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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　重鎖（ＨＣ）免疫グロブリン可変ドメイン配列と軽鎖（ＬＣ）免疫グロブリン可変ドメ
イン配列とを含む単離された抗体であって、アミノ酸配列ＣＧＩＱＤＴＮＳＫＫＱＳＤＴ
ＨＬＥＥＴ（配列番号１）を含むヒトＰＤ－Ｌ１のエピトープに結合し、かつ／又は少な
くとも１．５ｘ１０－１１Ｍの半数効果濃度（ＥＣ５０）を有し、
　ＨＣが、
　（ａ）アミノ酸配列ＮＨＡＩＳ（配列番号１４）を含むＨＣ　ＣＤＲ１；
　（ｂ）アミノ酸配列ＴＩＮＳＤＴＨＴＹＹＡＴＷＰＫＧ（配列番号１５）を含むＨＣ　
ＣＤＲ２；及び
　（ｃ）アミノ酸配列ＲＩＦＳＳＳＮＩ（配列番号１６）を含むＨＣ　ＣＤＲ３
を含み；かつ
ＬＣが、
　（ａ）アミノ酸配列ＱＡＳＱＳＩＹＮＮＮＷＬＳ（配列番号１７）を含むＬＣ　ＣＤＲ
１；
　（ｂ）アミノ酸配列ＬＡＳＴＬＡＳ（配列番号１２）を含むＬＣ　ＣＤＲ２；及び
　（ｃ）アミノ酸配列ＩＧＧＥＳＳＮＮＤＧＩＡ（配列番号１８）を含むＬＣ　ＣＤＲ３
を含む、抗体。
【請求項２】
　ＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列が配列番号２のアミノ酸配列を含み、かつＬＣ免
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疫グロブリン可変ドメイン配列が配列番号３のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の抗
体。
【請求項３】
　抗体がモノクローナル抗体、キメラ抗体又はヒト化抗体である、請求項１又は２に記載
の抗体。
【請求項４】
　抗原結合断片がＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖ、及びＦｖからなる群よ
り選択される、請求項１から３のいずれか一項に記載の抗体の抗原結合断片。
【請求項５】
　生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１を検出する方法であって、試料を請求項１から３のいずれ
か一項に記載の抗体又は請求項４に記載の抗原結合断片と接触させることと、抗体又は抗
原結合断片のＰＤ－Ｌ１への結合により形成される複合体を検出することとを含む、方法
。
【請求項６】
　試料が細胞又は組織試料を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　試料が腫瘍試料である、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　試料ががんに罹患していると診断されるか、罹患していることが疑われるか、又は罹患
するリスクがある対象から得られており、かつ、がんが膀胱移行細胞癌、肺腺癌、乳管癌
、ホジキンリンパ腫、膵臓腺癌、前立腺腺癌、子宮頸部扁平上皮癌、皮膚扁平上皮癌、及
び非小細胞肺がんからなる群より選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　対象から単離された試料中の病的細胞を検出する方法であって、
　（ａ）生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１に結合する、請求項１から３のいずれか一項に記載
の抗体又は請求項４に記載の抗原結合断片により形成された複合体を検出することによっ
て、対象からの該試料中のＰＤ－Ｌ１のレベルを検出すること；及び
　（ｂ）工程（ａ）で観察されたＰＤ－Ｌ１のレベルを対照生物学的試料中で観察された
ＰＤ－Ｌ１のレベルと比較すること
を含み、
ＰＤ－Ｌ１のレベルが対照生物学的試料中で観察されたレベルと比較して上昇している場
合に病的細胞が検出され、ＰＤ－Ｌ１レベルが対照生物学的試料中で観察されたレベルと
比較して上昇していない場合には検出されない、
方法。
【請求項１０】
　対象の生物学的試料が肺、腎臓、膀胱、乳房、膵臓、前立腺、子宮頸部又は皮膚から単
離された一又は複数の試料を含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　検出が免疫組織化学（ＩＨＣ）、ウェスタンブロッティング、フローサイトメトリー又
はＥＬＩＳＡのうちの一又は複数を含む、請求項５から８のいずれか一項、又は請求項９
若しくは１０に記載の方法。
【請求項１２】
　対象が哺乳動物である、請求項９から１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　哺乳動物がネズミ、ネコ、イヌ、ヒツジ、ウシ、サル、及びヒトの群から選択される、
請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　ＰＤ－Ｌ１を検出するためのキットであって、請求項１から３のいずれか一項に記載の
抗体又は請求項４に記載の抗原結合断片、及び使用説明書を含む、キット。
【請求項１５】
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　腫瘍試料中のＰＤ－Ｌ１を検出する方法であって、
　（ａ）重鎖（ＨＣ）免疫グロブリン可変ドメイン配列及び軽鎖（ＬＣ）免疫グロブリン
可変ドメイン配列を含む抗体又は抗体の抗原結合断片と試料を接触させることであって、
ここで抗体はアミノ酸配列ＣＧＩＱＤＴＮＳＫＫＱＳＤＴＨＬＥＥＴ（配列番号１）を含
むヒトＰＤ－Ｌ１のエピトープに結合し、かつ／又は少なくとも１．５ｘ１０－１１Ｍの
半数効果濃度（ＥＣ５０）を有し、
ＨＣは
　　（ｉ）アミノ酸配列ＮＨＡＩＳ（配列番号１４）を含むＨＣ　ＣＤＲ１；
　　（ｉｉ）アミノ酸配列ＴＩＮＳＤＴＨＴＹＹＡＴＷＰＫＧ（配列番号１５）を含むＨ
Ｃ　ＣＤＲ２；及び
　　（ｉｉｉ）アミノ酸配列ＲＩＦＳＳＳＮＩ（配列番号１６）を含むＨＣ　ＣＤＲ３を
含み；かつ
ＬＣは
　　（ｉ）アミノ酸配列ＱＡＳＱＳＩＹＮＮＮＷＬＳ（配列番号１７）を含むＬＣ　ＣＤ
Ｒ１；
　　（ｉｉ）アミノ酸配列ＬＡＳＴＬＡＳ（配列番号１２）を含むＬＣ　ＣＤＲ２；及び
　　（ｉｉｉ）アミノ酸配列ＩＧＧＥＳＳＮＮＤＧＩＡ（配列番号１８）を含むＬＣ　Ｃ
ＤＲ３を含むこと；並びに
　（ｂ）抗体又は抗原結合断片のＰＤ－Ｌ１への結合により形成された複合体を検出する
こと
を含む、方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、内容全体が参照により本明細書に援用される、２０１４年５月２９日出願の
米国特許出願公開第６２／００４５７２号及び２０１４年１０月２８日出願の米国特許出
願公開第６２／０６９４２０号の利益を主張する。
【０００２】
発明の背景
発明の分野
　本開示は、新規のＰＤ－Ｌ１抗体及び生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドを検出
するための、その使用方法に関する。ＰＤ－Ｌ１抗体は、ＰＤ－Ｌ１関連の医学的状態を
有すると診断された対象における特定の治療剤の有効性を評価するのにも有用である。
【０００３】
関連技術の記載
　以下の説明は、読者の理解を助けるために提供される。提供されている情報又は引用参
照文献のいずれも、先行技術とは認められない。
【０００４】
　プログラム死１（ＰＤ－１）は、ＣＤ２８、ＣＴＬＡ－４、ＩＣＯＳ、ＰＤ－１、及び
ＢＴＬＡを含む、受容体のＣＤ２８ファミリーのメンバーである。当該ファミリーの最初
のメンバーであるＣＤ２８及びＩＣＯＳは、モノクローナル抗体添加後のＴ細胞増殖増加
に及ぼす機能効果により発見された(Hutloff et al., Nature 397:263-266 (1999); Hans
en et al. Immunogenics10:247-260 (1980))。ＰＤ－１に対する二種類の細胞表面糖タン
パク質リガンド、すなわちＰＤ－Ｌ１及びＰＤ－Ｌ２が同定されており、かつ、ＰＤ－１
に結合すると、Ｔ細胞活性化及びサイトカイン分泌を下方調節することが示されている(F
reeman et al., J Exp Med 192:1027-34 (2000); Latchman et al., Nat Immunol 2:261-
8 (2001); Carter et al., Eur J Immunol 32:634-43 (2002); Ohigashi et al., Clin C
ancer Res11:2947-53 (2005))。ＰＤ－Ｌ１（Ｂ７－Ｈ１）及びＰＤ－Ｌ２（Ｂ７－ＤＣ
）の両方とも、ＰＤ－１に結合するが、他のＣＤ２８ファミリーメンバーには結合しない
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、Ｂ７ホモログである。
【０００５】
　ヒトＰＤ－Ｌ１は、２９０アミノ酸（ａａ）Ｉ型の、推定１８ａａシグナルペプチドを
持つ膜前駆体タンパク質、２２１ａａ細胞外ドメイン、２１ａａ膜貫通領域、及び３１ａ
ａ細胞質ドメインをコードする。ヒトＰＤ－Ｌ１は、心臓、骨格筋、胎盤、及び肺などの
いくつか器官では恒常的に発現しており、胸腺、脾臓、腎臓、及び肝臓では比較的少量発
現している。ＰＤ－Ｌ１発現は、活性化Ｔ細胞及びＢ細胞のごく一部、並びに活性化単球
のかなりより大きな部分において上方調節されている。ＰＤ－Ｌ１発現はまた、ＩＦＮガ
ンマ刺激後の樹状細胞及び角化細胞中で誘導される。
【０００６】
　ＰＤ－Ｌ１－ＰＤ１経路は、いくつかの免疫応答の負の調節に関与し、末梢性寛容の調
節に重要な役割を果たしうる。ＰＤ－Ｌ１とＰＤ１の相互作用は、ＴＣＲ媒介増殖及びサ
イトカイン産生の阻害をもたらす。ＰＤ－Ｌ１は、抗原特異的Ｔ細胞クローンのアポトー
シスを増加させることによって、腫瘍免疫においてある役割を果たすことが示唆されてい
る(Dong et al. Nat Med8:793-800 (2002))。実際、ＰＤ－Ｌ１発現は、ヒトの肺がん、
卵巣がん、及び結腸がん並びに様々な骨髄腫を含めた、マウス及びヒトの複数のがんにお
いて見出されている(Iwai et al. PNAS 99:12293-7 (2002); Ohigashi et al. Clin Canc
er Res11:2947-53 (2005))。したがって、生物学的試料のＰＤ－Ｌ１タンパク質の量を測
定することは、がん病態の早期発見を助け、ＰＤ－Ｌ１タンパク質の結合を阻害する治験
薬の有効性及び持続性を評価するのに役立ちうる。
【０００７】
　しかし、がんの、並びに／又は抗ＰＤ－１及び抗ＰＤ－Ｌ１指向療法の有効性の正確な
予測因子としてのＰＤ－Ｌ１タンパク質発現の使用は、依然として課題である。多くの市
販のＰＤ－Ｌ１標的抗体は、他のタンパク質と交差反応し、かつ／又は非特異的組織学的
染色を示し、そのため信頼できない診断薬となる。ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｅｌｌｓｉ
ｇｎａｌ．ｃｏｍ／ｃｏｎｔｅｎｔｓ／ｓｃｉｅｎｃｅ－ｃａｎｃｅｒ－ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ／ｐｉｖｏｔａｌ－ｔｕｍｏｒ－ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ－ｔａｒｇｅｔｓ－ｐｄ－ｌ１
／ｐｄ－ｌｉ－ｓｉｇｎａｌｉｎｇを参照のこと。さらに、細胞外ドメインを標的とする
ＰＤ－Ｌ１抗体と細胞ドメインを標的とするＰＤ－Ｌ１抗体とを比較した場合、相反する
結果が観察されている(McLaughlin et al., J. Clin Oncol 32:5 (2014))。その上、E1L3
N(登録商標)(Cell Signaling Technology, MA)、5H1(Dong et al., Nat Med. 8:793-800 
(2002))、及びＥ１Ｊ２Ｊなどの市販の抗体を用いた非小細胞肺がん試料中のＰＤ－Ｌ１
発現の評価でも、不一致な結果が得られた(McLaughlin et al., J. Clin Oncol 32:5 (20
14))。
【発明の概要】
【０００８】
　本明細書で提供されるのは、重鎖（ＨＣ）免疫グロブリン可変ドメイン配列と軽鎖（Ｌ
Ｃ）免疫グロブリン可変ドメイン配列とを含む単離された抗体であって、該抗体はアミノ
酸配列ＣＧＩＱＤＴＮＳＫＫＱＳＤＴＨＬＥＥＴ（配列番号１）を含むヒトＰＤ－Ｌ１の
エピトープに結合し、かつ／又はヒトＰＤ－Ｌ１のエピトープに結合する該抗体は少なく
とも１．５ｘ１０－１１Ｍの半数効果濃度（ＥＣ５０）を有する。
【０００９】
　さらなる態様では、（ａ）単離抗体のＨＣはＣＤＲ３コンセンサス配列ＲＸ１ＦＳＳＸ

２ＮＩ（配列番号１０）を含み、ここでＸ１はＩ又はＬであり、Ｘ２はＳ又はＴであり；
かつ／又は（ｂ）単離抗体のＬＣはＣＤＲ３コンセンサス配列Ｘ３ＧＧＥＳＳＸ４Ｘ５Ｄ
ＧＩＡ（配列番号１３）を含み、ここでＸ３はＬ又はＩであり、Ｘ４はＮ又はＳであり、
Ｘ５はＮ、Ｔ又はＤであり；かつ／又は（ｃ）単離抗体のＨＣはＣＤＲ３コンセンサス配
列ＲＸ１ＦＳＳＸ２ＮＩ（配列番号１０）を含み、ここでＸ１がＩ又はＬであり、Ｘ２が
Ｓ又はＴであり、かつ単離抗体のＬＣはＣＤＲ３コンセンサス配列Ｘ３ＧＧＥＳＳＸ４Ｘ

５ＤＧＩＡ（配列番号１３）を含み、ここでＸ３はＬ又はＩであり、Ｘ４はＮ又はＳであ
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り、Ｘ５はＮ、Ｔ又はＤである。
【００１０】
　追加的又は代替的に、該抗体のいくつかの態様では、ＨＣは、ＣＤＲ２コンセンサス配
列ＴＩＮＳＤＸ６ＨＸ７ＹＸ８ＡＴＷＸ９ＫＧ（配列番号９）をさらに含み、ここでＸ６

はＴ又はＳであり、Ｘ７はＴ又はＩであり、Ｘ８はＹ又はＳであり、Ｘ９はＰ又はＡであ
る。
【００１１】
　追加的又は代替的に、該抗体のいくつかの態様では、ＨＣは、ＣＤＲ１コンセンサス配
列Ｘ１０Ｘ１１ＡＩＳ（配列番号８）をさらに含み、ここでＸ１０はＮ又はＳであり、Ｘ

１１はＨ又はＮである。　
【００１２】
　追加的又は代替的に、該抗体のいくつかの態様では、ＬＣは、ＣＤＲ２配列　ＬＡＳＴ
ＬＡＳ（配列番号１２）をさらに含む。
【００１３】
　追加的又は代替的に、該抗体のいくつかの態様では、ＬＣは、ＣＤＲ１配列ＱＡＳＱＳ
ＩＹＸ１２Ｘ１３ＮＷＬＳ（配列番号１１）をさらに含み、ここでＸ１２はＮ又はＫであ
り、Ｘ１３はＮ又はＤである。
【００１４】
　該抗体のいくつかの態様では、ＨＣは、（ａ）アミノ酸配列ＮＨＡＩＳ（配列番号１４
）を含むＨＣ　ＣＤＲ１；及び／若しくは（ｂ）アミノ酸配列ＴＩＮＳＤＴＨＴＹＹＡＴ
ＷＰＫＧ（配列番号１５）を含むＨＣ　ＣＤＲ２；及び／若しくは（ｃ）アミノ酸配列Ｒ
ＩＦＳＳＳＮＩ（配列番号１６）を含むＨＣ　ＣＤＲ３を含み；かつ／又はＬＣは、（ａ
）アミノ酸配列ＱＡＳＱＳＩＹＮＮＮＷＬＳ（配列番号１７）を含むＬＣ　ＣＤＲ１；及
び／又は（ｂ）アミノ酸配列ＬＡＳＴＬＡＳ（配列番号１２）を含むＬＣ　ＣＤＲ２；及
び／又は（ｃ）アミノ酸配列ＩＧＧＥＳＳＮＮＤＧＩＡ（配列番号１８）を含むＬＣ　Ｃ
ＤＲ３を含む。
【００１５】
　該抗体のいくつかの態様では、ＨＣは、（ａ）アミノ酸配列ＳＮＡＩＳ（配列番号１９
）を含むＨＣ　ＣＤＲ１；及び／若しくは（ｂ）アミノ酸配列ＴＩＮＳＤＴＨＴＹＹＡＴ
ＷＰＫＧ（配列番号２０）を含むＨＣ　ＣＤＲ２；及び／若しくは（ｃ）アミノ酸配列Ｒ
ＬＦＳＳＴＮＩ（配列番号２１）を含むＨＣ　ＣＤＲ３を含み；かつ／又はＬＣは、（ａ
）アミノ酸配列ＱＡＳＱＳＩＹＮＮＮＷＬＳ（配列番号２２）を含むＬＣ　ＣＤＲ１；及
び／若しくは（ｂ）アミノ酸配列ＬＡＳＴＬＡＳ（配列番号１２）を含むＬＣ　ＣＤＲ２
；及び／若しくは（ｃ）アミノ酸配列ＬＧＧＥＳＳＳＤＤＧＩＡ（配列番号２３）を含む
ＬＣ　ＣＤＲ３を含む。
【００１６】
　該抗体のいくつかの態様では、ＨＣは、（ａ）アミノ酸配列ＳＨＡＩＳ（配列番号２４
）を含むＨＣ　ＣＤＲ１；及び／若しくは（ｂ）アミノ酸配列ＴＩＮＳＤＴＨＴＹＹＡＴ
ＷＰＫＧ（配列番号２５）を含むＨＣ　ＣＤＲ２；及び／若しくは（ｃ）アミノ酸配列Ｒ
ＩＦＳＳＳＮＩ（配列番号１６）を含むＨＣ　ＣＤＲ３を含み；かつ／又はＬＣは、（ａ
）アミノ酸配列ＱＡＳＱＳＩＹＮＮＮＷＬＳ（配列番号１７）を含むＬＣ　ＣＤＲ１；及
び／若しくは（ｂ）アミノ酸配列ＬＡＳＴＬＡＳ（配列番号１２）を含むＬＣ　ＣＤＲ２
；及び／若しくは（ｃ）アミノ酸配列ＩＧＧＥＳＳＮＮＤＧＩＡ（配列番号２６）を含む
ＬＣ　ＣＤＲ３を含む。
【００１７】
　該抗体のいくつかの態様では、ＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列は、配列番号２、
配列番号４又は配列番号６のアミノ酸配列を含む。
【００１８】
　該抗体のいくつかの態様では、ＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列は、配列番号３、
配列番号５又は配列番号７のアミノ酸配列を含む。
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【００１９】
　該抗体のいくつかの態様では、ＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列は、配列番号２、
配列番号４又は配列番号６のアミノ酸配列を含み、ＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列
は、配列番号３、配列番号５又は配列番号７のアミノ酸配列を含む。
【００２０】
　いくつかの態様では、該抗体は検出可能な標識をさらに不含む。
【００２１】
　いくつかの態様において、該抗体は、モノクローナル抗体、キメラ抗体又はヒト化抗体
である。
【００２２】
　別の態様において、本明細書で提供されるのは、本明細書で開示される抗体の抗原結合
断片であり、該抗原結合断片はＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖ，又はＦｖ

