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(57)【要約】
　本発明は、PD-1/PD-L1阻害剤の治療効果を予測するた
めの有効な方法の提供を目的とする、悪性腫瘍を罹患し
ている被験体において、PD-1/PD-L1阻害剤が治療に有効
であるか否かを予測する方法であって、前記被験体から
採取した腫瘍細胞においてPD-1/PD-L1阻害剤の有効性に
関連するゲノムの異常を検出し、異常が存在する場合に
、PD-1/PD-L1阻害剤が前記被験体の治療に有効であると
評価する方法である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　悪性腫瘍を罹患している被験体において、PD-1/PD-L1阻害剤が治療に有効であるか否か
を予測する方法であって、前記被験体から採取した腫瘍細胞においてPD-1/PD-L1阻害剤の
有効性に関連するゲノムの異常を検出し、異常が存在する場合に、PD-1/PD-L1阻害剤が前
記被験体の治療に有効であると評価する方法。
【請求項２】
　PD-1/PD-L1阻害剤の有効性に関連するゲノムの異常が、PD-L1（CD274）遺伝子の発現亢
進に関連するPD-L1遺伝子の異常である、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　PD-L1遺伝子の異常が、PD-L1遺伝子の3'UTR領域の完全なまたは部分的な欠失である、
請求項２記載の方法。
【請求項４】
　PD-L1遺伝子の異常が、PD-L1遺伝子の3'UTR領域の欠失を引き起こすコピー数変化であ
る、請求項２記載の方法。
【請求項５】
　PD-L1遺伝子の異常が、PD-L1転写物からのエクソン６およびエクソン７の全部または部
分的な切断である、請求項２記載の方法。
【請求項６】
　PD-L1遺伝子の異常が、PD-L1転写物からのエクソン５、エクソン６およびエクソン７の
全部または部分的な切断である、請求項２記載の方法。
【請求項７】
　PD-L1遺伝子のエクソン１～エクソン５のいずれかの転写産物とPD-L1遺伝子の3'UTR領
域の転写産物を定量し、エクソン転写産物の量と3'UTR領域の転写産物の量の比を算出し
、該比が所定の値以上の場合にPD-1/PD-L1阻害剤ががん治療に有効であると評価する、請
求項２記載の方法。
【請求項８】
　PD-L1遺伝子の異常が、PD-L1 mRNAの発現の亢進である、請求項２記載の方法。
【請求項９】
　PD-L1遺伝子の異常が、ウイルスの挿入による異常である、請求項２記載の方法。
【請求項１０】
　ウイルスがHuman papilloma virus (HPV)又はEBV (Epstein-barr virus)である、請求
項９記載の方法。
【請求項１１】
　被験体から採取した腫瘍細胞中のPD-L1タンパク質を、PD-L1に対する抗C末端抗体およ
びPD-L1に対する抗N末端抗体を使用した免疫組織染色により染色し、PD-L1に対する抗N末
端抗体で染色が認められるが、PD-L1に対する抗C末端抗体では染色が認められない場合、
PD-1/PD-L1阻害剤が前記被験体の治療に有効であると評価する、請求項２に記載の方法。
【請求項１２】
　悪性腫瘍が、成人Ｔ細胞白血病/リンパ腫、胃がん、大腸がん、膀胱がん、子宮頸がん
、腎がん、肺腺がん、皮膚悪性黒色腫およびB細胞リンパ腫からなる群から選択される、
請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　悪性腫瘍が、食道がん、頭頸部がん、直腸がんおよび子宮体がんからなる群から選択さ
れる、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　PD-1/PD-L1阻害剤が抗PD-1抗体または抗PD-L1抗体である、請求項１～１３のいずれか
１項に記載の方法。 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、腫瘍細胞のPD-L1遺伝子の異常の有無を調べることにより抗PD-1抗体等のPD-
1/PD-L1阻害剤の治療効果を予測する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、転移性悪性黒色腫、腎がん、肺がんやホジキン病をはじめとする様々な悪性腫瘍
にPD-1/PD-L1阻害剤が有効であることが明らかになってきた。PD-1/PD-L1阻害剤としては
、抗PD-1モノクローナル抗体であるニボルマブ（Nivolumab)が既に実用化されている（特
許文献１を参照）。現在、この阻害剤の治療効果を予測するためのバイオマーカーの探索
が喫緊の課題となっており、免疫染色により腫瘍細胞および周囲の免疫細胞でPD-L1陽性
が認められる場合に奏効率が高いことが明らかとなっている。しかし、免疫染色によるPD
-L1陽性率の評価は感度・特異度が十分ではなく、今後更なる治療の奏効率予測の改善が
望まれる。
【０００３】
　また、PD-1/PD-L1阻害剤はすでに多くの悪性腫瘍において有効であることが明らかにな
りつつあるが、中には奏効率が低い悪性腫瘍も含まれる。しかし、そのような腫瘍におい
ても一部にPD-L1の構造異常およびそれに伴う高発現を有する症例は存在する可能性が見
込まれる。しかし、PD-1/PD-L1阻害剤が有効な可能性がある症例を選別する有用な方法は
確立されていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開2006-340714号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、PD-1/PD-L1阻害剤の治療効果を予測するために有効な方法の提供を目的とす
る。さらに、これまでPD-1/PD-L1阻害剤が使用されてない腫瘍においても、これらの阻害
剤が有効な可能性が高い症例を選別して治療を行うプラットフォームを開発する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、成人T細胞白血病/リンパ腫 (adult T-cell leukemia/lymphoma: ATL)の
網羅的遺伝子解析(RNAシーケンス 57例、全ゲノムシーケンス 11例)を行うことにより、A
TL症例の約20%にPD-L1(CD274)の構造異常が存在することを明らかにした。この構造異常
には欠失(deletion), 増幅(tandem duplication), 逆位(inversion), 転座(translocatio
n)の全ての構造異常が含まれ、すべてに共通して3’UTRの欠失が認められた。さらに、構
造異常を伴う例では、全例で顕著なPD-L1 mRNAの上昇を認め、フローサイトメトリーによ
り細胞表面におけるPD-L1蛋白の発現上昇も認めた。さらに、TCGAデータを用いて他のが
んにおいて同様の異常が認められないか検索した結果、胃がん、肺がん、大腸がん、子宮
頸がん、悪性黒色腫、B細胞リンパ腫など様々な悪性腫瘍において同様の異常が認められ
ることを見出した。この結果は、様々な悪性腫瘍に共通に起こる異常としてPD-L1の3’UT
Rが欠損する構造異常とそれに伴うPD-L1高発現があることを示唆している。
【０００７】
　これらの結果より、本発明者らはPD-L1遺伝子の3'UTRの欠失を指標にして、PD-1/PD-L1
阻害剤の効果を判定評価し得ることを見出し、本発明を完成させるに至った。
【０００８】
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
[１]　悪性腫瘍を罹患している被験体において、PD-1/PD-L1阻害剤が治療に有効であるか
否かを予測する方法であって、前記被験体から採取した腫瘍細胞においてPD-1/PD-L1阻害
剤の有効性に関連するゲノムの異常を検出し、異常が存在する場合に、PD-1/PD-L1阻害剤
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が前記被験体の治療に有効であると評価する方法。
[２]　PD-1/PD-L1阻害剤の有効性に関連するゲノムの異常が、PD-L1（CD274）遺伝子の発
現亢進に関連するPD-L1遺伝子の異常である、[１]の方法。
[３]　PD-L1遺伝子の異常が、PD-L1遺伝子の3'UTR領域の完全なまたは部分的な欠失であ
る、[２]の方法。
[４]　PD-L1遺伝子の異常が、PD-L1遺伝子の3'UTR領域の欠失を引き起こすコピー数変化
である、[２]の方法。
[５]　PD-L1遺伝子の異常が、PD-L1転写物からのエクソン５、エクソン６およびエクソン
７の全部または部分的な切断である、[２]の方法。
[６]　PD-L1遺伝子の異常が、PD-L1転写物からのエクソン５、エクソン６およびエクソン
７の全部または部分的な切断である、[２]の方法。
[７]　PD-L1遺伝子のエクソン１～エクソン４のいずれかの転写産物とPD-L1遺伝子の3'UT
R領域の転写産物を定量し、エクソン転写産物の量と3'UTR領域の転写産物の量の比を算出
し、該比が所定の値以上の場合にPD-1/PD-L1阻害剤ががん治療に有効であると評価する、
[２]の方法。
[８]　PD-L1遺伝子の異常が、PD-L1 mRNAの発現の亢進である、[２]の方法。
[９]　PD-L1遺伝子の異常が、ウイルスの挿入による異常である、[２]の方法。
[１０]　ウイルスがHuman papilloma virus (HPV)又はEBV (Epstein-barr virus)である
、[９]の方法。
[１１]　被験体から採取した腫瘍細胞中のPD-L1タンパク質を、PD-L1に対する抗C末端抗
体およびPD-L1に対する抗N末端抗体を使用した免疫組織染色により染色し、PD-L1に対す
る抗N末端抗体で染色が認められるが、PD-L1に対する抗C末端抗体では染色が認められな
い場合、PD-1/PD-L1阻害剤が前記被験体の治療に有効であると評価する[２]の方法。
[１２]　悪性腫瘍が、成人Ｔ細胞白血病/リンパ腫、胃がん、大腸がん、膀胱がん、子宮
頸がん、腎がん、肺腺がん、皮膚悪性黒色腫およびB細胞リンパ腫からなる群から選択さ
れる、[１]～[１１]のいずれかの方法。
[１３]　悪性腫瘍が、食道がん、頭頸部がんおよび子宮体がんからなる群から選択される
、[１]～[１１]のいずれかの方法。
[１４]　PD-1/PD-L1阻害剤が抗PD-1抗体または抗PD-L1抗体である、[１]～[１３]のいず
れかの方法。
[１５]　悪性腫瘍を罹患している被験体から採取した腫瘍細胞においてPD-1/PD-L1阻害剤
