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(57)【要約】
　がん及び炎症性疾患の患者の予後予測を可能とする新
規な手段が開示されている。本発明のがん又は炎症性疾
患の患者の予後を予測する方法では、前記患者から採取
された試料におけるフロント遺伝子の発現量を測定する
。フロントは予後増悪因子であり、フロント遺伝子の発
現量が低いほど、前記患者の予後が良好であると予測さ
れる。あるいは、前記患者から採取された試料における
CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量を測定す
る。CCR2及びCCR5等のCCケモカイン受容体/リガンド遺
伝子は予後良好因子であり、CCケモカイン受容体/リガ
ンド遺伝子の発現量が高いほど、前記患者の予後が良好
であると予測される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　がん又は炎症性疾患の患者の予後を予測する方法であって、前記患者から採取された試
料におけるフロント遺伝子の発現量を測定することを含み、フロント遺伝子の発現量が低
いほど、前記患者の予後が良好であると予測される、方法。
【請求項２】
　がん又は炎症性疾患の患者の予後を予測する方法であって、前記患者から採取された試
料におけるCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量を測定することを含み、CCケモ
カイン受容体/リガンド遺伝子の発現量が高いほど、前記患者の予後が良好であると予測
され、前記CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子は、CCR2遺伝子、CCR5遺伝子、CCL2遺伝
子及びCCL5遺伝子からなる群より選択される少なくとも１種である、方法。
【請求項３】
　前記CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子として、CCR2遺伝子及びCCL2遺伝子の発現、
又はCCR5遺伝子及びCCL5遺伝子の発現を調べる、請求項２記載の方法。
【請求項４】
　発現量の測定が免疫組織染色により行なわれる、請求項１ないし３のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項５】
　がん又は炎症性疾患の患者の予後を予測する方法であって、前記患者から採取された試
料におけるフロント遺伝子の発現量及びCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量を
測定することを含み、
　前記試料におけるCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量が予め定められた参照
値以上である場合、前記患者の予後が良好であると予測され、
　前記試料におけるCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量が予め定められた参照
値未満である場合、フロント遺伝子の発現量が高いほど前記患者の予後が不良であると予
測され、
　前記CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子は、CCR2遺伝子、CCR5遺伝子、CCL2遺伝子及
びCCL5遺伝子からなる群より選択される少なくとも１種である、方法。
【請求項６】
　フロント遺伝子の発現量の測定が免疫組織染色により行なわれる、請求項５記載の方法
。
【請求項７】
　がん患者の予後を予測する方法である、請求項１ないし６のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項８】
　ステージII以上の進行度のがん患者の予後を予測する方法である、請求項１記載の方法
。
【請求項９】
　がん患者の予後を予測する方法であって、前記参照値は、既知のがん患者群において、
ステージIの患者群とステージII以上の患者群を有意に分割するCCケモカイン受容体/リガ
ンド遺伝子の発現量のカットオフ値として統計学的解析により求められた値である、請求
項５記載の方法。
【請求項１０】
　前記参照値は、既知のがん又は炎症性疾患患者群のフロント遺伝子発現量データ、CCケ
モカイン受容体/リガンド遺伝子発現量データ、及び予後データを再帰分割分析に付すこ
とにより求められた値である、請求項５記載の方法。
【請求項１１】
　前記試料において測定されたCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量が前記参照
値未満である患者について、測定されたフロント遺伝子の発現量及びCCケモカイン受容体
/リガンド遺伝子の発現量を下記式１に適用することをさらに含み、h≧0のとき、前記患
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者は予後不良と予測され、h＜0のとき、前記患者は予後良好と予測される、請求項５、７
ないし１０のいずれか１項に記載の方法。
h＝βCC×([CC]－[CC]m)＋βFROUNT×([FROUNT]－[FROUNT]m)・・・式１
　ここで、
　　[CC]：試料におけるCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量のlog値
　　[CC]m：既知の患者集団において測定されたCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発
現量のlog値の平均値又は中央値
　　[FROUNT]：試料におけるフロント遺伝子の発現量のlog値
　　[FROUNT]m：既知の患者集団において測定されたフロント遺伝子の発現量のlog値の平
均値又は中央値
　　βCC：既知の患者集団について、予後データに対しCCケモカイン受容体/リガンド遺
伝子の発現量のlog値を変量としたコックス比例ハザードモデルを適用して求められた係
数
　　βFROUNT：既知の患者集団について、予後データに対しフロント遺伝子の発現量のlo
g値を変量としたコックス比例ハザードモデルを適用して求められた係数
【請求項１２】
　前記CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子が、CCR2遺伝子及びCCR5遺伝子から選択され
る少なくとも１種である、請求項１ないし１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記試料が病変部組織試料である、請求項１ないし１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記がんが肺がんである、請求項１ないし１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　フロント阻害剤又はケモカイン阻害剤を有効成分とする医薬の有効性を予測する方法で
あって、前記医薬の投与が検討される患者から分離された試料におけるフロント遺伝子の
発現量を測定することを含み、フロント遺伝子の発現が高いほど、当該患者において前記
医薬の効果が高いと予測される、方法。
【請求項１６】
　フロント阻害剤又はケモカイン阻害剤を有効成分とする医薬の効果が高い患者を選別す
る方法であって、請求項１５記載の方法によりフロント阻害剤又はケモカイン阻害剤を有
効成分とする医薬の効果が高いと予測された患者を、当該医薬の効果が高い患者として選
別することを含み、前記ケモカイン阻害剤は、CCR2、CCR5、CCL2及びCCL5からなる群より
選択される少なくとも１種を阻害する阻害剤である、方法。
【請求項１７】
　フロント遺伝子の発現量の測定が、免疫組織染色により行なわれる、請求項１５又は１
６記載の方法。
【請求項１８】
　フロント阻害剤又はケモカイン阻害剤を有効成分とする医薬の投与が望まれる患者を選
別する方法であって、患者から採取された試料におけるフロント遺伝子の発現を調べるこ
とを含み、前記ケモカイン阻害剤は、CCR2、CCR5、CCL2及びCCL5からなる群より選択され
る少なくとも１種を阻害する阻害剤であり、フロント遺伝子の発現が検出される患者が、
前記医薬の投与が望まれる患者として選別される、方法。
【請求項１９】
　フロント遺伝子の発現の検出が、免疫組織染色により行なわれる、請求項１８記載の方
法。
【請求項２０】
　前記患者ががん又は炎症性疾患の患者である、請求項１５ないし１９のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項２１】
　がん又は炎症性疾患の予後と負の相関を示す予後予測マーカーとしての、フロント遺伝
