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(57)【要約】
　本発明は、化学療法で治療した非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者の無進行期間（ＴＴＰ
）の予測方法であって、該患者の生体サンプルにおけるチオレドキシン（ＴＲＸ）発現レ
ベルを検出することに基づくか、またはチオレドキシン発現レベルおよび１４－３－３σ
遺伝子のメチル化状態を同時検出することに基づく方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非小細胞肺癌に罹患している、化学療法による治療を受けた患者における該疾患の無進
行期間（ＴＴＰ）の予測方法であって、
　（ｉ）該患者のサンプルにおいてチオレドキシンの発現レベルを検出し、そして
　（ｉｉ）該サンプルにおけるチオレドキシンの発現レベルを、参照値と比較すること
を含み、
　参照値と比較したチオレドキシンの増加した発現は該化学療法治療に対する応答として
の無進行期間の短縮を示す、方法。
【請求項２】
　前記チオレドキシン発現レベルを検出する前記サンプルが血清である、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　前記チオレドキシン発現レベルが、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、蛍光免疫測定法（
ＦＩＡ）、化学結合免疫測定法（ＣＬＩＡ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、および免疫ブ
ロット法の群から選択される技術を用いて検出されるものである、請求項１または２に記
載の方法。
【請求項４】
　前記工程（ｉ）において１４－３－３σ遺伝子のメチル化状態を検出することをさらに
含み、同時に起こるチオレドキシン発現の増加と、１４－３－３σ遺伝子のメチル化状態
の低下とが、前記化学療法治療に応答した無進行期間の短縮を示す、請求項１～３のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記メチル化状態が、プロモーター領域、エキソン１、またはＣｐＧジヌクレオチド３
～９の領域の群から選択される１４－３－３シグマ遺伝子の領域において決定される、請
求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記化学療法薬が、単剤としてのシスプラチンもしくはカルボプラチンまたはシスプラ
チン／パクリタキセル、シスプラチン／ゲムシタビン、シスプラチン／ドセタキセル、お
よびカルボプラチン／パクリタキセルから選択される組合せの群から選択されるものであ
る、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記患者に投与する前記化学療法薬がシスプラチン／ドセタキセルである場合、ＴＴＰ
の予測がＴＲＸレベルを比較することにより行われ、前記化学療法薬がシスプラチン／ゲ
ムシタビンである場合、ＴＴＰの予測がＴＲＸレベルおよび１４－３－３σメチル化レベ
ルを比較することにより行われるものである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　チオレドキシンと特異的に結合することができる抗体が入った第１の容器と、非メチル
化シトシンを修飾する試薬が入った第２の容器と、修飾メチル化核酸と非メチル化核酸と
を区別する１４－３－３σ遺伝子ＣｐＧ含有核酸断片増幅用プライマーが入った第３の容
器とを含んでなるキット。
【請求項９】
　化学療法を受けたＮＳＣＬＣに罹患している患者の無進行期間を予測するための、請求
項８に記載のキットまたはチオレドキシンと特異的に結合することができる抗体が入った
容器を含んでなるキットの使用。
【発明の詳細な説明】
【発明の背景】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、診断法の分野、特に非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者の無進行期間（ＴＴＰ



(3) JP 2010-526996 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

）の予測方法であって、該患者の生体サンプルにおいて決定されるチオレドキシン（ＴＲ
Ｘ）の発現レベルに基づいた方法に関する。また、本発明は、ＮＳＣＬＣ患者の治療のた
めの前記方法の結果に従って選択される化学療法薬の使用にも関する。
【０００２】
背景技術
