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(57)【要約】
本発明は、テロメラーゼ逆転写酵素(TERT)を発現する非小細胞肺癌(NSCLC)を有するHLA-A
*0201陽性患者であって、無喫煙習慣者又は元軽度喫煙者である患者における癌を処置す
るための、９アミノ酸の２つのペプチド：腫瘍細胞により発現されるWT潜在性TERT572 (R
LFFYRKSV、配列番号１)及びその最適化バリアントTERT572Y(YLFFYRKSV、配列番号２)で構
成される腫瘍ワクチンの使用に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
喫煙を習慣としたことが無い者(無喫煙習慣者)又は25年未満の間の喫煙者(軽度喫煙者)で
あり、テロメラーゼ逆転写酵素(TERT)を発現する非小細胞肺癌(NSCLC)を有するHLA-A*020
1陽性患者における癌の処置に用いるための配列番号２のペプチドであって、配列番号１
の潜在性TERT572ペプチドに対するCTL応答を誘導するペプチド。
【請求項２】
TERTを発現する腫瘍を有するHLA-A*0201陽性患者であって、配列番号２のペプチドを既に
ワクチン投与されている無喫煙習慣者又は軽度喫煙者である患者における癌の処置に用い
るための配列番号１のペプチド。
【請求項３】
無喫煙習慣者又は軽度喫煙者であり、TERTを発現する腫瘍を有するHLA-A*0201陽性患者に
おける癌の処置に用いるための配列番号１及び配列番号２のペプチドの組合せ。
【請求項４】
前記患者が無喫煙習慣者又は25年未満の間喫煙者であった元喫煙者(元軽度喫煙者)である
、請求項１～３のいずれか１項に記載の使用のための請求項１～３のいずれか１項に記載
のペプチド又はペプチドの組合せ。
【請求項５】
前記患者が非喫煙者又はNSCLC診断の少なくとも５年前に禁煙した元喫煙者である、請求
項１～４のいずれか１項に記載の使用のための請求項１～３のいずれか１項に記載のペプ
チド又はペプチドの組合せ。
【請求項６】
前記患者が第一選択の化学療法を受けており、配列番号２のペプチドのワクチン投与前に
安定疾病を有する、請求項１～５のいずれか１項に記載の使用のための請求項１～３のい
ずれか１項に記載のペプチド又はペプチドの組合せ。
【請求項７】
前記患者が非免疫原性腫瘍を有する、請求項１～６のいずれか１項に記載の使用のための
請求項１～３のいずれか１項に記載のペプチド又はペプチドの組合せ。
【請求項８】
ワクチン投与前の患者の血液において、配列番号１のペプチドに特異的なCTL応答及び/又
は配列番号３のペプチドに特異的なCTL応答及び/又は配列番号５のペプチドに特異的なCT
L応答が検出できないとき、腫瘍が非免疫原性とみなされる、請求項７に記載の使用のた
めの請求項１～３のいずれか１項に記載のペプチド又はペプチドの組合せ。
【請求項９】
患者の血液試料が、白金ベースの第一選択化学療法の終了後２週間未満で採取されたもの
である、請求項８に記載の使用のための請求項１～３のいずれか１項に記載のペプチド又
はペプチドの組合せ。
【請求項１０】
前記患者が転移性癌を有する、請求項１～９のいずれか１項に記載の使用のための請求項
１～３のいずれか１項に記載のペプチド又はペプチドの組合せ。
【請求項１１】
前記患者が男性である、請求項１～１０のいずれか１項に記載の使用のための請求項１～
３のいずれか１項に記載のペプチド又はペプチドの組合せ。
【請求項１２】
前記患者が非扁平上皮(NSQ)NSCLCを有する、請求項１～１１のいずれか１項に記載の使用
のための請求項１～３のいずれか１項に記載のペプチド又はペプチドの組合せ。
【請求項１３】
前記患者がECOG＞０、好ましくはECOG＝１を有する、請求項１～１２のいずれか１項に記
載の使用のための請求項１～３のいずれか１項に記載のペプチド又はペプチドの組合せ。
【請求項１４】
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TERT陽性NSCLCを有するHLA-A*0201陽性無喫煙習慣患者又は軽度喫煙患者が、配列番号１
及び２のペプチドのワクチン投与による免疫療法処置に対して良好なレスポンダーとなる
可能性があるかをインビトロで決定する方法であって、腫瘍の免疫原性を評価することを
含み、腫瘍が非免疫原性であるとき、患者は前記免疫療法処置に対して良好なレスポンダ
ーである可能性がある、方法。
【請求項１５】
腫瘍の免疫原性を、ワクチン投与前の前記個体の血液試料において、配列番号１のペプチ
ドに特異的なCTL応答を測定することにより、及び/又は配列番号３のペプチドに特異的な
CTL応答を測定することにより、及び/又は配列番号５のペプチドに特異的なCTL応答を測
定することにより評価し、前記CTL応答が検出できないとき腫瘍は非免疫原性である、請
求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
配列番号１のペプチドに特異的なCTL応答及び/又は配列番号３のペプチドに特異的なCTL
応答及び/又は配列番号５のペプチドに特異的なCTL応答を、酵素結合免疫スポット(ELISp
ot) IFNgアッセイにより測定する、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
(i)ELISpotアッセイを行うための試薬及びプレートと、(ii)配列番号１、配列番号３及び
