
(57)【要約】
【課題】上皮成長因子受容体－チロシンキナーゼ阻害剤（ EGFR-TKI）に対する反応性の指
標となるマーカーを見いだし、このマーカーを指標として、肺ガンの EFGR-TKIに対する感
度を予測することが可能となる方法を提供する。上記マーカーを指標として使用した、肺
ガン治療剤の新たなスクリーニング方法を提供する。
【解決手段】 EFGR-TKIに対する肺ガンの感度または感受性を測定する方法。測定対象であ
る肺ガン細胞または組織における転移関連性遺伝子 1(MTA1)の発現を検出し、かつ検出さ
れた MTA1の発現の程度を指標として前記感度または感受性を判定する。肺ガン細胞を EGFR
-TKIの候補物質の共存下で培養し、その後、肺ガン細胞中の MTA1の発現の程度を測定し、
前記候補物質が前記肺ガン細胞に対する抑制作用を有するかを判定する、肺ガン治療剤の
スクリーニング方法。
【選択図】
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
上 皮 成 長 因 子 受 容 体 － チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 （ EGFR-TKI） に 対 す る 肺 ガ ン の 感 度 ま た は
感 受 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
測 定 対 象 で あ る 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 に お け る 転 移 関 連 性 遺 伝 子 1(MTA1)の 発 現 を 検 出 し
、 か つ
検 出 さ れ た MTA1の 発 現 の 程 度 を 指 標 と し て 前 記 感 度 ま た は 感 受 性 を 判 定 す る こ と を 含 む 前
記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
MTA1が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 1に 示 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
測 定 対 象 で あ る 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 が 、 ニ ー ド ル バ イ オ プ シ ー で あ る 請 求 項 1ま た は 2に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
MTA1の 発 現 の 検 出 を 免 疫 染 色 法 若 し く は RT-PCR法 に よ り 行 う か 、 ま た は 発 現 解 析 用 チ ッ プ
を 用 い て 行 う 請 求 項 1～ 3の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
EGFR-TKIが 、 肺 ガ ン 治 療 剤 で あ る 請 求 項 1～ 4の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
肺 ガ ン 治 療 剤 が ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)ま た は エ ル ロ チ ニ ブ (Erlotinib)で あ る 請 求 項 5
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 に お け る MTA1の 発 現 が 増 加 し て い る 場 合 、 測 定 対 象 で あ る 肺 ガ
ン 細 胞 ま た は 組 織 の EGFR-TKIに 対 す る 感 受 性 が あ る と 判 定 す る 請 求 項 1～ 6の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
肺 ガ ン 細 胞 を EGFR-TKIの 候 補 物 質 の 共 存 下 で 培 養 し 、 そ の 後 、 肺 ガ ン 細 胞 中 の MTA1の 発 現
の 程 度 を 測 定 し 、 前 記 候 補 物 質 が 前 記 肺 ガ ン 細 胞 に 対 す る 抑 制 作 用 を 有 す る か を 判 定 す る
こ と を 含 む 、 肺 ガ ン 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
肺 ガ ン 細 胞 が 、 HCC827, PC9, NCI-H1650, NCI-H1975, ま た は H3255で あ る 請 求 項 8に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
EGFR-TKIの 候 補 物 質 が 、 低 分 子 阻 害 剤 で あ る 請 求 項 8ま た は 9に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 － チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 （ EGFR-TKI） に 対 す る 肺 ガ ン
の 感 度 測 定 方 法 お よ び 肺 ガ ン 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 肺 ガ ン は 、 世 界 の ガ ン 死 亡 の 主 要 な 原 因 の 一 つ で あ り 、 非 小 細 胞 肺 ガ ン （ NSCLC） は 、
肺 ガ ン 例 の 75%以 上 を 占 め る 。 NSCLCは 、 広 範 な 組 織 病 理 学 的 所 見 や 、 遺 伝 的 変 化 お よ び 遺
伝 的 発 現 パ タ ー ン の 組 み 合 わ せ を 伴 う 、 異 質 な 腫 瘍 集 団 で 構 成 さ れ て い る が 、 臨 床 場 面 で
は 、 こ れ ら の 腫 瘍 は 、 化 学 治 療 処 方 を 含 む 類 似 の 療 法 に よ っ て 治 療 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 、 ガ ン の シ グ ナ ル 経 路 に お け る 最 重 要 分 子 （ 例 え ば 、 キ ナ ー ゼ ） を 修 飾 す る 分 子 標
的 療 法 の 治 療 成 功 例 が 、 か な り 増 加 し て い る 。 肺 ガ ン に 対 す る 分 子 療 法 の 分 野 で は 、 NSCL
Cに 対 す る 治 療 を 最 適 な も の と す る 点 に お い て 、 次 の 発 見 が 大 き な 進 歩 が も た ら し て い る
。 す な わ ち 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 (EGFR)の 遺 伝 子 突 然 変 異 は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)
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ま た は エ ル ロ チ ニ ブ (Erlotinib)の よ う な EFGRチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 （ EGFR-TKI） に 対
す る よ り 高 度 の 反 応 性 と 緊 密 に 相 関 す る こ と が 見 出 さ れ た こ と で あ る 。 い く つ か の 大 規 模
な コ ホ ー ト 研 究 に お い て も 、 EGFR突 然 変 異 腫 瘍 で は EGFR-TKIに 対 し て 際 立 っ た 反 応 の あ る
こ と が 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 腫 瘍 の 特 徴 あ る グ ル ー プ を 特 定 す る の に も っ と も 強 力
な 方 法 の 一 つ で あ り 、 患 者 の 今 後 の 結 果 や 、 特 定 の 療 法 の 効 果 を 予 測 す る こ と を 可 能 と す
る 、 ガ ン に 関 す る 新 規 の 分 類 法 を 創 出 す る に 際 し て 役 に 立 つ こ と が 判 明 し て い る 。 EGFR突
然 変 異 は 、 婦 人 、 非 喫 煙 者 、 お よ び 東 ア ジ ア 民 族 集 団 の 腺 ガ ン で は 高 頻 度 に 検 出 さ れ る が
、 こ れ ら の 腫 瘍 の 分 子 生 物 学 的 特 徴 は い ま だ に 未 知 の ま ま で あ る 。 EFGR突 然 変 異 状 態 以 外
の 要 因 も 、 EFGR-TKIに 対 す る 反 応 性 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 の あ る こ と が 報 告 さ れ て い る た
め 、 EFGR経 路 の 活 性 化 と 相 関 す る 分 子 マ ー カ ー は 、 こ れ ら EFGR-TKI化 合 物 の 効 果 を 予 測 す
る に 当 た っ て 臨 床 的 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 EGFRの 活 性 化 は 、 肺 ガ ン の 様 々
な 悪 性 表 現 型 （ 例 え ば 、 転 移 、 血 管 形 成 、 抗 ア ポ ト ー シ ス 、 お よ び 増 殖 ） に 関 与 し て い る
が 、 EGFR突 然 変 異 が 、 肺 ガ ン に お け る 多 様 な 生 物 学 的 経 路 に ど の よ う に し て 関 与 す る の か
は 未 だ に 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 EFGRチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 （ EGFR-TKI） で あ る ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)は 、 臨 床 試
験 で の 奏 効 率 が 約 10～ 20%と さ れ た 。 投 与 後 か ら 劇 的 な 効 果 を 示 す 症 例 も 見 ら れ 、 特 に 、
日 本 人 、 女 性 、 非 喫 煙 者 、 腺 癌 ほ ど 、 そ の 傾 向 が 強 い と さ れ て い る 。 そ の 一 方 で 、 薬 剤 性
間 質 性 肺 炎 に よ る 死 亡 例 が 多 く 報 告 さ れ 、 社 会 問 題 と な っ て い る (非 特 許 文 献 1)。
【 非 特 許 文 献 １ 】 癌 と 化 学 療 法 、 750-758頁 、 第 32巻 第 6号 (2005)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 そ こ で 本 発 明 は 、 EFGR-TKIに 対 す る 反 応 性 の 指 標 と な る マ ー カ ー を 見 い だ し 、 こ の マ ー
カ ー を 指 標 と し て 、 肺 ガ ン の EFGR-TKIに 対 す る 感 度 を 予 測 す る こ と が 可 能 と な る 方 法 を 提
供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 目 的 は 、 上 記 マ ー カ ー を 指 標 と し て 使 用 し た 、 肺 ガ ン 治 療 剤 の 新 た な ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 多 数 の NSCLCの 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 調 査 し 、 そ れ ら を 、 そ れ ら の
腫 瘍 の EGFR遺 伝 子 突 然 変 異 状 態 と 比 較 し 、 こ れ に よ っ て 、 EGFR突 然 変 異 型 肺 ガ ン 、 お よ び
野 生 型 肺 ガ ン 両 方 の 、 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 特 性 を 明 ら か に し た 。 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 EG
FR遺 伝 子 変 化 （ 突 然 変 異 と 増 幅 の 両 方 ） の 新 規 分 子 マ ー カ ー と し て 、 転 移 関 連 性 遺 伝 子 1(
MTA1)を 特 定 し た 。 EGFR活 性 化 は MTA1発 現 を 促 進 し 、 ま た 、 EGFR活 性 を 薬 理 学 的 に 抑 制 す
る と EGFR突 然 変 異 肺 ガ ン 細 胞 系 統 に お い て MTA1発 現 が 減 少 し た 。 こ れ は 、 MTA1は 、 肺 ガ ン
の 突 然 変 異 EGFRシ グ ナ ル 伝 達 に お い て 下 流 に 位 置 す る こ と を 裏 付 け る も の で あ る 。 さ ら に
、 ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)で 治 療 し た 肺 腺 ガ ン の 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 に よ っ て 、 MTA1発
現 は 、 こ の EGFR-TKIに 対 す る 反 応 性 と 有 意 に 相 関 す る こ と が 確 か め ら れ た 。 こ の よ う な 知
見 に 基 づ い て 本 発 明 は 完 成 さ れ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 以 下 の と お り で あ る 。
[1]上 皮 成 長 因 子 受 容 体 － チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 （ EGFR-TKI） に 対 す る 肺 ガ ン の 感 度 ま
た は 感 受 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
測 定 対 象 で あ る 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 に お け る 転 移 関 連 性 遺 伝 子 1(MTA1)の 発 現 を 検 出 し
、 か つ
検 出 さ れ た MTA1の 発 現 の 程 度 を 指 標 と し て 前 記 感 度 ま た は 感 受 性 を 判 定 す る こ と を 含 む 前
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記 方 法 。
[2]MTA1が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 1に 示 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る [1]に 記 載 の 方 法 。
[3]測 定 対 象 で あ る 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 が 、 ニ ー ド ル バ イ オ プ シ ー で あ る [1]ま た は [2]
に 記 載 の 方 法 。
[4]MTA1の 発 現 の 検 出 を 免 疫 染 色 法 若 し く は RT-PCR法 に よ り 行 う か 、 ま た は 発 現 解 析 用 チ
ッ プ を 用 い て 行 う [1]～ [3]の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
[5]EGFR-TKIが 、 肺 ガ ン 治 療 剤 で あ る [1]～ [4]の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
[6]肺 ガ ン 治 療 剤 が ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)ま た は エ ル ロ チ ニ ブ (Erlotinib)で あ る [5]に
記 載 の 方 法 。
[7]前 記 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 に お け る MTA1の 発 現 が 増 加 し て い る 場 合 、 測 定 対 象 で あ る
肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 の EGFR-TKIに 対 す る 感 受 性 が あ る と 判 定 す る [1]～ [6]の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
[8]肺 ガ ン 細 胞 を EGFR-TKIの 候 補 物 質 の 共 存 下 で 培 養 し 、 そ の 後 、 肺 ガ ン 細 胞 中 の MTA1の
発 現 の 程 度 を 測 定 し 、 前 記 候 補 物 質 が 前 記 肺 ガ ン 細 胞 に 対 す る 抑 制 作 用 を 有 す る か を 判 定
す る こ と を 含 む 、 肺 ガ ン 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
[9]肺 ガ ン 細 胞 が 、 HCC827、 PC9、 NCI-H1650、 NCI-H1975ま た は H3255で あ る [8]に 記 載 の 方
法 。
[10]EGFR-TKIの 候 補 物 質 が 、 低 分 子 阻 害 剤 で あ る [8]ま た は [9]に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 肺 ガ ン の EFGR-TKIに 対 す る 感 度 を 、 比 較 的 簡 単 な 検 査 に よ り 予 測 で き
る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 肺 ガ ン 治 療 剤 の 新 た な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
[肺 ガ ン の 感 度 予 測 方 法 ]
　 本 発 明 は 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 － チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 （ EGFR-TKI） に 対 す る 肺 ガ ン
の 感 度 ま た は 感 受 性 を 測 定 す る 方 法 で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 測 定 対 象 で あ る 肺 ガ ン 細 胞
ま た は 組 織 に お け る 転 移 関 連 性 遺 伝 子 1(MTA1)の 発 現 を 検 出 し 、 か つ 検 出 さ れ た MTA1の 発
現 の 程 度 を 指 標 と し て 前 記 感 度 ま た は 感 受 性 を 判 定 す る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 に よ り 、 EG
FR-TKIに 対 す る 肺 ガ ン の 感 度 ま た は 感 受 性 を 測 定 し 、 そ の 結 果 に 基 づ い て 、 EGFR-TKIを 投
与 さ れ る 患 者 が 有 す る 肺 ガ ン の EGFR-TKIに 対 す る 感 度 ま た は 感 受 性 を 予 測 す る こ と が で き
、 EGFR-TKIに 対 す る 感 度 ま た は 感 受 性 が 低 い 患 者 に 対 す る EGFR-TKIの 投 与 を 控 え る こ と が
可 能 に な り 、 効 果 の な い EGFR-TKIの 投 与 に よ る 副 作 用 の 発 生 を 未 然 に 防 ぐ こ と が 可 能 に な
