
JP 2018-535404 A 2018.11.29

(57)【要約】
　本発明は、例えば、抗PD-1を用いる免疫チェックポイントブロッカー治療に対するヒト
癌患者の治療奏効の確率を予測するための方法及び免疫チェックポイントブロッカー治療
後のヒト癌患者の生存の確率を予測するための方法、並びにこれらの方法において使用で
きる装置及びキットに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫チェックポイントブロッカー治療に対するヒト癌患者の治療奏効の確率を予測する
ための方法であって、
　a)前記患者から得られたヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルを決定する工程と、
　b)決定された前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルに基づいて、前記治療奏効の
確率を予測する工程とを含み、前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルの低減が、治
療奏効の確率の増大を示し、癌が固形癌である、方法。
【請求項２】
　免疫チェックポイントブロッカー治療後のヒト癌患者の生存の確率を予測するための方
法であって、
　a)前記患者から得られたヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルを決定する工程と、
　b)決定された前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルに基づいて、前記生存の確率
を予測する工程とを含み、前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルの低減が、生存の
確率の増大を示し、癌が固形癌である、方法。
【請求項３】
　工程b)が、工程a)において決定された前記hGDF-15のレベルを、hGDF-15閾値レベルと比
較する工程を含み、工程a)において決定された前記hGDF-15のレベルの、前記hGDF-15閾値
レベルとの比較に基づいて前記確率が予測され、前記hGDF-15閾値レベルと比較して低減
される前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルは、前記確率が、前記hGDF-15閾値レベ
ルでの確率と比較して増大されるか又は前記hGDF-15閾値レベルでの確率を上回ることを
示す、請求項1又は2に記載の方法。
【請求項４】
　ヒト血液サンプルがヒト血清サンプルである、請求項1から3のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項５】
　hGDF-15閾値レベルが、1.2ng/mlから8.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベル
であるか、又はhGDF-15閾値レベルが、1.5ng/mlから7.0ng/mlの間の範囲から選択されるh
GDF-15レベルであるか、又はhGDF-15閾値レベルが、2.0ng/mlから6.0ng/mlの間の範囲か
ら選択されるhGDF-15レベルであるか、又はhGDF-15閾値レベルが、2.5ng/mlから5.0ng/ml
の間の範囲から選択されるhGDF-15レベルであるか、又はhGDF-15閾値レベルが、3.0ng/ml
から4.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベルである、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
　前記hGDF-15閾値レベルと比較した前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルの低減は
、前記確率の増大が、5%より高い、10%より高い、20%より高い、30%より高い、40%より高
い、50%より高い、60%より高い、70%より高い、80%より高い、又は90%より高い確率であ
ることを示す、請求項1から5のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　固形癌が、黒色腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮癌、胃癌、膵臓癌、肝
臓癌、精巣癌、卵巣癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、脳腫瘍、乳癌、胃癌、腎細胞癌、ユーイ
ング肉腫、非小細胞肺癌及び小細胞肺癌からなる群から選択され、癌が、好ましくは、黒
色腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮癌、胃癌、膵臓癌、肝臓癌、精巣癌、
卵巣癌、子宮内膜癌及び子宮頸癌からなる群から選択され、癌が、より好ましくは、黒色
腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮癌及び胃癌からなる群から選択される、
請求項1から6のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　癌が、黒色腫、口腔扁平上皮癌、結腸直腸癌及び前立腺癌からなる群から選択される、
請求項1から7のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　癌が黒色腫である、請求項1から8のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項１０】
　hGDF-15閾値レベルが、3.0ng/mlから4.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベル
であり、hGDF-15閾値レベルが、好ましくは、3.2ng/mlから3.7ng/mlの間の範囲から選択
されるhGDF-15レベルであり、hGDF-15閾値レベルが、最も好ましくは、3.4ng/mlのhGDF-1
5レベルである、請求項9に記載の方法。
【請求項１１】
　工程a)が、hGDF-15と結合可能な1種又は複数の抗体又はその抗原結合部分を使用するこ
とによってhGDF-15のレベルを決定する工程を含む、請求項1から10のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１２】
　hGDF-15と結合可能な1種又は複数の抗体又はその抗原結合部分が、hGDF-15と複合体を
形成する、請求項11に記載の方法。
【請求項１３】
　1種又は複数の抗体が、少なくとも1種のポリクローナル抗体を含む、請求項11又は12に
記載の方法。
【請求項１４】
　1種又は複数の抗体又はその抗原結合部分が、少なくとも1種のモノクローナル抗体又は
その抗原結合部分を含む、請求項11、12又は13に記載の方法。
【請求項１５】
　結合が、hGDF-15上のコンフォメーショナル又は不連続エピトープとの結合であり、コ
ンフォメーショナル又は不連続エピトープが、配列番号25及び配列番号26のアミノ酸配列
に含まれる、請求項14に記載の方法。
【請求項１６】
　抗体又はその抗原結合部分が、配列番号3のアミノ酸配列を含むCDR1領域、配列番号4の
アミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号5のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖
可変ドメインを含み、抗体又はその抗原結合部分が、配列番号6のアミノ酸配列を含むCDR
1領域、アミノ酸配列ser-ala-serを含むCDR2領域、及び配列番号7のアミノ酸配列を含むC
DR3領域を含む軽鎖可変ドメインを含む、請求項14又は15に記載の方法。
【請求項１７】
　免疫チェックポイントブロッカーが、
　i)好ましくは、ヒトPD-1と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分である
、ヒトPD-1の阻害剤、及び
　ii)好ましくは、ヒトPD-L1と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分であ
る、ヒトPD-L1の阻害剤
からなる群の1種又は複数から選択される、請求項1から16のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　免疫チェックポイントブロッカーが、ヒトPD-L1と結合可能なモノクローナル抗体又は
その抗原結合部分を含む、請求項17に記載の方法。
【請求項１９】
　免疫チェックポイントブロッカーが、ヒトPD-L1と結合可能なモノクローナル抗体又は
その抗原結合部分を含む、請求項17又は18に記載の方法。
【請求項２０】
　ヒト患者から得られたヒト血液サンプルが、前記免疫チェックポイントブロッカーを受
けていた患者由来のサンプルである、請求項1から19のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　ヒト患者から得られたヒト血液サンプルが、免疫チェックポイントブロッカー及び/又
はその生物学的代謝産物を含有する、請求項20に記載の方法。
【請求項２２】
　ヒト患者から得られたヒト血液サンプルが、免疫チェックポイントブロッカーを受けて
いない患者由来のサンプルである、請求項1から19のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項２３】
　in vitro方法である、請求項1から22のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　工程a)において、ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルが、酵素結合免疫吸着アッセ
イによって決定される、請求項1から23のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　工程a)において、ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルが、電気化学発光アッセイに
よって決定される、請求項1から23のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　電気化学発光アッセイが、
　　(A)ストレプトアビジンコーティングされたビーズ又はストレプトアビジンコーティ
ングされた常磁性ナノ粒子、
　　(B)hGDF-15と結合可能な、ビオチン化された第1の抗体又はその抗原結合部分、
　　(C)サンプル由来のhGDF-15、及び
　　(D)hGDF-15と結合可能な、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又はその抗原結合部
分
の間の検出複合体を形成する工程を含むサンドイッチ検出法であり、
　前記検出複合体が構造(A)-(B)-(C)-(D)を有し、ビオチン化された第1の抗体又はその抗
原結合部分が第1のhGDF-15エピトープと結合し、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又
はその抗原結合部分が前記第1のhGDF-15エピトープとは異なる第2のhGDF-15エピトープと
結合し、
　方法が、電気化学発光を測定することによって検出複合体を検出する工程を更に含み、
　ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルが電気化学発光測定に基づいて決定される、請
求項25に記載の方法。
【請求項２７】
　ヒト血液サンプルがヒト血清サンプルであり、前記治療奏効の確率が、0.159～0.698の
95%信頼区間で、連続予測変数としてng/mlでのhGDF-15の血清レベルについて0.389のオッ
ズ比を使用して予測される、請求項1及び3から26のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　治療奏効が、RECIST基準、バージョン1.1による奏効である、請求項1及び3から27のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　生存の確率が、アウトカム変数として全生存を、連続予測変数としてGDF-15を用いるハ
ザード比を使用して予測され、GDF-15血清レベルの1ng/mlの増大につき、死亡のリスクが
1.10～1.47の95%信頼区間で1.27倍増大することが予測される、請求項2から26のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項３０】
　工程a)において、hGDF-15のレベルが、請求項14から16のいずれか一項に定義される抗
体若しくはその抗原結合断片を用いてhGDF-15を捕捉することと、ポリクローナル抗体を
用いてhGDF-15を検出すること、又はhGDF-15を捕捉する抗体とは異なるエピトープと結合
するモノクローナル抗体若しくはその抗原結合断片を用いてhGDF-15を検出することとに
よって決定される、請求項11から29のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　請求項1から30のいずれか一項に記載の方法を実行するように構成された装置。
【請求項３２】
　請求項25又は26に記載の方法を実行するように構成された電気化学発光分析器である、
請求項28に記載の装置。
【請求項３３】
　(i)ストレプトアビジンコーティングされたビーズ、
　(ii)hGDF-15と結合可能な、ビオチン化された第1の抗体又はその抗原結合部分、
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　(iii)組換えhGDF-15、
　(iv)hGDF-15と結合可能な、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又はその抗原結合部分
、及び任意選択で、
　(v)使用のための説明書、好ましくは、請求項1から30のいずれか一項に記載の方法にお
ける使用のための説明書
を含む検出キットであって、
　ビオチン化された第1の抗体又はその抗原結合部分が第1のhGDF-15エピトープと結合可
能であり、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又はその抗原結合部分が前記第1のhGDF-1
5エピトープとは異なる第2のhGDF-15エピトープと結合可能である、検出キット。
【請求項３４】
　hGDF-15と結合可能な第1の抗体又はその抗原結合部分、及びhGDF-15と結合可能な第2の
抗体又はその抗原結合部分の一方が、請求項15又は16に定義される抗体又はその抗原結合
部分である、請求項33に記載の検出キット。
【請求項３５】
　免疫チェックポイントブロッカーに対するヒト癌患者の奏効を予測するためのin vitro
方法における、請求項33又は34に記載のキットの使用であって、癌が固形癌である、使用
。
【請求項３６】
　免疫チェックポイントブロッカー治療後のヒト癌患者の生存の確率を予測するためのin
 vitro方法における、請求項33又は34に記載のキットの使用であって、癌が固形癌である
、使用。
【請求項３７】
　免疫チェックポイントブロッカーが、請求項17から19のいずれか一項において定義され
る通りである、請求項33から36のいずれか一項に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫チェックポイントブロッカー治療に対するヒト癌患者の治療奏効の確率
を予測するための方法、及び免疫チェックポイントブロッカー治療後のヒト癌患者の生存
の確率を予測するための方法、並びにこれらの方法において使用できる装置及びキットに
関する。
【背景技術】
【０００２】
　今日まで、多数の癌が、依然として満たされていない医学的必要性の領域である。更に
、いくつかの癌については、患者のサブセットは癌療法に対して奏効を示し、患者のその
他のサブセットでは奏効しない。多数の場合には、患者が特定の癌治療に対して奏効する
か否かを決定する因子は、まだ知られていない。
【０００３】
　多数の種類の癌が、VEGF、PDGF、TGF-β及びGDF-15等を含む増殖因子を発現することが
わかっている。GDF-15、成長分化因子-15は、TGF-βスーパーファミリーの多様なメンバ
ーである。それは前駆体として細胞内で発現され、続いてプロセシングされ、最終的に細
胞から環境中に分泌されるようになるタンパク質である。GDF-15の、活性で十分にプロセ
シングされた(成熟した)形態及び前駆体の両方とも、細胞の外側で見られることがある。
前駆体は、COOH-末端アミノ酸配列を介して細胞外マトリックスと共有結合によって結合
し(Bauskin ARら、Cancer Research 2005年)、そのようにして、細胞の外部にある。GDF-
15の活性で十分にプロセシングされた(成熟した)形態は可溶性であり、血液の血清中に見
られる。したがって、GDF-15のプロセシングされた形態は、潜在的標的細胞が可溶性GDF-
15リガンドの受容体を発現する限り、血液循環とつながっている身体内の任意の標的細胞
に対して潜在的に作用し得る。
【０００４】
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　妊娠の際は、GDF-15は、生理学的条件下で胎盤中に見られる。しかし、多数の悪性癌(
特に、高悪性度脳腫瘍、黒色腫、肺癌、胃腸腫瘍、結腸癌、膵臓癌、前立腺癌及び乳癌(M
imeault M及びBatra SK、J. Cell Physiol 2010年))は、腫瘍において、並びに血液の血
清においてGDF-15レベルの増大を示す。同様に、高いGDF-15発現と化学療法抵抗性の間(H
uang CYら、Clin. Cancer Res. 2009年)及び高いGDF-15発現と予後不良の間(Brown DAら
、Clin. Cancer Res. 2009年)それぞれに相関関係が記載されている。Wallentin Lら(PLo
S One. 2013年12月2日;8(12):e78797)では、ヒトにおいて心血管及び癌罹病率及び死亡率
を予想するためにGDF-15を使用した。
【０００５】
　GDF-15は、免疫組織化学によって評価されるような種々のWHOグレードの神経膠腫にお
いて発現される(Rothら、Clin. Cancer Res. 2010年)。更に、Rothらは、SMA560神経膠腫
細胞において、内因性GDF-15を標的とする低分子ヘアピン型RNAを発現するDNA構築物又は
対照構築物を安定に発現させた。これらの予め確立された安定な細胞株を使用する場合に
、GDF-15ノックダウンSMA560細胞を有するマウスにおける腫瘍形成が、対照構築物を有す
るマウスと比較して遅延されることを観察した。
【０００６】
　特許出願WO2005/099746及びWO2009/021293は、マウスにおいてin vivoで、腫瘍誘発性
質量損失に対するヒトGDF-15(hGDF-15)の効果をアンタゴナイズ可能な抗ヒトGDF-15抗体(
Mab26)に関する。同様に、Johnen Hら(Nature Medicine、2007)は、癌誘発性拒食症及び
質量損失に対する抗ヒトGDF-15モノクローナル抗体の効果を報告したが、癌によって形成
された腫瘍の大きさに対する抗ヒトGDF-15抗体の効果は全く観察しなかった。
【０００７】
　WO2014/049087及びPCT/EP2015/056654は、hGDF-15に対するモノクローナル抗体及びそ
の医学的使用に関する。
【０００８】
　癌療法への最近開発されたアプローチは、ヒトPD-1の阻害剤及びヒトPD-L1の阻害剤等
の免疫チェックポイントブロッカーの使用である。これらの免疫チェックポイントブロッ
カーの使用の背後にある論理的根拠は、免疫系が癌抗原及びそれぞれの癌細胞をターゲッ
ティングすることを防ぐ免疫チェックポイントをブロックすることによって、癌に対する
免疫応答がより効果的になり得るということである。免疫チェックポイントブロッカー並
びに免疫チェックポイントブロッカーの特定の組合せが、黒色腫患者において患者の生存
を改善することがわかっているが(Cully M、「Combinations with checkpoint inhibitor
s at wavefront of cancer immunotherapy」、Nat Rev Drug Discov. 2015年6月14日(6):
374-5頁)、すべての黒色腫患者が完全奏効を示したわけではなく、多数のその他の癌につ
いての結果は公開されておらず、依然として、その他の適応症における結果はあまり好適
なものではないと示唆する理由(変異負荷のような)がある。現在のランドマークは、KEYN
OTE-006(ClinicalTrials.gov番号、NCT01866319)試験であり、わずか34%未満の奏効率し
か有さない。RobertらPembrolizumab versus Ipilimumab in Advanced Melanoma. N Engl
 J Med 2015年;372:2521-2532頁。
【０００９】
　癌患者が免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療に対して応答するか否かを予測
する予後因子の現在の知識は、依然としてかなり限定されている。PD-1阻害剤を用いて治
療された非小細胞肺癌患者における客観的奏効の改善、耐久性のある臨床的有用性及び無
増悪生存期間と相関することがわかっている1つの特定の因子として、腫瘍におけるより
高い非同義変異負荷がある(Rizvi NAら:「Cancer immunology. Mutational landscape de
termines sensitivity to PD-1 blockade in non-small cell lung cancer」Science 201
5年4月3日;348(6230):124～8頁)。しかし、全エキソームのレベルでのこのような変異負
荷を決定するには、面倒な全エキソームシーケンシングが必要である。
【００１０】
　黒色腫及び非小細胞肺癌を含むいくつかの腫瘍実体における抗PD-1療法に対する客観的
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奏効と相関する別の特定の予後因子として、腫瘍細胞のPD-L1発現がある(Taubeら、「Ass
ociation of PD-1, PD-1 ligands, and other features of the tumor immune microenvi
ronment with response to anti-PD-1 therapy」、Clin Cancer Res. 2014年10月1日;20(
19):5064-74頁)。しかし、対照的に、メタ解析によって、抗PD-1療法を用いて治療されて
いなかった非小細胞肺癌患者を含んでいた患者集団については、高いPD-L1発現は、順調
な予後とではなく、むしろ予後不良と相関していたことがわかった(Wang Aら:「The prog
nostic value of PD-L1 expression for non-small cell lung cancer patients: a meta
-analysis」Eur J Surg Oncol. 2015年4月;41(4):450-6頁)。更に、抗PD-1治療に対する
奏効はまた、その切り出された腫瘍切片が、PD-L1発現について識別可能な染色を示さな
かった患者においても観察されている。更に、進行型腎細胞癌における最近の研究によっ
て、患者における、PD-L1の発現と抗PD-1抗体ニボルマブに対する応答の間に有意な相関
がないことがわかった(Motzer RJら、Nivolumab versus Everolimus in Advanced Renal-
Cell Carcinoma. N Engl J Med. 2015年9月25日)。更に、PD-L1発現の検出は組織サンプ
ルを必要とするが、これは常に入手可能ではない。したがって、PD-L1発現の検出は、可
能性ある診断マーカーとしての使用に関する多数の不利点を有する。
【００１１】
　その他の患者グループと比較して、抗PD-1治療された患者グループにおける高PD-L1発
現の予測値に関するこれらの反対の結果から、免疫チェックポイントブロッカーを用いる
治療が、その他の癌療法とは異なる、異なるセットの予後因子に従う特定の形態の癌治療
であることは明らかである。
【００１２】
　従来の癌療法と、免疫チェックポイントブロッカーを用いる療法の間のこれらの相違の
理由の1つは、免疫チェックポイントブロッカーによる免疫系の活性化であり、これは、
その他の癌療法において一般に観察されない機序である。
【００１３】
　更に、全エキソームシーケンシング又は存在する腫瘍サンプル及びその解析のいずれか
を必要とするという事実により、上記の診断のための方法は不利である。その他のマーカ
ーを探索して、KK Tsaiらは弱い予測変数しか見出さなかったが、それらの中では、転移
のパターン(肺転移の存在及び肝臓転移の不在)、先行イピリムマブ(すなわち、抗PD-1を
用いる早期治療)がないこと、及び正常LDHレベルが最良であった(KK Tsaiら, JCO 33, 20
15年 (suppl. abstr. 9031)。しかし、全奏効率は40%であったが、最良のサブグループ(
肺転移及び肝臓転移なし)は62.2%の奏効率を示した。低い又は正常LDHを有する患者の中
では、奏効率は52.2%であった。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　これらの理由のために、当技術分野では、免疫チェックポイントブロッカーを用いるこ
れらの新規治療の臨床アウトカムの確率を予測するために使用できる予後因子を同定する
必要がある。更に、さほど面倒ではなくより容易な方法で、このような治療の臨床アウト
カムの確率を予測することを可能にする予後因子が必要とされる。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明は、以下に記載される実施形態を提供することによって、当技術分野において、
上記の必要性を満たし、上記の問題を解決する:
【００１８】
　特に、免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療に対する奏効を予測するために使
用できる因子を同定する試みにおいて、本発明者らは、驚くべきことに、免疫チェックポ
イントブロッカーを用いる治療に対する正の臨床アウトカムの確率が、患者血清中のhGDF
-15レベルが増大するにつれ有意に低減すること、逆もまた同様であることを見出した。
したがって、免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療の正の臨床アウトカムの確率
は、hGDF-15レベルと逆相関する。この臨床アウトカムは、例えば、免疫チェックポイン
トブロッカーを用いる治療に対する奏効又は免疫チェックポイントブロッカーを用いる治
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療後の患者の生存であり得る。
【００１９】
　例えば、黒色腫患者におけるhGDF-15血清レベルが1ng/ml増大すると、免疫チェックポ
イントブロッカーを用いる治療に対する奏効の確率が約60%低減する。逆に、黒色腫患者
におけるhGDF-15血清レベルが1ng/ml低減すると、免疫チェックポイントブロッカーを用
いる治療に対する奏効の確率が約60%増大する。同様に、hGDF-15血清レベルが1ng/ml増大
すると、患者の死亡の確率が1.27倍増大する。
【００２０】
　hGDF-15発現は黒色腫に限定されず、多数のその他の固形癌にも存在する。同様に、黒
色腫以外の固形腫瘍も免疫チェックポイントブロッカーを用いて治療できる。したがって
、本発明によれば、有利なことに、患者由来の血液サンプル中のhGDF-15のレベルを使用
して、黒色腫においてだけでなく、本明細書において言及される固形癌のすべてにおいて
、免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療後の患者の正の臨床アウトカムの確率を
予測できる。
【００２１】
　更に、本発明の方法はまた、全エキソームシーケンシング又は存在する腫瘍サンプル(
常に入手可能であるわけではない)を必要とせず、血液サンプルの簡単な解析に基づくも
のであり得るので有利である。
【００２２】
　したがって、本発明は、以下に記載される好ましい実施形態を提供することによって、
免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療の臨床アウトカムを予測する改善された手
段を提供する:
【００２３】
　1.免疫チェックポイントブロッカー治療に対するヒト癌患者の治療奏効の確率を予測す
るための方法であって、
　a)前記患者から得られたヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルを決定する工程と、
　b)前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15の決定されたレベルに基づいて、前記治療奏効の
確率を予測する工程とを含み、前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルの低減が、治
療奏効の確率の増大を示し、癌が固形癌である方法。
　2.免疫チェックポイントブロッカー治療後のヒト癌患者の生存の確率を予測するための
方法であって、
　a)前記患者から得られたヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルを決定する工程と、
　b)前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15の決定されたレベルに基づいて、前記生存の確率
を予測する工程とを含み、前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルの低減が、生存の
確率の増大を示し、癌が固形癌である方法。
　3.工程b)が、工程a)において決定された前記hGDF-15のレベルを、hGDF-15閾値レベルと
比較する工程を含み、工程a)において決定された前記hGDF-15のレベルの、前記hGDF-15閾
値レベルとの比較に基づいて前記確率が予測され、前記hGDF-15閾値レベルと比較して低
減される前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルは、前記確率が、前記hGDF-15閾値レ
ベルでの確率又はそれを上回る確率と比較して増大されることを示す、項目1又は2に記載
の方法。
　4.ヒト血液サンプルがヒト血清サンプルである、項目1、2又は3に記載の方法。
　5.hGDF-15閾値レベルが、1.2ng/mlから8.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベ
ルであるか、又はhGDF-15閾値レベルが、1.5ng/mlから7.0ng/mlの間の範囲から選択され
るhGDF-15レベルであるか、又はhGDF-15閾値レベルが、2.0ng/mlから6.0ng/mlの範囲から
選択されるhGDF-15レベルであるか、又はhGDF-15閾値レベルが、2.5ng/mlから5.0ng/mlの
間の範囲から選択されるhGDF-15レベルであるか、又はhGDF-15閾値レベルが、3.0ng/mlか
ら4.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベルである、項目4に記載の方法。
　6.前記hGDF-15閾値レベルと比較した前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルの低減
は、前記確率の増大が、5%より高い、10%より高い、20%より高い、30%より高い、40%より
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高い、50%より高い、60%より高い、70%より高い、80%より高い、又は90%より高い確率で
あることを示す、項目1から5のいずれか一項に記載の方法。
　7.固形癌が、黒色腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮癌、胃癌(stomach c
ancer)、膵臓癌、肝臓癌、精巣癌、卵巣癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、脳腫瘍、乳癌、胃癌
(gastric cancer)、腎細胞癌、ユーイング肉腫、非小細胞肺癌及び小細胞肺癌からなる群
