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(57)【要約】
本発明は、ＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１遺伝子といった遺伝
子の腫瘍内発現レベルに基づき、患者に適切ながん治療
を決定する方法に関する。一態様において、本発明は、
患者に適切な化学療法を評価する方法を提供する。この
方法には、患者由来の腫瘍試料を提供すること、腫瘍試
料中のＲＲＭ１発現レベルを測定すること、そのＲＲＭ
１発現レベルに基づいて適切な化学療法を決定すること
が含まれる。この方法には更に、適切な化学療法剤を患
者に投与することが含まれてもよい。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
被験体に適切な化学療法を評価する方法であって、
（ｉ）該被験体由来の腫瘍試料を提供すること；
（ｉｉ）該腫瘍試料中のＲＲＭ１発現レベルを測定すること；及び
（ｉｉｉ）該ＲＲＭ１発現レベルに基づいて適切な化学療法を決定する
ことを含み、該ＲＲＭ１発現レベルが参照コホートの中央ＲＲＭ１発現レベル以下である
場合に、抗代謝剤を含む化学療法が適切であると判断され、該ＲＲＭ１発現レベルが該参
照コホートの中央ＲＲＭ１発現レベルより高い場合に、抗代謝剤を含まない化学療法が適
切であると判断される、方法。
【請求項２】
更に、該腫瘍試料中の該ＥＲＣＣ１発現レベルを測定することを含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項３】
更に、該ＥＲＣＣ１発現レベルに基づいて該化学療法を決定することを含み、該ＥＲＣＣ
１発現レベルが該参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベル以下である場合に、白金含有
剤を含む化学療法が適切であると判断され、該ＥＲＣＣ１発現レベルが該参照コホートの
中央ＥＲＣＣ１発現レベルより高い場合に、白金含有剤を含まない化学療法が適切である
と判断される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
該白金含有剤がシスプラチン、カルボプラチン又はオキサリプラチンである、請求項３に
記載の方法。
【請求項５】
該ＲＲＭ１発現レベルの測定が、ＲＴ－ＰＣＲ、ノーザンブロット、ウェスタンブロット
又は免疫組織化学的アッセイを実施することを含む、請求項１～４の何れか１項に記載の
方法。
【請求項６】
該ＥＲＣＣ１発現レベルの測定が、ＲＴ－ＰＣＲ、ノーザンブロット、ウェスタンブロッ
ト又は免疫組織化学的アッセイを実施することを含む、請求項２～５の何れか１項に記載
の方法。
【請求項７】
更に、該適切な化学療法剤を該被験体に投与することを含む、請求項１～６の何れか１項
に記載の方法。
【請求項８】
更に、該ＲＲＭ１発現レベルが該参照コホートの中央ＲＲＭ１発現レベル以下であると判
断される場合に、該被験体に抗代謝剤を投与することを含む、請求項１～６の何れか１項
に記載の方法。
【請求項９】
該抗代謝剤がゲンシタビン又はペメトレキセドである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
更に、第二の化学療法剤を該被験体に投与することを含む、請求項７～９の何れか１項に
記載の方法。
【請求項１１】
該第二の化学療法剤が抗チューブリン剤又は白金含有剤である、請求項１０に記載の方法
。
【請求項１２】
該抗チューブリン剤がタキサン又はビンカアルカロイドである、請求項１１に記載の方法
。
【請求項１３】
該タキサンがパクリタキセル又はドセタキセルである、請求項１２に記載の方法。
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【請求項１４】
該ビンカアルカロイドがビノレルビン、ビンクリスチン、ビンブラスチン、ビンフルニン
又はビンデシンである、請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
該白金含有剤がカルボプラチン、シスプラチン又はオキサリプラチンである、請求項１１
に記載の方法。
【請求項１６】
更に、該ＥＲＣＣ１発現レベルが該参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベル以下である
と判断される場合に、該被験体に白金含有剤を投与することを含む、請求項３～１５の何
れか１項に記載の方法。
【請求項１７】
該白金含有剤がシスプラチン、カルボプラチン又はオキサリプラチンである、請求項１６
に記載の方法。
【請求項１８】
更に、該ＲＲＭ１発現レベルが該参照コホートの中央ＲＲＭ１発現レベル以下であると判
断される場合に、該被験体に抗代謝剤を投与することを含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
該抗代謝剤がゲンシタビン又はペメトレキセドである、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
該被験体が上皮細胞悪性疾患を有する、請求項１～１９の何れか１項に記載の方法。
【請求項２１】
該被験体が肺がん、乳がん、結腸直腸がん、頭頚部がん又は卵巣がんを有する、請求項１
～１９の何れか１項に記載の方法。
【請求項２２】
該被験体が非小細胞肺がんを有する、請求項１～１９の何れか１項に記載の方法。
【請求項２３】
更に、該被験体に放射線療法を実施することを含む、請求項１～２２の何れか１項に記載
の方法。
【請求項２４】
被験体に適切な化学療法を評価する方法であって、
（ｉ）該被験体由来の腫瘍試料を提供すること；
（ｉｉ）該腫瘍試料中のＥＲＣＣ１発現レベルを測定すること；及び
（ｉｉｉ）該ＥＲＣＣ１発現レベルに基づいて適切な化学療法を決定する
ことを含み、該ＥＲＣＣ１発現レベルが参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベル以下で
ある場合に、白金含有剤を含む化学療法が適切であると判断され、該ＥＲＣＣ１発現レベ
ルが参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベルより高い場合に、白金含有剤を含まない化
学療法が適切であると判断される、方法。
【請求項２５】
更に、該腫瘍試料中の該ＲＲＭ１発現レベルを測定することを含む、請求項２４に記載の
方法。
【請求項２６】
更に、該ＲＲＭ１発現レベルに基づいて適切な化学療法を決定することを含み、該ＲＲＭ
１発現レベルが該参照コホートの中央ＲＲＭ１発現レベル以下である場合に、抗代謝剤を
含む化学療法が適切であると判断され、該ＲＲＭ１発現レベルが該参照コホートの中央Ｒ
ＲＭ１発現レベルより高い場合に、抗代謝剤を含まない化学療法が適切であると判断され
る、請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
被験体に適切な化学療法を評価する方法であって、
（ｉ）該被験体由来の腫瘍試料を提供すること；
（ｉｉ）該腫瘍試料中のＲＲＭ１発現レベルを測定すること；及び



(4) JP 2008-541701 A 2008.11.27

10

20

30

40

50

（ｉｉｉ）該ＲＲＭ１発現レベルに基づいて適切な化学療法を決定する
ことを含み、該ＲＲＭ１発現レベルが参照コホートの下位１／４のＲＲＭ１発現レベル以
下であるか、参照コホートの上位１／４のＲＲＭ１発現レベル以上であれば、抗チューブ
リン剤を含む化学療法が適切であると判断され、ＲＲＭ１発現レベルが参照コホートの下
位又は上位１／４にあると判断されなければ、抗チューブリン剤を含まない化学療法が適
切であると判断される、方法。
【請求項２８】
更に、該腫瘍試料中の該ＥＲＣＣ１発現レベルを測定することを含む、請求項２７に記載
の方法。
【請求項２９】
更に、該ＥＲＣＣ１発現レベルに基づいて該化学療法を決定することを含み、該ＥＲＣＣ
１発現レベルが該参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベル以下である場合に、白金含有
剤を含む化学療法が適切であり、該ＥＲＣＣ１発現レベルが該参照コホートの中央ＥＲＣ
Ｃ１発現レベルより高い場合に、白金含有剤を含まない化学療法が適切である、請求項２
８に記載の方法。
【請求項３０】
更に、該適切な化学療法剤を該被験体に投与することを含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項３１】
更に、該適切な化学療法剤を該被験体に投与することを含む、請求項２９に記載の方法。
【請求項３２】
更に、該ＲＲＭ１発現レベルが該参照コホートの下位１／４のＲＲＭ１発現レベル以下で
あるか、該ＲＲＭ１発現レベルが該参照コホートの上位１／４のＲＲＭ１発現レベル以上
であると判断される場合に、該被験体に抗チューブリン剤を投与することを含む、請求項
２７に記載の方法。
【請求項３３】
該抗チューブリン剤がタキサン又はビンカアルカロイドである、請求項３２に記載の方法
。
【請求項３４】
該タキサンがパクリタキセル又はドセタキセルである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
該ビンカアルカロイドがビノレルビン、ビンクリスチン、ビンブラスチン、ビンフルニン
又はビンデシンである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３６】
更に、該ＥＲＣＣ１発現レベルが該参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベル以下である
と判断される場合に、該被験体に白金含有剤を投与することを含む、請求項２９に記載の
方法。
【請求項３７】
該白金含有剤がシスプラチン、カルボプラチン又はオキサリプラチンである、請求項３６
に記載の方法。
【請求項３８】
該被験体が上皮細胞悪性疾患を有する、請求項２７～３７の何れか１項に記載の方法。
【請求項３９】
更に、該被験体に放射線療法を実施することを含む、請求項２７～３８の何れか１項に記
載の方法。
【請求項４０】
更に、該被験体に手術を実施することを含む、請求項２７～３９の何れか１項に記載の方
法。
【請求項４１】
化学療法剤を含む組成物の有効性を評価する方法であって、
（ｉ）第一の細胞系及び第二の細胞系を提供することであって、該第一の細胞系が該第二
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の細胞系よりも高いレベルでＲＲＭ１を発現すること；
（ｉｉ）該第一及び第二の細胞系と該組成物とを、細胞生存率に作用するのに十分な時間
にわたり接触させること；及び
（ｉｉｉ）細胞生存率に対する効果について該第一及び第二の細胞系をアッセイする
ことを含み、該第一の細胞系に比べて該第二の細胞系の方が細胞生存率が低いことは、該
組成物が低レベルのＲＲＭ１を発現する腫瘍に対して有効である可能性が高いことを示す
、方法。
【請求項４２】
該組成物が抗代謝剤、抗チューブリン剤又は白金含有剤の１つ以上を含む、請求項４１に
記載の方法。
【請求項４３】
該抗代謝剤がゲンシタビン又はペメトレキセドである、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
該抗チューブリン剤がタキサン又はビンカアルカロイドである、請求項４２に記載の方法
。
【請求項４５】
該タキサンがパクリタキセル又はドセタキセルである、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
該ビンカアルカロイドがビノレルビン、ビンクリスチン、ビンブラスチン、ビンフルニン
又はビンデシンである、請求項４４に記載の方法。
【請求項４７】
該白金含有剤がカルボプラチン、シスプラチン又はオキサリプラチンである、請求項４２
に記載の方法。
【請求項４８】
化学療法剤を含む組成物の有効性を評価する方法であって、
（ｉ）第一の細胞系及び第二の細胞系を提供することであって、該第一の細胞系が該第二
の細胞系よりも高いレベルでＲＲＭ１を発現すること；
（ｉｉ）該第一及び第二の細胞系と該組成物とを、細胞生存率に作用するのに十分な時間
にわたり接触させること；及び
（ｉｉｉ）細胞生存率に対する効果について該第一及び第二の細胞系をアッセイする
ことを含み、該第二の細胞系に比べて該第一の細胞系の方が細胞生存率が低いことは、該
組成物が高レベルのＲＲＭ１を発現する腫瘍に対して有効である可能性が高いことを示す
、方法。
【請求項４９】
化学療法剤を含む組成物の有効性を評価する方法であって、
（ｉ）第一の細胞系及び第二の細胞系を提供することであって、該第一の細胞系が該第二
の細胞系よりも高いレベルでＥＲＣＣ１を発現すること；
（ｉｉ）該第一及び第二の細胞系と該組成物とを、細胞生存率に作用するのに十分な時間
にわたり接触させること；及び
（ｉｉｉ）細胞生存率に対する効果について該第一及び第二の細胞系をアッセイする
ことを含み、該第一の細胞系に比べて該第二の細胞系の方が細胞生存率が低いことは、該
組成物が低レベルのＥＲＣＣ１を発現する腫瘍に対して有効である可能性が高いことを示
す、方法。
【請求項５０】
該組成物が抗代謝剤、抗チューブリン剤又は白金含有剤の１つ以上を含む、請求項４９に
記載の方法。
【請求項５１】
該抗代謝剤がゲンシタビン又はペメトレキセドである、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
該抗チューブリン剤がタキサン又はビンカアルカロイドである、請求項５０に記載の方法



