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(57)【要約】
　本発明は被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子
のアクティビティを推測する方法に関連する。本方法は
、被検体のサンプルの細胞の中で前記転写因子を検出す
るための第1染色を実行し(101)、サンプルの細胞の中で
転写因子のターゲット遺伝子によりエンコードされるタ
ンパク質を検出するための第2染色を実行するステップ(
102)を有する。本方法は、第1染色及び第2染色に基づい
て、転写因子の核の存在とターゲット遺伝子エンコード
・タンパク質の存在との双方を示すサンプルの細胞を定
量化し(103)、定量化に基づいて被検体における転写因
子のアクティビティを推測するステップ(104)を更に有
する。これは提示される方法が被検体における転写因子
のアクティビティをより信頼性高く推測することを許容
する。
〔選択図〕図11
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測する方法であって
：
　前記被検体のサンプルの細胞の中で前記転写因子を検出するための第1染色を実行する
ステップ；
　前記サンプルの細胞の中で前記転写因子のターゲット遺伝子によりエンコードされるタ
ンパク質を検出するための第2染色を実行するステップ；
　前記第1染色及び前記第2染色に基づいて、前記転写因子の核の存在と前記ターゲット遺
伝子エンコード・タンパク質の存在との双方を示す前記サンプルの細胞を定量化するステ
ップ；及び
　前記定量化に基づいて前記被検体における前記転写因子の前記アクティビティを推測す
るステップ；
　を有する方法。
【請求項２】
　前記第1染色及び前記第2染色は、前記サンプルの同じスライド上で実行される、請求項
1に記載の方法。
【請求項３】
　前記第1染色及び前記第2染色は前記サンプルの異なるスライド上で実行され；
　前記定量化するステップは、前記第1染色のスライドのディジタル画像と前記第2染色の
スライドのディジタル画像とを空間的に位置合わせし、それにより双方のスライドにおい
て対応する細胞を検出できるようにするステップを含む、請求項1に記載の方法。
【請求項４】
　前記異なるスライドは、前記サンプルの隣接する断面から取得される、或いは前記サン
プルのうち、前記サンプルの中で互いに接近して位置する断面から取得される、請求項3
に記載の方法。
【請求項５】
　前記第1染色及び/又は前記第2染色は、
　(i)免疫組織化学(IHC)アッセイ、
　(ii)免疫蛍光アッセイ、及び
　(iii)前記転写因子又は前記ターゲット遺伝子エンコード・タンパク質に対する高い親
和結合に基づく他の染色アッセイ
　による群から選択されるアッセイの形式で実行される、請求項1ないし4のうち何れか一
項に記載の方法。
【請求項６】
　前記定量化するステップは：
　前記サンプルの細胞の選択された集団の中から、前記転写因子の核の存在と前記ターゲ
ット遺伝子エンコード・タンパク質の存在との双方を示す細胞の割合を確認するステップ
；及び/又は
　前記サンプルの細胞の選択された集団の中から、前記転写因子の核の存在を示す細胞を
確認し、確認された前記細胞の中から、前記ターゲット遺伝子エンコード・タンパク質の
存在をも示す細胞の割合を確認するステップ；
　を有する、請求項1ないし5のうち何れか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記集団は癌細胞の集団であり、特に乳癌の細胞の集団である、請求項6に記載の方法
。
【請求項８】
　前記定量化するステップは、前記第1染色及び前記第2染色の前記同じスライドのディジ
タル画像、又は前記第1染色のスライド及び前記第2染色のスライドのディジタル画像のう
ちの少なくとも1つを、コンピュータで実現される画像分析技術を利用して分析するステ
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ップを含む、請求項2ないし7のうち何れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記被検体は医療対象であり、特に癌患者であり、より具体的には乳癌の患者である、
請求項1ないし8のうちの何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記シグナル伝達経路がER-αシグナル伝達経路であり、前記転写因子がER-αであり、
前記ターゲット遺伝子がPgRであり、前記ターゲット遺伝子エンコード・タンパク質がPR
である、請求項1ないし9のうち何れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　被検体に対する治療の適性を評価する方法であって、前記治療はシグナル伝達経路に対
して行われるものであり、前記方法は、前記被検体における前記シグナル伝達経路の転写
因子のアクティビティを推測するために請求項1ないし10のうち何れか一項に記載の方法
を実行し、及び推測された前記アクティビティに基づいて前記治療の適性を評価するステ
ップを有する、方法；又は
　被検体を分類する方法であって、前記被検体における前記シグナル伝達経路の転写因子
のアクティビティを推測するために請求項1ないし10のうち何れか一項に記載の方法を実
行し、及び推測された前記アクティビティに基づいて前記被検体を分類するステップを有
する、方法。
【請求項１２】
　被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測する際に使用する
システムであって：
　前記被検体のサンプルの細胞の中で前記転写因子を検出するための第1染色を実行する
第1染色キット；
　前記サンプルの細胞の中で前記転写因子のターゲット遺伝子によりエンコードされるタ
ンパク質を検出するための第2染色を実行する第2染色キット；
　前記第1染色及び前記第2染色に基づいて、前記転写因子の核の存在と前記ターゲット遺
伝子エンコード・タンパク質の存在との双方を示す前記サンプルの細胞を定量化する定量
化ユニット；
　を有し、前記定量化に基づいて前記被検体における前記転写因子の前記アクティビティ
を推測する推測ユニット；
　を選択的に有するシステム。
【請求項１３】
　被検体に対する治療の適性を評価する際に使用するシステムであって、前記治療はシグ
ナル伝達経路に対して行われるものであり、前記システムは、請求項12に記載されるよう
な前記被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測するシステム
を有し、推測された前記アクティビティに基づいて前記治療の適性を評価する評価ユニッ
トを選択的に有するシステム；又は
　被検体を分類する際に使用するシステムであって、請求項12に記載されるような前記被
検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測する際に使用されるシ
ステムを有し、推測された前記アクティビティに基づいて前記被検体を分類する分類ユニ
ットを選択的に有するシステム。
【請求項１４】
　被検体における前記シグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測する際に使用
するためのコンピュータ・プログラムであって、前記コンピュータ・プログラムがコンピ
ュータで実行される場合に、請求項1ないし10のうち何れか一項に記載されているように
前記被検体における転写因子のアクティビティを推測する際に使用する方法のうちの前記
定量化するステップを実行し、前記推測するステップを選択的に実行するプログラム・コ
ード手段を有するコンピュータ・プログラム；又は
　被検体に対する治療の適性を評価する際に使用するためのコンピュータ・プログラムで
あって、前記治療はシグナル伝達経路に対して行われるものであり、前記コンピュータ・



(4) JP 2019-520569 A 2019.7.18

10

20

30

40

50

プログラムがコンピュータで実行される場合に、請求項11に記載されているように前記被
検体に対する治療の適性を評価する際に使用する方法のうちの前記定量化するステップを
実行し、前記推測するステップ及び/又は前記評価するステップを選択的に実行するプロ
グラム・コード手段を有するコンピュータ・プログラム；又は
　被検体を分類する際に使用するためのコンピュータ・プログラムであって、前記コンピ
ュータ・プログラムがコンピュータで実行される場合に、請求項11に記載されているよう
に前記被検体を分類する際に使用する方法のうちの前記定量化するステップを実行し、前
記推測するステップ及び/又は前記分類するステップを選択的に実行するプログラム・コ
ード手段を有するコンピュータ・プログラム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は被検体のシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティ(activity　of　a　tr
anscription　factor　of　a　signal　transduction　pathway)を推測する方法に関連す
る。本発明は、被検体を分類する方法、及び被検体に対する治療であってシグナル伝達経
路に対して行われる治療の適性(the　suitability)を分析する方法にも関連し、その方法
は被検体のシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測する方法を含む。
【背景技術】
【０００２】
　乳癌における日常的な病理染色(pathology　staining)は、今日、例えば免疫組織化学(
IHC)アッセイを実行することによるER(エストロゲン受容体)、RP(プロゲステロン受容体)
、HER-2(ヒト上皮細胞増殖因子受容体)染色を含み、一般に、スライド毎に1つの染色が実
行される。臨床診断ガイドラインによれば、使用される病院内プロトコルに依存して、サ
ンプル中の癌細胞のうち1ないし10％以上が核ER及びPRを示す場合、ER及びPRは陽性であ
ると考えられる。陽性に関して必要な核ER及びPRを有する癌細胞の最小パーセンテージは
様々な国々/センターの間で異なり；例えば、オランダでは10％という値が使用されてい
るが、USでは1％で既に陽性結果を示していると判断される。染色結果は、個々のシグナ
ル伝達経路(例えば、ERシグナル伝達経路、及びPRシグナル伝達経路)が患者の中でアクテ
ィブであるか否かの指標として使用される。
【０００３】
　現在のところ、ER陽性患者は典型的にはホルモン療法(例えば、ネオアジュバント療法