から選択され、癌が、好ましくは、黒色腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮
癌、胃癌(stomach cancer)、膵臓癌、肝臓癌、精巣癌、卵巣癌、子宮内膜癌及び子宮頸癌
からなる群から選択され、癌が、より好ましくは、黒色腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸
部癌、尿路上皮癌及び胃癌(stomach cancer)からなる群から選択される、項目1から6のい
ずれか一項に記載の方法。
　8.癌が、黒色腫、口腔扁平上皮癌、結腸直腸癌及び前立腺癌からなる群から選択される
、項目1から7のいずれか一項に記載の方法。
　9.癌が黒色腫である、項目1から8のいずれか一項に記載の方法。
　10.hGDF-15閾値レベルが、3.0ng/mlから4.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レ
ベルであり、hGDF-15閾値レベルが、好ましくは、3.2ng/mlから3.7ng/mlの間の範囲から
選択されるhGDF-15レベルであり、hGDF-15閾値レベルが、最も好ましくは、3.4ng/mlのhG
DF-15レベルである、項目9に記載の方法。
　11.工程a)が、hGDF-15と結合可能な1種又は複数の抗体又はその抗原結合部分を使用す
ることによってhGDF-15のレベルを決定する工程を含む、項目1から10のいずれかに記載の
方法。
　12.hGDF-15と結合可能な1種又は複数の抗体又はその抗原結合部分が、hGDF-15と複合体
を形成する、項目11に記載の方法。
　13.1種又は複数の抗体が、少なくとも1種のポリクローナル抗体を含む、項目11又は12
に記載の方法。
　14.1種又は複数の抗体又はその抗原結合部分が、少なくとも1種のモノクローナル抗体
又はその抗原結合部分を含む、項目11、12又は13に記載の方法。
　15.結合が、hGDF-15上のコンフォメーショナル又は不連続エピトープとの結合であり、
コンフォメーショナル又は不連続エピトープが、配列番号25及び配列番号26のアミノ酸配
列によって含まれる、項目14に記載の方法。
　16.抗体又はその抗原結合部分が、配列番号3のアミノ酸配列を含むCDR1領域、配列番号
4のアミノ酸配列を含むCDR2領域及び配列番号5のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖
可変ドメインを含み、抗体又はその抗原結合部分が、配列番号6のアミノ酸配列を含むCDR
1領域、アミノ酸配列ser-ala-serを含むCDR2領域及び配列番号7のアミノ酸配列を含むCDR
3領域を含む軽鎖可変ドメインを含む、項目14又は15に記載の方法。
　17.免疫チェックポイントブロッカーが、
　i)好ましくは、ヒトPD-1と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分である
、ヒトPD-1の阻害剤
　ii)好ましくは、ヒトPD-L1と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分であ
る、ヒトPD-L1の阻害剤
からなる群のうち1種又は複数から選択される、項目1から16のいずれかに記載の方法。
　18.免疫チェックポイントブロッカーが、ヒトPD-1と結合可能なモノクローナル抗体又
はその抗原結合部分を含む、項目17に記載の方法。
　19.免疫チェックポイントブロッカーが、ヒトPD-L1と結合可能なモノクローナル抗体又
はその抗原結合部分を含む、項目17又は18に記載の方法。
　20.ヒト患者から得られたヒト血液サンプルが、前記免疫チェックポイントブロッカー
を受けていた患者由来のサンプルである、項目1から19のいずれか一項に記載の方法。
　21.ヒト患者から得られたヒト血液サンプルが、免疫チェックポイントブロッカー及び/
又はその生物学的代謝産物を含有する、項目20に記載の方法。
　22.ヒト患者から得られたヒト血液サンプルが、免疫チェックポイントブロッカーを受
けていない患者由来のサンプルである、項目1から19のいずれか一項に記載の方法。
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　23.in vitro方法である、項目1から22のいずれか一項に記載の方法。
　24.工程a)において、ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルが、酵素結合免疫吸着アッ
セイによって決定される、項目1から23のいずれかに記載の方法。
　25.工程a)において、ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルが、電気化学発光アッセイ
によって決定される、項目1から23のいずれか一項に記載の方法。
　26.電気化学発光アッセイが、
　(A)ストレプトアビジンコーティングされたビーズ又はストレプトアビジンコーティン
グされた常磁性ナノ粒子、
　(B)hGDF-15と結合可能な、ビオチン化された第1の抗体又はその抗原結合部分、
　(C)サンプル由来のhGDF-15、及び
　(D)hGDF-15と結合可能な、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又はその抗原結合部分
の間の検出複合体を形成する工程を含むサンドイッチ検出法であり、
　前記検出複合体が構造(A)-(B)-(C)-(D)を有し、ビオチン化された第1の抗体又はその抗
原結合部分が第1のhGDF-15エピトープと結合し、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又
はその抗原結合部分が前記第1のhGDF-15エピトープとは異なる第2のhGDF-15エピトープと
結合し、
　方法が、電気化学発光を測定することによって検出複合体を検出する工程を更に含み、
　ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルが電気化学発光測定に基づいて決定される、項
目25に記載の方法。
　27.ヒト血液サンプルがヒト血清サンプルであり、前記治療奏効の確率が、0.159～0.69
8の95%信頼区間で、連続予測変数としてng/mlでのhGDF-15の血清レベルについて0.389の
オッズ比を使用して予測される、項目1及び3から26のいずれか一項に記載の方法。
　28.治療奏効が、RECIST基準、バージョン1.1による奏効である、項目1及び3から27のい
ずれか一項に記載の方法。
　29.生存の確率が、アウトカム変数として全生存を、連続予測変数としてGDF-15を用い
るハザード比を使用して予測され、GDF-15血清レベルが1ng/ml増大するにつれ、死亡のリ
スクが1.10～1.47の95%信頼区間で1.27倍増大することが予測される、項目2から26のいず
れか一項に記載の方法。
　30.工程a)において、hGDF-15のレベルが、項目14から16のいずれか一項に記載の抗体若
しくはその抗原結合断片を用いてhGDF-15を捕捉すること、及びポリクローナル抗体を用
いてhGDF-15を検出すること、又はhGDF-15を捕捉する抗体とは異なるエピトープと結合す
るモノクローナル抗体若しくはその抗原結合断片を用いてhGDF-15を検出することによっ
て決定される、項目11から29のいずれか一項に記載の方法。
　31.項目1から30のいずれか一項に記載の方法を実施するように構成された装置。
　32.項目25又は項目26のいずれかに記載の方法を実施するように構成された電気化学発
光分析器である、項目28に記載の装置。
　33.(i)ストレプトアビジンコーティングされたビーズ、
　(ii)hGDF-15と結合可能な、ビオチン化された第1の抗体又はその抗原結合部分、
　(iii)組換えhGDF-15、
　(iv)hGDF-15と結合可能な、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又はその抗原結合部分
、及び任意選択で、
　(v)使用のための説明書、好ましくは、項目1から30に記載の方法における使用のための
説明書
を含む検出キットであって、
　ビオチン化された第1の抗体又はその抗原結合部分が第1のhGDF-15エピトープと結合可
能であり、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又はその抗原結合部分が前記第1のhGDF-1
5エピトープとは異なる第2のhGDF-15エピトープと結合可能である、検出キット。
　34.hGDF-15と結合可能な第1の抗体又はその抗原結合部分、及びhGDF-15と結合可能な第
2の抗体又はその抗原結合部分が、項目15から16のいずれか一項に記載の抗体又はその抗
原結合部分である、項目33に記載の検出キット。
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　35.癌が固形癌である、免疫チェックポイントブロッカーに対するヒト癌患者の奏効を
予測するためのin vitro方法における、項目33から34のいずれか一項に記載のキットの使
用。
　36.癌が固形癌である、免疫チェックポイントブロッカー治療後のヒト癌患者の生存の
確率を予測するためのin vitro方法における、項目33から34のいずれか一項に記載のキッ
トの使用。
　37.免疫チェックポイントブロッカーが、項目17から19のいずれか一項において定義さ
れる通りである、項目33から36のいずれか一項に記載の使用。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図1は、治療レジメンに対するレスポンダー及びノンレスポンダーのGDF-15血清
レベルを示す図である。
【図２】図2は、それぞれ、<1.8ng/ml、1.8～4.2ng/ml及び>4.2ng/mlのhGDF-15血清レベ
ルを有する患者グループ中のレスポンダー及びノンレスポンダーの数を示す図である。
【図３】図3は、連続予測変数としてGDF-15を使用する一般化された線形モデルによって
予測されるような、治療に対する奏効(レスポンダー1)の確率を示す図である。丸はデー
タを示し、曲線はモデルを示す。垂直線は、治療奏効の確率が0.5である場合のGDF-15濃
度を示す。
【図４】図4は、GDF-15血清レベル(<1.8、1.8～4.2、>4.2ng/ml)によって規定される3種
のグループにおける生存のカプラン・マイヤー曲線を示す図である。
【図５Ａ】図5Aは、連続予測変数としてLDHを使用する一般化された線形モデルによって
予測された、治療に対する奏効の確率(レスポンダー1)を示す図である。丸はデータを示
し、曲線はモデルを示す。垂直線は、治療奏効の確率が0.5である場合のLDH濃度を示す。
患者コホートは同一であった。しかし、4人の患者では、溶血によりLDHレベルの信頼のお
ける決定ができなかった。
【図５Ｂ】図5Bは、レスポンダー及びノンレスポンダー並びにそのそれぞれのhGDF-15及
びLDHレベルのグラフである。すべてのレスポンダーを対象とするようにカットオフ値が
選択される場合には、GDF-15に基づく試験では、6人(9人のうち)のノンレスポンダーの同
定が可能となるが、LDHレベルに基づく解析は、4人(9人のうち)のノンレスポンダーしか
識別できない。LDH試験については、データの喪失を引き起こす4つの溶血サンプルは排除
しなければならなかった。
【図６】図6は、図中に示されるように、それぞれ、GDF-15について並びにT細胞マーカー
タンパク質CD3及びCD8について免疫組織化学によって染色された、GDF-15免疫反応性のな
い(上のパネル)又は高いGDF-15免疫反応性を有する(下のパネル)黒色腫脳転移から得た例
示的組織切片を示す図である。CD3及びCD8陽性細胞は、高GDF-15サンプル中で矢印によっ
て示されている。CD3及びCD8染色は、連続切片の同一領域から作製した(ただし同一切片
からではない)。
【図７Ａ】図7Aは、種々の黒色腫脳転移にわたる、GDF-15スコアに対するCD3+細胞のパー
センテージのプロットを示す図である(7A)。
【図７Ｂ】図7Bは、種々の黒色腫脳転移にわたる、GDF-15スコアに対するCD8+細胞のパー
センテージのプロットを示す図である(7B)。
【図８】図8は、種々の腫瘍実体(黒色腫、CRC、RCC、NSCLC及びSCLC)からの脳転移におけ
る、CD8+及びCD3+T細胞それぞれのパーセンテージに対するGDF-15スコアのプロットを示
す図である。
【図９－１】図9Aは、1秒あたりの視野あたりのローリングT細胞数を示す図である。デー
タは、チャネル番号3(「GDF-15」)及びチャネル番号2(「対照」)から得た。
【図９－２】図9Bは、T細胞のローリング速度を示す図である(0.2秒あたりのピクセルで
測定された)。データは、チャネル番号3(「GDF-15」)及びチャネル番号2(「対照」)から
得た。図9Cは、視野あたりの接着細胞数を示す図である。データは、チャネル番号3(「GD
F-15」)及びチャネル番号2(「対照」)から得た。
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【図９－３】図9Dは、視野あたりの接着細胞数を示す図である。データは、チャネル番号
3(「GDF-15」)及びチャネル番号2(「対照」)から得た。
【図１０】図10は、1秒あたりの視野あたりのローリングT細胞数を示す図である。データ
は、チャネル番号1(「陰性対照」としての刺激されていないHUVECでの対照T細胞)、チャ
ネル番号2(「陽性対照」としての刺激されたHUVECでの対照T細胞)、チャネル番号3(「GDF
-15」)、チャネル番号4(「UACC257」:分泌されたGDF-15を含有するUACC257黒色腫細胞の
上清中で培養されたT細胞)及びチャネル番号5(「UACC257+抗hGDF-15」:hGDF-15阻害剤と
して抗hGDF-15抗体B1-23で分泌されたGDF-15を枯渇させたUACC257黒色腫細胞の上清中で
培養されたT細胞)から得た。
【図１１】図11は、それぞれ、<1.5ng/ml及び≧1.5ng/mlのGDF-15レベルを有する患者グ
ループにおける累積生存率を示す図である。
【図１２】図12は、それぞれ、高GDF-15レベルを有する患者グループ(すなわち、最高GDF
-15レベルを有する50人の患者)及び低GDF-15レベルを有する患者グループ(すなわち、最
低GDF-15レベルを有する49人の患者)における累積生存率を示す図である(全研究コホート
の中央値折半)。
【図１３Ａ】図13Aは、hGDF-15血清レベルが腫瘍の遺伝子変異量と有意に相関しないこと
を示す図である。癌患者から得たサンプル中のhGDF-15 mRNAレベルを、癌において同定さ
れた体細胞変異の数に対してプロットした。体細胞変異は、エキソームシーケンシングの
使用によって決定した。データは、University Hospital Zurich(Cheng PFら: Data mini
ng The Cancer Genome Atlas in the era of precision cancer medicine. Swiss Med Wk
ly.2015年9月16日;145:w14183)から得たUZHウェブツールを使用することによって解析し
た。図13Aは、高悪性度悪性黒色腫を有する患者のみを考慮するthe Cancer Genome Atlas
(TGCA)から得た癌患者データのプロットを示す図である(Cancer Genome Atlasは、Cheng 
PFら:Data mining The Cancer Genome Atlas in the era of precision cancer medicine
. Swiss Med Wkly.2015年9月16日;145:w14183の参考文献中に記載されている)。GDF-15発
現は、RSEM(「期待値最大化によるRNA Seq」)ソフトウェアパッケージを使用する正規化
によって評価した(Li B and Dewey CN: RSEM: accurate transcript quantification fro
m RNA-Seq data with or without a reference genome. BMC Bioinformatics.2011年8月4
日;12:323.doi:10.1186/1471-2105-12-323)。
【図１３Ｂ】図13Bは、hGDF-15血清レベルが腫瘍の遺伝子変異量と有意に相関しないこと
を示す図である。癌患者から得たサンプル中のhGDF-15 mRNAレベルを、癌において同定さ
れた体細胞変異の数に対してプロットした。体細胞変異は、エキソームシーケンシングの
使用によって決定した。データは、University Hospital Zurich(Cheng PFら: Data mini
ng The Cancer Genome Atlas in the era of precision cancer medicine. Swiss Med Wk
ly.2015年9月16日;145:w14183.)から得たUZHウェブツールを使用することによって解析し
た。図13Bは、個別に解析された、University Hospital Zurichから得た40人の更なる転
移性悪性黒色腫患者から得た癌患者データのプロットを示す図である。
【図１４】図14は、野生型腫瘍又はトランスジェニック(tg)hGDF15を過剰発現する腫瘍を
有するマウスにおけるCD8aの免疫細胞化学写真を示す図である。組織切片を、抗CD8a(eBi
oscience社から購入した1:100希釈;4SM15抗体)を用いて染色した。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
定義及び一般的技術
　以下に別途定義されない限り、本発明において使用される用語は、当業者に公知のその
一般的な意味に従って理解されなければならない。
【００２６】
　用語「抗体」とは、本明細書において、参照により本明細書に組み込まれるPaul, W.E.
(編):Fundamental Immunology第2版Raven Press、Ltd.、New York 1989年の第7章に一般
的に概説されるように、対象となる抗原と特異的に結合可能である任意の機能的抗体を指
す。特定の制限なく、用語「抗体」は、ニワトリ並びにマウス、ヤギ、非ヒト霊長類及び
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ヒト等の哺乳動物を含む任意の適当な供給源種に由来する抗体を包含する。好ましくは、
抗体はヒト化抗体である。抗体は、好ましくは、当技術分野で周知の方法によって調製で
きるモノクローナル抗体である。用語「抗体」は、IgG-1、-2、-3又は4、IgE、IgA、IgM
又はIgDアイソタイプ抗体を包含する。用語「抗体」は、モノマー抗体(IgD、IgE、IgG等)
又はオリゴマー抗体(IgA又はIgM等)を包含する。用語「抗体」はまた、特定の制限なく、
単離された抗体及び遺伝子操作された抗体、例えばキメラ抗体等の修飾された抗体も包含
する。
【００２７】
　抗体のドメインの命名法は、当技術分野で公知のような用語に従う。抗体の各モノマー
は、当技術分野で一般的に知られるように、2つの重鎖及び2つの軽鎖を含む。これらのう
ち、各重鎖及び軽鎖は、抗原結合にとって重要である可変ドメイン(重鎖についてはVHと
、軽鎖についてはVLと呼ばれる)を含む。これらの重鎖及び軽鎖可変ドメインは、(N末端
からC末端の順に)領域FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3及びFR4(FR、フレームワーク領
域;CDR、超可変領域としても知られる相補性決定領域)を含む。抗体配列内の上記の抗体
領域の同定及び割り当ては、一般に、Kabatら(Sequences of proteins of immunological
 interest、U.S. Dept. of Health and Human Services, Public Health Service、Natio
nal Institutes of Health、Bethesda、Md. 1983年)又はChothiaら(Conformations of im
munoglobulin hypervariable regions. Nature. 1989年12月21～28日;342(6252):877～83
頁)と一致し、又は参照により本明細書に組み込まれる、Giudicelliら(IMGT/V-QUEST、an
 integrated software program for immunoglobulin and T cell receptor V-J and V-D-
J rearrangement analysis. Nucleic Acids Res.2004年7月1日;32(Web Server issue):W4
35-40)に記載されるIMGT/V-QUESTソフトウェアを使用することによって実施できる。上記
で示される抗体領域は、IMGT/V-QUESTソフトウェアを使用することによって同定され、割
り当てられることが好ましい。
【００２８】
　「モノクローナル抗体」は、抗体の本質的に同種の集団に由来する抗体であり、抗体は
、配列が実質的に同一である(すなわち、N末端及びC末端のアミノ酸修飾等の天然に存在
する配列修飾を含有する抗体のわずかな割合を除いて同一である)。単一エピトープ又は
多数の異なるエピトープのいずれかに向けられた異なる抗体の混合物を含有するポリクロ
ーナル抗体とは異なり、モノクローナル抗体は、同一エピトープに向けられ、したがって
、高度に特異的である。用語「モノクローナル抗体」は、(これらに限らないが)例えば、
Kohler及びMilstein(Nature、1975年8月7日;256(5517):495～7頁)又はHarlow及びLane(「
Antibodies: A Laboratory Manual」Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Sprin
g Harbor、New York 1988年)に記載されるハイブリドーマ法によって作製された抗体のよ
うな、単細胞クローンに由来するモノクローナル細胞集団から得られる抗体を含む。モノ
クローナル抗体はまた、Clacksonら(Nature. 1991年8月15日;352(6336):624～8頁)又はMa
rksら(J Mol Biol. 1991年12月5日;222(3):581～97頁)に記載されるもの等のファージデ
ィスプレイ技術を含むその他の適した方法から得ることができる。モノクローナル抗体は
、当技術分野で公知の方法によって、低減されたKd値、最適化された会合及び解離動態学
等の抗原-結合特性について最適化されている抗体であり得る。例えば、Kd値は、親和性
成熟モノクローナル抗体をもたらす、ファージディスプレイを含むディスプレイ法によっ
て最適化できる。用語「モノクローナル抗体」は、起源の特定の種又は起源の1つの単一
種に由来する抗体配列に制限されない。したがって、用語「モノクローナル抗体」の意味
は、ヒト化モノクローナル抗体等のキメラモノクローナル抗体を包含する。
【００２９】
　「ヒト化抗体」は、ヒト配列、及び対象となる抗原(例えば、ヒトGDF-15)に対する結合
特異性を付与する非ヒト配列のわずかな部分を含有する抗体である。通常、ヒト化抗体は
、ヒトアクセプター抗体由来の超可変領域配列を、対象となる抗原(例えば、ヒトGDF-15)
と結合する非ヒトドナー抗体(例えば、マウス、ウサギ、ラットドナー抗体)に由来する超
可変領域配列によって置換することによって作製される。いくつかの場合には、アクセプ
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ター抗体のフレームワーク領域配列もまた、ドナー抗体の対応する配列によって置換され
得る。「ヒト化抗体」は、ドナー及びアクセプター抗体に由来する配列に加えて、その他
の(更なる又は代替)残基又は配列を含有する場合もあり、含有しない場合もある。このよ
うなその他の残基又は配列は、結合特性(例えば、Kd値を低減するように)及び/又は免疫
原性特性(例えば、ヒトにおける抗原性を低減するように)等の抗体特性を更に改善するよ
うに役立ち得る。ヒト化抗体を作製するための方法の非限定例は当技術分野で公知であり
、例えば、Riechmannら(Nature. 1988年3月24日;332(6162):323～7頁)又はJonesら(Natur
e. 1986年5月29日～6月4日;321(6069):522～5頁)に由来するものがある。
【００３０】
　用語「ヒト抗体」は、ヒト可変及び定常ドメイン配列を含有する抗体に関する。この定
義は、結合特性(例えば、Kd値を低減するように)及び/又は免疫原性特性(例えば、ヒトに
おける抗原性を低減するように)等の抗体特性を更に改善するように役立ち得る、単一ア
ミノ酸置換又は修飾を有するヒト配列を有する抗体を包含する。用語「ヒト抗体」は、非
ヒト配列の部分が対象となる抗原に対する結合特異性を付与する、ヒト化抗体を排除する
。
【００３１】
　抗体の「抗原結合部分」とは、本明細書において、抗体の、抗原(例えば、hGDF-15、PD
-1又はPD-L1)と特異的に結合する能力を保持する抗体の部分を指す。この能力は、例えば
、当技術分野で公知の方法によって、抗原との特異的結合について、抗体と競合する抗原
結合部分の能力を決定することによって決定できる。抗原結合部分は、抗体の1つ又は複
数の断片を含有し得る。特に制限なく、抗原結合部分は、組換えDNA法及び抗体の化学的
又は酵素的断片化による調製を含む、当技術分野で公知の任意の適した方法によって製造
できる。抗原結合部分は、Fab断片、F(ab')断片、F(ab')2断片、一本鎖抗体(scFv)、単一
ドメイン抗体、ダイアボディー又は抗原と特異的に結合する抗体の能力を保持する抗体の
任意のその他の部分であり得る。
【００３２】
　「抗体」(例えば、モノクローナル抗体)又は「抗原結合部分」は、誘導体化されていて
も、又は異なる分子と連結されていてもよい。例えば、抗体と連結できる分子は、その他
のタンパク質(例えば、その他の抗体)、分子標識(例えば、蛍光、発光、着色又は放射活
性分子)、医薬品及び/又は毒物である。抗体又は抗原結合部分は、直接(例えば、2種のタ
ンパク質間の融合の形態で)連結してもよく、リンカー(例えば、当技術分野で公知の任意
の適した種類の化学的リンカー)分子を介して連結してもよい。
【００３３】
　本明細書において、用語「結合」又は「結合する」とは、対象となる抗原(例えば、ヒ
トGDF-15)との特異的結合を指す。好ましくはKd値は100nM未満、より好ましくは50nM未満
、更により好ましくは10nM未満、いっそうより好ましくは5nM未満、最も好ましくは2nM未
満である。
【００３４】
　用語「エピトープ」とは、本明細書において、抗体に対する結合部位を形成する抗原の
わずかな部分を指す。
【００３５】
　本発明に関連して、抗体の結合特性を特徴付けする目的で、抗体又はその抗原結合部分
の、対象となる抗原(例えば、ヒトGDF-15)との結合又は競合結合は、好ましくは、以下に
記載されるように参照標準アッセイとして表面プラズモン共鳴測定を使用することによっ
て測定される。
【００３６】
　用語「KD」又は「KD値」とは、当技術分野で公知の平衡解離定数に関する。本発明との
関連で、これらの用語は、特定の対象となる抗原(例えば、ヒトGDF-15)に関する抗体の平
衡解離定数に関する。平衡解離定数は、複合体(例えば、抗原-抗体複合体)の、その構成
成分(例えば、抗原及び抗体)に可逆的に解離する傾向の尺度である。本発明の抗体につい
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ては、KD値(抗原ヒトGDF-15に対するもの等)は、好ましくは、以下に記載されるように、
表面プラズモン共鳴測定を使用することによって決定される。
【００３７】
　「単離された抗体」とは、本明細書において、同定されており、その供給源環境の構成
成分の大部分から(質量で)、例えば、その製造のために使用されたハイブリドーマ細胞培
養物又は異なる細胞培養物(例えば、抗体を組み換え発現するCHO細胞等の産生細胞)の構
成成分から分離されている抗体である。分離は、そうでなければ所望の適用(例えば、本
発明の抗ヒトGDF-15抗体の治療的使用を用いる)に対する抗体の適合性を干渉し得る構成
成分を十分に除去するように実施される。単離された抗体を調製するための方法は当技術
分野で公知であり、プロテインAクロマトグラフィー、陰イオン交換クロマトグラフィー
、陽イオン交換クロマトグラフィー、ウイルス保持性濾過及び限外濾過が挙げられる。好
ましくは、単離された抗体調製物は、ローリータンパク質アッセイを使用することによっ
て測定されるように、少なくとも70%純粋(w/w)、より好ましくは少なくとも80%純粋(w/w)
、更により好ましくは少なくとも90%純粋(w/w)、更により好ましくは少なくとも95%純粋(
w/w)、最も好ましくは少なくとも99%純粋(w/w)である。
【００３８】
　「ダイアボディー」とは、本明細書において、同一鎖上で2つのドメイン間の対合を可
能にするには短すぎるペプチドリンカーによって連結された、同一ポリペプチド鎖上の軽
鎖可変ドメインに連結された重鎖可変ドメインを含む、小さい二価の抗原結合性抗体部分
である。これは、別の鎖の相補的ドメインとの対合及び2つの抗原結合部位を有するダイ
マー分子の組み立てをもたらす。ダイアボディーは、二価で単一特異的である(ヒトGDF-1
5に対する2つの抗原結合部位を有するダイアボディー等)場合もあり、又は二価で二重特
性である(例えば、一方はヒトGDF-15に対する結合部位であり、もう一方は異なる抗原に
対する結合部位である、2つの抗原結合部位を有するダイアボディー)場合もある。ダイア
ボディーの詳細な説明は、Holliger Pら(「「Diabodies」:small bivalent and bispecif
ic fragments」Proc Natl Acad Sci U S A. 1993年7月15日;90(14):6444～8頁)に見出す
ことができる。
【００３９】
　「単一ドメイン抗体」(「Nanobody(商標)」とも呼ばれる)とは、本明細書において、単
一モノマー可変抗体ドメインからなる抗体断片である。単一ドメイン抗体の構造及びそれ
を製造するための方法は、例えば、Holt LJら(「Domain antibodies: proteins for ther
apy」Trends Biotechnol. 2003年11月;21(11):484～90頁)、Saerens Dら(「Single-domai
n antibodies as building blocks for novel therapeutics」Curr Opin Pharmacol. 200
8年10月;8(5):600～8頁. Epub 2008年8月22日)及びArbabi Ghahroudi Mら(「Selection a
nd identification of single domain antibody fragments from camel heavy-chain ant
ibodies」FEBS Lett. 1997年9月15日;414(3):521～6頁)から当技術分野で公知である。
【００４０】
　用語「有意な」、「有意に」等は、本明細書において、当技術分野で公知の適当な方法
によって評価されるような、また本明細書において言及される方法によって評価されるよ
うな値間の統計的に有意な差を指す。
【００４１】
　本発明による用語「含む(comprising)」の各使用は任意選択で、用語「からなる(consi
sting of)」と置換されてもよい。
【００４２】
　用語「癌」及び「癌細胞」は、本明細書において、当技術分野におけるその一般的な意
味と一致して使用される(例えば、参照によりその全文が本明細書に組み込まれる、Weinb
erg R.ら: The Biology of Cancer. Garland Science: New York 2006年、850頁を参照の
こと)。
【００４３】
　本発明に従って臨床アウトカムの予測が提供される癌は、固形癌である。「固形癌」と
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は、1つ又は複数の固形腫瘍を形成する癌である。このような固形腫瘍を形成する固形癌
は一般に、当技術分野で公知である。用語「固形癌」は、癌によって形成された原発腫瘍
、及び転移としても知られる、あり得る続発性腫瘍の両方を包含する。好ましい固形癌は
、黒色腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮癌、胃癌(stomach cancer)、膵臓
癌、肝臓癌、精巣癌、卵巣癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、脳腫瘍、乳癌、胃癌(gastric can
