
(57)【要約】

本発明は、ドセタキセル応答性の異なる遺伝子発現プロ

フィールに関する。本発明により、ドセタキセル応答ま

たは応答の欠如を予測すると考えられる原発性乳癌の分

子プロフィールが同定される。本発明は、ドセタキセル

応答性の予測方法およびドセタキセル応答性の決定に使

用するためのアレイを提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 患 者 か ら 腫 瘍 サ ン プ ル を 得 る 工 程 と 、
　 前 記 サ ン プ ル か ら RNAを 単 離 す る 工 程 と 、
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、
配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14
、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番
号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配
列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34
、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番
号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配
列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54
、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番
号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配
列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74
、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番
号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配
列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く
と も 10個 の 核 酸 の RNA中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 を 決 定 す る 工 程 と 、
　 前 記 各 核 酸 の 相 対 発 現 を ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム に 供 す る こ と と を 含 み 、 前 記 ク ラ
ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム の 結 果 が 前 記 サ ン プ ル 中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 が ド セ タ キ セ ル 耐 性
腫 瘍 に 特 有 で あ る こ と を 示 す 場 合 、 前 記 サ ン プ ル は ド セ タ キ セ ル 耐 性 を 示 し 、 前 記 ク ラ ス
タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム の 結 果 が 前 記 サ ン プ ル 中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 が ド セ タ キ セ ル 感 受 性
腫 瘍 に 特 有 で あ る こ と を 示 す 場 合 、 前 記 サ ン プ ル は ド セ タ キ セ ル 感 受 性 を 示 す 、 ド セ タ キ
セ ル 治 療 に 応 答 す る 患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、
配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14
、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番
号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配
列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34
、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番
号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配
列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54
、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番
号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配
列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74
、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番
号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配
列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く
と も 50個 の 核 酸 の RNA中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 を 決 定 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、
配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14
、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番
号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配
列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34
、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番
号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配
列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54
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、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番
号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配
列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74
、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番
号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配
列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91の 相 対 発 現 を 決 定 す る 、 請 求 項 1
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号
43、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 78、 お よ
び 配 列 番 号 87か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 核 酸 の 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の 相 対 過
剰 発 現 が ド セ タ キ セ ル 耐 性 に 関 連 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 過 剰 発 現 が 少 な く と も 2． 5倍 で あ る 、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、
配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号
17、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列
番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、
配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号
40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配 列
番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55、
配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号
62、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配 列 番 号 68、 配 列 番 号 70、 配 列
番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 74、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、
配 列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号
88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1
つ の 核 酸 の 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル 中 の 相 対 過 剰 発 現 が ド セ タ キ セ ル 感 受 性 に 関 連 す る 、 請 求 項
1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 過 剰 発 現 が 少 な く と も 2． 5倍 で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム が 、 監 視 下 の (supervized)ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ
ム で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 RNA中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 の 決 定 が 、
　 固 体 表 面 に 結 合 し た 複 数 の プ ロ ー ブ を 得 る 工 程 と 、 前 記 複 数 の プ ロ ー ブ の 少 な く と も 10
個 が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号
7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番
号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配
列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27
、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番
号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配
列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47
、 配 列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番
号 54、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配
列 番 号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67
、 配 列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番
号 74、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配
列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87
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、 配 列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 核 酸 群 か ら 選 択 さ れ
る 配 列 と 相 補 的 で あ る こ と と 、
　 前 記 プ ロ ー ブ を 前 記 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル か ら 得 た RNAと 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 プ ロ ー ブ へ の 前 記 RNAの 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 前 記 核 酸 の 相 対 発 現 の 相 違 を 同
定 す る 工 程 と を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 複 数 の プ ロ ー ブ の 少 な く と も 50個 が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番
号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号
11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列
番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、
配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号
31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列
番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、
配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配 列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号
51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列
番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、
配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配 列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号
71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列
番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、
配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配 列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配
列 番 号 91か ら な る 核 酸 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 に 相 補 的 で あ る 、 請 求 項 9に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 複 数 の プ ロ ー ブ の 少 な く と も 91個 が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番
号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号
11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列
番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、
配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号
31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列
番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、
配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配 列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号
51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列
番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、
配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配 列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号
71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列
番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、
配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配 列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配
列 番 号 91か ら な る 核 酸 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 に 相 補 的 で あ る 、 請 求 項 9に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 固 体 表 面 が ガ ラ ス ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス で あ る 、 請 求 項 9に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 結 合 の 検 出 が 蛍 光 標 識 ま た は 放 射 性 標 識 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 9に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル が 原 発 性 乳 癌 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル が 針 生 検 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 針 生 検 が パ ラ フ ィ ン 包 埋 さ れ て い る 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ド セ タ キ セ ル 治 療 中 の 種 々 の 時 点 で 患 者 か ら 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル を 得 る 工 程 と 、
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　 前 記 サ ン プ ル か ら RNAを 単 離 す る 工 程 と 、
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、
配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14
、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番
号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配
列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34
、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番
号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配
列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54
、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番
号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配
列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74
、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番
号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配
列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く
と も 50個 の 核 酸 の 前 記 サ ン プ ル 中 の RNA中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 を 決 定 す る 工 程 と 、
　 前 記 サ ン プ ル の 各 核 酸 の 相 対 発 現 を ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム に 供 す る こ と と を 含 み
、 前 記 ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム の 結 果 が 前 記 サ ン プ ル 中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 が ド セ タ
キ セ ル 耐 性 腫 瘍 に 特 有 で あ る こ と を 示 す 場 合 、 前 記 サ ン プ ル は ド セ タ キ セ ル 耐 性 を 示 す 、
ド セ タ キ セ ル 治 療 を 受 け た 癌 患 者 の モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 各 サ ン プ ル が デ セ タ キ セ ル 耐 性 に 関 連 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 場 合 、 ド セ タ
キ セ ル 治 療 が 妨 害 さ れ る 、 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号
43、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 78、 お よ
び 配 列 番 号 87か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 核 酸 の 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の 相 対 過
剰 発 現 が ド セ タ キ セ ル 耐 性 に 関 連 す る 、 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 過 剰 発 現 が 少 な く と も 2． 5倍 で あ る 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、
配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号
17、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列
番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、
配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号
40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配 列
番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55、
配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号
62、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配 列 番 号 68、 配 列 番 号 70、 配 列
番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 74、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、
配 列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号
88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1
つ の 核 酸 の 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル 中 の 相 対 過 剰 発 現 が ド セ タ キ セ ル 感 受 性 に 関 連 す る 、 請 求 項
14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 過 剰 発 現 が 少 な く と も 2． 5倍 で あ る 、 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、
配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14
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、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番
号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配
列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34
、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番
号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配
列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54
、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番
号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配
列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74
、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番
号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配
列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く
と も 10個 の 核 酸 の 固 体 表 面 に 結 合 し た 相 補 的 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む ド セ タ キ セ ル 耐 性 に つ い
て の 患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 ア レ イ が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6
、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 1
3、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列
番 号 20、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、
配 列 番 号 27、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号
33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列
番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、
配 列 番 号 47、 配 列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号
53、 配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列
番 号 60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、
配 列 番 号 67、 配 列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号
73、 配 列 番 号 74、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列
番 号 80、 配 列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、
配 列 番 号 87、 配 列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 少 な く と も 50個 の 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 23に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 ア レ イ が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6
、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 1
3、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列
番 号 20、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、
配 列 番 号 27、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号
33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列
番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、
配 列 番 号 47、 配 列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号