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子産物の使用。
【請求項２２】
　がん又は炎症性疾患の予後と正の相関を示す予後予測マーカーとしての、CCR2遺伝子、
CCR5遺伝子、CCL2遺伝子及びCCL5遺伝子からなる群より選択される少なくとも１種の遺伝
子の産物の使用。
【請求項２３】
　下記(1)及び(2)の少なくともいずれか一方を含む、がん又は炎症性疾患の予後予測用キ
ット。
(1)　がん又は炎症性疾患の予後と負の相関を示す予後予測マーカーとしてのフロント遺
伝子の発現量を測定可能なプライマーセット、プローブ、又は抗体。
(2)　がん又は炎症性疾患の予後と正の相関を示す予後予測マーカーとしてのCCR2遺伝子
、CCR5遺伝子、CCL2遺伝子及びCCL5遺伝子からなる群より選択される少なくとも１種の遺
伝子の発現量を測定可能なプライマーセット、プローブ、又は抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、がん又は炎症性疾患の患者の予後を予測する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　フロントタンパク質は、ケモカイン受容体CCR2及びCCR5の細胞内C末端領域に結合する
細胞質タンパク質であり、マクロファージなどの遊走シグナルを正に制御する（特許文献
１、非特許文献１、２）。本願発明者らのグループが発見した新規分子である。
【０００３】
　CCR2及びCCR5は、いずれもがん及び炎症性疾患に関与することが知られており、これら
疾患の新規治療剤を目指してCCR2及びCCR5の阻害剤開発が世界的に進められているものの
、いずれも難航している（非特許文献３、４）。既存のアプローチは、ケモカインCCL2と
受容体CCR2との結合及びケモカインCCL3～5と受容体CCR5との結合、並びに受容体下流のP
I3K等によるシグナル伝達系をターゲットとしていた。ケモカイン受容体CCR2及びCCR5と
フロントとの結合阻害は、新たな創薬ターゲットとして期待されている（非特許文献３、
４）。
【０００４】
　しかしながら、フロントタンパク質、並びにこれが結合するCCR2等のCCケモカイン受容
体及びそのリガンドと、がん及び炎症性疾患の予後との関連は知られていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第2003/070946号
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Nature Immunology, 6: 827-835, 2005
【非特許文献２】Journal of Immunology, 183:6387-6394, 2009
【非特許文献３】内分泌・糖尿病・代謝内科、35(6): 500-507 (2012)
【非特許文献４】がん基盤生物学－革新的シーズ育成に向けて－, 南山堂, 2013年, p.13
0-136
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、がん及び炎症性疾患の患者の予後予測を可能とする新規な手段を提供するこ
とを目的とする。また、ケモカイン阻害剤やフロント阻害剤の効果が高い患者、ないしは
それら阻害剤の投与により症状の大幅な改善が期待される患者を選別することができる新
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規な手段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】
【０００８】
　本願発明者らは、肺がん患者を対象にフロント及びCCR2等のCCケモカイン受容体／リガ
ンドの発現と術後予後との関連を鋭意に解析した結果、フロントの発現が高い患者群は手
術時の臨床ステージに違いがないにもかかわらず、発現が低い患者と比べて術後予後が有
意に不良であり、フロントが予後増悪因子であることを見出した。また、CCR2、CCR5及び
これらのリガンドCCL2、CCL5が予後良好因子であることを見出した。CCR2やCCR5の発現が
高い患者では、予後増悪因子であるフロントの発現が高い場合でも予後が良好であること
、既知の患者群の発現データ及び予後データを解析し、CCケモカイン受容体／リガンドに
ついてのカットオフ値を予め定めておくことにより、さらに精度の良い予後予測が可能に
なることを見出した。以上を見出すことにより、本願発明を完成した。
【０００９】
　すなわち、本発明は、がん又は炎症性疾患の患者の予後を予測する方法であって、前記
患者から採取された試料におけるフロント遺伝子の発現量を測定することを含み、フロン
ト遺伝子の発現量が低いほど、前記患者の予後が良好であると予測される、方法を提供す
る。また、本発明は、がん又は炎症性疾患の患者の予後を予測する方法であって、前記患
者から採取された試料におけるCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量を測定する
ことを含み、CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量が高いほど、前記患者の予後
が良好であると予測され、前記CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子は、CCR2遺伝子、CCR
5遺伝子、CCL2遺伝子及びCCL5遺伝子からなる群より選択される少なくとも１種である、
方法を提供する。さらに、本発明は、がん又は炎症性疾患の患者の予後を予測する方法で
あって、前記患者から採取された試料におけるフロント遺伝子の発現量及びCCケモカイン
受容体/リガンド遺伝子の発現量を測定することを含み、前記試料におけるCCケモカイン
受容体/リガンド遺伝子の発現量が予め定められた参照値以上である場合、前記患者の予
後が良好であると予測され、前記試料におけるCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発
現量が予め定められた参照値未満である場合、フロント遺伝子の発現量が高いほど前記患
者の予後が不良であると予測され、前記CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子は、CCR2遺
伝子、CCR5遺伝子、CCL2遺伝子及びCCL5遺伝子からなる群より選択される少なくとも１種
である、方法を提供する。
【００１０】
　さらにまた、本発明は、フロント阻害剤又はケモカイン阻害剤を有効成分とする医薬の
有効性を予測する方法であって、前記医薬の投与が検討される患者から分離された試料に
おけるフロント遺伝子の発現量を測定することを含み、フロント遺伝子の発現が高いほど
、当該患者において前記医薬の効果が高いと予測される、方法を提供する。さらに、本発
明は、フロント阻害剤又はケモカイン阻害剤を有効成分とする医薬の効果が高い患者を選
別する方法であって、上記本発明の方法によりフロント阻害剤又はケモカイン阻害剤を有
効成分とする医薬の効果が高いと予測された患者を、当該医薬の効果が高い患者として選
別することを含み、前記ケモカイン阻害剤は、CCR2、CCR5、CCL2及びCCL5からなる群より
選択される少なくとも１種の阻害剤である、方法を提供する。さらに、本発明は、フロン
ト阻害剤又はケモカイン阻害剤を有効成分とする医薬の投与が望まれる患者を選別する方
法であって、患者から採取された試料におけるフロント遺伝子の発現を調べることを含み
、前記ケモカイン阻害剤は、CCR2、CCR5、CCL2及びCCL5からなる群より選択される少なく
とも１種の阻害剤であり、フロント遺伝子の発現が検出される患者が、前記医薬の投与が
望まれる患者として選別される、方法を提供する。
【００１１】
　さらにまた、本発明は、がん又は炎症性疾患の予後と負の相関を示す予後予測マーカー
としての、フロント遺伝子産物の使用を提供する。さらに、本発明は、がん又は炎症性疾
患の予後と正の相関を示す予後予測マーカーとしての、CCR2遺伝子、CCR5遺伝子、CCL2遺
伝子及びCCL5遺伝子からなる群より選択される少なくとも１種の遺伝子の産物の使用を提
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供する。さらに、本発明は、下記(1)及び(2)の少なくともいずれか一方を含む、がん又は
炎症性疾患の予後予測用キットを提供する。
(1)　がん又は炎症性疾患の予後と負の相関を示す予後予測マーカーとしてのフロント遺
伝子の発現量を測定可能なプライマーセット、プローブ、又は抗体。
(2)　がん又は炎症性疾患の予後と正の相関を示す予後予測マーカーとしてのCCR2遺伝子
