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(57)【要約】
　患者における肺癌の存在を測定するための診断アッセイは、肺癌に関連する抗体の存在
を確認することに部分的に依拠している。このアッセイは、ラジオグラフィーにより検出
可能な癌組織の証拠の前に肺癌を予測した。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）患者から流体サンプルを用意し、
（ｂ）前記サンプル中に肺癌関連マーカーが存在するかを測定し、
（ｃ）前記サンプル中に前記マーカーを有する患者をラジオグラフィー検査のために選択
する
ことを含む肺癌のラジオグラフィー検査を受ける患者を選択する方法。
【請求項２】
　マーカーは自己抗体である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　患者は無症候性である請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　患者は肺癌をラジオグラフィーにより検出できない高リスク患者である請求項１に記載
の方法。
【請求項５】
　マーカーはラジオグラフィーにより検出可能な肺癌が患者に存在するより最長５年前に
発現している請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　ラジオグラフィーにより検出可能な肺癌が患者に存在するより最長５年前に患者の流体
サンプル中に存在している分子の結合パートナーである肺癌マーカーを含む組成物。
【請求項７】
　サンプル中の分子は自己抗体である請求項６に記載の組成物。
【請求項８】
　ビーズからなる請求項６に記載の組成物。
【請求項９】
　膜からなる請求項６に記載の組成物。
【請求項１０】
　平らな表面からなる請求項６に記載の組成物。
【請求項１１】
　請求項６に記載の組成物を含むアッセイデバイス。
【請求項１２】
　マイクロアレイからなる請求項１１に記載のアッセイデバイス。
【請求項１３】
　（１）被験者からサンプルを用意するステップ、及び（２）前記サンプルを少なくとも
２個の肺癌関連マーカーの存在について分析するステップを含む被験者における肺癌の存
在の可能性の検出方法であって、
（ａ）前記マーカーの少なくとも半分が前記サンプル中に存在しているならば、肺癌が該
被験者に存在している可能性があり；または
（ｂ）（ｉ）前記サンプル中の少なくとも２個のマーカーの各々の存在に相関する正規化
値を得、（ｉｉ）前記正規化値を総計して和を求め、（ｉｉｉ）前記和を前記した少なく
とも２個のマーカーの肺癌の最大予測値である基準値と比較したとき、前記和が基準値の
少なくとも３０％であるならば、肺癌が該被験者に存在している可能性がある前記方法。
【請求項１４】
　少なくとも２個のマーカーは自己抗体である請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　少なくとも３個のマーカーを含む請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　少なくとも４個のマーカーを含む請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
　少なくとも５個のマーカーを含む請求項１３に記載の方法。
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【請求項１８】
　少なくとも６個のマーカーを含む請求項１３に記載の方法。
【請求項１９】
　少なくとも２個の肺癌マーカー及び固相を含む診断デバイス。
【請求項２０】
　マーカーは自己抗体のエピトープである請求項１９に記載のデバイス。
【請求項２１】
　固相はビーズからなる請求項１９に記載のデバイス。
【請求項２２】
　固相は膜からなる請求項１９に記載のデバイス。
【請求項２３】
　アレイからなる請求項１９に記載のデバイス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、肺癌を体液サンプルを用いて早期発見するためのアッセイ、方法及びキット
に関する。特に、本発明は、１個またはパネルのマーカー（例えば、自己抗体バイオマー
カー）の存在を評価することによる肺癌の発見に関する。
【背景技術】
【０００２】
　肺癌は米国及び多くの他の諸国での男女の癌の主な死因である。この疾患による死亡数
は米国だけでも過去５年間で毎年ほぼ１６４，０００人に増えており、大部分は非小細胞
癌（ＮＳＣＬＣ）により死亡している。これは乳癌、前立腺癌及び結腸直腸癌を合わせた
死亡率を超えている。
【０００３】
　多くの専門家は、肺癌の早期発見が生存を向上させるための鍵であると考えている。幾
つかの研究が、肺癌を早期の限局している時期に発見し、外科的に切除可能ならば、５年
生存率が８５％に達し得ることを示している。しかしながら、肺癌が他の臓器、特に遠隔
部位に広がった後では生存率は劇的に低下し、５年生存率は患者の２％くらいである。残
念ながら、肺癌は不均質性疾患であり、進んだ時期に達するまで通常無症候性である。よ
って、肺癌の１５％しか早期の限局している時期に発見されない。従って、無症候性の人
をスクリーニングして肺癌を最も早く、最も治療可能な時期に発見するのを助けるツール
が切望されている。
【０００４】
　胸部Ｘ線及びコンピューター断層撮影（ＣＴ）スキャニングが早期肺癌を発見するため
の有効なスクリーニングツールとして研究されてきた。残念ながら、コストが高く、偽陽
性率が高いために、これらのラジオグラフィーツールは広く使用するには実用的でない。
例えば、米国国立癌研究所の最近の研究は、肺癌を胸部Ｘ線でスクリーニングすると早期
肺癌を発見できるが、余計な経過観察検査を要する偽陽性試験結果が多く生じると結論づ
けた。Ｏｋｅｎら，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，９７（２４），１８３２－１８３９，２００５。トライアルの参加
時に基準Ｘ線を受けた６７，０００人のうちほぼ６，０００人（９％）が経過観察が必要
な異常な結果を有していた。これらの中で、最初の胸部Ｘ線から１２ヶ月以内に肺癌と診
断されたのは１２６人（Ｘ線で異常が見られた６，０００人の参加者の２％）のみであっ
た。
【０００５】
　偽陽性の同様の問題は、ＣＴスキャンを含む継続中のトライアルでも見られる。ＣＴス
クリーニングの無病正診率は不確定なラジオグラフィー所見の数に基づいて約６５％と計
算される。
【０００６】
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　更なる調査を必要とし、その多くが最終的には良性と判定される有病スキャニングで見
つかる多数の不確定な肺結節にヘルスケアコストの大部分が支払われる恐れがあるために
、専門家は実施するＣＴスクリーニングスキャン１回あたりに発見される癌の数を算定し
て節約される一生あたりのヘルスコストについて重大な関心を提起している。
【０００７】
　ＰＥＴスキャンも別の診断オプションであるが、ＰＥＴスキャンは費用がかかり、通常
スクリーニングプログラムに使用できない。
【０００８】
　現在、大規模スクリーニング研究による選択基準として使用されてきたリスク因子は年
齢及び喫煙歴のたった２つである。
【０００９】
　ラジオグラフィーにより明らかな癌（＞０．５ｃｍ）並びに潜在性及び前悪性癌（ラジ
オグラフィー検出限界以下）を発見できる血液検査は、ラジオグラフィースクリーニング
を最も正当に受ける資格のある個人を同定し、事実上更なる精密検査が必要となる良性の
肺所見の数を減らすであろう。
【非特許文献１】Ｏｋｅｎら，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，９７（２４），１８３２－１８３９，２００５
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　従って、上記したラジオグラフィー技術の限界を解消する肺癌のスクリーニング及び検
出ツールを改善することが緊急に要望されていることは明らかである。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、肺癌を体液サンプルを用いて早期発見するためのアッセイ、方法及びキット
に関する。特に、本発明は、１個またはパネルのマーカー（例えば、自己抗体バイオマー
カー）の存在を評価することによる肺癌の検出に関する。
【００１２】
　本発明は、特にラジオグラフィー画像診断及び他のスクリーニングモダリティと共に使
用される場合、包括的な肺癌スクリーニング戦略に使用され得る。本発明は、肺癌の存在
の可能性を除外するために更なるラジオグラフィー分析のための個体数を増やすために使
用され得る。
【００１３】
　要するに、本発明は、１つの実施形態では患者から血液サンプルを用意し、患者の血液
サンプルを１個またはパネルの肺癌関連自己抗体の存在について分析することによる患者
における肺癌の存在の可能性を検出する方法に関する。前記パネルは、例えば該パネルの
メンバーに関連する癌の最大尤度を評価することにより同定され得る。結果に対する複数
の変量の同時寄与を評価するために各種統計ツールが使用され得る。
【００１４】
　本発明は、大ＣＴスクリーニングトライアルで得たサンプルを分析し、早期及び後期肺
癌並びに潜在性疾患をリスク照合対照から区別するために使用された。本アッセイは、ラ
ジオグラフィーによる検出の長くとも５年前に肺癌の存在をほぼ９０％の精度で予測した
。本アッセイは、無症候性患者または容認されている検査及びプロトコルを用いて肺癌と
まだ診断されていない高リスク群の患者（すなわち、例えばラジオグラフィーにより肺癌
を検出できていない患者）に対するスクリーニング検査として使用され得る。
【００１５】
　本発明は、高いコスト及び低い無病正診率を有する、胸部Ｘ線または低線量ＣＴのよう
な現在の肺癌スクリーニング方法に対する代替方法を提供する。本アッセイは、更に評価
しなければならない良性肺結節の検出を制限しながら癌検出を最大限にし、従って包括的
早期発見戦略に容易に組み入れられる有効かつ費用効率が適切なツールである。
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【００１６】
　本発明の上記した及び他の特徴、態様及び作用効果は以下の説明及び特許請求の範囲に
てらして更に理解されるであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１７】
　病的状態の早期診断は有益である。しかしながら、すべての病的状態が容易に検出可能
な簡単なサインを有しているわけではない。他の病的状態は病因または表現型の点で、或
いはその発症時期を通して不均質である。そのような状況で、１つの、精度が高い、特異
的な診断サインまたはマーカーは存在していそうもない。
【００１８】
　今回、単独では十分な予測パワーを有していないかもしれないが、ある組合せでパネル
は実際の使用のために十分な特異性及び精度を有しているマーカーを複数用いる適当な診
断アッセイを開発することができる。更に、多数の技術及びデータ処理能力により、使用
が簡単で且つ限定的な集団または一般的な集団に対してより大きい予測パワーを有する特
殊化・個人化診断アッセイの開発が柔軟となる。
【００１９】
　本発明は、肺癌のような疾患を従来手段よりもより早期に、より正確に検出するための
新しいアッセイ及び方法を提供する。要するに、患者または被験者からのサンプル（例え
ば、血液サンプル）を入手し、パネルの抗体バイオマーカーの存在または不在について分
析する。肺癌の場合１個またはパネルのマーカーを使用し、各マーカーはある程度肺癌に
関連し、その大部分はパネルを使用するとき不均質集団において肺癌を有している可能性
の予測可能な測度を与える。
【００２０】
　以下により詳細に記載するように、本発明のアッセイ及び方法は早期及び後期肺癌患者
を正確に同定した。早期肺癌患者を同定することは、現在のアッセイ及びスクリーニング
モダリティがロバストで費用効率が適切な方法でそうすることが殆どできないので特に貴
重である。本発明のスクリーニングアッセイによると、多くの場合費用がかかる現在使用
されているアッセイに比してより高い予測可能性を与え、より少ない偽陽性しか生じない
。本アッセイは用途が広く、多数のサンプルを同時に検査することができるアッセイフォ
ーマット（例えば、マイクロアレイ）を用いることにより任意の集団に対する対照サンプ
