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(57)【要約】
本発明は、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を予測する方法であって、以下の
工程：
（１）患者からＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬による治療前に採取された血液試料にお
ける、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチドに対する抗体の量を
測定する工程；および
（２）測定した抗体量を基準値と比較する工程、
　ここで、該抗体量が基準値より高い場合、該患者はＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬に
よる治療効果が高いと予測される、
　を含む方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）チロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を予測する方法で
あって、以下の工程を含む方法：
（１）患者からＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬による治療前に採取された血液試料にお
ける、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチドに対する抗体の量を
測定する工程；および
（２）測定した抗体量を基準値と比較する工程、
　ここで、該抗体量が基準値より高い場合、該患者はＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬に
よる治療効果が高いと予測される。
【請求項２】
　ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬がゲフィニチブである、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　患者が非小細胞肺癌患者である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチド若しくはその誘導体が結
合したビーズまたはプレートを用いて抗体の量を測定する、請求項１～３のいずれかに記
載の方法。
【請求項５】
　配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチドまたはその誘導体。
【請求項６】
　請求項５に記載のペプチドまたは誘導体が結合したビーズ。
【請求項７】
　請求項５に記載のペプチドまたは誘導体が結合したプレート。
【請求項８】
　請求項５に記載のペプチド若しくは誘導体または請求項６に記載のビーズを含む、上皮
成長因子受容体（ＥＧＦＲ）チロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を予測するための診断用
組成物。
【請求項９】
　請求項５に記載のペプチド若しくは誘導体、請求項６に記載のビーズ、または請求項７
に記載のプレートを含む、上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）チロシンキナーゼ阻害薬の治
療効果を予測するためのキット。
【請求項１０】
　癌を治療する方法であって、以下の工程を含む方法：
（１）患者から上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）チロシンキナーゼ阻害薬による治療前に
採取された血液試料における、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプ
チドに対する抗体の量を測定する工程；
（２）測定した抗体量を基準値と比較する工程；および
（３）該抗体量が基準値より高かった患者をＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬により治療
する工程。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、上皮成長因子受容体チロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を予測する方法、当
該方法に用いられるペプチド、診断用組成物、およびキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　癌の発生および病態進展において、上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）などのチロシンキ
ナーゼの活性化が重要な役割を果たすことが判明し、それらを標的とする分子標的治療薬
の研究、開発が進んでいる。特に、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬（ＥＧＦＲ－ＴＫＩ
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）の登場により、切除不能で従来の化学療法に抵抗性の非小細胞肺癌患者の予後が飛躍的
に改善している。しかしながら、その臨床効果は個体間で一定ではなく、最初から治療抵
抗性を示す患者が少なからず存在する。
【０００３】
　非小細胞肺癌患者の国内での年間罹患者数は約９万人（悪性腫瘍の中で第３位）、年間
死亡者数は約６万５千人（悪性腫瘍の中で第１位）であり、進行期の非小細胞肺癌患者の
約４０％はＥＧＦＲ－ＴＫＩ治療の対象となるＥＧＦＲ突然変異を有している。現在、Ｅ
ＧＦＲ－ＴＫＩであるゲフィチニブの治療効果を予測するためのバイオマーカーとしては
、主として、ＥＧＦＲ遺伝子変異の解析が一般的に実施されている（非特許文献１，２、
参照により本願明細書の一部となす）。こうした遺伝子変異の解析は、癌患者より採取し
た組織または細胞診検体を用いて通常行われるが、進行癌患者においては検体が少量しか
採取できず、解析が困難な状況もある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Mitsudomi T, et al. Gefitinib versus cisplatin plus docetaxel in
 patients with non-small-cell lung cancer harbouring mutations of the epidermal 
growth factor receptor (WJTOG3405): an open label, randomised phase 3 trial. Lan
cet Oncol. 2010;11:121-8.
