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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療のために選択するた
めの、又は腫瘍に冒された患者が、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療により恩恵
を受けやすいかどうかを決定するための、in vitro又はex vivoによる方法であって、
　(a)前記患者からの試料の細胞が、フォン・ヒッペル・リンドウ(VHL)遺伝子の機能の喪
失を呈するか否かを見分ける工程であって、VHL遺伝子の機能の喪失が、PD-1/PD-L1を標
的とする薬剤を用いる治療に対する前記患者の応答性を予測する、工程、及び
　(b)VHL遺伝子の機能が喪失した患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療に適
するとして選択する工程
を含む方法。
【請求項２】
　試料が癌の試料である、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　VHL遺伝子の機能の喪失を呈する患者における癌の治療に使用するためのPD-1/PD-L1を
標的とする薬剤を含む医薬組成物。
【請求項４】
　前記癌が、腎臓癌である、請求項1若しくは2に記載の方法、又は請求項3に記載の使用
のための組成物。
【請求項５】



(2) JP 6762363 B2 2020.9.30

10

20

30

40

50

　前記癌が、淡明細胞型腎細胞癌腫(ccRCC)である、請求項1若しくは2に記載の方法、又
は請求項3に記載の使用のための組成物。
【請求項６】
　VHL遺伝子の機能の喪失がVHLタンパク質の活性を測定することにより検出される、請求
項1、2、4及び5のいずれか一項に記載の方法、又は請求項3から5のいずれか一項に記載の
使用のための組成物。
【請求項７】
　VHL遺伝子の機能の喪失がVHLタンパク質の分子量を測定することにより検出される、請
求項1、2、4及び5のいずれか一項に記載の方法又は請求項3から5のいずれか一項に記載の
使用のための組成物。
【請求項８】
　VHL遺伝子の機能の喪失がVHL遺伝子の発現レベルを測定することにより検出される、請
求項1、2、4及び5のいずれか一項に記載の方法又は請求項3から5のいずれか一項に記載の
使用のための組成物。
【請求項９】
　VHL遺伝子の機能の喪失が、VHL遺伝子における変異の有無を検出することにより決定さ
れる、請求項1、2、4及び5のいずれか一項に記載の方法又は請求項3から5のいずれか一項
に記載の使用のための組成物。
【請求項１０】
　VHL遺伝子における変異が、生殖細胞系列の変異、体細胞の変異、ナンセンス変異、ミ
スセンス変異及び/又はプロモーターの高メチル化から成る群から選択される、請求項1、
2、4及び5のいずれか一項に記載の方法、又は、請求項3から5のいずれか一項に記載の使
用のための組成物。
【請求項１１】
　VHL遺伝子の機能の喪失が、請求項6から10のいずれか一項に記載の方法の少なくとも2
つの組合せにより検出される、請求項1、2、4及び5のいずれか一項に記載の方法又は請求
項3から5のいずれか一項に記載の使用のための組成物。
【請求項１２】
　PD-1/PD-L1を標的とする薬剤が、PD-L1を標的とする分子、PD-1を標的とする分子又はP
D-1/PD-L1複合体を標的とする分子である、請求項1、2、及び4から11のいずれか一項に記
載の方法又は請求項3から11のいずれか一項に記載の使用のための組成物。
【請求項１３】
　PD-1/PD-L1を標的とする薬剤がPD-1又はPD-1/PD-L1のアンタゴニストであり、及び／又
は、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤が、PD-1、PD-L1若しくはPD-1/PD-L1複合体を標的とす
る抗体である、請求項12に記載の方法、又は、請求項12に記載の使用のための組成物。
【請求項１４】
　PD-1/PD-L1薬剤が、ニボルマブ(Opdivo、Bristol-Myers Squibb社)、ペンブロリズマブ
(Keytruda、MK-3475、Merck社)、ピジリズマブ(CT-011、Cure Tech社)、AMP-224 (Amplim
mune社/Glaxo SmithKline社)、AMP-514 (Amplimmune社/Glaxo SmithKline社)、BMS 93655
9 (Bristol-Myers Squibb社)、MPDL3280A (Atezolizumab、Roche社)、デュルバルマブ(MP
DLI4736、MedImmune社/AstraZeneca社)、アベルマブ(MSB0010718C、Merck Serono社/Pfiz
er社)及びそれらの組合せからなる群から選択される、請求項13に記載の方法又は請求項1
3に記載の使用のための組成物。
【請求項１５】
　患者が哺乳動物である、請求項1、2、及び、4から14のいずれか一項に記載の方法又は
請求項3から14のいずれか一項に記載の使用のための組成物。
【請求項１６】
　患者がヒトである、請求項15に記載の方法、又は、請求項15に記載の使用のための組成
物。
【請求項１７】
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　患者が少なくとも1つの系列の治療をすでに受けたことがあり、並びに／又は、患者が
転移癌及び/若しくは進行したステージにある癌に罹患している、請求項1、2、及び、4か
ら16のいずれか一項に記載の方法、又は請求項3から16のいずれか一項に記載の使用のた
めの組成物。
【請求項１８】
　腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療のために選択するた
めのバイオマーカーとしてのVHL遺伝子の機能の喪失の使用。
【請求項１９】
　腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療のために選択するた
めのキットの使用であって、キットが、VHL遺伝子を標的とする1対のプライマー、VHL mR
NAを標的とするプライマー、VHL cDNAを標的とする1対のプライマー、VHL cDNAを標的と
するプローブ、VHL mRNAを標的とするプローブ、VHL DNAを標的とするプローブ、VHL基質
、VHLタンパク質の特異的抗体、及びそれらの組合せからなる群から選択される、VHL遺伝
子の機能の喪失を検出するための手段を含む、使用。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、遺伝学、免疫学及び医学の分野に関する。本発明は、より具体的には、PD-1
/PD-L1を標的とする薬剤により治療する癌を有する対象の感度を評価するin vitro又はex
 vivoによる方法に更に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍細胞は、腫瘍の微小環境において免疫防御を逃れる数通りの方法でホスト免疫に作
用する。この現象は、「癌免疫回避」と一般的に呼ばれている。このシステムにおける最
も重要な成分の1つは、PD-1受容体及びそのリガンドPD-L1により媒介される免疫抑制共シ
グナル(免疫チェックポイント)である。PD-1は、活性化されたT細胞に主として発現し、
それに対してPD-L1は、数種類の腫瘍細胞に発現する。前臨床試験は、PD-1とPD-L1との間
の相互作用の阻害が、T細胞応答を強化して抗腫瘍活性を媒介することを示した。PD-1/PD
-L1シグナル遮断剤の数通りの臨床試験が、あるタイプの固体の又は血液の悪性腫瘍を有
する患者で劇的な抗腫瘍効力を示した。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】US7521051
【特許文献２】US8008449
【特許文献３】US8354509
【特許文献４】WO2008/156712
【特許文献５】WO2013/019906
【特許文献６】W02010/077634Al
【特許文献７】US8383796
【特許文献８】WO2010/027827
【特許文献９】WO2011/066342
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】WHO Drug Information、27巻、2号、161～162頁(2013)
【非特許文献２】WHO Drug Information、27巻、1号、68～69頁(2013)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　しかしながら、固体腫瘍について臨床試験から蓄積されたデータにより、PD-1阻害剤の
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抗腫瘍応答速度はそれほど高くないと思われることが明らかになった。それに加えて、PD
-1阻害剤は非常に高価であり、しかも有害な反応が全くないわけではない。それ故、治療
の効力を改善するために、適当な患者の選択を可能にすることを予測するバイオマーカー
を同定することが必要である。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、第1の態様において、腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤
を用いる治療のために選択するための、又は腫瘍に冒された患者が、PD-1/PD-L1を標的と
する薬剤を用いる治療から恩恵を受けやすいかどうかを決定するための、in vitro又はex
 vivoによる方法であって、
　(a)前記患者からの試料の細胞が、フォン・ヒッペル・リンドウ(VHL)遺伝子の機能の喪
失を呈するか否かを検出する工程であって、VHL遺伝子の機能の喪失が、PD-1/PD-L1を標
的とする薬剤を用いる治療に対する前記患者の応答性を予測する、工程、及び
　(b)VHL遺伝子の機能が喪失した患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療に適
するとして選択する工程
を含む方法を提供する。
【０００７】
　好ましくは、方法は、前記患者からの試料を用意する工程を更に含む。
【０００８】
　好ましくは、試料は癌の試料である。
【０００９】
　好ましくは、方法は、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を、VHL遺伝子の機能が喪失した前
記患者に投与する工程を更に含む。
【００１０】
　第2の態様において、本発明は、VHL遺伝子の機能の喪失を呈する患者における癌の治療
に使用するためのPD-1/PD-L1を標的とする薬剤も提供する。
【００１１】
　好ましくは、癌は、腎臓癌、より好ましくは淡明細胞型腎細胞癌腫(ccRCC)である。
【００１２】
