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(57)【要約】
　本発明は、乳癌を有する哺乳動物被験体が、内分泌処
置から利益を得る可能性があるかどうかを決定するため
の方法であって、次の工程：前記被験体からより早期に
得られるサンプルを提供する工程；前記サンプルの少な
くとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価
し、そして前記量に対応するサンプル値を決定する工程
；工程ｂ）において得られるサンプル値と対照値とを比
較する工程；および前記サンプル値が前記対照値より高
い場合、被験体は、内分泌処置から利益を得る可能性が
あると結論付ける工程を含む方法を提供する。さらに、
対応する処置方法ならびに乳癌処置または処置予測に関
連して用いられ得るさらなる方法、使用および手段を提
供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　乳癌を有する哺乳動物被験体が、内分泌処置から利益を得る可能性があるかどうかを決
定するための方法であって、以下の工程：
　ａ）前記被験体からより早期に得られるサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｂ）において得られるサンプル値と対照値とを比較する工程；および
前記サンプル値が前記対照値より高い場合、
　ｄ）被験体は、内分泌処置から利益を得る可能性があると結論付ける工程
を含む、方法。
【請求項２】
　乳癌を有する哺乳動物被験体のための非処置ストラテジー方法であって：
　ａ）前記被験体からより早期に得られるサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｂ）において得られるサンプル値と対照値とを比較する工程；および
前記サンプル値が前記対照値以下である場合、
　ｄ）内分泌処置による前記被験体の処置を中断する工程
を含む、方法。
【請求項３】
　前記乳癌はＥＲ陰性またはＰＲ陰性である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記乳癌はＥＲ陰性である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　乳癌を有する哺乳動物被験体が、内分泌処置から利益を得る可能性があるかどうかを決
定するための方法であって、以下の工程：
　ａ）前記被験体からより早期に得られるサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｃ）において得られるサンプル値と対照値とを比較し、それによって、前記被
験体のＨＭＧＣＲ状態を決定する工程；
　ｄ）前記被験体のＥＲ状態を得る工程；および
前記ＥＲ状態または前記ＨＭＧＣＲ状態が陽性である場合、
　ｅ１）被験体は、内分泌処置から利益を得る可能性があると結論付ける工程、あるいは
前記ＥＲ状態および前記ＨＭＧＣＲ状態が陰性である場合、
　ｅ２）被験体は、内分泌処置から利益を得る可能性がないと結論付ける工程
を含む、方法。
【請求項６】
　ＥＲ状態は、工程ａ）のサンプルから得られる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記内分泌処置は、ＳＥＲＭ処置、アロマターゼ阻害剤処置、およびステロイド性エス
トロゲン受容体アンタゴニスト処置から選択される、請求項１～６のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項８】
　前記内分泌処置はＳＥＲＭ処置であり、そして前記ＳＥＲＭは、トレミフェン、ラロキ
シフェン、ドロロキシフェン、アルゾキシフェンおよびタモキシフェンから選択される、
請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記内分泌処置はタモキシフェン処置である、請求項１～８のいずれか一項に記載の方
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法。
【請求項１０】
　前記サンプルは体液サンプルである、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　体液は、血液、血漿、血清、脳脊髄液、尿および滲出物からなる群から選択される、請
求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記サンプルは細胞学的サンプルである、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記サンプルは糞便サンプルである、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記サンプルは、前記被験体由来の細胞を含む、請求項１～１３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１５】
　前記サンプルは、前記被験体由来の腫瘍細胞を含む、請求項１～１４のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１６】
　前記サンプルは組織サンプルである、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記組織サンプルは乳癌組織サンプルである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　工程ｂ）の評価は、前記サンプルの細胞の細胞質に限定される、請求項１４～１７のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記サンプルの細胞は腫瘍細胞である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記被験体はヒト女性である、請求項１～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記被験体は閉経期前の女性である、請求項１～２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記乳癌はステージＩＩの乳癌である、請求項１～２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記乳癌はリンパ節転移陽性乳癌である、請求項１～２２のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項２４】
　前記対照値は、対照サンプル中のＨＭＧＣＲタンパク質の量に対応する値である、請求
項１～２３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　工程ｂ）の前記サンプル値は、前記サンプルにおいて検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質
が認められることに対応する１、または前記サンプルにおいて検出可能なＨＭＧＣＲタン
パク質が認められないことに対応する０のいずれかとして決定される、請求項１～２４の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　工程ｃ）の前記対照値は、検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質が認められない対照サンプ
ルに対応する、請求項１～２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　工程ｃ）の前記対照値は０である、請求項１～２６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記対照値は、細胞質画分、細胞質強度、細胞質画分および細胞質強度の関数、核画分
、核強度ならびに核画分および核強度の関数からなる群から選択される、請求項１～２７
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のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記対照値は、細胞質画分、細胞質強度ならびに細胞質画分および細胞質強度の関数か
らなる群から選択される、請求項１～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記対照値は、５０％以下のＨＭＧＣＲタンパク質陽性細胞の細胞質画分である、請求
項１～２９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　前記対照値は、２５％以下のＨＭＧＣＲタンパク質陽性細胞の細胞質画分である、請求
項１～３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　前記対照値は、１０％以下のＨＭＧＣＲタンパク質陽性細胞の細胞質画分である、請求
項１～３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記対照値は、ＨＭＧＣＲタンパク質発現の弱い細胞質強度以下である、請求項１～３
１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記対照値は、ＨＭＧＣＲタンパク質発現の細胞質強度が不在である、請求項１～２９
および３３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　前記対照値は、２５％以下のＨＭＧＣＲタンパク質の細胞質画分またはＨＭＧＣＲタン
パク質発現の弱い細胞質強度以下である、請求項１～２９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　ＨＭＧＣＲタンパク質のアミノ酸配列は：
　ｉ）配列番号１；および
　ｉｉ）配列番号１に少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含む、請求項１～３５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　ＨＭＧＣＲタンパク質のアミノ酸配列は：
　ｉ）配列番号２；および
　ｉｉ）配列番号２に少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含む、請求項１～３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　工程ｂ）は：
　ｂ１）前記サンプルに、評価しようとするＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が
可能である定量可能な親和性リガンドを適用する工程であって、前記適用は、前記サンプ
ルに存在する任意のＨＭＧＣＲタンパク質への前記親和性リガンドの結合を可能にする条
件下で実施される工程；
　ｂ２）非結合親和性リガンドを取り出す工程；および
　ｂ３）前記サンプルとの会合において残留する親和性リガンドを定量して、前記量を評
価する工程
を含む、請求項１～３７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記定量可能な親和性リガンドは、抗体、そのフラグメントおよびその誘導体からなる
群から選択される、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記定量可能な親和性リガンドは、アミノ酸配列が配列番号１を含むタンパク質で動物
を免疫する工程を含むプロセスによって入手可能である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記定量可能な親和性リガンドは、アミノ酸配列がアミノ酸配列番号１からなるタンパ
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ク質で動物を免疫する工程を含むプロセスによって入手可能である、請求項４０に記載の
方法。
【請求項４２】
　前記定量可能な親和性リガンドは、ブドウ球菌プロテインＡおよびそのドメイン、リポ
カリン、アンキリンリピートドメイン、セルロース結合ドメイン、γクリスタリン、緑色
蛍光タンパク質、ヒト細胞障害性Ｔリンパ球関連抗原４、プロテアーゼ阻害剤、ＰＤＺド
メイン、ペプチドアプタマー、スタフィロコッカルヌクレアーゼ、テンダミスタット、フ
ィブロネクチンＩＩＩ型ドメインおよびジンクフィンガーからなる群から選択される足場
から誘導されるタンパク質リガンドである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４３】
　前記定量可能な親和性リガンドはオリゴヌクレオチド分子である、請求項３８に記載の
方法。
【請求項４４】
　前記定量可能な親和性リガンドは、アミノ酸配列が配列番号１または配列番号４の配列
からなるＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が可能である、請求項３８～４３のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項４５】
　前記定量可能な親和性リガンドは、蛍光染料および金属、発色団染料、化学発光化合物
および生物発光タンパク質、酵素、放射性同位元素、粒子および量子ドットからなる群か
ら選択される標識を含む、請求項３８～４４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４６】
　前記定量可能な親和性リガンドは、前記定量可能な親和性リガンドを認識することが可
能な２次親和性リガンドを使用して、検出される、請求項３８～４５のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項４７】
　前記２次親和性リガンドは、蛍光染料および金属、発色団染料、化学発光化合物および
生物発光タンパク質、酵素、放射性同位元素、粒子および量子ドットからなる群から選択
される標識を含む前記定量可能な親和性リガンドを認識することが可能である、請求項４
６に記載の方法。
【請求項４８】
　ａ）ＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が可能な定量可能な親和性リガンド；お
よび
　ｂ）前記定量可能な親和性リガンドの量を定量するのに必要な試薬
を含む、請求項１～４７のいずれか一項に記載の方法を実施するためのキット。
【請求項４９】
　前記定量可能な親和性リガンドは、抗体、そのフラグメントおよびその誘導体からなる
群から選択される、請求項４８に記載のキット。
【請求項５０】
　前記定量可能な親和性リガンドは、アミノ酸配列が配列番号１を含むタンパク質で動物
を免疫する工程を含むプロセスによって入手可能である、請求項４９に記載のキット。
【請求項５１】
　前記定量可能な親和性リガンドは、アミノ酸配列が配列番号１からなるタンパク質で動
物を免疫する工程を含むプロセスによって入手可能である、請求項４９に記載のキット。
【請求項５２】
　前記定量可能な親和性リガンドは、ブドウ球菌プロテインＡおよびそのドメイン、リポ
カリン、アンキリンリピートドメイン、セルロース結合ドメイン、γクリスタリン、緑色
蛍光タンパク質、ヒト細胞障害性Ｔリンパ球関連抗原４、プロテアーゼ阻害剤、ＰＤＺド
メイン、ペプチドアプタマー、スタフィロコッカルヌクレアーゼ、テンダミスタット、フ
ィブロネクチンＩＩＩ型ドメインおよびジンクフィンガーからなる群から選択される足場
から誘導されるタンパク質リガンドである、請求項４８のいずれか一項に記載のキット。
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【請求項５３】
　前記定量可能な親和性リガンドはオリゴヌクレオチド分子である、請求項４８のいずれ
か一項に記載のキット。
【請求項５４】
　前記定量可能な親和性リガンドは：
　ｉ）配列番号１；および
　ｉｉ）配列番号１に少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含むか、またはそれからなるＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互
作用が可能である、請求項４８～５３のいずれか一項に記載のキット。
【請求項５５】
　前記定量可能な親和性リガンドは：
　ｉ）配列番号２；および
配列番号２に少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含むか、またはそれからなるＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互
作用が可能である、請求項４８～５４のいずれか一項に記載のキット。
【請求項５６】
　前記定量可能な親和性リガンドは、配列番号４を含むか、またはそれからなるＨＭＧＣ
Ｒタンパク質との選択的相互作用が可能である、請求項４８～５５のいずれか一項に記載
のキット。
【請求項５７】
　前記定量可能な親和性リガンドは、蛍光染料および金属、発色団染料、化学発光化合物
および生物発光タンパク質、酵素、放射性同位元素、粒子および量子ドットからなる群か
ら選択される標識を含む、請求項４８～５６のいずれか一項に記載のキット。
【請求項５８】
　前記定量可能な親和性リガンドの前記量を定量するのに必要な前記試薬は、前記定量可
能な親和性リガンドを認識することが可能な２次親和性リガンドを含む、請求項４８～５
７のいずれか一項に記載のキット。
【請求項５９】
　前記２次親和性リガンドは、蛍光染料または金属、発色団染料、化学発光化合物および
生物発光タンパク質、酵素、放射性同位元素、粒子および量子ドットからなる群から選択
される標識を含む、請求項５８に記載のキット。
【請求項６０】
　対照値の供給のための少なくとも１つの対照サンプルをさらに含む、請求項４８～５９
のいずれか一項に記載のキット。
【請求項６１】
　少なくとも１つの対照サンプルは、検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質を含まない組織サ
ンプルである、請求項６０に記載のキット。
【請求項６２】
　少なくとも１つの対照サンプルはＨＭＧＣＲタンパク質を含む、請求項６０または６１
に記載のキット。
【請求項６３】
　少なくとも１つの対照サンプルは、５０％以下の細胞質画分に対応するＨＭＧＣＲタン
パク質の量を含む、請求項６０～６２のいずれか一項に記載のキット。
【請求項６４】
　少なくとも１つの対照サンプルは、２５％以下の細胞質画分に対応するＨＭＧＣＲタン
パク質の量を含む、請求項６３に記載のキット。
【請求項６５】
　少なくとも１つの対照サンプルは、１０％以下の細胞質画分に対応するＨＭＧＣＲタン
パク質の量を含む、請求項６４に記載のキット。
【請求項６６】
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　少なくとも１つの対照サンプルは、１％以下の細胞質画分に対応するＨＭＧＣＲタンパ
ク質の量を含む、請求項６５に記載のキット。
【請求項６７】
　少なくとも１つの対照サンプルは、弱い細胞質強度以下に対応するＨＭＧＣＲタンパク
質の量を含む、請求項６０～６６のいずれか一項に記載のキット。
【請求項６８】
　少なくとも１つの対照サンプルは、細胞質強度の不在に対応するＨＭＧＣＲタンパク質
の量を含む、請求項６７に記載のキット。
【請求項６９】
　少なくとも１つの対照サンプルは、前記対照値より高い値に対応するＨＭＧＣＲタンパ
ク質の量を含む、請求項６０～６８のいずれか一項に記載のキット。
【請求項７０】
　少なくとも１つの対照サンプルは、強い細胞質強度に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の
量を含む、請求項６９に記載のキット。
【請求項７１】
　少なくとも１つの対照サンプルは、７５％以上の細胞質画分に対応するＨＭＧＣＲタン
パク質の量を含む、請求項６９または７０に記載のキット。
【請求項７２】
　対照値より高い値（陽性対照値）に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の量を含む第１の対
照サンプル；および
　前記対照値以下の値（陰性対照値）に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の量を含む第２の
対照サンプル
を含む、請求項６０～７１のいずれか一項に記載のキット。
【請求項７３】
　対照サンプルは組織サンプルである、請求項６０～７２のいずれか一項に記載のキット
。
【請求項７４】
　ａ’）エストロゲン受容体との選択的相互作用が可能な定量可能な親和性リガンド；お
よび
　ｂ’）ａ’）の定量可能な親和性リガンドの量を定量するのに必要な試薬
をさらに含む、請求項４８～７３のいずれか一項に記載のキット。
【請求項７５】
　ａ’’）プロゲステロン受容体との選択的相互作用が可能な定量可能な親和性リガンド
；および
　ｂ’’）ａ’’）の定量可能な親和性リガンドの量を定量するのに必要な試薬
をさらに含む、請求項４８～７４のいずれか一項に記載のキット。
【請求項７６】
　乳癌を有する哺乳動物被験体に対する内分泌処置適応マーカーとしてのＨＭＧＣＲタン
パク質の使用。
【請求項７７】
　乳癌を有する哺乳動物被験体に対する内分泌処置適応因子の製造におけるＨＭＧＣＲタ
ンパク質、またはその抗原活性なフラグメントの使用。
【請求項７８】
　乳癌を有する哺乳動物被験体に対する内分泌処置適応因子の産生、選択もしくは精製の
ためのＨＭＧＣＲタンパク質、またはその抗原活性なフラグメントの使用。
【請求項７９】
　前記内分泌処置適応因子は、ＨＭＧＣＲタンパク質、またはその抗原活性なフラグメン
トとの選択的相互作用が可能な親和性リガンドである、請求項７８に記載の使用。
【請求項８０】
　親和性リガンドは、配列番号１からなるタンパク質との選択的相互作用が可能である、
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請求項７９に記載の使用。
【請求項８１】
　ＨＭＧＣＲタンパク質のアミノ酸配列は：
　ｉ）配列番号１；および
　ｉｉ）配列番号１に少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含むか、またはそれからなる、請求項７６～８０のいずれか一項に
記載の使用。
【請求項８２】
　ＨＭＧＣＲタンパク質のアミノ酸配列は：
　ｉ）配列番号２；および
　ｉｉ）配列番号２に少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含むか、またはそれからなる、請求項７６～８０のいずれか一項に
記載の使用。
【請求項８３】
　乳癌を有する哺乳動物被験体において内分泌処置適応因子としてインビボで使用するた
めにＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が可能な親和性リガンド。
【請求項８４】
　乳癌を有する被験体におけるＨＭＧＣＲタンパク質の量をインビボで評価するためにＨ
ＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が可能な親和性リガンド。
【請求項８５】
　アミノ酸配列が配列番号１を含むタンパク質で動物を免疫する工程を含むプロセスによ
って入手可能である、請求項８３または８４に記載の親和性リガンド。
【請求項８６】
　アミノ酸配列が配列番号１からなるタンパク質で動物を免疫する工程を含むプロセスに
よって入手可能である、請求項８５に記載の親和性リガンド。
【請求項８７】
　配列番号１からなるポリペプチドとの選択的相互作用が可能である、請求項８３～８６
のいずれか一項に記載の親和性リガンド。
【請求項８８】
　配列番号４からなるポリペプチドとの選択的相互作用が可能である、請求項８３～８６
のいずれか一項に記載の親和性リガンド。
【請求項８９】
　乳癌を有する哺乳動物被験体に対する内分泌処置適応因子としての請求項８３～８８の
いずれか一項に記載の親和性リガンドのインビトロでの使用。
【請求項９０】
　乳癌を有する哺乳動物被験体が内分泌処置から利益を得るかどうかを示すための請求項
８３～８８のいずれか一項に記載の親和性リガンドのインビトロでの使用。
【請求項９１】
　乳癌を有する哺乳動物被験体に対する内分泌処置適応因子の製造における請求項８３～
８８のいずれか一項に記載の親和性リガンドの使用。
【請求項９２】
　前記被験体はＨＭＣＧＲ陽性である、乳癌を有する哺乳動物被験体の処置に使用するた
めの内分泌処置製品。
【請求項９３】
　前記乳癌はＥＲ陰性またはＰＲ陰性である、請求項９２に記載の内分泌処置製品。
【請求項９４】
　タモキシフェンである、請求項９２または９３に記載の内分泌処置製品。
【請求項９５】
　乳癌を有する哺乳動物被験体の処置のための医薬品の製造における内分泌処置製品の使
用であって、前記被験体はＨＭＣＧＲ陽性である、使用。
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【請求項９６】
　前記乳癌はＥＲ陰性またはＰＲ陰性である、請求項９５に記載の使用。
【請求項９７】
　内分泌処置製品はタモキシフェンである、請求項９５または９６に記載の使用。
【請求項９８】
　内分泌処置製品およびスタチンを含む、キット・オブ・パーツ。
【請求項９９】
　処置に使用するための請求項９８に記載のキット・オブ・パーツ。
【請求項１００】
　乳癌治療に使用するための請求項９９に記載のキット・オブ・パーツ。
【請求項１０１】
　治療における同時、個別または連続使用のための組み合わせ製剤として内分泌処置製品
およびスタチンを含む製品。
【請求項１０２】
　乳癌治療における同時、個別または連続使用のための組み合わせ製剤として内分泌処置
製品およびスタチンを含む製品。
【請求項１０３】
　処置を必要とする哺乳動物被験体の処置の方法であって、ここで、前記被験体は乳癌を
有し、以下の工程：
　ａ）前記被験体由来のサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｂ）において得られるサンプル値と対照値とを比較する工程；および
前記サンプル値が前記対照値より高い場合、
　ｄ）内分泌処置レジメンにより前記被験体を処置する工程
を含む、方法。
【請求項１０４】
　前記乳癌はＥＲ陰性またはＰＲ陰性である、請求項１０３に記載の方法。
【請求項１０５】
　前記乳癌はＥＲ陰性である、請求項１０４に記載の方法。
【請求項１０６】
　処置を必要とする哺乳動物被験体の処置の方法であって、ここで、前記被験体は乳癌を
有し、以下の工程：
　ａ）前記被験体由来のサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｃ）において得られるサンプル値と対照値とを比較し、それによって、前記被
験体のＨＭＧＣＲ状態を決定する工程；
　ｄ）前記被験体のＥＲ状態を得る工程；および
前記ＥＲ状態または前記ＨＭＧＣＲ状態が陽性である場合、
　ｅ１）内分泌処置レジメンにより前記被験体を処置する工程、または
前記ＥＲ状態および前記ＨＭＧＣＲ状態が陰性である場合、
　ｅ２）非内分泌処置レジメンにより前記被験体を処置する工程
を含む、方法。
【請求項１０７】
　ＥＲ状態は、工程ａ）のサンプルから得られる、請求項１０６に記載の方法。
【請求項１０８】
　前記内分泌処置は、ＳＥＲＭ処置、アロマターゼ阻害剤処置、およびステロイド性エス
トロゲン受容体アンタゴニスト処置から選択される、請求項１０３～１０７のいずれか一
項に記載の方法。
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【請求項１０９】
　前記内分泌処置はＳＥＲＭ処置であり、そして前記ＳＥＲＭは、トレミフェン、ラロキ
シフェン、ドロロキシフェン、アルゾキシフェンおよびタモキシフェンから選択される、
請求項１０３～１０８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１０】
　前記内分泌処置はタモキシフェン処置である、請求項１０３～１０９のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１１１】
　前記サンプルは体液サンプルである、請求項１０３～１１０のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１１２】
　体液は、血液、血漿、血清、脳脊髄液、尿および滲出物からなる群から選択される、請
求項１１１に記載の方法。
【請求項１１３】
　前記サンプルは細胞学的サンプルである、請求項１０３～１１０のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１１４】
　前記サンプルは糞便サンプルである、請求項１０３～１１０のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１１５】
　前記サンプルは、前記被験体由来の細胞を含む、請求項１０３～１１４のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１１６】
　前記サンプルは、前記被験体由来の腫瘍細胞を含む、請求項１０３～１１５のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１１７】
　前記サンプルは組織サンプルである、請求項１０３～１１０のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１１８】
　前記組織サンプルは乳癌組織サンプルである、請求項１１７に記載の方法。
【請求項１１９】
　工程ｂ）の評価は、前記サンプルの細胞の細胞質に限定される、請求項１１５～１１８
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２０】
　前記サンプルの細胞は腫瘍細胞である、請求項１１９に記載の方法。
【請求項１２１】
　前記被験体はヒト女性である、請求項１０３～１２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２２】