、CCR5遺伝子、CCL2遺伝子及びCCL5遺伝子からなる群より選択される少なくとも１種の遺
伝子の発現量を測定可能なプライマーセット、プローブ、又は抗体。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、予後増悪マーカーとなるフロント遺伝子、又は予後良好マーカーとな
るCCR2等のCCケモカイン受容体／リガンド遺伝子の発現量に基づき、がん及び炎症性疾患
の患者の予後を予測することが可能になる。フロント遺伝子及びCCケモカイン受容体／リ
ガンド遺伝子の両者の発現量を調べることで、さらに精度のよい予測も可能になる。予後
の予測結果は、治療方針の決定や経過観察などに活用することができる。また、従来より
、がんや炎症性疾患の治療目的で、各種のケモカイン阻害剤が研究、開発されており、受
容体CCR2及びCCR5並びにこれらのリガンドCCL2及びCCL5を標的とした阻害剤もがんや炎症
性疾患のための医薬として開発されている。また、新たな創薬標的分子であるフロントの
阻害剤の開発も本願発明者らのグループにより進められている。このようなケモカイン阻
害剤又はフロント阻害剤を有効成分とする医薬は、フロント遺伝子の発現量が高い患者に
おいて特に効果が高いと期待される。本発明によれば、ケモカイン阻害剤やフロント阻害
剤の有効性の予測や、これら阻害剤の効果が高い患者ないしはこれら阻害剤の投与が望ま
れる患者の選別も可能になる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】フロントをコンディショナルにノックアウトしたフロント欠損マウス（FNT-cKO
）及び非欠損マウス（Flox/flox）にメラノーマ細胞を移植し、腫瘍体積(a)及び生存率(b
)を調べた結果である。
【図２】フロント欠損マウス（FROUNT-cKO）及び非欠損マウス（Flox/flox）の肺転移モ
デルにおいて、肺への転移結節の数及びサイズを調べた結果である。
【図３】野生型マウス及びフロント－GFPノックインマウスの腹膜炎症部位から採取した
細胞について、各種免疫細胞の表面マーカーに対する抗体を用いたフローサイトメトリー
解析により各細胞の存在量を検出した結果である。グレーが野生型マウス由来の細胞、黒
がGFPノックインマウス由来の細胞。
【図４】フロント欠損マウス（FROUNT-cKO）及び非欠損マウス（Flox/flox）について、
肺の転移結節周辺のマクロファージの蓄積を免疫組織染色により調べた結果である。画像
中の破線は腫瘍転移巣の位置を示す。
【図５】フロント欠損マウス（FROUNT-cKO）及び非欠損マウス（Flox/flox）の腹膜炎症
部位から採取した細胞集団中のマクロファージ数（上段）及び好中球数（下段）である。
【図６】(A) CCR2の高発現群及び低発現群についての術後生存率のグラフである（p=0.00
38, HR=2.11, 95% CI of ratio 1.27 to 3.50）。(B) CCR5の高発現群及び低発現群につ
いての術後生存率のグラフである（p=0.0007,HR=2.39, 95% CI of ratio 1.44 to 3.95）
。(C) CCL2の高発現群及び低発現群についての術後生存率のグラフである（p=0.0077, HR
=1.98, 95% CI of ratio 1.20 to 3.28）。(D) CCL5の高発現群及び低発現群についての
術後生存率のグラフである（p=0.0014, HR=2.27, 95% CI of ratio 1.37 to 3.76）。
【図７】(A) CCR2とCCL2の発現状態と術後生存率との関係を示すグラフである。(B) CCR5
とCCL5の発現状態と術後生存率との関係を示すグラフである。hiは高発現、loは低発現。
A, Bいずれも、リガンド－受容体ともに高発現の群において、他の群との有意差が認めら
れた（p<0.05）。
【図８】肺がん患者68名のフロント発現量、CCR2発現量及び術後生存期間のデータを再帰
分割分析に付した結果である。フロント低発現（FNT-L）、フロント高発現（FNT-H）、CC
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R2高発現（CCR2-H）の3グループに分割された。
【図９】再帰分割分析により分割された３グループの患者群についての術後生存率のグラ
フである。FNT-L群とFNT-H群との間で有意差が認められた（p<0.05）。
【図１０】肺がん患者68名の手術時の進行度である。FNT-L群とFNT-H群では進行度に差異
はなかった。CCR2-H群ではステージIの患者が大部分を占めていた。
【図１１】肺がん患者から摘出した手術検体のフロント特異的抗体による免疫組織染色像
の一例である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明の第１の方法では、がん又は炎症性疾患の患者から採取された試料を用いて、フ
ロント遺伝子の発現量を測定する。フロント遺伝子は、本願発明者らのグループが初めて
発見した、CCR2及びCCR5に結合しマクロファージなどの遊走シグナルを正に制御する分子
である（Nature Immunology, 6: 827-835, 2005, Journal of Immunology, 183:6387-639
4, 2009）。フロント遺伝子及びフロントタンパク質の配列情報は、NCBIのデータベースG
enBankにAF498261やNM_024844のアクセッション番号で登録されている。このうちAF49826
1として登録されている塩基配列及びアミノ酸配列を配列表の配列番号１及び２に示す。
フロントは予後増悪因子であり、フロント遺伝子の発現量が低い患者ほど予後が良好であ
ると予測することができる。すなわち、フロント遺伝子産物は、がん又は炎症性疾患の予
後と負の相関を示す予後予測マーカーとして利用可能である。なお、遺伝子産物という語
には、該遺伝子から発現されるmRNA及びタンパク質の両者が包含される。
【００１５】
　本発明の第２の方法では、がん又は炎症性疾患の患者から採取された試料を用いて、CC
ケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量を測定する。本発明において、「CCケモカイ
ン受容体/リガンド遺伝子」とは、CCR2遺伝子、CCR5遺伝子、CCL2遺伝子及びCCL5遺伝子
からなる群より選択される少なくとも１種の遺伝子であり、例えば、CCR2遺伝子及びCCR5
遺伝子から選択される少なくとも１種であり得る。あるいは、CCケモカイン受容体/リガ
ンド遺伝子は、CCR2遺伝子及びCCL2遺伝子の２つの遺伝子の組み合わせ、又はCCR5遺伝子
及びCCL5遺伝子の２つの遺伝子の組み合わせであり得る。CCケモカイン受容体/リガンド
は予後良好因子であり、CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量が高い患者ほど予
後が良好であると予測することができる。すなわち、CCケモカイン受容体/リガンド遺伝
子産物は、がん又は炎症性疾患の予後と正の相関を示す予後予測マーカーとして利用可能
である。CCR2高発現かつCCL2高発現の患者、及びCCR5高発現かつCCL5遺伝子高発現の患者
では、特に予後が良好である。
【００１６】
　CCR2にはC末端領域の異なるCCR2A及びCCR2Bの２つのアイソフォームが存在するが、細
胞に広く発現する主要なアイソフォームはCCR2Bである。本発明において測定対象となるC
CR2とはCCR2Bである。以下、単にCCR2といった場合には、文脈からそうではないことが明
らかな場合を除き、CCR2Bを意味する。GenBankにNM_001123396.1のアクセッション番号で
登録されているCCR2Bの塩基配列及びアミノ酸配列を配列番号３及び４に示す。
【００１７】
　CCR5には5'-UTR領域が相違するCCR5A及びCCR5Bの２つのアイソフォームが存在するが、
いずれもコード領域の配列は同一であり、タンパク質のアミノ酸配列も同一である。CCR5
遺伝子の発現をmRNA発現量により調べる場合、コード領域を対象にプライマー等を設定す
れば両方のアイソフォームを検出できる。CCR5遺伝子の配列として、GenBankにNM_000579
.3で登録されているCCR5Aの塩基配列及びアミノ酸配列を配列番号５及び６に示す。
【００１８】
　配列番号７～１０には、CCL2（NM_002982.3）及びCCL5（NM_002985.2）の塩基配列及び
アミノ酸配列をそれぞれ示す。
【００１９】
　本発明の第３の方法では、がん又は炎症性疾患の患者から採取された試料を用いて、フ



