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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における前立腺癌を分類する方法であって、
　ａ）前記対象由来の検体における遺伝子Ｆ３およびＩＧＦＢＰ３、ならびに、ＶＧＬＬ
３および／またはｃ－ＭＡＦの遺伝子発現レベルを決定することと、
　ｂ）ａ）において決定された前記遺伝子発現レベルを、それぞれ高リスクまたは低リス
クの腫瘍を有することが既知の参照患者における同じ遺伝子の参照遺伝子発現と比較する
ことにより腫瘍を分類することと、
　ｃ）ａ）において決定された前記遺伝子発現レベルが、高リスクの腫瘍を有する参照患
者の参照遺伝子発現とマッチする場合には、前記対象における腫瘍は高リスクの腫瘍であ
ると結論し、ａ）において決定された前記遺伝子発現レベルが、低リスクの腫瘍を有する
参照患者の参照遺伝子発現とマッチする場合には、前記対象における腫瘍は低リスクの腫
瘍であると結論することと
を含む方法。
【請求項２】
　ａ）が、遺伝子ＶＧＬＬ３の遺伝子発現レベルを決定することを含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　ａ）が、遺伝子ＷＮＴ５ＢおよびＣＴＧＦ、ＥＺＨ２、ＡＭＡＣＲ、およびＭＵＣ１の
うち１種以上についての遺伝子発現レベルを決定することをさらに含む、請求項１または
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２に記載の方法。
【請求項４】
　前記遺伝子発現レベルが、前記遺伝子から発現されるＲＮＡまたはｍＲＮＡの量を定量
化することにより決定される、請求項１～３の何れかに記載の方法。
【請求項５】
　ＲＮＡまたはｍＲＮＡの前記量が、マイクロアレイ技術、ノーザンブロッティング、お
よび定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）から選択される方法を用いて決定される、請求項４に記載の
方法。
【請求項６】
　定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）がリアルタイム定量ＰＣＲ（ｑｒｔ－ＰＣＲ）である、請求項
５に記載の方法。
【請求項７】
　定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）がマルチプレックスＰＣＲである、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記遺伝子発現レベルが、前記遺伝子によりコードされているタンパク質の量を定量化
することにより決定される、請求項１～３の何れかに記載の方法。
【請求項９】
　タンパク質の前記量が、免疫組織化学的検査、ウエスタンブロッティング、ＥＬＩＳＡ
、ＲＩＡ、および質量分析から選択される方法を用いて決定される、請求項８に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記検体が、前記対象から得られる腫瘍検体である、請求項１～９の何れかに記載の方
法。
【請求項１１】
　前記検体が、前記対象から得られる血液検体である、請求項１～９の何れかに記載の方
法。
【請求項１２】
　前立腺癌と診断された、腫瘍を有する対象の予後を決定するための情報を提供する方法
であって、
　ａ）請求項１～１１の何れかに記載の方法を用いて前記腫瘍を分類することと、
　ｂ）低リスクの腫瘍は前記対象が良好な予後を有することを示しており、高リスクの腫
瘍は前記対象が不良な予後を有することを示していると結論することと
を含む方法。
【請求項１３】
　前記不良な予後が、前記良好な予後と比較して生存の可能性が低下していることである
、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記不良な予後が、前記良好な予後と比較して全生存期間が短縮していることである、
請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記不良な予後が、前記良好な予後と比較して癌特異的生存期間が短縮していることを
包含する、請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　前記不良な予後が、前記良好な予後と比較して死亡リスクが増加していることを包含す
る、請求項１２に記載の方法。
【請求項１７】
　前立腺癌と診断された、腫瘍を有する対象に向けた治療法決定を行うための情報を提供
する方法であって、
　ａ）請求項１～１１の何れかに記載の方法を用いて前記腫瘍を分類することと、
　ｂ）ａ）で得られた前記分類を、前記対象に向けた治療法決定を行うための情報として
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提供することと
を含む方法。
【請求項１８】
　前記治療法決定が、限局性癌および高リスクの腫瘍を有する患者に対して根治的または
治癒的な治療を施すことである、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記治療法決定が、限局性癌および低リスクの腫瘍を有する患者に対して治療を待つこ
と、またはホルモン療法、たとえば去勢療法もしくは抗アンドロゲン療法を施すことであ
る、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　前記治療法決定が、進行癌および高リスクの腫瘍を有する患者に対して化学療法を施す
ことである、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　前記治療法決定が、進行癌および低リスクの腫瘍を有する患者に対して去勢療法を施す
ことである、請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
　遺伝子Ｆ３およびＩＧＦＢＰ３、ならびに、ＶＧＬＬ３および／またはｃ－ＭＡＦ、ま
たはそれらからコードされているタンパク質の、請求項１２～１６のいずれか１項に記載
された方法による、前立腺癌と診断された、腫瘍を有する対象の予後を決定するための情
報を提供するためのマーカーとしての使用。
【請求項２３】
　前立腺癌と診断された対象における腫瘍を分類するための固体の支持体またはキットで
あって、遺伝子Ｆ３およびＩＧＦＢＰ３、ならびに、ＶＧＬＬ３および／またはｃ－ＭＡ
Ｆの遺伝子発現を決定するのに有用である核酸プローブまたは抗体を含む、固体の支持体
またはキット。
【請求項２４】
　遺伝子発現がＲＮＡまたはタンパク質発現である、請求項２３に記載の固体の支持体ま
たはキット。
【請求項２５】
　遺伝子ＷＮＴ５Ｂ、ＣＴＧＦ、ＥＺＨ２、ＡＭＡＣＲ、およびＭＵＣ１のうち１種以上
の遺伝子発現を決定するのに有用である核酸プローブまたは抗体をさらに含む、請求項２
３または２４に記載の固体の支持体またはキット。
【請求項２６】
　固体の支持体がアレイである、請求項２３～２５の何れかに記載の固体の支持体。
【請求項２７】
　アレイがマイクロアレイまたはタンパク質アレイである、請求項２６に記載の固体の支
持体。
【請求項２８】
　前記核酸プローブが、配列番号２１～６８から選択される、請求項２３～２５の何れか
に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【発明の分野】
【０００１】
　本発明は、癌、とりわけ前立腺癌の分類、予後診断（prognostics）、および治療の分
野に関する。
【発明の背景】
【０００２】
　前立腺癌診断の時点での、全生存および癌特異的生存の正確な予後（prognosis）およ
び予測は、個別化治療法を根治的前立腺切除術、放射線療法、去勢療法、および無治療経
過観察の中から選ぶという現状を改善するためにこの上なく重要である（Ｓｈａｒｉａｔ
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ら、Ｃａｎｃｅｒ、２００８、１１３：３０７５－３０９９；Ｔｏｕｉｊｅｒら、Ｃａｎ
ｃｅｒ、２００９、１１５：３１０７－３１１１；Ｆｒｅｅｄｌａｎｄ、Ｃａｎｃｅｒ、
２０１１、１１７：１１２３－１１５３）。限局性前立腺癌罹患男性のための根治的前立
腺切除術および治癒的放射線療法は、悪性度の高い癌の患者の死亡率を低下させ延命させ
ることができる。他方、悪性度のそれほど高くない癌に罹患しており根治的または治癒的
な治療がまったく必要ない可能性がある患者にとっては、そのような療法は、不必要な合
併症および副作用の原因となり得る。悪性度のそれほど高くない癌の患者にとっては、無
治療経過観察または積極的監視が、適当な選択肢である可能性がある。しかし、一般的な
臨床的パラメーター（診断時点の年齢、血清ＰＳＡレベル、生検のグリーソンスコア、お
よび臨床病期など）に基づく現在の予後および予測の方法は、限局病期時点では、悪性度
のそれほど高くない癌と悪性度の高い癌を正確に区別することはできない。そのような方
法は、疾患が危険な状態になった際に、どのような種類の癌であれば去勢療法によりその
時点でも有効に制御できるかを同定することもできない。
【０００３】
　診断時点で癌がすでに進行している患者、または、治癒的な治療を受けてから再発した
患者の場合は、化学的または外科的な去勢は症状を緩和し疾患の進行を減速させる可能性
がある。しかしながら、去勢療法の効果および副作用は、患者間で著しい差異を示す。最
小限の副作用で５年を超えて生きることができる患者がいる一方、去勢抵抗性の転移によ
り３年以内に死亡する、または去勢治療の心血管性および他の副作用により死亡する患者
も存在し得る。現時点では、どのような種類の患者であれば去勢療法から最も利益を得ら
れるかということを予測できる方法が存在しない。
【０００４】
　大多数の前立腺癌は、きわめてゆっくり進行するため生命を脅かす病期に達することは
ないが、その理由は主に、高齢および他の競合する疾患である。しかし、ごく一部の前立
腺癌は、非常に速やかに進行し、患者を５年未満で死亡させる。年齢、腫瘍異型度、グリ
ーソンスコア、臨床病期、および共存症を含む従来の臨床的パラメーターによる診断時点
での癌特異的生存および全生存の予測の正確度は最高で６０～７０％に達することがある
。臨床的な予後パラメーターが同じ患者でさえ、生存においても治療に対する応答におい
ても著しい差を示すことがある。したがって、前立腺癌は、いくつかの異なる生物学的な
サブグループまたはサブタイプを含んでいる場合がある病理学的な（形態学的な（morpho
rlogical））診断である。
【０００５】
　前立腺癌患者のこれらの生物学的なサブグループまたはサブタイプを区別することがで
きる方法が必要とされている。これらのサブタイプを悪性度の高いまたは高リスクの腫瘍
と悪性度のそれほど高くないまたは低リスクの腫瘍とに分類することができる方法、なら
びに、それぞれのサブタイプの腫瘍を有する患者の生存を予測することができる方法も、
必要とされている。さらに、可能な限り臨床的パラメーターも考慮しながら、それぞれの
サブタイプの腫瘍を有する患者に向けた治療法決定に使用できる方法が必要とされている
。
【０００６】
　先行技術
　特許文献ＷＯ２００８／０１３４９２Ａ１には、癌幹細胞の機能にとって重要である可
能性がある、ＥＳ腫瘍予測因子遺伝子（ES tumor predictor gene）（ＥＳＴＰ遺伝子）
と称される胚性幹（ＥＳ）細胞関連遺伝子を同定するためのアプローチが開示されている
。６４１種のＥＳＴＰ遺伝子が同定され、前立腺癌腫瘍の分類に有用であることが見出さ
れた。
【０００７】
　特許文献ＷＯ０９０２１３３８Ａ１には、スプライシング事象のシグネチャーを検出す
ることによる、対象における癌、たとえば前立腺癌の予後予測（prognosis）のための方
法が開示されている。使用し得る多くの遺伝子の１つとして、Ｆ３が挙げられている。
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【０００８】
　特許文献ＷＯ０１７１３５５には、男性が前立腺癌にかかるリスクを予測するための、
血漿中のＰＳＡ、ＩＧＦ－Ｉ、およびＩＧＦＢＰ－３の同時分析について開示されている
。
【０００９】
　ＵＳ２００３０５４４１９Ａ１には、療法後の前立腺癌患者の進行のリスクを決定する
ための方法であって、血漿中のＴＧＦ－β１、ＩＧＦＢＰ－２、またはＩＧＦＢＰ－３の
レベルが測定される方法が開示されている。
【００１０】
　特許文献ＷＯ１０００６０４８ＡおよびＵＳ２００９２９８０８２Ａには、前立腺癌と
診断された患者の生存可能性、および、ＰＳＡが再発した対象が後に全身性疾患を発症す
ることになるかどうかをそれぞれ予測するための方法が開示されている。どちらの開示に
おいても、他の分子マーカーと一緒に使用し得る多くの遺伝子の１つとしてＩＧＦＢＰ３
が挙げられている。
【００１１】
　文献ＷＯ０９１０５１５４およびＷＯ０６０２８８６７Ａには、癌を有する個体の予後
を決定するための方法および多発性骨髄腫の診断の方法が開示されている。使用し得る多
くの遺伝子の１つとしてｃ－ＭＡＦが挙げられている。
【００１２】
　ＷＯ１０１０１８８８Ａには、ＣＴＧＦの活性を阻害するための方法であって、ＣＴＧ