配列番号５からなる群より選択されるペプチドと、(iii)陰性対照としての無関係のペプ
チドとを含む、請求項１４～１６のいずれか１項に記載の方法を行うためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌免疫療法の分野、より具体的には抗腫瘍ワクチン投与の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　癌免疫療法は、腫瘍抗原に由来し、HLAクラスＩ分子により腫瘍細胞表面にて提示され
るペプチドを認識する細胞傷害性Ｔリンパ球(CTL)を刺激することを意図する。CTL標的ペ
プチドは、MHC分子に関する親和性に依存して、優性又は潜在性であり得る。
　腫瘍関連抗原(TAA)は、頻繁に腫瘍細胞及び正常組織の両方により発現されるのに対し
、ネオ抗原は腫瘍特異的であり、ほとんどの場合で患者特異的である。腫瘍が幅広く発現
する抗原を依然として標的しつつTAAに対しては寛容となる問題を回避するために、本発
明者らは、テロメラーゼ逆転写酵素(TERT)の潜在性ペプチド、すなわちHLA-A*0201分子に
関して低親和性を示し、不安定なペプチド/HLA-I複合体を形成するペプチドを標的するワ
クチン(Vx-001)を提案した(Menez-Jamet J.ら、2016)。HLA-I親和性と免疫原性との強い
相関性に鑑みて、この潜在性ペプチドは本質的に非免疫原性である。よって、癌ワクチン
として用いるため、この潜在性ペプチドは免疫原性が増強されるように最適化された。
【０００３】
　よって、Vx-001は２つの９アミノ酸ペプチドで構成される：腫瘍細胞が発現するWT潜在
性TERT572 (RLFFYRKSV、配列番号１)及びその最適化バリアントTERT572Y (YLFFYRKSV、配
列番号２)。これら２つのペプチドは、アジュバントであるMontanide ISA51(登録商標)VG
(高純度鉱物油(Drakeol 6VR)と界面活性剤(モノオレイン酸マンニド)との混合物)ととも
に、別々に投与される。最適化免疫原性TERT572Yは、大きな免疫応答を引き起こすために
、最初の２回のワクチン接種で投与される。WT TERT572は、その後のワクチン接種で、TE
RT572Yで刺激された全てのＴ細胞のうち、HLA-A*0201と関連する腫瘍細胞の表面に提示さ
れるWT TERT572に関して最高の特異性を有するものを選択するために投与される。
【０００４】
　腺癌、扁平上皮癌及び大細胞癌を含む非小細胞肺癌(NSCLC)は、最も一般的な型の肺癌
であり、肺癌症例の約80％に相当する。これは、世界中で年間およそ1.2百万の新たな症
例の原因となる。
　肺癌症例の大多数(85％)は長期喫煙による。肺癌の危険因子としての喫煙の関連は、19
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50年代から確立されている。
　にもかかわらず、ある個体についてのタバコへの曝露を測定することは、自明ではない
。なぜなら、全ての喫煙者が同じ量で喫煙をするわけではなく、喫煙者は長年の間に喫煙
習慣を変動させることが多いからである。更に、タバコ中の変異原に対する感受性は、あ
る程度個別に異なる。よって、客観的パラメータにより癌患者を階層化するための喫煙関
連危険因子を定量化する幾つかの方法が提案されている。
【０００５】
　第一の方法は、「箱・年」単位を用いて、ある人が長期間にわたって喫煙した量を測定
することからなる。箱・年は、毎日20本１年間の喫煙と定義される。１個体の「箱・年」
数は、１日に喫煙した箱数に、その人が毎日この量の喫煙をした年数を乗じることにより
算出される。例えば、１箱・年は、１年間１日当たり20本(１箱)の喫煙、又は半年間１日
当たり40本の喫煙、又は２年間１日当たり10本の喫煙などと等しい。よって、このパラメ
ータは、喫煙期間だけでなく喫煙強度も考慮する。
　他の方法は、各個体における喫煙の結果を反映する喫煙分子サインの同定に基づく。最
近の研究で、Rizviらは、腫瘍細胞におけるトランスバージョン変異の量に基づく分子喫
煙サインの存在を証明した(Rizvi NA.ら、2015)。このパラメータは、個体の喫煙量では
なく喫煙の影響に着目して、トランスバージョン高(TH、喫煙サイン)腫瘍をトランスバー
ジョン低(TL、無喫煙サイン)腫瘍と区別する。
　EGFR及び/又はKRAS遺伝子における変異の量及び/又は性質に基づく別の分子喫煙サイン
がDoganらにより記載された(Dogan Sら、2012)。この刊行物で、著者らは、肺癌において
、EGFR変異は、喫煙者の腫瘍よりも無喫煙習慣者(never-smokers)の腫瘍でかなり頻繁に
存在するのに対し、KRAS中の変異は喫煙者でより頻繁に存在することを報告した。著者ら
は、箱・年とは無関係に、非喫煙年数が増加するとEGFR変異の確率が上昇することを観察
した。著者らはまた、喫煙者で最も頻繁なＧ＞Ｔトランスバージョン変異(KRAS G12C)は
が女性でより頻繁であり、これら女性は、同じ変異を有する男性よりも若年であることを
示した。このことから、女性は、男性よりタバコ発癌物質に対する感受性が高いことが示
唆される。
【０００６】
　肺癌症例の約10～15％は、喫煙経験がないか又は軽度の喫煙経験を有する人に生じる。
喫煙に関連しない肺癌は、環境、ホルモン、月経周期及びウイルス感染を含む他の危険因
子によることがある。
　重要なことに、喫煙に関連しない肺癌は、喫煙に関連する肺癌より悪い予後を有する。
