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(57)【要約】
　タンパク質活性化及び発現のサイン並びに癌の分類、
予後及び治療ガイダンスのためにタンパク質活性化及び
発現のサインを得、それを使用する方法が提供される。
タンパク質活性化及び発現のサインは、プロテインアレ
イで複数の試料をアッセイするステップと、アッセイし
た試料をパターンに基づいてクラスター化するステップ
と、ヒートマップを作成するステップとを含むプロセス
によって形成され得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　プロテインアレイで複数の試料をアッセイするステップと、アッセイした試料をパター
ンに基づいてクラスター化するステップと、ヒートマップを作成するステップとを含むプ
ロセスによって形成されるタンパク質活性化及び発現のサイン。
【請求項２】
　プロテインアレイが逆相プロテインマイクロアレイである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　タンパク質発現及び活性化のサインを用意するための方法であって、患者からタンパク
質試料を得るステップと、測定されるタンパク質に対応する１つ又は複数のタンパク質発
現レベル及びリン酸化レベルを得るステップと、１つ又は複数の発現レベル又はリン酸化
レベルのパターンに基づいて試料をクラスター化するステップと、クラスター化及び測定
されるタンパク質を使用してヒートマップを作成するステップとを含む上記方法。
【請求項４】
　１つ又は複数のタンパク質発現レベル及びリン酸化レベルを得るステップが逆相プロテ
インマイクロアレイを使用して試料をアッセイするステップを含む、請求項３に記載の方
法。
【請求項５】
　癌患者由来の細胞試料におけるタンパク質発現レベル若しくはリン酸化レベル又はその
両方を少なくとも１つの基準タンパク質発現及び活性化のサインと比較するステップを含
む、試料を分析するための方法であって、患者のタンパク質発現レベル若しくはリン酸化
レベル又はその両方と、少なくとも１つの基準タンパク質発現及び活性化のサインとの間
の相違点又は類似点が患者における癌の予後の指標となる上記方法。
【請求項６】
　タンパク質がシグナル伝達経路（ＳＴＰ）タンパク質、アポトーシス制御タンパク質、
細胞周期制御タンパク質、サイトカイン及びケモカインから選択される、請求項５に記載
の方法。
【請求項７】
　患者の細胞試料中の１つ又は複数のタンパク質のタンパク質発現レベル若しくはリン酸
化レベル又はその両方を表すデータを含む第一記憶媒体；少なくとも１つの基準タンパク
質発現及び活性化のサインを表すデータを含む第二記憶媒体；タンパク質発現レベル若し
くはリン酸化レベル又はその両方を少なくとも１つの基準タンパク質発現及び活性化サイ
ンと比較できるプログラム；並びにプログラムを実行できる処理装置を含むシステム。
【請求項８】
　複数の試料又は試料セット、陽性対照及び陰性対照を含むマイクロアレイであって、試
料又は試料セットがスライド上に配列されており、各試料又は試料セットが陽性対照若し
くは陰性対照又はその両方を伴っている上記マイクロアレイ。
【請求項９】
　マイクロアレイからのシグナルを標準化するための方法であって、複数のシグナルから
三次元トポグラフ図を作成するステップと、三次元トポグラフ図中に見出される不規則性
を補正するステップとを含み、ここで、複数のシグナルが１つ又は複数の陰性対照及び陽
性対照由来である上記方法。
【請求項１０】
　癌の予後及び癌の治療を評価するための方法であって、新たに診断された患者及び疾患
の異なる段階にある他の患者由来の癌細胞試料を提供するステップと、試料をプロテイン
アレイでアッセイするステップと、癌の予後を評価するために細胞試料全般にわたるアッ
セイの結果を比較するステップと、新たに診断された患者のために個別化された治療法を
考案するステップとを含む上記方法。
【請求項１１】
　癌細胞が固形腫瘍、転移性癌又は非転移性癌、急性骨髄性白血病、急性リンパ性白血病
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、慢性リンパ性白血病、骨髄異形成、骨髄腫及びリンパ腫由来である、請求項１０に記載
の方法。
【請求項１２】
　表現型効果に関して生物学的試料を分類する方法であって、細胞試料のタンパク質発現
及び活性化プロファイルを決定するステップであって、タンパク質発現及び活性化プロフ
ァイルが表現型効果に相関しているステップと、表現型効果に関して試料を分類するステ
ップとを含む上記方法。
【請求項１３】
　表現型効果が疾患の予後と相関する、請求項１２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　政府の権利の記述
　本開示は、少なくとも部分的に、Ｌｅｕｋｅｍｉａ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ａｍｅｒ
ｉｃａ助成金番号６０８９及び国立衛生研究所ＰＯ１助成金番号ＣＡ－５５１６４からの
資金を使用して開発された。米国政府は本発明に一定の権利を有し得る。
【０００２】
　本出願は、どちらも参照により本明細書に組み込まれている、２００６年５月２６日に
出願した米国仮出願第６０／８０３３４７号及び２００６年１２月８日に出願した米国仮
出願第６０／８２９２８３号の優先権を請求するものである。
【背景技術】
【０００３】
　個体由来の生物学的試料の分類は、精密な科学ではない。多くの場合、障害の正確な診
断及び安全且つ有効な治療は、身体の特定の領域由来の細胞又は組織の試料における生物
学的特徴を識別できることに依存する。個体由来の試料の特定の疾患クラスへの分類は、
困難、不正確又は不確実であることがしばしば示されている。組織化学分析、免疫表現型
検査及び細胞遺伝学的分析などのいくつかの方法では、試料の１つ又は２つの特徴だけが
試料の分類を決定するために分析される。不正確な結果は、不正確な診断及び有効でない
又は有害である可能性がある治療を導く場合がある。
【０００４】
　癌の生理学及び病因学の理解は、位置的に異常である、レベルが変化している、又は突
然変異を隠す遺伝子の発現を生じるＤＮＡレベルの変化に伝統的に焦点を置いている。癌
細胞の表現型を顕著に定める場合もあるタンパク質のレベル及び機能の制御は、転写、ｍ
ＲＮＡ安定性、翻訳制御及び恐らく最も重要には翻訳後修飾（例えば、リン酸化、プレニ
ル化、ユビキチン化など）による、を含む多くの段階において生じる。比較ゲノムハイブ
リダイゼーション（ＣＧＨ）及び転写プロファイリングなどのハイスループットな技術は
、ＤＮＡ及びＲＮＡレベルについて重要なデータを提供するが、しかしこれらの変化の機
能的結果は評価できず、確認のための実験が実施される必要がある。ｍＲＮＡレベルを測
定する発現アレイは、これらの変化のいくつかのために日常的且つ有益であるが、タンパ
ク質発現の実際のレベルを確定することは不可能であり、タンパク質の翻訳後修飾（リン
酸化、ファルネシル化、ユビキチン化）を検出することは全く不可能である。確実なプロ
テオミクス特性評価の開発は、タンパク質レベルでの癌細胞生理学及び病因学のより包括
的な理解のために極めて重要である。
【０００５】
　プロテオミクスは、タンパク質の構造、機能及び活性化を含むタンパク質の大規模な研
究と定義できる。具体的な課題は：プロテオームは細胞ごとに異なる；経時的動的に変化
する；並びに多型、スプライス変異体及び翻訳後修飾物は、各タンパク質について確認で
きる変数を大きく拡げることである。白血病細胞のプロテオミクス特性評価における試み
は、主に、二次元ゲル電気泳動後にＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ（マトリクッス支援レーザー脱離
／イオン化－飛行時間）分析を使用している。入手可能な証拠は、少ないが、例えばクラ
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ス特徴、標的の同定、アポトーシス開始及び幹細胞分析についての白血病のプロテオミク
ス分析の重要性を支持している。しかし、これらの方法によって特徴付けられるタンパク
質は、他の手段によって同定及び特性評価される必要があり、より包括的なプロファイリ
ングは、過大な材料が必要であること及び各分析を実施するために必要な時間によってし
ばしば妨げられる。これらの技術は、患者の一次試料のハイスループットな分析には不適
当である。
【０００６】
　タンパク質（多くはキナーゼ）における機能部位を対象とする、新たに標的を定めた抗
癌剤の作用及び機能的重要性の理解は、高感度、正確且つ適切な目的の標的のハイスルー
プットな評価を可能にする新規技術も必要とする。同一又は近縁の経路中のタンパク質に
ついての標的作用の評価は、薬物の包括的活性プロファイルの一部となるであろう。機能
的プロテオミクス分析の有効性の個々の癌の病状の研究への応用は、したがって、新規、
確実な、高感度で、時間－、費用－及び試料の必要が少ない並びにハイスループットな機
能的プロテオミクス技術を必要としている。
【０００７】
　逆相タンパク質（マイクロ）－アレイ（ＲＰＰＡ）は、必要とされる多くの利点を提供
する新規、高感度、ハイスループットで、機能的なプロテオミクス技術である。それは、
イムノブロッティングの能力を活性型（通常リン酸化型又は切断型）及び親タンパク質の
差次的発現の定量分析を提供するために拡張する。タンパク質及びその対応するリン酸化
タンパク質は、所与のタンパク質の活性化状態／機能性を反映して評価され得る。さらに
、細胞周期及びアポトーシスは、サイクリン、ｐ２１、ｐ２７、サイクリン依存性キナー
ゼ、リン酸化ヒストン又はＰＡＲＰ切断及び活性型カスパーゼをそれぞれ測定することに
よって評価され得る。
【０００８】
　ＲＰＰＡで全ての試料は、同時にスポットされ、本方法を遺伝子マイクロアレイの意図
と同様に多数の標本のレトロスペクティブな分析に理想的に適するものにする。細胞５×
１０５個由来のタンパク質を使用する従来のウェスタンブロット法と比較してＲＰＰＡは
、タンパク質溶解液数ナノリットルを必要とする（タンパク質のピコからフェムトグラム
）。スライド１枚当たり、抗体１種当たりで細胞２００個に相当するタンパク質がプリン
トされる。したがって、細胞５０００～２００００個だけから調製された試料は、異なる
１００種の標的タンパク質を分析するために十分であり、以前１回のウェスタンブロット
に必要であった材料から、スライド２５００枚（理論的には、＝抗体２５００種）がプリ
ントされ得る。プリントの精密さ及びＲＰＰＡ技術の確実性は、極めて高く、実験による
可変性が低い。これは、主にＲＰＰＡ内部の要因、並びに試料操作及び調製がＷＢに類似
しているというＲＰＰＡ技術の優れた正確さによる。スライド／アレイ間の比較も同様に
非常に高かった。明らかになった１つの特徴は、試料が１つのアレイ／スライド上で一緒
にアッセイされる場合、最も優れた確実性及び最も低い可変性が達成されることである。
同一スライド上の同一試料の繰返しプリント間の非常に高い相関関係は、同一スライド上
により多くの個々の試料をプリントすることを可能にし、且つ費用を削減するために重複
プリントを省略できることを示唆する。これは、各試料からより多数のタンパク質の分析
も可能にし、この技術を、幹細胞又は化学療法後に残存した癌細胞などの少数だけ存在す
る細胞集団の分析に適したものにする。
【０００９】
　タンパク全体及びそれに対応するリン酸化タンパク質は、所与のタンパク質の活性化状
態／機能性、又は経路全体（例えばシグナル伝達経路）の活性化状態を反映して評価され
得る。タンパク質修飾及びネットワーク全体の活性化のより広範な評価は、新たな重要な
タンパク質及び既知のタンパク質の経路相互作用を認識する可能性を有し、新たな発見に
導き得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】