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 肺 ガ ン 治 療 剤 と し て は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)ま た は エ ル ロ チ ニ ブ (Erlotinib)の よ
う な EFGRチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 （ EGFR-TKI） が 知 ら れ て い る 。 本 出 願 時 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ
(Gefitinib)は 、 イ レ ッ サ (登 録 商 標 )と し て 臨 床 で 使 用 さ れ て お り 、 ま た 、 エ ル ロ チ ニ ブ (
Erlotinib)も タ ル セ バ (登 録 商 標 ) と し て 臨 床 で 使 用 さ れ て い る 。 ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitini
b)は 、 非 小 細 胞 肺 が ん の 治 療 剤 で あ る 。 肺 ガ ン を 含 む あ る 種 の が ん 細 胞 の 表 面 に は EGFR（
上 皮 成 長 因 子 受 容 体 ） が あ り 、 こ れ が 働 く と 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 活 性 化 さ れ 、 が ん 細 胞
が 増 殖 す る 。 そ れ に 対 し て 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)は 、 EGFRの 働 き を 止 め る こ と で 、
が ん 細 胞 の 増 殖 を 抑 え る と 考 え ら れ て い る 。 ま た 、 エ ル ロ チ ニ ブ (Erlotinib)も EGFRの 働
き を 止 め る こ と で 、 が ん 細 胞 の 増 殖 を 抑 え る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し か し 、 患 者 の EFGR遺 伝 子 変 化 に よ っ て 、 EGFR-TKIが 有 効 な 場 合 と 、 か え っ て 副 作 用 が
強 い 場 合 が あ り 、 EGFR-TKI肺 ガ ン 治 療 剤 の 有 効 性 の 予 測 判 定 方 法 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 で は 、 EGFR活 性 化 と MTA1発 現 と に 強 い 相 関 が あ る こ と 、 さ ら に は 、 EGFR活 性 を 薬
理 学 的 に 抑 制 す る と EGFR突 然 変 異 肺 ガ ン 細 胞 系 統 に お い て MTA1発 現 が 減 少 す る と の 新 た な
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知 見 に 基 づ い て 、 治 療 対 象 で あ る 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 に お け る MTA1の 発 現 の 有 無 お よ び
／ ま た は 程 度 を 指 標 と し て 肺 ガ ン の 感 度 予 測 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 MTA1は 、 EGFR経 路 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り 、 配 列 表 の 配 列 番 号
1に 示 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る 。 こ の 塩 基 配 列 を 基 に 、 公 知 の 遺 伝 子 検 出 方 法 を 用 い て 、
測 定 対 象 で あ る 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 に お け る MTA1の 発 現 の 有 無 お よ び ／ ま た は 程 度 を 検
出 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 測 定 対 象 で あ る 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 は 、 例 え ば 、 ニ ー ド ル バ イ オ プ シ ー で あ る こ と が
で き る 。 肺 ガ ン 治 療 剤 で あ る EGFR-TKIを 投 与 さ れ る 予 定 の 患 者 さ ん か ら ニ ー ド ル バ イ オ プ
シ ー が 採 取 さ れ る 。 ニ ー ド ル バ イ オ プ シ ー の 採 取 の 時 期 は 、 例 え ば 、 EGFR-TKI投 与 前 と す
る こ と が 適 当 で あ る 。 肺 ガ ン 治 療 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)ま た は
エ ル ロ チ ニ ブ (Erlotinib)を 挙 げ る こ と が で き る が 、 EGFR-TKIで あ れ ば 、 特 に 制 限 は な い
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 の よ う に 、 基 本 的 に は 肺 ガ ン 治 療 剤 で あ る EGFR-TKIを 投 与 す る 前 に 測 定 し て 、 そ の
結 果 を 持 っ て EGFR-TKIを 投 与 す る か ど う か を 決 定 す る と き の 参 考 に す る 。 た だ し 、 本 発 明
の 方 法 を 用 い て 、 治 療 後 に MTA1の 発 現 の 測 定 す る こ と で 薬 剤 耐 性 が 起 こ っ て い る 可 能 性 に
つ い て 推 測 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 MTA1の 発 現 が 高 い 症 例 に 対 し て EGFR-TKIを 投
与 し た 後 で 腫 瘍 組 織 を 再 度 採 取 し て MTA1の 発 現 を 調 べ た 結 果 、 発 現 量 に 変 化 が な か っ た 場
合 、 こ の 腫 瘍 は 今 回 投 与 し た EGFR-TKIに 対 す る 耐 性 を 獲 得 し て い た 可 能 性 が あ る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 MTA1の 発 現 の 検 出 は 、 例 え ば 、 免 疫 染 色 法 若 し く は RT-PCR法 に よ り 行 う か 、 ま た は 発 現
解 析 用 チ ッ プ を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 上 記 で 採 取 さ れ た ニ ー ド ル バ イ オ プ シ ー を 常 法
に よ り 前 処 理 し 、 次 い で 、 免 疫 染 色 法 若 し く は RT-PCR法 に よ り MTA1の 発 現 を 検 出 す る か 、
発 現 解 析 用 チ ッ プ を 用 い て MTA1の 発 現 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 MTA1の 発 現 を 検 出 す る た め の 免 疫 染 色 法 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に 行 わ れ る 。
患 者 さ ん の 肺 が ん 組 織 か ら 得 ら れ た ニ ー ド ル バ イ オ プ シ ー は 、 10%フ ォ ル マ リ ン で 固 定 し
、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 後 、 5μ m厚 切 片 を 作 成 す る 。 標 本 を 脱 パ ラ フ ィ ン し 、 0.3%H 2 O 2 を 含 む
メ タ ノ ー ル に 浸 し 、 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 を し た 後 、 マ ウ ス 抗 MTA1モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (ク
ロ ー ン A-11, Santa Cruz, Santa Cruz、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )と 1:100希 釈 度 で イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 こ の 切 片 を 、 マ ウ ス IgG (Vector Laboratories, Burlingame、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州
)に 対 す る 、 ビ オ チ ニ ル 化 二 次 抗 体 （ 1:200希 釈 度 ） で 、 次 い で Vectastain ABC試 薬  (Vect
or Laboratories)と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 切 片 を 、 0.01%H 2 O 2 を 含 む 0.05%ジ ア ミ ノ ベ
ン ジ ジ ン テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ リ ド 液 に 浸 し 、 例 え ば 、 30%を 越 え る 腫 瘍 細 胞 で MTA1の 染 色 性
を 認 め る 症 例 を 陽 性 と 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 MTA1の 発 現 を 検 出 す る た め の RT-PCR法 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に 行 わ れ る 。
患 者 さ ん の 肺 が ん 組 織 か ら 得 ら れ た ニ ー ド ル バ イ オ プ シ ー か ら RNAを 抽 出 し た 後 、 ラ ン ダ
ム プ ラ イ マ ー と 逆 転 写 酵 素 (High Capacity cDNA Archive kit, Applied Biosystems, Fos
ter City、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )を 用 い て 逆 転 写 反 応 を 行 う 。 逆 転 写 産 物 に つ い て MTA1遺 伝
子 に 対 す る 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て RT-PCRを 行 う 。 MTA1遺 伝 子 の 相 対 的 発 現 度 は 、 ベ
ー タ ア ク チ ン の 発 現 と そ の 遺 伝 子 の 発 現 と を 比 較 す る こ と に よ っ て 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 発 現 解 析 用 チ ッ プ を 用 い た MTA1の 発 現 を 検 出 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に 行 わ れ る 。 患 者
さ ん の 肺 が ん 組 織 か ら 得 ら れ た ニ ー ド ル バ イ オ プ シ ー を 液 体 窒 素 に て 凍 結 し た の ち 細 か く
破 砕 し 、 TRIzol（ Invitrogen、 カ ー ル ス バ ー ド 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に て ホ モ ジ ェ ナ イ ズ
し 、 全 RNAを 抽 出 し 、 Superscript Choice System (Invitrogen)、 お よ び BioArray High Y
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ield RNA Transcript Labeling Kit (Enzo Diagnostics, Farmingdale、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 )
を 用 い 、 ビ オ チ ン 標 識 cRNAを 合 成 す る 。 得 ら れ た 産 物 を 用 い て マ イ ク ロ ア レ イ HG-U95Av2 
(Affymetrix, Santa Clara、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い
、 Microarray Suite 4.0ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ (Affymetrix)に よ り 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ
ル を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 述 の よ う に 、 EGFR活 性 を 薬 理 学 的 に 抑 制 す る と EGFR突 然 変 異 肺 ガ ン 細 胞 系 統 に お い て
MTA1発 現 が 減 少 す る こ と か ら 、 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 に お け る MTA1の 発 現 が 抑 制 さ れ て い
る 場 合 、 測 定 対 象 で あ る 肺 ガ ン 細 胞 ま た は 組 織 の EGFR-TKIに 対 す る 感 度 ま た は 感 受 性 が 高
い と 判 定 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 免 疫 染 色 の 結 果 、 例 え ば 、 30%を 越 え る 腫 瘍 細 胞 で MTA1
の 核 へ の 染 色 性 を 認 め る 症 例 を 陽 性 と 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 但 し 、 MTA1の 発 現 を 指 標 と す る 本 発 明 の 方 法 と 、 他 の 方 法 を 組 み 合 わ せ る こ と で 、 判 定
の 精 度 を 高 め る こ と が で き る 。 他 の 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 EGFR遺 伝 子 の 突 然 変 異 あ る い
は 増 幅 の 有 無 を 検 索 す る 、 あ る い は 、 こ れ ま で 報 告 さ れ て い る EGFR-TKIに 対 す る 感 度 ま た
は 感 受 性 と 相 関 す る 分 子 マ ー カ ー （ Eカ ド ヘ リ ン 、 ビ メ ン チ ン ） の 免 疫 染 色 も 同 時 に 行 い
、 判 定 す る と い っ た も の を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
[肺 ガ ン 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ]
　 本 発 明 は 、 肺 ガ ン 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 包 含 す る 。 本 発 明 の 肺 ガ ン 治 療 剤 の ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 肺 ガ ン 細 胞 を EGFR-TKIの 候 補 物 質 の 共 存 下 で 培 養 し 、 そ の 後 、 肺 ガ
ン 細 胞 中 の MTA1の 発 現 の 程 度 を 測 定 し 、 前 記 候 補 物 質 が 前 記 肺 ガ ン 細 胞 に 対 す る 抑 制 作 用
を 有 す る か を 判 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 述 の よ う に 、 EGFR活 性 を 薬 理 学 的 に 抑 制 す る と EGFR突 然 変 異 肺 ガ ン 細 胞 系 統 に お い て
MTA1発 現 が 減 少 す る こ と か ら 、 肺 ガ ン 細 胞 を EGFR-TKIの 候 補 物 質 の 共 存 下 で 培 養 し 、 そ の
後 、 肺 ガ ン 細 胞 中 の MTA1の 発 現 の 程 度 を 測 定 す る こ と で 、 前 記 候 補 物 質 が 前 記 肺 ガ ン 細 胞
に 対 し て 抑 制 作 用 を 有 す る か 否 か を 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 候 補 物 質 の 共 存 下 で 培 養 す る 肺 ガ ン 細 胞 は 、 例 え ば 、 EGFR遺 伝 子 異 常 が 知 ら れ て い る 、
HCC827、 PC9、 NCI-H1650、 NCI-H1975ま た は H3255で あ る こ と が で き る 。
HCC827は 肺 腺 が ん 細 胞 株 で あ り 、 ATCC(American Type Culture Collection)よ り 入 手 可 能
で あ る 。 PC9は 肺 腺 が ん 細 胞 株 で あ り 、 JCRB (Japan Cancer Research Resource Bank)よ
り 入 手 可 能 で あ る 。 NCI-H1650は 肺 腺 が ん 細 胞 株 で あ り 、 ATCC(American Type Culture Co
llection)よ り 入 手 可 能 で あ る 。 NCI-H1975は 、 肺 腺 が ん 細 胞 株 で あ り 、 ATCC(American Ty
pe Culture Collection)よ り 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 EGFR-TKIの 候 補 物 質 は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 低 分 子 阻 害 剤 で あ る 。 低 分 子 阻
害 剤 と し て 、 例 え ば 、 EKB-569、 ZD6474、 Cl-1033、 GW-572016と い っ た も の も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 肺 ガ ン 細 胞 の 候 補 物 質 の 共 存 下 で の 培 養 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に 実 施 す る こ と が で き
る 。 細 胞 は 、 10% 牛 胎 児 血 清 を 加 え た DMEM培 養 培 地 を 用 い て 、 ３ ７ ℃ 、 5% CO 2 の 条 件 で 培
養 し て お き 、 候 補 分 子 を 加 え る ２ ４ 時 間 前 に あ ら か じ め 血 清 成 分 無 添 加 で 維 持 す る 。 候 補
分 子 の 共 存 下 並 び に 非 共 存 下 で 10ng/mlの 上 皮 成 長 因 子 (Sigma、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ
州 )を 加 え 、 4時 間 刺 激 し た 後 、 MTA1分 子 の 発 現 を 検 索 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 培 養 後 、 肺 ガ ン 細 胞 中 の MTA1の 発 現 を 測 定 す る 。 MTA1の 発 現 測 定 は 、 前 述 の 感 度 予 測 方
法 と 同 様 に 、 免 疫 染 色 法 若 し く は RT-PCR法 に よ り 行 う か 、 ま た は 発 現 解 析 用 チ ッ プ を 用 い
て 行 う こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】

