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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】癌に冒されているヒト患者における上皮細胞成
長因子受容体（EGFR）ターゲティング治療の有効性の可
能性を決定するための新規方法及び治療法の提供。
【解決手段】上皮細胞成長因子受容体（EGFR）治療に対
する癌の応答を決定するための方法に向けられる。好ま
しい態様において、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインに
おける少なくとも１つの相違の存在は、チロシンキナー
ゼ阻害剤ゲフィチニブに対する感受性を与える。したが
って、これらの突然変異の診断検査法により、最も薬物
に応答しそうな患者に対して、ゲフィチニブ、エルロチ
ニブ、およびその他のチロシンキナーゼ阻害剤を投与す
ることができる。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　野生型erbB 1遺伝子と比較して、患者のerbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける少な
くとも1つの核酸相違の有無を検出する工程であって、少なくとも1つの核酸相違の存在は
、EGFRターゲティング治療が有効である可能性が高いことを示す工程を含む、癌に冒され
ているか、または癌を発症するリスクがあるヒト患者における上皮細胞成長因子受容体（
EGFR）ターゲティング治療の有効な可能性を決定するための方法。
【請求項２】
　核酸相違が、キナーゼ活性を増大する、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　erbB 1遺伝子が患者由来の生体試料から得られる、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける相違が、ATP結合ポケットの高次構造に効果
を及ぼす、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　erbB 1のキナーゼドメインにおける相違が、エキソン18、19、20、または21からなる群
より選択されるerbB 1遺伝子のエキソンの1つにある、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　相違が、エキソン18、19、または21にある、請求項5記載の方法。
【請求項７】
　erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける相違が、インフレームの欠失、置換または挿
入である、請求項1記載の方法。
【請求項８】
　インフレームの欠失が、erbB 1遺伝子のエキソン19にある、請求項7記載の方法。
【請求項９】
　erbB 1遺伝子のエキソン19におけるインフレームの欠失が、少なくともSEQ ID NO: 512
のコドン747、748、749、および750のアミノ酸ロイシン、アルギニン、グルタミン酸およ
びアラニンの欠失を含む、請求項8記載の方法。
【請求項１０】
　erbB 1遺伝子のエキソン19におけるインフレームの欠失が、少なくともSEQ ID NO：512
のコドン747、748、および749のアミノ酸ロイシン、アルギニン、およびグルタミン酸の
欠失を含む、請求項8記載の方法。
【請求項１１】
　インフレームの欠失が、SEQ ID NO：511の2235～2249、2240～2251、および2240～2257
からなる群より選択されるヌクレオチドを含む、請求項8記載の方法。
【請求項１２】
　置換が、erbB 1遺伝子のエキソン21にある請求項7記載の方法。
【請求項１３】
　エキソン21における置換が、少なくとも1つのアミノ酸を含む、請求項12記載の方法。
【請求項１４】
　エキソン21における置換が、SEQ ID NO：511のヌクレオチド2573のチミンをグアニンで
、およびSEQ ID NO：511のヌクレオチド2582のチミンをアデニンでの置換からなる群によ
る置換を含む、請求項12記載の方法。
【請求項１５】
　置換がerbB 1遺伝子のエキソン18にある、請求項7記載の方法。
【請求項１６】
　エキソン18における置換が、SEQ ID NO：511のヌクレオチド2155のグアニンをチミンで
、またはグアニンをセリンでの置換である、請求項15記載の方法。
【請求項１７】
　少なくとも1つの相違の有無の検出が、核酸のセグメントを増幅する工程を含む、請求
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項1記載の方法。
【請求項１８】
　増幅されるセグメントが、1000ヌクレオチド以下の長さである、請求項17記載の方法。
【請求項１９】
　増幅されるセグメントが、複数の相違を含む、請求項17記載の方法。
【請求項２０】
　少なくとも1つの相違の有無の検出が、erbB 1核酸を少なくとも1つの核酸プローブと接
触させる工程を含み、該少なくとも1つのプローブが、選択的ハイブリダイゼーション条
件下で該相違を含む核酸配列と優先してハイブリダイズする、請求項1記載の方法。
【請求項２１】
　少なくとも1つの相違の有無の検出が、少なくとも1つの核酸配列をシーケンスする工程
を含む、請求項1記載の方法。
【請求項２２】
　少なくとも1つの相違の有無の検出が、少なくとも1つの核酸配列の質量分析決定を含む
、請求項1記載の方法。
【請求項２３】
　少なくとも1つの相違の有無の検出が、erbB 1コード配列を含む核酸を増幅するために
ポリメラーゼ連鎖反応法（PCR）を行う工程、および増幅された核酸のヌクレオチド配列
を決定する工程を含む、請求項1記載の方法。
【請求項２４】
　増幅された核酸のヌクレオチド配列を決定する工程が、少なくとも1つの核酸セグメン
トをシーケンスする工程を含む、請求項23記載の方法。
【請求項２５】
　増幅された核酸のヌクレオチド配列を決定する工程が、増幅された核酸セグメントをゲ
ル上で泳動する工程、およびセグメント・サイズを決定する工程を含む、請求項23記載の
方法。
【請求項２６】
　少なくとも1つの相違の有無の検出が、遺伝子の複数の相違のハプロタイプを決定する
工程を含む、請求項1記載の方法。
【請求項２７】
　選択的結合条件下で、erbB 1遺伝子に少なくとも1つの相違を含む核酸配列に対して特
異的に結合するプローブであって、相違は、ATP結合ポケットに構造変化を与えるerbB 1
のキナーゼドメインにおける突然変異であるプローブ。
【請求項２８】
　相違が、エキソン18、19、20、または21からなる群より選択されるerbB 1遺伝子のエキ
ソンにある、請求項27記載のプローブ。
【請求項２９】
　プローブが、500ヌクレオチド塩基以下の長さの核酸配列を含む、請求項27記載のプロ
ーブ。
【請求項３０】
　プローブがDNAを含む、請求項27記載のプローブ。
【請求項３１】
　プローブが、DNAおよび少なくとも1つの核酸類似体を含む、請求項27記載のプローブ。
【請求項３２】
　プローブが、ペプチド核酸（PNA）を含む、請求項27記載のプローブ。
【請求項３３】
　検出可能な標識をさらに含む、請求項27記載のプローブ。
【請求項３４】
　検出可能な標識が、蛍光標識である、請求項27記載のプローブ。
【請求項３５】
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　プローブが、少なくともSEQ ID NO：495の核酸15～25、またはこれらの相補物からなる
少なくとも10個の連続した核酸を含む、請求項27記載のプローブ。
【請求項３６】
　プローブが、少なくともSEQ ID NO: 497の核酸20～30、またはこれらの相補物からなる
少なくとも10個の連続した核酸を含む、請求項27記載のプローブ。
【請求項３７】
　プローブが、少なくともSEQ ID NO: 499の核酸20～30、またはこれらの相補物からなる
少なくとも10個の連続した核酸を含む、請求項27記載のプローブ。
【請求項３８】
　患者由来の生体試料におけるerbB 1遺伝子のキナーゼ活性を決定する工程を含む、患者
におけるEGFRターゲットティング治療の有効な可能性を決定するための方法であって、対
照と比較して、EGFRリガンドで刺激後のキナーゼ活性の増加は、EGFRターゲティング治療
が有効である可能性が高いことを示す方法。
【請求項３９】
　EGFRターゲティング治療が、チロシンキナーゼ阻害剤である、請求項1および38記載の
方法。
【請求項４０】
　チロシンキナーゼ阻害剤が、アニリノキナゾリンである、請求項39記載の方法。
【請求項４１】
　アニリノキナゾリンが、合成アニリノキナゾリンである、請求項40記載の方法。
【請求項４２】
　合成アニリノキナゾリンが、ゲフィチニブおよびエルロチニブからなる群より選択され
る、請求項41記載の方法。
【請求項４３】
　a.ポリメラーゼ連鎖反応法（PCR）を行ってエキソン18、19、20、または21の一部を増
幅する工程によって、エキソン18、19、20、または21における少なくとも1つの核酸相違
の有無を検出する工程；および、
　b.増幅されたエキソン18、19、20、または21の少なくとも一部分をシーケンスする工程
によって、増幅された核酸のヌクレオチド配列を決定する工程であって、野生型erbB 1と
比較して、エキソン18、19、20、または21における少なくとも1つのヌクレオチド相違の
存在は、上皮細胞成長因子受容体（EGFR）ターゲティング治療が有効である可能性が高い
ことを示す工程、
を含む、癌に冒されているか、または癌を発症するリスクがあるヒト患者におけるEGFRタ
ーゲティング治療の有効な可能性を決定するための方法。
【請求項４４】
　患者のerbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける少なくとも1つの核酸相違の有無を検
出する工程を含む、癌に冒されているか、または癌を発症するリスクがある患者を治療す
る方法であって、該少なくとも1つの核酸相違の存在が検出された場合、患者にはEGFRタ
ーゲティング治療が施される方法。
【請求項４５】
　a.ポリメラーゼ連鎖反応法（PCR）を行ってエキソン18、19、20、または21の一部を増
幅する工程によって、エキソン18、19、20、または21における少なくとも1つの核酸相違
の有無を検出する工程；
　b.増幅されたエキソン18、19、20、または21の少なくとも一部分をシーケンスする工程
によって、増幅された核酸のヌクレオチド配列を決定する工程；および、
　c.該少なくとも1つの核酸相違の存在が検出された場合、患者にはEGFRターゲティング
治療が施される工程、
を含む、癌に冒されているか、または癌を発症するリスクがある患者を治療する方法。
【請求項４６】
　EGFRターゲティング治療が、チロシンキナーゼ阻害剤である、請求項44および45記載の
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方法。
【請求項４７】
　チロシンキナーゼ阻害剤が、アニリノキナゾリンである、請求項46記載の方法。
【請求項４８】
　アニリノキナゾリンが、合成アニリノキナゾリンである、請求項47記載の方法。
【請求項４９】
　合成アニリノキナゾリンが、ゲフィチニブおよびエルロチニブからなる群より選択され
る、請求項48記載の方法。
【請求項５０】
　erbB 1遺伝子が、患者由来の生体試料から得られる、請求項44および45記載の方法。
【請求項５１】
　癌が、胃腸癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、頭頚部癌、肺癌、非小細胞肺癌、神経系の癌
、腎臓癌、網膜癌、皮膚癌、肝臓癌、膵癌、生殖器-泌尿器癌、および膀胱癌からなる群
より選択される、請求項44および45記載の方法。
【請求項５２】
　癌が、非小細胞肺癌である、請求項51記載の方法。
【請求項５３】
　核酸相違が、キナーゼ活性を増大する、請求項44および45記載の方法。
【請求項５４】
　erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける相違が、ATP結合ポケットの高次構造に効果
を及ぼす、請求項44および45記載の方法。
【請求項５５】
　erbB 1のキナーゼドメインにおける相違が、エキソン18、19、20、または21からなる群
より選択されるerbB 1遺伝子のエキソンの1つにある、請求項44および45記載の方法。
【請求項５６】
　相違が、エキソン18、19、または21にある、請求項55記載の方法。
【請求項５７】
　erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける相違が、インフレームの欠失または置換であ
る、請求項44および45記載の方法。
【請求項５８】
　インフレームの欠失が、erbB 1遺伝子のエキソン19にある、請求項57記載の方法。
【請求項５９】
　erbB 1遺伝子のエキソン19におけるインフレームの欠失が、少なくともコドン747、748
、749、および750のアミノ酸ロイシン、アルギニン、グルタミン酸、およびアラニンの欠
失を含む、請求項58記載の方法。
【請求項６０】
　erbB 1遺伝子のエキソン19におけるインフレームの欠失が、少なくともSEQ ID NO: 512
のコドン747、748、および749のアミノ酸ロイシン、アルギニン、およびグルタミン酸の
欠失を含む、請求項58記載の方法。
【請求項６１】
　インフレームの欠失が、SEQ ID NO: 511の2235～2249、2240～2251、および2240～2257
からなる群より選択されるヌクレオチドを含む、請求項59記載の方法。
【請求項６２】
　置換が、erbB 1遺伝子のエキソン21にある、請求項57記載の方法。
【請求項６３】
　エキソン21における置換が、SEQ ID NO: 511のヌクレオチド2573のチミンをグアニンで
、およびSEQ ID NO: 511のヌクレオチド2582のチミンをアデニンで置換する工程からなる
群による置換を含む、請求項62記載の方法。
【請求項６４】
　エキソン21における置換が、少なくとも1つのアミノ酸を含む、請求項62記載の方法。
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【請求項６５】
　置換がerbB 1遺伝子のエキソン18にある、請求項57記載の方法。
【請求項６６】
　エキソン18における置換が、SEQ ID NO: 511のヌクレオチド2155のグアニンをチミンで
置換する、請求項65記載の方法。
【請求項６７】
　a.EGFRキナーゼドメインのエキソン18、19、20、もしくは21と境界を接するか、または
その範囲内の核酸領域に対してアニールするようにデザインされた少なくとも1つの縮重
プライマ一対；
　b.PCR増幅を実行するために必要とされる製品および試薬；並びに、
　c.説明書、
を含むキット。
【請求項６８】
　プライマーが、全てのフォワードプライマーの5'末端にSEQ ID NO: 645を、全てのリバ
ースプライマーの5'末端にSEQ ID NO: 674を有する、SEQ ID NO: 505～508およびSEQ ID 
NO: 646～673からなる群より選択される配列プライマーを含む、請求項67記載のキット。
【請求項６９】
　a.EGFRキナーゼドメインのエキソン18、19、20、もしくは21の範囲内の核酸領域に対し
てアニールするようにデザインされた少なくとも1つのプローブ；
　b.アニーリング反応を実行するために必要とされる製品および試薬；並びに
　c.説明書、
を含むキット。
【請求項７０】
　少なくとも1つのプローブが、固体支持体に結合されている、請求項69記載のキット。
【請求項７１】
　a.EGFRキナーゼドメイン・タンパク質のATP結合ポケットと結合するようにデザインさ
れた少なくとも1つのプローブ；
　b.結合反応を実行するために必要とされる製品および試薬；並びに
　c.説明書、
を含むキット。
【請求項７２】
　プローブが、抗体、抗体断片、またはキメラ抗体である、請求項71記載のキット。
【請求項７３】
　プローブが、検出可能な標識をさらに含む、請求項72記載のキット。
【請求項７４】
　a.化合物を変異体EGFRと接触させる工程；および、
　b.生じる変異体EGFRのキナーゼ活性を検出する工程、
を含み、変異体EGFRのキナーゼ活性を阻害する化合物が選択される、変異体上皮細胞成長
因子受容体（EGFR）の触媒キナーゼ活性を阻害する化合物を選択するための方法。
【請求項７５】
　変異体EGFRが、標識されている、請求項74記載の方法。
【請求項７６】
　変異体EGFRが、固体支持体に結合されている、請求項74記載の方法。
【請求項７７】
　固体支持体が、タンパク質チップである、請求項74記載の方法。
【請求項７８】
　化合物が、抗体、抗体断片、小分子、ペプチド、タンパク質、アンチセンス核酸、リボ
ザイム、PNA、siRNA、オリゴヌクレオチドアプタマー、およびペプチドアプタマーからな
る群より選択される、請求項74において変異体EGFRの触媒キナーゼ活性を阻害することが
同定された化合物。
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【請求項７９】
　変異体EGFRが、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインに二次突然変異を含む、請求項74記載
の方法。
【請求項８０】
　請求項74～79において同定されたEGFRキナーゼ活性の阻害剤を含む薬学的組成物。
【請求項８１】
　請求項80記載の薬学的組成物を患者に投与する工程を含む、EGFRを媒介した疾患を有す
る患者を治療する方法。
【請求項８２】
　EGFRを媒介した疾患が癌である、請求項81記載の方法。
【請求項８３】
　癌が、胃腸癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、頭頚部癌、肺癌、非小細胞肺癌、神経系の癌
、腎臓癌、網膜癌、皮膚癌、肝臓癌、膵癌、生殖器-泌尿器癌、および膀胱癌からなる群
より選択される、請求項82記載の方法。
【請求項８４】
　癌が非小細胞肺癌である、請求項83記載の方法。
【請求項８５】
　a.erbB 1遺伝子の変異型を有する細胞を致死量以下のチロシンキナーゼ阻害剤と接触さ
せる工程；
　b.チロシンキナーゼ阻害剤の増殖停止効果に耐性である細胞を選択する工程；および、
　c.erbB 1キナーゼドメインにおける二次突然変異の存在について、耐性細胞由来のerbB
 1核酸を解析する工程、
を含む、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける二次突然変異の獲得を予測するための
方法。
【請求項８６】
　細胞が、インビトロにある、請求項85記載の方法。
【請求項８７】
　細胞が、トランスジェニック動物から得られる、請求項85記載の方法。
【請求項８８】
　トランスジェニック動物が、マウスである、請求項87記載の方法。
【請求項８９】
　細胞が、腫瘍生検から得られる、請求項87記載の方法。
【請求項９０】
　最初に、変異誘発剤の有効な量と細胞を接触させる工程をさらに含む、請求項85記載の
方法。
【請求項９１】
　変異誘発剤が、エチルメタンスルホナート（EMS）、N-エチル-N-ニトロソ尿素（ENU）
、N-メチル-N-ニトロソ尿素（MNU）、ホカルバキシンハイドロクロライド（Prc）、メチ
ルメタンスルホナート（MeMS）、クロランブシル（Chl）、メルファラン、ポルカルバジ
ンハイドロクロライド、シクロホスファミド（Cp）、ジエチル硫酸（Et2SO4）、アクリル
アミド単量体（AA）、トリエチレンメラミン（TEM）、ナイトロジェンマスタード、ビン
クリスチン、ジメチルニトロアミン、Nメチル-N'-ニトロ-ニトロソグアニジン（MNNG）、
7,12ジメチルベンズ（a）アントラセン（DMBA）、エチレンオキシド、ヘキサメチルホス
ホルアミド、ビスルファン、およびエチルメタンスルホラート（EtMs）からなる群より選
択される、請求項90記載の方法。
【請求項９２】
　DNA修復欠損菌株内のEGFR遺伝子の変異型を、これを細胞に導入する前に増殖する工程
をさらに含む、請求項85記載の方法。
【請求項９３】
　化合物をキナーゼドメインに二次突然変異を有する変異体上皮細胞成長因子受容体（EG
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FR）と接触させる工程、および生じるキナーゼ活性を検出する工程を含む、化合物を選択
するための方法であって、変異体EGFRのキナーゼ活性を阻害する化合物が選択される方法
。
【請求項９４】
　二次突然変異が、ゲフィチニブまたはエルロチニブに対する耐性を生じる、請求項93記
載の方法。
【請求項９５】
　SEQ ID NO: 495を含む単離された核酸。
【請求項９６】
　ヌクレオチド2235～2249が欠失している、SEQ ID NO: 511を含む単離された核酸。
【請求項９７】
　SEQ ID NO: 497を含む単離された核酸。
【請求項９８】
　ヌクレオチド2240～2251が欠失している、SEQ ID NO: 511を含む単離された核酸。
【請求項９９】
　SEQ ID NO: 499を含む単離された核酸。
【請求項１００】
　ヌクレオチド2240～2257が欠失している、SEQ ID NO: 511を含む単離された核酸。
【請求項１０１】
　SEQ ID NO: 502を含む単離された核酸。
【請求項１０２】
　ヌクレオチド2573のグアニンが、チミンに対して置換されている、SEQ ID NO: 511を含
む単離された核酸。
【請求項１０３】
　SEQ ID NO: 504を含む単離された核酸。
【請求項１０４】
　ヌクレオチド2582のアデニンが、チミンに対して置換されている、SEQ ID NO: 511を含
む単離された核酸。
【請求項１０５】
　ヌクレオチド2155のチミンが、グアニンに対して置換されている、SEQ ID NO: 511の単
離された核酸。
【請求項１０６】
　アミノ酸746～750が欠失している、SEQ ID NO: 512のアミノ酸配列を有する単離された
タンパク質。
【請求項１０７】
　アミノ酸747～751が欠失している、SEQ ID NO: 512のアミノ酸配列を有する単離された
タンパク質。
【請求項１０８】
　アミノ酸747～753が欠失している、SEQ ID NO: 512のアミノ酸配列を有する単離された
タンパク質。
【請求項１０９】
　アミノ酸858のロイシンがアルギニンで置換されている、SEQ ID NO: 512のアミノ酸配
列を有する単離されたタンパク質。
【請求項１１０】
　アミノ酸861のロイシンがグルタミンで置換されている、SEQ ID NO: 512のアミノ酸配
列を有する単離されたタンパク質。
【請求項１１１】
　アミノ酸719のグリシンがシステインで置換されている、SEQ ID NO: 512のアミノ酸配
列を有する単離されたタンパク質。
【請求項１１２】



(9) JP 2009-171965 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

　erbB 1遺伝子の核酸相違が、SEQ ID NO: 511のヌクレオチド2155にて、グアニンをチミ
ンで、またはグアニンをセリンでの置換、SEQ ID NO: 511のヌクレオチド2235～2249、22
40～2251、2240～2257、2236～2250、2254～2277、または2236～2244における欠失、およ
びSEQ ID NO: 511のヌクレオチド2573にて、チミンをグアニンで、またはヌクレオチド25
82のチミンをアデニンでの置換からなる群より選択される、請求項1記載の方法。
【請求項１１３】
　a.患者から生体試料を得る工程；および、
　b.該患者においてAkt、STAT5、またはSTAT3が活性化されるかどうかを決定する工程、
を含み、活性化されたAkt、STAT5、またはSTAT3は、上皮細胞成長因子受容体（EGFR）が
有効である可能性が高いことを示す、癌に冒されているか、または癌を発症するリスクが
ある患者におけるEGFRターゲティング治療の有効な可能性を決定するための方法。
【請求項１１４】
　生体試料が、生検または吸引液である、請求項113記載の方法。
【請求項１１５】
　活性化されたAkt、STAT3、またはSTAT5が、リン酸化されている、請求項113記載の方法
。
【請求項１１６】
　活性化されたAkt、STAT5、またはSTAT3が、免疫学的に決定される、請求項113記載の方
法。
【請求項１１７】
　免疫学的検査法が、免疫組織化学法、免疫細胞化学法、FACS走査法、免疫ブロット法、
放射免疫アッセイ法、ウエスタンブロッティング法、免疫沈降法、または酵素結合免疫吸
着検定法（ELISA）からなる群より選択される、請求項116記載の方法。
【請求項１１８】
　免疫学的検査法が、抗ホスホAkt、抗ホスホSTAT3、もしくは抗ホスホSTAT5抗体を使用
する免疫組織化学法または免疫細胞化学法である、請求項116記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
関連出願の説明
　本出願は、35 U.S.C. §119（e）下において、2004年3月31日に出願の米国仮出願第60/
558,218号、2004年4月9日に出願の米国仮出願第60/561,095号、2004年4月27日に出願の米
国仮出願第60/565,753号、2004年4月27日に出願の米国仮出願第60/565,985号、2004年5月
25日に出願の米国仮出願第60/574,035号、2004年6月7日に出願の米国仮出願第60/577,916
号、および2004年7月29日に出願の米国仮出願第60/592,287号の利益を主張し、これらの
内容は、その全体が本明細書に参照として組み入れられる。
【０００２】
政府支援
　本発明は、National Institutes for Health （NIH）助成金番号RO1 CA 092824、P50 C
A 090578、PO1 95281、および1K12CA87723-01によって支援されており、米国政府は、こ
れらに対して一定の権利を有する。
【０００３】
背景
　上皮細胞癌、たとえば前立腺癌、乳癌、大腸癌、肺癌、膵癌、卵巣癌、脾臓癌、精巣癌
、胸腺の癌などは、上皮細胞の異常な増殖が促進されることによって特徴づけられる疾患
である。この増殖の促進により、最初に腫瘍形成が生じる。最終的には、他の器官部位へ
の転移をも生じ得る。種々の癌の診断および治療は、進歩してきたが、これらの疾患は、
なおもかなりの死亡率を生じる。
【０００４】
　肺癌は、依然として先進工業国における癌死の主因である。肺に発生する癌は、細胞が
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顕微鏡下でどのような状態に見えるかによって、2つの主要なタイプの非小細胞肺癌およ
び小細胞肺癌に分けられる。非小細胞肺癌（扁平上皮癌、腺癌、および大細胞癌）は、一
般に小細胞肺癌よりもゆっくりとその他の器官に広がる。約75パーセントの肺癌症例が、
非小細胞肺癌（たとえば、腺癌）に分類され、その他の25パーセントが、小細胞肺癌であ
る。非小細胞肺癌（NSCLC）は、米国、日本、および西ヨーロッパにおける癌死の主因で
ある。疾患が進行した患者に対しては、化学療法は、生存に適度な利益をもたらすが、か
なりの毒性を犠牲にしており、腫瘍増殖を指揮する重要な遺伝的病変に特異的にターゲッ
トされる治療薬の需要が強調される（Schiller JH et al., N Engl J Med, 346：92-98, 
2002(非特許文献１)）。
【０００５】
　上皮細胞成長因子受容体（EGFR）は、上皮細胞の表面上に発現される170キロダルトン
（kDa）の膜結合型タンパク質である。EGFRは、タンパク質チロシンキナーゼ（細胞周期
調節分子種）の生長因子受容体ファミリーのメンバーである（W. J. Gullick et al., 19
86（Cancer Res., 46）：285-292(非特許文献２)）。EGFRは、そのリガンド（EGFまたはT
GF-α）が細胞外ドメインと結合するときに活性化され、受容体の細胞内チロシンキナー
ゼドメインの自己リン酸化を生じる（S. Cohen et al., 1980, J. Biol. Chem., 255：48
34-4842(非特許文献３)； A. B. Schreiber et al., 1983, J. Biol. Chem., 258：846-8
53(非特許文献４)）。
【０００６】
　EGFRは、増殖を促進する発癌遺伝子erbBまたはerbB 1のタンパク質産物であるが、プロ
トオンコジーンのファミリー、すなわちERBBファミリーの一員であり、多くのヒト癌の発
症および進行において重要な役割を果たすと考えられる。特に、EGFRの発現増加は、乳癌
、膀胱癌、肺癌、頭部癌、頚癌、および胃癌、並びにグリア芽細胞腫において観察された
。発癌遺伝子のERBBファミリーは、4つの構造的に関連した膜貫通受容体、すなわちEGFR
、HER-2／neu（erbB2）、HER-3（erbB3）、およびHER-4（erbB4）をコードする。臨床的
には、腫瘍におけるERBB発癌遺伝子増幅および／または受容体過剰発現は、疾患再発およ
び不十分な患者の予後と、並びに治療法における応答性と相関することが報告されていた
（L. Harris et al., 1999, Int. J. Biol. Markers, 14：8-15(非特許文献５)；およびJ
. Mendelsohn and J. Baselga, 2000, Oncogene, 19：6550-6565(非特許文献６)）。
【０００７】
　EGFRは、3つの主要ドメイン、すなわち細胞外ドメイン（ECD）（これは、グリコシル化
されており、かつ2つのシステイン・リッチ領域と共にリガンド結合ポケットを含む）と
；短い膜貫通ドメインと、内因性チロシンキナーゼ活性を有する細胞内ドメインとから構
成される。膜貫通領域は、リガンド結合ドメインを細胞内ドメインに連結する。アミノ酸
およびDNA配列解析、並びにEGFRの非グリコシル化形態の研究では、EGFRのタンパク質バ
ックボーンが132kDaの質量を有し、1186アミノ酸残基であることを示す（A. L. Ullrich 
et al., 1984, Nature, 307：418-425(非特許文献７)； J. Downward et al., 1984, Nat
ure, 307：521-527(非特許文献８)； C. R. Carlin et al., 1986, Mol. Cell. Biol., 6
：257-264(非特許文献９)；およびF. L. V. Mayes and M. D. Waterfield, 1984, The EM
BO J., 3：531-537(非特許文献１０)）。
【０００８】
　EGFRに対するEGFまたはTGF-αの結合は、シグナル伝達経路を活性化して、細胞増殖を
生じる。二量体化、高次構造変化、およびEGFR分子のインターナリゼーションは、細胞内
シグナルを伝達して細胞増殖制御を生じるように機能する（G. Carpenter and S. Cohen,
 1979, Ann. Rev. Biochem., 48：193-216(非特許文献１１)）。成長因子受容体の制御に
影響を及ぼす遺伝子変化により、受容体および／またはリガンドの過剰発現するように機
能し、または導き、細胞増殖を生じることとなる。加えて、EGFRは、細胞分化、細胞運動
性の増強、タンパク質分泌、新血管新生、浸潤、転移、並びに化学療法薬および放射線に
対する癌細胞の耐性において役割を果たすことが決定された。（M.-J. Oh et al., 2000,
 Clin. Cancer Res., 6：4760-4763(非特許文献１２)）。
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【０００９】
　種々の癌の治療のために、すでに臨床試験を受けている多くのものを含む、EGFRの多様
な阻害剤が同定されてきた。最近の概要については、de Bono, J. S. and Rowinsky, E. 
K. （2002）, “ The erbB Receptor Family： A Therapeutic Target For Cancer“, Tr
ends in Molecular Medicine, 8, S 19-26(非特許文献１３)を参照されたい。
【００１０】
　癌の治療における治療的介入のための標的の有望なセットには、HER-キナーゼ軸のメン
バーを含む。これらは、たとえば前立腺、肺、および乳房の固体上皮腫瘍において頻繁に
アップレギュレートされ、さらにグリア芽細胞腫腫瘍においてもアップレギュレートされ
る。上皮細胞成長因子受容体（EGFR）は、HER-キナーゼ軸のメンバーであり、いくつかの
異なる癌療法の開発のための選択の対象であった。EGFR経路の活性化のためには、チロシ
ン残基の可逆的リン酸化が必要とされるため、EGFRチロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）
は、これらの治療法のうちの一つである。言い換えると、EGFR-TKIは、腫瘍細胞の増殖お
よび分裂を誘導する細胞シグナリング経路をトリガーし、および／または維持する役割を
担う細胞表面受容体を遮断する。具体的には、これらの阻害剤は、HER-1と称され、EGFR
キナーゼドメインを妨害すると考えられる。より有望なEGFR-TKIの中には、3つの一連の
化合物：キナゾリン、ピリドピリミジン、およびピロロピリミジンがある。
【００１１】
　臨床開発においてより進行した化合物のうちの2つは、ゲフィチニブ（AstraZeneca UK 
Ltd.によって開発された化合物ZD1839；商品名イレッサの下で入手可能である；以下に「
イレッサ」）およびエルロチニブ（Genentech, Inc.およびOSI Pharmaceuticals, Inc.に
よって開発された化合物OSI-774；商品名タルセバの下で入手可能である；以下に「タル
セバ」）を含み；両方とも、有望な臨床成績を有する。イレッサおよびタルセバの両方に
よる従来の癌治療法には、1日にわずか500mgのそれぞれの化合物の経口投与を含む。進行
した非小細胞肺癌患者の治療について承認された2003年5月には、イレッサは、これらの
産物で最初に米国市場に行き渡ったものになった。
【００１２】
　イレッサは、EGFR分子上のチロシンキナーゼリン酸化を直接阻害することによって機能
する、経口活性なキナゾリンである。これは、アデノシン三リン酸（ATP）結合部位と競
合し、HER-キナーゼ軸の抑制を生じる。イレッサ反応の正確なメカニズムは完全に理解さ
れていないが、研究では、EGFRの存在がその作用に必要な必須条件であることを示唆する
。
【００１３】
　これらの化合物を使用する際の重要な制限は、これらのレシピエントが、彼らが最初に
治療法に応答した後に、これらの治療有効性に対して耐性を発生する可能性があり、また
はこれらが、なんら測定可能な程度に全くEGFR-TKIに反応しない可能性があることである
。実際に、10～15パーセントの進行した非小細胞肺癌患者だけが、EGFRキナーゼ阻害剤に
応答する。したがって、イレッサおよびタルセバに対する感受性の根底にある分子機構の
より優れた理解は、このような療法によって利益を受ける可能性が最も高い個体に対する
ターゲッティング療法の際に極めて有益である。
【００１４】
　当技術分野において、TKI療法の利益を取り込み、かつ患者によって示される不応答性
を克服して、癌、具体的には肺癌、卵巣癌、乳癌、脳癌、結腸癌、および前立腺癌などの
上皮細胞癌を満足に治療することについてのかなりの需要がある。このような治療は、個
体、特に癌が特に共通であるより老齢の個体の健康に対して劇的な影響を有し得る。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】Schiller JH et al., N Engl J Med, 346：92-98, 2002
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【発明の概要】
【００１６】
概要
　ゲフィチニブ（イレッサ（登録商標））などのチロシンキナーゼ阻害剤（TKI）療法は
、上記癌で冒されている大多数の個体では有効でない。本発明の発明者らは、驚くべきこ
とに、EGFRのキナーゼドメインに体細胞突然変異が存在するとイレッサ、タルセバなどの
TKIに対するEGFRの感受性を実質的に増大することを発見した。たとえば、このような癌
を有する患者の30%未満が現在のTKIによる治療に感受性であるが、EGFRキナーゼドメイン
に突然変異を有する患者の50%、より好ましくは60、70、80、90%以上が感受性である。加
えて、これらの突然変異は、EGFRのキナーゼ活性を増大される。したがって、これらの突
然変異を有する患者は、現在のチロシンキナーゼ阻害剤（TKI）療法、たとえばゲフィチ
ニブに応答する可能性が高い。
【００１７】
　したがって、本発明は、癌に冒されているヒト患者における上皮細胞成長因子受容体（
EGFR）ターゲティング治療の有効性の可能性を決定するための新規方法を提供する。本方
法は、野生型erbB 1遺伝子と比較して、該患者のerbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおけ
る少なくとも1つの核酸相違の有無を検出する工程を含む。少なくとも1つの相違の存在は
、EGFRターゲティング治療が有効である可能性が高いことを示す。好ましくは、核酸相違
は、EGFRのキナーゼ活性を増大する。次いで、患者をEGFRターゲティング治療で治療する
ことができる。本発明の一つの態様において、EGFRターゲティング治療は、チロシンキナ
ーゼ阻害剤である。好ましい態様において、チロシンキナーゼ阻害剤は、アニリノキナゾ
リンである。アニリノキナゾリンは、合成アニリノキナゾリンであってもよい。好ましく
は、合成アニリノキナゾリンは、ゲフィチニブまたはエルロチニブのいずれかである。も
う一つの態様において、EGFRターゲティング治療は、4-ジメチルアミノ-ブト-2-エン酸[4
-（3-クロロ-4-フルオロ-フェニルアミノ）-3-シアノ-7-エトキシ-キノリン-6-イル]-ア
ミド（「EKB-569」、時に「EKI-569」ともいわれ、たとえば、国際公開公報第/2005/0186
77号およびTorrance et al., Nature Medicine, vol. 6, No. 9, Sept. 2000, p. 1024を
参照されたい）および／またはHKI-272もしくはHKI-357（Wyeth；Greenberger et al., P
roc.11th NCI EORTC-AACR Symposium on New Drugs in Cancer Therapy, Clinical Cance
r Res. Vol. 6 Supplement, Nov. 2000, ISSN 1078-0432； in Rabindran et al., Cance
r Res. 64： 3958-3965 （2004）； Holbro and Hynes, Ann. Rev. Pharm. Tox. 44：195
-217 （2004）； Tsou et al, j. Med. Chem. 2005, 48, 1107-1131；およびTejpar et a
l., J. Clin. Oncol. ASCO Annual Meeting Proc. Vol. 22, No.14S： 3579 （2004）を
参照されたい）を含む不可逆的EGFR阻害剤である。
【００１８】
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　本発明の一つの態様において、EGFRは、癌であるか、または癌を発症するリスクがある
患者由来の生体試料から得られる。EGFR（またはerbB 1遺伝子）のキナーゼドメインにお
ける相違は、ATP結合ポケットの高次構造上の構造に効果を及ぼす。好ましくは、EGFRの
キナーゼドメインにおける相違は、エキソン18、19、20、または21におけるインフレーム
の欠失または置換である。
【００１９】
　一つの態様において、インフレームの欠失は、EGFR（erbB 1）のエキソン19にある。エ
キソン19におけるインフレームの欠失は、好ましくは、少なくともコドン747、748、749
、および750における、アミノ酸ロイシン、アルギニン、グルタミン酸、およびアラニン
の欠失にて含む。一つの態様において、インフレームの欠失は、ヌクレオチド2235～2249
を含み、アミノ酸746～750（配列グルタミン酸、ロイシン、アルギニン、グルタミン酸、
およびアラニン）を欠失させ、表2、表S2、図2B、図4A、図5、SEQ ID NO: 511、図6C、お
よび図8Cを参照されたい。もう一つの態様において、インフレームの欠失は、ヌクレオチ
ド2236～2250を含み、アミノ酸746～750を欠失させ、表S2、図5、SEQ ID NO: 511、およ
び図6Cを参照されたい。または、インフレームの欠失は、ヌクレオチド2240～2251（表2
、図2C、図4A、図5、SEQ ID NO: 511を参照されたい）、またはヌクレオチド2240～2257
（表2、表S3A、図2A、図4A、図5、SEQ ID NO: 511、図6C、および図8Eを参照されたい）
を含む。または、インフレームの欠失は、ヌクレオチド2248にてグアニンをシトシンに置
換すると共に、ヌクレオチド2239～2247（表S3Aおよび図8Dを参照されたい）、またはヌ
クレオチド2237のアデニンをチミンに置換するとともにヌクレオチド2238～2255の欠失（
表S3Aおよび図8Fを参照されたい）、またはヌクレオチド2254～2277の欠失（表S2を参照
されたい）を含む。または、インフレームの欠失は、表S3Bに示したように、ヌクレオチ
ド

