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(54) 発明の名称 ： 細胞集団における特異的結合物質の占有率 を測定する方法

(57) Abstract: Provided i s a method ior measuring the occupancv rate 01 a first specilic d in g substance in a cell
population, the method including causing the cell population t o come into contact with second and third specific binding
substances, and measuring the number o f cells t o which the second and third specific binding substances are bonded,
wherein the first, second, and third specilic binding substances all bond t o a target cell surface protein, the occupancy rate
i s the proportion o f cells, from among cells expressing the target cell surface protein, to which the first specific binding
substance binds, the second specific binding substance competes with the first specific binding substance, the third specific
binding substance does not compete with the first specific binding substance, and the occupancy rate (%) i s the value
calculated by the formula: (1- (the number o f cells t o which the second specific binding substance i s bonded/the number
o the cells to which the third specific binding substance i s bonded)) x 100.

(57) 要約 ：細胞集団における第 1 の特異的結合物質の 占有率 を測定する方法であ って、細胞集団に第 2 及び
第 3 の特異的結合物質 を接触 させることと、第 2 及び第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測するこ
とと、 を含み、第 1 、第 2 及び第 3 の特異的結合物質はいずれ も対象細胞表面 タンパ ク質 に結合するもので
あ り、 占有率 は、対象細胞表面タンパ ク質発現細胞の うち、第 1 の特異的結合物質が結合 した細胞の割合で
あ り、第 2 の特異的結合物質は、第 1 の特異的結合物質 と競合するものであ り、第 3 の特異的結合物質は、
第 1 の特異的結合物質 と競合 しないものであ り、式 ： （1 一 （第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 / 第
3 の特異的結合物質が結合 した細胞数）） X I 0 0 により計算 される値が占有率 （％ ) である、方法。
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明 細 書

発明の名称 ：

細胞集団における特異的結合物質の占有率を測定する方法

技術分野

[0001 ] 本発明は、細胞集団における特異的結合物質の 占有率 を測定する方法 に関

する。 よ り具体的には、特異的結合物質 に接触 した細胞集団における前記特

異的結合物質の 占有率 を測定する方法、特異的結合物質 に接触 した細胞集団

における前記特異的結合物質の 占有率 を測定するためのキ ッ 卜、患者への抗

体医薬の投与間隔又は投与量 を最適化するためのデータを取得する方法、患

者への二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの投与間隔若 しくは投与量 を最適化

するためのデータを取得する方法 に関する。本願 は、 2 0 1 7 年 8 月 7 日に

、 日本 に出願 された特願 2 0 1 7 - 1 5 2 7 3 5 号 に基づ き優先権 を主張 し

、その内容 をここに援用する。

背景技術

[0002] 二ボルマプは、細胞表面 に存在する p r o g r a m m e d d e a t h -

1 ( P D - 1 ) に特異的に結合する抗体医薬である。二ボルマプに代表 され

る免疫チェックポイン ト阻害薬は、悪性黒色腫や非小細胞肺がん、腎細胞が

ん、ホジキン リンパ腫、頭頸部がんに対 して承認 され、高い治療効果 を持つ

ことか ら社会的注 目を浴びている。

[0003] —方で、免疫チェックポイン ト阻害薬は、非常に高額 な薬剤費がかかるこ

と、一部の患者 に重篤な免疫関連有害事象 を引 き起 こす ことが知 られている

。 このため、免疫チェックポイン ト阻害薬の動態 を解析する技術が求め られ

ている。例 えば、非特許文献 1 には、二ボルマプの体内動態 を検討 した結果

が報告されている。

先行技術文献

非特許文献

[0004] 非特昌午文献 1 ：Brahmer 丄 R. , Phase I study of s i ng le-agent ant i -progra



mmed death - 1 (MDX-1 1 6 ) i n refractory s o i d tumors ：safety, c i n i c a

act i v i ty, pharmacodynam i cs, and immuno log i c cor r e lates. , J . C i n . Onco

. , 28 ( 19), 3 167-31 75, 201 0 .

発 明 の概 要

発 明 が解 決 しょ う とす る課題

[0005] しか しな が ら、 非 特 許 文献 1 に記 載 され た方 法 は煩 雑 で あ り、 また、 高価

な抗 体製 剤 を使 用 す る必 要 が あ る こ とか ら、 一般 的 な普 及 は 困難 で あ る と考

え られ る。 そ こで、 本 発 明 は、 特 異 的結 合 物 質 の動 態 を簡 便 に測 定 す る技 術

を提 供 す る こ とを 目的 とす る。

課題 を解 決 す るた め の手 段

[0006] 本 発 明 は以 下 の態 様 を含 む。

[ ] 細 胞 集 団 に お け る第 1 の特 異 的結 合 物 質 の 占有 率 を測 定 す る方 法 で あ

つて、 前 記 細 胞 集 団 に、 第 2 の特 異 的結 合 物 質 を接 触 させ る こ と と、 前 記 細

胞 集 団 に、 第 3 の特 異 的結 合 物 質 を接 触 させ る こ と と、 前 記 第 2 の特 異 的結

合 物 質 が結 合 した細 胞 数 を計 測 す る こ と と、 前 記 第 3 の特 異 的結 合 物 質 が結

合 した細 胞 数 を計 測 す る こ と と、 を含 み、 前 記 第 1 、 前 記 第 2 及 び 前 記 第 3

の特 異 的結 合 物 質 は、 い ず れ も対 象 細 胞 表 面 タ ンパ ク質 に結 合 す る特 異 的結

合 物 質 で あ り、 前 記 占有 率 は、 前 記 対 象 細 胞 表 面 タ ンパ ク質 を発 現 した細 胞

の うち、 前 記 第 1 の特 異 的結 合 物 質 が結 合 した細 胞 の割 合 で あ り、 前 記 第 2

の特 異 的結 合 物 質 は、 前 記 第 1 の特 異 的結 合 物 質 と競 合 す る特 異 的結 合 物 質

で あ り、 前 記 第 3 の特 異 的結 合 物 質 は、 前 記 第 1 の特 異 的結 合 物 質 と競 合 せ

ず に前 記 対 象 細 胞 表 面 タ ンパ ク質 に結 合 す る特 異 的結 合 物 質 で あ り、 下 記 式

( 1 ) に よ り計 算 され る値 が、 前 記 占有 率 で あ る、 方 法 。

第 1 の特 異 的結 合 物 質 の 占有 率 （％ ) = ( 1 - (前 記 第 2 の特 異 的結 合 物

質 が結 合 した細 胞 数 / 前 記 第 3 の特 異 的結 合 物 質 が結 合 した細 胞 数 ） ） X 1

0 0 ( 1 )

[ 2 ] 前 記 第 2 の特 異 的結 合 物 質 を接 触 させ る こ と、 及 び 前 記 第 3 の特 異 的

結 合 物 質 を接 触 させ る こ とを 同時 に行 う、 [ 1 ] に記 載 の方 法 。



[ 3 ] 前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測すること、及び前

記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することを同時に行 う、 [

] 又 は [ 2 ] に記載の方法。

[ 4 ] 前記第 1 の特異的結合物質が抗体である、 [ 1 ] 〜 [ 3 ] のいずれか

に記載の方法。

[ 5 ] 前記対象細胞表面タンパ ク質が ヒ 卜p r o g r a m m e d d e a t

h - 1 ( P D _ 1 ) であ り、前記第 1 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P D _ 1 抗

体である、 [ 4 ] に記載の方法。

[ 6 ] 前記第 1 の特異的結合物質が二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプであ り

、前記第 2 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P D _ 1 モ ノクロ一ナル抗体 （クロ一

ン E H 1 2 . 2 H 7 ) であ り、前記第 3 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P D _ 1

モ ノクローナル抗体 （クローンM I H 4 ) である、 [ 5 ] に記載の方法。

[ 7 ] 細胞集団における第 1 の特異的結合物質の 占有率 を測定するためのキ

ッ 卜であ って、第 2 の特異的結合物質及び第 3 の特異的結合物質 を含み、前

記第 1 、前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合物質は、 いずれも対象細胞表面

タンパ ク質 に結合する特異的結合物質であ り、前記 占有率 は、前記対象細胞

表面タンパ ク質 を発現 した細胞の うち、前記第 1 の特異的結合物質が結合 し

た細胞の割合であ り、前記第 2 の特異的結合物質は、前記第 1 の特異的結合

物質 と競合する特異的結合物質であ り、前記第 3 の特異的結合物質は、前記

第 1 の特異的結合物質 と競合せずに前記対象細胞表面タンパ ク質 に結合する

特異的結合物質である、 キ ッ ト。

[ 8 ] 前記第 1 の特異的結合物質が抗体である、 [ 7 ] に記載のキ ッ 卜。

[ 9 ] 前記対象細胞表面タンパ ク質が ヒ 卜P D — 1 であ り、前記第 1 の特異

的結合物質が抗 ヒ 卜P D _ 1 抗体である、 [ 8 ] に記載のキ ッ 卜。

[ 1 0 ] 前記第 1 の特異的結合物質が二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプであ

り、前記第 2 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P D _ 1 モ ノクロ一ナル抗体 （クロ

—ン E H 1 2 . 2 H 7 ) であ り、前記第 3 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P D _

1 モ ノクローナル抗体 （クローンM I H 4 ) である、 [ 9 ] に記載のキ ッ 卜



[ 患者への抗体医薬の投与間隔又は投与量 を最適化するためのデータ

を取得する方法であ って、抗体医薬が投与 された患者 由来の細胞 に第 2 の特

異的結合物質 を接触 させ ることと、抗体医薬が投与 された患者 由来の前記細

胞 に第 3 の特異的結合物質 を接触 させ ることと、前記第 2 の特異的結合物質

が結合 した細胞数 を計測することと、前記第 3 の特異的結合物質が結合 した

細胞数 を計測することと、 を含み、前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合物質

は、 いずれも前記抗体医薬の標 的タンパ ク質 に結合する特異的結合物質であ

り、前記第 2 の特異的結合物質は、前記抗体医薬 と競合する特異的結合物質

であ り、前記第 3 の特異的結合物質は、前記抗体医薬 と競合せずに前記抗体

医薬の標 的タンパ ク質 に結合する特異的結合物質であ り、下記式 （2 ) によ

り計算 される前記抗体医薬の 占有率が、患者への前記抗体医薬の投与間隔又

は投与量 を最適化するためのデータである、方法。

前記抗体医薬の 占有率 （％ ) = ( - (前記第 2 の特異的結合物質が結合

した細胞数 / 前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数）） X 1 0 0

( 2 )

[ 1 2 ] 前記第 2 の特異的結合物質 を接触 させ ること、及び前記第 3 の特異

的結合物質 を接触 させ ることを同時に行 う、 [ 1 1 ] に記載の方法。

[ 1 3 ] 前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測すること、及び

前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することを同時に行 う、

[ 1 1 ] 又 は [ 1 2 ] に記載の方法。

[ ] 前記 占有率が基準値 よ りも高いことが、患者への前記抗体医薬の投

与間隔を長 くすべ きこと又は投与量 を減少させ るべ きことを示 し、前記 占有

率が基準値 よ りも低 いことが、患者への前記抗体医薬の投与間隔を短 くすべ

きこと又は投与量 を増大させ るべ きことを示す、 [ 1 1 ] 〜 [ 1 3 ] のいず

れかに記載の方法。

[ 1 5 ] 患者への二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの投与間隔若 しくは投与

量 を最適化するためのデータを取得する方法であ って、二ボルマプ又はぺ厶



プロ リズマプが投与 された患者 由来の細胞 に第 2 の特異的結合物質 を接触 さ

せ ることと、二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプが投与 された患者 由来の前記

細胞 に第 3 の特異的結合物質 を接触 させ ることと、前記第 2 の特異的結合物

質が結合 した細胞数 を計測することと、前記第 3 の特異的結合物質が結合 し

た細胞数 を計測することと、 を含み、前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合物

質は、 いずれもヒ 卜P D _ 1 に結合する特異的結合物質であ り、前記第 2 の

特異的結合物質は、二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプと競合する特異的結合

物質であ り、前記第 3 の特異的結合物質は、二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマ

プと競合せずに ヒ 卜P D — 1 に結合する特異的結合物質であ り、下記式 （3

) によ り計算 されるニボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの 占有率が、患者への

二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの投与間隔若 しくは投与量 を最適化するた

めのデータである、方法。

二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの 占有率 （％ ) = ( 1 - (前記第 2 の特

