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(57)【要約】
　本発明は、固形癌に罹患した患者をクラス分けするた
めの方法、特に固形癌に罹患した患者の生存時間の予後
診断のための方法、および/または固形癌に罹患した患
者の抗腫瘍治療に対する応答性を検査するための方法に
関する。該方法は、複数の免疫応答マーカーを定量化し
、参照分布と比較して、値が対応する分布のパーセンタ
イルを決定することに基づく。異なるマーカーの決定パ
ーセンタイルの平均もしくはメジアンを算出し、この値
を平均もしくはメジアンパーセンタイルの参照値と比較
すると、その結果は生存率または応答性に相関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
固形癌に罹患した患者の生存期間の予後診断のためのインビトロ方法であって、
ａ）前記癌に対する前記患者の免疫応答の状態の指標となる２つ以上の生物学的マーカー
を定量化する工程であって、免疫応答の状態の指標となる生物学的マーカーのそれぞれが
、前記患者から得られた腫瘍サンプルにおいて定量化される工程；
ｂ）前記癌に罹患した患者の参照群からの前記２つ以上の生物学的マーカーのそれぞれに
ついて得られた値の分布と、前記２つ以上の生物学的マーカーについて工程ａ）で得られ
た値のそれぞれを比較する工程；
ｃ）工程ａ）で得られた値に対応する分布のパーセンタイルを、前記２つ以上の生物学的
マーカーについて工程ａ）で得られた値のそれぞれについて決定する工程；
ｄ）パーセンタイルの演算平均値またはメジアン値を算出する工程；ならびに
ｅ）パーセンタイルの所定の参照演算平均値または所定のメジアン値と、工程ｄ）で得ら
れたパーセンタイルの演算平均値またはメジアン値を比較する工程であって、前記参照値
が生存期間に相関する工程
を含む方法。
【請求項２】
固形癌に罹患した患者の抗腫瘍治療に対する応答を評価するためのインビトロ方法であっ
て、
ａ）前記癌に対する前記患者の免疫応答の状態の指標となる２つ以上の生物学的マーカー
を定量化する工程であって、免疫応答の状態の指標となる生物学的マーカーのそれぞれが
、前記患者から得られた腫瘍サンプルにおいて定量化される工程；
ｂ）前記癌に罹患した患者の参照群からの前記２つ以上の生物学的マーカーのそれぞれに
ついて得られた値の分布と、前記２つ以上の生物学的マーカーについて工程ａ）で得られ
た値のそれぞれを比較する工程；
ｃ）工程ａ）で得られた値に対応する分布のパーセンタイルを、前記２つ以上の生物学的
マーカーについて工程ａ）で得られた値のそれぞれについて決定する工程； 
ｄ）パーセンタイルの演算平均値またはメジアン値を算出する工程；ならびに 
ｅ）所定の参照値のパーセンタイルの所定の参照演算平均値または所定の参照メジアン値
と、工程ｄ）パーセンタイルの演算平均値またはメジアン値を比較する工程であって、前
記参照値が前記抗腫瘍治療に相関する工程
を含む方法。
【請求項３】
固形癌が、結腸直腸癌、乳癌、肺癌、頭頸部癌、膀胱癌、卵巣癌または前立腺癌である、
請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
固形癌が結腸直腸癌である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
２つ以上の生物学的マーカーが、免疫システム由来の細胞の細胞濃度を含む、請求項１か
ら４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
２つ以上の生物学的マーカーが、CD3+細胞濃度、CD8+細胞濃度、CD45RO+細胞濃度、GZM-B
+細胞濃度、B細胞濃度および/またはDC細胞濃度を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
２つ以上の生物学的マーカーが、CD3+細胞濃度とCD8+細胞濃度、CD3+細胞濃度とCD45RO+
細胞濃度、CD3+細胞濃度とGZM-B+細胞濃度、CD8+細胞濃度とCD45RO+細胞濃度、CD8+細胞
濃度とGZM-B+細胞濃度、またはCD45RO+細胞濃度とGZM-B+細胞濃度を含む、請求項６に記
載の方法。
【請求項８】
免疫システム由来の細胞の濃度を、腫瘍中心および/または腫瘍の侵入縁において定量す
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【請求項９】
２つ以上の生物学的マーカーが、腫瘍中心におけるCD3+細胞濃度、腫瘍中心におけるCD8+
細胞濃度、侵入縁におけるCD3+細胞濃度、及び侵入縁におけるCD8+細胞濃度を含む、請求
項８に記載の方法。
【請求項１０】
濃度が最も低い腫瘍サンプル領域で濃度を測定する、請求項５から９のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１１】
濃度が最も高い腫瘍サンプル領域で濃度を測定する、請求項５から９のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１２】
２つ以上の生物学的マーカーが、CCR2、CD3D、CD3E、CD3G、CD8A、CXCL10、CXCL11、GZMA
、GZMB、GZMK、GZMM、IL15、IRF1、PRF1、STAT1、CD69、ICOS、CXCR3、STAT4、CCL2及びT
BX21からなる群から選択される1個以上の遺伝子の発現レベルを含む、請求項１から１１
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
２つ以上の生物学的マーカーが、GZMH、IFNG、CXCL13、GNLY、LAG3、ITGAE、CCL5、CXCL9
、PF4、IL17A、TSLP、REN、IHH、PROM1及びVEGFAからなる群から選択される1個以上の遺
伝子の発現レベルを含む、請求項１から１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
２つ以上の生物学的マーカーが、ヒト適応免疫応答を示す少なくとも１つの遺伝子の発現
レベルと、ヒト免疫抑制応答を示す少なくとも１つの遺伝子の発現レベルとを含む、請求
項１から１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
ヒト適応免疫応答を示す少なくとも１つの遺伝子が、
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【表１】

からなる群から選択され、ヒト免疫抑制応答を示す少なくとも１つの遺伝子が
【表２】

からなる群から選択される、請求項１４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、固形癌に罹患した患者をクラス分けするための方法、特に固形癌に罹患した
患者の生存時間の予後診断のための方法、および/または固形癌に罹患した患者の抗腫瘍
治療に対する応答性を検査するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　Galonらにより詳細に説明されたように（イムノスコア（Immunoscore）を使用する癌の
クラス分け：世界タスクフォース　J Transl Med. 2012; 10: 205）、癌における臨床結
果の予測は、原発腫瘍の外科切除の間に得られる組織サンプルの病理組織学的検査により
通常実現される。伝統的な腫瘍ステージ化（AJCC/UICC-TNMクラス分け）は、腫瘍負荷（
Ｔ）、排液性及び局所性リンパ節における癌細胞の存在（Ｎ）、ならびに転移の兆候（Ｍ
）におけるデータを概説する。しかし、同一ステージにある患者の間で、臨床結果が顕著
に変動しうることが現在認識されている。現在のクラス分けは、限定的な予後診断情報を
提供し、治療に対する応答を予測しない。最近の文献により、腫瘍進行の制御における宿
主免疫システムの重要性が示唆されている。そして、治療に対する予後及び応答を予測す
るためのツールとして実行される、免疫学的バイオマーカーを含む考え方が、証拠により
支持されている。ヒト癌の巨大なコホートから収集された蓄積データにより、AJCC/UICC 
TNMクラス分けの有意性に付加されてよい予後診断値を有する免疫クラス分けのインパク
トが示されている。従って、「イムノスコア（Immunoscore）」を伝統的なクラス分けに
導入し、必須の予後診断及び強力な予測ツールを提供することを開始するのが不可欠であ
る。このパラメーターを、腫瘍のルーチン化した診断及び予後評価の一部として、癌をク
ラス分けするバイオマーカーとして導入することは、患者の治療の合理的な層化を含む臨
床的な意思決定を容易にするであろう。
【０００３】
　無数の特許出願に、免疫学的バイオマーカーを測定することによる、固形腫瘍に罹患し
た患者の生存期間の予後診断方法、および/または固形腫瘍に罹患した患者の抗腫瘍治療
に対する応答を評価するための方法が記載されている。例えば、WO2015007625、WO201402
3706、WO2014009535、WO2013186374、WO2013107907、WO2013107900、WO2012095448、WO20
12072750及びWO2007045996を挙げることができる。これらの方法は全て、良好な結果を提
供する。Galonら、Immunity 39, 2013, 11-26の概説で説明されるように、予後診断及び
予測的免疫兆候は、広くオーバーラップしている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】WO2015007625
【特許文献２】WO2014023706
【特許文献３】WO2014009535
【特許文献４】WO2013186374
【特許文献５】WO2013107907
【特許文献６】WO2013107900
【特許文献７】WO2012095448
【特許文献８】WO2012072750
【特許文献９】WO2007045996
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】J Transl Med. 2012; 10: 205
【非特許文献２】Galonら、Immunity 39, 2013, 11-26
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
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　本発明者は、固形腫瘍に罹患した患者の生存期間の予後診断方法、及び固形腫瘍に罹患
した患者の抗腫瘍治療に対する応答を評価するための方法の正確性をさらに向上させた。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本願発明は、固形癌に罹患した患者の生存期間の予後診断のためのインビトロ方法に関
し、該方法は以下の工程を含む：
ａ）前記癌に対する前記患者の免疫応答の状態の指標となる２つ以上の生物学的マーカー
を定量化する工程であって、免疫応答の状態の指標となる生物学的マーカーのそれぞれが
、前記患者から得られた腫瘍サンプルにおいて定量化される工程；
ｂ）前記癌に罹患した患者の参照群からの前記２つ以上の生物学的マーカーのそれぞれに
ついて得られた値の分布と、前記２つ以上の生物学的マーカーについて工程ａ）で得られ
た値のそれぞれを比較する工程；
ｃ）工程ａ）で得られた値に対応する分布のパーセンタイルを、前記２つ以上の生物学的
マーカーについて工程ａ）で得られた値のそれぞれについて決定する工程；
ｄ）パーセンタイルの演算平均値またはメジアン値を算出する工程；ならびに
ｅ）パーセンタイルの所定の参照演算平均値または所定のメジアン値と、工程ｄ）で得ら
れたパーセンタイルの演算平均値またはメジアン値を比較する工程であって、前記参照値
が生存期間に相関する工程。
【０００８】
　典型的には、生存期間は、無病生存期間（ＤＦＳ）、無進行生存期間（ＰＦＳ）、疾患
特異的生存期間（ＤＳＳ）又は全生存期間（ＯＳ）である。
【０００９】
　本発明はまた、固形癌に罹患した患者の抗腫瘍治療に対する応答を評価するためのイン
ビトロ方法に関し、該方法は以下の工程を含む：
ａ）前記癌に対する前記患者の免疫応答の状態の指標となる２つ以上の生物学的マーカー
を定量化する工程であって、免疫応答の状態の指標となる生物学的マーカーのそれぞれが
、前記患者から得られた腫瘍サンプルにおいて定量化される工程；
ｂ）前記癌に罹患した患者の参照群からの前記２つ以上の生物学的マーカーのそれぞれに
ついて得られた値の分布と、前記２つ以上の生物学的マーカーについて工程ａ）で得られ
た値のそれぞれを比較する工程；
ｃ）工程ａ）で得られた値に対応する分布のパーセンタイルを、前記２つ以上の生物学的
マーカーについて工程ａ）で得られた値のそれぞれについて決定する工程；
ｄ）パーセンタイルの演算平均値またはメジアン値を算出する工程；ならびに
ｅ）所定の参照値のパーセンタイルの所定の参照演算平均値または所定のメジアン値と、
工程ｄ）パーセンタイルの演算平均値またはメジアン値を比較する工程であって、前記参
照値が前記抗腫瘍治療に相関する工程。
【００１０】
　「演算平均値」の語は、広く理解されるべきであり、サンプル値の合計をサンプルにお
ける要素の数により割った、サンプルの「古典的な」算術平均、ならびに荷重算術平均
【数１】

も包含する。
【００１１】
　加重値Ｗｉは、それぞれの値による平均に対する影響の信頼性に対する測定値を示して
よい。
【００１２】
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　メジアン値は、多くの（典型的には５、１０、１５、２００超の）生物学的マーカーが
定量化される場合に特に適用される。
【００１３】
　本発明の方法は、特異的かつ複数の利点を有する。
【００１４】
　これらの方法において考慮される生物学的マーカーは、重要で特異的な特性を有するた
め、前記方法は非常な有意性を発揮し、強力な識別力を有する。
【００１５】
　考慮されるバイオマーカーは免疫バイオマーカーである。特に、バイオマーカーは適応
免疫バイオマーカーである。その必須な特性の一つは、これらの免疫バイオマーカーが、
再発期間、死亡前期間、治療応答前期間、治療応答の増幅、及び患者が治療に応答する間
の延長期間に関連することである。
【００１６】
　本発明の方法の利点の一つは、各バイオマーカーの強度、発現、濃度、量のレベルが、
長さ、生存期間、生存の延長、及び治療に対する応答の延長に関連することである。
【００１７】
　バイオマーカーのレベルが高くなるほど、もしくは低くなるほど、生存期間はより長く
、もしくは短くなり、治療に対する応答はより良好に、もしくは悪化するため、本願発明
の方法は適用可能である。
【００１８】
　該方法の大きな実行性に関連する重要で新規な要素の一つは、該方法が患者の臨床デー
タ及び追跡調査と独立であることである。平均パーセンタイルを、患者の結果と独立に、
バイオマーカーの生データ及び標準化データに基づいて計算することができる。
【００１９】
　包括的に適用可能な免疫反応を、ともに富化した場合、バイオマーカーが延長された生
存期間及び治療に対するより良好な応答のカテゴリーに患者の階層を改善する一連のバイ
オマーカーにより特徴づける。
【００２０】
　それぞれのバイオマーカーで加重した、全てのバイオマーカーのパーセンタイル値平均
により、危険カテゴリーへの非常に正確な患者の階層化が可能となる。
【００２１】
　典型的には、前記癌に罹患した患者の参照群は、少なくとも：１００、２００、３００
、４００、５００、１０００もしくは２０００人の患者を含む。
【００２２】
　典型的には、本発明の方法は、癌起源の種々の組織（例えば乳癌、結腸癌、直腸癌、肺
癌、頭頸部癌、膀胱癌、卵巣癌、前立腺癌）、ならびに種々のタイプの癌細胞（腺癌、扁
平上皮癌、大細胞癌、黒色腫等）にも適用される。
【００２３】
　典型的には、上記方法に供される患者は、以下からなる群から選択される固形癌に罹患
していてよい：副腎皮質癌、肛門癌、胆管癌（例えば、周辺癌、遠位胆管癌、肝内胆管癌
）、膀胱癌、骨肉腫（例えば、骨芽細胞腫、軟骨肉腫、血管腫、軟骨粘液線維腫、骨肉腫
、軟骨肉腫、線維肉腫、悪性線維性組織球腫、骨の巨細胞腫、脊索腫、多発性骨髄腫）、
脳及び中枢神経系癌（例えば、髄膜腫、星状細胞腫、乏突起膠腫、上衣腫、神経膠腫、髄
芽細胞腫、神経膠腫、神経鞘腫、胚細胞腫、頭蓋咽頭腫）、乳癌（例えば、非浸潤性乳管
癌、浸潤性乳管癌、浸潤性小葉癌、非浸潤性小葉癌、女性化乳房）、子宮頸癌、結腸直腸
癌、子宮内膜癌（例えば、子宮内膜腺癌、腺棘細胞腫、乳頭状漿液性腺癌、明細胞）、食
道癌、胆嚢癌（粘液腺癌、小細胞癌）、消化管カルチノイド腫瘍（例えば、絨毛腫、破壊
性絨毛腺腫）カポジ肉腫、腎臓癌（例えば、腎細胞癌）、喉頭及び下咽頭癌、肝臓癌（例
えば、血管腫、肝細胞腺腫、限局性結節性過形成、肝細胞癌）、肺癌（例えば、小細胞肺
癌、非小細胞肺癌）、中皮腫、形質細胞腫、鼻腔および副鼻腔癌（例えば、鼻腔神経芽細