(5) JP 2009-538436 A 2009.11.5

10

20

30

40

50

【００１０】
　特定の実施形態により、本開示は、タンパク質活性化及び発現のサイン並びに癌の分類
、予後及び治療ガイダンスのためにタンパク質活性化及び発現のサインを得、それを使用
する方法に関する。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　一実施形態により、本開示は、プロテインアレイで複数の試料をアッセイするステップ
と、アッセイした試料をパターンに基づいてクラスター化するステップと、ヒートマップ
を作成するステップとを含むプロセスによって形成されるタンパク質活性化及び発現のサ
インを提供する。本発明は、タンパク質活性化及び発現のサインを用意するための方法で
あって、患者からタンパク質試料を得るステップと、１つ又は複数のタンパク質発現レベ
ル及び測定されるタンパク質に対応するリン酸化レベルを得るステップと、１つ又は複数
の発現レベル又はリン酸化レベルのパターンに基づいて試料をクラスター化するステップ
と、クラスター化及び測定されるタンパク質を使用してヒートマップを作成するステップ
とを含む方法も提供する。
【００１２】
　本開示は、複数の試料又は試料セット、陽性対照、及び陰性対照を含むマイクロアレイ
であって、試料又は試料セットがスライド上に配置されており、各試料又は試料セットが
陽性対照若しくは陰性対照又はその両方を伴っているマイクロアレイも提供する。マイク
ロアレイ由来のシグナルを標準化するための方法であって、複数のシグナルから三次元ト
ポグラフ図を作成するステップ及び三次元トポグラフ図中に見出される不規則性を補正す
るステップを含み、複数のシグナルが１つ又は複数の陰性対照及び陽性対照由来である方
法も提供される。
【００１３】
　本開示は、試料を分析するための方法であって、癌患者由来の細胞試料におけるタンパ
ク質発現レベル若しくはリン酸化レベル又はその両方を少なくとも１つの基準タンパク質
発現及び活性化のサインと比較するステップを含み、患者のタンパク質発現レベル若しく
はリン酸化レベル又はその両方と、少なくとも１つの基準タンパク質発現及び活性化のサ
インとの間の相違点又は類似点が患者における癌の予後の指標となる方法も提供する。
【００１４】
　患者の細胞試料中の１つ又は複数のタンパク質のタンパク質発現レベル若しくはリン酸
化レベル又はその両方を表すデータを含む第一記憶媒体；少なくとも１つの基準タンパク
質発現及び活性化のサインを表すデータを含む第二記憶媒体；タンパク質発現レベル若し
くはリン酸化レベル又はその両方を少なくとも１つの基準タンパク質発現及び活性化サイ
ンと比較できるプログラム；並びにプログラムを実行できる処理装置を含むシステムも提
供される。
【発明の効果】
【００１５】
　臨床的特徴の類似にもかかわらず、原発性急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の多くの異なる
型がある。白血病細胞が身体からのシグナルにどの様に反応するかを支配する、タンパク
質の複雑な経路は、細胞がどの様な速さで複製し、死に、又は機能性血液細胞へ成熟する
かを制御している。しばしば、これらのタンパク質の量又は活性は、ＡＭＬ細胞において
異常であり、治療への反応に影響を与え得る。以前、これらのタンパク質のレベル又は機
能は、一度に１種類を研究できるだけであったが、しかし、今や本開示の方法は、以前、
１種類のタンパク質を研究するために必要であった材料の同じ量を使用して１００種類の
異なるタンパク質の研究を可能にする。これらのタンパク質の発現レベル又は機能は、疾
患のより良い予後及びより有効な治療を支援できる。
【００１６】
　本開示の方法によりさらに、より多くの試料が１つのアレイ上の同一条件下で操作され
て実験的偏りが低減することにより、非常に多数の試料のより良い比較が達成され得る。
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したがって本開示の方法は、今日までの他のタンパク質技術では達成されていないシステ
ムの再現性、正確性、感度、及び確実性を提供する。
【００１７】
　タンパク質の発現及び活性化を評価することによって、本開示の方法は、特定の疾患及
び疾患の状態に対する新薬のための潜在的標的として役立ち得るタンパク質の発見を支援
できる。
【００１８】
　本発明の特徴及び利点は、以下の実施形態の記載の理解により当業者に容易に明らかと
なるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
　本開示のいくつかの具体的な例の実施形態は、以下の記載及び添付の図を部分的に参照
することによって理解される。
【００２０】
【図１】５名の異なる患者由来の総Ｓｔａｔ３（上パネル）及びｐ－Ｓｔａｔ３（Ｔｙｒ
７０５）（左下パネル）タンパク質発現を示す図である。（最上列）末梢血（ＰＢ）及び
骨髄（ＢＭ）から新たに調製した「透明」細胞溶解液。（第二列）同じ標本の「青色」溶
解液。（第三列）白血病細胞系。（第四列）ＭＤＡ－４６８＋ＥＧＦ、ジャーカット＋Ｆ
ＡＳリガンド刺激。注目すべきは、対照細胞溶解液におけるＳｔａ３の変化が少ないか無
いことである。ｐ－Ｓｔａｔ３（Ｔｙｒ７０５）スライドにおける試料の配置は、上パネ
ルと同一である。右下パネルは、異なるスライド上にプリントし、且つｐ－Ａｋｔ４７３
について探索した同一の対照細胞試料を示し（同じ実験）、ＭＤＡ－４６８細胞（ＭＤＡ
）のＥＧＦ刺激でのｐ－Ａｋｔ４７３レベルの増大及びＦａｓリガンドで処理したジャー
カット細胞における減少を明白に示している。
【図２】希釈曲線及びＭｉｃｒｏＶｉｇｅｎｅによる対数線形表示を示すグラフである。
同じ患者由来の青色及び透明ＰＢ溶解液試料についてのＭｉｃｒｏＶｉｇｅｎｅ由来の典
型的曲線の分析。各スポットは、試料の希釈物を表す。標準偏差（上下の青線を伴う最適
化曲線（緑線）は、データポイントを通って自動的にプロットされる。ソフトウェアプロ
グラムが希釈曲線に直線（赤直線）を「フィット」し、関数を算出する。前記曲線のＥＣ
３０又は５０は、データの処理のために使用するｌｏｇ数を与える。
【図３】ＲＰＰＡの感度を示すグラフである。タンパク質溶解液は、患者２名から、同時
に採取された血液及び骨髄試料由来の白血病細胞に富む画分から１ｎｌ当たり細胞７及び
１０個の濃度で調製された。これらの溶解液は、ＲＰＰＡ上にプリントされ、抗体６種で
アッセイされた。それぞれの相対シグナルを示す。患者両名について各タンパク質につい
てのシグナル強度は、由来にかかわらず同様であった。患者両名について、１ｎｌ当たり
細胞７個の試料のシグナル強度は、１ｎｌ当たり細胞数１０個の試料のそれより一致して
低く、ＲＰＰＡが細胞３個差の量を検出できたことを示している。
【図４】同一のＲＰＰＡ上に繰返しでプリントされ、抗体６種で探索されたタンパク質溶
解液を示すグラフである。繰返し間の相関関係が示されている。平均Ｒ２＝０．９９２６
；ＥＲＫ１／２＝０．９９７３、ｐＭＡＰＫ（４２／４４）＝０．９９１９、Ｓｔａｔ３
＝０．９８２５、ｐＳｔａｔ３（Ｔｈｒ７０５）＝０．９９７９、Ａｋｔ＝０．９９２０
、ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）＝０．９９４１）
【図５】ｐ－ｐ３８について示す、初回調製時と２回の凍結融解サイクル後とで有意差異
を示さなかったリン酸化型特異的タンパク質の発現強度の比較を示すグラフである。
【図６】アレイ間（異なるスライド上の同一試料）及び実験間（同一アレイ上の異なる調
製の同一試料）の可変性が、全体及びリン酸化型部位特異的ＡＢで試験した８個について
６～１５％の間の変動係数を有して低かったことを示すグラフである（図２と同じＡＢ及
び図３で示すものと同じｐ３８、ｐ－ｐ３８）。
【図７】ＲＰＰＡによるタンパク質の絶対定量を示す図及びグラフである。上パネルは、
タンパク質／ペプチド基準ＲＰＰＡスライド由来の希釈曲線の拡大図を示す。ＲＰＰＡス
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ライドセクションの下は、ｌｏｇスケールから決定されたタンパク質の量である。図中の
各スポットは、試料の希釈スポットのタンパク質濃度に対するデンシトメトリーの吸収数
としてプロットされている。精製されたＡＫＴ及びｐ－ＡＫＴ（Ｓ４７３）ペプチドのタ
ンパク質絶対濃度が、既知であることから、任意の溶解液の未知のタンパク質濃度は、Ａ
ｋｔ標準曲線によって算出できる。
【図８】ＲＰＰＡによるＨＳＣ分析の例を示す図である。陽性及び陰性ＡＭＬ系列のいく
つかの対、並びに正常骨髄（ＮＢＭ）を表す。
【図９】本開示の一実施形態による試料のプリントを模式的に例示する図である。
【図１０】本開示の一実施形態による、リン酸化ＡＫＴスレオニン３０８からの代表的ス
ライドを示す図である。
【図１１】タンパク質発現が臨床的特徴に相関しなかったことを示すクラスター図を例示
する図である。
【図１２】本開示の一実施形態による、疾患状態ごとのタンパク質発現の平均レベルを例
示するグラフである。
【図１３】本開示の一実施形態による、試料の教師なしクラスター分析を例示する図であ
る。
【図１４】本開示の一実施形態による、試料データのブートストラップクラスター化を例
示する図である。
【図１５】本開示の一実施形態による、ＦＡＢ分類において評価されたタンパク質発現レ
ベルを示すヒートマップを例示する図である。
【図１６】特定の細胞遺伝学的変化に関連して異なるタンパク質サインを有する試料デー
タごとのクラスター化を示す図である。
【図１７】本開示の一実施形態によるヒートマップを示し、細胞遺伝学の背景において評
価されたタンパク質発現の平均レベルを例示する図である。
【図１８】本開示の一実施形態によるヒートマップを示し、７種のタンパク質サインクラ
スター中の各タンパク質の平均シグナルを例示する図である。タンパク質クラスター１０
種の構成要素はヒートマップ中に示されている。
【図１９】新たな診断から初回再発、原発性不応性、及び２回目以上の再発の疾患状態ご
とのタンパク質例の平均レベルを示すグラフであり、青線は、血液、赤線は、骨髄である
。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　特許又は出願書類は、少なくとも１つの色付きで作製された図を含む。色付きの図を伴
う本特許又は特許出願公開の複製は、要請及び必要費用の支払いにより官庁によって提供
されるであろう。
【００２２】
　本開示は、様々な改変及び代替形態を認めるが、具体的な例の実施形態は図において示
され、且つ本明細書においてさらに詳細に記載される。しかし、具体的な例の実施形態の
記載は、開示された具体的な形態に本発明を限定する目的ではなく、反対に本開示が添付
の請求項によって部分的に例示される通り全ての改変及び等価物にわたるものであること
は理解されるべきである。
【００２３】
　特定の実施形態により、本開示は、タンパク質活性化及び発現のサイン並びに癌の分類
、予後及び治療ガイダンスのためにタンパク質活性化及び発現のサインを得、それを使用
する方法に関する。
【００２４】
　一般に、本開示は、試料のタンパク質発現及び活性化のサインにより試料を分類するた
めの方法に関する。一実施形態において本開示は、表現型効果、例えば疾患の有無又は予
測された治療転帰に関して生物学的試料の分類を対象とし、その分類は、細胞試料のタン
パク質発現及び活性化のサインを決定するステップを含み、タンパク質発現及び活性化の
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の方法により、試料は、目的の疾患を有するか又は、発症し易い個体に属する（すなわち
由来する）として分類され得る。
【００２５】
　別法として、本開示の方法により試料は、治療転帰の特定のクラスに属するとして分類
され得る。それは、試料が高リスククラス（例えば、疾患の再発の可能性の高い予後を有
するクラス又は治療後の生存について予後不良であるクラス）又は低リスククラス（例え
ば、再発の可能性の低い予後を有するクラス又は治療後の生存について予後良好であるク
ラス）に属すると分類され得るということである。病気の期間、症状の重症度及び疾患の
根治も、試料の区別又は分類のための基準として使用できる。
【００２６】
　一実施形態において、本開示は、プロテインアレイで複数の試料をアッセイするステッ
プと、アッセイした試料をパターンに基づいてクラスター化するステップと、ヒートマッ
プを作成するステップを含むプロセスによって形成されるタンパク質活性化及び発現のサ
インを提供する。
【００２７】
　試料は、異なる疾患状態を有する患者由来である。例えば、試料は、新たに診断された
、原発性不応性、初回再発及び２回以上の再発並びに完全寛解である患者由来の試料を含
み得る。
【００２８】
　試料は、タンパク質の発現及び活性化のレベルに関する疾患を有する患者の細胞由来で
あり得る。その様な疾患は、固形腫瘍、転移性癌若しくは非転移性癌などの癌、急性骨髄
性白血病（ＡＭＬ）、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、
骨髄異形成（ＭＤＳ）、骨髄腫及びリンパ腫を非限定的に含む。他の実施形態において、
試料は、正常又は悪性の幹細胞、例えばヒト造血幹細胞、白血病細胞、骨髄などの環境下
で増殖する細胞又は化学療法への暴露後の残存細胞であり得る。試料は、ヒト癌標本、ヒ
ト白血病標本、保存ＡＭＬ溶解液及び調製された凍結保存細胞を非限定的に含む任意の供
給源から得られる。一実施例において試料は、レーザーキャプチャー法によって単離され
得る。
【００２９】
　特定の実施形態において、ヒト造血幹細胞をプロテオミクスに基づいた本開示の方法を
使用して大規模に分析でき、そのタンパク質発現及び活性化のサインをバルク疾患細胞（
例えば白血病細胞）と比較する。抵抗性及び再発は幹細胞集団から生じ易いことから、こ
の少量の集団の分析は、治療に抵抗するために幹細胞によって採用されるメカニズムにつ
いての知見を提供でき、且つ治療の標的を示唆できる。さらに、タンパク質のタンパク質
発現及び活性化のサインを評価することによって、本開示の方法は、特定の疾患及び疾患
の状態に対する新薬のための潜在的標的として役立ち得るタンパク質の発見を支援できる
。
【００３０】
　試料は、タンパク質に特異的な抗体を使用するプロテインアレイでアッセイされ得る。
適切なタンパク質の例は、シグナル伝達経路（ＳＴＰ）タンパク質、アポトーシス制御タ
ンパク質、細胞周期制御タンパク質、サイトカイン及びケモカインを非限定的に含む。Ｓ
ＴＰ及びアポトーシス制御タンパク質の詳細な例は、表１に示される。サイトカイン及び
ケモカインの詳細な例は表２に示される。
表１
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【表１】