　VHL遺伝子の機能の喪失は、VHLタンパク質の活性を測定することにより検出することが
できる。
【００１３】
　VHL遺伝子の機能の喪失は、VHLタンパク質の分子量を測定することによっても検出する
ことができる。
【００１４】
　VHL遺伝子の機能の喪失は、VHL遺伝子の発現レベルを測定することによっても検出する
ことができる。
【００１５】
　VHL遺伝子の機能の喪失は、VHL遺伝子における変異、好ましくは生殖細胞系列の変異、
体細胞の変異、ナンセンス変異、ミスセンス変異、プロモーターの高メチル化等のプロモ
ーター抑制、及び任意のそれらの組合せの有無を検出することによっても決定することが
できる。
【００１６】
　VHL遺伝子の機能の喪失は、上に記載した1つの方法又は上に記載した方法の少なくとも
2つの任意の組合せによっても検出することができる。
【００１７】
　好ましくは、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤は、PD-L1を標的とする分子、PD-1を標的と
する分子又はPD-1/PD-L1複合体を標的とする分子であり、より好ましくは、PD-1/PD-L1を
標的とする薬剤は、PD-1又はPD-1/PD-L1アンタゴニストである。
【００１８】
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　或いは、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤は、PD-1、PD-L1又はPD-1/PD-L1複合体を標的と
する抗体である。
【００１９】
　PD-1/PD-L1薬剤は、好ましくは、ニボルマブ(Opdivo、Bristol-Myers Squibb社)、ペン
ブロリズマブ(Keytruda、MK-3475、Merck社)、ピジリズマブ(CT-011、Cure Tech社)、AMP
-224 (Amplimmune社/Glaxo SmithKline社)、AMP-514 (Amplimmune社/Glaxo SmithKline社
)、BMS 936559 (Bristol-Myers Squibb社)、MPDL3280A (Atezolizumab、Roche社)、デュ
ルバルマブ(MPDLI4736、MedImmune社/AstraZeneca社)、アベルマブ(MSB0010718C、Merck 
Serono社/Pfizer社)及びそれらの組合せからなる群から選択される。
【００２０】
　患者は、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒト、及び更により好ましくは成人ヒト
である。
【００２１】
　好ましくは、患者は、少なくとも1つの系列の治療をすでに受けたことがある。
【００２２】
　好ましくは、患者は、転移癌及び/又は進行したステージにある癌に罹患している。
【００２３】
　第3の態様において、本発明は、腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤
を用いる治療のために選択するためのキットも提供し、該キットは、好ましくは、VHL遺
伝子を標的とする1対のプライマー、VHL mRNAを標的とするプライマー、VHL cDNAを標的
とする1対のプライマー、VHL cDNAを標的とするプローブ、VHL mRNAを標的とするプロー
ブ、VHL DNAを標的とするプローブ、VHL基質、VHLタンパク質の特異的抗体、及びそれら
の組合せからなる群から選択される、VHL遺伝子の機能の喪失を検出するための手段を含
む。VHL遺伝子により、野性型遺伝子又は変異遺伝子が意図される。プローブ、プライマ
ー、基質又は抗体は、野性型VHL又は変異VHLに特異的であり得る。キットは、野性型及び
変異VHLに対して特異的な検出手段の組合せを含むことができる。
【００２４】
　第4の態様において、本発明は、腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤
を用いる治療のために選択するためのバイオマーカーとしてのVHL遺伝子の機能の喪失の
使用も提供する。
【００２５】
　第5の態様において、本発明は、腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤
を用いる治療のために選択するためのキットの使用も提供し、該キットは、好ましくは、
VHL遺伝子を標的とする1対のプライマー、VHL mRNAを標的とするプライマー、VHL cDNAを
標的とする1対のプライマー、VHL cDNAを標的とするプローブ、VHL mRNAを標的とするプ
ローブ、VHL DNAを標的とするプローブ、VHL基質、VHLタンパク質の特異的抗体、及びそ
れらの組合せからなる群から選択される、VHL遺伝子の機能の喪失を検出するための手段
を含む。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本発明者らは、VHLの2対立遺伝子の不活性化(即ち機能の喪失)を有するccRCC患者から
の腫瘍が、PD-L1発現において、1つのVHL野生型対立遺伝子を担持するccRCC腫瘍と比較し
て、有意の増大を示すことを発見して、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療から恩
恵を受けやすい患者の選択のための新しい道を開いた。
【００２７】
定義
　本明細書において使用される用語「癌」又は「腫瘍」は、癌を引き起こす細胞に典型的
な特性、例えば、制御されない増殖、及び/又は致死性、及び/又は転移の可能性、及び/
又は急速な成長及び/又は増殖速度、及び/又はある特徴的な形態学的特徴等を有する細胞
の存在を指す。この用語は、任意のタイプの対象における悪性(原発性又は転移性)の任意
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の型を指す。特に、該用語は、進行の任意のステージにおける腎臓癌を包含する。
【００２８】
　本明細書において使用される用語「マーカー」及び「バイオマーカー」は互換的であり
、特定の治療から恩恵を受けると思われる患者の選択に役立つ生物学的パラメーターを指
す。この用語は、特に「腫瘍のバイオマーカー」を指す。それは、特定の治療、特にPD-1
/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療に対する患者の応答性を予測するために測定可能な
インジケーターである。バイオマーカーは、癌を有する一部の患者の血液、尿、糞便、腫
瘍組織、又は他の組織若しくは体液に、特に腫瘍組織に見出すことができる。
【００２９】
　本明細書において使用される用語「癌の試料」は、患者に由来する腫瘍細胞を含有する
任意の試料を指す。特に、腫瘍細胞は、体液試料、例えば、血液、プラズマ、尿及び精液
の試料等、並びに生検、器官、組織又は細胞試料から得ることができる。好ましい実施形
態では、腫瘍細胞は、患者からの腫瘍生検又は切除試料から得られる。好ましくは、試料
は、腫瘍細胞のみを含有する。任意選択で、腫瘍細胞を含有する試料は、それらの使用に
先立って処理されてもよい。例として、腫瘍細胞富化選別が実施されることもある。
【００３０】
　本明細書において使用される用語「治療(treatment)」、「治療する(treat)」又は「治
療すること(treating)」は、患者の健康状態を緩和することが意図される任意の行為、例
えば、疾患の療法、防止、予防及び遅延を指す。
【００３１】
　本明細書において使用される用語「有効量」とは、腎臓癌の有害な効果を防止、除去又
は低下させる医薬組成物の量を指す。
【００３２】
　本明細書で使用される用語「機能の喪失」又は「遺伝子の機能の喪失」は互換的であり
、細胞が、前記遺伝子によりコードされるタンパク質の低下した又は無効化した機能を呈
する状況を指す。特に、機能の喪失は、遺伝子の発現の低下に至る遺伝子の変異又は他の
機構に基づき得る。
【００３３】
　本明細書において使用される用語「対立遺伝子」は、同じ遺伝子又は同じ遺伝の遺伝子
座位の代替的表現形式の1つを指す。異なる対立遺伝子は、異なる機能を有するタンパク
質を生じ得る。ヒト等の二倍体生物体は、相同性染色体と称される2組の染色体を有する
。各染色体では、それらが各遺伝子の1つのコピー、それ故、1つの対立遺伝子を有する。
両方の対立遺伝子が同じであれば、それらは、その遺伝子に関してホモ接合性である。対
立遺伝子が異なれば、その遺伝子に関してヘテロ接合性である。
【００３４】
　本明細書において使用される用語「プローブ」は、標識され得る可変長さ(約20～1000
塩基の長さ)のDNA又はRNAのストランドを意味する。プローブは、プローブの配列と相補
性のヌクレオチド配列(DNA又はRNAの標的)の存在を検出するために、DNA又はRNA試料で使
用される。
【００３５】
　本明細書において使用される用語「プライマー」は、DNA合成のための開始点としての
役目を果たす短いDNA配列のストランドを意味する。ポリメラーゼが、プライマーの3'末
端で重合を開始して、向かい合うストランドに相補性の配列を創る。「PCRプライマー」
は、化学的に合成されたオリゴヌクレオチドであり、長さは10～30塩基の間、好ましくは
約20塩基の長さである。
【００３６】
　用語「量(quantity)」、「量(amount)」、及び「レベル」は、本明細書で互換的に使用
され、試料中における分子の絶対定量、又は試料中における分子の相対定量、即ち、別の
値と比較した、例えば、本明細書で教示された参照値と比較した、若しくはバイオマーカ
ーについての値の範囲と比較した定量を指すことができる。これらの値又は範囲は、唯1
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名の患者から又は患者の群から得ることができる。
【００３７】
　第1の態様において、本発明は、腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤
を用いる治療のために選択するための、又は腫瘍に冒された患者が、PD-1/PD-L1を標的と
する薬剤を用いる治療から恩恵を受けやすいかどうかを決定するための、in vitro又はex
 vivoによる方法に関し、該方法は:
　(a)前記患者からの試料の細胞が、フォン・ヒッペル・リンドウ(VHL)遺伝子の機能の喪
失を呈するか否かを見分ける工程であって、VHL遺伝子の機能の喪失が、PD-1/PD-L1を標
的とする薬剤を用いる治療に対する前記患者の応答性を予測する、工程、及び
　(b)VHL遺伝子の機能が喪失した患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療に適
するとして選択する工程
を含む。
【００３８】
　第2の態様において、本発明は、VHL遺伝子の機能の喪失を呈する患者における癌の治療
に使用するためのPD-1/PD-L1を標的とする薬剤にも関する。
【００３９】
患者