53、 配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列
番 号 60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、
配 列 番 号 67、 配 列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号
73、 配 列 番 号 74、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列
番 号 80、 配 列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、
配 列 番 号 87、 配 列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91を 含 む 、 請 求 項 23
に 記 載 の ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 固 体 表 面 が ガ ラ ス ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス を 含 む 、 請 求 項 23に 記 載 の ア レ イ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
　 （ 関 連 出 願 の 相 互 参 照 ）
　 本 出 願 は 、 2002年 5月 17日 提 出 の 米 国 特 許 仮 出 願 題 60／ 381， 141号 （ そ の 全 体 が 本 明 細
書 中 で 参 考 と し て 援 用 さ れ る ） の 利 益 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 （ 連 邦 政 府 に よ る 資 金 提 供 を 受 け た 研 究 開 発 の 記 載 ）
　 本 発 明 を 、 米 国 陸 軍 助 成 金 番 号 BC000506か ら の 資 金 を 使 用 し て 開 発 し た 。 従 っ て 、 合 衆
国 政 府 は 、 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 分 野 は 、 乳 癌 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 関 す る 。 本 発 明 の 分 野 は ま た 、
乳 癌 細 胞 に お け る ド セ タ キ セ ル の 感 受 性 ま た は 耐 性 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 乳 癌 手 術 後 の 最 良 の 全 身 治 療 （ ア ジ ュ バ ン ト 治 療 ） は 、 乳 癌 の 女 性 の 死 亡 率 を 減 少 さ せ
る 最 も 重 要 な 要 因 で あ る 。 ア ジ ュ バ ン ト 化 学 療 法 お よ び ホ ル モ ン 療 法 は 共 に 乳 癌 患 者 の 死
亡 リ ス ク を 減 少 さ せ る 。 し か し 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 の 状 態 は ホ ル モ ン 療 法 に 応 答 し て 予
測 さ れ 、 化 学 療 法 の 応 答 に つ い て の 臨 床 的 に 有 用 な 予 測 マ ー カ ー は 存 在 し な い 。 従 っ て 、
新 規 の 薬 物 耐 性 に よ り 多 数 の 乳 癌 患 者 で 治 療 が 失 敗 す る 場 合 で さ え も 、 全 て の 該 当 す る 女
性 が 同 一 の 様 式 で 治 療 さ れ る 。 タ キ サ ン （ ド セ タ キ セ ル （ Taxotere（ 商 標 ） ） お よ び パ ク
リ タ キ セ ル （ Taxol（ 商 標 ） ） ） は 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン の よ う な よ り 古 い 薬 物 よ り も 有
効 な 新 規 の 抗 微 小 管 薬 ク ラ ス で あ る が 、 タ キ サ ン お よ び ア ン ト ラ サ イ ク リ ン と の 組 み 合 わ
せ に よ る 臨 床 試 験 で は 、 患 者 の 小 集 団 し か タ キ サ ン 添 加 か ら 恩 恵 を 受 け な い こ と が 示 さ れ
る 。 現 在 、 タ キ サ ン に 応 答 す る 可 能 性 が 高 い 患 者 と そ う で な い 患 者 と を 区 別 す る た め に 利
用 可 能 な 方 法 は 存 在 せ ず 、 か つ 予 測 さ れ る 平 均 的 利 益 が 低 い 場 合 で さ え も ほ と ん ど の 患 者
に ア ジ ュ バ ン ト 治 療 を 処 方 す る こ と が 受 け 入 れ ら れ て い る と 仮 定 す る と 、 ア ジ ュ バ ン ト タ
キ サ ン 療 法 か ら 恩 恵 を 受 け る 可 能 性 が 最 も 高 い 適 切 な 患 者 を 推 測 的 に 選 択 す る こ と に よ り
今 日 の 乳 癌 治 療 の 臨 床 管 理 は 大 き く 進 展 す る 。 ア ジ ュ バ ン ト 使 用 状 況 に け る 治 療 効 率 の 予
測 因 子 （ predictor） の 研 究 に お け る 主 な 障 害 は 、 生 存 に つ い て の 代 替 マ ー カ ー の 欠 如 で
あ り 、 従 っ て 、 多 数 の 長 期 追 跡 患 者 が こ れ ら の 研 究 を 実 施 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ヒ ト 乳 癌 に お け る 遺 伝 子 発 現 ア レ イ の 有 用 性 に 関 す る 刊 行 物 は 僅 か し か な い 。 プ リ ン ト
し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 、 van't　 Veerら は 、 標 準 的 な 臨 床 基
準 お よ び 組 織 学 的 基 準 と 比 較 し た 場 合 、 リ ン パ 節 陰 性 乳 癌 の 78人 の 若 年 女 性 の 小 集 団 の 結
果 が よ り 正 確 に 予 測 さ れ る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 見 出 し た 。 同 一 の 著 者 は 、 そ の 後 、
295人 の 患 者 の コ ホ ー ト に お い て こ の 70種 の 遺 伝 子 分 類 子 （ classifier） （ そ の 多 数 が 最
初 の 研 究 で 見 出 さ れ な か っ た ） を 立 証 し た 。 不 十 分 な 予 後 特 徴 に は 、 遺 伝 子 調 節 細 胞 周 期
、 侵 入 、 転 移 、 お よ び 血 管 形 成 が 含 ま れ て い た 。 cDNAア レ イ を 使 用 し て 、 Perouら は 、 「
基 底 」 ま た は 「 管 腔 」 型 と 呼 ば れ る 異 な る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 同 定 し た 。 こ れ ら の 群 は
、 臨 床 結 果 に 関 し て 互 い に 異 な っ て い た 。 本 発 明 の 目 的 は 、 患 者 の 予 後 を 扱 う 以 前 の 研 究
と 対 照 的 に 、 原 発 性 乳 癌 患 者 の 特 定 の 化 学 療 法 へ の 応 答 ま た は 応 答 の 欠 如 を 予 測 す る 遺 伝
子 発 現 パ タ ー ン を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 米 国 特 許 第 6， 107， 034号 は 、 GATA－ 3発 現 の ド セ タ キ セ ル お よ び 他 の タ キ サ ン に 応 答 す
る エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 陽 性 腫 瘍 と の 関 連 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ド セ タ キ セ ル の 感 受 性 お よ び 耐 性 に 関 連 す る こ れ ら の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 非 常 に 複
雑 で あ る 。 過 去 に お い て 、 化 学 療 法 に 対 す る 感 受 性 お よ び 耐 性 を 評 価 す る た め に 1つ の 遺
伝 子 生 体 マ ー カ ー を 使 用 す る 研 究 は 、 ほ と ん ど 決 定 的 で は な い 。 た と え ば 、 最 近 の 乳 癌 研
究 で は 、 一 般 的 に 想 定 さ れ る 測 定 お よ び 予 後 マ ー カ ー （ HER－ 2、 p53、 p27、 ま た は 上 皮 成
長 因 子 受 容 体 ） で は 、 こ れ ら の 選 択 さ れ た 生 体 マ ー カ ー と タ キ サ ン 感 受 性 と の 間 の い か な
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る 相 関 関 係 も 見 出 す こ と が で き な か っ た 。 異 な る 癌 型 に お け る 公 開 さ れ て い る 文 献 に よ り
、 β － チ ュ ー ブ リ ン イ ソ 型 の 発 現 レ ベ ル の 相 違 は タ キ サ ン 耐 性 の 重 要 か つ 複 雑 な 機 構 を 示
す こ と が で き る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 い く つ か の β － チ ュ ー ブ リ ン イ ソ 型 の 過 剰 発 現 は
、 全 て で は な い が い く つ か の 腫 瘍 の ド セ タ キ セ ル 耐 性 に 関 連 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 感 受
性 お よ び 耐 性 に つ い て の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が 複 数 の 遺 伝 子 経 路 に 関 与 し 、 こ れ ら の 経 路
に お け る 多 数 の 遺 伝 子 の 統 合 に よ り 薬 物 に 対 す る 感 受 性 お よ び 耐 性 が 得 ら れ る こ と を 示 す
。 こ れ に よ り 、 い く つ か の 各 遺 伝 子 発 現 の 評 価 が 臨 床 的 乳 癌 挙 動 の 不 均 一 性 の 解 決 に 十 分
に 強 力 で な く 、 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン に よ っ て 感 受 性 腫 瘍 と 耐 性 腫 瘍 と を よ り 首 尾
よ く 区 別 す る こ と が で き る と い う 考 え が 支 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 で は 、 タ キ サ ン に 対 す る 応 答 を 予 測 す る 原 発 性 乳 癌 標 本 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を
同 定 し た 。 ネ オ ア ジ ュ バ ン ト 化 学 療 法 （ 一 次 手 術 前 の 処 置 ） に よ り 、 遺 伝 子 発 現 分 析 用 の
原 発 性 腫 瘍 を サ ン プ リ ン グ し 、 最 初 の 数 ヶ 月 の 治 療 時 の 腫 瘍 サ イ ズ の 変 化 に よ っ て 化 学 療
法 に 対 す る 応 答 を 直 接 評 価 す る こ と が で き る 。 ネ オ ア ジ ュ バ ン ト 化 学 療 法 に 対 す る こ の 臨
床 的 腫 瘍 応 答 は 、 有 効 な 生 存 代 替 マ ー カ ー で あ る こ と が 示 さ れ て お り 、 穏 や か な 応 答 ま た
は 化 学 的 に 明 白 な 化 学 療 法 耐 性 疾 患 を 罹 患 し た 患 者 と 比 較 し て ネ オ ア ジ ュ バ ン ト 化 学 療 法
後 に 有 意 に 腫 瘍 が 進 行 し た 患 者 で 良 好 な 結 果 が 得 ら れ る 。 遺 伝 子 発 現 の 高 処 理 定 量 の 出 現
に よ り 、 現 在 、 治 療 に 対 す る 優 れ た 臨 床 応 答 と 相 関 し 、 そ れ に よ り こ れ を 予 測 す る こ と が
で き る 、 異 な る 乳 癌 の 発 現 パ タ ー ン を 同 時 に 同 定 す る た め に 何 千 も の 遺 伝 子 を 評 価 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の プ ロ フ ィ ー ル は 、 こ の 疾 患 の 遺 伝 的 不 均 一 性 が 理 解 さ れ る 可 能
性 が 非 常 に 高 く 、 各 患 者 の 成 功 可 能 性 に 基 づ い て 異 な る 治 療 ス ト ラ テ ジ ー が 優 先 さ れ る 。
従 っ て 、 ネ オ ア ジ ュ バ ン ト 化 学 療 法 に よ り 、 化 学 療 法 応 答 の 予 測 マ ー カ ー を 迅 速 に 発 見 す
る た め の 理 想 的 な プ ラ ッ ト フ ォ ー ム が 得 ら れ る 。 現 在 の 研 究 で は 、 ネ オ ア ジ ュ バ ン ト ド セ
タ キ セ ル を 投 与 す る 前 に 患 者 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に つ い て 原 発 性 乳 癌 の 針 生 検
を 分 析 し た 。 本 発 明 は 、 1） 遺 伝 子 発 現 を 評 価 す る た め に こ れ ら の 針 生 検 か ら 十 分 な RNAが
得 ら れ る こ と 、 2） ド セ タ キ セ ル 化 学 療 法 に 対 し て 感 受 性 ま た は 耐 性 を 示 す 原 発 性 乳 癌 を
区 別 す る た め に 使 用 す る 遺 伝 子 群 が 存 在 す る こ と 、 お よ び 3） 一 定 の 遺 伝 子 経 路 が ド セ タ
キ セ ル 耐 性 機 構 に 重 要 で あ る こ と こ と を 証 明 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 患 者 か ら 腫 瘍 サ ン プ ル を 得 る 工 程 と 、
　 前 記 サ ン プ ル か ら RNAを 単 離 す る 工 程 と 、
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、
配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14
、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番
号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配
列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34
、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番
号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配
列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54
、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番
号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配
列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74
、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番
号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配
列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く
と も 10個 の 核 酸 の RNA中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 を 決 定 す る 工 程 と 、
　 前 記 各 核 酸 の 相 対 発 現 を ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム に 供 す る こ と と を 含 み 、 前 記 ク ラ
ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム の 結 果 が 前 記 サ ン プ ル 中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 が ド セ タ キ セ ル 耐 性
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腫 瘍 に 特 有 で あ る こ と を 示 す 場 合 、 前 記 サ ン プ ル は ド セ タ キ セ ル 耐 性 を 示 し 、 前 記 ク ラ ス
タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム の 結 果 が 前 記 サ ン プ ル 中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 が ド セ タ キ セ ル 感 受 性
腫 瘍 に 特 有 で あ る こ と を 示 す 場 合 、 前 記 サ ン プ ル は ド セ タ キ セ ル 感 受 性 を 示 す 、 ド セ タ キ
セ ル 治 療 に 応 答 す る 患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 1、
配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配
列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15
、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 21、 配 列 番
号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 28、 配
列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35
、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番
号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配 列 番 号 48、 配
列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55
、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番 号 61、 配 列 番
号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配 列 番 号 68、 配
列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74、 配 列 番 号 75
、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番 号 81、 配 列 番
号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配 列 番 号 88、 配
列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 50個 の 核 酸 の 発 現 レ
ベ ル を 決 定 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、
配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、
配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号
18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列
番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、
配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号
38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列
番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配 列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、
配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号
58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列
番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配 列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、
配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号
78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列
番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配 列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番
号 91の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 37、
配 列 番 号 38、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号
75、 配 列 番 号 78、 お よ び 配 列 番 号 87か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 核 酸 の 腫
瘍 サ ン プ ル 中 の 相 対 過 剰 発 現 が ド セ タ キ セ ル 耐 性 に 関 連 す る 。 さ ら に 特 定 の 実 施 形 態 で は
、 過 剰 発 現 は 少 な く と も 2． 5倍 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7
、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号
15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列
番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、
配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号
36、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列
番 号 46、 配 列 番 号 47、 配 列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、
配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号
60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配 列
番 号 68、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 74、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、
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配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号
85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 核 酸 の 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル 中 の 相 対 過 剰 発 現 が ド セ タ キ セ ル
感 受 性 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 RNA中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 の 決 定 が 、 固 体 表 面 に
結 合 し た 複 数 の プ ロ ー ブ を 得 る 工 程 と 、 前 記 複 数 の プ ロ ー ブ の 少 な く と も 10個 、 50個 、 ま
た は 91個 が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配
列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、
配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号
20、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列
番 号 27、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、
配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号
40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列
番 号 47、 配 列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、
配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号
60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列
番 号 67、 配 列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、
配 列 番 号 74、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号
80、 配 列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列
番 号 87、 配 列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 核 酸 群 か ら 選
択 さ れ る 配 列 と 相 補 的 で あ る こ と と 、
　 前 記 プ ロ ー ブ を 前 記 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル か ら 得 た RNAと 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 プ ロ ー ブ へ の 前 記 RNAの 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 前 記 核 酸 の 相 対 発 現 の 相 違 を 同
定 す る 工 程 と を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 固 体 表 面 が ガ ラ ス ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス で
あ り 、 結 合 の 検 出 は 蛍 光 標 識 ま た は 放 射 性 標 識 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で
は 、 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル は 原 発 性 乳 癌 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 腫 瘍 組 織 サ ン プ
ル は 針 生 検 で あ り 、 針 生 検 は パ ラ フ ィ ン 包 埋 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 ド セ タ キ セ ル 治 療 中 の 種 々 の 時 点 で 患 者 か ら 腫 瘍 組 織 サ ン プ ル を
得 る 工 程 と 、
　 前 記 サ ン プ ル か ら RNAを 単 離 す る 工 程 と 、
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、
配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14
、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 20、 配 列 番
号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番 号 26、 配 列 番 号 27、 配
列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34
、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番
号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47、 配
列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配 列 番 号 53、 配 列 番 号 54
、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 60、 配 列 番
号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番 号 66、 配 列 番 号 67、 配
列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 74
、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79、 配 列 番 号 80、 配 列 番
号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番 号 86、 配 列 番 号 87、 配
列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く
と も 50個 の 核 酸 の 前 記 サ ン プ ル 中 の RNA中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 を 決 定 す る 工 程 と 、
　 前 記 サ ン プ ル の 各 核 酸 の 相 対 発 現 を ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム に 供 す る こ と と を 含 み
、 前 記 ク リ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム が 公 知 の ド セ タ キ セ ル 耐 性 腫 瘍 サ ン プ ル お よ び 公 知 の
の ド セ タ キ セ ル 感 受 性 腫 瘍 サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 分 析 に 由 来 し 、 前 記 ク ラ ス
