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(57)【要約】
発明はがん患者の免疫療法の効果を、新たなバイオマーカーに基づき予測する方法に関す
る。本発明はさらに前記バイオマーカーに基づく転帰の予後に関する。本発明はさらに上
記方法で使用するバイオマーカーのパネルに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
がん患者における免疫療法の効果を予測する手段提供のための検査方法であって、
a) 前記がん患者のサンプル中アポリポタンパク質A1 (ApoA1)、CCL17/TARC、好酸球、単
球、CD95/Fas、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ/血清グルタミン酸オキザロ酢
酸トランスアミナーゼ（ASAT/SGOT）、がん抗原 19-9 (CA19-9)、乳酸デヒドロゲナーゼ
（LDH）、トレオニン、免疫グロブリン E (IgE)、およびマトリックスメタロプロテイナ
ーゼ 3 （MMP-3）からなるグループから選択された 1 つ以上のマーカーレベルおいて、
特定がん患者集団の中央値に比べてレベルが上昇するか高値となっていることが、前記患
者の免疫療法の有益な効果を示すレベルを測定する工程、 
および/または 
b) 前記がん患者のサンプルの B 細胞誘引性キモカイン（CXCL13/BCA-1）、好中球、イン
ターロイキン-6 (IL-6)、および短鎖アシルカルニチンからなるグループから選択される 
1 つ以上のマーカーのレベルにおいて、特定がん患者集団の中央値に比べてレベルが低下
するか低値となっていることが、前記患者の免疫療法の有益な効果を示すレベルを測定す
る工程からなる、がん患者における免疫療法の効果を予測する手段提供のための検査方法
。
【請求項２】
請求項 1 に記載の方法において、前記マーカーは、ApoA1 および/または CCL17/TARC； 
CXCL13/BCA-1、好中球 %、ApoA1、好酸球 %、好酸球 ABS （絶対数）、単球 %、FAS、TAR
C； LDH、トレオニン、IL-6、アルブミン、IgE、MMP-3、CA19-9；単球 ABS、ASAT、ビリ
ルビン、アシルカルニチン （scAC) および IL-33 から選択されるものである方法。
【請求項３】
請求項 1 または 2 に記載の方法において、この方法は、さらに 
a) 前記がん患者から得た前記サンプル中のアルブミンと直接ビリルビンからなるグルー
プから選択された1つ以上のマーカーにおいて、特定がん患者集団の中央値と比べてレベ
ルが上昇するか高値となっていることが、前記患者への免疫療法の有益作用を示すマーカ
ーを測定する工程、
および/または
b) 前記がん患者から得た前記サンプル中のマーカーであるインターロイキン-33 （IL-33
）レベルにおいて、特定がん患者集団の中央値と比べてレベルが低下するか低値となって
いることが、前記患者への免疫療法の有益作用を示すレベルを測定する工程からなる方法
。
【請求項４】
請求項 1～3 のいずれか一に記載の方法において、前記免疫療法は、任意にアジュバント
、好ましくは GM-CSFを伴う、抗がんワクチンによるワクチン接種を含むものである方法
。
【請求項５】
請求項 1～4 のいずれか一に記載の方法において、前記患者は手術、放射線療法および/
または化学療法、および好ましくは前記患者がサイトカインから選択された抗がん剤、お
よびソラフェニブとスニチニブのよなチロシンキナーゼ阻害剤（TKI）、およびシクロホ
スファミドにより治療を受けているまたはすでに前治療された治療法を含む療法で、治療
されているか前治療をすでに受けているものである方法。
【請求項６】
請求項 1 ～6 のいずれか一に記載の方法において、前記サンプルは、全血、末梢血、ま
たはその分画、血清、バッフィーコート、腫瘍細胞、リンパ液、尿、骨髄、EDTA 血漿、
ヘパリン血漿、クエン酸血漿、ヘパリン全血、および凍結ヘパリン全血のようなその凍結
サンプルから選択されるものである方法。
【請求項７】
請求項 1 ～5のいずれか一に記載の方法において、前記がんは、いかなるタイプの腎細胞
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癌（RCC）、大腸癌（CRC）、胃癌（GC）、メラノーマ、非小細胞肺癌（NSCLC）、神経膠
芽細胞腫および腺癌から選択されるものである方法。
【請求項８】
請求項 1～7のいずれか一に記載の方法において、この方法は、さらに前記患者で前記免
疫療法の作用を予測手段を提供する検査工程を有するものである方法。
【請求項９】
請求項 1～8のいずれか一に記載の方法において、前記作用は全生存期間、免疫療法に対
する単一および/または複数の T 細胞応答の発現、腫瘍増殖の抑制、腫瘍の収縮、または
無増悪生存期間から選択されるものである方法。
【請求項１０】
請求項 1～9のいずれか一に記載の方法において、この方法は、さらに、前記がん治療の
効果をモニタリングする工程を有し、1 回以上前記測定ステップを繰り返す工程を有する
方法。
【請求項１１】
請求項1～10のいずれか一に記載の方法において、前記検査は、免疫アッセイ、ビーズに
基づく免疫アッセイ、マルチプレックス免疫測定、ELISA、マイクロアレイに基づくアッ
セイ、非遺伝子アッセイ、発現解析、FACS 解析、確立された血液学的方法、プロテオミ
クス、および質量分析から選択される 1 つ以上の方法を含むものである方法。
【請求項１２】
請求項 4～11のいずれか一に記載の方法において、前記抗がんワクチンは、配列 ID 番号
1～37、例えば、配列 ID 番号 1～10；配列 ID 番号 11～19 と 1、5、8、および 9；配
列 ID 番号 20～29、さらに 配列 ID 番号 30～37 から選択される1 つ以上の免疫原性ペ
プチドからなる抗がんワクチンから選ばれるものである方法。
【請求項１３】
1 つまたは分かれた容器で請求項 1～12のいずれか一に記載の方法を実施する材料からな
る診断キットであって、好ましくは、任意に前記方法を実施する方法と共に、1 つ以上の
マーカー特異的抗体を含む診断キット。.
【請求項１４】
治療を必要とするがん患者のがんを治療する改善方法であって、
a) 請求項 1～3 および 5～11のいずれか一に記載の方法を実施する工程、および
b) 治療決定の結果を利用し、特にステップ a) で得た結果に基づき前記がん患者に適切
な抗がん免疫療法を実施する工程、および
c) 選択的にステップ a) および b) を繰り返す工程からなる方法。
【請求項１５】
請求項 14 に記載の方法において、前記がんは、いかなるタイプの腎細胞癌（RCC）、大
腸癌（CRC）、胃癌（GC）、メラノーマ、非小細胞肺癌（NSCLC）、神経膠芽細胞腫および
腺癌からも選択されるものである方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はがん患者の免疫療法の効果を、新たなバイオマーカーに基づき予測する方法に
関する。本発明はさらに前記バイオマーカーに基づく転帰の予後に関する。本発明はさら
に上記方法で使用するバイオマーカーのパネルに関する。
したがって、出願は 2010 年 12 月 15 日に提出された英国特許 1021289.6、2010 年 11
 月 24 日に提出された米国特許 61/416,981、2010 年 12 月 16 日に提出された米国特
許 61/423,652 の優先権を請求する。本出願は 50 種の配列を含む配列リストを含む。本
発明の目的のため、本明細書で引用されている全ての参考文献が、その全体の参照として
組み込まれている。
【背景技術】
【０００２】
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　免疫応答の刺激は、宿主の免疫システムにより異物であると認識された抗原が存在する
かに依存する。腫瘍関連および腫瘍特異坑原が存在することが発見され、腫瘍成長に介入
するため、宿主の免疫系を利用する可能性が浮上した。体液性免疫応答と細胞性免疫応答
の両方を利用する様々なメカニズムが、現在、がんの免疫療法において研究されつつある
。
【０００３】
細胞性免疫応答のある種の要素は、腫瘍細胞を特異的に認識し破壊することができる。腫
瘍浸潤細胞群または末梢血から単離した細胞傷害性 T 細胞（CTL）は、これらの細胞がが
んに対する自然の免疫防御で重要な役割を果たしていることを示唆している（Cheever et
 al., Annals N.Y. Acad. Sci. 1993 690:101-112; Zeh HJ, Perry-Lalley D, Dudley ME
, Rosenberg SA, Yang JC; J Immunol.1999, 162(2):989-94）。特に、CD 8 陽性 T 細胞
（TCD8+）は、主要組織適合複合体（MHC）クラス I 分子と、細胞質タンパク質または不
完全なリボゾーム産物（DRIPS）に由来する、通常 8～10 個のアミノ酸残基のペプチドの
複合体を認識し（Schubert U, Ant?n LC, Gibbs J, Norbury CC, Yewdell JW, Bennink J
R. Nature 2000; 404(6779):770-774）、この応答に重要な役割を果たしている。ヒトの 
MHC 分子はヒト白血球抗原（HLA）とも呼ばれる。
【０００４】
MHC 分子には 2 つのクラスがあり、MHC クラス I 分子は、核を有する殆どの細胞にみら
れ、内因性タンパク質、DRiP、およびより大きなペプチドのタンパク質分解的切断によっ
て生じたペプチドを提示する。MHC クラス II 分子は、主にプロフェッショナル抗原提示
細胞（APC）に認められ、APC により取り込まれた後プロセシングされる、外因性タンパ
ク質のペプチドを提示する（Cresswell P. Annu. Rev. Immunol. 1994; 12:259-93）。ペ
プチドと MHC クラス I 分子の複合体は、適切な TCR（T 細胞受容体）を持つ CD8+ CTL 
により認識され、ペプチドと MHC クラス II 分子の複合体は、適切な TCR を持つ CD4+ 
ヘルパー T 細胞により認識される。従って、TCR とペプチドと MHC 分子は 1:1:1 の化
学量論量で存在することが良く知られている。 
【０００５】
ペプチドが細胞性免疫応答を引き起こすには、MHC 分子へ結合が必要である。この過程は
 MHC 分子の対立遺伝子およびペプチドのアミノ酸配列によって決定される。MHC クラス 
I 結合ペプチドは通常 8、9、または10 個のアミノ酸残基長であり、MHC 分子の対応する
結合溝と相互作用するペプチドの配列内に保存された残基（「アンカー」）を持つ。この
ように、それぞれの MHC 対立遺伝子には、どのペプチドが結合溝と特異的に結合するか
を決定する「結合モチーフ」がある（Rammensee HG, Bachmann J, Stevanovic S; MHC Li
gands and Peptide Motifs, Chapman & Hall 1998）。 免疫反応を引き出すために、ペプ
チドはある種の MHC 分子への結合能力が必要なだけでなく、特異な TCR を有する T 細
胞によって認識されなければならない。 さらに効率のよい免疫反応に必要な条件は抗原
に対する免疫耐性がないことである。
【０００６】
CTL によって認識されるエピロープが由来する腫瘍関連抗原（TAA）として、各腫瘍の細
胞でアップレギュレートされる、酵素、受容体、転写因子など全クラスのタンパク質の分
子が可能である。さらに、抗原は、例えば、変異遺伝子の生成物、または代替オープンリ
ーンディングフレーム（ORF）から、またはタンパク質スプライシングからの生成物とし
て、腫瘍特異的すなわち、腫瘍細胞に固有となることができる（Vigneron N, Stroobant 
V, Chapiro J, Ooms A, Degiovanni G, Morel S, van der Bruggen P, Boon T, Van den 
Eynde BJ. Science 2004 Apr 23; 304 (5670):587-90.）。もう 1 つ重要なクラスの抗原
は、様々な種類の腫瘍および健常な精巣組織に発現される「cancer testis（癌・精巣）
」（ CT）抗原など、組織特異的抗原である。
【０００７】
そのため、TAA は腫瘍ワクチンの開発における出発点である。TAA の同定／特徴付け方法
は、患者または健常被験者から単離される CTL の使用に基づくか、または腫瘍と正常組