　非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）は、肺癌全体のおよそ８０％を占め、毎年世界中での新た
な症例は１２０万に達する。ＮＳＣＬＣによって２００１年には世界中の１００万人超の
人が死亡し、ＮＳＣＬＣは男女両方の癌関連死亡率（それぞれ３１％および２５％）の主
な原因である。進行性ＮＳＣＬＣの予後は不良である。１１５５名の患者についての最近
の米国東海岸癌臨床試験グループ(Eastern Cooperative Oncology Group)の試験により、
用いる化学療法薬：シスプラチン／パクリタキセル、シスプラチン／ゲムシタビン、シス
プラチン／ドセタキセル、およびカルボプラチン／パクリタキセル間には差がないことが
分かった。ＮＳＣＬＣを有する患者の５年全生存率は、過去２０年間ずっと１５％未満に
とどまっている。ＴＮＭサブセットの病期分類（Ｔ＝原発腫瘍、Ｎ＝局所リンパ節、Ｍ＝
遠隔転移）では、同じような予後および治療選択肢を有する患者群を同定することができ
る。５年生存率は、病理学的病期ＩＩＢ期（Ｔ１－２Ｎ１Ｍ０、Ｔ３Ｎ０Ｍ０）ではおよ
そ２５％であり、病期ＩＩＩＡ期（Ｔ３Ｎ１Ｍ０、Ｔ１－２－３Ｎ２Ｍ０）では１３％で
あり、病期ＩＩＩＢ期（Ｔ４Ｎ０－１－２Ｍ０）では低い７％である。進行性疾患を有す
る患者間での生存率の著しい違いを完全に説明することができる臨床的指標はなく、何年
も生存する人もいれば、わずか数ヶ月しか生存しない人もいる。
【０００３】
　ＮＳＣＬＣ患者の生存率をさらに改善するためには、分子変化に基づいたそれらの予後
分類が非常に重要である。かかる分類はより正確かつ有用な診断ツール、最終的には、よ
り効果的な治療上の選択肢を提供するであろう。
【０００４】
　国際特許出願ＷＯ０６１１９９８０号公報においては、肺癌がＥＧＦＲ阻害剤と、化学
療法薬との組合せによる治療に対して感受性を示すか否かを決定するための方法が記載さ
れており、この方法は、リン酸化ＡＫＴタンパク質および／またはリン酸化ＭＡＰＫタン
パク質の過剰発現を決定することを含む。ここで、該リン酸化ＡＫＴタンパク質および／
またはリン酸化ＭＡＰＫタンパク質過剰発現は、ヒト肺癌細胞を含んでなる生体サンプル
が上皮増殖因子受容体阻害剤と化学療法薬との組合せに対して感受性を示すとの表示とな
る。この文書は、特定の化学療法治療に対する感受性の予測に関するものであり、既に治
療を受けた患者におけるＴＴＰまたは生存率の予測に関するものではない。
【０００５】
　国際特許出願　ＷＯ２００６／０９７３４６号公報においては、シスプラチンに基づい
た化学療法後の患者生存率と、１４－３－３σ遺伝子のメチル化レベルとの相関が記載さ
れている。１４－３－３σは、ヒト細胞におけるＤＮＡ損傷に応答してＧ２細胞周期チェ
ックポイント制御を担う１４－３－３スーパーファミリーのメンバーである。その働きは
ヒト結腸直腸癌細胞系統ＨＣＴ１１６（１４－３－３σおよび野生型ｐ５３を発現する）
において解析されている。イオン化照射後、１４－３－３σはＣｄｃ２／サイクリンＢ１
複合体を細胞質中に隔離し、その結果、細胞をＧ２で停止し、細胞の有糸分裂開始を阻止
した後、細胞の損傷ＤＮＡを修復した。アドリアマイシンで処置した１４－３－３σ欠損
結腸癌細胞は、Ｇ２停止状態をそれでも開始することができるがその状態を維持せず、分
裂期崩壊および細胞死が起こる。１４－３－３σの発現は、ｐ５３遺伝子不活性化によっ
て、そしてＣｐＧアイランドのメチル化を介した１４－３－３σ遺伝子のサイレンシング
によって低下する。
【０００６】
　癌進行に関与していると考えられる別のタンパク質はチオレドキシン（ＴＰＸ）である
。チオレドキシンは低分子量の酸化還元タンパク質であり、ＤＮＡ合成に不可欠な酵素で
あるリボヌクレオチドレダクターゼの活性にはその還元型が必要である。また、ＴＰＸは
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、ＲＯＳスカベンジャーやアポトーシスシグナル調節キナーゼ－１（ＡＳＫ－Ｉ）の負の
調節因子でもあり、ＮＦ－κＢ、ヒト転写因子－１Ｃ、ＢＺＬＦ１、グルココルチコイド
受容体、およびＡＰ－１（核酸化還元タンパク質ＨＡＰ１／Ｒｅｆ－１を間接的に介する
）などの数多くの転写因子に対して酸化還元制御を発揮する。ＴＲＸは、これらの転写因
子とＤＮＡとの結合を変調することによって遺伝子転写を調節する。ＴＲＸ発現は、ウイ
ルス感染、マイトジェン、Ｘ線および紫外線照射、過酸化水素、ならびに虚血後再潅流な
どの様々な形のストレス形態によって誘導される。
【０００７】
　最近の研究により、ＴＲＸは、in vivoにおいて腫瘍に生存ならびに増殖の利点をもた