ルを同時に流して高信頼度を有する判別データを得ることができる。この場合、複数の対
照はできるだけ多くのパラメーターについて試験集団に照合されている。こうすると、生
じる可能性があり、結果を混乱させる恐れがある集団の差（例えば、人種、性別、年齢、
多型等）を補正することができる。
【００２１】
　定義
　本明細書中で使用されている用語は以下の意味を有する。
【００２２】
　「肺癌」は肺における悪性のプロセス、状態及び組織を意味する。
【００２３】
　「タンパク質」はアミノ酸のポリマーであるペプチド、オリゴペプチドまたはポリペプ
チドであり、これらの用語は本明細書中で互換可能に使用されている。ライブラリーに関
連して、ポリペプチドは生物活性を有する分子をコードする必要はない。当該抗体はエピ
トープまたは決定基を結合する。エピトープは無傷の機能性分子の一部であり、タンパク
質に関連して約３～約５個くらいの隣接アミノ酸を含み得る。
【００２４】
　「正規化された」は、メトリック、統計量または測度が反応の真の反映、応答または結
果であるかまたは有意でなくランダムであるかを判定するために観察された結果に対する
バッグラウンド及びランダム寄与を補正または調節するためのメトリックまたは測度の統
計処理に関する。
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【００２５】
　「非小細胞肺癌」（ＮＳＣＬＣ）はすべての肺癌の約８０％を占める肺癌のサブタイプ
であり、燕麦細胞癌としても公知の小さい卵形細胞を特徴とする小細胞癌と対照的である
。ＮＳＣＬＣサブタイプには扁平上皮癌、腺癌及び大細胞癌が含まれる。
【００２６】
　「体液」は検査のための患者サンプルとして使用され得る身体から得られるかまたは身
体に由来する液体サンプル、例えば血液、唾液、精液、涙、組織抽出物、滲出液、体腔洗
浄液、血清、血漿、組織流体等である。体液をそのままで使用することが好ましいが、検
査する前に例えば遠心により清澄化のような処理をしてもよい。体液サンプルは流体サン
プルである。
【００２７】
　「血液サンプル」は個人から得た通常静脈血の少量アリコートを意味する。血液を加工
してもよく、例えば凝固因子を例えばヘパリンまたはＥＤＴＡを用いて不活化し、赤血球
を除去すると血漿サンプルが得られる。血液を凝固させ、固体相及び液体相を分離すると
、血清が得られ得る。このような「加工した」血液サンプルのすべてが本明細書中で使用
されている「血液サンプル」の定義の範囲に入る。
【００２８】
　「エピトープ」は抗体により結合される特定の分子構造を意味する。同義語は「決定基
」である。ポリペプチドエピトープは３～５アミノ酸くらいであり得る。
【００２９】
　「バイオマーカー」は、結果（例えば、生命体の現在の状態または将来の健康状態）を
予測するのに有用であることが判明している因子、インジケータ、スコア、メトリック、
数学的操作等を指す。バイオマーカーはマーカーと同義である。
【００３０】
　「パネル」はアッセイのため、アッセイにおいて一緒に測定されるマーカーのコンパイ
ルセットを意味する。パネルは２個のマーカー、３個のマーカー、４個のマーカー、５個
のマーカー、６個のマーカー、７個のマーカー、８個のマーカー、９個のマーカー、１０
個のマーカー、１１個のマーカー、１２個のマーカーまたはそれ以上のマーカーを含み得
る。本明細書中で教示されており、本発明を実施する際に適用され得る統計処理及びアッ
セイ方法は当該アッセイにおける多数の有益なマーカーの使用のために用意されている。
【００３１】
　「結果」は予測または検出（発見）されるものである。
【００３２】
　「自己抗体」は病的細胞（例えば、感染細胞及び腫瘍細胞）を含めた「自家性」（自己
）タンパク質に対する免疫グロブリンまたは抗体（これらの用語は本明細書中で互換可能
に使用されている）を意味する。この場合、腫瘍に対する自己抗体は、個人自身の腫瘍に
由来し、個人自身の細胞の遺伝的異常である。
【００３３】
　「加重和」は各々が予測値を有している個々のマーカーに由来するスコアの合計を意味
する。より大きな予測値を有するマーカーが合計により多く寄与する。個々のマーカーの
相対値は公知の統計パラダイム（例えば、ロジスティック回帰）を用いて多変量式の値を
最大とするために統計的に誘導される。多数の市販されている統計パッケージが使用され
得る。相加因子の式（例えば、回帰式）において各因子（マーカー）の「重要性」は該因
子の係数として表される。
【００３４】
　「統計上有意」は偶然のみではまずあり得ない差を意味する。
【００３５】
　「マーカー」は診断時に評価され、使用され得る因子、インジケータ、メトリック、ス
コア、数学的操作等である。マーカーは例えばポリペプチドまたは抗原であっても、抗原
を結合する抗体であってもよい。また、マーカーは結合対または結合パートナーの１つで
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あり得、結合対または結合パートナーは相互に対して特異性を有する物体であり、例えば
抗体と抗原、ホルモンと受容体、リガンドとリガンドに結合して複合体を形成する分子、
酵素と補酵素、酵素と基質等々であり得る。
【００３６】
　「予測マーカー」は肺癌を公知技術を用いて検出する前に存在しているマーカーである
。よって、本アッセイは患者中にラジオグラフィーにより検出可能な癌が検出される前に
、例えばラジオグラフィーにより検出可能な癌が発見されるより最長５年前に肺癌特異的
自己抗体を検出する。このような自己抗体は予測マーカーである。
【００３７】
　「標的集団」は特定のマーカー、状態、条件、疾患等により類型化される集団の部分集
合を意味する。よって、標的集団は例えば肺癌の特定の形または時期にある特定患者また
は喫煙者集団であり得る。標的集団は１つ以上のリスク因子を有する人から構成され得る
。標的集団は今後、より好機にモニターするのに値する疑わしい検査結果（例えば、肺に
おける異常性の存在）を有する人から構成され得る。
【００３８】
　「ラジオグラフィーによる」はＣＡＴ、ＰＥＴ、Ｘ線等のような画像診断方法を指す。
【００３９】
　「ラジオグラフィーにより検出可能な癌」はラジオグラフィー手段による癌の診断また
は検出を指す。癌の存在は通常組織像により確認される。
【００４０】
　「組織サンプル」は特定組織に由来するサンプルを指す。液体形態の組織サンプルにつ
いて、サンプルは体液であっても、液体組織（例えば、血液）または加工した血液アリコ
ートに由来するものであってもよい。相は固体組織から得られる流体、例えば滲出液、使
用済組織培養液、細かく刻んだ固体組織の洗浄液等にも関する。
【００４１】
　バイオマーカーの選択
　肺癌関連マーカー（例えば、自己抗体、及び自己抗体に対して特異的アフィニティーを
有するまたは自己抗体により結合されるタンパク質）は当業者が利用している方法を用い
る手段により選択及び同定され得る。抗体バイオマーカーの場合、各種の免疫学ベースの
方法が実施され得る。当業界で公知のように、抗体の代わりに結合特異性を有するアプタ
マー、スピーゲルマー等も使用され得る。抗体－抗原反応に依拠する多くの公知のハイス
ループット法が本発明において実施され得る。
【００４２】
　標的集団中の個人からの分子を対照集団からの分子と比較して、例えばサブトラクショ
ン法などによる選別により肺癌特異的な分子を同定することができる。或いは、標的集団
及び正常（対照）集団サンプルを使用して、分子のライブラリーから標的集団に対して特
異的である分子を同定することができる。
【００４３】
　アフィニティー選択の形態は、候補分子のライブラリーをスクリーニングするためのプ
ローブとして抗体を用いてライブラリーで実施され得る。候補分子をスクリーニングする
ための抗体の使用は「バイオパニング」として公知である。この場合、標的集団特異的分
子及びその使用を確認し、その後標的集団のメンバーの予測子として個々のマーカーのパ
ワーを測定する。
【００４４】
　適当な手段は、肺癌に対して特異的であるか否かの分子のライブラリーを得、前記ライ
ブラリーを標的集団のメンバー中の抗体を結合する分子についてスクリーニングする。タ
ンパク質またはポリペプチドエピトープはその長さが３～１０アミノ酸未満、２０アミノ
酸未満等くらいであり得るので、ライブラリーの個々のメンバーの平均サイズは設計上の
選択である。よって、ライブラリーのより小さいメンバーは１個の決定基を模倣するため
に約３～５アミノ酸であり得、２０以上のアミノ酸のメンバーは２個以上の決定基を模倣
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しているか、または含んでいる。炭水化物、脂質、核酸及びその組合せのような他の分子
がエピトープであり得、よって肺癌マーカーとして、または肺癌マーカーを同定するため
に使用され得るので、ライブラリーはポリペプチドに限定される必要はない。
【００４５】
　バイオマーカー同定方法は無傷のタンパク質または他の分子よりもむしろエピトープを
同定しようと試みているので、スキャンまたはスクリーニングされるライブラリーが肺癌
特異的である必要はなく、正常な個人の分子から作成しても、またはランダムな分子の集
団から作成してもよいが、肺癌患者からのサンプルを使用すると適当な肺癌バイオマーカ
ーを同定する可能性が高まり得る。それでも、エピトープまたは交差反応性分子は、エピ
トープを含有する分子の機能とは無関係に肺癌患者において存在し、免疫原性である。
【００４６】
　これらの方法の好例は、Ｔ７肺癌特異的ｃＤＮＡファージライブラリー及びＭ１３ラン
ダムペプチドライブラリーを用いて実施例に記載されている。両者とも当業界で公知のよ
うにファージディスプレイライブラリーで実施した。使用したＴ７ファージＮＳＣＬＣ　
ｃＤＮＡライブラリーの１つは市販されており（米国ウィスコンシン州マディソンに所在
のＮｏｖａｇｅｎ）、他のＴ７ライブラリーは腺癌細胞ＮＣＩ－１６５０（米国メリーラ
ンド州ベセスダに所在の国立健康研究所のＮＣＩのＨ．Ｏｉｅより提供）から構築した。
【００４７】
　このように、ファージライブラリーは当業界で公知のように構築され得る。標的組織ま
たは細胞から全ＲＮＡを抽出し、選択する。Ｎ末端及びＣ末端アミノ酸配列の両方を確実
に表示する第１鎖ｃＤＮＡ合成を実施する。ｃＤＮＡ産物を適合性のあるファージベクタ
ーに連結して、ライブラリーを作成する。このライブラリーを適当な細菌宿主において増
幅させ、Ｔ７のような溶菌ファージについては、細胞を溶解させてファージ調製物を得る
。ライゼートを標準条件下で滴定し、精製した後保存する。他のファージについては、ウ
イルス（例えばＭｌ３）を培地に入れ、上清から収集し、滴定する。
【００４８】
　ファージライブラリーは、肺癌患者においてリガンド（例えば、循環抗体）により認識
される可能性ある表示分子を同定するために、肺癌患者からの組織サンプル、好ましくは
血漿や血清のような流体サンプル及び正常な健康ドナーからの類似の組織サンプル（例え
ば、血漿または血清）を用いてバイオパニングまたはスクリーニングされる。
【００４９】
　１つの実施形態では、組織サンプルは血液サンプル（例えば、血漿または血清）であり
、目的は標的集団（例えば、非小細胞肺癌患者）の血漿または血清中に見られる抗体によ
り認識されるマーカーを同定することである。非標的集団の抗体により認識されるファー
ジをライブラリーから除外するために、ファージディスプレイライブラリーを例えば正常
な血清またはプールした血清に曝す。未反応ファージを非標的集団サンプルと反応するも
のから分離する。次いで、未反応ファージをＮＳＣＬＣ血清に曝して、ＮＳＣＬＣ患者の
血清中の抗体により認識されるファージを単離する。反応性ファージを集め、適当な細菌
宿主において増幅させ、ライゼートを収集し、保存し、“サンプル１”または“バイオパ
ン１”として同定する。精製プロセスを向上させるためにバイオパン及び増幅方法を、通
常同一の対照及び標的サンプルを用いて複数回繰り返してもよい。
【００５０】
　バイオパンからのファージは、ＮＳＣＬＣ患者からのサンプル中の抗体により特異的に
認識される発現分子を含む可能性がより高い濃縮集団に相当する。多くのファージライブ
ラリーがポリペプチドを発現するので、特定のファージがＮＳＣＬＣ関連抗体に対する“
捕捉ペプチド”を発現し、当該ペプチドを示すと言われ得る。
【００５１】
　ＮＳＣＬＣ特異的抗体により結合される分子を発現するファージクローンを更に選択す
るために、ＮＳＣＬＣ患者の血清中の抗体に結合される複数の候補ファージ発現分子を有
するマイクロアレイを生成するためにバイオパンで選択した個々のファージライゼートを



