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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　肺癌の治療を受けているＩ期－ＩＩ期非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者における疾患転
帰を予測する方法であって、
（ａ）Ｉ期－ＩＩ期の非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）の患者から得られた肺組織サンプルを
提供するステップであって、前記患者は化学療法、放射線療法、及び／又は外科手術によ
り治療を受けている患者であるステップ；
（ｂ）下記（ｉ）～（ｖｉ）の２つ以上と前記サンプルを接触させるステップ；
（ｉ）Ｃｈｒ．５、小領域６７．８－６８．５Ｍｂ上の、サイクリンＢＩ（ＣＣＮＢ１）
または溶質輸送体ファミリー３０メンバー５（ＳＬＣ３０Ａ５）をコードするポリヌクレ
オチド配列に結合するプローブ、
（ｉｉ）Ｃｈｒ．５、小領域９４．２－９６．１Ｍｂ上の、アリールスルファターゼファ
ミリーメンバーＫ（ＡＲＳＫ）、カルパスタチン（ＣＡＳＴ）、延長因子ＲＮＡポリメラ
ーゼＩＩ２（ＥＬＬ２）、配列類似性８１メンバーＢを有するファミリー（ＦＡＭ８１Ｂ
）、グルタレドキシン（ＧＬＲＸ）、Ｇタンパク質共役受容体１５０（ＧＰＲ１５０）、
ＫＩＡＡ０３７２、マルチプルＣ２ドメイン膜貫通型１（ＭＣＴＰ１）、タンパク質転換
酵素サブチリシン／ケキシンタイプ１（ＰＣＳＫ１）、Ｒｉｅｓｋｅ（Ｆｅ－Ｓ）ドメイ
ン含有（ＲＦＥＳＤ）、Ｒｈｏ関連ＢＴＢドメイン含有３（ＲＨＯＢＴＢ３）、精子形成
関連９（ＳＰＡＴＡ９）またはｍｉＲＮＡ　ｈｓａ－ｍｉＲ－５８３をコードするポリヌ
クレオチド配列に結合するプローブ、
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（ｉｉｉ）Ｃｈｒ．１１、小領域６１．４－６４．３Ｍｂ上の、ＡＨＮＡＫ核タンパク質
（ＡＨＮＡＫ）、アスパラギナーゼ様１（ＡＳＲＧＬ１）、β－１，３－グルクロニルト
ランスフェラーゼ３（Ｂ３ＧＡＴ３）、細胞死のＢＣＬ２アンタゴニスト（ＢＡＤ）、ベ
ストロフィン１（ＢＥＳＴ１）、Ｂｅｒｎａｒｄｉｎｅｌｌｉ－Ｓｅｉｐ先天性脂肪異栄
養症２（ＢＳＣＬ２）、コイルドコイルドメイン含有８８Ｂ（ＣＣＤＣ８８Ｂ）、コリン
作動性受容体ムスカリン性１（ＣＨＲＭ１）、チトクロムｃ酸化酵素サブユニット８Ａ（
ＣＯＸ８Ａ）、ＤＫＦＺＰ５６４Ｊ０８６３タンパク質、ＤＫＦＺＰ５６６Ｅ１６４タン
パク質、ＤｎａＪ相同体サブファミリーＣメンバー４（ＤＮＡＪＣ４）、真核細胞の翻訳
伸長因子１γ（ＥＥＦ１Ｇ）、棘皮動物微小管結合タンパク質様３（ＥＭＬ３）、エスト
ロゲン関連受容体α（ＥＳＲＲＡ）、脂肪酸不飽和化酵素２，３（ＦＡＤＳ２，３）、Ｆ
Ｋ５０６結合タンパク質２（ＦＫＢＰ２）、フィブロネクチンロイシンリッチ膜貫通型タ
ンパク質１（ＦＬＲＴ１）、フェリチン重鎖ポリペプチド１（ＦＴＨ１）、グルコシダー
ゼα中性ＡＢ（ＧＡＮＡＢ）、グアニンヌクレオチド結合タンパク質（Ｇタンパク質）γ
３（ＧＮＧ３）、Ｇタンパク質共役受容体１３７（ＧＰＲ１３７）、ＨＲＡＳ様サプレッ
サー２，３，５（ＨＲＡＳＬＳ２，３，５）、インナーセントロメアタンパク質抗原１３
５／１５５ｋＤａ（ＩＮＣＥＮＰ）、インテグレーター複合体サブユニット５（ＩＮＴＳ
５）、カリウムチャネルサブファミリーＫメンバー４（ＫＣＮＫ４）、レクチンガラクト
シド結合可溶性１２（ＬＧＡＬＳ１２）、ＭＡＣＲＯドメイン含有１（ＭＡＣＲＯＤ１）
、微小管親和性調節キナーゼ２（ＭＡＲＫ２）、仮定上のタンパク質ＭＧＣ３１９６（Ｍ
ＧＣ３１９６）、転移関連１ファミリーメンバー２（ＭＴＡ２）、Ｎ－アセチルトランス
フェラーゼ１１（ＮＡＴ１１）、ニューレキシン２（ＮＲＸＮ２）、ヌクレオシド二リン
酸連結部分Ｘタイプモチーフ２２（ＮＵＤＴ２２）、核ＲＮＡエクスポート因子１（ＮＸ
Ｆ１）ＯＴＵドメインユビキチンアルデヒド結合１（ＯＴＵＢ１）、ホスホリパーゼＣβ
３（ＰＬＣＢ３）、ＲＮＡポリメラーゼＩＩポリペプチドＧ（ＰＯＬＲ２Ｇ）、タンパク
質ホスファターゼ１調節サブユニット１４Ｂ（ＰＰＰ１Ｒ１４Ｂ）、ペルオキシレドキシ
ン５（ＰＲＤＸ５）、グリコーゲンホスホリラーゼ筋関連（ＰＹＧＭ）、ｒａｂｉｎ３相
互作用タンパク質様１（ＲＡＢ３ＩＬ１）、レチノイン酸受容体レスポンダー３（ＲＡＲ
ＲＥＳ３）、ＲＡＳグアニル放出タンパク質２（ＲＡＳＧＲＰ２）、ＲＥＳＴコリプレッ
サー２（ＲＣＯＲ２）、網膜外節膜タンパク質１（ＲＯＭ１）、リボソームタンパク質Ｓ
６キナーゼポリペプチド４（ＲＰＳ６ＫＡ４）、レチキュロン３（ＲＴＮ３）、セクレト
グロビンファミリー１Ａメンバー１（ＳＣＧＢ１Ａ１）、スプライシング因子１（ＳＦ１
）、溶質輸送体ファミリー２２メンバー１０（ＳＬＣ２２Ａ１０）、溶質輸送体ファミリ
ー３メンバー２（ＳＬＣ３Ａ２）、ストレス誘発性リンタンパク質１（ＳＴＩＰ１）、シ
ンタキシン５（ＳＴＸ５）、ＴＡＦ６様ＲＮＡポリメラーゼＩＩ（ＴＡＦ６Ｌ）、ｔＲＮ
Ａホスホトランスフェラーゼ１（ＴＲＰＴ１）、テトラトリコペプチドリピートドメイン
９Ｃ（ＴＴＣ９Ｃ）、末端ウリジリルトランスフェラーゼ１（ＴＵＴ１）、ＵＮＣ－１１
２関連タンパク質２（ＵＲＰ２）、推定上のＵＳＴ１様有機陰イオン輸送体（ＵＳＴ６）
、血管内皮増殖因子Ｂ（ＶＥＧＦＢ）、ＷＤリピートドメイン７４（ＷＤＲ７４）、また
は亜鉛フィンガーおよびＢＴＢドメイン含有３（ＺＢＴＢ３）をコードするポリヌクレオ
チド配列に結合するプローブ、
（ｉｖ）Ｃｈｒ１１、小領域６４．８－６５．７Ｍｂ上の、自動組み込み因子１に対する
障壁（ＢＡＮＦ１）、カチオンチャンネル精子関連１（ＣＡＴＳＰＥＲ１）、コイルドコ
イルドメイン含有８５Ｂ（ＣＣＤＣ８５Ｂ）、ＣＤＣ４２エフェクタータンパク質２（Ｃ
ＤＣ４２ＥＰ２）、コフィリン１（ＣＦＬ１）、シスタチンＥ／Ｍ（ＣＳＴ６）、カテプ
シンＷ（ＣＴＳＷ）、ダブルＰＨＤフィンガー２（ＤＰＦ２）、ＤＲ１関連タンパク質１
（ＤＲＡＰ１）、ＥＧＦ含有フィブリン様細胞外基質タンパク質２（ＥＦＥＭＰ２）、Ｅ
Ｈドメイン結合タンパク質１様１（ＥＨＢＰ１Ｌ１）、配列類似性８９を有するファミリ
ーメンバーＢ（ＦＡＭ８９Ｂ）、線維芽細胞増殖因子細胞内結合タンパク質（ＦＩＢＰ）
、ＦＯＳ様抗原１（ＦＯＳＬ１）、ＦＥＲＭドメイン含有８（ＦＲＭＤ８）、ガラクトー
ス－３－Ｏ－スルホトランスフェラーゼ３（ＧＡＬ３ＳＴ３）、カリウムチャネルサブフ
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ァミリーＫメンバー７（ＫＣＮＫ７）、潜在型トランスフォーミング増殖因子β結合タン
パク質３（ＬＴＢＰ３）、マイトジェン活性化タンパク質キナーゼキナーゼキナーゼ１１
（ＭＡＰ３Ｋ１１）、仮定上のタンパク質ＭＧＣ１１１０２（ＭＧＣ１１１０２）、ＭＵ
Ｓ８１エンドヌクレアーゼホモログ（ＭＵＳ８１）、ｏｖｏ様１（ＯＶＯＬ１）、ホスホ
フリン酸性クラスターソーティングタンパク質１（ＰＡＣＳ１）、ｐｅｃａｎｅｘ様３（
ＰＣＮＸＬ３）、ポリメラーゼα２（ＰＯＬＡ２）、ｖ－ｒｅｌ網膜内皮症ウイルス癌遺
伝子相同体Ａ（ＲＥＬＡ）、リボヌクレアーゼＨ２サブユニットＣ（ＲＮＡＳＥＨ２Ｃ）
、Ｔ細胞によって認識される有棘細胞癌抗原（ＳＡＲＴ１）、ＳＣＹ１様１（ＳＣＹＬ１
）、スプライシング因子３ｂサブユニット２（ＳＦ３Ｂ２）、シグナル誘導増殖関連遺伝
子１（ＳＩＰＡ１）、溶質輸送体ファミリー２５メンバー４５（ＳＬＣ２５Ａ４５）、シ
ェーグレン症候群／強皮病自己抗原１（ＳＳＳＣＡ１）、ｔｉｇｇｅｒ転移因子由来３（
ＴＩＧＤ３）、または精巣特異的１０相互作用タンパク質（ＴＳＧＡ１０ＩＰ）をコード
するポリヌクレオチド配列に結合するプローブ、
（ｖ）Ｃｈｒ．１７、小領域５１．５－５３．２Ｍｂ上の、Ａキナーゼアンカータンパク
質１（ＡＫＡＰ１）、アンキリンリピートおよびフィブロネクチンタイプＩＩＩドメイン
含有１（ＡＮＫＦＮ１）、第１７染色体オープンリーディングフレーム６７（Ｃ１７ｏｒ
ｆ６７）、コイリン（ＣＯＩＬ）、ジアシルグリセロールキナーゼε（ＤＧＫＥ）、ｍｕ
ｓａｓｈｉ相同体２（ＭＳＩ２）、ノギン（ＮＯＧ）、セリンカルボキシペプチダーゼ１
（ＳＣＰＥＰ１）、またはｔｒｉｐａｒｔｉｔｅモチーフ含有２５（ＴＲＩＭ２５）をコ
ードするポリヌクレオチド配列に結合するプローブ、及び／又は
（ｖｉ）Ｃｈｒ．１７、小領域６９．２－７１．３Ｍｂ上の、アルマジロリピート含有７
（ＡＲＭＣ７）、ＡＴＰシンターゼサブユニットＤ（ＡＴＰ５Ｈ）、ＣＡＳＫ相互作用タ
ンパク質２（ＣＡＳＫＩＮ２）、ＣＤ３００ａ分子（ＣＤ３００Ａ）、ＣＤ３００ｃ分子
（ＣＤ３００Ｃ）、ＣＤ３００ｅ分子（ＣＤ３００Ｅ）、ＣＤ３００分子様ファミリーメ
ンバーｂ（ＣＤ３００ＬＢ）、ＣＤ３００分子様ファミリーメンバーｆ（ＣＤ３００Ｌｆ
）、小脳変性症関連タンパク質２様（ＣＤＲ２Ｌ）、軸糸ダイニン中間鎖２（ＤＮＡＩ２
）、脂肪酸不飽和化酵素ドメインファミリーメンバー６（ＦＡＤＳ６）、フェレドキシン
還元酵素（ＦＤＸＲ）、ガラクトキナーゼ１（ＧＡＬＫ１）、ゴルジ関連γアダプチンｅ
ａｒ含有ＡＲＦ結合タンパク質３（ＧＧＡ３）、Ｇタンパク質共役受容体１４２（ＧＰＲ
１４２）、Ｇタンパク質共役受容体ファミリーＣグループ５メンバーＣ（ＧＰＲＣ５Ｃ）
、増殖因子受容体結合タンパク質２（ＧＲＢ２）、イオンンチャンネル型グルタミン酸受
容体Ｎ－メチル－Ｄ－アスパラギン酸２Ｃ（ＧＲＩＮ２Ｃ）、Ｈ３ヒストンファミリー３
Ｂ（Ｈ３Ｆ３Ｂ）、血液学的および神経学的な発現された１（ＨＮ１）、未熟結腸癌転写
物１（ＩＣＴ１）、インテグリンβ４（ＩＴＧＢ４）、カリウムチャネル四量体化ドメイ
ン含有２（ＫＣＴＤ２）、キネシンファミリーメンバー１９（ＫＩＦ１９）、致死性巨大
幼生相同体２（ＬＬＧＬ２）、ガレクチン－３－結合タンパク質様（ＬＯＣ３８８４１９
）、ＭＩＦ４Ｇドメイン含有（ＭＩＦ４ＧＤ）、ミトコンドリアリボソームタンパク質Ｓ
７（ＭＲＰＳ７）、Ｎ－アセチルトランスフェラーゼ９（ＮＡＴ９）、サイトゾル５’、
３’－ヌクレオチダーゼ（ＮＴ５Ｃ）、ヌクレオポリン８５ｋＤａ（ＮＵＰ８５）、オト
ペトリン２（ＯＴＯＰ２）、オトペトリン３（ＯＴＯＰ３）、ＲＡＢ３７メンバーＲＡＳ
癌遺伝子ファミリー（ＲＡＢ３７）、ＲｅｃＱタンパク質様５（ＲＥＣＱＬ５）、リボソ
ームタンパク質Ｌ３８（ＲＰＬ３８）、ＳＡＰ３０結合タンパク質（ＳＡＰ３０ＢＰ）、
溶質輸送体ファミリー１６メンバー５（ＳＬＣ１６Ａ５）、溶質輸送体ファミリー２５メ
ンバー１９（ＳＬＣ２５Ａ１９）、溶質輸送体ファミリー９メンバー３制御因子１（ＳＬ
Ｃ９Ａ３Ｒ１）、小ユビキチン様モディファイア２（ＳＵＭＯ２）、膜貫通型タンパク質
１０４（ＴＭＥＭ１０４）、トゥイーティー相同体２（ＴＴＹＨ２）、ｕｎｋｅｍｐｔ相
同体（ＵＮＫ）、またはアッシャー症候群１Ｇ（ＵＳＨ１Ｇ）をコードするポリヌクレオ
チド配列に結合するプローブ、
（ｃ）各プローブがその標的染色体もしくは染色体領域上のポリヌクレオチド配列と選択
的に結合する条件下で２つ以上のプローブをサンプルと共にインキュベートして、安定し
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たハイブリダイゼーション複合体を形成するステップと；
（ｄ）２つ以上のプローブのハイブリダイゼーションを検出するステップを含み、
　プローブによって標的化された染色体領域における少なくとも１種の獲得または損失を
示すハイブリダイゼーションパターンは、２つ以上のプローブによって標的にされた２つ
