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(57)【要約】
治療薬の使用から利益を受ける可能性がある被験体を特
定するための、組成物および方法が開示される。本発明
は、治療用モノクローナル抗体が、患者の／患者からの
生物学的物質と相互作用するかどうかを決定するために
、単一のエピトープに対する治療用モノクローナル抗体
の特異性を利用する。標的化複合体は、１．抗体Ａであ
って、（ａ）関心のあるエピトープに特異的な可変領域
、および（ｂ）ヒト定常領域を含む、潜在的な治療用モ
ノクローナル抗体、またはそのフラグメントである、抗
体Ａ；ならびに、２．抗体Ａのヒト定常領域を認識する
、抗体Ｂを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下：
　（ｉ）抗体Ａであって、以下：
　　（ａ）関心のあるエピトープに特異的な可変領域、および
　　（ｂ）ヒト定常領域
を含む、潜在的な治療用モノクローナル抗体、またはそのフラグメントである、抗体Ａ；
ならびに
　（ｉｉ）抗体Ａの前記ヒト定常領域を認識する、抗体Ｂ
　を含む、標的化複合体。
【請求項２】
　前記モノクローナル抗体が、ＩｇＧである、請求項１に記載の標的化複合体。
【請求項３】
　前記モノクローナル抗体フラグメントが、Ｆａｂフラグメントである、請求項１に記載
の標的化複合体。
【請求項４】
　前記可変領域が、マウス可変領域である、請求項１に記載の標的化複合体。
【請求項５】
　前記モノクローナル抗体が、完全ヒト抗体である、請求項１に記載の標的化複合体。
【請求項６】
　前記モノクローナル抗体が、キメラ抗体である、請求項１に記載の標的化複合体。
【請求項７】
　前記モノクローナル抗体が、ヒト化抗体である、請求項１に記載の標的化複合体。
【請求項８】
　抗体Ｂが、モノクローナルまたはポリクローナル抗体である、請求項１に記載の標的化
複合体。
【請求項９】
　抗体Ｂが、抗体Ａの前記ヒト定常領域に対して、動物で惹起される、請求項１に記載の
標的化複合体。
【請求項１０】
　前記動物が、マウスまたはウサギである、請求項９に記載の標的化複合体。
【請求項１１】
　抗体Ｂが、検出部分と結合体化されている、請求項１に記載の標的化複合体。
【請求項１２】
　前記検出部分が、フルオロフォア、蛍光タンパク質、粒子、または酵素のうちの少なく
とも１つを含む、請求項１１に記載の標的化複合体。
【請求項１３】
　前記酵素が、ルシフェラーゼ、ホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、またはグリコシダ
ーゼのうちの少なくとも１つを含む、請求項１２に記載の標的化複合体。
【請求項１４】
　標的化複合体を作製するための方法であって、
　（ｉ）抗体Ａであって、以下：
　　（ａ）関心のあるエピトープに特異的な可変領域、および
　　（ｂ）ヒト定常領域
を含む、潜在的な治療用モノクローナル抗体、またはそのフラグメントである抗体Ａを、
抗体Ａの前記ヒト定常領域を認識する抗体Ｂと反応させるステップ；ならびに
　（ｉｉ）前記標的化複合体を精製するステップ
　を含む、方法。
【請求項１５】
　前記モノクローナル抗体が、ＩｇＧである、請求項１４に記載の方法。



(3) JP 2021-519284 A 2021.8.10

10

20

30

40

50

【請求項１６】
　前記モノクローナル抗体フラグメントが、Ｆａｂフラグメントである、請求項１４に記
載の方法。
【請求項１７】
　前記可変領域が、マウス可変領域である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１８】
　前記モノクローナル抗体が、完全ヒト抗体である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１９】
　前記モノクローナル抗体が、キメラ抗体である、請求項１４に記載の方法。
【請求項２０】
　前記モノクローナル抗体が、ヒト化抗体である、請求項１４に記載の方法。
【請求項２１】
　抗体Ｂが、モノクローナルまたはポリクローナル抗体である、請求項１４に記載の方法
。
【請求項２２】
　抗体Ｂが、抗体Ａの前記ヒト定常領域に対して、動物で惹起される、請求項１４に記載
の方法。
【請求項２３】
　前記動物が、マウスまたはウサギである、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　抗体Ｂが、検出部分と結合体化されている、請求項１４に記載の方法。
【請求項２５】
　前記検出部分が、フルオロフォア、蛍光タンパク質、粒子、または酵素のうちの少なく
とも１つを含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記酵素が、ルシフェラーゼ、ホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、またはグリコシダ
ーゼのうちの少なくとも１つを含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記標的化複合体が、全ての結合していない抗体Ａおよび結合していない抗体Ｂを除去
するために、濾過、遠心分離、および洗浄のうちの少なくとも１つを用いて精製される、
請求項１４に記載の方法。
【請求項２８】
　治療薬による処置から利益を受ける可能性がある被験体を特定するための方法であって
、
　（ｉ）サンプルを得るステップ；
　（ｉｉ）前記サンプルを、請求項１に記載した標的化複合体とインキュベートして、抗
原－抗体複合体を形成させるステップ；
　（ｉｉｉ）前記抗原－抗体複合体を検出するステップ；および
　（ｉｖ）前記被験体が、前記治療薬に反応性でありうるかどうかを予測するステップ
を含む、方法。
【請求項２９】
　前記治療薬が、モノクローナル抗体である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記標的化複合体が、
　（ｉ）抗体Ａであって、以下：
　　（ａ）関心のあるエピトープに特異的な可変領域、および
　　（ｂ）ヒト定常領域
を含む、潜在的な治療用モノクローナル抗体、またはそのフラグメントである、抗体Ａ；
ならびに
　（ｉｉ）抗体Ａの前記ヒト定常領域を認識する、抗体Ｂ
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を含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　前記被験体が、がんと診断されている患者である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３２】
　前記被験体が、自己免疫疾患と診断されている患者である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３３】
　前記サンプルが、組織サンプルである、請求項２８に記載の方法。
【請求項３４】
　前記組織サンプルが、腫瘍に由来する、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記検出ステップが、免疫組織化学によって行われる、請求項２８に記載の方法。
【請求項３６】
　前記検出ステップが、前記サンプルを、検出部分を含む二次抗体とインキュベートする
ことを含む、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記検出部分が、フルオロフォア、蛍光タンパク質、粒子、または酵素のうちの少なく
とも１つを含む、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記酵素が、ルシフェラーゼ、ホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、またはグリコシダ
ーゼのうちの少なくとも１つを含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記予測ステップが、前記サンプルにスコアを付けることを含む、請求項２８に記載の
方法。
【請求項４０】
　前記サンプルが、複数の異なる標的化複合体とインキュベートされる、請求項２８に記
載の方法。
【請求項４１】
　前記複数の標的化複合体が、
　ｉ）ＡｂＡ１、ＡｂＡ２、ＡｂＡ３などであって、ここで、各抗体Ａは、以下：
　　（ａ）関心のあるエピトープに特異的な可変領域、および
　　（ｂ）ヒト定常領域
を含む異なる潜在的な治療用モノクローナル抗体、またはそれらのフラグメントである、
ＡｂＡ１、ＡｂＡ２、ＡｂＡ３など；ならびに
　（ｉｉ）ＡｂＢ１、ＡｂＢ２、ＡｂＢ２などであって、ここで、各異なる抗体Ｂは、対
応する抗体Ａの前記ヒト定常領域を認識する、ＡｂＢ１、ＡｂＢ２、ＡｂＢ２など
を含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　請求項１～１３のいずれかに記載の標的化複合体を含む、治療薬から利益を受けうる被
験体を特定するための、キット。
【請求項４３】
　請求項１～１３のいずれかに記載の標的化複合体を含む、治療薬から利益を受けうる被
験体を特定するための、システム。

