細胞癌、結腸直腸癌(CRC)、NSCLC および転移性乳癌の
処置に適用できる。
【０１０７】
　実際に、これらのバイオマーカーは感受性および抵抗性の細胞において示差的に発現す
るため、それらの発現パターンは VEGFR-2 モジュレーターでの処置に対する細胞の相対
的な固有の(intrinsic)感受性と関連する。したがって、抵抗性の細胞において高度に発
現するバイオマーカーは、VEGFR-2 モジュレーター、特に VEGFR-2 阻害剤に対して抵抗
性の腫瘍に対する新たな治療法開発の標的として役割を果たし得る。バイオマーカータン
パク質および/または mRNA のレベルは、当業者に周知の方法を用いて決定することがで
きる。例えば、タンパク質の定量化は、方法、例えば ELISA、２次元 SDS PAGE、ウエス
タンブロット、免疫沈降、免疫組織化学、蛍光活性化細胞分取(FACS) またはフローサイ
トメトリーを用いて行うことができる。mRNA の定量化は、方法、例えば PCR、アレイ ハ
イブリダイゼーション、ノーザンブロット、in-situ ハイブリダイゼーション、ドットブ
ロット、TAQMAN（登録商標） または RNAse プロテクションアッセイを用いて行うことが
できる。
【０１０８】
マイクロアレイ
　本発明はまた、１以上の VEGFR-2 モジュレーターに対する感受性または抵抗性のいず
れかと関連する発現プロファイルを示す１以上のバイオマーカーを含む、特定の(special
ized)マイクロアレイ、例えばオリゴヌクレオチド マイクロアレイまたは cDNA マイクロ
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アレイを包含する。かかるマイクロアレイは、腫瘍生検からの被験細胞におけるバイオマ
ーカーの発現レベルを評価し、これらの被験細胞が VEGFR-2 モジュレーターに対して抵
抗性でありそうか感受性でありそうかを決定するためのインビトロ アッセイにおいて採
用することができる。例えば、特殊化されたマイクロアレイは、本明細書に記載される全
てのバイオマーカーまたはそのサブセットを用いて調製することができる。組織または器
官の生検からの細胞を単離して１以上の VEGFR-2 モジュレーターに曝露することができ
る。一つの側面において、未処理の細胞および処理された細胞の両方から単離された核酸
を１以上の特殊化されたマイクロアレイにアプライした後、被験細胞の遺伝子発現のパタ
ーンを決定し、マイクロアレイ上のバイオマーカーセットを作成するのに用いた細胞の対
照パネル(control panel)からのバイオマーカーパターンと比較することができる。試験
を受けた細胞からの遺伝子発現パターンの結果に基づいて、細胞が抵抗性または感受性の
遺伝子発現プロファイルを示すかどうかを決定することができる。次いで、組織または器
官の生検からの試験された細胞が１以上の VEGFR-2 モジュレーターに対して応答するか
否か、ならびに処置または治療の方向を、特殊化されたマイクロアレイ解析の結果から収
集された情報に基づいて決定または評価することができる。
【０１０９】
抗体
　本発明はまた、１以上のポリペプチド バイオマーカーに対して向けられたポリクロー
ナルまたはモノクローナルを含む抗体を包含する。かかる抗体は、インビトロおよびイン
ビボ両方の診断、検出、スクリーニングおよび/または治療方法を含む様々な方法で、例
えば、本発明のバイオマーカーを精製するため、検出するため、および標的とするために
用いることができる。
【０１１０】
キット
　本発明はまた、患者が１以上の VEGFR-2 モジュレーターを含む処置に対して感受性で
あるか抵抗性であるかを決定または予測するためのキットを包含する。患者は、癌または
腫瘍、例えば乳癌または乳房の腫瘍を有し得る。かかるキットは、患者の腫瘍または癌の
生検サンプルを試験する際に使用するための臨床条件(clinical setting)において、例え
ば、患者の腫瘍または癌が VEGFR-2 モジュレーターでの所与の処置または治療に対して
抵抗性であるか感受性であるかを決定または予測するのに有用である。キットは、以下を
含む適切な容器を包含する: VEGFR-2 モジュレーター、特に VEGFR-2 阻害剤に対する抵
抗性および感受性と関連するバイオマーカーを含む１以上のマイクロアレイ、例えばオリ
ゴヌクレオチド マイクロアレイまたは cDNA マイクロアレイ; 患者の組織検体または患
者サンプルからの細胞を試験する際に用いるための１以上の VEGFR-2 モジュレーター; 
および使用説明書。加えて、本発明によって考慮されるキットは、本明細書においてさら
に記載される通り、例えば、当該技術分野において実行される他の技術および系、例えば
、本明細書に記載される１以上のバイオマーカーに基づいて設計されたプライマーを採用
する RT-PCR アッセイ、イムノアッセイ、例えば酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)、イ
ムノブロッティング、例えばウエスタンブロット、または in situ ハイブリダイゼーシ
ョンなどを用いて、本発明のバイオマーカーの発現を mRNA またはタンパク質のレベルで
モニターするための試薬または材料をさらに包含し得る。
【０１１１】
バイオマーカーおよびバイオマーカーセットの応用
　バイオマーカーおよびバイオマーカーセットは、様々な応用において用いることができ
る。バイオマーカーセットは、様々な生物学的系においてあらゆる VEGFR-2 モジュレー
ターの期待される効果について予測するために構築することができる。本明細書において
記載される様々なバイオマーカーおよびバイオマーカーセットは、例えば、疾患管理にお
ける診断上のまたは予後の指標として、癌を有する患者が VEGFR-2 を変調する化合物で
の治療介入に対してどのように応答するか予測するため、および患者が VEGFR-2 調節経
路全体を介してシグナル伝達を変調する治療介入に対してどのように応答するかを予測す
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るために用いることができる。
【０１１２】
　本明細書に記載されるデータは、癌治療に関して潜在的な有用性を有する化合物をスク
リーニングおよび同定するために通常用いられる細胞株において得られたものであるが、
バイオマーカーは、VEGFR-2 または VEGFR-2 経路を介するシグナル伝達が重要である他
の疾患領域、例えば免疫学において、または細胞のシグナル伝達および/または増殖の制
御が消失した癌もしくは腫瘍において、診断的および予後的価値の両方を有する。
【０１１３】
　本発明に従って、患者の組織サンプル、例えば腫瘍または癌の生検からの細胞を、１以
上の VEGFR-2 モジュレーターでの処置の前に１以上のバイオマーカーの発現パターンを
決定するためにアッセイすることができる。処置の成功または失敗は、被験組織、例えば
腫瘍または癌の生検からの細胞(被験細胞)のバイオマーカーの発現パターンに基づいて、
１以上のバイオマーカーの対照セット(control set)の発現パターンと比較的類似するか
または異なるかで決定することができる。したがって、被験細胞が、VEGFR-2 モジュレー
ターに対して感受性である細胞の対照パネル(control panel)におけるバイオマーカーの
発現プロファイルと合致するバイオマーカーの発現プロファイルを示す場合、個体の癌ま
たは腫瘍が VEGFR-2 モジュレーターでの処置に対して好ましく応答する可能性が高いか
または好ましく応答すると予測される。対照的に、被験細胞が、VEGFR-2 モジュレーター
に対して抵抗性である細胞の対照パネル(control panel)のバイオマーカー発現パターン
と合致するバイオマーカー発現パターンを示す場合、個体の癌または腫瘍が VEGFR-2 モ
ジュレーターでの処置に対して応答しない可能性が高いかまたは応答しないと予測される
。
【０１１４】
　本発明はまた、１以上の VEGFR-2 モジュレーターによって処置できる疾患を有する患
者の処置をモニターする方法を提供する。患者の組織サンプル、例えば腫瘍の生検または
血液サンプルから単離された被験細胞を、VEGFR-2 モジュレーターへの曝露の前および後
に１以上のバイオマーカーの発現パターンを決定するためにアッセイすることができ、こ
こで、VEGFR-2 モジュレーターは好ましくは VEGFR-2 阻害剤である。処置の前および後
において得られる被験細胞のバイオマーカーの発現プロファイルを、VEGFR-2 モジュレー
ターに対して抵抗性または感受性のいずれかである細胞の対照パネルにおいて高発現する
と本明細書で記載されおよび示される１以上のバイオマーカーの発現プロファイルと比較
する。したがって、１以上のバイオマーカーの発現プロファイルの相関に基づいて、患者
の応答が VEGFR-2 モジュレーターによる処置に対して感受性である場合、患者の処置の
予後は良好であると認めることができ、処置を継続することができる。また、VEGFR-2 モ
ジュレーターでの処置の後において、被験細胞が、VEGFR-2 モジュレーターに対して感受
性である細胞の対照パネルと合致するバイオマーカー発現プロファイルの変化を示さない
場合、それは現在の処置を修正、変更または中止すべき指標として役に立ち得る。このモ
ニター過程は、VEGFR-2 モジュレーターでの患者の処置の成功または失敗を指し示すこと
ができ、かかるモニター過程は、必要または所望に応じて繰り返すことができる。
【０１１５】
　本発明のバイオマーカーは、生物学的システムについて何らかの知識を有するより前に
結果を予測するために用いることができる。本質的に、バイオマーカーは統計学的な手段
であると考えることができる。バイオマーカーは主として、生物学的システムを分類する
ために用いられる表現型を予測する際に有用である。本発明の一つの態様において、予測
の目的は、活性なまたは不活性な VEGFR-2 経路を有するとして癌細胞を分類することで
ある。不活性な VEGFR-2 経路を有する癌細胞は、VEGFR-2 モジュレーターでの処置に対
して抵抗性であると考えることができる。
【０１１６】
投与計画
　本明細書において記載される場合、組み合わせ治療とは、単独でのまたは別の VEGFR-2
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 モジュレーターと組み合わせた VEGFR-2 モジュレーターの投与、単独でのまたは VEGFR
-2 モジュレーターもしくは別の二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターと組み合わせた二
重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターの投与、これらに限定されないが VEGFR-2 モジュレ
ーターもしくは二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターまたはこれらの医薬上許容される塩
、水和物もしくは溶媒和物を含む本明細書に記載される第２の治療を伴う[(1R),2S]-2-ア
ミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチル
ピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはその医
薬上許容される塩、水和物もしくは溶媒和物の投与をいう。かかる投与は、[(1R),2S]-2-
アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチ
ルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはその
塩、水和物もしくは溶媒和物の投与に関しては、第２の治療と並行した(すなわち同時の)
、第２の治療より前の、または第２の治療の後の投与を包含し得る。
【０１１７】
　処置計画は、例えば、本明細書に記載されるバイオマーカーを用いて予測される治療に
対する患者の応答を基礎とすることができる。例えば、本発明は、当該技術分野において
公知の方法を用いて、癌または関連する障害に罹患している可能性があるかまたは罹患し
ている個体からの細胞の FGF2 および/または IV型コラーゲンのレベルを測定することを
包含する。例えば、患者からのサンプルが FGF2(+)であると決定される場合、または患者
のサンプルが標準に対して上昇した FGF2 発現レベルを示す場合、VEGFR-2 モジュレータ
ーもしくは二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターまたはそれらの医薬上許容される塩、水
和物もしくは溶媒和物の投与、または[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオ
ロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6
-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはその塩、水和物もしくは溶媒和物の投与は
、正当化され得る。
【０１１８】
　サンプルが FGF2(-)であるかまたは低いレベルのもしくは陽性に応答する FGF2 参照サ
ンプルと比較して低いレベルの FGF2 を有すると決定される患者については、組み合わせ
治療の投与が正当化され得、または以下のいずれか一つの投与量の増加もしくは投与頻度
の増大が正当化され得る: VEGFR-2 モジュレーターもしくは二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュ
レーターまたはそれらの医薬上許容される塩、水和物もしくは溶媒和物、または単独での
または本明細書に記載される別の化合物と組み合わせた[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸
 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2
,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはその塩、水和物もしくは
溶媒和物の投与。さらなる処置計画もまた本発明によって考慮され、本明細書または当該
技術分野において公知の文献において開示される。
【０１１９】
　IV型コラーゲンのレベルが一定のままであるかまたは少なくとも非応答性の IV型コラ
ーゲンレベルを表すとみなされるレベルにまでは減少しないという理由で、サンプルが V
EGFR-2 モジュレーターもしくは二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターまたはそれらの医
薬上許容される塩、水和物もしくは溶媒和物の投与に対して、または[(1R),2S]-2-アミノ
プロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロ
ロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはその塩、水
和物もしくは溶媒和物の投与に対して応答性でないと決定される患者については、組み合
わせ治療の投与が正当化され得、または以下のいずれか一つの投与量の増加もしくは投与
頻度の増大が正当化され得る: VEGFR-2 モジュレーターもしくは二重 VEGFR-2/FGFR-1 モ
ジュレーターまたはそれらの医薬上許容される塩、水和物もしくは溶媒和物、または単独
でのまたは本明細書に記載される別の化合物と組み合わせた[(1R),2S]-2-アミノプロピオ
ン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f]