異的結合物質が結合 した細胞数 / 前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞

数）） X 1 0 0 ( 3 )

[ 1 6 ] 前記第 2 の特異的結合物質 を接触 させ ること、及び前記第 3 の特異

的結合物質 を接触 させ ることを同時に行 う、 [ 1 5 ] に記載の方法。

[ 1 7 ] 前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測すること、及び

前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することを同時に行 う、

[ 1 5 ] 又 は [ 1 6 ] に記載の方法。

[ 1 8 ] 前記 占有率が基準値 よ りも高いことが、患者への二ボルマプ又はべ

厶プロ リズマプの投与間隔を長 くすべ きこと若 しくは投与量 を減少させ るベ

きことを示 し、前記 占有率が基準値 よ りも低 いことが、患者への二ボルマプ

又はぺ厶プロ リズマプの投与間隔を短 くすべ きこと若 しくは投与量 を増大さ

せ るべ きことを示す、 [ 1 5 ] 〜 [ 1 7 ] のいずれかに記載の方法。

[ 1 9 ] 前記第 2 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P D _ 1 モ ノクロ一ナル抗体 （

クローン E H 1 2 . 2 H 7 ) であ り、前記第 3 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P

D - 1 モ ノクローナル抗体 （クローンM I H 4 ) である、 [ 1 5 ] 〜 [ 1 8



] のいずれかに記載の方法。

発明の効果

[0007] 本発明によれば、特異的結合物質の動態を簡便に測定する技術を提供する

ことができる。

図面の簡単な説明

[0008] [ 図1] 実験例 1 において、抗 P D — 1抗体 （クローンE H 1 . 2 H 7 ) の反

応性を解析 した結果を示すグラフである。

[ 図2] 実験例 1 において、抗 P D — 1抗体 （クローンM I H 4 ) の反応性を解

析 した結果を示すグラフである。

[ 図3] 実験例 1 において、抗 P D — 1抗体 （クローンE H 1 2 . 2 H 7 又はク

ローンM I H 4 ) の二ボルマプとの競合率を計算 した結果を示すグラフであ

る。

[ 図4] 実験例 2 において、様々な濃度の抗 P D _ 1抗体 （クローンM I H 4 )

で前処置 した後の、抗 P D — 1抗体 （クローン E H 1 . 2 H 7 ) の反応性

を評価 した結果を示すグラフである。

[ 図5] 実験例 3 において、様々な濃度の抗 P D _ 1抗体 （クローン E H 1 .

2 H 7 ) で前処置 した後の、抗 P D — 1抗体 （クローンM I H 4 ) の反応性

を評価 した結果を示すグラフである。

[ 図6] ( a ) 〜 （e ) は、実験例 4 において、M I T 9 細胞株における二ボル

マプの占有率を測定 した結果を示すグラフである。

[ 図7] 実験例 4 において測定された二ボルマプの占有率と、実際の二ボルマプ

の占有率を示すグラフである。

[ 図8] ( a ) 〜 （e ) は、実験例 5 において、二ボルマプの占有率が、 0 ， 2

5 ， 5 0 ， 7 5 ， 1 0 0 % となるように調製 した健常人由来のT 細胞への、

抗 P D — 1抗体 （クローン E H 1 . 2 H 7 ) の結合を測定 した結果を示す

グラフである。

[ 図9] 実験例 5 において測定された二ボルマプの占有率と、実際の二ボルマプ

の占有率を示すグラフである。



[ 図 10] ( a ) 〜 （c ) は、実験例 6 において、二ボルマプの投与 を受けてい

る患者の体腔液 由来の T 細胞 における二ボルマプの 占有率 を測定 した結果 を

示すグラフである。

[ 図 11] ( a ) 〜 （e ) は、実験例 7 において、 M I T 9 細胞株 におけるぺ厶

プロ リズマプの 占有率 を測定 した結果 を示すグラフである。

[ 図 12] 実験例 7 において測定されたぺ厶プロ リズマプの 占有率 と、実際のぺ

厶プロ リズマプの 占有率 を示すグラフである。

[ 図 13] ( a ) 〜 （d ) は、実験例 8 において、二ボルマプの投与 を受けてい

ない患者の末梢血 T 細胞 における二ボルマプの 占有率 を測定 した結果 を示す

グラフである。

[ 図 14] ( a ) 及び （b ) は、実験例 9 において、二ボルマプの投与 を受けた

腎癌患者の末梢血 T 細胞 における二ボルマプの 占有率 を測定 した結果 を示す

グラフである。

[ 図 15] ( a ) 及び （b ) は、実験例 1 0 において、ぺ厶プロ リズマプの投与

を受けた肺癌患者の末梢血 T 細胞 におけるぺ厶プロ リズマプの 占有率 を測定

した結果 を示すグラフである。

発明を実施するための形態

[ 細胞集団における第 1 の特異的結合物質の 占有率 を測定する方法 ]

1 実施形態 において、本発明は、細胞集団における第 1 の特異的結合物質

の 占有率 を測定する方法であ って、前記細胞集団に、第 2 の特異的結合物質

を接触 させ る工程 と、前記細胞集団に、第 3 の特異的結合物質 を接触 させ る

工程 と、前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 と、前

記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 と、 を含み、前記

第 1 、前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合物質は、 いずれも対象細胞表面タ

ンパ ク質 に結合する特異的結合物質であ り、前記 占有率 は、前記対象細胞表

面タンパ ク質 を発現 した細胞の うち、前記第 1 の特異的結合物質が結合 した

細胞の割合であ り、前記第 2 の特異的結合物質は、前記第 1 の特異的結合物

質 と競合する特異的結合物質であ り、前記第 3 の特異的結合物質は、前記第



1 の特異的結合物質と競合せずに前記対象細胞表面タンパク質に結合する特

異的結合物質であり、下記式 （1 ) により計算される値が、前記占有率であ

る方法を提供する。

第 1 の特異的結合物質の占有率 （％) = ( 1 - (前記第 2 の特異的結合物

質が結合 した細胞数/ 前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数））X 1

0 0 ( 1 )