【非特許文献２】Maemondo M, et al. Gefitinib or chemotherapy for non-small-cell 
lung cancer with mutated EGFR. N Engl J Med. 2010;362:2380-8.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を予測する方法を提供すること
を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、ゲフィチニブ治療前の非小細胞肺癌患者４２人の血漿を用いて、ＥＧＦ
Ｒのアミノ酸配列に由来する２０ｍｅｒからなる６０種類のペプチドに対する抗体（Ｉｇ
Ｇ）価を測定した。測定した抗体価とゲフィチニブ治療後の患者予後との相関を調べたと
ころ、３種類のペプチド（ＥＧＦＲ４１－６０，ＥＧＦＲ６１－８０，ＥＧＦＲ４８１－
５００）が無増悪生存率（ＰＦＳ）と有意に相関した。さらに、３種類のペプチド（ＥＧ
ＦＲ４１－６０，ＥＧＦＲ４８１－５００，ＥＧＦＲ８８１－９００）が全生存率（ＯＳ
）と有意に相関した。多変量解析において、これらの抗体価は、他の臨床病理学的因子（
年齢、喫煙歴、ＥＧＦＲ遺伝子変異）に関わらず独立した予後規定因子であることが判明
した。以上の結果から、本発明を完成した。
【０００７】
　本発明は、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を予測する方法であって、以下
の工程：
（１）患者からＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬による治療前に採取された血液試料にお
ける、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチドに対する抗体の量を
測定する工程；および
（２）測定した抗体量を基準値と比較する工程、
　ここで、該抗体量が基準値より高い場合、該患者はＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬に
よる治療効果が高いと予測される、
　を含む方法を提供する。
【０００８】
　別の態様において、本発明は、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペ
プチドまたはその誘導体を提供する。
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【０００９】
　別の態様において、本発明は、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペ
プチド若しくはその誘導体が結合したビーズまたはプレートを提供する。
【００１０】
　別の態様において、本発明は、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペ
プチド若しくはその誘導体、または前記ペプチド若しくは誘導体が結合したビーズを含む
、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を予測するための診断用組成物を提供する
。
【００１１】
　別の態様において、本発明は、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペ
プチド若しくはその誘導体、または前記ペプチド若しくは誘導体が結合したビーズ若しく
はプレートを含む、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を予測するためのキット
を提供する。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明は、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を期待できる患者の選別を可能
とし、当該治療薬の奏効率の向上や、不必要な治療による重篤な副作用の防止に寄与する
。本発明は、従来の遺伝子変異解析と併用することにより、治療効果予測の精度をさらに
高めることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、ゲフィチニブ治療の開始後におけるＰＦＳおよびＯＳについてのカプラ
ン－マイヤー解析を示す。
【図２】図２は、ＥＧＦＲタンパク質のアミノ酸配列を示す。波線は、ＥＧＦＲ突然変異
と相関するペプチドであるｅｇｆｒ＿４８１＿５００、ｅｇｆｒ＿７２１＿７４０、ｅｇ
ｆｒ＿７４１＿７６０、ｅｇｆｒ＿８４１＿８６０、およびｅｇｆｒ＿１００１＿１０２
０を表す。囲み線は、生存（ＰＦＳあるいはＯＳ）と相関するペプチドであるｅｇｆｒ＿
４１＿６０、ｅｇｆｒ＿６１＿８０、ｅｇｆｒ＿４８１＿５００、ｅｇｆｒ＿８８１＿９
００を表す。
【図３】図３は、選択したペプチドに対する抗体価の高値群および低値群における、ＰＦ
ＳおよびＯＳについてのカプラン－マイヤープロットを示す。抗体価の高値群および低値
群は、中央値により定義した。
【図４】図４は、ペプチドに対する抗体量と臨床病理学的特徴（実線）または臨床病理学
的特徴のみ（破線）を用いた、ＰＦＳおよびＯＳについてのＲＯＣ曲線を示す。Ａおよび
Ｂのペプチド：ＥＧＦＲ４８１－５００、ＥＧＦＲ４１－６０、およびＥＧＦＲ６１－８
