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(57)【要約】
　本発明は、一部において、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の両方に結合親和性を有する新
規な抗体の同定およびそれを使用する方法に基づく。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の両方に特異的に結合する、単離されたモノクローナル抗
体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項２】
　ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の両方は、ヒトＰＤ－Ｌ１およびヒトＰＤ－Ｌ２である、
請求項１に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項３】
　ヒトＰＤ－Ｌ１は、配列番号４または６のアミノ酸配列に対して少なくとも９０％の同
一性を有するアミノ酸配列を含み、ヒトＰＤ－Ｌ２は、配列番号６のアミノ酸配列に対し
て少なくとも９０％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項２に記載の単離された
モノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項４】
　前記単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、（ａ）ＰＤ－
１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合
するＰＤ－Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２；（ｅ）ＰＤ－１に結合するＰＤ
－Ｌ１によって媒介される免疫共抑制性シグナル；（ｆ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１
によって媒介される免疫共抑制性シグナル；（ｇ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２によっ
て媒介される免疫共抑制性シグナル；および（ｈ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２によっ
て媒介される免疫共抑制性シグナルからなる群から選択される、１以上の相互作用を抑制
する、請求項１に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント
。
【請求項５】
　前記単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、（ｅ）、（ｆ
）、（ｇ）、または（ｈ）の１以上の免疫共抑制性シグナルを抑制する、請求項４に記載
の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項６】
　前記単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、（ａ）ＰＤ－
１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合
するＰＤ－Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２；（ｅ）ＰＤ－１に結合するＰＤ
－Ｌ１によって媒介される免疫共抑制性シグナル；（ｆ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１
によって媒介される免疫共抑制性シグナル；（ｇ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２によっ
て媒介される免疫共抑制性シグナル；および（ｈ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２によっ
て媒介される免疫共抑制性シグナルからなる群から選択される、１以上の相互作用を高め
る、請求項１に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項７】
　前記免疫共抑制性シグナルは、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）、または（ｈ）である、請求項
６に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項８】
　ＰＤ－１、Ｂ７－１、またはＲＧＭｂは融合タンパク質である、請求項１に記載の単離
されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項９】
　前記単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、ペプチド配列
CFTVTVPKDLYVVEYGSNまたはCYRSMISYGGADYKRITVに結合する、請求項１に記載の単離された
モノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項１０】
　前記単離されたモノクローナル抗体は、ハイブリドーマクローンとして寄託され、受託
番号が付与されている、請求項１に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原
結合フラグメント。
【請求項１１】
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　前記単離されたモノクローナル抗体は、
　ａ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される重鎖配列と少なくとも約９５％の
同一性を有する重鎖配列、または、
　ｂ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される軽鎖配列と少なくとも約９５％の
同一性を有する軽鎖配列、
を含む、請求項１に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメン
ト。
【請求項１２】
　前記単離されたモノクローナル抗体は、
　ａ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される重鎖ＣＤＲ配列と少なくとも約９
５％の同一性を有する重鎖ＣＤＲ配列、または、
　ｂ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される軽鎖配列ＣＤＲ配列（light chai
n sequence CDR sequence）と少なくとも約９５％の同一性を有する軽鎖ＣＤＲ配列、
を含む、請求項１に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメン
ト。
【請求項１３】
　単離されたモノクローナル抗体は、
　ａ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される重鎖配列、または、
　ｂ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される軽鎖配列、
を含む、請求項１に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメン
ト。
【請求項１４】
　単離されたモノクローナル抗体は、
　ａ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される重鎖ＣＤＲ配列、または、
　ｂ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される軽鎖ＣＤＲ配列、
を含む、請求項１に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメン
ト。
【請求項１５】
　単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、キメラ、ヒト化、
複合体、齧歯動物、またはヒトである、請求項１～１４のいずれか１項に記載の単離され
たモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項１６】
　単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、Ｆ（ａｂ’）２フ
ラグメント、Ｆａｂフラグメント、ｓｃＦｖ、二重特異性ｓｃＦｖ、三重特異性ｓｃＦｖ
、ジアボディ、単一ドメイン抗体（ｄＡｂ）、ミニボディ、または分子認識単位（ＭＲＵ
）である、請求項１～１４のいずれか１項に記載の単離されたモノクローナル抗体または
その抗原結合フラグメント。
【請求項１７】
　単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、商業用抗体のＰＤ
－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２への結合を抑制する、請求項１～１４のいずれか１項に記載の単
離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項１８】
　単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントが存在することで、モ
ノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントの不存在の場合に比べて、少なくとも
１つのＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２活性を減少させるか、または抑制する、請求項１～１
４のいずれか１項に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメン
ト。
【請求項１９】
　請求項１～１４のいずれか１項に記載の単離されたモノクローナル抗体またはその抗原
結合フラグメント、および医薬的に許容される担体を含む、医薬組成物。
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【請求項２０】
　請求項１～１８のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体のポリペプチドをコードす
る核酸の補体または請求項１～１８のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体のポリペ
プチドをコードする核酸と少なくとも約９５％の相同性を有する配列にストリンジェント
な条件下でハイブリダイズする単離された核酸分子。
【請求項２１】
　請求項２０に記載の単離された核酸を含むベクター。
【請求項２２】
　請求項１～１４のいずれか１項に記載の抗体またはその抗原結合フラグメントを発現す
る宿主細胞。
【請求項２３】
　請求項２０に記載の核酸を含むトランスジェニック動物。
【請求項２４】
　請求項１～１４のいずれか１項に記載の少なくとも１つのモノクローナル抗体またはそ
の抗原結合フラグメントを作製する方法であって、前記少なくとも１つのモノクローナル
抗体またはその抗原結合フラグメントを産生する細胞を細胞培養から培養するステップを
含む、方法。
【請求項２５】
　請求項１～１４のいずれか１項に記載の少なくとも１つのモノクローナル抗体またはそ
の抗原結合フラグメントを含むデバイスまたはキットであって、任意に少なくとも１つの
モノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント、またはモノクローナル抗体もしく
はその抗原結合フラグメントを含む複合体を検出するための標識を含む、デバイスまたは
キット。
【請求項２６】
　前記装置は、サンドイッチアッセイまたは競合アッセイを用いて、サンプル中のＰＤ－
Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドの存在を検出する、請求項２５に記載の装置
。
【請求項２７】
　ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドの存在またはレベルを検出する方法
であって、 サンプルを取得するステップと、請求項１～１４のいずれか１項に記載の少
なくとも１つのモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントを用いてサンプル中
の前記ポリペプチドを検出するステップとを含む方法。
【請求項２８】
　前記少なくとも１つのモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、ＰＤ－
Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドとともに複合体を形成し、前記複合体は、酵
素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、放射線免疫検定法（ＲＩＡ）の形式で、または免
疫化学的に検出される、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記サンプルは、被検体から取得する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
　被検体における疾患の経過または再発をモニターする方法であって、請求項１～１４の
いずれか１項に記載の少なくとも１つのモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメ
ントならびに前記ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドを含む複合体の形成
に基づいて、前記被検体からのサンプル中のＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペ
プチドのレベルを決定するステップを含み、前記ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２の
レベルは、前記疾患の前記経過または再発を示す、方法。
【請求項３１】
　前記決定するステップは、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、放射線免疫検定法
（ＲＩＡ）の形式で、または免疫化学的によって、または細胞内フローアッセイを用いて
行われる、請求項３０に記載の方法。
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【請求項３２】
　前記疾患は、癌、メタボリックシンドローム、および脂質異常症からなる群から選択さ
れる、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２阻害剤を被検体に投与するか否かを決定する方法
であって、請求項１～１４のいずれか１項に記載の少なくとも１つのモノクローナル抗体
またはその抗原結合フラグメント、ならびに前記ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポ
リペプチドを含む複合体の形成に基づいて、前記被検体からのサンプル中のＰＤ－Ｌ１お
よび／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドのレベルを決定するステップ、および検出されたＰ
Ｄ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドのレベルに基づいて、ＰＤ－Ｌ１および
／またはＰＤ－Ｌ２阻害剤を投与するステップを含む、方法。
【請求項３４】
　前記決定するステップは、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、放射線免疫検定法
（ＲＩＡ）の形式で、または免疫化学的によって、または細胞内フローアッセイを用いて
行われる、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　疲弊Ｔ細胞を再活性化する方法であって、少なくともいくつかの細胞がＰＤ－Ｌ１およ
び／またはＰＤ－Ｌ２を発現する細胞集団を、請求項１～１４のいずれか１項に記載の少
なくとも１つのモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントを含む有効量の組成
物と接触させるステップを含む、方法。
【請求項３６】
　免疫応答の調節の恩恵を受けるであろう状態をもつ被検体を治療する方法であって、請
求項１～１４のいずれか１項に記載の少なくとも１つのモノクローナル抗体またはその抗
原結合フラグメント含む有効量の組成物を前記被検体に投与するステップを含む方法。
【請求項３７】
　前記状態は感染である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記感染は、ウイルス感染、細菌による感染、原生動物感染、または寄生虫感染である
、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記状態は癌である、請求項３６に記載の方法。
【請求項４０】
　前記癌は、固形腫瘍、血液の癌、膀胱癌、脳腫瘍、乳癌、結腸癌、胃癌、神経膠腫、頭
部癌、白血病、肝臓癌、肺癌、リンパ腫、骨髄腫、頸部癌、卵巣癌、メラノーマ、膵臓癌
、腎臓癌、唾液腺の癌、胃癌、胸腺上皮癌、および甲状腺癌からなる群から選択される、
請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記状態は、炎症性疾患である、請求項３７に記載の方法。
【請求項４２】
　前記炎症性疾患は、急性播種性脳脊髄炎、アジソン病、強直性脊椎炎、抗リン脂質抗体
症候群、抗リン脂質抗体症候群、自己免疫肝炎、関節炎、ベーチェット病、類天疱瘡、小
児脂肪便症、シャーガス病、クローン病、皮膚筋炎、１型糖尿病、グッドパスチャー症候
群、移植片対宿主病、グレーヴス病、ギラン－バレー症候群、橋本病、高ＩｇＥ症候群、
特発性血小板減少性紫斑病、エリテマトーデス、多発性硬化症、重症筋無力症、天疱瘡、
悪性貧血、多発性筋炎、原発性多発性筋炎、乾癬、関節リウマチ、シェーグレン症候群、
一過性動脈炎、脈管炎、またはヴェグナー肉芽腫症からなる群から選択される、請求項４
１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記状態は、移植拒絶反応である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４４】
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　前記移植拒絶反応は、臓器拒絶反応、骨髄移植拒絶反応、および骨髄非破壊的骨髄移植
拒絶反応からなる群から選択される、請求項４３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、２０１２年８月３日出願の米国仮特許出願第61/679,190号に基づく優先権を主
張するものであり、その全体が引用により本明細書中に組み込まれる。
【０００２】
連邦支援研究に関する陳述
　本発明は、国立衛生研究所により授与された助成金P01 AI056299 号の下に合衆国政府
の支援を受けてなされた。合衆国政府は本発明における特定の権利を有する。この陳述は
、連邦規則法典３７巻§４０１．１４（ａ）（ｆ）（４）を満たすためだけに記載したも
のであり、出願が１つの発明だけを開示および／または請求していると解すべきでない。
【背景技術】
【０００３】
　Ｔ細胞などの免疫細胞が外来タンパク質に応答するためには、抗原提示細胞（ＡＰＣｓ
）によって、２つのシグナルが休止Ｔリンパ球に提示されなければならない（Jenkins, M
. and Schwartz, R.（1987） J. Exp. Med. 165：302-319；Mueller, D. L.ら（1990） J
. Immunol. 144：3701-3709）。免疫応答に対して特異性を授与する第１のシグナルは、
Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）を介して変換され、その後、主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ
）に関連して提示される外来抗原性ペプチドを認識する。共刺激と呼ばれる第２のシグナ
ルは、Ｔ細胞の増殖を惹起し、機能を果たす（Lenschowら（1996）Annu. Rev. Immunol. 
14：233）。共刺激は、抗原特異的でも、ＭＨＣ制限的でもなく、ＡＰＣｓと表現される
１以上の異なる細胞表面ポリペプチドによってもたらされると考えられている（Jenkins,
 M. K.ら（1988） J. Immunol. 140：3324-3330；Linsley, P. S.ら（1991） J. Exp. Me
d. 173：721-730；Gimmi, C. D., ら 1991 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88：6575-6579
；Young, J. W. ら（1992） J. Clin. Invest. 90：229-237；Koulova, L. ら（1991） J
. Exp. Med. 173：759-762；Reiser, H.ら（1992） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89：27
1-275；van-Seventer, G. A.ら（1990） J. Immunol. 144：4579-4586；LaSalle, J. M.
ら（1991） J. Immunol. 147：774-80；Dustin, M. I.ら（1989） J. Exp. Med. 169：50
3；Armitage, R. J.ら（1992） Nature 357：80-82；Liu, Y.ら（1992） J. Exp. Med. 1
75：437-445）。
【０００４】
　公知の共刺激経路に加えて、共抑制経路が存在して、Ｔ細胞の活性化および免疫応答を
ダウンレギュレートする。そしてそのような共抑制経路を調節することで免疫応答を効果
的に調節することができる。例えば、共抑制経路の遮断は、負のシグナルを遮断すること
によって免疫応答を刺激するアプローチを提供し、それによって癌等の疾患、ならびにヒ
ト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）感染、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）感染、マラリア、およ
び結核（ＴＢ）等の慢性感染症を治療する治療可能性を有することになる。しかしながら
、少なくとも、（ａ）ＰＤ－１と相互作用するＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２；（ｂ）Ｂ７
－１と相互作用するＰＤ－Ｌ１；および（ｃ）ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２と相
互作用する他の受容体から構成されるネットワークは、標的への共抑制経路の複合体セッ
トを提示する。現在の作用物質は、これらの相互作用のサブセットを遮断するだけである
。実際、これら共抑制経路を調節する作用物質を生成する努力は、相互作用のサブセット
を特異的に調節する単一の作用物質に対して向けられている。例えば、存在するＰＤ－１
モノクローナル抗体（ｍＡｂ）は、ＰＤ－１とＰＤ－１リガンド、ＰＤ－Ｌ１とＰＤ－Ｌ
２の相互作用を遮断するかもしれないが、ＰＤ－Ｌ１とＢ７－１またはＰＤ－１リガンド
と他の受容体（例えば、ＰＤ－Ｌ２やＲＧＭｂ）の相互作用を遮断しないかもしれない。
したがって、そのような抗ＰＤ－１ ｍＡｂは、相互作用のサブセットのみを遮断するだ



(7) JP 2015-527342 A 2015.9.17

10

20

30

40

50

ろう。さらにそのような作用物質を生成する方法、例えば、動物モデルのＰＤ－Ｌ１また
はＰＤ－Ｌ２ポリペプチドによる免疫化は、宿主ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２がそのよう
な作用物質を産生するであろうＢ細胞の耐性や欠失を導かないため、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－
Ｌ２二重結合物質を産出しない。また、免疫化の目的での大きなＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－
Ｌ２ポリペプチドの使用は、両標的との結合を可能にする抗体をもたらす共通エピトープ
を機能的に不明瞭ににする。例えば、野生型マウスは、マウスＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ
２と反応する抗体を欠失させ、そのためにヒトおよびマウスＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２
の間で保存される構造と結合する多くの抗体を除去することになる。
【０００５】
　したがって、共抑制経路を同時に調節する能力を高めた組成物、およびそのような組成
物の使用方法であって、そのような共抑制経路を調節する能力を高めることが有益である
用途において効果的に診断、予後診断、および治療の提供を行う方法を開発することは、
当該技術において必要である。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明は、部分的に、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の両方に対して結合親和性を有する
新規な抗体の同定、およびその使用方法に基づいている。
【０００７】
　ある局面において、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の両方に特異的に結合する、単離され
たモノクローナル抗体、またはその抗原結合フラグメントが提供される。ある実施態様で
は、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の両方は、ヒトＰＤ－Ｌ１およびヒトＰＤ－Ｌ２である
。別の実施態様では、ヒトＰＤ－Ｌ１は、配列番号４または６のアミノ酸配列に対して少
なくとも９０％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、ヒトＰＤ－Ｌ２は、配列番号６の
アミノ酸配列に対して少なくとも９０％の同一性を有するアミノ酸配列を含む。さらに別
の実施態様では、単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、（
ａ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ
－１に結合するＰＤ－Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２；（ｅ）ＰＤ－１に結
合するＰＤ－Ｌ１によって媒介される免疫共抑制性シグナル；（ｆ）Ｂ７－１に結合する
ＰＤ－Ｌ１によって媒介される免疫共抑制性シグナル；（ｇ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－
Ｌ２によって媒介される免疫共抑制性シグナル；および（ｈ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－
Ｌ２によって媒介される免疫共抑制性シグナルからなる群から選択される、１以上の相互
作用を抑制する（例えば、前記単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグ
メントは、（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）、または（ｈ）の１以上の免疫共抑制性シグナルを抑
制する）。さらにまた別の実施態様では、単離されたモノクローナル抗体またはその抗原
結合フラグメントは、（ａ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合する
ＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ
２；（ｅ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ１によって媒介される免疫共抑制性シグナル；（
ｆ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１によって媒介される免疫共抑制性シグナル；（ｇ）Ｐ
Ｄ－１に結合するＰＤ－Ｌ２によって媒介される免疫共抑制性シグナル；および（ｈ）Ｒ
ＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２によって媒介される免疫共抑制性シグナルからなる群から選
択される、１以上の相互作用を高める（例えば、免疫共抑制性シグナルは、（ｅ）、（ｆ
）、（ｇ）、または（ｈ）である）。別の実施態様では、ＰＤ－１、Ｂ７－１、またはＲ
ＧＭｂは、融合タンパク質である。さらに別の実施態様では、単離されたモノクローナル
抗体またはその抗原結合フラグメントは、ペプチド配列CFTVTVPKDLYVVEYGSNまたはCYRSMI
SYGGADYKRITVに結合する。さらにまた別の実施態様では、単離されたモノクローナル抗体
は、ハイブリドーマクローンとして寄託され、受託番号が付与されている。別の実施態様
では、単離されたモノクローナル抗体は、ａ）表１に挙げられた配列からなる群から選択
される重鎖配列と少なくとも約９５％の同一性を有する重鎖配列、または、ｂ）表１に挙
げられた配列からなる群から選択される軽鎖配列と少なくとも約９５％の同一性を有する
軽鎖配列を含む。さらに別の実施態様では、単離されたモノクローナル抗体は、ａ）表１
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に挙げられた配列からなる群から選択される重鎖ＣＤＲ配列と少なくとも約９５％の同一
性を有する重鎖ＣＤＲ配列、または、ｂ）表１に挙げられた配列からなる群から選択され
る軽鎖配列ＣＤＲ配列（light chain sequence CDR sequence）と少なくとも約９５％の
同一性を有する軽鎖ＣＤＲ配列を含む。さらにまた別の実施態様では、単離されたモノク
ローナル抗体は、ａ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される重鎖配列、または
、ｂ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される軽鎖配列を含む。別の実施態様で
は、単離されたモノクローナル抗体は、ａ）表１に挙げられた配列からなる群から選択さ
れる重鎖ＣＤＲ配列、または、ｂ）表１に挙げられた配列からなる群から選択される軽鎖
ＣＤＲ配列を含む。さらに別の実施態様では、単離されたモノクローナル抗体またはその
抗原結合フラグメントは、キメラ、ヒト化、複合体、齧歯動物、またはヒトである。さら
にまた別の実施態様では、単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメン
トは、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆａｂフラグメント、ｓｃＦｖ、二重特異性ｓｃＦ
ｖ、三重特異性ｓｃＦｖ、ジアボディ、単一ドメイン抗体（ｄＡｂ）、ミニボディ、また
は分子認識単位（ＭＲＵ）である。別の実施態様では、単離されたモノクローナル抗体ま
たはその抗原結合フラグメントは、商業用抗体のＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２への結合を
抑制する。さらに別の実施態様では、単離されたモノクローナル抗体またはその抗原結合
フラグメントが存在することで、モノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントの
不存在の場合に比べて、ＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２活性の少なくとも１つを減少させる
か、または抑制する。
【０００８】
　別の局面において、本明細書に記載する単離されたモノクローナル抗体またはその抗原
結合フラグメントおよび医薬的に許容される担体を含む、医薬組成物が提供される。
【０００９】
　さらに別の局面において、本明細書に記載するモノクローナル抗体のポリペプチドをコ
ードする核酸の補体または本明細書に記載するモノクローナル抗体のポリペプチドをコー
ドする核酸に少なくとも約９５％の相同性を有する配列にストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズする単離された核酸分子が提供される。
【００１０】
　またさらに別の局面において、本明細書に記載する単離された核酸を含むベクターが提
供される。
【００１１】
　別の局面において、本明細書に記載する単離された核酸を含む、および／または本明細
書に記載する抗体もしくはその抗原結合フラグメントを発現する、宿主細胞が提供される
。
【００１２】
　さらに別の局面において、本明細書に記載する単離された核酸を含む、および／または
本明細書に記載する抗体もしくはその抗原結合フラグメントを発現する、トランスジェニ
ック動物が提供される。
【００１３】
　またさらに別の局面において、本明細書に記載する少なくとも１つのモノクローナル抗
体またはその抗原結合フラグメントを作製する方法であって、前記少なくとも１つのモノ
クローナル抗体またはその抗原結合フラグメントを産生する細胞を細胞培養から培養する
ステップを含む方法が提供される。
【００１４】
　別の局面において、本明細書に記載する、少なくとも１つのモノクローナル抗体または
その抗原結合フラグメントを含むデバイスまたはキットであって、任意に少なくとも１つ
のモノクローナル抗体もしくはその抗原結合フラグメント、またはモノクローナル抗体も
しくはその抗原結合フラグメントを含む複合体を検出するための標識を含む、デバイスま
たはキットが提供される。ある実施態様では、該装置は、サンドイッチアッセイまたは競
合アッセイを用いて、サンプル中のＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドの
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存在を検出する。
【００１５】
　さらに別の局面において、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドの存在ま
たはレベルを検出する方法であって、 サンプルを取得するステップと、本明細書に記載
の少なくとも１つのモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントを用いてサンプ
ル中の前記ポリペプチドを検出するステップとを含む方法が提供される。ある実施態様で
は、前記少なくとも１つのモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントは、ＰＤ
－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドと前記複合体を形成し、前記複合体は、酵
素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、放射線免疫検定法（ＲＩＡ）の形式で、または免
疫化学的に検出される。別の実施態様では、サンプルは、被検体から取得される。
【００１６】
　またさらに別の局面において、被検体における疾患の経過または再発をモニターする方
法であって、本明細書に記載の少なくとも１つのモノクローナル抗体またはその抗原結合
フラグメント、ならびに前記ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドを含む複
合体の形成に基づいて、前記被検体からのサンプル中のＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－
Ｌ２ポリペプチドのレベルを決定するステップを含み、前記ＰＤ－Ｌ１および／またはＰ
Ｄ－Ｌ２のレベルは、疾患の経過または再発を示す方法が提供される。ある実施態様では
、決定するステップは、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、放射線免疫検定法（Ｒ
ＩＡ）の形式で、または免疫化学的によって、または細胞内フローアッセイを用いて行わ
れる。別の実施態様では、疾患は、癌、メタボリックシンドローム、および脂質異常症か
らなる群から選択される。
【００１７】
　別の局面において、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２阻害剤を被検体に投与するか
否かを検出する方法であって、本明細書に記載の少なくとも１つのモノクローナル抗体ま
たはその抗原結合フラグメント、ならびに前記ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリ
ペプチドを含む複合体の形成に基づいて、前記被検体からのサンプル中のＰＤ－Ｌ１およ
び／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドのレベルを決定するステップ、および検出されたＰＤ
－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドのレベルに基づいて、ＰＤ－Ｌ１および／
またはＰＤ－Ｌ２阻害剤を投与するか否かを決定するステップを含む方法が提供される。
ある実施態様では、検出するステップは、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、もし
くは放射線免疫検定法（ＲＩＡ）の形式で、または免疫化学的によって、または細胞内フ
ローアッセイを用いて行われる。
【００１８】
　さらに別の局面において、疲弊Ｔ細胞を再活性化する方法であって、少なくともいくつ
かの細胞がＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２を発現する細胞集団を、本明細書に記載
の少なくとも１つのモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメントを含む有効量の
組成物と接触させるステップを含む方法が提供される。
【００１９】
　またさらに別の局面において、免疫応答の調節の恩恵を受けるであろう状態をもつ被検
体を治療する方法であって、本明細書に記載（describged）の少なくとも１つのモノクロ
ーナル抗体またはその抗原結合フラグメントを含む有効量の組成物を被検体に投与するス
テップを含む方法が提供される。ある実施態様では、状態は、感染（例えば、ウイルス感
染、細菌による感染、原生動物感染、または寄生虫感染）である。さらに別の実施態様で
は、状態は、癌（例えば、固形腫瘍、血液の癌、膀胱癌、脳腫瘍、乳癌、結腸癌、胃癌、
神経膠腫、頭部癌、白血病、肝臓癌、肺癌、リンパ腫、骨髄腫、頸部癌、卵巣癌、メラノ
ーマ、膵臓癌、腎臓癌、唾液腺の癌、胃癌、胸腺上皮癌、または甲状腺癌）である。さら
にまた別の実施態様では、状態は、炎症性疾患（例えば、急性播種性脳脊髄炎、アジソン
病、強直性脊椎炎、抗リン脂質抗体症候群、自己免疫溶血性貧血、自己免疫肝炎、関節炎
、ベーチェット病、類天疱瘡、小児脂肪便症、シャーガス病、クローン病、皮膚筋炎、１
型糖尿病、グッドパスチャー症候群、移植片対宿主病、グレーヴス病、ギラン－バレー症



(10) JP 2015-527342 A 2015.9.17

10

20

30

40

50

候群、橋本病、高ＩｇＥ症候群、特発性血小板減少性紫斑病、エリテマトーデス、多発性
硬化症、重症筋無力症、天疱瘡、悪性貧血、多発性筋炎、原発性多発性筋炎、乾癬、関節
リウマチ、シェーグレン症候群、一過性動脈炎、脈管炎、またはヴェグナー肉芽腫症）で
ある。別の実施態様では、状態は、移植拒絶反応（例えば、臓器拒絶反応、骨髄移植拒絶
反応、または骨髄非破壊的骨髄移植拒絶反応）。
【００２０】
発明の詳細な説明
　現在の作用物質は、単一の標的（例えば、ＣＴＬＡ４、Ｂ７－１, ＲＧＭｂ, ＰＤ－１
, ＰＤ－Ｌ１、またはＰＤ－Ｌ２）との結合およびその活性の調節しかできないので、共
抑制経路のサブセットの調節が非効率的である。このため、他の共抑制経路（例えば、抗
ＣＴＬＡ４抗体、抗Ｂ７－１抗体、抗ＲＧＭｂ抗体、抗ＰＤ－１抗体、抗ＰＤ－Ｌ１抗体
、および／または抗ＰＤ－Ｌ２抗体）を効果的に調節するための作用物質の追加は、診断
計画および治療計画を著しく複雑にし、臨床の通常の要件の負担を増加させるため、有用
な診断薬および治療薬の開発が課題となっている。したがって、本発明は、少なくとも部
分的に、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の両方に結合する新規な抗体組成物に基づくもので
ある。さらに、そのような所望の組成物を産生する宿主Ｂ細胞の寛容化や欠失の問題は、
ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２のノックアウト突然変異を持つ宿主動物を免疫化することに
よって克服した。これらのマウスは、これらのタンパク質を欠き、そのためＰＤ－Ｌ１ま
たはＰＤ－Ｌ２に結合する抗体を産生するあらゆるＢ細胞が寛容化や欠失がされなかった
ためである。生成した抗体中、多数の阻害経路を遮断することができるモノクローナル二
重遮断抗体である好ましい二重結合抗体を単離した。記載した二重結合抗体の生成の達成
は、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の構造が、非常に類似した領域を、特にＰＤ－１に結合
に関与するＩｇＶドメイン中の領域に有するという発見に基づく。さらに、ＰＤ－Ｌ１と
ＰＤ－Ｌ２の間の構造および配列構成の分析ならびにＰＤ－１とそのリガンド、ＰＤ－Ｌ
１およびＰＤ－Ｌ２との間の結合関係に基づいて所望の二重結合抗体を生成するための免
疫原性エピトープを表すペプチドＣＦＴＶＴＶＰＫＤＬＹＶＶＥＹＧＳＮおよびＣＹＲＳ
ＭＩＳＹＧＧＡＤＹＫＲＩＴＶが発見された。 
【００２１】
　本発明を容易に理解するために、まず初めにいくつかの用語を定義する。さらなる定義
は、明細書を通して記載する。
【００２２】
　本明細書で使用する冠詞「ａ」および「ａｎ」は、その冠詞の文法的な目的語の１もし
くは１以上（すなわち、少なくとも１）を意味するものとする。例えば、「an element」
は、１つの要素もしくは１以上の要素を意味する。
【００２３】
　本明細書で用いられる場合、用語「活性」は、ポリペプチドに関して用いられるとき、
例えば、ヒトＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドは、上記したようにタン
パク質の構造に本来そなわる活性を含む。
【００２４】
本明細書で用いられる場合、用語「抗体」は、全抗体およびあらゆる抗原結合フラグメン
ト（すなわち、「抗原結合部分」）またはその単鎖を包含する。「抗体」は、ジスルフィ
ド結合によって内部結合している少なくとも２つの重（ｈ）鎖と２つの軽（Ｌ）鎖を含む
グリコプロテイン、またはその抗原結合部分を意味する。各重鎖は、重鎖可変領域（本明
細書においてＶＨと略す）および重鎖定常領域からなる。重鎖定常領域は、３つのドメイ
ンＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３からなる。各軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書においてＶ

Ｌと略す）および軽鎖定常領域からなる。軽鎖定常領域は１つのドメインＣＬからなる。
ＶＨおよびＶＬ領域は、さらにより保存され、フレームワーク領域（ＦＲ）と称する領域
に点在する相補性決定領域（ＣＤＲ）と称する超可変部の領域に分割することができる。
各ＶＨおよびＶＬは、３つのＣＤＲおよび４つのＦＲを含み、アミノ末端からカルボキシ
末端までの間に、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４の順
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序で配列されている。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合ドメインを
含有する。「相互作用する抗体」は、補体系を惹起しない抗体を意味する。抗体は、ポリ
クローナルまたはモノクローナル；異種、同種、または同系抗体；またはその修飾系（例
えば、ヒト化、キメラなど）でもよい。抗体は、完全ヒト抗体でもよい。いくつかの好ま
しい実施態様では、本発明の抗体は、特異的また実質的に特異的にヒトＰＤ－Ｌ１および
ヒトＰＤ－Ｌ２と結合する。
【００２５】
　本明細書で用いられる場合、抗体の「抗原結合部分」または「抗原結合フラグメント」
という用語は、抗原と特異的に結合する能力を保持する抗体の１つ以上のフラグメントを
意味する（例えば、ヒトＰＤ－１および／またはＰＤ－２）。抗体の抗原結合機能は完全
長抗体により実施され得ることが証明されている。抗体の「抗原結合タンパク質」という
用語に含まれる結合フラグメントの例は、（ｉ）Ｆａｂフラグメント、ＶＨ、ＶＬ、Ｈ、
ＣＬおよびＣＨ１ドメインからなる一価フラグメント；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２フラグメ
ント、ヒンジ領域でジスルフィドブリッジにより結合された２のＦａｂフラグメントから
なる二価フラグメント；（ｉｉｉ）ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなるＦｄフラグメント
；（ｉｖ）抗体の１つの腕のＶＨおよびＶＬドメインからなるＦｖフラグメント；（ｖ）
ＶＨドメインからなるｄＡｂフラグメント（Wardら（1989）Nature341：544-546）；およ
び（ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）、または（ｖｉｉ）合成リンカーに任意
に結合されてもよい単離された２以上のＣＤＲの組み合わせを包含する。さらに、Ｆｖフ
ラグメントの２つの領域、ＶＨおよびＶＬは別々の遺伝子によりコードされるが、これら
は組み換え法を用いて、ＶＨおよびＶＬ領域対が一価ポリペプチド（一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦ
ｖ）として知られている、例えば、Birdら（1988）Science242：423-426；およびHuston
ら（1988）Proc. Natl. Acad. Sci. USA85： 5879-5883）を形成する１つのタンパク質鎖
として調製することができる合成リンカーにより結合できる。このような一本鎖抗体はさ
らに抗体の「抗体結合部分」という用語に含まれることを意図される。これらの抗体フラ
グメントは、当業者に公知の従来の方法によって取得することができ、フラグメントは、
インタクト抗体と同様の方法で使用のためのスクリーニングがなされる。
【００２６】
　用語「抗原提示細胞」は、プロフェッショナル抗原提示細胞（例えば、Ｂリンパ球、単
球、樹状細胞、ランゲルハンス細胞）ならびに他の抗原提示細胞（例えば、ケラチン生成
細胞、内皮細胞、星状細胞、繊維芽細胞、乏突起膠細胞）を包含する。用語「Ｔ細胞」は
、ＣＤ４＋Ｔ細胞およびＣＤ８＋Ｔ細胞を包含する。用語「Ｔ細胞」はさらに、ヘルパー
Ｔ細胞１タイプおよびヘルパーＴ細胞２タイプの両方を包含する。
【００２７】
　本明細書で用いられる場合、用語「結合親和性」は、作用物質が標的分子に結合する大
きさを表す。結合親和性は、所定の抗原に結合するのに十分な強さであるとき、「特異的
」であるとする。典型的に抗体は、約１０－７Ｍ未満、例えば、約１０－８Ｍ、１０－９