(6) JP 2008-541701 A 2008.11.27

10

20

30

40

50

。
【請求項５３】
該白金含有剤がカルボプラチン、シスプラチン又はオキサリプラチンである、請求項５０
に記載の方法。
【請求項５４】
該タキサンがパクリタキセル又はドセタキセルである、請求項５２に記載の方法。
【請求項５５】
該ビンカアルカロイドがビノレルビン、ビンクリスチン、ビンブラスチン、ビンフルニン
又はビンデシンである、請求項５２に記載の方法。
【請求項５６】
化学療法剤を含む組成物の有効性を評価する方法であって、
（ｉ）第一の細胞系及び第二の細胞系を提供することであって、該第一の細胞系が第二の
細胞系よりも高いレベルでＥＲＣＣ１を発現すること；
（ｉｉ）該第一及び第二の細胞系と該組成物とを、細胞生存率に作用するのに十分な時間
にわたり接触させること；及び
（ｉｉｉ）細胞生存率に対する効果について該第一及び第二の細胞系をアッセイする
ことを含み、該第二の細胞系に比べて該第一の細胞系の方が細胞生存率が低いことは、該
組成物が高レベルのＥＲＣＣ１を発現する腫瘍に対して有効である可能性が高いことを示
す、方法。
【請求項５７】
（ｉ）患者由来の組織試料中のＲＲＭ１の発現をアッセイするための試薬、及び
（ｉｉ）指示書を含む、キット。
【請求項５８】
ＲＲＭ１の発現をアッセイするための該試薬が、オリゴ－ｄＴプライマー、ＲＲＭ１のｃ
ＤＮＡにハイブリダイズするフォワードプライマー、ＲＲＭ１のｃＤＮＡにハイブリダイ
ズするリバースプライマー、逆転写酵素、ＤＮＡポリメラーゼ、緩衝液、及びヌクレオチ
ドからなる群から選択される試薬の予め量られた部分を含む、請求項５７に記載のキット
。
【請求項５９】
ＲＲＭ１の発現をアッセイするための該試薬が、抗ＲＲＭ１抗体の予め量られた部分、及
びウェスタンブロット又は免疫組織化学的アッセイを実施するための緩衝液を含む、請求
項５７に記載のキット。
【請求項６０】
更に、患者由来の組織試料を処理するための試薬を含む、請求項５７に記載のキット。
【請求項６１】
更に、生検組織中のＥＲＣＣ１の発現をアッセイするための試薬を含む、請求項５７に記
載のキット。
【請求項６２】
（ｉ）患者由来の組織試料中のＥＲＣＣ１の発現をアッセイするための試薬、及び
（ｉｉ）指示書を含む、キット。
【請求項６３】
ＥＲＣＣ１の発現レベルをアッセイするための該試薬が、オリゴ－ｄＴプライマー、ＥＲ
ＣＣ１のｃＤＮＡにハイブリダイズするフォワード及びリバースプライマー、ＥＲＣＣ１
のｃＤＮＡにハイブリダイズするリバースプライマー、逆転写酵素、ＤＮＡポリメラーゼ
、緩衝液、及びヌクレオチドからなる群から選択される試薬の予め量られた部分を含む、
請求項６２に記載のキット。
【請求項６４】
ＥＲＣＣ１の発現レベルをアッセイするための該試薬が、抗ＥＲＣＣ１抗体の予め量られ
た部分、及びウェスタンブロット又は免疫組織化学的アッセイを実施するための緩衝液を
含む、請求項６２に記載のキット。
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【請求項６５】
更に、患者由来の組織試料を処理するための試薬を含む、請求項６２に記載のキット。
【請求項６６】
（ｉ）患者由来の組織試料中のＲＲＭ１の発現をアッセイするための試薬、
（ｉｉ）患者由来の組織試料中のＥＲＣＣ１の発現をアッセイするための試薬、及び
（ｉｉｉ）指示書を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願）
　本出願は、２００５年５月４日に出願された米国仮出願第６０／５９４，７６３号の利
益を主張し、この全体が参考として本明細書に援用される。
【０００２】
　（政府の支援）
　本発明は、国立癌研究所による助成金Ｒ０１－ＣＡ１０２７２６及びＲ２１－ＣＡ１０
６６１６に基づく政府の支援を受けて為された。
【背景技術】
【０００３】
　（背景）
　ＤＮＡの合成及び損傷修復にかかわる２つの分子、リボヌクレオチドレダクターゼサブ
ユニットＭ１（ＲＲＭ１）遺伝子及び除去修復交差相補群１（ＥＲＣＣ１）遺伝子は、が
んの発病において重要である。ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１は、化学療法剤の標的となること
が多い。ＲＲＭ１はゲンシタビンの分子標的であり、ＥＲＣＣ１は白金が誘発するＤＮＡ
付加物の修復に決定的な役割を果たす。ゲンシタビン、並びにシスプラチン及びカルボプ
ラチンといった白金含有剤は、がん治療で最も多く使用されている薬剤である。
【０００４】
　過去において、化学療法はがん患者に対して限られた利益しかもたらさなかった。通常
、化学療法から利益を受けるのは、肺がん、乳がん、結腸直腸がん、頭頚部がん及び卵巣
がんといった上皮細胞悪性疾患に罹患する患者の僅か２５％程度である。しかし、第一選
択の療法が奏功しなかった後に、第二選択の化学療法剤が奏功することは多く、このよう
な処置に対する感受性又は耐性は、化学療法剤の代謝経路に関与する分子によって測定さ
れる腫瘍の特異的な特徴の一機能であることを示唆している。このため、化学療法剤に対
する腫瘍の感受性の予測又は評価に使用できる方法を開発することが望まれる。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　ＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１の発現レベルが患者のがん治療に対する反応の指標となり得る
ことは、既に明らかにされている。この発見により、治療に対する腫瘍の反応の指標とな
る試験が開発された。この試験結果に基づき選択された療法は、現在使用されている無作
為な療法選択に比べて、実質的に優れたがん患者の転帰が得られることが明らかされてい
る。この試験では、腫瘍試料を採取し、処理して、ＲＲＭ１若しくはＥＲＣＣ１又はそれ
らの両方の腫瘍内レベルを測定しなければならない。ＲＲＭ１の発現レベルが低いことは
、抗代謝剤との処置反応が良好であることと関係しており、ＥＲＣＣ１の発現レベルが低
いことは、白金含有剤との処置反応が良好であることと関係していることが明らかになっ
た。そして、ＲＲＭ１を発現する腫瘍を有する上位１／４又は下位１／４の患者群が、抗
チューブリン剤をはじめとする化学療法に最も良く反応することが明らかになった。
【０００６】
　一態様において、本発明は、患者に適切な化学療法を評価する方法を提供する。この方
法には、患者由来の腫瘍試料を提供すること、腫瘍試料中のＲＲＭ１発現レベルを測定す
ること、そのＲＲＭ１発現レベルに基づいて適切な化学療法を決定することが含まれる。
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ＲＲＭ１発現レベルが参照コホートの中央ＲＲＭ１発現レベル以下である場合は、抗代謝
剤を含む化学療法が適切であると判断され、ＲＲＭ１発現レベルが参照コホートの中央Ｒ
ＲＭ１発現レベルより高い場合は、抗代謝剤を含まない化学療法が適切であると判断され
る。この方法には更に、適切な化学療法剤を患者に投与することが含まれてもよい。例え
ば、ＲＲＭ１発現レベルが参照コホートの中央ＲＲＭ１発現レベル以下であることが明ら
かになれば、患者には、ゲンシタビン又はペメトレキセドといった抗代謝剤を投与するこ
とができる。
【０００７】
　幾つかの実施形態において、この方法には、抗チューブリン剤又は白金含有剤といった
第二の化学療法剤を患者に投与することが含まれる。抗チューブリン剤は、例えば、パク
リタキセル若しくはドセタキセルといったタキサン、又はビノレルビン、ビンクリスチン
、ビンブラスチン、ビンフルニン若しくはビンデシンといったビンカアルカロイドであっ
てもよい。白金含有剤は、例えばカルボプラチン、シスプラチン又はオキサリプラチンで
あってもよい。別の実施形態において、この方法には、適切な化学療法剤に加えて患者に
放射線療法を実施することが含まれる。
【０００８】
　幾つかの実施形態において、上記の方法で評価される患者は、肺がん（例えば、非小細
胞肺がん）、乳がん、結腸直腸がん、頭頚部がん又は卵巣がん等の上皮細胞悪性疾患を有
する。
【０００９】
　上述の方法には又、腫瘍試料中のＥＲＣＣ１発現レベルを測定すること、更にＲＲＭ１
及びＥＲＣＣ１の両発現レベルに基づいて適切な化学療法を決定することも含まれる。Ｅ
ＲＣＣ１発現レベルが参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベル以下である場合は、白金
含有剤を含む化学療法が適切であると判断され、ＥＲＣＣ１発現レベルが参照コホートの
中央ＥＲＣＣ１発現レベルより高い場合は、白金含有剤を含まない化学療法が適切である
と判断される。例えば、白金含有剤は、シスプラチン、カルボプラチン又はオキサリプラ
チンであってもよい。この方法には更に、適切な化学療法剤を患者に投与することが含ま
れてもよい。
【００１０】
　ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１の発現レベルは、ＲＴ－ＰＣＲ、ノーザンブロット、ウェスタ
ンブロット又は免疫組織化学的アッセイによって測定することができる。
【００１１】
　別の態様において、本発明は、患者由来の腫瘍試料を提供すること、腫瘍試料中のＲＲ
Ｍ１発現レベルを測定すること、そのＲＲＭ１発現レベルに基づいて適切な化学療法を決
定することにより、患者に適切な化学療法を評価する方法を提供する。ＥＲＣＣ１発現レ
ベルが参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベル以下である場合は、白金含有剤を含む化
学療法が適切であると判断され、ＥＲＣＣ１発現レベルが参照コホートの中央ＥＲＣＣ１
発現レベルより高い場合は、白金含有剤を含まない化学療法が適切であると判断される。
【００１２】
　幾つかの実施形態において、この方法には更に、腫瘍試料中のＲＲＭ１発現レベルを測
定すること、ＲＲＭ１１及びＥＲＣＣ１の両発現レベルに基づいて適切な化学療法を決定
することが含まれる。ＲＲＭ１発現レベルが参照コホートの中央ＲＲＭ１発現レベル以下
である場合は、抗代謝剤を含む化学療法が適切であると判断され、ＲＲＭ１発現レベルが
参照コホートの中央ＲＲＭ１発現レベルより高い場合は、抗代謝剤を含まない化学療法が
適切であると判断される。
【００１３】
　本明細書には又、患者由来の腫瘍試料を提供すること、腫瘍試料中のＲＲＭ１発現レベ
ルを測定すること、そのＲＲＭ１発現レベルに基づいて適切な化学療法を決定することに
よって、患者に適切な化学療法を評価する代替の方法も記載される。この方法により、Ｒ
ＲＭ１発現レベルが参照コホートの下位１／４のＲＲＭ１発現レベル以下であるか、参照
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コホートの上位１／４のＲＲＭ１発現レベル以上である場合は、抗チューブリン剤を含む
化学療法が適切であると判断される。抗チューブリン剤は例えば、パクリタキセル若しく
はドセタキセルといったタキサン、又はビノレルビン、ビンクリスチン、ビンブラスチン
、ビンフルニン若しくはビンデシンといったビンカアルカロイドであってもよい。
【００１４】
　幾つかの実施形態において、この方法には更に、腫瘍試料中のＥＲＣＣ１発現レベルを
測定すること、ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１の両発現レベルに基づいて化学療法を決定するこ
とが含まれる。ＥＲＣＣ１発現レベルが参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベル以下で
ある場合は、白金含有剤を含む化学療法が適切であると判断され、ＥＲＣＣ１発現レベル
が参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベルより高い場合は、白金含有剤を含まない化学
療法が適切であると判断される。白金含有剤は、例えば、シスプラチン、カルボプラチン
又はオキサリプラチンであってもよい。
【００１５】
　幾つかの実施形態において、この方法には更に、適切な化学療法剤を患者に投与するこ
とが含まれる。別の実施形態において、この方法には、患者に放射線療法を実施すること
が含まれる。
【００１６】
　一態様において、本発明は、化学療法剤を含有する組成物の有効性を、ＲＲＭ１発現レ
ベルに基づいて評価する方法を提供する。この方法には、（ｉ）第一の細胞系及び第二の
細胞系を提供し（この第一の細胞系のＲＲＭ１発現レベルは第二の細胞系よりも高い）、
（ｉｉ）第一及び第二の細胞系を組成物と、細胞生存率に作用するのに十分な時間にわた
り接触させ、（ｉｉｉ）細胞生存率に対する効果について第一及び第二の細胞系をアッセ
イすることが含まれる。第一の細胞系に比べて第二の細胞系の方が細胞生存率が低い場合
は、その組成物が低レベルのＲＲＭ１を発現する腫瘍に対しても有効である可能性が高い
ことが示唆される。第二の細胞系に比べて第一の細胞系の方が細胞生存率が低い場合は、
その組成物が高レベルのＲＲＭ１を発現する腫瘍に対しても有効である可能性が高いこと
が示唆される。幾つかの実施形態において、組成物には抗代謝剤（例えば、ゲンシタビン
又はペメトレキセド）、抗チューブリン剤又は白金含有剤の１つ以上が含まれる。
【００１７】
　別の態様において、本発明は、化学療法剤を含有する組成物の有効性を、ＥＲＣＣ１発
現レベルに基づいて評価する方法を提供する。この方法には、（ｉ）第一の細胞系及び第
二の細胞系を提供し（この第一の細胞系のＲＲＭ１発現レベルは第二の細胞系よりも高い
）、（ｉｉ）第一及び第二の細胞系を組成物と、細胞生存率に作用するのに十分な時間に
わたり接触させ、（ｉｉｉ）細胞生存率に対する効果について第一及び第二の細胞系をア
ッセイすることが含まれる。第一の細胞系に比べて第二の細胞系の方が細胞生存率が低い
場合は、その組成物が低レベルのＥＲＣＣ１を発現する腫瘍に対しても有効である可能性
が高いことが示唆される。第二の細胞系に比べて第一の細胞系の方が細胞生存率が低い場
合は、その組成物が高レベルのＥＲＣＣ１を発現する腫瘍に対しても有効である可能性が