(5) JP 2014-500493 A 2014.1.9

10

20

30

40

50

織との転写プロフィールおよびペプチド発現の差の発生に基づいている（Lemmel C., Wei
k S., Eberle U., Dengjel J., Kratt T., Becker H. D., Rammensee H. G., Stevanovic
 S. Nat. Biotechnol. 2004 Apr.; 22(4):450-4, T. Weinschenk, C. Gouttefangeas, M.
 Schirle, F. Obermayr, S. Walter, O. Schoor, R. Kurek, W. Loeser, K. H. Bichler,
 D. Wernet, S. Stevanovic, and H. G. Rammensee. Cancer Res62 (20):5818-5827, 200
2.）。
【０００８】
しかし、過剰発現したまたは腫瘍組織あるいはヒト腫瘍細胞株で選択的に発現した遺伝子
を同定しても、 対応する抗原が T 細胞に基づく免疫療法に対し有用な標的であると、十
分な情報を提供しない。これは、これらの抗原エピトープの個々のサブ集団のみが、対応
する TCR を持つ T 細胞により、 a) 提示および b) 認識されるためである。さらに、こ
の特定のエピトープに対する免疫耐性が存在しないか無視できることが必要である。それ
ゆえ、MHC 分子と結合した状態で提示され、機能的 T 細胞の標的である、過剰発現また
は選択的に発現しているタンパクからこれらのペプチドのみを選択することが重要となる
。そのような機能的 T 細胞は、特異抗原の刺激によってクローンを増やし、エフェクタ
ー機能を行使できる T 細胞として定義される（「エフェクター T 細胞」）。
【０００９】
ヘルパー T 細胞は、抗腫瘍免疫性において、CTL のエフェクター機能を統合する際に重
要な役割を果たす。タイプのヘルパー T 細胞応答を始動させるヘルパー T 細胞エピトー
プは、腫瘍関連ペプチド／MHC 複合体を細胞表面に発現している腫瘍細胞に対する傷害機
能など、CD8+ CTL のエフェクター機能をサポートしている。このようにして、腫瘍関連
ヘルパー T 細胞のエピトープは、単独で、または他の腫瘍関連ペプチドと共に、抗腫瘍
免疫応答を刺激するワクチン組成物の有効薬剤成分とすることができる。
【００１０】
CD8 と CD4 に依存する両タイプの応答が、抗腫瘍作用に協力して相乗的に貢献するので
、 CD8+ CTL（リガンド：MHC クラス I 分子＋ペプチドエピトープ）によって認識される
 TAA および CD4+Tヘルパー細胞（リガンド：MHC クラス II 分子＋ペプチドエピトープ
）によって認識される TAA の同定と特徴付けの両方が、効果的な腫瘍ワクチンとこれら
のワクチンに基づく有効な治療に重要である。
【００１１】
ヨーロッパでは、腎細胞癌（RCC）は男性で 7 番目に多い悪性腫瘍であり、毎年 29,600 
症例が新たに発生している（全がん症例の 3.5% を占める）。RCC は女性では 12 番目に
多く、毎年 16,700 症例が発生している （全がん症例の 2.3% を占める）。RCC は 40 
歳前では希であり、40 歳以上では男性の発生は女性の 2 倍である。年齢ごとの発生率は
、 40 歳未満では 1 年で 10 万人中 2 人未満でその後急激に上昇し、 65～69 歳では 1
 年で 10 万人中 38 人となる。その後 75 歳を超えると 1 年で 10 万人中 46 人まで上
昇する。
【００１２】
RCC 患者の合計 25～30% が最初の発現で顕性転移を示す。RCC 患者の約 1/3 は時間経過
により転移する。そのため、RCC の全患者の 50～60% 近くが最終的に転移を示す。転移
患者間で、約 75% が肺に、36% がリンパ節および/または軟組織に、20% が骨に、18% が
肝臓に転移する。.
【００１３】
RCC は泌尿生殖腫瘍の最も致死度が高い上皮性悪性腫瘍であり、5 年生存率は 65% で、
これに比べ膀胱癌と前立腺癌の 5 年生存率はそれぞれ 82% および 100% である(米国 19
72～2001 年のデータ)。RCC の診断（1990～1994年）後の 5 年間（最大1999年まで）平
均生存率はヨーロッパで約 58% であり、RCC は、数人の著者らにより予後が中等度にし
かならないがんとして分類された。
全体で、RCC 患者の 80% 近くが死に至る。この数値は、再発に対する効果的で早期な臨
床フォローアップと治療の強い医療的ニーズを示している。.
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【００１４】
生存率は腫瘍と診断された病期に強く依存する。5 年生存率は、遠隔転移の病変を有する
患者ではたったの 12% だが、局所癌の患者では 80% である。
【００１５】
大腸（結腸直腸）癌（CRC）は、世界で第 3 番目に一般的ながんである。大腸癌は年間新
たに約 100 万症例発生し、他の殆どの腫瘍とは異なり、男性と女性の割合に差があまり
ない （男女比 1.2:1)。 ヨーロッパでは、大腸癌は 2 番目に一般的ながんであり、 男
女合わせてがん関連死第 2 位であり、毎年約 380,000 症例が新たに発病し、がん関連死
は約 200,000 例となっている。2002 年の粗発生率は、男女それぞれ 88.3 および 84.0/
100,000 であり、そのうち粗死亡率は 34.8 および 35.2/100,000 であった。これらのデ
ータは、個人的および社会的負担の大きな源として大腸癌の重要性を明かに反映している
。
【００１６】
大腸癌は疾病発現時の平均年齢が男女それぞれ 69 および 75 歳なので、高齢集団のがん
である。食事や生活スタイルの要因に加え（例、肥満、運動不足、喫煙、常習飲酒）、他
のリスク要因には、大腸癌の家族性発症、遺伝性大腸癌（家族性腺腫性ポリポーシス　[F
AP]、弱毒FAP [弱毒大腸腺腫性ポリポーシス； AAPC]、遺伝性非ポリポーシス大腸癌 [HN
PCC] 、過誤腫性ポリポーシス症候群）および潰瘍性大腸炎またはクローン病などの炎症
性腸疾患などがある。
【００１７】
大腸癌は殆ど、直腸、S 形結腸、横行/下行結腸、および上行結腸/盲腸の粘膜の腺腫とし
て発生する。初期の大腸癌は最初の手術で治癒する可能性がある。しかし、遠隔転移する
と、局所リンパ節、また肝臓、肺、および他の器官（中枢神経系など）に広がる。症状は
詳細不明なため、大腸癌は比較的遅い段階で診断されることが多く、大腸癌患者の約 25%
 が最初に医師の診察を受ける時点で転移している（mCRC）。切除可能な限局性大腸癌と
新たに診断された患者のさらに 30% が後に転移性再発を呈する。
【００１８】
EP2105740 では、アポリポタンパク質 AI（APOA1）を含む一部のタンパク質は、がんに罹
っているまたは罹りやすい被験者においてc-myc の過剰発現によって調節されることを報
告している。それ故、EP2105740 では、がんの免疫療法はもちろんのこと、治療の有効性
の予測ではなく、がん、特に肺癌の診断、予後、および/または治療のモニタリングにお
けるバイオマーカー APOA1 の利用について述べている。
【００１９】
WO2010/076322は、 (i) 腫瘍を 2 つ以上のクラスに分類し、 (ii) 腫瘍サンプル中で、
各クラスの腫瘍に対する化学療法への奏功を示す 2 つ以上のマーカー遺伝子の発現を決
定し、(iii) 前記遺伝子発現に依存して前記奏功および/または利点を予測し、ここで 1 
つのマーカー遺伝子は CXCL13 であることを含む、がんに罹った患者の化学療法への奏功
および/または化学療法の利点を予測する方法について説明している。WO2010/076322 で
はまた、免疫療法はもちろん、治療の有効性の予測については述べていない。
【００２０】
同様に、WO2010/003773 は、がんに罹った患者におけるがんの転帰の予測方法について記
述しており、前記患者はリンパ節転移陽性と以前に診断され、細胞障害性化学療法を受け
