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(57)【要約】
　本明細書の開示は、前立腺癌に臨床的に関連する遺伝
子発現プロフィールの同定及び使用を含む。特に、本明
細書の開示は、患者の生存及び前立腺癌再発と相関する
遺伝子の同定に基づく。該遺伝子発現プロフィールは、
核酸発現、タンパク質発現、又は他の発現フォーマット
を含み、そして前立腺癌に罹患する対象の生存を予測し
、そして前立腺癌再発を予測するために使用することが
できる。また、該プロフィールは前立腺癌細胞及び組織
の研究及び／又は診断、ならびに患者の予後の研究及び
／又は決定のために使用することができる。診断又は予
後のために使用される場合、該プロフィールは平均余命
及び癌再発及び／又は転移の可能性に基づき前立腺癌の
治療を決定するために使用することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　前立腺癌に罹患している対象の癌の再発及び／又は生存結果、又は予後を決定するため
の方法であって、該方法は、該対象の前立腺癌細胞を含む試料を遺伝子の発現レベルにつ
いてアッセイする工程を含んで成り、ここで該発現レベルは、
　癌の再発及び／又は転移の低いリスク、
　癌の再発及び／又は転移の高いリスク、又は
　前立腺切除から約１年後の上昇したＰＳＡレベル、
に相関することを特徴とする、方法。
【請求項２】
　対象における前立腺癌の再発及び／又は転移のリスクを決定するための方法であって、
該方法は、
　該対象由来の前立腺癌細胞を含む試料を図１４及び１５の遺伝子番号１～３６２から選
択される２以上の遺伝子の発現レベルについてアッセイする工程、
　各々の遺伝子の発現レベル又は集合発現レベルと前立腺癌細胞における平均発現値又は
中央発現値とを比較する工程、及び
　該対象における前立腺癌の再発及び／又は転移のリスクを決定する工程、
を含んで成り、ここで該発現レベルは、
　癌の再発及び／又は転移の低いリスク、又は
　癌の再発及び／又は転移の高いリスク、
に相関することを特徴とする、方法。
【請求項３】
　前記方法が、決定された癌の再発及び／又は生存結果を伴う対象のための治療を選択す
る工程をさらに含んで成る、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記アッセイが、前記試料からＲＮＡを調製する工程を含んで成る、請求項１～３のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記ＲＮＡがＰＣＲのために使用される、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記アッセイがアレイを使用する工程を含んで成る、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
　前記試料が、前立腺切除において除去された組織から解体される、請求項１～３のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記ＰＣＲが、ＲＴ－ＰＣＲ、任意にはリアルタイムＲＴ－ＰＣＲである、請求項５に
記載の方法。
【請求項９】
　前記発現レベルが、＜０．０００１のｐ値と相関する、請求項１～８のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項１０】
　前記試料が、単離された前立腺癌細胞を含む、請求項１～８のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項１１】
　前立腺切除後の前立腺癌患者のための治療処置を決定するための方法であって、該方法
は、
　該患者由来の前立腺癌細胞の試料を遺伝子の発現レベルについてアッセイすることによ
り、該患者についての癌の再発及び／又は生存結果を決定する工程であって、ここで該発
現レベルは、
　癌の再発及び／又は転移の低いリスク、
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　癌の再発及び／又は転移の高いリスク、又は
　前立腺切除から約１年後の上昇したＰＳＡレベル、
に相関することを特徴とする、工程、及び
　かかる癌の再発及び／又は生存結果を伴う患者のための治療を選択する工程、を含んで
成る方法。
【請求項１２】
　前記治療が化学療法を含んで成る、請求項３又は１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記治療が放射線治療を含んで成る、請求項３又は１１に記載の方法。
【請求項１４】
　ｉ）前記試料における前立腺癌のグレードを決定する工程、
　ｉｉ）前記試料における前立腺癌のステージを決定する工程、又は
　ｉｉｉ）これらの両方の工程；
をさらに含んで成り、ここでｉ）、ｉｉ）又はｉ）とｉｉ）の両方は、前記対象における
前立腺癌の再発及び／又は転移のリスクを決定する前に任意に行われることを特徴とする
、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項１５】
　前立腺癌グレードの決定がグリソン・スコアの決定を含んで成る、請求項１４に記載の
方法。
【請求項１６】
　前立腺癌ステージの測定がＡＪＣＣステージの決定を含んで成る、請求項１４に記載の
方法。
【請求項１７】
　前記方法が、前記対象における前立腺癌の再発及び／又は転移のリスクを決定するため
の多変量分析を生成するためにグリソン・スコアにより前立腺癌グレードを決定する工程
、及びＡＪＣＣステージに従い前立腺癌ステージを決定する工程を含んで成る、請求項１
４に記載の方法。
【請求項１８】
　前立腺癌細胞を含む試料を提供するために用いられる前立腺切除の任意的な前に、対象
における前立腺血清抗原（ＰＳＡ）を決定する工程をさらに含んで成る、請求項２に記載
の方法。
【請求項１９】
　４以上、例えば６以上、８以上、１０以上、１２以上、１４以上、１６以上、１８以上
、２０以上、２２以上、２４以上、２６以上、２８以上、３０以上、３２以上、３４以上
、３６以上、３８以上、４０以上、４５以上、５０以上、５５以上、６０以上、６５以上
、７０以上又は９２以上の遺伝子の発現レベルがアッセイされる、請求項２に記載の方法
。
【請求項２０】
　前記アッセイが、プローブとして配列番号１の使用を任意に介して、遺伝子番号１の発
現レベルを決定する工程を含んで成る、請求項２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本願は、2007年2月23日（12ヶ月後の2008年2月23日は土曜日で祝日である）に出願した
米国仮出願第60/891,477号の優先権の利益を主張し、記載された全てが参考として本明細
書中に組み込まれている。
【０００２】
　開示される分野
　本明細書の開示は、前立腺癌に臨床的に関連する遺伝子（又は配列）発現プロフィール
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又はパターンの同定及び使用に関する。特に、本明細書の開示は遺伝子又は発現配列の同
定に基づき、その発現は患者の生存、前立腺癌の再発、及び／又は前立腺癌転移の発生に
関係する。該遺伝子発現プロフィール（核酸発現、タンパク質発現、又は他の発現型を包
含する）は、前立腺癌に罹患する患者の生存、前立腺癌の再発、及び／又は前立腺癌転移
の発生を予測するために使用することができる。また、該プロフィールは前立腺癌細胞及
び組織の研究及び／又は診断において、ならびに患者の予後の診断及び／又は決定のため
に使用することができる。診断や予後診断のために使用される場合、該プロフィールは、
平均余命、癌再発、及び／又は癌転移の可能性に基づき、前立腺癌の処置を決定するため
に使用される。
【背景技術】
【０００３】
　前立腺癌は、米国人男性に最も一般的に診断される癌であり、毎年、およそ240,000人
の新たに診断される患者及び40,000人の癌死亡者を伴う。前立腺癌を診断し、管理するこ
とは、分子や遺伝子レベルにおける癌の知識が不足しており、また自然疾患進行の理解に
ついても不良なことから臨床的に極めて困難である。
【０００４】
　研究用途に利用可能な前立腺癌組織検体、特に病理学的に十分に特徴づけられており、
ＲＮＡ及びタンパク質研究のために適当に保存されており、かつ患者の臨床的、病理学的
及び追跡情報に関連する検体は資源として不十分であるため、前立腺癌の研究は制限され
ている。
【０００５】
　前立腺癌、例えばＴ２前立腺癌の治療のいくらかのケースにおいては、外科的治療が用
いられる。しかしながら、一部の患者は治療に失敗する恐れがある。これは、化学的失敗
（chemical failure）（手術から１年後のＰＳＡの評価）又は転移の進行（一般に、リン
パ節及び骨における）によって判定される。ＰＳＡ再発（PSA failure）、前立腺癌の再
発、及び／又は転移の進行に遭遇する術後患者を同定又は予測するための能力は、患者に
複数の利益を提供する。
【発明の概要】
【０００６】
　本明細書の開示は、前立腺癌に臨床的に関連する遺伝子（又は配列）発現パターン（又
はプロフィール又は「特性」（signature））の同定及び使用を含む。遺伝子発現プロフ
ィール（核酸発現、タンパク質発現、又は他の発現型を包含する）は、前立腺癌に罹患す
る患者の生存、前立腺癌の再発、及び／又は前立腺癌転移の発生を予測するために使用す
ることができる。前立腺切除を含む実施形態において、本明細書の開示は、前立腺癌再発
、癌転移及び／又は上昇したＰＳＡレベルの再発の可能性を予測するための方法を含む。
【０００７】
　ある態様において、本明細書の開示は、前立腺癌に関連する予測情報を提供する遺伝子
（又は配列）発現プロフィールを同定し、これらを使用するための方法を含む。該発現プ
ロフィールは、良好又は不良な癌再発、癌転移、及び／又は生存結果を有する患者に相関
し、これにより患者を区別することができる。いくつかの実施形態において、本明細書の
開示は、前立腺癌に罹患する患者における癌再発及び／又は転移に関する発現プロフィー
ルを同定するための方法を含む。他の実施形態において、本明細書の開示は、患者、例え
ば前立腺切除後に生じる結果を決定するために同定された発現結果に対して、患者由来の
前立腺癌細胞試料中の遺伝子（又は配列）の発現を比較する方法を含む。これらの本明細
書に開示される実施形態は、患者が前立腺癌の治療ための手術から利益を得ることができ
るか、あるいは患者に他の治療を行ったほうが良いのか、あるいは手術に加えてアジュバ
ント処置が必要なのかを予測するための能力のための対処されていない重要な診断の必要
性を満足するために有効に用いることができる。
【０００８】
　手術、例えば前立腺全摘出術から利益を受ける患者の制限されない一例は、本明細書に
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開示される患者の前立腺癌の発現プロフィールによって、手術後の癌再発及び／又は転移
