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(57)【要約】
　本発明は、がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であるかどうかを判定
するための方法であって、前記がん患者のがん試料におけるＥ－カドヘリンタンパク質の
発現を検出するステップを含み、０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（
ＩＲＳ）が、がん患者がタンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ２）阻害物質での治療に
対して感受性であることを示すステップを含む、方法に関する。がん患者のがん試料にお
けるＥ－カドヘリンタンパク質の発現の前記検出は、好ましくは免疫組織化学的（ＩＨＣ
）方法によって実施される。前記ＩＨＣ法は、好ましくはＥ－カドヘリンに特異的な一次
抗体および一次抗体に特異的に反応する二次抗体を使用する。本発明は、０～２のＥ－カ
ドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）によって特徴付けられるがんを有するが
ん患者の治療方法であって、治療的有効量のＰＴＫ２阻害物質を患者に投与するステップ
を含む、方法にも関する。さらなる態様において本発明は、０～２のＥ－カドヘリンタン
パク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）によって特徴付けられるがんを有するがん患者の治療
における使用のためのＰＴＫ２阻害物質に関する。本発明は、治療的に有効なＰＴＫ２阻
害物質に関するスクリーニング方法であって、（ａ）２、１または０（１は好ましく、さ
らに０はより好ましい）のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアによって特徴付け
られるがん細胞またはがん細胞系を提供するステップと、（ｂ）（ａ）のがん細胞または
がん細胞系をＰＴＫ２阻害物質と接触させるステップと、（ｃ）ＰＴＫ２阻害物質ががん
細胞／がん細胞系にネガティブに作用するかどうかを評価するステップとを含む、方法も
提供する。さらなる態様において本発明は、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性で
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であるかどうかを判定するための
方法であって、前記がん患者のがん試料におけるＥ－カドヘリンタンパク質の発現を検出
するステップを含み、０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）が
、がん患者がタンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ２）阻害物質での治療に対して感受
性であることを示すステップを含む、方法。
【請求項２】
　前記がん患者が哺乳動物である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記哺乳動物がヒトである、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記がんが癌腫である、請求項１から３までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記がんが、十二指腸、結腸、直腸および肛門の癌腫；膵臓の癌腫；膀胱の癌腫；肺腫
瘍（小細胞肺がん（ＳＣＬＣ）、例えば扁平上皮癌、腺癌（腺房、乳頭、細気管支－肺胞
）および大細胞気管支癌（巨細胞癌、明細胞癌）などの非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ））
；管、小葉、粘液性または管状の癌腫などの乳がん、卵巣がん（卵巣癌－粘液性または漿
液性嚢胞腺癌、類内膜癌および明細胞腫瘍）；頭頸部腫瘍；肝臓細胞癌（肝細胞癌（ＨＣ
Ｃ））；例えば（腎明細胞癌、乳頭状腎細胞癌、嫌色素腎細胞癌および集合管癌）などの
腎臓がん；前立腺がん；ならびに外陰部のがんからなる群から選択される、請求項１から
４までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　がん患者のがん試料におけるＥ－カドヘリンタンパク質の発現の前記検出が免疫組織化
学的（ＩＨＣ）方法によって実施される、請求項１から５までのいずれか１項に記載の方
法。
【請求項７】
　前記ＩＨＣ法がＥ－カドヘリンに特異的な一次抗体および一次抗体と特異的に反応する
二次抗体を使用する、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）によって特徴付けられ
るがんを有するがん患者の治療方法であって、治療的有効量のＰＴＫ２阻害物質を患者に
投与するステップを含む、方法。
【請求項９】
　０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）によって特徴付けられ
るがんを有するがん患者の治療のための医薬組成物の調製のための、ＰＴＫ２阻害物質の
使用。
【請求項１０】
　０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）によって特徴付けられ
るがんを有するがん患者の治療における使用のためのＰＴＫ２阻害物質。
【請求項１１】
　ＰＴＫ２阻害物質での治療に対するそれらの感受性に関してがん患者を層別化するため
の方法であって、前記がん患者のがん試料におけるＥ－カドヘリンＩＲＳスコアを判定す
るステップを含み、０～２（すなわち２、１または０）のＥ－カドヘリンタンパク質免疫
反応性スコア（ＩＲＳ）が、がん患者がＰＴ２阻害物質での治療に対して感受性であるこ
とを示すステップを含む、方法。
【請求項１２】
　前記がん／がん患者が、請求項１から７までまたは１１のいずれか１項に記載の方法で
同定、特徴付けおよび／または層別化される、請求項８から１０までのいずれか１項に記
載の方法、使用および／またはＰＴＫ２阻害物質。
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【請求項１３】
　前記がん患者が、前記治療の前におよび／または前記治療中に同定、特徴付けまたは層
別化される、請求項１２に記載の方法、使用および／またはＰＴＫ２阻害物質。
【請求項１４】
　治療的に有効なＰＴＫ２阻害物質に関するスクリーニング方法であって、
（ａ）２、１または０（１は好ましく、さらに０はより好ましい）のＥ－カドヘリンタン
パク質免疫反応性スコアによって特徴付けられるがん細胞またはがん細胞系を提供するス
テップと、
（ｂ）（ａ）のがん細胞またはがん細胞系をＰＴＫ２阻害物質と接触させるステップと、
（ｃ）ＰＴＫ２阻害物質ががん細胞／がん細胞系にネガティブに作用するかどうかを評価
するステップと
を含む、方法。
【請求項１５】
　ＰＴＫ２阻害物質と、
（ａ）前記ＰＴＫ２阻害物質が、２、１または０（１は好ましく、０はより好ましい）の
Ｅ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアによって特徴付けられるがんを罹患している
患者の治療のために使用されるものであることを示す説明書および／もしくは標示；なら
びに／または
（ｂ）前記患者が請求項１１に記載の方法によって層別化されることを示す説明書および
／もしくは標示；ならびに／または
（ｃ）請求項１から１４までのいずれか１項に記載の方法を実行するための手段
とを含む医薬用パッケージ。
【請求項１６】
　ＰＴＫ２阻害物質での治療に対する感受性に関するがん患者の層別化における使用のた
めのＥ－カドヘリン抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であるかどうかを判定
するための方法であって、前記がん患者のがん試料におけるＥ－カドヘリンタンパク質の
発現を検出するステップを含み、０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（
ＩＲＳ）が、がん患者がタンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ２）阻害物質での治療に
対して感受性であることを示す、方法に関する。がん患者のがん試料におけるＥ－カドヘ
リンタンパク質の発現の前記検出は、好ましくは免疫組織化学的（ＩＨＣ）方法によって
実施される。前記ＩＨＣ法は、Ｅ－カドヘリンに特異的な一次抗体および一次抗体に特異
的に反応する二次抗体を好ましくは使用する。本発明は、０～２のＥ－カドヘリンタンパ
ク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）によって特徴付けられるがんを有するがん患者の治療方
法であって、治療的有効量のＰＴＫ２阻害物質を患者に投与するステップを含む、方法に
も関する。さらなる態様において本発明は、０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応
性スコア（ＩＲＳ）によって特徴付けられるがんを有するがん患者の治療における使用の
ためのＰＴＫ２阻害物質に関する。本発明は、治療的に有効なＰＴＫ２阻害物質に関する
スクリーニング方法であって、（ａ）２、１または０（１は好ましく、さらに０はより好
ましい）のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアによって特徴付けられるがん細胞
またはがん細胞系を提供するステップと、（ｂ）（ａ）のがん細胞またはがん細胞系をＰ
ＴＫ２阻害物質と接触させるステップと、（ｃ）ＰＴＫ２阻害物質ががん細胞／がん細胞
系にネガティブに作用するかどうかを評価するステップとを含む方法も提供する。さらな
る態様において本発明は、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であるがん患者を層
別化するための方法であって、前記患者のがん試料においてＥ－カドヘリンＩＲＳスコア
を判定するステップを含み、０～２（すなわち２、１または０）のＥ－カドヘリンタンパ
ク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）が、がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受



(4) JP 2013-540108 A 2013.10.31

10

20

30

40

50

性であることを示すステップを含む、方法に関する。本発明は、ＰＴＫ２阻害物質と、（
ａ）前記ＰＴＫ２阻害物質が、２、１または０（１は好ましく、０はより好ましい）のＥ
－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアによって特徴付けられるがんを罹患している患
者の治療のために使用されるものであることを示す説明書および／もしくは標示、ならび
に／または（ｂ）前記患者が本発明の方法によって層別化されることを示す説明書および
／もしくは標示、ならびに／または（ｃ）本明細書に定義の方法を実行するための手段と
を含む医薬用パッケージにも関する。
【背景技術】
【０００２】
　接着斑キナーゼ１（ＦＡＫ１）としても周知のタンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ
２）は、主に接着斑に局在する非受容体型チロシンキナーゼである。ＰＴＫ２は、インテ
グリンおよび増殖因子受容体を通じて伝達される細胞外シグナルと細胞内のシグナル伝達
因子との間のリンカーとして働く。活性化ＰＴＫ２は、細胞生存、増殖および運動の制御
に関与すると考えられる。したがってＰＴＫ２の阻害は、がん増殖および転移巣形成を阻
害する可能性がある。ＰＴＫ２阻害物質は既に記載されており、いくつかの化合物は早期
臨床試験において現在調査中である。
【０００３】
　ＰＴＫ２キナーゼ阻害物質は、がんの種々の実験モデルにおいて、特に免疫不全マウス
でのヒトがん異種移植モデルにおいて有効性を示す。しかしそれらの有効性は、さまざま
ながんモデルにおいて大きく異なる：がんの退縮または増殖の完全な抑制がいくつかのモ
デルにおいて達成されうる一方で、他の種類のがんの治療は増殖の部分的な抑制をもたら
し、いくつかのがんは全く影響を受けない。発がん性変異または遺伝子増幅は、多数の遺
伝子に関して記載されている、例えばＥＧＦＲ、ＨＥＲ２またはＢＲＡＦ。これらの存在
は対応するキナーゼ阻害物質での治療に対する所与のがんの感受性を判定し、そのような
阻害物質での治療に対する患者の適格性はがんＤＮＡ配列または遺伝子コピー数の分析に
よって容易に判定されうる。しかしＰＴＫ２遺伝子に関しては、ヒトのがんにおいてまた
はＰＴＫ２阻害に対して感受性である前臨床モデル腫瘍において、これまでに記載された
変異または増幅は無い。
　したがってＰＴＫ２阻害物質での治療から最も恩恵を受けやすい患者の選択に関する予
測的バイオマーカーの同定は、緊急に必要とされている。治療効果に関連して現在利用可
能であるそのような予測的バイオマーカーまたは遺伝子サインは無い。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　したがって本発明の基となる技術的課題は、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性
のがん患者および／またはがんの種類を選択するための手段および方法を提供することで
ある。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、この要求に取り組み、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性のがん患者
の選択を可能にする細胞性マーカーおよび方法を提供する。
　ヒトがんの異種移植モデルを使用する本発明者らの前臨床研究において本発明者らは、
例えば免疫組織化学的（ＩＨＣ）方法で評価されうるがん細胞におけるＥ－カドヘリンタ
ンパク質の発現レベルがＰＴＫ２阻害物質に対する感受性を予測するために使用されうる
ことを驚くべきことに見出した。この観点から、本発明者らはがん／がん患者がＰＴＫ２
阻害物質での治療に対して感受性であるか否かを判定するために、ＰＴＫ２阻害物質の投
与の前にＥ－カドヘリン発現レベルを検査することを提案する。本発明のさらなる実施形
態は、本明細書において特徴付けられ、かつ記載され、特許請求の範囲においても反映さ
れる。
【０００６】
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　本明細書において使用される単数形「ａ」「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、内容が明確に
他を示す場合を除いて複数の参照物を含むことは言及されるべきである。したがって例え
ば「試薬」と称することはそのような異なる試薬の１つまたは複数を含み、「方法」と称
することは当業者に周知であり、本明細書に記載の方法のために変更または置換されうる
等価のステップおよび方法を関連して含む。他に示す場合を除いて、一連の要素に先行す
る用語「少なくとも」は、一連の要素の全てを参照すると理解される。「少なくとも１つ
」は、例えば１つ、２つ、３つ、４つもしくは５つまたはさらにそれ以上を含む。
　当業者は、本明細書に記載の本発明の具体的な実施形態について多数の等価物を認識す
るまたは日常的実験だけを使用して確認できる。そのような等価物は、本発明によって包
含されると意図される。本明細書および続く特許請求の範囲全体を通じて、内容が他を必
要とする場合を除いて、用語「含む」ならびに「含む」および「含んでいる」などの変化
形は、記述される整数もしくはステップまたは整数もしくはステップの群の含有を意味す
るが、任意の他の整数もしくはステップまたは整数もしくはステップの群の排除を意味し
ないと理解される。
【０００７】
　本明細書の本文全体を通じていくつかの文書が引用される。本明細書に引用される書類
（全ての特許、特許出願、科学出版物、製造者の仕様書、説明書などを含む）のそれぞれ
は、上記または下記にかかわらず、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。本明
細書における事柄が、先行する発明を理由に本発明が先行するそのような開示に権利がな
いことの許可として解釈されることはない。
　第一の態様において本発明は、がんおよび各がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対
して感受性であるかどうかを判定するための方法であって、前記がんまたはがん患者から
の（採取された）がん試料におけるＥ－カドヘリンタンパク質の発現を検出するステップ
を含み、０～２、好ましくは０～１のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲ
Ｓ）、より好ましくは１のＩＲＳスコアおよびさらにより好ましくは０のＩＲＳスコアが
がんおよび各がん患者がタンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ２）阻害物質での治療に
対して感受性であることを示す、方法に関する。
【０００８】
　「０～２」のＩＲＳスコア（またはＩＲＳ）は、０、１または２のＩＲＳを意味する。
同様に「０～１」のＩＲＳスコアは、０または１のＩＲＳスコアを意味する。当業者が所
与のがん／がん試料において前記ＩＲＳスコアを評価できるようにする方法は、本明細書
の他の箇所において説明される。本明細書において使用される用語「ＩＲＳ」は、本明細
書において開示の通りＥ－カドヘリンの免疫反応性スコアを意味する。
【０００９】
　好ましい実施形態において前記検出は、免疫組織化学的方法（ＩＨＣ）の手段によって
実行される。
　がん試料が、がん患者から好ましくは採取されることは理解されるが、前記患者から前
記がん試料を採取するステップが必然的に本発明の範囲に含まれることを意味しない。
【００１０】
　ＣＤ３２４、ＬＣＡＭまたはＥＣＡＤとしても周知の「Ｅ－カドヘリン」または「Ｅ－
カドヘリンタンパク質」は、１型膜貫通タンパク質の一種である「カドヘリン」（カルシ
ウム依存性接着分子）に属する。それらは、細胞接着において重要な役割を演じ、組織中
の細胞が相互に結合することを確実にする。カドヘリンは、機能するためにカルシウム（
Ｃａ2+）イオンに依存し、したがってこの名前となる。ＣＤＨ１遺伝子にコードされるＥ
－カドヘリンタンパク質は、５個の細胞外カドヘリンリピート、膜貫通領域および高度に
保存された細胞質側末端からなり、全ての上皮組織において認められうる。細胞質ドメイ
ンは、細胞内付着タンパク質カテニンを介してアクチン細胞骨格に結合する。アクチン細
胞骨格は、細胞の構造的統合性およびその極性を調節し、上皮細胞形態形成のために重要
である経細胞ネットワークを形成する。
　したがってＥ－カドヘリンは、上皮細胞およびほとんどの上皮由来がんに関するバイオ