　本明細書において使用される用語「対象」、「個体」又は「患者」は互換的であり、動
物、好ましくは哺乳動物、更により好ましくはヒトを指す。しかしながら、用語「患者」
は、治療の必要がある非ヒト動物、特に哺乳動物、例えば、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ブ
タ、ヒツジ及びとりわけ非ヒト霊長類等を指すこともできる。
【００４０】
　上で述べた方法及び使用のためのPD-1/PD-L1を標的とする薬剤の好ましい実施形態では
、対象はヒトであり、好ましくは成人ヒトである。特に、ヒトは、少なくとも50歳のヒト
、好ましくは少なくとも60歳のヒトである。
【００４１】
　上で述べた方法及び使用のためのPD-1/PD-L1を標的とする薬剤の特定の実施形態では、
対象は、癌、好ましくは淡明細胞型腎細胞癌腫(ccRCC)又は他のリスク因子の家族歴を有
する。この場合には、対象は、少なくとも40歳のヒトであり得る。
【００４２】
　上で述べた方法及び使用のためのPD-1/PD-L1を標的とする薬剤の別の特定の実施形態で
は、対象は、以前の癌、好ましくは腎臓癌、より好ましくはccRCC癌の再発を有する。
【００４３】
　上で述べた方法及び使用のためのPD-1/PD-L1を標的とする薬剤の別の特定の実施形態で
は、患者は、少なくとも1つ系列の癌治療、好ましくは腎臓癌の治療、より好ましくはccR
CC癌の治療をすでに受けたことがある。
【００４４】
　上で述べた方法及び使用のためのPD-1/PD-L1を標的とする薬剤の別の特定の実施形態で
は、患者は、転移癌及び/又は進行したステージにある癌、好ましくは腎臓癌、より好ま
しくはccRCC癌に罹患している。
【００４５】
癌
　上で述べた方法及び使用のためのPD-1/PD-L1を標的とする薬剤は、任意の適当な癌に対
する治療を導くために使用することができる。種々の実施形態では、癌は、急性リンパ芽
球性白血病;急性骨髄腫白血病;副腎皮質癌腫;AIDS関連癌;AIDS関連リンパ腫;肛門癌;虫垂
癌;星細胞腫;非定型奇形腫様/桿状腫瘍;基底細胞癌腫;膀胱癌;脳幹神経膠腫;脳腫瘍、脳
幹神経膠腫、中枢神経系非定型性奇形腫様/桿状腫瘍、中枢神経系胚の腫瘍、星細胞腫、
頭蓋咽頭腫、上衣芽細胞腫、上衣腫、髄芽腫、髄上皮腫、中間分化松果腺実質性腫瘍、小
脳テント上初生神経外胚葉性腫瘍及び松果体芽細胞腫;乳癌;気管腫瘍;バーキットリンパ
腫;未知の原発性部位の癌(CUP);カルチノイド腫瘍;未知の原発性部位の癌腫;中枢神経系
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非定型性の奇形腫様/桿状の腫瘍;中枢神経系胚の腫瘍;子宮頸癌;小児癌;脊索腫;慢性リン
パ球性白血病;慢性骨髄性白血病;慢性骨髄増殖性障害;大腸癌;結直腸癌;頭蓋咽頭腫;皮膚
のT細胞リンパ腫;内分泌膵島細胞腫瘍;子宮内膜癌;上衣芽細胞腫;上衣腫;食道癌;嗅神経
芽腫;ユーイング肉腫;頭蓋外胚芽細胞腫瘍;外生殖巣の胚芽細胞腫瘍;肝外の胆管癌;膀胱
癌;胃(stomach)癌;胃腸カルチノイド腫瘍;胃腸間質細胞腫瘍;胃腸間質腫瘍(GIST);妊娠栄
養膜腫瘍;神経膠腫;毛様細胞白血病;頭頸部癌;心臓癌;ホジキンリンパ腫;下咽頭癌;眼内
メラノーマ;島細胞腫瘍;カポジ肉腫;腎臓癌;ランゲルハンス細胞組織球症;喉頭癌;口唇癌
;肝癌;悪性の線維性組織球腫骨癌;髄芽腫;髄上皮腫;メラノーマ;メルケル細胞癌腫;メル
ケル細胞皮膚癌腫;中皮腫;潜在原発性混在転移扁平上皮頸癌;口腔癌;多発性内分泌腺新生
物症候群;多発性骨髄腫;多発性骨髄腫/プラズマ細胞新生物;菌状息肉症;骨髄異形成症候
群;骨髄増殖性新生物;鼻腔癌;鼻咽頭癌;神経芽細胞腫;非ホジキンリンパ腫;非メラノーマ
皮膚癌;非小細胞肺癌;口内癌;口腔癌;口咽頭癌;骨肉腫;他の脳及び脊髄腫瘍;卵巣癌;卵巣
上皮癌;卵巣胚芽細胞腫瘍;卵巣の低悪性の潜在性腫瘍;膵癌;乳頭腫;副鼻腔癌;副甲状腺癌
;骨盤癌;陰茎癌;咽頭癌;中分化の松果腺の実質性腫瘍;松果体芽細胞腫;下垂体腫瘍;プラ
ズマ細胞新生物/多発性骨髄腫;胸膜肺芽細胞腫;原発性中枢神経系(CNS)リンパ腫;原発性
肝細胞肝癌;前立腺癌;直腸癌;腎臓癌;腎細胞(腎臓)癌;腎細胞癌;気道癌;網膜芽細胞腫;横
紋筋肉腫;唾液腺癌;セザリー症候群;小細胞肺癌;小腸癌;軟組織肉腫;扁平上皮細胞癌腫;
扁平上皮頸癌;胃(gastric)癌;小脳テント上初生神経外胚葉性腫瘍; T細胞リンパ腫;精巣
癌;咽頭癌;胸腺癌腫;胸腺腫;甲状腺癌;移行上皮細胞癌;腎臓骨盤及び尿管の移行上皮細胞
癌;栄養膜腫瘍;尿管癌;尿道癌;子宮癌;子宮肉腫;膣内癌;外陰部癌;ワルデンシュトレーム
型マクログロブリン血症;又はウィルムス腫瘍を含む。癌は、急性骨髄腫白血病(AML)、乳
癌腫、胆管癌腫、結直腸の腺癌腫、肝外の胆管腺癌腫、女性の生殖管悪性腫瘍、胃腺癌腫
、胃食道腺癌腫、胃腸間質腫瘍(GIST)、膠芽細胞腫、頭頸部扁平上皮癌腫、白血病、肝細
胞癌腫、低悪性度神経膠腫、肺細気管支肺胞上皮癌腫(BAC)、非小細胞肺癌(NSCLC)、肺小
細胞癌(SCLC)、リンパ腫、男性の生殖管悪性腫瘍、胸膜の悪性孤立性線維状腫瘍(MSFT)、
メラノーマ、多発性骨髄腫、神経内分泌腫瘍、結節性びまん性大細胞型B細胞リンパ腫、
非上皮卵巣癌(非EOC)、卵巣表面上皮癌腫、膵腺癌腫、下垂体癌腫、乏突起膠腫、前立腺
癌腫、後腹膜若しくは腹腔内癌腫、後腹膜若しくは腹腔内肉腫、小腸の悪性腫瘍、軟組織
腫瘍、胸腺癌腫、甲状腺癌腫、又はブドウ膜メラノーマを含むことができるが、これらに
限定されない。
【００４６】
　幾つかの実施形態において、癌は、乳癌、トリプルネガティブ乳癌、異形成乳癌(MpBC)
、頭頸部扁平上皮細胞癌腫(HNSCC)、ヒトパピローマウイルス(HPV)-陽性HNSCC、HPV陰性/
TP53変位HNSCC、転移HNSCC、口腔咽頭のHNSCC、非口腔咽頭のHNSCC、癌腫、肉腫、メラノ
ーマ、管腔A乳癌、管腔B乳癌、HER2+乳癌、高マイクロサテライト不安定性(MSI-H)結直腸
癌、マイクロサテライト安定な結直腸癌(MSS)、非小細胞肺癌(NSCLC)、脊索腫、又は副腎
皮質癌腫を含む。癌腫は、乳房の癌腫、大腸、肺、膵、前立腺、メルケル細胞、卵巣、肝
、子宮内膜、膀胱、腎臓又は未知の原発性(CUP)の癌であり得る。肉腫は、脂肪肉腫、軟
骨肉腫、骨外性粘液様軟骨肉腫又は子宮肉腫であり得る。幾つかの実施形態において、肉
腫は、胞巣状軟部肉腫肉腫(ASPS)、血管肉腫、乳房血管肉腫、軟骨肉腫、脊索腫、淡明細
胞型肉腫、線維形成性小円形細胞腫瘍(DSRCT)、類上皮血管内皮腫(EHE)、上皮様肉腫、子
宮内膜の間質肉腫(ESS)、ユーイング肉腫、線維腫症、線維肉腫、巨細胞腫瘍、平滑筋肉
腫(LMS)、子宮LMS、脂肪肉腫、悪性線維性組織球腫(MFH/UPS)、悪性末梢神経鞘腫瘍(MPNS
T)、骨肉腫、血管周囲上皮様細胞腫瘍(PEComa)、横紋筋肉腫、孤立性線維状腫瘍(SFT)、
滑液肉腫、線維粘液様肉腫、幼児期の線維状過誤腫、遺伝性平滑筋腫、血管筋脂肪腫、血
管粘液腫、非定型スピンドル細胞病変(線維組織球分化を伴う)、軟骨芽細胞腫、樹状細胞
肉腫、粒状細胞腫瘍、高悪性粘液様肉腫、高悪性筋上皮癌腫、ヒアリン化線維芽細胞肉腫
(hyalinizing fibroblastic sarcoma)、炎症性筋線維芽細胞肉腫、指状嵌入樹状細胞腫瘍
、内膜肉腫、平滑筋腫、リンパ管炎肉腫症、悪性糸球腫瘍、悪性の筋上皮腫、メラニン細
胞性新生物、間葉系新生物、腸間膜血管球腫、転移組織球様新生物、筋上皮腫、粘液様肉
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腫、粘液様間質、神経鞘腫、葉状、桿状、円形細胞、他の特定されない肉腫(not otherwi
se specified) (NOS)、肉腫性中皮腫、神経鞘腫、スピンドル及び円形細胞肉腫、スピン
ドル細胞又は有棘細胞間葉系腫瘍を含む。
【００４７】
　一実施形態において、癌は、メラノーマ、肺癌、卵巣癌、頭頸部癌、膀胱癌、胃癌、腎
臓癌、大腸癌;食道癌、肝細胞癌、乳癌、造血性癌、例えば、リンパ腫又は白血病等から
なる群から選択され得る。
【００４８】
　好ましい実施形態では、癌は、腎臓癌、肺癌、特に非小細胞肺癌、メラノーマ、リンパ
腫、中皮腫、大腸癌、膵癌、乳癌、メラノーマ、及び膠芽細胞腫からなる群から選択され
る。
【００４９】
　任意選択で、癌は、非小細胞肺癌、メラノーマ、及び腎細胞癌からなる群から選択され
得る。
【００５０】
　好ましい実施形態では、癌は、腎細胞癌、及びより具体的には淡明細胞型腎細胞癌腫(c
cRCC)、特にびまん性ccRCCである。
【００５１】
試料
　上で述べた方法は、前記患者からの試料におけるVHL遺伝子の機能の喪失の検出に関す
る。試料は、非癌性の試料又は癌の試料であり得る。
【００５２】
　非癌性試料は、VHL遺伝子の機能の喪失を検出して、特に癌、好ましくはccRCC癌の家族
歴がある場合、それにより遺伝性の変異の仮説を支持するために使用することができる。
遺伝性の変異は、患者の任意の細胞で検出することができる。
【００５３】
　好ましくは、VHL遺伝子の機能の喪失を検出するために使用される試料は、癌の試料、
更により好ましくはccRCC癌の試料である。
【００５４】
　癌の試料は、癌細胞と正常細胞の混合物を含有していてもよい。そうである場合には、
腫瘍細胞の富化選別を実施することができる。好ましくは、癌の試料は、癌細胞のみか又
は少なくとも70%、好ましくは80%、90%、95%の癌細胞を含有する試料である。
【００５５】
　好ましい実施形態では、上で述べた方法を、前記患者からの癌の試料の癌細胞に対して
実施する。
【００５６】
　上で述べた方法は、試料、好ましくは癌の試料との比較として、正常試料の使用も必要
とし得る。好ましくは、正常試料は、腎細胞の正常試料である。正常試料は、同じ患者か
ら又は別の患者からの試料であり得る。正常試料は、患者の癌が遺伝性の変異の結果生じ
たと推測する理由がない場合には、同じ患者からの試料であり得る。正常試料は、別の患
者、好ましくは正常又は健常な患者、即ち癌、特にccRCC癌に罹患していない患者からで
あることもできる。
【００５７】
　上で述べた方法は、前記患者からの試料を得るか又は提供する工程を含むこともできる
。
【００５８】
VHL遺伝子
　pVHL (HRCA1; RCA1; VHL1又はVHLとも称される)としても知られるフォン・ヒッペル・
リンドウ腫瘍抑制遺伝子は、VHL遺伝子によりコードされている。それは、データベース
でUniprot P40337; OMIM 608537として定義されている。参照配列は、mRNAについてNM_00
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0551により、及びタンパク質についてNP_000542により提供される。
【００５９】
　上で述べた方法及び使用のためのPD-1/PD-L1を標的とする薬剤は、VHL遺伝子の機能の
喪失の検出に関係する。
【００６０】