　喫煙は腫瘍変異の高負荷と高度に関連するが、喫煙に関連しない肺癌は、腫瘍変異レベ
ルが低いことを特徴とする(Rizvi NA.ら、2015)。この理由から、喫煙誘導肺癌とは対照
的に、無喫煙習慣者又は軽度喫煙者の肺癌は、免疫チェックポイント阻害薬に感受性でな
い。
【０００７】
　Vx-001は、無作為化第IIb相臨床試験において、４サイクルの白金ベース化学療法後に
疾病管理を経験した転移又は再発ステージＩ～IIIのNSCLC患者で試験された。
　患者は、TERTを発現する腫瘍を有してHLA-A*0201陽性である必要があった。この試験の
主目的は全生存率であった。この試験の結果は、全体的には統計学的に有意でなかったが
、患者の喫煙歴の分析及びワクチンに対する特異的免疫応答(免疫モニタリングデータ)、
年齢などのような他の特徴を考慮した詳細な結果分析によって、患者の階層化が導かれ、
Vx-001のワクチン投与が有益であると判明した患者のカテゴリーが同定された。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、別々に投与される２つのペプチド(配列番号１及び配列番号２)で構成される
ワクチンであるVx-001の投与に応答する可能性がより高い患者の選択に関する。
　本発明は、無喫煙習慣者又は軽度喫煙者(すなわち、25年未満又は30年未満の間の喫煙
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者)であり、テロメラーゼ逆転写酵素(TERT)を発現する非小細胞肺癌(NSCLC)を有するHLA-
A*0201陽性患者における癌を処置するための、このワクチン及びその各構成成分の使用に
関する。患者は、軽度喫煙者である場合、好ましくは元軽度喫煙者、すなわちNSCLC診断
前に禁煙した軽度喫煙者である。
　本発明はまた、TERTを発現するNSCLCを有するHLA-A*0201陽性無喫煙習慣患者又は軽度
喫煙患者が、Vx-001に応答する可能性がより高いかを決定するセラノスティクス法であっ
て、腫瘍が非免疫原性であるとき、患者は良好なレスポンダーである可能性がより高い、
セラノスティクス法に関する。
　本発明の別の態様は、セラノスティクス法を行うためのキットである。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】ワクチン投与プロトコール
【図２】自然免疫あり(左)又はなし(右)の患者の異なる腫瘍抗原に対する応答。
【図３】全ての評価した患者の臨床転帰(OS及びTTF)。
【図４】29名のプラシーボ及び26名のワクチン投与の無喫煙習慣者及び元軽度喫煙者(25
年未満の間喫煙している)の臨床転帰；11.2対16.2 mo；p=0.07；HR=0.59 (0.32～1.06)。
【図５】自然免疫なしの無喫煙習慣者及び元軽度喫煙者(25年未満の間喫煙している)の臨
床転帰。16名のプラシーボ及び17名のワクチン投与；7.9対20.7 mo；p=0.0007；HR=0.29 
(0.13～0.67)。
【図６】第一選択化学療法後に安定疾病(SD)を有して試験に参加した無喫煙習慣者及び元
軽度喫煙者(25年未満の間喫煙している)の臨床転帰。14名のプラシーボ及び15名のワクチ
ン投与。12.4対24.7 m；p=0.004；HR=0.33 (0.14～0.78)。
【図７】男性の無喫煙習慣者及び元軽度喫煙者(25年未満の間喫煙している)の臨床転帰。
18名のプラシーボ及び14名のワクチン投与。11.1対24.7 m. p=0.01；HR=0.37 (0.16～0.8
1)。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　第一の実施形態によると、本発明は、無喫煙習慣者又は軽度喫煙者であり、TERTを発現
するNSCLCを有するHLA-A*0201陽性患者における抗腫瘍CTL応答を誘導するための、最適化
ペプチドTERT572Y(配列番号２のペプチド)の使用に関する。
　この抗癌免疫療法を行う場合、TERT572Yのワクチン投与は、潜在性ペプチドTERT572(配
列番号１)に対するCTL応答を誘導する。
　配列番号２のペプチドの初回ワクチン投与により誘導されたCTL応答は、好ましくは、
次いで、配列番号１のペプチドのワクチン投与により維持(又は増幅)される。
　本明細書で用いる場合、「処置する」及び「処置」との用語は、１種以上の療法の施行
に起因する進行の遅延、クオリティー・オブ・ライフの改善のような重篤度の低減及び/
又は生存率の増加をいう。
【００１１】
　本発明はまた、TERTを発現するNSCLCを有するHLA-A*0201陽性患者であって、配列番号
２のペプチドを少なくとも１回(好ましくは２回)既にワクチン投与されている無喫煙習慣
者又は軽度喫煙者である患者における肺癌を処置するための天然型ペプチドTERT572(配列
番号１のペプチド)の使用に関する。この免疫療法処置の枠内で、配列番号１のペプチド
は、患者への配列番号２のペプチドのワクチン投与により開始されたCTL免疫応答を維持
する。
　本発明はまた、無喫煙習慣者又は軽度喫煙者であり、TERTを発現するNSCLCを有するHLA
-A*0201陽性患者における肺癌の処置における、Vx-001、すなわち配列番号１及び配列番
号２のペプチドの組合せの使用に関する。既に記載したように、Vx-001の２つのペプチド
は別々に投与される。先ず、腫瘍抗原TERTに対する、より正確には配列番号１の潜在性TE