を含む。
【００２０】
　もう一つの態様において、置換は、EGFRのエキソン21にある。エキソン21における置換
は、少なくとも1つのアミノ酸を含む。一つの態様において、エキソン21における置換は
、ヌクレオチド2573にてチミンをグアニンで置換することを含む（図4Aおよび図5、SEQ I
D NO: 511を参照されたい）。この置換は、野生型のロイシンがアミノ酸858にてアルギニ
ンと置換されたアミノ酸置換を生じる（図5、表2、表S2、表S3A、図2D、図6A、図8B、お
よびSEQ ID NO: 512を参照されたい）。または、エキソン21における置換は、ヌクレオチ
ド2582のチミンをアデニンで置換することを含む（図4Aおよび図5、SEQ ID NO: 511を参
照されたい）。この置換は、野生型のロイシンがアミノ酸861にてグルタミンと置換され
たアミノ酸置換を生じる（図5、表2、図2E、表S3B、およびSEQ ID NO: 512を参照された
い）。
【００２１】
　また、置換は、EGFRのエキソン18にあってもよい。一つの態様において、エキソン18に
ある置換は、ヌクレオチド2155におけるグアニンの代わりのチミンである（図4Aおよび図
5、SEQ ID NO: 511を参照されたい）。この置換は、野生型のグリシンが、コドン719にて
システインと置換されたアミノ酸置換を生じる（図5、SEQ ID NO: 512を参照されたい）
。もう一つの態様において、エキソン18における置換は、ヌクレオチド2155におけるグア
ニンの代わりのアデニンであり、野生型のグリシンがコドン719にてセリンに対して置換
されたアミノ酸置換を生じる（表S2、図6B、図8A、図5、SEQ ID NO: 511、および512を参
照されたい）。
【００２２】
　もう一つの態様において、置換は、SEQ ID NO: 511のヌクレオチド2316の後の、かつヌ
クレオチド2317の前のグアニン、グアニン、およびチミン（GGT）の挿入（2316_2317 ins
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 GGT）である。これは、アミノ酸772にて、バリン（V）の挿入（P772_H733 ins V）とし
ても記載することができる。その他の突然変異を表S3Bに示してあり、たとえばSEQ ID NO
: 511のヌクレオチド2309の後の、およびヌクレオチド2310の前のCAACCCGGの挿入、並び
にSEQ ID NO: 511のヌクレオチド2311の後の、およびヌクレオチド2312の前のGCGTGGACA
の挿入を含む。また、置換は、エキソン20にあってもよく、一つの態様において、ヌクレ
オチド2334および2335のGGに対するAAの置換である、表S3Bを参照されたい。
【００２３】
　まとめると、好ましい態様におけるerbB 1遺伝子の核酸相違は、SEQ ID NO: 511のヌク
レオチド2155にてグアニンをチミンで、もしくはグアニンをアデニンでの置換、またはSE
Q ID NO: 511のヌクレオチド2235～2249、2240～2251、2240～2257、2236～2250、2254～
2277、もしくは2236～2244の欠失、SEQ ID NO: 511のヌクレオチド2316の後の、かつヌク
レオチド2317の前のヌクレオチドのグアニン、グアニン、およびチミン（GGT）の挿入、
並びにSEQ ID NO: 511のヌクレオチド2573のチミンをグアニンで、もしくはヌクレオチド
2582のチミンをアデニンでの置換である。
【００２４】
　少なくとも1つの核酸相違の有無の検出は、受容体をコードする核酸のセグメントを増
幅することによって決定することができる。増幅されるセグメントは、1000ヌクレオチド
の長さ、好ましくは500ヌクレオチドの長さ、および最も好ましくは100ヌクレオチド以下
の長さである。増幅されるセグメントは、複数の相違を含むことができる。
【００２５】
　もう一つの態様において、少なくとも1つの相違の有無の検出は、相違部位を含むEGFR
核酸を、少なくとも1つの核酸プローブと接触させる工程を提供する。プローブは、相違
部位を含み、かつ選択的ハイブリダイゼーション状態下で相違部位に相補的ヌクレオチド
塩基を含む核酸配列と優先してハイブリダイズする。ハイブリダイゼーションは、検出可
能な標識で検出することができる。
【００２６】
　さらにもう一つの態様において、少なくとも1つの相違の有無の検出は、少なくとも1つ
の核酸配列をシーケンスする工程、および得られた配列を公知のerbB 1核酸配列と比較す
る工程を含む。または、少なくとも1つの相違の有無は、少なくとも1つの核酸配列の質量
分析の決定を含む。
【００２７】
　好ましい態様において、少なくとも1つの核酸相違の有無の検出は、ポリメラーゼ連鎖
反応法（PCR）を行うことを含む。仮定的相違を含むerbB 1核酸配列を増幅して、増幅さ
れた核酸のヌクレオチド配列を決定する。増幅された核酸のヌクレオチド配列を決定する
工程は、少なくとも1つの核酸セグメントをシーケンスする工程を含む。または、増幅産
物を、自動化および手動ゲル電気泳動等を含むサイズに従って増幅産物を分離することが
できる任意の方法を使用することによって解析することができる。
【００２８】
　または、少なくとも1つの相違の有無の検出は、遺伝子における複数の相違のハプロタ
イプを決定することを含む。
【００２９】
　もう一つの態様において、EGFR相違の有無は、erbB 1遺伝子産物（タンパク質）を解析
することによって検出することができる。本態様では、変異体EGFRと特異的に結合するプ
ローブが利用される。好ましい態様において、プローブは、変異体EGFRと優先して結合す
る抗体である。変異体EGFRの存在により、EGFRターゲティング治療の有効性の可能性を予
測する。または、プローブは、抗体断片、キメラ抗体、ヒト化抗体、またはアプタマーで
あってもよい。
【００３０】
　本発明は、EGFR遺伝子（erbB 1）に少なくとも1つの核酸相違を含む核酸配列に対して
、選択的結合条件下で、特異的に結合するプローブをさらに提供する。一つの態様におい
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て、相違は、ATP結合ポケットに構造変化を与えるerbB 1のキナーゼドメインにおける突
然変異である。
【００３１】
　本発明のプローブは、約500ヌクレオチド塩基、好ましくは約100のヌクレオチド塩基、
および最も好ましくは約50または約25ヌクレオチド塩基以下の長さの核酸配列を含んでい
てもよい。プローブは、DNA、RNA、またはペプチド核酸（PNA）で構成されていてもよい
。さらにまた、プローブは、たとえば蛍光標識または酵素標識などの、検出可能な標識を
含んでいてもよい。
【００３２】
　加えて、本発明は、癌に冒されている患者における上皮細胞成長因子受容体（EGFR）タ
ーゲティング治療の有効な可能性を決定するための新規方法を提供する。本方法は、患者
由来の生体試料におけるEGFRのキナーゼ活性を決定することを含む。正常対象と比較して
、EGFRリガンドで刺激後のキナーゼ活性の増加は、EGFRターゲティング治療が有効である
可能性が高いことを示す。
【００３３】
　本発明は、癌に冒されているか、または癌を発症するリスクがある患者を治療するため
の新規方法をさらに提供する。本方法は、患者のEGFRのキナーゼドメインが、少なくとも
1つの核酸相違を含むかどうかを決定することを含む。好ましくは、EGFRは、腫瘍または
癌の部位に位置し、核酸相違は、体細胞である。このような相違の存在は、EGFRターゲテ
ィング治療が有効なことを示す。相違が存在する場合、チロシンキナーゼ阻害剤が患者に
投与される。
【００３４】
　上記のように、同定された患者に投与されるチロシンキナーゼ阻害剤は、たとえば、EK
B-569、HKI-272および／またはHKI-357（Wyeth）などのアニリノキナゾリンまたは不可逆
的チロシンキナーゼ阻害剤であってもよい。好ましくは、アニリノキナゾリンは、合成ア
ニリノキナゾリンであり、最も好ましくは、合成アニリノキナゾリンは、ゲフィチニブお
よびエルロチニブである。
【００３５】
　本発明の方法によって治療される癌は、たとえば、胃腸癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、
頭頚部癌、肺癌、非小細胞肺癌、神経系の癌、腎臓癌、網膜癌、皮膚癌、肝臓癌、膵癌、
生殖器-泌尿器癌、および膀胱癌を含むが、これらに限定されるわけではない。好ましい
態様において、癌は、非小細胞肺癌である。
【００３６】
　また、本発明のPCR法を実行するためのキットも包含される。キットは、EGFRキナーゼ
ドメインのATP結合ポケットをコードする遺伝子と境を接する核酸領域に対してアニール
するようにデザインされた少なくとも1つの縮重プライマー一対を含む。加えて、キット
は、PCR増幅を実行するために必要とされる製品および試薬、並びに説明書を含む。
【００３７】
　好ましい態様において、キットに含まれるプライマー対は、SEQ ID NO: 505、SEQ ID N
O: 506、SEQ ID NO: 507、およびSEQ ID NO: 508からなる群より選択される。また、実施
例において表6および7の一覧表に記載したプライマーが好ましい。
【００３８】
　さらにもう一つの態様において、本発明は、変異体上皮細胞成長因子受容体（EGFR）の
触媒キナーゼ活性を阻害する化合物を選択するための方法を開示する。第1の工程として
、変異体EGFRを潜在的化合物と接触させる。次いで、生じる変異体EGFRキナーゼ活性を検
出し、変異体EGFRのキナーゼ活性を阻害する化合物を選択する。一つの態様において、変
異体EGFRは、細胞内に含まれる。また、本方法は、TKI、たとえばゲフィチニブまたはエ
ルロチニブに対して耐性を与えるキナーゼドメインに二次突然変異を有する変異体EGFRの
キナーゼ活性を阻害する化合物を選択するために使用することもできる。
【００３９】



(16) JP 2009-171965 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

　一つの態様において、変異体EGFRは、標識されている。もう一つの態様において、EGFR
は、固体支持体に結合される。好ましい態様において、固体支持体は、タンパク質チップ
である。
【００４０】
　本発明のさらにもう一つの態様において、変異体上皮細胞成長因子受容体（EGFR）の触
媒キナーゼ活性を阻害する薬学的組成物が開示される。変異体EGFRの触媒キナーゼ活性を
阻害する化合物は、抗体、抗体断片、小分子、ペプチド、タンパク質、アンチセンス核酸
、リボザイム、PNA、siRNA、オリゴヌクレオチドアプタマー、およびペプチドアプタマー
からなる群より選択される。
【００４１】
　また、EGFRを媒介した疾患を有する患者を治療するための方法が開示される。本方法に
よれば、患者には、変異体上皮細胞成長因子受容体（EGFR）の触媒キナーゼ活性を阻害す
る薬学的組成物が投与される。
【００４２】
　一つの態様において、EGFRを媒介した疾患は、癌である。好ましい態様において、癌は
、上皮起源のものである。たとえば、癌は、胃癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、頭頚部癌、
肺癌、非小細胞肺癌、神経系の癌、腎臓癌、網膜癌、皮膚癌、肝臓癌、膵癌、生殖器-泌
尿器癌、および膀胱癌である。好ましい態様において、癌は、非小細胞肺癌である。
【００４３】
　もう一つの態様において、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける二次突然変異の獲
得を予測する（または、突然変異を選択する）ための方法が開示される。erbB 1遺伝子の
変異型を発現する細胞を、チロシンキナーゼ阻害剤の有効であるが、致死量以下の用量と
接触させる。チロシンキナーゼ阻害剤の増殖停止効果に耐性である細胞を選択し、erbB 1
キナーゼドメインにおけるさらなる突然変異の存在について、erbB 1核酸を解析する。一
つの態様において、細胞は、インビトロにある。もう一つの態様では、細胞は、トランス
ジェニック動物から得られる。一つの態様において、トランスジェニック動物は、マウス
である。このマウスモデルにおいて、研究される細胞は、腫瘍生検から得られる。本発明
によって選択されたerbB 1キナーゼドメインに二次突然変異を含む細胞は、キナーゼドメ
インに二次突然変異を有する変異体EGFRのキナーゼ活性を阻害する化合物を選択するため
の上記方法に使用することができる。
【００４４】
　erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける二次突然変異の獲得を予測するための代わり
の態様では、最初に、erbB 1遺伝子の変異型を発現する細胞を、変異誘発剤の有効な量と
接触させる。変異誘発は、たとえば、エチルメタンスルホナート（EMS）、N-エチル-N-ニ
トロン尿素（ENU）、N-メチル-N-ニトロソ尿素（MNU）、ホカルバキシンハイドロクロラ
イド（Prc）、メチルメタンスルホナート（MeMS）、クロランブシル（Chl）、メルファラ
ン、ポルカルバジンハイドロクロライド、シクロホスファミド（Cp）、ジエチル硫酸（Et

2SO4）、アクリルアミド単量体（AA）、トリエチレンメラミン（TEM）、ナイトロジェン
マスタード、ビンクリスチン、ジメチルニトロソアミン、N-メチル-N’-ニトロ-ニトロソ
グアニジン（MNNG）、7,12ジメチルベンズ（a）アントラセン（DMBA）、エチレンオキシ
ド、ヘキサメチルホスホルアミド、ビスルファン、またはエチルメタンスルホラート（Et
Ms）である。次いで、細胞をチロシンキナーゼ阻害剤の有効であるが、致死量以下の用量
と接触させる。チロシンキナーゼ阻害剤の増殖停止効果に耐性である細胞を選択し、erbB
 1キナーゼドメインにおけるさらなる突然変異の存在について、erbB 1核酸を解析する。
【００４５】
詳細な記載　
　本発明は、癌に冒されている患者における上皮細胞成長因子受容体（EGFR）ターゲティ
ング治療の有効な可能性を決定するための新規方法を提供する。本方法は、該患者のerbB
 1遺伝子のキナーゼドメインにおける少なくとも1つの核酸相違の有無を検出することを
含む。少なくとも1つの相違の存在は、EGFRターゲティング治療が有効である可能性が高
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いことを示す。好ましくは、核酸相違は、EGFRのキナーゼ活性を増大する。次いで、EGFR
ターゲティング治療で患者を治療することができる。本発明の一つの態様において、EGFR
ターゲティング治療は、チロシンキナーゼ阻害剤である。好ましい態様において、チロシ
ンキナーゼ阻害剤は、アニリノキナゾリンである。アニリノキナゾリンは、合成アニリノ
キナゾリンであってもよい。好ましくは、合成アニリノキナゾリンは、ゲフィチニブまた
はエルロチニブである。
【００４６】
定義：
　「erbB 1」、「上皮細胞成長因子受容体」、および「EGFR」という用語は、本明細書に
おいて交換可能に使用され、たとえば、Carpenter et al. Ann. Rev. Biochem. 56：881-
914 （1987）に開示されるような、天然の配列EGFRをいい、これらの変異体を含む（たと
えば、Humphrey et al. PNAS （USA） 87：4207-4211 （1990）に記載の欠失変異体EGFR
）。erbB 1は、EGFRタンパク質産物をコードする遺伝子をいう。
【００４７】
　本明細書に使用される「キナーゼ活性を増大する核酸相違」という用語は、キナーゼ活
性の増大を生じる、遺伝子のヌクレオチド配列の相違（すなわち、突然変異）をいう。キ
ナーゼ活性の増大は、核酸の相違の直接的結果であり、遺伝子がコードするタンパク質に
関連する。
【００４８】
　本明細書に使用される「薬物」または「化合物」という用語は、疾患または状態を治療
し、または予防し、または制御するために、人に投与される化学的実体もしくは生物学的
製剤、または化学的実体もしくは生物学的製剤の組み合わせをいう。化学的実体または生
物学的製剤は、好ましくは、しかし必ずしも必要ではないが、低分子量化合物であり、し
かし、さらにより大きな化合物、たとえばタンパク質、オリゴヌクレオチド、リボザイム
、DNAザイム、糖タンパク質、siRNAs、リポタンパク質、アプタマー、並びにこれらの修
飾および組み合わせを含む（しかし、これらに限定されるわけではない）核酸、アミノ酸
、または炭水化物のオリゴマーであってもよい。
【００４９】
　本発明の状況における「遺伝子型」という用語は、遺伝子の特定の対立形質の形態をい
い、これは、特定の部位の核酸配列に存在する特定のヌクレオチドによって定義すること
ができる。
【００５０】
　「遺伝子の変異型」、「遺伝子の型」、または「対立遺伝子」という用語は、集団にお
ける遺伝子の1つの特定の型、遺伝子の配列内の少なくとも1つの、およびより頻繁には複
数の変異部位の配列において同じ遺伝子のその他の型とは異なる特定の型をいう。遺伝子
の異なる対立遺伝子間で異なるこれらの変異部位の配列は、「遺伝子配列相違」または「
相違」または「変異体」と呼ばれる。相当する当技術分野において公知のその他の用語は
、突然変異および多型を含むが、突然変異は、有害な表現型と関連する対立遺伝子をいう
ために使用されることが多い。本発明の好ましい局面において、相違は、本明細書におい
て相違表に一覧を記載した相違からなる群より選択される。
【００５１】
　本発明の状況において、「プローブ」という用語は、構造が異なる標的分子間を検出可
能に区別することができる分子をいう。検出は、使用するプローブの型および標的分子の
型に応じて、種々の異なる方法で達成することができる。したがって、たとえば、検出は
、標的分子の活性レベルの識別に基づいてもよいが、好ましくは特異的結合の検出に基づ
く。このような特異的結合の例は、抗体結合および核酸プローブ・ハイブリダイゼーショ
ンを含む。したがって、たとえば、プローブは、酵素基質、抗体、および抗体断片、並び
に好ましくは、核酸ハイブリダイゼーションプローブを含むことができる。
【００５２】
　本明細書に使用される「有効な」および「有効性」という用語は、薬理学的有効性およ
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び生理学的安全性を含む。薬理学的有効性は、治療により、患者において望まれる生物学
的効果を生じる能力をいう。生理学的安全性は、治療を施すことによって生じる細胞、器
官、および／または生物体レベルでの、毒性レベル、またはその他の有害生理作用（副作
用と称することが多い）をいう。「あまり有効ではない」とは、治療により、治療的に有
意に低いレベルの薬理学的有効性および／または治療的により高いレベルの有害生理作用
を生じることを意味する。
【００５３】
　本明細書に使用される「プライマー」という用語は、ポリヌクレオチドに対して相補的
であるプライマー伸長産物の合成が触媒される条件下に配置されたときに、相補鎖に沿っ
てポリヌクレオチド合成の開始位置として作用することができるオリゴヌクレオチドをい
う。このような条件は、4つの異なるヌクレオチド三リン酸またはヌクレオシド類似体と
、DNAポリメラーゼおよび／または逆転写酵素などの重合のための1つまたは複数の薬剤と
が、適切な緩衝液（「緩衝液」は、補因子であるか、またはpH、イオン強度などに影響を
及ぼす置換分を含む。）中に、かつ適切な温度にて存在することを含む。プライマーは、
ポリメラーゼのための薬剤の存在下においても伸張産物の合成をプライムするほど十分に
長くなければならない。典型的なプライマーは、少なくとも約5ヌクレオチドの長さの、
標的配列に対して実質的に相補的な配列を含むが、いくらか長いプライマーが好ましい。
通常、プライマーは、約15～26ヌクレオチドを含むが、より長いプライマーを使用しても
よい。
【００５４】
　プライマーは、増幅される特異的配列である標的配列に対して実質的に相補的な配列で
あって、プライマーがアニールすることができる配列を常に含む。プライマーは、任意に
、プロモーター配列を含んでいてもよい。「プロモーター配列」という用語は、RNAポリ
メラーゼによって特異的に認識される核酸配列の一本鎖を定義し、これは、認識した配列
と結合して転写プロセスを開始することにより、RNA転写物を産生する。原則として、開
始配列を認識することができる、公知の、および利用できるポリメラーゼのために、任意
のプロモーター配列を使用してもよい。公知の、および有用なプロモーターは、バクテリ
オファージT3、T7、またはSP6などの一定のバクテリオファージ・ポリメラーゼによって
認識されるものである。
【００５５】
　「マイクロアレイ」は、好ましくは別々の領域の直線状または二次元のアレイであり、
それぞれ固体支持体の表面上に形成された定義された領域を有する。マイクロアレイ上の
別々の領域の密度は、単一の固相支持体の表面上、好ましくは少なくとも50/cm2、より好
ましくは、少なくとも約100/cm2、さらにより好ましくは少なくとも約500/cm2、およびな
おより好ましくは少なくとも1,000/cm2で検出される標的ポリヌクレオチドの総数によっ
て決定される。本明細書に使用される、DNAマイクロアレイは、標的ポリヌクレオチドを
増幅し、またはクローン化するために使用される、チップまたはその他の表面上に配置さ
れたオリゴヌクレオチドプライマーのアレイである。アレイにおけるプライマーのそれぞ
れの特定の群の位置は公知であるので、標的ポリヌクレオチドの同一性は、マイクロアレ
イにおける特定の位置に対するこれらの結合に基づいて決定することができる。
【００５６】
　「標識」という用語は、アッセイ試料中に標的ポリヌクレオチドが存在することを示す
検出可能なシグナルを生じることができる組成物をいう。適切な標識は、放射性同位元素
、ヌクレオチド発色団、酵素、基質、蛍光分子、化学発光部分、磁性粒子、生物発光部分
等を含む。したがって、標識は、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、
光学的、または化学的手段によって検出可能な任意の組成物である。
【００５７】
　「支持体」という用語は、ビーズ、粒子、計量棒、線維、フィルター、膜、およびガラ
ススライドなどのシランまたはケイ酸支持体などの従来の支持体をいう。
【００５８】



(19) JP 2009-171965 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

　「増幅する」という用語は、広義には、たとえばさらなる標的分子、または標的様分子
もしくは標的分子に対して相補的な分子（これらの分子は、試料中に標的分子が存在する
ことによって作製される）を含んでいてもよい増幅産物を作製することを意味するために
使用される。標的が核酸である状況では、増幅産物は、DNAまたはRNAポリメラーゼまたは
逆転写酵素で酵素的に作製することができる。
【００５９】
　本明細書で使用される「生体試料」とは、たとえば血液、血漿、血清、腫瘍生検、尿、
糞便、痰、髄液、胸腔内液、乳頭吸引液、リンパ液体、皮膚の外側の切片、呼吸器、腸管
、および尿生殖器管、涙、唾液、乳、細胞（血液細胞を含むが、これらに限定されるわけ
ではない）、腫瘍、器官、さらにはインビトロ細胞培養成分の試料を含む（しかし、これ
らに限定されるわけではない）個体から単離された組織または液体の試料をいう。好まし
い態様において、試料は、切除、気管支鏡検査生検、もしくは原発性もしくは転移性の腫
瘍のコア針生検に由来するか、または胸腔内液由来の細胞ブロックに由来する。加えて、
微細針吸引液試料も使用される。試料は、パラフィン包埋された、または凍結された組織
であってもよい。
【００６０】
　「抗体」という用語は、抗原を結合することができる免疫グロブリンタンパク質である
ことを意味する。本明細書に使用される抗体は、関心対象の抗原または抗原性断片に結合
することができる抗体断片、たとえばF（ab'）2、Fab'、Fabを含むことが意味される。好
ましくは、抗原に対する抗体の結合は、EGFRの変異型の活性を阻害する。
【００６１】
　「ヒト化抗体」という用語は、本明細書において、完全な、すなわち2つの完全な軽鎖
と2つの完全な重鎖で構成される抗体分子、並びに
抗体断片、たとえばFab、Fab'、F（ab'）2、およびFvのみからなる抗体であって、CDRが
非ヒト供与源に由来し、かつIg分子の残りの部分またはこれらの断片がヒト抗体に由来す
る、好ましくはヒト抗体をコードする核酸配列から産生される抗体を記載するために使用
される。
【００６２】
　「ヒト抗体」および「ヒト化抗体」という用語は、本明細書において、抗体分子の全て
の部分がヒト抗体をコードする核酸配列に由来する抗体を記載するために使用される。こ
のような抗体は、ヒト患者においてほとんど免疫応答を誘発しないので、このようなヒト
抗体は、抗体治療法に使用するためには最も望ましい。
【００６３】
　「キメラ抗体」という用語は、本明細書において、上記の「ヒト化抗体」の定義のよう
な、抗体分子、並びに抗体断片を記載するために使用される。「キメラ抗体」という用語
は、ヒト化抗体を包含する。キメラ抗体は、第一の哺乳類種に由来する重鎖または軽鎖ア
ミノ酸配列の少なくとも1つの部分と第二の異なる哺乳類種に由来する重鎖または軽鎖ア
ミノ酸配列の別の部分を有する。
【００６４】
　好ましくは、可変領域は、非ヒト哺乳類種に由来し、かつ定常領域は、ヒト種に由来す
る。具体的には、キメラ抗体は、好ましくは可変領域をコードする非ヒト哺乳類由来の9
ヌクレオチド配列と抗体の定常領域をコードするヒト由来のヌクレオチド配列とから産生
される。
【００６５】
　表2は、本発明に記載されている方法に関連するerbB 1のキナーゼドメインにおけるDNA
配列相違の部分的な一覧である。これらの相違は、ゲフィチニブに応答したNSCLCである
患者およびゲフィチニブに曝露していない患者由来の生体試料の研究で、発明者らによっ
て同定された。
【００６６】
　核酸分子は、当技術分野において周知の任意の多くの手順を使用して、特定の生体試料
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から単離することができ、選択される特定の単離手順は、特定の生体試料のために適して
いる。たとえば、凍結融解法およびアルカリ法は、固体物質から核酸分子を得るために有
用であり得るし；熱およびアルカリ法は、尿から核酸分子を得るために有用であり得るし
；およびプロテイナーゼK抽出は、血液から核酸を得るために使用することができる（Rol
ff, A et al. PCR： Clinical Diagnostics and Research, Springer （1994））。
【００６７】
検出方法
　癌に冒されているか、または発症するリスクのある患者におけるerbB 1遺伝子のキナー
ゼドメインの相違の特定の相違または複数の相違の有無の検出は、さまざまな方法で行わ
れる。このような試験は、一般に生体試料、たとえば組織生検、尿、糞便、痰、血液、細
胞、組織掻爬、乳房吸引液、もしくはその他の細胞物質から収集したDNAまたはRNAを使用
して行われ、PCR、対立遺伝子特異的プローブでのハイブリダイゼーション、酵素突然変
異検出、ミスマッチの化学開裂、質量分析、またはミニシーケンシングを含むDNAシーケ
ンシングを含む（しかし、これらに限定されるわけではない）種々の方法によって行うこ
とができる。特定の態様において、対立遺伝子特異的プローブとのハイブリダイゼーショ
ンは、2つの形式：（1）多くのDNAチップ適用と同様に、固相（ガラス、シリコン、ナイ
ロン膜）に結合された対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドおよび溶液中の標識された試
料、または（2）結合された試料（たいてい、クローン化DNAまたはPCR増幅したDNA）およ
び溶液中の標識されたオリゴヌクレオチド（ハイブリダイゼーションによるシーケンシン
グを可能するために対立遺伝子特異的か、または短い）。診断試験には、複数の相違の同
時定量が可能な、相違のパネル（固体支持体上であることが多い）を含んでいてもよい。
【００６８】
　もう一つの局面において、erbB 1遺伝子における少なくとも1つのキナーゼ活性を増大
する核酸相違の存在を決定するためには、ハプロタイプ決定試験が必要であるかもしれな
い。ハプロタイプを決定する方法は、たとえば、国際公開公報第00/04194号と同様に、当
業者に公知である。
【００６９】
　好ましくは、キナーゼ活性を増大する核酸相違の有無の決定は、ポリメラーゼ連鎖反応
法（PCR）などの方法によって相違部位の配列を決定することを含む。または、キナーゼ
活性を増大する核酸相違の有無の決定は、鎖終結DNAシーケンシングもしくはミニシーケ
ンシング、オリゴヌクレオチド・ハイブリダイゼーション、または質量分析を包含し得る
。
【００７０】
　本発明の方法は、癌に冒されているか、または発症するリスクがある患者におけるEGFR
ターゲティング治療の有効な可能性（または有効性の欠如）を予測するために使用しても
よい。好ましくは、癌は、胃腸癌、前立腺癌、卵巣癌、乳癌、頭頚部癌、肺癌、非小細胞
肺癌、神経系癌、腎臓癌、網膜癌、皮膚癌、肝臓癌、膵癌、生殖器-泌尿器癌、および膀
胱癌を含むが、これらに限定されるわけではない上皮起源の癌を含む。好ましい態様にお
いて、癌は、非小細胞肺癌である。
【００７１】
　本発明は、一般に、癌であるか、または癌を発症するリスクがある患者における、EGFR
ターゲティング治療の有効性の指標であるerbB 1遺伝子のキナーゼドメインの相違の同定
に関する。加えて、EGFRのキナーゼドメインに特異的な相違の同定により、事実上、診断
試験または予後試験として使用することができる。たとえば、erbB 1のキナーゼドメイン
における少なくとも1つの相違の存在は、患者が、たとえばチロシンキナーゼ阻害剤など
の化合物をターゲットするEGFRでの治療による利益を受ける可能性が高いことを示す。
【００７２】
　診断試験のための方法は、当技術分野において周知であり、特許出願国際公開公報第00
/04194号に開示されており、参照として本明細書に組み入れられる。例示的方法において
、診断試験は、erbB 1遺伝子配列のキナーゼドメインの1つもしくは複数の公知の相違に
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含む。次いで、増幅されたセグメントの核酸相違を同定するために、この増幅されたセグ
メントをシーケンスし、および／またはポリアクリルアミドゲル電気泳動に供する。
【００７３】
PCR
　一つの態様において、本発明は、PCRによって、またはライゲーション連鎖反応（LCR）
で、試験生体試料中のerbB 1遺伝子のキナーゼドメインの変異体についてスクリーニング
する方法を提供し（たとえば、Landegran, et al., 1988. Science 241： 1077-1080；お
よび Nakazawa, et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91： 360-364を参照された
い）、後者は、特にEGFR-遺伝子における点突然変異を検出するために有用であり得る（A
bravaya, et al., 1995. Nucl. Acids Res. 23： 675-682を参照されたい）。本方法は、
標的配列を増幅するための縮重プライマー（遺伝子の1つまたは複数の保存された領域に
対応するプライマー）をデザインする工程、鋳型として、試験生体試料から得られたDNA
またはcDNAを使用して、プライマーで反応を増幅する工程、およびPCR産物を解析する工
程を含む。対照試料に対する試験生体試料のPCR産物の比較は、試験生体試料における相
違を示す。変化は、試験生体試料における核酸相違の有無のいずれかであることができる
。
【００７４】
　代わりの増幅方法は、自己維持配列複製（self sustained sequence replication）（G
uatelli, et al., 1990. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87： 1874-1 878を参照されたい
）、転写増幅系（Kwoh, et al., 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86： 1173-1177を
参照されたい）；Qbレプリカーゼ（Lizardi, et al, 1988. BioTechnology 6： 1197を参
照されたい）、または任意のその他の核酸増幅方法、続く当業者に周知の技術を使用する
増幅された分子の検出を含む。このような分子が非常に少ない数で存在する場合、これら
の検出スキームは、特に核酸分子の検出のために有用である。
【００７５】
　本発明に従って有用なプライマーは、ガイドとしてのerbB 1遺伝子のキナーゼドメイン
のタンパク質のアミノ酸配列または核酸配列、たとえばSEQ ID NO: 493、SEQ ID NO: 494
、SEQ ID NO: 509、およびSEQ ID NO: 510を使用してデザインされる。プライマーは、遺
伝子の相同領域内であって、少なくとも2つの相同領域が可変配列の多岐にわたる領域に
よって分離されている相同領域内にデザインされ、配列は、長さまたは核酸配列を変更可
能である。
【００７６】
　たとえば、少なくとも約6個の、好ましくは少なくとも8～10の連続したアミノ酸の、同
一であるか、または高度に相同的な、好ましくは少なくとも80%～85%、より好ましくは少
なくとも90～99%相同的なアミノ酸配列。最も好ましくは、アミノ酸配列は、100%同一で
ある。フォワードおよびリバースプライマーは、公知の遺伝子ファミリーメンバーの所与
の位置におけるコドン縮重の維持および種々のアミノ酸の表示に基づいてデザインする。
本明細書で言及される相同性の程度は、省略時設定を使用するタンパク質-BLASTなどの標
準的な配列比較ソフトウェアを（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）使用して、ア
ミノ酸配列の解析に基づいている。
【００７７】
　下記の表3は、縮重暗号およびこれらの標準的シンボルの使用法を表す：
　（表３）
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【００７８】
L、R、およびSなどの任意の6重縮重
　コドンは、実際には6重縮重以上を導入すると考えられるので、これらを回避すること
が好ましい。Lの場合、TTRおよびCTNは、YTN（8重縮重）を兼ね備えており、Rの場合、CG
NおよびAGRは、MGN（8重縮重）を兼ね備えており、最後にSでは、TCNおよびAGYは、WSN（
16重縮重）を兼ね備え得る。これらの3つ全ての場合において、6つが標的配列にマッチす
る。この特異性の喪失を回避するためには、これらの領域を回避するか、またはそれぞれ
が代わりの縮重コドンをもつ2つの集団、たとえばSについて一方のプールにTCNを、およ
び他方にAGYを含む集団を作製することが好ましい。
【００７９】
　プライマーは、Oligo Analyzer3.0； Oligo Calculator； NetPrimer； Methprimer； 
Primer3； WebPrimer； PrimerFinder； Primer9； Oligo2002； Pride or GenomePride
； Oligos；およびCodehopを含む（しかし、これらに限定されるわけではない）多くの利
用可能なコンピュータプログラムを使用してデザインしてもよい。これらのプログラムに
関する詳細な情報は、たとえば、www. molbiol.netから得ることができる。
【００８０】
　プライマーは、当業者に公知の標識を使用して標識してもよい。このような標識は、放
射線、蛍光、色素、および酵素標識を含むが、これらに限定されるわけではない。
【００８１】
　増幅産物の解析は、自動および手動ゲル電気泳動、質量分析等を含む、これらのサイズ
に従って増幅産物を分離することができる任意の方法を使用して行うことができる。
【００８２】
　または、産物増幅は、SSCP、DGGE、TGGE、化学開裂、または制限酵素断片多型、並びに
、たとえば、核酸アレイに対するハイブリダイゼーションを使用して、配列相違を使用し
て分離することができる。
【００８３】
　核酸単離、増幅、および解析の方法は、当業者にとってルーチンであり、プロトコルの
例は、たとえば、Molecular Cloning： A Laboratory Manual （3-Volume Set） Ed. Jos
eph Sambrook, David W. Russel, and Joe Sambrook, Cold Spring Harbor Laboratory；
 3rd edition （January 15, 2001）, ISBN： 0879695773において見いだすことができる
。特に、PCR増幅に使用する方法についての有用なプロトコルの供与源は、PCR （Basics
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： From Background to Bench） by M.J. McPherson, S.G. Moller, R. Beynon, C. Howe
, Springer Verlag； 1st edition （October 15,2000）, ISBN： 0387916008である。
【００８４】
　好ましくは、ヒトEGFRのエキソン19および21は、以下のプライマーを使用してポリメラ
ーゼ連鎖反応法（PCR）によって増幅される：
Exonl9センスプライマー、