(8) JP WO2016/111364 A1 2016.7.14

10

20

30

40

50

ロント遺伝子の発現量及びCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量を測定する。フ
ロント遺伝子発現量とCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子発現量との間には正の相関が
あり、フロント発現量が高い患者ではCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量も高
い傾向があるが、CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量が一定以上高い患者では
、フロント発現量が高くても予後が良好であることが、既知の肺がん患者集団の生存デー
タの解析により明らかとなった。従って、第３の方法では、既知の患者集団の発現データ
及び予後データの解析により予め定められたCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現
量の参照値と、患者由来試料において測定されたCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子発
現量を対比する。患者のCCケモカイン受容体/リガンド発現量が参照値以上である場合、
当該患者の予後は良好と予測することができる。
【００２０】
　なお、上述の通り、CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量が一定以上高いがん
患者では、フロント発現量が高くても予後が良好であるが、このCCケモカイン受容体/リ
ガンド高発現群ではステージIの患者が占める割合が極めて多い。従って、第１の方法を
がん患者に対して実施する場合、ステージII以上の患者を予後予測対象として選択しても
よい。ステージII以上のがん患者に対して第１の方法を実施した場合、フロント遺伝子の
発現が高いほど予後が不良であるという予測も可能である。
【００２１】
　発現解析に用いる試料は、例えば、患者から採取された病変部の組織試料である。がん
患者の場合、手術により切除された手術検体から病変部組織試料（がん細胞を含む微小環
境）を得ることができる。炎症性疾患の場合、炎症病変部（炎症細胞を含む炎症性微小環
境）の生検試料などから組織試料を得ることができる。がん細胞又は炎症細胞とその周辺
の微小環境構成細胞とを含む組織断片を用いればよい。後述の通り、発現量データとして
は標準遺伝子に対してノーマライズした値を用いるので、組織試料からRNAを抽出してmRN
Aの発現を調べる場合でも、組織試料の重量を厳密に揃える必要はない。
【００２２】
　また、試料は血液試料または咯痰であり得る。病変部の微小環境を構成する細胞の中で
フロントの発現が特に顕著にみられる細胞としては、第一にマクロファージを挙げること
ができるが、末梢血や咯痰は患者体内のフロント発現マクロファージの量を反映し得るた
め、血液試料や喀痰を用いて本発明を実施することも可能である。
【００２３】
　発現量の測定方法は特に限定されず、数値データ等として定量的又は半定量的に発現量
を評価できる方法であればいかなる方法でもよい。リアルタイムPCRやノーザンブロッテ
ィング等の、mRNAの発現量を調べる方法のほか、測定対象分子に対する抗体を用いたウエ
スタンブロッティングや免疫組織染色等の免疫学的測定方法も採用することができる。本
発明では、mRNAの発現量を調べる方法、特にリアルタイムPCRが好ましく用いられ得る。
本発明において、発現量の測定値といった場合には、標準遺伝子に対してノーマライズし
た後の相対値や、その対数値（log gene expression level）も包含する。標準遺伝子と
しては、通常、Gapdh遺伝子等のハウスキーピング遺伝子を用いる。
【００２４】
　組織標本の免疫染色により発現量を測定する場合、染色の程度によって測定対象分子の
発現量を定量的又は半定量的に評価すればよい。目視による半定量的な評価でもよいし、
染色像をコンピューターにより解析して染色の程度を数値化して定量的に評価してもよい
。染色像から目視により発現量を評価する場合には、例えば、発現量が低い例及び高い例
を含めた複数のサンプル画像との対比により、発現量が高いかどうかを評価してもよい。
特に、発現量が低いほど又は高いほど予後良好と予測する第１及び第２の方法は、発現量
に関する参照値を定めることなく実施することもできるので、mRNAの発現量を調べる方法
に加え、免疫組織染色等によりタンパク質の発現量を調べる方法も好ましく用いることが
できる。第３の方法におけるフロント遺伝子の発現量の測定も同様であり、例えば、第３
の方法において、フロントタンパク質の発現量を免疫組織染色等により調べ、CCケモカイ
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ン受容体/リガンドmRNAの発現量をリアルタイムPCR等により調べることも可能である。
【００２５】
　リアルタイムPCR等の発現解析に用いるプライマーセットやプローブは、当業者であれ
ば、公知のフロント遺伝子及びCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子（CCR2、CCR5、CCL2
又はCCL5）の配列情報をもとに適宜設計することができる。フロント及びCCケモカイン受
容体/リガンドを免疫学的に測定するための抗体も、当業者であれば周知の常法により作
出することができ、また適当な市販品を用いることも可能である。
【００２６】
　なお、本発明において、遺伝子の発現という語には、mRNAの発現及びタンパク質の発現
の両者が包含され、遺伝子の発現量の測定という語には、発現したmRNAの測定及び発現し
たタンパク質の測定の両者が包含される。
【００２７】
第３の方法における参照値の決定方法
　CCケモカイン受容体/リガンド遺伝子発現量についての参照値は、既知の患者集団のフ
ロント及びCCケモカイン受容体/リガンドの発現データと予後データを統計学的に解析し
て関連を調べることにより求めることができる。予後データは、がんの場合、生存期間デ
ータ（術後生存期間、又は無病生存期間）を予後データとして用いるのが一般的である。
炎症性疾患の場合は、再燃や増悪などについてのデータが予後データとなる。再燃や増悪
が見られるまでの期間（日数、月数又は年数）、あるいは一定期間内での症状のスコア評
価の合計値など、適宜数値データとして得ることができる。
【００２８】
参照値決定方法の具体例１
　既知の患者集団の発現データと予後データを再帰分割分析に付し、フロント高発現で予
後が不良な患者群（FNT-H）、フロント低発現で予後が良好な患者群（FNT-L）、及びCCケ
モカイン受容体/リガンド高発現で予後が良好な患者群（CC-H）に分割する。FNT-H及びFN
T-LとCC-Hとの間を区別するCCケモカイン受容体/リガンドの発現量を参照値として用いる
ことができる。一例として、下記実施例に記載された６８名の肺がん患者集団のうちのス
テージI症例（２８症例）に対してこの手法を適用すると、CCR2についてはlog gene expr
ession levelで1.42、CCR5については2.23、CCL5については1.34という数値が参照値とし
て得られる。従って、様々ながん及び炎症性疾患の患者、好ましくはがん患者に対し、lo
g gene expression levelでCCR2は約1.27～約1.57の間、例えば約1.32～約1.52の間の数
値を、CCR5は約2.08～約2.38の間、例えば約2.13～約2.33の間の数値を、またCCL5は約1.
19～約1.49の間、例えば約1.24～約1.44の間の数値を、それぞれ参照値として用いること
ができる。もっとも、これらの数値は一例であり、より多くの患者集団のデータを集めて
さらに望ましい数値を求めることができるので、本発明の範囲はこのような具体的数値に
限定されるものではない。
【００２９】
参照値決定方法の具体例２
　予後予測の対象ががん患者である場合、ステージIの既知の患者群とステージII以上の
既知の患者群とを有意に分けるCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子発現量のカットオフ
値を求め、これを参照値とする。ステージIか（Yes）、ステージII以上か（No）の問題に
なるので、二値変数に対する各種の統計解析手法を用いることができる。例えば、ロジス
ティック解析、サポートベクターマシン等の解析手法を挙げることができるが、これらに
限定されない。
【００３０】
CCケモカイン受容体/リガンド発現量が参照値未満の患者についての予後予測
　参照値以下の患者については、フロント発現量が高いほど予後が悪いという予測が可能
である。上記具体例１の方法で参照値を定めると、FNT-H群とFNT-L群とを分けるカットオ
フ値となるフロント参照値も得ることができる。以下、フロント参照値との区別のため、
CCケモカイン受容体/リガンド発現量の参照値をCC参照値という。患者のCCケモカイン受
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容体/リガンド発現量がCC参照値以下であった場合、患者のフロント発現量がこのフロン
ト参照値未満であれば予後が良好である可能性が高く、また参照値以上であれば予後が不
良である可能性が高いと予測することができる。もっとも、フロント発現量が高いほど予
後が悪いという傾向に変わりはない。
【００３１】
　CC参照値未満の患者について、予後良好因子としてのCCケモカイン受容体/リガンドの
発現量も考慮してより精度の良い予測を行ないたい場合、例えば下記の式１を用いてリス