 
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、２０１８年３月２７日出願の米国仮出願第６２／６４８，７１８号および２
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０１８年４月１３日出願の米国仮出願第６２／６５７，２８８号の利益を主張し、それら
は、それぞれ参照によりその全体が本明細書に援用される。
【０００２】
　本発明は、治療用モノクローナル抗体による処置から利益を受けうる被験体を特定する
ための組成物および方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　医薬開発中およびその後の患者管理において、モノクローナル抗体（ｍＡｂ）が標的タ
ンパク質と相互作用するように設計され、その標的タンパク質の存在およびまたは発現レ
ベルについて臨床サンプルを試験することは有用である。ｍＡｂは特定の検体（通常、タ
ンパク質またはタンパク質の部分）に対して惹起されるが、各ｍＡｂは標的検体の異なる
エピトープと反応するであろう。異なるｍＡｂが同じエピトープと反応することもありう
るが、ｍＡｂ生成の本質から、ｍＡｂは、異なる配列を有するであろうし、関心のある検
体に対するアフィニティーも異なるであろう。
【０００４】
　各ｍＡｂは、それぞれ固有の物質を表すので、特定の治療用ｍＡｂが患者の／患者から
の生物学的物質と相互作用するであろうかどうかを検討する最も有効なやり方は、同じ治
療用ｍＡｂの検体結合領域を好ましいアッセイ試薬として含むアッセイを作ることであろ
う。もし別の種類のアッセイ試薬、例えば別の抗体試薬、を用いると、この後者のアッセ
イ試薬は、異なる検体エピトープに対するものであろう蓋然性が高く、したがって、患者
の（ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの）物質と治療用ｍＡｂとの間の、予期され
る相互作用を特定するのに特異的ではない蓋然性が高い。
【０００５】
　現在の実施上、ｍＡｂ医薬を開発する企業は、そのｍＡｂ医薬が標的とするものと同じ
タンパク質に対して作製された抗体に基づく、免疫組織化学（ＩＨＣ）試験を同時研究お
よび／または同時開発することが多い。これは、多くの場合、試薬（例えば、モノクロー
ナルまたはポリクローナル抗体）ベンダーのカタログを検索することによって行われる。
もし、（１または複数の）試薬がカタログで見つかれば、その企業は、製品の特性を評価
するために、その試薬をＩＨＣで試験するであろう。上記の技術的な問題（異なるエピト
ープ）に加えて、臨床試験の開発で使用するには、多くの要因、例えば、原料となる物質
が不安定である（例えば、不安定なハイブリドーマなど）、低品質な製造、知的財産権上
の問題、および／または商品化する権利などのために、このような市販品による供給では
適切ではないことがある。これらの理由から、現在のスクリーニング技術および特定技術
は、偽陽性と偽陰性のどちらも生じさる傾向がある。もし適切な試薬が見つからなければ
、企業は、当該技術分野の標準的方法によって、新たなＡｂ試薬を作製することを選ぶか
もしれない。これには、同じ技術的な欠点の多くが存在し、さらに、開発には６～１２か
月かかる可能性があり、それによって医薬開発プロジェクトの遅延を招きうる。したがっ
て、治療薬から利益を受けることが最も期待できそうなのはどの患者であるかを特定する
方法が求められている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明の実施形態は、治療薬から利益を受けうる被験体を特定するための組成物および
方法を含む。本発明は、様々なやり方で具体化されうる。
【０００７】
　いくつかの態様において、本発明は、治療薬から利益を受けうる被験体を特定するため
の標的化複合体の組成物を含む。いくつかの実施形態において、標的化複合体は、抗体Ａ
と抗体Ｂを含む。抗体Ａは、さらに、潜在的な治療用モノクローナル抗体またはそのフラ
グメントを含む。ある特定の例において、前記モノクローナル抗体は、関心のあるエピト
ープに特異的な可変領域、およびヒト定常領域を含んでいてもよい。抗体Ｂは、さらに、
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抗体Ａのヒト定常領域を認識する抗体を含む。抗体Ａと抗体Ｂは、互いに結合して、標的
化複合体を形成してもよい。
【０００８】
　別の態様において、本発明は、標的化複合体を作製する方法を含む。抗体Ａは、抗体Ｂ
と反応して、標的化複合体を生成しうる。抗体Ａが抗体Ｂと結合体を形成したら、標的化
複合体を精製し、結合していないあらゆる試薬を除去する。
【０００９】
　別の態様において、本発明は、治療薬による処置から利益を受けうる被験体を特定する
ための方法を含む。治療薬は、モノクローナル抗体またはその部分を含んでいてもよい。
治療薬による処置から利益を受けうる被験体を特定するためのステップは、以下：（ｉ）
サンプルを得ること、（ｉｉ）前記サンプルを標的化複合体とインキュベートすること、
（ｉｉｉ）抗原－抗体複合体を検出すること、および（ｉｖ）被験体が治療薬に反応性で
ありうるかどうかを予測すること、を含む。標的化複合体は、抗体Ａおよび抗体Ｂを含み
うる。抗体Ａは、さらに、潜在的な治療用モノクローナル抗体またはそのフラグメントを
含む。ある特定の例において、前記モノクローナル抗体は、関心のあるエピトープに特異
的な可変領域、およびヒト定常領域を含んでいてもよい。抗体Ｂは、さらに、抗体Ａのヒ
ト定常領域を認識する抗体を含む。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】図１は、治療用モノクローナル抗体（ＡｂＡ）の標的エピトープ（エピトープＡ
）によって、腫瘍タンパク質の発現を検出するための好ましい態様を示す。
【００１１】
【図２】図２は、治療用モノクローナル抗体（ＡｂＡ）と、腫瘍タンパク質の特定のエピ
トープ（エピトープＡ）との間の相互作用を示す。
【００１２】
【図３】図３は、治療用モノクローナル抗体の標的ではないエピトープ（エピトープＣ）
による、腫瘍タンパク質発現の検出を示す。
【００１３】
【図４】図４は、治療用モノクローナル抗体から利益を受けうる被験体を特定するための
、抗原結合アッセイの好ましい態様を示す。
【００１４】
【図５】図５は、複数の異なる治療用モノクローナル抗体から利益を受けうる被験体を特
定するための、抗原結合アッセイの好ましい態様を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　定義
　本明細書に別段の定めがない限り、本発明に関連して使用されている科学用語および技
術用語は、当業者が一般に理解している意味を有するであろう。さらに、文脈から特にそ
の必要がない限り、単数形の用語は複数形の意味を含むであろうし、複数形の用語は単数
形の意味を含むであろう。一般に、本明細書に記載されている細胞および組織培養、分子
生物学、免疫学、微生物学、遺伝学およびタンパク質および核酸化学およびハイブリダイ
ゼーションに関連して用いられている名称、およびそれらの技術は、当該技術分野で周知
であり、通常用いられている通りである。公知の方法および技術は、一般に、当該技術分
野で周知の、常法に従って実施され、また、別段の指示がない限り、本明細書全体を通し
て論じられている、種々の一般的またはより具体的な参照文献に記載されているように実
施される。酵素的反応および精製技術は、製造者による指示に従って、当該技術分野で一
般的に行われるように、または本明細書に記載されているように実施される。本明細書に
記載されている実験手順および技術に関連して使用されている名称は、当該技術分野で周
知であり、通常用いられている通りである。
【００１６】
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　以下の用語は、別段の指示がない限り、以下の意味を有するものと理解すべきである。
【００１７】
　本明細書で用いられる場合、用語「ａ」、「ａｎ」、および「ｔｈｅ」は、具体的に別
段の指示がない限り、１またはそれを超えることを指し得る。
【００１８】
　使用されている用語「または」は、本開示は、択一のみ、および、「および／または」
を指す定義をサポートするが、択一のみを指すことが明示的に示されているか、選択肢が
相互に排他的でない限り、「および／または」を意味するために用いられる。本明細書で
用いられる場合、「別の」は、少なくとも２番目の、またはそれを超えるものを意味しう
る。
【００１９】
　本出願全体を通して、用語「約」は、値が、デバイスによる誤差に固有の変動、値を決
定するために使用された方法による誤差に固有の変動、またはサンプル間に存在する変動
を含むことを示すために用いられる。
【００２０】
　用語「生体サンプル」は、例えば、これらに限定されないが、血液、血漿、血清、糞便
、尿、骨髄、胆汁、脊髄液、リンパ液、皮膚のサンプル、身体（例えば、皮膚、呼吸器、
腸管および泌尿生殖路）からの外分泌物、涙、唾液、乳、血液細胞、器官、バイオプシー
を含む、被験体から単離された組織または体液のサンプルを指し、さらにｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ細胞培養成分のサンプル、例えば培養培地中で細胞および組織を増殖させて得られる馴
化培地、例えば組換え細胞および細胞成分も指す。
【００２１】
　用語「インジケーター」または「インジケーター部分」または「検出可能部分」または
「検出可能な生体分子」または「レポーター」または「標識」は、定性的アッセイまたは
定量的アッセイにおいて測定可能なシグナルを生じさせる分子を指す。例えば、インジケ
ーター部分は、基質を測定可能な産物に変換するために用いられうる酵素を含み得る。イ
ンジケーター部分は、生物発光放射（例えば、ルシフェラーゼ、ＨＲＰ、またはＡＰ）を
生じさせる反応を触媒する酵素でありうる。または、インジケーター部分は、定量可能な
放射性同位体でありうる。または、インジケーター部分は、フルオロフォアでありうる。
または、他の検出可能な分子を使用してもよい。
【００２２】
　用語「抗原」は、細胞表面の分子もしくは分子のセット、またはそのような分子もしく
は分子のセットを含む複合体を指し、その抗原と、本目的のために有用なモノクローナル
抗体の抗原結合部位が結合する。
【００２３】
　用語「ポリペプチド」、「ペプチド」、または「タンパク質」は、隣接するアミノ酸残
基のα－アミノ基とカルボキシ基との間のペプチド結合によって互いに結びついた、アミ
ノ酸残基の直鎖状の連続を指す。
【００２４】
　用語「抗体」は、免疫グロブリン遺伝子または免疫グロブリン遺伝子のフラグメントに
よって実質的にコードされる、１またはそれを超えるポリペプチドからなるタンパク質を
指す。認識されている免疫グロブリン遺伝子には、κ、λ、α、γ、δ、ε、およびμ定
常領域遺伝子、ならびに、無数の免疫グロブリン可変領域遺伝子が含まれる。軽鎖は、κ
またはλのいずれかとしてクラス分けされる。重鎖は、γ、μ、α、δ、またはεとして
クラス分けされ、それらがひいては、それぞれ、免疫グロブリンクラスであるＩｇＧ、Ｉ
ｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、およびＩｇＥを規定する。
【００２５】
　用語「治療薬」または「潜在的治療薬」は、疾病状態において治療効果を生じさせる能
力がある物質を指す。
【００２６】
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　本発明は、単一のエピトープに対する治療用モノクローナル抗体の特異性を、その同じ
治療用モノクローナル抗体から利益を受けうる被験体を特定するために利用する。抗体は
、タンパク質レベルでの特定に利用できる。しかしながら、各タンパク質は多くの種類の
エピトープを有するであろう。特定のモノクローナル抗体は、単一の種類のエピトープの
みに特異的でありうる。企業は、タンパク質に対する数多くの抗体を販売しているが、そ
れらの抗体の特異性は大きく異なる。タンパク質の異なる部分（エピトープ）を標的にす
る抗体は、反対の効果を有しうる。特定の治療薬の標的タンパク質を過剰に発現している