らすことが分かっている。ヒトＴＲＸは成人Ｔ細胞白血病由来因子と同じであり、そして
それは形質転換細胞に増殖促進効果を与える。その結果として、ＴＲＸは細胞増殖を促進
し、良性および悪性細胞の増殖速度およびコロニー形成を増加させることが証明されてい
る(Powis, G. et al., Chem Biol Interact., 1998, 111-112: 23, 24)。
【０００８】
　加えて、ＴＲＸは、様々な細胞の酸化剤および薬剤耐性を増加させ、ある特定の腫瘍に
おける薬剤耐性と関係していた。例えば、遺伝子発現プロフィール研究では、Iwao-Koizu
miら(J Clin Oncol, 2005, 23: 422)が、ＴＲＸの過剰発現と他の酸化還元遺伝子とによ
りヒト乳癌におけるドセタキセル耐性が予測されることを見出している。Kimら (Clin Ca
ncer Res., 2005, 11: 8425)は、乳癌腫瘍における高ＴＲＸタンパク質発現がドセタキセ
ル耐性と関係していることを記載し、そしてArnoldら(Cancer Res., 2004、64: 3599)は
、ＴＲＸが、膵臓癌における増殖を促進し、シスプラチン誘導性アポトーシスを抑制する
経路においてＳｍａｄ７の下流にあることを証明した。ＴＲＸでトランスフェクトした、
高レベルのＴＲＸタンパク質を発現する形質転換細胞が抗癌剤に対して耐性を持つように
なるという報告もある(Rundolf et al., Antioxid Redox Signal, 2004, 6: 41)。最後に
、ＴＲＸは、カスパーゼアポトーシス経路に関係なく、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤
により誘導される細胞死に対する細胞の耐性の重要な決定因子である(Ungersted et al.,
 PNAS, 2005, 102: 673)。
【０００９】
　異なる種類の腫瘍におけるＴＲＸの主張されている役割により、肺癌などの癌は、ＴＲ
Ｘの発現を変調することができる、ＴＲＸに向けられたオリゴヌクレオチドを用いて治療
することができると提案されるに至った。例えば、米国特許出願第２００４０２４１７１
７号公報においては、肺癌などの癌の治療のための方法が記載されており、この方法は、
腫瘍細胞におけるＴＲＸレベルを変調することができるＴＲＸ特異的アンチセンスオリゴ
ヌクレオチドを投与することにある。しかしながら、この文書ではＴＲＸ発現の予後値に
ついて全く触れられていない。
【００１０】
　異なる肺腫瘍においてＴＲＸの発現レベルの増加が記載されている。ヒト原発性肺癌の
ほぼ半数が、同じ被験体の正常肺組織と比較して、ＴＲＸ　ｍＲＮＡを過剰発現すること
が報告されている(Berggren, M et al. Anticancer　Res., 16: 3459-3466, 1996)。Kako
lyris, S.ら(Clin. Cancer Res., 2001, 7:3087-3091)により、ＮＳＣＬＣサンプルにお
けるＴＲＸ発現の非存在と局所リンパ節陰性との間の強い関連性が記載されている。Soin
i, Y.ら(Clin. Cancer Res., 2001, 7:1750-1757)により、非腫瘍肺との比較による、Ｎ
ＳＣＬＣ患者から単離した腫瘍サンプルにおけるＴＲＸタンパク質およびｍＲＮＡの増加
した発現が記載され、そして、Kim, H. J.ら(Cell Biol. Toxicol, 2003, 9:285-298)に
より、正常組織と比較した場合の、腺癌および扁平上皮癌患者から単離した組織サンプル
におけるＴＲＸの増加した発現が記載されている。最後に、Bjorkhem-Bergmanら(Biochem
 Pharmacol., 2002, 64:159)により、ドキソルビシン耐性の、ＭＲＰ発現肺腫瘍細胞系統
においてＴＲＸ活性が著しく高いことが記載されている。
【００１１】
　しかしながら、上述の研究は総て、腫瘍サンプルにおける免疫組織化学的手段によるＴ
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ＲＸの検出に関するものであるが、それは予後目的のためにそこに記載したアッセイの有
用性を、病期ＩＶ期のＮＳＣＬＣ患者において気管支鏡検査法により得られる腫瘍組織の
不足やそのアッセイ（腫瘍生検）の侵襲性の理由から制限している。さらに、そこに記載
したアッセイは総て、ＴＲＸ発現と腫瘍状態との相関を提供するが、該ＴＲＸレベルを患
者における腫瘍進行のバイオマーカーとして、ましてや具体的に無進行期間（ＴＴＰ）を
評価するために用いることができることを教示していない。
【００１２】
　よって、当技術分野においては、十分な量でかつ侵襲を最小限にした条件下で得ること