[1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはその塩、水和物もし
くは溶媒和物の投与。
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【０１２０】
　さらなる処置計画もまた本発明によって考慮され、本明細書または当該技術分野におい
て公知の文献において開示される。
【０１２１】
　一つの側面において、[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1
H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-
1-メチルエチル エステルの増大したレベルは、特定の適応症(indication)に対するまた
は個体に対する[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インド
ール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチル
エチル エステルの典型的な用量よりも約 10、20、30、40、50、60、70、80、90 または 
95% 大きくあり得、または、特定の適応症(indication)に対するもしくは個体に対するま
たは本明細書に記載される他の治療に対する[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-
フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリア
ジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルの典型的な用量よりも約 1.5倍、2倍、2.5
倍、3倍、3.5倍、4倍、4.5倍、5倍、6倍、7倍、8倍、9倍もしくは 10倍多い [(1R),2S]-2
-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチ
ルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルであり得る
。同じ増大したレベルは、あらゆる他の VEGFR-2 モジュレーターまたは二重 VEGFR-2/FG
FR-1 モジュレーター治療にも当てはまる。
【０１２２】
　治療上有効な量の[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-イ
ンドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メ
チルエチル エステルまたはその医薬上許容される塩、水和物もしくは溶媒和物は、経口
投与することができる。採用される正確な投与量は、患者の要求および処置される症状の
重症度に応じて変動し得る。特定の状況について適切な投与量を決定することは、当該技
術分野における技能の範囲内である。[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオ
ロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6
-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはその医薬上許容される塩、水和物もしくは
溶媒和物(および化合物 I の塩)の有効量は、当業者によって決定され得、１日あたり約 
0.05 から約 100 mg/kg体重の[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メ
チル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオ
キシ]-1-メチルエチル エステルまたはその医薬上許容される塩、水和物もしくは溶媒和
物の、成人に対する代表的な投与量を含み、単回投与でまたは個別に分割された用量(ind
ividual divided dose)の形態で、例えば１日あたり約 1、2、3、4、5回またはそれ以上
の回数、投与することができる。特定の態様において、[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸
 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2
,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはその医薬上許容される塩
、水和物もしくは溶媒和物は、１日あたり 1、2、3、4、5、6、7 または 8 回、全部で１
日あたり約 800 mg まで投与される。あるいは、それは例えば１日に１回約 15mg から 1
000mg の間のいずれか、または１日に１回約 15mg、約 60mg、約 180mg、約 320mg、約 8
00mg もしくは 約 1000mg、または１日に２回約 180mg から 約 1000mg の間のいずれか
、または１日に２回約 400mg で投与することができる。加えて、それは例えば１日あた
り約 200mg で 1、2、3、4、5、6、7 または 8 回投与することもできる。いかなる特定
の対象に対する特定の用量レベルおよび投与頻度も変動する可能性があり、採用される特
定の化合物の活性、代謝安定性およびその化合物の作用の長さ、対象の種、年齢、体重、
一般的健康状態、性別および食事、投与の様式および時間、排出の速度、薬剤の組み合わ
せ、ならびに特定の症状の重症度を含む様々な因子に依存することが理解されるであろう
。好ましい処置対象は、タンパク質チロシンキナーゼに関連する障害を受けやすい動物、
最も好ましくは哺乳類の種、例えばヒト、および家畜、例えばイヌ、ネコなどを含む。同
じ事が、あらゆる他の VEGFR-2 モジュレーターまたは二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレー
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ター治療、または本明細書に開示されるあらゆる組み合わせにも当てはまる。
【０１２３】
　癌に罹患している個体の、治療、例えば VEGFR-2 モジュレーター、二重 VEGFR-2/FGFR
-1 モジュレーター、および/または[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-
2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イ
ルオキシ]-1-メチルエチル エステルに対する応答性を決定する方法が本明細書において
開示される。例えば、患者のサンプルが FGF2(+)であるかどうかに基づき、患者のサンプ
ルが標準のレベルと比べて増大した FGF2 のレベルを示す場合、および/または患者のサ
ンプルが VEGFR-2 モジュレーター、二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターまたは[(1R),2
S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-
メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルの投与
の後に対応する IV型コラーゲンのレベルの減少を示す場合に、個体は特定のキナーゼ阻
害剤に対して陽性の応答者であると決定され得る(または前記個体からの細胞が、ある程
度の感受性を有すると期待される)。同様に、患者のサンプルが FGF2(-)であるかどうか
に基づき、患者のサンプルが標準のレベルと比べて減少した FGF2 のレベルを示す場合、
および/または患者のサンプルが VEGFR-2 モジュレーター、二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュ
レーターまたは[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インド
ール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチル
エチル エステルの投与の後に対応する IV型コラーゲンのレベルの減少を示さない場合に
、個体は特定のキナーゼ阻害剤に対して陰性の応答者であると決定され得る(または前記
個体からの細胞が、ある程度の抵抗性を有すると期待される)。したがって、そのサンプ
ル/細胞がかかる非応答性の表現型を示す、癌に罹患している個体は、VEGFR-2 モジュレ
ーター、二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターもしくは[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸
 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2
,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはそれらの医薬上許容され
る塩、水和物もしくは溶媒和物での特定の処置計画に対して陰性の応答者もしくは少なく
とも部分的には陰性の応答者であるかまたはそう期待されるが、VEGFR-2 モジュレーター
、二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターもしくは[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-
(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]ト
リアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはそれらの医薬上許容される塩、
水和物もしくは溶媒和物のより積極的な処置計画に対して、または別の VEGFR-2 モジュ
レーター、二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレーターもしくは[(1R),2S]-2-アミノプロピオン
酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1
,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル エステルまたはそれらの医薬上許容さ
れる塩、水和物もしくは溶媒和物およびイマチニブまたは他の治療との組み合わせ治療に
対して、陽性の応答者であるかまたはそう期待される。
【０１２４】
　処置計画は、１以上の VEGFR-2 モジュレーター、二重 VEGFR-2/FGFR-1 モジュレータ
ーまたは[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インドール-5
-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチルエチル
 エステル阻害剤での処置、ならびに他の治療、例えば放射線および/または他の剤(すな
わち、組み合わせ治療)を含み得る、癌に罹患している個体に対して施される治療の計画
である。１より多くの治療を施す場合、治療は同時にまたは連続的に施すことができる(
例えば、１より多くのキナーゼ阻害剤を、一緒に、または異なるスケジュールで異なる時
間に投与することができる)。１より多くの治療の投与は、異なる時間(すなわち、連続的
)であってもよく、それでも同じ処置計画の部分である。より積極的な治療が正当化され
る場合には、組み合わせ治療、または N-(2-クロロ-6-メチルフェニル)-2-[[6-[4-(2-ヒ
ドロキシエチル)-1-ピペラジニル]-2-メチル-4-ピリミジニル]アミノ]-5-チアゾールカル
ボキサミドまたはその医薬上許容される塩、水和物もしくは溶媒和物のより積極的な用量
もしくは投与計画、単独療法としての、または別のキナーゼ阻害剤と組み合わせた、また
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は本明細書に開示される別の物質と組み合わせた、組み合わせでの処置を含む処置計画を
確立することができる。さらに、組み合わせは放射線または他の公知の処置と共に投与す
ることができる。かかる他の物質は、アービタックス(ERBITUX)（登録商標）(セツキシマ
ブ)、エポチロン、タキソール(TAXOL)（登録商標）、パクリタキセル(paclitaxol)、イク
サベピロン、チューブリン安定化剤(例えばパクリタキセル(pacitaxol)、エポチロン、タ
キサン等)、ファルネシルトランスフェラーゼ(farnysyl transferase)阻害剤、5-フルオ
ロウラシル、ロイコボリン、イリノテカン、フォルフィリ(FOLFIRI)、オキサリプラチン
、フォルフォックス(FOLFOX)、抗血管新生(anti-angiogensis)治療などを含み得る。
【０１２５】
　本明細書における本発明の多くの側面を実施するに際し、生物学的サンプルは、多くの
源、例えば組織生検(細胞サンプルまたはそれから培養された細胞; 骨髄または固形組織
の生検、例えば固形腫瘍からの細胞を含む)、血液、血液細胞(赤血球または白血球)、血
清、血漿、リンパ、腹水(ascetic fluid)、嚢胞液、尿、痰、便、唾液、気管支吸引物(br
onchial aspirate)、CSF または毛から選択することができる。サンプルからの細胞を用
いることができ、または細胞サンプルの溶解物を用いることができる。特定の態様におい
て、生物学的サンプルは組織生検の細胞サンプルまたはそれから培養された細胞、例えば
、固形腫瘍から取り除いた細胞または細胞サンプルの溶解物である。特定の態様において
、生物学的サンプルは腫瘍サンプルおよび/または血液細胞を含む。
【０１２６】
　本発明を実施するのに有用な、[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-
メチル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イル
オキシ]-1-メチルエチル エステルを含む投与計画は、引用により全体が本明細書に取り
込まれている Garrett et al., (Journal of Clinical Oncology、2007 ASCO Annual Mee
ting Proceedings、Vol. 25、No 18S (June 20 Supplement) (2007): 14018)に記載され
ている。
【０１２７】
　本発明における使用のための医薬組成物は、VEGFR-2 の阻害剤、VEGFR-2/FGFR-1 の二
重阻害剤または[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチル-1H-インド
ール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキシ]-1-メチル
エチル エステルのうちの１つまたは組合せを、意図する目的を達成するのに有効な量で
含む組成物を包含し得る。本発明の医薬組成物の有効量を決定することは、当業者の能力
の範囲内である。治療上有効な量は、症候または症状を改善する活性成分の量をいう。治
療上の有効性および毒性は、細胞培養または実験動物における標準的な薬学的手順、例え
ば ED50 (集団の 50% において治療上有効な量) および LD50 (集団の 50% にとって致死
的である量) によって決定することができる。
【０１２８】
　VEGFR-2 の阻害剤もしくは VEGFR-2/FGFR-1 の二重阻害剤の“治療上有効な量”は、観
察される IV型コラーゲンレベルの変化に基づく FGF2 の状態および/またはサンプルの応