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タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム の 結 果 が 前 記 サ ン プ ル 中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 が ド セ タ キ セ ル 耐 性 腫
瘍 に 特 有 で あ る こ と を 示 す 場 合 、 前 記 サ ン プ ル は ド セ タ キ セ ル 耐 性 を 示 し 、 前 記 ク ラ ス タ
リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム の 結 果 が 前 記 サ ン プ ル 中 の 各 核 酸 の 相 対 発 現 が ド セ タ キ セ ル 感 受 性 腫
瘍 に 特 有 で あ る こ と を 示 す 場 合 、 前 記 サ ン プ ル は ド セ タ キ セ ル 感 受 性 を 示 す 、 ド セ タ キ セ
ル 治 療 を 受 け た 癌 患 者 の モ ニ タ リ ン グ 方 法 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 任 意 の 各 サ ン プ
ル が デ セ タ キ セ ル 耐 性 に 関 連 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 場 合 、 ド セ タ キ セ ル 治 療
が 妨 害 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配
列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配
列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 19
、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 21、 配 列 番 号 22、 配 列 番 号 23、 配 列 番 号 24、 配 列 番 号 25、 配 列 番
号 26、 配 列 番 号 27、 配 列 番 号 28、 配 列 番 号 29、 配 列 番 号 30、 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配
列 番 号 33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35、 配 列 番 号 36、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 39
、 配 列 番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、 配 列 番
号 46、 配 列 番 号 47、 配 列 番 号 48、 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50、 配 列 番 号 51、 配 列 番 号 52、 配
列 番 号 53、 配 列 番 号 54、 配 列 番 号 55、 配 列 番 号 56、 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 58
、 配 列 番 号 60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63、 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65、 配 列 番
号 66、 配 列 番 号 67、 配 列 番 号 68、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 70、 配 列 番 号 71、 配 列 番 号 72、 配
列 番 号 73、 配 列 番 号 74、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 76、 配 列 番 号 77、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 79
、 配 列 番 号 80、 配 列 番 号 81、 配 列 番 号 82、 配 列 番 号 83、 配 列 番 号 84、 配 列 番 号 85、 配 列 番
号 86、 配 列 番 号 87、 配 列 番 号 88、 配 列 番 号 89、 配 列 番 号 90、 お よ び 配 列 番 号 91か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 50個 の 核 酸 の 固 体 表 面 に 結 合 し た 相 補 的 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む ド
セ タ キ セ ル 耐 性 に つ い て の 患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ ア レ イ で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 は 、 以 下 の 発 明 の 詳 細 な 説 明 に よ っ て よ り 深 く 理 解 す る こ と が で き る よ う に 、 本 発
明 の 特 徴 お よ び 技 術 の 利 点 を 比 較 的 広 範 に 概 説 し た 。 本 発 明 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 主 題 を 形
成 す る 本 発 明 の さ ら な る 特 徴 お よ び 利 点 を 以 下 に 記 載 す る 。 本 発 明 の 同 一 の 目 的 の 実 施 の
た め の 他 の 構 造 の 修 正 ま た は デ ザ イ ン の 基 礎 と し て 、 開 示 の 概 念 お よ び 特 定 の 実 施 形 態 を
容 易 に 利 用 す る こ と が で き る こ と が 当 業 者 に 認 識 さ れ る べ き で あ る 。 こ の よ う な 等 価 の 構
築 物 が 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 の 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱 し な い こ と も 当 業 者
に 認 識 さ れ る べ き で あ る 。 さ ら な る 目 的 お よ び 利 点 と 共 に そ の 機 構 お よ び 操 作 方 法 の 両 方
に 関 す る 本 発 明 に 特 有 で あ る と 考 え ら れ る 新 規 の 特 徴 が 、 添 付 の 図 面 と 併 せ て 考 慮 し た 場
合 に 以 下 の 説 明 か ら よ り 深 く 理 解 さ れ る 。 し か し 、 各 図 面 は 例 示 お よ び 説 明 の 目 的 で 提 供
さ れ て お り 、 本 発 明 を 制 限 す る 定 義 と し て 意 図 さ れ な い こ と が 明 確 に 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 特 許 ま た は 出 願 書 類 は 、 カ ラ ー で 作 成 さ れ た 少 な く と も 1つ の 図 面 を 含 む 。 カ ラ ー 図 面
を 含 む こ の 特 許 ま た は 特 許 出 願 公 開 書 類 の 副 本 は 、 請 求 お よ び 必 要 な 料 金 の 支 払 い 時 に 特
許 庁 か ら 得 ら れ る 。 本 発 明 の よ り 完 全 な 理 解 の た め に 、 添 付 の 図 面 と 併 せ て 記 載 の 説 明 の
後 に 引 例 を 示 す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 〔 I． 定 義 〕
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 a」 ま た は 「 an」 は 、 1つ ま た は 複 数 を 意 味 し 得 る 。 用 語 「
comprising」 と 共 に 使 用 さ れ る 場 合 、 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 a」 ま た は 「 a
n」 は 、 1つ ま た は 1つ を 超 え る 複 数 を 意 味 し 得 る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 another」
は 、 少 な く と も 2つ ま た は そ れ 以 上 を 意 味 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 ア ジ ュ バ ン ト 」 は 、 疾 患 ま た は 病 態 の 一 次 治 療 に 対 す
る さ ら な る 治 療 と し て 患 者 に 提 供 す る 薬 物 を い う 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 実 質 的 に 結 合 す る 」 は 、 プ ロ ー ブ 核 酸 と 標 的 核 酸 と の 間 の 相 補 的 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を
い い 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 所 望 の 検 出 を 達 成 す る た め の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 培 地 の
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 減 少 に よ っ て 適 合 す る こ と が で き る 小 さ な ミ ス マ ッ チ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 用 語 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 」 ま た は 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 強 度 」 は 、 標 識 さ れ た 標
的 核 酸 と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 成 分 （ た と え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 調 節
プ ロ ー ブ 、 ア レ イ 基 質 な ど ） と の 非 特 異 的 結 合 ま た は 他 の 相 互 作 用 に 起 因 す る ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 シ グ ナ ル を い う 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 、 ア レ イ 成 分 自 体 の 固 有 の 蛍 光 に よ
っ て 産 生 す る こ と も で き る 。 ア レ イ 全 体 に つ い て 1つ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 計 算
す る か 、 各 標 的 核 酸 の 異 な る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 計 算 す る こ と が で き る 。 好 ま し
い 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ 中 の 最 も 低 い 5％ ～ 10％ の プ ロ ー ブ に つ い て の 平 均 ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 シ グ ナ ル 強 度 と し て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 計 算 す る か 、 各 遺 伝 子 の 最 も 低 い 5％ ～ 10％
の プ ロ ー ブ に つ い て 各 標 的 の 異 な る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 計 算 す る 。 も ち ろ ん 、 当
業 者 は 、 プ ロ ー ブ が 特 定 の 遺 伝 子 と 十 分 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し 、 そ れ に よ り 標 的 配 列 に 特
異 的 に 結 合 す る よ う で あ る 場 合 、 こ れ ら を バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 計 算 で 使 用 す べ き で
な い こ と を 認 識 す る 。 あ る い は 、 サ ン プ ル 中 に 見 出 さ れ る 任 意 の 配 列 に 相 補 的 で は な い プ
ロ ー ブ （ た と え ば 、 サ ン プ ル が 哺 乳 動 物 核 酸 の 場 合 、 逆 の 方 向 の 核 酸 ま た は 細 菌 遺 伝 子 な
ど の サ ン プ ル 中 に 見 出 さ れ な い 遺 伝 子 に 指 向 す る プ ロ ー ブ ） へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ っ
て 得 ら れ た 平 均 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 シ グ ナ ル 強 度 と し て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 計 算 す る こ と が
で き る 。 い か な る プ ロ ー ブ も 欠 く ア レ イ 領 域 に よ っ て 得 ら れ る 平 均 シ グ ナ ル 強 度 と し て バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド を 計 算 す る こ と も で き る 。 分 析 に 依 存 し て 、 当 業 者 は 、 ど の バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド シ グ ナ ル 計 算 を 使 用 す る か を 理 解 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 表 現 「 細 胞 」 、 「 細 胞 株 」 、 お よ び 「 細 胞 培 養 物 」 を 交 換 可
能 に 使 用 し 、 全 て の こ の よ う な 表 示 に は 子 孫 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 用 語 「 形 質 転 換 体
」 お よ び 「 形 質 転 換 細 胞 」 に は 、 導 入 数 と 無 関 係 の 初 代 対 象 細 胞 お よ び こ れ に 由 来 す る 培
養 物 が 含 ま れ る 。 意 図 的 ま た は 故 意 の 変 異 に よ っ て 全 子 孫 は DNA内 容 物 中 で 正 確 に 同 一 で
な く て も よ い こ と も 理 解 さ れ る 。 最 初 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た も の
と 同 一 の 機 能 ま た は 生 物 活 性 を 有 す る 変 異 子 孫 が 含 ま れ る 。 明 確 な 表 示 が 意 図 さ れ る 場 合
、 文 脈 か ら 外 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 乳 癌 の 「 針 生 検 」 は 、 針 生 検 手 段 か ら 得 た 乳 房 組 織 の 小
さ な 円 柱 状 の サ ン プ ル ま た は 手 順 自 体 の い ず れ か を い う 。 鎮 静 す る 必 要 が な い 局 所 麻 酔 下
で 乳 房 の 針 生 検 を 行 う 。 針 生 検 ニ ー ド ル を 、 乳 房 の 正 確 な 領 域 に 向 け 、 特 別 に デ ザ イ ン さ
れ た 装 置 お よ び ニ ー ド ル を 使 用 し て 、 罹 患 領 域 か ら い く つ か の 乳 房 組 織 の 小 さ な コ ア を 得
る 。 超 音 波 ま た は 定 位 固 定 X線 ガ イ ダ ン ス の い ず れ か を 使 用 し て 正 確 な 乳 房 組 織 に 針 生 検
ニ ー ド ル を 誘 導 す る 。 一 般 に 、 各 細 胞 の み よ り も む し ろ 乳 房 組 織 片 が 得 ら れ る よ う に 針 生
検 を デ ザ イ ン す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 」 ま た は 「 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
」 は 、 任 意 の 特 定 の 転 写 物 の 相 対 発 現 ま た は 相 対 存 在 量 を 示 す た め の 複 数 の mRNAの 測 定 を
含 む 。 任 意 の 所 与 の サ ン プ ル 中 の 任 意 の 所 与 の 時 点 で サ ン プ リ ン グ さ れ た 全 mRNA転 写 物 の
発 現 レ ベ ル の 編 集 は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 含 む 。 真 核 細 胞 内 で 、 相 互 接 続 し た 何 百
か ら 何 千 も の シ グ ナ ル 経 路 が 存 在 す る 。 こ の 理 由 の た め に 、 細 胞 内 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル
ま た は 活 性 の 変 化 は 、 一 次 、 二 次 、 お よ び 時 々 三 次 経 路 に 関 与 す る 他 の タ ン パ ク 質 お よ び
他 の 遺 伝 子 の 転 写 に 多 く の 影 響 を 与 え る 。 種 々 の タ ン パ ク 質 機 能 の 間 の こ の 広 範 な 相 互 接
続 は 、 任 意 の 1つ の タ ン パ ク 質 の 変 化 に よ っ て 多 数 の 他 の タ ン パ ク 質 の 代 償 的 変 化 を 起 こ
す 可 能 性 が 高 い こ と を 意 味 す る 。 特 に 、 薬 物 へ の 曝 露 ま た は 遺 伝 子 コ ピ ー 数 を 調 整 す る 病
態 （ た と え ば 、 遺 伝 子 変 異 ） な ど に よ る 細 胞 内 の 1つ の タ ン パ ク 質 の 部 分 的 破 壊 で さ え も
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十 分 な 他 の 遺 伝 子 転 写 の 代 償 的 変 化 が 起 こ り 、 転 写 物 の こ れ ら の 変 化 を 使 用 し て 、 機 能 破
壊 に 関 す る 特 定 の 転 写 の 変 化 の 「 特 徴 的 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 」 を 定 義 す る こ と が で き る 。 た
と え ば 、 ド セ タ キ セ ル 耐 性 を 示 す 腫 瘍 サ ン プ ル は 、 ド セ タ キ セ ル 感 受 性 腫 瘍 サ ン プ ル の 特
徴 的 な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 区 別 す る こ と が で き る 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 用 語 「 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 」 は 、 配 列 が 複 雑 な 混 合 物 （ た と え ば 、 全 細 胞 DNAま
た は RNA） 中 に 存 在 す る 場 合 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で の 分 子 の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の み の と の 分 子 の 結 合 、 二 本 鎖 形 成 、 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を い う 。 用 語 「 ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 は 、 プ ロ ー ブ が そ の 標 的 サ ブ シ ー ケ ン ス と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る が 、
他 の 配 列 と は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し な い 条 件 を い う 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 配 列 依 存 性
で あ り 、 環 境 に よ っ て 異 な る 。 当 業 者 は 、 こ の よ う な 条 件 の 選 択 方 法 を 理 解 し て い る 。 温
度 が 高 い ほ ど よ り 長 い 配 列 が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。 一 般 に 、 定 義 し た イ オ ン 強
度 お よ び pHで 特 定 の 配 列 の 融 点 （ Tm） よ り 約 5℃ 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 を 選 択 す る
。 Tmは 、 （ 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 、 pH、 お よ び 核 酸 濃 度 で ） 標 的 配 列 に 相 補 的 な プ ロ ー ブ
の 50％ が 標 的 配 列 と 釣 り 合 っ て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 温 度 で あ る 。 （ 一 般 に 、 標 的 配 列 は
過 剰 に 存 在 す る の で 、 Tmで 50％ の プ ロ ー ブ が 釣 り 合 っ て 占 め る ） 。 典 型 的 に は 、 短 い プ ロ
ー ブ （ た と え ば 、 10～ 50個 の ヌ ク レ オ チ ド ） に つ い て の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 pH7
． 0～ 8． 3で の 塩 濃 度 が 少 な く と も 約 0． 01～ 1． 0M　 Naイ オ ン 濃 度 （ ま た は 他 の 塩 ） で あ
り 、 か つ 温 度 が 少 な く と も 約 30℃ で あ る 条 件 で あ る 。 ホ ル ム ア ミ ド な ど の 不 安 定 剤 を 添 加
し て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 を 達 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 用 語 「 ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル 」 は 、 特 定 の 標 的 配 列 に 完 全 に 相 補 的 で は な い よ う に 意
図 的 に 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ を い う 。 ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル は 、 典 型 的 に は
、 同 一 の 特 定 の 標 的 配 列 に 完 全 に 相 補 的 な 対 応 す る 試 験 プ ロ ー ブ を 有 す る 。 ミ ス マ ッ チ は
、 1つ ま た は 複 数 の 塩 基 を 含 み 得 る 。 ミ ス マ ッ チ を ミ ス マ ッ チ プ ロ ー ブ の ど の 場 所 に も 位
置 付 け る こ と が で き る が 、 末 端 ミ ス マ ッ チ は 標 的 配 列 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 防 止 す る 可 能
性 が 高 く な い の で 、 末 端 ミ ス マ ッ チ は あ ま り 望 ま し く な い 。 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、
試 験 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 下 で ミ ス マ ッ チ が 標 的 配 列 を 含 む 二 重 鎖 を 不 安 定 化 す る 可 能 性
が 最 も 高 い よ う に 、 ミ ス マ ッ チ を プ ロ ー ブ の 中 央 ま た は 中 央 付 近 に 位 置 付 け る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 用 語 「 mRNA」 は 、 遺 伝 子 の 転 写 物 を い う 。 転 写 物 は RNAで あ り 、 た と え ば 、 翻 訳 す る 用
意 の で き た 成 熟 伝 令 RNA、 転 写 物 の 種 々 の プ ロ セ シ ン グ 段 階 の 産 物 が 含 ま れ る 。 転 写 物 の
プ ロ セ シ ン グ に は 、 ス プ ラ イ シ ン グ お よ び 分 解 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 用 語 「 核 酸 」 ま た は 「 核 酸 分 子 」 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 の い ず れ か の 形 態 の デ オ キ シ
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ポ リ マ ー を い い 、 他 で 制 限 し な い 限 り 、 天 然 に
存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド と 類 似 の 様 式 で 機 能 す る こ と が で き る 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド の 公 知 の
ア ナ ロ グ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 2塩 基 長 か ら 500塩 基 長 ま で の 範 囲 の 一 本 鎖 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 用 語 「 過 剰 発 現 」 は 、 あ る サ ン プ ル が 別 の サ ン プ ル と 比 較 し て 特 定 の 遺 伝 子 の 相 対 発 現
が 高 い こ と を 意 味 す る 。 過 剰 発 現 の パ ラ メ ー タ ー は 、 必 要 に 応 じ て 特 定 の ア ル ゴ リ ズ ム の
た め に 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 た と え ば 、 遺 伝 子 は 、 そ の 発 現 が コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル
よ り も 少 な く と も 1． 2倍 、 1． 5倍 、 2倍 、 ま た は 3倍 で な い 限 り 、 過 剰 発 現 さ れ た と 見 な す
こ と が で き な い こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 を 、 用 語 「 タ ン パ ク 質 」 と 交 換 可 能 に
使 用 し 、 1つ を 超 え る ア ミ ノ 酸 サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 分 子 と 定 義 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は タ ン
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パ ク 質 全 体 で あ り 得 る か 、 ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド な ど の タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン
ト で あ り 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 メ チ ル 化 ま た は ア セ チ ル 化 な ど の ア ミ ノ 酸 サ ブ ユ ニ
ッ ト の 代 替 物 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 プ ロ ー ブ 」 を 、 1つ ま た は 複 数 の 化 学 結 合 型 を 介 し て 、 通
常 、 相 補 塩 基 対 合 、 通 常 、 水 素 結 合 形 成 を 介 し て 相 補 配 列 の 標 的 核 酸 に 結 合 す る こ と が で
き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 定 義 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ 」 に は 、 天 然 の 塩 基 （ す な わ ち 、 A、 G、 C、 ま た は T） ま た は 修 飾 塩 基 （ 7－ デ ア ザ
グ ア ノ シ ン 、 イ ノ シ ン な ど ） が 含 ま れ 得 る 。 さ ら に 、 当 業 者 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 妨 害
し な い 限 り 、 リ ン 酸 結 合 以 外 の 結 合 に よ っ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 中 の 塩 基 を 連 結
す る こ と が で き る こ と を 認 識 す る 。 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 成 分 塩 基 が
リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 よ り も む し ろ ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 連 結 す る ペ プ チ ド 核 酸 で あ り 得
る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 用 語 「 定 量 」 は 、 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル の 定 量 の 文 脈 で 使 用 す る 場 合 、 絶 対 的 ま た は 相 対
的 な 定 量 を い う こ と が で き る 。 公 知 の 濃 度 の 1つ ま た は 複 数 の 標 的 核 酸 （ た と え ば 、 BioB
な ど の コ ン ト ロ ー ル 核 酸 ま た は 既 知 の 量 の 標 的 核 酸 自 体 を 使 用 す る ） を 含 め る こ と お よ び
公 知 の 標 的 核 酸 を 使 用 し た 未 知 の 核 酸 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 強 度 の 参 照 （ た と え ば 、 検 量 線
の 作 成 に よ る ） に よ っ て 絶 対 的 定 量 を 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 強
度 お よ び 含 蓄 的 に 転 写 レ ベ ル の 変 化 を 定 量 す る た め の 2つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 ま た は 2
