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(57)【要約】
　患者の生体液試料を得るステップと、前記前記試料中に天然に存在する、カテプシン－
Ｓによるニドゲン－１の切断によって形成されるＮ末端またはＣ末端ネオエピトープを有
するニドゲン－１のフラグメントを測定するイムノアッセイを実施するステップと、前記
患者における前記測定値の、正常レベルを超える上昇をがんの存在または程度と関連させ
るステップとを含む、がんを診断または定量化する方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　がんを診断または定量化する方法であって、
　患者の生体液試料を得るステップと、
　前記前記試料中に天然に存在する、カテプシン－Ｓによるニドゲン－１の切断によって
形成されるＮ末端またはＣ末端ネオエピトープを有するニドゲン－１のフラグメントを測
定するイムノアッセイを実施するステップと、
　前記患者における前記測定値の、正常レベルを超える上昇をがんの存在または程度と関
連させるステップと
を含み、ここで、前記イムノアッセイが、
　前記試料中に天然に存在する前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピトープを有するニドゲン
－１の前記フラグメントを、前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピトープと特異的に反応する
が未切断のニドゲン１とは反応しない免疫学的結合パートナーと接触させるステップと、
　前記試料中の前記ネオエピトープを含むフラグメントを測定するために、前記Ｎ末端ま
たはＣ末端ネオエピトープと前記免疫学的結合パートナーとの結合の程度を測定するステ
ップと
を含む方法によって実施される、方法。
【請求項２】
　前記がんが、乳がんまたは非小細胞肺がんである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記免疫学的結合パートナーが、
　…ＣＱＨＥＲＥ（配列番号１）
　…ＹＳＬＬＰＬ（配列番号２）
　…ＩＩＲＱＤＬ（配列番号３）
からなる群から選択されるＣ末端ネオエピトープと特異的に反応し、または
　ＡＰＶＧＧＩ…（配列番号４）
　ＨＩＬＧＡＡ…（配列番号５）
　ＧＳＰＥＧＩ…（配列番号６）
からなる群から選択されるＮ末端ネオエピトープと特異的に反応する、請求項１または２
に記載の方法。
【請求項４】
　前記免疫学的結合パートナーが、Ｃ末端ネオエピトープＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ－ＣＯ
ＯＨ（配列番号７）と特異的に反応する、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記免疫学的結合パートナーが、短縮されたＣ末端配列ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲ－ＣＯＯ
Ｈ（配列番号８）と反応せず、かつ／または、前記免疫学的結合パートナーが、伸長され
たＣ末端配列ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥＨ－ＣＯＯＨ（配列番号９）と反応しない、請求項
４に記載の方法。
【請求項６】
　前記免疫学的結合パートナーが、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体である
、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　抗がん薬の効能を評価する方法であって、
　少なくとも２つの生物学的試料について、カテプシン－Ｓによるニドゲン－１の切断に
よって形成されるＮ末端またはＣ末端ネオエピトープを有するニドゲン－１のフラグメン
トの量を定量化するイムノアッセイを実施するステップを含み、ここで、前記生物学的試
料が、対象への前記抗がん薬の投与期間中の第１の時点および後続する少なくとも１つの
時点において前記対象から得られたものであり、前記抗がん薬の前記投与期間中の前記第
１の時点から前記後続する少なくとも１つの時点にかけての、カテプシン－Ｓによるニド
ゲン－１の切断によって形成されるＮ末端またはＣ末端ネオエピトープを有するニドゲン
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－１の前記フラグメントの量の減少が、効果的な抗がん薬であることを示しており、
　前記イムノアッセイが、前記試料中に天然に存在する前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピ
トープを有するニドゲン－１の前記フラグメントを、前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピト
ープと特異的に反応するが未切断のニドゲン１とは反応しない免疫学的結合パートナーと
接触させるステップと、前記試料中の前記ネオエピトープを含むフラグメントを測定する
ために、前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピトープと前記免疫学的結合パートナーとの結合
程度を測定するステップとを含む方法によって実施される、方法。
【請求項８】
　前記免疫学的結合パートナーが、
　…ＣＱＨＥＲＥ（配列番号１）
　…ＹＳＬＬＰＬ（配列番号２）
　…ＩＩＲＱＤＬ（配列番号３）
からなる群から選択されるＣ末端ネオエピトープと特異的に反応し、または
　ＡＰＶＧＧＩ…（配列番号４）
　ＨＩＬＧＡＡ…（配列番号５）
　ＧＳＰＥＧＩ…（配列番号６）
からなる群から選択されるＮ末端ネオエピトープと特異的に反応する、請求項７に記載の
方法。
【請求項９】
　前記免疫学的結合パートナーが、Ｃ末端ネオエピトープＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ－ＣＯ