、アジュバント療法、及び/又は転移療法)で治療され、PR染色の結果は治療の選択肢をガ
イドする際に使用されていない。しかしながら、現在の実務では、患者のうち約25ないし
50％が治療に反応しないことが判明している。この高い割合の被反応性に対する可能性の
ある理由は、個々の患者の中で、ER陽性染色結果であるにも関わらず、ERシグナル伝達経
路が実際にはインアクティブであるかもしれないからであり、これは　患者のERシグナル
伝達経路のアクティビティを評価する際に、ER染色が不十分にしか特有でないことを示す
。
【０００４】
　以上の観点から、一般に、患者のシグナル伝達経路のアクティビティについてのより信
頼できる判断を許容する改善された技術を提供できることが望ましい。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明の課題は、被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測
する方法であって、転写因子のアクティビティをより信頼性高く推測することを許容する
方法を提供することである。本発明の別の課題は、被検体を分類する方法、及び被検体に
対する治療の適性を評価する方法を提供することであり、その治療はシグナル伝達経路に
対して施されるものであり、その方法は、被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子の
アクティビティを推測する方法を含む。
【０００６】
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　本発明の第1側面では、被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティ
を推測する方法が提示され、本方法は：
　被検体のサンプルの細胞の中で転写因子を検出するための第1染色を実行するステップ
；
　サンプルの細胞の中で転写因子のターゲット遺伝子によりエンコードされるタンパク質
(a　protein　encoded　by　a　target　gene　of　the　transcription　factor)を検出
するための第2染色を実行するステップ；
　第1染色及び第2染色に基づいて、転写因子の核の存在とターゲット遺伝子エンコード・
タンパク質の存在との双方を示すサンプルの細胞を定量化するステップ；及び
　定量化に基づいて被検体における転写因子のアクティビティを推測するステップ；
　を含む方法である。
【０００７】
　本発明は、細胞中のシグナル伝達経路の転写因子の核の存在を示す細胞に関し、細胞の
核又は細胞質の何れかにおける、転写因子のターゲット遺伝子によりエンコードされるタ
ンパク質の存在は、その特定の細胞の中で、転写因子が実際にアクティブである(又は「o
n」である)、即ちアクティブ遺伝子転写モード(the　active　gene　transcribing　mode
)にあることの追加的なインジケータとして使用することが可能である、というアイディ
アに基づいている。被検体のサンプルの細胞において転写因子とターゲット遺伝子エンコ
ード・タンパク質とをそれぞれ検出するために第1染色と第2染色とを実行することにより
、及び第1染色及び第2染色に基づいて、転写因子の核の存在とターゲット遺伝子エンコー
ド・タンパク質の存在との双方を示すサンプルの細胞を定量化することにより、被検体に
おける転写因子のアクティビティ、及びシグナル伝達経路のアクティビティが、より信頼
できる方法で推測されることが可能である。
【０００８】
　本発明により使用される(1つ以上の)サンプルは、取り出されたサンプルであるとする
ことが可能であり、即ち被検体から取り出されたサンプルであるとすることが可能である
。サンプルの具体例は、組織、細胞、血液、及び/又は被検体の体液等を含むが、これら
に限定されない。サンプルは、例えば、癌病巣から、癌の疑いのある病変部位から、転移
性腫瘍から、他の任意の組織から、(癌細胞に汚染されている)液体が存在する体腔　(例
えば、胸膜又は腹腔又は膀胱腔)から、又はその他の癌細胞を含む体液等から、好ましく
は生体検査プロシジャ又はその他のサンプル抽出プロシジャにより取得されたサンプルで
あるとすることが可能である。サンプルが取り出される細胞は、血液悪性腫瘍(例えば、
白血病又はリンパ腫)からの腫瘍細胞であってもよい。場合によっては、細胞サンプルは
、循環腫瘍細胞(即ち、血流に入った腫瘍細胞)であってもよく、また、例えばアフェレー
シス(apheresis)又は通常の静脈血採取のような適切な分離技術を利用して抽出されても
よい。血液とは別に、サンプルが取り出される体液は、尿、胃腸内容物、又は溢出物であ
ってもよい。ここで使用される「サンプル」という用語は、例えば被検体の組織及び/又
は細胞及び/又は体液が被検体から採取されているケースも包含し、例えばそれは顕微鏡
のスライド上に置かれており、更にサンプルという用語は本発明を実行するためにサンプ
ルの一部分が、例えば、レーザー・キャプチャー・マイクロダイセクション(LCM)を利用
することにより、又はスライドから対象の細胞を剥離することにより、又は蛍光活性化細
胞分類法により抽出される。更に、ここで使用される「サンプル」という用語は、例えば
被検体の組織及び/又は細胞及び/又は体液が、被検体から採取され、且つ顕微鏡のスライ
ドに置かれており、請求項に係る方法がスライド上で実行されるケースも包含する。
【０００９】
　シグナル伝達経路は好ましくは細胞核レセプタ・シグナル伝達経路である。これらのシ
グナル伝達経路は細胞内リガンド・レセプタにより特徴付けられ、そのレセプタは、リガ
ンドが結合され且つレセプタが細胞核へ転移する場合に、アクティブ転写因子として機能
する。アクティブ転写因子は、以後、タンパク質に変換される特定の一群のターゲット遺
伝子の転写を誘導する。核レセプタの具体例は、エストロゲン受容体、アンドロゲン受容
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体(AR)、プロゲステロン受容体、グルココルチコイド受容体(GCR)、レチノイン酸受容体(
RAR)、ビタミンD受容体(VDR)、及びオーファン核受容体である。
【００１０】
　一実施形態において、第1染色及び第2染色は、サンプルの同じスライド上で実行される
。あるアプローチでは、先ず第1染色が同じスライド上で実行される。その後、第1染色に
よるステイン(又は染色剤)が同じスライドから除去され、速やかに第2染色が同じスライ
ド上で実行される。言い換えれば、このアプローチでは、第1染色によるステインと第2染
色によるステインとが同じスライド上で同時には存在しない。これは、同じスライドのデ
ィジタル画像において、第1染色からの色情報と第2染色からの色情報とを分離する必要が
ないという利点を有する。別のアプローチでは、第1染色によるステインと第2染色による
ステインとが同じスライド上で同時に存在するように、第1染色及び第2染色が同じスライ
ド上で実行される。これは、第1染色によるステインを同じスライドから除去する追加的
なステップを行わないことを可能にする。
【００１１】
　別の実施形態において、第1染色及び第2染色はサンプルの異なるスライド上で実行され
、その場合において、定量化するステップは、第1染色のスライドのディジタル画像と第2
染色のスライドのディジタル画像とを空間的に位置合わせし、それにより双方のスライド
において対応する細胞を検出できるようにするステップを含む。第1染色及び第2染色はそ
のサンプルの異なるスライド上で実行されるので、それらは同時に実行されてもよく、染
色を実行するための合計時間を短縮し得る。
【００１２】
　好ましくは、異なるスライドは、サンプルの隣接する断面から取得される、或いはサン
プルのうち、サンプルの中で互いに接近して位置する断面から取得される。これは、十分
な数の対応する細胞(即ち、双方のスライドに存在する細胞)が異なるスライドに存在する
ことの保証を支援する。
【００１３】
　第1染色及び/又は第2染色は、(i)免疫組織化学(an　immunohistochemistry：IHC)アッ
セイ、(ii)免疫蛍光アッセイ(an　immunofluorescent　assay)、及び(iii)転写因子又は
ターゲット遺伝子エンコード・タンパク質に対する高い親和結合に基づく他の染色アッセ
イによる群から選択されるアッセイの形式で実行されることが好ましい。
【００１４】
　定量化するステップは：
　サンプルの細胞の選択された集団の中から、転写因子の核の存在とターゲット遺伝子エ
ンコード・タンパク質の存在との双方を示す細胞の割合を確認するステップ、及び/又は
　サンプルの細胞の選択された集団の中から、転写因子の核の存在を示す細胞を確認し、
確認された細胞の中から、ターゲット遺伝子エンコード・タンパク質の存在をも示す細胞
の割合を確認するステップ；
　を含むことが更に好ましい。
【００１５】
　第1変形例において、割合(又はパーセンテージ)はサンプル中の細胞の選択された集団
から「直接的に」決定される。これは、サンプルの細胞の選択された集団のうちから、転
写因子が実際にアクティブである(又は「on」である)、即ちアクティブ遺伝子転写モード
にある細胞の割合の尺度(a　measurement)を提供し、この場合において、転写因子は、そ
の割合が適切に決定された「アクティブ閾値」を超える場合に、被検体の中でアクティブ
であると考えられる。第2変形例は、転写因子が実際にアクティブである(又は「on」であ
る)、即ちアクティブ遺伝子転写モードにある転写因子陽性細胞(即ち、転写因子の核の存
在を示すサンプル細胞の選択された集団のうちの細胞)の割合の尺度を提供する。この場
合においても、その割合が、適切に決定された「アクティブ閾値」を超える場合、転写因
子は被検体においてアクティブであると考えられることが可能である。当然に、双方の割
合が確認されること、及び被検体における転写因子のアクティビティの推測が双方の割合
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に基づくことも可能である。
【００１６】
　母集団は、癌細胞、特に乳癌の細胞の集団であることが特に好ましい。
【００１７】
　定量化するステップは、第1染色及び第2染色の同じスライドのディジタル画像、又は第
1染色のスライド及び第2染色のスライドのディジタル画像のうちの少なくとも1つを、コ
ンピュータで実行される画像分析技術を利用して分析するステップを含むことが好ましい
。そのようなコンピュータで実現される画像分析技術を利用することにより、定量化する
ステップは、実質的に自動化された方法で実行されることが可能であり、特に、染色の結