(6) JP 2013-540108 A 2013.10.31

10

20

30

40

50

マーカーとして役立つ。近年の免疫組織化学的分析は、がん細胞でのＥ－カドヘリンの膜
発現の低下が上皮がんを有する患者における有害な予後特性および全生存の低下に関連す
ることを示している(Saito T,et al;Cancer,2003;97:1002-9)。したがってＥ－カドヘリ
ンはそのように上皮細胞に関するバイオマーカーであるだけでなく、癌腫進行に関する予
後マーカーとしても役立ちうる可能性がある。
　上皮がん細胞の膜上のＥ－カドヘリンのタンパク質発現の低下または発現の欠失は、本
発明者らの前臨床研究において、驚くべきことに（ヒトがんの動物モデルにおける顕著な
がん増殖阻害およびがん退縮にも翻訳される）ＰＴＫ２阻害への各がん細胞の感受性と良
く相関することが見出された。したがってＥ－カドヘリン発現レベルは、ＰＴＫ２阻害物
質での治療に関する患者の選択のためのバイオマーカーとして役立ちうる。これらのＰＴ
Ｋ２阻害物質は、当業者に十分周知であり、本明細書以下にも極めて詳細に記載される。
低いＥ－カドヘリン発現を有するがん（例えば０～２の、好ましくは０～１のＥ－カドヘ
リンスコア、より好ましくは１のおよびさらにより好ましくは０のＩＲＳスコア（前記ス
コアは本明細書において詳細に説明される））は、高いＥ－カドヘリン発現を有するがん
よりもＰＴＫ２阻害物質での治療により感受性でありやすいことは本発明者らによって実
証されうる。
　「がん細胞の膜」は、がん細胞の内部からがん細胞の外部を分離する細胞膜を意味する
。Ｅ－カドヘリンは、上皮細胞の細胞膜上で通常発現されており、組織内の細胞が組織統
合性を維持するために相互に確実に付着することを確実にしている。
【００１１】
　用語「ＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性」は、本明細書において使用される場
合、ＰＴＫ２阻害物質が、ＰＴＫ２阻害物質が投与されているおよび／または投与される
患者において治療効果を潜在的に有しうることを意味する。本明細書において使用される
場合前記用語は、用語「ＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性」または「ＰＴＫ２阻
害物質での治療に応答性」と等価である。
【００１２】
　「治療効果」または「治療的に有効」は、ＰＴＫ２阻害物質が、それが投与されたもの
に対して治療効果をもたらしうることを意味する。好ましくは治療効果は、がんの大きさ
、転移の数またはがんの存在および／もしくは進行によって生じる／に関連する他の症状
などのがん関連症状の進行の低減、安定化または阻害を含む。応答は、完全応答、部分応
答、疾患の安定（進行または再発が無い）および／または患者の後の再発を伴う応答を含
む。好ましくは本明細書に記載の通りＰＴＫ２阻害物質は、がん細胞が細胞死となるよう
に影響することができ、それにより前記がん細胞がＰＴＫ２タンパク質を発現するという
条件で患者のがんを改善および／または治療する。本発明の各方法または各方法ステップ
の治療効果は、治療効果を示す確立された全ての方法および手法によって検出可能であり
うる。代替として、患者の血清中のがんマーカー（存在する場合は）が、治療手法が有効
であるかどうかを診断するために検出されることも想定される。当業者は、彼らまたは彼
女らにＰＴＫ２阻害物質の治療効果を観察できるようにする多数の他の方法を認識する。
　ＰＴＫ２阻害物質で治療されうる患者のがん試料が前記ＰＴＫ２阻害物質での治療前に
、治療中におよび／または治療後に採取されることは想定される。好ましくは試料は、本
発明の手段および方法に従ってがん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であ
りうるか否か、患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に有利に応答しうるか否か、または患者
がＰＴＫ２阻害物質での治療から利益を得うるか否かを判定するために治療前に採取され
る。
【００１３】
　用語「潜在的」は、治療効果の内容において使用される場合に、ＰＴＫ２阻害物質が（
そのような阻害物質は本発明の方法の結果に基づく治療効果を有すると考えられるが）必
然的に治療的に有効でなければならないのではないことを意味する。自明であるようにこ
れは、Ｅ－カドヘリンタンパク質の発現とは別に、年齢、体重、全身状態、性、食事、薬
物相互作用などの個別の要因が、患者がＰＴＫ２阻害物質に対して感受性であるか否かに
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影響する場合があることから、本発明の方法が、患者がＰＴＫ２阻害物質に対して感受性
でありうるか否かの１００％確実な予測を提供できないためである。
【００１４】
　本明細書において使用する「治療する」または「治療」は、がんの大きさ、転移の数ま
たは、がんの存在および／もしくは進行によって生じる／に関連する他の症状などの症状
の進行を低減する、安定化する、または抑制することを意味する。
　本明細書において使用される用語「がん」は、全ての前がん性およびがん性の細胞およ
び組織を含む悪性細胞成長および増殖を意味する。がんは、場合により本明細書において
悪性がんまたは新生物または腫瘍とも記される。がん化した上皮細胞の浸潤性悪性がん、
すなわち癌腫は、本発明の実施形態において好ましい。したがって本発明の実施形態にお
いて前記がん試料は、本質的に悪性上皮がん細胞からなる／を含むことが想定される。
　本明細書において記載されるがんは、転移性（すなわちがん転移）であってもまたは非
転移性であってもよい。
【００１５】
　本発明の実施形態によりＰＴＫ２阻害物質で治療されるがんはＰＴＫ２タンパク質を発
現することは理解される。本明細書において既に考察した通り、本発明は、がん患者がＰ
ＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であるかどうかを判定するための方法に本質的に
関する。当然のことであるが、したがって、治療されるがん患者はＰＴＫ２ポリペプチド
発現がん細胞を有する患者である。「ＰＴＫ２ポリペプチド発現がん」は、ＰＴＫ２ポリ
ペプチド提示を有する細胞を含むがんである。「ＰＴＫ２ポリペプチド発現がん」は、Ｐ
ＴＫ２阻害物質が相互作用できるような十分なレベルのＰＴＫ２ポリペプチドをその細胞
中で生成してもよい。ＰＴＫ２ポリペプチドは、種々の方法において測定されうる、すな
わち当業者はがん／がん細胞がＰＴＫ２陽性であるか否かをどのように検査するかを十分
認識している。がん細胞中のＰＴＫ２ポリペプチドの評価が必須ではない、すなわち本発
明の実施形態は、このステップを必然的には含まないことは理解される。現在、ほとんど
全ての関連する上皮がんがＰＴＫ２を発現すると考えられる。そうであっても既に述べた
通りＰＴＫ２キナーゼ阻害物質の有効性は、さまざまながんモデルにおいて大きく異なり
：がんの退縮または増殖の完全な抑制がいくつかのモデルにおいて達成されうる一方で、
他の種類のがんの治療は増殖の部分的な抑制をもたらし、いくつかのがんは全く影響を受
けない。したがってそのようなＰＴＫ２発現は、ＰＴＫ２阻害物質での治療へのがんの感
受性に関して明らかに予測的でない。この隔たりが、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対して
感受性であるがん／がん患者の同定を可能にする適切なバイオマーカーを初めて提供する
本発明によって縮められる：前述のバイオマーカーは本明細書全体を通じて説明される通
りＥ－カドヘリン発現である。
【００１６】
　本発明の内容において用語「がん患者」（場合により「患者」または「対象」とも記さ
れる）は、本明細書に記載のがんを有する対象（がんを罹患していると診断された対象を
含んで）を、例えば原発がんの切除後のアジュバント治療中の対象も含んで意味する。
　好ましくは前記対象は、ヒト、ウマ、ラクダ、イヌ、ネコ、ブタ、ウシ、ヤギなど哺乳
動物または家禽である。ヒト対象が最も好ましい。本発明の組成物、化合物、使用および
方法は、したがってヒトの治療および獣医学的適用の両方に適用可能である。
【００１７】
　「組織試料」（場合により「がん試料」または「がんの試料」などとも記される）は、
対象（がん患者）由来であるまたはから採取され、針生検、外科的生検、骨髄生検などの
生検を介して採取されうる。がん試料は、がんの検体、がんの一部、がん由来のがん細胞
（がんから由来しうるおよび細胞培養で増殖されるがん細胞系を含む）を含み、全体とし
てのがん実体、ならびにそのがん細胞系、ならびに対象由来のおよびがん性が疑われるま
たはがん性細胞を含むことが疑われる細胞および／または組織も含む。したがってがん試
料が非がん性細胞も含みうることは想定される。例えばがん細胞および／または（マイク
ロ）転移は、健康な（すなわち非がん性組織）によってしばしば囲まれている、すなわち
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がん細胞は健康な組織中に細胞のサブセットを形成する場合がある。したがってがん試料
は、健康な（非がん性）細胞のサブセットおよびがん性細胞のサブセットを含有できる。
用語「試料」は「検体」と互換的である。
【００１８】
　ＰＴＫ２阻害物質で治療されうるがんの非限定的な例示的表は、これだけに限らないが
次の：十二指腸、結腸、直腸および肛門の癌腫を含む腸がん；膵臓の癌腫（例えば膵臓腺
癌）；膀胱の癌腫；肺腫瘍（小細胞肺がん（ＳＣＬＣ）、例えば扁平上皮癌、腺癌（腺房
、乳頭、細気管支－肺胞）および大細胞気管支癌（巨細胞癌、明細胞癌）などの非小細胞
肺がん（ＮＳＣＬＣ））；管、小葉、粘液性または管状の癌腫、パジェット癌腫などの乳
がん；子宮がん（体癌または子宮内膜癌）；ＣＵＰ症候群（原発未知のがん）；卵巣がん
（卵巣細胞癌－粘液性または漿液性嚢胞腺癌、類内膜癌、明細胞腫瘍、ブレンナー腫瘍）
；胆嚢がん；例えばクラッツキン腫瘍などの胆管がん；精巣がん（胚性または非胚性胚細
胞腫瘍）；例えば声帯の上声門、声門および声門下腫瘍などの喉頭腫瘍；例えば口唇およ
び口腔の腫瘍（口唇、舌、口腔の癌腫）、鼻咽頭癌（鼻の腫瘍、リンパ上皮腫）、咽頭癌
、中咽頭癌、扁桃腺（扁桃腺マリグノーマ）および舌（の底部）の癌腫、下咽頭癌、喉頭
癌（喉頭のがん）、副鼻腔および鼻腔の腫瘍、唾液腺および耳の腫瘍などの頭頸部腫瘍（
ＨＮＯ腫瘍）；眼瞼腫瘍（眼瞼涙器の基底細胞腫または腺癌）；肝臓細胞癌（肝細胞癌（
ＨＣＣ））；胃がん（乳頭状、管状または粘液の腺癌、腺扁平上皮、扁平上皮または未分
化の癌腫）；例えば腎明細胞癌、乳頭状腎細胞癌、嫌色素腎細胞癌および集合管癌などの
腎臓がん；食道がん；陰茎がん；前立腺がん（例えばホルモン不応性前立腺がん）；膣が
んまたは膣の癌腫；乳頭状、濾胞状、髄様、無形成性の甲状腺癌などの甲状腺癌；尿道の
がん（尿道の癌腫、尿路上皮癌）；ならびに外陰部のがん、の１つまたは複数を含む。
【００１９】
　十二指腸、結腸、直腸および肛門の癌腫；膵臓の癌腫（例えば膵臓腺癌）；膀胱の癌腫
；肺腫瘍（小細胞肺がん（ＳＣＬＣ）、例えば扁平上皮癌、腺癌（腺房、乳頭、細気管支
－肺胞）および大細胞気管支癌（巨細胞癌、明細胞癌）などの非小細胞肺がん（ＮＳＣＬ
Ｃ））；管、小葉、粘液性または管状の癌腫などの乳がん、卵巣がん（卵巣の癌腫－粘液
性または漿液性嚢胞腺癌、類内膜癌および明細胞腫瘍）；頭頸部腫瘍；肝臓細胞癌（肝細
胞癌（ＨＣＣ））；例えば（腎明細胞癌、乳頭状腎細胞癌、嫌色素腎細胞癌および集合管
癌）などの腎臓がん；前立腺がん（例えばホルモン不応性前立腺がん）；ならびに外陰部
のがんは、非常に重要であり、したがって好ましい。
【００２０】
　ＦＡＫ、ＦＡＤＫ、ＦＡＫ１、ｐｐ１２５ＦＡＫ、ＥＣ２．７．１０．２）としても周
知のタンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ２）は、細胞外マトリクス成分の存在下で増
殖する細胞の細胞膜に形成される接着斑において集中的に見出される細胞質タンパク質チ
ロシンキナーゼである。コードされるタンパク質は、タンパク質チロシンキナーゼのＦＡ
Ｋサブファミリーの一員であるが、他のサブファミリーからのキナーゼへの重要な配列類
似性を欠いている。ＰＴＫ２は、３個の機能ドメイン：（１）ＦＡＫの接着斑への局在化
のためならびにパキシリンおよびタリンなどのインテグリン結合タンパク質の結合のため
に重要な接着斑標的化（ＦＡＴ）ドメイン；（２）チロシンキナーゼ活性を有する触媒ド
メイン；および（３）インテグリンおよび増殖因子受容体との相互作用のために重要なＮ
末端ドメインを有する(Parsons,J.T.(2003).Focal adhesion kinase:The first ten year
s.J.Cell Sci.116,1409-1416)。ＰＴＫ２は、ＳＨ２ドメインを含有するアダプタータン
パク質への結合のために必要な複数のリン酸化部位を有する。重要なリン酸化部位は、Ｐ
ＴＫ２とＲｈｏキナーゼなどの下流シグナル伝達分子との相互作用のために重要であると
考えられるＴｙｒ３９７である。
【００２１】
　確証的証拠は、ＰＴＫ２が細胞マトリクスシグナル伝達経路において重要な役割を演じ
ることを示唆し(Clark and Brugge 1995,Science 268:233-239)、その異常な活性化は、
がんの転移能の増大に関連する(Owens et al.1995,Cancer Research 55:2752-2755)。Ｐ
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ＴＫ２は、ｖ－Ｓｒｃによって形質転換された細胞において高度にチロシンリン酸化され
た１２５ｋＤａタンパク質として最初に同定された。後にＰＴＫ２は、培養細胞とそれら
の下にある基層および強いチロシンリン酸化部位との接点である接着斑に局在するチロシ
ンキナーゼであることが見出された。ＰＴＫ２は、リン酸化され、次いでインテグリンへ
の細胞外マトリクス（ＥＣＭ）結合に対する応答において活性化される。近年、研究はＰ
ＴＫ２ｍＲＮＡレベルの増加ががんのより浸潤的な挙動に付随しており、ＰＴＫ２発現の
減衰は（アンチセンスオリゴヌクレオチドの使用を通じて）がん細胞においてアポトーシ
スを誘導することを実証している(Xu et al.1996,Cell Growth and Diff.7:413-418)。ほ
とんどの組織型において発現されることに加えて、ＰＴＫ２は、ほとんどのヒトがんにお
いて、特に高度に浸潤性および転移性のがんにおいてレベルが上昇して見出されている。
そうであっても、既に記述の通り、ＰＴＫ２キナーゼ阻害物質の有効性は、さまざまなが
んモデルにおいて大きく異なっている。したがってそのようなＰＴＫ２発現は、ＰＴＫ２
阻害物質での治療へのがんの感受性に関して明らかに予測的でない。この隔たりが、ＰＴ
Ｋ２阻害物質での治療に対して感受性であるがん／がん患者の同定を可能にする適切なバ
イオマーカーを初めて提供する本発明によって縮められる：前述のバイオマーカーは本明
細書全体を通じて説明される通りＥ－カドヘリン発現である。
【００２２】
　本発明の内容において用語「ＰＴＫ２阻害物質」は、ＰＴＫ２（好ましくはヒトＰＴＫ
２）とキナーゼ活性が低下するように相互作用する１つまたは複数の化合物を定義する。