の群から選択される。
【００２３】
　別の態様において、本明細書で提供されるのは、配列番号１を含むペプチドに結合する
、本明細書に開示の抗体又は抗原結合断片、例えばヒトＰＤ－Ｌ１タンパク質又はその断
片を含む組成物である。別の態様において、配列番号１を含むペプチドは、細胞と結合し
ている。例えば、組成物は、本明細書に開示の抗体又は抗体断片で標識された脱凝集細胞
試料を含んでもよく、またその組成物は、例えば細胞を単離するため又はフローサイトメ
トリーに基づく細胞分析若しくは細胞選別のためのアフィニティークロマトグラフィー法
において有用である。別の例として、組成物は、本明細書に開示の抗体又は抗体断片で標
識された固定組織試料若しくは細胞塗抹標本を含んでもよく、またその組成物は、例えば
免疫組織化学的又は細胞学的分析において有用である。別の態様において、抗体又は抗体
断片は、ＰＤ－Ｌ１タンパク質若しくはその断片、ＰＤ－Ｌ１陽性細胞又はＰＤ－Ｌ１と
他の細胞成分とを含有する複合体を単離するための例えばＥＬＩＳＡ、アフィニティーク
ロマトグラフィー又は免疫沈降法において有用である固体支持体に結合している。別の態
様において、配列番号１を含むペプチドは、固体支持体に結合している。例えば、該ペプ
チドは、サンドイッチＥＬＩＳＡなどにおいて有用である、ペプチドに特異的な二次抗体
を介して固体支持体に結合していてもよい。別の例として、該ペプチドは、例えば本発明
による抗体の単離又は精製において有用であるクロマトグラフィーカラムに結合していて
もよい。別の態様において、該ペプチドは、ＰＤ－Ｌ１タンパク質若しくはその断片、又
はＰＤ－Ｌ１と他の細胞成分とを含有する複合体を単離するための、例えばＥＬＩＳＡ及
びアフィニティークロマトグラフィー又は免疫沈降法において有用な溶液、例えば分画し
た細胞の亜細胞画分を含有する溶液又は溶解液などの溶液中に配置される。別の態様にお
いて、該ペプチドは、例えばゲル電気泳動ゲルなどのマトリックス、又はウェスタンブロ
ッティングのために一般的に使用されるマトリックス（ニトロセルローズ又はフッ化ポリ
ビニリデンから形成された膜など）と結合し、その組成物は、電気泳動法及び／又は免疫
ブロッティング技術（（例えばウェスタンブロッティング）に有用である。
【００２４】
　別の態様において、本明細書で提供されるのは、生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１を検出す
る方法であって、該方法は該試料と本明細書に開示の抗体又は抗原結合断片とを接触させ
ることと、該抗体又は抗原結合断片のＰＤ－Ｌ１への結合により形成された複合体を検出
することとを含むか、又はそれらのことから本質的になるか、又はそれらのことからさら
になる。一態様において、該方法は、試料と抗体又は抗原結合断片とを接触させる前に試
料を単離することをさらに含むか、そのことから本質的になるか、又はそのことからさら
になる。
【００２５】
　該方法のいくつかの態様において、該試料は、細胞又は組織試料を含む。
【００２６】
　該方法のいくつかの態様において、該試料は、がんに罹患していると診断されるか、罹
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患していることが疑われるか、又は罹患するリスクがある対象から得られる。
【００２７】
　該方法のいくつかの態様において、がんは、膀胱移行細胞癌、肺腺癌、乳管癌、ホジキ
ンリンパ腫、膵臓腺癌、前立腺腺癌、子宮頸部扁平上皮癌、皮膚扁平上皮癌、及び非小細
胞肺がんからなる群より選択される。
【００２８】
　該方法のいくつかの態様において、検出は、免疫組織化学（ＩＨＣ）、ウェスタンブロ
ッティング、フローサイトメトリー又はＥＬＩＳＡのうちの一又は複数を含む。
【００２９】
　別の態様において、本明細書で提供されるのは、（ａ）対象からの生物学的試料中のＰ
Ｄ－Ｌ１に結合する本開示の抗体又は抗原結合断片により形成された複合体を検出するこ
とにより、該試料中のＰＤ－Ｌ１のレベルを検出すること；及び（ｂ）工程（ａ）で観察
されたＰＤ－Ｌ１のレベルと、対照生物学的試料中で観察されたＰＤ－Ｌ１のレベルとを
比較することを含むか、又はそれらから本質的になるか、又はそれらからさらになる、対
象から単離された試料中の病的細胞を検出する方法であって、ここで病的細胞は、ＰＤ－
Ｌ１のレベルが対照生物学的試料中で観察されたものと比較して高い場合に検出され、Ｐ
Ｄ－Ｌ１のレベルが対照生物学的試料中で観察されたものと比較して高くない場合には検
出されない。
【００３０】
　該方法のいくつかの態様において、対象の生物学的試料は、肺、腎臓、膀胱、乳房、膵
臓、前立腺、子宮頸部又は皮膚から単離された一又は複数の試料を含む。
【００３１】
　該方法のいくつかの態様において、検出は、免疫組織化学（ＩＨＣ）、ウェスタンブロ
ッティング、フローサイトメトリー又はＥＬＩＳＡのうちの一又は複数を含む。
【００３２】
　追加的に又は代替的に、いくつかの態様において、本明細書に開示の方法は、該方法の
実施の前に対象からの生物学的試料を単離することをさらに含む。
【００３３】
　追加的に又は代替的に、該方法のいくつかの態様において、対象は哺乳動物である。い
くつかの態様において、対象は、マウス、ネコ、イヌ、ヒツジ、ウシ、サル、及びヒトか
らなる群より選択される。
【００３４】
　別の態様において、本明細書で提供されるのは、本明細書に開示の抗体と同じエピトー
プ特異性有するＰＤ－Ｌ１特異的抗体又はその抗原結合断片である。
【００３５】
　最後の態様において、本明細書で提供されるのは、任意選択的に使用説明書を含めた、
本明細書に開示の抗体又は抗原結合断片を含む、ＰＤ－Ｌ１を検出するためのキットであ
る。
【００３６】
　一態様において、本明細書で提供されるのは、腫瘍試料中のＰＤ－Ｌ１を検出する方法
であって、（ａ）重鎖（ＨＣ）免疫グロブリン可変ドメイン配列及び軽鎖（ＬＣ）免疫グ
ロブリン可変ドメイン配列を含む抗体又は抗体の抗原結合断片と該試料を接触させること
であって、ここで抗体はアミノ酸配列ＣＧＩＱＤＴＮＳＫＫＱＳＤＴＨＬＥＥＴ（配列番
号１）を含むヒトＰＤ－Ｌ１のエピトープに結合し、かつ／又は少なくとも１．５ｘ１０
－１１Ｍの半数効果濃度（ＥＣ５０）を有し、ＨＣは（ｉ）アミノ酸配列ＮＨＡＩＳ（配
列番号１４）を含むＨＣ　ＣＤＲ１；（ｉｉ）アミノ酸配列ＴＩＮＳＤＴＨＴＹＹＡＴＷ
ＰＫＧ（配列番号１５）を含むＨＣ　ＣＤＲ２；及び（ｉｉｉ）アミノ酸配列ＲＩＦＳＳ
ＳＮＩ（配列番号１６）を含むＨＣ　ＣＤＲ３を含み、かつＬＣは（ｉ）アミノ酸配列Ｑ
ＡＳＱＳＩＹＮＮＮＷＬＳ（配列番号１７）を含むＬＣ　ＣＤＲ１；（ｉｉ）アミノ酸配
列ＬＡＳＴＬＡＳ（配列番号１２）を含むＬＣ　ＣＤＲ２；及び（ｉｉｉ）アミノ酸配列
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ＩＧＧＥＳＳＮＮＤＧＩＡ（配列番号１８）を含むＬＣ　ＣＤＲ３を含むこと；並びに（
ｂ）抗体又は抗原結合断片のＰＤ－Ｌ１への結合により形成された複合体を検出すること
を含む方法である。
【００３７】
　さらに提供されるのは、アミノ酸配列ＣＧＩＱＤＴＮＳＫＫＱＳＤＴＨＬＥＥＴ（配列
番号１）を含むか、又はそれから本質的になるか、又はそれからさらになる、ＰＤ－Ｌ１
に結合する抗体を生成するのに有用な単離されたポリペプチドである。一態様において、
単離されたポリペプチドは、アミノ末端又はカルボキシル末端に作動的に連結された標識
及び／又は連続したポリペプチド配列（例えばキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬ
Ｈ）担体タンパク質）をさらに含む。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
　本特許又は出願ファイルは、カラー図面を少なくとも一点含む。カラー図面を伴う本特
許又は特許出願公報のコピーは、請求及び必要な料金の支払いに応じて特許庁より提供さ
れる。
【図１】図１は、本発明のモノクローナルＰＤ－Ｌ１抗体を生成するための手順を示す。
【図２】図２Ａは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ２６３を使用した、ホルマリン固定パラフィン
包埋（ＦＦＰＥ）の胎盤組織切片の免疫組織化学（ＩＨＣ）の結果を示す画像である。図
２Ｂは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ２６３を使用した、ＦＦＰＥ扁桃組織切片のＩＨＣの結果
を示す画像である。図２Ｃは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ２６３を使用した、ＦＦＰＥホジキ
ンリンパ腫組織切片のＩＨＣの結果を示す画像である。図２Ｄは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ
２６３を使用した、ＦＦＰＥ肺扁平上皮癌組織切片のＩＨＣの結果を示す画像である。上
段はカラー写真で、下段はグレースケールの写真である。抗体染色は、カラー写真で褐色
に見える。ＰＤ－Ｌ１染色は、グレースケール写真でより暗い領域に見える。グレースケ
ールの写真の矢印は、それぞれの組織における抗体染色の例を示している。
【図３】図３は、抗ＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ２６３を使用した、ＮＩＨ　Ｈ８２０肺腺癌細胞
株（高発現）、ＨＥＫ２９３細胞株（弱発現）、Ｃａｌｕ－３肺腺癌細胞株（陰性対照）
、ＺＲ７５－１ヒト乳癌細胞株（陰性対照）、ＭＣＦ７ヒト乳癌細胞株（陰性対照）、及
びＴ４７Ｄヒト乳癌細胞株（陰性対照）由来の細胞溶解物におけるＰＤ－Ｌ１発現を示す
ウェスタンブロットである。
【図４】図４は、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４を使用した、種々の
組織のＩＨＣ標識化を示す。左の列はカラー写真で、右の列は対応するグレースケールで
ある。抗体染色は、カラー写真では褐色であり、グレースケール写真では矢印で示されて
いる。図４Ａは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ２６３を使用した、ＦＦＰＥ胎盤組織切片のＩＨ
Ｃの結果を示す画像である。図４Ｂは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ２６３を使用した、ＦＦＰ
Ｅ結腸組織切片のＩＨＣの結果を示す画像である。図４Ｃは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ２６
３を使用した、ＦＦＰＥ胃組織切片のＩＨＣの結果を示す画像である。図４Ｄは、抗ＰＤ
－Ｌ１抗体クローンＪ４５Ｈ２Ｌ４を使用した、ＦＦＰＥ胎盤組織切片のＩＨＣの結果を
示す画像である。図４Ｅは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体クローンＪ４５Ｈ２Ｌ４を使用した、ＦＦ
ＰＥ結腸組織切片のＩＨＣの結果を示す画像である。非特異的核染色が見られる。図４Ｆ
は、抗ＰＤ－Ｌ１抗体クローンＪ４５Ｈ２Ｌ４を使用した、ＦＦＰＥ胃組織切片のＩＨＣ
の結果を示す画像である。非特異的核染色が見られる。図４Ｇは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体クロ
ーンＪ２７Ｈ６Ｌ４を使用した、ＦＦＰＥ胎盤組織切片のＩＨＣの結果を示す画像である
。胎盤栄養芽層に弱い染色が見られる。図４Ｈは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体クローンＪ２７Ｈ６
Ｌ４を使用した、ＦＦＰＥ結腸組織切片のＩＨＣの結果を示す画像である。図４Ｉは、抗
ＰＤ－Ｌ１抗体クローンＪ２７Ｈ６Ｌ４を使用した、ＦＦＰＥ胃組織切片のＩＨＣの結果
を示す画像である。
【図５】図５は、表示の濃度の抗ＰＤ－Ｌ１抗体Ｅ１Ｌ３Ｎ又はＳＰ２６３を使用した、
ＦＦＰＥ胎盤組織切片のＩＨＣの結果を示す画像である。各抗体の上段はカラー画像であ
り、下段はグレースケール画像である。抗体染色は、カラー画像で褐色に見える。
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【図６】図６は、表示の濃度の抗ＰＤ－Ｌ１抗体Ｅ１Ｌ３Ｎ又はＳＰ２６３を使用した、
ＦＦＰＥ胃上皮又は神経組織切片のＩＨＣの結果を示す画像である。各抗体－組織の組み
合わせの上段はカラー画像であり、下段はグレースケール画像である。抗体染色は、カラ
ー画像で褐色に見える。
【図７】図７は、抗ＰＤ－Ｌ１抗体Ｅ１Ｌ３Ｎ又はＳＰ２６３を使用した、ＦＦＰＥ胃上
皮、腎臓、膀胱移行細胞癌（ＴＣＣ）、乳管癌（Ｃａ）、及び肺扁平上皮癌組織切片のＩ
ＨＣの結果を示す画像である。各抗体－組織の組み合わせの上段はカラー画像であり、下
段はグレースケール画像である。抗体染色は、カラー画像で褐色に見える。
【図８】図８は、抗ＰＤ－Ｌ１抗体Ｅ１Ｌ３Ｎ又はＳＰ２６３を使用した、次のＦＦＰＥ
組織切片：（Ａ）扁桃；（Ｂ）子宮頸部扁平上皮癌（ＳＣＣ）；（Ｃ）ホジキンリンパ腫
（ＨＫリンパ腫）；（Ｄ）膵臓腺癌；（Ｅ）前立腺腺癌；及び（Ｆ）皮膚ＳＣＣのＩＨＣ
の結果を示す画像である。各抗体－組織の組み合わせの上段はカラー画像であり、下段は
グレースケール画像である。抗体染色は、カラー画像で褐色に見える。
【図９Ａ－Ｊ】図９Ａ－９Ｅは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体Ｅ１Ｌ３Ｎを使用した、ＮＳＣＬＣ患
者由来のＦＦＰＥ組織切片のＩＨＣの結果を示す。図９Ｆ－９Ｊは、抗ＰＤ－Ｌ１抗体Ｓ
Ｐ２６３を使用した、ＮＳＣＬＣ患者由来のＦＦＰＥ組織切片のＩＨＣの結果を示す。各
抗体－組織の組み合わせの上段はカラー画像であり、下段はグレースケール画像である。
抗体染色は、カラー画像で褐色に見える。
【図１０】図１０は、固定化されたペプチド免疫原（ＰＤ－Ｌ１　ａａ　２７２－２９０
）に結合しているＳＰ２６３を伴うＥＬＩＳＡアッセイの結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
　本開示は、特定の態様に限定されず、当然ながら変化しうる。また、本開示の範囲は添
付の特許請求の範囲によってのみ限定されるため、本明細書で用いる用語は、特定の態様
のみを説明するためのものであり、限定することを目的としていないことを理解されたい
。
【００４０】
　特に定義しない限り、本明細書で使用される技術用語及び科学用語は、本開示が属する
技術分野の当業者によって通常理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に記載のもの
と類似又は同等の任意の方法及び物質を本開示の実施又は試験に用いることができるが、
好ましい方法、装置、及び物質を以下に記載する。本明細書で引用するすべての技術及び
特許刊行物は、それらの全容を参照により本明細書に援用するものである。本明細書の何
も、本開示が先行開示によって、かかる開示に先行する資格がないという承認として解釈
されるべきではない。
【００４１】
　本技術の実施は、特に明記しない限り、当業者の技術範囲内の組織培養、免疫学、分子
生物学、微生物学、細胞生物学、及び組換えＤＮＡの従来技術を用いることとなる。例え
ば、以下を参照のこと:Sambrook及びRussell編(2001) Molecular Cloning: A Laboratory
 Manual 第3版; Ausubelら編(2007) Current Protocols in Molecular Biologyのシリー
ズ; Methods in Enzymologyのシリーズ (Academic Press, Inc., N.Y.); MacPhersonら(1
991) PCR 1: A Practical Approach (IRL Press at Oxford University Press); MacPher
sonら(1995) PCR 2: A Practical Approach; Harlow及びLane編(1999) Antibodies, A La
boratory Manual; Freshney(2005) Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Techn
ique 第5版; Gait編(1984) Oligonucleotide Synthesis; 米国特許第４６８３１９５号；
Hames及びHiggins編(1984) Nucleic Acid Hybridization; Anderson (1999) Nucleic Aci
d Hybridization; Hames 及びHiggins編(1984) Transcription and Translation; Immobi
lized Cells and Enzymes (IRL Press (1986)); Perbal (1984) A Practical Guide to M
olecular Cloning; Miller及びCalos編 (1987) Gene Transfer Vectors for Mammalian C
ells (Cold Spring Harbor Laboratory); Makrides編 (2003) Gene Transfer and Expres
sion in Mammalian Cells;  Mayer及びWalker編(1987) Immunochemical Methods in Cell
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 and Molecular Biology (Academic Press, London); 及びHerzenbergら編(1996) Weir’
s Handbook of Experimental Immunology。
【００４２】
　すべての数値表示（例えばｐＨ、温度、時間、濃度、及び分子量）は、範囲も含め、１
．０又は０．１の増分だけ、あるいは＋／－１５％、又は１０％、又は５％、又は２％の
変動分だけ、（＋）又は（－）に適宜変動する近似値である。常に明示されるというわけ
ではないが、すべての数値表示の前には、用語「約」が置かれる。また、常に明示される
わけではないが、本明細書に記載の試薬は単なる例示であり、その等価物は当該技術分野
で知られている。
【００４３】
　本開示がポリペプチド、タンパク質、ポリヌクレオチド又は抗体に関する場合、そのよ
うなものの等価物又は生物学的等価物が本開示の範囲内であることが意図されることは、
明示的な記述なしに、また、そうでないことを意図していない限り、推測される。
【００４４】
　本明細書及び特許請求の範囲において使用される場合、単数形「ａ」、「ａｎ」、及び
「ｔｈｅ」は、文脈が明らかにそうでない場合を指さない限り複数形の言及を含む。例え
ば、用語「細胞」は、細胞（その混合物を含む）の複数形ｉを含む。
【００４５】
　本明細書で使用される場合、対象（単数又は複数）への作用剤又は薬物の「投与」は、
その意図された機能を実現するために、対象に化合物を導入するか又は送達する任意の経
路を含む。適切な投与製剤及び作用剤の投与方法は、当該技術分野で知られている。投与
経路も決定することができ、最も効果的な投与の経路を決定する方法は、当業者に知られ
ており、また、治療のために使用される組成物、治療の目的、治療される対象の健康状態
又は疾患の病期、及び標的細胞又は組織によって異なる。投与経路の非限定的例は、経口
投与、膣内投与、鼻腔投与、注射、局所投与、及び坐剤よるものを含む。投与は、自己投
与及び他者による投与を含む。記載されているさまざまな様式の医学的状態の治療又は予
防は、「実質的」なものを意味し、全体的な治療又は予防もそれ未満のものも含み、いく
つかの生物学的又は医学的に妥当な結果が達成されるものであることを認識されたい。
【００４６】
　投与は、治療の過程を通して連続的又は断続的に、単回投与で効果を発しうる。最も効
果的な投与手段及び用量の決定方法は、当業者に知られており、また、治療のために使用
される組成物、治療の目的、治療される標的細胞及び治療される対象によって異なる。単
回又は複数回投与は、治療する医師により選択された用量レベル及びパターンで実施され
る。
【００４７】
　本明細書で使用する場合、用語「動物」は、例えば哺乳動物及び鳥類を含むカテゴリー
である、生きた多細胞脊椎生物を指す。用語「哺乳動物」は、ヒト及び非ヒト哺乳動物を
含む。同様に、用語「対象」又は「患者」は、ヒトと獣医学的対象の両方、例えばヒト、
非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、マウス、ウマ、及びウシを含む。
【００４８】
　本明細書で使用する場合、用語「抗体」は、免疫グロブリン又は免疫グロブリン様分子
をまとめて指し、非限定的な例としては、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭ
、それらの組み合わせ、並びに任意の脊椎動物（例えばヒト、ヤギ、ウサギ、及びマウス
、並びにサメ免疫グロブリンなどの非哺乳動物種）における免疫応答の間に産生される類
似の分子を含む。「抗体」という用語は、例えば、インタクトな免疫グロブリン及び「抗
体断片」、又は他の分子との結合を実質的に排除するほどに目的の分子（又は目的の分子
に高度に類似している分子の群）に特異的に結合する「抗原結合断片」を含む（例えば、
生物学的試料中で、他の分子の結合定数よりも少なくとも１０３Ｍ－１、少なくとも１０
４Ｍ－１又は少なくとも１０５Ｍ－１大きい、目的分子の結合定数を有する抗体及び抗断
片）。用語「抗体」はまた、キメラ抗体（例えばヒト化マウス抗体）、ヘテロコンジュゲ
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ート抗体（例えば二重特異性抗体）など、遺伝的に操作された形態も含む。Pierce Catal
og and Handbook, 1994-1995 (Pierce Chemical Co., Rockford, Ill.); Kuby, J., Immu
nology, 第3版, W.H. Freeman & Co., New York, 1997も参照のこと。
【００４９】
　より具体的には、「抗体」は、抗原のエピトープを特異的に認識してそれに結合する、
少なくとも一の軽鎖又は重鎖免疫グロブリン可変領域を含むポリペプチドリガンドを指す
。抗体は重及び軽鎖から構成され、その各々は、可変重（ＶＨ）領域及び可変軽（ＶＬ）
領域と呼ばれる可変領域を有する。ＶＨ領域及びＶＬ領域は組み合わさって、抗体により
認識される抗原の結合に関与する。
【００５０】
　通常、免疫グロブリンは、ジスルフィド結合によって相互接続された重（Ｈ）鎖及び軽
（Ｌ）鎖を有する。軽鎖には、ラムダと（λ）カッパ（k）の二種類がある。抗体分子の
機能活性を決定する５つの主要な重鎖クラス（又はアイソタイプ）、すなわちＩｇＭ、Ｉ
ｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、及びＩｇＥが存在する。各重鎖及び軽鎖は、定常領域及び可変領
域を含んでいる（領域は「ドメイン」としても知られている）。重鎖及び軽鎖可変領域は
、組み合わさって、抗原に特異的に結合する。軽鎖及び重鎖可変領域は、「相補性決定領
域」又は「ＣＤＲ」と呼ばれる三つの超可変領域によって中断される「フレームワーク」
領域を含んでいる。フレームワーク領域及びＣＤＲの範囲は規定されている（本明細書に
より参照によって援用されるKabat et al., Sequences of Proteins of Immunological I
nterest, U.S. Department of Health and Human Services, 1991を参照）。Ｋａｂａｔ
データベースは、現在、オンラインで維持されている。異なる軽鎖又は重鎖のフレームワ
ーク領域の配列は、種内で比較的保存されている。構成成分である軽鎖及び重鎖の組み合
わされたフレームワーク領域である抗体のフレームワーク領域は、主にβ－シートコンフ
ォメーションを採り、またＣＤＲは、β－シート構造を接続するループを形成し、場合に
よってはβ－シート構造の一部を形成する。したがって、フレームワーク領域は、鎖内非
共有相互作用によって正しい配向でのＣＤＲの位置決めを提供する足場を形成するように
作用する。
【００５１】
　ＣＤＲは、抗原のエピトープへの結合を主に担う。各鎖のＣＤＲは、典型的には、Ｎ末
端から順に番号が付けられ、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、及びＣＤＲ３と呼ばれ、また、典型的
には、特定のＣＤＲが位置する鎖によって同定される。したがって、ＶＨ　ＣＤＲ３は、
それが見出される抗体の重鎖の可変ドメインに位置し、一方、ＶＬ　ＣＤＲ１は、それが
見出される抗体の軽鎖の可変ドメインのＣＤＲ１である。ＰＤ－Ｌ１に結合する抗体は、
特異的なＶＨ領域及びＶＬ領域配列、したがって特異的ＣＤＲ配列を有するであろう。異
なる特異性を有する（すなわち異なる抗原に対する異なる結合部位）抗体は、異なるＣＤ
Ｒを有する。抗体に応じて変化するのがＣＤＲであるが、ＣＤＲ内の限られた数のアミノ
酸位置だけが、抗原結合に直接関与している。ＣＤＲ内のこのような位置は、特異性決定
残基（ＳＤＲ）と呼ばれる。
【００５２】
　「抗体」という用語はさらに、その消化断片、特異的部分、誘導体及び変異体を包含す
ることが意図され、これには抗体模倣物を含むか、あるいは抗体又はその特異的断片若し
くは部分（例えば短鎖抗体及びその断片）の構造及び／又は機能を模倣する抗体の部分を
含む。抗体の「抗原結合部分」という用語の範囲に包含される結合断片の例は、ＶＬ、Ｖ