つ ま た は そ れ 以 上 の 処 理 の 間 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 シ グ ナ ル の 比 較 に よ っ て 相 対 的 定 量 を 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 遺 伝 子 に 関 連 す る 用 語 「 相 対 遺 伝 子 発 現 」 ま た は 「 相 対 発 現
」 は 、 異 な る 細 胞 型 ま た は 組 織 型 の 同 一 の 遺 伝 子 発 現 産 物 （ 通 常 、 mRNA） の 相 対 存 在 量 を
い う 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 腫 瘍 サ ン プ ル 中 の 遺 伝 子 発 現 を 、 異 な る 時 点 で 採 取 し た 同
一 の 患 者 由 来 の 腫 瘍 サ ン プ ル と 比 較 す る か 、 異 な る 患 者 由 来 の 腫 瘍 サ ン プ ル と 比 較 す る 。
別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 腫 瘍 サ ン プ ル は 原 発 性 乳 癌 で あ り 、 相 対 遺 伝 子 発 現 を 使 用 し
て ド セ タ キ セ ル 感 受 性 ま た は 耐 性 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 サ ン プ ル 」 は 、 少 な く と も 1つ の 細 胞 を 含 む 患 者 の サ
ン プ ル を 示 す 。 組 織 ま た は 細 胞 サ ン プ ル を 、 ほ と ん ど の 任 意 の 身 体 部 分 か ら 取 り 出 す こ と
が で き る 。 ほ と ん ど の 適 切 な サ ン プ ル 獲 得 方 法 は 、 疑 わ れ る か 診 断 さ れ た 癌 の 型 に 依 存 す
る 。 生 検 法 に は 、 針 生 検 、 内 視 鏡 生 検 、 お よ び 切 除 生 検 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 サ ブ シ ー ケ ン ス 」 は 、 核 酸 の よ り 長 い 配 列 の 一 部 を 含 む 核 酸 配 列 を い う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 用 語 「 標 的 核 酸 」 は 、 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 結 合 す る よ う に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ を デ ザ イ ン し た 核 酸 （ し ば し ば 生 体 サ ン プ ル 由 来 ） を い う 。 検 出 さ れ る 標 的 核 酸 の 有 無
ま た は 定 量 さ れ る 標 的 核 酸 の 量 の い ず れ か で あ る 。 標 的 核 酸 は 、 標 的 に 指 向 す る 対 応 プ ロ
ー ブ の 核 酸 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 。 用 語 「 標 的 核 酸 」 は 、 プ ロ ー ブ が 指 向 す る よ り
長 い 核 酸 の 特 定 の サ ブ シ ー ケ ン ス ま た は 検 出 さ れ る こ と が 望 ま し い 発 現 レ ベ ル の 配 列 全 体
（ た と え ば 、 遺 伝 子 ま た は mRNA） を い う こ と が で き る 。 使 用 法 の 相 違 は 文 脈 か ら 明 ら か で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 〔 II． 本 発 明 〕
　 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 、 病 態 で そ の 発 現 が 変 化 す る 核
酸 の 発 現 （ 転 写 ） レ ベ ル を モ ニ タ ー す る 。 た と え ば 、 特 定 の マ ー カ ー の 過 剰 発 現 に よ っ て
乳 癌 を 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 、
ド セ タ キ セ ル 耐 性 ま た は 感 受 性 な ど の 一 定 の 臨 床 環 境 に 関 連 す る 種 々 の 遺 伝 子 の 発 現 を モ
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ニ タ ー す る 。 終 点 の 説 明 が 複 雑 で あ る 場 合 （ 1つ の 特 定 の 遺 伝 子 が 過 剰 発 現 ま た は 過 少 発
現 し た と 単 純 に 説 明 さ れ な い 場 合 ） 、 こ れ は 特 に 薬 物 研 究 で 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 病
態 ま た は 薬 物 の 作 用 様 式 が 十 分 に 特 徴 付 け ら れ な い 場 合 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 特 に 関 連 す
る 遺 伝 子 を 迅 速 に 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ド セ タ キ セ ル 感 受 性 ま た は 耐 性 に 関 連 す る 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 同 定 お よ び
確 認 す る 。 各 腫 瘍 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 評 価 す る た め に 、 ヒ ト 乳 癌 由 来 の 小 針 生 検 か ら
十 分 な RNAを 得 た 。 本 発 明 は 、 化 学 療 法 に 対 す る 応 答 ま た は 応 答 の 欠 如 を 正 確 に 予 測 す る
た め に ヒ ト 原 発 性 乳 癌 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 使 用 し て 分 子 プ ロ フ ィ ー ル を 同 定 す る 。 結
果 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 分 子 プ ロ フ ィ ー ル に よ り 原 発 性 乳 癌 患 者 の ド セ タ キ セ ル 応 答 を
正 確 に 予 測 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 容 易 に 測 定 す る こ と が で き る 遺 伝 子 に 注 目 し 、 か つ 任 意 の サ ン プ ル で 発 現 す
る 見 込 み の な い 遺 伝 子 を 排 除 す る こ と で あ っ た 。 こ の 研 究 は 、 ド セ タ キ セ ル 応 答 ／ 耐 性 の
特 定 の 遺 伝 子 を 発 見 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る の で は な く 、 む し ろ 乳 癌 患 者 の 臨 床 予
測 試 験 と し て 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 使 用 す る 複 数 の 遺 伝 子 を 検 出 す る た め に デ ザ
イ ン さ れ た 。 結 果 と し て 、 AURORA－ Aの よ う な い く つ か の 生 物 学 的 に 興 味 深 い 遺 伝 子 は 過
剰 発 現 の 低 さ に よ り 排 除 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 乳 癌 は 非 常 に 不 均 一 で あ る が 、 分 別 遺 伝 子 リ ス ト に よ り い く つ か の 腫 瘍 に お け る 感 受 性
お よ び 耐 性 機 構 に つ い て の い く つ か の 手 が か り が 得 ら れ る 。 一 般 に 、 耐 性 腫 瘍 は 、 タ ン パ
ク 質 翻 訳 、 細 胞 周 期 、 お よ び RNA転 写 機 能 に 関 連 す る 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 し 、 感 受 性 腫 瘍 は
、 ス ト レ ス ／ ア ポ ト ー シ ス 、 細 胞 骨 格 ／ 接 着 、 タ ン パ ク 質 輸 送 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 お よ び RN
Aス プ ラ イ シ ン グ ／ 輸 送 に 関 与 す る 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 し た 。 タ キ サ ン 作 用 の ア ポ ト ー シ ス
誘 導 様 式 と 一 致 し て 、 感 受 性 腫 瘍 は 、 ア ポ ト ー シ ス 関 連 タ ン パ ク 質 （ た と え ば 、 BAX、 UBE
2M、 UBCH10、 CUL1） の RNA発 現 が よ り 高 か っ た 。 デ セ タ キ セ ル 感 受 性 腫 瘍 に お け る DNA損 傷
関 連 遺 伝 子 発 現 （ た と え ば 、 CSNK2B、 DDB1、 ABLの 過 剰 発 現 お よ び PRKDCの 過 少 発 現 ） は ま
た 、 ド セ タ キ セ ル 感 受 性 に 寄 与 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 、 感 受 性 腫 瘍 で は 、 ス ト レ ス 関 連 経 路 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 も 見 出 さ れ た
（ 特 に 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 （ HSP） ） 。 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 27（ HSP27） の 過 剰 発 現
は 、 MDA－ MB－ 231乳 癌 細 胞 株 に お け る ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 に 関 連 す る こ と が 示 さ れ て い
る 。 対 照 的 に 、 同 一 の 著 者 は 、 HSP27過 剰 発 現 細 胞 株 は ド セ タ キ セ ル に 対 し て 感 受 性 を 維
持 し た ま ま で あ る こ と を 証 明 し 、 異 な る 非 交 差 耐 性 因 子 が 感 受 性 と 耐 性 と で 異 な る 遺 伝 子
パ タ ー ン を 有 し 得 る こ と が 示 唆 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 共 通 に 使 用 さ れ る 薬 物 に 優
先 順 位 を つ け る た め の ツ ー ル と し て 特 定 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 一 点 除 外 交 差 検 証 手 順 で は 、 名 義 値 p≦ 0． 001で 選 択 さ れ た 遺 伝 子 に 基 づ い た 分 類 子 に
よ っ て 約 90％ の 癌 を 感 受 性 ま た は 耐 性 と し て 腫 瘍 を 正 確 に 分 類 し た 。 さ ら に 、 こ の 分 類 の
予 測 値 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ER） （ 事 実 上 、 乳 癌 で 唯 一 確 証 さ れ た 予 測 因 子 ） を 非 常
に 優 先 的 に 比 較 す る 。 ERは 、 約 60％ の ホ ル モ ン 療 法 に 対 す る 応 答 に つ い て の 陽 性 的 中 率 お
よ び 約 90％ の 陰 性 的 中 率 を 有 す る 。 約 70％ の 乳 癌 が ER＋ で あ る 場 合 、 ホ ル モ ン 応 答 お よ び
非 応 答 腫 瘍 の 感 受 性 お よ び 特 異 性 は そ れ ぞ れ 約 93％ お よ び 50％ で あ り 、 ERの ROC曲 線 下 面
積 は 約 0． 72で し か な い 。 ド セ タ キ セ ル 分 類 子 は 、 陽 性 的 中 率 お よ び 陰 性 的 中 率 が そ れ ぞ
れ 92％ お よ び 83％ で あ り 、 ROC曲 線 下 面 積 は 0． 96で あ る こ と が 見 出 さ れ た （ 図 3） 。 こ れ
は 、 遺 伝 子 発 現 ベ ー ス の 分 類 子 は 他 の 臨 床 的 に 認 証 さ れ た 予 測 マ ー カ ー と 優 先 的 に 比 較 す
る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 発 現 ア レ イ テ ク ノ ロ ジ ー が ド セ タ キ セ ル 化 学 療 法 に 対 す る 応 答 ま た は 耐 性 に
よ っ て 腫 瘍 を 有 効 か つ 再 現 可 能 に 分 類 す る こ と が で き る こ と を 証 明 す る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 〔 III． 遺 伝 子 発 現 分 析 〕
　 一 般 に 、 当 業 者 が 利 用 可 能 な 任 意 の 方 法 で 遺 伝 子 発 現 デ ー タ を 収 集 す る こ と が で き る 。
本 明 細 書 中 に 提 供 し た 多 数 の 方 法 が 高 並 列 デ ー タ 収 集 シ ス テ ム に よ っ て 得 ら れ た デ ー タ の
強 力 な 分 析 ツ ー ル で あ る に も か か わ ら ず 、 よ り 伝 統 的 な 方 法 に よ っ て 収 集 し た デ ー タ の 分
析 に 多 数 の こ の よ う な 方 法 が 等 し く 有 用 で あ る 。 一 般 に 、 い く つ か 、 さ ら に 何 千 ま た は そ
れ 以 上 の 異 な る 転 写 物 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る プ ロ ー ブ ア レ イ の 使 用 に よ っ て 遺 伝 子 発 現
デ ー タ を 得 る 。 こ の よ う な ア レ イ を 、 し ば し ば マ イ ク ロ ア レ イ ま た は マ ク ロ ア レ イ と 分 類
し 、 こ の 分 類 は ア レ イ 上 の 各 位 置 の サ イ ズ に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 1つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は ま た 、 核 酸 プ ロ ー ブ を 組 織 化 さ れ た ア レ イ 中 の 固 体 ま た
は 半 固 体 支 持 体 上 ま た は 支 持 体 中 に 固 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 種 々
の プ ロ セ ス （ リ ソ グ ラ フ ィ ー が 含 ま れ る ） に よ っ て 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 支 持
体 が 固 体 の 場 合 、 こ の よ う な ア レ イ を 当 該 分 野 で 「 チ ッ プ 」 と い う の が 当 該 分 野 で 一 般 的
で あ る が 、 こ の 専 門 用 語 は 、 支 持 体 が シ リ コ ン で あ る か 任 意 の 有 用 な 導 電 性 を 有 す る こ と
を 示 す こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 1つ の 実 施 形 態 は 、 （ 1） 1つ ま た は 複 数 の 標 的 遺 伝 子 の RNA転 写 物 を 含 む 標 的 核
酸 ま た は RNA転 写 物 由 来 の 核 酸 の プ ー ル を 得 る こ と と 、 （ 2） 核 酸 サ ン プ ル を プ ロ ー ブ ア レ
イ （ コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ が 含 ま れ る ） と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と 、 お よ び （ 3） ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 し た 核 酸 を 検 出 し 、 相 対 発 現 （ 転 写 ） レ ベ ル を 計 算 す る こ と に よ る 遺 伝 子
発 現 の モ ニ タ リ ン グ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 A． 核 酸 サ ン プ ル の 獲 得
　 当 業 者 は 、 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル （ そ れ に よ る 発 現 レ ベ ル ） を 測 定 す る た め に 、 遺 伝 子 の
mRNA転 写 物 を 含 む 核 酸 サ ン プ ル ま た は mRNA転 写 物 由 来 の 核 酸 を 得 る こ と が 望 ま し い こ と を
認 識 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 mRNA転 写 物 由 来 の 核 酸 」 は 、 合 成 の た め に mRNA転
写 物 ま た は そ の サ ブ シ ー ケ ン ス が 最 終 的 に テ ン プ レ ー ト と し て 役 立 つ 核 酸 を い う 。 し た が
っ て 、 mRNAか ら 逆 転 写 さ れ た cDNA、 cDNAか ら 転 写 さ れ た RNA、 cDNAか ら 増 幅 さ れ た DNA、 増
幅 DNAか ら 転 写 さ れ た RNAな ど は 全 て mRNAに 由 来 し 、 こ の よ う な 誘 導 産 物 の 検 出 は サ ン プ ル
中 の 元 の 転 写 物 の 存 在 お よ び ／ ま た は 存 在 量 の 指 標 で あ る 。 従 っ て 、 適 切 な サ ン プ ル に は
、 遺 伝 子 の mRNA転 写 物 、 mRNAか ら 逆 転 写 さ れ た cDNA、 cDNAか ら 転 写 さ れ た cRNA、 遺 伝 子 か
ら 増 幅 さ れ た DNA、 お よ び 増 幅 DNAか ら 転 写 さ れ た RNAな ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 中 の 1つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル （ お よ
び そ れ に よ る 発 現 ） を 定 量 す る こ と が 望 ま し い 場 合 、 核 酸 サ ン プ ル は 、 遺 伝 子 の mRNA転 写
物 の 濃 度 ま た は mRNA転 写 物 由 来 の 核 酸 の 濃 度 は そ の 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル （ お よ び そ れ に よ
る 発 現 レ ベ ル ） に 比 例 す る も の で あ る 。 同 様 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 シ グ ナ ル 強 度 は ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 さ れ た 核 酸 量 に 比 例 す る こ と が 好 ま し い 。 比 例 が 比 較 的 厳 密 で あ る こ と が 好 ま
し く （ た と え ば 、 転 写 率 の 倍 増 に よ り サ ン プ ル 核 酸 プ ー ル 中 の mRNA転 写 物 が 倍 増 し 、 ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 シ グ ナ ル が 倍 増 す る ） 、 当 業 者 は 、 比 例 は よ り 緩 和 し さ ら に 非 線 形 で あ り 得
る こ と を 認 識 す る 。 従 っ て 、 た と え ば 、 5倍 異 な る 標 的 mRNA濃 度 に よ り ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
強 度 が 3～ 6倍 異 な る ア ッ セ イ は ほ と ん ど の 目 的 で 十 分 で あ る 。 よ り 正 確 な 定 量 が 必 要 な 場
合 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う に 、 サ ン プ ル 調 製 お よ び ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 で 導 入 さ れ た ば ら
つ き を 修 正 す る た め の 適 切 な コ ン ト ロ ー ル を 実 施 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 当 業 者 に 周
知 の 方 法 に 従 っ て 、 「 標 準 的 な 」 標 的 mRNAの 連 続 希 釈 物 を 使 用 し て 検 量 線 を 作 成 す る こ と
が で き る 。 も ち ろ ん 、 転 写 物 の 有 無 の 簡 単 な 検 出 を 所 望 す る 場 合 、 複 雑 な コ ン ト ロ ー ル ま
た は 補 正 は 必 要 な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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　 最 も 簡 単 な 実 施 形 態 で は 、 こ の よ う な 核 酸 サ ン プ ル は 、 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 し た 全 mR
NAで あ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 用 語 「 生 体 サ ン プ ル 」 は 、 生 物 ま た は 生 物 の 成 分 （
た と え ば 、 細 胞 ） か ら 得 た サ ン プ ル を い う 。 サ ン プ ル は 、 任 意 の 生 体 組 織 ま た は 流 動 物 で
あ り 得 る 。 し ば し ば 、 サ ン プ ル は 、 患 者 由 来 の サ ン プ ル で あ る 「 臨 床 サ ン プ ル 」 で あ る 。
こ の よ う な サ ン プ ル に は 、 唾 液 、 血 液 、 血 球 （ た と え ば 、 白 血 球 ） 、 組 織 ま た は 細 い ニ ー
ド ル に よ る 生 検 サ ン プ ル 、 尿 、 腹 水 お よ び 胸 膜 液 ま た は そ の 細 胞 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 生 体 サ ン プ ル は ま た 、 組 織 学 的 目 的 の た め に 採 取 し た 凍 結 切 片 な ど の 組 織
切 片 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 当 業 者 に 周 知 の 任 意 の 多 数 の 方 法 に 従 っ て 、 核 酸 （ ゲ ノ ム DNAま た は mRNAの い ず れ か ）
を サ ン プ ル か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 遺 伝 子 コ ピ ー 数 の 変 化 検 出 す べ き で あ
る 場 合 、 ゲ ノ ム DNAを 単 離 す る こ と が 好 ま し い こ と を 認 識 す る 。 逆 に 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ
ル を 検 出 す べ き で あ る 場 合 、 RNA（ mRNA） を 単 離 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 全 mRNAの 単 離 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 た と え ば 、 核 酸 の 単 離 お よ び 精 製 方 法 は 、
Chapter　 3　 of　 Laboratory　 Techniques　 in　 Biochemistry　 and　 Molecular　 Biolog
y： 　 Hybridization　 With　 Nucleic　 Acid　 Probes， PartI． Theory　 and　 Nucleic　 Ac
id　 Preparation， P． Tijssen， ed． Elsevier， N． Y． （ 1993） 、 お よ び Chapter　 3　 of
　 Laboratory　 Techniques　 in　 Biochemistry　 and　 Molecular　 Biology： 　 Hybridiza
tion　 with　 Nucleic　 Acid　 Probes， PartI． Theory　 and　 Nucleic　 Acid　 Preparatio
n， P． Tijssen， ed． Elsevier， N． Y． （ 1993） ） に 詳 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 た と え ば 、 酸 性 グ ア ニ ジ ウ ム － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出
法 を 使 用 し て 全 核 酸 を 所 与 の サ ン プ ル か ら 単 離 し 、 オ リ ゴ dTカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ま た
は （ dT） n磁 性 ビ ー ズ の 使 用 に よ っ て ポ リ A　 mRNAを 単 離 す る （ た と え ば 、 Sambrookら ， Mo
lecular　 Cloning： 　 A　 Laboratory　 Manual　 （ 2nd　 ed． ） ， Vols． 1－ 3， Cold　 Spri
ng　 Harbor　 Laboratory， （ 1989） ま た は Current　 Protocols　 in　 Molecular　 Biology
， F． Ausubelら ， ed． Greene　 Publishing　 and　 Wiley－ Interscience， New　 York　 （ 1
987） を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 し ば し ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 前 に 核 酸 サ ン プ ル を 増 幅 す る こ と が 望 ま し い 。 当 業 者 は 、
ど の よ う な 増 幅 方 法 を 使 用 し て も 、 定 量 的 結 果 を 必 要 と す る 場 合 、 増 幅 核 酸 の 相 対 頻 度 を
維 持 ま た は 制 御 す る 方 法 を 使 用 す る よ う に 注 意 し な け れ ば な ら な い こ と を 認 識 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 定 量 的 」 増 幅 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 た と え ば 、 定 量 的 PCRは 、 同 一 の プ ラ イ マ
ー を 使 用 し た 既 知 の 量 の コ ン ト ロ ー ル 配 列 の 同 時 増 幅 を 含 む 。 こ れ に よ り 、 PCR反 応 の 補
正 に 使 用 す る こ と が で き る 内 部 標 準 が 得 ら れ る 。 次 い で 、 ア レ イ は 、 増 幅 核 酸 の 定 量 の た
め の 内 部 標 準 に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 1つ の 好 ま し い 内 部 標 準 は 、 合 成 AW106cRNAで あ る 。 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 な 技 術 に 従 っ
て 、 AW106cRNAを サ ン プ ル か ら 単 離 し た RNAと 組 み 合 わ せ る 。 次 い で 、 逆 転 写 酵 素 を 使 用 し
て RNAを 逆 転 写 し て コ ピ ー DNAを 得 る 。 次 い で 、 標 識 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 cDNA配 列 を 増
幅 す る （ た と え ば 、 PCRに よ る ） 。 典 型 的 に は 電 気 泳 動 に よ っ て 増 幅 産 物 を 分 離 し 、 放 射
能 の 量 （ 増 幅 産 物 量 に 比 例 す る ） を 決 定 す る 。 次 い で 、 公 知 の AW106RNA標 準 に よ っ て 産 生
さ れ た シ グ ナ ル と の 比 較 に よ っ て サ ン プ ル 中 の mRNA量 を 計 算 す る 。 定 量 的 PCRの 詳 細 な プ
ロ ト コ ー ル は 、 PCR　 Protocols， A　 Guide　 to　 Methods　 and　 Applications， Innisら
， Academic　 Press， Inc． N． Y． ， （ 1990） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 他 の 適 切 な 増 幅 方 法 に は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） （ Innis， ら ， PCR　 Protocols
． A　 guide　 to　 Methods　 and　 Application． Academic　 Press， Inc． San　 Diego， （ 1
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990） ） リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ LCR） （ Wu　 and　 Wallace， Genomics， 4： 560（ 1989） ， Land
egrenら ， Science， 241： 1077（ 1988） お よ び Barringerら ， Gene， 89： 117（ 1990） を 参
照 の こ と ） 、 転 写 増 幅 （ Kwohら ， Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 86： 1173（ 1989） ） 、 お
よ び 自 律 配 列 複 製 （ Guatelliら ， Proc． Nat． Acad． Sci． USA， 87： 1874（ 1990） ） が 含
ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル mRNAを 逆 転 写 酵 素 な ら び に オ リ ゴ dTお よ び T7フ ァ
ー ジ プ ロ モ ー タ ー を コ ー ド す る 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー で 逆 転 写 し て 、 1つ の 標 準 的 な DNA
テ ン プ レ ー ト を 得 る 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 第 2の DNA鎖 を 重 合 す る 。 二 本 鎖 cDNAの
合 成 後 、 T7　 RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 添 加 し 、 cDNAテ ン プ レ ー ト か ら RNAを 転 写 す る 。 各 1つ の c
DNAテ ン プ レ ー ト か ら の 連 続 ラ ウ ン ド の 転 写 に よ り 、 増 幅 RNAが 得 ら れ る 。 in　 vitro重 合