以上の染色体領域における獲得または損失を有さない患者における疾患転帰のベースライ
ン測度と比較したとき、疾患転帰不良のリスクが増加したことを示す、
方法。
【請求項２】
　染色体小領域の１つ以上において獲得または損失を示すハイブリダイゼーションパター
ンが、患者における疾患転帰不良を示している、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　サンプルを、少なくとも３個のプローブの組合せと接触させ、各プローブが、異なる染
色体小領域を標的指向化し、前記染色体小領域の１つ以上において獲得または損失を示す
ハイブリダイゼーションパターンが、患者における疾患転帰不良を示している、請求項１
又は２に記載の方法。
【請求項４】
　サンプルを、少なくとも４個のプローブの組合せと接触させ、各プローブが異なる染色
体小領域を標的指向化し、前記染色体小領域の１つ以上において獲得または損失を示すハ
イブリダイゼーションパターンが、患者における疾患転帰不良を示している、請求項１又
は２に記載の方法。
【請求項５】
　プローブの組合せが、疾患転帰不良のリスクが増加しているＩ期－ＩＩ期のＮＳＣＬＣ
サンプルと、疾患転帰不良のリスクが増加していないサンプルとを、少なくとも９３％の
感受性及び少なくとも９０％の特異性をもって区別する、請求項１から４のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項６】
　感受性が少なくとも９５％であり、特異性が少なくとも９０．４％である、請求項５に
記載の方法。
【請求項７】
　感受性が少なくとも９６％であり、特異性が少なくとも９１％である、請求項５に記載
の方法。
【請求項８】
　プローブの組合せが、６個のプローブを含む、請求項１から７のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項９】
　方法が、基質上に固定化されたプローブへのアレイ比較ゲノムハイブリダイゼーション
（ａＣＧＨ）により行われる、請求項１から８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　方法が、蛍光インサイチューハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）により行われ、プロ
ーブの組合せにおける各プローブが、異なる蛍光で標識されている、請求項１から９のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　肺組織サンプルが、肺生検検体を含む、請求項１から１０のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１２】
　（ｉ）Ｃｈｒ．５、小領域６７．８－６８．５Ｍｂ上の、サイクリンＢＩ（ＣＣＮＢ１
）または溶質輸送体ファミリー３０メンバー５（ＳＬＣ３０Ａ５）をコードするポリヌク
レオチド配列に結合するプローブ、
（ｉｉ）Ｃｈｒ．５、小領域９４．２－９６．１Ｍｂ上の、アリールスルファターゼファ
ミリーメンバーＫ（ＡＲＳＫ）、カルパスタチン（ＣＡＳＴ）、延長因子ＲＮＡポリメラ
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ーゼＩＩ２（ＥＬＬ２）、配列類似性８１メンバーＢを有するファミリー（ＦＡＭ８１Ｂ
）、グルタレドキシン（ＧＬＲＸ）、Ｇタンパク質共役受容体１５０（ＧＰＲ１５０）、
ＫＩＡＡ０３７２、マルチプルＣ２ドメイン膜貫通型１（ＭＣＴＰ１）、タンパク質転換
酵素サブチリシン／ケキシンタイプ１（ＰＣＳＫ１）、Ｒｉｅｓｋｅ（Ｆｅ－Ｓ）ドメイ
ン含有（ＲＦＥＳＤ）、Ｒｈｏ関連ＢＴＢドメイン含有３（ＲＨＯＢＴＢ３）、精子形成
関連９（ＳＰＡＴＡ９）またはｍｉＲＮＡ　ｈｓａ－ｍｉＲ－５８３をコードするポリヌ
クレオチド配列に結合するプローブ、
（ｉｉｉ）Ｃｈｒ．１１、小領域６１．４－６４．３Ｍｂ上の、ＡＨＮＡＫ核タンパク質
（ＡＨＮＡＫ）、アスパラギナーゼ様１（ＡＳＲＧＬ１）、β－１，３－グルクロニルト
ランスフェラーゼ３（Ｂ３ＧＡＴ３）、細胞死のＢＣＬ２アンタゴニスト（ＢＡＤ）、ベ
ストロフィン１（ＢＥＳＴ１）、Ｂｅｒｎａｒｄｉｎｅｌｌｉ－Ｓｅｉｐ先天性脂肪異栄
養症２（ＢＳＣＬ２）、コイルドコイルドメイン含有８８Ｂ（ＣＣＤＣ８８Ｂ）、コリン
作動性受容体ムスカリン性１（ＣＨＲＭ１）、チトクロムｃ酸化酵素サブユニット８Ａ（
ＣＯＸ８Ａ）、ＤＫＦＺＰ５６４Ｊ０８６３タンパク質、ＤＫＦＺＰ５６６Ｅ１６４タン
パク質、ＤｎａＪ相同体サブファミリーＣメンバー４（ＤＮＡＪＣ４）、真核細胞の翻訳
伸長因子１γ（ＥＥＦ１Ｇ）、棘皮動物微小管結合タンパク質様３（ＥＭＬ３）、エスト
ロゲン関連受容体α（ＥＳＲＲＡ）、脂肪酸不飽和化酵素２，３（ＦＡＤＳ２，３）、Ｆ
Ｋ５０６結合タンパク質２（ＦＫＢＰ２）、フィブロネクチンロイシンリッチ膜貫通型タ
ンパク質１（ＦＬＲＴ１）、フェリチン重鎖ポリペプチド１（ＦＴＨ１）、グルコシダー
ゼα中性ＡＢ（ＧＡＮＡＢ）、グアニンヌクレオチド結合タンパク質（Ｇタンパク質）γ
３（ＧＮＧ３）、Ｇタンパク質共役受容体１３７（ＧＰＲ１３７）、ＨＲＡＳ様サプレッ
サー２，３，５（ＨＲＡＳＬＳ２，３，５）、インナーセントロメアタンパク質抗原１３
５／１５５ｋＤａ（ＩＮＣＥＮＰ）、インテグレーター複合体サブユニット５（ＩＮＴＳ
５）、カリウムチャネルサブファミリーＫメンバー４（ＫＣＮＫ４）、レクチンガラクト
シド結合可溶性１２（ＬＧＡＬＳ１２）、ＭＡＣＲＯドメイン含有１（ＭＡＣＲＯＤ１）
、微小管親和性調節キナーゼ２（ＭＡＲＫ２）、仮定上のタンパク質ＭＧＣ３１９６（Ｍ
ＧＣ３１９６）、転移関連１ファミリーメンバー２（ＭＴＡ２）、Ｎ－アセチルトランス
フェラーゼ１１（ＮＡＴ１１）、ニューレキシン２（ＮＲＸＮ２）、ヌクレオシド二リン
酸連結部分Ｘタイプモチーフ２２（ＮＵＤＴ２２）、核ＲＮＡエクスポート因子１（ＮＸ
Ｆ１）ＯＴＵドメインユビキチンアルデヒド結合１（ＯＴＵＢ１）、ホスホリパーゼＣβ
３（ＰＬＣＢ３）、ＲＮＡポリメラーゼＩＩポリペプチドＧ（ＰＯＬＲ２Ｇ）、タンパク
質ホスファターゼ１調節サブユニット１４Ｂ（ＰＰＰ１Ｒ１４Ｂ）、ペルオキシレドキシ
ン５（ＰＲＤＸ５）、グリコーゲンホスホリラーゼ筋関連（ＰＹＧＭ）、ｒａｂｉｎ３相
互作用タンパク質様１（ＲＡＢ３ＩＬ１）、レチノイン酸受容体レスポンダー３（ＲＡＲ
ＲＥＳ３）、ＲＡＳグアニル放出タンパク質２（ＲＡＳＧＲＰ２）、ＲＥＳＴコリプレッ
サー２（ＲＣＯＲ２）、網膜外節膜タンパク質１（ＲＯＭ１）、リボソームタンパク質Ｓ
６キナーゼポリペプチド４（ＲＰＳ６ＫＡ４）、レチキュロン３（ＲＴＮ３）、セクレト
グロビンファミリー１Ａメンバー１（ＳＣＧＢ１Ａ１）、スプライシング因子１（ＳＦ１
）、溶質輸送体ファミリー２２メンバー１０（ＳＬＣ２２Ａ１０）、溶質輸送体ファミリ
ー３メンバー２（ＳＬＣ３Ａ２）、ストレス誘発性リンタンパク質１（ＳＴＩＰ１）、シ
ンタキシン５（ＳＴＸ５）、ＴＡＦ６様ＲＮＡポリメラーゼＩＩ（ＴＡＦ６Ｌ）、ｔＲＮ
Ａホスホトランスフェラーゼ１（ＴＲＰＴ１）、テトラトリコペプチドリピートドメイン
９Ｃ（ＴＴＣ９Ｃ）、末端ウリジリルトランスフェラーゼ１（ＴＵＴ１）、ＵＮＣ－１１
２関連タンパク質２（ＵＲＰ２）、推定上のＵＳＴ１様有機陰イオン輸送体（ＵＳＴ６）
、血管内皮増殖因子Ｂ（ＶＥＧＦＢ）、ＷＤリピートドメイン７４（ＷＤＲ７４）、また
は亜鉛フィンガーおよびＢＴＢドメイン含有３（ＺＢＴＢ３）をコードするポリヌクレオ
チド配列に結合するプローブ、
（ｉｖ）Ｃｈｒ１１、小領域６４．８－６５．７Ｍｂ上の、自動組み込み因子１に対する
障壁（ＢＡＮＦ１）、カチオンチャンネル精子関連１（ＣＡＴＳＰＥＲ１）、コイルドコ
イルドメイン含有８５Ｂ（ＣＣＤＣ８５Ｂ）、ＣＤＣ４２エフェクタータンパク質２（Ｃ
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ＤＣ４２ＥＰ２）、コフィリン１（ＣＦＬ１）、シスタチンＥ／Ｍ（ＣＳＴ６）、カテプ
シンＷ（ＣＴＳＷ）、ダブルＰＨＤフィンガー２（ＤＰＦ２）、ＤＲ１関連タンパク質１
（ＤＲＡＰ１）、ＥＧＦ含有フィブリン様細胞外基質タンパク質２（ＥＦＥＭＰ２）、Ｅ
Ｈドメイン結合タンパク質１様１（ＥＨＢＰ１Ｌ１）、配列類似性８９を有するファミリ
ーメンバーＢ（ＦＡＭ８９Ｂ）、線維芽細胞増殖因子細胞内結合タンパク質（ＦＩＢＰ）
、ＦＯＳ様抗原１（ＦＯＳＬ１）、ＦＥＲＭドメイン含有８（ＦＲＭＤ８）、ガラクトー
ス－３－Ｏ－スルホトランスフェラーゼ３（ＧＡＬ３ＳＴ３）、カリウムチャネルサブフ
ァミリーＫメンバー７（ＫＣＮＫ７）、潜在型トランスフォーミング増殖因子β結合タン
パク質３（ＬＴＢＰ３）、マイトジェン活性化タンパク質キナーゼキナーゼキナーゼ１１
（ＭＡＰ３Ｋ１１）、仮定上のタンパク質ＭＧＣ１１１０２（ＭＧＣ１１１０２）、ＭＵ
Ｓ８１エンドヌクレアーゼホモログ（ＭＵＳ８１）、ｏｖｏ様１（ＯＶＯＬ１）、ホスホ
フリン酸性クラスターソーティングタンパク質１（ＰＡＣＳ１）、ｐｅｃａｎｅｘ様３（
ＰＣＮＸＬ３）、ポリメラーゼα２（ＰＯＬＡ２）、ｖ－ｒｅｌ網膜内皮症ウイルス癌遺
伝子相同体Ａ（ＲＥＬＡ）、リボヌクレアーゼＨ２サブユニットＣ（ＲＮＡＳＥＨ２Ｃ）
、Ｔ細胞によって認識される有棘細胞癌抗原（ＳＡＲＴ１）、ＳＣＹ１様１（ＳＣＹＬ１
）、スプライシング因子３ｂサブユニット２（ＳＦ３Ｂ２）、シグナル誘導増殖関連遺伝
子１（ＳＩＰＡ１）、溶質輸送体ファミリー２５メンバー４５（ＳＬＣ２５Ａ４５）、シ
ェーグレン症候群／強皮病自己抗原１（ＳＳＳＣＡ１）、ｔｉｇｇｅｒ転移因子由来３（
ＴＩＧＤ３）、または精巣特異的１０相互作用タンパク質（ＴＳＧＡ１０ＩＰ）をコード
するポリヌクレオチド配列に結合するプローブ、
（ｖ）Ｃｈｒ．１７、小領域５１．５－５３．２Ｍｂ上の、Ａキナーゼアンカータンパク
質１（ＡＫＡＰ１）、アンキリンリピートおよびフィブロネクチンタイプＩＩＩドメイン
含有１（ＡＮＫＦＮ１）、第１７染色体オープンリーディングフレーム６７（Ｃ１７ｏｒ
ｆ６７）、コイリン（ＣＯＩＬ）、ジアシルグリセロールキナーゼε（ＤＧＫＥ）、ｍｕ
ｓａｓｈｉ相同体２（ＭＳＩ２）、ノギン（ＮＯＧ）、セリンカルボキシペプチダーゼ１
（ＳＣＰＥＰ１）、またはｔｒｉｐａｒｔｉｔｅモチーフ含有２５（ＴＲＩＭ２５）をコ
ードするポリヌクレオチド配列に結合するプローブ、及び／又は
（ｖｉ）Ｃｈｒ．１７、小領域６９．２－７１．３Ｍｂ上の、アルマジロリピート含有７
（ＡＲＭＣ７）、ＡＴＰシンターゼサブユニットＤ（ＡＴＰ５Ｈ）、ＣＡＳＫ相互作用タ
ンパク質２（ＣＡＳＫＩＮ２）、ＣＤ３００ａ分子（ＣＤ３００Ａ）、ＣＤ３００ｃ分子
（ＣＤ３００Ｃ）、ＣＤ３００ｅ分子（ＣＤ３００Ｅ）、ＣＤ３００分子様ファミリーメ
ンバーｂ（ＣＤ３００ＬＢ）、ＣＤ３００分子様ファミリーメンバーｆ（ＣＤ３００Ｌｆ
）、小脳変性症関連タンパク質２様（ＣＤＲ２Ｌ）、軸糸ダイニン中間鎖２（ＤＮＡＩ２
）、脂肪酸不飽和化酵素ドメインファミリーメンバー６（ＦＡＤＳ６）、フェレドキシン
還元酵素（ＦＤＸＲ）、ガラクトキナーゼ１（ＧＡＬＫ１）、ゴルジ関連γアダプチンｅ
ａｒ含有ＡＲＦ結合タンパク質３（ＧＧＡ３）、Ｇタンパク質共役受容体１４２（ＧＰＲ
１４２）、Ｇタンパク質共役受容体ファミリーＣグループ５メンバーＣ（ＧＰＲＣ５Ｃ）
、増殖因子受容体結合タンパク質２（ＧＲＢ２）、イオンンチャンネル型グルタミン酸受
容体Ｎ－メチル－Ｄ－アスパラギン酸２Ｃ（ＧＲＩＮ２Ｃ）、Ｈ３ヒストンファミリー３
Ｂ（Ｈ３Ｆ３Ｂ）、血液学的および神経学的な発現された１（ＨＮ１）、未熟結腸癌転写
物１（ＩＣＴ１）、インテグリンβ４（ＩＴＧＢ４）、カリウムチャネル四量体化ドメイ