　VHL遺伝子の機能の喪失は、特に両方の対立遺伝子の変異によるか、一方の対立遺伝子
の変異及びヘテロ接合性の喪失によるか、一方の対立遺伝子の変異及び、例えばプロモー
ターのサイレンシング、例えばプロモーターの高メチル化に基づく他方の抑制された発現
によるか、又は2つの対立遺伝子の発現の抑制による2種の非機能性のVHL対立遺伝子の存
在に基づき得る。
【００６１】
　VHL遺伝子における変異は、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤による療法に対する患者の応
答性の予測となる。そのような変異の例を下に列挙するが、これらに限定されない:
M1fs*20 M1I E10G E12K P25L S38F S38P G39S P40S E41V E51Q E52K M54fs A56fs*11 R58
fs*9 P59fs*8 V62fs*5 V62fs*68 L63P R64P S65L S65A S65* S65W S65fs*2 V66_Q73del S
68* S68P S68W E70* E70K S72P S72fs*87 Q73* V74D V74G I75del I75fs F76del F76I F7
6L F76S C77* C77fs N78S N78H N78fs N78I N78K N78T R79P S80N S80R S80I P81S P81fs
*78 R82P R82_V84del V84L L85P P86H P86L P86S P86A P86R P86fs V87_W88del W88R W88
C W88* W88S L89R L89H L89P N90I N90fs*69 N90fs D92-P97del G93C G93D G93S P95R Q9
6* Q96P Y98fs*61 Y98F Y98H Y98N Y98* P99fs*60 L101P L101G L101R G104fs*23 G104fs
*55 T105P R107fs*52 R107P R108fs*51 R108fs I109N S111N S111G S111C S111R Y112H Y
112N R113* G114R G114C G114S H115N H115Y H115Q H115R H115fs*44 L116V W117* W177R
 W117C L118P L118R F119L F119S L188-F119del D121G D121Y D121E A122E T124fs*35 D1
26G D126Y L128P L128R L128F L128fs*31 L129LE V130L N131fs*2 N131fs*28 N131fs*27 
N131K N131T Q132* T133fs*26 E134* L135fs*24 F136V F136C F136S F136Y F136fs*23 V1
37fs*7 V137fs*22 P138R　S139fs*20 N141fs*3 N141fs*18 V142fs*17 D143E G144* G144f
s*14 G144fs*15 Q145H P146fs*13 F148fs*11 F148del A149fs*26 A149fs*25 A149R N150f
s*9 I151T I151N I151S I151M L153fs*6 L153P P154L V155L V155M V155G V155fs*4 Y156
fs*3 Y156C Y156D T157I T157TF T157fs*2 T157fs L158P L158Q L158V K159E E160* E160
fs*10 E160fs E160K R161P R161G R161Q R161* C162R C162W C162Y C162F C162fs L163P 
L163fs*7 Q164* Q164P Q164H Q164R V166G V166D V166F R167W R167G R167Q R167fs*3 S1
68fs*2 L169P V170D V170F V170G K171N P172fs*30 N174fs*28 Y175D Y175fs*27 Y175* R
176W R177* R177RLRVKPE L178P L178Q D179fs*23 I180N I180V I180fs*22 S183* L184P L
184R Y185fs*17 Y185* E186K E186del D187fs*27 E186* D187_L188del L188Q L188P L188
V E189K H191D P192S N193fs*22 Q195* K196fs*18 L198R R220W、エクソン2の欠失、エク
ソン2及び3の欠失
ここで、*は停止コドンによる置換を指し、fsは示された位置で生ずるフレームシフト及
び現れる停止コドンを指し、fs*Xは示された位置で生ずるフレームシフト及びXというア
ミノ酸の後に現れる停止コドンを指し、並びにdelは欠失を指す。
【００６２】
　M1fs*20 M1I E10G E12K S38F G39S P40S E41V E51Q A56fs*11 R58fs*9 P59fs*8 V62fs*
5 V62fs*68 S65L S65* S65W S65fs*2 S68* S68P E70* S72fs*87 Q73* V74D F76del C77* 
N78S N78H N78I N78K S80N S80R P81S P81fs*78 R82P L85P P86H P86L P86S V87_W88del 
W88R W88C W88* L89R L89H L89P N90I N90fs*69 P95R Q96* Y98fs*61 Y98F Y98* P99fs*6
0 L101P G104fs*23 G104fs*55 R107fs*52 R108fs*51 I109N S111N S111G R113* G114R G1
14C G114S H115N H115Y H115fs*44 W117* W177R L118P F119L D121G D121Y D121E A122E 
T124fs*35 D126G L128P L128R L128fs*31 V130L N131fs*2 N131fs*28 N131fs*27 N131K Q
132* T133fs*26 E134* L135fs*24 F136V F136fs*23 V137fs*7 V137fs*22 P138R　S139fs*
20 N141fs*3 N141fs*18 V142fs*17 G144* G144fs*14 G144fs*15 P146fs*13 F148fs*11 A1
49fs*26 A149fs*25 N150fs*9 I151T I151N I151S I151M L153fs*6 L153P P154L V155L V1
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55M V155fs*4 Y156fs*3 T157I T157s*2 L158P L158Q L158V E160* E160fs*10 E160K R161
P R161* C162R C162W C162Y C162F L163P L163fs*7 Q164* Q164P V166G V166D R167W R16
7Q R167fs*3 S168fs*2 L169P　K171N P172fs*30 N174fs*28 Y175D Y175fs*27 Y175* R177
* D179fs*23 I180N I180fs*22 L184P Y185fs*17 Y185* D187fs*27 S183* E186* D187_L18
8del L188Q L188P E189K N193fs*22 Q195* K196fs*18 R220W
ここで、*は停止コドンによる置換を指し、fs*Xは示された位置で生ずるフレームシフト
及びXというアミノ酸の後に現れる停止コドンを指し、並びにdelは欠失を指す。
【００６３】
　一実施形態において、VHL遺伝子の変異は、Table 3 (表4)で開示されたものから選択さ
れる。特に、VHLの変異は、C77fs、N131K、L118-F119の欠失、S72P、P86fs、R108fs、Q96
*、I75fs、S78fs、E160fs、T157fs、N90fs、C162fs、M54fs、R167Q、L89H、L85P、W117C
、L89P、及びQ73*からなる群から、並びにより具体的にはN131K、R108fs、Q96*、E160fs
、T157fs、N90fs、R167Q、L89H、L85P、W117C、L89P、及びQ73*からなる群から選択され
得る。
【００６４】
　好ましい実施形態では、VHL遺伝子の変異は、S183*及びL163Pからなる群から選択され
得る。
【００６５】
　VHL遺伝子の機能の喪失は、当業者には周知の数通りの方法によって決定され得る。特
に、VHL遺伝子の機能の喪失は、VHLタンパク質の活性を測定することにより、VHLタンパ
ク質の分子量を測定することにより、VHL遺伝子の発現レベルを測定することにより、及
び/又はVHL遺伝子における変異の有無を検出することにより決定することができる。VHL
遺伝子の機能の喪失は、上で列挙した方法の2つ以上の組合せによって決定することもで
きる。
【００６６】
　一実施形態において、VHL遺伝子の機能の喪失は、VHLタンパク質の活性を測定すること
により決定することができる。VHLタンパク質は、HIF(低酸素症を誘導し得る因子)の転写
因子を基質として有するE3リガーゼである。試料からの細胞の抽出物から、VHLタンパク
質のE3リガーゼ活性が、例えば、古典的な酵素試験、特に、蛍光性基質を使用する試験に
より測定され得る。VHLタンパク質のリガーゼ活性の完全な無効化又は前記活性の低下は
、VHL遺伝子の機能の喪失を示す。好ましくは、VHLタンパク質のリガーゼ活性の少なくと
も10%の低下、より好ましくは少なくとも20%、30%、40%、50%の低下は、VHL遺伝子の機能
の喪失を示す。VHLタンパク質のリガーゼ活性の低下の程度は、参照の活性値との比較に
より決定することができる。特に、参照の活性値は、正常試料のVHLタンパク質のリガー
ゼ活性であり得る。参照の活性値は、異なった対象からの異なった正常試料で得られた活
性の平均であり得る。
【００６７】
　別の実施形態において、VHL遺伝子の機能の喪失は、VHLタンパク質の分子量を測定する
ことにより決定することができる。VHLタンパク質の正常な分子量は25.4kDaである。25.4
kDaと異なる患者の試料におけるVHLタンパク質の分子量は、VHL遺伝子の機能の喪失を示
す。25.4kDaの分子量を有する患者からの試料のVHLタンパク質の分率が低下している場合
には、それもVHL遺伝子の機能の喪失を示す。例えば、25.4kDaの分子量を有するVHLタン
パク質の分率が、合計VHLタンパク質の少なくとも90%未満、好ましくは、合計VHLタンパ
ク質の80%、70%、60%、50%未満である場合には、それは、VHL遺伝子の機能の喪失を示す