ＯＨ（配列番号７）と特異的に反応する、請求項７または８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記免疫学的結合パートナーが、短縮されたＣ末端配列ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲ－ＣＯＯ
Ｈ（配列番号８）と反応せず、かつ／または、前記免疫学的結合パートナーが、伸長され
たＣ末端配列ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥＨ－ＣＯＯＨ（配列番号９）と反応しない、請求項
９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記免疫学的結合パートナーが、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体である
、請求項７～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法において使用するための診断キットであっ
て、カテプシン－Ｓによるニドゲン－１の切断によって形成されるＮ末端またはＣ末端ネ
オエピトープと特異的に反応するが未切断のニドゲン１とは反応しない免疫学的結合パー
トナーと、以下：
　－　ストレプトアビジン被覆９６ウェルプレート
　－　任意選択的にリンカーがビオチン残基とペプチドとの間に位置している、前記Ｎ末
端またはＣ末端ネオエピトープのアミノ酸配列に対応するビオチン化ペプチド
　－　サンドイッチイムノアッセイで使用されるビオチン化二次抗体
　－　前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピトープのアミノ酸配列に対応する較正ペプチド
　－　抗体ＨＲＰ標識キット
　－　抗体放射能標識キット
　－　アッセイ視覚化キット
の少なくとも１つと
を含む、診断キット。
【請求項１３】
　ビオチン化ペプチドであるビオチン－Ｌ－ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ－ＣＯＯＨ（配列番
号１０）（式中、Ｌは任意選択のリンカーである）、および、Ｃ末端配列ＶＥＫＴＲＣＱ
ＨＥＲＥ－ＣＯＯＨ（配列番号１１）を含む較正ペプチドを含む、請求項１２に記載の診
断キット。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本出願は、カテプシン－Ｓによるニドゲン－１の切断によって形成されるＮ末端または
Ｃ末端ネオエピトープを有するニドゲン－１のフラグメントを測定するアッセイ、ならび
にがんの診断および抗がん薬の評価のための前記アッセイの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍微小環境の主成分は細胞外マトリックス（ＥＣＭ）である。健常な組織恒常性の崩
壊およびＥＣＭの代謝回転の変化は、疾患の進行をもたらすかもしれないがんの特徴であ
る（１）。基底膜（ＢＭ）は、上皮細胞、内皮細胞および間葉細胞を裏打ちし、かつそれ
らを包囲する特殊なＥＣＭ層であり、組織構造および細胞極性化の維持や、胚の発生に必
須である（２）。ＢＭはまた、細胞浸潤およびＢＭの破損に対する障壁としても働き、Ｂ
Ｍの完全性の喪失は、がんにおける浸潤性表現型に関連している（３）。
【０００３】
　ニドゲンは、ほぼすべてのＢＭに見られる高度に保存されたタンパク質である（４）。
２つの異なるニドゲンとして、ニドゲン－１（エンタクチン）およびニドゲン－２が存在
する。ニドゲン－１は、最も広く発現し、２つの棒状ドメインによって接続された３つの
球状ドメイン（Ｇ１、Ｇ２、およびＧ３）を含む。ニドゲン－１は、他のＢＭタンパク質
、すなわち、ＩＶ型コラーゲン、パールカン、ラミニンの間のリンカーとして働く（５）
。ニドゲン－１はまた、ＢＭ変化の直接の結果として、ニドゲン欠損マウスで観察された
肺および心臓の異常ならびに周産期死亡（７）から明らかなように、ＢＭの構築および安
定化において重要な役割を果たす（６）。
【０００４】
　ニドゲン－１が乳腺上皮細胞における特異的遺伝子発現を調節できることも示されてい
る（８）。β－カゼインの発現をニドゲンの質／組成の関数として調査したとき、ラミニ
ン－１結合ドメインを含有するがＩＶ型コラーゲン結合ドメインを欠くニドゲンのフラグ
メントは、β－カゼインの発現を減少させることができた。対照的に、ＩＶ型コラーゲン
結合ドメインを含有するがラミニン－１結合ドメインを欠くニドゲンのフラグメントでは
そうならなかった。これは、ニドゲンが、ＢＭ完全性の維持に加えて、ＢＭ誘導性遺伝子
発現において生理的役割を有し、それがニドゲンの質／組成に影響されることを示してい
る。
【０００５】
　Ｓａｇｅら（９）は、ニドゲン－１がカテプシン－Ｓ（ＣａｔＳ）の基質であり、Ｃａ
ｔＳが正常組織および腫瘍組織の両方で見られることを示した。しかし、正常組織および
腫瘍組織におけるＣａｔＳによるニドゲン切断の生理的関連は未知のままであった。
【０００６】
　カテプシンはがんにおいて重要な役割を果たす可能性があると考えられている（１０）
。Ｓａｇｅらが述べるように、ＣａｔＳは正常組織および腫瘍組織で産生され、ＣａｔＳ
が腫瘍関連マクロファージ（ＴＡＭ）によって産生されることも明らかにされている（１
１）。ＣａｔＳは、様々ながんタイプにおける増殖、血管新生、遊走、浸潤、および転移
に関連する（１１～１４）。しかし、Ｋｏｓら（２１）は、がんの進行におけるＣａｔＳ
の役割が、細胞外マトリックスの再構築ではなく免疫応答に強く関連していることを示し
た。
【発明の概要】
【０００７】
　出願人は、ＣａｔＳによって分解されたニドゲン－１が、がんにおけるバイオマーカー
としての潜在能力を有することを見出した。理論に拘泥するものではないが、これは、Ｂ
Ｍ完全性の喪失、前がん事象と関連していることが公知である現象、および浸潤性表現型
を反映していると仮定される。したがって、本発明の目的は、ニドゲン－１のＣａｔＳ分
解によって産生されたバイオマーカーを使用して、がんの非侵襲的評価を可能にすること
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であった。
【０００８】