ており、ここで1つのマーカー遺伝子は CXCL13 である。WO2010/003773 は、免疫治療の
有効性の予測については述べていない。
【００２１】
EP 1 777 523 A1 は、患者のがん転帰の予後に関し、この予後は、前記がんに対する前記
患者の適応性免疫応答の存在または代わりに応答レベルを示す、1つまた数個の生物学的
マーカーの定量化に基づいている。全体としては、非常に多くのマーカーが開示されてい
る。さらに、EP 1 777 523 A1 は、腫瘍部位で前記がんに対する前記患者の適応性免疫応
答の存在または代わりに応答レベルを示す、1 つまた数個の生物学的マーカーの検出およ
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び/または定量化に基づく、患者のがん転帰の予後（予測ではない）に関する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２２】
【特許文献１】EP2105740
【特許文献２】WO2010/076322
【特許文献３】WO2010/003773
【特許文献４】EP 1 777 523 A1
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
上述した多くのがん、例えば腎細胞癌および大腸癌のようながんの診断および管理に対す
る最近の進展にも関わらず、さらに生存率を改善し、必要としている人々の治療をうまく
調節するため、診断の改善、特に免疫療法の有益な効果が期待できるか否かの予測達成に
使用できる、生物学的マーカーがいまなお必要とされる。さらに、そのマーカーは、がん
の前記治療の転帰の予測も可能となる。そのため、本発明の目的は、それぞれの生物学的
マーカー、さらに診断、予測、および予後方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００２４】
本発明の最初の態様において、前記目的は、a) 前記がん患者のサンプルにおいて、アポ
リポタンパク質 A1 （ApoA1）、CCL17/TARC、好酸球（絶対数または %）、　単球（絶対
数または %）、CD95/Fas、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ/血清グルタミン酸
オキザル酢酸トランスアミナーゼ（ASAT/SGOT）、がん抗原19-9（CA19-9）、乳酸脱水素
酵素（LDH）、トレオニン、免疫グロブリン E（IgE）、およびマトリックスメタロプロテ
イナーゼ（MMP-3）からなるグループから選択された 1 つ以上のマーカーのレベルを決定
し、ここで、特定のがん患者集団の中央値に比べたマーカーレベルの上昇は、前記患者の
免疫療法の有益作用を示す工程、または、b) 前記がん患者のサンプルにおいて、CXCL13/
BCA-1、好中球（%）、インターロイキン 6（IL-6）および短鎖アシルカルニチンからなる
グループから選択された 1 つ以上のマーカーレベルを決定し、ここで特定がん患者集団
の中央値（+/-10%）に比べた概マーカーレベルの低下は、前記患者の免疫療法の有益作用
を示す工程を含む、がん患者の免疫療法の効果を予測する方法を提供することにより、解
決される。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
本実施形態において、本発明は、作用、特に本明細書で記載のがん患者における免疫療法
の有益作用、すなわち全生存期間の延長、免疫療法により誘発される単一および/または
複数 T 細胞応答の発生、腫瘍増殖の抑制、腫瘍の縮小、または無増悪生存期間の延長な
どを予測する単変量（「単一」または「個別」）マーカーに関する。
【００２６】
本発明の状況下で、用語「マーカー」、「バイオマーカー」、「分析物」、または「パラ
メータ」は同じ意味で使用され、すべて本発明に従う方法の状況下で分析されるマーカー
に関する。 
【００２７】
本発明の状況下において、「予測」または「予測マーカー」は、がんの免疫療法、例えば
、本明細書で記載したようなワクチンによる、有効性についての情報を与える、本発明に
従うマーカーに基づいていなければならない。
【００２８】
CXCL13/BCA-1、ApoA1、好中球、好酸球、単球、CD95/Fas、ASAT/SGOT、CCL17/TARC、短鎖
アシルカルニチンおよび CA19-9 は、単変量解析を使用することにより、全生存率、およ
び一部の症例では T 細胞の応答が予測可能であることが確認された。 
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【００２９】
本発明の方法が好ましいのは、前記マーカーが ApoA1 および/または CCL17/TARC から選
択される場合である。各試験集団の中央値を超える CCL17/TARC レベルおよび各アッセイ
提供者によって示されるような中央値を超える ApoA1 レベルは（例、Rules Based Medic
ine (RBM)では、0.288 mg/ml）、陽性である。
【００３０】
本発明の方法が好ましいのは、前記マーカーが CXCL13/BCA-1 および/または単球から選
択される場合である。それでもなお、該マーカーの組み合わせは、例えば、ApoA1 および
 CCL17/TARC、ApoA1 および CXCL13/BCA-1、ApoA1、CXCL13/BCA-1、および単球、ApoA1、
CCL17/TARC、CXCL13/BCA-1、および単球、CCL17/TARC および CXCL13/BCA-1、CCL17/TARC
、CXCL13/BCA-1、および単球、CCL17/TARC、ApoA1、および単球、CCL17/TARC、ApoA1、お
よび CXCL13/BCA-1、CCL17/TARC および単球、CXCL13/BCA-1 および単球、ApoA1 および
単球から選択されるものなど、本発明の範囲に含まれる。これらのマーカーの組み合わせ
すべてが特に好ましい。 
【００３１】
さらに好ましいマーカーの組み合わせは、CXCL13/BCA-1、好中球 %、ApoA1、好酸球 %、
好酸球 ABS （絶対数）、単球 %、FAS、TARCの組み合わせ、 LDH、トレオニン、IL-6、ア
ルブミン、IgE、MMP-3、CA19-9の組み合わせ、単球 ABS、ASAT、ビリルビン、アシルカル
ニチン （scAC)の組み合わせ、および IL-33から選択される。
これらのマーカーの組み合わせすべてが特に好ましい。
【００３２】
ApoA1 は高密度リポタンパク質（HDL）の主なタンパク質であり、臨床分析において HDL 
に代わって測定できる。正常の状態では、HDL は抗アテローム性動脈硬化、抗酸化、抗血
栓、および抗炎症特性を示す。しかし、慢性の炎症/酸化状態（例、慢性感染症、自己免
疫疾患、メタボリックシンドロームおよびがん）では、HDLはこれらの特性を失い、炎症
反応を促進する特性を招く。炎症促進生 HDL （piHDL）では、陰性急性期タンパク質であ
る ApoA1 が減少し、陽性急性期タンパク質である血清アミロイド A （SAA）のようなそ
の他のタンパク質が豊富になっている。そのため、ApoA1 レベルが低いと、慢性炎症また
は酸化状態を示し、次いでがんの発症にを助けることが知られているような状態を促進す
る可能性がある。ApoA1 レベルの低下は、多くのがんで報告されており、IMA901-202 （
第II相）試験コホートの腎細胞癌患者においても観察された。とりわけ、関連タンパク質
 ApoA2 は、転移性腎細胞癌の陽性予後因子として説明されており、マウスモデルでは、
がん進展の抑制における ApoA1 の機能的関与を示した。それらのがん促進作用に加え、
慢性急性期反応と酸化状態は適応性免疫応答を嫌うことも知られている (Haeryfar and B
erczi, 2001; Muller et al., 2008; Vallejo et al., 2004)。　
【００３３】
CCL17/TARC はもとは、TH2 細胞を引きつけるケモカインとして分類されていたケモカイ