RT572ペプチドに対するCTL応答が、患者への配列番号２のペプチドのワクチン投与により
誘導された後、患者への配列番号１のペプチドのワクチン投与により維持される。
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【００１２】
　本明細書で用いる場合、「喫煙者」は、１日/週/月の喫煙量にかかわらず、喫煙してい
る個体(現喫煙者)又はもはや喫煙していないが、以前に喫煙経験があった個体(元喫煙者)
をいう。喫煙期間は、その個体の生涯における唯一の期間又はその個体が喫煙習慣を中断
したときは複数期間の和に相当し得る。
　「無喫煙習慣者」(「非喫煙者」ともいう)は、生涯に20本未満の喫煙経験しかない個体
である。
　本明細書において、「軽度喫煙者」は、最長30年間、好ましくは最長25年間喫煙者であ
る個体である。このパラメータは、２つの理由から、本明細書において前記のように定義
した：(ｉ)第IIb相試験のコホートにおける患者の喫煙履歴に関して唯一の入手可能な情
報は、恒常的喫煙の年数であったことと、(ii)このパラメータにより、Vx-001-ワクチン
投与に対する応答が有意に異なう２つの患者集団(一方は無喫煙習慣者＋元軽度喫煙者で
あり、他方は元重度喫煙者及び現喫煙者である)の階層化に至ったことである。患者が依
然として喫煙しているか否かを考慮せずに、喫煙期間のみを考慮すると、更により有意な
結果が得られた。このことにより、処置により良好に応答する無喫煙習慣者＋軽度喫煙者
と、処置が有効でない重度喫煙者とに分けられる。
【００１３】
　もちろん、「軽度喫煙者」のこの定義は、タバコへの曝露を測定する任意の他のパラメ
ータを用いて変更できる。別のコホートの結果を用いて、当業者は、「軽度喫煙者」の定
義を、タバコへの曝露を測定するそのような他の様式に適応できる。タバコへの曝露を測
定する非限定的な例は、以下の通りである：
－ 喫煙箱・年：上記のように、このパラメータは、喫煙期間だけでなく、喫煙強度も考
慮に入れる。当然、当業者は、NSCLC患者コホートについて、本発明の枠内で軽度喫煙者
と重度喫煙者とを区別するための適切な箱・年閾値を決定できる。
－ 腫瘍細胞におけるトランスバージョン変異の量に基づく分子喫煙サイン：上記のよう
に、Rizviら(2015)は、トランスバージョン高(TH、喫煙サイン)とトランスバージョン低(
TL、無喫煙サイン)腫瘍とを区別した。もちろん、集団を区別する閾値(腫瘍において観察
されるトランスバージョンの量)は、無喫煙習慣者及び軽度喫煙者のカテゴリーに(中間の
トランスバージョン変異数を有する)喫煙者を含めて、より多くのトランスバージョンを
示す患者についての重度喫煙サインを決定するように適応させることができる。軽度喫煙
者と重度喫煙者とを区別するこの様式は、(バイアスがかかっている場合がある)患者の申
告、及びタバコ誘導変異に対する個々の感受性から独立しているので、有利である。
－ EGFR及び/又はKRAS遺伝子中の変異の量及び/又は性質に基づく分子喫煙サイン：上記
のように、Doganら(2012)は、EGFR及びKRASのような或る特定の遺伝子の分析に基づく分
子喫煙サインを規定して、タバコにより頻繁に引き起こされる変異を有するNSCLC患者と
、タバコから独立した変異を有する患者(無喫煙習慣患者＋軽度喫煙患者)とを区別できる
ことを記載した。このような分子サインは、もちろん、当業者がより精緻化することがで
き、NSCLC患者を分別して、本発明に従ってVx-001ワクチン投与に応答する可能性がより
高い患者を同定ように適応できる。
【００１４】
　本発明の特定の実施形態によると、Vx-001は、無喫煙習慣者又は25年未満(又は最大25
年)の間喫煙者であった元喫煙者である患者に投与される。
　別の特定の実施形態によると、患者は、無喫煙習慣者又はNSCLC診断の少なくとも５、
少なくとも７、少なくとも10若しくは少なくとも15年前に禁煙した元喫煙者である。
【００１５】
　下記の実験の部に記載する好ましい実施形態によると、患者は、先ず、配列番号２のペ
プチドを２回ワクチン投与され、次いで、配列番号１のペプチドを４回ワクチン投与され
、これらワクチン投与の間隔は３週間である(「誘導相」)。もちろん、当業者(医師又は
臨床研究者)は、異なるワクチン投与プロトコールを選択できる。可能なバリエーション
は、CTL応答を誘導するための配列番号２の初期ワクチン投与の数(１、２又はそれ以上)
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、ワクチン投与間隔(例えば、１～４週間又はそれ以上)、誘導相における配列番号１のワ
クチン投与数(１～10又はそれ以上)、及びワクチンの処方を含む。具体的には、Montanid
eとは異なるアジュバントを試験でき、場合により、プロトコールの適応が必要になる可
能性がある。
【００１６】
　別の実施形態によると、上記の誘導相の後、患者は、配列番号１のペプチドを更にワク
チン投与され、TERTに対するCTL応答が維持される(「安定化相」)。この更なるワクチン
投与は、例えば、３か月ごとに行うことができる。更なるワクチン投与は、再発まで行う
ことができる。もちろん、当業者(医師又は臨床研究者)は、安定化相について異なるプロ
トコールを選択できる。可能なバリエーションは、ワクチン投与の間隔に関するもの(例
えば、ワクチン投与は、毎月、２か月ごと又は特に長期の寛解の後はより低い頻度、例え