cer)、腎細胞癌、ユーイング肉腫、非小細胞肺癌及び小細胞肺癌からなる群から選択され
、好ましくは、黒色腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮癌、胃癌(stomach c
ancer)、膵臓癌、肝臓癌、精巣癌、卵巣癌、子宮内膜癌及び子宮頸癌からなる群から選択
され、より好ましくは、黒色腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮癌及び胃癌
(stomach cancer)からなる群から選択され、最も好ましくは、黒色腫、結腸直腸癌及び前
立腺癌からなる群から選択される。
【００４４】
　本明細書において言及されるように、用語「脳腫瘍（brain cancer）」とは、当技術分
野で公知のすべての脳腫瘍を指す。これは、これらに限らないが、神経膠腫(WHOグレード
I～IV)、星状細胞腫、髄膜腫及び髄芽腫を含む。
【００４５】
　本明細書において言及されるように、用語「頭頸部癌」とは、当技術分野で公知のすべ
ての頭頸部癌を指す。これは、これらに限らないが、食道癌、口腔扁平上皮癌及び下咽頭
癌を含む。本発明による特に好ましい頭頸部癌は、口腔扁平上皮癌である。
【００４６】
　本明細書において、「癌の治療」又は「癌を治療すること」等の用語は、治療的処置を
指す。
【００４７】
　本明細書において言及されるように、癌の治療は、第一選択療法、第二選択療法又は第
三選択療法又は第三選択療法を超える療法であり得る。これらの用語の意味は当技術分野
で公知であり、米国国立癌研究所(US National Cancer Institute)によって一般に使用さ
れる技術用語に従う。
【００４８】
　癌の治療は、患者において更なる又は二次的治療効果も起こることを排除しない。例え
ば、更なる又は二次的利益は、癌誘発性質量損失に対する影響であり得る。しかし、本明
細書において言及されるような「癌の治療」は、癌自体を治療するためのものであること
、及び任意の二次的又は更なる効果は、癌の治療の任意選択の更なる利点のみを反映する
ということは理解される。
【００４９】
　本発明によって言及されるような癌の治療として、好ましくは、癌免疫療法がある。用
語「癌免疫療法」は当技術分野で公知であり、一般に、患者の免疫系が癌を治療するため
に使用される癌の治療に関する。癌細胞は、癌細胞に対して特異的であり、非癌性細胞の
抗原とは異なる癌細胞抗原を生じさせるゲノム変異を有する。したがって、本発明によっ
て言及される癌免疫療法は、好ましくは、このような癌細胞抗原が免疫系によって認識さ
れ、これらの抗原を発現する癌細胞が免疫系によって死滅させられる癌免疫療法である。
癌免疫療法は、当技術分野で公知の免疫モニタリング法によって、例えば、血液サンプル
中の(例えば、CD8+T細胞及び/又はNK細胞中の)細胞内IFN-γ発現を測定すること、血液サ
ンプル中のCD107a細胞表面発現(例えば、CD8+T細胞及び/又はNK細胞上の)を測定すること
、血液サンプル中の細胞内TNF-α発現(例えば、白血球上の)、血液サンプル中の細胞内イ
ンターロイキン-2発現(例えば、CD8+T細胞中及び/又はCD4+T細胞中の)、血液サンプル中
のCD154細胞表面発現(例えば、CD8+T細胞中及び/又はCD4+T細胞中の)、血液サンプル中の
腫瘍抗原特異的T細胞についてのテトラマー又はデキストラマー(dextramer)染色、自己腫
瘍細胞に対するCTL活性又は腫瘍特異的変異に由来するネオ抗原に対するT細胞の存在を測
定することによって評価され得る。癌免疫療法を評価するための好ましい方法として、Go
uttefangeas Cら:「Flow Cytometry in Cancer Immunotherapy: Applications, Quality 
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Assurance and Future.」(2015年)、Cancer Immunology: Translational Medicine from 
Bench to Bedside (N. Rezaei editor). Springer.第25章:471～486頁の方法及びVan der
 Burg SHら:「Immunoguiding, the final frontier in the immunotherapy of cancer.」
(2014年)、Cancer Immunotherapy meets oncology (CM Britten、S Kreiter、M. Diken &
 HG Rammensee編). Springer International Publishing Switzerland 37～51頁　ISBN: 
978-3-319-05103-1の方法がある。
【００５０】
　本明細書において、「癌免疫療法」は任意選択で、癌を治療するために使用される免疫
系に加えて、癌治療の更なる機序が使用される治療を包含する。癌治療の更なる機序が使
用され得る癌免疫療法の1つの例として、公知の化学療法薬を用いる併用療法がある。公
知の化学療法薬を用いるこのような併用療法は、例えば、癌を治療するために免疫系が使
用される癌の治療だけでなく、癌細胞が前記化学療法薬によって直接的に死滅させられる
癌の治療も含み得る。
【００５１】
　本明細書において言及されるように、「免疫チェックポイントブロッカー治療」とは、
以下に示されるような1種又は複数の免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療であ
る。
【００５２】
　本発明に従って予測するための方法は、好ましくは、免疫チェックポイントブロッカー
治療の開始の前に実施される。
【００５３】
　或いは、本発明に従って予測するための方法はまた、免疫チェックポイントブロッカー
治療が既に開始されている時点で実施され得る。
【００５４】
　したがって、固形癌の免疫チェックポイントブロッカー治療又は固形癌の異なる治療(
例えば、癌に対して医薬上活性であるその他の薬剤を用いる治療)を受ける患者に、本発
明に従って予測するための方法を使用できることは理解されるべきである。しかし、免疫
チェックポイントブロッカー治療工程も、任意のその他の治療工程も、本発明に従って予
測するための方法の一部を形成しないことも理解される。
【００５５】
　本明細書において言及されるように、癌に対して医薬上活性な薬剤は、例えば、既知抗
癌剤及び/又は免疫賦活性分子であり得る。公知の抗癌剤として、これらに限らないが、
シスプラチン、カルボプラチン、オキサリプラチン、メクロレタミン、シクロホスファミ
ド、クロラムブシル及びイホスファミド等のアルキル化剤;アザチオプリン及びメルカプ
プリン等の代謝拮抗剤;ビンカアルカロイド類(例えば、ビンクリスチン、ビンブラスチン
、ビノレルビン及びビンデシン)、タキサン類(例えば、パクリタキセル、ドセタキセル)
エトポシド及びテニポシド等のアルカロイド類;カンプトテシン類(例えば、イリノテカン
及びトポテカン)等のトポイソメラーゼ阻害剤類;アクチノマイシン、アントラサイクリン
、ドキソルビシン、ダウノルビシン、バルルビシン、イダルビシン、エピルビシン、ブレ
オマイシン、プリカマイシン及びマイトマイシン等の細胞傷害性抗生物質類;並びに放射
性同位元素類が挙げられる。
【００５６】
血液サンプル:
　本明細書において言及されるように、用語「血液サンプル」は、これらに限らないが、
全血、血清及び血漿サンプルを含む。血清及び血漿以外の血液画分等のその他のサンプル
種も含む。このようなサンプル及び画分は、当技術分野で公知である。
【００５７】
　本発明による方法のために使用される血液サンプルは、hGDF-15を含有する任意の種類
の血液サンプルであり得る。hGDF-15を含有する適した種類の血液サンプルは当技術分野
で公知であり、血清及び血漿サンプルを含む。或いは、hGDF-15を含有する更なる種類の
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血液サンプルも、例えば、本明細書において開示される方法を使用することによって、こ
れらのサンプル中にhGDF-15が含有されるか否か、及びこれらのサンプル中にどのレベル
のhGDF-15が含有されるかを測定することによって、当業者によって容易に同定され得る
。
【００５８】
　ヒト患者から得られたヒト血液サンプルが、前記免疫チェックポイントブロッカーを受
けていた患者由来のサンプルである場合には、ヒト患者から得られた血液サンプルは、免
疫チェックポイントブロッカー及び/又はその生物学的代謝産物を含有し得る。
【００５９】
　免疫チェックポイントブロッカーは当技術分野で公知であり、当業者によってその存在
を調べることができる。治療用抗体の代謝産物等の薬物の代謝産物の例も公知であり、例
えば、適当な二次抗体を使用することによって検出できる。
【００６０】
臨床アウトカム:
　本発明によれば、ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルを使用して、ヒト癌患者にお
いて免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療の正の臨床アウトカムの確率を予測で
きる。
【００６１】
　本明細書において言及されるように、「正の臨床アウトカム」は、治療的処置の利益の
任意の治療指標であり得る。このような指標は、当技術分野で周知である。
【００６２】
　したがって、本発明によれば、好ましい実施形態では、正の臨床アウトカムは、免疫チ
ェックポイントブロッカー治療に対するヒト癌患者の治療奏効であり得る。
【００６３】
　本実施形態の好ましい一態様では、治療奏効の有無は、治療が、治療された患者におい
て癌成長を阻害するか否かの評価によって評価される。好ましくは、阻害は、当技術分野
で公知の適当な統計検定によって評価されるように統計的に有意である。癌成長の阻害は
、未治療患者の対照グループに対して、本発明によって治療された患者のグループにおけ
る癌成長を比較することによって、又は当技術分野の標準癌治療及び本発明による治療を
施される患者のグループを、当技術分野の標準癌治療のみを施される患者の対照グループ
と比較することによって評価できる。癌成長の阻害を評価するためのこのような研究は、
臨床研究のために承認された標準、例えば、十分な検出力を有する二重盲検無作為化研究
に従って設計される。
【００６４】
　用語「癌成長」とは、本明細書において、癌の任意の測定可能な成長に関する。固形腫
瘍を形成する癌について、「癌成長」は、経時的な腫瘍体積の測定可能な増大に関する。
癌が、単一腫瘍のみを形成した場合には、「癌成長」は、単一腫瘍の体積の増大にのみ関
する。癌が転移等の複数の腫瘍を形成した場合には、「癌成長」は、すべての測定可能な
腫瘍の体積の増大に関する。固形腫瘍については、腫瘍体積は、磁気共鳴画像法及びコン
ピューター断層撮影法(CTスキャン)を含む当技術分野で公知の任意の方法によって測定で
きる。
【００６５】
　この実施形態の極めて好ましい態様では、治療に対する奏効の評価は、固形腫瘍におけ
る効果判定基準、バージョン1.1(RECIST v1.1)(Eisenhauerら: New response evaluation
 criteria in solid tumours: revised RECIST guideline (version 1.1). Eur. J. Canc
er.第45巻、第2号、2009年1月、228～47頁)を使用することによって、レスポンダー及び
ノンレスポンダーの分類に基づいて行う。同様に、これらの基準はまた、本発明による予
測方法にとって極めて好ましい。
【００６６】
　奏効の適当な評価期間は当技術分野で公知であり、特定の固形癌及び前記癌の重症度及
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び癌疾患のそれぞれのステージ等の既知因子を正当に考慮して当業者によって選択される
。例えば、治療奏効は、免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療の開始後1、2、3
、4、5、6、7、8、9、10、11、12、18及び/又は24ヶ月の時点で評価され得る。好ましく
は、治療奏効は、免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療の開始の12週間後又は4
ヶ月後又は6ヶ月後に評価される。逆に、本発明による治療奏効の確率の予測は、上記の
時点のうち1つ又は複数について提供されてもよい。
【００６７】
　別の好ましい実施形態では、正の臨床アウトカムは、免疫チェックポイントブロッカー
治療後のヒト癌患者の生存であり得る。患者グループの生存は、当技術分野で公知の方法
によって、例えば、カプラン・マイヤー曲線によって解析され得る。
【００６８】
　生存の評価のための適当な期間は当技術分野で公知であり、特定の固形癌及び前記癌の
重症度及び癌疾患のそれぞれのステージ等の既知因子を正当に考慮して当業者によって選
択される。例えば、生存、好ましくは短期生存は、例えば免疫チェックポイントブロッカ
ーを用いる治療の開始後1ヶ月、6週間、2ヶ月、3ヶ月、4ヶ月、5ヶ月、6ヶ月、7ヶ月、8
ヶ月、9ヶ月、10ヶ月、11ヶ月、12ヶ月及び/又は18ヶ月後の時点で評価され得る。短期生
存は、好ましくは、免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療の開始後6週間、2ヶ月
、3ヶ月、4ヶ月、5ヶ月又は6ヶ月後に評価される。或いは、生存、好ましくは長期生存は
、例えば免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療の開始後24ヶ月、30ヶ月、36ヶ月
、42ヶ月、48ヶ月、54ヶ月、60ヶ月、6年、7年、8年、9年及び/又は10年の時点で評価さ
れ得る。黒色腫では、長期生存は、好ましくは、免疫チェックポイントブロッカーを用い
る治療の開始後36ヶ月の時点で評価される。逆に、本発明による生存の確率の予測は、こ
れらの時点のうち1つ又は複数について提供されてもよい。
【００６９】
　本発明によれば、更なる実施形態では、「正の臨床アウトカム」は、免疫チェックポイ
ントブロッカー治療後にヒト癌患者の疾患進行がないことであり得る。疾患進行の有無に
ついての指標は当技術分野で公知であり、それぞれの固形癌及び癌疾患のそれぞれのステ
ージを正当に考慮して当業者によって選択される。
【００７０】
本発明による正の臨床アウトカムの確率の予測
　hGDF-15レベルに基づいて本発明によって正の臨床アウトカムの確率を予測するために
、上記で定義される予測するための方法が使用されることが好ましい。
【００７１】
　本発明の方法を実施するために、当技術分野で公知の統計的手法を使用できる。
【００７２】
　これらの方法では、免疫チェックポイントブロッカーを用いて固形癌を患う患者を治療
した1つ又は複数の臨床研究から得られた患者データを、統計モデルを作製するための基
礎として使用できる。次いで、これらのモデルを使用して、正の臨床アウトカムの確率を
予測するための適当なhGDF-15閾値レベルを決定できる。
【００７３】
　例えば、連続予測変数としてhGDF-15レベル(ng/ml)を用いてモデルをフィッティングす
ることによって、コックス比例ハザード生存モデルによって生存を解析できる。
【００７４】
　好ましい実施形態では、生存の確率は、アウトカム変数として全生存(死亡までの時間)
を、連続予測変数としてGDF-15を用いたハザード比(HR)を使用して予測され、GDF-15血清
レベルが1ng/ml増大すると、死亡のリスクが1.27倍増大することが予測される(95%信頼区
間1.10～1.47、P=0.00109)。
【００７５】
　代替実施形態では、生存の確率は、カテゴリー予測変数としてGDF-15に基づくグループ
化変数を使用して、例えば、グループ<1.8ng/ml、1.8{4.2ng/ml、>4.2ng/ml)を用いて予
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測される。
【００７６】
　臨床研究から得た患者データの統計モデルを作製するために本発明に従って使用できる
好ましい統計的手法は、実施例1に開示されている。高度に有意な効果を考慮すると、精
度の低い統計モデルも適している。実施例1に開示される統計的手法は、癌の種類(黒色腫
)、免疫チェックポイントブロッカーの種類、及び実施例において得られた特定の統計値
等の実施例1の特定の特徴に限定されないということは理解される。むしろ、実施例1にお
いて開示されるこれらの方法は、本発明の任意の実施形態と関連して一般に使用できる。
【００７７】
hGDF-15レベル
　本発明によれば、免疫チェックポイントブロッカーを用いて治療されたヒト癌患者にお
けるhGDF-15レベルと正の臨床アウトカムの確率(例えば、生存の確率又は治療奏効の確率
)間に逆相関がある。したがって、本発明によれば、前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15の
レベルの低減は、前記ヒト癌患者における正の臨床アウトカムの確率(例えば、生存の確
率又は治療奏効の確率)の増大を示す。
【００７８】
　したがって、本明細書において、「前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルの低減
は確率の増大を示す」等の用語は、免疫チェックポイントブロッカーを用いて治療された
ヒト癌患者における、前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベル及び正の臨床アウトカ
ムの確率(例えば、生存の確率又は治療奏効の確率)が、逆相間をたどることを意味する。
したがって、前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルが高いほど、正の臨床アウトカ
ムの確率(例えば、生存の確率又は治療奏効の確率)は低い。
【００７９】
　例えば、本明細書において定義される本発明に従って予測するための方法に関連して、
hGDF-15閾値レベルを使用できる。
【００８０】
　本発明によると、hGDF-15レベルと正の臨床アウトカムの間の逆相間は任意の閾値に当
てはまり、したがって、本発明は特定の閾値に制限されない。
【００８１】
　好ましいhGDF-15閾値レベルは、好ましい実施形態において上記で定義されるようなhGD
F-15血清レベルである。
【００８２】
　或いは、正の臨床アウトカムの確率を予測するために上記の統計的手法を使用すること
によって、本発明によるhGDF-15閾値レベルを得る、及び/又は更に調整することができる
。
【００８３】
　hGDF-15閾値レベルは、単一hGDF-15閾値レベルであり得る。本発明はまた、2以上のhGD
F-15閾値レベル、例えば、2、3、4、5、6、7、8、9、10又はそれ以上のhGDF-15閾値レベ
ルの使用も包含する。本発明はまた、hGDF-15閾値レベルの連続体の使用も包含する。こ
のようなhGDF-15閾値レベルの連続体の非限定例は、図3に示されている。
【００８４】
　1種又は複数のhGDF-15閾値レベルのうち単一のhGDF-15閾値レベル各々について、対応
する正の臨床アウトカムの確率(例えば、生存の確率又は治療奏効の確率)を予測できる。
本発明によるhGDF-15閾値レベル等と比較して血液サンプル中のhGDF-15のレベルが低減さ
れる場合、これは、正の臨床アウトカムの確率(例えば、生存の確率又は治療奏効の確率)
が増大される、すなわち、前記hGDF-15閾値レベルについて予測できる正の臨床アウトカ
ムの確率と比較して増大されることを示す。非限定例では、実施例1の図3は、hGDF-15閾
値レベルの連続体及び対応する治療奏効について予測された確率の曲線を例示する。
【００８５】
　更なる非限定例では、治療奏効の確率を、表2に示されるオッズ比等のオッズ比に基づ
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いて予測できる。したがって、0.159～0.698の信頼区間で、連続予測変数としてng/mlで
のhGDF-15の血清レベルについて0.389のオッズ比を使用して治療奏効の確率を予測できる
。
【００８６】
　血液サンプル中のhGDF-15レベルは、当技術分野で公知の任意の方法によって測定でき
る。例えば、血清レベルを含む血液サンプル中のhGDF-15レベルを測定する好ましい方法
は、GDF-15に対する抗体を使用する酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)による、又はGDF-1
5に対する抗体を使用するウエスタンブロッティング(例えば、濃縮血清からのウエスタン
ブロッティング)によるhGDF-15レベルの測定である。このようなELISA法が実施例1に例示
されているが、Luminex技術等のようなビーズベースの方法も含み得る。或いは、血清レ
ベルを含む血液サンプル中のhGDF-15レベルは、GDF-15に対する抗体を使用する公知の電
気化学発光免疫アッセイによって決定してもよい。例えば、このような電気化学発光イム
ノアッセイのために、Roche Elecsys(登録商標)技術を使用できる。その他の可能性ある
方法として、電場におけるタンパク質の分離後の体液からの抗体ベースの検出が挙げられ
る。
【００８７】
　健常なヒト対照個体の中程度のhGDF-15血清レベルは、<0.8ng/mlである。予測される範
囲は、健常なヒト対照では0.2ng/mlから1.2ng/mlの間である(参考文献:Tanno Tら:「Grow
th differentiation factor 15 in erythroid health and disease」Curr Opin Hematol.
 2010年5月;17(3):184～190頁)。
【００８８】
　本発明によれば、好ましいhGDF-15閾値レベルは、1.2ng/mlから8.0ng/mlの間の範囲か
ら選択されるhGDF-15血清レベル、又は1.5ng/mlから7.0ng/mlの間の範囲から選択されるh
GDF-15レベル、又は2.0ng/mlから6.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベル、又
は2.5ng/mlから5.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベル、又は3.0ng/mlから4.0
ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベルである。
【００８９】
　好ましい実施形態では、患者の癌は黒色腫である。この実施形態の好ましい態様では、
hGDF-15閾値レベルは、3.0ng/mlから4.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベル、
好ましくは、3.2ng/mlから3.7ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベル、最も好ま
しくは、3.4ng/mlのhGDF-15レベルである。
【００９０】
　これらのhGDF-15血清レベルについて、本明細書において提供される本発明の開示に基
づいて、その他の血液サンプル中の対応するhGDF-15レベルは、当業者によって(例えば、
その他の血液サンプル中のそれぞれのレベルと、血清中のhGDF-15の相対レベルと比較す
ることによって)日常的に得ることができるということは理解される。したがって、本発
明はまた、好ましいhGDF-15血清レベル及び上記で示される範囲の各々に対応する、血漿
、全血及びその他の血液サンプル中の好ましいhGDF-15レベルを包含する。
【００９１】
本発明によって使用できるhGDF-15と結合可能な抗体
　本発明の方法、装置及びキットは、上記で定義されたような、hGDF-15と結合可能な1種
又は複数の抗体又はその抗原結合部分を使用し得る。
【００９２】
　ヒトGDF-15タンパク質は、有利なことに、モノクローナル抗体(参照によりその全文が
本明細書に組み込まれるWO2014/049087)によってターゲッティングされ得ること及びこの
ような抗体は、組換えヒトGDF-15の約790pMの平衡解離定数によって実証されるような、
ヒトGDF-15に対する高結合親和性を含む有利な特性を有することがこれまでに示された(
参照実施例1を参照のこと)。したがって、好ましい実施形態では、本発明は、hGDF-15と
結合可能な抗体又はその抗原結合部分を使用する。好ましくは、抗体は、hGDF-15と結合
可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分である。
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【００９３】
　したがって、より好ましい実施形態では、本発明によるhGDF-15と結合可能な抗体又は
その抗原結合部分は、ヒトGDF-15と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分
であり、重鎖可変ドメインは、配列番号5のアミノ酸配列又はそれと少なくとも90%同一の
アミノ酸配列を含むCDR3領域を含み、軽鎖可変ドメインは、配列番号7のアミノ酸配列又
はそれと少なくとも85%同一のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む。この実施形態では、
好ましくは、抗体又はその抗原結合部分は、配列番号3のアミノ酸配列を含むCDR1領域及
び配列番号4のアミノ酸配列を含むCDR2領域を含む重鎖可変ドメインを含み、抗体又はそ
の抗原結合部分は、配列番号6のアミノ酸配列を含むCDR1領域及びアミノ酸配列ser-ala-s
erを含むCDR2領域を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００９４】
　したがって、更により好ましい実施形態では、本発明に従うhGDF-15又はその抗原結合
部分と結合可能な抗体は、ヒトGDF-15と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合
部分であり、抗体又はその抗原結合部分は、配列番号3のアミノ酸配列を含むCDR1領域及
び配列番号4のアミノ酸配列を含むCDR2領域及び配列番号5のアミノ酸配列を含むCDR3領域
を含む重鎖可変ドメインを含み、抗体又はその抗原結合部分は、配列番号6のアミノ酸配
列を含むCDR1領域、アミノ酸配列ser-ala-serを含むCDR2領域及び配列番号7のアミノ酸配
列を含むCDR3領域を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００９５】
　ヒトGDF-15と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分の上記の実施形態に
従う別の実施形態では、重鎖可変ドメインは、配列番号1のアミノ酸配列又はそれと85%、
90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%若しくは99%同一の配列を含むFR1、CDR1
、FR2、CDR2及びFR3領域を含む領域を含み、軽鎖可変ドメインは、配列番号2のアミノ酸
配列又はそれと85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%若しくは99%同一の
配列を含む、FR1、CDR1、FR2、CDR2及びFR3領域を含む領域を含む。
【００９６】
　ヒトGDF-15と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分の上記の実施形態に
従う別の実施形態では、重鎖可変ドメインは、配列番号3のアミノ酸配列を含むCDR1領域
及び配列番号4のアミノ酸配列を含むCDR2領域を含み、軽鎖可変ドメインは、配列番号6の
アミノ酸配列を含むCDR1領域及び配列番号7のアミノ酸配列を含むCDR2領域を含む。この
実施形態の好ましい態様では、抗体は、上記で記載される本発明の実施形態のいずれかに
おいて定義されるようなCDR3配列を有し得る。
【００９７】
　ヒトGDF-15と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分に従う別の実施形態
では、抗原結合部分は、単一ドメイン抗体(「Nanobody(商標)」とも呼ばれる)である。こ
の実施形態の一態様では、単一ドメイン抗体は、それぞれ、配列番号3、配列番号4及び配
列番号5のCDR1、CDR2及びCDR3アミノ酸配列を含む。この実施形態の別の態様では、単一
ドメイン抗体は、それぞれ、配列番号6、ser-ala-ser及び配列番号7のCDR1、CDR2及びCDR
3アミノ酸配列を含む。この実施形態の好ましい態様では、単一ドメイン抗体は、ヒト化
抗体である。
【００９８】
　好ましくは、ヒトGDF-15と結合可能な抗体又はその抗原結合部分は、100nM以下、20nM
以下、好ましくは10nM以下、より好ましくは5nM以下、最も好ましくは0.1nMから2nMの間
である、ヒトGDF-15の平衡解離定数を有する。
【００９９】
　ヒトGDF-15と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分の上記の実施形態に
従う別の実施形態では、ヒトGDF-15と結合可能な抗体又はその抗原結合部分は、Deutsche
 Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DMSZ)に受託番号DSM ACC3142
の下で寄託された細胞株B1-23から得ることができるヒトGDF-15に対する抗体と同一のヒ
トGDF-15エピトープと結合する。本明細書において記載されるように、本発明によるヒト
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GDF-15との抗体結合は、参照実施例1に記載される手順に従った、参照標準法として表面
プラズモン共鳴測定によって評価されることが好ましい。ヒトGDF-15上の同一エピトープ
との結合を、細胞株B1-23から得ることができるヒトGDF-15に対する抗体の、及び細胞株B
1-23から得ることができるヒトGDF-15に対する抗体と同一のヒトGDF-15エピトープと結合
すると予測される抗体の、表面プラズモン共鳴競合結合試験によって同様に評価できる。
【０１００】
　極めて好ましい実施形態では、ヒトGDF-15と結合可能な抗体又はその抗原結合部分は、
ヒトGDF-15と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分であり、結合は、配列
番号25及び配列番号26のアミノ酸配列からなるヒトGDF-15上のコンフォメーショナル又は
不連続エピトープとの結合である。この実施形態の好ましい態様では、抗体又はその抗原
結合部分は、上記の実施形態のいずれか1つの配列によって規定されるような抗体又はそ
の抗原結合部分である。
【０１０１】
　上記の実施形態による更なる実施形態では、ヒトGDF-15と結合可能な抗体又はその抗原
結合部分を含む抗体を、例えば、タグ又は標識によって修飾できる。
【０１０２】
　タグは、例えば、ビオチンタグ又はアミノ酸タグであり得る。このような酸タグの非限
定例として、ポリヒスチジン(His-)タグ、FLAG-タグ、血球凝集素(HA)タグ、糖タンパク
質D(gD)タグ及びc-mycタグが挙げられる。タグは種々の目的のために使用できる。例えば
、タグをヒトGDF-15と結合可能な抗体又はその抗原結合部分の精製を補助するために使用
できる。好ましくは、このようなタグは、ヒトGDF-15と結合可能な抗体又はその抗原結合
部分のC末端又はN末端に存在する。
【０１０３】
　本明細書において、用語「標識」は、抗体の検出を容易にできる任意の分子又は分子の
群に関する。例えば、標識は、西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP)、アルカリホスファタ
ーゼ(AP)又はグルコースオキシダーゼ等の酵素性であり得る。酵素的に標識された抗体は
、例えば、酵素結合免疫吸着アッセイにおいて使用され得る。標識はまた、放射性同位元
素、DNA配列(例えば、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)によって抗体を検出するために使用さ
れ得る)、蛍光発生的レポーター及び電気化学発光基(例えば、ルテニウム錯体)であり得
る。標識の代替法として、本発明によって使用される抗体、特に、ヒトGDF-15と結合可能
な抗体又はその抗原結合部分を、例えば、表面プラズモン共鳴測定によって直接的に検出
できる。
【０１０４】
免疫チェックポイントブロッカー