。VHLタンパク質の分子量は、ウェスタンブロットにより、又は当業者に周知の任意の他
の古典的な方法により検出することができる。
【００６８】
　更に別の実施形態では、VHL遺伝子の機能の喪失は、VHL遺伝子の発現レベルを測定する
ことにより決定することもできる。VHL遺伝子の発現レベルは、前記患者からの試料中のV
HL mRNA又はVHLタンパク質の量を測定することにより検出することができる。VHL遺伝子
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の参照の発現レベル未満の発現レベルは、VHL遺伝子の機能の喪失を示す。好ましくは、V
HL遺伝子の参照の発現レベルより少なくとも10%低い、より好ましくは少なくとも20%、30
%、40%、50%低い発現レベルは、VHL遺伝子の機能の喪失を示す。VHL遺伝子の参照の発現
レベルは、正常試料におけるVHL遺伝子の発現レベルである。VHL遺伝子の参照の発現レベ
ルは、異なった対象からの異なった正常試料で得られた活性の平均であり得る。VHLのmRN
Aの量は、当業者に周知の種々の方法、例えば、定量的RT-PCR (逆転写ポリメラーゼ連鎖
反応)等により検出され得る。VHLタンパク質の量は、当業者に周知の数通りの方法、例え
ば、Elisa、ウェスタンブロット及び質量分析法等により検出することができる。
【００６９】
　更に別の実施形態では、VHL遺伝子の機能の喪失は、VHL遺伝子における変異の有無を検
出することにより決定することができる。両方のVHLの対立遺伝子の変異又は一方のVHLの
対立遺伝子の変異、及び例えばプロモーターの高メチル化に基づく他方の発現の抑制は、
VHL遺伝子の機能の喪失を示す。異なるタイプの変異、好ましくは生殖細胞系列の変異、
体細胞の変異、点変異、ナンセンス変異、ミスセンス変異、欠失、挿入、増幅、逆位は、
VHL遺伝子の機能の喪失の原因となり得る。VHL遺伝子の変異は、配列を決定して非変位配
列と比較することにより検出することができる。
【００７０】
PD-1/PD-L1を標的とする薬剤
　本発明は、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる癌の治療に関する。PD-1/PD-L1を標的
とする薬剤は、PD-L1を標的とする分子、PD-1を標的とする分子又はPD-1/PD-L1複合体を
標的とする分子であり得る。好ましくは、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤は、PD-1又はPD-1
/PD-L1複合体を標的とする分子である。より好ましくは、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤は
、PD-1アンタゴニスト又はPD-1/PD-L1アンタゴニストである。
【００７１】
　「PD-1アンタゴニスト」又は「PD-1/PDL-1アンタゴニスト」とは、癌細胞で発現された
PD-L1の免疫細胞(T細胞、B細胞又はNKT細胞)で発現されたPD-1に対する結合を遮断する、
及び好ましくは、癌細胞で発現されたPD-L2の免疫細胞が発現したPD-1に対する結合も遮
断する任意の化学化合物又は生物学的分子を意味する。PD-1(プログラム細胞死タンパク
質1)及びそのリガンドに対する代替的名称又は同義語として:PD-1に対してPDCD1、PD1、C
D279及びSLEB2; PD-L1(プログラム細胞死リガンド1)に対してPDCD1L1、PDL1、B7H1、B7-4
、CD274及びB7-H;並びにPD-L2(プログラム細胞死リガンド2)に対してPDCD1L2、PDL2、B7-
DC、Btdc及びCD273が含まれる。ヒト個体が治療される本発明の種々の態様及び実施形態
のいずれにおいても、PD-1アンタゴニストがヒトPD-1に対するヒトPD-L1の結合を遮断し
、好ましくは、ヒトPD-1に対するヒトPD-L1及びPD-L2の両方の結合を遮断する。ヒトPD-1
のアミノ酸配列は、NCBI遺伝子座位番号:NP_005009に見出すことができる。ヒトPD-L1及
びPD-L2のアミノ酸配列は、それぞれ、NCBI遺伝子座位番号:NP054862及びNP_079515に見
出すことができる。
【００７２】
　本発明の種々の態様及び実施形態のいずれにおいても有用なPD-1アンタゴニストは、PD
-1又はPD-L1に特異的に結合する、及び好ましくは、ヒトPD-1又はヒトPD-L1に特異的に結
合する、それらのモノクローナル抗体(mAb)、又は抗原結合フラグメントを含む。mAbは、
ヒト抗体、ヒト化抗体又はキメラ抗体であってもよく、ヒト定常領域を含むこともできる
。幾つかの実施形態において、ヒト定常領域は、IgGl、IgG2、IgG3及びIgG4の定常領域か
らなる群から選択され、好ましい実施形態では、ヒト定常領域は、IgGl又はIgG4の定常領
域である。幾つかの実施形態において、抗原結合フラグメントは、Fab、Fab'-SH、F(ab')

2、scFv及びFvフラグメントからなる群から選択される。
【００７３】
　ヒトPD-1に結合して、本発明の種々の態様及び実施形態において有用なmAbの例は、US7
521051、US8008449、及びUS8354509に記載されている。本発明の種々の態様及び実施形態
におけるPD-1アンタゴニストとして有用な特異的抗ヒトPD-1 mAbには:MK-3475、WHO Drug
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 Information、27巻、2号、161～162頁(2013)に記載された構造を有し、図6に示した重鎖
及び軽鎖アミノ酸配列を含むヒト化IgG4 mAb、ニボルマブ(BMS-936558)、WHO Drug Infor
mation、27巻、1号、68～69頁(2013)に記載された構造を有し、図7に示した重鎖及び軽鎖
アミノ酸配列を含むヒトIgG4 mAb;ピジリズマブ(CT-011; hBAT又はliBAT-1としても知ら
れている);及びWO2008/156712に記載されたヒト化抗体h409Al l、h409A16及びh409A17が
含まれる。
【００７４】
　ヒトPD-L1に結合して、本発明の種々の態様及び実施形態のいずれかで有用なmAbの例は
、WO2013/019906、W02010/077634A1及びUS8383796に記載されている。本発明の種々の態
様及び実施形態におけるPD-L1アンタゴニストとして有用な特異的抗ヒトPD-L1 mAbには、
MPDL3280A、BMS-936559、MEDI4736、MSB0010718C並びにWO2013/019906の配列番号24及び
配列番号21の重鎖及び軽鎖可変領域を、それぞれ含む抗体が含まれる。
【００７５】
　本発明の種々の態様及び実施形態のいずれかで有用な他のPD-1アンタゴニストには、PD
-1又はPD-L1に特異的に結合し、好ましくは、ヒトPD-1又はヒトPD-L1と特異的に結合する
イムノアドヘシン、例えば、定常領域、例えば、免疫グロブリン分子のFc領域と融合した
PD-L1又はPD-L2の細胞外又はPD-1結合部分を含有する融合タンパク質が含まれる。PD-1に
特異的に結合するイムノアドヘシン分子の例は、WO2010/027827及びWO2011/066342に記載
されている。本発明の治療方法、組成物及び使用においてPD-1アンタゴニストとして有用
な特異的融合タンパク質には、AMP-224 (B7-DCIgとしても知られている)が含まれ、それ
はPD-L2-FC融合タンパク質であり、ヒトPD-1に結合する。
【００７６】
　PD-1アンタゴニストを、PD-1調整療法、PD-1阻害剤、抗PD-1免疫療法、抗PD-1モノクロ
ーナル抗体、PD-1リガンド可溶構造、及び/又はAMP-224 (Amplimmune社)の中から選択し
て; PD-L1についてタンパク質分析を実施し、PD-L1調整療法、PD-L1阻害剤、抗PD-Ll免疫
療法、抗PD-Llモノクローナル抗体、BMS-936559、MPDL3280A/RG7446、及び/又はMEDI4736
 (Medlmmune社)から恩恵を受けられそうか又は恩恵がないかを決定することができる。
【００７７】
　好ましい実施形態において、PD-1アンタゴニストは、ニボルマブ(Opdivo、Bristol-Mye
rs Squibb社)、ペンブロリズマブ(Keytruda、MK-3475、Merck社)、ピジリズマブ(CT-011
、Cure Tech社)、AMP-224 (Amplimmune社/GlaxoSmith Kline社)、AMP-514 (Amplimmune社
/GlaxoSmith Kline社)、BMS936559 (Bristol Myers Squibb社)、MPDL3280A (Atezolizuma
b、Roche社)、デュルバルマブ(MPDLI4736、MedImmune社/AstraZeneca社)、アベルマブ(MS
B0010718C、Merck Serono社/Pfizer社)及びそれらの組合せからなる群から、好ましくは
、ニボルマブ(Opdivo、Bristol-Myers Squibb社)、ペンブロリズマブ(Keytruda、MK-3475
、Merck社)、ピジリズマブ(CT-011、Cure Tech社)、BMS936559 (Bristol Myers Squibb社
)、MPDL3280A (Roche社)、RG7446 (Genentech-Hoffmann-La Roche社)、MEDI4736 (AstraZ
eneca社)、AMP-514 (MedImmune社)及びAMP-224 (Glaxo SmithKline社)からなる群から選
択される。
【００７８】
　最も好ましい実施形態では、PD-1アンタゴニストは、ニボルマブ(Opdivo、Bristol-Mye
rs Squibb社)、ペンブロリズマブ(Keytruda、MK-3475、Merck社)、ピジリズマブ(CT-011
、Cure Tech社)、BMS936559 (Bristol Myers Squibb社)、及びMPDL3280A (Roche社)から
なる群から選択される。
【００７９】
治療
　更に別の態様では、本発明の方法は、VHL遺伝子の機能が喪失した患者を治療する工程
を更に含む。
【００８０】
　VHL遺伝子の機能が喪失した患者の治療は、患者に対する有効量の治療剤、好ましくはP
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D-1/PD-L1薬剤の投与を含むことができる。
【００８１】
　治療剤の投与される用量は、患者、病状、投与の様式等に合わせて、当業者により適合
され得ると理解される。投薬量及び投与計画は、前立腺癌のステージ及び重症度、患者の
体重及び一般的健康状態並びに処方する医師の判断に特に依存する。
【００８２】
　本発明は、PD-1シグナル伝達の遮断を含む免疫療法を用いる治療から恩恵を受けること
ができる患者を同定する方法であって、
　(a)前記患者からの試料の細胞が、フォン・ヒッペル・リンドウ(VHL)遺伝子の機能の喪