ンであるが、TH1- および TH2-型エフェクタ/メモリ T 細胞、特に皮膚に存在する細胞、
 CD8+ T細胞、TH17 メモリ T 細胞、NK と NKT 細胞、樹状細胞などのサブセットのよう
な、他の細胞標的も有している。マウスの試験では、腫瘍内 CCL17/TARC 発現は免疫学的
拒絶反応を助けることを示した。血清レベルは、このケモカインの主な供給源である、骨
髄樹状細胞、マクロファージおよび単球の活性を示す可能性がある。定常状態での樹状細
胞による CCL17 の生成は、T 細胞の抗原非依存性応答を始動させるためのユニークな機
能の必要条件であることが示された。CCL17/TARC が病理学的に増加し、TH2 活性の増大
を示すと考えられる、アトピー性皮膚炎のような状態および一部のその他のアレルギーま
たは自己免疫状態に比べ、 IMA901-202 試験集団では、CCL17/TARCのレベルは正常範囲内
であり、IL-12 および IFNγのような TH1 サイトカインで均衡がとられていた。
【００３４】
本発明の状況下では、ApoA1 および CCL17/TARC レベルが進行性腎細胞癌患者で認められ
る中央値よりも高いと、治療の成功に好ましいと考えられる。表示されたカットオフ値（
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統計学的におよそ75%）を超える因子を 1 つ以上有する患者は、両因子がカットオフ値未
満であることを示す患者に比べ、がんワクチン IMA901 （immatics Biotechnologies、ド
イツ、テュービンゲン）によるワクチン接種後に臨床転帰の改善が得られると予測される
。両因子が表示されたカットオフ値を超える患者（統計学的におよそ 25%）は、治療によ
り最も利点が得られることが予測される。ApoA1 に対する LLN （正常下限値）は分析に
使用するアッセイに依存する。Luminex 社のビーズを利用したマルチプレックステクノロ
ジー（RBM）を使用すると LLN は 0.288 mg/mlである。異なるアッセイを行い、アッセイ
提供者により示される情報から、アッセイを確立されたものと比較して実験を埋めること
により、または健常ドナーサンプルの統計学的に関連する量を測定することにより、LLN 
は補正されなければならない。特定患者集団における CCL17/TARC および/または ApoA1 
レベルの中央値は、定量に使用する集団とアッセイに依存する。 
【００３５】
該マーカー、特に ApoA1 と CCL17/TARC の好ましい測定法は、ELISA、ビーズ、チップま
たは プレートを利用したマルチプレックス免疫測定、プロテオミクスのような免疫学的
アッセイから、または質量分析、生物学的アッセイ、電気泳動、免役比ろう法、免疫比濁
法、酵素アッセイ、例えば測光法により評価可能な比色法または蛍光分析、および蛍光活
性化細胞選別（FACS）に基づく分析法から、選択される。好中球、好酸球、および単球は
 FACS または他の臨床的に確立された血液学的アッセイによって測定可能である。ApoA1 
は、HDL コレステロールによって高く相関しており、そのため HDL コレステロールの測
定に使用されるすべての方法によって測定可能である。.
【００３６】
さらに、B 細胞誘引性ケモカイン 1（CXCL13/BCA-1）が、マーカーとして同定された。 C
XCL13/BCA-1 は、リンパ系器官でのリンパ球の構築を整理するのに必要のように思われる
。レベルの上昇は、一部の腫瘍実体での転移および予後悪化に関連し、おそらく抗腫瘍免
疫応答の低下にも関連している。 
【００３７】
マーカーとしてそのレベルがパーセントおよび絶対数で同定される好酸球は、その作用に
ついて矛盾するレポートも出されているが、がんにおいていくつかの対立する役割を果た
している可能性がある。腫瘍への好酸球の動員は、いくつかの症例では明らかに陽性であ
る。GM-CSF 注入部位への好酸球の動員はメラノーマ症例で認められた。
【００３８】
単球は、マーカーとして、そのレベルがパーセントおよび絶対数で同定され、 炎症部位
または GM-CSF 投与部位に動員される。それらは、マクロファージまたは樹状細胞に分化
することができ、それ自身が APC として機能することができる。ランゲルハンス細胞の
ような遊出した組織樹状細胞と交換可能である。一方、単球が多いことは、おそらく活性
酸素種（ROS）が生成し、 NK と T 細胞が抑制されるいう理由から、がんおよび腎細胞癌
の IL-2 療法においては負の因子として説明された。
【００３９】
可溶性 CD95/Fas は、選択的スプライシングによって生成され、 膜に結合した CD95 と
競合して CD95L/FasL に結合する。そのため、可溶性 CD95/Fas は、例えば腫瘍部位など
で、T 細胞のアポトーシスを阻害する可能性がある（腫瘍の反撃）。がん細胞の運動性お
よび侵襲性を促進する、 CD95 シグナリングの非アポトーシス機能を相殺する可能性もあ
る。CD95 は、好酸球に関連して、そのアポトーシスを阻害することもある。また一方、C
D95 は、T 細胞による CD95L を介した腫瘍の死滅を阻害する。そして、一部の腫瘍実体
では、CD95 は高い腫瘍負荷と予後悪化に関連する。 
【００４０】
好中球は、がんにおける既知の陰性予後マーカーである。特に、好中球のリンパ球に対す
る比率が高いことは、数種のがんにおいて予後不良を示す。ここで、がんの免疫療法での
別な負の予測的影響が示唆される。好中球は T 細胞と NK 細胞を阻害することで、免疫
反応を相殺する可能性がある。
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【００４１】
短鎖アシルカルニチンは、糸球体濾過率（GFR）の低下した症例で増加し、血球の腫瘍へ
の移行が減少する可能性がある腎損傷が大きいことを示している （Wanner 1988）。一方
、酸可溶性（遊離および短鎖）アシルカルニチンは、対照群に比べがん患者において低下
していることが報告された（Sachean 1987）。
【００４２】
CA19-9 は、シアル化ルイス A 構造上のエピトープ、つまり MUC1 のようなムチンの糖質
抗原である。血清中の CA19-9 の有無は腫瘍中の MUC1 発現と相関する可能性があり、そ
れ故、ワクチン抗原の 1 つの存在と相関する可能性がある。これに対し、血清腫瘍マー
カーは通常陰性予後マーカーである。
【００４３】
ASAT/SGOT はアミノ酸代謝に関与する酵素である。LDH の場合のように、血清中での増加
は、細胞代謝回転の亢進のインジケータとして働き、これはがん同様、肝臓や他の器官の
障害の場合も起こる。我々の結果は、 ASAT/SGOT および LDH の高値はがんの不良予後因
子であることを明かにしているが、予想外にも、免疫療法の転帰に対する正の予測因子で
あるようにみえることも示している。その理由はまだ不明である。腫瘍内の細胞死滅は、
特に壊死状態では、腫瘍部位での免疫反応を助けると推測されることもある。
【００４４】
本発明の別の態様では、本発明に従う方法は、さらに c) 前記がん患者から得た前記サン
プル中のアルブミンと直接ビリルビンからなるグループから選択された 1 つ以上のマー
カーにおいて、特定がん患者集団の中央値（+/-10%）と比べたレベル増加が前記患者の免
疫療法に有益に影響を示すマーカーを測定すること、または d) 前記がん患者から得た前
記サンプル中のマカーインターロイキン-33 （IL-33）レベルにおいて、特定がん患者集
団の中央値（+/-10%）と比べたレベルの低下が前記患者の免疫療法に有益な影響を示すレ
ベルを測定することを含む。
【００４５】
本発明のこの態様において、明示されたマーカーは、本発明の第一の態様において、上述
の単変量マーカーをさらに支持するために使用される。そのため、該マーカーは「多変量
」マーカーセットまたは診断用パネルを作るために使用される。 
【００４６】
特に、本発明に従う方法が好ましく、ここで、前記多変量マーカーセットまたはパネルは