を有さないことが予測される者である。関連する様式において、手術から利益を受けない
ことが予想される患者の制限されない例は、患者の前立腺癌細胞の発現プロフィールによ
って、本明細書に開示される手術後の癌転移が発現することが予測される者である。例え
ば、前立腺癌の再発は同じ場所で生じうるが、転移はしばしば異なる部位又は組織、例え
ば制限されることなく、リンパ管や骨で生じうる。
【０００９】
　さらなる実施形態において、前立腺癌細胞を有するか、あるいはその後の前立腺切除後
の患者を患者の母集団（population）から患者を同定するための方法は、良好な癌再発及
び／又は生存結果（例えば再発又は転移の低いリスク）を有する患者の部分母集団（subp
opulation）に属するものとして他の部分母集団に関連するか、あるいは不良な癌再発及
び／又は生存結果（再発又は転移の上昇したリスク）を有する部分母集団（subpopulatio
n）に属するものとして他の部分母集団に関連する。したがって、該方法は、少なくとも
２つの部分母集団又はサブタイプに区別することができる。
【００１０】
　本明細書の開示は、本明細書に開示される発現パターンをアッセイすることにより、任
意に前立腺切除後の良好な又は不良な癌再発、癌転移、及び／又は生存結果を有するよう
な前立腺癌を有する患者の同定のための非主観的（non-subjective）手段を含む。したが
って、主観的解釈（例えば、免疫組織化学染色及び主観的分析）が、前立腺癌患者又は前
立腺切除後患者の予後及び／又は治療を決定するために使用されている場合、これは、単
独で、あるいは患者の結果、例えば生存及び癌の再発又は転移のより正確な評価を供する
ための他の（主観的及び／又は客観的な）基準との組み合わせにおいて使用することがで
きる。したがって、本明細書に開示される発現パターンは、前立腺癌、前立腺切除後の予
後を決定するための手段を含む。
【００１１】
　本明細書に開示される発現パターンは、有意な正確性を伴い、前立腺癌又は前立腺切除
後の結果において区別できる１以上の遺伝子又は発現配列を含む。遺伝子又は発現配列の
発現レベルは、該発現レベルが患者の好ましい治療プロトコルの決定に関する結果に相関
するように同定される。したがって、本発明は、本明細書に開示されるとおり、対象由来
の試料を含有する前立腺癌細胞を患者の結果に相関する発現レベルについてアッセイする
ことにより、任意に前立腺切除後の前立腺癌に罹患する対象の結果を決定するための方法
を提供する。
【００１２】
　他の態様において、本明細書の開示は、対象における前立腺癌の再発及び／又は転移の
リスクを決定するための方法を含む。該方法は対象由来の前立腺癌細胞を含む試料を図１
４及び１５中の遺伝子番号１～３６２から選択される２以上の遺伝子の発現レベルについ
てアッセイし、そして各々の遺伝子の発現レベル又は全体としての集合発現レベルを前立
腺癌細胞の母集団の平均発現値又は中央発現値と比較することを含む。その後、この評価
は試料が得られた対象の前立腺癌再発及び／又は転移のリスクを決定するために使用する
ことができる。開示された遺伝子（又は発現配列）の発現レベルは、前立腺癌細胞の母集
団における発現の平均値又は中央値との比較に基づき、癌再発及び／又は転移の低いリス
ク、あるいは癌再発及び／又は転移の高いリスクに相関する。換言すれば、本明細書に開
示される個々の遺伝子（又は発現配列）は、本明細書に開示される高い又は低いリスクに
相関する平均値又は中央値からはずれるように、（前立腺癌細胞母集団における発現の平
均値又は中央値と比較して）高い又は低いレベルにおいて発現する。２以上の遺伝子（又
は発現配列）における偏差の各々の集積が、本明細書に開示されるパターン又はプロフィ
ール（profile）となる。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、発現レベルについてのアッセイは、本明細書に開示され
る配列番号１～３６２から選択される２以上の核酸プローブを用いて行うことができる。
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これらのプローブは適当な条件下でハイブリダイズし、そして本明細書に開示される発現
配列を検出する。他の実施形態においては、配列番号１～３６２と同一の発現配列とハイ
ブリダイズする他のプローブを使用することができる。他の場合において、追加的なプロ
ーブ配列は、遺伝子番号１～３６２として同定される配列の全て又は一部であってよい。
多くの実施形態において、プローブは本明細書に記載される発現配列（又は遺伝子）から
増幅した配列の領域を検出するために使用することができる。
【００１４】
　本明細書に開示される２以上の配列の発現レベルの検出又は測定は、発現プロフィール
又は発現特性を検出又は測定することを意味する。本明細書に開示される２以上の配列を
含む本明細書に開示される発現パターンは、本明細書に記載されるとおり同定され、使用
される。これらの同定のために、前立腺癌細胞を含有する試料中の遺伝子発現レベルの大
量のサンプリングは、ｍＲＮＡの発現レベルを定量することによって得られる。ある実施
形態において、本明細書の開示は、単純な生体検査ができないような、コンタミネートし
た細胞から解離し、あるいは単離又は精製したグローバル又はニアグローバルな単一の細
胞又は均一な細胞群を分析することにより、遺伝子（又は配列）発現レベルを検出するこ
とを含む。多くの遺伝子の発現は、異なる患者由来の細胞間、ならびに同じ患者の試料由
来の細胞間で異なるため、個々の遺伝子配列の発現からの複数のデータが、個々の遺伝子
及び配列の同定を順々に許容するモデルを作成するための参照データとして使用され、特
に前立腺癌、あるいは前立腺切除後に相関する発現の結果がもたらされる。
【００１５】
　その後、これらのモデルにおける多様な遺伝子の発現レベルが分析され、前立腺癌又は
前立腺切除後の結果に陽性的又は陰性的に相関する核酸配列の発現が同定される。本明細
書の開示は、本明細書に記載される結果に相関するように同定される細胞中の発現配列の
サブセットである核酸配列を含む。本明細書に開示される発現パターン又はプロフィール
は、これらの同定された配列（又は遺伝子）の組み合わせを含む。発現配列の同定のため
の複数の試料の使用は、前立腺癌の再発、転移及び／又は生存結果に対する遺伝子の相関
性についての信頼性を向上させる。十分な信頼性がない場合、特定の遺伝子が実際に結果
に相関するのかを予測することはできず、また遺伝子の発現が、前立腺癌、前立腺切除後
の対象又は患者の結果を同定するために成功的に使用できるかを予測することもできない
。一度同定すれば、予測的なプロフィールについて検出又は評価される発現プロフィール
としての評価のために、開示される遺伝子（又は発現配列）に対応する２以上の核酸配列
を選択することができる。
【００１６】
　他と関連する１つの結果と高度に相関する発現レベルのプロフィールは、対象又は患者
由来の試料を含有する前立腺癌細胞をアッセイし、試料が得られた対象の結果を予測する
ことが可能である。このようなアッセイは、同定された結果に基づき、対象の治療処置を
決定するための方法の一部として使用することができる。
【００１７】
　相関した遺伝子は、前立腺癌又は前立腺切除後の結果との分子発現表現型を的確に相互
に関連付けるための能力を向上させるために、（有意な正確性を伴う）ペアで、あるいは
より多くのメンバーにおいて使用することができる。該相関性は、本明細書に開示される
とおり、前立腺癌再発、癌転移及び／又は生存結果の分子定量を供する。理論に拘束され
ることなく、本明細書の開示の理解を改善するために、本明細書に開示される分子定量は
、前立腺癌に関する他の分子指標、例えば前立腺血清抗原（ＰＳＡ）値よりも強力である
。相関した発現パターン及びプロフィールの更なる使用は、細胞及び組織の分類；診断及
び／又は予後の決定；及び治療の決定及び／又は変更におけるものである。
【００１８】
　区別するための能力は、関連のある個々の遺伝子配列の発現の同定によって確認され、
発現の実際のレベルを測定するために使用されるアッセイの形態によって確認されるもの
ではない。アッセイは、該アッセイが定量的又は定性的に「トランスクリプトーム」（ゲ
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ノム中の遺伝子の転写されたフラクション）又は「プロテオーム」（ゲノム中の発現遺伝
子の翻訳されたフラクション）中の遺伝子配列の発現を反映する限り、本明細書に開示さ
れる同定された個々の遺伝子の同定特性（identifying feature）を利用できる。同定特
性は、制限されることなく、コード（ＤＮＡ）するため、又は発現（ＲＮＡ）するために
使用されるユニークな核酸配列該遺伝子又は該遺伝子によりコードされるタンパク質に特
異的なエピトープ又はその活性を含む。必要とされる全てのものは、前立腺癌又は前立腺
切除後の結果を区別するために必要な遺伝子配列の同定、ならびに発現アッセイにおける
使用のための試料を含有する適当な細胞である。
【００１９】
　同様に、試料を含有する細胞の性質は、制限されることなく、新鮮な組織、新鮮に凍結
された組織、及び固定された組織、例えばホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組
織として、本明細書に開示される方法において使用することができる。いくつかの実施形
態において、試料は、ニードル（コア）生検又は他の生検のものであってよい。
【００２０】
　同定された発現パターン又はプロフィールを検出するために、本明細書に開示された発
明は、単純な生体検査ができないようなコンタミネートした細胞から解離し、あるいは単
離又は精製したグローバル又はニアグローバルな単一の細胞又は均一な細胞群を分析する
ことにより、遺伝子（又は配列）発現レベルの同定を供する。該パターン又はプロフィー
ルにおける遺伝子（配列）の発現レベルは、その後検出されるか、あるいは測定される。
他の実施形態において、方法は、他の遺伝子又は配列の発現を評価又は測定することなく
、該プロフィールにおける遺伝子（配列）の発現レベルのみを検出又は測定することがで
きる。
【００２１】
　さらなる態様において、発現レベルの分析は、前立腺癌の他の評価又は指標と組み合わ
せて、あるいは置き換えて行うことができる。いくつかの実施形態において、該分析は、
対象由来の前立腺癌細胞を含む試料中の前立腺癌のグレードを決定する方法と組み合わせ
て行うことができる。他の実施形態において、該組み合わせは、試料中の前立腺癌のステ
ージを決定する方法との組み合わせである。３つ目の可能性は、任意的に、前立腺癌細胞
を単離するために使用される手順の前に、対象におけるＰＳＡレベルを検出又は測定する
方法との組み合わせである。当然に、これらの例のいずれか１つ、２つ又は３つ全てと組
み合わせることが可能である。１以上の評価が使用される場合、該結果は多変量分析とな