[001 0] 実施例において後述するように、発明者 らは、本実施形態の方法により、

特異的結合物質の動態を簡便に測定することができることを明らかにした。

[001 1] (特異的結合物質）

本明細書において、特異的結合物質とは、対象物質に特異的に結合する物

質を意味 し、例えば、抗体、抗体断片、アブタマ一等が挙げられる。対象物

質としては、例えば細胞表面タンパク質等が挙げられる。特異的結合物質は

、 ヒ卜又は非 ヒ卜動物に投与される医薬であってもよい。

[001 2] 抗体は、マウス等の動物を免疫することによって作製 したものであっても

よく、ファージライプラリ等の抗体ライブラリのスクリ一ニングにより作製

したものであってもよい。抗体断片としては、 F ( a b ' ) 2、 F a b ' 、 F

a b 、 F v 、 s c F v 等が挙げられる。

[001 3] 抗体又は抗体断片が、 ヒ卜型抗体又はその断片であれば、 ヒ卜に投与 して

も免疫原性が低いため、アナフィラキシーショック等の副作用を抑制するこ

とができる。 ヒ卜型抗体としては、キメラ抗体、 ヒ卜化抗体、完全 ヒ卜抗体

等が挙げられる。ここで、キメラ抗体とは、可変領域が非 ヒ卜動物由来の抗

体であり、定常領域の少なくとも一部がヒ卜由来の抗体である抗体を意味す

る。また、 ヒ卜化抗体とは、重鎖及び軽鎖の相補性決定領域のみが非 ヒ卜動

物由来の抗体であり、定常領域及びフレ一厶ヮ一ク領域がヒ卜由来の抗体で

ある抗体を意味する。また、完全 ヒ卜抗体とは、相補性決定領域を含めて全

体がヒ卜由来の抗体を意味する。

[0014] アブタマ一としては、対象物質に対する特異的結合能を有する物質であれ

ば特に限定されず、核酸アブタマ一、ペプチ ドアブタマ一等が挙げられる。



[001 5] (第 1 の特異 的結合物質）

本実施形態 の方法 において、 第 1 の特異 的結合物質 とは、動態 を測 定す る

対象 であ り、対象細胞表面 タ ンパ ク質 に結合 す る特異 的結合物質 であ る。 第

1 の特異 的結合物質 の具体 的な例 と しては、抗体 が挙 げ られ る。抗体 は、抗

体 医薬 であ って もよい。抗体 医薬 は、例 えば、 二ボル マ プ、ぺ 厶 プロ リズマ

プ等 の免疫 チ エ ックポ イ ン 卜阻害薬 であ つて もよいが これ らに限定 されない

。 ここで、 第 1 の特異 的結合物質 が二ボル マ プ、ぺ 厶 プロ リズマ プ等 であ る

場合、対象細胞表面 タ ンパ ク質 は ヒ 卜P D _ 1 であ る。 すなわち、対象細胞

表面 タ ンパ ク質 が ヒ 卜P D _ 1 であ り、 第 1 の特異 的結合物質 が抗 ヒ 卜P D

- 1 抗 体 であ って もよい。

[001 6] (細 胞集 団）

実施例 において後述 す るよ うに、本実施形態 の方法 によ り、 第 1 の特異 的

結合物質 の動態 を簡便 に測 定す る ことがで きる。本実施形態 の方法 において

、 第 1 の特異 的結合物質 の動態 とは、細胞集 団 における第 1 の特異 的結合物

質 の 占有率 であ る。 ここで、 占有率 とは、対象細胞表面 タ ンパ ク質 を発現 し

た細胞 の うち、着 目す る特異 的結合物質 （第 1 の特異 的結合物質）が結合 し

た細胞 の割合 （％ ) をい う。

[001 7] 本 実施形態 の方法 において、細胞集 団 とは、 第 1 の特異 的結合物質 の 占有

率 を測 定す る対象 とす る細胞集 団 を意味す る。細胞集 団は、通 常は、 第 1 の

特異 的結合物質 に接触 した細胞 であ る。例 えば、 第 1 の特異 的結合物質 が抗

体 医薬 であ る場合、細胞集 団 と しては、 当該抗体 医薬 を投与 された患者 由来

の細胞集 団が挙 げ られ る。

[001 8] 細 胞集 団 と しては、 第 1 の特異 的結合物質 が結合 す る細胞 が含 まれ る細胞

集 団が挙 げ られ、 第 1 の特異 的結合物質 の結合対象 に応 じて適宜設定 され る

。具体 的な細胞集 団 と しては、例 えば、末梢血 リンパ球、胸水 由来 の リンパ

球、肺胞洗浄液 由来 の リンパ球等 が挙 げ られ るが これ らに限定 されない。

[001 9] (第 2 の特異 的結合物質）

第 2 の特異 的結合物質 は、 第 1 の特異 的結合物質 が結合 す る細胞表面 タ ン



パク質に結合する特異的結合物質である。また、第 2 の特異的結合物質は、

対象細胞表面タンパク質への結合において、第 1 の特異的結合物質と競合す

る。すなわち、対象細胞表面タンパク質に第 1 の特異的結合物質が結合 して

いる場合、第 2 の特異的結合物質は対象細胞表面タンパク質に結合すること

が実質的にできない。

[0020] ここで、 「実質的にできない」とは、対象細胞表面タンパク質に第 1 の特

異的結合物質が結合 していても、第 1 の特異的結合物質を解離させて、第 2

の特異的結合物質が対象細胞表面タンパク質に結合する場合がわずかに存在

することを許容することを意味する。 しかしながら、対象細胞表面タンパク

質に第 1 の特異的結合物質が結合 している場合、第 2 の特異的結合物質は対

象細胞表面タンパク質に結合することができないことが好ましい。

[0021 ] いいかえると、第 2 の特異的結合物質のェピ卜一プは、第 1 の特異的結合

物質のェピ卜一プと同一であるか近接 しており、第 1 の特異的結合物質の対

象細胞表面タンパク質に対する解離定数 （K d ) は、第 2 の特異的結合物質

の対象細胞表面タンパク質に対する解離定数 （K d ) よりも小さいことが好

ましい。なお、解離定数は小さいほど親和性が高い。

[0022] (第 3 の特異的結合物質）

第 3 の特異的結合物質は、第 1 の特異的結合物質が結合する細胞表面タン

パク質に結合する特異的結合物質である。また、第 3 の特異的結合物質は、

対象細胞表面タンパク質への結合において、第 1 の特異的結合物質と競合 し

ない。すなわち、対象細胞表面タンパク質に第 1 の特異的結合物質が結合 し

ていても、第 3 の特異的結合物質は対象細胞表面タンパク質に結合すること

ができる。

[0023] いいかえると、第 3 の特異的結合物質のェピ卜一プは、第 1 の特異的結合

物質のェピ卜一プと離れており、第 3 の特異的結合物質の対象細胞表面タン

パク質への結合は、第 1 の特異的結合物質の対象細胞表面タンパク質への結

合にほとんど影響 しない。

[0024] (第 1、第 2 、第 3 の特異的結合物質の組み合わせの具体例）



例えば、第 1 の特異的結合物質が二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプであり

、第 2 の特異的結合物質が抗 ヒ卜P D _ 1 モノクローナル抗体 （クローンE

H 1 . 2 H 7 ) であり、前記第 3 の特異的結合物質が抗 ヒ卜P D _ 1 モノ

クロ一ナル抗体 （クローンM I H 4 ) であってもよい。実施例において後述

するように、これらの抗体の組み合わせを用いることにより、二ボルマプ又

はぺ厶プロリズマプの動態を簡便に測定することができる。

[0025] (第 2 の特異的結合物質を接触させる工程）

本工程において、細胞集団に、第 2 の特異的結合物質を接触させる。その

結果、対象細胞表面タンパク質に第 1 の特異的結合物質が既に結合 していた

場合には、第 2 の特異的結合物質は結合 しない。また、対象細胞表面タンパ

ク質に第 1 の特異的結合物質が結合 していなかった場合には、第 2 の特異的

結合物質が結合する。後述するように、本工程を実施するタイミングは適宜

変更 してもよい。

[0026] (第 3 の特異的結合物質を接触させる工程）

本工程において、細胞集団に、第 3 の特異的結合物質を接触させる。その

結果、対象細胞表面タンパク質に第 1 の特異的結合物質が結合 していても、

結合 していなくても、第 3 の特異的結合物質は対象細胞表面タンパク質結合

する。 したがって、第 3 の特異的結合物質は、細胞集団中の、対象細胞表面

タンパク質を発現 した細胞全てに結合することになる。後述するように、本

工程を実施するタイミングは適宜変更 してもよい。

[0027] (第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程）

本工程において、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する。例

えば、第 2 の特異的結合物質を蛍光色素で標識 しておき、フローサイ トメ 卜

リーにより第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測することが簡便で

ある。本工程は、第 2 の特異的結合物質を接触させる工程の後に実施すれば

よく、後述するように、本工程を実施するタイミングは適宜変更 してもよい

[0028] (第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程）



本工程 において、第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する。第

3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することにより、対象細胞表面

タンパク質を発現 した細胞数 を計測することができる。例えば、第 3 の特異

的結合物質を蛍光色素で標識 しておき、 フローサイ トメ トリ一により第 3 の

特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することが簡便である。本工程は、

第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程の後 に実施すればよ く、後述するよ

うに、本工程 を実施するタイミングは適宜変更 してもよい。

[0029] ( 占有率の算出）

本工程 において、細胞集団における第 1 の特異的結合物質の占有率 を算出

する。 占有率は、下記式 （1 ) により計算される値である。

第 1 の特異的結合物質の占有率 （％) = ( 1 - (前記第 2 の特異的結合物

質が結合 した細胞数 / 前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数）） X 1

0 0 ( 1 )

[0030] 例 えば、 占有率が 1 0 0 % であることは、細胞集団中の、対象細胞表面タ

ンパク質を発現 した細胞の全てに第 1 の特異的結合物質が結合 していること

を意味する。 この場合、対象細胞表面タンパク質には第 1 の特異的結合物質

が結合 しているため、第 2 の特異的結合物質は結合することができない。

[0031 ] また、例えば、 占有率が 8 0 % であることは、細胞集団中の、対象細胞表

面タンパク質を発現 した細胞のうちの 8 0 % に第 1 の特異的結合物質が結合

していることを意味する。 この場合、対象細胞表面タンパク質を発現 した細

胞のうち、残 りの 2 0 % には、第 1 の特異的結合物質が結合 してお らず、第

の特異的結合物質が結合することになる。

[0032] (上記各工程の実施の順序）

第 2 の特異的結合物質を接触 させる工程、第 3 の特異的結合物質を接触 さ

せる工程は、いずれを先に実施 してもよい。例えば、第 2 の特異的結合物質

を接触 させる工程 を実施 した後 に第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程 を

実施 してもよ く、逆の順序であってもよい。あるいは、第 2 の特異的結合物

質を接触 させる工程及び前記第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程 を同時



に実施 してもよい。例えば、同一の試験管内に、細胞集団、第 2 の特異的結

合物質及び第 3 の特異的結合物質を入れて接触させることにより、第 2 の特

異的結合物質を接触させる工程及び前記第 3 の特異的結合物質を接触させる

工程を同時に行うことができる。

[0033] また、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程、第 3 の特

異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程は、いずれを先に実施 しても

よい。例えば、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程を実

施 した後に第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程を実施 し

てもよく、逆の順序であってもよい。

[0034] あるいは、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程及び第

3 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程を同時に実施 してもよ

し、。例えば、第 2 の特異的結合物質及び第 3 の特異的結合物質をそれぞれ識

別可能に標識 しておき、第 2 の特異的結合物質及び第 3 の特異的結合物質に

接触 した細胞集団をフローサイ トメ トリ一で解析すること等により、第 2 の

特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程及び第 3 の特異的結合物質

が結合 した細胞数を計測する工程を同時に実施することができる。

[0035] あるいは、第 2 の特異的結合物質を接触させる工程、第 2 の特異的結合物

質が結合 した細胞数を計測する工程、第 3 の特異的結合物質を接触させるェ

程、第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程をこの順に実施

してもよい。

[0036] あるいは、第 3 の特異的結合物質を接触させる工程、第 3 の特異的結合物

質が結合 した細胞数を計測する工程、第 2 の特異的結合物質を接触させるェ

程、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程をこの順に実施

してもよい。この場合、第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞を、セルソ一

タ一等を用いることにより回収 し、その後、回収 した細胞に対 して第 2 の特

異的結合物質を接触させる工程、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を

計測する工程を実施 してもよい。

[0037] (他の特異的結合物質）



また、第 2 の特異的結合物質、第 3 の特異的結合物質の他にも、例えば、

抗C D 3 抗体等の他の特異的結合物質を接触させる工程を実施 し、当該他の

特異的結合物質が結合 した細胞集団について、第 1 の特異的結合物質の占有

率を測定してもよい。例えば、他の特異的結合物質が結合 した細胞集団に対

してゲ一 卜をかけたうえで、第 1 の特異的結合物質の占有率を算出してもよ

い。

[0038] 他の特異的結合物質としては、抗C D 3 抗体に限られず、あらゆる抗原に

対する特異的結合物質を使用することができる。他の特異的結合物質を反応

させることにより、第 1 の特異的結合物質の占有率を測定するのと同時に特

定抗原の発現を解析することもできる。

[0039] 本実施形態の方法は、例えば、患者への抗体医薬の投与間隔若 しくは投与

量を最適化するためのデータを取得する方法に適用することができる。具体

的には、細胞集団として、抗体医薬が投与された患者由来の細胞を使用して

上述 した方法を実施するとよい。

[0040] この場合、第 1 の特異的結合物質が抗体医薬となる点以外は上述 した方法

と同様である。その結果、患者由来の細胞における抗体医薬の占有率を計算

することが可能になる。そして、患者由来の細胞における抗体医薬の占有率

に基づいて、患者への抗体医薬の投与間隔若 しくは投与量を最適化すること

ができる。

[0041 ] 例えば、占有率が基準値よりも高い場合には、患者への抗体医薬の投与間

隔を長くするか、又は投与量を減少させるとよい。また、占有率が基準値よ

りも低い場合には、患者への抗体医薬の投与間隔を短くするか、又は投与量

を増大させるとよい。

[0042] [細胞集団における第 1 の特異的結合物質の占有率を測定するためのキッ卜

]

1実施形態において、本発明は、細胞集団における第 1 の特異的結合物質

の占有率を測定するためのキッ卜であって、第 2 の特異的結合物質及び第 3

の特異的結合物質を含み、前記第 1、前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合物



質は、いずれも対象細胞表面タンパク質に結合する特異的結合物質であり、

前記占有率は、前記対象細胞表面タンパク質を発現 した細胞のうち、前記第

1 の特異的結合物質が結合 した細胞の割合であり、前記第 2 の特異的結合物

質は、前記第 1 の特異的結合物質と競合する特異的結合物質であり、前記第

3 の特異的結合物質は、前記第 1 の特異的結合物質と競合せずに前記対象細

胞表面タンパク質に結合する特異的結合物質である、キッ卜を提供する。

[0043] 本実施形態のキットにおいて、細胞集団、第 1、第 2 及び第 3 の特異的結

合物質、対象細胞表面タンパク質については上述 したものと同様である。す

なわち、第 1 の特異的結合物質の具体的な例としては、抗体が挙げられる。

[0044] また、対象細胞表面タンパク質がヒ卜P D _ 1 であり、第 1 の特異的結合

物質が抗 ヒ卜P D _ 1抗体であつてもよい。

[0045] 更に、第 1 の特異的結合物質が二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプであり、

第 2 の特異的結合物質が抗 ヒ卜P D _ 1 モノクローナル抗体 （クローンE H

1 2 . 2 H 7 ) であり、第 3 の特異的結合物質が抗 ヒ卜P D — 1 モノクロ一

ナル抗体 （クローンM I H 4 ) であってもよい。このようなキッ卜により、

細胞集団における二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの動態を簡便に測定する

ことができる。

[0046] [ 患者への抗体医薬の投与間隔又は投与量を最適化するためのデータを取得

する方法]

実施形態において、本発明は、患者への抗体医薬の投与間隔又は投与量

を最適化するためのデータを取得する方法であって、抗体医薬が投与された

患者由来の細胞に第 2 の特異的結合物質を接触させる工程と、抗体医薬が投

与された患者由来の前記細胞に第 3 の特異的結合物質を接触させる工程と、

前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程と、前記第 3 の

特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程と、を含み、前記第 2 及び

前記第 3 の特異的結合物質は、いずれも前記抗体医薬の標的タンパク質に結

合する特異的結合物質であり、前記第 2 の特異的結合物質は、前記抗体医薬

と競合する特異的結合物質であり、前記第 3 の特異的結合物質は、前記抗体



医薬と競合せずに前記抗体医薬の標的タンパク質に結合する特異的結合物質

であり、下記式 （2 ) により計算される前記抗体医薬の占有率が、患者への

前記抗体医薬の投与間隔又は投与量を最適化するためのデータである方法を

提供する。

前記抗体医薬の占有率 （％) = ( - (前記第 2 の特異的結合物質が結合

した細胞数/ 前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数））X 1 0 0

( 2 )