Ｍまたは１０－１０Ｍ未満の親和力（ＫＤ）で、あるいは、例えば、分析物およびリガン
ドとしての抗体として組み換え標的タンパク質（例えば、ヒトＰＤ－Ｌ１および／または
ヒトＰＤ－Ｌ２）を用いたＢＩＡＣＯＲＥ３０００装置による表面プラズモン共鳴（ＳＰ
Ｒ）によって判定された場合、さらに低い力で結合し、所定の抗原または非常に関連する
抗原以外の非特異的抗原（例えば、ＢＳＡ）と結合する場合の親和性よりも、少なくとも
１．１－、１．２－、１．３－、１．４－、１．５－、１．６－、１．７－、１．８－、
１．９－、２．０－、２．５－、３．０－、３．５－、４．０－、４．５－、５．０－、
６．０－、７．０－、８．０－、９．０－、または１０倍大きな親和性で所定の抗原に結
合する。「抗原を認識する抗体」や「抗原に特異的な抗体」なるフレーズは、本明細書に
おいては、用語「抗原に特異的に結合する抗体」と互換的に用いられる。
【００２８】
　本明細書で用いられる場合、用語「体液」は、体から排泄または分泌される液体、なら
びに通常は存在しない液体（例えば、羊水、眼房水、肝汁、血液、血漿、髄液、耳垢水、
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耳垢、カウパー腺液または尿道球腺液、乳糜、乳糜粥、糞便、女性射精液、間質液、細胞
内液、リンパ液、月経分泌物、母乳、粘液、胸膜液、腹水、膿、唾液、皮脂、精液、血清
、汗、滑液、涙、尿、膣分泌物、硝子体液、および嘔吐物）を言うものとする。
【００２９】
　本明細書で用いられる場合、用語「癌」または「腫瘍」は、制御されない増殖、不死、
転移能、急速な成長や増殖などの癌誘因性の細胞に典型的な特徴および特定の形態学的特
徴を有する細胞を意味する。癌細胞は腫瘍の形態をとることも多く、そのような細胞は単
独で動物内に存在することもある。または、白血病細胞などの非腫瘍化癌細胞であること
もある。本明細書で用いられる場合、用語「癌」は、前癌細胞ならびに悪性腫瘍細胞を含
む。癌は、限定されないが、グレーゾーンのリンパ腫、ホジキンリンパ腫および非ホジキ
ンリンパ腫（Ｔ細胞およびＢ細胞非ホジキンリンパ腫の両方を含む。例えば、マントルゾ
ーンリンパ腫、縦隔大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫、びまん性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫、濾
胞性リンパ腫、粘膜関連組織（ＭＡＬＴリンパ腫）の節外性辺縁帯リンパ腫、バーキット
リンパ腫、リンパ節性辺縁帯リンパ腫、小リンパ球性リンパ腫（ＳＬＬ）、リンパ形質細
胞性リンパ腫（ワルデンストレームマクログロブリン血症とも称される））を含むリンパ
腫、扁平上皮癌腫、Ｂ細胞腫瘍、例えば、多発性骨髄腫、例えば、α鎖病、γ鎖病、およ
びμ鎖病などの重鎖病、良性モノクローナル免疫グロブリン異常症、免疫細胞性アミロイ
ドーシス、メラノーマ（例えば、転移性メラノーマ）、乳癌、肺癌（例えば、小細胞肺癌
および非小細胞肺癌）、気管支癌、結直腸癌、前立腺癌（例えば、転移性のホルモン難治
性の前立腺癌）、膵臓癌、胃癌、卵巣癌、膀胱癌、脳もしくは中枢神経系の癌、末梢神経
系の癌、食道癌、子宮頚癌、子宮癌もしくは子宮内膜癌、口腔もしくは咽頭の癌、肝臓癌
、腎臓癌（例えば、腎細胞癌腫）、精巣癌、胆道癌、小腸もしくは虫垂の癌、唾液腺癌、
甲状腺癌、副腎癌、骨肉腫、軟骨肉腫、血液組織の癌などを含む。
【００３０】
　用語「ＣＤＲ」およびその複数形「ＣＤＲｓ」は、相補性決定領域（ＣＤＲ）を意味し
、そのうち３つは軽鎖可変領域（ＣＤＲＬ１、ＣＤＲＬ２およびＣＤＲＬ３）の結合特性
を形成し、および３つは重鎖可変領域（ＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２およびＣＤＲＨ３）の結
合特性を形成する。ＣＤＲは、抗体分子の機能的活性に寄与し、足場領域もしくはフレー
ムワーク領域からなるアミノ酸配列によって分離される。ＣＤＲの正確な境界や長さは、
分類および番号系に従って、異なって定義されてきた。したがって、ＣＤＲは、Kabat, C
hothia、共同研究者または他の境界についての定義を参照することができる。異なる境界
があるものの、これらの系のそれぞれは、いわゆる「高頻度可変領域」を構成する、ある
程度重複する部分を可変配列内に有している。したがって、これらの系によるＣＤＲの定
義は、隣接するフレームワーク領域についての長さおよび境界部分がにおいて異なってい
るかもしれない。例えば、Kabat、Chothiaおよび／またはMacCallumら（Kabatら、“Sequ
ences of Proteins of Immunological Interest”第５版、アメリカ合衆国保健福祉省、1
992；Chothiaら（1987） J. Mol. Biol. 196, 901；およびMacCallumら, J. Mol. Biol. 
Biol. （1996） 262, 732を参照することができる。そのそれぞれの全体が引用により組
み込まれる）。
【００３１】
　本明細書で用いられる場合、用語「分類する」は、サンプルを状態によって「関連づけ
る」または「カテゴライズする」ことを含む。いくつかの特定の例においては、「分類す
る」は、統計的証拠、実験的証拠、またはその両方に基づいている。いくつかの特定の実
施態様では、分類する方法および系は、いわゆる公知の状態のサンプルのトレーニングセ
ットを用いる。いったん確立すれば、トレーニング用データセットは基準、モデルまたは
テンプレートの役割を果たし、それらと不知のサンプルの特徴が比較され、不知の状態の
サンプルが分類される。いくつかの特定の例においては、サンプルの分類は、サンプルの
状態の診断に類似する。他のいくつかの例においては、サンプルの分類は、サンプルの状
態と他の状態との識別に類似する。
【００３２】
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　本明細書で用いられる場合、用語「複合体抗体」は、２以上の関連しない可変領域から
の生殖細胞系列または非生殖細胞系列の免疫グロブリン配列を含む可変領域を持つ抗体を
意味する。さらに用語「複合体ヒト抗体」は、ヒト生殖細胞系列または非生殖細胞系列の
免疫グロブリン配列に由来する定常領域および２以上の関連しないヒト可変領域からのヒ
ト生殖細胞系列またはヒト非生殖細胞系列の免疫グロブリン配列を含む可変領域を持つ抗
体をもつ抗体を意味する。複合体ヒト抗体は、人体中で複合体ヒト抗体の抗原性は低下す
るので、本発明に係る治療薬中の有効な部分として有用である。
【００３３】
　本発明はまた、ヌクレオチド配列にコードされる抗体またはアミノ酸配列を含有する抗
体の結合特性に有意な影響や変化を与えないヌクレオチドおよびアミノ酸配列修飾を含む
「保存配列修飾」を包含する。そのような保存配列修飾は、ヌクレオチドおよびアミノ酸
の置換、付加および欠失を含む。修飾は、例えば部位指定突然変異導入法やランダムＰＣ
Ｒによる変異導入のような、当該技術分野で知られる標準的な手法により導入することが
できる。保存的なアミノ酸置換には、例えば、アミノ酸残基を類似の側鎖を有するアミノ
酸残基で置換するものがある。似た側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーが当該技術分
野で定義されている。これらのファミリーには、塩基性側鎖を有するアミノ酸（例えば、
リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アスパラギン
酸、グルタミン酸）、電荷を持たない極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリシン、ア
スパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン、トリプトファン
）、非極性の側鎖を有するアミノ酸（例えば、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）、β―分岐側鎖を有するアミノ酸（例え
ば、トレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖を有するアミノ酸（例えば、
チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）がある。したがって、本発
明の抗体中の予想される非必須アミノ酸残基は、同じ側鎖ファミリーの他のアミノ酸残基
に好ましく置換される。 あるいは、別の実施態様では、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ
－Ｌ２と、例えば、飽和突然変異誘発によって結合する抗体をコードする核酸配列の全部
または一部にそってランダムに突然変異を導入することができ、得られた修飾抗体は、結
合活性に関してスクリーニングすることができる。
【００３４】
　さらに、遺伝子コード （下に表示）によって定義づけられているように、特定のタン
パク質のアミノ酸配列とそのタンパク質をコードすることができるヌクレオチド配列の間
には公知かつ確定的な対応性がある。同様に、遺伝子コードによって定義づけられている
ように、特定の核酸のヌクレオチド配列とその核酸によってコードされるアミノ酸配列の
間には公知かつ確定的な対応性がある。
【００３５】
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【００３６】
　遺伝子コードの重要かつ公知の特徴はその重複性であり、それによって、タンパク質を
作製するため用いられるアミノ酸の大半においては、複数の、コードするヌクレオチドの
トリプレットを用いてもよい（上記図示）。したがって、異なるヌクレオチド配列が所与
のアミノ酸配列をコードし得る。そのようなヌクレオチド配列は、（特定の生物では、い
くつかの配列を他より効率的に翻訳するかもしれないが）全ての生物において同じアミノ
酸配列を産生することになるので、機能的に同等であると考えられる。さらに、場合によ
っては、所与のヌクレオチド配列においてプリンまたはピリミジンの変異体が認められる
こともある。そのようなメチル化は、トリヌクレオチドコドンと対応するアミノ酸の間の
コード関係に影響を与えない。 
【００３７】
　核酸の場合、用語「実質的な相同性」は、最適にアライメントして比較した場合の２つ
の核酸またはそのうちの指示した配列が、適当なヌクレオチド挿入または欠失がありなが
らも、ヌクレオチドの少なくとも約８０％、通常はヌクレオチドの少なくとも約８１％、
８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、
９２％、９３％、９４％、９５％、９６％以上、そしてより好ましくは、ヌクレオチドの
少なくとも約９７％、９８％、９９％以上、同一であることを指すものである。あるいは
、数セグメントが選択的ハイブリダイゼーション条件下で鎖の補体にハイブリダイズする
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ときに、実質的な相同性を有するものとする。
【００３８】
　二つの配列間のパーセント同一性は、これら二つの配列を最適にアライメントするのに
導入する必要があるギャップの数、および各ギャップの長さを考慮に入れたときの、これ
ら配列に共通の同一位置の数の関数である（即ち、％相同性＝同一位置の数＃／位置の総
数＃×１００）。二つの配列間の配列の比較およびパーセント同一性の決定は、以下の非
限定的な例に解説するように、数学的アルゴリズムを用いて行うことができる。 
【００３９】
　二つのヌクレオチド間のパーセント同一性は、ＧＣＧソフトウェア・パッケージ（http
：//www.gcg.comで入手できる）のＧＡＰプログラムを用い、NWSgapdna.CMP 行列を用い
て、ギャップ・ウェイトを４０、５０、６０、７０、または８０にし、そしてレングス・
ウェイトを１、２、３、４、５、または６にして決定することができる。二つのヌクレオ
チドまたはアミノ酸配列間のパーセント同一性はまた、ＡＬＩＧＮプログラム（バージョ
ン２．０）に組み込まれたＥ．マイヤースおよびＷ．ミラーのアルゴリズム（Comput. Ap
pl. Biosci., 4：11-17 （1988）） を用い、ＰＡＭ１２０ウェイト残基表を用いて、ギ
ャップ・レングス・ペナルティを１２、そしてギャップ・ペナルティを４にして、決定す
ることもできる。さらに、二つのアミノ酸配列間のパーセント同一性は、ＧＣＧソフトウ
ェア・パッケージ（http：//www.gcg.comで入手できる）のＧＡＰプログラムに組み込ま
れたニードルマンおよびワンシュ（J.Mol. Biol.（48）：444-453 （1970））のアルゴリ
ズムを用い、Blossum 62行列またはPAM250行列のいずれかを用いて、ギャップ・ウェイト
を１６、１４、１２、１０、８、６、または４にし、レングス・ウェイトを１、２、３、
４、５、または６にして、決定することができる。 
【００４０】
　さらに本発明の核酸およびタンパク質の配列を「クエリー配列」として利用して、公開
データベースの検索を行って、例えば関連する配列を同定することなどができる。このよ
うな検索は、Altschulら（1990） J. Mol. Biol. 215：403-10のNBLASTおよびXBLASTプロ
グラム（バージョン2.0）を利用すれば行える。BLASTヌクレオチド検索を、NBLASTプログ
ラムを用い、スコア=１００、ワード長＝１２にして行うと、本発明の核酸分子に相同な
ヌクレオチド配列を得ることができる。BLASTタンパク質検索を、 XBLASTプログラムを用
い、スコア=５０、ワード長=３にして行うと、本発明のタンパク質分子に相同なアミノ酸
配列を得ることができる。比較を目的としてギャップのあるアライメントを行うには、Ga
pped BLAST をAltschulら（1997） Nucleic Acids Res. 25（17）：3389-3402が解説する
通りに利用できる。BLASTおよびギャップドBLASTプログラムを利用する場合、各プログラ
ムの（例えば、XBLAST およびNBLAST）のデフォルト・パラメータを利用できる。http：/
/www.ncbi.nlm.nih.gov. を参照されたい。
【００４１】
　当該核酸は全細胞中にあっても、細胞ライセート中にあっても、または部分的に精製さ
れたもしくは実質的に純粋な形で存在してもよい。核酸は、アルカリ／ＳＤＳ処理、Ｃｓ
Ｃｌバンディング、カラム・クロマトグラフィ、アガロースゲル電気泳動法、および当業
で公知の他の技術を含む標準的な技術により、例えば他の細胞内核酸またはタンパク質な
ど、他の細胞成分または他の混入物質を取り除いて精製されている場合に、「単離されて
いる」または「実質的に純粋である」ことになる。F. Ausubelら編。CurrentProtocols i
n Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New York（1987）
を参照されたい。
【００４２】
ｃＤＮＡ、ゲノムまたは混合物由来である本発明の核酸組成物は、しばしば天然配列（修
飾された制限部位等を除き）のままであり、遺伝子配列を提供する標準的技術に従って変
異させてもよい。コーディング配列の場合、これらの変異は、必要に応じアミノ酸配列を
左右するものでもよい。具体的には、ここで解説した天然のＶ、Ｄ、Ｊ、定常、スイッチ
および他のこのような配列に実質的に相同または由来とするＤＮＡ配列が考えられる（「
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由来する」が、ある配列が別の配列と同一か、もしくは別の配列から改変されていること
を指す場合）。
【００４３】
本明細書で用いられる場合、用語「二重結合抗体」は、１以上の物理的に離れている、異
なるポリペプチド配列を持つポリペプチド配列に対して結合親和性をもつ抗体を言う。そ
のような二重結合抗体は、例えば、結合エピトープ配列以外の領域にある、２つの物理的
に離れている、異なるポリペプチド配列を持つポリペプチド配列が共有するエピトープを
認識し、結合する。ある好ましい態様では、二重結合抗体は、本明細書において「抗ＰＤ
－Ｌ１抗体および抗ＰＤ－Ｌ２抗体」、「抗ＰＤ－Ｌ１抗体／ＰＤ－Ｌ２二重結合抗体」
とも呼ぶ、１つの「抗ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ２抗体」である。
【００４４】
　本明細書で用いられる場合、用語「Ｆｃ領域」は、天然配列Ｆｃ領域と変異体Ｆｃ領域
を含む免疫グロブリン重鎖のＣ末端領域を定義するために用いられる。免疫グロブリン重
鎖のＦｃ領域の境界は変化するかもしれないが、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域は通常Ｃｙｓ２
２６位またはＰｒｏ２３０位ののアミノ酸残基からそのカルボキシル末端に延びると定義
されている。本発明の抗体に用いられる好適な天然配列Ｆｃ領域としては、ヒトＩｇＧ１
、ＩｇＧ２（ＩｇＧ２Ａ、ＩｇＧ２Ｂ）、ＩｇＧ３、およびＩｇＧ４がある。
【００４５】
本明細書で用いられる場合、基質を液体（例えば、標準食塩クエン酸塩（saline citrate
）、ｐＨ７．４）で、基質から解離する分子の実質的な画分なしに、すすぐことができる
ように基質に共有または非共有結合している場合、分子は基質に「固定されている」また
は「固着されている」。
【００４６】
本明細書で用いられる場合、「フレームワーク」または「ＦＲ」残基は、本明細書で定義
するＨＶＲ残基以外の可変ドメイン残基である。
【００４７】
　本明細書で用いられる場合、「Ｆｃ受容体」または「ＦｃＲ」という用語は、抗体のＦ
ｃ領域に結合するレセプターを記述するために使用される。好ましいＦｃＲは、天然配列
ヒトＦｃＲである。さらに好ましいＦｃＲは、ＩｇＧ抗体（γレセプター）に結合し、Ｆ
ｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩおよびＦｃγＲＩＩＩサブクラスのレセプターを含むものであり
、これらのレセプターの対立遺伝子変異体および選択的スプライシング型を含む。Ｆｃγ
ＲＩＩレセプターは、ＦｃγＲＩＩＡ（「活性化レセプター」）およびＦｃγＲＩＩＢ（
「抑制受容体」）を含み、それらは、主としてその細胞質ドメインにおいて異なる類似の
アミノ酸配列を有する。活性化ＦｃγＲＩＩＡは、その細胞質ドメインに、免疫レセプタ
ーチロシン－ベース活性化モチーフ（ＩＴＡＭ）を有する。抑制受容体ＦｃγＲＩＩＢは
、その細胞質ドメインに、免疫レセプターチロシン－ベース活性化モチーフ（ＩＴＩＭ）
を有する（Daeron, Annu. Rev. Immunol., 15：203-234（1997）に概説されている）。Ｆ
ｃＲはRavetchおよびKinet, Annu. Rev. Immunol 9：457-92 （1991）；Capelら、Immuno
methods 4：25-34 （1994）；およびde Hasら、J. Lab. Clin. Med. 126：330-41 （1995
）において概説されている。将来同定されるものも含む他のＦｃＲが、ここにおける「Ｆ
ｃＲ」という用語に包含される。
【００４８】
　「機能保存的変異体」とは、１つのタンパク質または酵素内の所与のアミノ酸残基が、
限定されないが、類似の特性（例えば極性、水素結合ポテンシャル、酸性、塩基性、疎水
性、芳香族性など）を有するものによるアミノ酸の置換を含めたポリペプチドの全体的立
体構造および機能を改変することなく変更されている変異体のことである。保存されたも
のとして示されたもの以外のアミノ酸は、１つのタンパク質内で異なっていてよく、その
ため、類似の機能をもつ任意の２つのタンパク質の間のタンパク質またはアミノ酸配列類
似性百分率は、変動してよく、例えばクラスタ方法（Cluster Method）などによるアライ
ンメントスキームに従って決定された場合７０％～９９％であり得る。ここで類似性はＭ
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ＥＧＡＬＩＧＮアルゴリズムに基づいている。「機能保存的変異体」も、ＢＬＡＳＴまた
はＦＡＳＴＡアルゴリズムによって決定された場合に、少なくとも６０％のアミノ酸同一
性、好ましくは少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも８５％、さらに好ましくは
少なくとも９０％、そしてさらに一層好ましくは少なくとも９５％のアミノ酸同一性を有
し、かつ比較対象の天然のタンパク質または親タンパク質と同じかまたは実質的に類似の
特性または機能を有するポリペプチドを含む。
【００４９】
　ここで使用される場合、「グリコシル化パターン」という用語は、タンパク質、より具
体的には免疫グロブリンタンパク質に共有的に付着している炭水化物単位のパターンとし
て定義される。異種抗体のグリコシル化パターンは、当業者が異種抗体のグリコシル化パ
ターンを、導入遺伝子のＣＨ遺伝子が由来する種に対してよりも非ヒトトランスジェニッ
ク動物の種における上記グリコシル化パターンにより類似しているものと認識する場合、
非ヒトトランスジェニック動物の種によって産生される抗体に天然に生じるグリコシル化
パターンと実質的に同様であると特徴付けることができる。
【００５０】
　本明細書で用いられる場合、用語「異種抗体」は、そのような抗体を産生するトランス
ジェニック非ヒト生物との関連で定義される。この用語は、トランスジェニック非ヒト動
物からなるものでない生物に見出され、一般にトランスジェニック非ヒト動物のもの以外
の種由来のものに対応するアミノ酸配列またはコード核酸配列を有する抗体を意味する。
【００５１】
本明細書で用いられる場合、用語「ヒト化抗体」は、ヒト以外の哺乳動物から誘導された
抗体のＣＤＲと、ヒト抗体のＦＲ領域および定常領域からなる抗体を意味する。ヒト化抗
体は、人体中におけるヒト化抗体の抗原性が低下させられるので、本発明に係る治療剤中
の有効成分として有用である。
【００５２】
　本明細書で用いられる場合、 用語「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」または「ＨＶ」と
いう用語は、配列において高頻度可変であり、および／または構造的に定まったループを
形成する抗体可変ドメインの領域を意味する。一般に、抗体は６つのＨＶＲを含む；つま
り、ＶＨに３つ（Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３）、ＶＬに３つ（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３）である。天然の
抗体では、Ｈ３およびＬ３は６つのＨＶＲの殆どの多様性を示し、特にＨ３は抗体に微細
な特異性を付与するのに独特の役割を果たすと考えられている。例えばXuら、Immunity 1
3：37-45 （2000）；JohnsonおよびWu, Methods in Molecular Biology 248：1-25 （Lo
編, Human Press, Totowa, NJ, 2003）を参照されたい。確かに、重鎖のみからなる天然
に生じるラクダ抗体は軽鎖の不存在下で機能的で安定である。例えば、Hamers-Casterman
ら、Nature 363：446-448（1993）；Sheriffら、Nature Struct. Biol. 3：733-736（199
6）を参照されたい。
【００５３】
　用語「免疫応答」は、Ｔ細胞共刺激の調節によって影響を受けるＴ細胞媒介および／ま
たはＢ細胞媒介免疫応答を含む。例示的な免疫応答はＴ細胞応答、例えばサイトカイン産
生、および細胞傷害性を含む。また、免疫応答という用語は、Ｔ細胞活性化によって間接
的に影響を受ける免疫応答、例えば抗体産生（体液性応答）およびサイトカイン応答性細
胞、例えばマクロファージの活性化を含む。
【００５４】
　本明細書で用いられる場合、「抑制する」という用語は、例えば特定の作用、機能また
は相互作用の減少、制限または遮断を含む。本明細書で用いられる場合、用語「抑制性シ
グナル」は、免疫細胞上のポリペプチドに対する抑制受容体（例えば、ＣＴＬＡ４、ＰＤ
－１またはＲＧＭｂ）を介して伝達されるシグナルを意味する。そのようなシグナルは、
活性化レセプターを介して（例えば、ＴＣＲまたはＣＤ３ポリペプチドを介して）シグナ
ルをアンタゴナイズし、その結果、例えば、二次メッセンジャー生成の抑制；増殖の抑制
；免疫細胞におけるエフェクター機能の抑制、例えば、減少したファーゴサイトーシス、
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減少した抗体生産、減少した細胞性細胞傷害性、免疫細胞のメディエータ（例えばサイト
カイン（例えばＩＬ－２）および／またはアレルギー性反応のメディエータ）の産生の失
敗；またはアネルギーの発生などを生じさせることができる。
【００５５】
　ここで使用される場合、二分子間の相互作用に言及する場合の「相互作用」という用語
は、分子の互いの物理的接触（例えば、結合）を意味する。一般に、そのような相互作用
は、上記分子の一方または両方の（生物学的効果を生じる）活性を生じる。活性は分子の
一方または両方の直接の活性（例えば、シグナル伝達）でありうる。あるいは、相互作用
において一方または両方の分子はリガンドへの結合が防止されることもあり、よってリガ
ンド結合活性（例えばそのリガンドに結合し、共刺激を惹起または抑制する）について不
活性とされることもある。そのような相互作用を抑制すると、相互作用に関与する１以上
の分子の活性の破壊を生じる。そのような相互作用を亢進することは、上記物理的接触の
可能性を延長または増大させ、上記活性の可能性を延長または増大させる。
【００５６】
　本明細書で用いられる場合、「単離された抗体」という用語は、異なった抗原特異性を
有する他の抗体を実質的に含まない抗体（例えば、ヒトＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－
Ｌ２に特異的に結合し、ヒトＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２に結合しない抗体を実
質的に含まない抗体）を言うものとする。しかしながら、ヒトＰＤ－Ｌ１および／または
ＰＤ－Ｌ２のエピトープに特異的に結合する単離された抗体はそれぞれ、異なった種由来
の他のヒトＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２タンパク質と交差反応性を有している場
合がある。しかしながら、いくつかの好ましい実施態様では、抗体は、ヒトＰＤ－Ｌ１お
よび／またはＰＤ－Ｌ２に対して高い親和性および選択性を維持している。さらに、単離
された抗体は、典型的には他の細胞性物質および／または化学物質を実質的に含まない。
本発明のある態様では、ヒトＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２に対して異なった特異
性を有する「単離された」モノクローナル抗体の組合せが良好に定まった組成物において
組み合わされる。 
【００５７】
　本明細書で用いられる場合、用語「アイソタイプ」は、重鎖定常領域遺伝子によってコ
ードされる抗体クラス（例えば、ＩｇＭまたはＩｇＧ１）を意味する。
【００５８】
　本明細書で用いられる場合、用語「ＫＤ」は、特定の抗体抗原相互作用の解離平衡定数
を意味するものである。ここに開示される発明の抗体の結合親和性は、標準的な抗体－抗
原アッセイ、例えば、競合アッセイ、飽和アッセイ、またはＥＬＩＳＡもしくはＲＩＡな
どの標準的なイムノアッセイによって測定または判定すればよい。  
【００５９】
　本明細書で用いられる場合、「キット」は、少なくとも１つの試薬、例えば、本発明の
マーカーの発現を特異的に検出または調節するためのプローブを含む、あらゆる製造物（
例えば、パッケージまたは容器）である。キットは、本発明の方法を行うためのユニット
として、売り込まれ、流通され、または販売され得る。
【００６０】
　本明細書で用いられる場合、「調節する」という用語は、アップレギュレーションおよ
びダウンレギュレーション、例えば、応答または生物学的活性の亢進または抑制を含む。
【００６１】
本明細書で用いられる場合、用語「モノクローナル抗体」は、特定のエピトープに対して
単一の結合特異性および親和性を示す抗体を意味する。したがって、「ヒトモノクローナ
ル抗体」という用語は、単一の結合特異性を示し、ヒト生殖系列または非生殖系列免疫グ
ロブリン配列に由来する可変および定常領域を有する抗体を意味する。ある実施態様では
、ヒトモノクローナル抗体は、不死化細胞に融合させたヒト重鎖導入遺伝子および軽鎖導
入遺伝子を含むゲノムを有する非ヒト動物、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って産生される。
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【００６２】
　本明細書で用いられる場合、物について「天然に存在する」という用語は、物を天然に
見出すことができるという事実を意味する。例えば、天然源から単離することができる（
ウイルスを含む）生物に存在し、研究室において人間によって意図的に改変されていない
ポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列は天然に存在している。
【００６３】
　本明細書で用いられる場合、用語「核酸分子」は、ＤＮＡ分子およびＲＮＡ分子を含む
ものとする。核酸分子は一本鎖または二本鎖でありうるが、好ましくは二本鎖ＤＮＡであ
る。本明細書で用いられる場合、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２に結合する抗体ま
たは抗体部分（例えば、ＶＨ、ＶＬ、ＣＤＲ３）をコードする核酸に関連して、本明細書
で用いられる用語「単離された核酸分子」は、抗体または抗体の一部分をコードするヌク
レオチド配列が、それぞれＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２以外の抗原に結合する抗
体または抗体部分をコードする他のヌクレオチド配列を含まず、他の配列がヒトゲノムＤ
ＮＡ中の核酸に天然には隣接しているかもしれない、核酸分子を意味するものである。
【００６４】
　核酸は、それが他の核酸配列と機能的な関係に配置される場合、「作用可能に連結」さ
れている。例えば、プロモーターまたはエンハンサーは、それが配列の転写に影響する場
合、コード配列に作用可能に連結されている。転写調節配列に関しては、作用可能に連結
するとは、連結されているＤＮＡ配列が近接し、二つのタンパク質コード領域を接合する
のに必要な場合には、近接し、かつ読み枠にあることを意味する。スイッチ配列では、作
用可能に連結するとは配列がスイッチ組み換えを実施できることを示す。
【００６５】
　マーカーの「過剰発現」または「有意に高レベルの発現」とは、発現を評価するために
使用されるアッセイの標準誤差よりも大きい、そして好ましくは、対照サンプル（例えば
、疾患に関連するマーカーを有さない健常被験体由来のサンプル）中のマーカーの発現レ
ベルの少なくとも２倍、より好ましくは２．１，２．２、２．３、２．４、２．５、２．
６、２．７、２．８、２．９、３、３．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、
７．５、８、８．５、９、９．５、１０、１０．５、１１、１２、１３、１４、１５、１
６、１７、１８、１９、２０倍以上高い試験サンプル中での発現レベル、そして好ましく
はいくつかの対照サンプルにおけるマーカーの平均発現レベルをいう。マーカーの「有意
に低いレベルの発現」とは、対照サンプル（例えば、疾患に関連するマーカーを有さない
健常被験体由来のサンプル）中のマーカーの発現レベルの少なくとも２倍、より好ましく
は２．１、２．２、２．３、２．４、２．５、２．６、２．７、２．８、２．９、３、３
．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、１
０、１０．５、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０倍小さい
試験サンプルの発現レベル、そして好ましくはいくつかの対照サンプルにおけるマーカー
の平均発現レベルをいう。
【００６６】
　本明細書で用いられる場合、用語「患者」は、特定の症状または1以上の診断を示唆す
る症状を臨床的に発症していることを示したヒト被検体を含む。患者は、当該技術分野の
医師に公知の臨床的な処置によって更なる分類が必要かもしれない（または、さらなる疾
患の指示は必要ないかもしれず、あらゆるすべての点で正常であるらしいこともある）。
患者の診断は、さらなる疾患の症状の発症、または自然な、または、治療計画もしくは治
療の経過中の該疾患の寛解といった疾患の進行の経過中に変わるかもしれない。用語「診
断」は、特定の患者または被検体の早期または後期における診断が異なることを排除する
ものではない。用語「予後」は、生物学的サンプル中の1以上の酵素の存在に関連する、
さもなければ、それにより示される状態を被検体または患者が発生する蓋然性の評価を意
味する。
【００６７】
　用語「ＰＤ－１」は、リガンドとして知られているＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２を有す
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る共抑制受容体として機能する免疫グロブリン遺伝子スーパーファミリーのメンバーを言
う。ＰＤ－１は、アポトーシス細胞死に関連するタンパク質を選択するためのサブトラク
ションクローニングベースの方法を用いて既に同定されている。ＰＤ－１は、ＰＤ－Ｌ１
に結合するその能力に基づく分子のＣＤ２８／ＣＴＬＡ－４ファミリーのメンバーである
。ＣＴＬＡ４と同様に、ＰＤ－１は抗ＣＤ３に応答してＴ細胞の表面上で迅速に誘発され
る（Agataら、25 （1996） Int. Immunol. 8：765）。しかしながら、ＣＴＬＡ４とは対
照的に、ＰＤ－１はＢ細胞の表面上でも誘発される（抗ＩｇＭに応答して）。ＰＤ－１は
さらに、胸腺細胞および骨髄細胞のサブセット上でも発現される（Agataら（1996） 前掲
；Nishimuraら（1996） Int. Immunol. 8：773）。
【００６８】
　代表的なヒトＰＤ－１バイオマーカーの核酸およびアミノ酸配列は、GenBankデータベ
ースにアクセッション番号NM_005018.2およびNP_005009.2にて公開されており、入手可能
である。それを表１に示している（Ishidaら（1992） 20 EMBO J 11：3887；Shinoharaら
（1994） Genomics 23：704；米国特許第5,698,520号も参照されたい）。ＰＤ－１は、免
疫グロブリンスーパーファミリードメイン、膜貫通ドメインを含有する細胞外領域、およ
び免疫受容体チロシンベースの抑制モチーフ（ＩＴＩＭ）を含む細胞内領域を有する（Is
hidaら（1992） EMBO J. 11：3887；Shinoharaら（1994） Genomics 23：704；米国特許
第5,698,520号）。これらの特徴も、免疫抑制性受容体と呼ばれるポリペプチドの大きな
ファミリーを画定するものであり、それはまたｇｐ４９Ｂ、ＰＩＲ－Ｂ、およびキラー抑
制性受容体（ＫＩＲ）を含む（Vivier and Daeron （1997） Immunol. Today 18：286）
。これらの受容体のチロシルリン酸化ＩＴＩＭモチーフは、抑制シグナルを導くホスファ
ターゼを含有するＳＨ２ドメインと相互作用することが推定されることが多い。これらの
免疫抑制性受容体のサブセットは、ＭＨＣポリペプチド、例えば、ＫＩＲと結合し、ＣＴ
ＬＡ４はＢ７－１およびＢ７－２と結合する。ＭＨＣとＢ７遺伝子の間に系統発生的関係
があることが提唱されている（Henryら（1999） Immunol. Today 20（6）：285-8）。ヒ
ト以外の生物のＰＤ－１オルソログの核酸およびポリペプチド配列は公知であり、それら
には、例えば、マウスＰＤ－１（NM_008798.2およびNP_032824.1）、ラットＰＤ－１（NM
_001106927.1およびNP_001100397.1）、イヌＰＤ－１（XM_543338.3およびXP_543338.3）
、ウシＰＤ－１（NM_001083506.1およびNP_001076975.1）、ならびにニワトリＰＤ－１（
XM_422723.3およびXP_422723.2）が含まれる。 
【００６９】
　ＰＤ－１ポリペプチドは、可溶性、単量体の形態で存在するとき、抑制シグナルを免疫
細胞に送り、それによって免疫細胞の免疫細胞エフェクター機能を抑制することができ、
または共刺激（例えば、競合的抑制によって）を促進することができる抑制性受容体であ
る。好ましいＰＤ－１ファミリーメンバーは、ＰＤ－１と配列同一性を共有し、１以上の
Ｂ７ファミリーメンバー、例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－２、ＰＤ－１リガンド、および／ま
たは他のポリペプチドに、抗原提示細胞上で結合する。
【００７０】
　「ＰＤ－１活性」という用語は、抗原提示細胞上に天然ＰＤ－１リガンドを関与させる
ことにより、免疫細胞において抑制シグナルを調節する、ＰＤ－１ポリペプチドの能力を
含む。ＰＤ－１は、ＣＴＬＡ４と同様な方法で免疫細胞に抑制シグナルを送信する。免疫
細胞における抑制性シグナルの調節の結果、免疫細胞の増殖、および／または免疫細胞に
よるサイトカイン分泌の調節が生じる。よって、「ＰＤ－１活性」という用語は、ＰＤ－
１ポリペプチドのその天然リガンドに結合する能力、免疫細胞共刺激または抑制性シグナ
ルを調節する能力、および免疫応答を調節する能力を含む。
【００７１】
　用語「ＰＤ－１リガンド」は、ＰＤ－１受容体の結合パートナーを言い、ＰＤ－Ｌ１ 
（Freemanら（2000） J. Exp. Med. 192：1027）とＰＤ－Ｌ２（Latchmanら（2001） Nat
. Immunol. 2：261）の両方を含む。少なくとも２つのタイプのヒトＰＤ－１リガンドポ
リペプチドが存在する。ＰＤ－１リガンドタンパク質は、シグナル配列、およびＩｇＶド
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メイン、ＩｇＣドメイン、膜貫通ドメインならびに短い細胞質尾部を含む。ＰＤ－Ｌ１（
配列データについては、Freemanら（2000） J. Exp. Med. 192：1027を参照）およびＰＤ
－Ｌ２（配列データについては、Latchmanら（2001） Nat. Immunol. 2：261を参照）の
両方は、Ｂ７ファミリーのポリペプチドのメンバーである。ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２
の両方が、胎盤、脾臓、リンパ節、胸腺および心臓で発現する。ＰＤ－Ｌ２のみが、膵臓
、肺および肝臓で発現し、一方、ＰＤ－Ｌ１のみが胎児肝臓で発現する。両方のＰＤ－１
リガンドが、活性化された単球および樹状細胞においてアップレギュレートされる。
【００７２】
　ＰＤ－１リガンドは、特定の保存された構造的および機能的特徴を有するポリペプチド
のファミリーを含む。用語「ファミリー」は、タンパク質または核酸分子についていう場
合、共通の構造的ドメインまたはモチーフを有し、本明細書において定義するような十分
なアミノ酸またはヌクレオチド配列相同性を有する２以上のタンパク質または核酸分子を
意味するものとする。このようなファミリーメンバーは、天然に存在するかまたは天然に
存在せず、同じまたは異なる種のいずれかから得ることができる。例えば、ファミリーは
ヒト起源の第一のタンパク質、ならびに他のヒト起源の異なるタンパク質を含むことがで
きるか、あるいは別に、ヒト以外の起源の相同物を含むことができる。ファミリーのメン
バーはさらに共通の機能的特徴を有し得る。ＰＤ－１リガンドポリペプチドはポリペプチ
ドのＢ７ファミリーのメンバーである。本明細書で用いる用語「Ｂ７ファミリー」または
「Ｂ７ポリペプチド」は、Ｂ７ポリペプチド、例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－２、Ｂ７ｈ（Sw
allowら（1999）Immunity11：423）、および／またはＰＤ－１リガンド（例えば、ＰＤ－
Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２）と配列相同性を共有する共刺激ポリペプチドを含む。例えば、デ
フォルトのパラメータを用いてNCBIのBLASTプログラム（ギャップペナルティーが存在１
１および拡張１に設定されたBlosurm６２マトリックス（NCBIウェブサイトを参照））を
用いて比較した場合に、ヒトＢ７－１およびＢ７－２は約２６％のアミノ酸配列同一性を
共有する。用語Ｂ７ファミリーもまた、免疫細胞機能を改変し得る、これらポリペプチド
の変異体を含む。分子のＢ７ファミリーは、シグナルドメイン、ＩｇＶドメインおよびＩ
ｇＣドメインを含むいくつかの保存された領域を共有する。ＩｇＶドメインおよびＩｇＣ
ドメインは、技術的に認識されたＩｇスーパーファミリーメンバードメインである。これ
らのドメインは、Ｉｇフォールドと呼ばれるフォールディングパターンが異なる構造的ユ
ニットに対応する。Ｉｇフォールドは、２つのβシートに挟まれており、それぞれが５～
１０のアミノ酸のアンチパラレルβ鎖からなり、２つのシート間のジスルフィド結合は、
すべてではないが、大半が保存されている。Ｉｇ、ＴＣＲ、およびＭＨＣ分子のＩｇＣド
メインは同じタイプの配列パターンを共有し、Ｉｇスーパーファミリー内のＣ１セットと
呼ばれる。他のＩｇＣドメインは、他のセット中にある。ＩｇＶドメインもまた、配列パ
ターンを共有し、Ｖセットドメインと呼ばれる。ＩｇＶドメインはＩｇＣドメインよりも
長く、さらなるβ鎖対を含有する。
【００７３】
　好ましいＢ７ポリペプチドは、免疫細胞に共刺激または抑制性シグナルを送り、それに
よって免疫細胞応答を促進または抑制することができる。例えば、共刺激受容体と結合す
るＢ７ファミリーメンバーは、Ｔ細胞活性化を増加させるが、抑制受容体と結合するＢ７
ファミリーメンバーは、共刺激を減少させる。さらに、同じＢ７ファミリーメンバーは、
Ｔ細胞共刺激を増加または減少させる。例えば、共刺激受容体に結合する場合、ＰＤ－１
リガンドは、免疫細胞の共刺激を誘発するか、または例えば、溶解型において存在する場
合に免疫細胞共刺激を抑制することができる。抑制受容体と結合する場合、ＰＤ－１リガ
ンドポリペプチドは抑制シグナルを免疫細胞に伝達することができる。好ましいＢ７ファ
ミリーのメンバーには、Ｂ７－１、Ｂ７－２、Ｂ７ｈ、ＰＤ－Ｌ１、またはＰＤ－Ｌ２お
よびその可溶性フラグメントもしくは誘導体が含まれる。ある実施態様では、Ｂ７ファミ
リーメンバーは、例えば、ＣＴＬＡ４、ＣＤ２８、ＩＣＯＳ、ＰＤ－１および／または他
の受容体などの免疫細胞上の１つ以上の受容体に結合し、受容体に応じて、免疫細胞、好
ましくはＴ細胞に抑制シグナルまたは共刺激シグナルを伝達する能力を有する。
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【００７４】
　いくつかの実施態様では、Ｂ７ファミリーのＢ７－１および／またはＢ７－２メンバー
が好ましい。Ｂ７－１（ＣＤ８０）およびＢ７－２（ＣＤ８６）タンパク質は、重要な共
刺激分子である（Freemanら（1991） J. Exp. Med. 174：625；Freemanら（1989） J. Im
munol. 143：2714；Azumaら（1993） Nature 366：76；Freemanら（1993） Science 262
：909）。Ｂ７－２は、一次免疫応答において主な役割を果たし、Ｂ７－１は、免疫応答
の後期にアップレギュレーションされるものであり、一次Ｔ細胞応答の延長あるいは二次
Ｔ細胞応答の共刺激に重要であるかもしれない（Bluestone （1995） Immunity 2：555）
。ＰＤ－Ｌ１はＰＤ－１およびＢ７－１の両方に結合する。ＰＤ－Ｌ１によるＴ細胞発現
Ｂ７－１の結合およびＢ７－１によるＴ細胞発現ＰＤ－Ｌ１の結合の両方により、Ｔ細胞
が抑制される（Butteら（2007） Immunity 27：111）。代表的なヒトＢ７－１バイオマー
カーの核酸およびアミノ酸配列は、GenBankデータベースにアクセッション番号NM_005191
.3およびNP_005182.1として公開されており、入手可能である（表１において、配列番号
１１および１２として示している）。さらに、ヒト以外の生物のＢ７－１オルソログの核
酸およびポリペプチド配列は既知であり、例えば、チンパンジーＢ７－１（XM_001163234
.2およびXP_001163234.1）、イヌＢ７－１（NM_001003147.1およびNP_001003147.1）、ウ
シＢ７－１（NM_001206439.1およびNP_001193368.1）、マウスＢ７－１（NM_009855.2お
よびNP_033985.3）、およびラットＢ７－１（NM_012926.1およびNP_037058.1）がある。
【００７５】
　共刺激シグナルを調節すると、免疫細胞のエフェクター機能が調節される。したがって
、「ＰＤ－１リガンド活性」という用語は、ＰＤ－１リガンドポリペプチドがその天然の
受容体（例えば、ＰＤ－１またはＢ７－１など）と結合する能力、免疫細胞共刺激または
抑制シグナルを調節する能力および免疫細胞応答を調節する能力を包含する。
【００７６】
　用語「ＰＤ－Ｌ１」は、特異的なＰＤ－１リガンドを意味する。２つの型のヒトＰＤ－
Ｌ１分子が同定されている。１の型は天然に存在するＰＤ－Ｌ１可溶性ポリペプチド、す
なわち、ＣＯＯＨ－末端に短い親水性ドメインを持つが膜貫通ドメインをもたないもので
あり、本明細書においてＰＤ－Ｌ１Ｓと称する（表１において、配列番号４に示す）。第
２の型は、細胞関連（cell-associated）ポリペプチド、すなわち、膜貫通ドメインおよ
び細胞質ドメインを有するものであり、本明細書においてはＰＤ－Ｌ１Ｍとして （配列
番号６に示す）。ＰＤ－Ｌ１Ｍに関する代表的なヒトＰＤ－Ｌ１バイオマーカーの核酸お
よびアミノ酸配列もまた、GenBankデータベースにてアクセッション番号NM_014143.3およ
びNP_054862.1として公開されており、入手可能である。ＰＤ－Ｌ１タンパク質は、シグ
ナル配列、およびＩｇＶドメイン、ＩｇＣドメインを含む。配列番号４のシグナル配列は
、アミノ酸約１～アミノ酸約１８に示されている。配列番号６のシグナル配列は、アミノ
酸約１～アミノ酸約１８に示されている。配列番号４のＩｇＶドメインは、アミノ酸約１
９～アミノ酸約１３４に示され、配列番号６のＩｇＶドメインは、アミノ酸約１９～アミ
ノ酸約１３４に示されている。配列番号４のＩｇＣドメインは、アミノ酸約１３５～アミ
ノ酸約２２７に示され、配列番号６のＩｇＣドメインは、アミノ酸約１３５～アミノ酸約
２２７に示されている。配列番号４に例示されるＰＤ－Ｌ１は、アミノ酸約２２８～アミ
ノ酸約２４５に示される親水性尾部を含む。配列番号６に例示されるＰＤ－Ｌ１ポリペプ
チドは、配列番号６のアミノ酸約２３９～アミノ酸約２５９に示される膜貫通ドメイン、
および配列番号６のアミノ酸約２６０～アミノ酸約２９０の約３０のアミノ酸で示される
細胞質ドメインを含む。さらに、ヒト以外の生物のＰＤ－Ｌ１オルソログの核酸およびポ
リペプチド配列は既知であり、例えば、マウスＰＤ－Ｌ１（NM_021893.3およびNP_068693
.1）、ラットＰＤ－Ｌ１（NM_001191954.1およびNP_001178883.1）、イヌＰＤ－Ｌ１（XM
_541302.3およびXP_541302.3）、ウシＰＤ－Ｌ１（NM_001163412.1およびNP_001156884.1
）、およびニワトリＰＤ－Ｌ１（XM_424811.3およびXP_424811.3）を含む。
【００７７】
　用語「ＰＤ－Ｌ２」は、他の特異的ＰＤ－１リガンドを意味する。ＰＤ－Ｌ２は、樹状
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細胞、マクロファージおよび骨髄由来マスト細胞を含む様々なＡＰＣｓで発現されるＢ７
ファミリーメンバーである（Zhongら（2007） Eur. J. Immunol. 37：2405）。ＡＰＣ発
現ＰＤ－Ｌ２は、ＰＤ－１のライゲーションによるＴ細胞活性化を抑制しかつＰＤ－１非
依存性メカニズムによるＴ細胞活性化を共刺激することができる（Shinら（2005） J. Ex
p. Med. 201：1531）。さらに、樹状細胞発現PD-L2 のライゲーションは、樹状細胞サイ
トカインの発現および生存の亢進を生じる（Radhakrishnanら（2003） J. Immunol. 37：
1827；Nguyenら（2002） J. Exp. Med. 196：1393）。代表的なヒトＰＤ－Ｌ２バイオマ
ーカーの核酸およびアミノ酸配列（例えば、配列番号７および８）は当該技術において既
知であり、GenBankデータベースにアクセッション番号NM_025239.3およびNP_079515.2と
して公開されており、入手可能である。ＰＤ－Ｌ２ タンパク質は、共通の構造的要素に
よって特徴づけられる。いくつかの実施態様では、ＰＤ－Ｌ２タンパク質は、少なくとも
１以上の以下のドメインを持つ：シグナルペプチドドメイン、膜貫通ドメイン、ＩｇＶド
メイン、ＩｇＣドメイン、細胞外ドメイン、膜貫通ドメインおよび細胞質ドメイン。例え
ば、配列番号８のアミノ酸１～１９はシグナル配列を含む。本明細書で用いられる場合、
「シグナル配列」または「シグナルペプチド」は、そのような配列を含むポリペプチドを
脂質二重層に指向させるのに役立ち、分泌および膜結合ポリペプチド中にあって開裂され
、分泌および膜結合ポリペプチドのＮ末端に存在し、多くの疎水性アミノ酸残基を含む、
約１５以上のアミノ酸を含有するペプチドを含む。例えば、シグナル配列は少なくとも約
１０～３０個のアミノ酸残基，好ましくは約１５～２５個のアミノ酸残基、より好ましく
は約１８～２０個のアミノ酸残基、さらにより好ましくは約１９個のアミノ酸残基を含み
、少なくとも約３５～６５％、好ましくは約３８～５０％、より好ましくは約４０～４５
％の疎水性アミノ酸残基（例えば、バリン、ロイシン、イソロイシンまたはフェニルアラ
ニン）を有する。別の実施態様では、天然ヒトＰＤ－Ｌ２ポリペプチドのアミノ酸残基２
２０～２４３および成熟ポリペプチドのアミノ酸残基２０１～２４３は、膜貫通ドメイン
を含む。本明細書における用語「膜貫通ドメイン」は、細胞質膜を貫通する長さ約１５ア
ミノ酸残基のアミノ酸配列を包む。より詳細には、膜貫通ドメインは少なくとも約２０、
２５、３０、３５、４０または４５個のアミノ酸を含み、細胞質膜を貫通する。膜貫通ド
メインは疎水性残基に富み、典型的には、α－ヘリックス構造を有する。ある好ましい態
様では、膜貫通ドメインの少なくとも５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％
またはそれ以上のアミノ酸が疎水性、例えば、ロイシン、イソロイシン、チロシンまたは
トリプトファンである。膜貫通ドメインは、例えば、Zagotta, W. N.ら（1996） Annu. R
ev. Neurosci. 19： 235-263に記載されている。さらに別の実施態様では、天然のヒトＰ
Ｄ－Ｌ２ポリペプチドのアミノ酸残基２０～１２０および成熟ポリペプチドのアミノ酸残
基１～１０１は、ＩｇＶドメインを含む。天然のヒトＰＤ－Ｌ２ポリペプチドのアミノ酸
残基１～１０１および成熟ポリペプチドのアミノ酸残基１０２～２００は、ＩｇＣドメイ
ンを含む。本明細書で用いられる場合、ＩｇＶドメインおよびＩｇＣドメインは、当該技
術においてＩｇスーパーファミリーメンバードメインとして認識されている。これらのド
メインは、Ｉｇフォールドと呼ばれる特徴的なフォールディングパターンを有する構造ユ
ニットに対応する。Ｉｇフォールドは２つのβシートのサンドイッチから構成されており
、各々は５～１０個のアミノ酸の逆平行β鎖からなり、すべてではないが大部分のドメイ
ンにおいて２つのβシート間に保存されたジスルフィド結合がある。Ｉｇ、ＴＣＲおよび
ＭＨＣ分子のＩｇＣドメインは同じタイプの配列パターンを共有し、Ｉｇスーパーファミ
リー中のＣ１セットと呼ばれている。他のＩｇＣドメインは他のセットに属する。ＩｇＶ
ドメインも配列パターンを共有しており、Ｖセットドメインと呼ばれている。ＩｇＶドメ
インは、Ｃドメインよりも長く、さらなる鎖対を有している。さらにまた別の実施態様で
は、未変性のヒトＰＤ－Ｌ２ポリペプチドのアミノ酸残基１～２１９および成熟ポリペプ
チドのアミノ酸残基１～２００は、細胞外ドメインを含む。本明細書で用いられる場合、
用語「細胞外ドメイン」は、細胞表面から尾部として伸長しているＮ末端アミノ酸を示す
。本発明の細胞外ドメインはＩｇＶドメインおよびＩｇＣドメインを含み、シグナルペプ
チドドメインを含んでいてもよい。さらに別の実施態様では、未変性のヒトＰＤ－Ｌ２ポ
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リペプチドのアミノ酸残基２４４～２７３、ならびに成熟ポリペプチドのアミノ酸残基２
２５～２７３は細胞質ドメインを含む。本明細書の用語「細胞質ドメイン」は、細胞の細
胞質中に尾部として伸長しているＣ末端アミノ酸を示す。さらに、ヒト以外の生物のＰＤ
－Ｌ２オルソログの核酸およびポリペプチド配列は既知であり、例えば、マウスＰＤ－Ｌ
２（NM_021396.2およびNP_067371.1）、ラットＰＤ－Ｌ２（NM_001107582.2およびNP_001
101052.2）、イヌＰＤ－Ｌ２（XM_847012.2およびXP_852105.2）、ウシＰＤ－Ｌ２（XM_5
86846.5およびXP_586846.3）、およびチンパンジーＰＤ－Ｌ２（XM_001140776.2およびXP
_001140776.1）がある。
【００７８】
　本明細書の用語「ＰＤ－Ｌ２活性」、「ＰＤ－Ｌ２の生物学的活性」または「ＰＤ－Ｌ
２の機能的活性」は、ＰＤ－Ｌ２応答性細胞または組織に対し、あるいはＰＤ－Ｌ２ポリ
ペプチド結合パートナーに対し、ＰＤ－Ｌ２タンパク質、ポリペプチドまたは核酸分子に
より発揮される活性であって、標準的方法によりインビボまたはインビトロにおいて決定
される活性をいう。ある実施態様では、ＰＤ－Ｌ２活性は、ＰＤ－Ｌ２結合パートナーと
の結合のような直接的活性である。本明細書の用語「標的分子」または「結合パートナー
」は、本来的にＰＤ－Ｌ２ポリペプチドが結合または相互作用してＰＤ－Ｌ２により媒介
される機能が発揮される分子である。ある例示的な態様ににおいて、ＰＤ－Ｌ２標的分子
は、受容体ＲＧＭｂである。あるいはまた、ＰＤ－Ｌ２活性は、ＰＤ－Ｌ２ポリペプチド
とその本来の結合パートナー、例えばＲＧＭｂとの相互作用により媒介される細胞シグナ
リング活性のような間接的活性である。ＰＤ－Ｌ２の生物学的活性は本明細書に記載され
ている。例えば、本発明のＰＤ－Ｌ２ポリペプチドは１またはそれ以上の下記活性を有し
うる：１）受容体ＲＧＭｂ、ＰＤ－１または他のＰＤ－Ｌ２の本来の結合パートナーに結
合し、および／またはその活性を調節する、２）細胞内または細胞間シグナリングを調節
する、３）免疫細胞、例えば、Ｔリンパ球の活性化を調節する、４）生物、例えばマウス
またはヒト生物の免疫応答を調節するする。
【００７９】
　用語「末梢血細胞サブタイプ」は、通常、限定されないが、好酸球、好中球、Ｔ細胞、
単球、ＮＫ細胞、顆粒球、およびＢ細胞を含む末梢血に認められる細胞タイプを言うもの
とする。
【００８０】
　本明細書で用いられる場合、用語「再配列」は、本質的に完全なＶＨおよびＶＬドメイ
ンをそれぞれコードするコンホーメーションにおいて、ＶセグメントがＤ－ＪまたはＪセ
グメントのすぐ近く配置されている、重鎖または軽鎖免疫グロブリン座の構成を意味する
。再配列免疫グロブリン遺伝子座は、生殖細胞系列ＤＮＡと比較することによって同定す
ることができ；再配列座は、少なくとも１つの組み換え七量体／九量体相同性エレメント
を持つことになる。 
【００８１】
本明細書で用いられる場合、用語「組み換え体宿主細胞」（もしくは単に「宿主細胞」）
は、組み換え発現ベクターが導入された細胞を言うものとする。このような用語は特定の
対象細胞のみならず、このような細胞の子孫もしくは潜在的子孫もいうことを理解すべき
である。特定の修飾は突然変異または環境の影響のいずれによっても連続した世代を生じ
る可能性があり、実際には、このような子孫は親細胞と同一ではないが、それでもなお本
明細書の「宿主細胞」の範囲内に含まれる。 
【００８２】
　本明細書で用いられる場合、用語「組み換えヒト抗体」は、組み換え手法により調製さ
れ、発現され、作製され、または、単離された全てのヒト抗体を含み、例えば、（ａ）ヒ
ト免疫グロブリン遺伝子に遺伝子導入または染色体導入した動物（例えば、マウス）から
単離された抗体、またはそれにより調製されたハイブリドーマ（さらに以下に示す）、（
ｂ）その抗体を発現するように形質転換された宿主細胞、例えば、トランスフェクトーマ
から単離された抗体、（ｃ）組み換えられたヒト抗体の組合せライブラリーから単離され