　第１の態様では、本発明は、がんを診断または定量化する方法であって、患者の生体液
試料を得るステップと、前記試料中に天然に存在する、カテプシン－Ｓによるニドゲン－
１の切断によって形成されるＮ末端またはＣ末端ネオエピトープを有するニドゲン－１の
フラグメントを測定するイムノアッセイを実施するステップと、前記患者における前記測
定値の、正常レベルを超える上昇をがんの存在または程度と関連させるステップとを含み
、前記イムノアッセイが、
　前記試料中に天然に存在する前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピトープを有するニドゲン
－１のフラグメントを、そのＮ末端またはＣ末端ネオエピトープと特異的に反応するが未
切断の（インタクトな）ニドゲン－１とは反応しない免疫学的結合パートナーと接触させ
るステップと、前記試料中の前記ネオエピトープを含むフラグメントを測定するために、
前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピトープと前記免疫学的結合パートナーとの結合の程度を
測定するステップとを含む方法によって実施される、方法に関する。
【０００９】
　がんは、乳がんであっても非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）であってもよい。
【００１０】
　好ましくは、免疫学的結合パートナーは、
　…ＣＱＨＥＲＥ（配列番号１）
　…ＹＳＬＬＰＬ（配列番号２）
　…ＩＩＲＱＤＬ（配列番号３）
からなる群から選択されるＣ末端ネオエピトープと特異的に反応し、または
　ＡＰＶＧＧＩ…（配列番号４）
　ＨＩＬＧＡＡ…（配列番号５）
　ＧＳＰＥＧＩ…（配列番号６）
からなる群から選択されるＮ末端ネオエピトープと特異的に反応する。
【００１１】
　好ましくは、Ｃ末端ネオエピトープと特異的に反応する免疫学的結合パートナーは、前
記Ｃ末端において短縮されたおよび／または伸長された配列とは反応しない。同様に、Ｎ
末端ネオエピトープと特異的に反応する免疫学的結合パートナーは、好ましくは、前記Ｎ
末端において短縮されたおよび／または伸長された配列とは反応しない。「伸長された（
ｅｌｏｎｇａｔｅｄ）」は、本明細書で使用する場合、配列が１または複数のアミノ酸に
よって伸長されていることを意味する。「短縮された（ｔｒｕｎｃａｔｅｄ）」は、本明
細書で使用する場合、配列から１または複数のアミノ酸が削られていることを意味する。
好ましい一実施形態では、免疫学的結合パートナーは、Ｃ末端ネオエピトープＶＥＫＴＲ
ＣＱＨＥＲＥ－ＣＯＯＨ（配列番号７）と特異的に反応する。好ましくは、免疫学的結合
パートナーは、短縮されたＣ末端配列ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲ－ＣＯＯＨ（配列番号８）と
反応せず、かつ／または、伸長されたＣ末端配列ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥＨ－ＣＯＯＨ（
配列番号９）と反応しない。
【００１２】
　免疫学的結合パートナーは、ポリクローナル抗体であってもモノクローナル抗体であっ
てもよい。
【００１３】
　前述の診断方法は、ＮＳＣＬＣの患者と他のがんタイプの患者とを区別するのに使用す
ることができる。これに関して、本方法は、好ましくは、前述の方法を実施するステップ
と、正常レベルを少なくとも３０％を超えて上回る前記患者における前記測定値の上昇を
ＮＳＣＬＣの存在と関連付けるステップとを含む。
【００１４】
　別の一態様では、本発明は、抗がん薬の効能を評価する方法であって、
　少なくとも２つの生物学的試料について、カテプシン－Ｓによるニドゲン－１の切断に
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よって形成されるＮ末端またはＣ末端ネオエピトープを有するニドゲン－１のフラグメン
トの量を定量化するイムノアッセイを実施するステップを含み、ここで、前記生物学的試
料が、対象への前記抗がん薬の投与期間中の第１の時点および後続する少なくとも１つの
時点において前記対象から得られたものであり、前記抗がん薬の前記投与期間中の前記第
１の時点から前記後続する少なくとも１つの時点にかけての、カテプシン－Ｓによるニド
ゲン－１の切断によって形成されるＮ末端またはＣ末端ネオエピトープを有するニドゲン
－１の前記フラグメントの量の減少が、効果的な抗がん薬であることを示しており、
　前記イムノアッセイが、前記試料中に天然に存在する前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピ
トープを有するニドゲン－１の前記フラグメントを、前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピト
ープと特異的に反応するが未切断のニドゲン１とは反応しない免疫学的結合パートナーと
接触させるステップと、前記試料中の前記ネオエピトープを含むフラグメントを測定する
ために、前記Ｎ末端またはＣ末端ネオエピトープと前記免疫学的結合パートナーとの結合
程度を測定するステップとを含む方法によって実施される、方法に関する。
【００１５】
　好ましくは、免疫学的結合パートナーは前述の通りである。
【００１６】
　さらなる一態様では、本発明は、前述の方法において使用する診断キットであって、カ
テプシン－Ｓによるニドゲン－１の切断によって形成されるＮ末端またはＣ末端ネオエピ
トープと特異的に反応するが未切断の（インタクトな）ニドゲン１とは反応しない免疫学
的結合パートナー、および、以下：
　－　ストレプトアビジン被覆９６ウェルプレート
　－　任意選択的にリンカーがビオチン残基とペプチドとの間に位置している、Ｎ末端ま
たはＣ末端ネオエピトープのアミノ酸配列に対応するビオチン化ペプチド
　－　サンドイッチイムノアッセイで使用されるビオチン化二次抗体
　－　Ｎ末端またはＣ末端ネオエピトープのアミノ酸配列に対応する較正ペプチド
　－　抗体ＨＲＰ標識キット
　－　抗体放射能標識キット
　－　アッセイ視覚化キット
のうちの少なくとも１つを含む、診断キットに関する。