ク指標hを求めてもよい。log値は、底が10の対数値である。
【００３２】
h＝βCC×([CC]－[CC]m)＋βFROUNT×([FROUNT]－[FROUNT]m)・・・式１
式中、
　[CC]は、試料におけるCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量のlog値、
　[CC]mは、既知の患者集団において測定されたCCケモカイン受容体/リガンド遺伝子の発
現量のlog値の平均値又は中央値、
　[FROUNT]は、試料におけるフロント遺伝子の発現量のlog値、
　[FROUNT]mは、既知の患者集団において測定されたフロント遺伝子の発現量のlog値の平
均値又は中央値、
　βCCは、既知の患者集団について、予後データに対しCCケモカイン受容体/リガンド遺
伝子の発現量のlog値を変量としたコックス比例ハザードモデルを適用して求められた係
数、
　βFROUNTは、既知の患者集団について、予後データに対しフロント遺伝子の発現量のlo
g値を変量としたコックス比例ハザードモデルを適用して求められた係数
である。
【００３３】
　h≧0のとき、当該患者は予後不良（予後不良のリスク大）と予測され、h＜0のとき、当
該患者は予後良好（予後不良のリスク小）と予測される。また、例えばh = 1.5であれば
リスクは4.5倍（exp(1.5) = 4.48）というように評価することで、患者や医療者のさまざ
まな価値観を反映させることも可能である。なお、上記のように評価した場合、リスクが
2倍になるのはh = 0.7（ln(2) = 0.69）、リスクが3倍になるのはh = 1.1である。
【００３４】
　式１において、発現量は、いずれも、Gapdh遺伝子等の標準遺伝子に対してノーマライ
ズしたlog gene expression levelを用いる。[CC]m及び[FROUNT]mは、平均値でも中央値
でもいずれでもよい。
【００３５】
　係数βCC及びβFROUNTは、既知の患者集団の全症例を対象として求めてもよいし、CCケ
モカイン受容体/リガンド遺伝子の発現量がCC参照値未満の症例を対象として求めてもよ
い。がん患者の予後予測においては、上記の他、既知の患者集団のうちステージII以上の
症例を対象として係数を求めることも可能である。下記実施例には、６８名の肺がん患者
集団のうちステージII以上の症例（４０症例）に対してコックス比例ハザードモデルを適
用し、各係数を求めた具体例（式1-1～1-4）が記載されている。もっとも、下記式1-1～1
-4で採用されている係数及び中央値は一例であり、より多くの患者集団のデータを集めて
さらに望ましい係数及び中央値（又は平均値）を求めることができるので、本発明の範囲
はこれらの具体的数値に限定されるものではない。コックス比例ハザードモデルを用いる
場合に使用可能な統計処理ソフトは各種のものが公知であり、いずれを用いてもよい。当
業者であれば、適当な患者集団のデータ及び適当な統計処理ソフトウェアを用いて、式１
中の係数及び中央値（又は平均値）を求めることができる。
【００３６】
　式１は、予測対象の患者がCC参照値未満であった場合に適用可能であるが、予測対象が
がん患者の場合、CC参照値未満で且つステージII以上の患者についての予測精度が特に高
いと期待される。
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【００３７】
　本発明の方法で予後の予測可能ながん及び炎症性疾患の種類は特に限定されず、フロン
ト、CCR2、CCR5、CCL2及びCCL5の少なくともいずれかの関与が知られている様々ながん及
び炎症性疾患が包含される。CCR2、CCR5、CCL2及びCCL5の少なくともいずれかが関与する
がん及び炎症性疾患は、フロントが関与しているがん及び炎症性疾患でもある。対象とな
るがんには、固形がん及び液性がんの両者が包含される。また、原発性がん及び転移性が
んの両者が包含される。
【００３８】
　がんの具体例として、肺がん、メラノーマ、胃がん、大腸がん、乳がん、肝臓がん、膵
臓がん、子宮がん、食道がん、前立腺がん、悪性リンパ種、白血病などを挙げることがで
きるが、これらに限定されない。例えば、CCR2が関与するがんとしては、メラノーマ、乳
がん、前立腺がん、肺がん、骨髄腫、脳腫瘍などが知られており、CCR5が関与するがんと
しては、乳がん、前立腺がん、肺がん、膵臓がん、骨髄腫などが知られている（Scholten
 DJ, et al., Br J Pharmacol, 165:1617-1643, 2012）。さらに、臨床試験に進んでいる
ケモカイン分野の抗がん剤としては、CCL2を標的とする転移性去勢抵抗性前立腺がんに対
する抗がん剤、CCL5を標的とする非小細胞肺がんに対する抗がん剤、CCR2を標的とする転
移性がんに対する抗がん剤、CCR5を標的とする進行大腸がんに対する抗がん剤などがある
（がん基盤生物学－革新的シーズ育成に向けて－, 南山堂, 2013年, p.130-136）。これ
らのがんは、本発明で予後予測の対象となる好ましい具体例である。
【００３９】
　対象となる炎症性疾患は、典型的には慢性炎症性疾患である。炎症性疾患の具体例とし
ては、関節リウマチ、線維症、腹膜炎、多発性硬化症、動脈硬化症、糖尿病、喘息、アル
ツハイマー、乾癬、アトピー等を挙げることができるが、これらに限定されない。CCR2、
CCR5、CCL2及びCCL5の少なくともいずれかの関与が知られている炎症性疾患としては、動
脈硬化症、多発性硬化症、関節リウマチ、乾癬、２型糖尿病、炎症性腸疾患、慢性肝炎、
腎炎、移植片対宿主病、慢性閉塞性肺疾患、喘息、後天性免疫不全症候群などが挙げられ
る（Scholten DJ, et al., Br J Pharmacol, 165:1617-1643, 2012; 臨床免疫・アレルギ
ー科, 59(3):386-391, 2013）。その他、CCR2、CCR5、CCL2及びCCL5の少なくともいずれ
か、又はフロントが関与する炎症性疾患として、肺線維症及び肝線維症等の各種の線維化
疾患、腹膜炎、アレルギー性気道過敏症なども挙げられる（日本臨牀70巻, 増刊号8, 365
-371, 2012; 及び下記実施例）。これらの炎症性疾患は、本発明で予後予測の対象となる
好ましい具体例である。
【００４０】
　上記の通り、従来より、がんや炎症性疾患の治療目的で、各種のケモカイン阻害剤が研
究、開発されており、受容体CCR2及びCCR5並びにこれらのリガンドCCL2及びCCL5を標的と
した阻害剤もがんや炎症性疾患のための医薬として開発されている。また、新たな創薬標
的分子であるフロントの阻害剤の開発も本願発明者らのグループにより進められている。
このようなケモカイン阻害剤又はフロント阻害剤を有効成分とする医薬は、フロント遺伝
子の発現量が高い患者において特に効果が高いと期待される。すなわち、CCR2、CCR5、CC
L2及びCCL5より選択される少なくとも１種を阻害するケモカイン阻害剤やフロント阻害剤
を有効成分とする医薬の投与が検討される患者（典型的にはがん患者又は炎症性疾患患者
）について、該患者から分離された試料におけるフロント遺伝子の発現量を測定すること
で、上記阻害剤を有効成分とする医薬の有効性を予測することができる。フロント遺伝子
の発現量が高い患者ほど、上記医薬の効果が高いと予測することができる。当該方法によ
り、上記阻害剤を有効成分とする医薬の有効性が高い患者を選別することができる。
【００４１】
　フロントの発現がみられない、又はごく低い患者においては、フロント阻害剤やCCケモ
カイン受容体/リガンドの阻害剤を投与しても、これらの阻害剤の効果は十分に得ること
ができないと考えられる。一方、フロント遺伝子の発現が検出される患者は、上記した阻
害剤を有効成分とする医薬の投与により、症状が大幅に改善されると期待されるので、そ
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のような医薬の投与が特に望まれる。すなわち、患者由来の試料におけるフロント遺伝子
の発現を調べることで、上記阻害剤を有効成分とする医薬の投与が望まれる患者（典型的
にはがん患者又は炎症性疾患患者）を選別することも可能である。
【００４２】
　予後予測マーカーとしてのフロント遺伝子の発現量を測定可能なプライマーセット、プ
ローブ、又は抗体、並びに、予後予測マーカーとしてのCCケモカイン受容体/リガンド遺
伝子の発現を測定可能なプライマーセット、プローブ、又は抗体は、適宜他の試薬類及び
取扱説明書等と組み合わせて、予後予測用キットとして提供することができる。当該キッ
トは、フロント発現測定用のプライマーセット、プローブ又は抗体と、CCケモカイン受容
体/リガンド発現測定用のプライマーセット、プローブ又は抗体のうち、いずれか一方を
含んでいてもよいし、両者を含んでいてもよい。免疫組織染色のためのキットにおいては
、フロントの発現が低い例と高い例を含めたサンプル染色画像も併せて提供してよい。
【実施例】
【００４３】
　以下、本発明を実施例に基づきより具体的に説明する。もっとも、本発明は下記実施例
に限定されるものではない。なお、全ての動物実験は東京大学の動物実験委員会のガイド
ラインに従って実施した。
【００４４】
1. フロント欠損マウスではがん増生及び転移が低下する
　腫瘍微小環境におけるフロントの役割を調べるため、cre/loxPシステムを用いてフロン
トをノックアウトしたマウスを作出した。フロントは完全欠損で胎生致死となるため、タ
モキシフェン依存的に組み換え反応が誘導されるシステムを用いてコンディショナルなノ
ックアウトを行なった。
【００４５】
　フロント遺伝子のエクソン１５～１９を含むゲノム領域をLoxPで挟み込んだターゲティ
ングベクターをマウスに導入し、ヘテロのFNTfloxマウスを交配してホモのFNTflox/flox