ば６か月ごとに行うことができる)、及び用いるペプチドを含む。実際、医師は、CTL応答
を定期的にモニタリングし、応答の低下が観察されたとき、配列番号２のペプチドを再び
患者にワクチン投与することを選択できる。換言すれば、医師は、患者の応答及び状態に
応じて安定化相を適応できる。
【００１７】
　本発明の別の特定の実施形態によると、患者は、配列番号２のペプチドの最初のワクチ
ン接種前に、第一選択化学療法、例えば白金ベースの化学療法、例えばシスプラチンベー
スの化学療法を受けている。この場合、患者は、好ましくは、配列番号２のペプチドのワ
クチン投与の前/際に、非進行性疾病、より好ましくは安定疾病を有する。
　本発明の枠内で、他の治療スキームが企図される。例えば、Vx-001は、TERTを発現する
NSCLCを有するHLA-A*0201陽性無喫煙習慣者又は軽度喫煙者において、化学療法の前又は
最中に投与できる。TERTを発現する非免疫原性腫瘍を有するHLA-A*0201陽性非喫煙者又は
軽度喫煙者について、第一選択のVx-001処置も有利に企図できる。この場合、腫瘍の免疫
原性状態は、診断時に、例えば酵素結合免疫スポット(ELISpot) IFNgアッセイを用いて腫
瘍抗原特異的CTLを検出することにより又は任意のその他の方法、例えばTIL検出若しくは
遺伝子発現プロファイリングにより決定される。
【００１８】
　下記の実験の部に記載するように、本発明者らは、Vx-001ワクチン投与前にいくつかの
腫瘍抗原に対するCTL応答を測定した。そのようにすることにより、本発明者らは、Vx-00
1を用いる免疫療法の開始前にTERT572に対するCTL応答を有する患者は、他の腫瘍エピト
ープに対するCTL応答も有することを示した。よって、本発明者らは、いくらかの患者は
、免疫原性腫瘍を有する患者もいれば、非免疫原性腫瘍を有する(腫瘍抗原に対する著し
いCTL応答を有さない)患者もいると仮定した。本発明者らはまた、非免疫原性腫瘍を有す
る無喫煙習慣者及び元軽度喫煙者は、免疫原性腫瘍を有する無喫煙習慣者及び元軽度喫煙
者より、Vx-001に対して著しく良好に応答することを示した。よって、本発明の好ましい
実施形態は、TERTを発現する非免疫原性NSCLCを有するHLA-A*0201陽性無喫煙習慣患者又
は元軽度喫煙患者のNSCLCの処置における、Vx-001又はその構成成分の使用である。
　本明細書において、「免疫原性腫瘍」は、腫瘍抗原に対して著しいCTL応答を誘発する
腫瘍をいう。本発明を実施する場合、腫瘍の免疫原性は、患者の血液試料中のTERT572 (
配列番号１)に特異的なCTLの数及び/又はTERT540 (配列番号３)に特異的なCTLの数及び/
又は別の腫瘍抗原に特異的なCTLの数を測定することにより評価できる。例えば、腫瘍の
免疫原性は、大多数の腫瘍により発現される普遍的な腫瘍抗原であるサバイビンに対する
CTL応答を測定することにより評価できる(Andersen及びThor、2002)。本発明において考
慮するHLA-A*0201陽性患者では、この応答は、患者の血液試料中で、エピトープたるサバ
イビン96 (配列番号５)に特異的なCTLの数を測定することにより検出できる。
【００１９】
　これに対して、TERT572(配列番号１)、TERT540(配列番号３)及び/又はサバイビン96(配
列番号５)に特異的なCTL応答が患者の血液試料において検出されないとき、腫瘍は「非免
疫原性」とみなす。下記の実験の部に記載するIFNg ELISpotアッセイを用いて、TERT572
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ペプチド又は任意の他の腫瘍エピトープに特異的なＴ細胞を検出できる。もちろん、下記
の実験の部に記載するように、腫瘍抗原たる試験ペプチドに対する応答と、無関係のペプ
チドに対する応答との間に著しい差がない場合、試験腫瘍ペプチドに特異的な応答がない
、すなわち腫瘍は非免疫原性であるとみなす。
　或いは、腫瘍の免疫原性は、腫瘍からの生検における腫瘍浸潤リンパ球(TIL)のレベル
を測定することにより、例えばイムノスコアを用いて(Pages F.ら、2009)、又は遺伝子プ
ロファイリング法を用いて腫瘍の遺伝子発現のプロファイルを決定することにより(Galon
 J.ら、2013、Rizvi NA.ら、2015、Wang, E.ら、2013)評価できる。
【００２０】
　本発明者らは、腫瘍に対するCTL応答が化学療法後に検出される患者もいることを見出
した。この理由は、おそらく、化学療法後の腫瘍細胞溶解が、これら患者において抗腫瘍
免疫応答を誘導し得るほどの大量の腫瘍エピトープの放出を導くというものであろう。こ
れら腫瘍特異的CTLは、化学療法直後に高く検出され得、その後、CTLの量は減少する。本
発明者らの仮説は、このCTL応答が、抗PD(L)1処置のような他の免疫療法に対して完全に
応答性である免疫原性腫瘍を有する患者に現れるというものである。よって、白金ベース
の第一選択化学療法のような化学療法処置を受けた患者について、腫瘍の免疫原性状態は
、好ましくは、前記化学療法の終了後２週間未満、例えば化学療法の終了後７日未満で評
価する。
【００２１】
　本発明の特定の実施形態によると、白金ベースの第一選択化学療法の終了後２週間未満
、好ましくは７日未満に採取された患者血液試料においてTERT572(配列番号１)に特異的
なCTL応答が検出できない場合、腫瘍は非免疫原性とみなされる。
　本発明の別の特定の実施形態によると、白金ベースの第一選択化学療法の終了後２週間