　 115人 の 日 本 人 NSCLC患 者 か ら 得 ら れ た 手 術 標 本 を 調 査 し た 。 こ れ ら の 患 者 は 、 1997年 6
月 か ら 2002年 5月 の 間 に 、 東 京 の 国 立 が ん セ ン タ ー 病 院 に て 診 断 さ れ 、 手 術 を 受 け た 人 々
で あ る 。 こ れ ら の 腫 瘍 は 、 86例 の 腺 ガ ン 、 26例 の 扁 平 上 皮 ガ ン 、 お よ び 3例 の 大 細 胞 ガ ン
を 含 ん で い る 。 手 術 の 直 後 に 、 新 鮮 な 腫 瘍 組 織 、 お よ び 対 応 す る 正 常 な 肺 組 織 の 断 片 を 採
取 し た 。 一 つ の 断 片 は 100%エ タ ノ ー ル で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 残 余 は 、 RNA抽
出 を 行 う ま で 液 体 窒 素 に て 急 速 凍 結 し た 。 Gefitinib治 療 に お け る 再 発 肺 ガ ン の 症 例 は 、
既 に 報 告 済 み で あ る (Takano T et al., J Clin Oncol. 2005 ;23:6829-37.)。 こ の 実 験 プ
ロ ト コ ー ル は 、 国 立 が ん セ ン タ ー の 施 設 内 審 査 委 員 会 に よ る 承 認 を 得 て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