　前記被験体は閉経期前の女性である、請求項１０３～１２１のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１２３】
　前記乳癌はステージＩＩの乳癌である、請求項１０３～１２２のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１２４】
　前記乳癌はリンパ節転移陽性乳癌である、請求項１０３～１２３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１２５】
　前記対照値は、対照サンプル中のＨＭＧＣＲタンパク質の量に対応する値である、請求
項１０３～１２４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２６】
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　工程ｂ）の前記サンプル値は、前記サンプルにおいて検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質
が認められることに対応する１、または前記サンプルにおいて検出可能なＨＭＧＣＲタン
パク質が認められないことに対応する０のいずれかとして決定される、請求項１０３～１
２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２７】
　工程ｃ）の前記対照値は、検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質が認められない対照サンプ
ルに対応する、請求項１０３～１２６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２８】
　工程ｃ）の前記対照値は０である、請求項１０３～１２７のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１２９】
　前記対照値は、細胞質画分、細胞質強度、細胞質画分および細胞質強度の関数、核画分
、核強度ならびに核画分および核強度の関数からなる群から選択される、請求項１０３～
１２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３０】
　前記対照値は、細胞質画分、細胞質強度ならびに細胞質画分および細胞質強度の関数か
らなる群から選択される、請求項１０３～１２９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３１】
　前記対照値は、５０％以下のＨＭＧＣＲタンパク質陽性細胞の細胞質画分である、請求
項１０３～１３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３２】
　前記対照値は、２５％以下のＨＭＧＣＲタンパク質陽性細胞の細胞質画分である、請求
項１０３～１３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３３】
　前記対照値は、１０％以下のＨＭＧＣＲタンパク質陽性細胞の細胞質画分である、請求
項１０３～１３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３４】
　前記対照値は、ＨＭＧＣＲタンパク質発現の弱い細胞質強度以下である、請求項１０３
～１３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３５】
　前記対照値は、ＨＭＧＣＲタンパク質発現の細胞質強度が不在である、請求項１０３～
１３０および１３４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３６】
　前記対照値は、２５％以下のＨＭＧＣＲタンパク質の細胞質画分またはＨＭＧＣＲタン
パク質発現の弱い細胞質強度以下である、請求項１０３～１３０のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１３７】
　ＨＭＧＣＲタンパク質のアミノ酸配列は：
　ｉ）配列番号１；および
　ｉｉ）配列番号１に少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含む、請求項１０３～１３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３８】
　ＨＭＧＣＲタンパク質のアミノ酸配列は：
　ｉ）配列番号２；および
　ｉｉ）配列番号２に少なくとも８５％同一である配列
から選択される配列を含む、請求項１０３～１３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３９】
　工程ｂ）は：
　ｂ１）前記サンプルに、評価しようとするＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が
可能である定量可能な親和性リガンドを適用する工程であって、前記適用は、前記サンプ
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ルに存在する任意のＨＭＧＣＲタンパク質への前記親和性リガンドの結合を可能にする条
件下で実施される工程；
　ｂ２）非結合親和性リガンドを取り出す工程；および
　ｂ３）前記サンプルとの会合において残留する親和性リガンドを定量して、前記量を評
価する工程
を含む、請求項１０３～１３８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４０】
　前記定量可能な親和性リガンドは、抗体、そのフラグメントおよびその誘導体からなる
群から選択される、請求項１３９に記載の方法。
【請求項１４１】
　前記定量可能な親和性リガンドは、アミノ酸配列が配列番号１を含むタンパク質で動物
を免疫する工程を含むプロセスによって入手可能である、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１４２】
　前記定量可能な親和性リガンドは、アミノ酸配列がアミノ酸配列番号１からなるタンパ
ク質で動物を免疫する工程を含むプロセスによって入手可能である、請求項１４１に記載
の方法。
【請求項１４３】
　前記定量可能な親和性リガンドは、ブドウ球菌プロテインＡおよびそのドメイン、リポ
カリン、アンキリンリピートドメイン、セルロース結合ドメイン、γクリスタリン、緑色
蛍光タンパク質、ヒト細胞障害性Ｔリンパ球関連抗原４、プロテアーゼ阻害剤、ＰＤＺド
メイン、ペプチドアプタマー、スタフィロコッカルヌクレアーゼ、テンダミスタット、フ
ィブロネクチンＩＩＩ型ドメインおよびジンクフィンガーからなる群から選択される足場
から誘導されるタンパク質リガンドである、請求項１３９に記載の方法。
【請求項１４４】
　前記定量可能な親和性リガンドはオリゴヌクレオチド分子である、請求項１３９に記載
の方法。
【請求項１４５】
　前記定量可能な親和性リガンドは、アミノ酸配列が配列番号１または配列番号４の配列
からなるＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が可能である、請求項１３９～１４４
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４６】
　前記定量可能な親和性リガンドは、蛍光染料および金属、発色団染料、化学発光化合物
および生物発光タンパク質、酵素、放射性同位元素、粒子および量子ドットからなる群か
ら選択される標識を含む、請求項１３９～１４５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４７】
　前記定量可能な親和性リガンドは、前記定量可能な親和性リガンドを認識することが可
能な２次親和性リガンドを使用して、検出される、請求項１３９～１４６のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１４８】
　前記２次親和性リガンドは、蛍光染料および金属、発色団染料、化学発光化合物および
生物発光タンパク質、酵素、放射性同位元素、粒子および量子ドットからなる群から選択
される標識を含む前記定量可能な親和性リガンドを認識することが可能である、請求項１
４７に記載の方法。
【請求項１４９】
　処置を必要とする哺乳動物被験体の処置の方法であって、前記被験体は乳癌を有し、ス
タチンおよび内分泌処置製品の同時、個別または連続投与を含む、方法。
【請求項１５０】
　内分泌処置製品はＳＥＲＭである、請求項１４９に記載の方法。
【請求項１５１】
　内分泌処置製品はタモキシフェンである、請求項１４９または１５０に記載の方法。
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【請求項１５２】
　前記スタチンは、親油性／疎水性スタチンまたは疎水性スタチンである、請求項１４９
～１５１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５３】
　前記スタチンは、フルバスタチン、ロバスタチン、シンバスタチン、アトルバスタチン
およびセリバスタチンから選択される親油性／疎水性スタチンである、請求項１５２に記
載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、乳癌処置および処置予測の分野に関する。本開示はまた、そのような処置ま
たは処置予測において用いられ得る手段に関する。
【背景技術】
【０００２】
癌
　癌は、西洋における最も多い疾患および死亡の原因である。一般に、罹患率は、ほとん
どの形態の癌について、年齢と共に増加している。一般的健康状態の向上によりヒト集団
の寿命が続伸しているため、癌が影響を及ぼし得る個体数が増加している。最も多い癌タ
イプの原因はなお、大部分が不明であるが、環境因子（食事、喫煙、ＵＶ照射など）およ
び遺伝的因子（ｐ５３、ＡＰＣ、ＢＲＣＡ１、ＸＰなどのような「癌遺伝子」における生
殖細胞系列変異）と癌の発達の危険性との間の関連を提供する知識体系が増大している。
【０００３】
　癌は、本質的に細胞の疾患であり、そして正味の細胞増殖および秩序に反する（ａｎｔ
ｉ－ｓｏｃｉａｌ）挙動を伴う形質転換された細胞集団として定義されているという事実
にもかかわらず、細胞生物学的観点から見ると、癌の定義は、完全には満足できるもので
はない。悪性形質転換は、不可逆的な遺伝的変更に基づく悪性表現型への転移を表す。こ
のことは正式には証明されていないが、悪性形質転換は、１個の細胞から生じ、その細胞
を起源として、その後、腫瘍が発達する（「癌の形成」ドグマ）と考えられている。発癌
は、癌が発生するプロセスであり、究極的に悪性腫瘍の増殖をもたらす多数の事象を含む
ことが一般的に認められている。この多段階プロセスは、変異の付加およびおそらくはま
たエピジェネティックな事象のようないくつかの律速段階を含み、前癌増殖のステージ後
に癌の形成をもたらす。段階的変化は、細胞分裂、反秩序的な（ａｓｏｃｉａｌ）挙動お
よび細胞死を決定する生命の規則的経路におけるエラー（変異）の累積に関係する。これ
らの変化のそれぞれは、周囲の細胞と比較して、選択的なダーウィン（Ｄａｒｗｉｎｉａ
ｎ）増殖の利点を提供し得、腫瘍細胞集団の正味の増殖を生じる。悪性腫瘍は、必ずしも
形質転換された腫瘍細胞自体のみではなく、また、支持間質として作用する周囲の正常細
胞からもなる。この補充された癌間質は、結合組織、血管および他の様々な正常細胞、例
えば、形質転換された腫瘍細胞に、腫瘍増殖の継続に必要なシグナルを供給するために共
同で作用する炎症細胞からなる。
【０００４】
　最も多い癌の形態は、体細胞において生じ、そして主に、上皮、例えば、前立腺上皮、
乳腺上皮、結腸上皮、尿路上皮および皮膚上皮由来であり、その次に多い形態として、造
血系統を起源とする癌、例えば、白血病およびリンパ腫、神経外胚葉、例えば、悪性神経
膠腫、ならびに軟部組織腫瘍、例えば、肉腫が続く。
【０００５】
癌診断および予後
　腫瘍から採取した組織切片の顕微鏡的評価は、依然として、癌の診断を決定するための
絶対的基準のままである。例えば、顕微鏡的診断では、疑わしい腫瘍由来の生検材料を回
収し、そして顕微鏡下で調べる。確定診断を得るためには、腫瘍組織をホルマリン中で固
定し、組織学的に処理（ｈｉｓｔｏ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ）し、そしてパラフィン包埋す
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る。得られるパラフィンブロックから、組織切片を生成し、そして組織化学的、即ち、ヘ
マトキシリン－エオシン染色、および免疫組織化学的方法の両方を使用して、染色する。
次いで、外科的標本を、肉眼および顕微鏡分析を含む病理学的技術により評価する。この
分析は、しばしば、特異的診断、即ち、腫瘍タイプを分類し、そして腫瘍の悪性度を格付
けするための基礎を形成する。
【０００６】
　悪性腫瘍は、各癌タイプに特異的な分類スキームに従って、いくつかのステージに分類
することができる。固形腫瘍の最も一般的な分類システムは、腫瘍－リンパ節－転移（Ｔ
ＮＭ）分類である。Ｔの分類は、原発腫瘍の局所進展度、即ち、腫瘍がどれだけ広範に周
囲組織に浸潤し、そして増殖したかについて説明する一方、Ｎの分類およびＭの分類は、
腫瘍がどれだけ転移を発達させてきたかを説明しており、Ｎの分類は、腫瘍のリンパ節へ
の拡大を説明し、そしてＭの分類は、他の離れた器官における腫瘍の増殖について説明し
ている。初期のステージとして：Ｔ０～１、Ｎ０、Ｍ０が挙げられ、リンパ節転移陰性の
局在性の腫瘍を表す。より進行期のステージとして：より広範な増殖を伴う局在性の腫瘍
を表すＴ２～４、Ｎ０、Ｍ０が挙げられ、そしてリンパ節に転移した腫瘍を表すＴ１～４
、Ｎ１～３、Ｍ０が挙げられ、そして離れた器官において転移が検出された腫瘍を表すＴ
１～４、Ｎ１～３、Ｍ１が挙げられる。腫瘍の分類は、しばしば、外科的、放射線学的お
よび病理組織学的分析を含むいくつかの形態の検査に基づく。分類に加えて、ほとんどの
腫瘍タイプの悪性度のレベルを格付けするための分類システムも存在する。格付けシステ
ムは、腫瘍組織サンプルの形態学的評価に依存し、そして所与の腫瘍において見出される
顕微鏡的特徴に基づく。これらの格付けシステムは、腫瘍細胞の分化、増殖および異形の
程度に基づき得る。一般的に用いられる格付けシステムの例として、前立腺癌を格付けす
るＧｌｅａｓｏｎおよび乳癌を格付けするＮｏｔｔｉｎｇｈａｍ　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃ
ａｌ　Ｇｒａｄｅ（ＮＨＧ）が挙げられる。
【０００７】
　的確な分類および格付けは、正確な診断に極めて重要であり、そして予後を予測するた
めの道具を提供し得る。特定の腫瘍の診断および予後情報は、続いて、所与の癌患者の適
切な処置ストラテジーを決定する。組織切片の組織化学染色に加えて、腫瘍に関する更な
る情報を得るための一般に用いられる方法は、免疫組織化学染色である。ＩＨＣは、特異
的抗体を使用する組織および細胞におけるタンパク質発現パターンの検出を可能にする。
臨床診断においてＩＨＣを使用すると、組織化学的に染色した腫瘍組織切片から評価され
る組織構造および細胞形態学に関する情報に加えて、異なる細胞集団における免疫反応性
を検出することが可能になる。ＩＨＣは、原発腫瘍の分類および格付けを含む的確な診断
を支持すること、ならびに起源が不明な転移の診断に関係し得る。今日の臨床診療におい
て最も一般に使用される抗体として、細胞タイプ「特異的」タンパク質、例えば、ＰＳＡ
（前立腺）、ＭｅｌａｎＡ（メラノサイト）およびサイログロブリン（甲状腺）に対する
抗体、ならびに中間径フィラメント（上皮細胞、間葉細胞、グリア細胞）、白血球分化（
ＣＤ）抗原（造血（ｈｅｍａｔｏｐｏｅｔｉｃ）細胞、リンパ系（ｌｙｍｐｏｉｄ）細胞
の下位分類）および悪性能のマーカー、例えば、Ｋｉ６７（増殖）、ｐ５３（通例、変異
した腫瘍抑制因子遺伝子）およびＨＥＲ－２（増殖因子受容体）を認識する抗体が挙げら
れる。
【０００８】
　ＩＨＣの他に、遺伝子増幅を検出するためのインサイチュハイブリダイゼーションおよ
び変異分析の遺伝子配列決定の使用も、癌診断内の発展している技術である。加えて、転
写物、タンパク質または代謝物の網羅的分析もすべて、関連の情報を追加する。しかし、
これらの分析のほとんどはなお、基礎研究を想定しており、そして臨床医学における使用
のための評価および標準化は未だ行われていない。
【０００９】
乳癌
　乳癌は、世界中で２番目に多い形態の癌であり、そして女性の頻度のはるかに高い癌で
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ある。Ｐａｒｋｉｎらによって提示されたＧＬＯＢＯＣＡＭ２００２データベースのデー
タから、２００２年では１１５万人の新たな症例および同じ期間中に４１万人の死亡例が
示された（非特許文献１）。早期のステージにおいて検出される場合、先進国に住む患者
の予後は比較的良好であり、一般的な５年生存率は、後進国の５７％と比較して、７３％
である。発症率は緩徐に増加しており、そして先進国の女性の約９名中１名が、生涯に乳
癌に罹患すると考えられている。外因性ホルモンへの暴露を含む女性のステロイドホルモ
ンに関連するライフスタイルの変化は、乳癌の発達の危険性に影響を及ぼすが、これらの
要因は、病因のほんの一部を占めるに過ぎず、予防措置の利益は低いと考えられる。死亡
率の減少は、主に、マンモグラフィースクリーニングによる早期検出および現代のアジュ
バント全身処置の使用による。
【００１０】
乳癌の処置
　７０年代後半における導入以来、腫瘍の根治的切除術を良好な美容的結果と組み合わせ
ることができる乳房温存手術と術後放射線療法とを組み合わせた乳房温存療法が、女性の
第１選択処置になっている。乳房切除術はなお、いくらかの患者、即ち、乳房部が小さい
、腫瘍が大きい（＞４ｃｍ）または多病巣性／多中心性疾患を伴う女性において好適であ
る。
【００１１】
　腋窩リンパ節郭清は、主に、診断目的のために実施されており、そして少なくとも１０
個のリンパ節を取り出すことにより、９７～９８％の感度を伴う良好な分類指針が得られ
る（非特許文献２；非特許文献３）。しかし、原発性癌の処置における最小範囲手術への
次の段階は、高い合併症率を伴う腋窩リンパ節郭清の代わりに腋窩リンパ節のマッピング
によるセンチネルリンパ節生検技術の導入である。この技術は、乳腺から腋窩へのほとん
どのリンパドレナージが、はじめに１個（もしくは数個）のリンパ節（センチネルリンパ
節）を通過するという、このリンパ節の分析が、腋窩リンパ節の状態の十分な指標であり
得ることを裏付ける知識の結果として導入された（非特許文献４）。
【００１２】
　全身性疾患としての乳癌、即ち、診断時に微小転移の存在が散見され、これにより局所
領域療法後の処置の失敗を説明し得るという概念から、１９７０年代に、内分泌療法およ
び化学療法を含むアジュバントの無作為化治験への道が開かれた。アジュバント多剤併用
化学療法は、リンパ節の状態に関係なく、再発の危険性が高いホルモン受容体陰性患者に
対する標準的な処置である。全生存率および無再発生存率の両方に対する有益な効果が、
特に、閉経期前の患者において実証されている（非特許文献５）。ホルモン応答性疾患、
例えば、エストロゲン受容体（ＥＲ）および／またはプロゲステロン受容体（ＰＲ）陽性
疾患を伴う患者には、アジュバント多剤併用化学療法が、連続的な化学－内分泌療法とし
て内分泌療法との併用で行われている。また、アジュバント化学療法は、一般的に、無月
経を誘発し、細胞障害性に加えて、派生的な内分泌上の影響を及ぼす（非特許文献６）。
【００１３】
　内分泌療法は、年齢、ステージおよび閉経期状態に関係なく、ホルモン受容体陽性腫瘍
を有する患者に推奨されている。
【００１４】
　閉経期前のホルモン応答性の患者において、手術もしくは放射線照射による卵巣機能停
止、またはＬＨＲＨアゴニストによる卵巣機能抑制は、有効なアジュバント処置モダリテ
ィーである（非特許文献７）。閉経期後の患者では、エストロゲンの主な供給源は、卵巣
での合成からではなく、乳腺を含む末梢組織におけるアンドロステンジオンからエストロ
ンおよびエストラジオールへの変換からであるため、卵巣機能停止は有効ではない。
【００１５】
　タモキシフェンは、ＥＲに対してアゴニスト効果を有する選択的エストロゲン受容体モ
ジュレーター（ＳＥＲＭ）であるため、これは、閉経期前および閉経期後の女性の両方に
おける進行性乳癌に対する適切な処置である。研究により、最初の手術後のアジュバント
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処置としてタモキシフェンを５年間用いると、リンパ節の状態に関係なく、ＥＲ陽性（Ｅ
Ｒ＋）腫瘍を有する患者の乳癌による死亡率が減少することが示されている（非特許文献
８）。タモキシフェンは、循環器系疾患に対する保護効果を有する一方、子宮内膜のＥＲ
に対するアゴニスト効果により、子宮内膜癌を発達させる危険性が増加する（非特許文献
９）。
【００１６】
　アロマターゼ阻害剤（ＡＩ）は、アンドロゲンをエストロゲンに変換する酵素であるア
ロマターゼを阻害することによって、機能する。例えば、ＡＩは、閉経期後の女性に対す
るアジュバント処置として、単独かまたはタモキシフェン処置後のいずれかに投与するこ
とができ、そしてそれらは、死亡率を有意に減少することが示されているが、おそらく、
単独で投与するとなお減少するであろう（非特許文献１０；非特許文献１１；非特許文献
１２）。しかし、この療法は比較的新しく、そして長期の副作用については未だ十分には
知られていない（非特許文献１３）が、最も重要なのは、循環器系の合併症および骨粗鬆
症である。
【００１７】
　ＥＲを完全に遮断するフルベストラントのような新たに開発された純粋な抗エストロゲ
ンは、現在、進行性乳癌にのみ使用されており、アジュバントセッティングには使用され
ない（非特許文献１４）。
【００１８】
　アジュバント内分泌療法は、ホルモン受容体陰性乳癌では有効でないと考えられている
が、いくつかの研究では、いくつかのＥＲ陰性、即ち、ＥＲα陰性（ＥＲα－）の腫瘍が
、タモキシフェン処置に応答することが示されている（非特許文献１５）。
【００１９】
　ＨＥＲ２／ｎｅｕ遺伝子は、すべての乳癌の約２０％、および低分化性の乳癌の７０％
までにおいて過剰発現する（非特許文献１６、非特許文献１７）。ＨＥＲ２を過剰発現す
る腫瘍を有する患者は、モノクローナル抗体トラスツズマブによる処置から利益を得るこ
とができる。実験データは、ＨＥＲ２過剰発現と内分泌処置に対する耐性との間の関係を
裏付けている（非特許文献１８）が、臨床データの方は一貫していない（非特許文献１９
、非特許文献２０、非特許文献２１）。
【００２０】
乳癌の診断
　形態学的基準はなお、一般的に、乳癌の診断、上皮内（ｉｎ　ｓｉｔｕ）および浸潤性
の癌の両方の確定において重要であると考えられている。浸潤性乳癌のうち、浸潤性乳管
癌は、最も多い腫瘍タイプ（約８０％）であり、そして小葉癌は、２番目に多く存在する
（約１０～１５％）。管状癌および髄様癌は、より有病率が低い異なるタイプである（非
特許文献２２）。
【００２１】
乳癌の予後および処置予測因子
　髄様癌のような所定の亜型は、一般に、より好適な予後を有するため、腫瘍タイプの正
確な組織学的分類は、予後に関連する事柄である。それにもかかわらず、Ｎｏｔｔｉｎｇ
ｈａｍ　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｇｒａｄｅ（ＮＨＧ）システムを使用する組織学的
格付けの評価はなお、予後のツールである（非特許文献２３；非特許文献２４）。
【００２２】
　乳癌の大部分は、ホルモン受容体応答性であり、即ち、ＥＲおよび／またはＰＲを発現
する。エストロゲンの作用は、２つの受容体ＥＲαおよびＥＲβによって仲介される。Ｅ
ＲαおよびＰＲは、内分泌療法のための患者を選択するために、１つの基準「＞１０％の
核陽性（ｎｕｃｌｅａｒ　ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ）を有する腫瘍を陽性とみなす」に従っ
て日常的に評価される。ＥＲαは、今日、タモキシフェン応答の予測因子と考えられてい
る。しかし、ＰＲ陽性はなお、ＥＲαより強力なタモキシフェン応答の予測因子であり得
ることを示す研究がある。タモキシフェンかまたはアジュバント内分泌処置なしに無作為
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に振り分けられた閉経期前の患者の研究では、ＰＲの高発現（＞７５％核画分）は、ＥＲ
αの状態に関係なく、タモキシフェン処置患者の無再発生存率および全生存率の増加に有
意に関連することが示された。より低いＰＲレベル、＜７５％では、タモキシフェン処置
からポジティブな効果は観察されなかった（非特許文献２５）。Ｙｕらは、最近、アジュ
バント内分泌療法のＰＲの予測値について研究し、そしてＥＲα＋／ＰＲ＋腫瘍を有する
より高齢の患者（≧６０歳）は、タモキシフェンで処置した場合、アジュバント処置を行
わなかった患者より有意に長い無病生存期間を有することを見出した。より若年の患者（
＜６０歳）では、有意な効果は観察されなかった（非特許文献２６）。興味深いことに、
ＡＴＡＣ治験（アリミデックス、タモキシフェンまたは併用で処置した閉経期後の女性）
の報告では、タモキシフェンで処置した患者と比較して、６年間の追跡期間の間、ＥＲα
＋／ＰＲ－腫瘍を有するアナストロゾール処置患者では、再発率が半減したことが示され
た（非特許文献２７）。
【００２３】
　乳癌におけるＥＲβの役割については、未だ十分に明らかにされていないが、最近の研
究では、ＥＲβ－発現は、より良好なタモキシフェン応答に関連し得（非特許文献２８）
、特に、ＥＲα－腫瘍において関連し得る（非特許文献２９）ことが示唆されている。し
かし、ＥＲβを決定することは、今日、一般的に、臨床的関連性はないと考えられている
。
【００２４】
　今日の主な問題は、ＥＲα陽性（ＥＲα＋）患者の３０～４０％がタモキシフェン処置
に応答せず（非特許文献３０、非特許文献２９）、不必要な処置になることである。加え
て、一部のＥＲα－患者は、タモキシフェン処置に応答するが、その理由は、現在のとこ
ろ不明である。Ｇｒｕｖｂｅｒｇｅｒ－Ｓａａｌは、ＥＲβ発現が、ＥＲα－患者におけ
るタモキシフェン応答の陽性予測因子であることを示唆している（非特許文献２９）。
【００２５】
　ＨＥＲ２状態はまた、主に、ＩＨＣによって日常的に評価され、中等度の発現（２＋）
の場合、遺伝子増幅状態は、蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）分析
によって決定される。ＨＥＲ２陽性腫瘍を有する患者は、トラスツズマブによる処置から
利益を得ることができる。
【００２６】
　乳癌は、真正の異種疾患であり、そしてその性質についての理解が深まっているにもか
かわらず、利用可能な予後および処置予測マーカーについての蓄積はなお十分ではなく、
従って、不必要な処置を受けている患者もいる一方、他の患者は、不十分またはなお有効
ではない処置を受けている可能性がある。乳癌の異なるサブグループをより良好に定義し
、そして適合した療法の選択肢を増加させるために、さらなる分子マーカーが必要である
。
【００２７】
エンドポイント分析
　エンドポイント分析は、患者が所定の療法にどのように応答するかの情報を提供するた
め、これを使用して、癌に対するアジュバント処置による治験が評価される。エンドポイ
ント分析はまた、潜在的なバイオマーカーの研究に有用であり得る。
【００２８】
　全生存率（ＯＳ）は、標準的な主要エンドポイントと考えられている。ＯＳは、原因、
例えば、死亡が癌によるか否かに関係なく、死亡までの時間を考慮する。追跡不能例を削
除し、そして領域再発、遠位への転移、２次原発性乳癌、および他の２次原発性癌は無視
する。
【００２９】
　現在まで、多くのタイプの癌において利用可能な有効な処置の数が増加しており、アジ
ュバント処置の効果のより良好な評価を可能にするための代替エンドポイントの必要性が
生じた。それ故、アジュバント処置がＯＳを改善することを実証するのに必要なかなり長
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期の追跡に、しばしば、処置がどれだけ成功しているかをより早期に示す他の臨床エンド
ポイントが補足される。これらの観察のために、無再発生存率（ＲＦＳ）および乳癌－特
異的生存率（ＢＣＳＳ）を分析してもよい。ＲＦＳは、同じ癌に関連する任意の事象まで
の時間を含み、即ち、すべての癌再発および同じ癌による死亡が事象となる。遠位、局所
および領域転移ならびに乳癌特異的死亡が考慮される。これに対し、２次原発性の同じ癌
および他の原発性癌、ならびに対側乳癌は無視する。他の癌による死亡、癌に関連しない
死亡、処置に関連する死亡、および追跡不能例は、削除された観察である。乳癌特異的生
存率（ＢＣＳＳ）は、本来の腫瘍による乳癌によって引き起こされる死亡までの時間を含
む。類似性または差異は、異なる腫瘍生物学的挙動に反映し得るため、両方のエンドポイ
ントが関連する。局所での積極的な挙動に関連するバイオマーカーは、例えば、ＢＣＳＳ
よりもＲＦＳに対して影響を及ぼし得る一方、遠位への転移の発達に関連するバイオマー
カーは、ＲＦＳおよびＢＣＳＳの両方に反映され得る。
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【００３１】
説明
　本開示のいくつかの態様の目的は、処置予測、特に、乳癌を有する哺乳動物被験体に関
する乳癌処置予測に有用な手段、方法および／または使用を提供することである。
【００３２】
　本開示のいくつかの態様の目的は、そのような被験体の処置に有用な手段、方法および
／または使用を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００３３】
　それ故、本発明の第１の態様の第１の構成として、以下の工程を含む、乳癌を有する哺