【００１７】
　好ましくは、アッセイキットは、ビオチン化ペプチドであるビオチン－Ｌ－ＶＥＫＴＲ
ＣＱＨＥＲＥ－ＣＯＯＨ（配列番号１０）（式中、Ｌは任意選択のリンカーである）、お
よび、Ｃ末端配列ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ－ＣＯＯＨ（配列番号１１）を含む較正ペプチ
ドを含む。
【００１８】
［定義］
　用語「抗体」は、本発明に従って最も広い意味で使用され、特に、インタクトなモノク
ローナル抗体、ポリクローナル抗体、およびそれらが所望の生物活性を示す限り抗体フラ
グメントに及ぶ。
【００１９】
　本発明による「抗体フラグメント」は、インタクトな抗体の一部を含み、好ましくはそ
の抗原結合または可変領域を含む。抗体フラグメントの例として、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ
（ａｂ’）２、Ｆｖ、およびＦｃフラグメントが挙げられる。
【００２０】
　本発明による「ニドゲン－１のフラグメント」は、ニドゲン－１のＣａｔＳ切断によっ
て産生されるペプチドフラグメントを意味する。
【００２１】
　本発明による「Ｎ末端またはＣ末端ネオエピトープ」は、ニドゲン－１のＣａｔＳ切断
部位で形成されたＮ末端またはＣ末端エピトープを意味する。例えば、以下のニドゲン－
１の配列は、
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…ＣＱＨＥＲＥ↓ＨＩＬＧＡＡ…
記号「↓」で示すようにＣａｔＳによってＥ６９３－Ｈ６９４ペプチド結合間の部位で切
断された場合、Ｎ末端ネオエピトープＨ２Ｎ－ＨＩＬＧＡＡ…（配列番号５）およびＣ末
端ネオエピトープ…ＣＱＨＥＲＥ－ＣＯＯＨ（配列番号１）を産生する。
【００２２】
　用語「正常レベル」は、本明細書では、集団中の健常な個体と一致するレベル／量を意
味するのに使用される。これは通常、対照試料の中央値±標準偏差に相当する。
【００２３】
　「ＮＩＣ」は、本明細書で使用する場合、Ｃ末端ネオエピトープＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲ
Ｅ－ＣＯＯＨ（配列番号７）を含むニドゲン－１のフラグメントを指す。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】ＮＩＣアッセイの特異性に関しする図である。Ａ）選択ペプチド（ＶＥＫＴＲＣ
ＱＨＥＲＥ；配列番号１１）、伸長された選択ペプチド（ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥＨ；配
列番号１６）、短縮された選択ペプチド（ＥＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲ；配列番号１５）、ナ
ンセンス選択ペプチド（ＡＰＶＧＧＩＩＧＷＭ；配列番号１２）、およびナンセンススク
リーニングペプチド（ビオチン－ＡＰＶＧＧＩＩＧＷＭ；配列番号１３）を用いて試験し
た競合ＮＩＣ－２　ＥＬＩＳＡにおける所与の濃度での阻害率。％Ｂ／Ｂ０、ＢはｘｎＭ
のペプチドのＯＤに匹敵し、Ｂ０は０ｎＭのペプチドのＯＤに匹敵する。Ｂ）ヒト組換え
ニドゲン－１（Ｎｉｄ－１）を、カテプシンＳ（ＣａｔＳ）ならびにマトリックスメタロ
プロテアーゼ（ＭＭＰ）－１、－７、および－９を用いて切断した後に測定したＮＩＣレ
ベル。検出下限レベル（ＬＬＯＤ）より低い値にはＬＬＯＤを割り当てた。＊ＭＭＰ－１
、－７、および－９のすべてを表す。
【図２】２つの研究コホートからの血清中のＮＩＣの評価を示す図である。Ａ）Ｐｒｏｔ
ｅｏｇｅｎｅｘ試料；Ｂ）Ａｓｔｅｒａｎｄ試料。箱およびひげは、最小から最大までの
データを示す。データは、多重比較用に調整した一元配置ＡＮＯＶＡによって比較した。
＊ｐ＜０．０５、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊ｐ＜０．００１。ＮＳＣＬＣ：非小細胞肺が
ん；ＳＣＬＣ：小細胞肺がん。
【図３】腫瘍ステージに応じた血清中のＮＩＣの評価を示す図である。試料を腫瘍ステー
ジに応じてプールした。データを各がんタイプが識別できる散布図として表示する。デー
タは、多重比較用に調整した一元配置ＡＮＯＶＡによって健常対照と比較した。＊＊＊ｐ
＜０．００１、＊＊＊＊ｐ＜０．０００１。ＮＳＣＬＣ：非小細胞肺がん；ＳＣＬＣ：小
細胞肺がん。
【図４】ＮＳＣＬＣと、この研究に包含される他のすべてを合わせた試料（乳がん、ＳＣ
ＬＣ、および健常対照）とを分けるＮＩＣの能力を評価する受信者動作特性（ＲＯＣ）分
析を示す図である。ＡＵＣ：ＲＯＣ曲線下面積；ＮＳＣＬＣ：非小細胞肺がん；ＳＣＬＣ
：小細胞肺がん
【発明を実施するための形態】
【００２５】
［材料および方法］
＜ペプチドの選択＞
　ニドゲン－１の以下の３つの主なＣａｔＳ切断部位（↓）を、Ｎ末端配列決定により事
前に同定した（９）。
１）ＮＨ３－…ＬＬＰＬ４５９↓ＡＰＶＧ…、Ｇ２ドメインの中央部に位置する；
２）ＮＨ３－…ＨＥＲＥ６９３↓ＨＩＬＧ…、Ｇ３ドメインに隣接するサイログロブリン
様（Ｔｇ）ドメインに位置する；および
３）ＮＨ３－…ＲＱＤＬ８５９↓ＧＳＰＥ…、Ｇ３ドメインのＮ末端部に位置する。
【００２６】
　抗体の産生およびイムノアッセイの開発のために、球状ドメインの外側からＮ末端方向
に向けて生じるＣ末端ネオエピトープ…ＨＥＲＥ６９３に対応するタンパク質分解切断を
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選択した。
【００２７】
　ニドゲン－１の選択されたＣａｔＳ切断部位に特異的な抗体を作製するために、切断部
位に隣接する１１個のアミノ酸の配列を標的として選択した：ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ↓
（配列番号７）。このアミノ酸配列を選択ペプチドの設計に使用した。配列を、Ｕｎｉｐ
ｒｏｔＫＢ／Ｓｗｉｓｓ－ｐｒｏｔデータベース（１５）と共にＮＰＳ＠：Ｎｅｔｗｏｒ
ｋ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ（ネットワークタンパク質配