；Exon19アンチセンスプライマー、

；Exon21センスプライマー、

；およびExon21アンチセンスプライマー、

。
【００８５】
　代わりの態様において、試料細胞由来のEGFR遺伝子における突然変異は、制限酵素切断
パターンの変化によって同定することができる。たとえば、試料DNAおよび対照DNAを単離
し、増幅し（任意に）、1つまたは複数の制限エンドヌクレアーゼで消化し、断片長サイ
ズをゲル電気泳動によって決定して比較する。試料DNAと対照DNAとの間の断片長サイズの
相違は、試料DNAの突然変異を示す。さらに、配列特異的リボザイム（たとえば、米国特
許第5,493,531号を参照されたい）を使用し、リボザイム切断部位の発生または喪失によ
って特異的突然変異の存在をスコアするために使用することができる。
【００８６】
　EGFR遺伝子の突然変異を検出するためのその他の方法は、RNA／RNAまたはRNA／DNAヘテ
ロ二重鎖におけるミスマッチの塩基を検出するために、切断薬からの保護を使用する方法
を含む。Myers, et al., 1985. Science 230： 1242を参照されたい。一般に、「ミスマ
ッチ切断」の技術分野の技術では、組織試料から得た潜在的変異RNAまたはDNAと野生型EG
FR配列を含む（標識された）RNAまたはDNAをハイブリダイズすることによって形成される
ヘテロ二重鎖を提供することから始まる。二本鎖の二重鎖を対照と試料鎖との間に塩基対
ミスマッチが存在することによるためであると考えられるものなどの二重鎖の一本鎖領域
を、切断する薬剤で処置する。たとえば、RNA／DNA二重鎖では、RNaseで処置し、DNA／DN
Aハイブリッドでは、S1ヌクレアーゼで処置して、ミスマッチ領域を酵素的に消化するこ
とができる。その他の態様において、ミスマッチ領域を消化するために、DNA／DNAまたは
RNA／DNA二重鎖をヒドロキシルアミンまたは四酸化オスミウムで、およびピペリジンで処
置することができる。ミスマッチ領域の消化の後、次いで生じる材料を変性ポリアクリル
アミドゲル上でサイズによって分離して、突然変異の部位を決定する。たとえば、Cotton
, et al., 1988. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85： 4397； Saleeba, et al., 1992. Me
thods Enzymol. 217：286-295を参照されたい。ある態様において、対照DNAまたはRNAは
、検出のために標識することができる。
【００８７】
　さらにもう一つの態様において、ミスマッチ切断反応には、細胞の試料から得られたEG
FR cDNAにおける点突然変異を検出し、およびマッピングするために定義された系におい
て、二本鎖DNAのミスマッチした塩基対を認識する1つまたは複数のタンパク質（いわゆる
「DNAミスマッチ修復」酵素）を使用する。たとえば、大腸菌（E. coli）のmutY酵素は、
G/AミスマッチにてAを切断し、HeLa細胞由来のチミジンDNAグリコシラーゼは、G/Tミスマ
ッチにてTを切断する。Hsu, et al., 1994. Carcinogenesis 15： 1657-1662を参照され
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たい。例示的態様によれば、変異体EGFR配列に基づくプローブ、たとえばDEL-1～DEL-5、
G719S、G857V、L883S、またはL858R EGFR配列は、試験細胞由来のcDNAまたはその他のDNA
産物に対してハイブリダイズする。二重鎖をDNAミスマッチ修復酵素で処置して、もしあ
れば、切断産物を電気泳動法プロトコル等によって検出することができる。米国特許第5,
459,039号を参照されたい。
【００８８】
　その他の態様において、EGFR遺伝子における突然変異を同定するために、電気泳動移動
度の変化が使用される。たとえば、変異体と野生型核酸との間の電気泳動移動度の相違を
検出するために、単鎖高次構造多型（SSCP）を使用してもよい。たとえば、Orita, et al
., 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA： 86： 2766； Cotton, 1993. Mutat. Res. 285
： 125-144； Hayashi, 1992. Genet. Anal. Tech. Appl. 9： 73-79を参照されたい。試
料および対照EGFR核酸の一本鎖DNA断片は、変性させ、再生させることができる。一本鎖
核酸の二次構造が、配列に応じて変化し、生じる電気泳動移動度の変化により、一塩基変
化でさえも検出することができる。DNA断片は、標識してもよく、または標識プローブで
検出してもよい。二次構造が配列の変化に対してより感受性であるRNA（DNAよりもむしろ
）を使用することによって、アッセイ法の感受性を増強してもよい。一つの態様において
、本方法は、ヘテロ二重鎖解析を利用して、電気泳動移動度の変化に基づいて二本鎖ヘテ
ロ二重鎖分子を分離する。Keen, et al., 1991. Trends Genet. 7： 5を参照されたい。
【００８９】
　さらにもう一つの態様において、変性勾配ゲル電気泳動（DGGE）を使用して、変性剤の
勾配を含むポリアクリルアミドゲルにおける変異体または野生型断片の移動をアッセイす
る。Myers, et al., 1985. Nature 313： 495を参照されたい。解析法としてDGGEを使用
するときは、DNAを、これが完全に変性させないことを確実にするように、たとえばPCRに
よって約40bpの高融点のGCリッチなDNAのGCクランプを付加することよって修飾する。さ
らなる態様において、対照および試料DNAの移動度の相違を同定するために、変性勾配の
代わりに温度勾配が使用される。たとえば、Rosenbaum and Reissner, 1987. Biophys. C
hem. 265： 12753を参照されたい。
【００９０】
　点突然変異を検出するためのその他の技術の例は、選択的オリゴヌクレオチド・ハイブ
リダイゼーション、選択的増幅、または選択的プライマー伸長を含むが、これらに限定さ
れるわけではない。たとえば、オリゴヌクレオチドプライマーを、公知の突然変異が中央
に配置するように調製し、次いで完全マッチが見いだされる場合にのみハイブリダイゼー
ションが可能な条件下で標的DNAにハイブリダイズさせてもよい。 Saiki, et al., 1986.
 Nature 324： 163； Saiki, et al., 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86： 6230を
参照されたい。このような対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチド
がハイブリダイズする膜に付着して、標識された標的DNAとハイブリダイズするときに、P
CR増幅された標的DNAまたは多数の異なる突然変異にハイブリダイズする。
【００９１】
　または、選択的PCR増幅に依存的な対立遺伝子特異的増幅技術を本発明と組み合わせて
使用してもよい。特異的増幅のためのプライマーとして使用されるオリゴヌクレオチドは
、分子の中央に（その結果、増幅は、ディファレンシャル・ハイブリダイゼーションに依
存する；Gibbs, et al., 1989. Nucl. Acids Res. 17：2437-2448を参照されたい）、ま
たは一方のプライマーの3'末端に関心対象の突然変異を有していてもよく、この場合、適
切な条件下で、ミスマッチにより、ポリメラーゼ伸張を防げ、または減少させ得る（たと
えば、Prossner, 1993. Tibtech. 11：238を参照されたい）。加えて、切断に基づいた検
出を行うためには、突然変異の領域に新たな制限部位を導入することが望ましい。たとえ
ば、Gasparini, et al., 1992. Mol. Cell Probes 6： 1を参照されたい。ある態様にお
いて、増幅は、増幅のためのTaqリガーゼを使用して行ってもよいことが予期される。Bar
any, 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88： 189を参照されたい。このような場合、完
全マッチが5'配列の3'末端にある場合にのみ、ライゲーションが生じ、増幅の有無につい
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て検索することによって特定の部位における公知の突然変異の存在を検出することができ
る。
【００９２】
固体支持体およびプローブ
　代わりの態様において、少なくとも1つの核酸相違の有無の検出は、上で同定したerbB 
1遺伝子の所望の領域に対応する核酸配列をプローブと接触させる工程を含む。プローブ
は、たとえば、差動的結合またはハイブリダイゼーションによって、遺伝子の特定の形態
もしくは存在、または特定の相違を区別することができる。したがって、例示的プローブ
は、核酸ハイブリダイゼーションプローブ、ペプチド核酸プローブ、ヌクレオチド含有プ
ローブ（これは、少なくとも1つのヌクレオチド類似体も含む）、および抗体、たとえば
モノクローナル抗体、並びに本明細書にて論議したその他のプローブを含む。当業者は、
特定の特異性をもつプローブの調製に精通している。当業者であれば、塩濃度、温度、pH
の変化、およびテトラメチル塩化アンモニウムなどのGC対AT塩基対の差動的親和性に影響
を及ぼす種々の化合物の付加を含む種々の変数を、遺伝子の2つの変異型の間の識別を最
適化するように調整することができることを認識するであろう（Current Protocols in M
olecular Biology by F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. 
Seidman, K. Struhl および V. B. Chanda （Editors）, John Wiley & Sons.を参照され
たい）
【００９３】
　したがって、好ましい態様において、少なくとも1つの相違の有無の検出は、少なくと
も1つの相違部位を含む核酸配列をプローブ、好ましくは核酸プローブと接触させる工程
を含み、この場合、プローブは、相違部位に非相補的塩基を有する核酸配列の形態に対す
るハイブリダイゼーションと比較して、相違部位にて相補的塩基を含む核酸配列の形態と
優先してハイブリダイズするし、ハイブリダイゼーションは、選択的ハイブリダイゼーシ
ョン条件下で実施される。このような核酸ハイブリダイゼーションプローブは、2つ以上
の相違部位にわたってもよい。他に特定されない限り、核酸プローブは、塩基対合機能が
保持される限り、1つもしくは複数の核酸類似体、標識、またはその他の置換基もしくは
部分を含むことができる。
【００９４】
　プローブは、たとえばSEQ ID NO: 495、SEQ ID NO: 497、またはSEQ ID NO: 499の欠失
領域の両側の最後の3つの連続するヌクレオチドに結合するようにデザインしてもよい。
このようなプローブは、適切な条件下でハイブリダイズしたときに、EGFRの変異型と結合
するが、野生型のEGFRとは結合しない。
【００９５】
　このようなハイブリダイゼーションプローブは、当技術分野において周知である（たと
えば、Sambrook et al., Eds., （most recent edition）, Molecular Cloning： A Labo
ratory Manual, （third edition,2001）, Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N. Y.を参照されたい）。ストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件は、典型的には約1M未満、より一般的には、約500mM未満、好ましくは約200mM未
満の塩濃度を含む。ハイブリダイゼーション温度は、5℃程度の低さであることができる
が、典型的に22℃よりも高く、より典型的には約30℃よりも高く、および好ましくは約37
℃よりも高い。特異的なハイブリダイゼーションのためには、断片が長くなるにつれて、
ハイブリダイゼーション温度も高くする必要があり得る。相補鎖の塩基組成および長さ、
有機溶媒の存在、並びに塩基ミスマッチの範囲を含むその他の要因も、ハイブリダイゼー
ションのストリンジェンシーに影響を及ぼし得るし；使用するパラメータの組み合わせは
、いずれか単独での絶対測定よりも重要である。制御され得るその他のハイブリダイゼー
ション条件は、緩衝液タイプおよび濃度、溶液pH、バックグラウンド結合を減少させるた
めのブロッキング試薬（たとえば、反復配列、Cot1 DNA、ブロッキングタンパク質溶液）
の存在および濃度、洗浄剤タイプおよび濃度、ポリヌクレオチド、金属イオン、およびこ
れらの濃度の相対濃度を増大する重合体などの分子、キレート剤およびこれらの濃度、並
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びに当技術分野において公知か、または発見できるその他の条件を含む。所与のプローブ
について完全相補的な配列に対する最適な融解温度を予測するために、公式を使用しても
よいが、ハイブリダイゼーション条件のセット下でのプローブに関する真の融解温度は、
経験的に決定しなければならない。また、Sambrook et al, “ MolecularCloning,“ 3nd

 edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001に記載されているような条件の
所与のセット下における正確な融解温度を決定するために、プローブをその正確な相補物
に対して試験してもよい。ハイブリダイゼーション温度は、所望のストリンジェンシーの
レベルにて、高度な相補性をもつ標的ポリヌクレオチドだけがハイブリダイズする場合、
高ストリンジェンシーにて、またはプローブと相補的な領域を有するさらなる標的ポリヌ
クレオチドが、非相補的標的ポリヌクレオチドに対する、および支持体に対する非特異的
結合によってもたらされるバックグランドレベル以上に検出可能的にハイブリダイズする
場合、より低いストリンジェンシーにて、いずれかで検出可能なプローブの結合を検出で
きる温度範囲が同定されるまで、標的ポリヌクレオチドと関連する支持体を使用して所与
のハイブリダイゼーション溶液のために系統的に変更することができる。所与の条件セッ
ト下で支持体上の潜在的標的ポリヌクレオチドでハイブリダイゼーションを行うときは、
バックグラウンド結合が別の陽性シグナルが見えうる位置まで下がるまで、ストリンジェ
ンシーの条件を増大して（典型的には、塩濃度を低下し、および／または温度を増大する
が、その他の条件を変更してもよい）、次いで支持体を洗浄する。これは、プローブが放
射標識されている場合はX線撮影でガイガーカウンターを使用して、蛍光イメージャーを
使用して、またはプローブ結合を検出する他の手段によって、進行中にモニターすること
ができる。支持体は、このような手順の間に乾燥させることができないか、またはプロー
ブは、バックグラウンド位置に対してさえも不可逆的に結合してしまうかもしれない。プ
ローブが、望ましくないバックグラウンドまたは偽陽性を生じる場合、陽性シグナルをバ
ックグラウンドから区別することができるまで、ブロッキング試薬を使用するか、または
プローブの異なる領域もしくは異なるプローブを使用する。一旦、バックグラウンド以上
の満足なシグナルを提供する状態が見いだされたら、陽性シグナルを提供する標的ポリヌ
クレオチドを単離して、さらに特徴づける。単離されたポリヌクレオチドをシーケンスす
ることができ；配列をデータバンク項目または公知の配列と比較することができ；必要な
場合には、全長クローンを当技術分野において公知の技術によって得ることができ；かつ
ポリヌクレオチドを適切なベクターおよび宿主を使用して発現させて、同定されたポリヌ
クレオチドが、プローブポリヌクレオチドが由来するものと同様の活性を有するタンパク
質をコードするかどうかを決定することができる。プローブは、10～50ヌクレオチドであ
ることができる。しかし、より大きな（oarger）、たとえば50～500ヌクレオチド以上大
きいプローブを使用することができる。
【００９６】
固相支持体
　本発明の固相支持体は、ヌクレオチド・ハイブリダイゼーションおよび合成を補助する
ために適した任意の固体物質並びに構造であることができる。好ましくは、固相支持体は
、オリゴヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドプライマーを固定することができる少な
くとも1つの実質的に堅い表面を含む。固相支持体は、たとえば、ガラス、合成重合体、
プラスチック、硬い非メッシュ・ナイロン、またはセラミックで作製することができる。
その他の適切な固体支持物質が公知であり、当業者が直ちに利用することができる。固体
支持体のサイズは、DNAマイクロアレイ技術のために有用な任意の標準的マイクロアレイ
のサイズであることができ、サイズは、本発明の反応を行うために使用される特定の機械
に合うように調整してもよい。オリゴヌクレオチドを固定するための固相支持体を誘導体
化するための方法および材料は、当業者に公知であり、たとえば、米国特許第5,919,523
号に記載されており、その開示は、参照として本明細書に組み入れられる。
【００９７】
　固体支持体は、液体含有容器内に、または一部に提供することができる。たとえば、固
体支持体は、支持体上にポリメラーゼ連鎖反応法（PCR）を封じ込めるために、チャンバ
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ーに側部と共に配置して、固体支持体の端に沿ってシールを作製することができる。具体
例では、チャンバーは、PCR混合物が確実に支持体上に残るように、さらにプライマーを
提供するために有用な全表面を生じるように、矩形の支持体のそれぞれの側部に壁を有す
ることができる。
【００９８】
　本発明のオリゴヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドプライマーは、固体支持体上の
特定の位置にオリゴヌクレオチドを固定し、固定化し、提供し、および／または適用する
ための任意の利用可能な手段を使用して、貼り付け、固定化し、提供し、および／または
適用される。たとえば、米国特許第5,919,523号、第5,837,832号、第5,831,070号、およ
び第5,770,722号（これらは、参照として本明細書に組み入れられる）に記載されている
ように、フォトリソグラフィー（Affymetrix, Santa Clara, Calif.）を使用して、チッ
プまたは固体支持体上の特定位置にオリゴヌクレオチドプライマーを適用することができ
る。また、オリゴヌクレオチドプライマーは、BrownおよびShalon（米国特許第5,807,522
号（1998））に記載されているように固体支持体に適用してもよい。加えて、プライマー
は、Genetic MicroSystems （Woburn, Mass.）、GeneMachines （San Carlos, Calif.）
、またはCartesian Technologies （Irvine, Calif.）によって製造されるものなどのロ
ボット・システムを使用して固体支持体に適用してもよい。
【００９９】
　本発明の一つの局面において、生体試料由来の標的ポリヌクレオチドの固相増幅が行わ
れ、オリゴヌクレオチドプライマーの複数群が、固相支持体上に固定される。好ましい態
様において、群内のプライマーは、少なくとも配列が同一であり、かつ標的ポリヌクレオ
チドの定義された配列に対して相補的であり、適切な条件下で標的ポリヌクレオチドにハ
イブリダイズすることができ、かつ核酸合成（すなわち、鎖伸長または伸張）のための初
期プライマーとして適切である第一のプライマーセットを含む。参照配列の特定領域をカ
バーする選択されたプライマーを、群として、別々の位置にて、固体支持体上に固定する
。好ましくは、群間の距離は、増幅産物を検出するために使用される検出手段の分解能よ
りも大きい。好ましい態様において、プライマーを固定して、マイクロアレイまたはチッ
プを形成し、これを自動化されたプロセシングを介してプロセスして、解析することがで
きる。固定されたプライマーは、核酸増幅手段のために適した条件下で、標的ポリヌクレ
オチドの固相増幅のために使用する。このように、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにお
ける種々の潜在的相違の有無を、1つのアッセイ法で決定することができる。
【０１００】
　健康な個体から単離された標的ポリヌクレオチドの集団は、生物源がerb 1遺伝子のキ
ナーゼドメインに少なくとも1つのキナーゼ活性を増大する相違を有するどうかを決定す
る際の対照として使用することができる。または、同じ個体の健康な組織から単離された
標的ポリヌクレオチドを、上記の様に対照として使用してもよい。
【０１０１】
　マイクロアレイ上のインサイチュー型PCR反応は、本質的に、たとえばEmbretson et al
, Nature 362：359-362 （1993）； Gosden et al, BioTechniques 15 （1）：78-80 （1
993）； Heniford et al Nuc. Acid Res. 21 （14）：3159-3166 （1993）； Long et al
, Histochemistry 99：151-162 （1993）； Nuovo et al, PCR Methods and Application
s 2 （4）：305-312 （1993）； Patterson et al Science 260：976-979 （1993）に記
載されているように行うことができる。
【０１０２】
　または、erbB 1のキナーゼドメインにおける相違は、支持体上でPCRを行うことなく、
固相法によって決定することができる。それぞれがerbB 1のキナーゼドメインに異なる相
違を含む複数のオリゴヌクレオチドプローブを、二組、三組、または四組で固相支持体に
結合していてもよい。試験生体試料における相違の有無は、当業者に公知であり、および
上に記載されている選択的ハイブリダイゼーション技術によって検出してもよい。
【０１０３】
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質量分析
　もう一つの態様において、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおけるキナーゼ活性を増
大する核酸相違の有無は、質量分析法を使用して決定される。質量分析を行う核酸分子の
適切な量を得るためには、増幅が必要かもしれない。本発明に使用するための適切な増幅
手順の例は、以下を含む：クローニング（Sambrook et al., Molecular Cloning： A Lab
oratory Manual, 3rd Edition（Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001））、ポリ
メラーゼ連鎖反応法（PCR）（C. R. Newton and A. Graham, PCR, BIOS Publishers, 199
4）、リガーゼ連鎖反応（LCR）（Wiedmam, M., et al., （1994） PCR Methods Appl. Vo
l. 3, Pp. 57-64； F. Barnay Proc. Natl. Acad. Sci USA 88, 189-93 （1991）、鎖置
換増幅（SDA）（G. Terrance Walker et al., Nucleic Acids Res. 22, 2670-77（1994）
）、並びにRT-PCR（Higuchi, et al., Bio/Technology 11：1026-1030（1993））、対立
遺伝子特異的増幅（ASA）、および転写に基づいたプロセスなどの変種。
【０１０４】
　質量分光分析を容易にするために、検出される核酸配列を含む核酸分子を固体支持体に
固定化することができる。適切な固体支持体の例は、ビーズ
（たとえば、シリカゲル、制御された細孔ガラス、磁性物質、セファデックス／セファロ
ース、セルロース）、平坦な表面またはチップ（たとえば、グラスファイバーフィルタ、
ガラス面、金属表面（鋼、金、銀、アルミニウム、銅、およびシリコン）、毛管、プラス
チック（たとえば、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリアミド、ポリビニリデンジフル
オライド膜、またはマイクロタイタープレート）；またはビーズを含む同様の材料から作
製されたピンもしくは櫛、またはウエハ（たとえば、シリコンウエハ）などの平らな表面
のくぼみに配置された平坦な表面またはビーズを含む。
【０１０５】
　固定化は、また、たとえば支持体に対してすでに固定された捕獲核酸配列と検出される
核酸配列を含む核酸分子の内に含まれる相補核酸配列との間のハイブリダイゼーションに
基づいて達成することができる。その結果、相補核酸分子との間のハイブリダイゼーショ
ンが支持体によって妨げられず、捕獲核酸は、固体支持体と捕獲核酸配列との間の少なく
とも約5ヌクレオチドの長さのスペーサー領域を含むことができる。形成される二重鎖は
、レーザーパルスの働きによって切断して、脱離を開始させることができる。固体支持体
に結合した塩基配列は、天然のオリゴリボもしくはオリゴデオキシリボヌクレオチド、並
びに類似体（たとえば、チオ修飾されたリン酸ジエステルまたはリン酸トリエステル・バ
ックボーン）を介して、またはPNA類似体などのオリゴヌクレオチド擬態を使用して（こ
れは、酵素的分解に対する塩基配列の感受性をより低くし、それ故、固体支持体に結合し
た捕獲塩基配列の全体の安定性を増大する）、提示することができる（たとえば、Nielse
n et al., Science, 254, 1497（1991）を参照されたい）。
【０１０６】
　質量分光分析の前に、核酸分子を「順化させる」こと、たとえば揮発のために必要とさ
れるレーザー・エネルギーを減少させること、および／または断片化を最小化することが
有用であるかもしれない。順化は、好ましくは標的検出部位を固定する間に行われる。順
化の例は、核酸分子のホスホジエステルバックボーンの修飾（たとえば、陽イオン交換）
であり、これは、ヌクレオチド単位あたりの結合した陽イオンが不均一であることによる
、ピークブロードニングを除去するために有用である。アルキルヨード、ヨードアセトア
ミド、β-ヨードエタノール、2,3-エポキシ-1-プロパノールなどのアルキル化剤と核酸分
子を接触させることにより、核酸分子のモノチオホスホジエステル結合をリン酸トリエス
テル結合に変換することができる。同様に、トリアルキルシリルクロライドを使用して、
ホスホジエステル結合を無電荷の誘導体に変換してもよい。さらなる順化には、脱プリン
（MSの間の断片化）に対する感受性を減少させるために、N7-またはN9-デアザプリン・ヌ
クレオチドなどのヌクレオチドもしくはRNAビルディングブロックの取り込み、またはオ
リゴヌクレオチドトリエステルの使用、またはアルキル化されたか、またはPNAなどのオ
リゴヌクレオチド擬態を使用するホスホロチオアート官能基の取り込みを含む。
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【０１０７】
　一定の適用については、特定の捕獲された核酸断片上の複数の（変異された）座位を同
時に（アレイの1点において）検出することが有用であり得るし、または種々の固体支持
体上のオリゴヌクレオチドもしくはオリゴヌクレオチド擬態のアレイを使用することによ
って、並列処理を行うことが有用であり得る。「多重化」は、いくつかの異なる方法によ
って達成することができる。たとえば、いくつかの突然変異を、対応する検出器（プロー
ブ）分子（たとえば、オリゴヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチド擬態）を同時に使用
することによって、1つの標的配列上で検出することができる。しかし、検出器オリゴヌ
クレオチドD1、D2、およびD3間の分子重量の相違は、同時検出（多重化）が可能性なよう
に十分に大きくなければならない。これは、配列自体（組成物または長さ）によって、ま
たは検出器オリゴヌクレオチド内への質量修飾官能性M1-M3の導入によって達成すること
ができる。
【０１０８】
　本発明に使用するための好ましい質量分析形式は、マトリックス支援レーザー脱離イオ
ン化（MALDI）、エレクトロスプレー（ES）、イオンサイクロトロン共鳴（ICR）、および
フーリエ変換である。質量分析を行う方法は、当業者に公知であり、およびMethods of E
nzymology, Vol. 193：“ Mass Spectrometry“ （J. A. McCloskey, editor）, 1990, A
cademic Press, New Yorkにさらに記載されている。
【０１０９】
シーケンシング
　その他の好ましい態様において、少なくとも1つのキナーゼ活性を増大する核酸相違の
有無を決定することには、少なくとも1つの核酸配列をシーケンシングすることを含む。
シーケンシングは、少なくとも1つの相違部位を含む、erbB 1のキナーゼドメインの部分
のシーケンシングを含み、複数のこのような部位を含んでいてもよい。好ましくは、部分
は、500ヌクレオチド以下の長さ、より好ましくは100ヌクレオチド以下、および最も好ま
しくは45ヌクレオチド以下の長さである。このようなシーケンシングは、ジデオキシ終結
法の使用（たとえば、色素標識されたジデオキシヌクレオチドの使用）、ミニシーケンシ
ング、および質量分析法の使用を含む、当業者によって認識される種々の方法によって実
施することができる。
【０１１０】
免疫検出
　一つの態様において、少なくとも1つのキナーゼ活性を増大する核酸相違の有無を決定
することには、EGFRの下流の標的の活性化状態を決定することを含む。
【０１１１】
　本出願の発明者らは、EGFRの主要な下流の標的のリン酸化状態を比較した。たとえば、
EGF誘導される、Rasを経たErk1およびErk2の活性化、PLCγ/PI3Kを経たAktの活性化、並
びにJAK2を経たSTAT3およびSTAT5の活性化を調べた。Rasを経たErk1およびErk2の活性化
、PLCγ/PI3Kを経たAktの活性化、並びにJAK2を経たSTAT3およびSTAT5の活性化は、EGFR
の発癌効果を媒介する必須の下流の経路である（R. N. Jorissen et al., Exp. Cell Res
. 284, 31 （2003））。
【０１１２】
　本出願の発明者は、EGFで誘導されるErk活性化が、野生型EGFR、または2つの活性化し
ているEGFR変異体のいずれかを発現する細胞の間で見分けがつかないことを示した。
【０１１３】
　対照的に、AktおよびSTAT5のリン酸化は、変異体EGFRsのいずれを発現する細胞におい
ても実質的に上昇した。STAT3のリン酸化の増大は、変異体EGFRを発現する細胞において
も同じように観察した。
したがって、選択的にEGFで誘導されるEGFR変異体内のC末端のチロシン残基の自己リン酸
化は、下流のシグナリング経路の選択的活性化に十分に相関される。
【０１１４】
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　本出願の一つの態様において、EGFR突然変異の存在は、当技術分野において周知の免疫
学的技術、たとえば免疫組織化学法、免疫細胞化学法、FACS走査、免疫ブロット法、放射
免疫アッセイ法、ウエスタンブロッティング法、免疫沈降法、酵素結合免疫吸着検定法（
ELISA）などの抗体技術、および活性化されたEGFRの下流の標的に対して向けられた抗体
を利用する誘導体技術を使用して決定することができる。このような標的の例は、たとえ
ばリン酸化されたSTAT3、リン酸化されたSTAT5、およびリン酸化されたAktを含む。リン
酸特異的抗体を使用して、STAT3、STAT5、およびAktの活性化状態を決定することができ
る。STAT3、STAT5、およびAktの活性化は、活性化しているEGFR突然変異の診断指標とし
て有用である。
【０１１５】
　本発明の一つの態様において、活性化された（リン酸化された）STAT5、STAT3、または
Aktの存在は、EGFRターゲティング治療が有効である可能性が高いことを示す。
【０１１６】
　本発明は、免疫組織化学的または免疫細胞化学的方法によって、試験生体試料における
erbB 1遺伝子のキナーゼドメインの変異体についてスクリーニングする方法を提供する。
【０１１７】
　たとえば、免疫組織化学（「IHC」）および免疫細胞化学（「ICC」）技術を使用しても
よい。IHCは、組織切片に対する免疫化学の適用であり、一方、ICCは、細胞または組織が
、たとえば液体に基づいた調製などの特定の細胞学的調製を受けた後の、これらに対する
免疫化学の適用である。免疫化学は、特異的抗体の使用に基づく技術のファミリーであり
、抗体は、細胞内または細胞上の分子を特異的にターゲットするために使用される。抗体
は、典型的には、ターゲットされた分子に遭遇すると即座に生化学的反応を受け、これに
より色変化を受けるマーカーを含む。いくつかの場合には、マーカー染料を含む二次抗体
を一次特異抗体に適用することを伴うシグナル増幅を特定のプロトコルに組み込んでもよ
い。
【０１１８】
　免疫組織化学的アッセイ法は、当業者に公知である（たとえば、Jalkanen, et al., J.
 Cell. Biol. 101：976-985 （1985）； Jalkanen, et al., J. Cell. Biol. 105：3087-
3096 （1987））。
【０１１９】
　抗体（ポリクローナルまたはモノクローナル）は、種々の市販の供給元から購入するこ
とができ、またはたとえば、Harlow et al., Antibodies： A Laboratory Manual, 2nd E
d； Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. （1988）に記載
されているように周知の方法を使用して製造してもよい。一般に、本発明に有用な抗体の
例は、抗リン酸STAT3、抗リン酸STAT5、および抗リン酸Akt抗体を含む。このような抗体
は、たとえば、Upstate Biotechnology（Lake Placid, NY）、New England Biolabs（Bev
erly, MA）、NeoMarkers（Fremont, CA）から購入することができる。
【０１２０】
　典型的には、免疫組織化学のために組織切片を患者から得て、抗体に対して反応するア
ルコール、アセトン、およびパラホルムアルデヒドなどの適切な固定剤によって固定する
。免疫組織化学のための従来法は、Harlow and Lane （eds） （1988） In “ Antibodie
s A Laboratory Manual“, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York
； Ausbel et al （eds)（1987）, in Current Protocols In Molecular Biology, John 
Wiley and Sons （New York, NY）に記載されている。このような検出アッセイ法に適し
た生体試料は、細胞、組織生検、全血、血漿、血清、痰、脳脊髄液、乳房吸引液、胸腔内
液、尿などを含むが、これらに限定されるわけではない。
【０１２１】
　直接標識化技術のためには、標識された抗体が利用される。間接的標識化技術のために
は、試料を標識された物質とさらに反応させる。
【０１２２】