の有効性に関連するゲノムの異常を検出し、異常が存在する場合に、PD-1/PD-L1阻害剤を
用いて治療する方法。
【発明の効果】
【０００９】
　実施例に示したように、様々な悪性腫瘍においてPD-L1遺伝子の構造異常によりPD-L1が
高発現する症例が存在する。すなわち、免疫チェックポイントの中心であるPD-L1の構造
異常およびその結果起こる非コーディング領域との融合遺伝子という、通常の予想を超え
た遺伝子異常を様々な悪性腫瘍において同定した。本研究におけるpreclinical study(マ
ウスモデル)、およびゲノム異常によりPD-L1の恒常的活性化が起こると唯一知られている
ホジキン病において、抗PD-1/PD-L1阻害剤が圧倒的に有効であること(奏効率約90%)を鑑
みると、PD-L1構造異常を有する患者では抗PD-1/PD-L1阻害剤が極めて有効であると期待
され、有望なバイオマーカーとなることが期待される。従って、効果の高い治療に直結す
る遺伝子異常は臨床検査の対象として極めて有望である。
【００１０】
　すでにPD-1/PD-L1阻害剤が使用されている悪性腫瘍に関しては、PD-L1構造異常を検出
することにより、PD-1/PD-L1阻害剤の治療効果を予測できる可能性がある。また、現在PD
-1/PD-L1阻害剤が使用されていない腫瘍に関しても、PD-L1遺伝子の異常を有する場合にP
D-1/PD-L1阻害剤が有効である可能性が考えられ、そのような症例を選別することにより
新規の治療法を確立できる可能性が見込まれる。　また、PD-L1の構造異常を指標として
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臨床試験を行うことにより、効率的に適応疾患を拡大できる可能性がある。このことは、
現在、適応が承認あるいは検討中の悪性腫瘍のみならず、全体としては有効性が不十分で
ある悪性腫瘍に対しても、適応が拡大できる可能性がある。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】RNAシーケンス57例および全ゲノムシーケンス11例における9p24.1領域の構造異
常の検索の結果を示す図である。
【図２】RNAシーケンス 57例の構造異常とCD274発現の関係の解析結果を示す図である。
【図３】CD274の各エクソンにおける発現の解析結果を示す図である。
【図４】エクソン3における発現、およびエクソン3における発現と3’UTRの発現の比とCD
274構造異常の関係を示す図である。
【図５】ATLにおいて同定されたCD274の途中で切断された転写産物の解析結果を示す図で
ある。
【図６】CD274の転写産物が途中で切断される例のアミノ酸配列を示す図である。
【図７】ATL患者由来細胞を用いたCD274蛋白の膜表面での発現を示す図である。
【図８】TCGAデータを用いた種々のがんにおけるCD274構造異常と発現の解析結果を示す
図である。
【図９】悪性黒色腫・大腸がん・胃がん・B細胞リンパ腫におけるCD274の発現を示す図で
ある。
【図１０】TCGAデータにおける各種悪性腫瘍のCD274の発現解析結果を示す図である（そ
の１）。
【図１１】TCGAデータにおける各種悪性腫瘍のCD274の発現解析結果を示す図である（そ
の２）。
【図１２】SNPアレイを用いたCD274異常の検出結果（GISTICの結果）を示す図である。
【図１３】SNPアレイを用いたCD274異常の検出結果（CNAGの結果）を示す図である。
【図１４】RQ-PCRを用いたCD274異常の検出結果を示す図である。
【図１５】ATL患者におけるPD-L1発現の免疫染色結果を示す図である。
【図１６】TCGAデータを用いた種々のがんにおけるCD274構造異常と発現の解析結果を示
す図である（その２）。
【図１７】発がんウイルスのCD274領域への挿入とCD274 3’UTR異常を示す図である。
【図１８】ヒト・マウス細胞株においてCD274 3’UTRの異常の導入によりCD274過剰発現
が誘導されることを示す図である。
【図１９】CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現がPD-1発現T細胞にアポトーシスを誘導す
ることを示す図である。
【図２０－１】CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現が造腫瘍能に与える影響を評価する
実験のプロトコルを示す図である。
【図２０－２】CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現が造腫瘍能に与える影響を示す図で
ある。
【図２１－１】CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現はCD8陽性T細胞の腫瘍内への浸潤を
抑制することを示す図（染色像）である。
【図２１－２】CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現はCD8陽性T細胞の腫瘍内への浸潤を
抑制することを示す図（細胞数のグラフ）である。
【図２２－１】CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現による造腫瘍能に対するPD-1/PD-L1
阻害剤の効果を腫瘍径の経時的変化により示す図である。
【図２２－２】CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現による造腫瘍能に対するPD-1/PD-L1
阻害の効果を免疫染色により示す図である。
【図２２－３】CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現による造腫瘍能に対するPD-1/PD-L1
阻害剤の効果を細胞数により示す図である。
【図２３】CD274 open reading frameが切断された変異体のPD-1結合能をフローサイトメ
トリーによる評価により示す図である。
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【図２４】CD274領域のコピー数に独立して、CD274 構造異常はCD274過剰発現に関係する
ことを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１３】
　本発明は、悪性腫瘍患者におけるPD-1/PD-L1阻害剤の有効性に関連するゲノム異常を指
標にして、該患者におけるPD-1/PD-L1阻害剤の有効性を評価、判定する方法、あるいは該
患者におけるPD-1/PD-L1阻害剤の有効性を評価、判定するための補助的データを取得する
方法である。本発明において、評価、判定を予測ともいう。PD-L1はCD274、B7-H1とも称
する。
【００１４】
　ここで、PD-1/PD-L1阻害剤の有効性に関連するゲノム異常とは、悪性腫瘍患者のゲノム
にその異常が認められる場合に、PD-1/PD-L1阻害剤の有効性が高くなる異常をいう。この
ような異常として、例えば、PD-L1遺伝子が存在する染色体9p24.1の異常、PD-L1遺伝子の
異常が挙げられる。このような異常をPD-L1遺伝子の構造異常（SV：structural variatio
n）とも呼ぶ。これらの異常に伴い、悪性腫瘍患者の腫瘍細胞においてPD-L1の発現異常が
引き起こされ得る。PD-1/PD-L1阻害剤の有効性に関連するゲノム異常には、遺伝子の増幅
(tandem duplication), 欠失(deletion), 逆位(inversion), 転座(translocation)などの
構造的な異常および増幅・欠失・片親性ダイソミーなどのコピー数および発現産物や転写
産物の質的(3’UTRの欠失)、量的な異常も含む。腫瘍細胞におけるPD-L1の発現異常とは
、健常人の細胞に比べて、あるいは、PD-L1遺伝子の異常が認められない腫瘍細胞におけ
るPD-L1遺伝子の発現に比べて亢進していることをいい、例えば、PD-L1の発現がmRNAまた
はタンパク質レベルで5倍以上、好ましくは10倍以上、さらに好ましくは20倍以上、さら
に好ましくは50倍以上になっている場合をいう。PD-L1の発現異常を検出することにより
、PD-1/PD-L1阻害剤の有効性に関連するゲノム異常が存在することを予測することができ
る。
【００１５】
　生体はＴ細胞が腫瘍細胞を攻撃する抗腫瘍免疫機能を有しているが、腫瘍細胞が発現し
ているPD-L1リガンドがＴ細胞に発現しているPD-1（Programmed cell death 1)と結合す
ると、Ｔ細胞の細胞死が誘導され、抗腫瘍免疫機能が抑制される。PD-1/PD-L1阻害剤は、
腫瘍細胞のPD-L1とＴ細胞のPD-1の結合を阻害することにより、Ｔ細胞の抗腫瘍免疫機能
が抑制されることを防止する。PD-1/PD-L1阻害剤としては、抗PD-1抗体、抗PD-L1抗体が
挙げられ、がん治療薬として用いられている抗PD-1/PD-L1抗体として、ニボルマブ（Nivo
lumab)やMPDL3280A、pembrolizumab(MK-3475)、MEDI4736、MSB0010718C、Pidilizumab、M
EDI0680などが挙げられる。PD-1/PD-L1阻害剤は、腫瘍細胞やその周囲の免疫細胞におい
てPD-L1が高発現している患者において、有効性が高い。従って、PD-L1の発現量を測定す
ることによって、PD-1/PD-L1阻害剤の有効性を判断できる可能性がある。例えば、免疫染
色により、腫瘍細胞におけるPD-L1の発現を確認することが可能であるが、免疫染色によ
るPD-L1陽性率の評価は感度、特異度が十分ではなかった。
【００１６】
　悪性腫瘍患者におけるゲノム異常が腫瘍細胞におけるPD-1/PD-L1阻害剤の有効性に関連
しているか否かは、ゲノム異常がPD-L1遺伝子の発現亢進に関連しているか否かを調べれ
ばよく、腫瘍細胞において全ゲノムの構造異常を網羅的に解析するとともに、その腫瘍細
胞におけるPD-L1遺伝子の発現をmRNAレベルまたはタンパク質レベルで測定し、ゲノム異
常とPD-L1遺伝子の発現亢進を関連付けることにより決定することができる。例えば、腫
瘍細胞からDNAを単離し、全ゲノムのシーケンスを行い、増幅(tandem duplication)、逆
位（inversion）、転座（translocation）、欠失（deletion）等のゲノムの構造異常を解
析し、同時に前記腫瘍細胞の全RNAのシーケンスを行い、PD-L1遺伝子の発現を測定し、ゲ
ノム異常とPD-L1遺伝子の発現との関連を解析すればよい。例えば、あるゲノム異常を有