(9) JP 2009-516178 A 2009.4.16

10

20

30

40

50

例えばスライド（ニューハンプシャー州キーンに所在のＳｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　ａｎｄ　
Ｓｃｈｕｅｌｌ）上にＡｒｒａｙｅｒ（カリフォルニア州サンタクララに所在のＡｆｆｙ
ｍｅｔｒｉｘ）を用いて機械的にスポットし得る。
【００５２】
　いずれのファージディスプレイ分子が（ＮＳＣＬＣ特異的抗体を結合できる）ＮＳＣＬ
Ｃ特異的捕捉分子でありそうかを同定するために、スクリーニングスライドを例えば個々
のＮＳＣＬＣ患者血清サンプル（理想的には、バイオパンで使用したものではない）とイ
ンキュベートし、更に標準の免疫アッセイ方法を用いてスクリーニングする。ファージに
結合した抗体は、例えば当業界で公知のように適当な免疫試薬を用いるデュアルカラー標
識により同定され得る。ここで、ファージベクター発現産物は第１の着色または検出可能
なレポーター分子で標識されて各部位の発現産物の量を明らかにし、ファージ発現ポリペ
プチドに結合した抗体は第１のレポーター分子と異なり得る第２の着色または検出可能な
レポーター分子で標識される。
【００５３】
　ＮＳＣＬＣサンプル中の抗体により結合されるＮＳＣＬＣに関連するまたは特異的な捕
捉分子を同定するためにデータを解釈するための１つの便利な方法は、スライド上のすべ
てのポリペプチドの平均シグナル及び標準偏差を指す多変量のコンピューター支援回帰分
析による。統計処理は個々のファージで特異性を調べるために行われ、また複数のファー
ジでファージの部分集合が、サンプルがＮＳＣＬＣ患者由来かまたはＮＳＣＬＣを有して
いる可能性があるかを調べる高い予測パワーを与え得るかを決定するために行われる。複
数のサンプルをモニターする統計処理により、アッセイ内の変動レベルを調べることがで
きる。集団サンプリングを増やすと、変動性を使用してアッセイ変動間を評価し、信頼で
きる集団パラメーターを得ることができる。
【００５４】
　よって、スライド、チップ等上の他のファージよりも大きく患者サンプル中の抗体を結
合するファージは、例えばシグナルがノルム（チップ上の平均シグナル）よりも１、２、
もしくは３を上回るかまたはそれ以上の標準偏差であるとき候補因子と見なされる。本明
細書中に記載した実験の幾つかでは、候補因子は４回バイオパンしたＴ７ライブラリーで
構築したスクリーニングチップでファージディスプレイポリペプチドの約１／１００に相
当した。
【００５５】
　候補ファージクローンを“診断チップ”上にコンパイルし、更にＮＳＣＬＣ患者のサン
プルを非ＮＳＣＬＣ集団のサンプルと判別する際に独立した予測値について評価する。
【００５６】
　診断マーカーは、被験者におけるラジオグラフィーにより検出可能な肺癌の存在または
更なる存在をシグナル伝達／検出／同定する能力について選択する。幾つかの状態は複数
の病因、複数の細胞起源等を有しており、疾患では不均質な背景上に現れるので、パネル
または複数のマーカーは特定の状態をより予測または診断し得る。肺癌はそのような状態
の１つである。
【００５７】
　生物統計学の分野では公知のように、関連する多変量、例えばマーカーのパネルまたは
マーカーのパネルとの反応性のような集合的予測パワーを確認するために実施され得る統
計スキームは多種多様である。よって、例えば動的統計モデリングが前記因子の２つ以上
に依拠する予後検査を開発するために複数の因子からデータを解釈するために使用され得
る。診断アッセイに含めるための適当なマーカーのパネルを選択するための他の方法には
条件付き確率を用いるＢａｙｅｓｉａｎモデリング、最小二乗分析、部分最小二乗分析、
ロジスティック多重回帰、ニューラルネットワーク、判別分析、分布によらない順位に基
づく分析、その組合せ、その変形等が含まれる。目標は、多数の変量を処理した後、所望
のメトリックを最大化するためにデータを加工することである。例えば、Ｐｅｐｅ　＆　
Ｔｈｏｍｐｓｏｎ，Ｂｉｏｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ，１，１２３－１４０，２０００；Ｍｃ
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Ｉｎｔｏｓｈ　＆　Ｐｅｐｅ，Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃｓ，５８，６５７－６６４，２００２
；Ｂａｋｅｒ，Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃｓ，５６，，１０８２－１０８７，２０００；ＤｅＬ
ｏｎｇら，Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃｓ，４４，８３７－８４５，１９８８；及びＫｅｎｄｚｉ
ｏｒｓｋｉら、Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃｓ，６２，１９－２７，２００６を参照されたい。
【００５８】
　ある状況では、統計処理は受動者動作特性（ＲＯＣ）曲線の曲線下面積（ＡＵＣ）のよ
うな予測メトリックを最大にしようとする。この処理により、変量の選択した組に依拠す
る結果を最大にするような公式アプローチまたはアルゴリズムが生じ、変量の１つまたは
すべての最大化結果に対する相対的影響が明らかとなる。マーカーの相対的影響は変量の
係数として関係を記載している誘導式で調べられ得る。よって、例えば以下に記載する例
示の研究において同定した５個のマーカーの２つのパネルを前記分析から選択し、最大Ａ
ＵＣのスコアはいずれか１つの変量の係数として表される最大予測パワーを得るために式
中の１個のマーカーの相対加重で５個のマーカーを含む式により記載されている。係数は
重み付けを表し、誘導式は加重和を生ずる加重変量の和と見なされ得る。
【００５９】
　目標は、パラメーターにてらしてロバストな診断アッセイを可能とするために選択した
、好ましくは最小数の変量（マーカー）に対して例えば特異性及び感度、または陽性の予
測値を最大にするバランスを見つけることである。最大化結果に対する変量の加重または
影響はいままでに確認され、分析されたデータから誘導され、分析した患者の数が増える
と再計算される。患者の数が増えると、メトリックが集団平均値とその平均の周りの値の
信頼限界範囲を示す信頼度も高くなり得る。
【００６０】
　以下の実施例に記述しているように、例示されている５マーカーパネルは個別の特異性
がＣＴスキャニングの観察される特異性を超えているマーカーを含む。よって、６５％以
上の特異性を有するマーカーの１個は、本アッセイが肺癌の診断において現在の標準のよ
うに効率的であり、低コスト及びより非侵襲的にデリバリーされるので肺癌に対する診断
アッセイとして有利に使用され得る。
【００６１】
　また、５個のマーカーを一緒にするとどんなメトリックでも１個のマーカーよりもより
高い予測パワーを与えることに注目されたい。マーカーは各種準集団で予測され得、また
２個以上のマーカーの発現は組み合わされる。例えば、これらは共通の生物学的存在また
は機能を共有し得る。総計予測値は必ずしも相加的でなく、マーカーの各種組合せは異な
る予測精度を与え得る。使用した統計処理は予測パワーを最大とし、５個のマーカーの組
合せは調べた基準集団に基づく結果であった。よって、患者サンプルを５個のマーカーで
検査し、２個以上のマーカーの調和存在及び以下に教示されている５マーカーパネルの１
つのような複数のマーカーに基づく診断メトリックのために原則として診断は５個のマー
カーに基づいて計算される。本明細書において検討されているように、ロジスティック回
帰のような統計処理のために、多変量メトリックに寄与する変量の１つが多かれ少なかれ
最大化トータルに寄与し得る。患者がマーカーの１個以上に対して陰性である状況であっ
ても、高含量マーカーの数個以上が陽性であるので、患者が５個のマーカーの総計メトリ
ックの少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％また
はそれ以上のスコア、合計等を有しているならば、その患者は肺癌に対して陽性である可
能性が高いと見なされる。基準または標準値であり得、集団の平均値及び肺癌の存在の可
能性を示す陽性の検査結果を与えるようにスコア、合計等に対して患者／実験サンプル類
似性の許容され得るレベルであり得る閾値スコア、合計等は設計上の選択であり、陽性サ
ンプルの検出の信頼限界またはレベルを与える統計分析により決定され得、または偽陽性
のリスクで経験的に開発され得る。上に教示されているように、そのレベルは５個のマー
カーの総計メトリックまたは集団和、基準値等の少なくとも３０％、少なくとも４０％、
少なくとも５０％、少なくとも６０％またはそれ以上であり得る。閾値または「許容差」
、すなわち集団スコア、和等からの患者のスコア、和等の許容できる類似度は上昇し得る
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。すなわち、患者スコアは感度を上昇させるためには集団スコアに非常に近くなければな
らない。
【００６２】
　マーカーまたはパネルの予測パワーは各種の統計量、例えば特異性、感度、陽性予測値
、陰性予測値、診断精度、例えばＲＯＣ曲線（ＲＯＣ曲線の形状は当業界で公知のように
予測値の関連する考慮事項であるが、ＲＯＣ曲線は特異性と感度との関係である）のＡＵ
Ｃ等を用いて調べられ得る。
【００６３】
　複数のマーカーを使用すると、複数のマーカーの総計予測パワーはたった１個のマーカ
ーの使用と比較してより大きいと考えられるので、よりロバストであり、より大きい集団
を診断し得る診断検査となり得る。
【００６４】
　以下に詳記するように、本発明は各種アッセイフォーマットの使用を考えている。マイ
クロアレイにより複数のサンプルを同時に検査することができる。よって、多数のポジテ
ィブ対照サンプル及びネガティブ対照サンプルをマイクロアレイに含めてもよい。次いで
、アッセイを複数のサンプル（例えば、１つ以上の公知の罹患患者サンプル及び１つ以上
の健常人からのサンプル）を１つ以上の検査し、比較しようとするサンプル、実験サンプ
ル、患者サンプル及び検査しようとするサンプル等と一緒に同時に処理して行う。アッセ
イに内部対照を含めると、アッセイ内のシグナル強度を正規化、校正及び標準化すること
ができる。例えば、ポジティブ対照、ネガティブ対照及び実験サンプルの各々を同時に流
してもよく、複数のサンプルが連続希釈物であってもよい。対照及び実験部位も検査デバ
イスのサンプル部位の場所による変動を最小とするためにマイクロアレイデバイスにラン
ダムにも配置され得る。
【００６５】
　よって、内部対照を含むマイクロアレイまたはチップにより、マイクロアレイまたはチ
ップ上で同時に検査した実験者（患者）を診断することができる。制御的に検査し、デー
ターを獲得する多重方法により、適当な対照が明らかにされ、マーカーのパネルが個々に
例えばＲＯＣ曲線のＡＵＣが０．８５を上回り、５マーカーにわたる全ＡＵＣが０．９５
を上回るように合理的に高い予測パワーを有しているものならば、ポイントオブケア診断
結果が得られ得るのでアッセイデバイス内で患者を診断することができる。
【００６６】
　アッセイは、パネルのマーカーの各々が以下の実施例のような相対的に匹敵する特性を
有していることが判明しているときには定性的に操作され得る。よって、肺癌患者サンプ
ルは５つすべてのマーカーに対して陽性であり、前記サンプルは肺癌陽性である可能性が
高い。本明細書中に記載されているように全体として５個のマーカーに基づいてオッズを
求め、患者に対して５個のマーカーのメトリックの合計またはスコアを得、その数値を上
記した統計ツールを用いて誘導したマーカーの予測パワーと比較することにより確認され
得る。４個のマーカーのパワーが大きいために、マーカーの４個に対して陽性の患者もリ
スクありと見なされるべきであり、肺癌と診断され得、及び／またはより詳細に試験され
るべきである。３個のマーカーに対してのみ陽性の患者は再検査、他のマーカーを用いる
検査、ラジオグラフィーまたは他の検査を必要とし、または別の所定時間間隔の範囲で本
アッセイを用いた更なる検査が要求され得る。
【００６７】
　よって、ｎ個のマーカーのパネルに対して、５個のマーカーと結果の関係を規定する最
大可能性グラフを規定する誘導予測パワー式、例えば回帰式がある。患者がｎ個未満のマ
ーカーに対して陽性であり得る場合、マーカーの大部分、すなわち５０％以上が患者中に
存在しているときには患者は陽性または更なる考慮のために陽性でありそうと見なされ得
る。また、幾つかのパネルが特定の疾患（例えば、ＮＳＣＬＣ）に対して特異的であり得
るので、患者が肺疾患の潜在的症候の明白な徴候を示しているならば、患者は他の肺疾患
を除外するように更に分析する必要があり得る。
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【００６８】
　よって、ｎ個のマーカーを有する１つのアッセイでは、予備的定性的結果が検査したマ
ーカーの総数の陽性シグナルの全数に基づいて得られ得る。合理的な閾値はマーカーの５
０％以上に対して陽性であることであり得る。よって、４個のマーカーを検査する場合、
２、３または４個のマーカーに対して陽性のサンプルはおそらく肺癌を有していると推定
上見なされ得る。５個のマーカーを検査する場合、３、４または５個のマーカーに対して
陽性のサンプルは推定上陽性と見なされ得る。閾値は設計上の選択として変更され得る。
【００６９】
　データの獲得及び統計処理に基づいて、集団の観点からマーカーの最適化パネルはたえ
ず変化し得、経時的に変動し得、新しいマーカーの開発に伴って変動し得、集団が変化、
増加する等につれて変動し得る。
【００７０】
　また、検査集団のサイズが大きくなるにつれて、マーカーが生物学的または機械的に関
連しているならば診断の正確な確率のマーカーの部分集団の信頼、加重係数及び可能性が
より確実になり得、よって偏差、信頼限界または誤差限界が低下する。従って、本発明は
一般的集団で使用され得るマーカーの部分集合の使用も考えている。或いは、当該アッセ
イデバイスは、特定の集団に対して最適化されるマーカーの部分集合のみを含み得、例え
ば以下に教示されている実施例で使用した５マーカーのパネルを含み得る。
【００７１】
　ポリペプチドをコードするファージクローンインサートを分析して、発現ポリペプチド
のアミノ酸配列を決定し得る。例えば、ファージインサートを市販されているファージベ
クタープライマーを用いてＰＣＲ増幅させてもよい。特定のクローンをサイズの違い及び
ＰＣＲ産物の酵素消化パターンに基づいて同定し、その後特定のＰＣＲ産物を精製し、配
列決定する。コード化ポリペプチドをＢＬＡＳＴサーチプログラムを用いて公知の配列（
例えば、ＧｅｎＢａｎｋデータベース）と比較することにより同定する。
【００７２】
　よって、例えば、下記表１及び２に肺癌患者中の自己抗体を結合する肺癌ｃＤＮＡのＴ
７ファージクローンを要約する。
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【表１】