[0047] 本実施形態の方法により、抗体医薬の動態を簡便に測定 し、患者への抗体

医薬の投与間隔又は投与量を最適化するためのデータを取得することができ

る。本実施形態の方法は、医師が判断する工程を含まない。

[0048] 本実施形態の方法において、抗体医薬の投与間隔又は投与量の最適化とは

、抗体医薬の投与間隔又は投与量の個別化といいかえることができる。すな

わち、本実施形態の方法により、個々の患者に応 じて最適な抗体医薬の投与

間隔又は投与量を決定するためのデータを提供することができる。これによ

り、例えば、患者が重篤な免疫関連有害事象を発症 した場合に、有害事象が

どれくらい遷延するリスクがあるかを予測することが可能になる。また、適

切な量の抗体医薬の使用を可能にすることにより、高額な抗体医薬の費用を

抑制すること等が可能になる。

[0049] (患者由来の細胞）

本実施形態の方法において、患者由来の細胞は、抗体医薬の特性に応 じて

適切な細胞を適宜選択する。患者由来の細胞としては、例えば、末梢血 リン

パ球、胸水由来のリン/ な求、肺胞洗浄液由来のリンパ球等が挙げられるがこ

れらに限定されない。

[0050] (第 2 及び第 3 の特異的結合物質）

本実施形態の方法において、第 2 及び第 3 の特異的結合物質としては、上

述 した 「細胞集団における第 1 の特異的結合物質の占有率を測定する方法」

の実施形態における第 1 の特異的結合物質が抗体医薬である場合の第 2 及び

第 3 の特異的結合物質と同様のものを用いることができる。



[0051 ] (第 2 、第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程、及び、第 2 、第 3 の特異

的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程）

上述 した 「細胞集団における第 1 の特異的結合物質の占有率 を測定する方

法」の実施形態における第 1 の特異的結合物質が抗体医薬である場合 と同様

に、本実施形態の方法において、第 2 の特異的結合物質を接触 させる工程、

第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程は、いずれを先に実施 してもよい。

例えば、第 2 の特異的結合物質を接触 させる工程 を実施 した後 に第 3 の特異

的結合物質を接触 させる工程 を実施 してもよ く、逆の順序であってもよい。

あるいは、第 2 の特異的結合物質を接触 させる工程及び前記第 3 の特異的結

合物質を接触 させる工程 を同時に実施 してもよい。例えば、同一の試験管内

に、患者由来の細胞、第 2 の特異的結合物質及び第 3 の特異的結合物質を入

れて接触 させることにより、第 2 の特異的結合物質を接触 させる工程及び前

記第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程 を同時に行 うことができる。

[0052] また、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程、第 3 の特

異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程は、いずれを先に実施 しても

よい。例えば、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 を実

施 した後 に第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 を実施 し

てもよ く、逆の順序であってもよい。

[0053] あるいは、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程及び第

3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 を同時に実施 してもよ

し、。例えば、第 2 の特異的結合物質及び第 3 の特異的結合物質をそれぞれ識

別可能に標識 しておき、第 2 の特異的結合物質及び第 3 の特異的結合物質に

接触 した患者由来の細胞 をフローサ イ トメ トリ一で解析すること等により、

第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程及び第 3 の特異的結

合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 を同時に実施することができる。

[0054] あるいは、第 2 の特異的結合物質を接触 させる工程、第 2 の特異的結合物

質が結合 した細胞数 を計測する工程、第 3 の特異的結合物質を接触 させるェ

程、第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 をこの順 に実施



してもよい。

[0055] あるいは、第3 の特異的結合物質を接触させる工程、第3 の特異的結合物

質が結合した細胞数を計測する工程、第 2 の特異的結合物質を接触させるェ

程、第 2 の特異的結合物質が結合した細胞数を計測する工程をこの順に実施

してもよい。この場合、第3 の特異的結合物質が結合した細胞を、セルソ一

タ一等を用いることにより回収し、その後、回収した細胞に対して第 2 の特

異的結合物質を接触させる工程、第 2 の特異的結合物質が結合した細胞数を

計測する工程を実施してもよい。

[0056] (他の特異的結合物質）

また、第 2 の特異的結合物質、第3 の特異的結合物質の他にも、例えば、

抗C D 3 抗体等の他の特異的結合物質を接触させる工程を実施し、当該他の

特異的結合物質が結合した細胞集団について、抗体医薬の占有率を測定して

もよい。例えば、他の特異的結合物質が結合した細胞集団に対してゲートを

かけたうえで、抗体医薬の占有率を算出してもよい。

[0057] 他の特異的結合物質としては、抗C D 3 抗体に限られず、あらゆる抗原に

対する特異的結合物質を使用することができる。他の特異的結合物質を反応

させることにより、抗体医薬の占有率を測定するのと同時に特定抗原の発現

を解析することもできる。

[0058] (患者への抗体医薬の投与間隔又は投与量を最適化するためのデータ）

本実施形態の方法では、抗体医薬の占有率が、患者八の抗体医薬の投与間

隔又は投与量を最適化するためのデータである。そして、占有率が基準値よ

りも高いことが、患者への抗体医薬の投与間隔を長くすべきこと又は投与量

を減少させるべきことを示す。

[0059] ここで、占有率の基準値は、例えば、予め設定した占有率の最適値である

。占有率の最適値とは、例えば、抗体医薬による疾患の治療効果が最大とな

り、免疫関連有害事象等の副作用を最小となる占有率である。

[0060] 本実施形態の方法により、抗体医薬の占有率が基準値よりも高いことが示

された場合、抗体医薬の投与量が十分であるか過剰であることを意味する。



そこで、 このような場合 には、患者への抗体医薬の投与間隔を長 くするか、

又は患者への抗体医薬の投与量を減少させることにより、患者の細胞 におけ

る抗体医薬の占有率 を基準値 に近づけることができる。

[0061 ] あるいは、本実施形態の方法により、抗体医薬の占有率が基準値 よりも低

いことが示された場合、抗体医薬の投与量が不十分であることを意味する。

そこで、 このような場合 には、患者への抗体医薬の投与間隔を短 くするか、

又は患者への抗体医薬の投与量を増大させることにより、患者の細胞 におけ

る抗体医薬の占有率 を基準値 に近づけることができる。

[0062] [ 患者への二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投与間隔若 しくは投与量を最

適化するためのデータを取得する方法 ]

1 実施形態において、本発明は、患者への二ボルマプ又はぺ厶プロリズマ

プの投与間隔若 しくは投与量を最適化するためのデータを取得する方法であ

つて、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプが投与された患者由来の細胞 に第 2

の特異的結合物質を接触 させる工程 と、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプが

投与された患者由来の前記細胞 に第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程 と

、前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 と、前記第 3

の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 と、 を含み、前記第 2 及

び前記第 3 の特異的結合物質は、いずれもヒ 卜P D — 1 に結合する特異的結

合物質であ り、前記第 2 の特異的結合物質は、二ボルマプ又はぺ厶プロリズ

マプと競合する特異的結合物質であ り、前記第 3 の特異的結合物質は、ニボ

ルマプ又はぺ厶プロリズマプと競合せずにヒ 卜P D _ 1 に結合する特異的結

合物質であ り、下記式 （3 ) により計算される二ボルマプ又はぺ厶プロリズ

マプの占有率が、患者への二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投与間隔若 し

くは投与量を最適化するためのデータである方法を提供する。

二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの占有率 （％) = ( 1 - (前記第 2 の特

異的結合物質が結合 した細胞数 / 前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞

数）） X 1 0 0 ( 3 )