(7) JP WO2016/175275 A1 2016.11.3

10

20

30

40

50

する腫瘍細胞の多くにおいて、PD-L1遺伝子の発現の亢進が認められる場合、その異常はP
D-L1遺伝子の発現亢進と関連しており、PD-1/PD-L1阻害剤の有効性に関連していると決定
することができる。
【００１７】
　実際、ゲノム異常によりPD-L1遺伝子の発現が亢進している場合、PD-1を発現するＴ細
胞にアポトーシスが誘導される。また、ゲノム異常によりPD-L1遺伝子の発現が亢進して
いる場合、CD8陽性細胞傷害性Ｔ細胞の腫瘍内への浸潤が抑制され、腫瘍の増殖が亢進す
る。さらに、PD-L1ゲノム異常による免疫からの回避は抗PD-1/PD-L1阻害により抑止され
る。
【００１８】
　本発明の方法により、PD-L1/PD-1阻害剤の有効性を評価、判定し得る腫瘍は限定されず
、少なくとも、成人Ｔ細胞白血病/リンパ腫、胃がん、大腸がん、膀胱がん、子宮頸がん
、腎がん、肺腺がん、皮膚悪性黒色腫、B細胞リンパ腫、食道がん、頭頸部がん、子宮体
がん等が挙げられる。大腸がんは結腸がんおよび直腸がんも含む。
【００１９】
　本発明の方法においては、悪性腫瘍に罹患している被験体の腫瘍検体を採取し、該検体
の腫瘍細胞のゲノム異常を解析すればよい。
【００２０】
　本発明の方法において、解析対象とする、PD-1/PD-L1阻害剤の有効性に関連するゲノム
異常の具体的な例として、以下の異常が挙げられる。
【００２１】
（１）PD-L1遺伝子の3'UTR（3'非翻訳領域）欠失を伴うゲノム異常
　PD-L1遺伝子は9p24.1領域に存在し、その構造異常として、増幅(tandem duplication)
、逆位（inversion）、転座（translocation）、欠失（deletion）が挙げられる。PD-L1
遺伝子の構造異常により3'UTRに欠失がある場合、PD-L1の高発現が引き起こされる。これ
は、3'UTRがmRNAの安定性や翻訳調節に重要な役割を果たす領域であり、この領域の欠失
によりこれらの機能が失われるからである。PD-L1遺伝子の3'UTRの欠失とは、完全な欠失
も部分的な欠失も含まれる。また、PD-L1遺伝子を含む9p24.1領域のコピー数の異常（CNV
)として増幅や減少・片親性ダイソミーが挙げられる。コピー数の異常は構造異常に伴っ
て起きるが、3’UTRが欠損する場合にはPD-L1の高発現が引き起こされる。
【００２２】
　3’UTRを欠失したPD-L1遺伝子の一部はエクソン領域の途中で切断されており、野生型
のPD-L1とは異なるタンパク質が産生される。PD-L1は細胞外ドメイン、膜貫通ドメインお
よび細胞内ドメインの３つのドメインからなり、PD-1との結合には細胞外ドメインと膜貫
通ドメインが関与する。PD-L1遺伝子がエクソン領域の途中で切断された場合においても
、PD-L1はPD-1との結合能を保持している。すなわち、PD-L1遺伝子がエクソン領域の途中
で切断された場合においても、PD-L1は細胞外ドメインと膜貫通ドメインを保持している
限り抗腫瘍免疫を抑制する機能は有している。従って、PD-L1タンパク質の切断の有無に
関わらず、PD-L1遺伝子のゲノム異常によりPD-L1タンパク質を高発現している腫瘍細胞は
PD-1/PD-L1阻害剤により腫瘍免疫を抑制する機能を阻害され得る。従って、PD-1/PD-L1阻
害はPD-L1遺伝子のゲノム異常を有する悪性腫瘍の治療に有効である。
【００２３】
　PD-L1遺伝子の塩基配列は、NM_014143として登録されている。PD-L1遺伝子の3'UTRの塩
基配列を配列番号２に示す。
【００２４】
（２）PD-L1遺伝子の転写産物および翻訳産物の異常
　PD-L1のmRNAの異常として、mRNAの3’UTRの全部または部分的な切断およびそれに伴う
高発現が挙げられる。さらに、エクソン５または６以降の切断を伴う場合がある。エクソ
ンの切断として、エクソン６およびエクソン７全体の切断、エクソン７全体の切断、エク
ソン７の途中からの切断が挙げられる。本発明において、このようなエクソンの切断をエ