(25) JP 2015-527342 A 2015.9.17

10

20

30

40

50

た抗体、および（ｄ）ヒト免疫グロブリン遺伝子導入動物から単離された抗体、または、
他のＤＮＡ配列に対するヒト免疫グロブリン遺伝子配列のスプライシングを含む任意の他
の手段により調製され、発現され、作製され、または、単離された抗体を含む。そのよう
な組み換え体ヒト抗体は、ヒト生殖細胞系列および／または非生殖細胞系列免疫グロブリ
ン配列から派生する可変および定常領域を含む。しかしながら、いくつかの特定の実施態
様では、そのような組み換え体ヒト抗体では、インビトロ突然変異誘発（または、ヒトＩ
ｇ配列に遺伝子変異された動物を用いる場合は、インビボ体細胞性突然変異誘発）が起こ
り得る。こうして、組み換え抗体のＶＨおよびＶＬ領域のアミノ酸配列は、ヒト生殖細胞
系列ＶＨおよびＶＬ配列から派生し、それに関連しながら、インビボでヒト抗体生殖細胞
系列レパートリー内に天然に存在しないかもしれない配列となる。
【００８３】
　用語「ＲＧＭｂ」は、反発性ガイダンス分子ファミリーのグリコシルホスファチジルイ
ノシトール（ＧＰＩ）－アンカーメンバーを意味する。Samadらは、JBC Papers 2005, Vo
l. 280, 14122-14129において、ＲＧＭｂと、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）のＩ型お
よびII型受容体との間の相互作用を記載している。しかしながら、ＲＧＭｂとＰＤ－Ｌ２
の相互作用は以前には知られていなかった。代表的なヒトＲＧＭｂバイオマーカーの核酸
およびアミノ酸配列（例えば、配列番号９および１０）が当該技術分野において公知であ
り、アクセッション番号NM_025239.3およびNP_079515.2にてGenBankデータベースに公開
されており、入手することもできる。ＲＧＭｂタンパク質は、共通の構造要素によって特
徴づけられる。いくつかの実施態様では、ＲＧＭｂタンパク質は、全て軸索誘導、神経突
起伸長、および他のニューロン発育機能に影響を及ぼすことが知られているノッチ-3（no
tch-3）、ホスファチジルイノシトール－４－リン酸－５－キナーゼ、タイプＩＩβ、イ
ンスリン様成長因子結合タンパク質－２、トロンボスポンジン、エフリンタイプＢ受容体
３前駆体、およびスリット－２（Slit-2）と相同性を有する保存されたドメインを含む。
ＲＧＭｂのＣ末端もまた、２１のアミノ酸細胞外ＧＰＩ固着を指示する疎水性ドメインを
含有する。さらにヒト以外の生物のＲＧＭｂオルソログの核酸およびポリペプチド配列が
公知であり、それらには、例えば、マウスＲＧＭｂ（NM_178615.3およびNP_848730.2）、
チンパンジーＲＧＭｂ（XM_517848.3およびXP_517848.2）、ウシＲＧＭｂ（XM_002689413
.1およびXP_002689459.1）、ニワトリＲＧＭｂ（XM_42860.3およびXP_424860.3）、なら
びにゼブラフィッシュＲＧＭｂ（NM_001001727.1およびNP_001001727.1）が含まれる。
【００８４】
　少なくとも１つのバイオマーカーの存在またはレベルを検出または判定するために用い
られる用語「サンプル」は、典型的には、血漿, 血清, 唾液, 尿, 糞便（例えば、排泄物
）, 涙, およびその他の体液（例えば、「体液」の記載に上で説明したもの）、または組
織サンプル（例えば、生検材料）、例えば、小腸、結腸、サンプル,もしくは外科的切除
した組織が挙げられる。いくつかの特定の例においては、本発明の方法は、サンプル中の
少なくとも１つのバイオマーカーの存在またはレベルを検出または判定する前に個体から
サンプルを取得するステップをさらに含む。
【００８５】
　本明細書で用いられる場合、「特異的結合」とは、所定の抗原への抗体の結合を言う。
典型的には、抗体は、約１０－７Ｍ未満、例えば、約１０－８Ｍ、１０－９Ｍまたは１０
－１０Ｍ未満、または、例えば、分析物として、ヒトＰＤ－Ｌ１および／またはヒトＰＤ
－Ｌ２）を用い、リガンドとして抗体を用いたＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）アッセイ装置
による表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）技術によって判定された場合、さらに低い親和力（
ＫＤ）で結合し、所定の抗原または非常に関連する抗原以外の非特異的抗原（例えば、Ｂ
ＳＡ、カゼイン）と結合する場合の親和性の少なくとも１．１倍、１．２倍、１．３倍、
１．４倍、１．５倍、１．６倍、１．７倍、１．８倍、１．９倍、２．０倍、２．５倍、
３．０倍、３．５倍、４．０倍、４．５倍、５．０倍、６．０倍、７．０倍、８．０倍、
９．０倍、または１０．０倍大きい親和力で所定の抗原に結合する。「抗原を認識する抗
体」や「抗原に特異的な抗体」なるフレーズは、本明細書においては、用語「抗原に特異
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的に結合する抗体」と互換的に用いられる。
【００８６】
　本明細書で用いられる場合、用語「被検体」は、状態、特に、下記に述べるようなＰＤ
－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２によって媒介される状態に罹りやすく、診断または予後
診断を必要とするあらゆる生物またはヒトを含む。用語「非ヒト動物」は、すべての脊椎
動物、例えば、哺乳動物および非哺乳動物、例えば、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ
、ニワトリ、両生類、爬虫類等を含む。被検体または非ヒト動物は、望ましい臨床結果を
含め、１以上の有益または望ましい結果が得られる場合は治療される。この発明の目的に
とって有益または望ましい臨床結果としては、限定されないが、該疾患から生じる１以上
の症状の減少、疾患を患う患者の生活の質（ＱＯＬ）の向上、該疾患の治療に必要とされ
る他の医薬の用量の減少、疾患の進行を遅らせること、および／または個体の延命が含ま
れる。
【００８７】
　Ｖセグメントとの関連で本明細書において用いられる場合、用語「未再編成」または「
生殖細胞系列構成」とは、Ｖセグメントを、組み換えによりＤまたはＪセグメントにすぐ
近接させた構成を言うものとする。
【００８８】
　本明細書で用いられる場合、用語「ベクター」とは、連結された先の別の核酸を輸送で
きる核酸分子を言うものと意図されている。ベクターの一種が、付加的なＤＮＡセグメン
トを連結できる環状の二本鎖ＤＮＡループを意味する「プラスミド」である。ベクターの
もう一つの種類はウイルスベクターであり、この場合、付加的なＤＮＡセグメントは、ウ
イルスゲノム内に連結させることができる。いくつかのベクターは導入された先のホスト
細胞内で自律的複製が可能である（例えば細菌由来の複製開始点を有する細菌ベクターや
、エピソーム哺乳動物ベクターなど）。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳動物ベ
クターなど）は、ホスト細胞に導入されるとすぐに、ホスト細胞のゲノムに組み込まれる
ため、ホストゲノムと一緒に複製される。さらに、いくつかのベクターは、作動的に連結
された先の遺伝子の発現を命令することができる。このようなベクターをここでは「組み
換え発現ベクター」（または単に「発現ベクター」）と呼ぶ。一般的に、組み換えＤＮＡ
技術で実用性のある発現ベクターは、しばしばプラスミドの形である。本明細書では、プ
ラスミドが最も普通に用いられている形のベクターであるため、「プラスミド」および「
ベクター」を交換可能に用いている場合がある。しかしながら、本発明には、例えばウイ
ルスベクター（例えば複製欠陥レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイル
ス）など、同等の機能を果たす他の形のこのような発現ベクターも包含されることが、意
図されている。
【００８９】
　上記に鑑み、本発明の融合タンパク質またはポリペプチドをコードするＤＮＡまたはＲ
ＮＡのヌクレオチド配列（またはその一部）を使用し、ＤＮＡまたはＲＮＡをアミノ酸配
列に翻訳するための遺伝子コードを用いて、融合タンパク質またはポリペプチドのアミノ
酸配列を導くことができる。同様に、融合タンパク質またはポリペプチドのアミノ酸配列
として、対応する融合タンパク質またはポリペプチドをコードすることができるヌクレオ
チド配列を、遺伝子コードから導き出すことができる（その重複性ゆえ、所与のアミノ酸
配列に対して多数の核酸配列が作製されるであろう）。したがって、ここに記載および／
または開示した、融合タンパク質またはポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は、
ヌクレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列の記載および／または開示も含むも
のと考えるべきである。同様に、ここに記載および／または開示した融合タンパク質また
はポリペプチドのアミノ酸配列は、該アミノ酸配列をコードする考えられるすべてのヌク
レオチド配列の記載および／または開示を含むものと考えるべきである。
【００９０】
　最後に、本発明に有用な核酸およびポリペプチド分子のための核酸およびアミノ酸配列
情報も当該技術分野において公知であり、国立生物工学情報センター（National Center 
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for Biotechnology Information（ＮＣＢＩ）などから公開されているデータベースから
容易に入手することができる。例えば、公に入手可能な配列から導き出す核酸およびアミ
ノ酸配列の例を以下の表１に記す。表１はまた、新たに記載する抗体可変領域および本明
細書に言及したものと関連するＣＤＲ配列も提示している。
【００９１】
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【００９２】
　本発明の種々の局面を以下のサブセクションにおいてさらに詳細に説明する。
【００９３】
I．単離された核酸分子
　本発明のある局面は、本発明の一態様は、本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列
を含む）またはその生物学的に活性な部分をコードする単離された核酸分子、並びにこれ
らポリペプチドをコードする核酸分子を同定するためのハイブリダイゼーションプローブ
としての使用に十分な核酸断片および核酸分子の増幅または変異のためのＰＣＲプライマ
ーとして使用するための断片に関する。本明細書で用いられる場合、「核酸分子」という
用語は、ＤＮＡ分子（例えばｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）およびＲＮＡ分子（例えばｍ
ＲＮＡ）およびヌクレオチドアナログを使用して生産されるＤＮＡまたはＲＮＡのアナロ
グを含むものである。核酸分子は一本鎖または二本鎖でありうるが、好ましくは二本鎖Ｄ
ＮＡである。
【００９４】
　用語「単離された核酸分子」は、核酸の天然源に存在する他の核酸分子から分離される
核酸分子を含む。例えば、ゲノムＤＮＡに関して、用語「単離された」は、ゲノムＤＮＡ
が天然に隣接している染色体から分離される核酸分子を含む。いくつかの実施態様では、
「単離された」核酸分子は、核酸が誘導される生物のゲノムＤＮＡ中において核酸に天然
に隣接する配列（つまり、核酸分子の５’および３’末端に位置する配列）を含まない。
例えば、「単離された」核酸分子、例えばｃＤＮＡ分子は、組み換え技術によって作製さ
れる場合は他の細胞性物質または培養培地を実質的に含まず、または化学的に合成される
場合は化学的前駆体または他の化学物質を実質的に含まないものでありうる。
【００９５】
　本発明の核酸分子（例えば、表１の配列を含む）またはその一部は、標準的な分子生物
学技術およびここで提供される配列情報を使用して単離することができる。例えば、表１
に示される配列の全てまたは一部を包含する核酸分子は、、表１に示される配列に基づい
て設計される合成オリゴヌクレオチドプライマーを使用してポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ
Ｒ）によって単離することができる。
【００９６】
　本発明の核酸分子は、標準的なＰＣＲ増幅技術に従って鋳型および適切なオリゴヌクレ
オチドプライマーとしてｃＤＮＡ、ｍＲＮＡまたは別法ではゲノムＤＮＡを使用して増幅
させることができる。このようにして増幅された核酸分子は適切なベクター中にクローニ
ングし、ＤＮＡ配列解析によって特徴付けすることができる。更に、本発明の核酸配列に
対応するオリゴヌクレオチドは、例えば自動化ＤＮＡ合成機を使用して、標準的な合成技
術によって調製することができる。
【００９７】
　他の実施態様では、本発明の単離された核酸分子は、本発明の核酸分子（例えば、表１
の配列を含む）の相補鎖である核酸分子、またはその部分を含む。本発明の核酸分子（例
えば、表１の配列を含む）に相補的である核酸分子、またはその部分は、表１に示される
各ヌクレオチド配列にハイブリダイズすることができ、よって安定な二本鎖を形成するよ
うに表１に示されるヌクレオチド配列に十分に相補的であるものである。
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【００９８】
　さらに別の実施態様では、本発明の単離された核酸分子は、表１に示されたヌクレオチ
ド配列の全長に対して少なくとも約７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、
９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の同
一性を有するヌクレオチド配列、またはこれらのヌクレオチド配列の何れかの一部を含む
。
【００９９】
　更に、本発明の核酸分子は、本発明の核酸分子の一部（例えば、表１の配列を含む）、
またはその一部、例えばプローブまたはプライマーとして使用されうる断片または本発明
のポリペプチド、例えば、表１のものの一部をコードする断片のみを含み得る。プローブ
／プライマーは、典型的には実質的に精製されたオリゴヌクレオチドを含む。オリゴヌク
レオチドは、典型的には、本発明の核酸分子（例えば、表１の配列を含む）；本発明の核
酸分子（例えば、表１の配列を含む）のアンチセンス配列；または本発明の核酸分子（例
えば、表１の配列を含む）の変異体の少なくとも約１２または１５、好ましくは約２０ま
たは２５、より好ましくは約３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、または
７５の連続ヌクレオチドにストリンジェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド
配列の領域を含む。 
【０１００】
　本発明の核酸分子（例えば、表１の配列を含む）に基づくプローブは、同じまたは相同
のポリペプチドをコードする転写物またはゲノム配列を検出するために使用することがで
きる。ある実施態様では、プローブは、それに結合される標識基を更に含み、例えば標識
基は放射性同位体、蛍光化合物、酵素、または酵素コファクターであり得る。
【０１０１】
　「本発明のポリペプチドの生物学的に活性な部分」をコードする核酸フラグメントは、
本発明のポリペプチドの生物学的活性（例えば、その抗原標的に結合する能力）を有する
ポリペプチドをコードする本発明の核酸分子（例えば、表１の配列を含む）の一部を単離
し、本発明のポリペプチドのコード化部分を（例えば、インビトロ組み換え発現により）
発現させ、本発明のポリペプチドのコード化部分の活性を評価することにより、調製され
得る。
【０１０２】
　他のいくつかの実施態様では、「本発明のペプチドエピトープ」をコードする核酸フラ
グメントは、該ポリペプチドに対して生成された抗体が特異的となるであろうポリペプチ
ドをコードする、本発明の核酸分子のヌクレオチド配列の一部分（例えば、表１の配列を
含む）を単離することによって調製することができる（例えば、表１に示すヒトＰＤ－Ｌ
１およびＰＤ－Ｌ２ペプチドエピトープ）。
【０１０３】
　本発明はさらに、遺伝コードの縮重のために表１に示されるヌクレオチド配列とは異な
る核酸分子を含み、よって表１に示される各ヌクレオチド配列によってコードされるもの
と同じポリペプチドをコードする。別の実施態様では、本発明の単離された核酸分子は、
本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）をコードするヌクレオチド配列を有
する。
【０１０４】
　本発明の核酸分子（例えば、表１の配列を含む）のホモログに対応する核酸分子は、ス
トリンジェントなハイブリダイゼーション条件下での標準的なハイブリダイゼーションに
よるハイブリダイゼーションプローブとして、ここに開示されたｃＤＮＡｓまたはその部
分を使用して、ここに開示された核酸とのその相同性に基づいて単離されうる。
【０１０５】
　したがって、別の実施態様では、本発明の単離された核酸分子は、少なくとも１５、２
０、２５、３０またはそれ以上のヌクレオチド長であり、本発明の核酸分子（例えば、表
１の配列を含む）を含む核酸分子にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする。