(31) JP 2009-171965 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

　または、免疫細胞化学を利用してもよい。一般に、細胞を患者から得て、抗体に対して
反応するアルコール、アセトン、およびパラホルムアルデヒドなどの適切な固定剤によっ
て固定する。ヒト試料の免疫細胞学的染色法は、当業者に公知であり、たとえば、Brauer
 et al., 2001 （FASEB J, 15, 2689-2701）, Smith-Swintosky et al., 1997に記載され
ている。
【０１２３】
　本発明の免疫学的方法は、これらが少量の生物物質だけしか必要としないので有利であ
る。このような方法は、細胞レベルで行ってもよく、これにより最小限の1細胞が必要と
なる。好ましくは、癌に冒されているか、または発症するリスクがあり、かつ本発明の方
法に従ってアッセイされる患者から、いくつかの細胞を得る。
【０１２４】
その他の診断方法
　変異体EGFRタンパク質を検出するための薬剤は、変異体EGFRタンパク質、好ましくは検
出可能な標識をもつ抗体に対して結合することができる抗体である。抗体は、ポリクロー
ナルであることができる、またはより好ましくは、モノクローナルであることができる。
無処置の抗体、またはこれらの断片（たとえば、FabもしくはF（ab）2）を使用すること
ができる。プローブまたは抗体に関して、「標識された」という用語は、検出可能な物質
をプローブまたは抗体に結合する（すなわち、物理的に連結する）ことによるプローブま
たは抗体の直接の標識化、並びに直接標識されている別の試薬との反応性によるプローブ
または抗体の間接的な標識化を包含することが企図される。間接的な標識化の例は、蛍光
標識した二次抗体を使用する一次抗体の検出および蛍光標識したストレプトアビジンでビ
オチンを検出することができるように、ビオチンでのDNAプローブの末端標識化を含む。
「生体試料」という用語は、被検者から単離された組織、細胞、および体液、並びに被検
者内に存在する組織、細胞、および体液を含むことが企図される。すなわち、本発明の検
出方法を使用して、インビトロ並びにインビボで、生体試料中の変異体EGFR mRNA、タン
パク質、またはゲノムDNAを検出することができる。たとえば、変異体EGFR mRNAの検出の
ためのインビトロでの技術には、ノーザンブロット法およびインサイチューハイブリダイ
ゼーション法を含む。変異体EGFRタンパク質の検出のためのインビトロでの技術は、酵素
結合免疫吸着検定法（ELISA）、ウエスタンブロット、免疫沈降法、および免疫蛍光法を
含む。変異体EGFRゲノムDNAの検出のためのインビトロでの技術は、サザンブロット法を
含む。さらにまた、変異体EGFRタンパク質の検出のためのインビボの技術は、標識された
抗変異体EGFRタンパク質抗体を被検者に導入することを含む。たとえば、抗体は、被検者
内の存在および位置を標準的撮像技術によって検出することができる放射性マーカーで標
識することができる。
【０１２５】
　一つの態様において、生体試料は、試験被検者由来のタンパク質分子を含む。または、
生体試料は、試験被検者由来のmRNA分子または試験被検者由来のゲノムのDNA分子を含む
ことができる。
【０１２６】
　もう一つの態様において、本方法は、対照被検者から対照生体試料を得る工程、変異体
EGFRタンパク質、mRNA、またはゲノムDNAの存在を生体試料中で検出できるように、変異
体EGFRタンパク質、mRNA、またはゲノムDNAを検出することができる化合物または薬剤と
対照試料を接触させる工程、および試験試料中の変異体EGFRタンパク質、mRNA、またはゲ
ノムDNAの存在と、対照試料中の変異体EGFRタンパク質、mRNA、またはゲノムDNAの存在
とを比較する工程をさらに含む。
【０１２７】
　異なる態様において、診断アッセイ法は、変異体EGFR活性に関する。特定の態様におい
て、変異体EGFR活性は、チロシンキナーゼ活性である。1つのこのような診断のアッセイ
法は、EGFRを媒介した少なくとも1つのEGFR基質のリン酸化を検出するためにある。たと
えば、EGFR活性のレベルを種々の変異体EGFRポリペプチド、変異体EGFRを含む種々の組織
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、少なくとも1つの変異体EGFRを有することが疑われる癌組織由来の生検等についてアッ
セイすることができる。同じもののこれらの種々の細胞、組織、または抽出物中のEGFR活
性のレベルの比較を任意に行うことができる。一つの態様において、癌組織においてEGFR
活性が高いレベルであることにより、癌が1つまたは複数のチロシンキナーゼ阻害剤での
治療に感受性であり得ることが診断される。関連した態様において、EGFR活性レベルを処
置したものと未処置の生検試料、株化細胞、トランスジェニック動物、またはこれらの任
意の抽出物との間で決定して、変異体EGFR活性に対する所与の治療の効果を未処置の対照
と比較して決定することができる。
【０１２８】
患者を治療する方法
　一つの態様において、本発明は、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける少なくとも
1つのキナーゼ活性を増大する核酸相違の有無を決定することによって、癌に冒されてい
るか、または発症するリスクのある患者に対する治療を選択するための方法を提供する。
もう一つの態様において、相違は、複数の相違であることにより、1、2、3、またはそれ
以上の遺伝子座位由来の相違を多数含んでいてもよい。
【０１２９】
　ある態様において、少なくとも1つの相違の存在は、治療が、患者において有効か、ま
たはさもなければ有益であろう（または、有益である可能性がより高い）ことを示す。治
療が有効であろうとは、有益な治療的効果の確率が、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインに
おける特定のキナーゼ活性を増大する核酸相違に該当する存在を有していない人よりも高
いことを意味することを述べておく。
【０１３０】
　治療は、チロシンキナーゼ阻害剤の投与を含む。治療は、チロシンキナーゼ阻害剤の、
その他のチロシンキナーゼ阻害剤、化学療法、放射線などの併用を含む（しかし、これら
に限定されるわけではない）治療の併用を含んでいてもよい。
【０１３１】
　したがって、癌「に対して有効な」薬物であるチロシンキナーゼ阻害剤の投与に関して
は、臨床的に適した様式で投与することにより、少なくとも患者の統計学的に有意な割合
に対して有益な効果、たとえば症候の改善、治癒、疾患負荷の減少、腫瘍質量もしくは細
胞数の減少、生命延長、生活の質の改善、または疾患もしくは状態の特定の型を治療によ
く精通した医師によって一般に陽性と認識されるその他の効果を生じることを示す。
【０１３２】
　好ましい態様において、化合物は、アニリノキナゾリンまたは合成アニリノキナゾリン
である。欧州特許公開第0566226号は、上皮細胞成長因子（EGF）受容体チロシンキナーゼ
に対して活性を有するアニリノキナゾリンを開示する。また、欧州特許出願第0520722号
および第0566226号から、一定の4-アニリノキナゾリン誘導体が受容体チロシンキナーゼ
の阻害剤として有用であることが公知である。これらの化合物によって示される非常に厳
密な構造-活性相関から、キナゾリン環がアデニンポケットで結合し、アニリノ環が隣接
した独特の親油性ポケットで結合するという明確に定義された結合様式を示唆する。3つ
の4-アニリノキナゾリン類似体（2つの可逆的阻害剤および1つの不可逆的阻害剤）が、抗
癌薬として臨床的に評価されている。Denny, Farmaco January-February 2001； 56 （1-
2）： 51-6。または、化合物は、EGF受容体キナーゼの阻害剤のEKB-569（Torrance et al
., Nature Medicine, vol. 6, No. 9, Sept. 2000, p. 1024）である。最も好ましい態様
では、化合物は、ゲフィチニブ（イレッサ（登録商標））またはエルロチニブ（タルセバ
（登録商標））である。
【０１３３】
　本明細書に記載されている少なくとも1つの変異体EGFRを含む癌細胞をターゲットする
治療では、単独で、または当業者に公知の任意のその他の適切な抗癌治療および／または
治療薬と併せて投与してもよい。一つの態様において、癌などの病態の治療が必要な被検
者に対して、ゲフィチニブ、エルロチニブ、その他などのEGFRキナーゼ活性を阻害する化
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合物の治療上有効な量を投与することを含む、癌などの病態の治療が提供され、単独で、
または少なくとも1つのその他の抗癌剤もしくは療法と併せて投与される。ターゲットさ
れる小分子薬物または抗体に基づいたストラテジーの使用を介した、活性化されたプロテ
インキナーゼの阻害は、癌療法に有効なアプローチとして登場した。たとえば、G. D. De
metri et al., N. Engl. J. Med. 347, 472 （2002）； B. J. Druker et al., N. Engl.
 J. Med. 344,1038 （2001）； D. J. Slamon et al., N. Engl. J. Med. 344, 783 （20
01）を参照されたい。
【０１３４】
　一つの態様において、抗癌剤は、少なくとも1つの化学療法薬である。関連する態様に
おいて、抗癌剤は、少なくとも1つの放射線療法である。変異体態様において、抗癌療法
は、抗血管形成療法である（たとえば、エンドスタチン、アンジオスタチン、TNP-470、
カプロスタチン（Stachi-Fainaro et al., Cancer Cell 7（3）, 251（2005））。
【０１３５】
　治療薬は、同じでも、または異なってもよく、たとえば、治療的放射性核種、薬物、ホ
ルモン、抗ホルモン、受容体アンタゴニスト、酵素、または別の薬剤、自己分泌、サイト
カイン、もしくは当業者に公知の任意の適切な抗癌剤によって活性化される酵素前駆体で
あってもよい。一つの態様において、抗癌剤は、固形癌および血液癌に対する癌の抗血管
形成療法において良好であるということが証明された抗VEGF抗体のアバスチンである。た
とえば、Ribatti et al. 2003 J Hematother Stem Cell Res. 12 （1）, 11-22を参照さ
れたい。また、本発明の方法に毒素を使用することもできる。本発明に有用なその他の治
療薬は、抗DNA、抗RNA、アンチセンスオリゴヌクレオチド、抗タンパク質、および抗クロ
マチン細胞障害薬または抗菌薬などの放射標識されたオリゴヌクレオチドを含む。その他
の治療薬も当業者に公知であり、本発明によるこのようなその他の治療薬の使用が、具体
的に想定される。
【０１３６】
　抗腫瘍薬は、アルキル化剤、代謝拮抗剤、ホルモン薬、抗菌薬、抗体、抗癌生物製剤、
グリベック、コルヒチン、ビンカアルカロイド、L-アスパラギナーゼ、プロカルバジン、
ヒドロキシ尿素、ミトタン、ニトロソ尿素、またはイミダゾールカルボキサミドなどの多
くの化学療法薬のうちの1つであってもよい。適切な薬剤は、チューブリンの脱分極を促
進するか、または腫瘍細胞増殖を妨げる薬剤である。本発明の範囲内として想定される化
学療法薬は、the Food and Drug Administration and the U.S. Department of Health a
nd Human Servicesによって編集された、the Orange Book of Approved Drug Products W
ith Therapeutic Equivalence Evaluationsに一覧が記載された抗癌剤を含むが、これら
に限定されるわけではない。化学療法薬の非限定の例は、たとえば、カルボプラチンおよ
びパクリタキセルを含む。また、EGFRキナーゼ活性をターゲットする治療は、放射線療法
の治療と共に投与することができる。当技術分野において公知のさらなる抗癌治療も、本
発明の範囲内であると想定される。
【０１３７】
　治療薬は、化学療法薬であってもよい。化学療法薬は、当技術分野において公知であり
、少なくともタキサン、ナイトロジェンマスタード、エチレンイミン誘導体、アルキルス
ルホナート、ニトロソ尿素、トリアゼン；葉酸類似体、ピリミジン類似体、プリン類似体
、ビンカアルカロイド、抗生物質、酵素、白金配位化合物、置換された尿素、メチルヒド
ラジン誘導体、副腎皮質抑止剤、またはアンタゴニストを含む。より具体的には、化学療
法薬は、ステロイド、プロゲスチン、エストロゲン、抗エストロゲン、またはアンドロゲ
ンの非限定の群より選択される1つまたは複数の薬剤であってもよい。さらに具体的には
、化学療法薬は、アザリビン、ブレオマイシン、ブリオスタチン-1、ブスルファン、カル
ムスチン、クロランブシル、カルボプラチン、シスプラチン、CPT-11、シクロホスファミ
ド、シタラビン、ダカルバジン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デキサメサゾン、
ジエチルスチルベストロール、ドキソルビシン、エチニルエストラジオール、エトポシド
、フルオロウラシル、フルオキシメステロン、ゲムシタビン、カプロン酸ヒドロキシプロ
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ゲステロン、ヒドロキシ尿素、L-アスパラギナーゼ、ロイコボリン、ロムスチン、メクロ
レタミン、メドロプロゲステロンアセテート、メゲストロールアセテート、メルファラン
、メルカプトプリン、メトトレキセート、メトトレキセート、ミトラマイシン、マイトマ
イシン、ミトタン、パクリタキセル、フェニル・ブチラート、プレドニゾン、プロカルバ
ジン、セムスチンストレプトゾシン、タモキシフェン、タキサン、タキソール、テストス
テロンプロピオン酸、サリドマイド、チオグアニン、チオテパ、ウラシルマスタード、ビ
ンブラスチン、またはビンクリスチンであってもよい。また、化学療法薬の任意の組み合
わせの使用が想定される。化学療法薬の投与は、EGFR活性をターゲットする治療の適用の
前、間、または後であってもよい。
【０１３８】
　その他の適切な治療薬は、放射性同位元素、ホウ素付加物、免疫調節物質、毒素、光活
動性薬剤または色素、癌化学療法剤、抗ウイルス剤、抗真菌剤、抗菌剤、抗原虫薬、およ
び化学増感剤からなる群より選択される（米国特許第4,925,648号および第4,932,412号を
参照されたい）。適切な化学療法薬は、REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 19th E
d. （Mack Publishing Co. 1995）に、およびGoodman and Gilman’s The Pharmacologic
al Basis of Therapeutics （Goodman et al., Eds. Macmillan Publishing Co., New-Yo
rk, 1980 and 2001 editions）に記載されている。実験用の薬物などのその他の適切な化
学療法薬が、当業者に公知である。さらに、適切な治療的放射性同位元素は、α-エミッ
タ、β-エミッタ、γ-エミッタ、オージェ電子エミッタ、α粒子を放射する中性子捕獲薬
、および電子捕獲によって壊変する放射性同位元素からなる群より選択される。好ましく
は、放射性同位元素は、225Ac、198Au、32P、125I、131I、90Y、186Re、188Re、67Cu、17
7Lu、213Bi、10B、および211Atからなる群より選択される。
【０１３９】
　複数の治療薬が使用される場合、これらは同じでも、または異なっていてもよい。たと
えば、治療薬は、異なる放射性核種、または1つの薬物および1つの放射性核種を含んでい
てもよい。好ましい態様において、EGFR活性をターゲットする治療は、変異体EGFRキナー
ゼ活性を阻害する。
【０１４０】
　もう一つの態様において、同位元素の個々のエネルギー発光の結果として種々の距離に
わたって有効である種々の同位元素が、第1および第2の治療薬として使用される。このよ
うな薬剤は、通常の臨床環境と同様に、より有効な腫瘍の治療を達成するために使用する
ことができ、サイズが異なる複数の腫瘍を提示する患者に有用である。
【０１４１】
　利用できる同位元素のいくつかは、非常に小さな腫瘍沈着および単細胞を治療するため
に有用である。これらの状況では、薬物または毒素が、より有用な治療薬となり得る。し
たがって、本発明の好ましい態様において、同位元素は、薬物、毒素、および中性子捕獲
薬などの非アイソトープ種と併用して使用される。細胞に対して細胞毒性を有する多くの
薬物および毒素が公知であり、本発明に関して使用される。これらは、Merck Index, Goo
dman and Gilmanなどの薬物および毒素の概論において、並びに前述の参照において見い
だされる。
【０１４２】
　また、細胞内タンパク質合成を妨害する薬物を本発明の方法に使用することができ；こ
のような薬物は、当業者に公知であり、およびピューロマイシン、シクロヘキシミド、お
よびリボヌクレアーゼを含む。
【０１４３】
　本発明の治療的な方法は、癌療法のために使用してもよい。放射性同位元素、薬物、お
よび毒素は、癌細胞によって産生されるか、もしくは関連するマーカーと特異的に結合す
ることができる抗体または抗体断片に対して抱合させることができること、このような抗
体複合体を放射性同位元素、薬物、または毒素を腫瘍部位にターゲットするために使用し
て、これらの治療有効性を増強し、かつ副作用を最小化させることができることが、周知
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である。これらの薬剤および方法の実施例は、Wawrzynczak and Thorpe （in Introducti
on to the Cellular and Molecular Biology of Cancer, L. M. Franks and N. M. Teich
, eds, Chapter 18, pp. 378-410, Oxford University Press. Oxford, 1986）に、Immun
oconjugates： Antibody Conjugates in Radioimaging and Therapy of Cancer （C. W. 
Vogel, ed., 3-300, Oxford University Press, N.Y., 1987）に、Dillman, R.O. （CRC 
Critical Reviews in Oncology/Hematology 1： 357, CRC Press, Inc., 1984）に、Past
an et al. （Cell 47： 641, 1986） に、Vitetta et al. （Science 238：1098-1104, 1
987）に、およびBrady et al. （Int. J. Rad. Oncol. Biol. Phys. 13：1535-1544, 198
7）に概説されている。癌のための免疫複合体の使用および療法のその他の形態のその他
の例は、とりわけ、米国特許第4,331,647号、第4,348,376号、第4,361,544号、第4,468,4
57号、第4,444,744号、第4,460,459号、第4,460,561号、第4,624,846号、第4,818,709号
、第4,046,722号、第4,671,958号、第4,046,784号、第5,332,567号、第5,443,953号、第5
,541,297号、第5,601,825号、第5,635,603号、第5,637,288号、第5,677,427号、第5,686,
578号、第5,698,178号、第5,789,554号、第5,922,302号、第6,187,287号、および第6,319
,500号に開示されている。
【０１４４】
　加えて、本発明の治療方法は、一定の細胞障害性薬の副作用を防げ、緩和し、もしくは
逆転させるためのその他の化合物または技術と併用して使用することができる。このよう
な併用の例は、たとえば米国特許第4,624,846号に記載されているように、たとえば迅速
クリアランスのための抗体と共にIL-1を投与することを含む。このような投与は、抗癌剤
と（たとえば、細胞障害成分として放射性同位元素、薬物、または毒素と）併用して、EG
FR活性をターゲットする初期治療的処置の適用後3～72時間に行うことができる。これを
使用して、循環からの抱合体、薬物、または毒素のクリアランスを増強し、および治療薬
によって生じる骨髄性およびその他の造血性の毒性を緩和し、または逆転することができ
る。
【０１４５】
　本発明のもう一つの局面において、癌療法は、1つ以上の殺腫瘍薬の併用、たとえば薬
物と放射性同位元素、または放射性同位元素と中性子活性化療法のためのBoron-10剤、ま
たは薬物と生体応答調節剤、または融合分子抱合体と生体応答調節剤を含んでいてもよい
。これらのそれぞれの成分の有効性を最大にするために、サイトカインをこのような療法
に組み込むことができる。
【０１４６】
　同様に、βまたはαエミッタである放射性同位元素と抱合された一定の抗白血病および
抗リンパ腫抗体は、これらの薬剤が単に腫瘍細胞に向けられるだけではない場合、骨髄球
性およびその他の造血性の副作用を誘導する可能性がある。これは、特に腫瘍細胞が循環
にあり、および造血器官にあるときに観察される。造血性の副作用を減少させ、または寛
解させ、その一方で、抗癌効果を増大するためには、少なくとも1つの造血性サイトカイ
ン（たとえば、G-CSFおよびGM-CSFなどのコロニー刺激因子などの、成長因子）の同時お
よび／またはその後の投与が好ましい。
【０１４７】
　たとえば、Harbert,“ Nuclear Medicine Therapy", New York, Thieme Medical Publi
shers, 1087, pp. 1-340に記載されているように、癌およびその他の病状の治療のために
使用することができる放射性核種療法の種々の方法が、当技術分野において周知である。
これらの手順を経験した臨床家であれば、これらの任意の造血性副作用を緩和するために
、本明細書に記載されているサイトカイン補助療法をこのような手順に容易に適応させる
ことができるであろう。同様に、EGFR活性をターゲットする治療と共に適用される細胞毒
での療法は、たとえば癌またはその他の細胞増殖性疾患の治療のために使用することがで
きる。このような治療は、同位元素または放射標識された抗体での放射性同位元素療法に
類似の原理によって管理される。通常技術を有する臨床家であれば、一次抗癌療法の前に
、間に、および／または後に、さらなる抗癌療法の適用を適合させることができる。
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【０１４８】
キット
　したがって、また本発明は、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける標的核酸を増幅
するための縮重プライマーと増幅プロトコルおよび結果の解析を含む説明書とを含む予測
用、診断用、および予後のキットを提供する。または、本キットは、増幅産物の増幅およ
び解析を行うための緩衝液、酵素、および容器も含んでいてもよい。また、キットは、DN
Aマイクロアレイなどのその他のツールを含むスクリーニング、診断用、または予後のキ
ットの成分であってもよい。好ましくは、本キットは、また、正常組織試料から単離され
た核酸、および／またはerbB 1遺伝子のキナーゼドメインに種々の相違を示す一連の試料
などの、1つまたは複数の対照鋳型を提供する。
【０１４９】
　一つの態様において、本キットは、2つ以上のプライマー対であって、各対がerbB 1遺
伝子の異なる領域（それぞれの領域が潜在的相違の部位）を増幅することができるプライ
マー対を提供することにより、一反応またはいくつかの並行反応で生体試料におけるいく
つかの遺伝子相違の発現を解析するためのキットを提供する。
【０１５０】
　キットのプライマーは、核酸相違の増幅産物の検出およびそれに伴う解析を容易にする
ために、標識されていてもよく、たとえば蛍光標識されていてもよい。
【０１５１】
　一つの態様において、複数の相違を1回の解析で検出することができる。したがって、
組み合わせキットには、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインの異なるセグメントを増幅する
ことができるプライマーを含む。プライマーは、たとえば、相違間に区別するために、異
なる蛍光標識を使用して差動的に標識してもよい。
【０１５２】
　キットに含まれるプライマーは、以下のプライマーを含んでいてもよい：
Exon19センスプライマー、