０；ＣおよびＤのペプチド：ＥＧＦＲ４８１－５００およびＥＧＦＲ４１－６０。
【図５】図５は、ＰＦＳ（Ａ）およびＯＳ（Ｂ）についてのラッソペナルティーを伴うコ
ックス回帰のソリューションパスを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本明細書において、上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）由来ペプチドとは、ＥＧＦＲのア
ミノ酸配列（配列番号１）の一部からなるペプチドを意味する。本明細書中、「ＥＧＦＲ
ｘ－ｙ」または「ｅｇｆｒ＿ｘ＿ｙ」とは、配列番号１のアミノ酸位置ｘからｙまでのア
ミノ酸配列からなるペプチドを意味する。例えば、「ＥＧＦＲ４１－６０」または「ｅｇ
ｆｒ＿４１＿６０」とは、配列番号１の４１番目から６０番目のアミノ酸配列からなるペ
プチドを意味する。本発明の方法は、ＥＧＦＲ４１－６０（LGTFEDHFLSLQRMFNNCEV：配列
番号２）ＥＧＦＲ６１－８０（VLGNLEITYVQRNYDLSFLK：配列番号３）、ＥＧＦＲ４８１－
５００（FGTSGQKTKIISNRGENSCK：配列番号４）、およびＥＧＦＲ８８１－９００（MALESI
LHRIYTHQSDVWSY：配列番号５）から選択されるＥＧＦＲ由来ペプチド（すなわち、配列番
号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチド）に対する抗体の量を測定するこ
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とを含む。本発明の方法では、２種類以上のペプチドに対する抗体の量を測定してもよい
。ある態様において、本発明の方法は、ＥＧＦＲ４１－６０（配列番号２）、ＥＧＦＲ６
１－８０（配列番号３）、およびＥＧＦＲ４８１－５００（配列番号４）から選択される
ＥＧＦＲ由来ペプチドに対する抗体の量を測定することを含む。別の態様において、本発
明の方法は、ＥＧＦＲ４１－６０（配列番号２）、ＥＧＦＲ４８１－５００（配列番号４
）、およびＥＧＦＲ８８１－９００（配列番号５）から選択されるＥＧＦＲ由来ペプチド
、好ましくはＥＧＦＲ４１－６０（配列番号２）およびＥＧＦＲ４８１－５００（配列番
号４）から選択されるＥＧＦＲ由来ペプチドに対する抗体の量を測定することを含む。
【００１５】
　ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬（以下、ＥＧＦＲ－ＴＫＩとも称する）には、ゲフィ
ニチブおよびエルロチニブが含まれる。好ましくは、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬は
ゲフィニチブである。
【００１６】
　本発明の方法における患者には、非小細胞肺癌、脳神経膠芽腫、頭頸部扁平上皮癌、膵
臓癌などＥＧＦＲ－ＴＫＩにより治療効果の期待できる癌種の患者が含まれる。好ましく
は、患者は、非小細胞肺癌患者である。
【００１７】
　患者の血液試料は、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬による治療を受ける患者から、当
該治療前に採取される。ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬による治療を受ける患者には、
当該治療を受ける予定の患者および当該治療が選択肢として考えられる患者が含まれる。
血液試料には、全血、血清および血漿が含まれる。好ましくは、血液試料は血清または血
漿であり、より好ましくは血漿である。血液試料は、患者からの採取後、測定まで凍結保
存してもよく、必要に応じて試薬等により処理してもよい。血液試料は、当業界にて知ら
れる常套的方法によって調製することができる。
【００１８】
　抗体量は、当業界に知られるいずれの方法により測定してもよい。測定方法としては、
ＥＬＩＳＡ法(Pedersen MK, et al., J Immunol Methods. 2006 Apr 20;311(1-2):198-20
6. Epub 2006 Mar 6.)、ＲＩＡ法(Maruta T, et al., Immunol Invest. 2006;35(2):137-
48.)、Ｌｕｍｉｎｅｘ（登録商標）システムによる方法（Komatsu N, et al., Scand J C
lin Lab Invest 64, 535-546, 2004）が挙げられる。測定する抗ペプチド抗体は、特に限
定されないが、通常ＩｇＧである。
【００１９】
　Ｌｕｍｉｎｅｘ（登録商標）システムによる方法は、微量（数マイクロリットル）の血
液試料により高感度でハイスループットな解析が可能であるため、本発明に好適である。
簡単に説明すると、ＥＧＦＲ由来ペプチドが結合したビーズに対して結合する、患者の血
液試料中の抗体を蛍光等によって測定する。例えば、患者より採取した血液試料を必要に
応じて希釈し、ＥＧＦＲ由来ペプチドが結合したビーズと共にインキュベートして、血液
試料中の抗ペプチド抗体をビーズ上のＥＧＦＲ由来ペプチドに結合させる。次いで、この
ビーズをビオチン化抗ヒトＩｇＧと共にインキュベートして、ビーズに結合した抗ペプチ
ド抗体に当該抗ヒトＩｇＧを結合させる。さらに、ビーズをストレプトアビジン－ＰＥと