個体を特定することは、その治療薬による処置の適切な候補の特定に役立ちうる。しかし
ながら、ある特定の例において、前記標的タンパク質を過剰に発現している個体は、もし
特定の治療薬の標的となっているタンパク質の特異的なエピトープをその個体が発現して
いない場合、その特定の治療薬による処置の適切な候補ではないことがありうる。
【００２７】
　本発明の組成物、方法、およびシステムの実施形態は、それぞれ、特定の治療薬が患者
の／患者からの生物学的物質と相互作用するであろうかどうかを決定するために使用でき
る。本発明による方法は、より高い特異性および一致で、より短時間に実施できる。
【００２８】
　Ｉ．標的化複合体
　本明細書に記載されているように、本発明の組成物、方法、およびシステムは、治療薬
から利益を受けうる被験体の特定に使用するための標的化複合体を含んでいてもよい。い
くつかの実施形態において、標的化複合体は、２つの抗体、すなわち抗体Ａと抗体Ｂを含
む。抗体Ａは、さらに、潜在的な治療用モノクローナル抗体またはそのフラグメントを含
む。ある特定の例において、前記モノクローナル抗体は、関心のあるエピトープに特異的
な可変領域、およびヒト定常領域を含んでいてもよい。抗体Ｂは、さらに、抗体Ａのヒト
定常領域を認識する抗体を含む。
【００２９】
　多くの異なる抗体アイソタイプが存在し、その最も一般的なものは免疫グロブリンＧ（
ＩｇＧ）である。ＩｇＧ抗体は、２つのポリペプチド鎖、すなわち重鎖と軽鎖から構成さ
れている。各重鎖は、２つの領域、すなわち定常領域と可変領域を有する。同一のアイソ
タイプの全ての抗体は、同一の定常領域から構成されている。抗原結合フラグメント（Ｆ
ａｂ）は、前記重鎖と前記軽鎖それぞれの、１つの定常ドメインと１つの可変ドメインか
ら構成されており、ＩｇＧ分子の結晶化可能フラグメント（Ｆｃ）部分から切り離されう
る。ＩｇＧ分子のＦｃ部分は、リンパ球表面の受容体、および二次抗体のための結合部位
として機能する。Ｆａｂフラグメントは、可変ドメインを含み、可変ドメインは抗体超可
変ドメインからなる。超可変ドメインは、抗体の特異性、および結合能を決定する。Ｆｃ
領域は、全てが定常ドメインからなる。
【００３０】
　ポリクローナルとモノクローナル抗体のいずれも、動物を用いて産生させることができ
る。哺乳動物を特定の免疫原（抗原）で免疫化した場合、ポリクローナル抗体が産生され
る。抗体産生分子（抗原）は、免疫応答（抗体の産生）を惹起するタンパク質分子である
。ポリクローナル抗体は、多数の異なるＩｇＧを含み、各ＩｇＧは、同一の免疫原性タン
パク質上の異なるエピトープを認識することができる。これらのＩｇＧタンパク質は、免
疫化された動物の血液から単離することができる。ポリクローナル抗体は、これらに限定
されないが、マウス、ウサギ、ラット、モルモット、ロバ、ヤギ、またはヒツジを含む、
種々の動物で惹起されうる。いくつかの実施形態においてマウスまたはウサギで惹起され
た抗体を使用することが好ましい。
【００３１】
　ポリクローナル抗体の産生と同様に、ｍＡｂは、特定の抗原で免役化した動物によって
産生される。モノクローナル抗体を単離するために、脾臓を取り出し、脾臓から、抗体を
産生するリンパ球を単離する。各リンパ球（各リンパ球は、固有の抗体を産生する）を、
腫瘍細胞と融合させることによって不死化し、各々特異的な抗体を産生することができる
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クローン系統（ハイブリドーマ）を作製することができる。各ハイブリドーマは、単一の
免疫原性エピトープのみに特異的なモノクローナル抗体を産生することができる。ｍＡｂ
は、関心のある特異的な抗原（例えば、腫瘍表面に見いだされる抗原）に対して惹起され
る。固有のエピトープを有するタンパク質を提示する腫瘍細胞は、そのエピトープに特異
的なモノクローナル抗体によって標的化されうる。免疫系は、免疫原上の特定のエピトー
プに対する抗体を生成するが、免疫原（Ａｇ）全体に対する抗体を生成しない。同一のタ
ンパク質を認識するが、認識するエピトープが異なる、別個の抗体が生成されうる。ｍＡ
ｂは、１つの物質（例えば、特定のエピトープ）だけに結合するように同一である。エピ
トープは、そこに抗体が結合する、抗原の特定の領域である。治療用ｍＡｂが有効である
可能性があるかどうかを決定する上で、特定の治療用ｍＡｂが、患者の／患者からの生物
学的物質と相互作用するであろうかどうかを決定することが重要である。いくつかの例に
おいて、治療用モノクローナル抗体（ＡｂＡ）は、特定の種類のエピトープ（エピトープ
Ａ）と相互作用することができる。しかしながら、ＡｂＡは、エピトープＡのみに特異的
であり、そのタンパク質上の他のエピトープ（例えば、エピトープＣ）には特異的ではな
い。治療用のＡｂＡから利益を受ける可能性がある患者を特定するためには、その治療薬
との反応性がある生物学的物質（エピトープＡ）を有する被験体を特定することが重要で
ある。
【００３２】
　いくつかの実施形態において、抗体Ａは、ｍＡｂまたはそのフラグメントである。ある
特定の実施形態において、前記フラグメントは、Ｆａｂである。いくつかの例において、
前記モノクローナル抗体、またはそのフラグメントは、治療効果を有しうる。治療用モノ
クローナル抗体は、マウス抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、または完全ヒト抗体でありう
る。好ましい実施形態において、ｍＡｂは、ヒト配列の定常領域を含む。抗体の前記定常
領域は、抗原を除去するために使用されるメカニズムを決定した。
【００３３】
　いくつかの実施形態において、ヒト定常領域を含む治療用ｍＡｂは、キメラ抗体である
。キメラｍＡｂは、ヒト定常領域に融合させた非ヒト動物可変領域から構成される。この
融合は、キメラｍＡｂが、特異的な抗原に対する特異性および親和性を保持することを可
能にする。キメラｍＡｂは、完全なヒト定常領域を備えているため、ヒトにおいて、低い
免疫原性作用を示す。いくつかの実施形態において、キメラｍＡｂの可変領域は、これら
に限定されないが、マウス、ウサギ、ラット、モルモット、ロバ、ヤギ、またはヒツジを
含む、哺乳動物中で産生される。好ましい実施形態において、可変領域は、マウス可変領
域である。
【００３４】
　他の実施形態において、ヒト定常領域を含む治療用モノクローナル抗体は、ヒト化ｍＡ
ｂである。いくつかの例において、治療用ｍＡｂは、抗体の非ヒト部分を低減するために
、ヒト化してもよい。ｍＡｂは、ヒト抗体の超可変ループを、非ヒト動物抗体の超可変ル
ープで置きかえることによってヒト化される。キメラｍＡｂと同様に、ｍＡｂの非ヒト動
物部分は、標的抗原の結合のために重要である。キメラ抗体とは異なり、（エピトープへ
の結合に重要な）超可変領域のみが非ヒトであるため、ヒトにおいて、さらに免疫原性作
用が低下している。いくつかの実施形態において、ヒト化ｍＡｂの超可変領域は、これら
に限定されないが、マウス、ウサギ、ラット、モルモット、ロバ、ヤギ、またはヒツジを
含む、哺乳動物中で産生される。好ましい実施形態において、超可変領域は、マウス超可
変領域である。
【００３５】
　他の実施形態において、ヒト定常領域を含む治療用モノクローナル抗体は、完全ヒト抗
体である。トランスジェニックマウスまたはファージディスプレイライブラリーを、完全
ヒトモノクローナル抗体を作製するために使用することができる。ヒトＩｇ遺伝子のセグ
メントを、マウス抗体産生を欠くマウスのゲノムに導入することができる。トランスジェ
ニックマウスに特定の免疫原を導入すると、マウスは大量の完全ヒト抗体を産生する。完
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全ヒト抗体は、非ヒト部分を含まないという点で有利である。また、それによって、ヒト
被験体において治療薬として使用した場合、免疫原性作用を生じない。
【００３６】
　本発明のいくつかの実施形態において、モノクローナル抗体は、治療薬として使用する
ために、ＦＤＡによって承認されている。本発明の他の態様において、モノクローナル抗
体は、治療薬として使用するために試験中であるか、または治療薬として使用するための
能力を有する抗体である。これらに限定されないが、アブシキシマブ、アダリムマブ、ア
ドトラスツズマブエムタンシン、アレムツズマブ、アリロクマブ、アテゾリズマブ、アベ
ルマブ、バシリキシマブ、ベリムマブ、ベバシズマブ、ベズロトクスマブ、ブリナツモマ
ブ、ブレンツキシマブベドチン、ブロダルマブ（ｂｒｏａｄａｌｕｍａｂ）、カナキヌマ
ブ、カプロマブペンデチド、セルトリズマブペゴル、セツキシマブ、ダクリズマブ、ダラ
ツムマブ、デノスマブ（ｄｅｎｓｏｓｕｍａｂ）、ジヌツキシマブ、デュルバルマブ、エ
ロツズマブ、エボロクマブ、ゴリムマブ、インフリキシマブ、イピリムマブ、イキセキズ
マブ、メポリズマブ、ナタリズマブ、ネシツムマブ、ニボルマブ、オビヌツズマブ、オク
レリズマブ、オファツムマブ、オララツマブ、ペルツズマブ、ラムシルマブ、リツキシマ
ブ、シルツキシマブ、トシリズマブ、トラスツズマブ、ウステキヌマブ、ベドリズマブ、
サリルマブ、およびベンラリズマブを含む、多数のモノクローナル抗体が、治療上の使用
のためにＦＤＡによって承認されている。今日までにＦＤＡに承認された治療用ｍＡｂは
、マウス可変領域、ラット可変領域、またはヒト可変領域を含んでいる。
【００３７】
　いくつかの実施形態において、標的化複合体は、第二の抗体、すなわち抗体Ｂをさらに
含む。抗体Ｂは、抗体Ａのヒト定常領域を認識する。抗体Ｂは、抗体Ａのヒト領域に対し
て惹起された、モノクローナルまたはポリクローナル抗体である。好ましい実施形態にお
いて、抗体Ｂは、モノクローナル抗体である。抗体Ｂは、これらに限定されないが、マウ
ス、ウサギ、ラット、モルモット、ロバ、ヤギ、またはヒツジを含む、哺乳動物で惹起さ
れうる。好ましい実施形態において、抗体Ｂは、マウスまたはウサギで惹起される。
【００３８】
　いくつかの実施形態において、抗体Ｂは、抗体Ａに対して特異的な二次抗体である。二
次抗体は、ポリクローナルであっても、モノクローナルであってもよい。また、二次抗体
は、Ｉｇ分子全体に対して、またはＩｇ分子のフラグメント（例えば、Ｆｃ領域またはＦ
ａｂ領域など）に対して特異的でありうる。ある特定の例において、二次抗体は、前記標
的化薬剤のヒト定常領域に対して惹起される。二次抗体は、一次抗体を作製するために使
用される、宿主種に対して惹起される。例えば、マウスで惹起された一次抗体は、マウス
以外の宿主種で惹起された、抗マウス二次抗体（ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ａｎｔｉ－ｍｏｕ
ｓｅ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）（例えば、ウサギ抗マウス二次抗体
）を必要とする。二次抗体の検出は、様々なやり方で実現することができる。最も一般的
には、二次抗体は、酵素または蛍光タンパク質または色素と結合体化させてもよい。した
がって、いくつかの実施形態において、標的化複合体は、検出部分を含む。
【００３９】
　代替的な実施形態において、標的化複合体は、検出部分を含まない。そのようなケース
では、標的化複合体は、一次抗体として機能し、それが、その後の段階において、第三の
抗体、すなわち抗体Ｃで検出されうる。
【００４０】
　図１は、抗体Ｂ（ＡｂＢ）１５０と結合した抗体Ａ（ＡｂＡ）１４０を含む、標的化複
合体１８０を示す。抗体Ｂ１５０は、抗体Ａ１４０のヒト定常領域を認識する。抗体Ａを
介して、標的化複合体は、腫瘍１１０上の腫瘍表面タンパク質１２０の、１つの特定の種
類のエピトープ（エピトープＡ）１３０と結合することができる。しかしながら、この標
的化複合体は、この表面タンパク質上にある他のいずれの種類のエピトープ（例えば、エ
ピトープＣ）１６０とも結合できない。ＡｂＡの場合と同じタンパク質（ただし異なるエ
ピトープ）に対して特異的な他のモノクローナル抗体は、他の種類のエピトープと結合す
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ることができる。例えば、図１は、同じ表面タンパク質１２０と結合するが、異なる種類
のエピトープ（エピトープＣ）１６０と結合するＡｂＣ１７０を示す。
【００４１】