(8) JP WO2016/175275 A1 2016.11.3

10

20

30

40

50

クソン６またはエクソン７の全部または部分的な切断という。さらに、エクソン４以降の
切断、すなわち、エクソン５、エクソン６およびエクソン７全体の切断が生じ得る。
【００２５】
　PD-L1タンパク質の異常として、高発現が挙げられる。PD-L1タンパク質の高発現は、PD
-L1遺伝子のコピー数の増幅とは独立して、PD-L1遺伝子の構造異常と関係している。また
、エクソン５または６はPD-L1タンパクの細胞内ドメインを構成するので、エクソン４以
降の欠失を伴う場合、PD-L1タンパク質の異常は細胞内ドメインの部分的欠失を含む。
【００２６】
　また、Human papilloma virus (HPV) 16等のHPVやEBV (Epstein-barr virus)等の発が
んウイルス遺伝子がPD-L1遺伝子領域に挿入され、構造異常を引き起こすこともある。例
えば、Human papilloma virus (HPV)がPD-L1遺伝子のintron 6に挿入されることがあり、
また、Epstein-Barr virus(EBV)遺伝子がPD-L1遺伝子に隣接した上流の遺伝子に挿入され
、PD-L1転写産物が3’UTRで切断されることがある。
【００２７】
　PD-1/PD-L1阻害剤の有効性に関連するゲノム異常の解析は、悪性腫瘍患者から採取した
腫瘍細胞を用いて、通常のゲノムの構造異常や遺伝子の異常の解析方法によって行うこと
ができる。例えば、腫瘍細胞からDNAまたはRNAを抽出し、PCR/サンガーシーケンス法、ジ
デオキシ法やMaxam-Gilbert法等の公知の方法により直接配列決定するシーケンス解析に
よる解析法、全ゲノムシーケンス、全エクソンシーケンス、標的シーケンス等を含む次世
代シーケンサーを用いた網羅的な遺伝子解析法、FISH（蛍光in situハイブリダイゼーシ
ョン）法、SNPアレイやCGHアレイ等を用いるコピー数解析法などの遺伝子の異常が存在す
る領域に特異的なプローブや該プローブを固定化したマイクロアレイ（DNAチップ）など
を用いるハイブリダイゼーション法、遺伝子の異常が存在する領域に特異的なプライマー
を用いる種々の方法があげられる。プライマーを用いる方法として、PCR法、NASBA法、LC
R法、SDA法、LAMP法、制限断片長多型（RFLP）を利用する方法、プライマー伸長法（TaqM
an（登録商標）法）等が挙げられる。次世代シーケンサーとしては、Genome Sequencer F
LX(GD FLX）（Roche社）、Illumina HiSeq/MiSeq（Illumina社）等を用いることができる
。
【００２８】
　PD-L1遺伝子の3'UTRの欠失は、プローブやプライマーを用いた方法により検出すること
ができる。また、RNAシーケンスやFISH法によって検出することもできる。
【００２９】
　mRNAにおける3'UTRの欠失の検出は、欠失が認められていないPD-L1遺伝子のエクソン(
エクソン１～５)の転写量と3'UTRの転写量の比を算出することにより実施可能である。例
えば、PD-L1遺伝子のエクソン１～５のいずれか、例えばエクソン３またはエクソン４のm
RNAと、3'UTR領域のmRNAをRNAシーケンスや定量的PCRにより定量し、エクソン３またはエ
クソン４の発現/3'UTRの発現の比を算出することにより、3'UTRの発現の有無、すなわち
、3'UTRの欠失の有無を決定することができる。該比が大きい場合、3'UTRが欠失している
と判断することができる。エクソン３の発現/3'UTRの発現の比が大きいとは、PD-L1遺伝
子の異常が認められない腫瘍細胞におけるエクソン３の発現/3'UTRの発現の比に対して大
きい場合をいい、例えば、エクソン３の発現/3'UTRの発現の比が所定の値以上の場合、例
えば、２倍以上、好ましくは３倍以上、さらに好ましくは５倍以上になっている場合をい
う。また、エクソン４の発現/3'UTRの発現の比が大きいとは、PD-L1遺伝子の異常が認め
られない腫瘍細胞におけるエクソン４の発現/3'UTRの発現の比に対して大きい場合をいい
、例えば、エクソン４の発現/3'UTRの発現の比が所定の値以上の場合、例えば、２倍以上
、好ましくは３倍以上、さらに好ましくは５倍以上になっている場合をいう。
【００３０】
　PD-L1遺伝子の発現異常は、腫瘍細胞中のPD-L1のmRNAをRQ-PCRやRT-PCR等の(半)定量的
PCRを用いて検出することができる。RQ-PCRはPCR過程の間に連続的にPCR産物の蓄積を検
出し、それによってPCRの初期の指数関数相における容易かつ正確な定量を可能にする手
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法である。
【００３１】
　上記の手法で用いるプローブやプライマーは、PD-L1遺伝子の発現亢進に関連するゲノ
ム異常部位を含む塩基配列または該塩基配列に相補的な塩基配列或いはストリンジェント
条件下でそれらの配列にハイブリダイズし得る配列からなるヌクレオチド断片（好ましく
は、DNA断片）からなり、塩基の数は5～50、好ましくは10～30、さらに好ましくは10～25
である。
【００３２】
　また、PD-L1遺伝子の構造異常により、エクソン４以降が欠失され、すなわち、PD-L1タ
ンパク質のC末端領域が欠失し、ORFが切断された場合、発現した異常タンパク質はPD-L1
タンパク質のC末端領域に対する抗体（PD-L1に対する抗C末端抗体）とは反応するが、PD-
L1タンパク質のN末端領域に対する抗体（PD-L1に対する抗N末端抗体）とは反応しない。
従って、PD-L1に対する抗C末端抗体およびPD-L1に対する抗N末端抗体を用いて、両抗体を
産生されたPD-L1タンパク質との反応性を調べることにより、PD-L1遺伝子の構造異常を同
定することができる。具体的には、例えば、蛍光色素等で染色したPD-L1に対する抗C末端
抗体およびPD-L1に対する抗N末端抗体を用いて腫瘍細胞中のPD-L1タンパク質を染色し、
可視化すればよい。抗N末端抗体で染色が認められるが、抗C末端抗体では染色が認められ
ない場合、PD-L1遺伝子に構造異常があると判断することができる。
【００３３】
　本発明の方法により、被験体から採取した腫瘍細胞においてPD-L1遺伝子の発現亢進に
関連するPD-L1遺伝子の異常の存在が認められた場合、該被験体の悪性腫瘍の治療にPD-1/
PD-L1阻害剤が有効である可能性が高いと評価、判定することができる。また、ある悪性
腫瘍の腫瘍細胞において、PD-L1遺伝子の発現亢進に関連するPD-L1遺伝子の異常の存在が
認められた場合、該悪性腫瘍の治療にPD-1/PD-L1阻害剤が有効である可能性が高いと評価
、判定することができる。
【００３４】
　悪性腫瘍によって、PD-1/PD-L1阻害剤が有効である患者の割合は異なると考えられる。
例えば、成人Ｔ細胞白血病/リンパ腫、胃がん、大腸がん、膀胱がん、子宮頸がん、腎が
ん、肺線がん、皮膚悪性黒色腫、B細胞リンパ腫、食道がん、頭頸部がん、子宮体がんで
は、転写産物の3'UTR異常例において、PD-L1の発現が亢進していることが判明している。
これらの悪性腫瘍を罹患している患者については、本発明の方法により、PD-1/PD-L1阻害
剤が有効か否かを評価、判定することができる。また、これら以外の悪性腫瘍に罹患して
いる患者についても、本発明の方法により、悪性腫瘍に罹患している患者に対して、PD-1
/PD-L1阻害剤が有効か否かを評価、判定することができる。
【００３５】
　さらに、例えば、成人Ｔ細胞白血病、胃がん等ではPD-1/PD-L1阻害剤が有効である患者
の割合は高いが、悪性黒色腫、肺がん、腎がん等では低い可能性がある。本発明の方法に
より、PD-1/PD-L1阻害剤が有効である患者の割合が高い悪性腫瘍において、悪性腫瘍に罹