果を解釈する医師の経験を当てにしないより客観的な方法で実行されることが可能である
。
【００１８】
　好ましくは、被検体は医療対象であり、特に癌患者であり、より具体的には乳癌の患者
である。
【００１９】
　一実施形態において、シグナル伝達経路がER-αシグナル伝達経路であり、転写因子がE
R-αであり、ターゲット遺伝子がPgRであり、ターゲット遺伝子エンコード・タンパク質
がPRである。
【００２０】
　本発明の別の側面では、被検体に対する治療の適性を評価する方法が提示され、その治
療はシグナル伝達経路に対して行われるものであり、本方法は：
　被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測するために請求項
1ないし10のうち何れか一項に記載の方法を実行するステップ；及び
　推測された前記アクティビティに基づいて前記治療の適性を評価するステップ；
　を有する方法である。
【００２１】
　本発明の別の側面では、被検体を分類する方法が提示され、本方法は：
　被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測するために請求項
1ないし10のうち何れか一項に記載の方法を実行するステップ；及び
　推測されたアクティビティに基づいて前記被検体を分類するステップ；
　を有する方法である。
【００２２】
　本発明の別の側面では、被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティ
を推測する際に使用するシステムが提示され、本システムは：
　被検体のサンプルの細胞の中で転写因子を検出するための第1染色を実行する第1染色キ
ット；
　サンプルの細胞の中で転写因子のターゲット遺伝子によりエンコードされるタンパク質
を検出するための第2染色を実行する第2染色キット；
　第1染色及び第2染色に基づいて、転写因子の核の存在とターゲット遺伝子エンコード・
タンパク質の存在との双方を示すサンプルの細胞を定量化する定量化ユニット；
　を有し、定量化に基づいて被検体における転写因子のアクティビティを推測する推測ユ
ニットを選択的に有するシステムである。
【００２３】
　システムが推測ユニットを有する場合、そのシステムは、被検体におけるシグナル伝達
経路の転写因子のアクティビティを推測するシステムであると考えられることが可能であ
る。
【００２４】
　本発明の別の側面では、被検体に対する治療の適性を評価する際に使用するシステムが
提示され、治療はシグナル伝達経路に対して行われるものであり、本システムは：
　請求項12に記載されるような被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビ
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ティを推測するシステムを有し、及び
　推測された前記アクティビティに基づいて治療の適性を評価する評価ユニットを選択的
に有するシステムである。
【００２５】
　システムが評価ユニットを有する場合、そのシステムは、被検体に対する治療の適性を
評価するシステムであると考えられることが可能であり、その治療はシグナル伝達経路に
対して行われる。
【００２６】
　本発明の別の側面では、被検体を分類する際に使用するシステムが提示され、本システ
ムは：
　請求項12に記載されるような被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビ
ティを推測する際に使用されるシステムを有し、及び
　推測されたアクティビティに基づいて被検体を分類する分類ユニットを選択的に有する
システムである。
【００２７】
　システムが分類ユニットを有する場合、そのシステムは被検体を分類するシステムであ
ると考えられることが可能である。
【００２８】
　本発明の別の側面では、被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティ
を推測する際に使用するためのコンピュータ・プログラムが提示され、コンピュータ・プ
ログラムは、コンピュータ・プログラムがコンピュータで実行される場合に、請求項1な
いし10のうち何れか一項に記載されているように被検体における転写因子のアクティビテ
ィを推測する際に使用する方法のうちの定量化するステップを実行し、推測するステップ
を選択的に実行するプログラム・コード手段を有する。
【００２９】
　本発明の別の側面では、被検体に対する治療の適性を評価する際に使用するためのコン
ピュータ・プログラムが提供され、治療はシグナル伝達経路に対して行われるものであり
、コンピュータ・プログラムは、コンピュータ・プログラムがコンピュータで実行される
場合に、請求項11に記載されているように被検体に対する治療の適性を評価する際に使用
する方法のうちの定量化するステップを実行し、推測するステップ及び/又は評価するス
テップを選択的に実行するプログラム・コード手段を有する。
【００３０】
　本発明の別の側面では、被検体を分類する際に使用するためのコンピュータ・プログラ
ムが提示され、コンピュータ・プログラムは、コンピュータ・プログラムがコンピュータ
で実行される場合に、請求項11に記載されているように被検体を分類する際に使用する方
法のうちの定量化するステップを実行し、推測するステップ及び/又は分類するステップ
を選択的に実行するプログラム・コード手段を有する。
【００３１】
　請求項1の被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測する方
法、被検体に対する治療(シグナル伝達経路に対して行われる治療)の適性を評価する方法
、請求項11の被検体を分類する方法、及び請求項12ないし14の対応するシステム及びコン
ピュータ・プログラムは、類似する及び/又は同様な好ましい実施形態(特に、従属請求項
に規定されているようなもの)を有することが、理解されるべきである。
【００３２】
　本発明のこれら及びその他の側面は、以下に説明される実施形態から明らかになり、そ
れらに関連して説明される。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
【図１】図1は被検体のシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測する方法の
第1実施形態を示すフローチャート例を示す。
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【図２】図2は被検体のシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測する方法の
第2実施形態を示すフローチャート例を示す。
【図３】図3は被検体のシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測する方法の
第3実施形態を示すフローチャート例を示す。
【図４】図4は被検体に対する治療であってシグナル伝達経路に対して行われる治療の適
性を評価する方法の実施形態を示すフローチャート例を示す。
【図５】図5は被検体を分類する方法の実施形態を示すフローチャート例を示す。
【図６】図6は被検体のシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測するのに使
用するためのシステムの実施形態を図式的及び例示的に示す。
【図７】図7は被検体に対する治療であってシグナル伝達経路に対して行われる治療の適
性を評価する際に使用されるシステムの実施形態を図式的及び例示的に示す。
【図８】図8は患者を分類するのに使用するシステムの実施形態を図式的及び例示的に示
す。
【図９】図9はサンプルのスライドのディジタル画像における細胞及び細胞核の輪郭の検
出を図式的及び例示的に示す。
【図１０】図10は、48時間のエストロゲン欠乏及び以後の16時間に及ぶエストラジオール
刺激の下でMCF7乳癌細胞株サンプルで測定されたER-αシグナル及びPRシグナルの進行の
比較を示す。
【図１１】図11は、39個の乳癌サンプルで実行されたER及びPR定量実験の結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
　図中、同様な又は対応する参照番号は同様な又は対応するパーツ及び/又はエレメント
を指す。
【００３５】
　以下、被検体内のシグナル伝達経路(ここでは、ER-αシグナル伝達経路)の転写因子の
アクティビティを推測する方法の第1実施形態が、図1に示されるフローチャートに関連し
て例示的に説明される。ここで、被検体は医療対象であり、特に癌患者であり、より具体
的には乳癌の患者である。
【００３６】
　ステップ101において、サンプルの細胞(この例では、乳癌の患者の組織)における転写
因子(ここでは、ER-α)を検出するための第1染色が、実行される。ステップ102において
、サンプルの細胞における転写因子(ここでは、ER-α)のターゲット遺伝子によりエンコ
ードされるタンパク質(ここでは、PR)を検出するための第2染色が、実行される。第1染色
及び第2染色はサンプルの同じスライド上で実行される。ここで、第1染色及び第2染色は
双方ともに免疫組織化学(IHC)アッセイの形式で実行される。
【００３７】
　この実施形態では、先ず第1染色が同スライド上で実行される(ステップ101)。その後、
第1染色によるステイン(the　stain　from　the　first　staining)が同スライドから除
去されるとすぐに、第2染色が同スライド上で実行される(ステップ102)。言い換えれば：
この実施形態では、第1染色からのステインと第2染色からのステインとは同スライド上で
同時には存在しない。
【００３８】
　ステップ103において、ER-αの核の存在及びPgRエンコード・タンパク質PRの存在(核及
び/又は細胞質の存在)の双方を示すサンプルの細胞は、第1染色及び第2染色に基づいて定
量化される。この実施形態では、これは、コンピュータで実現される画像分析技術を利用
して、第1染色からのステイン及び第2染色からのステインとともに同スライドのディジタ
ル画像を分析することにより実行される。ディジタル画像は、例えば、適切なスキャニン
グ装置又はデバイスを利用して、染色された同スライドをスキャニングすることにより、
取得されることが可能である。
【００３９】
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　より詳細に言えば、上述したようなコンピュータで実現される検出技術を利用して、第
1染色からの色情報、及び/又は第1染色(おそらくは、別のH＆E(ヘマトキシリン及びエオ