(40) JP 2015-527342 A 2015.9.17

10

20

30

40

50

【０１０６】
　本明細書で用いられる場合、ここで使用される場合、「ストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズする」という用語は、互いに有意に同一であるか相同であるヌクレオチド配
列が互いにハイブリダイズされたまま残るハイブリダイゼーションおよび洗浄の条件を記
述するものである。好ましくは、該条件は、互いに少なくとも約７０％、より好ましくは
少なくとも約８０％、更により好ましくは少なくとも約８５％または９０％同一な配列が
互いにハイブリダイズされたまま残るようなものである。そのようなストリンジェントな
条件は当業者に知られており、Current Protocols in Molecular Biology, Ausubelら編,
 John Wiley & Sons, Inc. （1995）、第２、４および６章に見出すことができる。更な
るストリンジェントな条件は、Molecular Cloning： A Laboratory Manual, Sambrookら,
 Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.（1989）、第７、９および１１
章に見出すことができる。限定されないが、ストリンジェントなハイブリダイゼーション
条件の例は、約６５～７０℃での４×または６×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（
ＳＳＣ）中のハイブリダイゼーション（または約４２～５０℃での４×ＳＳＣ＋５０％ホ
ルムアミド中のハイブリダイゼーション）と続く６５～７０℃での１×ＳＳＣ中の一また
は複数回の洗浄を含む。ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の更なる非限定
的な例は、４５℃での６×ＳＳＣでのハイブリダイゼーションと続く６５℃での０．２×
ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中での一または複数回の洗浄を含む。高度にストリンジェントな
ハイブリダイゼーション条件の非限定的な例は、約６５～７０℃での１×ＳＳＣ中でのハ
イブリダイゼーション（または約４２～５０℃での１×ＳＳＣ＋５０％ホルムアミド中の
ハイブリダイゼーション）と続く約６５～７０℃での０．３×ＳＳＣ中の一または複数回
の洗浄を含む。低いストリンジェンーのハイブリダイゼーション条件の非限定的な例は、
約５０～６０℃での４×または６×ＳＳＣ中のハイブリダイゼーション（またはあるいは
約４０～４５℃での６×ＳＳＣ＋５０％ホルムアミド中のハイブリダイゼーション）と続
く約５０～６０℃での２×中の一または複数回の洗浄を含む。上に記載の値に対して中間
の範囲、例えば、６５～７０℃または４２～５０℃もまた本発明によって包含されること
が意図される。ハイブリダイゼーションおよび洗浄バッファーにおいてＳＳＰＥ（１×Ｓ
ＳＰＥは０．１５ＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４、および１．２５ｍＭのＥＤ
ＴＡ、ｐＨ７．４）をＳＳＣ（１×ＳＳＣは０．１５ＭのＮａＣｌおよび１５ｍＭのクエ
ン酸ナトリウム）に置換することができる；洗浄は各ハイブリダイゼーションの完了後に
１５分間実施される。５０塩基対長より少ないことが予想されるハイブリッドのハイブリ
ダイゼーション温度は、ハイブリッドの融解温度（Ｔｍ）よりも５－１０℃低くなるはず
であり、ここで、Ｔｍは、以下の式に従って決定される。１８塩基対長よりも少ないハイ
ブリッドでは、Ｔｍ（℃）＝２（Ａ＋Ｔ塩基の＃）＋４（Ｇ＋Ｃ塩基の＃）。１８から４
９塩基対長のハイブリッドでは、Ｔｍ（℃）＝８１．５＋１６．６（ｌｏｇ１０［Ｎａ＋