インキュベートして、ビーズに結合したＰＥの蛍光強度を測定することにより、抗ペプチ
ド抗体の量を測定することができる。蛍光強度は、マルチプレックスビーズ懸濁アレイ（
Ｌｕｍｉｎｅｘ（登録商標）システム）により測定することができる。
【００２０】
　抗体量の測定には、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチド、ま
たはその誘導体を用いることができる。本明細書において、ペプチドの誘導体とは、１ま
たは数個、好ましくは１または２個のアミノ酸残基の欠失、置換、または付加によりその
アミノ酸配列が改変されているが、血液試料中に存在する抗ペプチド抗体に対する反応性
を維持するペプチドを意味する。ペプチドおよびその誘導体は、抗体による認識を損なわ
ない範囲で、そのアミノ基やカルボキシル基が修飾されていてもよい。
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【００２１】
　配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチドまたはその誘導体は、ビ
ーズまたはプレートに結合していてもよい。ペプチドおよび誘導体は、直接ビーズまたは
プレートに結合していても、リンカーなどを介して間接的に結合していてもよい。ビーズ
としては、例えばポリスチレンビーズおよび磁気ビーズが挙げられる。ビーズの大きさは
、特に限定はされないが、例えば、直径が５～７μｍである。ビーズは、Ｌｕｍｉｎｅｘ
（登録商標）システムに使用可能なＬｕｍｉｎｅｘ（登録商標）ビーズであってもよい。
プレートとしては、ポリスチレン製のプレートが例示される。ウェルの数は、例えば６、
２４、９６、および３８４であり、好ましくは９６である。プレートは、ＥＬＩＳＡ法ま
たはＲＩＡ法に慣用されるプレートであってよい。ペプチドまたは誘導体のビーズまたは
プレートへの結合は、当業者が適宜実施できる。１つのビーズまたはプレートの１つのウ
ェルに結合しているペプチドまたは誘導体は、１種類であっても、複数種類であってもよ
い。
【００２２】
　測定した抗体量は、基準値と比較される。基準値は、例えば、ＥＧＦＲチロシンキナー
ゼ阻害薬による治療開始後一定期間内に疾患の進行した患者群および／または進行しなか
った患者群の当該治療前の抗体量に基づき予め決定した値である。あるいは、基準値は、
ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬による治療開始前の患者群における抗体量の中央値であ
ってもよい。
【００２３】
　本発明において、測定した抗体量が基準値より高い場合、当該患者はＥＧＦＲチロシン
キナーゼ阻害薬による治療効果が高いと予測される。また、抗体量が多ければ多いほど、
治療効果がより高いと予測することができる。本明細書において、「ＥＧＦＲチロシンキ
ナーゼ阻害薬による治療効果が高い」とは、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬による治療
により、当該治療を行わなかった場合と比較して、全生存期間または無増悪生存期間が延
長されることを意味する。
【００２４】
　ある態様において、本発明の方法は、ＥＧＦＲ４１－６０（配列番号２）、ＥＧＦＲ６
１－８０（配列番号３）、およびＥＧＦＲ４８１－５００（配列番号４）から選択される
ＥＧＦＲ由来ペプチドに対する抗体の量を測定することを含み、測定した抗体量が基準値
より高い場合、当該患者は、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬による治療により、当該治
療を行わなかった場合と比較して、無増悪生存期間が延長されると予測される。
【００２５】
　別の態様において、本発明の方法は、ＥＧＦＲ４１－６０（配列番号２）、ＥＧＦＲ４
８１－５００（配列番号４）、およびＥＧＦＲ８８１－９００（配列番号５）から選択さ
れるＥＧＦＲ由来ペプチド、好ましくはＥＧＦＲ４１－６０（配列番号２）およびＥＧＦ
Ｒ４８１－５００（配列番号４）から選択されるＥＧＦＲ由来ペプチドに対する抗体の量
を測定することを含み、測定した抗体量が基準値より高い場合、当該患者は、ＥＧＦＲチ
ロシンキナーゼ阻害薬による治療により、当該治療を行わなかった場合と比較して、全生
存期間が延長されると予測される。
【００２６】
　本発明の診断用組成物は、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチ
ド若しくはその誘導体または前記ペプチド若しくは誘導体が結合したビーズを含む。本発
明の診断用組成物は、本明細書に記載の、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を
予測する方法に従って使用される。本発明の診断用組成物はさらに、適当な担体および緩
衝剤、等張化剤などの添加剤を含んでいてもよく、凍結乾燥状態で提供され用時調製され
るものであってもよい。本発明の診断用組成物は、本発明の方法に沿った使用説明書とも
に提供されてもよい。
【００２７】
　本発明のキットは、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチド若し



(7) JP WO2014/203918 A1 2014.12.24

10