シン)染色との組み合わせによるもの)からの色情報に基づいて、細胞及び細胞核の輪郭が
同スライドのディジタル画像の中で検出され、この点については例えば次の文献に記載さ
れている：
　J.P.　Vink　et　al.,　“Efficient　nucleus　detector　in　histopathology　imag
es”,　in　Journal　of　Microscopy,　Vol.　249,　No.　2,　2013,　pages　124　to
　135。
【００４０】
　細胞及び細胞核の検出された輪郭に基づいて、次に定量化は、本実施形態では、細胞の
核における第1染色からの色情報の強度を確認し、細胞の核及び細胞質における第2染色か
らの色情報の強度を確認することを含む。このプロセスは、例えばフィルタリング・オペ
レーションの利用、形態に関するオペレーション(morphological　operations)の利用等
のような様々な処理ステップを含むことが可能である。次に、(転写因子である)ER-αの
核の存在とPgRエンコード・タンパク質PRの存在(核及び/又は細胞質の存在)との双方を示
す細胞が、強度を閾値処理することにより適切に検出される。この検出は、例えば、細胞
の核において第1染色からの色情報の強度と、同じ細胞の核又は細胞質において第2染色か
らの色情報の強度との双方が、所定の閾値を超えている細胞を検出することにより、実行
される。代替的に、そのような閾値を予め決定する代わりに、閾値は、同スライドの癌で
ない部分の背景染色(a　background　staining)により設定されることが可能であり、そ
の部分の細胞はER-αの核の存在及び/又はPgRエンコード・タンパク質PRの存在(核及び/
又は細胞質の存在)を示さず、或いは第1染色及び/又は第2染色はそのような背景染色に対
して正規化されることが可能である。第1染色及び第2染色からのステインの波長、ディジ
タル画像を取得するために使用されるスキャニング装置又はデバイス等のようなプロセス
の詳細に依存して、所定の閾値は、第1染色からの色情報及び第2染色からの色情報の双方
に対して同じであってもよいし、或いは異なる閾値が予め設定又は事後的に設定されてよ
いことに留意を要する。ここで、定量化は、ER-αの核の存在及びPgRエンコード・タンパ
ク質PRの存在(核及び/又は細胞質の存在)の双方を示す細胞の割合を確認することを更に
含む。第1変形例では、その割合は、サンプル中の選択された細胞集団(a　selected　pop
ulation　of　the　cells　in　the　sample)から「直接的に」決定され、その場合にお
いてその集団は例えば乳癌細胞の集団である。第2変形例では、その割合は、(例えば、乳
癌細胞の集団のような)サンプルの細胞のうち選択された集団から、ER-αの核の存在を示
す細胞を確認し、確認された細胞群から、PgRエンコード・タンパク質PRの存在(核及び/
又は細胞質の存在)をも示す細胞の割合を確認することにより、決定されることが可能で
ある。
【００４１】
　複数のディジタル画像(即ち、第1染色からのステインを伴う同スライドのディジタル画
像、及び第2染色からのステインを伴う同スライドのディジタル画像)は、同じスライドか
ら別々に取得されるので、定量化は、ディジタル画像を互いに空間的に位置合わせする(s
patially　registering)ことを含む必要があり、それにより、第1染色及び第2染色からの
色情報は、双方の染色が同じ細胞の中に共存する細胞の識別を可能にするように、重ね合
わせられることが可能になる。そのような空間的な位置合わせは、コンピュータで実現さ
れる画像処理技術を利用して達成されることが可能であり、この点については例えば次の
文献に記載されている：
　D.　Mueller　et　al.,　“Real-time　deformable　registration　of　multi-modal
　whole　slides　for　digital　pathology”,　in　Computerized　Medical　Imaging
　and　Graphics,　No.　35,　2011,　pages　542　to　556。
ディジタル画像は同じスライドから取得されるので、空間的な位置合わせはほぼ完璧にな
り得る。
【００４２】
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　ステップ104において、乳癌患者における転写因子(ここでは、ER-α)のアクティビティ
が、定量化に基づいて、ここではコンピュータで実現されるアルゴリズムを利用して推測
される。従来臨床的に使用されるER染色に基づいて(その場合、サンプル中の癌細胞の1又
は10％以上が(使用される院内プロトコルに依存する閾値を超えて)陽性に染色されるなら
ば、ERは陽性であると考えられる)、1又は10％という同じ値が「アクティビティ閾値」と
して使用されてもよいが、全ての細胞を考察するのではなく、ER-αの核の存在を示す(例
えば、乳癌細胞の集団のような)サンプルの細胞の選択された集団の中から、PgRエンコー
ド・タンパク質PRの存在(核及び/又は細胞質の存在)をも示す細胞のみが、考察される(上
記参照)。これは、(乳癌細胞の集団のような)サンプルの細胞の選択された集団からの、
細胞の割合についての尺度を提供し、その細胞では転写因子(ここでは、ER-α)が実際に
アクティブであり(即ち、「on」であり)、即ちアクティブ遺伝子転写モードにあり、この
場合において、パーセンテージが1又は10％というアクティビティ閾値を超える場合、転
写因子(ER-α)は乳癌患者の中でアクティブであると考えられる。代替的に、そのパーセ
ンテージが、(例えば、乳癌細胞の集団のような)サンプルの細胞の選択された集団の中か
ら、ER-αの各存在を示す細胞を確認し、確認された細胞の中から、PgRエンコード・タン
パク質PRの(核及び/又は細胞膜の)存在をも示す細胞のパーセンテージを確認することに
より決定される場合(上記参照)、これは、((例えば、乳癌細胞の集団のような)ER-αの核
の存在を示すサンプルの細胞の選択された集団からの細胞のような)ER-α陽性細胞のパー
センテージの尺度を提供し、その細胞では転写因子(ここでは、ER-α)が実際にアクティ
ブであり(即ち、「on」であり)、即ちアクティブ遺伝子転写モードにある。また、このケ
ースにおいて、パーセンテージが1又は10％というアクティビティ閾値を超える場合、転
写因子(ER-α)は、乳癌患者の中でアクティブであると考えられることが可能である。当
然に、転写因子(ここでは、ER-α)が乳癌患者の中でアクティブであると考えられるか否
かを決定するために、他のアクティビティ閾値が使用されてもよい。更に、双方のパーセ
ンテージが確認されること、及び乳癌患者における転写因子(ここでは、ER-α)のアクテ
ィビティの推測が双方のパーセンテージに基づくことも可能である。
【００４３】
　以下、被検体のシグナル伝達経路(ここでは、ER-αシグナル伝達経路)の転写因子のア
クティビティを推測する方法の第2実施形態が、図2に示されるフローチャートに関連して
例示的に説明される。ここでも被検体は医療対象であり、特に癌患者であり、より具体的
には乳癌の患者である。
【００４４】
　第2実施形態は、図1に示されるフローチャートに関連して説明された第1実施形態とか
なり類似している。特に、本実施形態においても、サンプルの細胞(この例では、乳癌患
者の組織)における転写因子(ここでは、ER-α)を検出するための第1染色と、サンプルの
細胞における転写因子(即ち、ER-α)のターゲット遺伝子(ここでは、PgR)によりエンコー
ドされるタンパク質(ここでは、PR)を検出するための第2染色とが、実行される。但し、
このケースでも第1染色及び第2染色がサンプルの同一スライドで実行されるが、それらは
ステップ1012において実行され、それにより、第1染色からのステイン及び第2染色からの
ステインが同じスライド上に同時存在するようになる。従って、第1染色及び第2染色は、
双方共に、免疫組織化学(IHC)アッセイの形式で実行される。
【００４５】
　この実施形態においても、ER-αの核の存在、及びPgRエンコード・タンパク質PRの存在
(核及び/又は細胞膜の存在)の双方を示すサンプルの細胞が、第1染色及び第2染色に基づ
いて定量化される(ステップ103)。この場合において、定量化は、コンピュータで実現さ
れる画像分析技術を利用して、第1染色からのステイン、及び第2染色からのステインとと
もに、同じスライドのディジタル画像を分析することにより実行される。ディジタル画像
は、例えば、適切なスキャニング装置又はデバイスを利用して、染色された同じスライド
をスキャニングすることにより取得されることが可能である。
【００４６】
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　第1染色からのステインと第2染色からのステインとが同じスライドに同時に存在するの
で、それらの波長が実質的にオーバーラップしないように、且つ第1染色からの色情報と
第2染色からの色情報とが上述のコンピュータで実現されるカラー・デコンボリュージョ
ン技術を用いてディジタル画像の中で分離されるように、各波長は適切に選択され、これ
らの技術については以下の文献に記載されている：
　A.C.　Ruifrok　and　D.A.　Johnston,　“Quantification　of　histochemical　stai
ning　by　color　deconvolution”,　in　Analytical　and　Quantitative　Cytology　
and　Histology,　Vol.　23,　No.　4,　2001,　pages　291　to　299,
　M.　Macenko　et　al.,　“A　method　for　normalizing　histology　slides　for　
quantitative　analysis”,　in　Proceedings　of　IEEE　International　Symposium　
on　Biomedical　Imaging:　From　Nano　to　Macro,　Boston,　MA,　USA,　2009,　pag
es　1107　to　1110,
　M.　Niethammer　et　al.,　“Appearance　normalization　in　histology　slides”
,　in　Proceedings　of　First　International　Workshop　on　Machine　Learning　i
n　Medical　Imaging,　Beijing,　China,　2010,　pages　58　to　66,　or　in　J.P.