Ｆの活性が前立腺癌転移を伴う方法が開示されている。
【発明の目的】
【００１３】
　本発明の目的は、対象における前立腺癌の分類に、予後の予測に、および治療法決定の
指針とするのに有用な分子マーカーを提供することである。
【００１４】
　本発明の別の目的は、対象における前立腺癌を分類するため、ならびに、その分類を対
象の予後の予測に用いるため、および対象に向けた治療法決定を行うための、新しい方法
を提供することである。
【００１５】
　本発明のさらなる目的は、前立腺癌を有する対象を治療する方法を、該対象の腫瘍サブ
タイプに基づいて提供することである。
【００１６】
　本発明のまた別の目的は、対象における前立腺癌または腫瘍を分類するためのツールを
提供することである。
【発明の開示】
【００１７】
　前立腺癌の対象における、生存と有意に相関する遺伝子および遺伝子シグネチャーの同
定
　生物学的サブタイプの概念を支持するために、全ゲノムｃＤＮＡマイクロアレイを用い
たこれまでの試験では、乳癌と前立腺癌とを、別個の臨床的および病理学的特徴を有する
分子サブタイプに分類してきた。本開示は、その概念および重要性をさらに拡張するもの
である。統計解析を用いるだけではなく、本試験における候補遺伝子マーカーの選択は、
癌幹細胞（ＣＳＣ）／胚性幹細胞（ＥＳＣ）仮説により進められ、わずか数種の最も重要
なＥＳＣ／ＣＳＣ遺伝子マーカーを有効に同定することを目指した。このアプローチは、
本試験において同定された最も有意な予測遺伝子マーカーは、同定された胚性幹細胞遺伝
子予測因子（embryonic stem cell gene predictor）（ＥＳＣＧＰ）のリストに記載され
ているものであったことから、有効であることが証明された。
【００１８】
　本発明者らは、去勢療法に対する前立腺癌の生物学的悪性度および応答性は、前立腺癌
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幹細胞（ＣＳＣ）における主要な遺伝子発現パターンにより主に決定されるという仮説を
立てた（Ｖｉｓｖａｄｅｒ、Ｎａｔｕｒｅ、２０１１、４６９：３１４－２２；Ｒａｔａ
ｊｃｚａｋら、Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ、２０１１、８１：１５３－１６１；Ｌ
ａｎｇら、Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ、２００９、２１７：２９９－３０６）。胚性幹細胞（ＥＳ
Ｃ）において重要な機能を有する遺伝子は前立腺ＣＳＣにおいても重要性を有する可能性
があるという仮説も立てられた。そうであれば、前立腺癌細胞におけるＥＳＣ関連遺伝子
の発現パターンを直接測定した値が癌の生物学的悪性度を反映し、それにより去勢療法の
効果の予測と共に患者の生存の予測が可能になるであろう。
【００１９】
　この仮説に基づいて、本発明者らは、ＥＳＣ株における発現レベルが一貫して高いまた
は一貫して低い遺伝子、すなわち胚性幹細胞遺伝子予測因子（ＥＳＣＧＰ）をこれまでに
同定してきた（ＷＯ２００８／０１３４９２Ａ１）。簡潔に言えば、これまでに公表され
た、５種のヒトＥＳＣ株、および、異なる器官由来の１１５種のヒト正常組織に由来する
全ゲノムｃＤＮＡマイクロアレイデータのデータセットを、簡単な１クラスＳＡＭ（one-
class SAM）を用いて分析することによりＥＳＣＧＰを同定し、それにより、該遺伝子を
、ＥＳＣにおける発現レベルの一貫性の程度に従って順に並べた。これは、すべてのＥＳ
Ｃ株における発現レベルが一貫して高いまたは一貫して低い、その何れかである遺伝子は
、ＥＳＣ状態の維持において大切な機能を有すると考えられ、異なるパターンでのその発
現変化は、異なる方向に向かう分化に繋がる可能性があるという概念に基づいていた。こ
れらのＥＳＣ遺伝子は、ＣＳＣの異なる状態の維持においても機能を有すると考えられ、
そのため、ＣＳＣにおけるＥＳＣ遺伝子の異なる発現パターンは、腫瘍を、異なるタイプ
の治療に対して異なる生物学的悪性度および感受性を有する異なるサブタイプに分類し得
る。このＥＳＣＧＰリストから出発して、本試験では、前立腺癌の重要な予後および予測
遺伝子マーカーをいくつか同定した。
【００２０】
　ＷＯ２００８／０１３４９２Ａ１において同定された６４１種のＥＳＣＧＰのリストか
ら、本試験では、より少ないＥＳＣＧＰを使用した前立腺癌の分類を可能にし得る候補と
して、３３種のＥＳＣＧＰのサブセットを選択した。この候補は、例２Ａ（図１も参照の
こと）に記載されている３つの基準に従って、すなわち、ＥＳＣＧＰリストにおける順位
に従って、ならびに、前立腺癌サブタイプの分類に使用できる可能性がある遺伝子を同定
した、および前立腺癌と正常組織を区別することができる遺伝子を同定したこれまでの試
験（Ｌａｐｏｉｎｔｅら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、２００
４、１０１：８１１－８１６）に由来する遺伝子リストにおける順位に従って、選択した
。
【００２１】
　ＥＳＣＧＰリストに掲載されていないさらに５種の遺伝子を、第４の基準に従って選択
したが、これらは、前立腺癌において重要であることが報告され公知であった。報告され
た遺伝子は、前立腺癌の分類において、ＥＣＳＧＰ遺伝子の重要性を非ＥＳＣＧＰ遺伝子
と関連させて評価するための対照として使用した。さらに、これらの遺伝子は、前立腺癌
の分類において使用するための分子マーカーシグネチャー中に潜在的に含めることができ
た。
【００２２】
　３種の異なる前立腺癌細胞株における３３種の選択されたＥＳＣＧＰおよび５種の報告
された遺伝子の発現をＲＴ－ＰＣＲにより調査した（例２Ｂを参照のこと）。３３種の遺
伝子のうち、悪性度のそれほど高くない細胞株ＬＮＣａｐにおける発現パターンが悪性度
の高い細胞株ＤＵ１４５およびＰＣ３の場合とは異なる２４種の遺伝子（１９種のＥＳＣ
ＧＰおよび５種の報告された遺伝子）を同定した（図２を参照のこと）。これらの２４種
の遺伝子は、悪性度のそれほど高くない癌とより悪性度の高い癌を区別するための腫瘍分
類に有用である可能性が高いと判断された。このようにして、この２４種の遺伝子（２５
種の遺伝子マーカー）を、マルチプレックスｑＰＣＲの最適化、および、臨床転帰が既知
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である１８９名の前立腺癌患者由来の細針吸引（ＦＮＡ）検体において前立腺癌を分類す
る能力の評価のために選択した（例３Ａを参照のこと）。発現プロファイルが生存と相関
した遺伝子を、訓練セット、すなわち、１８９名の患者の全コホートのサブセットを用い
た分析により、最初に同定した。次いで、同定された有意な遺伝子が腫瘍を分類する能力
を、完全な患者コホートを用いた分析により確認した。
【００２３】
　本コホート中のすべての患者は、臨床的に有意な前立腺癌を有しており、患者の大半（
８０％）は、根治的前立腺切除術による治療も全線量（full dose）の放射線療法による
治療も受けなかったが、疾患が進行した際には、去勢療法による治療のみは受けた。した
がって、生存データは、根治治療法の、生物学的に悪性度の高い癌を有する何人かの患者
において早期に用いられた際には、癌、ひいては生命の危機を排除することができるとい
う治癒効果には影響されなかった。本コホートにおいて、追跡期間は７～２０年であり、
患者の大半（９４．５％）は死去したので、打切りデータが最小限である、真の全生存期
間の完全な分析が可能であった。これらの特徴は、生存予測のための新しいバイオマーカ
ーの発見を確実なものとし、ＰＳＡ無再発生存期間または無進行生存期間が全生存期間お
よび癌特異的生存期間の代わりに使用されている大半のこれまでの試験と比較して独特な
ものであった。
【００２４】
　本試験においては、全生存期間と癌特異的生存期間の両方を用いて、予後バイオマーカ
ーの臨床的価値を評価した。癌特異的生存期間は、癌細胞の生物学的悪性度により主に決
定される。しかし、予後パラメーターならびに予測パラメーター（たとえば、臨床的パラ
メーターおよび／またはバイオマーカーの発現）と癌特異的生存期間との間の相関の正確
度および重要性は、癌特異的生存期間の定義のされ方、データの収集のされ方、および、
他の競合する死亡原因を理由に打ち切られたデータの量に影響される可能性がある。他方
、全生存期間は、死因による打切りは一切なく、すべての死因が含まれる生存データであ
る。したがって全生存期間は、癌細胞の生物学的悪性度だけでなく、多くの他の因子、た
とえば、競合する疾患または共存症、合併症、ならびに治療の副作用、年齢、および平均
余命も反映する。前立腺癌患者の場合、患者の大半は高齢の時点で診断され、通常は、他
の競合する疾患、たとえば、心血管疾患、糖尿病、または他の悪性疾患を有することから
、全生存期間は癌特異的生存期間より重要性が高いと考えられる（Ｄａｓｋｉｖｉｃｈら
、Ｃａｎｃｅｒ　２０１１、Ａｐｒ　８．　ｄｏｉ：１０．１００２／ｃｎｃｒ．２６１
０４．［Ｅｐｕｂ　ａｈｅａｄ　ｏｆ　ｐｒｉｎｔ］）。
【００２５】
　１０種の分子マーカー遺伝子は、単変量解析により分析した際、全生存および／または
癌特異的生存との有意な相関を示した（表１を参照のこと）ことから、これらを前立腺腫
瘍の分類のため、予後予測のため、さらには、患者の腫瘍の分類に応じて患者に向けた治
療法決定を行うために、使用してもよい。これらは、Ｆ３（凝固第ＩＩＩ因子）、ＷＮＴ
５Ｂ（無翅型ＭＭＴＶ組込部位ファミリー、メンバー５Ｂ（wingless-type MMTV integra
tion site family, member 5B））、ＶＧＬＬ３（痕跡様３（vestigial like 3）（ショ
ウジョウバエ））、ＣＴＧＦ（結合組織成長因子）、ＩＧＦＢＰ３（インスリン様成長因
子結合タンパク質３）、ｃ－ＭＡＦ－ａ（ｖ－ｍａｆ筋腱膜線維肉腫癌遺伝子相同体の長
型（long form of v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog）（鳥類
））、ｃ－ＭＡＦ－ｂ（ｖ－ｍａｆ筋腱膜線維肉腫癌遺伝子相同体の短型（鳥類））、Ａ
ＭＡＣＲ（α－メチルアシル－ＣｏＡラセマーゼ）、ＭＵＣ１（ムチン１、細胞表面結合
性（cell surface associated））およびＥＺＨ２（ゼストエンハンサー相同体２（enhan
cer of zeste homolog 2）（ショウジョウバエ））であった。これらの１０種の遺伝子の
うち５種（Ｆ３、ＷＮＴ５Ｂ、ＣＴＧＦ、ＶＧＬＬ３、およびＩＧＦＢＰ３）は、胚性幹
細胞における発現が一貫して高いまたは低い遺伝子リストから同定されたＥＳＣＧＰであ
った。遺伝子のうち２種（ｃ－ＭＡＦ－ａおよびｃ－ＭＡＦ－ｂ）は、骨髄腫において重
要な機能を有することが公知の、これまでに報告された遺伝子であった。
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【００２６】
　この有意な遺伝子のうち３種（ＥＺＨ２、ＡＭＡＣＲ、およびＭＵＣ１）は、前立腺癌
との関連でこれまでに報告されている遺伝子である。いくつかのこれまでの試験から、バ
イオマーカー、たとえば、ＡＭＡＣＲ、ＥＺＨ２、ＭＵＣ１、ならびにＡＺＧＰ１、およ
び、根治的前立腺切除術後の、無再発生存と相関する、幹細胞性を有するシグネチャー（
stemness signature）が同定されている（Ｖａｒａｍｂａｌｌｙら、Ｎａｔｕｒｅ、２０
０２、４１９：６２４－９；Ｒｕｂｉｎら、ＪＡＭＡ、２００２、２８７：１６６２－７
０；Ｏｏｎら、Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｕｒｏｌ、２０１１、８：１３１－８；Ｌａｐｏｉｎｔ
ｅら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ、２００７、６７：８５０４－１０；Ｒｕｂｉｎら、Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌ　Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ　Ｐｒｅｖ、２００５、１４：１４
２４－３２；Ｓｔｒａｗｂｒｉｄｇｅら、Ｂｉｏｍａｒｋ　Ｉｎｓｉｇｈｔｓ、２００８
、３：３０３－１５；Ｇｌｉｎｓｋｙら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ、２００８、２８４
６－５３；Ｇｌｉｎｓｋｙら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ、２００５、１１５：１５０
３－２１）。今回の結果は、前立腺癌ＦＮＡ検体におけるＭＵＣ１、ＡＭＡＣＲ、および
ＥＺＨ２の発現レベルが癌特異的生存または全生存の何れかと実際に相関することを示し
ている。しかし、これまでに報告された遺伝子マーカーのうち、ｃ－ＭＡＦ－ａによる相
関だけが、本試験において同定されたＥＳＣＧＰ、Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、およびＶＧＬＬ
３による相関と同程度に強かった。
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【表１－２】