20

30

40

50

くはその誘導体、または前記ペプチド若しくは誘導体が結合したビーズ若しくはプレート
を含む。本発明のキットは、本明細書に記載の、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬の治療
効果を予測する方法に従って使用される。キットは、例えば、ＥＬＩＳＡ法、ＲＩＡ法、
またはＬｕｍｉｎｅｘ（登録商標）システムによる方法を実施するためのキットである。
キットはさらに、ブロッキング液、洗浄液、希釈液、検出用抗体、対照試料、プレート、
および本発明の方法に沿った使用説明書などを含んでも良い。
【００２８】
　本発明に用いられるペプチドおよび誘導体は、抗体による認識を損なわない範囲で、そ
のアミノ基やカルボキシル基が修飾されていてもよい。本発明に用いるペプチドおよびそ
の誘導体は、通常のペプチド合成方法により製造することができる（Peptide Synthesis,
 Interscience, New York，1966； The Proteins, Vol2, Academic Press Inc.,New York
, 1976；ペプチド合成、丸善（株）、1975；ペプチド合成の基礎と実験、丸善（株）、19
85；医薬品の開発続 第十四巻・ペプチド合成、広川書店、1991）。
【００２９】
　別の態様において、本発明は、上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）チロシンキナーゼ阻害
薬の治療効果を予測するためのデータを収集する方法であって、以下の工程：
（１）患者からＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬による治療前に採取された血液試料にお
ける、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチドに対する抗体の量を
測定する工程；および
（２）測定した抗体量を基準値と比較する工程、
　ここで、該抗体量が基準値より高い場合、該患者はＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬に
よる治療効果が高いと予測される、
　を含む方法を提供する。
【００３０】
　別の態様において、本発明は、癌を治療する方法であって、以下の工程：
（１）患者からＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬による治療前に採取された血液試料にお
ける、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプチドに対する抗体の量を
測定する工程；
（２）測定した抗体量を基準値と比較する工程；および
（３）該抗体量が基準値より高かった患者をＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬により治療
する工程、
　を含む方法を提供する。
【００３１】
　別の態様において、本発明は、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を予測する
ための診断用組成物の製造のための、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からな
るペプチド若しくはその誘導体または前記ペプチド若しくは誘導体が結合したビーズの使
用を提供する。
【００３２】
　別の態様において、本発明は、ＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害薬の治療効果を予測する
ためのキットの製造のための、配列番号２～５から選択されるアミノ酸配列からなるペプ
チド若しくはその誘導体、または前記ペプチド若しくは誘導体が結合したビーズ若しくは
プレートの使用を提供する。
【００３３】
　以下、実施例により本発明をさらに説明するが、如何なる意味においても本発明は以下
の実施例により限定されない。
【実施例】
【００３４】
１．材料および方法
（１）患者、治療、および試料の回収
　本研究では、ゲフィチニブによる治療を受けた４２例の非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患
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者を、２００６年１月～２００８年１２月、単一の施設（日本、久留米市、久留米大学附
属病院）においてスクリーニングした。年齢、性別、組織像、喫煙の状態、全身状態（Ｐ
Ｓ）、病期、および治療法を含めた患者の臨床病理学的特徴の詳細は、臨床経過について
知らされていない独立の審査者によるカルテ審査から得た（表１）。進行したＮＳＣＬＣ
のため、いずれの患者も、毎日１回、経口によりゲフィチニブ（２５０ｍｇ）を投与され
た。記録した患者の特徴には、性別、年齢、Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ　
Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　Ｇｒｏｕｐ（ＥＣＯＧ）による全身状態（ＰＳ）、腫瘍組織像、喫煙
歴、先行の化学療法、およびＥＧＦＲ突然変異の種類が含まれた。腫瘍縮小効果（ｔｕｍ