乳動物被験体が、内分泌処置から利益を得る可能性があるかどうかを決定するための方法
が提供される：
　ａ）前記被験体からより早期に得られるサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｂ）において得られるサンプル値と対照値とを比較する工程；および
前記サンプル値が前記対照値より高い場合、
　ｄ）被験体は、内分泌処置から利益を得る可能性があると結論付ける工程。
【００３４】
　本開示の方法の工程ｂ）に関して、ＨＭＧＣＲタンパク質の量が増加すると、典型的に
、サンプル値も増加し、その逆は生じない。しかし、いくつかの実施形態では、評価され
た量は、予め決定した数の個別のサンプル値のいずれかに対応し得る。そのような実施形
態では、第１の量および第２の増加した量は、同じサンプル値に対応し得る。いずれにせ
よ、本開示に関して、ＨＭＧＣＲタンパク質の量が増加しても、サンプル値は減少しない
。
【００３５】
　しかし、好ましくはないが、同様に、工程ｃ）とｄ）との間の定量化が「サンプル値が
対照値より低い場合」に行われる場合、評価される量は、サンプル値に反比例するかもし
れない（上記の方法を参照のこと）。これは、本開示の他の方法の態様、構成および実施
形態に準用する。
【００３６】
　本開示に関して、「内分泌処置から利益を得る可能性がある」は、内分泌処置を経験し
ない場合より、内分泌処置を経験する場合により高い確率の生存率または回復率を有する
ことを指す。これに関して、「回復率」は、乳癌状態から乳癌を有さない状態に復帰する
ことを指す。「生存率」は、無再発生存率であってもまたは乳癌特異的生存率であっても
よい。さらに、「回復率」は、無再発回復率であってもよい。また、「より高い確率」は
、５年間、１０年間または１５年間における少なくとも５％、例えば、少なくとも１０％
の確率上の利益であり得る。
【００３７】
　本開示のこの第１の態様は、乳癌を有する被験体から得られるサンプルにおけるＨＭＧ
ＣＲタンパク質の発現が、被験体における内分泌処置に対する応答の指標としての役割を
果たし得るというこれまでに認識されていない事実に基づく。より詳細には、本発明者ら
は、乳癌を患っている患者において、一方ではＨＭＧＣＲタンパク質の値と他方では内分
泌処置後の生存率との間の相関を見出した。典型的に、高いＨＭＧＣＲタンパク質値は、
本明細書において、内分泌処置に対する応答性と相関することが示されている。乳癌処置
の指標としてＨＭＧＣＲタンパク質発現に基づく本開示は、多くの利益を提供する。第１
に、それは、患者が内分泌処置に応答する可能性がある稼動を予測するためのさらなる、
または別のツールを提供する。第２に、それは、より以前の考えとは対照的に内分泌処置
から利益を得るホルモン受容体陰性患者のサブグループを同定する。結果的に、本開示は
、これまで十分に処置されなかったグループの的確な処置を提供することができる。第３
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に、本開示は、一般的に、内分泌処置から利益を得られない乳癌患者のサブグループを同
定する。
【００３８】
　従来、ホルモン受容体陰性乳癌、特に、ＥＲ－乳癌を有する被験体には、全身内分泌処
置が行われなかった。しかし、本開示において示すように、ホルモン受容体陰性、例えば
、ＥＲ－またはＰＲ－、ＥＲ－、ＰＲ－、またはＥＲ－およびＰＲ－、高いＨＭＧＣＲ値
を有する乳癌を有する被験体のサブグループにおける生存率は、内分泌処置によって改善
された。結果的に、本発明者らは、内分泌処置で処置することができる被験体の新たなサ
ブグループを同定した。従って、本開示の様々な態様は、ホルモン受容体陰性癌を有する
被験体に特に関連し得る。
【００３９】
　第１の態様の第２の構成として、以下の工程を含む、乳癌を有する哺乳動物被験体が内
分泌処置を経験すべきかどうかを決定するための方法が提供される：
　ａ）前記被験体からより早期に得られるサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｂ）において得られるサンプル値と対照値とを比較する工程；および
前記サンプル値が前記対照値より高い場合、
　ｄ）被験体は、内分泌処置を経験すべきであると結論付ける工程。
【００４０】
　本発明の第１の態様の第３の構成として、以下を含む、乳癌を有する哺乳動物被験体の
ための非処置ストラテジー方法が提供される：
　ａ）前記被験体からより早期に得られるサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｂ）において得られるサンプル値と対照値とを比較する工程；および
前記サンプル値が前記対照値以下である場合、
　ｄ）内分泌処置による前記被験体の処置を中断する工程。
【００４１】
　例えば、工程ｄ）の中断は、工程ａ）～ｃ）の終了から少なくとも１週間、例えば、工
程ａ）～ｃ）の終了から少なくとも１箇月間、例えば、工程ａ）～ｃ）の終了から少なく
とも３箇月間、例えば、工程ａ）～ｃ）の終了から少なくとも６箇月間、例えば、工程ａ
）～ｃ）の終了から少なくとも１年間、例えば、工程ａ）～ｃ）の終了から少なくとも２
年間の間の中断であり得る。
【００４２】
　あるいは、工程ｄ）の中断は、方法が実施される次の時点までか、または乳癌腫瘍の再
発までの中断であってもよい。
【００４３】
　第１の態様の構成１～３の実施形態では、乳癌は、ホルモン受容体陰性乳癌、例えば、
ＥＲ－もしくはＰＲ－乳癌、ＥＲ－乳癌、ＰＲ－乳癌、またはＥＲ－およびＰＲ－乳癌で
あってもよい。例えば、乳癌は、ホルモン受容体陰性として先に診断されていてもよい。
【００４４】
　一般に、ホルモン受容体の状態、例えば、ＥＲ状態またはＰＲ状態は、当業者に公知の
任意の方法に従って評価してもよく、そして当業者は、患者のＥＲおよび／またはＰＲ状
態を得る仕方について知っている。例えば、そのような情報は、市販のＥＲ／ＰＲ　ｐｈ
ａｒｍＤＸキット（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）を使用する試験の結果から得ること
ができる。もう１つの例として、Ａｌｌｒｅｄら（Allred et al. (1998） Mod Pathol 1
1(2）, 155）によって開示された方法を使用して、全スコア（Ａｌｌｒｅｄスコア）を得
てもよく、そしてＥＲおよびＰＲの両方について、２より高いＡｌｌｒｅｄスコアは陽性
とみなされ、そして２以下のＡｌｌｒｅｄスコアは陰性とみなされる。あるいは、ＥＲま
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たはＰＲについて、サンプルを陽性もしくは陰性であると分類する場合、当該分野内にお
いて認識された限界値である１０％陽性細胞のカットオフを使用してもよい。
【００４５】
　当業者は、患者のＥＲおよび／またはＰＲ状態を得る仕方について知っている。例えば
、そのような情報は、市販のＥＲ／ＰＲ　ｐｈａｒｍＤＸキット（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａ
ｔｉｏｎ）を使用する試験の結果から得ることができる。もう１つの例として、Ａｌｌｒ
ｅｄら（Allred et al. (1998） Mod Pathol 11(2）, 155）によって開示された方法を使
用して、全スコア（Ａｌｌｒｅｄスコア）を得てもよく、そしてＥＲおよびＰＲの両方で
は、２より高いＡｌｌｒｅｄスコアは陽性とみなされ、そして２以下のＡｌｌｒｅｄスコ
アは陰性とみなされる。あるいは、ＥＲまたはＰＲについて、サンプルを陽性もしくは陰
性であると分類する場合、当該分野内において認識された限界値である１０％陽性細胞の
カットオフを使用してもよい。
【００４６】
　他で述べない限り、本開示では、「ＥＲ」は「ＥＲα」を指す。
【００４７】
　それ故、本発明の第１の態様の第４の構成として、以下の工程を含む、乳癌を有する哺
乳動物被験体が、内分泌処置から利益を得る可能性があるかどうかを決定するための方法
が提供される：
　ａ）前記被験体からより早期に得られるサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｃ）において得られるサンプル値と対照値とを比較し、それによって、前記被
験体のＨＭＧＣＲ状態を決定する工程；
　ｄ）前記被験体のＥＲ状態を得る工程；および
前記ＥＲ状態または前記ＨＭＧＣＲ状態が陽性である場合、
　ｅ１）被験体は、内分泌処置から利益を得る可能性があると結論付ける工程、あるいは
前記ＥＲ状態および前記ＨＭＧＣＲ状態が陰性である場合、
　ｅ２）被験体は、内分泌処置から利益を得る可能性がないと結論付ける工程。
【００４８】
　しかし、同じ概念に密接に関連および包含されるｅ１）およびｅ２）は、２つの別の結
論への選択肢を提供する。従って、第１の態様の第４の構成の方法は、乳癌を有する被験
体は、内分泌処置から利益を得る可能性があるかどうかという問題、または乳癌を有する
被験体は内分泌処置から利益を得る可能性がないかどうかという問題に回答し得る。それ
故、第１の態様の第４の構成の方法は、適合条件（語句「～である場合」の部分）を随伴
する工程ｅ１）、および適合条件（語句「～である場合」の部分）を随伴する工程ｅ２）
の両方を含んでもよいが、必ずしも含む必要はない。
【００４９】
　例えば、工程ｃ）では、ＨＭＧＣＲ状態は、サンプル値が対照値より高い場合、陽性と
みなされ得、そして対照値が対照値以下である場合、陰性とみなされ得る。
【００５０】
　被験体由来の単一のサンプルは、例えば、免疫組織化学によって、ＥＲ状態およびＨＭ
ＧＣＲ状態の両方を提供し得る。それ故、本開示の方法態様の実施形態では、ＥＲ状態は
、工程ａ）のサンプルから得ることができる。また、ＥＲ状態は、工程ａ）のサンプルを
入手した組織材料からも得ることができる。結果的に、被験体からの生検の必要数または
生物学的材料の量は、低く維持することができる。
【００５１】
　本開示の第１の態様の第５の構成として、以下の工程を含む、乳癌を有する哺乳動物被
験体から早期に得られるサンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量
に対応するサンプル値が、内分泌処置を被験体に適応する決定に好適かどうかを決定する
ための方法が提供される：
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　ａ）被験体からより早期に得られるサンプルを提供する工程；
　ｂ）サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そして
量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｂ）において得られるサンプル値と対照値とを比較する工程；および
サンプル値が対照値より高い場合、
　ｄ１）サンプル値が、内分泌処置で被験体を処置する決定に好適であると結論付ける工
程、および／または
サンプル値が対照値以下である場合、
　ｄ２）サンプル値が、内分泌処置による被験体の処置を中断する決定に好適であると結
論付ける工程。
【００５２】
　しかし、同じ概念に密接に関連および包含される第１の態様の第５の構成のｄ１）およ
びｄ２）は、２つの別の結論への選択肢を提供する。従って、方法は、サンプル値が、内
分泌処置による被験体の処置を中断する決定に好適であるかどうかという問題、またはサ
ンプル値が、内分泌処置で被験体を処置する決定に好適であるかどうかという問題に回答
し得る。それ故、第１の態様の第５の構成の方法は、適合条件（語句「～である場合」の
部分）を随伴する工程ｄ１）、および適合条件（語句「～である場合」の部分）を随伴す
る工程ｄ２）の両方を含んでもよいが、必ずしも含む必要はない。
【００５３】
　乳癌を有する患者に適切な処置ストラテジーを決定する場合、処置を担当する医師は、
免疫組織化学的評価の結果、患者の年齢、ホルモン受容体の状態、全身状態、既往歴、例
えば、乳癌の既往歴および遺伝形質、例えば、被験体の家族に乳癌の既往歴が認められる
かどうかのようないくつかのパラメータを考慮することができる。そのような決定におい
て指針とするために、医師は、第１の態様に従って、ＨＭＧＣＲタンパク質試験を実施す
るか、またはＨＭＧＣＲタンパク質試験の実施を指令することができる。そのような場合
、第１の態様の第５の構成に従う方法が、特に関連し得る。
【００５４】
　また、医師は、検査員のような他の者に指示して、工程ａ）～ｃ）のような本開示に従
う方法の一部を実施させ、そして工程ｄ）またはｅ）のような残りの部分を、自身で実施
することができる。
【００５５】
　第１の態様の第６の構成として、乳癌を有する哺乳動物被験体に関する内分泌処置予測
を決定するための方法が提供される：
　ａ）被験体由来のサンプルを提供する工程；
　ｂ）サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そして
評価される量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｂ）のサンプル値を、被験体の内分泌処置予測に相関させる工程。
【００５６】
　上記の方法の実施形態では、サンプルは、早期に得られるサンプルであってもよい。
【００５７】
　工程ｃ）の相関させる工程は、処置予測を確立するように、生存率のデータを、得られ
たサンプル値に関連付ける任意の方法を指す。
【００５８】
　高いＨＭＧＣＲタンパク質発現と内分泌処置に対する応答との間の同定された相関もま
た、被験体の処置の特定のレジメンの適応の基礎を形成し得る。それ故、本開示の第２の
態様の第１の構成では、以下の工程を含む、処置を必要とする哺乳動物被験体の処置の方
法が提供され、ここで、前記被験体は乳癌，を有する：
　ａ）前記被験体由来のサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
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　ｃ）工程ｂ）において得られるサンプル値と対照値とを比較する工程；および
前記サンプル値が前記対照値より高い場合、
　ｄ）内分泌処置レジメンにより前記被験体を処置する工程。
【００５９】
　第２の態様の第１の構成の実施形態では、乳癌は、ホルモン受容体陰性乳癌、例えば、
ＥＲ－もしくはＰＲ－乳癌、ＥＲ－乳癌、ＰＲ－乳癌、またはＥＲ－およびＰＲ－乳癌で
あってもよい。例えば、乳癌は、ホルモン受容体陰性として先に診断されていてもよい。
【００６０】
　第２の態様の第２の構成として、以下の工程を含む、処置を必要とする哺乳動物被験体
の処置の方法が提供され、ここで、前記被験体は乳癌を有する：
　ａ）前記被験体由来のサンプルを提供する工程；
　ｂ）前記サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタンパク質の量を評価し、そ
して前記量に対応するサンプル値を決定する工程；
　ｃ）工程ｃ）において得られるサンプル値と対照値とを比較し、それによって、前記被
験体のＨＭＧＣＲ状態を決定する工程；
　ｄ）前記被験体のＥＲ状態を得る工程；および
前記ＥＲ状態または前記ＨＭＧＣＲ状態が陽性である場合、
　ｅ１）内分泌処置レジメンにより前記被験体を処置する工程、または
前記ＥＲ状態および前記ＨＭＧＣＲ状態が陰性である場合、
　ｅ２）非内分泌処置レジメンにより前記被験体を処置する工程。
【００６１】
　しかし、同じ概念に密接に関連および包含される第２の態様の第２の構成のｅ１）およ
びｅ２）は、２つの別の結論への選択肢を提供する。従って、方法は、内分泌処置レジメ
ンに関係してもよく、または非内分泌処置レジメンに関連してもよい。それ故、第２の態
様の第２の構成の方法は、適合条件（語句「～である場合」の部分）を随伴する工程ｅ１
）、および適合条件（語句「～である場合」の部分）を随伴する工程ｅ２）の両方を含ん
でもよいが、必ずしも含む必要はない。
【００６２】
　一般的に、本開示の処置態様の方法に関して、被験体の処置を担当する医師は、自身で
工程ａ）～ｃ）を実施してもよく、または検査員のような他の者に指示してもよい。
【００６３】
　本開示に関して、「内分泌処置」は、抗エストロゲン効果を伴う全身処置を指す。さら
に、「抗エストロゲン効果」は、エストロゲン産生の抑制または身体におけるエストロゲ
ン効果の阻害を指す。当該分野において、内分泌処置は、時々、抗ホルモン処置と称され
る。
【００６４】
　本開示の「内分泌処置」は、選択的エストロゲン受容体モジュレーター（ＳＥＲＭ）処
置、アロマターゼ阻害剤処置、およびステロイド性エストロゲン受容体アンタゴニスト処
置からなる群から選択することができる。ＳＥＲＭ処置は、例えば、トレミフェン、ラロ
キシフェン、ドロロキシフェン、アルゾキシフェンおよびタモキシフェン処置から選択さ
れる処置であってもよい。アロマターゼ阻害剤処置は、例えば、アナストロゾール、レト
ロゾールおよびエキセメスタン処置から選択することができる。さらに、ステロイド性エ
ストロゲン受容体アンタゴニスト処置は、フルベストラントによる処置であってもよい。
【００６５】
　ＳＥＲＭは、標的組織に依存して、アゴニスト効果またはアンタゴニスト効果のいずれ
を有してもよい。例えば、ＳＥＲＭは、乳腺においてアンタゴニストとしておよび子宮に
おいてアゴニストとして作用することができる。
【００６６】
　本開示の実施例のセクションでは、ＳＥＲＭタモキシフェンによる処置の様々な結果を
提示する。結果は、ＨＭＧＣＲタンパク質発現のレベルが、被験体がタモキシフェン処置
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に応答性であるかどうかを予測することに関連することを示す。それ故、本開示の好適な
実施形態では、内分泌処置は、タモキシフェン処置である。
【００６７】
　例えば、本開示の「非内分泌処置」は、化学療法、放射線療法およびそれらの組み合わ
せから選択することができる。化学療法は、ＣＭＦ（シクロホスファミド、メトトレキサ
ート、５－フルオロウラシル）ＦＥＣ（フルオロウラシル、エピルビシン、シクロホスフ
ァミド）および／またはタキサン系薬剤による処置のような１剤もしくは多剤併用化学療
法を含み得る。また、乳癌がＨＥＲ２陽性（ＨＥＲ２＋）である場合、非内分泌処置は、
抗ＨＥＲ２抗体、例えば、トラスツズマブによる処置のような抗ＨＥＲ２処置であっても
よい。
【００６８】
　本開示に関して、「乳癌を有する哺乳動物被験体」は、原発性もしくは続発性乳腫瘍を
有する哺乳動物被験体、あるいは乳腺からそのような腫瘍が取り出されている哺乳動物被
験体を指し、ここで、腫瘍の取り出しは、任意のタイプの手術または治療によって腫瘍を
死滅もしくは取り出すことを指す。後者の場合、腫瘍は、例えば、１年未満前に取り出さ
れていてもよい。例えば、手術によって乳腫瘍が取り出され、そして補助療法を受けよう
としている被験体は、本開示では、「乳癌を有する」とみなされる。「乳腫瘍」は、非浸
潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）を含む。本開示の方法および使用態様では、「乳癌を有する哺乳
動物被験体」はまた、哺乳動物被験体が、使用または方法の実施時に乳癌を有することが
疑われており、そして後に乳癌診断が確定される場合を含む。
【００６９】
　本開示の方法態様に関して、「早期に得られる」は、方法が実施される前に得られるこ
とを指す。結果的に、被験体から早期に得られるサンプルが、ある方法で提供される場合
、この方法は、サンプルを被験体から得る工程を必要としない、即ち、サンプルは、この
方法とは個別の工程で被験体から予め得られた。
【００７０】
　従って、本開示のすべての方法および使用は、他で述べない限り、全体的にインビトロ
で実施することができる。
【００７１】
　上記の態様の方法の工程ｂ）は、サンプルの少なくとも一部に存在するＨＭＧＣＲタン
パク質の量を評価する工程、および量に対応するサンプル値を決定する工程を必要とする
。「サンプルの少なくとも一部」は、処置予測を確立するか、または適切な処置に関する
結論を導き出すためのサンプルの１つもしくは複数の関連する部分を指す。当業者は、方
法を実施する場合に存在する状況下で関連する１つもしくは複数の部分について理解して
いる。例えば、サンプルが腫瘍および非腫瘍細胞を含む場合、当業者は、サンプルの腫瘍
細胞のみ、および腫瘍細胞の細胞質のみを考慮すればよい。
【００７２】
　さらに、工程ｂ）では、量を評価し、そして量に対応するサンプル値を決定する。結果
的に、サンプル値を得るために、ＨＭＧＣＲタンパク質の量の正確な測定値は必要ではな
い。例えば、ＨＭＧＣＲタンパク質の量は、染色された組織サンプルの目視検査によって
評価してもよく、次いで、サンプル値は、評価された量に基づいて、例えば、高いまたは
低いに分類してもよい。当業者は、そのような評価および決定を実施するための仕方を理
解している。
【００７３】
　なおさらに、本開示に関して、「対照値」は、処置予測に関して、決定を行うこと、ま
たは結論を導き出すことに関連する予め決定された値を指す。
【００７４】
　本開示のデータは、ヒト女性のグループに基づく。それ故、本開示の実施形態では、「
哺乳動物被験体」は、ヒトであってもよい。また、本開示の実施形態では、「哺乳動物被
験体」は、閉経期前または閉経期後の女性のような女性であってもよい。内分泌処置は、
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閉経期前および閉経期後の両方の被験体に行われる。閉経期前の女性の方が、一般的に、
タモキシフェン処置に対してより応答性であると考えられる。それ故、いくつかの実施形
態、特に、タモキシフェンが内分泌処置として選択される実施形態では、閉経期前のヒト
女性被験体は、特に関連するグループであり得る。
【００７５】
　本開示の診断または処置される腫瘍は、いずれのステージであってもよい。しかし、実
施例のセクション４に記載のような研究をされた被験体は、ステージＩＩの浸潤性乳癌を
有した。ステージＩＩは、ＴＮＭ分類に従うｐＴ２　Ｎ０　Ｍ０またはｐＴ１～２　Ｎ１
　Ｍ０を指す。それ故、本開示の実施形態では、「乳癌」は、ステージＩＩ乳癌であって
もよい。
【００７６】
　また、本開示の実施形態では、「乳癌」は、リンパ節転移陰性乳癌であってもよく、ま
たはリンパ節転移陽性乳癌であってもよい（例えば、図４を参照のこと）。「リンパ節転
移陰性癌」および「リンパ節転移陽性癌」は、それぞれ、リンパ節に拡大したおよび拡大
しなかった癌を指す。
【００７７】
　図４～７および９に見られるように、ＨＭＧＣＲタンパク質発現の処置予測の役割は、
リンパ節転移陽性乳癌において特に顕著である。それ故、本開示の実施形態では、乳癌は
、リンパ節転移陽性であってもよい。
【００７８】
　上記の態様の方法の実施形態では、サンプルは、血液、血漿、血清、脳脊髄液、リンパ
、尿または滲出物のサンプルのような体液サンプルであってもよい。好ましくは、体液サ
ンプルは、血液、血漿、血清またはリンパのサンプルである。あるいは、サンプルは、細
胞学的サンプルであってもよく、または糞便サンプルであってもよい。
【００７９】
　ＨＭＧＣＲタンパク質発現のレベルは、好ましくは、細胞内で測定することができる。
それ故、体液、細胞学的または糞便サンプルは、例えば、腫瘍細胞のような細胞を含み得
る。
【００８０】
　上記の態様の方法のさらなる実施形態では、サンプルは、腫瘍組織サンプルのような組
織サンプルであってもよい。例として、組織サンプルは、上皮内（ｉｎ　ｓｉｔｕ）もし
くは浸潤性癌のような原発性乳腺腫瘍から誘導してもよく、または続発性腫瘍（転移）か
ら誘導してもよい。組織サンプルは、免疫組織化学によって、ＨＭＧＣＲタンパク質の発
現分析を容易にする。
【００８１】
　本発明者らは、関連するＨＭＧＣＲタンパク質発現は、主に細胞質内においてであるこ
とを見出した。それ故、本開示の方法の実施形態では、工程ｂ）の評価を、サンプルの腫
瘍細胞のような細胞の細胞質に限定することができる。評価を細胞質に限定する場合、細
胞質のＨＭＧＣＲタンパク質発現のような特徴のみが、評価において考慮される。そのよ
うな評価は、例えば、免疫組織化学染色によって補助され得る。
【００８２】
　本発明者らは、乳癌を患い、そして本質的にＨＭＧＣＲタンパク質発現が認められない
被験体は、一般的に、内分泌処置後の生存率が不良であることを見出した（実施例、セク
ション４および図面を参照のこと）。結果的に、被験体が「ＨＭＧＣＲ高」であるかまた
は「ＨＭＧＣＲ低」であるかを決定する「カットオフ値」は０であり得る。
【００８３】
　それ故、本開示の方法の実施形態では、工程ｂ）のサンプル値は、サンプルにおいて検
出可能なＨＭＧＣＲタンパク質が認められることに対応する１、またはサンプルにおいて
検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質が認められないことに対応する０のいずれかであり得る
。結果的に、そのような実施形態では、サンプルの評価はデジタルである：ＨＭＧＣＲタ
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ンパク質は、存在するかまたは存在しないかのいずれかとみなされる。本開示に関して、
「検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質が認められない」は、通常の操作状況中に上記の態様
のいずれか１つに従って方法を操作する人または装置によって検出可能ではないほどに少
ないＨＭＧＣＲタンパク質の量を指す。「通常の操作状況」とは、当業者が本発明を実施
するのに適切であることを見出す検査方法および技術を指す。
【００８４】
　従って、本開示の方法の実施形態では、工程ｃ）の対照値は、０であってもよい。そし
て本開示の方法のさらなる実施形態では、当然、工程ｃ）の対照値は、検出可能なＨＭＧ
ＣＲタンパク質が認められない対照サンプルに対応し得ることになる（以下を参照のこと
）。
【００８５】
　対照値より高いＨＭＧＣＲタンパク質のサンプル値、またはそのようなサンプル値が得
られる被験体を、時々、本明細書において「ＨＭＧＣＲタンパク質高」と称する。さらに
、対照値未満のＨＭＧＣＲタンパク質のサンプル値、またはそのようなサンプル値が得ら
れる被験体を、時々、本明細書において「ＨＭＧＣＲタンパク質低」と称する。
【００８６】
　本開示に関して、用語「サンプル値」および「対照値」は、広範に解釈すべきである。
これらの値を得るためのＨＭＧＣＲタンパク質の定量化は、自動化手段を介するか、サン
プルの目視もしくは顕微鏡検査に基づく評価システムを介するか、またはそれらの組み合
わせを介して行うことができる。しかしまた、組織病理学の当業者のような熟練者は、例
えば、ＨＭＧＣＲタンパク質発現に対して染色されている組織スライドの検査だけで、サ
ンプルおよび対照値を決定することが可能である。それ故、対照値より高いサンプル値の
決定は、目視または顕微鏡検査時に、サンプル組織スライドが、より濃染され、および／
または対照組織スライドの場合より大きな画分の染色細胞を示すという決定に対応し得る
。サンプル値はまた、文字で記載された対照値のような文字の対照、または対照図面によ
って示された対照値と比較してもよい。結果的に、サンプルおよび／または対照値は、場
合によっては、検査および比較時に当業者が決定する心証に基づく値であり得る。
【００８７】
　例えば、当業者は、サンプルをＨＭＧＣＲタンパク質高または低であるとして分類して
もよく、ここで、サンプルが、先に検査した対照サンプルより多くのＨＭＧＣＲタンパク
質を含有する場合、サンプルは高いに分類され、そしてサンプルが対照サンプル以下であ
る場合、低いに分類される。そのような評価は、サンプル、および必要であれば、対照サ
ンプルを、例えば、ＨＭＧＣＲタンパク質に選択的な抗体を含む染色溶液で染色すること
によって、補助され得る。
【００８８】
　被験体由来のサンプル値との比較として使用するための乳癌被験体に関する処置の決定
を行うために関連することが見出されている対照値は、様々な方法で提供することができ
る。当業者は、本開示の教示内容の知識を用いて、過度の負担を伴うことなく、本開示の
方法を実施するための関連する対照値を提供することができる。
【００８９】
　上記の態様の方法を実施するものは、例えば、対照値を所望の情報に適応させてもよい
。例えば、対照値を適応させて、最も有意な処置予測情報、例えば、ＨＭＧＣＲタンパク
質高生存率曲線とＨＭＧＣＲタンパク質低生存率曲線との間の最も大きな隔たりを得るこ
とができる（例えば、図１を参照のこと）。大きな隔たりを生じる対照値の例は、細胞質
強度の不在である。
【００９０】
　上記の態様の方法の実施形態では、対照値は、方法の被験体の健康な乳腺組織、または
間質組織のような健康な組織におけるＨＭＧＣＲタンパク質発現の量に対応し得る。もう
１つの例として、対照値は、もう１つの同等の被験体由来の正常組織の標準的なサンプル
において測定されるＨＭＧＣＲタンパク質発現の量によって提供され得る。もう１つの例
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として、対照値は、腫瘍組織、例えば、乳癌組織の対照サンプルのような腫瘍細胞を含む
対照サンプルにおいて測定されるＨＭＧＣＲタンパク質発現の量によって提供され得る。
対照サンプルのタンパク質発現の量は、好ましくは、予め確立され得る。結果的に、対照
値は、予め決定された量のＨＭＧＣＲタンパク質を発現する細胞を含む対照サンプルにお
いて測定されるＨＭＧＣＲタンパク質の量によって提供され得る。
【００９１】
　さらに、対照値は、例えば、予め決定されたか、または制御された量のＨＭＧＣＲタン
パク質を発現する癌細胞系統のような細胞系統を含む対照サンプルにおいて測定されるＨ
ＭＧＣＲタンパク質発現の量によって提供され得る。当業者は、例えば、Rhodes et al. 
(2006) The biomedical scientist, p 515-520の開示内容を指針として、そのような細胞
系統を提供する仕方について理解している。
【００９２】