方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り （ た と え ば 、 Sambrook、 前 出 を 参 照 の こ と ） 、 こ の 特 定 の 方 法
は 、 本 方 法 に よ る in　 vitro増 幅 に よ り 種 々 の RNA転 写 物 の 相 対 頻 度 が 保 存 さ れ る こ と を 証
明 し た Van　 Gelderら ， Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 87： 　 1663－ 1667　 （ 1990） に 詳
述 さ れ て い る 。 さ ら に 、 Eberwineら ， Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 89： 3010－ 3014は 、
元 の 出 発 材 料 の 10 6 倍 を 超 え る 増 幅 を 達 成 し 、 そ れ に よ り 生 体 サ ン プ ル が 制 限 さ れ て い る
場 合 で さ え も 発 現 を モ ニ タ ー す る こ と が 可 能 な in　 vitro転 写 を 介 し た 2ラ ウ ン ド の 増 幅 を
使 用 す る プ ロ ト コ ー ル を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 上 記 の 直 接 転 写 法 に よ り ア ン チ セ ン ス （ aRNA） プ ー ル が 得 ら れ る こ と が 当 業 者 に 認 識 さ
れ る 。 ア ン チ セ ン ス RNAを 標 的 核 酸 と し て 使 用 す る 場 合 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の サ ブ シ ー ケ
ン ス に 相 補 的 な よ う に ア レ イ 中 で 得 ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 選 択 す る 。 逆 に
、 標 的 核 酸 プ ー ル が セ ン ス 核 酸 プ ー ル で あ る 場 合 、 セ ン ス 核 酸 の サ ブ シ ー ケ ン ス に 相 補 的
な よ う に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 選 択 す る 。 最 後 に 、 核 酸 プ ー ル が 二 本 鎖 で あ る 場
合 、 標 的 核 酸 は セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 両 方 を 含 む の で 、 プ ロ ー ブ は い ず れ か の
方 向 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 上 記 で 引 用 し た プ ロ ト コ ー ル に は 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 核 酸 プ ー ル の 作 製 方 法 が
含 ま れ る 。 実 際 、 1つ の ア プ ロ ー チ を 使 用 し て 、 所 望 の セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 核 酸 を
作 製 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 T3お よ び T7プ ロ モ ー タ ー に 隣 接 す る よ う に 、 cDNAを ベ
ク タ ー （ た と え ば 、 Stratageneの p　 Bluescript　 II　 KS（ ＋ ） フ ァ ー ジ ミ ド ） に 一 方 向
で ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。 T3ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し た in　 vitro転 写 に よ り あ る 方
向 の RNAが 産 生 さ れ （ イ ン サ ー ト の 方 向 に 依 存 す る 方 向 ） 、 T7ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し た in
　 vitro転 写 に よ り 反 対 の 方 向 を 有 す る RNAが 産 生 さ れ る 。 他 の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ
ム に は 、 Cre－ loxPプ ラ ス ミ ド サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の た め に デ ザ イ ン さ れ た ラ ム ダ フ ァ ー ジ
ベ ク タ ー が 含 ま れ る （ た と え ば 、 Palazzoloら ， Gene， 88： 25－ 36（ 1990） を 参 照 の こ と
） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 高 活 性 RNAポ リ メ ラ ー ゼ （ た と え ば 、 T7に つ い て 約 2500単
位 ／ μ L（ Epicentre　 Tecdhnologiesか ら 市 販 さ れ て い る ） ） を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 B． 核 酸 の 標 識
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 核 酸 に 結 合 す る 1つ ま た は 複 数 の 標 識 の 検 出 に よ っ て
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 核 酸 を 検 出 す る 。 当 業 者 に 周 知 の 任 意 の 多 数 の 手 段 に よ っ て 、 標 識 を 組
み 込 む こ と が で き る 。 し か し 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 サ ン プ ル 核 酸 調 製 に お け る 増 幅 工
程 時 に 標 識 を 同 時 に 組 み 込 む 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 標 識 プ ラ イ マ ー ま た は 標 識 ヌ ク レ
オ チ ド を 使 用 し た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ り 、 標 識 増 幅 産 物 が 得 ら れ る 。 好 ま
し い 実 施 形 態 で は 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 標 識 UTPお よ び ／ ま た
は CTP） を 使 用 し た 上 記 の 転 写 増 幅 に よ り 、 転 写 さ れ た 核 酸 に 標 識 が 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 あ る い は 、 元 の 核 酸 サ ン プ ル （ た と え ば 、 mRNA、 ポ リ AmRNA、 cDNAな ど ） ま た は 増 幅 後
の 増 幅 産 物 に 標 識 を 直 接 添 加 す る こ と が で き る 。 標 識 を 核 酸 に 結 合 す る 方 法 は 当 業 者 に 周
知 で あ り 、 た と え ば 、 ニ ッ ク 翻 訳 ま た は 核 酸 の キ ナ ー ゼ 処 理 （ kinasing） お よ び そ の 後 の
標 識 （ た と え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア ） へ の サ ン プ ル 核 酸 の 核 酸 リ ン カ ー 連 結 の そ の 後 の 結 合
（ ラ イ ゲ ー シ ョ ン ） に よ る 末 端 標 識 （ た と え ば 、 標 識 RNAを 使 用 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 で の 使 用 に 適 切 な 検 出 可 能 な 標 識 に は 、 分 光 器 、 光 化 学 、 生 化 学 、 免 疫 化 学 、 電
気 、 光 、 ま た は 化 学 的 手 段 に よ っ て 検 出 可 能 な 任 意 の 組 成 物 が 含 ま れ る 。 本 発 明 で 有 用 な
標 識 に は 、 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 抱 合 体 で の 染 色 の た め の ビ オ チ ン 、 磁 性 ビ ー ズ
（ た と え ば 、 Dynabeads（ 商 標 ） ） 、 蛍 光 色 素 （ た と え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 テ キ サ ス レ
ッ ド 、 ロ ー ダ ミ ン 、 お よ び 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど ） 、 放 射 性 標 識 （ た と え ば 、 3 H、 1 2 5 I
、 3 5 S、 1 4 C、 ま た は 3 2 P） 、 酵 素 （ た と え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び ELISAで 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 他 の 酵 素 ） 、 お よ び コ ロ イ ド 状 の
金 ビ ー ズ 、 着 色 ガ ラ ス も し く は プ ラ ス チ ッ ク ビ ー ズ （ た と え ば 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ
ピ レ ン 、 ラ テ ッ ク ス な ど ） な ど の 比 色 分 析 標 識 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 標 識 の 使 用 を 教 示
し た 特 許 に は 、 米 国 特 許 第 3， 817， 837号 ； 同 第 3， 850， 752号 ； 同 第 3， 939， 350号 ； 同
第 3， 996， 345号 ； 同 第 4， 277， 437号 ； 同 第 4， 275， 149号 ； お よ び 同 第 4， 366， 241号 が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の よ う な 標 識 の 検 出 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 写 真 用 フ ィ
ル ム ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 使 用 し て 放 射 性 標 識 を 検 出 す る こ と が で き 、 放
射 光 を 検 出 す る た め の 光 検 出 器 を 使 用 し て 蛍 光 マ ー カ ー を 検 出 す る こ と が で き る 。 典 型 的
に は 、 酵 素 の 基 質 へ の 提 供 お よ び 基 質 上 の 酵 素 作 用 に よ っ て 得 ら れ た 反 応 の 検 出 に よ っ て
酵 素 標 識 を 検 出 し 、 着 色 標 識 の 単 純 な 視 覚 化 に よ っ て 比 色 分 析 標 識 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 前 後 に 標 識 を 標 的 （ サ ン プ ル ） 核 酸 に 添 加 す る こ と が で き る 。 い わ
ゆ る 「 直 接 標 識 」 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 前 に 標 的 （ サ ン プ ル ） 核 酸 に 直 接 結 合 し て い る か
組 み 込 ま れ て い る 検 出 可 能 な 標 識 で あ る 。 対 照 的 に 、 い わ ゆ る 「 間 接 標 識 」 は 、 ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 後 に ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 に 連 結 す る 。 し ば し ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 前 に 標 的 核 酸
に 結 合 し て い た 結 合 部 分 に 間 接 標 識 を 結 合 さ せ る 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 前 に 標 的 核 酸 を ビ オ チ ン 化 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 後 、 ア ビ ジ ン 抱 合 フ ル オ
ロ フ ォ ア は ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 を 保 有 す る ビ オ チ ン に 結 合 し 、 容 易 に 検 出 さ れ る 標 識 が 得
ら れ る 。 核 酸 標 識 法 お よ び 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 核 酸 の 検 出 方 法 の 詳 細 な 概 説 に つ
い て は 、 Laboratory　 Techniques　 in　 Biochemistry　 and　 Molecular　 Biology， Vol．
24： 　 Hybridization　 With　 Nucleic　 Acid　 Probes， P． Tijssen， ed． Elsevier， N． Y
． ， （ 1993） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 蛍 光 標 識 が 好 ま し く 、 in　 vitro転 写 反 応 時 に 容 易 に 添 加 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で
は 、 蛍 光 標 識 さ れ た UTPお よ び CTPを 、 上 記 の in　 vitro転 写 反 応 で 産 生 さ れ た RNAに 組 み 込
む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 C． シ グ ナ ル ／ ノ イ ズ 比 を 改 良 す る た め の サ ン プ ル の 修 飾
　 サ ン プ ル の 複 雑 さ を 減 少 さ せ 、 そ れ に よ り バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 減 少 さ せ て 測 定
の 感 度 を 改 良 す る た め に 、 高 密 度 プ ロ ー ブ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 前 に 核 酸 サ ン プ ル
を 修 飾 す る こ と が で き る 。 1つ の 実 施 形 態 で は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド mRNAの 選 択 的 分 解 に よ
っ て 複 雑 さ を 減 少 さ せ る 。 ア レ イ 中 の プ ロ ー ブ が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 領 域 に 特
異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル へ の サ ン プ ル mRNA（ た と え ば
、 ポ リ A　 RNA） の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ っ て こ れ を 行 う 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル は 、 ア レ イ 上 に 見 出 さ れ る 同 一 の プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な
る 。
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【 ０ ０ ６ ８ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル は サ ン プ ル mRNAと ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し て 、 多 数 の 二 本 鎖 （ ハ
イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 ） 核 酸 を 形 成 す る 。 次 い で 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 サ ン プ ル を 、 RNア ー ゼ A
（ 一 本 鎖 RNAを 特 異 的 に 消 化 す る ヌ ク レ ア ー ゼ ） で 処 理 す る 。 次 い で 、 プ ロ テ ア ー ゼ お よ
び ／ ま た は 市 販 の RNア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 使 用 し て RNア ー ゼ Aを 阻 害 し 、 二 本 鎖 核 酸 を 消
化 さ れ た 一 本 鎖 RNAか ら 分 離 す る 。 当 業 者 に 周 知 の 多 数 の 方 法 （ 電 気 泳 動 お よ び 勾 配 遠 心
分 離 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に お い て こ の 分 離 を 行 う こ と が で き る 。 し か
し 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ビ ー ズ に 結 合 し た DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル が 得 ら れ 、
そ れ に よ り 核 酸 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム が 形 成 さ れ る 。 RNア ー ゼ Aで の 消 化 後 、 ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 DNAを ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 の 変 性 （ た と え ば 、 熱 ま た は 塩 濃 度 の 増 加 に よ る ） お よ び
溶 離 緩 衝 液 で の 予 め ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ た mRNAの 洗 浄 に よ っ て 簡 単 に 除 去 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 次 い で 、 ア レ イ 中 の プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 未 消 化 の mRNAフ ラ グ メ ン ト を 、 RN
Aリ ガ ー ゼ を 使 用 し て RNAリ ン カ ー に 結 合 し た フ ル オ ロ フ ォ ア で 末 端 標 識 す る こ と が 好 ま し
い 。 こ の 手 順 に よ り 、 ア レ イ 中 の プ ロ ー ブ に 対 応 し な い 核 酸 が 消 失 し 、 そ れ に よ り バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル に 寄 与 す る よ う に 利 用 可 能 で な い 標 識 サ ン プ ル RNAプ ー ル が 産 生 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 別 の サ ン プ ル の 複 雑 さ の 減 少 方 法 は 、 ア レ イ プ ロ ー ブ が 指 向 す る 領 域 の い ず れ か の 端 に
面 す る 領 域 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る デ オ キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の mRNAの ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 を 含 む 。 RNア ー ゼ Hで の 処 理 に よ り 、 二 本 鎖 （ ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 ） が 選 択 的 に 消 化
さ れ 、 デ オ キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に よ っ て 前 に 結 合 し 、 か つ ア レ イ プ ロ ー ブ の
標 的 に 対 応 す る 短 い 領 域 （ た と え ば 、 20量 体 ） に 対 応 す る 一 本 鎖 mRNAお よ び ア レ イ プ ロ ー
ブ の 標 的 の 間 の 領 域 に 対 応 す る よ り 長 い mRNA配 列 の プ ー ル が 遊 離 す る 。 次 い で 、 短 い RNA
フ ラ グ メ ン ト を 長 い フ ラ グ メ ン ト か ら 分 離 し （ た と え ば 、 電 気 泳 動 に よ る ） 、 必 要 に 応 じ
て 上 記 の よ う に 標 識 し 、 そ の 後 、 高 密 度 プ ロ ー ブ ア レ イ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の た め に 準
備 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 第 3の ア プ ロ ー チ で は 、 サ ン プ ル の 複 雑 さ の 減 少 は 、 特 定 の （ 予 め 選 択 し た ） mRNAメ ッ
セ ー ジ の 選 択 的 除 去 を 含 む 。 特 に 、 ア レ イ 中 の プ ロ ー ブ に よ っ て 特 異 的 に 探 索 さ れ な い 高
発 現 mRNAメ ッ セ ー ジ を 除 去 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 3’ （ ポ リ A） 末 端 に
近 い 予 め 選 択 し た メ ッ セ ー ジ と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ と ポ リ AmRNAの ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 含 む 。 特 異 性 が 高 く か つ 交 差 反 応 性 が 低 く な る よ う
に プ ロ ー ブ を 選 択 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た メ ッ セ ー ジ ／ プ ロ ー ブ 複 合 体
の RNア ー ゼ Hで の 処 理 に よ り 、 二 本 鎖 領 域 が 効 率 的 に 消 化 さ れ 、 残 り の メ ッ セ ー ジ か ら ポ
リ Aテ ー ル が 有 効 に 除 去 さ れ る 。 次 い で 、 ポ リ A　 RNAを 特 異 的 に 保 持 ま た は 増 幅 す る 方 法
（ た と え ば 、 オ リ ゴ dTカ ラ ム ま た は （ dT） n磁 性 ビ ー ズ ） を 使 用 し て サ ン プ ル を 処 理 す る
。 も は や ポ リ A＋ テ ー ル に 関 連 し な い の で 、 こ の よ う な 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た メ ッ セ ー
ジ は 保 持 も 増 幅 も さ れ な い 。 こ れ ら の 高 発 現 メ ッ セ ー ジ を サ ン プ ル か ら 有 効 に 除 去 し 、 バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド の 減 少 し た mRNAを 有 す る サ ン プ ル が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 IV． ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 ア レ イ の デ ザ イ ン
　 A． プ ロ ー ブ の 組 成
　 当 業 者 は 、 多 数 の ア レ イ デ ザ イ ン が 本 発 明 の 実 施 に 適 切 で あ る こ と を 認 識 す る 。 ア レ イ
は 、 典 型 的 に は 、 検 出 す べ き 核 酸 発 現 物 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 多 数 の プ ロ ー ブ
を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ は 、 1つ ま た は 複 数 の コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ を 含
む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 1） 試 験 プ ロ ー ブ
　 そ の 最 も 簡 単 な 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ は 、 「 試 験 プ ロ ー ブ 」 を 含 む 。 約 5～ 約 50ヌ ク レ
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オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 約 10～ 約 40ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 15～ 約 40ヌ ク レ
オ チ ド 長 の 範 囲 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 す る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
は 、 そ の 発 現 が 検 出 さ れ る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 遺 伝 子 の 特 定 の サ ブ シ ー ケ ン ス に 相 補 的
な 配 列 を 有 す る 。 従 っ て 、 試 験 プ ロ ー ブ は 、 検 出 さ れ る 標 的 核 酸 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 目 的 の 標 的 核 酸 に 結 合 す る 試 験 プ ロ ー ブ に 加 え て 、 ア レ イ は 多 数 の コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー
ブ を 含 み 得 る 。 コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ は 、 本 明 細 書 中 で 、 a） 標 準 化 コ ン ト ロ ー ル 、 b） 発
現 レ ベ ル コ ン ト ロ ー ル 、 お よ び c） ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル と 呼 ば れ る の 3つ の カ テ ゴ リ ー
に 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 a)標 準 化 コ ン ト ロ ー ル
　 標 準 化 コ ン ト ロ ー ル は 、 核 酸 サ ン プ ル に 添 加 し た 標 識 基 準 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的
で あ る こ と が 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 後 に 標 準 化
コ ン ト ロ ー ル か ら 得 た シ グ ナ ル に よ り 、 種 々 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 、 標 識 強 度 、 「 リ ー
デ ィ ン グ 」 効 率 、 お よ び 完 全 な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 シ グ ナ ル が ア レ イ 間 で 変 化 し 得 る 他 の 因
子 に つ い て の コ ン ト ロ ー ル が 得 ら れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ 中 の 全 て の 他 の プ
ロ ー ブ か ら 読 み 取 れ た シ グ ナ ル （ た と え ば 、 蛍 光 強 度 ） を コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ か ら の シ
グ ナ ル （ た と え ば 、 蛍 光 強 度 ） で 割 り 、 そ れ に よ り 測 定 値 が 標 準 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 事 実 上 任 意 の プ ロ ー ブ は 、 標 準 化 プ ロ ー ブ と し て 役 立 ち 得 る 。 し か し 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 効 率 は 塩 基 組 成 お よ び プ ロ ー ブ 長 に よ っ て 変 化 す る こ と が 認 識 さ れ る 。 ア レ イ 中 に 存 在
す る 他 の プ ロ ー ブ の 平 均 長 を 反 映 す る よ う に 好 ま し い 標 準 化 プ ロ ー ブ を 選 択 す る が 、 こ れ
ら は 一 定 範 囲 の 長 さ を 対 象 と す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 ア レ イ 中 の 他 の プ ロ ー ブ
の （ 平 均 ） 塩 基 組 成 を 反 映 す る よ う に 標 準 化 コ ン ト ロ ー ル を 選 択 す る こ と も で き る が 、 好
ま し い 実 施 形 態 で は 、 た っ た 1つ ま た は 数 個 の 標 準 化 プ ロ ー ブ を 使 用 し 、 こ れ ら が 十 分 に
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し （ す な わ ち 、 二 次 構 造 を 含 ま な い ） 、 い か な る 標 的 特 異 的 プ ロ ー ブ と
も 適 合 し な い よ う に 選 択 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 効 率 の 空 間 的 変 動 性 を 調 節 す る た め に 、 ア レ イ 中 の 任 意 の 位 置 ま た は
ア レ イ 中 の 複 数 の 位 置 に 標 準 化 プ ロ ー ブ を 局 在 化 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で
は 、 標 準 化 コ ン ト ロ ー ル を 、 ア レ イ の 角 ま た は 端 お よ び 中 央 に 位 置 付 け る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 b） 発 現 レ ベ ル コ ン ト ロ ー ル
　 発 現 レ ベ ル コ ン ト ロ ー ル は 、 生 体 サ ン プ ル 中 の 構 成 性 に 発 現 す る 遺 伝 子 と 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 す る プ ロ ー ブ で あ る 。 細 胞 の 全 体 的 な 健 康 状 態 お よ び 代 謝 活 性 を 調 節 す る よ
う に 発 現 レ ベ ル コ ン ト ロ ー ル を デ ザ イ ン す る 。 標 的 核 酸 の 発 現 レ ベ ル を 使 用 し た 発 現 レ ベ