[0063] 本実施形態の方法により、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの動態を簡便



に測定 し、患者への二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投与間隔又は投与量

を最適化するためのデータを取得することができる。本実施形態の方法は、

医師が判断する工程を含まない。

[0064] 本実施形態の方法において、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投与間隔

又は投与量の最適化とは、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投与間隔又は

投与量の個別化といいかえることができる。すなわち、本実施形態の方法に

より、個々の患者に応 じて最適な二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投与間

隔又は投与量を決定するためのデータを提供することができる。これにより

、例えば、患者が重篤な免疫関連有害事象を発症 した場合に、有害事象がど

れくらい遷延するリスクがあるかを予測することが可能になる。また、適切

な量の二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの使用を可能にすることにより、高

額な抗体医薬の費用を抑制すること等が可能になる。

[0065] (患者由来の細胞）

本実施形態の方法において、患者由来の細胞としては、例えば、末梢血 リ

ンパ球、胸水由来のリン/ な求、肺胞洗浄液由来のリンパ球等が挙げられる。

[0066] (第 2 及び第 3 の特異的結合物質）

本実施形態の方法において、第 2 及び第 3 の特異的結合物質としては、上

述 した 「細胞集団における第 1 の特異的結合物質の占有率を測定する方法」

の実施形態における第 1 の特異的結合物質が二ボルマプ又はぺ厶プロリズマ

プである場合の第 2 及び第 3 の特異的結合物質と同様のものを用いることが

できる。

[0067] より具体的な例としては、第 2 の特異的結合物質として、抗 ヒ卜P D — 1

モノクローナル抗体 （クローン E H 1 . 2 H 7 ) が挙げられる。また、第

3 の特異的結合物質として、抗 ヒ卜P D _ 1 モノクローナル抗体 （クローン

M I H 4 ) が挙げられる。実施例において後述するように、発明者 らは、 こ

れらの抗体を用いることにより、二ボルマプ及びべ厶プ口 リズマプの占有率

を測定することができることを明らかにした。

[0068] (第 2 、第 3 の特異的結合物質を接触させる工程、及び、第 2 、第 3 の特異



的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程）

上述 した 「細胞集団における第 1 の特異的結合物質の占有率 を測定する方

法」の実施形態における第 1 の特異的結合物質が二ボルマプ又はぺ厶プロリ

ズマプである場合 と同様 に、本実施形態の方法において、第 2 の特異的結合

物質を接触 させる工程、第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程は、いずれ

を先に実施 してもよい。例えば、第 2 の特異的結合物質を接触 させる工程 を

実施 した後 に第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程 を実施 してもよ く、逆

の順序であってもよい。あるいは、第 2 の特異的結合物質を接触 させる工程

及び前記第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程 を同時に実施 してもよい。

例えば、同一の試験管内に、患者由来の細胞、第 2 の特異的結合物質及び第

3 の特異的結合物質を入れて接触 させることにより、第 2 の特異的結合物質

を接触 させる工程及び前記第 3 の特異的結合物質を接触 させる工程 を同時に

行 うことができる。

[0069] また、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程、第 3 の特

異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程は、いずれを先に実施 しても

よい。例えば、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 を実

施 した後 に第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 を実施 し

てもよ く、逆の順序であってもよい。

[0070] あるいは、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程及び第

3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 を同時に実施 してもよ

し、。例えば、第 2 の特異的結合物質及び第 3 の特異的結合物質をそれぞれ識

別可能に標識 しておき、第 2 の特異的結合物質及び第 3 の特異的結合物質に

接触 した患者由来の細胞 をフローサイ トメ トリ一で解析すること等により、

第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程及び第 3 の特異的結

合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 を同時に実施することができる。

[0071 ] あるいは、第 2 の特異的結合物質を接触 させる工程、第 2 の特異的結合物

質が結合 した細胞数 を計測する工程、第 3 の特異的結合物質を接触 させるェ

程、第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測する工程 をこの順 に実施



してもよい。

[0072] あるいは、第 3 の特異的結合物質を接触させる工程、第 3 の特異的結合物

質が結合 した細胞数を計測する工程、第 2 の特異的結合物質を接触させるェ

程、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測する工程をこの順に実施

してもよい。この場合、第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞を、セルソ一

タ一等を用いることにより回収 し、その後、回収 した細胞に対 して第 2 の特

異的結合物質を接触させる工程、第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を

計測する工程を実施 してもよい。

[0073] (他の特異的結合物質）

また、第 2 の特異的結合物質、第 3 の特異的結合物質の他にも、例えば、

抗C D 3 抗体等の他の特異的結合物質を接触させる工程を実施 し、当該他の

特異的結合物質が結合 した細胞集団について、抗体医薬の占有率を測定 して

もよい。例えば、他の特異的結合物質が結合 した細胞集団に対 してゲー トを

かけたうえで、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの占有率を算出してもよい

[0074] 他の特異的結合物質としては、抗C D 3 抗体に限られず、あらゆる抗原に

対する特異的結合物質を使用することができる。他の特異的結合物質を反応

させることにより、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの占有率を測定するの

と同時に特定抗原の発現を解析することもできる。

[0075] (患者への二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投与間隔又は投与量を最適化

するためのデータ）

本実施形態の方法では、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの占有率が、患

者への二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投与間隔又は投与量を最適化する

ためのデータである。そ して、占有率が基準値よりも高いことが、患者への

二ボルマプ又はぺ厶プ口リズマプの投与間隔を長 くすべきこと又は投与量を

減少させるべきことを示す。

[0076] ここで、占有率の基準値は、例えば、予め設定 した占有率の最適値である

。占有率の最適値とは、例えば、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプによる疾



患の治療効果が最大となり、免疫関連有害事象等の副作用が最小となる占有

率である。二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプ占有率の最適値は、患者の症状

等により適宜設定することができ、例えば 9 0 %であってもよく、例えば 9

5 %であってもよく、例えば 9 8 %であってもよい。

[0077] 本実施形態の方法により、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの占有率が基

準値よりも高いことが示された場合、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投

与量が十分であるか過剰であることを意味する。そこで、このような場合に

は、患者への二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投与間隔を長 くするか、又

は患者への二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの投与量を減少させることによ

り、患者の細胞における二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの占有率を基準値

に近づけることができる。

[0078] あるいは、本実施形態の方法により、二ボルマプ又はぺ厶プロリズマプの

占有率が基準値よりも低いことが示された場合、二ボルマプ又はぺ厶プロリ

ズマプの投与量が不十分であることを意味する。そこで、このような場合に

は、患者への抗体医薬の投与間隔を短 くするか、又は患者への抗体医薬の投

与量を増大させることにより、患者の細胞における抗体医薬の占有率を基準

値に近づけることができる。

[0079] [ その他の実施形態]

実施形態において、本発明は、患者への抗体医薬の投与間隔又は投与量

を最適化する方法であって、抗体医薬が投与された患者由来の細胞に第 2 の

特異的結合物質を接触させることと、抗体医薬が投与された患者由来の前記

細胞に第 3 の特異的結合物質を接触させることと、前記第 2 の特異的結合物

質が結合 した細胞数を計測することと、前記第 3 の特異的結合物質が結合 し

た細胞数を計測することと、を含み、前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合物

質は、いずれも前記抗体医薬の標的タンパク質に結合する特異的結合物質で

あり、前記第 2 の特異的結合物質は、前記抗体医薬と競合する特異的結合物

質であり、前記第 3 の特異的結合物質は、前記抗体医薬と競合せずに前記抗

体医薬の標的タンパク質に結合する特異的結合物質であり、下記式 （2 ) に



よ り計算 される前記抗体医薬の 占有率が、基準値 よ りも高い場合 に、患者へ

の前記抗体医薬の投与間隔を長 くし、前記 占有率が基準値 よ りも低 い場合 に

、患者への前記抗体医薬の投与間隔を短 くする、方法 を提供する。

前記抗体医薬の 占有率 （％ ) = ( - (前記第 2 の特異的結合物質が結合

した細胞数 / 前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数）） X 1 0 0

( 2 )

[0080] 本実施形態の方法 において、前記第 2 の特異的結合物質 を接触 させ ること

、及び前記第 3 の特異的結合物質 を接触 させ ることを同時に行 ってもよい。

また、前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測すること、及び前

記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することを同時に行 っても

よい。

[0081 ] 1 実施形態 において、本発明は、患者への二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマ

プの投与間隔若 しくは投与量 を最適化する方法であ って、二ボルマプ又はべ

厶プロ リズマプが投与 された患者 由来の細胞 に第 2 の特異的結合物質 を接触

させ ることと、二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプが投与 された患者 由来の前

記細胞 に第 3 の特異的結合物質 を接触 させ ることと、前記第 2 の特異的結合

物質が結合 した細胞数 を計測することと、前記第 3 の特異的結合物質が結合

した細胞数 を計測することと、 を含み、前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合

物質は、 いずれもヒ 卜P D _ 1 に結合する特異的結合物質であ り、前記第 2

の特異的結合物質は、二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプと競合する特異的結

合物質であ り、前記第 3 の特異的結合物質は、二ボルマプ又はぺ厶プロ リズ

マプと競合せずに ヒ 卜P D — 1 に結合する特異的結合物質であ り、下記式 （

3 ) によ り計算 されるニボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの 占有率が、基準値

よ りも高い場合 に、患者への二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの投与間隔を

長 くし、前記 占有率が基準値 よ りも低 い場合 に、患者への二ボルマプ又はべ

厶プロ リズマプの投与間隔を短 くする、方法 を提供する。

二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの 占有率 （％ ) = ( 1 - (前記第 2 の特

異的結合物質が結合 した細胞数 / 前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞



数））X 1 0 0 ( 3 )

[0082] 本実施形態の方法において、前記第 2 の特異的結合物質を接触させること

、及び前記第 3 の特異的結合物質を接触させることを同時に行ってもよい。

また、前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測すること、及び前

記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数を計測することを同時に行っても

よい。

[0083] 次に実施例を示 して本発明を更に詳細に説明するが、本発明は以下の実施

例に限定されるものではない。

[0084] [ 実験例 1 ]

(抗 P D — 1抗体の評価 1 )

《クローンE H 1 2 . 2 H 7 》

ヒ卜P D — 1 を強制発現させたマウス線維芽細胞由来の細胞株であるM I

T 9 細胞を用いて抗 P D — 1抗体 （クローンE H 1 2 . 2 H 7 、 B i o l e

g e n d 社）の反応性を評価 した。

[0085] まず、M I T 9 細胞株を2 X 1 0 s個ずつチューブに分注 した。続いて、分

注 した各細胞に抗 P D — 1抗体医薬である二ボルマプを、 0 ， 0 . 1 1 ， 0

. 3 3 ， 1 ， 3 . 3 ， 1 O g m L ずつ添加 し、 4 °Cで 3 0 分間反応させ

た。

[0086] 続いて、各細胞を、 6 0 O L の リン酸バッファ一 （P B S ) で 2 回洗浄

した。続いて、各細胞に、 ？巳標識抗 ？ _ 1抗体 （クローンE H 1 . 2

H 7 、 0 1 6 9 6 门 1社）を 1 9 1_ ずつ添加 し、 4 °Cで 2 0 分間

反応させた。

[0087] 続いて、各細胞を、 6 0 0 バ 1_ の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

への P E標識抗 P D _ 1抗体 （クローンE H 1 2 . 2 H 7 ) の結合を、フロ

—サイ 卜メータ一 （型式 「F A C S V e r s e 」、 B Dバイオサイエンス

社）を用いて解析 した。

[0088] 図 1 は、解析結果を示すグラフである。その結果、最初に反応させたニボ



ルマプの濃度が高 くなるに したがって、 P E標識抗 P D _ 1 抗体 （クローン

E H 1 . 2 H 7 ) のM I T 9 細胞への結合量が低下することが明 らかとな

つた。

[0089] この結果か ら、抗 P D — 1 抗体 （クローン E H 1 . 2 H 7 ) が二ボルマ

プと競合することが明 らかとなつた。

[0090] 《クロー ンM I H 4 》

P E標識抗 P D — 1 抗体 （クロー ン E H 1 2 . 2 H 7 、 B i o l e g e n

d 社）の代わ りに P E標識抗 P D _ 1 抗体 （クロー ンM I H 4 、 e B i o s

c i e n c e 社）を用いた点以外は上記 と同様に して、抗 P D _ 1 抗体 （ク

ロー ンM I H 4 ) の反応性を評価 した。

[0091 ] まず、 M I T 9 細胞株を 2 X 1 0 5個ずつチューブに分注 した。続いて、分

注 した各細胞に抗 P D — 1 抗体医薬である二ボルマプを、 0 ， 0 . 1 1 ， 0

. 3 3 ， 1 ， 3 . 3 ， 1 O g m L ずつ添加 し、 4 °C で 3 0 分間反応させ

た。

[0092] 続いて、各細胞を、 6 0 0 バ 1_ の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

に、 P E標識抗 P D - 1 抗体 （クロー ンM I H 4 、 e B i o s c i e n c e

社）を 2 g m L ずつ添加 し、 4 °C で 2 0 分間反応させた。

[0093] 続いて、各細胞を、 6 0 O L の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細

胞への P E標識抗 P D _ 1 抗体 （クローンM l H 4 ) の結合を、 フローサイ

卜メータ一 （型式 「F A C S V e r s e 」、 B Dバイオサイエンス社）を

用いて解析 した。

[0094] 図 2 は、解析結果を示すグラフである。その結果、最初に反応させたニボ

ルマプの濃度に関わ らず、 ？巳標識抗 ？ _ 1 抗体 （クローンM I H 4 ) が

M I T 9 細胞 に結合することが明 らかとなった。

[0095] この結果か ら、抗 P D — 1 抗体 （クローンM I H 4 ) は、二ボルマプと競

合せずに P D — 1 に結合することが明 らかとなった。

[0096] 図 3 は、図 1 及び図 2 に示 した解析結果に基づいて、抗 P D _ 1 抗体 （ク

ローン E H 1 2 . 2 H 7 又はクローンM I H 4 ) の二ボルマプとの競合率を



計算 した結果を示すグラフである。競合率は下記式 （4 ) により算出した。

競合率 （％) = (全細胞数—抗 P D _ 1抗体 （クローンE H 1 2 . 2 H 7

又はクロ一ンM I H 4 ) 陽性細胞数）/ 全細胞数 X 1 0 0 （4 )

[0097] [ 実験例 2 ]

(抗 P D — 1抗体の評価 2 )

抗 P D — 1抗体 （クローンE H 1 2 . 2 H 7 ) と抗 P D — 1抗体 （クロ一

ンM I H 4 ) との競合性を評価 した。

[0098] まず、M I T 9 細胞株を2 X 1 0 5個ずつチューブに分注 した。続いて、分

注 した各細胞に、 P E標識抗 P D _ 1抗体 （クローンM I H 4 、 e B i o s

c i e n c e 社）を、 0 ， 1 . 2 5 ， . 5 ，5 ， 1 0 ，2 0 g m L ず

つ添加 し、 4 °Cで 2 0 分間反応させた。

[0099] 続いて、各細胞を、 6 0 0 バ 1_ の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

に、 A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D - 1抗体 （クローンE H 1 .

2 H 7、 B i o l e g e n d 社）を4 g m L ずつ添加 し、 4 °Cで 2 0 分

間反応させた。

[01 00] 続いて、各細胞を、 6 0 0 バ 1_ の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

へのA l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D - 1抗体 （クローンE H 1 .