；Exon19アンチセンスプライマー、

；Exon21センスプライマー、

およびExon21アンチセンスプライマー、

【０１５３】
　好ましい態様において、プライマーは、SEQ ID NO: 646～673からなる群より選択され
る（表5および6を参照されたい）。これらのプライマーは、フォワードプライマーの5'末
端に対してSEQ ID NO: 645およびリバースプライマーの5'末端に対してSEQ ID NO: 674を
有する。
【０１５４】
免疫検出キット
　さらなる態様において、本発明は、下流のEGFR標的（すなわち、STAT3、STAT5、および
Akt）の活性化レベルを検出する際に使用するための免疫学的なキットを提供する。この
ようなキットは、一般に、STAT3、STAT5、またはAktのリン酸化形態に対して免疫特異性
を有する1つまたは複数の抗体を含む。
【０１５５】
　リン酸化されたAkt、STAT3、およびSTAT5タンパク質からなる群より選択される、哺乳
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類細胞においてリン酸化されたタンパク質に免疫特異的に結合することができる抗体と、
Akt、STAT3、またはSTAT5経路の活性化について哺乳類細胞を検査するための抗体を使用
するための説明書とを含むキットが、本発明において提供される。好ましい方法において
、本キットは、種々の抗体を含み、そのそれぞれが、リン酸化されたAkt、STAT3、または
STAT5タンパク質からなる群より選択される哺乳類細胞のリン酸化されたタンパク質に免
疫特異的に結合することができる。
【０１５６】
　キットは、一般に、a）薬学的に許容されるキャリア；b）適切な容器手段内のリン酸化
されたSTAT3、STAT5、またはAktに対して向けられた抗体；およびc）免疫検出試薬を含む
。また、抗体（モノクローナルまたはポリクローナル）は、市販されおり、また当業者に
、たとえば、Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Edited by： John
 E. Coligan, Ada M. Kruisbeek, David H. Margulies, Ethan M. Shevach, Warren Stro
ber, 2001において公知の方法によって、調製してもよい。
【０１５７】
　一定の態様において、抗原または抗体は、カラム・マトリックスまたはマイクロタイタ
ープレートのウェルなどの固体支持体に結合していてもよい。本キットの免疫検出試薬は
、所与の抗体もしくは抗原自体と会合されたか、または連結されている検出可能な標識を
含む任意の種々の形態をとっていてもよい。また、二次結合リガンドと会合するか、また
は付着される検出可能な標識も想定される。例示的な二次リガンドは、第一の抗体または
抗原に対して結合親和性を有する二次抗体である。
【０１５８】
　適切なアッセイ標識は、当技術分野において公知であり、グルコースオキシダーゼなど
の酵素標識；ヨウ素（131I、l25I、123I、121I）、炭素（14C）、硫黄（35S）、トリチウ
ム（3H）、インジウム（115mIn、113mIn、112In、111In）、およびテクネチウム（99Tc、
99mTc）、タリウム（201Ti）、ガリウム（68Ga、67Ga）、パラジウム（103Pd）、モリブ
デン（99Mo）、キセノン（133Xe）、フッ素（18F）、153Sm、177Lu、159Gd、149Pm、140L
a、175Yb、166Ho、90Y、47Sc、186Re、188Re、142Pr、105Rh、97Ruなどの放射性同位元素
；ルミノールなどの発光標識；およびフルオレッセインおよびローダミンなどの蛍光標識
、並びにビオチンを含む。
【０１５９】
　本キットに使用するためにさらに適した免疫検出試薬は、第一の抗体または抗原に対す
る結合親和性を有する二次抗体を、第二の抗体に対して結合親和性を有する、検出可能な
標識に連結された第三の抗体と一緒に含む2成分試薬を含む。
【０１６０】
　例示的な標識の多くが、当技術分野において公知であり、このような標識は、全て本発
明に関して使用してもよい。適切な基質と接触することによって有色産物を生じることが
できる放射標識、核磁気スピン共鳴同位元素、蛍光標識、および酵素タグは、適切な例で
ある。
【０１６１】
　本キットは、抗体-標識抱合体を、完全に抱合された形態で、中間体の形態で、または
キットの使用者によって抱合される別々の部分として、いずれかで含んでいてもよい。
【０１６２】
　本キットは、標識されたか、または非標識であるかにかかわらず、適切に分注された抗
原の組成物をさらに含んでいてもよく、これは、検出アッセイ法のための検量線を調製す
るために、またはポジティブ対照として使用してもよい。
【０１６３】
　本発明のキットは、タイプを問わず、一般に、生物学的薬剤が配置され、好ましくは適
切に分注されている、1つまたは複数の容器を含む。本キットの成分は、水性媒体に、ま
たは凍結乾燥された形態に包装してもよい。
【０１６４】
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　望まれるならば、本発明の免疫検出キットには、加えて、1つもしくは複数の種々のそ
の他の癌マーカー抗体または抗原を含んでいてもよい。したがって、このようなキットに
より、癌マーカーのパネルを提供することができ、これを、種々の患者を試験する際によ
く使用してもよい。例示として、このようなさらなるマーカーには、PSA、SeLe（X）、HC
Gなどのその他の腫瘍マーカー、並びにp53、サイクリンD1、p16、チロシナーゼ、MAGE、B
AGE、PAGE、MUC18、CEA、p27[bgr]、HCG、または当業者に公知のその他のマーカーを含む
ことができる。
【０１６５】
　キットの容器手段は、少なくとも1つのバイアル、試験管、フラスコ、瓶、またはさら
に注射器もしくはその他の容器手段を一般に含み、その中には、抗体または抗原を配置し
、好ましくは適切に分注してもよい。第二もしくは第三の結合リガンド、またはさらなる
成分が提供される場合、キットは、また、一般に第二、第三、またはその他のさらなる容
器を含み、その中には、このリガンドまたは成分を配置してもよい。
【０１６６】
　また、本発明のキットは、典型的には、市販のために密閉する際に、抗体、抗原、およ
びその他の任意の試薬容器を含むための手段を含む。このような容器は、注射またはブロ
ー成形プラスチックの容器を含んでいてもよく、その中には、所望のバイアルが保持され
る。
【０１６７】
　また、本発明の方法は、EGFRの変異型のキナーゼ活性を妨害する化合物の同定を包含す
る。変異体EGFRは、そのキナーゼドメインに少なくとも1つの相違を含む。このような化
合物は、たとえばチロシンキナーゼ阻害剤であってもよい。受容体のキナーゼ活性を妨害
する化合物を同定するための方法は、当業者に一般に公知であり、たとえば、Dhanabal e
t al., Cancer Res. 59： 189-197 （1999）； Xin et al., J. Biol. Chem. 274：9116-
9121 （1999）； Sheu et al., Anticancer Res. 18：4435-4441； Ausprunk et al., De
v. Biol. 38：237-248 （1974）； Gimbrone et al., J. Natl. Cancer Inst. 52：413-4
27； Nicosia et al., In vitro 18：538-549にさらに記載されており、参照として本明
細書に組み入れられる。一般に、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける少なくとも1
つの相違の特徴であるキナーゼ活性の増強を妨害する化合物は、本明細書に開示した方法
を使用して同定される。
【０１６８】
固体支持体
　もう一つの態様において、本発明は、本発明の方法を実施するためのキットを提供する
。一つの態様において、固体支持体上のerbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける相違の
検出のためのキットが記載されている。本キットは、たとえば一回のアッセイ法で複数の
相違を検出するための材料および試薬を含むことができる。本キットは、たとえば、固体
支持体、標的ポリヌクレオチドの特定のセットのためのオリゴヌクレオチドプライマー、
ポリメラーゼ連鎖反応法試薬および成分、たとえば、DNA合成のための酵素、標識化材料
、並びにその他の洗浄のための緩衝液および試薬を含むことができる。また、本キットは
、固体支持体上の特定の標的を増幅するためのキットの使用説明書を含んでいてもよい。
本キットが、たとえば標的ポリヌクレオチドの特定のセットを増幅するために、固体支持
体上にすでに固定されたプライマーセットを有する固体支持体上に調製された固体支持体
を含む場合、このように調製された固体支持体の設計と構成は、上記されている。また、
本キットは、固体支持体上で、たとえばインサイチュー型または固相型PCR法を使用してP
CRを行うために必要な試薬を含み、この場合、支持体は、インサイチュー型PCR機器を使
用してPCR増幅することができる。キットに含まれるPCR試薬は、通常のPCR緩衝液、耐熱
性ポリメラーゼ（たとえば、Taq DNAポリメラーゼ）、ヌクレオチド（たとえば、dNTP）
、並びにその他の成分および標識化分子（たとえば、上記の通りの直接的または間接的な
標識化のため）を含む。本キットは、固定されたプライマーを単独で、または、代わりに
溶液相プライマーと共に使用して、PCR増幅方法の実行を支援するように構築することが
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できる。
【０１６９】
　または、キットは、図4A～4C、並びに図7および8においてさらに定義される、多くのEG
FR相違に特異的な、貼り付けられたオリゴヌクレオチドと共に固体支持体を含んでいても
よい。erbB 1のキナーゼドメインにおける相違の有無の決定のために、試験生体試料を、
選択的ハイブリダイゼーション条件下で固体支持体に適用してもよい。
【０１７０】
　また、本発明の方法は、EGFRの変異型のキナーゼ活性を妨害する化合物の同定を包含す
る。変異体EGFRは、そのキナーゼドメインに少なくとも1つの相違を含む。しかし、代わ
りの態様において、変異体EGFRは、最初にTKI、たとえばゲフィチニブまたはエルロチニ
ブに耐性を与える二次突然変異を含む。このような化合物は、たとえば、チロシンキナー
ゼ阻害剤であってもよい。受容体のキナーゼ活性を妨害する化合物を同定するための方法
は、当業者に一般に公知であり、たとえば、Dhanabal et al., Cancer Res. 59： 189-19
7 （1999）； Xin et al., J. Biol. Chem. 274：9116-9121 （1999）； Sheu et al., A
nticancer Res. 18：4435-4441； Ausprunk et al., Dev. Biol. 38：237-248 （1974）
； Gimbrone et al., J. Natl. Cancer Inst. 52：413- 427； Nicosiaet al., In vitro
 18：538-549にさらに記載されており、参照として本明細書に組み入れられる。一般に、
erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける少なくとも1つの相違の特徴であるキナーゼ活
性の増強を妨害する化合物は、本明細書に開示した方法を使用して同定される。このよう
な公知の相違を図4、7、8、および表2に記載してある。
【０１７１】
　一旦、同定されれば、このような化合物は、EGFRターゲットされた治療を必要とする患
者に、たとえば癌に冒されているか、または発症するリスクがある患者に投与される。
【０１７２】
　投与経路は、経静脈（I.V.）で、筋肉内（I.M.）で、皮下（S.C.）で、皮内（I.D.）で
、腹腔内（I.P.）で、クモ膜下（I.T.）で、胸内で、子宮内で、直腸で、膣で、局所的で
、腫瘍内等であってもよい。本発明の化合物は、注射によって、または全時間にわたって
段階的注入によって、非経口的に投与することができ、蠕動手段によって送達することが
できる。
【０１７３】
　投与は、経粘膜または経皮手段によるものであってもよい。経粘膜または経皮投与のた
めには、浸透させる障壁に適した浸透剤が、製剤に使用される。このような浸透剤は、一
般に、当技術分野において公知であり、たとえば経粘膜の投与のためには胆汁酸塩および
フシジン酸誘導体を含む。加えて、浸透を容易にするために洗浄剤を使用してもよい。経
粘膜の投与は、たとえば鼻内噴霧を介しても、または坐薬を使用してもよい。経口投与の
ためには、本発明の化合物を、カプセル、錠剤、およびトニックなどの従来の経口投与形
態に処方する。
【０１７４】
　局所投与のためには、一般に、当技術分野において公知であるように、薬学的組成物（
キナーゼ活性の阻害剤）を軟膏、軟膏、ゲル、またはクリームに処方する。
【０１７５】
　本発明の治療的組成物は、たとえば、単位投与量の注射によるのと同様に、静脈内に従
来法で投与される。本発明の治療的組成物に関して使用される「単位用量」という用語は
、被検者のための一体的投薬量として適した物理的に分離された単位であって、それぞれ
の単位は、必要とされる希釈剤、すなわちキャリアまたは媒体に関して望まれる治療効果
を生じるように算出された、活性物質の予め定められた量を含む単位をいう。
【０１７６】
　本組成物は、投薬剤形に適合する様式で、かつ治療上有効な量で投与される。投与され
る量およびタイミングは、治療される被検者、被検者の系が活性成分を利用する能力、お
よび望まれる治療効果の程度に依存する。投与するために必要とされる活性成分の正確な
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量は、開業医の確定診断に依存し、それぞれの個体に特有である。
【０１７７】
　本発明の方法を実施するために有用なチロシンキナーゼ阻害剤は、本明細書に記載され
ている。一般に当業者に公知である、使用目的に適した活性成分を含む任意の製剤または
薬物送達系を使用することができる。経口、直腸、局所的、または非経口的（吸入、皮下
、腹腔内、筋肉内、および静脈内を含む）投与のための適した薬学的に許容されるキャリ
アは、当業者に公知である。キャリアは、製剤のその他の成分に適合性で、かつこれらの
レシピエントに有害でないという意味において、薬学的に許容されなければならない。
【０１７８】
　本明細書に使用される「薬学的に許容される」、「生理的に許容できる」、およびこれ
らの文法的変種の用語は、これらが組成物、キャリア、希釈剤、および試薬を指すので、
交換可能に使用され、望ましくない生理作用を消磁することなく哺乳類に対して、または
哺乳類に材料を投与することができることを表す。
【０１７９】
　非経口投与のために適した製剤は、都合よくは、好ましくはレシピエントの血液と等張
性である活性化合物の無菌水性標品を含む。
したがって、このような製剤は、都合よくは、蒸留水、5%デキストロースの蒸留水または
塩類溶液を含んでいてもよい。また、有用な製剤は、適切な溶媒での希釈により、上記の
非経口投与のために適した溶液を生じる合物を含む濃縮溶液または固体を含む。
【０１８０】
　経腸投与のためには、化合物は、それぞれ活性化合物の予め定められた量を含む、カプ
セル、カシェ剤、錠剤、またはロゼンジなどの別々の単位の不活性キャリアに；粉末また
は顆粒；または水溶性液体または非水溶性液体の懸濁液または
溶液、たとえばシロップ、エリキシル、乳剤、または頓服水剤として取り込むことができ
る。適切なキャリアは、デンプンまたは糖であってもよく、同じ性質の潤滑剤、調味料、
結合剤、およびその他の材料を含んでいてもよい。
【０１８１】
　錠剤は、任意に1つまたは複数の付属の成分と共に圧縮またはすりこみによって作製し
てもよい。圧縮錠剤は、流動性形態、たとえば粉末または顆粒の活性化合物を、任意に補
助成分、たとえば結合剤、潤滑剤、不活性希釈剤、活性表面、または分散剤と混合して、
適切な機械において圧縮することによって調製してもよい。すりこみ錠剤は、適切な機械
において、任意の適切なキャリアと粉末状の活性化合物の混合物を成形することによって
作製してもよい。
【０１８２】
　シロップまたは懸濁液は、糖、たとえばショ糖の濃縮水溶液に活性化合物を添加するこ
とによって作製してもよく、これに任意の補助成分を添加してもよい。このような補助成
分は、香味料、糖の結晶化を遅延させる薬剤、または他の任意の成分の溶解度を増大する
ための薬剤を、たとえば多価アルコール、たとえばグリセロールまたはソルビトールとし
て含んでいてもよい。
【０１８３】
　坐剤基剤については、直腸投与のための製剤は、従来のキャリア、たとえばカカオ脂ま
たはWitepsol S55（Dynamite Nobel Chemical, Germanyの商標）と共に坐薬として提示し
てもよい。
【０１８４】
　経口投与のための製剤は、エンハンサーと共に提示してもよい。経口的に許容される吸
収促進薬は、これらのラウリル硫酸ナトリウム、パルミトイル・カルニチン、Laureth-9
、ホスファチジルコリン、シクロデキストリンおよび誘導体などの界面活性物質；デオキ
シコール酸ナトリウム、タウロコール酸ナトリウム、グリココール酸ナトリウム、および
ナフシジン酸トリウムなどの胆汁酸塩；EDTA、クエン酸およびサリチラートを含むキレー
ト薬；および脂肪酸（たとえば、オレイン酸、ラウリン酸、アシルカルニチン、モノおよ
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びジグリセリド）を含む。その他の経口吸収促進薬は、塩化ベンザルコニウム、塩化ベン
ゼトニウム、CHAPS（3-（3-コラミドプロピル）-ジメチルアンモニオ-1-プロパンスルホ
ナート）、Big-CHAPS（N,N-bis（3-D-グル今アミドプロピル）-コラミド）、クロロブタ
ノール、オクトキシノール-9、ベンジルアルコール、フェノール、クレゾール、およびア
ルキルアルコールを含む。本発明のための特に好ましい経口吸収促進薬は、ラウリル硫酸
ナトリウムである。
【０１８５】
　または、化合物は、リポソームまたは微粒子（または微小粒子）中に投与してもよい。
患者に投与するためのリポソームおよび微粒子を調製するための方法は、当業者に周知で
ある。米国特許第4,789,734号（その内容は、参照として本明細書に組み入れられる）は
、生物物質をリポソームにカプセル化するための方法を記載する。本質的に、材料を水溶
液に溶解し、適切なリン脂質および脂質を、必要であれば界面活性物質と共に添加し、必
要に応じて材料を透析するか、または超音波処理する。公知の方法の総説は、G. Gregori
adis, Chapter 14, “Liposomes,“ Drug Carriers in Biology and Medicine, pp. 287-
341 （Academic Press,1979）によって提供される。
【０１８６】
　重合体またはタンパク質で形成される微粒子は、当業者に周知であり、胃腸管を通過さ
せて直接血流に入れる目的に作製することができる。または、化合物を取り込んで、微
粒子または微粒子の複合体を、数日～数月までの範囲の期間にわたる緩放のために移植す
ることができる。たとえば、米国特許第4,906,474号、第4、925,673号、および第3,625,2
14号、並びにJein, TIPS 19： 155-157 （1998）を参照されたい（いずれの内容も、参照
として本明細書に組み入れられる）。
【０１８７】
　一つの態様において、本発明のチロシンキナーゼ阻害剤は、静脈内投与後に、毛細管床
にとどまるように、最適な大きさに設定されたリポソームまたは微小粒子に処方すること
ができる。リポソームまたは微小粒子
が、虚血組織を囲む毛細管床にとどまるときは、薬剤をこれらが最も有効となり得る部位
に局所投与することができる。たとえば、「Liposomal targeting of ischemic tissue」
の表題のBaldeschweilerに対する米国特許第5,593,688号（その内容は、参照として本明
細書に組み入れられる）に開示されるように、虚血組織をターゲットするために適したリ
ポソームは、一般に約200ナノメートル未満であり、また典型的には単層の小胞である。
【０１８８】
　好ましい微小粒子は、ポリグリコリド、ポリ乳酸、およびこれらの共重合体などの生分
解性ポリマーから調製したものである。当業者であれば、所望の薬剤放出速度および所望
の投薬量を含む種々の要因に応じて適切な担体系を容易に決定することができる。
【０１８９】
　一つの態様において、製剤は、血管内部に直接カテーテルを経て投与される。投与は、
たとえばカテーテルの穴を介して行うことができる。活性化合物が比較的長い半減期（約
1日～1週以上）を有する態様において、Hubbell et al.に対する米国特許第5,410,016号
に開示したものなどの製剤は、生体分解性重合体のヒドロゲルに含めることができる。こ
れらの重合体ヒドロゲルを組織内腔の内部に送達して、重合体が分解するにつれて活性化
合物を時間とともに放出させることができる。望ましいならば、重合体ヒドロゲルは、そ
の中に分散された活性化合物を含む微小粒子またはリポソームを有して、活性化合物の徐
放のためのもう一つのメカニズムを提供することができる。
【０１９０】
　製剤は、都合よくは、単位剤形に提示してもよく、薬学技術分野において周知の任意の
方法によって調製してもよい。全ての方法は、活性化合物を1つまたは複数の補助成分を
構成するキャリアと会合させる工程を含む。一般に、製剤は、一様に、かつ均質に、活性
化合物を液体キャリアまたは微粉固体キャリアと会合するようにして、次いで、必要に応
じて、生成物を所望の単位剤形に成形することによって調製される。
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【０１９１】
　製剤は、薬学的製剤、たとえば希釈剤、緩衝液、香料、結合剤、表面活性薬、シックナ
、潤滑剤、懸濁剤、防腐剤（抗酸化剤を含む）などの技術に利用される1つまたは複数の
任意の補助成分をさらに含んでいてもよい。
【０１９２】
　本方法の化合物は、吹入剤もしくはエアロゾルもしくは噴霧器のための溶液として、ま
たはガス注入のための極微小粉末として、単独で、または乳糖などの不活性キャリアと組
み合わせて、気道に投与するために提示してもよい。この種の場合、活性化合物の粒子は
、最適には50ミクロン未満、好ましくは10ミクロン未満、より好ましくは、2～5ミクロン
の間の直径を有する。
【０１９３】
　通常、鼻噴投与のためには、穏やかな酸性のpHが好ましい。好ましくは、本発明の組成
物は、約3～5のpH、より好ましくは約3.5から～約3.9、および最も好ましくは3.7を有す
る。pHの調整は、塩酸などの適切な酸の添加によって達成される。
【０１９４】
　薬理学的組成物中に溶解されたか、または分散された活性成分を含む薬理学的組成物の
標は、当技術分野において周知であるが、製剤に基づいたものに限定する必要はない。典
型的には、このような組成物は、液体溶液または懸濁液として注射剤として調製されるが
、溶液または懸濁液のために適した固体形態を、使用の前に液体に調製することもできる
。また、標品は、乳化することができる。
【０１９５】
　活性成分は、薬学的に許容され、かつ活性成分と適合性を有する賦形剤と共に、本明細
書に記載されている治療法に使用するために適した量と混合することができる。適切な賦
形剤は、たとえば、水、塩類溶液、デキストロース、グリセロール、エタノール等、およ
びこれらの組み合わせである。加えて、必要に応じて、組成物は、湿潤剤または乳化剤、
活性成分の有効性を増強するpH緩衝剤等などの微量の補助物質を含むことができる。
【０１９６】
　本発明のキナーゼ阻害剤は、その中に成分の薬学的に許容される塩を含むことができる
。薬学的に許容される塩は、たとえば塩酸もしくはリン酸などの無機酸、または酢酸、酒
石酸、マンデル酸などの有機酸と形成される酸付加塩（ポリペプチドの遊離アミノ基と形
成されたもの）を含む。また、遊離カルボキシル基と形成された塩は、たとえばナトリウ
ム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、または水酸化第二鉄などの無機塩基に、およ
びこのようなイソプロピルアミン、トリメチルアミン、2-エチルアミノエタノール、ヒス
チジン、プロカインなどの有機塩基などに由来することができる。
【０１９７】
　薬学的に許容されるキャリアは、当技術分野において周知である。例示的液体キャリア
は、活性成分と水に加えて材料を含まないか、またはリン酸緩衝食塩水などの生理学的pH
値のリン酸ナトリウム、生理食塩水、または両方などの緩衝液を含む無菌水溶液である。
なおさらなる水性キャリアは、複数の緩衝塩、並びにナトリウムおよび塩化カリウムなど
の塩、デキストロース、ポリエチレングリコール、並びにその他の溶質を含むことができ
る。
【０１９８】
　また、液体組成物は、水に加えて、および水を除外して液相を含むことができる。グリ
セリン、植物油などの綿実油および水-油乳剤は、このようなさらなる液相の例示である
。
【０１９９】
突然変異
　もう一つの態様において、本発明は、チロシンキナーゼ阻害剤での治療後にerbB 1遺伝
子の相違を予測するための方法を開示する。チロシンキナーゼ阻害剤での癌治療に対する
応答は、チロシンキナーゼ阻害剤に対して、または他の類似化合物に対する耐性を生じる
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ことが多いことが一般に公知である。このような耐性は、薬物標的に、たとえばEGFRに突
然変異を獲得することによって生じると考えられる。このような突然変異を予測する（お
よび、選択する）能力により、より望ましい治療を選択し、かつ再発をより少しにするこ
とができる。
【０２００】
　本発明の一つの態様において、ゲフィチニブ（または、同様のEGFRターゲティング治療
）に応答したが、その後に再発した癌患者の腫瘍試料から、EGFRキナーゼドメインをコー
ドするDNAを単離してシーケンスした。このような患者における再発は、EGFRキナーゼド
メインに二次突然変異の獲得を含むことが予想される。次いで、これらの新たに定義され
た突然変異においてキナーゼ活性をターゲットし、および阻害する化合物を本明細書に開
示した方法を使用して同定する。EGFRのキナーゼドメインに一次または二次（上記と同様
）突然変異をもつ癌患者を治療するために、このような化合物を単独で、またはその他の
公知のEGFRターゲティング治療と組み合わせて使用してもよい。
【０２０１】
　一つの態様において、EGFR（erbB 1遺伝子）のキナーゼ（触媒）ドメインにおける相違
を予測することは、インビトロでなされる。本方法では、細胞（たとえば、線維芽細胞細
胞）を、ヒト癌株化細胞において同定されたキナーゼドメイン突然変異を含むcDNAで安定
にトランスフェクトする。たとえば、細胞には、SEQ ID NO: 495などの突然変異を有する
EGFR（図4Aにさらに記載してある）を、または多くの既同定か、もしくはいまだ未同定の
キナーゼドメインが変異したEGFRをトランスフェクトしてもよい。キナーゼドメインが変
異したEGFRの細胞へのトランスフェクションは、培養において細胞の異常な増殖を生じる
。安定なトランスフェクション方法は、当業者に公知であり、Current Protocols in Mol
ecular Biology by F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Se
idman, K.Struhl and V. B. Chanda （Editors）, John Wiley & Sons.,2004（参照とし
て本明細書に組み入れられる）においてさらに定義してある。次いで、トランスフェクト
細胞には、細胞の増殖を阻害すると予測され、有効であるが、それでも致死量以下の薬物
、好ましくはチロシンキナーゼ阻害剤の用量を与える。好ましい態様において、薬物は、
アニリノキナゾリン、合成アニリノキナゾリン、ゲフィチニブ、またはエルロチニブであ
る。細胞を薬物の存在下で連続継代して、生存するサブクローンを選択する。多世代にわ
たって、生存する（すなわち、化合物に耐性である）細胞を選択し、erbB 1における相違
について遺伝子を解析した。したがって、インビボにおけるチロシンキナーゼ阻害剤での
頻回治療後に、二次相違が生じることが予測され得る。
【０２０２】
　または、細胞には、ヒトNSCLC株化細胞、たとえばNCI-1650およびNCI-1975に由来する
ゲフィチニブ耐性変異体cDNAをトランスフェクトする。それぞれの株化細胞は、EGFRのキ
ナーゼドメインにヘテロ接合性の突然変異を有し、したがって、ゲフィチニブに感受性で
あると予想される。NCI-1650におけるEGFR突然変異は、エキソン19内の位置2235～2249に
おける15ヌクレオチドのインフレームの欠失（delLE746-A750）からなり、一方で、NCI-1
975は、エキソン21内に、ヌクレオチド2573にてGをTと置換するミスセンス突然変異（L85
8R）を有する。本明細書に示したように、NCI-H1975におけるL858R突然変異は、インビト
ロでゲフィチニブに対する感受性を活性化し、増大させる。EGFRキナーゼドメイン突然変
異がひそむその他の癌株化細胞を利用してもよい。癌株化細胞には、肺癌、並びにこのよ
うな突然変異がひそむことが見いだされたその他の癌を含んでいてもよい。
【０２０３】
　細胞が二次突然変異を得る頻度を増大させるために、細胞を変異誘発物質で治療しても
よい。変異誘発物質は、投与計画、送達様式、および変異誘発物質投与時の生物体または
細胞の発育時期に応じて、種々の頻度で突然変異を誘導してもよく、これらの全てのパラ
メーターは、種々の変異誘発物質または突然変異誘発技術についての従来技術に開示され
ている。変異誘発物質は、エチルメタンスルホナート（EMS）、N-エチル-N-ニトロン尿素
（ENU）、またはN-メチル-N-ニトロソ尿素（メチルニトロソ尿素）などのアルキル化剤で
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あってもよい。または、変異誘発物質は、たとえば、ホカルバキシンハイドロクロライド
（Prc）、メチルメタンスルホナート（MeMS）、クロランブシル（コレステロール）、メ
ルファラン、ポルカルバジンハイドロクロライド、シクロホスファミド（セルロプラスミ
ン）、ジエチル硫酸（Et2SO4）、アクリルアミド単量体（AA）、トリエチレンメラミン（
TEM）、ナイトロジェンマスタード、ビンクリスチン、ジメチルニトロソアミン、Nメチル
-N’-ニトロニトロソグアニジン（MNNG）、7, 12ジメチルベンズ（a）アントラセン（DMB
A）、エチレンオキサイド、ヘキサメチルホスホルアミド、ビスルファン、およびエチル
メタンスルホラート（EtMs）であってもよい。変異誘発物質で細胞を治療する方法は、た
とえば、米国特許第6,015,670号に記載されており、参照として本明細書に組み入れられ
る。突然変異誘発後、細胞（すなわち、変異体EGFRをトランスフェクトしたか、またはヒ
ト癌株化細胞に由来）をゲフィチニブを補った培地中で培養して耐性クローンの増殖につ
いて選択することができる。個々クローンの継代培養は、たとえばEGFRキナーゼドメイン
に対応するゲノムDNAの特異的PCRを媒介した増幅に続くEGFR遺伝子のヌクレオチド配列決
定によって行うことができる。
【０２０４】
　もう一つの態様において、ゲフィチニブに対する耐性を与えるEGFR遺伝子内の突然変異
の自発的な獲得について選択するために、数週間または数月の期間にわたってゲフィチニ
ブ（または同様のチロシンキナーゼ阻害剤）の濃度を段階的に増大して、細胞（EGFR相違
をもつ）を連続継代する。選択した細胞（比較的高いゲフィチニブ濃度にて増殖し続ける
）をコロニーとして単離して、突然変異を上記の通りに同定することができる。したがっ
て、このような相違は、インビボにおいてチロシンキナーゼ阻害剤での頻回治療後に生じ
ることを予測することができる。たとえば、Scappini et al., Cancer, April 1,2004, V
ol. 100, pg.1459（本明細書に組み込まれる）を参照されたい。
【０２０５】
　さらにもう一つの態様において、EGFR遺伝子の変異型は、安定に選択された株化細胞に
これを導入する前にDNA修復欠損菌株において増殖させることができる。このような細菌
における複製は、突然変異誘発の頻度を増強する。または、インビトロでクローン化され
たEGFR DNAにおける突然変異の頻度を増強するために、当業者に公知である標準的方法を
用いて、「誤りがちな」PCRを利用することができる。
【０２０６】
　もう一つの態様において、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける相違は、インビボ
において予測される。たとえば、erbB 1遺伝子のキナーゼ活性を増大する変異型を動物、
すなわちマウスにトランスフェクトして癌モデルを作製する。次いで、化合物、好ましく
はアニリノキナゾリン、合成アニリノキナゾリン、ゲフィチニブ、またはエルロチニブの
有効量で動物を治療する。化合物に対する繰返し暴露により、最初は癌が阻害される。こ
のような化合物で治療したヒトと同様に、動物の腫瘍細胞も、これらをこのような治療に
対して耐性にする突然変異を獲得する。本発明の方法は、このような耐性腫瘍におけるer
bB 1遺伝子の単離および特性付けを可能にする。これらの新たに特徴づけられた相違を特
異的にターゲットする化合物は、このような変異したerbB 1遺伝子を有することが疑われ
る患者の治療に有用である。このような患者は、たとえば、最初にチロシンキナーゼ阻害
剤での療法に反応するが、その後、同じか、または類似の化合物に応答しない患者を含む
。
【０２０７】
　動物モデルを作製する方法は、当業者に公知であり、およびたとえば、Ohashi et al.,
 Cell,65： 305-317 （1991） ； Adams et al., Nature,325： 223-228 （1987） ；お
よびRoman et al., Cell,61： 383-396 （1990）（参照として本明細書に組み入れられる
）においてさらに定義されている。受胎卵母細胞の場合、導入遺伝子の好ましい導入方法
は、微量注入によるが（たとえばLeder et al.米国特許第4,736,866号および第5,175,383
号（これらは、参照として本明細書に組み入れられる）を参照されたい）、胚幹（ES）で
細胞の場合、好ましい方法は、電気穿孔法である。しかし、レトロウイルスの感染または
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リポソームの融合などのウイルスの送達系を含むその他の方法を使用することもできる。
核酸の単離および特性付けは、上記および実施例に記載してある。
【０２０８】
　上で同定したerbB 1遺伝子のキナーゼ活性を増大する相違は、本発明の方法を使用して
、患者においてスクリーニングされる（診断上または予後的に）。次いで、このような突
然変異の有無は、たとえばチロシンキナーゼ阻害剤などの化合物をターゲットするEGFRで
の治療に対して感受性のものを決定するための基準として使用してもよい。
【０２０９】
　これらの新たに定義された相違を特異的にターゲットする化合物は、インビボで、また
はインビトロで検出されるかどうかにかかわらず、当技術分野において公知かつ本明細書
に論議した技術を使用して選択することができる。候補薬物スクリーニングアッセイ法は
、EGFRの変異型の活性を阻害する生理活性候補薬を同定するために使用してもよい。ヒト
細胞に対して低毒性を有する薬剤についてスクリーニングするアッセイ法には、特に興味
がもたれる。標識されたインビトロでのタンパク質-タンパク質結合アッセイ法、電気泳
動移動度変化アッセイ法、酵素活性アッセイ法、タンパク質結合についての免疫アッセイ
法等を含む、多種多様なアッセイ法をこの目的のために使用してもよい。また、三次元結
晶構造の決定のために、精製した変異体EGFRタンパク質を使用してもよく、これを分子間
相互作用、輸送体機能などのモデリングために使用することができる。このような化合物
は、たとえばEGFRのキナーゼ活性を阻害するチロシンキナーゼ阻害剤、抗体、アプタマー
、siRNA、およびベクターであってもよい。
【０２１０】
　もう一つの態様において、本発明の方法に有用な化合物は、変異体EGFRを経てキナーゼ
・シグナリングを妨害する、モノクローナル抗体、キメラヒト化抗体、および組換え型抗
体、並びにこれらの断片を含む抗体であり、これらは、これらがEGFRのキナーゼ活性を阻
害する能力によって特徴づけられ、かつ低毒性を有する。
【０２１１】
　中和抗体は、そのキナーゼドメインに少なくとも１つの核酸相違をもつEGFRで免疫化す
ることにより、ウサギまたはマウスなどの動物において容易に生じる。免疫したマウスは
、ハイブリドーマの製造のためのB細胞の供与源を提供するために特に有用であり、これ
を次に培養して、大量の抗EGFRモノクローナル抗体を産生させる。キメラ抗体は、異なる
動物種に由来する2つ以上のセグメントまたは部分によって特徴づけられるイムノグロビ
ン分子である。一般に、キメラ抗体の可変領域は、マウスモノクローナル抗体などの非ヒ
ト哺乳類抗体に由来し、イムノグロビン定常領域は、ヒトイムノグロビン分子に由来する
。好ましくは、領域および組み合わせは、両方ともルーチン的に決定されるに低免疫原性
を有する。ヒト化抗体は、マウス定常領域がヒト対応物で置換されているが、一方マウス
抗原結合領域を保持する、遺伝子工学技術によって作製されたイムノグロビン分子である
。生じるマウス-ヒトキメラ抗体は、免疫原性が減少されており、ヒトにおける薬物動態
が改善されているはずである。本発明の方法に有用な高親和性モノクローナル抗体および
これらのキメラ誘導体の好ましい例は、欧州特許出願第EP186,833号；PCT特許出願国際公
開公報第92/16553号；および米国特許第6,090,923号に記載されている。
【０２１２】
　既存の、または上記のように新たに同定された化合物は、原発性または二次EGFR突然変
異を有する患者の治療に有用である。
【０２１３】
　好ましい態様において、化合物は、そのキナーゼドメインに少なくとも１つの相違をも
つEGFRのチロシンキナーゼ活性の阻害剤、特にその他のチロシンキナーゼと比較して「変
異された」EGFRに対する選択作用を有する小分子状阻害剤である。EGFRの阻害剤は、PID 
153035, 4-（3-クロロアニリノ）キナゾリンまたはCP-358,774などのキナゾリン、ピリド
ピリミジン、ピリミドピリミジン、CGP 59326、CGP 60261、およびCGP 62706などのピロ
ロピリミジン、並びにピラゾロピリミジン、4-（フェニルアミノ）-7H-ピロロ[2,3-d]ピ
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リミジン（Traxler et al., （1996） J. Med Chem 39： 2285-2292）、クルクミン（ジ
フェルロイルメタン）（Laxmin arayana、et al., （1995）、Carcinogen 16：1741-1745
）、4,5-ビス（4-フルオロアニリノ）フタルイミド（Buchdunger et al.（1995）Clin. C
ancer Res. 1：813-821；Dinney et al.（1997）Clin. Cancer Res. 3：161-168）などの
チロシンキナーゼ阻害剤；ニトロチオフェン部分を含むチルホスチン（Brunton et al. 
（1996） Anti Cancer Drug Design 11： 265-295）；プロテインキナーゼ阻害剤ZD-1 83
9（AstraZeneca）；CP-358774（Pfizer, Inc.）；PD-01 83805（Warner-Lambert）、EKB-
569（Torrance et al., Nature Medicine, Vol. 6, No. 9, Sept. 2000, p. 1024）、HKI
-272、およびHKI-357（Wyeth）；または国際特許出願国際公開公報第99／09016号（Ameri
can Cyanamid）；国際公開公報第98/43960号（American Cyanamid）；国際公開公報第97/
38983号（Warener Labert）；国際公開公報第99／06378号（WarnerLambert）；国際公開
公報第99／06396号（Warner Lambert）；国際公開公報第96/30347号（Pfizer, Inc.）；
国際公開公報第96/33978号（Zeneca）；国際公開公報第96/33977号（Zeneca）；および国
際公開公報第96/33980号（Zeneca）に記載されたもの（全て参照として本明細書に組み入
れられる）；を含むが、これらに限定されるわけではない。
【０２１４】
　もう一つの態様において、変異体EGFRのキナーゼ活性を妨害するためにアンチセンス・
ストラテジーを使用してもよい。このアプローチは、たとえば、アンチセンス核酸でその
mRNAをマスキングするか、またはリボザイムでそれを切断することによるかのいずれかに
よって、特異的mRNAの翻訳を遮断するアンチセンス核酸またはリボザイムを利用してもよ
い。アンチセンス技術に関する一般的な議論については、Antisense DNA and RNA, （Col
d Spring Harbor Laboratory, D. Melton, ed., 1988）を参照されたい。
【０２１５】
　変異体EGFR遺伝子転写の可逆的短鎖阻害も有用であり得る。このような阻害は、siRNAs
を使用することによって達成することができる。RNA干渉（RNAi）技術は、短鎖干渉RNA（
siRNAs）などの小さなRNA分子を使用することによって遺伝子の発現を防げる。この技術
は、結果として、RNAiが植物～昆虫～哺乳類までの多くの生体系の大部分の細胞において
遺伝子をサイレンシングするための天然の生物学的なメカニズムであるという事実を利用
する（McManus et al., Nature Reviews Genetics,2002,3 （10） p. 737）。RNAiは、分
子中間体である遺伝子のメッセンジャーRNAコピーを確実に破壊することにより、遺伝子
が機能的タンパク質を産生するのを防げる。siRNAsは、裸の形態で使用すること、および
後述するように、ベクターに取り込むことができる。変異体EGFR遺伝子転写を特異的に阻
害するために、さらにアプタマー－を利用することができ、たとえば米国特許第6,699,84
3号を参照されたい。本発明に有用なアプタマーは、SELEXプロセスを使用して同定しても
よい。たとえば、SELEXの方法は、米国特許第5,707,796号、第5,763,177号、第6,011,577
号、第5,580,737号、第5,567,588号、および第5,660,985号記載されていた。
【０２１６】
　「アンチセンス核酸」または「アンチセンスオリゴヌクレオチド」は、一本鎖核酸分子
であり、これは、細胞質条件下で、RNAまたはDNA分子の相補的塩基とハイブリダイズする
ことにより、後者の役割を阻害する。RNAがメッセンジャーRNA転写物である場合、アンチ
センス核酸は、反転写物またはmRNA干渉相補核酸である。現在使用される「アンチセンス
」は、広くRNA-RNA相互作用、RNA-DNA相互作用、リボザイム、RNAi、アプタマー、および
RNase-Hを媒介した抑止を含む。
【０２１７】
　リボザイムは、DNA制限エンドヌクレアーゼといくらか似た様式で、その他の一本鎖RNA
分子を特異的に切断する能力を有するRNA分子である。リボザイムは、一定のmRNAがそれ
自体イントロンを切除す能力を有するという観察から発見した。これらのリボザイムのヌ
クレオチド配列を修飾することよって、研究者は、RNA分子の特定のヌクレオチド配列を
認識し、それを切断する分子を操作することができた（Cech,1989, Science 245 （4915
） p. 276）。これらは、配列特異的であるので、特定の配列をもつmRNAだけが不活性化
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される。
【０２１８】
　アンチセンス核酸分子は、細胞における発現のための組換遺伝子によってコードするこ
とができ（たとえば、米国特許第5,814,500号；米国特許第5,811,234号）、または代わり
に、これらは、合成的に調製することができる（たとえば、米国特許第番号5,780,607号
）。
【０２１９】
　本発明は、癌である患者、特にEGFRのキナーゼドメインに少なくとも１つの核酸相違を
もつ患者を治療する方法をさらに提供する。本治療方法は、患者にsiRNA含有組成物を適
切な空白期間投与することを含むの。siRNAsは、化学的に合成し、インビトロでの転写な
どを使用して産生してもよい。加えて、siRNA分子は、正確にこれらの腫瘍において同定
された突然変異に対応するような方法で、個々の患者に対してカスタマイズすることがで
きる。siRNAは、単一ヌクレオチドだけによって異なるヌクレオチド配列間を識別するこ
とができるので、一塩基置換またはいくつかのヌクレオチドの小さな欠失に付随するEGFR
遺伝子の変異形（これらは、両方とも本明細書に記載したにように腫瘍において同定され
た）を一義的にターゲットするsiRNAsをデザインすることができる。SiRNAsは、Brummelk
amp et al., Science 296 ； 550-553,2002, Jaque et al., Nature 418；435-438,2002,
 Elbashir S. M. et al. （2001） Nature,4 11 ： 494- 498, McCaffrey et al. （2002
）, Nature,418： 38-39； Xia H. et al. （2002）, Nat. Biotech. 20： 1006-1010, N
ovina et al. （2002）, Nat. Med. 8： 681-686、および米国特許出願第20030198627号
に記載されている。
【０２２０】
　変異した受容体および正常受容体を阻害するゲフィチニブなどの薬物の使用と比較して
、このような治療ストラテジーの重要な利点は、変異したEGFRに対して特異的に向けられ
たsiRNA野生型のEGFRを阻害するはずはないことである。一般に、下痢および皮膚炎を含
むゲフィチニブ治療の「副作用」が、EGFRの機能を必要とする正常組織におけるEGFRの阻
害の結果であると考えられる、これは有意である。
【０２２１】
　腫瘍に対するsiRNAの送達は、現在利用可能である任意のいくつかの遺伝子送達「媒体
」を経て潜在的に達成することができる。これらは、アデノウイルス、レンチウイルス、
単純ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス、およびレトロウイルスなどのウイルスのベ
クター、並びに化学的に媒介される遺伝子送達系（たとえば、リポソーム）または機械的
DNA送達系（DNA銃）を含む。siRNAを媒介した遺伝子発現の阻害のために発現されるオリ
ゴヌクレオチドは、18～28ヌクレオチドの間の長さである。
【０２２２】
　もう一つの態様において、化合物は、そのキナーゼドメインに少なくとも１つの相違を
有するEGFRをコードするヒト配列に特異的なアンチセンス分子である。投与される治療薬
は、天然の核酸またはRNAなどのアンチセンス分子を発現する核酸構築物からの化学修飾
を有する、アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に合成オリゴヌクレオチドであってもよ
い。アンチセンス配列は、ターゲットされるEGFR遺伝子のmRNAに対して相補的であり、か
つターゲットされた遺伝子産物の発現を阻害する（たとえば、Nyce et al. （1997） Nat
ure 385： 720を参照されたい）。アンチセンス分子は、RNAse Hまたは立体障害の活性化
を介して、翻訳のために利用できるmRNAの量を減少させることによって遺伝子発現を阻害
する。アンチセンス分子の一つまたは組み合わせを投与してもよく、組み合わせは、単一
のターゲットされる遺伝子とは異なる複数の配列か、またはいくつかの異なる遺伝子に相
補的である配列を含んでいてもよい。
【０２２３】
　好ましい標的遺伝子は、そのキナーゼドメインに少なくとも１つの核酸相違をもつEGFR
である。たとえば図5のものなど遺伝子配列が、本明細書に組み込まれる。一般に、アン
チセンス配列は、動物宿主と起源が同じ種を有する。
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【０２２４】
　アンチセンス分子は、適切なベクター（ベクターは、ターゲットされる細胞に導入され
て発現される）内の標的遺伝子配列の全てまたは一部の発現によって産生してもよい。転
写開始は、アンチセンス鎖がRNA分子として産生されるように正しい位置に配置される。
【０２２５】
　アンチセンスRNAは、内因性センス鎖mRNAとハイブリダイズし、これによりターゲット
された遺伝子の発現を遮断する。天然の転写開始領域または外来性転写開始領域を使用し
てもよい。プロモーターは、インビトロでの組換え方法によって、または染色体への配列
の相同的な組込みの結果として導入してもよい。O-アクチンプロモーター、SV40早期およ
び後期プロモータ、ヒトサイトメガロウイルスプロモーター、レトロウイルスLTRなどを
含む、筋細胞で活性な多くの強力なプロモーターが当技術分野において公知である。転写
ベクターは、一般に、核酸配列の挿入を提供するための、プロモーター配列の近くに位置
する便利な制限部位を有する。転写開始領域、標的遺伝子またはこれらの断片、および転
写終結領域を含む転写カセットを調製してもよい。転写カセットは、種々のベクター（た
とえば、プラスミド）；レトロウイルス（たとえば、レンチウイルス）；アデノウイルス
；等に導入してもよく、ベクターは、一般に少なくとも約1日の期間、より一般には少な
くとも約数日の期間、細胞において一過性に、または安定に維持することができる。
【０２２６】
　また、アプタマーも有用である。アプタマーは、治療的オリゴヌクレオチドまたはペプ
チドの有望な新たな種であり、たとえばリガンド受容体などの高親和性で所与の標的と特
異的に結合するようにインビトロで選択される。これらの結合特徴は、オリゴヌクレオチ
ドが分子内核酸塩基対形成によって共に保持される三次元構造を形成する能力を反映する
可能性が高い。アプタマーは、標的タンパク質（リガンド、脂質、炭水化物、代謝産物、
など）と相互作用する合成DNA、RNA、またはペプチド配列であり、これは正常であっても
、修飾されていてもよい（たとえば、ペプチド核酸（PNA）、チオリン酸化されたDNAなど
）。更なる態様において、治療として、変異体EGFRに特異的なRNAアプタマーを細胞に導
入し、または発現させることができる。
【０２２７】
　ペプチド核酸（PNA）は、一定の点においてオリゴヌクレオチドおよびこれらの類似体
と同様で、したがってDNAおよびRNAを模倣し得る化合物である。PNAでは、オリゴヌクレ
オチドのデオキシリボース・バックボーンが、偽ペプチド・バックボーンによって置換さ
れていた（Nielsen et al. 1991 Science 254, 1457-1500）。それぞれのサブユニットま
たは単量体は、このバックボーンに付着された天然に存在するか、または天然に存在しな
い核酸塩基を有する。そのようなバックボーンは、グリシンがアミド結合を介して連結さ
れたN-（2-アミノエチル）の反復単位で構築される。PNAは、ワトソンおよびクリック塩
基対形成およびヘリックス形成を介して相補核酸とハイブリダイズする。偽ペプチド・バ
ックボーンは、優れたハイブリダイゼーション特性（Egholm et al. Nature（1993）365,
 566-568）、酵素的分解に対する耐性（Demidov et al. Biochem. Pharmacol. （1994）4
8, 1310-1313）、および種々の化学修飾への方法（Nielsen and Haaima Chemical Societ
y Reviews （1997） 73-78）を提供する。治療として、変異体EGFRに特異的なPNAを細胞
に導入し、または発現させることができる。PNAは、たとえば、米国特許出願第200400639
06号に記載されていた。
【０２２８】
　変異体EGFRをターゲットする化合物で治療される患者は、たとえば彼らのEGFRに原発性
または二次突然変異をもつと診断された患者、最初にチロシンキナーゼ阻害剤での療法に
応答するが、その後に同じか、または類似化合物に応答しない患者を含む。または、二次
EGFR突然変異をターゲットする化合物は、併用療法として、原発性EGFR突然変異をターゲ
ットする化合物、たとえばゲフィチニブと組み合わせて癌患者に与えてもよい。原発性ま
たは二次EGFR突然変異の両方をターゲットする化合物を組み合わせることよって、耐性の
可能性が減少される。
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【０２２９】
　EGFRチロシンキナーゼ阻害剤ゲフィチニブ、エルロチニブなど含む
（しかし、これらに限定されるわけではない。）、現在公知の抗癌治療に対する耐性を与
えるさらなるEGFR突然変異も本発明の範囲内である。耐性EGFR変異体は、このキナーゼ領
域に高い相同性を有するタンパク質を含む関連したチロシンキナーゼドメインのキナーゼ
ドメインにおいて同定される変異体に対して類似の変異体を有することが予測される。類
似のタンパク質における突然変異を記載する論文は、BCR-ABLについて当技術分野におい
て公知のものを含む。Bradford et al. Blood.2003 Jul 1；102（1)：276-83, Epub 2003
 Mar 06；Hochhaus et al., Leukemia. 2002 Nov；16（11)：2190-6 ;and Al-Ali et al.
, Hematol J. 2004；5（1)：55-60を参照されたい。
【０２３０】
　公知のEGFRチロシンキナーゼ阻害剤に耐性な変異体EGFRは、イマニチブ耐性表現型を確
証させるc-abl（BCR-ABL）残基の類似する1つまたは複数の位置に非野生型残基をもつ、
任意の1つまたは複数のEGFRポリペプチドまたはEGFRポリペプチドをコードするヌクレオ
チドを含む。EGFRが変異したときに薬剤抵抗性を与える残基は、特に、たとえばP-ループ
および活性化ループ含む（しかし、これらに限定されるわけではない）キナーゼドメイン
からの残基を含み、EGFRポリペプチドの変異された残基は、c-abl残基に類似する。想定
される耐性EGFR変異体は、少なくともBCR-ABLの

と類似するアミノ酸位置にて非野生型残基を有し、たとえば表S3Cおよび図9を参照された
い。これらのBCL-ABL残基は、それぞれEGFRの

に対応する。たとえば、表S3C、図9を参照されたい。
【０２３１】
予後試験
　本発明の方法は、癌の発症の予後指標として使用される。または、本方法は、存在する
が、いまだ診断されていないか、または検出不可能である段階にある癌を検出するために
使用される。癌が発症するリスクのある患者を、本発明の方法を使用して、erbB 1遺伝子
のキナーゼ活性を増大する核酸変異の存在についてスクリーニングする。erbB 1遺伝子の
キナーゼドメインにおける相違の存在は、癌の存在または差し迫った存在を示す。したが
って、erbB 1遺伝子のキナーゼドメインにおける相違の存在は、患者がEGFRでターゲット
される治療の利益を受けることを示唆する。本明細書に記載したように、EGFRでターゲッ
トされる治療は、好ましくはチロシンキナーゼ阻害剤での治療である。
【０２３２】
　本発明の好ましい態様において、生体試料を得ることによって、erbB 1遺伝子のキナー
ゼドメインにおける核酸相違の有無について患者をスクリーニングする。試料は、たとえ
ば舌、口、頬、気管、気管支、肺、その他由来の組織、またはたとえば痰または肺吸引液
由来の液体を含む患者由来の任意の試料であってもよい。これらの生体試料を得る方法は
、当業者に周知である。
【０２３３】
　したがって、本発明は、異常な変異体EGFR発現または活性と関連する疾患または障害を
同定するための方法であって、試験試料を被検者から得て、かつ変異体EGFRタンパク質ま
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たは核酸（たとえば、mRNA、ゲノムDNA）が検出され、変異体EGFRタンパク質または核酸
の存在により、異常な変異体EGFR発現または活性と関連する疾患または障害を有するか、
または発症するリスクがある被検者を診断する方法を提供する。本明細書に使用される「
試験試料」は、関心対象の被検者から得られる生体試料をいう。たとえば、試験試料は、
体液（たとえば、血清）、細胞試料、または組織、特に組織生検試料であることができる
。
【０２３４】
　さらにまた、本明細書に記載した予後アッセイ法は、被検者に薬剤（たとえば、アゴニ
スト、アンタゴニスト、ペプチド擬態、タンパク質、ペプチド、核酸、小分子、またはそ
の他の候補薬）を投与して異常な変異体EGFR発現または活性と関連する疾患または障害を
治療することができるかどうかを決定するために使用することができる。たとえば、この
ような方法は、障害のために薬剤で被検者を有効に治療することができるかどうかを決定
するために使用することができる。したがって、本発明は、異常な変異体EGFR発現または
活性と関連する障害のための薬剤で被検者を有効に治療することができるかどうか決定す
る方法であって、試験試料を得て、変異体EGFRタンパク質または核酸を検出する方法を提
供する（たとえば、変異体EGFRタンパク質または核酸の存在は、変異体EGFR発現または活
性と関連する障害を治療するための薬剤を投与することができる被検者のための診断であ
る）。
【０２３５】
実施例
実施例1
腫瘍検体のヌクレオチド配列解析
【０２３６】
　IRBで承認されたプロトコル下で、初期診断または外科的手技からの腫瘍検体を、その
後にゲフィチニブで治療したNSCLCをもつ患者から収集した。凍結腫瘍検体は、対応する
正常組織とともに、4症例について入手でき、パラフィン包埋された材料を残りの検体の
ために使用した。加えて、原発性NSCLCの25人の選別していない症例（15人の細気管支肺
胞、7人の腺癌、および3人の大細胞肺癌）は、対応する正常組織と共に、Massachusetts 
General Hospital腫瘍バンクから得た。完全EGFRコード配列の変異解析のために、DNAを
検体から抽出し、続いて全28エキソンを増幅して、クローン化していないPCR断片を自動
シーケンシングして、ヘテロ接合性の突然変異の存在についてセンスおよびアンチセンス
の両方向にエレクトロフェログラム解析した。全ての配列変異体は、複数の独立したPCR
増幅によって確認した。プライマー配列および増幅状態は、補充材料に提供してある。ま
た、エキソン19および21におけるEGFR突然変異は、多様な組織像を示す78の癌に由来する
株化細胞のパネルに加えて、乳房（15症例）、結腸（20症例）、腎臓（16症例）、および
脳（4症例）の原発腫瘍において得られた（下記の一覧表に記載してある）。
【０２３７】
変異体EGFR構築物の機能解析
　L858RおよびdelL747-P753insS突然変異を部位特異的変異誘発を使用して全長EGFRコー
ド配列に導入して、サイトメガロウイルス駆動発現構築物（pUSE、Upstate）に挿入した
。Cos-7細胞には、1μgの発現構築物を使用してトランスフェクトし（Lipofectamine 200
0、Invitrogen）、続いて18時間後に、ウシ胎児血清を欠いたDMEMに、5×104細胞／ウェ
ル（12ウェル・プレート、Costar）で再びまいた。血清飢餓の16時間後、細胞を10ng／ml
のEGF（SIGMA）で刺激した。ゲフィチニブ阻害を証明するために、EGF（100ng／mlのEGF
で30分刺激）の添加前に、薬物を培地に3時間添加した。細胞可溶化物を100μLのLaemmli
溶解緩衝液に調製し、続いて10% SDS-PAGEでタンパク質を分離して、PVDF膜に転移し、増
強化学発光試薬（Amersham）を使用してウエスタンブロット解析した。EGFRの自己リン酸
化は、リン酸化チロシンY-1068に対する抗体を使用して測定し、相当するタンパク質発現
は、抗EGFR抗体を使用して示した（1：1000の作用濃度；Cell Signaling Technology）。
【０２３８】
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突然変異解析
　EGFR遺伝子を含む28エキソンを増幅するために、原発性腫瘍組織または腫瘍由来株化細
胞をから単離したDNAを使用するポリメラーゼ連鎖反応法を使用した。使用したプライマ
ー対は、以下の通りであった：Exon1、
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アニーリング温度は、58℃（エキソン1、3、4、7～10、12～25、27、および28）、56℃（
エキソン2、5、6、および26）、または52℃（エキソン11）であった。
【０２３９】
　アーカイブ腫瘍組織から抽出したDNAのネスト状PCR増幅は、以下の通りに行った。エキ
ソン2、5、6、7、11、12、14、16、18、19、20、21、23、24、25、26、および27のための
最初のPCRは、上記したプライマーおよび条件を使用して作製した。その後、この反応の2
μ1を以下の内部プライマ一対を使用する二次PCRで増幅した：Exon2、
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【０２４０】
　残りのエキソンのためのネスト状PCR増幅は、以下のプライマーを使用する一次PCRから
成った。
Exon1、
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二次PCR増幅は、以下のプライマー対を使用することにより行った：Exon1、
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エキソン1の増幅のためのアニーリング温度は、54℃であった。一次および二次増幅の両
方のためのアニーリング温度は、58℃（エキソン3、4、7～10、12～17、19～25、27、お
よび28）、56℃（エキソン2、5、6、および26）、または52℃（エキソン11および18）で
あった。
【０２４１】
　PCR単位複製配列は、シーケンシングの前にエキソヌクレアーゼI（United States Bioc
hemical, Cleveland, OH）およびエビ・アルカリホスファターゼ（United States Bioche
mical, Cleveland, OH）を使用して精製した。精製したDNAを希釈して、製造業者の説明
書に従ってABIBigDye Terminator kit v1.1（ABI, Foster City, CA） を使用してサイク
ルシーケンスした。シーケンシング反応をABI3100遺伝子アナライザーで電気泳動した。
ヘテロ接合性の位置をマークするために、Sequence NavigatorソフトウェアをFacturaと
組み合わせて使用し、突然変異の存在に関してセンスおよびアンチセンス方向にエレクト
ロフェログラムを解析した。全ての配列変異体は、複数の独立したPCR増幅およびシーケ
ンシング反応で確認した。
【０２４２】