　 メ タ ノ ー ル 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 腫 瘍 の 5μ m厚 切 片 に つ い て 、 LM200シ ス テ ム (Arcuturus,
 Mount View、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )を 用 い て レ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ ー マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン
を 行 っ た 。 対 応 す る 正 常 な 肺 上 皮 細 胞 を 掻 き 落 と し 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 こ れ ら
の サ ン プ ル を プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kと イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 DNAを 標 準 法 に よ っ て 抽 出 し た 。 本 発
明 者 ら は 、 High Fidelity Taq Polimerase (Roche, マ ン ハ イ ム 、 ド イ ツ )、 お よ び 適 当 な
プ ラ イ マ ー （ PCR条 件 お よ び プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 必 要 に 応 じ 入 手 可 能 ） を 用 い て 、 ポ リ メ
ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ っ て 、 微 細 手 術 に よ っ て 切 除 さ れ た 腫 瘍 お よ び 対 応 す る 正 常 な D
NAサ ン プ ル の EGFR遺 伝 子 の エ キ ソ ン 18、 19、 20、 お よ び 21を 増 幅 し た 。 PCR産 物 は 全 て 精
製 し 、 配 列 分 析 を 行 っ た 。 欠 失 を 示 し た PCR産 物 は 、 TA-vector (Invitrogen)に サ ブ ク ロ
ー ン し て 配 列 決 定 し た 。 EFGR遺 伝 子 の コ ピ ー 数 は 、 以 前 に 記 載 し た 通 り に 、 ア レ イ に よ る
ゲ ノ ム 比 較 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 決 定 し た (Shibata T et al., Clin Cancer R
es. 2005;11:6177-85.)。
【 ０ ０ ３ ３ 】