る。本明細書の開示は、多変量的な実施形態として本明細書に記載される評価の全ての可
能な組み合わせを明確に含む。
【００２２】
　一般に前立腺癌グレード及び／又はステージを評価するために当業者に受け入れられて
いる方法が使用できる。いくつかのケースにおいて、前立腺癌グレードを決定するための
方法は、グリースン・スコア（グリースン・グレード）の決定を含む。他のケースにおい
て、前立腺癌ステージを決定する方法は、前立腺癌ステージを評価するための対癌米国合
同委員会（ＡＪＣＣ）腫瘍ステージング・システムに従う決定を含む。また、本明細書に
記載されるとおり、遺伝子（配列）発現レベルの分析は、グリースン・スコア又はＡＪＣ
Ｃ腫瘍ステージ決定のいずれかに代えて行うことができる。
【００２３】
　ＰＳＡレベルの場合、その評価は、本明細書に記載されるいずれかの方法における使用
のための前立腺癌細胞を含む試料を提供するために使用される前立腺切除前に行うことが
できる。
【００２４】
　更なる態様において、本明細書の開示は、本明細書に開示される遺伝子（又は配列）の
発現を検出するための物理的及び方法論的な手段を含む。これらの手段は、遺伝子（又は
配列）の発現の原因となるＤＮＡ鋳型、該遺伝子（又は配列）を発現するための中間体と
して使用されるＲＮＡ、又は該遺伝子（又は配列）により発現されるタンパク質生成物の
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１又は複数の態様をアッセイすることに関してよい。
【００２５】
　本明細書により提供される１つの利点は、コンタミネートした非前立腺癌細胞（例えば
、浸潤性リンパ球又は他の免疫系細胞）を除去し、本明細書に開示される発現パターン又
はプロフィールの測定における、これらの影響を減少させ、患者の癌再発／生存結果を予
測できることである。このようなコンタミネーションは、遺伝子発現プロフィールを産生
するために、多くの細胞種を含有する生検が使用される場合に存在する。
【００２６】
　本発明はヒト前立腺癌において主に記載されているが、前立腺癌に罹患する可能性が知
られているいずれかの動物の前立腺癌においても実施することができる。本発明の適用に
ついての動物の制限されない例は、哺乳類、特に農業に重要な動物（例えば、制限される
ことなく、ウシ、ヒツジ、ウマ、及び他の「家畜」）、前立腺癌の動物モデル、及びヒト
にかかわる動物（例えば、制限されることなく、イヌ及びネコ）である。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】図１は、本明細書の実施例１及び表１に記載される、ヒト患者試料に基づく、代
表的なデータ分析スキームを表す。
【図２】図２は、本明細書に記載される、Random ForestsTM アルゴリズムの５００遺伝
子選択反復の結果を示す。
【図３Ａ】図３Ａは、同定された癌組織領域を有する前立腺全摘出術検体（ＦＦＰＥ組織
）を含有するスライドにおける前立腺癌の代表的な同定を示す。
【図３Ｂ】図３Ｂは、非癌組織の除去後の切除された（微小切開した）前立腺癌材料を示
す。
【図４】図４は、トレーニング及びテスト・セット由来の試料の遺伝子リスク特徴とグリ
ソン・グレード又はスコア（＜＝６，７又は＞＝８）の相関を示す。
【図５】図５は、トレーニング及びテスト・セット由来の試料の遺伝子リスク特徴とＡＪ
ＣＣ病理学的腫瘍ステージ（ＩＩ又はＩＩＩ）の相関を示す。
【図６】図６は、トレーニング及びテスト・セット由来の試料の遺伝子リスク特徴と術前
ＰＳＡ（前立腺血清抗原）値の相関を示す。
【図７】図７は、前立腺癌を治療するための外科的介入後のＰＳＡ再発が存在しないカプ
ラン・マイヤー分析からの結果を示す。該結果は、良好な癌再発及び生存結果（再発及び
転移による脂肪の低い発生率）の可能性を有する「低」リスク部分母集団及び不良な結果
（再発及び転移による脂肪の高い発生率）を有する「高」リスク部分母集団への分離を示
す。
【図８】図８は、＜＝６，７のグリソン・グレード又はスコアを有する細胞試料における
、前立腺癌を治療するための外科的介入後のＰＳＡ再発が存在しないカプラン・マイヤー
分析からの結果を示す。該結果は、良好な癌再発及び生存結果（再発及び転移による脂肪
の低い発生率）の可能性を有する「低」リスク部分母集団及び不良な結果（再発及び転移
による脂肪の高い発生率）を有する「高」リスク部分母集団への分離を示す。試料が、＜
＝６のグリソン・グレード又はスコア、７のスコア、又は＞＝８のスコアを伴うものに分
離される場合、同様の結果が観察された。
【図９】図９は、グリソン・グレード単独に基づく生存曲線を示す。
【図１０】図１０は、ＡＪＣＣステージ単独に基づく生存曲線を示す。
【図１１】図１１は、１０年間にわたり、１８９人の患者を良好な生存結果の可能性（転
移による死亡の低い発生率）を有する「低」リスク部分母集団と不良な結果（転移による
高い発生率）を有する「高」リスク部分母集団とに分離するための開示されたリスク・ス
コア（６２の代表的な遺伝子に基づく）を使用した結果を示す。
【図１２】図１２は、図１１の１０年間のリスク・スコア対転移の可能性のプロットを示
す。グラフに示されるとおり、対象の前立腺癌における０のスコアは、外科的介入後１０
年間で生じた転移の増加したリスクを示す。
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【図１３】図１３は、ＰＳＡ再発についての一変量及び多変量分析の使用を概要し、比較
する。示されたＡＪＣＣステージはＩＩ対ＩＩＩである。ＣＩは信頼区間を意味する。
【図１４－１】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び同
定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブの
配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定さ
れた分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「頻
度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探索
キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子記
号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－２】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び同
定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブの
配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定さ
れた分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「頻
度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探索
キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子記
号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－３】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び同
定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブの
配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定さ
れた分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「頻
度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探索
キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子記
号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－４】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び同
定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブの
配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定さ
れた分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「頻
度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探索
キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子記
号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－５】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び同
定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブの
配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定さ
れた分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「頻
度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探索
キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子記
号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－６】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び同
定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブの
配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定さ
れた分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「頻
度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探索
キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子記