表２
【表２】

他の例は、ｍＩＲ、Ｈｏｘ並びにヒストンアセチル化及びメチル化レベルを含む。
【００３１】
　試料は、ＲＰＰＡなどのプロテインアレイを使用してアッセイされ得る。ＲＰＰＡは、
マイクロドットブロット様の手法を使用し、タンパク質試料をスライド上にプリントし、
定量的な結果を生じさせるために１種類の抗体でそれを探索する。全体及びリン酸化タン
パク質を測定できる。本技術は、高感度、高ハイスループット並びにスライド間及びスラ
イド内の両方の再現性を提供する。ＲＰＰＡは、ＳＴＰタンパク質、アポトーシス制御タ
ンパク質、細胞周期制御タンパク質での使用に特に適している。ゲノムアレイ及び従来の
タンパク質処理方法の一定の制限から、ＲＰＰＡなどのプロテインマイクロアレイは、癌
関連タンパク質の発現レベル及び活性化状態を定量するための新しい手段を提供すること
によって転写プロファイリングを補う可能性を有する。
【００３２】
　本発明は、プリントされた複数のタンパク質試料又は試料セット、陽性対照及び陰性対
照を含むマイクロアレイスライドも提供する。試料又は試料セットは、スライド上に配置
されており、各試料又は試料セットは、陽性対照及び陰性対照を伴っている。特定の実施
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形態において、マイクロアレイは、正常試料、細胞系試料及び精製タンパク質も含み得る
。
【００３３】
　スライドは、陽性対照及び陰性対照を使用してバックグラウンド及び尺度に対して標準
化され得る。これらの対照物は、バックグラウンド（例えば、一定でない染色から）を測
定するために使用できるスライド上にわたるグリッドを提供する。全てのスライドが、ス
ライド上にわたって完全に一定のバックグラウンドを有するのではなく、グリッドは、ス
ライド上にわたるバックグラウンドを測定するために使用できる。陰性対照を使用するこ
とにより、バックグラウンド強度の三次元トポグラフ図が、作成でき、且つバックグラウ
ンドを補正するために使用できる。このバックグラウンドについての補正は、「トポグラ
フィー標準化」と称され得る。同様に、陽性対照の三次元グリッドは、尺度補正設定する
ために使用できる。したがって、本開示は、複数のシグナルから三次元トポグラフ図を作
成するステップ及び三次元トポグラフ図において発見される不規則性を補正するステップ
を含むマイクロアレイ由来のシグナルを標準化するための方法であって、複数のシグナル
が１つ又は複数の陰性対照及び陽性対照由来である方法も提供する。
【００３４】
　各アッセイ由来のデータは、例えば摂動ブートストラップ検証／クラスター化を使用し
てパターンに基づいて、クラスター化される。本クラスター化法は、無作為及び誤差を考
慮し、且つデータの確実性を増大する偏りの補正を可能にする。追加的に、統計的有意差
を算出する場合にボンフェローニ補正を試料及びタンパク質／抗体の数について説明する
ために実施できる。例えば、クラスター化は細胞遺伝学的変化に基づくことができる。
【００３５】
　一実施例において、アッセイは、タンパク質クラスターを定義するためにピアソン相関
の絶対値に基づく主な構成成分のクラスター化を使用してクラスター化され得る。例えば
ＡＭＬの場合、これは、９個のタンパク質クラスターを生じた。タンパク質サインを定義
するために、各患者についての各クラスターに対するスコアが決定され、且つ全体のベク
トルが決定された。この総合スコアに基づいて患者をクラスター化すると、７個のタンパ
ク質サイン群が生じた。
【００３６】
　クラスター化されたデータのヒートマップを作成できる。この様にデータは、予後及び
／又は診断情報を提供するように構築され得る。「ヒートマップ」又は「ヒートマップの
視覚化」は、タンパク質発現又は活性化の値の表データ構造の視覚的表示であり、色コー
ドは、数値を表示するために使用される。データ表中の各細胞に対する数値は、細胞に対
する色としてコードされる。色コードは、例えば遺伝子発現の値について緑から赤へ又は
黄色から青へ、１つの色から他に連続的に変化する。データセット中の全ての列及び行に
得られた色マトリクスは、色マップを形成し、熱力学的データのモデル化に類似の方法に
より、しばしば「ヒートマップ」と称される。
【００３７】
　用語「色コード」は、例えば高レベル発現を赤味がかった色として、及び低レベルの遺
伝子発現を緑がかった色として表し、これらの色の明暗／強度の変化が、発現の程度の変
化を表している、数値又は絶対値を色の値に配置するソフトウェア技術を示す。色コード
は、発現レベルへの適用に限定されていないが、それを使用して、定量できる任意のデー
タを区別して、比較的低い量の値から比較的高い量の値を区別することができる。追加的
に、第三の色を比較的中立の値又は中央値のために採用でき、より連続的な色表示スペク
トラムを提供するために明暗法を採用できる。
【００３８】
　一実施例において、タンパク質活性化及び発現のサインヒートマップは、ＦＡＢ分類に
おいて評価されたタンパク質発現レベルに基づくことができる。その様なサインデータは
、標的治療を使用する時期を示唆するために使用できる。例えば、抗ＢＣＬ２剤は、レベ
ルが高いＭ０、Ｍ１及びＭ２において選択的に使用され得るが、それが既に低い他のＦＡ
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Ｂ分類においては使用されない。
【００３９】
　他の実施例において、タンパク質活性化及び発現のサインヒートマップは、細胞遺伝学
的カテゴリーによるタンパク質発現の平均レベルに基づくことができる。その様なサイン
データは、標的治療が、特定のタンパク質の発現又は活性化が見出される細胞遺伝学的カ
テゴリーに選択的に適用される必要があることを示唆するために使用できる。例えば、ヌ
トリンなどの薬剤は、ｐ５３レベルが非常に高い－５又は－７の場合においては有効では
ない可能性がある。
【００４０】
　他の実施例において、ＡＭＬについてのタンパク質活性化及び発現のサインヒートマッ
プを作成できる。その様なヒートマップは、７個のタンパク質サインクラスター中でアッ
セイされた各タンパク質試料の平均シグナルを示すことができる。得られたタンパク質ク
ラスターのいくつかは、正の相関を示す場合があり、一方他の群は正及び負の両方の相関
を示す場合がある。したがって、サインは、ＡＭＬにおいて観察される独特の、再発パタ
ーン又はサインの認識を可能にする。このことは、増強され、個別化された治療計画の選
択を支援できる。
【００４１】
　タンパク質活性化及び発現のサインは、タンパク質サイン及び細胞遺伝学によって階層
化された患者の反応率を推定するために使用できる。例えばＡＭＬの場合、細胞遺伝学的
に良好な全ての患者が寛解に達したのでサインは有益ではなかった；しかし、寛解率及び
再発率は、タンパク質発現サインに依存して予後細胞遺伝学に対して変動した。さらに、
異なるタンパク質発現サインに関連する異なる寛解率及び再発率は、各細胞遺伝学的カテ
ゴリー中において生存全体に有意差を生じる。
【００４２】
　本開示は、タンパク質発現及び活性化のサインを用意するための方法であって、タンパ
ク質試料を得るステップと、１つ又は複数のタンパク質発現レベル及び測定されるタンパ
ク質に対応するリン酸化レベルを得るステップと、１つ又は複数の発現レベル又はリン酸
化レベルのパターンに基づいて試料をクラスター化するステップと、クラスター化及び測
定されるタンパク質を使用してヒートマップを作成するステップとを含む方法も提供する
。その様な方法は、疾患の予後又は診断を評価するために使用できる。
【００４３】
　さらに、本開示のタンパク質発現及び活性化のサインは、タンパク質発現及び活性化の
サインと表現型効果とを相関させ、それにより試料を表現型効果に関して分類するステッ
プを含む、表現型効果、例えばタンパク質マーカーの有無又は予想される治療転帰に関し
てタンパク質試料を分類するための方法において使用できる。その様な手法は、異なる癌
においてしばしば存在する分子欠乏の多くを、多数のシグナル伝達経路を同時にプロファ
イリングするステップ及び患者に特異的な癌遺伝子的「フィンガープリント」を定義する
ステップによって明らかにする。試料は、目的の疾患を有するか又は、発症し易い個体に
属する（すなわち由来である）として分類され得る。別法として、本開示の方法により試
料は、治療転帰の特定のクラスに属するとして分類され得る。それは、試料が高リスクク
ラス（例えば、疾患の再発の可能性の高い予後を有するクラス又は治療後の生存について
予後不良であるクラス）、又は低リスククラス（例えば、再発の可能性の低い予後を有す
るクラス又は治療後の生存について予後良好であるクラス）に属するとして分類され得る
ということである。病気の期間、症状の重症度及び疾患の根治も、試料の区別及び分類の
ための基準として使用できる。
【００４４】
　いくつかの実施形態において、型又は反応によって癌を分類するタンパク質発現及び活
性化のサインを、同定でき、これは、患者が癌に対する特定の治療にどの様に反応する可
能性があるかのより良い予測を支援できる。例えば、従来の治療に反応する可能性の低い
患者は、治療の初期において新薬又は幹細胞移植で治療され得る。このような実施形態に
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おいて、型又は反応によって癌を分類する発現パターンは、鍵となるシグナル伝達経路、
アポトーシス、細胞周期調節タンパク質、サイトカイン及びケモカインの異なる活性化状
態である可能性がある。
【００４５】
　タンパク質発現及び活性化のサインは、患者のために個別化された治療法を考案するた
めに使用することもできる。この様に、治療薬は、特定の患者についての発現又は活性化