未満、好ましくは７日未満に採取された患者血液試料においてTERT540(配列番号３)に特
異的なCTL応答が検出できない場合、腫瘍は非免疫原性とみなされる。
　本発明の別の特定の実施形態によると、白金ベースの第一選択化学療法の終了後２週間
未満、好ましくは７日未満に採取された患者血液試料において、サバイビン96(配列番号
５)に特異的なCTL応答が検出できない場合、腫瘍は非免疫原性とみなされる。
【００２２】
　本発明の別の特定の実施形態によると、患者は転移性癌を有する。臨床試験の結果は、
実際、無喫煙習慣者及び軽度喫煙者のうち、転移性NSCLC(ステージIV)を有する患者が、
再発ステージＩ～IIIのNSCLCの患者より、処置に対してより良好に応答することを示す。
　本発明の別の特定の実施形態によると、患者は男性である。臨床試験の結果は、実際、
無喫煙習慣者及び元軽度喫煙者のうち、男性患者が処置に対してより良好に応答すること
を示す。これら結果は、無喫煙習慣者＋全軽度喫煙者(現喫煙者及び25年未満の間喫煙し
ていた喫煙者を含む)を考慮した場合、更により有意であった(表７)。
　本発明の別の特定の実施形態によると、患者は非扁平上皮(NSQ)NSCLCを有する。実際、
臨床試験の結果は、無喫煙習慣者及び軽度喫煙者のうち、非扁平上皮(NSQ)NSCLCの患者が
処置に対してより良好に応答することを示す。
　本発明の別の特定の実施形態によると、患者はECOG＞０、好ましくはECOG＝１を有する
。臨床試験の結果は、実際、無喫煙習慣者及び軽度喫煙者のうち、ECOG＝１の患者が、EC
OG＝０の患者より、処置に対してより良好に応答することを示す。
【００２３】
　別の態様によると、本発明は、TERT陽性NSCLCを有するHLA-A*0201陽性無喫煙習慣患者
又は軽度喫煙患者が、配列番号１及び２のペプチドのワクチン投与による免疫療法処置に
対して良好なレスポンダーとなる可能性がより高いかをインビトロで決定する方法であっ
て、腫瘍の免疫原性を評価することを含み、腫瘍が非免疫原性であるとき、患者は前記免
疫療法処置に対して良好なレスポンダーである可能性が高い、方法に関する。
　この方法を行う場合、腫瘍の免疫原性は、前記個体の血液試料において、配列番号１の
ペプチドに特異的なCTL応答を測定することにより、及び/又は配列番号３のペプチドに特
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異的なCTL応答を測定することにより、及び/又は配列番号５のペプチドに特異的なCTL応
答を測定することにより評価でき、前記CTL応答が検出できないとき、腫瘍は非免疫原性
である。
　上記の方法の特定の実施形態によると、配列番号１のペプチド又は配列番号３のペプチ
ド又は配列番号５のペプチド又は任意のその他の関連する腫瘍特異的ペプチドに特異的な
CTL応答は、酵素結合免疫スポット(ELISpot) IFNgアッセイにより検出される。
　本方法の別の特定の実施形態によると、腫瘍の免疫原性は、第一選択化学療法の終了後
２週間未満、好ましくは第一選択化学療法の終了後７日未満で評価する。
　もちろん、本発明によるセラノスティクス法を行う場合、腫瘍の免疫原性を評価するた
めに任意の他の方法を用いることができる。具体的には、腫瘍からの生検中のTILの量を
測定することにより、又は遺伝子プロファイリングにより行うことができる。
【００２４】
　本発明は、(i)ELISpotアッセイを行うための試薬及びプレートと、(ii)配列番号１、配
列番号３及び配列番号５から選択されるペプチドと、(iii)陰性対照としての無関係のペ
プチドとを含む、上記のセラノスティクス法を行うためのキットにも関する。
　本発明による別のキットは、腫瘍細胞における分子喫煙サインを検出するための材料を
含む。例えば、このようなキットは、EGFR及びKRASのような或る遺伝子中の特異的変異を
検出するためのDNAプローブを含み得る。
　本発明による別のキットは、腫瘍の免疫原性を評価するための試薬と、腫瘍細胞におけ
る分子喫煙サインを検出するための材料とを含む。
【００２５】
　本発明の他の特徴は、本発明の枠内で行われ、本発明の範囲を限定することなく必要な
実験的サポートを与える以下の臨床試験及び生物学的アッセイについての記載を通しても
明らかになる。
【実施例】
【００２６】
実験結果
材料及び方法
研究設計及び参加者
　Vx-001-201研究は、フランス、ドイツ、スペイン、イタリア、ギリシャ、ポーランド、
ルーマニア及びチェコ共和国の70の施設で行われた無作為化二重盲検多施設研究である。
主な適格性判断基準は、ａ)非小細胞肺癌(NSCLC)、ｂ)ステージIV又は再発ステージＩ～I
II、ｃ)RECIST 1.1判断基準による白金ベースの第一選択化学療法後の疾病管理、ｄ)HLA-
A*0201陽性かどうか、ｅ)テロメラーゼ逆転写酵素(TERT)を発現する腫瘍、ｆ)ECOG ０又
は１、ｇ)脳転移なしであった。
　研究は、ヘルシンキ宣言並びに全ての適用可能な規則及び倫理的要求に従って行われた
。研究は、その地方の法規に従って各研究施設を担当する独立の倫理委員会により承認さ
れた。全ての患者は、書面によるインフォームドコンセントを提出した。
評価項目
ａ)    主要評価項目：無作為化からの全生存率(OS)
ｂ)    副次的評価項目：
-      無作為化からの治療成功期間(TTF)
-      12か月でのOS
ｃ)    主探索目的
-      ワクチン誘導特異的免疫応答の評価