、 マーカー CXCL13/BCA-1、ApoA1、好中球、 好酸球 (パーセントおよび絶対数)、単球(
パーセントおよび絶対数)、CD95/FAS、ASAT/SGOT、CCL17/TARC、LDH、Thr、IL-6、短鎖ア
シルカルニチン、アルブミン、 ビリルビン、IgE、IL-33、MMP-3、および CA19-9 で構成
される。
【００４７】
本発明の目的では、マーカーの基準値は、患者が免疫療法から有益性を得るか否かを定義
する各マーカーの閾値である。マーカーは陰性マーカーであるか陽性マーカーであるかに
よって、基準値に比べた患者のレベルの増加または低下は、有益な免疫療法を示す。基準
値は、1つの実施形態で、特定のがん患者集団で観察された濃度の中央値の +/-10% であ
る。より好ましくは、基準値は、陰性値または陽性値であるかによって、特定がん患者集
団の上位 1/4 または下限 1/4 、上位 1/5 または下位 1/5、または上位 1/10 または下
位 1/10 である。より好ましくは、患者が治療から利点を得ると考えられるまでの陰性マ
ーカーの基準値は、70 パーセンタイル、80 パーセンタイル、最も好ましくは 90 パーセ
ンタイルである。陽性マーカーでは、基準値は、患者が治療から利点を得られる点から開
始し、30 パーセンタイル、20 パーセンタイル、最も好ましくは 10 パーセンタイルであ
ることが最も好ましい。. 
【００４８】
本発明の別の重要な態様は、本発明に従う方法に関するものであり、ここで、前記免疫療
法は、抗がんワクチンによるワクチン接種、選択的に、例えば GM-CSF のようなアジュバ
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ントの併用を有する。 
【００４９】
免疫療法およびそれぞれのワクチンは最新技術として説明され、がん患者の免疫療法は、
腫瘍細胞に対抗し、免疫系の細胞、特にいわゆる細胞傷害性 T 細胞（CTL、「キラー細胞
」、CD8+ T 細胞としても知られる）を特異的に活性化することを目的としているが、正
常組織は標的としない。腫瘍細胞は腫瘍関連および腫瘍特異性タンパク質が発現している
という点で、正常細胞とは異なる。細胞表面の HLA 分子は外側に向かって細胞内容物の
一部を提示するため、CTL は正常細胞と腫瘍細胞を区別することができる。この事実は、
細胞内の全てのタンパク質を短いペプチドに分解したことで理解され、この短いペプチド
は、その後HLA分子に接着し、細胞表面に提示される。腫瘍細胞に提示されるが、正常な
体細胞には提示されないか、提示されたとしてもはるかに少ないペプチドは、腫瘍関連ペ
プチド（TUMAP）と呼ばれる。腫瘍特異的 T 細胞に認識されるエピトープに由来する抗原
は、酵素、受容体、転写因子など、あらゆるタンパク質クラスに由来する分子である可能
性がある。 
【００５０】
しかし、1 種類の CTL をプライミングしても、通常は全ての腫瘍細胞を除去するには不
十分である。腫瘍は非常に変異原性が高いため、タンパク質パターンを変化させ、CTL に
よる認識を逃れることで、CTL の攻撃に急速に反応することができる。腫瘍の回避メカニ
ズムに反撃するため、様々な特異的ペプチドがワクチンに使用されている。このようにし
て、いくつかの CTL クローンを同時に用い、腫瘍に対して広範囲に同時攻撃を開始する
ことができる。これにより、腫瘍が免疫応答を逃れる可能性を低下させることができる。
この仮説は、最近、末期メラノーマ患者を治療した臨床試験で確認された。わずかに例外
はあるものの、少なくとも 3 回明確な T 細胞応答が示された患者は、客観的な臨床的奏
功または病態安定を示し、生存期間が長くなるが、T 細胞応答が 3 回未満の患者は、大
部分が進行性疾患と診断された（Banchereau et al., 2001）。
【００５１】
本発明法の状況で使用される好ましい治療/薬剤組成物は、ペプチド系腫瘍ワクチンであ
る。他の好ましい薬剤は、例えば Weideらが述べたような DNA または RNA 系ワクチン（
Weide B, Garbe C, Rammensee HG, Pascolo S. Immunol Lett. 2008 Jan 15;115(1):33-4
2. Epub 2007 Oct 26）、樹状細胞系ワクチン、原発性腫瘍細胞または細胞株の溶解物を
使ったワクチン、または全タンパク質または熱ショックタンパク質を含む腫瘍細胞の選択
的成分などである。薬剤は直接患者、つまり患部の器官、または全身に i.d.、i.m.、s.c
.、i.p.、p.o. および i.v. 投与するか、または、その後患者に投与される患者またはヒ
ト細胞株に由来の細胞に ex vivoで適用するか、あるいは in vitro で使用して、その後
患者に再投与される患者由来の免疫細胞の亜集団を選択する。ワクチン抗原、例えばペプ
チドは本質的に純粋であるか、免疫刺激アジュバントと併用されるか、または免疫刺激的
サイトカインと併用される、あるいはリポソームなど適当な送達システムにより投与され
る。ペプチドはまた、キーホールリンペットヘモシアニン（ＨＬＨ）またはマンナンなど
の適切なキャリアに結合させることもできる（WO 95/18145 および Longenecker et al (
1993)参照）。ペプチドはまた標識化され、あるいは融合タンパク質とするか、ハイブリ
ッド分子とすることもできる。その配列が本発明で与えられるペプチドは、CD4+ または 
CD8+ T 細胞を刺激することが期待される。しかしながら、CD4+ T ヘルパー細胞が提供す
る補助があると、CD+ 8 CTL の刺激はより効率的になる。したがって、CD8CTL を刺激す
る MHC クラス I エピトープに対し、融合パートナーまたはハイブリッド分子のセクショ
ンは、 CD4+ T 細胞を刺激するエピトープを適切に提供する。CD4+ 刺激エピトープは、
該分野でよく知られており、破傷風トキソイドで確認されたものを含む。さらに好ましい
実施形態では、ペプチドは融合タンパク質であり、特に HLA-DR 抗原関連不変鎖（Ii）の
 N-末端アミノ酸からなる。 1 つの実施形態では、本発明のペプチドは、欠失型ヒトタン
パク質またはタンパク質フラグメントの融合タンパク質であり、ヒトの一部に 1 つ以上
の本発明のアミノ酸配列を含むならば、別のポリペプチドの一部である。 
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【００５２】
使用に当たって該ワクチンは、1 個または複数のアジュバントを含む。好ましいアジュバ
ンドはイミキモド、レシキモド、GM-CSF、シクロホスファミド、スニチニブ、ベバシズマ
ブ、インターフェロン α、CpG オリゴヌクレオチドと誘導体、poly-(I:C) および誘導体
、RNA、シルデナフィル、および PLG またはビロソームの粒子製剤である。述べたように
、この薬剤は、皮下、皮内、筋肉内、腹腔内などの非経口投与、または経口投与に用いら
れる。このため、ペプチドおよび任意選択の他の分子は、薬剤的に認容可能な、好ましく
は水性担体に溶解または懸濁される。更に、前記組成物は緩衝剤、結合剤、爆破剤、希釈
剤、香料、潤滑剤などの賦形剤を含むこともできる。前記ペプチドは、サイトカインなど
の免疫刺激物質と併用投与することもできる。そのような組成物に使用できる賦形剤の広
範なリストは、例えばA. Kibbe, Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3rd Ed. 200
0, American Pharmaceutical Association and pharmaceutical press などから引用する
ことができる。前記組成物は、例えば腎細胞癌や大腸癌のような、がん疾患の予防、阻止
および/または治療に利用することができる。本発明の状況下で使用されるワクチンの典
型的なペプチドの組み合わせを、下表 1A から 1D にリストし、それぞれ IMA901、IMA91
0、IMA941、IMA950 として示す。
【００５３】
表 1A IMA901 (例、腎細胞癌に使用)
【表１Ａ】