列分析）を使用して、他のヒトタンパク質との相同性に関してブラスト解析し、ヒトニド
ゲン－１に特有のものであることが分かった。
【００２８】
　ストレプトアビジン被覆プレートを被覆するために、ビオチン化スクリーニングペプチ
ド（ビオチン－ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ；配列番号１０）を含めた。抗体の特異性に関し
て試験するために、切断部位に最も近い１個のアミノ酸を欠く短縮された選択ペプチド（
ＥＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲ；配列番号１５）および切断部位のＣ末端に追加アミノ酸を付加
して伸長された選択ペプチド（ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥＨ；配列番号１６）に加え、ナン
センス選択ペプチド（ＡＰＶＧＧＩＩＧＷＭ；配列番号１２）およびナンセンスビオチン
化スクリーニングペプチド（ビオチン－ＡＰＶＧＧＩＩＧＷＭ；配列番号１３）をアッセ
イ開発に含めた。後者の２つは、Ｇ２ドメインの中央部に位置する切断部位に対応する（
↓ＡＰＶＧ…）。スクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－
カルボキシレート、すなわち、ＳＭＣＣ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｗａｌ
ｔｈａｍ、ＭＡ、ＵＳＡ、カタログ番号２２３３６）を使用して、選択ペプチドをキーホ
ールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）担体タンパク質に共有結合的に架橋することによ
り、免疫原性ペプチド（ＫＬＨ－ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ；配列番号１４）を作製した。
ＮＩＣに使用した合成ペプチドを表１に示す。
【００２９】
【表１】
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【００３０】
　合成ペプチドはすべてＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｖｉｓｔ
ａ、ＣＡ、ＵＳＡから購入した。
【００３１】
＜抗体の開発＞
　６週齢のＢＡＬＢ／ｃマウス（ｎ＝６）を、フロイント不完全アジュバント（Ｓｉｇｍ
ａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、ＵＳＡ）を使用して乳化された抗原２０
０μＬおよび免疫原性ペプチド（ＫＬＨ－ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ；配列番号１４）５０
μｇにより皮下免疫した。安定した血清抗体力価レベルに達するまで、免疫を２週間毎に
繰り返し、２回目の免疫から血液試料を収集した。最も高い抗体力価を有するマウスを１
カ月間休息させ、次いで、免疫原性ペプチド５０μｇを含む０．９％塩化ナトリウム溶液
１００μＬを、静脈内投与により追加免疫した。３日後、脾臓を細胞融合のために単離し
た。融合手順は別記の通りに実施した（１６）。簡単に説明すると、マウス脾臓細胞をＳ
Ｐ２／０骨髄腫細胞と融合させて、ハイブリドーマ細胞を生成した。ハイブリドーマ細胞
を培養皿でクローニングし、限界希釈法を使用して、モノクローナル増殖を生じさせた。
１０ｎｇ／ｍＬのスクリーニングペプチドおよび増殖させたモノクローナルハイブリドー
マ細胞からの上澄み（抗体を含有）を用い、ストレプトアビジン被覆マイクロタイタープ
レート（Ｒｏｃｈｅ、Ｂａｓｅｌ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ、カタログ番号１１９４０２
７９）上での予備ＥＬＩＳＡにおいて、ヒト血清試料および選択ペプチド（ＶＥＫＴＲＣ
ＱＨＥＲＥ；配列番号１１）を用いた置換法により、モノクローナル抗体の天然の反応性
およびペプチド結合を評価した。反応性が最も高いクローンを、Ｇタンパク質カラムを使
用して、製造業者の使用説明書（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ、Ｌｉｔｔｌｅ　Ｃｈａｌｆｏｎｔ、ＵＫ、カタログ番号１７－０４０４－０１）に
従って精製した。選択ペプチド（ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ；配列番号１１）とのみ競合的
に反応し、かつ切断された選択ペプチド（ＥＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲ；配列番号１５）、伸
長された選択ペプチド（ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥＨ；配列番号１６）、およびナンセンス
選択ペプチド（ＡＰＶＧＧＩＩＧＷＭ；配列番号１２）とは反応しない能力に関するスク
リーニングには、２つのハイブリドーマクローンが適合した。さらなるアッセイ開発のた
めに１つのハイブリドーマクローン（ＮＢ６１３－１２）を選択した。最適なインキュベ
ーション緩衝液、インキュベーション時間、およびインキュベーション温度、ならびに抗
体およびスクリーニングペプチドの最適濃度をチェッカーボード分析から決定した。
【００３２】
＜インビトロでのニドゲン－１のタンパク質分解＞
　ヒト組換え（ｈｒ－）ニドゲン－１（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉ
ｓ、ＭＮ、ＵＳＡ、カタログ番号２５７０－ＮＤ）を、ＣａｔＳ－緩衝液（１００ｍＭの
ＮａＨ２ＰＯ４（Ｈ２Ｏ）２、２ｍＭのＤＴＴ、０．０１％のＢｒｉｊ－３５、ｐＨ７．
４）またはＭＭＰ－緩衝液（５０ｍＭのＴｒｉｓ、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＣ
ａＣｌ２、１０μＭのＺｎＣｌ、ｐＨ７．５）に溶解させて、１２５μｇ／ｍｌの最終濃