-      ワクチン特異的免疫応答と臨床応答との間の相関
【００２７】
手順及びワクチン投与プロトコール
　全ての選択基準を満たす患者を、第一選択化学療法の終了後４週間以内に無作為化した
。
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　ワクチン投与プロトコールは、３週間間隔での６回のワクチン投与からなった。最適化
Vx-001/TERT572Yを最初の２回のワクチン投与で用い、天然Vx-001/TERT572をその後の４
回のワクチン投与で用いた。６回目のワクチン投与後に疾病管理が継続した患者は、３か
月ごとにVx-001/TERT572の追加ワクチン投与を受けた。ワクチン投与は、疾病進行時に停
止した(図１)。
　免疫応答は、１回目のワクチン投与前(ベースライン)、３回目のワクチン投与前(W6)及
び６回目のワクチン投与後(W18)に評価した。追加ワクチン投与を受けた患者は、６か月
ごとに免疫応答についてモニタリングした。
【００２８】
統計解析
　標本サイズを算出するために、我々は、プラシーボ群のメジアンOSを9.8か月と推定し
、Vx-001群のメジアンOSを15.2か月と予想した。よって、83％の検出力及び0.05の片側ア
ルファを達成するために、(最終解析時での10％の脱落者を含めて)220名の患者を無作為
化する必要があった。
　プラシーボ：Vx-001比は、１：１であった。
　主要及び副次的評価項目を、ａ)NSCLC、ｂ)ステージIV又は再発ステージＩ～III及びｃ
)第一選択化学療法後の疾病管理、ｄ)HLA-A*0201が陽性であるか並びにｅ)TERT発現腫瘍
の５つの主判断基準のうち３つを満たす全ての患者で構成される最大の解析対象集団にお
いて解析した。
　我々は、Kaplan-Meier法を用いて、各群におけるOS及びTTFを推定し、Cox比例ハザード
回帰モデルを用いて、処置効果に対するOS及びTTFに関するハザード比(HR)を推定した。
【００２９】
免疫モニタリング
　免疫応答を、IFNg ELISpotアッセイを用いて測定して、TERT572ペプチドに特異的なＴ
細胞を検出した。末梢血単核細胞(PBMC)は、ワクチン投与前、W6(３回目のワクチン投与
前)、W18(６回目のワクチン投与の３週間後)及び追加ワクチン投与を受けた患者について
はその後６か月ごとに採取した血液試料から単離した。PBMCは、－160℃にて保存し、研
究を盲検解除するときに試験した。２×105PBMC/ウェルを、抗IFNg抗体(Diaclone)で被覆
したプレートにおいて、AIMV血清フリー培地中(６連で)、TERT572又は陰性対照としての
無関係のペプチド又は陽性対照としてのCEFペプチドプール又は特異的陽性対照としての
フィトヘマグルチニン(PHA)を用いて一晩刺激した。PBMCの存在は、PHAの存在下でスポッ
ト数を測定することにより評価した。PBMCの質を、次いで、CEFペプチドプール(一般的な
ウイルス、インフルエンザ、HPV及びCMVからの多対立エピトープペプチドの混合物)に対
する応答を測定することにより評価した。試料がCEFに対して応答した場合、又は同じ患
者の全ての試料がCEFに応答しない場合(患者の病歴に起因するCEF反応性が存在しないこ
とを示す)、当該試料を考慮に入れた。スポット数は、カウンタを用いて定量し、各条件
について６つの値の平均を算出した。ａ)陰性対照平均値とTERT572又はCEF群平均値との
間に10スポットを超える差があった場合、及びｂ)陰性対照平均値とTERT572又はCEF群平
均値との間の統計的有意差(ｐ＜0.05)があった場合、血液試料はTERT572又はCEFに応答す
るとみなした。ワクチン投与前のTERT572応答がない患者は、研究プロトコール中にTERT5
72に対する応答が検出された場合、免疫レスポンダーとみなした。ワクチン投与前のTERT
572反応性を有する患者は、(i)このTERT572反応性がワクチン投与後に増幅された(少なく
とも２倍)か、又は(ii)患者が先ずワクチン投与前のTERT572反応性を喪失し、新しいTERT
572反応性がワクチン投与プロトコールにおいて後で検出された場合にのみ、免疫レスポ
ンダーとみなした。
　他のTERTペプチド及び他の抗原に対する免疫応答も、IFNg ELISpotアッセイを用いて測
定した。Ｔ細胞を検出するために用いたペプチドを、以下の表１に記載する。
【００３０】
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【００３１】
結果
患者
　1407名の患者をスクリーニングし、221名の患者を無作為化した。スクリーニング不適
格症例の主な理由は次の通りであった、ａ)患者がHLA-A*0201陰性であった、ｂ) TERT発
現評価に適切な生検材料がなかった、及びｃ)疾病が第一選択化学療法後に進行した。
　31名の患者は、主選択基準を満たさなかった(25名の患者は、進行性疾病を有して研究
に参加し、２名の患者はNSCLCでない腫瘍を有し、４名の患者は、転移性又は再発疾病を
有さなかった)ので、最大の解析対象集団(FAS)の解析から除外した。表２は、FASの190名
の患者の個体群統計を示す。
【００３２】
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【表２】

【００３３】
　患者は、化学療法の終了後４週間以内に無作為化された。
【００３４】
FAS患者における免疫応答