　結果的に、本開示の方法の実施形態では、対照値は、対照サンプルにおけるＨＭＧＣＲ
タンパク質発現の量に対応する予め決定された値であってもよい。
【００９３】
　しかし、さらに以下において考察されるように、対照サンプル中のＨＭＧＣＲタンパク
質の量は、必ずしも対照値に直接対応する必要はない。対照サンプルはまた、様々な対照
値を評価する方法を実施する者を補助するＨＭＧＣＲタンパク質の量を提供し得る。例え
ば、対照サンプルは、「陽性」対照値および／または「陰性」対照値を提供することによ
って、対照値の心的イメージを作成するのに役立ち得る。
【００９４】
　被験体からより早期に得られるサンプルまたは対照サンプルのようなサンプルにおける
ＨＭＧＣＲタンパク質発現の定量化のための１つの別法は、所定のレベルを超えるＨＭＧ
ＣＲタンパク質発現を示すサンプルにおける細胞の画分の決定である。画分は、例えば、
次のものであり得る：細胞全体のＨＭＧＣＲタンパク質発現を考慮する「細胞画分」；細
胞の細胞質のみのＨＭＧＣＲタンパク質発現を考慮する「細胞質画分」；または核のみの
ＨＭＧＣＲタンパク質発現を考慮する「核画分」。細胞質画分は、例えば、関連する細胞
集団の＜２％、２～２５％、＞２５～７５％または＞７５％の免疫反応性細胞として分類
することができる。「細胞質画分」は、細胞質において陽性染色を示すサンプル中の関連
する細胞の百分率に対応し、ここで、細胞質における中等度のまたは明瞭かつ強力な免疫
反応性は陽性とみなされ、そして細胞質における認められないまたは軽度の免疫反応性は
陰性とみなされる。病理学の当業者は、方法を実施する場合に存在する条件下でどの細胞
が関連するかを理解しており、そして当業者の一般的知識および本開示の教示内容に基づ
く細胞質画分を決定することができる。関連する細胞は、例えば、腫瘍細胞であってもよ
い。さらに、当業者は、「細胞画分」または「核画分」を用いて対応する測定を実施する
仕方について理解している。
【００９５】
　被験体からより早期に得られるサンプルまたは対照サンプルのようなサンプルにおける
ＨＭＧＣＲタンパク質発現の定量化のためのもう１つの別法は、サンプルの全体的染色強
度を決定することである。強度は、例えば、次のものであり得る：細胞全体のＨＭＧＣＲ
タンパク質発現を考慮する「細胞強度」；細胞の細胞質のみのＨＭＧＣＲタンパク質発現
を考慮する「細胞質強度」；または核のみのＨＭＧＣＲタンパク質発現を考慮する「核強
度」。細胞質強度は、臨床病理組織学的診断において使用される基準に従って、主観的に
評価される。細胞質強度決定の結果は、次のように分類することができる：不在＝サンプ
ルの関連する細胞の細胞質において全体的な免疫反応性が認められない、弱＝サンプルの
関連する細胞の細胞質において全体的な免疫反応性が軽度である、中＝サンプルの関連す
る細胞の細胞質において全体的な免疫反応性が中等度である、または強＝サンプルの関連
する細胞の細胞質において全体的な免疫反応性が明瞭かつ強力である。病理学の当業者は
、方法を実施する場合に存在する条件下でどの細胞が関連するかを理解しており、そして
当業者の一般的知識および本開示の教示内容に基づく細胞質強度を決定することができる
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。関連する細胞は、例えば、腫瘍細胞であってもよい。細胞質強度の決定は、例えば、実
施例、セクション４の「細胞質強度」の定義において以下に記載のように実施することが
できる。さらに、当業者は、「細胞強度」または「核強度」を用いて対応する測定を実施
する仕方について理解している。
【００９６】
　本発明者らは、ＨＭＧＣＲタンパク質の細胞質発現が、処置予測を行うのに特に関連す
ることを見出した。それ故、上記の態様の方法の実施形態では、対照値は、細胞質画分、
細胞質強度またはそれらの組み合わせであってもよい。従って、サンプル値は、細胞質画
分、細胞質強度またはそれらの組み合わせであってもよい。
【００９７】
　好ましくは、サンプル値および対照値は、両方とも、同じタイプの値である。
【００９８】
　上記の態様の方法の実施形態では、工程ｄ）における結論のための基準は、ＨＭＧＣＲ
タンパク質陽性細胞の細胞質画分のためのサンプル値、即ち、０％より高い、例えば、１
％より高い、例えば、２％より高い、例えば、５％より高い、例えば、１０％より高い、
例えば、１５％より高い、例えば、２０％より高い、例えば、２５％より高い、例えば、
３０％より高い、例えば、３５％より高い、例えば、４０％より高い、例えば、５０％よ
り高い、例えば、６０％より高い、例えば、７０％より高い、例えば、７５％より高い、
例えば、８０％より高い、例えば、９０％より高い「細胞質画分」である。
【００９９】
　上記の態様の方法の代替的または相補的な実施形態では、工程ｃ）の対照値は、９５％
以下、例えば、９０％以下、例えば、８５％以下、例えば、８０％以下、例えば、７５％
以下、例えば、７０％以下、例えば、６５％以下、例えば、６０％以下、例えば、５５％
以下、例えば、５０％以下、例えば、４５％以下、例えば、４０％以下、例えば、３５％
以下、例えば、３０％以下、例えば、２５％以下、例えば、２０％以下、例えば、１５％
以下、例えば、１０％以下、例えば、５％以下、例えば、２％以下、例えば、１％以下、
例えば、０％の細胞質画分である。
【０１００】
　本発明者らは、０の値のような低いカットオフ値が処置予測に特に関連することを理解
している。しかし、本発明者らは、さらに、試験した腫瘍サンプルが、一般的に５０％よ
り高い細胞質画分かまたは１％以下の細胞質画分のいずれかを示すことに注目しており、
ここで、前者のグループは、タモキシフェンに対する応答に関連する。それ故、対照値が
細胞質画分である場合、それは、好ましくは、５０％以下、例えば、２５％以下、例えば
、２０％以下、例えば、１５％以下である。最も好適には、１０％以下、例えば、５％以
下、例えば、２％以下、例えば、１％以下、例えば、０％である。
【０１０１】
　さらに、上記の態様の方法の実施形態では、工程ｄ）における結論の基準は、サンプル
、即ち、細胞質強度の不在より高い、例えば、弱い細胞質強度より高い、例えば、中等度
の細胞質強度より高い細胞質強度の染色強度のためのサンプル値であってもよい。上記の
態様の方法の代替的または相補的な実施形態では、工程ｃ）の対照値は、中等度の細胞質
強度のＨＭＧＣＲタンパク質発現以下、例えば、弱い細胞質強度のＨＭＧＣＲタンパク質
発現以下、例えば、細胞質強度が不在であってもよい。
【０１０２】
　実施例のセクションでは、カットオフ値、細胞質強度「の不在」が、用いられる。それ
故、対照値が細胞質強度である場合、それは、好ましくは、低い、例えば、弱以下である
。最も好適には、不在である。
【０１０３】
　さらに、上記の態様の方法の実施形態では、対照値は、２つの値から構成され得、ここ
で、工程ｄ）における結論の基準は、これらの２つの値より高いサンプル値である。その
ような対照値の例は、２５％以下および弱い細胞質強度以下の細胞質画分である。
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【０１０４】
　あるいは、上記の態様の方法の実施形態では、対照値は、画分値と強度値、例えば、細
胞質画分値と細胞質強度値との組み合わせであってもよい。
【０１０５】
　また、上記の態様の方法の実施形態では、対照値は、細胞質画分値、細胞質強度値の関
数であってもよい。例えば、そのような関数は、染色スコアであり得る。「染色スコア」
は、実施例、セクション３および以下の表１に記載のように計算される。例えば、対照値
は、２以下、例えば、１以下、例えば、０の染色スコアであってもよい。
【０１０６】
　当業者は、強度値または画分値である他の対照値もまた、本発明の範囲内に当てはまる
ことを理解している。同様に、当業者は、画分と強度との他の組み合わせもまた、本発明
の範囲内に当てはまることを理解している。結果的に、対照値は、２つ、そしておそらく
はなおそれを超える基準に関係し得る。
【０１０７】
　一般に、対照値としての細胞質強度値および／または細胞質画分値の選択は、染色手順
、例えば、用いられる抗ＨＭＧＣＲ抗体および染色試薬に依存し得る。
【０１０８】
　本開示を指針として、当業者、例えば、病理学者は、細胞、細胞質もしくは核画分のよ
うな画分、または細胞、細胞質もしくは核強度のような強度をもたらす評価を実施する仕
方について理解している。例えば、当業者は、所定の画分または強度の出現を確立するた
めの予め決定された量のＨＭＧＣＲタンパク質を含む対照サンプルを使用することができ
る。
【０１０９】
　しかし、対照サンプルは、実際の対照値を供給するためだけではなく、対照値に対応す
る量より高いＨＭＧＣＲタンパク質の量を伴うサンプルの例を供給するために使用するこ
とができる。例として、免疫組織化学染色のような組織化学染色では、当業者は、高量の
ＨＭＧＣＲタンパク質を有する染色されたサンプル、例えば、陽性対照の出現を確立する
ための対照サンプルを使用することができる。続いて、当業者は、対照値に対応する量の
ＨＭＧＣＲタンパク質を伴うサンプルの出現のようなより低量のＨＭＧＣＲタンパク質を
有するサンプルの出現を評価することができる。言い換えれば、当業者は、対照サンプル
を使用して、対照サンプルより低いＨＭＧＣＲタンパク質の量に対応する対照値の心的イ
メージを作成することができる。代替的に、または補完物として、そのような評価では、
当業者は、例えば、「陰性対照」としてのそのようなサンプルの出現を確立するための低
量のＨＭＧＣＲタンパク質を有するか、または検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質を含まな
いもう１つの対照サンプルを使用することができる。
【０１１０】
　例えば、１０％の細胞質画分の対照値を使用する場合、次の２つの対照サンプルを使用
してもよい：検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質が認められず、それ故、０の細胞質画分に
対応する、対照値より低い第１の対照サンプル；および７５％以上の細胞質画分に対応す
るＨＭＧＣＲタンパク質の量を有する、対照値より高い第２の対照サンプル。
【０１１１】
　結果的に、評価では、当業者は、高量のＨＭＧＣＲタンパク質を伴うサンプルの出現を
確立するための対照サンプルを使用することができる。そのような対照サンプルは、高量
のＨＭＧＣＲタンパク質を発現する組織を含むサンプル、例えば、予め確立された高発現
のＨＭＧＣＲタンパク質を有する乳腫瘍組織を含むサンプルであってもよい。
【０１１２】
　従って、対照サンプルは、強い細胞質強度（ＣＩ）の例を提供し得る。次いで、強いＣ
Ｉを伴うサンプルの出現の知識を用いて、当業者は、サンプルを次のＣＩカテゴリー、不
在、弱、中および強に分割することができる。この分割は、検出可能なＨＭＧＣＲタンパ
ク質（陰性対照）を含まない対照サンプル、即ち、細胞質強度が不在である対照サンプル
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によって、さらに補助され得る。また、対照サンプルは、７５％以上の細胞質画分（ＣＦ
）を伴うサンプルの例を提供し得る。次いで、７５％を超える陽性細胞を伴うサンプルの
出現の知識を用いて、当業者は、例えば、より低い百分率の陽性細胞を有する他のサンプ
ルの細胞質画分を評価することができる。この分割は、ＨＭＧＣＲタンパク質を本質的に
含まない対照サンプル（陰性対照）、即ち、低いＣＦ（例えば、＜５％、例えば、＜２％
）、または０のＣＦを提供する対照サンプルによって、さらに補助され得る。
【０１１３】
　上記のように、制御された量のＨＭＧＣＲタンパク質を発現する細胞系統は、対照、特
に、陽性対照として使用することができる。
【０１１４】
　１つ以上の図面もまた、「対照サンプル」として提供され得る。例えば、そのような図
面は、所定の細胞強度および／または画分を示す所定の条件中に所定の抗体によって染色
された腫瘍組織スライドの例であり得る。「対照サンプル」についての上記の考察は、図
面に準用する。
【０１１５】
　さらに、当業者は、タンパク質が関連遺伝子によってコードされ、そして関連する発現
パターンを示す限り、上記の態様に従う方法の有用性が、問題の被験体に存在するＨＭＧ
ＣＲタンパク質の任意の特定の変異体の定量化に限定されないことを認識すべきである。
非制限的例として、ＨＭＧＣＲタンパク質は、以下から選択される配列を含むか、または
以下から選択される配列からなる：
　ｉ）配列番号１；および
　ｉｉ）配列番号１に少なくとも８５％同一である配列。
【０１１６】
　いくつかの実施形態では、上記の配列ｉｉ）は、配列番号１に少なくとも９０％同一、
少なくとも９１％同一、少なくとも９２％同一、少なくとも９３％同一、少なくとも９４
％同一、少なくとも９５％同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なく
とも９８％同一または少なくとも９９％同一である。
【０１１７】
　もう１つの非制限的例として、ＨＭＧＣＲタンパク質は、以下から選択される配列を含
むか、または以下から選択される配列からなる：
　ｉ）配列番号２；および
　ｉｉ）配列番号２に少なくとも８５％同一である配列。
【０１１８】
　いくつかの実施形態では、上記の配列ｉｉ）は、配列番号２に少なくとも９０％同一、
少なくとも９１％同一、少なくとも９２％同一、少なくとも９３％同一、少なくとも９４
％同一、少なくとも９５％同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なく
とも９８％同一または少なくとも９９％同一である。
【０１１９】
　本開示に関して使用される用語「％同一」は、次のとおりに計算される。ＣＬＵＳＴＡ
Ｌ　Ｗアルゴリズム（Thompson, J.D., Higgins, D.G. and Gibson, T.J., Nucleic Acid
s Research, 22: 4673-4680 (1994)）を使用して、問い合わせ配列を標的配列に対してア
ラインする。各位置におけるアミノ酸残基を比較し、そして標的配列において同一の応答
を有する問い合わせ配列における位置の百分率を同一％として報告する。また、標的配列
は、比較する位置の数を決定する。結果的に、本開示に関して、標的配列より短い問い合
わせ配列は、標的配列に対して、決して１００％同一になり得ない。例えば、８５アミノ
酸の問い合わせ配列は、１００アミノ酸の標的配列に対して、最大で８５％同一であり得
る。
【０１２０】
　上記の態様の方法の実施形態では、ＨＭＧＣＲタンパク質は、ＨＭＧＣＲタンパク質と
の選択的相互作用が可能である検出可能および／または定量可能な親和性リガンドのサン
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プルへの適用を介して、検出および／または定量することができる。親和性リガンドの適
用は、サンプル中の任意のＨＭＧＣＲタンパク質への親和性リガンドの結合を可能にする
条件下で実施される。
【０１２１】
　具体化するために、上記の態様の方法の実施形態では、工程ｂ）は、以下を含み得る：
　ｂ１）前記サンプルに、評価しようとするＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が
可能である定量可能な親和性リガンドを適用する工程であって、前記適用は、前記サンプ
ルに存在するＨＭＧＣＲタンパク質への前記親和性リガンドの結合を可能にする条件下で
実施される；
　ｂ２）非結合親和性リガンドを取り出す工程；および
　ｂ３）前記サンプルとの会合において残留する親和性リガンドを定量して、前記量を評
価する工程。
【０１２２】
　「サンプルとの会合において残留する親和性リガンド」は、工程ｂ２）において取り出
されなかった親和性リガンド、例えば、サンプルに結合した親和性リガンドを指す。ここ
で、結合は、例えば、抗体と抗原との間の相互作用であってもよい。
【０１２３】
　しかし、いくつかの実施形態では、ｂ２）に従う非結合親和性リガンドの取り出し、例
えば、洗浄は必ずしも必要ではない。それ故、上記の態様の方法のいくつかの実施形態で
は、工程ｂ）は、以下を含み得る：
　ｂＩ）前記サンプルに、評価しようとするＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が
可能である定量可能な親和性リガンドを適用する工程であって、前記適用は、前記サンプ
ルに存在するＨＭＧＣＲタンパク質への前記親和性リガンドの結合を可能にする条件下で
実施される工程；
　ｂＩＩ）前記サンプルに結合した親和性を定量して、前記量を評価する工程。
【０１２４】
　一旦、本開示の教示内容を介して、乳癌についてのＨＭＧＣＲタンパク質と処置予測と
の間の関連が公知になれば、適切な親和性リガンドを選択または製造し、そして検出およ
び／または定量化のための適切な形式および条件を選択することは、当業者の能力の範囲
内であることが認識される。それでも敢えて、有用性を証明し得る親和性リガンドの例、
ならびに検出および／または定量化の形式および条件の例を、例示目的のために以下に示
すことにする。
【０１２５】
　それ故、本開示の実施形態では、親和性リガンドは、抗体、そのフラグメントおよびそ
の誘導体、即ち、免疫グロブリン足場に基づく親和性リガンドからなる群から選択され得
る。抗体およびそのフラグメントまたは誘導体は、単離され得、および／または単一特異
的であり得る。抗体は、マウス、ウサギ、ヒトおよび他の抗体を含む任意の起源のモノク
ローナルおよびポリクローナル抗体、ならびに部分的にヒト化された抗体、例えば、部分
的にヒト化されたマウス抗体のような異なる種由来の配列を含むキメラ抗体を含む。ポリ
クローナル抗体は、好適な抗原による動物の免疫化によって産生される。定義された特異
性を有するモノクローナル抗体は、ＫｏｅｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（Koehler G 
and Milstein C (1976） Eur. J. Immunol. 6:511-519）によって開発されたハイブリド
ーマ技術を使用して、産生させることができる。本開示の抗体フラグメントおよび誘導体
は、抗体（それらはそのフラグメントまたは誘導体である）と同じ抗原（例えば、ＨＭＧ
ＣＲタンパク質）との選択的相互作用が可能である。抗体フラグメントおよび誘導体は、
無傷（ｉｎｔａｃｔ）な免疫グロブリンタンパク質の重鎖（ＣＨ１）の第１の定常ドメイ
ン、軽鎖（ＣＬ）の定常ドメイン、重鎖（ＶＨ）の可変ドメインおよび軽鎖（ＶＬ）の可
変ドメインからなるＦａｂフラグメント；２つの可変抗体ドメインＶＨおよびＶＬからな
るＦｖフラグメント（Skerra A and Plueckthun A (1988） Science 240:1038-1041）；
可撓性ペプチドリンカーによって共に連結された２つのＶＨおよびＶＬドメインからなる
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一本鎖Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖ）（Bird RE and Walker BW (1991) Trends Biotechn
ol. 9:132-137）；Ｂｅｎｃｅ　Ｊｏｎｅｓダイマー（Stevens FJ et al. (1991) Bioche
mistry 30:6803-6805）；ラクダ科重鎖ダイマー（Hamers-Casterman C et al. (1993） N
ature 363:446-448）および単一可変ドメイン（Cai X and Garen A (1996） Proc. Natl.
 Acad. Sci. U.S.A. 93:6280-6285；Masat L et al. (1994） Proc. Natl. Acad. Sci. U
.S.A. 91:893-896）、ならびに例えば、コモリザメ由来のＮｅｗ　Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ（ＮＡＲ）のような単一ドメイン足場（Dooley H et al. (2003） Mol. Imm
unol. 40:25-33）および可変重鎖ドメインに基づくミニボディ（Skerra A and Plueckthu
n A (1988） Science 240:1038-1041）を含む。
【０１２６】
　配列番号１は、免疫化のために設計された、例えば、成熟タンパク質から切断除去され
るため、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）における効率的な発現を確実にするために膜貫通領域を
含まず、そしていずれのシグナルペプチドも含まないように設計された。結果的に、本開
示に従う抗体またはそのフラグメントもしくはその誘導体は、例えば、アミノ酸配列が配
列番号１を含む、好ましくは、配列番号１からなるタンパク質でウサギのような動物を免
疫化する工程を含むプロセスによって入手可能であるものであり得る。例えば、免疫化プ
ロセスは、フロイント完全アジュバント中のタンパク質による１次免疫を含み得る。また
、免疫化プロセスは、少なくとも２回、２～６週間の間隔で、フロイント不完全アジュバ
ント中のタンパク質によりブーストすることをさらに含み得る。当該技術分野において公
知である所与の標的に対する抗体またはそのフラグメントもしくは誘導体の産生のための
プロセスは、本開示のこの態様に関連して適用され得る。
【０１２７】
　本開示に関して、「単一特異的抗体」は、それ自体の抗原に対してアフィニティー精製
されているポリクローナル抗体の集団の１つであり、それによって、他の抗血清タンパク
質および非特異的抗体からそのような単一特異的抗体を分離している。このアフィニティ
ー精製は、その抗原に選択的に結合する抗体を生じる。本開示の場合、ポリクローナル抗
血清は、標的タンパク質に選択的な単一特異的抗体を得るための２工程の免疫アフィニテ
ィーに基づくプロトコルによって、精製される。捕捉因子として固定化されたタグタンパ
ク質を使用する１次枯渇工程において、抗原フラグメントの包括的親和性タグに対する抗
体を取り出す。第１の枯渇工程後、抗原に特異的な抗体を富化するために、捕捉因子とし
て抗原を伴う第２のアフィニティーカラム上で、血清を単離する（また、Nilsson P et a
l. (2005） Proteomics 5:4327-4337も参照のこと）。
【０１２８】
　ポリクローナルおよびモノクローナル抗体、ならびにそれらのフラグメントおよび誘導
体は、上記の方法態様に従うＨＭＧＣＲタンパク質の検出および／または定量化における
ような選択的生体分子認識を必要とするアプリケーションにおいて、親和性リガンドを従
来どおり選択する。しかし、当業者は、選択的結合リガンドのハイスループット作製およ
び低コスト生産システムの需要が増加しているため、新たな生体分子多様性技術が、最近
１０年間の間に開発されてきたことを知っている。これは、生体分子認識アプリケーショ
ンにおいて結合リガンドとして有用であることが同様に証明されており、そして免疫グロ
ブリンの代わりに、または免疫グロブリンと共に使用することができる免疫グロブリンな
らびに非免疫グロブリン起源の両方の新規のタイプの親和性リガンドの作製を可能にした
。
【０１２９】
　親和性リガンドの選択に必要な生体分子多様性は、複数の可能な足場分子のうちの１つ
のコンビナトリアル操作によって作製することができ、次いで、特異的および／または選
択的親和性リガンドが、適切な選択プラットホームを使用して、選択される。足場分子は
、免疫グロブリンタンパク質由来（Bradbury AR and Marks JD (2004） J. Immunol. Met
hs. 290:29-49）、非免疫グロブリンタンパク質由来（Nygren PA and Skerra A (2004） 
J. Immunol. Meths. 290:3-28）、またはオリゴヌクレオチド由来(Gold L et al. (1995)
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 Annu. Rev. Biochem. 64:763-797）であってもよい。
【０１３０】
　多数の非免疫グロブリンタンパク質足場が、新規の結合タンパク質の開発において支持
構造として使用されている。本開示に従って使用するためのＨＭＧＣＲタンパク質に対す
る親和性リガンドを作製するのに有用なそのような構造の非制限的例には、ブドウ球菌プ
ロテインＡおよびそのドメインならびにこれらのドメインの誘導体、例えば、プロテイン
Ｚ（Nord K et al. (1997） Nat. Biotechnol. 15:772-777）；リポカリン（Beste G et 
al. (1999） Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96:1898-1903）；アンキリンリピートドメ
イン（Binz HK et al. (2003） J. Mol. Biol. 332:489-503）；セルロース結合ドメイン
（ＣＢＤ）（Smith GP et al. (1998) J. Mol. Biol. 277:317-332; Lehtioe J et al. (
2000) Proteins 41:316-322）；γクリスタリン（Fiedler U and Rudolph R, WO01/04144
）；緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）（Peelle B et al. (2001） Chem. Biol. 8:521-534
）；ヒト細胞障害性Ｔリンパ球関連抗原４（ＣＴＬＡ－４）（Hufton SE et al. (2000）
 FEBS Lett. 475:225-231；Irving RA et al. (2001） J. Immunol. Meth. 248:31-45）
；プロテアーゼ阻害剤、例えば、Ｋｎｏｔｔｉｎタンパク質（Wentzel A et al. (2001）
 J. Bacteriol. 183:7273-7284；Baggio R et al. (2002） J. Mol. Recognit. 15:126-1
34）およびＫｕｎｉｔｚドメイン（Roberts BL et al. (1992） Gene 121:9-15；Dennis 
MS and Lazarus RA (1994） J. Biol. Chem. 269:22137-22144）；ＰＤＺドメイン（Schn
eider S et al. (1999） Nat. Biotechnol. 17:170-175）；ペプチドアプタマー、例えば
、チオレドキシン（Lu Z et al. (1995） Biotechnology 13:366-372；Klevenz B et al.
 (2002） Cell. Mol. Life Sci. 59:1993-1998）；スタフィロコッカルヌクレアーゼ（No
rman TC et al. (1999） Science 285:591-595）；テンダミスタット（McConell SJ and 
Hoess RH (1995) J. Mol. Biol. 250:460-479；Li R et al. (2003) Protein Eng. 16:65
-72）；フィブロネクチンＩＩＩ型ドメインに基づくトリネクチン（Koide A et al. (199
8） J. Mol. Biol. 284:1141-1151；Xu L et al. (2002） Chem. Biol. 9:933-942）；な
らびにジンクフィンガー（Bianchi E et al. (1995） J. Mol. Biol. 247:154-160；Klug
 A (1999） J. Mol. Biol. 293:215-218；Segal DJ et al. (2003） Biochemistry 42:21
37-2148）がある。
【０１３１】
　非免疫グロブリンタンパク質足場の上記の例として、新規の結合特異性の作製に使用さ
れる単一の無作為化ループを提示する足場タンパク質、堅牢な２次構造を伴うタンパク質
足場が挙げられ、ここで、　タンパク質表面から突出している側鎖が、新規の結合特異性
の作製、および新規の結合特異性の作製に使用される非連続的超可変ループ領域を示す足
場のために無作為化される。
【０１３２】
　非免疫グロブリンタンパク質に加えて、オリゴヌクレオチドもまた、親和性リガンドと
して使用してもよい。一本鎖核酸は、アプタマーまたはデコイと呼ばれ、良好に定義され
た３次元構造に折り畳まれ、そして高い親和性および特異性でそれらの標的に結合する。
（Ellington AD and Szostak JW (1990) Nature 346:818-822；Brody EN and Gold L (20
00) J. Biotechnol. 74:5-13；Mayer G and Jenne A (2004) BioDrugs 18:351-359）。オ
リゴヌクレオチドリガンドは、ＲＮＡまたはＤＮＡのいずれかであり得、そして広範な標
的分子クラスに結合することができる。
【０１３３】
　上記の足場構造のいずれかの変異体のプールから定義された親和性リガンドを選択する
ために、多くの選択プラットホームが、好適な標的タンパク質に対する新規の特異的なリ
ガンドの単離に利用可能である。選択プラットホームとして、ファージディスプレイ（Sm
ith GP (1985） Science 228:1315-1317）、リボソームディスプレイ（Hanes J and Plue
ckthun A (1997） Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:4937-4942）、酵母ツーハイブリ
ッドシステム(Fields S and Song O (1989） Nature 340:245-246）、酵母ディスプレイ
（Gai SA and Wittrup KD (2007） Curr Opin Struct Biol 17:467-473）、ｍＲＮＡディ