　図２は、治療用モノクローナル抗体（ＡｂＡ）２４０が、特定の種類のエピトープ（エ
ピトープＡ）２３０と相互作用し得ることを示す。しかしながら、ＡｂＡ２４０は、エピ
トープＡ２３０のみに特異的であり、このタンパク質上の他のエピトープ（例えば、エピ
トープＣ）２６０には特異的ではない。治療用のＡｂＡ２４０から利益を受ける可能性が
ある患者を特定するためには、その治療薬との反応性がある生物学的物質（エピトープＡ
）２３０を有する被験体を特定することが重要である。
【００４２】
　いくつかの実施形態において、二次抗体は、検出部分と結合体化されうる。標識は、適
用および所望の抗体検出方法に応じて選択される。いくつかの実施形態において、検出方
法は、ウエスタンブロット、ＥＬＩＳＡ、免疫組織化学、免疫細胞化学、免疫蛍光法、ま
たはフローサイトメトリーでありうる。いくつかの実施形態において、検出部分は、光を
発してもよく、および／または変色によって検出が可能であってもよい。検出シグナルは
、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）もしくは西洋ワサビペルキシダーゼ（ＨＲＰ）などの
酵素、または蛍光分子（フルオロフォア）、または生物発光分子（ＮＡＮＯＬＵＣ（登録
商標））を使用して生成されうる。いくつかの実施形態において、ポジティブ検出は、色
または蛍光の変化によって示されうる。蛍光タンパク質は、電子を含む蛍光部分が光子を
吸収すると、光子としてエネルギーを放出することによって、自然に蛍光を発する（内因
性蛍光または自家蛍光）。
【００４３】
　検出部分として使用するための種々の適切な酵素、例えばアルカリホスファターゼ（Ａ
Ｐ）、西洋ワサビペルキシダーゼ（ＨＲＰ）、またはルシフェラーゼ（Ｌｕｃ）など、が
市販されている。インジケーター部分は、基質と反応し、検出可能なシグナルを発しうる
。１またはそれを超えるシグナル発生成分が指示部分と反応して、検出可能なシグナルを
発してもよい。インジケーター部分が酵素である場合、酵素を、１またはそれを超える基
質、またはさらなる酵素および基質と反応させ、検出可能な反応生成物を生成させること
によって、検出が行われる。代替的なシグナル生成システムにおいて、標識は、検出可能
なシグナルを生成するために標識に対する酵素的な操作を必要としない、蛍光化合物であ
りうる。例えば、フルオレセインおよびローダミンを含む蛍光分子、ならびにその誘導体
またはアナログが、このようなシステムにおける標識として用いるために適切である。さ
らに別の代替的な実施形態において、インジケーター部分は、補助因子であってもよく、
その場合、その補助因子を、前記酵素および１またはそれを超える基質、またはさらなる
酵素および基質と反応させ、検出可能な反応生成物を生成させることによって、検出可能
なシグナルの増幅が行われる。
【００４４】
　例えば、トラスツズマブは、マウス由来のヒト化ｍＡｂである。トラスツズマブは、Ｈ
ＥＲ２陽性乳がんの処置のために、ＦＤＡに承認された治療用モノクローナル抗体である
。トラスツズマブは、ＨＥＲ２タンパク質（ＨＥＲ２タンパク質は、いくつかの乳がん細
胞で発現されている）に結合し、それによって、この受容体による増殖シグナルの受容を
阻害する。トラスツズマブは、単一のＨＥＲ２エピトープ（Ｈｅｒ２細胞外ドメインＩＶ
の膜近傍エピトープ）に対して反応性がある。ＨＥＲ２受容体タンパク質は、トラスツズ
マブが相互作用しない、多数の異なるエピトープを有する。トラスツズマブの定常領域は
ヒト定常領域であり、ＨＥＲ２の結合に重要な超可変領域はマウス超可変領域である。本
発明の一実施形態において、トラスツズマブの定常領域に対して惹起されたマウス抗ヒト
ｍＡｂ（検出抗体）をトラスツズマブ（治療薬）と反応させて、トラスツズマブによる処
置から利益を受ける可能性がある被験体を特定するための標的化複合体を生成させてもよ
い。いくつかの実施形態において、上記したように、検出抗体を、検出部分と結合体化さ
せてもよい。
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【００４５】
　ＩＩ．標的化複合体の作製方法
　本発明の別の態様は、特定のタンパク質エピトープを検出することができる標的化複合
体を作製するための方法を含む。いくつかの実施形態において、標的化複合体は、抗体Ａ
を抗体Ｂと反応させることによって作製される。抗体Ａが抗体Ｂと結合体を形成したら、
標的化複合体を精製し、結合していないあらゆる試薬を除去する。
【００４６】
　治療標的を検出抗体と反応させること
　いくつかの実施形態において、標的化複合体を作製するための方法は、抗体Ａを抗体Ｂ
と反応させることを含む。抗体Ａおよび抗体Ｂ。抗体Ａは、さらに、潜在的な治療用モノ
クローナル抗体またはそのフラグメントを含む。ある特定の例において、前記モノクロー
ナル抗体は、関心のあるエピトープに特異的な可変領域、およびヒト定常領域を含んでい
てもよい。抗体Ｂは、さらに、抗体Ａのヒト定常領域を認識する抗体を含む。ある特定の
実施形態において、抗体Ｂは、モノクローナルまたはポリクローナル抗体である。
【００４７】
　いくつかの実施形態において、抗体Ｂは、二次抗体である。二次抗体は、これらに限定
されないが、液体の形態、凍結乾燥した形態、および添加物（例えば、グリセロール）を
含む形態を含む、様々な形態で入手が可能である。液体の二次抗体は、一般に濃縮されて
おり、製造者による指示に従って希釈することが必要であろう。乾燥状態の凍結乾燥二次
抗体は、希釈剤で再構成しうる。二次抗体は、安定化および貯蔵期限延長のための添加物
（例えば、グリセロールおよびＢＳＡ）を含んでいてもよい。いくつかの実施形態におい
て、ブロッキング剤が、希釈剤として用いられる（例えば、１％ＢＳＡのＰＢＳＴ溶液）
。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、二次抗体は、標識と結合体化されていてもよい。代替的
な実施形態において、二次抗体は、結合体化されていない形態であってもよい。
【００４９】
　当該技術分野で一般に知られている、または広く使用されている任意の方法または技術
が、抗体Ａと抗体Ｂとの複合体を形成するために使用できる。一般に、抗体Ａは、抗体Ｂ
と、少なくとも１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５分間、またはそれより長い時
間、インキュベートされる。いくつかの実施形態において、抗体Ａを、抗体Ｂと、ほぼ室
温（１５～２５℃）でインキュベートする。いくつかの実施形態において、抗体Ａと抗体
Ｂ（Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｎｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｂ）は、約４℃で、終夜インキュベ
ートされる。
【００５０】
　標的化複合体の精製
　いくつかの実施形態において、標的化複合体は、全ての結合していない抗体Ａおよび結
合していない抗体Ｂを除去するために、当該技術分野で一般に知られている標準的方法を
用いて精製される。例えば、標的化複合体は、これらに限定されないが、プロテインＡ、
プロテインＧ、プロテインＡ／Ｇ、プロテインＬ、またはＭｅｌｏｎ　Ｇｅｌを含む、抗
体精製樹脂を用いて精製しうる。いくつかの実施形態において、小スケールのアフィニテ
ィー精製のために、免疫沈降を使用してもよい。また、標的化複合体を精製するために、
大スケールのプロセスクロマトグラフィーを使用することができる。
【００５１】
　ＩＩＩ．抗原結合アッセイ
　抗原結合アッセイは、被験体が治療薬による処置から利益を受けうるかどうかを決定す
るために使用しうる。治療薬から利益を受けうる被験体を特定するための理想的なアッセ
イは、特定の治療薬と相互作用することができる生物学的物質を含む患者を特定すること
ができる。現在のアッセイでは、被験体を特定するために治療用ｍＡｂを使用せず、代わ
りに、関心のあるタンパク質と相互作用することができる市販の抗体を使用する。しかし
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ながら、この代替的なｍＡｂは、異なる検体エピトープに特異的でありえ、したがって、
患者の（ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの）物質と治療用ｍＡｂとの間の、予期
される相互作用を特定する［だけの］特異性を有さないであろう。偽陰性および偽陽性は
、どちらも、薬学的ｍＡｂによる処置のための被験体を特定するために用いられる、現在
の方法の特徴である。偽陰性は、特定の治療薬の使用から利益を受けうる被験体が、処置
を受けられないことをもたらしうる。一方、偽陽性は、いかなる利益を受けることも期待
できない被験体が、処置を受けることをもたらしうる。したがって、治療薬に反応を示す
可能性がある被験体を正確に特定することができるアッセイを開発することが重要である
。
【００５２】
　図３は、治療薬から利益を受けうる被験体を特定するための典型的なアッセイを示す。
治療薬の場合と同じ表面タンパク質３２０に特異的な（治療薬とは異なる）抗体（ＡｂＣ
）３７０が、被験体における表面タンパク質３２０の発現を決定するために使用される。
しかしながら、ＡｂＣ３７０は異なるエピトープ（エピトープＣ）３６０に結合するので
、これらのアッセイは、被験体の／被験体からの生体サンプルが、その治療薬との反応性
を有するであろうかどうかを示すものではない。
【００５３】
　例えば、多くの診断薬が、トラスツズマブによる処置から利益を受ける可能性がある被
験体を特定するために使用される。トラスツズマブ処置のためのいくつかの診断薬は、Ｈ
ＥＲ２タンパク質に対して特異的なポリクローナル抗体を用いる。組織サンプルをポリク
ローナル抗体とインキュベートし、結合を可視化してＨＥＲ２過剰発現のレベルを決定す
る。しかしながら、トラスツズマブとは異なり、これらのポリクローナル抗体は、トラス
ツズマブが標的とする固有のエピトープに特異的ではない。ポリクローナル抗体を使用す
ると、治療薬から利益を受ける可能性がある患者の特定において、そのような患者に含め
すぎてしまう恐れがある。ポリクローナル抗体は、タンパク質上の種々のエピトープに結
合することができ、したがって、被験体の生物学的物質がトラスツズマブとは相互作用し
そうにない場合であっても、被験体がＨＥＲ２を過剰発現しているものとして特定してし
まう可能性がより高い。
【００５４】
　あるいは、ＨＥＲ２タンパク質に特異的なモノクローナル抗体は、ＨＥＲ２を過剰発現
している患者を特定するために使用しうる。しかしながら、このようなｍＡｂは、トラス
ツズマブが標的とするエピトープとは異なるＨＥＲ２エピトープに対して特異的である。
したがって、ＨＥＲ２を過剰発現しているものとして特定された被験体が、トラスツズマ
ブが相互作用する特定のエピトープを欠いていることがありうる。
【００５５】
　本明細書に開示されている方法は、特定の治療薬による処置から利益を受けうる被験体
の選択または特定に関する。本発明の組成物、方法、およびシステムの各実施形態は、特
定の治療薬から利益を受ける可能性がある個体の特定および／または選択を可能にする。
いくつかの実施形態において、治療薬による処置から利益を受ける可能性がある被験体を
特定するための方法は、（ｉ）サンプルを得ること；（ｉｉ）前記サンプルを標的化複合
体とインキュベートして抗原－抗体複合体を形成させること；（ｉｉｉ）前記抗原－抗体
複合体を検出すること；および（ｉｖ）治療薬に対する被験体の反応性を予測すること、
を含む。いくつかの実施形態において、標的化複合体は、２つの抗体、すなわち抗体Ａと
抗体Ｂを含む。抗体Ａは、さらに、潜在的な治療用モノクローナル抗体またはそのフラグ
メントを含む。ある特定の例において、前記モノクローナル抗体は、関心のあるエピトー
プに特異的な可変領域、およびヒト定常領域を含んでいてもよい。抗体Ｂは、さらに、抗
体Ａのヒト定常領域を認識する抗体を含む。いくつかの実施形態において、複数の治療薬
に対する被験体の反応性を１回のアッセイで予測するために、複数の異なる標的化複合体
を使用してもよい。いくつかの実施形態において、前記複数の標的化複合体は、ＡｂＡ１
、ＡｂＡ２、ＡｂＡ３、などを含む。各抗体Ａは、異なる潜在的な治療用モノクローナル