　TERT572特異的免疫応答は、166名の評価可能な患者のうち45名(27.1％)でワクチン投与
前に検出された(自然免疫)。自然免疫を有する患者のパーセンテージは、プラシーボ処置
及びVx-001処置患者においてそれぞれ24.1％及び30.4％であった。
　自然免疫は、TERT572に限定されず、他の腫瘍抗原にも拡張された。自然免疫を有する
６名の患者及び自然免疫のない３名の患者のベースラインの血液試料を、NSCLCにおいて
過剰発現される６つの更なる抗原に対して試験した。TERT572に対する自然免疫を有する
全ての患者が、他の腫瘍抗原(例えばTERT988、TERT540、MAGE248、HER402、サバイビン96
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、NY-ESO96)に対して反応性のＴ細胞を有したが、TERT572に対する自然免疫のない患者は
、他の腫瘍抗原に対して応答せず、稀に応答が検出されたが、非常に弱いものであった(
図２)。
　これら結果から、自然免疫を有する患者は免疫原性腫瘍を有する一方、自然免疫のない
患者は非免疫原性又は免疫原性が乏しい腫瘍を有することが強く示唆される。
【００３５】
　Vx-001処置患者において、TERT572特異的免疫応答を、ベースラインにて79名の患者、W
6にて73名の患者、W18にて42名の患者、及び追加ワクチン投与を受けた16名の患者で評価
した。全体では、免疫応答は、75名の患者において少なくともW6、W18又はその後に測定
した。22名の患者がTERT572特異的免疫応答を示した(29.3％)。驚くべきことに、この応
答は、扁平上皮(SQ)NSCLCより非扁平上皮(NSQ)において頻度が有意に高かった(36％対13.
3％、ｐ＝0.037)。
　ワクチン誘導免疫応答は、自然免疫を有する患者より自然免疫なしの患者において頻度
が高かったが、統計学的には差はない(15％対36.2％ ｐ＝0.14)。
【００３６】
臨床応答
　FAS患者の解析により、プラシーボ処置患者とVx-001処置患者との間でOSに有意差がな
いことが示された(11.3対14.3か月、ｐ＝0.86、HR=0.97、95％ CI 0.70～1.34)。TTF(3.5
対3.6か月、ｐ＝0.36、HR=0.88、95％ CI 0.66～1.16)及び12か月生存率(49.5％対58％、
ｐ＝0.24)のいずれも有意差はなかった(図３)。
　サブグループ分析は、Vx-001処置男性において12か月生存率が有意に高かった(43％対6
1％、ｐ＝0.05)が、Vx-001処置女性においてはそうでなかった以外は、試験したいずれの
サブグループでもOS及び12か月生存率に有意差を示さなかった(表３)。更に、無喫煙習慣
者又は元軽度喫煙者(≦25年)である患者において有意性が強い傾向があった(OS 11.2対16
.2、ｐ＝0.07)(図４)。
【００３７】
【表３】

【００３８】
　我々は、次いで、無喫煙習慣者又は元軽度喫煙者(≦25年)である患者集団についての解
析に焦点を当てた。この患者集団は、免疫チェックポイント阻害薬での処置の利益を享受
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統計を示す。プラシーボとVx-001処置患者との間に、大きな不均衡はなかった。
【００３９】
【表４】

【００４０】
　表５は、異なるサブグループの臨床転帰を示す。Vx-001は、自然免疫なしの患者におい
て生存を有意に延長した(7.9対20.7 mo、ｐ＝0.0007、HR=0.29、95％ CI 0.13～0.67)(図
５)。この後者集団では、12か月生存率の有意な増加があった(18.7％対82.3％ ｐ＝0.000
4)。Vx-001は、安定疾病を有して本試験に参加した患者(12.4対24.7 mo、ｐ＝0.004、HR=
0.33、95％ CI 0.14～0.78)(図６)及び男性(11.1対24.7 mo、ｐ＝0.01、HR=0.37、95％ C
I 0.16～0.81)(図７)においても、生存を有意に延長した。
【００４１】
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【表５】

【００４２】
　TTFに関して、Vx-001が有利である有意差が、自然免疫なしの患者において観察された(
3.1対5.6 mo、ｐ＝0.006、HR=0.43 95％ CI 0.20～0.92)。
【００４３】
【表６】

【００４４】
　表７は、無喫煙習慣患者又は軽度喫煙患者(≦25年間の喫煙習慣を有する現喫煙者又は
禁煙者)の異なるサブグループの臨床転帰を示す。表４～６で調べた集団(無喫煙習慣者＋
元軽度喫煙者)と比較して、表７で調べた集団は、現喫煙者であるが軽度喫煙者である(＜
25年間の喫煙経験を有する)５名の更なる患者を含む。
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　これら結果は、Vx-001が、無喫煙習慣者/軽度喫煙者においてOSを有意に延長したこと
を示す。この臨床効果は、NSQ組織像を有し、転移性疾病を有し、ECOG１を有し、自然免
疫がない男性の無喫煙習慣者/軽度喫煙者、及び安定疾病を有して本試験に参加した患者
において更により強くなった。
【００４５】
【表７】

【００４６】
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