ン含有２（ＫＣＴＤ２）、キネシンファミリーメンバー１９（ＫＩＦ１９）、致死性巨大
幼生相同体２（ＬＬＧＬ２）、ガレクチン－３－結合タンパク質様（ＬＯＣ３８８４１９
）、ＭＩＦ４Ｇドメイン含有（ＭＩＦ４ＧＤ）、ミトコンドリアリボソームタンパク質Ｓ
７（ＭＲＰＳ７）、Ｎ－アセチルトランスフェラーゼ９（ＮＡＴ９）、サイトゾル５’、
３’－ヌクレオチダーゼ（ＮＴ５Ｃ）、ヌクレオポリン８５ｋＤａ（ＮＵＰ８５）、オト
ペトリン２（ＯＴＯＰ２）、オトペトリン３（ＯＴＯＰ３）、ＲＡＢ３７メンバーＲＡＳ
癌遺伝子ファミリー（ＲＡＢ３７）、ＲｅｃＱタンパク質様５（ＲＥＣＱＬ５）、リボソ
ームタンパク質Ｌ３８（ＲＰＬ３８）、ＳＡＰ３０結合タンパク質（ＳＡＰ３０ＢＰ）、
溶質輸送体ファミリー１６メンバー５（ＳＬＣ１６Ａ５）、溶質輸送体ファミリー２５メ
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ンバー１９（ＳＬＣ２５Ａ１９）、溶質輸送体ファミリー９メンバー３制御因子１（ＳＬ
Ｃ９Ａ３Ｒ１）、小ユビキチン様モディファイア２（ＳＵＭＯ２）、膜貫通型タンパク質
１０４（ＴＭＥＭ１０４）、トゥイーティー相同体２（ＴＴＹＨ２）、ｕｎｋｅｍｐｔ相
同体（ＵＮＫ）、またはアッシャー症候群１Ｇ（ＵＳＨ１Ｇ）をコードするポリヌクレオ
チド配列に結合するプローブ、
から選択される２、３、４、５または６個のプローブを含む、プローブの組合せ。
【請求項１３】
　プローブの組合せが、疾患転帰不良のリスクが増加しているＩ期－ＩＩ期のＮＳＣＬＣ
を含むサンプルと、疾患転帰不良のリスクが増大していないサンプルとを区別するために
、少なくとも９３％の感受性および少なくとも９０％の特異性を有する、請求項１２に記
載のプローブの組合せ。
【請求項１４】
　感受性が、少なくとも９５％であり、特異性が少なくとも９０．４％である、請求項１
３に記載のプローブの組合せ。
【請求項１５】
　感受性が、少なくとも９６％であり、特異性が少なくとも９１％である、請求項１３に
記載のプローブの組合せ。
【請求項１６】
　肺癌の治療を受けている患者における疾患転帰を該患者の生物サンプルから予想するた
めのキットであって、請求項１２に記載のプローブの組合せから選択される２から６個の
プローブの組合せを含む、前記キット。
【請求項１７】
　プローブの組合せが、疾患転帰不良のリスクが増加しているＩ期－ＩＩ期のＮＳＣＬＣ
を含むサンプルと、疾患転帰不良のリスクが増加していないサンプルとを区別するために
、少なくとも９３％の感受性および少なくとも９０％の特異性を有する、請求項１６に記
載のキット。
【請求項１８】
　感受性が少なくとも９５％であり、特異性が少なくとも９０．４％である、請求項１６
に記載のキット。
【請求項１９】
　感受性が少なくとも９６％であり、特異性が少なくとも９１％である、請求項１６に記
載のキット。
【請求項２０】
　プローブの組合せが、３、４、５または６個のプローブを含む、請求項１６に記載のキ
ット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、患者の予後を決定するための肺癌患者から得られた組織サンプルのインビト
ロ診断検査に関し、特に、病期Ｉまたは病期ＩＩ非小細胞肺癌と診断された患者など、早
期患者の予後を決定するためのインビトロアッセイに関する。
【背景技術】
【０００２】
　肺癌は、２００５年に米国の癌死亡者のほぼ３分の１を占め、大まかに２つのタイプ、
すなわち非小細胞肺癌および小細胞肺癌に分類される。非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）は、
米国における肺癌症例の８０－８５％を含む。ＮＳＣＬＣは、主な３つのタイプ、すなわ
ち、（ｉ）魚の鱗のように見える薄く平らな細胞である扁平上皮細胞中で開始する有棘細
胞癌。有棘細胞癌は、類表皮癌とも呼ばれる。；（ｉｉ）大型肺細胞のいくつかのタイプ
で開始する大細胞癌；（ｉｉｉ）肺の肺胞の内側を覆い、粘液などの物質を作る細胞中で
開始する腺癌、を含む。ＮＳＣＬＣの一般的ではない他のタイプには、多形癌、カルチノ
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イド腫瘍および未分類癌が含まれる。
【０００３】
　ＮＳＣＬＣの診断は、生検サンプルなど、疑われる組織の病理学者の検査により行われ
る。ＮＳＣＬＣ診断後、患者の疾患は、患者の全体的な健康および年齢、咳嗽および呼吸
困難などの症状の重症度、ＮＳＣＬＣの個々のタイプおよび癌の病期分類を用いて予後（
回復の機会）が割り当てられる。病期分類は、腫瘍のサイズおよび腫瘍が肺だけに存在す
るのか身体の他の位置に分散しているのかを考慮に入れる。次いで、ＮＳＣＬＣ患者に対
する個々の治療オプションは、こうした考慮に基づいて選択され、癌の病期分類は、治療
選択のための重要な構成要素である。早期ＮＳＣＬＣの患者は、腫瘍を除去するために外
科的切除により潜在的に治癒させることができるが、現在の治療様式は、患者が手術後に
再発することを予測することができない。癌は、しばしば治癒率が低い致命的な疾患であ
り、そのため、治療の大部分は、生活の質および寿命を改善することに向けられる。癌細
胞が、比較的少数の遺伝子異常またはタンパク質突然変異の蓄積によってのみしばしば区
別されるヒトの細胞であるため、癌細胞を死滅させるのに有用である薬物療法は、多くの
正常なヒト細胞にやはり一般的に有害であり、治療される患者において通常重大な毒性を
引き起こす。さらに、癌がしばしば局所的に再発するまたはこれらの原発組織から離れた
組織および臓器に転移するため、早期癌の患者が、これらの原発腫瘍の外科的除去後に薬
物治療を必要とすることを知ることは重大な意味を持つ。これは、腫瘍が早期に検出され
外科的に除去された早期ＮＳＣＬＣの患者、具体的には、病期ＩおよびＩＩａ疾患の患者
において特に重大な問題である。これらの患者を抗癌薬で治療すると、再発性または転移
性疾患を発症する患者が許容できないほど高い率になり、最終的に、罹患率および死亡率
の増加をもたらす。この母集団を治療し終わると、薬物療法を必要とせず、投与された薬
物からの毒性副作用を経験する患者数が許容できないほど高まる。
【０００４】
　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｎｅｔｗｏｒｋ（Ｎ
ＣＣＮ）インターネットウェブサイトは、以下の通りＮＳＣＬＣ病期分類を記載している
。「非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）の増殖および分散を記載するために米国の診療で最もよ
く用いられる系は、ＴＮＭ病期分類系であり、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｉｎｔ　Ｃｏｍｍ
ｉｔｔｅｅ　ｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ（ＡＪＣＣ）系としても知られている。ＴＮＭ病期分類
では、腫瘍（Ｔ）、近隣のリンパ節への任意の分散（Ｎ）および任意の離れた臓器転移（
Ｍ）に関する情報は組み合わされ、病期は、特定のＴＮＭグループ化に割り当てられる。
グループ化された病期は、番号０およびローマ数字ＩからＩＶを用いて記載される。
【０００５】
　「Ｔカテゴリーは、肺癌のサイズ、肺内のその分散および位置、ならびに近隣の組織へ
の分散に基づいている。Ｔｉｓカテゴリーにおいて、癌は、通気道の内側を覆う細胞の層
においてのみ見出される。これは、他の肺組織に分散していない。このカテゴリーはまた
、上皮内癌としても知られている。
【０００６】
　「Ｔ１カテゴリーにおいて、癌は、３センチメートルより大きくなく（わずかに１から
１　１／４インチをわずかに下回る）、肺胸膜（肺を取り囲む膜）に分散しておらず、気
管支の主枝に影響を与えない。
【０００７】
　「Ｔ２カテゴリーにおいて、癌は、以下の特徴の１つ以上を有する。すなわち、（ｉ）
３ｃｍよりも大きい；（ｉｉ）これは、肺の主枝を含むが、気管（喉笛）が左側および右
側の主な気管支に分かれる点に２ｃｍ（約３　１／４から４インチ）よりも近くない；ま
たは（ｉｉｉ）肺胸膜に分散している。癌は、気道を部分的に遮断し得るが、これは、肺
全体に虚脱させていないまたは肺炎を発症させていない。
【０００８】
　「Ｔ３カテゴリーにおいて、癌は、以下の特徴の１つ以上を有する。すなわち、（ｉ）
癌は、胸壁、横隔膜（胸部を腹部から区別する呼吸筋）、縦隔胸膜（２つの肺の間の空間
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は、肺の主な気管支を含み、気管（または喉笛）が左側および右側の主な気管支に枝分か
れするが、この領域を含まない点に２ｃｍより近い；または（ｉｉｉ）１つの肺を完全に
虚脱させるまたは肺全体の肺炎を引き起こすのに十分なほど気道に増殖している。
【０００９】
　「Ｔ４カテゴリーにおいて、癌は、以下の特徴の１つ以上を有する：（ｉ）癌は、縦隔
（胸骨の後方のおよび心臓の前側の空間）、心臓、気管（喉笛）、食道（咽頭を胃に連結
する管）、背骨、または気管が左側および右側の主な気管支に枝分かれする点に分散して
いる；（ｉｉ）２つ以上に分かれる腫瘍小結節は、同じ葉中に存在する；または（ｉｉｉ
）肺を取り囲む空間中で癌細胞を含む液体の存在である、悪性胸水が存在する。
【００１０】
　「Ｎカテゴリーは、肺の近くのリンパ節のいずれかが、癌によって影響される場合、こ
れに依存する。Ｎ０カテゴリーにおいて、癌は、いかなるリンパ節にも分散されていない
。Ｎ１カテゴリーにおいて、癌は、肺内または肺門リンパ節（気管支が肺に入る領域の周
りに位置するもの）中のリンパ節に分散されている。Ｎ１カテゴリーにおいて、冒された
リンパ節は、癌性の肺と同じ側のみにある。Ｎ２カテゴリーにおいて、癌は、気管分岐部
のリンパ節（気管が左側および右側の気管支に枝分かれする点の周りにあるもの）または
縦隔（胸骨の後方のおよび心臓の前側の空間）中のリンパ節に分散している。Ｎ２カテゴ
リーにおいて、冒されたリンパ節は、癌性の肺の同じ側にある。Ｎ３カテゴリーにおいて
、癌は、片側の鎖骨の近くのリンパ節および／または癌性の肺の反対側の肺門もしくは縦
隔のリンパ節に分散している。
【００１１】
　「Ｍカテゴリーは、癌が任意の遠隔組織および臓器に転移し分散しているか否かに依存
している。Ｍ０カテゴリーにおいて、遠隔の癌の分散がない。Ｍ１カテゴリーにおいて、
癌は、１カ所以上の遠隔部位に分散している。遠隔とみなされる部位には、癌のＮカテゴ
リーおよび肝臓、骨もしくは脳などの他の臓器または組織を決定するために用いるものよ
り遠い肺の他の葉、リンパ節が含まれる。
【００１２】
　Ｔ、ＮおよびＭカテゴリーが、個々のＮＳＣＬＣについて割り当てられた後、この情報
は組み合わされて（病期グループ化）、０、Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ、またはＩＶの全病期を割
り当てられる（表１を参照のこと）。ＴおよびＮカテゴリーの様々な組合せは病期に組み
合わされる。これらの病期は、類似の予後を有し、類似のやり方で治療される腫瘍タイプ
を特定する。表１に示される通り、遠隔の分散を有する腫瘍（すなわち、Ｍ１カテゴリー
癌）は、リンパ節の関与の腫瘍サイズに関わらず、病期ＩＶとみなされる。」ＮＣＣＮイ
ンターネットウェブサイトからの以下の表は、合わせたカテゴリーおよびＮＳＣＬＣにつ
いての病期分類を示す。
【００１３】
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【表１】