そのような阻害物質を検出するために適切であるアッセイは、本明細書下にさらに詳細に
説明される。用語「複数の化合物」は、同一でも同一でなくてもよい複数の物質として理
解される。複数の化合物は、好ましくは相加的にまたは相乗的に作用しうる。前記１つま
たは複数の化合物は、化学的に合成されうるあるいは微生物学的に産生されうるおよび／
または例えば植物、動物もしくは微生物由来の例えば細胞抽出物である例えば試料中に含
まれうる。
【００２３】
　本明細書において使用される用語「低下したＰＴＫ２キナーゼ活性」または「低下して
いるＰＴＫ２キナーゼ活性」は、ＰＴＫ２のキナーゼ活性の、好ましくは比較できる対照
細胞／対象の正常／天然状態と比較して少なくともほぼ同じレベルへの低下を定義する。
本内容において用語「比較できる対照細胞／対象の正常／天然状態」は、被検細胞と好ま
しくは同じ性質である（例えば両方の細胞が上皮細胞である）が異なる供給源由来である
対照細胞中のＰＴＫ２キナーゼ活性を意味する。「異なる供給源」は、例えば健康な対象
から、好ましくは癌腫を罹患していない対象から採取した細胞／組織試料または同じ対象
の異なる部分から採取した細胞／組織試料であって前記異なる部分が癌腫の関連する症状
を有さないと考えられる試料を含む。しかしＰＴＫ２阻害物質がＰＴＫ２のキナーゼ活性
を比較できる対照細胞／対象のほぼ正常な／天然の状態にまで低下させないが、前記阻害
物質を添加する前のＰＴＫ２キナーゼ活性と比較した場合にＰＴＫ２キナーゼ活性を実際
に低下させる場合も、前記阻害物質は有益な効果を有すると考えられる。
【００２４】
　したがってＰＴＫ２阻害物質は、前記阻害物質を添加せずに達成されるＰＴＫ２キナー
ゼ活性と比較して、約５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％
、８０％、９０％またはちょうど１００％ＰＴＫ２キナーゼ活性を少なくとも低下させる
ことが想定される。ＰＴＫ２キナーゼ活性を測定するための適切な検査系は、本明細書に
おいて開示される。したがって、本発明の阻害物質が例えば本明細書において開示する検
査系（例えばＰＴＫ２酵素検査）と類似のまたは同一の条件下で約５％、１０％、２０％
、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％またはちょうど１００％Ｐ
ＴＫ２キナーゼ活性を低下させることは好ましい。
【００２５】
　ＰＴＫ２酵素検査
　本検査は、活性ＰＴＫ２酵素（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　コードＰＶ３８３２）およびキ
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ナーゼ基質としてポリ－Ｇｌｕ－Ｔｙｒ（４：１、Ｓｉｇｍａ　Ｐ－０２７５）を使用す
る。キナーゼ活性は、ＤＥＬＦＩＡ（商標）アッセイで基質のリン酸化の方法によって検
出される。リン酸化された基質は、ユーロピウム標識リン酸化チロシン抗体ＰＴ６６（Ｐ
ｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｎｏ．ＡＤ００４０）で検出される。ＰＴＫ２阻害物質での濃
度－活性曲線を決定するために化合物は１０％ＤＭＳＯ／Ｈ2Ｏ中に系列希釈され、各希
釈物１０μＬは９６ウェルマイクロタイタープレート（透明Ｕ型底プレート、Ｇｒｅｉｎ
ｅｒ　Ｎｏ．６５０１０１）の各ウェルに入れられ（阻害物質は２回ずつ検査される）、
１ウェルあたり１０μＬのＰＴＫ２キナーゼ（１ウェルあたり０．０１μｇ）と混合され
る。ＰＴＫ２キナーゼは、キナーゼ希釈緩衝液（新鮮調製ＢＳＡ（フラクションＶ、１ｍ
ｇ／ｍＬ）およびＤＴＴ（１ｍＭ）が添加された２０ｍＭ　ＴＲＩＳ／ＨＣｌ　ｐＨ７．
５、０．１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１ｍＭ　ＥＧＴＡ、０．２８６ｍＭオルトバナジン酸ナ
トリウム、１０％グリセロ－ル）で予め希釈される。被検化合物およびＰＴＫ２キナーゼ
は、室温で１時間、５００ｒｐｍで振盪して予備インキュベートされる。次いでＡＴＰ混
合物（３０ｍＭ　ＴＲＩＳ／ＨＣｌ　ｐＨ７．５、０．０２％Ｂｒｉｊ、０．２ｍＭオル
トバナジン酸ナトリウム、１０ｍＭ酢酸マグネシウム、０．１ｍＭ　ＥＧＴＡ、１×ホス
ファターゼ阻害物質カクテル１（Ｓｉｇｍａ、Ｎｏ．Ｐ２８５０）、５０μＭ　ＡＴＰ（
Ｓｉｇｍａ、Ｎｏ．Ａ３３７７；１５ｍＭ　ｓｔｏｃｋ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ））２０μＬ
が添加される。反応は、１ウェルあたり１０μＬのポリ（Ｇｌｕ、Ｔｙｒ）基質（２５０
ｍＭ　ＴＲＩＳ／ＨＣｌ　ｐＨ７．５、９ｍＭ　ＤＴＴに溶解された１ウェルあたり２５
μｇのポリ（Ｇｌｕ、Ｔｙｒ）、１ウェルあたり０．０５μｇのビオチン化ポリ（Ｇｌｕ
、Ｔｙｒ））の添加によって開始される－ＤＭＳＯ最終濃度は２％。１時間のキナーゼ反
応後（プレートは５００ｒｐｍで振盪される）、反応は１ウェルあたり１２μＬの１００
ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８の添加によって停止される。さらに５分間、室温で振盪される（
５００Ｕ／分）。
【００２６】
　反応混合物５５μＬはストレプトアビジンプレート（Ｒｏｃｈｅによって製造されたＳ
ｔｒｅｐｔａ　Ｗｅｌｌ　Ｈｉｇｈ　Ｂｉｎｄ（透明、９６穴）、Ｎｏ．１１９８９６８
５００１）に移され、１時間、室温でインキュベート（５００ｒｐｍで振盪）される。次
いでマイクロタイタープレートは、Ｄ－ＰＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｎｏ．１４１９
０）１ウェルあたり２００μＬで３回洗浄される。１：２０００希釈ＤＥＬＦＩＡ　Ｅｕ
－ＮＩ抗リン酸化チロシンＰＴ６６抗体（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｎｏ．ＡＤ００４
０　ＤＥＬＦＩＡ　ｔｅｓｔ　ｂｕｆｆｅｒ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｎｏ．１２４
４－１１１）中に１：２０００希釈）１００μＬが次いで添加され、１時間、室温でイン
キュベート（５００ｒｐｍで振盪）される。次いでプレートは、ＤＥＬＦＩＡ洗浄緩衝液
（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｎｏ．１２４４－１１４）１ウェルあたり２００μＬで３
回洗浄され、強化溶液（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｎｏ．１２４４－１０５）１ウェル
あたり２００μＬが添加され、全体が１０分間、室温でインキュベート（３００ｒｐｍで
振盪）される。
　次いで時間遅延ユーロピウム蛍光が、マイクロタイタープレートリーダー（Ｖｉｃｔｏ
ｒ、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）で測定される。陽性対照は、溶媒（検査緩衝液中の２％
ＤＭＳＯ）を含み、阻害されていないキナーゼ活性を示すウェルからなる。酵素の代わり
に検査緩衝液を含むウェルは、バックグラウンドキナーゼ活性についての対照となる。Ｉ
Ｃ50値は、可変ヒル係数と共にシグモイド曲線分析アルゴリズム（ＧｒａｐｈＰＡＤ　Ｐ
ｒｉｓｍ　Ｖｅｒｓｉｏｎ３．０３に基づくＦＩＦＴＹ）を使用する反復計算による濃度
－活性分析から決定される。
【００２７】
　ＰＴＫ２阻害物質を同定するために使用されうるさらなるアッセイは、当業者に十分周
知であり、とりわけＰＴＫ２ソフトアガーアッセイまたはホスホＰＴＫ２（ｐＹ３９７）
アッセイを含む。両アッセイは、本明細書下に詳細に説明される。
【００２８】
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　ＰＴＫ２ソフトアガーアッセイ
　この細胞性検査は、ソフトアガー中のＰＣ－３前立腺癌細胞の増殖におけるＰＴＫ２阻
害物質の影響を判定するために使用される（「足場非依存性増殖」）。２週間のインキュ
ベーション時間の後、細胞の生存能力をＡｌａｍａｒ　Ｂｌｕｅ（レザズリン）染色によ
って実証する。ＰＣ－３細胞（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１４３５）は、１０％ウシ胎児血清（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｎｏ．１６０００－０４４）を添加したＦ１２カイン培地（Ｇｉ
ｂｃｏ、Ｎｏ．２１１２７）を含む細胞培養フラスコ（１７５ｃｍ2）中で培養される。
培養物はインキュベーター中、３７℃、５％ＣＯ2でインキュベートされ、２週間に１度
実施される。検査はマイクロタイタープレート（Ｇｒｅｉｎｅｒ、Ｎｏ．６５５　１８５
）中で実行され、１．２％アガロースを含む培地９０μＬから作製される下層（Ｉｎｖｉ
ｒｏｇｅｎ、４％ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　１×ｌｉｑｕｉｄ　４０ｍＬ、Ｎｏ．１８３
００－０１２）に続く０．３％アガロースを含む６０μＬ培地の細胞層、および最後に被
検化合物を含有する３０μＬ培地（アガロースは添加されない）を含む上層からなる。下
層を調製するために４％アガロースは１０×Ｄ－ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ、Ｎｏ．１４２００
）およびＨ2Ｏと共に加熱され、次いで１×Ｄ－ＰＢＳ中の３％アガロースで予備希釈さ
れる。後者は培養培地（Ｆ１２カイン／１０％ＦＣＳ）およびＦＣＳで１０％ＦＣＳを含
むＦ１２カイン培地中の１．２％アガロース最終希釈に調製される。マイクロタイタープ
レートの各ウェルは、下層用に懸濁液９０μＬを添加され、室温まで１時間冷却される。
細胞層用に、ＰＣ－３細胞はトリプシン（Ｇｉｂｃｏ、０．０５％、Ｎｏ．２５３００）
を使用して剥離され、計数され、０．３％アガロースを添加したＦ１２カイン（１０％Ｆ
ＣＳ）６０μＬ中に播種される（３７℃）。室温まで１時間冷却後、被検化合物（系列希
釈から３０μＬ）が四重測定のために加えられる。被検化合物の濃度は１０μＭから０．
３ｎＭの間の検査範囲を通常網羅する。化合物（保存溶液：１００％ＤＭＳＯ中１０ｍＭ
）は、１％ＤＭＳＯの最終濃度を得るために６％ＤＭＳＯを含むＦ１２カイン培地中に予
備希釈される。細胞は、３７℃、５％ＣＯ2、飽和蒸気雰囲気中で１４日間インキュベー
トされる。次いで生存細胞の代謝活性は、色素Ａｌａｍａｒ　Ｂｌｕｅ（ＡｂＤ　Ｓｅｒ
ｏｔｅｃ、Ｎｏ．ＢＵＦＯ　１２Ｂ）で実証される。これを実施するためにＡｌａｍａｒ
　Ｂｌｕｅ懸濁液１ウェルあたり１８μＬが添加され、全体がインキュベーター中３７℃
でおよそ８時間インキュベートされる。陽性対照は、加圧滅菌で還元された１８μＬのＡ
ｌａｍａｒ　Ｂｌｕｅと１８０μＬのＦ１２カイン培地（１０％ＦＣＳ）との混合物で満
たされた空のウェルからなる。蛍光強度は、蛍光スペクトロメーター（ＳｐｅｃｔｒａＭ
ＡＸ　ＧｅｍｉｎｉＸＳ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）の手段によって測定さ
れる。励起波長は５３０ｎｍであり、発光波長は５９０ｎｍである。
　ＥＣ50値は、可変ヒル係数と共にシグモイド曲線分析アルゴリズム（ＧｒａｐｈＰＡＤ
　Ｐｒｉｓｍ　Ｖｅｒｓｉｏｎ３．０３に基づくＦＩＦＴＹ）を使用する反復計算による
濃度－活性分析から決定される。
【００２９】
　ホスホ－ＰＴＫ２（ｐＹ３９７）アッセイ
　この細胞検査は、チロシン３９７でのＰＴＫ２リン酸化の状態（ｐＹ３９７）へのＰＴ
Ｋ２阻害物質の影響を測定するために使用される。
　ＰＣ－３細胞（前立腺癌、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１４３５）は、１０％ウシ胎児血清（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｎｏ．１６０００－０４４）を添加したＦ１２カイン培地（Ｇｉｂ
ｃｏ、Ｎｏ．２１１２７）を含む細胞培養フラスコ（１７５ｃｍ2）中で培養される。培
養物はインキュベーター中、３７℃、５％ＣＯ2でインキュベートされ、２週間に１度実
施される。
【００３０】
　検査用に、１ウェルあたり細胞２×１０４個／９０μＬ培地が９６ウェルマイクロタイ
タープレート（Ｃｏｓｔａｒ、Ｎｏ．３５９８）に入れられ、インキュベーター中、３７
℃、５％ＣＯ2で一晩インキュベートされる。被検化合物（系列希釈から１０μＬ）は翌
日添加される。被検化合物の濃度は５０μＭから０．８ｎＭの検査範囲を通常網羅する。
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被検化合物（保存溶液：１００％ＤＭＳＯ中１０ｍＭ）は、培地／培地１０％ＤＭＳＯに
、最終濃度が１％ＤＭＳＯとなるように希釈される。次いで細胞は、インキュベーター中
３７℃、５％ＣＯ2で２時間インキュベートされる。次いで培養上清は除去され、細胞は
Ｄ－ＰＢＳ中の４％ホルムアルデヒド１５０μＬで２０分間、室温で固定される。細胞叢
はＤ－ＰＢＳ中の０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００　２００μＬで各回５分間で５回洗
浄され、次いでブロッキング緩衝液（ＴＢＳＴ（２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ、ｐＨ８．
０、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）中の５％脱脂粉乳（Ｍａｒｅｓ
ｉ　Ｆｉｘｍｉｌｃｈ））中で９０分間インキュベートされる。ブロッキング緩衝液は、
ブロッキング緩衝液中に１：２００で希釈された一次抗体抗ホスホＰＴＫ２［ｐＹ３９７
］ウサギモノクローナル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ／Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ、Ｎｏ．４４－６
２５Ｇ）５０μＬで置換される。対照の目的で代替として、ブロッキング緩衝液中に１：
４００で希釈されたＰＴＫ２［ｔｏｔａｌ］抗体（クローン４．４７マウスモノクローナ
ル、Ｕｐｓｔａｔｅ、Ｎｏ．０５－５３７）が使用される。このインキュベーションは、
４℃で一晩実施される。次いで細胞叢は、Ｄ－ＰＢＳ中の０．１％Ｔｗｅｅｎ　１００μ
Ｌで各回５分間で５回洗浄され、１ウェルあたり５０μＬの二次抗体が添加される。結合
したホスホＰＴＫ２［ｐＹ３９７］抗体を検出するために、西洋ワサビペルオキシダーゼ
に結合されたヤギ抗ウサギ抗体（Ｄａｋｏ、Ｎｏ．Ｐ０４４８、ブロッキング緩衝液中１
：５００希釈）が使用される。結合したＰＴＫ２［ｔｏｔａｌ］抗体を検出するために、
これも西洋ワサビペルオキシダーゼに結合されたウサギ抗マウス抗体（Ｄａｋｏ、Ｎｏ．
ＰＯ１６１、ブロッキング緩衝液中１：１０００希釈）が使用される。このインキュベー
ションは、１時間、室温で穏やかに振盪されて実施される。次いで細胞叢は、再びＤ－Ｐ
ＢＳ中の０．１％Ｔｗｅｅｎ　１００μＬで各回５分間で５回洗浄される。ペルオキシダ
ーゼ染色は、染色溶液（ＴＭＢペルオキシダーゼ基質（ＫＰＬ、Ｎｏ．５０－７６－０２