【００２７】
　ＥＺＨ２を除くこれらの有意な遺伝子すべての発現レベル（ΔＣｔ値と逆相関する）は
、生存期間と正の相関を示した（表１、ハザード比＞１）。ＦＮＡ検体におけるＥＺＨ２
の発現レベルのみが、患者の生存期間と逆相関した。この、ＥＺＨ２の負の相関は、文献
に記載された癌遺伝子としての役割と一致していた。ＥＺＨ２、ＡＭＡＣＲ、ＩＧＦＢＰ
３、およびｃ－ＭＡＦ－ａ遺伝子の今回の結果は、これまでの試験の関連する結果に沿っ
ている（Ｖａｒａｍｂａｌｌｙら、Ｎａｔｕｒｅ、２００２、４１９：６２４－９；Ｒｕ
ｂｉｎら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌ　Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ　Ｐｒｅｖ、２０
０５、１４：１４２４－３２；Ｍｅｈｔａら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ、２０１１、７１：
５１５４－６３；Ｌｉら、Ｇｅｎｅｓ　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ　Ｃａｎｃｅｒ、１９９
９、２４：１７５－８２）。ＩＧＦＢＰ３は、前立腺癌の転移過程の抑制において十分に
証明された機能を有する（Ｍｅｈｔａら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ、２０１１、７１：５１
５４－６３）。
【００２８】
　ＭＵＣ１およびＦ３による生存期間との正の相関は、予想外であった。Ｆ３およびＭＵ
Ｃ１は、文献に記載された、癌発生の促進における機能を有する（Ｓｔｒａｗｂｒｉｄｇ
ｅら、Ｂｉｏｍａｒｋ　Ｉｎｓｉｇｈｔｓ、２００８、３：３０３－１５；Ｋａｓｔｈｕ
ｒｉら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ、２００９、２７：４８３４－８）。生存期間との正
の相関は、Ｆ３およびＭＵＣ１の発現レベルが高い前立腺癌細胞は、強くアンドロゲン依
存的であり、去勢治療に感受性であることを示していると考えられる（Ｓｔｒａｗｂｒｉ
ｄｇｅら、Ｂｉｏｍａｒｋ　Ｉｎｓｉｇｈｔｓ、２００８、３：３０３－１５；Ｋａｓｔ
ｈｕｒｉら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ、２００９、２７：４８３４－８；Ｍｉｔｃｈｅ
ｌｌら、Ｎｅｏｐｌａｓｉａ、２００２、４：９－１８；Ｂｒｏｄｉｎら、Ｓｅｍｉｎ　
Ｔｈｒｏｍｂ　Ｈｅｍｏｓｔ、２００１、３７：８７－９４）。他の癌において類似の二
重の側面を有する予後および予測マーカーがいくつかあり、たとえば、乳癌におけるＨＥ
Ｒ－２／ｎｅｕ／ＥＲＢＢ２の増幅では、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ／ＥＲＢＢ２の増幅を伴う
乳癌は、悪性度の高い生物学的かつ臨床的特徴を有するが、トラスツズマブ（Tratsuzuma
b）（ハーセプチン）治療に応答を示し、生存の延長がもたらされた。
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【００２９】
　前立腺癌におけるＶＧＬＬ３の機能は、依然として不明である。
【００３０】
　すべての臨床的パラメーターとは独立に生存期間との相関を示す遺伝子を同定するため
に、多変量解析をさらに行った（例３Ａを参照のこと）。４種の遺伝子（Ｆ３、ＩＧＦＢ
Ｐ３、ＣＴＧＦ、およびＡＭＡＣＲ）は、すべての臨床的パラメーターとは独立に、全生
存と癌特異的生存の両方との相関を示した（図４Ａ～Ｋ）。この４種の遺伝子は、ＡＭＡ
ＣＲ以外は、すべてＥＳＣＧＰのリストに掲載されているものであった。２種の遺伝子（
ＷＮＴ５ＢおよびＥＺＨ２）は、臨床的パラメーターとは独立に癌特異的生存との相関を
示し、１種の遺伝子（ＶＧＬＬ３）は、臨床的パラメーターとは独立に全生存との相関を
示した。
【００３１】
　生存の予測における複数の遺伝子の可能な相加または相乗効果を研究するために、一連
の教師なし階層的クラスタリング解析において１０種の有意な遺伝子の異なる組合せを調
べた（例３Ｂおよび図６～７を参照のこと）。重要なことに、同様の様式で腫瘍を、全生
存および癌特異的生存に有意差がある３つのサブグループまたはサブタイプに分類するこ
とができる２種のシグネチャーを同定した。第１のＥＳＣＧＰシグネチャー（シグネチャ
ー１）には、遺伝子ＶＧＬＬ３、ＩＧＦＢＰ３、およびＦ３が含まれる。第２のＥＳＣＧ
Ｐシグネチャー（シグネチャー２）には、遺伝子ｃ－ＭＡＦ－ａ、ＩＧＦＢＰ３、および
Ｆ３が含まれる。この分類は、患者の全生存および癌特異的生存の予測と強い相関を有し
ており、それらの予測に使用できた（図６～７および表２～３を参照のこと）。この予後
および予測の発現シグネチャーは、年齢、ＰＳＡレベル、腫瘍異型度、および臨床病期と
は独立していた。
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【００３２】
　加えて、遺伝子ＩＧＦＢＰ３およびＦ３のみの組合せ（ＥＳＣＧＰシグネチャー３）が
腫瘍検体を分類し生存を予測する能力の有無を調べた（例３Ｄを参照のこと）。腫瘍検体
は、教師なし階層的クラスタリングを用いて３つの群にまず分類した（図１３）。Ｃｏｘ
比例ハザード解析により決定したように、この分類は患者の全生存および癌特異的生存に
対して強い相関を有し、それらの予測に使用できると考えられる（表４～５を参照のこと
）。
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【表４】