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胞腫、正中線肉芽腫）、鼻咽頭癌、神経芽細胞腫、口腔および口腔咽頭癌、卵巣癌、膵臓
癌、陰茎癌、下垂体癌、前立腺癌、網膜芽腫、横紋筋肉腫（例えば、胚性横紋筋肉腫、肺
胞性横紋筋肉腫、多形性横紋筋肉腫）、唾液腺癌、皮膚癌（例えば、黒色腫、非黒色腫皮
膚癌）、胃癌、精巣癌（例えば、精上皮腫、非精上皮胚細胞癌）、胸腺癌、甲状腺癌（例
えば、濾胞腺癌、未分化癌、低分化癌、髄様甲状腺癌）、膣癌、外陰癌および子宮癌（例
えば、子宮平滑筋肉腫）。
【００２４】
　好ましい態様において、癌は結腸直腸癌である。
【００２５】
　本明細書において、「腫瘍組織サンプル」は、患者に由来するいずれかの組織の腫瘍サ
ンプルを意味する。前記組織サンプルは、インビトロ評価の目的で取得される。複数の実
施態様において、腫瘍サンプルは、患者から切除された腫瘍から得られてもよい。複数の
実施態様において、腫瘍サンプルは、患者の原発腫瘍において実施される、または患者の
原発腫瘍から離れた転移サンプルにおいて実施される生検から得られてよい。例えば、結
腸直腸癌に罹患した患者の腸において実施される内視鏡生検である。典型的には、腫瘍組
織サンプルをホルマリン中で固定し、パラフィン（ワックス）もしくはエポキシのような
堅牢な固定剤中に埋め込み、型に設置して後に硬化させ、容易にカットできるブロックを
生成する。その後物質の薄いスライスを、マイクロトームを使用して調製し、ガラススラ
イド上に設置し、（染色スライドを得るためにBenchMark（登録商標）XTのようなIHC自動
装置を使用して）例えば免疫解剖化学解析にかけることができる。腫瘍組織サンプルを、
組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）と呼ばれるマイクロアレイで使用することができる。ＴＭ
Ａは、その内部で1000までの分離組織コアがアレイ状にアセンブルされ、多重の組織学的
解析を可能とするパラフィンブロックからなる。この技術により、ＤＮＡ、ＲＮＡもしく
はタンパク質レベルのいずれかで、組織試料において一度に分子標的の迅速な菓子かが可
能となる。ＴＭＡ技術は、WO2004000992、US8068988、Olli et al 2001 Human Molecular
 Genetics、Tzankov et al 2005, Elsevier、Kononen et al 1198; Nature Medicineに記
載されている。
【００２６】
　複数の実施態様において、腫瘍組織サンプルは、以下を含む：（ｉ）球状の一次腫瘍（
全体として）、（ｉｉ）腫瘍の中心由来の組織サンプル、（ｉｉｉ）腫瘍を直接取り囲む
組織であって、該組織が、腫瘍の「侵入縁（invasive margin）」とより特定して名付け
られていてよい組織由来の組織サンプル、（ｉｖ）腫瘍に近接したリンパ小島、（ｖ）腫
瘍に近接して位置するリンパ節、（ｖｉ）（例えば治療後の患者のフォローアップのため
に）手術の前に回収された腫瘍組織サンプル、ならびに（ｖｉｉ）離れた部位への転移。
【００２７】
　本明細書において「侵入縁（invasive margin）」は、当業者における一般的な意味を
有し、腫瘍を取り囲む細胞環境を指す。複数の実施態様において、腫瘍組織サンプルは、
腫瘍の中心、腫瘍の侵入縁又は近接リンパ節に由来するか否かに関わらず、生検用、一つ
または複数の生物学的マーカーのさらなる定量用の、特に解剖学的もしくは免疫細胞学的
方法を通した、フローサイトメトリー法を通した、及び、ゲノミクス及びプロテオミクス
解析を含む遺伝子若しくはタンパク質発現解析法を通した、外科的腫瘍再切断または組織
サンプルの回収に続くものを含む、腫瘍中心又は腫瘍を囲む侵入縁から除去された組織の
塊または切片を含む。もちろん、腫瘍組織サンプルは、種々の公知の回収後調製及び保存
技術（例えば固定、貯蔵、凍結等）にかけることができる。サンプルは、新鮮で、凍結さ
れ、固定され（例えばホルマリン固定され）または包理され（例えばパラフィン包埋され
）ることができる。複数の実施態様において、複数の腫瘍排出リンパ節の定量化が再切片
化腫瘍において実施される場合、腫瘍組織サンプルは、前記再切片化腫瘍に由来し、腫瘍
中心、及び場合により腫瘍の侵入縁を包含する。前記実施態様において、免疫適応反応の
マーカーの定量化は、典型的には、以下に記載する免疫解剖学（ＩＨＣ）により実行する
。複数の態様において、実施態様において、複数の腫瘍排出リンパ節の定量化がイメージ
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化により測定される場合、腫瘍組織サンプルは、生検の結果物であってよい。前記実施態
様において、免疫適応反応のマーカーの定量化は、典型的には、少なくとも一つの遺伝子
の発現レベルを測定することにより実施してよい。
【００２８】
　典型的には、腫瘍組織サンプルは、以下からなる群から選択してよい：（ｉ）球状の一
次腫瘍（全体として）、（ｉｉ）腫瘍の中心由来の組織サンプル、（ｉｉｉ）腫瘍を直接
取り囲む組織であって、該組織が、腫瘍の「侵入縁」とより特定して名付けられていてよ
い組織由来の組織サンプル、（ｉｖ）腫瘍に近接したリンパ小島、または腫瘍により誘導
される三次リンパ構造、（ｖ）いずれかの時期及び典型的には手術前に行われる腫瘍生検
、ならびに（ｖｉｉ）離れた部位への転移。
【００２９】
　好ましい実施態様において、腫瘍の中心および/または腫瘍の侵入縁において、2つ以上
の生物学的マーカーを定量する。
【００３０】
　好ましい実施態様において、腫瘍の中心および/または腫瘍の侵入縁において、2つ以上
の生物学的マーカーを定量する。
【００３１】
　サンプルは、新鮮で、凍結され、固定され（例えばホルマリン固定され）または包理さ
れ（例えばパラフィン包埋され）ることができる。好ましい実施態様において、腫瘍サン
プルは、患者の腫瘍において実施された生検の結果物である。
【００３２】
　例は、結腸直腸癌に罹患した又は結腸直腸癌に罹患したと疑われる患者の腹部において
実施された内視鏡生検である。
【００３３】
　本明細書において、「生物学的マーカー」は、腫瘍に対する癌患者の免疫応答の状態の
指標である、検出可能で、測定可能で、かつ定量可能ないずれかのパラメーターからなる
。
【００３４】
　生物学的マーカーは、腫瘍部位における免疫システム由来の細胞の、存在、あるいは数
または濃度を含む。
【００３５】
　生物学的マーカーはまた、腫瘍部位における免疫システム由来の細胞により特異的に産
生されるタンパク質の存在又は量も含む。
【００３６】
　生物学的マーカーはまた、腫瘍部位における、宿主の特的免疫応答の惹起に関連する遺
伝子の発現レベルの指標であるいずれかの生物学的物質の存在または量も含む。従って生
物学的マーカーは、腫瘍部位における免疫システム由来の細胞により特異的に産生される
タンパク質をコードするゲノムDNAにより転写されるメッセンジャーRNA（mRNA）の存在ま
たは量も含む。
【００３７】
　従って生物学的マーカーは、Ｂリンパ球、Ｔリンパ球、単球／マクロファージ樹状細胞
、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、及びＮＫ－ＤＣ細胞を含み、腫瘍組織中もしくはその近接部位
に補充され、腫瘍の侵入縁中及び近接したリンパ節を含む、免疫システム由来の細胞によ
り特異的に発現される表面抗原、あるいはそのような表面抗原をコードするmRNAを含む。
【００３８】
　実例として、生物学的マーカーとして使用される所望の表面抗原は、Ｔ細胞またはＴ細
胞サブセットにより発現されるＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８及びＣＤ４５ＲＯを含む。
【００３９】
　例えば、ＣＤ３抗原の発現、またはそのｍＲＮＡの発現が生物学的マーカーとして使用
される場合、本発明の方法の工程ａ）におけるこの生物学的マーカーの定量化は、全ての
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Ｔリンパ球及びＮＫＴ細胞に関する患者の適応免疫応答のレベルの指標である。
【００４０】
　例えば、ＣＤ８抗原の発現、またはそのｍＲＮＡの発現が生物学的マーカーとして使用
される場合、本発明の方法の工程ａ）におけるこの生物学的マーカーの定量化は、細胞傷
害性Ｔリンパ球に関する患者の適応免疫応答のレベルの指標である。
【００４１】
　例えば、ＣＤ４５ＲＯ抗原の発現、またはそのｍＲＮＡの発現が生物学的マーカーとし
て使用される場合、本発明の方法の工程ａ）におけるこの生物学的マーカーの定量化は、
記憶Ｔリンパ球または記憶エフェクターＴ細胞に関する患者の適応免疫応答のレベルの指
標である。
【００４２】
　さらに例示的に、生物学的マーカーとして使用されるタンパク質はまた、パーフォリン
(perforin)、グラニュリシン(granulysin)及びまたグランザイム－Ｂ(granzyme-B)のよう
な、免疫システム由来の細胞により特異的に産生される細胞傷害性タンパク質も含む。
【００４３】
　無数の特許出願が、本発明の方法において使用しうる免疫応答状態の指標である多数の
生物学的マーカーを記載している。
【００４４】
　典型的には、（すべてが参照して取り込まれる）WO2015007625、WO2014023706、WO2014
009535、WO2013186374、WO2013107907、WO2013107900、WO2012095448、WO2012072750及び
WO2007045996に記載された、免疫応答状態の指標である生物学的マーカーを、使用するこ
とができる。
【００４５】
　典型的には、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20
、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40
、41、42、43、44、45、46、47、48、49及び50個の個別の生物学的マーカーの組み合わせ
を定量化してよく、好ましくは2、3、4、5、6、7、8、9又は10個の生物学的マーカー、よ
り好ましくは2、3、4、5又は6個の生物学的マーカーの組み合わせを定量化してよい。
【００４６】
　好ましい実施態様において、免疫応答状態の指標である生物学的マーカーは、WO200704
5996に記載されたものである。
【００４７】
　典型的には、使用してよい生物学的マーカーは、免疫システムに由来する細胞の細胞濃
度である。
【００４８】
　好ましい実施態様において、２つ以上の生物学的マーカーが、CD3+細胞濃度、CD8+細胞
濃度、CD45RO+細胞濃度、GZM-B+細胞濃度および/またはB細胞濃度を含む。
【００４９】
　最も好ましい実施態様において、2つ以上の生物学的マーカーが、CD3+細胞濃度とCD8+
細胞濃度、CD3+細胞濃度とCD45RO+細胞濃度、CD3+細胞濃度とGZM-B+細胞濃度、CD8+細胞
濃度とCD45RO+細胞濃度、CD8+細胞濃度とGZM-B+細胞濃度、またはCD45RO+細胞濃度とGZM-
B+細胞濃度を含む。
【００５０】
　Ｂ細胞濃度もまた測定してよい（WO2013107900及びWO2013107907参照）。DC細胞濃度も
また測定してよい（WO2013107907参照）。
【００５１】
　好ましい実施態様において、免疫システム由来の細胞濃度を、腫瘍の中心および/また
は腫瘍の侵入縁において定量する。
【００５２】
　最も好ましい実施態様において、２つ以上の生物学的マーカーは、腫瘍中心におけるCD
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3+細胞濃度、腫瘍中心におけるCD8+細胞濃度、侵入縁におけるCD3+細胞濃度、及び侵入縁
におけるCD8+細胞濃度を含む。
【００５３】
　濃度を、「コールドスポット（cold spot）」で、すなわち濃度が最も低い腫瘍サンプ
ル領域で、あるいは最も低い濃度を有する2から10エリアに対応する2、3、4、5、6、7、8
、9、10個の「コールドスポット」において測定してよい。
【００５４】
　濃度をまた、「ホットスポット（hot spot）」で、すなわち濃度が最も高い領域で、あ
るいは最も高い濃度を有する2から10エリアに対応する2、3、4、5、6、7、8、9、10個の
「ホットスポット」において測定してよい。
【００５５】
　腫瘍サンプル全体の平均濃度を測定してもよい。
【００５６】
　典型的には、WO2013186374に記載された方法を、腫瘍サンプルにおける免疫細胞を定量
化するために使用してよい。
【００５７】
　本明細書において「マーカー」は、対象の適応免疫応答の状態の指標である検出可能な
、測定可能な、又は定量可能なパラメーターからなる。マーカーは、（ｉ）前記マーカー
に対しる定量値の増大若しくは減少、及び（ｉｉ）患者において実際に観察された生存期
間の間に良好な統計的相関が発見される場合に、本願発明の方法を実行する目的で「生物
学的マーカー」となる。試験される各マーカーに対する相関値を計算し、そして本発明の
「生物学的マーカー」として前記マーカーの統計的関連を決定するために、当業者に公知
の統計方法のいずれかを使用してよい。例示的には、本明細書実施例に示されるように、
カプランマイヤー（Kaplan-Meier）曲線および/または対数タンク試験（log-rank-test）
および/またはコックス比例ハザードモデルを使用する統計方法を使用してよい。一変量
及び多変量解析（例えば、それぞれ対数タンク試験及びコックス試験）により、0.5未満
、より好ましくは10-3、10-4、10-5、10-6または10-7未満のＰ値が測定されるいずれかの
マーカーは、本発明の癌予後診断法で使用できる「生物学的マーカー」からなる。複数の
実施態様において、マーカーは、免疫システム由来の細胞の存在、数または濃度を含む。
複数の実施態様において、マーカーは、免疫システム由来の細胞により特異的に産生され
るタンパク質の存在または量を含む。複数の実施態様において、マーカーは、宿主の特異
的な免疫応答の惹起に関連する遺伝子のレベルの指標となる生物学的物質の存在または量
を含む。従って複数の実施態様において、マーカーは、免疫システム由来の細胞により特
異的に産生されるタンパク質をコードするゲノムDNAにより転写されるメッセンジャーRNA
（mRNA）の存在または量を含む。複数の実施態様において、マーカーは、Ｂリンパ球、Ｔ
リンパ球、単球／マクロファージ樹状細胞、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、及びＮＫ－ＤＣ細胞
を含む、免疫システム由来の細胞により特異的に発現される表面抗原、あるいはそのよう
な表面抗原をコードするmRNAを含む。１より大きい種類の生物学的マーカーで本願発明の
方法を実施する場合、工程ａ）で定量化される特定の生物学的マーカーの数は、通常１０
０個の特定マーカーより少ないものであり、ほとんどの実施態様において５０個の特定マ
ーカーより少ないも
のである。本願発明の方法を使用して、正確かつ信頼できる予後診断に必要な特定生物学
的マーカーの数は、定量化のための技術のタイプに応じて顕著に変動してよい。例示的に
、本願発明の方法を所望のタンパク質マーカーのin situ免疫解剖学検出により実行する
場合、特に前記マーカーの個別の定量化を、腫瘍中心（ＣＴ）及び侵入縁（ＩＭ）の両方
で実行する場合、高い統計的有意性が、少数の生物学的マーカーの組み合わせで見いださ
れるる。例示的に、実施例に記載されているように、１つのマーカーのみ、または２つの
マーカーの組み合わせにより、高い統計的有意性が得られた。さらに例示的に、本願発明
の方法を所望の遺伝子マーカーの遺伝子発現解析により実施する場合、少数の生物学的マ
ーカーでも高い統計的有意性が見出された。いずれの特定理論に制限される意図なく、生
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物学的マーカー定量化のための遺伝子発現解析を使用することにより、及び10個の特定生
物学的マーカーの組み合わせより好ましくは15個の特定生物学的マーカーの組み合わせ、
最も好ましくは20個の特定生物学的マーカーの組み合わせを使用することにより、本願発
明の方法を実施する場合に、高い統計的連関（10-3より低いP値）に達すると発明者は考
える。複数の実施態様において、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15
、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35
、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49または50個のマーカーのレ
ベルを測定する。本明細書において、所望の種々の生物学的マーカーそれぞれの名称は、