］）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ）－（６００／Ｎ）であり、式中、Ｎはハイブリッド中の塩基
の数、［Ｎａ＋］はハイブリダイゼーションバッファー中のナトリウムイオンの濃度であ
る（１×ＳＳＣに対する［Ｎａ＋］＝０．１６５Ｍ）。限定しないが遮断薬（例えば、Ｂ
ＳＡまたはサケまたはニシン精子キャリアＤＮＡ）、界面活性剤（例えば、ＳＤＳ）、キ
レート剤（例えば、ＥＤＴＡ）、Ｆｉｃｏｌｌ、ＰＶＰ等を含む更なる試薬を、ハイブリ
ダイゼーションおよび／または洗浄バッファーに添加し、例えばニトロセルロースまたは
ナイロン膜のような膜への核酸分子の非特異的なハイブリダイゼーションを減少させるこ
とができることを当業者はまた認識するであろう。特にナイロン膜を使用する場合、スト
リンジェントなハイブリダイゼーション条件の更なる非限定的な例は、約６５℃での０．
２５－０．５ＭのＮａＨ２ＰＯ４、７％のＳＤＳ中のハイブリダイゼーションと続く６５
℃での０．０２ＭのＮａＨ２ＰＯ４、１％のＳＤＳでの一または複数回の洗浄である。例
えば、Church およびGilbert（1984）Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81：1991-1995（また
は別法では０．２×ＳＳＣ，１％ＳＤＳ）を参照されたい。
【０１０７】
　本発明の核酸分子（例えば、表１の配列を含む）に変異によって変化を導入することが
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でき、ポリペプチドの機能的能力を変更しないで、本発明のコードされたポリペプチドの
アミノ酸配列に変化を生じさせることができることを当業者は更に理解するであろう。例
えば、「非必須」アミノ酸残基におけるアミノ酸置換を生じるヌクレオチド置換を本発明
の核酸分子（例えば、表１の配列を含む）において行うことができる。「非必須」アミノ
酸残基は、生物学的活性を変更することなく本発明の核酸分子（例えば、表１の配列を含
む）から変更させられうる残基である一方、「必須」アミノ酸残基は生物学的活性に必要
とされる。例えば、本発明のポリペプチドの間で保存されるアミノ酸残基、例えばポリペ
プチドのその標的抗原への結合に必要とされるものは特に改変されにくいことが予想され
る。
【０１０８】
　したがって、本発明の他の態様は、活性のために必須ではないアミノ酸残基に変化を含
む本発明のポリペプチドをコードする核酸分子（例えば、表１の配列を含む）に関する。
このようなポリペプチドは、表１の配列とはアミノ酸配列が異なるが、尚も生物学的活性
を保持している。ある実施態様では、単離された核酸分子は、ポリペプチドをコードする
ヌクレオチド配列を含み、ここで、ポリペプチドは、表１の配列と少なくとも約７１％、
７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、
９７％、９８％、９９％またはそれ以上同一のアミノ酸配列を含む。
【０１０９】
　表１の配列のポリペプチドと同一のポリペプチドをコードする単離された核酸分子は、
一または複数のアミノ酸置換、付加または欠失がコードされたポリペプチド中に導入され
るように表１の配列のヌクレオチド配列に一または複数のヌクレオチド置換、付加または
欠失を導入することにより作製されうる。変異は、標準的な技術、例えば部位特異的突然
変異誘発およびＰＣＲ媒介突然変異誘発によって、本発明の核酸分子（例えば、表１の配
列を含む）中に導入することができる。ある実施態様では、保存的アミノ酸置換は、１ま
たは複数の予想された非必須アミノ酸残基においてなされる。「保存的アミノ酸置換」は
、アミノ酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基と置換されるものである。類似の側鎖
を有するアミノ酸残基のファミリーは、当該分野で定義されている。これらのファミリー
は、塩基性側鎖を持つアミノ酸（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖
を持つアミノ酸（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖を持つアミ
ノ酸（例えば、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン
）、非極性側鎖を持つアミノ酸（例えば、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）、β分岐側鎖を
持つアミノ酸（例えば、トレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖を持つア
ミノ酸（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）を含む。
よって、本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）中の予想される非必須アミ
ノ酸残基は同じ側鎖ファミリーからの他のアミノ酸残基と置換されうる。別法では、他の
実施態様では、変異を、例えば飽和変異誘発により、本発明の核酸分子（例えば、表１の
配列を含む）の全てまたは一部に沿って無作為に導入することができ、得られた変異体を
、活性を保持している変異体を同定するために生物学的活性についてスクリーニングでき
る。本発明の核酸分子（例えば、表１の配列を含む）の変異誘発後に、コードされたポリ
ペプチドを組み換え的に発現させることができ、ポリペプチドの活性を決定することがで
きる。
【０１１０】
　ある実施態様では、本発明の変異体ポリペプチドを、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－
Ｌ２に結合するおよび／または調節する能力について分析評価することができる。
【０１１１】
　本発明のさらに別の局面は、融合タンパク質をコードする単離された核酸分子に関する
。そのような核酸分子は、本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）をコード
する第二のヌクレオチド配列に作用可能に連結された本発明のポリペプチド（例えば、表
１の配列を含む）をコードする少なくも第一のヌクレオチド配列を含むものであり、標準
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的な組み換えＤＮＡ技術によって調製することができる。
【０１１２】
　細胞株または微生物内における本発明の核酸分子（例えば、表１の配列を含む）の発現
特性は、挿入された調節エレメントが本発明の核酸分子（例えば、表１の配列を含む）に
作用可能に連結されるように安定細胞株またはクローン化微生物のゲノム中に異種ＤＮＡ
調節エレメントを挿入することにより修飾してもよい。例えば、異種調節エレメントは、
当業者によく知られ、例えば、Chappelの米国特許第５２７２０７１号；１９９１年５月
１６日公開のＰＣＴ公報国際公開第９１／０６６６７号に記載されているような、標的化
相同組み換えのような技術を使用して、本発明の核酸分子（例えば、表１の配列）に作用
可能に連結されるように安定細胞株またはクローン化微生物中に挿入されうる。
【０１１３】
ＩＩ．単離されたポリペプチド分子
　本発明の一態様は、本発明の単離されたポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）、
およびその生物学的に活性な部分に関する。ある実施態様では、本発明のポリペプチド（
例えば、表１の配列を含む）、およびその生物学的に活性な部分は、標準的なタンパク質
精製技術によって細胞または組織源から単離することができる。他の実施態様では、本発
明のポリペプチド （例えば、表１の配列を含む）、およびその生物学的に活性な部分は
組み換えＤＮＡ技術によって生産される。別法として、本発明のポリペプチド （例えば
、表１の配列を含む）、およびその生物学的に活性な部分は標準的なペプチド合成技術を
使用して化学的に合成することができる。
【０１１４】
　「単離された」または「精製された」ポリペプチドまたはその生物学的に活性な部分は
、本発明のポリペプチド （例えば、表１の配列を含む）が誘導される細胞または組織源
からの細胞性物質または他の混入タンパク質を実質的に含まないか、または化学的に合成
される場合は化学的前駆体または他の化学物質を実質的に含まない。「細胞性物質を実質
的に含まない」という語句は、ポリペプチドがそれが単離されまたは組み換え的に生産さ
れる細胞の細胞性成分から分離される本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む
）、およびその生物学的に活性な部分の調製を含む。あるある実施態様では、「細胞性物
質を実質的に含まない」という語句は、約３０％（乾燥重量）未満の本発明のものではな
いタンパク質（ここでは「混入タンパク質」ともまた称される）、より好ましくは約２０
％未満の本発明のものではないタンパク質、更により好ましくは約１０％未満の本発明の
ものではないタンパク質、および最も好ましくは約５％未満の本発明のものではないタン
パク質を有する本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）、およびその生物学
的に活性な部分の調製を含む。本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）また
はその生物学的に活性な部分が組み換え的に製造される場合、それはまた好ましくは培養
培地を実質的に含まず、つまり、培養培地がタンパク質調製物の約２０％未満、より好ま
しくは約１０％未満、最も好ましくは約５％未満の体積である。
【０１１５】
　「化学的前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」という語句は、ポリペプチド
が、ポリペプチドの合成に関与する化学的前駆体または他の化学物質から分離されている
本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む） またはその生物学的に活性な部分
の調製を含む。ある実施態様では、「化学的前駆体または他の化学物質を実質的に含まな
い」なる語句は、約３０％（乾燥重量）未満の化学的前駆体または発明のものではないタ
ンパク質、より好ましくは約２０％未満の化学的前駆体または本発明のものではないタン
パク質、更により好ましくは約１０％未満の化学的前駆体または本発明のものではないタ
ンパク質、および最も好ましくは約５％未満の化学的前駆体または本発明のものではない
タンパク質を有する本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）またはその生物
学的に活性な部分の調製を含む。
【０１１６】
　本明細書で用いられる場合、本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）の「
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生物学的に活性な部分」は、ＰＤ－Ｌ１とその受容体、並びにＰＤ－Ｌ２とその受容体間
の相互作用に関与するポリペプチドを含む。いくつかの実施態様では、ＰＤ－Ｌ１および
／またはＰＤ－Ｌ２は、ヒトオルソログである。本発明のポリペプチド（例えば、表１の
配列を含む）の生物学的に活性な部分は、本発明の各完全長ポリペプチド（例えば、表１
の配列を含む）よりもアミノ酸が少なく、本発明の各ポリペプチド（例えば、表１の配列
を含む）の少なくとも一つの活性を示す、本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を
含む）のアミノ酸配列と十分に同一であるかまたはそれから誘導されたアミノ酸配列を含
むペプチドを含む。ある実施態様では、生物学的に活性な部分は、それが生成せしめられ
または結合するように設計された抗原にそれぞれ応じてＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－
Ｌ２に特異的に結合する能力を有するドメインまたはモチーフを含む。
【０１１７】
　別の実施態様では、本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）は、表１に示
されるアミノ酸配列を有している。他のいくつかの実施態様では、ポリペプチドは表１に
示されるポリペプチドと実質的に同一であり、表１に示される各ポリペプチドの機能的活
性を保持しているが、上記のサブセクションＩに詳細に記載されるように突然変異誘発に
よってアミノ酸配列が異なる。したがって、別の実施態様では、本発明のポリペプチドは
表１に示されたポリペプチドと少なくとも約７１％、７５％、８０％、８５％、９０％、
９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９．５
％、または９９．９％またはそれ以上同一のアミノ酸配列を含むポリペプチドである。
【０１１８】
　二つのアミノ酸配列または二つの核酸配列の同一性パーセントを決定するために、配列
を最適な比較目的のためにアラインさせる（例えば、最適なアラインメントのために第一
および第二アミノ酸または核酸配列の一方または両方にギャップを導入することができる
。また、非同一配列を比較目的に対して無視することができる）。ある実施態様では、比
較目的に対してアラインされた参照配列の長さは、参照配列の長さの少なくとも３０％，
好ましくは少なくとも４０％、より好ましくは少なくとも５０％、更により好ましくは少
なくとも６０％、および更により好ましくは少なくとも７０％、８０％、９０％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％、９９．５％、または９９．９％である。対応するア
ミノ酸位置またはヌクレオチド位置におけるアミノ酸残基またはヌクレオチドが次に比較
される。第一の配列中の位置が第二配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基またはヌク
レオチドによって占められている場合、分子はその位置で同一である（本明細書で用いら
れる場合、アミノ酸または核酸「同一性」はアミノ酸または核酸「相同性」と等しい）。
二つの配列間の同一性パーセントは、二つの配列の最適なアラインメントのために導入さ
れる必要があるギャップの数および各ギャップの長さを考慮して、配列によって共有され
る同一の位置の数の関数である。
【０１１９】
　本発明はまたキメラまたは融合タンパク質を提供する。本明細書で使用される場合、「
キメラタンパク質」または「融合タンパク質」は、本発明のものではないポリペプチドに
作用可能に連結した本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）を含む。「本発
明のポリペプチド」は、表１に示されたポリペプチドに対応するアミノ酸配列を有するポ
リペプチドを意味する一方、「本発明のものではないポリペプチド」は、表１に示された
ポリペプチドとは異なり、同じかまたは異なった生物から誘導される表１に示されたポリ
ペプチドに対応するアミノ酸配列を有していないポリペプチドを意味する。融合タンパク
質内において、「作用可能に連結される」という用語は、本発明のポリペプチドと本発明
のものではないポリペプチドが互いにインフレームで融合していることを示すことが意図
される。本発明のものではないポリペプチドは、本発明のポリペプチドのＮ末端またはＣ
末端に融合させることができ、本発明のポリペプチドの溶解性、結合親和性、安定性、ま
たは価数を変更する部分に対応する。
【０１２０】
　例えば、ある実施態様では、融合タンパク質は、本発明のポリペプチドとのタンパク質
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のＧＳＴ融合タンパク質である。このような融合タンパク質は本発明の組み換えポリペプ
チドの精製を容易化することができる。別の実施態様では、融合タンパク質はそのＮ末端
に異種シグナル配列を含む。さらにまた別の実施態様では、融合タンパク質は、細胞傷害
性の部分（例えば、毒素）を含有する。いくつかの宿主細胞（例えば、哺乳動物宿主細胞
）では、本発明のポリペプチドの発現および／または分泌を異種シグナル配列の使用によ
って増大させることができる。
【０１２１】
　本発明のキメラまたは融合ポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）は、標準的な組
み換えＤＮＡ技術によって作製することができる。例えば、異なるポリペプチド配列をコ
ードするＤＮＡフラグメントをインフレームで、従来の手法に従い、例えばライゲーショ
ンのための平滑末端またはねじれ末端、適切な終端を付与する制限酵素による消化、適切
な付着末端の充填、望ましくない接合を避けるためのアルカリホスファターゼ処理、およ
び酵素ライゲーションを用いて、ライゲートさせる。別の実施態様では、融合遺伝子は自
動化ＤＮＡ合成機を含む従来の手法によって合成することができる。別法では、二つの連
続遺伝子フラグメント間に相補的オーバーハングを生じさ、続いてアニールされ再増幅さ
れてキメラ遺伝子配列を生成することができるアンカープライマーを用いて遺伝子フラグ
メントのＰＣＲ増幅を行うことができる（例えば、Current Protocols in Molecular Bio
logy, Ausubelら編, John Wiley & Sons：1992を参照）。さらに、融合部分（例えばＧＳ
Ｔポリペプチド）を既にコードしている多くの発現ベクターが市販されている。
【０１２２】
　ここで同定される本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）のアミノ酸配列
により、当業者は、本発明のポリペプチド（例えば、表１の配列を含む）に対応するポリ
ペプチドを作製することができる。そのようなポリペプチドは、本発明のポリペプチド（
例えば、表１の配列を含む）をコードするポリヌクレオチドの発現により、原核生物また
は真核生物宿主細胞において産生させることができる。別法では、そのようなペプチドは
、化学的方法によって合成することができる。組み換え宿主における異種ポリペプチドの
発現方法、ポリペプチドの化学合成法、およびインビトロ翻訳は当該技術分野においてよ
く知られており、更にManiatisら, Molecular Cloning： A Laboratory Manual （1989）
, 2版, Cold Spring Harbor, N. Y.；Berger およびKimmel, Methods in Enzymology, Vo
lume 152, Guide to Molecular Cloning Techniques （1987）, Academic Press, Inc., 
San Diego, Calif.；Merrifield, J. （1969） J. Am. Chem. Soc. 91：501；Chaiken I.
 M. （1981） CRC Crit. Rev. Biochem. 11：255；Kaiserら（1989） Science 243：187
；Merrifield, B. （1986） Science 232：342；Kent, S. B. H. （1988） Annu. Rev. B
iochem. 57：957；およびOfford, R. E. （1980） Semisynthetic Proteins, Wiley Publ
ishingに記載されている。これらを引用により本明細書において援用する。
【０１２３】
ＩＩＩ．ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の両方に結合する抗体
　理論に拘束されるわけはなく、開示された発明の理解を高めるために提供されるもので
あるが、本発明の抗体は、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２ポリペプチドの結合に関与する少
なくとも１つのＣＤＲ（相補性決定領域）内において、既知のＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ
２結合抗体と比べて独創的であると考えられる。少なくともなぜなら、存在するＰＤ－Ｌ
１またはＰＤ－Ｌ２結合抗体がＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の双方に対して結合親和性を
有しないからである。この考えは、高頻度可変領域を含有するＣＤＲを含む抗体の構成要
素の公知の構造的配列に一部基づくものである。本発明の抗体はまた、既知のＰＤ－Ｌ１
および／またはＰＤ－Ｌ２結合抗体と、１より多くのＣＤＲおよび／または１以上のＣＤ
Ｒ内の１より多くのアミノ酸位置において相違していてもよい。これらの相違は、ＰＤ－
Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２に対する従前の抗体と比べて、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ
２の両方の保存されたエピトープに結合するという特徴を、開示された発明の抗体に提供
する。ある実施態様では、本発明の抗体は、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２間の構造的およ
び配列保存分析、ならびにＰＤ－１とそのリガンド、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２結合関
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係に基づいて、所望の二重結合抗体を作製するための免疫原性エピトープを表す、保存さ
れたＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２ペプチド配列、CFTVTVPKDLYVVEYGSNおよびCYRSMISYGGAD
YKRITVと特異的に結合する。したがって、本発明の抗体は、既知のＰＤ－Ｌ１またはＰＤ
－Ｌ２ 抗体と比べてより高い特異性および／または感受性を備えたＰＤ－Ｌ１およびＰ
Ｄ－Ｌ２の両方を認識する。そのような抗体は、その他の使用、ウェスタンブロッティン
グ（もしくはイムノブロッティング）、免疫組織化学（ＩＨＣ）、変性されたもしくは固
定された形態のＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２、ＥＬＩＳＡアッセイ、およびＲＩ
Ａ アッセイの検出の使用にとって好適である。
【０１２４】
　いくつかの好ましい実施態様では、本発明の抗体およびその抗原結合フラグメントは、
ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２活性を阻害（遮断）して、それによってＰＤ－Ｌ１
および／またはＰＤ－Ｌ２阻害剤として機能することもある。そのような抗体およびフラ
グメントは、追加的なＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２阻害剤を導入する必要なく、
ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２の存在を検出するため、およびＰＤ－Ｌ１および／
またはＰＤ－Ｌ２活性を抑制するための両方に用いてもよい。別法として、ＰＤ－Ｌ１お
よび／またはＰＤ－Ｌ２活性を抑制する方法の一環として、別個にまたは組み合わせで被
検体に投与されるように、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２抑制性抗体またはその抗
原結合フラグメントを、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２活性を抑制するための組成
物などの他のＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２阻害剤と組み合わせて用いてもよい。
【０１２５】
　本発明のモノクローナル抗体は、Kohler and Milstein, Nature 256：495（1975）に記
載されている標準的な体細胞ハイブリダイゼーション技術などの種々の公知の方法を用い
て作成することができる。体細胞ハイブリダイゼーション処置は原理として好ましいが、
例えば、Ｂリンパ球のウイルス性もしくは癌遺伝子形質転換、ヒト抗体遺伝子のライブラ
リーを用いるファージディスプレイ法などの他のモノクローナル抗体作製技術を採用する
こともできる。
【０１２６】
　本発明のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを生成する１つの方法は、ネズ
ミ系である。マウスにおけるハイブリドーマ産生は当該技術において公知であり、それに
は免疫化された脾臓細胞を単離し、融合するための免疫化プロトコルおよび技術が含まれ
る。
【０１２７】
　ポリクローナル抗体は、好適な被検体をポリペプチド免疫原（例えば、表１に記載のも
の）で免疫化することによって調製することができる。しかしながら、これまでに当該技
術において用いられてきたものような、従来の免疫化プロトコルは、あらゆる合理的な発
現に成功する望ましい抗ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ２抗体を生成しないであろう。特に、正常
な野生型宿主動物の免疫化は、宿主ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２に対して反応す
る抗体を削除 し、それによって宿主ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２と免疫化ＰＤ
－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２配列との間の保存された構造と結合する多数のＢ細胞お
よびそれにより産生される抗体を削除するであろう。そのような中、ＰＤ－Ｌ１およびＰ
Ｄ－Ｌ２ポリペプチドが発現しないようにする、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の両方に対
して遺伝子ノックアウトを有する宿主動物の免疫化（すなわち、二重遺伝子ノックアウト
）は、免疫化するＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２配列に結合する交差反応性抗体を作製する
Ｂ細胞の寛容化および欠失を抑制または阻害することがここに発見された。
【０１２８】
　所望のＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ２抗体を含有する免疫応答を生成するために、クローニン
グおよび抗体の単離のために細胞を回収する３～４日前に最終ブーストを行う古典的免疫
化計画（典型的には、最初の４～５週間に２回免疫化を行い、所望の力価に達成しない場
合は、続けて追加免疫を行う）を含めた種々の免疫化およびブースト法を用いることがで
きる。さらに別のアプローチとしては、多部位急速免疫化またはＲＩＭＭＳ免疫化プロト
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コルがある（Kilpatrickら（1997）(1997) Hybridoma 16(4)：381-9 and Bynumら (1999)
 Hybridoma 19(5)：407-11参照）。さらに、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２の可溶
性細胞外ドメインフラグメント、表面に高レベルのＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２
を発現するように工学処理され、精製、溶解された細胞、およびＰＤ－Ｌ１および／また
はＰＤ－Ｌ２から派生したペプチドを含む免疫原を組み合わせて免疫化／ブーストアプロ
ーチを適応してもよい（例えば、表１参照）。
【０１２９】
　免疫化対象におけるポリペプチド抗体力価は、標準的技術、例えば固定化ポリペプチド
を用いた酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）により経時的にモニターされ得る。所望
ならば、抗原に対する抗体を、哺乳動物から（例えば、血液から）単離し、さらに公知技
術、例えば、タンパク質Ａクロマトグラフィーにより精製すると、ＩｇＧフラクションが
得られる。免疫後適当な時点で、例えば、抗体力価が最も高いとき、抗体産生細胞は、被
検体から入手され、標準的技術、例えば、KohlerおよびMilstein (1975) Nature 256:495
-497により最初に報告されたハイブリドーマ技術（Brownら（1981) J. Immunol. 127:539
-46; Brownら（1980) J. Biol. Chem. 255:4980-83; Yehら（1976) Proc. Natl. Acad. S
ci. 76:2927-31; およびYehら（1982) Int. J. Cancer 29:269-75も参照されたい）、さ
らに最近のヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Kozborら1983) Immunol. Today 4:72）、Ｅ
ＢＶ－ハイブリドーマ技術（Coleら(1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
 Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96）、またはトリオーマ技術によるモノクローナル抗体の
製造に使用され得る。モノクローナル抗体ハイブリドーマ製造技術は公知である（一般的
には、Kenneth, R. H. in Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Ana
lyses, Plenum Publishing Corp., New York, New York (1980); Lerner, E. A. (1981) 
Yale J. Biol. Med. 54:387－402; Gefter, M. L.ら(1977) Somatic Cell Genet. 3:231
－36を参照されたい）。簡単に述べると、不死細胞系（代表的には骨髄種）を、上記のよ
うに免疫原により免疫化した哺乳動物からのリンパ球（典型的には、脾臓細胞）に融合さ
せ、生成したハイブリドーマ細胞の培養上清をスクリーニングすると、ポリペプチド抗原
と好ましくは特異的に結合するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマが同定され
る。
【０１３０】
　リンパ球および不死化細胞系の融合に用いられる多くの公知プロトコルのいずれかが、
抗ＰＤ－Ｌ１抗体および／または ＰＤ－Ｌ２ モノクローナル抗体を産生する目的で適用
され得る（例えば、 Galfre, G.ら（1977） Nature 266：55052；Gefterら（1977）、前
掲；Lerner （1981）前掲；Kenneth （1980）前掲）。さらに、当業者にとって、同様に
有用である上記方法の多くの変形があることは明らかである。典型的には、不死細胞系（
例えば、骨髄種細胞系）は、リンパ球と同じ種の哺乳動物に由来する。例えば、ネズミハ
イブリドーマは、本発明免疫原性製品により免疫化したマウスからのリンパ球を不死化マ
ウス細胞系と融合させることにより製造され得る。好ましい不死細胞系は、ヒポキサンチ
ン、アミノプテリンおよびチミジンを含む培養培地（「ＨＡＴ培地」）に感受性を示すマ
ウス骨髄種細胞系である。骨髄種細胞系のいくつかは、標準的技術による融合相手として
使用され得、例えばＰ３－ＮＳ１／１－Ａｇ４－１、Ｐ３－ｘ６３－Ａｇ８.６５３また
はＳｐ２／Ｏ－Ａｇ１４骨髄種系がある。これらの骨髄種系は、アメリカン・タイプ・カ
ルチャー・コレクション（ＡＴＣＣ）、Rockville, Md. から入手可能である。典型的に
は、ＨＡＴ感受性マウス骨髄種細胞は、ポリエチレングリコール（「ＰＥＧ」）を用いて
マウス脾臓細胞に融合される。次いで、融合から生成したハイブリドーマ細胞はＨＡＴ培
地を用いて選択され、これによって非融合および非生産的融合骨髄種細胞は殺傷される（
非融合脾臓細胞は、形質転換されていないため数日後に死ぬ）。本発明モノクローナル抗
体を産生するハイブリドーマ細胞は、例えば、標準ＥＬＩＳＡアッセイを用いて、所与の
ポリペプチドと結合する抗体についてハイブリドーマ培養上清をスクリーニングすること
により検出される。
【０１３１】
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　モノクローナル抗体分泌ハイブリドーマを調製するための代替法として、上述のポリペ
プチドの一つに対して特異的なモノクローナルを、適切なポリペプチドで組み換えコンビ
ナトリアル免疫グロブリンライブラリー（例えば、抗体ファージディスプレイライブラリ
ー）をスクリーニングすることにより同定し、単離し、ポリペプチドに結合する免疫グロ
ブリンライブラリーメンバーを単離することができる。ファージディスプレイライブラリ
ーを作製しスクリーニングするためのキットは市販されている（例えば、Pharmacia Reco
mbinant Phage Antibody System, カタログ番号27-9400-01；およびStratagene SurfZAPT
M Phage Display Kit, カタログ番号240612）。さらに、抗体ディスプレイライブラリー
の作製とスクリーニングに使用されるのに特に適切な方法および試薬の例は、例えばLadn
erらの米国特許第5223409号；Kangらの国際公開第92/18619号；Dowerらの国際公開第91/1
7271号；Winterらの国際公開第92/20791号；Marklandらの国際公開第92/15679号；Breitl
ingらの国際公開第93/01288号；McCaffertyらの国際公開第92/01047号；Garrardらの国際
公開第92/09690号；Ladnerらの国際公開第90/02809号；Fuchsら（1991） Biotechnology 
（NY） 9：1369-1372；Hayら（1992） Hum. Antibod. Hybridomas 3：81-85；Huseら（19
89） Science 246：1275-1281；Griffithsら（1993） EMBO J. 12：725-734；Hawkinsら
（1992） J. Mol. Biol. 226：889-896；Clarksonら（1991） Nature 352：624-628；Gra
mら（1992） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89：3576-3580；Garrardら（1991） Biotechn
ology （NY） 9：1373-1377；Hoogenboomら（1991） Nucleic Acids Res. 19：4133-4137
；Barbasら（1991） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88：7978-7982；およびMcCaffertyら
（1990） Nature 348：552-554に見出すことができる。
【０１３２】
　さらに、標準的な組み換えＤＮＡ技術を使用して作製することができる組み換え抗ＰＤ
－Ｌ１抗体／ＰＤ－Ｌ２二重結合抗体、例えばキメラ、複合、およびヒト化モノクローナ
ル抗体を生成させることができる。そのようなキメラ、複合、およびヒト化モノクローナ
ル抗体は、当該技術分野で知られている組み換えＤＮＡ技術によって、例えばRobinsonら
の国際特許公開公報第PCT/US86/02269号；Akiraらの欧州特許出願第184,187号；Taniguch
iの欧州特許出願第171,496号；Morrisonらの欧州特許出願第173494号；Neubergerらの国
際公開第86/01533号；Cabillyらの米国特許第4816567号；Cabillyらの欧州特許出願第125
,023号；Betterら（1988） Science 240：1041-1043；Liuら（1987） Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 84：3439-3443；Liuら（1987） J. Immunol. 139：3521-3526；Sunら（1987）
 Proc. Natl. Acad. Sci. 84：214-218；Nishimuraら（1987） Cancer Res. 47：999-100
5；Woodら（1985） Nature 314：446-449；およびShawら（1988） J. Natl. Cancer Inst
. 80：1553-1559）；Morrison, S. L. （1985） Science 229：1202-1207；Oiら（1986）
 Biotechniques 4：214；Winterの米国特許第5,225,539号；Jonesら（1986） Nature 321
：552-525；Verhoeyanら（1988） Science 239：1534；およびBeidlerら（1988） J. Imm
unol. 141：4053-4060に記載された方法を使用して生産されうる。
【０１３３】
　さらに、ヒト化抗体は、米国特許第５５６５３３２号に開示されたもののような標準的
なプロトコルに従って作製することができる。別の実施態様では、抗体鎖または特異的結
合対メンバーは、例えば、米国特許第５５６５３３２号、同第５８７１９０７号、または
同第５７３３７４３号に記載されているように、当該分野で知られている技術を使用して
、特異的結合対メンバーのポリペプチド鎖と複製可能なジェネリックディスプレイパッケ
ージの成分の融合体をコードする核酸分子を含むベクターと単一の結合対メンバーの第二
ポリペプチド鎖をコードする核酸分子を含むベクターとの間の組み換えによって製造され
うる。細胞におけるタンパク質機能を抑制するための細胞内抗体の使用は、また当該分野
で知られている（例えば、Carlson, J. R. （1988） Mol. Cell. Biol. 8：2638-2646；B
iocca, S.ら（1990） EMBO J. 9：101-108；Werge, T. M.ら（1990） FEBS Lett. 274：1
93-198；Carlson, J. R. （1993） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90：7427-7428；Marasc
o, W. A.ら（1993） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90：7889-7893；Biocca, S.ら（1994
） Biotechnology （NY） 12：396-399；Chen, S-Y.ら（1994） Hum. Gene Ther. 5：595
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-601；Duan, Lら（1994） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91：5075-5079；Chen, S-Y.ら（
1994） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91：5932-5936；Beerli, R. R.ら（1994） J. Biol
. Chem. 269：23931-23936；Beerli, R. R.ら（1994） Biochem. Biophys. Res. Commun.
 204：666-672；Mhashilkar, A. M.ら（1995） EMBO J. 14：1542-1551；Richardson, J.
 H.ら（1995） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92：3137-3141；Marascoらの国際公開第94/
02610号；およびDuanらの国際公開第95/03832号を参照）。
【０１３４】
　別の実施態様では、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２に対するヒトモノクローナル抗体は、
マウス系よりもヒト免疫系の部分を担持するトランスジェニックまたは導入染色体マウス
を使用して産生させることができる。ある実施態様では「ＨｕＭＡｂマウス」とここでは
称されるトランスジェニックマウスは、未再編成のヒト重鎖（μおよびγ）およびκ軽鎖
免疫グロブリン配列をコードするヒト免疫グロブリン遺伝子ミニ遺伝子座を、内在性μお
よびκ鎖遺伝子座を不活性化する標的変異と共に含む （Lonberg, N.ら（1994） Nature 
368（6474）： 856 859）。したがって、マウスはマウスＩｇＭまたはκの減少した発現
を示し, 免疫化に応答して、導入されたヒト重鎖および軽鎖導入遺伝子がクラススイッチ
および体細胞変異を受け、高親和性ヒトＩｇＧκモノクローナル抗体を生じる（上掲のLo
nberg, N.ら（1994）；Lonberg, N. （1994） Handbook of Experimental Pharmacology 
113：49 101に概説；Lonberg, N. およびHuszar, D. （1995） Intern. Rev. Immunol. V
ol. 13： 65 93, およびHarding, F. およびLonberg, N. （1995） Ann. N. Y Acad. Sci
 764：536 546）。ＨｕＭａｂマウスの調製は、Taylor, L.ら（1992） Nucleic Acids Re
search 20：6287 6295；Chen, J.ら（1993） International Immunology 5： 647 656；T
uaillonら（1993） Proc. Natl. Acad. Sci USA 90：3720 3724；Choiら（1993） Nature
 Genetics 4：117 123；Chen, J.ら（1993） EMBO J. 12： 821 830；Tuaillonら（1994
） J. Immunol. 152：2912 2920；Lonbergら, （1994） Nature 368（6474）： 856 859
；Lonberg, N. （1994） Handbook of Experimental Pharmacology 113：49 101；Taylor
, L.ら（1994） International Immunology 6： 579 591；Lonberg, N. およびHuszar, D
. （1995） Intern. Rev. Immunol. Vol. 13： 65 93；Harding, F. およびLonberg, N. 
（1995） Ann. N.Y. Acad. Sci 764：536 546；Fishwild, D.ら（1996） Nature Biotech
nology 14： 845 851に記載されている。さらにLonberg およびKay、およびGenPharm Int
ernationalに付与された米国特許第5,545,806号；同第5,569,825号；同第5,625,126号；
同第5,633,425号；同第5,789,650号；同第5,877,397号；同第5,661,016号；同第5,814,31
8号；同第5,874,299号；および同第5,770,429号；Suraniらの米国特許第5,545,807号；19
98年6月11日公開の国際公開第98/24884；1994年11月10日公開の国際公開第94/25585号；1
993年6月24日公開の国際公開第93/1227号；1992年12月23日公開の国際公開第92/22645号
；1992年3月19日公開の国際公開第92/03918号を参照されたい。
【０１３５】
　別の実施態様では、本発明で使用される抗体は二重特異性抗体である。二重特異性抗体
は、単一の抗体ポリペプチド内に二つの異なった抗原に対する結合部位を有している。抗
原結合性は、同時または逐次的でありうる。トリオーマおよびハイブリッドハイブリドー
マは二重特異性抗体を分泌することができる細胞株の二つの例である。ハイブリッドハイ
ブリドーマまたはトリオーマによって産生される二重特異性抗体の例は、米国特許第4474
893号に記載されている。二重特異性抗体は、化学的手段（Staerzら（1985） Nature 314
：628、およびPerezら（1985） Nature 316：354）およびハイブリドーマ技術（Staerzお
よびBevan（1986） Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83：1453、およびStaerz およびBevan
 （1986） Immunol. Today 7：241）によって構築されている。二重特異性抗体はまた米
国特許第5,959,084号に記載されている。二重特異性抗体のフラグメントは米国特許第579
8229号に記載されている。
【０１３６】
　二重特異性薬剤は、ハイブリドーマまたは異なった抗体を作製する他の細胞を融合させ
ることによりヘテロハイブリドーマを作製し、次いで両方の抗体を生産し同時にアセンブ
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リするクローンを同定することにより産生させることもできる。それらはまた完全な免疫
グロブリン鎖または例えばＦａｂおよびＦｖ配列のようなその部分の化学的または遺伝子
接合によって産生させることができる。抗体成分は、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２に結合
することができる。ある実施態様では、二重特異性抗体は、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２
の両方、さらに他の免疫共抑制性ポリペプチド（例えば、ＣＴＬＡ４、Ｂ７－１、ＰＤ－
１など）の他の望ましい標的に特異的に結合できる。
【０１３７】
　本発明のさらに別の局面は、それぞれ免疫原性ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２ポリペプチ
ド、またはその免疫原性部分で動物を免疫化し、ついでポリペプチドに特異的に結合する
抗体を動物から単離することを含む方法によって得ることができる抗ＰＤ－Ｌ１抗体／Ｐ
Ｄ－Ｌ２ポリペプチド抗体に関する。
【０１３８】
　さらに別の局面において、部分的または既知の抗体配列を使用して新規抗体を産生し、
および／または発現させることができる。抗体は、６つの重鎖および軽鎖相補性決定領域
（ＣＤＲｓ）に位置するアミノ酸残基を主として通じて標的抗原と相互作用する。このた
め、ＣＤＲｓ内のアミノ酸配列は、ＣＤＲｓの外側の配列よりも個々の抗体間でより多様
性がある。ＣＤＲ配列が殆どの抗体抗原相互作用の原因であるため、異なった性質を有す
る異なった抗体からのフレームワーク配列に特異的な天然に生じる抗体からのＣＤＲ配列
がグラフトした発現ベクターを構築することによって、特異的な天然に生じる抗体の性質
を模倣する組み換え抗体を発現させることができる（例えば、Riechmann, L.ら, 1998, N
ature 332：323 327；Jones, P.ら, 1986, Nature 321：522 525；およびQueen, C.ら, 1
989, Proc. Natl. Acad. See. U.S.A. 86：10029 10033を参照）。そのようなフレームワ
ーク配列は、生殖系列または非生殖系列抗体遺伝子配列を含む公的ＤＮＡデータベースか
ら得ることができる。これらの生殖系列配列は、それらがＢ細胞成熟中にＶ（Ｄ）Ｊ接合
によって形成される完全にアセンブルされた可変遺伝子を含んでいないので、成熟抗体遺
伝子配列とは異なる。生殖系列遺伝子配列はまた可変領域全体にわたって均等に、個々の
高親和性二次レパートリー抗体の配列とは異なるであろう。例えば、体細胞変異は。フレ
ームワーク領域のアミノ末端部分においては相対的に希である。例えば、体細胞変異は、
フレームワーク領域１のアミノ末端部分およびフレームワーク領域４のカルボキシ末端部
分において相対的に希である。更に、多くの体細胞変異は抗体の結合特性を有意には改変
しない。このため、元の抗体のものに類似した結合特性を有するインタクトな組み換え抗
体を再形成するために特定の抗体の全ＤＮＡ配列を得ることは必要ではない。ＣＤＲ領域
をスパンする部分的な重鎖および軽鎖配列が典型的にはこの目的に十分である。部分的配
列が、どの生殖系列および／または非生殖系列可変および接合遺伝子セグメントが組み換
え抗体可変遺伝子に寄与したかを決定するために使用される。ついで、生殖系列および／
または非生殖系列配列が使用されて可変領域の失われた部分が満たされる。重鎖および軽
鎖リーダー配列はタンパク質成熟中に切断され、最終の抗体の性質には寄与しない。失わ
れた配列を付加するために、クローン化されたｃＤＮＡ配列が、ライゲーションまたはＰ
ＣＲ増幅によって合成オリゴヌクレオチドと組み合わせられうる。別法では、全可変領域
は、短いオーバーラップオリゴヌクレオチドのセットとして合成され、完全に合成の可変
領域クローンをつくり出すためにＰＣＲ増幅によって組み合わされうる。このプロセスを
また使用して、特定の制限部位の削除または包含、または特定のコドンの最適化のような
所定の利点を有する。該プロセスはまた他の種（例えばマウス）中の既知の抗体配列由来
の同族免疫グロブリンコード配列を設計するためにある種（例えばヒト）中の特定の免疫
グロブリンコード配列のライブラリーをスクリーニングすることができる。
【０１３９】
　ハイブリドーマからの重鎖および軽鎖転写物のヌクレオチド配列を使用して、天然配列
と同一のアミノ酸コード化能を有する合成Ｖ配列をつくり出すために合成オリゴヌクレオ
チドのオーバーラップセットを設計する。合成重鎖およびκ鎖配列は３つの点で天然配列
とは異なりうる： 反復ヌクレオチド塩基のストリングを妨害してオリゴヌクレオチド合
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成およびＰＣＲ増幅を容易にする；最適な翻訳開始部位はＫｏｚａｋの規則（Kozak, 199
1, J. Biol. Chem. 266L19867019870）に従って導入され；またＨｉｎｄＩＩＩ部位が翻
訳開始部位の上流に遺伝子操作される。 
【０１４０】
　重鎖および軽鎖可変領域の両方に対して、最適なされたコード化および対応する非コー
ド化ストランド配列が対応する非コードオリゴヌクレオチドのおよそ中間点で３０－５０
のヌクレオチドに分解される。よって、各鎖に対して、オリゴヌクレオチドを、１５０－
４００ヌクレオチドのセグメントをスパンするオーバーラップ二本鎖セットに組み立てる
ことができる。ついで、プールを鋳型として使用して、１５０－４００ヌクレオチドのＰ
ＣＲ増幅産物をつくり出す。典型的には、単一の可変領域オリゴヌクレオチドセットを、
二つのオーバーラップするＰＣＲ産物を生成するために別個に増幅される二つのプールに
分ける。ついで、これらのオーバーラップ産物をＰＣＲ増幅によって組み合わせて完全な
可変領域を形成する。発現ベクターコンストラクト中に簡単にクローニングされうるフラ
グメントを産生するために、ＰＣＲ増幅に重鎖または軽鎖定常領域のオーバーラップフラ
グメントを含むことが望ましいこともある。
【０１４１】
　再構築された重鎖および軽鎖可変領域についでクローン化プロモーター、リーダー配列
、翻訳開始、リーダー配列、定常領域、３’未翻訳、ポリアデニル化、および転写終結配
列と組み合わせて、発現ベクターコンストラクトを形成する。重鎖および軽鎖発現コンス
トラクトを単一ベクターに組合せ、宿主細胞中に同時転写させ、連続的に転写させ、また
は別個に転写させて、これをついで融合させて、両方の鎖を発現する宿主細胞を形成する
ことができる。
【０１４２】
　この使用のためのプラスミドは、当該技術分野において公知である。本発明の完全なヒ
トおよびキメラ抗体はまたＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＥ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、およびＩｇＤ
抗体を含む。同様のプラスミドが、他の重鎖アイソタイプの発現のため、またはλ軽鎖を
含む抗体の発現のために構築され得る。
【０１４３】
　したがって、本発明の別の局面において、既知の非ヒトまたはヒト抗体（例えば、マウ
ス抗ヒトＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ２抗体）の構造的特徴を用いて、例えばＰＤ－Ｌ１および
ＰＤ－Ｌ２への結合といった、本発明の抗体の少なくとも一つの機能的性質を保持する構
造的に関連したヒト抗ヒトＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ２抗体が作製することができる。他の機
能的な性質は、競合ＥＬＩＳＡアッセイでの、もともと公知の非ヒトまたはヒト抗体の結
合の抑制を含む。さらに、１以上のＣＤＲまたは可変領域（例えば、表１の配列、または
その一部を含む）は、本発明の更なる組み換え的に操作されたヒト抗ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－
Ｌ２抗体をつくり出すために既知のヒトフレームワーク領域およびＣＤＲｓと組み換え的
に組み合わせることができる。
【０１４４】
　抗体の重鎖および軽鎖ＣＤＲ３ドメインが抗原に対する抗体の結合特異性／親和性にお
ける特に重要な役割を果たしていることがよく知られているので、上に記載されたように
して調製された本発明の組み換え抗体は、本発明の可変領域の重鎖および軽鎖ＣＤＲ３ｓ
（例えば、表１の配列、またはその一部を含む）を含むことが好ましい。抗体は本発明の
可変領域のＣＤＲ２ｓ（例えば、表１の配列、またはその一部を含む）を含むことができ
る。抗体は更に本発明の可変領域のＣＤＲ１ｓ（例えば、表１の配列、またはその一部を
含む）を含むことができる。他のいくつかの実施態様では、抗体は更にＣＤＲｓの任意の
組合せを含むことができる。
【０１４５】
　上述の遺伝子操作された抗体のＣＤＲ１、２、および／または３領域は、ここに開示さ
れた本発明の可変領域（例えば、表１の配列、またはその一部を含む）のものとして正確
なアミノ酸配列を含み得る。しかしながら、当業者は、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－
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Ｌ２に効果的に結合する抗体の能力を依然として保持しつつ、正確なＣＤＲ配列からの幾
らかの逸脱（例えば、保存的配列修飾）が可能な場合があることを理解するであろう。し
たがって、別の実施態様では、操作された抗体は、本発明の一または複数のＣＤＲｓ（例
えば、表１の配列、またはその一部を含む）と例えば５０％、６０％、７０％、８０％、
８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、
９９％、または９９．５％同一である一または複数のＣＤＲｓからなりうる。
【０１４６】
　本明細書に記載の非ヒトまたはヒト抗体の構造的特徴を用いて、例えば、ヒトＰＤ－Ｌ
１およびＰＤ－Ｌ２の両方との結合のような、本発明の抗体の少なくとも一つの機能的性
質を保持する構造的に関連したヒト抗体を創作することができる。別の機能的性質として
は、もともと知られている組成物中の非ヒトまたはヒトＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－
Ｌ２抗体のＥＬＩＳＡアッセイでの結合の抑制がある。表１は、組み換え抗体またはその
抗原結合フラグメントがＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２と結合する能力を維持する限り、い
かなる組合せにおいても、混合、調和させることができる非常に多くのＣＤＲを含有する
非常に多くのｖＫおよびｖＨ配列を示す。
【０１４７】
　いくつかの実施態様では、ヒトＰＤ－Ｌ１とＰＤ－Ｌ２を結合することが可能なモノク
ローナル抗体であって、可変ドメインが、表１に記載の重鎖可変ドメインＣＤＲの群と少
なくとも８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、
９７％、９８％、９９％、９９．５％または１００％同一の配列を有する、少なくともＣ
ＤＲを含む重鎖を含む、モノクローナル抗体が提供される。
【０１４８】
　同様に、ヒトＰＤ－Ｌ１とＰＤ－Ｌ２を結合することが可能なモノクローナル抗体であ
って、可変ドメインが、表１に記載の軽鎖可変ドメインＣＤＲの群と少なくとも８０％、
８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、
９９％、９９．５％または１００％同一の配列を有する、少なくとも１つのＣＤＲを含む
軽鎖を含む、モノクローナル抗体が提供される。
【０１４９】
　ヒトＰＤ－Ｌ１とＰＤ－Ｌ２を結合することが可能なモノクローナル抗体であって、可
変ドメインが、表１に記載の重鎖可変ドメインＣＤＲの群と少なくとも８０％、８５％、
９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、
９９．５％または１００％同一の配列を有する、少なくともＣＤＲを含む重鎖、およびヒ
トＰＤ－Ｌ１とＰＤ－Ｌ２を結合することが可能なモノクローナル抗体であって、可変ド
メインが、表１に記載の軽鎖可変ドメインＣＤＲの群と少なくとも８０％、８５％、９０
％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９
．５％または１００％同一の配列を有する、少なくとも１つのＣＤＲを含む軽鎖を含む、
モノクローナル抗体を含む、モノクローナル抗体もまた提供される。
【０１５０】
　所与のＣＤＲにおいて、そのようなパーセンテージの相同性が均等であり、１、２、３
、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上の保存的アミノ酸置換を導入することに
よって達成することができることを、当業者は理解するであろう。
【０１５１】
　本発明のモノクローナル抗体は、可変ドメインが、表１に記載の重鎖可変ドメインＣＤ
Ｒを含む重鎖可変ドメインＣＤＲからなる群から選択される配列を有する少なくとも１つ
のＣＤＲを含む重鎖、および可変ドメインが、表１に記載の軽鎖可変ドメインＣＤＲを含
む軽鎖可変ドメインＣＤＲからなる群から選択される配列を有する少なくとも１つのＣＤ
Ｒを含むことができる。
【０１５２】
　そのようなモノクローナル抗体は、可変ドメインが、本明細書に記載のＣＤＲ－Ｌ１、
ＣＤＲ－Ｌ２、およびＣＤＲ－Ｌ３からなる群から選択される配列を有する少なくとも１
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つのＣＤＲを含む、軽鎖を含み；および／または可変ドメインが、本明細書に記載のＣＤ
Ｒ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２、およびＣＤＲ－Ｈ３からなる群から選択される配列を有する少
なくとも１つのＣＤＲを含む、重鎖を含むことができる。いくつかの実施態様では、ヒト
ＰＤ－Ｌ１とＰＤ－Ｌ２を結合することが可能なモノクローナル抗体は、本明細書に記載
のＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２、ＣＤＲ－Ｌ３、ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２、およびＣ
ＤＲ－Ｈ３を含む、またはそれらからなる。
【０１５３】
　本発明のモノクローナル抗体の重鎖可変ドメインは、表１に記載のｖＨアミノ酸配列を
含むか、またはそれらからなり、および／または、本発明のモノクローナル抗体の軽鎖可
変ドメインは、表１に記載のｖκアミノ酸配列を含むか、またはそれらからなる。
【０１５４】
　本発明はさらに、前記モノクローナル抗体のフラグメントを含み、それは、限定されな
いが、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、ｄｓＦｖ、ｓｃＦｖ、ｓｃ（Ｆｖ）２
およびジアボディ；抗体フラグメントから構成される多重特異性抗体を含む。例えば、Ｃ
ＴＬＡ－４などの免疫抑制性分子は、二重特異的または多重特異的方法によって結合可能
である。
【０１５５】
　本発明のモノクローナル抗体の他のフラグメントも検討する。例えば、その可変ドメイ
ンが、少なくとも、表１に提示したＣＤＲを含む個別の免疫グロブリン重鎖および／また
は軽鎖が提供される。ある実施態様では、免疫グロブリン重鎖は、表１に提示した重鎖ま
たは軽鎖可変ドメインＣＤＲの群と、少なくとも８０％、８５％、９０％、９１％、９２
％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９．５％または１０
０％同一の配列を有する少なくとも１つのＣＤＲを含む。別の実施態様では、本明細書に
記載した（例えば、表１に提示された）軽鎖または重鎖可変ドメインＣＤＲと少なくとも
８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、
９８％、９９％、９９．５％または１００％同一の配列を有するＣＤＲを少なくとも含む
免疫グロブリン軽鎖が提供される。
【０１５６】
　いくつかの実施態様では、免疫グロブリン重鎖および／または軽鎖は、本明細書に記載
のＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２、ＣＤＲ－Ｌ３、ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２、またはＣ
ＤＲ－Ｈ３の少なくとも１つを含む可変ドメインを含む。そのような免疫グロブリン重鎖
は、ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２、およびＣＤＲ－Ｈ３の少なくとも１つを含むことがで
きる、またはそれらからなり得る。免疫グロブリン軽鎖は、ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２
、およびＣＤＲ－Ｌ３の少なくとも１つを含むことができる、またはそれらからなり得る
。
【０１５７】
　他のいくつかの実施態様では、本発明の免疫グロブリン重鎖および／または軽鎖は、表
１にそれぞれ提示されているｖＨまたはｖκ可変ドメイン配列を含む、またはそれらから
なる。　
【０１５８】
　本発明はさらに、本明細書に記載の、ｖＨ可変ドメイン、ｖκ可変ドメイン、ＣＤＲ－
Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２、ＣＤＲ－Ｌ３、ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２、およびＣＤＲ－Ｈ３
配列からなる群から選択される配列を有するポリペプチドを提供する。
【０１５９】
　本発明の抗体、免疫グロブリン、およびポリペプチドは、単離された（例えば、精製さ
れた）形態、または膜もしくは脂質小胞（例えば、リポソーム）などのベクターに含有さ
れた形態で使用することができる。
【０１６０】
　本明細書に記載の抗体のアミノ酸配列の修飾について検討する。例えば、結合親和性お
よび／または抗体の他の生物学的性質を向上させることが望ましい。非ヒト動物由来の抗
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体のＶＨおよびＶＬ中のＣＤＲのみをヒト抗体ＶＨおよびＶＬのＦＲに単に移植すること
によってヒト化抗体が作成される場合、抗原結合活性が非ヒト動物由来の元の抗体と比較
して減少することは公知である。いくつかのアミノ酸残基では、ＣＤＲｓ中のみならずＦ
Ｒｓ中の、非ヒト抗体のＶＨおよびＶＬは、直接的または間接手的に抗原結合活性と関連
すると考えられる。したがって、これらアミノ酸残基の、ヒト抗体のＶＨおよびＶＬのＦ
Ｒに由来する異なるアミノ酸残基への置換は、結合活性を減少させるであろうが、非ヒト
動物由来の元の抗体のアミノ酸残基とのアミノ酸の置換によって修正することができる。
【０１６１】
　修飾および変更は、本発明の抗体の構造、およびそれらをコードするＤＮＡ配列におい
て行ってもよく、そうした場合もなお望ましい特徴をもつ抗体およびポリペプチドをコー
ドする機能性分子が取得される。例えば、いくつかの特定のアミノ酸を、感知され得る活
性の損失もなく、タンパク質構造において他のアミノ酸と置換し得る。タンパク質の相互
作用の能力および性質が、タンパク質の生物学的機能性を規定するので、特定のアミノ酸
置換は、タンパク質配列中、そしてもちろんその配列をコードするＤＮＡ中で行うことが
でき、それでもなお好ましい性質をもつタンパク質が得られる。したがって、種々の変更
を、感知され得る活性の損失もなく、本発明の抗体配列中、または、前記ポリペプチドを
コードする対応するＤＮＡ配列中で行い得る。
【０１６２】
　ポリペプチドのアミノ配列において変更を行う際、アミノ酸の疎水性親水性指標を検討
してもよい。タンパク質に相互作用的な生物学的機能を授与する際の疎水性親水性アミノ
酸指標の重要性は、当該技術において一般的に理解されている。アミノ酸の相対的な疎水
性親水性は、得られるタンパク質の２次構造に寄与し、ひいては、タンパク質と他の分子
、例えば、酵素、基質、受容体、ＤＮＡ、抗体、抗原などとのの相互作用に寄与するとさ
れている。各アミノ酸は、その疎水性および電荷特性に基づいて疎水性親水性指標を割り
当てられている：イソロイシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン（＋３．８
）；フェニルアラニン（＋２．８）；システイン／シスチン（＋２．５）；メチオニン（
＋１．９）；アラニン（＋１．８）；グリシン（－０．４）；トレオニン（－０．７）；
セリン（－０．８）；トリプトファン（－０．９）；チロシン（－１．３）；プロリン（
－１．６）；ヒスチジン（－３．２）；グルタミン酸（－３．５）；グルタミン（－３．
５）；アスパラギン酸（＜ＲＴＩ３．５）；アスパラギン（－３．５）；リジン（－３．
９）；およびアルギニン（－４．５）。
【０１６３】
　当該技術においては、いくつかの特定のアミノ酸が類似の疎水性親水性指標またはスコ
アをもつその他のアミノ酸により置換され、なおも類似の生物的活性をもつタンパク質を
結果としてもたらす、すなわちなおも生物学的機能が等価であるタンパク質を得ることが
できる、ということは公知である。
【０１６４】
　したがって、上で概略的に記した通り、アミノ酸置換は一般に、例えばその疎水性、親
水性、電荷、サイズなどといったアミノ酸側鎖置換基の相対的な類似性に基づいている。
上述の特性のうちの様々な特性を考慮する例示的置換は、当業者にとっては公知であり、
アルギニンとリジン；グルタミン酸塩とアスパラギン酸塩；セリンとトレオニン；グルタ
ミンとアスパラギン；およびバリン、ロイシンとイソロイシンが含まれる。
【０１６５】
　本発明の抗体のアミノ酸修飾のもう１つのタイプは、抗体の原初のグリコシル化パター
ンを改変する、例えば、安定性を増加させるために有用であり得る。「改変する」という
用語は、抗体の中に見出される１つ以上の炭水化物部分を削除することおよび／または抗
体内に存在しない１つ以上のグリコシル化部位を添加することを意味する。抗体のグリコ
シル化は、典型的にはＮ連結である。「Ｎ連結」というのは、アスパラギン残基の側鎖に
対する炭水化物部分の付着を意味する。Ｘがプロリンを除く任意のアミノ酸であるトリペ
プチド配列アスパラギン－Ｘ－セリンおよびアスパラギン－Ｘ－トレオニンは、アスパラ
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ギン側鎖に対する炭水化物部分の酵素付着のための認識配列である。このようにして、ポ
リペプチド内のこれらのトリペプチド配列のいずれかの存在は、潜在的なグリコシル化部
位を作り出す。抗体に対するグリコシル化部位の添加は、それが（Ｎ連結グリコシル化部
位のために）上述のトリペプチド配列のうちの１つ以上のものを含んでいるような形でア
ミノ酸配列を改変させることによってうまく達成される。別のタイプの共有結合修飾には
、抗体に対して化学的にまたは酵素によりグリコシドをカップリングすることが関与する
。これらの手順は、ＮまたはＯ連結のグリコシル化についてのグリコシル化能力をもつ宿
主細胞内での抗体の産生を必要としないという点において有利である。使用されるカップ
リング様式に応じて、糖（単複）を（ａ）アルギニンおよびヒスチジン、（ｂ）遊離カル
ボキシル基、（ｃ）システインのものといったような遊離スルフヒドリル基、（ｄ）セリ
ン、トレオニン、オルヒドロキシプロリンのものといったような遊離ヒドロキシル基、（
ｅ）フェニルアラニン、チロシンまたはトリプトファンのものといったような芳香族残基
、または（ｆ）グルタミンのアミド基に対し付着させてよい。例えば、このような方法は
国際公開第８７／０５３３０号に記載されている。
【０１６６】
　同様に、抗体上に存在するあらゆる炭水化物部分の除去は、化学的かまたは酵素的に達
成可能である。化学的脱グリコシル化には、化合物トリフルオロメタンスルホン酸または
等価の化合物に対する抗体の曝露が必要である。この処理の結果、抗体を無傷のままに残
しながら、連結する糖以外の大部分または全ての糖が分割されることになる（Ｎ－アセチ
ルグルコサミンまたはＮ－アセチルガラクトサミン）。化学的脱グリコシル化については
、Sojahrら(1987)およびEdgeら(1981)。抗体上の炭水化物部分の酵素分割は、Ｔｈｏｔａ
ｋｕｒａ，ＮＲ．ら（１９８７年）により記述されているように、さまざまなエンドおよ
びエキソグリコシダーゼを使用することによって達成可能である。
【０１６７】
　抗体のもう１つのタイプの共有結合修飾には、米国特許第4,640,835号；第4,496,689号
；第4,301,144号；第4,670,417号；第4,791,192号、または第4,179,337号で示されている
やり方での、例えば、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコールまたはポリオ
キシアルキレンといったようなさまざまな非タンパク性重合体の１つに抗体を連結させる
ことが含まれる。
【０１６８】
　細胞毒性剤または成長阻害剤と本発明の抗体のコンジュゲーションは、限定されないが
、Ｎ－スクシンイミジル（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、スクシン
イミジル（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート、イミノチオ
ラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（例えばジメチルアジピミデートＨＣＬ
）、活性エステル（例えばジスクシンイミジルスベレート）、アルデヒド（例えば、グル
タルアルデヒド）、ｂｉｓ－アジド化合物（例えば、ｂｉｓ（ｐ－アジドベンゾイル）ヘ
キサンジアミン）、ｂｉｓ－ジアゾニウム誘導体（例えば、ｂｉｓ－（ｐ－ジアゾニウム
ベンゾイル）－エチレンジアミン）、ジイソシアネート（例えば、トリエン２，６ジイソ
シアネート）、およびｂｉｓ－活性フッ素化合物（例えば１，５－ジフルオロ－２，４－
ジニトロベンゼンを含むさまざまな２機能性タンパク質カップリング剤を用いて行なうこ
とができる。例えば、炭素標識された１－イソチオシアナトベンジルメチルジエチレント
リアミンペンタ酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、抗体に対する放射性ヌクレオチドのコンジュ
ゲーションのための例示的キレート剤である（国際公開第９４／１１０２６号）。
【０１６９】
　別の局面において、本発明は、細胞毒素、薬剤および／または放射性同位体等の治療用
部分とコンジュゲートされた抗体を特徴とする。細胞毒素にコンジュゲートされると、こ
れらの抗体コンジュゲートは、「免疫毒素」と称される。細胞毒素または細胞傷害剤には
、細胞に有害な（例えば、細胞を死滅させる）あらゆる作用物質が含まれる。例えば、タ
キソール、サイトカラシンＢ、グラミシジンＢ、エチジウムブロミド、エメチン、マイト
マイシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ド
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キソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、
ミトラマイシン、アクチノマイシンＤ、１－デヒドロテストステロン、グルココルチコイ
ド、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、およびピューロマイシ
ン、並びにそのアナログまたはホモログが挙げられる。治療薬としては、限定されないが
、代謝拮抗剤（例えば、メトトレキセート、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、
シタラビン、５－フルオロウラシル、デカルバジン）、アルキル化剤（例えばメクロレタ
ミン、チオエパ（thioepa）、クロラムブシル、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ
）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロトスファミド（cyclothosphamide）、ブスルフ
ァン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシンＣ、およびシス－ジ
クロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）、シスプラチン）、アントラサイクリン（例えば
、ダウノルビシン（旧称ダウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生物質（例えば、
ダクチノマイシン（旧称アクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマイシン、および
アントラマイシン（ＡＭＣ））、および有糸分裂阻害剤（例えば、ビンクリスチンおよび
ビンブラスチン）が含まれる。本発明の抗体を、放射性同位体、例えば放射性ヨウ素にコ
ンジュゲートして、関連疾患、例えば癌の治療のための細胞傷害性放射性薬剤を生成する
ことも可能である。
【０１７０】
　コンジュゲートされた抗体は、例えば所定の治療計画の効果を決定するために、臨床試
験手順の一部として組織中のポリペプチドレベルをモニターするために診断的にまたは予
後的に使用することができる。検出は、検出可能な基質に抗体をカップリング（すなわち
、物理的に連結）させることによって容易になされ得る。検出可能な物質の例は、様々な
酵素、補欠分子団、蛍光材料、発光材料、生物発光材料、および放射性材料を含む。好適
な酵素の例は、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、Ｐ－ガラクトシ
ダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼを含み；好適な補欠分子団複合体の例はスト
レプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンを含み；好適な蛍光材料の例はウン
ベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、ロー
ダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、塩化ダンシルまたはフィコエリト
リン（ＰＥ）を含み；発光材料の例はルミノールを含み；生物発光材料の例はルシフェラ
ーゼ、ルシフェリン、およびエクオリンを含み、および好適な放射性材料の例は１２５Ｉ
、１３１Ｉ、３５Ｓまたは３Ｈを含む。本明細書で用いられる場合、抗体に関する「標識
された」という用語は、抗体に対して放射性作用物質または蛍光プローブ（例えばフルオ
ロセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）またはフィコエリスリン（ＰＥ）またはインド
シアニン（Ｃｙ５））といったような検出可能な物質をカップリング（すなわち物理的連
結）することによる抗体の直接的標識、ならびに検出可能な物質との反応性による抗体の
間接的標識を包含するように意図されている。
【０１７１】
　本発明の抗体コンジュゲートを用いて、所定の生物学的反応を修飾することも可能であ
る。治療用部分は、古典的な化学療法剤に限定されると解釈されてはならない。例えば、
薬剤部分は、所望の生物学的活性を有するタンパク質またはポリペプチドであり得る。こ
のようなタンパク質は、例えば、酵素的に活性な毒素、またはその活性フラグメント、例
えばアブリン、リシンＡ、シュードモナス外毒素、またはジフテリア毒素；腫瘍壊死因子
またはインターフェロン－γなどのタンパク質；または生物学的反応修飾剤、例えばリン
ホカイン、インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インターロイキン－２（「ＩＬ－２
」）、インターロイキン－６（「ＩＬ－６」）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子
（「ＧＭ－ＣＳＦ」）、顆粒球コロニー刺激因子（「Ｇ－ＣＳＦ」）、または他のサイト
カインまたは増殖因子であってもよい。
【０１７２】
　このような治療用部分を抗体にコンジュゲートさせるための技術は公知であり、例えば
、Arnonら, “Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therap
y”, in Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeldら編, pp. 243 56 （Ala