答性の関数であり得る。例えば、処置の投与の後に観察された IV型コラーゲンの変化に
基づいて、サンプルが FGF2(+) および応答性であるとみなされる場合、患者についての
通常のまたは規定の用量は、該患者を処置するのに十分でありうる。当業者は、応答性お
よび非応答性サンプルの間および/または感受性または抵抗性サンプルの間の感受性の違
い、ならびに、処置計画を設計し、それに従って治療上有効な量を決定するためにかかる
観察をどのように用いることができるかについて理解するであろう。For 応答性、感受性
の患者サンプルについては、[(1R),2S]-2-アミノプロピオン酸 2-[4-(4-フルオロ-2-メチ
ル-1H-インドール-5-イルオキシ)-5-メチルピロロ[2,1-f][1,2,4]トリアジン-6-イルオキ
シ]-1-メチルエチル エステルの治療上関連のある(therapeutically relevant)用量は、
例えば、規定の用量の 0.9倍、0.8倍、0.7倍、0.6倍、0.5倍、0.4倍、0.3倍、0.2倍、0.1
倍、0.09倍、0.08倍、0.07倍、0.06倍、0.05倍、0.04倍、0.03倍、0.02倍、または 0.01
倍でありうる。
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【０１２９】
　以下の、本発明を実行するための特定の側面の代表的な態様は、説明のみを目的として
提供するものであり、決して本発明の範囲を制限する意図はない。
【０１３０】
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【実施例】
【０１３１】
実施例
実施例 1 - バイオマーカーの同定
実験の手順
　免疫組織化学(IHC)アッセイを、以下の方法を用いて最適化した。陽性対照の組織また
は細胞株を同定し、ホルマリン固定し、パラフィン包埋した。興味のあるマーカーを認識
する特異的抗体を、商業的供給源を通して入手し、陽性の組織において試験した。３つの
異なる濃度の抗体と、３つの異なる抗原回復(antigen retrieval)方法を用いた。最初の
試験の後に最適化された条件が見いだせなかった場合には、抗体の希釈を拡張するかまた
は異なる抗体を購入した。以下は、どのように各々の抗体を各々のバイオマーカーについ
て最適化したかについての説明である。
【０１３２】
FGF1
　第１の試験: FGF1 抗体を、Santa Cruz から入手した(カタログ #sc-1884)。それを、
２つの異なる力価(1:100; 1:250)において、３つの抗原回復条件(Citra Plus (BioGennex
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 solution; AR10 Biogennex solution; プロテイナーゼK (PK))で用いた。第２の試験: F
GF1 を、３つの抗原回復条件(Citra Plus; AR10; PK)で１つの力価(1:100; 供給元の推奨
による)で Abcam から入手した(#ab18963)。第３の試験: FGF1 抗体を、PK 抗原回復で２
つの異なる力価(1:50; 1:75)で Abcam から入手した(abcam#18963)。
【０１３３】
陽性対照: ヒト結腸腫瘍 PA154777A
　スライドを、キシレン中の LEICA（登録商標） ST5020 Multistainer において 2 回、
各 5 分、脱パラフィンおよび再水和し、その後 100% エタノールで 2 回、95% エタノー
ルで 2 回、70% エタノールで 2 回、各 3 分間リンスした。この後、dH2O 中で 3 回洗
浄した。その後、プロテイナーゼK (PK) を用いて、10 分間、室温(RT)で抗原回復を行っ
た。試薬を BioGennex i6000 自動染色機にセットした。試薬がその領域だけを覆うよう
組織の領域を定義するために、パップペン(pap pen)を用いた。自動染色機を、以下の条
件でリサーチモードを用いて稼働させた: Peroxide Block でのブロッキング、10分、RT
、その後、2% ヤギ血清でのパワーブロッキング(power Blocking)、30分、RT。次いで、
スライドを一次抗体(Ab)またはウサギ IgG と共に RT で 1時間インキュベートし、その
後 HRP-抗-ウサギと共に 30分間 RT でインキュベートした。発色基質(chromogen substr
ate)を添加し(DAB)、それを 5 分間発現させた。ヘマトキシリン(hematoxyline)で 1分、
対比染色した。
【０１３４】
FGF2
　第１の試験: FGF2 抗体を、２つの異なる力価(1:100; 1:250)において３つの抗原回復
条件(Citra Plus; AR10; PK)で Santa Cruz から入手した(カタログ #sc-1390)。第２の
試験: FGF2 抗体を、１つの力価(1:100;供給元の推奨)において３つの抗原回復条件(Citr
a Plus; AR10; PK)で Upstate から入手した(カタログ# 05-118)。第３の試験: FGF2 抗
体を、２つの異なる力価(1:50-Upstate; 1:50-Santa Cruz)において３つの抗原回復条件(
Citra Plus; AR10; PK)で Upstate (05-118) および Santa Cruz (#sc-1390) から入手し
た。第４の試験: FGF2 抗体を、２つの異なる力価(1:20; 1:40)において３つの抗原回復
条件(Citra Plus; AR10; PK)で Abcam から入手した(#ab16828)。
【０１３５】
VEGFR-2
　第１の試験: VEGFR-2 抗体を、２つの異なる力価(1:10; 1:100)において３つの抗原回
復条件(Citra Plus; AR10; PK)で R&D Systems から入手した(#AF357)。第２の試験: VEG
FR-2 抗体を、１つの力価(1:100; 供給元の推奨)において３つの抗原回復条件(Citra Plu
s; AR10; PK)で Upstate から入手した(07-158)。第３の試験: VEGFR-2 抗体を、２つの
異なる力価(1:200; 1:250)において２つの抗原回復条件(Citra Plus; AR10)で Upstate 
から入手した(07-158)。第４の試験: VEGFR-2 抗体を、３つの異なる力価(1:75; 1:125; 
1:250)において３つの抗原回復条件(Citra Plus; AR10; PK)で Cell Signaling から入手
した(#2479)。第５の試験: VEGFR-2 抗体を、２つの異なる力価(1:35; 1:75)において AR
10 抗原回復条件で Cell Signaling から入手した(#2479)。
【０１３６】
IV型コラーゲン
　ウサギ ポリクローナル IgG である IV型コラーゲン抗体を、Fitzgerald Industries I
nternational から入手した(RDI)(RDI-PRO10760)。本発明者らが用いた抗原回復は、プロ
テイナーゼK で 5 分間であった。1:250 希釈で、rt にて 1 時間のインキュベーション
を行った。Dako からの Envision kit を、検出のために用いた。
【０１３７】
臨床研究 CA 182-002
　臨床研究 182-002 は、進行したまたは転移性の固形腫瘍を有する患者におけるブリバ
ニブの安全性、薬物動態および薬力学を決定するための第一相用量漸増試験である。
【０１３８】
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臨床サンプルにおける免疫組織化学
　最適化されたプロトコールを、臨床サンプルについて実施した。サンプルは３つのバッ
チ(batch)において実行した。各バッチについて、陽性および陰性対照を含めた。臨床試
験 CA 182-002 における IHC 染色の結果:
【０１３９】
　臨床試験 182-002 において 40 の腫瘍サンプルを患者から得た。これらは、治療の前
に得られたサンプルである。各患者の１つのスライドを、サンプル中に存在する癌の型お
よび腫瘍の％を決定するための組織学的染色を提供する、ヘマトキシリン(hematoxilin)
およびエオシン(H&E)で染色した(表 1 参照)。次いで、H&E スライドをサンプル中に存在
する腫瘍の百分率および存在する腫瘍の型について記録する病理学者へ、スライドを送っ
た。患者のサンプルのうち７つが、腫瘍を含んでいないことが判明した(表 1 参照)。
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【表１】

【０１４０】
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　H&E 実験に加えて、患者のスライドを、免疫組織化学(IHC)を用いて以下のマーカーに
ついて染色した: FGF1、FGF2、VEGFR-2 および IV型コラーゲン。スライドを、各々のマ
ーカーについて最適化されたプロトコールで染色し(実験手順を参照)、評価のために病理
学者へ送った(病理学者は患者の結果に関して盲検とした)。病理学者は、IHC 染色された
スライドを、バイオマーカーについて、各々のバイオマーカーの強度、局在および染色の
パーセンテージに関して記録した。行われた点数化は、1 から 3 のスケールを用いる標
準的な病理学者の点数化であった。その点数化の結果を表 2 に示し、染色の例およびそ
の点数を図 1 から 4 に示す。
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【表２－２】

【０１４１】
　IV型コラーゲンは患者のほとんどにおいて高く、それは IV型コラーゲンが他の腫瘍に
おいて過剰発現すること(E. Iochim et al., Eur. J. Cancer, 38(18):2362-2370 (Dec. 
2002) および A. Isisag et al.、 Anal. Quant. Cytol. Histol.、25:263-272 (Oct. 20
03))から期待された事であった。見られた高い点数値はすべて、このマーカーが通常存在
する場所である内皮組織においてであった。最初に、血管内皮(endothelial vessel)周辺
に関する染色を点数化した(図 1C 参照)。染色の強度が増大すると、同様に点数も増大し
た(図 1A における 1+ を図 1C における 3+ と比較されたい)。何人かの(a couple of)
患者が腫瘍領域においてこのマーカーの染色を示し(図 1B 参照)、それは興味深い観察で
あるとともに、それが何を意味するのか不明確であった。全ての腫瘍が処置前の生検にお
いて IV型コラーゲンの高いレベルを有していたことが見出されたため、患者の最後のバ
ッチにおいて、腫瘍におけるこのマーカーの染色を評価した。結果として、最後の 9 人
の患者についてのスコア付けが変化し、腫瘍患者のサンプルにおける IV型コラーゲンの
染色強度についてのみスコア付けした(表 1 中の患者 008-00521 から該表の最後まで、
該表の第２の部分における全ての患者)。
【０１４２】
　VEGFR-2 バイオマーカーを用いて観察された染色は、２つの集団を区別するようになっ
ている。これらの結果に基づいて、VEGFR-2 の高いレベルは PD 患者と関連すると考えら
れる。
【０１４３】
　観察された FGF1 染色は、それが FGF2 と同じ傾向にある(trend with)ように見える点
で興味深かった。FGF1 陽性の腫瘍の全てが、FGF2 についても陽性であったため、それら
は関係しているであろう。このことは、両方のリガンドが同じ経路に影響を及ぼし得るこ
とを示唆し得る。
【０１４４】
　FGF2 IHC 染色は、興味深い結果を示した。該マーカーの陽性の発現は、調査された患
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者のうち少数において、応答および４か月より長く安定な疾患(SD)(SD>4)と関連するよう
に思われる。仮に応答者を、解析の時点で部分的な応答(PR)または４か月より長く安定な
疾患(SD)を有した患者として定義すれば、結果は 5 人の応答者のうち 4 人が FGF2 IHC 
染色について陽性ということになるであろう。IHC アッセイにおける陽性は、0 より大き
いあらゆる値として定義した。非応答者として定義された残りの患者のうち、18 人中 12
 人が FGF2 染色について陽性であった。これらの結果は、0.8 の感度(95% CI: (0.28、0
.99)) および 0.4 の特異度(95% CI: (0.19、0.64))をもたらす。したがって、95% CI:(0
.07、0.52)での 0.25 の陽性予測値(PPV) および 95% CI:(0.52、1.00)での 0.89 の陰性
予測値(NPV)をもたらす。これらの相関は、現時点で統計学的に有意でないが、FGF2 染色
に関して陽性の患者はブリバニブでの処置に対して応答する方向にある傾向がある。別の
興味深い相関は、FGF2 の存在と腫瘍の収縮との間に相関があると考えられることであっ
た。腫瘍収縮のパーセンテージをベースラインから解析の時までプロットすると、FGF2 
で染色される腫瘍は、陰性染色の腫瘍よりも大きく収縮する傾向があることが明らかにな
った(図 5)。しかし、医学的応答が得られた患者の数が少ないため、現時点でその数字は
統計学的に有意でない。
【０１４５】
　FGF2 陽性の患者についての腫瘍収縮の増大のほかに、ブリバニブで処置された、その
腫瘍が FGF2 に関して陽性の患者は、生存率の改善を有する傾向があることも見出された
(図 6)。重ねて、これは統計学的に有意ではないが(p値 0.475)、生存プロットの曲線の
分離は観察され始めている。したがって、FGF2 陽性腫瘍がより長く生存する傾向にある
ことを示す。
【０１４６】
実施例 2 － ブリバニブによる FGF 発現レベルの変調
材料および方法
　図 7 は、ブリバニブが FGF2 増殖因子遺伝子の発現レベルを変調したが、ベバシズマ
ブは変調しなかったこと、その一方でブリバニブおよびベバシズマブの両方が VEGF 遺伝
子の発現レベルを変調したことを示す結果を表す。示される結果は、AFFYMETRIX（登録商

標）ヒト アレイからのものである。
【０１４７】
　ブリバニブを DMSO 中に 10 mM の濃度で溶解し、-20℃で保管した。ベバシズマブは 2
5mg/ml の濃度であり、4℃で保管した。
【０１４８】
　組換えヒト塩基性線維芽細胞増殖因子(FGF2)を PBS 中に 100 μg/ml の濃度で溶解し
、-20℃で保管した。
【０１４９】
　組換えヒト血管内皮増殖因子(VEGF)を PBS 中に 100 μg/ml の濃度で溶解し、-20℃で
保管した。
【０１５０】
ブリバニブは FGF2 に誘導される腫瘍細胞の増殖をインビトロで抑制する
　VEGF および FGF2 に刺激された細胞増殖に対する、ブリバニブ(10 nM)、スニチニブ(1
0 nM)およびベバシズマブ(25 mg/ml) AVASTIN（登録商標）(ベバシズマブ)の効果を、以
下の癌細胞株において評価した: A2870、GEO、L2987、786-0、A549、A498、Du145、PANC-
1、ACHN、HT1197、CALU6、SKOV3、769-P、T24、HCT166 および UMUC3。VEGF (2.5 ng/ml)
 または FGF2 (2.5 ng/ml) で刺激された細胞株における腫瘍細胞の抑制を、ブリバニブ 
(0、0.3、0.6、1.25、2.5、5 および 10 mM) およびスニチニブ (0、0.3、0.6、1.25、2.