2 H 7 ) の結合を、フローサイ 卜メータ一 （型式 「F A C S V e r s e 」

、 B Dバイオサイエンス社）を用いて解析 した。

[01 0 1 ] 図 4 は、解析結果を示すグラフである。その結果、最初に反応させた P E

標識抗 P D _ 1抗体 （クローンM I H 4 ) の濃度に関わらず、 A I e X a F

I u o r 4 8 8 標識抗 P D _ 1抗体 （クローンE H 1 2 . 2 H 7 ) がM I T

9 細胞に結合することが明らかとなつた。

[01 02] この結果から、抗 P D — 1抗体 （クローンE H 1 2 . 2 H 7 ) は抗 P D —

1抗体 （クローンM l H 4 ) と競合せずにP D _ 1 に結合することが明らか

となった。

[01 03] [ 実験例 3 ]

(抗 P D — 1抗体の評価 3 )



実験例 2 とは抗体 を反応 させ る順序 を逆 に して、抗 P D — 1 抗体 （クロ一

ン E H 1 2 . 2 H 7 ) と抗 P D — 1 抗体 （クロー ン M I H 4 ) との競合性 を

昌平価 した。

[01 04] まず、 M I T 9 細胞株 を 2 X 1 0 5個ずつチ ューブに分注 した。続いて、分

注 した各細胞 に、 A l e x a F I U o r 4 8 8 標識抗 P D - 1 抗体 （クロ一

ン E H 1 2 . 2 H 7 、 B i o l e g e n d 社） を、 0 ， 0 . 5 ， 1 ， 2 ， 4

， ずつ添加 し、 4 °C で 2 0 分間反応 させた。

[01 05] 続 いて、各細胞 を、 6 0 0 バ 1_ の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

に、 P E 標識抗 P D - 1 抗体 （クロー ン M I H 4 、 e B i o s c i e n c e

社） を 1 O g m L ずつ添加 し、 4 °C で 2 0 分間反応 させた。

[01 06] 続 いて、各細胞 を、 6 0 0 バ 1_ の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

へ の P E 標識抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン M I H 4 ) の結合 を、 フ ロー サ イ 卜

メー タ 一 （型式 「F A C S V e r s e 」、 B D バ イオ サ イ エ ンス社）を用

いて解析 した。

[01 07] 図 5 は、解析結果 を示すグラフである。その結果、最初 に反応 させた A I

e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン E H 1 2 . 2 H 7 )

の濃度 に関わ らず、 ？巳標識抗 ？ _ 1 抗体 （クローンM I H 4 ) が M I T

9 細胞 に結合することが明 らか とな つた。

[01 08] この結果は、抗 P D — 1 抗体 （クロー ン E H 1 2 . 2 H 7 ) が抗 P D — 1

抗体 （クロー ン M I H 4 ) と競合せずに P D — 1 に結合することを更に支持

す る もの で あ る。

[01 09] [ 実験例 4 ]

(二ボルマプの 占有率の測定 1 )

抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン E H 1 . 2 H 7 ) 及び抗 P D - 1 抗体 （ク口

—ンM I H 4 ) を使用 して、 M I T 9 細胞株 における二ボルマプの 占有率 を

測定 した。

[01 10] まず、 M l T 9 細胞株 に 1 O g m L の二ボルマプを添加 し、 4 °C で 3

0 分間反応 させた。続いて、細胞 を 6 0 O L の P B S で 3 回洗浄 した。続



いて、二ボルマプと反応 させたM I T 9 細胞株 に、二ボルマプと反応 させて

いないM I T 9 細胞株 を、二ボルマプと反応 させたM I T 9 細胞株の割合が

0 ， 2 5 ， 5 0 ， 7 5 ， 1 0 0 % となるように混合 し、 2 X 1 0 5個ずっチュ

—プに分注 した。 これによ り、二ボルマプの 占有率が、それぞれ、 0 ， 2 5

， 5 0 ， 7 5 ， 1 0 0 % であるM I T 9 細胞株が得 られた。

[01 11] 続 いて、各細胞 に、それぞれ、 A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D _

1 抗体 （クロー ン E H 1 . 2 H 7 、 B i o l e g e n d 社） 4 从 g m L

及び P E 標識抗 P D - 1 抗体 （クロー ン M I H 4 、 e B i o s c i e n c e

社） 1 O g m L を添加 し、 4 °C で 2 0 分間反応 させた。

[01 12] 続 いて、各細胞 を、 6 0 0 バ 1_ の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

へ の A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D - 1 抗体 （クロー ン E H 1 .

2 H 7 ) 及び P E 標識抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン M I H 4 ) の結合 を、 フ ロ

—サイ 卜メータ一 （型式 「F A C S V e r s e 」、 B D バ イオサイエンス

社）を用いて解析 した。

[01 13] 図 6 ( a ) 〜 （e ) は、解析結果 を示すグラフである。図 6 ( a ) 〜 （e

) は、 それぞれ、二ボルマプの 占有率が、 0 ， 2 5 ， 5 0 ， 7 5 ， 1 0 0 %

となるように調製 したM I T 9 細胞株の結果である。図 6 ( a ) 〜 （e ) 中

、縦軸 は A I e X a F I u o r 4 8 8 の蛍光強度 を示 し、横軸 は P E の蛍光

強度 を示す。

[01 14] その結果、二ボルマプの 占有率が上昇するにつれて、 A I e x a F I u o

r 4 8 8 の蛍光強度が低下する傾向が認め られた。一方、二ボルマプの 占有

率が変化 しても P E の蛍光強度 は変化 しない傾向が認め られた。

[01 15] 続 いて、図 6 ( a ) 〜 （e ) の結果 に基づいて、下記式 （3 A ) によ リニ

ボルマプの 占有率 を計算 した。

二ボルマプの 占有率 （％ ) = ( 1 — (抗 P D _ 1 抗体 （E H 1 2 . 2 H 7

) が結合 した細胞の割合 / 杭 P D — 1 抗体 （クロ一 ン M I H 4 ) が結合 した

細胞の割合）） X 1 0 0 （3 A )

[01 16] 図 7 は、上記式 （3 A ) によ り計算 された二ボルマプの 占有率 と、実際の



二ボルマプの 占有率 を示すグラフである。その結果、上記式 （3 A ) によ り

計算 された二ボルマプの 占有率が実際の二ボルマプの 占有率 によ く一致する

ことが確認 された。 この結果は、本実験例の方法 によ り、二ボルマプの 占有

率 を測定で きることを示す。

[01 17 ] [ 実験例 5 ]

( 二ボルマプの 占有率の測定 2 )

抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン E H 1 . 2 H 7 ) 及び抗 P D - 1 抗体 （ク口

—ンM I H 4 ) を使用 して、健常人の末梢血 リンパ球 中の T 細胞 における二

ボルマプの 占有率 を測定 した。

[ 0 1 18 ] まず、末梢血 リンパ球 に 1 0 斗 g m L の二ボルマプを添加 し、 4 °C で 3

0 分間反応 させた。続いて、二ボルマプと反応 させた末梢血 リンパ球 に、二

ボルマプと反応 させていない末梢血 リンパ球 を、二ボルマプと反応 させた末

梢血 リンパ球の割合が 0 ， 2 5 ， 5 0 ， 7 5 ， 1 0 0 % となるように混合 し

、 5 X 1 0 5 個ずつチューブに分注 した。 これによ り、二ボルマプの 占有率が

、それぞれ、 0 ， 2 5 ， 5 0 ， 7 5 ， 1 0 0 % である末梢血 リンパ球が得 ら

れた。

[ 0 1 19 ] 続いて、各細胞 に H u m a n B D F c B l o c k ( 0 . 5 g m

L 、 B D バイオサイエンス社）を添加 して、 4 °C で 1 0 分間反応 させた。続

いて、 a l I o p h y c o c y a n i n ( A P C ) 標識抗 ヒ 卜C D 3 抗体 1

µ , g / L 、 A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D - 1 抗体 （クロー ン E

H 1 . 2 H 7 、 B i o l e g e n d 社） 4 g m L 及び P E 標識抗 P D

- 1 抗体 （クロー ン M I H 4 、 e B i o s c i e n c e 社） 1 0 µ , g m L

を添加 し、 4 °C で 2 0 分間反応 させた。

[ 0 120] 続いて、各細胞 を、 6 0 0 バ 1_ の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

へ の A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D - 1 抗体 （クロー ン E H 1 .

2 H 7 ) 及び P E 標識抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン M I H 4 ) の結合 を、 フ ロ

—サイ 卜メータ一 （型式 「F A C S V e r s e 」、 B D バイオサイエンス

社）を用いて解析 した。



[01 2 1 ] 図 8 ( a ) 〜 （e ) は、解析結果 を示すグラフである。図 8 ( a ) 〜 （e

) では、 C D 3 陽性細胞 にゲ一 卜をかけて、 T 細胞のみの解析結果 を示 した

。図 8 ( a ) 〜 （e ) は、 それぞれ、二ボルマプの 占有率が、 0 ， 2 5 ， 5

0 ， 7 5 ， 1 0 0 % となるように調製 した末梢血 リンパ球の結果である。図

8 ( a ) 〜 （e ) 中、縦軸 は細胞数 を示 し、横軸 は A I e x a F I u 0 r 4

8 8 の蛍光強度 を示す。

[01 22] その結果、二ボルマプの 占有率が上昇するにつれて、 A I e x a F I u o

r 4 8 8 の蛍光強度が低下する傾向が認め られた。

[01 23] また、 フローサイ トメータ一による解析結果 に基づいて、下記式 （3 A )

によ り二ボルマプの 占有率 を計算 した。

二ボルマプの 占有率 （％ ) = ( 1 — (抗 P D _ 1 抗体 （E H 1 2 . 2 H 7

) が結合 した細胞の割合 / 杭 P D — 1 抗体 （クロ一ンM I H 4 ) が結合 した

細胞の割合）） X 1 0 0 （3 A )

[01 24] 図 9 は、上記式 （3 A ) によ り計算 された二ボルマプの 占有率 と、実際の

二ボルマプの 占有率 を示すグラフである。その結果、上記式 （3 A ) によ り

計算 された二ボルマプの 占有率が実際の二ボルマプの 占有率 によ く一致する

ことが確認 された。 この結果は、本実験例の方法 によ り、 ヒ 卜の T 細胞 にお

ける二ボルマプの 占有率 を測定で きることを示す。

[01 25] [ 実験例 6 ]

( 二ボルマプの 占有率の測定 3 )

抗 P D _ 1 抗体 （クローン E H 1 . 2 H 7 ) 及び抗 P D - 1 抗体 （ク口

—ンM I H 4 ) を使用 して、二ボルマプの投与 を受けている患者の体腔液 由

来の リンパ球 中の T 細胞 における二ボルマプの 占有率 を測定 した。体腔液 と

しては、胸水及び肺胞洗浄液 を使用 した。

[01 26] まず、二ボルマプの投与 を受けてか ら 1 2 曰後の患者の胸水 由来の リンパ

球、二ボルマプの投与 を受けてか ら 2 1 日後の患者の肺胞洗浄液 由来の リン

パ球 を採取 した。 また、比較のために、二ボルマプの投与 を受けていない患

者の胸水 由来の リンパ球 も採取 した。続いて、各 リンパ球 を 5 X 1 0 5個ずつ



チューブに分注 した。

[01 27] 続 いて、各細胞 に H u m a n B D F c B l o c k ( 0 . 5 g m

L 、 B D バ イオサイエンス社）を添加 して、 4 °C で 1 0 分間反応 させた。続

いて、 A P C 標識抗 ヒ 卜C D 3 抗体 1 g m L 、 A l e x a F l u o r 4

8 8 標識抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン E H 1 2 . 2 H 7 、 B i o l e g e n d

社） 4 g m L 及び P E 標識抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン M I H 4 、 e B i

o s c i e n c e 社） 1 0 g m L を添加 し、 4 °C で 2 0 分間反応 させた

[01 28] 続 いて、各細胞 を、 6 0 0 バ 1_ の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

へ の A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D - 1 抗体 （クロー ン E H 1 .