【００１４】
　病期番号の低いＮＳＣＬＣ患者は、一般により良好な予後および生存の見通しを有し、
これらの患者は、腫瘍の外科的切除によって治療される。しかし、さらに病期１Ｂ、病期
ＩＩＡもしくはＩＩＢのＮＳＣＬＣを有する患者など、早期患者の場合、これらの患者の
有意な百分率は、外科的切除後さらに侵攻性疾患で再発し、死亡する。現在の臨床の診断
方法は、再発する可能性が高い患者に対して、より積極的な治療を方向づける十分な精度
を有する早期ＮＳＣＬＣ予後を確認することができない。より優れたインビトロ診断方法
は、ネオアジュバントもしくはアジュバント化学療法を受け取るべきであるまたは一般に
治療の意見を再評価されるべきであるより高いリスクの早期ＮＳＣＬＣ患者を特定するこ
とが必要である。
【００１５】
　染色体異常を特定するために蛍光で標識されたＤＮＡハイブリダイゼーションプローブ
を用いた蛍光インサイチューハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）に基づいた分子のイン
ビトロ診断検査は、ＮＳＣＬＣ患者用の化学療法の選択における使用を開示している（Ｐ
ＣＴ／ＵＳ２００５／０１８８７９、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｏｕｔｃｏｍｅ　ｔｏ　ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｇｒｏｗｔｈ
　ｆａｃｔｏｒ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｂｙ　ｃａｎｃｅｒ　ｐａｔｉｅｎｔｓ（癌患
者による上皮増殖因子阻害薬への臨床成績を予測するための方法）」、Ｍ．Ｇａｒｃｉａ
ら）。ＦＩＳＨアッセイは、ＮＳＣＬＣについての初期の診断検査として、２００６年３
月２３日に公開された米国特許出願第２００６００６３１９４号、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａ
ｎｄ　ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｎｃｅｒ（癌の
検出のための方法およびプローブ）」（以下、「Ｍｏｒｒｉｓｏｎ‘１９４」と称される
。）、Ｌ．Ｍｏｒｒｉｓｏｎらにおいて記載されており、この開示はその全体が参照によ
り本明細書に組み込まれる。Ｍｏｒｒｉｓｏｎ‘１９４出願は、スクリーニングおよびＮ
ＳＣＬＣの診断に有用な複数のＦＩＳＨプローブセットを記載しており、Ｍｏｒｒｉｓｏ
ｎ‘１９４に記載されている１つのプローブセットは、臨床診断検査を示すために臨床検
査室により使用するためにＡＳＲ（分析物特異的試薬（Ａｎａｌｙｔｅ　Ｓｐｅｃｉｆｉ
ｃ　Ｒｅａｇｅｎｔ））標識化に基づいて、Ａｂｂｏｔｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ、Ｉｎｃ
．（Ｄｅｓ　Ｐｌａｉｎｅｓ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ、Ｕ．Ｓ．Ａ．）からＬＡＶｙｓｉｏｎ
（商標）プローブセットとして市販されている。米国食品医薬品局ＡＳＲ標識化必要条件
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に基づいて、ＡＳＲ標識化は、ＡＳＲの医学的な有用性に関していかなる請求をも含まれ
てはならない。ＬＡＶｙｓｉｏｎ　ＡＳＲプローブセットは、４つのＦＩＳＨプローブを
含む。すなわち、ＳｐｅｃｔｒｕｍＧｒｅｅｎ緑色蛍光プローブで標識された染色体５ｐ
１５座特異的プローブ、ＳｐｅｃｔｒｕｍＧｏｌｄ黄色蛍光プローブで標識された染色体
８ｑ２４座特異的プローブ、ＳｐｅｃｔｒｕｍＡｑｕａ青色蛍光プローブで標識された第
６染色体計数プローブ（ｅｎｕｍｅｒａｔｉｏｎ　ｐｒｏｂｅ）およびＳｐｅｃｔｒｕｍ
Ｒｅｄ赤色蛍光プローブで標識された染色体７ｐ１２座特異的プローブである。ＬＡＶｙ
ｓｉｏｎプローブセットを用いて行われた研究は、記載されており、例えば、Ｋ．Ｈａｌ
ｌｉｎｇら、「Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎ　ｓｉｔｕ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏ
ｎ　ｉｎ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ｃｙｔｏｌｏｇｙ（細胞診における蛍光インサイチュ
ーハイブリダイゼーション）」、Ｈｕｍ．Ｐａｔｈ．（２００７年）３８巻：１１３７－
１１４４頁にその総説がある。
【００１６】
　サイクリンＥの過剰発現は、以前は肺癌における転帰不良に関連していた（Ｓｉｎｇｈ
ａｌら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、２００５年、１１巻、３９７４－３９８６
頁にその総説がある。）。しかし、サイクリンＥ座におけるコピー数の変動は、予測マー
カーとして確立していない。さらに、ＮＳＣＬＣのためのＦＩＳＨアッセイに関する以前
の報告は、早期ＮＳＣＬＣの予後、具体的には、病期ＩＢまたは病期ＩＩとして分類され
るものの予後をより正確に特定するためにＦＩＳＨプローブの使用を開示した。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１７】
【特許文献１】ＰＣＴ／ＵＳ２００５／０１８８７９
【特許文献２】米国特許出願公開第２００６００６３１９４号明細書
【非特許文献】
【００１８】
【非特許文献１】Ｋ．Ｈａｌｌｉｎｇら、「Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎ　ｓｉｔｕ
　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ｃｙｔｏｌｏｇｙ」、Ｈ
ｕｍ．Ｐａｔｈ．（２００７年）３８巻：１１３７－１１４４頁
【非特許文献２】Ｓｉｎｇｈａｌら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、２００５年、
１１巻、３９７４－３９８６頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　一態様では、本開示は、患者から得られた生物サンプルから、肺癌の治療を受けている
患者における、疾患転帰を予測する方法を提供し、本方法は、１ｐ、２ｑ、３ｑ、３ｑ、
４ｐ、４ｑ、５ｑ、６ｐ、６ｑ、８ｐ、９ｐ、１０ｑ、１１ｑ、１２ｐ、１４ｑ、１６ｑ
、１７ｑおよび１９ｑからなる群から選択される１つ以上の染色体領域について１つ以上
のプローブとサンプルを接触させるステップ；各プローブがその標的染色体もしくは染色
体領域上でポリヌクレオチド配列と選択的に結合する条件下で１つ以上のプローブをサン
プルと共にインキュベートして、安定したハイブリダイゼーション複合体を形成するステ
ップ；および１つ以上のプローブのハイブリダイゼーションを検出するステップを含み、
プローブによって標的にされた染色体領域における少なくとも１つの獲得または損失を示
すハイブリダイゼーションパターンは、１つ以上のプローブによって標的にされた１つ以
上の染色体領域における獲得または損失を有さない患者における疾患転帰のベースライン
測度と比較したとき、疾患転帰不良のリスクが増加したことを示している。患者は、非小
細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）のＩ期－ＩＩ期の診断を有し得る。本方法において、ハイブリダ
イゼーションパターンは、１ｐ、２ｑ、６ｐ、６ｑ、８ｐ、１１ｑ、１２ｐ、１７ｑおよ
び１９ｑからなる群または１ｐ、６ｐ、６ｑ、１１ｑ、１２ｐおよび１９ｑからなる群か
ら選択される１つ以上の染色体領域中の獲得を示すことができ、患者における疾患転帰不
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良を示している。ハイブリダイゼーションパターンは、２ｑ、３ｑ、４ｐ、４ｑ、５ｑ、
９ｐ、１０ｑ、１４ｑおよび１６ｑからなる群、または４ｑ、５ｑ、９ｐおよび１６ｑか
らなる群から選択される１つ以上の染色体領域中の損失を示すことができ、患者における
疾患転帰不良を示している。
【００２０】
　本方法において、１つ以上のプローブは、特に１ｑ１３．３、２ｑ２２．３－ｑ２３．
３、２ｑ２４．２、２ｑ３３．３、２ｑ３４、３ｑ１１．２、３ｑ１３．３、４ｐ１３、
４ｐ１２、４ｑ２１．２１－ｑ２２、４ｑ２４、５ｑ１１．２、５ｑ１２．１、５ｑ１３
．１－ｑ１３．２、５ｑ１５、６ｐ２１．２、６ｑ２１．３、６ｑ１３、６ｑ２２．３－
ｑ２３．３、８ｐ２３．１、９ｐ３５．３、９ｐ１３．２、１０ｑ１１．２３－ｑ２１．
１、１１ｑ１２．２－ｑ１３．１、１１ｑ１３．１、１２ｐ１３．３、１４ｑ１２、１４
ｑ２１．１、１４ｑ２１．３、１４ｑ２２．１、１４ｑ２２．１－２３．１、１４ｑ２２
．３－ｑ２３．１、１４ｑ２３．２－ｑ２４．１、１６ｑ１２．１、１７ｑ２１．３２－
ｑ２１．３３、１７ｑ２２、１７ｑ２５．１、１９ｑ１２、１９ｑ１３．１１－ｑ１３．
１２および１９ｑ１３．３３－ｑ１３．４３を含めた、１ｑ１３、２ｑ２２－ｑ２３、２
ｑ２４、２ｑ３３、２ｑ３４、３ｑ１１、３ｑ１３、４ｐ１３、４ｐ１２、４ｑ２１、４
ｑ２４、５ｑ１１、５ｑ１２、５ｑ１３、５ｑ１５、６ｐ２１、６ｑ１３、６ｑ２２－ｑ
２３、８ｐ２３、９ｐ３５、９ｐ１３、１０ｑ１１－ｑ２１、１１ｑ１２－ｑ１３、１１
ｑ１３、１２ｐ１３、１４ｑ１２、１４ｑ２１、１４ｑ２２－ｑ２３、１４ｑ２３－２４
、１６ｑ１２、１７ｑ２１、１７ｑ２２、１７ｑ２５、１９ｑ１２および１９ｑ１３から
なる群から選択される１つ以上の染色体小領域用となり得る。
【００２１】
　本方法において、サンプルは、少なくとも２つ、少なくとも３つ、または少なくとも４
つのプローブの組合せと接触させることができ、各プローブは、異なる染色体小領域を標
的指向化し、プローブは、それぞれ１ｑ１３、２ｑ２２－ｑ２３、２ｑ２４、２ｑ３３、
２ｑ３４、３ｑ１１、３ｑ１３、４ｐ１３、４ｐ１２、４ｑ２１、４ｑ２４、５ｑ１１、
５ｑ１２、５ｑ１３、５ｑ１５、６ｐ２１、６ｑ１３、６ｑ２２－ｑ２３、８ｐ２３、９
ｐ３５、９ｐ１３、１０ｑ１１－ｑ２１、１１ｑ１２－ｑ１３、１１ｑ１３、１２ｐ１３
、１４ｑ１２、１４ｑ２１、１４ｑ２２－ｑ２３、１４ｑ２３－２４、１６ｑ１２、１７
ｑ２１、１７ｑ２２、１７ｑ２５、１９ｑ１２および１９ｑ１３からなる群から選択され
る染色体小領域用であり、染色体小領域の１つ以上において獲得または損失を示すハイブ
リダイゼーションパターンは、患者における疾患転帰不良を示している。サンプルは、例
えば、１９ｑ１２および１９ｑ１３を含めた一組の染色体小領域のための、または１１ｑ
１２および１１ｑ１３を含めた一組の染色体小領域のための少なくとも２つのプローブの
組合せと接触することができる。
【００２２】
　これらの方法のいずれかにおいて、プローブの組合せは、疾患転帰不良のリスクが高い
ＮＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期を含むサンプルを、疾患転帰不良のリスクが高いＮＳＣＬＣの
Ｉ期－ＩＩ期を含まないサンプルと区別することができ、感受性が少なくとも９３％であ
り、特異性が少なくとも９０％である。感受性は、少なくとも９５％となり得、特異性は
、少なくとも９０．４％となり得る、または感受性は、少なくとも９６％となり得、特異
性は少なくとも９１％となり得る。
【００２３】
　これらの方法のいずれかにおいて、プローブの組合せは、例えば、１０個以下のプロー
ブまたは、８つ以下のプローブを含むことができる。したがって、プローブの組合せは、
１０、９、８、７、６、５、４、３もしくは２個のプローブまたは１個のプローブを含む
ことができる。
【００２４】
　これらの方法のいずれかにおいて、本方法は、基質上で固定化されたプローブへのアレ
イ比較ゲノムハイブリダイゼーション（ａＣＧＨ）によって行うことができる。さらに、
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これらの方法のいずれかにおいて、本方法は、蛍光インサイチューハイブリダイゼーショ
ン（ＦＩＳＨ）により行うことができ、プローブの組合せにおける各プローブは、異なる
蛍光プローブで標識される。
【００２５】
　これらの方法のいずれかにおいて、生物サンプルは、例えば、肺生検検体となり得る。
【００２６】
　他の態様では、本開示は、上記で本明細書に記載されるようにプローブの群のいずれか
から選択される２、３、４、５、６、７、８、９もしくは１０個のプローブを含むプロー
ブの組合せを提供する。プローブの組合せは、疾患転帰不良のリスクが高いＮＳＣＬＣの
Ｉ期－ＩＩ期を含むサンプルを、疾患転帰不良におけるＮＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期を含ま
ないサンプルと区別するために、少なくとも９３％の感受性および少なくとも９０％の特
異性を有し得る。感受性は、少なくとも９５％となり得、特異性は、少なくとも９０．４
％となり得るまたは感受性は、少なくとも９６％となり得、特異性は少なくとも９１％と
なり得る。プローブの組合せは、例えば、１０個以下のプローブまたは８個以下のプロー
ブを含むことができ、したがって、例えば、１０、９、８、７、６、５、４、３、もしく
は２個のプローブまたは１個のプローブを含むことができる。
【００２７】
　他の態様では、本開示は、患者から得られた生物サンプルから肺癌の治療を受けている
患者において疾患転帰を予測するためのキットを提供し、キットは、上記で本明細書に記
載される通りプローブの群のいずれかから選択される２から１０個のプローブを含むプロ
ーブの組合せを含む。キット中で、プローブの組合せは、疾患転帰不良のリスクが高いＮ
ＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期を含むサンプルを、疾患転帰不良におけるＮＳＣＬＣのＩ期－Ｉ
Ｉ期を含まないサンプルと区別するために、少なくとも９３％の感受性および少なくとも
９０％の特異性を有し得る、または感受性は、少なくとも９５％となり得、特異性は、少
なくとも９０．４％となり得る、または感受性は、少なくとも９６％となり得、特異性は
少なくとも９１％となり得る。キット中で、プローブの組合せは、１０個以下のプローブ
、または８個以下のプローブを含むことができ、したがって、例えば、１０、９、８、７
、６、５、４、３もしくは２個のプローブまたは１個のプローブを含むことができる。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】Ｃｈｒ１９上の、１９ｑ１２における「マーカー１」のためのプローブの染色体
地図である。
【図２】Ｃｈｒ１９上の、１９ｑ１３．１１－ｑ１３．１２における「マーカー２」のた
めのプローブの染色体地図である。
【図３】Ｃｈｒ１９上の、１９ｑ１２－１３．１２における「マーカー１および２」のた
めのプローブの染色体地図である。
【図４】Ｃｈｒ１２上の、１２ｐ１３．３３における「マーカー５」のための２つのコン
ティグの染色体地図である。
【図５】Ｃｈｒ１１上の、１１ｑ１２．２－ｑ１３．１における「マーカー６」（ＭＥＮ
１）のためのプローブの染色体地図である。
【図６】Ｃｈｒ６上の、６ｑ１３における「マーカー４」のためのプローブの染色体地図
である。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　癌における疾患転帰不良の前もって記載された発現に基づくマーカーは、十分に確立さ
れた臨床診断手段である、ＦＩＳＨで測定することができない。現在まで、遺伝子増幅／
欠失は、疾患転帰を予測できるものが特定されていない。本発明者らは、ある特定の癌患
者におけるいくつかの染色体配列の変化、すなわち増幅および欠失を発見している。さら
に、本発明者らは、これらの変化が、ＮＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期におけるより短い全生存
または再発までの期間の縮小と統計的に有意に関連することを決定している。したがって
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、本開示は、ＮＳＣＬＣの予後に関連する染色体異常の検出の方法、ならびにプローブの
組合せおよび診断キットを提供する。本方法は、ＮＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期におけるいく
つかの疾患転帰と整合する染色体異常を有する細胞を検出するために、座特異的識別子（
ＬＳＩ）および染色体エニュメレーター（ＣＥＰ：Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ　Ｅｎｕｍｅｒ
ａｔｏｒ）プローブの組合せを用いて、マイクロアレイ（ａＣＧＨ）および蛍光インサイ
チューハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）アッセイにおける比較ゲノムハイブリダイゼ
ーションとして公知の技法を利用することができる。したがって、本開示は、４７個のマ
ーカーのいずれか１つで染色体ＤＮＡのコピー数を評価することにより、ヒトにおける早
期非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）の予後を決定する方法を提供する。
【００３０】
　本明細書に記載した方法の利点は、以下の１つ以上を含むことができる。すなわち、染
色体異常（欠失、増幅、異数体性（ａｎｅｕｓｏｍｙ）、転座）の検出用の安定したＤＮ
Ａの使用；迅速な検出：結果は、１８－３６時間に得ることができた；実行可能性には、
多重化された方法（例えば、マイクロアレイ）および多色ＦＩＳＨが含まれる；独立型の
試験としての使用または他の試験（組織像、ＰＳＡ、計算図表、メチル化、突然変異）へ
の補助としての使用；細胞診検体または生検（新鮮凍結もしくはＦＦＰＥ）における使用
；いくつかのプローブの組合せは、単一の分析物アッセイと比較した通り感受性および特
異性を増加させ；従来の細胞診と比較した感受性を増加させる。
【００３１】
１．定義
　特許請求の範囲および明細書に用いられる用語は、別段の指定がない限り、以下の通り
定義される。
【００３２】
　本明細書で同義的に用いられる「非小細胞肺癌」および「ＮＳＣＬＣ」という用語は、
燕麦細胞（もしくは小細胞）タイプでない肺の悪性新生物を意味し、それだけには限らな
いが、腺癌、有棘細胞癌および大細胞未分化癌を含めて、認識されたタイプの気管支原性
肺癌（気管支の裏層から生じているもの）が含まれる。ＮＳＣＬＣの異なる病期は、ＴＮ
Ｍ病期分類系、または例えば本明細書で前述の表１に記載の通り、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊ
ｏｉｎｔ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ（ＡＪＣＣ）系に従った癌の増殖お
よび分散に基づいて認識され、早期ＩＡ、ＩＢ、ＩＩＡおよびＩＩＢが含まれ、本明細書
で集合的にＩ期－ＩＩ期と称されることもある。
【００３３】
　動物における「腫瘍」または「癌」という用語は、制御の効かない増殖、不死、転移能
、迅速な増殖および増殖率、およびいくつかの特徴的な形態学的な特徴を含めた、異型の
増殖または形態などの特徴を有する細胞の存在を意味する。しばしば、癌細胞は、腫瘍の
形態となり得るが、かかる細胞は、動物の中に単独で存在し得る。腫瘍という用語には、
良性新生物および悪性新生物の両方が含まれる。「新生物」という用語は、良性および悪
性の異型増殖の両方を意味する。
【００３４】
　「生物サンプル」または「検体」という用語は、ＮＳＣＬＣを有することが疑われる対
象またはＮＳＣＬＣを有する対象から得られた体の組織または細胞の量を意味する。いく
つかの実施形態では、サンプルには、ホルマリン固定したパラフィン包埋生検が含まれる
。ＮＳＣＬＣを有する対象またはＮＳＣＬＣを有することが疑われる対象の他に、生物サ
ンプルは、ＮＳＣＬＣの早期（Ｉ期－ＩＩ期）の診断を有する対象にさらに由来し得る。
生物サンプルまたは検体は、例えば針生検、気管支鏡生検、直視下生検またはビデオ補助
下トラスコピック（ｔｈｏｒａｓｃｏｐｉｃ）手術などの任意の公知の方法によって得る
ことができる肺生検検体に由来し得る。
【００３５】
　本明細書では、「核酸」または「ポルヌクレオチド（ｐｏｌｕｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）
」という用語は、一本鎖または二本鎖の形態のデオキシリボヌクレオチドまたはリボヌク
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レオチドを意味する。この用語は、所望の目的のために、類似のもしくは改善された結合
特性を有する天然ヌクレオチドの公知の類似体を含む、核酸、すなわち、オリゴヌクレオ
チドを包含する。この用語はまた、合成主鎖を有する核酸様構造を包含する。本発明によ
って提供されたＤＮＡ主鎖類似体には、リン酸ジエステル、ホスホロチオナート、ジチオ
リン酸、メチルホスホン酸、ホスホロアミド酸、アルキルホスホトリエステル、スルファ
マート、３’－チオアセタール、メチレン（メチルイミノ）、３’－Ｎ－カルバマート、
モルホリノカルバマート、およびペプチド核酸（ＰＮＡ）が含まれ；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌ
ｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｕｅｓ、ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａ
ｃｈ、Ｆ．Ｅｃｋｓｔｅｉｎ編、ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ　ａｔ　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅ
ｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９９１年）；Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ、
Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ、６００巻、Ｂａｓｅｒｇａ　ａｎｄ　Ｄｅｎｈａｒｄｔ編（ＮＹＡＳ　１９９２年
）；Ｍｉｌｌｉｇａｎ（１９９３年）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３６巻：１９２３－１９３
７頁；Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（１
９９３年、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）を参照のこと。ＰＮＡは、Ｎ－（２－アミノエチル）グ
リシン単位などの非イオン主鎖を含む。ホスホロチオナート結合は、ＷＯ９７／０３２１
１；ＷＯ９６／３９１５４；Ｍａｔａ（１９９７年）Ｔｏｘｉｃｏｌ．Ａｐｐｌ．Ｐｈａ
ｒｍａｃｏｌ．１４４巻：１８９－１９７頁に記載されている。この用語によって包含さ
れる他の合成主鎖には、メチルホスホナート結合または交代性メチルホスホン酸およびリ
ン酸ジエステル結合（Ｓｔｒａｕｓｓ－Ｓｏｕｋｕｐ（１９９７年）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ　３６巻：８６９２－８６９８頁）、およびベンジルホスホナート結合（Ｓａｍｓ
ｔａｇ（１９９６年）Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅ
ｖ　６：１５３－１５６頁）が含まれる。
【００３６】
　本明細書では、「に特異的にハイブリダイズしている」、「特異的ハイブリダイゼーシ
ョン」および「に選択的にハイブリダイズする」という用語は、結合すること、重複する
こと、またはストリンジェントな条件下で、ある特定のヌクレオチド配列に核酸分子を優
先的にハイブリダイズすることを意味する。「ストリンジェントな条件」という用語は、
プローブがその標的配列に優先的にハイブリダイズするおよび他の配列に少ない程度にハ
イブリダイズする、または全くハイブリダイズしない条件を意味する。核酸ハイブリダイ
ゼーション（例えば、アレイに関しては、サザンハイブリダイゼーション、ノーザンハイ
ブリダイゼーションまたはＦＩＳＨ）と関連して「ストリンジェントなハイブリダイゼー
ション」および「ストリンジェントなハイブリダイゼーション洗浄条件」は、配列依存性
であり、異なる環境パラメータ下で異なる。核酸のハイブリダイゼーションに関する広範
なガイドは、例えば、Ｔｉｊｓｓｅｎ（１９９３年）Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎ
ｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ－Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂ
ｅｓ　ｐａｒｔ　Ｉ、Ｃｈ．２、「Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏ
ｆ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｂｅ　ａｓｓａｙｓ」、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、ＮＹ（「Ｔｉｊｓ
ｓｅｎ」）に見出される。一般に、ストリンジェントが高いハイブリダイゼーションおよ
び洗浄条件は、定義されたイオン強度およびｐＨで特異的な配列についての熱融点（Ｔｍ