Ｈ、ＣＬ、及びＣＨドメインからなる一価の断片であるＦａｂ断片；ヒンジ領域でジスル
フィド架橋により連結された二つのＦａｂ断片を含む二価の断片であるＦ（ａｂ’）２断
片；ＶＨ及びＣＨドメインからなるＦｄ断片；抗体の単一アームのＶＬ及びＶＨドメイン
からなるＦｖ断片、ＶＨドメインからなるｄＡｂ断片（Ward et al. (1989) Nature 341:
544-546）；及び単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む。さらに、Ｆｖ断片の二つ
のドメインであるＶＬ及びＶＨは別々の遺伝子によりコードされるが、組換え法を用い、
これらをＶＬ及びＶＨ領域が対になって一価分子を形成する一本のタンパク質鎖（一本鎖



(12) JP 6666905 B2 2020.3.18

10

20

30

40

50

Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知られる）とさせることのできる合成リンカーにより、つなぐこ
とができる。Bird et al. (1988) Science 242:423-426及びHuston et al. (1988) Proc.
 Natl. Acad Sci. USA 85:5879-5883。一本鎖抗体も、「抗体の断片」という用語の範囲
に包含されることが意図される。上記抗体断片のいずれも、当業者に既知の従来の技術を
用いて得られ、該断片は、インタクトな抗体と同じ方法で結合特異性及び中和活性につい
てスクリーニングされる。
【００５３】
　「抗体断片」又は「抗原結合断片」は、タンパク質分解抗体断片（当該技術分野で既知
のＦ（ａｂ’）２断片、Ｆａｂ’断片、Ｆａｂ’－ＳＨ断片、及びＦａｂ断片など）、組
換え抗体断片（当該技術分野で既知のｓＦｖ断片、ｄｓＦｖ断片、二重特異性ｓＦｖ断片
、二重特異性ｄｓＦｖ断片、Ｆ（ａｂ）’２断片、一本鎖Ｆｖタンパク質（「ｓｃＦｖ」
）、ジスルフィド安定化Ｆｖタンパク質（「ｄｓＦｖ」）、ダイアボディ及びトリアボデ
ィなど）、及びラクダ科の抗体（例えば米国特許第６０１５６９５号；６００５０７９号
；５８７４５４１号；５８４０５２６号；５８００９８８号；及び５７５９８０８号参照
）を含む。ｓｃＦｖタンパク質は、免疫グロブリンの軽鎖可変領域と免疫グロブリンの重
鎖可変領域がリンカーにより結合されている融合タンパク質であるが、ｄｓＦｖでは、ジ
スルフィド結合を導入して鎖の結合を安定化するように鎖が変異されている。
【００５４】
　本明細書で使用する場合、用語「抗体誘導体」は、本明細書に定義されているエピトー
プに結合し、本開示の単離されたＰＤ－Ｌ１抗体の一時的変異又は誘導体である分子を包
含することが意図される。誘導体は、限定されないが、例えば二重特異性、異種特異性、
三重特異性、四重特異性、多重特異性抗体、ダイアボディ、キメラ、組換え、及びヒト化
を含む。本明細書で使用する場合、用語「二重特異性分子」は、二の異なる結合特異性を
有する任意の作用剤、例えばタンパク質、ペプチド又はタンパク質若しくはペプチド複合
体を含むことが意図される。本明細書で使用する場合、用語「多重特異性分子」又は「異
種特異性分子」は、二より多い異なる結合特異性を有する任意の作用剤、例えばタンパク
質、ペプチド又はタンパク質若しくはペプチド複合体を含むことが意図される。本明細書
で使用する場合、用語「異種抗体」は、二種以上の抗体、その抗体結合断片（例えばＦａ
ｂ）、誘導体、又は連結された複数の抗原結合領域であって、少なくともそのうちの二つ
の領域が異なる特異性を有するものを指す。
【００５５】
　用語「抗体変異体」は、ウサギ以外の種で産生された抗体を含むことが意図される。そ
れはまた、抗体又は断片の線状ポリペプチド配列への翻訳後修飾を含む抗体を含む。それ
は、完全なヒト抗体をさらに包含する。
【００５６】
　本明細書で使用する場合、用語「抗原」は、抗体分子又はＴ細胞受容体などの特定の液
性又は細胞性免疫の産物によって特異的に結合しうる化合物、組成物又は物質を指す。抗
原は、例えばハプテン、単純な中間代謝物、糖類（例えばオリゴ糖）、脂質、及びホルモ
ン、並びに複合炭水化物（例えば多糖）、リン脂質、及びタンパク質などの高分子を含む
、任意のタイプの分子でありうる。抗原の一般的な種類は、限定されないが、ウイルス抗
原、細菌抗原、真菌抗原、原虫抗原及び他の寄生虫抗原、腫瘍抗原、自己免疫疾患、アレ
ルギー、及び移植片拒絶に関与する抗原、毒素、並びにその他の抗原を含む。
【００５７】
　本明細書で使用される場合、「結合親和性」とは、特定の結合対の一方のメンバーの、
特定の結合対のもう一方のメンバーに対する傾向のような、ある分子が別の分子と（典型
的には非共有結合的に）結合する傾向を指す。結合親和性は、結合定数として測定するこ
とができ、特定の結合対（例えば抗体／抗原対）の結合親和性は、少なくとも１´１０－

５Ｍ、少なくとも１´１０－６Ｍ、少なくとも１´１０－７Ｍ、少なくとも１´１０－８

Ｍ、少なくとも１´１０－９Ｍ、少なくとも１´１０－１０Ｍ、少なくとも１´１０－１

１Ｍ又は少なくとも１´１０－１２Ｍでありうる。一態様では、結合親和性は、Frankel
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らのMol. Immunol., 16:101-106, 1979に記載のスキャッチャード法の修正形態によって
計算される。別の態様では、結合親和性は抗原／抗体解離速度によって測定される。さら
に別の態様では、高結合親和性は、競合ラジオイムノアッセイによって測定される。いく
つかの実施例では、抗体／抗原対の高結合親和性は、少なくとも約１´１０－８Ｍである
。他の態様では、高結合親和性は、少なくとも約１．５´１０－８Ｍ、少なくとも約２．
０´１０－８Ｍ、少なくとも約２．５´１０－８Ｍ、少なくとも約３．０´１０－８Ｍ、
少なくとも約３．５´１０－８Ｍ、少なくとも約４．０´１０－８Ｍ、少なくとも約４．
５´１０－８Ｍ又は少なくとも約５．０´１０－８Ｍである。
【００５８】
　本明細書で使用する場合、用語「その生物学的等価物」は、基準のタンパク質、抗体、
ポリペプチド、ポリヌクレオチド又は核酸に言及する場合、「その等価物」と同義である
と意図され、所望の構造又は機能性を維持しながら最小限の相同性を有するものを意味す
る。本明細書で具体的に列挙しない限り、本明細書で言及されるあらゆる核酸、ポリヌク
レオチド、ポリペプチド、タンパク質又は抗体は、その等価物も含むと考えられる。例え
ば、等価物は、少なくとも約８０％相同又は同一、あるいは少なくとも約８５％、若しく
は少なくとも約９０％、若しくは少なくとも約９５％、若しくは９８％のパーセント相同
性又は同一性を意味し、基準のタンパク質、ポリペプチド、抗体又は核酸と実質的に等し
い生物活性を示す。
【００５９】
　一態様では、抗体の「等価物」又は「生物学的等価物」という用語は、ＥＬＩＳＡ、Ｉ
ＨＣ又は他の適切な方法によって測定した場合、抗体の、そのエピトープタンパク質又は
その断片に選択的に結合する能力を意味する。生物学的に等価な抗体は、限定されないが
、基準抗体と同じエピトープに結合する抗体、ペプチド、抗体断片、抗体変異体、抗体誘
導体、及び抗体模倣物を含む。当業者は、部位特異的突然変異誘発を用いて抗体に適切な
変異を導入することにより、本開示の抗体と機能的に等価な抗体を調製することができる
（Hashimoto-Gotoh, T. et al., Gene 152, 271-275 (1995); Zoller & Smith, Methods 
Enzymol. 100, 468-500 (1983); Kramer, W. et al., Nucleic Acids Res. 12, 9441-945
6 (1984); Kramer W. & Fritz H J., Methods. Enzymol. 154, 350-367 (1987); Kunkel,
 T A., Proc Natl Acad Sci USA. 82, 488-492 (1985); 及びKunkel Methods Enzymol. 8
5, 2763-2766 (1988))。
【００６０】
　本開示の抗体と機能的に等価であり、本開示の抗体のアミノ酸配列において一又は複数
のアミノ酸の変異を含むアミノ酸配列を含む抗体も、本開示の抗体に含まれる。このよう
な変異体において、変異されるアミノ酸の数は、通常５０アミノ酸以下、好ましくは３０
以下、より好ましくは１０以下（例えば５アミノ酸以下）である。アミノ酸残基は、好ま
しくはアミノ酸側鎖の性質を保存するものに変異される。例えば、側鎖の性質に基づき、
アミノ酸は次の通りに分類される：疎水性アミノ酸（Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｍ、Ｆ、Ｐ、Ｗ、Ｙ、
及びＶ）；親水性アミノ酸（Ｒ、Ｄ、Ｎ、Ｃ、Ｅ、Ｑ、Ｇ、Ｈ、Ｋ、Ｓ、及びＴ）：脂肪
族側鎖を有するアミノ酸（Ｇ、Ａ、Ｖ、Ｌ、Ｉ、及びＰ）；水酸基含有側鎖を有するアミ
ノ酸（Ｓ、Ｔ、及びＹ）；硫黄原子含有側鎖を有するアミノ酸（Ｃ及びＭ）；カルボン酸
及びアミド含有側鎖を有するアミノ酸（Ｄ、Ｎ、Ｅ、及びＱ）：塩基含有側鎖（Ｒ、Ｋ、
及びＨ）；及び芳香族含有側鎖を有するアミノ酸（Ｈ、Ｆ、Ｙ、及びＷ）。
【００６１】
　（括弧内の文字はアミノ酸の一文字コードを表す）
【００６２】
　本明細書で使用する場合、用語「生物学的試料」は、生細胞に由来するか又は生細胞に
より接触された試料物質を意味する。用語「生物学的試料」は、対象から単離された組織
、細胞、及び生物学的流体、並びに対象内に存在する組織、細胞、及び流体を含むことが
意図される。本開示の生物学的試料は、限定されないが、例えば全血、血漿、精液、唾液
、涙、尿、糞便物質、汗、頬側、皮膚、脳脊髄液、及び毛髪を含む。生物学的試料は、内
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臓の生検から又はがんからも得ることができる。生物学的試料は、基礎研究のための対照
として、診断又は研究の対象から得ることができ、又は健康な個体からも得ることができ
る。
【００６３】
　「がん」、「新生物」、及び「腫瘍」という用語は、互換的に、また単数形又は複数形
のいずれでも用いられ、宿主生物にとって病的な細胞にする悪性形質転換を受けた細胞を
指し、膀胱移行細胞癌、肺腺癌、乳管癌、ホジキンリンパ腫、膵臓腺癌、前立腺腺癌、子
宮頸部扁平上皮癌、皮膚扁平上皮癌、及び非小細胞肺がんからなる群より選択される。
【００６４】
　原発がん細胞（すなわち悪性形質転換の部位の近くから得られた細胞）は、十分に確立
された技術、特に組織学的検査により、非癌性細胞から容易に識別できる。本明細書にお
いて使用されるがん細胞の定義は、原発がん細胞だけでなく、がん細胞の原型に由来する
あらゆる細胞も含む。これには、転移したがん細胞、並びにがん細胞に由来するインビト
ロの培養物及び細胞株が含まれる。固形腫瘍として通常表れるタイプのがんに言及すると
、「臨床的に検出可能な」腫瘍とは、腫瘍塊をもとに、例えばＣＡＴスキャン、磁気共鳴
画像（ＭＲＩ）、Ｘ線、超音波又は触診などの手法により検出可能なものである。生化学
的又は免疫学的所見だけでは、この定義を満たすには不十分でありうる。
【００６５】
　新生物は、比較的自律的な組織の腫瘍によって生成される細胞の異常な塊又はコロニー
である。ほとんどの新生物は悪性形質転換を受けた単一細胞のクローン増殖から生じる。
正常細胞から腫瘍性細胞への転換は、直接かつ不可逆的に細胞ゲノムを変化させる、化学
的、物理的又は生物学的因子（又はイベント）によって引き起こされうる。腫瘍性細胞は
、いくつかの特殊機能の喪失及び新たな生物学的特性（何より、比較的自律的（制御不能
）な増殖という特性）の取得により特徴付けられる。腫瘍性細胞は、自らの遺伝性の生物
学的特性を子孫細胞に伝える。
【００６６】
　新生物の過去、現在、及び未来の予測される生物学的挙動又は臨床経過は、診断、治療
、及び予後において非常に重要な区別である、良性又は悪性にさらに分類される。悪性新
生物は、より高い自律度を示し、浸潤及び転移拡散することができ、治療に耐性であり得
、死を引き起こしうる。良性新生物は、比較的低い自律度を有し、通常は浸潤性ではなく
、転移せず、また、適切に治療されれば、一般的には大した害は生じない。
【００６７】
　がんは、悪性新生物の総称である。退形成は、がん細胞の特徴的な性質であり、正常な
構造特性及び機能特性の欠如（未分化）を表す。
【００６８】
　腫瘍は、文字通りには炎症性又はその他の腫張など、任意のタイプの腫脹であるが、現
代の用法は、一般に新生物を表す。
【００６９】
　組織形成は、組織の起源であり、また、起始組織細胞に基づいて新生物を分類する方法
である。腺腫は、腺上皮の良性新生物である。癌腫は、上皮の悪性腫瘍である。肉腫は、
間葉組織の悪性腫瘍である。良性か悪性か、新生物を分類するための一体系は、生物学的
（臨床的）挙動、並びに組織形成、組織学的及び細胞学的検査によって決定される新生物
の起始組織又は細胞を利用する。新生物は、有糸分裂が可能な細胞を含むほぼすべての組
織に由来しうる。新生物の組織学的分類は、組織学的及び細胞学的検査によって決定され
る起始組織（又は細胞）に基づく。
【００７０】
　本明細書で使用する場合、用語「キメラ抗体」は、一つの種からのモノクローナル抗体
のＦｃ定常領域（例えばマウスＦｃ定常領域）が、組換えＤＮＡ技術を用いて、別の種の
抗体からのＦｃ定常領域（例えばヒトＦｃ定常領域）で置き換えられている抗体を意味す
る。概しては、Robinson et al., ＰＣＴ出願／米国特許出願公開第８６／０２２６９号
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；Akira et al.,欧州特許出願公開第１８４１８７号；Taniguchi,欧州特許出願公開第１
７１４９６号；Morrison et al.,欧州特許出願公開第１７３４９４号；Neuberger et al.
,国際公開第８６／０１５３３号；Cabilly et al.米国特許第４８１６５６７号；Cabilly
 et al.,欧州特許出願公開第１２５０２３号；Better et al., Science 240: 1041-1043,
 1988; Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443, 1987; Liu et al., J
. Immunol. 139: 3521-3526, 1987; Sun et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 214-
218, 1987; Nishimura et al., Cancer Res 47: 999-1005, 1987; Wood et al., Nature 
314: 446-449, 1885;及びShaw et al., J. Natl. Cancer Inst. 80: 1553-1559, 1988を
参照のこと。特定の態様では、標的結合領域又は部位は、非ヒト供給源（例えばマウス又
は霊長類）由来であろうし、定常領域はヒトである。
【００７１】
　本明細書で使用する場合、用語「含む（こと）」は、組成物及び方法が、列挙された要
素を含むがそれ以外を排除するものではないと意図される。組成物及び方法を定義するの
に用いられる場合の「～から本質的になる」は、意図された使用のための組み合わせに何
らかの本質的な意義がある他の要素は排除することを意味するものとする。例えば、本明
細書で定義される要素から本質的になる組成物は、単離及び精製方法からの微量混入物、
並びにリン酸緩衝生理食塩水及び保存剤などの薬学上許容される担体を排除しない。「か
らなる」は、微量要素以上の他の成分及び本開示の組成物を投与するための実質的な方法
工程以上のものは排除することを意味するものとする。これらの各移行句(transition te
rm)により定義される態様は、本開示の範囲内である。
【００７２】
　「対照」生物学的試料は、比較目的の実験で使用される代替試料である。「対照」は、
「陽性」又は「陰性」とすることができる。例えば、実験の目的が特定の種類のがんの治
療のための治療剤の有効性の相関を決定するためである場合、陽性対照（所望の治療効果
を示すことが知られている化合物又は組成物）と陰性対照（治療を受けないか、又はプラ
セボを受ける対象若しくは試料）とを用いることが一般的に好ましい。
【００７３】
　本明細書で使用する場合、用語「検出可能な標識」は、試料中の標識の存在及び／又は
濃度を示す、（例えば視覚的に、電子的に又は他の方法で）検出可能なシグナルを生成す
ることができる分子又は物質を指す。特異的な結合分子にコンジュゲートすると、検出可
能な標識は、特異的な結合分子が向かう標的の位置を突き止め、かつ／又は定量化するの
に使用されうる。したがって、試料中の標的の存在及び／又は濃度は、検出可能な標識に
生成されたシグナルを検出することにより検出されうる。検出可能な標識は、直接又は間
接的に検出することができ、異なる特異的な結合分子にコンジュゲートした複数の異なる
検出可能な標識は、一又は複数の標的を検出するのに組み合わせて使用されうる。例えば
、ある標的に特異的な抗体にコンジュゲートした第一の検出可能な標識は、第一の検出可
能な標識に特異的に結合する分子にコンジュゲートしている第二の検出可能な標識の使用
によって、間接的に検出されうる。個別に検出されうる複数の検出可能な標識は、異なる
標的に特異的に結合する異なる特異的な結合分子にコンジュゲートされ得、試料中の複数
の標的の同時検出を提供できる多重アッセイを提供することができる。検出可能なシグナ
ルは、光子（無線周波数、マイクロ波周波数、赤外線周波数、可視周波数、及び紫外線周
波数の光子を含む）の吸収、発光、及び／又は散乱を含む任意のメカニズムによって生成
されうる。検出可能な標識は、着色、蛍光、リン光、及び発光性分子並びに物質、（例え
ば、無色の物質を着色物質に変換するか又はその逆によって、あるいは沈殿物を生成する
か又は試料の濁度を上昇させることによって）一の物質を別の物質に変換して検出可能な
相違をもたらす触媒（例えば酵素）、追加の検出可能な標識化抗体コンジュゲートを使用
し、抗体－ハプテン結合相互作用によって検出できるハプテン、並びに常磁性及び磁気性
分子又は物質を含む。検出可能な標識の特定の例は、ホースラディッシュペルオキシダー
ゼ、アルカリホスファターゼ、酸性ホスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、Ｂ－ガラ
クトシダーゼ又はＢ－グルクロニダーゼ等の酵素、フルオレセイン、発光団、クマリン、
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ＢＯＤＩＰＹ染料、レゾルフィン、及びローダミン等のフルオロフォア（蛍光分子の多く
の追加例は、The Handbook--A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologie
s, Molecular Probes（オレゴン州ユージーン）おいて見出すことができる）、量子ドッ
ト等のナノ粒子（例えば、カリフォルニア州ヘイワードのＱｕａｎｔｕｍＤｏｔ　Ｃｏｒ
ｐ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｎａｎｏｃｒｙｓｔａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓから取
得；それぞれ参照により本明細書に援用される米国特許第６８１５０６４号、第６６８２
５９６号及び第６６４９１３８号も参照されたい）；金属キレート、例えばＧｄ３＋のよ
うな放射性又は常磁性金属イオンのＤＯＴＡ及びＤＰＴＡキレート、並びにリポソーム、
例えば捕捉された蛍光分子を含有するリポソームを含む。検出可能な標識が酵素を含む場
合、色原体等の検出可能な基質、蛍光性化合物又は発光性化合物を該酵素と組み合わせて
使用し、検出可能なシグナルを生成することができる（多種多様な該化合物は、例えばオ
レゴン州ユージーンのＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎから市販されてい
る）。発色性化合物の特定の例は、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、４－ニトロフェニル
リン酸（ｐＮＰＰ）、ファストレッド、ブロモクロロインドリルリン酸（ＢＣＩＰ）、ニ
トロブルーテトラゾリウム（ＮＢＴ）、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ、ファストレッド、ＡＰオレン
ジ、ＡＰブルー、テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、２，２’－アジノ－ジ－［３－エ
チルベンゾチアゾリンスルホン酸］（ＡＢＴＳ）、ｏ－ジアニシジン、４－クロロナフト
ール（４－ＣＮ）、ニトロフェニル－Ｂ－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰＧ）、ｏ－フ
ェニレンジアミン（ＯＰＤ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－Ｂ－ガラクト
ピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）、メチルウンベリフェリル－Ｂ－Ｄ－ガラクトピラノシド（Ｍ
Ｕ－Ｇａｌ）、ｐ－ニトロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロ
モ－４－クロロ－３－インドリル－Ｂ－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、３－アミノ
－９－エチルカルバゾル（ＡＥＣ）、フクシン、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）
、テトラゾリウムブルー、及びテトラゾリウムバイオレットを含む。あるいは、酵素を金
属組織学的検出方式で用いることもできる。金属組織学的検出方法は、アルカリホスファ
ターゼ等の酵素を水溶性金属イオン及び該酵素の酸化還元に不活性な基質と組み合わせて
使用することを含む。該基質は、酵素によって酸化還元に活性な作用剤に変換され、この
酸化還元に活性な作用剤は、金属イオンを還元し、検出可能な沈殿物を形成する。（例え
ば、２００４年１２月２０日に出願された同時係属中の米国特許出願第１１／０１５６４
６号、ＰＣＴ出願公開第２００５／００３７７７号、及び米国特許出願公開第２００４／
０２６５９２２号（これらはそれぞれ参照により本明細書に援用される）を参照されたい
）。金属組織学的検出方法は、検出可能な沈殿物を再形成するために、酸化還元酵素（例
えばホースラディッシュペルオキシダーゼ）を水溶性金属イオン、酸化剤、及び還元剤と
併せて使用することを含む。（例えば、参照により本明細書に援用される米国特許第６６
７０１１３号を参照のこと）。ハプテンは、抗体によって特異的に結合される小分子であ
るが、それ自体は動物において免疫応答を惹起せず、免疫応答を生成するには、最初にタ
ンパク質等のより大きい担体分子に結合されなければならない。ハプテンの例は、ジニト
ロフェニル、ビオチン、ジゴキシゲニン、及びフルオレセインを含む。オキサゾール、ピ
ラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラン、トリペルペン、尿素、チオ尿素
、ロテノイド、クマリン、及びシクロリグナンハプテンの追加の例は、参照により本明細
書に援用される２００６年１１月１日に出願された米国仮特許出願第６０／８５６１３３
号に開示されている。例示的な例では、検出可能な標識は、例えばピラゾール、ニトロフ
ェニル化合物、ベンゾフラザン、トリテルペン、尿素及びチオ尿素、ロテノン及びロテノ
ン誘導体、オキサゾール及びチアゾール、クマリン及びクマリン誘導体、並びにシクロリ
グナンを含む、例えば（参照により本明細書に援用される）米国特許第７６９５９２９号
、第８６１８２６５号、及び第８８４６３２０号に開示されているハプテンのような非内
因性ハプテン（例えばビオチンではない）を含む。このような検出可能な標識はハプテン
に結合することができる抗体又はその抗原結合断片を用いて検出することができる。
【００７４】
　本明細書で使用する場合、「エピトープ」又は「抗原決定基」とは、抗原性である、す