サインに応じて患者に合理的に配分され得る。さらに、標的治療が利用可能になると、活
性タンパク質経路の決定は、個々の患者の分類及びタンパク質発現サインに基づいて最も
有効である可能性がある標的治療を選択するために利用できる。
【００４６】
　本発明のより良い理解を促進するために、以下の具体的な実施形態の実施例が示される
。以下の実施例は、本発明の範囲全体を限定する又は定義すると理解されるべきではない
。
【実施例】
【００４７】
　ＡＭＬ患者の８５％において、導入化学療法の開始１４日後に採取した骨髄は、「計測
するには少なすぎる細胞」である空の骨髄を明らかにする。この「空の」骨髄にもかかわ
らず、いくらかの患者は、数週間以内に白血病の再増殖を示し、他は後に再発するが寛解
に達する。この再発は化学療法後に残ったわずかな白血病細胞（「残存細胞」）から生じ
るに違いないし、且つこれらの細胞は、幹細胞の特徴を有しているはずである。これは、
幹細胞において観察される発現／活性化パターンがバルク白血病細胞のパターンに類似し
ているか又は異なるかという疑問を生じる。
【００４８】
　末梢血、白血球搬出又は骨髄の標本は、Ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｘ
ａｓ　Ｍ．Ｄ．Ａｎｄｅｒｓｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｎｔｅｒで評価された新たに診断
されたＡＭＬを有する患者から１９９９年９月１日から２００４年１月１日の間に前向き
に採取した。試料は、Ｍ．Ｄ．ＡｎｄｅｒｓｏｎのＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎａｌ　Ｒ
ｅｖｉｅｗ　Ｂｒｏａｒｄによって認められた規則及び手順に従って日常診断評価におい
て採取された。
【００４９】
　白血病細胞に富む画分の作製
　試料は、採取後ただちに氷上に置き、採取の２時間以内で新鮮に処理された。白血病細
胞に富む画分は、以前記載された通りＦｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ　ｓｅｐａｒａｔｉ
ｏｎ（Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ、Ｈｅａｒｎｄｏｎ、バージニア州）によって単核細胞画分を
単離し、続いてｍａｇｎｅｔｉｃ　ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ　ｓｏｒｔ
ｉｎｇ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ、Ａｕｂｕｒｎ、カリフォルニア州）によるＣ
Ｄ３＋／ＣＤ１９＋　Ｂ－細胞及びＴ－細胞の除去によって作製された。細胞は、ウェス
タンブロット法又はＲＰＰＡアレイのための全細胞溶解液を作製するために新鮮に使用さ
れた。リン酸化エピトープの安定性を評価するために、凍結保存細胞を融解し、室温に２
時間置き、且つ一定分量をＲＰＰＡのために溶解した。残りの細胞は、再凍結した。同じ
サイクルをもう一度繰り返した。次いで細胞を、ＲＰＰＡのための通常の方法で調製した
。
【００５０】
　ＣＤ３４＋／ＣＤ３８－「幹細胞」画分の作製
　「幹細胞」に富む画分を単離するために、ＣＤ３４＋細胞をＭＡＣＳ（Ｍｉｌｔｅｎｙ
ｉ、Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．、Ａｕｂｕｒｎ、カリフォルニア州）によって、上記の白
血病細胞に富む画分から精製し、次いで抗ＣＤ３４抗体、抗ＣＤ３８抗体及びＩｇＧ対照
（Ｂｅｃｋｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、カリフォルニア州）とのイ
ンキュベーション後にフロー選別によってＣＤ３４＋／ＣＤ３８－画分とＣＤ３４＋／Ｃ
Ｄ３８＋画分とに分離した。対照よりも強い蛍光強度を示している細胞を、陽性とみなし
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た。選別した細胞の一定分量を純度について再分析した。選別し、且つ分離した細胞を、
以下に記載の通りＲＰＰＡ溶解緩衝液中に可溶化した。
【００５１】
　細胞系
　ＡＴＣＣから得た白血病細胞系（Ｕ９３７、ＨＬ６０、ＯＣＩ－ＡＭＬ３、ＫＧ－１、
Ｍｏ７ｅ、ＴＦ１）を０．５％又は１０％ウシ胎児血清、ペニシリン／ストレプトマイシ
ン１００ｍｇ／ｎＬ、４ｎＭグルタミン酸（全てＧｉｂｃｏ、米国）を補充したＲＰＭＩ
　１６４０培地中で増殖させた。細胞は、回収までコンフルエントレベル以下で維持し、
次いで氷冷リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で２回洗浄し、上記溶解緩衝液のいずれかで２０
～３０分間可溶化し、１４０００ＲＰＭで遠心分離し、沈殿物は廃棄した。細胞溶解液は
、以下のＲＰＰＡ節に記載の通り希釈した。
【００５２】
　ウェスタンブロット
　ウェスタンイムノブロット分析を、細胞４～５×１０５個由来の材料及びＢｉｏｒａｄ
　Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、カリフォルニ
ア州）を使用して、対照細胞系（Ｋ５６２及びジャーカット細胞）及び分子量マーカーと
同一のブロット上に添加した骨髄及び末梢血の試料で、以前に記載の通り実施した。多数
のウェスタンブロット研究は、これらの試料がタンパク質分解を受けず（アクチンのラダ
ー化が無いことによって評価された）且つ、リン酸化タンパク質状態が少なくとも１０年
間安定に残ること（網膜芽タンパク質について）を示している。
【００５３】
　抗体の検証
　タンパク質生化学における制限要因の１つは、抗体（ＡＢ）の有効性及び品質である。
各候補抗体は、ＲＰＰＡによる使用のために承認される前に、ストリンジェントな検証手
順の対象となった。ＡＢは、細胞系及び患者試料に対してＷＢにおいて主要な単一のバン
ドを有し、いかなる非特異的バンドも有さない必要がある。それは、ＡＢが、切断、突然
変異又は欠失によるサイズ変異体を含む既知の細胞特性を認識する場合には容認される。
リン酸化されたエピトープに対する抗体は、タンパク質のリン酸化された又はリン酸化さ
れていない形態を生じる、刺激された（例えば増殖因子）又は阻害された（特異的阻害剤
）試料に対する特異性を示す必要があった。別法として、遺伝子的に改変された細胞（例
えばトランスフェクトされた又はｓｉＲＮＡ阻害された）及び細胞系は、ＡＢを検証する
ために使用できた。最後に、上記基準に合格した抗体について、ＲＰＰＡによる結果は、
ＷＢによって認められるそれと同等である必要があった。
【００５４】
　ＲＰＰＡ
　定量の目的でタンパク質細胞溶解液をアレイの調製の直前に９８ウェルプレートで追加
の溶解緩衝液で系列希釈（６又は８系列希釈：完全強度、１／２、１／４、１／８、１／
１６、１／３２、１／６４、１／１２８）した。希釈は、マルチチャネルピペットで手作
業で行った。希釈試料を、３８４ウェルプレートに移し、１０分間、９５℃で加熱した。
これらのプレートから溶解液材料をａｕｔｏｍａｔｅｄ　ｒｏｂｏｔｉｃ　ＧｅｎｅＴａ
ｃ　ａｒｒａｙｅｒ（Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ、Ｉｎｃ．、Ｎｏｒｔｈ　Ｂ
ｅｌｌｅｒｉｃａ、Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ、ミシガン州）で、ニトロセルロースで覆ったガ
ラススライド（ＦＡＳＴ　Ｓｌｉｄｅｓ、Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　＆　Ｓｃｈｕｅｌｌ　
ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ、Ｉｎｃ．米国、Ｋｅｅｎｅ、ニューハンプシャー州）上にプリン
トした。２４枚までの同一のスライドを一度にプリントできる。採用されたＲＰＰＡトラ
ンスファー法は、アレイピンの接触１回当たりタンパク質溶解液約１ｎＬ（完全強度タン
パク質溶解液からの細胞１０個当量に相当）がニトロセルロースガラススライドに移され
る非接触法である。ガラススライド上にスポットされるタンパク質濃度は、試料セットの
中の元のタンパク質濃度に応じて、ピンの接触回数をドットスポット１つ当たり５から１
０回（８倍系列希釈後の細胞１００から０．８個当量に相当する）に変化させることによ
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って調整できる。１１５２個までの個々のドットを、スライド１枚にプリントできる。ア
レイスライド上の各スポットは、具体的な試料の溶解液の一定の希釈物を表している。６
倍系列希釈ステップを使用する場合、試料１９２個程度を単一のスライド上にスポットで
きる。一度プリントするとスライドは、－８０℃で安定であり、少なくとも６～１２ヵ月
間染色可能である。希釈したタンパク質をプリントするプレート（３８４ウェルプレート
）は、－８０℃で少なくとも１２～１８ヵ月間保存可能であり、同じ元の試料からの新た
なアレイスライドの複数回の反復プリントプロセスに使用できる。
【００５５】
　探索
　スライドのプリント後、スライドのブロッキング、ブロッティング及び抗体のインキュ
ベーションについてイムノブロッティングのために使用するのと同じストリンジェントな
条件を適用する。最初にマイクロアレイスライドを、一次抗体の添加の前に内在性ペルオ
キシダーゼ、アビジン、及びビオチンタンパク質活性についてブロックした。ＤＡＫＯ（
Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ、デンマーク）シグナル増幅システムをＡＢ結合強度の検出及び増
幅のために使用した。この市販で入手可能な触媒系キットは、３，３’－ジアミノベンジ
ジンテトラクロライド（ＤＡＢ）を使用し、一次抗体によって検出されるシグナルを増幅
するために基質のレポーター沈着を触媒した。ビオチン化された二次抗体（抗マウス又は
抗ウサギ）を、シグナル増幅のための開始点として使用する。二次抗体に付着したストレ
プトアビジン－ビオチン複合体及びこの複合体上のビオチン－チラミド沈着は、反応を増
幅するために使用される。チラミド結合西洋ワサビペルオキシダーゼは、ＤＡＢを切断し
、優れた信号雑音比を有する安定な茶色の沈澱物を生じる。本技術は、フェムトモル感度
範囲まで高感度且つ再現可能である。
【００５６】
　シグナル強度は、スライドをＩｍａｇｅＱｕａｎｔ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｙｎａｍ
ｉｃｓ、カリフォルニア州）で走査することによって測定し、ＭｉｃｒｏＶｉｇｅｎｅ（
商標）ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ＲＰＰＡ　ｍｏｄｕｌｅ（ＶｉｇｅｎｅＴｅｃｈ　Ｉｎｃ．
、マサチュ－セツ州）を使用して定量した。ＭｉｃｒｏＶｉｇｅｎｅソフトウェアを使用
して各スポットの強度を算出し、強度濃度曲線を傾き及び切片で算出する。これは、発現
強度を対照溶解液から作製した基準標準曲線と比較する場合に、各試料の相対的定量を可
能にし、絶対的定量は、精製ペプチドの既知の量との比較によって決定できる。リン酸化
と非リン酸化抗体とからのシグナル強度の比は、試料における所与のタンパク質の活性化
状態の相対的定量を可能にする。添加時の差異は、評価され、結果の節において記載の通
り発現強度の標準化によって補正される。差次的に制御されるタンパク質については、イ
ムノブロッティング（ＷＢ）を結果を確認するために実施した。ＲＰＰＡ分析のためのヒ
ト白血病細胞系及び一次標本の使用を確立するために、我々は、ＲＰＰＡの各実験ステッ
プに体系的に取り組み、且つ確証した。ＭＤＡＣＣのＬｅｕｋｅｍｉａ　Ｓａｍｐｌｅ　
Ｂａｎｋ（ＬＳＢ）は、過去１５年間にわたり数百のＡＭＬ患者のタンパク質試料を体系
的に保存している。完全な転帰データが入手可能である。したがって、我々は既存のＬＳ
Ｂタンパク質試料をＲＰＰＡで試験した。
【００５７】
　ＲＰＰＡの有用性及び感度
　ＬＳＢにおける細胞溶解液を、１ｎＬ当たり細胞１０個当量の細胞濃度にブロモフェノ
ールブルーを含むＷＢ溶解緩衝液を使用して調製する（「青色」溶解液と称する）。試料
は、凍結前に使い捨てバイアルに５０μｌずつ分注する。調製され、保存され且つ使用可
能なＷＢ青色溶解液がＲＰＰＡによって分析可能であるかどうかを評価するために、我々
は、これらを同じ患者から同日に１ｎＬ当たり細胞７又は１０個のいずれかの濃度で調製
された凍結保存標本を使用して新たに調製した細胞溶解液（「透明溶解液」）と比較した
。「青色」及び「透明」溶解液の両方は、データ評価（図１）のために分析可能であった
希釈曲線の直線部分において強いシグナルを生じた（図２）。「透明」及び「青色」溶解
液の間の患者内の可変性は、極少であった。図１のスライドは、Ｓｔａｔ３及びｐ－Ｓｔ
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ａｔ３（Ｔｙｒ７０５）について染色した患者試料由来のリン酸化タンパク質染色の例を
示している。５名の異なる患者から同日に採取した末梢血（ＰＢ）及び骨髄（ＢＭ）試料
を異なる行に、第一列は新たに調製した「透明」溶解液で、及び第二列は既存の「青色」
溶解液で、プリントした。最上列と比較して、第二列におけるより強いシグナルは、透明
溶解液に対して青色溶解液の元の試料中のｎＬ当たりの細胞数がより多いためである。結
論として、ＷＢ溶解緩衝液中のブロモフェノールブルーは、図１に例示する通りシグナル
検出及び分析に影響せず、ＬＳＢにおける既存のタンパク質溶解液をＲＰＰＡのために使
用できることを示唆している。
【００５８】
　細胞数の検出可能な最少差異の見地からの解像度及び感度の限界を検出するために、我
々は、１ｎＬ当たり細胞７及び１０個当量での細胞溶解液をそれぞれ調製した。図３に示
す通り、アレイを１０回接触でプリントし、且つ６種の異なる抗体で探索した。ＰＢ又は
ＢＭ由来の材料からの曲線は、以前報告された通り元の材料の等価性を示唆して重なって
いる。２つの試料の間の１ｎＬ当たり細胞７及び１０個の調製物間の１ｎＬ当たり細胞３
個の最少差（１ドット当たり細胞３０個に等しい）は、アッセイの定量的性質を確認して
６種の異なるＡＢ全てについて全試料において容易に検出できた。最も濃縮された試料が
１ドット当たり細胞１０００又は５００個当量のいずれかを有し、且つ８回希釈物がそれ
ぞれ細胞８及び４個由来のタンパク質を含む実験において、我々はシグナル強度の差異を
検出できた。タンパク質が確実性をもって検出される最少細胞数は細胞３個であった。
【００５９】
　ＲＰＰＡの感度を、既知の精製タンパク質標準調製物との比較を使用して、フェムトモ
ル範囲までのレベルの一次試料におけるタンパク質発現を検出する能力によって示した。
患者試料１０００個の定量のために十分である１００個の異なるリン酸化及び全ペプチド
を採取した。ペプチドは、各アレイからペプチド曲線を参照できるように各スライド上に
配置できる。細胞３個当量程度の少量の発現を検出し、且つ細胞３個程度の小さな発現強
度の差異を確実に検出する能力は、ＲＰＰＡ系の頑健性及び感度を示す。ＷＢ又はＭＡＬ
ＤＩ－ＴＯＦのいずれもラージスケールにおいてこの感度を達成していない。免疫組織化
学は、単一細胞を評価するが、多数のタンパク質についての多数の細胞のラージスケール
での比較には適さない。固定化及びタンパク質安定性は、議論されており、プロテオーム
全体は、ＲＰＰＡでの様に確実には表されていない。ＲＰＰＡは、補足的な、ハイスルー
プットスクリーニングツールであり、個々の結果は、ＩＨＣ又は他の方法で確認され、且
つ発展され得る。
【００６０】
　タンパク質－及びリン酸化エピトープ安定性
　リン酸化エピトープの安定性を評価するために、我々は、タンパク質を生成するために
使用する細胞の操作がリン酸化タンパク質の検出に影響するかどうかを試験した。患者か
ら同じ日に採取し、凍結保存した血液及び骨髄由来の細胞のバイアルを融解し、一部を全
細胞溶解液を作製するために移し、残りの細胞を再凍結した。これを２回繰り返し、その
後第二の溶解液を調製した。これらの凍結融解標本を、新鮮に調製した溶解液と共にスラ
イド上にプリントし、且つ８種の全体及びリン酸化タンパク質：ＥＲＫ１／２、ｐ－ＭＡ
ＰＫ４２／４４、Ｓｔａｔ３、ｐ－Ｓｔａｔ３（Ｔｈｒ７０５）、Ａｋｔ、ｐ－Ａｋｔ（
Ｓｅｒ４７３）、ｐ３８、ｐ－ｐ３８（Ｔｈｒ１８０／Ｔｙｒ１８２）で探索した。新鮮
に調製した青色溶解液と、１回目又は３回目の融解からの凍結保存由来試料（ＰＢ又はＢ
Ｍのいずれか）から調製された試料との間にリン酸化エピトープ発現強度における統計的
有意差はなかった。（図５及び図６）。ＷＢ又はフローサイトメトリーを使用する我々の
発見と一致して、（リン酸化）－タンパク質と同程度のレベルの発現がＰＢ及びＢＭ試料
（患者５を除く）において観察され、白血病細胞に富むＰＢ及びＢＭ試料を、どちらか一
方のみが入手可能である場合には同じ分析において使用できることを示している。上記観
察は、同時に回収されたＰＢ及びＢＭ試料を有するＡＭＬ試料２３個の第三の試料セット
においてさらに確認された。これらの標本の発現プロファイルは、教師なし階層的クラス
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ター分析において同じ患者由来のＰＢとＢＭの間において統計的有意差を示さなかった（
２３試料及び３７抗体についてｐ＝０．６７）。
【００６１】
　リン酸化エピトープの経時的安定性を、凍結保存細胞から新鮮に調製されたタンパク質
試料を、同一の標本から数年前に調製され調製後－７０℃で保存されたタンパク質試料と
比較した場合から得られた同様の発見によって示した。さらに、これらの結果は、凍結保
存細胞中のリン酸化タンパク質エピトープが繰返しの凍結－融解及び標本処理の可変性に
ついて比較的安定であることを示した。ＡＭＬプロファイリングの結果における信頼を増
大することからこれを知ることは重要である。
【００６２】
　プリント／スポッティングの再現性及び正確性
　ＲＰＰＡの再現性及び可変性を評価するために、溶解調製物間の変動さらにはプレート
及び実験準備並びにアレイ実施の間の変動を試験した（サンプル間及びサンプル内並びに
アレイ内及びアレイ間の変動）。
【００６３】
　最初に、アレイ準備及び調製の影響を試験するために、同じ溶解物を２回調製し（アレ
イプレート２枚）、且つ同一のアレイスライド上にプリント（プレート間調製）した。高
い相関関係（Ｒ２＝０．８９～０．９７）が観察された。我々は、次いで同一の白血病標
本からの新たな溶解液の調製の可変性（実験間）を試験した。再び、同一のアレイ上にプ
リンントした場合、高い相関関係が観察され（全体でＲ２＝０．７９～０．９６から）、
タンパク質溶解液作製における再現性を示している。最後に、アレイ間の比較（異なるス
ライド上にスポットされた同一試料）は、変動係数≦１５％を有して高い。全ての実験に
おいてアッセイされたタンパク質は：ｐ３８、ｐ－ｐ３８、Ｓｔａｔ３、ｐ－Ｓｔａｔ３
（Ｔｙｒ７０５）、ＥＲＫ、ｐ－ＭＡＰＫ４０／４２、ｍ－Ｔｏｒ、ｐ－ｍＴＯＲ（Ｓｅ
ｒ２４４８）、ｐ－ＡｋｔＳ４７３、ｐ－ｐ７０Ｓ６キナーゼ（Ｔｈｒ３８９）である。