　 肺 ガ ン の 手 術 標 本 は 、 10%フ ォ ル マ リ ン で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 腫 瘍 の 5μ m
厚 切 片 は 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 0.3%H 2 O 2 を 含 む メ タ ノ ー ル に 浸 し た 。 熱 誘 導 に よ る エ ピ ト
ー プ 回 収 後 、 切 片 を 、 マ ウ ス 抗 EGFRモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (ク ロ ー ン 31G7, Zymed、 南 サ ン フ
ラ ン シ ス コ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )、 マ ウ ス 抗 AKTモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (ク ロ ー ン 2H10, Cell 
Signaling Technologies, ビ バ リ ー 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 )、 マ ウ ス 抗 MTA1モ ノ ク ロ ナ ー
ル 抗 体 (ク ロ ー ン A-11, Santa Cruz, Santa Cruz、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )、 お よ び 、 マ ウ ス 抗
TTF1モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (ク ロ ー ン 8G7G3, DakoCytomation, Carpinteria、 カ リ フ ォ ル ニ
ア 州 )と 、 1:100希 釈 度 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 切 片 を 、 マ ウ ス IgG (Vector Laborato
ries, Burlingame、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )に 対 す る 、 ビ オ チ ニ ル 化 二 次 抗 体 と 、 1:200希 釈 度
で 、 次 い で Vectastain ABC試 薬  (Vector Laboratories)と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 切 片
を 、 0.01%H 2 O 2 を 含 む 0.05%ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ リ ド 液 に 浸 し 、 ヘ マ ト キ
シ リ ン で カ ウ ン タ ー 染 色 し た 。 最 大 の 代 表 的 切 片 に お い て 30%を 越 え る 染 色 腫 瘍 細 胞 を 含
む 腫 瘍 を 陽 性 と 判 断 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 ABC1（ ヒ ュ ー マ ン サ イ エ ン ス 振 興 財 団 ） 、 A549、 NCI-H1650、 お よ び NCI-H1975細 胞 （ 米
国 組 織 細 胞 保 存 施 設 、 Manassa、 バ ー ジ ニ ア 州 ） を 、 推 奨 さ れ る 指 示 通 り に 維 持 し た 。 こ
れ ら の 細 胞 系 統 は 、 血 清 成 分 無 添 加 で 維 持 し 、 10ng/mlの 上 皮 成 長 因 子 (Sigma、 セ ン ト ル
イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 )で 4時 間 刺 激 し 、 複 数 の プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤 (Roche)の カ ク テ ル を 含
む 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 150mM NaCl, 10 mM Tris (pH 8.0), 1% Triton-X, 0.5%ド デ シ ル 硫 酸
ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 1 mMの オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） に て 溶 解 し た 。 EGFR活 性 化 を 抑