(34) JP 2011-525105 A 2011.9.15

10

20

30

40

50

スプレイ（Roberts RW and Szostak JW (1997） Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:122
97-12302）、細菌ディスプレイ（Daugherty PS (2007) Curr Opin Struct Biol 17:474-4
80、Kronqvist N et al. (2008) Protein Eng Des Sel 1-9、Harvey BR et al. (2004) P
NAS 101(25):913-9198）、マイクロビーズディスプレイ（Nord O et al. (2003） J Biot
echnol 106:1-13、WO01/05808）、ＳＥＬＥＸ（Ｓｙｓｔｅｍ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　Ｌｉｇａｎｄｓ　ｂｙ　Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）（Tuerk 
C and Gold L (1990) Science 249:505-510）およびタンパク質フラグメント相補性アッ
セイ（ＰＣＡ）（Remy I and Michnick SW (1999） Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96:
5394-5399）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３４】
　それ故、本開示の実施形態では、親和性リガンドは、上記で列挙したタンパク質足場の
うちのいずれかから誘導された非免疫グロブリン親和性リガンドであってもよく、または
オリゴヌクレオチド分子であってもよい。
【０１３５】
　ＨＭＧＣＲタンパク質の配列番号１は、他のヒトタンパク質と低い相同性を有する独特
な配列からなり、そして作製されたアフィニティー試薬の交差反応性を最小限にするよう
に設計された。結果的に、本開示の実施形態では、親和性リガンドは、配列番号１からな
るポリペプチドとの選択的相互作用が可能であり得る。
【０１３６】
　以下の実施例では、配列番号４を有するＨＭＧＣＲエピトープに結合する抗体を用いる
。配列番号４は、アミノ酸配列ＣＫＤＮＰＧＥＮＡＲＱＬＡＲ（即ち、ＥｎｓＥＭＢＬ登
録番号ＥＮＳＰ０００００２８７９３６のアミノ酸８２７～８４０）を指す。この抗体は
、強力な染色を生じる。結果的に、本開示のさらなる実施形態では、定量可能な親和性リ
ガンドは、配列番号４を含む、または配列番号４からなるＨＭＧＣＲタンパク質との選択
的相互作用が可能であり得る。
【０１３７】
　本開示のいくつかの実施形態では、ＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が可能な
親和性リガンドは、検出可能および／または定量可能である。そのような親和性リガンド
の検出および／または定量化は、生物学的相互作用に基づくアッセイにおいて結合試薬の
検出および／または定量化について当業者に公知の任意の方法で達成することができる。
それ故、上記の任意の親和性リガンドを、定量的または定性的に使用して、ＨＭＧＣＲタ
ンパク質の存在を検出することができる。これらの「１次」親和性リガンドは、それら自
体が、様々なマーカーによって標識され得、あるいは次いで、２次標識親和性リガンドに
よって検出されて、検出、可視化および／または定量化を可能にし得る。これは、当業者
に公知であり、そして過度の実験が関係しない多数の技術のいずれか１つ以上を使用して
、ＨＭＧＣＲタンパク質との相互作用が可能な親和性リガンドまたは任意の２次親和性リ
ガンドにコンジュゲートすることができる多数の標識のいずれか１つ以上を使用して、達
成することができる。
【０１３８】
　１次および／または２次親和性リガンドにコンジュゲートすることができる標識の非制
限的例として、蛍光染料または金属（例えば、フルオレセイン、ローダミン、フィコエリ
トリン、フルオレスカミン）、発色団染料（例えば、ロドプシン）、化学発光化合物（例
えば、ルミナール、イミダゾール）および生物発光タンパク質（例えば、ルシフェリン、
ルシフェラーゼ）、ハプテン（例えば、ビオチン）が挙げられる。多様な他の有用な蛍光
物質および発色団については、Stryer L (1968） Science 162:526-533およびBrand L an
d Gohlke JR (1972） Annu. Rev. Biochem. 41:843-868に記載されている。親和性リガン
ドは、酵素(例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ラク
タマーゼ）、放射性同位元素（例えば、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓまたは１２５Ｉ）
および粒子（例えば、金）で標識することができる。本開示に関して、「粒子」は、分子
を標識するのに適切な粒子、例えば、金属粒子を指す。さらに、親和性リガンドはまた、
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蛍光半導体ナノ結晶（量子ドット）で標識することができる。量子ドットは、より優れた
量子収量を有し、そして有機蛍光団と比較してより光安定性であり、従って、より容易に
検出される（Chan et al. (2002） Curr Opi Biotech. 13: 40-46）。様々な化学、例え
ば、アミン反応またはチオール反応を使用して、異なるタイプの標識を、親和性リガンド
にコンジュゲートすることができる。しかし、アミンおよびチオール以外の他の反応基、
例えば、アルデヒド、カルボン酸およびグルタミンを使用することもできる。
【０１３９】
　上記の方法態様は、いくつかの既知の形式および設定のいずれかで利用することができ
、その非制限的選択について以下で考察する。
【０１４０】
　組織学に基づく設定では、そのＨＭＧＣＲタンパク質標的に結合した標識親和性リガン
ドの検出、局在および／または定量化は、可視化技術、例えば、光学顕微鏡または免疫蛍
光顕微鏡に関係し得る。他の方法は、フローサイトメトリーまたはルミノメトリーを介す
る検出に関係し得る。
【０１４１】
　例えば、被験体から取り出した乳腺組織由来の腫瘍組織サンプル（生検）のような生物
学的サンプルは、ＨＭＧＣＲタンパク質の検出および／または定量化に使用することがで
きる。生検のような生物学的サンプルは、早期に得られるサンプルであってもよい。ある
方法において早期に得られるサンプルを使用する場合、ヒトまたは動物身体に対して実践
される方法の工程はない。親和性リガンドを、ＨＭＧＣＲタンパク質の検出および／また
は定量化のために、生物学的サンプルに適用してもよい。この手順は、ＨＭＧＣＲタンパ
ク質の検出を可能にするだけではなく、加えて、その発現の分布および相対的レベルを示
すこともできる。
【０１４２】
　親和性リガンド上の標識の可視化の方法として、フルオロメトリー、ルミノメトリーお
よび／または酵素的技術を挙げることができるが、これらに限定されない。蛍光は、蛍光
標識を特定の波長の光に暴露し、その後、特定の波長領域において放射された光を検出お
よび／または定量することによって、検出および／または定量される。発光タグ化親和性
リガンドの存在は、化学反応中に発生する発光によって、検出および／または定量するこ
とができる。酵素反応の検出は、化学反応から生じるサンプルの色のシフトによるもので
ある。当業者は、適切な検出および／または定量化のために、異なる多様なプロトコルを
改変することができることを知っている。
【０１４３】
　上記の態様の方法の実施形態では、生物学的サンプルを、ニトロセルロースもしくは適
用される生物学的サンプルに存在するＨＭＧＣＲタンパク質を固定化することが可能な他
の任意の固相支持体マトリックスのような固相支持体またはキャリアに固定化することが
できる。本発明において有用ないくつかの周知の固体状態支持材料として、ガラス、炭水
化物（例えば、Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ）、ナイロン、プラスチック、ウール、ポリスチレン
、ポリエテン（ｐｏｌｙｅｔｈｅｎｅ）、ポリプロピレン、デキストラン、アミラーゼ、
フィルム、樹脂、セルロース、ポリアクリルアミド、アガロース、アルミナ、ガブロおよ
びマグネタイトが挙げられる。生物学的サンプルの固定化後、ＨＭＧＣＲタンパク質に特
異的な１次親和性リガンドは、例えば、本開示の実施例、セクション３、４または５に記
載のように適用することができる。１次親和性リガンドがそれ自体で標識されない場合、
支持マトリックスを、当該分野において公知の１つ以上の適切な緩衝液で洗浄することが
でき、続いて、２次標識親和性リガンドに暴露し、もう１回、緩衝液で洗浄して、結合し
ていない親和性リガンドを取り出すことができる。その後、従来の方法で、選択的親和性
リガンドを検出および／または定量することができる。親和性リガンドの結合特性は、固
体状態支持体によって変動し得るが、当業者は、日常的な実験によって、それぞれの決定
のための作動および至適アッセイ条件を決定することが可能であるべきである。
【０１４４】
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　結果的に、上記の態様の方法の実施形態では、ｂ１）の定量可能な親和性リガンドは、
定量可能な親和性リガンドを認識することが可能な２次親和性リガンドを使用して、検出
することができる。それ故、ｂ３）の定量化は、定量可能な親和性リガンドに対して親和
性を有する２次親和性リガンドによって、行うことができる。例として、２次親和性リガ
ンドは、抗体またはそのフラグメントもしくは誘導体であり得る。
【０１４５】
　例として、ＨＭＧＣＲタンパク質の検出および／または定量化の１つの利用可能な方法
は、後に酵素イムノアッセイ（例えば、ＥＩＡもしくはＥＬＩＳＡ）で検出および／また
は定量することができる酵素に親和性リガンドを連結させることによる。そのような技術
は、良好に確立されており、そしてそれらは、当業者にとって過度の困難を伴わずに実現
される。そのような方法では、生物学的サンプルは、固体材料、またはＨＭＧＣＲタンパ
ク質に対する親和性リガンドにコンジュゲートされた固体材料と接触され、次いで、酵素
標識された２次親和性リガンドで検出および／または定量される。この後、適切な基質を
酵素標識を伴う適切な緩衝液と反応させて、例えば、分光光度計、蛍光光度計、発光測定
装置を使用して、または目視手段によって、検出および／または定量される化学部分を生
成させる。
【０１４６】
　上記で述べたように、１次および２次親和性リガンドは、検出および／または定量化を
可能にする放射性同位元素で標識することができる。本開示における適切な放射性標識の
非制限的例には、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓまたは１２５Ｉがある。標識された親和
性リガンドの比活性は、放射性標識の半減期、同位体の純度、および標識がどのようにし
て親和性リガンドに組み入れられたかに依存する。親和性リガンドは、好ましくは、周知
の技術（Wensel TG and Meares CF (1983） in: Radioimmunoimaging and Radioimmunoth
erapy (Burchiel SW and Rhodes BA eds.） Elsevier, New York, pp 185-196）を使用し
て、標識される。そのような放射性標識された親和性リガンドを使用して、インビボまた
はインビトロでの放射能の検出により、ＨＭＧＣＲタンパク質を可視化することができる
。例えば、γカメラ、磁気共鳴分光法または放射トモグラフィーによる放射性核種スキャ
ニングは、インビボおよびインビトロでの検出に機能する一方、γ／βカウンター、シン
チレーションカウンターおよびラジオグラフィーもまた、インビトロで使用される。
【０１４７】
　本開示の第３の態様として、以下を含む、上記の態様に従って、方法を実施するための
キットが提供される：
　ａ）ＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が可能な定量可能な親和性リガンド；お
よび
　ｂ）親和性リガンドの量を定量するのに必要な試薬。
【０１４８】
　第３の態様に従うキットの様々な成分は、本開示の方法態様に関連して上記のように選
択および指定することができる。
【０１４９】
　それ故、本開示に従うキットは、ＨＭＧＣＲタンパク質に対する親和性リガンド、なら
びにそれが特異的および／または選択的にＨＭＧＣＲタンパク質に結合した後、特異的お
よび／または選択的親和性リガンドを定量するのに役立つ他の手段を含む。例えば、キッ
トは、ＨＭＧＣＲタンパク質、およびＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が可能な
親和性リガンドによって形成される複合体を検出および／または定量するための２次親和
性リガンドを含有することができる。キットはまた、キットを容易かつ効率的に使用する
ことを可能にするための親和性リガンド以外の様々な補助物質を含有することができる。
補助物質の例として、キットの凍結乾燥タンパク質成分を溶解または再構成するための溶
媒、洗浄緩衝液、酵素を標識として使用する場合、酵素活性を測定するための基質、パラ
フィンまたはホルマリン固定された組織サンプルを使用する場合、抗原へのアクセス可能
性を増大するための抗原賦活液（ｔａｒｇｅｔ　ｒｅｔｒｉｅｖａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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）、および反応抑止剤（ｒｅａｃｔｉｏｎ　ａｒｒｅｓｔｅｒ）のような物質、例えば、
イムノアッセイ試薬キットにおいて一般に使用されるバックグランド染色を減少するため
の内因性酵素ブロック溶液および／または染色の対比を増加するための対比染色溶液が挙
げられる。
【０１５０】
　キット態様の実施形態では、親和性リガンドは、方法態様に関して上記に記載のように
選択することができる。
【０１５１】
　さらに、方法態様に関して上記に記載のことに従って、検出可能な親和性リガンドは、
キット態様の実施形態において、蛍光染料および金属、発色団染料、化学発光化合物およ
び生物発光タンパク質、酵素、放射性同位元素、粒子および量子ドットからなる群から選
択される標識を含み得る。あるいは、親和性リガンドの量を定量するのに必要な試薬は、
定量可能な親和性リガンドを認識することが可能な２次親和性リガンドを含む。例として
、定量可能な親和性リガンドを認識することが可能な２次親和性リガンドは、蛍光染料ま
たは金属、発色団染料、化学発光化合物および生物発光タンパク質、酵素、放射性同位元
素、粒子および量子ドットからなる群から選択される標識を含む。
【０１５２】
　キット態様に従うキットはまた、サンプル値との比較のために使用すべき対照値の供給
または産出のための対照サンプルを有利に含み得る。例えば、対照サンプルは、予め決定
された量のＨＭＧＣＲタンパク質を含み得る。そのような対照サンプルは、例えば、予め
決定された量のＨＭＧＣＲタンパク質を有する組織サンプルによって構成され得る。次い
で、組織対照サンプルは、対照組織サンプルおよび被験体サンプルにおける発現レベルの
肉眼のような手動、または自動化された比較によって、研究しているサンプル中のＨＭＧ
ＣＲ発現状態の決定において当業者によって使用され得る。もう１つの例として、対照サ
ンプルは、予め決定された、または制御された量のＨＭＧＣＲタンパク質を発現する癌細
胞系統のような細胞系統を含み得る。当業者は、例えば、Rhodes et al. (2006） The bi
omedical scientist, p 515-520の開示内容を指針として、そのような細胞系統を提供す
る仕方について理解している。例として、細胞系統は、ホルマリン固定化してもよい。ま
た、そのようなホルマリン固定化細胞系統を、パラフィン包埋してもよい。
【０１５３】
　語句「対照値の供給のための対照サンプル」は、本開示に関して、広範に解釈すべきで
ある。対照サンプルは、実際に対照値に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の量を含み得るが
、それはまた、対照値より高い値に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の量を含み得る。後者
の場合、「高い」値は、例えば、「高い」値より低い対照値の出現を評価するための上位
対照(陽性対照）として方法を実施する者によって、使用され得る。免疫組織化学の当業
者は、そのような評価をする仕方について理解している。さらに、代替的または相補的な
例として、当業者は、例えば、陰性対照として、そのような評価における「低い」値の供
給のための低い量のＨＭＧＣＲタンパク質を含むもう１つの対照サンプルを使用すること
ができる。これについては、さらに、方法態様に関連して上記で考察している。
【０１５４】
　結果的に、キット態様の実施形態では、対照サンプルは、対照値に対応するＨＭＧＣＲ
タンパク質の量を含み得る。例として、対照サンプルは、９５％以下、例えば、９０％以
下、例えば、８５％以下、例えば、８０％以下、例えば、７５％以下、例えば、７０％以
下、例えば、６５％以下、例えば、６０％以下、例えば、５５％以下、例えば、５０％以
下、例えば、４５％以下、例えば、４０％以下、例えば、３５％以下、例えば、３０％以
下、例えば、２５％以下、例えば、２０％以下、例えば、１５％以下、例えば、１０％以
下、例えば、５％以下、例えば、２％以下、例えば、１％以下、例えば、０％の細胞質画
分に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の量を含み得る。
【０１５５】
　上記のように、本発明者らは、０の値のような低いカットオフ値が処置予測に特に関連
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することを理解している。しかし、本発明者らは、さらに、試験した腫瘍サンプルが、一
般的に５０％より高い細胞質画分かまたは１％以下の細胞質画分のいずれかを示すことに
注目しており、ここで、前者のグループは、タモキシフェンに対する応答に関連する。
【０１５６】
　それ故、好適な実施形態では、対照サンプルは、５０％以下、例えば、２５％以下、例
えば、２０％以下、例えば、１５％以下、例えば、１０％以下、例えば、５％以下、例え
ば、２％以下、例えば、１％以下、例えば、０％の細胞質画分に対応するＨＭＧＣＲタン
パク質の量を含み得る。
【０１５７】
　代替的または相補的に、対照サンプルは、中等度の細胞質強度のＨＭＧＣＲタンパク質
発現以下、例えば、弱い細胞質強度のＨＭＧＣＲタンパク質発現以下に対応するＨＭＧＣ
Ｒタンパク質の量を含み得る。添付の図面に示されるように、低い細胞質強度、例えば、
細胞質強度の不在は、関連するカットオフである。それ故、実施形態では、対照サンプル
は、弱い細胞質強度以下、例えば、細胞質強度の不在に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の
量を含み得る。
【０１５８】
　さらに、対照サンプルは、０、１または２、好ましくは、０の染色スコアに対応するＨ
ＭＧＣＲタンパク質の量を含み得る。
【０１５９】
　細胞質画分値または細胞質強度値の供給については、方法態様に関連して上記で考察し
ている。
【０１６０】
　さらに、キット態様の代替的または相補的な実施形態では、キットは、対照値より高い
値に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の量を含む対照サンプルを含み得る。これらの実施形
態では、対照サンプルは、例えば、７５％以上の細胞質画分および／または核発現の強い
細胞質強度に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の量を含み得る。
【０１６１】
　キット態様の他の代替的または相補的な実施形態では、キットは、対照値以下の値、例
えば、細胞質強度の不在および／または≦１％ＨＭＧＣＲタンパク質陽性細胞、例えば、
０％ＨＭＧＣＲタンパク質陽性細胞の細胞質画分に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の量を
含む対照サンプルを含み得る。
【０１６２】
　それ故、キットは次を含み得る：予め決定された対照値に対応するＨＭＧＣＲタンパク
質の量を含む対照サンプル；予め決定された対照値より高い値に対応するＨＭＧＣＲタン
パク質の量を含む対照サンプル；および／または予め決定された対照値より低い値に対応
するＨＭＧＣＲタンパク質の量を含む対照サンプル。
【０１６３】
　結果的に、キットの実施形態は、次を含み得る：予め決定された対照値より高いＨＭＧ
ＣＲタンパク質の量を含む第１の対照サンプル；および予め決定された対照値以下のＨＭ
ＧＣＲタンパク質の量を含む第２の対照サンプル。
【０１６４】
　キット態様の実施形態では、対照サンプルは、組織サンプル、例えば、肉眼または顕微
鏡的評価に適応される組織サンプルであってもよい。例として、組織対照サンプルは、パ
ラフィンもしくは緩衝ホルマリン中に固定化され得る、および／または顕微鏡ガラススラ
イド上にマウントされるμｍ薄切片に組織処理され得る。組織対照サンプルは、さらに、
ＨＭＧＣＲタンパク質に対する抗体のような親和性リガンドによる染色に適応され得る。
【０１６５】
　結果的に、キット態様の実施形態では、対照サンプルは、上記で考察した対照値のいず
れか１つのような任意の関連する対照値を直接的または間接的に提供するように適用され
得る。
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【０１６６】
　従って、キット態様の対照サンプルのさらなる実施形態については、方法態様の対照値
および対照サンプルに関連して上記で考察している。
【０１６７】
　さらに、上記で考察したように、ＨＭＧＣＲタンパク質発現とホルモン受容体状態のレ
ベルの組み合わせは、処置予測乳癌被験体に関する結論を導き出すことに関連する情報を
提供し得る。
【０１６８】
　上記の理由のため、第３の態様および下記のさらなる態様の「乳癌」は、ホルモン受容
体陰性乳癌、例えば、ＥＲ－もしくはＰＲ－乳癌、ＥＲ－乳癌、ＰＲ－乳癌、またはＥＲ
－およびＰＲ－乳癌であってもよい。例えば、乳癌は、ホルモン受容体陰性として先に診
断されていてもよい。
【０１６９】
　それ故、キットはまた、被験体のホルモン受容体状態を確立するための手段を含み得る
。
【０１７０】
　従って、キット態様の実施形態では、キットは、さらに、以下を含み得る：
　ａ’）エストロゲン受容体との選択的相互作用が可能な定量可能な親和性リガンド；お
よびｂ’）そのような親和性リガンドの量を定量するのに必要な試薬；ならびに／あるい
は
　ａ’’）プロゲステロン受容体との選択的相互作用が可能な定量可能な親和性リガンド
；およびｂ’’）そのような親和性リガンドの量を定量するのに必要な試薬。
【０１７１】
　ａ’）およびａ’’）の定量可能な親和性リガンドは、それぞれ、ＥＲ状態およびＰＲ
状態の決定のために提供される。
【０１７２】
　ｂ）、ｂ’）およびｂ’’）の試薬は、同じであっても、または異なっていてもよい。
【０１７３】
　工程ａ’）およびａ’’）に適切な定量可能な親和性リガンドは、それぞれ当業者に周
知であり、そして市販されている。
【０１７４】
　結果的に、キットは、本開示の方法態様のいくつかの実施形態に従って結論を導き出す
のに必要なホルモン状態の情報を供給するための手段を含み得る。
【０１７５】
　上記で示した所見に従って、本発明者らは、ＨＭＧＣＲタンパク質のいくつかの用途を
理解している。
【０１７６】
　それ故、本開示の第４の態様の第１の構成として、乳癌を有する哺乳動物被験体の内分
泌処置適応マーカーとしてのＨＭＧＣＲタンパク質の使用が提供される。
【０１７７】
　本開示に関して、「内分泌処置適応マーカー」は、存在が内分泌処置の適合性を示す何
らかの材料を指す。それ故、マーカーは、ヒトタンパク質のようなバイオマーカーであっ
てもよい。
【０１７８】
　第４の態様の第２の構成として、乳癌を有する哺乳動物被験体に対する内分泌処置適応
因子の産生、選択もしくは精製のためのＨＭＧＣＲタンパク質、またはその抗原活性なフ
ラグメントの使用が提供される。
【０１７９】
　本開示に関して、「内分泌処置適応因子」は、例えば、乳癌を有する哺乳動物被験体の
内分泌処置についての処置予測の確立において価値のある少なくとも１つの特性を有する
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因子を指す。例えば、適応因子は、適応マーカーとの選択的相互作用が可能であり得る。
【０１８０】
　内分泌処置適応因子は、ＨＭＧＣＲタンパク質、またはその抗原活性なフラグメントと
の選択的相互作用が可能な親和性リガンドであってもよい。そのような親和性リガンドの