）とペルオキシダーゼ溶液Ｂ（Ｈ2Ｏ2）（ＫＰＬ、Ｎｏ．５０－６５－０２）の１：１混
合液）１００μＬを添加することによって実行される。染色の発色は、暗所で１０～３０
分間行われる。反応は、１Ｍリン酸溶液の１ウェルあたり１００μＬの添加によって停止
される。吸収は、吸収測定装置（ＶＩＣＴＯＲ　ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）で４５０ｎｍ
での測光法により測定される。抗ホスホＰＴＫ２［ｐＹ３９７］免疫染色の阻害は、ＥＣ
５０値を測定するために使用される。抗ＰＴＫ２［ｔｏｔａｌ］抗体での染色は対照目的
であり、阻害物質の影響下で一定のままであるはずである。ＥＣ５０値は、可変ヒル係数
と共にシグモイド曲線分析アルゴリズム（ＧｒａｐｈＰＡＤ　Ｐｒｉｓｍ　Ｖｅｒｓｉｏ
ｎ３．０３に基づくＦＩＦＴＹ）の支援を伴う反復計算による濃度－活性分析から決定さ
れる。
【００３１】
　細胞中、前記細胞を含む組織中または前記組織または細胞を含む対象における活性ＰＴ
Ｋ２の量の低下に影響する化合物は同様にＰＴＫ２阻害物質として想定され、例えばアプ
タマー、抗体または、ＰＴＫ２に結合できそれによりＰＴＫ２を阻害できるその機能性断
片；アンチセンスオリゴヌクレオチド、ｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡまたはｓｉＲＮＡ（ＰＴＫ
２をコードするヌクレオチド配列に特異的に結合し、それにより細胞または組織中の活性
ＰＴＫ２の量を低下させる）を含む。そのような抗体および干渉核酸配列は当業者に十分
周知である。これらの多くは商業的に入手可能でさえある。
【００３２】
　本発明の内容において想定されるＰＴＫ２阻害物質の例は、本発明はこれらに限定され
ないが、ＷＯ　２０１０／１０６０９７、ＷＯ　２０１０／１３６５５９、ＷＯ　２０１
１／０３９３４４、ＷＯ　２００７／０６３３８４、ＷＯ　２０１０／０５８０３２、Ｗ
Ｏ　２０１０／０５８０３０、ＷＯ　２０１０／０５５１１７、ＷＯ　２００９／０７１
５３、ＷＯ　２００５／１１１０２４５、ＷＯ　２００８／１２９３８０、ＷＯ　２００
７／０７２１５８、ＷＯ　２００５／１１１０２２、ＷＯ　２００５／１１１０２３、Ｗ
Ｏ　２００５／１１１０１６、ＷＯ　２００４／０５６８０７、ＷＯ　２００９／０７１
５３５、ＷＯ　２００４／０５６７８６、ＷＯ　２０１０／０６２５７８、ＥＰ　２０４
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７８４９、ＷＯ　２００８／１１５３６９、ＷＯ　２００９／０２４３３２、ＷＯ　２０
０８／１２９３８０、ＷＯ　２００７／０７２１５８、ＷＯ　２００４／０５６８０７、
ＷＯ　２００６／０２１４５７、ＷＯ　２０１０／０６２５７８、ＷＯ　２００９／１０
５４９８、ＷＯ　２００４／０３０６２０、ＷＯ　２００８／１１５４４３、米国特許出
願第２００８／１６７３６８号および／またはＷＯ　２００９／１５３５８９において例
示される化合物である。前述の文書はその全体が参照の方法により本明細書に含まれる。
【００３３】
　本発明の内容において用語「ＰＴＫ２阻害物質」は用語「ＰＴＫ２アンタゴニスト」な
どと互換的である。
【００３４】
　ＰＴＫ２阻害物質は、がんのさまざまな実験モデルにおいて、特に免疫不全マウスでの
ヒトがん異種移植モデルにおいて有効性を示す。しかしその有効性はさまざまながんモデ
ルで大きく異なる：がんの退縮または増殖の完全な抑制がいくつかのモデルにおいて達成
されうる一方で、他の種類のがんの治療は増殖の部分的な抑制をもたらし、いくつかのが
んは全く影響を受けない。本発明は、上皮がん由来のがん細胞におけるＥ－カドヘリンタ
ンパク質の発現レベルが、本発明によって確立されたスコアリング方法によってスコアリ
ングされる場合に、ＰＴＫ２阻害物質に対する各がんの感受性を予測するために使用され
うるという、驚くべき発見に本質的に基づいている。この観点から患者由来のがん試料に
おけるＥ－カドヘリンタンパク質の発現を検出することが想定され、０～２の、好ましく
は０～１のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）、より好ましくは１の
、さらにより好ましくは０のＩＲＳスコアは、がん／がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治
療に対して感受性であることを示す。
　前記ＩＲＳスコアは、ＩＨＣ法の手段によって好ましくは評価（検出）されるが、他の
免疫学的方法は排除されない。
【００３５】
　「ＩＨＣ法」は、標識によって可視化される標的－結合ドメイン相互作用を介した特異
的試薬としての結合ドメインの使用による組織切片中の標的（例えば抗原）の検出を意味
する。前記組織切片（例えば厚さ約２～５μｍ）が好ましくは例えばパラフィン中に包埋
されている組織試料から採取されることが想定される。検出方法の詳細を記載しているＩ
ＨＣプロトコールおよびＥ－カドヘリン抗体の供給源は、下に記載される。例において使
用されるＩＨＣ法は、ＤＡＢを反応のための基質として伴う間接アビジン－ビオチン複合
体（ＡＢＣ）免疫ペルオキシダーゼ法である。さらなるＩＨＣ法は本明細書下にさらに詳
細に説明される。
【００３６】
　用語「結合ドメイン」は、Ｅ－カドヘリンを特異的に認識するポリペプチドのドメイン
を本発明との関連において特徴付ける。用語「Ｅ－カドヘリンを特異的に認識する」また
は「Ｅ－カドヘリンに特異的」は、本発明により、結合ドメイン（例えば抗体）がＥ－カ
ドヘリンと特異的に相互作用および／または結合できることを意味する。本明細書におい
て使用する用語「結合」は、Ｅ－カドヘリンと結合ドメインとの間の相互作用と関連して
、一般的なタンパク質との関連（すなわち非特異的結合）と比較して結合ドメインがＥ－
カドヘリンと統計的に有意な程度関連する（例えば相互作用するまたは複合体化する）こ
とを示す。したがって用語「結合ドメイン」は、Ｅ－カドヘリンと統計的に有意に関連す
るまたは結合するドメインを意味するとも理解される。
　本発明に沿う結合ドメインの好ましい例は、エピトープ結合ドメイン、好ましくは抗体
、より好ましくはモノクローナル抗体またはその抗原結合断片であるかまたはこれらを含
む。
【００３７】
　用語「抗体」は、標的に結合するモノクローナルもしくはポリクローナル抗体(Harlow 
and Lane,"Antibodies,A Laboratory Manual",CSH Press,Cold Spring Harbor,USA,1988
を参照されたい)またはその結合特異性を保持しているまたは本質的に保持している前記
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抗体の誘導体を意味する。そのような抗体の好ましい誘導体は、例えばマウスまたはラッ
トの可変領域とヒト定常領域とを含むキメラ抗体である。用語「抗体」は、二機能性（二
重特異性）抗体および、１本鎖Ｆｖｓ（ｓｃＦｖ）または抗体融合タンパク質などの抗体
構築物も含む。用語「ｓｃＦｖ断片」（１本鎖Ｆｖ断片）は、当技術分野において十分周
知であり、そのサイズが小さいことおよびそのような断片を組換え的に産生する可能性か
ら好ましい。前記抗体または抗体結合部分は、例えばラット、マウス、ラクダ、ヤギ、ヒ
ツジ、ニワトリ、ウマもしくはヒトの抗体またはヒト化抗体である。用語「ヒト化抗体」
は、本発明により、可変領域中の少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）（ＣＤＲ３
などおよび好ましくは６個全てのＣＤＲ）が所望の特異性を有するヒト由来の抗体のＣＤ
Ｒによって置換されている非ヒト由来の抗体を意味する。抗体の（１つまたは複数の）非
ヒト定常領域はヒト抗体の（１つまたは複数の）定常領域によって置換されていてもよい
。ヒト化抗体産生のための方法は、例えばＥＰ－Ａ１　０　２３９　４００およびＷＯ９
０／０７８６１に記載されている。用語抗体またはその機能性断片は、重鎖抗体およびそ
の可変ドメインも含み、ＷＯ　９４／０４６７８、ＷＯ　９６／３４１０３およびＷＯ　
９７／４９８０５、ＷＯ　０４／０６２５５１、ＷＯ　０４／０４１８６３、ＷＯ　０４
／０４１８６５、ＷＯ　０４／０４１８６２およびＷＯ　０４／０４１８６７において述
べられており；同様にドメイン抗体もしくは「ｄＡｂ」（伝統的な４本鎖抗体分子の重鎖
可変ドメイン（ＶＨ）または軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に基づくまたはそれに由来する）
も含む（例えばWard et al.1989 Nature 341,544-546を参照されたい）。
【００３８】
　本明細書において使用される用語「抗原結合断片」は、抗体様の結合特異性を保持して
いるまたは本質的に保持している本明細書において特定する抗体の断片、分離された軽鎖
および重鎖、Ｆａｂ、Ｆａｂ／ｃ、Ｆｖ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２を意味する。抗原結
合断片は、抗体の軽鎖可変領域（ＶＬ）および重鎖可変領域（ＶＲ）を含んでよいが、し
かし両方を含む必要はない。例えばＦｄ断片はＶＨ領域２個を有し、無処理抗原結合断片
の抗原結合機能をしばしば保持する。
【００３９】
　次の例示的抗体は、本発明の実施形態において使用されうる。しかし本発明は、これら
の具体的な抗体に限定されない。
－　Ｅ－カドヘリンの細胞外ドメインに対するマウスモノクローナル抗体［ＨＥＣＤ－１
］（Ａｂｃａｍ　Ａｂ１４１６）
－　Ｅ－カドヘリンの１２０ｋＤ成熟形態および８２ｋＤ断片を認識するＥ－カドヘリン
に対するマウスモノクローナル抗体（Ｄａｋｏ　Ｍ３６１２）
－　ヒトＥ－カドヘリンの細胞質ドメインと反応する；マウス抗Ｅ－カドヘリンモノクロ
ーナル抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　１８－０２２３）
－　Ｅ－カドヘリンに対するマウスモノクローナル抗体（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　
ＷＨ００００９９９Ｍ１）
－　Ｅ－カドヘリンに対するウサギポリクローナル抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｌｉｎ
ｇ　４０６５）
【００４０】
　用語「エピトープ結合ドメイン」は、抗体またはその抗原結合断片（場合により「機能
性断片」とも記される）に加えて、Ｅ－カドヘリンなどのタンパク質性標的に結合する（
特異的に結合する）他の結合体を含む。用語「エピトープ結合ドメイン」は、例えばヒト
、ラクダもしくはサメ免疫グロブリン単一可変ドメインである例えばドメイン抗体（ｄＡ
ｂ）を含み、または天然リガンド以外のリガンドへの結合を得るためにタンパク質工学の
対象となっている、ＣＴＬＡ－４（Ｅｖｉｂｏｄｙ）；リポカリン；プロテインＡのＺ－
ドメイン（Ａｆｆｉｂｏｄｙ，ＳｐＡ）、Ａ－ｄｏｍａｉｎ（Ａｖｉｍｅｒ／Ｍａｘｉｂ
ｏｄｙ）などのプロテインＡ由来分子；ＧｒｏＥＩおよびＧｒｏＥＳなどの熱ショックタ
ンパク質；トランスフェリン（ｔｒａｎｓ－ｂｏｄｙ）；アンキリン反復タンパク質（Ｄ
ＡＲＰｉｎ）；ペプチドアプタマー；Ｃ－型レクチンドメイン（Ｔｅｔｒａｎｅｃｔｉｎ
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）；ヒトγ－クリスタリンおよびヒトユビキチン（ａｆｆｉｌｉｎｓ）；ＰＤＺドメイン
；ヒトプロテアーゼ阻害物質のサソリ毒クニツ型ドメイン；ならびにフィブロネクチン（
ａｄｎｅｃｔｉｎ）からなる群から選択されるスキャフォールドの誘導体であるドメイン
であってよい。ＣＴＬＡ－４（細胞傷害性Ｔリンパ球－関連抗原４）は、主にＣＤ４＋Ｔ
細胞で発現されるＣＤ２８ファミリー受容体である。その細胞外ドメインは、Ｉｇホール
ド様の可変ドメインを有する。抗体のＣＤＲに対応するループは、異なる結合特性を付与
するために異種性配列で置換されうる。異なる結合特性を有するように操作されたＣＴＬ
Ａ－４分子はエビボディーとしても周知である。さらなる詳細についてはJournal of Imm
unological Methods 248(1-2),31-45(2001)を参照されたい。
【００４１】
　本発明の結合ドメインは、標識されているかまたは標識されていないかのいずれかであ
る。
　標識は、本発明の内容において分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的または化学
的手段によって検出可能な化合物または組成物を意味する。
　標識は、直接的または間接的に検出可能でありうる。
　「直接的」は、放射活性、発光性または蛍光性シグナルなどのシグナルを生成する標識
を意味する。直接標識は、放射線標識、蛍光標識、高電子密度試薬などを含む。直接標識
は、結合した結合ドメインを定量および／または（定性的に）検出するために使用されう
る測定可能なシグナルを有するかまたは生成する。
　「間接的」は、標識が検出可能になるように例えば他の実体によって結合されることを
意味する（検出実体）。間接的検出または間接的標識は、間接的標識への第２の直接的ま
たは間接的に検出可能な結合ドメインの結合を含む。例えば、本発明の結合ドメインの間
接標識は、（ストレプトアビジンに対する結合パートナーである）ビオチン、または特異
的にハイブリダイズできるなどの（相補的配列に対する結合パートナーである）ヌクレオ
チド配列など結合パートナーのリガンドでありうる。したがって「間接的標識」は、操作
（例えばビオチン標識）に対して特異的な二次結合ドメイン（場合により検出実体とも記
される）によって検出可能でありうるように一次結合ドメインが操作されることにおいて
特徴付けられる。
【００４２】
　好ましい実施形態において前記結合ドメインは、抗体（一次抗体）であり、前記検出実
体は、一次抗体と特異的に反応する二次抗体または一次抗体の標識である。
　間接的および直接的標識化が混合されることも想定される。例えば直接標識は既にシグ
ナルを生成することができる（例えばＦＩＴＣなどの蛍光標識）が、二次結合ドメインは
例えば、一次シグナルの標識に結合する標識（抗ＦＩＴＣ抗体）に特異的に結合する直接
標識でも標識され、検出可能なシグナルを増加させることもできる。そのような手段およ
び方法は、当業者、特に免疫化学の分野の実務家に十分周知である。
　他の実施形態において一次結合ドメイン（例えば抗体）はそのように標識されないが、
一次結合ドメインに結合する二次結合ドメイン（検出実体）の手段（例えばマウスで産生
された一次非標識抗体は、別の種で産生され、マウス抗体に特異的に結合する二次、標識
抗体（例えばヤギ抗マウス抗体）によって検出される）によって検出される／検出可能で
ある。次いで二次結合ドメインは、直接的にまたは間接的に標識される。そのような抗体
検出サンドイッチは、十分に確立されており、当業者はそのような系を生成／確立または
作るために問題を有さない。
【００４３】
　ｅｘ　ｖｉｖｏで実行される「検出」（場合により「測定」およびその文法的変化形で
も記される）は、当業者に十分周知であり、これだけに限らないが、近赤外に基づく顕微
鏡を含む光学および蛍光に基づく顕微鏡ならびに共焦点顕微鏡などの任意の種類の適切な
ＩＨＣ検出技術を含む標準的検出技術によって実行される。