【００６４】
　重複スポッティング（１枚のプレートから同じ試料を同一スライド上に２回プリントす
る）は、ほとんどの群において使用されるが、１枚のスライド上にプリントできる異なる
試料の数を減少させる。重複スポット間の相関関係を、６種の異なる抗体について試験し
、非常に高い一致が観察された（平均Ｒ２＝０．９９２６；ＥＲＫ１／２＝０．９９７３
、ｐＭＡＰＫ（４２／４４）＝０．９９１９、Ｓｔａｔ３＝０．９８２５、ｐＳｔａｔ３
（Ｔｈｒ７０５）＝０．９９７９、Ａｋｔ＝０．９９２０、ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）＝
０．９９４１）（図４）。可変性の欠如は、重複が必要ではないことを示唆する。
【００６５】
　タンパク質定量
　試料中のタンパク質の絶対濃度を正確に決定するために、今回我々は、タンパク質濃度
が不明である試料との比較のために、既知の濃度の精製タンパク質又は組換えペプチドに
対する標準シグナル強度－濃度曲線を作製する。これらのペプチド標準－基準曲線を使用
して、各試料／溶解液の未知のタンパク質濃度を算出できる。最初に、各スライド上にプ
リントされた対照細胞溶解液（例えば、Ｕ９３７、ＨＬ６０、ジャーカット）のタンパク
質濃度を、「スライド」のシグナル強度についての基準点として役立てるために決定する
。次いで各スライドは、対照細胞溶解液のタンパク質発現強度について標準化できる。そ
れから、絶対タンパク質濃度をペプチド標準曲線を読み取って決定できる。一例を図７に
示す。精製した活性化Ａｋｔタンパク質及びｐ－Ａｋｔ４７３ペプチドをＲＰＰＡによっ
て配置した。シグナル強度（Ｙ軸）対タンパク質濃度（タンパク質（ｐｇ）ｌｏｇスケー
ル）をプロットした。精製した活性化ＡＫＴ及びリン酸化ＡＫＴペプチドとシグナル強度
との間には直線関係があった。ＲＰＰＡアッセイは、活性化ＡＫＴタンパク質をピコグラ
ムレベルまで、リン酸化ＡＫＴペプチドをフェムトグラムレベルまで検出し、細胞数又は
タンパク質濃度の最少差異を検出する能力についての我々の観察を補完する。
【００６６】
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　ＲＰＰＡによる造血幹細胞の分析
　白血病細胞におけるタンパク質発現の分析のほとんどは、希少な幹細胞集団よりも、骨
髄又は血液中の白血病細胞のバルク集団を利用する。未解決の疑問は、幹細胞中のタンパ
ク質発現は、白血病細胞のバルク集団のそれと同様であるか又は異なっているかである。
実際には１０～２００００個のＬＳＣ又はＨＳＣだけが、試料から単離できることから（
細胞１×１０７個の０．００１％＝幹細胞１００００個）、伝統的方法（ＷＢ、フロー）
は、幹細胞におけるタンパク質発現を分析できていない。対照的に、ＲＰＰＡ分析のため
のスライド１枚は、８倍希釈系列について細胞約２００個のタンパク質当量物を必要とす
るだけであり、ＲＰＰＡを、少量細胞集団の分析に理想的に適するものにし、且つ幹細胞
１０～２００００個は、一試料から５０から２００枚のスライドのプリント（５０から２
００の異なるＡＢに相当）を可能にする十分な溶解液を提供するであろう。この数は、各
スライドに蛍光色素プローブＣｙ３及びＣｙ５を使用して２倍にできた。実験的に我々は
、単離されたＣＤ３４＋／ＣＤ３８－幹細胞、ＣＤ３４＋／ＣＤ３８＋細胞、ＣＤ３４＋
細胞及びバルク白血病細胞集団からタンパク質溶解液を作製した。図８は、ＲＰＰＡによ
ってアッセイし、且つ様々なＡＢで探索した陽性及び陰性（ＣＤ３４／３８）ＨＳＣ系列
のいくつかの例を示す。結果は、ＨＳＣは正常ＳＣと比較して異なるタンパク質サイン有
することを示している（データ未記載）。
【００６７】
　ＲＰＰＡとウェスタンブロット法及び免疫組織化学との相関関係
　ＲＰＰＡと従来技術との相関関係をヒト白血病細胞系Ｕ９３７及びＮＢ４において評価
した。細胞を、様々な用量のシタラビン単独又はイダルビシンとの組合せでインキュベー
トした。細胞を様々な時点で溶解し、分析し、且つＲＰＰＡ及びＷＢによって探索した。
ＲＰＰＡでの発現レベルは、ウェスタンブロット法によって決定した発現レベルと高度に
相関した。ＷＢとＲＰＰＡの結果の間には、相関係数がＡｋｔ、ｐ－Ａｋｔ（４７３）、
Ｅｒｋ、ｐ－Ｅｒｋ（４２／４４）、Ｂｃｌ－２についてはＲ２＝０．８９～０．９８の
間である優れた相関関係があった（データ未記載）。
【００６８】
　データの標準化及び添加量管理のための手法
　アレイ間比較。アレイ分析における１つの課題は、アレイ間の可変性及び染色の比較可
能性である（アレイ間）。スライド間を増大させる１つの手法は、各スライド上で未刺激
、刺激された及び阻害された細胞溶解液（例えばＭＤＡ－４６８±ＥＧＦ、Ｕ９３７、Ｈ
Ｌ６０、ジャーカット±ＦＡＳ又は細胞溶解液の混合物）からなる陽性対照を実施するこ
とである。これらは、「スライド」のシグナル強度に対する基準点として役立つ。個々の
試料は、平均スライド強度との比較で、及び異なる抗体で染色したスライド上の特定の試
料の強度との関係において比較できる。したがって、異なるアレイ由来の試料及び抗体の
相互比較を比較できる。
【００６９】
　試料のシグナル強度（変動パラメーターについて補正された）が一度決定されると、絶
対濃度をＥＬＩＳＡアッセイと同様にペプチド標準曲線から決定できる。別法として、相
対タンパク質発現レベルだけを比較し、タンパク質濃度の絶対値が必要でない場合には、
試料／スライド／実験のセットを対照細胞溶解液だけとのシグナル強度の差異に対する補
正に基づいて比較できる。我々は、具体的な課題に応じて両方の手法を日常的に使用する
。
【００７０】
　タンパク質添加量補正／標準化
　タンパク質の添加量はシグナル強度に影響する。プリント、ＡＢ結合／検出及び染色の
可変性を補正するために、我々は、タンパク質添加量補正法の開発を目指した。この必要
性は、異なる試料セット（細胞系、一次試料、幹細胞）の教師なし階層的クラスター分析
が、その対応するセットに応じて試料を配置するという観察によって支持される。試料は
、個々のタンパク質発現強度についてのその実際の値よりもそのタンパク質添加量に応じ
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てクラスター化する。
【００７１】
　したがって、タンパク質添加量／標準化手法を、９６個の一次ＡＭＬ試料セットにおい
て開発した。驚くべきことに、一般に使用されるアクチン及びＧＡＰＤＨなどのＷＢ「ハ
ウスキーピング」タンパク質は、試料において大きな変動を示した。これは、我々がＷＢ
によってアクチン及びＧＡＰＤＨについて分析した白血病試料で同様の観察を得たこと程
には驚くべきことではない。可能な説明は、ＷＢ膜がアクチン及びＧＡＰＤＨを含むタン
パク質で飽和されているということである。添加された豊富な抗体は、ＷＢにおいて均一
で濃いバンドを生じる。より高感度なＲＰＰＡは、ｌｏｇ範囲３～４にわたる差異を検出
できるが、典型的なＷＢでは範囲はｌｏｇ１．５である。ＲＰＰＡでは、タンパク質－Ａ
Ｂ結合と濃度の関係は、それらの飽和状態においてはアッセイされず、アクチン又はＧＰ
ＡＤＨ染色における変動を表して、直線範囲でのタンパク質濃度の検出を可能にしている
。
【００７２】
　転写アレイと同様に、我々は、新たなハウスキーピングタンパク質を使用する添加量補
正の異なる方法の比較を目指した。経験的に、我々は、５つのＡＢが試料全体で、スライ
ド全体で比較的安定な発現を示したことを観察した（ｍＴｏｒ、Ｅｒｋ、ＪＮＫ、ＧＳＫ
、ｐ３８）。しかし、これらのタンパク質は機能的制御及び変化を受け得ることから、我
々は、最も少なく制御されるタンパク質（「ハウスキーピング」タンパク質）が、より良
い標準化手法となり得、発現強度の変動が最少のタンパク質の１／３について補正すると
仮定した。最後に確証された手法は、全てのタンパク質の平均に対して標準化することで
ある。３種全ての手法は、０．８２～０．９２の間の相関関係（Ｒ２）で同様の結果をも
たらした。ＡＭＬ試料９６個の教師なしクラスター分析における試料の分布は、３種全て
の手法について等しかった。我々は通常１アレイセット当たりスライド１～２枚を我々の
ハウスキーピングタンパク質に対するＡＢで染色する。
【００７３】
　別法として、タンパク質の絶対濃度を決定する必要がない場合、対応するタンパク質全
体についてのリン酸化の割合を確立することは、試料間の発現結果を比較するための別の
手段である。割合は、タンパク質添加量を考慮から外し、その特定のタンパク質の総量と
比較したタンパク質の活性における変化を反映する。次いで補正値又は割合値のいずれか
を階層的クラスター分析又はデータ分析及び表示の他の手段ために使用できる。
【００７４】
　最後に、新たな手法は、プロテオミクス分析におけるいくつかの標準化及び定量の障害
を克服するために計画されている。全ての試料が利用可能なタンパク質濃度又は細胞数を
有し得ないことから、タンパク質添加手順は、不均一な添加の可能性について補正される
必要がある。各スポット／試料を５～８種の安定に発現されるタンパク質（ハウスキーピ
ング）の平均又は全タンパク質に対して補正することは、全体及びリン酸化タンパク質が
差次的に制御されている場合に、データを分析する前でまだ検出が可能である時に、プリ
ント、検出及び染色の可変性を大部分考慮から外すことができる。同時に、これは、タン
パク質試料の採取及び処理の規格化の必要性を強調する。容量当たり同じ細胞数と推定さ
れるＡＭＬ試料９６個については、最近１０～１５年間に溶解された。
【００７５】
　統計的分析
　本データセットは、遺伝子発現アレイの分析に対して使用されたものと同一のプログラ