ができるサンプル中に存在する、ＴＴＰを特異的に予測するのに好適なさらなるＮＳＣＬ
Ｃマーカーが必要である。
【発明の概要】
【００１３】
　本発明者らは、驚くべきことに、化学療法による治療を受けたＮＳＣＬＣ患者の血清中
のＴＲＸレベルがＮＳＣＬＣのＴＴＰの中央値と相関すること見出した。
【００１４】
　よって、第一の態様において、本発明は、非小細胞肺癌に罹患している、化学療法によ
る治療を受けた患者における該疾患の無進行期間（ＴＴＰ）の予測方法を提供し、該方法
は、
　（ｉ）該患者のサンプルにおいてチオレドキシンの発現レベルを検出し、そして
　（ｉｉ）該サンプルにおけるチオレドキシンの発現レベルを参照値と比較すること
を含み、
　参照値と比較したチオレドキシンの増加した発現は該化学療法治療に対する応答として
の無進行期間の短縮を示す。
【００１５】
　別の態様においては、本発明は、非小細胞肺癌に罹患している、化学療法による治療を
受けた患者における該疾患の無進行期間（ＴＴＰ）の予測方法を提供し、該方法は
　（ｉ）該患者のサンプルにおいてチオレドキシンの発現レベルおよび１４－３－３σ遺
伝子のメチル化状態を検出し、そして
　（ｉｉ）該サンプルにおけるチオレドキシンの発現レベルおよび１４－３－３σ遺伝子
のメチル化状態を参照値と比較すること
を含み、
　参照値と比較したチオレドキシンの増加した発現および１４－３－３σ遺伝子の低下し
たメチル化レベルは該化学療法治療に対する応答としての無進行期間の短縮を示す。
【００１６】
　別の態様においては、本発明は、チオレドキシンと特異的に結合することができる抗体
が入った第１の容器と、非メチル化シトシンを修飾する試薬が入った第２の容器と、修飾
メチル化核酸と非メチル化核酸とを区別する１４－３－３σ遺伝子ＣｐＧ含有核酸断片増
幅用プライマーが入った第３の容器とを含んでなるキットを提供する。
【００１７】
　別の態様においては、本発明は、化学療法を受けたＮＳＣＬＣに罹患している患者の無
進行期間を予測するための、上記に定義したキットまたはチオレドキシンと特異的に結合
することができる抗体が入った容器を含んでなるキットの使用を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
　総ての図は、ドセタキセル／シスプラチンにより治療した１０７名の病期ＩＶ期のＮＳ
ＣＬＣ患者の血清ＴＲＸ濃度（単位ｎｇ／ｍＬ）に関するものである。
【図１】は、１４－３－３シグマのメチル化状態によって分類した患者のＴＲＸ濃度と、
１４－３－３シグマのメチル化とＴＲＸレベルとの相関を示す図である。
【図２】は、ドセタキセル／シスプラチンに対する応答によって分類した患者のＴＲＸ濃
度（単位ｎｇ／ｍＬ）と、ＴＲＸレベルとレスポンダー対ノンレスポンダー表現型との相



(6) JP 2010-526996 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

関を示す図である。
【図３】は、血清ＴＲＸ濃度によって四分位数に分類した患者の無進行期間（ＴＴＰ）を
表すカプラン・マイヤー曲線と、平均無進行期間とＴＲＸレベルとの相関を示す図である
。
【図４】は、二つの中間四分位数を合わせて分類した後の患者の無進行期間（ＴＴＰ）を
表すカプラン・マイヤー曲線を示す図である。また、この図は、このようにして分類した
患者の平均無進行期間とＴＲＸ発現との相関も示す。
【図５】は、最大四分位数と最小四分位数における患者の無進行期間（ＴＴＰ）を表すカ
プラン・マイヤー曲線を示す図である。また、この図は、最大四分位数と最小四分位数と
を比較した場合の平均無進行期間と、ＴＲＸ発現との相関も示す。
【発明の具体的説明】
【００１９】
　本発明の目的は、化学療法により治療したＮＳＣＬＣ患者のＴＴＰの予測方法を提供す
ることである。
【００２０】
　第一の態様において、本発明は、非小細胞肺癌に罹患している、化学療法による治療を
受けた患者における該疾患の無進行期間（ＴＴＰ）の予測方法を提供し、該方法は
　（ｉ）該患者のサンプルにおいてチオレドキシンの発現レベルを検出し、そして
　（ｉｉ）該サンプルにおけるチオレドキシンの発現レベルを参照値と比較すること
を含み、
　参照値と比較したチオレドキシンの増加した発現は、該化学療法治療に対する応答とし
ての無進行期間の短縮を示す。
【００２１】
　本明細書において、無進行期間（ＴＴＰ）とは、疾患の診断または治療後、その疾患が
悪化するまでの時間の単位を指す。腫瘍の直径と体積の両方が最初の測定値の２５％以上
増加した場合、またはＣＴまたはＭＲＩスキャンにより新たな病変が現われている場合、
その疾患は進行したと考えられる。
【００２２】