5、5 および 10 mg/ml) を用いて評価した。
【０１５１】
　AFFYMETRIX（登録商標）GeneChip System を用いて、腫瘍細胞株からの RNA サンプル
について遺伝子発現プロファイリングを行った。この解析に関して、データは 16 の細胞
株(8 つの感受性および 8 つの抵抗性)についてしか得られなかったが、FGF2 刺激後のブ
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リバニブ感受性については 19 の細胞株を試験した。
【０１５２】
　IC50 ≦ 3μM の細胞株を感受性とみなし、IC50 > 3μM の細胞株を抵抗性とみなした
。
【０１５３】
　図 8 に示される通り、ブリバニブは FGF2 に誘導される腫瘍細胞増殖を、インビトロ
で、0.7 から 10 mM の範囲の IC50 値で、16 の細胞株のパネルにわたって抑制すること
が示され、一方でスニチニブの IC50 値は、大部分が約 10 mM であった。表 3 は、試験
された癌細胞株の組織分布を示す。

【表３】

【０１５４】
　FGFR1、FGF2、VEGFR2 および VEGF の mRNA 発現レベルを、ブリバニブ感受性および抵
抗性の腫瘍細胞株において解析した。図 9 に示される通り、FGF2 および FGFR1 の RNA 
発現レベルは、インビトロでブリバニブに対する感受性と正の相関を示した。全体として
、より高い FGF2 および FGFR1 の RNA 発現レベルが、感受性の細胞株において検出され
た。VEGF は、様々な細胞株において発現したが、その発現レベルはインビトロでブリバ
ニブに対する感受性と相関しなかった。同様に、VEGFR2 の発現は試験された全ての腫瘍
細胞株にわたって低く、そのレベルはインビトロでブリバニブ感受性と相関しなかった。
【０１５５】
VEGF および FGF2 が刺激する細胞増殖
　細胞培養 - GEO 結腸癌細胞株を、1% ウシ胎児血清 (Cellgro、Virginia) を伴う RPMI
 1640 (Cellgro、Virginia)中で、37℃で、5% 二酸化炭素/95% 空気中において、100 ユ
ニット/ml のペニシリン、100 μg/ml のストレプトマイシン(Cellgro、Virginia)の存在
下で、日常的に維持した。
【０１５６】
　細胞増殖を、CELLTITER 96（登録商標） Aqueous One Solution Reagent (Promega、Ma
dison、Wisconsin) を用いて、改変された MTS アッセイによって決定した。A2780 卵巣
癌細胞、MIAPAC-2 膵臓癌細胞または GEO 結腸癌細胞を、37℃で、5% 二酸化炭素/95% 空
気中において、100 ユニット/ml のペニシリン、100 μg/ml のストレプトマイシンの存
在下で、96-ウェル平底組織培養プレート(Becton Dickinson、San Jose、California)上
に、1% ウシ胎児血清を伴う RPMI 1640 中において 3×103 細胞/ウェルの濃度で播種し
、終夜、プレートへ接着させた。次いで、細胞を、0(対照)、0.3、0.6、1.25、2.5、5、1
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0 ng/ml の各濃度の FGF2 または VEGF の存在下で、さらに 72 時間、37℃で、空気中 5
% CO2 の加湿された大気中においてインキュベートした。処理後、20 μl の CELLTITER 
96（登録商標） Aqueous One Solution Reagent をプレートの各ウェル中に滴下した。18
0 分のインキュベーションの後、これらのサンプルの光学密度(OD)を、SPECTRAMAX（登録

商標）plus (Molecular Device、California) および 490 nm の基準波長(reference wav
elength)を用いて直ちに測定した。対照サンプルの OD を 100 とみなした。各々の条件
を 4 ウェルで実施し、実験を２回繰り返した。
【０１５７】
　図 10 は、GEO 結腸癌細胞における FGF2 および VEGF に誘導される細胞増殖について
得られた結果を示す。FGF2 および VEGF の増殖活性を、対照と比較した細胞増殖(%)によ
って示す。示される通り、ブリバニブは GEO 細胞において FGF2 に誘導される細胞増殖
を強力に抑制したが、VEGF に誘導される細胞増殖を強くは抑制しなかった。
【０１５８】
　図 11 は、A2780 卵巣癌細胞および MIAPAC-2 膵臓癌細胞において、FGF2 に誘導され
る細胞増殖について得られた結果を示す。FGF2 の増殖活性を、対照と比較した細胞増殖(
%)によって示す。示される通り、ブリバニブは、A2780 卵巣癌細胞および MIAPAC-2 膵臓
癌細胞の両方において、FGF2 に誘導される細胞増殖を強力に抑制した。具体的には、ブ
リバニブ(IC50 < 1 μM )は、卵巣癌細胞株 A2870 において FGF2 に誘導される細胞増殖
を 50% より多く抑制し、その一方、ブリバニブ(IC50 < 0.5 μM )は、膵臓癌細胞株 MIA
PAC-2 において FGF2 に誘導される細胞増殖を 50% より多く抑制した。ベバシズマブは
、卵巣癌細胞株 A2870 および 膵臓癌細胞株 MIAPAC-2 において、FGF2 に誘導される細
胞増殖に対して有意な感受性を示さなかった(データ示さず)。同様に、AVASTIN（登録商

標） は、卵巣癌細胞株 A2870 および膵臓癌細胞株 MIAPAC-2 において、VEGF に誘導さ
れる細胞増殖に対して有意な感受性を示さなかった(データ示さず)。
【０１５９】
腫瘍細胞の抑制
　細胞培養 - GEO 結腸癌細胞株を、1% ウシ胎児血清(Cellgro、Virginia)を伴う RPMI 1
640 (Cellgro、Virginia) 中において、37℃で、5% 二酸化炭素 95% 空気中において、10
0 ユニット/ml のペニシリン、100 μg/ml のストレプトマイシン(Cellgro、Virginia)の
存在下で、14 日間、2.5ng/ml の VEGF または FGF2 と共に維持した。
【０１６０】
　細胞増殖を、CELLTITER 96（登録商標） Aqueous One Solution Reagent (Promega、Ma
dison、Wisconsin) を用いて、改変された MTS アッセイによって決定した。GEO 細胞を
、37℃で、5% 二酸化炭素/95% 空気中において、100 ユニット/ml のペニシリン、100 μ
g/ml のストレプトマイシンの存在下で、1% ウシ胎児血清を伴う RPMI 1640 中において 
3×103 細胞/ウェルの濃度で 96-ウェル平底組織培養プレート(Becton Dickinson、San J
ose、California)上に播種し、終夜、プレートへ接着させた。次いで、0 (対照)、0.3、0
.6、1.25、2.5、5、10 μM の各濃度のブリバニブまたは 0.3、0.6、1.25、2.5、5、10 
μg/ml の各濃度のベバシズマブの存在下で、細胞をインキュベートした。30 分の薬剤処
理の後、さらに 72 時間、37℃で、空気中 5% CO2 の加湿された空気において、細胞を 0
 (対照)、2.5ng/ml の濃度の VEGF または FGF2 で刺激した。処理後、20 μl の CELLTI
TER 96（登録商標）Aqueous One Solution Reagent をプレートの各ウェルに滴下した。1
80 分のインキュベーションの後、SPECTRAMAX（登録商標） plus (Molecular Device、Ca
lifornia) および 490 nm の基準波長を用いて、これらのサンプルの光学密度(OD)を直ち
に測定した。対照サンプルの OD を 100 とみなした。各々の条件を 4 ウェルで実施し、
各実験を２回繰り返した。図 10 は、得られた結果を示し、ここで、増殖を刺激するため
に FGF2 を用いた場合、ブリバニブは癌細胞の増殖を直接的に抑制した。ブリバニブおよ
びベバシズマブの抗増殖活性を、IC50 によって示す。
【０１６１】
経時的な腫瘍細胞の抑制
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　腫瘍細胞抑制方法を用いて、VEGF または FGF2 が存在する状態で、細胞を 2.5 μM の
濃度のブリバニブ、10μg/ml のベバシズマブ、または 2.5 μM のスニチニブで処理した
。薬剤での処理後の各時点 (0 日(処理なし対照))、1、2、3、6、7、8 日目において、20
 μl の CELLTITER 96（登録商標） Aqueous One Solution Reagent を、プレートの各ウ
ェルに滴下した。180 分のインキュベーションの後、SPECTRAMAX（登録商標） plus (Mol
ecular Device、California) および 490 nm の基準波長を用いて、これらのサンプルの
光学密度(OD)を直ちに測定した。対照サンプルの OD を 100 とみなした。図 12 は得ら
れた結果を示し、ここで、ブリバニブは FGF2 で刺激された GEO 腫瘍細胞の増殖を抑制
したが、VEGF で刺激されたGEO 腫瘍細胞の増殖は抑制しなかった。ブリバニブ、スニチ
ニブ(sunitnib)およびベバシズマブの抗増殖活性を、VEGF および FGF2 が存在する条件
における、0 日目の対照と比較した細胞増殖(%)によって示す。
【０１６２】
FGFR1 のリン酸化に対するブリバニブの効果
　40ng/ml の FGF2 の存在下における、2μm ブリバニブでの処理後の FGFR1、VEGFR2、E
RK および AKT のリン酸化(phosphylation)状態を、各標的に向けられた市販の抗リン酸
化(anti-phospho)一次抗体を用いてウエスタンブロットによって解析した。抗-FGFR1、抗
-VEGFR2、抗-ERK、抗-AKT および抗-αチューブリン抗体も利用した。ブロットを、示さ
れる一次抗体および 1:7500 セイヨウワサビ ペルオキシダーゼ結合二次抗体と共にイン
キュベートした。すべての一次抗体を 1 μg/ml の終濃度で用いた。次いで、ブロットを
化学発光検出システムで可視化した。
【０１６３】
　図 13 に示される通り、ブリバニブは HCC 細胞株において、FGF2 での刺激後の FGFR1
 のリン酸化を抑制し、下流の経路の遺伝子、例えば pERK および pAKT に影響を及ぼす
。
【０１６４】
　要約すると、インビトロで、ブリバニブは 16 の癌細胞株において、FGF2 に誘導され
る腫瘍細胞増殖を抑制した。しかし、細胞が VEGF の存在下で生育する場合には、ブリバ
ニブは腫瘍細胞増殖に全く影響を及ぼさなかった。FGF2 および FGFR1 の RNA 発現レベ
ルは、インビトロで、ブリバニブに対する感受性と正の相関を示した。全体的に、ブリバ
ニブに対して感受性の細胞株において、より高い RNA 発現レベルが検出された。対照的
に、VEGF は全ての細胞株において発現したが、レベルは、インビトロでブリバニブに対
する感受性と相関しなかった。VEGFR2 の発現は試験された全ての腫瘍細胞株にわたって
低く、そのレベルはインビトロでブリバニブ感受性と相関しなかった。加えて、ブリバニ
ブは、インビトロで、FGF2 リガンドでの刺激後の FGFR1 のリン酸化を抑制した。
【０１６５】
実施例 3 － ブリバニブ感受性における FGF 経路の関与を確認する方法
　FGF 経路がブリバニブ感受性の重要な予測因子(predictor)であることを確認するため
、ブリバニブまたはスニチニブの存在下で、FGF2 誘導を伴うかまたは伴わないブリバニ
ブ感受性および抵抗性両方の細胞株について遺伝子セット濃縮(enrichment)解析を行った
。各経路内における個体の遺伝子の発現プロファイルを解析し、各条件について発現プロ
ファイルの変化の対数を測定した。全体として、67 の経路を解析した。各々の経路につ
いて解析される各々の遺伝子が提供された訳ではない。しかし、FGF 経路から 46 の遺伝
子を、VEGF 経路から 62 の遺伝子を解析し、 FGF 経路に関して 92 の遺伝子からなるよ
り多い総称数の遺伝子を AMBION（登録商標）遺伝子セットを用いて解析した。
【０１６６】
　図 14 に示される通り、ブリバニブ感受性の細胞において、FGF 経路に関連する遺伝子
が最も著しく誘導された。
【０１６７】
　FGF2 刺激後に 1μm のブリバニブまたは 1μm のスニチニブで細胞を処理した後、FGF
2 に誘導される FGF 経路の上方制御は、ブリバニブによってのみ抑制され、スニチニブ
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によっては抑制されなかった。
【０１６８】
　結果として、FGF2 リガンドの存在は、腫瘍細胞株の増殖の増大をもたらす FGFR およ
び FGF 経路の活性化にとって重大である。本明細書に記載される結果に基づくと、ブリ
バニブは FGF2 によって誘導される腫瘍細胞の増殖を抑制することができ、そのため、増
大した FGF2 の発現は、ブリバニブ治療に対する感受性の予測因子(predictor)として有
用である 。
【０１６９】
実施例 4 － FGF2 腫瘍発現と、ブリバニブでの処置後の腫瘍応答、PFS および血漿薬力
学的(PD)マーカーの変化との関連を確認する方法

材料および方法
患者
　本研究に含まれる患者を、ブリバニブ アラニネート(brivanib alaninate)についての
安全性、薬物動態、薬力学および最大許容用量を調査する第一相臨床試験に登録した(K. 