ム及びアルゴリズムを使用して分析する。データは、差次的タンパク質発現に基づくクラ
スターの存在について、統計的ソフトウェアを使用するモネセティック（二値変数）クラ
スター化法によって分析される。連続性補正カイ２乗検定を統計的分析のために使用する
。様々なクラスター化法（階層的クラスター分析、Ｋ－平均、独立成分分析、相互情報量
及びジーンシェービングを含む）を、試料を統計的に類似の群に分類するために使用する
。これらの群の頑健性及び統計的有意性は、データのブートストラップリサンプリングに
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よって評価される。追加的に、この分類のドライバーは、ｐａｔｈｗａｙ　ａｎａｌｙｓ
ｉｓ　ｓｏｆｔｗａｒｅ（Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｓｙｓｔ．、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅ
ｗ、カリフォルニア州）を使用して、活性化される経路を分析することによって決定でき
る。患者試料は、患者の特徴（細胞遺伝学的、年齢性別、ＦＡＢ型、血液病前歴、芽球百
分率を含む）及び転帰データ（治療への反応、治療の型、寛解期間など）を含むＬｅｕｋ
ｅｍｉａ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｂａｎｋ　Ｄａｔａｂａｓｅに関連している。これらのデータ
は、フィッシャーの直接確率計算法、分散分析及び再発までの期間についてのコックス比
例ハザードモデルを含む標準的統計的方法を使用してＲＰＰＡクラスターと相関させ得る
。この様に、我々は、ＲＰＰＡによって作製された患者試料のクラスターが臨床的有意性
を有するか、及び細胞遺伝学、化学療法型などの特定のエンドポイントと関連するかどう
かを決定できる。差異を決定するための適切な能力は、患者試料約８０個の「トレーニン
グセット」及び独立した「試験及び検証セット」としての少なくとも患者試料１２０個を
必要とする。分析される患者試料３２０個が高い情報内容を提供する任意の研究における
転写プロファイリングによって分析されるいかなるものより多いことを強調することは、
重要である。ＭＤＡＣＣ　Ｌｅｕｋｅｍｉａ　Ｓａｍｐｌｅ　ｂａｎｋは、十分な数を超
える液体窒素保存患者試料及び迅速な処理に利用できる使用準備済みのウェスタンブロッ
ト溶解液を保有している（我々は、トレーニングセット試料８０～１００個及び試験セッ
ト試料２４０個を既に同定している）。
【００７６】
　Ａｍｌ及びＭｄｓ患者試料におけるサイトカイン及びケモカインの発現
　本開示の特定の実施形態による方法を、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）及び骨髄異形成（
ＭＤＳ）患者試料の多量のセットを、それらのサイトカイン及びケモカインの発現につい
て試験するために既存の技術と共に使用し、発現のパターンを決定し、臨床成績と相関付
けた。タンパク質発現及び活性化は、骨髄異形成（ＭＤＳ）及び急性骨髄性白血病（ＡＭ
Ｌ）において白血病細胞の病態生理を決定し、内在性の変化（例えば突然変異、メチル化
）及び、ストローマ相互作用、サイトカイン（ＣＴＫＮ）及びケモカイン由来の外因性シ
グナルに依存する。
【００７７】
　２６種のＣＴＫＮ（ＩＬ－１ＲＡ、１Ｂ、２、４５、６、７、８、９、１０、１２、１
３、１５、１７、エオタキシン、ＦＧＦＢ、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＦＮγ、ＩＰ
１０、ＭＣＰ１、ＭＩＰ１α、ＭＩＰ１β、ＰＤＧＦ、ＴＮＦα及びＶＥＧＦ）のレベル
を、ＡＭＬ１７６個（未治療１３８個（新規）、再発３８個（ＲＥＬ））及びＭＤＳ患者
１１４個（新規９７個、生物学的治療後１０個、ＲＥＬ７個）並びに正常（ＮＬ）対象１
９個由来の血清試料においてｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（Ｂｉｏｐｌｅｘ
（商標）、Ｂｉｏｒａｄ）を使用して測定した。個々のＣＴＫＮ発現は、臨床特徴（例え
ば、年齢、性別、細胞遺伝学、ＦＡＢ、ＨＢ、ＷＢＣ、血小板など）と相関しなかった。
ＮＬと比較したＡＭＬ／ＭＤＳにおいて、ＩＬ－１β、４、５、６、７、１０、１２、１
３、１７、ＩＦＮγ、ＦＧＦＢ及びＭＩＰ１αのレベルは有意に低く、ＩＬ－８及び１５
は高かった。ＡＭＬ及びＭＤＳの発現プロファイルは、個別に又は教師なし階層的クラス
ター分析によって分析されたかどうかにかかわらず、ＩＬ－８及び１３（ＡＭＬにおいて
高い）並びにＶＥＧＦ（ＭＤＳにおいて高い）を除いて統計的に識別できなかった。
【００７８】
　新規ＡＭＬのケースにおいて個別にＣＴＫＮを評価した場合、ＩＬ４，５及び１０の高
いレベルは、寛解達成と有意に相関し、ＩＬ８、Ｉ１１Ｒａ、ＩＰ－１０、Ｍｉｐ１β、
ＶＥＧＦ及びＩＬＲの高いレベルは、より短い生存に有意に相関した。ＭＤＳにおいて寛
解達成又は生存を予測したＣＴＫＮは、無かった。他のＣＴＫＮ発現と比較したＣＴＫＮ
発現のピアソン相関及び群平均を使用する教師なし階層的ブートストラップクラスター分
析は、１種のＣＴＫＮの高いレベルが他の高い発現と相関する場合に、６種の高度に再現
的な発現パターン：１）ＩＬ－１β、４、７、１０、１２、１３、Ｇ－ＣＳＦ、ＩＦＮγ
、ＭＩＰ１α及びＰＤＧＦ　２）ＩＬ　１ｒａ、６、８エオタキシン、ＩＰ－１０、ＭＩ
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Ｐ１β及びＶＥＧＦ、３）ＩＬ２、９、１５及びＧＭＣＳＦ、４）ＩＬ５　５）ＩＬ－７
、ＦＧＦ－Ｂａｓｉｃ、ＴＮＦα及び６）ＭＣＰ１を明らかにした。
【００７９】
　群平均を使用するＣＴＫＮ発現に基づく試料の同様の教師なしクラスター分析は、５つ
の疾患クラスター及びＮＬ試料クラスター（全１９ＮＬ試料を含む）も明らかにした。こ
れら５つのクラスターにおける各ＣＴＫＮの平均発現レベルは、ＮＬ試料においては高い
発現を示すほとんどのＣＴＫＮの発現の消失を示し、各群は、ＮＬと比較して異なるＣＴ
ＫＮサブセットにおける発現の増大を示す。寛解達成は、サイトカインのサインに強く関
連した（Ｐ＝０．００５）。要約すると、ほとんどのＣＴＫＮは、ＮＬと比較してＡＭＬ
及びＭＤＳにおいて異なる発現を示した；興味深いことにＡＭＬ及びＭＤＳにおけるＣＴ
ＫＮ発現は、類似していた；多数のＣＴＫＮは、個々の転帰に予測的である；ＣＴＫＮサ
インは、患者群を区別し、且つ転帰に予測的である；プロテオミクスプロファイリングと
の相関は、活性化された経路に最大に影響するために他の標的治療との組合せにおいて、
標的にするためのＣＴＫＮを示唆できる。
【００８０】
　ＲＰＰＡ分析及び関連する発現サイン分析
　ＲＰＰＡ　上記に記載の通りフォーマットしたＲＰＰＡスライドを、５２種のタンパク
質及びリン酸化タンパク質で患者試料５５０個を分析するために使用した。患者由来試料
は、白血病細胞に富むＣＤ３／ＣＤ１９を除いた血液又は骨髄からの１マイクロリットル
当たり細胞約１×１０４個の細胞濃度で作製した全血細胞溶解液であった。これらの試料
を、繰返しでプリントし、１つの群は、「Ａ」と表記したスポットに、他方は、その両側
に逆向きで割り当て、上下逆の「Ｂ」で表した。標準化のために、１１個の細胞系の混合
物からなる陽性対照及びタンパク質可溶化緩衝液からなる陰性対照を使用した。発現管理
のために、ベースライン及び、文字「Ｃ」によって模式的に示される増殖因子又はサイト
カイン刺激バージョン並びに文字「Ｎ」で示される１８個の正常末梢血試料を含む１８個
の細胞系を使用した。シグナル強度の定量を可能にするために、測定することが予想され
る多くのタンパク質にわたる１３８種の精製ペプチド（患者試料を囲む紫色のバンドで示
す）を含めた。プリントの模式図を例示する図を図９に例示する。
【００８１】
　アレイは、ｃｕｓｔｏｍ　１７５　ｍｉｃｒｏｎ　ｐｉｎｓを使用してＡｕｓｈｏｎ　
ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ　２４７０　ａｒｒａｙｅｒ上でプリントした。各スライドは、プ
リントされた７９６８個のドットを有した。各試料の１から３希釈５系列を、ドットが細
胞約８５個当量のタンパク質から細胞１個当量のタンパク質の推定範囲を有するように、
プリントした。患者試料の各列の最後には、ポジティブ又は陰性対照のいずれかをプリン
トした。これらは、交互の赤色及び黒色ドットによって示される、スライド全体にわたる
グリッドを形成する。図１０は、このプロセスを使用して作製された代表的なスライドを
例示する。
【００８２】
　希釈－濃度－発現曲線及び発現レベル分析。タンパク質発現強度は、Ｍｉｃｒｏ　Ｖｉ
ｇｅｎｅと称する自動化ソフトウェアプログラムで測定した。試料の希釈系列は、曲線の
直線部分から読み取ることができ、且つデータ処理に使用される値を示す希釈－濃度－発
現曲線を提供する。図２は、その様な曲線を示す。データを、トポグラフィー標準化を使
用して規格化し、摂動ブートストラップ検証／クラスター化を実施した。このクラスター
化法は、無作為及び誤差を考慮し、且つ偏りの補正を可能にする。これは、データの確実
性及び信頼性を非常に増大させる。統計的有意性を算出する場合に試料及びタンパク質／
抗体の数について明らかにするボンフェローニ補正を実施した。
【００８３】
　血液及び骨髄から調製された白血病細胞に富む試料におけるタンパク質発現レベルを分
析した。全てのクラスター化は差異を明らかにしなかったが、５２種のタンパク質の内８
種には、統計的有意差があった。４種は、血液において高く、４種は、骨髄において高か