(14) JP 2021-519284 A 2021.8.10

10

20

30

40

50

抗体、またはそのフラグメントを含んでいてもよく、また、固有のヒト定常領域をさらに
含んでいてもよい。前記複数の標的化複合体は、ＡｂＢ１、ＡｂＢ２、ＡｂＢ３、などを
さらに含んでいてもよい。異なる抗体Ｂは、それぞれ、対応する抗体Ａのヒト定常領域を
認識しうる。例えば、ＡｂＢ１は、ＡｂＡ１のヒト定常領域に結合しうる。
【００５６】
　サンプル
　ｍＡｂは、種々の疾患、最も一般的には、がんまたは自己免疫疾患を処置するために使
用することができる。処置に適しているとみなされる被験体は、処置から利益を受けるこ
と、または処置に反応を示すことが期待されるような被験体である。いくつかの実施形態
において、サンプルは、がんまたは自己免疫疾患に罹患しているか、罹患していると疑わ
れるか、罹患するリスクがある被験体から取得される。がんは、乳がん、Ｂ細胞慢性リン
パ球性白血病、尿路上皮癌、非小細胞肺がん、メルケル細胞癌、マントル細胞リンパ腫、
結腸直腸がん、前駆Ｂ細胞急性リンパ芽球性白血病、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリン
パ腫、前立腺がん、多発性骨髄腫、メラノーマ、慢性リンパ球性白血病、急性骨髄性白血
病、神経芽細胞腫、軟部組織肉腫、胃がん、子宮頸がん、腎細胞癌、または治療薬が利用
可能な、任意の他のがんでありうる。自己免疫疾患は、関節リウマチ、若年性特発性関節
炎、乾癬性関節炎、クローン病、潰瘍性大腸炎、尋常性乾癬、全身性エリテマトーデス、
もしくは多発性硬化症、または治療薬が利用可能な、任意の他の自己免疫疾患でありうる
。他の実施形態において、サンプルは、治療用モノクローナル抗体が利用可能または試験
中である、任意の疾患に罹患している被験体から取得される。
【００５７】
　いくつかの実施形態において、サンプルは、個体から単離した血液、血清、組織、バイ
オプシー、または細胞を含みうる、または、それらに由来しうる。好ましい実施形態にお
いて、組織サンプルは、がん性腫瘍組織から取得してもよい。サンプルは、バイオプシー
、擦過、または外科的除去によって取得してもよい。サンプルは、組織切片全体であって
もよい。ある特定の実施形態において、サンプルは、原発性、転移性、ステージＩＩＩ、
およびステージＩＶ疾患の標本でありうる。いくつかの実施形態において、腫瘍組織は、
コアバイオプシーまたは細針吸引によって採取してもよい。または、本明細書に記載され
ている他のサンプルも使用できる。
【００５８】
　サンプル調製
　組織サンプルの固定方法は、当該技術分野で一般に知られている。固定に必要な時間は
、サンプルの大きさ、および使用する固定剤（例えば、中性緩衝ホルマリン、グルタルア
ルデヒド、ブアン液、またはパラホルムアルデヒド）に依存する。好ましい実施形態にお
いて、組織サンプルは、ホルマリンで固定する。いくつかの実施形態において、固定した
サンプルは、次いでパラフィンに包埋し、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）サ
ンプルを調製する。他の実施形態において、組織サンプルは、その他の薄切媒体中に包埋
する。いくつかの実施形態において、組織サンプルの厚さは、少なくとも１、２、３、ま
たは４ｍｍである。好ましい実施形態において、組織サンプルの厚さは、３ｍｍである。
【００５９】
　いくつかの実施形態において、ＦＦＰＥサンプルを、薄切し、顕微鏡用スライド上にマ
ウントし、乾燥させる。薄切したＦＦＰＥサンプルの厚さは、少なくとも２、３、４、ま
たは５μｍである。好ましい実施形態において、薄切したサンプルの厚さは、約３μｍで
ある。薄切したＦＦＰＥサンプルは、スライド上にマウントし、乾燥させてもよい。好ま
しい実施形態において、薄切したサンプルは、Ｓｕｐｅｒｆｒｏｓｔ　Ｐｌｕｓ（登録商
標）スライド上にマウントし、少なくとも６０、６５、７０、７５、８０、または８５℃
で、２０、１９、１８、１７、１６、１５、１４、１３、１２、１１、１０、９、８、７
、６、５、４、または３分間未満乾燥させる。または、当該技術分野で知られている他の
方法も使用できる。
【００６０】
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　抗原－抗体複合体を検出すること
　治療薬による処置から利益を受けうる被験体を特定するための方法は、抗原－抗体複合
体を検出することを含む。いくつかの実施形態において、免疫組織化学（ＩＨＣ）が、サ
ンプル中の標的エピトープの存在を検出するために使用できる。標的エピトープは、治療
薬の標的である。一次抗体は、組織切片中のタンパク質を検出するために使用することが
できる。いくつかの例において、タンパク質は、検出部分と結合体化させた一次抗体を用
いて、直接的に検出される。別の例において、タンパク質は、前記一次抗体に対する結合
体化した二次抗体によって、間接的に検出される。
【００６１】
　治療薬による処置から利益を受けうる被験体を特定するための方法は、サンプルを標的
化複合体とインキュベートして抗原－抗体複合体を形成させることを含む。いくつかの実
施形態において、標的化複合体は、２つの抗体、すなわち抗体Ａと抗体Ｂを含む。抗体Ａ
は、さらに、潜在的な治療用モノクローナル抗体またはそのフラグメントを含む。ある特
定の例において、前記モノクローナル抗体は、関心のあるエピトープに特異的な可変領域
、およびヒト定常領域を含んでいてもよい。抗体Ｂは、さらに、抗体Ａのヒト定常領域を
認識する抗体を含む。
【００６２】
　いくつかの実施形態において、標的化複合体とインキュベートする前に、抗原賦活化を
行う。固定は、組織の形態を保存するために重要ではあるが、タンパク質のエピトープを
マスキングし、抗体の相互作用を妨げうる。エピトープのマスキングは、エピトープ内の
架橋、またはエピトープ近傍のペプチドの架橋の結果として起こりうる。抗原賦活化は、
抗原を露出させ、エピトープ－抗体結合を可能にするために用いられる技術である。当該
技術分野で一般に知られている抗原賦活化のための任意の方法を使用しうる。いくつかの
実施形態において、抗原賦活化は、熱媒介性である。他の実施形態において、抗原賦活化
は、酵素による。抗原賦活化プロセスは、抗原を露出させるために、サンプルの加熱、加
圧調理、および／またはプロテアーゼ処理を必要としうる。
【００６３】
　抗原賦活化に続き、組織学的サンプルは、標的化複合体とインキュベートしてもよい。
いくつかの実施形態において、標的化複合体は、まず希釈される。標的化複合体の希釈は
、治療薬および検出抗体に依存するであろう。サンプル中に治療薬の標的が存在すれば、
標的化複合体は抗原－抗体複合体を形成するであろう。
【００６４】
　例えば、治療薬は、トラスツズマブでありうる。この例において、標的化複合体は、上
述のように、トラスツズマブのヒト定常領域を認識する抗体（抗体Ｂ）と結合したトラス
ツズマブを含むであろう。トラスツズマブ標的化複合体は、ＨＥＲ２タンパク質を検出す
るために組織学的サンプルとインキュベートする前に、特異的な結合を検出するために、
必要に応じて希釈してもよい。
【００６５】
　標的化複合体の標的抗原への結合は、直接的または間接的に決定しうる。いくつかの実
施形態において、標的化複合体は、上述のように、検出部分と結合体化させた検出抗体を
含んでいてもよい。いくつかの実施形態において、検出部分は、蛍光タグまたは酵素を含
む。標的化複合体（検出部分と結合体化させた抗体Ｂを含む）は抗原と結合し、検出部分
は、さらなる抗体との相互作用なしで可視化されうる。
【００６６】
　他の実施形態において、抗体Ｂは、検出部分と結合体化させていない。間接ＩＨＣアッ
セイを、タンパク質検出のために使用することができる。間接ＩＨＣアッセイは、結合体
化されていない一次抗体を抗原に結合させること、および、それに続いて、標識二次抗体
を使用して一次抗体に結合させること、を含む。二次抗体を酵素標識と結合体化させた場
合、抗原を可視化するために、発色性（ｃｈｒｏｍａｇｅｎｉｃ）基質または蛍光性基質
を加えてもよい。いくつかの実施形態において、タンパク質は、標的化複合体の検出抗体
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に対する二次抗体を用いて、直接的に検出される。二次抗体は、検出部分と結合体化させ
てもよい。いくつかの実施形態において、各ＡｂＢは、異なる検出部分と結合体化させて
もよい。例えば、ＡｂＢ１を第１の検出部分と結合体化させてもよく、ＡｂＢ２を第２の
検出部分と結合体化させてもよい。
【００６７】
　図４は、抗体Ａ（ＡｂＡ）４４０と抗体Ｂ（ＡｂＢ）４５０からなる標的化複合体を用
いた、標的抗原（エピトープＡ）４３０の検出を示す。ＡｂＢ４５０は、検出部分とは結
合体化していない。しかしながら、二次抗体（２°Ａｂ）４９０は、検出部分４９５と結
合体化させることができ、一次抗体４４０（標的化複合体）の抗原（エピトープＡ）４３
０への結合を検出するために使用できる。
【００６８】
　図５は、２つの異なる抗体Ａ（ＡｂＡ１　５４０およびＡｂＡ２　５４５）と、２つの
対応する抗体Ｂ（ＡｂＢ１　５５０およびＡｂＢ２　５５５）からなる複数の異なる標的
化複合体を用いた、２つの異なる標的抗原（エピトープＡ１　５３０およびエピトープＡ
２　５３５）の検出を示す。２つの異なる二次抗体（２°Ａｂ１　５９０および２°Ａｂ
２　５６５）は、２つの対応する検出部分（第１検出部分５９５および第２検出部分５７
５）と結合体化させることができ、各一次抗体５４０および５４５（標的化複合体）の各
抗原（エピトープＡ１　５３０またはＡ２　５３５）への結合を検出するために使用でき
る。
【００６９】
　多くの検出部分が、当該技術分野で一般に知られており、直接または間接ＩＨＣアッセ
イのいずれかに使用するために利用できる。検出部分としては、これらに限定されないが
、放射性同位体、蛍光または化学発光標識、および酵素－基質標識があげられる。酵素－