高いことが示唆される。幾つかの実施形態において、組成物には抗代謝剤（例えば、ゲン
シタビン又はペメトレキセド）、抗チューブリン剤又は白金含有剤の１つ以上が含まれる
。
【００１８】
　更に別の態様において、本発明は、患者の腫瘍組織中のＲＲＭ１の発現をアッセイする
ための試薬及び指示書を含むキットを提供する。幾つかの実施形態において、ＲＲＭ１の
発現をアッセイする試薬には、オリゴ－ｄＴプライマー、ＲＲＭ１のｃＤＮＡにハイブリ
ダイズするフォワードプライマー、ＲＲＭ１のｃＤＮＡにハイブリダイズするリバースプ
ライマー、逆転写酵素、ＤＮＡポリメラーゼ、緩衝液、及びヌクレオチドからなる群から
選択される試薬の予め量られた部分が含まれる。別の実施形態において、ＲＲＭ１の発現
をアッセイする試薬には、抗ＲＲＭ１抗体の予め量られた部分、及びウェスタンブロット
又は免疫組織化学的アッセイを実施するための緩衝液が含まれる。キットには又、生検組
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織試料といった患者由来の組織試料を処理するための試薬が含まれてもよい。幾つかの実
施形態において、キットには又、組織試料中のＥＲＣＣ１の発現をアッセイするための試
薬も含まれる。ＥＲＣＣ１の発現をアッセイするための試薬は、ＥＲＣＣ１のｃＤＮＡに
ハイブリダイズするフォワード及びリバースプライマーの予め量られた部分、又は抗ＥＲ
ＣＣ１抗体であってもよい。
【００１９】
　一態様において、本発明は、患者の腫瘍組織中のＥＲＣＣ１発現をアッセイするための
試薬及び指示書を含むキットを提供する。ＥＲＣＣ１の発現をアッセイするための試薬は
、オリゴ－ｄＴプライマー、ＥＲＣＣ１のｃＤＮＡにハイブリダイズするフォワードプラ
イマー、ＥＲＣＣ１のｃＤＮＡにハイブリダイズするリバースプライマー、逆転写酵素、
ＤＮＡポリメラーゼ、緩衝液、及びヌクレオチドからなる群から選択される試薬の予め量
られた部分であってもよい。別の実施形態において、ＥＲＣＣ１の発現をアッセイするた
めの試薬には、抗ＥＲＣＣ１抗体の予め量られた部分、及びウェスタンブロット又は免疫
組織化学的アッセイを実施するための緩衝液が含まれる。キットには又、生検組織試料と
いった患者由来の組織試料を処理するための試薬も含まれる。幾つかの実施形態において
、キットには又、組織試料中のＲＲＭ１の発現をアッセイするための試薬も含まれる。Ｒ
ＲＭ１の発現をアッセイするための試薬は、ＲＲＭ１のｃＤＮＡにハイブリダイズするフ
ォワード及びリバースプライマーの予め量られた部分又は抗ＲＲＭ１抗体であってもよい
。
【００２０】
　別の態様において、本発明は、患者由来の組織試料中のＲＲＭ１の発現をアッセイする
ための試薬、患者由来の組織試料中のＥＲＣＣ１の発現をアッセイするための試薬、及び
指示書を含むキットに関する。幾つかの実施形態において、ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１の発
現レベルをアッセイするための試薬には、オリゴ－ｄＴプライマー、ＲＲＭ１のｃＤＮＡ
又はＥＲＣＣ１のｃＤＮＡにハイブリダイズするフォワード及びリバースプライマー、逆
転写酵素、ＤＮＡポリメラーゼ、緩衝液、及びヌクレオチドからなる群から選択される試
薬の予め量られた部分が含まれる。別の実施形態において、ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１の発
現をアッセイするための試薬には、抗ＲＲＭ１抗体及び抗ＥＲＣＣ１抗体の予め量られた
部分、及びウェスタンブロット又は免疫組織化学的アッセイを実施するための緩衝液が含
まれる。キットには又、生検組織試料といった患者由来の組織試料を処理するための試薬
が含まれてもよい。
【００２１】
　本発明の１つ以上の実施形態の詳細を、添付の図面及び以下の説明に述べる。本発明の
その他の特性、目的及び利点は、これらの説明及び図面に加えて、特許請求の範囲により
明らかになるであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
　本発明で提供される方法を使用することで、上皮細胞悪性疾患等の増殖性障害を有する
対象に適切な治療を決定するか、或いは化学療法剤を含有する組成物の有効性を予測又は
評価することができる。
【００２３】
　「増殖性障害」とは、細胞分裂の不規則性により特徴付けられる障害である。がん（神
経膠腫、前立腺がん、メラノーマ、がん腫、子宮頚がん、乳がん、大腸がん又は肉腫等）
は、増殖性障害の一例である。増殖性障害に特徴的な細胞（即ち、「新生細胞」又は「腫
瘍細胞」）は、自律的に増殖する能力、即ち、細胞集団の不適切な増殖性成長により特徴
付けられる異常な状態又は病態を引き起こす能力を有する。新生細胞又は腫瘍細胞は、異
常に早い速度で増殖する細胞である。新生細胞を含む新たな増殖物は新生物であり、「腫
瘍」としても知られる。腫瘍は異常な組織の増殖物であり、正常な組織よりも早く細胞増
殖によって成長する明らかな塊を形成するのが一般的である。腫瘍は、構造構成及び正常
組織との機能的な協調性が部分的に又は完全に欠けている。本明細書に使用する場合、腫
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瘍は固形腫瘍のみならず血液腫瘍も包含するものとして意図される。
【００２４】
　腫瘍は良性（良性腫瘍）である場合もあれば、悪性（悪性腫瘍又はがん）である場合も
ある。悪性腫瘍は大きく３種類に分けることができる。上皮構造から生じる悪性腫瘍はが
ん腫と呼ばれ；筋肉、軟骨、脂肪又は骨といった結合組織から生じる悪性腫瘍は肉腫と呼
ばれ；免疫系の成分を含めた造血構造（血球の形成に関わる構造）を冒す悪性腫瘍は白血
病及びリンパ腫と呼ばれる。その他の腫瘍には、神経線維腫が含まれるが、これに限定さ
れない。
【００２５】
　増殖性障害には、組織病理学的な種類又は侵襲度のステージに関係なく、あらゆる種類
のがん性増殖物又は腫瘍原性プロセス、転移組織又は悪性に変化した細胞、組織又は臓器
が含まれる。がんには、肺、乳房、甲状腺、リンパ腺、消化管及び泌尿生殖器といった種
々の臓器系の悪性腫瘍、並びに殆どの大腸がん、腎細胞がん、前立腺がん及び／又は精巣
腫瘍、非小細胞肺がん、小腸がん及び食道がんといった悪性腫瘍を含む腺がんが含まれる
。がん腫には、呼吸器系がん、消化器系がん、生殖泌尿器系がん、精巣がん、乳がん、前
立腺がん、内分泌系がん及びメラノーマといった上皮組織又は内分泌組織の悪性腫瘍が含
まれる。その他のがん腫には、子宮頚、肺、頭頚部、大腸及び卵巣の組織から形成される
ものが含まれる。中枢神経系のがんには、神経膠腫（星状膠細胞腫、混合性乏突起星状膠
細胞腫、多形性膠芽腫、上衣腫及び乏突起膠腫を含む）、髄膜腫、脳下垂体腫瘍、血管芽
腫、聴神経腫、松果体腫瘍、脊髄腫瘍、造血器腫瘍及び中枢神経系リンパ腫が含まれる。
脂肪、筋肉、血管、深部皮膚組織、神経、骨及び軟骨等の結合組織を冒すがんは、肉腫と
呼ばれる。肉腫には、例えば脂肪肉腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、滑膜肉腫、血管肉腫、
線維肉腫、神経線維肉腫、消化管間葉系腫瘍（ＧＩＳＴ）、硬性線維腫、ユーイング肉腫
、骨肉腫及び軟骨肉腫が含まれる。
【００２６】
　本明細書に記載の方法は、例えば、肺がん（非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ））、乳がん
、結腸直腸がん、頭頚部がん又は卵巣がんといった上皮悪性腫瘍を有する患者の処置に特
に関連する。上皮悪性腫瘍は、上皮組織を冒すがんである。
【００２７】
　本明細書に記載する「患者」は、増殖性障害を来した何れの患者であってもよい。例え
ば、患者は、ヒトがん患者を含むヒト等の何れかの哺乳動物であってもよい。ヒトでない
哺乳動物の例には、非ヒト霊長類（例えば、サル又はヒトニザル）、マウス、ラット、ヤ
ギ、ウシ、オウシ、ブタ、ウマ、ヒツジ、イノシシ、ラッコ、ネコ及びイヌが含まれる。
【００２８】
　本明細書で使用される「抗代謝剤」は、正常な生物化学的反応に必要となる物質（代謝
物）と類似するものの、正常な細胞の機能を十分に干渉できるほどに異なる構造を有する
化学物質である。抗代謝剤には、ＤＮＡ合成に干渉するプリン及びピリミジン類似体が含
まれる。抗代謝剤の例には、アミノプテリン、２－クロロデオキシアデノシン、シトシン
、アラビノシド（ａｒａ　Ｃ）、シタラビン、フルダラビン、フルオロウラシル（５－Ｆ
Ｕ）（及びカペシタビン及びテガフールをはじめとするその誘導体）、ゲンシタビン、メ
トプテリン、メトトレキセート、ペメトレキセド、ラルチトレキセド、トリメトレキセー
ト、６－メルカプトプリン及び６－チオグアニンが含まれる。
【００２９】
　本明細書で使用される「抗チューブリン剤」とは、紡錘体を阻害することによって細胞
分裂を遮断する化学療法剤を指す。抗チューブリン剤の例には、タキサン類であるパクリ
タキセル及びドセタキセル、ビンカアルカロイド類であるビノレルビン、ビンクリスチン
、ビンブラスチン、ビンフルニン及びビンデシンが含まれる。
【００３０】
　本明細書で使用される「白金含有剤」には、白金を含有する化学療法剤が含まれる。白
金含有剤は、アルキル化ＤＮＡと架橋結合して、ＤＮＡの合成及び転写を阻害する。白金
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含有剤は任意の細胞周期で作用することができることから、新生細胞及び健常な分裂細胞
を死滅させる。白金含有剤の例には、例えば、シスプラチン、カルボプラチン及びオキサ
リプラチンが含まれる。
【００３１】
　（がん治療を決定する方法）
　適切ながん治療を決定する方法には、患者から腫瘍試料を入手するか提供して、患者に
おけるＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１の発現レベルを測定することが含まれる。腫瘍試料を入手
するには、生検（針生検等）等の何れの方法を使用してもよく、組織をＯＣＴ（登録商標
）（Ｏｐｔｉｍａｌ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｔｔｉｎｇ化合物）に包埋して処理してもよい
。例えば、ＯＣＴ（登録商標）中の組織は、凍結切片として処理してもよい。腫瘍細胞は
、レーザーキャプチャーマイクロダイセクション（ＬＣＭ）等によって収集してもよく、
例えばポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）又はノーザンブロット分析法と組み合わせ
た逆転写によってＲＮＡレベルを測定するか、ウェスタンブロット法によってタンパク質
のレベルを測定することによって、遺伝子の発現を検査してもよい。手法の一例では、Ｒ
ＲＭ１又はＥＲＣＣ１の発現レベルが、リアルタイム定量ＲＴ－ＰＣＲで検査される。こ
れらの遺伝子の発現レベルは又、免疫組織化学的方法によって測定されてもよい。
【００３２】
　腫瘍内のＲＲＭ１レベルが低い場合は、ゲンシタビン又はペメトレキセド等の抗代謝剤
を含む化学療法が適切であると判断することができる。一方、腫瘍内のＲＲＭ１レベルが
高い場合は、抗代謝剤を含まない化学療法が適切であると判断することができる。また、
腫瘍内のＥＲＣＣ１レベルが低い場合は、白金含有剤を含む化学療法が適切であると判断
することができる。一方、例えば、腫瘍内のＥＲＣＣ１レベルが低い場合は、シスプラチ
ン、カルボプラチン又はオキサリプラチンを含む化学療法が適切である。腫瘍内のＥＲＣ
Ｃ１レベルが高い場合は、白金含有剤を含まない化学療法が適切であると判断することが
できる。
【００３３】
　発現レベルの「高」「低」は、相対的な価値であり、参照コホートの発現レベルとの比
較に基づく。本明細書で使用される「参照コホート」とは、ＲＲＭ１及び／又はＥＲＣＣ
１の発現データを収集したがん患者集団サンプルである。参照コホートにおける発現レベ
ルは、サンプル集団における腫瘍内の遺伝子発現レベルを測定することによって決定され
る（例えば、Ｒｏｓｅｌｌ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　１０：１
３１８－２５，２００４；Ｌｏｒｄ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　
８：２２８６－２２９１，２００２；Ｂｅｐｌｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎ
ｃｏｌ　２２：　１８７８－８５，２００４；及びＳｉｍｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｓ
ｔ　１２７：９７８－８３，２００５を参照）。通常、発現レベルが参照コホートの中央
ＲＲＭ１発現レベル以下である場合、腫瘍のＲＲＭ１発現レベルは「低く」、発現レベル
が参照コホートの中央ＲＲＭ１発現レベル以上であれば、腫瘍のＲＲＭ１発現レベルは「
高い」。同様に、発現レベルが参照コホートの中央ＥＲＣＣ１発現レベル以下であれば、
腫瘍のＥＲＣＣ１発現レベルは「低い」。発現レベルの「高」「低」は、相対的なもので
あり、新たな各対照群を使用して決定することができる。或いは、患者の化学療法に対す
る反応を予測すると判断される発現レベルは、参照コホートの下位１／３又は下位１／４
の発現レベル以下であってもよければ、この予測する発現レベルは、参照コホートの上位
１／３又は上位１／４の発現レベル以上であってもよい。
【００３４】
　参照コホートの試料は、同じ動物種（ヒト患者等）の患者から採取し、参照コホートの
腫瘍は望ましくは同じ型（ＮＳＣＬＣの腫瘍等）であるのがよい。例えば、参照コホート
の腫瘍は何れも、がん腫、造血系腫瘍、脳腫瘍又は肉腫であってもよい。幾つかの実施形
態において、参照コホートの腫瘍は何れも、例えば肺がん、乳がん、大腸結腸がん、頭頚
部がん又は卵巣がんであってもよい。参照コホートの個々のメンバーは、疾患のステージ
、処置歴、生活様式（喫煙者又は非喫煙者、肥満型又はやせ型等）、又はその他の背景（