(17) JP 6666905 B2 2020.3.18

10

20

30

40

50

なわち特異的免疫応答を誘発する、特定の化学基又は分子の連続的な若しくは非連続的な
ペプチド配列を指す。抗体は、特定の抗原エピトープに結合する。エピトープは、通常、
アミノ酸又は糖側鎖などの分子の化学的に活性な表面基からなり、通常は特有の三次元構
造的特徴、並びに特有の電荷的特徴を有する。立体構造エピトープ及び非立体構造エピト
ープは、変性溶媒の存在下で、前者との結合は失われるが、後者との結合は失われない点
において区別される。
【００７５】
　本明細書で使用する場合、「発現」は、それによりポリヌクレオチドがｍＲＮＡに転写
されるプロセス及び／又はそれにより転写されたｍＲＮＡが続いてペプチド、ポリペプチ
ド又はタンパク質に翻訳されるプロセスを指す。ポリヌクレオチドがゲノムＤＮＡに由来
する場合、発現は、真核細胞におけるｍＲＮＡのスプライシングを含みうる。遺伝子の発
現レベルは、細胞又は組織試料中のｍＲＮＡ又はタンパク質の量を測定することによって
決定されうる。一態様では、一つの試料からの遺伝子の発現レベルは、対照又は基準試料
からの遺伝子の発現レベルと直接比較されうる。別の態様では、一つの試料からの遺伝子
の発現レベルは、化合物の投与後の同じ試料からの遺伝子の発現レベルと直接比較されう
る。
【００７６】
　本明細書で使用する場合、「相同（性）」又は「同一」、パーセント「同一性」又は「
類似性」は、二以上の核酸又はポリペプチド配列の文脈で使用する場合、同じである二以
上の配列又はサブ配列、あるいは特定の領域にわたって同じであるヌクレオチド又はアミ
ノ酸残基を特定のパーセント有する、例えば少なくとも６０％同一性、好ましくは少なく
とも６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４
％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％又はそれ以上の同一性を有する二以上の配
列又はサブ配列を指す（例えば本明細書に記載の抗体をコードするヌクレオチド配列又は
本明細書に記載の抗体のアミノ酸配列）。比較の目的のために配列を整列させることがで
き、その各配列における位置を比較することによって相同性が決定されうる。比較される
配列における位置が同じ塩基又はアミノ酸で占められる場合、分子はその位置で相同であ
る。配列間の相同性の程度は、配列により共有される一致又は相同な位置の数の関数であ
る。アラインメント及びパーセント相同性又は配列同一性は、当該技術分野で知られてい
るソフトウェアプログラム、例えばCurrent Protocols in Molecular Biology (Ausubel
ら編. 1987) 補遺30、7.7.18節、表7.7.1に記載のものを使用して決定することができる
。好ましくは、アラインメントのためにデフォルトパラメーターが使用される。好ましい
アラインメントプログラムは、デフォルトパラメーターを用いるＢＬＡＳＴである。特に
好ましいプログラムは、次のデフォルトパラメーターを用いるＢＬＡＳＴＮ及びＢＬＡＳ
ＴＰである：遺伝子コード＝標準；フィルター＝無；　鎖＝両方；　カットオフ値＝６０
；期待値＝１０；マトリックス＝ＢＬＯＳＵＭ６２；記載＝５０配列；分類手段＝ＨＩＧ
Ｈ　ＳＣＯＲＥ；データベース＝非重複、ＧｅｎＢａｎｋ＋ＥＭＢＬ＋ＤＤＢＪ＋ＰＤＢ
＋ＧｅｎＢａｎｋ　ＣＤＳ翻訳＋ＳｗｉｓｓＰｒｏｔｅｉｎ＋ＳＰｕｐｄａｔｅ＋ＰＩＲ
。これらプログラムの詳細は、次のインターネットアドレスで見ることができる：ｎｃｂ
ｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ＢＬＡＳＴ。用語「相同（性）」又は「
同一」、パーセント「同一性」又は「類似性」はまた、試験配列の相補体を指し、又はそ
れに適用することができる。この用語はまた、欠失及び／又は付加を有する配列、並びに
置換を有するものも含む。本明細書に記載の通り、好ましいアルゴリズムはギャップなど
を説明することができる。好ましくは、同一性は、少なくとも長さが約２５個のアミノ酸
又はヌクレオチドである領域にわたって、より好ましくは少なくとも長さが５０～１００
個のアミノ酸又はヌクレオチドである領域にわたって存在する。「無関係な又は「非相同
の」配列は、本開示の配列の一つと４０％未満の同一性又は２５％未満の同一性を共有す
る。
【００７７】
　用語「ヒト抗体」は、本明細書で使用される場合、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に
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由来する可変領域及び定常領域を有する抗体を含むことが意図される。本開示のヒト抗体
は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基を含んでいて
もよい（例えばインビトロでのランダム若しくは部位特異的突然変異誘発によって、又は
インビボでの体細胞変異によって導入された変異）。しかしながら、本明細書で使用する
用語「ヒト抗体」は、例えばウサギなどの別の哺乳動物種の生殖系列に由来するＣＤＲ配
列がヒトフレームワーク配列に移植されている抗体を含むことは意図されない。したがっ
て、本明細書で使用する場合、用語「ヒト抗体」は、タンパク質の実質的にすべての部分
（例えばＣＤＲ、フレームワーク、ＣＬ、ＣＨドメイン（例えばＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３