Suzuki et al.、Int. J. Urol.、12:152 (2005))。全ての患者は、適切な組織内審査委員
会によって承認された臨床試験および本研究について同意した。組み入れ基準(Inclusion
 criteria)は、ECOG 0-1 (S. Javerzat et al.、Trends Mol. Med.、8:483 (2002))、十
分な(adequate)骨髄および肝機能、ならびに腫瘍組織塊を有すること、または 20 から 3
0 の最初の生検の未染色のスライドが手に入ることを含む。除外基準(Exclusion criteri
a)は、血管内皮増殖因子(VEGF)阻害剤への事前の曝露、最近 6 ヶ月における心血管疾患
、血栓塞栓症または出血の存在を含んだ。臨床試験に登録されたすべての患者は、以前に
一次および二次の化学療法過程に失敗したことがあった。患者の連続コホート(Sequentia
l cohort)を、180 mg から 1000 mg の用量でブリバニブ アラニネートで処置した。患者
の応答を、コントラスト増強断層撮影(CT)により腫瘍のサイズを定量化することによって
測定した。
【０１７０】
腫瘍サイズの測定
　腫瘍応答を、改変された WHO 腫瘍応答基準を用いて評価した。病変を、コンピュータ
断層撮影(CT)によって評価した。病変は２次元であり、少なくとも１の、標準 CT 上で >
 2 cm、らせん CT 上で > 1 cm の直径を有した。２次元測定に関して、第２の直径は最
も長い直径に対して垂直であった。病変の面積を、最長の直径に最大の垂直方向の直径(p
erpendicular diameter)を掛けることによって算出した。
【０１７１】
FGF-2 免疫組織化学
　腫瘍塊を ４μm で切り分けた(were sectioned)。スライドを、LEICA（登録商標） ST5
020 Multistainer 中で脱パラフィンおよび再水和させた。BIOGENEX（登録商標） EZ-Ret
riever Microwave 中で、Citra Plus Antigen retrieval solution (BioGenex、Cat # HK
080-9K) と共に、95℃で 15 分間、スライドを加熱することによって抗原回復を行った。
次いで、スライドを室温で 5 分間冷却し、蒸留水で３回リンスした(各回～1分)。スライ
ドを、i6000 Automated Staining System (BioGennex) 中で、以下の条件を用いて免疫染
色した: peroxide block (DAKO、Cat# K4007) で 5 分間ブロッキング、その後 5% ヤギ
血清で 30 分間、一次抗体 ウサギ抗-線維芽細胞増殖因子-2 (FGF-2) (Abcam Cat# #1682
8) 1:25 またはウサギ イムノグロブリン G (ウサギ IgG、LabVision、Cat# NC-100-P) 5
 μg/ml を添加して 1 時間インキュベートし、その後ペルオキシダーゼ 抗-ウサギ IgG 
(H+L) 二次抗体 (Vector、Cat# PI-1000) を 1:200 希釈で添加し、45 分間インキュベー
トした。発色基質(chromogen substrate) DAB (DAKO、Cat# K4007) を添加し、5 分間イ
ンキュベートした。スライドを、ヘマトキシリン(hematoxyline)(DAKO cat# S3309) で 1
 分間、対比染色した。染色されたスライドを、LEICA（登録商標） ST5020 Multistainer
 中で脱水し、カバースリップを乗せ、患者の医学的状態について知らない有資格の(boar
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d-certified)病理学者によって評価した。
【０１７２】
統計学的解析
　FGF-2(+) 群と FGF-2(-) 群の間の応答率(rate)を比較するため、フィッシャーの正確
確率検定を用いた。FGF-2(+) 群と FGF-2(-) 群の間の、腫瘍におけるベースラインから
のパーセント変化の違いについて検定するために、ノンパラメトリック Wilcoxon 順位和
検定を用いた (t 検定(t-statistic)のための周辺分布についての仮説が、ベースライン
からのパーセント変化に関してわずかに違反した(violated)ため、および小さなサンプル
サイズは仮説違反(violations)に対する検定の脆弱性を増大させ得るため)。同じ方法を
、8 日目および 26 日目における該２群間の CIV のベースラインからのパーセント変化
の違いについての検定にも適用した。加えて、ベースラインの腫瘍量について調整された
、ベースライン後の(post-baseline)腫瘍量に対する FGF-2 状態の影響を調査するため、
順位に基づく(Rank-based)ANCOVA を用いた。全ての解析は、R (Y. Shing et al.、Scien
ce.、223:1296 (1984)) を用いて行った。
【０１７３】
結果
　利用可能な保存された(archival)腫瘍組織を有する 43 の評価可能な患者を、FGF2 状
態 (+ または -) およびブリバニブ処置用量と、腫瘍応答、PFS および PD 血漿マーカー
の変化との間の関連について解析した。19 pts が FGF2(-) であり、24 pts が FGF2(+) 
であった。低用量 (<600 mg) および高用量 (≧600 mg) のブリバニブを、それぞれ 17 
人および 26 人の患者に与えた。患者は、様々な腫瘍の型を有していた: 28 人(65%)が結
腸直腸癌(CRC)を有し、5 人(12%)が腎細胞癌(RCC)を有し、残りの 10 人が膀胱、膵臓、
卵巣、神経内分泌および筋肉を含む様々な腫瘍を有した。処置の前に得られた生検サンプ
ルを切り分け(were sectioned)、FGF-2 発現について染色した。結果に従い、観察された
染色に基づいて腫瘍を FGF-2(-) または FGF-2(+) に分けた。高用量のブリバニブを受け
取った FGF2(+)の患者を除く全ての群の患者は、平均腫瘍サイズの変化の平均が増大した
。
【０１７４】
　FGF 状態は、ブリバニブに対する患者の応答を予測すると思われた。標準の WHO 基準
に従って、コンピュータ断層撮影スキャンから、患者を進行性疾患、安定な疾患またはブ
リバニブ処置に対する部分的な応答を有する者に分類した。処置の 56 日後、FGF-2- 腫
瘍を有する患者(26.3% [19人中5人]; P = 0.03)と比較して、有意に多くの FGF-2(+) 腫
瘍を有する患者(62.5% [24人中15人])が、部分的な応答または安定な疾患を有した。加え
て、FGF-2(-) 腫瘍を有する患者(19人中14人)よりも少ない FGF-2(+) 腫瘍を有する患者
が、進行性疾患(24人中9人)を有した。応答を予測するために陽性の FGF-2 状態を用いる
場合、陽性の予測値(PPV)は 63% であり(95% CI は 0.41-0.81 である)、陰性の予測値(N
PV)は 74% であり(95% CI は 0.49-0.91 である)、これは FGF2 に関して陽性である患者
がブリバニブ(brivaninb)アラニネートでの処置に対して応答する 63% の機会を有し、一
方、陰性である場合には応答しない 74% の機会を有することを示す。
【０１７５】
　図 2 は、２サイクルの処置(およそ 56 日)後の、FGF-2(-) 腫瘍を有する患者と比較し
た、FGF-2(+) 腫瘍を有する患者におけるベースラインからの腫瘍サイズの最大のパーセ
ント変化を示す。FGF-2(+) 腫瘍を有する患者におけるたった 1% の増大 (IQR = 42%、P 
= 0.007) と比較して、FGF-2(-) 腫瘍を有する患者においては腫瘍サイズの 36% の中央
値の増大 (四分位範囲 [IQR] = 44%) があった。したがって、FGF-2- 腫瘍と比較して、F
GF-2(+) 腫瘍は、ブリバニブ アラニネートで処置された患者における腫瘍増殖の減少と
明確かつ有意な関連を有する。FGF2(+) および FGF2(-) 患者に関する、腫瘍応答、PR お
よび SD ≧8 wks の違いを表 4 に示す。
【０１７６】
　PFS の中央値もまた、FGF2(-)患者よりも FGF2(+) 患者において長かった (表 4 参照)
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【０１７７】
　結論として、FGF の過剰発現が通常、不良な予後と関連する一方、FGF2(+) 腫瘍発現は
、その腫瘍が FGF2 を発現しなかった患者と比較して、ブリバニブでの処置後の腫瘍応答
、PFS および血漿 PD マーカーの変化が改善する傾向と関連し、それ故、FGF-2 はブリバ
ニブ アラニネート処置に対する応答性を予測するバイオマーカーである。実際、ブリバ
ニブ アラニネートでの処置は、FGF-2(-) 腫瘍を有する患者と比較して、FGF-2(+) 腫瘍
を有する患者において腫瘍サイズの有意な減少をもたらした。さらに、FGF-2(-) 腫瘍を
有する患者と比較して、有意に多くの FGF-2(+) 腫瘍を有する患者が、より良い疾患制御
率(rate)(部分的な応答および安定な疾患)を有した。
【０１７８】
　本研究において、患者は他の治療によってたくさん事前処置を受けた(were heavily pr
e-treated)が、何人かが安定な疾患または部分的な改善すら達成し得たという事実は、FG
F-2(+) 腫瘍を有する患者におけるブリバニブ アラニネートの強力な活性を実証する。こ
れらの患者において、ブリバニブ アラニネート処置は、FGF-2(-) 腫瘍を有する患者と比
較して、３倍、腫瘍増殖を減少させた。したがって、FGF-2 の存在は、FGF 経路および V
EGF 経路の両方を標的とする治療、例えばブリバニブ アラニネートを用いるための強力
な予測指標となり得る。これらの研究はまた、患者をその FGF-2 状態に基づいて事前に
選択することが陽性の治療応答の機会を改善し得る、という仮説を提案する。
【０１７９】
　したがって、FGF-2 状態が、二重 抗-FGFR1 および 抗-VEGR2 活性を有するチロシンキ
ナーゼ阻害剤であるブリバニブ アラニネートに対する治療応答を予測するのに有用であ
ることが初めて示された。様々な腫瘍の型における FGF-2 の発現は、バイオマーカーの
発現に基づき、複数の腫瘍の型にわたって治療に対する患者応答を予測することが達成可
能な目標であることを示唆する。将来、複数の腫瘍の型にわたって患者を FGF-2 状態に
ついてスクリーニングすることが、単独でのまたは患者の応答の CIV モニターと組み合
わせた、FGFR または VEGFR を標的とする治療を考慮するための一般的な方法になる可能
性がある。 
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【表４】

【０１８０】
実施例 5 － IV型コラーゲンの発現と薬力学的応答との間の相関を確認する方法ならびに
ブリバニブに伴う単独でのおよび FGF2 腫瘍発現と組み合わせた予測

材料および方法
　以下に記載される方法に加えて、実施例 4 に記載される通りに方法を実施した。
【０１８１】
IV型コラーゲン ELISA
　血漿 IV型コラーゲン(CIV) を、Biotrin International、Ltd.(Dublin、Ireland)から
入手した酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)キットを用いて測定した。製造者の説明書に
従ってキットを使用した。サンプルは、以下の来診(visit)を含んだ: ベースライン(ブリ
バニブ アラニネート処置の前)および 8 日目および 26日目、簡潔には、品質管理サンプ
ル(QC)を、組換えヒトIV型コラーゲンタンパク質(Southern Biotech、Birmingham、AL)を
 EDTA 血漿(Bioreclamation、Hicksville、NY)中にスパイク(spiking)することによって
調製した。製造者のキット挿入物および説明書によって、キットの標準、QC および EDTA
 血漿患者サンプルを、複合体(保存料として 30 mg/l のプロクリン(Proclin)300 を含有
する、セイヨウワサビ ペルオキシダーゼと結合した抗-IV型コラーゲン マウス Fab')と
共に希釈した。希釈されたサンプルを、第２の抗-IV型コラーゲン抗体でコートされたウ
ェル中において 30 分間インキュベートし、次いで、キットの洗浄バッファー(Tween 20 
および保存料としてのプロクリン(proclin)300 を伴うリン酸バッファー)で 3 回洗浄し
た。使用準備済みの TMB 基質を添加し、30 分間インキュベートした。1M H2SO4 の添加
によって反応を停止させた。基準として 630 nm を用いる 450 nm での吸収を、SPECTRAM
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AX（登録商標）プレートリーダー(Molecular Devices、Sunnyvale、CA)を用いて測定した
。CIV キット標準を用いて 4-パラメーターロジスティック(4-PL)曲線適合を生成するた
めに、Softmax Pro 4.8 ソフトウェアを使用した。
【０１８２】
結果
　患者における CIV レベルの変化を、ELISA によっても評価した。8 日目および 26 日
目に、320 mg および 800 mg の用量でブリバニブ アラニネートを受け取っていた患者を
、FGF-2 状態にかかわらず、評価した。8 日後(24% 対 2.6%; P<0.05)および 26 日後(31
% 対 2.3%; P<0.01)において、ブリバニブ アラニネート 320 mg を受け取っている患者
と比較して、ブリバニブ アラニネート 800 mg を受け取っている患者において CIV レベ
ルの中央値に有意な減少が見られた。
【０１８３】
　FGF-2(+) および FGF-2(-) 腫瘍を有する患者において、CIV レベルのパーセント変化
を測定した(図 4)。ブリバニブ アラニネート処置の 8 日後、FGF-2(+) 腫瘍を有する患
者および FGF-2(-) 腫瘍を有する患者の両方において、CIV レベルはベースラインのレベ
ルから減少したが、中央値の減少は、FGF2(-) 腫瘍を有する患者(4.9% [IQR = 20.0%]; P
 = 0.049)よりも FGF-2(+) 腫瘍を有する患者(16.1% [IQR = 31.0%])の方が 3.3 倍大き
かった(図 4A)。結果は、26 日後においてよりいっそう顕著である。FGF-2(-) 腫瘍を有
する患者における 4.3% (P=0.019)と比較して、FGF-2(+) 腫瘍を有する患者における CIV
 レベルのベースラインからの中央値の減少は、およそ７倍大きな応答を表す 30.7% であ
った(図 4B)。興味深いことに、CIV の変化は、腫瘍の収縮とも相関した(データ示さず)
。これらの結果は、FGF-2- 患者と比較して、FGF-2+ 患者において IV型コラーゲンが有
意に大きく減少することを実証する。
【０１８４】
　この事は、この治療に対する患者の応答を評価するための容易かつ迅速な方法として C
IV 測定を用いることができるという初めての証明である。初めて、CIV は、一般的には
治療に対する、具体的にはブリバニブに対する患者の応答の指標となる薬力学的バイオマ