HUGO遺伝子命名委員会（HUGO Gene Nomenclature Committee）由来のデータベースにおけ
るものを含む、国際的に認識された遺伝子配列及びタンパク質配列データベースにおいて
見いだされるような、対応する遺伝子の国際的に認識された名称を指す。本明細書におい
て、所望の種々の生物学的マーカーそれぞれの名称は、国際的に認識された遺伝子配列及
びタンパク質配列データベースGenbankにおいて見いだされるような、対応する遺伝子の
国際的に認識された名称を指してよい。これらの国際的に認識された配列データベースを
通して、本明細書に記載された所望の種々の生物学的マーカーそれぞれに対応する核酸及
びアミノ酸配列を、当業者は検索してよい。
【００５８】
　免疫応答の状態の指標となる生物学的マーカーは、以下の、WO2007045996の表９にリス
トされた1種以上の遺伝子または対応するタンパク質の発現レベルを含んでよい：18s、AC
E、ACTB、AGTR1、AGTR2、APC、APOA1、ARF1、AXIN1、BAX、BCL2、BCL2L1、CXCR5、BMP2、
BRCA1、BTLA、C3、CASP3、CASP9、CCL1、CCL11、CCL13、CCL16、CCL17、CCL18、CCL19、C
CL2、CCL20、CCL21、CCL22、CCL23、CCL24、CCL25、CCL26、CCL27、CCL28、CCL3、CCL5、
CCL7、CCL8、CCNB1、CCND1、CCNE1、CCR1、CCR10、CCR2、CCR3、CCR4、CCR5、CCR6、CCR7
、CCR8、CCR9、CCRL2、CD154、CD19、CD1a、CD2、CD226、CD244、PDCD1LG1、CD28、CD34
、CD36、CD38、CD3E、CD3G、CD3Z、CD4、CD40LG、CD5、CD54、CD6、CD68、CD69、CLIP、C
D80、CD83、SLAMF5、CD86、CD8A、CDH1、CDH7、CDK2、CDK4、CDKN1A、CDKN1B、CDKN2A、C
DKN2B、CEACAM1、COL4A5、CREBBP、CRLF2、CSF1、CSF2、CSF3、CTLA4、CTNNB1、CTSC、CX
3CL1、CX3CR1、CXCL1、CXCL10、CXCL11、CXCL12、CXCL13、CXCL14、CXCL16、CXCL2、CXCL
3、CXCL5、CXCL6、CXCL9、CXCR3、CXCR4、CXCR6、CYP1A2、CYP7A1、DCC、DCN、DEFA6、DI
CER1、DKK1、Dok-1、Dok-2、DOK6、DVL1、E2F4、EBI3、ECE1、ECGF1、EDN1、EGF、EGFR、
EIF4E、CD105、ENPEP、ERBB2、EREG、FCGR3A,、CGR3B、FN1、FOXP3、FYN、FZD1、GAPD、G
LI2、GNLY、GOLPH4、GRB2、GSK3B、GSTP1、GUSB、GZMA、GZMB、GZMH、GZMK、HLA-B、HLA-
C、HLA-、MA、HLA-DMB、HLA-DOA、HLA-DOB、HLA-DPA1、HLA-DQA2、HLA-DRA、HLX1、HMOX1
、HRAS、HSPB3、HUWE1、ICAM1、ICAM-2、ICOS、ID1、ifna1、ifna17、ifna2、ifna5、ifn
a6、ifna8、IFNAR1、IFNAR2、IFNG、IFNGR1、IFNGR2、IGF1、IHH、IKBKB、IL10、IL12A、
IL12B、IL12RB1、IL12RB2、IL13、IL13RA2、IL15、IL15RA、IL17、IL17R、IL17RB、IL18
、IL1A、IL1B、IL1R1、IL2、IL21、IL21R、IL23A、IL23R、IL24、IL27、IL2RA、IL2RB、I
L2RG、IL3、IL31RA、IL4、IL4RA、IL5、IL6、IL7、IL7RA、IL8、CXCR1、CXCR2、IL9、IL9
R、IRF1、ISGF3G、ITGA4、ITGA7、インテグリンアルファE (抗原CD103、ヒト粘膜リンパ
球、抗原1; アルファポリペプチド)、遺伝子hCG33203、ITGB3、JAK2、JAK3、KLRB1、KLRC
4、KLRF1、KLRG1、KRAS、LAG3、LAIR2、LEF1、LGALS9、LILRB3、LRP2、LTA、SLAMF3、MAD
CAM1、MADH3、MADH7,MAF、MAP2K1、MDM2、MICA、MICB、MKI67、MMP12、MMP9、MTA1、MTSS
1、MYC、MYD88、MYH6、NCAM1、NFATC1、NKG7、NLK、NOS2A、P2X7、PDCD1、PECAM、CXCL4
、PGK1、PIAS1、PIAS2、PIAS3、PIAS4、PLAT、PML、PP1A、CXCL7、PPP2CA、PRF1、PROM1
、PSMB5、PTCH、PTGS2、PTP4A3、PTPN6、PTPRC、RAB23、RAC/RHO、RAC2、RAF、RB1、RBL1
、REN、Drosha、SELE、SELL、SELP、SERPINE1、SFRP1、SIRPベータ1、SKI、SLAMF1、SLAM
F6、SLAMF7、SLAMF8、SMAD2、SMAD4、SMO、SMOH、SMURF1、SOCS1、SOCS2、SOCS3、SOCS4
、SOCS5、SOCS6、SOCS7、SOD1、SOD2、SOD3、SOS1、SOX17、CD43、ST14、STAM、STAT1、S
TAT2、STAT3、STAT4、STAT5A、STAT5B、STAT6、STK36、TAP1、TAP2、TBX21、TCF7、TERT
、TFRC、TGFA、TGFB1、TGFBR1、TGFBR2、TIM-3、TLR1、TLR10、TLR2、TLR3、TLR4、TLR5
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、TLR6、TLR7、TLR8、TLR9、TNF、TNFRSF10A、TNFRSF11A、TNFRSF18、TNFRSF1A、TNFRSF1
B、OX-40、TNFRSF5、TNFRSF6、TNFRSF7、TNFRSF8、TNFRSF9、TNFSF10、TNFSF6、TOB1、TP
53、TSLP、VCAM1、VEGF、WIF1、WNT1、WNT4、XCL1、XCR1、ZAP70及びZIC2。
【００５９】
　本明細書において、所望の遺伝子それぞれの名称は、HUGO遺伝子命名委員会由来のデー
タベースにおけるものを含む、国際的に認識された遺伝子配列及びタンパク質配列データ
ベースにおいて見いだされるような、対応する遺伝子の国際的に認識された名称を指す。
本明細書において、所望の遺伝子それぞれの名称は、国際的に認識された遺伝子配列及び
タンパク質配列データベースGenbankにおいて見いだされるような、対応する遺伝子の国
際的に認識された名称を指してもよい。これらの国際的に認識された配列データベースを
通して、本明細書に記載された所望の遺伝子それぞれに対する核酸を、当業者は検索して
よい。
【００６０】
　好ましい実施態様において、免疫応答の状態の指標である生物学的マーカーは、（参照
して取り込まれる）WO2014023706に記載されたものである。
【００６１】
　この実施態様の下で、ヒト適応免疫応答を示す単独遺伝子と、ヒト免疫抑制応答を示す
単独遺伝子（遺伝子のペア）の発現レベルEL1を、本願発明の方法で評定する。好ましく
は、それぞれの1から3個の遺伝子、より好ましくはそれぞれの1または2個の遺伝子を使用
する。それぞれの種の限定的な遺伝子数は、良好で信頼できる結果をもたらし、かつ実行
しやすい。特に、両遺伝子のそれぞれに対して単一参照値が十分である。遺伝子数が多く
なると、参照値はより洗練される。参照値の測定例が以下に記載される。
【００６２】
　1または2ペアより多い遺伝子の使用は、実行がより困難であり、より費用がかかり、か
つ時間がかかるが、他の利点をもたらす。例えば、1個の遺伝子の発現レベルの評定が誤
っていた場合、同種（ヒト適応免疫応答又は免疫抑制応答）の他の遺伝子の控えにより、
全ての結果を埋め合わせられる。
【００６３】
　本明細書において、「適応免疫応答を示す遺伝子」の表現は、腫瘍における適応免疫応
答の作用因子である、または腫瘍における適応免疫応答の安定化に貢献する細胞により発
現される遺伝子のいずれかを指す。適応免疫応答は、「獲得免疫応答」とも呼ばれ、Ｔ細
胞サブタイプの抗原依存性刺激、Ｂ細胞活性化、及び抗体産生を含む。例えば、適応免疫
応答の細胞は、それに限定されないが、細胞傷害性Ｔ細胞、記憶Ｔ細胞、Ｔｈ１及びＴｈ
２細胞、獲得マクロファージ及び獲得樹状細胞、ＮＫ細胞ならびにＮＫＴ細胞を含む。従
って、適応免疫応答を示す遺伝子は、典型的には、Ｔｈ１適応免疫、細胞傷害性応答、ま
たは記憶応答のための共制御される遺伝子のクラスターから選択してよく、Ｔｈ１細胞表
現マーカー、インターロイキン（もしくはインターロイキンレセプター）またはケモカイ
ン（もしくはケモカインレセプター）をコードしてよい。
【００６４】
　特定の実施態様において、適応免疫応答を示す遺伝子は、以下の群から選択される：
－CXCL13、CXCL9、CCL5、CCR2、CXCL10、CXCL11、CXCR3、CCL2及びCX3CL1からなる群から
選択されるケモカイン及びケモカインレセプターのファミリー、
－IL15からなるサイトカインのファミリー、
－IFNG、IRF1、STAT1、STAT4及びTBX21からなるTH1ファミリー、
－ITGAE、CD3D、CD3E、CD3G、CD8A、CD247、CD69及びICOSからなるリンパ球膜レセプター
のファミリー、
－GNLY、GZMH、GZMA、GZMB、GZMK、GZMM及びPRF1からなる細胞傷害性分子のファミリー、
ならびにキナーゼLTK。
【００６５】
　そのような好ましい遺伝子及び対応するタンパク質は、それらが以下の表５に示すよう
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に治療に対する患者の応答について最良の結果をもたらすため、以下の表１に報告される
。
【表１】

【００６６】
　本明細書において、「免疫抑制応答を示す遺伝子」の表現は、腫瘍における免疫抑制応
答の作用因子である、または腫瘍における免疫抑制応答の安定化に貢献する細胞により発
現される遺伝子のいずれかを指す。例えば、免疫抑制応答は以下を含む：
－Ｔ細胞サブタイプの抗原依存刺激の共阻害：遺伝子CD276、CTLA4、PDCD1、CD274、TIM-
3またはVTCN1 (B7H4)、
－マクロファージ及び樹状細胞の不活性化、ならびにＮＫ細胞の不活性化：遺伝子TSLP、
CD1AまたはVEGFA、
－癌幹細胞マーカーの発現、分化、および／または腫瘍形成：PROM1、IHH、
－腫瘍環境で産生される免疫抑制タンパク質の発現：遺伝子PF4、REN、VEGFA。
【００６７】
　えば、免疫抑制応答の細胞は、未成熟樹状細胞(CD1A)、制御性Ｔ細胞(Treg 細胞)及びI
L17A遺伝子を発現するＴｈ１７細胞を含む。
【００６８】
　従って、適応免疫応答を示す遺伝子は、典型的には共制御される適応免疫遺伝子の群か
ら選択されてよく、一方免疫抑制遺伝子は、免疫細胞（例えば樹状細胞）の不活性化の表
示であってよく、免疫抑制応答の誘導に貢献してよい。
【００６９】
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　特定の実施態様において、免疫抑制応答の表示となる遺伝子または対応するタンパク質
は、以下の表２に報告される遺伝子からなる群から選択される。
【表２】

【００７０】
　前記遺伝子は、好ましくは治療に対する患者の応答について最良の結果をもたらす。
【００７１】
　本発明に関する好ましい条件下で、適応免疫応答を示す遺伝子は、GNLY、CXCL13、CX3C
L1、CXCL9、ITGAE、CCL5、GZMH、IFNG、CCR2、CD3D、CD3E、CD3G、CD8A、CXCL10、CXCL11
、GZMA、GZMB、GZMK、GZMM、IL15、IRF1、LTK、PRF1、STAT1、CD69、CD247、ICOS、CXCR3
、STAT4、CCL2およびTBX21からなる群から選択され、免疫抑制応答の表示遺伝子は、PF4
、REN、VEGFA、TSLP、IL17A、PROM1、IHH、CD1A、CTLA4、PDCD1、CD276、CD274、TIM-3お
よびVTCN1 (B7H4)からなる群から選択される。
【００７２】
　1個の適応遺伝子と1個の免疫抑制遺伝子を組み合わせた場合に、より頻繁に複数の遺伝
子が発見されることから、最も好ましい遺伝子は、以下である：
－適応免疫応答を表示する遺伝子：CD3G、CD8A、CCR2及びGZMA
－免疫抑制応答を表示する遺伝子：REN、IL17A、CTLA4及びPDCD1。
【００７３】
　本発明に関するさらに好ましい条件下で、適応免疫応答を表示する遺伝子と免疫抑制応
答を表示する遺伝子は、上記表１及び２の遺伝子からなる群からそれぞれ選択される。
【００７４】
　好ましい2つの遺伝子ペアの組み合わせ（総計4個の遺伝子）は以下である：
－CCR2、CD3G、IL17A及びREN、ならびに
－CD8A、CCR2、REN及びPDCD1。
【００７５】
　本発明の方法に使用するために選択される遺伝子の正確な選択は、患者に対して熟慮さ
れた治療のタイプに依存してよい。例えば、ヤーボイ（登録商標）として市販され、MDX-
010またはMDX-101としても知られるイピリムマブ（Ipilimumab）のような、免疫システム
を活性化させることにより働くモノクローナル抗体のような薬剤を使用する治療が患者に
対して考慮される場合、免疫抑制応答のためにCX3CL1 IL15, CD247, CD3G, CD8A, PRF1, 
CCL5 and TBX21からなる群から選択される遺伝子、好ましくはCX3CL1 and IL15と適応抑
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制応答のための遺伝子CTLA4が好ましいであろう。
【００７６】
　アバスチン（登録商標）として市販されるベバシズマブ（bevacizumab）のような血管
内皮成長因子A（VEGF-A）を阻害する抗体のような治療が患者に対して考慮される場合、
適応免疫応答に対してIL-15及びGZMAからなる群から選択される遺伝子、ならびに免疫抑
制応答に対して遺伝子VEGFAが好ましいであろう。
【００７７】
　BMS-936558のようなPD-1を標的とする抗体のような治療が患者に対して考慮される場合
、例えば遺伝子GZMA - PDCD1（CD279とも称される）のペアに同様の考慮が適用される。
【００７８】
　好ましい実施態様において、免疫応答の状態の指標である生物学的マーカーは、（参照
して取り込まれる）WO2014009535に記載されたものである。
【００７９】
　免疫応答の状態の指標である生物学的マーカーは、CCR2、CD3D、CD3E、CD3G、CD8A、CX
CL10、CXCL11、GZMA、GZMB、GZMK、GZMM、IL15、IRF1、PRF1、STAT1、CD69、ICOS、CXCR3
、STAT4、CCL2及びTBX21からなる群から選択される1個以上の遺伝子の発現レベルを含ん
でよい。
【００８０】
　好ましい実施態様において、免疫応答の状態の指標である生物学的マーカーは、（参照
して取り込まれる）WO2012095448に記載されたものである。
【００８１】
　免疫応答の状態の指標である生物学的マーカーは、GZMH、IFNG、CXCL13、GNLY、LAG3、
ITGAE、CCL5、CXCL9、PF4、IL17A、TSLP、REN、IHH、PROM1及びVEGFAからなる群から選択
される1個以上の遺伝子の発現レベルを含んでよい。
【００８２】
　好ましい実施態様において、免疫応答の状態の指標である生物学的マーカーは、（参照
して取り込まれる）WO2012072750に記載されたものである。免疫応答の状態の指標である
生物学的マーカーは、miR.609、miR.518c、miR.520f、miR.220a、miR.362、miR.29a、miR
.660、miR.603、miR.558、miR519b、miR.494、miR.130aまたはmiR.639を含むmiRNAクラス
ターの発現レベルを含んでよい。
【００８３】
生物学的マーカーを定量化する一般的な方法
　本明細書で包含される細胞タイプ、タンパク質タイプ又は核酸タイプの生物学的マーカ
ーを定量化するための、当業者に既知の方法のいずれかを、本月明の癌予後診断方法を実
施するために使用してよい。従って、サンプル中のタンパク質又は核酸を検出及び定量化
するための、当業者に既知の標準及び非標準（新たに出現した）技術のいずれかを、容易
に適用することができる。
【００８４】
　本発明の生物学的マーカーの発現を、転写された核酸またはタンパク質の発現を検出す
るための広範囲にわたる公知方法のいずれかにより評定してよい。そのような方法の非限
定的例は、分泌、細胞表面、細胞質もしくは核タンパク質の現出のための免疫学的方法、