(13) JP 2008-541701 A 2008.11.27

10

20

30

40

50

年齢、遺伝的素因等）といったその他の類似点を共有する場合もある。例えば、同じ型の
腫瘍を有するだけでなく、参照コホートの患者が化学療法剤の全身投与を受けたことがな
い場合もある。参照コホートは、少なくとも１０例、１５例、２０例、２５例、３０例、
４０例、５０例、６０例、７０例、８０例、９０例、１００例、１２０例、１４０例、１
６０例、１８０例又は２００例の対象から採取した腫瘍試料による遺伝子発現分析データ
を含まなければならない。
【００３５】
　参照コホートの遺伝子発現レベルは、定量ＲＴ－ＰＣＲ、ノーザンブロット分析法、ウ
ェスタンブロット分析法又は免疫組織化学的方法といった何れかの方法で測定することが
できる。被験者由来の腫瘍試料の発現レベルは、参照コホートの発現レベルと同じ方法で
測定される。
【００３６】
　腫瘍は、ＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１又はその両発現レベルを測定するために採取すること
ができ、測定された発現レベルに基づいて適切な化学療法を決定することができる。化学
療法には、単一又は複数の化学療法剤（例えば、２種類、３種類又はそれ以上の化学療法
剤）が含まれてもよい。例えば、腫瘍内のＲＲＭ１発現レベルが低いと判断される場合、
適切な化学療法は抗代謝剤の単独投与であると判断することができる。或いは、適切な化
学療法には、抗代謝剤及び第二の薬剤、例えば抗チューブリン剤（タキサン又はビンカア
ルカロイド等）、アルキル化剤（イフォスファミド、シクロホスファミド又はその他のナ
イトロジェンマスタード誘導体等）又は白金含有剤（シスプラチン、カルボプラチン又は
オキサリプラチン等）が含まれると判断することができる。一方、腫瘍内のＲＲＭ１発現
レベルが高いと判断される場合、適切な化学療法には、例えば白金含有剤が含まれると判
断することができるが、この適切な化学療法に抗代謝剤は含まれてはならない。
【００３７】
　別の例において、腫瘍内のＲＲＭ１発現レベルが参照コホートに比べて下位１／３又は
下位１／４であると判断されるか、参照コホートに比べて上位１／３又は上位１／４であ
ると判断される場合、適切な化学療法は抗チューブリン剤の単独投与であると判断するこ
とができる。或いは、適切な化学療法には、抗チューブリン剤、及び第二の薬剤（例えば
、抗代謝剤又は白金含有剤）が含まれると判断することができる。腫瘍内のＲＲＭ１発現
レベルが、参照コホートに比べて中間の４０～６０％の範囲である判断される場合、適切
な化学療法には、抗代謝剤又は白金含有剤の１つ以上が含まれると判断されるが、この適
切な化学療法に抗チューブリン剤は含まれてはならない。
【００３８】
　別の例において、腫瘍内のＥＲＣＣ１発現レベルが低いと判断される場合、適切な化学
療法は白金含有剤の単独投与であると判断することができる。或いは、適切な化学療法に
は、白金含有剤、及び第二の薬剤（例えば、抗代謝剤又は抗チューブリン剤）が含まれる
と判断することができる。腫瘍内のＥＲＣＣ１発現レベルが高いと判断される場合、適切
な化学療法には、抗代謝剤又は抗チューブリン剤の１つ以上が含まれると判断されるが、
この適切な化学療法に白金含有剤は含まれてはならないと判断することができる。
【００３９】
　更に別の例においては、腫瘍内のＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１の両発現レベルが測定され、
適切な化学療法剤が両遺伝子の発現レベルに基づいて決定される。例えば、ＲＲＭ１及び
ＥＲＣＣ１の発現レベルが何れも低いと判断される場合、適切な化学療法には、抗代謝剤
、及び白金含有剤（カルボプラチン、シスプラチン又はオキサリプラチン等）が含まれる
と判断することができる。又、ＲＲＭ１の発現レベルが低く、ＥＲＣＣ１の発現レベルが
高いと判断される場合、適切な化学療法には、抗代謝剤、及び任意の第二の薬剤（抗チュ
ーブリン剤等）が含まれると判断することができる。このような化学療法の組成物には白
金含有剤が含まれてはならない。一方、ＲＲＭ１の発現レベルが高く、ＥＲＣＣ１の発現
レベルが低いと判断される場合、適切な化学療法には、白金含有剤、及び任意の第二の薬
剤（抗チューブリン剤又はアルキル化剤等）が含まれると判断することができる。この化
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学療法の組成物には抗代謝剤が含まれてはならない。又、ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１の発現
レベルが何れも高いと判断される場合、適切な化学療法は抗チューブリン剤を含むもので
あると判断することができる。この化学療法には抗代謝剤又は白金含有剤が含まれてはな
らない。
【００４０】
　更に別の例において、ＥＲＣＣ１の発現レベルが低く、ＲＲＭ１の発現レベルが参照コ
ホートの下位１／３又は１／４の範囲内又は上位１／３又は１／４の範囲内にある場合、
適切な化学療法は、ドセタキセル又はビノレルビン等の抗チューブリン剤及び白金含有剤
を含むものであると判断することができる。ＥＲＣＣ１の発現レベルが高く、ＲＲＭ１の
発現レベルが参照コホートの下位１／３又は１／４の範囲内又は上位１／３又は１／４の
範囲内にある場合、適切な化学療法は、抗チューブリン剤及び任意の第二の薬剤、例えば
抗代謝剤を含むものであると判断することができる。この化学療法の組成物には白金含有
剤が含まれてはならない。ＥＲＣＣ１の発現レベルが低く、ＲＲＭ１の発現レベルが参照
コホートの中間の４０～６０％である場合、適切な化学療法は、白金含有剤及び任意の第
二の薬剤、例えば抗代謝剤又はアルキル化剤を含むものであると判断することができる。
この化学療法の組成物には抗チューブリン剤が含まれてはならない。ＥＲＣＣ１の発現レ
ベルが高く、ＲＲＭ１の発現レベルが参照コホートの中間の４０～６０％である場合、適
切な化学療法は、抗代謝剤を含むものであると判断することができる。この化学療法には
抗チューブリン剤又は白金含有剤が含まれてはならない。
【００４１】
　この他の化学療法剤も、抗代謝剤、抗チューブリン剤又は白金含有剤と共に、或いは抗
代謝剤、抗チューブリン剤又は白金含有剤の代わりに、本明細書に記載のＲＲＭ１及びＥ
ＲＣＣ１の発現レベルに基づいて投与することができる。その他の化学療法剤には、例え
ば、Ｌ－アスパラギナーゼ、ビカルタミド、ブレオマイシン、カンプトテシン（ＣＰＴ－
１１）、カルミノマイシン、シクロホスファミド、シトシンアラビノシド、ダカルバジン
、ダクチノマイシン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、エクチナサイジン７４３、エス
トラムスチン、エトポシド、リン酸エトポシド、エポチロン、フルタミド、ＦＫ５０６、
ヘキサメチルメラミン、イダトレキセート（ｉｄａｔｒｅｘａｔｅ）、レフルニミド（ｌ
ｅｆｌｕｎｉｍｉｄｅ）、ロイプロリド、ロイロシンジン、ロイロシン、メルファラン、
マイトマイシンＣ、ミコフェノレートモヘチル、プリカマイシン、ポドフィロトキシン、
ポルフィロマイシン、ランピルナーゼ、ラパマイシン、トポテカン、テニポシド及びチオ
テパが含まれる。
【００４２】
　腫瘍内のＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１の発現レベルに従って化学療法を受ける対象は、更に
放射線療法、免疫療法又は手術を受けてもよい。
【００４３】
　化学療法剤は、従来の用法で対象に投与してもよい。適切な用法は、本明細書に記載の
ＲＲＭ１及び／又はＥＲＣＣ１の発現レベルに基づき患者に適切であると判断された特定
の化学療法剤によって異なる。
【００４４】
　化学療法剤は、錠剤の剤型等による経口投与、静脈内注射、体腔への注射（膀胱等）、
筋肉内注射又は髄腔内注射といった標準的な方法で投与することができる。化学療法の投
与計画は、静脈内、経口又は体腔への持続投与として提供することができる。化学療法の
投与計画は、薬剤を投与する一日又は数日後に休薬及び回復期間を設けるサイクルで提供
することができる。この回復期間は１週間、２週間、３週間又は４週間又はそれ以上であ
ってもよく、その後サイクルを反復させてもよい。化学療法のクールには少なくとも２～
１２サイクル（３サイクル、４サイクル、５サイクル、６サイクル、７サイクル、１０サ
イクル又は１２サイクル等）が含まれてもよい。
【００４５】
　本明細書で提供される方法によって得られる遺伝子発現データは、背景データ、バイタ
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ル、教育、飲酒歴、喫煙歴及び薬物乱用歴、既往歴、上述の通り設計した化学療法の投与
後における増殖性障害の予後に関する結論を調節するための処置記録を含めた、患者のカ
ルテの情報と組み合わせてもよい。
【００４６】
　腫瘍内のＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１の発現レベルに基づき化学療法剤を投与したら、治療
に対する患者の反応を監視することができる。例えば、化学療法剤の投与前及び投与後に
腫瘍の測定を行って、疾患の進行を監視することができる。腫瘍サイズが縮小している場
合は、疾患が寛解状態にあるか、寛解状態へ戻りつつあると判断することができる。又、
腫瘍サイズが部分的に縮小している場合は、疾患が部分寛解状態にあることが示され、腫
瘍が完全に消失している場合は、疾患が完全寛解したと判断することができる。一方、腫
瘍のサイズが大きくなっている場合は、疾患が進行していると判断することができ、化学
療法剤の投与後も腫瘍のサイズが変化しない場合は、疾患が安定していると分類される。
【００４７】
　患者はがんのステージに従って評価することもできる。例えば、患者はＴＮＭステージ
分類に従って評価することができる。「Ｔ」は腫瘍のサイズと組織近くに浸潤しているか
どうかを示し、「Ｎ」は関与しているあらゆるリンパ節の数を示し、「Ｍ」は転移（身体
のある場所から別の場所へのがんの広がり）の有無を示す。ＴＮＭスケールに従えば、ス
テージ０は原位置（ｉｎ　ｓｉｔｕ）でのがん腫で、それが開始した細胞層にのみ存在す
る早期がんである。ステージＩ、ＩＩ、ＩＩＩ及びＩＶは、段階的に病状が悪化している
ことを示す。ステージが進むほど、疾患は広がり、腫瘍のサイズ及び／又は近いリンパ節
及び／又は原発腫瘍に隣接するがんの広がりが大きくなることを示す。ステージＩＶでは
、腫瘍が少なくとも１つの別の臓器へと広がっている。
【００４８】
　患者は、体重減少、胸水及びがんに関連する他の症状といった因子に留意して、その全
身状態に従って評価することもできる。例えば、小細胞肺がん及び非小細胞肺がんを含む
肺がんの症状は、持続性の咳、血痰、胸痛及び再発性の肺炎又は気管支炎を含む。
【００４９】
　本発明に示す方法は、胎児（子宮内等）、幼児、小児、青少年、成人又は高齢者等あら
ゆる年齢のあらゆる患者に対して実施することができる。
【００５０】
　（有効性を予測し方法を選別する方法）
　本発明は、化学療法剤を含有する組成物の有効性を評価又は予測する方法にも関する。
この方法は、少なくとも２つの細胞系及び１つ以上の化学療法剤を含有する組成物を使用
する。これらの細胞系はＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１の発現レベルが異なる。例えば、１つの
細胞系は標準対照細胞系よりもＲＲＭ１の発現レベルが低いか、１つの細胞系は標準対照
細胞系よりもＲＲＭ１の発現レベルが高い。発現レベルの高い細胞系は望ましくは、もう
１つの発現レベルの低い細胞系よりもＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１を少なくとも２０％、４０
％、６０％、８０％、１００％、２００％又は３００％多く発現するのがよい。
【００５１】
　ＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１の発現を増加又は減少させるあらゆる方法を使用することがで
きる。例えば、低レベルのＲＲＭ１を発現する細胞系は、発現レベルを低くさせるｓｉＲ
ＮＡ又はアンチセンスＲＮＡを発現するように設計することができる。或いは、ＲＲＭ１
の発現は、テトラサイクリン－、ＩＰＴＧ－又はエクジソン－反応性プロモーターといっ
た制御可能なプロモーターの制御下におくことができる。ＲＲＭ１の発現は、親株におけ