　Vink　et　al.　(ibid)。
【００４７】
　第1染色から分離された色情報、及び第2染色から分離された色情報(おそらくは、更な
るH＆E(ヘマトキシリン及びエオシン)染色との組み合わせによるもの)に基づいて、定量
化(ステップ103)、及び定量化に基づく乳癌患者の転写因子(ここでは、ER-α)のアクティ
ビティの推測(ステップ104)が、第1実施形態に関して上述したように実質的に実行される
。
【００４８】
　以下、被検体内のシグナル伝達経路(ここでは、ER-αシグナル伝達経路)の転写因子の
アクティビティを推測する方法の第3実施形態が、図3に示されるフローチャートに関連し
て例示的に説明される。ここでも被検体は医療対象であり、特に癌患者であり、より具体
的には乳癌の患者である。
【００４９】
　第3実施形態は、図1及び図2に示されるフローチャートに関連して説明された第1及び第
2実施形態とかなり類似している。特に、本実施形態においても、サンプルの細胞(この例
では、乳癌患者の組織)における転写因子(ここでは、ER-α)を検出するための第1染色が
実行され、また、サンプルの細胞における転写因子(即ち、ER-α)のターゲット遺伝子(こ
こでは、PgR)によりエンコードされるタンパク質(ここでは、PR)を検出するための第2染
色が実行される。但し、このケースでは、第1染色及び第2染色が、サンプルの異なるスラ
イド上でステップ201及び202において実行される。ここでは、サンプルの隣接する断面か
ら、異なるスライドが取得され、第1染色及び第2染色は双方ともに免疫組織化学(IHC)ア
ッセイの形式で実行される。サンプルの隣接する断面から異なるスライドを取得する代わ
りに、サンプルの中で互いに密接して存在するサンプルの複数の断面から異なるスライド
が取得されることも可能である。このケースでは、複数の断面の間の距離は、例えば、そ
れぞれ4ミクロンの5断面より大きくすべきではない。
【００５０】
　この実施形態においても、ER-αの核の存在、及びPgRエンコード・タンパク質PRの存在
(核及び/又は細胞膜の存在)の双方を示すサンプルの細胞が、第1染色及び第2染色に基づ
いて定量化される(ステップ203)。この場合において、定量化は、コンピュータで実現さ
れる画像分析技術を利用して、第1染色からのステインを伴うスライド、及び第2染色から
のステインを伴うスライドのディジタル画像を分析することにより実行される。ディジタ
ル画像は、例えば、適切なスキャニング装置又はデバイスを利用して、染色された各スラ
イドをスキャニングすることにより取得されることが可能である。
【００５１】
　複数のディジタル画像(即ち、第1染色からのステインを有するスライドのディジタル画
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像、及び第2染色からのステインを有するスライドのディジタル画像)は、サンプルの隣接
する断面から取得される異なるスライドから取得されるので、一般に、定量化は、ディジ
タル画像を互いに空間的に位置合わせすることを含む必要がある。そのような空間的な位
置合わせは、上記の「D.Muller　et　al.」に説明されているもののようなコンピュータ
で実現される画像処理技術を利用して達成されることが可能である。使用される方法が何
であれ、2つのスライドのディジタル画像のアライメントを可能にすべきであり、それに
より、双方のスライドで対応する細胞が検出されることが可能になり、第1染色及び第2染
色が同じ細胞に存在する細胞を確認及び定量化することを可能にする。複数のディジタル
画像はサンプルの隣接する断面から取得される異なるスライドから取得されるので、空間
的な位置合わせは完全なものにはならず、なぜなら第1染色のスライド及び第2染色のスラ
イドは、少なくとも部分的に異なる細胞を含むことになるからである。この問題に対処す
るため、双方のスライドに存在することが不明である細胞は、定量化(ステップ203)にお
いて、及び定量化に基づく乳癌患者における転写因子(ここでは、ER-α)のアクティビテ
ィの推測(ステップ204)において使用されなくてもよく、それ以外についてこれらのステ
ップは第1及び第2実施形態に関して説明されたように実質的に実行される。
【００５２】
　以下、被検体に対する治療の適性を評価する方法の実施形態が図4に示されるフローチ
ャートに関連して例示的に説明され、その治療は、ここではER-αシグナル伝達経路であ
るシグナル伝達経路に対して行われる。ここでも被検体は医療対象であり、特に癌患者で
あり、より具体的には乳癌の患者である。
【００５３】
　ステップ301において、図1ないし図3に示されるフローチャートに関連して説明された
ような方法が、乳癌の患者における転写因子(ここでは、ER-α)のアクティビティを推測
するために実行される。
【００５４】
　ステップ302において、推測されたアクティビティに基づいて治療の適性が判断される
。治療は、この実施形態ではホルモン療法(「内分泌療法」とも呼ばれる)であり、この療
法は、ER-αシグナル伝達経路を経由するエストラジオール・シグナリング(estradiol　s
ignaling)を様々な方法で減らすことが可能であり、この療法は、タモキシフェン(Tamoxi
fen)のように転写因子(即ち、ER-α)に対して「直接的に」施される投薬、あるいはアロ
マターゼ阻害薬(aromatase　inhibitors)のようなエストラジオール・リガンド生成物(es
tradiol　ligand　production)を妨げる投薬、あるいはER-αの分解(degradation)を促す
投薬から構成されてもよい。より詳細に言えば：アロマターゼ阻害薬(例えば、エキセメ
スタン)はエストラジオール生成物を妨げ、ER-αシグナル伝達経路を活性化するリガンド
のレベルを減少させる結果をもたらす。これに対して、エストロゲン受容体(ER)阻害薬(
例えば、タモキシフェン)は、一般に、エストロゲン受容体における結合場所を求めてエ
ストラジオールと競い、活性化を妨げる。最後に、むしろ新薬であるフルベストラント(F
ulvestrant)はER-αの分解を増やす。
【００５５】
　治療(ここでは、ホルモン療法)の適性判断の基礎を、乳癌患者内の転写因子(ここでは
、ER-α)の推測されたアクティビティにおくことによって、仮に転写因子(ER-α)がアク
ティブであると推測されると、治療に対する反応の可能性は、臨床におけるER(及びPR)染
色の従来の判断による現在のケースの場合よりも高くなることが期待され、これは、治療
反応予測が、感度を維持しつつ特異度(specificity)を増やすことを意味する。これは臨
床的に非常に関連性があり、なぜなら、乳癌の患者が転写因子(ここでは、ER-α)の推測
されたアクティビティに基づいて非反応者であると予測されるケースにおいても、別のよ
り相応しい効果的な治療が時宜にかなって選択されることが可能になり、ひいては有効で
ない治療の下での癌の進行を防止し、不要な副作用(及び不要な費用)を防止するからであ
る。例えば、1又は10％という上記のアクティビティ閾値に基づいて、サンプルの細胞の
選択された集団(乳癌の細胞の集団)のうち、転写因子(ここでは、ER-α)がアクティブ遺
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伝子転写モードで実際にアクティブ(又は「on」)である細胞のパーセンテージが、アクテ
ィブ閾値を超える場合、乳癌患者のホルモン療法に対する反応の可能性は(アクティブ閾
値が1％である場合)60％より大きく、(アクティブ閾値が10％である場合)80％より大きい
。1又は10％という同じアクティビティ閾値が使用される場合であって、サンプルの細胞
の選択された集団(例えば、乳癌細胞の集団)の中から、ER-αの核の存在を示す細胞を確
認し、確認された細胞の中から、PgRエンコード・タンパク質PRの存在(核及び/又は細胞
質の存在)をも示す細胞のパーセンテージを確認することにより、定量化においてパーセ
ンテージが決定される場合に、同じ可能性又はより高い可能性さえ期待される(上記参照)
。この点に関し、適切なホルモン療法反応に必要な実際の転写因子(ここでは、ER-α)を
有する細胞のパーセンテージの臨床キャリブレーション(clinical　calibration)は、適
切な乳癌患者達の評価に完全に基づくことになる点に留意を要する。