度にした。最終濃度１．２５μｇ／ｍｌとしたｈｒ－カテプシンＳ（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅ
ｍ、Ｗｈｉｔｅｈｏｕｓｅ　Ｓｔａｔｉｏｎ、ＮＪ、ＵＳＡ、カタログ番号２１９３４３
）、ｈｒ－ＭＭＰ－１（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号９０１－ＭＰ）、ｈｒ－
ＭＭＰ－７（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号９０７－ＭＰ）、またはｈｒ－ＭＭ
Ｐ－９（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号９１１－ＭＰ）を添加して、酵素とタン
パク質の比を１：１００としたニドゲン－１溶液、または上記酵素を添加していないニド
ゲン－１溶液を、３７℃で１時間および２４時間インキュベートした。選択されたＭＭＰ
は、ニドゲン－１を分解することが以前示されている（１７、１８）。酵素活性試験を、
ニドゲン－１の実際の切断と同時に行った。ＣａｔＳ－溶液およびＭＭＰ－溶液それぞれ
にＥ－６４またはＥＤＴＡ（最終濃度１μＭ）を添加することによって反応を停止させた
。関連するプロテアーゼを含むＣａｔＳ－緩衝液およびＭＭＰ－緩衝液を対照として含め
た。実験を２回繰り返した。分析まで試料を－８０℃で保存した。ニドゲン－１の切断を
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、製造業者の使用説明書（ＳｉｌｖｅｒＸｐｒｅｓｓ（登録商標）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ、カタログ番号ＬＣ６１００）に従って銀染色することで確認した（データは示さず）
。
【００３３】
＜ＮＩＣアッセイプロトコル＞
　競合ＥＬＩＳＡの手順は以下の通りであった。９６ウェルのストレプトアビジン被覆マ
イクロタイタープレートを、アッセイ緩衝液（５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＢＴＢ、８ｇ／Ｌの
ＮａＣｌ、ｐＨ８．０）に溶解させた２．５ｎｇ／ｍｌのスクリーニングペプチド（ビオ
チン－ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ；配列番号１０）で被覆した。プレートを暗所にて２０℃
で３０分間インキュベートし、その後、洗浄緩衝液（２０ｍＭのＴｒｉｓ、５０ｍＭのＮ
ａＣｌ、ｐＨ７．２）で５回洗浄した。２０μｌの選択ペプチド（ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲ
Ｅ；配列番号１１）または試料（例えば血清）を適切なウェルに添加した。これに続いて
、アッセイ緩衝液に溶解させたモノクローナル抗体１００μｌを直ちに添加して、濃度を
２０ｎｇ／ｍｌにした。プレートを２０℃で３時間インキュベートし、続いて、洗浄緩衝
液で５回洗浄した。次いで、アッセイ緩衝液で１：６０００希釈したヤギ抗マウスＰＯＤ
共役ＩｇＧ抗体（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ、ＵＳＡ
、カタログ番号３１４３７）１００μｌ（最終濃度１３０ｎｇ／ｍｌ）を各ウェルに添加
した。プレートを２０℃で１時間インキュベートし、続いて、洗浄緩衝液で５回洗浄した
。次に、１００μＬのテトラ－メチル－ベンジニジン（ｂｅｎｚｉｎｉｄｉｎｅ）（Ｋｅ
ｍ－Ｅｎ－Ｔｅｃ、Ｔａａｓｔｒｕｐ、Ｄｅｎｍａｒｋ、カタログ番号４３８ＯＨ）を添
加し、プレートを２０℃で１５分間インキュベートし、次いで、１００μｌの停止溶液（
１％のＨ２ＳＯ４）を添加した。すべてのインキュベーション工程は、プレートを３００
ｒｐｍで振とうさせながら行った。最後に、光学濃度をＶｅｒｓａＭａｘ　ＥＬＩＳＡマ
イクロプレートリーダーにおいて４５０ｎｍで測定し、参照は６５０ｎｍとした。較正曲
線のプロットには４パラメータ数学的フィットモデルを使用した。データは、ＳｏｆｔＭ
ａｘ　Ｐｒｏ　ｖ．６．３ソフトウェアを使用して分析した。
【００３４】
＜ＮＩＣ　ＥＬＩＳＡの技術的評価＞
　検出下限（ＬＬＯＤ）は、ゼロ試料（アッセイ緩衝液）の２１回の測定から決定し、平
均＋３標準偏差（ＳＤ）として計算した。検出上限（ＵＬＯＤ）は、標準曲線で用いた最
大選択ペプチド濃度の１０回の独立実行から決定し、平均逆較正濃度＋３ＳＤとして計算
した。定量下限（ＬＬＯＱ）は、血清中の定量可能な最大ＮＩＣ２－レベルとして計算し
、３０％未満の変動係数が段階希釈した血清試料の３回の独立実行から再現された。アッ
セイ内変動は、プレート内の平均変動係数（ＣＶ％）として計算し、アッセイ間変動は、
プレート間の平均ＣＶ％として計算した。アッセイ間およびアッセイ内変動は、８つの品
質対照試料の１０回の独立実行、および検出範囲（ＬＬＯＤ～ＵＬＯＤ）にわたる２つの
内部対照によって決定し、各実行は試料の二重決定からなる。８つの試料には、２つのヒ
ト血清試料、選択ペプチドでスパイクした２つの動物血清試料、および選択ペプチドでス
パイクした４つのヒト血清試料プールがあった。ヒト血清および血漿－ＥＤＴＡ試料の２
倍希釈物を使用して、未希釈試料の希釈回収率として直線性を計算した。ヒト血清および
血漿－ＥＤＴＡ試料を選択ペプチドの２倍希釈物でスパイクし、予想濃度（血清およびペ
プチドを合わせたもの）を参照として使用してスパイク回収率を計算することによって精
度を決定した。試料の繰り返し凍結融解の効果を、４回の凍結／融解サイクルにおいて３
つのヒト血清試料および血漿－ＥＤＴＡ試料に関して決定した。凍結融解回収率を参照と
して第１サイクルを用いて計算した。４℃または２０℃のいずれかで２４時間保存した後
、３つのヒト血清試料および血漿－ＥＤＴＡ試料の分析物安定性を判定した。回収率を参
照として－２０℃で保存した試料を用いて計算した。低／高含量のヘモグロビン（０．１
５５／０．３１０ｍＭ）、脂肪血症／脂質（４．８３／１０．９８ｍＭ）、およびビオチ