　本発明は、ヒト癌患者における免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療の正の臨
床アウトカムの確率の予測、特に、免疫チェックポイントブロッカー治療に対するヒト癌
患者の治療奏効の確率の予測及び免疫チェックポイントブロッカー治療後のヒト癌患者の
生存の確率の予測に関する。
【０１０５】
　癌細胞は、癌細胞に対して特異的であり、非癌性細胞の抗原とは異なる癌細胞抗原を生
じさせるゲノム変異を有する。したがって、阻害されない無傷の免疫系はこれらの癌細胞
抗原を認識し、その結果、これらの抗原に対する免疫応答が誘発されるはずである。しか
し、ほとんどの癌は、これらの抗原に対する免疫寛容機序を発達させている。癌細胞がこ
のような免疫寛容に達する機序の1つのクラスが、免疫チェックポイントの利用である。
【０１０６】
　「免疫チェックポイント」とは、本明細書において、一般に、免疫応答が阻害され得る
免疫学的機序を意味する。より詳しくは、免疫チェックポイントは、免疫系の分子(又は
免疫系の分子の群)が、免疫系の細胞の活性化を阻害することによって免疫応答を阻害す
ることを特徴とする機序である。免疫系の細胞の活性化を阻害することによって免疫応答
を阻害する免疫系のこのような分子(又は分子の群)はまた、チェックポイント分子として
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も知られる。
【０１０７】
　本明細書において、「免疫チェックポイントブロッカー」は、免疫チェックポイントを
ブロックすることができる分子である。用語「免疫チェックポイントブロッカー」は、本
明細書において、hGDF-15と結合可能な抗体等のhGDF-15阻害剤を指さず、hGDF-15阻害剤
とは異なる分子を意味する。
【０１０８】
　今日までに知られている最も一般的な免疫チェックポイントブロッカーは、ヒトPD-1の
阻害剤及びヒトPD-L1の阻害剤等の免疫チェックポイント分子の阻害剤である。更なる免
疫チェックポイントブロッカーとして、抗LAG-3、抗B7H3、抗TIM3、抗VISTA、抗TIGIT、
抗KIR、抗CD27、抗CD137並びにIDOの阻害剤がある。したがって、本発明によって言及さ
れるように、免疫チェックポイントブロッカーの好ましい形態は、免疫チェックポイント
分子の阻害剤である。或いは、免疫チェックポイントブロッカーは、免疫チェックポイン
トを無効にする同時刺激シグナルのアクチベーターであり得る。
【０１０９】
　好ましい免疫チェックポイントブロッカーとして、ヒトPD-1の阻害剤及びヒトPD-L1の
阻害剤がある。本発明の実施形態のすべてに従う1つの好ましい実施形態では、免疫チェ
ックポイントブロッカーはヒトCTLA4の阻害剤ではない。
【０１１０】
　本明細書において、「ヒトPD-1の阻害剤」は、ヒトPD-1の機能を特異的に阻害可能であ
る任意の分子であり得る。このような分子の非限定例として、ヒトPD-1と結合可能な抗体
及びヒトPD-1と結合可能なDARPins(Designed Ankyrin Repeat Proteins)がある。好まし
くは、本発明によって言及されるPD-1の阻害剤は、ヒトPD-1と結合可能な抗体、より好ま
しくは、ヒトPD-1と結合可能なモノクローナル抗体である。最も好ましくは、ヒトPD-1と
結合可能なモノクローナル抗体は、ニボルマブ、ペムブロリズマブ、ピディリズマブ及び
AMP-224からなる群から選択される。
【０１１１】
　本明細書において、「ヒトPD-L1の阻害剤」は、ヒトPD-L1の機能を特異的に阻害可能で
ある任意の分子であり得る。このような分子の非限定例として、ヒトPD-L1と結合可能な
抗体及びヒトPD-L1と結合可能なDARPins(Designed Ankyrin Repeat Proteins)がある。好
ましくは、本発明によって言及されるヒトPD-L1の阻害剤は、ヒトPD-L1と結合可能な抗体
、より好ましくは、ヒトPD-L1と結合可能なモノクローナル抗体である。最も好ましくは
、ヒトPD-L1と結合可能なモノクローナル抗体は、BMS-936559、MPDL3280A、MEDI4736及び
MSB0010718Cからなる群から選択される。
【０１１２】
方法及び技術
　一般に、本明細書において別に定義されない限り、本発明において使用される方法(例
えば、抗体に関するクローニング法)は、当技術分野で公知の手順、例えば、すべて参照
により本明細書に組み込まれる、Sambrookら(「Molecular Cloning: A Laboratory Manua
l」第2版、Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harbor、New York 1989
年)、Ausubelら(「Current Protocols in Molecular Biology」Greene Publishing Assoc
iates and Wiley Interscience; New York 1992年)並びにHarlow及びLane(「Antibodies:
A Laboratory Manual」Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harbor、Ne
w York 1988年)に記載される手順に従って実施される。
【０１１３】
　抗体のそのそれぞれの標的タンパク質との結合は、当技術分野で公知の方法によって評
価できる。モノクローナル抗体のそのそれぞれの標的との結合は、表面プラズモン共鳴測
定によって評価されることが好ましい。これらの測定は、参照実施例1において抗ヒトGDF
-15 mAb-B1-23について例示されるように、Biorad ProteOn XPR36システム及びBiorad GL
Cセンサーチップを使用することによって実施されることが好ましい。
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【０１１４】
　本発明の配列の配列アラインメントは、BLASTアルゴリズム(Altschulら(1990)「Basic 
local alignment search tool」Journal of Molecular Biology 215.403～410頁;Altschu
lら:(1997年) Gapped BLAST and PSI-BLAST:a new generation of protein database sea
rch programs. Nucleic Acids Res. 25:3389～3402頁、それらのすべては、参照により本
明細書に組み込まれる)を使用することによって実施される。好ましくは、以下のパラメ
ータを使用する:最大標的配列10;ワードサイズ3;BLOSUM 62マトリックス;ギャップコスト
:存在11、伸長1;条件付き組成スコアマトリックス補正(conditional compositional scor
e matrix adjustment)。したがって、配列に関連して使用される場合、「同一性」又は「
同一の」等の用語は、BLASTアルゴリズムを使用することによって得られた同一性の値を
指す。
【０１１５】
　本発明のモノクローナル抗体は、これに限らないが、Siegel DL(「Recombinant monocl
onal antibody technology」Transfus Clin Biol. 2002年1月;9(1):15～22頁、それらは
参照により本明細書に組み込まれる)において言及される方法を含む当技術分野で公知の
任意の方法によって作製できる。一実施形態では、本発明の抗体は、ブダペスト条約の下
、Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DMSZ)に受託番号DS
M ACC3142の下で寄託されたハイブリドーマ細胞株B1-23によって作製される。寄託は、20
11年9月29日に提出された。
【０１１６】
　ヒトGDF-15(hGDF-15)のレベルは、(これらに限らないが)ヒトGDF-15に由来するタンパ
ク質又はペプチドの質量分析、ヒトGDF-15に対して特異的な抗体を使用するウエスタンブ
ロッティング、ヒトGDF-15に対して特異的な抗体を使用するストリップ試験又はヒトGDF-
15に対して特異的な抗体を使用する免疫細胞化学を含む方法による、hGDF-15タンパク質
レベルの測定を含む当技術分野で公知の任意の方法によって測定できる。hGDF-15血清レ
ベルを測定する好ましい方法は、GDF-15に対する抗体を使用することによる酵素結合免疫
吸着アッセイ(ELISA)によるhGDF-15血清レベルの測定である。このようなELISA法は、実
施例1に例示されている。或いは、hGDF-15血清レベルは、GDF-15に対する抗体を使用する
公知の電気化学発光イムノアッセイによって決定できる。例えば、このような電気化学発
光イムノアッセイのために、Roche Elecsys(登録商標)技術を使用できる。
【０１１７】
本発明の装置
　本発明はまた、上記で定義される装置に関する。
【０１１８】
　本発明の装置は、本発明の方法を実施するように構成される任意の装置であり得る。
【０１１９】
　本明細書において、用語「実施するように構成される」とは、装置が、列挙された方法
工程のために特別に構成されることを意味する。例えば、特定の閾値レベルを使用する方
法を実施するように構成された装置は、その特定の閾値を使用するように特別に構成され
る。ELISA測定のためには、吸収を測定できる任意のリーダーが適しているであろう。ビ
ーズベースのアッセイのためには、Luminex分析器又はフローサイトメーターを使用でき
るであろう。
【０１２０】
　好ましい実施形態では、装置は、これらに限らないが、Cobas(登録商標)4000、Cobas(
登録商標)6000、Cobas(登録商標)8000、Cobas c 111及びCobas INTEGRA(登録商標)400 pl
usシリーズの分析器を含むCobas(登録商標)分析器等の電気化学発光(Elecsys(登録商標))
分析器である。
【０１２１】
本発明のキット
　本発明はまた、上記で定義されるキットに関する。
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【０１２２】
　キット中に含有される組換えhGDF-15は、好適に較正目的で使用できる形態で存在し得
る。例えば、0～15ng/mlの範囲中のいくつかの濃度、例えば、0～1ng/mlの範囲中の少な
くとも1つの濃度、1～3ng/mlの範囲中の少なくとも1つの濃度、3～6ng/mlの範囲中の少な
くとも1つの濃度、好ましくは、6～10ng/mlの範囲中の少なくとも1つの更なる濃度に及ぶ
、より好ましくは、10～15ng/mlの範囲中の少なくとも1つの更なる濃度を更に含むストッ
ク溶液の形態で存在し得る。
【０１２３】
　これらの濃度の複数のhGDF-15溶液を用いる較正は、不十分な予測される臨床アウトカ
ムを伴う、患者の血清中で観察される高濃度のhGDF-15により正確な測定にとって特に有
利となる。
【０１２４】
配列
　本出願において言及されるアミノ酸配列は以下の通りである(N末端からC末端の順で;一
文字アミノ酸コードで表される):
　配列番号1 (モノクローナル抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23のポリペプチド配列に由来するFR1
、CDR1、FR2、CDR2及びFR3領域を含む重鎖可変ドメインの領域):
QVKLQQSGPGILQSSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPTLKSRLTISKDPSRNQV
FLKITSVDTADTATYYC
　配列番号2 (モノクローナル抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23のポリペプチド配列に由来するFR1
、CDR1、FR2、CDR2及びFR3領域を含む軽鎖可変ドメインの領域):
DIVLTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGTNVAWFLQKPGQSPKALIYSASYRYSGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNVQS
EDLAEYFC
　配列番号3 (モノクローナル抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23の重鎖CDR1領域ペプチド配列):
GFSLSTSGMG
　配列番号4 (モノクローナル抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23の重鎖CDR2領域ペプチド配列):
IYWDDDK
　配列番号5 (モノクローナル抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23の重鎖CDR3領域ペプチド配列):
ARSSYGAMDY
　配列番号6 (モノクローナル抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23の軽鎖CDR1領域ペプチド配列):
QNVGTN
　モノクローナル抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23の軽鎖CDR2領域ペプチド配列:
SAS
　配列番号7 (モノクローナル抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23の軽鎖CDR3領域ペプチド配列):
QQYNNFPYT
　配列番号8 (組換え成熟ヒトGDF-15タンパク質):
GSARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCC
VPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
　配列番号9 (ヒトGDF-15前駆体タンパク質):
MPGQELRTVNGSQMLLVLLVLSWLPHGGALSLAEASRASFPGPSELHSEDSRFRELRKRYEDLLTRLRANQSWEDSNTDL
VPAPAVRILTPEVRLGSGGHLHLRISRAALPEGLPEASRLHRALFRLSPTASRSWDVTRPLRRQLSLARPQAPALHLRLS
PPPSQSDQLLAESSSARPQLELHLRPQAARGRRRARARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMC
IGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
　配列番号10 (ヒトGDF-15前駆体タンパク質+N末端及びC末端GSGSリンカー):
GSGSGSGMPGQELRTVNGSQMLLVLLVLSWLPHGGALSLAEASRASFPGPSELHSEDSRFRELRKRYEDLLTRLRANQSW
EDSNTDLVPAPAVRILTPEVRLGSGGHLHLRISRAALPEGLPEASRLHRALFRLSPTASRSWDVTRPLRRQLSLARPQAP
ALHLRLSPPPSQSDQLLAESSSARPQLELHLRPQAARGRRRARARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPR
EVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCIGSGSG
SG
　配列番号11 (Flagペプチド):DYKDDDDKGG
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　配列番号12 (HAペプチド):YPYDVPDYAG
　配列番号13 (ヒトGDF-15由来ペプチド):ELHLRPQAARGRR
　配列番号14 (ヒトGDF-15由来ペプチド):LHLRPQAARGRRR
　配列番号15 (ヒトGDF-15由来ペプチド):HLRPQAARGRRRA
　配列番号16 (ヒトGDF-15由来ペプチド):LRPQAARGRRRAR
　配列番号17 (ヒトGDF-15由来ペプチド):RPQAARGRRRARA
　配列番号18 (ヒトGDF-15由来ペプチド):PQAARGRRRARAR
　配列番号19 (ヒトGDF-15由来ペプチド):QAARGRRRARARN
　配列番号20 (ヒトGDF-15由来ペプチド):MHAQIKTSLHRLK
　配列番号25 (B1-23と結合するGDF-15エピトープの一部を含むGDF-15ペプチド):
EVQVTMCIGACPSQFR
　配列番号26 (B1-23と結合するGDF-15エピトープの一部を含むGDF-15ペプチド):
TDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
【０１２５】
　本出願において言及される核酸配列は以下の通りである(5'から3'の順に;標準核酸コー
ドに従って表される):
　配列番号21 (配列番号1において定義されるアミノ酸配列をコードするDNAヌクレオチド
配列):
CAAGTGAAGCTGCAGCAGTCAGGCCCTGGGATATTGCAGTCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTTCTTTCTCTGGGTT
TTCACTGAGTACTTCTGGTATGGGTGTGAGCTGGATTCGTCAGCCTTCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTT
ACTGGGATGATGACAAGCGCTATAACCCAACCCTGAAGAGCCGGCTCACAATCTCCAAGGATCCCTCCAGAAACCAGGTA
TTCCTCAAGATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCACATACTACTGT
　配列番号22 (配列番号2において定義されるアミノ酸配列をコードするDNAヌクレオチド
配列):
GACATTGTGCTCACCCAGTCTCCAAAATTCATGTCCACATCAGTAGGAGACAGGGTCAGCGTCACCTGCAAGGCCAGTCA
GAATGTGGGTACTAATGTGGCCTGGTTTCTACAGAAACCAGGGCAATCTCCTAAAGCACTTATTTACTCGGCATCCTACC
GGTACAGTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAACGTGCAGTCT
GAAGACTTGGCAGAGTATTTCTGT
　配列番号23 (配列番号5において定義されるアミノ酸配列をコードするDNAヌクレオチド
配列):
GCTCGAAGTTCCTACGGGGCAATGGACTAC
　配列番号24 (配列番号7において定義されるアミノ酸配列をコードするDNAヌクレオチド
配列):
CAGCAATATAACAACTTTCCGTACACG
【実施例】
【０１２６】
　参照実施例1～3は、本発明による方法、キット及び装置において使用できるhGDF-15に
対する抗体を例示する。このhGDF-15抗体は、参照によりその全文が本明細書に組み込ま
れるWO2014/049087から知られているモノクローナル抗体である:
【０１２７】
参照実施例1:GDF-15抗体B1-23の作製及び特徴付け
　GDF-15ノックアウトマウスにおいて抗体B1-23を作製した。組換えヒトGDF-15(配列番号
8)を免疫原として使用した。
【０１２８】
　mAb-B1-23を産生するハイブリドーマ細胞株B1-23は、ブダペスト条約に従い、Julius-M
aximilians-Universitat Wurzburg、Sanderring 2、97070 Wurzburg、Germanyによって、
Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DMSZ)に受託番号DSM 
ACC3142の下で寄託された。
【０１２９】
　市販の試験ストリップシステムによって、B1-23を、IgG2a(κ鎖)アイソタイプとして同
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定した。表面プラズモン共鳴測定を使用して、解離定数(Kd)を以下の通りに決定した:
【０１３０】
　Biorad ProteOn XPR36システム及びBiorad GLCセンサーチップを使用する表面プラズモ
ン共鳴測定を用いることによって、本発明のモノクローナル抗ヒト-GDF-15抗体抗ヒトGDF
-15 mAb-B1-23の結合を測定した。
【０１３１】
　バイオセンサーを調製するために、組換え成熟ヒトGDF-15タンパク質をフローセル1及
び2上に固定化した。一方のフローセル上の、バキュロウイルス(Baculvirus)によってト
ランスフェクトされた昆虫細胞(HighFive昆虫細胞)に由来する組換えGDF-15及び大腸菌(E
.coli)における発現に由来するもう一方の組換えタンパク質を使用した。GLCセンサーチ
ップを、スルホ-NHS(N-ヒドロキシスルホスクシンイミド)及びEDC(1-エチル-3-[3-ジメチ
ルアミノプロピル]カルボジイミドヒドロクロリド)(Biorad ProteOnアミンカップリング
キット)を製造業者の推奨に従って使用して活性化し、続いて、センサー表面にタンパク
質を、最大約600RU(1Ru=1pg mm-2)の密度でロードした。次いで未反応のカップリング基
を、1MエタノールアミンpH8.5を用いて灌流することによってクエンチし、チップにラン
ニングバッファーを灌流することによってバイオセンサーを平衡化させた(HBS150と呼ば
れる10M HEPES、150mM NaCl、3.4mM EDTA、0.005% Tween-20、pH7.4)。対照として、2つ
のフローセルを使用し、1つはタンパク質がカップリングされていない空のフローセルで
あり、1つは同一カップリング化学及び同一カップリング密度を使用して固定された非生
理学的タンパク質パートナー(ヒトインターロイキン-5)とカップリングされたフローセル
であった。相互作用測定のために、抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23をHBS150に溶解し、分析物と
して6種の異なる濃度(濃度:0.4、0.8、3、12、49及び98nM)で使用した。断続的な再生を
避けるためにワンショット動力学(one-shot kinetics)設定を使用して分析物をバイオセ
ンサー中に灌流し、すべての測定を25℃で、100μl分-1の流速を使用して実施した。処理
のために、すべてのその他のSPRデータから空のフローセル(フローセル3)のSPRデータを
差し引くことによって、バルクフェイス効果(bulk face effect)及びセンサーマトリック
スとの非特異的結合を除去した。ソフトウェアProteOn Managerバージョン3.0を使用して
得られたセンサーグラムを解析した。結合動力学の解析のために、1:1　ラングミュア型
相互作用を仮定した。会合速度定数については、5.4±0.06×105M-1s-1(kon)の値、解離
速度定数については、4.3±0.03×10-4s-1(koff)の値を決定できた(値は、抗ヒトGDF-15 
mAb-B1-23の、昆虫細胞発現に由来するGDF-15tとの相互作用についてである)。方程式KD=
koff/konを使用して平衡解離定数を算出し、約790pMの値を得た。大腸菌(E.coli)発現由
来のGDF-15と、抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23の相互作用の親和性値は2倍未満異なり、昆虫細
胞及び大腸菌(E.coli)由来のGDF-15の速度定数は約45%逸脱し、したがって、SPR測定の正
確性内にあり、親和性の真の相違を反映しない可能性が高い。使用される条件下で、抗ヒ
トGDF-15 mAb-B1-23はヒトインターロイキン-5との結合を示さず、したがって、相互作用
データ及び抗ヒトGDF-15 mAb-B1-23の特異性が確認される。
【０１３２】
　組換えヒトGDF-15のアミノ酸配列(バキュロウイルスによってトランスフェクトされた
昆虫細胞において発現されたような)は:
GSARNGDHCP LGPGRCCRLH TVRASLEDLG WADWVLSPRE VQVTMCIGAC PSQFRAANMH AQIKTSLHRL KPD
TVPAPCC VPASYNPMVL IQKTDTGVSL QTYDDLLAKD CHCI
である。
(配列番号8)
【０１３３】
　したがって、表面プラズモン共鳴測定を使用して、790pMの解離定数(Kd)を決定した。
比較として、治療上使用した抗体リツキシマブは有意に低い親和性(Kd=8nM)を有する。
【０１３４】
　これまでに、mAb B1-23がin vitroで癌細胞増殖を阻害すること及びmAb B1-23が、in v
ivoで腫瘍の成長を阻害することが示された(WO2014/049087)。
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【０１３５】
参照実施例2:mAb B1-23は、ヒトGDF-15のコンフォメーショナル又は不連続エピトープを
認識する。
　エピトープマッピング:GDF-15に由来する13 merの直鎖状ペプチドに対するモノクロー
ナルマウス抗体GDF-15
【０１３６】
抗原:GDF-15:
GSGSGSGMPGQELRTVNGSQMLLVLLVLSWLPHGGALSLAEASRASFPGPSELHSEDSRFRELRKRYEDLLTRLRANQSW
EDSNTDLVPAPAVRILTPEVRLGSGGHLHLRISRAALPEGLPEASRLHRALFRLSPTASRSWDVTRPLRRQLSLARPQAP
ALHLRLSPPPSQSDQLLAESSSARPQLELHLRPQAARGRRRARARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPR
EVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCIGSGSG
SG(リンカー付きの322アミノ酸)(配列番号10)
【０１３７】
　タンパク質配列は、1個のアミノ酸のシフトを有する13 merのペプチドに翻訳された。
末端切断型ペプチドを避けるためにC末端及びN末端を中性GSGSリンカーによって伸長した
(太字)。
【０１３８】
対照ペプチド:
Flag:DYKDDDDKGG(配列番号13)、78スポット;HA:YPYDVPDYAG(配列番号14)、78スポット(各
アレイコピー)
【０１３９】
ペプチドチップ識別子:
000264_01(10/90、Ala2Aspリンカー)
【０１４０】
染色条件:
　標準バッファー:PBS、pH7.4+0.05% Tween 20
　ブロッキングバッファー:RocklandブロッキングバッファーMB-070
　インキュベーションバッファー:標準バッファー及び10% Rocklandブロッキングバッフ
ァーMB-070
　一次サンプル:モノクローナルマウス抗体GDF-15(1μg/μl):インキュベーションバッフ
ァー中、4℃、1:100の希釈、500rpmでわずかに振盪しながら16時間の染色
　二次抗体:ヤギ抗マウスIgG(H+L)IRDye680、インキュベーションバッファー中、1:5000
の希釈、室温(RT)で30分間の染色
　対照抗体:モノクローナル抗HA(12CA5)-LL-Atto680(1:1000)、モノクローナル抗FLAG(M2
)-FluoProbes752(1:1000);インキュベーションバッファー中、RTで1時間の染色
【０１４１】
スキャナー:
　Odysseyイメージングシステム、LI-COR Biosciences
　設定:オフセット:1mm;解像度:21μm;輝度　緑/赤: 7/7
【０１４２】
結果:
　標準バッファー中での30分及びブロッキングバッファー中での30分の予備膨潤後、10、
12及び15 merのB7H3由来直鎖状ペプチドを有するペプチドアレイを、二次ヤギ抗マウスIg
G(H+L)IRDye680抗体とともに1:5000の希釈でのみ、室温で1時間インキュベートして、二
次抗体のバックグラウンド相互作用を解析した。PEPperCHIP(登録商標)を標準バッファー
を用いて2×1分洗浄し、蒸留水ですすぎ、空気流中で乾燥させた。21μmの解像度及び7/7
の緑/赤輝度でOdysseyイメージングシステムを用いて読み取りを行った:本発明者らは、
高頻度結合剤として知られるアルギニンリッチペプチド(ELHLRPQAARGRR(配列番号15)、LH
LRPQAARGRRR(配列番号16)、HLRPQAARGRRRA(配列番号17)、LRPQAARGRRRAR(配列番号18)、R
PQAARGRRRARA(配列番号19)、PQAARGRRRARAR(配列番号20)及びQAARGRRRARARN(配列番号21)
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)の弱い相互作用を観察し、荷電抗体色素とのイオン性相互作用により塩基性ペプチドMHA
QIKTSLHRLK(配列番号22)を用いた。
【０１４３】
　標準バッファー中で10分の予備膨潤後に、ペプチドマイクロアレイを、1:100の希釈の
モノクローナルマウス抗体GDF-15とともに4℃で一晩インキュベートした。標準バッファ
ーで反復洗浄(2×1分)し、1:5000の希釈の二次抗体とともに室温で30分間インキュベーシ
ョンを続けた。標準バッファーで2×10秒洗浄し、蒸留水で短くすすいだ後、PEPperCHIP(
登録商標)を空気流中で乾燥させた。抗HA及び抗FLAG(M2)抗体による対照ペプチドの染色
の前後に、21μmの解像度及び7/7の緑/赤輝度でOdysseyイメージングシステムを用いて読
み取りを行った。
【０１４４】
　GDF-15に由来する直鎖状の13 merのペプチドのうち、過剰調節された輝度のもとでさえ
、モノクローナルマウス抗体GDF-15と相互作用するものはないと示された。しかし、アレ
イを構成するFlag及びHA対照ペプチドの染色は、良好な均一なスポット輝度を生じさせな
かった。
【０１４５】
まとめ:
　GDF-15に対するモノクローナルマウスGDF-15抗体のエピトープマッピングは、抗原に由
来する13 merのペプチドを有する直鎖状エピトープを全く示さなかった。この知見によれ
ば、モノクローナルマウス抗体GDF-15が、低い親和性の部分的エピトープを有するコンフ
ォメーショナル又は不連続エピトープを認識する可能性が極めて高い。二次抗体のみのバ
ックグラウンド染色を上回る任意のGDF-15シグナルが明らかにないことにより、PepSlide
(登録商標)分析器を用いるスポット輝度の定量化及びそれに続くペプチドアノテーション
を省略した。
【０１４６】
参照実施例3:質量分析的エピトープ切り出し及びエピトープ抽出によるペプチドリガンド
エピトープの構造的同定
　抗体B1-23と結合する組換えヒトGDF-15のエピトープは、エピトープ切り出し法及びエ
ピトープ抽出法によって同定された(Suckauら　Proc Natl Acad Sci U S A. 1990年12月;
87(24):9848～9852頁;R.Stefanescuら、Eur.J.Mass Spectrom. 13、69～75頁(2007年))。
【０１４７】
　抗体カラムの調製のために、抗体B1-23をNHS活性化6-アミノヘキサン酸がカップリング
されたセファロースに添加した。次いで、セファロースがカップリングされた抗体B1-23
を0.8mlマイクロカラム中にロードし、ブロッキング及び洗浄バッファーで洗浄した。
【０１４８】
エピトープ抽出実験:
　組換えヒトGDF-15を、トリプシンを用いて37℃(溶液中)で2時間消化し、タンパク質中
のトリプシン切断部位に従って種々のペプチドが得られた。完全に消化した後、ペプチド
を、固定された抗体B1-23を含有する親和性カラム上にロードした。GDF-15の、結合して
いないペプチド並びに結合している可能性があるペプチドを、質量分析解析に使用した。
質量分析によるペプチドの同定は可能ではなかった。これは、免疫複合体B1-23中のGDF-1
5の結合領域が、不連続又はコンフォメーショナルエピトープを含むという更なる指標で
あった。連続直鎖状エピトープの場合には、消化されたペプチドはエピトープペプチド中
にトリプシン切断部位がない限り、その相互作用パートナーと結合するはずである。不連
続又はコンフォメーショナルエピトープは、以下の部分に記載されるエピトープ切り出し
法によって確認され得る。
【０１４９】
エピトープ切り出し実験:
　次いで、親和性カラム上に固定された抗体B1-23を、組換えGDF-15とともに2時間インキ
ュベートした。次いで、親和性カラム上に形成された免疫複合体を、トリプシンとともに