）、ヒンジ、ＶＬ、ＶＨ）がヒトにおいて実質的に非免疫原性であり、配列変化又は変異
はわずかである抗体を指す。同様に、霊長類（サル、ヒヒ，、チンパンジー等）、げっ歯
類（マウス、ラット、ウサギ、モルモット、ハムスター等）、及び他の乳類を示す抗体は
、このような種、亜属、属、亜科、及び科に特異的な抗体を指す。さらに、キメラ抗体は
上記のいかなる組み合わせをも含む。このような変化又は変異は、任意選択的に且つ好ま
しくは、非修飾抗体に比べて、ヒト又は他の種における免疫原性を保持又は低下させる。
したがって、ヒト抗体は、キメラ又はヒト化抗体とは違う。ヒト抗体は、再編成ヒト免疫
グロブリン（例えば重鎖及び／又は軽鎖）遺伝子を機能的に発現することができる非ヒト
動物又は原核若しくは真核細胞によって産生されうることが指摘されている。さらに、ヒ
ト抗体が単鎖抗体である場合、それは、天然のヒト抗体においては見出されないリンカー
ペプチドを含むことができる。例えば、Ｆｖは、重鎖の可変領域及び軽鎖の可変領域を連
結するリンカーペプチド、例えば２から約８個のグリシン又は他のアミノ酸残基を含むこ
とができる。このようなリンカーペプチドは、ヒト起源であると考えられている。
【００７８】
　本明細書で使用される場合、用語「ヒト化抗体」は、ヒト化軽鎖及びヒト化重鎖免疫グ
ロブリンを含む抗体を指す。ヒト化抗体は、ＣＤＲを提供するドナー抗体と同じ抗原に結
合する。ヒト化免疫グロブリン又は抗体のアクセプターフレームワークは、ドナーフレー
ムワークから採取したアミノ酸による限られた数の置換を有することができる。ヒト化又
は他のモノクローナル抗体は、抗原結合又は他の免疫グロブリン機能に実質的に何の影響
も及ぼさない、追加の保存的アミノ酸置換を有することができる。ヒト化免疫グロブリン
は、遺伝子工学によって作成することができる（例えば米国特許第５５８５０８９号を参
照）。
【００７９】
　本明細書で使用する場合、用語「ヒト化免疫グロブリン」は、ヒトフレームワーク領域
及び非ヒト（例えばマウス、ラット、ウサギ又は合成の）免疫グロブリンからの一又は複
数のＣＤＲを含む免疫グロブリンを指す。ＣＤＲを提供する非ヒト免疫グロブリンは「ド
ナー」と呼ばれ、フレームワークを提供するヒト免疫グロブリンは「アクセプター」と呼
ばれる。一態様では、全ＣＤＲはヒト化免疫グロブリン中のドナー免疫グロブリンに由来
する。定常領域が存在する必要はないが、存在する場合、定常領域は、ヒト免疫グロブリ
ン定常領域と実質的に同一、すなわち少なくとも約８５～９０％又は少なくとも約９５％
以上同一でなければならない。それ故、ヒト化免疫グロブリンのすべての部分は、おそら
くはＣＤＲを除いて、天然のヒト免疫グロブリン配列の対応する部分と実質的に同一であ
る。
【００８０】
　本明細書で使用する「単離（された）」という用語は、他の物質を実質的に含まない分
子又は生物学的物質又は細胞形質成分を指す。一態様において、「単離（された）」とい
う用語は、ＤＮＡ若しくはＲＮＡなどの核酸、又はタンパク質若しくはポリペプチド（例
えば抗体又はその誘導体）、又は細胞若しくは細胞小器官、又は組織若しくは器官であっ
て、それぞれ天然源に存在している他のＤＮＡ若しくはＲＮＡ、又はタンパク質若しくは
ポリペプチド、又は細胞若しくは細胞小器官、又は組織若しくは器官から分離されている
ものを指す。「単離（された）」という用語はまた、組換えＤＮＡ技術により生成された
場合には細胞形質成分、ウイルス性物質又は培地を、あるいは化学的に合成された場合に
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は化学的前駆体又は他の化学物質を実質的に含まない核酸又はペプチドを指す。さらに、
「単離された核酸」は、断片として天然に存在しない、自然状態では見られないような核
酸断片を含むことも意味する。用語「単離（された）」はまた、他の細胞たんぱく質から
単離されているポリペプチドを指すために本明細書で用いられており、精製されたポリペ
プチドと組換えポリペプチドの双方を包含することを意味する。「単離（された）」とい
う用語はまた、他の細胞又は組織から単離されている細胞又は組織を指すために本明細書
で用いられており、培養された細胞又は組織及び操作された細胞又は組織の双方を包含す
ることを意味する。
【００８１】
　本明細書で使用する場合、用語「モノクローナル抗体」は、Ｂリンパ球の単一クローン
により、又は単一の抗体の軽鎖及び重鎖遺伝子がトランスフェクトされている細胞により
産生される抗体を指す。モノクローナル抗体は、当業者に既知の方法により、例えば免疫
脾臓細胞と骨髄腫細胞との融合からハイブリッド抗体形成細胞を作製することにより製造
される。モノクローナル抗体は、ヒト化モノクローナル抗体を含む。
【００８２】
　本明細書で使用する場合、「病的細胞」は、疾患に関係する細胞、又は疾患から生じる
細胞である。病的細胞は、過剰増殖することができる。「過剰増殖細胞」は、正常又は健
康な状態にあるときよりも速い速度で分裂及び増殖している細胞又は組織を意味する。こ
のようなものの例は、限定されないが、前がん性細胞（すなわち上皮性異形成）及びがん
細胞を含む。過剰増殖細胞はまた、脱分化、不死化、腫瘍性、悪性、転移性細胞、及び肉
腫細胞、白血病細胞、癌腫細胞又は腺癌細胞などのがん細胞も含む。
【００８３】
　本明細書で使用される場合、「ＰＤ－Ｌ１」（プログラム死リガンド１）又は「Ｂ７－
Ｈ１」（ヒトＢ７ホモログ１）又はＰＤＣＤ１Ｌ１（プログラム細胞死１リガンド１）は
、Ｔ細胞活性化の刺激とＴ細胞活性化の阻害の両方のためのシグナルを提供する免疫タン
パク質の増殖Ｂ７ファミリーのメンバーである。ヒトＰＤ－Ｌ１は、２９０アミノ酸（ａ
ａ）Ｉ型の、推定１８ａａシグナルペプチドを持つ膜前駆体タンパク質、２２１ａａ細胞
外ドメイン、２１ａａ膜貫通領域、及び３１ａａ細胞質ドメインをコードする（Entrez G
ene ID: 29126, UniProtKB: Q9NZQ7 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/　直近アクセス日　
２０１４年１０月２０日）。
【００８４】
　用語「タンパク質」、「ペプチド」、及び「ポリペプチド」は、互換的に使用され、そ
の最も広い意味では、二以上のサブユニットアミノ酸、アミノ酸類似体又はペプチド模倣
物の化合物を指す。サブユニットは、ペプチド結合により結合されうる。別の態様では、
サブユニットは、他の結合、例えばエステル結合、エーテル結合などによって結合されう
る。タンパク質又はペプチドは少なくとも二個のアミノ酸を含んでいなければならず、タ
ンパク質の配列又はペプチドの配列を含みうるアミノ酸の数に上限はない。本明細書で使
用する場合、用語「アミノ酸」は、グリシン、並びにＤ及びＬ光学異性体の両方、アミノ
酸類似体及びペプチド模倣物を含めた、天然及び／又は非天然すなわち合成アミノ酸のい
ずれも指す。
【００８５】
　用語「ポリヌクレオチド」及び「オリゴヌクレオチド」は、互換的に使用され、デオキ
シリボヌクレオチド又はリボヌクレオチドのいずれか、あるいはその類似体である、任意
の長さのヌクレオチドの重合体形態を指す。ポリヌクレオチドは、任意の三次元－構造を
有することができ、既知又は未知の任意の機能を果たしうる。次に挙げるのは、ポリヌク
レオチドの非－限定的な例である：遺伝子又は遺伝子断片（例えばプローブ、プライマー
、ＥＳＴ又はＳＡＧＥタグ）、エクソン、イントロン、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ
）、転移ＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、ＲＮＡｉ、リボザイム、ｃＤＮＡ、組換えポリヌク
レオチド、分岐ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、任意の配列の単離ＤＮＡ、任
意の配列の単離ＲＮＡ、核酸プローブ及びプライマー。ポリヌクレオチドは、メチル化ヌ
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クレオチドなどの修飾されたヌクレオチド及びヌクレオチド類似体を含みうる。ヌクレオ
チド構造に対する修飾は、存在するならば、ポリヌクレオチドのアセンブリの前又は後に
付与されてよい。ヌクレオチドの配列は、非－ヌクレオチド成分により中断されてもよい
。ポリヌクレオチドは、重合後に例えば標識成分とのコンジュゲーションにより、さらに
修飾されてもよい。該用語はまた、二重－及び一本鎖－分子の両方を指す。別段の定め又
は求めがない限り、ポリヌクレオチドである本開示の任意の態様は、二本－鎖形態と、二
本－鎖形態を構成することが既知であるか又は予測される二の相補的一本－鎖形態の各々
との両方を包含する。
【００８６】
　ポリヌクレオチドは、次の４種のヌクレオチド塩基の特定の配列で構成される：アデニ
ン（Ａ）；シトシン（Ｃ）；グアニン（Ｇ）；チミン（Ｔ）；及びポリヌクレオチドがＲ
ＮＡの場合はチミンの代わりにウラシル（Ｕ）。したがって、用語「ポリヌクレオチド配
列」は、ポリヌクレオチド分子のアルファベット表示である。このアルファベット表示は
、中央処理装置を有するコンピューター内のデータベースに入力して、バイオインフォマ
ティクス用途、例えば機能性ゲノミクス及び相同性調査などに使用することができる。
【００８７】
　本明細書で使用する場合、「精製された」という用語は絶対的な純度を必要としない。
むしろ、それは相対的な用語として意図されている。したがって、例えば、精製された核
酸、ペプチド、タンパク質、生物学的複合体又は他の活性化合物は、タンパク質又は他の
混入物から全体的又は部分的に単離されているものである。一般に、本開示内での使用の
ための実質的に精製されたペプチド、タンパク質、生物学的複合体又は他の活性化合物は
、調製物中に存在するすべての巨大分子種の８０％超を、該ペプチド、タンパク質、生物
学的複合体又は他の活性化合物の混合若しくは形成の前に、薬学的担体、賦形剤、緩衝剤
、吸収促進剤、安定化剤、防腐剤、アジュバント又は他の共成分と共に治療的投与のため
の完全な医薬製剤中に含む。より典型的には、ペプチド、タンパク質、生物学的複合体又
は他の活性化合物は、他の製剤成分と混合する前に、精製調製物中に存在するすべての巨
大分子種の９０％超、多くの場合９５％超を占めるように精製される。他の場合には、精
製された調製物は本質的に均質であってもよく、この場合、他の巨大分子種は従来の技術
によって検出可能ではない。
【００８８】
　本明細書で使用される場合、「特異的結合」は、少なくとも１０-６Ｍの結合親和性を
有する抗体と抗原との間の接触を意味する。特定の態様において、抗体は、少なくとも約
１０-７ Ｍ、好ましくは１０-８ Ｍ、１０-９ Ｍ、１０-１０ Ｍ、１０-１１ Ｍ又は１０
-１２ Ｍの親和性で結合する。
【００８９】
　本明細書で使用する場合、用語「組換えタンパク質」は、一般にポリペプチドをコード
するＤＮＡを適切な発現ベクターに挿入し、結果として宿主細胞が形質転換して異種タン
パク質を生成するために使用される組換えＤＮＡ技術により製造されるポリペプチドを指
す。
【００９０】
　本明細書で使用する場合、「治療（すること）」又は対象における疾患の「治療」は、
（１）疾患の素因があるか又は症状がまだ現れていない対象において、症状又は疾患が発
生しないようにすること；（２）疾患を阻止するか又はその進行を阻止すること；あるい
は（３）疾患又は疾患の症状を改善すること若しくは後退を起こすことを指す。当該技術
分野で理解されているように、「治療」は、臨床結果を含む有益な又は所望の結果を得る
ための手法である。本開示において、有益な又は所望の臨床結果は、検出可能であるか否
かを問わず、一又は複数の症状の軽減若しくは改善、（疾患を含む）状態の範囲の縮小、
（疾患を含む）状態の安定化状態（すなわち悪化ではない）、（疾患を含む）状態進行の
遅延又は速度低下、（疾患を含む）状態の改善又は緩和及び寛解（部分的であれ全体的で
あれ）のうちの一又は複数を含むがこれらに限定されない。効能があって、非常に低用量
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で局所的に投与することができ、したがって全身性副作用を最小にする化合物が好ましい
。
【００９１】
本開示を実施するための形態
抗体及び抗体断片
　抗体の一般的な構造は、当該技術分野で知られており、ここでは簡単に要約する。免疫
グロブリンモノマーは、ジスルフィド結合で連結された二の重鎖と二の軽鎖とを含む。各
重鎖は、それがジスルフィド結合を介して直接結合している軽鎖の一つと対になっている
。各重鎖は、定常領域（抗体のアイソタイプによって異なる）と可変領域とを含む。可変
領域は、ＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２、及びＣＤＲＨ３と称され、フレームワーク領域内に維
持される三つの超可変領域（すなわち相補性決定領域）を含む。各軽鎖は、定常領域と可
変領域とを含み、可変領域は重鎖の可変領域に類似の様式でフレームワーク領域によって
維持される三つの超可変領域（ＣＤＲＬ１、ＣＤＲＬ２、及びＣＤＲＬ３と称される）を
含む。
【００９２】
　重鎖及び軽鎖の各対の超可変領域は、互いに協働して、標的抗原に結合することができ
る抗原結合部位を提供する。重鎖及び軽鎖の対の結合特異性は、重鎖並びに軽鎖のＣＤＲ
１、ＣＤＲ２、及びＣＤＲ３の配列によって既定される。したがって、特定の結合特異性
を生じる一組のＣＤＲ配列（すなわち重鎖並びに軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、及びＣＤＲ
３の配列）が決定されると、その一組のＣＤＲ配列は、原則として、同一の抗原結合特異
性を有する異なる抗体を提供するために、任意の抗体定常領域と連結された任意の他の抗
体フレームワーク領域内の適切な位置に挿入されうる。
【００９３】
　上記を踏まえ、一態様において、本明細書で提供されるのは、重鎖（ＨＣ）免疫グロブ
リン可変ドメイン配列及び軽鎖（ＬＣ）免疫グロブリン可変ドメイン配列を含む単離抗体
であり、ここで重鎖及び軽鎖免疫グロブリン可変ドメイン配列は、アミノ酸配列ＣＧＩＱ
ＤＴＮＳＫＫＱＳＤＴＨＬＥＥＴ（配列番号１）を含むヒトＰＤ－Ｌ１のエピトープに結
合する結合部位を形成し、かつ／又は少なくとも１．５ｘ１０－１１Ｍの半数効果濃度（
ＥＣ５０）を有する。
【００９４】
　一態様では、本開示のＰＤ－Ｌ１抗体の重鎖及び軽鎖のＣＤＲ３の配列は、配列番号１
０及び１３に示されるコンセンサス配列に一致する。
【００９５】
　一態様では、本開示のＰＤ－Ｌ１抗体の重鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ２の配列は、配列番
号８及び９に示されるコンセンサス配列に一致する。
【００９６】
　一態様では、本開示のＰＤ－Ｌ１抗体の軽鎖のＣＤＲ１の配列は、配列番号１１に示さ
れるコンセンサス配列に一致する。
【００９７】
　一態様では、本開示のＰＤ－Ｌ１抗体の軽鎖のＣＤＲ２の配列は、配列番号１２の配列
を含む。
【００９８】
　別の態様では、本開示のＰＤ－Ｌ１抗体は、配列番号１３のコンセンサス配列に一致す
る軽鎖のＣＤＲ３配列と、配列番号１０のコンセンサス配列に一致する重鎖のＣＤＲ３配
列とを有する。
【００９９】
　本開示のいくつかの好ましい抗体（ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４
）からの特異的なＣＤＲ１、ＣＤＲ２、及びＣＤＲ３配列を表１に示す。したがって、本
開示は、これらの好ましい抗体からの配列を有するＣＤＲ１から３を含む抗体を提供する
。しかし、本開示の好ましい抗体の配列間には高レベルの配列同一性があるため、異なる
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好ましい抗体からのＣＤＲ配列を有する抗体を提供することも本開示の範囲内である。例
えば、Ｊ２７Ｈ６Ｌ４からのＣＤＲ１、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４からのＣＤＲ２、及びＳＰ２６３
からのＣＤＲ３の配列を有する重鎖と、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４からのＣＤＲ１、ＳＰ２６３から
のＣＤＲ２、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４からのＣＤＲ３の配列を有する軽鎖とを含む抗体もまた
、本開示に含まれる。
【０１００】
　本開示の別の態様では、単離抗体は、以下の特徴の一又は複数を含む。
　（ａ）　ＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列は、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４又はＪ
２７Ｈ６Ｌ４のＬＣ可変ドメインのＣＤＲと少なくとも８５％同一である一又は複数のＣ
ＤＲを含む；
　（ｂ）　ＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列は、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４又はＪ
２７Ｈ６Ｌ４のＨＣ可変ドメインのＣＤＲと少なくとも８５％同一である一又は複数のＣ
ＤＲを含む；
　（ｃ）　ＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列は、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４又はＪ
２７Ｈ６Ｌ４のＬＣ可変ドメインと少なくとも８５％同一である；
　（ｄ）　ＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列は、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４又はＪ
２７Ｈ６Ｌ４のＨＣ可変ドメインと少なくとも８５％同一である；及び
　（ｅ）　抗体は、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４又はＪ２７Ｈ６Ｌ４によって結合された
エピトープと重複するエピトープに結合する。
【０１０１】
　一態様では、本開示は、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４からなる群
より選択される抗体と少なくとも８５％同一である単離抗体を提供する。一態様では、本
開示は、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４からなる群より選択される単
離抗体を提供する。
【０１０２】
　一態様では、本開示は、ＳＰ２６３のＣＤＲを含む単離抗体を提供する。一態様では、
本開示は、ＳＰ２６３に少なくとも８５％同一である単離抗体を提供する。ＳＰ２６３の
ＣＤＲを表１に示す。
【０１０３】
　一態様では、本開示は、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４のＣＤＲを含む単離抗体を提供する。一態様で
は、本開示は、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４に少なくとも８５％同一である単離抗体を提供する。Ｊ４
５Ｈ２Ｌ４のＣＤＲを表１に示す。
【０１０４】
　一態様では、本開示は、Ｊ２７Ｈ６Ｌ４のＣＤＲを含む単離抗体を提供する。一態様で
は、本開示は、Ｊ２７Ｈ６Ｌ４に少なくとも８５％同一である単離抗体を提供する。Ｊ２
７Ｈ６Ｌ４のＣＤＲを表１に示す。
【０１０５】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様では、ＨＣ可変ドメイン配列は、ＳＰ２６
３の可変ドメイン配列を含み、ＬＣ可変ドメイン配列は、ＳＰ２６３の可変ドメイン配列
を含む。
【０１０６】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様では、ＨＣ可変ドメイン配列は、Ｊ４５Ｈ
２Ｌ４の可変ドメイン配列を含み、ＬＣ可変ドメイン配列は、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４の可変ドメ
イン配列を含む。
【０１０７】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様では、ＨＣ可変ドメイン配列は、Ｊ２７Ｈ
６Ｌ４の可変ドメイン配列を含み、ＬＣ可変ドメイン配列は、Ｊ２７Ｈ６Ｌ４の可変ドメ
イン配列を含む。
【０１０８】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様では、抗体は、１０-４ Ｍ、１０-５ Ｍ、
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１０-６ Ｍ、１０-７ Ｍ、１０-８ Ｍ、１０-９ Ｍ、１０-１０ Ｍ、１０-１１ Ｍ又は１
０-１２ Ｍ未満の解離定数（ＫＤ）でヒトＰＤ－Ｌ１と結合する。本明細書で提供される
抗体のいくつかの態様では、抗原結合部位は、ヒトＰＤ－Ｌ１に特異的に結合する。
【０１０９】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は可溶性Ｆａｂである。
【０１１０】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、ＨＣ及びＬＣ可変ドメイン配列
は、同じポリペプチド鎖の構成要素である。本明細書で提供される抗体のいくつかの態様
において、ＨＣ及びＬＣ可変ドメイン配列は、異なるポリペプチド鎖の構成要素である。
【０１１１】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は完全長抗体である。
【０１１２】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体はモノクローナル抗体であ
る。
【０１１３】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は、キメラであるか又はヒ
ト化されている。
【０１１４】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）’
２、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖ、及びＦｖからなる群より選択される。
【０１１５】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は、Ｆｃドメインを含む。
本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は、ウサギ抗体である。本明
細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は、ヒト若しくはヒト化抗体であ
るか、又はヒトにおいて非免疫原性である。
【０１１６】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は、ヒト抗体フレームワー
ク領域を含む。
【０１１７】
　他の態様において、本明細書で提供される抗体のＣＤＲにおける一又は複数のアミノ酸
残基は、別のアミノ酸で置換されている。置換は、アミノ酸の同じファミリー内の置換で
あるという意味において、「保存的」でありうる。天然に存在するアミノ酸は、以下の４
つのファミリーに分けることができ、それらのファミリー内で保存的置換が起こる。
　１）　塩基性側鎖を有するアミノ酸：リジン、アルギニン、ヒスチジン
　２）　酸性側鎖を有するアミノ酸：アスパラギン酸、グルタミン酸
　３）　非荷電極性側鎖を有するアミノ酸：アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオ
ニン、チロシン
　４）　非極性側鎖を有するアミノ酸：グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロ
イシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン、システイン
【０１１８】
　別の態様では、一又は複数のアミノ酸残基が、抗体の一又は複数のＣＤＲに付加又はそ
のＣＤＲから欠失している。そのような付加又は欠失は、ＣＤＲのＮ若しくはＣ末端又は
ＣＤＲ内のある位置で起こる。
【０１１９】
　アミノ酸の付加、欠失又は置換によって抗体のＣＤＲのアミノ酸配列を変化させること
により、標的抗原に対する結合親和性の増加などの様々な効果を得ることができる。
【０１２０】
　そのような様々なＣＤＲ配列を含む本開示の抗体は、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及
びＪ２７Ｈ６Ｌ４と類似の特異性及び感受性プロファイルを有するＰＤ－Ｌ１にさらに結
合することが理解されるべきである。これは、本明細書に記載の実施例に開示される結合
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アッセイにより試験することができる。
【０１２１】
　抗体の定常領域はまた、抗体ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４につい
て具体的に開示されているものから変動し得る。例えば、任意のアイソタイプ：ＩｇＡ（
ＩｇＡ１、ＩｇＡ２）、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉｇ
Ｇ４）又はＩｇＭのＦｃ領域を抗体に提供することができる、定常領域配列の非限定的な
例は、以下を含む：
【０１２２】
　ヒトＩｇＤ定常領域、Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ０１８８０　配列番号２７
ＡＰＴＫＡＰＤＶＦＰＩＩＳＧＣＲＨＰＫＤＮＳＰＶＶＬＡＣＬＩＴＧＹＨＰＴＳＶＴＶ
ＴＷＹＭＧＴＱＳＱＰＱＲＴＦＰＥＩＱＲＲＤＳＹＹＭＴＳＳＱＬＳＴＰＬＱＱＷＲＱＧ
ＥＹＫＣＶＶＱＨＴＡＳＫＳＫＫＥＩＦＲＷＰＥＳＰＫＡＱＡＳＳＶＰＴＡＱＰＱＡＥＧ
ＳＬＡＫＡＴＴＡＰＡＴＴＲＮＴＧＲＧＧＥＥＫＫＫＥＫＥＫＥＥＱＥＥＲＥＴＫＴＰＥ
ＣＰＳＨＴＱＰＬＧＶＹＬＬＴＰＡＶＱＤＬＷＬＲＤＫＡＴＦＴＣＦＶＶＧＳＤＬＫＤＡ
ＨＬＴＷＥＶＡＧＫＶＰＴＧＧＶＥＥＧＬＬＥＲＨＳＮＧＳＱＳＱＨＳＲＬＴＬＰＲＳＬ
ＷＮＡＧＴＳＶＴＣＴＬＮＨＰＳＬＰＰＱＲＬＭＡＬＲＥＰＡＡＱＡＰＶＫＬＳＬＮＬＬ
ＡＳＳＤＰＰＥＡＡＳＷＬＬＣＥＶＳＧＦＳＰＰＮＩＬＬＭＷＬＥＤＱＲＥＶＮＴＳＧＦ
ＡＰＡＲＰＰＰＱＰＧＳＴＴＦＷＡＷＳＶＬＲＶＰＡＰＰＳＰＱＰＡＴＹＴＣＶＶＳＨＥ
ＤＳＲＴＬＬＮＡＳＲＳＬＥＶＳＹＶＴＤＨＧＰＭＫ
【０１２３】
　ヒトＩｇＧ１定常領域、Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ０１８５７　配列番号２８
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴ
ＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧ
ＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷ
ＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫ
ＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥ
ＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶ
ＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴ
ＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０１２４】
　ヒトＩｇＧ２定常領域、Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ０１８５９　配列番号２９
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＣＳＲＳＴＳＥＳＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＮＦＧＴＱＴ
ＹＴＣＮＶＤＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＴＶＥＲＫＣＣＶＥＣＰＰＣＰＡＰＰＶＡＧＰＳＶＦ
ＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＱＦＮＷＹＶＤＧ
ＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＦＮＳＴＦＲＶＶＳＶＬＴＶＶＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹＫＣ
ＫＶＳＮＫＧＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＴＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＥＥＭＴＫＮ
ＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＳＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＭＬＤＳＤ
ＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫＳＬ
ＳＬＳＰＧＫ
【０１２５】
　ヒトＩｇＧ３定常領域、Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ０１８６０　配列番号３０
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＣＳＲＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴ
ＹＴＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＲＶＥＬＫＴＰＬＧＤＴＴＨＴＣＰＲＣＰＥＰＫＳＣ
ＤＴＰＰＰＣＰＲＣＰＥＰＫＳＣＤＴＰＰＰＣＰＲＣＰＥＰＫＳＣＤＴＰＰＰＣＰＲＣＰ
ＡＰＥＬＬＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤ
ＰＥＶＱＦＫＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＦＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨ
ＱＤＷＬＮＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＴＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴ
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ＬＰＰＳＲＥＥＭＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＳＧＱＰＥＮＮ
ＹＮＴＴＰＰＭＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＩＦＳＣＳＶＭＨＥ
ＡＬＨＮＲＦＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０１２６】
　ヒトＩｇＭ定常領域、Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ０１８７１　配列番号３１
ＧＳＡＳＡＰＴＬＦＰＬＶＳＣＥＮＳＰＳＤＴＳＳＶＡＶＧＣＬＡＱＤＦＬＰＤＳＩＴＬ
ＳＷＫＹＫＮＮＳＤＩＳＳＴＲＧＦＰＳＶＬＲＧＧＫＹＡＡＴＳＱＶＬＬＰＳＫＤＶＭＱ
ＧＴＤＥＨＶＶＣＫＶＱＨＰＮＧＮＫＥＫＮＶＰＬＰＶＩＡＥＬＰＰＫＶＳＶＦＶＰＰＲ
ＤＧＦＦＧＮＰＲＫＳＫＬＩＣＱＡＴＧＦＳＰＲＱＩＱＶＳＷＬＲＥＧＫＱＶＧＳＧＶＴ
ＴＤＱＶＱＡＥＡＫＥＳＧＰＴＴＹＫＶＴＳＴＬＴＩＫＥＳＤＷＬＧＱＳＭＦＴＣＲＶＤ
ＨＲＧＬＴＦＱＱＮＡＳＳＭＣＶＰＤＱＤＴＡＩＲＶＦＡＩＰＰＳＦＡＳＩＦＬＴＫＳＴ
ＫＬＴＣＬＶＴＤＬＴＴＹＤＳＶＴＩＳＷＴＲＱＮＧＥＡＶＫＴＨＴＮＩＳＥＳＨＰＮＡ
ＴＦＳＡＶＧＥＡＳＩＣＥＤＤＷＮＳＧＥＲＦＴＣＴＶＴＨＴＤＬＰＳＰＬＫＱＴＩＳＲ
ＰＫＧＶＡＬＨＲＰＤＶＹＬＬＰＰＡＲＥＱＬＮＬＲＥＳＡＴＩＴＣＬＶＴＧＦＳＰＡＤ
ＶＦＶＱＷＭＱＲＧＱＰＬＳＰＥＫＹＶＴＳＡＰＭＰＥＰＱＡＰＧＲＹＦＡＨＳＩＬＴＶ
ＳＥＥＥＷＮＴＧＥＴＹＴＣＶＡＨＥＡＬＰＮＲＶＴＥＲＴＶＤＫＳＴＧＫＰＴＬＹＮＶ
ＳＬＶＭＳＤＴＡＧＴＣＹ
【０１２７】
　ヒトＩｇＧ４定常領域、Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ０１８６１　配列番号３２
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＣＳＲＳＴＳＥＳＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＫＴ
ＹＴＣＮＶＤＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＲＶＥＳＫＹＧＰＰＣＰＳＣＰＡＰＥＦＬＧＧＰＳＶ
ＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＱＥＤＰＥＶＱＦＮＷＹＶＤ
ＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＦＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹＫ
ＣＫＶＳＮＫＧＬＰＳＳＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＱＥＥＭＴＫ
ＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬＤＳ
ＤＧＳＦＦＬＹＳＲＬＴＶＤＫＳＲＷＱＥＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫＳ
ＬＳＬＳＬＧＫ
【０１２８】
　ヒトＩｇＡ１定常領域、Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ０１８７６　配列番号３３
ＡＳＰＴＳＰＫＶＦＰＬＳＬＣＳＴＱＰＤＧＮＶＶＩＡＣＬＶＱＧＦＦＰＱＥＰＬＳＶＴ
ＷＳＥＳＧＱＧＶＴＡＲＮＦＰＰＳＱＤＡＳＧＤＬＹＴＴＳＳＱＬＴＬＰＡＴＱＣＬＡＧ
ＫＳＶＴＣＨＶＫＨＹＴＮＰＳＱＤＶＴＶＰＣＰＶＰＳＴＰＰＴＰＳＰＳＴＰＰＴＰＳＰ
ＳＣＣＨＰＲＬＳＬＨＲＰＡＬＥＤＬＬＬＧＳＥＡＮＬＴＣＴＬＴＧＬＲＤＡＳＧＶＴＦ
ＴＷＴＰＳＳＧＫＳＡＶＱＧＰＰＥＲＤＬＣＧＣＹＳＶＳＳＶＬＰＧＣＡＥＰＷＮＨＧＫ
ＴＦＴＣＴＡＡＹＰＥＳＫＴＰＬＴＡＴＬＳＫＳＧＮＴＦＲＰＥＶＨＬＬＰＰＰＳＥＥＬ
ＡＬＮＥＬＶＴＬＴＣＬＡＲＧＦＳＰＫＤＶＬＶＲＷＬＱＧＳＱＥＬＰＲＥＫＹＬＴＷＡ
ＳＲＱＥＰＳＱＧＴＴＴＦＡＶＴＳＩＬＲＶＡＡＥＤＷＫＫＧＤＴＦＳＣＭＶＧＨＥＡＬ
ＰＬＡＦＴＱＫＴＩＤＲＬＡＧＫＰＴＨＶＮＶＳＶＶＭＡＥＶＤＧＴＣＹ
【０１２９】
　ヒトＩｇＡ２定常領域、Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ０１８７７　配列番号３４
ＡＳＰＴＳＰＫＶＦＰＬＳＬＤＳＴＰＱＤＧＮＶＶＶＡＣＬＶＱＧＦＦＰＱＥＰＬＳＶＴ
ＷＳＥＳＧＱＮＶＴＡＲＮＦＰＰＳＱＤＡＳＧＤＬＹＴＴＳＳＱＬＴＬＰＡＴＱＣＰＤＧ
ＫＳＶＴＣＨＶＫＨＹＴＮＰＳＱＤＶＴＶＰＣＰＶＰＰＰＰＰＣＣＨＰＲＬＳＬＨＲＰＡ
ＬＥＤＬＬＬＧＳＥＡＮＬＴＣＴＬＴＧＬＲＤＡＳＧＡＴＦＴＷＴＰＳＳＧＫＳＡＶＱＧ
ＰＰＥＲＤＬＣＧＣＹＳＶＳＳＶＬＰＧＣＡＱＰＷＮＨＧＥＴＦＴＣＴＡＡＨＰＥＬＫＴ
ＰＬＴＡＮＩＴＫＳＧＮＴＦＲＰＥＶＨＬＬＰＰＰＳＥＥＬＡＬＮＥＬＶＴＬＴＣＬＡＲ
ＧＦＳＰＫＤＶＬＶＲＷＬＱＧＳＱＥＬＰＲＥＫＹＬＴＷＡＳＲＱＥＰＳＱＧＴＴＴＦＡ
ＶＴＳＩＬＲＶＡＡＥＤＷＫＫＧＤＴＦＳＣＭＶＧＨＥＡＬＰＬＡＦＴＱＫＴＩＤＲＭＡ
ＧＫＰＴＨＶＮＶＳＶＶＭＡＥＶＤＧＴＣＹ
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【０１３０】
　ヒトＩｇカッパ定常領域、Ｕｎｉｐｒｏｔ：Ｐ０１８３４　配列番号３５
ＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷ
ＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫ
ＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０１３１】
　いくつかの態様において、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４抗体は、
配列番号２７～３３又は３４と少なくとも８０％同一である重鎖定常領域を含む。
【０１３２】
　いくつかの態様において、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４抗体は、
配列番号３５と少なくとも８０％同一である軽鎖定常領域を含む。
【０１３３】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は、ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ
２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４で結合されるエピトープに結合する。
【０１３４】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は、ＰＤ－Ｌ１への結合に
関してＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４と競合する。
【０１３５】
　本明細書で提供される抗体のいくつかの態様において、抗体は、迅速な結合並びに細胞
摂取及び／又は持続放出を促進するための構造的修飾を含む。いくつかの態様において、
ＰＤ－Ｌ１抗体は、迅速な結合並びに細胞摂取及び／又は持続放出を促進するために、抗
体のＣＨ２定常重鎖領域に欠失を含む。いくつかの態様において、Ｆａｂ断片は、迅速な
結合並びに細胞摂取及び／又は持続放出を促進するために使用される。いくつかの態様に
おいて、Ｆ（ａｂ）’２断片は、迅速な結合並びに細胞摂取及び／又は持続放出を促進す
るために使用される。
【０１３６】
抗体及び抗体断片を調製するための方法
　抗体、その製造及び使用は、よく知られており、例えばHarlow, E. and Lane, D.,Anti
bodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Ha
rbor, N.Y., 1999に開示されている。抗体は、当該技術分野で既知の標準的な方法を用い
て生成されうる。抗体の例は、抗体のモノクローナル、一本鎖、及び機能的断片を含む（
ただしこれらに限定されない）。
【０１３７】
　抗体は、様々な宿主、例えばヤギ、ウサギ、ラット、マウス、ヒト、及びその他におい
て産生されうる。それらは、ＰＤ－Ｌ１のＣ末端断片などの、免疫原性特性を有する標的
抗原又はその断片又はオリゴペプチドを注入することにより免疫化することができる。宿
主種に応じて種々のアジュバントを用い、免疫学的応答を増加させることができる。その
ようなアジュバントは、限定されないが、フロイント、水酸化アルミニウムなどの鉱物ゲ
ル、リゾレシチン、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油エマルジョン
、キーホールリンペットヘモシアニン、及びジニトロフェノールなどの表面界面活性物質
を含む。ヒトにおいて使用されるアジュバントの中で、ＢＣＧ（カルメット・ゲラン桿菌
）及びコリネバクテリウム属パルバム(Corynebacterium parvum)が特に有用である。
【０１３８】
　特定の態様では、本開示の抗体は、ポリクローナル、すなわち異なるアミノ酸配列を有
する複数の型の抗ＰＤ－Ｌ１抗体の混合物、例えば下記で簡単に説明されている、当該分
野で既知の技術を用いる配列番号１に対して作製された抗体である。一態様において、ポ
リクローナル抗体は、異なるＣＤＲを有する複数の型の抗ＰＤ－Ｌ１抗体の混合物を含む
。このように、異なる抗体を産生する細胞の混合物を培養し、得られた培養物から精製さ
れた抗体を使用することができる（国際公開第２００４／０６１１０４号を参照）。
【０１３９】
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　モノクローナル抗体製造ＰＤ－Ｌ１に対するモノクローナル抗体は、培養液中で連続細
胞株による抗体分子の産生をもたらす任意の技術を用いて調製することができ、一態様で
は、配列番号１を有するポリペプチドを用いて調製する。このような技術は、限定されな
いが、ハイブリドーマ技術（例えばKohler & Milstein, Nature 256: 495-497 (1975)参
照）；トリオーマ技術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（例えばKozbor, et al., Immuno
l. Today 4: 72 (1983)参照）及びヒトモノクロナール抗体を産生させるためのＥＢＶハ
イブリドーマ技術（例えばCole, et al., MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, 
Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96 (1985)参照）を含む。ヒトモノクローナル抗体は、本開
示の実施において利用することができ、ヒトハイブリドーマを用いることにより（例えば
Cote, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 80: 2026-2030 (1983)参照）、又はヒトＢ細胞
をインビトロでエプスタイン・バーウイルスで形質転換することにより（例えばCole, et
 al., MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96 (1
985)参照）産生されうる。例えば、抗体の領域をコードする核酸集団を単離することがで
きる。抗体の保存領域をコードする配列に由来するプライマーを利用するＰＣＲを用いて
、集団から抗体の一部をコードする配列を増幅し、次いで増幅された配列から抗体又はそ
の断片、例えば可変ドメインをコードするＤＮＡを再構築する。このような増幅された配
列はまた、ファージ又はバクテリア上の融合ポリペプチドの発現及び提示のために、他の
タンパク質、例えばバクテリオファージコート又は細菌細胞表面タンパク質をコードする
ＤＮＡと融合させることができる。次いで、例えばＰＤ－Ｌ１ポリペプチド上に存在する
抗原又はエピトープに対する発現された抗体若しくはその断片の親和性に基づいて、増幅
された配列を発現させ、さらに選別又は単離することができる。あるいは、抗ＰＤ－Ｌ１
モノクローナル抗体を発現するハイブリドーマは、対象を免疫化し、次いで常套的方法を
用いて対象の脾臓からハイブリドーマを単離することによって調製することができる。例
えば、Milstein et al., (Galfre and Milstein, Methods Enzymol73: 3-46 (1981))を参
照のこと。標準的な方法を用いてハイブリドーマをスクリーニングすることは、様々な特
異性（すなわち異なるエピトープに対する）及び親和性のモノクローナル抗体を産生させ
るであろう。所望の特性、例えばＰＤ－Ｌ１結合を有する選択されたモノクローナル抗体
は、（ｉ）ハイブリドーマにより発現されたままで使用することができ、（ｉｉ）ポリエ
チレングリコール（ＰＥＧ）のような分子に結合してその特性を変えることができ、又は
（ｉｉｉ）モノクローナル抗体をコードするｃＤＮＡを単離し、配列決定し、種々の方法
で操作することができる。一態様では、抗ＰＤ－Ｌ１モノクローナル抗体は、不死化細胞
と融合した、ヒト重鎖導入遺伝子及び軽鎖導入遺伝子を含むゲノムを有するトランスジェ
ニック非ヒト動物、例えばトランスジェニックマウスから得られるＢ細胞を含むハイブリ
ドーマにより産生される。ハイブリドーマ技術は、当該技術分野で知られているもの、及
びHarlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 349 (1988); Hammerling et al., Monoclonal Antibodies A
nd T-Cell Hybridomas, 563-681 (1981)で教示されているものを含む。
【０１４０】
　ファージディスプレイ技術上記のように、本開示の抗体は、組換えＤＮＡ及びファージ
ディスプレイ技術の適用によって産生され得る。例えば、抗ＰＤ－Ｌ１抗体は、当該技術
分野で既知の様々なファージディスプレイ法を用いて調製することができる。ファージデ
ィスプレイ法では、機能的抗体ドメインが、それらをコードするポリヌクレオチド配列を
有するファージ粒子の表面上に提示される。所望の結合特性を有するファージは、抗原、
典型的には固体表面又はビーズに結合又は捕捉された抗原を用いて直接選択することによ
り、レパートリー又はコンビナトリアル抗体ライブラリー（例えばヒト又はマウス）から
選択される。これらの方法で使用されるファージは、典型的にはファージ遺伝子ＩＩＩ又
は遺伝子ＶＩＩＩタンパク質のいずれかと組み換え融合しているＦａｂ、Ｆｖ又はジスル
フィド安定化Ｆｖ抗体ドメインを有するｆｄ及びＭ１３を含む糸状ファージである。さら
に、方法は、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチド、例えばポリペプチド又はその誘導体、断片、類似
体若しくはホモログに対する所望の特異性を有するモノクローナルＦａｂ断片の迅速かつ
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効果的な同定を可能にするように、Ｆａｂ発現ライブラリー（例えばHuse, et al., Scie
nce 246: 1275-1281, 1989参照）の構築のために適合されうる。本開示の単離抗体を作製
するために使用されうるファージディスプレイ法の他の例は、Huston et al.,Proc. Natl
. Acad. Sci. U.S.A., 85: 5879-5883 (1988); Chaudhary et al., Proc. Natl. Acad. S
ci. U.S.A., 87: 1066-1070 (1990); Brinkman et al., J. Immunol. Methods 182: 41-5
0 (1995); Ames et al., J. Immunol. Methods 184: 177-186 (1995); Kettleborough et
 al., Eur. J. Immunol. 24 952-958 (1994); Persic et al., Gene 187: 9-18 (1997); 
Burton et al., Advances in Immunology 57: 191-280 (1994)；ＰＣＴ／ＧＢ第９１／０
１１３４号；国際公開第９０／０２８０９号；国際公開第９１／１０７３７号；国際公開
第９２／０１０４７号；国際公開第９２／１８６１９号；国際公開第９３／１１２３６号
；国際公開第９５／１５９８２号；国際公開第９５／２０４０１号；国際公開第９６／０
６２１３号；国際公開第９２／０１０４７号（Medical Research Council et al.)；国際
公開第９７／０８３２０号(Morphosys)；国際公開第９２／０１０４７号(CAT/MRC)；国際
公開第９１／１７２７１号(Affymax)；及び米国特許第５６９８４２６号、第５２２３４
０９号、第５４０３４８４号、第５５８０７１７号、第５４２７９０８号、第５７５０７
５３号、第５８２１０４７号、第５５７１６９８号、第５４２７９０８号、第５５１６６
３７号、第５７８０２２５号、第５６５８７２７、及び第５７３３７４３号に開示されて
いるものを含む。
【０１４１】
　ポリペプチドをジスルフィド結合を介して結合させることによってバクテリオファージ
粒子の表面にポリペプチドを提示するのに有用な方法は、Ｌｏｈｎｉｎｇによる米国特許
第６７５３１３６号で説明されている。上記の参考文献において説明されているように、
ファージ選択後、ファージ由来の抗体コード領域は、単離し、ヒト抗体を含む完全抗体又
は任意の他の所望の抗原結合断片を生成するのに使用し、かつ哺乳動物細胞、昆虫細胞、
植物細胞、酵母、及び細菌を含む任意の所望の宿主において発現させることができる。ま
た、例えばＦａｂ、Ｆａｂ′、及びＦ（ａｂ′）２ 断片を組換えで生成するための技術
も、国際公開第９２／２２３２４号；Mullinax et al., BioTechniques 12: 864-869 (19
92); Sawai et al., AJRI 34: 26-34 (1995); 及びBetter et al., Science 240: 1041-1
043 (1988)に開示されているもののような当該技術分野で既知の方法を用いて使用するこ
とができる。
【０１４２】
　一般に、抗体又は抗体断片がファージ又はファージミド粒子の表面に存在することから
、良好な結合活性を維持する変異体を同定するために、ディスプレイベクターにクローニ
ングされるハイブリッド抗体又はハイブリッド抗体断片を適切な抗原に対して選択するこ
とができる。例えば、Barbas III et al.,Phage Display, A Laboratory Manual(Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2001)を参照のこと。ただ
し、選択及び／又はスクリーニングのために抗体断片ライブラリーを溶菌ファージベクタ
ー（修飾Ｔ７又はラムダＺａｐ系）にクローニングするなど、本方法には他のベクターフ
ォーマットを使用することができる。
【０１４３】
　抗体製造の代替方法抗体はまた、リンパ球集団におけるインビボ産生を誘導することに
よって、又は組換え免疫グロブリンライブラリー若しくは高度に特異的な結合試薬のパネ
ルをスクリーニングすることによっても産生されうる(Orlandi et al., PNAS 86: 3833-3
837 (1989); Winter, G. et al., Nature, 349: 293-299 (1991))。
【０１４４】
　あるいは、一本鎖抗体の産生のための技術を使用することができる。一本鎖抗体（ｓｃ
Ｆｖｓ）は、リンカーペプチド（典型的には約５から２５個の長さのアミノ酸）と連結さ
れた重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む。ｓｃＦｖにおいて、重鎖及び軽鎖の可変領域
は、同じ抗体又は異なる抗体に由来しうる。ｓｃＦｖｓは、組換え技術を用いて、例えば
大腸菌などの宿主生物におけるｓｃＦｖをコードするベクターの発現によって合成されう
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る。ｓｃＦｖをコードするＤＮＡは、上記抗体の重鎖又は重鎖の可変領域をコードするＤ
ＮＡ及び上記抗体の軽鎖又は軽鎖の可変領域をコードするＤＮＡから選択されるＤＮＡの
アミノ酸配列のうちの全部又は所望の配列をコードする部分的なＤＮＡを鋳型として用い
、その両端を規定するプライマー対を用いるＰＣＲ法により増幅を実施することによって
、さらにポリペプチドリンカー部分をコードするＤＮＡとその両端を既定するプライマー
対とを、リンカーの両端がそれぞれ重鎖及び軽鎖と連結するように組み合わせて増幅を実
施することにより得ることができる。ｓｃＦｖをコードするＤＮＡを含む発現ベクター及
び発現ベクターによって形質転換された宿主は、当該技術分野で既知の一般的な方法に従
って得ることができる。
【０１４５】
　抗原結合断片、例えば抗体分子のペプシン消化により産生されうるＦ（ａｂ’）２ 断
片及びＦ（ａｂ’）２断片のジスルフィド架橋を還元することにより生成されうるＦａｂ
断片も生成されうる。あるいは、Ｆａｂ発現ライブラリーを構築して、所望の特異性を有
するモノクローナルＦａｂ断片を迅速かつ容易に同定することができる(Huse et al., Sc
ience, 256: 1275-1281 (1989))。
【０１４６】
　抗体修飾本開示の抗体は、抗原に対する親和性を増加させるために多量体化することが
できる。多量化する抗体としては、一種類の抗体であっても、同一の抗原の複数のエピト
ープを認識する複数の抗体であってもよい。抗体の多量体化の方法としては、ＩｇＧ　Ｃ
Ｈ３ドメインの二のｓｃＦｖ分子との結合、ストレプトアビジンとの結合、ヘリックス・
ターン・ヘリックス・モチーフの導入等が例として挙げられる。
【０１４７】
　本開示の抗体組成物は、これらの抗体のいずれかと別の作用剤との間で形成されるコン
ジュゲートの形態（イムノコンジュゲート）であってもよい。一態様において、本開示の
抗体は、放射性物質にコンジュゲートされている。別の態様では、本開示の抗体は、ポリ
エチレングリコール（ＰＥＧ）などの様々なタイプの分子に結合されうる。
【０１４８】
　抗体スクリーニング種々のイムノアッセイが、所望の特異性を有する抗体を同定するた
めのスクリーニングに用いられうる。確立された特異性を有するポリクローナル抗体又は
モノクローナル抗体のいずれかを用いる競合結合又はイムノラジオメトリックアッセイの
ための多数のプロトコールが当該技術分野で周知である。そのようなイムノアッセイは、
典型的には、ＰＤ－Ｌ１又はその任意の断片若しくはオリゴペプチドと、その特異的抗体
との間の複合体形成の測定を伴う。二の非干渉性ＰＤ－Ｌ１エピトープに特異的なモノク
ローナル抗体を利用する、モノクローナルベースの２部位イムノアッセイを使用すること
ができるが、競合結合アッセイを用いることもできる(Maddox et al., J. Exp. Med., 15
8: 1211-1216 (1983))。
【０１４９】
　可能性の高い抗ＰＤ－Ｌ１抗体の自動免疫組織化学（ＩＨＣ）スクリーニングは、Ｖｅ
ｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ（ＶＭＳＩ）　Ｄｉｓｃｏｖｅｒ
ｙ　ＸＴ及びホルマリン固定パラフィン包埋ヒト組織を用いてスライドガラス上で実施す
ることができる。組織試料は、最初に脱パラフィンされ、抗原回収、続いて可能性の高い
抗ＰＤ－Ｌ１抗体及び検出抗体の添加を経る。検出抗体は、ＶＭＳＩの色素原検出試薬を
用いて視覚化される。染色されたスライドを顕微鏡下で手動でスクリーニングする。正し
い一次抗体染色パターンを有する試料は、可能性の高い抗ＰＤ－Ｌ１候補として選択され
る。
【０１５０】
　抗体精製本開示の抗体は、均一性まで精製することができる。抗体の分離及び精製は、
従来のタンパク質分離及び精製方法を用いて実施することができる。
【０１５１】
　ほんの一例として、クロマトグラフィーカラム、フィルター、限外濾過、塩析、透析、
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分取ポリアクリルアミドゲル電気泳動、等電点電気泳動等の使用を適切に選択し組み合わ
せることによって、抗体を分離及び精製することができる。Strategies for Protein Pur
ification and Characterization: A Laboratory Course Manual, Daniel R. Marshakら
編., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1996); Antibodies: A Laboratory Manual
. Ed Harlow及びDavid Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)。
【０１５２】
　クロマトグラフィーの例は、アフィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマト
グラフィー、疎水性クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、逆相クロマトグ
ラフィー、及び吸着クロマトグラフィーを含む。一態様において、クロマトグラフィーは
、ＨＰＬＣ又はＦＰＬＣなどの液体クロマトグラフィーを使用することにより実施されう
る。
【０１５３】
　一態様では、プロテインＡカラム又はプロテインＧカラムをアフィニティークロマトグ
ラフィーに使用することができる。他の例示的なカラムは、プロテインＡカラム、Hyper 
D、POROS、Sepharose F.F.(Pharmacia)等を含む。
【０１５４】
診断及び予後の方法
　概略本開示の抗体は、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの局在化及び／又は定量化に関する当該
技術分野で既知の方法において（例えば適切な生理学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチド
のレベルの測定における使用のため、診断方法における使用のため、ポリペプチドの画像
化における使用のため等）有用である。本開示の抗体は、アフィニティークロマトグラフ
ィー又は免疫沈降などの標準的な技術によってＰＤ－Ｌ１ポリペプチドを単離する際に有
用である。本開示のＰＤ－Ｌ１抗体は、生物学的試料、例えば哺乳動物の血清又は細胞及
び宿主系において発現される組換え産生ＰＤ－Ｌ１ポリペプチド由来の天然ＰＤ－Ｌ１ポ
リペプチドの精製を容易にすることができる。さらに、ポリペプチドの発現の量及びパタ
ーンを評価するために、ＰＤ－Ｌ１抗体を用いて（例えば、血漿、細胞溶解物又は細胞上
清中の）ＰＤ－Ｌ１ポリペプチドを検出することができる。例えば所与の治療レジメンの
有効性を決定するために、臨床試験手順の一部として本開示のＰＤ－Ｌ１抗体を用いて、
組織中のＰＤ－Ｌ１レベルを診断的にモニターすることができる。検出は、本開示のＰＤ
－Ｌ１抗体を検出可能な物質とカップリング（すなわち物理的に連結）させることにより
促進されうる。
【０１５５】
　ＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの検出生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドのレベルを検
出するための例示的な方法は、対象から生物学的試料を得ることと、ＰＤ－Ｌ１ポリペプ
チドを検出することができる本開示のＰＤ－Ｌ１抗体と生物学的試料を接触させることと
を含む。
【０１５６】
　一態様では、ＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４又はそ
の断片は、検出可能に標識される。抗体に関して「標識された」という用語は、抗体に検
出可能な物質をカップリング（すなわち物理的に結合）させることによる、抗体の直接的
な標識化、及び直接的に標識化される別の化合物との反応による、抗体の間接的な標識化
を含むことが意図される。間接的な標識化の非限定的な例は、蛍光標識二次抗体を用いた
一次抗体の検出、及び蛍光標識ストレプトアビジンで検出できるようなビオチンによるＤ
ＮＡプローブの末端標識化を含む。
【０１５７】
　本開示の検出方法は、インビトロ及びインビボで生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプ
チドの発現レベルを検出するために使用されうる。ＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの検出のため
のインビトロ技術は、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブロット、
フローサイトメトリー、免疫沈降、ラジオイムノアッセイ、及び免疫蛍光法（例えばＩＨ
Ｃ）を含む。さらに、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの検出のためのインビボ技術は、標識され
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た抗ＰＤ－Ｌ１抗体を対象に導入することを含む。ほんの一例として、抗体は放射性マー
カーで標識することができ、対象におけるその存在及び位置が標準的な画像化技術により
検出されうる。一態様において、生物学的試料は、試験対象からのポリペプチド分子を含
む。
【０１５８】
　イムノアッセイ及び画像化抗体に基づく技術を用いて生物学的試料（例えば細胞又は組
織試料）中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドレベルをアッセイするために、本開示のＰＤ－Ｌ１
抗体を使用することができる。例えば、組織におけるタンパク質発現は、古典的な免疫組
織化学（ＩＨＣ）染色法で調べることができる(Jalkanen, M. et al.,J. Cell. Biol. 10
1: 976-985 (1985); Jalkanen, M. et al., J. Cell. Biol.105: 3087-3096 (1987))。タ
ンパク質遺伝子発現を検出するのに有用な他の抗体に基づく方法は、酵素結合免疫吸着ア
ッセイ（ＥＬＩＳＡ）及びラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）などのイムノアッセイを含む
。適切な抗体アッセイ標識は、当該技術分野で既知であり、グルコースオキシダーゼなど
の酵素標識と、ヨウ素（１２５Ｉ、 １２１Ｉ、 １３１Ｉ）、炭素（１４Ｃ）、硫黄（３