2 H 7 ) 及び P E 標識抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン M I H 4 ) の結合 を、 フ ロ

—サイ 卜メータ一 （型式 「F A C S V e r s e 」、 B D バ イオサイエンス

社）を用いて解析 した。

[01 29] 図 1 0 ( a ) 〜 （c ) は、解析結果 を示すグラフである。図 1 0 ( a ) 〜

( c ) では、 C D 3 陽性細胞 にゲ一 卜をかけて、 T 細胞のみの解析結果 を示

した。図 1 0 ( a ) は二ボルマプの投与 を受けていない患者の胸水 由来の T

細胞の解析結果であ り、図 1 0 ( b ) は二ボルマプの投与 を受けてか ら 1 2

曰後の患者の胸水 由来の T 細胞の解析結果であ り、図 1 0 ( c ) は二ボルマ

プの投与 を受けてか ら 2 1 日後の患者の肺胞洗浄液 由来の T 細胞の解析結果

である。図 1 0 ( a ) 〜 （c ) 中、縦軸 は A l e x a F l u o r 4 8 8 の蛍

光強度 を示 し、横軸 は P E の蛍光強度 を示す。

[01 30] また、 フローサイ トメータ一による解析結果 に基づいて、下記式 （3 A )

によ り二ボルマプの 占有率 を計算 した。

二ボルマプの 占有率 （％ ) = ( 1 — (抗 P D _ 1 抗体 （E H 1 2 . 2 H 7

) が結合 した細胞の割合 / 杭 P D — 1 抗体 （クロ一 ン M I H 4 ) が結合 した

細胞の割合）） X 1 0 0 （3 A )

[01 3 1 ] その結果、図 1 0 ( a ) に示すように、二ボルマプの投与 を受けていない

患者の胸水 由来の T 細胞では、二ボルマプの 占有率 は 1 % と算出された。 こ



の値 は誤差であると考 え られた。 これに対 し、図 1 0 ( b ) に示すように、

二ボルマプの投与 を受けてか ら 1 2 曰後の患者の胸水 由来の T 細胞では、二

ボルマプの 占有率 は 9 9 . 9 % と算出された。 また、図 1 0 ( c ) に示すよ

うに、二ボルマプの投与 を受けてか ら 2 1 日後の患者の肺胞洗浄液 由来の T

細胞では、二ボルマプの 占有率 は 9 6 . 0 % と算出された。

[01 32] この結果は、本実験例の方法 によ り、実際の治療 中の患者の T 細胞 におけ

る二ボルマプの 占有率 を測定で きることを示す。

[01 33] [ 実験例 7 ]

(ぺ 厶 プロ リズマプの 占有率の測定）

抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン E H 1 . 2 H 7 ) 及び抗 P D - 1 抗体 （ク口

—ンM I H 4 ) を使用 して、 M I T 9 細胞株 におけるぺ厶プロ リズマプの 占

有率 を測定 した。

[01 34] まず、 M l T 9 細胞株 に 1 0 斗 g m L のぺ厶プロ リズマプを添加 し、 4

°C で 3 0 分間反応 させた。続いて、細胞 を 6 0 O L の P B S で 3 回洗浄 し

た。続いて、ぺ厶プロ リズマプと反応 させたM I T 9 細胞株 に、ぺ厶プロ リ

ズマプと反応 させていないM I T 9 細胞株 を、ぺ厶プロ リズマプと反応 させ

たM I T 9 細胞株の割合が 0 ， 2 5 ， 5 0 ， 7 5 ， 1 0 0 % となるように混

合 し、 2 X 1 0 5個ずつチューブに分注 した。 これによ り、ぺ厶プロ リズマプ

の 占有率が、それぞれ、 0 ， 2 5 ， 5 0 ， 7 5 ， 1 0 0 % であるM l T 9 細

胞株が得 られた。

[01 35] 続 いて、各細胞 に、それぞれ、 A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D -

1 抗体 （クロー ン E H 1 . 2 H 7 、 B i o l e g e n d 社） 4 从 g m L

及び P E 標識抗 P D - 1 抗体 （クロー ン M I H 4 、 e B i o s c i e n c e

社） 1 O g m L を添加 し、 4 °C で 2 0 分間反応 させた。

[01 36] 続 いて、各細胞 を、 6 0 0 バ 1_ の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

へ の A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D - 1 抗体 （クロー ン E H 1 .

2 H 7 ) 及び P E 標識抗 P D _ 1 抗体 （クロー ン M I H 4 ) の結合 を、 フ ロ

—サイ 卜メータ一 （型式 「F A C S V e r s e 」、 B D バ イオサイエンス



社）を用いて解析 した。

[01 37] 図 1 1 ( a ) 〜 （e ) は、解析結果を示すグラフである。図 1 1 ( a ) 〜

( e ) は、それぞれ、ぺ厶プロリズマプの占有率が、 0 ， 2 5 ， 5 0 ， 7 5

， 1 0 0 % となるように調製 したM I T 9 細胞株の結果である。図 1 1 ( a

) 〜 （e ) 中、縦軸は A I e X a F I u 0 r 4 8 8 の蛍光強度 を示 し、横軸

は P E の蛍光強度 を示す。

[01 38] その結果、ぺ厶プロリズマプの占有率が上昇するにつれて、 A I e X a F

1 u o r 4 8 8 の蛍光強度が低下する傾向が認め られた。一方、ぺ厶プロリ

ズマプの占有率が変化 しても P E の蛍光強度は変化 しない傾向が認め られた

[01 39] 続 いて、図 1 1 ( a ) 〜 （e ) の結果に基づいて、下記式 （3 B ) により

ぺ厶プロリズマプの占有率 を計算 した。

ぺ厶プロリズマプの占有率 （％) = ( 1 - (抗 P D — 1 抗体 （E H 1 2 .

2 H 7 ) が結合 した細胞の割合 / 杭 P D _ 1 抗体 （クロ一ンM l H 4 ) が結

合 した細胞の割合）） X 1 0 0 ( 3 B )

[0140] 図 1 2 は、上記式 （3 B ) により計算されたぺ厶プロリズマプの占有率 と

、実際のぺ厶プロリズマプの占有率 を示すグラフである。その結果、上記式

( 3 B ) によ り計算されたぺ厶プロリズマプの占有率が実際のぺ厶プロリズ

マプの占有率 によ く一致することが確認された。 この結果は、本実験例の方

法により、ぺ厶プロリズマプの占有率 を測定できることを示す。

[0141 ] [ 実験例 8 ]

(二ボルマプの占有率の測定 4 )

抗 P D _ 1 抗体 （クローン E H 1 . 2 H 7 ) 及び抗 P D - 1 抗体 （ク口

—ンM I H 4 ) を使用 して、二ボルマプの投与を受けていない肺癌患者 2 例

(以下、 「患者 1 」、 「患者 2 」 という。）の血液サンプルを試料 と して、

末梢血 リンパ球中の T 細胞 における二ボルマプの占有率 を測定 した。

[0142] まず、各患者の血液サンプルか ら、それぞれ末梢血 リンパ球 を回収 した。

続いて、各 リンパ球 を 5 X 1 0 5個ずつチューブに分注 した。



[0143] 続いて、各細胞にH u m a n B D F c B l o c k ( 0 . 5 g m

L 、 B Dバイオサイエンス社）を添加 して、 4 °Cで 1 0 分間反応させた。続

いて、 A P C標識抗 ヒ卜C D 3 抗体 1 g m L 、 A l e x a F l u o r 4

8 8 標識抗 P D _ 1抗体 （クローン E H 1 2 . 2 H 7 、 B i o l e g e n d

社）4 g m L 及び P E標識抗 P D _ 1抗体 （クローンM I H 4 、 e B i

o s c i e n c e 社） 1 0 g m L を添加 し、 4 °Cで 2 0 分間反応させた

[0144] 続いて、各細胞を、 6 0 O L の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、各細胞

への A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D - 1抗体 （クローン E H 1 .

2 H 7 ) 及び P E標識抗 P D _ 1抗体 （クローンM I H 4 ) の結合を、フロ

—サイ 卜メータ一 （型式 「F A C S V e r s e 」、 B Dバイオサイエンス

社）を用いて解析 した。

[0145] 図 1 3 ( a ) 〜 （d ) は、解析結果を示すグラフである。図 1 3 ( a ) は

患者 1 の末梢血 リンパ球の解析結果を示 し、図 1 3 ( b ) は患者 2 の末梢血

リンパ球の解析結果を示す。また、図 1 3 ( c ) は、C D 3 陽性細胞にゲ一

卜をかけて、患者 1 のT 細胞のみの解析結果を示 したグラフである。また、

図 1 3 ( d ) は、C D 3 陽性細胞にゲ一 卜をかけて、患者 2 のT 細胞のみの

解析結果を示 したグラフである。図 1 3 ( a ) 〜 （d ) 中、縦軸はA I e x

a F I u o r 4 8 8 の蛍光強度を示 し、横軸は P E の蛍光強度を示す。

[0146] 続いて、図 1 3 ( c ) 及び （d ) の結果に基づいて、上記式 （3 A ) によ

リニボルマプの占有率を計算 した。その結果、いずれの患者においても、 T

細胞における二ボルマプの占有率は0 % と算出された。

[0147] この結果は、本実験例の方法により、血液サンプルを試料として、患者の

T 細胞における二ボルマプの占有率を測定できることを示す。

[0148] [ 実験例 9 ]

(二ボルマプの占有率の測定 5 )

抗 P D _ 1抗体 （クローン E H 1 . 2 H 7 ) 及び抗 P D - 1抗体 （ク口

—ンM I H 4 ) を使用 して、二ボルマプの投与を受けた腎癌患者の血液サン



プルを試料として、末梢血 リンパ球中の τ 細胞における二ボルマプの占有率

を測定 した。この患者は、二ボルマプの投与による治療を9 コース受けたが

、薬剤性肺炎を発症 し、二ボルマプの投与を中止 した患者であった。二ボル

マプを 1 回投与 して 2 週間が 1 コースに相当する。

[0149] まず、 9 回目の二ボルマプの投与後 3 週間経過 した時に、患者から血液サ

ンプルを採取 した。続いて、血液サンプルから末梢血 リンパ球を回収 した。

続いて、各 リンパ球を5 X 1 0 5個ずつチューブに分注 した。

[01 50] 続いて、各細胞にH u m a n B D F c B l o c k ( 0 . 5 g m

L 、 B Dバイオサイエンス社）を添加 して、 4 °Cで 1 0 分間反応させた。続

いて、 A P C標識抗 ヒ卜C D 3 抗体 1 g m L 、 A l e x a F l u o r 4

8 8 標識抗 P D _ 1抗体 （クローン E H 1 2 . 2 H 7 、 B i o l e g e n d

社）4 g m L 及び P E標識抗 P D _ 1抗体 （クローンM I H 4 、 e B i

o s c i e n c e 社） 1 0 g m L を添加 し、 4 °Cで 2 0 分間反応させた

[01 5 1 ] 続いて、細胞を、 6 0 O L の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、細胞への

A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D _ 1抗体 （クローン E H 1 2 . 2 H

7 ) 及び P E標識抗 P D _ 1抗体 （クローンM I H 4 ) の結合を、フローサ

ィ 卜メータ一 （型式 「F A C S V e r s e 」、 B Dバイオサイエンス社）

を用いて解析 した。

[01 52] 図 1 4 ( a ) 及び （b ) は、解析結果を示すグラフである。図 1 4 ( a )

は末梢血 リンパ球の解析結果を示す。また、図 1 4 ( b ) は、C D 3 陽性細

胞にゲ一 卜をかけて、患者のT 細胞のみの解析結果を示 したグラフである。

図 1 3 ( a ) 及び （b ) 中、縦軸はA l e x a F l u o r 4 8 8 の蛍光強度

を示 し、横軸は P E の蛍光強度を示す。

[01 53] 続いて、図 1 4 ( b ) の結果に基づいて、上記式 （3 A ) によリニボルマ

プの占有率を計算 した。その結果、 T 細胞における二ボルマプの占有率は 9

5 . 4 7 % と算出された。

[01 54] この結果は、本実験例の方法により、血液サンプルを試料として、患者の



τ 細胞 における二ボルマプの 占有率 を測定で きることを更に支持するもので

ある。

[01 55] [ 実験例 1 0 ]