(57) JP 2009-171965 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

癌由来の株化細胞：
　14の肺癌由来する株化細胞のパネルを、EGFR突然変異について解析した。これらは、NS
CLC（N=5）、小細胞肺癌（N=6）、扁平上皮癌（N=1）、気管支カルチノイド（N=1）、お
よび未知組織像（N=1）の腫瘍に由来した。具体的な株化細胞は、以下の通りであった：N
CI-H460、NCI-522、HOP-92、NCIH841、NCIH734、NCIH2228、NCIH596、NCIH727、NCIH446
、NCIH1781、NCIH209、NCIH510、NCIH82、NCIH865。加えて、64の癌由来株化細胞を、エ
キソン19および21の突然変異についてスクリーニングした。これらは、以下の組織像を表
した：乳癌（BT549、BT483、UACC893、HS467T、HS578T、MCF7、MCF7-ADR、MDA-MB-15、MD
A-MB-175、MDA-MB-231、MDA-MB-415、MDA-MB-436、MDA-MB-453、MDA-MB-468、T47D）、卵
巣癌（ES-2、IGROV-1、MDAH2774、OV1063、OVCAR3、OVCAR4、OVCAR5、SKOV3、SW626）、C
NS癌（SF-295、SNB-19、U-251、CCF-STTG1、SW-1088、SW-1783、T98G、M059K、A172、SK-
N-DZ、SK-NMC）、白血病（CCRF-CEM、K562、MOLT-4、RPMI8226、SR）、前立腺癌（DU-145
、PC-3）、大腸癌（COLO-205、HCT-116、HCT-15、HT-29、SW-620）、腎癌（786O、ACHN、
CAKI-1、SN-12C、UO-31）、黒色腫（LOX-IMVI、M14、SKMEL2、UACC-62）、骨肉腫（SAOS-
2）、および頭頚部癌（O11、O13、O19、O28、O22、O029、O12）。頭頚部癌株化細胞は、D
r. James Rocco, Massachusetts General Hospital/Massachusetts Eye and Ear Infirma
ryによって提供された。他の全ての株化細胞は、ATCC（Manassas、VA）を通して入手可能
である。
【０２４３】
　ゲノムDNAは、スナップ凍結した腫瘍検体腫瘍検体から単離した。腫瘍検体は、最初に
、予め冷却し、かつ滅菌した乳鉢および乳棒を使用して細粉に粉砕した。腫瘍組織を、10
0mM塩化ナトリウム、10mM Tris pH7.5、25mM EDTA（エチレンジアミン四酢酸二ナトリウ
ム）pH8.0、および0.5%（w／v）ドデシル硫酸ナトリウムとの100μg／mlの新鮮なプロテ
イナーゼKとを含むDNA抽出溶液に直ちに移し、37℃にて一晩または50℃にて3時間インキ
ュベートした。次いで、標準的フェノール-クロロホルム法を使用してDNAを抽出し、エタ
ノール沈殿し、70fiエタノールで洗浄して、空気乾燥させ、TE緩衝液に再懸濁した。DNA
濃度を分光光度的に決定した。ヒトEGFRのエキソン19および21は、以下のプライマ一対を
使用してポリメラーゼ連鎖反応法によって増幅した：
Exon19センスプライマー、

；Exon19アンチセンスプライマー、

；
Exon21センスプライマー、

およびExon21アンチセンスプライマー、

それぞれの試料について、1×Expand Long Template buffer 1 （Roche, Mannhein Germa
ny）、50μMシーケンシング等級dATP（Amersham Biosciences, Cleveland OH）、50μMシ
ーケンシング等級dCTP（Amersham Biosciences, Cleveland OH）、50μMシーケンシング
等級dGTP（Amersham Biosciences, Cleveland OH）、50μMシーケンシング等級dTTP（Ame
rsham Biosciences, Cleveland OH）、0.2μMセンスプライマー、0.2μMアンチセンスプ
ライマー、1/6体積のTaq Start Antibody（1.1μg／lμl）（Clontech、Palo Alto、CA）
と氷上で5分間プレインキュベートした1.25ユニットExpand Long Template酵素混合物（T
aq DNAポリメラーゼ／Tgo DNAポリメラーゼ）（Roche、Mannhein Germany）、および25μ
lの最終体積までの水からなるPCR反応で20ngのゲノムDNAを増幅した。また、それぞれの
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一連の増幅には、DNA鋳型を除いたネガティブ対照を含む。両方のエキソンのためのPCRサ
イクリング条件は、95℃を2分間、続いて95℃を30s間、58℃を30s間、および72℃を45秒
間を40サイクル、並びに72℃を10分間の最終伸張を4℃にて保持することによって、MJ-Re
search PTC-200またはPTC-225thermal-cycler （MJ-Research, Waltham MA）で行った。
【０２４４】
　PCR産物を0.8%のアガロースゲルを通す電気泳動法によって分離して、患者の材料から
の増幅とネガティブ対照において増幅がないことを確認した。PCR単位複製配列(amplicon
)各々10μlを0.5μlのエキソヌクレアーゼI（10U／μl）（United States Biochemical, 
Cleveland, OH）および1μlのエビアルカリホスファターゼ（1U／μl）（United States 
Biochemical, Cleveland, OH）と混合して、37℃で20分間インキュベートし、続いてサー
マルサイクラー（MJ-Research, Waltham, MA）で80℃にて15分間不活性化することによっ
てPCR産物をシーケンスする前に精製した。単位複製配列の強度に従って精製したDNAを水
に希釈し、製造業者の説明書に従ってABI BigDye Terminatorキットv1.1（Applied Biosy
stems、Foster City, CA）を使用してサイクルシーケンシングを行った。サイクルシーケ
ンシングは、以下のサイクリング条件を使用してMJ-Researchthermal-サイクラーで行っ
た：シーケンシングのために使用したプライマーは、以下の通りであった：Exon19センス
プライマー、

；Exon19アンチセンスプライマー、

；
Exon21センスプライマー、

または

およびExon21アンチセンスプライマー、

シーケンシング反応をABI3100遺伝子アナライザーで電気泳動した。FacturaおよびSequen
ce Navigatorソフトウェアを使用して、ヘテロ接合性の位置をマークし、評価のためにこ
れらを示した。二次ピークの高さが一次ピークの高さの30%以上高いヌクレオチド位置を
ヘテロ接合性としてマークし、センスおよびアンチセンスの両方を読みを解析することに
よって確認した。突然変異の存在を示す配列をもつ試料を再び増幅して、確認のためにシ
ーケンスした。
【０２４５】
エキソン19および21に関連する配列解析に使用したプライマーの位置
　イントロンのプライマーは、小文字で示し、下線を引いてある。
　イントロンの配列は、小文字で示してある。
　エキソンの配列は、大文字で示してある。
【０２４６】
EGFR
Exon19（5'-3'）（SEQ ID NO: 641）。



(59) JP 2009-171965 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

【０２４７】
EGFR
Exon21（5'-3'）（SEQ ID NO: 642）または（SEQ ID NO: 687）

【０２４８】
結果
ゲフィチニブ応答者の臨床的特徴
　進歩した化学療法不応性のNSCLCである患者は、Massachusetts General Hospitalでは
、2000年以降単剤ゲフィチニブで治療してきた。FDAによる2003年5月の承認前に合計275
人の患者を、同情的使用の拡張的自主プログラムの一部として、およびその日付後には市
販供給を使用して、両方で治療した。この期間に、25人の患者が、有意な臨床効果を有す
ることが臨床家によって同定された。有意な臨床応答は、測定可能な疾患をもつ患者に対
しては、RECIST基準を使用して部分的応答と定義し、または腫瘍負担をこれらの基準を使
用して定量化することができない患者に対しては、評価できる応答を2人の医師によって
評価した。表1は、初診時に得た腫瘍検体が利用できた9症例の臨床的特徴を示す。その他
のゲフィチニブ応答者については、最も一般には、診断検体が針吸引液による細胞診断に
限られていたので、組織を入手できなかった。群として、9人の患者が、ゲフィチニブか
ら実質的利益を受けた。薬物療法の開始からの生存期間の中央値は18ヶ月を上回り、およ
び治療期間の中央値は16ヶ月を越える。以前の報告と一致して、ゲフィチニブ応答者は女
性の有病率が高く、喫煙歴がなく、および気管支肺胞組織像をもつ腫瘍を有する（11, 12
）。症例6は、ゲフィチニブ応答性のコホートを代表する。この患者は、32歳の男性で、
喫煙歴なしであり、その人は、複数の脳病変および右肺に細気管支肺胞上皮癌と診断され
た疾患を示した。彼は、全脳放射線療法で治療し、続いて彼の腫瘍が応答しなかったもの
に対して一連の化学療法措置（カルボプラチンおよびゲムシタビン；ドセタキセル；ビノ
レルビン）によって治療した。機能状態が減退し、および進行性肺腫瘍負担を伴ったので
、彼には、1日あたり250/mgのゲフィチニブでの療法を始めた。彼の息切れはすぐに改善
され、治療開始の6週間後の肺CTスキャンでは、図1に示した劇的な改善を示した。
【０２４９】
ゲフィチニブ応答者におけるEGFR突然変異
　本発明者らは、ゲフィチニブに対して著明に応答するNSCLCの症例では、EGFRに体細胞
突然変異がひそんでいるかもしれないと仮定し、これらの腫瘍において、この成長因子シ
グナリング経路が果たす必須の役割を示した。このような突然変異を探索するために、本
発明者らは、最初に、神経膠腫（15）の特徴であるEGFRの細胞外ドメイン内の再配列につ
いて試験したが：何も検出されなかった。したがって、本発明者らは、個々のエキソンの
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PCR増幅を使用して、遺伝子の全てのコード領域をシーケンスした。ヘテロ接合性の突然
変異が、8/9症例において観察され、その全てがEGFRのキナーゼドメインにクラスター形
成していた（表2および図2）。4つの腫瘍では、アミノ酸746～750（delE756-A750；症例1
）、747～750（delL747-T751insS；症例2）、および747～752（delL747-P753insS；症例3
および4）を除去するインフレームの欠失を有した。後の2つの欠失は、欠失中断点に新規
コドンを生じることにより、セリン残基の挿入を伴った。意外なことに、これらの4つの
欠失は、全ての症例で共有されるエキソン19内の4つのアミノ酸（コドン747～750のロイ
シン、アルギニン、グルタミン酸、およびアラニン）の欠失が重複していた（図4aを参照
されたい）。別の3つの腫瘍では、エキソン21内にアミノ酸置換：コドン858にてロイシン
からアルギニンに（L858R；症例5および6）およびコドン861にてロイシンからグルタミン
に（L861 Q；症例7）を有した。マウスegfr遺伝子に同じアミノ酸変化は、EGFRシグナリ
ング（18）の変更を伴い、Dark Skin（dsk5）形質の原因となるため、L861Q突然変異は、
特に興味がもたれる。キナーゼドメインにおける4つめのミスセンス突然変異は、エキソ
ン18内のコドン719にてグリシンからシステインへの置換を生じた（G719C；症例8）。対
応する正常組織が、症例1、4、5、および6に入手でき、かつ野生型配列だけを示したこと
から、腫瘍形成の間に突然変異が体細胞性に生じたことを示す。突然変異は、ゲフィチニ
ブに応答することができなかったNSCLCの7つの症例において観察されなかった（P=0.0007
；Fisher の両側直接確率検定）。
【０２５０】
NSCLCおよびその他の癌タイプにおける特異的EGFR突然変異の有病率
　EGFR細胞外ドメインに影響を及ぼす再配列が広範に研究されてきた神経膠腫とは異なり
（15）、NSCLCにおけるEGFR突然変異の頻度は定義されてこなかった。したがって、本発
明者らは、ゲフィチニブ研究に無関係なNSCLCの25人の原発性症例（以前の臨床試験にお
いてゲフィチニブ応答性と関連していた15人の気管支肺胞の組織像を含む（11,12））に
おける遺伝子の全てのコード領域をシーケンスした。ヘテロ接合性の突然変異は、2つの
気管支胞巣状癌において検出された。両症例では、ゲフィチニブ応答者（すなわち、delL
747-P753insSおよびdelE746-A750（表2））において見いだされたものと同一のキナーゼ
ドメインのインフレームの欠失を有した。EGFR突然変異においてクラスター形成が明らか
なことを考慮して、本発明者らは、合計55の原発腫瘍および78の癌由来株化細胞における
エキソン19および21をシーケンスし、多様な腫瘍型を示した（補助材料を参照されたい）
。突然変異は検出されなかったことから、これらが、EGFRシグナリングが腫瘍形成におい
て重要な役割を果たし得る癌のサブセットのみにおいて生じることが示唆される。
【０２５１】
突然変異EGFRタンパク質のEGFで誘導される活性化およびゲフィチニブ阻害の増大
　これらの突然変異によってコードされる機能的特性を研究するために、L747-S752insS
欠失およびL858Rミスセンス変異体を培養細胞において発現させた。野生型および変異体
構築物のCos-7細胞への一過性トランスフェクションでは、同等量の発現レベルを示し、
突然変異がタンパク質安定性に影響を及ぼさないことを示した。EGFR活性化は、チロシン
1068残基のリン酸化を測定することによって定量化し、一般に受容体自己リン酸化のマー
カーとして使用した（19）。血清および関連する成長因子の非存在下では、野生型も変異
体EGFRも自己リン酸化示さなかった（図3a）。しかし、EGFの添加により、野生型受容体
と比較して、ミスセンスおよび欠失EGFR変異体の両方において2～3倍の受容体活性化の増
加を生じた。さらに、正常なEGFR活性化は、受容体インターナリゼーションと一致して、
15分後にダウンレギュレートされたのに対して、2つの変異体受容体は、3時間までの間、
連続して活性化を示した（図3a）。同様の結果は、EGFの添加後の総EGFRリン酸化を測定
する抗体でも得られた（図示せず）。
【０２５２】
　7/8のEGFRキナーゼ突然変異は、ゲフィチニブによってターゲットされるATP裂の近くに
あるため、本発明者らは、変異タンパク質が阻害剤に対する感受性を変化させるかどうか
を決定した。ゲフィチニブの濃度を変化して前処理した細胞において、EGFで誘導される
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受容体自己リン酸化を測定した。意外なことに、両変異体受容体は、ゲフィチニブによる
阻害に対する感受性の増大を示した。野生型EGFRは、0.1μMのIC50を有し、2μMゲフィチ
ニブにて自己リン酸化の完全な阻害を示したのに対し、2つの変異タンパク質は、0.015μ
MのIC50を有し、0.2μMで自己リン酸化がなくなった（図3b）。薬物動態学的研究では、4
00～600mgのゲフィチニブの１日の経口投与により、1.1～1.4μMの平均定常状態の最低血
漿濃度を生じることを示し、一方で、現在推奨される250mgの１日量では、0.4μM（20）
の平均最低濃度に至ったので、この薬物感受性の相違は臨床的に妥当であり得る。
【０２５３】
実施例2
　EGFRのキナーゼドメイン内に突然変異がひそみ、したがって、ゲフィチニブ治療による
増殖阻害に感受性である腫瘍細胞は、キナーゼドメイン内にさらに「第二の部位」の突然
変異を受ける可能性があり、これは、ゲフィチニブに耐性を与えるが、これらが野生型EG
FRと比較して増大されたEGFRシグナリングを示すという意味で、さらに「活性化している
」。このようなゲフィチニブ耐性の変異体は、2つの散発性ヒトNSCLC株化細胞（すなわち
、NCI-1650およびNCI-1975）から作製される。それぞれの株化細胞は、EGFRのキナーゼド
メインにヘテロ接合性の突然変異を含み、したがって、ゲフィチニブに感受性であること
が予想される。NCI-1650におけるEGFR突然変異は、エキソン19内の位置2235-2249（delLE
746-A750）にて15ヌクレオチドのインフレームの欠失からなり、一方で、NCI-1975は、エ
キソン21内のヌクレオチド2573（L858R）にてGをTと置換するミスセンス突然変異を有す
る。NCI-H1975のL858R突然変異は、インビトロでゲフィチニブを活性化し、ゲフィチニブ
に対する感受性を増大させることが本明細書において示された。
【０２５４】
　NCI-1650およびNCI-1975の両方に由来するゲフィチニブ耐性の株化細胞は、EMS（エチ
ルメタンスルホナート）を使用してランダム化学突然変異誘発し、続いてゲフィチニブを
補った培地中で培養して耐性クローンの増殖について選択した後に単離された。個々のク
ローンの継代培養は、EGFRキナーゼドメインに対応するゲノムDNAの特異的なPCRを媒介し
た増幅後に、EGFR遺伝子のヌクレオチド配列を決定することによって行う。
【０２５５】
　このストラテジーの変種には、ゲフィチニブに耐性を与えるEGFR遺伝子内の突然変異の
自発的獲得について選択するために、数週間または数月の期間にわたって段階的にゲフィ
チニブの濃度を増大して存在させて、これらの2つの株化細胞を連続継代することを含む
。選択された細胞（これは、相対的に高ゲフィチニブ濃度にて増殖し続ける）をコロニー
として単離し、突然変異を上記の通りに同定する。
【０２５６】
実施例3
　受容体チロシンキナーゼの突然変異がNSCLCの原因となる役割を果たすかどうかを決定
するために、本発明者らは、日本のNagoya City University Hospitalからの58試料とBri
gham and Women’ s Hospital in Boston, Massachusettsからの61とからなる119の原発
性NSCLC腫瘍のセットにおける体細胞の遺伝子の変化について探索した。腫瘍は、74人の
男性および45人の女性患者からの70の肺腺癌と49のその他のNSCLC腫瘍を含み、これらの
人はいずれも、EGFRキナーゼ阻害剤での治療を考証していなかった。
【０２５７】
　最初のスクリーニングとして、本発明者らは、41の肺腺癌のサブセットを含む58のNSCL
C試料由来のゲノムDNAから、58のヒト受容体チロシンキナーゼ遺伝子（*）（表S1）のう
ち47の活性化ループをコードするエキソンを増幅してシーケンスした。腫瘍のうちの3つ
（全て肺腺癌）は、同じ患者（表S2；S0361、S0388、S0389）由来の正常肺組織からのDNA
には存在しないEGFRのヘテロ接合性のミスセンス突然変異を示した。突然変異は、その他
の受容体チロシンキナーゼ遺伝子からの単位複製配列には検出されなかった。3つの腫瘍
全てが、位置858にてロイシン（「L」）からアルギニン（「R」）に変化すると予測され
る同じEGFR突然変異を有した（図6A；CTG→CGG；"L858R"）（全ての番号付けは、ヒトEGF
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Rを参照する）。
【０２５８】
　本発明者らは、次に、119のNSCLC腫瘍の完全コレクションのEGFRのエキソン2～25を調
べた。ゲノムDNAのエキソン・シーケンシングにより、合計16の腫瘍（全てキナーゼドメ
インのエキソン18～21内の）におけるEGFRのミスセンスおよび欠失突然変異が明らかにな
った。この群における全ての配列変化は、腫瘍DNAにおいて異種接合体であり；いずれの
場合においても、同じ患者由来の対となった正常肺組織では、野生型配列を示し、突然変
異が、もとは体細胞であることを確認した。ヌクレオチドおよびタンパク質配列変化の分
布、およびこれらの異常と関連する患者の特徴を表S2に要約してある。
【０２５９】
　置換突然変異G719SおよびL858Rは、それぞれ2つおよび3つの腫瘍で検出された。「G719
S」突然変異は、位置719にてグリシン（G）をセリン（S）に変える（図6B）。これらの突
然変異は、それぞれ、ヌクレオチド三リン酸結合ドメインのGXGXXGモチーフ（SEQ ID NO:
 490）または活性化ループのP-ループおよび隣接する高度に保存されたDFGモチーフに位
置する（52）。図7を参照されたい。変異した残基は、全てのプロテインキナーゼでほと
んど不変であり、B-Rafタンパク質セリンスレオニンキナーゼの類似の残基（G463およびL
596）が、結腸直腸、卵巣、および肺癌腫において体細胞性に変異している（41, 53）（
図6A、6B）。
【０２６０】
　また、本発明者らは、EGFRのキナーゼドメイン内のコドン746～759におよぶ領域にわた
ってクラスター形成している複数の欠失突然変異を検出した。10の腫瘍は、ヌクレオチド
2235または2236にて始まる、EGFRコドン746～750を除去する15ヌクレオチドの2つの重複
する欠失のうちの1つを有する
（Del-1；図6Cおよび8C；表S2）。別の腫瘍由来のEGFR DNAは、コドン752～759の欠失を
生じるヘテロ接合性の24ヌクレオチド・ギャップを示した（Del-2；図6C）。代表的なク
ロマトグラムを図8A-8Fに示してある。
【０２６１】
　EGFRキナーゼドメインの活性型の三次元構造における置換突然変異およびDel-1欠失の
位置（54）を図7に示してある。配列変化は、キナーゼの活性部位のまわりにクラスター
形成しており、置換突然変異が活性化-ループおよびグリシン-リッチなP-ループ（多くの
プロテインキナーゼにおける自己調節に重要なことが公知の構造エレメント（52））に位
置する点に留意されたい。
【０２６２】
　2つの異なる腫瘍型における2つのさらなるEGFR突然変異が同定された。すなわち、本発
明者らは、急性骨髄性白血病（AML）におけるEGFR突然変異G857Vおよび転移性肉腫におけ
るEGFR突然変異L883Sを同定した。「G857V」突然変異は、位置857にてバリン（V）で置換
されたグリシン（G）を有し、一方で、「L883S」突然変異は、位置883にてセリン（S）で
置換されたロイシン（L）を有する。これらの知見は、EGFRにおける突然変異がいくつか
の腫瘍タイプで生じること、および最も重要なことに、EGFR阻害剤がこのような突然変異
のひそむ患者の治療においてに効果的なことを示唆する。これにより、NSCLC以外の腫瘍
タイプを治療する際の、たとえばチロシンキナーゼ阻害剤ゲフィチニブ（イレッサ（登録
商標）として市場に出された）、エルロチニブ（タルセバ（登録商標）を市場に出された
）等のキナーゼ阻害剤のことにおける等）の使用が拡大する。
【０２６３】
　EGFR突然変異は、日本および米国の患者集団で記載された差動的な患者の特徴と著明な
相関を示す。上記の如く、臨床試験では、チロシンキナーゼ阻害剤ゲフィチニブ（イレッ
サ（登録商標））に対する応答において有意な変動性を示し、日本の患者において、主に
欧州由来集団よりも高い応答が見られ（27.5%対10.4%の、多組織の第二相試行において）
（48）；米国では、女性で、非喫煙者で、および腺癌である患者において、より頻繁に部
分的応答が見られた（49-51）。本発明者らは、EGFR突然変異が、腺癌において（15/70ま
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たは21%）、その他のNSCLCにおける（1/49または2%）よりも頻繁にあったことを示し；女
性（9/45または20%）において、男性（7/74または9%）におけるよりも頻繁に、かつ日本
由来の患者において（15/58または26%、および14/41腺癌または32%）、米国由来のものよ
りも（1/61または2%、および1/29腺癌または3%）頻繁にあることを示す。EGFR突然変異で
最も高い割合は、腺癌（8/14または57%）で、日本の女性で観察された。特に、EGFR突然
変異の存在と相関する患者の特徴は、ゲフィチニブ治療に対する臨床応答と相関するもの
であるように見える。
【０２６４】
　EGFR突然変異がゲフィチニブ感受性の決定因子であり得るどうかを調査するために、前
処理NSCLC試料を、応答した5人の患者とゲフィチニブで治療の間に進行した4人の患者と
から得た。これらの患者は、同情的使用の拡張的自主プログラムの、またはゲフィチニブ
の法的認可後のいずれかに、Dana-Farber Cancer Instituteにて治療された125人以上の
患者から割り出された（49）。患者のうちの4人は、部分的X線撮影応答を有したが（治療
の2ヶ月後のCTスキャンにおいて50%の腫瘍退縮）、一方で、5人目の患者は、2ヶ月未満に
劇的な症候改善を受けた。患者は全員米国の出身であり、かつカフカス人であった。
【０２６５】
　キナーゼドメイン（エキソン18～24）のシーケンシングでは、腫瘍がゲフィチニブに対
して進行した4人の患者由来の腫瘍における突然変異は明らかにされず、ゲフィチニブ応
答性患者由来の全5つの腫瘍は、EGFRキナーゼドメイン突然変異がひそんでいた。χ二乗
検定では、ゲフィチニブ応答者（5/5）と非応答者（0/4）との間で、p=0.0027で統計学的
に有意なEGFR突然変異体頻度の相違が明らかになり、一方で、ゲフィチニブ応答者と選別
していない米国NSCLC患者との間の相違（5/5対1/61）も、p＜10-12（*）で有意であった
。選別していない腫瘍において以前に観察されたEGFR L858R突然変異は、1つのゲフィチ
ニブ感受性肺腺癌において同定された（図6A；表S3A、IR3T）。3つのゲフィチニブ感受性
腫瘍は、ヘテロ接合性のインフレームの欠失を含み（図6Cおよび表S3AおよびS3B、2つの
症例においてDel-3および1つおいてDel-4）、1つは、ホモ接合性のインフレームの欠失を
含んだ（図6C並びに表S3AおよびS3B、Del-5）。これらの欠失は、それぞれEGFRのコドン7
46～753領域内にあり、欠失が選別していない腫瘍においても見いだされた。また、これ
らの3つの欠失はそれぞれ、アミノ酸置換と関連する（表S3A-S3C）。対応する正常組織を
入手できた全4つの試料では、これらの突然変異が体細胞と同様に確認された。
【０２６６】
実施例3A：プライマーデザイン
　受容体チロシンキナーゼのcDNA配列はGenBank（表S1の一覧表に記載されたアクセッシ
ョン番号）から得て、ヒトゲノム構築（http：//genome.ucsc.edu）に対してBLAT整列を
使用してエキソン／イントロン境界を同定する。外部遺伝子特異的なプライマー対は、Pr
imer3プログラムを使用して、それぞれの側に対して、エキソン配列と、少なくとも250bp
の隣接するイントロン配列または隣接したエキソン配列とを増幅するようにデザインした
（http：//frodo.wi.mit.edu／primer3／primer3_code.html）。次いで、生じる予測単位
複製配列を使用して、エキソンに隣接し（一般にエキソン／イントロン境界から50bpより
も大きい）かつ末端に添えたM13フォワードまたはリバースプライマー尾部を含む内部プ
ライマーをデザインした。これらのネスト状プライマーセットを、対照DNA由来の適切な
単位複製配列サイズおよび高品質の配列について試験した。47のチロシンキナーゼの受容
体チロシンキナーゼ活性化ループをコードするエキソンを包含する単位複製配列が増幅さ
れ、Nagoya City University Medical Schoolからの58の原発性肺癌試料のセットにおい
てシーケンスした。加えて、全長EGFRをカバーする単位複製配列も増幅した。
【０２６７】
実施例3B：PCRおよびゲノムDNAのためのシーケンシング方法
　チロシンキナーゼエキソンおよび隣接イントロンの配列は、384ウェル形式のネスト状P
CR構成で、特異的プライマーを使用して増幅した。それぞれのPCR反応には、5ngのDNA、1
×HotStar Buffer、0.8mM dNTPs、1mM MgCl2、0.2U HotStar Enzyme（Qiagen、Valencia
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、CA）、並びに0.2μMフォワードおよびリバースプライマーを10μLの反応体積に含んだ
。PCRサイクリングパラメーターは、以下の通りであった：95℃を15分の1サイクル、95℃
を20s、60℃を30s、および72℃を1分の35サイクル、続いて72℃を3分の1サイクル。
【０２６８】
　生じるPCR産物は、固相可逆固定化化学、続いて汎用M13プライマーで二方向色素ターミ
ネーター蛍光シーケンシング（bi-directionaldye-terminator fluorescent sequencing
）によって精製した。シーケンシング断片は、ABI Prism3700 DNA Analyzer（Applied Bi
osystems、Foster City, CA）を使用して、キャピラリー電気泳動法を経て検出した。PCR
およびシーケンシングは、Agencourt Bioscience Corporation（Beverly、MA）によって
行った。
【０２６９】
実施例3B：配列分析およびバリデーション
　フォワード（F）およびリバース（R）クロマトグラムは、Mutation Surveyor 2.03（So
ftGenetics、State College、PA）、続いて手動再調査によってバッチで解析した。変異
が一方または両方の方向で見いだされた高品質配列を候補突然変異として記録した。上記
の様に、候補突然変異がひそむエキソンを本来のDNAから試料を増幅し、再びシーケンス
した。
【０２７０】
実施例3C：患者
　肺腫瘍検体は、Nagoya City University HospitalおよびBrigham and Womens’s Hospi
tal（それぞれ、選別していない日本腫瘍およびゲフィチニブで治療下米国腫瘍）にて治
療された非小細胞肺癌である患者から、および施設内倫理委員会下で研究が承認されたBr
igham and Women’s Hospitalの匿名腫瘍バンク（選別していない米国試料）から得た。
性、年齢、および組織学上の情報は、大部分の試料で入手できた。患者試料は、Dana-Far
ber Cancer Institute（13）にてゲフィチニブのオープンラベル臨床試験で治療した患者
からも得た。ゲフィチニブに対する応答は、標準的基準を使用して定義した（A. B. Mill
er、B. Hoogstraten、M. Staquet, A. Winkler, 1981 Cancer 47, 207-14を参照されたい
）。これらの研究のためにIRB承認を得た。
【０２７１】
　ゲフィチニブ応答性の患者には、少なくとも１サイクルの化学療法で以前に治療された
2人の患者、放射線療法で以前に治療された1人の患者、化学療法で同時に治療された1人
の患者、および他のいかなる治療も受けなかった1人の患者がいた。ゲフィチニブ非感受
性の患者については、治療の失敗は、ゲフィチニブ治療の2ヶ月後において、新たな腫瘍
病変の外見またはベースラインCTスキャンと比較して、CTスキャンにおいて既存の腫瘍病
変が増殖していることとして定義した。
【０２７２】
実施例3D：患者試料のcDNAシーケンシング
　総RNAは、Trizol（登録商標）（Invitrogen、Carlsbad、CA）を使用して組織試料から
単離し、RN easy（登録商標）mini-elute cleanup kit（Qiagen、Valencia、CA）を使用
して精製する。cDNAは、Superscript II Reverse Transcriptase（Invitrogen Life tech
nologies、Carlsbad、CA）で、製造業者の推奨に従って2μgの総RNAから転写する。その
後のEGFRのPCR増幅のために、cDNAを鋳型として使用する。
【０２７３】
　PCRの成分は、以下の通りである：20mM Tris-HCl（pH 8.4）、50mM KCl、1.5mM MgCl2
、O.1mMのそれぞれのdATP、dCTP、dGTP、dTTP、0.2μMのそれぞれのプライマー、および0
.05ユニット/μl Taqポリメラーゼ（Taq Platinurn, GIBCO BRL, Gaithersburg, MD）。
断片「a」の増幅には、反応に4%のDMSOの添加が必要である。プライマー配列は、表S4の
一覧表に記載してある。フォワードおよびリバースプライマーは、それぞれオーバーハン
グM13フォワードおよびリバース配列の18塩基対で合成する。熱サイクリング条件は、以
下の通りである：94℃、4分；続いて、94℃で20’’の変性工程、72℃で20’’の伸長工
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程、およびサイクル1の60℃～サイクル11の50℃まで1℃／サイクルで減少させて20’’の
アニーリング工程で11サイクル；次いでサイクル11を25回繰り返した。72℃にて6分のイ
ンキュベーション、続いて4℃の浸漬によってプログラムを完了する。
【０２７４】
　PCR反応のアリコートを水で1：50希釈する。希釈したPCR産物を、M13 Forward Big Dye
 Primer Kit（Perkin-Elmer／Applied Biosystems, Foster City, CA）を使用して、製造
業者の推奨に従ってシーケンする。シーケンシング産物を蛍光配列決定装置（Applied Bi
osystems、Foster City, CAからのmodel3100）で分離する。塩基呼び出しを機器ソフトウ
ェアによって作製し、目視検査によって再検査する。それぞれの配列は、Sequencher 4.1
ソフトウェア（Gene Codes Corp.）を使用して、対応する正常配列と比較する。
【０２７５】
実施例3E：変異体EGFRを発現する腫瘍タイプ
　2つのさらなるEGFRの突然変異が、2つの異なる腫瘍タイプで見いだされた。位置857（
「G857V」）にてグリシン（G）をバリン（V）と置換したEGFR突然変異は、急性骨髄性白
血病（AML）において同定された。転移性肉腫において、位置883（「L883S」）のロイシ
ン（L）をセリン（S）で置換するEGFR突然変異。
【０２７６】
実施例3F：株化細胞
　NSCLC株化細胞に対するゲフィチニブの効果をインビトロで調べた。1つの株化細胞（H3
255）は、特にゲフィチニブに感受性であり、40nMのIC50であった。その他の株化細胞は
、より高いIC50を有した。たとえば、野生型株化細胞H1666は、2μMのIC50を有し、これ
は、変異体株化細胞よりも50倍高い。この株化細胞からのEGFRをシーケンスしたときに、
L858Rミスセンス突然変異を含んだが、一方、その他の株化細胞は、EGFRに関して野生型
であった。EGFR、更にはEGFRによるAKTおよびERKリン酸化を遮断するためには、EGFR野生
型細胞と比較して（同一の効力を達成するために少なくとも100倍高濃度のゲフィチニブ
が必要であった）、より低濃度のゲフィチニブが必要とされた。これらの知見は、変異体
受容体がゲフィチニブの効果により感受性であることを示唆する。また、本明細書におい
て留意されたい。
【０２７７】
実施例3G：併用療法。
　腫瘍検体は、エルロチニブの有無にかかわらずカルボプラチン／パクリタキセルのラン
ダム治験で治療した、進行したNSCLCである患者からのものを解析した。この治験の臨床
的部分では、2つの治療アームにおいて同等の生存を証明した。腫瘍検体は、1076人の患
者のうちの228人から、シーケンシングに利用できた。これらの患者の予備的臨床的特徴
は、全体として、ベースライン人口統計、反応率、中央値、および全体の生存に関して、
本グループと異ならない。
【０２７８】
　チロシンキナーゼドメインのエキソン18～21をシーケンスし、29の突然変異（12.7パー
セントの突然変異頻度）を同定した。
【０２７９】
　全体として、EGFR突然変異をもつ患者は、彼らが化学療法単独で、またはエルロチニブ
と併せて治療を受けたかどうかにかかわらず、より長く生存する。これらの相違は、統計
学的に有意であり、0.001未満の確率値である。これらの知見から、EGFR突然変異は、ゲ
フィチニブおよびエルロチニブに対する応答の予言者であることに加えて、生存が改善さ
れることについて予想する可能性が生じる。
【０２８０】
　（*）選別していない米国患者におけるEGFR突然変異の頻度（61のうちの1）は、報告さ
れた10.4%のゲフィチニブ応答の頻度と比較したときに低いように見える点に留意された
い。この相違は、適度の統計的有意性を有する（χ二乗試験によるp=0.025）。したがっ
て、この結果は、なおも偶然のためであり得るか、EGFR突然変異を有しない一部分の応答
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者のためであり得るか、または実験的にこの腫瘍コレクションにおけるEGFR突然変異を検
出することができないためであり得る。ゲフィチニブ応答性の米国患者におけるEGFR突然
変異の頻度は（5/5）、ゲフィチニブ応答の予想される頻度（10.4%）と比較した場合、χ
二乗確率は、再び10～12未満である。
【０２８１】
実施例4
研究デザイン
　本発明者らは、Massachusetts General Hospital （MGH）、Dana-Farber Cance Instit
ute （DFCI） 、およびBrigham and Women’ s Hospital （BWH）にて2004年8月2日～200
5年1月までの体細胞EGFRキナーゼドメインのシーケンシングで調べたNSCLC患者の遡及コ
ホート研究を行った。これらの3つの機関には、Dana-Farber/Partners Cancer Care（DF
／PCC）（1年あたり約1,200人の肺癌患者を看護する学術ジョイントベンチャー癌センタ
ー）を含む。2004年8月には、EGFRキナーゼドメイン・シーケンシングをDF／PCCにて臨床
用途のために利用できるようになった。臨床家は、試験で調べるため患者を選択すること
ができるが、しかし、患者は、十分かつ適切に利用できる腫瘍検体を有することが必要で
あった。腫瘍細胞は、MGHおよびBWH参照病理学者による組織学的検査に基づいて、検体の
少なくとも50%を含まなければならず、検体は、原発性もしくは転移性腫瘍からの切除、
気管支鏡生検、もしくはコア針生検、または胸腔内液から細胞ブロックからでなければな
らなかった。まれな場合には、細針吸引液試料を適切に決定した。試料は、パラフィン包
埋されているか、または凍結組織であることができる。扁平細胞腫瘍におけるEGFR突然変
異は、低発病率であるために（62）、この診断である患者は、試験対象にはしなかった。
【０２８２】
　本発明者らは、Laboratory for Molecular Medicine （LMM）, of the Harvard Medica
l School/Partners HealthCare Center for Genetics and Genomics （CLIA#22D1005307
）（全てのシーケンシングが行われ、解明された診断試験施設）にて維持されたEGFR取扱
い症例を使用してEGFR試験を受けている患者を同定した。本発明者らは、研究期間の間に
NSCLC診断を伴うDF／PCCからのEGFR試験で調べた全ての患者を含んだ。
【０２８３】
　患者の年齢、性、および人種は、電子診療記録システムから収集した。喫煙状態、癌病
歴、EGFRキナーゼドメイン・シーケンシング結果、およびその後のEGFR-TKI治療方針は、
構成された医師チャート総説を使用して考証した。具体的には、喫煙状態および癌病歴は
、医師および看護ノートから得た。以前の喫煙者は、彼らの肺癌の診断の少なくとも１年
前に喫煙をやめた患者として定義し、喫煙未経験者は、彼らの生涯に100本未満のタバコ
を吸った患者として定義した。彼らの診断の1年以内にやめたか、または診断時に喫煙し
ていた喫煙者は、現在の喫煙者として分類した。パック-喫煙の年数は、１日あたりに吸
ったパックの数を喫煙の年数を掛けることによって算出した。腫瘍組織像およびEGFRキナ
ーゼドメイン・シーケンシング結果は、病理学報告から得た。全ての病理学検体は、中心
的にMGHまたはBWHにて概説されており、組織像は、世界保健機構（WHO）分類系（63）を
使用して分類した。その後の治療方針は、医師ノートから得た。
【０２８４】
　完全なデータは、年齢、性、腫瘍組織像、およびEGFR突然変異状態について入手できた
。人種（12%）、試験時の腫瘍段階（4%）、喫煙状態（6%）、従来の治療（5%）、および
その後のEGFR-TKI治療方針（11%）についてのデータは、失われた。この研究は、DF／PCC
の施設内倫理委員会によって承認された。
【０２８５】
EGFR遺伝子シーケンシング：
　凍結したか、またはホルマリン固定した、いずれかをパラフィン包埋した（FFPE）腫瘍
組織の連続切片を切断し、ガラススライド上に配置した。少なくとも50%の生存可能な腫
瘍細胞からなる腫瘍組織領域を病理学者によって同定した。FFPE試料をキシレンおよびエ
タノールで抽出し、パラフィンを除去した。FFPEおよび凍結組織試料をプロテイナーゼK
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で一晩消化した。ゲノム・デオキシリボ核酸（DNA）を、標準的方法を使用して組織およ
び末梢全血から抜いた。ゲノムDNAは、DNA Genotek-Oragene（登録商標）唾液キットを使
用して、唾液試料から抽出した。
【０２８６】
　EGFRのキナーゼドメイン（エキソン18～24および隣接するイントロンの領域）は、個々
のネスト状ポリメラーゼ連鎖反応法（PCR）反応のセットで増幅した。ネスト状PCR増幅に
使用したプライマーは、表S1AおよびB並びにSEQ ID NO: 1～424に記載されており、プラ
イマー