10

20

30

40

50

(7) JP 2007-252312 A 2007.10.4

材 料 お よ び 方 法
手 術 標 本

レ ー ザ ー キ ャ プ チ ャ ー マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン 、 DNA抽 出 、 お よ び 突 然 変 異 分 析

免 疫 組 織 化 学 的 分 析

細 胞 培 養 と タ ン パ ク 分 析



制 す る た め 、 EGFRの 特 異 的 阻 害 剤 AG1478 (Sigma, 100 μ M)を 、 上 皮 成 長 因 子 に よ る 刺 激
の 30分 前 に 加 え た 。 溶 解 産 物 を 電 気 泳 動 し 、 EFGR、 リ ン 酸 化 EGFR(ク ロ ー ン 74、 BD Biophy
sics, Franklin Lakes、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 )、 MTA1、 セ リ ン 473-リ ン 酸 化 -AKT（ ク ロ ー
ン 4E2, Cell Signaling Technologies） 、 お よ び 、 β -ア ク チ ン （ ク ロ ー ン AC-15, Sigma
） に 対 す る 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に よ っ て イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 統 計 的 解 析 に は ス チ ュ ー デ ン ト の t-検 定 お よ び カ イ 二 乗 検 定 を 用 い た 。 NSCLCの 非 介 在
性 ク ラ ス タ ー 分 析 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 二 つ の 基 準 に 基 づ い て 916個 の 遺 伝 子 を 選 ん だ 。
先 ず 、 平 均 値 差 （ 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル と 相 関 す る ） が 、 115例 の 腫 瘍 の 5%以 上 で 1000を 超 え
て い た 。 第 二 に 、 サ ン プ ル の 少 な く と も 25%に お い て 、 平 均 値 差 が 、 中 央 値 か ら 少 な く と
も 2倍 変 動 し て い た (Sorlie T et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2001;98:10869-74.)
。 介 在 性 ク ラ ス タ ー 分 析 で は 、 本 発 明 者 ら  は 、 そ の 発 現 が 、 EGFR突 然 変 異 腺 ガ ン と 野 生
型 腺 ガ ン の 間 で 有 意 に 異 な っ て お り （ ス チ ュ ー デ ン ト の t-検 定 に よ り p<0.05） 、 そ の 平 均
値 差 が 、 61例 の 腫 瘍 の 25%以 上 で 1000以 上 異 な る 、 353個 の 遺 伝 子 を 選 ん だ 。 デ ー タ 分 析 は
、 Gene Spring (Silicon Genetics, Redwood City、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )お よ び Clusterソ
フ ト ウ ェ ア （ ス タ ン フ ォ ー ド 大 学 ） で 行 い 、 Tree and Viewソ フ ト ウ ェ ア （ ス タ ン フ ォ ー
ド 大 学 ） で 視 像 化 し た 。 対 数 順 位 分 析 を 用 い て 、 サ ブ グ ル ー プ 間 の 差 の 有 意 性 を 評 価 し た
。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 者 ら は 次 に 、 肺 腺 ガ ン に お い て 候 補 マ ー カ ー と EGFR突 然 変 異 状 態 の タ ン パ ク 発 現
を 比 較 し た （ 図 1） 。 本 発 明 者 ら は 、 EGFRシ グ ナ ル 伝 達 経 路 （ EGFRお よ び AKT1） 、 ま た は H
ER2シ グ ナ ル 伝 達 経 路 (MTA1)の ど ち ら か に 関 与 す る と 考 え ら れ る 分 子 、 あ る い は 、 以 前 に E
GFR突 然 変 位 と 相 関 す る と 報 告 さ れ た (TTF1)(Yatabe Y et al., Am J Surg Pathol. 2005;
29:633-9.)分 子 の 、 4種 類 の 分 子 を 選 ん だ 。 EGFRタ ン パ ク の 膜 に お け る 強 力 な 発 現 が 、 腫
瘍 の 46%(25/54)に 検 出 さ れ (図 1A)、 一 方 、 AKT1タ ン パ ク の 細 胞 質 内 お よ び 核 内 蓄 積 は 33%(
17/52、 図 1B)に 観 察 さ れ た 。 MTA1の 核 内 蓄 積 (腫 瘍 の 38%、 20/53、 図 1C)、 お よ び 、 TTF1の
核 内 蓄 積 (腫 瘍 の 74%、 40/54、 図 1D)が そ れ ぞ れ 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 表 1に 詳 細 に 掲 げ ら れ て い る よ う に 、 EGFR発 現 (P=0.65)も 、 TTFI発 現 (P=0.65)も 、 EGFR
突 然 変 異 状 態 と 相 関 し な か っ た 。 AKT1発 現 は 、 EGFR突 然 変 異 と の 相 関 の 傾 向 を 示 し は す る
も の の 、 そ れ は 有 意 で は 無 か っ た (P=0.058)。 一 方 、 MTA1の 核 内 蓄 積 は 、 EGFR突 然 変 異 状
態 と 有 意 に 相 関 し た (P=0.003)。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 最 近 、 EGFR遺 伝 子 増 幅 が 、 EGFR-TKIで あ る ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)に 対 す る 臨 床 的 反
応 性 と 相 関 す る こ と が 報 告 さ れ て い る (Shigematsu H et al., J Natl Cancer Inst. 2005
;97:339-46.)。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら  は 、 MTA1発 現 が EGFR遺 伝 子 増 幅 に 相 関 す る か ど う か
を 調 べ た 。 MTA1発 現 は 、 EGFR遺 伝 子 増 幅 と 相 関 す る 。 ゲ ノ ム ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 比 較
分 析 (21)に 供 し た 55例 の 腫 瘍 の 内 、 6例 (10%)の 腫 瘍 に お い て 、 EGFR遺 伝 子 増 幅 （ 4コ ピ ー
を 超 え る ） が 検 出 さ れ た 。 MTA1発 現 は 、 EGFR遺 伝 子 増 幅 と 有 意 に 相 関 し た が (P=0.0006)、
一 方 、 核 内 の AKT1発 現 は そ う で は 無 か っ た (P=0.33)（ 表 2） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】