基質標識としては、例えば、ルシフェラーゼ（ｌｕｃ）、西洋ワサビペルキシダーゼ（Ｈ
ＲＰ）、およびアルカリホスファターゼ（ＡＰ）があげられる。当該技術分野で知られて
いる、検出部分を抗体と結合体化させるための任意の方法が使用できる。
【００７０】
　間接ＩＨＣアッセイのために、検出可能部分を含む二次抗体を、組織学的サンプルに、
２５℃または　３７℃で３０～１２０分間適用し、免疫複合体を形成させる。いくつかの
実施形態において、可視化の前に、洗浄ステップを使用して、結合していない二次抗体を
除去する。いくつかの実施形態において、ブロッキングステップを、非特異的結合を制限
するために使用する。当該技術分野で知られている、任意の洗浄方法またはブロッキング
方法が使用できる。
【００７１】
　ＩＨＣアッセイ条件の最適化は、当該技術分野で周知である。いくつかの実施形態にお
いて、抗原結合アッセイは、非特異的結合を防ぐための種々の技術を含みうる。いくつか
の実施形態において、抗原結合アッセイは、治療標的タンパク質を含まないバックグラウ
ンドタンパク質への結合を減少させるために、タンパク質ブロッキング試薬で、サンプル
を処置することを含む。ブロッキング試薬としては、これに限定されないが、ＢＳＡ、カ
ゼインＨｉＢｌｏｃｋ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）、またはｐ
ｒｏｔｅｉｎ　ｂｌｏｃｋ（Ｄａｋｏ、Ｃａｒｐｉｎｔｅｒｉａ、ＣＡ）があげられる。
いくつかの実施形態において、サンプルは、組織のペルオキシダーゼをブロックするため
に、ペルオキシドとインキュベートされる。
【００７２】
　直接または間接ＩＨＣを使用しうる。直接ＩＨＣアッセイは、インジケーター部分を含
む試薬を使用することを含み、この試薬が、標的に直接結合する。例えば、一次抗体は、
酵素または蛍光分子で標識されていてもよい。
【００７３】
　好ましい実施形態において、ＩＨＣアッセイは、市販の自動染色装置を用いて行われる
。サンプルは、Ｖｅｎｔａｎａ（商標）ＢｅｎｃｈＭａｒｋ　ＵＬＴＲＡ（商標）プラッ
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トフォーム、Ｖｅｎｔａｎａ（商標）Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ（商標）、Ｄａｋｏ（商標）Ｏ
ｍｎｉｓ（商標）、Ｄａｋｏ（商標）Ａｕｔｏｓｔａｉｎｅｒｌ＿ｉｎｋ４８（商標）、
Ｌｅｉｃａ（商標）ＢＯＮＤ　ＲＸ（商標）、Ｌｅｉｃａ（商標）ＢＯＮＤ－ＩＮ（商標
）、またはＬｅｉｃａ（商標）ＢＯＮＤ　ＭＡＸ（商標）を使用して、標的化複合体を用
いて調製され、また、標的化複合体によって染色される。例えば、Ｖｅｎｔａｎａ（商標
）ＢｅｎｃｈＭａｒｋ　ＵＬＴＲＡ（商標）プラットフォームは、標的化複合体、検出可
能部分を含む二次抗体、および対比染色剤でサンプルを染色するために使用することがで
きる。
【００７４】
　被験体の反応性を予測すること
　いくつかの実施形態において、被験体は、サンプル中に標的が発現していることから、
処置に適していると決定される。逆に、発現を欠く被験体は、治療薬による処置に適して
いないとみなされうる。
【００７５】
　いくつかの実施形態において、サンプル中の全ての細胞のうち、少なくとも５％、１０
％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０
％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、またはそれを超える細
胞が、治療薬の標的を発現している場合、患者は、処置に適していると決定される。
【００７６】
　いくつかの実施形態において、結果は、光学顕微鏡によって解釈されうる。いくつかの
実施形態において、サンプルには、０～１０（０は陰性であり、１０は強い陽性である）
のスケールでスコアが付けられるであろう。他の実施形態において、サンプルには、０～
５（０は陰性であり、５は強い陽性である）のスケールでスコアが付けられるであろう。
スコア付けのためのシステムは、治療薬に応じて適合させる。
【００７７】
　本発明のシステムおよびキット
　いくつかの実施形態において、本発明は、本明細書に開示されている方法を実施するた
めのコンポーネントを含んだシステム（例えば、自動化システム）またはキットを含む。
いくつかの実施形態において、標的化複合体は、本発明によるシステムまたはキットに含
まれている。本明細書に記載されている方法は、そのような標的化複合体システムまたは
キットも利用しうる。本明細書に記載されているいくつかの実施形態は、この方法を実施
するために必要とされる試薬および材料の量がごく少ないことを考慮すると、自動化およ
び／またはキットに特に適している。ある特定の実施形態において、キットの各コンポー
ネントは、１つめの部位から２つめの部位に送達可能な、独立式ユニットを含みうる。
【００７８】
　いくつかの実施形態において、本発明は、治療薬から利益を受けうる個体を特定するた
めのシステムまたはキットを含みうる。システムまたはキットは、ある特定の実施形態に
おいて、サンプルを関心のあるエピトープに特異的な標的化複合体とインキュベートする
ためのコンポーネントを含み、ここで、前記標的化複合体は、２つの抗体、すなわち抗体
Ａと抗体Ｂを含む。抗体Ａは、さらに、潜在的な治療用モノクローナル抗体またはそのフ
ラグメントを含む。ある特定の例において、前記モノクローナル抗体は、関心のあるエピ
トープに特異的な可変領域、およびヒト定常領域を含んでいてもよい。抗体Ｂは、さらに
、抗体Ａのヒト定常領域を認識する抗体を含む。本発明のシステムとキットの両方のいく
つかの実施形態において、抗体Ｂは、マウスまたはウサギに惹起させたポリクローナルま
たはモノクローナル抗体のいずれかである。
【００７９】
　ある特定の実施形態において、システムおよび／またはキットは、サンプルを調製する
ためのコンポーネントをさらに含みうる。サンプルは、染色前に、ホルマリン固定および
パラフィン包埋してもよい。システムおよび／またはキットは、ＦＦＰＥサンプルを薄切
し、スライド上でサンプルを乾燥するためのコンポーネントをさらに含んでいてもよい。
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【００８０】
　いくつかの実施形態において、システムは、サンプルを染色し、特定のエピトープの存
在を検出するための自動化方法を含みうる。例えば、いくつかの実施形態において、市販
の自動染色装置を、標的化複合体、標識化二次抗体、および対比染色剤でサンプルを染色
するために使用しうる。
【００８１】
　さらに、システムおよび／またはキットは、検出部分の量を決定するためのコンポーネ
ントをさらに含んでいてもよく、この検出部分の量が、特定の治療薬による処置を受ける
上での被験体の適切さを決定する。例えば、ある特定の実施形態において、システムまた
はキットは、ルミノメーターまたはルシフェラーゼ酵素活性を測定するための他のデバイ
スを含んでいてもよく、および／または必要としてもよい。
【００８２】
　本発明のこれらのシステムおよびキットは、種々のコンポーネントを含む。本明細書で
用いられる場合、用語「コンポーネント」は、広く定義され、ここに記載された方法を実
施するために適切な、任意の機器または機器の集まりを含む。各コンポーネントは、一体
的に結合または何らかの特定の様式で相互に配置されている必要はない。本発明は、各コ
ンポーネント相互の任意の適切な配置を含む。例えば、各コンポーネントは、同じ部屋に
ある必要はない。しかしながら、いくつかの実施形態において、各コンポーネントは、一
体型ユニット中で、互いに接続されている。いくつかの実施形態において、同種のコンポ
ーネントが、複数の機能を果たしてもよい。
【００８３】
　コンピュータシステムおよびコンピュータ可読媒体
　ある特定の実施形態において、本発明は、システムを含みうる。システムは、少なくと
もいくつかの、本発明組成物を含みうる。また、システムは、少なくともいくつかの、本
方法を実施するためのコンポーネントを含みうる。ある特定の実施形態において、システ
ムは、キットとして配合される。よって、ある特定の実施形態において、本発明は、（ｉ
）サンプルを得ること；（ｉｉ）請求項１～１３のいずれか１項に記載されるように、前
記サンプルを標的化複合体とインキュベートして抗原－抗体複合体を形成させること；（
ｉｉｉ）前記抗原－抗体複合体を検出すること；および（ｉｖ）治療薬に対する被験体の
反応性を予測すること、を含む、治療薬による処置から利益を受けうる被験体を特定する
ためのシステムを含みうる。さらに別の実施形態において、本発明は、前記方法またはシ
ステムと共に使用するためにソフトウェアを含む。
【００８４】
　システムまたはその任意のコンポーネントは、本技術に記載されているように、コンピ
ュータシステムの形態で実現されうる。コンピュータシステムの典型的な例としては、例
えば、汎用コンピュータ、プログラムされたマイクロプロセッサ、マイクロコントローラ
、周辺集積回路素子、および、本技術の方法を構成するステップを実行することができる
、他のデバイスまたはデバイスの配列があげられる。
【００８５】
　コンピュータシステムは、コンピュータ、入力デバイス、ディスプレイユニット、およ
び／またはインターネットを含みうる。コンピュータは、マイクロプロセッサをさらに含
んでいてもよい。マイクロプロセッサは、通信バスと接続されていてもよい。コンピュー
タは、メモリーも含んでいてもよい。メモリーは、ランダムアクセスメモリー（ＲＡＭ）
および読み出し専用メモリー（ＲＯＭ）を含みうる。コンピュータシステムは、記憶デバ
イスをさらに含みうる。記憶デバイスは、ハードディスクドライブ、または、フロッピー
（登録商標）ディスクドライブ、光学ディスクドライブなどのリムーバブル記憶ドライブ
を含みうる。記憶デバイスは、コンピュータプログラムまたはその他の命令をコンピュー
タシステムにロードするための、他の類似の手段でもありうる。コンピュータシステムは