）より低い約５℃になるよう選択される。Ｔｍは、標的配列の５０％が、完全に一致する
プローブにハイブリダイズする（定義されたイオン強度およびｐＨ下の）温度である。非
常にストリンジェントな条件は、ある特定のプローブのためにＴｍに等しくなるように選
択される。サザンブロットまたはノーザンブロットにおけるアレイ上またはフィルター上
の１００個を超えない相補的な残基を有する相補的な核酸のハイブリダイゼーションのた
めのストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の例は、標準的なハイブリダイゼー
ション溶液を用いて４２℃である（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ
（２００１）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
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ｕａｌ（第３版）１－３巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、ＮＹ、および以下の詳細な
考察を参照のこと）。
【００３７】
　「染色体プローブ」または「染色体プローブ組成物」は、染色体の一領域に特異的にハ
イブリダイズする１種または複数のポリヌクレオチドを意味する。プローブが結合するこ
とができる標的配列は、例えば、約２５，０００ヌクレオチドから約８００，０００ヌク
レオチドまでの長さによって変わる。例えば、１００，０００未満のヌクレオチドの領域
にハイブリダイズする、または１０，０００未満のヌクレオチドの領域にハイブリダイズ
するより小型のプローブはまた使用することもできる。したがって、様々な実施形態にお
いて、プローブは、長さ２５，０００ヌクレオチド、３０，０００ヌクレオチド、５０，
０００ヌクレオチド、１００，０００ヌクレオチド、１５０，０００ヌクレオチド、２０
０，０００ヌクレオチド、２５０，０００ヌクレオチド、３００，０００ヌクレオチド、
３５０，０００ヌクレオチド、４００，０００ヌクレオチド、４５０，０００ヌクレオチ
ド、５００，０００ヌクレオチド、５５０，０００ヌクレオチド、６００，０００ヌクレ
オチド、６５０，０００ヌクレオチド、７００，０００ヌクレオチド、７５０，０００ヌ
クレオチド、または８００，００ヌクレオチドである標的配列またはエンドポイントとし
てこれらの値のいずれかを有する任意の範囲に属する長さを有する標的配列をハイブリダ
イズすることができる。ある特定の染色体領域へのプローブは、例えば、長さ約５０から
約１，０００ヌクレオチドまでのサイズの複数のポリヌクレオチド断片を含むことができ
る。
【００３８】
　染色体計数プローブ（ＣＥＰ）は、細胞中の特異的な染色体の数を計数することが可能
な任意のプローブである。
【００３９】
　「標識含有部分」または「検出部分」という用語は、一般に分子群またはその標的への
ハイブリダイゼーション後にそのプローブの検出を可能にする直接もしくは間接的に染色
体プローブに関連する群を意味する。
【００４０】
　「標的領域」または「核酸標的」という用語は、損失および／または獲得がＮＳＣＬＣ
の存在を示しているある特定の染色体の位置で存在するヌクレオチド配列を意味する。
【００４１】
２．緒言
　本明細書に記載した方法は、一部で、感受性が高く特異的な染色体プローブおよび疾患
転帰不良のリスクが高まるＮＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期を選択的に検出するために用いるこ
とができるプローブの組合せの特定に基づいている。２つ以上のプローブの組合せは、個
別のプローブよりも高い感受性および特異性をもたらす。プローブは、座特異的プローブ
ならびに染色体計数プローブ（ＣＥＰ）を包含し、これらは、通常、動原体領域にハイブ
リダイズされる。これらの方法は、１つ以上のプローブを、例えば、細胞診検体（肺生検
検体）から得られた核酸に、またはホルマリン固定したパラフィン包埋組織など、凍結し
た検体または固定された検体から得られた細胞にハイブリダイズすることより行われる。
【００４２】
　本開示には、早期癌として分類されたＮＳＣＬＣ患者、具体的には、広く用いられるＴ
ＮＭ病期分類系を用いてＩＡ期、ＩＢ期、ＩＩＡ期またはＩＩＢ期（ＩＩＡ期およびＩＩ
Ｂ期は、集合的にＩＩ期と称される。）として分類されるものの予後を決定するための方
法が含まれる。他の診断上の分類に基づいた代替のＮＳＣＬＣ病期分類系は、組織サンプ
ルが本明細書に開示される方法によってアッセイすることができる患者を特定するために
用いることができる。本明細書では、「早期ＮＳＣＬＣ」は、２つ以上のリンパ節に分散
しておらず、他のいかなる臓器にも転移していないＮＳＣＬＣ腫瘍を意味する。早期ＮＳ
ＣＬＣ患者は、完全な腫瘍除去を求める外科的切除によってほとんど常に治療されるが、
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腫瘍が完全に切除されると考えられる場合でも、再発の有意なリスクは、これらの早期患
者に存在する。現在の診断様式では、これらの早期癌が、再発のリスクが高く、したがっ
て、アジュバント化学療法で切除前に治療するべきであるまたはネオアジュバント化学療
法を用いた切除前に治療するべきであるという正確な予測が可能でない。本開示は、患者
サンプル中で遺伝子コピー数を決定することにより、リスクがより高いこうした早期患者
の予後の特定を提供する。
【００４３】
　したがって、一態様では、本方法は、肺癌の治療を受けている患者において疾患転帰を
予測する方法を包含する。患者から得られた生物サンプルである試験サンプルは、提供さ
れ、試験サンプル中の選択された癌転帰マーカーのためのコピー数は決定される。試験サ
ンプルから得られたコピー数は、２つのベースラインコピー数に対して比較され、それに
よって、癌転帰マーカーのためのコピー数の変化の有無を決定する。試験サンプル中の癌
転帰マーカーのためのコピー数の変化の有無に基づいて、患者は、癌転帰マーカーについ
てのコピー数の変化を有さない患者において疾患転帰のベースライン測度と比較したとき
、疾患転帰不良のリスクの増加を有するものとして特定される。癌転帰マーカーについて
のコピー数の変化の存在、すなわち、増幅により２を超えるコピー数、または欠失により
２未満のコピー数は、疾患転帰不良を予測する。疾患転帰不良は、癌転帰マーカーにおけ
るコピー数の変化を有さない患者の全生存期間と比較したときの全生存期間の減少および
癌転帰マーカーにおけるコピー数の変化を有さない患者のための再発までの期間と比較し
たときの再発までのより短い期間の少なくとも１つである。本方法はまた、癌転帰マーカ
ーにおけるコピー数の変化の有無に基づいたものにおいて、肺癌の治療を受けている患者
における疾患転帰を予測する方法を包含し、癌転帰マーカーのコピー数の変化を有さない
患者の全生存期間と比較したとき、患者が全生存期間の減少または再発までのより短い期
間のリスクがより高いか否かについて決定がなされる。
【００４４】
３．染色体プローブ
　本発明における使用のためのプローブは、ＮＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期の診断を有する患
者またはいずれかの段階となり得るＮＳＣＬＣを有することが疑われる患者から得られた
生物サンプル中で存在する核酸へのハイブリダイゼーションのために用いられる。いくつ
かの実施形態において、プローブは、検出可能な標識、例えば、蛍光標識で標識される。
【００４５】
ａ．染色体計数プローブ
　染色体計数プローブは、通常、特異的な染色体のセントロメアに近い（「動原体周囲の
」と称される）領域または特異的な染色体のセントロメアの領域、通常、反復ＤＮＡ配列
を認識し、これらに結合する。染色体のセントロメアは、セントロメアが細胞分裂中の忠
実な分離のために必要とされるため、通常、その染色体実体を表すとみなされる。ある特
定の染色体領域の欠失または増幅は、特定の座（コピー数）に対応するシグナルの数を対
応するセントロメアのためのシグナルの数と比較することによって、その中に通常備わっ
ている全体の染色体（異数体性）の損失または獲得から分化することができる。この比較
をするための１つの方法は、座を表すシグナルの数をセントロメアを表すシグナルの数で
割ることである。１未満の割合は、座の相対的な損失または欠失を示し、１を超える割合
は、座の相対的な獲得または増幅を示す。同様に、比較は、染色体内の不均衡な獲得また
は損失を示すために、同じ染色体上の２つの異なる座間で、例えば、染色体の２つの異な
る腕上で行うことができる。
【００４６】
　染色体用の動原体プローブの代わりに、当業者は、染色体腕プローブが全体の染色体の
損失または獲得に近似させるために交互に用いることができることを認識している。しか
し、かかるプローブは、かかるプローブのためのシグナルの損失が常に染色体全体の損失
を示すことができないため、染色体を計数するときにそれほど正確ではない。染色体計数
プローブの例には、Ａｂｂｏｔｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ、ＤｅｓＰｌａｉｎｅｓ、ＩＬ（
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以前にはＶｙｓｉｓ、Ｉｎｃ．、ＤｏｗｎｅｒｓＧｒｏｖｅ、ＩＬ）から市販されている
ＣＥＰ（登録商標）プローブ（例えば、ＣＥＰ（登録商標）１２およびＸ／Ｙプローブ）
が含まれる。
【００４７】
　染色体領域または小領域を標的にする染色体エニュメレーター（ｅｎｕｍｅｒａｔｏｒ
）プローブおよび座－特異的プローブは、当業者によって容易に調製してもよく、例えば
、Ａｂｂｏｔｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｉｎｃ．（
Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）、またはＣｙｔｏｃｅｌｌ（Ｏｘｆｏｒｄｓｈｉｒｅ、ＵＫ）から
商業的に得てもよい。かかるプローブは、標準的な技法を用いて調製される。染色体プロ
ーブは、例えば、タンパク質核酸、プラスミドなどのクローン化ヒトＤＮＡ、バクテリア
人工染色体（ＢＡＣ）、およびヒトＤＮＡ配列の挿入物を含むＰｌ人工染色体（ＰＡＣ）
から調製することができる。目的とする領域は、ＰＣＲ増幅またはクローン化によって得
ることができる。あるいは、染色体プローブは、合成的に調製することができる。
【００４８】
ｂ．座特異的プローブ
　本明細書に記載した方法に用いることができるプローブには、染色体領域、例えば、１
ｐ、２ｑ、３ｑ、３ｑ、４ｐ、４ｑ、５ｑ、６ｐ、６ｑ、８ｐ、９ｐ、１０ｑ、１１ｑ、
１２ｐ、１４ｑ、１６ｑ、１７ｑおよび１９ｑ；または例えば、１ｑ１３、２ｑ２２－ｑ
２３、２ｑ２４、２ｑ３３、２ｑ３４、３ｑ１１、３ｑ１３、４ｐ１３、４ｐ１２、４ｑ
２１、４ｑ２４、５ｑ１１、５ｑ１２、５ｑ１３、５ｑ１５、６ｐ２１、６ｑ１３、６ｑ
２２－ｑ２３、８ｐ２３、９ｐ３５、９ｐ１３、１０ｑ１１－ｑ２１、１１ｑ１２－ｑ１
３、１１ｑ１３、１２ｐ１３、１４ｑ１２、１４ｑ２１、１４ｑ２２－ｑ２３、１４ｑ２
３－２４、１６ｑ１２、１７ｑ２１、１７ｑ２２、１７ｑ２５、１９ｑ１２および１９ｑ
１３；または１ｑ１３．３、２ｑ２２．３－ｑ２３．３、２ｑ２４．２、２ｑ３３．３、
２ｑ３４、３ｑ１１．２、３ｑ１３．３、４ｐ１３、４ｐ１２、４ｑ２１．２１－ｑ２２
、４ｑ２４、５ｑ１１．２、５ｑ１２．１、５ｑ１３．１－ｑ１３．２、５ｑ１５、６ｐ
２１．２、６ｑ２１．３、６ｑ１３、６ｑ２２．３－ｑ２３．３、８ｐ２３．１、９ｐ３
５．３、９ｐ１３．２、１０ｑ１１．２３－ｑ２１．１、１１ｑ１２．２－ｑ１３．１、
１１ｑ１３．１、１２ｐ１３．３、１４ｑ１２、１４ｑ２１．１、１４ｑ２１．３、１４
ｑ２２．１、１４ｑ２２．１－２３．１、１４ｑ２２．３－ｑ２３．１、１４ｑ２３．２
－ｑ２４．１、１６ｑ１２．１、１７ｑ２１．３２－ｑ２１．３３、１７ｑ２２、１７ｑ
２５．１、１９ｑ１２、１９ｑ１３．１１－ｑ１３．１２および１９ｑ１３．３３－ｑ１
３．４３などの染色体領域の小領域に選択的にハイブリダイズするプローブが含まれる。
（本明細書では、小領域の名称は、指定されたバンドおよび片側のゲノム配列通常約１０
メガベースが含まれる。）かかるプローブは、「座特異的プローブ」とも称される。座特
異的プローブは、ＮＳＣＬＣ、特にＮＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期、具体的には疾患転帰不良
のリスクが高いこのようなＮＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期患者における獲得または損失を行う
ことが知られる染色体領域における特異的な座に選択的に結合する。プローブは、エクソ
ン、イントロンおよび／またはプロモーター配列などの制御配列を含めたコード領域また
は非コード領域、または両方を標的にすることができる。
【００４９】
　ある特定の遺伝子座の標的指向化が望まれるとき、標的にされる遺伝子の長さ全体に沿
ってハイブリダイズするプローブは、必要とされないが、いくつかの実施形態において好
ましい。個々の実施形態では、座特異的プローブは、癌遺伝子または腫瘍サプレッサー遺
伝子にハイブリダイズするために設計することができ、その遺伝子異常は、ＮＳＣＬＣに
おける疾患転帰不良のリスクの増加と相関する。
【００５０】
　本明細書に記載した方法に有用なプローブには、一般に、標的へのハイブリダイゼーシ
ョンが検出されることができる１つ以上の核酸断片の収集物が含まれる。プローブは、ゲ
ノムの１つ以上の特定の（予め選択された）部分から得られた核酸の供給源、例えば１つ
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以上のクローン、単離された染色体全体もしくは染色体断片、またはポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）増幅生成物の収集物から生成することができる。本明細書に記載した方法に
有用なプローブは、本明細書に記載した領域において見出された核酸から生成することが
できる。プローブは、いくつかの方式で、例えば、反復核酸の遮断もしくは除去または独
特の核酸による濃縮により処理することができる。
【００５１】
　いくつかの態様において、例えば、ＦＩＳＨに基づく方法において、座特異的プローブ
標的は、好ましくは、少なくとも１００，０００ヌクレオチドを含む。所与のサンプルの
細胞の場合、対照のものに対して、プローブのためのシグナルの数の増加または減少は、
対応する領域について、それぞれ獲得または損失を示す。
【００５２】
　プローブは、固体表面（例えば、ニトロセルロース）上で固定化された、単離された核
酸として、ａＣＧＨなどで使用することもできる。いくつかの実施形態では、プローブは
、例えば、その全体が特にアレイＣＧＨの技法のその説明のために、参照により本明細書
に組み込まれるＷＯ９６／１７９５８に記載される通り、核酸のアレイのメンバーとなり
得る。高密度アレイを生成することのできる技法は、周知であり（例えば、Ｆｏｄｏｒら
、Ｓｃｉｅｎｃｅ７６７－７７３頁（１９９１年）および米国特許第５，１４３，８５４
号を参照のこと）、その両方を、この説明のために参照により本明細書に組み込む。
【００５３】
　以下に詳細に記載される通り、ＮＳＣＬＳにおける疾患転帰不良のリスクの増加に推定
的に関連した座は特定された。これらには、染色体ＤＮＡの領域が含まれ、その増幅は、
特定の座におけるコピー数獲得をもたらし、コピー数獲得は、疾患転帰不良に関連する。
これらの癌アウトカムマーカーには、Ｃｈｒ１９、３４．７Ｍｂ－３５．６Ｍｂ；Ｃｈｒ
１９、３８．９－４０．７Ｍｂ；Ｃｈｒ１７、６９．２－７１．３Ｍｂ；Ｃｈｒ６、７０
．８－７１．１Ｍｂ；Ｃｈｒ１２、９３．７ｋｂ－１．９Ｍｂ；Ｃｈｒ１１、６４．３－
６４．８Ｍｂ；Ｃｈｒ１９、５７．０－６２．２Ｍｂ；Ｃｈｒ６、３９．１－３９．９Ｍ
ｂ；Ｃｈｒ１１、６４．８－６５．７Ｍｂ；Ｃｈｒ１１、６１．４－６４．３Ｍｂ；Ｃｈ
ｒ１７、５１．５－５３．２Ｍｂ；Ｃｈｒ１７、４３．５－４４．９Ｍｂ；Ｃｈｒ２、１
４７．６－１５１．１Ｍｂ；Ｃｈｒ６、１２３．７－１３５．６Ｍｂ；Ｃｈｒ８、６．９
－８．８Ｍｂ；Ｃｈｒ２、１５９．９－１６１．４Ｍｂ；Ｃｈｒ２、２００．９－２０４
．２Ｍｂ；Ｃｈｒ６、３６．３－３６．７Ｍｂ；Ｃｈｒ２、２０５．９－２０８．１Ｍｂ
；およびＣｈｒ１、１０９．５－１１１．１Ｍｂが含まれる。これらの座にはまた、染色
体ＤＮＡの領域が含まれ、その欠失は、座におけるコピー数損失をもたらし、コピー数損
失は、疾患転帰不良に関連する。これらの癌アウトカムマーカー（欠失マーカーまたは「
ＤｅｌＭａｒｋｅｒ」）には、Ｃｈｒ５、６２．９－６７．８Ｍｂ；Ｃｈｒ５、５３．３
－５３．８Ｍｂ；Ｃｈｒ４、１０５．８－１０７．２Ｍｂ；Ｃｈｒ１６、４５．８－４６
．３Ｍｂ；Ｃｈｒ５、５０．７－５２．０Ｍｂ；Ｃｈｒ５、９４．２－９６．１Ｍｂ；Ｃ
ｈｒ９、３６．１－３７．０Ｍｂ；Ｃｈｒ５、９４．２－９６．１Ｍｂ；Ｃｈｒ１４、５
１．１－５２．８Ｍｂ；Ｃｈｒ１４、６１．５－６８．６Ｍｂ；Ｃｈｒ９、２８．１Ｍｂ
；Ｃｈｒ４、４３．７－４４．２Ｍｂ；Ｃｈｒ５、６０．８－６２．９Ｍｂ；Ｃｈｒ３、
１２０．０－１２１．１Ｍｂ；Ｃｈｒ４、４６．２－４８．０Ｍｂ；Ｃｈｒ１４、３８．
９－４０．０Ｍｂ；Ｃｈｒ４、４４．２－４４．６Ｍｂ；Ｃｈｒ２、２１３．７－２１４
．３Ｍｂ；Ｃｈｒ１４、４３．９－４６．６Ｍｂ；Ｃｈｒ１４、２７．６－２８．６Ｍｂ
；Ｃｈｒ３、９８．０－９８．３Ｍｂ；Ｃｈｒ１４、５５．２－６０．０Ｍｂ；Ｃｈｒ１
４、４８．７－５１．１Ｍｂ；Ｃｈｒ４、８１．４－８３．２Ｍｂ；Ｃｈｒ１０、５１．
９－５４．２Ｍｂ；Ｃｈｒ５、５５．２－５８．６Ｍｂ；およびＣｈｒ５、６７．８－６
８．５Ｍｂが含まれる。
【００５４】
　新規なＦＩＳＨプローブは、これらの対応する開始および終了位置、ならびに開始およ
び終了バンドと共に、以下の本明細書の例において表１０に挙げられるこれらのマーカー
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について開発された。プローブによって標的化された染色体領域には、１ｐ、２ｑ、３ｑ