マウスを作出した。次いで、Creリコンビナーゼと変異エストロゲン受容体の融合タンパ
ク質Cre-ERが導入されたB6.Cg-Tg (CAG-cre/Esr1*)5Amc/Jマウス（Jaxon Laboratory）と
FNTflox/floxマウスを交配し、タモキシフェン誘導性のフロントコンディショナルノック
アウトマウスFNT-cKOを得た。FNT-cKOマウスをタモキシフェン処理することで、ゲノムDN
A及びmRNAいずれにおいてもフロントの欠失が誘導されること、タモキシフェン処理後のF
NT-cKOマウスではフロントmRNAの発現が半分以下に抑制されることを確認した。
【００４６】
　FNT-cKOマウスを実験に用いる際は、実験の6日前又は14日前より、クエン酸タモキシフ
ェン（和光純薬）を0.4mg/1gCE-2の量で添加したCE-2粉末飼料（日本クレア）を8～16週
齢のFNTflox/floxマウス及びFNT-cKOマウスに与えることでCreの発現を誘導し、サザンブ
ロッティングにより組換えを確認した。
【００４７】
(1)　FNT-cKOマウスにおけるがん増生の低下
　5×105個のB16メラノーマ細胞をFNTflox/floxマウス及びFNT-cKOマウスの右側腹部に移
植し、その後週２回、腫瘍サイズをノギスで測定し、腫瘍体積を算出した。腫瘍体積は下
記の式により算出した。
腫瘍体積＝(腫瘍短径)2×腫瘍長径/2
【００４８】
　その結果、非ノックアウト（FNTflox/flox）マウスに比べてFNT-cKOマウスでは腫瘍の
増殖が有意に抑制され、また生存率も向上することが明らかとなった（図1a, b）。
【００４９】
(2)　FNT-cKOマウスにおけるがん転移の低下
　1×106個のB16F10メラノーマ細胞を200μLのPBSに懸濁し、FNTflox/floxマウス及びFNT
-cKOマウスに尾静脈より投与した。投与8日目にマウスを安楽死させ、左心室からPBSを灌
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流させた後に肺を分離した。左葉中の転移結節の数及びサイズを目視で確認した。
　その結果、転移結節の数もサイズもFNT-cKOマウスで有意に低下することが明らかとな
った（図2a, b）。
【００５０】
2. フロントはマクロファージに高発現している
[方法]
フロント-gfp-ノックインマウスの作出
　常法により、マウスのゲノム上のフロントプロモーターの下流にGFP遺伝子を組み込み
、フロント-gfpノックインマウスを作出した。
【００５１】
フローサイトメトリー
　2 mLの4％チオグリコレートを腹腔内投与して腹膜炎を誘導したマウスより、腹膜の浸
潤細胞を採取した。2％ウシ胎仔血清を添加したPBSにて細胞を洗浄、再懸濁し、70μmの
ストレイナーで濾過した。抗マウスCD16/32抗体（BD biosciences）でインキュベーショ
ンすることでFcレセプターをブロッキングした後、蛍光標識抗体で細胞を染色した。抗マ
ウスCD11b-Pacific Blue、抗マウスLy6C-APC-Cy7、抗マウスLy6G-Alexa Fluor 700、抗マ
ウスCD4-FITC及び抗マウスB220-PE-Cy7はBiolegendより購入した。抗マウスCD8-Pacific 
BlueはBD biosciencesより購入した。
【００５２】
[結果]
　フロント－GFPノックインマウス由来の細胞のフローサイトメトリー解析によると、腹
膜炎モデルの炎症部位にリクルートされた免疫細胞の中でも特にマクロファージにおいて
フロントが高発現していた（図3）。CCL2で動員された細胞集団ではフロント高発現の単
球／マクロファージが濃縮されており、その受容体であるCCR2を発現している細胞におい
てフロントが高発現していることが示された（データ省略）。
【００５３】
3. フロント欠損マウスでは腫瘍部位へのマクロファージ集積が低下する
[方法]
フローサイトメトリー
　上記1(2)に記載したFNT-cKOマウス及びFNTflox/floxマウスの肺転移モデルの肺細胞を
、右下葉よりコラゲナーゼ及びDNaseで消化させて得た。2％ウシ胎仔血清を添加したPBS
にて細胞を洗浄、再懸濁し、70μmのストレイナーで濾過した。抗マウスCD16/32抗体（BD
 biosciences）でインキュベーションすることでFcレセプターをブロッキングした後、蛍
光標識抗体で細胞を染色した。抗マウスCD11b-Pacific Blue、抗マウスLy6C-APC-Cy7、抗
マウスLy6G-Alexa Fluor 700はBiolegendより購入した。染色した細胞は、Galliosフロー
サイトメーター(Beckman coulter)を用いて解析した。
【００５４】
免疫組織染色
　マウスをPBSで灌流し、左肺を分離した。気管からOptimal Cutting Temperatureコンパ
ウンド（OCT）（サクラファインテック）を注入し、OCT中に包埋して液体窒素で凍結させ
た。8μm厚の新鮮凍結切片を調製し、4％パラホルムアルデヒド－PBSで固定した。0.05% 
Tween 20－PBSで洗浄後、切片をBlocking One試薬（ナカライテスク）でブロッキングし
、抗マウスF4/80抗体（BioLegend）及びAlexa Fluor 594 抗ラットIgG (Life technologi
es)で順次染色した。SP5共焦点顕微鏡（Leica Microsystems）により蛍光像を取得した。
【００５５】
[結果]
　フロントを欠損したFNT-cKOマウスでは、フロント非欠損のFNTflox/floxマウスと比較
してがん転移結節へのマクロファージの集積が低下していた（図4）。
【００５６】
4. フロント欠損マウスでは炎症部位へのマクロファージ浸潤が抑制される