、通信ユニットも含みうる。通信ユニットは、コンピュータが、Ｉ／Ｏインターフェース
を介して、他のデータベースおよびインターネットと接続することを可能にする。通信ユ
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ニットは、他のデータベースへのデータの送信、ならびに他のデータベースからのデータ
の受信を可能にする。通信ユニットは、モデム、イーサネット（登録商標）カード、また
は、コンピュータシステムがデータベースならびにＬＡＮ、ＭＡＮ、ＷＡＮ、およびイン
ターネットなどのネットワークに接続することを可能にする任意の類似のデバイスを含み
うる。よって、コンピュータシステムは、Ｉ／Ｏインターフェースを介してシステムへの
アクセスが可能な入力デバイスによって、ユーザーからの入力を容易にすることができる
。
【００８６】
　コンピューティングデバイスは、典型的には、コンピューティングデバイスの全般的な
管理および操作のための、実行可能なプログラム命令を提供するオペレーティングシステ
ムを含むであろう。また、コンピューティングデバイスは、典型的には、サーバーのプロ
セッサによって実行されたときにコンピューティングデバイスが意図した機能を果たすこ
とを可能にする命令を記憶する、コンピュータ可読記憶媒体（例えば、ハードディスク、
ランダムアクセスメモリー、読み出し専用メモリーなど）を含むであろう。オペレーティ
ングシステムの適切な実装およびコンピューティングデバイスの一般的な機能は、知られ
ているか、商業的に利用可能であり、また、特に本開示を考慮すれば、当業者によって容
易に実施される。
【００８７】
　コンピュータシステムは、入力データを処理するために、１またはそれを超える記憶素
子に記憶された命令セットを実行する。記憶素子は、所望により、データまたはその他の
情報も保持しうる。記憶素子は、情報源の形態であってもよく、演算処理装置内に存在す
る物理記憶素子の形態であってもよい。
【００８８】
　環境は、上述のように、種々のデータ保存装置、ならびにその他のメモリーおよび記憶
媒体を含みうる。これらは、例えば、１またはそれを超えるコンピュータのローカルな（
および／またはその中に常設された）記憶媒体上、またはネットワーク全域にわたる任意
のまたは全てのコンピュータからリモートな記憶媒体上など、種々の場所に存在しうる。
特定のセットの実施形態において、情報は、当業者によく知られている、ストレージエリ
アネットワーク（「ＳＡＮ」）中に存在しうる。同様に、コンピュータ、サーバー、また
はその他のネットワークデバイスが持つ機能を発揮させるために必要な任意のファイルは
、適宜、ローカルおよび／またはリモートに保存しうる。システムがコンピューティング
デバイスを含む場合、それらの各デバイスは、バスを介して電気的に結合されているハー
ドウェアエレメントを含んでいてもよく、ハードウェアエレメントとしては、例えば、少
なくとも１つの中央演算処理装置（ＣＰＵ）、少なくとも１つの入力デバイス（例えば、
マウス、キーボード、コントローラ、タッチスクリーン、またはキーパッド）、および少
なくとも１つの出力デバイス（例えば、ディスプレイデバイス、プリンター、またはスピ
ーカー）があげられる。このようなシステムは、例えば、ディスクドライブ、光学記憶デ
バイス、およびソリッドステート記憶デバイス（例えば、ランダムアクセスメモリー（「
ＲＡＭ」）または読み出し専用メモリー（「ＲＯＭ」）、ならびにリムーバブルメディア
デバイス、メモリーカード、フラッシュカードなど）などの、１またはそれを超える記憶
デバイスも含んでいてもよい。
【００８９】
　このようなデバイスは、上述のように、コンピュータ可読記憶媒体リーダー、通信デバ
イス（例えば、モデム、ネットワークカード（無線または有線）、赤外線通信デバイスな
ど）、およびワーキングメモリーを含みうる。コンピュータ可読記憶媒体リーダーは、一
時的および／またはより永続的にコンピュータ可読情報を格納、保存、送信、および検索
するためのコンピュータ可読記憶媒体（リモート、ローカル、固定および／またはリムー
バブルな記憶デバイスならびに記憶媒体を表す）と接続されていてもよく、または、その
ようなコンピュータ可読記憶媒体を受け入れるように構成されていてもよい。システムお
よび種々のデバイスは、典型的には、少なくとも１つのワーキングメモリーデバイス内に
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置かれた、多くのソフトウェアアプリケーション、モジュール、サービス、またはその他
の要素（例えば、オペレーティングシステム、およびクライアントアプリケーションまた
はウェブブラウザなどのアプリケーションプログラムが含まれる）も含むであろう。代替
的な実施形態は、上述した実施形態の数多くのバリエーションを含みうることを理解すべ
きである。例えば、カスタム化したハードウェアも使用できるであろうし、および／また
は特定のエレメントが、ハードウェア、ソフトウェア（アプレットなどのポータブルソフ
トウェアを含む）、またはその両方で実装できるであろう。さらに、ネットワーク入力／
出力デバイスなどの、その他のコンピューティングデバイスとの接続も利用することがで
きる。
【００９０】
　コードまたはコードの一部分を格納するための非一時的記憶媒体およびコンピュータ可
読媒体は、当該技術分野で知られ、または使用されている、任意の適切な媒体を含みうる
。このような媒体としては、記憶媒体および通信媒体（例えば、これらに限定されないが
、情報（例えば、コンピュータ可読命令、データ構造、プログラムモジュール、またはそ
の他のデータなど）の記憶および／または伝達のための任意の方法または技術で実装され
ている、ＲＡＭ、ＲＯＭ、ＥＥＰＲＯＭ、フラッシュメモリー、またはその他のメモリー
技術、ＣＤ－ＲＯＭ、デジタル汎用ディスク（ＤＶＤ）、またはその他の光学記憶、磁気
カセット、磁気テープ、磁気ディスク記憶、またはその他の磁気記憶デバイスを含む、揮
発性および不揮発性のリムーバブルおよび固定メディア）、または、所望の情報を保存す
るために使用することができ、かつ、システムデバイスがアクセスすることができる任意
のその他の媒体があげられる。本明細書で提供された開示または教示に基づいて、当業者
は、種々の実施形態を実装するための他のやり方および／または方法を理解するであろう
。
【００９１】
　コンピュータ可読媒体は、これらに限定されないが、プロセッサにコンピュータ可読命
令を提供することができる、電子的デバイス、光学デバイス、磁気デバイス、またはその
他の記憶デバイスを含みうる。他の例としては、これらに限定されないが、フロッピー（
登録商標）ディスク、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤ、磁気ディスク、メモリーチップ、ＲＯＭ、
ＲＡＭ、ＳＲＡＭ、ＤＲＡＭ、連想メモリー（「ＣＡＭ」）、ＤＤＲ、ＮＡＮＤフラッシ
ュもしくはＮＯＲフラッシュなどのフラッシュメモリー、ＡＳＩＣ、構成済みプロセッサ
、光学記憶装置、磁気テープもしくはその他の磁気記憶装置、または、コンピュータプロ
セッサが命令を読み取ることができるその他の任意の媒体があげられる。一実施形態にお
いて、コンピューティングデバイスは、ランダムアクセスメモリー（ＲＡＭ）などの、単
一の種類のコンピュータ可読媒体を含んでいてもよい。他の実施形態において、コンピュ
ーティングデバイスは、ランダムアクセスメモリー（ＲＡＭ）、ディスクドライブ、およ
びキャッシュなどの、２またはそれを超える種類のコンピュータ可読媒体を含んでいても
よい。コンピューティングデバイスは、外付けハードディスクドライブ、または外付けＤ
ＶＤもしくはＢｌｕ－Ｒａｙドライブなどの、１またはそれを超える外付けコンピュータ
可読媒体と通信していてもよい。
【００９２】
　上述のように、前記実施形態は、コンピュータが実行可能なプログラム命令を実行する
ことができるように、および／またはメモリーに保存された情報にアクセスすることがで
きるように構成されたプロセッサを含む。命令は、任意の適切なコンピュータプログラム
言語（例えば、Ｃ、Ｃ＋＋、Ｃ＃、Ｖｉｓｕａｌ　Ｂａｓｉｃ、Ｊａｖａ（登録商標）、
Ｐｙｔｈｏｎ、Ｐｅｒｌ、ＪａｖａＳｃｒｉｐｔ（登録商標）、およびＡｃｔｉｏｎＳｃ
ｒｉｐｔ（Ａｄｏｂｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、カリフォルニア
）があげられる）で書かれたコードからコンパイラおよび／またはインタープリタによっ
て生成された、プロセッサに固有の命令を含みうる。ある実施形態において、コンピュー
ティングデバイスは、単一のプロセッサを含む。他の実施形態において、デバイスは、２
またはそれを超えるプロセッサを含む。このようなプロセッサは、マイクロプロセッサ、
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デジタル信号プロセッサ（ＤＳＰ）、特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）、フィールドプ
ログラマブルゲートアレイ（ＦＰＧＡ）、および状態機械を含みうる。このようなプロセ
ッサは、ＰＬＣ、プログラマブル割り込みコントローラ（ＰＩＣ）、プログラマブル論理
デバイス（ＰＬＤ）、プログラマブル読出し専用メモリー（ＰＲＯＭ）、電気的プログラ
ム可能読出し専用メモリー（ＥＰＲＯＭまたはＥＥＰＲＯＭ）、またはその他の類似のデ
バイスなどの、プログラマブル電子的デバイスをさらに含みうる。
【００９３】
　コンピューティングデバイスは、ネットワークインターフェースを含む。いくつかの実
施形態において、ネットワークインターフェースは、有線または無線の通信リンクを介し
て通信するように構成されている。例えば、ネットワークインターフェースは、イーサネ
ット（登録商標）、ＩＥＥＥ８０２．１１（Ｗｉ－Ｆｉ）、８０２．１６（Ｗｉ－Ｍａｘ
）、Ｂｌｕｅｔｏｏｔｈ（登録商標）、赤外線などを介して、ネットワークで通信するこ