る発現よりも低くてよいか、発現は誘導前に完全になくてよい。高レベルのＲＲＭ１を発
現する細胞は、内因性のＲＲＭ１プロモーターよりも高レベルでＲＲＭ１を発現させる構
成プロモーター（ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ）の制御下にＲＲＭ１遺
伝子を含むことができるか、ＲＲＭ１はテトラサイクリン－又はＩＰＴＧ－反応性プロモ
ーター等の誘導プロモーターから発現させて、誘導により親株よりも高レベルの発現を行
わせることができる。高レベルのＲＲＭ１を発現させるか低レベルの発現を行わせる外因
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性配列を、親株のゲノムに安定に組み入れることができるか、親株に一過性にトランスフ
ェクションすることができる。
【００５２】
　高レベル及び低レベルのＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１を発現する細胞を、候補となる化学療
法剤又は化学療法剤（２、３又は４種類の化学療法剤）の組み合わせと接触させ、対照株
に比べて化学療法剤に対する感受性又は耐性が増えているかどうかを監視する。ある細胞
系の感受性を対照の細胞系よりも高くする１つの化学療法剤又は化学療法剤の組み合わせ
は、それに対応するレベルのＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１を発現する腫瘍を有する患者に対す
る化学療法剤の候補とすることができる。
【００５３】
　例えば、低レベルのＲＲＭ１（対照の親株よりも低レベル）を発現する細胞が、対照株
の細胞よりもある化学療法剤に対して感受性が高ければ、その薬剤は低レベルのＲＲＭ１
を発現する腫瘍を有する患者の処置における化学療法剤の候補である。高レベルのＲＲＭ
１（対照の親株よりも高レベル）を発現する細胞が、対照株の細胞よりもある化学療法剤
に対して感受性が高ければ、その薬剤は高レベルのＲＲＭ１を発現する腫瘍を有する患者
の処置における化学療法剤の候補である。
【００５４】
　別の例において、低レベルのＥＲＣＣ１（対照の親株よりも低レベル）を発現する細胞
が、対照株の細胞よりもある化学療法剤に対して感受性が高ければ、その薬剤は低レベル
のＥＲＣＣ１を発現する腫瘍を有する患者の処置における化学療法剤の候補である。高レ
ベルのＥＲＣＣ１（対照の親株よりも高レベル）を発現する細胞が、対照株の細胞よりも
ある化学療法剤に対して感受性が高ければ、その薬剤は高レベルのＥＲＣＣ１を発現する
腫瘍を有する患者の処置における化学療法剤の候補である。
【００５５】
　本明細書に記載の方法をスクリーニング検査に使用して、高レベル又は低レベルのＲＲ
Ｍ１又はＥＲＣＣ１を発現する腫瘍の治療に対する候補となる化学療法剤を特定すること
ができる。上述のような細胞系を薬剤（低分子薬、核酸又はポリペプチド等）のパネルと
接触させ、低レベル又は高レベルのＲＲＭ１を発現する細胞の感受性を高める薬剤を特定
することができる。
【００５６】
　上述のスクリーニング法で化学療法剤の候補として特定した薬剤又は複数の薬剤又は薬
剤の組み合わせを、ヒトで試験する前に動物モデルで試験することができる。例えば、ヒ
トで試験する前に、マウス又は霊長類モデルで化学療法剤の腫瘍サイズを縮小する能力を
試験することができる。
【００５７】
　（キット）
　試薬、ツール及び／又は本明細書に記載の方法を実施するための指示書は、キットで提
供することができる。例えば、そのキットは試薬、ツール、がん患者に対して適切な治療
を決定するための指示書を含んでもよい。このようなキットは、患者から例えば生検等に
よって組織試料を収集するための試薬及び組織を処理するための試薬を含んでもよい。又
、キットは、ヒトの腫瘍試料中のＲＲＭ１及び／又はＥＲＣＣ１の発現レベルを測定する
ために実施するＲＴ－ＰＣＲ、ノーザンブロット、ウェスタンブロット分析用の試薬とい
った、遺伝子発現分析を実施するための１種類以上の試薬も含んでもよい。例えば、ＲＴ
－ＰＣＲを実施するためのプライマー、ノーザンブロット分析を実施するためのプローブ
及び／又はウェスタンブロット分析及び免疫組織化学的分析を実施するための抗体をこの
ようなキットに含めることができる。検査に適切な緩衝液も含めることができる。これら
の検査の何れかで必要な検出用試薬も含めることができる。
【００５８】
　又、本明細書に記載のキットは、遺伝子発現を測定するための検査を如何に実施するか
を記載した指示書を含んでもよい。この指示書は、如何にして参照コホートを決定するか
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、如何にして参照コホートのＲＲＭ１及び／又はＥＲＣＣ１の発現レベルを測定するか、
被験者と比較するための参照を確立するための発現データを如何にして収集するかを記載
した指示書も含んでもよい。又、指示書は、被験者にとって適切な化学療法を決定するた
めの、被験者における遺伝子発現の検査及び発現レベルと参照コホートの発現との比較に
関する指示書も含めることができる。適切な化学療法を決定するための方法は上に記載さ
れており、指示書には更に詳細を記載することができる。
【００５９】
　別の例において、本発明に記載のキットは、試薬、ツール及び、ＲＲＭ１又はＥＲＣＣ
１の発現レベルに基づき候補となる化学療法剤の有効性を予測するための指示書を含んで
もよい。このようなキットは、細胞内のＲＲＭ１又はＥＲＣＣ１の発現レベルを調節する
ためのベクター及びアポトーシスの検出用の試薬といった細胞の表現型を監視するための
試薬を含んでもよい。組織試料中のＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１の発現レベルを測定するため
の試薬も上述の通り含めることができる。
【００６０】
　キットに含められた情報資料は、説明、指示、マーケティングに関するものであってよ
く、本明細書に記載の方法及び／又は本明細書に記載の方法のための試薬の使用に関する
材料であってよい。例えば、キットの情報資料は、キットのユーザーが遺伝子発現分析の
実施及び結果の解釈、特に特異的な化学療法剤に対して陽性反応を示すヒトの確率に応用
する場合に関する本質的な情報を得ることができる、住所、電子メールアドレス、ウェブ
サイト又は電話番号といった連絡先の情報を含んでもよい。
【００６１】
　キットは、試薬及び情報資料のための個別の容器、仕切り又は区画を含んでもよい。容
器には、ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１遺伝子発現レベルを測定し、次にその患者に適切な化学
療法剤を決定するための使用法ラベルを貼付することができる。
【００６２】
　キットの情報資料はその形態に限定されない。多くの場合、情報資料、例えば指示書は
印刷物、例えば印刷テキスト、図及び／又は写真、例えばラベル又は印刷シートとして提
供される。しかし、又、情報資料は、点字、コンピュータ読み取り可能な資料、ビデオ又
はオーディオ記録といった別のフォーマットで提供することもできる。無論、情報資料は
複数のフォーマットのあらゆる組み合わせとして提供することもできる。
【００６３】
　以下の実施例により本発明を更に例示するが、これら実施例は本発明を更に限定するも
のとして解釈してはならない。
【実施例】
【００６４】
　（実施例１：ＲＲＭ１の発現の低下がゲンシタビンに対する感受性の上昇に相関する）
　ＲＲＭ１の発現が増加及び減少した、安定した遺伝子組換え細胞系及び対応する対照細
胞系を生成した（Ｇａｕｔａｍ，ｅｔ　ａｌ．，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　２２：２１３５－４
２，２００３）。肺がんに由来するＨ２３株を親細胞系として使用した（Ｃａｒｎｅｙ，
ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　４５：２９１３－２３，１９８５）。Ｈ２３ｓｉ
Ｒ１は、ｐＳＵＰＥＲ－ｓｉＲＲＭ１構築物によるＮＣＩ－Ｈ２３の安定したトランスフ
ェクションによって生成した。これらの細胞はＲＲＭ１を標的とするｓｉＲＮＡを発現し
、それによってＲＲＭ１の発現を抑える。この構築物を生成するため、ｐＳＵＰＥＲ－Ｇ
ＦＰ／ｎｅｏベクター（ＯｌｉｇｏＥｎｇｉｎｅ［米国ワシントン州シアトル］）をＢｇ
ＩＩＩ及びＨｉｎｄＩＩＩで分解して、アニールしたオリゴヌクレオチド（５’－ＧＡＴ
ＣＣＣＣｇａｃｇｃｔａｇａｇｃｇｇｔｃｔｔａｔＴＴＣＡＡＧＡＧＡａｔａａｇａｃｃ
ｇｃｔｃｔａｇｃｇｔｃＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ－３’（配列番号１）及び５’－ＡＧＣＴ
ＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡｇａｃｇｃｔａｇａｇｃｇｇｔｃｔｔａｔＴＣＴＣＴＴＧＡＡａｔ
ａａｇａｃｃｇｃｔｃｔａｇｃｇｔｃＧＧＧ－３’（配列番号２）をベクターに連結した
。１９個のヌクレオチドＲＲＭ１標的配列を小文字で示す。配列ＧＣＴＡＡＴＡＧＣＧＣ
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ＧＧＡＧＴＣＴＴ（配列番号３）を標的とするｓｉＲＮＡを発現する対照Ｈ２３ｓｉＣｔ
細胞系を生成した。この配列は何れの既知の遺伝子とも類似しない。Ｈ２３－Ｒ１は安定
したＲＲＭ１過剰発現細胞系であり、Ｈ２３－Ｃｔはそれに対応する対照である。何れも
、既に報告されている通り（Ｇａｕｔａｍ，ｅｔ　ａｌ．，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　２２：２
１３５－４２，２００３）、発現プラスミドｐＣＭＶ－Ｔａｇ２（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ
［米国カリフォルニア州ラ・ホーヤ］）にクローン化した完全長ＲＲＭ１　ｃＤＮＡによ
るトランスフェクションによって生成した。これらの細胞系におけるＲＲＭ１の発現レベ
ルを、リアルタイム定量ＲＴ－ＰＣＲ及びウェスタンブロット分析によって評価した。
【００６５】
　改変ＭＴＴ検査（ＭＴＳ検査；Ｐｒｏｍｅｇａ［米国ウィスコンシン州マディソン］）
を使用して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけるゲンシタビン及び白金含有剤の治療有効性に対す
るＲＲＭ１の発現の影響を評価した。このＭＴＳ検査では、試薬として３－（４，５－ジ
メチルチアゾール－２－イル）－５－（３－カルボキシメトキシフェニル）－２－（４－
スルホフェニル）－２Ｈ－テトラゾリウムを使用した。検査は、４，０００細胞／ウェル
を９６ウェル平底プレートに播種して実施した。Ｈ２３－Ｃｔ、Ｈ２３－Ｒ１、Ｈ２３ｓ
ｉＲ１、Ｈ２３ｓｉＣｔ細胞を薬剤に７２時間又は９６時間連続して曝露した。３７℃で
３時間培養した後、マイクロプレートリーダー（Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ　Ｐｌｕｓ，Ｂｉｏ
－Ｒａｄ［米国カリフォルニア州ハーキュリーズ］）で４９０ｎｍにおける吸光度を測定
した。実験は全て３回繰り返した。ＩＣ５０（細胞の増殖を５０％抑制する薬剤濃度）は
、［（薬剤を入れた３連ウェルにおける平均吸光度－空の３連ウェルにおける平均吸光度
）／（薬剤なしの３連ウェルにおける平均吸光度－空の３連ウェルにおける平均吸光度）
］×１００で算出した。
【００６６】
　Ｈ２３－Ｒ１におけるＲＲＭ１の発現は、Ｈ２３の２．５～３．５倍であった（Ｇａｕ
ｔａｍ，ｅｔ　ａｌ．，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　２２：２１３５－４２，２００３）。Ｈ２３
ｓｉＲ１におけるＲＲＭ１の発現は１／５であった。ＲＲＭ１及び対照遺伝子の発現レベ
ルは、リアルタイム定量ＲＴ－ＰＣＲ及びウェスタンブロットで測定した。触媒性のリボ
ヌクレオチドレダクターゼサブユニットであるＲＲＭ２の発現は、影響を受けなかった。
これらの細胞系のゲンシタビン、シスプラチン及びカルボプラチンに対する感受性を、ト
ランスフェクトした対照細胞系（Ｈ２３－Ｃｔ及びＨ２３ｓｉＣｔ）と比較した。ＲＲＭ
１の発現が増加するにつれて、ゲンシタビンに対する耐性がもたらされた（表１、図３Ａ
及び図３Ｃを参照）。Ｈ２３－Ｒ１のゲンシタビンＩＣ５０は、Ｈ２３－ＣｔのＩＣ５０