ル コ ン ト ロ ー ル の 共 分 散 試 験 は 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 測 定 さ れ た 変 化 ま た は ば ら つ き が
遺 伝 子 の 転 写 速 度 の 変 化 ま た は 細 胞 の 健 康 の 一 般 的 な ば ら つ き の い ず れ に 起 因 す る の か を
示 す 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 細 胞 の 健 康 状 態 が 悪 い か 重 要 な 代 謝 産 物 を 欠 く 場 合 、 活 性
標 的 遺 伝 子 お よ び 構 成 性 に 発 現 し た 遺 伝 子 の 両 発 現 レ ベ ル は 減 少 し た と 予 測 さ れ る 。 そ の
逆 も ま た 真 で あ る 。 し た が っ て 、 発 現 レ ベ ル コ ン ト ロ ー ル と 標 的 遺 伝 子 の 両 方 の 発 現 レ ベ
ル が 減 少 ま た は 増 加 す る よ う で あ る 場 合 、 こ の 変 化 は 全 体 と し て 細 胞 の 代 謝 活 性 の 変 化 に
寄 与 し 得 る が 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子 の 異 な る 発 現 に 寄 与 し な い 。 逆 に 、 標 的 遺 伝 子 お よ び 発
現 レ ベ ル コ ン ト ロ ー ル の 発 現 レ ベ ル が 共 に 変 化 し な い 場 合 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の ば
ら つ き は 、 こ の 遺 伝 子 の 調 節 の 相 違 に 寄 与 す る が 、 細 胞 の 代 謝 活 性 の ば ら つ き 全 体 に 寄 与
し な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 事 実 上 任 意 の 構 成 性 に 発 現 す る 遺 伝 子 に よ り 、 発 現 レ ベ ル コ ン ト ロ ー ル の た め の 適 切 な
標 的 が 得 ら れ る 。 典 型 的 に は 、 発 現 レ ベ ル コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ は 、 構 成 性 に 発 現 す る 「
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ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 」 （ β － ア ク チ ン 遺 伝 子 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 遺 伝 子 、 お よ
び GAPDH遺 伝 子 な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） の サ ブ シ ー ケ ン ス に 相 補 的 な
配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 c） ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル
　 標 的 遺 伝 子 に 対 す る プ ロ ー ブ 、 発 現 レ ベ ル コ ン ト ロ ー ル 、 ま た は 標 準 化 コ ン ト ロ ー ル の
た め の ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル を 得 る こ と も で き る 。 ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル は 、 そ の 対
応 す る 試 験 と 同 一 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ま た は 1つ ま た は 複 数 の ミ ス マ ッ チ 塩 基
の 存 在 以 外 の コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ で あ る 。 ミ ス マ ッ チ 塩 基 は 、 標 的 配 列 中 の 対 応 す る 塩
基 と 相 補 的 で な い か そ う で な け れ ば プ ロ ー ブ が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る よ う に 選 択
さ れ た 塩 基 で あ る 。 適 切 な ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 下 で （ た と え ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 ） 、 試 験 ま た は コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ が そ の 標 的 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る が 、 ミ
ス マ ッ チ プ ロ ー ブ と は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し な い （ ま た は 有 意 に 狭 い 範 囲 で ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 す る ） こ と が 予 想 さ れ る よ う に 1つ ま た は 複 数 の ミ ス マ ッ チ を 選 択 す る 。 好 ま し い ミ ス
マ ッ チ プ ロ ー ブ は 、 一 定 の ミ ス マ ッ チ を 含 む 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 プ ロ ー ブ が 20量 体
で あ る 場 合 、 対 応 す る ミ ス マ ッ チ プ ロ ー ブ は 、 6位 ～ 14位 ま で の 任 意 の 位 置 で の 1塩 基 ミ ス
マ ッ チ （ た と え ば 、 Aの G、 C、 ま た は Tへ の 置 換 ） （ 中 心 ミ ス マ ッ チ ） 以 外 は 同 一 の 配 列 を
有 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 し た が っ て 、 ミ ス マ ッ チ プ ロ ー ブ に よ り 、 プ ロ ー ブ が 指 向 さ れ る 標 的 以 外 の サ ン プ ル 中
の 核 酸 へ の 非 特 異 的 結 合 ま た は 交 差 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の コ ン ト ロ ー ル が 得 ら れ る 。 し た が
っ て 、 ミ ス マ ッ チ プ ロ ー ブ は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 特 異 的 で あ る か ど う か を 示 す 。 た と え
ば 、 標 的 が 存 在 す る 場 合 、 完 全 に 適 合 し た プ ロ ー ブ は 一 貫 し て ミ ス マ ッ チ プ ロ ー ブ よ り も
輝 い て い る は ず で あ る 。 さ ら に 、 全 て の 一 定 の 中 心 ミ ス マ ッ チ が 存 在 す る 場 合 、 ミ ス マ ッ
チ プ ロ ー ブ を 使 用 し て 変 異 を 検 出 す る こ と が で き る 。 最 後 に 、 完 全 な 適 合 と ミ ス マ ッ チ プ
ロ ー ブ と の 間 の 強 度 の 相 違 （ I（ PM） － I（ MM） ） に よ り ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 物 質 の 濃 度 が 良
好 に 測 定 さ れ る こ と が 本 発 明 の 発 見 で も あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 2） サ ン プ ル 調 製 ／ 増 幅 コ ン ト ロ ー ル
　 ア レ イ は ま た 、 サ ン プ ル 調 製 ／ 増 幅 コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ を 含 み 得 る 。 こ れ ら は 、 通 常
は ア ッ セ イ さ れ る 特 定 の 生 体 サ ン プ ル の 核 酸 中 に 存 在 し な い の で 、 選 択 さ れ た コ ン ト ロ ー
ル 遺 伝 子 の サ ブ シ ー ケ ン ス に 相 補 的 な プ ロ ー ブ で あ る 。 適 切 な サ ン プ ル 調 製 ／ 増 幅 コ ン ト
ロ ー ル プ ロ ー ブ に は 、 た と え ば 、 目 的 の サ ン プ ル が 真 核 生 物 由 来 の 生 体 物 質 で あ る 細 菌 遺
伝 子 （ た と え ば 、 BioB） に 対 す る プ ロ ー ブ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 次 い で 、 プ ロ セ シ ン グ 前 に サ ン プ ル 調 製 ／ 増 幅 コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ が 指 向 す る 既 知 量
の 核 酸 で RNAサ ン プ ル を ス パ イ ク す る 。 次 い で 、 サ ン プ ル 調 製 ／ 増 幅 コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー
ブ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 定 量 に よ り 、 プ ロ セ シ ン グ 工 程 （ た と え ば 、 PCR、 逆 転 写 、 in　 v
itro転 写 な ど ） に 起 因 す る 核 酸 の 存 在 量 の 変 化 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 B． 「 試 験 プ ロ ー ブ 」 の 選 択 お よ び 至 適 化
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 使 用 し た 特 定 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 下 で 最 小 の 非 特 異 的 結 合
ま た は 交 差 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に 指 向 す る 核 酸 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る よ う に ア レ イ 中 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 選 択 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 し か し 、 特 定 の mRNAに 固 有 で な い 20量 体 サ ブ シ ー ケ ン ス が 存 在 し 得 る 。 こ れ ら の サ ブ シ
ー ケ ン ス に 指 向 す る プ ロ ー ブ は 、 サ ン プ ル ゲ ノ ム 中 の 他 の 領 域 中 に 発 生 し た 相 補 配 列 と 交
差 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る と 予 想 さ れ る 。 同 様 に 、 他 の プ ロ ー ブ は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件
下 で 簡 単 に 有 効 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と が で き な い （ 二 次 構 造 ま た は 基 質 も し く は 他
の プ ロ ー ブ と の 相 互 作 用 に よ る ） 。 し た が っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の よ う な 低 い
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親 和 性 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 効 率 を 示 す プ ロ ー ブ を 同 定 し 、 ア レ イ 自 体 （ た と え ば 、 ア
レ イ の 構 築 中 ） ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 後 デ ー タ 分 析 の い ず れ に お い て も 含 め る こ と が で
き な い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 し た が っ て 、 1つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 特 定 の 遺 伝 子 の 検 出 の た め の プ ロ ー ブ 組
を 至 適 化 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 般 に 、 本 方 法 は 、 標 的 遺 伝 子 に よ っ て 転 写 さ れ た mRNAの
サ ブ シ ー ケ ン ス に 相 補 的 な 非 常 に 多 数 の 1つ ま た は 複 数 の 特 定 の 長 さ の プ ロ ー ブ を 含 む ア
レ イ を 提 供 す る 工 程 を 含 む 。 1つ の 実 施 形 態 で は 、 ア レ イ は 特 定 の mRNAに 相 補 的 な 特 定 の
長 さ の 各 プ ロ ー ブ を 含 み 得 る 。 次 い で 、 ア レ イ プ ロ ー ブ を 、 そ の 標 的 核 酸 の み と ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 さ せ 、 そ の 後 プ ロ ー ブ に 相 補 的 な 標 的 を 含 ま な い 複 雑 性 の 高 い 高 濃 度 の 核 酸 サ ン
プ ル と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 標 的 核 酸 が RNAで あ る 場 合 、 プ
ロ ー ブ を 最 初 に そ の 標 的 核 酸 の み と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 そ の 後 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ
た RNAの 方 向 が 標 的 核 酸 と 反 対 で あ る （ 高 複 雑 性 サ ン プ ル が プ ロ ー ブ の 標 的 を 含 ま な い こ
と を 確 実 に す る た め ） cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 作 製 さ れ た RNA（ た と え ば 、 逆 転 写 さ れ た ポ
リ AmRNA） と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 そ の 標 的 と 強 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 シ グ ナ ル を 示 し
、 か つ 高 複 雑 性 サ ン プ ル と ほ と ん ど ま た は 全 く 交 差 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し な い プ ロ ー ブ が 、
本 発 明 の ア レ イ で 使 用 さ れ る 好 ま し い プ ロ ー ブ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ア レ イ は 、 さ ら に 、 試 験 す べ き 各 プ ロ ー ブ の た め の ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル を 含 み 得 る
。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル は 中 心 ミ ス マ ッ チ を 含 む 。 ミ ス マ ッ チ
コ ン ト ロ ー ル お よ び 標 的 プ ロ ー ブ の 両 方 が 高 レ ベ ル の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 示 す 場 合 （ た と
え ば 、 ミ ス マ ッ チ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 対 応 す る 試 験 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 と
ほ ぼ 等 し い か そ れ 以 上 で あ る ） 、 試 験 プ ロ ー ブ は ア レ イ 中 で 使 用 さ れ な い こ と が 好 ま し い
。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 標 的 核 酸 の サ ブ シ ー ケ ン ス に 相 補 的 な 非 常 に 多 数 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む ア レ イ を 得 る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 1つ の 長 さ
で あ る か 、 5～ 50ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 の 種 々 の 長 さ で あ り 得 る 。 ア レ イ は 、 特 定 の mRNAに
相 補 的 な 特 定 の 長 さ の 各 プ ロ ー ブ を 含 み 得 る か 、 特 定 の mRNAの 種 々 の 領 域 か ら 選 択 さ れ た
プ ロ ー ブ を 含 み 得 る 。 各 標 的 特 異 的 プ ロ ー ブ の た め に 、 ア レ イ は ま た 、 ミ ス マ ッ チ コ ン ト
ロ ー ル プ ロ ー ブ 、 好 ま し く は 中 心 ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に 相 補 的 な サ ブ シ ー ケ ン ス を 有 す る 標 的 核 酸 を 含 む サ ン プ
ル に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ を ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 各 プ ロ ー ブ と そ の ミ ス マ ッ チ コ
ン ト ロ ー ル と の 間 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 強 度 の 相 違 を 決 定 す る 。 プ ロ ー ブ と そ の ミ ス マ ッ チ
コ ン ト ロ ー ル と の 間 の 相 違 が ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 強 度 の し き い 値 （ た と え ば 、 好 ま し く は 10
％ を 超 え る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 強 度 、 よ り 好 ま し く は 20％ を 超 え る バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド シ グ ナ ル 強 度 、 最 も 好 ま し く は 50％ を 超 え る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 強 度 ） を 超 え る
プ ロ ー ブ の み を 選 択 す る 。 し た が っ て 、 そ の ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 強 い シ グ
ナ ル を 示 す プ ロ ー ブ の み を 選 択 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 プ ロ ー ブ 至 適 化 手 順 は 、 任 意 選 択 的 に 、 第 2ラ ウ ン ド の 選 択 を 含 み 得 る 。 こ の 選 択 で は
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ア レ イ を 、 プ ロ ー ブ と 相 補 的 な 配 列 を 含 む と 予 想 さ れ な い
核 酸 サ ン プ ル と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 し た が っ て 、 た と え ば 、 プ ロ ー ブ が RNAセ ン ス
鎖 に 相 補 的 で あ る 場 合 、 ア ン チ セ ン ス RNAサ ン プ ル が 得 ら れ る 。 も ち ろ ん 、 特 定 の 遺 伝 子
を 欠 く こ と が 公 知 で あ る か 、 特 定 の 遺 伝 子 を 発 現 し な い こ と が 公 知 の 生 物 ま た は 細 胞 株 な
ど の 由 来 の サ ン プ ル 他 の サ ン プ ル を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 プ ロ ー ブ お よ び そ の ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル の 両 方 が し き い 値 未 満 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
強 度 （ た と え ば 、 約 5倍 未 満 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 強 度 、 好 ま し く は 約 2倍 ま た は そ
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れ 以 下 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 強 度 、 よ り 好 ま し く は 1倍 ま た は そ れ 以 下 の バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 強 度 、 最 も 好 ま し く は 1／ 2倍 ま た は そ れ 以 下 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ
ル 強 度 ） を 示 す プ ロ ー ブ の み を 選 択 す る 。 こ の 方 法 で は 、 最 小 の 非 特 異 的 結 合 を 示 す プ ロ
ー ブ を 選 択 す る 。 最 後 に 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 両 選 択 基 準 を 満 た し 、 各 標 的 遺 伝 子 の
最 も 高 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 強 度 を 有 す る nプ ロ ー ブ （ nは 各 標 的 遺 伝 子 に 望 ま し い プ ロ ー ブ
数 ） を ア レ イ 中 の 組 み 込 み の た め に 選 択 す る か 、 ア レ イ 中 に 既 に 存 在 す る 場 合 、 そ の 後 の
サ ブ シ ー ク エ ン ス 配 列 の デ ー タ 分 析 の た め に 選 択 す る 。 も ち ろ ん 、 当 業 者 は 、 プ ロ ー ブ 選
択 の た め に い ず れ か の 選 択 基 準 を 単 独 で 使 用 す る こ と が で き る こ と を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ の 様 式 に お け る 20量 体 プ ロ ー ブ の た め の 1組 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 規 則 は 、 以 下 で あ る
： a） Aの 数 が 9個 未 満 で あ る こ と 、 b） Tの 数 が 10個 未 満 で あ り 、 か つ 0個 を 超 え る こ と 、 c
） A、 G、 ま た は Tの 最 大 の 一 続 き （ run） が 連 続 し て 4塩 基 未 満 で あ る こ と 、 d） 任 意 の 2種
の 塩 基 の 最 大 の 一 続 き が 11塩 基 未 満 で あ る こ と 、 e） パ リ ン ド ロ ー ム ス コ ア が 6未 満 で あ る
こ と 、 f） 凝 集 （ clumping） ス コ ア が 6未 満 で あ る こ と 、 g） Aの 数 ＋ T数 が 14未 満 で あ る こ
と 、 h） Aの 数 ＋ Gの 数 が 15未 満 で あ る こ と 。 規 則 dに 関 し て 、 11個 未 満 の 塩 基 で あ る べ き 任
意 の 2つ の 塩 基 の 最 大 の 一 続 き が 必 要 で あ る こ と は 、 任 意 の 12個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド
内 に 少 な く と も 3つ 異 な る 塩 基 が 存 在 す る こ と を 証 明 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 自 己 相
補 性 を 最 大 に す る 時 点 で 折 り た た ま れ た 場 合 、 パ リ ン ド ロ ー ム ス コ ア は 最 大 相 補 塩 基 数 で
あ る 。 従 っ て 、 た と え ば 、 完 全 に 自 己 相 補 的 な 20量 体 の パ リ ン ド ロ ー ム ス コ ア は 10で あ る
。 凝 集 ス コ ア は 、 所 与 の 配 列 中 の 同 一 塩 基 の 3量 体 の 最 大 数 で あ る 。 し た が っ て 、 た と え
ば 、 5個 の 同 一 塩 基 の 一 続 き の 凝 集 ス コ ア は 3で あ る （ 塩 基 1－ 3、 塩 基 2－ 4、 お よ び 塩 基 3
－ 5） 。 任 意 の プ ロ ー ブ が こ れ ら の 基 準 （ a～ h） の う ち の 1つ を 満 た さ な い 場 合 、 プ ロ ー ブ
は チ ッ プ 上 に 位 置 付 け ら れ た プ ロ ー ブ の サ ブ セ ッ ト の メ ン バ ー で は な い 。 た と え ば 、 仮 定
上 の プ ロ ー ブ は 、 5'－ AGCTTTTTTCATGCATCTAT－ 3'で あ り 、 4個 ま た は そ れ 以 上 の 塩 基 の 一
続 き を 有 す る の で （ す な わ ち 、 一 続 き が 6個 ） 、 プ ロ ー ブ は チ ッ プ 上 で 合 成 さ れ な い 。 20
量 体 に つ い て 開 発 さ れ た 交 差 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 規 則 は 以 下 で あ っ た ： a） Cの 数 は 8個 未 満
で あ る こ と 、 b） 8個 の 塩 基 の 任 意 の ウ ィ ン ド ウ 中 の Cの 数 が 4個 未 満 で あ る こ と 。 し た が っ
て 、 任 意 の プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 規 則 （ a～ h） ま た は 交 差 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 規 則 （
a～ b） の い ず れ か を 満 た さ な い 場 合 、 プ ロ ー ブ は チ ッ プ 上 に 位 置 付 け ら れ た プ ロ ー ブ の サ
ブ セ ッ ト の メ ン バ ー で は な い 。 こ れ ら の 規 則 に よ り 、 強 固 に 交 差 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る か
低 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 示 す 多 数 の プ ロ ー ブ が 消 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 C． 核 酸 の 固 体 表 面 へ の 結 合
　 核 酸 ま た は ア ナ ロ グ を 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク （ た と え ば 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ナ イ ロ ン
） 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ま た は 他 の 材 料 か ら 作 製 す る こ と が で き る
固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る 。 核 酸 の 表 面 へ の 好 ま し い 結 合 方 法 は 、 一 般 に 、 Schenaら ， 1995
　 （ Quantitative　 monitoring　 of　 gene　 expression　 patterns　 with　 a　 complemen
tary　 DNA　 microarray， Science　 270： 　 467－ 470） に 記 載 の ガ ラ ス プ レ ー ト へ の 印 刷
に よ る 。 こ の 方 法 は 、 特 に 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ イ の 調 製 に 有 用 で あ る 。 DeRisiら ， 1996（
Use　 of　 a　 cDNA　 microarray　 to　 analyze　 gene　 expression　 patterns　 in　 human
　 cancer， Nature　 Genetics　 14： 457－ 460； Shalonら ， 1996， A　 DNA　 microarray　 sy
stem　 for　 analyzing　 complex　 DNA　 samples　 using　 two－ color　 fluorescent　 pro
be　 hybridization， Genome　 Res． 6： 639－ 645； お よ び Schenaら ， 1995， Parallel　 hum
an　 genome　 analysis； microarray－ based　 expression　 of　 1000　 genes， Proc． Natl
． Acad． Sci． USA　 93： 10614－ 10619） も 参 照 の こ と 。 上 記 の 各 論 文 は 、 そ の 全 体 が 全 て
の 目 的 の た め に 参 考 と し て 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 第 2の 好 ま し い マ イ ク ロ ア レ イ 作 製 方 法 は 、 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ の 作 製 に
よ る 。 in　 situ合 成 の た め の 写 真 平 板 技 術 を 使 用 し た 表 面 上 の 定 義 さ れ た 位 置 で の 定 義 さ
れ た 配 列 に 相 補 的 な 何 千 も の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ア レ イ の 産 生 技 術 （ た と え ば 、 Fo
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dorら ， 1991， Light－ directed　 spatially　 addressable　 parallel　 chemical　 synthe
sis， Science　 251： 767－ 773； Peaseら ， 1994， Light－ directed　 oligonucleotide　 ar
rays　 for　 rapid　 DNA　 sequence　 analysis， Proc． Natl． Acad． Sci． USA　 91： 5022