(56) JP 2015-527342 A 2015.9.17

10

20

30

40

50

n R. Liss, Inc. 1985）；Hellstromら, “Antibodies For Drug Delivery”, in Contro
lled Drug Delivery（第2版）, Robinsonら編, pp. 623 53 （Marcel Dekker, Inc. 1987
）；Thorpe, “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy： A Review
”, in Monoclonal Antibodies ‘84： Biological And Clinical Applications, Pinche
raら編, pp. 475 506 （1985）；“Analysis, Results, And Future Prospective Of The
 Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy”, in Monoclonal Ant
ibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwinら編, pp. 303 16（Academic Pres
s 1985）, およびThorpeら, “The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody
-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62：119 58（1982）を参照されたい。
【０１７３】
いくつかの実施態様では、コンジュゲートは、細胞内の細胞毒性剤または成長阻害剤の放
出を容易にする「分割可能なリンカー」を用いて行うことができる。例えば、酸に不安定
なリンカー、ペプチダーゼ感応性リンカー、光解離性リンカー、ジメチルリンカーまたは
ジスルフィド含有リンカー（例えば、米国特許第5,208,020号参照）を使用してよい。別
法として、組み換え型技術またはペプチド合成により、抗体および細胞毒性剤または成長
阻害剤を含む融合タンパク質を作ることができる。ＤＮＡの長さは、コンジュゲートの所
望の物性を破壊しないリンカーペプチドをコードする領域により分離されているかまたは
互いに隣接しているコンジュゲートの２つの部分をコードするそれぞれの領域を含んでい
てよい。
【０１７４】
　単にＰＤ－Ｌ１とＰＤ－Ｌ２を結合することに加えて、抗体、例えば、本明細書に記載
の抗体を、それらがＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２機能、例えば、ＦｏｘＰ３発現の改変、
ＥＲＫ１またはＥＲＫ２のリン酸化の改変、ＰＫＣ－θのリン酸化の改変、ＳＨＰ－２の
リン酸化の改変、サイトカイン産生の改変、および細胞増殖および／または転移の改変に
対する作用に関連付けて選択してもよい。が決定される。
【０１７５】
　いくつかの実施態様では、試験化合物は、（ａ）ＰＤ－Ｌ２／ＲＧＭｂシグナリングを
アップレギュレートし、それによってＥＲＫ１またはＥＲＫ２のリン酸化をダウンレギュ
レートする作用；（ｂ）ＰＤ－Ｌ２／ＲＧＭｂシグナリングをダウンレギュレートし、そ
れによってＥＲＫ１またはＥＲＫ２のリン酸化をアップレギュレートする作用；（ｃ）Ｐ
Ｄ－Ｌ２／ＲＧＭｂシグナリングをアップレギュレートし、それによってＰＫＣ－θのリ
ン酸化ダウンレギュレートする作用；（ｄ）ＰＤ－Ｌ２／ＲＧＭｂシグナリングをダウン
レギュレートし、それによってＰＫＣ－θのリン酸化アップレギュレートする作用；（ｅ
）ＰＤ－Ｌ２／ＲＧＭｂシグナリングをアップレギュレートし、それによってＳＨＳＰ－
２のリン酸化をアップレギュレートする作用；そして（ｆ）ＰＤ－Ｌ２／ＲＧＭｂシグナ
リングをダウンレギュレートし、それによってＳＨＰ－２のリン酸化をダウンレギュレー
トする作用からなる群から選択される作用を持つ。。
【０１７６】
　ＦｏｘＰ３、ＥＲＫ１／ＥＲＫ２、ＰＫＣ－θ、およびＳＨＰ－２は当該技術分野にお
いて公知である。例えば、ＦＯＸＰ３は、Ｂ細胞、Ｔ細胞およびＣＤ２５＋／ＣＤ４＋調
節Ｔ細胞の発達を調節する役割を持つ。それは、成人Ｔ細胞性白血病／リンパ腫において
発現し、免疫寛容をコントロールする調節Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の集団のマーカーとして広
く使用され、腫瘍細胞の宿主反応回避を可能にしている（Bignone and Banham（2008） E
OBT 8：1897-1920）。ＳＨＰ－２（Ｓｙｐ、ＳＨＰＴＰ２、ＰＴＰ２Ｃ、ＰＴＰＮ１１、
ＰＴＰ１Ｄ、およびＢＰＴＰ３としても知られる）は、非膜チロシンホスファターゼのフ
ァミリーのメンバーである（米国特許第５，５８９，３７５号および米国特許第５，８３
１，００９号）。ＳＨＰタンパク質は、ホスホチロシル残基結合によるタンパク質－タン
パク質相互作用を促進する、Ｓｒｃタンパク質チロシンキナーゼにおいて本来的に同定さ
れる約１００個のアミノ酸の保存された領域である２つのｓｒｃホモロジー２（ＳＨ２）
ドメインを含む（Neel, Semin. Cell. Bioi. 4： 419-432 （1993）））。これら２つの
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ドメインは、ＳＨＰ－２ホスファターゼの調節において異なる機能を示し、その結果異な
るシグナリング経路に影響を及ぼすことが示されている。Ｎ末端ＳＨドメインは、内部触
媒ホスファターゼドメインとの分子間相互作用により自己抑制効果を生じる調節および補
充ドメインとして作用する。一方、Ｃ末端ＳＨ２ドメインは、シグナル伝達に必要な分子
間相互作用のための他のタンパク質を補充すべく作用するにすぎない（Peiら、 Proc. Na
tl. Acad. Sci. U.S.A. 93：1141-1145（1996））。ＳＨＰ－２分子のリン酸化状態によ
り、そのリン酸化活性が調節される。ＳＨ２含有ホスファターゼを含むタンパク質－チロ
シンホスファターゼは、ヒトを含む哺乳動物などの多様な種から酵母およびツメガエル属
に至る真核生物間で高度に保存されている。タンパク質－チロシンホスファターゼの変異
および変化した発現が、腫瘍疾患および発生異常などの多くの病理学的症状に関連してい
る（Tonks, N.Kら、Cell 87：365-368 （1996）；Neel, B. G. ら、Curr. Op. Cell Biol
. 9：193-204 （1997）；Li, J. ら、Science275： 1943-1947 （1997））。ＳＨＰ－２
は、異常な免疫反応において重要な役割を果たすことが示されている（例えば、アレルギ
ー反応において（Pazdrakら、J. Exp. Med. 186： 561-568（1997））。ＳＨＰ－２分子
のリン酸化は、ＰＤ－１を経るシグナリングの指標である。ＳＨＰ－２のリン酸化は、制
限するものでなく、ＰＡＧＥゲル上でのＳＨＰ－２分子の変化した移動の検出、リン酸化
アッセイ、およびＳＨＰ－２分子の活性を測定するアッセイを含む当該分野で公知の方法
により容易に検出され得る。ＳＨＰ－２のリン酸化の検出は直接的であってよく、または
別法として、例えば、下流の活性または現象の検出など、間接的であってもよい。
【０１７７】
　ＥＲＫ１およびＥＲＫ２（ＭＡＰＫ１およびＭＡＰＫとしても知られる）はそれ自体が
キナーゼである（Boultonら、Cell 65：663-675（1991））。ＥＲＫ分子の活性化は、セ
リン／トレオニンリン酸化またはチロシンリン酸化による。ＥＲＫ１および２の活性化の
抑制は、ＥＲＫ１および２分子の上流のリン酸化の抑制の結果生じ、またはＥＲＫ１およ
び２を脱リン酸化して活性を減じるホスファターゼの活性化から生じることもある。ＥＲ
Ｋタンパク質は、二重特異性キナーゼであるＭＥＫ分子によるリン酸化により活性化され
ることが公知である。活性化に際して、ＥＲＫ１およびＥＲＫ２は核へと移動し、そこで
、ｃ－Ｍｙｃ、Ｃ／ＥＢＰ～、ｐ６２、ＴＣＦ／Ｅｌｋ－１、ＡＴＦ－２およびｃ－Ｊｕ
ｎを含む種々の転写因子を直接リン酸化および活性化することができる。Ｔ細胞の活性化
に際してのＥＲＫ１および２分子のリン酸化状態／活性化状態は、ＰＤ－１を経るシグナ
リングの指標である。ＥＲＫ１および２のリン酸化状態／活性化状態は、当該分野で容易
に利用できるアッセイを用いて当業者により容易に決定され得る。例えば、ＥＲＫ１およ
び２分子のリン酸化状態は、ｐ４２／４４ＥＲＫ１／２タンパク質のリン酸化形態に特異
的な（ホスホ－Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４特異的）抗体、そのいくつかは市場で入手可
能である、を用いて決定することができる。別法として、ＥＲＫ１および２分子のリン酸
化状態は、ゲルにおけるその移動により、リン酸化状態に関わらずＥＲＫ１および２を認
識する抗体を同定のために用いて決定することができる。別法として、ＥＲＫ１および２
の活性化状態は、ＥＲＫ１および２分子のキナーゼ活性をアッセイすることにより決定す
ることができる。ＥＲＫ１および２のリン酸化／活性化状態の決定は、例えば、下流の活
性または現象の検出など、間接的な方法によってもよい。
【０１７８】
　ＰＫＣイソ酵素は、多くの細胞シグナリング現象において重要な役割を果たす。ＰＫＣ
－θ（ＰＫＣ－θ、ＰＫＣＴ、ＰＲＫＣＴ、ｎＰＫＣ－θ、およびＰＲＫＣＱとしても知
られる）は、セリン－トレオニンキナーゼのＰＫＣファミリーのカルシウム非依存性イソ
形態である。ネズミの胸腺細胞におけるＰＫＣ－θタンパク質の一過性の過剰発現の結果
、インターロイキン－２－プロモーター駆動性コンストラクトの転写の活性化が生じ（Ba
ierら、Eur. 15 J Biochem. 225：195-203（1994））、Ｔ細胞シグナリング経路における
ＰＫＣ－θの役割が示される。ＰＫＣ－θもまた、Ｔ細胞レセプター媒介性のＴ細胞の活
性の過程において活性化されることが示されており、この活性化はＰＫＣ－θ分子の血漿
膜へのＡＰＣ接触部位における移動と相関する（米国特許第6,040,152号）。ＰＫＣ－θ
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は、アポトーシス（Dattaら、J. Biol. Chem. 272：20317-20320（1997））、細胞骨格の
編成（Pietromonacoら, J. Biol. Chem. 273：7594-7603（1998）；Simonsら, Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 253：561-565（1998））、増殖（Passalacquaら, Biochem. J. 3
37：113-118（1999））、および血管形成ならびに創傷治癒（Tangら、J. Biol. Chem. 27
2：28704-28711（1997））を含む他の細胞プロセスにも関与している。リン酸化状態は、
ＰＫＣ－θ分子の活性化状態を反映し、リン酸化は活性化を示す。ＰＫＣ－θのリン酸化
状態／活性化状態は、当該分野で容易に利用できるアッセイを用いて当業者により容易に
決定され得る。例えば、ＰＫＣ－θ分子のリン酸化状態は、市場で入手可能な、ＰＫＣ－
θタンパク質のリン酸化形態に特異的な抗体（例えば、抗－ホスホＴ５３８）を用いて決
定することができる。別法として、ＰＫＣ－θ分子のリン酸化状態は、ゲルにおけるその
移動により、ＰＫＣ－θを（リン酸化状態に関わらず）認識する抗体を検出のために用い
て、決定することができる。別法として、ＰＫＣ－θの活性化状態は、ＰＫＣ－θ分子の
キナーゼ活性をアッセイすることにより（Kupferら、米国特許No. 6,040,152号）、また
はＡＰＣ接触点における膜への移動をアッセイすることにより（Kupferら、米国特許No. 
6,040,152号）決定することができる。ＰＫＣ－θリン酸化／活性化状態の決定は、下流
の活性または現象の検出など、間接的な方法によってもよい。
【０１７９】
ＩＶ．組み換え発現ベクターおよび宿主細胞
　本発明の他の態様は、本発明のポリペプチド（例えば、表１記載の配列またはその一部
を含む）をコードする核酸分子を含有するベクター、好ましくは発現ベクターに関する。
ここで使用される場合、「ベクター」という用語は、それが結合した他の核酸を輸送する
ことができる核酸分子を意味する。ベクターの一つのタイプは、更なるＤＮＡセグメント
がライゲートされ得る円形の二本鎖ＤＮＡストランドＤＮＡループを意味する「プラスミ
ド」である。ベクターの他のタイプは、更なるＤＮＡセグメントがウイルスゲノム中にラ
イゲートされ得るウイルスベクターである。ある種のベクターはそれらが導入される宿主
細胞中において自律増殖可能である（例えば、細菌の複製起点を有する細菌ベクターおよ
びエピソーム哺乳動物ベクター）。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳動物ベクタ
ー）が宿主細胞中への導入時に宿主細胞のゲノム中に組み込まれ、それによって宿主ゲノ
ムとともに複製される。更に、ある種のベクターは、それらが作用可能に結合した遺伝子
の発現を指向し得る。そのようなベクターをここでは、「発現ベクター」と称する。一般
に、組み換えＤＮＡ技術において利用できる発現ベクターはしばしばプラスミドの形態で
ある。本明細書において、「プラスミド」と「ベクター」は、プラスミドがベクターの最
も一般的に使用される形態であるので、交換可能に使用され得る。しかしながら、本発明
は、均等な機能を発揮する、例えばウイルスベクター（例えば複製欠損レトロウイルス、
アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）のような、発現ベクターの他の形態も含むも
のとする。
【０１８０】
　本発明の組み換え発現ベクターは、宿主細胞における核酸の発現に適した形態の発明の
核酸を含み、これは、組み換え発現ベクターが、発現される核酸に作用可能に連結され、
発現に使用される宿主細胞に基づいて選択される一または複数の調節配列を含んでいるこ
とを意味する。組み換え発現ベクターにおいて、「作用可能に連結する」とは、対象とす
るヌクレオチド配列がヌクレオチド配列の発現を（例えば、インビトロ転写／翻訳系にお
いてまたはベクターが宿主細胞に導入されるときに宿主細胞において）可能にする形で調
節配列に連結されていることを意味する。用語「調節配列」は、プロモーター、エンハン
サーおよび他の発現コントロールエレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含む
。そのような調節配列については、例えばGoeddel（1990）Methods Enzymol. 185：3-7に
記載がある。調節配列は、多くのタイプの宿主細胞におけるヌクレオチド配列の構成的発
現を指示するもの、およびある種の宿主細胞においてのみヌクレオチド配列の発現を指示
するもの（例えば、組織特異的調節配列）を含む。発現ベクターの設計は、形質転換され
る宿主細胞の選択、所望されるタンパク質の発現量等のような因子に依存し得ることが当



(59) JP 2015-527342 A 2015.9.17

10

20

30

40

50

業者には理解されるであろう。本発明の発現ベクターを宿主細胞中に導入し、それによっ
て、ここに記載された核酸によってコードされる融合タンパク質またはペプチドを含むタ
ンパク質またはペプチドを作製することができる。
【０１８１】
　本発明の組み換え発現ベクターは、原核生物または真核生物細胞において本発明のポリ
ペプチド（例えば、表１記載の配列またはその一部を含む）を発現させるために設計され
得る。例えば、ポリペプチドは、細菌細胞、例えば、エシェリヒア・コリ、昆虫細胞（バ
キュロウイルス発現ベクターを使用）、酵母細胞、または哺乳動物細胞において発現させ
ることができる。適切な宿主細胞は上掲Goeddel（1990）においてさらに検討されている
。別法として、例えば、Ｔ７プロモーター調節配列およびＴ７ポリメラーゼを使用して、
組み換え発現ベクターを転写し、インビトロで翻訳される。
【０１８２】
　原核生物中のポリペプチドの発現は、融合または非融合タンパク質の何れかの発現をせ
しめる構成的または誘導性プロモーターを含むベクターを用いてエシェリヒア・コリ中で
最もしばしば実施される。融合ベクターは、通常は組み換えポリペプチドのアミノ末端に
、そこにコードされたポリペプチドに多くのアミノ酸を付加する。そのような融合ベクタ
ーは、典型的には３つの目的を果たす：１）組み換えポリペプチドの発現を増大させるこ
と；２）組み換えポリペプチドの溶解性を増大させること；および３）アフィニティ精製
におけるリガンドとして作用することによって組み換えポリペプチドの精製を助けること
。しばしば、融合発現ベクターにおいては、タンパク質切断部位を、融合部分と組み換え
ポリペプチドの接合部に導入し、融合タンパク質の精製に続く融合部分から組み換えポリ
ペプチドの分離を可能にする。そのような酵素、およびその同族認識配列は、Ｘａ因子、
トロンビンおよびエンテロキナーゼを含む。典型的な融合発現ベクターは、標的組み換え
ポリペプチドにグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タン
パク質、またはプロテインＡをそれぞれ融合させるｐＧＥＸ（Pharmacia Biotech Inc；S
mith, D. B. およびJohnson, K. S. （1988） Gene 67：31-40）、ｐＭＡＬ（New Englお
よびBiolabs, Beverly, Mass.）およびｐＲＩＴ５（Pharmacia, Piscataway, NJ）を含む
。
【０１８３】
　適切な誘導性非融合エシェリヒア・コリ発現ベクターの例は、ｐＴｒｃ（Amannら（198
8） Gene 69：301-315） およびｐＥＴ１Ｉｄ（Studierら（1990） Methods Enzymol. 18
5：60-89）を含む。ｐＴｒｃベクターからの標的遺伝子発現は、ハイブリッドｔｒｐ－ｌ
ａｃ融合プロモーターからの宿主ＲＮＡポリメラーゼ転写に依存する。ｐＥＴ１１ｄベク
ターからの標的遺伝子発現は、同時発現されるウイルスＲＮＡポリメラーゼ（Ｔ７ｇｎ１
）によって媒介されるＴ７ｇｎ１０－ｌａｃ融合プロモーターからの転写に依存する。こ
のウイルスポリメラーゼは、ｌａｃＵＶ５プロモーターの転写制御下で常在プロファージ
を有するＴ７ｇｎ１遺伝子からの宿主株ＢＬ２１（ＤＥ３）またはＨＭＳ１７４（ＤＥ３
）によって供給される。
【０１８４】
　エシェリヒア・コリにおける組み換えポリペプチド発現を最大にするための一つの方法
は、組み換えポリペプチドをタンパク分解的に切断する能力が損なわれた宿主細菌におい
てポリペプチドを発現させることである（Gottesman, S.（1990） Methods Enzymol. 185
：119-128）。他の方法は、発現ベクター中に挿入される核酸の核酸配列を、各アミノ酸
に対する個々のコドンがエシェリヒア・コリにおいて優先的に利用されるものであるよう
に改変することである（Wadaら（1992） Nucleic Acids Res. 20：2111-2118）。本発明
の核酸配列のそのような改変は、標準的なＤＮＡ合成技術によって実施することができる
。
【０１８５】
　別の実施態様では、発現ベクターは酵母発現ベクターである。酵母出芽酵母（S. cerev
isiae）中での発現のためのベクターの例は、ｐＹｅｐＳｅｃ１（Baldariら（1987） EMB
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O J. 6：229-234）、ｐＭＦａ（Kurjan およびHerskowitz （1982） Cell 30：933-943）
、ｐＪＲＹ８８ （Schultzら（1987） Gene 54：113-123）、ｐＹＥＳ２（Invitrogen Co
rporation, San Diego, Calif.）、およびｐｉｃＺ（Invitrogen Corp Corp, San Diego,
 Calif.）を含む。
【０１８６】
　別法として、本発明のポリペプチド（例えば、表１記載の配列またはその一部を含む）
は、バキュロウイルス発現ベクターを使用して昆虫細胞において発現され得る。培養され
た昆虫細胞（例えば、Ｓｆ９細胞）におけるポリペプチドの発現に利用可能なバキュロウ
イルスベクターは、ｐＡｃシリーズ（Smithら（1983） Mol. Cell Biol. 3：2156-2165）
、およびｐＶＬシリーズ（Lucklow およびSummers（1989） Virology 170：31-39）を含
む。
【０１８７】
　さらにまた別の実施態様では、本発明の核酸（例えば、表１記載の配列またはその一部
を含む）は、哺乳動物発現ベクターを使用して哺乳動物細胞において発現される。哺乳動
物発現ベクターの例は、ｐＣＤＭ８（Seed, B. （1987） Nature 329：840）およびｐＭ
Ｔ２ＰＣ（Kaufmanら（1987） EMBO J. 6：187-195）を含む。哺乳動物細胞において使用
される場合、発現ベクターの制御機能はウイルス調節エレメントによってしばしばもたら
される。例えば、一般的に使用されるプロモーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、
サイトメガロウイルスおよびサルウイルス４０から誘導される。原核生物および真核生物
細胞双方のための他の適切な発現系に対しては、Sambrook, J.ら, Molecular Cloning： 
A Laboratory Manual. 第２版、Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor L
aboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989の１６および１７章を参照されたい
。
【０１８８】
　別の実施態様では、組み換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型において優先的に
核酸の発現を指示することができる（例えば、組織特異的調節エレメントを使用して核酸
を発現させる）。組織特異的調節エレメントは当該分野で知られている。適切な組織特異
的プロモーターの非限定的な例は、アルブミンプロモーター（肝臓特異的；Pinkertら（1
987） Genes Dev. 1：268-277）、リンパ系特異的プロモーター（Calame およびEaton （
1988） Adv. Immunol. 43：235-275）、Ｔ細胞レセプターの特定のプロモーター（Winoto
 およびBaltimore （1989） EMBO J. 8：729-733）および免疫グロブリン（Banerjiら（1
983） Cell 33：729-740；Queen およびBaltimore （1983） Cell 33：741-748）、神経
細胞特異的プロモーター（例えば、神経フィラメントプロモーター；Byrne およびRuddle
 （1989） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86：5473-5477）、膵臓特異的プロモーター（Ed
lundら（1985） Science 230：912-916）、および乳腺特異的プロモーター（例えば、乳
清プロモーター；米国特許第4,873,316号、および欧州特許出願公開第264,166号）を含む
。発生的に調節されるプロモーターもまた包含され、例えば、マウスhoxプロモーター（K
esselおよびGruss（1990） Science 249：374-379）およびα－フェトプロテインプロモ
ーター（Campes およびTilghman （1989）Genes Dev. 3：537-546）によるものである。 
【０１８９】
　本発明の別の局面は、本発明の核酸分子（例えば、表１）が組み換え発現ベクターまた
は宿主細胞のゲノムの特異的部位に相同的に組み込まれることを可能にする配列を含む核
酸分子に導入される宿主細胞に関する。「宿主細胞」および「組み換え宿主細胞」という
用語は、ここでは互換可能に使用される。そのような用語は、特定の対象細胞だけでなく
、そのような細胞の子孫または潜在的な子孫をも意味することが理解される。ある種の修
飾は、突然変異または環境的影響のために続く世代で生じ得るので、そのような子孫は、
実際は親細胞と同一ではない場合があるが、本明細書で用いられる用語の範囲内に尚も含
まれる。
【０１９０】
　宿主細胞は任意の原核生物または真核生物細胞であり得る。例えば、本発明のポリペプ
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チド（例えば、表１記載の配列またはその一部を含む）は、細菌細胞、例えば、エシェリ
ヒア・コリ、昆虫細胞、酵母または哺乳動物細胞（例えば、チャイニーズハムスター卵巣
細胞（ＣＨＯ）またはＣＯＳ細胞）において発現され得る。他の適切な宿主細胞は当業者
に知られている。
【０１９１】
　ベクターＤＮＡは一般的な形質転換またはトランスフェクト技術によって原核生物また
は真核生物細胞中に導入することができる。ここで使用される場合、「形質転換」および
「トランスフェクト」という用語は、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共沈、ＤＥ
ＡＥ-デキストラン媒介トランスフェクト、リポフェクション、または電気穿孔法を含む
、外来性核酸（例えば、ＤＮＡ）を宿主細胞に導入するための様々な当該分野で認められ
ている技術を意味するものである。宿主細胞を形質転換しまたはトランスフェクトするた
めの適切な方法は、Sambrookら（Molecular Cloning： A Laboratory Manual. 2nd, ed.,
 Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
 Harbor, N.Y., 1989）、および他の実験室マニュアルに見出すことができる。
【０１９２】
　哺乳動物細胞の安定なトランスフェクトのためには、使用される発現ベクターおよびト
ランスフェクト技術に応じて、ほんの僅かの量の細胞が外来性ＤＮＡをそのゲノム中に組
み込むことができることが知られている。これらの組込み体を同定し選択するためには、
選択可能マーカー（例えば、抗生物質に耐性のあるマーカー）をコードする遺伝子が一般
に対象の遺伝子とともに宿主細胞中に導入される。好ましい選択可能マーカーは、薬剤に
耐性を付与するもの、例えば、Ｇ４１８、ハイグロマイシンおよびメトトレキセートを含
む。選択可能マーカーをコードする核酸は、ＰＤ－Ｌ１および／もしくはＰＤ－Ｌ２ポリ
ペプチドまたは抗ＰＤ－Ｌ１抗体および／もしくはＰＤ－Ｌ２抗体ポリペプチドをコード
するものと同じベクター上の宿主細胞中に導入することができ、または別個のベクターに
導入することができる。導入された核酸で安定にトランスフェクトされた細胞を、薬剤選
択によって同定することができる（例えば、選択可能マーカー遺伝子を導入した細胞は残
存するが、他の細胞は死滅する）。
【０１９３】
　本発明の宿主細胞、例えば培養中の原核生物または真核生物宿主細胞を、本発明のポリ
ペプチド（例えば、表１記載の配列またはその一部を含む）の作製（すなわち、発現）の
ために使用することができる。したがって、本発明は、本発明の宿主細胞を使用して本発
明のポリペプチド（例えば、表１記載の配列またはその一部を含む）を作製する方法を更
に提供する。ある実施態様では、該方法は、（本発明のポリペプチド（例えば、表１記載
の配列またはその一部を含む）をコードする組み換え発現ベクターが導入された）本発明
の宿主細胞を適切な培地中で本発明のポリペプチド（例えば、表１記載の配列またはその
一部を含む）が作製されるように培養することを含む。別の実施態様では、本発明は培地
または宿主細胞から本発明のポリペプチド（例えば、表１記載の配列またはその一部を含
む）を単離することを更に含む。
【０１９４】
　本発明の宿主細胞をまた以下に記載のように使用して非ヒトトランスジェニック動物を
生産することができる。
【０１９５】
Ｖ．抗体コンジュゲート／免疫毒素
　別の局面において、本発明は、例えば細胞毒素、薬剤（例えば、免疫抑制剤）または放
射性同位体などの療法用部分にコンジュゲートされた抗ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ２抗体を特
徴とする。細胞毒素にコンジュゲートされると、これらの抗体コンジュゲートは、「免疫
毒素」と称される。細胞毒素または細胞傷害剤には、細胞に有害な（例えば、細胞を死滅
させる）あらゆる薬剤が含まれる。例としては、タキソール、サイトカラシンＢ、グラミ
シジンＢ、エチジウムブロミド、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド、
ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒ



(62) JP 2015-527342 A 2015.9.17

10

20

30

40

50

ドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、ミトラマイシン、アクチノマイシンＤ
、１－デヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リド
カイン、プロプラノロール、およびピューロマイシン、並びにそのアナログまたはホモロ
グがある。治療剤には、限定されるものではないが、代謝拮抗剤（例えば、メトトレキセ
ート、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビン、５－フルオロウラシル、
デカルバジン）、アルキル化剤（例えば、メクロレタミン、チオエパ（thioepa）、クロ
ラムブシル、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、
シクロトスファミド（cyclothosphamide）、ブスルファン、ジブロモマンニトール、スト
レプトゾトシン、マイトマイシンＣ、およびシス－ジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤ
Ｐ）、シスプラチン）、アントラサイクリン（例えば、ダウノルビシン（旧称ダウノマイ
シン）およびドキソルビシン）、抗生物質（例えば、ダクチノマイシン（旧称アクチノマ
イシン）、ブレオマイシン、ミトラマイシン、およびアントラマイシン（ＡＭＣ））、お
よび有糸分裂阻害剤（例えば、ビンクリスチンおよびビンブラスチン）が含まれる。本発
明の抗体を、放射性同位体、例えば放射性ヨウ素にコンジュゲートして、関連疾患、例え
ば癌の治療のための細胞傷害性放射性薬剤を生成することも可能である。
【０１９６】
　コンジュゲートされた抗ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ２抗体は、例えば所定の治療レジメンの
効果を決定するために、臨床試験手順の一部として組織中のポリペプチドレベルをモニタ
ーするために診断的にまたは予後的に使用することができる。検出は、検出可能な基質に
抗体をカップリング（すなわち、物理的に連結）させることによって容易になされ得る。
検出可能な物質の例は、様々な酵素、補欠分子団、蛍光材料、発光材料、生物発光材料、
および放射性材料を含む。適切な酵素の例は、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホ
スファターゼ、Ｐ－ガラクトシダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼを含み；適切
な補欠分子団複合体の例はストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンを含
み；適切な蛍光材料の例はウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオ
シアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、塩化ダンシルま
たはフィコエリトリンを含み；発光材料の例はルミノールを含み；生物発光材料の例はル
シフェラーゼ、ルシフェリン、およびエクオリンを含み、および適切な放射性材料の例は

１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓおよび３Ｈを含む。
【０１９７】
　本発明の抗体コンジュゲートを用いて、所定の生物学的反応を修飾することも可能であ
る。治療用部分は、古典的な化学療法剤に限定されると解釈されてはならない。例えば、
薬剤部分は、所望の生物学的活性を有するタンパク質またはポリペプチドであり得る。こ
のようなタンパク質は、例えば、酵素的に活性な毒素、またはその活性フラグメント、例
えばアブリン、リシンＡ、シュードモナス外毒素、またはジフテリア毒素；腫瘍壊死因子
またはインターフェロン－γなどのタンパク質；または生物学的反応修飾剤、例えばリン
ホカイン、インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インターロイキン－２（「ＩＬ－２
」）、インターロイキン－６（「ＩＬ－６」）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子
（「ＧＭ－ＣＳＦ」）、顆粒球コロニー刺激因子（「Ｇ－ＣＳＦ」）、または他のサイト
カインまたは増殖因子であってもよい。
【０１９８】
　このような治療用部分を抗体にコンジュゲートさせるための技術は公知であり、例えば
、Arnonら, “Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therap
y”, in Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeldら編, pp. 243 56 （Ala
n R. Liss, Inc. 1985）；Hellstromら, “Antibodies For Drug Delivery”, in Contro
lled Drug Delivery（第2版）, Robinsonら編, pp. 623 53 （Marcel Dekker, Inc. 1987
）；Thorpe, “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy： A Review
”, in Monoclonal Antibodies ‘84： Biological And Clinical Applications, Pinche
raら編, pp. 475 506 （1985）；“Analysis, Results, And Future Prospective Of The
 Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy”, in Monoclonal Ant