(33) JP 2018-535404 A 2018.11.29

10

20

30

40

50

37℃で2時間インキュベートした。切断は、組換えGDF-15に由来する種々のペプチドをも
たらした。固定された抗体自体は、タンパク質分解的に安定である。抗体によって遮蔽さ
れ、このように、タンパク質分解による切断から保護された消化されたGDF-15タンパク質
の得られたペプチドを酸性条件下(TFA、pH2)で溶出し、集め、質量分析によって同定した
。
【０１５０】
　MS/MS同定を使用するエピトープ切り出し法は、以下のペプチドをもたらした:
【０１５１】
【表Ａ】

【０１５２】
　抗体B1-23と結合するヒトGDF-15の一部は、不連続又はコンフォメーショナルエピトー
プを含む。質量分析によって、免疫複合体の形成に預かるGDF-15タンパク質中に2つのペ
プチドが同定された。これらのペプチドは、GDF-15アミノ酸配列中の位置40～55(EVQVTMC
IGACPSQFR)及び94～114(TDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI)に限定される。したがって、これら2種
のペプチドは、抗体B1-23と結合するGDF-15タンパク質のエピトープを含む。
【０１５３】
　本発明は、以下の非限定例によって例示される:
【０１５４】
(実施例1)
　イピリムマブ(モノクローナル抗CTLA4抗体)を用いる前治療を受けており、完全奏効を
示すことができなかった、ペムブロリズマブ(モノクローナル抗PD-1抗体)を用いる治療を
受けたヒト黒色腫患者では、hGDF-15血清レベルは、ペムブロリズマブを用いる治療の開
始後4ヶ月の時点で不十分な治療奏効と相関する。
【０１５５】
　本発明者らは、免疫チェックポイントブロッカーを投与されている癌患者が、hGDF-15
の阻害から恩恵を受けることができたか否かを調べるように設定した。この可能性を調べ
るために、イピリムマブ(モノクローナル抗CTLA4抗体)を用いる前治療を受けている、臨
床研究においてペムブロリズマブ(モノクローナル抗PD-1抗体)を用いる治療を受けた黒色
腫患者から得た血清をhGDF-15血清レベルについて分析した。次いで、hGDF-15が免疫チェ
ックポイントブロッカーに対する患者の奏効に影響を及ぼすか否かを調べるために、得ら
れたhGDF-15血清レベルを患者の奏効と相関させた。血清は、ペムブロリズマブを用いる
治療の前に患者から採取した。
【０１５６】
　研究及びその後の解析は以下の通りに実施した:
【０１５７】
臨床研究の組み入れ基準:
　適格な患者は18歳以上であり、組織学的又は細胞学的に確認された切除不能なステージ
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III又はステージIVの黒色腫を有しており、局所療法に適しておらず、最後のイピリムマ
ブ用量(最小2用量、3週間ごとに3mg/kg 1回)の24週以内に疾患進行が確認され、以前のBR
AF又はMEK阻害剤療法又は両方(BRAFV600変異体陽性の場合)、イピリムマブ関連有害事象
のグレード0～1への解決又は改善及び研究薬物の第1の用量の前の少なくとも2週間のプレ
ドニゾン用量10mg/日以下、米国東海岸癌臨床試験グループ(Eastern Cooperative Oncolo
gy Group)(ECOG)実施状態0又は1、固形癌の効果判定基準(Response Evaluation Criteria
 in Solid Tumors)バージョン1.1(RECIST v1.1)で測定可能な疾患、並びに絶対好中球カ
ウント(mLあたり≧1500個細胞)、血小板(mLあたり≧100000個細胞)、ヘモグロビン(≧90g
/L)、血清クレアチニン(≦1・5正常の上限[ULN])、血清総ビリルビン(≦1・5ULN又は総ビ
リルビン濃度>1・5ULNを有する患者について直接ビリルビン≦ULN)、アスパラギン酸及び
アラニンアミノトランスフェラーゼ(≦2・5ULN又は肝臓転移を有する患者について≦5ULN
)、国際標準比又はプロトロンビン時間(抗凝固薬を使用しない場合≦1・5ULN)及び活性化
部分トロンボプラスチン時間(抗凝固薬を使用しない場合≦1・5ULN)、について事前に特
定した範囲内の値とした。患者は、直近の療法の最後の用量とペムブロリズマブの第1の
用量の間に少なくとも4週間のウォッシュアウト期間を有していた。既知活動性脳転移又
は癌性髄膜炎、活動性自己免疫疾患、全身療法を必要とする活動性感染、HIV感染の既知
病歴、活動性B型肝炎ウイルス又はC型肝炎ウイルス感染、12週間よりも長く持続するグレ
ード4イピリムマブ関連有害事象又はグレード3イピリムマブ関連有害事象の病歴、又は任
意のその他の抗PD-1若しくは抗PD-L1療法を用いる以前の治療を有する患者は、研究から
排除された。
【０１５８】
患者の治療:
　上記で定義された組み入れ基準を満たすヒト黒色腫患者(2人の例外を含む)は、イピリ
ムマブ(モノクローナル抗CTLA4抗体)を用いて既に治療されており、完全奏効を示すこと
ができなかった。ペムブロリズマブ(モノクローナル抗PD-1抗体)を、2mg/体重1kg又は10m
g/体重1kgのいずれかで与えた。2つの治療グループ間で用量依存性相違は観察されなかっ
たので、治療された患者を一緒に評価した。
【０１５９】
奏効の判定基準:
　固形癌の効果判定基準(Response Evaluation Criteria in Solid Tumors)バージョン1.
1(RECIST v1.1)を使用して、治療に対するレスポンダー及びノンレスポンダー並びに進行
中の応答を分類した(Eisenhauerら:New response evaluation criteria in solid tumour
s: revised RECIST guideline (version 1.1)、Eur. J. Cancer. 45、第2号、2009年1月
、228～47頁)。
【０１６０】
酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)によるhGDF-15血清レベルの解析:
　酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)によってヒトGDF-15血清レベルを測定した。
【０１６１】
バッファー及び試薬:
　緩衝ブロッキング溶液:PBS中1% BSA(画分V pH7.0、PAA社)
　洗浄溶液:PBS-Tween(0.05%)
　標準:ヒトGDF-15(ストック濃度120μg/ml、R&D Systems社製)
　捕捉抗体:ヒトGDF-15 MAb(クローン147627)R&D Systems社製、マウスIgG2B(カタログ番
号MAB957、R&D Systems社製、ストック濃度360μg/ml)
　検出抗体:ヒトGDF-15ビオチン化された親和性精製されたPAb、ヤギIgG(カタログ番号BA
F940、R&D Systems社製、ストック濃度9μl/ml)
　ストレプトアビジン-HRP(カタログ番号DY998、R&D Systems社製)
　基質溶液:10ml 0.1M NaOAc pH6.0+100μl TMB+2μl H2O2
　停止溶液:1M H2SO4
【０１６２】
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解析手順:
1.プレート調製:
　a.捕捉抗体を、PBSで2μg/mlの作業濃度に希釈した。96ウェルマイクロプレート(Nunc 
maxisorp(登録商標))を、外側の列(A及びH)を除いて、ウェルあたり50μlの希釈捕捉抗体
を用いて直ちにコーティングした。列A及びHを、実験の間のサンプルの蒸発を防ぐために
バッファーで満たした。プレートを穏やかに軽くたたいて、各ウェルの底が完全に覆われ
ることを確実にした。プレートを湿潤チャンバー中に入れ、室温(RT)で一晩インキュベー
トした。
　b.各ウェルを吸引し、PBS-Tween(0.05%)を用いて3回洗浄した。
　c.各ウェルに150μlのブロッキング溶液を添加し、続いて、RTで1時間インキュベート
した。
　d.各ウェルを吸引し、PBS-Tween(0.05%)を用いて3回洗浄した。
【０１６３】
2.アッセイ手順:
　a.標準を調製した。GDF-15を、緩衝ブロッキング溶液で1ng/mlの最終濃度に希釈した(4
.17μl GDF+496μl緩衝ブロッキング溶液)。1:2段階希釈を作製した。
　b.二連のサンプル1:20(6μl+114μl緩衝ブロッキング溶液)を調製した。
　c.ウェルあたり50μlの希釈サンプル又は標準を添加し、続いて、RTで1時間インキュベ
ートした。
【０１６４】
【表Ｂ】