の８倍であった。反対に、ＲＲＭ１の発現が減少するにつれて、ゲンシタビンに対する感
受性が増大した。Ｈ２３ｓｉＲ１のゲンシタビンＩＣ５０は、Ｈ２３ｓｉＣｔのＩＣ５０

の１／１０であった。ゲンシタビンに対する親細胞系（Ｈ２３）の反応は、Ｈ２３－Ｃｔ
及びＨ２３ｓｉＣｔの反応と同等であった。ＲＲＭ１の発現とシスプラチン（表１）及び
カルボプラチンへの細胞毒性学的反応との間には、ゲンシタビンほど顕著ではないものの
、類似する関係が認められた。Ｈ２３－Ｒ１の耐性は対応する対照細胞系の１．２～１．
５倍であり、白金含有剤に対するＨ２３ｓｉＲ１の感受性は１．１～１．３倍であった。
【００６７】
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【表１】

　薬物により誘発されるｉｎ　ｖｉｔｒｏでのアポトーシスを測定するため、３×１０５

細胞／ウェルを６ウェルプレートに播種し、一晩結合させた。化学療法剤を所定の濃度で
培養物に添加した。処理から２、４及び６時間後に、製造業者（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇ
ｅｎ［米国カリフォルニア州サンディエゴ］）が推奨する通りにアネクシンＶで細胞を標
識した。標識細胞の比率をフローサイトメトリー（ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ，Ｂｅｃｔｏ
ｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ［米国ニュージャージー州フランクリンレイクス］）で測定した
。アネクシンＶによる標識実験により、薬物により誘発される細胞死とＲＲＭ１の発現の
逆相関関係が更に明らかになった（図３Ａ～３Ｃを参照）。２５０ｎＭゲンシタビンによ
る処理から６時間後に標識を行った細胞の比率は、対照細胞系で６．６～６．９％、Ｈ２
３－Ｒ１で２．６％、Ｈ２３ｓｉＲ１で１５．２％であった。２００ｎＭのシスプラチン
への６時間の曝露では、Ｈ２３－Ｃｔ及びＨ２３ｓｉＣｔで１４．５～１５．１％のアポ
トーシス細胞が、Ｈ２３－Ｒ１で５．５％のアポトーシス細胞、Ｈ２３ｓｉＲ１で１９．
０％のアポトーシス細胞が産生された。
【００６８】
　（実施例２：ＲＲＭ１の発現とゲンシタビン系化学療法に対する反応の間の逆相関関係
を臨床試験により実証）
　腫瘍内のＲＲＭ１の発現がゲンシタビン系化学療法に対する反応の指標になるという仮
説に前向きに取り組むため、本発明者等は、局所進行性非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）を
来した患者を対象に臨床試験を実施した。臨床試験は治験審査委員会により承認されてお
り、患者は全てインフォームドコンセント文書を提出した。
【００６９】
　腫瘍内のＲＲＭ１の発現が、第一選択のゲンシタビン系化学療法の２サイクルの有効性
に与える影響を評価した。局所進行性で手術不能のＮＳＣＬＣ患者に、導入療法としてゲ
ンシタビン及びカルボプラチンを投与した（ＩｎｄＧＣ）。治療歴のないあらゆるステー
ジのＮＳＣＬＣ患者に対して単剤投与は不十分であると考えられたため、二剤投与による
化学療法を選択した（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｃａｎｃｅｒ　
Ｎｅｔｗｏｒｋ　ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ　ｏｒ　ＮＳＣＬＣ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）。臨
床試験に組み入れる患者の適格性には、組織学的にＮＳＣＬＣが確認されていること、手
術不能のステージＩＩＩＡ又はＩＩＩＶであること（胸水にがん細胞が認められた患者は
除外した；ステージＩＩＢの患者１例を特例として組み入れた）、ＲＥＣＩＳＴにより腫
瘍が測定可能であること（Ｔｈｅｒａｓｓｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｎａｔｌ　Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｉｎｓｔ　９２：２０５－１６，２０００）、以前に化学療法剤の全身投与又は胸部
放射線照射を受けていないこと、Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ　Ｏｎｃｏｌ
ｏｇｙ　Ｇｒｏｕｐ基準による一般状態が０又は１であること、体重減少がないこと（診
断の３ヵ月前に比べて５％未満の減少）及び骨髄、肝及び腎の機能が損なわれていないこ
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とを含めた。
【００７０】
　胸部及び上腹部のコンピュータ断層撮影（ＣＴ）、全身ＦＤＧ陽電子放射断層撮影（Ｐ
ＥＴ）及び脳の磁気共鳴映像により全ての患者をステージ分類した。ＩｎｇＧＣでは、ゲ
ンシタビン１０００ｍｇ／ｍ２を第１日及び第８日に、ＡＵＣ５のカルボプラチンをＤａ
ｙ１に投与した。ＣＴ及びＰＥＴをＷｅｅｋ８に再実施し、腫瘍の反応を、ＲＥＣＩＳＴ
に従ってＣＴ画像の病変の一次元計測で評価した。その後、最終治療として放射線療法及
び化学療法を併用した。本試験は、特に治療前の分子学的分析のための腫瘍標本の収集を
必要とし、針生検により直径０．８ｍｍの組織標本を得た。標本は直ちに液体窒素で凍結
し、ＯＣＴ（登録商標）に包埋し、凍結切片として加工した。腫瘍細胞を、Ｌａｓｅｒ　
ｃａｐｔｕｒｅ　ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ（ＬＣＭ）で収集し、ＲＮＡを抽出し
た。
【００７１】
　遺伝子発現分析のため、ＯＣＴ（登録商標）に包埋した凍結組織試料を５～７μＭ切片
にした。腫瘍細胞をＡｒｃｔｕｒｕｓシステム（６０ｍＷ、１．５ｍｓｅｃ、強度１００
、スポットサイズ２０μｍ以下）を使用してＬＣＭで収集し、市販の方法（ＰｉｃｏＰｕ
ｒｅ　ＲＮＡ単離キット；型番ＫＩＴ０２０４；Ａｒｃｔｕｒｕｓ［米国カリフォルニア
州マウンテンビュー］）を使用して全ＲＮＡを抽出した。相補的ＤＮＡをＳｕｐｅｒｓｃ
ｒｉｐｔ　ＩＩ及びｏｌｉｇｏ－ｄＴ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ［米国カリフォルニア州カ
ールズバッド］）で生成した。リアルタイム定量ＰＣＲによる遺伝子分析を、試料毎に９
６ウェルプレート（ＡＢＩ　ｐｒｉｓｍ　７７００，Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ［米国カ
リフォルニア州フォスターシティー］）で３連で実施した。各プレートには、標準曲線を
得るための倍々希釈の参照ｃＤＮＡ及びテンプレートなしの陰性対照を入れた。ＲＲＭ１
及びＥＲＣＣ１の発現分析のため設計されたプライマー及びプローブは、既に報告されて
いる（Ｂｅｐｌｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ　２２：１８７８－８５
，２００４；Ｓｉｍｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｓｔ　１２７：９７８－８３，２００５
）。市販のプライマー及びプローブを使用してハウスキーピング遺伝子１８Ｓ　ｒＲＮＡ
（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ；型番４３１０８９３Ｅ－０２０３０１５）の発現を分析し
、内部標準品として使用した。試料中の標的ＲＮＡの相対量は、標準曲線の閾値サイクル
と比較して決定し、次に、標的量を１８Ｓ　ｒＲＮＡの量で除して標準化量を求めた。
【００７２】
　腫瘍の一次元計測は化学療法の前後に実施し、腫瘍の反応を治療前と治療後の比較した
変化率として記録し、ＲＥＣＩＳＴに従って、完全寛解（ＣＲ）、部分寛解（ＰＲ）、不
変（ＳＤ）及び疾患進行（ＰＤ）に分類した。少なくとも１つから６つの個々のがん病変
を、造影剤の静脈内投与の後にマルチチャンネルヘリカルＣＴスキャナーで得られた画像
を使用して最も大きい直径として計測した。計測はピクチャー・アーカイブ・コミュニケ
ーションシステムワークステーション（Ｓｉｅｍｅｎｓ　Ｍａｇｉｃ　Ｖｉｅｗ　１００
０）で実施し、６～８週間間隔で繰り返した。投与後と投与前の計測値を比較した腫瘍直
径の合計の変化率を、公式１－（ＳｕｍＣＴｐｏｓｔ／ＳｕｍＣＴｐｒｅ）を使用して算
出した。正の値は腫瘍の縮小を示し、負の値は腫瘍の成長を示す。新しい、これまでに認
められていない腫瘍病変が画像検査又は身体検査で発現した場合は、疾患進行としてコー
ドした。全体生存率（ＯＳ）を最初の投与日から死亡日までの期間として記録した。無進
行生存率（ＰＦＳ）を最初の投与日から疾患の進行が初めて明らかになった日又は死亡日
までの期間として記録した。事象が何ら認められなかった患者を、フォローアップ期間の
最終日に打ち切りとした（２００６年３月２４日）。
【００７３】
　２００３年１１月から２００６年１月にかけて、４０例の適格患者を組み入れた。患者
３例が、家に近い場所での治療を望み、投与開始前に同意を取り下げた。患者２８例では
、分子学的検査のみのため生検を実施して組織を入手し、９例では診断を確定するために
も組織を使用した。１例では気胸が発現し、胸腔チューブの留置が必要であった。２例で
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は腫瘍組織の収集で、遺伝子発現分析に十分な量の材料を回収することができなかった。
残る３５例で、ＬＣＭで３０～４５００の腫瘍細胞を収集した。３５例の患者全てがＩｎ
ｄＧＣを完了し、腫瘍の反応は腫瘍直径の９％の増加から１００％の減少まで幅があった
。患者２０例はＳＤであり、１４例がＰＲ、１例がＣＲをみた。患者の臨床背景を表２に
要約する。
【００７４】
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【００７５】