タンパク質精製方法、タンパク質機能もしくは活性アッセイ、核酸ハイブリダイゼーショ
ン法、核酸逆転写法、及び核酸増幅法を含む。
【００８５】
　好ましい実施態様において、その通常の翻訳語修飾のすべてもしくは一部を実行したマ
ーカータンパク質を含む、マーカータンパク質もしくはそのフラグメントに特異的に結合
する、抗体（例えば、放射線標識化、クロモフォア標識化、蛍光標識化、ポリマー鎖抗体
、または酵素標識抗体）、抗体誘導体（例えば、基質に、またはタンパク質－リガンドペ
ア（例えば、ビオチン－ストレプトアビジン）のタンパク質もしくはリガンドとコンジュ
ゲートした抗体）、あるいは抗体フラグメント（例えば、単一鎖抗体、単離抗体超可変ド
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メイン等）を使用して、マーカーの発現を評定する。
【００８６】
　特定の実施態様において、生物学的マーカー、または生物学的マーカーのセットを、公
知の免疫組織学的方法のいずれかで定量してよい。
【００８７】
　典型的には、さらなる解析のために、腫瘍の薄い切片の一つを、最初に所望の生物学的
マーカーの一つに対する標識抗体とインキュベートする。洗浄後、標識抗体、例えば、放
射線、蛍光もしくは酵素標識により担われる標識の種類に応じて、適切な技術により所望
の前記生物学的マーカーに結合した標識抗体を明らかにする。複数の標識化を同時に実行
することができる。
【００８８】
　免疫組織学は、典型的には以下の工程を含む：ｉ）腫瘍組織サンプルをホルマリンで固
定する工程、ｉｉ）前記腫瘍組織サンプルを、パラフィン中に包理する工程、ｉｉｉ）前
記腫瘍組織サンプルを、切断して染色用切片にする工程、ｉｖ）前記切片を、所望の免疫
チェックポイントタンパク質に特異的な結合パートナーとインキュベートする工程、ｖ）
前記切片をリンスする工程、ｖｉ）前記切片を、典型的にはビオチン化された二次抗体と
インキュベートする工程、ならびにｖｉｉ）典型的にはアビジン－ビオチン－ペルオキシ
ダーゼ複合体との抗原－抗体複合体を明らかにする工程。従って、腫瘍組織サンプルを、
所望の免疫チェックポイントタンパク質に対する結合タンパク質と最初にインキュベート
する。洗浄後、所望の免疫チェックポイントタンパク質に結合した標識抗体を、標識化抗
体、例えば放射線、蛍光または酵素ラベルにより担われる標識の種類に応じて、適切な技
術により明らかにする。複数の標識化を同時に実行することができる。あるいは、本願発
明の方法は、（染色シグナルを強化する）増幅システムと酵素分子に連結した二次抗体を
使用してよい。そのような連結二次抗体は、例えばDako、EnVisionシステムから市販され
ている。例えばヘマトキシリン及びエオシン、DAPI、Hoechstでカウンター染色をしても
よい。他の染色法を、自動化、半自動化または手動システムを含む、当業者に明らかな適
切な方法またはシステムのいずれかを使用して実行してよい。
【００８９】
　例えば、1種以上の標識を、抗体に結合し、それにより標的タンパク質（すなわち生物
学的マーカー）の検出を可能とすることができる。例示的な標識は、放射性アイソトープ
、フルオロフォア、リガンド、化学蛍光剤、酵素、およびそれらの組み合わせを含む。一
次および／または二次親和性リガンドにコンジュゲートすることができる標識の非限定的
な例は、蛍光染料または金属（例えば、フルオロセイン、ローダミン、フィコエリスリン
、フルオロスカミン）、クロモフォア染料（例えばロドプシン）、化学蛍光化合物（例え
ばルミナール、イミダゾール）、及び生物蛍光タンパク質（例えば、ルシフェリン、ルシ
フェラーゼ）、ヘプタン（例えばビオチン）を含む。他の種々の有用な蛍光色素及びクロ
モフォアは、Stryer L (1968) Science 162:526-533、及びBrand LとGohlke J R (1972) 
Annu. Rev. Biochem. 41:843-868に記載されている。親和性リガンドはまた、酵素（例え
ば、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ベータラクタマー
ゼ）、ラジオアイソトープ（例えば、3H、14C、32P、35Sまたは125I）及び粒子（例えば
金）とすることができる。異なるタイプの標識を、種々の化学反応、例えば、アミン反応
またはチオール反応を使用してアフィニティリガンドにコンジュゲートすることができる
。しかし、アミン及びチオール以外の他の反応基、例えば、アルデヒド、カルボン酸及び
グルタミンを使用することができる。種々の酵素染色法が、所望のタンパク質を検出する
ために当業者に知られている。例えば、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼのよ
うな異なる酵素、またはDAB、AECもしくはFast Redのような異なる色素原を使用して酵素
反応を可視化することができる。複数の実施態様において、標識は量子ドットである。例
えば、量子ドット（Ｑドット）は、免疫組織科学、フローサイトメトリー及びプレートベ
ースのアッセイを含む、成長しつつある適用のリストにおいて有用になりつつあり、それ
ゆえ本発明との連携に有用であろう。Ｑドットナノクリスタルは、感度及び定量性につい
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て極度に明るいシグナル；イメージング及び解析について高い光学安定性を含むユニーク
な光学特性を有する。単一の励起光源が必要で
あり、コンジュゲートの範囲の増大は、広範囲の細胞ベースの応用においてそれらを有用
にする。Ｑドットバイオコンジュゲートは、最も明るい慣用的な市販の染色と匹敵する量
子収量により特徴づけられる。さらに、これらの量子ドットベースのフルオロフォアは、
慣用的な染色よりも１０から１０００倍高く光を吸収する。Ｑドット量子ドットに潜在す
る発光は、狭く対称的であり、それは他の色とのオーバーラップを最小化し、同時に多く
の色を使用することができるという事実にもかかわらず、隣接する検出チャンネルを介し
たにじみを最小化し、クロストークを弱化することを意味する。他の例において、標識化
結合パートナーもしくは抗体を介して検出することができるペプチドもしくはタンパク質
に抗体をコンジュゲートすることができる。間接ＩＨＣアッセイにおいて、それが標識さ
れていないため、一次結合パートナーの結合を検出するために、二次抗体もしくは二次結
合パートナーが必要である。
【００９０】
　複数の実施態様において、得られる染色標本を、検出可能シグナルを検出し、染色のデ
ジタルイメージのようなイメージを得るためのシステムを使用してそれぞれイメージ化す
る。イメージ獲得のための方法は当業者に公知である。例えば、一度サンプルを染色すれ
ば、例えば、正立もしくは倒立光学顕微鏡、走査コンフォーカル顕微鏡、カメラ、走査も
しくはトンネル電子顕微鏡、カニングプローブ顕微鏡、及び赤外線イメージ検出器のよう
な、染色もしくはバイオマーカー標識を検出するために、いずれかの光学もしくは非光学
イメージデバイスを使用することができる。複数の例において、イメージをデジタルで捕
捉することができる。その後得られたイメージを、サンプル中の免疫チェックポイントタ
ンパク質の量、所望のマーカー陽性の細胞の絶対数、または所望のマーカー陽性の細胞表
面を、定量的もしくは半定量的に測定するために使用することができる。ＩＨＣと使用す
るために適する種々の自動サンプルプロセシング、スキャニング及び解析システムを、当
業者は利用することができる。そのようなシステムは、自動染色及び顕微鏡スキャニング
、コンピューター化イメージ解析、（サンプルの方向及びサイズにおけるばらつきをコン
トロールする）シリアル切片比較、デジタル記録生成器、ならびに（組織切片を設置する
スライドのような）サンプルのアーカイブ及びトラッキングを含むことができる。細胞イ
メージシステムは、慣用的な光学顕微鏡を、イメージプロセシングシステムを組み合わせ
て、免疫染色サンプルを含む、細胞及び組織において定量解析を実行するものが市販され
ている。例えば、CAS-200システム (Becton, Dickinson & Co.)を参照。特に、検出を、
手動で、あるいはコンピュータープロセッサー及びソフトウェアを含むイメージプロセシ
ング技術により行うことができる。そのようなソフトウェアを使用して、例えば、当業者
に既知の手順を使用して（例えば米国特許第US20100136549号として出版されているもの
を参照）、例えば染色品質もしくは染色強度を含む要素に基づいて、イメージを変形し、
較正し、標準化し、および/または評価することができる。イメージを、定量的もしくは
半定量的に解析し、サンプルの染色強度に基づいてスコア化することができる。定量的も
しくは半定量的組織化学は、特定されたバイオマーカー（すなわち免疫チェックポイント
タンパク質）の存在を同定かつ定量化するために組織化学を実行したサンプルのスキャン
及びスコア化法を指す。定量的もしくは半定量的方法は、染色濃度もしくは染色量を検出
するイメージングソフトウェアを使用することができ、あるいは訓練されたオペレーター
が結果を数値でランク付けする、人の目による染色検出法を使用することができる。例え
ば、ピクセルカウントアルゴリズム及び組織認識パターン（例えば、Aperioスペクトルソ
フトウェア、自動QUantitatative解析プラットフォーム（AQUA（登録商標）プラットフォ
ーム）、またはIlastic 及びCalopixソフトウェアとのTribvn）を使用して、及び染色度
を測定もしくは定量化もしくは半定量化する他の標準方法を使用して、イメージを定量的
に解析することができる；例えば、米国特許第8,023,714号、米国特許第7,257,268号、米
国特許第7,219,016号、米国特許第7,646,905号、米国特許公開公報第US20100136549号及
び第20110111435号；Camp et al. (2002) Nature Medicine, 8:1323-1327；Bacus et al.
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 (1997) Analyt Quant Cytol Histol, 19:316-328参照。総染色範囲の総計に対する（茶
色染色のような）強力な陽性生殖の比率を、算出し、スコア化することができる。検出し
たバイオマーカー（すなわち免疫チェックポイントタンパク質）の量を定量化し、陽性ピ
クセルおよび/またはスコアのパーセンテージとして示すことができる。例えば、陽性ピ
クセルのパーセンテージとして、量を定量化することができる。複数の例において、染色
された領域のパーセンテージ、例えば陽性ピクセルのパーセンテージとして、量を定量化
する。例えば、サンプルは、総染色範囲に比較して、少なくとも、もしくはおよそ少なく
とも、もしくは約0、1%、2%、3%、4%、5%、6%、7%、8%、9%、10%、11%、12%、13%、14%、
15%、16%、17%、18%、19%、20%、21%、22%、23%、24%、25%、26%、27%、28%、29%、30%、
31%、32%、33%、34%、35%、40%、45%、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、85%、90%、
95%あるいはそれより多い陽性ピクセルを有することができる。例えば、所望のマーカー
に陽性な細胞の絶対数として量を定量化することができる。複数の実施態様において、サ
ンプルの組織染色の強度もしくは量の数的表示であるサンプルに対して示され、サンプル
中に存在する標的バイオマーカー（例えば、免疫チェックポイントタンパク質）の量を示
す。光学濃度またはパーセンテージ範囲値を、例えば整数計測における計測スコアとして
示すことができる。
【００９１】
　従って、複数の実施態様において、本発明の方法は、以下からなるステップを含む：ｉ
）生物学的マーカーと選択的に相互作用することができる結合パートナーを使用すること
により、自動スライド染色システムにより得られる組織切片の1つ以上の免疫染色切片を
提供するステップ、ｉｉ）高解像度スキャンキャプチャーによるステップｉ）のスライド
のデジタル化を実行するステップ、ｉｉｉ）デジタル画像上で組織切片のスライスを検出
するステップ、ｉｖ）同一表面を有する、均一に分散したユニットを有するサイズ参照グ
リッドを提供するステップであって、前記グリッドが解析する組織切片のサイズに調製さ
れるステップ、ならびにｖ）各ユニットにおける染色細胞の強度または絶対数を検出、定
量化及び測定するステップ。
【００９２】
　複合組織分析技術は、腫瘍組織サンプルにおける複数の免疫チェックポイントタンパク
質を定量するために特に有用である。そのような技術は、単一の腫瘍組織サンプルから測
定する少なくとも5個、または少なくとも10個、またはそれ以上のバイオマーカーを可能
とするであろう。さらに、バイオマーカーの局在を保存し、癌細胞と非癌細胞におけるバ
イオマーカーの存在を区別することができることも技術に有益である。そのような方法は
、例えば、米国特許番号第6,602,661号、第6,969,615号、第7,214,477号、第7,838,222号
；米国特許公開番号第2011/0306514号（参照して本明細書に導入される）；ならびにChun
g & Hewitt, Meth Mol Biol, Prot Blotting Detect, Kurlen & Scofield, eds. 536: 13
9-148, 2009に教唆される多層免疫組織学(L-IHC)、多層発現スキャニング(LES)または複
合組織免疫ブロッティング(MTI)を含み、各文献は、多層及びブロット化膜、紙、フィル
ター等の組織切片の、8枚まで、9枚まで、10枚まで、11枚まで、またはそれより多いイメ
ージを使用できることを教唆している。L-IHC/MTIプロセスを実行するために有用な被覆
膜は、20/20 GeneSystems, Inc. (Rockville, MD)により市販されている。
【００９３】
　複数の実施態様において、L-IHC法を、新鮮もしくは保存した、種々の組織サンプルの
いずれかにおいて実行することができる。組織サンプルは、慣用的に10%の通常バッファ
ー化ホルマリン中に固定され、病理学部門で処理されたコアニードル生検を含む。標準的
な厚さ5μｍの組織切片を、組織ブロックから、L-IHCに使用される荷電スライドに切り出
した。そして、L-IHCにより、組織切片から複数のバイオアフィニティ被覆膜に転移させ
た分子のコピーを得て、組織「イメージ」のコピーを本質的に生成する際の複数のマーカ
ーを試験することが可能となる。パラフィン切片の場合、既知の方法で、例えば切片を、
キシレンもしくはNEO-CLEAR（登録商標）のようなキシレン置換物に切片を暴露して、組
織切片を脱パラフィン化する。パパイン、トリプシン、プロテイナーゼＫ等のようなプロ
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テイナーゼで切片を処理することができる。その後、例えば、タンパク質のような組織分
子を積層体を介して導入する直径0.4μｍの孔を有する複数の厚さ10μｍで被覆したポリ
マー主鎖のシートを含む膜基質の積層体を供して、その後組織切片上に設置する。液体と
組織分子の移動は、膜表面に本質的に垂直となるよう設計される。切片、膜、スペーサー
紙、吸収紙、重しその他のサンドウィッチを、組織から膜積層体に分子が移動するのを容
易にするよう熱に暴露することができる。組織のタンパク質の一部を、（20/20 GeneSyst
ems, Inc., Rockville, MDより市販の）積層体のバイオアフィニティ被覆膜のそれぞれで
捕捉する。そして各膜は、組織のコピーを含み、単一組織切片で実行されるマーカープロ
フィールのオープンエンドな発展を可能とする、標準免疫ブロット技術を使用する、異な
るバイオマーカーに対するプローブとすることができる。例えば、組織サンプルにおける
異なる量の分子について生じうるように、組織からの積層体におけるより末端の膜におい
てタンパク質の量がより低くなりうるため、組織サンプルから放出される分子の異なる移
動度、膜への分子の異なる結合親和性、トランスファーの長さ等、値の正規化、対照の実
行、組織分子のトランスファーレベルの評価等を、膜の中や間に生じる変化に対する較正
手順において含み、膜の中や間の情報の直接比較を可能とすることができる。従って、例
えば、タンパク
質のようなビオチン化市販分子のようなタンパク質を定量化するための、標準的な試薬及
び方法を使用して、公知のBlot fastStain、Ponceau Red、ブリリアントブルー染色等の
ような、標識アビジンもしくはストレプトアビジン；タンパク質染色に膜を暴露すること
により結合ビオチンを明らかにする、いずれかの手段を使用し、膜当たりの総タンパク質
を測定することができる。
【００９４】