　「ｉｎ　ｖｉｔｒｏ」と互換的である用語「ｅｘ　ｖｉｖｏ」は、制御された条件下で
細胞中において実施される活動を意味する。本発明の方法はｅｘ　ｖｉｖｏで実施される
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。
【００４４】
　本明細書で既に述べた通り免疫組織化学（ＩＨＣ）は、直接的に標識された（直接ＩＨ
Ｃ）または間接的に標識された（間接ＩＨＣ）結合ドメイン（結合ドメインはそれらの標
的と特異的標的－結合ドメイン相互作用を通じて反応する）の使用による組織切片中の標
的（本発明の内容においては例えばＥ－カドヘリン）および／または前記標的を提示して
いる細胞のサブセットの検出である。本発明の内容において前記標的は、Ｅ－カドヘリン
である。
　次いでこれらの相互作用は、前述の標識によって可視化される。組織中の抗原の免疫組
織化学的（ＩＨＣ）検出のために使用される主に２つの戦略、直接法および間接法がある
。ＩＨＣの直接法は、染色される標的に直接結合する１つの直接標識された結合ドメイン
を使用する。したがって直接法は、１ステップ染色法であり、例えば組織切片中で抗原と
直接反応する標識抗体（例えばＦＩＴＣコンジュゲート抗血清）を含む。この技術は抗体
を１つだけ利用し、したがって手順は、簡便かつ迅速である。ＩＨＣの間接法は、Ｅ－カ
ドヘリンに対する１つの結合ドメインおよび、第一結合ドメインに対する第二の標識され
た結合ドメインを使用する。第二結合ドメインは、例えば第一抗体が産生された動物種の
ＩｇＧに対して産生された抗体である。
【００４５】
　本発明の方法のいくつかの実施形態において、前記ＩＨＣ法は次のステップ：
（ａ）がん試料を提供してもよい（または代替的にがん試料を含む容器を提供してもよい
）ステップ；
（ｂ）前記がん試料の固定ステップ；
（ｃ）がん試料をパラフィン中に包埋してもよいステップ；
（ｃ）固定されたがん試料のＥ－カドヘリン特異的結合ドメインとのインキュベーション
ステップ；
（ｄ）結合ドメインおよびそれによりがん細胞上のＥ－カドヘリン発現を直接的または間
接的に検出するステップ
によって特徴付けられることが想定される。
【００４６】
　「固定する」または「固定」は、続くＩＨＣ検出手順用にがん試料を調製するために適
切である固定手順を意味する。「固定」は、組織構造および細胞形態の保存を確実にする
ために特に実行される。適切な固定条件は十分周知であり、本明細書にも開示される。代
替的に組織／サブセットが低温凍結の手段（例えば液体窒素中）によって保存されること
も想定される。
　上の予備処置ステップ／測定の全ては用語「固定」の範囲内であり、すなわち具体的に
固定はホルムアルデヒド、パラホルムアルデヒドなどの固定剤での固定；および／もしく
は組織試料／細胞のサブセットの低温凍結を含み、ならびに／または組織／細胞のサブセ
ットのパラフィンもしくは同様の薬剤中への包埋も含んでもよい。
【００４７】
　さまざまなＩＨＣプロトコールを実行するための手段および方法は、当業者に十分周知
である。例えば文献またはインターネット上（例えばwww.ihcworld.com）の各プロトコー
ルを参照されたい。
【００４８】
　免疫組織化学のために使用される最も一般的な固定剤は、約１から５％パラホルムアル
デヒドを含有する多様な緩衝液においてしばしば使用されるパラホルムアルデヒドである
。パラホルムアルデヒドに基づく具体的な緩衝液は、次に例示される：
ａ）０．１Ｍリン酸緩衝液中の４％パラホルムアルデヒド
ｂ）０．１Ｍリン酸緩衝液中の０．２％ピクリン酸を含む２％パラホルムアルデヒド
ｃ）ＰＬＰ（パラホルムアルデヒド、リジン、パラホルムアルデヒド）固定剤：例えば０
．１Ｍリン酸緩衝液中の４％パラホルムアルデヒド、０．２％過ヨウ素酸および１．２％
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リジン
ｄ）０．０５％グルタルアルデヒドを含む４％パラホルムアルデヒド
　これらの緩衝液は本発明を限定する意図はなく、組織の十分な固定を達成するために通
常適用される具体的な条件を単に例示する。標準的固定時間は約５、１０、１５、２０、
３０分間から一晩である。そのように処置された組織は、続くパラフィン包埋プロトコー
ルにしばしば供され、例えばキシレンおよびエタノール処置などの有機溶媒中でのインキ
ュベーションが続く。次いで試料は、それを９５％、７０％、５０％、３０％アルコール
（例えばエタノール）中に各数分間置くことによって通常水和される。しかしＩＨＣ用の
標準的プロトコールはなく、すなわちプロトコールは組織、使用される結合ドメインなど
に応じて変更される。これらは全て当業者に周知であり、さらなる労力をかけることなく
日常的に扱われる。具体的なプロトコールが、例えばインターネットにおいて開示されて
いる（Ｇｏｏｇｌｅなどの検索マシンにおいて文字列「ＩＨＣプロトコール」で検索可能
）。いくつかの抗原は、アルデヒド固定の中程度の量でさえ耐えられない。この条件では
組織は液体窒素中にしばしば新鮮凍結され、クリオスタットで切断される。切片は冷アセ
トンまたはアルコールでの固定まで－２０℃またはそれ以下で凍結を維持される。
【００４９】
　一度「シグナル」が得られても、シグナルが標的の分布を真に反映することを証明する
のは、やや困難な問題である。最も簡単な陰性対照は、Ｅ－カドヘリンに対するＲＮＡが
発現されないことが周知である組織における発現の欠如である。代替的陰性対照は、結合
ドメインをそれが産生されたペプチドまたはタンパク質の過剰量と予備インキュベーショ
ンすることによるシグナルの除去である。
　本発明のＩＨＣ法が、さらなるがん関連シグナルおよびまたはがん細胞の他の細胞内シ
グナルを確認するまたは検出するためにｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション技術（例
えば蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション）などの組織切片に適用できる他の技術
と組み合わされることが想定される。
【００５０】
　本発明の内容において使用されうる方法、例えばＩＨＣ法は、本明細書において開示さ
れ添付の例において例示される。
　本質的に本発明の主旨は、がん細胞中のＥ－カドヘリンタンパク質の発現レベルがＰＴ
Ｋ２阻害物質への各がんの感受性を予測するために使用されうるという驚くべき発見であ
る。この観点から、０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）、好
ましくは０～１のＩＲＳスコア、より好ましくは１のＩＲＳスコアおよびさらにより好ま
しくは０のＩＲＳスコアががん／がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性で
あることを示す、患者由来のがんにおいて／がん試料においてＥ－カドヘリンタンパク質
の発現を検出することが想定される。
【００５１】
　本発明のＩＲＳスコアは、以下の通り確立された。本発明者らは、パラホルムアルデヒ
ド固定およびパラフィン包埋組織試料を使用して膜結合Ｅ－カドヘリン陽性がん細胞の数
を評価した。使用したがんは、膵臓がん細胞系ＭｉａＰａＣａ－２およびＢｘＰＣ－３；
前立腺がん細胞ＰＣ－３および卵巣がん細胞ＴＯＶ－２１Ｇを含む、ヌードマウス（Ｂｏ
ｍＴａｃ：ＮＭＲＩ－Ｆｏｘｎ１ｎｕ）で増殖させたヒトがん細胞系の異種移植モデル由
来であった。
　各試料由来の切片全体が分析され、検査された組織学的視野全体中のがん細胞の総数に
対するＥ－カドヘリン陽性細胞の数としてＥ－カドヘリン陽性がん細胞の百分率の平均が
決定された。がん細胞における膜Ｅ－カドヘリン免疫反応性だけがスコアリングの目的の
ために陽性とみなされた。病理学分野の当業者は、方法を実施する際に現在の条件下でど
の細胞が関連するかを理解し、彼／彼女の全般的知識および本開示の教示に基づいて陽性
細胞の画分を決定できる。
　本明細書において提案するスコアリングは、半定量的であり；タンパク質発現レベルは
０、１、２、３または４（０は実質的にタンパク質発現を検出できない（１％未満）であ
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り、４は最も高く検出されたタンパク質発現（＞６０％））として記録される。
【００５２】
　陽性対照として、Ｅ－カドヘリンを発現することが周知である正常結腸粘膜および／ま
たは直腸結腸がん試料由来の組織切片が含まれうる。任意の所与の組織（正常または腫瘍
）に存在する結合組織は、これらのアッセイにおいて陰性対照として役立ちうる。
　前述の「対照」「陽性対照」または「対照試料」は、好ましくは、例えば両試料が主に
同じ細胞型からなる（例えば両者が上皮細胞からなる）または両試料が異なる供給源由来
だが同じ組織由来であることにより、被検試料との比較を可能にする試料（細胞または組
織）である。「異なる供給源」は、例えば健康な対象から、好ましくはがんを罹患してい
ない対象から採取された細胞／組織試料、または同じ対象の離れた部分から採取された細
胞／組織試料（前記離れた部分はがんの関連する症状を有さないと考えられる）を含む。
【００５３】
　Ｅ－カドヘリン陽性がん細胞の数は次の通りスコアリングされた：
０（１％未満）、１（約１～１０％）、２（約１１～３０％）、３（約３１～６０％）、
４（＞６０％）。それにより「陽性細胞」は本明細書の上に説明の通りのＥ－カドヘリン
発現を示しているがん細胞を意味する。本明細書において述べるスコアリングは、本発明
の全ての実施形態に適用される。好ましくは、ＩＲＳ－０のＥ－カドヘリンタンパク質免
疫反応性スコア（ＩＲＳ）は、検査された１つまたは複数の組織学的視野におけるがん細
胞の総数に対して平均１％未満の膜Ｅ－カドヘリン陽性がん細胞によって特徴付けられ；
ＩＲＳ－１は、検査された１つまたは複数の組織学的視野におけるがん細胞の総数に対し
て平均約１～１０％の膜Ｅ－カドヘリン陽性がん細胞によって特徴付けられ；ＩＲＳ－２
は、検査された１つまたは複数の組織学的視野におけるがん細胞の総数に対して平均約１
１～３０％の膜Ｅ－カドヘリン陽性がん細胞によって特徴付けられ；ＩＲＳ－３は、検査
された１つまたは複数の組織学的視野におけるがん細胞の総数に対して平均約３１～６０
％の膜Ｅ－カドヘリン陽性がん細胞によって特徴付けられ；およびＩＲＳ－４は、検査さ
れた１つまたは複数の組織学的視野におけるがん細胞の総数に対して平均６０％を越える
膜Ｅ－カドヘリン陽性がん細胞によって特徴付けられる。述べられたスコアリングは、好
ましい実施形態において、パラホルムアルデヒド固定およびパラフィン包埋組織試料を使
用してＩＨＣを介して実施される。
　「１つまたは複数」は、この件については分析される（好ましくは１試料あたり）１、
２、３、４、５、６、７、８、９またはそれ以上の組織学的視野を条件に応じて含む。少
なくとも「３個」の組織学的視野が好ましい。
【００５４】
　ヌードマウスで増殖させたヒトがん細胞系の上に述べた異種移植モデルを検査する場合
に、本発明者らは、ＰＴＫ２阻害物質がある種のモデルにおいて非常に有効であった一方
で他における応答はやや低かったことを実証できた。異種移植モデルは、以下の通り確立
された：胸腺欠損メスＢｏｍＴａｃ：ＮＭＲＩ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウス約６週齢を、それ
らを実験に使用する前に少なくとも３日間新しい環境に順応させた。動物はＭａｃｒｏｌ
ｏｎ（登録商標）ＩＩ型ケージ内に５匹の群で標準化された条件下で飼育された。標準化
食餌（ＰＲＯＶＩＭＩ　ＫＬＩＢＡ）および加圧滅菌済水道水を自由に与えられた。皮下
腫瘍を樹立するために細胞がトリプシン処理によって回収され、遠心分離され、洗浄され
、氷冷ＰＢＳ＋５％ＦＣＳ中に再懸濁された。細胞５，０００，０００個を含む細胞懸濁
液１００μＬは次いでヌードマウスの右側腹部に皮下的に注入された（マウス１匹あたり
１カ所）。腫瘍が十分に樹立され、直径６～９ｍｍに達したら、マウスは治療群とビヒク
ル対照群とに無作為に分配された（細胞注入の１０～１４日後）。腫瘍直径は、１週間に
３回ノギスで測定された（月曜日、水曜日および金曜日）。各腫瘍の体積［ｍｍ3］は、
式「腫瘍体積＝長さ*直径２*π／６」に従って算出された。治療の副作用をモニターする
ために、マウスは異常について毎日視診され、体重を１週間に３回測定された（月曜日、
水曜日および金曜日）。動物は治療開始から約３週間後の研究終了時に屠殺された。壊死
性腫瘍または２０００ｍｍ3を越える腫瘍サイズを有する動物は、倫理的理由により研究
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中の早い時期に屠殺された。
【００５５】
　ヌードマウスで増殖させたヒトがん細胞系の上に述べた異種移植モデルを検査する場合
に、本発明者らは、ＰＴＫ２阻害物質がある種のモデルにおいて非常に有効であった一方
で他への応答はやや低かったがことを実証できた。例えば、細胞系ＭｉａＰａＣａ－２由
来のヒト膵臓腺癌モデルは、ＰＴＫ２阻害物質での治療に非常に応答性であり、１１４％
のＴＧＩおよびがん退縮の発生によって示されるがん増殖の強い抑制（すなわち「腫瘍増
殖阻害」またはＴＧＩ）を生じた。組織切片は、このがんから調製され、Ｅ－カドヘリン
に対する抗体で免疫組織化学的に染色された。Ｅ－カドヘリンのタンパク質発現は、「０
」のＩＲＳ（＜１％Ｅ－カドヘリン陽性細胞）に対応してこれらのがん切片において完全
に欠如していた。ＴＧＩは、本明細書下に定義される。
【００５６】
　対照的に、細胞系ＢｘＰＣ－３またはＡｓＰＣ－１由来のさらなる２つの膵臓腺癌モデ
ルは、ＰＴＫ２阻害物質での治療後に４９％（ＢｘＰＣ－３）および１３％（ＡｓＰＣ－
１）のＴＧＩを有して弱い感受性を示したまたは感受性を示さず、がん退縮は完全に欠如
していた。Ｅ－カドヘリンに対する抗体でのこれらのがんモデル由来の組織切片の免疫組
織化学は、ＢｘＰＣ－３について「４」のＩＲＳ（＞６０％陽性細胞）およびＡｓＰＣ－
１について「３」（３１～６０％陽性細胞）に対応してこれらのがんにおけるＥ－カドヘ
リンの強い発現を実証した（さらなる例示のために図２を参照されたい）。したがってこ
れらの腺癌モデルが、本発明のＩＲＳスコアの評価および／または調整のための基準／基
準試料として役立ちうることは想定される。ＢｘＰＣ－３異種移植片は、ＩＲＳスコア「
４」のための基準として役立ちうると考えられる一方でＡｓＰＣ－１異種移植片はＩＲＳ
スコア「３」のための基準として役立ちうる。同様に「ＭｉａＰａＣａ－２」は「０」の
Ｅ－カドヘリンＩＲＳのための基準として役立ちうる。そのような異種移植片の生成は本
明細書に記載される。
　上のデータは、Ｅ－カドヘリンの少量の発現または発現の欠如がＰＴＫ２阻害物質への
前臨床がんモデルの感受性に対応することを示し、Ｅ－カドヘリン発現がん細胞の中程度
から高い百分率を有するがんはあまり感受性でないまたは感受性でないと考えられる。こ
の観点からＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア０～２、好ましくは０～１のＩＲ
Ｓスコア、およびさらにより好ましくは０のＩＲＳスコアはがん／がん患者がＰＴＫ２阻
害物質での治療に対して感受性であることを示すことが証明されえた。
　「腫瘍増殖阻害」または「ＴＧＩ」は次の通り定義される：
【００５７】
【数１】