【００５４】
表 1B IMA910 (例、大腸癌に使用)

【表１Ｂ】
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【００５５】
表 1C　IMA941 (例、胃癌に使用)
【表１Ｃ】

【００５６】
表 1D IMA950 (例、神経膠芽細胞腫に使用)
【表１Ｄ】

【００５７】
表 1E IMA990a (例、前立腺癌に使用)
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【表１Ｅ】

【００５８】
そのため、本発明に従う方法の好ましい別の態様において、前記抗がんワクチンは、例え
ば、配列 ID 番号 1～10、配列 ID 番号 11～19 と 1、5、8、および 9、配列 ID 番号 2
0～29、さらに 配列 ID 番号 30～37 を有する配列 ID 番号 1～37のグループから選択さ
れる 1 つ以上の免疫原性ペプチドからなる抗がんワクチンから選ばれる。
【００５９】
本発明に従う方法の別の態様において、前記患者は治療を受けるか、前治療を受けている
。そのような前治療には、例えば、治癒的手術、放射線療法および/または化学療法を含
んでもよい。好ましい前治療は、サイトカインから選択された抗がん剤、およびソラフェ
ニブとスニチニブおよびシクロホスファミドのようなチロシンキナーゼ阻害薬（TKI）に
よる治療である。本態様では、前記がん治療は、上述の療法から選択でき、好ましくは免
疫療法であり、好ましくは抗がんワクチンの使用、選択的に GM-CSF の併用も可能である
。
【００６０】
治療するがんは、免疫療法に応答するすべてのがんが可能であり、好ましくは、腎細胞癌
、大腸癌、胃癌（GC）、メラノーマ、非小細胞肺癌（NSCLC）、神経膠芽細胞腫および一
般的にすべのタイプの腺癌である。
【００６１】
本発明の状況で分析されるサンプルは、全血、末梢血、またはその分画、血清、バッフィ
ーコート、腫瘍細胞、リンパ液、尿、骨髄、EDTA 血漿、ヘパリン添加血漿、クエン酸血
漿、ヘパリン添加全血、および凍結ヘパリン添加全血から選択可能である。分析されるサ
ンプルの選択肢も、分析しようとしているマーカーに依存し、従って当業者は適切なサン
プルを選択できる。
【００６２】
本発明の好ましい実施形態において、本発明に従う方法はさらに、患者のがん免疫療法作
用の予後を含み、ここで、前記患者は好ましくはシクロホスファミドですでに（上述によ
うに）前治療されている。本発明の状況では、「予後」または「予後マーカー」は、例え
ばタキソール、プラチナ化合物、およびがん化学療法で使用される他の一般的な薬剤のよ
うな、日常的または一般的な化学療法的がん治療に基づく作用について情報を与える、本
明細書で述べたようなマーカーに基づくべきである。予後作用は全生存率、免疫療法に対
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する単一および/またた複数の T 細胞応答の発現、腫瘍増殖の抑制、または無増悪生存率
から選択可能である。従って、本発明のマーカーは、予測的および予後的使用の「混合」
シナリオとして使用できる。
【００６３】
本発明の別の態様において、本発明に従う方法はさらに、1 回以上本明細書で開示したよ
うな、測定ステップ a) および/または b) および選択的に c) および/または d) を繰り
返すことからなる、前記がん治療法の前記がん患者への作用をモニタリングすることを含
む。通常、モニタリングは治療中、毎週、隔週、またはさらに毎月など定期的間隔で実施
される。
【００６４】
好ましくは本発明に従う方法であって、ここで前記測定は、免疫アッセイ、ビーズに基づ
く免疫アッセイ、マルチプレックス免疫測定、ELISA、マイクロアレイに基づくアッセイ
、非遺伝子アッセイ、発現解析、FACS 解析、質量分析、臨床血液学的方法、および電気
泳動、免役比ろう法、免疫比濁法、酵素アッセイ、比色法または蛍光アッセイのような他
の日常的臨床分析法から選択される 1 つ以上の方法を含む。これらのすべての方法は当
業者によく知られており、文献に記載されている。
【００６５】
本発明のさらに別の好ましい態様は、1 つまたは別々の容器内で、本明細書で記載の本発
明に従う方法を実施するための材料からなり、好ましくは、 (i) ApoA1、CCL17/TARC、Fa
s、ASAT/SGOT、CA19-9、LDH、IgE、マトリックスメタロプロテイナーゼ 3 (MMP-3)、CXCL
13/BCA-1、好中球、インターロイキン-6 (IL-6)、インターロイキン-33 (IL-33)、アルブ
ミン、およびビリルビンに特異的な 1 つ以上のマーカー特異抗体からなり、選択的に (i
i) 前記方法の実施方法も有する、診断キットに関する。 
【００６６】
キットはさらに、（i）緩衝液、（ii）希釈剤、（iii）フィルタ、（iv）針もしくは（v
）注射器を 1 つまたは複数を含んでもよい。容器は好ましくはボトル、バイアル、シリ
ンジ、または試験管、さらに多目的容器であってもよい。容器はガラスもしくはプラスチ
ックのような様々な材料から形成される。好ましくは、前記キットおよび／または容器は
、再溶解および／または使用の方法を示す、容器あるいはその容器に関連する説明書を含
む。例えば、凍結乾燥調製物が、ELISA のような上記方法に最適な、ある種の抗体濃度に
再溶解されていることを、ラベルで示してもよい。 
【００６７】
本発明のさらに別の好ましい態様は、a) 上述のような本発明に従う方法の実施、および 
b) ステップ a) で得た結果に基づく前記がん患者への最適な抗がん免疫治療薬の投与、c
) 選択的にステップ a) と b) の繰り返しからなる、必要としているがん患者でがんを治
療する改善方法に関する。
【００６８】
本発明のこれらの治療法の態様において、本発明に従う方法は、がんの治療法、特にがん
の免疫療法の改善された治療オプションを提供するために使用される。本発明に従う方法
は、がんの免疫学的治療法の必要性と効果に関する、予測的または予測的で予後的な追加
の早期情報を提供し、よって前記がんのさらなる治療に関するより詳細な決定を可能にす
る。従って、好ましくは上述に従う方法であり、さらに前記患者の前記がん治療の効果を
モニターし、1 回以上前記測定ステップを繰り返すことを含む。
【００６９】
上述したように、上述の免疫療法ワクチンに加え、好ましい治療または前治療は、サイト
カイン、ソラフェニブ、スニチニブ、シクロホスファミド、およびチロシンキナーゼ阻害
薬（TKI）から選択される抗がん剤から選ばれる。治療されるがんは、免疫療法に奏功す
るすべてのがんであり、好ましくは、腎細胞癌（RCC）、大腸癌（CRC）、胃癌（GC）、メ
ラノーマ、非小細胞肺癌（NSCLC）、神経膠芽細胞腫および腺癌から選ばれる。
【００７０】
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本明細書で公表および報告された本発明の特徴は、明示された各々の組み合わせで使用さ
れるだけでなく、本発明で意図する範囲から逸脱せずに、単一の方法で使用することもで
きる。
【００７１】
本発明では、配列リストに関してはここに示す例でより詳細に説明している。以下の例は
説明の目的のみで提供され、本発明を限定する意図はない。 
【図面の簡単な説明】
【００７２】
【図１－１】図 1 は、全患者とサブグループの全生存率に対する (A) ApoA1、(B) CXCL1
3/BCA-1、(C) 単球 および (D) CCL17/TARCの影響についてのカプランーメイヤー法によ
る解析を示す。各パラメータで、上図は全患者の生存率の高値（赤線）と低値（緑線）パ
ラメータを示す。下図は、高値パラメータを示す患者（赤線と青線）と低値パラメータを
示す患者（緑線と黄線）のサブグループ解析（+CYと-CY）を示す。
【図１－２】同上
【図２－１】図 2A は、-CY （灰色）と+CY （黒色）グループについて図に示すように、
単変量バイオマーカー ApoA1、CXCL13/BCA-1、単球 および CCL17/TARC の値の分布を示
しており、T 細胞応答（なし）、単一ペプチド応答（1回）、または複数ペプチド応答（>
1回）はいずれも示していない。エラーバーは平均値の標準誤差を示す。図 2Bは、 -CY 
（灰色）と +CY （黒色）グループの患者における多変量バイオマーカー値の分布を別の
方法で描いた図で、T 細胞応答なし（なし）、単一ペプチド応答（1回）、または複数ペ
プチド応答（>1回）のいずれかを示している。点は単一値を、線は平均値を表す。
【図２－２】同上
【図２－３】同上
【図３】図 3 は、全患者とサブグループにおける ApoA1 と CCL17/TARC の組み合わせの
全生存率に対する影響のカプラン-メイヤー法による解析を示す。A) では、バイオマーカ
ー陽性集団は 2 つのパラメータの少なくとも 1 つが正の範囲に入る（スコア= 1 または
 2）患者からなると定義され、一方バイオマーカー陰性患者は正の範囲内にパラメータは
見られない （スコア = 0）。B) では、バイオマーカー陽性集団は、両パラメータが正の
範囲内（スコア = 2）にある患者のみからなると定義され、一方、少なくとも1つのパラ
メータが負の範囲（スコア = 0 または 1）にある患者はバイオマーカー陰性と考えられ
た。上図はバイオマーカー陽性の全患者（緑線）とバイオマーカー陰性の全患者（赤線）
の生存率の比較を示す。下図はバイオマーカー陽性患者（緑線と黄線）とバイオマーカー
陰性患者（赤線と青線）のサブグループ解析（+CY と -CY）を示す。
【図４】図 4A は、 -CY （灰色）と +CY （黒色）グループの患者における ApoA1 と CC
L17/TARC の組み合わせからなるマーマーの平均値を示し、T 細胞応答なし（なし）、単
一ペプチド応答（1回）、または複数ペプチド応答（>1回）のいずれかを示している。エ
ラーバーは平均値の標準誤差を示す。図4B は、 -CY （灰色）と +CY （黒色）グループ
の患者における 2 成分バイオマーカー値の分布を別の方法で描いた図で、T 細胞応答な
し（なし）、単一ペプチド応答（1回）、または複数ペプチド応答（>1回）のいずれかを
示している。点は単一値を、線は平均値を表す。
【図５】図 5 は、全生存率に対する多変量バイオマーカーの影響のカプラン-メイヤー法
による解析を示す。上図は全患者の生存率の高値（赤線）と低値（緑線）パラメータを示
す。下図は、高値パラメータを示す患者（赤線と青線）と低値パラメータを示す患者（緑
線と黄線）のサブグループ解析（+CYと-CY）を示す。0.019076043 ポイントの値がバイオ
マーカーの高値と低値を分けるカットオフ値として使用された。
【図６】図 6A は、 -CY （灰色）と +CY （黒色）グループの患者における多変量バイオ
マーカー値の平均値を示し、T 細胞応答なし（なし）、単一ペプチド応答（1回）、また
は複数ペプチド応答（>1回）のいずれかを示している。エラーバーは平均値の標準誤差を
示す。図 6B は、 -CY （灰色）と +CY （黒色）グループの患者における多変量バイオマ
ーカー値の分布を別の方法で描い図で、T 細胞応答なし（なし）、単一ペプチド応答（1
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回）、または複数ペプチド応答（>1回）のいずれかを示している。点は単一値を、線は平
均値を表す。
【００７３】
配列 ID 番号 1～50 は、上述の表 1A～1E でリストしたペプチドのアミノ酸配列を示す
。

【表２】

【００７４】
　表 2 は、全患者および +/-CY サブグループにおける単変量バイオマーカーによる全生
存期間予測のハザード比（HR）およびログランク p 値（Cox 比例ハザード比）、バイオ
マーカー陽性および陰性患者内のシクロホスファミド前治療の効果の HR およびログラン
ク p 値、さらにシクロホスファミド前治療によるバイオマーカーの相互作用を示す。

【表３】

【００７５】
　表 3 は、全患者および +/-CY サブグループにおいて選択したパラメータによる T 細
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胞応答および複数ペプチド T 細胞応答の予測に対する統計学的単変量解析(ウェルチ検定
)
により計算された p 値を示す。
【表４】