ン（３０／９０ｎｇ／ｍｌ）を既知濃度の血清試料に添加することによって干渉を決定し
た。回収率を参照として正常血清試料を用いて計算した。
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【００３５】
＜患者試料＞
　血清試料は２つのコホートからなるものであった。概要を表２に示す。
【００３６】
【表２】

【００３７】
　適切な施設内審査委員会／独立倫理委員会が試料収集を承認し、全患者がインフォーム
ドコンセントを提出した。第１コホートは、市販ベンダーＰｒｏｔｅｏｇｅｎｅｘ（Ｃｕ
ｌｖｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ、ＵＳＡ）から入手した。第２コホートは、市販ベンダーＡｓ
ｔｅｒａｎｄ（Ｄｅｔｒｏｉｔ、ＭＩ、ＵＳＡ）から取得したがん患者試料と、別の研究
集団（登録番号ＫＡ９９０７０ｇｍ）から得られた健常対照試料との組合せであった。デ
ンマークの法律によれば、以前収集した試料のバイオマーカーを測定する際に追加の倫理
審査による承認を得る必要はない。全調査をヘルシンキ宣言に従って行なった。
【００３８】
＜統計分析＞
　ＮＩＣの血清レベルを、Ｈｏｌｍ－Ｓｉｄａｋ検定による多重比較用に調整した一元配
置ＡＮＯＶＡによって比較した。受信者動作特性（ＡＵＲＯＣ）曲線下の面積を、ＮＩＣ
の診断能力の評価に使用した。ｐ＜０．０５の場合、データを統計的に有意とみなした。
ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　ｖ６．０５およびＭｅｄＣａｌｃ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ
ａｌ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　ｖ１４．８．１を使用して、統計分析を実施した。
【００３９】
［結果］
＜ＮＩＣアッセイの特異性＞
　競合ＮＩＣ　ＥＬＩＳＡの特異性は、選択ペプチド（ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ；配列番
号１１）によって誘発された阻害率を、伸長された選択ペプチド（ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲ
ＥＨ；配列番号１６）、短縮された選択ペプチド（ＥＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲ；配列番号１
５）、ナンセンス選択ペプチド（ＡＰＶＧＧＩＩＧＷＭ；配列番号１２）およびナンセン
ススクリーニングペプチド（ビオチン－ＡＰＶＧＧＩＩＧＷＭ；配列番号１３）の場合と
比較して評価することにより判断した（後者の２つは、ニドゲン－１のＧ２ドメインの中
央部に位置する切断部位に対応する）。結果を図１Ａに示す。選択ペプチドは明らかにシ
グナルを用量依存的に阻害したが、一方、シグナルは、最高濃度の短縮されたペプチド、
伸長されたペプチドおよびナンセンスペプチドによってわずかに阻害されただけであった
。ナンセンススクリーニングペプチドに対する反応性は検出されなかった。さらに、ニド
ゲン－１をＣａｔＳおよび様々なＭＭＰと共にインキュベートすることによって生成した
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ＮＩＣのレベルを調査した。図１Ｂに示すように、ＣａｔＳはＮＩＣを時間依存的に生成
したが、プロテアーゼなしの場合も、ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－７、またはＭＭＰ－９と共に
インキュベートした場合も、ＮＩＣを生成しなかった。ニドゲン－１をＣａｔＳと共に２
４時間インキュベートした後、約５倍高いレベルのＮＩＣが検出された。概して、これは
、抗体が特異的であり、アッセイがＣａｔＳによってアミノ酸位置６９３で切断されたニ
ドゲン－１を正確に測定していることを示している。
【００４０】
＜ＮＩＣアッセイの技術的評価＞
　ＮＩＣアッセイの全体的な技術的性能を表３に列挙する。
【００４１】
【表３】

【００４２】
　アッセイは、３．１ｎＭのＬＬＯＤおよび２６０ｎＭのＵＬＯＤを有した。ＬＬＯＱは
３．２ｎＭであった。アッセイ内変動は９％、アッセイ間変動は１４％であり、それぞれ
許容レベルの１０％および１５％未満であった。１００±２０％以内の場合、全分析物回
収率を許容した。希釈回収率は、血清および血漿－ＥＤＴＡに関してそれぞれ１０４％お
よび９２％であり、試料の希釈時に良好な直線性を示した。また、標準ペプチドのスパイ
ク回収率が血清（９１％）および血漿－ＥＤＴＡ（９４％）において許容され、これらの
試料マトリックスがアッセイ応答に影響を及ぼさないことが示された。分析物は、血清お
よび血漿－ＥＤＴＡの両方について、４回の凍結融解サイクルの後にそれぞれ９５％およ
び８５％の回収率で回収された。また、分析物を４℃および２０℃で２４時間保存した後
に回収したところ、４℃および２０℃それぞれにおいて血清では８８％および８２％の回
収率、ならびに血漿－ＥＤＴＡでは９０％および９８％の回収率が得られた。概して、こ
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れは、分析物が比較的安定であることを示している。低または高含量のビオチン、脂質（
脂肪血症）、またはヘモグロビンのいずれからも干渉は検出されず、回収率は８１％～１
０５％の範囲であった。
【００４３】
＜肺がん、乳がん、および健常対照の患者からの血清におけるＮＩＣレベルの評価＞
　ＮＩＣレベルを、２つの異なる患者コホートからの血清において測定した。図２Ａに示
すように、ＮＩＣは、健常対照および乳がん患者と比較してＮＳＣＬＣ患者からの血清に
おいて有意に上昇した（ｐ＞０．０５）。ＮＳＣＬＣ患者のＮＩＣ中央値は、１３．１～
５１．１ｎＭの範囲にある２０ｎＭであった。乳がん患者のＮＩＣ中央値は６．９～１７
．３ｎＭの範囲にある１３．３ｎＭであり、健常対照のＮＩＣ中央値は８．９～１４．４
ｎＭの範囲にある１２．４ｎＭであった。図２Ｂに示すように、ＮＩＣは、健常対照（ｐ