式中「Ｃ1」および「Ｔ1」は、実験開始１日目での対照群および治療群における腫瘍体積
中央値を意味し、「Ｃd」および「Ｔd」は実験終了時ｄ日目での対照群および治療群にお
ける腫瘍体積中央値を意味する。
【００５８】
　さらなる実施形態において本発明は、治療的有効量のＰＴＫ２阻害物質を患者に投与す
るステップを含む、Ｅ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア０～２、好ましくは０～
１のＩＲＳスコア、より好ましくは１のＩＲＳスコア、さらにより好ましくは０のＩＲＳ
スコアを有するがんを有する患者を治療する方法に関する。
　本発明の実施形態の内容において、Ｅ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアが、上
に示すおよび本明細書で例示する通りＩＨＣ法の手段で好ましくは評価されることは理解
される。本発明はこれらの具体的プロトコールに限定されないが、適切なＩＨＣ法は本明
細書に記載される。
【００５９】
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　「治療的有効量」または「治療的に活性」は、投与されたものに対して治療効果を生じ
るＰＴＫ２阻害物質の用量を意味する。薬物の治療的有効量は、がん細胞の数を低下させ
る、がんのサイズを低減する、末梢器官へのがん細胞の浸潤を抑制する（すなわち、ある
程度の遅延および好ましくは停止）、がん転移を抑制する（すなわち、ある程度の遅延お
よび好ましくは停止）、がん増殖を少なくともある程度抑制するおよび／または障害に関
連する１つまたは複数の症状をある程度軽減することができる。厳密な用量は、周知の技
術を使用して当業者によって確認されうる。当技術分野において周知の通り、年齢、体重
、全身状態、性、食事、薬物相互作用および状態の重症度に関する調整が必要である場合
があり、当業者による日常的な実験で確認されうる。
【００６０】
　がん試料のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアがＰＴＫ２阻害物質治療への各
がんの感受性と良く相関することが本発明者らによって初めて示された。これらの発見に
基づいて、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であるがん患者またはがん（もしく
はがん細胞系）を層別化することがいまや可能である。本発明の発見に基づいて、０、１
または２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）を示すがんを有する患
者は、これらの患者について達成される治療的利益の可能性がＩＲＳ３または４を有する
患者についてよりも高いことからＰＴＫ２阻害物質で優先的に治療されるべきであること
はいまや明らかである。しかし高いＩＲＳスコア（３～４）はＰＴＫ２阻害物質で患者に
関して治療効果を達成する可能性が低いことを明らかに示しているが、これらのＰＴＫ２
阻害物質の残存する治療効果を排除する必要がないことから、３以上のＥ－カドヘリンタ
ンパク質免疫反応性スコアを有するがんもＰＴＫ２阻害物質で治療されてもよいことが想
定される。そのような患者は、代替法（ＰＴＫ２阻害物質への代替）または追加的抗がん
治療（すなわちＰＴＫ２阻害物質に基づかない治療）でも治療されうる。追加的または代
替的抗がん治療は、これだけに限らないが抗悪性腫瘍剤、抗血管新生剤、化学療法剤およ
びペプチドがん治療剤から選択されうる治療を含む。抗悪性腫瘍剤は、抗生物質型薬剤、
アルキル化剤、代謝拮抗剤、ホルモン剤、免疫学的薬剤、インターフェロン型薬剤、キナ
ーゼ阻害剤およびこれらの組合せから選択されうる。そのような薬学的に活性な化合物／
薬剤は、例えば伝統的な小さな有機化学的分子であるか、またはタンパク質、抗体（その
断片を含む）、ペプチボディー、ＤＮＡ、ＲＮＡなどの巨大分子もしくはそのような巨大
分子の断片でありうる。
【００６１】
　本発明は、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であるがん患者を層別化する方法
であって、前記患者のがん試料におけるＥ－カドヘリンＩＲＳスコアを判定するステップ
を含み、０～２（すなわち２、１または０）のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコ
ア（ＩＲＳ）が、がん患者がＰＴ２阻害物質での治療に対して感受性であることを示す、
方法にさらに関する。３～４（すなわち３または４）のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反
応性スコア（ＩＲＳ）は、患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性でないことま
たは、ＰＴＫ２阻害物質で患者に関して治療的利益を達成する可能性がやや低いことを少
なくとも示す。
【００６２】
　用語「層別化」または「層別化する」は、ＰＴＫ２阻害物質に基づく抗がん治療から他
よりもより利益を得やすい（または得にくい）患者を選別することを意味する。したがっ
て本発明の方法は、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対する感受性に関してがん患者を層別化
するために使用されうる。述べた通り、０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性ス
コアＩＲＳ、好ましくは０～１のＩＲＳスコア、より好ましくは１のＩＲＳスコアおよび
さらにより好ましくは０のＩＲＳスコアを示すがんを有する患者は前記ＰＴ２阻害物質に
基づく治療からより利益を得やすく、一方がんのＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性ス
コア（ＩＲＳ）が３以上の者はそのような治療から利益を得にくい。
　具体的にはＰＴＫ２阻害物質での抗がん治療から「利益を得られる患者」は、ＰＴＫ２
阻害物質が治療効果を有する高い可能性を有する患者である。がんおよび／またはがん患
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者が好ましく応答しうるか否かの可能性は、本明細書に記載のとおり前記患者の各がん細
胞の細胞膜上のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアに依存する。
　対応して、ＰＴＫ２阻害物質での抗がん治療から「利益を得られない場合がある患者」
は、ＰＴＫ２阻害物質が治療効果を有する高い可能性を有さない患者である。
【００６３】
　本発明はさらに、０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア、好ましくは０
～１のＩＲＳスコア、およびより好ましくは０のＩＲＳスコアによって特徴付けられるが
んを有するがん患者の治療のための医薬組成物の調製のための、本明細書に定義のＰＴＫ
２阻害物質の使用に関する。
　前記医薬組成物は、薬学的に許容される担体および／または希釈剤をさらに含みうる。
適切な薬学的に許容される担体および／または希釈剤の例は当技術分野において十分周知
であり、リン酸緩衝生理食塩水、水、油／水乳濁液などの乳濁液、種々の種類の湿潤剤、
滅菌溶液などを含む。そのような担体を含む組成物は、十分周知の従来法によって製剤さ
れうる。
【００６４】
　本発明のこれらの医薬組成物は、適切な用量で対象に投与されうる。投与計画は、主治
医および臨床学的因子によって決定される。医学分野において十分周知である通り、任意
の一患者のための用量は、患者の大きさ、体表面積、年齢、投与される具体的な化合物、
性、投与の時間および経路、全身状態および同時に投与される他の薬物を含む多数の要因
に依存する。非経口投与のための調製物は、滅菌水性または非水性溶液、懸濁液および乳
濁液を含む。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、オリ
ーブ油などの植物油、オレイン酸エチルなどの注射可能な有機エステルである。水性担体
は、塩類溶液および緩衝化された媒体を含む、水、アルコール性／水性溶液、乳濁液また
は懸濁液を含む。非経口ビヒクルは、塩化ナトリウム溶液、リンゲルデキストロース、デ
キストロースおよび塩化ナトリウム、乳酸リンゲルまたは固定油を含む。静脈内ビヒクル
は、水分および栄養補充剤、電解質補充剤（リンゲルデキストロースに基づくものなど）
などを含む。例えば抗菌剤、抗酸化剤、キレート剤および不活性ガスなどの保存剤および
他の添加物も存在できる。
　さらに本発明の医薬組成物は、付加的抗がん治療／剤などの薬剤をさらに含みうる。付
加的抗がん治療は、抗悪性腫瘍剤、抗血管新生剤、化学療法剤およびペプチドがん治療剤
から選択されうる治療をこれだけに限らないが含む。抗悪性腫瘍剤は、抗生物質型薬剤、
アルキル化剤、代謝拮抗剤、ホルモン剤、免疫学的薬剤、インターフェロン型薬剤、キナ
ーゼ阻害剤およびこれらの組合せから選択されうる。そのような薬学的に活性な化合物／
薬剤は、例えば伝統的な小さな有機化学的分子であるか、またはタンパク質、抗体（その
断片を含む）、ペプチボディー、ＤＮＡ、ＲＮＡなどの巨大分子もしくはそのような巨大
分子の断片でありうる。そのような治療は当業者に十分周知である。
【００６５】
　本明細書に記載のＰＴＫ２阻害物質または本発明の医薬組成物の投与経路は、環境に依
存し（これだけに限らないが）経口投与、非経口投与（例えば静脈内、筋肉内、腹腔内な
ど）、皮下投与、経皮投与、吸入投与、坐薬によるものなどを含む。
　さらなる実施形態において本発明は、０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性ス
コア、好ましくは０～１のＩＲＳスコア、より好ましくは１のＩＲＳスコアおよびさらに
より好ましくは０のＩＲＳスコアによって特徴付けられるがんを有するがん患者の治療に
おける使用のための、本明細書に定義のＰＴＫ２阻害物質に関する。
【００６６】
　本発明の内容において、がん患者が本明細書で定義された方法で、好ましくは本明細書
に記載のＩＨＣ法で同定される、されている（特徴付けられるまたは層別化される）こと
は、好ましい。前記同定または層別化法は、前記ＰＴＫ２阻害物質での前記治療の前およ
び／または途中で実行されうる。
【００６７】
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　本発明者らは、がん試料のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアがＰＴＫ２阻害
物質治療への各がんの感受性と非常によく相関することを証明した。この発見に基づいて
、各Ｅ－カドヘリンＩＲＳに基づいて、がんを罹患しているがん患者に対して、具体的に
は癌腫を罹患しているがん患者に対して治療的に有効である可能性がある適切な抗がん治
療を選択することがいまや可能である。
　Ｅ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）が３より大きい患者および／ま
たはがんは、本発明の発見に基づいて、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性が低い
はずである。これらの患者は、付加的にまたは代替的に代替的抗がん治療で治療されうる
が、ＰＴＫ２阻害物質がこれらの患者において有益な効果をいまだ及ぼす場合があること
は排除されえない。したがって３以上のＥ－カドヘリンＩＲＳスコアによって特徴付けら
れる患者においてさえこれらの化合物を使用することはいまだ可能であるが、２の、好ま
しくは１およびさらにより好ましくは０のＥ－カドヘリンＩＲＳによって特徴付けられる
患者においてと同様にはこれらの患者において各ＰＴＫ２阻害物質が効果的ではないこと
が予測される。したがって本発明の手段により、各Ｅ－カドヘリンＩＲＳスコアに応じて
より適切な治療形態を選択することが可能であることは理解される。
　したがって本発明はさらなる実施形態において、
（ａ）患者のがん試料のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアを判定するステップ
；および
（ｂ）（ａ）において判定されたＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアが２、１ま
たは０である場合（１は好ましく、０はより好ましい）に前記患者のための抗がん治療と
して好ましくはＰＴＫ２阻害物質を選択するステップ；または
（ｃ）（ａ）において判定されたＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアが３または
４である場合好ましくは代替または付加的抗がん治療を選択するステップ
を含むがん患者のための抗がん治療を選択するための方法に関する。
　「抗がん治療として好ましくはＰＴＫ２阻害物質を選択するステップ」は、２、１また
は０（１は好ましく、０はより好ましい）のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア
を有するがんに対してＰＴＫ２阻害物質に基づく治療を使用することが好ましいことを意
味する。しかし、高いＩＲＳスコア（３～４）はＰＴＫ２阻害物質で患者に対して治療的
利益を達成する可能性が低いことを明確に示すが、これらのＰＴＫ２阻害物質の残存する
治療効果を排除する必要がないことから、３以上のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性
スコアを有するがんもＰＴＫ２阻害物質で治療されうることが想定される。そのような場
合（３以上の高ＩＲＳスコア）、ＰＴＫ２阻害物質は好ましくは単独では使用されない。
【００６８】
　本発明の新規発見、すなわち２、１または０（１は好ましく、さらに０はより好ましい
）のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアによって特徴付けられるがんがＰＴＫ２
阻害物質に対して感受性であることに基づいて、ＰＴＫ２阻害物質をスクリーニングする
ために２、１または０（１は好ましく、０はより好ましい）のＥ－カドヘリンタンパク質
免疫反応性スコアによって特徴付けられるがん細胞を使用するスクリーニング法を、これ
らのがん細胞がＰＴＫ２阻害物質に（より）感受性でありそれにより（そうでなければ（
すなわち３以上のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアによって特徴付けられるが
んを使用する場合）選別されている）新規ＰＴＫ２阻害物質の確実な同定を可能にするこ
とから、提供することも想定される。
【００６９】
　したがってさらなる実施形態において本発明は、治療的に有効なＰＴＫ２阻害物質のた
めのスクリーニング方法であって、
（ａ）２、１または０（１は好ましく、０はさらにより好ましい）のＥ－カドヘリンタン
パク質免疫反応性スコアによって特徴付けられるがん細胞またはがん細胞系を提供するス
テップと、
（ｂ）（ａ）のがん細胞またはがん細胞系をＰＴＫ２阻害物質に接触させるステップと、
（ｃ）ＰＴＫ２阻害物質ががん細胞／がん細胞系にネガティブに作用するかどうかを評価
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するステップと
を含む、方法に関する。
　上のスクリーニング法は、好ましくはＰＴＫ２阻害物質への応答（さらにこれらの応答
はＰＴＫ２阻害物質が治療的に有効であるか否かを示す）におけるがん細胞の表現型的に
検出可能な変化を使用する「表現型的」スクリーニング法である。用語「表現型的に検出
可能な変化」は、がん細胞にネガティブに作用する変化を意味する。これらのネガティブ
な影響は、いくつか挙げるとアポトーシスまたは壊死などの細胞死、がん細胞／がん細胞
系の遊走能力の低下および／またはこれらの細胞の増殖抑制を含む。しかしこの表は、排
他的ではなく、すなわち当業者は、被検化合物が実際に各細胞にネガティブに作用するこ
とを示すものかもしれないがん細胞のさらなる表現型的変化を認識する。上のスクリーニ
ング法の手段により治療的に有効なＰＴＫ２阻害物質を同定することが容易になる。
【００７０】
　本発明は、少なくとも１つのＰＴＫ２阻害物質と、
（ａ）前記ＰＴＫ２阻害物質が、２以下のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコアに
よって特徴付けられるがんを罹患している患者の治療のために好ましくは使用されること
を示す説明書および／もしくは標示；ならびに／または
（ｂ）前記患者が本明細書に記載の方法によって層別化されることを示す説明書および／
もしくは標示；ならびに／または
（ｃ）本明細書に定義の方法を実行するための手段
とを含む医薬用パッケージにも関する。
【００７１】
　「本明細書に定義の方法を実行するための手段」は、とりわけＥ－カドヘリン特異的抗
体、本明細書の別の箇所に記載の陽性および／もしくは陰性対照、ＩＨＣ法のために使用
されうる緩衝剤ならびに／または対照抗体、二次抗体、ＩＨＣ用のガラスもしくはプラス
チックスライドなどの本発明の検出方法のために使用されうる他の手段を含む。
　さらなる実施形態において本発明は、ＰＴＫ２阻害物質を含み、さらにＥ－カドヘリン
ＩＲＳの予測のために使用されるＥ－カドヘリン抗体を含む医薬用キットまたはパッケー
ジに関する。
【００７２】
　別の実施形態において本発明は、Ｅ－カドヘリンＩＲＳの予測のためのＥ－カドヘリン
抗体および、本発明の方法により測定された、特徴付けられた、同定されたまたは層別化
された患者の治療のために使用されるＰＴＫ２阻害物質を含む診断キットまたはパッケー
ジに関する。
　さらなる態様において本発明は、本発明の手段および方法によりＥ－カドヘリンタンパ
ク質発現を検出するための手段と、
（ａ）前記Ｅ－カドヘリン検出（スコアリング）を実行するためのパッケージ挿入物およ
び／もしくは説明書；ならびに／または
（ｂ）スコアの検証を可能にする陽性および／または陰性対照
とを含むキット、好ましくは診断キットまたは診断用パッケージに関する。
【００７３】
　用語「パッケージ挿入物および／もしくは説明書」は、そのような診断用製品の使用に
関する方法、使用、保存、取り扱い、および／または警告に関わる情報を含む診断用製品
の商業的パッケージ中に習慣的に含まれる説明書を意味して使用される。「陽性対照」は
、Ｅ－カドヘリンを発現しているがん細胞もしくはがん試料または本明細書に記載される
標準的免疫学的方法において使用されうるＥ－カドヘリンそれ自体（タンパク質対照）を
含む。「陰性対照」は、タンパク質レベルでＥ－カドヘリンを発現していない参照細胞ま
たは参照試料を含む。陽性および陰性の両方の対照は、各スコアを示すことで、開業医を
支援する図によって置き換えられることができる。「Ｅ－カドヘリンタンパク質発現を検
出する手段」は、とりわけＥ－カドヘリン特異的抗体（例えばＥ－カドヘリンに結合する
抗体）を含む。
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【００７４】
　本発明はさらなる実施形態において、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対する感受性に関す
るがん患者の層別化における使用のためのＥ－カドヘリン抗体に関する。層別化は、本発
明の方法により実施されうる。
　同様に本発明は、がん患者がタンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ２）阻害物質での
治療に対して感受性であるかどうかを判定するための方法における使用のためのＥ－カド
ヘリン抗体に関する。前記方法は、前記がん患者のがん試料におけるＥ－カドヘリンタン
パク質の発現の検出であって、０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（Ｉ
ＲＳ）が、がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であることを示す検出を
含む。
【００７５】
　本発明者らは、例えば本明細書に記載のタンパク質免疫反応性スコアの手段によって評
価されたＥ－カドヘリンタンパク質発現が、ＰＴＫ２阻害物質治療への各がんの感受性と
非常によく相関することを証明した。しかし、各がん細胞において評価される場合にＥ－
カドヘリンｍＲＮＡの発現プロファイルは、ＰＴＫ２阻害物質治療への各がん／がん患者
の感受性に関して同様に予測的であることが想定される。したがって、本発明の要旨がＥ
－カドヘリンｍＲＮＡの評価に同様に及ぶことは理解される。したがって、本明細書に開
示および記載される本発明の全ての実施形態は、がん細胞中のＥ－カドヘリンｍＲＮＡの
発現レベルの測定に等しく適用される。Ｅ－カドヘリンｍＲＮＡの発現の低下またはＥ－
カドヘリンｍＲＮＡの発現の欠如が（１つまたは複数の）ＰＴＫ２阻害物質での治療への
各がん／がん患者の感受性の増加を示すことは特に想定される。当業者がＥ－カドヘリン
発現がん細胞の発現プロファイルを評価できるようにする方法は、当業者に十分周知であ
り、例えばノーザンブロッティング、核酸アレイに基づく検出技術を含むｍＲＮＡプロフ
ァイリング技術、リアルタイム定量ＰＣＲまたは「Ｑ－ＰＣＲ」などのポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）技術を含む。本発明が、当業者に周知の技術のいくつかを説明するために
単に例示されたこれらの技術に限定されないことは理解される。用語「定量ＰＣＲ」また
は「Ｑ－ＰＣＲ」は、特定の核酸配列に対するポリメラーゼ連鎖反応の結果を定量するた
めに使用される種々の方法を意味する。そのような方法は、閾サイクル数（Ｃt）を決定
するなどの増幅係数を一般に決定するまたは比較する動力学に基づく系として、または標
的および標準鋳型の同時増幅から生成された産生物の量を一般に比較する共増幅方法とし
て典型的には分類される。多くのＱ－ＰＣＲ技術は、レポータープローブ、挿入剤または
両方を含む。例えばこれだけに限らないがＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブ（Ａｐｐｌ
ｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、ｉ－プローブ、分子ビーコン、エクリプスプローブ、
スコーピオンプライマー、Ｌｕｘ（商標）プライマー、ＦＲＥＴプライマー、臭化エチジ
ウム、ＳＹＢＲ（登録商標）グリーンＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）およびＰ
ｉｃｏＧｒｅｅｎ（登録商標）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）。当業者は、各Ｅ
－カドヘリンｍＲＮＡの発現レベルをどのように測定するかを十分認識する。
【００７６】
　本開示は、参照として本明細書に組み込まれる添付の図と併せて最良に理解されうる。
さらに本発明およびその多数の有利点のよりよい理解は、例示の方法によって与えられ、
限定を意図しない続く例から得られる。
【図面の簡単な説明】
【００７７】
【図１】培養細胞でのＥ－カドヘリン発現を示す図である。　ヒト腫瘍細胞は、チャンバ
ースライドに播種され、ヒトＥ－カドヘリンに対する特異的抗体で染色された。抗体結合
は、蛍光色素（Ａｌｅｘａ　４８８、緑色シグナル）で標識された二次抗体で検出された
。核ＤＮＡは、ヨウ化プロピジウム（ＰＩ、赤色シグナル）で染色された。Ｅ－カドヘリ
ンは、欠如していたかまたは細胞の小フラクションにおいて発現されていたかのいずれか
であった（細胞系ＭｉａＰａｃａ２およびＴＯＶ－２１Ｇを参照されたい）。対照的にＢ
ｘＰＣ－３細胞は、Ｅ－カドヘリンの強い発現を有する上皮表現型を示した。
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【図２】異種移植がんにおけるＥ－カドヘリン発現を示す図である。　厚さ５マイクロメ
ートルのパラフィン切片はＭｉａＰａＣａ－２、Ａｓ－ＰＣ－１およびＢｘＰＣ３細胞由
来の異種移植がんから得られ、ＡＢＣ免疫ペルオキシダーゼ法に続いてヘマトキシリン対
比染色を使用してＥ－カドヘリンについて染色された。腫瘍細胞の膜における茶色染色は
マーカータンパク質の存在を示す（ＭｉａＰａｃａ２では染色されず；Ａｓ－ＰＣ－１（
３０％）およびＢｘＰＣ－３（＞６０％）では茶色に染色）。
【発明を実施するための形態】
【００７８】
　＜実施例＞
　次の例は本発明を例示する。これらの例は本発明の範囲を限定すると解釈されるべきで
はない。例は、例示の目的で含まれ、本発明は特許請求の範囲によってのみ限定される。
【００７９】
（例１）ＰＴＫ２阻害物質に対するヒト腫瘍異種移植片の感受性
　異種移植モデルは、次の通り確立された：胸腺欠損メスＢｏｍＴａｃ：ＮＭＲＩ－Ｆｏ
ｘｎ１ｎｕマウス約６週齢を実験にそれらを使用する前に少なくとも３日間新しい環境に
順応させた。動物はＭａｃｒｏｌｏｎ（登録商標）ＩＩ型ケージ内に５匹の群で標準化さ
れた条件下で飼育した。標準化食餌（ＰＲＯＶＩＭＩ　ＫＬＩＢＡ）および加圧滅菌済水
道水を自由に与えられた。皮下腫瘍を樹立するために細胞をトリプシン処理によって回収
し、遠心分離し、洗浄し、氷冷ＰＢＳ＋５％ＦＣＳ中に再懸濁した。細胞５，０００，０
００個を含む細胞懸濁液１００μＬを次いでヌードマウスの右側腹部に皮下的に注入した
（マウス１匹あたり１カ所）。腫瘍が十分に樹立され、直径６～９ｍｍに達したら、マウ
スを治療群とビヒクル対照群とに無作為に分配した（細胞注入の１０～１４日後）。腫瘍
直径は、１週間に３回ノギスで測定した（月曜日、水曜日および金曜日）。各腫瘍の体積
［ｍｍ3］は、式「腫瘍体積＝長さ*直径２*π／６」に従って算出した。治療の副作用を
モニターするために、マウスを異常について毎日視診し、体重を１週間に３回測定した（
月曜日、水曜日および金曜日）。動物は治療開始から約３週間後の研究終了時に屠殺した
。壊死性腫瘍または２０００ｍｍ3を越える腫瘍サイズを有する動物は、倫理的理由によ
り研究中の早い時期に屠殺した。
　ヌードマウスにおいて増殖させたヒト腫瘍異種移植片のＰＴＫ２阻害物質での治療に対
する感受性は以下の通りであった：
【００８０】
【表１】