【００７３】
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【００７５】
　表２は、公知のポリペプチドをコードするようにみえないＮＳＣＬＣと関連するとして
同定された他のクローンを示す。



(16) JP 2009-516178 A 2009.4.16

10

20

30

40

【表２】

【００７６】
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【００７８】
　ランダムペプチドライブラリーは、ＮＳＣＬＣ患者にあるが正常人にはない循環抗体を
結合する候補ポリペプチドを同定するためにも使用され得る。よって、例えばウイルスマ
イナーコートタンパク質に融合した１０９ランダムペプチドを含むファージディスプレイ
ペプチドライブラリーを肺癌患者抗体を結合する捕捉タンパク質について上記した技術に
類似の技術（例えば、マイクロアレイ）を用いて当業界で公知のようにスクリーニングし
得る。使用した１つのＭ１３ライブラリー（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）
はファージ表面上のループ構造物として７アミノ酸ポリペプチドインサートを発現する。
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【００７９】
　本明細書中に記載されているように、ライブラリーをバイオパンして、ＮＳＣＬＣ患者
血清中の循環抗体により特異的に認識されるファージ発現タンパク質を濃縮する。選択し
たクローンのファージライゼートをスライド（ニューハンプシャー州キーンに所在のＳｃ
ｈｌｅｉｃｈｅｒ　ａｎｄ　Ｓｃｈｕｅｌｌ）上に機械的（カリフォルニア州サンタクラ
ラに所在のＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）に２回スポットする。アレイしたファージをＮＳＣＬ
Ｃ患者からの血清サンプルとインキュベートして、循環肺腫瘍関連抗体により結合される
ファージ発現タンパク質を同定する。
【００８０】
　適当なレポーター分子を用いる公知のイムノアッセイを用いて、スライド上のすべての
ポリペプチドの平均シグナル及び標準偏差を指すコンピューター作成回帰線を使用して、
ＮＳＣＬＣ患者血清中の抗体により結合されたペプチドを同定する。ＮＳＣＬＣ血清サン
プルからの抗体のファージ結合有意量（例えば、標準値から３を上回る標準偏差）を有す
る者が更なる評価のための候補者と見なされる。
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【表３】

【００８１】
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【００８２】
　未だ配列決定されていない別の肺癌特異的クローンを表４に示す。
【表４】