例については、方法態様に関連して上記で考察している。
【０１８１】
　本開示の教示内容を指針として、当業者は、内分泌処置適応因子の産生、選択または精
製においてＨＭＧＣＲタンパク質を使用する仕方について理解している。例えば、使用は
、ＨＭＧＣＲタンパク質が固定化されている固相支持体上でのアフィニティー精製を含み
得る。固相支持体は、例えば、カラムにおいて配置されていてもよい。さらに、使用は、
ポリペプチドが固定化されている固相支持体を使用する、ＨＭＧＣＲタンパク質に対して
特異性を有する親和性リガンドの選択を含み得る。そのような固相支持体は、ウェルプレ
ート（例えば、９６ウェルプレート）、磁気ビーズ、アガロースビーズまたはセファロー
スビーズであってもよい。さらに、使用は、例えば、デキストランマトリックスを使用す
る可溶性マトリックス上の親和性リガンドの分析、またはＢｉａｃｏｒｅＴＭ装置のよう
な表面プラズモン共鳴装置における使用を含み得、ここで、分析は、例えば、多くの潜在
的な親和性リガンドの固定化されたＨＭＧＣＲタンパク質に対する親和性をモニターする
ことを含み得る。
【０１８２】
　また、内分泌処置適応因子または処置予測因子の産生のために、ＨＭＧＣＲタンパク質
を、動物の免疫化において使用することができる。
【０１８３】
　そのような使用は、以下の工程を含む方法に関係し得る：
　ｉ）ＨＭＧＣＲタンパク質を抗原として使用して、動物を免疫する工程；
　ｉｉ）免疫動物から内分泌処置適応因子を含む血清を入手する工程；および場合により
、
　ｉｉｉ）血清から内分泌処置適応因子を単離する工程。
【０１８４】
　あるいは、第１の工程後の工程は、以下のとおりであり得る：
　ｉｉ’）　免疫動物から細胞を入手する工程であって、細胞は、内分泌処置適応因子を
コードするＤＮＡを含む工程、
　ｉｉｉ’）　細胞と骨髄腫細胞とを融合させて、少なくとも１つのクローンを入手する
工程、および
　ｉｖ’）　クローンによって発現される内分泌処置適応因子を入手する工程。
【０１８５】
　第４の態様の実施形態では、ＨＭＧＣＲタンパク質のアミノ酸配列は、以下から選択さ
れる配列を含み得る：
　ｉ）配列番号１；および
　ｉｉ）配列番号１に少なくとも８５％同一である配列。
【０１８６】
　いくつかの実施形態では、配列ｉｉ）は、配列番号１に少なくとも９０％同一、少なく
とも９１％同一、少なくとも９２％同一、少なくとも９３％同一、少なくとも９４％同一
、少なくとも９５％同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なくとも９
８％同一または少なくとも９９％同一である。
【０１８７】
　さらに、第４の態様の実施形態では、ＨＭＧＣＲタンパク質のアミノ酸配列は、以下か
ら選択される配列を含み得る：
　ｉ）配列番号２；および
　ｉｉ）配列番号２に少なくとも８５％同一である配列。
【０１８８】
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　いくつかの実施形態では、配列ｉｉ）は、配列番号２に少なくとも９０％同一、少なく
とも９１％同一、少なくとも９２％同一、少なくとも９３％同一、少なくとも９４％同一
、少なくとも９５％同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なくとも９
８％同一または少なくとも９９％同一である。
【０１８９】
　本開示の第５の態様として、ＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が可能な親和性
リガンドが提供される。
【０１９０】
　そのような親和性リガンドの例については、方法態様に関連して上記で考察している。
【０１９１】
　親和性リガンドは、インビボでの画像のようなインビボ診断に使用され得る。
【０１９２】
　それ故、第５の態様の第１の構成として、乳癌を有する哺乳動物被験体における内分泌
処置適応因子としてのインビボ使用のためのＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が
可能な親和性リガンドが提供される。
【０１９３】
　従って、実施形態では、親和性リガンドは、乳癌、例えば、ＥＲ陰性乳癌を有する哺乳
動物被験体の内分泌処置、例えば、タモキシフェン処置の結果の予測を確立するためのイ
ンビボ方法に使用することができる。被験体の内分泌処置の結果の予測の確立は、例えば
、被験体が、内分泌処置から利益を得る可能性があるかどうかを決定することであり得る
。そのような実施形態では、親和性リガンドは、例えば、即ち、検出可能な標識で標識さ
れた画像を可能にするために標識され得る。抗体のような親和性リガンドを標識するため
の適切な標識は、当業者に周知である。乳癌を有する哺乳動物被験体の処置予測を確立す
るためのインビボ方法は、例えば、インビボでの腫瘍におけるＨＭＧＣＲタンパク質発現
を示し得、次いで、処置決定の基礎を形成し得る。この実施形態に関して使用することが
できる様々なインビボ方法、標識および検出技術については、さらに、上記で考察してい
る。
【０１９４】
　第５の態様の同様の構成では、乳癌を有する哺乳動物被験体におけるＨＭＧＣＲタンパ
ク質の量のインビボでの評価のためのＨＭＧＣＲタンパク質との選択的相互作用が可能な
親和性リガンドが提供される。例えば、乳癌腫瘍におけるＨＭＧＣＲ発現のレベルを評価
してもよい。
【０１９５】
　本開示の第６の態様として、乳癌を有する哺乳動物被験体の内分泌処置適応因子として
、第５の態様に従う親和性リガンドの使用が提供される。結果的に、親和性リガンドは、
乳癌を有する哺乳動物被験体が内分泌処置から利益を得るかどうかを示すために使用され
得る。そのような使用は、例えば、被験体からより早期に得られるサンプルの少なくとも
一部におけるＨＭＧＣＲの量の決定に関係して、例えば、インビトロで実施することがで
きる。
【０１９６】
　本開示では、内分泌処置、特に、ＳＥＲＭ処置、例えば、タモキシフェン処置は、ＨＭ
ＧＣＲ陽性である被験体に特に有益であることが示されている（実施例、セクション４お
よび図面を参照のこと）。ＨＭＧＣＲ陽性である乳癌被験体は、内分泌処置に関して、こ
れまで認識されていないサブグループである。
【０１９７】
　それ故、本開示の第７の態様として、乳癌を有する哺乳動物被験体の処置に使用するた
めの内分泌処置製品が提供され、ここで、前記被験体は、ＨＭＣＧＲタンパク質陽性であ
る。
【０１９８】
　本開示の第８の態様として、乳癌を有する哺乳動物被験体の処置のための医薬品の製造
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における内分泌処置製品の使用が提供され、ここで、前記被験体は、ＨＭＣＧＲタンパク
質陽性である。
【０１９９】
　前記被験体から誘導される任意のＨＭＧＣＲタンパク質パラメータが、被験体が内分泌
処置から利益を得る可能性があることを示す場合、被験体は、「ＨＭＧＣＲタンパク質陽
性」である。例えば、被験体由来の関連する生物学的サンプルが、関連する対照値より高
いサンプル値に対応するＨＭＧＣＲタンパク質の量を含有することが見出されている場合
、被験体は、ＨＭＧＣＲタンパク質陽性とみなされ得る。関連するサンプルおよび対照値
については、方法態様に関連して上記で考察している。それ故、原発性または続発性の腫
瘍由来の関連するサンプル、例えば、組織サンプルが、サンプルの関連する部分、例えば
、腫瘍細胞において検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質発現を示す場合、乳癌被験体は、例
えば、ＨＭＧＣＲタンパク質陽性とみなされ得る。さらに、そのようなサンプルが、不在
より高い細胞質強度または１％より高い細胞質画分に対応するＨＭＧＣＲの量を含有する
場合、乳癌被験体は、例えば、ＨＭＧＣＲタンパク質陽性とみなされ得る。本開示から、
当業者、例えば、病理学者は、被験体がＨＭＧＣＲタンパク質陽性かまたはそうではない
かについて決定する仕方について理解している。
【０２００】
　本開示の実施形態では、「内分泌処置製品」は、選択的エストロゲン受容体モジュレー
ター（ＳＥＲＭ）、アロマターゼ阻害剤、およびステロイド性エストロゲン受容体アンタ
ゴニストからなる群から選択することができる。ＳＥＲＭは、例えば、トレミフェン、ラ
ロキシフェン、ドロロキシフェン、アルゾキシフェンおよびタモキシフェンから選択され
得る。アロマターゼ阻害剤は、例えば、アナストロゾール、レトロゾールおよびエキセメ
スタンから選択することができる。ステロイド性エストロゲン受容体アンタゴニストは、
例えば、フルベストラントであってもよい。好適な実施形態では、内分泌処置製品は、Ｓ
ＥＲＭ、例えば、タモキシフェンである。
【０２０１】
　ＨＭＧＣＲ発現は、すべてのグループの乳癌被験体における内分泌処置に対する応答の
強力な（独立した）指標であるが、ＥＲ－乳癌を有する被験体は、従来、そのような処置
に非応答性であると考えられていたため、この指標は、そのような被験体に特に関連する
と考えられ得る。
【０２０２】
　それ故、第７および第８の態様の実施形態では、乳癌はＥＲ－であってもよい。
【０２０３】
　タモキシフェンは、最近２５年間にアジュバント内分泌療法の主力になっており、そし
て閉経期状態に関係なく、乳癌の処置におけるその役割を支持する証拠が豊富に存在する
。５年間のタモキシフェンをアジュバント処置なしと比較する場合、メタ分析の結果から
、疾患再発（４１％）、乳癌特異的死亡率（３４％）の両方の有意な減少が実証されてい
る（EBCTG: (2005） Lancet 365:1687-717）。
【０２０４】
　ＨＭＧＣＲタンパク質は、メバロン酸経路において律速酵素として作用する。コレステ
ロールは、この経路の主な産物の代表であるが、それはまた、血管新生、増殖、および移
動の重要なレギュレーターであることが示されている多くの非ステロール性イソプレノイ
ド副産物を産生する（Liao JK (2002） J Clin Invest 110:285-8、Wejde J, et al (199
2） Anticancer Res 12:317-24）。
【０２０５】
　スタチン系薬剤の抗新生物特性について説明している文献の数が絶えず増加しているに
もかかわらず、一般的な癌、特に、乳癌に対する予防効果に関する疫学的データは、依然
として確定的ではない。本開示の教示内容の一部を考慮して、本発明者らは、メバロン酸
経路が、所定の乳癌、特に、ＥＲ陰性および／またはリンパ節陽性腫瘍において重要な役
割を果たしていると考えている。
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【０２０６】
　インビトロ研究により、スタチンにより誘導されるメバロン酸枯渇は、チャイニーズハ
ムスター卵巣細胞（Goldstein JL and Brown MS (1990） Nature 343:425-30）およびＭ
ＣＦ－７　乳癌細胞（Duncan RE, et al (2005) Cancer Lett 224:221-8）においてＨＭ
ＧＣＲタンパク質発現の適応誘導を生じることが実証されている。ＭＣＦ－７細胞をメバ
スタチンで処置すると、ＨＭＧＣＲｍＲＮＡ発現の２．５倍～３．５倍の誘導と共同して
、ＨＭＧＣＲ活性が１０倍～１５倍誘導された。
【０２０７】
　スタチン系薬剤がＨＭＧＣＲタンパク質発現を誘導することが示されているという事実
、およびＨＭＧＣＲ発現レベルの増加が、ＥＲ陽性およびＥＲ陰性腫瘍の両方において、
タモキシフェンに対する応答の改善に関連するという所見に基づいて、本発明者らは、内
分泌処置製品と１つ以上のスタチン系薬剤との組み合わせが、新たな処置の選択肢である
と結論付けている。
【０２０８】
　それ故、本開示の第９の態様として、乳癌治療のような治療における同時、個別または
連続使用のための組み合わせ製剤として、内分泌処置製品およびスタチンを含む製品が提
供される。
【０２０９】
　２つの製品の組み合わせは、「キット・オブ・パーツ」または製品において提供するこ
とができ、乳癌治療のような治療における同時、個別または連続使用のための取扱説明書
を含み得る。
【０２１０】
　それ故、本開示の第１０の態様として、内分泌処置製品およびスタチンを含むキット・
オブ・パーツが提供される。
【０２１１】
　例えば、そのようなキット・オブ・パーツは、乳癌治療のような治療に使用され得る。
【０２１２】
　第９または第１０の態様の実施形態では、乳癌治療は、ＥＲ－および／またはリンパ節
陽性乳癌の治療であってもよい。
【０２１３】
　さらに、本開示の第１１の態様として、処置を必要とする哺乳動物被験体の処置の方法
が提供され、ここで、前記被験体は乳癌を有し、スタチンおよび内分泌処置製品の同時、
個別または連続投与を含む。
【０２１４】
　第１１の態様の実施形態では、乳癌は、ＥＲ－および／またはリンパ節陽性乳癌であっ
てもよい。
【０２１５】
　本開示のスタチンは、親油性／疎水性スタチン系薬剤および疎水性スタチン系薬剤から
選択することができる。親油性／疎水性スタチン系薬剤は、フルバスタチン、ロバスタチ
ン、シンバスタチン、アトルバスタチンおよびセリバスタチンを含む。疎水性スタチン系
薬剤は、プラバスタチンおよびロスバスタチンを含む。
【図面の簡単な説明】
【０２１６】
【図１】図１～７に関して、腫瘍組織を高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評価し
たが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＝弱、中および強であり、そして低いＨＭＧ
ＣＲレベルはＣＩ＝不在である。図１～２、４～５および７において、実線は、ＨＭＧＣ
Ｒ高被験体を表し、そして破線はＨＭＧＣＲ低被験体を表す。図１は、浸潤性乳癌と診断
された被験体の免疫組織化学染色に基づく生存分析の結果を示す。図１ａは、アジュバン
トタモキシフェンで処置した患者における無再発生存率を示す。図１ｂは、アジュバント
内分泌処置を行わなかった患者における無再発生存率を示す。
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【図２】図１～７に関して、腫瘍組織を高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評価し
たが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＝弱、中および強であり、そして低いＨＭＧ
ＣＲレベルはＣＩ＝不在である。図１～２、４～５および７において、実線は、ＨＭＧＣ
Ｒ高被験体を表し、そして破線はＨＭＧＣＲ低被験体を表す。図２は、浸潤性乳癌と診断
されたＥＲ陽性被験体の免疫組織化学染色に基づく生存分析の結果を示す。ＥＲ＞１０％
の画分スコアを陽性とみなした。図２ａは、アジュバントタモキシフェンで処置した患者
における無再発生存率を示す。図２ｂは、アジュバント内分泌処置を行わなかった患者に
おける無再発生存率を示す。
【図３】図１～７に関して、腫瘍組織を高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評価し
たが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＝弱、中および強であり、そして低いＨＭＧ
ＣＲレベルはＣＩ＝不在である。図３は、ＨＭＧＣＲタンパク質発現状態およびＥＲ状態
の異なる組み合わせで被験体をグループに分割した場合の生存率に対する影響を示す。簡
単に説明すると、すべての被験体を、ＨＭＧＣＲ状態およびＥＲ状態に基づいて４つのグ
ループ、即ち、ＨＭＧＣＲ陽性かつＥＲ陽性である被験体、ＨＭＧＣＲ陽性かつＥＲ陰性
である被験体、ＨＭＧＣＲ陰性かつＥＲ陽性である被験体またはＨＭＧＣＲ陰性かつＥＲ
陰性である被験体に分割する。ＥＲ陽性＝１０％の画分スコアおよびＥＲ陰性＝＜１０％
の画分スコア。図３ａは、アジュバントタモキシフェンで処置した患者における無再発生
存率を示す。図３ｂは、アジュバント内分泌処置を行わなかった患者における無再発生存
率を示す。
【図４】図１～７に関して、腫瘍組織を高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評価し
たが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＝弱、中および強であり、そして低いＨＭＧ
ＣＲレベルはＣＩ＝不在である。図１～２、４～５および７において、実線は、ＨＭＧＣ
Ｒ高被験体を表し、そして破線はＨＭＧＣＲ低被験体を表す。図４は、浸潤性乳癌と診断
された被験体の免疫組織化学染色に基づく生存分析の結果を示す。図４ａは、アジュバン
トタモキシフェンで処置したリンパ節転移陽性被験体における無再発生存率を示す。図４
ｂは、アジュバントタモキシフェンで処置したリンパ節転移陰性被験体における無再発生
存率を示す。
【図５】図１～７に関して、腫瘍組織を高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評価し
たが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＝弱、中および強であり、そして低いＨＭＧ
ＣＲレベルはＣＩ＝不在である。図１～２、４～５および７において、実線は、ＨＭＧＣ
Ｒ高被験体を表し、そして破線はＨＭＧＣＲ低被験体を表す。図５は、浸潤性乳癌と診断
されたＥＲ陽性被験体の免疫組織化学染色に基づく生存分析の結果を示す。ＥＲ＞１０％
の画分スコアを陽性とみなした。図５ａは、アジュバントタモキシフェンで処置したリン
パ節転移陽性被験体における無再発生存率を示す。図５ｂは、アジュバントタモキシフェ
ンで処置したリンパ節転移陰性被験体における無再発生存率を示す。
【図６】図１～７に関して、腫瘍組織を高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評価し
たが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＝弱、中および強であり、そして低いＨＭＧ
ＣＲレベルはＣＩ＝不在である。図６は、ＨＭＧＣＲタンパク質発現状態およびＥＲ状態
の異なる組み合わせで被験体をグループに分割した場合の生存率に対する影響を示す。簡
単に説明すると、すべての被験体を、ＨＭＧＣＲ状態およびＥＲ状態に基づいて４つのグ
ループ、即ち、ＨＭＧＣＲ陽性かつＥＲ陽性である被験体、ＨＭＧＣＲ陽性かつＥＲ陰性
である被験体、ＨＭＧＣＲ陰性かつＥＲ陽性である被験体またはＨＭＧＣＲ陰性かつＥＲ
陰性である被験体に分割する。ＥＲ陽性＝１０％の画分スコアおよびＥＲ陰性＝＞１０％
の画分スコア。図６ａは、アジュバントタモキシフェンで処置したリンパ節転移陽性被験
体における無再発生存率を示す。図６ｂは、アジュバントタモキシフェンで処置したリン
パ節転移陰性被験体における無再発生存率を示す。
【図７】図１～７に関して、腫瘍組織を高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評価し
たが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＝弱、中および強であり、そして低いＨＭＧ
ＣＲレベルはＣＩ＝不在である。図１～２、４～５および７において、実線は、ＨＭＧＣ
Ｒ高被験体を表し、そして破線はＨＭＧＣＲ低被験体を表す。図７は、胸部の浸潤性癌と
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診断されたＥＲ陰性被験体の免疫組織化学染色に基づく生存分析の結果を示す。ＥＲ発現
＞１０％の画分スコアを陽性とみなした。図７ａは、アジュバントタモキシフェンで処置
した被験体における無再発生存率を示す。図７ｂは、アジュバントタモキシフェンで処置
した被験体における無再発生存率を示す。
【図８】図８～１２に関して、腫瘍コアを高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評価
したが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＞不在であり、そして低いＨＭＧＣＲレベ
ルはＣＩ＝不在である。さらに、実線は、アジュバントタモキシフェンを投与した被験体
のグループを表し、そして破線は、アジュバント内分泌処置を行わなかった患者を表す。
図８は、浸潤性乳癌と診断された被験体の免疫組織化学染色に基づく生存分析の結果を示
す。図８ａは、ＨＭＧＣＲ高患者における無再発生存率を示す。図８ｂは、ＨＭＧＣＲ低
患者における無再発生存率を示す
【図９】図８～１２に関して、腫瘍コアを高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評価
したが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＞不在であり、そして低いＨＭＧＣＲレベ
ルはＣＩ＝不在である。さらに、実線は、アジュバントタモキシフェンを投与した被験体
のグループを表し、そして破線は、アジュバント内分泌処置を行わなかった患者を表す。
図９は、浸潤性乳癌と診断されたＨＭＧＣＲ陽性かつＥＲ陰性被験体の免疫組織化学染色
に基づく生存分析の結果を示す。ＥＲ発現＞１０％の画分スコアを陽性とみなした。図９
ａは無再発生存率を示す。図９ｂは、リンパ節転移陽性患者における無再発生存率を示す
。
【図１０】図８～１２に関して、腫瘍コアを高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評
価したが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＞不在であり、そして低いＨＭＧＣＲレ
ベルはＣＩ＝不在である。さらに、実線は、アジュバントタモキシフェンを投与した被験
体のグループを表し、そして破線は、アジュバント内分泌処置を行わなかった患者を表す
。図１０は、浸潤性乳癌と診断された被験体の免疫組織化学染色に基づく生存分析の結果
を示す。被験体を、ＥＲ陽性またはＥＲ陰性に分類したが、ここで、＞１０％の画分スコ
アを陽性とみなし、そして＜１０％の画分スコアを陰性とみなした。図１０ａは、ＨＭＧ
ＣＲ陽性またはＥＲ陽性被験体における無再発生存率を示す。図１０ｂは、ＨＭＧＣＲ陰
性かつＥＲ陰性被験体における無再発生存率を示す。
【図１１】図８～１２に関して、腫瘍コアを高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評
価したが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＞不在であり、そして低いＨＭＧＣＲレ
ベルはＣＩ＝不在である。さらに、実線は、アジュバントタモキシフェンを投与した被験
体のグループを表し、そして破線は、アジュバント内分泌処置を行わなかった患者を表す
。図１１は、浸潤性乳癌と診断された被験体の免疫組織化学染色に基づく生存分析の結果
を示す。被験体を、ＰＲ陽性またはＰＲ陰性に分類したが、ここで、＞１０％の画分スコ
アを陽性とみなし、そして＜１０％の画分スコアを陰性とみなした。図１０ａは、ＨＭＧ
ＣＲ陽性またはＰＲ陽性被験体における無再発生存率を示す。図１０ｂは、ＨＭＧＣＲ陰
性かつＰＲ陰性被験体における無再発生存率を示す。
【図１２】図８～１２に関して、腫瘍コアを高いまたは低いＨＭＧＣＲレベルについて評
価したが、ここで、高いＨＭＧＣＲレベルはＣＩ＞不在であり、そして低いＨＭＧＣＲレ
ベルはＣＩ＝不在である。さらに、実線は、アジュバントタモキシフェンを投与した被験
体のグループを表し、そして破線は、アジュバント内分泌処置を行わなかった患者を表す
。図１２は、浸潤性乳癌と診断されたＨＭＧＣＲ陽性かつＰＲ陰性被験体の無再発生存率
を示す。ＰＲ発現＞１０％の画分スコアを陽性とみなした。
【実施例】
【０２１７】
ＨＭＧＣＲに対する単一特異的抗体の作製ならびに正常および癌サンプルにおいてＨＭＧ
ＣＲを検出するためのそれらの使用
１．抗原の作製
ａ）材料および方法
　テンプレートとしてヒトゲノム配列を有するバイオインフォマティクスツールを使用し
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て、ＥｎｓＥＭＢＬ　Ｇｅｎｅ　ＩＤ　ＥＮＳＧ０００００１１３１６１によってコード
される標的タンパク質の適切なフラグメントを選択した（Lindskog M et al. (2005） Bi
otechniques 38:723-727, EnsEMBL, www.ensembl.org）。ＨＭＧＣＲタンパク質（配列番
号２；ＥｎｓＥＭＢＬ登録番号ＥＮＳＰ０００００２８７９３６）のアミノ酸７４２～８
８１（配列番号１）に対応する１４０アミノ酸長フラグメントの産生のためのテンプレー
トとして、フラグメントを使用した。
【０２１８】
　ＥｎｓＥＭＢＬ登録番号ＥＮＳＴ０００００２８７９３６（配列番号３）のヌクレオチ
ド２２７４～２６９３を含有するＨＭＧＣＲ遺伝子転写物のフラグメントを、Ｐｌａｔｉ
ｎｕｍ（登録商標）Ｔａｑ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を有するＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔＴ

Ｍ　Ｏｎｅ－Ｓｔｅｐ　ＲＴ－ＰＣＲ増幅キットおよびテンプレートとしてのヒト全ＲＮ
Ａプールパネル（Ｈｕｍａｎ　Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　Ｐａｎｅｌ　ＩＶ，　ＢＤ　Ｂｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）によって単離した。フランキング制限部位Ｎｏｔ
ＩおよびＡｓｃＩを、ＰＣＲ増幅プライマーを介してフラグメントに導入して、発現ベク
ターへのインフレームクローニングを可能にした（順方向プライマー：ＡＴＧＧＣＴＧＧ
ＧＡＧＣＡＴＡＧＧＡＧ、逆方向プライマー：ＴＣＣＴＴＧＧＡＧＧＴＣＴＴＧＴＡＡＡ
ＴＴＧ）。次いで、下流プライマーをビオチン化して、先に記載のように、固相クローニ
ングを可能にし、そして得られたビオチン化ＰＣＲ産物を、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２８
０Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ（Ｄｙｎａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）上に固定化した（Larsson 
M et al. (2000） J. Biotechnol. 80:143-157）。フラグメントを、ＮｏｔＩ－ＡｓｃＩ
消化（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）によって、固相支持体から遊離させ、
固定化金属イオンクロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）精製のためのヘキサヒスチジルタグお
よび連鎖球菌プロテインＧ由来の免疫増強アルブミン結合タンパク質（ＡＢＰ）からなる
二重親和性タグ（Sjoelander A et al. (1997) J. Immunol. Methods 201:115-123；Stah
l S et al. (1999) Encyclopedia of Bioprocess Technology: Fermentation, Biocataly
sis and Bioseparation (Fleckinger MC and Drew SW, eds) John Wiley and Sons Inc.,
 New York, pp 49-63）を伴うフレーム内のｐＡｆｆ８ｃベクター（Ｌａｒｓｓｏｎ　Ｍ
　ｅｔ　ａｌ、上掲）にライゲートし、そして大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＢＬ２１（ＤＥ３
）細胞（Ｎｏｖａｇｅｎ）に形質転換した。クローンの配列を、製造者の推奨に従って、
ＴｅｍｐｌｉＰｈｉ　ＤＮＡ配列決定増幅キット（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，Ｕｐｐ
ｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）を使用して増幅したプラスミドＤＮＡのダイターミネーターサ
イクルシーケンスによって、確認した。
【０２１９】
　発現ベクターを所有するＢＬ２１（ＤＥ３）細胞を、同じ培養培地の１ｍｌの１晩培養
物の添加によって５ｇ／ｌ酵母抽出物（Ｍｅｒｃｋ　ＫＧａＡ）および５０ｍｇ／ｌカナ
マイシン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を補充した、１００ｍｌの３０ｇ／ｌトリプテ
ィックソイブロス（Ｍｅｒｃｋ　ＫＧａＡ）に播種した。細胞培養物を、１リットル振盪
フラスコ中３７℃および１５０ｒｐｍで、６００ｎｍでの光学密度が０．５～１．５に到
達するまで、インキュベートした。次いで、１ｍＭの最終濃度へのイソプロピル－β－Ｄ
－チオガラクトピラノシド（Ａｐｏｌｌｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）の添加によって、タ
ンパク質発現を誘導し、そしてインキュベーションを、１晩、２５℃および１５０ｒｐｍ
で継続した。２４００ｇでの遠心分離によって、細胞を回収し、そしてペレットを、５ｍ
ｌ溶解緩衝液（７Ｍ塩酸グアニジン、４７ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４、２．６５ｍＭのＮａＨ

２ＰＯ４、１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、１００ｍＭのＮａＣｌ、２０ｍＭのβ－メルカ
プトエタノール；ｐＨ＝８．０）に再懸濁し、そして２時間、３７℃および１５０ｒｐｍ
でインキュベートした。３５３００ｇでの遠心分離後、変性および可溶化したタンパク質
を含有する上清を回収した。
【０２２０】
　Ｈｉｓ６－タグ化融合タンパク質を、ＡＳＰＥＣ　ＸＬ４ＴＭ（Ｇｉｌｓｏｎ）上の自
動化タンパク質精製手順（Steen J et al. (2006) Protein Expr. Purif. 46:173-178）
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を使用する１ｍｌのＴａｌｏｎ（登録商標）金属（Ｃｏ２＋）アフィニティー樹脂（ＢＤ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を伴うカラム上での固定化金属イオン親
和性クロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）によって、精製した。樹脂を、２０ｍｌの変性洗浄
緩衝液（６Ｍ塩酸グアニジン、４６．６ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４、３．４ｍＭのＮａＨ２Ｐ
Ｏ４、３００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ８．０～８．２）で平衡化した。次いで、澄明にした
細胞溶解物を、カラムに添加した。その後、２．５ｍｌ溶出緩衝液（６Ｍ尿素、５０ｍＭ
のＮａＨ２ＰＯ４、１００ｍＭのＮａＣｌ、３０ｍＭ酢酸、７０ｍＭ酢酸ナトリウム、ｐ
Ｈ５．０）への溶出前に、樹脂を、最低でも３１．５ｍｌの洗浄緩衝液で洗浄した。溶出
した材料を、３つのプール５００、７００および１３００μｌに分画した。抗原を含有す
る７００μｌ画分、ならびにプールした５００および１３００μｌ画分を、さらなる使用
のために貯蔵した。
【０２２１】
　抗原画分を、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ；１．９ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４、８．１ｍＭの
Ｎａ２ＨＰＯ４、１５４ｍＭのＮａＣｌ）で１Ｍ尿素の最終濃度に希釈し、続いて、７５
００Ｄａでの分子量カットオフを伴うＶｉｖａｐｏｒｅ１０／２０ｍｌ濃縮装置（Ｖｉｖ
ａｓｃｉｅｎｃｅ　ＡＧ）を使用して、タンパク質濃度を増加するための濃縮工程を行っ
た。製造者の推奨に従って、ウシ血清アルブミン標準を伴うビシンコニン酸（ＢＣＡ）マ
イクロアッセイプロトコル（Ｐｉｅｒｃｅ）を使用して、タンパク質濃度を決定した。タ
ンパク質の品質を、Ｐｒｏｔｅｉｎ　５０もしくは２００アッセイ（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用するＢｉｏａｎａｌｙｚｅｒ装置上で分析した。
【０２２２】
ｂ）結果
　ＨＭＧＣＲ遺伝子の長い転写物（配列番号３）のヌクレオチド２２７４～２６９３に対
応し、そして標的タンパク質ＨＭＧＣＲ（配列番号２）のアミノ酸７４２～８８１からな
るペプチド（配列番号１）をコードする遺伝子フラグメントを、このタンパク質フラグメ
ントに特異的なプライマーを使用するヒトＲＮＡプールからのＲＴ－ＰＣＲによって、首
尾よく単離した。標的タンパク質（配列番号２）の１４０アミノ酸フラグメント（配列番
号１）は、成熟タンパク質において切断除去されるため、膜貫通領域を含まず、大腸菌（
Ｅ．ｃｏｌｉ）における効率的な発現を確実にし、そしていずれのシグナルペプチドも含
まないように設計した。加えて、タンパク質フラグメントを、他のヒトタンパク質と低い
相同性を有する独特な配列からなり、作製されるアフィニティー試薬の交差反応性を最小
限にし、そしてコンフォメーショナルエピトープの形成を可能にし、そしてなお細菌系に
おける効率的なクローニングおよび発現を可能にするのに適切なサイズであるように設計
した。
【０２２３】
　正確なアミノ酸配列をコードするクローンを同定し、そして大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）で
の発現時、正確なサイズの単一のタンパク質を産生させ、続いて、固定化金属イオンクロ
マトグラフィーを使用して、精製した。溶出したサンプルを１Ｍ尿素の最終濃度に希釈し
、そしてサンプルを１ｍｌに濃縮した後、タンパク質フラグメントの濃度を、１１．７ｍ
ｇ／ｍｌに決定し、そして純度分析に従って、８４．２％純度を得た。
【０２２４】
２．抗体の作製
ａ）材料および方法
　上記で得られた精製したＨＭＧＣＲフラグメントを抗原として使用して、国のガイドラ
イン（スウェーデン許可番号Ａ８４－０２）に従って、ウサギを免疫した。ウサギの筋肉
内に、１次免疫化としてフロイント完全アジュバント中２００μｇの抗原を免疫し、そし
て４週間間隔で、フロイント不完全アジュバント中１００μｇ抗原で３回ブーストした。
【０２２５】
　免疫動物由来の抗血清を、３工程の免疫アフィニティーに基づくプロトコル（Agaton C
 et al. (2004） J. Chromatogr. A 1043:33-40；Nilsson P et al. (2005） Proteomics
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 5:4327-4337）によって精製した。第１の工程では、７ｍｌの全抗血清を、１０×ＰＢＳ
で緩衝化して、１×ＰＢＳ（１．９ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４、８．１ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４

、１５４ｍＭのＮａＣｌ）の最終濃度とし、０．４５μｍポアサイズフィルター（Ａｃｒ
ｏｄｉｓｃ（登録商標）、Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）を使用してろ過し、そしてｐＡｆ
ｆ８ｃベクターから発現され、そして抗原タンパク質フラグメントについて上記と同じ方
法で精製した二重親和性タグタンパク質Ｈｉｓ６－ＡＢＰ（ヘキサヒスチジルタグおよび
アルブミン結合タンパク質タグ）に結合させた５ｍｌのＮ－ヒドロキシスクシンイミド－
活性化ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ４　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）
を含有するアフィニティーカラムに適用した。第２の工程では、二重親和性タグＨｉｓ６

－ＡＢＰに対する抗体を枯渇させたフロースルーを、免疫化のために抗原として使用した
ＨＭＧＣＲタンパク質フラグメント（配列番号１）に結合させた１ｍｌのＨｉ－Ｔｒａｐ
　ＮＨＳ－活性化ＨＰカラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）上、０．５ｍｌ／分の流速
で充填させた。Ｈｉｓ６－ＡＢＰタンパク質およびタンパク質フラグメント抗原を、製造
者によって推奨されるように、ＮＨＳ活性化マトリックスに結合させた。非結合材料を、
１×ＰＢＳＴ（１×ＰＢＳ、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０、ｐＨ７．２５）で洗浄除去し、そ
して捕捉された抗体を、低ｐＨグリシン緩衝液（０．２Ｍグリシン、１ｍＭのＥＧＴＡ、
ｐＨ２．５）を使用して、溶出させた。溶出した抗体画分を自動的に回収し、そして第３
の工程における効率的な緩衝液交換のために直列に接続した２つの５ｍｌのＨｉＴｒａｐ
ＴＭ脱塩カラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）上に充填した。第２および第３の精製工
程を、ＡＥＫＴＡｘｐｒｅｓｓＴＭプラットホーム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）上で
稼動させた。抗原選択的（単一特異的）抗体（ｍｓＡｂ）を、－２０℃での長期間貯蔵の
ために、それぞれ、４０％および０．０２％の最終濃度でグリセロールおよびＮａＮ３を
補充したＰＢＳ緩衝液で溶出させた（Nilsson P et al. (2005） Proteomics 5:4327-433
7）。
【０２２６】
　アフィニティー精製した抗体画分の特異性および選択性を、抗原自体および他のタンパ
ク質アレイ設定（Nilsson P et al. (2005） Proteomics 5:4327-4337）における他の３
８３のヒトタンパク質フラグメントに対する結合分析によって、分析した。タンパク質フ
ラグメントを、０．１Ｍ尿素および１×ＰＢＳ（ｐＨ７．４）中４０μｇ／ｍｌに希釈し
、そしてそれぞれの５０μｌを、９６ウェルスポッティングプレートのウェルに移した。
ピン・アンド・リング（ｐｉｎ－ａｎｄ－ｒｉｎｇ）のアレイヤー（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉ
ｘ　４２７）を使用して、タンパク質フラグメントを２回測定でスポットし、そしてエポ
キシスライド（ＳｕｐｅｒＥｐｏｘｙ，ＴｅｌｅＣｈｅｍ）上に固定化した。スライドを
１×ＰＢＳで洗浄（５分間）し、次いで、表面を３０分間ブロックした（ＳｕｐｅｒＢｌ
ｏｃｋ（登録商標）、Ｐｉｅｒｃｅ）。接着性の１６ウェルシリコーンマスク（Ｓｃｈｌ
ｅｉｃｈｅｒ＆Ｓｃｈｕｅｌｌ）を、単一特異的抗体を添加する（１×ＰＢＳＴ中で１：
２０００に希釈して約５０ｎｇ／ｍｌにした）前にガラス適用し、そして振盪器上で６０
分間インキュベートした。各スポットのタンパク質の量を定量するため、親和性タグ特異
的ＩｇＹ抗体を単一特異的抗体と共にインキュベートした。スライドを１×ＰＢＳＴおよ
び１×ＰＢＳでそれぞれ２回、１０分間、洗浄した。第二抗体（Ａｌｅｘａ　６４７とコ
ンジュゲートされたヤギ抗ウサギ抗体およびＡｌｅｘａ　５５５とコンジュゲートされた
ヤギ抗ニワトリ抗体、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を１×ＰＢＳＴ中で１：６０
０００に希釈して３０ｎｇ／ｍｌとし、そして６０分間インキュベートした。第１のイン
キュベーションについて行ったのと同じ洗浄手順を行った後、スライドをスピンして乾燥
し、そして走査し（Ｇ２５６５ＢＡアレイスキャナー、Ａｇｉｌｅｎｔ）、その後、画像
を、画像分析ソフトウェア（ＧｅｎｅＰｉｘ５．１、Ａｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ
）を使用して、定量した。
【０２２７】
ｂ）結果
　ポリクローナル抗体製剤の品質は、抗体精製におけるストリンジェンシーの程度に依存
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することが証明され、そして標的タンパク質に由来するものではないエピトープに対する
抗体の枯渇が、他のタンパク質との交差反応性およびバックグランド結合を回避するのに
必要であることがすでに証明されている（Agaton C et al. (2004) J. Chromatogr. A 10
43:33-40）。それ故、タンパク質マイクロアレイ分析を実施して、特異性が高い単一特異
的ポリクローナル抗体が、Ｈｉｓ６－タグに対する抗体ならびにＡＢＰ－タグに対する抗
体の枯渇によって作製されたことを確実にした。
【０２２８】
　タンパク質アレイの各スポットにおけるタンパク質の量を定量するため、第１抗体と第
二抗体との組み合わせで、２色の染料標識システムを使用した。ニワトリにおいて作製さ
れたタグ特異的ＩｇＹ抗体を、Ａｌｅｘａ５５５蛍光染料で標識した第二ヤギ抗ニワトリ
抗体で検出した。ウサギｍｓＡｂとアレイ上のその抗原との特異的結合を、蛍光的にＡｌ
ｅｘａ　６４７標識ヤギ抗ウサギ抗体で検出した。タンパク質アレイ分析は、ＨＭＧＣＲ
に対するアフィニティー精製された単一特異的抗体が、正確なタンパク質フラグメントに
対して高選択的であり、そしてアレイ上で分析した他のすべてのタンパク質フラグメント
に対するバックグランドが極めて低いことを示した。
【０２２９】
３．免疫組織化学による組織プロファイリング
ａ）材料および方法
　ヒト組織を含有する全部で５７６のパラフィンコアを、実施例、セクション２で得た単
一特異的抗体サンプルを使用して分析した。組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）の生成のため
のドナーブロックとして使用する全組織を、地方倫理委員会（ｌｏｃａｌ　ｅｔｈｉｃａ
ｌ　ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ）からの認可に従う、Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏ
ｌｏｇｙ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｕｐｐｓａｌａのアーカイブから
選択した。ＴＭＡ分析に使用するすべての組織切片を調べて、診断を決定し、そしてドナ
ーブロックの代表的領域を選択した。正常組織を、顕微鏡的に正常（非腫瘍性）と定義し
、外科的に取り出された腫瘍周辺から回収した標本から選択することが最も多かった。癌
組織を診断および分類のために精査した。診断目的で、全組織をホルマリン固定し、パラ
フィン包埋し、そして切片化した。
【０２３０】
　ＴＭＡの生成を、本質的に、先に記載のように実施した（Kononen J et al. (1998) Na
ture Med. 4:844-847；Kallioniemi OP et al. (2001) Hum. Mol. Genet. 10:657-662）
。簡単に説明すると、レシピエントのＴＭＡブロック内に孔を作製し、そしてドナーブロ
ックから円筒状のコア組織サンプルを取得し、レシピエントのＴＭＡブロック内に配置し
た。これをＢｅｅｃｈｅｒ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ製の自動化組織アレイヤー（ＡＴＡ－
２７、Ｂｅｅｃｈｅｒ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｓｕｎ　Ｐｒａｉｒｉｅ，ＣＡ，ＵＳ
Ａ））内で完全なＴＭＡのデザインが生成されるまで反復した。ＴＭＡのレシピエントブ
ロックを、切片化の前に４２℃で２時間ベーキングした。
【０２３１】
　ＴＭＡ：ｓの設計では、広範囲の代表的な正常組織由来のサンプルを得て、代表的な癌
組織を含めることに重点を置いた。このことは、Kampf C et al. (2004） Clin. Proteom
ics 1:285-300において既に詳述されている。簡単に述べると、４８の正常組織由来のサ
ンプルおよび２０のヒトに作用する最も一般的な癌タイプ由来のサンプルを選択した。合
計で、ＴＭＡブロックの８つの異なるデザイン（各々が１ｍｍの直径を有する７２の組織
コアを含有する）を生成した。ＴＭＡ：ｓのうちの２つは正常組織を表し、異なる個体由
来の３回測定の４８の異なる正常組織に対応するものであった。残りの６つのＴＭＡ：ｓ
は２０の異なる癌タイプ由来の癌組織を表すものであった。癌タイプの２０のうちの１７
については、１２の個別に異なる腫瘍を採取し、そして残りの３つの癌タイプについては
４つの個別に異なる腫瘍を採取した（すべてを同じ腫瘍から２回測定で）。ＩＨＣ分析の
ため、ＴＭＡブロックをウォーターフォール・ミクロトーム（ｗａｔｅｒｆａｌｌ　ｍｉ
ｃｒｏｔｏｍｅ）（Ｌｅｉｃａ）を用いて４μｍの厚みで切片化し、ＳｕｐｅｒＦｒｏｓ
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ｔ（登録商標）（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）のガラススライド上に
置いた。
【０２３２】
　自動化されたＩＨＣを、既に記載のとおりに実施した（Kampf C et al. (2004) Clin. 
Proteomics 1:285-300）。簡単に述べると、ガラススライドを、６０℃で４５分間インキ
ュベートし、キシレン中で脱パラフィン処理し（２×１５分間）、等級化されたアルコー
ルに水和した。抗原賦活化のために、スライドをＴＲＳ（Ｔａｒｇｅｔ　Ｒｅｔｒｉｅｖ
ａｌ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｐＨ６．０，ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）中に浸漬し、そ
してＤｅｃｌｏａｋｉｎｇチャンバ（登録商標）（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ）内
、１２５℃で４分間沸騰させた。スライドを、Ａｕｔｏｓｔａｉｎｅｒ（登録商標）（Ｄ
ａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）内に置き、そして内因性ペルオキシダーゼを、最初に、Ｈ