の5’末端に汎用配列を付加する。PCR産物は、色素-ターミネーターシーケンシングによ
って双方向的に直接シーケンスした。PCRは、5ng ゲノムDNA、2mM MgCl2、0.75μl DMSO
、1 M ベタイン、0.2mM dNTPs、20pmol プライマー、0.2μl AmpliTaqGold（登録商標）
（Applied Biosystems）、1×緩衝液（AmpliTaqGoldで供給される）を含む15μlの体積で
、384ウェル・プレートで行った。熱サイクリング条件は、以下の通りであった：95℃、1
0分間；95℃、30秒間、60℃、30秒間、72℃、1分間を30サイクル；および72℃、10分間。
PCR産物は、Ampure（登録商標）Magnetic Beads（Agencourt）で精製した。
【０２８７】
　シーケンシング産物は、Cleanseq（登録商標） Magnetic Beads（Agencourt）を使用し
て精製し、ABI 3730 DNA Analyzer（Applied Biosystems）でのキャピラリー電気泳動法
によって分離した。配列解析は、Mutation Surveyor（SoftGenetics、State College、PA
）によって、手動で2人の調査官によって行った。非同義DNA配列変異体は、本来のゲノム
DNA試料の3～5回の独立したPCR反応の解析によって確認した。配列変化が腫瘍組織に独特
だったかどうかを決定するために、非同義DNA配列変異体をもつ個体由来の血液または唾
液試料を解析した。
【０２８８】
統計解析：
　本発明者らは、患者の人口統計学的および臨床的特徴とEGFR突然変異状態との間の一変
量の関連を評価するために、ロジスティック回帰モデルを構築した。突然変異陽性状態の
有意な予言者を同定するために、本発明者らは、予測的突然変異として、従来の研究で同
定された独立変数、具体的には性、人種、組織像、および喫煙状態を含む多変数ロジステ
ィック回帰モデルを構築した。6人の患者では、PCRを失敗した結果、EGFR突然変異データ
を失ったため、これらの解析から除外した。全ての解析は、SAS統計ソフトウェア（バー
ジョン8.02、SAS Institute, Cary, NC）を使用して行った。
【０２８９】
結果：
患者の特徴：
　研究期間の間に臨床的癌治療の一部として体細胞のEGFRキナーゼドメイン・シーケンシ
ングで調べたNSCLCである100人の患者の中で、平均年齢は、60.7年であり、63%が女性で
あった（表4）。大部分の患者は、白人（76%）またはアジア人（7%）であり、試験が命じ
られた時に、転移性疾患を有した（67%）。EGFR突然変異について試験したほとんど全て
の患者（94%）は、腺癌、細気管支肺胞性の癌腫（BAC）特色をもつ腺癌、または純粋なBA
Cを有した。患者の約1/3は、喫煙未経験者であった。EGFR試験について照会前に施された
療法は、外科手術（50%）、胸部放射線療法（22%）、化学療法（47%）、およびEGFRに向
けてターゲットされる療法（11%）を含んだ。
【０２９０】
同定された突然変異：
　試験で調べてから結果を入手できるまでの平均延べ時間は、12営業日であった。提出し
た大部分の検体は、パラフィン包埋されていた（74%）。74のうちの6つのパラフィン包埋
した検体（8%）では、PCR増幅に失敗したが、26全ての凍結検体はうまく増幅した。解釈
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可能な結果である94人の患者の中で、23人（24%）がEGFRキナーゼドメインに少なくとも
１つの突然変異を有することが見いだされ、同定した合計25個の突然変異について、これ
らの患者のうちの2人が、それぞれ2つの点突然変異を示した（表5）。突然変異がある23
人の患者の中で、9人（39%）が1つまたは複数の点突然変異を有し、12人（52%）は、エキ
ソン19にインフレームの重複する欠失を有し、2人の患者（9%）は、エキソン20に重複を
有した。点突然変異は、エキソン18および21にあり、5つの2573T＞G（L858R）（、並びに
それぞれ1つの2126A＞T（E709V）、2155G＞A（G719S）、2156G＞C（G719A）、2327G＞A（
R776H）、2543C＞T（P848L）、および2582T＞A（L861Q）を含んだ。点突然変異（P848L）
のうちの1つは、腫瘍検体において、および頬側スワブから得られる単核細胞において、
両方で検出された。突然変異は、エキソン22、23、または24では検出されなかった。
【０２９１】
突然変異の予測変数：
　本発明者らの試料では、EGFR突然変異状態と年齢（p=0.61）、女性の性（p= 0.92）、
アジア人（p=0.08）、または照会時の転移性疾患（p=0.43、表4）との間に有意な関連は
なかった。非腺癌腫瘍組織である6人の患者では、だれも突然変異を有することが見いだ
されなかった。腺癌、BAC特色をもつ腺癌、および純粋BACである患者の中で、BAC／BAC特
色とEGFR突然変異状態（p=0.35）との間に関連はなかった。
【０２９２】
　17人の現在の喫煙者では、だれも突然変異を有することが見いだされなかった。喫煙未
経験者は、以前の喫煙者よりもEGFR突然変異を有する可能性が有意に高かった（オッズ比
[OR]=3.08,95%の信頼区間[CI]1.09-8.76）。パック-喫煙年の平均数は、EGFR突然変異-陰
性患者（25.0パック-年、p<0.001）と比較して、EGFR突然変異陽性患者（0.7パック-年）
において有意により低かった。それぞれのさらなるパック-喫煙年については、突然変異
を有する可能性が4%減少した（OR=0.96（95% CI 0.93-0.99）。
【０２９３】
　パック-喫煙年数は、性、人種、および腫瘍組織を制御した後の突然変異状態の有意な
予言者のままであった（OR=0.96、95% CI 0.93-0．99）。
【０２９４】
試験情報のその後の使用：
　EGFR突然変異陽性患者は、EGFR突然変異陰性患者（11%、p<0.001）よりも、その後のEG
FR-TKI治療（86%）を受けるための計画を実証する可能性が有意に高かった。臨床家は、E
GFR結果が、症例の38%において、推奨された療法の優先順位に影響を及ぼすことを実証し
た。これらの症例には、試験が陰性であった試験を受けるよりも前にEGFR-TKI療法が推奨
された23人の突然変異陽性患者のうちの14人（61%）と、EGFR-TKI療法が推奨されなかっ
たか、または試験が陽性であった試験を受けた後で推奨された71人の突然変異陰性患者の
うちの24人（34%）とを含んだ。
【０２９５】
　EGFR突然変異状態により、局部的または局所的に疾患が進行した患者（19%、p=0.003）
におけるよりも、転移性疾患である患者（54%）における治療選択肢の優先順位が変化す
る可能性が高かった。この知見を考慮して、本発明者らは、さらに転移性患者における意
思決定プロセスを解析した（図10）。試験結果が治療推奨に影響を及ぼした転移性疾患で
ある31人の患者の中で、5人の突然変異陽性患者には、第一次EGFR-TKI治療を提供し、6人
の突然変異陽性患者には、化学療法の代わりに第二次EGFR-TKI治療を提供した。20人の突
然変異陰性患者には、彼らの陰性EGFR試験結果に基づいて、第三次治療またはそれ以上ま
でEGFR-TKI治療を延期することを奨励した。試験結果が治療推奨に影響を及ぼさなかった
転移性疾患である26人の患者の中で、2人の突然変異陰性患者は、彼らが否定的結果であ
るにもかかわらず、第一次EGFR-TKI治療を受けた、4人の突然変異陽性患者を含む9人の患
者は、第二または第三次EGFR-TKI治療を受け、2人の突然変異陽性患者を含む15人の患者
は、EGFR-TKIのための推奨を受けなかった。転移性疾患である患者のうちの3人は、第一
次EGFR-TKI療法を評価する治験に関与していた。転移性疾患である患者のうちの9人は、E
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GFR試験時にEGFR-TKIを以前に受けたか、または受けていた。
【０２９６】
考察：
　本発明者らは、最初に、本発明者らの機関にて、臨床的癌治療の一部として体細胞のEG
FR突然変異についてスクリーニングを受けたNSCLCである100人の患者を研究し、本試験が
可能であり、有意にNSCLC患者の治療に影響を与えることを見いだした。EGFR突然変異が
ひそむ患者は、突然変異のない患者よりもEGFR-TKI療法についての推奨を受ける可能性が
有意に高かった。医師は、症例の1/3以上において、試験結果に基づいて彼らの治療推奨
を調整し、転移性疾患である患者において、よりそのようにする可能性が高かった。本発
明者らの患者試料において、医師は、数人の患者に対して、特に第一次または第二次治療
に対して、化学療法以上にEGFR-TKIを優先させる決定をするのを補助するために、陽性な
EGFR試験結果を使用した。しかし、陰性EGFR試験結果では、医師が選択した患者に対して
EGFR-TKIを投与するのを防げなかった。試験結果が臨床的意思決定に影響を与えなかった
患者の多くは、疾患を切除した早期段階であるか、または試験時にすでに転移性疾患のた
めにEGFR-TKIを受けていた。補助療法としてのEGFR-TKIの有用性は、わかっていなかった
ので、これは、合理的であり、EGFR突然変異が同定されていない小数の患者におけるEGFR
-TKI療法に対しても利益があった（65、66～70、71）。
【０２９７】
　また、本発明者らの研究は、分子診断法により、EGFR突然変異をもつ患者を同定するた
めの臨床的能力を増強することができるという証拠を提供する。多くの腫瘍学者が、現在
では、NSCLCである患者のための意思決定プロセスの手引きのために、EGFR突然変異およ
びEGFR-TKIに対する反応と関連した臨床的特徴を使用する。実際に、EGFR試験で調べた患
者の本発明者らの集団は、このような特徴の有病率が増大されたことを証明した。たとえ
ば、一般的なNSCLC集団における45%と比較して、調べた患者の95%では、腺癌またはBAC腫
瘍組織を有した（72）。本発明者らの集団の29%が、喫煙未経験者を含んだが、一般的なN
SCLC集団における喫煙未経験者の発病率は、2～10%と報告されており、NSCLCである女性
の27%と同じ程度であり得る（73～75）。同様に、新たに診断されたNSCLC患者の中で、38
～75%の割合の現在に喫煙者と比較して、本発明者らの集団は、17%のみの現在の喫煙者か
らなった（75、78～80）。したがって、本発明者らの臨床的に選択した集団は、実質的に
、本発明者らおよび選別していない入手可能なNSCLC腫瘍試料を試験したその他の米国グ
ループによって実証された割合よりも高い24%のEGFR突然変異率を有した（65～66、81）
。しかし、臨床家が、試験のためにEGFR突然変異の予測的な臨床的特徴を有する患者を選
択することを試みているように思われると共に、突然変異体頻度は、いまだ24%だけであ
り、分子診断法が臨床決定を行うために入手可能な情報を増大するということが最も重要
な部分となる点に留意することが重要である。
【０２９８】
　喫煙状態は、本発明者らの患者におけるEGFR突然変異状態の最も強力な予言者であり、
前述した突然変異状態の予言者対して調節した後には、喫煙歴の増大が、EGFR突然変異の
ひそむ可能性の有意な減少に関連された。本発明者らの結果は、その他の一連の症例と一
致しており、EGFR突然変異の可能性における喫煙状態の重要性を実証している（66、69、
70、81、82）。扁平細胞腫瘍ではEGFR突然変異の有病率が極めて低いことにより（62）、
腺癌腫瘍の方へ試験効果が移ってきたのとちょうど同じように、喫煙歴が少ないか、また
は未経験患者に対して将来の努力を集中させることが適切であり得る。しかし、典型的な
臨床的特徴をもたない患者におけるEGFR突然変異の報告は、厳密な試験限界に対する助言
となる（83）。突然変異と関連すると考えられるその他の臨床的特徴を調べるときに、本
発明者らは、アジア人種およびBAC腫瘍組織がEGFR突然変異状態を予測することに対して
有意な傾向を有さないことを見いだした。これらの関連に統計的有意性がないのは、試料
サイズが小さいためである可能性がある。
【０２９９】
　試験は、臨床的癌治療の時間制約内で可能であり、かつ適していた。解析のために提出
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された腫瘍のほとんど全てが、解釈可能な結果を生じた。PCR増幅に失敗した6検体は、全
てパラフィン包埋されていたが、一方、凍結検体では、いずれのPCR増幅も失敗しなかっ
た。入手可能なときは、新鮮な凍結組織が、EGFR突然変異試験のための好ましい基質であ
る。
【０３００】
　これまでに、部分的または完全なEGFR配列分析を受けたことが報告された2,500人近く
のNSCLC試料に近似していた。本発明者らの患者は、以前の報告と同様の突然変異を示し
、重複するエキソン19の9～23塩基対の欠失とエキソン18および21に単一のアミノ酸置換
を生じる点突然変異をもつ。本発明者らが見いだした点突然変異のうちの5つは、上記し
た（E709V、G719S、G719A、L858R、およびL861Q）。本発明者らが見いだした点突然変異
のうちの1つは、異なるアミノ酸置換が以前に記載されていたコドンに、アミノ酸置換を
生じさせる（R776H）。E709VおよびR776H変異体は、それぞれコドン719を含む公知のゲフ
ィチニブを感作する抗原突然変異と併せて見いだされた。エキソン21におけるP848L突然
変異は、体細胞および頬側試料において見いだされ、これが、有意性が不確かな生殖系列
変異体であるかもしれないことを示唆した。ゲフィチニブ治療に対して15ヶ月間安定な疾
患を有した腺癌である女性の患者は、EGFR突然変異試験の前に、喫煙したことがなかった
。P848L突然変異が明らかになったときに、彼女は、進行性疾患を有することが最近見い
だされ、エルロチニブ療法が始まった。エルロチニブに対する応答に関する情報は、この
時点では入手できない。
【０３０１】
　（2253＿2276 del）欠失は、前述したエキソン19欠失と重複する。本発明者らの患者に
おける欠失は、2群：最小限にコドン747-749にわたるもの（アミノ酸配列LRE）とコドン7
52-759（図11）にわたるものののうちの1つに分類することができる。現在までに報告さ
れた全てのエキソン19の欠失の解析は、広範な多様性のアミノ酸がコドン747-759にわた
るチミジンキナーゼ領域から欠失し得ることを示唆する。共通のコドンが欠失されること
が必要とは思われないが；本発明者らが検出した欠失の全てが、位置745にリジン残基を
維持した。
【０３０２】
　2つのエキソン20の突然変異のうちの一方は、本発明者らのEGFR試験が行われた後にエ
ルロチニブで治療され、かつこの時点で2ヶ月間安定な疾患を有した再発性腺癌である、
喫煙未経験女性のものである。他方は、EGFR-TKIで治療された転移性腺癌をもつ以前に喫
煙している男性であるが、重篤な発疹のためにそれを許容することができなかった。臨床
的に関連したエキソン20のEGFR突然変異の同定は、EGFRのチミジンキナーゼ領域の包括的
シーケンシングが重要であることを強調する。
【０３０３】
　結論として、本研究は、臨床的癌治療の一部としての、NSCLC患者における体細胞突然
変異に関するEGFR遺伝子のチミジンキナーゼ領域の包括的スクリーニングの実現可能性お
よび有用性を証明する。試験の結果は、EGFR-TKI応答の臨床的予言者に関して、有用な情
報を提供する。現在の喫煙者は、突然変異がひそむ可能性は低く、そのことは多数のパッ
ク-年の喫煙歴をもつ以前の喫煙者も同様である。
【０３０４】
実施例
非小細胞肺癌のためのEGFR遺伝子試験
標準的操作手順：
臨床徴候：
本試験は、非小細胞肺癌である個体について示してある。
分析原理
　EGFR遺伝子試験は、EGFRのキナーゼドメインの突然変異を検出する遺伝子検査である。
最初に、DNAを腫瘍生検から得る。次いで、EGFRの7つのエキソン（18、19、20、21、22、
23、24）のDNA配列を直接、双方向性遺伝子シーケンシングによって決定する。次いで、
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織において検出される場合、もとの組織試料に対して試験を繰り返す。変化がゲフィチニ
ブまたはエルロチニブ応答者において以前に報告されていなかった場合、突然変異が構成
的であるか（したがって、正常に生じている多型の可能性が高い）、または腫瘍組織にお
いて体細胞性に生じたかどうかを決定するために、試験を個々の血液試料でも行う。
【０３０５】
検体要件：
　最小でも100ngのDNAが組織試料から必要であった。注：DNAが極めて少量であれば、組
織試料から抽出してもよい。このDNAの濃度は、正確に定量化しなくてもよい。
【０３０６】
品質管理：
使用した対照
　それぞれのエキソンについて2つのネガティブ対照（水）とポジティブ対照（ヒトDNA）
をPCR反応に含める。ネガティブ対照は、得られた配列が汚染の結果ではないないことを
確認するために、全ての手順を通じて続行するべきである。pGEMポジティブ対照およびAB
Iアレイ対照は、シーケンシング工程に含める。
【０３０７】
対照調製および貯蔵：
　PCRのためのポジティブ対照は、ClontechヒトDNAか、または匿名の血液試料からのヒト
DNAであり、4℃に貯蔵する。PCR反応のためのネガティブ対照は、室温に貯蔵されたHyPur
e分子生物学等級水である。pGEMポジティブ・シーケンシング反応対照およびABIアレイ対
照は、-20℃に貯蔵する。
【０３０８】
個々の対照がない場合の許容範囲および行うべき工程：
　ポジティブPCR対照がないが、ネガティブ対照および試料を通用する場合、PCR結果は、
パスとして命名し、シーケンシングを行う。ネガティブ対照がDNA増幅の徴候を示す場合
、全反応を患者のDNAの新たなアリコートで繰り返す。pGEM対照がなく、かつ試験反応が
ない場合、実行したシーケンシングをPCR産物の第二のアリコートで繰り返す。シーケン
シング対照が反応がなく、試験反応を通用する場合、シーケンシングを繰り返す必要はな
い。注：パラフィン包埋された組織試料からのDNA抽出は低収率であるため、外側PCR反応
では、可視産物を生じないことが多い。内側PCR反応では、可視産物を生じるはずである
。適切なPCR産物が得られたことを確認するために、ゲルで検出される産物のサイズを予
想されるサイズと比較するべきである（下記を参照されたい）。内側PCR産物がゲル上に
見えない場合、エキソン特異的PCR失敗が繰り返されるはずである。
【０３０９】
　個々の試料についてPCR増幅ができない場合、投入DNA鋳型を2倍に増やして新たなPCRの
ラウンドを試みるべきである。再びPCR増幅ができない場合、入手できるならば、その患
者のための新たなDNA試料を得るべきである。試料がパラフィン包埋された組織試料であ
る場合、さらなるスライドを掻爬すべきである。入手できるならば、もとの試料を作製す
るために使用したのよりも多くのスライドを掻爬して、プロテイナーゼKでの消化を3夜の
間おこなうべきである。
【０３１０】
設備および試薬（他に断らない限り、全ての試薬は1年間安定）
【０３１１】
PCRおよびシーケンシング（一般に、PCRおよびシーケンシング設備および試薬は、当業者
に公知であり、本明細書に、また上記したとおりに使用してもよい）
【０３１２】
プライマー：（下記の表6および7を参照されたい）
　（表６）外側PCRプライマー：
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【０３１３】
　（表７）内側PCRプライマー：

【０３１４】
注意
　（表８）
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外側PCRのためのPCR反応混合物の調製
　ゲノムDNAのための全ての手順をPCRフード内（クリーンフードではない）で行った。
　1. 氷上でTaqGoldおよびdNTPを融解する。
　2. 下記の表を使用して、チューブ（eppendorfまたは15mlのチューブ）にマスター混合
物を調製する。水、Betaine, 10×緩衝液、MgCl2、DMSO、Taq Gold、およびdNTPは、一覧
表に記載した順序で添加するべきである。それぞれの試薬を添加すると共に、ピペット操
作によって穏やかに上下して試薬を混合することが非常に重要である。
　3. DNAは、等分する前にマスター混合物に添加するべきである。大量のマスター混合物
を作製した後に、アリコートそれぞれの患者または態様のために分離したチューブに96μ
lのアリコートをとる（8rxnsのために十分）。5ng／μlの8μlのDNAを、96μlのマスター
混合物に添加する。次いで、プレートの個々のウェルに13μlを添加するか、またはスト
リップチューブにおいて、多チャンネルピペッタでピペットする。
　4. 全384-ウェル・プレートの反応のためには、約415反応のために十分なマスター混合
物を作製する。
　5. 気泡を除去するために、マスター混合物のプレートを回転させる。
　6. 多数のプライマーセットを使用するならば、これらを別々のプレートにフォワード
プライマーとリバースプライマーと共に96ウェル・プレートにいれると助けになるであろ
う。
　7. 多チャンネルピペットを使用してプライマーを添加する。ピペット操作によって穏
やかに上下して確実に混合する。
　8. いずれの気泡も除去するために、プレートを回転させる。
　9. 増幅するために下記のサイクルを使用する。
　注：PCRは、384-ウェル・プレートで行う。
【０３１６】
　（表９）試薬

【０３１７】
（表１０）PCR増幅サイクル
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注：浄化は、外側PCRを行った後には必要ない。
【０３１８】
内部PCRのためのPCR反応混合物
　内側PCRの準備は、少数の例外もあるがほぼ外側PCRと同じである。
　1. PCRフード内で外側PCRのために記載したように大量のマスター混合物を作製する。
　2. 7つのストリップチューブにMMをアリコートをとり、384-ウェル・プレートへ12μl
を多チャネルピペットする。
　3. フォワードおよびリバース内側プライマーをそれぞれ1μL添加する。一時的に、プ
レートを封止する。
　4. フードから取り出して、プレートを遠心沈殿し、PCR準備後の領域に進む。
　5. 専用のピペットを使用して、1μlの外側PCR産物をそれぞれの反応にアリコートをと
る。
　6. 加熱封止して、再び回転する。
　7. 外側と同じ増幅サイクルを実行する。
【０３１９】
　精製前に1%のゲルでPCR産物を泳動する。繰り返しPCRについて、適用／失敗エキソンを
決定する。
【０３２０】
Ampure磁気ビーズ精製を使用する内側PCRの精製
【０３２１】
精製
　1. Ampure磁気ビーズのプレートを、ビーズの沈着がなくなるまでボルテックスする。
　2. Ampureビーズの温度は、室温にてあることが非常に重要である。
　3. Biomekの384-ウェルAmpureプロトコルを使用して、反応体積を12μLに変えて精製の
ために使用する試薬を適応する。これを行わない場合、誤りが生じる。
　4. プログラム完了後、1ウェルあたり20μlのオートクレーブしたddH2Oでプレートに水
分を添加する。水を添加する間に、ピペット操作によって穏やかに上下して確実に混合す
る。
　5. いずれの気泡も除去するために、プレートを回転させる。
　6. ビーズを析出するために、磁石上にプレートをおく。ここで、あなたは、1μLのDNA
を準備シーケンシング反応に取り上げることができるはずである。残りを将来の使用のた
めに-20℃に取っておく。
【０３２２】
シーケンシング・プロトコル
シーケンシング反応混合物の調製
　1. 氷上で、暗所においてBigDye 3.1を融解する。
　2. 下記の表を使用して、チューブ（eppendorfまたは15mlのチューブ）にマスター混合
物を調製する。水、緩衝液、DMSO、およびBigDyeは、一覧表に記載されたに順に添加すべ
きである。
　3. それぞれの試薬を添加すると共に、ピペット操作によって穏やかに上下して試薬を
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混合することが非常に重要である。
　4. 汎用プライマーを使用するときは、シーケンシングのためのプライマーも、この時
点でマスター混合物に添加することができる。プライマーが独特である場合、マスター混
合物を384-ウェル・プレートにいれたあと、これを個々に添加するべきである。
　5. 全384-ウェル・プレートの反応のためには、約415反応のために十分なマスター混合
物を作製する。
　6. 一旦マスター混合物が準備されれば、ストリップチューブの8つのウェルに混合物を
分ける。（マスター混合物のアリコートをとるために貯蔵所を使用しない。それは、試薬
の消耗である。）
　7. ここで、多チャンネルピペットを使用してマスター混合物を384-ウェル・プレート
にアリコートをとることができる。
　8. 気泡を除去するために、マスター混合物のプレートを回転させる。
　9. 多チャンネル・ピペットを使用してシーケンスするPCR産物を添加する。ピペット操
作によって上下して確実に混合する
　10. いずれの気泡も除去するために、プレートを回転させる。
　11. 増幅するために下記のサイクルを使用する。
【０３２３】
　（表１１）

