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(57)【要約】
本発明は、持続感染（例えば、慢性感染、潜在性感染、
および遅発性感染）および癌の処置、予防、または減少
のための方法および組成物を提供する。本発明の方法お
よび組成物はまた、このような感染および癌に関連する
１種以上の症状の軽減に有用である。特定の実施形態で
は、本発明の方法は、持続感染または癌の症状を軽減ま
たは予防する方法であって、その必要がある被験体に、
該被験体におけるプログラム細胞死－１（ＰＤ－１）ポ
リペプチドの活性または発現を減少させる化合物を投与
する工程を包含する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　持続感染または癌の症状を軽減または予防する方法であって、その必要がある被験体に
、該被験体におけるプログラム細胞死－１（ＰＤ－１）ポリペプチドの活性または発現を
減少させる化合物を投与する工程を包含する、方法。
【請求項２】
　前記持続感染は、ウイルス感染、細菌感染、真菌感染、マイコプラズマ感染、または寄
生虫感染である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ウイルス感染は、肝炎ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ヒトＴリンパ
球向性ウイルス（ＨＴＬＶ）、ヘルペスウイルス、エプスタイン－バーウイルス、または
ヒトパピローマウイルスによる感染である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記寄生虫感染は、マラリアである、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記細菌感染は、結核である、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　前記癌は、血管免疫芽球性リンパ腫または結節性リンパ球優勢型ホジキンリンパ腫であ
る、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記化合物は、ＰＤ－１リガンド（ＰＤ－Ｌ１）またはＰＤ－１リガンド２（ＰＤ－Ｌ
２）の発現または活性を減少させる、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記化合物は、ＰＤ－１とＰＤ－Ｌ１との間の相互作用またはＰＤ－１とＰＤ－Ｌ２と
の間の相互作用を減少させる、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記化合物は、前記被験体における細胞傷害性Ｔ細胞の活性を増大させる、請求項１に
記載の方法。
【請求項１０】
　前記細胞傷害性Ｔ細胞活性は、サイトカイン産生、Ｔ細胞増殖、または感染因子クリア
ランスである、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記感染因子は、ウイルス、細菌、真菌、マイコプラズマ、または寄生虫である、請求
項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記Ｔ細胞は、癌特異的Ｔ細胞である、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　前記サイトカインは、ＩＦＮγ、ＴＮＦα、またはＩＬ－２である、請求項１０に記載
の方法。
【請求項１４】
　前記化合物は、抗ＰＤ－１抗体、抗ＰＤ－Ｌ１抗体、抗ＰＤ－Ｌ２抗体、抗ＰＤ－１　
ＲＮＡｉ、抗ＰＤ－Ｌ１　ＲＮＡｉ、抗ＰＤ－Ｌ２　ＲＮＡｉ、抗ＰＤ－１アンチセンス
ＲＮＡ、抗ＰＤ－Ｌ１アンチセンスＲＮＡ、抗ＰＤ－Ｌ２アンチセンスＲＮＡ、ドミナン
トネガティブＰＤ－１タンパク質、ドミナントネガティブＰＤ－Ｌ１タンパク質、または
ドミナントネガティブＰＤ－Ｌ２タンパク質である、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記抗体は、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、脱免疫抗体、またはＩｇ融合タンパク
質である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　前記化合物は、低分子である、請求項１に記載の方法。
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【請求項１７】
　前記被験体にワクチンを投与する工程をさらに包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記ワクチンは、アジュバントまたはプライムブースト注射を含む、請求項１７に記載
の方法。
【請求項１９】
　前記被験体に第２の化合物を投与する工程をさらに包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記第２の化合物は、抗ウイルス化合物、抗細菌化合物、抗真菌化合物、抗寄生虫化合
物、抗炎症性化合物、抗腫瘍性化合物または鎮痛剤である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記第２の化合物は、細胞傷害性Ｔリンパ球抗原４（ＣＴＬＡ－４）またはＢリンパ球
およびＴリンパ球のアテニュエーター（ＢＴＬＡ）の発現または活性を減少させる、請求
項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記第２の化合物は、癌細胞量を減少させる、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　前記第２の化合物は、抗ＣＴＬＡ－４抗体、抗ＢＴＬＡ抗体、抗ＣＤ２８抗体、抗ＩＣ
ＯＳ抗体、抗ＩＣＯＳ－Ｌ抗体、抗Ｂ７－１抗体、抗Ｂ７－２抗体、抗Ｂ７－Ｈ３抗体、
または抗Ｂ７－Ｈ４抗体である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２４】
　前記被験体は、ヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　持続感染または癌の症状を軽減または予防する方法であって、その必要がある被験体に
ＣＤ２８様ファミリーのメンバーの活性または発現を減少させる化合物を投与する工程を
包含し、該ＣＤ２８ファミリーメンバーが、ＰＤ－１、ＣＴＬＡ－４、ＢＴＬＡ、および
それらの機能性フラグメントまたは改変体からなる群より選択される、方法。
【請求項２６】
　前記持続感染は、ウイルス感染である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記ウイルス感染は、肝炎ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ヒトＴリンパ
球向性ウイルス（ＨＴＬＶ）、ヘルペスウイルス、エプスタイン－バーウイルス、または
ヒトパピローマウイルスのよる感染である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記化合物は、前記被験体における細胞傷害性Ｔ細胞活性を増大させる、請求項２５に
記載の方法。
【請求項２９】
　前記細胞傷害性Ｔ細胞活性は、サイトカイン産生、Ｔ細胞増殖、または感染因子クリア
ランスである、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記化合物は、抗ＰＤ－１抗体、抗ＰＤ－Ｌ１抗体、抗ＰＤ－Ｌ２抗体、抗ＣＴＬＡ－
４抗体、抗ＢＴＬＡ抗体、抗ＣＤ２８抗体、抗ＩＣＯＳ抗体、抗ＩＣＯＳ－Ｌ抗体、抗Ｂ
７－１抗体、抗Ｂ７－２抗体、抗Ｂ７－Ｈ３抗体、または抗Ｂ７－Ｈ４抗体である、請求
項２５に記載の方法。
【請求項３１】
　前記被験体にワクチンを投与する工程をさらに包含する、請求項２５に記載の方法。
【請求項３２】
　前記被験体に第２の化合物を投与する工程をさらに包含する、請求項２５に記載の方法
。
【請求項３３】