失を呈するか否かを見分ける工程であって、VHL遺伝子の機能の喪失が、患者がPD-1シグ
ナル伝達の遮断を含む免疫療法を用いる治療から恩恵を受けるであろうということを示す
、工程、及び
　(b)VHL遺伝子の機能が喪失した患者を、PD-1シグナル伝達の遮断を含む免疫療法で治療
するために適するとして選択する工程
を含む方法にも関する。
【００８３】
　この方法は、VHL遺伝子の機能が喪失した患者を治療する工程を更に含むことができる
。
【００８４】
　本発明の別の態様では、本発明は、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療を行わな
い、腫瘍に冒された患者を選択するin vitro又はex vivoによる方法であって、
　(a)前記患者からの試料の細胞がフォン・ヒッペル・リンドウ(VHL)遺伝子の機能の喪失
を呈するか否かを見分ける工程であって、VHL遺伝子の機能の喪失の不在が、PD-1/PD-L1
を標的とする薬剤を用いる治療に対する前記患者の非応答性を予測する、工程、及び
　(b)VHL遺伝子の機能の喪失がない患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を用いる治療に
適しないとして選択する工程
を含む方法に関する。
【００８５】
　更に別の態様では、本発明は、腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬剤を
用いる治療のために選択するためのバイオマーカーとしてのVHL遺伝子の機能の喪失の使
用に関する。
【００８６】
キット及びキットの使用
　本発明の更に別の態様では、本発明は、腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とす
る薬剤を用いる治療のために選択するためのキットに関し、キットは、VHL遺伝子を標的
とする1対のプライマー、VHL mRNAを標的とするプライマー、VHL cDNAを標的とする1対の
プライマー、VHL cDNAを標的とするプローブ、VHL mRNAを標的とするプローブ、VHL DNA
を標的とするプローブ、VHL基質、VHLタンパク質の特異的抗体、及びそれらの組合せから
なる群から選択される、VHL遺伝子の機能の喪失を検出するための手段を含む。
【００８７】
　上で述べたキットの好ましい実施形態では、キットは、VHLタンパク質の活性検出のた
めの手段、例えば酵素試験に適当なVHL基質、より好ましくはVHLの蛍光性基質、更により
好ましくはVHLタンパク質により処理された後蛍光を発する基質、又は蛍光がVHLタンパク
質の活性により改変される基質を含むことができる。特定の実施形態において、基質はHI
Fタンパク質に関係する。
【００８８】
　上で述べたキットの別の好ましい実施形態では、キットは、VHLタンパク質の分子量検
出のための手段、例えば、ウェスタンブロット法のために適当なVHLに特異的な抗体を含
んでいてもよい。
【００８９】
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　上で述べたキットの更に別の好ましい実施形態では、キットは、VHL遺伝子の発現レベ
ルを検出するための手段、好ましくはVHL mRNAの量を測定するための手段、及び/又はVHL
タンパク質の量を測定するための手段を含むこともできる。特に、キットは、VHL mRNAの
量を測定するための手段、例えば、cDNAにおけるVHL mRNAの逆転写のために適当なVHL mR
NAを標的とするプライマー、及び定量的PCRのために適当なVHL cDNAを標的とする1対のプ
ライマー、及び/又は定量的PCRのために適当なVHL cDNAプローブ等を含むことができる。
或いは、キットは、VHLタンパク質の量を測定するための手段、例えば、ウェスタンブロ
ット又はElisaの方法に適当なVHLタンパク質の特異的抗体等も含むことができる。
【００９０】
　上で述べたキットの更に別の好ましい実施形態では、キットは、VHL遺伝子の変異の存
在の検出のための手段、例えば、VHL遺伝子の配列決定のために適当なVHL遺伝子を標的と
する1対のプライマー、又はVHL遺伝子の既知の変異を同定するために適当なVHL DNAを標
的とするプローブ等を含むことができる。
【００９１】
　任意選択で、上で述べたキットは、そのようなキットを使用するための指針を提供する
小冊子を更に含む。
【００９２】
　本発明の別の態様では、本発明は、腫瘍に冒された患者を、PD-1/PD-L1を標的とする薬
剤を用いる治療のために選択するためのキットの使用に関し、該キットは、VHL遺伝子を
標的とするプライマー、VHL mRNAを標的とする1対のプライマー、VHL cDNAを標的とする1
対のプライマー、VHL cDNAを標的とするプローブ、VHL mRNAを標的とするプローブ、VHL 
DNAを標的とするプローブ、VHL基質、VHLタンパク質の特異的抗体、及びそれらの組合せ
からなる群から選択される、VHL遺伝子の機能の喪失を検出するための手段を含む。
【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１】VHL変異の状態はccRCCにおけるPD-L1の発現と関連する。　ボックスプロットは
、異なる分類についてVHL変異の状態によるPD-L1 mRNAの発現の分布(平均倍率変化)を表
す:(A)ヘテロ接合性の喪失(LOH) (LOHの存在=1、LOHの不在=0)、(B)変化した対立遺伝子
の数(1は、0個及び1個の変化した対立遺伝子に対応する)、(C)機能の喪失(LOFの存在=1、
LOFの不在=0)。(n=32)。
【図２】異なるVHL変異体をトランスフェクトされた786-O細胞における差次的なPD-L1の
発現。(A)PD-L1、CA-IX及びVEGFの発現をSYBR-GREEN qRT-PCRにより評価した。(B)ウェス
タンブロットを実施してHIF-2α、及びPD-L1タンパク質レベルを示した。ローディング対
照としてアクチンを使用した。(C)786-O細胞をインターフェロンγ(IFN-γ)と24時間イン
キュベートした。ウェスタンブロットを実施してPD-L1タンパク質レベルを示した。ロー
ディング対照としてアクチンを使用した。(D及びE)PD-L1及びPD-L2の表面発現レベルをフ
ローサイトメトリーにより決定した。データは、3回の独立の実験を標準偏差(SD)と共に
表す。WT細胞と異なるVHL変異体の間の統計的な有意差(星印により示した)を示す(*=P<0.
05、**=P<0.005及び***=P<0.0005)。
【図３－１】図3AからC。　HIF-2αのサイレンシングは、786-O細胞及びA498細胞におけ
るPD-L1の発現を減少させた。　786-O細胞及びA498細胞に、HIF-2α又はスクランブルコ
ントロール(CT)を標的とする2種の異なるsiRNAをトランスフェクトした。(A)HIF-2α、CA
-IX、VEGF及びPD-L1の発現レベルをSYBR-GREEN qRT-PCRにより評価した。(B及びC)ウェス
タンブロットを実施して786-O(B)細胞及びA498(C)細胞におけるHIF-2α及びPD-L1タンパ
ク質レベルを示した。ローディング対照としてアクチンを使用した。(D及びE)786-O(D)細
胞及びA498(E)細胞におけるPD-L1の表面発現レベルを、フローサイトメトリーにより決定
した。データは、3回の独立の実験をSDと共に表す。スクランブルコントロール又はHIF-2
αを標的とするsiRNAをトランスフェクトした細胞間における統計的な有意差(星印により
示した)を示す(*=P<0.05、**=P<0.005及び***=P<0.0005)。
【図３－２】図3DからE。　HIF-2αのサイレンシングは、786-O細胞及びA498細胞におけ
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るPD-L1の発現を減少させた。　786-O細胞及びA498細胞に、HIF-2α又はスクランブルコ
ントロール(CT)を標的とする2種の異なるsiRNAをトランスフェクトした。(A)HIF-2α、CA
-IX、VEGF及びPD-L1の発現レベルをSYBR-GREEN qRT-PCRにより評価した。(B及びC)ウェス
タンブロットを実施して786-O(B)細胞及びA498(C)細胞におけるHIF-2α及びPD-L1タンパ
ク質レベルを示した。ローディング対照としてアクチンを使用した。(D及びE)786-O(D)細
胞及びA498(E)細胞におけるPD-L1の表面発現レベルを、フローサイトメトリーにより決定
した。データは、3回の独立の実験をSDと共に表す。スクランブルコントロール又はHIF-2
αを標的とするsiRNAをトランスフェクトした細胞間における統計的な有意差(星印により
示した)を示す(*=P<0.05、**=P<0.005及び***=P<0.0005)。
【図４－１】図4AからC。　HIF-2は、786-O細胞中のPD-L1に隣接するプロモーター中のHR
E-4に直接結合することによりPD-L1の発現を調節する。　(A)HIF-2α又はスクランブルコ
ントロール(CT)のいずれかに対するsiRNAをトランスフェクトされた786-O細胞及びWT細胞
に対して、抗HIF-2α抗体の使用に続いてVEGFA及びPD-L1 HRE部位を使用するSYBR-GREEN 
RT-qPCRにより、ChIPアッセイを実施した。(B)ヒトPD-L1プロモーター中の異なる低酸素
症応答構成要素(HRE)を示す。(C)786-O及びWT細胞に、pGL4-hRluc/SV40ベクター及びpGL3
空ベクター(pGL 3EV)、pGL3 HRE-4又はpGL3 HRE-4 MUTベクターを共トランスフェクトし
た。48時間後に、ホタル及びウミシイタケのルシフェラーゼ活性を、Dual-Luciferase Re
porterアッセイ(Promega社)を使用して測定し、ホタル:ウミシイタケルシフェラーゼの比
を決定した。データは、3回の独立の実験をSDと共に表す。統計的な有意差(星印により示
した)を示す(*=P<0.05、**=P<0.005及び***=P<0.0005)。
【図４－２】図4DからE。　HIF-2は、786-O細胞中のPD-L1に隣接するプロモーター中のHR
E-4に直接結合することによりPD-L1の発現を調節する。　(D)WT(野生型VHL)細胞にpcDNA3
 EV又はpcDNA3-HIF-2α(3μg及び5μg)をトランスフェクトした。HIF-2αの発現をウェス
タンブロットにより検出した。ローディング対照としてアクチンを使用した。(E)PD-L1の
表面発現レベルをフローサイトメトリーにより決定した。データは、3回の独立の実験をS
Dと共に表す。pcDNA3 EV、pcDNA3-HIF-2αをトランスフェクトされた細胞間の統計的な有
意差(星印により示した)を示す(*=P<0.05、**=P<0.005及び***=P<0.0005)。