、３ｑ、４ｐ、４ｑ、５ｑ、６ｐ、６ｑ、８ｐ、９ｐ、１０ｑ、１１ｑ、１２ｐ、１４ｑ
、１６ｑ、１７ｑおよび１９ｑが含まれる。獲得が患者において疾患転帰不良を示してい
るこうした染色体領域には、１ｐ、２ｑ、６ｐ、６ｑ、８ｐ、１１ｑ、１２ｐ、１７ｑが
含まれ、好ましくは、１９ｑ、１ｐ、６ｐ、６ｑ、１１ｑ、１２ｐおよび１９ｑが含まれ
る。損失が患者における疾患転帰不良を示しているこうした染色体領域には、２ｑ、３ｑ
、４ｐ、４ｑ、５ｑ、９ｐ、１０ｑ、１４ｑおよび１６ｑが含まれ、好ましくは４ｑ、５
ｑ、９ｐおよび１６ｑが含まれる。プローブによって標的化された染色体小領域には、１
ｑ１３、２ｑ２２－ｑ２３、２ｑ２４、２ｑ３３、２ｑ３４、３ｑ１１、３ｑ１３、４ｐ
１３、４ｐ１２、４ｑ２１、４ｑ２４、５ｑ１１、５ｑ１２、５ｑ１３、５ｑ１５、６ｐ
２１、６ｑ１３、６ｑ２２－ｑ２３、８ｐ２３、９ｐ３５、９ｐ１３、１０ｑ１１－ｑ２
１、１１ｑ１２－ｑ１３、１１ｑ１３、１２ｐ１３、１４ｑ１２、１４ｑ２１、１４ｑ２
２－ｑ２３、１４ｑ２３－２４、１６ｑ１２、１７ｑ２１、１７ｑ２２、１７ｑ２５、１
９ｑ１２および１９ｑ１３、およびより詳細には１ｑ１３．３、２ｑ２２．３－ｑ２３．
３、２ｑ２４．２、２ｑ３３．３、２ｑ３４、３ｑ１１．２、３ｑ１３．３、４ｐ１３、
４ｐ１２、４ｑ２１．２１－ｑ２２、４ｑ２４、５ｑ１１．２、５ｑ１２．１、５ｑ１３
．１－ｑ１３．２、５ｑ１５、６ｐ２１．２、６ｑ２１．３、６ｑ１３、６ｑ２２．３－
ｑ２３．３、８ｐ２３．１、９ｐ３５．３、９ｐ１３．２、１０ｑ１１．２３－ｑ２１．
１、１１ｑ１２．２－ｑ１３．１、１１ｑ１３．１、１２ｐ１３．３、１４ｑ１２、１４
ｑ２１．１、１４ｑ２１．３、１４ｑ２２．１、１４ｑ２２．１－２３．１、１４ｑ２２
．３－ｑ２３．１、１４ｑ２３．２－ｑ２４．１、１６ｑ１２．１、１７ｑ２１．３２－
ｑ２１．３３、１７ｑ２２、１７ｑ２５．１、１９ｑ１２、１９ｑ１３．１１－ｑ１３．
１２および１９ｑ１３．３３－ｑ１３．４３が含まれる。
【００５５】
ｃ．プローブ選択方法
　プローブの組合せは、患者が早期ＮＳＣＬＣの診断後に疾患転帰不良のリスクが高いか
否か特定するそれらの能力について選択することができる。あるいは、プローブの組合せ
は、肺癌に罹患した患者のための治療の選択を導くそれらの能力について選択することが
できる。例えば、化学療法薬剤による治療が、患者のための少なくとも１つの治療オプシ
ョンであるとき、プローブの組合せは、化学療法薬剤の選択および化学療法治療の頻度を
決定することを含めて、化学療法治療レジメンを決定するのに役立てるために用いること
ができる。例えば、具体的な化学療法薬剤および治療のスケジュールの選択は、患者が疾
患転帰不良を有するリスクが高くない、逆に、患者が疾患転帰不良のリスクが高いという
知識によって導くことができる。あるいは、プローブの組合せは、２つ以上の癌アウトカ
ムマーカーのコピー数の変化の存在に基づいて、標準的な治療に抵抗性のある肺癌を有す
るものとして患者を分類するために用いることができる。
【００５６】
　本開示の方法に使用するためのプローブの組合せは、当業者に周知のおよび実施例に記
載されている原理を用いて選択することができる。プローブの組合せの範囲内の染色体プ
ローブの組合せは、ＮＳＣＬＣにおける疾患転帰不良のリスクの増加に関して感受性、特
異性、および検出性について選択することができる。感受性は、リスクの増加が存在する
とき、試験（例えば、ＦＩＳＨ）のＮＳＣＬＣ（より短い生存期間またはより短い再発ま
での期間）を有する患者についての疾患転帰不良のリスクの増加を検出する能力を意味す
る。より正確には、感受性は、真の陽性／（真の陽性＋偽陰性）として定義される。感受
性が高い試験は、偽陰性の結果はほとんどなく、感受性が低い試験は、偽陰性の結果が多
い。具体的な実施形態では、プローブの組合せは、少なくとも約９３、９４、９５、９６
、９７、９８、９９または１００％の感受性またはエンドポイントとしてのこれらの値の
いずれかを有する範囲に属する感受性を有する。
【００５７】
　他方では、特異性は、疾患が存在しないとき、試験（例えば、ＦＩＳＨ）のネガティブ
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な結果をもたらす能力を意味する。より正確には、特異性は、真の陰性／（真の陰性＋偽
陽性）として定義される。特異性が高い試験は、偽陽性の結果がほとんどなく、特異性が
低い試験は、偽陽性の結果が多い。いくつかの実施形態において、プローブの組合せは、
約８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４または９５％の特異性、またはエンドポイ
ントとしてのこれらの値のいずれかを有する範囲に属する特異性を有する。
【００５８】
　一般に、ＮＳＣＬＣにおける疾患転帰不良のより高いリスクの検出について、合わせた
感受性および特異性が最も高い染色体プローブの組合せは好ましい。模範的な実施形態に
おいて、プローブの組合せは、感受性および特異性がそれぞれ少なくとも約９３％および
８８％、９５％および９０％、９６％および９１％、９７％および９２％である、または
これらのパラメータのそれぞれについて上述した値に基づいた感受性および特異性の組合
せを有する。
【００５９】
　プローブの組合せの合わせた感受性および特異性は、０から１．４１４までの範囲の［
（１－感受性）２＋（１－特異性）２］１／２ＤＦＩ値として定義された、パラメータの
理想からの距離（ＤＦＩ）によって表すことができ、０は、１００％感受性および１００
％特異性を有するプローブの組合せを表し、１．４１４は、感受性が０％および特異性が
０％であるプローブの組合せを表す。
【００６０】
　組み合わせて使用することができるプローブの数に限られるものではない。例えば、５
個のプローブは、合わせることができ、１０個のプローブは、合わせることができ、２０
個のプローブは、合わせることができ、３０個のプローブは、合わせることができ、４０
個のプローブは、合わせることができ、５０個のプローブは、合わせることができるなど
である。それにもかかわらず、いくつかの実施形態では、１０個（１０）以下のプローブ
は合わせられる。さらに、いくつかの実施形態では、ヒトの観察者によって（およびコン
ピュータ支援画像処理技法によってではない）考察されるセット中のプローブの数は、例
えば、ハイブリダイゼーション後に視覚的に区別可能なシグナルを提供する独特の蛍光プ
ローブの数によって、実用上の理由のために制限され得る。例えば、通常、（例えば、ヒ
トの眼に赤色、緑色、水色および金色のシグナルのように見える）４個または５個の独特
の蛍光プローブは、好都合には、単一のプローブの組合せにおいて使用することができる
。一般に、アッセイの感受性は、セット中のプローブの数が増加するにつれて高まる。し
かし、感受性の増加は、より多くのプローブの付加によって小さくなっていき、ある時点
でプローブの組合せにプローブをさらに含めることは、アッセイの感受性の有意な増加に
関連しない（「収穫逓減」）。プローブの組合せにおいてプローブの数を増加すると、ア
ッセイの特異性を減少させ得る。したがって、本開示のプローブの組合せは、感受性およ
び特異性の間で最適なバランスをもたらすために必要な通常、２個、３個または４個の染
色体プローブを含む。
【００６１】
　個別のプローブは、組合せの範囲内で他のプローブを補完するそれらの能力に基づいた
プローブの組合せの包含のために選択することができる。具体的には、これらは、所与の
ＮＳＣＬＣ患者内で同時にしばしば変化しない染色体もしくは染色体小領域に標的化され
る。したがって、プローブの組合せにおける各プローブは、１つ（または複数）の他のプ
ローブを補完する、すなわち、この組合せにおける他のプローブが特定に失敗することが
ある場合、ＮＳＣＬＣにおける疾患転帰不良のリスクの増加を特定する。プローブが互い
に補完することを決定するための１つの方法は、腫瘍検体のグループの最低ＤＦＩ値を有
する単一のプローブを特定することである。その場合、追加のプローブは、最初のプロー
ブが特定に失敗した腫瘍サンプル上で試験することができ、１つ（または複数）の最初の
プローブと併用して測定された最低ＤＦＩ値を有するプローブは、このセットに加えられ
る。その場合、これは所望のＤＦＩ値を有する染色体プローブの完全なセットが達成され
るまで繰り返すことができる。
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【００６２】
　識別分析は、プローブがＮＳＣＬＣにおける疾患転帰不良のより高いリスクを最も検出
できることを決定するために用いることができる１つの方法である。この方法は、正常な
検体と比較したとき、個別のプローブが、試験検体（例えば、肺生検）中の異常な細胞の
統計的に異なる百分率を検出できるかどうかを評価する。染色体（もしくは座）の獲得ま
たは染色体（もしくは座）の損失を有する細胞の検出は、ＮＳＣＬＣにおける疾患転帰不
良のリスクがより高い患者を特定するためにどちらも使用することができる。しかし、染
色体の損失は、ランダムシグナル重複および／またはハイブリダイゼーション不十分のた
め、正常な細胞中の人為産物として起こる場合がある。生検を評価するために一般に用い
られる、ホルマリン固定したパラフィン包埋材料の切片中で、薄切プロセスにおける核の
トランケーションはまた、染色体の材料の人為産物の損失をもたらし得る。その結果、染
色体の獲得はしばしば、腫瘍性細胞の存在のより信頼できる指標である。
【００６３】
　個別の染色体の獲得および損失についてのカットオフ値は、プローブの組合せを選択す
るときに決定しなければならない。「カットオフ値」という用語は、検体の母集団を２群
、すなわち、カットオフ値を超えるこのような検体およびカットオフ値を下回るこのよう
な検体に分ける染色体の異常に関連するパラメータの値を意味するものとする。例えば、
パラメータは、遺伝子異常（例えば、標的領域についての損失または獲得）を有する母集
団中の細胞の絶対数または百分率となり得る。ある特定のプローブについての損失または
獲得を持つ検体における細胞の数または百分率がカットオフ値よりも高い場合、サンプル
は、ＮＳＣＬＣにおける疾患転帰不良のリスクの増加に陽性であることが決定される。
【００６４】
　有用なプローブの組合せは、以下の実施例３で論じられる。模範的な組合せにおいて、
１９ｑ１２および１９ｑ１３を含めた２つ以上の染色体小領域および／または１１ｑ１２
および１１ｑ１３を含めた２つ以上の染色体小領域におけるコピー数獲得は、ＮＳＣＬＣ
における疾患転帰不良のリスクの増加を示している。したがって、有用なプローブの組合
せには、１９ｑ１２および１９ｑ１３を含めた一組の染色体小領域についての少なくとも
２個のプローブの組合せ、または１１ｑ１２および１１ｑ１３を含めた一組の染色体小領
域についての少なくとも２個のプローブの組合せが含まれる。
【００６５】
４．プローブハイブリダイゼーション
　プローブをこれらの核酸標的に特異的にハイブリダイズするための条件には、一般に特
異的なハイブリッドを生成する所与のハイブリダイゼーション手順において使用可能であ
る条件の組合せが含まれ、その条件は、当業者によって容易に決定することができる。か
かる条件は、通常、制御された温度、液相ならびに染色体プローブおよび標的の間の接触
を含む。ハイブリダイゼーション条件は、プローブ濃度、標的長さ、標的およびプローブ
Ｇ－Ｃ含有量、溶媒組成物、温度およびインキュベーションの期間を含めた多くの因子に
応じて変わる。少なくとも１つの変性ステップは、プローブの標的との接触の前に行うこ
とができる。あるいは、プローブおよび核酸標的はどちらも、互いに接触する間、または
プローブの生物サンプルとのその後の接触で、共に変性条件を受けさせることができる。
ハイブリダイゼーションは、続いて、例えば、２－４ｘＳＳＣおよびホルムアミドの約５
０：５０容積比混合物の液相中で、例示的には約０．５から約９６時間の範囲である時間
に約２５から約５５℃の温度で、またはより好ましくは、約２から約１６時間の範囲の時
間に約３２から約４０℃の温度でプローブ／サンプルをインキュベートして達成され得る
。特異性を高めるために、米国特許第５，７５６，６９６号（その内容は、その全体が、
特に遮断核酸の使用の説明のために参照により本明細書に組み込まれる。）に記載される
非標識の遮断核酸など遮断薬剤の使用は、本開示の方法と併せて使用することができる。
他の条件は、当業者に容易に明らかであるように、サンプル中に存在するこれらの核酸標
的にプローブを特異的にハイブリダイズするために容易に使用することができる。
【００６６】
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　適切なインキュベーション時間を終了した後、染色体プローブのサンプルＤＮＡへの非
特異的な結合は、一連の洗浄によって除去することができる。温度および塩濃度は、所望
のストリンジェンシーについて適切に選択される。必要とされるストリンジェンシーのレ
ベルは、ゲノム配列に関して特異的なプローブ配列の複雑性に依存し、プローブを公知の
遺伝組成のサンプルに系統的にハイブリダイズすることにより決定することができる。一
般に、ストリンジェンシーの高い洗浄は、約０．２ｘから約２ｘＳＳＣおよびＮｏｎｉｄ
ｅｔ　Ｐ－４０（ＮＰ４０）などの非イオン性界面活性剤約０．１％から約１％で約６５
から約８０℃の範囲の温度で実施することができる。ストリンジェンシーが低い洗浄が必
要とされる場合、洗浄は、塩の濃度を増加してより低い温度で実施してよい。
【００６７】
５．プローブハイブリダイゼーションパターンの検出
　ハイブリダイゼーションプローブは、当技術分野で公知の任意の手段を用いて検出する
ことができる。標識含有部分は、染色体プローブと直接または間接的に関連させることが
できる。異なる標識含有部分は、それぞれのハイブリダイズされたプローブが検出後に他
と視覚的に異なるように、ある特定の組合せの範囲内でそれぞれの個別のプローブについ
て選択することができる。ＦＩＳＨが使用される場合、染色体プローブは、好都合には、
別の蛍光標識含有部分で標識することができる。かかる実施形態では、ある特定の波長で
照射後に蛍光を発する有機分子である、蛍光プローブは、通常、染色体プローブに直接結
合させる。多数の蛍光プローブは、ＤＮＡ標識化に適した反応形態で市販されている。
【００６８】
　蛍光プローブの核酸プローブへの連結は、当技術分野で周知であり、任意の利用可能な
手段で達成することができる。蛍光プローブは、ある特定のヌクレオチドに共有結合する
ことができ、例えば、ニックトランスレーション、ランダムプライミング、ＰＣＲ標識化
などの標準的な技法を用いてプローブに取り込まれた標識されたヌクレオチドに共有結合
することができる。あるいは、蛍光プローブは、アミノ基転移しているプローブのデオキ
シシチジンヌクレオチドにリンカーを介して共有結合することができる。プローブを標識
化するための方法は、米国特許第５，４９１，２２４号およびＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｙ
ｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ：Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（２０
０２年）、Ｙ．－Ｓ．Ｆａｎ編、Ｃｈａｐｔｅｒ　２、「Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｆｌｕｏｒ
ｅｓｃｅｎｃｅ　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ
　Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｔａｒｇｅｔｓ」、Ｌ．Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、２１－４０頁、Ｈｕｍ
ａｎａ　Ｐｒｅｓｓに記載されており、その両方を、標識化プローブのこれらの説明のた
めに参照により本明細書に組み込む。
【００６９】
　標識化プローブのために使用することができる模範的な蛍光プローブには、ＴＥＸＡＳ
　ＲＥＤ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）、ＣＡ
ＳＣＡＤＥ　ｂｌｕｅアエクチルアジド（ａｅｃｔｙｌａｚｉｄｅ）（Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）、ＳＰＥＣＴＲＵＭＯＲＡＮＧＥ（
商標）（Ａｂｂｏｔｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ、Ｄｅｓ　Ｐｌａｉｎｅｓ、ＩＬ）およびＳ
ＰＥＣＴＲＵＭＧＯＬＤ（商標）（Ａｂｂｏｔｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ）が含まれる。
【００７０】
　当業者は、他の薬剤または色素が標識含有部分として蛍光プローブの代わりに用いるこ
とができることを認識している。発光剤には、例えば、放射線発光標識含有部分、化学発
光標識含有部分、生物発光標識含有部分、およびリン光標識含有部分が含まれる。あるい
は、間接的な手段によって可視化される検出部分は用いることができる。例えば、プロー
ブは、当技術分野で公知の通常の方法を用いてビオチンまたはジゴキシゲニンで標識する
ことができ、次いで、検出のためにさらに処理することができる。ビオチン含有プローブ
の可視化は、検出可能なマーカーに結合したアビジンのその後の結合によって達成するこ
とができる。検出可能なマーカーは、蛍光プローブとなり得、その場合では、プローブの
可視化および識別は、ＦＩＳＨについて前述した通り達成することができる。
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【００７１】
　標的領域にハイブリダイズした染色体プローブは、別法として、不溶性着色生成物の生
成のために適切な基質との標識部分の酵素反応によって可視化することができる。それぞ
れのプローブは、別の標識部分の選択によってこのセットの範囲内で他のプローブと識別
することができる。１セットの範囲内のビオチン含有プローブは、アルカリホスファター