患している患者に対してPD-1/PD-L1阻害剤の有効性を評価、判定することができるばかり
でなく、PD-1/PD-L1阻害剤が有効である患者の割合が低く、従来はPD-1/PD-L1の適用を行
わなかった悪性腫瘍において、悪性腫瘍に罹患している患者に対して、PD-1/PD-L1阻害剤
の有効性を評価、判定することができるようになる。
【００３６】
　すなわち、本発明は、悪性腫瘍を罹患している被験体において、PD-1/PD-L1阻害剤が治
療に有効であるか否かを予測する方法において、悪性腫瘍が、PD-1/PD-L1阻害剤の有効性
が低い悪性腫瘍であり、被験体から採取した被験体から採取した腫瘍細胞においてPD-1/P
D-L1阻害剤の有効性に関連するゲノムの異常を検出し、異常が存在する場合に、PD-1/PD-
L1阻害剤が前記被験体の治療に有効であると評価することにより、PD-1/PD-L1阻害剤の有
効性が低い腫瘍に、PD-1/PD-L1阻害剤の適応を拡大する方法も包含する。
【００３７】
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　以上のように、本発明の方法により、種々の悪性腫瘍について、あるいは種々の悪性腫
瘍に罹患している患者個人についてPD-1/PD-L1阻害剤が有効か否かを評価、判定すること
ができ、患者に対して適した治療法を選択することが可能になる。
【００３８】
　被験体から採取した腫瘍細胞においてPD-L1遺伝子の発現亢進に関連するPD-L1遺伝子の
異常の存在が認められ、該被験体の悪性腫瘍の治療にPD-1/PD-L1阻害剤が有効である可能
性が高いと評価、判定することができた場合、該被験体に、抗PD-1モノクローナル抗体、
抗PD-L1モノクローナル抗体を含むPD-1/PD-L1阻害剤等の免疫チェックポイント阻害剤を
投与すればよい。
【００３９】
　投与量は、年齢、体重、症状等により異なるが、数日、数週間あるいは数ヶ月おきに１
回あたり、0.001mg～100mgを静脈注射、腹腔内注射、皮下注射、筋肉注射等の非経口投与
や経口投与によって投与すればよい。投与する阻害剤は、薬理学的に許容され得る担体、
希釈剤若しくは賦形剤を含んでいてもよい。また、阻害剤の形態は限定されず、錠剤、カ
プセル剤、顆粒剤、散剤、シロップ剤等による経口投与、あるいは注射剤、点滴剤、座薬
、スプレー剤などによる非経口投与等が挙げられる。
【実施例】
【００４０】
　本発明を以下の実施例によって具体的に説明するが、本発明はこれらの実施例によって
限定されるものではない。
【００４１】
１．RNAシーケンス57例および全ゲノムシーケンス11例における9p24.1領域の構造異常の
検索
(方法)
　ATL（成人Ｔ細胞白血病）57例の腫瘍検体を用いたRNAシーケンスとATL11例の腫瘍・正
常(頬粘膜)ペアの全ゲノムシーケンスを行った。
【００４２】
　腫瘍検体のRNAはRNeasy Mini kit(QIAGEN)により抽出し、Agilent RNA ScreenTape Sys
tem（Agilent)を用いてRINeを測定した。
【００４３】
　RNAシーケンス用のライブラリ作成は、200～500ngかつRINe 7以上のRNAを用いてNEBNex
t Ultra RNA Library Prep Kit (New England Biolabs)により行い、HiSeq2000/2500を用
いて塩基配列を決定した。そのデータを東京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センターが
公開しているGenomon Fusion(http://genomon.hgc.jp/rna/)というアルゴリズムを用いて
解析し、融合遺伝子の同定および発現解析を行った。
【００４４】
　全ゲノムシーケンスのライブラリ作成はWGS using NEBNext DNA Library Prep Reagent
 (New England Biolabs)を用いて行い、HiSeq2000/2500を用いて塩基配列を決定した。
【００４５】
　解析はTOTOKI Y. et al,. NATURE GENETICS 46, 1267-1273 (2014)(doi:10.1038/ng.31
26)の記載の通りに実施した。
【００４６】
(結果)
　結果を図１に示す。ATL患者57例中11例に9p24.1領域の構造異常(融合遺伝子)を認めた
。
【００４７】
　構造異常はtandem duplication (増幅)（右上から左下への太い斜線） 3例、inversion
 (逆位)（左上から右下への細い斜線） 3例、translocation (転座)（白） 3例、deletio
n (欠失)（右上から左下への細い斜線） 2例と多岐に渡っていた。
【００４８】
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　しかし、それら全ての例で3’UTR(untranslated region: 非翻訳領域→転写後調節に関
与する)の欠損を認めるという共通点があった。
【００４９】
　また、CD274のエクソン5までは全例で保たれているが、それ以降は症例により一部切断
されていた。
【００５０】
２．RNAseq 57例の構造異常とCD274発現の関係の解析
(方法)
　１．のATL57例の腫瘍検体を用いたRNAシーケンスの結果を用いて、構造異常とCD274発
現の関係について解析した。
【００５１】
　発現値としてはFPKM(Fragments Per Kilobase of transcript per Million fragments 
sequenced)を用いた。
【００５２】
(結果)
　結果を図２に示す。図２の棒グラフの模様（右上から左下への太い斜線、左上から右下
への細い斜線、白、右上から左下への細い斜線）は図１の模様に対応している。
【００５３】
　構造異常(１．と共通)を認める例でCD274の高発現が認められた。
【００５４】
　構造異常がない例(黒)と比較して、構造異常(+)の場合は、ほとんどの症例でCD274を著
明に高発現していた。
【００５５】
３．CD274の各エクソンにおける発現の解析
(方法)
　２．のATL57例のRNAシーケンスデータをIGV(integrative genome viewer)（提供：Broa
d Institute）を用いて、シーケンスリードをCD274(NM_014143)の各エクソン毎に表示し
た。
【００５６】
　CD274は7個のエクソンからなり、エクソン7の大部分を3’UTRが占める。
【００５７】
(結果)
　結果を図３に示す。図３の下の１～７の数字はエクソンの番号を示す。構造異常(-)例(
Miya31)では他のエクソンと比較して相対的に3’UTRにおける発現が高かった。一方、構
造異常(+)例(Miya26 & 30)では3’UTRにおける発現が消失していた。他の構造異常(+)例
も同様であった。この結果は、構造異常(+)例では、3'UTRの欠失に伴い、同部位の発現も
消失していることを示す。
【００５８】
４．エクソン3における発現、およびエクソン3における発現と3’UTRの発現の比とCD274
構造異常の関係
(方法)
　構造異常(+)例では3’UTRの発現が消失するので、３．のように遺伝子全体で発現を評
価する場合、発現が過小評価されて、構造異常との関係が不明瞭になっている可能性があ
る。そのため、３．のATL57例のRNAシーケンスデータを用いて、CD274の各エクソンの発
現および3’UTRの発現との比を計算した。その中で、構造異常との関係が最も明確であっ
たエクソン3の発現およびエクソン3の発現/3’UTRの発現（ex3 exp/3'UTR exp）を散布図
として表示した。
【００５９】
(結果)
　結果を図４に示す。図４中、白丸は構造異常(+)、黒丸は構造異常(-)の例を示す。「ex