【０１６５】
　a.各ウェルを吸引し、PBS-Tween(0.05%)を用いて3回洗浄した。
　b.検出抗体を、50ng/mlの最終濃度に希釈した(56μl+10mlブロッキングバッファー)。
各ウェルに50μlの希釈検出抗体を添加し、続いて、RTで1時間インキュベートした。
　c.各ウェルを吸引し、PBS-Tween (0.05%)を用いて3回洗浄した。
　d.ストレプトアビジン-HRPを、1:200希釈した(50μl+10mlブロッキングバッファー)。
各ウェルに50μLのストレプトアビジン-HRPの作業希釈を添加し、続いて、RTで20分間イ
ンキュベートした。
　e.各ウェルを吸引し、PBS-Tween(0.05%)を用いて3回洗浄した。
　f.基質溶液を調製した。各ウェルに50μLの基質溶液を添加し、続いて、RTで20分間イ
ンキュベートした。
　g.各ウェルに50μLの停止溶液を添加した。
　h.450nmに設定したマイクロプレートリーダーを使用して、各ウェルの光学濃度を直ち
に調べた。
【０１６６】
3.GDF-15血清力価の算出:
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　a.各サンプル/GDF-15標準希釈を二連で適用した。GDF-15力価を調べるために、2連の平
均を算出し、バックグラウンド(GDF-15を含まないサンプル)を差し引いた。
　b.標準曲線を作製するために、線形範囲から得た値をX-Y-図(X軸:GDF-15濃度、Y軸:OD4
50)にプロットし、線形曲線フィットを適用した。既知濃度を有する標準希釈のOD450値か
ら補間することによって、試験サンプルのGDF-15血清力価を算出した。
　c.サンプルの最終GDF-15濃度を算出するために、それぞれの希釈係数を考慮した。標準
範囲を下回る又は上回るOD値をもたらすサンプルを、適当な希釈で再解析した。
【０１６７】
hGDF-15血清レベルの患者データとの比較:
　次いで、測定されたhGDF-15血清レベルを、研究から得られた患者奏効データと比較し
た。
【０１６８】
　図1は、治療レジメンに対するレスポンダー及びノンレスポンダーのGDF-15血清レベル
を示す。すべての血清サンプルは、抗PD-1抗体を用いる治療の前に得られていた。図から
わかるように、ノンレスポンダーのほとんどは、すべてのレスポンダーよりも高いGDF-15
血清レベルを有する。
【０１６９】
　この結果はまた、それぞれ、<1.8ng/ml、1.8～4.2ng/ml及び>4.2ng/mlのhGDF-15血清レ
ベルを有する患者中のレスポンダー及びノンレスポンダーの数を示す図2に反映されてい
る。
【０１７０】
　これらの知見は、高いGDF-15レベルが不十分な治療奏効と関連していることを示唆した
。したがって、これらの知見をその統計的有意性について試験した:
【０１７１】
hGDF-15血清レベルの患者データとの統計的相関:
データ:
　データ解析は、列(変数)サンプル表示、GDF-15(ng/ml)、レスポンダー/ノンレスポンダ
ー、日数(死亡又は打ち切りまでの)及び進行中(進行中の生命の指数変数)を含有する35人
の患者から得たサンプルから得たデータを含有するデータファイルに基づいていた。ペム
ブロリズマブを用いる治療の開始後4ヶ月の時点で、これらのデータのレスポンダー/ノン
レスポンダー分類を行った。一部の血清サンプルは、解析のわずか前にしか得られなかっ
たので、奏効は29人においてしか評価できなかった。1人の部分レスポンダー(腫瘍の大き
さの>30%低減)は、レスポンダーとして評価した。LDH決定のために、4サンプルは溶血に
より排除されなければならなかった。
【０１７２】
アウトカム変数(エンドポイント):
　a.全生存(死亡までの時間)。このエンドポイントは、データファイルに由来する死亡に
ついてのイベント指標(1=死亡/0=生存)、変数「日数」に対応する、死亡又は打ち切りま
での時間(患者が生存しているとわかっていた最後の時間)から構成される。
　b.治療に対する奏効、例えば、患者がレスポンダーであったか否か(1=レスポンダー、0
=ノンレスポンダーとしてコードされる)。部分レスポンダーは、レスポンダーと考えた。
【０１７３】
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【表Ｃ】

【０１７４】
データ解析:
　全生存をコックス比例ハザード生存モデルによって解析した。あるモデルを連続予測変
数としてGDF-15(ng/ml)を用いて、別のモデルをカテゴリー予測変数としてGDF-15に基づ
くグループ化変数を用いて(グループは<1.8ng/ml、1.8～4.2ng/ml、>4.2ng/mlのGDF-15と
した)フィッティングした。全体で、生存データは35人の患者から入手可能であった。
【０１７５】
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　治療に対する奏効(2値変数)を、二項誤差分布及びロジットリンク関数(ロジスティック
回帰)を用いて一般化線形モデル(GLM)によって解析した。4ヶ月後にRECIST1.1基準によっ
て評価されるような治療に対する奏効について、連続予測変数としてGDF-15(ng/ml)を用
いてモデルをフィッティングした。GDF-15>4.2ng/mlを有するグループにおいて奏効した
患者がなかったので、このグループ対GDF-15<1.8ng/mlのグループについてのオッズ比推
定値は極めて大きくなり、極めて広い信頼区間を有する。カテゴリー予測変数としてGDF-
15に基づくグループ化変数を用いて別のモデルをフィッティングする代わりに、カイ二乗
(χ2)検定を使用して、グループを比較した(レスポンダーの割合の同等性を試験する)。
レスポンダー/ノンレスポンダーの数は極めて小さい(<5)ことがあるので、フィッシャー
の正確確率検定を使用する感度解析を更に行った。最後の4ヶ月内に抗PD-1のみを投与さ
れていた患者は、レスポンダー又はノンレスポンダーとしてまだ分類できなかった。した
がって、29人の患者のみを療法に対する奏効について評価できた。
【０１７６】
　データ解析は、統計ソフトウェアパッケージR(R Core Team、2014、バージョン3.1.0)
を使用して実施した。
【０１７７】
結果:
　表1～2は、連続予測変数としてGDF-15を用いたモデルから得た結果を示す。死亡のハザ
ードは、高濃度のGDF-15について有意に増大した(HR>1、表1)が、治療に対する奏効の確
率は、オッズ比(OR)によって示されるように有意に低下した(OR<1、表2)。図3は、レスポ
ンダー/ノンレスポンダーでの対応するデータ並びにモデルによって予測される治療に対
する奏効の確率を示す。
【０１７８】
　表3は、カテゴリー予測変数としてGDF-15に基づくグループを用いたコックス比例ハザ
ードモデルから得た結果を示す。GDF-15<1.8ng/mlを有するグループは、参照グループと
して使用されている(表中に示されていない)。表3中の2つのハザード比は、1.8から4.2の
間のGDF-15を有するグループ及びGDF-15>4.2を有するグループの参照グループとの比較を
表す。これらのグループの両方において、死亡のハザードは増大されるが(参照グループ
と比較して)、GDF-15>4.2を有するグループより大きな程度までである。図4Aは、3つのグ
ループにおける生存についてのカプラン・マイヤー曲線を示す。
【０１７９】
　レスポンダーの割合は、グループ間で有意に異なっていた(レスポンダー1:χ2

df=2=16.
04、P=0.0003)。この結果は、フィッシャーの正確確率検定の結果によって確認された(P=
0.0003)。グループあたりの死亡及びレスポンダーの数は、Table 1(表1)に示されている
。更に、Table 2(表2)は、各グループのGDF-15のいくつかの記述統計学を示す。
【０１８０】
【表１】

【０１８１】
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【表２】

【０１８２】

【表３】

【０１８３】

【表４】

【０１８４】



(40) JP 2018-535404 A 2018.11.29

10

20

30

40

50

【表５】

【０１８５】
　乳酸デヒドロゲナーゼ(LDH)は、固形腫瘍の予後的に関連するマーカーであると考えら
れる。これは、臨床研究の大きなプール(31,857人の患者)に基づく包括的メタ解析によっ
て最近確認された。すべての疾患サブグループ及びステージにわたって、OSに対するLDH
の上昇の一貫した効果(HR=1.48、95%CI=1.43～1.53)が見られた。更に、非転移性疾患と
比較して転移性疾患においてLDHのより強い予後値への傾向があり、これは、より大きな
腫瘍負荷を反映すると考えられた。正確な機序は未知のままであるが、低酸素、及びワー
ルブルグ効果による代謝のリプログラミングと関連する可能性があり、LDHは、高腫瘍負
荷又は腫瘍の攻撃性を反映すると解釈され得る(Zhang, J.、Yao, Y.-H.、Li, B.-G.、Yan
g, Q.、Zhang, P.-Y.及びWang, H.-T.(2015年).Prognostic value of pretreatment seru
m lactate dehydrogenase level in patients with solid tumors: a systematic review
 and meta-analysis. Scientific Reports 5、9800)。血清LDHレベルは、黒色腫の進行度
診断スキーム中に組み込まれているので、このパラメータは、大学リファレンス研究施設
によって臨床診断の際に日常的に測定される。
【０１８６】
【表６】

【０１８７】
　4つの血液サンプルでは、溶血によりLDH決定は失敗した。
【０１８８】
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　Table 7(表7)は、GDF-15の代わりに治療の奏効(レスポンダー1)の連続予測変数としてL
DHを使用した点を除いて、Table 2(表2)の類似物である。治療に対する奏効の確率は、LD
Hの値が増大するにつれ、わずかではあるが有意に低減した(OR<1、p<0.1)。図5は、レス
ポンダー/ノンレスポンダーでの対応するデータ並びにモデルによって予測される治療に
対する奏効の確率を示す。
【０１８９】
　GDF-15が、治療に対する奏効(レスポンダー1)についてLDHよりも良好な予測変数である
か否かを決定するために、2つの更なるモデルをフィッティングした:予測変数として両方
のマーカーを含有するモデル(自動的に両方のマーカーで測定値を有する患者のみを含む)
及びGDF-15を唯一の予測変数として用いるが、LDHの測定値を有する患者のみを使用する
モデル。次いで、3種すべてのモデルについて赤池情報量基準(Akaike's information cri
terion)(AIC)を算出した(Table 5(表5))。AICが小さいほど、より効率的なモデルを示す
。実際、予測変数として、GDF-15を用いるモデルのAICは、LDHを用いるモデルのAICより
も小さかった。GDF-15のみを用いるモデルは更に、両方の予測変数を用いるモデルよりも
小さいAICを有し、これは、更なる予測変数としてのLDHはモデルを改善しないことを示す
。もちろん、両方の予測変数を用いるモデルが治療に対する奏効をより悪く説明するはず
はないが、「モデル効率」の尺度としてAICは、モデルを相当に改善しない予測変数を用
いるモデルにペナルティーを課し、より簡単なモデルを支持する。逸脱度の解析(分散分
析と同様であるが、一般化線形モデルについてである)によって、すなわち、両方の予測
変数を用いるより複雑なモデルと予測変数の一方のみを用いるより簡単なモデルの両方(L
DH又はGDF-15のいずれかによるモデルの低減に対応する)の間で説明される逸脱度の相違
を比較して、代替モデル比較を行った。より複雑なモデルからGDF-15を除去することは、
説明される逸脱度の有意な低減をもたらしたが(P=0.02)、LDHを除去することはもたらさ
なかった(P=0.41)。
【０１９０】
【表７】

【０１９１】
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【表８】

【０１９２】
　図5Aは、連続予測変数としてLDHを使用する一般化線形モデルによって予測されるよう
な治療に対する奏効(レスポンダー1)の確率を示す。丸はデータを示し、曲線はモデルを
示す。垂直線は、治療奏効の確率が0.5であるLDH濃度を示す。患者コホートは、同一であ
った。しかし、4人の患者では、LDHレベルの信頼のおける決定は溶血のために失敗した。
図5Bは、レスポンダー及びノンレスポンダー並びにそれぞれのhGDF-15及びLDHレベルのグ
ラフを示す。カットオフ値がすべてのレスポンダーを網羅するように選択される場合には
、GDF-15に基づく試験によって、6人(9人のうち)のノンレスポンダーの同定が可能となる
が、LDHレベルに基づく解析は、4人(9人のうち)のノンレスポンダーしか識別できない。L
DH試験については、データの喪失を引き起こす4つの溶血サンプルが排除されなければな
らなかった。
【０１９３】
　したがって、本発明によるhGDF-15レベルに基づく臨床アウトカムの予測は、固形腫瘍
についての診断標準マーカーLDHを上回る以下の利点を含む:
　・LDHレベルと正の臨床アウトカムの間よりも、hGDF-15レベルと正の臨床アウトカムの
間により強い逆統計相関があり、したがって、hGDF-15レベルは、LDHレベルと比較して、
予測について優れている。更に、上記で示される赤池情報量基準(Akaike's information 
criterion)によって反映されるように、hGDF-15レベルは単独で、LDHレベルと組み合わせ
たhGDF-15レベルよりもいっそうより良好な予測変数である。
　・hGDF-15測定は、LDH測定よりも溶血に対して感度が高くなく、したがって、臨床実施
において有利である。
　・hGDF-15レベルは、LDHレベルよりも多数のノンレスポンダーを識別可能にする。LDH
は現在、固形腫瘍の最良の利用可能な臨床マーカーと考えられるので、これらの利点は特
に特筆すべきことである。
【０１９４】
まとめ:
　総合すると、上記の実施例1の統計結果は、治療に対する奏効の確率が、患者血清中のh
GDF-15レベルが増大するにつれ有意に低減することを示した。例えば、Table 2(表2)中に
示される0.389のオッズ比は、hGDF-15血清レベルが1ng/mlだけ増大すると、治療に対する
奏効の確率が元の値の0.389倍の値に低減する、すなわち、約60%低減することを示す。hG
DF-15血清レベルが2ng/mlだけ増大すると、治療に対する奏効の確率が元の値の0.389×0.
389倍=0.151倍の値に低減する、すなわち、約85%低減する。
【０１９５】
　同様に、表1に示される1.27のハザード比は、hGDF-15血清レベルが1ng/mlだけ増大され
ると、患者の死亡の確率が1.27倍増大することを示す。
【０１９６】
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　実施例1の結果は、hGDF-15の血清レベルと、例えば、患者の奏効及び患者の生存を含む
、患者における抗PD-1ベースの免疫療法の正の臨床アウトカムの確率との間に強い逆相関
があることを示す。したがって、本発明によれば、有利なことに、患者由来の血液サンプ
ル中のhGDF-15のレベルを使用して、抗PD-1のような免疫チェックポイントブロッカーを
用いる治療に対する患者の奏効の確率を予測できる。
【０１９７】
　本実施例は、固形腫瘍の一例として黒色腫の結果を示すが、hGDF-15発現は黒色腫に限
定されず、多数のその他の固形癌中にも存在する。同様に、黒色腫以外の固形腫瘍もまた
、免疫チェックポイントブロッカーを用いて治療され得ることが知られている。したがっ
て、本発明によれば、有利なことに、黒色腫においてだけでなく、本明細書において言及
される固形癌のすべてにおいて、患者由来の血液サンプル中のhGDF-15のレベルを使用し
て、免疫チェックポイントブロッカーを用いる治療に対する患者の奏効の確率を予測でき
る。
【０１９８】
(実施例2)
GDF-15レベルは、種々の腫瘍実体の転移中のCD8+腫瘍浸潤リンパ球(TIL)と逆相関する。
　患者の奏効に対するhGDF-15の負の効果の一因となるhGDF-15の機序を同定するために、
種々の固形腫瘍からの脳転移をhGDF-15の発現について、及び免疫系の細胞の存在につい
て解析した:
【０１９９】
組織検体及び組織処理:
　記録保存された脳転移から得た、ホルマリン固定されパラフィン包埋された(FFPE)組織
を解析し、それらは組織マイクロアレイ(TMA)として集められ処理された。すべての検体
は、UCT腫瘍バンク(Goethe-University、Frankfurt am Main、Germany、member of the G
erman Cancer Consortium (DKTK)、Heidelberg、Germany and German Cancer Research C
enter (DKFZ)、Heidelberg、Germany)から、又は癌レジストリー腫瘍バンク「Blut-und G
ewebebank zur Erforschung des malignen Melanoms」(Department of Dermato-oncolgy
、University Hospital Tubingen、Germany)から入手した。この研究の承認は、2つの独
立倫理委員会(倫理委員会UCT Frankfurt /Goethe University Frankfurt am Main、Germa
ny:プロジェクト番号:GS 4/09;SNO_01-12;倫理委員会University of Tubingenプロジェク
ト番号:408/2013BO2)によって付与された。黒色腫(n=98)、NSCLC(n=33)、乳癌(n=18)、RC
C(n=10)、SCLC(n=7)、結腸直腸癌(n=7)、特定不能であった癌(癌NOS n=11)及びその他と
してまとめられた稀な腫瘍の検体(n=6)を含む、脳転移を有する合計190人の患者を調べた
。155人の患者の生存データ(腫瘍切除後の生存時間)を集め、更に、169人の患者における
脳転移の数及び55人の黒色腫患者のサブコホートにおける脳転移の大きさを解析した。
【０２００】
免疫組織化学:
　自動化IHC染色システムDiscovery XT(Roche/Ventana社、Tucson、Arizona、USA)で3μm
厚のスライド及び標準プロトコールを使用して、すべての抗体の免疫組織化学を実施した
。以下の抗体を使用した:抗GDF-15(HPA011191、希釈1:50、Sigma/Atlas社、プロトコール
番号730)、CD3(クローンA0452、希釈1:500、DAKO社、Glostrup,Denmark)、CD8(クローンC
8/144B、希釈1:100、DAKO社、Glostrup、Denmark)、PD-1(クローンNAT105;希釈1:50;Abca
m社、Cambridge、United Kingdom)、PD-L1(E1L3N;希釈1:200;Cell Signaling社、Boston
、U.S.A.)、FOXP3(クローン236A/E7;希釈1:100;eBioscience社、San Diego、U.S.A.)。ス
ライドをヘマトキシリンを用いて対比染色し、マウントした。
【０２０１】
統計解析:
　すべてのサンプルを、染色されたTMAコア上のすべての細胞と関連する陽性細胞の頻度(
パーセンテージとして)に従ってスコア化した。hGDF-15発現については、これまでに詳細
に記載されたような[21,22]スコアを使用した:頻度0～1%　スコア0;1～10%　スコア1;10
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～25%　スコア2;25～50%　スコア3;>50%　スコア4;更に、頻度スコアに染色の強度を乗じ
(1弱い染色、2中程度の染色、3強い染色)、最後に順序尺度化hGDF-15スコア(0、1、2、3
、4、6、8、9、12)を得た。順序尺度化変数を、ノンパラメトリックウィルコクソン/クラ
スカル-ウォリス検定及びダンの方法と比較して、複数の試験について補正した。連続変
数については、ANOVAと、それに続くテューキー-クレーマーHSDポスト-ホック試験を使用
して種々の脳転移実体間で平均を比較した。脳転移の大きさとマーカー発現の相関解析の
ために、線形フィットとそれに続くANOVAを実施し、順序尺度化変数の場合には、スピア
マンのロー相関解析を使用した。すべての統計解析について、p<0.05の有意レベルを設定
した。
【０２０２】
　すべての統計解析を、JMP8及びJMP11(SAS、Cary、U.S.A.)を使用して実施し、Prism 6(
GraphPadソフトウェア、La Jolla、U.S.A.)を用いて更なるグラフを作製した。
【０２０３】
結果:
　図6は、図中に示されるように、それぞれGDF-15並びにT細胞マーカータンパク質CD3及
びCD8について免疫組織化学によって染色された、高いGDF-15免疫反応性を有さない(上の
パネル)又は高いGDF-15免疫反応性を有する(下のパネル)黒色腫脳転移から得た例示的組
織切片を示す。GDF-15発現を有さない切片では、多数の浸潤免疫細胞が暗いスポットとし
て見られる。高レベルのGDF-15を発現する転移を示す写真中で、稀な浸潤免疫細胞が矢印
によって表されている(CD3及びCD8陽性細胞が矢印によって示されている)。図からわかる
ように、驚くべきことに、高いhGDF-15免疫反応性を有する組織切片(下のパネル)では、h
GDF-15免疫反応性がない組織切片(上のパネル)と比較して、CD3+及びCD8+細胞の数が強く
低減されたことが見出された。注目すべきことに、PD-L1、PD-1のような染色されたその
他のマーカーはすべて、腫瘍浸潤性CD3+及びCD8+T細胞の数と正の相関を示した。
【０２０４】
　したがって、次に種々の黒色腫脳転移にわたって、hGDF-15レベルとCD3+T細胞のパーセ
ンテージの間に逆相関が存在するか否かを解析した。図7Aは、GDF-15スコア(「統計解析
」の節において上記で記載されたように得られた)に対するCD3+細胞のパーセンテージの
プロットを示す。図7Aに示されるように、CD3+細胞のパーセンテージとGDF-15スコアの間
に統計的に有意な逆相間があった(p=0.0015)。
【０２０５】
　同様に、種々の黒色腫脳転移にわたって、hGDF-15レベルとCD8+T細胞のパーセンテージ
の間に逆相関が存在するか否かも解析した。図7Bは、GDF-15スコア(「統計解析」の節に
おいて上記のように得られた)に対するCD8+細胞のパーセンテージのプロットを示す。図7
Bに示されるように、CD8+細胞のパーセンテージとGDF-15スコアの間に統計的に有意な逆
相間があった(p=0.0038)。
【０２０６】
　対照的に、スピアマンの順位相関係数(ロー)検定によれば、GDF-15をFOXP3と相関させ
ることは、統計的に有意な結果をもたらさなかった(種々の腫瘍実体にわたって、p=0.849
5;黒色腫転移のみを評価した場合、p=0.2455)。
【０２０７】
　最後に、種々の腫瘍実体からの脳転移にわたって、hGDF-15レベルと、CD8+及びCD3+T細
胞のパーセンテージの間に逆相関が存在するか否かも解析した。図8は、種々の腫瘍実体(
黒色腫、CRC、RCC、乳癌、NSCLC及びSCLC)からの、それぞれ168の(CD3について)又はそれ
ぞれ169の(CD8について)脳転移におけるCD8+及びCD3+T細胞のパーセンテージに対するGDF
-15スコアのプロットを示す。プロットは、「統計解析」の節において上記で記載された
ように得た。図8に示されるように、CD8+細胞のパーセンテージとGDF-15スコアの間の統
計的に有意な逆相関(p=0.0311)並びにCD3+細胞のパーセンテージとGDF-15スコアの間の統
計的に有意な逆相間(p=0.0093)があった。その他のマーカー(PD-L1、PD-1、FOXP3)もやは
り、CD3及びCD8T細胞浸潤との正の相関関係を示した。
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【０２０８】
まとめ:
　上記の結果は、転移におけるhGDF-15の、一般的なT細胞マーカータンパク質CD3を発現
するT細胞のパーセンテージとの逆相関だけでなく、転移におけるCD8+Tリンパ球のパーセ
ンテージとの逆相関もあることを示す。CD8+Tリンパ球の存在は、抗PD-1抗体を用いる免
疫チェックポイント阻害後の腫瘍退縮にとって特別に必要であるとこれまでに示されたの
で、これは特筆すべきことである(Tumehら、Nature. 2014年11月27日; 515(7528):568～7
1頁)。
【０２０９】
　したがって、本発明によれば、hGDF-15レベルと、好適な臨床アウトカム(例えば、患者
の生存又は治療奏効の存在)の逆相関の好ましいが制限されない説明は、hGDF-15が、腫瘍
転移を含む固形腫瘍中のCD8+Tリンパ球のパーセンテージを低減し、それによって、好適
な臨床アウトカム(例えば、患者の生存又は治療奏効の存在)の確率を低減するということ
である。この相関は種々の固形癌実体にわたって観察されるので、本発明は、黒色腫等の
特定の固形癌に限定されない。
【０２１０】
　したがって、本発明は、好ましい実施形態において言及されるような固形腫瘍のすべて
に適用され得る。
【０２１１】
(実施例3)
GDF-15は、T細胞の内皮細胞との接着を低減する。
　本発明者らは次いで、hGDF-15が固形腫瘍中のT細胞のパーセンテージに影響を及ぼす方
法を決定しようと試みた。
【０２１２】
　血流から腫瘍組織へのT細胞の浸潤にとって必要であるステップは、T細胞が内皮と最初
に接着しなくてはならないことであり、その後、それらは腫瘍に入ることができる。この
ステップを刺激するために、またこのステップが、hGDF-15によって影響を受け得るか否
かを評価するために、本発明者らは、T細胞のヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)への接着を測
定するモデル系を使用した:
【０２１３】
T細胞フロー/接着実験(HUVECでの):
1日目:
　a.μ-スライドVI 0.4(ibidi GmbH、Germany)を、フィブロネクチン(100μg/mL):ローデ
ィングポートあたり30μLを用いてコーティングした。それらを37℃で1時間インキュベー
トした(又はプレコーティングされたスライドを使用した)。
　b.フィブロネクチンを吸引し、続いて、HUVEC培地を用いて洗浄した。
　c.6ウェルプレートから得たHUVECをトリプシン処理した(カウント:2×105個/mL(合計2m
L))。
　d.それらを洗浄し、1×106個細胞/mLに希釈した。
　e.30μLのHUVECをμ-スライドVIのローディングポート中に適用し、顕微鏡下でチェッ
クした。
　f.μ-スライドVIを蓋で覆い、37℃、5%CO2iでインキュベートした。
【０２１４】
2日目:
　a.HUVECを、チャネル2～5(以下の表を参照のこと)においてTNFα(10ng/mL)及びIFNγ(1
0ng/mL)を用いて活性化した:チャネルからすべての培地を吸引し、サイトカインを含有す
る予温した培地と置換した。
【０２１５】
3日目:
　a.T細胞を単離した(汎T細胞の陰性単離)。