号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－７】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び同
定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブの
配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定さ
れた分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「頻
度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探索
キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子記
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号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－８】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び同
定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブの
配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定さ
れた分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「頻
度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探索
キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子記
号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－９】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び同
定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブの
配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定さ
れた分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「頻
度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探索
キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子記
号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－１０】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び
同定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブ
の配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定
された分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「
頻度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探
索キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子
記号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－１１】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び
同定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブ
の配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定
された分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「
頻度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探
索キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子
記号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－１２】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び
同定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブ
の配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定
された分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「
頻度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探
索キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子
記号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－１３】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び
同定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブ
の配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定
された分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「
頻度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探
索キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子
記号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１４－１４】図１４は本明細書に記載される使用のための３３７の遺伝子の注釈及び
同定情報の一覧である。遺伝子番号は、各々の遺伝子と以下の表１中の対応するプローブ
の配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互参照するために用いることができる。同定
された分子が５００の産生したセット（実施例１に記載される）の間で生じる頻度は、「
頻度」列に示される。残りの列は各々の遺伝子の同定情報、例えば遺伝子登録番号（「探
索キー」列）、表１中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子
記号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
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【図１５－１】図１５は、本明細書に記載される使用のための更なる２５遺伝子の注釈及
び同定情報の一覧である。遺伝子番号及びパフォーマンス情報（ｚ及びｐ値）は、各々の
遺伝子と以下の表３中の対応するプローブの配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互
参照するために用いることができる。各々の遺伝子の同定情報は、遺伝子登録番号（「探
索キー」列）、表３中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子
記号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【図１５－２】図１５は、本明細書に記載される使用のための更なる２５遺伝子の注釈及
び同定情報の一覧である。遺伝子番号及びパフォーマンス情報（ｚ及びｐ値）は、各々の
遺伝子と以下の表３中の対応するプローブの配列番号及びそのパフォーマンス情報を相互
参照するために用いることができる。各々の遺伝子の同定情報は、遺伝子登録番号（「探
索キー」列）、表３中の対応するプローブ配列の登録番号（「プローブID」列）、遺伝子
記号（「記号」列）、及び簡単な説明（最後の列）を含む。
【００２８】
　本発明を実施するための詳細な説明
　用語の定義
　遺伝子発現「パターン」又は「プロフィール」又は「特徴」は、２以上の前立腺癌又は
前立腺切除後、癌再発、転移及び／又は生存結果における２以上の遺伝子（発現配列）の
相対的な発現を意味し、その相関する発現は該結果を区別することができる。
【００２９】
　「遺伝子」又は「発現配列」は、別個の生成物（本質的にはＲＮＡ又はタンパク質）を
コードし、そして検出可能な様式において発現するポリヌクレオチドである。１以上のポ
リヌクレオチドは、別個の生成物をコードすることができる。該用語は、染色体位置及び
正常な有糸分裂における組換え能力に基づき、同じ生成物をコードする遺伝子又は発現配
列の対立遺伝子及び多型、又は機能的に関連する（機能の獲得、喪失又は修飾を含む）そ
の類似体を含む。
【００３０】
　用語「相関する」又は「相関」又はこれらの相当語句は、２以上の遺伝子の発現と、本
明細書に記載される方法の使用により同定される１以上の他の状態を除く前立腺細胞の生
理状態の関連性を意味する。遺伝子は高レベル又は低レベルにおいて発現し、そして１又
は複数の前立腺癌、又は前立腺切除後の状態若しくは結果に相関する。相関性を表現する
ための１つの方法は、多様な遺伝子（又は発現配列）の発現のために本明細書に開示され
るｚ値によるものである。ｚ値は、遺伝子（又は発現配列）の発現レベルと、特定の結果
、例えば癌再発、癌転移及び／又は経時生存との関連性の強度（strength）又は加重（we
ight）を示すように見ることができる。該値は、任意に、しかしながら一貫して、それぞ
れ発現の過剰又は不足を示す正符号又は負符号（＋／－）を有する。該符号は任意である
ため、これらの指定は、悪影響を与えることなく、容易に（しかしながら一貫して）逆に
することができる。
【００３１】
　いくつかの実施形態において、強度（又は加重）は、標準化（例えば、相対的に一定レ
ベルにおいて発現する参照遺伝子の発現に対する）後、与えられた遺伝子（又は発現配列
）の発現レベルで乗じられ、遺伝子（又は配列）の発現の値又はスコアを供する。多くの
ケースにおいて、該発現データは、更なる使用、例えばクラスタリング及び判別分析の前
に、当業者に知られるように標準化され、中央化され、そしてlog変換される。１以上の