(12) JP WO2016/175275 A1 2016.11.3

10

20

30

40

50

3」はエクソン3を示し、「exp」は発現（expression）を示す。CD274のエクソン3のみの
発現、エクソン3の発現と3’UTRの発現の比を見ると、構造異常(+)例で、ex3 exp/3'UTR 
expが高く、構造異常(+)例（白丸）が明確に分離された。
【００６０】
５．ATLにおいて同定されたCD274の途中で切断された転写産物の解析
(方法)
　ATL57例のRNAシーケンスの結果から同定された11例のCD274構造異常(+)症例の中で、約
半数ではエクソン5またはエクソン6で転写産物が切断されていた。それらの例で、RNAシ
ーケンスで配列を確認し、転写産物の配列の同定を試みた。
【００６１】
(結果)
　結果を図５に示す。図５下部の塩基配列は構造異常(+)の症例(Miya26)における転写産
物の配列である。エクソン6の3’末端までは野生型CD274が転写されるが、それ以降は3番
染色体上のCBLB遺伝子のイントロン領域に繋がる(枠で囲んだ部分)。その領域では、終止
コドン(イタリックで表したTGA)、polyAシグナル配列（AATAAA: polyAが結合するのに必
要な配列、下線部）、polyA配列(二重下線部)を含んでいる。この結果は、CD274の構造異
常により形成されたalternativeな転写産物が適切な転写産物として機能することを示し
ている。これらの、図５に示した配列の全体を配列番号１に示し、3'UTRの配列を配列番
号２に示す。
【００６２】
６．CD274の転写産物が途中で切断される例のアミノ酸配列
(方法)
　リファレンス配列としてNP_054862を参照した。５．の転写産物の配列を元に、CD274が
途中で切断される例において、そのアミノ酸配列をin silicoで同定した。
【００６３】
(結果)
　結果を図６に示す。CD274はExtracellular domain(細胞外ドメイン), Transmembrane d
omain(膜貫通ドメイン), Cytoplasmic domain(細胞内ドメイン)で構成されるが、PD1/PD-
L1 機構による腫瘍細胞の免疫回避には、前2者のドメインが重要と考えられている。
【００６４】
　図６においては、膜貫通ドメイン（枠で囲んだ部分で示す配列）の途中の配列から示し
てある。枠で囲んだ部分が膜貫通ドメインの配列であり、下線部のイタリック体で示した
部分が細胞内ドメインの配列を示す。また、図６の上の「CD274 Wt」は野生型配列を示す
。
【００６５】
　これらのCD274が途中で切断されている例（Miya15、Miya24、Miya26、Miya30、Sas8、K
yo4）においても前2者のドメインは保たれており、alterativeな転写産物もCD274として
機能的し得る可能性が高いことが示唆された。
【００６６】
７．ATL患者由来細胞を用いたCD274蛋白の膜表面での発現の評価
(方法)
　RNAシーケンスでCD274構造異常が同定された症例の腫瘍細胞を用いてフローサイトメト
リーにより細胞表面におけるCD274の発現を評価した。腫瘍細胞はPE/Cy7 anti-human CD2
74 (B7-H1, PD-L1) Antibody (clone: 29E.2A3, BioLegend)を用いて染色し、LSR2 Forte
ssa(BD Biosciences)を用いて解析した。
【００６７】
(結果)
　結果を図７に示す。図７の枠で囲んだものが構造異常(+)例である。構造異常(-)例でも
CD274の低発現が認められるが、構造異常(+)例ではCD274の顕著な高発現が確認され、発
現量は100倍程度に増加していた。
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【００６８】
　この結果は、構造異常(+)例でタンパク質レベルでCD274高発現があることを示している
。
【００６９】
８．TCGAデータを用いた種々の悪性腫瘍におけるCD274構造異常と発現の解析
(方法)
　米国の様々な悪性腫瘍の次世代シーケンスデータのデータベースであるTCGA(https://t
cga-data.nci.nih.gov/tcga/)に蓄積されているRNAシーケンスデータを用いて様々な悪性
腫瘍におけるCD274の構造異常と発現の解析を行った。
【００７０】
(結果)
　結果を図８に示す。図中の略語は以下のがん腫を表す。ACC：副腎がん、BLCA：膀胱が
ん、CESC：子宮頸がん、COAD：大腸がん、DLBC：びまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、ESCA
：食道がん、GBM：神経膠芽腫、HNSC：頭頸部がん、KICH：腎嫌色素性細胞がん、KIRC：
胃淡明細胞がん、KIRP：乳頭状腎細胞がん、LAML:急性骨髄性白血病、LGG：低悪性度神経
膠腫、LIHC：肝細胞がん、LUAD：肺腺がん、LUSC：肺扁平上皮がん、MESO：悪性中皮腫、
OV：卵巣がん、PAAD：膵がん、PCPG：褐色細胞腫、PRAD：前立腺がん、READ：結腸がん、
SARC：肉腫、SKCM：皮膚悪性黒色腫、STAD：胃がん、TGCT：精巣腫瘍、THCA：甲状腺がん
、THYM：胸腺腫、UCEC：子宮体がん、UCS：子宮肉腫、UVM：ぶどう膜悪性黒色腫 　　　
　　　
【００７１】
(CTRL:コントロール)
　図中の数字は各腫瘍におけるRNAシーケンスの例数であり、合計で10,000例以上を解析
した。
【００７２】
９．各がんにおけるCD274の発現
(方法)
　TCGAでは、RNAシーケンスデータより算出した発現データ(RSEM値を採用、胃がんのみRP
KM値を採用)も公表している。そのデータを用いて、各がんにおいて症例ごとにCD274の発
現(対数変換後)をヒストグラムとして表示した。
【００７３】
(結果)
　図９に４種類のがんの結果を例として示す。様々ながんにおいて一部の症例のみにCD27
4の高発現が認められた。そのため、発現値でカットオフ値を決めて、詳細な解析を行う
こととした。カットオフ値としては、胃がん以外はRSEM値、胃がんはRPKM値をそれぞれ対
数変換した値を用いて、胃がん以外の場合は8、胃がんの場合は11を用いた（カットオフ
値は評価のために適宜設定した値である）。図９中、SKCMは皮膚悪性黒色腫を（図９Ａ）
、COADREADは大腸がんを（図９Ｂ）、STADは胃がんを（図９Ｃ）、DLBCはびまん性大細胞
型B細胞リンパ腫（図９Ｄ）を示す。
【００７４】
１０．TCGAデータにおけるCD274の発現解析
(方法)
　TCGAのカットオフ値以上の症例(CD274高発現例)について、４．と同じ方法を用いて、
既にマッピング済みのRNAシーケンスデータにおける各エクソン毎の発現を評価し、IGV(i
ntegrative genome viewer)（提供：Broad Institute）で表示した。
【００７５】
(結果)
　結果を図１０に示す。その中で、一部でATLと同様の発現パターン(高発現かつ3’UTRの
発現が欠損)が認められた。さらに、それらの症例でRNAシーケンスデータを用いて配列を
詳細に解析すると、CD274の構造異常が確認できた。例として胃がん(STAD)（図１０Ａ）
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、大腸がん(COAD)（図１０Ｂ）を挙げている。それ以外に膀胱がん(BLCA)1例、子宮頸が
ん(CESC)1例、腎がん(KIRC)1例、肺腺がん(LUAD)2例、結腸がん(COAD)1例(計2例)・直腸
がん(READ)1例、皮膚悪性黒色腫(SKCM)1例、胃がん(STAD)3例(計4例)にATLと同様のCD274
高発現かつ3’UTRの発現が欠損が確認できた。
【００７６】
　図１１には、同様にB細胞リンパ腫(DLBC)2例を例として示した（図１１ＡおよびＢ）。
DLBCにおいては、RNAシーケンスデータがある48例中CD274高発現2例中2例で同様の構造異
常が認められた。
【００７７】
　図１０および１１の下の１～７はエクソンの番号を示している。
【００７８】
　図１０および１１に示す結果は、様々ながんにおいて３‘UTRを含むCD274の構造異常と
それに伴うCD274高発現が起きていることを示している。
【００７９】
１１．SNPアレイを用いたCD274異常の検出
(方法)
　ATL426例においてSNPアレイを用いたコピー数解析(手法：GISTIC)を行った。
【００８０】
　ATLと診断されインフォームドコンセントが得られた患者について、京都大学の倫理委
員会によって承認されたプロトコルに従って、腫瘍検体を採取し、網羅的な遺伝子変異解
析を行った。
【００８１】
　まず、ATL426例の腫瘍検体を用いてSNPアレイによるコピー数解析を行った(Affymetrix
 250K 282例、Illumina 610K 144例)。アルゴリズムとしてはCNAG/AsCNARおよびGISTIC2.
0を用いて局所的なコピー数増幅・減少部位の同定を行った。
【００８２】
(結果)
　GISTICの結果を図１２に示す。ATL患者において26個の局所的なコピー数増幅および50
個の局所的なコピー数減少を同定した。その一つに9p24.1領域のCD274（PD-L1）に増幅(1
4%)を認めた。
【００８３】
　CNAGの結果を図１３に示す。図１３中、上段がコピー数の増幅を示し、下段がコピー数
減少を示す。GISTICでコールされる9p24.1領域のコピー数増幅の多くがCD274遺伝子の途
中まで含み、3’UTRが欠損するようなコピー数増幅を引き起こしている。CD274遺伝子の3
’側の一部を含むコピー数減少も認められ、3’UTRの欠損がコピー数減少によっても引き
起こされることが確認される。少なくともMiya23, Miya24, Miya26のコピー数増幅を伴う
症例では、全ゲノムシーケンスにて3’UTRの欠損を伴う構造異常(+)およびRNAシーケンス
にてCD274高発現が確認された。また、Miya37, Miya38, Sas2のコピー数減少を伴う症例
でも同様に確認された。
【００８４】
１２．RQ-PCRを用いたCD274異常の検出
(方法)
　ATL13例においてRQ-PCRを用いてCD274の発現を評価した。
【００８５】
　ATL腫瘍検体からRNeasy Mini kit(QIAGEN)によりRNAを抽出し、ReverTra Ace（登録商
標）qPCR RT Kit（TOYOBO)を用いて逆転写を行い、SYBR Premix Ex Taq II（TAKARA)を用
いてPCR反応を行った。フォワードプライマーの配列は、GGCATCCAAGATACAAACTCAA（配列
番号１０）であり、リバースプライマーの配列は、CAGAAGTTCCAATGCTGGATTA（配列番号１
１）であった。PCRはHolding 95℃ 10sec, Cycling (95℃ 5sec, 60℃ 30sec, 72℃ 30se
c)×50cycelsで行った。検出はLightCycler（登録商標）480 System(Roche Applied Scie
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nce)を用いて行った。Internal controlとして18Sを用いて、CD274との比を示した。