　複数の態様において、本願発明の方法は、バイオマーカーを測定するために複合組織イ
ンプリンティング(MTI)技術を利用し、該方法は、複数のバイオマーカー、複数の場合に
少なくとも6個のバイオマーカーを可能とすることにより、貴重な生検組織を保存する。
【００９５】
　複数の実施態様において、本発明の一部に使用されてもよい別途の複合組織解析システ
ムが存在する。そのような技術の一つは、質量分析ベースの選択反応モニタリング(SRM)
アッセイシステム（OncoPlexDx (Rockville, MD)より"Liquid Tissue"として市販）であ
る。この技術は、米国特許第7,473,532号に記載されている。
【００９６】
　複数の実施態様において、本願発明の方法は、GE Global Research (Niskayuna, NY)に
より開発された複合IHC技術を利用した。この技術は、米国特許公報第2008/0118916号及
び第2008/0118934号に記載されている。そこでは、複合標的を含有する生物学的サンプル
において、サンプルに蛍光プローブを結合させた後シグナル検出し、その後プローブを不
活性化した後に別の標的にプローブを結合させ、検出及び不活性化を行い、全ての標的が
検出されるまでこのプロセスを継続するステップを含む連続解析を実行する。
【００９７】
　複数の実施態様において、マルチスペクトルイメージシステムでシグナルを測定するこ
とができる蛍光（例えば、フルオロフォアまたは量子ドット）を使用する場合に、複合組
織イメージングを実行することができる。マルチスペクトルイメージングは、イメージの
各ピクセルにおける分光学的情報を集積し、得られたデータを分光イメージプロセシング
ソフトウェアで解析する技術である。例えば、該システムは、電子的に継続的選択可能で
あり、その後そのデータを扱うよう設計された解析プログラムを利用する、異なる波長の
一連のイメージを採取することができる。従って該システムは、染料のスペクトルが高度
にオーバーラップしている、あるいはそれらが共局在している、あるいはサンプル中の同
一点に発生していたとしても、スペクトル曲線が異なっていれば、複数の染料からの定量
的情報を同時に得ることが可能である。多くの生物学的材料が、自家蛍光し、またはより
高いエネルギー光に励起された場合により低いエネルギー光を発する。このシグナルは、
イメージ及びデータのコントラストを低くしうる。複合スペクトルイメージング能を有さ
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ない高感度カメラは、蛍光シグナルとともに自家蛍光シグナルを増大させるのみである。
マルチスペクトルイメージングは、組織から自家蛍光を混合させずに分離し、それにより
達成可能なシグナル－ノイズ比を改善する。簡単には、定量化を、以下のステップにより
実行することができる：ｉ）患者から得られた腫瘍組織マイクロアレイ(TMA)をえるステ
ップ、ｉｉ）その後、所望の免疫チェックポイントタンパク質に特異性を有する抗抗体で
TMAサンプルを染色するステップ、ｉｉｉ）さらに、腫瘍及び基質の自動セグメント化を
補助するために、上皮細胞マーカーでTMAスライドを染色するステップ、ｉｖ）その後、
マルチスペクトルイメージングシステムを使用してTMAスライドをスキャンするステップ
、ｖ）強力なパターン認識アルゴリズムを介して、特定の組織の検出、定量化、およびセ
グメント化を可能とする自動イメージ解析ソフトウェア（例えばPerkin Elmer Technolog
y）を使用してスキャンしたイメージを処理するステップ。典型的には、自動学習アルゴ
リズムをトレーニングして、基質から腫瘍をセグメント化し、標識された細胞を同定する
。
【００９８】
　患者から得られた腫瘍サンプルにおける遺伝子発現レベルを測定を、当業者に既知の技
術群により実行することができる。
【００９９】
　典型的には、遺伝子の発現レベルを、該遺伝子により生成されるmRNAの量を測定するこ
とにより評定する。
【０１００】
　mRNAの量を測定する技術は当業者に公知である。例えば、サンプル（例えば、患者から
調製された細胞または組織）に含まれる核酸を、最初に、例えば溶解酵素または化学溶液
を使用する標準方法により抽出する、あるいはメーカーの説明書に従って核酸結合樹脂に
より抽出する。その後抽出したmRNAを、ハイブリダイゼーション（例えば、ノーザンブロ
ット解析）および／または増幅（例えばRT-PCR）により検出する。好ましくは、定量又は
半定量RT-PCRが好ましい。好ましくは、定量又は半定量RT-PCRが好ましい。
【０１０１】
　他の増幅法は、リガーゼ鎖反応(LCR)、転写仲介増幅(TMA)、鎖置換増幅(SDA)及び核酸
配列ベース増幅(NASBA)、RNAの次世代定量シークエンシング(NGS)を含む。
【０１０２】
　少なくとも10ヌクレオチドを含み、本明細書における所望のmRNAに相補的又は相同であ
る配列を提示する核酸は、ハイブリダイゼーションプローブまたは増幅プライマーとして
有用である。そのような核酸は、完全に同一である必要はないが、典型的には相当するサ
イズの相同領域に少なくとも約80%同一、より好ましくは85%同一、さらにより好ましくは
90から95%同一である。ある実施態様において、ハイブリダイゼーションを検出するため
に、検出可能な標識のような適当な手段と組み合わせて核酸を使用することが有益であろ
う。広範囲の適切な指示薬が当業者に既知であり、蛍光、放射性、酵素または他のリガン
ド（例えばアビジン／ビオチン）を含む。
【０１０３】
　典型的にはプローブは、長さ10から1000ヌクレオチド、例えば10から800、より好まし
くは15から700、典型的には20から500ヌクレオチドの一本鎖核酸を含む。典型的にはプラ
イマーは、増幅する所望の核酸に完全に、またはほぼ完全に一致するよう設計された、長
さ10から25ヌクレオチドの、より短い一本鎖核酸である。プローブ及びプライマーは、そ
れらがハイブリダイズする核酸に「特異的である」、すなわちそれらは好ましくは、高度
にストリンジェントな条件（溶解温度Tmの最高値、例えば50%ホルムアミド、5xまたは6xS
CC（SCCは0.15MNaCl, 0.015MNaクエン酸））下でハイブリダイズする。
【０１０４】
　上記増幅及び検出方法でプライマーまたはプローブとして使用してよい核酸を、キット
として組み合わせてよい。そのようなキットは、コンセンサスプライマー及び分子プロー
ブを含む。好ましいキットはまた、増幅が発生したかを計測するために必要な成分も含む
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。キットはまた、例えば、PCRバッファー及び酵素；陽性対照配列、反応対照プライマー
；ならびに特定の配列を増幅及び検出するための説明書も含んでよい。
【０１０５】
　特定の実施態様において、本発明の生物学的マーカーの発現を、（そのDNA、RNAまたは
それに対するタンパク質において）生物マーカーを、デジタルオリゴヌクレオチドバーコ
ードでタグ化し、バーコードの数を測定またはカウントすることにより評定してよい。
【０１０６】
　特定の実施態様において、本発明の方法は、卵丘細胞から抽出した総RNAを提供し、よ
り好ましくは定量的または半定量的RT-PCRにより、増幅および特異的なプローブへのハイ
ブリダイゼーションに該RNAをかけるステップを含む。
【０１０７】
　開示された方法で使用されるプローブは、in situハイブリダイゼーション(ISH)手順（
例えば、蛍光in situハイブリダイゼーション(FISH)、発色in situハイブリダイゼーショ
ン(CISH)及び銀染色in situハイブリダイゼーション(SISH)）あるいは比較ゲノムハイブ
リダイゼーション(CGH)のような核酸検出に使用することができる。
【０１０８】
　in situハイブリダイゼーションは、標的核酸配列（例えばゲノム標的核酸配列）に特
異的にハイブリダイズできる、または該配列に特異的である標識プローブに、（スライド
上にマウントされた細胞または組織サンプルのような）中期または間期染色体調製物の内
容物において、標的核酸配列（例えばゲノム標的核酸配列）を含むサンプルを接触させる
ことを含む。スライドに、場合により、例えばパラフィンまたは一様なハイブリダイゼー
ションを阻害しうる他の物質を除去する前処理を行ってよい。サンプル及びプローブは両
方とも、例えば加熱して二本鎖核酸を変性させることにより、処理される。（典型的には
平衡に達するまで）ハイブリダイゼーションを起こす条件下及び十分な時間、（適切なハ
イブリダイゼーションバッファー中で配合された）プローブ及びサンプルを組み合わせる
。染色体調製物を洗浄して過剰なプローブを除去し、染色体標的の特異的な標的の検出を
、標準技術を使用して実施する。
【０１０９】
　例えば、蛍光標識アビジンまたはアビジン－アルカリホスファターゼを使用して、ビオ
チン化プローブを検出することができる。蛍光色素検出のために、蛍光色素を直接検出す
ることができ、あるいは、例えばフルオロセインイソチオシアネート(FITC)－コンジュゲ
ート化アビジンと、サンプルをインキュベートすることができる。FITCシグナルの増幅は
、必要であれば、ビオチンコンジュゲート化ヤギ抗アビジン抗体とインキュベートし、洗
浄し、FITCコンジュゲートアビジンと２度目のインキュベーションを行うことにより有効
化することができる。酵素活性による検出のために、サンプルを、例えばストレプトアビ
ジンとインキュベートし、洗浄し、ビオチンコンジュゲート化ホスファターゼとインキュ
ベートし、再び洗浄し、（例えばアルカリホスファターゼ(AP)バッファー中で）前平衡化
することができる。in situハイブリダイゼーションの一般的な記載として、米国特許第4
,888,278号が参照される。
【０１１０】
　FISH、CISH及びSISHのための無数の手順が当業者に知られている。例えば、FISHを実行
する手順は、米国特許第5,447,841号、第5,472,842号及び第5,427,932号；ならびに例え
ばPinkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83:2934-2938, 1986；Pinkel et al., Proc.
 Natl. Acad. Sci. 85:9138-9142, 1988；及びLichter et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
 85:9664-9668, 1988に記載されている。CISHは、例えばTanner et al., Am. J. Pathol.
 157:1467-1472, 2000及び米国特許第6,942,970号に記載されている。さらなる検出法は
、米国特許第6,280,929号に記載されている。
【０１１１】
　無数の試薬及び検出スキームをFISH、CISH及びSISHと組み合わせて、感度、解像度又は
他の所望の特性を改善することができる。上記で議論したように、（蛍光染料及びQUANTU
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M DOTS（登録商標）を含む）フルオロフォアで標識したプローブを、FISHを実行する際に
、場合により直接検出することができる。あるいは、（以下の非限定的例のような：ビオ
チン、ジゴキシゲニン、DNP及び種々のオキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロ
アリール、ベンゾフラザン、トリテルペン、ウレア、チオウレア、ロテノン、クマリン、
クマリンベース化合物、ポドフィロトキシン、ポドフィロトキシンベース化合物、および
それらの組み合わせ）ハプテン、リガンドまたは他の間接的に検出可能な部分でプローブ
を標識することができる。その後、サンプル（例えばプローブが結合する細胞又は組織サ
ンプル）を、選択されたハプテン又はリガンドに特異的な抗体（またはレセプター、又は
他の特異的結合パートナー）のような標識された検出薬剤と接触させることにより、その
ような非蛍光分子（及びそれらが結合する標的核酸配列）で標識したプローブを検出する
ことができる。検出薬剤を、フルオロフォア（例えばQUANTUM DOT（登録商標）で、また
は他の間接的に検出可能な部分で標識することができ、あるいはフルオロフォアで標識す
ることができる１つ以上の付加的な特異的結合剤（例えば、二次抗体もしくは特異的抗体
）と接触させることができる。
【０１１２】
　他の例において、プローブ、または（抗体、例えば一時抗体、レセプターもしくは他の
結合剤のような）特異的結合剤を、蛍光性もしくは染色性組成物を検出可能な蛍光、染色
若しくは（例えば、SISHにおいて検出可能な金属粒子の蓄積におけるような）他の検出可
能なシグナルに変換することができる酵素で標識する。上述のように、直接またはリンカ
ーを介して間接的に、関連するプローブ又は検出薬剤に酵素を接着することができる。適
切な薬剤（例えば結合薬剤）及び化学物質（例えばリンカー及び接着化学物質）の例は、
米国特許出願番号第2006/0246524号；第2006/0246523号及び第2007/0117153号に記載され
ている。
【０１１３】
　標識プローブ－特異的結合剤のペアを適切に選択することにより、複合検出スキームを
生成し、（例えば単一の細胞もしくは組織サンプル上で、または1より多い細胞もしくは
組織サンプル上で）単一アッセイにおける複合標的核酸配列（例えばゲノム標的核酸配列
）の検出を容易にすることができることを、当業者は理解するであろう。例えば、第一の
標的配列に対応する第一プローブをビオチンのような第一のハプテンで標識することがで
きる一方、第二の標的配列に対応する第二プローブをDNPのような第二のハプテンで標識
することができる。サンプルをプローブに暴露した後、第一の特異的結合剤（この場合、
第一のフルオロフォア、例えば585nmで発光する、例えば第一の分光的に異なるQUANTUM D
OT（登録商標）で標識したアビジン）、ならびに第二の特異的結合剤（この場合、第二の
フルオロフォア（例えば705nmで発光する、例えば第二の分光的に異なるQUANTUM DOT（登
録商標））で標識した、抗DNP抗体もしくは抗体フラグメント）と、サンプルを接触させ
ることにより、結合プローブを検出することができる。付加的なプローブ／結合剤を、他
の分光的に異なるフルオロフォアを使用して、複合検出スキームに追加することができる
。直接または間接（１ステップ、２ステップまたはそれ以上）の無数のバリエーションを
想定することができ、その全ては、記載されるプローブ及びアッセイの文脈で適切である
。
【０１１４】
　典型的にはプローブは、長さ10から100ヌクレオチドの、例えば10から800の、より好ま
しくは15から700の、典型的には20から500の一本鎖核酸を含む。典型的にはプライマーは
、増幅する所望の核酸に完全にまたはほぼ完全に一致するよう設計される、長さ10から25
ヌクレオチドのより短い一本鎖核酸である。プローブ及びプライマーは、それらがハイブ
リダイズする核酸に「特異的である」、すなわちそれらは好ましくは、高度にストリンジ
ェントな条件（溶解温度Tmの最高値、例えば50%ホルムアミド、5xまたは6xSCC（SCCは0.1
5MNaCl, 0.015MNaクエン酸））下でハイブリダイズする。
【０１１５】
　上記増幅及び検出方法で使用する核酸プライマーまたはプローブは、キットとして組み
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合わせてよい。そのようなキットは、コンセンサスプライマー及び分子プローブを含む。
好ましいキットはまた、増幅が発生したかを計測するために必要な成分も含む。キットは
また、例えば、PCRバッファー及び酵素；陽性対照配列、反応対照プライマー；ならびに
特定の配列を増幅及び検出するための説明書も含んでよい。
【０１１６】
　特定の実施態様において、本発明の方法は、卵丘細胞から抽出した総RNAを提供し、よ
り好ましくは定量的または半定量的RT-PCRにより、増幅および特異的なプローブへのハイ
ブリダイゼーションに該RNAをかけるステップを含む。
【０１１７】
　別の好ましい実施態様において、DNAチップ解析により発現レベルを測定する。そのよ
うなDNAチップまたは核酸マイクロアレイは、マイクロチップ、ガラススライドまたはミ
クロスフェアサイズのビーズでありうる基質に化学的に接着した異なる核酸プローブから
なる。マイクロチップは、ポリマー、プラスチック、樹脂、ポリサッカリド、シリカもし
くはシリカベースの物質、カーボン、金属、無機ガラス、またはニトロセルロースから構
成されてよい。プローブは、cDNAまたは約10から約60塩基対であってよいオリゴヌクレオ
チドのような核酸を含む。発現レベルを測定するために、場合により最初に逆転写にかけ
られた、試験対象由来のサンプルを、標識化し、ハイブリダイゼーション条件下でマイク
ロアレイと接触させ、マイクロアレイ表面に接着したプローブ配列に相補的である標的核