　第一に、本発明の方法は、ＮＳＣＬＣに罹患している患者のサンプル組織または体液に
おけるＴＲＸのレベルを検出することを必要とする。本方法は、患者のいかなる種類の組
織または体液にも適用することができる。
【００２３】
　一つの実施形態においては、本発明の方法は、患者から手術摘出したか、またはルーチ
ン生検により得た腫瘍またはその一部におけるＴＲＸレベルの測定を必要とする。サンプ
ルの保存および取り扱いを単純化するために、これらはホルマリン固定することができ、
パラフィン包埋することができる。
【００２４】
　しかしながら、本発明の別の態様においては、ＴＲＸレベルの測定をＮＳＣＬＣ患者の
体液で行うことが好ましい。好ましくは、前記体液は血液、血漿、または血清である。よ
り好ましくは、前記体液は血清である。血清は、患者から容易かつ即時に入手可能であり
、血液サンプルを採取し、遠心分離により細胞を分離するのに十分である。
【００２５】
　血清中のＴＲＸレベルの決定は、血液細胞を凝固させ、遠心分離し、除去した後に血清
において直接行うことができる。
【００２６】
　好ましい実施形態においては、ＴＲＸレベルの検出は抗体を用いて行われる。本発明の
方法にはＴＲＸと特異的に結合することができるいかなる種類の抗体も用いることができ
る。特に、本発明は、組換え抗体、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、完全体、
もしくはＴＲＸと結合する能力を保存するそれらのフラグメント（例えば、Ｆａｂフラグ
メント、ｓｃＦｖフラグメントなど）、ヒト抗体、ヒト化抗体、または非ヒト抗体の使用
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を意図する。前記抗体は、修飾を行ってまたは行わずに用いてよく、リポーター分子の共
有または非共有結合によって標識してよい。幅広い種類のリポーター分子が当技術分野で
公知であり、それらを用いてよい。
【００２７】
　本発明には、タンパク質のレベルを検出するためのいかなる方法をも用いることができ
る。さらに好ましい実施形態においては、ＴＲＸのレベルは免疫化学的方法を用いて測定
される。かかる免疫化学的方法の好ましい、限定されない例としては、酵素免疫測定法（
ＥＬＩＳＡ）、蛍光免疫測定法（ＦＩＡ）、化学結合免疫測定法(chemical linked immun
osorbent assay)（ＣＬＩＡ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、および免疫ブロット法が挙
げられる。
【００２８】
　ＴＲＸタンパク質レベルの決定には、いくつかの参照基準を同時に測定することが必要
である。そこで、これらの参照基準に基づいた用量応答曲線を作成し、この曲線からサン
プル中のヒトＴＲＸの絶対濃度（ｎｇ／ｍＬ、ｎＭ、またはその他の単位で表される）を
計算する。サンプルにＴＲＸのレベルを与えることができる限り、当技術分野で公知の他
の方法を用いることもできる。
【００２９】
　参照基準はバッファーでのキャリブレーターの連続希釈により調製する。キャリブレー
ターは、ＴＲＸの既知の絶対濃度を有する溶液である。好ましい実施形態においては、前
記キャリブレーターは純粋な凍結乾燥ＴＲＸから調製される。前記キャリブレーターから
調製した参照基準は、正常な状態および病的状態の両方におけるヒト血清中ＴＲＸ濃度の
全範囲を含むべきであり、そしてそれはそれぞれ０～１００ｎｇ／ｍＬおよび０～１００
０ｎｇ／ｍＬとなる。ＴＲＸを含まない基準（０濃度）は必ず含めなければならない。
【００３０】
　好ましい実施形態においては、ＴＲＸタンパク質の発現が「増加した」か、または「低
下した」かを判定するために用いる参照値は、ＮＳＣＬＣと診断されていない被験体から
得たサンプルそれぞれから同量のタンパク質をプールすることにより得たサンプルにおい
て測定したＴＲＸ発現レベルの中央値に相当する。この中央値を確立後、患者からのサン
プルにおいて発現されるこのマーカーのレベルをこの中央値と比較することができ、その
ようにしてレベルが「増加した」または「低下した」とすることできる。特定の実施形態
においては、参照値と比較して少なくとも、１．１倍、１．５倍、５倍、１０倍、２０倍
、３０倍、４０倍、５０倍、６０倍、７０倍、８０倍、９０倍、１００倍の、またはそれ
より大きい、参照値を上回る発現の増加は、「増加した」発現と考えられる。特定の実施
形態においては、参照値と比較して少なくとも０．９倍、０．７５倍、０．５倍、０．２
倍、０．１倍、０．０５倍、０．０２５倍、０．０２倍、０．０１倍、０．００５倍の、
またはそれより小さい、参照値を下回る発現の低下は、「低下した」発現と考えられる。