　 MTA1発 現 は 、 EGFR遺 伝 子 突 然 変 異 の 存 在 お よ び 増 幅 と 相 関 す る た め 、 こ れ は 、 EGFR-TKI
治 療 に 対 す る 腫 瘍 の 感 度 を 予 測 す る 予 測 因 子 と な る 可 能 性 が あ る 。 こ の 可 能 性 を 調 べ る た
め に 、 本 発 明 者 ら  は 、 国 立 が ん セ ン タ ー 病 院 で ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)に よ る 肺 腺 ガ ン
治 療 を 受 け て 再 発 さ せ た 58人 の 患 者 を 分 析 し た (Takano T et al., J Clin Oncol. 2005 ;
23:6829-37.)。 こ の コ ホ ー ト で は 腫 瘍 の 60%(35/58)に EGFR突 然 変 異 が 検 出 さ れ た 。 MTA1発
現 は 66%(38/58)に 観 察 さ れ 、 EGFR突 然 変 異 と 有 意 に 相 関 し た (P=0.004)。 こ れ は 、 本 発 明
者 ら  の 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 を 裏 付 け る も の で あ る 。 次 に 、 本 発 明 者 ら  は 、 MTA1発 現 と 、
こ れ ら の 患 者 の 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)治 療 後 に お け る 、 無 増 悪 期 間 （ TTP） お よ び 全
生 存 (OS)を 比 較 し た 。 こ の EGFR-TKI治 療 後 に お い て 、 MTA1発 現 は 、 比 較 的 長 い TTPと 有 意
に 相 関 し （ MTA1陽 性 腫 瘍 に お け る 平 均 TTPは 9.3ヶ 月 で あ る の に 対 し て 、 MTA1陰 性 腫 瘍 に お
け る 平 均 TTPは 5.3ヶ 月 で あ っ た 、 P=0.01） 、 OSと も 有 意 に 相 関 し た （ MTA1陽 性 腫 瘍 に お け
る 平 均 OSは 14.4ヶ 月 で あ る の に 対 し て 、 MTA1陰 性 腫 瘍 に お け る 平 均 OSは 10.7ヶ 月 で あ っ た
、 P=0.001） 。 Kaplan-Meier分 析 に よ っ て 、 MTA1陽 性 腫 瘍 を 持 つ 患 者 と 、 MTA1陰 性 腫 瘍 を
持 つ 患 者 の TTP（ 図 2） お よ び OS（ デ ー タ 示 さ ず ） の 間 に は 有 意 な 差 が あ る (P<0.05)こ と が
明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 MTA1は 、 ヒ ト 乳 ガ ン に お い て 、 HER2の 過 剰 発 現 、 ま た は そ の リ ガ ン ド 、 ヘ レ グ リ ン に よ
る 刺 激 に よ っ て 誘 発 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る (Kumar R et al., Nature. 2002 , 418:
654-7; Mazumdar A et al., Nat Cell Biol. 2001;3:30-7.)。 し か し な が ら 、 本 発 明 者 ら
 の 免 疫 組 織 化 学 的 結 果 か ら 示 唆 さ れ る よ う に 、 MTA1は ま た 、 EGFR活 性 化 に よ っ て も 調 整
さ れ て い る の か ど う か に つ い て は 不 明 の ま ま で あ る 。 こ の 点 を 明 ら か に す る た め に 、 本 発
明 者 ら  は 、 EGFR突 然 変 異 (NCI-HI650 (エ キ ソ ン 19の delE746-A750)、 NCI-H1975(エ キ ソ ン
21の L858R))を 含 む 2種 類 の 肺 ガ ン 細 胞 系 統 、 お よ び 、 EGFR突 然 変 異 を 含 ま な い 、 2種 類 の
肺 ガ ン 細 胞 系 統 (A549お よ び ABC1)を 分 析 し た (Sordella R et al., Science. 2004;305:11
63-7.お よ び 、 本 発 明 者 ら の 未 発 表 の 結 果 )。 EGF刺 激 は 、 全 て の 細 胞 系 統 に お い て リ ン 酸
化 EGFR、 お よ び リ ン 酸 化 AKT1レ ベ ル を 増 加 さ せ た (図 3A)。 そ れ と は 対 照 的 に 、 MTA1発 現 は
、 EGF刺 激 前 の EGFR突 然 変 異 型 （ NCI-HI650お よ び NCI-HI975） お よ び EGFR過 剰 発 現 （ ABC1
） 細 胞 （ レ ー ン 1、 3、 お よ び 7） に お い て 高 レ ベ ル で あ っ た 。 EGF処 理 に よ る MTA1の 発 現 は
、 EGFR野 生 型 に 比 べ る と 、 特 に EGFR突 然 変 異 型 ガ ン 細 胞 （ NCI-H1650） に お い て 増 加 し て
い た （ 図 3A、 レ ー ン 3お よ び 4） 。 EGFR特 異 的 阻 害 剤 (AG1498)に よ る 処 理 は 、 EGFR突 然 変 異
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2.　 ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)治 療 の 効 力 と MTA1発 現 の 比 較