発現レベルが（遺伝子発現プロフィール又はパターンのケースとして）使用される場合、
該値又はスコアは合計され、その後相関を評価するため、あるいは相関に基づく分類を行
うために総合値として分析される。
【００３２】
　「ポリヌクレオチド」は、いずれかの長さのヌクレオチドのポリマー形態であって、リ
ボヌクレオチド又はデオキシリボヌクレオチドのいずれかである。該用語は、分子の一次
構造のみを意味する。したがって、該用語は、二本鎖－及び一本鎖ＤＮＡ及びＲＮＡを含
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む。これはまた、既知のタイプの修飾、例えば当業界に既知の標識、メチル化、「キャッ
プ」、１又は複数の天然ヌクレオチドの類似体による置換、及びヌクレオチド内修飾、例
えば非荷電リンケージ（例えば、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート等）、なら
びにポリヌクレオチドの未修飾ポリヌクレオチドを含む。
【００３３】
　用語「増幅する」は、広い意味で用いられ、増幅産物の作成がＤＮＡ又はＲＮＡポリメ
ラーゼにより酵素的に行うことができることを意味する。本明細書において使用される「
増幅」は、一般に、所望の配列、特に試料の配列の複数のコピーを産生する方法を意味す
る。「複数のコピー」は少なくとも２つのコピーを意味する。「コピー」は、鋳型配列と
完全に相補的又は同一の配列を必ずしも意味しない。
【００３４】
　用語「対応する」は、適当な場合には、核酸分子が他の核酸分子と相当量の配列同一性
を共有することを意味してよい。相当量は、少なくとも９５％、通常少なくとも９８％、
そしてより一般的には少なくとも９９％を意味し、そして配列同一性は、Altschul et al
. （1990）, J. MoI. Biol. 215:403-410に記載されるとおり（公開された初期設定、す
なわちパラメーター、ｗ＝４、ｔ＝１７を使用する）、ＢＬＡＳＴアルゴリズムを使用し
て決定される。ｍＲＮＡを増幅するための方法は、当業界に一般に知られており、逆転写
ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）及び米国特許出願第10/062,857号に記載されるもの（2001年10月
25日出願）、ならびに米国仮特許出願第60/298,847号（2001年6月15日出願）及び第60/25
7,801号（2000年12月22日出願）に記載されるものを含み、これら全ては参考として本明
細書中にその記載された全てが組み込まれている。使用することができる他の方法は、定
量ＰＣＲ（又はＱ－ＰＣＲ）である。あるいは、ＲＮＡは当業者に既知の方法により対応
するｃＤＮＡとして直接標識することができる。
【００３５】
　「マイクロアレイ」は、別個の領域の直線的又は二次元的なアレイであり、各々は、固
形支持体、例えば、制限されることなく、ガラス、プラスチック又は合成膜の表面上に形
成され、一定の範囲を有する。マイクロアレイ上の別個の領域の密度は、単一の固相支持
体の表面上で検出される固定化ポリヌクレオチドの総数により決定され、いくつかの実施
形態においては、例えば、少なくとも約５０／ｃｍ2、少なくとも約１００／ｃｍ2、少な
くとも約５００／ｃｍ2であるが、約１０００／ｃｍ2以下である。該アレイは、合計で、
約５００以下、約１０００、約１５００、約２０００、約２５００又は約３０００の固定
化ポリヌクレオチドを含んでよい。本明細書において使用される場合、ＤＮＡマイクロア
レイは、試料由来の増幅又はクローン化したポリヌクレオチドにハイブリダイズするため
に使用されるチップ又は他の表面上に置かれたオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチド
のアレイである。該アレイ中のポリヌクレオチドの各々の特定の群の位置は既知であるた
め、試料ポリヌクレオチドの同定は、該マイクロアレイ中の特定の位置に対するこれらの
結合に基づき決定することができる。
【００３６】
　本明細書の開示は、過剰又は不足して発現される遺伝子（又は発現遺伝子）の同定に依
存するため、本発明の開示の実施形態は、試料細胞のｍＲＮＡ又はその増幅もしくはクロ
ーン化バージョン（例えば、ＤＮＡ又はｃＤＮＡ）の特定の遺伝子配列にユニークなポリ
ヌクレオチドに対するハイブリダイゼーションにより、発現を決定することを含む。この
タイプのポリヌクレオチドは、他の遺伝子配列には見られない、少なくとも約２０、少な
くとも約２２、少なくとも約２４、少なくとも約２６、少なくとも約２８、少なくとも約
３０又は少なくとも約３２の遺伝子配列の連続した塩基対を含む。上記において使用され
る用語「約」は、言及した数値から１の増加又は減少を意味する。他の実施形態は、少な
くとも又は約５０、少なくとも又は約１００、少なくとも又は約１５０、少なくとも又は
約２００、少なくとも又は約２５０、少なくとも又は約３００、少なくとも又は約３５０
、又は少なくとも又は約４００の、他の遺伝子配列には見られない遺伝子配列の塩基対の
ポリヌクレオチドを使用できる。上記において使用される用語「約」は、言及した数値か
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ら１０％の増加又は減少を意味する。このようなポリヌクレオチドはまた、本明細書に記
載される遺伝子又はそのユニークな部分の配列とハイブリダイズすることができるポリヌ
クレオチドプローブを意味してもよい。多くのケースにおいて、ハイブリダイゼーション
条件は、約３０％ｖ／ｖ～約５０％のホルムアミド、及び約５５～約６５℃又はそれ以上
における、約０．０１Ｍ～約０．１５Ｍのハイブリダイゼーションのための塩、及び０．
０１Ｍ～約０．１５Ｍの洗浄のための塩の条件のストリンジェント条件、あるいはこれら
と同等の条件である。
【００３７】
　他の実施形態において、配列番号１～３６２と同一の発現配列とハイブリダイズする他
のプローブを使用することができる。これらの更なるプローブは、配列番号１～３６２に
より検出された発現配列の分析によって調製又は選択することができる。本明細書の開示
において使用するための、このような更なるポリヌクレオチドプローブは、使用される遺
伝子配列と約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、又は約９９％の同一性を有してよ
い。同一性は、上記のとおり、ＢＬＡＳＴアルゴリズムを使用して決定される。これらの
更なるプローブはまた、上述のストリンジェントな条件又はそれと同等の条件下において
、本明細書の開示の発現遺伝子及び配列とハイブリダイズするための能力に基づき記載さ
れてよい。
【００３８】
　多くのケースにおいて、該配列は、該遺伝子、ｍＲＮＡに対応するｃＤＮＡ、及びこれ
らの配列の増幅バージョンによりコードされるｍＲＮＡのものである。本明細書の開示の
いくつかの実施形態において、ポリヌクレオチドプローブは、アレイ、他のデバイス、又
はプローブが１又は複数のする個々のスポットに固定化される。多くの実施形態において
、該プローブは、３’未翻訳領域の一部を含む遺伝子（又は発現配列）の領域に関する。
いくつかのケースにおいて、該領域は、ポリアデニル化シグナル又はポリアデニル化ｍＲ
ＮＡの約１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００又は９００
又はそれ以上のヌクレオチド内にある。
【００３９】
　あるいは、本発明の開示の他の実施形態において、遺伝子発現は、細胞試料中の個々の
遺伝子産物（タンパク質）１又は複数のエピトープに特異的な１又は複数の抗体の使用に
より、注目の細胞試料中の発現タンパク質の分析によって決定することができる。このよ
うな抗体は、遺伝子産物に結合後、簡単な検出を許容するために標識化することができる
。
【００４０】
　用語「標識」は、標識された分子の存在の指標となる検出可能なシグナルを産生するこ
とが可能な組成物を意味する。適当な標識は、ラジオアイソトープ、ヌクレオチド発色団
、酵素、基質、蛍光分子、化学発酵部分、磁性粒子、生物発光部分等を含む。例えば、標
識は、分光的、光化学的、生物化学的、免疫化学的、電気的、光学的又は化学的手段によ
り検出可能ないずれかの組成物である。
【００４１】
　用語「支持体」は、慣習的な支持体、例えばビーズ、粒子、ディップスティック、ファ
イバー、フィルター膜及びシラン又はケイ酸支持体、例えばガラススライドを意味する。
【００４２】
　本明細書において使用される「前立腺組織試料」又は「前立腺癌細胞試料」は、個人、
例えば前立腺癌に罹患している者から単離された前立腺組織の試料を意味する。該試料は
、前立腺切除、例えば前立腺全摘出術を介して除去された物質に由来してよい。あるいは
、これらは、他の手段、例えばニードル（コア）生検又は他の生検技術、例えば外側生検
、慣習的な六カ所生検法、拡張技術として六カ所生検及び外側生検の異なる組み合わせ、
経直腸超音波誘導前立腺生検、及び当業者に既知の他の手段によって得られる。このよう
な試料は主に単離物（培養細胞に対比する）であり、そして当業界に認識されるいずれか
の適当な方法により回収できる。いくつかの実施形態において、「試料」は、侵襲的方法
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、例えば制限されることなく、外科的生検により回収することができる。試料は、当業者
に所望される機知の方法又は他の適当な方法によって単離される前立腺癌細胞を含んでよ
い。単離方法は、制限されることなく、本明細書の開示に従う使用の前の顕微解剖、レー
ザー・キャプチャー・マイクロダイセクション（ＬＣＭ）、又はレーザー・マイクロダイ
セクション（ＬＭＤ）を含む。
【００４３】
　「発現」及び「遺伝子発現」は、核酸材料の転写及び／又は翻訳を含む。
【００４４】
　本明細書において使用される「含んで成る」の用語、及びその同義語は、包括的な意味
において使用される：すなわち用語「含む」及びその同義語と同じである。
【００４５】
　ある事象が発生することを「許容する」条件、又はある事象が生じるために「適当な」
条件、例えばハイブリダイゼーション、鎖伸張等に適当な条件は、このような事象が生じ
ることを妨害しない条件である。したがって、これらの条件は、該事象を許容し、増強し
、促進し、そして／あるいは誘導する。当業者に既知であり、本明細書に記載されるこの
ような条件は、例えばヌクレオチド配列の性質、温度及び緩衝液の条件に依存する。これ
らの条件はまた、どのような事象が所望されているか、例えばハイブリダイゼーション、
切断、鎖伸張又は転写に依存する。
【００４６】
　本明細書において使用される配列「突然変異」は、参照配列と比較して注目の本明細書
に開示される遺伝子の配列におけるいずれかの変化を意味する。配列突然変異は、例えば
置換、欠失、又は挿入による、配列中の単一のヌクレオチド変化又は１以上のヌクレオチ
ド変化を含む。単一のヌクレオチド多型（ＳＮＰ）もまた、本明細書において使用される