ーカーであることが証明された。FGF-2(+)である患者のサンプルが有する CIV の減少と
腫瘍収縮との相関、および FGF-2(+)とブリバニブ アラニネートでの処置に対するより良
い結果との相関は、このバイオマーカーを使用することの有用性をさらに実証する。
【０１８５】
　いくつかの腫瘍の型に関しては、予測的バイオマーカーについてのスクリーニングが標
準的な臨床業務になりつつある。例えば、浸潤性の乳癌の 10-34% において起こるヒト上
皮増殖因子受容体-2(HER2)の過剰発現は、トラスツズマブ治療に対する治療応答を予測す
ることができる (M.J. Piccart-Gebhart et al.、N. Eng. J. Med.、353:1659 (2006))。
さらに、エストロゲン陽性の状態は、転移性乳癌を有する患者における抗エストロゲン治
療に対する治療応答を予測する(Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group,
 Lancet, 351:1451 (1998))。
【０１８６】
　したがって、複数の腫瘍の型にわたって患者を FGF-2 状態についてスクリーニングす
ることは、単独でのまたは患者の応答の CIV モニターと併用した、FGFR または VEGFR 
を標的とする治療を考慮するための一般的な実務となる可能性がある。
【０１８７】
実施例 6 - バイオマーカーに対する抗体の生産
　バイオマーカーに対する抗体は、様々な方法によって調製することができる。例えば、
バイオマーカーポリペプチドを発現する細胞を動物に投与して、該発現されるポリペプチ
ドに対して向けられたポリクローナル抗体を含有する血清の生産を誘導することができる
。一つの側面において、当該技術分野において通常実践される技法を用いて、バイオマー
カータンパク質を調製し、天然の夾雑物を実質的に含まない状態にするために単離もしく
は精製する。次いで、発現および単離されたポリペプチドに対してより大きな特異的活性
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を有するポリクローナル抗血清を生産するため、かかる調製物を動物に導入する。
【０１８８】
　一つの側面において、本発明の抗体はモノクローナル抗体(またはそのタンパク質に結
合する断片)である。バイオマーカーポリペプチドを発現する細胞は、あらゆる適切な組
織培養培地において培養することができるが、(約 56℃で非働化された) 10% ウシ胎児血
清を含有するよう補われ、かつ約 10 g/l の非必須アミノ酸、約 1,00 U/ml のペニシリ
ンおよび約 100 μg/ml のストレプトマイシンを含有するよう補われた Earle の改変 Ea
gle 培地中において細胞を培養することが好ましい。
【０１８９】
　免疫された(および追加免疫された(boosted))マウスの脾細胞を抽出し、適切なミエロ
ーマ細胞株と融合させることができる。本発明に従って、あらゆる適切なミエローマ細胞
株を採用することができるが、ATCC（登録商標）から入手可能な親ミエローマ細胞株(SP2
/0)を採用することが好ましい。融合の後、得られるハイブリドーマ細胞を HAT 培地中で
選択的に維持し、その後 Wands et al. (Gastroenterology、80:225-232 (1981))によっ
て記載される通りに限界希釈によってクローン化する。次いで、かかる選択を通して得ら
れたハイブリドーマ細胞を、ポリペプチド免疫原またはその一部に結合することができる
抗体を分泌する細胞クローンを同定するためにアッセイする。
【０１９０】
　あるいは、バイオマーカーポリペプチドに結合することができるさらなる抗体を、抗イ
ディオタイプ抗体を用いる２段階の手順で生産することができる。かかる方法は、抗体は
それ自身が抗原であり、それ故に第２の抗体に結合する抗体を得ることが可能であるとい
う事実を利用する。この方法に従って、タンパク質特異的な抗体を、動物、好ましくはマ
ウスを免疫するために用いることができる。次いで、かかる免疫された動物の脾細胞を、
ハイブリドーマ細胞を生産するために用い、タンパク質特異的抗体に結合するその能力が
ポリペプチドによって妨害され得る抗体を生産するクローンを同定するために該ハイブリ
ドーマ細胞をスクリーニングする。かかる抗体は、タンパク質特異的抗体に対する抗イデ
ィオタイプ抗体を含み、動物を免疫してさらなるタンパク質特異的抗体の形成を誘導する
ために用いることができる。
【０１９１】
　あるいは、VEGFR2、FGF2 および CIV 抗体が当該技術分野において公知であり、商業的
に入手可能である。
【０１９２】
　FGF2 に関して、適用できる場合には、本明細書に記載されるアッセイにおいて以下の
抗体のいずれかを用いることができる: FGF-2 (147): sc-79 (Santa Cruz Biotechnology
); FGF-2 (3H2133): sc-71105 (Santa Cruz Biotechnology); FGF-2 (500-M38): sc-6535
0 (Santa Cruz Biotechnology); FGF-2 (AS24): sc-52765 (Santa Cruz Biotechnology);
 FGF-2 (AS25): sc-52766 (Santa Cruz Biotechnology); FGF-2 (A-7): sc-74413 (Santa
 Cruz Biotechnology); FGF-2 (C-18): sc-1360 (Santa Cruz Biotechnology); FGF-2 (C
-2): sc-74412 (Santa Cruz Biotechnology); FGF-2 (F-343): sc-52845 (Santa Cruz Bi
otechnology); FGF-2 (F-474): sc-52846 (Santa Cruz Biotechnology); FGF-2 (F-343):
 sc-52845 (Santa Cruz Biotechnology); FGF-2 (F-474): sc-52846 (Santa Cruz Biotec
hnology); FGF-2 (F-74): sc-52847 (Santa Cruz Biotechnology); FGF-2 (FB-8): sc-53
119 (Santa Cruz Biotechnology); FGF-2 (H-131): sc-7911 (Santa Cruz Biotechnology
); FGF-2 (MC-GF1): sc-57125 (Santa Cruz Biotechnology); または FGF-2 (N-19): sc-
1390 (Santa Cruz Biotechnology)。
【０１９３】
　IV型コラーゲンに関して、適用できる場合には、本明細書に記載されるアッセイにおい
て以下の抗体のいずれかを用いることができる: IV型コラーゲン (C IV 22): sc-59813 (
Santa Cruz Biotechnology); IV型コラーゲン (C-19): sc-9302 (Santa Cruz Biotechnol
ogy); IV型コラーゲン (COL-94): sc-59814 (Santa Cruz Biotechnology); IV型コラーゲ
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ン (G-20): sc-9301 (Santa Cruz Biotechnology); IV型コラーゲン (H-234): sc-11360 
(Santa Cruz Biotechnology); IV型コラーゲン (N-16): sc-18177 (Santa Cruz Biotechn
ology); IV型コラーゲン (SPM131): sc-56517 (Santa Cruz Biotechnology); または IV
型コラーゲン (T-15): sc-18178。
【０１９４】
　VEGFR2 に関して、適用できる場合には、本明細書に記載されるアッセイにおいて、本
明細書に記載される VEGFR2 に対して向けられたいずれかの抗体に加えて、以下の抗体の
いずれかを用いることができる: Flk-1 (A-3): sc-6251 (Santa Cruz Biotechnology); F
lk-1 (C-1158): sc-504 (Santa Cruz Biotechnology); Flk-1 (EIC): sc-57135 (Santa C
ruz Biotechnology); Flk-1 (EWC): sc-57136 (Santa Cruz Biotechnology); Flk-1 (KDR
-2): sc-57134 (Santa Cruz Biotechnology); Flk-1 (N-931): sc-505 (Santa Cruz Biot
echnology); Flk-1 (Q-20): sc-19530 (Santa Cruz Biotechnology); Flk-1 (S-20): sc-
48161 (Santa Cruz Biotechnology); Flk-1 (xx13): sc-74001 (Santa Cruz Biotechnolo
gy); Flk-1 (Y-23): sc-74002 (Santa Cruz Biotechnology); p-Flk-1 (Tyr 951): sc-16
628 (Santa Cruz Biotechnology); または p-Flk-1 (Tyr 996)-R: sc-16629-R (Santa Cr
uz Biotechnology)。
【０１９５】
実施例 7 - 免疫蛍光アッセイ
　以下の免疫蛍光プロトコールは、例えば、細胞上での FGF2、VEGFR-2 または IV型コラ
ーゲン バイオマーカータンパク質の発現を検証するため、または、例えば、細胞表面上
に発現する FGF2、VEGFR-2 または IV型コラーゲン バイオマーカーに結合する１以上の
抗体の存在をチェックするために用いることができる。簡潔には、LAB-TEK（登録商標）I
I チャンバースライド(chamber slide)を、4℃において、終夜、カルシウムおよびマグネ
シウムを含有する DPBS (DPBS++) 中の 10 マイクログラム/ミリリットル(μg/ml)のウシ
II型コラーゲンでコートする。次いで、該スライドを冷たい DPBS++ で２回洗浄し、8000
 CHO-CCR5 または CHO pC4 がトランスフェクトされた細胞と共に 125 μlの総容積で播
種し、95% 酸素/5% 二酸化炭素の存在下において 37℃でインキュベートする。
【０１９６】
　培地を吸引によって穏やかに取り除き、接着性の細胞を周囲の温度(ambient temperatu
re)において DPBS++ で２回洗浄する。スライドを、0-4 ℃で１時間、0.2% BSA (ブロッ
カー) を含有する DPBS++ でブロックする。該ブロッキング溶液を吸引によって穏やかに
取り除き、125 μl の 抗体含有溶液(抗体含有溶液は、例えば、通常は未希釈で用いられ
るハイブリドーマ培養上清、または通常は希釈、例えば約1/100に希釈される血清/血漿で
あり得る)を添加する。スライドを、0-4 ℃で 1 時間インキュベートする。次いで、抗体
溶液を吸引によって穏やかに取り除き、細胞を 400 μl の氷冷のブロッキング溶液で５
回洗浄する。次に、ブロッカー溶液中の 1 μg/ml のローダミン標識された二次抗体(例
えば、抗ヒト IgG)を 125 μl、細胞に添加する。再度、細胞を 0-4 ℃で 1 時間インキ
ュベートする。
【０１９７】
　次いで、二次抗体溶液を吸引によって穏やかに取り除き、細胞を 400 μl の氷冷のブ
ロッキング溶液で３回洗浄し、冷たい DPBS++ で５回洗浄する。次いで、細胞を、DPBS++
 中の 3.7% ホルムアルデヒド 125 μlで、周囲の温度(ambient temperature)において 1
5 分間、固定する。その後、細胞を周囲の温度(ambient temperature)において 400 μl 
の DPBS++ で５回洗浄する。最後に、細胞を 50% 含水グリセロール中にマウント(mount)
し、ローダミンフィルターを用いて蛍光顕微鏡で観察した。
【０１９８】
実施例 8 － 免疫組織化学アッセイを用いて FGF2 発現のレベルを測定する方法
　本明細書に記載される通り、FGF2(+) 細胞は FGF2 阻害剤および 二重 FGF2/VEGFR2 阻
害剤に対して感受性である。細胞が FGF2(+)であるかどうかを確認する方法は、当該技術
分野において周知である。一つの方法は、細胞が FGF2 を発現するかどうかを決定するた
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めに免疫組織化学(IHC)アッセイを用いることである。簡潔には、多くの IHC 方法が当該
技術分野において公知であり、FGF2 の発現レベルを検出するため、または細胞が FGF2(+
)であるかどうかを決定するためにそれらを用いることができる。
【０１９９】
　一般的に、IHC は基本的に本明細書に記載される通りに行うことができる。簡潔には:

スライドの調製
A. 初代細胞株および細胞株
　患者の組織または細胞株から単離された初代培養細胞を、無菌のガラスカバースリップ
またはスライド上で、37℃で終夜、増殖させる。PBS で手短に洗浄する。所望通りに固定
する。細胞を、PBS 中の 10% ホルマリンと共に 10 分間インキュベートすることによっ
て固定する(湿った状態を保つ; 氷冷のメタノールと共に 5 分、空気乾燥させる; そして
氷冷のアセトンと共に 5 分、空気乾燥させる。次いで PBS 中で洗浄する。
【０２００】
B. 凍結切片
　凍結した新鮮組織を、液体窒素中または液体窒素中で予め冷却されたイソペンタン中で
、クライオモールド(cryomold)中の OCT 化合物に包埋する。凍結塊を -80℃で保管する
。4-8 μm 厚のクライオスタット切片を切り、SUPERFROST PLUS（登録商標）スライドま
たは ゼラチンがコートされたスライド上に乗せる。必要時までスライドを -80℃で保管
する。
【０２０１】
　染色の前に、スライドを室温で 30 分間温め、氷冷のアセトン中で 5 分間固定する。3
0 分間、空気乾燥する。PBS 中で洗浄する。
【０２０２】
C. パラフィン切片
　切片をキシレン中で 2x5分、脱パラフィンする。100% エタノールで 2x3分、水和させ
る。95% エタノールで 1分、水和させる。蒸留水中でリンスする。必要に応じて前処理の
ための手順を行う。
【０２０３】
組織切片の前処理
　サンプルがホルマリン固定またはパラフィン包埋のいずれかであった場合、エピトープ
アンマスキング(epitope unmasking)、酵素的消化またはサポニン等によって抗原決定基
を露出させることができる。
【０２０４】
手順
　切片を PBS-Tween 20 中で 2x2分間、リンスする。
【０２０５】
　以下の工程を順番に行う。
【０２０６】
　血清ブロッキング: イムノグロブリンの非特異的結合を阻止するため、切片を、二次抗
体と同じ種の標準的血清ブロック(normal serum block)と共に 30 分間インキュベートす
る。注意: 本プロトコールはアビジン-ビオチン検出系を用いるため、組織の型に基づい
てアビジン/ビオチンのブロックが必要となり得る。その場合、アビジン/ビオチンのブロ