【００５６】
　従って、本質的には、転写因子(ここでは、ER-α)が乳癌患者の中でアクティブである
と推測される場合、ER-αの活性化突然変異のケースを除いて、タモキシフェンやアロマ
ターゼ阻害薬のような投薬が腫瘍の成長の抑制に有効である傾向があり、活性化突然変異
の場合にはフルベストラントが治療の選択肢となる。最終的な治療の選択は、例えばDNA
又はRNAシーケンスにより、活性化ER-α変異の追加的な評価によって行われることが可能
である。
【００５７】
　一方、転写因子(ここでは、ER-α)がインアクティブである(即ち、「off」)と推測され
る場合、即ち乳癌患者においてアクティブ遺伝子転写モードにおけるものでない場合、そ
の乳癌患者は(タモキシフェンやアロマターゼ阻害薬のような)ホルモン療法に反応しない
ことになる傾向がある。この場合、代替的な治療は、例えば、化学療法、代替的なターゲ
ット治療、又は免疫療法、又は組み合わせ療法から構成されることが可能である。
【００５８】
　以下、被検体を分類する方法の実施形態が、図5に示されるフローチャートに関連して
例示的に説明される。ここでも被検体は医療対象であり、特に癌患者であり、より具体的
には乳癌の患者である。
【００５９】
　ステップ401において、図1ないし図3に示されるフローチャートに関連して説明された
ような方法が、乳癌の患者におけるシグナル伝達経路(ここでは、ER-αシグナル伝達経路
)の転写因子のアクティビティを推測するために実行される。
【００６０】
　ステップ402において、乳癌患者は、推測されたアクティビティに基づいて分類される
。例えば、乳癌患者において、転写因子(ここでは、ER-α)がアクティブである(即ち、「
on」である)、即ちアクティブ遺伝子転写モードにあると推測される場合、その乳癌患者
はホルモン療法に関して分類されることが可能であり、転写因子(ここでは、ER-α)がイ
ンアクティブである(即ち、「off」である)、即ちアクティブ遺伝子転写モードにないと
推測される場合、その乳癌患者は代替的な治療に関して分類され、例えば、化学療法、代
替的な標的治療、免疫治療、又は併用治療に関して分類される。個々の分類判断は、図4
に示されるフローチャートに関連して説明されたもの(即ち、被検体に対する治療の適性
を評価する方法で行われる判断)と同じであるとすることが可能である。
【００６１】
　以下、被検体のシグナル伝達経路(ここでは、ER-α視愚案ル伝達経路)の転写因子のア
クティビティを推測するのに使用するためのシステムの実施形態が、図6に示されるよう
に図式的及び例示的に示される。ここでも被検体は医療対象であり、特に癌患者であり、
より具体的には乳癌の患者である。
【００６２】
　システム30は、この例では乳癌患者の組織であるサンプルの細胞の中で転写因子(ここ
では、ER-α)を検出するための第1染色を実行する第1染色キット31と、そのサンプルの細
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胞の中で転写因子(即ち、ER-α)についてのターゲット遺伝子(ここでは、PgR)によりエン
コードされたタンパク質(ここでは、PR)を検出するための第2染色を実行する第2染色キッ
ト32とを有する。システム32は、第1染色及び第2染色に基づいて、ER-αの核の存在及びP
gRエンコード・タンパク質PRの存在(核及び/又は細胞質の存在)の双方を示すサンプルの
細胞を定量化する定量化ユニット33と、選択的に、定量化に基づいて乳癌患者における転
写因子(ここでは、ER-α)のアクティビティを推測する推測ユニット34とを更に有する。
【００６３】
　システム30は、好ましくは、図1ないし図3に示されるフローチャートに関連して説明さ
れた方法を実行するように適合されている。
【００６４】
　以下、被検体に対する治療の適性を評価する際に使用するためのシステムの実施形態が
、図7において図式的及び例示的に示され、その治療は、ここではER-αシグナル伝達経路
であるシグナル伝達経路に対して行われる。ここでも被検体は医療対象であり、特に癌患
者であり、より具体的には乳癌の患者である。
【００６５】
　システム40は、図6に関連して説明されたようなシステム30を含み、選択的に、推測さ
れたアクティビティに基づいて治療の適性を評価する評価ユニット41を含む。
【００６６】
　システム40は、好ましくは、図4に示されるフローチャートに関連して説明されたよう
な方法を実行するように構成される。
【００６７】
　以下、被検体を分類するのに使用するためのシステムの実施形態が図8に図式的及び例
示的に示される。ここでも被検体は医療対象であり、特に癌患者であり、より具体的には
乳癌の患者である。
【００６８】
　システム50は、図6に関連して説明されたようなシステム30を含み、選択的に、推測さ
れたアクティビティに基づいて被検体を分類する分類ユニット51を含む。
【００６９】
　システム50は、好ましくは、図5に示されるフローチャートに関連して説明されたよう
な方法を実行するように構成される。
【００７０】
　図1ないし図3に関連して説明された被検体におけるシグナル伝達経路(ここでは、ER-α
シグナル伝達経路)の転写因子のアクティビティを推測する方法の第1ないし第3実施形態
において、本方法は適切なサンプル処理(ステップ100；ステップ200)の後に行われてよい
。例えば、サンプルは、新鮮な又はパラフィン内蔵の組織/細胞材料から取得されること
が可能であり、そのサンプルは、顕微鏡のスライド上に固定され配置され、且つ標準的な
IHC又は免疫蛍光染色プロトコルに従って染色されるように処理される。
【００７１】
　図1ないし図3に関して説明される被検体におけるシグナル伝達経路(ここでは、ER-αシ
グナル伝達経路)の転写因子のアクティビティを推測する方法についての第1ないし第3実
施形態において、第1染色及び第2染色が免疫組織化学(IHC)アッセイの形式で双方共に実
行されるが、他の実施形態では、第1染色及び第2染色のうちの一方のみがIHCアッセイの
形式で実行される一方、第1染色及び第2染色のうちの他方が免疫蛍光アッセイとして実行
されることが可能である。代替的に、第1染色及び第2染色の双方が免疫蛍光アッセイとし
て実行されることが可能であり、あるいは、第1染色及び/又は第2染色が、例えば、転写
因子(ここでは、ER-α)又はターゲット遺伝子エンコード・タンパク質PR(ターゲット遺伝
子、PgR)に対する高い親和結合に基づく他の染色アッセイ、(金のビーズ又は金コロイド
のような)コロイドに対する抗体(antibodies　with　colloids)に基づく染色アッセイ、
写真現像に関するアイソトープによる染色アッセイ、或いはエンハンスト・ケミルミネセ
ンス(enhanced　chemiluminescence：ECL)に基づく染色アッセイとして実行されることが
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可能である。
【００７２】
　図1ないし図3に関して説明される被検体におけるシグナル伝達経路(ここでは、ER-αシ
グナル伝達経路)の転写因子のアクティビティを推測する方法についての第1ないし第3実
施形態において、定量化の一部として実行されるコンピュータ画像分析を容易にするため
に、追加的なDAPI(diamidino　phenylindole)染色が実行され、細胞の核を明らかにする
ことが可能である。この点に関し、図9はサンプルのスライドのディジタル画像における
細胞及び細胞核の輪郭の検出を図式的及び例示的に示す。この例において、コンピュータ
で実行されるアルゴリズムは、ディジタル画像のDAPI(青(blue))チャネルに存在する核に
基づいて細胞を検出するために使用される。DAPI染色に基づいて識別される輪郭を有する
核の一例は、図9において参照番号21により示されている。膜染色(a　membrane　stainin
g)を行わない場合、核21はカーネル(a　kernel)として役立ち、そのカーネルから仮想的
な膜22が外方に、所与の表面エリアに到達するまで、あるいは膜22が他の膜(例えば、膜2
3)に当たるまで成長させられる。規定された核21(the　defined　nucleus)とともに膜22
は、他の蛍光チャネルにおける染色を定量化するのに使用される細胞核(a　nuclear)と細