【００８６】
(結果)
　結果を図１４に示す。ATL患者において構造異常を認める3例（棒グラフの右上から左下
への太斜線のバーの２例(増幅(tandem duplication)が認められたもの)および左上から右
下への細斜線のバーの１例(逆位(inversion)が認められたもの）)においてCD274の高発現
を認めた。
【００８７】
１３．ATLにおけるPD-L1の免疫染色
(方法)
　PD-L1 構造異常（SV： structural variation）がないATL059, PD-L1 SV(+)でORFが保
たれているATL075, SV(+)でORFが切断されているATL012の3症例で、PD-L1に対する抗N末
端抗体(E1J2J, Cell Signaling Technology)と抗C末端抗体(SP142, Spring Bioscience)
を用いて免疫染色を実施した。
【００８８】
　抗原抗体複合体はHistofine（登録商標） Simple Stain MAX PO (Nichirei Bioscience
)を用いて可視化した。
【００８９】
(結果)
　結果を図１５に示す。図１５ＡはPD-L1 SVがないATL059（ATL059: PD-L1 SV(-)）、図
１５ＢはPD-L1 SV(+)でORFが保たれているATL075（ATL075: PD-L1 SV(+), intact ORF)、
図１５ＣはSV(+)でORFが切断されているATL012(ATL012: PD-L1 SV(+), truncated ORF)の
結果を示す。また、図１５の上段は、抗N末端抗体を用いた免疫染色の結果を示し、図１
５の下段は、抗C末端抗体を用いた免疫染色の結果を示す。図１５Ａに示すように、PD-L1
 SVがないATL059では腫瘍細胞の染色は認められなかった(図１５Ａには、散発的に染色さ
れておりモノクロ写真ではグレーに見える大型の細胞が認められるが、これはマクロファ
ージである)。
【００９０】
　図１５Ｂに示すように、PD-L1 SV(+)でORFが保たれているATL075では、抗N末端抗体、
抗C末端抗体の両者で強い染色が認められた。
【００９１】
　また、図１５Ｃに示すように、SV(+)でORFが切断されているATL012では、抗N末端抗体
で強い染色が認められたが、抗C末端抗体では染色は認められなかった。
【００９２】
　この結果は、PD-L1 SVがあるとPD-L1発現が蛋白レベルで強く増加することを示してお
り、ATL012で抗C末端抗体で染色されないことはORFが切断されていることと一致している
。さらに、この結果は、抗N末端抗体と抗C末端抗体の2重染色によりPD-L1 SVが同定可能
であることを示している。
【００９３】
　ウエスタンブロットでも、PD-L1に対する抗N末端抗体と抗C末端抗体を用いることによ
り、同様の結果が得られることを示している。
【００９４】
１４．様々ながん腫におけるPD-L1の発現
(方法)
　TCGAで公開されている33のがん腫（固形がん）、10210例のRNAシーケンスデータより算
出した発現データ(RSEM値)に基づいて上位10%(最低30例)の症例を抽出し、RNAシーケンス
データをダウンロードし、CD274融合遺伝子(+)および/またはCD274領域にウイルスの挿入
(+)および/またはCD274 エクソン 4 / 3’UTR比高値の症例を抽出した。DLBCおよびSTAD
については頻度が高かったため、全症例を対象とした。
【００９５】
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　合計1691例のRNAシーケンスデータをダウンロードして解析した。そのデータを用いて
、各がん腫において症例ごとにCD274の発現(エクソン 4のRPKM値を対数変換後)を表示し
た。
【００９６】
(結果)
　結果を図１６に示す。
【００９７】
　図１６中、黒丸はCD274融合遺伝子(+)および/またはCD274 エクソン 4 / 3’UTR比高値
の症例であり、二重丸はCD274領域にウイルスの挿入(+)の症例である。
【００９８】
　合計12組織(計26例)のがんにおいてCD274融合遺伝子(+)および/またはCD274領域にウイ
ルスの挿入(+)および/またはCD274 エクソン 4 / 3’UTR比高値が認められた。この結果
から、CD274の3’UTRが切断される異常は様々ながんで認められることが明らかとなった
。さらに、これらの症例は、各がん腫の中でも、最もCD274高発現である症例が多く、CD2
74発現調節において3’UTRが極めて重要であることが示唆される。
BLCA: 膀胱がん　1例
CESC: 子宮頸がん　2例
COAD: 結腸がん　2例
DLBC: B細胞性リンパ腫　4例
ESCA: 食道がん　1例
HNSC: 頭頸部がん　1例
KIRC: 腎がん　1例
LUAD: 肺腺がん　2例
READ: 直腸がん　1例
SKCM: 悪性黒色腫　1例
STAD: 胃がん　9例
UCEC: 子宮体がん　1例
【００９９】
１５．発がんウイルスのCD274領域への挿入とCD274 3’UTR異常
(方法)
　TCGAよりダウンロードした1,691例のRNAシーケンスデータで、がん関連ウイルスのゲノ
ムへの挿入がCD274遺伝子内または周囲で認められるかを検証した。
【０１００】
(結果)
　その中で、前述の26例の中で、3例(CESC 1例、HNSC 1例、STAD 1例)で発がんウイルス
のCD274領域への挿入を認めた。
【０１０１】
　図１７にVS-A9U7-01症例(CESC)（図１７Ａ）およびFP-7998-01症例(STAD)（図１７Ｂ）
の検証結果を示す。
【０１０２】
　Human papilloma virus (HPV) 16の挿入をCD274のイントロン 6に認めたVS-A9U7-01症
例(CESC)では、CD274転写産物のORFはエクソン 6で切断されて、CD274 イントロン6からH
PV (human papilloma virus) E2/E5遺伝子へと続く転写産物が形成されていた。
【０１０３】
　またはEpstein-Barr virus(EBV)の挿入をCD274の隣接した上流の遺伝子であるPLGRKT 
イントロン 3に認めるFP-7998-01症例(STAD)では、その領域を含むtandem duplicationが
生じ、CD274転写産物が3’UTRで切断されていた。
【０１０４】
　これらの結果はCD274領域への発がんウイルスの挿入とCD274 3’UTR異常の関連がある
ことを示している。
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【０１０５】
１６．　CRISPR/Cas9システムを用いてCD274 3’UTRに欠失または逆位を導入することに
より、CD274発現が顕著に上昇する。
(方法)
　ヒト(上段)またはマウス(下段)の細胞株に対して、CD274 3’UTRの5’末端および3’末
端の2ヵ所を標的とするsgRNAおよびCas9をトランスフェクションすることにより、これら
の細胞株にCD274 3’UTRのほぼ全長(2.7kb)に渡る欠失または逆位をCRISPR(clusered reg
ularly interspaced short palindoromic repeats)/Cas9システムを用いて導入した。そ
の細胞を純化して、フローサイトメトリーによりCD274の細胞表面での発現を評価した。
目的の欠失または逆位が導入されていることは、PCRおよびシーケンスにて確認した。
【０１０６】
　対象としては、ヒト細胞株であるHEK293T(胎児腎)、T2(T細胞とB細胞のハイブリッド)
、PC-9(肺がん)および、マウス細胞株であるEG7-OVA(T細胞リンパ腫、Ovalbuminを発現)
、P815(マスト細胞腫)、B16-F10(悪性黒色腫)を選択した。
【０１０７】
(結果)
　結果を図１８に示す。上段はヒト細胞株の結果を、下段はマウス細胞株の結果を示す。
【０１０８】
　その結果、対象とした全てのヒト・マウス細胞株で、親細胞株やMock導入細胞株と比較
して、３‘UTRの欠失・逆位を導入した細胞株(SgPD-L1 F×R)で顕著なCD274の発現上昇を
認めた。
【０１０９】
　これらの結果は、遺伝子解析により同定されたCD274 3’UTRの構造異常とCD274高発現
の間に因果関係があることを実験的に証明している。すなわち、CD274 3’UTRの異常によ
りCD274過剰発現が誘導されることを示している。
【０１１０】
１７．　CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現はPD-1発現T細胞にアポトーシスを誘導する
。
(方法)
　CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現が免疫系に与える影響をin vitroで評価するため
に、CRISPR-Cas9システムによりCD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現が誘導されたPC-9細
胞株またはコントロール細胞株(Mock)と、PD-1を導入したJurkat T細胞株またはPD-1を導
入していないコントロール細胞株(Mock)を共培養後に、Jurkat T細胞のアポトーシスの程
度をAnnexin-Vを用いたフローサイトメトリーにより評価した。
【０１１１】
(結果)
　結果を図１９に示す。横軸の「PC-9」の「SgPD-L1」は、CD274 3’UTR異常に伴うCD274
高発現が誘導されているPC-9細胞株を示し、「(-)」はCD274 3’UTR異常に伴うCD274高発
現が誘導されていないPC-9細胞株を示す。横軸の「Jurkat」のPD-1はPD-1を導入したJurk
at T細胞株を示し、「Mock」はPD-1を導入していないコントロール細胞株を示す。
【０１１２】
　CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現はPD-1を発現するT細胞のアポトーシスを強く誘導
することが示された（図１９の右のアイソタイプコントロールの結果）。
【０１１３】
　この結果は、CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現が免疫からの回避に関与する可能性
を示唆している。
【０１１４】
１８．　CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現は腫瘍形成を促進する。
(方法)
　CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現が造腫瘍能に与える影響をin vivoで評価するため
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に、CRISPR-Cas9システムによりCD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現が誘導されたEG7-OV
A細胞株（SgPd-l1）およびコントロール細胞株(Mock)を同系マウスに皮下移植し、免疫賦