ックは標準的血清ブロックの後に行うべきである。
【０２０７】
　一次抗体: 切片を、一次抗体希釈バッファー中の適切な希釈の一次抗体と共に、室温で
 1 時間、または 4 ℃で終夜、インキュベートする。PBS-Tween 20 中でリンスする。
【０２０８】
　ペルオキシダーゼ ブロッキング: 切片を、ペルオキシダーゼ ブロッキング溶液中で、
室温で 10 分間インキュベートする。PBS-Tween 20 中でリンスする。
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【０２０９】
　二次抗体: 切片を、PBS 中の適切な希釈のビオチン化された二次抗体と共に、室温で 3
0 分間インキュベートする。
【０２１０】
　PBS-Tween 20 中で 3x2分間、リンスする。
【０２１１】
　検出: 切片を、PBS 中のストレプトアビジン-HRP(1:500、Vector Labs)中において、室
温で 30 分間インキュベートする。
【０２１２】
　TBS 中で 3x2分間、リンスする。
【０２１３】
　色素原/基質: 切片を、DAB 溶液中で 1-3 分間、インキュベートする。
【０２１４】
　PBS-Tween 20 中で 2x2分、リンスする。
【０２１５】
　所望により、対比染色する。
【０２１６】
　蒸留水中でリンスする。 
【０２１７】
　95% エタノールを介して 2 分間、100% エタノールで 2x3分間、脱水する。 
【０２１８】
　キシレン中で 2x5分間、清澄化(Clear)する。
【０２１９】
　マウント液(mounting medium)と共にカバースリップを乗せる。
【０２２０】
　IHC の他の方法は当該技術分野において公知であり、アルカリ ホスファターゼに基づ
く検出、一次抗体結合の二次抗体検出、アビジン-ビオチン、免疫蛍光、触媒シグナル増
幅等の使用を含む。
【０２２１】
　加えて、当該技術分野において用いられるいくつかの IHC 方法は、臨床診断のために
最適化される。かかる一つの方法は、PHARMDX（登録商標）IHC として記載される。簡潔
には、

(I) 検体調製
　生検の検体は、IHC 染色のために、組織を保護するように扱わなければならない。組織
を処理する(tissue processing)標準的な方法は、全ての検体に使用されるべきである (D
.C. Sheehan、et al.、Theory and Practice of Histotechnology、The C. V. Mosby Co.
、St. Louis (1980) を参照されたい)。
【０２２２】
(i) パラフィン包埋切片
　ホルマリン固定され、パラフィン包埋された組織が、使用に適している。代替の固定剤
は検証されておらず、誤った結果をもたらし得る。生検からの検体を、3 または 4 mm の
厚さに分け、固定剤にとって適切な時間の間、固定すべきである。次いで、組織を脱水し
、一連のアルコールおよびキシレン中において清澄化し、その後、融解したパラフィンを
浸透させる。パラフィンの温度は、60℃を超えるべきではない。c-kit タンパク質を発現
する、適切に固定され、包埋された組織塊は、涼しい場所(15-25℃)に保管すれば、切片
作成およびスライドのマウントの前は無期限に保存がきく。
【０２２３】
　組織検体を、3-5 μm の切片に切るべきである。切片切り出しの後、組織を Fisher's 
SUPERFROST PLUS（登録商標）、DakoCytomation's Silanized (コード S3003)、帯電スラ
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イド(charged slide)またはポリ-L-リジンがコートされたスライド上にマウントし、乾燥
棚の中に置くべきである。スライド棚を吸収性タオル上でたたいてパラフィンの下および
ガラスの上に補足された水を取り除き、次いで、室温で１時間乾燥させるべきである。次
いで、スライドの棚を 56-60℃ のインキュベーター内に１時間置くべきである。インキ
ュベーターから取り出した後にスライド上に残っているあらゆる余分な水を、タオル上で
スライドをたたき、インキュベーター内でさらに１時間乾燥させることによって取り除く
べきである。インキュベーターから取り出した後、冷えてパラフィンが固くなるまでスラ
イドを室温に保持すべきである。抗原性を保持するため、室温(20-25℃)にて保持する場
合、スライド上にマウントされた組織切片を切片作成の 2 ヶ月以内に染色すべきである
。DakoCytomation Handbook を参考にする: 検体調製についてのさらなる詳細に関する“
Immunochemical Staining Methods”または参考文献 14 および 15。脱灰された組織の使
用は検証されておらず、推奨されない。FGF2 評価および腫瘍の存在の検証のために必要
とされるスライドは、同時に調製するべきである。最小限で 5 つのスライドを調製すべ
きであり、1 つのスライドは腫瘍の存在のため、2 つのスライドは c-kit タンパク質の
評価用、そして 2 つのスライドは予備である。
【０２２４】
(II) 試薬調製
　染色の前に、以下の試薬を調製する必要がある:
【０２２５】
標的回復溶液 (コード S1699)
　洗浄工程のため、蒸留水または脱イオン水(試薬品質の水)を用いて標的回復溶液 10x 
を 1:10 に希釈することにより、十分な量の標的回復溶液を調製する。標的回復溶液は、
使用後に廃棄する。
【０２２６】
　注意: DakoCytomation の標的回復溶液(コード S1700)を使用する場合には、希釈は不
要である。
【０２２７】
洗浄バッファー溶液 (コード S3006)
　洗浄工程のため、蒸留水または脱イオン水(試薬品質の水)を用いて洗浄バッファー 10x
 を 1:10 に希釈することにより、十分な量の洗浄バッファーを調製する。未使用の溶液
は 2-8℃で 7 日以下の間保管する。曇りが現れた場合にはバッファーを廃棄する。
【０２２８】
基質-色素原溶液(DAB+) (コード 3467 または K3468)
　この溶液は、使用前に完全に混合すべきである。溶液中に発生するいかなる沈殿も、染
色の品質には影響を与えない。To prepare DAB+ 基質-色素原溶液を調製するため、1 滴
の液体 DAB+ 色素原を １ mL の DAB+ 基質バッファーに添加し、混合する。未使用の溶
液は廃棄する。調製された DAB+ の安定性は、2-8℃で保管する場合およそ 5 日である。
【０２２９】
　重要な注意点: ビンの中の液体 DAB+ 色素原の色は、透明から明るいラベンダーブラウ
ン(light lavender brown)まで異なり得る。上記の指針にしたがって希釈する。余分な液
体 DAB+ 色素原を DAB+ 基質バッファーへ添加する事は、陽性シグナルの劣化をもたらす
。
【０２３０】
マウント液(Mounting Medium)
　非水性の、耐久性(permanent)マウント液、例えば DakoCytomation Ultramount (コー
ド S1964) が推奨される。水性のマウント液、例えば DakoCytomation Faramount Mounti
ng Medium、Ready-to-use (コード S3025) または DakoCytomation GLYCERGEL（登録商標

） Mounting Medium (コード C0563) も適している。使用前に、およそ 40(±5)℃まで温
めることによって GLYCERGEL（登録商標）を液化する。
【０２３１】
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(III) 手動使用のための染色手順の手順上の注意
　使用者は、使用前にこれらの説明書を注意深く読み、全ての構成要素について熟知する
べきである(注意事項を参照)。
【０２３２】
　全ての試薬は、免疫染色の前に室温(20-25℃)まで平衡化すべきである。同様に、全て
のインキュベーションは室温で行うべきである。
【０２３３】
　染色手順の間は、組織切片を乾燥させてはいけない。乾燥した組織切片は、増大した非
特異的染色を示し得る。乾燥を避けるため、スライドを湿ったチャンバーの中に置く。
【０２３４】
脱パラフィンおよび再水和
　染色の前に、組織スライドを脱パラフィンして包埋液(embedding medium)を除去し、再
水和する必要がある。不完全なパラフィンの除去を避ける。残った包埋液は、非特異的な
染色の増大をもたらす。
【０２３５】
　工程 1. スライドをキシレンの浴槽(bath)中に置き、5(±1)分間インキュベートする。
浴槽を変え、一度繰り返す。
【０２３６】
　工程 2. 余分な液を軽く叩いて除き、スライドを無水エタノール中に 3(±1)分間置く
。浴槽を変え、一度繰り返す。
【０２３７】
　工程 3. 余分な液を軽く叩いて除き、スライドを 95% エタノール中に 3(±1)分間置く
。浴槽を変え、一度繰り返す。
【０２３８】
　工程 4. 余分な液を軽く叩いて除き、スライドを試薬品質の水の中に 5(±1)分間置く
。
【０２３９】
　工程 5. 余分な液を軽く叩いて除き、スライドを洗浄バッファー中に置く。染色手順に
おいて記載される通りにアッセイを開始する。キシレンおよびアルコール溶液は、40 の
スライドの後に交換すべきである。トルエンまたはキシレンの代替物、例えば Histoclea
r をキシレンの代わりに用い得る。
【０２４０】
標的回復 - 推奨される手順: 水浴
　工程 1. 染色ビン(staining jar)、例えばコプリンジャー(Coplin jar)を、希釈された
標的回復溶液で満たす(試薬調製を参照)。標的回復溶液を含有する染色ビンを、水浴中に
置く。水浴および標的回復溶液を 95-99℃まで加熱する(沸騰させない)。温度を安定させ
、蒸発を避けるために、ビンを蓋で覆う。
【０２４１】
　工程 2. 室温で脱パラフィンした切片を染色ビン中の予熱した標的回復溶液に浸す。水
浴および標的回復溶液の温度を 95-99℃まで再度平衡化する。95-99℃で 20(±1)分間イ
ンキュベートする。
【０２４２】
　工程 3. スライドと共にビン全体を水浴から取り出す。スライドを、標的回復溶液中で
、室温で 20(±1)分間冷却する。
【０２４３】
　工程 4. 標的回復溶液をデカントし、切片を洗浄バッファー中でリンスする(試薬調製
を参照)。
【０２４４】
　工程 5. 最適な結果のため、標的回復の後でかつ染色の前に、切片を洗浄バッファー中
に 5(±1)分間浸す。
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【０２４５】
(IV)手動染色プロトコール
　工程 1. 二重内在性酵素ブロック(Dual Endogenous Enzyme Block)(コード S2003)。余
分な水を軽く叩いて除く。くずのない(lintless)ティッシュを用い、検体の周りを注意深
く拭いてあらゆる残っている液体を除去し、試薬を所定の領域内に保つ。十分な二重内在
性酵素ブロック(Dual Endogenous Enzyme Block)をアプライし、検体を覆う [最小で 3 
滴 (100μL)]。5(±1)分間インキュベートする。洗浄ボトルからの洗浄バッファーで穏や
かにリンスする(組織に直接流れを当ててはいけない。さもないと、組織がスライドから
洗い流されてしまう可能性がある)。新鮮な洗浄バッファーの浴槽中に 5(±1)分間置く。
【０２４６】
　工程 2. 一次抗体または陰性対照試薬。組織の乾燥を避けるため、一次抗体/陰性対照
試薬および標識されたポリマー(Labeled Polymer)のインキュベーションの間、スライド
を湿ったチャンバーの中に置く。余分なバッファーを軽く叩いて除き、上記の通りにスラ
イドを拭く。十分な一次抗体または陰性対照試薬をアプライして検体を覆う[最小で 3 滴
 (100 μL)]。湿ったチャンバー内で 30(±1)分間インキュベートする。スライドを工程 
1 と同様にリンスする。
【０２４７】
　工程 3. EnVision + HRP、抗-ウサギ (コード K4002 または K4003)。余分なバッファ
ーを軽く叩いて除き、スライドを上記の通りに拭く。十分な標識されたポリマー(Labelle
d Polymer)をアプライして検体を覆う[最小で 3 滴 (100 μL)]。湿ったチャンバー中で 
30(±1)分間インキュベートする。スライドを工程 1 と同様にリンスする。
【０２４８】
　工程 4. DAB+ 基質-色素原溶液 (コード K3467 または K3468)。余分なバッファーを軽
く叩いて除き、スライドを上記の通りに拭く。十分な、調製された DAB+ 基質-色素原溶
液をアプライして検体を覆う[最小で 3 滴 (100 μL)]。10(±1)分間インキュベートする
。洗浄ボトルからの試薬品質の水で穏やかにリンスする(組織に直接流れを当ててはいけ
ない。さもないと組織がスライドから洗い流されてしまう可能性がある)。適切な廃棄の
ため、DAB+ 基質-色素原溶液の廃液を有害物質の容器に回収する。試薬品質の水の水浴中
に 2-5 分間置く。対比染色およびマウントに進む。
【０２４９】
(V) 対比染色 (ヘマトキシリン用の説明)
　色の付いた染色反応の最終産物は、アルコールおよび水に不溶性である。アルコールま
たは水に基づくヘマトキシリン、例えば DakoCytomation ヘマトキシリン(コード S3301
、自動化; または S3302、手動) を使用し得る。退行性の(regressive)対比染色を用いて
はならない。
【０２５０】
　工程 1. スライドをヘマトキシリンの浴槽中に浸す。使用するヘマトキシリンの強さに
応じて、2-5 分間インキュベートする。
【０２５１】
　工程 2. 試薬品質の水の浴槽中で穏やかにリンスする。残りの全てのヘマトキシリンが
取り除かれたことを確実にする。
【０２５２】
　注意: DakoCytomation のヘマトキシリン(コード S3302)の使用を強く推奨する。3 分
のインキュベーションを用い、この対比染色は、特異的免疫染色を不明瞭にすることがな
いやわらかい紫/青色の最終産物をもたらす。強い対比染色は、弱い c-kit/CD117 発現を
覆い隠し得る。
【０２５３】
　工程 3. 試薬品質の水の浴槽中で、2-5 分間穏やかにリンスする。
【０２５４】
(VI) マウント
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　非水性の、耐久性のマウント液、例えば DakoCytomation Ultramount (コード S1964) 
が推奨される。水性のマウント液、例えば DakoCytomation Faramount Mounting Medium,
 Ready-to-use (コード S3025) または DakoCytomation GLYCERGEL（登録商標）Mounting
 Medium (コード C0563) も適する。使用前に、およそ 40(±5)℃まで温めることによっ
て GLYCERGEL（登録商標）を液化する。
【０２５５】
　注意: スライドは、染色の６週間以内に読み取ることを推奨する。しかし、これらに限
定されないが、以下を含むいくつかの要因によって、いくらかの減衰が起こり得る; 対比
染色、マウント材料およびマウント方法ならびにスライドの保管条件。減衰を最小化する
ため、スライドを室温(20-25℃)で暗黒中に保管する。
【０２５６】
　IHC の他の方法が、当該技術分野において知られている。例えば、以下の方法は全体が
本明細書に取り込まれる:
　1. J.A. Ramos-Vara, “Technical Aspects of Immunohistochemistry”, Vet Pathol.
, 42: 405-426 (2005). 
　2. J.T. Jorgensen et al., “Pharmacodiagnostics and targeted therapies - a rat
ional approach for individualizing medical anticancer therapy in breast cancer”
, The Oncologist, 12(4):397-405 (April 2007). United States: AlphaMed Press. doi
:10.1634/theoncologist.12-4-397. ISSN 1083-7159. PMID 17470682.  Retrieved on 20
08-03-14. 
　3. J.S. Gold et al., “Combined surgical and molecular therapy: the gastrointe
stinal stromal tumor model”, Annals of Surgery, 244(2):176-184 (August 2006). U
nited States: Lippincott Williams & Wilkins. doi:10.1097/01.sla.0000218080.94145
.cf.. ISSN 0003-4932. PMID 16858179. Retrieved on 2008-03-14. 
　4. P.M. Harari, “Epidermal growth factor receptor inhibition strategies in on
cology”, Endocrine-Related Cancer, 11(4):689-708. (December 2004).  England: So
ciety for Endocrinology. doi:10.1677/erc.1.00600. ISSN 1351-0088. PMID 15613446.
 Retrieved on 2008-03-14. 
　5. M.F. Press et al., “Diagnostic evaluation of HER-2 as a molecular target: 
an assessment of accuracy and reproducibility of laboratory testing in large, pr
ospective, randomized clinical trials”, Clinical Cancer Research, 11(18):6598-6
607 (September 15, 2005). United States: American Association for Cancer Researc
h.. doi:10.1158/1078-0432.CCR-05-0636. ISSN 1078-0432. PMID 16166438. Retrieved 
on 2008-03-14. 
　6. F. Bibeau et al., “Assessment of epidermal growth factor receptor (EGFR) e
xpression in primary colorectal carcinomas and their related metastases on tissu
e sections and tissue microarray”, Virchows Archiv., 449(3):281-287 (July 25, 2
006).
【０２５７】
実施例 9 － 定量的 RT-PCR アッセイを用いて FGF2 発現のレベルを測定する方法
　本明細書に記載される通り、FGF2(+)の細胞は FGF2 阻害剤および二重 FGF2/VEGFR2 阻
害剤に対して感受性である。細胞が FGF2(+)であるかどうかを確認する方法は、当該技術
分野において周知である。一つの方法は、細胞が FGF2 を発現するかどうかを決定するた
めに RT-PCR を用いることである。簡潔には:
【０２５８】
　TAQMAN（登録商標）リアルタイム PCR 蛍光発生アッセイを用いて、RNA の定量化を行
う。TAQMAN（登録商標）アッセイは、核酸鋳型の濃度をアッセイするための最も正確な方
法の一つである。
【０２５９】
　TRIZOL（登録商標）プロトコール(Invitrogen)を用いて全 RNA を組織から単離し、260
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nM における吸収を決定することによって定量する。RNA の完全性を決定するため、変性
ゲル電気泳動によって、18s および 28s リボソーム RNA のバンドの評価を行うことがで
きる。
【０２６０】
　標準的な方法を用いて、好ましくは、Qiagen(Valencia、CA)から市販されている RNEAS
Y（登録商標） Maxi Kit を採用して、RNA を調製する。リアルタイム PCR のための cDN
A 鋳型は、SUPERSCRIPT（登録商標） First Strand Synthesis system for RT-PCR を用
いて生成することができる。FGF2 のための代表的なフォワードおよびリバース RT-PCT 
プライマーを用い得る。例えば、ABI からの FGF2 TAQMAN（登録商標）プライマーを用い
得る(カタログ番号 Hs00266645_m1、またはカタログ番号 Hs00960934_m1; ABI)。
【０２６１】
　SYBR（登録商標） Green リアルタイム PCR 反応を以下のように調製した: 反応混合物
は 20 ng の first strand cDNA; 50 nM のフォワードプライマー; 50 nM のリバースプ
ライマー; 0.75X SYBR（登録商標） Green I (Sigma); 1X SYBR（登録商標） Green PCR 
バッファー (pH 8.3 の 50 mM Tris-HCl、75 mM KCl); 10% DMSO; 3 mM の MgCl2; 各々 
300 μM の dATP、dGTP、dTTP、dCTP; 1 U の PLATINUM（登録商標） Taq DNA Polymeras
e High Fidelity (Cat# 11304-029; Life Technologies; Rockville、MD) を含有する。A
pplied Biosystems の 5700 Sequence Detection System を用いてリアルタイム PCR を
行う。条件は、95℃で 10分 (変性および PLATINUM（登録商標） Taq DNA Polymerase の
活性化)、40 サイクルの PCR (95℃で 15 秒、60℃で 1 分)である。PCR 産物を、5700 S
equence Detection System に組み込まれている解析アルゴリズムを用いて、一様な融解(
uniform melting)について解析する。
【０２６２】
　鋳型量の規準化に用いる cDNA 定量化を、TAQMAN（登録商標） 技術を用いて行う。TAQ
MAN（登録商標）反応を以下のように調製する: 反応混合物は、20 ng の first strand c
DNA; 25 nM の GAPDH-F3、フォワードプライマー; 250 nM の GAPDH-R1 リバースプライ
マー; 200 nM の GAPDH-PVIC TAQMAN（登録商標）プローブ(蛍光色素標識されたオリゴヌ
クレオチドプライマー); 1X バッファー A (Applied Biosystems); 5.5 mM の MgCl2; 30
0 μM の dATP、dGTP、dTTP、dCTP; および 1 U の AMPLITAQ GOLD（登録商標）(Applied
 Biosystems) を含む。GAPDH (D-グリセルアルデヒド-3-リン酸 デヒドロゲナーゼ) を、
mRNA レベルを規準化するための対照として用いる。Applied Biosystems の 7700 Sequen
ce Detection System を用いてリアルタイム TAQMAN（登録商標）PCR を行う。条件は、9
5℃で 10 分 (変性および AMPLITAQ GOLD（登録商標）の活性化)、40 サイクルの PCR (9
5℃で 15 秒、60℃で 1 分)である。
【０２６３】
　TAQMAN（登録商標）反応において用いる GAPDH オリゴヌクレオチドの配列は、以下の
通りである: 
　GAPDH-F3:  5'-AGCCGAGCCACATCGCT-3' (配列番号 1);
　GAPDH-R1:  5'-GTGACCAGGCGCCCAATAC-3' (配列番号 2); および
　GAPDH-PVIC TAQMAN（登録商標）プローブ -VIC-5'-CAAATCCGTTGACTCCGACCTTCACCTT-3' 
TAMRA (配列番号:3)。
【０２６４】
　Sequence Detection System は、各々の入力された cDNA 鋳型の濃度を算出するために
用いられる Ct(閾値サイクル)値を生成する。入力サンプル中における全 cDNA 量の変動
を相殺するため、FGF2 の cDNA レベルを GAPDH の cDNA レベルに対して規準化する。こ
れは、各細胞株について GAPDH の Ct 値を生成することによってなされる。興味のある
ポリヌクレオチドおよび GAPDH についての Ct 値を、各々特定の cDNA についての GAPD
H に対して規準化された相対的 cDNA レベルを算出するために用いられるδδCt 方程式
の改変版 (Applied Biosystems PRISM（登録商標） 7700 Sequence Detection System Us
er Bulletin #2) に入れる。δδCt 方程式は、以下の通りである: 核酸鋳型の相対量 = 
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2δδCt = 2(δCta-δCtb)、ここで、δCta = 標的の Ct － GAPDH の Ct であり、δCtb
 = 基準の Ct － GAPDH の Ct である。(相対量の算出のために基準の細胞株を使用しな
い; δCtb は 21 と定義される)。
【０２６５】
　本発明が前述の説明および実施例において特に記載される以外に実施され得ることは明
らかであろう。上記の教示を踏まえると、本発明の多数の改変およびバリエーションが可
能であり、そのため、添付の特許請求の範囲の内である。
【０２６６】
　本発明の背景、詳細な説明、図面の簡単な説明および実施例において引用される各文書
の開示事項全体(特許、特許出願、雑誌記事、要約、実験マニュアル(laboratory manual)
、書籍、GENBANK（登録商標）受入番号、SWISS-PROT（登録商標）受入番号、または他の
開示を含む)が、引用により本明細書に取り込まれる。さらに、本明細書と共に提出する
配列表のハードコピーは、その対応するコンピュータ読み取り可能な形態に加えて、引用
により全体が本明細書に取り込まれる。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】
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摘要(译)

治疗癌症包括施用VEGFR-2调节剂或双VEGFR-2 / FGFR-1调制器，用
于对哺乳动物的方法来预测对治疗的反应的可能性的相对方法，下面的
（A）测量所述哺乳动物中FGF2的水平;（b）测量FGF2的水平将样品中
的FGF2水平与标准品进行比较，或将样品中的FGF2水平与标准品进行
比较，以便将样品分配给阳性类别或FGF2阴性类别的成员，这里，
FGF2将哺乳动物分配给阳性样品类别或确定哺乳动物具有升高的FGF2
水平表明患者对癌症治疗有治疗反应的可能性增加。除了包含这些方法
的试剂盒外，还可以给哺乳动物施用有效量的VEGFR-2调节剂或双
VEGFR-2 / FGFR-1。还公开了一种预测是否已经接收到调制器的方法。
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