胞質画分(a　cytoplasmic　compartment)とをもたらす。例えば、図9に示される染色にお
いて、転写因子(ここでは、ER-α)の核の存在を示すサンプルの細胞を定量化するために
、グリーンの蛍光チャネルで平均的な核染色が細胞毎に定量化されることが可能である。
【００７３】
　図1ないし図3に関して説明される被検体におけるシグナル伝達経路(ここでは、ER-αシ
グナル伝達経路)の転写因子のアクティビティを推測する方法についての第1ないし第3実
施形態において、第1染色が先に(即ち、第2染色の前に)実行されるように説明されている
が、他の実施形態では、第2染色が先に(即ち、第1染色の前に)実行されることが可能であ
る。例えば、図1に関連して説明される第1実施形態において、第2染色が先に同一スライ
ドで実行されることが可能であり、第1スライドは、第2染色からのステインが同一スライ
ドから除去された後に限って実行されることが可能である。言い換えれば：「第1染色」
及び「第2染色」という表現における「第1」及び「第2」という用語は、2つの染色を互い
に区別するだけのために使用されているに過ぎず；それらは2つの染色が実行される相対
的な順序を必ずしも意味していない。
【００７４】
　上述したように、従来の臨床で使用されるER染色では、細胞中の核ER染色は、その細胞
におけるアクティブなERシグナル伝達経路を示すように考えられる。しかしながら、この
仮定は、MCF-7乳癌細胞株からのサンプルに関して以下に示されるように、必ずしも真で
はない。ここで、乳癌の患者のサンプルの組織ブロックから、3つのスライスが切り出さ
れ、この場合において、最初のスライド及び最後のスライドはコントロール(controls)と
して機能する。中間のスライドに関し、サンプルの細胞中の転写因子(ここでは、ER-α)
を検出するために第1染色が実行され、サンプルの細胞中の転写因子(即ち、ER-α)のター
ゲット遺伝子(ここでは、PgR)によりエンコードされたタンパク質(ここでは、PR)を検出
するために第2染色が実行された。より詳細に言えば：第1染色及び第2染色の双方がサン
プルの同一スライド上で免疫蛍光アッセイの形式で実行され、それにより、第1染色から
のステイン及び第2染色からのステインが、同一スライド上に同時に存在している。第1染
色からのステイン及び第2染色からのステインが同一スライドに同時に存在するので、そ
れらの波長は、それらが実質的に非オーバーラップであるように適切に選択される。
【００７５】
　図10は、48時間のエストロゲン欠乏及び以後の16時間に及ぶエストラジオール刺激の下
でMCF7乳癌細胞株サンプルで測定されたER-αシグナル(上のグラフ)及びPRシグナル(下の
グラフ)の進行の比較例を示す。これらのグラフにおいて、水平軸は「1時間」を単位とす
る時間を示し、縦軸はこれらのタンパク質に対する特定の抗体を利用して測定されるMCF7
の核における個々のタンパク質発現シグナルの強度を示す。上のグラフから分かるように
、エストロゲン欠乏の48時間の経過後、MCF7細胞は、(黒い四角■で示される)通常の培養
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条件に対して、(×印で示される)増加したER-αシグナルを示す。エストラジオールの刺
激の下で、ERシグナルはコントロールに対して減少する(刺激のない場合は、黒いドット
●で示される)。一方、下のグラフは、(黒いドットで示される、刺激を受けない)コント
ロールと比較して、エストラジオールとともにER-αシグナル伝達経路の活性化に応じて
、(バツ印で示される)PRシグナルは核シグナルを増加させることを示す。PRシグナルは、
エストラジオールの存在の下で16時間後に、(四角で示される)通常の培養条件におけるも
のを上回るレベルまで増加する。これは、実際、ER経路の特定の刺激がPRタンパク質の生
成の増加をもたらすことを示す。ER自体は下方に規制されるという事実は予想されており
、この点については過去に説明されている(Borra´s　M.　et　al.,　“Estradiol-induc
ed　down-regulation　of　estrogen　receptor.　Effect　of　various　modulators　o
f　protein　synthesis　and　expression”,　J　Steroid　Biochem　Mol　Biol,　Vol.
　48,　No.　4,　1994,　pages　325　to　336)。
【００７６】
　被検体におけるシグナル伝達経路(ここでは、ER-αシグナル伝達経路)のアクティビテ
ィ及び転写因子(ここでは、ER-α)の信頼可能な推測を可能にする本発明による方法の力
量を確認するために、シグナル伝達経路(ここでは、ER-αシグナル伝達経路)のアクティ
ビティは、ある文献で説明されている方法を利用して推測され、その文献は、Verhaegh　
W.　et　al.,　“Selection　of　personalized　patient　therapy　through　the　use
　of　knowledge-based　computational　models　that　identify　tumor-driving　sig
nal　transduction　pathways”,　Cancer　Research,　Vol.　74,　No.　11,　2014,　p
ages　2936　to　2945であり、この場合において、本方法は、シグナル伝達経路アクティ
ビティの解釈に対して発現マイクロアレイ・データの代わりにqPCRデータを利用するよう
に若干適合させられる。以下の表1は、ER-αシグナル伝達経路が実際にアクティブである
(即ち、「on」)である、即ちアクティブ遺伝子転写モードにある推測された確率(第3列)
及び確率のlog2(第4列)を示す。表から分かるように、転写因子(ここでは、ER-α)の核の
存在とPgRエンコード・タンパク質PRの存在(核及び/又は細胞質の存在)との双方を示す(
省略して「ER+PR+」のように示す)、乳癌サンプルでER-αシグナル経路がアクティブであ
る確率のlog2は3.2であると推測され、これはこのサンプルにおけるER-αシグナル伝達経
路のアクティビティを示す。これに対して、(「ER+PR-」として略記される)ER-α染色の
みが陽性である乳癌サンプルの場合、確率のlog2は-0.676であると推測され、これはその
部分におけるER-αシグナル伝達経路についてのインアクティビティを示す。この結果は
、転写因子(ここでは、ER-α)の核の存在と転写因子(即ち、ER-α)のターゲット遺伝子(
ここでは、PgR)によりエンコードされるタンパク質(ここでは、PR)の存在(核及び/又は細
胞質の存在)との双方を示す被検体のサンプルの細胞を考察する場合に、転写因子(ここで
は、ER-α)のアクティビティと、被検体のシグナル伝達経路(ここでは、ER-αシグナル伝
達経路)のアクティビティとについてのより信頼できる推測が達成されうることを保証す
る。
【００７７】
【表１】

表1－ER-αシグナル伝達経路がアクティブである可能性
【００７８】
　図11は、39個の乳癌サンプルとともに実行された実験結果を示し、単独のER染色に基づ
くERのみのスコア(「ER+」として略記される)は、上述したように第1染色及び第2染色に
基づく転写因子(ここでは、ER-α)の核の存在とターゲット遺伝子エンコード・タンパク
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質(ここでは、PR)の存在との双方を示すサンプルの細胞のみを考察したスコアと比較され
る(後者は、「ER+PR+」として略記される)。個々のサンプルにおいてシグナル伝達経路(
ここでは、ER-αシグナル伝達経路)がアクティブである確率のlog2がx軸で示され、その
確率は上述の「Verhaegh　W.　et　al.」による文献に示される方法を利用して推測され
る。確率のlog2のより大きな正の値(グラフの右側)は、サンプルの中でER-αシグナル伝
達経路がアクティブであるより大きな可能性を示す一方、確率のlog2のより大きな負の値
(グラフの左側)は、サンプルの中でER-αシグナル伝達経路がインアクティブである傾向
が強いことを示す。y軸は、「ER+」に関する従来技術により発見された細胞のパーセンテ