(46) JP 2018-535404 A 2018.11.29

10

20

30

40

50

　b.T細胞を、GDF-15(100ng/mL)を有する又は有さないウェル1(1×106個細胞/mL)中で1時
間プレインキュベートした。
　c.GDF-15(100ng/mL)を有するチャネル4及び5中でHUVECを1時間プレインキュベートした
:ローディングポート中のすべての培地を吸引し、両ローディングポートをGDF15を含有す
る予温培地で満たした。
　d.顕微鏡に隣接したステージトップインキュベーターを予温し、ガス-ミックスを接続
した(5% CO2、16% O2、79% N2)。
　e.3×50mLシリンジを調製した:
　　i.T細胞(1×106個細胞/mL):1mL
　　ii.T細胞GDF15(1×106個細胞/mL):1mL
　　iii.培地
　f.シリンジ1をチャネル1に接続し(以下の表を参照のこと)、フローを開始した(0.5dyn/
cm2:0.38mL/分=22.8mL/h)。
　g.T細胞を3分間流し、その間に顕微鏡上で10視野を予め定義した。
　h.各視野を5秒間ビデオ録画した。
　i.残りのチャネルを、以下の表において示されるようにT細胞サンプルを用いるチャネ
ル1(f～h)に類似して評価した。
【０２１６】
【表９】

【０２１７】
統計解析:
　非正規分布データの試験のためのマン-ホイットニー検定を使用して、すべてのデータ
を比較した。p<0.05の値を統計的に有意であると考えた。
【０２１８】
結果:
　実験の結果は図9に示されている。この図は、いくつかの接着パラメータ、すなわち
　a.T細胞の内皮細胞との中程度の接着の形態を反映する、秒あたりの視野あたりのロー
リングT細胞数(9A;データはチャネル番号3(「GDF-15」)及びチャネル番号2(「対照」)か
ら入手した)
　b.T細胞と内皮細胞間の接着の制限を増大する、T細胞のローリング速度(0.2秒あたりの
ピクセルで測定された)(9B;データはチャネル番号3(「GDF-15」)及びチャネル番号2(「対
照」)から入手した)、及び
　c.視野あたりの接着細胞数(9C;データはチャネル番号3(「GDF-15」)及びチャネル番号2
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(「対照」)から入手した;及び9D)
の解析を示す。
【０２１９】
　図9Cからわかるように、視野あたりの接着細胞数において反映されるように、hGDF-15
を用いるT細胞の処置は、内皮細胞との接着を有意に低減することがわかった。同様の結
果が、ローリングT細胞数をカウントすることによって接着を解析する場合に得られた(図
9A)。更に、上記の結果に従って、hGDF-15を用いるT細胞の処置は、ローリング速度を有
意に増大することがわかり、これは、T細胞と内皮細胞の間の相互作用時間の低減を示し
、また、T細胞と内皮細胞の間の接着の低減を示す(図9B)。
【０２２０】
　本発明者らは次に、hGDF-15によってどの細胞が標的とされるかを解析した(図9D)。hGD
F-15を用いてHUVECのみが処理されたサンプルでは、T細胞の内皮細胞(HUVEC)との接着の
中程度の低減が観察された。対照的に、hGDF-15を用いてT細胞のみが処理された場合又は
hGDF-15を用いてT細胞及び内皮細胞(HUVEC)の両方が処置された場合のいずれかでは、T細
胞の内皮細胞(HUVEC)との接着の強い低減が観察された。これらの結果は、hGDF-15がT細
胞及び内皮細胞の両方に作用することを示すが、それらはまた、hGDF-15の主な接着効果
はT細胞に対する効果であることも示す。
【０２２１】
　次に本発明者らは、T細胞接着に対する腫瘍細胞によって分泌されるhGDF-15の効果がhG
DF-15阻害剤を用いて阻害され得るか否かを試験した。これを試験するために、本発明者
らは、hGDF-15を分泌する黒色腫細胞株、UACC257を使用した:
【０２２２】
腫瘍細胞上清中のGDF-15の存在下又は不在下でのT細胞フロー/接着実験(HUVECでの):
1日目:
　a.1つのμ-スライドVI 0.4(ibidi GmbH、Germany;以下μ-スライドと呼ぶ)を、フィブ
ロネクチン(100μg/mL):ローディングポートあたり30μLを用いてコーティングした。そ
れらを37℃で1時間インキュベートした(又はプレコーティングされたスライドを使用した
)。
　b.フィブロネクチンを吸引し、続いてHUVEC培地を用いて洗浄した。
　c.6ウェルプレートから得たHUVECをトリプシン処理した(カウント:2×105個/mL (合計2
mL))。
　d.それらを洗浄し、1×106個細胞/mLに希釈した。
　e.30μLのHUVECをμ-スライドVIのローディングポート中に適用し、顕微鏡下でチェッ
クした。
　f.μ-スライドVIを蓋で覆い、37℃、5%CO2でインキュベートした。
【０２２３】
2日目:
　a.HUVECを、μ-スライドのチャネル2～5(以下の表を参照のこと)においてTNFα(10ng/m
L)及びIFNγ(10ng/mL)を用いて活性化した:チャネルからすべての培地を吸引し、サイト
カインを含有する予温した培地と置換した。
【０２２４】
3日目:
　a.T細胞を単離した(汎T細胞の陰性単離)。
　b.並行して、96ウェルELISAプレート(Nunc maxisorb)の24ウェルを、200μLの抗GDF-15
(PBSで希釈した10μg/mL)を用いてコーティングし、45分間インキュベートし、PBSを用い
て洗浄した。
　c.GDF-15を分泌する(データは示されていない)黒色腫細胞株UACC257から得た上清のGDF
-15を枯渇させるために、抗GDF-15を用いてプレコーティングしたELISAプレート(b.を参
照のこと)のウェル中で上清をインキュベートした。
　d.対照として、黒色腫細胞株UACC257の上清を、抗GDF-15を用いてプレコーティングし
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ていないELISAプレート(b.を参照のこと)のウェル中でインキュベートした。
　e.GDF-15を枯渇させた黒色腫細胞株UACC257の上清中で(c.を参照のこと)、又はGDF-15
を含有する黒色腫細胞株UACC257の上清中で(d.を参照のこと)、GDF-15(100ng/mL)ととも
に、GDF-15を伴わずに、12ウェル細胞培養プレート(1×106個細胞/mL)中でT細胞を1時間
プレインキュベートした。
　f.顕微鏡に隣接したステージトップインキュベーターを予温し、ガス-ミックスを接続
した(5% CO2、16% O2、79% N2)。
　g.マイクロ流体フローシステムの4×2mLのチューブを調製した:
　　i.T細胞(1×106個細胞/mL):1mL
　　ii.T細胞GDF15(1×106個細胞/mL):1mL
　　iii.T細胞UACC257(GDF-15を含有する)
　　iv.GDF-15を枯渇させたT細胞UACC257
　h.チューブ1をチャネル1に接続し(以下の表を参照のこと)、フローを開始した(0.4mL/
分=24mL/時間)。
　i.T細胞を3分間流し、その間に顕微鏡上で5視野を予め定義した。
　j.各視野を5秒間ビデオ録画した。
　k.残りのチャネルを、以下の表において示されるようにT細胞サンプルを用いるチャネ
ル1(f～h)に類似して評価した。
【０２２５】
【表１０】

【０２２６】
結果:
　実験の結果は図10に示されている。この図は、秒あたりの視野あたりのローリングT細
胞数の解析を示す。データは、チャネル番号1(「陰性対照」として刺激されていないHUVE
C上の対照T細胞)、チャネル番号2(「陽性対照」として刺激されたHUVEC上の対照T細胞)、
チャネル番号3(「GDF-15」)、チャネル番号4(「UACC257」:分泌されたGDF-15を含有するU
ACC257黒色腫細胞の上清中で培養されたT細胞)及びチャネル番号5(「UACC257+抗hGDF-15
」:抗hGDF-15 B1-23を用いて、分泌されたGDF-15を枯渇させたUACC257黒色腫細胞の上清
中で培養されたT細胞)から得た。
【０２２７】
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　刺激されていないHUVEC上を流されたT細胞と比較して(「陰性対照」;中央値=秒あたり
視野あたり28個のローリング細胞)、刺激されたHUVEC上にT細胞を流すこと(「陽性対照」
)は、秒あたり視野あたりのローリング細胞の数を増大した(中央値=46)。hGDF-15を用い
るT細胞の処置は、秒あたり視野あたりのローリング細胞の数を実質的に低減する(中央値
=29)。また、GDF-15を分泌する黒色腫細胞株UACC257の上清とのT細胞のプレインキュベー
ションは、刺激されたHUVEC上を流れるT細胞(「陽性対照」)と比較して、秒あたりの視野
あたりのローリング細胞数を実質的に低減する(中央値=36)。これとは対照的に、抗GDF-1
5を用いて、分泌されたGDF-15を枯渇させた黒色腫細胞株UACC257の上清とのT細胞のプレ
インキュベーションは、刺激されたHUVEC上を流れるT細胞(陽性対照)に匹敵する、秒あた
り視野あたりのローリング細胞の数(中央値=45)をもたらした。
【０２２８】
まとめ:
　この実施例は、腫瘍細胞によって分泌されたGDF-15を含むhGDF-15が、T細胞の内皮細胞
との接着を低減することを示す。固形癌へのCD8+T細胞の侵入及び固形癌中のこれらのCD8
+T細胞の存在は、免疫チェックポイントブロッカーを使用する治療的アプローチにとって
特に有利であるので、hGDF-15のレベルを使用して、免疫チェックポイントブロッカーを
用いるこれらの癌患者の治療に対する奏効の確率を予測できる。
【０２２９】
(実施例4)
GDF-15血清レベルは、抗PD-1を用いて治療された黒色腫患者の生存を規定する
　この実施例における研究は、実施例1の研究において得られた結果、例えば、hGDF-15が
免疫チェックポイントブロッカーに対する患者の応答に影響を及ぼすという知見を、更な
る独立研究によって更に検証するために実施した。
【０２３０】
　この研究に関連して、以下の用語を使用した:
　「打ち切られた」=更なるフォローアップデータが入手できない場合は、患者を研究コ
ホートから除いた。
　「イベント」=患者が死亡した。
　「生存」=患者がフォローアップで生存していた。
【０２３１】
　将来を見越して、ドイツ中の60を超える皮膚科学センターからの患者を記録する中央悪
性黒色腫レジストリー(Central Malignant Melanoma Registry)(CMMR)データベースにお
いて、組織学的に確認された黒色腫を有する、Department of Dematology、University o
f Tubingen、Germanyからの患者を同定した。(a)記録保存された血清サンプルを有する、
(b)フォローアップデータを入手可能な、(c)採血の時点での局所領域又は遠位転移の病歴
又は存在及び(d)抗PD-1抗体を用いる実験的治療を有する99人の患者を選択した。CMMRに
よるデータ収集の目的及び方法は、これまでに詳細に公開されている(Lasithiotakis,KG
ら、Cancer/107/1331～9. 2006年)。各患者について得られたデータは、年齢、性別、最
後のフォローアップの日付及び該当する場合には死亡の日付及び原因を含んでいた。すべ
ての患者は、CMMRレジストリーによって記録される臨床データを有するための所与の書面
でのインフォームドコンセントを行っていた。施設内倫理委員会Tubingenは研究を承認し
た(倫理的表明125/2015BO2)。適格な患者は年齢18歳以上であり、組織学的又は細胞学的
に確認された切除不能なステージIII又はステージIVの黒色腫を有しており、局所療法に
適しておらず、現在のガイドラインに従う先行療法を受けているにもかかわらず疾患進行
を示した。BRAFV600変異体腫瘍を有する患者は、推奨される第一選択又はBRAF若しくはME
K阻害剤療法を含む実験的治療又は両方を受けていた。該当する場合には、患者が、最小
の2用量、3週間ごとに3mg/kg 1回を投与されていたが、最後のイピリムマブ用量の24週間
以内に確認された疾患進行を示した場合に、イピリムマブを用いる先行治療が失敗したと
考えられた。抗PD-1の投与の前に、イピリムマブ関連有害事象のグレード0～1への解決又
は改善、及び研究薬物の第1の用量の少なくとも2週間前のプレドニゾン用量10mg/日以下
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ology Group)(ECOG)実施状態0又は1、固形癌の効果判定基準(Response Evaluation Crite
ria in Solid Tumors)バージョン1.1(RECIST v1.1)で測定可能な疾患、並びに絶対好中球
カウント(mLあたり≧1500個細胞)、血小板(mLあたり≧100000個細胞)、ヘモグロビン(≧9
0g/L)、血清クレアチニン(≦1・5正常の上限[ULN])、血清総ビリルビン(≦1・5ULN又は総
ビリルビン濃度>1・5ULNを有する患者について直接ビリルビン≦ULN)、アスパラギン酸及
びアラニンアミノトランスフェラーゼ(≦2・5ULN又は肝臓転移を有する患者について≦5U
LN)、国際標準比又はプロトロンビン時間(抗凝固薬を使用しない場合≦1・5ULN)及び活性
化部分トロンボプラスチン時間(抗凝固薬を使用しない場合≦1・5ULN)を有していた。患
者は、直近の療法の最後の用量とペムブロリズマブ又はニボルマブの第1の用量の間に少
なくとも4週間のウォッシュアウト期間を有していた。
【０２３２】
酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)によるhGDF-15血清レベルの解析:
ヒトGDF-15血清レベルを、酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)によって測定した。
【０２３３】
バッファー及び試薬:
　緩衝ブロッキング溶液: PBS中1% BSA(画分V pH7.0、PAA社、Pasching、Austria)
　洗浄溶液:PBS-Tween(0.05%)
　標準:ヒトGDF-15(ストック濃度120μg/ml、R&D Systems社製)
　捕捉抗体:ヒトGDF-15 MAb(クローン147627)、R&D Systems社製、マウスIgG2B(カタログ
番号MAB957、R&D Systems社製、ストック濃度360μg/ml)
　検出抗体:ヒトGDF-15ビオチン化された親和性精製されたPAb、ヤギIgG(カタログ番号BA
F940、R&D Systems社製、ストック濃度9μl/ml)
　ストレプトアビジン-HRP(カタログ番号DY998、R&D Systems社製)
　基質溶液:10ml 0.1M NaOAc pH6.0+100μl TMB+2μl H2O2
　停止溶液:1M H2SO4
【０２３４】
解析手順:
1.プレート調製:
　e.捕捉抗体を、PBSで2μg/mlの作業濃度に希釈した。96ウェルマイクロプレート(Nunc 
maxisorp(登録商標))を、外側の列(A及びH)を除いて、ウェルあたり50μlの希釈捕捉抗体
を用いて直ちにコーティングした。列A及びHを、実験の間のサンプルの蒸発を防ぐために
バッファーで満たした。プレートを穏やかに軽くたたいて、各ウェルの底が完全に覆われ
ることを確実にした。プレートを湿潤チャンバー中に入れ、室温(RT)で一晩インキュベー
トした。
　f.各ウェルを吸引し、PBS-Tween(0.05%)を用いて3回洗浄した。
　g.各ウェルに150μlのブロッキング溶液を添加し、続いて、RTで1時間インキュベート
した。
　h.各ウェルを吸引し、PBS-Tween(0.05%)を用いて3回洗浄した。
【０２３５】
2.アッセイ手順:
　d.標準を調製した。GDF-15を緩衝ブロッキング溶液で1ng/mlの最終濃度に希釈した(4.1
7μl GDF+496μl緩衝ブロッキング溶液)。1:2段階希釈を作製した。
　e.二連のサンプル1:20(6μl+114μl緩衝ブロッキング溶液)を調製した。
　f.ウェルあたり50μlの希釈サンプル又は標準を添加し、続いてRTで1時間インキュベー
トした。
【０２３６】
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【表１１】