(21) JP 2009-538436 A 2009.11.5

10

20

30

40

50

った。差異は、統計的に有意であったが、倍数の差は全て低かった。このことから、血液
及び骨髄試料を同じ分析に使用できることが結論できる。差異を有する８種のタンパク質
について尺度は、標準化された。表３は、血液及び骨髄試料に関するこの分析の結果を例
示する。
表３：血液及び骨髄から調製された白血病細胞に富む試料におけるタンパク質発現レベル
【表３】

【００８４】
　図１１において青色で示すタンパク質発現レベルは、図１１において赤色で示す通り、
年齢、性別、感染、全身状態又は血液学的パラメーターを含む任意の伝統的な臨床的相関
と相関しなかった。図１１において例示する通り、これらの基準は、本クラスター図上で
分かれていた。
【００８５】
　タンパク質発現は、５２種のタンパク質の１０％について疾患の状態に依存して異なっ
ていた。１０種のタンパク質の発現は、新たに診断されたものと再発との間で異なってい
た。これらは：ｐＡＫＴｐ３０８、ＢＣＬ２、ｐＥＲＫ２、ＭＴＯＲ、ｐＭＴＯＲ、ＰＴ
ＥＮ、ｐＰＴＥＮ、ＳＭＡＣ、ｐＳＲＣ．ｐ５７２及びＳＳＢＰ２を含む。
【００８６】
　図１２は、新たに診断されてから、原発性不応性、初回再発及び２回目以上の再発への
疾患状態ごとに体系化する、特定のタンパク質についてのタンパク質発現の平均レベルを
示す。いくつかのタンパク質は、抵抗性の増大と共に増大し、他は減少する様々なパター
ンが存在した。いくつかの場合において、新規と再発との間に大きな変化があり、他では
新規と原発性不応性との間にあった。これは、いくつかのタンパク質の関連性が白血病の
進展期において変化することを示唆し、且つこれは、これらのタンパク質を標的にする薬
剤がより有効であるか又は有効でない可能性があるかどうかに影響し得る。
【００８７】
　図１３は、タンパク質発現レベルの教師なしクラスター分析を示す。教師なしクラスタ
ー分析は、４クラスターを明らかにした。１番目は、大部分リン酸化ＳＴＰで、２番目及
び３番目は、主にアポトーシス関連タンパク質で、最後はリン酸化ｓｔａｔタンパク質で
構成されていた。
【００８８】
　ブートストラップクラスタリングを実施し、図１４において示す通りこれら４つのクラ
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、２つのタンパク質が全く相関しないことを示す。
【００８９】
　ＦＡＢ分類。次いでタンパク質発現レベルをＦＡＢ分類について評価した。２３種のタ
ンパク質について有意差が示された。図１５において示す通り、これら２３種のタンパク
質のタンパク質発現サインは、患者を分類するために使用できる。このデータは、標的治
療を使用する時期を示唆するために使用できる。例えば、抗ＢＣＬ２剤をレベルが高いＭ
０、Ｍ１及びＭ２において選択的に使用し、且つレベルが既に低い他のＦＡＢ分類におい
ては使用しないことは、望ましい可能性がある。
【００９０】
　細胞遺伝学。タンパク質発現サインを、細胞遺伝学の背景においてさらに評価した（図
１６）。患者は、特定の細胞遺伝学的変化に関連する異なるタンパク質発現サインで再度
クラスター化され得た。注目すべきことは、図１６の右側で染色体５及び７を含む変化の
全ては、個々に又は組合せで、１１ｑ２３異常を有するものを除いて、同一のクラスター
中に見出された。明白に、どちらもコア結合因子に影響する良好な細胞遺伝学的変化、逆
位１６及び転座８　２１は、互いにクラスター化しない。図１７は、前述の樹状図と同じ
順序で配置した、細胞遺伝学的カテゴリーによるタンパク質発現の平均レベルを示すヒー
トマップを示す。予想された通り、二倍体及び混合物は多言語的な変化を示し易く、大部
分のタンパク質について平均的発現を有した。図１７は、標的治療は、特定のタンパク質
の発現及び活性化が見出されるこれらの細胞遺伝学的カテゴリーに選択的に適用される必
要があることを示唆する。例えば、ヌトリンなどの薬剤は、ｐ５３レベルが非常に高い、
－５又は７の場合においては有効ではない可能性がある。
【００９１】
　ピアソン相関の絶対値に基づく主な構成成分のクラスター化をタンパク質クラスターを
定義するために使用した。これは、最初に１０クラスターを示唆した。患者に対する総ス
コア又は「サイン」を各タンパク質クラスターについてのスコアの合計を取ることによっ
て決定した。タンパク質サインを定義するために、各患者に対する各クラスターについて
のスコアを決定し、全体のベクトルを決定した。患者をこの総合的なスコアに基づいてク
ラスター化した場合、７つのタンパク質サイン群が生じた。
【００９２】
　図１８は、７つのタンパク質クラスター中の各タンパク質の平均シグナルを示すヒート
マップを例示する。１０個のタンパク質クラスターの構成成分及び各群中の各タンパク質
の平均発現を示す。いくつかの群においてタンパク質は、全て一般に正の相関を示すが、
一方他の群においては、正及び負の両方の相関を有するタンパク質がある。これは、ＡＭ
Ｌにおいて観察される独特の再発パターン又はサインがあることを示す。
【００９３】
　これら７つのタンパク質サインクラスターにおいて患者は、細胞遺伝学に基づいて均一
に分けられていなかった。表４は、細胞遺伝学的群の患者がどの様に７つのサインに分け
られたかを示す。いくつかの群は、群の中に過剰提示、又は提示不足を有した。
表４：細胞遺伝学ではタンパク質サイン群中で不均一に分布する
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【表４】

【００９４】
　表５は、患者をタンパク質サイン及び細胞遺伝学によって階層化した場合の反応率を示
す。細胞遺伝学的に良好な全ての患者が寛解に達したことから、サインは有益ではないが
、寛解率は、タンパク質発現サインに依存して中間及び不良な予後の細胞遺伝学の両方に
ついて大きく変化した。タンパク質サイン及び細胞遺伝学による患者の同じ階層化を再発
率を分析するために使用した。これは、タンパク質サインは、細胞遺伝学的グループ内に
おいて異なる再発率に顕著に関連することを明らかにした。以下の表６は、これらの発見
を例示する。
表５：タンパク質サイン群及び細胞遺伝学による反応率

【表５】

表６：タンパク質サイン群及び細胞遺伝学についての再発率
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【表６】

【００９５】
　タンパク質発現サインは、予後の徴候である。
　ＡＭＬ患者７３名を本開示の特定の実施形態による方法を使用して評価した。タンパク
質２２種及びリン酸化タンパク質１５種を測定した。異なるタンパク質発現サインが存在
し、予後の徴候であった。異なる反応率及び異なる再発率が、存在した。各サイン群につ
いての反応率、原発性不応性又は抵抗性率及び再発率を表７に示す。ＣＲ及び抵抗性率が
群ごとに異なる一方で、総再発率は群７を除いて全ての群において同様であった。
【００９６】
　これらの７種のタンパク質サインクラスターにおいて患者は、細胞遺伝学に基づいて均
一に分けられていなかった。表８は、各サインで、大きな３つの細胞遺伝学的群それぞれ
が構成する百分率を示す。いくつかの群は、赤色で示す過剰提示を、又は黄色で示す提示
不足を群内に有した。
表７：群ごとのＣｒ、抵抗率及び再発率
【表７】

表８：細胞遺伝学ではタンパク質サイン群中に不均一に分布した
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【表８】

【００９７】
　図１９は、新たに診断されてから、初回再発、原発性不応性及び２回目以上の再発への
疾患状態ごとの平均レベルを示す。青色線は、血液であり、赤は骨髄である。いくつかの
タンパク質は抵抗性の増大と共に増大し、他は減少する様々なパターンが存在することが
理解できる。いくつかの場合において、新規と再発との間に大きな変化があり、他では新
規と原発性不応性との間にあった。これは、特定のタンパク質の重要性が白血病の進展期
において変化することを示唆し、且つこれらのタンパク質を標的にする薬剤がより有効で
あるか又は有効でない可能性がある時期に影響し得る。
【００９８】
　したがって、ＲＰＰＡ発現アレイは：ＦＡＢ、細胞遺伝学、反応率、抵抗性、及び再発
率に関連する異なるタンパク質発現サインを定義する。サインは、より大きな効力を生じ
得る設定へ標的治療を導き得る。
【００９９】
　本発明の広い範囲に向けて設定する数値範囲及びパラメーターは、概算であるが、特定
の実施例における数値設定は、可能な限り正確に報告される。しかし、いずれの数値も、
その個々の試験測定において確認される標準偏差から必然的に生じる一定の誤差を本来的
に含んでいる。
【０１００】
　したがって、本発明は、記載された及びそれに固有の目的及び利益に達するために十分
に適合する。多数の変更が当業者によって行われ得るが、その様な変更は、添付の請求項
によって部分的に例示される通り本発明の意図に包含される。
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