５Ｓ）、トリチウム（３Ｈ）、インジウム（１１２Ｉｎ）、及びテクネチウム（９９ｍＴ
ｃ）などの放射性同位体又は他の放射性剤と、フルオレセイン及びローダミンなどの蛍光
標識、並びにビオチンを含む。
【０１５９】
　生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドレベルをアッセイすることに加えて、ＰＤ－
Ｌ１ポリペプチドレベルは、画像化によってインビボで検出することもできる。ＰＤ－Ｌ
１ポリペプチドレベルのインビボ画像化のために抗ＰＤ－Ｌ１抗体と組み合わせることが
できる標識は、Ｘ線撮影、ＮＭＲ又はＥＳＲによって検出可能なものを含む。Ｘ線撮影の
場合、適切な標識は、検出可能な放射線を放出するが対象にとって明らかに有害でない、
バリウム又はセシウムなどの放射性同位体を含む。ＮＭＲ及びＥＳＲのための適切なマー
カーは、関連のｓｃＦｖクローンに対する栄養素の標識化によりＰＤ－Ｌ１抗体に組み込
まれうる、重水素などの検出可能で特徴的なスピンを有するものを含む。
【０１６０】
　放射性同位体（例えば１３１Ｉ、 １１２Ｉｎ、 ９９ｍＴｃ）、放射線不透過性物質、
又は核磁気共鳴により検出可能な物質などの検出可能で適切な画像化部分で標識されてい
るＰＤ－Ｌ１抗体が対象に（例えば非経口的に、皮下又は腹腔内に）導入される。対象の
大きさ及び使用される画像化システムが診断画像を生成するために必要な画像化部分の量
を決定するであろうことは、当技術分野において理解されるであろう。放射性同位体部分
の場合、ヒトの対象に対して注入される放射能の量は、通常約５から２０ミリキューリー
の範囲の９９ｍＴｃであろう。次いで、標識されたＰＤ－Ｌ１抗体は、特異的標的ポリペ
プチドを含む細胞の位置に優先的に蓄積するであろう。インビボ腫瘍画像化は、例えばS.
 W. Burchiel et al.,Tumor Imaging: The Radiochemical Detection of Cancer 13 (198
2)で説明されている。
【０１６１】
　いくつかの態様において、迅速な結合並びに細胞摂取及び／又は持続放出を促進する構
造修飾を含むＰＤ－Ｌ１抗体は、インビボ画像化検出方法において有用である。いくつか
の態様において、ＰＤ－Ｌ１抗体は、迅速な結合並びに細胞摂取及び／又は持続放出を促
進するために、抗体のＣＨ２定常重鎖領域に欠失を含む。いくつかの態様において、Ｆａ
ｂ断片は、迅速な結合並びに細胞摂取及び／又は持続放出を促進するために使用される。
いくつかの態様において、Ｆ（ａｂ）’２断片は、迅速な結合並びに細胞摂取及び／又は
持続放出を促進するために使用される。
【０１６２】
　ＰＤ－Ｌ１抗体の診断用途本開示のＰＤ－Ｌ１抗体組成物は、診断及び予後の方法にお
いて有用である。このため、本開示は、対象におけるＰＤ－Ｌ１関連の医学的状態の診断
に有用な本開示の抗体を使用するための方法を提供する。本開示の抗体は、それらが高レ
ベルのエピトープ結合特異性及びＰＤ－Ｌ１ポリペプチドに対する高い結合親和性を有す
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るように選択することができる。一般に、抗体の結合親和性が高ければ高いほど、よりス
トリンジェントな洗浄条件をイムノアッセイにおいて実施し、標的ポリペプチドを除去す
ることなく非特異的に結合した物質を除去することができる。したがって、診断アッセイ
に有用な本開示のＰＤ－Ｌ１抗体は通常、少なくとも１０－６、１０－７、１０－８、１
０－９、１０－１０、１０－１１又は１０－１２Ｍの結合親和性を有する。特定の態様で
は、診断試薬として使用されるＰＤ－Ｌ１抗体は、少なくとも１２時間、少なくとも５時
間、少なくとも１時間又は少なくとも３０分以内に標準条件下で平衡に達するのに十分な
動的会合速度(kinetic on-rate)を有する。
【０１６３】
　本開示のいくつかの方法は、診断用試薬として本開示の抗ＰＤ－Ｌ１抗体及び抗ＰＤ－
Ｌ１抗体組成物のポリクローナル調製物を用い、他の方法はモノクローナル単離物を用い
る。上述の方法に従って調製されたポリクローナルヒト抗ＰＤ－Ｌ１抗体を用いる方法に
おいて、調製物は通常、各種のＰＤ－Ｌ１抗体、例えば標的ポリペプチドに対して異なる
エピトープ特異性を有する抗体を含む。本開示のモノクローナル抗ＰＤ－Ｌ１抗体は、密
接に関連する抗原の存在下又は存在の可能性下で単一の抗原の検出に有用である。
【０１６４】
　本開示のＰＤ－Ｌ１抗体は、いずれの種類の生物学的試料に対しても診断試薬として使
用することができる。一態様では、本明細書に開示のＰＤ－Ｌ１抗体は、ヒト生物学的試
料に対する診断試薬として有用である。ＰＤ－Ｌ１抗体を使用して、様々な標準アッセイ
フォーマットでＰＤ－Ｌ１ポリペプチドを検出することができる。そのようなフォーマッ
トは、免疫沈降、ウェスタンブロッティング、ＥＬＩＳＡ、ラジオイムノアッセイ、フロ
ーサイトメトリー、ＩＨＣ、及び免疫測定法を含む。Harlow & Lane, Antibodies, A Lab
oratory Manual(Cold Spring Harbor Publications, New York, 1988);米国特許第３７９
１９３２号；第３８３９１５３号；第３８５０７５２号；第３８７９２６２号；第４０３
４０７４号、第３７９１９３２号；第３８１７８３７号；第３８３９１５３号；第３８５
０７５２号；第３８５０５７８号；第３８５３９８７号；第３８６７５１７号；第３８７
９２６２号；第３９０１６５４号；第３９３５０７４号；第３９８４５３３号；第３９９
６３４５号；第４０３４０７４号；及び第４０９８８７６号を参照のこと。生物学的試料
は、対象の任意の組織（生検を含む）、細胞又は体液から得ることができる。
【０１６５】
　ＰＤ－Ｌ１抗体の予後用途本開示はまた、対象が、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの発現又は
活性の増加（例えば前がん細胞の検出）に関連する医学的疾患若しくは状態を発症するリ
スクがあるかどうかを判定するための予後（または予測）アッセイを提供する。そのよう
なアッセイは、予後又は予測目的で用いられ、それによりＰＤ－Ｌ１ポリペプチド発現に
よって特徴付けられるか又はそれに関連する医学的疾患若しくは症状の発症前に個体を予
防的に治療することができる。
【０１６６】
　本開示の別の態様は、対象におけるＰＤ－Ｌ１発現を判定し、それによりその対象に適
切な治療化合物又は予防化合物を選択するための方法を提供する。
【０１６７】
　あるいは、予後アッセイを利用して、膀胱移行細胞癌、肺腺癌、乳管癌、ホジキンリン
パ腫、膵臓腺癌、前立腺腺癌、子宮頸部扁平上皮癌、皮膚扁平上皮癌、及び非小細胞肺癌
を有するか又は発症するリスクのある対象を同定することができる。したがって、本開示
は、対照試料と比較したＰＤ－Ｌ１ポリペプチドレベルの増加の存在がＰＤ－Ｌ１ポリペ
プチド発現レベルの増加に関連する疾患若しくは状態を有するか又は発症するリスクのあ
る対象に対する予測である、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチド発現レベルの増加に関連する疾患又
は状態を同定するための方法（ここで試験試料は対象から得られ、かつＰＤ－Ｌ１ポリペ
プチドが検出される）を提供する。いくつかの態様において、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチド発
現レベルの増加に関連する疾患又は状態は、膀胱移行細胞癌、肺腺癌、乳管癌、ホジキン
リンパ腫、膵臓腺癌、前立腺腺癌、子宮頸部扁平上皮癌、皮膚扁平上皮癌、及び非小細胞
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肺がんからなる群より選択される。
【０１６８】
　別の態様では、本開示は、増加したＰＤ－Ｌ１ポリペプチド発現に関連する疾患又は状
態のための化合物で対象を効果的に治療することができるかどうかを判定する方法（ここ
で生物学的試料は対象から得られ、かつＰＤ－Ｌ１抗体を用いてＰＤ－Ｌ１ポリペプチド
が検出される）を提供する。対象から得られた生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチド
の発現レベルを決定し、該疾患を有しない対象から得られた生物学的試料中に見出される
ＰＤ－Ｌ１発現レベルと比較する。健康な対象から得られた試料と比較した、該疾患又は
状態を有すると疑われる対象から得られた試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドのレベルの上
昇は、治療される対象におけるＰＤ－Ｌ１関連疾患又は状態を示す。
【０１６９】
　ＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの発現レベルの上昇が疾患を有する対象が特定のタイプの療法
又は治療に応答する可能性が高いかどうかを示すことが知られているような疾患状態は多
く存在する。したがって、生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドを検出する方法は、
例えば対象が療法又は治療に応答する可能性を評価するために、予後の方法として用いる
ことができる。対象からの適切な組織又は体液試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドのレベル
を決定し、適切な対照、例えば同じ疾患を有するが治療に対しすでに好ましい応答をした
対象におけるレベルと比較する。
【０１７０】
　一態様では、本開示は、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの発現への作用剤（例えば薬物、化合
物又小分子）の影響をモニターする方法を提供する。そのようなアッセイは、基本的な薬
物スクリーニング及び臨床試験に適用することができる。例えば、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチ
ドレベルを低下させる作用剤の有効性は、ＰＤ－Ｌ１の発現上昇を示す対象、例えばがん
と診断された患者の臨床試験においてモニターすることができる。ＰＤ－Ｌ１ポリペプチ
ドの発現に影響を及ぼす作用剤は、その作用剤を投与し、応答を観察することにより同定
することができる。このようにして、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの発現パターンは、作用剤
に対する対象の生理的応答を示すマーカーとしての役割を果たしうる。したがって、この
応答状態は、作用剤による対象の治療の前及び治療中の様々な時点で決定されうる。
【０１７１】
　一態様では、本開示は、ＰＤ－Ｌ１：ＰＤ－１経路を標的とする治療剤の有効性をモニ
ター又は予測する方法を提供する。一態様では、作用剤は、ＰＤ－１又はＰＤ－Ｌ１を特
異的に阻害し、それによりＰＤ－１又はＰＤ－Ｌ１の活性若しくは発現を低下させる治療
用モノクローナル抗体である。ＰＤ－１又はＰＤ－Ｌ１を特異的に標的とする治療用モノ
クローナル抗体の非限定的例は、Brahmer et al.，N Engl J Med. 366（26）2455-2465（
2012）（抗ＰＤ－Ｌ１抗体であるＢＭＳ－９３６５５９を説明）；Topalian et al., N E
ngl J Med. 366 (26) 2443-2454 (2012）（抗ＰＤ－１抗体であるＢＭＳ－９３６５５８
を説明）；ＭＰＤＬ３２８０Ａ（抗ＰＤ－Ｌ１モノクローナル抗体、カリフォルニア州サ
ンフランシスコのジェネンテック）（gene.com/media/press-releases/14566/2014-05-31
/investigational-immunotherapy-anti-pdl1-のウェッブサイトを参照。直近アクセス日
は２０１４年１０月２７日）；　ＭＥＤＩ４７３６（抗ＰＤ－Ｌ１モノクローナル　抗体
、ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ）(clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02125461?term=medi4736
+nsclc&rank=3のアドレスのウェッブサイトを参照。直近アクセス日は２０１４年１０月
２７日）；ＭＳＢ００１０７１８Ｃ　（抗ＰＤ－Ｌ１モノクローナル抗体、ドイツのＭｅ
ｒｃｋ　Ｓｅｒｏｎｏ）（fiercebiotech.com/press-releases/merck-serono-initiates-
phase-ii-study-anti-pd-l1-antibody-msb0010718c-metasのアドレスのウェッブサイトを
参照。直近アクセス日は２０１４年１０月２７日）；及びＭＫ－３４７５（抗ＰＤ－１モ
ノクローナル抗体、ドイツのＭｅｒｃｋ）（cancer.gov/drugdictionary?cdrid=695789の
ウェッブサイトを参照。直近アクセス日は２０１４年１０月２７日）で見出される。
【０１７２】
　自動化実施態様当業者であれば、本明細書に開示のＰＤ－Ｌ１抗体を使用するための方
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法の態様が自動化されうることを理解するであろう。Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃは、自動分析を実施するためのシステム及び方法を開示している
、米国特許第５６５０３２７号、第５６５４２００号、第６２９６８０９号、第６３５２
８６１号、第６８２７９０１号、及び第６９４３０２９号、並びに米国特許出願公開第２
００３０２１１６３０号及び第２００４００５２６８５（これらは各々参照により本明細
書に援用される）を含めた多くの米国特許の譲渡人である。ＰＤ－Ｌ１染色手順の特定の
態様は、様々な自動化手順を用いて実施することができる。
【０１７３】
キット
　本明細書に記載されるように、本開示は、ＰＤ－Ｌ１の発現レベルを決定するための診
断方法を提供する。一つの特定の態様において、本開示は、このような方法を実施するた
めのキット、並びに組織の収集及び／又はスクリーニングの実施及び／又は結果の分析な
どの本開示の方法を実施するための説明書を提供する。
【０１７４】
　キットは、本開示のＰＤ－Ｌ１抗体組成物（例えばモノクローナル抗体）及び使用説明
書を含むか、又はそれらから本質的になるか、又はそれらからさらになる。キットは、例
えば痰、血清、血漿、リンパ液、嚢胞液、尿、便、脳脊髄液、腹水(acitic fluid)又は血
液を含むがこれらに限定されない任意の体液及び身体組織の生検試料を含めた生物学的試
料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの存在を検出するのに有用である。試験試料は、腫瘍細胞
、腫瘍に隣接する正常細胞、腫瘍の組織型に相当する正常細胞、血液細胞、末梢血リンパ
球又はそれらの組み合わせであってもよい。上記の方法で使用される試験試料は、アッセ
イフォーマット、検出方法の性質、及びアッセイ試料として使用される組織、細胞又は抽
出物によって異なるであろう。細胞のタンパク質抽出物又は膜抽出物を調製するための方
法は、当該分野で既知であり、利用される系と相溶性の試料を得るために容易に適合させ
ることができる。
【０１７５】
　いくつかの態様では、キットは、生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドに結合する
ことができる一又は複数のＰＤ－Ｌ１抗体（例えばＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ
２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４の同じ抗原結合特異性を有する抗体又はその抗原結合断片）
；試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの量を決定するための手段；及び試料中のＰＤ－Ｌ１
ポリペプチドの量を標準と比較する手段を含む。一又は複数のＰＤ－Ｌ１抗体は、標識さ
れていてもよい。キット構成要素（例えば試薬）は、適切な容器に入れることができる。
キットは、キットを使用してＰＤ－Ｌ１ポリペプチドを検出するための説明書をさらに含
むことができる。特定の態様において、キットは、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチドに結合する第
一の抗体、例えば固体支持体に結合したもの；及び任意選択的に；２）ＰＤ－Ｌ１ポリペ
プチド又は第一の抗体のいずれかに結合し、かつ検出可能な標識にコンジュゲートしてい
る第二の異なる抗体を含む。
【０１７６】
　キットはまた、例えば緩衝剤、防腐剤又はタンパク質安定化剤も含むことができる。キ
ットは、検出可能な標識、例えば、酵素又は基質を検出するために必要な構成要素をさら
に含むことができる。キットはまた、対照試料又は一連の対照試料を含んでもよく、それ
をアッセイして試験試料と比較することができる。キットの各構成要素は、個々の容器に
入れられていてもよく、様々な容器はすべて、キットを用いて実施されたアッセイの結果
を解釈するための説明書とともに一つに梱包されていてもよい。本開示のキットは、キッ
ト容器の表面又は中に書面による製品を含んでいてもよい。書面による製品は、キットに
含まれている試薬の使用方法を説明する。
【０１７７】
　したがって、これらの示唆されたキットの構成要素は、当業者が使用するために慣例的
な様式で梱包することができる。例えば、これらの示唆されたキットの構成要素は、溶液
中又は液体分散物などとして提供されうる。
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【実施例】
【０１７８】
実施例１：ウサギモノクローナル抗体生成
　図１は、ウサギ宿主を使用してＰＤ－Ｌ１モノクローナル抗体を作製するために用られ
る全体的な手順を示す。抗ＰＤ－Ｌ１ウサギモノクローナル一次抗体は、ヒトＰＤ－Ｌ１
のアミノ酸残基２７２～２９０に相当する配列ＣＧＩＱＤＴＮＳＫＫＱＳＤＴＨＬＥＥＴ
（配列番号１）に対して向けられた。したがって、得られた抗体は、Ｅ１Ｌ３Ｎ（登録商
標）抗ＰＤ－Ｌ１抗体（マサチューセッツ州のＣｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ）に非常に類似しているヒトＰＤ－Ｌ１のＣ末端細胞質領域を標的とするこ
とになる。
【０１７９】
　１９アミノ酸ペプチドを合成し、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）担体タ
ンパク質に共有結合によりコンジュゲートさせた。ニュージーランド白色ウサギを、完全
フロインドアジュバントで乳化させたＫＬＨコンジュゲートペプチドで免疫化し、これに
不完全フロイントアジュバントで乳化させた一連の追加免疫用量の免疫原が続いた。ＩＨ
Ｃ陽性ポリクローナル抗体を生成したウサギをさらなるモノクローナル開発のために選択
した。ＩＨＣ試験のために、標準ＯｐｔｉＶｉｅｗ　ＤＡＢキットプロトコールを、標準
ＣＣ１細胞コンディショニング後にＢｅｎｃｈＭａｒｋ　Ｕｌｔｒａプラットフォーム（
Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍ）で使用した。簡単に述べると、一次抗
体を３７℃で１６分間インキュベートした後、一次抗体と反応するハプテン化二次抗体と
インキュベートした。次に、抗ハプテンＨＲＰ多量体を添加し、これをハプテン化二次抗
体と反応させた。最後に、発色基質（ＤＡＢ）を用いて標的抗原を検出した。
【０１８０】
　ＥＬＩＳＡの場合、抗体発現細胞を単離し、配列ＣＧＩＱＤＴＮＳＫＫＱＳＤＴＨＬＥ
ＥＴ（配列番号１）との反応性について標準的な直接酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩ
ＳＡ）によって（Antibodies:A Laboratory Manual、661頁、第２版参照）スクリーニン
グし、また対照胎盤組織ブロックに対するＩＨＣアッセイによってもスクリーニングした
。ＩＨＣ陽性抗体産生細胞が同定された時点で、抗体重鎖及び軽鎖をコードするｃＤＮＡ
を単離し、標準的な組換え技術を用いてクローニングした。次に、クローン化された重鎖
及び軽鎖ｃＤＮＡを共トランスフェクションすることによりモノクローナル抗体を産生さ
せ、得られた抗体の機能性をＩＨＣによって確認した。最大の特異性を有するウサギ抗ヒ
トＰＤ－Ｌ１モノクローナル抗体、すなわちＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ
６Ｌ４を選択し、次にプロテインＡカラムにより精製した。ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４
、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４抗体のＣＤＲ領域を表１に示す。
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【０１８１】
　抗ＰＤ－Ｌ１抗体ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４のＣＤＲ１、ＣＤ
Ｒ２、及びＣＤＲ３領域のアミノ酸配列は、以下に示すコンセンサス配列と一致する。
【０１８２】
　重鎖ＣＤＲ１コンセンサス配列は、Ｘ１０Ｘ１１ＡＩＳ（配列番号８）であり、ここで
Ｘ１０はＮ又はＳであり、Ｘ１１はＨ又はＮである。
【０１８３】
　重鎖ＣＤＲ２コンセンサス配列は、ＴＩＮＳＤＸ６ＨＸ７ＹＸ８ＡＴＷＸ９ＫＧ（配列
番号９）であり、ここでＸ６はＴ又はＳであり、Ｘ７はＴ又はＩであり、Ｘ８はＹ又はＳ
であり、Ｘ９はＰ又はＡである。