ージ、及び「ER+PR+」に関する本発明による方法を利用して発見された細胞のパーセンテ
ージを示す。
【００７９】
　結果は、従来技術で使用されているような従来のER染色及び病院プロトコルに関し、多
くのサンプルが、ER-αシグナル伝達経路のアクティビティを不正確に発見されているこ
とを示す(グラフの左上の象限)。これらの「偽陽性(false　positives)」はER陽性細胞の
うち高いパーセンテージを示すが；その確率のlog2は、ER-αシグナル伝達経路は個々の
サンプルにおいて実際にはインアクティブである傾向が強いことを示す。そのようなER陽
性結果を有する患者が、例えばネオアジュバント療法、アジュバント療法、及び/又は転
移療法のようなホルモン療法で治療された場合、彼/彼女は治療に対して所望の反応を示
さない傾向が強い。これに対して、「ER+PR+」の場合、ER-αの核の存在(即ち、転写因子
)及びPRの存在(即ち、ターゲット遺伝子エンコード・タンパク質)の双方を示す細胞につ
いての確認されるパーセンテージは、転写因子がアクティブである確率のlog2の増加と共
に定量的に増えていることが分かる。これは、従来技術と比較して「偽陽性」の個数を減
らし、ER-αシグナル伝達経路のアクティビティ評価においてより高い特異性を提供する
ことを許容する。陽性に対する閾値は、非常に類似する成果をもたらす2つの異なる方法
で決定された。第1変形例では、(例えば、一次抗体がアッセイから除かれ、二次抗体のみ
が組織スライスに付加される)ネガティブ・コントロール(negative　controls)が染色さ
れる。これらのネガティブ・コントロールのうち平均的な核強度が確認され、細胞の99％
が下回る強度が、ノーマルに染色されたサンプルのうちの細胞を陽性と呼ぶためのカット
オフ・ポイントとして選択される。第2の代替的な変形例では、細胞質染色がローカルに
バックグランドを決定するために使用される。これは、個々のサンプルにわたって非常に
変化し得るバックグランド染色を補償するために実行される。細胞を陽性としてラベル付
けるために、ネガティブ・コントロールよりも顕著に高い総合的な細胞核細胞質染色比率
(significantly　higher　nuclear　total　cytoplasmic　staining　ratio)を有するべ
きである。
【００８０】
　図1ないし図3に関連して説明される被検体におけるシグナル伝達経路(ここでは、ER-α
シグナル伝達経路)又は転写因子のアクティビティを推測する方法の第1ないし第3実施形
態において、第1染色及び第2染色からのステインの波長を適切にコントラストを付ける波
長での対比染色(counterstain)が、追加的に実行され、関心のある染色される構造(ここ
では、細胞及び細胞核)をよりいっそう容易に検出できるようにすることが可能である。
この場合において、細胞及び細胞核の輪郭は、対比染色からの色情報に基づいて検出され
ることも可能である。そのような対比染色を実行するために特に相応しい物質の1つは、
例えば、(通常のブライトフィールド染色の場合)ヘマトキシリン及びエオシンであるとす
ることが可能である。蛍光染色の場合、DAPI又はヘキスト(Hoechst)は適切な選択肢であ
る。
【００８１】
　本発明は、シグナル伝達経路がER-αシグナル伝達経路であり、転写因子がER-αであり
、ターゲット遺伝子がPgRであり、ターゲット遺伝子エンコード・タンパク質がPRである
ことに加えて、被検体が医療対象であり、特に癌患者であり、より具体的には乳癌の患者
である場合について上述されてきたが、本発明は他の場合にも非常に関連している。例え
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ば、エストロゲン受容体、アンドロゲン受容体、プロゲステロン受容体、グルココルチコ
イド受容体、レチノイン酸受容体(RAP)、ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体(PPAP)
、ビタミン受容体(VDR)、及びオーファン核受容体に加えて、本発明は、Wnt転写因子(the
　Wnt　transcription　factor)、ヘッジホッグ(HH)転写因子、トランスフォーミング成
長因子β(TGF-β)転写因子、ノッチ転写因子、NF-κB転写因子、ホスホイノシチド3キナ
ーゼ(PI3K)転写因子、活性化プロテイン-1(AP1)転写因子、ヤヌス・キナーズ/シグナル伝
達及び転写活性化(Jak-STAT)転写因子、及び全ての転写因子とともに使用されることが可
能であり、それらの転写因子は、少なくとも1つの転写固有のターゲット遺伝子エンコー
ド・タンパク質との組み合わせにおいて、インアクティブからアクティブな遺伝子転写モ
ードに切り替わることが可能である。これらの経路は全てのタイプの癌において或る役割
を演じるので、本発明は、全ての臓器に加えて、生体検査される場合に、非悪性腫瘍及び
その他の異常な組織病理を伴う他の疾患の全ての癌のタイプに適用されることが可能であ
り、例えば、肝臓(例えば、原発性肝癌、転移性肝癌、肝硬変)、肺(例えば、原発性及び
転移性癌、肺線維症)、腎臓(例えば、ウィルムス腫瘍、急性糸玉腎炎)、膀胱(例えば、膀
胱癌、上皮肥厚)、胃腸(例えば、胃腸癌、結腸腺腫、炎症性腸疾患)、心臓(例えば、心筋
症、心臓腫瘍)、子宮(例えば、子宮内膜癌、子宮内膜症、繊維腫)、卵巣(例えば、卵巣癌
、過形成性卵巣症候群)、前立腺(例えば、前立腺肥大、前立腺癌、前立腺炎)、精巣(例え
ば、精巣癌)、筋肉(例えば、肉腫)、皮膚(例えば、メラノーマ、扁平上皮癌、湿疹)、骨(
例えば、転移性腫瘍、白血病、骨肉腫)、経口(例えば、粘膜症、頭頸部癌)、脳(例えば、
神経膠腫、クロイツフェルト－ヤコブ)、血管(例えば、アテローム性動脈硬化症)、及び
繊維性組織(例えば、線維腫及び繊維肉腫、肺及び膀胱線維症、瘢痕組織)等の疾患に適用
可能である。
【００８２】
　開示される実施形態に対する他の変形例は、図面、本開示、及び添付の特許請求の範囲
を学ぶことにより、請求項に係る発明を実施する当業者により理解及び把握されることが
可能である。
【００８３】
　特許請求の範囲において、「有する(comprising)」という言葉は他のエレメント又はス
テップを排除しておらず、「ある(“a”　or　“an”)」という不定冠詞的な語は複数を
排除していない。
【００８４】
　1つのユニット又はデバイスが特許請求の範囲に記載されている複数の事項についての
機能を発揮してもよい。例えば、図6に関連して説明される被検体におけるシグナル伝達
経路の転写因子のアクティビティを推測する際に使用するシステムの実施形態において、
定量化ユニット33及び(選択的な)推測ユニット34は2つの別個のユニットとして記載/図示
されているが、それらは単独のユニットとして実現されてもよい。
【００８５】
　コンピュータ・プログラムは、他のハードウェアと一緒に提供される又は他のハードウ
ェアの一部として提供される適切な媒体(例えば、光ストレージ媒体、又はソリッド・ス
テート媒体)に保存/分散されてもよいが、インターネット又はその他の有線又は無線の通
信システムを介するような他の形式で分散されていてもよい。
【００８６】
　特許請求の範囲における如何なる参照符号も範囲を限定するように解釈されるべきでな
い。
【００８７】
　本発明は、被検体におけるシグナル伝達経路の転写因子のアクティビティを推測する方
法に関連する。本方法は、被検体のサンプルの細胞の中で転写因子を検出するための第1
染色を実行するステップと、サンプルの細胞の中で転写因子のターゲット遺伝子によりエ
ンコードされるタンパク質を検出するための第2染色を実行するステップとを有する。本
方法は、第1染色及び第2染色に基づいて、転写因子の核の存在とターゲット遺伝子エンコ
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ード・タンパク質の存在との双方を示すサンプルの細胞を定量化するステップと、定量化
に基づいて被検体における転写因子のアクティビティを推測するステップを更に有する。
これは、提示される方法が、被検体における転写因子のアクティビティをより信頼性高く
推測することを許容する。
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