活化剤であるpoly(I:C)またはコントロールとしてPBSを移植後7日目より投与し、定期的
に腫瘍径を測定した。この実験では、poly(I:C)は腫瘍(特にovalbumin)に対する免疫が誘
導されると考えられる。
【０１１５】
(結果)
　図２０－１に実験のプロトコルを示し、図２０－２にMock(図２０－２Ａ）およびCD274
高発現が誘導されたEG7-OVA細胞株（SgPD-L1）（図２０－２Ｂ）における腫瘍径の変化を
示す。
【０１１６】
　コントロール細胞株では、poly(I:C)投与により腫瘍径の縮小が認められたが、CD274 3
’UTR異常に伴うCD274高発現細胞株では、poly(I:C)投与しても、投与なしと同程度の腫
瘍の増大が認められた。
【０１１７】
　この結果は、in vivoにおいて、CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現は抗腫瘍免疫によ
る腫瘍抑制効果を克服することができることを示している。
【０１１８】
１９．　CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現はCD8陽性T細胞の腫瘍内への浸潤を抑制す
る。
(方法)
　１８の実施例と同様のEG7-OVA細胞株の同系移植の実験において、移植後14または15日
目にマウスから腫瘍を採取し、CD8およびDAPIの免疫染色によりCD8陽性T細胞の腫瘍内へ
の浸潤の程度を評価した。CD8陽性細胞数は代表的な2～3匹のマウスから得られた切片よ
り20視野以上計測した。
【０１１９】
(結果)
　図２１－１に染色像を示し、図２１－２に腫瘍内のCD8陽性T細胞を示す。図２１－１の
染色像では、poly(I:C)投与を投与したコントロール細胞株（Mock）の染色像（右上）に
おいて、緑色に染色されたCD8陽性T細胞の数の増加が認められる。
【０１２０】
　コントロール細胞株（Mock）では、poly(I:C)投与によりCD8陽性T細胞の腫瘍内への浸
潤の増加が認められたが、CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現細胞株（SgPD-L1）では、
poly(I:C)投与しても浸潤細胞数のわずかな増加が認められたのみであった。
【０１２１】
　この結果は、in vivoにおいて、CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現はCD8陽性細胞傷
害性T細胞の腫瘍内への浸潤を抑制する効果があることを示唆している。
【０１２２】
２０．　PD-1/PD-L1阻害はCD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現による腫瘍形成促進およ
び免疫抑制効果を抑制することができる。
(方法)
　CD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現による造腫瘍能に対するPD-1/PD-L1阻害の効果をi
n vivoで検証するために、CRISPR-Cas9システムによりCD274 3’UTR異常に伴うCD274高発
現が誘導されたEG7-OVA細胞株を同系マウスに皮下移植し、免疫賦活化剤であるpoly(I:C)
を投与したマウスに対して抗PD-L1抗体またはアイソタイプコントロールの腹腔内注射を
行い、EG7-OVA腫瘍に与える影響を評価した。これらのレシピエントマウスについては、
定期的に腫瘍径を測定し、移植後14または15日目にCD8およびDAPIの免疫染色によりCD8陽
性T細胞の腫瘍内への浸潤の程度を評価した。
【０１２３】
(結果)
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　図２２－１に腫瘍径の経時的変化のグラフを、図２２－２にCD8およびDAPIの免疫染色
像を、図２２－３に腫瘍内のCD8陽性T細胞を示す。図２２－２の染色像では、抗PD-L1抗
体を投与したマウスにおいて（図２２－３Ｂ）、アイソタイプコントロールを投与したマ
ウス（図２２－３Ａ）よりも、緑色に染色されたCD8陽性T細胞の数の増加が認められる。
【０１２４】
　図に示すように、抗PD-L1抗体により腫瘍形成能およびCD8陽性T細胞の腫瘍内への浸潤
の抑制が認められた。
【０１２５】
　この結果は、in vivoにおいて、PD-1/PD-L1阻害はCD274 3’UTR異常に伴うCD274高発現
による腫瘍形成および免疫抑制効果を抑制することが可能であることを示している。
【０１２６】
２１．　CD274 SVによりCD274 ORFが切断された変異体はPD-1結合能を保っている。
(方法)
　ATL患者検体(ATL049、ATL050、ATL022およびATL079の５検体）またはレトロウイルスに
よりCD274野生型（WT)または切断変異体を導入したPC-9細胞株を用いて、PD-1 Igに対す
る結合能をフローサイトメトリーにて評価した。ATL患者検体において、ATL050はORF切断
がなく（Intact)、ATL022およびATL079はORF切断が認められた（Truncated)。PC-9に導入
した変異体はATL020(Ex7を欠損)、ATL079(Ex6および7欠損)由来であった。
【０１２７】
(結果)
　図２３に結果を示す。図２３ＡはATL患者検体の評価結果を示し、図２３ＢはPC-9細胞
株の結果を示す。
【０１２８】
　ATL患者検体およびCD274遺伝子導入PC-9細胞株のいずれにおいても、ORF切断の有無に
関わらず、PD-L1の受容体であるPD-1に対する結合が認められた。
【０１２９】
　この結果は、CD274構造異常によるCD274 ORF切断がPD-1結合能には影響を及ぼさず、CD
274 SV(+)例に認められる過剰発現したCD274の機能が保たれていることを示している。
【０１３０】
２２．　CD274領域のコピー数に独立して、CD274 SVはCD274過剰発現に関係する。
(方法)
　TCGAからダウンロードしたDLBC 48検体、STAD415検体、自験例であるATL43検体で、RNA
シーケンス解析により求めたCD274発現(エクソン　4　RPKM)とSNPアレイより求めたCD274
領域のコピー数がCD274発現とどのように関係する検討した。統計手法としては共分散分
析を用いた。
【０１３１】
(結果)
　図２４に結果を示す。図２４ＡがDLBC（B細胞性リンパ腫）の結果、図２４ＢがSTAD（
胃がん）の結果、図２４CがATL（成人Ｔ細胞白血病）の結果を示す。図２４中、黒丸はCD
274融合遺伝子(+)および/またはCD274 エクソン 4 / 3’UTR比高値の症例であり、二重丸
はCD274領域にウイルスの挿入(+)の症例である。
【０１３２】
　DLBC、STAD、ATLのいずれにおいても、CD274 SVは有意に独立してCD274高発現と関係し
ていた。
【０１３３】
　CD274コピー数増幅はCD274高発現と関係することが知られているが、この結果は、CD27
4 SVはCD274コピー数と独立してCD274発現と関係することを示している。
【産業上の利用可能性】
【０１３４】
　本発明により、種々のがんにおけるPD-1/PD-L1阻害剤の有効性を判断することができ、
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さらに悪性腫瘍患者ごとにPD-1/PD-L1阻害剤の有効性を判断することができる。その結果
、PD-1/PD-L1阻害剤により悪性腫瘍治療の可能性を拡大することができる。
【配列表フリーテキスト】
【０１３５】
配列番号１０、１１　プライマー
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　悪性腫瘍を罹患している被験体において、ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１阻害剤が治療に有効で
あるか否かを予測する方法であって、前記被験体から採取した腫瘍細胞において、ＰＤ－
Ｌ１遺伝子の３’ＵＴＲ領域の完全なまたは部分的な欠失を検出し、ＰＤ－Ｌ１遺伝子の
３’ＵＴＲ領域の完全なまたは部分的な欠失が存在する場合に、ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１阻
害剤が前記被験体の治療に有効であると評価する方法。
【請求項２】
（削除）
【請求項３】
（削除）
【請求項４】
　ＰＤ－Ｌ１遺伝子の３’ＵＴＲ領域の欠失がＰＤ－Ｌ１遺伝子のコピー数変化により引
き起こされる、請求項１記載の方法。
【請求項５】
（削除）
【請求項６】
（削除）
【請求項７】
　ＰＤ－Ｌ１遺伝子のエクソン１～エクソン５のいずれかの転写産物とＰＤ－Ｌ１遺伝子
の３’ＵＴＲ領域の転写産物を定量し、エクソン転写産物の量と３’ＵＴＲ領域の転写産
物の量の比を算出し、該比が所定の値以上の場合にＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１阻害剤ががん治
療に有効であると評価する、請求項１又は４に記載の方法。
【請求項８】
（削除）
【請求項９】
（削除）
【請求項１０】
（削除）
【請求項１１】
　被験体から採取した腫瘍細胞中のＰＤ－Ｌ１タンパク質を、ＰＤ－Ｌ１に対する抗Ｃ末
端抗体およびＰＤ－Ｌ１に対する抗Ｎ末端抗体を使用した免疫組織染色により染色し、Ｐ
Ｄ－Ｌ１に対する抗Ｎ末端抗体で染色が認められるが、ＰＤ－Ｌ１に対する抗Ｃ末端抗体
では染色が認められない場合、ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１阻害剤が前記被験体の治療に有効で
あると評価する、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　悪性腫瘍が、成人Ｔ細胞白血病／リンパ腫、胃がん、大腸がん、膀胱がん、子宮頸がん
、腎がん、肺腺がん、皮膚悪性黒色腫およびＢ細胞リンパ腫からなる群から選択される、
請求項１、４及び７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　悪性腫瘍が、食道がん、頭頸部がん、直腸がんおよび子宮体がんからなる群から選択さ
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れる、請求項１、４及び７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１阻害剤が抗ＰＤ－１抗体または抗ＰＤ－Ｌ１抗体である、請求項
１、４及び７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　さらに、ＰＤ－Ｌ１遺伝子の３’ＵＴＲ領域の完全なまたは部分的な欠失に伴う、９ｐ
２４．１領域の増幅、逆位、転座又は欠失のいずれかの構造異常を検出する、請求項１記
載の方法。
【請求項１６】
　悪性腫瘍が、成人Ｔ細胞白血病／リンパ腫である、請求項１２記載の方法。
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疗该受试者。
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