配列突然変異である。本発明の開示は、遺伝子（又は配列）発現レベルに基づくため、本
明細書に開示される遺伝子の非コードの制御領域中の突然変異は、本明細書の開示の実施
においてアッセイすることができる。同様に、「検出可能な程度に多い」生成物は、直接
又は間接的に観察されるいずれかの増加を含む。
【００４７】
　「検出」は、検出するためのいずれかの手段、例えば遺伝子発現のその変化の直接的及
び間接的な検出を含む。例えば、「検出可能な程度に少ない」生成物は、直接的又は間接
的に観察することができ、そして該用語は、いずれかの減少（検出可能なシグナルの不存
在を含む）を意味する。同様に「検出可能な程度に多い」生成物は、直接的又は間接的に
観察されるいずれかの増加を意味する。
【００４８】
　前立腺切除は、当業者、例えば外科医による前立腺組織の除去を意味する。制限のない
例は、前立腺全摘出術；オープン（伝統的な）前立腺切除（会陰を介する切開に関する）
；腹腔鏡前立腺切除；及びロボット（神経温存）前立腺切除を含む。
【００４９】
　グリソン・スコアは、グリソン・システムの経験のある病理学者による前立腺癌の試料
の等級付け（grading）を意味し、これは正常な前立腺組織と比較した前立腺組織の試料
の細胞における類似性に基づく１～５の数字を用いてグリソン・スコアを与える。正常な
前立腺組織と極めて類似する組織は１のスコア又はグレードが与えられ、一方正常なプロ
フィールを喪失し、そして該細胞が前立腺にでたらめに広がっているような組織は５のス
コア又はグレードが与えられる。２～４のスコア又はグレードは、包括的に、これらの可
能性におけるプロフィールを有する。しかしながら、前立腺癌は異なるスコア又はグレー
ドを伴う領域を有しうるため、ほとんどの組織を網羅する２つの領域に対して別々のスコ
ア又はグレードが与えられる。該２つのスコア又はグレードが合計され、２～１０のグリ
ソン・スコア（又はグリソン合計）が作成される。
【００５０】
　別に定義されない限り、本明細書において使用される全ての技術的及び科学的用語は、
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本発明の属する当業者が慣習的に理解するものと同じ意味を有する。
【００５１】
　概要
　本明細書の開示は、１９９３～１９９５年に達成されたＦＦＰＥ組織由来の前立腺癌試
料の別々のトレーニング及びテスト・セットを使用することによる、前立腺血清抗原（Ｐ
ＳＡ）再発の遺伝子（又は配列）発現に基づく予測の発見に一部基づく。該試料は、長期
間追跡した患者、例えば試料が得られた、術後少なくとも１０年間疾患の証拠を伴わない
患者（ＮＥＤ）及びその後再発（例えば遠隔転移）に発展した患者に由来する臨床データ
に関する。６２、９２、３３７及び３６２遺伝子（又は発現配列）（異なる癌タイプ中に
高度な動的発現（又は発現レベルにおけるバリエーション）を伴う約１５３６遺伝子の出
発セットに由来する）を、試料のＲＮＡに基づく発現プロファイリングを介して同定した
。これらの遺伝子の発現レベルは、本明細書に記載されるＰＳＡ再発及び臨床結果と相関
し、したがって本明細書に開示される予測因子として使用することができる。同定された
遺伝子は、細胞機能、例えば細胞周期、血液凝固、創傷治癒、転写制御及びアポトーシス
に関与することが報告されている。
【００５２】
　開示される遺伝子発現パターン（プロフィール）の予測能力は、グリソン・スコア及び
ＡＪＣＣ腫瘍ステージに相関する。これはまた、術前ＰＳＡレベルと一致する。該プロフ
ィールはまた、＜＝６及び７のグリソン・スコアを有する試料をＰＳＡ再発の低リスク及
び高リスクに階層化するための能力を有する。既知の予測因子による多変量分析において
、該プロフィールは、統計的な有意性（ｐ＜０．０５）を維持する唯一の予測因子であっ
た。したがって、生検又は前立腺切除において除去された組織におけるプロフィールの検
出は、無痛性の進行癌を区別することを許容する。
【００５３】
　本明細書の開示は、対象における前立腺癌生存及び再発結果を区別する（又は相関する
）遺伝子発現パターン（又はプロフィール）の同定及び使用を含む。このようなパターン
は、いくつかの参照細胞又は組織試料、例えば前立腺癌の病理学における当業者によって
検査されたもの、を使用して本明細書に開示される方法によって決定することができ、こ
れは正常又は他の非癌細胞とは対照的に、前立腺癌細胞を示す。試料由来の対象により経
験される結果は発現データと相関し、結果に相関するパターンを同定することができる。
全ての遺伝子発現プロフィールは、人、癌、癌細胞によって異なるため、一定の細胞と発
現した、あるいは発現下にある遺伝子の相関は、本明細書に開示したとおり行い、前立腺
癌結果を区別することができる遺伝子を同定できる。
【００５４】
　遺伝子及び配列の同定及び記載
　本明細書の開示は、前立腺癌、又は前立腺切除後の結果、例えば０．２ｎｇの術後ＰＳ
Ａ上昇（「ＰＳＡ再発」）に関して特異的に発現することが発見された２以上のいずれか
の開示された遺伝子（発現遺伝子）により実施することができる。該同定は、多様な均一
な前立腺癌細胞群の発現プロフィールを使用して行った。発現プロフィールの各々の遺伝
子の発現レベルは、特定の結果に相関することができる。あるいは、２以上の遺伝子（発
現配列）の発現レベルは、クラスター（組み合わせ）化し、そして特定の結果の相関に基
づき使用することができる。結果の例は、制限されることなく、遠隔転移、例えばリンパ
節又は骨への転移、又は化学治療又は放射線治療又は凍結治療を追跡する必要性を含む。
さらなる実施形態において、該発現プロフィールは、対象又は患者を「静観」と「さらな
る治療が必要」の異なる予後に分類するために使用することができ、後者の場合には、前
立腺癌／腫瘍を除去する手術を超えて、ネオアジュバント又はアジュバント治療を含む。
したがって、開示される方法は、前立腺癌管理として使用することができる。
【００５５】
　前立腺癌（又は前立腺切除後）生存、転移又は再発結果に対する有意な相関性を有する
遺伝子は、結果を区別するために使用される。あるいは、有意な相関性を有する遺伝子は
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、結果を区別する能力の有意な喪失を伴わずに開示される発現パターン又はプロフィール
を形成するための低い相関性を有する遺伝子との組み合わせにおいて使用することができ
る。このような組み合わせ（又は発現パターン）は、当業界に認識されるいずれかの適当
な手段、例えば制限されることなく、クラスター分析、支持されたベクトル機械、ニュー
ラル・ネットワーク又は当業界に既知の他のアルゴリズムによって選択及び試験すること
ができる。該パターン又はプロフィールは、該モデルにおける区別のために使用される遺
伝子の発現に基づき、未知の試料の分類を予測することができる。「Leave one out」ク
ロス－バリデーションは、多様な組み合わせの性能を試験するため、そして組み合わせの
予測能力に対して情報が不足しかつ有害な加重（発現遺伝子又は配列）を同定するのを助
けるために使用することができる。クロス－バリデーションはまた、遺伝子又は配列を同
定するために使用することができ、その発現は該モデルの予測能力を増強する。
【００５６】
　特に前立腺癌又は前立腺切除後の結果に相関するように発現した開示される遺伝子（配
列）は、遺伝子発現分析を、異なる結果における対象を分類するための能力に寄与するこ
れらの遺伝子のみに焦点を当てる能力を供する。前立腺癌細胞中の他の遺伝子の発現は、
相対的に関連する情報を供することができず、したがって前立腺癌結果の異なる予後（又
は区別）を支援しうる。
【００５７】
　当業者に理解されるとおり、該組み合わせ（発現パターン又はプロフィール）は、参照
遺伝子発現データの少数のセットに基づく場合であっても極めて有用であり、正確性にお
ける増加は追加的なデータに従い減少するように見えるが、追加的な参照データの含有に
よりますます正確性が増す。前立腺癌又は前立腺切除後の異なる結果を区別するために同
定され、本明細書において開示される遺伝子を使用する追加的な参照遺伝子発現データの
同定はルーチンであり、当業者によって容易に行うことができ、上述のモデルを産生する
ことを許容し、これらの遺伝子の発現レベルに基づき未知の試料の状態を予測することが
できる。
【００５８】
　本発明の開示は、図１４中の以下の遺伝子における発現配列を含む。
【００５９】
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【表１１】

【００７０】
　アッセイ方法
　本明細書の開示の実施における遺伝子（発現配列）の（増加又は減少した）発現レベル
を測定するために、当業界に既知のいずれかの方法を利用することができる。いくつかの
実施形態において、本明細書において同定され、開示される遺伝子（プローブ配列）とハ
イブリダイズするＲＮＡの検出に基づく発現が使用される。これは、当業界に知られる、
又は同等であると認められる、いずれかのＲＮＡ検出又は増幅＋検出方法、例えば制限さ
れることなく、逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）、リアルタイムＰＣＲ、リアルタイムＲＴ
－ＰＣＲ、米国特許出願第10/062857（2001年10月25日出願）に開示される方法、ならび
に米国仮特許出願第60/298847号（2001年6月15日出願）及び第60/257801号（2000年12月2
2日出願）、及びＲＮＡ安定化又は不安定化配列の存在又は不存在を検出するための方法
により、容易に行われる。
【００７１】
　あるいは、ＤＮＡ状態の検出に基づく発現を使用することができる。メチル化又は欠失
として同定された遺伝子のＤＮＡの検出は、特定の前立腺癌又は前立腺切除後の結果と相
関する減少する発現を有する遺伝子のための使用することができる。これは、当業界に既
知のＰＣＲに基づく方法、例えば制限されることなくＱ－ＰＣＲにより、容易に行うこと
ができる。反対に、増幅として同定された遺伝子のＤＮＡの検出は、特定の前立腺癌又は
前立腺切除後の結果と相関する増加する発現を有する遺伝子のために使用することができ
る。これは、当業界に既知のＰＣＲに基づく蛍光in situハイブリダイゼーション（ＦＩ
ＳＨ）及び染色体in situハイブリダイゼーション（ＣＩＳＨ）法により、容易に行うこ
とができる。
【００７２】
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　タンパク質レベル又は活性の存在、増加又は減少の検出に基づく発現もまた使用できる
。検出は、当業界に知られている、あるいはタンパク質の検出に適当であると認識されて
いる、免疫組織化学（ＩＨＣ）に基づく方法、血液に基づく方法（特に分泌タンパク質）
、抗体（タンパク質に対する自己抗体を含む）に基づく方法、剥脱細胞（癌由来）に基づ