【００８３】
　ライブラリーのハイスループットスクリーニングの目的は、すべての癌特異的タンパク
質を同定するのではなく、むしろパネルとして最大の程度の特異性及び感度で被験者が肺
癌コホートに入るか否かを予測するために使用され得る予測マーカーのコホートを同定す
ることである。よって、このアプローチは包括的プロテオミクプロフィールを作成するこ
とまたは肺癌タンパク質のような疾患タンパク質を同定することを標的としているのでは
なく、疾患を予測し、パネルとして集めたとき不均質な集団中の不均質疾患に対するロバ
ストな予測アッセイを可能とする多数のマーカーを同定することである。１個のマーカー
が肺発癌における直接的な役割を有していることも有していないこともあり、ペプチドと
してペプチドの起源の分子の実際の役割は現在未知であり得る。
【００８４】
　個々の捕捉タンパク質への抗体結合の測定
　診断チップ上にコンパイルされている捕捉タンパク質を使用して、血液サンプル中の肺
癌特異的抗体の相対量を測定することができる。これは、各種プラットフォーム、ポリペ
プチドの各種製剤（例えば、ファージ発現、ｃＤＮＡ由来の、ペプチドライブラリーまた
は精製タンパク質）、及び各種のサンプル間及びサンプル中を比較することができる各種
統計順列を用いてなされ得る。比較には、測定値を外部校正または内部正規化により標準
化する必要がある。よって、スクリーニング手段としてイムノアッセイを用いて多数のフ
ァージ発現捕捉タンパク質（例えば、Ｍ１３及びＴ７ファージ）及び多数の陰性外部対照
タンパク質（患者血漿中の抗体により結合されないファージ、及び“空”ファージと称さ
れるインサートを持たないＭｌ３またはＴ７ファージ）からなる例示したスライドグラス
アレイでは、データを２つの非限定的統計アプローチを用いてファージカプシドの２つの
蛍光標識及び血漿サンプル抗体結合により正規化した：
　１）抗体／ファージカプシドシグナル比
　１つの診断チップ上のスクリーニングで同定した捕捉タンパク質、多数の非反応性ファ
ージ及び“空”ファージを標準の免疫化学技術およびデュアルカラー染色法を用いてサン
プルとインキュベートする。捕捉タンパク質を結合する抗体のメジアン（または、平均）
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シグナルをファージカプシドタンパク質に対する市販の抗体のメジアン（または、平均）
シグナルで除し、スポット中の総タンパク質の量を求める。よって、血漿／ファージカプ
シドシグナル比（例えば、Ｃｙ５／Ｃｙ３シグナル比）により、特定のファージ発現タン
パク質に対するヒト抗体の正規化測定値が得られる。次いで、測定値は、空ファージに対
するバックグラウンド反応性を差し引き、ファージシグナルのメジアン（または、平均）
シグナルで除すことにより正規化され得る［（ファージのＣｙ５／Ｃｙ３）－（空ファー
ジのＣｙ５／Ｃｙ３）／（空ファージのＣｙ５／Ｃｙ３）］。この手法は定量的であり、
再現性を有し、チップ毎の変動を補正して、サンプルを比較することができる。
【００８５】
　２）標準化残差
　１つの診断チップ上でスクリーニングして同定した捕捉タンパク質、多数の非反応性フ
ァージ及び“空”ファージを標準の免疫化学技術およびデュアルカラー染色法を用いてサ
ンプルとインキュベートする。統計的に決定した回折線からの距離を測定した後、その測
定値を残差標準偏差により除して標準化する。このアプローチにより、各スポットにおけ
るタンパク質の量にわたり各々の特定のファージ発現タンパク質に結合する抗体の量を信
頼可能に求めることができ、このアプローチは定量的であり、再現性を有し、チップ毎の
変動を補正して、サンプルを比較することができる。
【００８６】
　シグナルの正規化は、患者がマーカーに対して陽性であるか否かを判定するための診断
アッセイにおいて検査しようとする未知のものと使用され得る。このアッセイは抗体の存
在の定性的測定値に依拠しており、例えばバックグラウンドよりも高い正規値は抗体の証
拠と見なされる。或いは、このアッセイは抗体応答の強さの反映としてマーカーに対する
シグナルの強度を測定することにより定量され得る。よって、マーカーに対する反応の実
際の正規化数値は本明細書中に記載されている癌診断の公式による判定に使用され得る。
【００８７】
　予測マーカーの同定
　すべての候補ファージ発現タンパク質の正規化測定値は、患者群と正常群間の統計上の
有意差について例えばＪＭＰ統計ソフトウェア（ノースカロライナ州ケアリーに所在のＳ
ＡＳ，Ｉｎｃ．）を用いるｔ検定により独立して分析され得る。検査したサンプルに対し
て独立判別の異なるレベルを有するマーカーの各種組合せを各種方法で統計的に組み合わ
せ得る。統計処理は、多変量解析方式で各種組合せ中のマーカーのすべてを比較して病気
の存在に関連する可能性が最大のマーカーのパネルを得ることを含むものである。集団統
計におけるように、マーカーの選択は使用したサンプルの数及びタイプにより規定される
。よって、「マーカーの最適な組合せ」は例えば集団毎に異なり得、または異常のステー
ジに基づき得る。マーカーの最適な組合せは、より小さいサンプルサイズ（１００未満）
では明らかでない恐れがあったり、マーカーの集団有病率の確認のために低い偏差を示す
ことがあり得る変動性に基づいてより大きなサンプルセット（１０００を上回る）で検査
するときには変更され得る。加重ロジスティック回帰は多かれ少なかれ独立予測値を有す
るマーカーを組み合わせるための論理的アプローチである。検査したサンプルを判別する
ためのマーカーの最適な組合せは、データを例えばＲＯＣ曲線を用いて組織化し、分析す
ることにより規定され得る。
【００８８】
　クラスの予測
　すべての候補ファージ発現タンパク質に対する標準化応答は、患者群と正常群間の統計
上の有意差について例えばｔ検定により独立して分析される。統計処理は、多変量解析方
式で各種組合せ中のマーカーのすべてを比較して癌の存在に関連する可能性が最大のマー
カーのパネルを得ることを含むものである。
【００８９】
　肺癌について本明細書中に例示されているパネル（２個以上のマーカーの組合せ測度）
は高い組合せ予測値を有し、優れた判別（癌があるのか癌がないのか）を示す。本発明は
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入手可能な癌サンプルと正常サンプル間の判別能力について選択した特定のペプチドパネ
ルを含むが、本発明はすべてではないが幾つかの同定されたマーカー、すべてではないが
潜在的に同定可能なマーカーまたはその組合せを用いて開発されたと考えられる。よって
、パネルは少なくとも２個のマーカー、少なくとも３個のマーカー、少なくとも４個のマ
ーカー、少なくとも５個のマーカー、少なくとも６個のマーカー、少なくとも７個のマー
カー、少なくとも８個のマーカー、少なくとも９個のマーカー、少なくとも１０個のマー
カーまたはそれ以上を含み得、マーカーの数は結果の最大予測可能性が得られるように統
計分析により決められる。従って、例えば本明細書中に記載されている実施例及びパネル
は例にすぎない。
【００９０】
　統計の見地からも、追加マーカーを包含させると最終的に、サンプル中のすべての罹患
個人を同定する検査が得られる。しかしながら、商業的な実施形態では、多数のマーカー
、必要とされ得る統計処理および多数の対照の必要性を、それぞれコストを勘案して、多
数の変数を考慮するためにおよび１回で検査され得る実験サンプルの数を減らすために、
要求も要望も所望もしないことがある。商業的な場合は科学的必然性とは異なる決定点を
有する。
【００９１】
　しかしながら、多数のマーカーまたはマーカーの各種パネルにより感度及び／または特
異性を向上させ得るという所見から、少数のマーカーを用いたポジティブアッセイの後の
経過観察研究は偽陽性の可能性を排除するために少数また多数のマーカー或いはマーカー
の各種パネルを用いて検査した患者サンプルを有する実施形態が得られる。バイオマーカ
ーの再構成パネルで当該アッセイを用いる経過観察研究は、より費用がかかり、潜在的に
侵襲性の技術（例えば、患者に対して高レベルの放射線を照射するＣＴまたは生検）に対
する魅力的な代替法である。よって、５マーカーパネルに対して３つ以下の陽性を有する
患者を確認検査としてマーカーの大パネルを用いて検査してもよい。
【００９２】
　本アッセイは、Ｘ線またはＣＴスキャンのような別のアッセイフォーマットの確認とし
ても使用され得る。特にＸ線またはＣＴスキャンが明確な診断を与えず再検査、迅速な経
過観察、次の検査まで長いまたは短い期間等々を必要とするであろう場合に使用し得る。
よって、本アッセイを前記患者における経過観察として使用し得る。陽性検査は肺癌の可
能性を確認し、陰性検査は癌が良性であるかまたはまったくないことを示し、非診断的Ｘ
線またはＣＴスキャンは正常な組織の変異を示していた。
【００９３】
　「商業的にすぐに使える」アッセイにおける正確なクラス予測は広い人口調査からの多
数のサンプルの測定値に基づいているので、開発中すべての遡及的サンプル検査が最終的
に分類子として包含され、アッセイのパワー（例えば、予測値）は連続的に向上される。
このアッセイ開発の動的側面に加えて、マルチプレクス（マルチマーカー）アッセイの種
類により予測マーカーを開発または実施の際の任意の時点で加えることができる。
【００９４】
　この状況において、診断に使用するための確認マーカーは、「正常範囲」を規定するこ
とにより予測精度を高める分類子の非常に安定な組を得る第二の目的に役立つ。正常範囲
からの偏差から疾患の統計上の確率（例えば、ノルムから２を上回る標準偏差）が得られ
るが、臨床診断のために最も適切なカットオフ値は所定の標的集団における変動により決
定されなければならない。
【００９５】
　複数マーカーアッセイ及び用途
　本明細書中により詳細に検討するように、本発明は各種アッセイフォーマットの使用を
考えている。マイクロアレイにより、複数のサンプルを同時に検査することができる。よ
って、多数のポジティブ対照サンプル及びネガティブ対照サンプルをマイクロアレイに含
めることができる。従って、アッセイは、公知の罹患患者由来のサンプル及び正常人由来
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のサンプルのような複数のサンプルを検査しようとするサンプルと一緒に同時に処理して
行い得る。内部対照を用いると、アッセイ内のシグナル強度を正規化、校正及び標準化す
ることができる。
【００９６】
　よって、内部対照を含むマイクロアレイ、ＭＥＭＳデバイス、ＮＥＭＳデバイスまたは
チップにより、デバイスで同時に検査される実験者（患者）をポイント・オブ・ケア診断
できる。ＭＥＭＳ及びＮＥＭＳデバイスはマイクロアレイアッセイのために使用されるも
のであり得、または追加のアッセイフォーマット及びレポーターを可能にするマイクロ流
体等を含む“ラボチップ”フォーマット中に存在させ得る。
【００９７】
　予測パワー及び値並びに一般集団に対する適用可能性を強化し、コストを減らすために
、本アッセイフォーマットは、通常低い製造コストで１つまたは少数の標的を同時に検出
する標準イムノアッセイ（例えば、ディップスティック及びラテラルフローイムノアッセ
イ）から例えば９６，３８４以上のサンプルを同時に処理し得、臨床検査室に一般的であ
り、多くのサンプルを同時にハイスループット方式で検査する自動化、アレイ及びマイク
ロアレイフォーマットを受けることができる複数のウェル培養皿において操作するように
しばしば構成されているＥＬＩＳＡタイプフォーマットまでの範囲であり得る。アッセイ
は簡単な定性的判別（癌ありまたは癌なし）が得られるようにも構成され得る。
【００９８】
　しかしながら、疾患管理での複数の各種用途が可能であり、１つの用途にとって特有の
マーカーが本明細書中に教示されているように作成され得る。肺癌を他のタイプの癌から
区別するため、早期癌を後期癌から区別するために、癌の特異的サブタイプを区別するた
めに、治療介入後の疾患の進行を追跡するための各種マーカーセットが得られる。よって
、治療レジメンを所要により治療または緩解の進行をモニターするために本アッセイを用
いて繰り返し連続検査することにより評価及び操作され得る。例えば捕捉分子の連続希釈
物を含有させることによるアッセイの定量的バージョンにより癌のサイズの治療による縮
小を判別することができる。
【００９９】
　ペプチドのような特定のエピトープを循環抗体を検出するために同定したら、特定のエ
ピトープを当業界で公知のフォーマットで診断アッセイに使用し得る。相互作用は免疫反
応であるので、各種の公知イムノアッセイフォーマットで適当な診断がなされ得る。よっ
て、エピトープは例えば公知の化学的手法を用いて固相に固定し得る。また、エピトープ
は、当業界で公知のように、多くの場合エピトープよりも大きい別の分子にコンジュゲー
トして合成コンジュゲート分子を形成してもよく、または組換え方法を用いて複合分子と
して作成してもよい。多くのポリペプチドは組織培養デバイス（例えば、マルチウェルプ
レート）中に見られ得るプラスチック表面（例えば、ポリエチレン表面）に自然と結合す
る。しばしば、前記プラスチック表面は該表面に対する生物学的に適合する分子の結合が
増強されるように処理されている。よって、ポリペプチドは捕捉エレメントを形成し、該
エピトープに特異的に結合する自己抗体を有すると疑われる液体を捕捉エレメントに曝し
、抗体は捕捉エレメントにくっつき、固定化され、その後洗浄し、結合した抗体を適当な
検出可能に標識されているレポーター分子、例えばコロイド金属（例えば、コロイド金）
、蛍光色素（例えば、フルオレセイン）等で標識した抗ヒト抗体を用いて検出する。その
メカニズムは例えばＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ウェスタンブロット等により表される。抗体を
検出するためのイムノアッセイの具体的なフォーマットは設計上の選択である。
【０１００】
　或いは、特定のファージが肺癌患者で見られる自己抗体により特異的に結合されるエピ
トープを発現する（クローンは具体的に名付けられ、ストックとして保存されており、本
出願が特許になったらリクエストに応じて利用されるようになるであろう）ので、アッセ
イの捕捉エレメントは細胞ライゼートから得られるような個々のファージであり得、各フ
ァージは固相上の捕捉部位にある。また、担体上のハプテンのように発現エピトープが結
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合している反応上不活性な担体、例えばタンパク質（例えば、アルブミン及びキーホール