【表５】

【００３３】
　本試験において見出された最も重要なマーカー遺伝子は、全生存と癌特異的生存の両方
との相関を示した。これは、他の疾患が直接の原因である死亡に前立腺癌または治療の副
作用も寄与していた可能性に部分的によるものであった。これはまた、ＥＳＣＧＰシグネ
チャーは、体内で、癌幹細胞と一定のタイプの正常な幹細胞の両方により共有されること
が可能であるという事実に部分的によるものであった可能性がある。したがって、ＥＳＣ
ＧＰシグネチャーは、癌と他の疾患のどちらの発症においても重要性を有しうる。たとえ
ば、癌と糖尿病の両方において重要な抑制機能を有するＩＧＦＢＰ３が同定されている（
Ｙｅａｐら、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ、２０１１、１６４：７１５－２３；Ｍ
ｅｈｔａら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ、２０１１、７１：５４５１－６３）。
【本発明の態様】
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【００３４】
　第１の側面において、本発明は、対象における前立腺癌を分類する方法であって、
　ａ）対象由来の検体中の遺伝子Ｆ３およびＩＧＦＢＰ３の遺伝子発現レベルを決定する
こと、言い換えれば、前記遺伝子の遺伝子発現パターンを決定することと、
　ｂ）ａ）において決定された遺伝子発現レベル、すなわち遺伝子発現パターンを、それ
ぞれ高リスクまたは低リスクの腫瘍を有することが既知の参照患者（reference patient
）における同じ遺伝子の参照遺伝子発現（reference gene expression）と比較すること
により腫瘍を分類することと、
　ｃ）ａ）において決定された遺伝子発現レベル／遺伝子発現パターンが、高リスクの腫
瘍を有する参照患者の参照遺伝子発現とマッチする場合には、対象における腫瘍は高リス
クの腫瘍であると結論し、ａ）において決定された遺伝子発現レベルが、低リスクの腫瘍
を有する参照患者の参照遺伝子発現とマッチする場合には、対象における腫瘍は低リスク
の腫瘍であると結論することと
を含む方法を提供する。
【００３５】
　好ましい一態様においては、遺伝子Ｆ３およびＩＧＦＢＰ３、ならびに、ＶＧＬＬ３と
ｃ－ＭＡＦの何れかの発現レベルは、ステップａ）において決定され、それから腫瘍の分
類に用いられる。好ましくは、Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、およびＶＧＬＬ３の発現レベルが決
定される。
【００３６】
　これらの遺伝子シグネチャーは、前立腺癌腫瘍の分類にとりわけ有用であることが示さ
れており（図６～７）、その結果得られる分類は、前立腺癌患者における生存と有意に相
関することが示されている（図６および９～１２、表２および３）。
【００３７】
　したがって、一態様において、ステップａ）は、遺伝子ＶＧＬＬ３およびｃ－ＭＡＦの
うち１種以上、好ましくはＶＧＬＬ３の遺伝子発現レベルを決定することをさらに含む。
【００３８】
　さらなる一態様において、ステップａ）は、遺伝子ＷＮＴ５ＢおよびＣＴＧＦ、ＥＺＨ
２、ＡＭＡＣＲ、およびＭＵＣ１のうち１種以上についての遺伝子発現レベルを決定する
ことをさらに含む。
【００３９】
　第２の側面において、本発明は、対象における前立腺癌を分類する方法であって、
　ａ）対象由来の検体中における、Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、ＶＧＬＬ３、ｃ－ＭＡＦ、ＷＮ
Ｔ５Ｂ、および／またはＣＴＧＦから選択される少なくとも１種の遺伝子の遺伝子発現レ
ベルを決定するステップと、
　ｂ）ａ）において決定された遺伝子発現レベルを、それぞれ高リスクまたは低リスクの
腫瘍を有することが既知の参照患者における同じ遺伝子（複数可）の参照遺伝子発現と比
較することにより腫瘍を分類するステップと、
　ｃ）ａ）において決定された遺伝子発現レベルが、高リスクの腫瘍を有する参照患者の
参照遺伝子発現とマッチする場合には、対象における腫瘍は高リスクの腫瘍であると結論
し、ａ）において決定された遺伝子発現レベルが、低リスクの腫瘍を有する参照患者の参
照遺伝子発現とマッチする場合には、対象における腫瘍は低リスクの腫瘍であると結論す
るステップと
を含む方法を提供する。
【００４０】
　本発明のこの第２の側面は、前立腺癌を有する対象由来の検体中におけるＦ３、ＩＧＦ
ＢＰ３、ＶＧＬＬ３、ｃ－ＭＡＦ、ＷＮＴ５Ｂ、およびＣＴＧＦのうち何れかの発現は、
前記対象における疾患状態の指標として役立ち得るという、ここで認識される事実に基づ
く。本発明者らは、前記遺伝子の何れかの遺伝子発現レベルと生存との間に正の相関があ
ることを見出している。より特定すれば、本発明の発明者らは、Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、Ｖ
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ＧＬＬ３、ｃ－ＭＡＦ、ＷＮＴ５Ｂ、およびＣＴＧＦのうち何れかの高レベルの発現と、
より長い生存期間、したがって低リスクの腫瘍との間の相関を見出している。他方、前記
遺伝子のうち何れかの低レベルの発現は、より短い生存、ひいては高リスクの腫瘍と相関
する。
【００４１】
　この第２の側面の一態様において、遺伝子Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、ＶＧＬＬ３、ｃ－ＭＡ
Ｆ、ＷＮＴ５Ｂ、およびＣＴＧＦのうち少なくとも２種、たとえば２種、３種、または４
種の発現レベルは、本発明による方法のステップａ）において決定され、それから腫瘍の
分類に用いられる。
【００４２】
　さらなる一態様において、遺伝子Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、ＶＧＬＬ３、ｃ－ＭＡＦ、ＷＮ
Ｔ５Ｂ、およびＣＴＧＦのすべての発現レベルは、本発明による方法のステップａ）にお
いて決定され、それから腫瘍の分類に用いられる。
【００４３】
　また別の態様において、発現レベルはさらに、つまり前述の組合せのうち何れかに加え
、遺伝子ＥＺＨ２、ＡＭＡＣＲ、およびＭＵＣ１のうち少なくとも１種についても決定さ
れ、それから分類に用いられる。
【００４４】
　前立腺癌患者における前記遺伝子のうち１つの発現レベルが高いかそれとも低いかとい
うことは、患者由来の検体における遺伝子発現レベルを、それぞれ高リスクまたは低リス
クの腫瘍を有することが既知の参照患者または参照患者群における同じ遺伝子（複数可）
の参照遺伝子発現値と比較することにより、決定できる。患者検体における選択された遺
伝子（複数可）の発現レベルが、低リスクの腫瘍を有することが既知の参照患者における
同じ遺伝子の発現レベルと同程度に高いまたはそれより高い場合には、対象の腫瘍は低リ
スクであるとして分類し得る。患者検体における選択された遺伝子（複数可）の発現レベ
ルが、高リスクの腫瘍を有することが既知の参照患者における同じ遺伝子の発現レベルと
同程度に低いまたはそれより低い場合には、対象の腫瘍は、高リスクであるとして分類し
得る。参照患者群を比較対照として用いる際は、参照患者群における選択された遺伝子（
複数可）の発現レベルの中間値（medium）または中央値を参照遺伝子発現値として用いて
もよい。
【００４５】
　選択された遺伝子の遺伝子発現レベルを参照患者の参照遺伝子発現とマッチングするこ
ととは、遺伝子発現レベルを１種の遺伝子について決定する際には、選択された遺伝子の
発現レベルが、低リスクの腫瘍を有することが既知の参照患者における参照遺伝子発現と
同程度に高いまたはそれより高いとき、遺伝子発現レベルは当該参照遺伝子発現とマッチ
することを意味する。同様に、選択された遺伝子の発現レベルが、高リスクの腫瘍を有す
ることが既知の参照患者における参照遺伝子発現と同程度に低いまたはそれより低いとき
、遺伝子発現レベルは当該参照遺伝子発現とマッチする。
【００４６】
　選択された遺伝子の遺伝子発現レベルを参照患者の参照遺伝子発現とマッチングするこ
ととは、遺伝子発現レベルを２種以上の遺伝子について決定する際には、この２種以上の
選択された遺伝子の全体的な遺伝子発現パターンが、参照患者における、この２種以上の
選択された遺伝子の全体的な参照遺伝子発現パターンとマッチしなければならないことを
意味する。したがって、選択された遺伝子の両方またはすべての発現は、１種ずつ評価さ
れる場合は、選択された遺伝子の参照遺伝子発現と１種ずつ完全にマッチする必要はない
。むしろ、その遺伝子のうち１種についての遺伝子発現レベルが非常に高ければ、より低
レベルの他の遺伝子（複数可）を補うことがあり、この場合でも、発現パターンはマッチ
ングしているとみなされよう。遺伝子発現パターンとは、２種以上の遺伝子を選択した場
合の遺伝子についての遺伝子発現レベルを意味する。
【００４７】