酸との間で複合体を形成する。その後、標識しハイブリダイズした複合体を検出し、定量
化もしくは半定量化することができる。種々の方法により、例えば放射性もしくは蛍光標
識を使用することにより、標識化を達成してよい。多くの種類のマイクロアレイハイブリ
ダイゼーション技術が当業者に利用可能である（例えば、Hoheiselによるレビュー, Natu
re Reviews, Genetics, 2006, 7:200-210を参照）。
【０１１８】
　遺伝子の発現レベルを、絶対発現レベルまたは標準化発現レベルとして表現してよい。
本発明の方法では、両方のタイプの値を使用する。実験開始時の小さな差異が、数サイク
ル後に膨大な差異をもたらしうるため、定量PCRを発現評価法として使用する場合、標準
化発現レベルとして表現するのが好ましい。
【０１１９】
　典型的には、発現レベルは、遺伝子の発現を、患者の癌ステージを測定するために関係
しない遺伝子、例えば構成的に発現されるハウスキーピング遺伝子の発現と比較すること
により、該遺伝子の絶対発現レベルを較正して標準化される。標準化に適切な遺伝子は、
アクチン遺伝子ACTB、リボソーム18S遺伝子、GUSB、PGK1及びTFRCのようなハウスキーピ
ング遺伝子を含む。この標準化により、あるサンプル、例えば患者のサンプルの発現レベ
ルを、別のサンプルのへつ現レベルと比較すること、または異なる供給源に由来するサン
プル群を比較することが可能となる。
【０１２０】
　本明細書において所望の遺伝子それぞれの名称は、HUGO遺伝子命名委員会由来のデータ
ベースにおけるものを含む、国際的に認識された遺伝子配列及びタンパク質配列データベ
ースにおいて見いだされるような、対応する遺伝子の国際的に認識された名称を指す。明
細書において、所望の遺伝子それぞれの名称は、国際的に認識された遺伝子配列及びタン
パク質配列データベースGenbankにおいて見いだされるような、対応する遺伝子の国際的
に認識された名称を指してよい。これらの国際的に認識された配列データベースを通して
、本明細書に記載された所望の遺伝子それぞれに対応する核酸を、当業者は検索してよい
。
【０１２１】
　本発明の癌予後評価法を、適応免疫応答を示す少なくとも一つの遺伝子と、免疫抑制応
答を示す少なくとも一つの遺伝子とを組み合わせを含む場合に、遺伝子を組み合わせて実
行してよい。本発明の方法で使用してよい遺伝子の数は、該方法を実行するときに実際に
利用できる所望の異なる生物学的遺伝子の数にのみ限定される。従って、一実施態様にお
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いて、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22
、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42
、43、44、45、46、47、48、49及び50個の異なる遺伝子の組み合わせ、好ましくは2、3、
4、5、6、7、8、9または10個の組み合わせ、より好ましくは2、3、4、5または6個の組み
合わせを定量化する。しかし、高い統計的相関（10-3より低いP値）に達するために必要
とされる組み合わせ遺伝子の数は、遺伝子の組み合わせを定量化するために使用される技
術に依存するであろう。適応免疫応答を示す遺伝子として使用される遺伝子の数と、免疫
抑制応答を示す遺伝子として使用される遺伝子の数は、同じであってよく、または異なっ
ていてよい。
【０１２２】
　本発明に関連する好ましい条件下で、（適応免疫応答及び免疫抑制応答）それぞれの種
類の遺伝子のほぼバランス化された数は、例えばそれぞれに2個、またはそれぞれに3個、
または一つの種に5個かつ他の種で5個、使用される。
【０１２３】
　患者から得られた腫瘍サンプルにおける遺伝子発現レベルの測定は、当業者に既知の技
術により実行してよい。
【０１２４】
　典型的には、遺伝子の発現レベルを、この遺伝子により産生されるmRNAの量を測定する
ことにより評価する。従って本発明の主題は、前記遺伝子に対応するmRNAの量を測定する
ことにより、ヒト適応免疫応答を示す一つまたは複数の遺伝子の発現レベルELA、あるい
はヒト免疫抑制応答を示す一つまたは複数の遺伝子の発現レベルELIを測定する工程を含
む、上記規定される癌を有する患者をスクリーニングする方法である。
【０１２５】
　mRNAの量を測定する方法は当業者に公知である。例えば、サンプル（例えば、患者から
調製された細胞または組織）に含まれる核酸を、最初に、例えば溶解酵素または化学溶液
を使用する標準方法により抽出する、あるいはメーカーの説明書に従って核酸結合樹脂に
より抽出する。その後抽出したmRNAを、ハイブリダイゼーション（例えば、ノーザンブロ
ット解析）および／または増幅（例えばRT-PCR）により検出する。好ましくは、定量又は
半定量RT-PCRが好ましい。リアルタイムまたは半定量RT-PCRが特に有利である。
【０１２６】
　他の増幅法は、リガーゼ鎖反応(LCR)、転写仲介増幅(TMA)、鎖置換増幅(SDA)及び核酸
配列ベース増幅(NASBA)、RNAの次世代定量シークエンシング(NGS)を含む。
【０１２７】
　少なくとも10ヌクレオチドを含み、本明細書における所望のmRNAに相補的又は相同であ
る配列を提示する核酸は、ハイブリダイゼーションプローブまたは増幅プライマーとして
有用である。そのような核酸は、完全に同一である必要はないが、典型的には相当するサ
イズの相同領域に少なくとも約80%同一、より好ましくは85%同一、さらにより好ましくは
90から95%同一である。ある実施態様において、ハイブリダイゼーションを検出するため
に、検出可能な標識のような適当な手段と組み合わせて核酸を使用することが有益であろ
う。広範囲の適切な指示薬が当業者に既知であり、蛍光、放射性、酵素または他のリガン
ド（例えばアビジン／ビオチン）を含む。
【０１２８】
　典型的にはプローブは、長さ10から1000ヌクレオチド、例えば10から800、より好まし
くは15から700、典型的には20から500ヌクレオチドの一本鎖核酸を含む。典型的にはプラ
イマーは、増幅する所望の核酸に完全に、またはほぼ完全に一致するよう設計された、長
さ10から25ヌクレオチドの、より短い一本鎖核酸である。プローブ及びプライマーは、そ
れらがハイブリダイズする核酸に「特異的である」、すなわちそれらは好ましくは、高度
にストリンジェントな条件（溶解温度Tmの最高値、例えば50%ホルムアミド、5xまたは6xS
CC（SCCは0.15MNaCl, 0.015MNaクエン酸））下でハイブリダイズする。
【０１２９】
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　上記増幅及び検出方法でプライマーまたはプローブとして使用してよい核酸を、キット
として組み合わせてよい。そのようなキットは、コンセンサスプライマー及び分子プロー
ブを含む。好ましいキットはまた、増幅が発生したかを計測するために必要な成分も含む
。キットはまた、例えば、PCRバッファー及び酵素；陽性対照配列、反応対照プライマー
；ならびに特定の配列を増幅及び検出するための説明書も含んでよい。
【０１３０】
　特定の実施態様において、本発明の方法は、卵丘細胞から抽出した総RNAを提供し、よ
り好ましくは定量的または半定量的RT-PCRにより、増幅および特異的なプローブへのハイ
ブリダイゼーションに該RNAをかけるステップを含む。
【０１３１】
　開示された方法で使用されるプローブは、in situハイブリダイゼーション(ISH)手順（
例えば、蛍光in situハイブリダイゼーション(FISH)、発色in situハイブリダイゼーショ
ン(CISH)及び銀染色in situハイブリダイゼーション(SISH)）あるいは比較ゲノムハイブ
リダイゼーション(CGH)のような核酸検出に使用することができる。
【０１３２】
　in situハイブリダイゼーションは、標的核酸配列（例えばゲノム標的核酸配列）に特
異的にハイブリダイズできる、または該配列に特異的である標識プローブに、（スライド
上にマウントされた細胞または組織サンプルのような）中期または間期染色体調製物の内
容物において、標的核酸配列（例えばゲノム標的核酸配列）を含むサンプルを接触させる
ことを含む。スライドに、場合により、例えばパラフィンまたは一様なハイブリダイゼー
ションを阻害しうる他の物質を除去する前処理を行ってよい。サンプル及びプローブは両
方とも、例えば加熱して二本鎖核酸を変性させることにより、処理される。（典型的には
平衡に達するまで）ハイブリダイゼーションを起こす条件下及び十分な時間、（適切なハ
イブリダイゼーションバッファー中で配合された）プローブ及びサンプルを組み合わせる
。染色体調製物を洗浄して過剰なプローブを除去し、染色体標的の特異的な標的の検出を
、標準技術を使用して実施する。
【０１３３】
　例えば、蛍光標識アビジンまたはアビジン－アルカリホスファターゼを使用して、ビオ
チン化プローブを検出することができる。蛍光色素検出のために、蛍光色素を直接検出す
ることができ、あるいは、例えばフルオロセインイソチオシアネート(FITC)－コンジュゲ
ート化アビジンと、サンプルをインキュベートすることができる。FITCシグナルの増幅は
、必要であれば、ビオチンコンジュゲート化ヤギ抗アビジン抗体とインキュベートし、洗
浄し、FITCコンジュゲートアビジンと２度目のインキュベーションを行うことにより有効
化することができる。酵素活性による検出のために、サンプルを、例えばストレプトアビ
ジンとインキュベートし、洗浄し、ビオチンコンジュゲート化ホスファターゼとインキュ
ベートし、再び洗浄し、（例えばアルカリホスファターゼ(AP)バッファー中で）前平衡化
することができる。in situハイブリダイゼーションの一般的な記載として、米国特許第4
,888,278号が参照される。
【０１３４】
　FISH、CISH及びSISHのための無数の手順が当業者に知られている。例えば、FISHを実行
する手順は、米国特許第5,447,841号、第5,472,842号及び第5,427,932号；ならびに例え
ばPinkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83:2934-2938, 1986；Pinkel et al., Proc.
 Natl. Acad. Sci. 85:9138-9142, 1988；及びLichter et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
 85:9664-9668, 1988に記載されている。CISHは、例えばTanner et al., Am. J. Pathol.
 157:1467-1472, 2000及び米国特許第6,942,970号に記載されている。さらなる検出法は
、米国特許第6,280,929号に記載されている。
【０１３５】
　無数の試薬及び検出スキームをFISH、CISH及びSISHと組み合わせて、感度、解像度又は
他の所望の特性を改善することができる。上記で議論したように、（蛍光染料及びQUANTU
M DOTS（登録商標）を含む）フルオロフォアで標識したプローブを、FISHを実行する際に
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、場合により直接検出することができる。あるいは、（以下の非限定的例のような：ビオ
チン、ジゴキシゲニン、DNP及び種々のオキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロ
アリール、ベンゾフラザン、トリテルペン、ウレア、チオウレア、ロテノン、クマリン、
クマリンベース化合物、ポドフィロトキシン、ポドフィロトキシンベース化合物、および
それらの組み合わせ）ハプテン、リガンドまたは他の間接的に検出可能な部分でプローブ
を標識することができる。その後、サンプル（例えばプローブが結合する細胞又は組織サ
ンプル）を、選択されたハプテン又はリガンドに特異的な抗体（またはレセプター、又は
他の特異的結合パートナー）のような標識された検出薬剤と接触させることにより、その
ような非蛍光分子（及びそれらが結合する標的核酸配列）で標識したプローブを検出する
ことができる。検出薬剤を、フルオロフォア（例えばQUANTUM DOT（登録商標）で、また
は他の間接的に検出可能な部分で標識することができ、あるいはフルオロフォアで標識す
ることができる１つ以上の付加的な特異的結合剤（例えば、二次抗体もしくは特異的抗体
）と接触させることができる。
【０１３６】
　他の例において、プローブ、または（抗体、例えば一時抗体、レセプターもしくは他の
結合剤のような）特異的結合剤を、蛍光性もしくは染色性組成物を検出可能な蛍光、染色
若しくは（例えば、SISHにおいて検出可能な金属粒子の蓄積におけるような）他の検出可
能なシグナルに変換することができる酵素で標識する。上述のように、直接またはリンカ
ーを介して間接的に、関連するプローブ又は検出薬剤に酵素を接着することができる。適
切な薬剤（例えば結合薬剤）及び化学物質（例えばリンカー及び接着化学物質）の例は、
米国特許出願番号第2006/0246524号；第2006/0246523号及び第2007/0117153号に記載され
ている。
【０１３７】
　標識プローブ－特異的結合剤のペアを適切に選択することにより、複合検出スキームを
生成し、（例えば単一の細胞もしくは組織サンプル上で、または1より多い細胞もしくは
組織サンプル上で）単一アッセイにおける複合標的核酸配列（例えばゲノム標的核酸配列
）の検出を容易にすることができることを、当業者は理解するであろう。例えば、第一の
標的配列に対応する第一プローブをビオチンのような第一のハプテンで標識することがで
きる一方、第二の標的配列に対応する第二プローブをDNPのような第二のハプテンで標識
することができる。サンプルをプローブに暴露した後、第一の特異的結合剤（この場合、
第一のフルオロフォア、例えば585nmで発光する、例えば第一の分光的に異なるQUANTUM D
OT（登録商標）で標識したアビジン）、ならびに第二の特異的結合剤（この場合、第二の
フルオロフォア（例えば705nmで発光する、例えば第二の分光的に異なるQUANTUM DOT（登
録商標））で標識した、抗DNP抗体もしくは抗体フラグメント）と、サンプルを接触させ
ることにより、結合プローブを検出することができる。付加的なプローブ／結合剤を、他
の分光的に異なるフルオロフォアを使用して、複合検出スキームに追加することができる
。直接または間接（１ステップ、２ステップまたはそれ以上）の無数のバリエーションを
想定することができ、その全ては、記載されるプローブ及びアッセイの文脈で適切である
。
【０１３８】
　典型的にはプローブは、長さ10から100ヌクレオチドの、例えば10から800の、より好ま
しくは15から700の、典型的には20から500の一本鎖核酸を含む。典型的にはプライマーは
、増幅する所望の核酸に完全にまたはほぼ完全に一致するよう設計される、長さ10から25
ヌクレオチドのより短い一本鎖核酸である。プローブ及びプライマーは、それらがハイブ
リダイズする核酸に「特異的である」、すなわちそれらは好ましくは、高度にストリンジ
ェントな条件（溶解温度Tmの最高値、例えば50%ホルムアミド、5xまたは6xSCC（SCCは0.1
5MNaCl, 0.015MNaクエン酸））下でハイブリダイズする。
【０１３９】
　上記増幅及び検出方法で使用する核酸プライマーまたはプローブは、キットとして組み
合わせてよい。そのようなキットは、コンセンサスプライマー及び分子プローブを含む。
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好ましいキットはまた、増幅が発生したかを計測するために必要な成分も含む。キットは
また、例えば、PCRバッファー及び酵素；陽性対照配列、反応対照プライマー；ならびに
特定の配列を増幅及び検出するための説明書も含んでよい。
【０１４０】
　特定の実施態様において、本発明の方法は、卵丘細胞から抽出した総RNAを提供し、よ
り好ましくは定量的または半定量的RT-PCRにより、増幅および特異的なプローブへのハイ
ブリダイゼーションに該RNAをかけるステップを含む。
【０１４１】
　別の好ましい実施態様において、DNAチップ解析により発現レベルを測定する。そのよ
うなDNAチップまたは核酸マイクロアレイは、マイクロチップ、ガラススライドまたはミ
クロスフェアサイズのビーズでありうる基質に化学的に接着した異なる核酸プローブから
なる。マイクロチップは、ポリマー、プラスチック、樹脂、ポリサッカリド、シリカもし
くはシリカベースの物質、カーボン、金属、無機ガラス、またはニトロセルロースから構
成されてよい。プローブは、cDNAまたは約10から約60塩基対であってよいオリゴヌクレオ
チドのような核酸を含む。発現レベルを測定するために、場合により最初に逆転写にかけ