－ 5026； Lockhartら ， 1996， Expression　 monitoring　 by　 hybridization　 to　 high－ d
ensity　 oligonucleotide　 arrays， Nature　 Biotech　 14： 1675； 米 国 特 許 第 5， 578， 83
2号 ； 同 第 5， 556， 752号 ； お よ び 同 第 5， 510， 270号 （ そ れ ぞ れ 全 て の 目 的 の た め に そ の
全 体 が 本 明 細 書 中 で 参 考 と し て 援 用 さ れ る ） を 参 照 の こ と ） ま た は 定 義 し た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 他 の 迅 速 な 合 成 方 法 お よ び 沈 殿 方 法 （ Blanchardら ， 1996， High－ Density　 Olig
onucleotide　 arrays， Biosensors　 ＆ 　 Bioelectronics　 11： 　 687－ 90） が 公 知 で あ る
。 こ れ ら の 方 法 を 使 用 す る 場 合 、 既 知 の 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば 、 20量 体 ）
を 、 誘 導 体 化 ガ ラ ス ス ラ イ ド な ど の 表 面 に 直 接 合 成 す る 。 通 常 、 作 製 さ れ た ア レ イ は 冗 長
で あ り 、 RNAあ た り 数 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 有 す る 。 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ
た mRNAを 検 出 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 選 択 す る こ と が で き る 。 別 の 好
ま し い マ イ ク ロ ア レ イ の 作 製 方 法 は 、 固 相 に 直 接 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る た め の イ
ン ク ジ ェ ッ ト 印 刷 プ ロ セ ス の 使 用 に よ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ の 他 の 作 製 方 法 （ た と え ば 、 マ ス キ ン グ に よ る （ Maskos　 and　 Souther
n， 1992， Nuc． Acids　 Res． 20： 1679－ 1684） ） も 使 用 す る こ と が で き る 。 原 則 的 に 、 任
意 の ア レ イ 型 （ た と え ば 、 ナ イ ロ ン ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 メ ン ブ レ ン 上 の ド ッ ト ブ ロ ッ ト ） （
Sambrookら ， Molecular　 Cloning－ － A　 Laboratory　 Manual　 （ 2nd　 Ed． ） ， Vol． 1－
3， Cold　 Spring　 Harbor　 Laboratory， Cold　 Spring　 Harbor， New　 York， 1989（ 全 て
の 目 的 の た め に そ の 全 体 が 本 明 細 書 中 で 参 考 と し て 援 用 さ れ る ） を 参 照 の こ と ） を 使 用 す
る こ と が で き る が 、 当 業 者 に 認 識 さ れ る よ う に 、 ハ ブ リ ッ ド 形 成 体 積 が 小 さ い の で 非 常 に
小 さ な ア レ イ が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 V． マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ 分 析
　 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ り RNAサ ン プ ル 中 の 何 千 も の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 決 定 さ れ る
が 、 こ れ ら 遺 伝 子 の う ち の 数 個 の み が 特 定 の 変 動 性 （ variable） の 移 入 時 に 異 な っ て 発 現
さ れ る 。 本 発 明 の 場 合 、 乳 房 組 織 は ド セ タ キ セ ル 感 受 性 ま た は 耐 性 の い ず れ か で あ る 。 臨
床 結 果 を 予 測 す る た め の 分 類 に 必 要 な 遺 伝 子 の 同 定 は 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ク ラ ス タ ー 分 析 に よ る 遺 伝 子 組 の 分 類
　 本 発 明 の 多 数 の 適 用 の た め に 、 広 範 な 種 々 の 条 件 に よ っ て 同 時 調 節 さ れ る 基 本 的 遺 伝 子
組 を 見 出 す こ と が 望 ま し い 。 こ れ に よ り 、 本 発 明 の 方 法 は 予 想 さ れ る 性 質 が あ ま り 制 限 さ
れ て い な い プ ロ フ ィ ー ル の 巨 大 な ク ラ ス の た め に 十 分 に 作 用 す る 。 こ の よ う な 基 本 遺 伝 子
組 を 同 定 す る た め の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 当 業 者 に 周 知 の ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム を
含 む 。 （ ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム の 概 説 に つ い て は 、 た と え ば 、 Fukunaga， 1990， St
atistical　 Pattern　 Recognition， 2nd　 Ed． ， Academic　 Press， San　 Diego； Everitt
， 1974， Cluster　 Analysis， London： Heinemann　 Educ． Books； Hartigan， 1975， Clust
ering　 Algorithms， New　 York： Wiley； Sneath　 and　 Sokal， 1973， Numerical　 Taxono
my， Freeman； Anderberg， 1973， Cluster　 Analysis　 for　 Applications， Academic　 Pr
ess： New　 Yorkを 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 広 範 な 種 々 の 条 件 に よ っ て 同 時 に 変 化 す る 遺 伝 子 を 含 む 基 本 遺 伝 子 組 を 得 る た め に 、 複
数 の 遺 伝 子 を 分 析 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も 10個 ま た は そ れ 以 上 、 好 ま し
く は 少 な く と も 50個 の 遺 伝 子 を 分 析 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 少 な く と も 91個 の 遺 伝 子 を
分 析 す る 。 ク ラ ス タ ー 分 析 は 、 次 元 m× k（ mは 、 集 団 化 す る 総 群 数 （ 本 発 明 で は 、 2つ の 群
（ ド セ タ キ セ ル 耐 性 お よ び ド セ タ キ セ ル 感 受 性 ） が 意 図 さ れ る ） で あ り 、 kは 測 定 し た 遺
伝 子 数 で あ る ） を 有 す る デ ー タ テ ー ブ ル で 操 作 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 多 数 の ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ク ラ ス タ リ ン グ 分 析 に 有 用 で あ る 。 ク ラ ス タ リ
ン グ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ク ラ ス タ ー を 形 成 し た 場 合 の オ ブ ジ ェ ク ト 間 の 非 類 似 性 ま た は 距 離
を 使 用 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 使 用 し た 距 離 は 、 多 次 元 空 間 （ I（ x， y） は 遺 伝
子 Xと 遺 伝 子 Yと の 間 の 距 離 で あ り 、 X i お よ び Y i は 摂 動 i下 で の 遺 伝 子 発 現 応 答 で あ る ） 中
の （ 当 業 者 に 公 知 の ） ユ ー ク リ ッ ド 距 離 で あ る 。 さ ら に 離 れ た オ ブ ジ ェ ク ト 上 に 段 階 的 に
増 大 す る 重 み を 置 く た め に ユ ー ク リ ッ ド 距 離 を 二 乗 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 距 離 測
定 は 当 業 者 に 公 知 の た と え ば 遺 伝 子 Xと 遺 伝 子 Yと の 間 の マ ン ハ ッ タ ン 距 離 で あ り 得 る 。 ま
た 、 X i お よ び Y i は 摂 動 i下 で の 遺 伝 子 発 現 応 答 で あ る 。 い く つ か の 他 の 距 離 の 定 義 は 、 チ
ェ ビ セ フ 距 離 、 パ ワ ー 距 離 、 お よ び 不 一 致 率 で あ る 。 細 胞 応 答 の 文 脈 で 特 に 有 用 な 別 の 有
用 な 距 離 の 定 義 I＝ 1－ r（ rは 応 答 ベ ク タ ー X、 Yの 間 の 相 関 係 数 で あ る ） も ま た 標 準 化 ド ッ
ト 積 XY／ ｜ X｜ ｜ Y｜ と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 種 々 の ク ラ ス タ ー 連 結 規 則 は 、 本 発 明 の 方 法 に 有 用 で あ る 。 単 連 結 法 （ 最 短 距 離 法 ） は
、 2つ の 最 も 近 い オ ブ ジ ェ ク ト 間 の 距 離 を 決 定 す る 。 対 照 的 に 、 完 全 連 結 法 は 、 異 な る ク
ラ ス タ ー 中 の 任 意 の 2つ の オ ブ ジ ェ ク ト 間 の 最 も 遠 い 距 離 に よ っ て 距 離 を 決 定 す る 。 こ の
方 法 は 、 遺 伝 子 ま た は 他 の 細 胞 構 成 要 素 が 天 然 に 異 な る 「 ク ラ ン プ 」 を 形 成 す る 場 合 、 特
に 有 用 で あ る 。 あ る い は 、 加 重 群 平 均 法 は 、 2つ の 異 な る ク ラ ス タ ー の 全 オ ブ ジ ェ ク ト 対
間 の 平 均 距 離 と し て 距 離 を 定 義 す る 。 こ の 方 法 は ま た 、 天 然 に 異 な る 「 ク ラ ン プ 」 を 形 成
す る 遺 伝 子 ま た は 他 の 細 胞 構 成 要 素 の ク ラ ス タ リ ン グ に 非 常 に 有 用 で あ る 。 最 後 に 、 重 み
付 き 平 均 法 を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ の 方 法 は 、 各 ク ラ ス タ ー の サ イ ズ を 重 み と し て 使
用 す る こ と 以 外 は 群 平 均 法 と 同 一 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 特 に 、 ク ラ ス タ ー サ イ ズ が 非 常 に
多 様 で あ る と 疑 わ れ る 実 施 形 態 に 有 用 で あ る （ Sneath　 and　 Sokal， 1973， Numerical　 t
axonomy， San　 Francisco． W． H． Freeman　 &　 Co． ） 。 重 心 法 お よ び 重 み 付 き 重 心 法 な
ら び に ウ ォ ー ド 法 な ど の 他 の ク ラ ス タ ー 連 結 規 則 も ま た 本 発 明 の い く つ か の の 実 施 形 態 で
有 用 で あ る 。 た と え ば 、 Ward， 1963， J． Am． Stat　 Assn． 58： 　 236， Hartigan， 1975，
Clustering　 algorithms， New　 York： Wileyを 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 hclustル ー チ ン を 使 用 し て 、 ク ラ ス タ ー 分 析 を 行 う こ と が で き る （ た と え ば 、 ソ フ ト ウ
ェ ア パ ッ ケ ー ジ S－ Plus， MathSoft， Inc． ， Cambridge， Mass． の 「 hclust」 ル ー チ ン を
参 照 の こ と ） 。 樹 状 図 の 多 数 の 最 も 小 さ な 枝 ま た は 異 な る レ ベ ル で の 樹 状 図 を 横 切 る 切 断
に よ る 少 数 の よ り 大 き な 枝 に 基 づ い て 遺 伝 子 組 を 定 義 す る こ と が で き る （ 図 6の 破 線 を 引
い た 例 を 参 照 の こ と ） 。 予 想 さ れ る 異 な る 応 答 経 路 数 に 適 合 す る よ う に カ ッ ト レ ベ ル を 選
択 す る こ と が で き る 。 経 路 数 に 関 し て 利 用 可 能 な 情 報 が 全 く ま た は ほ と ん ど 利 用 可 能 で な
い 場 合 、 樹 状 図 を 真 に 異 な る ほ ど の 枝 に 分 け る べ き で あ る 。 「 真 に 異 な る 」 を 、 異 な る 枝
の 間 の 最 短 距 離 値 に よ っ て 定 義 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 「 真 に 異 な る 」 を 、 樹 状
図 中 の 各 分 岐 点 の 統 計 的 有 意 性 の 客 観 試 験 を 使 用 し て 定 義 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 1
つ の 態 様 で は 、 実 験 組 に わ た る 各 細 胞 構 成 要 素 の 応 答 に つ い て の 各 実 験 見 出 し （ index）
の モ ン テ カ ル ロ 無 作 為 化 を 使 用 し て 、 客 観 試 験 を 定 義 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 組 織 分 類 に 有 意 に 寄 与 す る 重 要 な 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 の 実 施 後
の 何 千 も の デ ー タ ポ イ ン ト を 、 種 々 の 方 法 で 分 析 す る こ と が で き る 。 1つ の ア プ ロ ー チ は
、 実 験 を と お し て 類 似 の 挙 動 を 有 す る 相 関 遺 伝 子 組 を 同 定 す る が 、 樹 上 図 様 構 造 中 に 何 千
も の ク ラ ス タ ー が 得 ら れ る 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ な ど の 監 視 下 の (supervized)ク ラ ス タ リ
ン グ 技 術 で あ り 得 る 。 自 己 組 織 化 マ ッ プ （ SOM） は 、 ク ラ ス タ ー の 事 前 に 特 定 し た 数 お よ
び 初 期 空 間 構 造 （ initial　 spatial　 structure） が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 監 視 下 の (supervized)ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム に
よ っ て 乳 房 組 織 サ ン プ ル 由 来 の マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ を 分 析 す る 。 任 意 の 適 切 な 数 の ア ル
ゴ リ ズ ム を 使 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Dettlingら ， 2002を 参 照 の こ と 。 こ の よ う
な ア ル ゴ リ ズ ム を ユ ー ザ ー が デ ザ イ ン す る こ と が で き 、 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ 分 析 ソ フ ト

10

20

30

40

50

(26) JP 2006-505256 A 2006.2.16



ウ ェ ア シ ス テ ム に 予 め パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 R－ SVMは 、 マ イ ク ロ ア レ イ 遺 伝 子 発 現 デ ー タ を 使 用 し た 監 視 下 の (supervized)パ タ ー ン
認 識 （ 分 類 ） を 実 施 す る た め の サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ン （ SVM） ベ ー ス の 方 法 で あ る 。 こ
の 方 法 は 、 分 類 に お け る そ の 相 対 的 起 用 に し た が っ た 関 連 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト の 分 類 お よ び
選 択 に 有 用 で あ る 。 こ の プ ロ セ ス は 回 帰 的 で あ り 、 独 立 し た 試 験 デ ー タ セ ッ ト の 分 類 精 度
を 評 価 す る か 、 同 一 の デ ー タ セ ッ ト を 交 差 検 証 す る こ と が で き る 。 R－ SVMは ま た 、 能 力 の
有 意 性 を 評 価 す る た め の 順 列 検 定 の オ プ シ ョ ン を 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 VI． 遺 伝 子 の 説 明
　 本 発 明 に 記 載 の 遺 伝 子 は 、 ド セ タ キ セ ル に 感 受 性 を 示 す 乳 癌 と ド セ タ キ セ ル に 耐 性 を 示
す 乳 癌 と の 間 の 所 定 量 に よ っ て そ の 発 現 が 変 化 す る 遺 伝 子 で あ る 。 以 下 は 、 本 発 明 の 目 的
の 遺 伝 子 の 詳 細 な 説 明 を 提 供 す る 。 遺 伝 子 の ホ モ ロ グ お よ び 多 形 変 異 体 も 意 図 さ れ る こ と
に 留 意 の こ と 。 上 記 の よ う に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 相 対 発 現 へ の 寄 与 を 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分
析 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 他 の 遺 伝 子 発 現 決 定 方 法 も 意 図 さ れ る 。 全 長
遺 伝 子 の 任 意 の 適 切 な フ ラ グ メ ン ト を 使 用 し て 以 下 の 遺 伝 子 の プ ロ ー ブ を デ ザ イ ン す る こ
と が で き る こ と も 留 意 の こ と 。
【 ０ １ ０ ６ 】
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【 表 １ 】
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〔 実 施 例 〕
【 ０ １ ０ ７ 】
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　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 の 証 明 を 含 む 。 以 下 の 実 施 例 に 開 示 の 技 術
が 本 発 明 の 実 施 で 十 分 に 機 能 す る こ と を 本 発 明 者 に よ っ て 発 見 さ れ た 技 術 を 示 し 、 そ れ に
よ り そ の 好 ま し い 実 施 様 式 を 構 成 す る と 見 な す こ と が で き る こ と が 当 業 者 は 認 識 す べ き で
あ る 。 し か し 、 当 業 者 は 、 本 開 示 に 照 ら し て 、 開 示 の 特 定 の 実 施 形 態 の 多 数 の 変 更 形 態 を
獲 得 し 、 か つ こ れ ら が 本 発 明 の 概 念 、 精 神 、 お よ び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 同 様 ま た は 類
似 の 結 果 が 得 ら れ る こ と を 認 識 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 薬 剤 を 化 学 的 お
よ び 生 理 学 的 に 関 連 す る 一 定 の 薬 剤 に 置 換 す る こ と が で き る 一 方 で 、 同 一 ま た は 類 似 の 結
果 が 得 ら れ る こ と が 明 ら か で あ る 。 当 業 者 に 明 ら か な 全 て の こ の よ う な 類 似 の 代 替 物 お よ
び 修 正 形 態 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 定 義 の 本 発 明 の 精 神 、 範 囲 、 お よ び 概 念 の 範 囲 内
で あ る と み な さ れ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ０ ８ 】
　 （ 研 究 デ ザ イ ン ）
　 1999年 9月 か ら 2001年 6月 ま で 、 局 所 進 行 性 乳 癌 患 者 （ 4cmを 超 え る 原 発 性 癌 ま た は 臨 床
的 に 明 ら か な 腋 窩 転 移 ） に 、 ネ オ ア ジ ュ バ ン ト で あ る ド セ タ キ セ ル を 使 用 し た 第 II相 試 験
が 考 慮 さ れ た 。 臨 床 試 験 対 象 基 準 は 、 1） 18歳 超 で あ り 、 針 生 検 に よ っ て 確 認 さ れ た 乳 癌
診 断 、 2） 適 切 な 避 妊 法 を 伴 う 月 経 前 状 態 、 3） 適 切 な パ フ ォ ー マ ン ス 状 態 、 お よ び 4） 適
切 な 肝 機 能 お よ び 腎 機 能 試 験 （ 全 て 正 常 値 の 上 限 の 1． 5倍 以 内 ） で あ っ た 。 臨 床 試 験 除 外
基 準 は 、 1） 重 篤 な 潜 在 的 慢 性 疾 病 ま た は 疾 患 、 お よ び 2） 研 究 中 の 他 の 化 学 療 法 薬 で の 治
療 を 含 ん で い た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 治 療 開 始 時 、 各 周 期 、 お よ び 4サ イ ク ル の 化 学 療 法 の 完 了 後 に 臨 床 病 期 お よ び 原 発 性 腫
瘍 サ イ ズ を 記 録 し た 。 4サ イ ク ル の ネ オ ア ジ ュ バ ン ト 化 学 療 法 の 前 後 に 測 定 し た 腫 瘍 サ イ
ズ （ 2つ の 最 も 巨 大 な 垂 直 直 径 の 産 物 ） を 使 用 し て 、 残 存 疾 患 率 を 計 算 し た 。 次 い で 、 残
存 疾 患 の 中 央 値 を 計 算 し 、 遺 伝 子 発 現 分 析 前 に こ の 応 答 度 を 使 用 し て 癌 を ほ ぼ 同 数 の 感 受
性 お よ び 耐 性 カ テ ゴ リ ー の 2群 に 分 け た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ネ オ ア ジ ュ バ ン ト 治 療 と し て 1つ の 薬 剤 で あ る ド セ タ キ セ ル の 投 与 前 に 、 原 発 性 癌 の 針
生 検 を 行 っ た 。 100mg／ m 2 の ド セ タ キ セ ル を 3週 間 毎 に 全 部 で 4サ イ ク ル 投 与 し 、 4サ イ ク ル
後 （ 12週 間 後 ） に 臨 床 応 答 を 評 価 し た 。 ケ ア の 標 準 と し て 、 25％ を 超 え る 腫 瘍 サ イ ズ の 増
加 と 定 義 さ れ る 疾 患 の 進 行 が 認 め ら れ な い 限 り 、 4サ イ ク ル に わ た り 患 者 に ネ オ ア ジ ュ バ
ン ト 化 学 療 法 を 継 続 し た 。 ネ オ ア ジ ュ バ ン ト デ セ タ キ セ ル の 完 了 後 、 一 次 手 術 お よ び 標 準
的 な ア ジ ュ バ ン ト 療 法 を 行 っ た 。 十 分 な 組 織 が 得 ら れ る 可 能 性 を 最 大 に す る た め に 、 Bard
　 MaxCore　 Biopsy　 Instrument　 （ ＃ MC1410） を 使 用 し て 、 約 6つ の 針 生 検 を 採 取 し た 。
同 一 の 侵 入 点 を 使 用 し た が 、 新 し い 方 向 に ニ ー ド ル を 刺 し 、 局 所 麻 酔 下 で 生 検 を 行 っ た 。
cDNAア レ イ 分 析 の た め に 、 そ の 直 後 に 2つ ま た は 3つ の 針 生 検 標 本 を － 80℃ で 瞬 間 冷 凍 し た
。 診 断 お よ び 可 能 な 免 疫 組 織 化 学 分 析 の た め に 残 り の 標 本 を ホ ル マ リ ン で 固 定 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ １ １ 】
　 （ RNAの 抽 出 お よ び 増 幅 ）
　 GeneChip（ 商 標 ） 試 験 の た め に 、 Affymetrix（ Santa　 Clara， CA） に よ っ て 推 奨 さ れ た
プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 凍 結 針 生 検 標 本 か ら 全 RNAを 単 離 し た 。 TRIzol試 薬 （ Invitrogen
　 Corporation， Carlsbad， CA） を 使 用 し て 、 全 RNAを 単 離 し た 。 そ の 後 、 RT反 応 お よ び ハ
イ ブ リ ッ ド 成 形 の 質 に 影 響 を 与 え る こ と が 示 さ れ た （ ECW、 未 公 開 デ ー タ ） 小 フ ラ グ メ ン
ト の 制 御 の た め に サ ン プ ル を Qiagen　 RNeasyカ ラ ム （ Qiagen， Valencia， CA） に 通 し た 。
各 針 生 検 か ら 、 3～ 6μ gの 全 RNAが 得 ら れ た 。 RNA回 収 後 、 100pm／ μ Lの 濃 度 の オ リ ゴ dTお
よ び T7　 RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 含 む キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 二 本 鎖 c
DNAを 合 成 し た 。 市 販 の 緩 衝 液 お よ び タ ン パ ク 質 （ Invitrogen　 Corporation， Carlsbad，
CA） を 使 用 し 、 Affymetrix（ Santa　 Clara， CA） に よ っ て 推 奨 さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル に
従 っ て 、 逆 転 写 を 行 っ た 。 逆 転 写 反 応 産 物 の フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム に よ る 清 浄 化 後 に
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ビ オ チ ン 標 識 お よ び 約 250倍 の 線 形 増 幅 を 行 い 、 8時 間 の 反 応 時 間 で in　 vitro転 写 （ Enzo
　 Biochem， New　 York， NY） を 行 っ た 。 プ レ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 洗 浄
、 お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － フ ィ コ エ リ ト リ ン （ SAPE） で の 染 色 に つ い て 推 奨 さ れ る 手
順 に し た が っ て 、 各 生 検 由 来 の 15μ gの 標 識 cRNAを 、 Affymetrix　 U95Av2GeneChip（ 商 標
） 上 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た 。 ヤ ギ IgG（ Sigma， St． Louis， MO） ブ ロ ッ キ ン グ 抗 体 を 含
む ビ オ チ ン 結 合 抗 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 抗 体 （ Vector　 Laboratories， Burlingame， CA） を
使 用 し て 抗 体 を 増 幅 さ せ た 。 さ ら な る 洗 浄 工 程 の 後 に 第 2の SAPEを 適 用 し た 。 自 動 化 染 色
お よ び 洗 浄 プ ロ ト コ ー ル （ Affymetrixプ ロ ト コ ー ル EukGE－ 2v4） 後 、 ア レ イ を Affymetrix
　 GeneChip　 Scanner（ Agilent， Palo　 Alto， CA） に よ っ て ス キ ャ ニ ン グ し 、 Micreo　 Ar
ray　 Suite　 V5． 0（ Affymetrix， Santa　 Clara， CA） を 使 用 し て 定 量 し た 。 Affymetrix
　 U95Av2　 GeneChip（ 商 標 ） は 、 約 12， 635個 の プ ロ ー ブ 組 （ そ れ ぞ れ 約 16個 の パ ー フ ェ
ク ト マ ッ チ お よ び 対 応 す る ミ ス マ ッ チ （ 25量 体 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ） を 含 む ）
を 含 み 、 そ の ほ と ん ど が 機 能 ま た は 疾 患 関 連 に 関 し て 特 徴 付 け ら れ て い る 配 列 （ 遺 伝 子 ）
を 示 す 。 最 終 標 準 化 お よ び モ デ リ ン グ の た め に 、 dChipに よ っ て 非 標 準 化 プ ロ ー ブ レ ベ ル
の 生 デ ー タ を 分 析 し た 。 強 度 の 中 央 値 を 、 24ア レ イ の 標 準 化 で 使 用 し 、 パ ー フ ェ ク ト マ ッ
チ ／ ミ ス マ ッ チ （ PM／ MM） モ デ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ １ ２ 】
　 （ 半 定 量 RT－ PCR）
　 GeneChipと ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た 同 一 の 増 幅 cRNAを 使 用 し て 、 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 半 定