(17) JP 6049739 B2 2016.12.21

10

20

30

40

50

　対象および参照患者それぞれから得られた遺伝子発現プロファイルのマッチングは、た
とえば、当技術分野において公知である方法によって、対象の検体と参照検体の両方に由
来する遺伝子発現データを使用した階層的クラスタリングを用いて行ってもよい（たとえ
ば、Ｅｉｓｅｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、１９９８、９
５：１４８６３－８を参照のこと）。クラスタリング法は、大きいデータセットにおける
トレンドの評価に適している。教師なしクラスタリング、たとえば階層的クラスタリング
は、データに目を通すだけでは容易に認識されないであろうデータセットにおいて群また
はクラスを検出するために有利に用いられる。自身の腫瘍を分類されることになる患者が
、低リスクの腫瘍を有することが既知である参照患者と一緒にクラスター化または群化さ
れる場合には、その患者の腫瘍も低リスクの腫瘍として分類される。自身の腫瘍を分類さ
れることになる患者が、高リスクの腫瘍を有することが既知である参照患者と一緒にクラ
スター化または群化される場合には、その患者の腫瘍も高リスクの腫瘍として分類される
。
【００４８】
　高リスクの腫瘍とは、腫瘍サブタイプが既知であり生存が既知である患者群を用いて決
定される場合に、腫瘍サブタイプが、低リスクの腫瘍より短い全生存期間および／または
癌特異的生存期間を伴うことを意味する。サブタイプは、たとえば、一定の臨床的パラメ
ーターまたは一定の遺伝子の一定の発現を有する腫瘍サブタイプとして定義し得る。サブ
タイプが既知であり生存期間が既知である患者間の生存期間に有意差があるかどうかを決
定する際には、当技術分野において周知であるハザード比の計算を用い得る（Ｃｏｘ　Ｄ
Ｒ、Ｊ　Ｒｏｙａｌ　Ｓｔａｔｉｓｔ　Ｓｏｃ　Ｂ、１９７２、３４：１８７－２２０）
。ある群におけるハザードは、事象、たとえば死亡が発現する比率である。１つの群にお
けるハザードは、他の群におけるハザードの定比例であると仮定される。この割合がハザ
ード比である。したがって、ハザード比が、有意性を伴って、１より高いまたは低い場合
、１つの群にとって、他を超える、より高いリスクがある。
【００４９】
　腫瘍の分類には、高リスクおよび低リスクより多いクラス、たとえば、１つ以上の中リ
スク群（複数可）を含ませることもできる。
【００５０】
　対象由来の検体は、腫瘍検体、たとえば、細針吸引（ＦＮＡ）、針生検により、または
外科手術により得られる腫瘍検体であってもよい。あるいは、検体は、対象から得られる
血液検体、血漿、血清、脳脊髄液、尿、精液、浸出液、または大便検体であってもよい。
とりわけ、ＩＧＦＢＰ３およびＦ３についての遺伝子発現レベルは、血液検体の分析によ
り有利に決定し得る。
【００５１】
　一態様において、選択された遺伝子の遺伝子発現レベルは、遺伝子から発現されるＲＮ
ＡまたはｍＲＮＡの量を定量化することにより決定される。ＲＮＡまたはｍＲＮＡの量は
、例を挙げれば、マイクロアレイ技術、ノーザンブロッティング、および定量ＰＣＲ（ｑ
ＰＣＲ）、たとえばリアルタイム定量ＰＣＲ（ｑｒｔ－ＰＣＲ）、任意にマルチプレック
スＰＣＲ、または当技術分野において公知の、遺伝子発現の測定のための任意の他の方法
から選択される方法を用いて決定し得る。
【００５２】
　たとえば、本発明者らは、本試験において、前立腺の細針吸引（ＦＮＡ）検体における
いくつかの選択されたマーカー遺伝子の発現レベルを測定するための簡単なマルチプレッ
クス定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）法を開発した。開発された方法は、患者から採取された任意
の腫瘍または血液検体における発現レベルを測定するためにも用い得る。
【００５３】
　このアプローチの１つの重要な技術的利点は、本発明のマーカー遺伝子は幹細胞アプロ
ーチを通じて同定され、癌幹細胞機能にとって重要であると考えられるにもかかわらず、
腫瘍検体からＣＳＣを直接分離する必要がないということである。本試験において確立さ
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の効果を予測するために、慣例的な針生検または吸引細胞診由来の新鮮な検体の分析に直
接適用することができる。本試験において分析したすべての検体は、ｑＰＣＲ分析のため
の高品質の純粋な癌細胞ＲＮＡの分離を確実にするであろう新鮮な凍結された細胞診由来
の細胞スプレッド（fresh-frozen cytological cell spread）であった。しかし、ＦＮＡ
細胞診スプレッド（cytology spread）のスライドガラス上の細胞が少なすぎたことが原
因で、ＲＮＡ分離はいくつかの事例において成功しなかった。この問題は、新鮮なＦＮＡ
細胞懸濁液、または、ＲＮＡ分離のための針生検由来の顕微切断された腫瘍検体を直接使
用することにより、将来的な臨床適用においては容易に解決できる。
【００５４】
　本発明のマーカー遺伝子（Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、ＶＧＬＬ３、ｃ－ＭＡＦ、ＷＮＴ５Ｂ
、およびＣＴＧＦ）はタンパク質をコードしていることから、免疫化学または他のタンパ
ク質分析方法を用いて、それらの遺伝子発現の推定値またはそれと相関するものとしてそ
れらのタンパク質発現を測定することも可能である。したがって、本発明の一態様におい
て、遺伝子発現レベルは、前記遺伝子によりコードされているタンパク質の量を測定する
ことにより、間接的に決定し得る。タンパク質の量は、例を挙げれば、以下の方法、たと
えば、免疫組織化学的検査、ウエスタンブロッティング、酵素イムノアッセイ、たとえば
ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、および質量分析、ならびに、当技術分野において公知のタンパク質
検出のための他の方法を用いて決定し得る。
【００５５】
　当業者であれば、本発明の有用性は本発明のマーカー遺伝子の何らかの特定のバリアン
トの遺伝子発現の定量化に限定されないことを認識するであろう。非限定的な例として、
このマーカー遺伝子は、表４において特定されるコード配列およびアミノ酸配列を有し得
る。いくつかの態様においては、マーカー遺伝子は、掲載されている配列と少なくとも８
５％同一または類似であるｃＤＮＡ配列またはアミノ酸配列、たとえば、表４に掲載され
ている配列と、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、
９７％、９８％、または少なくとも９９％同一または類似であるｃＤＮＡ配列またはアミ
ノ酸配列を有する。
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【表６】

【００５６】
　用語「％同一」は、本明細書を通じて使用するものについては、次のように計算する。
クエリ配列を、ＣＬＵＳＴＡＬ　Ｗアルゴリズムを用いて標的配列とアラインさせる（Ｔ
ｈｏｍｐｓｏｎ，Ｊ．Ｄ．、Ｈｉｇｇｉｎｓ，Ｄ．Ｇ．、およびＧｉｂｓｏｎ，Ｔ．Ｊ．
、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２２：４６７３－４６８０（１９９
４））。比較は、アラインされた配列のうち最も短いものに対応するウインドー上で行う
。アラインされた配列のうち最も短いものは、場合によっては標的配列であってもよい。
他の場合においては、クエリ配列は、アラインされた配列のうち最も短いものを構成して
いてもよい。各位置のアミノ酸残基を比較し、標的配列において同一の対応を有するクエ
リ配列の位置数の百分率を、％同一として報告する。
【００５７】
　用語「％類似」は、本明細書を通じて使用するものについては、次の方式で計算する。
配列アラインメントおよび比較は、％同一の計算に関して記載されているとおりに基本的
には実施する。しかし、「類似性」は、次のように解釈されるべきである。２つのアミノ
酸残基は、それらが同じ群のアミノ酸残基に属している場合には、類似とみなされる。ア
ミノ酸残基の群の非限定的な例は、疎水性の群：アミノ酸残基Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｐｈｅ、
Ｐｒｏ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｔｒｐ、Ｍｅｔ、およびＣｙｓを含む；塩基性の群：アミノ酸
残基Ｌｙｓ、Ａｒｇ、およびＨｉｓを含む；酸性の群：アミノ酸残基ＧｌｕおよびＡｓｐ
を含む；親水性の群：非荷電性のアミノ酸残基Ｇｌｎ、Ａｓｎ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、および
Ｔｙｒを含む；ならびに、天然の群：アミノ酸残基Ｇｌｙを含む、である。したがって、
各位置のアミノ酸残基を比較し、標的配列において類似の対応を有するクエリ配列の位置
数の百分率を、％類似として報告する。
【００５８】
　本発明による、前立腺癌を有する対象における腫瘍を分類するための方法は、多くの利
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益を有し得る。たとえば、本発明の一態様の場合と同様に、この方法は、前記対象の生存
期間を予測するために用いてもよい。低リスクの腫瘍であるとして分類される腫瘍を有す
る対象の場合は、対象は良好な予後を有することが示されるが、高リスクの腫瘍であると
して分類される腫瘍を有する対象の場合は、対象は不良な予後を有することが示される。
【００５９】
　対象の不良な予後は、良好な予後を有すると予測されている対象と比較して、ある対象
の生存の可能性が低下しているまたは生存期間が短縮していることを意味することがある
。不良な予後は、その患者が、良好な予後を有する患者と比較して再発または転移のリス
クが高くなっていることを意味することもある。例を挙げると、低リスクの腫瘍を有する
患者の５年生存の可能性は、９０％またはそれ以下、たとえば８５％、８０％、７５％、
７０％、６０％、またはそれより低いこともあり、高リスク群における５年生存の可能性
は、５０％またはそれ以下、たとえば４５％、４０％、３０％、２０％、１０％、または
それより低いこともある。低リスクの腫瘍を有する患者の生存期間の長さの中央値は、同
様に、６年またはそれ以上、たとえば７年、８年、９年、１０年、またはそれより長いこ
ともあり、高リスクの腫瘍を有する患者の生存期間の長さの中央値は、５年またはそれ以
下、たとえば４年、３年、２年、１年、またはそれより短いこともある。
【００６０】
　本発明の一態様においては、臨床的パラメーターを用いた生存予測を改善するために、
腫瘍の分類を使用してもよい。本発明者らは、たとえば、臨床的パラメーターのみを用い
る従来の予測モデルに、シグネチャー１（ＶＧＬＬ３、ＩＧＦＢＰ３、およびＦ３）を用
いたサブタイプ分類を加えると、予測の正確度が有意に改善されることを示している（例
３Ｃ）。
【００６１】
　一側面において、本発明は、患者に向けた将来的な治療法の決定を行うための方法であ
って、その決定が、本発明による分類に依存している方法を提供する。高リスクの腫瘍で
あるとして分類されている腫瘍を有する患者には、低リスクの腫瘍を有する患者より根治
的または治癒的な治療法が、しかもより初期の病期の時点で必要である。根治的または治
癒的な治療法には、前立腺切除術、放射線、化学療法、去勢、またはそれらの組合せから
選択される治療計画が含まれる。低リスクの腫瘍として分類されている腫瘍を有する患者
は、根治的な治療も治癒的な治療もそれほどまたはまったく必要としないが、無治療経過
観察または積極的監視に割り当てられる可能性がある。本発明の一定の態様において、高
リスクまたは中リスクの腫瘍サブタイプの限局性癌を有する患者は、早急に根治的または
治癒的な治療を必要とするが、低リスクの腫瘍サブタイプの限局性癌を有する患者は、無
治療経過観察に安全に割り当てることができ、不安はほとんどないが、その理由は、去勢
療法は、疾患が進行している症例においてもやはり、長期間の生存を保証するものとなり
得るからである。診断時点で進行癌を有する患者の場合、低リスクサブタイプの患者は、
去勢療法または抗アンドロゲン療法から最大の利益を得ることができるが、高リスクおよ
び中リスクサブタイプの患者は、化学療法または他の新しい療法により早期に治療される
必要がある場合がある。
【００６２】
　一側面において、本発明は、前立腺癌を有すると診断されており、その腫瘍が本発明に
従って分類されている対象を、前述のとおりに行われた治療法決定に従って治療する方法
をさらに提供する。
【００６３】
　一側面において、本発明は、遺伝子ＩＧＦＢＰ３、Ｆ３、ＶＧＬＬ３、ｃ－ＭＡＦ、Ｗ
ＮＴ５Ｂ、および／もしくはＣＴＧＦのうち何れか、またはそれらからコードされている
タンパク質の、前立腺癌の予後マーカー（複数可）としての使用を提供する。この側面の
多様な態様において、本発明は、遺伝子ＩＧＦＢＰ３、Ｆ３、ＶＧＬＬ３、ｃ－ＭＡＦ、
ＷＮＴ５Ｂ、および／もしくはＣＴＧＦ、またはそれらからコードされているタンパク質
のうち２種、３種、またはそれを超える組合せの、前立腺癌の予後マーカーとしての使用
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に、ＶＧＬＬ３とｃ－ＭＡＦの何れか、またはそれらからコードされているタンパク質の
組合せの、前立腺癌の予後マーカーとしての使用を提供する。
【００６４】
　一側面において、本発明は、前立腺癌と診断された対象における腫瘍を分類するための
固体の支持体またはキットであって、遺伝子発現を決定するのに有用であり、遺伝子ＩＧ
ＦＢＰ３、Ｆ３、ＶＧＬＬ３、ｃ－ＭＡＦ、ＷＮＴ５Ｂ、およびＣＴＧＦのうち少なくと
も２種の組合せに特異的である核酸プローブまたは抗体を含む固体の支持体またはキット
を提供する。その一態様において、前記固体の支持体またはキットは、ＩＧＦＢＰ３およ
びＦ３に特異的である核酸プローブまたは抗体を含む。別の態様においては、固体の支持
体またはキットは、ＩＧＦＢＰ３およびＦ３、ならびに、ＶＧＬＬ３とｃ－ＭＡＦの何れ
かまたは両方に特異的である核酸プローブまたは抗体を含む。また別の態様において、固
体の支持体またはキットは、ＥＺＨ２、ＡＭＡＣＲ、およびＭＵＣ１に特異的である核酸
プローブまたは抗体をさらに含む。
【００６５】
　固体の支持体は、アレイ、たとえばｃＤＮＡマイクロアレイ、ポリヌクレオチドアレイ
、またはタンパク質アレイであってもよい。
【００６６】
　キットの態様のうち何れかのための核酸プローブは、たとえば、表６に開示する配列か
ら選択し得る。そのようなキットは、マルチプレックスＰＣＲ、たとえばマルチプレック
ス定量ＰＣＲを用いた遺伝子発現レベルの決定にとりわけ有用である。
【００６７】
　キットは、遺伝子発現レベルの測定に必要なさらなる試薬、たとえば、選択された方法
によっては、結合または増幅された核酸または抗体を検出および／または定量化するため
の二次標識されたプローブまたは親和性リガンドを含むこともできる。そのような標識は
、核酸プローブまたは抗体と、直接付着または連結させることもできる。
【００６８】
　キットは、キットを容易かつ効率的に使用できるようにするための多様な補助物質、た
とえば溶媒、洗浄用緩衝液などをさらに含んでもよい。加えて、キットは、既知の高リス
クまたは低リスクの腫瘍を有する患者から同じ方法を用いて得られた、参照検体、または
、参照遺伝子発現レベル値についての情報を、さらに、有利に含んでもよい。
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【表７】