られた、試験対象由来のサンプルを、標識化し、ハイブリダイゼーション条件下でマイク
ロアレイと接触させ、マイクロアレイ表面に接着したプローブ配列に相補的である標的核
酸との間で複合体を形成する。その後、標識しハイブリダイズした複合体を検出し、定量
化もしくは半定量化することができる。種々の方法により、例えば放射性もしくは蛍光標
識を使用することにより、標識化を達成してよい。多くの種類のマイクロアレイハイブリ
ダイゼーション技術が当業者に利用可能である（例えば、Hoheiselによるレビュー, Natu
re Reviews, Genetics, 2006, 7:200-210を参照）。
【０１４２】
　遺伝子の発現レベルを、絶対発現レベルまたは標準化発現レベルとして表現してよい。
本発明の方法では、両方のタイプの値を使用する。実験開始時の小さな差異が、数サイク
ル後に膨大な差異をもたらしうるため、定量PCRを発現評価法として使用する場合、標準
化発現レベルとして表現するのが好ましい。
【０１４３】
　典型的には、発現レベルは、遺伝子の発現を、患者の癌ステージを測定するために関係
しない遺伝子、例えば構成的に発現されるハウスキーピング遺伝子の発現と比較すること
により、該遺伝子の絶対発現レベルを較正して標準化される。標準化に適切な遺伝子は、
アクチン遺伝子ACTB、リボソーム18S遺伝子、GUSB、PGK1及びTFRCのようなハウスキーピ
ング遺伝子を含む。この標準化により、あるサンプル、例えば患者のサンプルの発現レベ
ルを、別のサンプルのへつ現レベルと比較すること、または異なる供給源に由来するサン
プル群を比較することが可能となる。
【０１４４】
抗腫瘍治療
　それゆえ本発明の方法により、以前に同定されなかったそれ自体新しい患者群、すなわ
ち抗癌治療により癌の治療に成功するであろう患者群を規定することが可能となる。
【０１４５】
　抗癌治療は、放射線療法、化学療法、または免疫療法からなってよい。治療は、アジュ
バント療法（すなわち一次腫瘍の外科処置後の治療）またはネオアジュバント療法（すな
わちすなわち一次腫瘍の外科処置前の治療）からなってよい。
【０１４６】
　それゆえ本発明は、本発明の上記方法による抗腫瘍治療に良好な応答者として考えられ
ているステージIからIIIの癌患者の治療に使用するための、化学治療剤放射線治療剤また
は免疫治療剤、このましくは後者に関する。
【０１４７】
　「化学治療剤」の語は、腫瘍成長の阻害に有効な化学的化合物を指す。化学治療剤の例
は、チオテパ及びシクロフォスファミドのようなアルキル化剤；ブサルファン、イムプロ
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サルファン及びピポサルファンのようなアルキルスルフォネート、ベンゾドパ、カルボク
オン、メツレドパ及びウレドパのようなアジリジン；アルトレタミン、トリエチレンメラ
ミン、トリエチレンホスホラミド、トリエチレンチオホフホラミド及びトリメチルオロメ
ラミンを含むエチレンイミン及びメチルアメラミン；アセトゲニン（特にブラタシン及び
ブラタシノン）；カンプトテシン（合成アナログトポテカンを含む）；ブリオスタチン；
カリスタチン；ＣＣ－１０６５（アドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成アナロ
グを含む）；クリプトフィシン（特にクリプトフィシン１及びクリプトフィシン８）；ド
ラスタチン；デュオカルマイシン（合成アナログ、ＫＷ－２１８９及びＣＢＩ－ＴＭＩを
含む）；エリューセロビン；パンクラチスタチン；サルコディクチイン；スポンジスタチ
ン；クロラムブシル、クロルナファジン、クロロホスファミド、エストラヌスチン、イソ
スファミド、メクロレタミン、メクロメタミン酸化物塩酸塩、メルファラン、ノベムビチ
ン、フェネステリン、プレドニムスチン、トロホスファミド、ウラシルマスタードのよう
な窒素マスタード；カルムスチン、クロロゾトシン、フォテムスチン、ロムスチン、ニム
スチン、ラニムスチンのようなノトロソウレア；エネジイン抗生物質のような抗生物質（
例えば、カリケアミシン、特にカリケアミシン１１１及びカリケアミシン２１１、例えば
、Agnew Chem Intl. Ed. Engl. 33:183-186 (1994)参照；ダイネミシンＡを含むダイネミ
シン；エスペラマイシン；ならびにネオカルジノスタチンクロモフォア及び関連するクロ
モタンパク質エネジイン抗生物質クロモフォア；アクラシノマイシン、アクチノマイシン
、オースラマイシン、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン、カラビシン、カ
ンニノマイシン、カルシノフィリン、クロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシ
ン、デトルビシン、６－ジアゾ－５－オキソ－Ｌ－ノルロイシン、ドキソルビシン（デオ
キシドキソルビシンを含む）、エピルビシン、エソルビシン、イダヌルビシン、マルセロ
マイシン、ミトマイシン、ミコフェノール酸、ノガラマイシン、オリボマイシン、ペプロ
マイシン、ポトフィロマイシン、ピューロマイシン、クエラマイシン、ロドルビシン、ス
トレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニメックス、ジノスタチン、
ゾルビシン；メトトレキサート及び５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）のような抗代謝物
質；デノプテリン、メトトレキサート、プトロプテリン、トリメトレキサートのような葉
酸アナログ；フルダラビン、６－メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニンのよう
なプリンアナログ；アンシタビン、アザシチジン、６－アザウリジン、カルモファー、シ
タラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン、フロクスリジン、５
－ＦＵのようなピリミジンアナログ；カルステロン、ドロモスタノロンプロピオナート、
エピチオスタノール、メピトスタン、テストラクトンのようなアンドロゲン；アミノグル
テチミド、ミトタン、トリロスタンのような抗アドレナール；ふぉりん酸のような葉酸補
充薬；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；アムサクリン
；ベストラブシル；ビサントレン；エダトラキサート；デフォファミン；デメコルシン；
ジアジクオン；エフロルニチン；エリピチニウム酢酸；エポチロン；エトグルシド；ガリ
ウム硝酸塩；ヒドロキシウレア；レンチナン；ロニダミン；マイタンシン及びアンサミト
シンのようなマイタンシノイド；ミトグアゾン；ミトキサントロン；モピダモール；ニト
ラクリン；ペントスタチン；フェナメット；ピラルビシン；ポドフィリン酸；２－エチル
ヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ（登録商標）；ラゾキサン；リゾキサン；シゾフィ
ラン；スピロゲナニウム；テヌアゾン酸；トリアジクオン；２，２’，２”－トリクロロ
トリエチルアミン；トリコテセン（特にＴ－２トキシン、ベラクリンＡ、ロリジンＡ及び
アングイジン）；ウレタン；ビンデシン；デカルバジン；マンノムスチン；ミトブロムト
ール；ミトラクトール；ピポブロマン；ガサイトシン；アラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）
；シクロホスファミド；チオテパ；タキシド、例えばパクリタキセル（ＴＡＸＯＬ（登録
商標）、Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N）及びドキタキセル（ＴＡＸＯ
ＴＥＲＥ（登録商標）、, Rhone-Poulenc Rorer, Ant
ony, France）；クロラムブシル；ゲムシタビン；６－チオグアニン；メルカプトプリン
；メトトレキサート；シスプラチン及びカルボプラチンのような白金アナログ；ビンブラ
スチン；白金；エトポシド（ＶＰ－１６）；イフォスファミド；ミトマイシンＣ；ミトキ
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サントロン；ビンクリスチン；ビノレルビン；ナベルビン；ノバントロン；テニポシド；
ダウノマイシン；アミノプテリン；キセロダ；イバンドロナート；ＣＰＴ－１１；トポイ
ソメラーゼインヒビターＲＦＳ２０００；ジフルオロメチルオルニチン（ＤＭＦＯ）；レ
チノイン酸；カペシタビン；ならびに上記のいずれかの薬学的に許容可能な塩、酸または
誘導体。この定義には、以下も含まれる：例えばタモキシフェン、ラロキシフェン、アロ
マターゼ阻害４（５）－イミダゾール、４－ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェ
ン、ケオキシフェン、ＬＹ１１７０１８、オナプリストン及びトレミフェン（Fareston）
のような、腫瘍に対するホルモン作用を制御または阻害するよう作用する抗ホルモン剤、
ならびにフルタミド、ニルタミド、ビカルタミド、ロイプロリド及びゴセレリンのような
抗アンドロゲン；ならびに上記のいずれかの薬学的に許容可能な塩、酸または誘導体。
【０１４８】
　本明細書において「免疫治療剤」の語は、癌細胞に対する体の免疫応答を、間接もしく
は直接上昇、刺激もしくは増大させる、ならびに／あるいは他の抗癌治療の副作用を減少
させる、化合物、組成物、または治療を指す。したがって免疫治療は、癌細胞に対する免
疫システムの応答を間接もしくは直接刺激もしくは増大させる、ならびに／あるいは他の
抗癌剤を原因としていてよい副作用を減少させる治療である。免疫治療はまた、免疫学的
治療、生物学的治療、生物学的応答改変治療およびバイオ治療として当業者に呼称される
。当業者に公知の一般的な免疫治療剤の例は、それに限定されないが、サイトカイン、癌
ワクチン、モノクローナル抗体及び非サイトカインアジュバントを含む。あるいは免疫治
療処置は、一定量の免疫細胞（Ｔ細胞、ＮＫ細胞、樹状細胞、Ｂ細胞等）を患者に投与す
ることからなってよい。
【０１４９】
　免疫治療剤は、非特異的である、すなわち、免疫システムを全般的に増強し、癌細胞の
増殖および/または拡散に対抗する際に人体がより有効となるようにすることができ、あ
るいはそれらは特異的である、すなわち、癌細胞それ自体を標的としすることができ、免
疫治療レジメンを非特異的または特異的免疫治療剤の使用と組み合わせてもよい。
【０１５０】
　非特異的免疫治療剤は、免疫システムを刺激するまたは間接的に改善する物質である。
非特異的免疫治療剤は、癌治療用の主治療として単独で使用され、さらには主治療に加え
て使用され、その場合非特異的免疫治療剤は、他の治療法（例えば癌ワクチン）の有効性
を増強するアジュバントとして機能する。非特異的免疫治療剤はまた、後者の文脈におい
て、他の治療法の副作用、例えばある種の化学治療剤により誘導される骨髄抑制を軽減す
るよう作用することができる。非特異的免疫治療剤は、鍵となる免疫システム細胞に作用
し、サイトカイン及び免疫グロブリンの産生増大のような二次応答を引き起こすことがで
きる。あるいは、該薬剤はそれ自体サイトカインを含んでよい。非特異的免疫治療剤は、
一般的にサイトカインまたは非サイトカインアジュバントに分類される。
【０１５１】
　サイトカインのメンバーは、免疫システムをブーストするよう設計された全般的な非特
異的免疫治療として、あるいは他の治療とともに提供されるアジュバントとして癌治療に
おける適用が見出されている。適切なサイトカインは、それに限定されないが、インター
フェロン、インターロイキン、及びコロニー刺激因子を含む。
【０１５２】
　本発明で理解されるインターフェロン（ＩＦＮ）は、一般的なタイプのＩＦＮ、ＩＦＮ
－アルファ（ＩＦＮ－α）、ＩＦＮ－ベータ（ＩＦＮ－β）及びＩＦＮ－ガンマ（ＩＦＮ
－γ）を含む。ＩＦＮは癌細胞に対して直接、例えばその成長を鈍化し、より正常なふる
まいを有する細胞へのそれらの成長を促進し、および/またはそれらの抗原産生を増大し
、癌細胞を免疫システムがより認識し破壊しやすいようにすることにより、作用すること
ができる。ＩＦＮはまた、癌細胞に対して間接的に、例えば血管新生を鈍化させ、免疫シ
ステムをブーストし、および/またはナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、Ｔ細胞及びマクロ
ファージを刺激することにより、作用することができる。組換えＩＦＮ－アルファは、Ro
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feron (Roche Pharmaceuticals)及びIntron A (Schering Corporation)として市販されて
いる。単独の、または他の免疫治療もしくは化学治療と組み合わせてのＩＦＮ－アルファ
の使用は、（転移性メラノーマを含む）メラノーマ、（転移性腎臓癌を含む）腎臓癌、乳
癌、前立腺癌、及び（転移性子宮頸癌を含む）子宮頸癌を含む種々の癌の治療で有効であ
ることが示されている。
【０１５３】
　本発明で理解されるインターロイキンは、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１１及びＩＬ－
１２を含む。市販の組換えインターロイキンの例は、Proleukin（登録商標）(IL-2; Chir
on Corporation)及びNeumega（登録商標）(IL-12; Wyeth Pharmaceuticals)を含む。Zymo
genetics, Inc. (Seattle, Wash.)は現在ＩＬ－２１の組換体を試験しており、それもま
た本発明の組み合わせにおける使用のために考えられる。単独の、または他の免疫治療も
しくは化学治療と組み合わせてのインターロイキンは、（転移性腎臓癌を含む）腎臓癌、
（転移性メラノーマを含む）メラノーマ、（再発卵巣癌を含む）卵巣癌、（転移性子宮頸
癌を含む）子宮頸癌乳癌、乳癌、結腸直腸癌、肺癌、脳腫瘍及び前立腺癌を含む種々の癌
の治療で有効であることが示されている。
【０１５４】
　インターロイキンはまた、種々の癌の治療においてＩＦＮ－アルファと組み合わせた良
好な活性が示されている（Negrier et al., Ann Oncol. 2002 13(9):1460-8 ; Touraniet
al, J. Clin. Oncol. 2003 21(21):398794）。
【０１５５】
　本発明で考慮されるコロニー刺激因子（ＣＳＦ）は、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－Ｃ
ＳＦまたはフィルグラスチム）、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳ
Ｆまたはサルグラモウチム）及びエリスロポエチン（エポエチンアルファ、ダルベポエチ
ン）を含む。一つ以上の成長因子で治療することにより、伝統的な化学治療を行っている
患者の血球細胞の新たな産生の刺激を補助することができる。従って、ＣＳＦでの治療は
、化学治療に関連する副作用の低減に有用である可能性があり、使用される化学治療剤の
用量を高めることを可能とする。種々の組換えコロニー刺激因子、例えばNeupogen（登録
商標)(G-CSF; Amgen)、Neulasta (ペルフィルグラスチム; Amgen)、Leukine (GM-CSF; Be
rlex)、Procrit (エリスロポエチン; Ortho Biotech)、Epogen (エリスロポエチン; Amge
n)、Arnesp (エリスロポエチン)が市販されている。コロニー刺激因子は、メラノーマ、
（転移性結腸直腸癌を含む）結腸直腸癌及び肺癌を含む癌の治療において有効性が示され
ている。
【０１５６】
　本発明の組み合わせにおける使用に適した非サイトカインアジュバントは、それに限定
されないが、レバミソル、アルムヒドロキシド（アルム）、カルメッテ－グエリンバチル
ス（ＡＣＧ）、不完全フロイントアジュンバント（ＩＦＡ），ＱＳ－２１、ＤＥＴＯＸ、
キーホールリンペットホモシアニン（ＫＬＨ）及びジニトロフェニル（ＤＮＰ）を含む。
他の免疫および／または化学治療と組み合わせた非サイトカインアジュバントは、例えば
結腸癌及び結腸直腸癌（レバミソル）；メラノーマ（ＢＣＧ及びＱＳ－２１）；腎臓癌及
び膀胱癌（ＢＣＧ）を含む種々の癌に対する有効性が示されている。
【０１５７】
　特異的もしくは非特異的標的に加えて、免疫治療剤は、活性である、すなわち体自体の
免疫応答を刺激することができ、あるいはそれらは不活性である、すなわち、体の外で産
生された免疫システム成分を含むことができる。
【０１５８】
　不活性特異的免疫治療は、典型的には、癌細胞の表面に発見される特定の抗原に特異的
である、または特定の細胞増殖因子に特異的である1つ以上のモノクローナル抗体の使用
に関する。モノクローナル抗体を、複数の方法において癌の治療で使用してよく、例えば