【００８１】
（例２）異種移植モデルにおけるＥ－カドヘリン発現を測定するための免疫組織化学的プ
ロトコール（ＡＢＣ法）
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【００８２】
　脱パラフィン：
－スライドを１時間、６５℃で加熱；
－スライドをキシレン中に５分間×３回、次いで１００％ＥｔＯＨ無水、９６％ＥｔＯＨ
、７０％ＥｔＯＨ中に（それぞれ２０秒間×３回）、次いで蒸留水中に置く；
【００８３】
　抗原修復：
－スライドをクエン酸緩衝液中、２０分間、１２１℃／１ｂａｒのオートクレーブ内に置
く；
－スライドを室温で３０分間冷却；
－ＰＢＳで洗浄；
【００８４】
　染色：
－スライドをＰＢＳ中の３％Ｈ2Ｏ2で５分間インキュベート；
－ＰＢＳで洗浄；
－組織にＭ．Ｏ．Ｍ．ブロッキング試薬（２滴＝２５００μＬ　ＰＢＳ中の９０μＬ保存
液）を添加し、６０分間、室温でインキュベート；
－ＰＢＳで洗浄；
－組織にＭ．Ｏ．Ｍ．希釈液（７５００μＬ　ＰＢＳ中の６００μＬ保存液）を添加し、
５分間、室温でインキュベート；
－吸引；
－組織に抗体（Ｍ．Ｏ．Ｍ．希釈液中に希釈）を添加、６０分間、室温でインキュベート
；
－ＰＢＳで洗浄；
－組織にＭ．Ｏ．Ｍ．ビオチン化抗マウスＩｇＧ試薬（２５００μＬ　Ｍ．Ｏ．Ｍ．希釈
液中の１０μＬ保存液）を添加、１０分間、室温でインキュベート；
－ＰＢＳで洗浄；
－組織にＶｅｃｔａｓｔａｉｎ　ＡＢＣ　Ｅｌｉｔｅ　ｋｉｔ（使用３０分前に：Ａ　２
滴＋２５００μＬ　ＰＢＳ、混合、Ｂを２滴添加、混合；Ｖｅｃｔｏｒ　＃ＰＫ－６２０
０）を添加、１０分間、室温でインキュベート；
－ＰＢＳで洗浄；
－スライドをＰＢＳ／０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００中４分間；
－ＤＡＢ溶液中で染色；
－ＰＢＳで洗浄；
－スライドを蒸留水中に１分間置く；
【００８５】
　対比染色：
－スライドをヘマトキシリン溶液中に１分間置く；
－流水で洗浄；
－スライドをＨＣｌ／ＥｔＯＨ中に１秒間置く；
－流水で洗浄；
－スライドをアンモニウム水中に２０秒間置く；
－流水で洗浄；
－スライドを７０％ＥｔＯＨ、９６％ＥｔＯＨ、１００％ＥｔＯＨ無水中に（各２０秒間
３回）置く；
－スライドをキシレン中に１分間、２分間、２分間置く；
【００８６】
　緩衝液および試薬：
クエン酸緩衝液：
８００ｍＬ蒸留水中にクエン酸１水和物２１．０１ｇ
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ｐＨ＝６に２Ｍ　ＮａＯＨで調整、次いで蒸留水で１０００ｍＬにする。
Ｔｒｉｓ／ＥＤＴＡ緩衝液：０．０１Ｍ　Ｔｒｉｓ／０．００１Ｍ　ＥＤＴＡ；ｐＨ＝８
ＨＣｌ／ＥｔＯＨ：
１７５ｍＬ　ＥｔＯＨ無水
２．５ｍＬ　３７％ＨＣｌ
７２．５ｍＬ蒸留水
アンモニウム水：２５０ｍＬ蒸留水＋アンモニウム溶液１０滴（３２％）
ヘマトキシリン：１６０ｍＬパパニコロウ溶液　１ａハリスのヘマトキシリン溶液、Ｍｅ
ｒｃｋ　＃１．０９２．５３０．５００＋８０　ｍＬ蒸留水
（使用前に濾過）！
ＤＡＢ溶液：２５０ｍＬ　ＰＢＳ／０．５％　ＴｒｉｔｏｎＸ－１００中にＤＡＢ　１２
５ｍｇ、濾過し、使用前に３０％Ｈ2Ｏ2を２５μＬ添加
マウス抗Ｅ－カドヘリン（Ａｂｃａｍ　＃ａｂ１４１６；１：１００）
Ｍ．Ｏ．Ｍ．　ｋｉｔ　ｂａｓｉｃ：Ｖｅｃｔｏｒ　＃ＢＭＫ－２２０２
【００８７】
（例３）培養細胞上のＥ－カドヘリン発現
　ヒトがん細胞をチャンバースライドに播種し、ヒトＥ－カドヘリンに対する特異的抗体
で染色した。抗体結合を蛍光色素（Ａｌｅｘａ　４８８緑色シグナル）で標識した二次抗
体で検出した。核ＤＮＡをヨウ化プロピジウム（ＰＩ、赤色シグナル）で染色した。Ｅ－
カドヘリンは、欠如していたかまたは細胞の小フラクションにおいて発現されていたかの
いずれかであった（細胞系ＴＯＶ－２１ＧおよびＭｉａＰａｃａ２を参照されたい）。対
照的にＢｘＰＣ－３細胞は、ほとんどの細胞においてＥ－カドヘリンの強い膜発現を有す
る上皮表現型を示した。この実験の結果を図１に示す。
【００８８】
（例４）培養腫瘍細胞中のＥ－カドヘリン発現を測定するための免疫蛍光プロトコール
　－選択した細胞系をコンフルエンシー付近まで４チャンバー組織培養処理済ガラススラ
イドで増殖させる；
－組織培養培地を吸引し、スライドをアセトン／メタノール（１：１　ｖ／ｖ）、１０分
間、４℃で固定する；
－スライドを５分間、室温で乾燥させ、使用まで－８０℃保存；
　染色
－スライドを１０分間、室温で解凍；
－ＰＢＳで洗浄；
－スライドをブロッキング血清１０％正常ヤギ血清中で２０分間、室温でインキュベート
；
－血清を吸引し、洗浄しない；
－２％ＢＳＡ／ＰＢＳ中のＥ－カドヘリン抗体１：２００と６０分間、室温でインキュベ
ート；
－ＰＢＳで洗浄；
－Ａｌｅｘａ４８８コンジュゲートヤギ抗マウス二次抗体（ＰＢＳ中１：１０００）と４
５分間、室温でインキュベート；
－ＰＢＳで洗浄；
－ＰＢＳ中の０．５μｇ／ｍＬヨウ化プロピジウムで２分間、室温で染色；
－ＰＢＳで洗浄；
－Ｄａｋｏ蛍光マウンティングメディウムでカバースリップ；顕微鏡検査まで暗所、４℃
で保存；
【００８９】
　緩衝液および試薬：
クエン酸緩衝液：
８００ｍＬ蒸留水中にクエン酸１水和物２１．０１ｇ
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ｐＨ＝６に２Ｍ　ＮａＯＨで調整、次いで蒸留水で１０００ｍＬにする。
マウス抗ヒトＥ－カドヘリン（Ａｂｃａｍ　＃ａｂ１４１６）
正常ヤギ血清（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　＃Ｓ－１０００）
Ａｌｅｘａ４８８コンジュゲートヤギ抗マウス　Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　＃ａ－１１０１
７
ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ蛍光マウンティングメディウム＃Ｓ３０２３
ヨウ化プロピジウムＳｉｇｍａ　＃Ｐ４１７０
【００９０】
（例５）ヒト組織試料におけるＥ－カドヘリン発現を測定するための免疫組織化学的プロ
トコール（ＡＢＣ法）
　脱パラフィン：
－スライドを１時間、６５℃で加熱；
－スライドをキシレン中に５分間×３回、次いでＥｔＯＨ無水、９６％ＥｔＯＨ、７０％
ＥｔＯＨ中に（それぞれ２０秒間×３回）置く；
－蒸留水中で洗浄；
　抗原修復：
－スライドをクエン酸緩衝液中、２０分間、１２１℃／１ｂａｒのオートクレーブ内に置
く
－スライドを室温で３０分間冷却；
－ＰＢＳで洗浄；
【００９１】
　染色：
－スライドをＰＢＳ中の３％Ｈ2Ｏ2で５分間インキュベート；
－ＰＢＳで洗浄；
－ブロッキング血清中でインキュベート：ＰＢＳ／２％ＢＳＡ中の１０％正常ウマ血清（
Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　＃Ｓ－２０００）を組織へ、３０分間、室温
でインキュベート；
－血清を吸引、スライドは洗浄しない；
－組織にマウス抗Ｅ－カドヘリン（Ａｂｃａｍ　＃ａｂ１４１６；ＰＢＳ／２％ＢＳＡ中
１：２００）を添加、６０分間、室温でインキュベート；
－ＰＢＳで洗浄；
－組織にビオチン化ウマ抗マウスＩｇＧ（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　＃
ＢＡ－２０００；ＰＢＳ中１：２００）を添加、３０分間、室温でインキュベート；
－ＰＢＳで洗浄；
－組織にＶｅｃｔａｓｔａｉｎ　ＡＢＣ　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｋｉｔ（ＰＢＳ中１：１０
０；Ｖｅｃｔｏｒ　＃ＰＫ－４０００）を添加、３０分間、室温でインキュベート；
－ＰＢＳで洗浄；
－スライドをＰＢＳ／０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００中に４分間置く；
－ＤＡＢ溶液中で染色；
－ＰＢＳで洗浄；
－スライドを蒸留水中に１分間置く；
【００９２】
　対比染色：
－ヘマトキシリン溶液中で１分間染色；
－流水で洗浄；
－スライドをＨＣｌ／ＥｔＯＨ中に１秒間置く；
－流水で洗浄；
－スライドをアンモニウム水中に２０秒間置く；
－流水で洗浄；
－切片を７０％ＥｔＯＨ、９６％ＥｔＯＨ、ＥｔＯＨ無水中（３回／各２０秒間）で脱水
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－キシレン（×３回）中に１分間、２分間、２分間置く；
－エンテランでカバースリップ；
【００９３】
　緩衝液および試薬：
クエン酸緩衝液：
８００ｍＬ蒸留水中にクエン酸１水和物２１．０１ｇ
ｐＨ＝６に２Ｍ　ＮａＯＨで調整、次いで蒸留水で１０００ｍＬにする。
ＨＣｌ／ＥｔＯＨ：
１７５ｍＬ　ＥｔＯＨ無水
２．５ｍＬ　３７％ＨＣｌ
７２．５ｍＬ蒸留水
アンモニウム水：
２５０ｍＬ蒸留水＋アンモニウム溶液１０滴（３２％）
ヘマトキシリン：
１６０ｍＬパパニコロウ溶液　１ａハリスのヘマトキシリン溶液、Ｍｅｒｃｋ　＃１．０
９２．５３０．５００
８０ｍＬ蒸留水
使用前に濾過！
ＤＡＢ溶液：
２５０ｍＬ　ＰＢＳ／０．５％　ＴｒｉｔｏｎＸ－１００中にＤＡＢ（Ｓｉｇｍａ　＃Ｄ
５９０５）１２５ｍｇ、濾過し、使用前に３０％Ｈ2Ｏ2を２５μＬ添加
正常ウマ血清（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　＃Ｓ－２０００）
マウス抗ヒトＥ－カドヘリン（Ａｂｃａｍ　＃ａｂ１４１６）
ビオチン化ウマ抗マウスＩｇＧ（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　＃ＢＡ－２
０００）
Ｖｅｃｔａｓｔａｉｎ　ＡＢＣ　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｋｉｔ（ＰＢＳ中１／１００；Ｖｅ
ｃｔｏｒ　＃ＰＫ－４０００）
エントラン（Ｍｅｒｋ　１．０７９６１．０１００）
【００９４】
　本発明が、前述の記述および例において具体的に記載された以外にも実施されうること
は明らかである。本発明の多数の変更および変形は上の教示に照らして可能であり、した
がって添付の特許請求の範囲の範囲内である。
【００９５】
　本発明の背景技術、詳細な記載、および例において引用された各文書（特許、特許出願
、学術論文、要約、実験室マニュアル、書籍または他の開示を含む）の開示全体は、参照
により本明細書に組み込まれる。
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【手続補正書】
【提出日】平成25年5月28日(2013.5.28)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　タンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ２）阻害物質を含み、０～２のＥ－カドヘリン
タンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）によって特徴付けられるがんを有するがん患者の
治療において使用するための、医薬組成物。
【請求項２】
　０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）によって特徴付けられ
るがんを有するがん患者の治療のための医薬組成物の調製のための、タンパク質チロシン
キナーゼ２（ＰＴＫ２）阻害物質の使用。
【請求項３】
　前記がん／がん患者が、がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であるか
どうかを判定するための方法で同定、特徴付けまたは層別化され、前記方法が、前記がん
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患者のがん試料におけるＥ－カドヘリンタンパク質の発現を検出するステップを含み、０
～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）が、がん患者がＰＴＫ２阻
害物質での治療に対して感受性であることを示す、請求項２に記載の使用。
【請求項４】
　前記がん患者が、がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であるかどうか
を判定するための方法で同定、特徴付けおよび／または層別化され、前記方法が、前記が
ん患者のがん試料におけるＥ－カドヘリンタンパク質の発現を検出するステップを含み、
０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）が、がん患者がＰＴＫ２
阻害物質での治療に対して感受性であることを示す、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　前記がん患者が、前記治療の前におよび／または前記治療中に同定、特徴付けまたは層
別化される、請求項３に記載の使用。
【請求項６】
　前記がん患者が、前記治療の前におよび／または前記治療中に同定、特徴付けまたは層
別化される、請求項４に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　治療的に有効なタンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ２）阻害物質に関するスクリー
ニング方法であって、
（ａ）２、１または０（１は好ましく、さらに０はより好ましい）のＥ－カドヘリンタン
パク質免疫反応性スコアによって特徴付けられるがん細胞またはがん細胞系を提供するス
テップと、
（ｂ）（ａ）のがん細胞またはがん細胞系をＰＴＫ２阻害物質と接触させるステップと、
（ｃ）ＰＴＫ２阻害物質ががん細胞／がん細胞系にネガティブに作用するかどうかを評価
するステップと
を含む、方法。
【請求項８】
　タンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ２）阻害物質と、
（ａ）前記ＰＴＫ２阻害物質が、２、１または０のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性
スコアによって特徴付けられるがんを罹患している患者の治療のために使用されるもので
あることを示す説明書および／もしくは標示；ならびに／または
（ｂ）前記がん患者が、ＰＴＫ２阻害物質での治療に対するそれらの感受性に関してがん
患者を層別化するための方法であって、前記がん患者のがん試料におけるＥ－カドヘリン
ＩＲＳスコアを判定するステップを含み、０～２（すなわち２、１または０）のＥ－カド
ヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）が、がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療
に対して感受性であることを示すステップを含む方法によって層別化されることを示す説
明書および／もしくは標示；ならびに／または
（ｃ）がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であるかどうかを判定するた
めの方法であって、前記がん患者のがん試料におけるＥ－カドヘリンタンパク質の発現を
検出するステップを含み、０～２のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ
）が、がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であることを示すステップを
含む、方法を実行するための手段
とを含む医薬用パッケージ。
【請求項９】
　がん試料におけるＥ－カドヘリンタンパク質の発現が免疫組織化学的（ＩＨＣ）方法に
よって検出される、請求項８に記載の医薬用パッケージ。
【請求項１０】
　免疫組織化学的方法が、Ｅ－カドヘリンに特異的な一次抗体および一次抗体に特異的に
反応する二次抗体を使用する、請求項９に記載の医薬用パッケージ。
【請求項１１】
　タンパク質チロシンキナーゼ２（ＰＴＫ２）阻害物質での治療に対する感受性に関する