【図面の簡単な説明】
【００６９】
【図１】図１は、前立腺癌における重要な候補ＥＳＣＧＰの同定のためのアプローチを示
す。Ａ．前立腺癌の予後予測のための候補ＥＳＣＧＰの段階的な同定。Ｂ．１９種の高順
位のＥＳＣＧＰおよび５種の対照遺伝子を、例２Ａに開示する４つの基準に従って選択し
た。Ｃ．これらの２４種の遺伝子の発現を、前立腺癌細胞株を用いたｑＰＣＲにより検証
（verify）した。遺伝子発現パターンを、遺伝子の中央値を中心化したΔＣｔ値を用いて
Ｔｒｅｅｖｉｅｗソフトウェアを使用することにより視覚化した。遺伝子発現レベルは、
薄い灰色から黒色に向かって上昇していたが、ΔＣｔ値は薄い灰色から黒色に向かって低
下していた。白色は欠損データを表す。
【図２】図２は、ＥＳＣＧＰの発現を、例２Ｂに記載されている、前立腺癌細胞株を用い
たＲＴ－ＰＣＲにより示す。３４種のＥＳＣＧＰおよび５種の対照遺伝子（ｃ－ＭＡＦ、
ＡＺＧＰ１、ＡＭＡＣＲ、ＭＵＣ１、およびＥＺＨ２）の発現パターンを、各反応につい
てのテンプレートとして５０ｎｇのｃＤＮＡを用いたＲＴ－ＰＣＲにより、３種の前立腺
癌株（ＬＮＣａＰ、ＤＵ１４５、およびＰＣ３）を用いて検証した。グリセルアルデヒド
－３－ホスフェートデヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）を、内部ローディングコントロール
遺伝子（internal loading control gene）として使用した。
【図３】図３は、シングルｑＰＣＲとの比較による４プレックスｑＰＣＲの正確度の検証
を示す。一連のｃＤＮＡ希釈アッセイ（ｃＤＮＡ検量線法（cDNA standard curve method
））において、シングルｑＰＣＲおよび４プレックスｑＰＣＲの結果を比較した。４プレ
ックスｑＰＣＲの最適化された条件は、シングルｑＰＣＲの結果と最も類似している結果
をもたらした条件と定義した。
【図４－１】図４Ａ～Ｋは、すべての臨床的パラメーターとは独立に生存期間との相関を
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示すマーカー遺伝子を同定するために行った多変量解析の結果の表を示す（例３Ａを参照
のこと）。
【図４－２】（続葉）
【図４－３】（続葉）
【図４－４】（続葉）
【図４－５】（続葉）
【図４－６】（続葉）
【図５】図５は、ＥＳＣＧＰシグネチャー１およびＥＳＣＧＰシグネチャー２による、訓
練セットの患者の腫瘍サブタイプ分類を示す。訓練セットにおいては、３６名分のＦＮＡ
検体のうち２８名分は、４種の有意な遺伝子（Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、ＶＧＬＬ３、および
ｃ－ＭＡＦ－ａ）についての発現データを有した。異なる遺伝子の組合せによる一連のク
ラスター解析から、２種の遺伝子の組合せまたはシグネチャーは、類似の様式で、検体を
、生存と強い相関がある３つのサブタイプに分類することができることが示された。第１
の遺伝子の組合せ（ＥＳＣＧＰシグネチャー１）には、Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、およびＶＧ
ＬＬ３が含まれ、第２の遺伝子の組合せ（ＥＳＣＧＰシグネチャー２）には、Ｆ３、ＩＧ
ＦＢＰ３、およびｃ－ＭＡＦ－ａが含まれた。遺伝子発現レベルは、ΔＣｔ値の低下に伴
い上昇する。
【図６－１】図６は、ＥＳＣＧＰシグネチャー１（Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、およびＶＧＬＬ
３）により分類された腫瘍サブタイプ間の生存差を示す。Ａ．９５名の患者のＦＮＡ検体
を、例３Ｂに記載されているＥＳＣＧＰシグネチャー１（ＶＧＬＬ３、ＩＧＦＢＰ３、お
よびＦ３）により３つの腫瘍サブタイプまたは群（第１群、第２群、および第３群）に分
類した。各患者の臨床的パラメーターは、異なる四角により示されるようにマークしてあ
る。空白の四角は、それぞれ、より長い生存、より低いＰＳＡレベル、限局した臨床病期
、または十分／中等度に分化した腫瘍異型度を表すものとした。塗りつぶし方の異なる四
角は、より短い生存、より高いＰＳＡレベル、進行した臨床病期、不十分に分化した腫瘍
異型度を表すものとした。遺伝子発現レベルは、ΔＣｔ値の低下に伴い上昇する。
【図６－２】Ｂ．３つのサブグループの全生存率および癌特異的生存率分析を、カプラン
マイヤー曲線により示した。Ｃ．診断時点でＰＳＡ≦５０ｎｇ／ｍｌの患者のカプランマ
イヤー生存曲線。
【図６－３】Ｄ．診断時点で年齢が≦７３歳の患者のカプランマイヤー生存曲線。Ｅおよ
びＦは、３つのサブタイプまたは群間の生存期間差を示す統計の箱ひげ図であった。箱の
両端は、第１四分位数および第３四分位数であり、箱の中間を横切る直線は、９５％信頼
区間（ＣＩ）での中央値を表した。ｐ値をｔ検定により計算し、後ろに星印が付いている
ｐ値は、統計的に有意なｐ値であった。
【図７】図７は、ＥＳＣＧＰシグネチャー２による完全セットの患者の腫瘍サブタイプ分
類を示す。同じ９５名分のＦＮＡ検体を、ＥＳＣＧＰシグネチャー２（Ｆ３、ＩＧＦＢＰ
３、およびｃ－ＭＡＦ－ａ）により、３つの主要な腫瘍サブタイプまたは群（第１群、第
２群、および第３群）に分類した。遺伝子発現レベルは、ΔＣｔ値の低下に伴い上昇する
。
【図８－１】図８は、ＰＳＡ、年齢、臨床病期、および腫瘍異型度により定義された患者
群のカプランマイヤー生存曲線を示す。Ａ．図６に示す９５名の患者のうち８７名は、診
断時点での血清ＰＳＡおよび生存のデータを有した。患者を２つの群に分け、一方はＰＳ
Ａ＞５０ｎｇ／ｍｌ、他方はＰＳＡ≦５０ｎｇ／ｍｌとした。Ｂ．図６に示す９５名の患
者のうち９２名は、診断時点の年齢および生存のデータを有した。患者を２つの群に分け
、一方は年齢≦７３歳、他方は年齢＞７３歳とした。
【図８－２】Ｃ．図６に示す９５名の患者のうち８９名は、臨床病期および生存のデータ
を有した。患者を臨床病期により２つの群に分け、一方は限局病期（Ｔ≦Ｔ２およびＮ０
およびＭ０およびＰＳＡ≦１００ｎｇ／ｍｌ）、他方は進行病期（Ｔ＞Ｔ２またはＮ１ま
たはＭ１またはＰＳＡ＞１００ｎｇ／ｍｌ）とした。Ｄ．図６に示す９５名の患者のうち
９２名は、腫瘍異型度および生存のデータを有した。患者を２つの群に分け、一方は、不
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十分に分化した癌、他方は、十分または中等度に分化した癌の情報とした。すべてのｐ値
は、対数順位検定法により計算した。
【図９－１】図９は、臨床的パラメーターにより定義された同じ群内の患者における、Ｅ
ＳＣＧＰシグネチャー１により分類された３つの腫瘍サブタイプのカプランマイヤー生存
曲線を示す。図６に示す９５名の患者のうち、９５名の患者のうち４８名はＰＳＡ≦５０
ｎｇ／ｍｌであり、３９名はＰＳＡ＞５０ｎｇ／ｍｌであり（Ｂ）、４０名は年齢≦７３
歳であり（Ｃ）、５２名は年齢＞７３歳であり（Ｄ）、３８名は限局病期であり（Ｅ）、
５１名は進行病期であり（Ｆ）、３９名は十分または中等度に分化した癌であり（Ｇ）、
５３名は不十分に分化した癌であった（Ｈ）。同じ臨床的パラメーターの群内の患者は、
ＥＳＣＧＰシグネチャー１（Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、およびＶＧＬＬ３）により、明らかに
異なる生存率を有する、高リスク（第１群）、中リスク群（第２群）、および低リスクサ
ブタイプ（第３群）にさらに分類することができた。各パネルの上部、下部はそれぞれ、
全生存率および癌特異的生存率を示した。対数順位検定を用いて、サブタイプまたは群間
の生存差についての有意性またはｐ値を計算した。
【図９－２】（続葉）
【図９－３】（続葉）
【図９－４】（続葉）
【図１０】図１０は、去勢療法のみによる一次治療を受けた患者における、ＥＳＣＧＰシ
グネチャー１により分類された３つの腫瘍サブタイプのカプランマイヤー生存曲線を示す
。図６に示す９５名の患者のうち、６５名は、一次治療として去勢療法を受けていた。Ｅ
ＳＣＧＰシグネチャー１により分類された３つの腫瘍サブタイプ間では、明らかな生存差
を依然としてみとめることができた。
【図１１－１】図１１は、去勢療法のみによる一次治療を受け、臨床的パラメーターによ
り定義された同じ群内の患者における、ＥＳＣＧＰシグネチャー１により分類された３つ
の腫瘍サブタイプのカプランマイヤー生存曲線を示す。図６に示す９５名の患者のうち、
６５名は、一次治療として去勢療法を受けていた。これらの６５名の患者のうち、２９名
はＰＳＡ≦５０ｎｇ／ｍｌであり（Ａ）、３７名はＰＳＡ＞５０ｎｇ／ｍｌであり（Ｂ）
、２４名は年齢≦７３歳であり（Ｃ）、４１名は年齢＞７３歳であり（Ｄ）、２２名は限
局病期であり（Ｅ）、４４名は進行病期であり（Ｆ）、２６名は十分または中等度に分化
した癌であり（Ｇ）、３９名は不十分に分化した癌であった（Ｈ）。臨床的パラメーター
の同じ群内の患者において、高リスク（第１群）と低リスク（第３群）サブタイプ間では
、明らかな生存差を依然としてみとめることができた。
【図１１－２】（続葉）
【図１１－３】（続葉）
【図１１－４】（続葉）
【図１２－１】図１２は、パラメトリックモデルによる生存期間の予測を示す。生存期間
の予測は、ワイブル分布の仮定の下でパラメトリックモデルを用いることによりモデル化
した。Ａ．全生存期間（左部）および癌特異的生存期間（右部）を臨床的パラメーターに
より予測したが、臨床的パラメーターには、ＰＳＡ（＞５０ｎｇ／ｍｌ対≦５０ｎｇ／ｍ
ｌ）、臨床病期（進行対限局）、腫瘍異型度（不十分に分化対十分＋中等度に分化）、お
よび診断時点の年齢が含まれた。Ｂ．全生存期間（左部）および癌特異的生存期間（右部
）を、臨床的パラメーターと、併せて、ＥＳＣＧＰシグネチャー１により分類された腫瘍
サブタイプまたは群とにより、予測した。Ｙ軸は、実際の生存期間を表し、Ｘ軸は、予測
された生存期間を表す。解釈を簡単にするために、５年生存および８年生存をグラフ上に
それぞれマークしてある。
【図１２－２】Ｃ．この表は、ＥＳＣＧＰシグネチャー１による腫瘍サブタイプ分類のパ
ラメーターを加えることによる、生存予測の推定される改善を示している。
【図１２－３】Ｄ．この表は、全生存および癌生存の予測におけるＥＳＣＧＰシグネチャ
ー１および臨床的パラメーターそれぞれの寄与を表す。
【図１３】図１３は、ＥＳＣＧＰシグネチャー３（ＩＧＦＢＰ３およびＦ３）による、完
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全セットの患者の腫瘍サブタイプ分類を示す。１８９名の患者のうち９５名は、ＥＳＣＧ
Ｐシグネチャー３の評価に利用可能なデータを有していた。３つの腫瘍サブタイプ（第１
群、第２群、および第３群）を、ＦＮＡ検体中で測定された２種の遺伝子（Ｆ３およびＩ
ＧＦＢＰ３）の中央値を中心化したΔＣｔ値を用いた教師なし階層的クラスタリング法に
より分類した。結果は、Ｔｒｅｅｖｉｅｗソフトウェアを使用することにより視覚化した
。遺伝子発現レベルは、灰色のスケールにより表される。遺伝子発現レベルは、ΔＣｔ値
の低下に伴い上昇する。
【実施例】
【００７０】
　全般的な方法
　バイオインフォマティクス解析
　胚性幹細胞遺伝子予測因子（ＥＳＣＧＰ）の同定のためのバイオインフォマティクス解
析については、これまでに記載されている（ＷＯ２００８／０１３４９２Ａ１）。簡潔に
言えば、これまでに公表されたｃＤＮＡマイクロアレイ遺伝子発現データセットは、Ｓｔ
ａｎｆｏｒｄ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｄａｔａｂａｓｅ（ＳＭＤ、ｈｔｔｐ：／／ｓｍ
ｄ．ｓｔａｎｆｏｒｄ．ｅｄｕ／）から検索した。データ検索に用いた基準は、次のとお
りであった：
　Ｇｅｎｅ／ｓｐｏｔ選択：アレイ上のすべての遺伝子またはクローンを選択したが、対
照スポットおよび空のスポットは、含めなかった。
【００７１】
　データの折り畳み（Ｄａｔａ　Ｃｏｌｌａｐｓｅ）および検索（Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ）
：行のデータ（row data）を検索し、ＳＵＩＤにより平均した。ＵＩＤカラムには、ＮＡ
ＭＥが入っている。
【００７２】
　検索されたデータ（Ｄａｔａ　Ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ）：Ｒ／Ｇの正規化された比（平均
）の対数（２を底とする）。
【００７３】
　選択されたデータフィルター：スポットは、実験者によりフラグ付けしない。
【００７４】
　ＧＥＮＥＰＩＸ結果セット用のデータフィルター：チャンネル１　平均強度／中央値バ
ックグラウンド強度＞１．５　および　チャンネル２　正規化（平均強度／中央値バック
グラウンド強度）＞１．５。
【００７５】
　Ｃｌｕｓｔｅｒプログラム（バージョン３．０）を用いて教師なし階層的平均連結クラ
スタリングを実施し、Ｔｒｅｅｖｉｅｗプログラムを用いてクラスター結果を視覚化した
（Ｅｉｓｅｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、１９９８、９５
：１４８６３－８）。ＳＡＭ（ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｉ
ｃｒｏａｒｒａｉｓ）は、これまでに記載されたとおりに実施した（Ｔｕｓｈｅｒら、Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、２００１、９８：５１１６－２１）
。
【００７６】
　検索したｃＤＮＡマイクロアレイデータセットのデータ中心化：５種のヒトＥＳＣ株の
ｃＤＮＡマイクロアレイデータ（Ｓｐｅｒｇｅｒら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓ
ｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、２００３、１００：１３３５０－５）、および、異なる器官由来の１
１５種のヒト正常組織のｃＤＮＡマイクロアレイデータ（Ｓｈｙａｍｓｕｎｄａｒら、Ｇ
ｅｎｏｍｅ　Ｂｉｏｌ、２００５、６：Ｒ２２）を、上記のパラメーターに従って、ＳＭ
Ｄから検索した。データセットは、異なるアレイのバッチ別にサブセットに分けた。遺伝
子は、Ｃｌｕｓｔｅｒプログラムの遺伝子中心化（ｃｅｎｔｅｒｉｎｇ）機能を用いるこ
とにより、各アレイバッチ内で中心化した。サブセットを再び合わせ、Ｃｌｕｓｔｅｒプ
ログラムのアレイ中心化（ｃｅｎｔｅｒｉｎｇ）機能を用いることによりアレイを中心化
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【００７７】
　前立腺癌細胞株
　３種の前立腺癌細胞株ＬＮＣａＰ、ＤＵ１４５、およびＰＣ３を、米国培養細胞系統保
存機関（American Type Culture Collection（ＡＴＣＣ））から購入した。細胞培養は、
ＡＴＣＣによる取扱説明書に従った培地および方法を用いて実施した。ＬＮＣａＰ、ＤＵ
１４５、およびＰＣ３細胞は、イスコフ改変ダルベッコ培地（ＩＭＤＭ、カタログ番号２
１９８０－０３２、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に１０％ウシ胎仔血清（カタログ番号１００
８２－１４７、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）および５０単位／ｍｌおよび５０μｇ／ｍｌのペ
ニシリン／ストレプトマイシン（カタログ番号１５１４０－１６３、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）を添加した培地により維持する。
【００７８】
　ＦＮＡ検体
　前立腺ＦＮＡ（細針吸引）検体は、細胞学による診断のための慣例的な手順により、Ｋ
ａｒｏｌｉｎｓｋａ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ、スウェーデンの臨床細胞
学および病理学部門で採取した。ＦＮＡ検体は、一切の治療を行う前の診断の時点で、２
４１名の患者から入手した。各患者由来の少なくとも１つの新鮮な細胞診スプレッドを、
臨床細胞学による診断（clinical cytology diagnosis）のためにギムザ染色した。残り
の、複製の新鮮なスプレッドを急速冷凍庫に移し、ＲＮＡ検体の分離まで、－８０℃にて
凍結された状態で新鮮に保っておいた。前立腺癌診断に用いた大半のＦＮＡ細胞診スプレ
ッドは、吸引サンプリングプロセスは癌細胞の細胞接着の低下により癌細胞を高濃度化で
きるという周知の選択効果により、腫瘍細胞の８０％超を含有すると推定された。２４１
名の患者のうち、良好な品質でのＲＮＡの分離は、１９３名の患者由来の検体において成
功した。そのうち１８９名が前立腺癌と診断され、４名の患者は前立腺癌を有していなか
った。
【００７９】
　コホートの臨床的特徴
　全体で、１８９名の前立腺癌患者由来の新鮮凍結されたＦＮＡ検体を本試験において分
析した。これらの１８９名の前立腺癌患者は、１９８６～２００１年の間に診断された。
１８９名の患者全員に、前立腺癌の診断に導かれる臨床症状があった。腫瘍学者の監督下
で、研修医が、関連する臨床データ、たとえば、診断時点の年齢、診断日、細胞学および
生検による診断、診断時点での血清ＰＳＡ、臨床病期、一次治療などの臨床データを収集
した。表５は、これらの１８９名の患者の臨床的特徴についての詳細を示す。
【００８０】
　すべての患者についての、診断日、死亡日、および死因のデータは、地域、さらには国
の登録所からまず入手し、次いで、入手可能な元の医学雑誌により検証した。データ打切
日は、２００８年１２月３１日であった。この時点までに、１８９名の患者のうち２２名
が存命、１６３名は死去しており、４名は登録所にデータが存在しなかった。前立腺癌特
異的な死亡は、主要または副次的な死因が前立腺癌または転移であった死亡と定義した。
他の原因による死亡は、主要または副次的な死因が前立腺癌でも転移でもなかった死亡と
定義した。これらの症例には、前立腺癌が原因で悪化した可能性がある、または治療の副
作用および合併症と関連がある可能性がある疾患または病態により死亡した患者も含まれ
た。
【００８１】
　１８９名の患者全員に、デジタル直腸検査、ＰＳＡ検査に続いて前立腺ＦＮＡに導かれ
る臨床症状があった。去勢療法は、疾患が進行した際に、患者の大半（７７．９％）に対
して行われた唯一の一次治療であった。
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【表８】