２Ｏ２（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）でブロックした。スライドを、実施例、セクシ
ョン２で得た第一抗体と共に３０分間、室温でインキュベートし、続いて、３０分間、室
温で、ヤギ抗ウサギペルオキシダーゼコンジュゲートＥｎｖｉｓｉｏｎ（登録商標）と共
にインキュベーションした。すべての工程と工程の間で、スライドを、洗浄緩衝液（Ｄａ
ｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）中で濯いだ。最後に、ジアミノベンジジン（ＤａｋｏＣｙｔ
ｏｍａｔｉｏｎ）を色素原として使用し、そしてＨａｒｒｉｓヘマトキシリン（Ｓｉｇｍ
ａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を対比染色に使用した。スライドを、Ｐｅｒｔｅｘ（登録商標）（
Ｈｉｓｔｏｌａｂ）と共にマウントした。
【０２３３】
　８つの異なるＴＭＡ：ｓ由来のすべての免疫組織化学的に染色した切片を、ＳｃａｎＳ
ｃｏｐｅ　Ｔ２自動化スライド走査システム（Ａｐｅｒｉｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
）を使用して、走査した。８つのＴＭＡ：ｓのすべての内容物を表すために、５７６のデ
ジタル画像を作成した。走査を２０倍の倍率で実施した。元のデータを保存するため、デ
ジタル画像を個別のタグ画像ファイル形式（ＴＩＦＦ）ファイルとして分離および抽出し
た。ウェブベースのアノテーションシステム内での画像処理を可能にするため、個々の画
像をＴＩＦＦ形式からＪＰＥＧ形式に圧縮した。免疫組織化学的に染色した組織の全画像
を、顕微鏡下で手動で評価し、そして認定された病理専門医または専門教育を受けた人員
（その後、病理学者が検証した）によりアノテートした。
【０２３４】
　異なる各正常組織および癌組織のアノテーションを、ＩＨＣ結果の分類のための簡素化
されたスキームを使用して、実施した。各組織における代表性（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔ
ｉｖｉｔｙ）および免疫反応性について検査した。各正常組織タイプ内に含まれる異なる
組織特異的な細胞タイプを、アノテートした。各癌においては、腫瘍細胞および間質をア
ノテートした。基本的なアノテーションパラメータは、ｉ）細胞内局在化（核および／ま
たは細胞質／膜）、ｉｉ）染色強度（ＳＩ）およびｉｉｉ）染色細胞の画分（ＦＳＣ）の
評価を含んだ。染色強度は、臨床組織病理学的診断で使用される基準に従って、主観的に
評価し、そして結果を次のように分類した：不在＝免疫反応性なし、弱い＝僅かな免疫反
応性、中等度＝中等度の免疫反応性、または強い＝明瞭かつ強い免疫反応性。染色細胞の
画分を評価し、そして関連する細胞集団の＜２％、２～２５％、＞２５～７５％または＞
７５％の免疫反応性細胞として分類した。免疫反応性細胞の強度および画分の両方に基づ
き、各組織サンプルについて、「染色スコア」を次のとおりに与えた：０＝陰性、１＝弱
い、２＝中等度、および３＝強い。Ｎ．Ｒ．は、代表的な組織が存在しなかったことを意
味する。詳細には、次の基準に従って、染色スコアを与えた：ＳＩ＝不在または弱いかつ
ＦＳＣ≦２５％である場合、０とした；ＳＩ＝弱いかつＦＳＣ＞２５％である場合または
ＳＩ＝中等度かつＦＳＣ≦２５％である場合、１とした；ＳＩ＝中等度かつＦＳＣ＞２５
％である場合またはＳＩ＝強いかつＦＳＣ≦２５％およびＳＩ＝中等度である場合、２と
した；ならびに最後に、ＳＩ＝強いかつＦＳＣ＞２５％である場合、３とした。また、表
１も参照のこと。当業者は、この手順がＡｌｌｒｅｄスコアの計算に類似することを理解
すべきである（例えば、Allred et al. (1998） Mod Pathol 11(2）, 155を参照のこと）
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【０２３５】
【表１】

【０２３６】
ｂ）結果
　実施例、セクション２において得られたヒト標的タンパク質ＨＭＧＣＲの組み換えタン
パク質フラグメントに対して作製された単一特異的抗体による組織プロファイリングの結
果は、いくつかの正常組織において特定の免疫反応性を示した。表２は、正常ヒト組織に
おけるＨＭＧＣＲタンパク質発現パターンを示す。ＩＨＣおよびＴＭＡ技術を使用して、
４８の異なるタイプの正常組織を表す１４４のスポット（直径１ｍｍ）を、ＨＭＧＣＲの
発現についてスクリーニングした。ほとんどの組織の細胞質において、主に免疫反応性が
観察された。いくつかの症例は、さらなる核または膜の陽性を示した。最も強い染色が、
腺上皮において見出された。若干の症例では、代表的な組織が観察されなかった（Ｎ．Ｒ
．）。
【０２３７】
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【０２３８】
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【表３】

【０２３９】
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　ＨＭＧＣＲタンパク質発現を、様々な癌タイプ由来の組織サンプルにおいてさらに評価
した。表３は、１２の異なる乳癌組織サンプルにおけるＨＭＧＣＲ発現のレベルを示す。
これらのサンプルのすべてが代表的な組織を示し、そして１０の組織が、陽性、即ち、０
より高い染色スコアを示した。ＨＭＧＣＲ発現は、細胞質において観察された。
【０２４０】
【表４】

【０２４１】
４．無作為化閉経期前のコホートＴＭＡ
ａ）材料および方法
　１９８４年～１９９１年の間、スウェーデンの南部および東南部領域における原発性乳
癌を有する５６４例の閉経期前の女性を、多施設臨床治験に登録し、そして無作為に、２
年間のアジュバントタモキシフェン（ｎ＝２７６）またはコントロールグループ（ｎ＝２
８８）のいずれかに振り分けた。コントロールグループには、アジュバント内分泌処置、
即ち、タモキシフェンを投与しなかった。参加基準は、非定型的乳房切除術または腋窩リ
ンパ節郭清を伴う乳房温存手術によって処置したステージＩＩ（ｐＴ２　Ｎ０　Ｍ０、ｐ
Ｔ１～２　Ｎ１　Ｍ０）浸潤性乳癌の閉経期前患者、または５０歳未満の患者であった。
術後放射線療法（５０Ｇｙ）を、乳房温存手術後に行い、そしてすべてのリンパ節陽性患
者に局所領域放射線療法を施行した。アジュバント全身化学療法を施行した患者は２％未
満であった。乳癌事象を伴わない患者の追跡期間中央値は、１３．９年であった。診断時
の年齢の中央値は、４５（２５～５７）歳であった。研究デザインについては、他で詳述
されている（Ryden L et al, Eur J Cancer, 2005, 41(2): 256-64）。倫理的許可は、Ｌ
ｕｎｄ　ａｎｄ　Ｌｉｎｋｏｅｐｉｎｇ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓの地方倫理委員会（
Ｌｏｃａｌ　Ｅｔｈｉｃｓ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅｓ）から得た。
【０２４２】
　５６４例の患者のうち５００例の組織ブロックを、ＴＭＡ－構築のために回収すること
ができた。すべての症例を、ヘマトキシリンおよびエオシン染色スライドについて、組織
病理学的に再評価した。ＴＭＡ：ｓを、手動のアレイデバイス（ＭＴＡ－１，Ｂｅｅｃｈ
ｅｒ　Ｉｎｃ，（ＷＩ，ＵＳＡ））を使用して、浸潤性癌の代表的領域から１症例あたり
２×０．６ｍｍのコアを採取することによって、構築した。４μｍの切片を乾燥し、脱パ
ラフィン処理し、そしてＰＴ－リンクシステム（ＤＡＫＯ，（Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ，Ｄ
ｅｎｍａｒｋ））を使用して前処理し、次いで、Ｔｅｃｈｍａｔｅ　５００（ＤＡＫＯ，
（Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ，Ｄｅｎｍａｒｋ））中、１：２５０に希釈したポリクローナル
抗ＨＭＧＣＲ抗体（カタログ番号０７－４５７，Ｕｐｓｔａｔｅ）で染色したが、この抗
体は、配列番号４からなるペプチドと選択的に相互作用する。ＥＲおよびＰＲのＩＨＣ染
色については、予め実施しておいた。現在の臨床的実践に沿って、１０％陽性の核におけ
るカットオフを使用して、ホルモン受容体の陽性を定義した。
【０２４３】
　統計分析のために、上記の実施例、セクション３の記載に沿って、細胞質強度（ＣＩ）
レベルを評価した。細胞質の染色強度のレベルは、臨床組織病理学的診断で使用される基
準に従って、主観的に評価し、そして結果を次のように分類する：不在＝免疫反応性なし
、弱い＝僅かな免疫反応性、中等度＝中等度の免疫反応性、または強い＝明瞭かつ強い免
疫反応性。異なるすべての層に対する生存率の傾向に基づいて、さらなる統計分析のため
に、二分類の変数を構築した。次の２つのカテゴリーを定義した：ＣＩ＝弱い、中等度お
よび強いに対応する「ＨＭＧＣＲ高」、ならびにＣＩ＝不在に対応する「ＨＭＧＣＲ低」
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。サンプルのこの分類を、Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ推定量に従って、ＲＦＳ分析に使用
し、そしてログランク検定を使用して、異なる層における生存率を比較した。ＥＲおよび
ＰＲ陰性は、スウェーデンにおける現在の臨床ガイドラインに従って、＜１０％陽性染色
の核として定義した。すべての統計的検定は、両側検定であり、そして＜０．０５のｐ値
を有意とみなした。すべての計算は、統計パッケージＳＰＳＳ１７．０（ＳＰＳＳ　Ｉｎ
ｃ．（Ｉｌｌｉｎｏｉｓ，ＵＳＡ））により行った。
【０２４４】
ｂ）結果
　本結果セクションでは、「ＨＭＧＣＲ」は、ＨＭＧＣＲタンパク質を指す。本研究では
、４２３の腫瘍についてＨＭＧＣＲ発現の免疫組織化学的分析を実施することができた。
残りのコアは、浸潤性癌を含有しないか、または組織処理中に失われたかのいずれかであ
った。４２３の分析した腫瘍のうち、３２４の腫瘍はＥＲ陽性（即ち、ＥＲα＋）であり
、＞１０％ＥＲ核画分として定義されたが、この画分は、ホルモン受容体評価に使用され
る臨床的に確立されたカットオフに沿っている。
【０２４５】
　タモキシフェンで処置した患者およびアジュバント内分泌療法を施行しなかったコント
ロールグループの患者における高いまたは低いＨＭＧＣＲタンパク質レベルに基づく無再
発生存率（ＲＦＳ）の分析を、それぞれ、図１ａおよび１ｂに示す。この分析は、図１ａ
に示すように、ＨＭＧＣＲ低カテゴリーよりもＨＭＧＣＲ高カテゴリーに対してより有意
に良好なＲＦＳを示す（ｐ＝０．００１）。
【０２４６】
　タモキシフェン処置患者およびコントロールグループのＥＲ陽性患者における高または
低ＨＭＧＣＲレベルに基づくＲＦＳの分析を、それぞれ、図２ａおよび２ｂに示す。この
分析は、図２ａに示すように、タモキシフェン処置被験体のＨＭＧＣＲ高カテゴリーに対
して、有意に良好なＲＦＳを示す。
【０２４７】
　本コホートにおけるタモキシフェン応答に対するＨＭＧＣＲの見掛けの影響に照らして
、ＨＭＧＣＲタンパク質発現状態およびＥＲ状態の異なる組み合わせを有する層における
ＲＦＳに対する影響について分析した。簡単に説明すると、すべての被験体を、ＨＭＧＣ
ＲおよびＥＲ状態に基づいて４つのグループ、即ち、ＨＭＧＣＲ陽性かつＥＲ陽性である
被験体、ＨＭＧＣＲ陽性かつＥＲ陰性である被験体、ＨＭＧＣＲ陰性かつＥＲ陽性である
被験体ならびにＨＭＧＣＲ陰性かつＥＲ陰性である被験体に分割する。分析は、これらの
層が、タモキシフェン処置コホートにおけるＲＦＳの差異に関連することを示した（ｐ＝
０．００１）（図３ａ）。しかし、非処置コホートでは、層間に極めて小さな差異が観察
された（図３ｂ）。意外なことに、図３ａに例示されるように、ＨＭＧＣＲ陽性かつＥＲ
陰性患者は、処置コホートにおいて、ＨＭＧＣＲ陰性かつＥＲ陽性患者より良好な結果を
示した。
【０２４８】
　それ故、タモキシフェン応答に対するＨＭＧＣＲ発現の好適な効果が実証された。さら
に、タモキシフェンに応答し得るＥＲ陰性患者のグループが同定される。結果的に、ＨＭ
ＧＣＲタンパク質は、ＥＲに対する代替物または補完物であり得る内分泌処置マーカーで
ある。
【０２４９】
　次に、タモキシフェンで処置したリンパ節陽性患者におけるＨＭＧＣＲ発現とＲＦＳと
の間の関係について調べた。これは、ＨＭＧＣＲ発現が、タモキシフェンを投与したリン
パ節陽性患者におけるＲＦＳの改善（ｐ＝０．００１）と関連することを示した（図４ａ
）。同じサブグループのＥＲ陽性被験体を分析した場合、同様の結果が得られた（図５ａ
）。リンパ節転移陰性サブグループのＨＭＧＣＲ陽性被験体についてより良好な生存率の
傾向が観察された（図４ｂおよび５ｂ）が、これらのサブグループが含有する患者数が少
な過ぎたため、統計的に有意な結果を得ることができなかった。タモキシフェン処置被験
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体における異なる組み合わせのＨＭＧＣＲ発現およびＥＲ状態を伴う層におけるリンパ節
状態に基づくＲＦＳに対する影響を、分析した。リンパ節転移陽性、タモキシフェン処置
被験体では、ＨＭＧＣＲ／ＥＲ状態は、リンパ節陰性タモキシフェン処置患者（図６ｂ）
と比べて、ＲＦＳに対して有意に高い影響を及ぼした（ｐ＝０．０００）（図６ａ）。リ
ンパ節転移陽性被験体に関して、ＨＭＧＣＲ陽性かつＥＲ陰性患者は、処置コホートにお
いてＨＭＧＣＲ陰性かつＥＲ陽性患者より良好な結果を示した（図６ａ）。
【０２５０】
　ＨＭＧＣＲ陽性であるタモキシフェン処置被験体かつＥＲ陰性被験体の生存率に対する
影響を、図７により詳細に示す。ＥＲ陰性被験体におけるＨＭＧＣＲレベルに基づくＲＦ
Ｓに対するポジティブな効果を図７ａに示し、そして図７ｂに示されるように、その効果
は、リンパ節陽性患者においてさらに増強されるようである。
【０２５１】
　パラメータを変更し、そしてＥＲ状態に関係なく、ＲＦＳ分析が、ＨＭＧＣＲ高または
低被験体のタモキシフェン処置に基づく場合、結果は、ＨＭＧＣＲ低腫瘍を伴う患者とは
対照的に、ＨＭＧＣＲ高腫瘍を伴う患者のタモキシフェン処置時に有意に改善された生存
率を示し（図８ａ）、ここで、タモキシフェン処置は、生存率に影響を及ぼさなかった（
図８ｂ）。
【０２５２】
　タモキシフェン処置時における生存率の改善はまた、図９ａに示されるように、ＨＭＧ
ＣＲ陽性かつＥＲ陰性被験体を分析する場合にも観察された。その傾向は、図９ｂに示さ
れるように、リンパ節陽性患者においてさらに増強されるようである。図８および９の結
果は、さらに、ＨＭＧＣＲ陽性被験体がタモキシフェン処置から利益を得ること、および
そのような利益はまた、既にタモキシフェンに対して非応答性であるとみなされていたＥ
Ｒ陰性患者のサブグループのＨＭＧＣＲ陽性被験体においても認められることを支持する
。
【０２５３】
　乳癌被験体を、それぞれ、ＨＭＧＣＲ陽性またはＥＲ陽性、およびＨＭＧＣＲ陰性かつ
ＥＲ陰性に分割する場合、前者のグループでは、タモキシフェン処置の有意にポジティブ
な効果が観察されたが、後者では、ポジティブな効果は観察されなかった（それぞれ、１
０ａおよび１０ｂ）。
【０２５４】
　文献では、ＰＲは、内分泌処置予測におけるＥＲに対する代替物または補完物として提
唱されている。従って、そのＨＭＧＣＲ状態との関係について調べた。ＰＲ陽性かつＨＭ
ＧＣＲ陽性被験体は、タモキシフェン処置に対して有意な応答を示したが、ＰＲ陰性かつ
ＨＭＧＣＲ陰性被験体のグループでは、応答は観察されなかった（それぞれ、１１ａおよ
び１１ｂ）。ＨＭＧＣＲ陽性かつＰＲ陰性被験体のグループでは、生存率に対するタモキ
シフェンの影響の傾向を観察することができる（図１２）。おそらく、このグループでは
患者数が少な過ぎたため、傾向は統計的に有意ではない。
【０２５５】
乳癌患者が内分泌処置から利益を得る可能性があるかどうかの決定および前記患者の処置
５）非制限的例
　乳癌患者は、明白なしこり／腫瘍、乳頭からの分泌物または皮膚変形のような症状また
は徴候を呈し得る。一般的に症状を伴わない乳癌の割合はまた、マンモグラフィーをスク
リーニングすることによっても検出される。それらの試験が診断に対して決定的でない場
合、乳腺生検を実施することができる（即ち、疑わしい腫瘍からの組織の選択された物理
的片の取り出し）。
【０２５６】
　乳癌の診断後、腫瘍は、通常、手術によって（例えば、乳房切除術または部分的乳房切
除術によって）取り出される。
【０２５７】
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　処置予測方法を実施するために、腫瘍組織サンプルを入手する。腫瘍組織サンプルは、
腫瘍のより早期の外科的切除からの標本または癌の診断中により早期に実施された生検か
ら得ることができる。
【０２５８】
　陰性ＨＭＧＣＲ染色を示す対照サンプル（陰性対照）を供給するために、材料は、ＨＭ
ＧＣＲ発現がない組織、例えば、検出可能なＨＭＧＣＲタンパク質発現を欠く組織を含む
アーカイブ材料から採取される。陰性対照は、細胞質強度が不在であり得る。
【０２５９】
　高いＨＭＧＣＲ染色を示す対照サンプル（陽性対照）を供給するために、材料は、ＨＭ
ＧＣＲ発現が高い組織、例えば、予め確立された高いＨＭＧＣＲタンパク質発現を有する
乳癌組織から採取される。陽性対照は、強い細胞質強度を示し得る。
【０２６０】
　材料（腫瘍組織サンプルおよび対照サンプル）を、緩衝ホルマリン中に固定化し、そし
て薄切片（４μｍ）を得るために、組織学的に処理する。あるいは、対照サンプルを調製
してもよく、例えば、既に緩衝ホルマリン中に既に固定化されているか、または既にスラ
イド上にマウントされている（以下を参照のこと）。
【０２６１】
　免疫組織化学は、実施例、セクション３に記載のように実施される。各サンプル由来の
１つ以上のサンプル切片をガラススライド上にマウントし、これを、４５分間、６０℃で
インキュベートし、キシレン中で脱パラフィン処理し（２×１５分間）、そして等級化さ
れたアルコールに水和する。抗原賦活化のために、スライドをＴＲＳ（Ｔａｒｇｅｔ　Ｒ
ｅｔｒｉｅｖａｌ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｐＨ６．０，ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）中
に浸漬し、そしてＤｅｃｌｏａｋｉｎｇチャンバ（登録商標）（Ｂｉｏｃａｒｅ　Ｍｅｄ
ｉｃａｌ）内、１２５℃で４分間沸騰させる。次いで、スライドを、Ａｕｔｏｓｔａｉｎ
ｅｒ（登録商標）（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）内に置き、そして内因性ペルオキシ
ダーゼを、最初に、Ｈ２Ｏ２（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）でブロックする。複数の
サンプル切片をマウントする理由は、結果の確度を増加することができるからである。
【０２６２】
　第一ＨＭＧＣＲ特異的抗体（例えば、実施例、セクション２または４の抗ＨＭＧＣＲ抗
体）をスライドに添加し、次いで、３０分間、室温でインキュベートし、続いて、標識さ
れた第二抗体（例えば、ヤギ抗ウサギペルオキシダーゼコンジュゲートＥｎｖｉｓｉｏｎ
（登録商標））と共に３０分間、室温でインキュベーションする。第二抗体を検出するた
めに、ジアミノベンジジン（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）を色素原として使用し、Ｈ
ａｒｒｉｓヘマトキシリン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）対比染色で対比させる。すべ
ての工程と工程の間で、スライドを、洗浄緩衝液（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）中で
濯ぐ。次いで、スライドを、Ｐｅｒｔｅｘ（登録商標）（Ｈｉｓｔｏｌａｂ）と共にマウ
ントする。
【０２６３】
　染色手順を確認するためのツールとして、２つのコントロール細胞系統を使用してもよ
い；例えば、ＨＭＧＣＲを発現する細胞（陽性細胞系統）を有する１つのスライドおよび
ＨＭＧＣＲ発現を伴わない細胞（陰性細胞系統）を有する１つのスライド。当業者は、例
えば、Rhodes et al. (2006） The biomedical scientist, p 515-520の開示内容を指針
として、そのような細胞系統を提供する仕方について理解している。コントロール系統の
スライドは、乳癌スライドと同じ手順で同時に染色され得、即ち、同じ第一および第二抗
体と共にインキュベートされる。
【０２６４】
　デジタル画像を得るために、乳癌腫瘍スライド、対照スライド、および場合により、コ
ントロール細胞系統を有するスライドを、ＳｃａｎＳｃｏｐｅ　Ｔ２自動化スライド走査
システム（Ａｐｅｒｉｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を２０倍の倍率で使用して、光学
顕微鏡下で走査してもよい。しかし、この走査工程は、必ずしも必要ではないが、例えば
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る局在においてかまたは異なるヒトによって実施される場合、手順をより容易にすること
ができる。
【０２６５】
　コントロール細胞系統を使用する場合、染色手順を確認するために、これらについて調
べる。細胞系統が許容できる基準外の染色結果、例えば、当業者によって認識される染色
人工物を示す場合、スライドの染色は脆弱であるとみなされ、そして染色手順全体が、新
たなスライドで反復される。陽性細胞系統および陰性細胞系統が、それぞれ、強い染色強
度を示し、そして染色強度を示さない場合、染色は確認されたとみなされる。
【０２６６】
　腫瘍サンプル由来の染色されたサンプルスライドは、手動で目視検査により評価され、
そして乳癌スライドの細胞質強度（ＣＩ）は、実施例、セクション３に記載のように、格
付けされる。
【０２６７】
　格付けでは、細胞質強度（ＣＩ）は、主観的に、次のように分類される：不在＝免疫反
応性なし、弱い＝僅かな免疫反応性、中等度＝中等度の免疫反応性、または強い＝明瞭か
つ強い免疫反応性。
【０２６８】
　評価を実施し、そして格付けする者は、染色された陽性および陰性対照スライドの目視
検査によって補助される。
【０２６９】
　対照値は、不在のＣＩであってもよく、その場合、被験体から誘導されるサンプル値が
不在のＣＩより高い場合、即ち、サンプル値が弱い、中等度のまたは強いＣＩである場合
、問題の患者は、内分泌処置から利益を得る可能性があると結論付けられる。
【０２７０】
　上記の結論により、医師は、内分泌処置を適用することができる。しかし、場合によっ
て、そのような決定は、いくつかのパラメータに依存し得る。いずれにせよ、患者がＨＭ
ＧＣＲ陽性であるという事実は、患者を内分泌処置、特に、タモキシフェン処置で処置す
る決定に好適である。
【０２７１】
　刊行物、ＤＮＡまたはタンパク質データの入力、および特許を含むが、これらに限定さ
れない本出願において言及した引用したすべての材料は、本明細書において、参照により
援用される。
【０２７２】
　本発明を上記のように説明してきたが、本発明は、多くの方法で改変することができる
ことは明らかであろう。そのような改変は、本発明の趣旨および範囲から逸脱するものと
認識されるべきではなく、そのようなすべての変更は、以下の特許請求の範囲内に含まれ
ることが、当業者には明らかであろう。
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