く方法、質量分析に基づく方法、及びイメージ（標識リガンドの使用を含む）に基づく方
法により行うことができる。抗体及びイメージに基づく方法は、癌細胞の起源が知られて
いない場合、非侵襲的手順（例えば洗浄又は針吸引）により得られた細胞の使用によって
癌の決定後に腫瘍の位置を特定するために有用である。標識抗体又はリガンドは、患者内
の癌の位置を特定するために使用できる。
【００７３】
　発現を決定するための核酸に基づくアッセイを使用する１実施形態は、固形支持体、例
えば制限されることなく、当業界に既知のアレイ又はビーズとしての固形基質又はビーズ
に基づく技術における、本明細書においてポリヌクレオチドとして同定された遺伝子の１
又は複数の配列の固定化によるものである。いくつかの実施形態において、該アッセイは
、Illuminaから入手可能なＤＡＳＬ（ｃＤＮＡ媒介アニーリング、選択、伸張及びライゲ
ーション）アッセイである。あるいは、当業界に既知の溶液に基づく発現アッセイもまた
使用できる。
【００７４】
　固定化ポリヌクレオチドプローブは、該ポリヌクレオチドが遺伝子（又は発現配列）に
対応するＤＮＡ又はＲＮＡに対してハイブリダイズすることが可能なように、開示される
遺伝子（又は発現配列）に特有的又は特異的であってよい。これらのポリヌクレオチドは
、該遺伝子（又は発現配列）の完全長であっても、あるいは任意的な遮断が少ない（例え
ばミスマッチ又は挿入された非相補的な塩基対による）、これらと該遺伝子（又は発現配
列）に対応する関連ＤＮＡ又はＲＮＡとのハイブリダイゼーションは影響を受けないよう
な、より短い長さ（該配列の５’又は３’末端からの欠失により当業界に既知の完全長配
列よりも最大１つのヌクレオチドだけ短い）のプローブであってよい。多くの実施形態に
おいて、ポリヌクレオチドプローブは、開示される遺伝子又は発現配列の３’末端からの
配列を含む。また、開示される遺伝子の配列に関連する突然変異を含むポリヌクレオチド
プローブは、該突然変異の存在がなお検出可能なシグナルを産生するようなハイブリダイ
ゼーションを許容する限り、使用することができる。
【００７５】
　固定化ポリヌクレオチドは、試料の対象（例えば試料が得られた患者）の結果が知られ
ていないか、あるいは試料の対象にすでに与えられた結果を確認するため、試料前立腺細
胞から調製された核酸試料の状態を決定するために使用することができる。本明細書の開
示を制限することなく、このような細胞は、前立腺癌を有する患者に由来するもの、例え
ば前立腺切除によって除去された材料であってよい。固定化ポリヌクレオチドは、適当な
条件下において試料由来の対応する核酸分子に特異的にハイブリダイズすれば十分である
。単一の相関する遺伝子の発現は、２つの前立腺癌結果における区別において適当な正確
性を提供することができるが、本明細書の開示は、１以上の遺伝子又は発現配列からの発
現レベルの使用を含む。
【００７６】
　したがって、本発明の開示は、結果を区別するために、２以上、３以上、４以上、５以
上、６以上、７以上、８以上、９以上、１０以上、又は１１以上の本明細書に開示される
遺伝子又は発現配列の使用を含む。更に、１２以上、１４以上、１６以上、１８以上、２
０以上、２２以上、２４以上、２６以上、２８以上、３０以上、３２以上、３４以上、３
６以上、３８以上、４０以上、４５以上、５０以上、５５以上、６０以上、６２以上、６
５以上、７０以上、７５以上、８０以上、８５以上、９０以上、又は９２以上の遺伝子又
は発現配列の発現レベルを開示された方法においてアッセイし、使用することができる。
当然に更なる実施形態は、本明細書に開示されるとおり、表１及び図１４の各々において
１００以上、１５０以上、２００以上、２５０以上、３００以上、最大３３７、あるいは
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合計３６２遺伝子（又は発現配列）の使用を含む。
【００７７】
　いくつかの実施形態において、６２のセット又は９２のセットの遺伝子（発現配列）が
使用される。他の実施形態において、使用される遺伝子（又は発現配列）は、表１及び図
１４中の３３７のセットに由来し、あるいはこれら由来の遺伝子と表３及び図１５中のも
のとの組み合わせである。多くのケースにおいて、使用される遺伝子（又は発現配列）の
組み合わせ又はセットは、遺伝子番号１（ＦＥＶ）又は配列番号１とハイブリダイズする
発現配列を含む。更なる実施形態において、組み合わせはｐ値＜０．０００１の相関性を
伴い発現した１又は複数の遺伝子又は発現配列を含む。
【００７８】
　あるいは、組み合わせは、本発明に開示される発生の高い頻度を伴う遺伝子又は発現配
列を含む。このような遺伝子又は発現配列の制限されない例は、本明細書に開示されると
おり、４００以上、３５０以上、３００以上、２５０以上、２００以上、１５０以上、又
は１００以上の頻度を有するものである。しかしながら、当然に、より高い頻度を伴う１
又は複数の遺伝子（又は配列）とより低い頻度を伴う１又は複数の遺伝子（又は配列）と
の組み合わせもまた使用できる。
【００７９】
　２又は数個の遺伝子しか分析されない実施形態においては、前立腺癌細胞試料由来の核
酸は、分析すべき僅かな遺伝子が増幅され、試料中の他の発現遺伝子又は配列由来のバッ
クグランドシグナルのコンタミネーションが低下するように、好ましくは適当なプライマ
ー（例えばＰＣＲにおいて使用される）の使用によって増幅することができる。開示され
るＰＣＲアンプリコンのサイズは、例えば少なくとも又は約５０、少なくとも又は約１０
０、少なくとも又は約１５０、少なくとも又は約２００、少なくとも又は約２５０、少な
くとも又は約３００、少なくとも又は約３５０、又は少なくとも又は約４００の連続ヌク
レオチドであり、使用されるＰＣＲプライマーに相補的な部分を含有する全てを含む。当
然に、ＰＣＲは任意に、逆転写結合ＰＣＲ（又はＲＮＡ出発材料の場合にはＲＴ－ＰＣＲ
）又は定量ＰＣＲ、例えばリアルタイムＰＣＲ、又はこれらの組み合わせであってよい。
当然に、本明細書に記載される試料由来のＲＮＡは、当業者に容易に知られる手段によっ
て調製し、使用することができる。
【００８０】
　あるいは、複数の遺伝子が分析される場合、又は極めて少数の細胞（又は１つの細胞）
が使用される場合、試料由来の核酸は、固定化ポリヌクレオチドプローブ、アレイ又はマ
イクロアレイとのハイブリダイゼーション前に、グローバルに増幅することができる。当
然に、ＲＮＡ又は対応するｃＤＮＡは、当業界に既知の方法によって、増幅することなく
、直接的に標識し使用することができる。
【００８１】
　本明細書の開示は、前立腺癌又は前立腺切除後の結果を区別する（又は表す）ための、
別個の遺伝子セットの遺伝子発現プロフィールの形態におけるより客観的な基準のセット
を提供する。いくつかの実施形態において、該アッセイは、前立腺癌腫瘍を除去するため
の外科的介入から１０年以内又は約１０年後の良好な又は不良な結果を区別するために使
用される。約１０ヶ月、約２０ヶ月、約３０ヶ月、約４０ヶ月、約５０ヶ月、約７０ヶ月
、約８０ヶ月、約９０ヶ月、又は約１００ヶ月後の結果を区別する比較もまた行うことが
できる。
【００８２】
　良好な及び不良な癌の再発、転移及び／又は生存結果は、互いの比較において相対的に
定義することができるが、「良好な」結果は、前立腺癌腫瘍を除去するための外科的介入
から約６０ヶ月後における、癌再発の５０％の可能性及び／又は生存の５０％の可能性よ
りも優れたものとして評価することができる。「良好な」結果はまた、外科的介入後約６
０ヶ月目の、約６０％、約７０％、約８０％又は約９０％の癌再発及び／又は生存の可能
性よりも優れたものであってよい。「不良な」結果は、前立腺癌腫瘍を除去するための外
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科的介入から約６０ヶ月後における、５０％以上の癌再発の可能性、及び／又は５０％以
下の生存の可能性として評価することができる。
【００８３】
　また、開示された方法は、固形組織材料と共に使用することができる。例えば、固形生
検は、前立腺癌又は前立腺切除後の結果を決定するために本明細書において同定された２
以上の遺伝子又は発現配列の発現の視覚化、及びその後の決定のために回収し、調製する
ことができる。１つの手段は、前記遺伝子の発現をアッセイするための、ポリヌクレオチ
ド又はタンパク質同定プローブとのin situ ハイブリダイゼーションの使用によるもので
ある。
【００８４】
　いくつかの実施形態において、試料由来の遺伝子発現の検出は、利便性及び正確性のた
めに本明細書に開示されるいくつか又は全ての遺伝子からの遺伝子発現をアッセイするこ
とが可能な単一のマイクロアレイの使用によるものである。
【００８５】
　更なる実施形態
　本明細書に開示される他の用途は、更なる研究又は実験のために、特定の前立腺癌生存
又は再発結果と相関する前立腺癌細胞試料を同定するための能力を提供することである。
これは、客観的な遺伝子又は分子基準に基づく細胞の同定を必要とする多くの場合におい
て特別な利点を提供する。
【００８６】
　本明細書に開示される方法における使用のための材料は、周知の手順に従い製造される
キットの調製に理想的である。したがって、本明細書の開示は、前立腺癌又は前立腺切除
後の結果を同定するための開示された遺伝子及び配列の発現を検出するための薬剤を含ん
で成る。このようなキットは、該薬剤と共に、本明細書に開示される方法におけるこれら
の使用に関連する記載又はラベル又は指示書を任意に含んで成る。このようなキットは、
該方法に有用な１以上の多様な試薬（典型的には濃縮形態）を各々伴う容器を含んでよく
、予め組み立てられたマイクロアレイ、バッファー、適当なヌクレオチド三リン酸（例え
ば、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ及びｄＴＴＰ；又はｒＡＴＰ、ｒＣＴＰ、ｒＧＴＰ及
びＵＴＰ）、逆転写酵素、ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼ、及び本明細書に開
示される１又は複数のプライマー・コンプレックス（例えば、ＲＮＡポリメラーゼと反応
性のプロモーターと連結した適当な長さのポリ（Ｔ）又はランダム・プライマー）を含む
。指示書のセットもまた典型的には含まれる。
【００８７】
　また、本明細書の開示において提供される方法は、全体又は一部が自動化されていてよ
い。本明細書の開示の全ての態様はまた、細胞含有試料を介する前立腺癌再発、転移及び
／又は生存結果の同定とは無関係な材料を除外して、開示された遺伝子のサブセットから
本質的に成るように実施されていてよい。
【００８８】
　本明細書において一般的な開示が適用されているが、実例によって提供される以下の実
施例を参照することによって、より容易に理解できるものと考えられる。なお、特定され
ていない限り、本明細書の開示を制限することは意図されない。
【実施例】
【００８９】
　例Ｉ：臨床検体回収及び臨床病理学的パラメーター