【図４－３】図４FからH。　HIF-2は、786-O細胞中のPD-L1に隣接するプロモーター中のH
RE-4に直接結合することによりPD-L1の発現を調節する。　(F～H)HIF-1α及びHIF-2αはR
CC4細胞株におけるPD-L1発現を調節する。RCC4細胞に、HIF-1α、HIF-2α、HIF-1α及びH
IF-2αの両方又はスクランブルコントロール(CT)を標的とするsiRNAをトランスフェクト
した。(F)VEGF及びPD-L1の発現レベルをSYBR-GREEN qRT-PCRにより評価した。(G)ウェス
タンブロットを実施して、RCC4におけるHIF-1α、HIF-2α及びPD-L1タンパク質レベルを
示した。ローディング対照としてアクチンを使用した。(H)RCC4中におけるPD-L1の表面発
現レベルをフローサイトメトリーにより決定した。グラフは、陽性細胞のパーセンテージ
を表す。データは2回の独立実験をSDと共に表す。スクランブルコントロール又はHIF-1α
、HIF-2α及びHIF-1α+HIF-2αを標的とするsiRNAをトランスフェクトされた細胞間の統
計的な有意差(星印により示した)を示す(*=P<0.05、**=P<0.005及び***=P<0.0005)。
【図５】786.OにおけるPD-L1の過剰発現及びサイレンシング。　786.O細胞に、HIF-2α、
スクランブルコントロールを標的とするsiRNAをトランスフェクトするか、又は786.O細胞
をIFN-γとインキュベートした(24時間)。ウェスタンブロットを実施して786.O細胞にお
けるPD-L1タンパク質レベルを示した。ローディング対照としてアクチンを使用した。
【実施例】
【００９４】
導入
　淡明細胞型腎細胞癌(ccRCC)は成人癌の約3%を占める[1]。フォン・ヒッペル・リンドウ
(VHL)腫瘍抑制遺伝子の機能の喪失が、VHL疾患で起こる[2]。VHLは、ヘテロ接合性の喪失
(LOH)又はプロモーター高メチル化を伴って、生殖細胞系列又は体細胞の変異によって変
化し得る[3]。有害なVHL変異には、機能の結果が、短縮されたVHLタンパク質(pVHL)(ナン
センス、フレームシフト変異又はスプライス部位のある不履行により引き起こされた)又
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は部分的野生型VHLの機能(ミスセンス変異及びフレーム内欠失により引き起こされた)で
あるものが含まれる[4,5]。したがって、VHL遺伝子の2対立遺伝子の不活性化(野生型のコ
ピーが残らない)は、pVHLの完全な機能の喪失(LOF)をもたらす有害な変異(生殖細胞系列
又は体細胞の)がLOH又はプロモーター高メチル化のいずれかを伴うこととして定義される
。
【００９５】
　VHLは、びまん性のccRCCの70～90%で変化していると報告されている[6,7]。ccRCCにお
けるVHL機能の喪失は、低酸素症誘導性因子(HIF)、特にHIF-2αの構成性安定化をもたら
し[8]、これらの極度に血管が新生して化学放射線耐性のあるccRCCにおいて高度に血管形
成性の環境を生ずる[9]。
【００９６】
　最近の前臨床及び臨床データは、免疫チェックポイントの抗体による遮断が抗腫瘍免疫
を強化し得ることを示す[10]。この関連で、異常なプログラム細胞死リガンド1(PD-L1)の
発現が、RCCを含む数種のヒト癌で報告された[11]。本発明者らは、HIF-1αによる低酸素
症が、種々の腫瘍細胞(メラノーマ、肺癌及び乳癌)並びにマクロファージ、樹状細胞(DC)
及び骨髄腫由来の抑制細胞(MDSC)において、PD-L1の発現を直接上方制御し得ることを最
近示した[12]。
【００９７】
　幾つかの研究が、ccRCCにおけるPD-L1の発現、転移、及び不幸な転帰の間の正の相関を
記載している[13]。最近、抗体媒介のPD-1[14]及びPD-L1[15]の遮断がRCCを含む癌が進行
した患者で永続性の腫瘍退縮及び疾患の長期の安定化をもたらすことが示された[16]。
【００９８】
　頻繁なVHL機能の喪失(LOF)は、RCCの進行において決定的に重要な要因であるが、VHL変
異状態と免疫チェックポイントPD-L1の発現の間の関連は、未知のままである。本発明者
らの主要な目的は、VHL変異とPD-L1発現の間の推定上の関係を解明することであった。本
発明の研究において、本発明者らは、VHL変異の状態がccRCCの患者におけるPD-L1発現と
有意に相関していることを示した。本発明者らはVHLの変異が誘導したHIF-2αの安定化が
PD-L1の発現を上方に調節することも示した。
【００９９】
結果
　VHL遺伝子の機能の喪失は、ccRCCにおけるPD-L1の発現と関連する。
　ccRCCの患者は両方の対立遺伝子のVHL変異状態について、体細胞の点変異、LOH、及びV
HLプロモーターの高メチル化についての探求を含めて特徴づけられた(Table 3 (表4))。
このシリーズの中で、59.4%が男性、65.6%がびまん性の(spo) ccRCCを有し、(6.3%/46.9%
)がステージ1～2で悪性度1～2及び(28.1%/21.9%)であった(Table 1 (表1))。
【０１００】
　腫瘍は、最初に、VHL変化のタイプ、即ち、3p25におけるLOHの存在(C1)及び遺伝子コピ
ーの計数に基づく変化した対立遺伝子の数(C2) (即ち0、1又は2)に従って分類した。次に
、LOFのアセスメントを、VHL変異の正確なタイプ(多分有害:両方の対立遺伝子の完全な喪
失;良性:両方の対立遺伝子が野生型である;可能性として有害:他の場合、Table 3 (表4))
に対応する有害な状態及びLOH又はプロモーターの高メチル化の存在(C3)に基づいて行っ
た。これらの基準を使用して、腫瘍の71.9%がLOHを呈し、65.6%が2つのVHL変化した対立
遺伝子を有し、及び43.8%がVHLについてLOFを有した(Table 1 (表1))。
【０１０１】
　次に、PD-L1の発現を、これらの32症例のccRCCについてqRT-PCRにより評価した(Table 
S1及び図1A)。本発明者らは、VHL状態とPD-L1発現との間の統計的に優位な関連を、VHL分
類についての本発明者らの基準を無視して観察した。実際、LOHを呈する腫瘍について、P
D-L1発現の中央値(5.1[4.8～6.3])は、LOHが不在のccRCC (2.7[2.1～4.3];図1A;p=0.0001
)と比較して有意に高かった。更に、2つの対立遺伝子が変化した腫瘍におけるPD-L1発現
の中央値(5.2;95% CI=[4.8～6.3])は、0又は1つの対立遺伝子が変化した腫瘍における中
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央値(図1B;2.9[2.6～4.5];p<0.0001)よりも有意に高かった。同様な結果は、VHL LOFがあ
る腫瘍(5.4[4.8～6.3])対LOFのない腫瘍(4.4[2.7～4.8];図1C;p=0.025)について得られた
。
【０１０２】
　HIF-2αの傾斜した発現レベルはPD-L1と発現と正に相関した。
　次に、本発明者らは、HIF-2αのみを過発現するVHLを欠損する786-O細胞株に6種の異な
るVHLトランスフェクトを再導入することにより得られた異なるVHL変異体を使用した。こ
れらのVHL変異細胞において、漸進的なpVHL LOFは、HIF-2α発現の漸進的な調節異常を誘
導する[5]。本発明者らは、これら6種のccRCCのVHL変異体細胞株(空、1、2B、2A、2C)及
びWT細胞(野生型VHLをトランスフェクトされた)で、PD-L1の発現レベルを比較した。結果
は、HIF-2αの異なる傾斜の発現レベルを有するVHL変異細胞は、mRNA及びタンパク質レベ
ルの両方で、PD-L1発現と正に相関することを明らかにした(図2A及び図2B)。図2Cに示し
たように、IFN-γで処理された786-O細胞を、陽性対照として使用して、786-O細胞におけ
るPD-L1のsiRNA媒介サイレンシング(及び図5)を、ウェスタンブロットによるPD-L1(33kDa
)の検出のための陰性対照として使用した。同様に、図2D及び図2Eに示したように、PD-L1
の表面発現は、空のベクターをトランスフェクトされた細胞(786-O細胞)と比較して、VHL
変異体(1、2B、2A、2C)において有意に減少した。より重要なこととして、PD-L1は、空の
(786-O)細胞と比較して、WT細胞(野生型VHLをトランスフェクトされた)で有意に減少した
(図2A～図2E)。これらのデータは、786-O細胞株におけるVHL変異とPD-L1発現の間の相関
の存在を指摘して、ccRCC腫瘍について本発明者らのデータの確証となる(図1)。
【０１０３】
　HIF-2αを標的とすると、ccRCC細胞におけるPD-L1発現の減少が生じた。
　VHL変異状態とPD-L1発現の間の相関がHIF-2αを必要とするか否かを決定するために、
本発明者らは、pVHLを欠損する786-O及びA498ccRCC細胞株でsiRNAを使用して、HIF-2αを
ノックダウンした。顕著に、HIF-2αのsiRNA-媒介ノックダウンは、786-O(図3A及び図3B)
及びA498(図3A及び図3C)細胞の両方で、PD-L1 mRNA及びタンパク質の発現レベルを有意に
減少させた。同様に、PD-L1の表面発現は、HIF-2αを標的とするsiRNAをトランスフェク
トされた786-O(図3D)及びA498(図3E)細胞の両方で有意に減少した。
【０１０４】
　HIF-2は、786-O細胞中のPD-L1に隣接するプロモーターにおけるHREに直接結合すること
により、PD-L1の発現を調節する。
　HIF-2αがPDL1発現を調節する機構に対する洞察を得るために、本発明者らは、最初に
、fuzznuc (EMBOSS explorer)ソフトウェアを使用して、ヒトPD-L1遺伝子の隣接プロモー
ターにおいて可能性のあるHIF-2α結合部位を探索した。図4A及び図4Bに描いたように、
本発明者らは、ヒトPD-L1遺伝子内でコンセンサス配列(A/G)CGTGを含有する推定上の低酸
素症応答構成要素(HRE)を見出した。染色質免疫沈降(ChIP)を使用して、本発明者らは、H
IF-2αが786-O細胞中のPD-L1プロモーターにあるHRE-4にのみ特異的に結合して、siRNA H
IF-2αをトランスフェクトされた786-O又はVHL修正WT細胞株では結合しないことを示した
(図4A)。786-O細胞におけるChIP複合体は、VEGF遺伝子中の確立されたHREに対するそれら
の結合に匹敵する、HRE-4におけるHIF-2αの有意な結合(>4倍)を示した。
【０１０５】
　このHIF-2αの部位(HRE-4)が転写活性のHREであるか否かを決定するために、786-O細胞
に、pGL4-hRluc/SV40ベクター及びpGL3 HRE-4又はpGL3 HRE-4 MUTベクターを共トランス
フェクトした。ホタル及びウミシイタケルシフェラーゼの活性を測定した。図4Cに示した
ように、786-O細胞は、HRE-4レポーターのルシフェラーゼ活性を、VHL修正WT細胞株と比