(14) JP WO2016/111364 A1 2016.7.14

10

20

30

40

50

[方法]
in vivo走化性アッセイ
　FNTflox/floxマウス及びFNT-cKOマウスに4％チオグリコレート培地（Difco社）2mLを腹
腔内投与することで腹膜炎を誘導させた。腹腔中に5mLの氷冷PBSを注入して穏やかにマッ
サージすることで、腹膜の浸潤細胞を収集した。収集した細胞集団を、0.1％FBSを含むPB
Sで洗浄し、フローサイトメトリー解析に付して細胞数及び細胞ポピュレーションを調べ
た。
【００５７】
[結果]
　結果を図５に示す。フロント欠損マウスではマクロファージ数が低下しており、腹膜炎
症部位へのマクロファージの浸潤が低下することが確認された（図５上段）。好中球数は
フロント欠損マウスと非欠損マウスの間で差異がなく、フロント欠損は好中球の浸潤には
影響しないことが確認された（図５下段）。
【００５８】
5. 肺腺癌患者におけるフロント発現量並びにCCR2、CCR5、CCL2及びCCL5発現量と術後予
後の関連
＜方法＞
患者
　千葉県がんセンターにおいて1997～2004年の間に肺腺癌に対する肺切除術（肺葉の完全
切除、又は門部と縦隔リンパ節の切開を伴う区域切除）を受けた患者120名（男性患者52
名、女性患者68名）を対象とし、フロント発現量並びにCCR2、CCR5、CCL2及びCCL5発現量
と術後予後の関連を調べた。本研究は千葉県がんセンターの施設内審査委員会及び倫理委
員会に承認された。全ての患者から書面によるインフォームドコンセントを得た。患者の
臨床的特徴を下記表１に示す。
【００５９】
【表１】

【００６０】
組織試料
　全ての組織サンプルは、採取後直ちに液体窒素で凍結し、使用時まで－80℃で保存した
。がんの進行度（ステージ）はTNM（tumor node metastasis）分類システムを用いて評価
した。サンプルは千葉県がんセンターの病理学者2名により評価し、肺病理学専門の病理
学者1名が確証した。
【００６１】
リアルタイムPCRによるmRNAレベルの定量
　手術検体の癌病変部（癌細胞を含む微小環境）より、RNA-Bee試薬（Tel-Test社）又はT
RIzol試薬（Invitrogen社）を製造者の指示書に従い使用して全RNAを抽出した。SuperScr
ipt synthesis kit（Life Technologies社）を用いて1μgの全RNAよりcDNAを調製した。S
YBR Green PCR Master Mix（Qiagen社）を用いてcDNAを増幅し、リアルタイム定量RT-PCR
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を行なった。フォワードプライマー及びリバースプライマーはそれぞれ終濃度0.5μM、20
μLの反応系とした。ABI 7500 real-time PCR system（Life Technologies社）を製造者
の指示書に従い使用し、2回反復してアッセイを行なった。結果はGapdh遺伝子のRNA発現
レベルに対してノーマライズした。使用したプライマーを下記表２に示す。
【００６２】
【表２】