、特異的なタイプの癌に対する対象の免疫応答を増強する、血管新生に関するもののよう
な特異的な細胞増殖因子を標的とすることにより、または化学治療剤、放射性粒子もしく
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は毒素のような薬剤に連結もしくはコンジュゲートされる場合に癌細胞への他の抗癌剤の
送達を増強することにより、癌細胞の増殖を阻害する。
【０１５９】
　本発明と組み合わせて含有するために適する癌免疫治療剤として現在使用されているモ
ノクローナル抗体は、それに限定されないが、以下を含む：リツキシマブ（リツキサン（
登録商標））、トラスツズマブ（ハーセプチン（登録商標））、イブリツモマブチウエキ
サン（ゼバリン（登録商標））、トシツモマブ（ベクサール（登録商標））、セツキシマ
ブ（C-225、エルビツクス（登録商標））、ベバシズマブ（アバスチン（登録商標））、
ゲムツズマブオゾガミシン（マイロタルグ（登録商標））、アレムツズマブ（カンパス（
登録商標））、及びBL22。モノクローナル抗体を、（進行した転移性乳癌を含む）乳癌、
（進行したおよび/または転移性結腸直腸癌を含む）結腸直腸癌、卵巣癌、肺癌、前立腺
癌、子宮頸癌、メラノーマ及び脳腫瘍を含む広範囲の癌の治療で使用される。他の例は、
抗CTLA4抗体（例えばイプリムマブ）、抗PD1抗体、抗PDL1抗体、抗TIM3抗体、抗LAG3抗体
、抗B7H3抗体、抗B7H4抗体または抗B7H6抗体を含む。
【０１６０】
　モノクローナル抗体を、単独で、または他の免疫治療剤もしくは化学治療剤と組み合わ
せて使用することができる。
【０１６１】
　活性特異的免疫治療は、典型的には、癌ワクチンの使用に関する。癌細胞全体、癌細胞
の一部、または癌細胞に由来する１個以上の抗原を含む癌ワクチンが開発されている。癌
ワクチンは、単独で、または１つ以上の免疫もしくは化学治療剤と組み合わせて、メラノ
ーマ、腎臓癌、乳癌、結腸直腸癌及び肺癌を含む複数のタイプの癌の治療において研究さ
れている。非特異的免疫治療は、体の免疫応答を増強するために、癌ワクチンと組み合わ
せると有用である。
【０１６２】
　免疫治療処置は、Nicholas P. Restifo, Mark E. Dudley及びSteven A. Rosenberg の
「Adoptive immunotherapy for cancer: harnessing the T cell response」（Nature Re
views Immunology, Volume 12, April 2012）により記載されるように、適応免疫治療か
らなっていてよい。適応免疫治療において、患者の循環リンパ球、または腫瘍浸潤リンパ
球をインビトロで単離し、ＩＬ－２のようなリンホカインにより活性化し、または腫瘍ネ
クローシスの遺伝子で誘導され、再投与される（Rosenberg et al., 1988; 1989）。活性
化リンパ球は、最も好ましくは、血液もしくは腫瘍サンプルから早期に単離された患者自
身の細胞でかるインビトロで活性化（「エクスパンド(expand)した」）ものである。この
形態の免疫治療は、メラノーマ及び腎臓癌が減退する複数のケースを生み出した。
【０１６３】
　本明細書において、「放射線治療剤」の語は、限定されることなく、癌を治療もしくは
改善するために有効であることが当業者に知られている、いすれかの放射線治療剤を指す
ことが意図される。例えば、放射線治療剤は、近接照射治療もしくは放射線核種治療にお
いて投与されるもののような薬剤でありうる。そのような方法は、場合により、限定され
ないが、化学治療および/または他の放射線治療のような１つ以上の追加の癌治療の投与
をさらに含むことができる。
【０１６４】
　好ましい実施態様において、抗腫瘍治療は、チェックポイント阻害癌免疫治療剤での治
療である。
【０１６５】
　本明細書において、「チェックポイント阻害癌免疫治療剤」または「免疫チェックポイ
ントインヒビター」の表現は（両方が相互に交換的に使用されるであろうが）、当業者に
一般的な意味を有し、免疫チェックポイント阻害タンパク質の機能を阻害するいずれかの
化合物を指す。阻害は、機能の軽減と完全なブロックとを含む。好ましい免疫チェックポ
イントインヒビターは、免疫チェックポイントタンパク質を特異的に認識する抗体である
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。複数の免疫チェックポイントインヒビターが公知であり、これらの公知の免疫チェック
ポイントインヒビターとのアナロジーで、別の免疫チェックポイントインヒビターが（近
い）将来開発されてもよい。免疫チェックポイントインヒビターは、ペプチド、抗体、核
酸分子及び低分子を含む。特に、本発明の免疫チェックポイントインヒビターは、対象に
おけるCD8+T細胞の増殖、移動、残留および/または細胞傷害活性、対象のCD8+T細胞の腫
瘍浸潤を増強するために投与される。本明細書において、「CD8+T細胞」は、当業者に一
般的な意味を有し、その表面にCD8を発現するT細胞のサブセットを指す。それらは、MHC
クラスI限定で、細胞傷害性T細胞として機能する。「CD8+T細胞」はまた、細胞傷害性Tリ
ンパ球(CTL)、Tキラー細胞、細胞傷害性T細胞、CD8+T細胞またはキラーT細胞とも呼ばれ
る。CD8抗原は、免疫グロブリンスーパー遺伝子ファミリーのメンバーであり、主要組織
適合性複合体クラスI限定相互作用における結合認識因子である。CD8T細胞の殺傷活性を
増大する免疫チェックポイントインヒビターの能力は、当業者に公知のいずれかのアッセ
イで測定してよい。典型的には前記アッセイは、CD8+T細胞が標的細胞（例えば、CD8+T細
胞により認識される、および/または溶解される標的細胞）と接触するようにされるイン
ビトロのアッセイである。例えば、本発明の免疫チェックポイントインヒビターを、本発
明の免疫チェックポイントインヒビターにより接触されるCD8＋T細胞またはCD8　T細胞で
、同一のエフェクター：標的細胞比で得られる特異的な溶解の、約20％より多く、好まし
くは約30％より多く、少なくとも約40％、少なくとも約50％、またはそれ以上、CD8+T細
胞による特異的な溶解を増大する能力について選択することができる。古典的な細胞傷害
活性
についてのプロトコルの例は、慣用的である。
【０１６６】
　典型的には、チェックポイントブロック癌免疫治療剤は、細胞傷害性T細胞関連タンパ
ク質(CTLA4)及びプログラム細胞死１(PDCD1、PD-1として最もよく知られる）のような活
性化T細胞により発現される免疫抑制受容体、または種々のメンバーのキラー細胞免疫グ
ロブリン様受容体(KIR)ファミリーのようなNK細胞により発現される免疫抑制受容体をブ
ロックする薬剤、あるいはPD-1リガンドCD274（PD-L1またはB7-H1として最もよく知られ
る）のような、これらの受容体の主要なリガンドをブロックする薬剤である。
【０１６７】
　典型的には、チェックポイントブロック癌免疫治療剤は抗体である。
【０１６８】
　複数の態様において、チェックポイントブロック癌免疫治療剤は、以下からなる群選択
される抗体である：抗CTLA4抗体、抗PD1抗体、抗PDL1抗体、抗PDL2抗体、抗TIM-3抗体、
抗LAG3抗体、抗IDO1抗体、抗TIGIT抗体、抗B7H3抗体、抗B7H4抗体、抗BTLA 抗体及び抗B7
H6抗体。
【０１６９】
　抗CTLA-4抗体の例は、米国特許番号第5,811,097号；第5,811,097号；第5,855,887号；
第6,051,227号；第6,207,157号；第6,682,736号；第6,984,720号；及び第7,605,238号に
記載されている。抗CTLA-4抗体の一つは、トレメリムマブ（チシリムマブ、CP-675,206）
である。複数の実施態様において、抗CTLA-4抗体は、イピリムマブ（10D1, MDX-D010とし
ても知られる）であり、これはCTLA-4に結合する総ヒトモノクローナルIgG抗体である。
【０１７０】
　PD-1及びPD-L1抗体の例は、米国特許番号第7,488,802号；第7,943,743号；第8,008,449
号；第8,168,757号；第8,217,149号；ならびにＰＣＴ特許公開番号第WO03042402号、第WO
2008156712号、第WO2010089411号、第WO2010036959号、第WO2011066342号、第WO20111598
77号、第WO2011082400号及び第WO2011161699号に記載されている。複数の実施態様におい
て、PD-1ブロック剤は、抗PD-L1抗体を含む。特定の他の実施態様において、D-1ブロック
剤は、抗PD-1抗体、ならびに、ニボルマブ（MDX 1106, BMS 936558, ONO 4538）、PD-1に
結合し、そのリガンドPD-L1及びPD-L2による活性化をブロックする、全長ヒトIgG4抗体；
ランブロリズマブ（MK-3475又はSCH 900475）、PD-1に対するヒト化モノクローナルIgG4
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抗体；CT-011、PD-1に結合するヒト化抗体；B7-DCの融合タンパク質であるAMP-224；抗体
Fc部分；PD-L1 (B7-H1)ブロック化のためのBMS-936559 (MDX-1105-01)のような類似の結
合タンパク質を含む。
【０１７１】
　他の免疫チェックポイントインヒビターは、IMP321、可溶性Ig融合タンパク質(Brignon
e et al., 2007, J. Immunol. 179:4202-4211)のようなリンパ球活性化遺伝子３(LAG-3)
インヒビターを含む。
【０１７２】
　他の免疫チェックポイントインヒビターは、B7-H3及びB7-H4インヒビターのようなB7イ
ンヒビターを含む。特に、抗B7-H3抗体MGA271 (Loo et al., 2012, Clin. Cancer Res. J
uly 15 (18) 3834)を含む。
【０１７３】
　TIM3（Ｔ細胞免疫グロブリンドメイン及びムチンドメイン３）インヒビター(Fourcade 
et al., 2010, J. Exp. Med. 207:2175-86及びSakuishi et al., 2010, J. Exp. Med. 20
7:2187-94)もまた含まれる。本明細書において、「TIM-3」の語は、当業者におけるその
一般的な意味を有し、Ｔ細胞免疫グロブリンドメイン及びムチンドメイン含有分子３を指
す。TIM-3の天然リガンドは、ガレクチン9 (Gal9)である。従って、本明細書において「T
IM-3インヒビター」の語は、TIM-3の機能を阻害することができる化合物、物質、または
組成物を指す。例えば、組成物は、TIM-3の発現もしくは活性を阻害し、TIM-3シグナル経
路を制御もしくはブロックし、および/またはTIM-3のガレクチン-9への結合をブロックす
ることができる。TIM-3に対する特異性を有する抗体は当業者に既知であり、典型的には
国際公開第WO2011155607号、第WO2013006490号及び第WO2010117057号に記載されているも
のである。複数の実施態様において、免疫チェックポイントインヒビターは、インドール
アミン2,3-ジオキシゲナーゼ(IDO)インヒビター、好ましくはIDO1インヒビターである。I
DOインヒビターの例は、国際公開第2014150677号に記載されている。IDOインヒビターの
例は、制限なく、1-メチル-トリプトファン(IMT)、β-(3-ベンゾフラニル)-アラニン、β
-(3-ベンゾ(b)チエニル)-アラニン、6-ニトロ-トリプトファン、6-フルオロ-トリプトフ
ァン、4-メチル-トリプトファン、5-メチル-トリプトファン、6-メチル-トリプトファン
、5-メトキシ-トリプトファン、5-ヒドロキシ-トリプトファン、インドール3-カルボニル
、3,3'-ジインドリルメタン、エピガロカテキンガレート、5-Br-4-Cl-インドキシル1,3-
ジアセテート、9-ビニルカルバゾール、アセメタシン、5-ブロモ-トリプトファン、5-ブ
ロモインドキシルジアセテート、3-アミノ-ナフトール酸、ピロリジンジチオカルバメー
ト、4-フェニルイミダゾール、ブラッシニン誘導体、チオハイダントニン誘導体、β-カ
ルボリン誘導体またはブラッシレキシン誘導体を含む。好ましくは、IDOインヒビターは
、1-メチル-トリプトファン、β-(3-ベンゾフラニル)-アラニン、6-ニトロ-L-トリプトフ
ァン、3-アミノ-ナフトール酸及びβ-[3-ベンゾ(b)チエニル]-アラニンまたはそれらの誘
導体もしくはプロドラッグから選択される。
【０１７４】
　複数の実施態様において、免疫チェックポイントインヒビターは、抗TIGIT（Ｔ細胞免
疫グロブリン及びITIMドメイン）抗体である。
【０１７５】
　好ましい実施態様において、チェックポイントブロック癌免疫治療剤は、イピリムマブ
のようなCTLA4ブロッキング抗体、ニボルマブまたはペムブロリズマブのようなPD-1ブロ
ッキング抗体、あるいはそれらの組み合わせである。
【０１７６】
　本発明は、以下の図面及び実施例により、さらに説明されるであろう。これらの実施例
及び図面は、いかなる面でも本発明の範囲を制限するように理解されるべきではない。
【図面の簡単な説明】
【０１７７】
【図１】本発明を実行するためのシステムのスキーム図解である。
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【図２】本発明に関する手順の一例を示すフローダイアグラムである。
【図３】5個の事前決定された参照演算平均値パーセンタイルのKaplan Meir曲線を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１７８】
実施例
　ステージI/II/IIIの結腸直腸癌患者(n=539)の参照群を、アルゴリズムスコア法により
解析した。腫瘍のスライド全体を、CD3及びCD8抗体で染色した。デジタル病理学及びイメ
ージ解析ソフトウェアを使用して、腫瘍の侵入縁(IM)とコア（中心）(CT)腫瘍を測定した
。CT及びIM領域のCD3及びCD8濃度を定量化した（細胞／mm2）。全ての濃度またはすべて
のマーカーの分布は、プロットされ、表に報告される。対応するパーセンタイル（すなわ
ち、5%間隔のステップ）を導き出した。以下の表に示される例において、各バイオマーカ
ーについて、4超の濃度バイオマーカー値平均を、ウェート1で算出した。各コホートに対
するKaplan Meier曲線を、それぞれ0-10%、10-25%、25-75%、75-95%、95-100%の平均パー
センタイル値に対応する5つのグループカテゴリー（I0、I1、I2、I3、I4）で図３に示す
。
【０１７９】
　以下の表において、仮説的患者に対するパーセンタイル算術平均値の計算の例を示す。
【０１８０】
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【表３】

【０１８１】
　仮説的患者に対するパーセンタイル算術平均値は、約47.5であろう。仮説的患者は、グ
ループI2に属するよう分類されるであろう。
【０１８２】
　CCR2、CD3D、CD3E、CD3G、CD8A、CXCL10、CXCL11、GZMA、GZMB、GZMK、GZMM、IL15、IR
F1、PRF1、STAT1、CD69、ICOS、CXCR3、STAT4、CCL2及びTBX21からなる群からの21個の遺
伝子の発現レベルである21個の生物学的マーカー、ならびにGZMH、IFNG、CXCL13、GNLY、
LAG3、ITGAE、CCL5、CXCL9、PF4、IL17A、TSLP、REN、IHH、PROM1及びVEGFAからなる群か
らの15個の遺伝子の発現レベルである15個の生物学的マーカーで、同タイプの実験が行わ
れた。
【０１８３】
　パーセンタイルの平均値を算出することにより、非常に正確な結果が得られた。
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【０１８４】
引用文献
　本出願を通して、種々の引用文献が、本発明の属する技術常識の状態が記載される。こ
れらの引用文献の開示は、本明細書の開示に参照されて取り込まれる。

【図１】 【図２】
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摘要(译)

实体癌患者的分类方法技术领域本发明涉及对实体癌患者进行分类的方
法，尤其涉及实体瘤患者的生存时间的预后和/或实体瘤患者的抗肿瘤治
疗的方法。 一种检查响应性的方法。 该方法基于量化多个免疫反应标记
并将其与参考分布进行比较，以确定其值相对应的分布的百分位。 计算
确定的不同标记的百分位数的平均值或中位数，并将该值与平均值或中
位数百分数的参考值进行比较时，结果与存活率或响应度相关。
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