＜０．００１）、乳がん患者（ｐ＜０．０１）およびＳＣＬＣ患者（ｐ＜０．０５）と比
較して、ＮＳＣＬＣ患者からの血清において有意に上昇した。このコホートでは、ＮＳＣ
ＬＣ患者のＮＩＣ中央値は、７．６～２２．１ｎＭの範囲にある１３．４ｎＭであった。
ＳＣＬＣ患者のＮＩＣ中央値は７．６～１３．７ｎＭの範囲にある１０．４ｎＭであり、
乳がん患者のＮＩＣ中央値は３．３～１６．２ｎＭの範囲にある９．８ｎＭであり、健常
対照のＮＩＣ中央値は４．０～１５．１ｎＭの範囲にある９．７ｎＭであった。ＮＩＣレ
ベルはまた、がんにおける重要な臨床パラメータである腫瘍ステージに従って評価した。
すべてのがんを合わせた結果を図３に示す。詳細には、健常対照と比較して、疾患のすべ
てのステージでＮＩＣレベルが上昇したが、ステージ間で差は検出されなかった。これは
、ＮＩＣが腫瘍ステージと関係なく生成されることを示している。
【００４４】
　ＮＳＣＬＣについてのＮＩＣの診断能力を分析するために、両方のコホートをプールし
、「ＮＳＣＬＣ」対「その他すべて」にグループ分けし、ＡＵＲＯＣを計算した。ＡＵＲ
ＯＣは、０．８３（９５％信頼区間：０．７１～０．９５）、ｐ＜０．０００１であった
。ＲＯＣ曲線ならびに推定最適カットオフ値における感受性および特異性を図４に示す。
これらの知見は、ＮＩＣがＮＳＣＬＣ患者と他の合わせた対象とを区別できることを示し
ている。概して、本発明の知見は、ＮＩＣがＮＳＣＬＣと非常に関連している可能性があ
ることを示唆している。
【００４５】
［考察］
　本明細書では、ＣａｔＳによって特異的に分解されたニドゲン－１のフラグメント（Ｎ
ＩＣ）の非侵襲的測定を可能にするロバスト競合ＮＩＣ　ＥＬＩＳＡの開発および検証を
記載している。さらに、これは、ＣａｔＳによって特異的に分解されたニドゲン－１が、
がん、特にＮＳＣＬＣのためのバイオマーカーとしての潜在能力を有することを初めて示
すものである。
【００４６】
　ニドゲン－１のＣａｔＳ切断は、Ｃ末端配列ＶＥＫＴＲＣＱＨＥＲＥ（配列番号７）を
有するネオエピトープを含有する特異的フラグメント（ＮＩＣ）の放出をもたらした。
【００４７】
　本明細書に記載のＮＩＣアッセイによって測定されるようなＮＩＣレベルの上昇は、乳
がん、ＳＣＬＣ、および健常対照の患者と比較して、ＮＳＣＬＣの患者からの血清におい
て検出された。これは、ＮＳＣＬＣ患者がニドゲン－１のＣａｔＳ介在分解を増大させた
ことを示唆しており、他のすべての対象と比較した場合のＮＳＣＬＣにおけるＮＩＣの診
断精度（ＡＵＲＯＣ　０．８３）によりさらに裏付けられた。さらに、ＮＩＣレベルは、
患者の腫瘍における特定の病理学的事象の指標となり得、この病理学的事象は、分析した
他のがんタイプと比較してＮＳＣＬＣとより関連しているように思われる。
【００４８】
　ＮＩＣレベルが疾患、特にＮＳＣＬＣのすべてのステージにおいて上昇したことから、
これは、ニドゲン－１のＣａｔＳ分解が腫瘍ステージとは無関係に疾患の初期および後期
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。
【００４９】
　抗がん薬の効能に関して、腫瘍微小環境をモジュレートするため、ならびに腫瘍収縮ま
たは化学療法薬および標的療法のより効率的な送達を得るための可能な介入としてＥＣＭ
修飾薬が現在研究されている。興味深いことに、ＣａｔＳの抗体媒介性遮断が化学療法の
効能を高めることが示されている（１９）。さらに、この抗体は固形腫瘍の治療のための
直接的戦略として示唆されている（２０）。したがって、ＮＩＣアッセイは、どの患者が
そのような治療から利益を得る可能性が最も高いかを予測するため、または治療の初期効
能を監視するために使用できるであろう。
【００５０】
　ＮＩＣアッセイの重要なパラメータは、ロバスト性、すなわち、技術的および分析的評
価と関係がある。ＮＩＣの技術的評価には、検出範囲、感受性、アッセイ間およびアッセ
イ内変動、直線性／精度（希釈回収率）、分析物安定性、および干渉の確立が包含され、
これらはすべて許容範囲内であった。ＮＩＣアッセイの分析的評価は、アッセイの特異性
、およびアッセイが血清／血漿－ＥＤＴＡにおいて検出するように設計された分析物を検
出するかどうかを指す。特異性は、置換分析（図１Ａ）、ならびに、インタクトなニドゲ
ン－１および切断されたニドゲン－１に対する反応性の試験（図１Ｂ）によって評価した
。精度は、分析物を関連するマトリックス（血清および血漿－ＥＤＴＡ）にスパイクし、
回収率を（許容範囲内で）計算することによって評価した。したがって、ＮＩＣアッセイ
は、技術的および分析的にロバスト性を示した。
【００５１】
　結論として、ＣａｔＳ分解ニドゲン－１は、技術的にロバストなＮＩＣアッセイにより
血清において定量化することができる。乳がん患者、ＳＣＬＣ患者、および健常対照と比
較して、ＮＳＣＬＣ患者においてＮＩＣレベルは上昇した。したがって、ＮＩＣアッセイ
は、がんのための非侵襲的バイオマーカーとして役立ち得、腫瘍生物学への重要な洞察を
提供し得る。
【００５２】
　本明細書では、明確に別段の指示がない限り、用語「または（ｏｒ）」は、条件のうち
の一方のみを満たすことが必要とされる「排除的または」とは対照的に、規定の条件のい
ずれか一方または両方を満たす場合に真値を返す演算子の意味で使用される。用語「含む
（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」は、「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」の意味で
はなく、「包含する（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」の意味で使用される。上記で認められた従
来技術はすべて、参照により本明細書の一部をなすものとする。本明細書におけるいかな
る先行公開文書の認識も、その教示がその日時における技術常識であったことの承認また
は表明であると解釈されるべきではない。
【００５３】
参照文献
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