リンペットヘモシアニン）または合成担体（例えば、合成ポリマー）、イムノアッセイ用
固相上に当該エピトープを存在させるための他の手段が使用され得る。
【０１０１】
　或いは、フォーマットは、固相に固定された捕捉エレメントが免疫グロブリンの非抗原
結合部分（例えば、抗体のＦｃ部分）に結合するものである構成をとり得る。従って、適
当な捕捉エレメントはプロテインＡ、プロテインＧ及び／またはα－Ｆｃ抗体である。患
者血清を捕捉試薬に曝した後、肺癌特異的抗体の存在を例えば当業界で公知のように直接
または競合フォーマットで標識マーカーを用いて検出する。
【０１０２】
　また、捕捉エレメントは、上記したように特異的捕捉試薬を生ずるように別の手段を提
供するためにエピトープを提示するファージに結合する抗体であり得る。
【０１０３】
　イムノアッセイの分野で公知のように、捕捉エレメントは抗体が結合する決定基である
。本明細書中に教示されているように、決定基は任意の分子、例えばポリペプチド、ポリ
ヌクレオチド、脂質、多糖等のような生物分子またはその一部、及び糖タンパク質または
リポタンパク質のようなその組合せであり得、その存在は肺癌患者中で見られる抗体の存
在に相関している。決定基は例えば天然に存在し、精製され得る。或いは、決定基は、交
差反応性を最小限とし得る組換え手段により作成され得るかまたは合成され得る。決定基
は明らかな生物学的機能を有していなくても、また必ずしも特定の状態に関連していなく
てもよいが、当該診断アッセイにおけるその使用を損なわないものである。
【０１０４】
　イムノアッセイの固相は、当業界で公知の形態で当業界で公知のものであり得る。よっ
て、固相はプラスチック（例えば、ポリスチレンまたはポリプロピレン）、ガラス、シリ
カを主成分とする構造物（例えば、シリコンチップ）、膜（例えば、ナイロン）、ペーパ
ー等であり得る。固相は多数の各種の公知のフォーマット、例えばペーパーフォーマット
、ビーズ、ディップスティックまたはラテラルフローデバイス（通常膜を使用する）の一
部として、マイクロタイタープレート、スライド、チップ等で提供され得る。固相をガラ
ススライド上またはチップ中に見られるような硬質平面として存在し得る。幾つかの自動
化デテクタデバイスは、光子をベースとするシグナルを検出し、読みとるために検出可能
なシグナルを読みとるための手段（例えば、分光光度計、液体シンチレーションカウンタ
ー、比色計、蛍光光度計等）を取り付けた専用使い捨て用品を有している。
【０１０５】
　結合した抗体を検出するための他の免疫試薬は当業界で公知である。例えば、抗ヒトＩ
ｇ抗体は捕捉決定基、自己抗体及び抗ヒトＩｇ抗体を含むサンドイッチを形成するのに適
している。抗ヒトＩｇ抗体の検出エレメントをレポーター分子（例えば酵素、コロイド金
属、放射線核種、染料等）で直接標識してもよく、それ自体レポーター機能に役立つ第２
分子により結合され得る。本質的に、結合抗体を検出するために任意の手段が使用され得
、その任意の手段は操作者が見分け得るシグナルを生じさせるためにレポーター機能のた
めの手段を含み得る。レポーターを形成するための分子の標識は当業界で公知である。
【０１０６】
　複数のサンプルを同時に分析し得るデバイスに関連して、ポジティブ対照及びネガティ
ブ対照の多数の対照エレメントをアッセイ性能、試薬性能、特異性及び感度をコントロー
ルできるようにアッセイデバイスに含めてもよい。上記したように、当該デバイスを作成
するための全部ではないが殆どのステップ及び多くのアッセイステップは多くの場合、技
術者のエラーを最小とするために機械的手段（例えば、ロボット）により実施され得る。
または、前記デバイスからのデータはスキャニング手段を用いてデジタル化され、デジタ
ル情報はデータ保存手段に通信され、データもデータ処理手段に通信され、そこでデータ
に対して本明細書中に記載されているかまたは当業界で公知の種類の統計分析がなされて
結果の測度を求め、次いでデータ提示手段（例えば、スクリーンまたは情報の読み出し）
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によりアッセイ結果を提示するために基準標準と比較するかまたは内部比較して、診断情
報を得ることができる。
【０１０７】
　少数のサンプルを分析したり、十分な集団データが利用され得るデバイスに対して、適
切な誤差測定値でポジティブ結果及びネガティブ結果を構成する誘導メトリックが設けら
れ得る。このような場合、単一のポジティブ対照及び単一のネガティブ対照が当業界で公
知のように内部確認のために必要なすべてであり得る。アッセイデバイスは、例えば肺癌
クラスターに含まれるかまたは含まれないより定性的な結果を生ずるように構成され得る
。
【０１０８】
　当業界で公知であり、利用されているように他のハイスループット及び／または自動化
イムノアッセイフォーマットが使用され得る。よって、例えば比色、蛍光またはルミネッ
セントシグナルに基づくビーズベースアッセイ、例えば染料充填ミクロスフェアを用いる
Ｌｕｍｉｎｅｘ（テキサス州に所在のＡｕｓｔｉｎ）テクノロジー及びＢＤ（ニュージャ
ージに所在のＦｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ）Ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ　Ｂｅａｄ　Ａｒｒ
ａｙ　ｓｙｓｔｅｍが使用され得る。いずれの場合も、当該エピトープがビーズに結合さ
れている。
【０１０９】
　別の多重アッセイはＧａｎｎｏｔら，Ｊ．ＭｏＩ．Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，７，４２
７－４３６，２００５の層状アレイ方法である。この方法では各々が異なる１つの結合対
（例えば、抗原やマーカーのような標的分子）を有している複数の膜を使用しており、こ
れらの膜はインレジスタ（in register）にクロマトグラフィー移送する目的で他の結合
対を有すると疑われるサンプルを受容するようにインレジスタ（in register）で構成さ
れている。サンプルは吸い上げたり、三次元マトリックスを与えるように多数の整列され
た膜を介して輸送される。よって、例えば、多数の膜を分離ゲルの頂上に積み重ね、ゲル
内容物を分離ゲルから排出し、積み重ねた膜を通過させる。１つの膜にくっつけた分子と
膜スタックを介して輸送される分子間の分子の会合（例えば、抗体に結合した抗原）は公
知のレポーター、検出材料及び方法を用いて可視化され得る。例えば、米国特許第６，６
０２，６６１及び同第６，９６９，６１５号；並びに米国特許出願公開第２００５０２５
５４７３号及び同第２００４００８１９８７号を参照されたい。
【０１１０】
　他の実施形態では、当該組成物またはデバイスは肺癌に関連または相関している分子の
各種クラスを検出するために使用され得る。よって、アッセイは肺癌に関連または相関し
ている循環自己抗体及び非抗体分子（例えば、肺癌抗原）を検出し得る。例えば、Ｗｅｙ
ｎａｎｔｓら，Ｅｕｒ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｊ．，１０：１７０３－１７１９，１９９７及び
Ｈｉｒｓｃｈら，Ｅｕｒ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｊ．，１９：１１５１－１１５８，２００２を
参照されたい。従って、デバイスは捕捉エレメントとして肺癌分子に対する自己抗体及び
結合分子に対するエピトープ（例えば、特異的抗体、アプタマー、リガンド等）を含み得
る。
【０１１１】
　サンプリング及び検査の例示
　特にスクリーニングアッセイにおいて検査を受けることが可能なサンプルは通常患者か
ら、おそらく非侵入性または最小の侵襲性方法で容易に得ることができるものである。サ
ンプルは自己抗体を有していると公知のものである。血液サンプルはそのような適当なサ
ンプルであり、多くのイムノアッセイフォーマットに容易にかけることが可能である。
【０１１２】
　血液サンプルの関連で、多くの採血管が公知であり、多くは５または１０ｍｌの血液を
集める。多くの一般的に注文されている診断血液検査と同様に、５ｍｌの血液を集めるが
、マイクロアレイとして操作する本アッセイは１ｍｌ未満の血液ですむことがあり得る。
採血容器が抗凝固薬（例えば、ヘパリン、クエン酸塩またはＥＤＴＡ）を含んでいてもよ
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い。細胞エレメントを通常遠心することにより、例えば４℃で１０００×ｇ（ＲＣＦ）で
１０分間遠心することにより分離し（分析のために～４０％の血漿を得る）、使用まで通
常冷凍温度または４℃で保存し得る。好ましくは、血漿サンプルは採取から３日以内にア
ッセイするか、または例えば－２０℃で冷凍保存する。過剰のサンプルは所要による反復
分析のために－２０℃で（サンプルの凍結融解を避けるために霜のつかない冷凍庫におい
て）最長２週間保存する。２週間以上の長期にわたる保存は－８０℃でなければならない
。抗体構造及び機能を保存するために当業界で公知のように標準の取り扱い及び保存方法
を実施する。
【０１１３】
　次いで、流体サンプルを、例えば本明細書中に記載されている５マーカーパネルの１つ
の精製ポリペプチドのサンプルを適当なポジティブサンプル及びネガティブサンプルと一
緒に充填した部位を含むマイクロアレイのような検査組成物に用いる。サンプルは定量を
可能とするように連続希釈物のような漸変量で用意され得る。サンプルは位置的影響を考
慮してマイクロアレイ上にランダムに配置され得る。インキュベートした後、マイクロア
レイを洗浄した後、デテクタ（例えば、特定のマーカーで標識した抗ヒト抗体）に曝す。
シグナルの正規化を可能とするために、例えばマイクロアレイに第２デテクタを添加して
各部位のサンプルの測度を得る。単離したポリペプチドサンプル上の別の部位に対する抗
体であり得、ポリペプチドを特異的反応に対して不活性な追加のシーケンスまたは分子を
含むように修飾しても、ポリペプチドをマイクロアレイに添加する前にレポーターを有す
るように修飾してもよい。マイクロアレイを再び洗浄した後、所要によりレポーターの検
出を可能とするように試薬に曝す。例えばレポーターが金属ゾルのような着色粒子を含ん
でいるならば、特殊な検出手段は必要でない。蛍光分子を使用するならば、適切な入射光
が使用される。酵素を使用するならば、マイクロアレイは適当な基質に曝される。次いで
、マイクロアレイを部位に結合した反応産物について評価する。肉眼で評価してもよいが
、検出し、所要によりシグナルの強度を定量するデバイスがある。次いで、データを、例
えばポジティブ対照サンプル及びネガティブ対照サンプルを観察することにより反応の正
当性に関する情報を得るように解釈し、正当ならば実験サンプルを評価する。次いで、情
報を癌の存在について解釈する。例えば、患者が３個以上の抗体に対して陽性ならば、患
者は肺癌について陽性であると診断される。或いは、マーカーの情報を肺癌の存在の結果
に対する５個のマーカーの最大可能性関係を記載している式に適用してもよく、患者のス
コアの糸口がパネルの同スコアの値の５０％以上ならば、患者は癌に対して陽性であると
診断される。適当なスコアは算出したＡＵＣ値であり得る。
【０１１４】
　キットの使用及びアッセイ
　その後の経過観察のための早期診断または早期警告は疾患の結果に対する潜在的な影響
のために非常に有力であるが、本発明の血液検査は複数の使用及び用途を有する。本発明
は肺癌のラジオグラフィースクリーニングを補うためのツールとして使用され得る。連続
ＣＴスクリーニングは通常肺癌に対して感受性であるが、非常に高価で、非特異的（報告
されている特異性は６４％）である傾向にある。よって、ＣＴは多数の、ほぼ４／１０の
偽陽性を生ずる。ラジオグラフィー画像診断で不確定な肺結節がルーチンに同定されると
、しばしば高価な精密検査及び大手術を含めた潜在的に有害な介入につながる。現在、肺
癌に対する大規模スクリーニング研究による選択基準として使用されているリスクファク
ターは年齢と喫煙歴のたった２つである。
【０１１５】
　ラジオグラフィーにより明らかな癌（＞０．５ｃｍ）及び／または潜在性または悪性前
癌（慣用のラジオグラフィー検出の限界以下）を検出するために本発明の血液検査を使用
すると、追加のスクリーニングを行うのに最も値する個人が特定される。よって、本発明
のアッセイは一次スクリーニング検査として役立ち得、陽性結果は当業界で慣用されてお
り、公知のラジオグラフィー分析（例えば、ＣＴ、ＰＥＴ、Ｘ線等）のような更なる検査
に対する指標である。加えて、定期的再検査により新しく出現したＮＳＣＬＣが同定され
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得る。
【０１１６】
　本発明の検査を医療行為に組み入れ得る方法の１例は、高リスクの喫煙者（例えば、２
０年以上１日一箱くらい喫煙したヒト）は毎年の身体検査の一部として本発明の血液検査
を受けてもよい。更に明白な症状のない陰性の結果は少なくとも１年に１回更に検査する
ことを示し得る。検査結果が陽性ならば、患者は可能性ある腫瘍を同定するために追加の
検査、例えば本アッセイの繰り返し及び／またはＣＴスキャンもしくはＸ線を受ける。腫
瘍がＣＴスキャンまたはＸ線で明らかでないならば、多分本アッセイをその年に１～２回
、その後も腫瘍が少なくとも０．５ｍｍの直径になるまで年に数回繰り返され、検出され
、外科的に除去され得る。
【０１１７】
　以下の実施例に記載されているように、例示した５マーカーパネルを用いたＮＳＣＬＣ
に対する自己抗体プロファイリングの９０％以下の感度はＣＴスクリーニング単独の感度
にかなり有利に匹敵し、比較により小腫瘍に対して非常にうまく実行され得、潜在性疾患
の検出における大きな進歩を示す。更に、本アッセイの８０％以上の特異性はＣＴスクリ
ーニングの特異性よりも非常に高く、このことはリスクのある集団での良性肺結節のパー
センテージが高くなり、例えばＭａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃスクリーニングトライアルでは参
加者の約７０％のレベルに上昇するので、ますます重要になりつつある。
【０１１８】
　スクリーニングにおける使用に加えて、本発明のアッセイ及び方法は、ＣＴスクリーニ
ングで同定された良性結節と悪性結節を区別するという非常に関連する臨床問題に対して