　１９９３年～１９９５年における前立腺全摘除術からのＰＳＡ及び他の患者結果データ
を伴う前立腺試料を、発現レベルが臨床的前立腺癌又は前立腺切除後の結果に相関する遺
伝子（発現遺伝子）のセットを発見するために用いた。他の試料は、同定した遺伝子セッ
トの予測的又は予知的な能力を試験又は検証するために用いた。
【００９０】
　該試料に対応する患者プロフィールの特徴を表２に示す。



(31) JP 2010-518868 A 2010.6.3

10

20

30

40

50

【表１２】

【００９１】
　この同定のために患者試料を使用する方法は、図１で図式的に説明される。端的には、
２１０の初期セットから１９１の患者試料を選択した。この１９１の試料をトレーニング
・セット（１２４試料）とテスト・セット（６７試料）に分け、ここで前者は、Ｒａｎｄ
ｏｍ　ＦｏｒｅｓｔｓTMアルゴリズムを介して遺伝子セットを同定するために使用した。
該アルゴリズムを使用して得られた５００の独立ラン（遺伝子セット）を伴う代表的な結
果を、セット中の遺伝子（発現配列）数と未調整Ｐ値のログ値のプロット（ログ・ランク
・テストに相当する）として図２に示す。図２は、これらの５００セットのパフォーマン
スを示し、これは多数の遺伝子（発現配列）及び観察された未調整Ｐ値により示される有
意性を伴い、癌再発及び／又は転移の高い又は低いリスクとして正確に試料（及び患者）
を分類するための能力を含む。５００セット中の遺伝子（発現配列）は、上記表１及び図
１４に概要される３３７のユニークな（複製のない）核酸分子を反映する。
【００９２】
　上記アルゴリズムによって生じた３４遺伝子の７セットを調査し、そして上記表１に同
定されている６２の非複製分子を反映することが発見された（「６２のセット」の列を参
照のこと、これは遺伝子番号（配列番号に対する比較）及び３３７のエントリー中の発生
頻度を介して図１４と相互参照することができる）。これらの６２遺伝子（発現配列）の
発現レベルは、制限のない遺伝子セットの代表的な例として本明細書において議論されて
おり、図２及び本明細書に示される追加的なセットを含む。前立腺癌細胞試料中の６２遺
伝子の発現レベルは、図１に示されるテスト・セットにおける結果のリスク指標（予測因
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子）として使用した。
【００９３】
　例ＩＩ：異なる患者結果を伴うサブタイプの同定
　遺伝子選択は、結果を予測した遺伝子を同定するために１２４の試料のトレーニング・
セットと共に使用した。その後、同定した遺伝子を癌細胞の単離による６７の試料のテス
ト・セットにおける結果を予測するために使用した（図３Ａ及び３Ｂを参照のこと）。予
測された結果を、試料が得られた患者について実証された結果と比較した。
【００９４】
　代表的な例として、遺伝子特異的なオリゴヌクレオチドプローブを、例えばマイクロア
レイ上に固定し、その後１×ハイブリダイゼーション緩衝液中６５℃の共ハイブリダイゼ
ーション反応において、Ｃｙ５－標識化試料ＲＮＡ及びＣｙ３－標識化参照ＲＮＡとハイ
ブリダイズさせる。固定化標識を、０．１×ＳＳＣ／０．００５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－
１０２により３７℃で洗浄する。イメージ分析ソフトウェアを用いてイメージ分析を行う
。強度依存性非線形回帰を用いて粗Ｃｙ５／Ｃｙ３比を標準化する。
【００９５】
　全試料からの標準化したＣｙ５／Ｃｙ３比を、各々の遺伝子について中央化（又は平均
化）する。適当なソフトウェア、例えばＣｏｘ回帰分析及びＲａｎｄｏｍ　Ｆｏｒｅｓｔ
ｓTMを用いて異なる遺伝子発現の有意性についての同定及び並び替えテストを行う。診断
データから疾患を伴わない生存を計算する。事象を一次再発又は遠隔転移としてスコア化
する。生存曲線をカプラン－マイヤー評価により算出し、そしてｌｏｇ－ランク・テスト
により比較した。
【００９６】
　図４～６は、前立腺癌試料及び患者を評価するために使用された既知の因子との比較に
おける組み合わせとして、本明細書に開示される６２の遺伝子セットを用いた代表的なリ
スク指標（又はリスク・スコア）の成績を示す。該因子は、グリソン・グレード（又はグ
リソン・スコア）、前立腺癌のためのＡＪＣＣステージング系、及び術前（外科的介入前
）ＰＳＡ（前立腺血清抗原）レベルである。これらの比較は、本明細書に開示される遺伝
子発現プロフィールがこれらの他因子と相関し、したがって、これらの因子のいずれか１
又は複数の組み合わせにおいて、あるいは単独で使用し、各々のこれらの因子によって提
供される情報を概括できることを示す。
【００９７】
　該６２遺伝子（発現配列）の発現レベルはまた、トレーニング・セットの１２４試料及
びテスト・セットの６７試料を「高」及び「低」リスク分類に分けることができることが
見出された（図７を参照のこと）。
【００９８】
　例ＩＩＩ：異なる前立腺癌グレードにおけるサブタイプの同定
　図７との組み合わせにおいて、図４は、代表的な６２遺伝子の発現レベルに基づく「高
」及び「低」サブクラスにおけるリスク・スコア（又はリスク指標）が、グリソン・グレ
ードと一致する様式において試料（及び患者）を分類するために使用できることを実証す
る。ここで、グレードが高くなるにつれ、ゼロ値以上のリスク・スコアの可能性がより上
昇し、したがって不良な結果のリスクが高くなる。ゼロ値は、セット中の全前立腺癌試料
におけるスコアの平均値及び／又は中央値を表す。「高リスク」分類はゼロ以上のリスク
・スコアに基づき、そして「低リスク」分類はゼロ以下の値に基づく。結果として、該リ
スク・スコア（又はリスク指標）は、＜＝６又は７（あるいは＞＝８）のグリソン・グレ
ードを伴う試料及び患者を本明細書に記載される「高」及び「低」リスクグループに分類
するために使用することができる。図８を参照のこと。
【００９９】
　これは、該リスク・スコア（又はリスク指標）が、グリソン・グレードの使用とは独立
して、試料及び患者を分類するために使用できることを実証する。あるいは、２つの分析
は、任意の順番で一緒に使用することができる。例えば、グリソン・グレードの決定後、
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＜＝６又は７（あるいは＞＝８）のグレードを伴う試料（及び患者）におけるリスク・ス
コアが決定される。
【０１００】
　該併用は、適当な又は更なる臨床治療、例えば当業者に既知の化学治療、放射能治療、
又は凍結治療のための高リスクの対象を「決定（rule in）」し、そして所望されない副
作用を伴う治療を不必要にしないように低リスクの対象を「除外（rule out）」するため
に特に有利である。
【０１０１】
　例ＩＶ：異なる前立腺癌ステージにおけるサブクラスの同定
　図７との組み合わせにおいて、図５は、代表的な６２の遺伝子セットの発現レベルに基
づく「高」及び「低」サブクラスにおけるリスク・スコア（又はリスク指標）が、ＡＪＣ
Ｃ前立腺癌ステージと一致する様式において試料（及びその患者）を分類するために使用
できることを実証する。ここで、ステージＩＩＩは、ゼロ値以上のリスク・スコアとより
相関するようであり、そして不良な結果のより高いリスクが存在する。ゼロ値はまた、セ
ット中の全前立腺癌試料におけるスコアの平均値及び／又は中央値を表す。「高リスク」
グループはゼロ以上のリスク・スコアに基づき、そして「低リスク」グループはゼロ以下
の値に基づく。結果として、該リスク・スコア（又はリスク指標）は、ＡＪＣＣステージ
ＩＩ又はＩＩＩ分類を伴う試料及びその患者を、本明細書に記載される「高」及び「低」
リスクグループに分類するために使用することができる。
【０１０２】
　これは、該リスク・スコア（又はリスク指標）が、ＡＪＣＣステージ評価の使用から独
立して、試料及びその患者を分類するために使用できることを実証する。あるいは、２つ
の分析は、任意の順番で一緒に使用することができる。例えば、ＡＪＣＣステージの決定
後、ステージＩＩ又はＩＩＩ前立腺癌を伴う試料（及びその患者）におけるリスク・スコ
アが決定される。
【０１０３】
　該併用は、熟練した臨床医に既知の適当な臨床治療のための高いリスクの対象を「決定
（rule in）」し、そして所望されない副作用を伴う治療を合理的に回避するため低リス
クの対象を「除外（rule out）」するために特に有利である。併用はまた、「静観」に適
した患者又は対象の分類を変更することができる。
【０１０４】
　例Ｖ：術前ＰＳＡ分析との比較
　上記グリソン・グレード及びＡＪＣＣステージ分析は共に前立腺癌細胞試料の使用を必
要とするが、代表的な６２の遺伝子セットの発現レベルに基づく「高」及び「低」サブク
ラスにおけるリスク・スコア（又はリスク指標）の図６における一貫性は、上述のリスク
・スコアとの組み合わせにおいて術前ＰＳＡ値を考慮すべきことを示す。該組み合わせは
、順番に、例えば術前ＰＳＡ値の決定後、３０以上、２５以上、２０以上、１５以上、１
０以上又は５以上のＰＳＡ値を有する試料（及びその患者）のリスク・スコアを決定する
。
【０１０５】
　例ＶＩ：Ｃｏｘ回帰分析による遺伝子の同定
　９２遺伝子（又は発現配列）を同定するためにＣｏｘ回帰分析を使用した。その発現レ
ベルは、上述のとおり、前立腺癌細胞含有試料を同定することが可能である。これらの９
２遺伝子（又は発現配列）中６７遺伝子は、図１４及び表１の３３７遺伝子（又は発現配
列）と共通する（図１４又は表１の「Ｃｏｘ９２」列を参照のこと。これは遺伝子番号（
対配列番号）及び頻度により互いに相互参照させることができる）。９２遺伝子中の残り
の２５遺伝子（又は発現配列）を図１５及び以下の表３に挙げる。これは、遺伝子番号（
配列番号との比較における）、ならびにｚ及びｐ値により、互いに相互参照させることが
できる。
【０１０６】
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【表１３】

【０１０７】
　本明細書に引用される全ての参考文献、例えば特許、特許出願及び公報は、予め具体的
に組み込まれているかにかかわらず、その全てが参考により本明細書に組み込まれている
。
【０１０８】
　このたび、本発明は十分に記載されているため、当業者は、本明細書の開示の精神の範
囲を離れることなく、かつ過剰な実験をすることなく、同等のパラメーター、濃度、及び
条件の広い範囲において実施することが可能である。
【０１０９】
　本明細書は、具体的な実施形態に関連して記載されているが、更なる改変が可能である
ことが理解されるものと考えられる。本願は、一般的な開示の原則に従い、本発明のいず
れかの変更、使用、又は適合を網羅することを意図し、本発明に属する当業界に既知又は
慣習的な実施内の本明細書の開示を離れたものを含み、かつ本明細書に記載される本質的
な特徴に適用されることができる。
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