較して3倍超増大させた。より興味深いことに、HRE-4 MUTのルシフェラーゼ活性は、786-
O細胞中のHRE-4と比較して有意に減少した。その上、WT細胞(野生型VHLをトランスフェク
トされた)におけるHIF-2αの過剰発現は、ウェスタンブロット(図4D)及びフローサイトメ
トリー(図4E)により検出されるPD-L1の発現レベルにおいて有意の増大を生じた。
【０１０６】
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　HIF-1αがccRCC細胞中でもPD-L1を調節するか否かを決定するために、本発明者らは、H
IF-1及びHIF-2の両方を発現するVHLが変異したRCC4細胞株を使用した。図4F～図4Hで示し
たように、HIF-1、HIF-2又はHIF-1及びHIF-2の両方のノックダウンは、PD-L1 mRNA (4F)
及びタンパク質の両方の発現(4G及び4H)で、有意の減少を引き起こした。
【０１０７】
　図4で提示された結果は、PD-L1が786-O細胞における新規な直接のHIF-2αの標的遺伝子
であり、HIF-1α及びHIF-2αの両方がRCC4細胞におけるPD-L1発現を調節することを示す
。したがって、本発明者らは、HIF-2αがmRNA及びタンパク質の両方のレベルでPD-L1の決
定的に重要な制御因子であること、並びにHIF-2αがPD-L1に隣接するプロモーター中のHR
E-4に直接結合することにより、PD-L1の発現を調節することの証拠をここで提供する。
【０１０８】
考察
　本発明者らは、最初に、VHL遺伝子の機能の喪失は、ccRCCの患者におけるPD-L1発現と
関連することを示した。VHL変異型に依存して、pVHLの一部の機能が維持され得ることが
報告された[4、5]。本発明者らの仕事は、第1に、VHL遺伝子のLOFが、ccRCC腫瘍における
PD-L1発現の有意の増大と関連することを示すことである。2対立遺伝子の不活性化及び変
異のタイプに基づくVHL状態の分類(即ち、多分、又は比較的低い有害)は、標準的手法で
はないが、全ての保持された基準は、VHL機能の喪失を呈するccRCC患者においてPD-L1の
統計的に有意な高い発現を示した。他の因子(性、悪性度、ステージ)の関与は除外される
(データ掲載せず)。
【０１０９】
　VHL変異は、ccRCCの発生に大きな役割を演ずると報告されているが[19、20]、免疫応答
の調整におけるそれらの役割は大部分未知のままである。最近、本発明者らは、VHL変異
がHIF-2αの安定化により、NKによって媒介される細胞溶解に対するRCC細胞の感受性を減
少させることを示した[17]。ここで、本発明者らは、大部分のccRCC腫瘍で変化したVHL遺
伝子と免疫チェックポイントPD-L1の発現の間に新たな関連性が存在する証拠を提供する
。
【０１１０】
　RCCにおけるPD-L1発現の調節の根底にある分子の機構の確立は完全でない。最近、c-Me
t及びPD-L1の両方がヒト腎臓癌組織で過発現して共局在化していること;並びにc-Metに上
方制御されたPD-L1発現の薬理学的誘導があり、それがRCC細胞におけるc-Metの薬理学的
阻害剤を用いる治療により防止されることが示された[21]。実際、蓄積する証拠は、HIF-
2αがccRCC発生及び進行にとって重要であることを示す[22、23]。この研究で使用された
ccRCC細胞株(786-O及びA498細胞)では、VHL変異が、HIF-2αの安定化(HIF-1αではない)
を選択的に誘導し、したがって、PD-L1の発現におけるHIF-2αの特異的役割を特異的に調
べるための理想的モデルであることを示す。これらのモデル(786-O及びA498細胞)を使用
して、本発明者らは、HIF-2αを標的とすることがPD-L1の発現を減少させること、及びPD
-L1は786-O細胞における新規な直接のHIF-2α標的遺伝子であることを示した。
【０１１１】
　数種の腫瘍の微小環境の因子、例えば、インターフェロンγ(IFN-γ)[24]、IL-10及びV
EGF[25]等は、PD-L1の発現を誘導/上方制御することが示されている[26]。最近、本発明
者らは、HIF-1αがPD-L1のmRNA及びタンパク質発現の主要な制御因子であること、並びに
HIF-1αが、マウスのPD-L1に隣接するプロモーターにおいて、HRE-4に直接結合すること
によりPD-L1の発現を調節することの証拠を提供した[12]。スニチニブを含む種々の抗血
管形成療法に対する耐性は、増大したPD-L1発現及び免疫を抑制する腫瘍の微小環境と関
連することが見出された[27]。本発明者らは、HIF-1α及びHIF-2αの両方が、VHLが変異
したccRCC細胞においてPD-L1の発現を調節することを示したが、本発明者らは、追加の機
構がccRCC腫瘍におけるPD-L1発現に寄与するという仮定を排除することができない。
【０１１２】
　免疫チェックポイントに基づく免疫療法は、ccRCCにおいて強力で長く続く臨床的応答
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を示した[14～16]。最近、免疫チェックポイントの発現及び腫瘍微小環境におけるDCの局
在化が、ccRCCにおいてCD8+Tリンパ球の臨床的影響を調整することが示された[28]。VHL
の変異状態がRCCの抗PD-L1/PD-1免疫療法のための予測マーカーの潜在的候補であり得る
と想定することは魅力的である。PD-1/PD-L1遮断、将来の実験がこの好奇心をそそる疑問
に答えるはずである。腫瘍の成長に対する抗PD-1治療の効果及びVHL変位の腫瘍免疫浸潤
及びVHL野生型Renca RCCの異種移植を研究することは興味深い。それに加えて、RCCにお
ける血管新生とPD-1軸の間の相互作用をより深く理解することが、転移RCC患者において
、二重阻害の臨床試験を発展させるか又はPD-1/PD-L1阻害を目標としてVEGF/VEGFRのため
に最適の配列を定める可能性を有する。
【０１１３】
結論
　本発明のデータは、VHL変異、HIF-2α関連経路、及びPD-L1発現の間の関連に対する洞
察をもたらし、抗PD-L1応答の制御におけるVHL/HIF-2α軸の重要な役割を指摘する。
【０１１４】
材料及び方法
腫瘍組織試料
　11症例のVHL腫瘍に関連するRCC、及び淡明細胞型腎細胞癌であると立証された腫瘍細胞
含有率が少なくとも60%の21症例のびまん性RCCで構成される32例の腎臓腫瘍のシリーズを
、French Kidney Cancer Consortium (Table 1 (表1))の好意で得た。21件のびまん性の
症例のうち13症例について、対応する正常腎臓組織が利用可能であった。この研究は、Le
 remlin-Bicetre University病院(フランス)の倫理委員会により承認された。全ての患者
が、更なる調査のためにそれらの腫瘍を使用することについて手術前にインフォームドコ
ンセントを提供した。
【０１１５】
　VHL変異とPD-L1発現の間の関連を、VHL変異についてフィッシャーの正確検定を使用し
て、及びPD-L1発現についてクラスカル・ウォリス検定を使用して試験した。共変量がVHL
とPD-L1の関連を説明しない場合、クラスカル・ウォリス検定を使用した。他の場合には
、本発明者らは、コクラン-マンテル-ヘンツェル検定を使用した。変異型全般にわたるPD
-L1マーカーの分布を、ヒストグラム、ボックスプロット及び中央値[Q1～Q3]、並びに分
布によらない信頼区間により記載した。本発明者らは、分布が異なる分散を有する場合に
、2つの中央値を比較するために使用されるFligner-Policello検定も使用した。
【０１１６】
腫瘍DNAについてのVHL変異状態、LOH及びプロモーターのメチル化分析
　腫瘍試料から抽出したDNAについて、VHL遺伝子の3つのエクソン及びエクソン-イントロ
ン接合部を以前記載された[5]ようにして、配列決定した。LOHについての探求を、Multip
lex PCR (Qiagen Master Mix社)により、3p25-26中のVHL遺伝子周囲の4.6Mb領域にわたっ
て広がる6つのマイクロサテライトマーカーのためにデザインされた蛍光色素と結合され
たプライマーを前方に使用して実施した。蛍光性データをGeneMapperソフトウェアにより
分析して、ピークの強度比を、生殖細胞系列又は対応する腎臓の正常DNAのいずれかを使
用して腫瘍DNAと比較して、MicrosoftのExcelにより計算した。VHLプロモーターのメチル
化状態は、NotIによる消化とそれに続く蛍光性プライマーを使用するエクソン1の半定量
的PCRにより研究した。分析はLOHの研究として実施した。
【０１１７】
細胞株
　786-O及びA498細胞株は、Dr. William Kaelin、Jr. (Dana Farber Institute、Harvard
 Medical School、Boston、マサチューセッツ州)から得た。786-O及びA498細胞は両方共
、LOHを伴う、VHL遺伝子のフレームシフト変異を有する。786-O細胞に異なるタグなしのV
HL誘導性レンチウイルス構造を形質導入して、前に記載されたように[5]選択培地中で維
持した。
【０１１８】
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　SYBR GREEN RT-qPCRを、前に記載されたように[12]実施した。18Sをハウスキーピング
遺伝子として使用した。プライマー配列をTable 2 (表2)(表3)に詳細に示す。
【０１１９】
ウェスタンブロット
　ウェスタンブロットを、以前報告したように[17]実施した。抗HIF-2α抗体及び抗PD-L1
抗体は、Novus Biotechnology社(NB-100-122)及びAbcam社(ab-58810)からそれぞれ購入し
た。HIF-2α及びスクランブルコントロールに対して予めデザインされたsiRNAを、Ambion
社から得て、以前記載されたように[17]電気穿孔法によりトランスフェクトした。
【０１２０】
フローサイトメトリー分析
　フローサイトメトリーは、FACS LSR-II (BD)を使用して実施した。データを、FACS DIV
A 7.0(BD)又はFlow Jo 7.6.5ソフトウェア(Tree Star社)により更に分析した。抗PD-L1-A
PC及び対照抗体(Isotype-APC)は、Biolegend社から購入した。パーセンテージは、生きて
いる陽性細胞のパーセンテージを指す。
【０１２１】
ChIP(染色質免疫沈降)アッセイ
　ChIPアッセイを、記載されたように[18]実施した。プライマー配列をTable 2 (表2)(表
3)に詳細に示す。
【０１２２】
統計分析
　データは、GraphPad Prismを用いて分析した。単純比較のためにスチューデントのt-検
定を使用した。
【０１２３】
　（参考文献）
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