も有用であり得る。孤立性肺結節（ＳＰＮ）は正常な肺組織で完全に囲まれている直径が
３ｃｍ未満の単一の球形病巣と定義されている。ＳＰＮ中の悪性疾患の有病率は約１０％
～約７０％と報告されていたが、ＳＰＮの現代の定義を用いた最新の研究は約４０％～約
６０％の悪性疾患の有病率を示している。良性病巣の大部分は肉芽腫の結果であるが、悪
性病巣の大部分は原発性肺癌である。ＳＰＮの初期診断評価は、悪性疾患のリスクファク
ター、例えば年齢、喫煙歴、過去の悪性疾患の病歴及び結節の胸部ラジオグラフィー特徴
（例えば、大きさ、石灰化、境界（とがったまたは平滑）及び過去の胸部Ｘ線の評価に基
づく成長パターン）の評価に基づいている。その後、これらのファクターは悪性疾患の可
能性を判断し、更なる患者の管理を指導するために使用される。
【０１１９】
　初期評価した後、多くの結節は悪性疾患の中間確率（２５～７５％）を有するとして分
類される。この群の患者は生検または手術を受ける前に本アッセイで追加検査する恩恵を
受け得る。増殖または代謝イメージングを評価する連続スキャニング（例えば、ＰＥＴス
キャニング）のみが現在利用可能な唯一の非侵襲性オプションであり、理想とはかけ離れ
ている。連続ラジオグラフィー分析は病巣が２年の時間枠で増殖を示さないことを要求す
る増殖の指標に依拠している。スキャン間の理想的間隔は決められていないが、２年間に
３ヶ月毎のＣＴスキャンが慣用の縦断的評価である。ＰＥＴスキャンは肺癌に対して９０
～９５％の特異性及び８０～８５％の感度を有している。これらの予測値は良性肉芽腫疾
患（例えば、ヒストプラスマ症）の限局性有病率に基づいて変動し得る。
【０１２０】
　ＰＥＴスキャンは通常１検査あたり＄２０００～＄４０００の費用がかかる。非外科的
介入（たとえば、気管支鏡検査または経胸腔針生検（ＴＴＮＢ））からの診断率は４０～
９５％の範囲である。非診断処置施設でのその後の管理には問題があることがある。外科
的介入は他の診断精密検査を用いたまたは用いない最も実行可能なオプションとしてしば
しば遂行されている。この選択は悪性疾患の予備検査リスクが高いか低いか、特定の施設
での検査の利用可能性、結節の特徴（例えば、大きさ及び場所）、患者の手術のリスク及
び患者の採択に依拠する。他の肺外悪性疾患の過去の病歴から直ちに肺への転移性癌の可
能性が示唆され、非侵襲性検査の適切さは無視されるようになる。肺癌が臨床上不確定的
に疑われるＳＰＮの混乱する臨床シナリオでは、循環腫瘍マーカーが潜在的に有害な侵襲
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性診断精密検査を避けるのに役立ち、逆に積極的な外科的介入に対する理論的根拠を裏付
ける。
【０１２１】
　よって、本発明によると、侵襲的診断の代わりに結節を連続的に画像診断するために選
択する臨床的満足が高まる。本発明は、連続Ｘ線またはＣＴスクリーニングの間隔に影響
を有し、臨床ヘルスケアコストを低下させるであろう。本発明は、肺癌が存在するか否か
の確率を更に高めるための費用効率が適切な方法としてＰＥＴスキャニングを補充または
補足するであろう。
【０１２２】
　本発明は、治療介入後の疾患の再発を評価する際に有用である。結腸癌及び前立腺癌に
対する血液検査はこの可能性で一般的に使用されており、マーカーレベルは治療の成功ま
たは失敗の指標として追跡され、マーカーレベルが高くなると治療介入につながる再発に
ついての更なる診断評価の必要性を示す。
【０１２３】
　本発明は、腫瘍特性についての重要な情報を与える。予後の悪い腫瘍のサブタイプの決
定は潜在的に毒性のある追加治療を推奨するための臨床的決定に重大な影響を及ぼし得る
。なぜならば、アッセイは複数のマーカーを使用しており、マーカーの１個は特定の癌の
特徴またはその独自のパラメーターであり得るからである。慣用の手術または化学療法の
長期間強化のために使用される新しい治療の開発には注意深い費用／効率分析及び患者の
選択が必要であり得る。
【０１２４】
　よって、本アッセイはスクリーニング、治療の選択のために、治療の経過、治療の成功
、再発、治癒等をモニターするために治療中に連続使用するために貴重なツールである。
本アッセイの試薬、マーカーの特定パネルは具体的目的に適するように扱われ得る。例え
ば、スクリーニングアッセイでは、多数の個人に対する予測パワーを最大とするためにマ
ーカーの大きなパネルまたは非常に一般的なマーカーのパネルが使用される。しかしなが
ら、治療を受けている個人に関連して、例えば患者腫瘍の特定の抗体フィンガープリント
を得、スクリーニングのために使用したマーカーのすべてを要することも要しないことも
あり、マーカーの特殊化部分集合は患者における腫瘍の存在及びその後の治療介入をモニ
ターするために使用され得る。
【０１２５】
　当該アッセイの構成成分は分布等のために多種多様のフォーマットで構成され得る。よ
って、１つ以上のエピトープが１つ以上の容器（例えば、ガラス容器、遠心管等）にアリ
コートされ、保存される。エピトープ溶液が当業界で公知のように保存剤、抗菌剤、安定
化剤等を含めた適当な緩衝剤等を含んでいてもよい。エピトープは乾燥、凍結乾燥等の保
存形態をとり得る。エピトープを具体的アッセイに使用するために適当な固相上に配置し
てもよい。よって、エピトープを培養プレートのウェル中に配置し、乾燥し、層状アレイ
またはラテラルフローイムノアッセイデバイス中の膜上にスポットし、マイクロアレイ用
スライドまたは他の支持体上にスポットする等をしてもよい。アイテムを最大の貯蔵寿命
を確保するために当業界で公知のように、例えばプラスチックフィルムラップまたは不透
明ラップで包装し、箱に入れてもよい。アッセイ容器は各々が容器中に入れられたポジテ
ィブ対照サンプル及びネガティブ対照サンプルをも含んでいてもよく、容器にはサンプル
が液体ならば滴下装置または液滴の分配を可能にするキャップを有する容器、サンプル収
集装置、他の液体移送デバイス、検出試薬、発色試薬（例えば、銀染色試薬及び酵素基質
）、酸／塩基溶液、水等が含まれる。適当な使用説明書を添付してもよい。
【０１２６】
　ビーズベースアッセイを用いるような他のフォーマットでは複数のエピトープをビーズ
の各種集団にくっつけ、次いで１つの試薬に組み合わされ、患者サンプルに曝される得る
。
【０１２７】
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　本発明を以下の非限定的実施例において例示する。データはＺｈｏｎｇら，Ａｍ．Ｊ．
Ｒｅｓｐｉｒ．Ｃｒｉｔ．Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ．，１７２：１３０８－１３１４，２００５
及びＺｈｏｎｇら，Ｊ．Ｔｈｏｒａｃｉｃ　Ｏｎｃｏｌ．，１：５１３－５１９，２００
６において報告されており、これらの内容は参照により全文を本明細書中に組み入れると
する。
【実施例】
【０１２８】
実施例１
ＮＳＣＬＣ診断アッセイ
　本実施例では、後期（ＩＩ、ＩＩＩ及びＩＶ）ＮＳＣＬＣを診断するためのマーカーの
同定を実施した。２つのＴ７ファージＮＳＣＬＣライブラリーをＮＳＣＬＣ患者及び正常
人血清を用いてバイオパンして、ＮＳＣＬＣ患者中を循環している抗体により認識される
ポリペプチドを発現する免疫原性クローンの集団を濃縮した。
【０１２９】
　１つのＴ７ファージＮＳＣＬＣ　ｃＤＮＡライブラリーを購入（米国ウィスコンシン州
マディソンに所在のＮｏｖａｇｅｎ）し、第２のライブラリーは腺癌細胞株ＮＣＩ－１６
５０からＮｏｖａｇｅｎ　ＯｒｉｅｎｔＥｘｐｒｅｓｓ　ｃＤＮＡ合成及びクローニング
システムを用いて構築した。これらのライブラリーを５人のＮＳＣＬＣ患者（２～４期；
組織学的に確認された診断）及び正常な健常ドナーからのプールした血清を用いてバイオ
パンして、腫瘍関連抗体により認識されるファージ発現タンパク質の集団を濃縮した。簡
単に説明すると、ファージディスプレイライブラリーを、非腫瘍特異的タンパク質を除外
すべくプールした正常血清（２５０μｌのプールした正常血清，１：２０希釈，４℃で一
晩）からの抗体で被覆したプロテインＧ寒天ビーズとインキュベートすることによりアフ
ィニティー選択した。非結合ファージを遠心により正常血清中の抗体に結合したファージ
から分離した。次いで、上清をプールした患者血清（４℃で一晩）で被覆したプロテイン
Ｇ寒天ビーズに対してバイオパンし、遠心により非結合ファージから分離した。結合／反
応性ファージを１％　ＳＤＳを用いて溶離した後、遠心することにより収集した。ファー
ジを大腸菌ＮＬＹ５６１５（ニューヨーク州グランドアイランドに所在のＧｉｂｃｏ　Ｂ
ＲＬ）において溶解するまで１ｍＭ　ＩＰＴＧ及び５０μｇ／ｍｌ　カルベニシリンの存
在下で増幅させた。増幅させたファージ含有ライゼートを収集し、バイオパン濃縮ラウン
ドに更に３回連続してかけた。第４のバイオパンからのファージ含有ライゼートを増幅さ
せ、個々のファージクローンを単離し、下記するタンパク質アレイに組み入れた。
【０１３０】
　アレイ構築及びハイスループットスクリーニング
　個々のファージを単離するために、第４ラウンドのバイオパニングからのファージライ
ゼートを増幅させ、６％　アガロースで被覆したＬＢ－寒天プレート上で増殖させた。コ
ロニーピッキングロボット（英国ハンプシャーに所在のＧｅｎｅｔｉｃ　ＱＰｉｘ　２）
を用いて４０００個の個々のコロニー（２０００／ライブラリー）を単離した。ピッキン
グしたファージを９６ウェルプレートにおいて増幅させた後、各ウェルからの透明ライゼ
ート５ｎｌをＦＡＳＴスライド（ニューハンプシャー州キーンに所在のＳｃｈｌｅｉｃｈ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｓｃｈｕｅｌｌ）上にＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　４１７　Ａｒｒａｙｅｒ（
カリフォルニア州サンタクララに所在のＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）を用いて機械的に２回ス
ポットした。
【０１３１】
　次いで、４０００個のファージをバイオパンでは使用しなかった５個の個々のＮＳＣＬ
Ｃ患者血清を用いてスクリーニングして、免疫原性ファージを同定した。家兎抗－Ｔ７一
次抗体（ペンシルベニア州ウェスト・グローブに所在のＪａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ－
Ｒｅｓｅａｒｃｈ）を用いて、ファージ量に対する対照としてのＴ７カプシドタンパク質
を検出した。吸収前血漿（血漿：細菌ライゼート，１：３０）サンプル及び抗－Ｔ７抗体
の両方を１×ＴＢＳ＋０．１％　トゥイーン２０（ＴＢＳＴ）を用いて１：３０００希釈
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、Ｃｙ５標識抗ヒト及びＣｙ３標識抗家兎二次抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅ
ｓｅａｒｃｈ；１×ＴＢＳＴ中１：４０００各抗体）と一緒に室温で１時間インキュベー
トした。スライドを再び洗浄した後、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　４２８スキャナーを用いて
スキャンした。画像をＧｅｎｅＰｉｘ　５．０ソフトウェァ（カリフォルニア州ユニオン
シティに所在のＡｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）を用いて分析した。線形回帰から２
標準偏差以上のＣｙ５／Ｃｙ３シグナル比を有するファージを“診断チップ”で使用する
ための候補者として選択した。
【０１３２】
　診断チップ設計及び抗体測定
　上記したハイスループットスクリーニングで同定された２１２個の免疫反応性ファージ
及び１２０個の“空”Ｔ７ファージを組み合わせ、再増幅させ、単一診断チップとしての
ＦＡＳＴスライド上に２回スポットした。重複チップを使用して、上記スクリーニングに
関して記載したプロトコルを用いて４０個の後期ＮＳＣＬＣサンプルをアッセイした。Ｃ
ｙ５シグナルのメジアンを、特有のファージ発現タンパク質に対するヒト抗体の測定値と
してＣｙ３シグナルのメジアンに正規化した（Ｃｙ５／Ｃｙ３シグナル比）。チップ毎の
変動性を補償するために、空Ｔ７ファージタンパク質に対する血漿のバックグラウンド反
応性を差し引き、Ｔ７シグナルのメジアンを割ることにより更に正規化した［（ファージ
のＣｙ５／Ｃｙ３）－（Ｔ７のＣｙ５／Ｃｙ３）／（Ｔ７のＣｙ５／Ｃｙ３）］。
【０１３３】
　４０人の患者（ＩＩ～ＩＶ期）及び４１人の正常人からの正規化シグナルのスチューデ
ントｔ検定から、各候補マーカーの相対的予測値を示唆する統計的カットオフ（ｐ＜０．
０１）を得た。２１２個の候補者のうち、１７個がカットオフ基準（ｐ＝０．００００３
～ｐ＝０．０１）を満たした。
【０１３４】
　群内の冗長度をＰＣＲ及び配列分析により評価し、幾つかの二重及び三重クローンを明
らかにした。冗長なクローンを排除し、７個のファージ発現タンパク質の組を同定した。
【０１３５】
　統計分析
　ロジスティック回帰分析を実施して、サンプルがＮＳＣＬＣ患者由来の確率を予測した
。全部で８１個の患者サンプル及び正常人サンプルを２群に分けた。患者はＮＳＣＬＣの
ＩＩ～ＩＶ期と診断された。第１群はランダムに選択した２１個の正常人及び２０個の患
者血漿サンプルから構成し、個々のマーカーまたはマーカーの組合せを用いて患者サンプ
ルと正常人サンプルを区別するマーカーを同定するためのトレーニング組として使用した
。２０個の患者サンプル及び２０個の正常人サンプルから構成した第２群を使用して、ト
レーニング群を用いて同定したマーカーの予測率を確認した。予測感度及び特異性を各種
マーカーを用いて比較するために受動者動作特性（ＲＯＣ）曲線を作成し、曲線下面積（
ＡＵＣ）を求めた。更に、分類子をクロス確認（leave-one-out cross validation）を用
いて調べた。喫煙歴及び病気のステージも分析し、比較した。
【０１３６】
　次いで、２つの群を逆転させ、４０個のサンプル群をＮＳＣＬＣの存在を示すマーカー
を同定するためのトレーニング群とした。次いで、最大予測パワーを与えるとして同定さ
れたマーカーを他の４１個のサンプル群においてＮＳＣＬＣを診断するために使用した。
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【表５】