ｏｒ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ）は、コンピュータ断層撮影（ＣＴ）を介して調べ、ＲＥＣＩＳ
Ｔ（Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ｃｒｉｔｅｒｉａ　ｉｎ　Ｓｏｌｉｄ　
Ｔｕｍｏｒｓ）に従い評価した。縮小効果は、最初の記録から少なくとも４週間（完全奏
功または部分奏功の場合）または６週間（疾患安定の場合）後に確認した。ＰＦＳ（無増
悪生存期間）は、ＥＧＦＲ－ＴＫＩ治療の開始日から疾患進行日または最終診療日までを
計算した。本研究はまた、ヘルシンキ宣言の条項も遵守する。本研究は、久留米大学の治
験審査委員会による承認を受けた。
【００３５】
　血清または血漿は、ゲフィチニブ治療を受けたＮＳＣＬＣ患者から、ゲフィチニブ治療
前に回収した。説明同意文書は、全ての対象から得た。血清または血漿を得たら、使用ま
で－８０度で凍結した。
【００３６】
（２）ＥＧＦＲ突然変異解析
　ＥＧＦＲ遺伝子の突然変異は、エクソン１９（Ｅ７４６－Ａ７５０ｄｅｌ）および２１
（Ｌ８５８Ｒ）において、既報のとおりペプチド核酸－ロックト核酸（ＰＮＡ－ＬＮＡ）
ＰＣＲクランプ（２２）により調べた。略述すると、ゲノムＤＮＡを、ＱＩＡａｍｐ　Ｄ
ＮＡ　Ｍｉｃｒｏキット（ＱＩＡＧＥＮ）を用いてパラフィン包埋した組織から精製した
。使用したＰＣＲプライマーは、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｉｎｃ．に委託して合成させた
。ＰＮＡクランプのプライマーおよびＬＮＡの突然変異体プローブは、それぞれ、ＦＡＳ
ＭＥＣ（日本、神奈川県）およびＩＤＴ（Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ、ＩＡ）から購入した。
ＰＮＡ－ＬＮＡ　ＰＣＲクランプは、ＳＤＳ－７５００　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ
　ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ）を用いて行った。
【００３７】
（３）ＥＧＦＲ由来ペプチドおよびＥＧＦＲ由来ペプチドに対して反応性のある抗体量の
測定
　図２に示すように、ＥＧＦＲタンパク質の配列から設計した６０種類の異なる２０ｍｅ
ｒのペプチドを合成し、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈから購入した。ペプチドは、既報の
とおり（２３）、ＤＭＳＯにより溶解した。ＥＧＦＲ由来ペプチドに特異的な抗体量は、
既報のとおり（２４）、Ｌｕｍｉｎｅｘ（登録商標）システムを用いるマルチプレックス
ビーズ懸濁アレイを介して測定した。略述すると、１００μｌの希釈した血漿を、ＥＧＦ
Ｒ由来ペプチドが結合したｘＭＡＰビーズ（Ｌｕｍｉｎｅｘ　Ｃｏｒｐ．、Ａｕｓｔｉｎ
、ＴＸ）と共に、プレートシェーカー上の９６ウェルフィルタープレート（ＭＡＢＶＮ１
２５０；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．、Ｂｅｄｆｏｒｄ、ＭＡ）内で、室温で２時間
インキュベートした。２時間後、プレートをＴ－ＰＢＳにより洗浄し、１００μｌのビオ
チン化ヤギ抗ヒトＩｇＧ（ＢＡ－３０８０；Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、
Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ）と共に、プレートシェーカー上で、室温において１時間イ
ンキュベートした。洗浄の後、１００μｌのストレプトアビジン－ＰＥをウェルへと添加
し、プレートを、プレートシェーカー上で、室温で３０分間インキュベートした。結合し
たビーズを３回洗浄した後、１００μｌのＰＢＳを各ウェルに添加した。各試料５０μｌ
ずつを用いて、Ｌｕｍｉｎｅｘ（登録商標）システムでビーズ上の蛍光を検出した。抗体
量は、蛍光強度により表し、値は、既報のとおり（２４）、蛍光強度単位（ＦＩＵ）によ
り示した。試料希釈アッセイから得たＦＩＵの線形曲線が５～１０，０００ＦＩＵであっ
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た（データ非提示）ため、カットオフレベルは１０ＦＩＵに設定した。６０種類の異なる
ペプチドの各々に対して反応性のある抗体の量を測定した。
【００３８】
（４）統計学的解析
　６０種類の異なるペプチドの各々に対して反応性のある抗体量が突然変異状態と相関す
るかについて調べた。この目的のため、ウィルコクソン順位和検定を用いて、６０種類の
ペプチドの各々に対して反応性のある抗体量の中央値を、ＥＧＦＲの突然変異体（ｄｅｌ
Ｅ７４６－Ａ７５０およびＬ８５８Ｒ）と野生型とで比較した。ＰＦＳ（無増悪生存期間
）は、ゲフィチニブ治療の開始日から疾患進行日までの期間として定義した。ＯＳ（全生
存期間）は、ゲフィチニブ治療の開始日から、死因に関わらず死亡日までの期間として定
義した。ＰＦＳまたはＯＳを決定できなかった患者は、最終診療日を観察打ち切りとして
取り扱った。次に、６０種類の異なるペプチドの各々に対して反応性のある抗体量がＰＦ