【００７６】
　表 4 は、全患者および +/-CY サブグループにおける多変量バイオマーカーによる全生
存期間の予測に対するハザード比（HR）およびログランク p 値、バイオマーカー陽性お
よび陰性患者内のシクロホスファミド前治療の効果に対する HR およびログランク p 値
、さらにシクロホスファミド前治療によるバイオマーカーの相互作用を示す。
【実施例】
【００７７】
1.　はじめに
IMA901 は、腎細胞癌で認められるペプチド MHC 複合体に対する特異的 T 細胞反応を誘
導するためにデザインされたペプチド系ワクチンである。IMA901-202（第 II 相）試験は
、単変量および多変量解析を使用して、転移性腎細胞癌患者への IMA901 投与による、免
疫応答誘導および全生存期間の延長を成功させるための予測バイオマーカーとして、単独
または組み合わせて機能するパラメータを同定した。 
【００７８】
これを達成するために、 IMA901-202 （第 II 相）試験集団の前治療サンプルを使って、
約 450 種のパラメータ（患者または腫瘍関連パラメータ、血清および尿中で測定した分
析物および細胞パラメータ）を解析した。数個のパラメータセットを選択した多変量解析
では、末梢血単球（PBMC）の調製を必要としたこれらのパラメータは、今後の臨床試験の
測定費用を制限するために含まれなかった。全生存率と T 細胞応答の関係についてパラ
メータが解析された。
【００７９】
IMA901 投与はシクロホスファミド前治療後の全生存率に非常によい効果を示し、また +C
Y 群でのみ免疫応答の提示が全生存率の改善に関連したので、 +CY 群は試験の実薬群と
して考え、対照としての -Cy 群と比較した。従って、シクロホスファミド前治療と相互
作用を示し、および/または -CY 群より +CY 群で全生存率の改善を予測したパラメータ
を選択した。そのため、当然ながら、両群で全生存率との関連を示すと思われる、純粋な
予後マーカーの選択は避けた。 
【００８０】
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2.　試験患者および年齢のマッチした健常ドナーの比較
治療前レベルの健常ドナーとの比較では、70 歳未満の intention-to-treat (ITT) 患者
のみを選択し最年長健常対照ドナーとマッチさせた。得られた患者（N=52）と健常ドナー
（N=22）群を年齢、性別、および CMV（サイトメガロウイルス） 血清反応陽性から補正
した。.
【００８１】
3.　材料と方法
サンプルの採取
すべてのサンプルは、 +CY 群ではワクチン接種 3 日前でシクロホスファミド投与直前、
またはワクチン接種の直前で、いずれかの治療試験介入前に採取した。血清サンプルは血
清/ゲルVACUTAINER（Becton Dickinson、5 ml）を使用して採取し、逆さまにして最低 30
 分間インキュベートした。サンプルチューブを 1200 x g 以上で 15分 間遠心分離し、
血清（約 2 ml）を NUNC クライオチューブ（3.6 ml）に移した。クライオチューブは、
直ちに ? -20°C とし測定まで保存した血液学的パラメータ分析用の EDTA 血液は、 3 m
l EDTA-VACUTAINER に採取され、遠心分離せずに、分析まで室温で保存した。尿は、ワク
チン接種前直前に採取した。試験紙による検査は、新鮮な尿だけに実施した。凝固分析用
クエン酸血漿は、ワクチン接種約 2 週間前に採取した。サンプルはクエン酸 VACUTAINER
 を使って採取し、室温で 1200 x g 以上 30 分以内で遠心分離した。上澄み血漿はマイ
クロチューブへ移した。
【００８２】
測定
バイオマーカーの測定法には、 ELISA、マルチプレックス免疫測定、非遺伝子アッセイ、
質量分析、FACS 分析、ルーティンな血液臨床検査、臨床化学分析および尿分析、および
他の方法が含まれた。最終的に選択したパラメータを、 RBM (ApoA1、CD95/FAS、IL-6、I
gE、MMP-3, CA19-9)、Millipore (CXCL13/BCA-1、CCL17/TARC、IL-33) の提供によるマル
チプレックス測定、および Biocrates (トレオニン、短鎖アシルカルニチン) により提供
された質量分析により測定した。さらにパラメータは、中央研究室により提供され、ルー
ティンな血液検査方法（好中球、好酸球、単球）および臨床化学分析（ASAT/SGOT、LDH、
アルブミン、ビリルビン）によって測定された。
【００８３】
T 細胞応答の評価
全生存率に加え、1 つまたは複数のT 細胞応答の発現とバイオマーカーとの関連を試験す
る必要があったので、 ELISPOT アッセイおよび各ペプチド MHC 複合体によるテトラマー
染色により、特異的 T 細胞応答をワクチン接種前後に数回測定した。
【００８４】
統計学的単変量解析：
パラメータの T 細胞応答との関連性はウェルチ検定を使って評価した。全患者および/ま
たは +CY 群内の T 細胞応答に対する予測的パラメータは p < 0.05 で有意と考えられた
。
【００８５】
パラメータと CY 前治療との相互作用は、Cox 比例ハザートモデルによって評価した。分
布の末端ではない（すなわち、 約 5% を超える患者を選択または非選択）、いずれかの
カットオフ値における p 値 < 0.05 の相互作用を示す対象者は興味深いと考えられた。
【００８６】
好ましくないバイオマーカーグループで、シクロホスファミド前治療と全生存率が逆相関
することから、有意な相互作用を有するパラメータを除外する目的で、別の基準がバイオ
マーカー陽性グループにおいて全生存率と有意な相関（p < 0.05）を示した。-CY 群では
なく、+CY 群で、全生存率との有意な（p < 0.05）相関は、パラメータの予後的な質に代
わり、予測的な質に関する別のヒントになると考えられた。 
【００８７】
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さらに、パラメータの選択基準は、その生物学、およびシクロホスファミド前治療との相
互作用パターンの維持、およびTKI 前治療を行った患者やサイトカイン前治療を行った患
者のような患者のサブグループで、 -CY 群ではなく +CY群における全生存率との相関に
基づいていた。
【００８８】
パラマータ間の相関が計算された。残るセットで他の要因と高く相関したパラメータ（p
値 < 0.005で補正）は除外した。
【００８９】
これらのステップを使って単一パラメータを同定した後、これらのパラメータの組み合わ
せが、全生存率と T 細胞応答の予測に関して、および上述の患者サブグループの安定性
に対してベストな結果を示すか否か、およびどのパラメータの組合せがベストの結果を示
すかを試験した。 
【００９０】
統計学的多変量解析：
多変量バイオマーカーは、Cox 比例ハザードモデルに従って決定され、その特性と拡張は
以下に説明されている。
【００９１】
すべてのパラメータは一般化された線形モデルの共変量として考慮されたが、小単位で表
示されるパラメータへの過度の影響を避けるために、ゼロ平均と単位の分散（「標準化さ
れた」パラメータ）に直線的に変換された。PBMC 単離を必要としなかったパラメータの
みを含め、このセットの測定費用を制限した。相当する最大部分尤度の問題が未決定であ
ったため、すなわちパラメータ数が患者数を超えたため、最適バイオマーカーにおける各
パラメータの相対的影響を制限するガウス分布を事前に使って、モデルを拡大した。相当
する最大事後確率（MAP）の最適化も、最大尤度法を超えて結果の予測的実施（「規則化
」）を改善することが知られている。モデルは、考慮したパラメータのサブセットのみ使
用するように最適化を導く、ラプラス分布を事前に使ってさらに拡大した。この方法によ
り、バイオマーカーに含まれるパラメータ数は 20 個に限定した。