ゼ（ＡＰ）または西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）および適切な基質に結合したア
ビジンによってその後のインキュベーションによって検出することができる。５－ブロモ
－４－クロロ－３－インドリルフォスファートおよびニトロ青色テトラゾリウム（ＮＢＴ
）は、アルカリホスファターゼのための基質として働き、ジアミノベンジジンは、ＨＲＰ
のための基質として働く。
【００７２】
　実施形態では、蛍光プローブ標識プローブまたはプローブ組成物が用いられる場合、検
出方法は、蛍光顕微鏡法、フローサイトメトリーまたはプローブハイブリダイゼーション
を決定するための他の手段を含むことができる。任意の適切な顕微鏡画像処理方法は、複
数の蛍光プローブを観察するための本開示の方法と併せて用いることができる。蛍光顕微
鏡法が使用される場合では、ハイブリダイズしたサンプルは、各蛍光プローブの励起に適
した光の下で、および適切な１つまたは複数のフィルターを用いて考察することができる
。ＭｅｔａＳｙｓｔｅｍｓ、Ｂｉｏ　ＶｉｅｗまたはＡｐｐｌｉｅｄ　Ｉｍａｇｉｎｇシ
ステムなどの自動化されたデジタル画像処理系は、別法として用いることができる。
【００７３】
　アレイＣＧＨでは、プローブは、標識されないが、ＷＯ９６／１７９５８に記載されて
いる通り、基質上の別の位置で固定化される。この場合、プローブはしばしば、「標的核
酸」と称される。サンプル核酸は、通常、ハイブリダイゼーション複合体の検出を可能に
するために標識される。ハイブリダイゼーションに用いたサンプル核酸は、ハイブリダイ
ゼーション反応前に検出可能な程度に標識することができる。あるいは、検出可能な標識
は、ハイブリダイゼーション生成物に結合するものを選択することができる。二色もしく
は多色のａＣＧＨにおいて、標的核酸アレイは、別々に標識された核酸の２つ以上の収集
物に同時にまたは連続的にハイブリダイズされる。例えば、（例えば、肺生検から得られ
た）サンプル核酸および（例えば、正常な肺から得られた）参照核酸は、別個のおよび区
別可能な標識でそれぞれ標識される。それぞれの標的核酸スポットにおける各シグナルの
強度の違いは、コピー数の差の指標として検出することができる。適切な検出可能な標識
がａＣＧＨのために用いることができるが、蛍光標識は、通常最も都合がよい。
【００７４】
　シグナルを可視化する好ましい方法は、この説明のために参照により本明細書に組み込
まれる、ＷＯ９３／１８１８６に記載される。結果の表示を容易にし、蛍光強度の小さな
差を検出する感受性を向上するために、デジタル画像分析系は用いることができる。模範
的な系は、ＱＵＩＰＳ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｉｍａｇｅ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
　ｓｙｓｔｅｍ（定量的画像プロセシング系）の頭文字）であり、自動化された段階、焦
点制御およびフィルタホイール（ｆｉｌｔｅｒｗｈｅｅｌ）（Ｌｕｄｌ　Ｅｌｅｃｔｒｏ
ｎｉｃ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、Ｌｔｄ．、Ｈａｗｔｈｏｒｎｅ、Ｎ．Ｙ．）を装備した標準
的な蛍光顕微鏡に基づいた自動化された画像分析系である。フィルタホイールは、励起波
長を選択するために顕微鏡の蛍光励起経路にマウントされる。二色性ブロックにおける特
別なフィルター（Ｃｈｒｏｍａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｂｒａｔｔｌｅｂｏｒｏ、Ｖｔ
．）によって、画像表示シフトなしで複数の色素を励起させることが可能になる。顕微鏡
は、２つのカメラポートを有し、その１つは、スライド上で興味深い領域を見出すためな
らびに焦点を合わせるために用いられる高感度高速ビデオ画像ディスプレイ用の増感ＣＣ
Ｄカメラ（Ｑｕａｎｔｅｘ　Ｃｏｒｐ．、Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ、Ｃａｌｉｆ．）を有する
。他のカメラポートは、高解像度および高感度の実際の画像獲得のために用いられる冷却
ＣＣＤカメラ（Ｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｅｓ　Ｌｔｄ．、Ｔｕｃｓｏｎ、Ａｒｉｚ．による
モデル２００）を有する。冷却ＣＣＤカメラは、ＶＭＥバスによりＳＵＮ　４／３３０ワ
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ークステーション（ＳＵＮ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｉｎｃ．、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　
Ｖｉｅｗ、Ｃａｌｉｆ．）にインターフェースで接続する。多色画像の取得全体は、画像
処理ソフトウェアパッケージＳＣＩＬ－Ｉｍａｇｅ（Ｄｅｌｆｔ　Ｃｅｎｔｒｅ　ｆｏｒ
　Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ、Ｄｅｌｆｔ、Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）を用いて
制御される。
【００７５】
６．ＮＳＣＬＣのための患者のスクリーニングおよび診断
　本発明の検出方法には、ＮＳＣＬＣを有する対象またはＮＳＣＬＣを有することが疑わ
れる対象から得られた生物サンプルを得るステップが含まれる。生物サンプルは、細胞診
検体となり得る。生物サンプルは、ホルマリン固定したおよびパラフィン包埋した検体な
ど、凍結もしくは固定した検体となり得る。通常、肺癌患者の場合、生物サンプルは、循
環腫瘍細胞、または肺腫瘍組織生検もしくは切除（例えば、針生検、気管支鏡生検、直視
下生検またはビデオ補助下トラスコピック（ｔｈｏｒａｓｃｏｐｉｃ）生検により得られ
た肺生検）を含む末梢血サンプルなどの組織サンプルである。他の適切な組織サンプルに
は、例えば、薄層細胞学的なサンプル、細針吸引サンプル、肺洗浄サンプル、胸水サンプ
ル、新鮮凍結組織サンプル、パラフィン包埋組織サンプルまたは末梢血サンプルのいずれ
かから生成した抽出物もしくは処理済みのサンプルが含まれる。好ましくは、サンプルは
、例えば、一般的に認められた病期分類慣行に従って、例えば、病理学的な段階を用いて
、ＩＡ期、ＩＢ期、ＩＩＡ期またはＩＩＢ期のいずれかなど、早期癌として分類されてい
る。
【００７６】
　サンプルは、もしあれば、サンプル中に存在するこれらの核酸標的にプローブを特異的
にハイブリダイズするための条件下で、サンプル中のＮＳＣＬＣにおける疾患転帰不良の
リスクの増加を選択的に検出するために１つ以上の染色体プローブと接触させる。組合せ
のプローブは、デジタルによってイメージされたそれぞれのハイブリダイゼーションの結
果と同時にまたは順次ハイブリダイズすることができ、１つ（または複数）のプローブは
取り去られ、その後サンプルは、１つ（または複数）の残りのプローブでハイブリダイズ
することができる。複数のプローブの組合せはまた、この方式において、サンプルにハイ
ブリダイズすることができる。
【００７７】
　前述したように、生物サンプルは、ホルムアルデヒドなどの固定液で処理し、パラフィ
ンに包埋し、本発明の方法での使用のため切断することができる。あるいは、新鮮なもし
くは凍結した組織は、未変化の核を含み、薄切のトランケーション人為産物に煩わされな
いタッチ調製物として公知の細胞の単層を形成するために、ガラススライドに押しつける
ことができる。これらの細胞は、例えば、１００％エタノールまたは３：１メタノール：
酢酸などのアルコール溶液中で固定することができる。核は、トランケーション人為産物
を減少させ、異質の包埋材料を除去するため、パラフィン包埋検体の厚い切片から抽出す
ることもできる。通常、生物サンプルは、取得してから、当技術分野で公知の標準的な方
法を用いてハイブリダイゼーション前に収穫し処理される。かかるプロセシングには、通
常、プロテアーゼ治療およびホルムアルデヒドなどのアルデヒド溶液中でさらに固定する
ことが含まれる。
【００７８】
７．サンプルのプレスクリーニング
　検出前、細胞サンプルは、場合によって明らかな細胞学的異常に基づいて予め選択する
ことができる。予め選択することで、疑わしい細胞を特定し、それによって、スクリーニ
ングはこれらの細胞に焦点を絞ることが可能になる。予め選択することによって、より速
くスクリーニングすることが可能になり、陽性の結果が誤りではないという可能性が高ま
る。予め選択する間、生物サンプルから得られた細胞は、顕微鏡スライド上に置き、形成
異常のおよび腫瘍性細胞に一般に関連する細胞学的異常について視覚的に走査することが
できる。かかる異常には、通常、プローブのこれらの標的ＤＮＡへのハイブリダイゼーシ
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ョン後に、核を核酸染色またはヨウ化プロピジウムまたは４，６－ジアミジノ－２－フェ
ニルインドールジヒドロクロリド（ＤＡＰＩ）などの色素で対比染色することにより評価
されるように、核のサイズ、核の形状および核の染色の異常が含まれる。通常、腫瘍性細
胞は、形状が拡大し不規則である核を有するおよび／または斑状の染色パターンを示す。
通常、約０．４μｇ／ｍｌから約５μｇ／ｍｌの濃度で用いられるヨウ化プロピジウムは
、６１４ｎｍの蛍光ピーク波長で観察することができる赤色蛍光ＤＮＡ特異的色素である
。通常、約１２５ｎｇ／ｍｌから約１０００ｎｇ／ｍｌの濃度で用いられるＤＡＰＩは、
４５２ｎｍの蛍光ピーク波長で観察することができる青色蛍光ＤＮＡ特異的染色である。
この場合では、検出用に予め選択されたこれらの細胞は、染色体の損失および／または獲
得をカウントされる。好ましくは、数が少なくとも約２０個、より好ましくは少なくとも
約３０－４０個程度の予め選択された細胞は、染色体の損失および／または獲得を評価す
るために選択される。組織切片上の疑わしい領域を予め選択することは、Ｈ＆Ｅもしくは
ＰＡＰ染色などで、従来の手段によって染色された連続切片において行うことができ、疑
わしい領域は、病理学者によって、そうでない場合は訓練を受けた技術者によって特徴付
けられた。次いで、同じ領域は、ＦＩＳＨによって染色された連続切片上に位置すること
ができ、核はその領域内で計数される。特徴付けた領域内で、計数は、前述した異常な特
性を示す核に限られ得る。
【００７９】
　あるいは、検出用の細胞は、細胞学的なもしくは病理組織の特徴と無関係に選択するこ
とができる。例えば、顕微鏡スライド上の１カ所（または複数カ所）の所与の領域におけ
るすべての重複しない細胞は、染色体の損失および／または獲得について評価することが
できる。さらなる例として、スライド上の細胞、例えば、顕微鏡スライド上で順序通りに
出現する数が少なくとも約５０個、より好ましくは少なくとも約１００個程度の変化した
形態を示す細胞は、染色体の損失および／または獲得を評価するために選択することがで
きる。
【００８０】
８．ハイブリダイゼーションパターン
ａ．ＦＩＳＨ
　標的領域への染色体プローブのセットのためのハイブリダイゼーションパターンは、染
色体の損失および／または獲得の評価のために選択された細胞について検出され記録され
る。ハイブリダイゼーションは、それぞれの染色体プローブによって生成された特定のシ
グナルの有無によって検出される。「ハイブリダイゼーションパターン」という用語は、
選択された細胞サンプルにより各プローブについて、均等に一致した対照サンプル中のそ
れらの数に対して、かかる評価のために選択されたこれらの細胞の染色体の損失／獲得の
定量を意味するものとする。損失／獲得の定量は、同一のもしくは異なる染色体上で一方
の座対他の座の比を評価することを決定することを含むことができる。それぞれのプロー
ブへのハイブリダイゼーションを示す領域の数によって評価されるため、それぞれの細胞
内の標的領域の数が決定されてから、相対的な染色体の獲得および／または損失は定量す
ることができる。
【００８１】
　各プローブのための相対的な獲得または損失は、各細胞中の異なるプローブシグナルの
数を正常な細胞中で予想される数に比較することにより決定される、すなわち、その場合
は、コピー数は２つであるべきである。ケラチノサイト、線維芽細胞およびリンパ球など
、サンプル中の非腫瘍性細胞は、参照正常細胞として用いることができる。正常な数を超
えるプローブシグナルは、獲得とみなされ、正常な数よりより少ないプローブシグナルは
、損失とみなされる。あるいは、細胞につきプローブ当たりのシグナルの最小数は、細胞
異常とみなされることが必要とされ得る（例えば、５以上のシグナル）。損失についても
同様に、プローブ当たりのシグナルの最大数は、細胞異常とみなされることを必要とされ
得る（例えば、０シグナル、または１以下のシグナル）。
【００８２】
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　少なくとも１つの獲得および／または損失を有する細胞の百分率は、それぞれの座につ
いて記録される。細胞は、本開示のプローブの組合せによって特定された、特定された遺
伝子異常の少なくとも１つがその細胞において見出された場合、異常とみなされる。サン
プルは、それぞれの獲得または損失を有する細胞の百分率が、アッセイに用いた任意のプ
ローブのカットオフ値を超える場合、獲得または損失について陽性とみなされ得る。ある
いは、２つ以上の遺伝子異常は、特異性を高める効果を有する細胞異常とみなすために必
要とされ得る。例えば、獲得は、ＮＳＣＬＣにおける疾患転帰不良のリスクの増加を示し
ており、サンプルは、それが、例えば、少なくとも２つ以上のプローブ含有領域の獲得を
示す少なくとも４個の細胞を含む場合、陽性とみなされる。
【００８３】
ｂ．ａＣＧＨ
　アレイＣＧＨは、単色モードまたは二色モードまたは多色モードで実施することができ
る。単色モードでは、サンプル核酸は、標識され、核酸アレイにハイブリダイズするにす
ぎない。コピー数の差は、正常なコピー数でサンプル核酸中に存在する１つ以上の座に対
応する１つ以上のスポットで観察されるシグナル強度と有意に異なるアレイ上のある特定
の標的核酸スポットでシグナル強度を検出することにより検出することができる。この決
定を容易にするため、アレイは、ＮＳＣＬＣにおける疾患転帰不良のリスクが高い患者に
おけるコピー数の相違を示すことが予想されない１つ以上の座についての標的要素を含む
ことができる。
【００８４】
　二色モードまたは多色モードでは、核酸（例えば、サンプル核酸および正常な参照核酸
）のそれぞれの標識された収集物に対応するシグナルは、アレイ上のそれぞれの標的核酸
スポットで検出される。各スポットのシグナルは、例えば、比を算出することにより比較
することができる。例えば、サンプル核酸シグナル対参照核酸シグナルの比が、１を超え
る場合、これは、アレイ上の標的核酸スポットに対応する座のサンプル核酸における獲得
を示す。逆に、サンプル核酸シグナル対参照核酸シグナルの比が１未満である場合、これ
は対応する座のサンプル核酸における損失を示す。
【００８５】
９．プローブの組合せおよび診断のおよび／または予後の適用における使用のためのキッ
ト
　本発明には、本明細書に記載した通り、特にＮＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期に関して、ＮＳ
ＣＬＣにおける疾患転帰を予測するために用いることができる、特異性の高いおよび感受
性の高いプローブの組合せ、および診断の適用、研究の適用および予後の適用に用いるた
めのキットが含まれる。キットは、プローブの組合せを含み、緩衝液などの試薬を含むこ
ともできる。キットは、本発明の方法を実施するために指導（すなわち、プロトコール）
を含む教育用の材料を含むことができる。教育用の材料には、通常、手書きのもしくは印
刷した材料が含まれ、これらだけに制限されない。かかる指示を保存し、これらをエンド
ユーザーに伝達することのできる任意の媒体は、本発明によって考えられる。かかる媒体
は、それだけには限らないが、電子記憶媒体（例えば、磁気ディスク、テープ、カートリ
ッジ、チップ）、光学式媒体（例えば、ＣＤ　ＲＯＭ）などが含まれる。かかる媒体は、
かかる教育用の材料を提供するインターネットサイトのアドレスを含むことができる。
【００８６】
　本明細書に引用したすべての特許公報は、参照により明確に組み込まれる。
【実施例】
【００８７】
　以下の例は、例示するために提供するが、ここに請求する発明に限定するものではない
。
【００８８】
［実施例１］：ＮＳＣＬＣ患者サンプルの分析
　実験方法：検体。合計１７８個のＮＳＣＬＣ臨床的にアノテートしたサンプルを、高密
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度ＳＮＰ遺伝子型判定マイクロアレイ（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘによる１００Ｋアレイセッ
ト）を用いてコピー数変更についてプロファイルした。すべてのサンプルを注意深く解剖
して腫瘍／正常組織比を最大限にし、病理組織学的なタイプおよび段階を検証した。Ｉ期
およびＩＩ期サンプルを有する患者から得られたサンプルのみを分析した。これらのすべ
ては、いかなるフォローアップまたはネオアジュバント化学療法もなく外科的切除で治療
した患者からのものである。各患者について収集した臨床情報には、人種、年齢、生年月
日、性別、臨床病期、病理学的段階、位置、外科的処置（ＳＰ）日、組織像、分化、診断
日、結節陽性、喫煙状況、化学療法状態、放射線状態、再発状態、再発日、再発位置、再
発までの期間、最後のフォローアップ日、最後のフォローアップ時の状態、生／死、全生
存および死亡原因が含まれた。再発までの期間（ＴＴＲ）および全生存（ＯＳ）を、転帰
のパラメータとして選択した。他の臨床パラメータ（結節状態、病期など）を、交絡変数
とみなした。肺癌の再発までの期間および全生存期間を、患者カルテから得た。
【００８９】
　　表２および３は、研究された患者コホートについて、それぞれ全生存および再発まで
の全期間の図を提供する。
【００９０】
【表２】