【００３１】
　被験体間の変動（例えば年齢、人種などに関する面）から、ＴＲＸの絶対参照値を確立
することは（実際には不可能ではないとしても）非常に難しい。そのため、特定の実施形
態では、「増加した」または「低下した」ＴＲＸ発現の参照値は、正常な被験体（すなわ
ち、ＮＳＣＬＣの診断を受けていない人々）から単離したサンプル群をＴＲＸ発現レベル
について試験することを含む通常の手段により百分位数を計算することによって決定され
る。この際、好ましくは、ＴＲＸ発現レベルが正常集団の百分位数５０以上(equal to or
 in excels of)（例えば、正常集団の百分位数６０以上、正常集団の百分位数７０以上、
正常集団の百分位数８０以上、正常集団の百分位数９０以上、および正常集団の百分位数
９５以上の発現レベルを含む）であるサンプルを「増加した」レベルとすることができる
。
【００３２】
　さらなる実施形態においては、本発明の方法は、ＴＲＸレベルを検出することに加えて
、工程（ｉ）において１４－３－３σ遺伝子のメチル化状態を検出することを含み、この
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際、同時に起こるチオレドキシン発現の増加と、１４－３－３σ遺伝子のメチル化状態の
低下とは、前記化学療法治療に応答した無進行期間の短縮を示す。
【００３３】
　好ましい実施形態においては、前記メチル化状態は、１４－３－３σ遺伝子の調節領域
におけるＣｐＧアイランドのメチル化パターンを調査することにより決定される。より好
ましい実施形態においては、ＣｐＧのメチル化パターンは、１４－３－３σのＤＮＡ配列
のエキソン１において決定される。さらに好ましい実施形態においては、前記メチル化状
態は、得られる結果の精度から、ＣｐＧジヌクレオチド３～９の１４－３－３σ（シグマ
）遺伝子(14-3-3σ sigma gene)領域において決定される。
【００３４】
　前記核酸、好ましくは、ＤＮＡは、当業者に公知の市販されている手段例えばQIAGEN社
のQIAmp Blood Mini kitによりサンプルから抽出される。前記核酸が単離されたら、本発
明の方法は、遺伝子１４－３－３σをコードする、被験体から単離された一以上の核酸の
メチル化状態を決定することを含む。
【００３５】
　前記核酸のメチル化状態を決定するためのいかなる方法をも用いることができる（例え
ば、ＷＯ　０２／２７０１９号公報、米国特許第６，０１７，７０４号公報、米国特許第
６，３３１，３９３号公報、および米国特許第５，７８６，１４６号公報に記載されてい
る方法（これらはそれぞれ引用することにより本明細書の開示の一部とされる））。前記
核酸のメチル化状態の決定は、前記核酸を、メチル化核酸と非メチル化核酸とを区別する
オリゴヌクレオチドプライマーを用いて増幅することを含む。かかる方法の一つを実施例
において詳細に記載する。
【００３６】
　好ましくは、メチル化ＣｐＧ含有核酸を検出するための方法は、核酸含有試料を、非メ
チル化シトシンを修飾する薬剤と接触させ、該試料中のＣｐＧ含有核酸を修飾メチル化核
酸と非メチル化核酸とを区別するＣｐＧ特異的オリゴヌクレオチドプライマーを用いて増
幅し、そして該メチル化核酸を検出することを含む。前記増幅工程は任意選択であり、好
ましいが行わなくてもよい。前記方法は、修飾（例えば、化学修飾）メチル化ＤＮＡと非
メチル化ＤＮＡとを区別するのに、前記ＰＣＲ反応そのものに依存している。
【００３７】
　本明細書における用語「修飾する」とは、非メチル化シトシンを、非メチル化シトシン
とメチル化シトシンとを区別する方法を容易にする別のヌクレオチドへと変換することを
意味する。好ましくは、前記薬剤は非メチル化シトシンをウラシルへと修飾する。好まし
くは、非メチル化シトシンを修飾するために用いる前記薬剤は重亜硫酸ナトリウムである
。しかしながら、非メチル化シトシンを同じように修飾するがメチル化シトシンを修飾し
ない他の薬剤も前記方法に用いることができる。重亜硫酸ナトリウム（ＮａＨＳＯ３）は
シトシンの５，６－二重結合と反応しやすいが、メチル化シトシンとは反応しにくい。シ
トシンは重亜硫酸イオンと反応してシトシンスルホン酸反応中間体を形成し、このシトシ
ンスルホン酸反応中間体は脱アミノ化を受けやすくウラシスルホン酸が生じる。このスル
ホン酸基はアルカリ性条件下で除去し、ウラシルを形成することができる。ウラシルはＴ
ａｑポリメラーゼによりチミンとして認識される（Ｃ→Ｕ→Ｔ）ため、ＰＣＲにおいて、
得られた産物は、開始鋳型ＤＮＡにおいて５－メチルシトシンが起こる位置にのみシトシ
ンを含有する（ｍＣ→ｍＣ→Ｃ）。
【００３８】
　前記メチル化状態は定性的または定量的に決定することができる。蛍光に基づく定量Ｐ