【００６３】
　リアルタイムPCRにより発現量を定量解析し、フロント及びケモカイン受容体／リガン
ドの発現量（log gene expression level）を下記式により求めた。
Log gene expression level = log10 [2 - (Ct[gene] - Ct[GAPDH])]
　　Ct[gene]：フロント、CCR2、CCR5、CCL2又はCCL5のCt値
　　Ct[GAPDH]：GAPDHのCt値
【００６４】
臨床データの解析
　CCR2、CCR5、CCL2及びCCL5の発現量と予後との関連については、遺伝子発現量の中央値
をカットオフ値として、120名の患者を各遺伝子につき高発現群と低発現群に分けて予後
との関連を評価した。有意性の検定はカイ二乗検定により行なった。術後生存率はカプラ
ン－マイヤー法（マンテル－コックス検定）により解析し、群間の差はログランク検定に
より評価した。統計学的計算はPrism 6（GraphPad Software社）を用いて行なった。p<0.
05を有意差ありとした。
【００６５】
　フロント遺伝子及びCCR2遺伝子の発現量と術後生存期間との関連は、多変量Cox比例ハ
ザード解析で評価した。計算は、オープンソースの統計解析環境R（R Core Team (2013).
 R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Stati
stical Computing, Vienna, Austria. <URL http://www.R-project.org/>.）のsurvival
パッケージ（"survival" package in R version 3.0.1., Therneau T (2014). _A Packag
e for Survival Analysis in S_. R package version 2.37-7, <URL http://CRAN.R-proj
ect.org/package=survival>.）を用いて行なった。結果はhazard ratio (95% confidence
 interval)で示した。術後生存率は、上記と同様にカプラン－マイヤー法（マンテル－コ
ックス検定）により解析し、群間の差はログランク検定により評価した。p<0.05を有意差
ありとした。再帰分割分析はRのmvpartパッケージ（"mvpart" package in R version 3.0
.1., rpart by Terry M Therneau, Beth Atkinson. (2014). mvpart: Multivariate part
itioning. R package version 1.6-2. <URL http://CRAN.R-project.org/package=mvpart
>）によって行なった。
【００６６】
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＜結果＞
CCR2, CCR5, CCL2及びCCL5のmRNAの高発現は肺腺癌の術後経過の有意な予後良好因子であ
る
　ケモカインリガンド及び受容体（CCR2、CCR5、CCL2、CCL5）の発現状態の予後的意義を
評価するため、各遺伝子のmRNA発現量の中央値をカットオフ値として、120名の患者集団
を高発現群及び低発現群に分けた。CCR2、CCR5、CCL2及びCCL5いずれも、高発現群では低
発現群よりも有意に予後良好であった（図6A, B, C, D）。CCR2-highかつCCL2-highの患
者群、及びCCR5-highかつCCL5-highの患者群では、特に予後が良好であった（図7A, B）
。
【００６７】
フロント発現は予後増悪因子である
　女性肺がん患者68名の手術検体を用いたフロントおよびCCR2の遺伝子発現解析の結果、
フロントおよびCCR2の発現の間には正の相間があった（Fig. 3a, r = 0.51, p < 0.01）
。フロントおよびCCR2の発現量と予後の関連を多変量コックス比例ハザード分析により評
価した結果、フロントおよびCCR2の発現量に対するハザード比はそれぞれ7.8（1.8－34, 
p < 0.01)、0.21（0.088－0.49, p < 0.01）であった（表３）。すなわち、フロントの高
発現は有意に高い死亡リスクと関連しており、CCR2の高発現は有意に低い死亡リスクと関
連していた。言い換えると、CCR2は予後良好因子（発現が10倍でリスクは0.21倍）であり
、フロントは予後増悪因子（発現が10倍でリスクは7.8倍）であることが明らかとなった
。
【００６８】

【表３】

【００６９】
　再帰分割アルゴリズムにより患者をサブグループに分けたところ、フロント低発現（FN
T-L）、フロント高発現（FNT-H）、CCR2高発現（CCR2-H）患者の3グループに分割された(
図8)。このフロント低発現（FNT-L）とフロント高発現（FNT-H）の間では手術の時点では
臨床ステージに差が確認できないにもかかわらず、Kaplan-Meier及びログランク検定にて
フロント低発現（FNT-L）は高発現（FNT-H）患者と比較し予後が良好であることがわかっ
た（図9、図10）。そしてこの結果はコックス比例ハザード分析の結果と一致する結果で
あり、患者においてもフロントは予後増悪因子として機能していることが明らかとなった
。
【００７０】
　フロント及びCCR5の発現と術後予後との関連を評価しても、CCR2と同様の結果であった
（データ省略）。
【００７１】
CCケモカイン受容体/リガンド発現量の閾値の検討
　６８症例のうちのステージI症例（２８症例）に対し、再帰分割法を適用してCCケモカ
イン受容体/リガンド発現量の閾値（参照値）を求めたところ、CCR2については1.42（す
なわち、CCR2のlog gene expression level＞1.42で予後良好）、CCR5については2.23、C
CL5については1.34の値が得られた。これらの値の±0.15以内の値、例えば±0.10以内の
値、又は±0.05以内の値を、様々ながん及び炎症性疾患の患者、好ましくはがん患者に対
し、各遺伝子の発現量の閾値として用いることができる。
【００７２】
予後予測式の検討
　６８名の肺がん患者集団のうちステージII以上の症例（４０症例）に対してコックス比
例ハザードモデルを適用し、上述の式１における各遺伝子発現量に対する係数を求めた。
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[CC]m及び[FROUNT]mは４０症例における中央値を採用した。その結果、４種のCCケモカイ
ン受容体/リガンド遺伝子について、それぞれ下記の式が得られた。
h = -0.659 x ([CCR2] - 0.833) + 2.44 x ([FROUNT] - 0.431)・・・式1-1
h = -0.385 x ([CCR5] - 1.69) + 2.34 x ([FROUNT] - 0.431)・・・式1-2
h = 0.0732 x ([CCL2] - 0.774) + 1.95 x ([FROUNT] - 0.431)・・・式1-3
h = -0.466 x ([CCL5] - 1.15) + 2.33 x ([FROUNT] - 0.431)・・・式1-4
【００７３】
　CCR2遺伝子とフロント遺伝子の発現量により予後を予測する場合には式1-1を、CCR5遺
伝子とフロント遺伝子の発現量により予後を予測する場合には式1-2を、CCL2遺伝子とフ
ロント遺伝子の発現量により予後を予測する場合には式1-3を、CCL5遺伝子とフロント遺
伝子の発現量により予後を予測する場合には式1-4を用いることができる。これらの式は
、例えば、ステージII以上の症例、及びステージIかつ[CC]が参照値未満の症例に好まし
く適用することができる。
【００７４】
まとめ
　以上の解析結果より、フロントはがんおよび炎症性疾患の発症/増悪における鍵分子で
あることが明らかとなった。フロント発現の定量解析はがんおよび炎症性疾患の診断、モ
ニタリングおよび予後予測に有用な新規技術である。CCケモカイン受容体/リガンド遺伝
子では、4種の中でもCCR2、CCR5及びCCL5が、特にCCR2及びCCR5が、予後予測因子として
とりわけ好ましく利用可能であると考えられる。
【００７５】
6. 免疫組織染色によるフロント発現マクロファージの検出
[方法]
フロント抗体の作出
　フロントタンパク質（配列番号２）の第23番～第141番残基に対応する領域を組換えタ
ンパク質として大腸菌で発現し、この組換えフロントタンパク質を常法により精製してウ
サギへ複数回免疫した。免疫したウサギ及び未免疫ウサギの血清からそれぞれIgGを常法
により精製し、抗フロントポリクローナル抗体及びコントロール抗体を得た。
【００７６】
免疫組織染色
　肺がん患者より、腫瘍が存在する肺葉を完全切除し、肺門リンパ節と縦隔リンパ節を摘
出した。手術検体は10％ホルマリン中で固定し、パラフィン包埋して4μm厚切片を作製し
た。上記の通り作出したウサギ抗フロントポリクローナル抗体及びDAKO Envision FLEX/H
RPを使用して切片の免疫染色を行なった後、核の染色を行なった。
【００７７】
[結果]
　免疫組織染色像の一例を図１１に示す。フロント陽性の細胞は、がん細胞部位の周辺に
多数、褐色に染色されて検出された。フロントの発現量は染色強度や染色細胞数に基づい
て評価できるので、手術検体の免疫組織染色による患者の予後予測も可能である。
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