ＳまたはＯＳと相関するかについて調べた。説明変数としての各ペプチドに対して反応性
のある抗体量、突然変異状態、喫煙の状態、性別、および全身状態と共に、コックスの比
例ハザードモデルを適用した。また、６０種類の異なるペプチドの各々に対して反応性の
ある抗体量が腫瘍縮小効果と関連するかどうかを、ロジスティック回帰を適用することに
より調べ、ＣＲ（完全奏功）およびＰＲ（部分奏功）を奏功するとみなした。６０種類の
ペプチドを用いたため、困難な多重度の問題が生じた。本発明者らは、偽発見率（ＦＤＲ
）を５％のレベルに制御する、ＰＦＳ（ＯＳまたは腫瘍縮小効果）と有意に相関するペプ
チドを同定した。
【００３９】
　解析結果の説明として、臨床病理学的特徴のみを用いるよりも正確な患者の予後予測に
有用なペプチドの同定を試みた。患者数より多いペプチドを用いたため標準的な多変量コ
ックス回帰（多重回帰）を適用することができなかったが、これは本研究における極めて
困難な問題であった。影響が大きい観察を回避するため、本発明者らは、各ペプチドに対
して反応性のある抗体量をｌｏｇ（ペプチドに対する抗体量＋１）により変換し、ゼロ平
均および単位標準偏差へと標準化した。本発明者らは、ラッソ型のペナルティーによるコ
ックス回帰（２５、２６）を適用した。ラッソ法は有用であり、高次元データを解析する
のによく用いられるようになりつつある。ラッソ法の注目すべき特徴は、疎らさである。
すなわち、ＰＦＳ（ＯＳ）と相関しないペプチドの回帰係数であれば、ゼロとして評価し
うる。この特徴に基づき、本発明者らは、患者の予後予測に有用であると期待されるいく
つかのペプチドを同定した。選択されたペプチドに対して反応性のある抗体量が患者の予
後予測に実際に有用であるかを調べるために、コックス回帰解析および時間依存的ＲＯＣ
解析（２７）を適用した。臨床病理学的特徴のみによるコックス回帰ならびに各ペプチド
に対して反応性のある抗体量と臨床病理学的特徴の両方によるコックス回帰を介して、Ｒ
ＯＣ曲線下面積（ＡＵＣ）を危険性スコアについて評価した。ブートストラップ法による
１０００回の反復についてのＰ値を計算してＡＵＣの同等性を検定することにより、ＡＵ
Ｃを比較した。統計学的解析は、Ｒ　ｖｅｒｓｉｏｎ　２．１３ソフトウェアおよびＳＡ
Ｓ　ｖｅｒｓｉｏｎ　９．３ソフトウェア（ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、Ｃａｒｙ、Ｎ
Ｃ）により実施した。
【００４０】
２．結果
（１）患者の特徴および生存解析
　４２例の患者の臨床学的特徴を、表１に示す。２５例（５９％）の患者が女性であり、
２４例（５７％）が非喫煙者であり、全患者の年齢の中央値は６３．５歳（範囲：３８～
８２歳）であった。３８例（９０％）の患者が腺がんを有し、３４例（８０％）は全身状
態良好であり（Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　Ｇｒｏｕ
ｐによる評定尺度が０）、１５例の患者（３２％）には第一選択の化学療法としてＥＧＦ
Ｒ－ＴＫＩ治療が施された。ＥＧＦＲ突然変異の種類について述べると、８例の患者がエ
クソン１９に欠失を有し、１３例の患者がエクソン２１にＬ８５８Ｒミスセンス突然変異



(10) JP WO2014/203918 A1 2014.12.24

10

20

30

40

50

を有し、２１例の患者が野生型を有していた。
【００４１】
　解析の時点において、追跡期間の中央値は、４１８日間（範囲：１６～１５３２日間）
であった。ＰＦＳの中央値は、２０１日間（範囲：１１～１３７９日間）であり、ＯＳの
中央値は、４１８日間（範囲：１６～１５３２日間）であった。ゲフィチニブ治療の開始
後におけるＰＦＳおよびＯＳについてのカプラン－マイヤー解析を、図１に示す。ログラ
ンク検定により、ゲフィチニブ治療の結果として、ＥＧＦＲ突然変異を有する患者におけ
るＰＦＳは、突然変異を有さない患者におけるＰＦＳより有意に延長された（中央値３４
７日に対して５４日、Ｐ＝０．００２９）（図１Ａ）が、これら２つの患者群のＯＳの間
には有意差が認められない（それぞれ、中央値３１４日に対して１２８日、Ｐ＝０．１０
９５）（図１Ｂ）ことが明らかとなった。突然変異を有する患者と野生型の患者との間に
おけるこのＰＦＳの相違は、いずれの種類のＥＧＦＲ突然変異についても明らかであった
（図１Ｃ、Ｄ）。
【００４２】
（２）ＥＧＦＲ由来ペプチドに対する抗体量とゲフィチニブによる治療を受けたＮＳＣＬ
Ｃ患者におけるＥＧＦＲ突然変異との間の相関
　本発明者らはまず、６０種類の異なるペプチドの各々に対して反応性のある抗体が、Ｎ
ＳＣＬＣ患者に由来する血漿または血清において、Ｌｕｍｉｎｅｘ（登録商標）システム
によって定量可能であるかを調べた（表３、図３Ａおよび３Ｂ）。各ペプチドに対して反
応性のある抗体量がＥＧＦＲ突然変異と相関するかについて解析し、エクソン２１の突然
変異を有する患者では、ペプチドｅｇｆｒ＿４８１＿５００、ｅｇｆｒ＿７２１＿７４０
、ｅｇｆｒ＿７４１＿７６０に対する抗体量が、エクソン２１の突然変異を有さない患者
におけるより有意に高いことを見出した（ｅｇｆｒ＿４８１＿５００についてＰ＝０．０
１７；ｅｇｆｒ＿７２１＿７４０についてＰ＝０．０３６；ｅｇｆｒ＿７４１＿７６０に
ついてＰ＝０．００７）。これらの３つのペプチドにおいて、エクソン２１の突然変異を