【表６】

【０１３７】
　ファージ発現タンパク質の配列分析
　ｔ検定及びｐ値＜０．０１を用いて推定予測値について選択した１７個のファージを冗
長度を同定するために配列決定し、７つの特有な配列を明らかにした。ファージ発現タン
パク質の身元が当該診断アッセイにおいて使用するために重要でないが、配列を別の（独
立した）スクリーニング手法を用いた従来の研究で得た配列と比較し、ＧｅｎＢａｎｋデ
ーターベースとも比較して、ありそうな身元を得た。７つのクローンから得たヌクレオチ
ド配列はＧＡＧＥ７、ＮＯＰＰ１４０、ＥＥＦＩＡ、ＰＭＳ２Ｌ１５、ＳＥＣ１５Ｌ２、
パキシリン及びＢＡＣクローンＲＰ１１－４９９Ｆ１９と相同性を示した。
【０１３８】
　７個のタンパク質のうち、タンパク質合成機構のコア成分のＥＥＦ１Ａ（真核翻訳伸長
因子１）及び癌精巣抗原のＧＡＧＥ７を幾つかの肺癌において過剰発現させる。パキシリ
ンは細胞接着及び移動を調節するフォーカルアドヒージョンタンパク質である。パキシリ
ンの異常発現及び異常活性は肺癌を含めた幾つかの悪性疾患における侵攻性転移表現型に
関連している。ＰＭＳ２ＬはＤＮＡミスマッチ修復関連タンパク質であるが、癌において
変異はまだ同定されていない。また、細胞内トラフィッキングタンパク質のＳＥＣ１５Ｌ
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２及び転写活性の調節に関与する核小体タンパク質のＮＯＰＰ１４０は公知の悪性関連を
持たない。しかしながら、これら３つのタンパク質の生理学的機能は、各々が悪性表現型
において機能を有し得ると示唆している。
【０１３９】
　統計モデリング及びアッセイ予測精度
　より高い予測率についてユニークな７つのファージ発現タンパク質を用いて分類子を開
発するために、８１個のサンプルをランダムに２群に分けた。１群はトレーニングの目的
で、他群は確認のために使用した。ロジスティック回帰を用いて、個別のファージ発現タ
ンパク質及び複数のファージ発現マーカーの組合せを用いる予測精度に対する感度及び特
異性を計算した。結果は、５個のファージマーカーがトレーニング組において患者サンプ
ルを正常対照と区別するための有意な能力を有していたことを示している。それぞれにつ
いてのＲＯＣ　ＡＵＣは０．７９～０．８６の範囲であった。５個のマーカーを組み合わ
せると、９５％の感度及び８５％の特異性で有望な予測率（ＡＵＣ＝０．９８）に達した
（表５）。
【０１４０】
　２０個の正常対照及び２０個のＮＳＣＬＣサンプルを含む確認群を検査するための統計
モデルを用いると、アッセイは９０％の感度及び９５％の特異性を与えた（表５）。
【０１４１】
　分類子と診断感度及び特異性の関連を更に調べるために、すべての８１チップについて
のクロス確認を用いるクラス予測を実施した。
【０１４２】
　８１個のサンプルについて感度及び特異性はそれぞれ９０％及び８７％であり、全体の
診断精度は８９％であった（表６）。全部で８１個のサンプルを用いて、対応のクローン
ＩＤ、遺伝子名及びｐ値は次の通りであった：１８６４，ＧＡＧＥ７，ｐ＝９．１×１０
－９；１８９６，ＢＡＣクローンＲＰ１１－４９９Ｆ１９，ｐ＝３．５×１０－８；１９
１９，ＳＥＣ１５Ｌ２，ｐ＝１．２×１０－６；１７６１，ＰＭＳ２Ｌ１５，ｐ＝５．２
×１０－７；及び１７４７，ＥＥＦＩＡ，ｐ＝５．９×１０－７。５個すべてのマーカー
が０．００１／２６２＝３．８×１０－６のボンフェローニ補正を合格し、これらのうち
の１つ以上が偽陽性である確率は０．００１未満であった。
【０１４３】
　従って、全体として、５個のマーカーのパネルを使用して、４０人のＮＳＣＬＣ患者及
び４１人の正常人からのサンプルを分離した。サンプルが５個全部のマーカーを含んでい
たときの合格同定率は８９％であった。
【０１４４】
実施例２
早期肺癌の検出
　本実施例では、Ｉ期肺癌及び潜在性疾患をリスク照合対照サンプルから区別し得るマー
カーを同定するための本発明のアッセイ及び方法の能力を調査した。
【０１４５】
　ヒト被験者
　インフォームドコンセント後、ケンタッキー大学及びレキシントン退役軍人医療センタ
ーで組織学的にＮＳＣＬＣが確認された個人から血漿サンプルを得た。非癌対照をＭａｙ
ｏ　Ｃｌｉｎｉｃ肺スクリーニングトライアルに参加した１５２０人の被験者からランダ
ムに選択した。簡単に説明すると、少なくとも２０年の喫煙歴（20 pack-year）、５０～
７５才の年齢及び研究開始の５年以内に他の悪性疾患のない個人がＣＴスクリーニングト
ライアルに適格であった。Ｍａｙｏ肺スクリーニングトライアルからの非癌サンプルに加
えて、６個のＩ期ＮＳＣＬＣサンプル及び４０個の診断前サンプルを分析のために使用し
た。診断前サンプルは研究開始時にサンプル採取から１～５年後にＣＴスクリーニングで
ＮＳＣＬＣの癌が発生すると診断された被験者から採取した。
【０１４６】
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　ファージライブラリー
　ファージライブラリー、パンニング及びスクリーニングは上記した通りであった。
【０１４７】
　診断チップ設計及び抗体測定
　上記ハイスループットスクリーニングで同定された２１２個の免疫反応性ファージ及び
１２０個の“空”Ｔ７ファージを一緒にし、再増幅させ、単一の診断チップとしてＦＡＳ
Ｔスライド上に２回スポットした。複製チップを使用して、上記スクリーニングについて
記載したプロトコルを用いて２３個のＩ期ＮＳＣＬＣ及び２３個のリスク照合血漿サンプ
ルをアッセイした。
【０１４８】
　統計分析
　２１２個のファージ発現タンパク質の各々についての正規化Ｃｙ５／Ｃｙ３比を、上記
実施例に記載されているようにＪＭＰ統計ソフトウェア（ノースカロライナ州ケアリーに
所在のＳＡＳ，Ｉｎｃ．）を用いるｔ検定により２３個の患者と２３個の対照サンプルの
統計上有意差について独立して分析した。４６個すべてのサンプルを使用して、個別のマ
ーカーまたはマーカーの組合せを用いて患者を正常サンプルから区別することができた分
類子を構築した。推定感度、特異性を比較するためにＲＯＣ曲線を作成し、ＡＵＣを求め
た。次いで、４６個すべてのサンプルに対して公差確認を用いて分類子を調べた。
【０１４９】
　次いで、分類子の組を使用して、Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃ肺スクリーニングトライアル
からの１０２の症例及びリスク照合対照の独立した組における疾患の確率を予測した。喫
煙及び他の非悪性肺疾患の相対的影響も評価した。
【０１５０】
　予測能力を推定するために４６個のサンプルすべてをアッセイすることにより求めた各
々の個別マーカーのＲＯＣ　ＡＵＣは．７４～．９５の範囲であり、５個のマーカーの組
合せはリスク照合対照から早期患者サンプルを区別する有意な能力を示した（ＡＵＣ＝０
．９９）。クロス確認を用いて計算した感度及び特異性はそれぞれ９１．３％及び９１．
３％であった（表７）。
【０１５１】
　次いで、診断の０～５年前に採取した４６個のサンプル（６個の癌有病サンプル及び４
０個の前癌サンプル）及び被スクリーニング集団からの５６個のリスク照合サンプルを含
めたＭａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃ　ＣＴスクリーニングトライアルからのサンプルコホートを
独立したデータ組として分析した。結果は、４９／５６の非癌サンプル、６／６のスクリ
ーニングＣＴでのラジオグラフィー検出時に採取した癌サンプル、９／１２の診断の１年
前に採取したサンプル、８／１１の診断の２年前に採取したサンプル、１０／１１の診断
の３年前に採取したサンプル、４／４の診断の４年前に採取したサンプル、１／２の診断
の５年前に採取したサンプルの正確な分類を示し、これは８７．５％の特異性及び８２．
６％の感度に相当した。アッセイにより不正確に分類された８個の前癌サンプルのうちの
３個は気管支肺胞細胞組織像を有していた。
【０１５２】
　検査組の中で、６／６の非癌対照は慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）の臨床診断で正しく
同定され、１人の個人はサルコイドーシスと同定され、１人の個人は乳癌の中間診断と同
定された。後者の独立した検査組の中で、限局性前立腺癌を有する２人の個人も正常と正
しく分類された。以前に（５年より前）乳癌と診断された１人の個人は非癌と分類された
が、二人目は癌と分類された。７９人の非癌被験者の３４人はスクリーニングＣＴスキャ
ンで検出された良性結節を有していた。現在の喫煙歴対以前の喫煙歴は検査の予測精度に
影響を及ぼさないようであった。アッセイ感度と診断までの時間も関係はなかった。
【０１５３】
　ファージ発現タンパク質の配列分析
　５つの予測ファージ発現タンパク質のヌクレオチド配列をＧｅｎＢａｎｋデータベース
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と比較した。最終予測モデルで用いた５個のクローンから得たヌクレオチド配列はパキシ
リン、ＳＥＣ１５Ｌ２、ＢＡＣクローンＲＰ１１－４９９Ｆ１９、ＸＲＣＣ５及びＭＡＬ
ＡＴ１と高い相同性を示した。最初の３つは先の実施例に記載した進行期の肺癌患者から
の血漿と免疫反応性であると同定された。ＸＲＣＣ５は幾つかの肺癌で過剰発現したＤＮ
Ａ修復遺伝子である。フォーカルアドヒージョンタンパク質であるパキシリンの異常活性
及び異常発現は肺癌及び他の悪性疾患における侵攻性転移表現型と関連していた。ＭＡＬ
ＡＴ１は肺癌において異常発現することが知られている調節ＲＮＡである。
【０１５４】
　本アッセイの肺癌に対するラジオグラフィースクリーニングを補う可能性はその後の確
認において認識され得、これらの５個の抗体マーカーの組み合わせた測度は４９／５６の
Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃ肺スクリーニングトライアルからの非癌サンプル、６／６の有病
癌、３２／４０のラジオグラフィー検出の１～５年前に採取した血液からの癌発生を正し
く推定し、８７．５％の特異性及び８２．６％の感度に相当した。
【０１５５】
　Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃ肺スクリーニングトライアルの最初のレポートにはＣＴのみで
診断された３５例のＮＳＣＬＣ、喀痰細胞診検査のみで検出された１例のＮＳＣＬＣ、毎
年のスクリーニングスキャンで臨床的に検出された１例のＩＶ期ＮＳＣＬＣが記載されて
おり、これはＣＴスキャニング単独の９４．５％の感度に相当する。更に、第１回の発病
率スキャン後の遡及的検討から、有病スキャンの２６％で小さい肺結節が見逃されたこと
を示した。これは他のＣＴスクリーニングトライアルで報告されている有意な偽陰性率と
一致した。遡及的に同定された結節の直径は２３１人の参加者（３７５人の参加者の６２
％）で４ｍｍ未満、１３７人（３７％）で４～７ｍｍ、６人（２％）で８～２０ｍｍであ
った。よって、ＮＳＣＬＣに対する自己抗体プロファイリングの８２．６％の感度はＣＴ
スクリーニング単独の感度にかなり有利に匹敵し、比較により小さい腫瘍に対して特にう
まくなされ得、潜在性疾患の検出において大きな前進を示す。更に、本アッセイの８７．
５％の特異性はＣＴスキャニングの特異性をはるかに超えており、リスクのある集団での
良性肺結節のパーセンテージが高くなり、Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃスクリーニングトライ
アルでは参加者の６９％のレベルに達するのでより重要となる。

【表７】

【０１５６】
　５個のマーカーは潜在性及びＩ期肺癌を正確に診断した。被験者中に５個のマーカーが
存在すると、標準の手法を用いて診断する前に癌を予測することができる。ＮＳＣＬＣ細
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胞に結合する循環抗体が現在では利用されている手法を用いて陰性と診断される患者中に
存在している。
【０１５７】
　本明細書中に引用されている参考文献はその全体が参照により援用される。
【０１５８】
　本発明の趣旨及び範囲を逸脱することなく本明細書中の教示内容に各種変更を加え得る
ことは自明である。
【配列表】
2009516178000001.app
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