ＣＲ（Taqman プローブのような蛍光プライマーを用いる）のような周知の方法を用いる
ことができる。更なる詳細は、米国特許第６，３３１，３９３号公報において見られる。
【００３９】
　好ましい実施形態においては、定性的決定を用い、研究室での実施はより迅速かつより
容易であり、結果は正確である。この実施形態においては、既に説明したように、ＰＣＲ
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にはメチル化ＤＮＡか非メチル化ＤＮＡかを区別することができるプライマーを用い、そ
して得られたＤＮＡを精製し、そのメチル化状態を例えばアガロースゲル電気泳動による
分離により決定する。紫外線下での簡易目視検査（事前染色を必要とする）により、サン
プルを、（バンドがメチル化レーンに存在する場合には）メチル化または（バンドが非メ
チル化レーンにのみ存在する場合には）非メチル化に分類することが可能である。合成メ
チル化および合成非メチル化ＤＮＡを対照として用いる。
【００４０】
　好ましい実施形態においては、ＴＴＰの予測前にＮＳＣＬＣ患者に適用された化学療法
薬は、単剤としてのシスプラチンもしくはカルボプラチンまたはシスプラチン／パクリタ
キセル、シスプラチン／ゲムシタビン、シスプラチン／ドセタキセル、およびカルボプラ
チン／パクリタキセルから選択される組合せの群から選択されるものである。
【００４１】
　好ましい実施形態においては、前記患者がシスプラチン／ドセタキセルによる治療を受
けている場合には、ＴＴＰはＴＲＸ値を比較することにより便宜、評価される。もう一つ
の実施形態においては、前記患者がシスプラチン／ゲムシタビンによる治療を受けている
場合には、ＴＴＰはＴＲＸ発現値と同時に１４－３－３σメチル化値を比較することによ
り便宜に評価される。
【００４２】
　別の態様においては、本発明は、ＴＲＸのレベルを決定するためのキットを提供し、該
キットは本発明の方法の使用を容易にするものである。一般に、本発明の方法を実施する
ためのキットは、前記方法を実施するために必要な総ての試薬を含む。例えば、一つの実
施形態においては、前記キットは、ＴＲＸと特異的に結合することができる抗体または抗
体群が入った第１の容器と、非メチル化シトシンを修飾する試薬が入った第２の容器と、
修飾メチル化核酸と非メチル化核酸とを区別する１４－３－３σ遺伝子ＣｐＧ含有核酸断
片増幅用プライマーが入った第３の容器とを含んでなり得る。
【００４３】
　もう一つの実施形態においては、前記キットは、加えて、抗ヒトＴＲＸ捕捉抗体が入っ
たさらなる容器を含み得る。抗ＴＲＸ捕捉抗体は、マイクロタイタープレートのウェルま
たはビーズなどの固体表面上に固定化し得る。測定するサンプルまたは標準は、この捕捉
抗体でコーティングしたこのようなウェルまたはビーズにおいてインキュベートされる。
洗浄後、抗ヒトＴＲＸ検出抗体が加えられる。この抗ＴＲＸ検出抗体は、ビオチン、アル
カリ性ホスファターゼ、またはペルオキシダーゼなどのマーカーと結合(conjugate)して
よい。一般に、上記キットは、例えば、洗浄試薬、および／または結合した抗体の存在を
定量的に検出することができる他の試薬が入った一以上の他の容器も含んでなるであろう
。例えば、検出抗体と結合させるためにストレプトアビジンペルオキシダーゼなどのシグ
ナルジェネレーターを提供してよく、シグナルジェネレーターと結合させるために２，２
’－アジノ－ビス－（３－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）（ＡＢＴＳ）また
はテトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）のような基質を提供してよい。その場合、シグナル
生成を終了させ、発色を安定させるために、各ウェルに酸溶液を加える。その後、各ウェ
ルの光学濃度（ＯＤ）を測定し、このようにして得たＯＤから、参照基準に基づいた用量
応答曲線を用いてサンプルにおけるヒトＴＲＸの絶対濃度を計算する。
【００４４】
　加えてまたは代わりに、本発明のキットは、競合的ＥＬＩＳＡ法を含んでもよく、この
際、ＴＲＸは固体表面上に固定化し得る。その場合、固定化したＴＲＸは、試験サンプル
中に存在する内因性ＴＲＸと抗ＴＲＸ抗体との結合について競合し得る。加えてまたは代
わりに、抗ＴＲＸ抗体は、ストレプトアビジンペルオキシダーゼのようなシグナルジェネ
レーターとの結合に好適なマーカー、例えば、ビオチンを含んでもよい。
【００４５】
　本発明によれば、前記キットは、非メチル化シトシンを修飾する試薬が入った第２の容
器と、１４－３－３σ遺伝子ＣｐＧ含有核酸増幅用プライマーが入った第２の容器とを含