とを可能にしうる。別の例として、ネットワークインターフェースは、ＣＤＭＡ、ＧＳＭ
（登録商標）、ＵＭＴＳ、またはその他の携帯電話通信ネットワークなどのネットワーク
で通信することを可能にしうる。いくつかの実施形態において、ネットワークインターフ
ェースは、別のデバイスで（例えば、ユニバーサルシリアルバス（ＵＳＢ）、１３９４　
ＦｉｒｅＷｉｒｅ、シリアルまたはパラレル接続、または類似のインターフェースを介し
て）、ポイントツーポイント接続を可能にしうる。適切なコンピューティングデバイスの
いくつかの実施形態は、１またはそれを超えるネットワークで通信するための、２または
それを超えるネットワークインターフェースを含みうる。いくつかの実施形態において、
コンピューティングデバイスは、ネットワークインターフェースに加えて、またはネット
ワークインターフェースに代えて、データ保存装置を含みうる。
【００９４】
　適切なコンピューティングデバイスのいくつかの実施形態は、多くの外付けまたは内蔵
デバイス（例えば、マウス、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤ、キーボード、ディスプレイ、オーデ
ィオスピーカー、１またはそれを超えるマイクロホン、または任意の他の入力または出力
デバイスなど）を含んでいてもよく、またはそれらと通信していてもよい。例えば、コン
ピューティングデバイスは、種々のユーザーインターフェースデバイスおよびディスプレ
イと通信していてもよい。ディスプレイは、これらに限定されないが、ＬＣＤ、ＬＥＤ、
ＣＲＴなどを含む、任意の適切な技術を利用していてもよい。
【００９５】
　コンピュータシステムによって実行するための命令セットは、演算処理装置に特定のタ
スク（例えば、本技術の方法を構成するステップ）を実行させるように命令する、種々の
コマンドを含みうる。命令セットは、ソフトウェアプログラムの形態であってもよい。さ
らに、ソフトウェアは、本技術の場合、独立のプログラムの集まり、より大きいプログラ
ムについてのプログラムモジュール、またはプログラムモジュールの一部の形態であって
もよい。ソフトウェアは、オブジェクト指向プログラミングの形態のモジューラプログラ
ミングも含みうる。演算処理装置による入力データの処理は、ユーザーコマンド、前の処
理の結果、または別の演算処理装置による要求に対する応答によるものでありうる。
【００９６】
　本発明は、ある特定の実施形態に関連して開示されているが、添付の特許請求の範囲に
規定されているように、本発明の範囲および趣旨を逸脱することなく、記載された実施形
態に対する数多くの変形、改変、および変更が可能である。よって、本発明は、記載され
た実施形態に限定されることは意図されておらず、下記の特許請求の範囲の文言によって
規定される全ての範囲、およびその同等物を含むことが意図されている。
【実施例】
【００９７】
　実施例１　トラスツズマブによる処置から利益を受けうる被験体を特定するための免疫
組織化学的アッセイ
　乳房から、がん性腫瘍組織に由来する組織の３ｍｍまたはそれより小さい切片を得る。
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組織を、体積で組織の１５～２０倍量の１０％中性緩衝ホルマリン（ＮＢＦ）中で、室温
（１５～２５℃）で４時間以上８時間以下固定する。次いで、固定された組織を、パラフ
ィン中に包埋する。パラフィン包埋固定組織は、少なくとも２年間安定であり、１５～２
５℃で保管すべきである。各ＦＦＰＥサンプルからミクロトーム（ｍｉｃｒｏｍｅｔｅｒ
）を用いて５μｍ厚の連続切片を切り出し、切片をプラススライド（例えば、Ｓｕｐｅｒ
ｆｒｏｓｔ　Ｐｌｕｓスライド）上にマウントする。サンプルを、６０℃に加熱して、１
時間脱パラフィン化（ｄｅｐａｒａｆｆｅｎｉｚｅ）する。クエン酸緩衝液を用いて、ｐ
Ｈ６で、スチーマー中でサンプルを６０分間調理し、熱による抗原賦活化を行う。スライ
ドをスチーマーから取り出し、５分間冷却する。サンプルを、ＰＢＳ緩衝液で３回、各回
３分間洗浄する。内在性のタンパク質を、カゼイン溶液を用いて、室温で１０分間ブロッ
キングする。サンプルを、ＰＢＳ緩衝液で３回、各回３分間洗浄する。サンプルを、ＰＢ
Ｓ緩衝液（ＰＢ　ｂｕｆｆｅｒ）中、５％ＦＣＳにより、室温で３０分間ブロッキングす
る。トラスツズマブ標的化複合体を、５％ＦＣＳ含有ＰＢＳで、１：２０～１：４０に希
釈する。この標的化複合体は、トラスツズマブのヒト定常領域を認識するマウス抗ヒトＩ
ｇＧと結合したトラスツズマブである。サンプルを、標的化複合体と、４℃で終夜インキ
ュベートする。サンプルを、ＰＢＳ緩衝液で３回、各回３分間洗浄する。
【００９８】
　サンプルを、抗マウスＨＲＰ標識二次抗体で覆い、室温で３０分間インキュベートする
。サンプルを、ＰＢＳ緩衝液で３回、各回３分間洗浄する。ＤＡＢ基質緩衝液１ｍｌにつ
き、２滴のＤＡＢ色素原を加え、これらを混ぜ合わせてＤＡＢを調製する。サンプルを、
調製したＤＡＢ色素原溶液で覆い、１０分間インキュベートする。スライドを水で洗浄し
、ｈｅｍａｌａｕｎで２分間対比染色する。スライドを水で洗浄し、脱水し、永久封入剤
（例えば、Ｐｅｒｔｅｘ）中にマウントする。スライドを光学顕微鏡で観察し、染色を評
価してサンプルにスコアを付ける。
【００９９】
　実施例２　トラスツズマブによる処置から利益を受けうる被験体を特定するための、Ｖ
ｅｎｔａｎａ　ＢｅｎｃｈＭａｒｋ　ＸＴ　ＸＴ　ｕｌｔｒａＶｉｅｗ　ＤＡＢを用いた
免疫組織化学的アッセイ
　乳房から、がん性腫瘍組織に由来する組織の３ｍｍまたはそれより小さい切片を得る。
組織を、体積で組織の１５～２０倍量の１０％中性緩衝ホルマリン（ＮＢＦ）中で、室温
（１５～２５℃）で４時間以上８時間以下固定する。次いで、固定された組織を、パラフ
ィン中に包埋する。パラフィン包埋固定組織は、少なくとも２年間安定であり、１５～２
５℃で保管すべきである。各ＦＦＰＥサンプルからミクロトーム（ｍｉｃｒｏｍｅｔｅｒ
）を用いて４μｍ厚の連続切片を切り出し、切片をプラススライド（例えば、Ｓｕｐｅｒ
ｆｒｏｓｔ　Ｐｌｕｓスライド）上にマウントする。サンプルを、スライド上で、８０℃
で１５分間乾燥させる。
【０１００】
　トラスツズマブ標的化複合体を、Ｖｅｎｔａｎａから入手した抗体希釈剤で、１：２０
－１：５－に希釈する。Ｖｅｎｔａｎａ抗体ディスペンサーを、希釈したトラスツズマブ
標的化複合体で満たす。Ｖｅｎｔａｎａ染色手順には、Ｃｅｌｌ　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅ
ｒ　２（ｐＨ６）で６０分間の前処理と、それに続く１：２０～１：５０トラスツズマブ
標的化複合体との３７℃での３２分間のインキュベーションが含まれる。抗体インキュベ
ーションに続き、Ｖｅｎｔａｎａ標準信号増幅、ｕｌｔｒａＷａｓｈ、ならびに、１滴の
ヘマトキシリンで４分間および１滴のブルーイング試薬で４分間による対比染色を行う。
【０１０１】
　発色検出のために、ＵｌｔｒａＶｉｅｗ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＤＡＢ検出キット（Ｖ
ｅｎｔａｎａ）を使用する。スライドを染色液から取り出し、１滴の界面活性剤を加えた
水で洗浄し、マウントする。スライドを光学顕微鏡で観察し、染色を評価してサンプルに
スコアを付ける。
【０１０２】
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　実施例３　トラスツズマブおよびドセタキセルによる処置から利益を受けうる被験体を
特定するための、Ｖｅｎｔａｎａ　ＢｅｎｃｈＭａｒｋ　ＸＴ　ＸＴ　ｕｌｔｒａＶｉｅ
ｗ　ＤＡＢを用いた免疫組織化学的アッセイ
　乳房から、がん性腫瘍組織に由来する組織の３ｍｍまたはそれより小さい切片を得る。
組織を、体積で組織の１５～２０倍量の１０％中性緩衝ホルマリン（ＮＢＦ）中で、室温
（１５～２５℃）で４時間以上８時間以下固定する。次いで、固定された組織を、パラフ
ィン中に包埋する。パラフィン包埋固定組織は、少なくとも２年間安定であり、１５～２
５℃で保管すべきである。各ＦＦＰＥサンプルからミクロトーム（ｍｉｃｒｏｍｅｔｅｒ
）を用いて４μｍ厚の連続切片を切り出し、切片をプラススライド（例えば、Ｓｕｐｅｒ
ｆｒｏｓｔ　Ｐｌｕｓスライド）上にマウントする。サンプルを、スライド上で、８０℃
で１５分間乾燥させる。
【０１０３】
　トラスツズマブ標的化複合体を、Ｖｅｎｔａｎａから入手した抗体希釈剤で、１：２０
－１：５－に希釈する。ドセタキセル標的化複合体を、Ｖｅｎｔａｎａから入手した抗体
希釈剤で、１：２０－１：５－に希釈する。Ｖｅｎｔａｎａ抗体ディスペンサーを、希釈
したトラスツズマブ標的化複合体および希釈したドセタキセル標的化複合体で満たす。Ｖ
ｅｎｔａｎａ染色手順には、Ｃｅｌｌ　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｒ　２（ｐＨ６）で６０分
間の前処理と、それに続く１：２０～１：５０トラスツズマブ標的化複合体および１：２
０～１：５０ドセタキセル標的化複合体との３７℃での３２分間のインキュベーションが
含まれる。抗体インキュベーションに続き、Ｖｅｎｔａｎａ標準信号増幅、ｕｌｔｒａＷ
ａｓｈ、ならびに、１滴のヘマトキシリンで４分間および１滴のブルーイング試薬で４分
間による対比染色を行う。
【０１０４】
　発色検出のために、ＵｌｔｒａＶｉｅｗ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＤＡＢ検出キット（Ｖ
ｅｎｔａｎａ）およびＵｌｔｒａＶｉｅｗ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＡＰ検出キット（Ｖｅ
ｎｔａｎａ）を使用する。スライドを染色液から取り出し、１滴の界面活性剤を加えた水
で洗浄し、マウントする。スライドを光学顕微鏡で観察し、染色を評価してサンプルにス
コアを付ける。
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