有する患者における抗ペプチド抗体量の中央値は、エクソン２１の突然変異を有さない患
者における抗ペプチド抗体量の中央値の約２倍であった（表３）。一方、ｅｇｆｒ＿８４
１＿８６０に対する抗体量は、エクソン１９に欠失を有する患者では、欠失を有さない患
者より有意に低かった（Ｐ＝０．０４７）。ｅｇｆｒ＿１００１＿１０２０に対する抗体
量は、エクソン１９に欠失を有する患者において有意に高かった。その他のペプチドに対
して反応性のある抗体量は、ＥＧＦＲ突然変異との相関を有さなかった。
【００４３】
（３）ＥＧＦＲ由来ペプチドに対する抗体量とゲフィチニブにより治療したＮＳＣＬＣ患
者における生存との間の関係
　さらに、抗ペプチド抗体量が、ゲフィチニブによる治療後のＮＳＣＬＣ患者のＰＦＳお
よびＯＳと十分に相関するかどうかを調べた。本発明者らは、全ペプチドのうちの多くの
ｐ値が５％未満であり、コックス回帰において３８種類および３２種類のペプチドのｐ値
が５％未満であり、さらにＦＤＲを５％のレベルに制御しても、ＰＦＳについて有意な３
５種類のペプチドおよびＯＳについて有意な２０のペプチドが同定されることを見出した
（表４）。本発明者らはまた、各ペプチドに対する抗体量が腫瘍縮小効果（ＣＲまたはＰ
Ｒ）と相関するかについても調べた。ロジスティック回帰解析により、いずれのペプチド
に対する抗体量も腫瘍縮小効果とは相関しないことが示された（データ非提示）。
【００４４】
（４）患者の予後予測に有用なペプチドの同定
　前述のとおり、多くのペプチドに対する抗体量がＰＦＳおよび／またはＯＳと有意に相
関した。多くのペプチドに対する抗体量が、中程度または高度に相関していた（データ非
提示）。これにより、比較的少数のペプチドに対する抗体量であっても、患者の予後予測
に有用な規則の構築に十分でありうることが示唆された。ラッソペナルティーを伴うコッ
クス回帰から、本発明者らは、ｅｇｆｒ＿４１＿６０、ｅｇｆｒ＿６１＿８０、およびｅ
ｇｆｒ＿４８１＿５００に対する抗体量がＰＦＳに対して比較的大きな効果を及ぼし、ｅ
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する抗体量がＯＳに対して比較的大きな効果を及ぼすことを見出した（ＰＦＳおよびＯＳ
についてのソリューションパス（ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｐａｔｈ）を、それぞれ図５Ａおよ
び５Ｂに示す）。ＰＦＳについての予測規則を構築するため、ｅｇｆｒ＿４１＿６０、ｅ
ｇｆｒ＿６１＿８０、およびｅｇｆｒ＿４８１＿５００に対する抗体量を用いた。また、
ｅｇｆｒ＿４１＿６０に対する抗体量およびｅｇｆｒ＿８８１＿９００に対する抗体量は
強く相関していた（スピアマンの順位相関係数は、０．７１であり、Ｐ＜０．００１あっ
た）ため、本発明者らは、ＯＳについてはｅｇｆｒ＿４１＿６０およびｅｇｆｒ＿４８１
＿５００に対する抗体量を用いた。表２Ａには、交絡因子となる可能性があるＰＳ、年齢
、性別、および喫煙の状態について調整した、ｅｇｆｒ＿４１＿６０、ｅｇｆｒ＿６１＿
８０、およびｅｇｆｒ＿４８１＿５００に対する抗体量を用いたＰＦＳについてのコック
ス回帰の結果を示した。３つのペプチド全てが、臨床病理学的特徴とは独立した有意な予
後規定因子であることが見出された（ｅｇｆｒ＿４１＿６０についてはＰ＝０．００１で
あり、ｅｇｆｒ＿６１＿８０についてはＰ＝０．０２０であり、ｅｇｆｒ＿４８１＿５０
０についてはＰ＝０．０２８であった）。表２Ｂには、ｅｇｆｒ＿４１＿６０およびｅｇ
ｆｒ＿４８１＿５００に対する抗体量を用いたＯＳについてのコックス回帰の結果を示し
た。いずれのペプチドに対する抗体量も、臨床病理学的特徴とは独立した有意な予後規定
因子であることが見出された（ｅｇｆｒ＿４１＿６０についてはＰ＝０．０１８であり、
ｅｇｆｒ＿４８１＿５００についてはＰ＝０．０２７であった）。選択したペプチドに対
する抗体量の限界効果を把握するため、図３Ａおよび図３Ｂのそれぞれに、選択したペプ
チドに対する抗体量の高値群および低値群における、ＰＦＳおよびＯＳについてのカプラ
ン－マイヤープロットを示す（臨床病理学的特徴による影響については調整していない）
。また、時間依存的ＲＯＣ解析を用いて、臨床病理学的特徴にペプチドに対する抗体量を
追加することにより、患者の予後予測が改善されるかを調べた。図４Ａおよび４Ｂは、ペ
プチドに対する抗体量と臨床病理学的特徴、および臨床病理学的特徴のみを用いて、表２
Ａ（ＰＦＳに関する）および表２Ｂ（ＯＳに関する）に示すコックス回帰により評価した
、１年間および２年間の危険性スコアのＲＯＣ曲線を示す。ＲＯＣ曲線は、１年間および
２年間のＰＦＳについての診断が実質的に改善されることを示す（ＡＵＣの比較について
Ｐ＜０．００１）。ＯＳについても、１年間および２年間の時間依存的ＲＯＣ曲線のＡＵ
Ｃが、ペプチドに対する抗体量を追加することにより、臨床病理学的特徴のみの場合より
有意に大きくなった（Ｐ＜０．００１）（図４Ｃおよび４Ｄ）。したがって、時間依存的
ＲＯＣ解析は、臨床病理学的特徴にペプチドに対する抗体量を追加することにより、ＰＦ
ＳとＯＳのいずれについても、より正確な患者の予後予測が可能となることを示した。
【００４５】
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