【０２３７】
　i.各ウェルを吸引し、PBS-Tween(0.05%)を用いて3回洗浄した。
　j.検出抗体を50ng/mlの最終濃度に希釈した(56μl+10mlブロッキングバッファー)。各
ウェルに50μlの希釈検出抗体を添加し、続いてRTで1時間インキュベートした。
　k.各ウェルを吸引し、PBS-Tween(0.05%)を用いて3回洗浄した。
　l.ストレプトアビジン-HRPを1:200希釈した(50μl+10mlブロッキングバッファー)。各
ウェルに50μLのストレプトアビジン-HRPの作業希釈を添加し、続いてRTで20分間インキ
ュベートした。
　m.各ウェルを吸引し、PBS-Tween(0.05%)を用いて3回洗浄した。
　n.基質溶液を調製した。各ウェルに50μLの基質溶液を添加し、続いてRTで20分間イン
キュベートした。
　o.各ウェルに50μLの停止溶液を添加した。
　p.450nmに設定したマイクロプレートリーダーを使用して、各ウェルの光学濃度を直ち
に決定した。
【０２３８】
3.GDF-15血清力価の算出:
　d.各サンプル/GDF-15標準希釈を二連で適用した。GDF-15力価を決定するために、2連の
平均を算出し、バックグラウンド(GDF-15を含まないサンプル)を差し引いた。
　e.標準曲線を作製するために、線形範囲から得た値をX-Y-図(X軸:GDF-15濃度、Y軸:OD4
50)にプロットし、線形曲線フィットを適用した。既知濃度を有する標準希釈のOD450値か
ら補間することによって、試験サンプルのGDF-15血清力価を算出した。
　f.サンプルの最終GDF-15濃度を算出するために、それぞれの希釈係数を考慮した。標準
範囲を下回る又は上回るOD値をもたらすサンプルを、適当な希釈で再解析した。
【０２３９】
hGDF-15血清レベルの患者データとの比較:
　次いで、測定されたhGDF-15血清レベルを、研究から得られた患者奏効データと比較し
た。
【０２４０】
hGDF-15血清レベルの患者データとの統計的相関:
データ:
　データ解析は、列(変数)サンプル表示、GDF-15(ng/ml)、日数(死亡又は打ち切りまでの
)及び進行中(進行中の生命の指数変数)を含有する99人の患者から得たサンプルからのデ
ータを含有するデータファイルに基づいていた。
【０２４１】
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　a.全生存(死亡までの時間)。このエンドポイントは、データファイルに由来した死亡に
ついてのイベント指標(1=死亡/0=生存)、変数「日数」に対応する、死亡又は打ち切りま
での時間(患者が生存しているとわかっていた最後の時間)から構成される。
【０２４２】
　治療に対する奏効、例えば患者がレスポンダーであったか否か(1=rとしてコードされる
)。
【０２４３】
データ解析:
　生存解析のためのフォローアップ時間は、血液サンプリングの日付から最後のフォロー
アップ(すなわち、患者から得られた最後の情報)又は死亡までと定義した。すべての血液
サンプルは、抗PD1抗体を用いる治療の前の日付内に採取された。OSの解析のために、最
後のフォローアップで生存していた患者を打ち切り、死亡していた患者を「イベント」と
考えた。カプラン・マイヤーに従う累積生存確率を、95%の信頼区間(CI)と一緒に算出し
、両側ログ・ランク検定統計学を使用して比較した。全生存のp値を、両側ログ・ランク
統計学によって算出した。カテゴリー予測変数としてGDF-15に基づくグループ化変数を用
いて、1つのモデルをフィッティングした(グループは、中央値分割に基づいて<1.5ng/ml(
n=62)、≧1.5ng/ml(n=37)又はGDF-15low(n=49)、GDF-15high(n=50)とした)。得られたカ
プラン・マイヤー曲線は図11及び12に示されており、ここでは、打ち切りは垂直線によっ
て示されている。更に、以下の表は、症例のまとめTable 9(表9)、<1.5ng/ml及び≧1.5ng
/mlのGDF-15レベルを有する患者グループの患者生存データ(Table 10(表10)及び11(表11)
)並びに<1.5ng/ml及び≧1.5ng/mlのGDF-15レベルを有する患者グループの全体的な統計的
比較(Table 12(表12))を含有する。
【０２４４】
【表１２】

【０２４５】
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【表１３】

【０２４６】
【表１４】

【０２４７】
【表１５】

【０２４８】
結果及び結論:
　この実施例の上記の統計結果によって、実施例1の結果が更に確認された。例えば、患
者の生存によって示されるような、治療の正の臨床アウトカムの確率は、患者血清中のhG
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DF-15レベルが増大するにつれて有意に低減することが確認された。例えば、Table 12(表
12)は、0.004の有意性レベルによって証明されるように、それぞれ<1.5ng/ml及び≧1.5ng
/mlのGDF-15レベルを有する2つの患者グループ間の生存が有意に異なっていたことを示す
。同様に、Table 9(表9)は、<1.5ng/mlのGDF-15レベルを有するグループでは、より高い
パーセンテージの患者(82.3%)が生存したことを実証し、Table 10(表10)及び11(表11)及
び図11及び12は、<1.5ng/mlのGDF-15レベルを有する患者について、生存時間が≧1.5ng/m
lのGDF-15レベルを有する患者と比較して著しく長かったことを実証する。
【０２４９】
　したがって、この実施例の結果から、hGDF-15の血清レベルと、例えば、患者の奏効及
び患者の生存を含む、患者における抗PD-1ベースの免疫療法の正の臨床アウトカムの確率
の間に強い逆相関があることが更に確認される。したがって、本発明によれば、有利なこ
とに、患者由来の血液サンプル中のhGDF-15のレベルを使用して、抗PD-1のような免疫チ
ェックポイントブロッカーを用いる治療に対する患者の奏効の確率を予測できる。
【０２５０】
(実施例5)
抗PD1抗体を用いて治療されたヒト非小細胞肺癌(NSCLC)患者では、進行性疾患を有する患
者における中央値hGDF-15血清レベルは、部分奏効を示す患者と比較して高い。
　この実施例は、実施例1の研究において得られた結果、例えば、hGDF-15が、免疫チェッ
クポイントブロッカーに対する患者の奏効を予測することを可能にするという知見を、異
なる固形癌における更なる独立研究において更に検証するために実施された。
【０２５１】
患者:
　NSCLC患者を、抗PD1抗体の承認された薬物ラベルに従って、抗PD1抗体を用いて治療し
た。患者は、その他の癌療法を用いて予め治療された患者を含んでいた。NSCLC患者では
完全奏効は稀にしか観察されないという事実により、患者グループはPD-1治療の際に進行
性疾患を示す及び部分奏効を示す患者を含んでいたが、PD-1治療の際に完全奏効を示す患
者は含んでいなかった。
【０２５２】
血清サンプル:
　血清サンプルは、抗PD1抗体を用いる治療の前に患者から採取した。
【０２５３】
酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)によるhGDF-15血清レベルの解析:
　血清サンプル中のhGDF-15血清レベルを、実施例1に記載されるように酵素結合免疫吸着
アッセイ(ELISA)によって解析した。
【０２５４】
結果:
　抗PD-1を用いる治療の際に部分奏効を示す5人の患者から、及び抗PD-1を用いる治療の
際に進行性疾患を示す5人の患者からhGDF-15血清レベルを入手した。とりわけ、部分奏効
を示す患者における中央値hGDF-15血清レベルが0.55ng/mlであったのに対し、進行性疾患
を示す患者における中央値hGDF-15血清レベルは1.56ng/mlであった。したがって、進行性
疾患を示す患者における中央値hGDF-15血清レベルは、部分奏効を示す患者と比較して約2
.8倍高かった。
【０２５５】
結論:
　この実施例の結果から、hGDF-15レベルが、免疫チェックポイントブロッカーに対する
患者の奏効と負に相関することが更に確認される。したがって、本発明によれば、有利な
ことに、患者由来の血液サンプル中のhGDF-15のレベルを使用して、抗PD-1のような免疫
チェックポイントブロッカーを用いる治療に対する患者の奏効の確率を予測できる。この
ような予測は黒色腫について行うことができるだけでなく、NSCLC等の肺癌においても、
また本明細書において言及されるその他の固形癌のすべてにおいても行うことができる。
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【０２５６】
(実施例6)
hGDF-15血清レベルは、腫瘍の遺伝子変異量と有意に相関しない
　遺伝子変異量は、免疫チェックポイントブロッカーに対する癌患者の奏効の公知の正の
予後因子である。一般に、癌細胞は、癌細胞に対して特異的であり、非癌性細胞の抗原と
は異なる癌細胞抗原を生じさせるゲノム変異を有する。高い遺伝子変異量は、多数のこの
ような癌細胞特異的抗原につながる。このような多数の癌細胞特異的抗原を有する癌では
、免疫チェックポイントブロッカーによる免疫応答の刺激は、より癌細胞特異的な抗原が
免疫応答の標的抗原として利用可能であるので特に有効であると考えられる。
【０２５７】
　hGDF-15が単に腫瘍の遺伝子変異量の代替マーカーではないということを更に確認する
ために、またhGDF-15阻害剤を用いる治療が、腫瘍の遺伝子変異量と独立している機序に
よって作用することを更に確認するために、癌患者から得た癌サンプル中のhGDF-15 mRNA
レベルを、癌において同定された体細胞変異の数に対してプロットした。体細胞変異は、
エキソームシーケンシングの使用によって決定した。University Hospital Zurich製のUZ
Hウェブツールを使用することによってデータを解析した(Cheng PFら:Data mining The C
ancer Genome Atlas in the era of precision cancer medicine. Swiss Med Wkly. 2015
年9月16日;145:w14183)。結果は図13に示されている。図13Aは、高悪性度悪性黒色腫を有
する患者のみを考慮するthe Cancer Genome Atlas(TGCA)から入手した癌患者データのプ
ロットを示す(the Cancer Genome Atlasは、Cheng PFら: Data mining The Cancer Genom
e Atlas in the era of precision cancer medicine. Swiss Med Wkly. 2015年9月16日;1
45:w14183の参考文献に記載されている)。GDF-15発現を、RSEM(「期待値最大化によるRNA
 Seq(RNA Seq by expectation maximization)」)ソフトウェアパッケージ(Li B及びDewey
 CN: RSEM: accurate transcript quantification from RNA-Seq data with or without 
a reference genome. BMC Bioinformatics. 2011年8月4日;12:323. doi:10.1186/1471-21
05-12-323)を使用する正規化によって評価した。図13Bは、個別に解析されたUniversity 
Hospital Zurichからの40人の更なる転移性悪性黒色腫患者から得た癌患者データのプロ
ットを示す。
【０２５８】
　とりわけ、図13A及び13Bの両方とも、0.5のp値を示し、これは、癌における遺伝子変異
量とhGDF-15のレベルの間に有意な相関がないことを示す。これらの結果から、hGDF-15は
、単に腫瘍の遺伝子変異量の代替マーカーではないということ、またhGDF-15レベルが、
腫瘍の遺伝子変異量とは独立している方法で免疫チェックポイントブロッカーに対する患
者の奏効を予測することを可能にすることが更に確認される。
【０２５９】
(実施例7)
野生型腫瘍又はヒトGDF-15(過剰)発現腫瘍におけるCD8+T細胞浸潤
　免疫適格性同系マウスC57BL/6の右側腹部に移植された野生型又はヒトGDF-15(過剰)発
現MC38結腸癌細胞のいずれかを使用するパイロット研究では、GDF-15過剰発現は免疫細胞
浸潤の低減と関連していた。野生型腫瘍又はトランスジェニック(tg)hGDF15を過剰発現す
る腫瘍を有する、29日後に屠殺されたマウスにおけるCD8aの免疫細胞化学画像が図14に示
されている。図からわかるように、野生型腫瘍は、トランスジェニック(tg)hGDF15を過剰
発現する腫瘍よりも多くのCD8a陽性細胞を含有していた。
【０２６０】
　これらの結果は、本発明によれば、hGDF-15が固形癌中のCD8+T細胞のパーセンテージを
低減するという知見を更に支持する。したがって、本発明によれば、hGDF-15レベルと、
好適な臨床アウトカム(例えば、患者の生存又は治療奏効の存在)の逆相関の好ましいが制
限されない説明は、hGDF-15が、腫瘍転移を含む固形腫瘍中のCD8+Tリンパ球のパーセンテ
ージを低減し、それによって、好適な臨床アウトカム(例えば、患者の生存又は治療奏効
の存在)の確率を低減するということである。この相関は種々の固形癌実体にわたって観
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察されるので、本発明は、黒色腫等の特定の固形癌に限定されない。
【産業上の利用可能性】
【０２６１】
　本発明による装置及びキットは、診断薬の製造のための公知の基準に従って工業的に製
造し、特許請求される予測方法のための製品として販売してもよい。したがって、本発明
は産業上利用可能である。
【０２６２】
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【表１６】
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【表１９】
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【表２０】

【０２６３】
【表２１】
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【配列表】
2018535404000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成30年5月31日(2018.5.31)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫チェックポイントブロッカー治療に対するヒト癌患者の治療奏効の確率を予測する
ための方法であって、
　a)前記患者から得られたヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルを決定する工程と、
　b)決定された前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルに基づいて、前記治療奏効の
確率を予測する工程とを含み、前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルの低減が、治
療奏効の確率の増大を示し、癌が固形癌である、方法。
【請求項２】
　免疫チェックポイントブロッカー治療後のヒト癌患者の生存の確率を予測するための方
法であって、
　a)前記患者から得られたヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルを決定する工程と、
　b)決定された前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルに基づいて、前記生存の確率
を予測する工程とを含み、前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルの低減が、生存の
確率の増大を示し、癌が固形癌である、方法。
【請求項３】
　工程b)が、工程a)において決定された前記hGDF-15のレベルを、hGDF-15閾値レベルと比
較する工程を含み、工程a)において決定された前記hGDF-15のレベルの、前記hGDF-15閾値
レベルとの比較に基づいて前記確率が予測され、前記hGDF-15閾値レベルと比較して低減
される前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルは、前記確率が、前記hGDF-15閾値レベ
ルでの確率と比較して増大されるか又は前記hGDF-15閾値レベルでの確率を上回ることを
示す、請求項1又は2に記載の方法。
【請求項４】
　ヒト血液サンプルがヒト血清サンプルであり、好ましくは、hGDF-15閾値レベルが、1.2
ng/mlから8.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベルであるか、又はhGDF-15閾値
レベルが、1.5ng/mlから7.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベルであるか、又
はhGDF-15閾値レベルが、2.0ng/mlから6.0ng/mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベル
であるか、又はhGDF-15閾値レベルが、2.5ng/mlから5.0ng/mlの間の範囲から選択されるh
GDF-15レベルであるか、又はhGDF-15閾値レベルが、3.0ng/mlから4.0ng/mlの間の範囲か
ら選択されるhGDF-15レベルである、請求項1から3のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記hGDF-15閾値レベルと比較した前記ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルの低減は
、前記確率の増大が、5%より高い、10%より高い、20%より高い、30%より高い、40%より高
い、50%より高い、60%より高い、70%より高い、80%より高い、又は90%より高い確率であ
ることを示す、請求項1から4のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　固形癌が、黒色腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮癌、胃癌、膵臓癌、肝
臓癌、精巣癌、卵巣癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、脳腫瘍、乳癌、胃癌、腎細胞癌、ユーイ
ング肉腫、非小細胞肺癌及び小細胞肺癌からなる群から選択され、癌が、好ましくは、黒
色腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮癌、胃癌、膵臓癌、肝臓癌、精巣癌、
卵巣癌、子宮内膜癌及び子宮頸癌からなる群から選択され、癌が、より好ましくは、黒色
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腫、結腸直腸癌、前立腺癌、頭頸部癌、尿路上皮癌及び胃癌からなる群から選択され、並
びに/又は、癌が、黒色腫、口腔扁平上皮癌、結腸直腸癌及び前立腺癌からなる群から選
択される、請求項1から5のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　癌が、黒色腫であり、hGDF-15閾値レベルが、3.0ng/mlから4.0ng/mlの間の範囲から選
択されるhGDF-15レベルであり、hGDF-15閾値レベルが、好ましくは、3.2ng/mlから3.7ng/
mlの間の範囲から選択されるhGDF-15レベルであり、hGDF-15閾値レベルが、最も好ましく
は、3.4ng/mlのhGDF-15レベルである、請求項6に記載の方法。
【請求項８】
　工程a)が、hGDF-15と結合可能な1種又は複数の抗体又はその抗原結合部分を使用するこ
とによってhGDF-15のレベルを決定する工程を含み、hGDF-15と結合可能な1種又は複数の
抗体又はその抗原結合部分が、好ましくはhGDF-15と複合体を形成し、及び/又は、
　1種又は複数の抗体が、少なくとも1種のポリクローナル抗体を含み、及び/又は、
　1種又は複数の抗体又はその抗原結合部分が、少なくとも1種のモノクローナル抗体又は
その抗原結合部分を含み、結合は、好ましくは、配列番号25及び配列番号26のアミノ酸配
列に含まれるhGDF-15上のコンフォメーショナル又は不連続エピトープとの結合であり、
好ましくは、抗体又はその抗原結合部分が、配列番号3のアミノ酸配列を含むCDR1領域、
配列番号4のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号5のアミノ酸配列を含むCDR3領域
を含む重鎖可変ドメインを含み、抗体又はその抗原結合部分が、配列番号6のアミノ酸配
列を含むCDR1領域、アミノ酸配列ser-ala-serを含むCDR2領域、及び配列番号7のアミノ酸
配列を含むCDR3領域を含む軽鎖可変ドメインを含む、請求項1から7のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項９】
　免疫チェックポイントブロッカーが、
　i)好ましくは、ヒトPD-1と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分である
、ヒトPD-1の阻害剤、及び
　ii)好ましくは、ヒトPD-L1と結合可能なモノクローナル抗体又はその抗原結合部分であ
る、ヒトPD-L1の阻害剤
からなる群の1種又は複数から選択される、請求項1から8のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　ヒト患者から得られたヒト血液サンプルが、前記免疫チェックポイントブロッカーを受
けていた患者由来のサンプルであり、ヒト患者から得られたヒト血液サンプルが、好まし
くは免疫チェックポイントブロッカー及び/又はその生物学的代謝産物を含有するか、又
は、ヒト患者から得られたヒト血液サンプルが、免疫チェックポイントブロッカーを受け
ていない患者由来のサンプルであるか、又は、方法が、固形癌の免疫チェックポイントブ
ロッカー治療若しくは固形癌の異なる治療の対象である患者に使用される、請求項1から9
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　in vitro方法である、請求項1から10のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　工程a)において、ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルが、酵素結合免疫吸着アッセ
イによって決定される、請求項1から11のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　工程a)において、ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルが、電気化学発光アッセイに
よって決定され、電気化学発光アッセイが、好ましくは、
　　(A)ストレプトアビジンコーティングされたビーズ又はストレプトアビジンコーティ
ングされた常磁性ナノ粒子、
　　(B)hGDF-15と結合可能な、ビオチン化された第1の抗体又はその抗原結合部分、
　　(C)サンプル由来のhGDF-15、及び
　　(D)hGDF-15と結合可能な、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又はその抗原結合部
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分
の間の検出複合体を形成する工程を含むサンドイッチ検出法であり、
　前記検出複合体が構造(A)-(B)-(C)-(D)を有し、ビオチン化された第1の抗体又はその抗
原結合部分が第1のhGDF-15エピトープと結合し、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又
はその抗原結合部分が前記第1のhGDF-15エピトープとは異なる第2のhGDF-15エピトープと
結合し、
　方法が、電気化学発光を測定することによって検出複合体を検出する工程を更に含み、
　ヒト血液サンプル中のhGDF-15のレベルが電気化学発光測定に基づいて決定される、請
求項1から11のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　ヒト血液サンプルがヒト血清サンプルであり、前記治療奏効の確率が、0.159～0.698の
95%信頼区間で、連続予測変数としてng/mlでのhGDF-15の血清レベルについて0.389のオッ
ズ比を使用して予測される、請求項1及び3から13のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　治療奏効が、RECIST基準、バージョン1.1による奏効である、請求項1及び3から14のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　生存の確率が、アウトカム変数として全生存を、連続予測変数としてGDF-15を用いるハ
ザード比を使用して予測され、GDF-15血清レベルの1ng/mlの増大につき、死亡のリスクが
1.10～1.47の95%信頼区間で1.27倍増大することが予測される、請求項2から13のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１７】
　工程a)において、hGDF-15のレベルが、請求項8に定義されるモノクローナル抗体若しく
はその抗原結合断片を用いてhGDF-15を捕捉することと、ポリクローナル抗体を用いてhGD
F-15を検出すること、又はhGDF-15を捕捉する抗体とは異なるエピトープと結合するモノ
クローナル抗体若しくはその抗原結合断片を用いてhGDF-15を検出することとによって決
定される、請求項8から16のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　請求項1から17のいずれか一項に記載の方法を実行するように構成された装置であって
、好ましくは、請求項13に記載の方法を実行するように構成された電気化学発光分析器で
ある、装置。
【請求項１９】
　(i)ストレプトアビジンコーティングされたビーズ、
　(ii)hGDF-15と結合可能な、ビオチン化された第1の抗体又はその抗原結合部分、
　(iii)組換えhGDF-15、
　(iv)hGDF-15と結合可能な、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又はその抗原結合部分
、及び任意選択で、
　(v)使用のための説明書、好ましくは、請求項1から17のいずれか一項に記載の方法にお
ける使用のための説明書
を含む検出キットであって、
　ビオチン化された第1の抗体又はその抗原結合部分が第1のhGDF-15エピトープと結合可
能であり、ルテニウム錯体標識された第2の抗体又はその抗原結合部分が前記第1のhGDF-1
5エピトープとは異なる第2のhGDF-15エピトープと結合可能であり、
　好ましくは、hGDF-15と結合可能な第1の抗体又はその抗原結合部分、及びhGDF-15と結
合可能な第2の抗体又はその抗原結合部分の一方が、モノクローナル抗体又はその抗原結
合部分であり、結合が、配列番号25及び配列番号26のアミノ酸配列に含まれるhGDF-15上
のコンフォメーショナル又は不連続エピトープとの結合であり、好ましくは、モノクロー
ナル抗体又はその抗原結合部分が、配列番号3のアミノ酸配列を含むCDR1領域、配列番号4
のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号5のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重
鎖可変ドメインを含み、モノクローナル抗体又はその抗原結合部分が、配列番号6のアミ
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ノ酸配列を含むCDR1領域、アミノ酸配列ser-ala-serを含むCDR2領域、及び配列番号7のア
ミノ酸配列を含むCDR3領域を含む軽鎖可変ドメインを含む、検出キット。
【請求項２０】
　免疫チェックポイントブロッカーに対するヒト癌患者の奏効を予測するためのin vitro
方法における、請求項19に記載のキットの使用であって、癌が固形癌であり、免疫チェッ
クポイントブロッカーが、好ましくは請求項9に定義されるものである、使用。
【請求項２１】
　免疫チェックポイントブロッカー治療後のヒト癌患者の生存の確率を予測するためのin
 vitro方法における、請求項19に記載のキットの使用であって、癌が固形癌であり、免疫
チェックポイントブロッカーが、好ましくは請求項9に定義されるものである、使用。
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