(23) JP 2008-541701 A 2008.11.27

10

20

30

40

50

【表３】

　ＲＲＭ１の発現は０．１８～１２９．３であった。ＲＲＭ１の発現と腫瘍の反応の程度
には有意な（ｐ＝０．００２）逆相関関係（ｒ＝－０．４９８、Ｓｐｅａｒｍａｎ相関係
数）が認められた（図１Ａ）。患者を奏功あり（ＣＲ／ＰＲ）と奏功なし（ＳＤ）に分類
したところ、ＲＲＭ１の発現は奏功と有意な因果関係にあり（ｐ＝０．０３、χ２検定）
、腫瘍内のＲＲＭ１発現レベルが高い患者は、発現が低レベルの患者に比べてＩｎｄＧＣ
に反応しにくかった。ＥＲＣＣ１の発現も、反応の程度と逆相関関係（ｒ＝－０．２８３
，ｐ＝０．０９９）にあったが（図１Ｂ）、ＩｎｄＧＣに対する反応分類とは相関関係に
なかった（ｐ＝０．３２）（表３を参照）。遺伝子発現と採取した腫瘍細胞の数、患者の
年齢又は性別、腫瘍の組織学的分類及び喫煙状況との間に有意な相関関係は認められなか
った。
【００７６】
【表４】
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　統計学的分析には以下を含めた。遺伝子発現と連続変数である腫瘍の反応、分析細胞数
及び患者の年齢との間の相関係数をＳｐｅａｒｍａｎに従って算出した。Ｃｏｘ比例ハザ
ード分析を使用して、生存率に対する遺伝子発現の影響を評価した。プールしておいたｔ
検定を使用して、遺伝子発現と性別又は患者に関する他の二分法の変数との間の相関の有
意性を試験した。一元配置分散分析を使用して、遺伝子発現と患者の喫煙状況又は他の２
つを超える値を有する患者に関する非連続変数との相関関係の有意性を試験した。ＯＳ及
びＰＦＳの確率をカプランメイヤー法を使用して推定した。ログランク検定を使用して、
生存曲線間の有意性を測定した。
【００７７】
　（実施例３：ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１の発現レベルに基づいた化学療法剤の投与による
患者の反応及び生存率の上昇を臨床試験により実証）
　遺伝子発現に基づいて化学療法剤を選択すれば、患者の生存率が改善されるのかどうか
を試験するため、進行性及び根治不能のＮＳＣＬＣ患者を対象に第ＩＩ相単独施設投与試
験を実施した。本試験では、ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１遺伝子の発現に基づいて、化学療法
剤２剤を選択した。患者の適格性には、組織学的にＮＳＣＬＣが確認されていること、ス
テージＩＶ又はＩＩＩＢ（悪性胸水あり）であること、ＲＥＣＩＳＴにより腫瘍が計測可
能であること（Ｔｈｅｒａｓｓｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｎａｔｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓ
ｔ　９２：２０５－１６，２０００）、進行性ＮＳＣＬＣの診断の３年前から化学療法剤
の全身投与を受けていないこと、Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ　Ｏｎｃｏｌ
ｏｇｙ　Ｇｒｏｕｐ基準に基づく一般状態が０か１であること、年齢が１８歳を超えてい
ること、骨髄、肝及び腎機能が損なわれていないことを含めた。脳転移がありながらも安
定をみている患者は組み入れた。本試験で選択した化学療法を開始する少なくとも３週間
前に終了しており、患者が放射線治療の毒性から回復しており、少なくとも１つの計測可
能な標的病変が照射野から外れていれば、放射線療法の治療歴も許可した。
【００７８】
　腫瘍の収集には針生検が必要であった。標本は直ちに凍結切片にし、ＬＣＭを行って腫
瘍細胞を収集した。ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１の発現レベルは、カスタム設計しバリデーシ
ョンを行ったプライマー及びプローブを使用したリアルタイム定量ＲＴ－ＰＣＲで測定し
た（Ｂｅｐｌｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ　２２：１８７８－８５，
２００４；Ｓｉｍｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｓｔ　１２７：９７８－８３，２００５）
。化学療法剤に関する決定は、遺伝子発現レベルに基づき行った。ＲＲＭ１の発現が１６
．５以下であればゲンシタビンを投与し、ＥＲＣＣ１の発現が８．７以下であればカルボ
プラチンを投与した。これらのレベルは、予測されるコホートの中央に近い値を達成する
ことを目標とした、ＮＳＣＬＣ患者の発現分析の実験結果に基づいて選択した（Ｒｏｓｅ
ｌｌ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　１０：１３１８－２５，２００
４；Ｌｏｒｄ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　８：２２８６－２２９
１，２００２；Ｂｅｐｌｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ　２２：１８７
８－８５，２００４；Ｓｉｍｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｓｔ　１２７：９７８－８３，
２００５）。
【００７９】
　この患者コホートの実際の中央値は類似していた（中央ＲＲＭ１は１２．１、範囲０．
０～１６３７．３；中央ＥＲＣＣ１は１２．４、範囲０．９～８１０２．８）。このため
、ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１が選択した値よりも低い場合はゲンシタビンとカルボプラチン
（ＧＣ）を投与し、ＲＲＭ１が選択した値よりも低く、ＥＲＣＣ１が高い場合はゲンシタ
ビンとドセタキセル（ＧＤ）を投与し、ＲＲＭ１が高く、ＥＲＣＣが低い場合はドセタキ
セルとカルボプラチン（ＤＣ）を投与し、ＲＲＭ１及びＥＲＣＣ１が高い場合はドセタキ
セルとビノレルビン（ＤＶ）を投与した。
【００８０】
　２００４年２月から２００５年１２月にかけて、６９例の適格患者を組み入れた。８例
が同意を取り下げ（５例は生検実施後）、１例は交通機関の問題で投与前に除外した。遺
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伝子発現分析は５例で奏功せず、２例には２００４年夏のフロリダの天災のため割り当て
られた薬剤を全く投与できなかった（表２）。割り当てられた治療を受けた患者５３例中
、１２例がＧＣを、２０例がＧＤを、７例がＤＣを、１４例がＤＶの投与を受けた。
【００８１】
　薬剤の送達量は以下とした。ゲンシタビン１，２５０ｍｇ／ｍ２を第１日及び第８日に
、カルボプラチンＡＵＣ５を第１日に２１日毎に投与した。ゲンシタビン１２５０ｍｇ／
ｍ２を第１日及び第８日に、ドセタキセル４０ｍｇ／ｍ２を第１日及び第８日に２１日毎
に投与した。ドセタキセル７５ｍｇ／ｍ２をＤａｙ１に、カルボプラチンＡＵＣ５を第１
日に２１日毎に投与した。ビノレルビン４５ｍｇ／ｍ２を第１日及び第１５日に、ドセタ
キセル６０ｍｇ／ｍ２を第１日及び第１５日に２８日毎に投与した。ＣＴスキャンを投与
前及び２サイクルの投与後毎に実施した。これらを使用して、腫瘍の一次元での反応を計
測記録した。投与は、ＲＥＣＩＳＴにより疾患進行が確認されるまでか、合計６サイクル
を終了するまで続行した。それ以降の治療は、担当医師の判断に委ねた。各患者で治療へ
の最も良好な反応を記録し、サイクル２、４又は６の後にＣＴで記録する最大腫瘍縮小と
規定した。試験で選択された化学療法の終了後、患者には少なくとも３ヵ月毎にＣＴスキ
ャンによる追跡調査を行い、疾患の状態を測定した。腫瘍の反応、全体生存率（ＯＳ）及
び無進行生存率（ＰＦＳ）を、上述の通り測定し記録した。
【００８２】
　最も良好な反応は、２２例におけるＰＲ（４２％、９５％信頼区間（ＣＩ）２９～５７
％）、２４例におけるＳＤ（４６％、９５％ＣＩ　３２～６１％）及び６例におけるＰＤ
（１２％、９５％ＣＩ　４～２３％、４例に新たな転移が見られ、２例に２０％を超える
腫瘍直径の増加が見られた）であった。このように、疾患制御率（ＰＲ／ＳＤ）は８８．
５％（９５％ＣＩ　７６．６～９５．６％）であった。患者１例は評価不能であった。こ
の男性患者は、薬剤に起因する肝毒性のため、第１回目のサイクルを終了すできなかった
。
【００８３】
　６ヵ月及び１２ヵ月ＯＳ率は、それぞれ８７％（９５％ＣＩ　７３～９４％）及び６２
％（９５％ＣＩ　４３～７７％）であった。６ヵ月及び１２ヵ月ＰＦＳ率は、それぞれ６
０％（９５％ＣＩ　４５～７３％）及び１８％（９５％ＣＩ　７～３３％）であった（図
２Ａ及び表４）。
【００８４】
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【表５】