(ぺ 厶 プロ リズマプの 占有率の測定 2 )

抗 P D _ 1 抗体 （クローン Ε Η 1 . 2 Η 7 ) 及び抗 P D - 1 抗体 （ク口

—ンM I Η 4 ) を使用 して、ぺ厶プロ リズマプの投与 を受けた肺癌患者の血

液サ ンプル を試料 と して、末梢血 リンパ球 中の Τ 細胞 におけるぺ厶プロ リズ

マプの 占有率 を測定 した。 この患者 は、ぺ厶プロ リズマプの投与 による治療

を 2 コース受けたが、薬剤性肺炎 を発症 し、ぺ厶プロ リズマプの投与 を中止

した患者であ つた。ぺ厶プロ リズマプを 1 回投与 して 3 週間が 1 コースに相

当する。

[01 56] まず、 2 回 目のぺ厶プロ リズマプの投与後 3 週間経過 した時に、患者か ら

血液サ ンプル を採取 した。続いて、血液サ ンプルか ら末梢血 リンパ球 を回収

した。続いて、各 リンパ球 を 5 X 1 0 5個ずつチューブに分注 した。

[01 57] 続いて、各細胞 に H u m a n B D F c B l o c k ( 0 . 5 g m

L 、 B D バ イオサイエンス社）を添加 して、 4 °C で 1 0 分間反応 させた。続

いて、 A P C 標識抗 ヒ 卜C D 3 抗体 1 g m L 、 A l e x a F l u o r 4

8 8 標識抗 P D _ 1 抗体 （クローン E H 1 2 . 2 H 7 、 B i o l e g e n d

社） 4 g m L 及び P E 標識抗 P D _ 1 抗体 （クローンM I H 4 、 e B i

o s c i e n c e 社） 1 0 g m L を添加 し、 4 °C で 2 0 分間反応 させた

[01 58] 続 いて、細胞 を、 6 0 O L の P B S で 2 回洗浄 した。続いて、細胞への

A l e x a F l u o r 4 8 8 標識抗 P D _ 1 抗体 （クローン E H 1 2 . 2 H

7 ) 及び P E 標識抗 P D _ 1 抗体 （クローンM I H 4 ) の結合 を、 フローサ

ィ 卜メータ一 （型式 「F A C S V e r s e 」、 B D バ イオサイエンス社）

を用いて解析 した。

[01 59] 図 1 5 ( a ) 及び （b ) は、解析結果 を示すグラフである。図 1 5 ( a )

は末梢血 リンパ球の解析結果 を示す。 また、図 1 5 ( b ) は、 C D 3 陽性細



胞 にゲ一 卜をかけて、患者の τ 細胞のみの解析結果 を示 したグラフである。

図 1 5 ( a ) 及び （b ) 中、縦軸 は A l e x a F l u o r 4 8 8 の蛍光強度

を示 し、横軸 は P E の蛍光強度 を示す。

[01 60] 続 いて、図 1 5 ( b ) の結果 に基づいて、上記式 （3 B ) によ りぺ厶プロ

リズマプの 占有率 を計算 した。その結果、 T 細胞 におけるぺ厶プロ リズマプ

の 占有率 は 3 9 . 6 6 % と算出された。

[01 6 1 ] この結果は、本実験例の方法 によ り、血液サ ンプル を試料 と して、患者の

T 細胞 におけるぺ厶プロ リズマプの 占有率 を測定で きることを示す。

産業上の利用可能性

[01 62] 本発 明によれば、特異的結合物質の動態 を簡便 に測定する技術 を提供する

ことがで きる。



請求の範囲

[ 請求項 1] 細胞集団における第 1 の特異的結合物質の 占有率 を測定する方法で

あ って、

前記細胞集団に、第 2 の特異的結合物質 を接触 させ ることと、

前記細胞集団に、第 3 の特異的結合物質 を接触 させ ることと、

前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することと、

前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することと、 を

含み、

前記第 1 、前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合物質は、 いずれも対

象細胞表面タンパ ク質 に結合する特異的結合物質であ り、

前記 占有率 は、前記対象細胞表面タンパ ク質 を発現 した細胞の うち

、前記第 1 の特異的結合物質が結合 した細胞の割合であ り、

前記第 2 の特異的結合物質は、前記第 1 の特異的結合物質 と競合す

る特異的結合物質であ り、

前記第 3 の特異的結合物質は、前記第 1 の特異的結合物質 と競合せ

ずに前記対象細胞表面タンパ ク質 に結合する特異的結合物質であ り、

下記式 （1 ) によ り計算 される値が、前記 占有率である、方法。

第 1 の特異的結合物質の 占有率 （％ ) = ( 1 - (前記第 2 の特異的

結合物質が結合 した細胞数 / 前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細

胞数）） X 1 0 0 （1 )

[ 請求項2] 前記第 2 の特異的結合物質 を接触 させ ること、及び前記第 3 の特異

的結合物質 を接触 させ ることを同時に行 う、請求項 1 に記載の方法。

[ 請求項3] 前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測すること、及び

前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することを同時に

行 う、請求項 1 又 は 2 に記載の方法。

[ 請求項4] 前記第 1 の特異的結合物質が抗体である、請求項 1 〜 3 のいずれか

一項 に記載の方法。

[ 請求項 5] 前記対象細胞表面タンパ ク質が ヒ 卜p r o g r a m m e d d e a



t h - 1 ( P D - 1 ) であ り、前記第 1 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P

D - 1 抗体である、請求項 4 に記載の方法。

前記第 1 の特異的結合物質が二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプであ

り、前記第 2 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P D — 1 モ ノクロ一ナル抗体

(クローン E H 1 . 2 H 7 ) であ り、前記第 3 の特異的結合物質が

抗 ヒ 卜P D — 1 モ ノクローナル抗体 （クローンM I H 4 ) である、請

求項 5 に記載の方法。

細胞集団における第 1 の特異的結合物質の 占有率 を測定するための

キ ッ 卜であ って、

第 2 の特異的結合物質及び第 3 の特異的結合物質 を含み、

前記第 1 、前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合物質は、 いずれも対

象細胞表面タンパ ク質 に結合する特異的結合物質であ り、

前記 占有率 は、前記対象細胞表面タンパ ク質 を発現 した細胞の うち

、前記第 1 の特異的結合物質が結合 した細胞の割合であ り、

前記第 2 の特異的結合物質は、前記第 1 の特異的結合物質 と競合す

る特異的結合物質であ り、

前記第 3 の特異的結合物質は、前記第 1 の特異的結合物質 と競合せ

ずに前記対象細胞表面タンパ ク質 に結合する特異的結合物質である、

キ ッ ト。

前記第 1 の特異的結合物質が抗体である、請求項 7 に記載のキ ッ 卜

前記対象細胞表面タンパ ク質が ヒ 卜P D — 1 であ り、前記第 1 の特

異的結合物質が抗 ヒ 卜P D — 1 抗体である、請求項 8 に記載のキ ッ 卜

[ 請求項 1 ] 前記第 1 の特異的結合物質が二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプであ

り、前記第 2 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P D — 1 モ ノクロ一ナル抗体

(クローン E H 1 . 2 H 7 ) であ り、前記第 3 の特異的結合物質が

抗 ヒ 卜P D — 1 モ ノクローナル抗体 （クローンM I H 4 ) である、請



求項 9 に記載のキ ッ 卜。

[ 請求項 11] 患者への抗体医薬の投与間隔又は投与量 を最適化するためのデータ

を取得する方法であ って、

抗体医薬が投与 された患者 由来の細胞 に第 2 の特異的結合物質 を接

触 させ ることと、

抗体医薬が投与 された患者 由来の前記細胞 に第 3 の特異的結合物質

を接触 させ ることと、

前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することと、

前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することと、 を

含み、

前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合物質は、 いずれも前記抗体医薬

の標 的タンパ ク質 に結合する特異的結合物質であ り、

前記第 2 の特異的結合物質は、前記抗体医薬 と競合する特異的結合

物質であ り、

前記第 3 の特異的結合物質は、前記抗体医薬 と競合せずに前記抗体

医薬の標 的タンパ ク質 に結合する特異的結合物質であ り、

下記式 （2 ) によ り計算 される前記抗体医薬の 占有率が、患者への

前記抗体医薬の投与間隔又は投与量 を最適化するためのデータである

、方法。

前記抗体医薬の 占有率 （％ ) = ( - (前記第 2 の特異的結合物質

が結合 した細胞数 前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数））

X 1 0 0 ( 2 )

[ 請求項 12] 前記第 2 の特異的結合物質 を接触 させ ること、及び前記第 3 の特異

的結合物質 を接触 させ ることを同時に行 う、請求項 1 1 に記載の方法

[ 請求項 13] 前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測すること、及び

前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することを同時に

行 う、請求項 1 1 又 は 1 2 に記載の方法。



[ 請求項 14] 前記 占有率が基準値 よ りも高いことが、患者への前記抗体医薬の投

与間隔を長 くすべ きこと又は投与量 を減少させ るべ きことを示 し、前

記 占有率が基準値 よ りも低 いことが、患者への前記抗体医薬の投与間

隔を短 くすべ きこと又は投与量 を増大させ るべ きことを示す、請求項

1 1 〜 1 3 のいずれか一項 に記載の方法。

[ 請求項 15] 患者への二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの投与間隔若 しくは投与

量 を最適化するためのデータを取得する方法であ って、

二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプが投与 された患者 由来の細胞 に第

の特異的結合物質 を接触 させ ることと、

二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプが投与 された患者 由来の前記細胞

に第 3 の特異的結合物質 を接触 させ ることと、

前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することと、

前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することと、 を

含み、

前記第 2 及び前記第 3 の特異的結合物質は、 いずれもヒ 卜P D _ 1

に結合する特異的結合物質であ り、

前記第 2 の特異的結合物質は、二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプと

競合する特異的結合物質であ り、

前記第 3 の特異的結合物質は、二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプと

競合せずに ヒ 卜P D — 1 に結合する特異的結合物質であ り、

下記式 （3 ) によ り計算 されるニボルマプ又はぺ厶プ口 リズマプの

占有率が、患者への二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの投与間隔若 し

くは投与量 を最適化するためのデータである、方法。

二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの 占有率 （％ ) = ( 1 - (前記第

の特異的結合物質が結合 した細胞数 / 前記第 3 の特異的結合物質が

結合 した細胞数）） X 1 0 0 （3 )

[ 請求項 16] 前記第 2 の特異的結合物質 を接触 させ ること、及び前記第 3 の特異

的結合物質 を接触 させ ることを同時に行 う、請求項 1 5 に記載の方法



前記第 2 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測すること、及び

前記第 3 の特異的結合物質が結合 した細胞数 を計測することを同時に

行 う、請求項 1 5 又 は 1 6 に記載の方法。

前記 占有率が基準値 よ りも高いことが、患者への二ボルマプ又はべ

厶プロ リズマプの投与間隔を長 くすべ きこと若 しくは投与量 を減少さ

せ るべ きことを示 し、前記 占有率が基準値 よ りも低 いことが、患者へ

の二ボルマプ又はぺ厶プロ リズマプの投与間隔を短 くすべ きこと若 し

くは投与量 を増大させ るべ きことを示す、請求項 1 5 〜 1 7 のいずれ

か一項 に記載の方法。

前記第 2 の特異的結合物質が抗 ヒ 卜P D — 1 モ ノクロ一ナル抗体 （

クローン E H 1 . 2 H 7 ) であ り、前記第 3 の特異的結合物質が抗

ヒ 卜P D — 1 モ ノクローナル抗体 （クローンM I H 4 ) である、請求

項 1 5 〜 1 8 のいずれか一項 に記載の方法。
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