【００９１】

【表３】

【００９２】
　コピー数プロファイリング。各腫瘍から得られたおよそ３０ｍｇの組織を用いて、製造
業者による指示に従い、Ｑｉａｇｅｎ　ＤＮＡｅａｓｙキット（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅ
ｎｃｉａ、ＣＡ）を用いて高分子量、ゲノムＤＮＡを抽出した。ＤＮＡの品質を、アガロ
ースゲル電気泳動によって点検した。ＤＮＡ２５０ナノグラムを、２３．６ｋｂの平均の
マーカー間の距離を有するヒトゲノムにおいて、１１６，２０４個の一塩基多型（ＳＮＰ
）座を覆う、Ｇｅｎｅｃｈｉｐ　Ｈｕｍａｎ　Ｍａｐｐｉｎｇ　１００Ｋセット（Ｍａｔ
ｓｕｚａｋｉ　Ｈ、Ｄｏｎｇ　Ｓ、Ｌｏｉ　Ｈら、Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ　ｏｖｅｒ　１
００，０００　ＳＮＰｓ　ｏｎ　ａ　ｐａｉｒ　ｏｆ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
　ａｒｒａｙｓ．　Ｎａｔ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２００４年；１巻：１０９－１１頁）－ア
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レイ（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ、Ｉｎｃ．、Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ、ＣＡ）を含む、２つ
のマイクロアレイのそれぞれへのハイブリダイゼーションのために処理した。マイクロア
レイを、製造業者の推奨（ｗｗｗ．ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ．ｃｏｍ）に従って処理した。
コピー数を、４８個の正常な女性サンプルの平均値とチップシグナルを比較することによ
り算出した。正常組織の汚染を有するサンプルを、ＱＣによって除去した。
【００９３】
　統計的方法。一変量分析を用いて、潜在的交絡因子としての以下のパラメータ、すなわ
ち、病理学的段階、臨床病期、喫煙状況、年齢、性別、結節状態、組織像（腺癌対有棘細
胞癌）を試験した。有意な効果を検出しなかった。生存時間解析において、臨床病期およ
びマーカー領域の相互作用を試験した。コピー数異常は、病期との有意な相互作用を有さ
なかった（ＦＤＲｐ値＜０．０５）。
【００９４】
　結果：Ｉ期－ＩＩ期の疾患の患者のみを分析した。カプラン－マイヤー分析を、示され
た通り選択されたマーカーの増幅（すなわち、少なくとも１個のコピー数獲得）を有する
および有さない患者間のＯＳおよび／またはＴＴＲにおける差を示す、または選択された
マーカーの欠失（すなわち、少なくとも１個のコピー数の損失）を有するおよび有さない
患者間のＯＳおよび／またはＴＴＲにおける差を示す各マーカーについてのカプラン－マ
イヤープロットを生成するデータに適用した。プロットは、指定されたマーカー中のコピ
ー数の変化（獲得または損失）が、ＮＳＣＬＣのＩ期－ＩＩ期患者における短いＯＳおよ
び／またはより短いＴＴＲに関連することが示された。表４に、いくつかのマーカーにつ
いての全生存データを示す。（データが下部の２列に示される（例えば、開始位置７０７
６１８３３の）マーカーを、異なる臨床段階間で共有する。）。
【００９５】
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【００９６】
　表５は、各癌転帰マーカー配列内のヌクレオチド配列によってコードされる遺伝子およ
びｍｉＲＮＡを挙げる。これらの方法のいずれかにおいて、癌転帰マーカーは、表５に挙
げたもののうちから選択することができる。「Ｍ１」から「Ｍ２０」まで指定されたこれ
らのマーカーは、染色体ＤＮＡのそれぞれの領域であり、その増幅は、癌転帰マーカー中
のコピー数獲得をもたらし、コピー数獲得は、疾患転帰不良に関連する。「ＤＭ１」から
「ＤＭ２７」まで指定されたこれらのマーカーは、染色体ＤＮＡのそれぞれの領域であり
、その欠失は、癌転帰マーカー中のコピー数損失をもたらし、コピー数損失は、疾患転帰
不良に関連する。
【００９７】
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【００９８】
　表６は、表５に挙げた同様の参照数値を用いて各癌転帰マーカーについての座標を列挙
する。すべての座標は、ヒトゲノムアセンブリｈｇ１８（ＮＣＢＩ　Ｂｕｉｌｄ　３６）
に基づいている。マーカーを、重要性において優先させ、重要性の低い順に参照数値を割
り当てた。言い換えれば、Ｍ１は、優先順位が最も高い増幅マーカーを意味し、Ｍ２０は
、優先順位が最も低いマーカーを意味し、ＤＭ１は、優先順位が最も高い欠失マーカーを
意味し、ＤＭ２７は、優先順位が最も低い欠失マーカーを意味する。増幅マーカー（Ｍ１
－Ｍ２０）の場合、以下の因子を、マーカーを優先する上で考慮した。すなわち、ａ）マ
ーカーが患者間で増幅する頻度；ｂ）増幅したときマーカーの増幅の程度；ｃ）マーカー
が癌への公知の関連を有する遺伝子を含むか否かである。欠失マーカー（ＤＭ１－ＤＭ２
７）の場合、同じ因子ａ）およびｃ）を考慮した（（ｂ）は、「欠失の程度」が、２個の
コピーのみが欠失し得るという事実によって限定されるため、比較的適用可能でなかった
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【００９９】
【表６】
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【０１００】
　前もって特定された予測指標（発現サイン）とは違って、生物マーカーは、ＤＮＡ獲得
および喪失（ＦＩＳＨによって測定可能な安定したイベント）を表す。ＦＩＳＨプローブ
は、マーカーのバリデーション／使用ができるようになるように用いることができ、マー
カーは、臨床試験において層別化生物マーカーとして用いるための強力な候補である。こ
れらは、例えば、異なる転帰を有する疾患の分子サブグループを定義するために用いるこ
とができる。そのようなものとして、これらは、薬物応答と相関する可能性がある。
【０１０１】
　これらのデータは、ＦＩＳＨによって測定され、適切な分類指標を使用する遺伝マーカ
ーのゲノムコピー数評価の使用が、早期ＮＳＣＬＣにおいて予後的に重要であることを示
す。分類指標は、好ましいおよび好ましくない再発カテゴリー中でネオアジュバントまた
はフォローアップ化学療法がない手術で治療されていた患者の統計的に有意な分類をもた
らすことができた。本臨床インビトロ診断検査は、この能力を提供しない。したがって、
早期ＮＳＣＬＣ生検検体または切除された腫瘍で行われた、列挙したマーカーに対するＦ
ＩＳＨアッセイは、アジュバント治療に関係する決定に役立つと思われる。
【０１０２】
［実施例２］：韓国人のサンプルセットを用いた予後マーカーのバリデーション
　低い病期のＮＳＣＬＣ患者の臨床成績と相関した４６（４６）の生物マーカーの妥当性
を検証するため、低い病期のＮＳＣＬＣ腫瘍組織の追加のセットを、関連した臨床成績情
報と共に、韓国のＳａｍｓｕｎｇ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｎｔｅｒから収集した。
【０１０３】
　すべてのサンプルを注意深く解剖して腫瘍／正常組織比を最大限にし、病理組織学的な
タイプおよび段階を検証した。Ｉ期およびＩＩ期サンプルを有する患者から得られたサン
プルのみを分析した。これらのすべては、いかなるフォローアップまたはネオアジュバン
ト化学療法もなく外科的切除で治療した患者からのものであった。各患者について収集し
た臨床情報には、年齢、性別、臨床病期、病理学的段階、位置、組織像、分化、喫煙状況
、化学療法状態、放射線状態、再発状態、再発日、再発位置、脳転移状態、再発までの期
間、最後のフォローアップ日、最後のフォローアップ時の状態、生／死、全生存および死
亡原因が含まれた。再発までの期間（ＴＴＲ）および全生存（ＯＳ）を、転帰のパラメー
タとして選択した。他の臨床パラメータ（結節状態、病期など）を、交絡変数とみなした
。肺癌の再発までの期間および全生存期間を、患者カルテから得た。表７および８は、患
者のコホート研究について、それぞれ全生存および再発までの全期間についての図を提供
する。
【０１０４】



(51) JP 6388615 B2 2018.9.12

10

20

30

40

50

【表７】

【０１０５】
【表８】

【０１０６】
　サンプルを処理し、ＤＮＡを、すべての１．８百万個のＳＮＰの中間のマーカー間の距
離によるコピー数変異および７００未満の塩基を合わせたコピー数マーカーの検出のため
に、抽出し、増幅し、９０６，６００個を超える一塩基多型（ＳＮＰ）および９４６，０
００を超えるプローブを含むＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＳＮＰ　６．０アレイ（Ａｆｆｙｍ
ｅｔｒｉｘ、Ｉｎｃ．、Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ、ＣＡ）にハイブリダイズした。マイク
ロアレイを、製造業者（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）の推奨に従って処理した。これらの腫瘍
のコピー数を、２７０個の正常な対照のＨａｐＭａｐセットと比較することにより算出し
た。コピー数を、Ｐａｒｔｅｋ　ｓｏｆｔｗａｒｅ　６．０９．０３１０を用いて分割し
た。
【０１０７】
　バリデーションセットの平均コピー数は、以前のトレーニングデータセットに類似であ
るが、より高い密度のパターンを示した。トレーニングおよび妥当性を確認するデータセ
ットとの間の平均コピー数パターンを比較するため、各マーカーの対数で変換されたコピ
ー数を、トレーニングおよび試験セットにおいてすべてのサンプルを通して平均し、０は
、正常な２つのコピーを表す。それぞれ平均コピー数の獲得または喪失を、以前のトレー
ニングデータセットと整合させるために示した。
【０１０８】
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　この実施例において示されるバリデーションデータは、生成し診断マーカーを特定する
ために使用した１００Ｋマイクロアレイデータに比べて、１８（１８）倍大きいＳＮＰお
よびＣＮＶマーカーの被覆度に基づき、したがってイベントを変化させるより小規模なコ
ピー数は特定することができた。したがって、各生物マーカーのコピー数を算出する代わ
りに、これらの生物マーカー内の各遺伝子のコピー数を、算出し、次いで、患者の全生存
または再発までの期間に相関した。
【０１０９】
　６つの異なるマーカー中、全体で６１個の遺伝子を、０．０５を下回るログランク検定
によるｐ値の基準で妥当性を検証した。遺伝子を、表９において灰色の陰影で強調された
有意なｐ値で列挙する。図６２－１６２は、各プロットで指定された通りある特定の遺伝
子におけるコピー数獲得の有無によって分類された、７３名の患者コホートのための日数
における全生存（ＯＳ）または再発までの期間（ＴＴＲ）を示すカプラン－マイヤープロ
ットである。図１－６０のカプラン－マイヤープロットに関して、ｘ－軸は、日単位の時
間を示し、ｙ－軸は、患者生存の確率（ＯＳの場合）、または、患者が疾患再発がないが
ない確率（ＴＴＲの場合）を示す。関連するイベントが起こった場合は常に（ＯＳの場合
死亡、またはＴＴＲの場合疾患再発）、曲線は下降する。患者が、関連するイベントが起
こらずにフォローアップまでに亡くなったとき、横線中のマークを作成し、最後の無再発
期間を示す。ｐ値を、患者母集団の減少を生物マーカー有りでおよび無しと比較すること
により得た。
【０１１０】
　記載された通り最終的に妥当性を確認されたマーカーの数は、比較的小さく、２つの患
者母集団が異なる人種集団からであるという事実に一部で寄与し得る。以前の大型サンプ
リングを、Ｃｈｉｃａｇｏ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ、ＵＳＡで収集し、アジア人、コーカサス
人、アフリカ人およびラテンアメリカ系患者の混合が含まれ、バリデーションサンプルを
均質にアジア人母集団から韓国において収集した。さらに、２つのサンプルセットを、異
なる場所、すなわち第１のサンプルセットの場合、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋおよび第２の
サンプルセットの場合Ｓａｍｓｕｎｇ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｎｔｅｒで処理した。両方の
位置におけるサンプルプロセシングが同じ示唆されたプロトコールに従ったが、潜在的な
系バイアスは、すべてが除外することができるわけではない。また、２つのサンプルセッ
トは、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＳＮＰアレイの異なるバージョンを用いてアッセイし、こ
の間で密度が１８の因子によって異なった。新たなアレイに含まれた追加のプローブは、
ＳＮＰアレイのより古いバージョンを用いて観察可能ではなかったより詳細なコピー数変
異イベントを明らかにすることができる。
【０１１１】
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【０１１２】
［実施例３］：ＮＳＣＬＣにおける疾患転帰不良のリスクの増加に関連する染色体領域へ
のＦＩＳＨプローブ
　上記実施例１および２に記載された生物マーカーの特定およびバリデーションの後、特
定された染色体領域、すなわち、１ｐ、２ｑ、３ｑ、３ｑ、４ｐ、４ｑ、５ｑ、６ｐ、６
ｑ、８ｐ、９ｐ、１０ｑ、１１ｑ、１２ｐ、１４ｑ、１６ｑ、１７ｑおよび１９ｑへのＦ
ＩＳＨプローブを、Ａｂｂｏｔｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒで、標準的な技法を用いて作製し
、各プローブは、本明細書で特定した通り染色体領域または小領域を標的指向化した。表
１０に、染色体、開始位置および終了位置、開始バンドおよび終了バンドならびにマーカ
ータイプ（Ａｍｐ＝獲得、Ｄｅｌ＝損失）による標的化された染色体領域を示す。図１－
６は、選択されたＦＩＳＨプローブの染色体地図である。図１は、ＦＩＳＨプローブのＣ
ｈｒ１９上の、１９ｑ１２における「マーカー１」のためのマッピングを示す。図２は、
Ｃｈｒ１９上の、１９ｑ１３．１１－ｑ１３．１２における「マーカー２」のためのＦＩ
ＳＨプローブのマッピングを示す。図３では、Ｃｈｒ１９上の、１９ｑ１２－１３．１２
で図１および２に共に示される２個のプローブを位置づける。図４は、Ｃｈｒ１２上の、
１２ｐ１３．３３における「マーカー５」のための２個のＦＩＳＨコンティグのマッピン
グを示す。図５は、Ｃｈｒ１１上の、１１ｑ１２．２－ｑ１３．１における（ＭＥＮ１を
含めた）「マーカー６」のためのＦＩＳＨプローブのマッピングを示す。図６は、Ｃｈｒ
６上の、６ｑ１３における「マーカー４」のためのＦＩＳＨプローブのマッピングを示す
。
　ＦＩＳＨプローブは、同様にすべての増幅マーカー１－２０および欠失マーカー（「Ｄ
ｅｌＭａｒｋｅｒ」）１－２６に対して生成された。
【０１１３】
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【表１０】
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10【０１１４】
　前述の説明が、例示するものであり、本発明の範囲を制限するものではないことを理解
されるべきである。本発明の他の態様、利点および修正形態は、以下に記載する特許請求
の所期の範囲内である。

【図１】 【図２】



(57) JP 6388615 B2 2018.9.12

【図３】 【図４】
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