　試験設計から予測される通り、遺伝子発現と治療反応との間（ＲＲＭ１，ｒ＝０．２９
０，ｐ＝０．０５３；ＥＲＣＣ１，ｒ＝－０．１０１，ｐ＝０．５０８）又は遺伝子発現
と生存率との間（ＲＲＭ１とＯＳ，ｐ＝０．３８；ＲＲＭ１とＰＦＳ，ｐ＝０．３８；Ｅ
ＲＣＣ１とＯＳ，ｐ＝０．１０；ＥＲＣＣ１とＰＦＳ，ｐ＝０．３２）に有意な相関関係
は認められなかった。又、この選択的治療を受けた患者においてＯＳ（ｐ＝０．７８）又
はＰＦＳ（ｐ＝０．７０）に差は認められないようである（図２Ｂ）。
【００８５】
　（実施例４：ＲＲＭ１が細胞の増殖、アポトーシス及び治療効果に作用）
　ＲＲＭ１の発現が、悪性腫瘍の表現型決定因子としての増殖、アポトーシス及び治療効
果に与える作用を調べるため、試験を実施した（図２Ｂ）。
【００８６】
　約１０～１５個の細胞を含む領域に焦点を合わせたビデオカメラを使用して、低速度ビ
デオ撮影（ＴＬＶ）を実施した。連続記録を１０日間実施した。この手法を使用すると、
個々の細胞の子孫細胞への増殖を追跡することができた。Ｈ２３－Ｒ１細胞の多くはアポ
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トーシスに至ったが、Ｈ２３－Ｃｔ細胞は指数関数的に増殖した。アポトーシスは形態学
的及び生物化学的検査で確認した。Ｈ２３－Ｒ１の分裂間の時間（ｉｎｔｅｒ－ｄｉｖｉ
ｓｉｏｎ　ｔｉｍｅ）の平均は４１．９時間（標準偏差１９．０時間、９５％信頼区間３
２．３～５１．５時間）であり、Ｈ２３－Ｃｔでは２５．７時間（標準偏差３．９時間、
９５％信頼区間２４．３～２７．１時間）であった。
【００８７】
　細胞増殖を監視するため、ＲＲＭ１をトランスフェクトした細胞系（Ｈ２３－Ｒ１）及
び対照の細胞系（Ｈ２３－Ｃｔ）を使用して、細胞周期分布を解析した。結果は、Ｇ２相
の細胞の比率がＨ２３－Ｃｔ細胞系（６％）に比べてＨ２３－Ｒ１細胞系（２７％）のほ
うが有意に高いことを示した。Ｈ２３－Ｒ１のクローン亜系を倍々希釈により生成し、Ｇ
２相の細胞の比率と定量ＲＴ－ＰＣＲで測定したＲＲＭ１の相対発現との間に強力な相関
関係を認めた。細胞がＧ２相にあってＭ相にないことは、分裂中期を手動で計数し、ミト
ラマイシン染色後のＦＡＣＳ解析によって確認した。細胞系間に表現型の差は認められな
かった。これは、ＲＲＭ１の過剰発現がＧ２相への進行を主として遅延させることを示唆
している。
【００８８】
　ＲＲＭ１をトランスフェクトした細胞系（Ｈ２３－Ｒ１）及び対照細胞系（Ｈ２３－Ｃ
ｔ）におけるアポトーシスに至る細胞の比率を測定した。アポトーシス細胞の比率は、Ｈ
２３－Ｃｔ細胞系（２％）に比べてＨ２３－Ｒ１細胞系（１１％）で有意に高いことが明
らかになった。アポトーシスに至る経路に関与するタンパク質に関する一連のウェスタン
分析において、Ｈ２３－Ｒ１ではＨ２３－Ｃｔに比べてタンパク質ＰＡＲＰｐ８９（２．
２倍；ＰＡＲＰｐ１１６の開裂産物；ＰＡＲＰ＝ポリＡＤＰリボーゼポリメラーゼ）、Ａ
ＩＦ（２．７倍；ＡＩＦ＝アポトーシス誘導因子）及びチトクロムＣ（１．７倍）の実質
的な増加が見られた。これは、アポトーシスの増加が主として内在性のミトコンドリア経
路を介することを示唆している。親細胞系ＮＣＩ－Ｈ２３と対照細胞系Ｈ２３－Ｃｔの間
にこれらのタンパク質の発現レベルの有意差は認められなかった。
【００８９】
　改変ＭＴＴ検査（ＭＴＳ）を使用して、肺がん治療に最もよく使用されている薬剤の治
療効果に対するＲＲＭ１の発現の影響を評価した。ＲＲＭ１を３．５倍過剰発現している
細胞系を使用し、Ｈ２３－Ｒ１及びＲＲＭ１の発現が抑えられている細胞系（０．２倍）
であるＨ２３ｓｉＲ１を、ｓｉＲＮＡテクノロジーを使用して生成した。発現レベルをリ
アルタイムＲＴ－ＰＣＲ及びウェスタンブロットで測定した。ＲＲＭ２及びβアクチンの
発現は影響を受けていなかった。
【００９０】
　ｐＳＵＰＥＲ－ｓｉＲＲＭ１構築物をＮＣＩ－Ｈ２３に安定したトランスフェクション
して、Ｈ２３ｓｉＲ１を生成した。この構築物を生成するため、ｐＳＵＰＥＲ－ＧＦＰ／
ｎｅｏベクターをＢｇＩＩＩ及びＨｉｎｄＩＩＩで分解して、アニールしたオリゴヌクレ
オチド（５’－ＧＡＴＣＣＣＣｇａｃｇｃｔａｇａｇｃｇｇｔｃｔｔａｔＴＴＣＡＡＧＡ
ＧＡａｔａａｇａｃｃｇｃｔｃｔａｇｃｇｔｃＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ－３’（配列番号１
）及び５’－ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡｇａｃｇｃｔａｇａｇｃｇｇｔｃｔｔａｔＴ
ＣＴＣＴＴＧＡＡａｔａａｇａｃｃｇｃｔｃｔａｇｃｇｔｃＧＧＧ－３’（配列番号２）
をベクターに連結した。ＲＲＭ１標的配列を大文字で示す。何れの既知の遺伝子とも類似
しないターゲティング配列ＧＣＴＡＡＴＡＧＣＧＣＧＧＡＧＴＣＴＴ（配列番号３）で、
Ｈ２３ｓｉＣｔ細胞系を生成した。
【００９１】
　ＭＴＳ検査は、４，０００細胞／ウェルを９６ウェル平底プレートに播種して実施した
。Ｈ２３－Ｃｔ、Ｈ２３－Ｒ１、Ｈ２３ｓｉＲ１、Ｈ２３ｓｉＣｔ細胞を薬剤に７２時間
又は９６時間連続して曝露した。この検査では、試薬として３－（４，５－ジメチルチア
ゾール－２－イル）－５－（３－カルボキシメトキシフェニル）－２－（４－スルホフェ
ニル）－２Ｈ－テトラゾリウムを使用した。３７℃で３時間培養した後、４９０ｎｍにお



(28) JP 2008-541701 A 2008.11.27

10

20

30

40

ける吸光度を測定した。実験は全て３回繰り返した。ＩＣ５０（細胞の増殖を５０％抑制
する薬剤濃度）は、［（薬剤を入れた３連ウェルにおける平均吸光度－空の３連ウェルに
おける平均吸光度）／（薬剤なしの３連ウェルにおける平均吸光度－空の３連ウェルにお
ける平均吸光度）］×１００で算出した。結果を表５に示す。
【００９２】
【表６】

　ＲＲＭ１の発現が増加するにつれて、ゲンシタビンに対する耐性がもたらされた。Ｈ２
３－Ｒ１のゲンシタビンＩＣ５０は、Ｈ２３－ＣｔのＩＣ５０の８倍であった（表４）。
ゲンシタビンに対する親細胞系（ＮＣＩ－Ｈ２３）の反応は、Ｈ２３－Ｃｔの反応に類似
していた。反対に、ＲＲＭ１の発現が減少するにつれて、ゲンシタビンに対する感受性が
増大した。
【００９３】
　ＲＲＭ１の発現とシスプラチンへの細胞毒性学的反応との間には、僅かながらも類似の
相関関係が認められた。しかし、対応する対照値に比べて、Ｈ２３－Ｒ１のＩＣ５０は僅
かに高く、Ｈ２３ｓｉＲ１のＩＣ５０は僅かに低かった。
【００９４】
　ドセタキセル及びビノレルビンを使用した場合、ＲＲＭ１の発現を関数とする複雑な細
胞毒性学的反応が認められた。Ｈ２３－Ｒ１及びＨ２３ｓｉＲ１は何れも、対照細胞系に
比べてドセタキセル及びビノレルビンに対する感受性が高かった。
【００９５】
　薬剤への曝露の結果としてのアポトーシス誘導を、投与から２、４及び６時間後の６ウ
ェルプレートの３×１０５細胞／ウェルで測定した。その後細胞をアネクシンＶで標識し
、標識をフローサイトメトリー（ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ，Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎ
ｓｏｎ）で測定した。ゲンシタビンの投与から４時間及び６時間後に、Ｈ２３ｓｉＣｔ細
胞の２．５５％及び５．０５％がアポトーシスに至り、Ｈ２３ｓｉＲ１細胞の５．０９％
及び１５．７％がアポトーシスに至った（図４）。同様に、ドセタキセルへの曝露後のア
ポトーシス細胞の比率は、対照細胞系よりもＨ２３ｓｉＲ１で高かった。ドセタキセルも
対照細胞系よりもＨ２３－Ｒ１においてよりアポトーシスを誘導した。両薬剤によるＲＲ
Ｍ１の発現の減少した細胞系でのアポトーシスの増加は、対照細胞系に比べて有意であっ
た（ｐ＜０．０５）。
【００９６】
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【表７】

　以上に本発明の種々の実施形態を記載してきたが、本発明の趣旨及び適用範囲を逸脱す
ることなく種々の変更が加えられる場合があることが理解されるであろう。従って、その
他の実施形態も、以下の特許請求の範囲内に含まれる。
【図面の簡単な説明】
【００９７】
【図１】図１Ａ及び１Ｂは、局所進行性非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）患者３５例にゲン
シタビン及びカルボプラチンによる化学療法を２クール行った後における、腫瘍サイズの
変化率に対するＲＲＭ１（図１Ａ）及びＥＲＣＣ１（図１Ｂ）の発現の散布図である。黒
色の点は腫瘍の縮小が３０％未満であった患者を示し（ＳＤ）、灰色の点は腫瘍の縮小が
３０％を超えた患者を示す（ＰＲ／ＣＲ）。Ｓｐｅａｒｍａｎの相関係数は、ＲＲＭ１で
ｒ＝－０．４９８（ｐ＝０．００２）、ＥＲＣＣ１でｒ＝－０．２９３（ｐ＝０．０９９
）であった。
【図２】図２Ａ及び２Ｂは、患者の生存率を示すグラフである。図２Ａは、ＲＲＭ１及び
ＥＲＣＣ１遺伝子の発現に基づいた化学療法で治療を受けた進行性ＮＳＣＬＣ患者５３例
の、全体生存率及び無進行生存率を示す。図２Ｂは、割り当てられた化学療法別の全体生
存率を示す。ＧＣ：ゲンシタビン及びカルボプラチン；ＧＤ：ゲンシタビン及びドセタキ
セル；ＤＣ：ドセタキセル及びカルボプラチン；ＤＶ：ドセタキセル及びビノレルビン。
【図３】図３Ａ～３Ｃは、ゲンシタビン及びシスプラチンによる処置の効果を示す。図３
Ａ及び３Ｂは、遺伝子組換え細胞系におけるゲンシタビン及びシスプラチンそれぞれのｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏにおける有効性を示す。Ｈ２３－Ｒ１は安定したＲＲＭ１過剰発現細胞系
である。Ｈ２３ｓｉＲ１は、ＲＲＭ１を標的とするｓｉＲＮＡを発現する配列により安定
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して形質転換される。対照の細胞系であるＨ２３－Ｃｔ及びＨ２３ｓｉＣｔは、親Ｈ２３
細胞系と同様のレベルでＲＲＭ１を発現する。細胞を種々の濃度に７２時間曝露し、生存
率をＭＴＳ検査により測定した。データは３回の独立した実験の平均値±Ｓ．Ｅ．である
。図３Ｃは、２５０ｎＭのゲンシタビン又は２００ｎＭのシスプラチンに６時間曝露され
た細胞のアポトーシスレベルを示す。アポトーシス率は、アネクシンＶで標識された細胞
の比率を示す指標である。データは３回の独立した実験の平均値±Ｓ．Ｅ．である。
【図４】図４は、Ｈ２３ｓｉＲ１及びＨ２３－Ｒ１細胞系と対照細胞系を比較した、ゲン
シタビン及びドセタキセルによるアポトーシスの誘導を示すグラフである。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】
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