【００８２】
　ＲＮＡ分離
　前立腺癌細胞株におけるトータルＲＮＡ分離には、ＡｌｌＰｒｅｐ　ＤＮＡ／ＲＮＡ　
Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（カタログ番号８０２０４、ＱＩＡＧＥＮ）を使用した。１００ｎｇ未
満のトータルＲＮＡの分離用のＲＮＡｑｕｅｏｕｓ（登録商標）－Ｍｉｃｒｏ　Ｋｉｔ（
カタログ番号１９３１、Ａｍｂｉｏｎ）を使用して、前立腺癌患者由来の新鮮凍結された
ＦＮＡ検体からトータルＲＮＡを分離した。ＲＮＡの量および品質は、Ａｇｉｌｅｎｔ　
ＲＮＡ　６０００　Ｎａｎｏ　Ｋｉｔ（カタログ番号５０６７－１５１１、Ａｇｉｌｅｎ
ｔ）を２１００　ＲＮＡ　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ（Ａｇｉｌｅｎｔ）上で使用すること
により制御した。ＲＮＡインテグリティーナンバー（RNA integrity number、ＲＩＮ）が
７を超えるＲＮＡ検体は、適格とみなした。本試験においては、さらなるｃＤＮＡ合成お
よびｑＰＣＲ実験のために、適格なトータルＲＮＡを２４１名分のＦＮＡ検体のうち１９
３名分から分離した。
【００８３】
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　ＲＴ－ＰＣＲ
　逆転写（ＲＴ）反応については、ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）のためのｃＤＮＡ合
成を、Ｃｌｏｎｅｄ　ＡＭＶ　Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉ
ｓ　Ｋｉｔ（カタログ番号１２３２８－０３２、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）をメーカーの取
扱説明書に従って使用することにより実施した。最大２μｇのトータルＲＮＡを、２０μ
ｌの反応体積でＲＴに使用した。前立腺癌細胞株における３３種のＥＳＣＧＰおよび５種
の対照遺伝子の発現パターンを、遺伝子特異的プライマー対を使用したＲＴ－ＰＣＲによ
り検証した（図２）。各ＰＣＲ反応につき、５０ｎｇのｃＤＮＡを使用し、この実験を３
回繰り返した。プライマー設計のための従来の方法およびＰＣＲサイクリング条件を用い
た。
【００８４】
　４プレックスリアルタイムｑＰＣＲ
　定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）のための第一鎖ｃＤＮＡ合成を、ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ（登録
商標）逆転写キット（カタログ番号２０５３１１、ＱＩＡＧＥＮ）を使用して行った。各
ｑＰＣＲにつき最大１μｇのトータルＲＮＡを、２０μｌの反応体積で使用した。反応は
、４種の異なる蛍光色素（４プレックス）の密度をリアルタイムで同時にモニタリングす
ることができるＡＢＩ７５００リアルタイムサイクラーを用いて行った。この４種の色素
の組合せにおいては、受動的参照（passive reference）は選択しなかった。４プレック
スｑＰＣＲのための条件は、５０℃、２分間を１サイクル；９４℃、１０分間を１サイク
ル；９４℃、１分間を４０サイクル、および６０℃、１．５分間を１サイクルであった。
固定されたベースラインスタート値およびエンド値は、Ｃｔ値分析のために選んだ（Ｓｃ
ｈｍｉｔｔｇｅｎおよびＬｉｖａｋ、Ｎａｔ　Ｐｒｏｔｏｃ、２００８、３：１１０１－
８；Ｗｉｔｔｗｅｒら、Ｍｅｔｈｏｄｓ、２００１、２５：４３０－４２）。
【００８５】
　４プレックスリアルタイムｑＰＣＲの最適化
　４プレックスｑＰＣＲは、４対の遺伝子特異的プライマーと、５’末端を発蛍光団、３
’末端をクエンチャーでそれぞれが二重標識された４種の遺伝子特異的なＴａｑｍａｎプ
ローブを含有する。本発明者らの試験においては、Ｃｙ５、ＦＡＭ、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ
、およびＶＩＣを５’末端標識に使用し、ＢＨＱ－３、ＢＨＱ－１、ＢＨＱ－２、および
ＴＡＭＲＡを３’クエンチャーとして使用した。４つの異なる組合せの発蛍光団－クエン
チャー対により、４種の異なる遺伝子のＰＣＲ産物の特異的な検出が可能となった。全体
で、１９種のＥＳＣＧＰおよび５種の対照遺伝子のために、４５種の予測された４プレッ
クスプローブおよび２４対のプライマーを、Ｂｅａｃｏｎ　Ｄｅｓｉｇｎｅｒ　７．０ソ
フトウェア（Ｐｒｉｍｅｒ　Ｂｉｏｓｏｆｔ）により設計した。本発明の遺伝子のための
プローブおよびプライマーの配列情報を表６に示す。
【００８６】
　４プレックスｑＰＣＲがシングルプローブｑＰＣＲと同じ特異性および効率性を有する
かどうかどうかを検証するために、ｃＤＮＡ検量線法を用いた。ＬＮＣａｐ、ＤＵ１４５
、およびＰＣ３細胞から精製されたトータルＲＮＡに由来するｃＤＮＡを、１０ｐｇ、１
００ｐｇ、１０００ｐｇ、１００００ｐｇ、１０００００ｐｇの一連の濃度に希釈し、こ
れを、シングルプローブｑＰＣＲと４プレックスｑＰＣＲの両方のテンプレートとして、
それぞれ使用した。検量線は、各プローブのＣｔ値およびｃＤＮＡの量に基づいて作成す
る。同じ遺伝子のシングルプローブｑＰＣＲおよび４プレックスｑＰＣＲに由来するｃＤ
ＮＡ検量線の傾きおよびｒの値を比較した。プローブおよびプライマー対の濃度の最適化
は、シングルｑＰＣＲと４プレックスｑＰＣＲとの間でこれらの値の有意差がなくなるま
で実施した。結果から、４プレックスｑＰＣＲには０．２μＭのプローブおよび０．２μ
Ｍのプライマー対が最良の濃度であることが示された。４プレックスｑＰＣＲの検証の結
果を図３に示す。
【００８７】
　ｑＰＣＲ結果のＣｔ値の正規化および中心化
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　Ｃｔ（サイクル閾値）は、蛍光シグナルまたは十分なＰＣＲ産物を得るのに必要な、（
リアルタイムＰＣＲにおける）ＰＣＲサイクル数の尺度である。本試験においては、リア
ルタイムＰＣＲ後の検体における遺伝子のＣｔ値は、７５００ソフトウェア（バージョン
２．０．５、ＡＢＩ）を使用することにより生成した。各遺伝子のＣｔ値を正規化するた
めに、ΔＣｔ値を、等式ΔＣｔ＝ＣｔgeneX－ＣｔGAPDH（ここで、ＣｔgeneXは、分析し
ようとする遺伝子のＣｔ値であり、ＣｔGAPDHは、ハウスキーピング遺伝子ＧＡＰＤＨ（
グリセルアルデヒド－３－ホスフェートデヒドロゲナーゼ）のＣｔ値である。）によって
計算した（ＳｃｈｍｉｔｔｇｅｎおよびＬｉｖａｋ、Ｎａｔ　Ｐｒｏｔｏｃ、２００８、
３：１１０１－８；Ｗｉｔｔｗｅｒら、Ｍｅｔｈｏｄｓ、２００１、２５：４３０－４２
）。このようにして、検体における各遺伝子の発現レベルをＧＡＰＤＨの発現レベルによ
り正規化した。ΔＣｔは、遺伝子発現レベルと逆相関した。４プレックスｑＰＣＲの各パ
ネルは、特異的なＧＡＰＤＨプローブをそれぞれ１種含有する。シグナルが弱い検体は分
析から除外した（ＧＡＰＤＨのＣｔ値＞２８）。分析しようとする遺伝子のシグナルが弱
い検体については、そのＣｔ値を４０に設定した（Ｃｔの最大値として設定した）。すべ
ての検体における遺伝子のΔＣｔ値を、Ｃｌｕｓｔｅｒプログラム（バージョン３．０）
の遺伝子中央値センター機能を用いることにより中心化した（Ｅｉｓｅｎら、Ｐｒｏｃ　
Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、１９９８、９５：１４８６３－８）。中心化
したΔＣｔ値を統計解析に使用した。
【００８８】
　生存相関の統計解析
　全生存期間および前立腺癌特異的な生存期間を、分子パラメーターおよび臨床的パラメ
ーターとの相関についての生存分析において、それぞれ評価項目（エンドポイント）とし
て用いた。生存期間を診断日から死亡日までの期間と定義し、連続変数として用いた。解
釈を簡単にするために、長い、中間の、または短い生存期間を、それぞれ、生存期間＞８
年、５～８年、または＜５年と定義した。去勢療法のみによる一次治療を受けた患者につ
いては、治療前の先行期間を、診断日から去勢治療開始日までの期間と定義し、これを連
続変数として用いた。各遺伝子を中心化したΔＣｔ値、診断時点の年齢、および診断時点
の血清ＰＳＡ値は、連続変数として用いた。教師なし階層的クラスタリング解析により、
検体を３つの群またはサブタイプに分類し、このグルーピングを不連続変数として用いた
。ＰＳＡも、２つのカテゴリー、すなわち≦５０ｎｇ／ｍｌまたは＞５０ｎｇ／ｍｌによ
り、不連続変数として分析した。ＷＨＯによる腫瘍異型度は、２つのカテゴリー、すなわ
ち、十分～中等度に分化または不十分に分化に統合した。臨床病期は、２つのカテゴリー
、すなわち、進行（任意のＴ≧Ｔ３もしくはＮ１もしくはＭ１もしくはＰＳＡ≧１００ｎ
ｇ／ｍｌ）または限局（Ｔ＜Ｔ３およびＮ０およびＭ０およびＰＳＡ＜１００ｎｇ／ｍｌ
）に統合した。Ｃｏｘ比例ハザード比およびＣｏｘ回帰の単変量および多変量解析は、Ｓ
ｔａｔａ（バージョン１０．１、ＳｔａｔａＣｏｒｐ　ＬＰ）統計ソフトウェアにより実
施した。カプランマイヤー解析と統計の箱ひげ図とは、ＪＭＰ（登録商標）統計ソフトウ
ェア（バージョン８．０．１、ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｉｎｃ）を使用することに
より実施した。
【００８９】
　試験の設定
　本試験は、以下の３つのステップで実施した：
１）６４１種の遺伝子の胚性幹細胞遺伝子予測因子（ＥＳＣＧＰ）シグネチャーの同定。
【００９０】
２）前立腺癌サブタイプを分類するため、のＥＳＣＧＰシグネチャーからの重要な候補遺
伝子のサブセットの選択、および、前立腺癌細胞株におけるマルチプレックスｑＰＣＲの
最適化。
【００９１】
３）これらの選択された遺伝子の、７～２０年間の生存データを有する前立腺癌患者のＦ
ＮＡ検体中における発現レベルを測定することによる、臨床的重要性の検証。
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【００９２】
　この結果、全生存または癌特異的生存の何れかと有意な相関を示す遺伝子マーカーのサ
ブセットが同定された。
【００９３】
　例１
　ＥＳＣＧＰシグネチャーの同定
　多様なタイプの癌の分類のためのＥＳＣＧＰシグネチャーを、特許文献ＷＯ２００８／
０１３４９２Ａ１に開示されているとおりに同定した。簡潔に言えば、これまでに公表さ
れた、５種のヒトＥＳＣ株、および、異なる器官由来の１１５種のヒト正常組織に由来す
る全ゲノムｃＤＮＡマイクロアレイデータのデータセットを、前述のパラメーターに従っ
て、Ｓｔａｎｆｏｒｄ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｄａｔａｂａｓｅ（ＳＭＤ）から検索し
た。検索したデータセットのデータ中心化も、前述のように実施した。データ中心化に役
立てるために、正常組織由来のデータを使用した。中心化後、ＥＳＣ株のサブデータセッ
トを全データセットから分離した。このＥＳＣ株データセットのみを使用することにより
１クラスＳＡＭを実施し、それにより、すべての遺伝子を、５種のＥＳＣ株にわたって、
その発現レベルの一貫性に従って順に並べた。ｑ値≦０．０５をカットオフとして用いる
ことにより、分析から、ＥＳＣにおける発現レベルが一貫して高い３２８種の遺伝子、お
よび一貫して低い３１３種の遺伝子が同定された。この６４１種の遺伝子を、胚性幹細胞
遺伝子予測因子（ＥＳＣＧＰ）と名付けた。
【００９４】
　例２Ａ
　前立腺癌における重要な候補ＥＳＣＧＰの選択
　６４１種のＥＳＣＧＰのリストから、より少ないＥＳＣＧＰを使用した前立腺癌の分類
を可能にし得る候補として３３種のＥＳＣＧＰと、併せて、５種の対照遺伝子のサブセッ
トを選択した。候補は、以下の４つの基準に従って選択した（図１Ｂを参照のこと）：ｉ
）６４１種の遺伝子ＥＳＣＧＰリスト（図Ｓ１Ｂにおいて「ＥＳＣＧＰリスト」と表示し
てある）における順位；ｉｉ）Ｌａｐｏｉｎｔｅら（Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓ
ｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、２００４、１０１：８１１－８１６）により同定された、前立腺癌サ
ブタイプの分類のための有意な遺伝子を含む遺伝子リストにおける順位（図１Ｂにおいて
「ＰＣａ対ＰＣａ」と表示してある）；ｉｉｉ）Ｌａｐｏｉｎｔｅら（Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ
ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、２００４、１０１：８１１－８１６）により同定さ
れた、前立腺癌と正常組織を区別する有意な遺伝子を含む遺伝子リストにおける順位（図
１Ｂにおいて「正常対ＰＣａ」と表示してある）、およびｉｖ）これまでの重要な刊行物
に掲載されている遺伝子（Ｌａｐｏｉｎｔｅら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
　Ｕ　Ｓ　Ａ、２００４、１０１：８１１－８１６；Ｖａｒａｍｂａｌｌｙら、Ｎａｔｕ
ｒｅ、２００２、４１９：６２４－６２９；Ｒｕｂｉｎら、ＪＡＭＡ、２００２、２８７
：１６６２－７０）。図１Ｂにおいて、遺伝子には、それぞれの遺伝子リスト中に存在す
る場合には「１」、存在しない場合には「０」をマークした。したがって、４つの基準す
べてを満たした遺伝子もあれば、４つの基準のうち１～３つを満たす遺伝子もあった。Ａ
ＺＧＰ１、ｃ－ＭＡＦ、ＡＭＡＣＲ、ＭＵＣ１、およびＥＺＨは、ＥＳＣＧＰのリスト中
では同定されなかったが、これまでの試験により前立腺癌において重要性を有するものと
同定されていることから、重要な対照遺伝子として含めた。いくつかの遺伝子、たとえば
ｃ－ＭＡＦは、異なるＲＮＡ転写物を有する（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ
．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｅ／４０９４）。プライマーおよびプローブは、これらの異な
るＲＮＡ転写物をそれぞれ標的化して設計した。
【００９５】
　例２Ｂ
　前立腺癌細胞株における選択された遺伝子の発現の検証
　３種の異なる前立腺癌細胞株における３３種の選択されたＥＳＣＧＰおよび５種の対照
遺伝子の発現を、遺伝子特異的プライマー対を用いたＲＴ－ＰＣＲにより検証した（図２