(63) JP 2015-527342 A 2015.9.17

10

20

30

40

50

ibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwinら編, pp. 303 16（Academic Pres
s 1985）, およびThorpeら, “The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody
-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62：119 58（1982）を参照されたい。
【０１９９】
ＶＩ．本発明の使用および方法
　本明細書に記載の組成物（二重結合抗体、ならびにその誘導体およびコンジュゲートを
含む）は、種々の治療的および予後的用途に使用することができる。例えば、多くのヒト
疾患は、修飾された免疫応答（例えば、免疫応答のアップレギュレーションまたはダウン
レギュレーション）から恩恵を受けるであろう。そしてこれは、単一の作用物質を用いる
ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２によって媒介される、免疫共抑制性シグナリング経路のネッ
トワークを同時に修飾することによって効率的に達成することができる。したがって、本
発明の組成物を用いた、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２によって媒介される免疫共抑制経路
の結合および／またはシグナリングを修飾するための方法（例えば、以下から選択される
１以上の相互作用の修飾：（ａ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合
するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ
－Ｌ２；（ｅ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ１によって媒介される免疫共抑制性シグナル
；（ｆ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１によって媒介される免疫共抑制性シグナル；（ｇ
）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２によって媒介される免疫共抑制性シグナル；および（ｈ
）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２によって媒介される免疫共抑制性シグナル）を検討する
。さらに、本発明の組成物を用いたＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２の生物学的活性を修飾す
る方法を検討する。特に、ここに記載の本発明の組成物（例えば、抗ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－
Ｌ２抗体）は、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２によって媒介される特定の状態に関連する治
療的および予後的用途に有用である。
【０２００】
　いくつかの実施態様では、抗体は、ＥＬＩＳＡまたはＲＩＡにおいて抗体を使用するた
めの部品またはデバイスに関連する。限定されない例としては、アッセイに用いる固体表
面に固定された抗体（例えば、上述した発光または放射に基づき検出可能な標識に結合さ
れた、および／またはコンジュゲートされたもの）が挙げられる。他のいくつかの実施態
様では、抗体は、例えば、「サンドイッチ」もしくは競合アッセイなどの免疫クロマトグ
ラフ分析または免疫化学アッセイを用いてＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２を検出す
るためのデバイスまたは細片に関連する。そのようなデバイスまたは細片のさらに別の例
としては、自宅での検査や、迅速ポイント・オブ・ケア検査のためにデザインされたもの
がある。更なる例としては、単一のサンプル中の多数の分析物の同時分析のためにデザイ
ンされたものがある。例えば、標識されていない本発明の抗体を生物学的サンプル中の「
捕捉」ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドに適用してもよいし、捕捉（も
しくは固定）されたＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドを、標識された形
態の、検出すべき本発明の抗体に結合させてもよい。他の標準的なイムノアッセイの態様
が当業者において公知であり、それらには、例えば、免疫拡散、免疫電気泳動、免疫組織
病理学、免疫組織化学、および組織病理学に基づくアッセイが含まれる。
【０２０１】
　１．スクリーニング方法
　本発明の一局面は、非細胞ベースのアッセイを含むスクリーニングアッセイに関する。
ある実施態様では、アッセイは、ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ１受容体および／またはＰＤ－Ｌ
２／ＰＤ－Ｌ２受容体（ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２（例えば、（ａ）ＰＤ－１に結合す
るＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－
Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２）の相互作用を調節する抗体を同定するため
の方法を提供する。別の実施態様では、アッセイは、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ
２の生物学的活性を調節する抗体を同定するための方法を提供する。
【０２０２】
　ある実施態様では、本発明は、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２に結合し、または
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その生物学的活性を調節する、例えば、ポリペプチドがその同族結合対と相互作用（例え
ば結合）する能力を調節する、候補または試験抗体をスクリーニングするためのアッセイ
に関する。ある実施態様では、免疫応答を調節する抗体を同定するための方法は、ＰＤ－
Ｌ１／ＰＤ－Ｌ１受容体および／またはＰＤ－Ｌ２／ＰＤ－Ｌ２受容体（ＰＤ－Ｌ１およ
びＰＤ－Ｌ２ （例えば、（ａ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合
するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ
－Ｌ２）の相互作用を調節する、例えば、高めるまたは抑制する能力を決定するステップ
を伴う。
【０２０３】
　ある実施態様では、アッセイは、無細胞アッセイであり、それは、ＰＤ－Ｌ１またはＰ
Ｄ－Ｌ２を試験抗体に接触させるステップと、試験抗体が、ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ１受容
体および／またはＰＤ－Ｌ２／ＰＤ－Ｌ２受容体（ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２（例えば
、（ａ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）
ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２）の間の相互作用
を調節する（例えば、刺激する、または抑制する）能力を決定するステップを含む。ＰＤ
－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ１受容体および／またはＰＤ－Ｌ２／ＰＤ－Ｌ２受容体（ＰＤ－Ｌ１お
よびＰＤ－Ｌ２（例えば、（ａ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合
するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ
－Ｌ２）の間の相互作用の調節の決定は、例えば、直接結合の測定、または、下記の間接
パラメータの測定により、達成することができる。
【０２０４】
　例えば、直接の結合アッセイでは、ＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２タンパク質（またはそ
の各標的ポリペプチドまたは分子）に放射性同位体または酵素標識をカップリングさせ、
複合体中の標識されたタンパク質または分子を測定することによって決定することができ
る。例えば、標的は、ＰＤ－１またはＰＤ－１を１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、または３Ｈ
で直接的または間接的に標識することができ、放射性同位体が放出放射能の直接の計数ま
たはシンチレーションカウントにより検出される。別法では、標的は、例えば西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはルシフェラーゼで酵素的に標識され
得、酵素標識が適切な基質の製造物への転化を決定することによって検出される。
【０２０５】
　ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ１受容体および／またはＰＤ－Ｌ２／ＰＤ－Ｌ２受容体（ＰＤ－
Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２（例えば、（ａ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１
に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合す
るＰＤ－Ｌ２）の間の相互作用の決定は、リアルタイム生体分子間相互作用解析（ＢＩＡ
）（Sjolander, S. およびUrbaniczky, C.（1991） Anal. Chem. 63：2338-2345 およびS
zaboら（1995） Curr. Opin. Struct. Biol. 5：699-705）のような技術を使用して達成
することもできる。本明細書で用いられる場合、「ＢＩＡ」は何れの相互作用体の標識も
しないでリアルタイムで生体分子特異的相互作用を研究するための技術である（例えば、
ビアコア）。表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）の光学的現象の変化を、生物学的ポリペプチ
ド間のリアルタイム反応の指標として使用することができる。ＰＤ－１、ＰＤ－１リガン
ド、およびＢ７ポリペプチドをビアコアチップに固定させることができ、抗体をＰＤ－１
、ＰＤ－１リガンド、およびＢ７ポリペプチドへの結合について試験することができる。
ＢＩＡ技術を使用する例は、Fitzら（1997） Oncogene 15：613に記載されている。
【０２０６】
　上述のアッセイ方法の一または複数の態様では、ポリペプチドまたは分子を固定化して
、タンパク質の一方または両方の未複合化形態からの複合化形態の分離を容易にし、なら
びにアッセイの自動化に適応させることが望ましい場合がある。試験抗体の標的（例えば
、ＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２）への結合は、反応体を含めるのに適した任意の容器にお
いて達成することができる。そのような容器の例としては、限定されないが、マイクロタ
イタープレート、試験管、および微量遠心管が挙げられる。本発明の固定化された形態の
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抗体はまた、多孔性、微孔性の材料（平均孔径が約１ミクロン未満の材料）、または大孔
材料（平均孔径が約１０ミクロンより大きい材料）、例えば、メンブレン、セルロース、
ニトロセルロース、もしくはガラス繊維；アガロースもしくはポリアクリルアミドもしく
はラテックスのビーズ；または、例えばポリスチレン製のシャーレ、プレートもしくはウ
ェルの表面といった固相に結合する抗体を含み得る。ある実施態様では、基質にタンパク
質の一方または両方を結合させることを可能にするドメインを付加する融合タンパク質を
提供することができる。例えば、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ／ＰＤ－Ｌ１ま
たはＰＤ－Ｌ２融合タンパク質、またはグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ／標的融
合タンパク質を、グルタチオンセファロースビーズ（Sigma Chemical, St. Louis, MO） 
またはグルタチオン誘導体化マイクロタイタープレートに吸着させることができ、次にこ
れを試験化合物と組み合わせ、混合物を、複合体形成を助ける条件下（例えば、塩および
ｐＨについて生理学的条件）でインキュベートすることができる。インキュベート後、ビ
ーズまたはマイクロタイタープレートウェルを洗浄し、未結合成分、ビーズの場合は固定
化された基質、直接的または間接的に定量された複合体を、例えば上述のように、除去す
る。別法として、複合体を基質から解離させることができ、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰ
Ｄ－Ｌ２の結合性または活性のレベルを標準的な技術を使用して決定する。
【０２０７】
　別の態様では、本発明の抗体がＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ１受容体とＰＤ－Ｌ２／ＰＤ－Ｌ
２受容体（例えば、ＰＤ－Ｌ１とＰＤ－Ｌ２（例えば、（ａ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－
Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２；（
ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２）の間の相互作用を調節する能力を決定することは、
ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２の下流で機能する、例えば、免疫共抑制に関連する
シグナリングを行う、ポリペプチドまたは生成物の活性を調整する試験抗体の能力を決定
することによって達成され得る。
【０２０８】
　別の態様では、本発明の抗体がＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ１受容体とＰＤ－Ｌ２／ＰＤ－Ｌ
２受容体（例えば、ＰＤ－Ｌ１とＰＤ－Ｌ２（例えば、（ａ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－
Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２；（
ｄ）ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２）の間の相互作用を調節する能力を決定することは、
ＰＤ－１-、Ｂ７－１-、またはＲＧＭｂ-Ｉｇ融合タンパク質のＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－
Ｌ２トランスフェクト細胞への結合を調整する試験抗体の能力を決定することによって達
成され得る。
【０２０９】
　本発明はさらに、上述のスクリーニングアッセイによって同定される新規抗体に関する
。したがって、適切な動物モデルにおいて本明細書に記載されたようにして同定された抗
体を更に使用することも本発明の範囲に入る。例えば、本明細書に記載されたようにして
同定された抗体を動物モデルで使用して、有効性、毒性、またはそのような抗体での治療
の副作用を決定することができる。別法では、本明細書に記載されたようにして同定され
た抗体を動物モデルで使用して、そのような抗体の作用機序を決定することができる。更
に、本発明は、本明細書において上述したスクリーニングアッセイによって同定される新
規抗体の本明細書に記載の治療のための使用に関する。
【０２１０】
　２．予測医薬
　本発明はまた、診断アッセイ、予後アッセイ、および臨床試験をモニターすることを診
断（予測）目的のために用いて個体を予防的に治療する予測医薬の分野に関する。したが
って、本発明の一局面は、生物学的サンプル（例えば、血液、血清、細胞、組織）の内容
物中でのＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２もしくはそのフラグメントの発現および／
または活性レベルを測定して、それにより個人が異常もしくは望ましくないバイオマーカ
ーの発現または活性に関連する病気または疾患に罹患しているまたはそれに伴う疾患を進
行させる危険にあるかどうかを決定するための診断アッセイに関する。発明によりさらに
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、個体が、バイオマーカーポリペプチド、核酸発現、または活性に関連する疾患を進行さ
せる危険にあるかどうかを決定するための診断（または予測）アッセイも提供される。例
えば、バイオマーカー遺伝子における変異を生物学的サンプルにおいてアッセイすること
ができる。
【０２１１】
　そのようなアッセイを診断または予測目的のために用いて、それによりバイオマーカー
ポリペプチド、核酸発現、または活性により特徴づけられる、または、それらに関連する
疾患の発症前または再発後に、個体を予防的に治療することができる。
【０２１２】
　本発明の別の局面は、、臨床試験におけるＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２、また
はそのフラグメントの発現または活性における試薬（例えば、薬剤、化合物、および核酸
ベースの小分子）の影響をモニターすることを含む。これらおよび他の試薬を以下のセク
ションにさらに詳細に記載する。
【０２１３】
３．診断アッセイ
　本発明は部分的に、生物学的サンプルがＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２の異常な
 発現または活性に関連するか否かを正確に分類するための方法、システム、およびコー
ドを提供する。いくつかの実施態様では、本発明は、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ
２により媒介される疾患または異常（ＰＤ－Ｌ１サンプルおよび／またはＰＤ－Ｌ２サン
プルとして知られる）を伴うまたは危険性のあるサンプル（例えば、被検体からのサンプ
ル）の統計的アルゴリズムおよび／または実験データ（例えば、ＰＤ－Ｌ１および／また
はＰＤ－Ｌ２の有無またはレベル）を用いた分類に有用である。
【０２１４】
　ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２またはそのフラグメントの発現または活性のレベ
ルを検出する、したがって、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２またはその臨床的サブ
タイプによって媒介される疾患または障害に関連するか否かを分類するのに有用な例示的
方法は、試験対象から生物学的サンプルを取得し、その生物学的サンプルをＰＤ－Ｌ１お
よび／またはＰＤ－Ｌ２を検出することができる本発明の抗体またはその抗原結合フラグ
メントと接触させることを含み、それによって生物学的サンプルにおいてＰＤ－Ｌ１およ
び／またはＰＤ－Ｌ２の発現のレベルまたは活性が検出される。いくつかの実施態様では
、少なくとも１つの抗体またはその抗原結合フラグメントが使用され、２、３、４、５，
６、７、８、９、１０またはそれ以上の抗体または抗体フラグメントを組み合わせて（例
えば、サンドイッチＥＬＩＳＡにおいて）、または連続して、使用することができる。い
くつかの特定の例においては、統計的アルゴリズムは、単一の学習統計的分類システムで
ある。例えば、単一の学習統計的分類システムは、サンプルをＰＤ－Ｌ１サンプルおよび
／またはＰＤ－Ｌ２サンプルとして、予測または蓋然性値およびＰＤ－Ｌ１および／また
はＰＤ－Ｌ２の有無またはレベルに基づいて、分類するために用いることができる。単一
の学習統計的分類システムの使用は、典型的に、サンプルを、少なくとも約７５％、７６
％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６
％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６
％、９７％、９８％、または９９％の、感受性、特異性、陰性的中率、陽性的中率、およ
び／または総体的的確性を有するＰＤ－Ｌ１サンプルおよび／またはＰＤ－Ｌ２サンプル
（例えば、慢性感染）サンプルとして分類する。
【０２１５】
　他の好適な統計的アルゴリズムは、当該技術分野において公知である。例えば、 学習
統計的分類子システムは、本明細書中で用いる場合、複合データの集合（例えば、着目し
たマーカーのパネル）に適用し、そしてこのようなデータの集合に基づいて判断を行なう
ことができる機械学習アルゴリズム技術を含む。いくつかの実施態様では、単一の学習統
計的分類子システム、例えば、分類木（例えば、ランダムフォレスト）を用いる。他の実
施態様では、２種、３種、４種、５種、６種、７種、８種、９種、１０種、またはそれ以
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上の学習統計的分類子システムの組み合わせを、好ましくは直列に用いる。学習統計的分
類子システムの例として、限定されないが、帰納学習（例えば、決定／分類木、例えば、
ランダムフォレスト、分類および回帰木（Ｃ＆ＲＴ）、ブースト型の木等）、Probably A
pproximately Correct（ＰＡＣ）学習、コネクショニスト学習（例えば、ニューラルネッ
トワーク（ＮＮ）、人工ニューラルネットワーク（ＡＮＮ）、ニューロファジーネットワ
ーク（ＮＦＮ）、ネットワーク構造、パーセプトロン、例えば、多層パーセプトロン、多
層フィードフォワードネットワーク、ニューラルネットワークのアプリケーション、信念
ネットワーク（belief network）におけるベイジアン学習等）、強化学習（例えば、既知
環境における受動的学習、例えば、純粋な学習（naive learning）、適応型動的学習、お
よび時間差学習、未知環境における受動的学習、未知環境における能動的学習、行動－価
値関数学習、強化学習のアプリケーション等）、および遺伝的アルゴリズムおよび進化的
プログラミングを用いた学習統計的分類子システムを挙げることができる。他の学習統計
的分類子システムとして、サポート・ベクター・マシーン（例えば、カーネル法）、多変
量適応回帰スプライン（ＭＡＲＳ）、レーベンバーグ・マルカートアルゴリズム、ガウス
・ニュートンアルゴリズム、ガウスの混合（mixtures of Gaussians）、勾配降下アルゴ
リズム、および学習ベクトル量子化（ＬＶＱ）を挙げることができる。いくつかの特定の
実施態様では、本発明の方法はさらに、ＰＤ－Ｌ１サンプルおよび／またはＰＤ－Ｌ２サ
ンプル分類結果を臨床医、例えば、胃腸病専門医や一般開業医に送信することを含む。
【０２１６】
　別の実施態様では、本発明の方法はさらに、個体がＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ
２の異常な発現または活性に関連する状態または異常を持つ可能性の形式での診断を提供
する。例えば、個体は、約０％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５
％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５
％、９０％、９５％、またはそれ以上の蓋然性で当該状態または異常を持ち得る。さらに
また別の実施態様では、本発明の方法はさらに、個体における状態または異常の予後診断
を提供する。いくつかの例では、サンプルを、ＰＤ－Ｌ１サンプルおよび／またはＰＤ－
Ｌ２サンプルとして分類する方法は、さらにサンプルを取得した個体の症状（例えば、臨
床的因子）に基づいている。症状または症状群には、例えば、下痢、腹痛、痙攣、発熱、
貧血、体重減少、不安、鬱、およびこれらの組み合わせがある。いくつかの実施態様では
、状態または異常（例えば、化学療法薬）に関連する１以上の症状を治療するのに有用な
薬剤の治療的に有効な量を個体に投与した後に、個体がＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－
Ｌ２の異常な発現または活性に伴う状態または異常を有すると診断する。
【０２１７】
　ある実施態様では、方法は、対照生物学的サンプル（例えば、ＰＤ－Ｌ１および／また
はＰＤ－Ｌ２によって媒介される状態または異常を持たない被検体からの生物学的サンプ
ル）、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２によって媒介される状態または異常の寛解中
または発症前の被検体からの生物学的サンプル、または、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ
－Ｌ２によって媒介される状態または異常の発症の治療中の被検体からの生物学的サンプ
ルを取得するステップを含む。
【０２１８】
４．予後アッセイ
　本明細書に記載の診断法はさらに、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２またはそのフ
ラグメントの異常な発現または活性に関連する疾患や障害に罹患している、または発症す
る危険性のある被検体を確認するために利用することができる。本明細書で用いられる場
合、「異常な」という語は、対照の正常な発現または活性から逸脱したバイオマーカー発
現または活性のレベルを含む。
【０２１９】
　先行診断アッセイまたは事後アッセイなどの、本明細書に記載のアッセイを用いて、例
えば癌におけるＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２活性または発現の誤調節と関連する
障害を有するか、または生じる危険性がある被検体を同定することができる。別法として
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、予後アッセイを用いて、例えば癌におけるＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２活性ま
たは発現の誤調節と関連する障害を有するか、または生じる危険性がある被検体を同定す
ることができる。こうして、本発明は、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２またはその
フラグメントの異常な発現または活性と関連する疾患を同定および／または分類する方法
を提供する。さらに、本明細書に記載の予後アッセイを用いて、異常なバイオマーカー発
現または活性と関連する疾患または障害を処置するための作用物質（例えば、アゴニスト
、アンタゴニスト、ペプチド模倣体、ポリペプチド、ペプチド、核酸、小分子、または他
の薬剤候補）を被検体に投与することができるかどうかを決定することができる。こうし
て本発明は、被検体を、異常なＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２発現または活性と関
連する疾患のための薬剤を用いて効率的に処置することができるかどうかを決定する方法
であって、試験サンプルを取得し、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２発現または活性
を検出する（例えば、バイオマーカーポリペプチドまたは核酸発現または活性の、対照に
対する有意な増減が認められれば、被検体に異常なＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２
の異常な発現または活性に関連する障害を治療するための薬剤を投与することができると
診断する）方法を提供する。いくつかの実施態様では、バイオマーカー発現または活性の
有意な増減は、対照サンプル中のマーカーの発現活性またはレベルより、それぞれ少なく
とも２、２．１、２．２、２．３、２．４、２．５、２．６、２．７、２．８、２．９、
３、３．５、４、４．５、５、５．５、６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．
５、１０、１０．５、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０倍
以上高いまたは低い場合を含む。
【０２２０】
５．臨床試験中の効果のモニタリング
　作用物質（例えば、薬剤）のＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２またはそのフラグメ
ント発現または活性に対する影響（例えば、癌の調節）のモニタリングを、基礎的な薬剤
スクリーニングのみならず、臨床試験においても適用することができる。例えば、作用物
質の有効性は、本発明の抗体を用いて、対照との比較におけるＰＤ－Ｌ１および／または
ＰＤ－Ｌ２発現および／または活性の調節（すなわち、増加または減少）を検出すること
によって決定することができる。そのような臨床試験において、ＰＤ－Ｌ１および／また
はＰＤ－Ｌ２の発現および／または活性を、特定の細胞または状態の表現型の「読み出し
」またはマーカーとして使用することができる。
【０２２１】
　いくつかの実施態様では、本発明は、作用物質（例えば、アゴニスト、アンタゴニスト
、ペプチド模倣体、ポリペプチド、ペプチド、核酸、小分子、または他の薬剤）による被
検体の治療の効果をモニタリングする方法であって、（ｉ）作用物質を投与する前の被検
体から投与前サンプルを取得するステップ；（ｉｉ）投与前サンプルのＰＤ－Ｌ１および
／またはＰＤ－Ｌ２の発現および／または活性またはそのフラグメントのレベルを検出す
るステップ；（ｉｉｉ）被検体から１以上の投与後サンプルを取得するステップ；（ｉｖ
）投与後サンプルにおけるＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２またはそのフラグメント
の発現または活性のレベルを検出するステップ；（ｖ）投与前サンプル中のＰＤ－Ｌ１お
よび／またはＰＤ－Ｌ２またはそのフラグメントの発現または活性のレベルと、投与後サ
ンプルのバイオマーカーまたはサンプルのそれとを比較するステップ；および（ｖｉ）そ
れにしたがって、被検体への該作用物質の投与を変更するステップを含む方法を提供する
。例えば、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２の発現または活性を減少させ、検出され
たものよりレベルを下げるためには、作用物質の投与を増加させることが望ましいかもし
れない。そのような態様によれば、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２の発現または活
性は、観察し得る表現型反応がない場合であっても、作用物質の有効性の指標として用い
てもよい。
【０２２２】
６．治療方法
　本明細書に記載の組成物（二重結合抗体、ならびにその誘導体およびコンジュゲートを