(10) JP 2010-526996 A 2010.8.5

10

20

30

む。好ましくは、非メチル化シトシンを修飾する試薬は重亜硫酸塩である。
【００４６】
　本発明において、コンパートメント化キットとは、試薬が分離した容器に収容されてい
るいかなるキットをも包含し、このような容器には、小型ガラス容器、プラスチック容器
、またはプラスチックもしくは紙のストリップを包含し得る。かかる容器により、サンプ
ルと、試薬との二次汚染を避けて、試薬を一つのコンパートメントから別のコンパートメ
ントへと効率的に移動をさせることができ、また各容器の薬剤または溶液を一つのコンパ
ートメントから別のコンパートメントへと定量的に加えることが可能となる。かかるキッ
トには、試験サンプルを受け入れる容器、アッセイに用いる抗体（群）またはオリゴヌク
レオチドを収容する容器、洗浄試薬（例えば、リン酸緩衝生理食塩水、Ｔｒｉｓ－バッフ
ァーなど）を収容する容器、および検出試薬を収容する容器も包含し得る。一般に、本発
明のキットは、適切な方法を行うためにキット成分の使用上の説明書も含むであろう。
【００４７】
　本発明のキットおよび方法は、複数のサンプルおよび／または複数のバイオマーカーの
解析を可能にする診断システムのような自動解析装置およびシステム、例えば、ビーズを
用いた自動多重化BioRad BioPlex 2200解析装置とともに用いてよい。例えば、被験体に
おいて、ＴＲＸのレベルを決定し、同時に少なくとも一つの他のバイオマーカーのレベル
を決定するために、自動解析装置を用いてよい。
【００４８】
　別の態様においては、本発明は、化学療法を受けたＮＳＣＬＣに罹患している患者のＴ
ＴＰを予測するための、チオレドキシンと特異的に結合することができる抗体が入った容
器を含んでなるキットの使用を提供する。
【００４９】
　サンプルのＴＲＸのレベルおよび１４－３－３－シグマのメチル化状態を得た場合、実
施例に示す結果に従ってＴＴＰを予測することができる。化学療法薬、特に、ドセタキセ
ル／シスプラチンおよびシスプラチン／ゲムシタビン(gemcitbine)により治療した場合に
は、ＴＲＸレベルが低い１４－３－３－シグマのメチル化状態にある患者はＴＴＰが改善
するであろう。
【００５０】
　本発明をここまで記載してきたが、以下に示す実験例により本発明の実施を例示する。
これらの実施例は本発明の範囲を限定するものと解釈してはならない。
【実施例】
【００５１】
　ドセタキセル／シスプラチンにより治療した１０７名の病期ＩＶ期のＮＳＣＬＣ患者の
ベースライン血清においてＴＲＸ　ＥＬＩＳＡおよび１４－３－３σメチル化特異的ＰＣ
Ｒを行った（表１）。
【００５２】
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【表１】

結果：
　１４－３－３σのメチル化状態と、ＴＲＸレベルとの間に有意な相関関係が認められた
（表２および図１）
【００５３】
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【表２】

【００５４】
　ＴＲＸレベルの中央値は、レスポンダーでは１０３．５であり、ノンレスポンダーでは
９４．３であった（Ｐ＝０．９６）（図２）。生存率と、ＴＲＸレベルとの間には有意な
相関関係は認められなかった。しかしながら、無進行期間（ＴＴＰ）と、ＴＲＸレベルと
の間には明らかな相関が認められた。例えば、ＴＴＰは、ＴＲＸ＜４９．６の２７名の患
者では５．６ヶ月（ｍ）であり、ＴＲＸ４９．６～１８２．８の５３名の患者では４．４
ｍであり、ＴＲＸ＞１８２．８の２７名の患者３．８ｍであった（タローン・バーロー検
定(Tarone-Barlow test)によるＰ＝０．０２）（図３、図４、図５）。
【００５５】
　コックス多変量解析においては、１４－３－３σをモデルに含めた場合、ＴＲＸレベル
はＴＴＰの独立変数となった。ハザード比は、ＰＳ１では１．３（Ｐ＝０．８４）、１４
－３－３σ非メチル化では１．０５（Ｐ＝０．２２）、ＴＲＸ４９．６～１８２．８では
１．４、そしてＴＲＸ＞１８２．８では１．９５（Ｐ＝０．０４）であった（表３）。
【００５６】

【表３】

【００５７】
結論：ドセタキセル／シスプラチンにより治療した患者では血清ＴＲＸレベルによりＴＴ
Ｐを予測することができる。１４－３－３σのメチル化の付加的役割はシスプラチン／ゲ
ムシタビン投与計画の場合にはより明らかに証明し得る。
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【国際調査報告】
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