(37) JP 6666905 B2 2020.3.18

10

20

30

40

50

【０１８４】
　重鎖ＣＤＲ３コンセンサス配列は、ＲＸ１ＦＳＳＸ２ＮＩ（配列番号１０）であり、こ
こでＸ１はＩ又はＬであり、Ｘ２はＳ又はＴである。
【０１８５】
　軽鎖ＣＤＲ１コンセンサス配列は、ＱＡＳＱＳＩＹＸ１２Ｘ１３ＮＷＬＳ（配列番号１
１）であり、ここでＸ１２はＮ又はＫであり、Ｘ１３はＮ又はＤである。
【０１８６】
　軽鎖ＣＤＲ３コンセンサス配列は、Ｘ３ＧＧＥＳＳＸ４Ｘ５ＤＧＩＡ（配列番号１３）
であり、ここでＸ３はＬ又はＩであり、Ｘ４はＮ又はＳであり、Ｘ５はＮ、Ｔ又はＤであ
る。
軽鎖ＣＤＲ２配列は、ＬＡＳＴＬＡＳ（配列番号１２）である。
【０１８７】
　ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７Ｈ６Ｌ４抗体のＨＣ免疫グロブリン可変ドメ
イン配列及びＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列を以下に示す。
【０１８８】
ＳＰ２６３ＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列：
ＱＳＬＥＥＳＧＧＲＬＶＴＰＧＴＰＬＴＬＴＣＴＡＳＧＦＳＬＳＮＨＡＩＳＷＶＲＱＡＰ
ＧＫＧＬＥＷＩＧＴＩＮＳＤＴＨＴＹＹＡＴＷＰＫＧＲＦＴＩＳＫＴＳＳＴＴＶＤＬＫＭ
ＴＳＰＴＴＥＤＴＡＴＹＦＣＡＲＲＩＦＳＳＳＮＩＷＧＰＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号２
）
【０１８９】
　ＳＰ２６３　ＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列（カッパ）：
ＡＩＶＭＴＱＴＳＳＰＶＳＡＶＶＧＧＴＶＡＩＮＣＱＡＳＱＳＩＹＮＮＮＷＬＳＷＦＱＱ
ＫＰＧＱＰＰＫＬＬＩＹＬＡＳＴＬＡＳＧＶＰＳＲＦＫＧＳＧＳＧＴＱＦＴＬＴＩＳＤＶ
ＶＣＤＤＡＡＴＹＹＣＩＧＧＥＳＳＮＮＤＧＩＡＦＧＧＧＴＥＶＶＶＫ（配列番号３）
【０１９０】
　Ｊ４５Ｈ２Ｌ４　ＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列：
ＱＳＬＥＥＳＧＧＲＬＶＴＰＧＴＰＬＴＬＴＣＴＡＳＧＦＳＬＳＳＮＡＩＳＷＶＲＱＡＰ
ＧＫＧＬＥＷＩＧＴＩＮＳＤＳＨＩＹＳＡＴＷＡＫＧＲＦＴＩＳＫＴＳＴＡＶＤＬＫＭＴ
ＳＰＴＴＥＤＴＡＴＹＦＣＡＧＲＬＦＳＳＴＮＩＷＧＰＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号４）
【０１９１】
　Ｊ４５Ｈ２Ｌ４　ＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列（カッパ）：
ＶＭＴＱＴＳＳＰＶＳＡＡＶＧＧＴＶＴＩＮＣＱＡＳＱＳＩＹＫＤＮＷＬＳＷＦＱＱＫＰ
ＧＱＰＰＫＬＬＩＹＬＡＳＴＬＡＳＧＶＰＳＲＦＫＧＳＧＳＧＴＱＦＴＬＴＩＳＤＶＶＣ
ＤＤＡＡＴＹＹＣＬＧＧＥＳＳＳＤＤＧＩＡＦＧＧＧＴＥＶＶＶＫ（配列番号５）
【０１９２】
　Ｊ２７Ｈ６Ｌ４　ＨＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列：
ＱＳＬＥＥＳＧＧＲＬＶＴＰＧＴＰＬＴＬＴＣＴＶＳＧＦＳＬＳＳＨＡＩＳＷＶＲＱＡＰ
ＧＫＧＬＥＷＩＧＴＩＮＳＤＳＨＴＹＹＡＴＷＡＫＧＲＦＴＳＳＫＴＳＴＴＶＤＬＫＬＴ
ＳＰＴＴＥＤＴＡＴＹＦＣＡＲＲＩＦＳＳＳＮＩＷＧＰＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号６）
【０１９３】
　Ｊ２７Ｈ６Ｌ４　ＬＣ免疫グロブリン可変ドメイン配列（カッパ）：
ＶＭＴＱＴＳＳＰＶＳＡＡＶＧＧＴＶＴＩＮＣＱＡＳＱＳＩＹＮＮＮＷＬＳＷＦＱＱＫＰ
ＧＱＰＰＫＬＬＩＹＬＡＳＴＬＡＳＧＶＰＳＲＦＫＧＳＧＳＧＴＱＳＴＬＴＩＳＤＶＶＣ
ＤＤＡＡＴＹＹＣＩＧＧＥＳＳＮＴＤＧＩＡＦＧＧＧＴＥＶＶＶＥ（配列番号７）
【０１９４】
実施例２：抗ＰＤ－Ｌ１抗体の標的特異性
　ウサギ抗ヒトＰＤ－Ｌ１モノクローナル抗体ＳＰ２６３、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４、及びＪ２７
Ｈ６Ｌ４をホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料に適用し、これらの抗体
の染色パターンを評価した。組織試料は、胎盤（陽性対照）、胃（陰性対照）及び結腸を
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含む。標準ＣＣ１細胞コンディショニング及び標準Ｏｐｔ　ｉＶｉｅｗ　ＤＡＢ検出プロ
トコールを用い、ＢｅｎｃｈＭａｒｋ　Ｕｌｔｒａ（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　
Ｓｙｓｔｅｍ）で免疫組織化学を実施した。各一次抗体を０．９μｇ／ｍｌで１６分間イ
ンキュベートした。
【０１９５】
　図４Ｇに示すように、Ｊ２７Ｈ６Ｌ４抗ＰＤ－Ｌ１抗体は、胎盤栄養芽層では弱い染色
を示し、結腸組織及び胃組織では何も染色されなかった（図４Ｈ～４Ｉ）。対照的に、Ｊ
４５Ｈ２Ｌ４抗ＰＤ－Ｌ１抗体は、胎盤栄養芽層で最も強いシグナルを生成した。図４Ｄ
を参照。しかし、Ｊ４５Ｈ２Ｌ４はまた、結腸及び胃組織における非特異的核染色により
実証された、有意なバックグラウンド染色も示した（図４Ｅ及び４Ｆ）。図４Ａに示すよ
うに、ＳＰ２６３抗体は、胎盤シンシチウム栄養芽層の細胞膜で強いシグナルを生じ、対
照の胃及び結腸組織ではバックグラウンド染色がほとんどないから全くないの間であった
（図４Ｂ～４Ｃ）。ＳＰ２６３抗ＰＤ－Ｌ１抗体を、その好ましい免疫染色特性に照らし
て、さらなる特徴付けのために選択した。
【０１９６】
　ＳＰ２６３抗ＰＤ－Ｌ１抗体を、ＦＦＰＥ胎盤、扁桃、ホジキンリンパ腫、及び肺扁平
上皮細胞癌組織試料に適用した。これら四つの組織の各々は、高レベルの膜結合ＰＤ－Ｌ
１発現を示すことが知られている。標準ＣＣ１細胞コンディショニング及び標準Ｏｐｔ　
ｉＶｉｅｗ　ＤＡＢ検出プロトコールを用い、ＢｅｎｃｈＭａｒｋ　Ｕｌｔｒａ（Ｖｅｎ
ｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍ）で免疫組織化学を実施した。ＳＰ２６３を０
．９μｇ／ｍｌで１６分間インキュベートした。
【０１９７】
　図２Ａ～２Ｄに示すように、ＳＰ２６３抗体とのインキュベーションは、胎盤、扁桃、
ホジキンリンパ腫、及び肺扁平上皮細胞癌組織試料において堅牢な膜結合ＰＤ－Ｌ１染色
を生じた。このことは、Brown et al., J. Immunol. 170:1257-1266 (2003)に記載されて
いるＰＤ－Ｌ１発現パターンと一致している。したがって、これらの結果は、本開示のＰ
Ｄ－Ｌ１抗体が生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドレベルを検出するための方法に
おいて有用であることを実証する。図２Ｃ及び２Ｄのホジキンリンパ腫及び肺扁平上皮癌
からの腫瘍細胞は陽性ＰＤ－Ｌ１染色を示した一方、ＰＤ－Ｌ１陽性がん細胞を取り囲む
間質細胞は陰性対照細胞としての役割を果たし、ＰＤ－Ｌ１抗体の特異性を証明した。し
たがって、この結果は、本開示のＰＤ－Ｌ１抗体が対象における癌性細胞を検出するため
の方法において有用であることを実証する。
【０１９８】
実施例３：ＳＰ２６３抗ヒトＰＤ－Ｌ１抗体の特徴付け
　ウェスタンブロット分析を用いて、生物学的試料中のＳＰ２６３抗ＰＤ－Ｌ１抗体の結
合特異性を評価した。ＮＩＨ　Ｈ８２０肺腺癌細胞株（陽性対照）、ＨＥＫ２９３細胞株
、Ｃａｌｕ－３肺腺癌細胞株（陰性対照）、ＺＲ７５－１ヒト乳癌細胞株（陰性対照）、
ＭＣＦ７ヒト乳癌細胞株（陰性対照）、及びＴ４７Ｄヒト乳癌細胞株（陰性対照）からの
細胞溶解物を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分画し、標準的技術を用いてＳＰ２６３抗ＰＤ－
Ｌ１抗体でウェスタンブロッティングに供した（ＯｐｔｉＶｉｅｗ　ＤＡＢ検出プロトコ
ール参照）。
【０１９９】
　図３に示すように、ＳＰ２６３はヒトＰＤ－Ｌ１タンパク質に相当する～４５～５５ｋ
Ｄａのタンパク質に結合した。４５～５５ｋＤａのＰＤ－Ｌ１タンパク質は、ＮＩＨ　Ｈ
８２０肺腺癌鎖細胞（ＰＤ－Ｌ１のレベル上昇を示すことが知られている）において検出
され、４つのすべての陰性対照には存在しなかった。ヒトＰＤ－Ｌ１に特異的に結合する
ことに加えて、これらの結果は、ＳＰ２６３抗体がＨＥＫ２９３細胞（腎臓に由来する）
中のＰＤ－Ｌ１の低内在性レベルを検出することができることをさらに示している。した
がって、ウェスタンブロットアッセイの結果は、図２に示すＩＨＣの結果を補強する。
【０２００】
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　固定化ペプチド免疫原（ヒトＰＤ－Ｌ１　ａａ２７２－２９０）への結合を評価するた
めに、ＳＰ２６３抗体でＥＬＩＳＡ試験を実施した。結果の要約を図１０に示す。ＳＰ２
６３抗体のＥＣ５０は１．５´１０－１１Ｍであり、したがってＰＤ－Ｌ１エピトープへ
の結合に関して抗体の高い能力を実証している。
【０２０１】
実施例４：ＳＰ２６３抗ヒトＰＤ－Ｌ１抗体は、Ｅ１Ｌ３Ｎ（登録商標）抗ＰＤ－Ｌ１抗
体と比較して優れた結合特異性を示す
　Ｅ１Ｌ３Ｎ（登録商標）抗体（マサチューセッツ州のＣｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）は、その改良された結合特性（特異性および感受性）が認められ
ており、それにより生物学的試料（例えば組織生検）中のヒトＰＤ－Ｌ１ポリペプチドの
検出を助ける、市販のウサギ抗ヒトＰＤ－Ｌ１モノクローナル抗体である。http://www.c
ellsignal.com/contents/science-cancer-research/pivotal-tumor-immunology-targets-
pd-l1/pd-li-signalingを参照のこと。ＳＰ２６３及びＥ１Ｌ３Ｎ（登録商標）抗体はい
ずれも、ヒトＰＤ－Ｌ１のＣ末端領域付近のエピトープを標的とし、したがってＰＤ－Ｌ
１の細胞内ドメインに結合する。
【０２０２】
　ＦＦＰＥ胃、神経、腎臓、膀胱移行細胞癌、乳管癌及び肺扁平上皮癌組織試料に、ＳＰ
２６３抗ＰＤ－Ｌ１抗体（特に明記しない限り０．４４μｇ／ｍｌ）を適用した。免疫組
織化学を、Ｏｐｔ　ｉＶｉｅｗ検出キットとともに標準ＣＣ１細胞コンディショニングを
用い、ＢｅｎｃｈＭａｒｋ　Ｕｌｔｒａ（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅ
ｍ）で実施した。Ｅ１Ｌ３Ｎ（登録商標）抗体での対応するＩＨＣ実験は、製造業者のプ
ロトコールに従って行った。
【０２０３】
　図６に示すように、ＳＰ２６３及びＥ１Ｌ３Ｎ（登録商標）の両方を異なる濃度で試験
した。Ｅ１Ｌ３Ｎ（登録商標）は、０．４４μｇ／ｍｌの低濃度でＦＦＰＥ神経組織にお
ける有意なバックグラウンド染色を示した。対照的に、ＳＰ２６３抗体は、試験したすべ
ての濃度でＦＦＰＥ神経組織における比較的低いバックグラウンド染色を示した。例えば
、２８μｇ／ｍｌのＳＰ２６３抗体を用いたＦＦＰＥ神経組織におけるバックグラウンド
染色の強度は、０．１１μｇ／ｍｌのＥ１Ｌ３Ｎ（登録商標）抗体で観察されたものと同
様であった。さらに、２８μｇ／ｍｌのＳＰ２６３抗体を用いたＦＦＰＥ胃組織における
バックグラウンド染色は、同じ濃度のＥ１Ｌ３Ｎ（登録商標）で観察されたものと比較し
て弱かった。
【０２０４】
　Ｅ１Ｌ３Ｎ（登録商標）抗体は、胃、腎臓、膀胱移行細胞癌、乳管癌、及び肺扁平上皮
癌組織試料における非特異的な核又は細胞質染色を示す（図７の矢印参照）。対照的に、
非特異的染色は、対応する組織試料のいずれにおいてもＳＰ２６３抗体では観察されなか
った（図７参照）。これは、Ghebehら、Neoplasia 8(3):190-198(2006)に記載されている
膜性ＰＤ－Ｌ１発現に適合する。さらに、ＳＰ２６３は、膀胱移行細胞癌、乳管癌、及び
肺扁平上皮癌組織試料において堅牢な染色を示し、陰性対照、すなわち胃組織においては
染色を示さなかった。図７を参照。これらの結果は、本開示のＰＤ－Ｌ１抗体が、ヒトＰ
Ｄ－Ｌ１のＣ末端領域において類似のエピトープを標的とする他の市販のＰＤ－Ｌ１抗体
より優れた特異性を示すことを実証する。したがって、本開示のＰＤ－Ｌ１抗体は、生物
学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドレベルを検出し、対象におけるがんを診断するため
の方法において有用である。
【０２０５】
実施例５：ＳＰ２６３抗ヒトＰＤ－Ｌ１抗体は、Ｅ１Ｌ３Ｎ（登録商標）抗ＰＤ－Ｌ１抗
体と比較して向上した検出感度を示す
　ＦＦＰＥ胎盤、扁桃、子宮頸部扁平上皮癌、ホジキンリンパ腫、膵臓腺癌、前立腺腺癌
、皮膚扁平上皮癌、及び非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）組織試料に、ＳＰ２６３抗ＰＤ－
Ｌ１抗体（０．４４μｇ／ｍｌ）を適用した。免疫組織化学を、Ｏｐｔ　ｉＶｉｅｗ検出
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キットとともに標準ＣＣ１細胞コンディショニングを用い、ＢｅｎｃｈＭａｒｋ　Ｕｌｔ
ｒａ（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍ）で実施した。Ｅ１Ｌ３Ｎ（登録
商標）抗体での対応するＩＨＣ実験は、製造業者のプロトコールに従って行った。
【０２０６】
　図５に示すように、ＳＰ２６３及びＥ１Ｌ３Ｎ（登録商標）の両方を異なる濃度で試験
した。Ｅ１Ｌ３Ｎ（登録商標）は、０．４４μｇ／ｍｌの低濃度でＦＦＰＥ胎盤組織にお
ける検出可能な染色を示した。対照的に、ＳＰ２６３抗体は、試験したすべての濃度でＦ
ＦＰＥ胎盤組織における中程度から強度のシグナルを生成した。例えば、２８μｇ／ｍｌ
のＳＰ２６３抗体を用いたＦＦＰＥ胎盤組織におけるＰＤ－Ｌ１シグナルの強度は、２８
μｇ／ｍｌのＥ１Ｌ３Ｎ（登録商標）抗体で観察されたものと同様であった。
【０２０７】
　さらに、扁桃、子宮頸部扁平上皮癌、ホジキンリンパ腫、及び皮膚扁平上皮癌組織試料
中のＳＰ２６３抗体により生成されたＰＤ－Ｌ１シグナルの強度には、同じ試験濃度でＥ
１Ｌ３Ｎ（登録商標）抗体とともにインキュベートした対応する組織試料中で観察された
ものと比較して、相当な増加がある（図８を参照）。膵臓腺癌及び前立腺腺癌組織試料中
のＳＰ２６３抗体により生成されたＰＤ－Ｌ１シグナルは、Ｅ１Ｌ３Ｎ（登録商標）抗体
で観察されたものと同等であった（図８参照）。最後に、ＮＳＣＬＣ組織試料中のＳＰ２
６３抗体により生成されたＰＤ－Ｌ１シグナルの強度は、同じ試験濃度でＥ１Ｌ３Ｎ（登
録商標）抗体とともにインキュベートしたＮＳＣＬＣ組織試料中で観察されたものよりも
一貫して大きかった（図９Ｆ－９Ｊを図９Ａ－９Ｅと比較のこと）。
【０２０８】
　これらの結果は、本開示のＰＤ－Ｌ１抗体が、ヒトＰＤ－Ｌ１のＣ末端領域で類似のエ
ピトープを標的とする他の市販のＰＤ－Ｌ１抗体と比較して、組織試料中のＰＤ－Ｌ１ポ
リペプチドレベルの検出において有意により感受性であることを実証する。したがって、
本開示のＰＤ－Ｌ１抗体は、生物学的試料中のＰＤ－Ｌ１ポリペプチドレベルを検出し、
対象におけるがんを診断するための方法において有用である。
【０２０９】
等価物
　特に定義がない限り、本明細書で使用されるすべての技術用語及び科学用語は、本開示
が属する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同一の意味を持つ。
【０２１０】
　本明細書に例示的に記載されている開示は、本明細書に具体的に開示されていない要素
、制限（単数又は複数）の非存在下で適切に実施することができる。したがって、例えば
「含む」(「comprising」、「including」、「containing」)等の用語は、広範かつ制限
なしに解されるものとする。さらに、本明細書で使用される用語及び表現は、限定ではな
い説明の用語として使用されており、そのような用語及び表現の使用には、示され説明さ
れている特徴又はその一部の等価物を排除する意図はなく、特許請求されている開示の範
囲内で様々な変更が可能であることは認識されている。
【０２１１】
　したがって、本明細書で提供される物質、方法、及び例は、好ましい態様の代表例であ
り、例示であり、本開示の範囲の限定として意図されるものではないことを理解されたい
。
【０２１２】
　本開示は、本明細書において広く一般的に記載されてきた。一般的な本開示の範囲に入
る、より狭い種及び亜属群の各々もまた本開示の一部を形成する。これは、排除される物
質が本明細書に具体的に列挙されているか否かによらず、属から任意の対象を除くという
但し書き又は否定的な限定を伴う、本開示の一般的記述を含む。
【０２１３】
　さらに、本開示の特徴又は態様がマーカッシュグループで説明されている場合、それに
より本開示が当該マーカッシュグループの任意の個々の要素又は要素のサブグループによ
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っても説明されることを当業者は理解するであろう。
【０２１４】
　本明細書で言及されるすべての刊行物、特許出願、特許、及び他の参考文献は、あたか
もそれぞれが個々に参照により援用されるのと同程度に、その全文が出典明示により援用
される。矛盾する場合、定義を含み、本明細書が支配する。
【０２１５】
　他の態様は、以下の特許請求の範囲に記載されている。

【図１】 【図２】
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