(69) JP 2015-527342 A 2015.9.17

10

20

30

40

50

含む）は、種々のインビトロおよびインビボでの治療的用途（例えば、免疫応答のアップ
レギュレーションまたはダウンレギュレーション）に使用され得る。ある実施態様では、
ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ１受容体および／またはＰＤ－Ｌ２／ＰＤ－Ｌ２受容体（ＰＤ－Ｌ
１およびＰＤ－Ｌ２（例えば、（ａ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ１；（ｂ）Ｂ７－１に
結合するＰＤ－Ｌ１；（ｃ）ＰＤ－１に結合するＰＤ－Ｌ２；（ｄ）ＲＧＭｂに結合する
ＰＤ－Ｌ２）の間の相互作用を遮断する抗体は、抑制シグナリングを妨げることができる
。ある実施態様では、ＰＤ－１リガンドの共刺激シグナルを遮断する抗体は、免疫細胞に
対する共刺激シグナルを遮断する。さらに、ＰＤ－Ｌ２のライゲーションはサイトカイン
分泌および樹状細胞の生存を誘導し得る。よって、ＰＤ－Ｌ２ライゲーションを遮断する
抗体は樹状細胞の生存を抑制し、樹状細胞によるサイトカイン発現を低減させ、これらの
メカニズムを通じて免疫応答を抑制し得る。特に、ここに記載された抗体は、例えばKeir
ら（2008） Annu. Rev. Immunol. 26：677；Sharpeら、（2007） Nat. Immunol. 8：239
；Freemanら（2007） J. Exp. Med. 10：2223において検討されているように、ＰＤ－Ｌ
１およびＰＤ－Ｌ２により媒介される特定の症状に関連した治療への応用に有用である。
【０２２３】
　ある実施態様では、本発明の抗体および抗原結合フラグメントは、限定されないが、老
年期痴呆、アルツハイマー病、ダウン症、パーキンソン病、クロイツフェルトヤコブ病、
糖尿病性ニューロパシー、パーキンソン症候群、ハンチントン病、マシャドジェセフ病、
筋萎縮性側索硬化症、および糖尿病性ニューロパシーを含む、神経変性疾患に関する診断
、予後、予防への応用に加えて、治療への応用に有用である。
【０２２４】
　別の実施態様では、本発明の抗体および抗原結合フラグメントは、診断、予後、予防へ
の応用（例えば、疾患の発症または進行を治療し、遅らせる）に加えて、免疫反応が亢進
する疾患、例えば、喘息、自己免疫疾患（糸球体腎炎、関節炎、拡張性心筋症様疾患、潰
瘍性大腸炎、シェーグレン症候群、クローン病、全身性エリテマトーデス、慢性関節リウ
マチ、多発性硬化症、乾鮮、アレルギー性接触性皮膚炎、多発性筋炎、強皮症、結節性動
脈周囲炎、リウマチ熱、尋常性白斑、インスリン依存性糖尿病、ベーチェット病、橋本病
、アジソン病、皮膚筋炎、重症筋無力症、ライター症候群、グレーブス病、悪性貧血、グ
ッドパスチャー症候群、不妊症、慢性活動性肝炎、天疱瘡、自己免疫性血小板減少性紫斑
病、および自己免疫性溶血性貧血、活動性慢性肝炎、アジソン病、抗リン脂質症候群、ア
トピー性アレルギー、自己免疫萎縮性胃炎、無酸症自己免疫、セリアック病、クッシング
症候群、皮膚筋炎、円板状狼瘡、斑性狼瘡、グッドパスチャー症候群、橋本甲状腺炎、突
発性副腎萎縮症、突発性血小板減少症、インスリン依存性糖尿病、ランバート・イートン
症候群、ルポイド肝炎、リンパ球減少症のいくつかの症例、混合性結合組織病、類天疱瘡
、天疱瘡尋常性、悪性貧血、水晶体起因性ブドウ膜炎、結節性多発動脈炎、多腺性自己免
疫症候群、原発性胆汁性肝硬変、原発性硬化性胆管炎、レイノー症候群、再発性多発性軟
骨炎、シュミット症候群、限局型全身性強皮症（または クレスト症候群）、交感性眼炎
、全身性エリテマトーデス、高安動脈炎、側頭動脈炎、甲状腺中毒症、ｂ型インスリン耐
性、潰瘍性大腸炎およびウェゲナー肉芽腫症）を抑制するための治療への応用に有用であ
る。
【０２２５】
　さらに別の実施態様では、本発明の抗体および抗原結合フラグメントは、持続性感染疾
患（例えば、ウイルス感染疾患、例えばＨＰＶ、ＨＢＶ、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、
レトロウイルス、例えばヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ－１およびＨＩＶ－２）、ヘルペ
スウイルス、例えばエプスタイン・バーウイルス（ＥＢＶ）、サイトメガロウイルス（Ｃ
ＭＶ）、ＨＳＶ－１およびＨＳＶ－２、およびインフルエンザウイルス）の診断、予後、
予防に加えてさらに治療応用（例えば、治療し、疾患の発症または進行を遅延させる）に
有用である。ここに記載されたようにして利用することができる病原菌に付随する他の抗
原は様々な寄生虫の抗原であり、マラリア、好ましくはＮＡＮＰの反復に基づくマラリア
ペプチドを含む。さらに、細菌、真菌および他の病原体の疾患が含まれ、例えば、アスペ
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ルギルス（Aspergillus）、ブルギア（Brugia）、カンジダ（Candida）、クラミジア（Ch
lamydia）、コッチジア（Coccidia）、クリプトコッカス（Cryptococcus）、ジロフィラ
リア（Dirofilaria）、ゴノコッカス（Gonococcus）、ヒストプラズマ（Histoplasma）、
レイシュマニア（Leishmania）、マイコバクテリウム（Mycobacterium）、マイコプラズ
マ（Mycoplasma）、パラメチウム（Paramecium）ペルツシス（Pertussis）、プラスモジ
ウム（Plasmodium）、ニューモコッカス（Pneumococcus）、ニューモキスティス（Pneumo
cystis）、リケットシア（Rickettsia）、サルモネラ（Salmonella）、シゲラ（Shigella
）、スタフィロコッカス（Staphylococcus）、ストレプトコッカス（Streptococcus）、
トクソプラズマ（Toxoplasma）、ビブリオコレラ（Vibrioコレラ）が挙げられる。例示的
な種としては、淋菌（Neisseria gonorrhea）、結核菌（Mycobacterium tuberculosis）
、カンジダ・アルビカンス（Candida albicans）、カンジダ・トロピカリス（Candida tr
opicalis）、膣トリコモナス（Trichomonas vaginalis）、ヘモフィルス・バジナリス（H
aemophilus vaginalis）、Ｂ群連鎖球菌種（Group B Streptococcus sp.）、マイコプラ
ズマ・ホミニス（Mycoplasma hominis）、軟性下疳菌（Hemophilus ducreyi）、グラヌロ
ーマ・イングイネル（Granuloma inguinale）、リンホパチア・ベネレウム（Lymphopathi
a venereum）、梅毒トレポネ－マ（Treponema pallidum）、ブルセラ・アボルタス（Bruc
ella abortus）、ブルセラ・メリテンシス（Brucella melitensis）、ブルセラ・スイス
（Brucella suis）、ブルセラ・カニス（Brucella canis）、カンピロバクター・フィタ
ス（Campylobacter fetus）、カンピロバクター・フィタス・インテスチナリス（Campylo
bacter fetus intestinalis）、レプトスピラ・ポモナ（Leptospira pomona）、リステリ
ア・モノサイトゲネス（Listeria monocytogenes）、ブルセラ・オビス（Brucella ovis
）、オウム病クラミジア（Chlamydia psittaci）、トリコモナス・フィータス（Trichomo
nas foetus）、トキソプラズマ・ゴンディ（Toxoplasma gondii）、エシェリヒア・コリ
（Escherichia coli）、アクチノバチルス・エクーリ（Actinobacillus equuli）、ヒツ
ジ流産菌（Salmonella abortus ovis）、ウマ流産菌（Salmonella abortus equi）、緑膿
菌（Pseudomonas aeruginosa）、コリネバクテリウム・エクイ（Corynebacterium equi）
、コリネバクテリウム・ピオゲネス（Corynebacterium pyogenes）、アクチノバチルス・
セミニス（Actinobaccilus seminis）、マイコプラズマ・ボビゲニタリウム（Mycoplasma
 bovigenitalium）、アスペルギルス・フミガーツス（Aspergillus fumigatus）、アブシ
ジア・ラモーザ（Absidia ramosa）、トリパノソーマ・エクイペルダム（Trypanosoma eq
uiperdum）、バベシア・カバリ（Babesia caballi）、破傷風菌（Clostridium tetani）
、ボツリヌス菌（Clostridium botulinum）が含まれる；または例えば、パラコクシジオ
イデス‐ブラジリエンシス（Paracoccidioides brasiliensis）などの菌類が含まれる；
または、他の病原菌、例えば、プラスモジウムファルシパルム（Plasmodium falciparum
）が含まれる。米国立アレルギー感染症研究所（Allergy and Infectious Diseases （NI
AID））の優先的病原菌も含まれる。これらは、大痘瘡（variola major）（天然痘）、バ
チルス・アンスラシス（Bacillus anthracis）（炭疽菌）、エルシニア・ペスティス（Ye
rsinia pestis）（ペスト）、ボツリヌス菌毒素（ボツリヌス中毒）、フランシセラ・ツ
ラレンシス（Francisella tularensis）（野兎病）、フィロウイルス（filovirus）（エ
ボラ出血熱、マールブルグ出血熱）、アレナウイルス（arenavirus）（ラッサ（Lassa）
（ラッサ熱）、フニン（Junin）（アルゼンチン出血熱）および関連ウイルス）などのカ
テゴリーＡ物質：コクシエラ・バーネッティイ（Coxiella burnetii）（Ｑ熱）、ブルセ
ラ（Brucella）種（ブルセラ症）、バークホルデリア・マレイ（Burkholderia mallei）
（鼻疽）、アルファウイルス（ベネズエラ脳脊髄炎、東部および西部ウマ脳脊髄炎）、リ
シナス・コミュニス（Ricinus communis）（トウゴマ）由来のリシン毒、ウェルチ菌（Cl
ostridium perfringens）のイプシロン毒素；ブドウ球菌（Staphylococcus）エンテロト
キシンＢ、サルモネラ（Salmonella）種、志賀赤痢菌（Shigella dysenteriae）、エシェ
リヒア・コリ株Ｏ１５７：Ｈ７、コレラ菌（Vibrio cholerae）、クリプトスポリジウム
・パルブム（Cryptosporidium parvum）などのカテゴリーＢ物質；ニパ（nipah）ウイル
ス、ハンタウイルス（hantavirus）、ダニ媒介性出血熱ウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイル
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ス、黄熱病、および多剤耐性結核などのカテゴリーC物質；蠕虫、例えば住血吸虫および
条虫類；および原虫、例えばリーシュマニア（Leishmania）（例えば、メキシコリーシュ
マニア（L. mexicana））およびプラスモジウム（Plasmodium）を含む。
【０２２６】
　さらに別の実施態様では、本発明の抗体および抗原結合フラグメントは、臓器移植片拒
絶、移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）、アレルギー性疾患、およびＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ
２によって媒介される免疫反応の減衰により引き起こされる疾患の診断、予後、予防に加
えてさらに治療応用に有用である。 
【０２２７】
　いくつかの実施態様では、免疫応答のダウンレギュレーションが望ましい。例えば、免
疫応答は、ＰＤ－Ｌ１などのＰＤ－１リガンドによって共刺激をブロックする、または、
ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２とＰＤ－１との結合を促進する（一方でＰＤ－１リ
ガンドによる共刺激に影響を与えない、または抑制しない）抗ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ２抗
体を用いて下方調節することができる。
【０２２８】
　本発明のある実施態様では、抗原に、Ｂ７媒介性および／またはＰＤ－１リガンド媒介
性の共刺激を抑制する抗体を共投与することによって、特異的な抗原に対する忍容性が誘
発される。例えば、忍容性は、特異的タンパク質に誘発することができる。ある実施態様
では、免疫応答が望ましくないアレルゲンまたは外来タンパク質に対する免疫応答を抑制
することができる。例えば、第ＶＩＩＩ因子が投与される患者は、この血液凝固因子に対
する抗体を産生することが多い。Ｂ７媒介性および／またはＰＤ－１リガンド媒介性の共
刺激シグナルをブロックする抗体、またはＣＴＬＡ４、ＰＤ－１－および／またはＲＧＭ
ｂ媒介性抑制シグナルを刺激する抗体の組み換え第ＶＩＩＩ因子との併用投与により（ま
たは例えば架橋により、物理的に第ＶＩＩＩ因子に結合させることにより）、免疫応答の
ダウンレギュレーションが生じ得る。
【０２２９】
　別の実施態様では、治療方法は、例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－２、またはＢ７－３のよう
な他のＢリンパ球抗原の共刺激経路の活性を抑制する作用物質をさらに用いて、免疫応答
をさらに下方調節してもよい。免疫応答を下方調節する２つの別個の薬剤を、被検体にお
ける免疫細胞媒介性免疫応答をより効果的にダウンレギュレートするために単一組成物と
して組み合わせるかまたは別個に（同時または逐次）投与され得る。更に、治療的有効量
の１以上の対象抗体を、他の下方調節試薬と併せて用いて、免疫応答に影響を及ぼすこと
ができる。他の免疫調節試薬の例は、限定されるものではないが、共刺激シグナルをブロ
ックする抗体（例えば、ＣＤ２８またはＩＣＯＳに対するもの）、ＣＴＬＡ４のアゴニス
トとして作用する抗体、および／または他の免疫細胞マーカーに対する抗体（例えば、Ｃ
Ｄ４０、ＣＤ４リガンドまたはサイトカインに対するもの）、融合タンパク質（例えば、
ＣＴＬＡ４－Ｆｃ）、および免疫抑制剤（例えば、ラパマイシン、シクロスポリンＡまた
はＦＫ５０６）を含む。いくつかの実施態様では、本発明のＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ２二重
ブロッキング抗体を、と併用することができる。放射線治療および／またはヒストンデア
セチラーゼ阻害剤（例えば、ボリノスタット、ロミデプシン、パノビノスタット、バルプ
ロ酸、ベリノスタット、モセチノスタット、アベキシノスタット、エンチノスタット、Ｓ
Ｂ－９３９、レスミノスタット、ギビノスタット（givinostat）、キシノスタット（quis
inostat）等）を用いて治療的有効性を高めることができる。
【０２３０】
　ＰＤ－１リガンド共刺激のダウンレギュレーションまたは妨害、あるいはＰＤ－１リガ
ンドとＰＤ－１の相互作用の促進は、例えば、組織、皮膚および臓器移植の状況、移植片
対宿主病（ＧＶＨＤ）、または炎症性疾患、例えば全身性エリテマトーデス、および多発
性硬化症における免疫応答をダウンレギュレートするのに有用である。例えば、免疫細胞
機能の遮断は、組織移植における組織破壊の減少を生じる。典型的には、組織移植片にお
いて、移植片の拒絶は、免疫細胞によるその外来性との認識によって開始され、続いて移
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植片を破壊する免疫反応が起こる。移植前または移植時での、ＰＤ－１リガンド共刺激を
抑制する抗体単独のまたは別の下方調節剤との併用での投与は、阻害性シグナルの生成を
促進し得る。さらに、ＰＤ－１リガンド共刺激シグナルの阻害、またはＰＤ－１リガンド
もしくはＰＤ－１阻害性シグナルの促進は、免疫細胞をアネルギー化して、被検体に忍容
性を誘導するのに十分であり得る。ＰＤ－１リガンド媒介性共刺激シグナルをブロックす
ることによる長期間の忍容性の誘導により、これらの遮断薬の繰返し投与の必要性を回避
し得る。
【０２３１】
　被検体において十分な免疫抑制または忍容性を達成するために、他のポリペプチドの共
刺激機能をブロックすることが望ましい場合もある。例えば、移植前または移植時に、Ｂ
７－１、Ｂ７－２、またはＢ７－１およびＢ７－２の機能を、これらの抗原の各々の活性
を有するペプチドの組み合わせの可溶型、これらの抗原に対する遮断抗体または遮断小分
子を（別個にまたは単一の組成物において一緒にして）投与することによってブロックす
ることが望ましい場合がある。 別法として、ＰＤ－１リガンドまたはＰＤ－１の抑制活
性を促進し、Ｂ７－１および／またはＢ７－２の共刺激活性を抑制するのが望ましい場合
がある。本発明の下方調節法との関連で使用され得る他の下方調節剤は、例えば、ＣＴＬ
Ａ４を介して抑制シグナルを伝達する薬剤、ＣＴＬＡ４を介して抑制シグナルを活性化す
る抗体、他の免疫細胞マーカーまたは他のレセプター・リガンド対の可溶型に対する遮断
抗体（例えば、ＣＤ４０とＣＤ４０リガンドの相互作用を妨害する薬剤（例えば、抗ＣＤ
４０リガンド抗体））、サイトカインに対する抗体、または免疫抑制剤を含む。
【０２３２】
　免疫応答のダウンレギュレートは、いくつかの状態、例えば、組織、皮膚および臓器移
植の状況、移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）、または炎症性疾患、例えば全身性エリテマトー
デス、および多発性硬化症、アレルギー、移植、過敏反応症、ＣＤ４＋Ｔ細胞の産生また
は機能の亢進が必要な障害、ワクチン接種の有効性の改善が必要な障害、調整Ｔ細胞の産
生または機能の増加が必要な障害、およびワクチン接種の有効性の改善が必要な障害の治
療に有用である。例えば、免疫細胞機能の遮断によって、組織移植の破壊が減少すること
になる。典型的には、組織移植において、移植片の拒絶は、免疫細胞によるその外来性と
の認識によって開始され、続いて移植片を破壊する免疫反応が起こる。移植前または移植
時での本明細書に記載の薬剤の投与は、抑制シグナルの発生を促進することができる。ま
た、抑制は、免疫細胞を免疫不応性にするのに十分であり、それによって被検体に忍容性
を誘発しうる。長期間の忍容性の誘導により、これらの遮断薬の繰返し投与の必要性を回
避し得る。 
【０２３３】
　免疫応答のダウンレギュレーションは、自己免疫疾患の治療にも有用である。多くの自
己免疫疾患は、自己組織に対して反応性であり、疾患の病理に関与するサイトカインおよ
び自己抗体の産生を促進する免疫細胞の不適切な活性化の結果である。自己反応性免疫細
胞の活性化を防止することにより、疾患の症状を低減または排除し得る。本明細書に記載
の作用物質の投与は、疾患過程に関与し得る自己抗体またはサイトカインの産生を妨害す
るのに有用である。加えて、ＲＧＭｂとＰＤ－Ｌ２の相互作用によって媒介される抑制機
能を促進する作用物質は、自己反応性免疫細胞の抗原特異的忍容性を誘導することができ
、これが疾患からの長期の救済を導くことができる。自己免疫疾患を予防しまたは緩和す
る試薬の効力は、ヒト自己免疫疾患の十分に特徴付けられた多くの動物モデルを使用して
決定することができる。例として、マウス実験的自己免疫脳炎、ＭＲＬ／ｌｐｒ／ｌｐｒ
マウスまたはＮＺＢ雑種マウスにおける全身性エリテマトーデス、マウス自己免疫コラー
ゲン関節炎、ＮＯＤマウスおよびＢＢラットにおける糖尿病、およびマウス実験的重症筋
無力症が挙げられる（例えば、Paul編, Fundamental Immunology, Raven Press, New Yor
k, Third Edition 1993, 30章を参照）。
【０２３４】
　免疫細胞活性化の抑制は、例えば、ＩｇＥ産生の抑制によるアレルギーおよびアレルギ
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ー反応の治療において治療的に有用である。アレルギー反応は、アレルゲンの侵入経路お
よびマスト細胞または好塩基球上のＩｇＥの沈着のパターンに応じて、実際は全身性また
は局所性である。よって、本明細書に記載の作用物質の全身性または局所性投与による、
免疫細胞媒介性アレルギー反応の抑制は、ＲＧＭｂおよびＰＤ－Ｌ２媒介の抑制機能を促
進する。
【０２３５】
　免疫細胞活性化の抑制が、免疫細胞の寄生虫感染およびウイルス感染において治療的に
重要である場合もある。例えば、後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）において、ウイルス
複製は免疫細胞活性化により刺激される。これらの相互作用の調節は、ウイルス複製の抑
制が生じ、それによってＡＩＤＳの経過が寛解する。これらの相互作用の調節は、妊娠の
持続を促進するのにも有用である。胚または胎児の免疫拒絶のために自然流産の危険のあ
る女性（例えば、以前に自然流産したことがある女性または妊娠が困難である者）は、こ
れらの相互作用を調節する薬剤で治療することができる。
【０２３６】
　ＲＧＭｂとＰＤ－Ｌ２の間の相互作用の調節による免疫応答のダウンレギュレーション
も、自家組織の自己免疫攻撃を治療するのにおいても有用であり得る。したがって、自己
免疫疾患などの自己免疫攻撃によって悪化する症状、並びに心臓病、心筋梗塞、およびア
テローム性動脈硬化症のような症状を調節することは本発明の範囲内である。
【０２３７】
　免疫応答をアップレギュレートする手段としての、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２と免疫
共抑制受容体との相互作用の同時遮断も治療的にまた有用である。免疫応答のアップレギ
ュレーションは、存在する免疫応答の亢進または最初の免疫応答の誘発の形態をとり得る
。例えば、対象の組成物および方法を使用する免疫応答の増強は、微生物（例えば、細菌
、ウイルス、または寄生虫）の感染の場合に有用である。ある実施態様では、ＰＤ－Ｌ１
およびＰＤ－Ｌ２と免疫共抑制受容体との相互作用を遮断する抗体が免疫応答を亢進させ
るために使用される。そのような抗体（例えば、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－１に結合するＰ
Ｄ－Ｌ２を、ブロッキング ＲＧＭｂに結合するＰＤ－Ｌ２とともに、あるいはそれなし
で、遮断するブロッキング（非ブロッキング）抗体）は、抗体のアップレギュレーション
および細胞媒介性応答が有益である状況において治療的に（例えば、癌、感染症（例えば
、細菌、ウイルス、または寄生虫）、寄生虫感染、気道の忍容性の結果に関連する喘息、
神経学的疾患、および免疫抑制性の疾患の治療において）有用である。障害の例としては
、疱疹または帯状疱疹などのウイルス性皮膚疾患を含み、その場合、そのような薬剤が皮
膚に局所的に送達され得る。また、インフルエンザ、感冒および脳炎のような全身性ウイ
ルス性疾患は、このような薬剤の全身投与によって軽減されるかもしれない。
【０２３８】
　別法として、免疫応答は、エキソビボのアプローチ法、例えば、免疫細胞を患者から取
り出し、免疫細胞をインビトロで、ＰＤ－１とのＰＤ－１リガンドの相互作用をブロック
する抗体と接触させ、インビトロで刺激された免疫細胞を患者へ再導入することにより、
感染した患者において高めることができる。
【０２３９】
　いくつかの特定の例においては、免疫応答を更に増強するために、免疫応答をアップレ
ギュレートする他の作用物質、例えば、共刺激受容体を介してシグナルを伝達する他のＢ
７ファミリーメンバーの形態をさらに投与することが望ましい場合がある。
【０２４０】
　免疫応答をアップレギュレートする作用物質を、様々なポリペプチド（例えば病原体か
ら派生するポリペプチド）に対するワクチンで予防的に使用することができる。病原体（
例えば、ウイルス）に対する免疫性は、適当なアジュバント中、免疫応答をアップレギュ
レートする抗原とともにウイルスタンパク質でワクチン予防接種することにより誘導する
ことができる。
【０２４１】
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　別の実施態様では、本明細書に記載の免疫応答機能のアップレギュレーションまたは亢
進は、腫瘍免疫の誘導に有用である。別の実施態様では、先在している忍容性、クローン
欠失、および／または枯渇（例えば、Ｔ細胞枯渇）に打ち勝つことができるように、免疫
応答を、ここに記載の方法によって刺激することができる。例えば、被検体が有意な免疫
応答を開始することができない抗原、例えば、腫瘍特異的抗原などの自己抗原に対する免
疫応答は、免疫応答をアップレギュレートする、本明細書に記載の適切な作用物質をを投
与することにより、誘導することができる。ある実施態様では、腫瘍特異的抗原のような
自己抗原を併用投与することができる。別の実施態様では、他の実施態様では、免疫応答
を抗原（例えば、自己抗原）に対して刺激して、神経性疾患を治療することができる。別
の実施態様では、対象薬剤をアジュバントとして使用して、活性な免疫化のプロセスにお
いて外来性抗原への応答をブーストすることができる。
【０２４２】
　ある実施態様では、免疫細胞を被検体から得て、エキソビボで、ここに記載の抗体の存
在下で培養し、免疫細胞集団を増殖させるか、および／または免疫細胞活性化を亢進する
。更なる態様では、免疫細胞をその後被検体へ投与する。免疫細胞は、例えば、免疫細胞
へ一次活性化シグナルおよび共刺激シグナルを、当該分野で知られているようにして、提
供することにより、インビトロで刺激され得る。様々な薬剤をまた使用して免疫細胞の増
殖を共刺激することもできる。ある実施態様では、免疫細胞はＰＣＴ出願国際公開第94/2
9436号に記載の方法に従い、エキソビボで培養される。共刺激ポリペプチドは可溶性であ
り、細胞膜へ結合され、またはビーズのような固体表面へ結合され得る。
【０２４３】
　さらに別の実施態様では、免疫応答のアップレギュレーションに有用な本明細書に記載
の作用物質は、さらに、当該技術分野において公知の技術、例えば、架橋または組み換え
ＤＮＡ技術を用いて毒素に、連結または作用可能に接着することができる。そのような作
用物質は、望ましい細胞の細胞破壊をもたらし得る。ある実施態様では、毒素は、二重特
異性抗体などの抗体にコンジュゲートすることができる。そのような抗体は、例えば、特
定のタイプの細胞、例えば、ＲＧＭｂ-および／またはＰＤ－Ｌ２-発現細胞のみに認めら
れるマーカーを用いて、特定の細胞集団を標的化するために有用である。免疫毒素の調製
は、一般に、当該技術において公知である（例えば、米国特許第4,340,535号および欧州
特許第44167号参照）。非常に多くのタイプの、ジスルフィド結合を含有するリンカーが
知られており、それらは毒素部分とポリペプチドをコンジュゲートや結合するためにうま
く採用されている。ある実施態様では、インビボで安定性が高く、作用部位での結合の前
に毒素部分の放出を防ぐことから、立体「障害型」のジスルフィド結合を含有するリンカ
ーが好ましい。本発明のポリペプチドまたは抗体抗体と結合するかもしれない多様な毒素
が知られている：種々のＡ鎖毒素、特にリシンＡ鎖、サポリンまたはゼロニンなどのリボ
ソーム不活化タンパク質、α－サルシン、アスペルギリン、レスチリクトシン、胎盤リボ
ヌクレアーゼ等のリボヌクレアーゼ、アンジオゲニン（angiogenic）、ジフテリア毒素、
またはシュードモナス属菌体外毒素などの非常に多くの有用な植物、菌類またはさらには
細菌類由来の毒素を含む。本発明の関連で使用される好ましい毒素部分は、毒素Ａ鎖であ
り、それは、炭水化物残基、脱グリコシル化Ａ鎖を調節または除去するように処理されて
きた（米国特許第5,776,427号）。細胞傷害性作用物質（例えば、リシン融合）の組み合
わせの１以上の融合物を患者に導入することにより、免疫細胞は死滅するかもしれない。
【０２４４】
７．キット
　本発明はまた、ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチドを検出するためのキ
ットを包含する。例えば、キットは、少なくとも１つの本発明の抗ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－Ｌ
２抗体および／または対照試薬（例えば、標準的ＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２タ
ンパク質）を好適な容器中に含むことができる。
【０２４５】
　本発明のキットはまた、キットの使用を開示または説明する指示書、あるいは本明細書
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において提供される開示発明の方法中の開示された発明の抗体を含んでもよい。キットは
また、キットがデザインされるための特定の用途を容易にするために、さらなる構成要素
を含んでもよい。例えば、キットは、標識（例えば、蛍光標識や、ヒツジ抗マウスＨＲＰ
等のような適切な二次標識を検出するための、酵素標識のための酵素基質、フィルターセ
ット）を検出するための手段および対照に必要な試薬（例えば、対照生物学的サンプルま
たは標準的なＰＤ－Ｌ１および／またはＰＤ－Ｌ２タンパク質）をさらに含んでもよい。
キットは、開示された発明の方法での使用のために認識される緩衝剤および他の試薬を含
んでもよい。限定されないが、例としては、非特異的結合を減少させる作用物質、例えば
、キャリアタンパク質または界面活性剤がある。
【０２４６】
ＶＩＩ．作用物質の投与
　本発明の免疫調節剤は、免疫細胞による免疫反応を向上させるかまたは抑制するかのい
ずれかのために、インビボの医薬的投与に適した生物学的に適合性の形態において患者に
投与される。「インビボ投与に適した生物学的に適合性の形態」とは、任意の有毒な影響
よりもタンパク質の治療効果の方が重要な、投与されるタンパク質の形態を意味する。用
語「被検体」は、免疫反応を惹起できる生きている生物、例えば、哺乳動物を含むことが
意図される。被検体の例は、ヒト、イヌ、ネコ、マウス、ラット、およびそのトランスジ
ェニック種を含む。本明細書に記載される作用物質の投与は、治療的に活性な量の作用物
質単独または医薬的に許容される担体との組み合わせを含めた、あらゆる薬理学的形態で
あり得る。
【０２４７】
　治療的に活性な量の本発明の治療組成物の投与は、所望の結果を達成するために必要な
用量および時間で有効な量として定義される。例えば、作用物質の治療的に活性な量は、
個体の疾患状態、年齢、性別、および体重ならびにペプチドが個体において所望の反応を
惹起する能力によって変わり得る。投薬計画は、最適の治療反応を提供するために調節で
きる。例えば、いくつかに分割された用量を毎日投与できるか、または治療状況の緊急性
からの指示に比例して減少させることができる。
【０２４８】
　本明細書に記載の作用物質を都合の良い方法、例えば、注射（皮下、静脈内など）、経
口投与、吸入、経皮適用、または直腸投与により投与できる。投与経路に応じて、活性化
合物は、化合物を酵素、酸、および化合物を不活化し得る他の自然条件の作用から化合物
を保護するために物質中でコーティングできる。例えば、非経口投与以外によって作用物
質を投与するためには、作用物質をその不活化を防止する物質でコーティングするか、ま
たは作用物質を該物質と共に同時投与するのが望ましい。
【０２４９】
　作用物質は、個体に、適当な担体、希釈剤またはアジュバント中で投与でき、酵素阻害
剤と同時投与でき、またはリポソームなどの適当な担体中で投与できる。医薬的に許容さ
れる希釈剤は、塩溶液および水性緩衝溶液を含む。アジュバントはその最も広い意味で用
いられ、あらゆる免疫刺激化合物、例えばインターフェロンを包含する。本発明において
意図されるアジュバントは、レゾルシノール、非イオン性界面活性剤、例えば、ポリオキ
シエチレンオレイルエーテルおよびｎ－ヘキサデシルポリエチレンエーテルを包含する。
酵素阻害剤は、膵トリプシン阻害剤、ジイソプロピルフルオロホスフェート（ＤＥＥＰ）
およびトラシロールを包含する。リポソームは、水中油中水エマルジョンならびに慣用の
リポソームを包含する（Sterna ら（1984） J. Neuroimmunol. 7：27）。
【０２５０】
　活性化合物は、非経口または腹腔内投与できる。分散液は、グリセロール、液状ポリエ
チレングリコール、およびその混合物および油中でも調製できる。通常の貯蔵および使用
条件下で、これらの製剤は、微生物の成長を防止するための保存料を含んでもよい。
【０２５１】
　注射可能な用途に適した医薬組成物は、滅菌水性溶液（水溶性の場合）または分散液お
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よび滅菌注射溶液または分散液の即席調製用滅菌粉末を包含する。全ての場合において、
組成物は無菌でなければならず、容易に注射針通過する程度まで流動性でなければならな
い。製造および貯蔵条件下で安定でなければならず、細菌および真菌などの微生物の汚染
作用に対して保護されなければならない。担体は、例えば、水、エタノール、ポリオール
（例えば、グリセロール、ポリエチレングリコール、および液体ポリエチレングリコール
など）、およびその適当な混合物を含む溶媒または分散媒体であり得る。適当な流動性は
、例えば、レシチンなどのコーティングの使用、分散液の場合には必要な粒子サイズの意
地、および界面活性剤の使用により維持できる。微生物の作用の防止は、さまざまな抗菌
剤および抗進近在、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸
、チメロサールなどにより達成できる。多くの場合において、等張剤、例えば、糖、ポリ
アルコール、例えば、マンニトール、ソルビトール、塩化ナトリウムを組成物中に含める
のが好ましい。組成物中に、吸収を遅らせる薬剤、例えばアルミニウムものステアレート
およびゼラチンを含めることにより、注射可能な組成物の長期にわたる吸収をもたらすこ
とができる。
【０２５２】
　滅菌注射溶液は、必要に応じて、前記の成分の一つまたは組み合わせと共に必要な量の
活性化合物（例えば、抗体、ペプチド、融合タンパク質、または小分子）を適当な溶媒中
に組み入れることにより調製でき、続いて濾過滅菌される。一般に、活性化合物を、塩基
性分散媒体および前記のものから必要とされる他の成分を含む滅菌賦形剤中に組み入れる
ことにより、分散液を調製する。滅菌注射溶液を調製するための滅菌粉末の場合において
、好ましい調製法は、真空乾燥および凍結乾燥であり、これにより活性成分（例えば、ペ
プチド）の粉末とあらかじめ濾過滅菌された溶液から得られる追加の所望の成分が得られ
る。
【０２５３】
　上記のように、活性化合物が適当に保護される場合、タンパク質を、例えば不活性希釈
剤または消化吸収される可食担体と共に経口投与できる。本明細書において使用する場合
、「医薬的に許容される担体」とは、ありとあらゆる溶媒、分散媒体、コーティング、抗
菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤などを包含する。医薬的活性な物質につい
てのこのような媒体および薬剤の使用は、当該技術分野において公知である。慣用の媒体
または薬剤が活性化合物と不適合性である場合を除いては、治療組成物におけるその使用
は意図される。補足的な活性化合物も組成物中に組み入れることができる。
【０２５４】
　投与の簡便性および投与量の均一性のために、単位投与形態の非経口組成物を処方する
のが特に有利である。本明細書で用いられる場合、「単位投与形態」とは、治療される哺
乳動物被検体の単位投与量として適した物理的に独立した単位を意味し；各単位は所望の
治療効果を生じるために計算された所定の量の活性化合物を、必要とされる医薬担体と組
み合わせて含有している。本発明の単位投与形態の明細は、（ａ）活性化合物の独自の特
性および達成されるべき特定の治療効果、および（ｂ）個体において敏感性を治療するた
めのこのような活性化合物を配合する分野に固有の制限、により決定され、直接依存する
。
【０２５５】
　ある実施態様では、本発明の作用物質は抗体である。本明細書において定義するとおり
、抗体の治療的に有効な量（すなわち、有効量）は、約０．００１～３０ｍｇ／ｋｇ体重
、好ましくは約０．０１～２５ｍｇ／ｋｇ体重、さらに好ましくは約０．１～２０ｍ／ｋ
ｇ体重、なおいっそう好ましくは約１～１０ｍｇ／ｋｇ、２～９ｍｇ／ｋｇ、３～８ｍｇ
／ｋｇ、４～７ｍｇ／ｋｇ、または５～６ｍｇ／ｋｇ体重の範囲である。当業者は、限定
されないが、疾患または障害の重さ、治療歴、被検体の全身の健康状態および／または年
齢、および存在する他の疾患を含む因子が、被検体を有効に治療するために必要な用量に
影響を及ぼし得ることを理解するであろう。さらに、治療的に活性な量の抗体での被検体
の治療は、単回の治療とすることもでき、または好ましくは一連の治療とすることもでき
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る。好ましい例において、被検体は約０．１～２０ｍｇ／ｋｇ体重の範囲の抗体で、１週
間に１回で約１～１０週間、好ましくは２～８週間、さらに好ましくは約３～７週間、な
おいっそう好ましくは約４、５、または６週間投与される。治療に使用される抗体の有効
量は、特定の治療の過程にわたって増減可能である。診断アッセイの結果によって投与量
を変えてもよい。
【０２５６】
　本発明を以下の実施例によってさらに説明する。実施例は、限定として解釈すべきでな
い。この出願を通して引用されている全ての引用、特許、公開されている出願の内容、な
らびに図面を引用によって援用する。本発明の他の実施態様を次の実施例に記載する。本
発明は、更なる限定として解釈すべきではない次の実施例によって更に例証される。
【実施例】
【０２５７】
実施例１：ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２とＰＤ－１との相互作用を遮断する抗体の発見と
特徴付け
　それぞれがマウスＩｇＧ２ａ定常領域（それぞれＰＤ－Ｌ１－ｍＩｇＧ２ａおよびＰＤ
－Ｌ２－ｍＩｇＧ２ａ）に融合しているヒトＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２の細胞外ドメイ
ンを免疫原として使用した。雌ＢＡＬＢ／ｃまたはＣ５７ＢＬ／６のＰＤ－Ｌ１/ＰＤ－
Ｌ２二重ノックアウトマウス（Buら（2011） Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 31（5
）：1100-7）を、古典的な多部位急速免疫化（ＲＩＭＭＳ）プロトコルを用いて免疫化し
た。
【０２５８】
古典的免疫化
　古典的免疫化プロトコルでは、ＢＡＬＢ／ｃ二重ノックアウトマウスを使用し、１日目
に完全フロインドアジュバント（ＣＦＡ）中ＰＤ－Ｌ２－ｍＩｇＧ２ａによる免疫化、そ
の後、１５日目と２９日目に不完全フロインドアジュバント（ＩＦＡ）中ＰＤ－Ｌ２－ｍ
ＩｇＧ２ａによる免疫化、その後４３日目と５７日目にＩＦＡ中ＰＤ－Ｌ１－ｍＩｇＧ２
ａによる免疫化を行った。６７日目に力価を評価し、７４日目に動物をオリゴヒスチジン
標識ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２細胞外ドメインタンパク質でブーストした。７８日目に
脾臓細胞を回収し、融合を行った。
【０２５９】
　融合パートナーとしてのＳＰ２／０マウスミエローマ細胞とのＰＥＧ媒介性融合によっ
てハイブリドーマを作製した。ハイブリドーマをマルチウェルプレート中で、クローン密
度にて、ＭＲＣ－５ヒト二倍体肺線維芽細胞供給層上で平板培養し、ＨＡＴ培地（ヒポキ
サンチン／アミノプテリン／チミジン、ＡＴＣＣ６９ｘ）で成長させ、徐々にＨＴ培地か
ら引き離した（ＡＴＣＣ７１ｘ）。ＦＡＣＳベース染色アッセイを用いて、ハイブリドー
マを、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、および無関係の抗原に対する結合についてスクリーニン
グした。
【０２６０】
　単離されたモノクローナル抗体、例えば、１Ｂ９および４Ｈ１モノクローナル抗体の配
列は表１に示している。要約すると、ｍＡｂｓの軽鎖および重鎖の可変ドメインの配列を
示している。相補性決定領域（ＣＤＲ）ドメインの配列を提供している。核酸およびその
対応するアミノ酸残基の位置にしたがって番号を付けている。それは、例えば、ＣＤＲに
対応しており、提供された翻訳に基づいて容易に同定することができる。
【０２６１】
　サブクローニング後、古典的免疫化方法（それぞれ、現在指定されている１Ｂ９．２Ｅ
１１．３および４Ｈ１．Ｇ１０．１５）からのハイブリドーマ１Ｂ９および４Ｈ１を、追
加のＦＡＣＳベースの染色アッセイにおいてさらに特徴づけた。ハイブリドーマ上清を、
ヒトＰＤ－Ｌ１もしくはＰＤ－Ｌ２のいずれかを発現する３００．１９細胞、または非ト
ランスフェクト３００．１９のいずれかと混合し、４℃で３０分間撹拌しながらインキュ
ベートした。細胞を遠心分離により回収し、２％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）を含んだＰＢＳ
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ですすぎ、次いでフィコエリトリン（ＰＥ）標識ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体とともに４℃で
３０分間撹拌しながらインキュベートした。細胞を再度、遠心分離により回収し、洗浄し
、次いで、ＦＡＣＳ分析前、２％ホルムアルデヒドを含んだＰＢＳ中で保存した。対照は
、アイソタイプ対照抗体（ＭＯＰＣ３１Ｃ）および無抗体（「ブランク」）とした。結果
（平均蛍光強度、すなわちＭＦＩ）を表２にまとめた。本アッセイでは、ＭＦＩが抗体結
合に比例していることがわかる。
【０２６２】
【表２】

 
【０２６３】
　種々のモノクローナル抗体力価および更に別の陰性対照を用いて、表２に示した実験結
果について説明したように、同様の結合アッセイを行った。その結果を表３に示す。これ
らの結果は表２で示した結果を確認するものである。
【０２６４】
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【表３】

 
【０２６５】
　１Ｂ９．２Ｅ１１．３および４Ｈ１．Ｇ１０．１５も、ＰＤ－Ｌ１／ＰＤ－１またはＰ
Ｄ－Ｌ２／ＰＤ－１結合の遮断を測定するアッセイを用いて特徴付けを行い、ＦＡＣＳベ
ースのアッセイによって評価した。抗体をヒトＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２のいずれかを
発現する３００．１９細胞と混合し、４℃で３０分間撹拌しながらインキュベートした。
次いで、細胞を、ヒトＰＤ－１エクトドメイン／ヒトＩｇＧ１融合タンパク質とともに４
℃で３０分間撹拌しながらインキュベートした。細胞を遠心分離により回収し、２％ウシ
胎児血清（ＦＢＳ）を含んだＰＢＳですすいだ。ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－１／
ＰＤ－Ｌ２結合を、ＰＥ標識ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体（マウスＩｇとの反応性を除去する
ために吸収されたもの）とともに４℃で３０分間撹拌しながらインキュベートすることに
よって検出した。細胞を再度、遠心分離により回収し、洗浄し、次いで、ＦＡＣＳ分析前
、２％ホルムアルデヒドを含んだＰＢＳ中で保存した。対照は、アイソタイプ対照抗体（
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ＭＯＰＣ３１Ｃ）およびＰＤ－１（－）対照（ＰＤ－１エクトドメイン／ヒトＩｇＧ１融
合タンパク質なし）とした。結果（ＭＦＩ）を表４にまとめている。本アッセイでは、Ｍ
ＦＩがＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ結合の遮断に反比例していることがわかる。
【０２６６】
【表４】

【０２６７】
　種々のモノクローナル抗体力価および更に付加的陰性対照を用いて、表４に示した実験
結果について説明したように、同様の競合結合アッセイを行った。その結果を表５に示す
。これらの結果は表４で示した結果を確認するものである。
【０２６８】

【表５】

 
【０２６９】
　さらに、二重結合およびＰＤ－Ｌ１のみの結合モノクローナル抗体がヒトＢ７－１とヒ
トＰＤ－Ｌ１との結合を遮断する能力を、表４および５に示した実験結果について説明し
たＦＡＣＳ分析にしたがって評価した。簡単に述べると、３００－ｈＰＤ－Ｌ１細胞をｍ
Ａｂｓとともに３０分間プレインキュベートした。ヒトＢ７－１－ヒトｉｇＧ融合タンパ
ク質（Ｒ＆Ｄシステム）を１ｕｇ．ｍＬで添加し、３０分間インキュベートし、１回洗浄
した。マウスＩｇ吸収Ｆａｂ２ヤギ抗ヒトＩｇＧ－ＰＥ（Southern Biotech 2043-09）を
、２．５ｕｇ／ｍＬで３０分間添加し、その後２回洗浄した。表６に示した結果は、抗体
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１Ｂ９および４Ｈ１がＢ７－１とＰＤ－Ｌ１の結合を遮断したことを示している。
【０２７０】
【表６】

 
【０２７１】
ＲＩＭＭＳ免疫化
　ＲＩＭＭＳプロトコルにしたがって、Ｂｌ６マウスを免疫化した。マウスの免疫化は、
ヒトＰＤ－Ｌ１－ｍＩｇＧ２ａおよび／またはＰＤ－Ｌ２－ｍＩｇＧ２ａを含んだアジュ
バントを、表７に記載のように、皮下／腹腔内（ＳＣ／ＩＰ）または足蹠注射することに
よって行った。１８日目に力価を評価し、脾臓細胞を回収し２１日目に融合した。
【０２７２】
【表７】
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【０２７３】
　融合は、古典的免疫化法について説明されているように行い、ハイブリドーマ上清をヒ
トＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２との結合に関してスクリーニングした。
【０２７４】
　スクリーニングアッセイは、ハイブリドーマ上清の、非トランスフェクト３００．１９
ネズミＢ細胞、３００．１９細胞発現ヒトＰＤ－Ｌ１、および３００．１９細胞発現ヒト
ＰＤ－Ｌ２の混合物（比率はそれぞれ、約２０％、４０％、４０％）への結合を試験した
。抗体（ハイブリドーマ上清または対照抗体）を細胞混合物とともに、４℃で３０分間撹
拌しながらインキュベートし、次いで、細胞を遠心分離により回収し、２％ウシ胎児血清
（ＦＢＳ）を含んだＰＢＳですすぎ、フィコエリトリン（ＰＥ）標識されたヤギ抗マウス
Ｉｇ抗体とともに、４℃で３０分間撹拌しながらインキュベートした。細胞を再び遠心分
離により回収し、洗浄し、その後ＦＡＣＳ分析前、２％ホルムアルデヒドを含んだＰＢＳ
中で保存した。対照は、（ａ）ヒトＰＤ－Ｌ１に特異的な抗体、（ｂ）ヒトＰＤ－Ｌ２に
特異的な抗体、（ｃ）抗ＰＤ－Ｌ１抗体とＰＤ－Ｌ２抗体の混合物、およびアイソタイプ
対照（ＭＯＰＣ３１Ｃ）とした。  
【０２７５】
　ＦＡＣＳデータは、生細胞の周りのゲート（「細胞」）を用いて解析した。ここでは、
「細胞、全平均蛍光強度」は細胞の染色強度を示す。ゲート（「Ｐ１」）はアイソタイプ
対照ＭＦＩ上の細胞のＭＦＩを解析するために設定した。％Ｐ１は、Ｐ１中の細胞のパー
セントを示すもので、陽性染色細胞のパーセンテージを示し；Ｐ１中央蛍光強度は、Ｐ１
ゲート中の細胞のＭＦＩを示す。Ｐ１が７０％より大きいハイブリドーマおよび５０００
より大きいＰ１蛍光シグナルをサブクローニングの対象と考え、さらなる特徴付けを行っ
た。ＲＩＭＭＳプロトコルから２９のハイブリドーマのＦＡＣＳデータを表８に示す。
【０２７６】
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【表８】

 
【０２７７】
実施例２：インビトロ抗体ライブラリー技術を用いた、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２とＰ
Ｄ－１との相互作用を遮断する抗体の発見と特徴付け
ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２可溶性細胞外ドメインタンパク質およびＰＤ－Ｌ１またはＰ
Ｄ－Ｌ２タンパク質によりトランスフェクトされた細胞を用いて、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ
－Ｌ２の両方と結合し、それらとＰＤ－１との相互作用を遮断する抗体を発見するために
インビトロ抗体ライブラリーを選択する。ライブラリー選択に用いられる可溶性ＰＤ－Ｌ
１およびＰＤ－Ｌ２標的タンパク質は、全エクトドメインコンストラクトまたはＩｇＶド
メインのみを含むコンストラクトである。
【０２７８】
　ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２とＰＤ－１との相互作用を遮断する抗体を発見するために
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複数のライブラリーが用いられる。そのライブラリーは、５７名の非免疫化ヒトボランテ
ィアの末梢血から単離した遺伝子の重鎖および軽鎖のランダム対で構築される、１．２×
１０１０メンバーライブラリーであるメタ（Metha）１ライブラリー、５７名の非免疫化
ヒトボランティアの末梢血から捕捉した重鎖およびλ軽鎖のランダム対で構築される１．
５×１０１０メンバーライブラリーであるメタ（Metha）２ライブラリー、およびloxライ
ブラリーに基づく１．２×１０９メンバー半合成ライブラリーであるグリフィン（Griffi
n）１ライブラリーを含む（Herschornら（2010） J. Immunol. 185（12）： 7623-32）。
固定化された標的タンパク質でパニングを行って、あるいはタグを付けた標的タンパク質
とともにインキュベーションおよびその後のタグを用いた回収（例えば、ビオチニル化標
的タンパク質を回収するために、ストレプトアビジンでコーティングされた磁性ビーズを
用いる）によってライブラリーを選択する。多数回の選択、および回収、およびファージ
のレスキューを行って所望の抗体は強化される。
【０２７９】
　所望の抗体の発見は複数選択法を用いて行われる。それは、１以上の標的タンパク質に
より選択するステップ、その後、他の標的タンパク質に結合するための選択された抗体を
スクリーニングするステップ、標的タンパク質を変更して選択を繰り返すステップを含む
。さらに、すべての標的タンパク質を発現する細胞についての選択が、をいくつかの方法
に組み込まれる。
【０２８０】
　ヒトＰＤ－Ｌ１およびヒトＰＤ－Ｌ２の両方に特異的に結合する抗体をコードするＤＮ
Ａを選択されたファージから単離し、全てのＩｇＧ型抗体を構築するために使用する。該
抗体を、標的タンパク質（ヒトＰＤ－Ｌ１およびヒトＰＤ－Ｌ２）ならびにマウスおよび
カニクイザルホモログに対する結合に関して特徴付ける。さらに、該抗体をＰＤ－Ｌ１／
ＰＤ－１とＰＤ－Ｌ２／ＰＤ－１との相互作用の遮断アッセイにおいて試験する（例えば
、実施例１参照）。
【０２８１】
　参照による援用
　ここに述べた全ての刊行物、特許、および特許出願は、あたかも各個々の刊行物、特許
または特許出願が参照により特にかつ個々に援用されるべきことが示されるように、参照
によりその全体がここに援用される。相反する場合、ここでの定義を含む本出願が優先す
る。
【０２８２】
　例えば、ワールドワイドウェブにゲノム科学研究所（The Institute for Genomic Rese
arch（ＴＩＧＲ））および／またはワールドワイドウェブに国立生物工学情報センター（
National Center for Biotechnology Information（ＮＣＢＩ））によって維持されてい
るもののような公的データベースにおけるエントリーに相関する受託番号を引用する任意
のポリヌクレオチドおよびポリペプチド配列もまた、その全体が参照によりまた援用され
る。
【０２８３】
　均等物
当業者であれば、ここに記載された発明の特定の実施態様に対する多くの均等物を認識し
、またはルーチンの実験に過ぎない実験を使用して確認できるであろう。そのような均等
物は以下の特許請求の範囲に包含されることが意図される。
【配列表】
2015527342000001.app
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