量 RT－ PCR（ QRT－ PCR） 測 定 を 行 っ た 。 発 現 レ ベ ル に お け る 高 い ば ら つ き に 基 づ い た 分 析
の た め に 20個 の 遺 伝 子 を 選 択 し た 。 自 由 に 利 用 可 能 な 配 列 お よ び プ ラ イ マ ー デ ザ イ ン 用 の
Primer3ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 座 に つ い て プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し た
。 cDNAの 質 に 比 例 し て 変 化 す る 条 件 下 で 作 用 す る 能 力 を 最 大 に す る た め に 、 産 物 サ イ ズ を
短 く （ 150bp未 満 ） に 維 持 し た 。 6つ の サ ン プ ル の 逆 転 写 混 合 物 を 使 用 し て 、 プ ラ イ マ ー を
至 適 化 し た 。 15個 の 二 連 の 反 応 物 を 調 製 し 、 sqRT－ PCR反 応 産 物 が 確 実 に 線 形 範 囲 の 蓄 積
で あ る よ う に 15と 33と の 間 で サ イ ク ル 数 を 変 化 さ せ て サ ン プ ル を 調 製 し た 。 次 い で 、 こ れ
ら の サ ン プ ル を 昇 順 に 配 置 し 、 10μ Lロ ー デ ィ ン グ 緩 衝 液 で 希 釈 し 、 3μ Lの 各 サ ン プ ル を 6
％ 変 性 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に ロ ー ド し た 。 60Wで 2時 間 ま た は キ シ レ ン シ ア ノ ー ル お よ び ブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 染 色 で 十 分 に 分 離 さ れ る ま で 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 次 い で 、 ゲ ル を 固
定 し 、 下 の プ レ ー ト を 除 去 し 、 濾 紙 に 移 し 、 乾 燥 さ せ た 。 こ れ ら の 乾 燥 ゲ ル を 最 初 に オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ （ 約 8時 間 の 曝 露 、 増 強 せ ず ） に よ っ て 評 価 し 、 分 析 可 能 な ゲ ル を リ ン
光 結 像 ス ク リ ー ン に 曝 露 し た 。 1つ の き れ い な バ ン ド が 得 ら れ な か っ た プ ラ イ マ ー を 、 ア
ニ ー リ ン グ 温 度 を 変 化 さ せ て 再 度 試 み た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の 方 法 に 適 切 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 選 択 し た 25個 の プ ラ イ マ ー の う ち の 15個 か ら 、
分 析 用 の き れ い な 1つ の バ ン ド が 得 ら れ た 。 残 り の 5個 は 適 切 に 至 適 化 で き ず 、 い か な る さ
ら な る 分 析 に も 含 め な か っ た 。 高 サ イ ク ル サ ン プ ル は 必 然 的 に ピ ク セ ル 飽 和 が 達 成 さ れ 、
各 組 内 の 全 サ イ ク ル の 大 部 分 で 有 益 な 範 囲 内 に 強 度 を 維 持 す る た め に 曝 露 時 間 が 最 小 に な
る よ う に 注 意 し た 。 15個 の プ ラ イ マ ー に つ い て の 収 集 さ れ た 絶 対 強 度 の 線 形 範 囲 を 、 Exce
lベ ー ス の グ ラ フ 作 成 機 能 を 使 用 し て 決 定 し た 。 次 い で 、 Phosphorimager定 量 分 析 （ Bio－
Rad　 Laboratories， Hercules， CA） を 行 い 、 RT－ PCR産 物 の バ ン ド 強 度 を 、 Affymetrix　
GeneChipデ ー タ 由 来 の 標 準 化 し た モ デ ル ベ ー ス の 発 現 評 価 と 定 量 的 に 比 較 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ １ ４ 】
　 （ 統 計 分 析 ）
　 本 研 究 で 使 用 し た 分 析 ア プ ロ ー チ （ 図 1） は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 と 類 似 し て い た 。 Mic
roArray　 Suite（ Affymetrix， Santa　 Clara， CA） を 使 用 し た ス キ ャ ニ ン グ お よ び 低 レ ベ
ル 定 量 後 、 DNA－ Chip　 Analyzerを 使 用 し て 、 共 通 の ベ ー ス ラ イ ン に ア レ イ を 標 準 化 し 、 L
iら の PM－ MMモ デ ル を 使 用 し て 発 現 を 評 価 し た 。 少 な く と も 30％ の サ ン プ ル 中 に 「 存 在 」
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し な い 遺 伝 子 を 消 去 し 、 さ ら な る フ ィ ル タ リ ン グ お よ び 分 析 の た め に 残 り の 6， 849個 の 遺
伝 子 に つ い て の 発 現 デ ー タ を BRB　 Arraytoolsに エ ク ス ポ ー ト し た 。 Pm－ MMモ デ ル で は 、 1
4～ 20個 の プ ロ ー ブ 対 を 使 用 し て 各 遺 伝 子 を 調 査 し （ interrrogate） 、 各 プ ロ ー ブ 対 は パ
ー フ ェ ク ト マ ッ チ （ PM） お よ び ミ ス マ ッ チ （ MM） シ グ ナ ル を 有 し 、 プ ロ ー ブ 組 中 の 全 プ ロ
ー ブ 対 に つ い て の PM－ MM相 違 の 平 均 （ 「 平 均 相 違 」 と 呼 ば れ る ） を 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 指
数 と し て 使 用 す る 。 モ デ ル に よ り 、 各 プ ロ ー ブ 特 異 的 効 果 が 明 ら か と な り 、 外 れ 値 お よ び
画 像 ア ー テ ィ フ ァ ク ト を 自 動 検 出 可 能 で あ る 。 対 数 に よ る 全 て の デ ー タ の 変 換 後 、 全 24サ
ン プ ル の 変 動 性 に よ っ て 遺 伝 子 に 順 位 を 付 け 、 分 散 の 中 央 値 よ り も 有 意 に 変 化 す る 遺 伝 子
を 保 持 し た （ N＝ 1， 628） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 い く つ か の 工 程 で 分 析 を 進 行 さ せ た 。 発 現 の 異 な る 遺 伝 子 の 数 が 偶 然 と 予 想 さ れ る 数 を
超 え る か ど う か を 最 初 に 決 定 し た 。 発 現 の 異 な る 遺 伝 子 を 、 2サ ン プ ル の t検 定 を 使 用 し て
フ ィ ル タ リ ン グ し た 遺 伝 子 リ ス ト か ら 選 択 し た 。 認 め ら れ た 有 意 な 遺 伝 子 数 が 偶 然 起 こ っ
た 尤 度 の 全 体 的 な 複 数 の 比 較 を 用 い な い 評 価 の た め に 全 体 的 （ global） 並 べ 替 え 検 定 を 使
用 し た 。 こ の 検 定 で は 、 認 め ら れ た 有 意 に 発 現 の 異 な る 遺 伝 子 の 数 を 、 サ ン プ ル 標 識 の 並
べ 替 え お よ び 特 定 の 有 意 レ ベ ル で の t検 定 の 再 計 算 の 繰 り 返 し に よ っ て 得 ら れ た 発 現 の 異
な る 遺 伝 子 の 数 の 分 布 と 比 較 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 次 に 、 応 答 を 予 想 す る た め の 分 類 子 を 開 発 し た 。 識 別 遺 伝 子 お よ び そ の 関 連 す る t値 の
リ ス ト が 得 ら れ た 場 合 、 Radmacher　 ら の Compound　 Covariate　 Predictor法 を 使 用 し て
、 線 形 分 類 子 を 構 築 し た 。 再 置 換 に よ り 、 分 類 の 成 功 を 評 価 し 、 こ れ の 作 製 に 使 用 し た も
の と 同 一 の サ ン プ ル に 分 類 子 を 適 用 し た 場 合 、 常 に 偏 る 。 従 っ て 、 外 部 交 差 検 証 手 順 に よ
り 、 分 類 の 成 功 が よ り 偏 る こ と な く 評 価 さ れ た 。 い か な る ク ラ ス の 構 成 要 素 に 関 す る こ と
な く フ ィ ル タ リ ン グ し た 分 散 の 中 央 値 よ り よ り 有 意 に 変 動 す る 1， 628個 の 遺 伝 子 か ら 開 始
し 、 分 類 子 の パ フ ォ ー マ ン ス を 評 価 す る た め に 、 一 点 除 外 交 差 検 証 に お い て 遺 伝 子 選 択 プ
ロ セ ス 全 体 お よ び 分 類 子 構 築 プ ロ セ ス を 繰 り 返 し た 。 最 後 に 、 認 め ら れ た 首 尾 の 良 い 分 類
度 が 偶 然 に 得 ら れ る 尤 度 を 評 価 す る た め に 、 全 交 差 検 証 手 順 を 、 N＝ 2000回 繰 り 返 し 、 毎
回 サ ン プ ル 標 識 を 並 べ 替 え た 。 次 い で 、 得 ら れ た 交 差 検 証 分 類 成 功 率 を 、 並 べ 替 え 分 析 に
お け る 分 類 成 功 分 布 と 比 較 し た 。 認 め ら れ た 感 受 性 お よ び 特 異 性 に よ っ て 交 差 検 証 し た パ
フ ォ ー マ ン ス を ま と め 、 正 確 な 二 項 信 頼 区 間 と 関 連 付 け た 。 再 置 換 分 類 子 値 を 使 用 し て 、
受 信 者 動 作 特 性 曲 線 （ ROC曲 線 ） も 作 製 し 、 曲 線 下 面 積 を 評 価 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 同 一 の 臨 床 試 験 で 処 置 し た 6人 の 患 者 の 独 立 し た 連 続 組 に 対 し て 分 類 子 を 部 分 的 に 認 証
し た 。 ト レ ー ニ ン グ サ ン プ ル の た め に 上 記 の よ う に 前 処 理 生 検 か ら RNAを 獲 得 し 、 Affymet
rix　 HgU95av2　 GeneChipsと 正 確 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た 。 プ ロ ー ブ レ ベ ル デ ー タ を 、
ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト と 同 一 の ベ ー ス ラ イ ン ア レ イ に 標 準 化 し 、 ト レ ー ニ ン グ サ ン プ ル か ら
計 算 し た 以 前 に 評 価 し た プ ロ ー ブ 感 受 性 値 を 使 用 し て 、 遺 伝 子 発 現 値 を 計 算 し た 。 新 規 の
各 サ ン プ ル の 応 答 を 予 測 す る た め に 、 91遺 伝 子 の 分 類 子 を 適 用 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ １ ８ 】
　 （ 臨 床 応 答 の 評 価 ）
　 こ の 第 II相 ネ オ ア ジ ュ バ ン ト 研 究 に 登 録 し た 24人 の 患 者 の 臨 床 的 特 徴 を 、 表 1に 含 め る
。 処 置 前 に 、 腫 瘍 サ イ ズ の 中 央 値 は 8cm（ 4～ 30cmの 範 囲 ） で あ っ た 。 遺 伝 子 発 現 分 析 の 前
に 、 処 置 後 の 残 存 疾 患 率 に 基 づ い て 感 受 性 お よ び 耐 性 を 定 義 し た 。 化 学 療 法 後 の 残 存 疾 患
の 中 央 値 が 30％ で あ る と 決 定 し た 。 次 い で 、 こ の カ ッ ト オ フ は 統 計 的 比 較 の た め に ほ と ん
ど 同 数 の 患 者 を 2つ の 群 に 分 け る の で 、 感 受 性 腫 瘍 は 残 存 疾 患 が 25％ ま た は そ れ 以 下 の も
の で あ り 、 耐 性 腫 瘍 は 残 存 疾 患 が 25％ を 超 え る も の で あ る と 任 意 に 定 義 し た 。 さ ら に 、 存
在 す る 腫 瘍 は 、 本 研 究 の 局 所 的 に 進 行 し た 乳 癌 で 巨 大 で あ り 、 化 学 療 法 後 に 少 な く と も 75
％ の 腫 瘍 の 後 退 は ほ ぼ 臨 床 的 に 応 答 性 を 示 す 疾 患 で あ ろ う 。 ネ オ ア ジ ュ バ ン ト 化 学 療 法 後
の 巨 大 腫 瘍 の 後 退 は 、 長 期 生 存 の 確 率 と 直 接 相 関 す る こ と が 示 さ れ た 。
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【 ０ １ １ ９ 】
　 こ れ ら 24人 の 患 者 の う ち 、 11人 （ 46％ ） が ド セ タ キ セ ル 感 受 性 を 示 し 、 13人 （ 54％ ） が
耐 性 を 示 し た 。 感 受 性 腫 瘍 の う ち 、 5人 の 患 者 （ 5／ 11、 45％ ） の 残 存 疾 患 が 最 小 で あ り （
残 存 疾 患 10％ 未 満 ） 、 耐 性 腫 瘍 の う ち 7人 の 患 者 の 残 存 腫 瘍 は 60％ 以 上 で あ り （ 7／ 13、 58
％ ） 、 こ れ ら の 女 性 の う ち の 3人 （ 3／ 13、 23％ ） の 残 存 腫 瘍 は ベ ー ス ラ イ ン の 100％ ま た
は そ れ 以 上 で あ っ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ２ ０ 】
　 （ 針 生 検 お よ び RNA収 量 ）
　 処 置 前 に 、 各 原 発 性 乳 癌 か ら 6つ の 針 生 検 を 得 た 。 そ の 直 後 に cDNAア レ イ 分 析 の た め に 2
つ ま た は 3つ の 針 生 検 標 本 を － 80℃ で 瞬 間 凍 結 し 、 残 り の 針 生 検 を 病 理 学 的 評 価 の た め に
処 理 し た 。 各 針 生 検 を 、 1mmご と に 約 1cm測 定 し た 。 こ れ ら の 生 検 が 顕 微 解 剖 に は 小 さ す ぎ
る の で 、 前 処 置 針 生 検 の 腫 瘍 の 細 胞 性 を 確 認 し た 。 一 般 に 、 針 生 検 は 、 良 好 な 腫 瘍 細 胞 性
を 示 し 、 腫 瘍 細 胞 性 の 中 央 値 は 75％ （ 40％ ～ 100％ の 範 囲 ） で あ っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 各 凍 結 針 生 検 か ら 、 3～ 6μ gの 全 RNAが 得 ら れ 、 製 造 者 の 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し
た Affymetrix　 U95Av2　 GeneChipと の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に 必 要 な 約 20μ gの 標 識 cRNAの 作
製 の 十 分 量 を 超 え て い た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ２ ２ 】
　 （ 識 別 遺 伝 子 の 選 択 ）
　 2群 間 で 有 意 に 発 現 の 異 な る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 感 受 性 腫 瘍 お よ び 耐 性 腫 瘍 の 発
現 デ ー タ を 比 較 し た （ 図 2） 。 第 1に 、 均 一 に 低 発 現 の 遺 伝 子 ま た は そ の 発 現 が サ ン プ ル を
通 し て 有 意 に 変 化 し な い 遺 伝 子 を 消 去 す る た め の シ グ ナ ル 強 度 の フ ィ ル タ リ ン グ に よ っ て
候 補 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト を 選 択 し 、 1， 628個 の 遺 伝 子 が 残 っ た 。 対 数 変 換 後 、 t検 定 を 使
用 し て 、 識 別 遺 伝 子 を 選 択 し た 。 複 数 の 比 較 に よ る 誤 っ た 結 果 の 可 能 性 を 評 価 す る た め に
、 認 め ら れ た 発 現 の 異 な る 遺 伝 子 数 （ ま た は そ れ 以 上 ） が 偶 然 起 こ る 統 計 的 確 率 を 評 価 す
る 全 体 的 並 べ 替 え 検 定 を 行 っ た 。 名 義 P値 0． 001、 0． 01、 お よ び 0． 05の t検 定 に よ り 、 そ
れ ぞ れ 91個 、 300個 、 お よ び 551個 の 遺 伝 子 が 「 発 現 が 異 な る 」 と し て 選 択 さ れ た 。 こ れ ら
の 遺 伝 子 数 が 偶 然 選 択 さ れ る 確 率 は 、 そ れ ぞ れ た っ た 0． 0015、 0． 001、 お よ び 0． 001未
満 と 評 価 さ れ た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ２ ３ 】
　 （ 識 別 遺 伝 子 の 機 能 分 類 ）
　 名 義 P値 ＜ 0． 001で 最 も 有 意 に 「 発 現 の 異 な る 」 と 分 類 さ れ た 91個 の 遺 伝 子 を 、 表 1に 列
挙 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 耐 性 腫 瘍 と 感 受 性 腫 瘍 の 発 現 で 4． 2～ 2． 6倍 減 少 ま た は 2． 5
～ 15． 7倍 増 加 を 示 し た 。 こ れ ら の 発 現 の 異 な る 遺 伝 子 の 機 能 ク ラ ス は 、 ス ト レ ス ／ ア ポ
ト ー シ ス （ 21％ ） 、 細 胞 接 着 ／ 細 胞 骨 格 （ 16％ ） 、 タ ン パ ク 質 輸 送 （ 13％ ） 、 シ グ ナ ル 伝
達 （ 12％ ） 、 RNA転 写 （ 10％ ） 、 RNAス プ ラ イ シ ン グ ／ 輸 送 （ 9％ ） 、 細 胞 周 期 （ 7％ ） 、 お
よ び タ ン パ ク 質 翻 訳 （ 3％ ） を 含 ん で お り 、 残 り （ 9％ ） は 未 知 の 機 能 を 有 し て い た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 そ れ ぞ れ 未 知 の 機 能 、 タ ン パ ク 質 翻 訳 、 細 胞 周 期 、 お よ び RNA転 写 を 含 む 主 要 な カ テ ゴ
リ ー を 有 す る 耐 性 ク ラ ス タ ー に お い て 91個 の 遺 伝 子 の う ち の 14個 し か 過 剰 発 現 し な か っ た
。 β － チ ュ ー ブ リ ン イ ソ 型 は 、 デ セ タ キ セ ル 耐 性 に 関 連 し て い た 。 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 3
、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 18、 配 列 番 号 37、 配 列 番 号 38、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 53、 配 列 番
号 63、 配 列 番 号 69、 配 列 番 号 73、 配 列 番 号 75、 配 列 番 号 78、 配 列 番 号 87に よ っ て 記 載 さ れ
る 遺 伝 子 は 、 耐 性 ク ラ ス タ ー で 過 剰 発 現 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 デ セ タ キ セ ル 感 受 性 腫 瘍 で 過 剰 発 現 し た 77個 の 遺 伝 子 の 腫 瘍 な カ テ ゴ リ ー は 、 ス ト レ ス
／ ア ポ ト ー シ ス 、 接 着 ／ 細 胞 骨 格 （ 耐 性 腫 瘍 で は 過 剰 発 現 さ れ な い ） 、 タ ン パ ク 質 輸 送 、
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シ グ ナ ル 伝 達 、 お よ び RNAス プ ラ イ シ ン グ ／ 輸 送 で あ っ た 。 感 受 性 腫 瘍 で は 、 ア ポ ト ー シ
ス （ た と え ば 、 BAX、 UBE2M、 UBCH10、 CUL1の 過 剰 発 現 ） お よ び DNA損 傷 関 連 遺 伝 子 発 現 （
た と え ば 、 CSNK2B、 DDB1、 お よ び ABLの 過 剰 発 現 な ら び に PRKDCの 過 少 発 現 ） に 関 与 す る 遺
伝 子 は 、 ド セ タ キ セ ル 感 受 性 に 寄 与 す る よ う で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 分 析 は 、 低 発 現 の い く つ か の 異 な る 遺 伝 子 を 排 除 す る 。 た と え ば 、 紡 錘 体 チ ェ ッ ク ポ
イ ン ト 機 能 障 害 が ヒ ト 癌 の 異 数 性 の 重 要 な 原 因 で あ る こ と が 提 案 さ れ た 。 セ リ ン － ト レ オ
ニ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 AURORA－ Aは 、 紡 錘 体 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト 調 節 障 害 機 構 を 構 成 す る こ と
が で き 、 そ の 増 幅 に よ り タ キ サ ン 耐 性 が 予 測 さ れ て い る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 こ の 遺 伝
子 は 、 そ の 低 発 現 全 体 に 起 因 す る 91遺 伝 子 分 類 リ ス ト の 一 部 で は な か っ た 。 こ の 分 類 リ ス
ト は 、 ド セ タ キ セ ル 感 受 性 お よ び 耐 性 に 関 連 す る 遺 伝 子 を 全 て 含 ま な い が 、 む し ろ 、 予 測
臨 床 試 験 と し て 使 用 す る こ と が で き る 多 数 の 遺 伝 子 パ タ ー ン が 同 定 さ れ る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ２ ７ 】
　 （ 一 点 除 外 交 差 検 証 ）
　 0． 001ま た は よ り 良 好 な 名 義 P値 を 使 用 し た 遺 伝 子 に 基 づ く 線 形 分 類 子 を 使 用 し た 表 現
型 の 予 測 の 可 能 性 を 、 一 点 除 外 交 差 検 証 を 使 用 し て 試 験 し た 。 選 択 の 偏 り を 克 服 す る た め
に 、 1， 628個 の 全 て の フ ィ ル タ リ ン グ し た 遺 伝 子 （ 上 記 ） か ら こ の 分 析 を 開 始 し た 。 そ の
後 、 各 所 見 を 「 除 外 」 し 、 残 り の サ ン プ ル を 使 用 し て 、 発 現 の 異 な る 遺 伝 子 を 選 択 し 、 化
合 物 共 変 量 予 測 （ compound　 covariate　 predictor） を 構 築 し 、 こ れ を 使 用 し て 、 除 外 サ
ン プ ル を 分 類 し た 。 11個 の 感 受 性 腫 瘍 の う ち の 10個 （ 特 異 性 ＝ 91％ 、 正 確 な 二 項 式 95％ CI
は 0． 59～ 1． 00） お よ び 13個 の 耐 性 腫 瘍 の う ち の 11個 （ 感 受 性 ＝ 85％ 、 95％ CIは 0． 55～ 0
． 98） が 88％ の 全 体 精 度 で （ 95％ CI＝ 68％ ～ 97％ ） 正 確 に 分 類 さ れ た 。 並 べ 替 え 検 定 は 、
こ の よ う な 高 交 差 検 証 分 類 精 度 が 非 常 に 有 意 で あ る （ P＝ 0． 008） こ と を 示 す 。 全 24サ ン
プ ル を 使 用 し て 予 め 選 択 し た 91個 の 遺 伝 子 を 使 用 し て 構 築 し た 類 似 の 予 測 に よ り 、 首 尾 よ
く 同 一 の 分 類 が 得 ら れ た 。 こ の 予 測 を 使 用 し て 、 ド セ タ キ セ ル 応 答 に つ い て の 正 お よ び 負
の 予 測 値 は そ れ ぞ れ 92％ お よ び 83％ で あ り 、 受 信 者 動 作 特 性 曲 線 （ ROC曲 線 ） 下 面 積 は 0．
96で あ っ た （ 図 3） 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ ２ ８ 】
　 （ 発 現 測 定 値 の 確 認 ）
　 RNAレ ベ ル の 測 定 値 を 確 認 す る た め に 、 標 準 化 Affymetrixデ ー タ 由 来 の 発 現 値 を 、 15個
の 発 現 の 異 な る 遺 伝 子 の 半 定 量 RT－ PCR（ QRT－ PCR） の 値 と 相 関 さ せ た 。 ス ペ ア マ ン の 順
位 相 関 は 、 13遺 伝 子 で 正 で あ り 、 15遺 伝 子 の う ち 6遺 伝 子 で 有 意 に 正 で あ っ た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ １ ２ ９ 】
　 （ 独 立 コ ホ ー ト で の 検 証 ）
　 91個 の 予 測 分 類 子 を 部 分 的 に 評 価 す る た め に 、 こ の 予 想 （ prospective） 臨 床 試 験 に 登
録 し た 6人 の さ ら な る 患 者 を 研 究 し た 。 こ の 小 集 団 で は 、 6人 の 患 者 は 全 員 感 受 性 腫 瘍 （ 25
％ 未 満 の 残 存 疾 患 ） を 有 し 、 こ の 分 類 子 で 正 確 に 分 類 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 全 て の 特 許 お よ び 刊 行 物 は 、 本 発 明 に 属 す る 当 業 者 の レ ベ ル を 示 す
。 全 て の 特 許 お よ び 刊 行 物 は 、 各 刊 行 物 が 参 考 と し て 援 用 さ れ る よ う に 明 確 か つ 個 別 に 示
さ れ て い る か の よ う に 本 明 細 書 中 で 参 考 と し て 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
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方 法 、 ま た は 工 程 を 含 め る こ と を 意 図 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ２ 】
【 図 １ 】 van't　 Veerら ， 2002に よ っ て 使 用 さ れ た 方 法 と 比 較 し た 統 計 分 析 ア プ ロ ー チ の
ア ル ゴ リ ズ ム を 示 す 図 で あ る 。 van't　 Veerら に よ っ て 使 用 さ れ た 予 後 分 析 は 、 25， 000個
の 遺 伝 子 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し 、 そ の う ち の 5， 000個 の 発 現
の 変 化 す る 遺 伝 子 を フ ィ ル タ リ ン グ に よ っ て 選 択 し た 。 こ れ ら の う ち 、 231個 の 遺 伝 子 は
、 予 後 結 果 に 有 意 に 関 連 す る こ と が 見 出 さ れ た （ ｜ r｜ ＜ 3） 。 次 い で 、 こ れ ら の 231個 の
遺 伝 子 を 、 相 関 係 数 の 大 き さ に 基 づ い て 並 べ 、 最 も 小 さ な 至 適 分 類 子 （ classifier） を 構
築 す る た め に 5つ 一 組 で 選 択 し た 。 次 い で 、 70個 の 遺 伝 子 の 分 類 組 を 選 択 す る た め に 、 結
果 と 相 関 す る N＝ 231遺 伝 子 を 使 用 し て 一 点 除 外 分 析 を 行 っ た 。 対 照 的 に 、 本 発 明 の 分 析 で
は 、 一 様 に 低 発 現 の 遺 伝 子 ま た は そ の 発 現 が サ ン プ ル 毎 に 有 意 に 変 化 し な い 遺 伝 子 を 除 外
す る た め に シ グ ナ ル 強 度 に 基 づ く フ ィ ル タ リ ン グ に よ っ て 1， 628個 の 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト を
選 択 し た 。 対 数 変 換 後 、 t検 定 を 使 用 し て 91個 の 識 別 （ discriminatory） 遺 伝 子 を 選 択 し
た 。 1， 628個 の フ ィ ル タ ー 遺 伝 子 か ら 出 発 し て 、 分 類 子 の 能 力 を 推 定 す る た め に 外 部 一 点
除 外 交 差 検 証 で 全 遺 伝 子 選 択 お よ び 分 類 子 の 構 築 プ ロ セ ス を 繰 り 返 し 、 精 度 88％ の 分 類 子
を 得 た 。
【 図 ２ 】 ド セ タ キ セ ル 応 答 に 相 関 す る 遺 伝 子 の 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ を 示 す 図 で あ る 。 感
受 性 腫 瘍 （ S） を 、 25％ 以 下 の 疾 患 残 存 と 定 義 し （ 青 色 バ ー と し て 示 す ） 、 耐 性 腫 瘍 （ R）
を 、 25％ 超 の 疾 患 残 存 と 定 義 す る （ 赤 色 バ ー と し て 示 す ） 。 発 現 レ ベ ル を 赤 色 （ 平 均 を 超
え る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル ） お よ び 青 色 （ 平 均 未 満 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル ） で 示 す 。 カ ラ ー ス ケ
ー ル （ 図 の 下 を 参 照 の こ と ） は 、 平 均 未 満 の 3つ （ ま た は そ れ 以 上 ） の 標 準 偏 差 （ 濃 青 色
） か ら 平 均 を 超 え る 3つ の 標 準 偏 差 （ 濃 赤 色 ） ま で の 範 囲 で あ る 。 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス プ
ロ ー ブ 組 識 別 子 お よ び 対 応 す る 遺 伝 子 シ ン ボ ル を 、 右 側 に 示 す 。
【 図 ３ 】 陽 性 お よ び 陰 性 予 測 値 が そ れ ぞ れ 92％ お よ び 83％ で あ る 91個 の 遺 伝 子 分 類 子 を 使
用 し て ド セ タ キ セ ル に 対 す る 予 測 応 答 の た め の 受 信 者 動 作 特 性 （ ROC） 曲 線 を 示 す 図 で あ
る 。 曲 線 下 面 積 は 、 0． 96で あ る 。
【 配 列 表 】
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