3.　 肺 ガ ン 細 胞 に お け る EGFRシ グ ナ ル 伝 達 に お け る 下 流 標 的 と し て の MTA1



型 肺 ガ ン の 両 細 胞 系 統 (NCI-H1650お よ び NCI-H1975、 図 3B)に お い て 、 EGF誘 発 MTA1発 現 を
抑 制 し た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ れ ま で EGFR阻 害 剤 の 有 効 性 を 予 測 し う る 分 子 マ ー カ ー と し て は 、 EGFR遺 伝 子 異 常 あ る
い は EGFR遺 伝 子 増 幅 と い っ た も の が 知 ら れ て い る が 、 い ず れ も 実 際 に 検 査 を 行 う に は 特 殊
な 分 子 生 物 学 的 手 法 が 必 要 で あ り 、 通 常 の 臨 床 検 査 室 で 品 質 管 理 を し な が ら 検 索 を 行 う こ
と は 困 難 で あ る 。 ま た 臨 床 の 現 場 で は 、 患 者 か ら の 臨 床 検 体 と し て 針 生 検 標 本 し か 得 ら れ
な い こ と が し ば し ば 起 こ り 、 そ う い っ た 微 小 検 体 か ら 腫 瘍 細 胞 を 選 別 し て 検 索 を 行 う こ と
が で き る の は 非 常 に 限 定 さ れ た 施 設 に な る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 は 、 一 般 の 臨 床 検 査 室 で
通 常 業 務 と し て 行 っ て い る 、 例 え ば 、 免 疫 染 色 法 を 用 い て １ つ の 分 子 マ ー カ ー の 発 現 を 調
べ る こ と で EGFR阻 害 剤 の 有 効 性 を 予 測 す る こ と が で き る 方 法 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 こ
れ ま で の 検 査 方 法 に 比 し て 簡 便 で あ り 、 汎 用 性 も 高 く 、 ま た 微 小 検 体 で も 解 析 可 能 で あ る
と い っ た 点 が 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 図 １ 】 肺 腺 ガ ン に お け る EGFR突 然 変 異 状 態 に 関 す る 候 補 遺 伝 子 マ ー カ ー 分 子 の 免 疫 組 織
化 学 的 分 析 。 EGFRの 、 膜 に お け る 著 明 な 蓄 積 （ A、 x100） 、 AKT1の 細 胞 質 お よ び 核 内 蓄 積
（ B、 x200） 、 お よ び MTA1(C、 x200)お よ び TTF1(D、 x100)の 核 内 蓄 積 が 、 代 表 的 腫 瘍 に 観
察 さ れ た 。 バ ー は 100μ mを 示 す 。
【 図 ２ 】 MTA1発 現 は 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitinib)治 療 を 受 け た 肺 ガ ン 患 者 に お い て 、 無 増
悪 期 間 (TTP)の 長 さ と 相 関 す る 。 MTA1発 現 状 態 で 層 化 し た 場 合 の 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ (Gefitini
b)治 療 肺 ガ ン の TTPの Kaplan-Meierプ ロ ッ ト 。
【 図 ３ 】 MTA1は 、 EGFRシ グ ナ ル 伝 達 の 下 流 標 的 で あ る 。 (A)肺 ガ ン 細 胞 系 統 に お い て 、 EGF
刺 激 （ レ ー ン 2、 4、 6、 お よ び 8） は 、 未 刺 激 の コ ン ト ロ ー ル と 比 べ て 、 EGFRお よ び AKT1両
方 の リ ン 酸 化 を 促 進 し た ば か り で な く 、 MTA1発 現 も 増 大 さ せ た （ レ ー ン 1、 3、 5、 お よ び 7
） （ レ ー ン 1お よ び 2： NCI-H1975、 レ ー ン 3お よ び 4： NCI-H1650、 レ ー ン 5お よ び 6： A549、
レ ー ン 7お よ び 8： ABC1） 。 ベ ー タ -ア ク チ ン 発 現 は 、 各 レ ー ン の 泳 動 量 が 一 定 で あ る こ と
を 示 す コ ン ト ロ ー ル で あ る 。 EGFR遺 伝 型 は 図 に 示 し た 。 (B)MTA1発 現 は 、 EGFR阻 害 剤 (AG19
48、 10 μ M)処 理 NCI-H1975（ レ ー ン 1お よ び 2） お よ び NCI-H1650（ レ ー ン 3お よ び 4） 細 胞
に お い て 減 少 し た 。 両 細 胞 系 統 は 、 AG1498処 理 付 き で （ レ ー ン 2お よ び 4） 、 処 理 無 し で （
レ ー ン 1お よ び 3） 、 EGFに よ っ て 刺 激 し 、 溶 解 し 、 MTA1お よ び 抗 リ ン 酸 EGFR抗 体 に よ っ て
イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。
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