【０３２４】
　(表１２)シーケンシングのためのPCR増幅サイクル

【０３２５】
Cleanseq磁気ビーズ精製を経た精製
　1．Cleanseq磁気ビーズのプレートをビーズの沈着がなくなるまでボルテックスする。
　2. BiomekのCleanseq 384-ウェル・プレート・プログラムを使用して試料を精製する。
　3. 一旦プログラムが行われたら、もとのプレートを-20℃に保存する。清潔な試料を含
む新たなプレートをABI 3730を行うために準備する。
（注：PCR産物が300bpよりも短い場合、あなたは、3730にこれを置く前に試料を希釈しな
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ければならないかもしれない）。
【０３２６】
　EGFR試験のために突然変異検査テンプレートを作製し、LMM/Sequencing/Sequences-MSR
eview／EGFRにこれらを保存する。
【０３２７】
繰り返し反応基準
　全ての陽性結果を、特定のエキソン（その中のDNA配列変化が、もとの組織試料に由来
する患者のDNAの第二のアリコートから検出された）を増幅し、シーケンスすることによ
って繰り返される。加えて、患者の血液試料から抽出したDNAを平行して泳動し、検出さ
れた配列変化がゲフィチニブまたはエルロチニブ応答者において以前に検出されていなか
ったかどうかを、腫瘍組織と比較するべきである。
【０３２８】
　抽出、PCR、またはシーケンシングのいずれかからの明瞭な配列を生じなかったいずれ
のエキソンでも、特定の技術的問題に基づいて繰り返した。
【０３２９】
アッセイパラメーター
　試験の感受性-体細胞のEGFRキナーゼドメイン突然変異の感受性は、NSCLCである個体の
約13%に見いだされた（Paez JG et al.,2004）。加えて、体細胞のEGFRキナーゼドメイン
突然変異は、ゲフィチニブ応答性であったNSCLCである13/14（92.8%）の個体においても
見いだされた（Paez JG et al.,2004, Lynch, et al.,2004）。試験の技術的感受性の確
認では、公知の突然変異に対する100%の感度を証明し、本発明者らの研究室におけるシー
ケンシング・プラットフォームの確認では、100%の感度を示す（下記の「技術の精度」を
参照されたい）。モザイク試料の突然変異検出についての感度は、25%であることが決定
された（すなわち、細胞混合物の50%にて存在するときに、ヘテロ接合性突然変異を検出
することができる）。本発明者らは、20%までのパラフィン包埋された組織が高品質DNAを
生じないことを見いだした。本発明者らは、これらの試料から配列情報を得ることができ
ない。
【０３３０】
　試験の特異性-今日まで、公表された文献では、EGFRに体細胞突然変異がある個体は、
ゲフィチニブに応答しない（11/11）ことを示す。双方向シーケンシングの人為的結果の
ために突然変異が見いだされる可能性は、0%近くである（下記の「技術の精度」を参照さ
れたい）。したがって、試験の特異性は、約100%である。
【０３３１】
　技術の精度-DNAシーケンシングの技術は、分子診断法の標準法（Gold standard）であ
る。本研究室では、98.5%の精度を有することが報告されているABI 3730 DNA Analyzerを
使用する。双方向シーケンシング、Mutation Surveyorでの自動クロマトグラム解析、お
よび偽陽性の手動解析をこれと組み合わせて、本発明者らは、100%の精度を達成した。こ
れは、生の配列の100,000以上の塩基解析に基づいている。この評価の詳細については、
本発明者らの品質保証プログラムマニュアルを参照されたい。
【０３３２】
　注：本発明者らは、これらの結果が,このプラットフォームの100%の精度を保証すると
は考えない。シーケンスの誤りは生じ得るし、したがって、本発明者らは、本発明者らの
精度が、大規模シーケンシングプロジェクトによって99.99%のあると見いだされたことを
報告する（Hill et al. 2000）。
【０３３３】
　試験の再現性-結果が達成されるときの試験の精度により、試験の精度と同等の再現性
がある（99.99%）。しかし、ときどき、試験は、以下に一覧を記載した要因により（方法
の制限を参照されたい）、または未解明の技術的な理由によるPCRまたはシーケンシング
の失敗のために、失敗しうる。これらの場合、結果は達成されず、結果が達成されるか、
または患者の検体が容認できないと考えられるまで、アッセイ法を繰り返す。それぞれの
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アッセイ工程の、および検体の具体的な失敗率は、本発明者らの品質保証プログラムマニ
ュアルの精度報告において見いだすことができる。
【０３３４】
　結果の正常な範囲-EGFR遺伝子の正常配列は、GenBankアクセッション番号：NT_033968.
5（ゲノム配列）およびNM_005228.3（mRNA配列）を使用して、オンラインで見いだすこと
ができる。
【０３３５】
方法の制限：
　1つまたは複数のエキソンにわたる大きな欠失は、特にヘテロ接合性に存在する場合、
シーケンシング法によっては検出されない。キナーゼドメインの外側のEGFR遺伝子の突然
変異は、本アッセイ法によっては検出されない。阻害剤をDNA試料中に存在させて、PCRに
よる増幅を防げてもよい。分解されたDNAは、分析可能なデータを生じなくてもよく、検
体の再提出が必要であるかもしれない。ターゲットされたプライマー配列のまれな配列変
異または二次構造は、PCR増幅に影響を及ぼす可能性があり、したがって、突然変異は、1
つの対立遺伝子のその領域にないことがある。
【０３３６】
実施例6
　ゲフィチニブ（イレッサ）は、上皮細胞成長因子受容体（EGFR）をターゲットするチロ
シンキナーゼ阻害剤であり、EGFRキナーゼドメインの突然変異を活性化することで、非小
細胞肺癌（NSCLC）における劇的な臨床効果を誘導する。本発明者らは、これらの変異体E
GFRが、AktおよびSTATシグナリング経路を選択的に活性化し、これが細胞生存を促進する
が、増殖を誘導するErk／MAPKシグナリングに対して効果を有さないことを報告する。変
異体EGFRを発現するNSCLCは、siRNAを媒介した変異体EGFRのノックダウンまたはAktおよ
びSTATシグナリングの薬理学的阻害剤での処置に続いて、広範なアポトーシスを受け、従
来の化学療法剤によって誘導されるアポトーシスに対して比較的耐性であった。したがっ
て、変異体EGFRは、NSCLCが依存的になる生存シグナルを選択的に伝達し、したがって、
ゲフィチニブによるこれらのシグナルの阻害は、顕著な臨床効果の基礎をなし得る。
【０３３７】
　EGFRファミリーの受容体チロシンキナーゼは、増殖、生存、遊走、および分化を含む必
須の細胞機能を調節し、固形腫瘍の原因および進行の中心的役割を果たすと思われる（R.
 N. Jorissen et al., Exp. Cell Res. 284,31 （2003）, H. S. Earp, T. L. Dawson, X
. Li, H. Yu, Breast Cancer Res. Treat. 35,115 （1995））。EGFRは、乳房、肺、結腸
、卵巣、および脳腫瘍において頻繁に過剰発現されており、触媒ドメイン内のATPポケッ
トに結合することによってEGFRキナーゼ活性を崩壊させる、ゲフィチニブなどの特異的な
薬理学的阻害剤の開発を促す（A-E. Wakeling et al., Cancer Res. 62,5749 （2002））
。ゲフィチニブは、化学療法不応性のNSCLCである約10%の患者に対して劇的な臨床応答を
誘導した（J. Baselga et al., J.Clin. Oncol. 20,4292 （2002）, M. Fukuoka et al.,
 J. Clin. Oncol. 21,2237 （2003）, G. Giaccone et al., J Clin Oncol. 22,777 （20
04）, M. G. Kris et al., JAMA 290,2149 （2003））。実質的に、全てのゲフィチニブ
応答性の肺癌が、EGFRキナーゼドメイン内に体細胞突然変異がひそむが、非応答性の症例
では、突然変異が見られなかった（T. J. Lynch et al., N.Engl. J. Med. 350,2129 （2
004）, J. G. Paez et al., Science 304,1497 （2004））。これらのヘテロ接合性突然
変異は、ATP結合ポケット内にクラスター形成した小さなインフレームの欠失およびミス
センスの置換を含む。
【０３３８】
　変異体EGFRの一過性トランスフェクションを使用して、本発明者らは、両タイプの突然
変異が、Y1068（EGFRの顕著なC末端リン酸化部位のうちの1つ）の自己リン酸化によって
測定するとEGF依存的な受容体活性化の増大を導くことを以前に示した（T. J. Lynch et 
al., N. Engl. J. Med. 350,2129 （2004）。
【０３３９】
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　変異体EGFRによるシグナリングにおける定性的相違の研究を可能にするために、本発明
者らは、野生型または変異体EGFRを発現する非形質転換マウス乳房上皮細胞（NMuMg）の
安定な系統を作製し、別の下流のエフェクターの活性化にリンクした、複数のチロシン残
基のEGFを媒介した自己リン酸化を解析した（R. N. Jorissen et al., Exp. Cell Res. 2
84, 31 （2003））。野生型EGFRまたはゲフィチニブ応答性患者由来の腫瘍で検出された2
つの反復突然変異：ミスセンス突然変異L858Rおよび18bpインフレームの欠失（delL747-P
753insS）のうちの1つを発現した株化細胞を作製した。野生型と2つの変異体EGFRとの間
で、いくつかのC末端部位にて有意に異なるチロシン・リン酸化パターンが観察された。Y
1045およびY1173のEGFで誘導されるリン酸化は、野生型と変異体EGFRとの間で実質的に見
分けがつかなかったが、Y992およびY1068のリン酸化は、両方の変異体において実質的に
増大した。面白いことに、Y845は、L858Rミスセンス変異体において高度にリン酸化され
たが、野生型または欠失変異体ではリン酸化されず、それ故、EGFR突然変異の2つのタイ
プ間の区別する際に独特であるように見える。野生型および変異体受容体で見られる差動
的なEGFで誘導されるチロシン・リン酸化パターンは、一過性にトランスフェクトしたCOS
7細胞でも再現性があり、潜在性細胞型に特異的な効果を保証した。
【０３４０】
　したがって、ゲフィチニブ応答性変異体EGFRは、野生型EGFRによって媒介されるものと
は定性的に異なるシグナルを伝達する。これらの相違は、基質特異性に影響を及ぼす触媒
ポケット内の構造変化により、またはEGFRシグナリングを調整する補助タンパク質との相
互作用が変更されたことにより、直接生じ得る。
【０３４１】
　変異体EGFRを安定にトランスフェクトした株化細胞の確立により、共有細胞のバックグ
ラウンドにおけるEGFRの主要な下流標的のリン酸化状態を比較することができた。EGFで
誘導されるRasを経たErk1およびErk2の活性化、PLCγ／PI3Kを経たAktの活性化、およびJ
AK2を経たSTAT3およびSTAT5の活性化は、EGFRの発癌効果を媒介する必須の下流経路であ
る（R. N. Jorissen et al., Exp. Cell Res. 284, 31 （2003））。EGFで誘導されるErk
活性化は、野生型EGFRを発現する細胞間で、または2つの活性化EGFR変異体のいずれにお
いても、本質的に見分けがつかなかった。対照的に、AktおよびSTAT5のリン酸化は、変異
体EGFRのいずれも発現する細胞では実質的に上昇した。STAT3のリン酸化の増大は、変異
体EGFRを発現する細胞でも同じように観察された。変異体EGFRによるErk活性化に変化が
ないことは、ShcおよびGrb-2アダプターのための重要なドッキング部位であるY1173のリ
ン酸化（これにより、Ras活性化およびその後にErkリン酸化に至る）が増大されないこと
と一致する（R. N. Jorissen et al., Exp. Cell Res. 284, 31 （2003））。変異体EGFR
の活性化に続いて増大されるAktおよびSTATリン酸化は、Y992およびY1068リン酸化の増大
（いずれも、以前にAktおよびSTAT活性化にリンクされていた）に一致する（R. N. Joris
sen et al., Exp. Cell Res. 284, 31 （2003））。したがって、EGFR変異体内のC末端チ
ロシン残基の、EGFで誘導される選択的自己リン酸化は、下流のシグナリング経路の選択
的な活性化に十分に相関される。
【０３４２】
　これらの観察を、EGFR突然変異が腫瘍形成を駆動するように見える肺癌細胞まで拡張す
るために、本発明者らは、5つのNSCL腫瘍に由来する系統を研究した。NCI-H1975は、再発
性のヘテロ接合性ミスセンス突然変異L858Rを有し、NCI-H1650は、インフレームの欠失de
lE746-A750を有するが、NCI-358、NCI-H1666、およびNCI-H1734は、野生型EGFRを発現す
る。トランスフェクト細胞と同様に、EGFで誘導されるY992およびY1068の自己リン酸化は
、内因性EGFR突然変異をもつ2つの系統において著しく上昇し、同様にAktおよびSTAT5の
リン酸化も上昇したが、Erkでは上昇しなかった。
【０３４３】
　EGFRの発癌活性は、細胞増殖および細胞生存を促進するシグナルの活性化を反映する（
S. Grant, L. Qiao, P. Dent, Fro7zt. Biosc. 7, d376 （2002））。これらの経路は重
複を示すが、Rasを媒介したErkキナーゼの活性化は、実質的にEGFRの増殖性の活性に寄与
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するが、一方AktおよびSTATの活性化は、主に抗アポトーシスの機能にリンクしている（S
. Grant, L. Qiao, P. Dent, Front. Biosci. 7, d376 （2002）, F. Chang et al., Leu
kemia 17,1263 （2003）, F. Chang et al., Leukemia 17,590 （2003）, F. Chang et a
l., Int. J. Oncol. 22,469 （2003）, V. Calo et al., J. Cell Physio. 197,157 （20
03）, T. J. Ahonen et al., J. Biol. Chem. 278, 27287 （2003））。EGFR突然変異が
ひそむ2つの肺癌株化細胞は、低血清中濃度にてEGFに対する増殖反応を示したが、これは
、野生型受容体をもつ細胞では観察されなかった。しかし、コンフルエンスにおけるこれ
らの増殖速度および細胞密度は、正常な血清中濃度に相当した。
【０３４４】
SiRNA
　対照的に、アポトーシス経路は、変異体EGFRをもつ肺癌細胞では著しく異なっており：
これらの株化細胞におけるsiRNAを媒介した変異体EGFRの特異的な不活性化は、迅速かつ
大量のアポトーシスを生じた。L858R特異的siRNAをトランスフェクトした約90%のNCI-H19
75細胞は、96時間以内に死滅し、delE746-A750特異的siRNAをトランスフェクトしたNCI-H
1650細胞でも同様であった。いずれのEGFR突然変異に対する特異的SiRNAも、代わりの突
然変異を発現する細胞に対しては全く効果を有さず、野生型および変異体EGFRの両方をタ
ーゲットするsiRNAは、野生型受容体のみを発現する細胞の生存度に対して最小限の効果
を有したが、EGFR変異体を発現する系統では、迅速に細胞死が誘導された。siRNAsが対応
するEGFR対立遺伝子を特異的にターゲットする能力は、トランスフェクトしたCOS7細胞に
おいて免疫ブロットによって確認した。したがって、変異体EGFRの発現は、これらの突然
変異がひそむ肺癌におけるプロアポトーシスシグナルの抑制のために必須のように見える
。野生型受容体のみを発現する肺癌細胞は、EGFR発現に対して同様の依存性を示さないと
いう事実は、また、野生型EGFRを過剰発現するヒト腫瘍の相対的ゲフィチニブ非応答性の
原因であるかもしれない。
【０３４５】
　変異体EGFRがひそむ肺癌におけるゲフィチニブの有効性は、これらの細胞が厳密に依存
することとなる重要な抗アポトーシス経路のその阻害、並びに変異体受容体における変更
された生化学的性質の両方に反映され得る。本発明者らは、変異体EGFRがEGF依存的な自
己リン酸化のゲフィチニブ阻害に対して、野生型受容体よりも感受性であることを以前に
報告した（T. J. Lynch et al., N. Engl. J. Med. 350, 2129 （2004））。変異体受容
体によるこの薬物感受性の増大は、ErkおよびSTAT5活性化についても観察された。したが
って、変異体受容体によるEGFで誘導されるシグナリングは、差動的な自己リン酸化イベ
ントを経て下流のエフェクターの選択的な活性化を証明すると共に、ゲフィチニブによる
これらの阻害の増強は一様であり、かつ変異体ATPポケットに対する薬物結合が変更され
たことを反映し得る。
【０３４６】
　EGFRを媒介したNSCLC生存においてAktおよびSTATシグナリングが増大されたことの関連
を確立するために、本発明者らは、これらの経路を特異的な薬理学的阻害剤でターゲット
した。EGFR突然変異がひそむ肺癌細胞は、野生型受容体をもつ細胞よりもゲフィチニブに
対して100倍感受性であった。また、変異体EGFRを発現する細胞は、AktまたはSTATシグナ
リングの薬理学的阻害に対して、野生型EGFRのみを発現する細胞よりも感受性であった。
EGFR-変異体肺癌細胞は、Akt/STATを媒介した抗アポトーシスシグナルの破壊に対して感
受性が増大されることを示したが、これらは、一般に使用される化学療法薬ドキソルビシ
ンおよびシスプラチンによって誘導される細胞死シグナルおよびプロアポトーシスFas-リ
ガンドに対する耐性が著しく増大されることを証明した。
【０３４７】
　したがって、変異体EGFRをもつ細胞においてAkt／STATシグナリングが増強されるとい
うことは、さらなる治療標的を提供するかもしれず、一方で、従来の化学療法がこれらの
腫瘍に対してあまり有効ではなくなる可能性が高くなる。
【０３４８】
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　「発癌遺伝子耽溺性」は、これらが依存的になった増殖シグナルの抑制に続く癌細胞の
アポトーシスを説明するために提唱された（I. B. Weinstein, Science 297, 63 （2002
））。面白いことに、イマチニブ（グリベック）は、BCR-ABL転位置産物を発現する慢性
骨髄性白血病において、および活性化c-Kit突然変異を発現する消化管間質腫瘍において
有効に細胞死を誘発し、その両方共が、薬物によって有効に阻害される構成的STAT活性化
を頻繁に示す（T. Kindler et al., Leukemia 17, 999 （2003）, G. P. Paner et al., 
Anticancer Res. 23,2253 （2003））。同様に、EGFRキナーゼ突然変異をもつ肺癌細胞で
も、ゲフィチニブ応答性は、大部分が、変異体受容体によって伝達される必須の抗アポト
ーシスシグナルのその有効な阻害によって生じ得る。
【０３４９】
材料および方法
免疫ブロッティング
　培養細胞由来の可溶化液を氷冷RIPA溶解溶液（1%トリトンX-100、0.1% SDS、50mM Tris
-HCl、pH 7.4、150mM NaCl、1mM EDTA、1mM EGTA、10mM β-グリセロール-リン酸、10mM 
NaF、1mMプロテアーゼ阻害剤を含むオルトバナジウム酸Na）中に調製した。12,000×gで1
0分間、4℃にて微量遠心管中で遠心分離することによって細片を除去した。浄化された可
溶化液をゲルローディング緩衝液中で煮沸して、10%のSDS-PAGEよって分離した。タンパ
ク質をニトロセルロースに電気転写して、特異的抗体で、続いて西洋ワサビペルオキシダ
ーゼ抱合二次ヤギ抗体細胞シグナリング（Beverly（MA）；1：2000）とのインキュベーシ
ョンおよび増強された化学発光（DuPont NEN）で発色、続くオートラジオグラフィーで検
出した。ホスホEGFR Y845、Y992、Y1045、Y1068、ホスホSTAT5（tyr694）、ホスホAKT（S
er473）、ホスホERKl/2（Thr202／Tyr204）、AKT、STAT5、およびERK1/2抗体は、New Eng
land Biolabs（Beverly、MA）から得た。総EGFR Ab20の抗体は、NeoMarkers（Fremont、C
A）から得た。ホスホEGFRY1173抗体は、Upstate Biotechnology（Lake Placid、NY）から
であり、総ホスホチロシン抗体PY-20は、Transduction Laboratory（Lexington、KY）か
らであった。全ての抗体は、1：1000希釈にて使用した。
【０３５０】
EGFR発現ベクター
　野生型、L858、またはデルL747-P753insS突然変異をコードする全長EGFR発現構築物は
、プラスミドpUSEampに標準的方法を使用してサブクローニングした。全ての構築物は、D
NA配列解析によって確認した。
【０３５１】
株化細胞およびトランスフェクション
　COS7細胞およびNMuMg（乳房の正常マウス上皮）細胞は、2mM L-グルタミンおよび50U/m
lペニシリン／ストレプトマイシンの存在下において、10%ウシ胎児血清を含むDMEM（ダル
ベッコイーグル修飾培地中で培養した。NCI-H358、NCI-H1650、NCI-H1734、NCI-H1666、
およびNCI-H1975ヒト肺癌株化細胞は、ATCC収集から得て、10%ウシ胎児血清、2mM L-グル
タミン、50U／mlペニシリン／ストレプトマイシン、および1mM ピルビン酸ナトリウムを
含むRPMI1640中で培養した。これらは、本文中では、それぞれ省略様式でH358、H1650、H
1734、H1666、およびH1975と呼ぶ。COS7細胞の一過性トランスフェクションは、Lipofect
amine 2000（Invitrogen；Carlsbad、Ca）を使用して行った。プラスミド（1μg）を10cm
のディッシュ上の80%のコンフルエンスの細胞にトランスフェクトした。12時間後に、細
胞を収集して、血清の非存在下で12-ウェル・プレートに再びまいた。次の日、細胞を30n
g/mlのEGFで刺激した。安定なNMuMg株化細胞は、薬物選択可能なプラスミドpBABE puroと
EGFR発現構築物を同時トランスフェクトし、続いて3μg/mlピューロマイシン中で選択す
ることによって調製した。薬物抵抗性細胞のプールを解析のために使用した。安定にトラ
ンスフェクトされた細胞におけるEGFRの発現は、免疫ブロットによって確認した。
【０３５２】
EGFR発現のSiRNAを媒介した「ノックダウン」
　EGFR L858RのためのSiRNAは、ヌクレオチド配列
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をターゲットするように設計し、一方、

配列をdelE745-A750のために使用した（Qiagen；Valencia、Ca）。EGFRの全ての形態をタ
ーゲットするために、ヒト野生型EGFRに対応する商業的に調製されたsiRNAをDharmacon（
Lafayette, CO）から得た。siRNAsのトランスフェクションは、製造業者の説明書に従っ
てLipofectamine 2000（Invitrogen）で行った。細胞は、MTTアッセイ法を使用して96時
間後に生存度をアッセイした。
【０３５３】
アポトーシス・アッセイ法
　10,000個の細胞を96ウェル・プレートの個々のウェルに播種した。6時間後に、培地を
変えて、細胞をドキソルビシン（Sigma；St. Louis, MO）、シスプラチン（Sigma）、Fas
-リガンド（ヒト活性化、cloneCH11；Upstate Biotechnology）、Ly294002（Sigma）、ま
たはAG490（Calbiochem；La Jolla（Ca））の濃度を増大して存在させて維持した。96時
間後に、MTTアッセイ法を使用して細胞の生存度を決定した。カスパーゼ免疫染色のため
には、10,000個の細胞を10mmのカバーガラスに播種した。その翌日、これらには、siRNA
をトランスフェクトした（詳細については、以前の節を参照されたい）。72時間後に、細
胞を4%のパラホルムアルデヒド中で室温にて10分間固定した。これらを、その後0.5%のト
リトンX-100中で5分間透過化させ、5%の正常ヤギ血清（NGS）中で1時間ブロックした。次
いで、カバーガラスを1：100希釈の一次抗体（Cell Signalingからの切断型カスパーゼ-3
 Asp 175 5A1）中で4℃にて一晩インキュベートした。その翌日、カバーガラスをPBS中で
3回洗浄し、二次抗体（Jackson Immunoresearch ； West Grove, PAからのヤギ抗ウサギ
テキサスレッド抱合）の1：250希釈のDAPIの5%の正常ヤギ血清および0.5μg/mlにおいて
（4’,6-ジアミジノ-2-フェニルインドール）溶液と共に1時間インキュベートした。PBS
中で3回洗浄後、カバーガラスをMolecular Probes（Eugene, OR）からのProLong Gold抗
退色試薬と共にのせた。
【０３５４】
細胞生存率測定
　10μlの5mg/ml MTTの（チアゾリルブルー；Sigma）溶液を96ウェル・プレートのそれぞ
れのウェルに添加した。37℃にて2時間インキュベーション後、培地を除去し、100μlの
酸性イソプロパノール（0.1N HCL）をそれぞれのウェルに添加することによってMTTを可
溶化した。吸光度は、570nmにて分光測定で決定した。
【０３５５】
成長曲線
　H-358、H-1650、H-1734、およびH-1975細胞のための増殖曲線は、96ウェル・プレート
の個々のウェルに1000個の細胞を播種することによって得た。それぞれの株化細胞は、8
つの別々のウェルにまいた。連日、細胞を4%のホルムアルデヒド中で固定し、0.1%（w／v
）クリスタルバイオレット溶液で染色した。次いで、クリスタルバイオレットを100μlの
10%の酢酸に可溶して、相対的細胞数を決定するために、プレートリーダーを使用して吸
光度を570mnにて測定した。
【０３５６】
突然変異同定
　EGFR内に突然変異がひそむ散在性NSCLC株化細胞を同定するために、本発明者らは、上
記の通りに15個のNSCLC株化細胞のパネル内のエキソン19および21をシーケンスした。株
化細胞は、喫煙歴（NCI-H358、NCI-H650、NCI-H1650）に関係なく、気管支肺胞組織の腫
瘍から、または非喫煙者（NCI-H1435、NCI-H1563、NCI-H1651、NCI-H1734、NCI-H1793、N
CI-H1975、NCI-H2291、NCI-H2342、NCI-H2030、NCI-H1838、NCI-H2347、NCI-H2023）の中
に生じた腺癌からの誘導に基いて、解析のために選択した。NCI-H1666は、野生型EGFRの
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みがひそむことが報告されていた（上記実施例を参照されたい）。全ての株化細胞は、AT
CCから入手可能である。
【０３５７】
　本明細書において、および明細書全体を通じて引用した参照文献は、これらの全体が参
照として本明細書に組み入れられる。
【０３５８】
参照文献
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【０３５９】
　（表１）非小細胞性肺癌である9人の患者の特徴およびゲフィチニブに対する応答
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＊気管支肺胞の癌腫（BAC）の任意のエレメントをもつ腺癌（アデノ）をBACとして一覧表
に記載してある。
†喫煙状態は、患者が侵入の12ヶ月前以内に一切タバコを吸わなかった場合、および患者
が彼または彼女の生涯において100本未満のタバコしか吸わなかった場合、以前のとおり
に定義した。
‡全体的生存は、ゲフィチニブ治療の開始から死ぬまでを測定した。
§EGFRは、表皮成長因子受容体遺伝子を意味する。
¶部分的応答は、固形腫瘍における反応評価基準を用いて評価した；これらの基準を用い
て応答を測定することができない患者における大部分および少数の応答は、2人の医師に
よって評価した。
【０３６０】
　（表２）非小細胞肺癌で患者におけるEGFRのチロシンキナーゼ・ドメインにおける体細
胞突然変異
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*ゲフィチニブに対する曝露のない25人の患者の中で、（気管支肺胞癌である15人、腺癌
である7人、および大細胞型癌腫である3人）、2人（患者AおよびB）ー両者とも気管支肺
胞癌-は、EGFR突然変異を有した。突然変異は、多様な組織型を示す14の肺癌株化細胞：
非小細胞肺癌（6検体）、小細胞型肺癌（6検体）、気管支カルチノイド（1検体）および
未知の型（1検体）では見いだされなかった。EGFR内で同定された多形性変異体は、以下
を含んだ：ヌクレオチド1562におけるGの代わりにAの置換、ヌクレオチド1887におけるT
の代わりにAの置換、および未知の機能的有意性の生殖系列変異体、チロシンキナーゼド
メイン内のヌクレオチド2885におけるGの代わりにAの置換。
【０３６１】
　（表４）NSCLC治療の一部としてEGFR突然変異について試験した100人の患者間の集団特
徴
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　BAC=細気管支肺胞性癌腫、EGFR =上皮細胞成長因子受容体
【０３６２】
　（表５）同定された上皮成長因子受容体の体細胞遺伝子突然変異
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Adeno=腺癌、Adeno+BAC=細気管支肺胞性癌腫の特徴をもつ腺癌、BAC=同型接合体細気管支
肺胞性癌腫
*この突然変異は、生殖系列変異体として同定された
【０３６３】
　（表Ｓ１Ａ）選択したEGFRおよび受容体チロシンキナーゼ・エキソンの増幅のためのプ
ライマー（SEQ ID NO: 1-212）
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【０３６４】
　（表Ｓ１Ｂ）選択したEGFRおよび受容体チロシンキナーゼ・エキソンの増幅のためのプ
ライマー（SEQ ID NO: 213-424）
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【０３６５】
　（表Ｓ２）未処置の肺癌におけるEGFR突然変異状態
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【０３６６】
　（表Ｓ３Ａ）ゲフィチニブで治療した肺癌におけるEGFR突然変異状態
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【０３６７】
　（表Ｓ３Ｂ）表2、表S2、または表S3Aに示されていないEGFR突然変異
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【０３６８】
　（表Ｓ３Ｃ）イマチニブに耐性のBCR-ABL変異体の位置およびEGFR受容体における類似
位置
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　（表Ｓ４）cDNAシーケンシングのために使用したプライマー
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【図面の簡単な説明】
【０３７０】
【図１】図1A-1Bは、不応性非小細胞肺癌（NSCLC）におけるゲフィチニブ応答の代表的な
例証を示す。症例6（表1）の胸部CTスキャンでは、ゲフィチニブでの治療前に右肺に大き
な塊を示し（図1A）、ゲフィチニブの6週間後に顕著な改善が始まった（図1B）。
【図２】ゲフィチニブ応答性腫瘍におけるEGFR突然変異を示す。図2A～2Cは、キナーゼド
メイン内にヘテロ接合性インフレームの欠失をもつ腫瘍検体におけるEGFR遺伝子のヌクレ
オチド配列を示す（二重ピーク）（それぞれ、表した順にSEQ ID NO: 643～654）。セン
スおよびアンチセンス方向の両方のトレーシングには、欠失の2つの中断点を示すことが
示されており；野生型ヌクレオチド配列を大文字で示し、変異体配列を小文字の文字にし
てある。del L747-T751 ins S突然変異の5'中断点では、TからC置換が先行し、コードさ
れるアミノ酸を変更することはない。図2Dおよび図2Eは、チロシンキナーゼ・ドメイン（
SEQ ID NO: 656および658）にアミノ酸置換を生じるヘテロ接合性ミスセンス突然変異を
示す（矢印）。二重ピークは、ヘテロ接合性突然変異部位における2つのヌクレオチドを
表す。また、比較のために、対応する野生型配列も示してある（SEQ ID NO: 655および65
7）。図2Fは、EGFリガンドに結合した二量体化EGFR分子の概略図である。細胞外ドメイン
（2つの受容体リガンド[L]-ドメインとfurin様ドメインを含む）、膜貫通領域、および細
胞質ドメイン（触媒キナーゼドメインを含む）を強調表示してある。受容体活性化のマー
カーとして使用される自己リン酸化部位であるチロシン1068（Y-1068）の位置は、EGFR自
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己リン酸化によって活性化される下流のエフェクター（STAT3、MAPキナーゼ（MAPK）、お
よびAKT）とともに示してある。腫瘍関連突然変異の位置（全てチロシンキナーゼ・ドメ
イン内）を示してある。
【図３】変異体EGFRのEGF依存的活性化が増強されたこと、およびゲフィチニブに対する
変異体EGFRの感受性が増大されたことを証明する。図3Aは、血清飢餓細胞にEGFを添加後
の野生型EGFRと比較して、del L747-P753 ins SおよびL858R変異体のリガンドで誘導され
る活性化の時間経過を示す。EGFRのリン酸化されたチロシン1068残基を特異的に認識する
抗体でのウエスタンブロット法を使用して（左パネル）、Cos-7細胞に発現されるEGFRの
総レベルと比較して（対象；右パネル）、受容体活性化のマーカーとしてEGFR自己リン酸
化を使用する。EGFRの自己リン酸化は、EGF（10ng／ml）の添加後の期間に測定する。図3
Bは、野生型および変異体の受容体リン酸化のEGF-誘導のグラフ図である（パネルAを参照
されたい）。3つの独立した実験からのオートラジオグラフをNIHイメージ・ソフトウェア
を使用して定量化し；EGFRリン酸化の強度を総タンパク質発現に対して規準化し、標準偏
差と共に受容体のパーセント活性化として示される。図3Cは、ゲフィチニブによるEGFR活
性化の用量依存的な阻害を示す。EGFRチロシン1068の自己リン酸化は、野生型または変異
体受容体を発現し、かつ100ng／mlのEGFで30分間刺激したCos-7細胞のウエスタンブロッ
ト解析によって証明してある。細胞を無処置（U）または示したように、ゲフィチニブの
濃度を増大させて3時間前処理した（左パネル）。発現されたEGFRタンパク質の総量を対
象として示してある（右パネル）。図3Dは、パネル3Cについて記載した2つの実験からの
結果の定量化（NIHイメージ・ソフトウェア）を示す。リン酸化されたEGFRの濃度をタン
パク質発現レベルに対して規準化し、受容体のパーセント活性化として表した。
【図４】EGFRのATP結合ポケットの重要な部位における突然変異のクラスター形成を証明
する。図4Aは、NSCLC（SEQ ID NO: 495-504（DNA））の複数の症例において、EGFR遺伝子
のエキソン19およびエキソン21のミスセンス突然変異におけるインフレームの欠失に重な
る位置を示す。部分ヌクレオチド配列をそれぞれのエキソンについて示してあり、欠失は
、破線によってマークしてあり、ミスセンス突然変異は、強調表示し、かつ下線を引いて
あり；野生型EGFRヌクレオチドおよびアミノ酸配列を示してある（SEQ ID NO: 493および
494（DNA）および509～510（アミノ酸））。図4Bは、キナーゼドメインのアミノ（N）お
よびカルボキシ（C）裂片に隣接するEGFR ATP間隙の三次元構造を示す（座標は、PDB1M14
に由来し、およびCn3Dソフトウェアを使用して示した）。ゲフィチニブを表す阻害剤は、
ATP間隙を占めて描いてある。2つのミスセンス突然変異の位置は、キナーゼの活性化ルー
プ内に示してあり；3つのインフレームの欠失は、全てATP間隙に隣接するもう一つのルー
プ内に存在する。図4Cは、EGFRキナーゼドメインのクローズアップであり、ATPに対して
、または阻害剤に対して、いずれに結合する際にも関係する重要なアミノ酸残基を示す。
具体的には、ゲフィチニブなどの4-アニリノキナゾリン化合物は、ATP結合部位を占めて
、ここで、これらがメチオニン793（M793）およびシステイン775（C775）残基と水素結合
を形成し、一方でこれらのアニリノ環がメチオニン766（M766）、リジン745（K745）、お
よびロイシン788（L788）残基に近くにであることによって触媒作用を阻害する。突然変
異によってターゲットされるループ内のインフレームの欠失は、阻害剤と比較して、これ
らのアミノ酸の位置を変更することが予測される。変異された残基をチロシンキナーゼの
活性化ループ内に示してある。
【図５】erbB 1遺伝子のヌクレオチドおよびアミノ酸配列を示す。アミノ酸は、当業者に
とって公知の一文字として示してある。キナーゼドメインにおけるヌクレオチド相違は、
患者番号によって強調表示してあり、表2を参照されたい。SEQ ID NO: 511は、ヌクレオ
チド1～3633を含む。SEQ ID NO: 512は、アミノ酸1～1210を含む。
【図６】図6A～6C：EGFRおよびB-Rafキナーゼドメインの選択した領域の配列整列。NSCLC
腫瘍におけるヒトNSCLC. EGFR（gb：X00588；）突然変異におけるEGFR突然変異の描写は
、灰色に強調表示してある。複数の腫瘍型（5）におけるB-Raf（gb：M95712）突然変異は
、黒に強調表示してある。アステリスクは、残基がEGFRとB-Rafとの間に保存されたこと
を意味する。図6Aは、活性化ループ（SEQ ID NO: 477～479）におけるL858R突然変異を示
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す。図6Bは、P-ループ（SEQ ID NO: 480～482）におけるG719S変異体を示す。図6Cは、EG
FRエキソン19（SEQ ID NO: 483～489）における欠失変異体を示す。
【図７】EGFRキナーゼドメインの三次元構造におけるミスセンス突然変異G719SおよびL85
8R並びにDel-1欠失の位置。活性化ループは、黄色に示してあり、P-ループは、青であり
、C-裂片およびN-裂片は、示したとおりである。突然変異または欠失によってターゲット
される残基は、赤に強調表示してある。Del-1突然変異は、コドン746～750における残基E
LREAをターゲットする。突然変異は、キナーゼ内の高度に保存された領域に位置し、p-ル
ープおよび活性化ループに見いだされ、これはATP、更にゲフィチニブおよびエルロチニ
ブが結合することが予測される領域を囲む。
【図８】図8A-8F。正常組織からの、および腫瘍組織からのEGFR DNAの代表的クロマトグ
ラム。同定された突然変異の位置は、以下の通りである。図8Aは、エキソン18キナーゼド
メインPループ（SEQ ID NO: 659～660）を示す。図8Bは、エキソン21キナーゼドメインA-
ループ（SEQ ID NO: 661～662）を示す。図8Cは、エキソン19キナーゼドメインDel-1（SE
Q ID NO: 663～665）を示す。図8Dは、エキソン19キナーゼドメインDel-3（SEQ ID NO: 6
66～668）を示す。図8Eは、エキソン19キナーゼドメインDel-4（SEQ ID NO: 669～671）
を示す。図8Fは、エキソン19キナーゼドメインDel-5（SEQ ID NO: 672～674）を示す。
【図９】EGFRおよびBCR-ABLポリペプチドの配列整列および薬剤抵抗性表現型を与える残
基の位置。GenBankアクセッション番号NM_005228に開示されたヌクレオチド配列によって
コードされるEGFRポリペプチド（SEQ ID NO: 492）おとびGenBankアクセッション番号M14
752に開示されたヌクレオチド配列によってコードされるBCR-ABLポリペプチド（SEQ ID N
O: 491）を整列させ、保存された残基には陰影をつけてある。チロシンキナーゼ阻害剤イ
マチニブ（STI571、Glivec／Gleevec）に耐性を与えるBCR-ABL突然変異は、アステリスク
によって示してある。
【図１０】EGFR試験を受けている転移性NSCLCである患者のための意思決定プロセスを示
す。
【図１１】EGFRエキソン18～24の図を示す（一定の比率ではない）。矢印は、同定された
突然変異の位置を示す。アステリスクは、それぞれの位置に突然変異をもつ患者数を示す
。破裂図は、エキソン19欠失の重複およびそれぞれの欠失をもつ患者数（n）を示す。こ
れらは、現在までの全てのEGFR突然変異を含むことを意味しない結果であること点に留意
されたい。



(104) JP 2009-171965 A 2009.8.6

【図１】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】

【図２Ｄ】

【図２Ｅ】

【図２Ｆ】



(105) JP 2009-171965 A 2009.8.6

【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図３Ｃ】

【図３Ｄ】
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【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】
　以下の工程を含む、非小細胞肺癌と診断された個体におけるゲフィチニブまたはエルロ
チニブによる治療の薬理有効性の可能性の増大を決定するための方法。
　個体の非小細胞肺癌腫瘍サンプルからDNAを得る工程；及び該DNA中の上皮細胞成長因子
受容体（EGFR）遺伝子のエキソン19または21において、少なくとも１つのヌクレオチド相
違の有無を検出する工程であって、
　a)少なくとも配列番号：512の747位、748位および749位のアミノ酸ロイシン、アルギニ
ン、及びグルタミン酸の欠損を含むアミノ酸変異をもたらす、コドン７４６～７５３内の
欠損からなるEGFR遺伝子のエキソン19内のインフレーム欠損、
　b)配列番号：512の858位におけるロイシンからアルギニンへの置換（L858R）からなる
アミノ酸変異をもたらす、エキソン21内の置換、
から選択された少なくとも一つのヌクレオチド相違の存在は、個体におけるゲフィチニブ
またはエルロチニブによる治療の薬理有効性の可能性が増大することを示す工程
【請求項２】
　少なくとも1つのヌクレオチド相違の存在が、DNAシークエンシング、アリル特異的増幅
、ミスマッチ切断検出、一本鎖DNA高次構造多型、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動、または
温度勾配ゲル電気泳動解析によって検出される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　a.EGFRキナーゼドメインのエキソン19、もしくは21と境界を接するか、またはその範囲
内の核酸領域に対してアニールするようにデザインされた少なくとも1つの縮重プライマ
一対；
　b.PCR増幅を実行するために必要とされる製品および試薬；並びに、
　c.説明書、
を含むキット。
【請求項４】
　a.EGFRキナーゼドメインのエキソン19、もしくは21の範囲内の核酸領域に対してアニー
ルするようにデザインされた少なくとも1つのプローブ；
　b.アニーリング反応を実行するために必要とされる製品および試薬；並びに
　c.説明書、
を含むキット。
【請求項５】
　前記プローブが、選択的結合条件下で、erbB 1遺伝子内のエクソン19または21内の少な
くとも1つの相違を含む核酸配列に対して特異的に結合し、ここで、該相違が、少なくと
も配列番号：512の747位、748位および749位のアミノ酸ロイシン、アルギニン、及びグル
タミン酸の欠損を含むアミノ酸変異をもたらす、コドン７４６～７５３内の欠損からなる
EGFR遺伝子のエキソン19内のインフレーム欠損であるか、または該相違が、配列番号：51
2の858位におけるロイシンからアルギニンへの置換（L858R）からなるアミノ酸変異をも
たらす、エキソン21内の置換であるプローブである、請求項４に記載のキット。
【請求項６】
　選択的結合条件下で、erbB 1遺伝子内のエクソン19または21内に少なくとも1つの相違
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を含む核酸配列に対して特異的に結合するプローブであって、該相違が、少なくとも配列
番号：512の747位、748位および749位のアミノ酸ロイシン、アルギニン、及びグルタミン
酸の欠損を含むアミノ酸変異をもたらす、コドン７４６～７５３内の欠損からなるEGFR遺
伝子のエキソン19内のインフレーム欠損であるか、または該相違が、配列番号：512の858
位におけるロイシンからアルギニンへの置換（L858R）からなるアミノ酸変異をもたらす
、エキソン21内の置換である、プローブ。
【請求項７】
　プローブが、500ヌクレオチド塩基以下の長さの核酸配列を含む、請求項６記載のプロ
ーブ。
【請求項８】
　プローブが、ペプチド核酸（PNA）を含む、請求項６記載のプローブ。
【請求項９】
　検出可能な標識をさらに含む、請求項６記載のプローブ。
【請求項１０】
　アミノ酸746～750、アミノ酸747～751、およびアミノ酸747～753からなる群より選択さ
れるアミノ酸が欠失している、配列番号: 512のアミノ酸配列を有する単離されたタンパ
ク質。
【請求項１１】
　アミノ酸858のロイシンのアルギニンへの置換を含む、配列番号: 512のアミノ酸配列を
有する単離されたタンパク質。
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种确定表皮生长因子受体（EGFR）靶向治疗在患
有癌症的人类患者中的潜在疗效的新颖方法和治疗方法。 一种确定癌症
对表皮生长因子受体（EGFR）治疗的反应的方法。 在一个优选的实施
方案中，erbB1基因的激酶结构域中至少一个差异的存在赋予酪氨酸激酶
抑制剂吉非替尼敏感性。 因此，对这些突变的诊断测试可以向最可能对
该药产生反应的患者使用吉非替尼，厄洛替尼和其他酪氨酸激酶抑制
剂。 [选型图]图1
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