(31) JP 6049739 B2 2016.12.21

10

20

30

40

50

を参照のこと）。分析に使用した細胞株は、ＬＮＣａｐという悪性度のそれほど高くない
癌に由来するもの、ならびに、ＤＵ１４５およびＰＣ３という何れも悪性度の高い癌に由
来するものであった。分析した３８種の遺伝子のうち１４種は、３種の細胞株すべてにお
いて類似の発現を有したため、腫瘍分類に有益である可能性は低いとみなされた。残りの
２４種の遺伝子は、悪性度のそれほど高くない細胞株ＬＮＣａｐと悪性度の高い細胞株Ｄ
Ｕ１４５およびＰＣ３とで異なる発現パターンを有したことから、悪性度のそれほど高く
ない癌とより悪性度の高い癌を区別する腫瘍分類に有用である可能性が高いと判断された
。このようにして、マルチプレックスｑＰＣＲの最適化および前立腺癌を分類する能力の
評価のために、合計で２４種の遺伝子（２５種の遺伝子マーカー）を選択した。
【００９６】
　例３Ａ
　前立腺癌ＦＮＡ検体の遺伝子発現プロファイリングへの注目、および、生存と相関する
有意なＥＳＣＧＰの同定
　２４種の遺伝子（２５種の遺伝子マーカー）の発現を、１８９名の前立腺癌患者由来の
細針吸引（ＦＮＡ）検体に対してマルチプレックスｑＰＣＲを用いて分析し、次いで、生
存データとの相関について分析した。患者コホートの臨床的特徴も統計解析についても前
述してある。
【００９７】
　大半のＦＮＡ検体由来のトータルＲＮＡが小量であったことが原因で、すべての候補遺
伝子をあらゆるＦＮＡ検体中で分析することはできなかった。次善の策として、１８９名
の患者のコホートを、実験時間順に従って３つのセットに分けた。３つのセットは、それ
ぞれ、３６名、６５名、および８８名の患者由来の検体を有していた（表５）。第１のサ
ブセットにおいて生存との有意な相関を示した遺伝子のみを、後続のサブセットにおける
新しい候補遺伝子と一緒に含めた。生存分析は、３つのサブセットそれぞれを用いて、な
らびに、最終的な完全なコホートを用いて、実施した（表１、図５～７）。この妥協的ス
クリーンプロセスにより、大半の有意な遺伝子マーカーの発見は確実なものとなったが、
中程度の有意性を有するいくつかの遺伝子マーカーを見落としていることがあり得る。
【００９８】
　生存との相関の分析は、患者について既知の臨床的パラメーターと選択された候補遺伝
子の遺伝子発現について既知の臨床的パラメーターの両方について実施した。単変量解析
において、すべての臨床的パラメーターは、全生存と癌特異的生存の両方との有意な相関
を示した（表１）。２５種の遺伝子マーカーのうち１０種、すなわち、Ｆ３（凝固第ＩＩ
Ｉ因子）、ＷＮＴ５Ｂ（無翅型ＭＭＴＶ組込部位ファミリー、メンバー５Ｂ）、ＶＧＬＬ
３（痕跡様３（ショウジョウバエ））、ＣＴＧＦ（結合組織成長因子）、ＩＧＦＢＰ３（
インスリン様成長因子結合タンパク質３）、ｃ－ＭＡＦ－ａ（ｖ－ｍａｆ筋腱膜線維肉腫
癌遺伝子相同体の長型（鳥類））、ｃ－ＭＡＦ－ｂ（ｖ－ｍａｆ筋腱膜線維肉腫癌遺伝子
相同体の短型（鳥類））、ＡＭＡＣＲ（α－メチルアシル－ＣｏＡラセマーゼ）、ＭＵＣ
１（ムチン１、細胞表面結合性）、およびＥＺＨ２（ゼストエンハンサー相同体２（ショ
ウジョウバエ））は、全生存および／または癌特異的生存の何れかと有意な相関を示した
（表１）。ｐ値＜０．０５は、本試験を通して有意と判断される。これらの有意な遺伝子
すべての発現レベル（ΔＣｔ値と逆相関する）は、ＥＺＨ２を除き、生存期間と正の相関
を示した（表１においては値＜１）。
【００９９】
　単変量解析において生存と有意な相関のある１０種の遺伝子マーカーそれぞれを、診断
時点の年齢、２つのカテゴリーのＰＳＡ、腫瘍異型度、および臨床病期を含む臨床的パラ
メーターと共に、多変量解析において分析した（図４Ａ～Ｋ）。多変量解析により、遺伝
子変数の有意性が臨床的パラメーターによりどのくらい影響を受けるかが示される。多変
量解析に含まれる患者数は、異なるパラメーターのデータが欠損しているため、単変量解
析に含まれる患者数より少なかった。要約すれば、４種の遺伝子（Ｆ３、ＩＧＦＢＰ３、
ＣＴＧＦ、およびＡＭＡＣＲ）は、すべての臨床的パラメーターとは独立に全生存と癌特
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異的生存の両方との相関を示した。この４種の遺伝子は、ＡＭＡＣＲ以外は、すべて、Ｅ
ＳＣＧＰのリストに掲載されているものであった。２種の遺伝子（ＷＮＴ５ＢおよびＥＺ
Ｈ２）は、癌特異的生存との独立した相関を示し、１種の遺伝子（ＶＧＬＬ３）は、全生
存との独立した相関を示した。
【０１００】
　例３Ｂ
　生存と相関する有意なＥＳＣＧＰシグネチャーの同定
　生存の予測における複数の遺伝子の可能な相加または相乗効果を研究するために、本発
明者らは、１０種の有意な遺伝子の異なる組合せを、第１のセット（訓練セット）におけ
る患者のデータを使用した一連の教師なし階層的クラスタリング解析において調べた。２
種のシグネチャーは、類似の様式で腫瘍を３つのサブグループまたはサブタイプに分類す
ることができ、全生存および癌特異的生存には有意差がみとめられた（図５）。第１のＥ
ＳＣＧＰシグネチャー（シグネチャー１）には、マーカー遺伝子ＶＧＬＬ３、ＩＧＦＢＰ
３、およびＦ３が含まれる。第２のＥＳＣＧＰシグネチャー（シグネチャー２）には、マ
ーカー遺伝子ｃ－ＭＡＦ－ａ、ＩＧＦＢＰ３、およびＦ３が含まれる。それぞれのシグネ
チャーを用いた腫瘍サブタイプ分類は、完全セットにおける患者のデータを使用すること
により確認された（図６および７）。
【０１０１】
　ＥＳＣＧＰシグネチャー１（ＶＧＬＬ３、ＩＧＦＢＰ３、およびＦ３）は、ＥＳＣＧＰ
シグネチャー２（ｃ－ＭＡＦ－ａ、ＩＧＦＢＰ３、およびＦ３）より良好な結果を示した
（表２および３）。１８９名の患者のうち、８７名は、すべての臨床的パラメーターにつ
いてのデータとシグネチャー１によるサブタイプ分類についてのデータの両方を有した。
全生存および癌特異的生存についての多変量解析から、シグネチャー１によるサブタイプ
分類は最も有意なパラメーターであり、年齢、ＰＳＡレベル、腫瘍異型度、および臨床病
期とは独立していることが示された（表２）。
【０１０２】
　全生存期間の中央値は、高リスクサブタイプでは２．６０年、中リスクサブタイプでは
３．８５年、低リスクサブタイプでは７．９８年であり（図６Ｅ）、低リスクサブタイプ
に対するハザード比、すなわち、高リスクサブタイプについては５．８６（９５％ＣＩは
２．９１～１１．７８、Ｐ＜０．００１）、中リスクサブタイプについては３．４５（９
５％ＣＩは１．７９～６．６６、Ｐ＜０．００１）に対応した（表３）。全生存期間の差
は、癌特異的生存期間と非癌特異的生存期間の両方に起因するものであった（図６Ｅ）。
【０１０３】
　興味深いことに、非特異的な死亡群の生存期間の中央値は、高リスクサブタイプでは３
．５４年、中リスクサブタイプでは３．７０年、低リスクサブタイプでは７．９８年であ
った（図６Ｅ）。診断後５年以内では、前立腺癌に直接起因しない死亡は、高リスクサブ
タイプでは９／３１例（２９％）、中リスクサブタイプでは９／３２例（２８％）のそれ
ぞれと比較して、低リスクサブタイプではわずか４／３１例（１２．９％）であった。低
リスクサブタイプにおいて生存期間が最も短かった３例のうち（記号化されたスポット）
、ＰＣ３９およびＰＣ１４０は、前立腺癌診断の後は一切治療を受けておらず他の疾患に
より死亡し、ＰＣ２３４は８１歳で診断され、去勢療法のみによる治療を受け、前立腺癌
により死亡した。
【０１０４】
　カプランマイヤー曲線は、腫瘍ＥＳＣＧＰシグネチャー１により分類された３つのサブ
タイプ間での明らかな生存差をさらに示した。高リスク（第１群）、中リスク（第２群）
、低リスク（第３群）のサブタイプの全生存率は、それぞれ、５年時点で２０％、４０％
、８０％、８年時点で１０．３％、２５．０％、６４．４％であった（図６Ｂ）。
【０１０５】
　高リスクと低リスクのサブタイプ間の生存差は、何れの臨床的パラメーターによる結果
よりはるかに印象的であり、各患者群内で依然としてみられ、または、ＰＳＡ、臨床病期
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、腫瘍異型度、もしくは年齢により定義された同じ患者群内でさらにより明らかになった
（図６Ｃ～Ｄ）。たとえば、９２名の患者のうち４８名の血清ＰＳＡは、診断時点で５０
ｎｇ／ｍｌ以下であった。これらの４８名の患者のうち、８年時点での全生存率はそれぞ
れ、高リスクサブタイプでは２１．４％、中リスクサブタイプでは４７．１％、低リスク
サブタイプでは７６．５％であった。最も印象的なことは、９２名の患者のうち４０名の
年齢が７３歳以下であったことである。これらの４０名の若年患者のうち、８年時点での
全生存率はそれぞれ、高リスクサブタイプでは７．１％、中リスクサブタイプでは４４．
４％、低リスクサブタイプでは８８．２％であった。さらに、分類された群間での生存差
は、去勢療法のみによる治療を受けた患者群においてもみられた（図６～１１）。
【０１０６】
　例３Ｃ
　ＥＳＣＧＰシグネチャーを臨床的パラメーターに加えることによる生存予測の改善
　ＶＧＬＬ３、ＩＧＦＢＰ３、およびＦ３のシグネチャー（シグネチャー１）によるサブ
タイプ分類は、すべての臨床的パラメーターを使用することによる予測をどのくらい改善
することができるかを推定する生存予測には、パラメトリックモデルを使用した（図１２
）。臨床的パラメーターのみを使用した予測モデルと比較して、シグネチャー１を用いた
サブタイプ分類を加えることにより、予測の正確度は、全生存率については７０．１％か
ら７８．２％へ、５年時点での癌特異的生存率については６５．５％から７１．３％へと
改善される（図１２Ｃ）。Ｃｏｘ回帰分析に基づき、尤度比（likelyhood ratio）（ＬＲ
）のネスト検定（nest test）から、シグネチャー１によるサブタイプ分類は、臨床的パ
ラメーターと一緒に用いると、多変量モデルにおける回帰度（regression degree）の改
善に有意に寄与することが示される（図１２Ｄ）。
【０１０７】
　例３Ｄ
　ＥＳＣＧＰシグネチャー３（ＩＧＦＢＰ３およびＦ３）に基づく腫瘍サブタイプ分類に
よる明白な生存差。
【０１０８】
　１８９名の患者のうち、９５名は、ＥＳＣＧＰシグネチャー３（ＩＧＦＢＰ３およびＦ
３）の評価に利用可能なデータを有した。３つの腫瘍サブタイプ（第１群、第２群、およ
び第３群）を、ＦＮＡ検体において測定した２種の遺伝子（Ｆ３およびＩＧＦＢＰ３）の
中央値を中心化したΔＣｔ値を用いた教師なし階層的クラスタリング法により分類した。
結果は、Ｔｒｅｅｖｉｅｗソフトウェアを使用することにより視覚化した（図１３）。遺
伝子発現レベルは灰色のスケールで表す。各患者の臨床的パラメーターは、図に示すよう
に、多様な記号によりマークする。表４～５に示すように、２種の遺伝子シグネチャーに
よる３群分類は、２種の遺伝子のうち何れか一方単独の場合より有意に強く全生存率およ
び癌特異的生存率との相関を示している。
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