さらに多変量バイオマーカーが -CY 群で予測されないか、またはこれらの患者に対する
予測が少なくとも +CY 群よりも低いことが望ましかった。これを達成するために、予測
モデルは -CY 群で繰り返して最適化され、さらに、本質的に予測不可能な方向のみが残
るまで、得られる方向はパラメータスペースから予想した。次いで、バイオマーカー自体
は、 +CY 群のパラメータの残りのサブスペースで決定した。バイオマーカーの予測度の
正確性を評価するため、全体の最適化プロセスは、leave-one-out 法（標本群から1つの
事例だけを抜き出す方法）を適用した。全患者の予測は、収集し次いで既知生存時間と比
較した方法で算出した。
【００９２】
結果：多変量解析
パラメータの選択
試験した約 450 個のパラメータのうち、59 個は全患者および/または +CY 群患者で T 
細胞応答の発現を有意に予測した。118 個のパラメータは、最適なカットオフ値でシクロ
ホスファミド前治療と有意な相互反応を示した。T 細胞応答予測に関する上述の基準、シ
クロホスファミド前治療との相互作用、 -CY 群より +CY 群において全生存率と相関が良
いこと、他のパラメータとの冗長性はないこと、および妥当な生物学的論理性の存在をを
利用し、4 つのパラメータ（ApoA1、CXCL13/BCA-1、単球および CCL17/TARC）を好ましい
単変量バイオマーカーの候補として同定することができる。
【００９３】
カットオフ値の定義
上述のように同定した 4 つの各パラメータについて、 IMA901 投与により有意に異なる
転帰を示した 2 つのグループ（バイオマーカー陽性または陰性）に患者を分け、個別の
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カットオフ値が定義された。パラメータとして、カットオフ値の選択が必要であったが、
個別ではなく連続的な全生存率および T 細胞応答との相関を、治療を行うか行わないか
の決定に使用すべきである。この理由により、適切なカットオフ値は a) 十分な患者数お
よび b) 客観性が必要である。　 
【００９４】
50% を超える IMA901-202 投与患者が病理学的なレベル低下を示した ApoA1の場合、カッ
トオフ値は、アッセイ提供者（RBM、0.288 mg/ml）が示すように健常ドナーにおいて測定
された LLN となるように選択され、正常範囲内の ApoA1 レベルを有する患者をバイオマ
ーカー陽性グループとして同定した。このカットオフ値は IMA901-202 試験患者の中央値
（0.264 mg/ml）に近かった。従って、このカットオフ値の客観性は最大であり、ApoA1の
生物学的論理性に関連している。代わって、 ApoA1 についてもこの中央値が使用された
。その他のパラメータの大部分は、 IMA901-202 患者における正常範囲内であった。これ
らのパラメータでは、試験集団の中央値が、客観的であり十分な患者数（50%）を含んで
いるので、カットオフ値として選択された。
【００９５】
1 つの単変量バイオマーカーによる全生存率と T 細胞応答の予測
Cox 比例ハザード解析は、全患者およびシクロホスファミドで前治療した患者サブグルー
プにおいて、単変量解析により選択された 4 つすべてのパラメータが全生存率を有意に
予測することを示したが、シクロホスファミド前治療を受けなかったサブグループでは全
生存率を予測しなかった（表 2、図 1）。バイオマーカー陽性グループでは、バイオマー
カー値の各カットオフ値によって定義されたように、シクロホスファミド前治療は全生存
率への良好な効果を有意に示し (p< 0.05) （CCL17/TARC、単球）、または全生存率に良
好な効果を持つ傾向を有意に（p < 0.1）（ApoA1, CXCL13/BCA-1）示した。相互作用解析
は、シクロホスファミド前治療の効果が、正または負の単球レベルと分類された患者にお
いて有意に異なる（p < 0.05）ことを示した。CCL17/TARC は、シクロホスファミド前治
療と相互作用する傾向を示した。ApoA1 および CXCL13/BCA-1 は、選択したカットオフ値
において有意には到達しなかった。
【００９６】
とりわけ、 +CY 群では、患者を CCL17/TARC レベルで分類すると、最良のハザード比（
表 2、HR=0.18、p=0.003）が得られる可能性がある。反対に、CCL17/TARC 陽性患者はシ
クロホスファミド前治療の恩恵を最も受けた（表 2、HR=0.22、p=0.017）。
【００９７】
CCL17/TARC は、 75% の CCL17/TARC 陽性シクロホスファミド前治療患者が、試験の最後
まで生存していたという事実を考慮に入れると例外的でもあった。
【００９８】
全生存率の予測について観察されたパターンは、TKI またはサイトカインで前治療した患
者のサブ集団で安定性を保った（データは示されていない）。 
【００９９】
T 細胞応答予測に関連して、CCL17/TARC と ApoA1 は最良な結果を与え、両方とも全患者
および +CY と -CY サブグループにおける応答者を有意に予測し、さらに全患者における
複数ペプチド応答者を予測した。これに反して、CXCL13/BCA-1 と単球は弱い応答の予測
因子であった（表 3）。 
【０１００】
5. 結果：多変量解析
パラメータの選択
IMA901 治療で -CY 群よりも +CY 群でうまく全生存率を予測する 20 個のパラメータを
有するバイオマーカーセットが、全患者集団について計算された。それらは、サイトカイ
ン、ケモカインおよび他の血清で測定可能なタンパク質、標準的血液学的アッセイで測定
可能な細胞パラメータ、および質量分析で測定可能な代謝パラメータを含む。全患者の最
適化（トレーニング用）の他に、バイオマーカーセットは、leave-one-out 交差検証（検
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定用）によって計算された。後半の解析は、フォローアップ試験の結果のロバスト性を与
えているので、より関連性がある。これらの実験結果が示すデータは検定結果を提示して
いる。
【表５】

【０１０１】
表 5 は、20 個のパラメータを含む多変量バイオマーカーに含まれるパラメータ、および
セットで相対的重要性を示す体重と順位を示す。
【０１０２】
各患者のバイオマーカー値は、含まれる 20 個のパラメータに対する測定値の一次結合で
ある。この式で定因数は、バイオマーカー分布の中央値がゼロに近くなるような方法で選
択された。この方法で計算されたバイオマーカー値は、 IMA901-202 患者集団でほぼ正規
分布し、さらにこれらの値は +CY 群と -CY 群の患者間で均等に分布した。
【０１０３】
多変量パラメータセットによる全生存率と T 細胞応答の予測
バイオマーカーの予測力を証明するために、バイオマーカーの値に従って 2 グループの
患者をさらに分割して生存解析を実施した。全患者集団に対するバイオマーカーの密度分
布の中央値がカットオフとして選択され、このカットオフ値を超える値を有する患者の 5
0% はバイオマーカー陽性グループに含まれる。+CY 群の患者において、バイオマーカー
陽性患者はワクチン接種から非常に有意な恩恵を受けたが、-CY 群では該バイオマーカー
は効果を示さなかった。その逆も同じで、バイオマーカー陽性グループで、シクロホスフ
ァミドの前治療は有意に高い生存率を与え、一方、バイオマーカー陰性グループではその
効果は有意ではないか、（傾向として）逆の効果でさえあった（表 4、図 5）。それに応
じて、多変量バイオマーカーとシクロホスファミド前治療の間に非常に有意な相互作用が
あった。 
【０１０４】
バイオマーカーは免疫応答を予測するように最適化されていなかったが、発明者はバイオ
マーカーの分布が同様に T 細胞応答の有無に関連しているか否かを試験した。事実、応
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答者および複数ペプチド応答者グループ、特に +CY 群の患者でバイオマーカー値が高い
傾向があった（図 6）。
【０１０５】
パラメータの組み合わせによる全生存率と T 細胞応答の予測
単一パラメータは、その組み合わせに含まれる全パラメータの値に依存して、患者がバイ
オマーカースコアに割り当てられる方法によって組み合わせることができる。2 つのパラ
メータを組み合わせる場合、各パラメータはそのカットオフ値に従って正または負になる
可能性があり、患者は結びつけられたマーカーについて 2 （両パラメータが正）、1(1 
つのパラメータが正)または 0（正のパラメータなし） のバイオマーカースコアを有する
可能性がある。 
【０１０６】
バイオマーカースコアを計算するためにいくつかのパラメータを組み合わせることは、い
くつかの理由から好ましいことがある。第一にその組み合わせは、a) パラメータが転帰
と連続的に相関するにも関わらず、カットオフ値が一定である問題が幾分か克服される、
b） 外れた測定値の影響が軽減される、および c） より多数のパラメータにより、抗が
ん免疫力に関連する可能性のある多数の生物学的プロセスの洞察が可能になるので、より
大きいロバスト性が得られる。第二に、スコアモデルにより、患者選択に関する柔軟性を
高くすることができる。目的のカットオフとして中央値を持つ単一パラメータでは、治療
に選択される患者は必然的にたった 50％ になるであろう一方、2 つのパラメータスコア
（分布の中央値で単一パラメータのカットオフで）では患者は 3 つのグループに分けら
れる。陽性マーカーのない（例、バイオマーカースコアがゼロ）患者のみ除外すれば、約
 75% の患者が治療グループに含まれることになろうしかし、このグループで有意に達し
ない場合、治療グループのバイオマーカースコアが 2 を示す約 25% の患者を残し、スコ
アが 0 および 1 の患者を除外できる。
【０１０７】
これらの理由から、上述の同定した単一パラメータの組み合わせが、全生存率と T 細胞
応答の予測についてより良い結果を導くか否かを試験した。さらに、上に示した患者サブ
集団の作用の安定性を評価した。マーカーのいくつかの組み合わせは、これらの点につい
て単一パラメータを使用した場合を上回り、そのベストは、 ApoA1 と CCL17/TARC の組
み合わせであった（図 3、図 4）。 
【０１０８】
6.　マーカーレベル：
6.1 ApoA1 の血清レベル
【表６】

【０１０９】
6.2 CCL17/TARC の血清レベル
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【表７】

【０１１０】
6.3 BCA-1 の血清レベル
【表８】

【０１１１】
6.4　好中球レベル（% および絶対数
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【表９】

【０１１２】
6.5　好酸球レベル（% および絶対数）

【表１０】

【０１１３】
6.6　単球レベル（% および絶対数）
【表１１】

【０１１４】
6.7 可溶性 CD95/FAS の血清レベル
【表１２】

【０１１５】
6.8　ASAT/SGOT の血清レベル
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【表１３】

【０１１６】
6.9　 LDH の血清レベル
【表１４】

【０１１７】
6.10　 トレオニンの血清レベル
【表１５】

【０１１８】
6.11　アルブミン の血清レベル
【表１６】

【０１１９】
6.12　直接ビリルビンのレベル
【表１７】

【０１２０】
6.13　MMP-3 のレベル
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【表１８】

【０１２１】
6.14　 CA19-9 レベル
【表１９】

【０１２２】
6.15　IgE レベル
【表２０】

【０１２３】
6.16　IL-6 レベル

【表２１】

【０１２４】
6.17　IL-33 レベル
【表２２】

【０１２５】
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