(33) JP 2013-540108 A 2013.10.31

がん患者の層別化における使用のためのＥ－カドヘリン抗体。
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【要約の続き】
あるがん患者を層別化するための方法であって、前記患者のがん試料においてＥ－カドヘリンＩＲＳスコアを判定す
るステップを含み、０～２（すなわち２、１または０）のＥ－カドヘリンタンパク質免疫反応性スコア（ＩＲＳ）が
、がん患者がＰＴＫ２阻害物質での治療に対して感受性であることを示す、方法に関する。本発明は、ＰＴＫ２阻害
物質と、（ａ）前記ＰＴＫ２阻害物質が、２、１または０（１は好ましく、さらに０はより好ましい）のＥ－カドヘ
リンタンパク質免疫反応性スコアによって特徴付けられるがんを罹患している患者の治療のために使用されるもので
あることを示す説明書および／もしくは標示；ならびに／または（ｂ）前記患者が本発明の方法によって層別化され
ることを示す説明書および／もしくは標示；ならびに／または（ｃ）本明細書に定義の方法を実行するための手段と
を含む医薬用パッケージにも関する。
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摘要(译)

本发明涉及一种用于确定癌症患者是否易受蛋白酪氨酸激酶2（PTK2）
抑制剂治疗的方法，包括检测所述癌症患者的癌症样品中E-钙粘蛋白的
表达，其中E -cadherin蛋白免疫反应性评分（IRS）为0-2表明癌症患者
易于用PTK2抑制剂治疗。所述癌症患者癌症样品中E-钙粘蛋白蛋白表达
的检测优选通过免疫组织化学（IHC）方法进行。所述IHC方法优选使用
对E-钙粘蛋白特异的一抗和与一抗特异性反应的二抗。本发明还涉及治
疗癌症患者的方法，所述癌症患者的癌症的特征在于E-cadherin蛋白免
疫反应性评分（IRS）为0-2，包括给予患者治疗有效量的PTK2抑制剂。
另一方面，本发明涉及用于治疗癌症患者的PTK2抑制剂，其癌症的特征
在于E-cadherin蛋白免疫反应性评分（IRS）为0-2。本发明还提供了筛
选治疗有效的PTK2抑制剂的方法，该方法包括：步骤（a）提供癌细胞
或癌细胞系，其特征在于E-钙粘蛋白蛋白免疫反应性评分为2,1或0（优
选1，更优选0）;（b）使（a）的癌细胞或癌细胞系与PTK2抑制剂接触;
（c）评估PTK2抑制剂是否对癌细胞/癌细胞系产生负面影响。另一方
面，本发明涉及一种对易受PTK2抑制剂治疗的癌症患者进行分层的方法，包括测定所述患者的癌症样品中的E-钙粘蛋白IRS评分，
其中E-钙粘蛋白免疫反应性评分。（IRS）0-2（即2,1或0）表明癌症患者易于用PTK2抑制剂治疗。本发明还涉及包含PTK2抑制剂
的药物包装，和（a）说明书和/或说明书，其指示所述PTK2抑制剂用于治疗患有癌症的患者，所述患者的特征在于E-钙粘蛋白蛋
白免疫反应性得分为2,1或0（优选1，更优选0）;和/或（b）指示和/或指示所述患者将通过本发明的方法分层的印记;和/或（c）实
施所定义的方法于此。
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