(4) JP 2008-543774 A 2008.12.4

10

20

30

40

50

　被験体において持続感染または癌の症状を軽減または予防する方法であって、該被験体
に、抗原特異的Ｔ細胞におけるＰＤ－１ポリペプチドの発現または活性を減少させる化合
物と接触させた抗原特異的Ｔ細胞を投与する工程を包含する、方法。
【請求項３４】
　前記被験体は、抗原特異的Ｂ細胞におけるＰＤ－１ポリペプチドの発現または活性を減
少させる化合物と接触させた抗原特異的Ｂ細胞をさらに投与される、請求項３３に記載の
方法。
【請求項３５】
　前記Ｔ細胞は、自系供給源に由来する、請求項３３に記載の方法。
【請求項３６】
　前記Ｔ細胞は、前記被験体と同じ種の被験体に由来する、請求項３３に記載の方法。
【請求項３７】
　前記Ｔ細胞は、前記処置される被験体とは異なる種の被験体に由来する、請求項３３に
記載の方法。
【請求項３８】
　前記抗原特異的Ｔ細胞は、ウイルス抗原、細菌抗原、真菌抗原または寄生虫抗原または
癌抗原に特異的である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３９】
　前記ウイルス抗原は、肝炎ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ヒトＴリンパ
球向性ウイルス（ＨＴＬＶ）、ヘルペスウイルス、エプスタイン－バーウイルス、または
ヒトパピローマウイルスの抗原である、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　Ｔ細胞の細胞傷害活性を増大させる方法であって、該Ｔ細胞と、ＰＤ－１ポリペプチド
の活性または発現を減少させる化合物とを接触させる工程を包含する、方法。
【請求項４１】
　前記生物学的活性は、ＰＤ－１リガンド（ＰＤ－Ｌ１）またはＰＤ－１リガンド２（Ｐ
Ｄ－２Ｌ）の発現または活性を減少させることによって減少する、請求項４０に記載の方
法。
【請求項４２】
　前記化合物は、ＰＤ－１とＰＤ－Ｌ１との間の相互作用またはＰＤ－１とＰＤ－Ｌ２と
の間の相互作用を減少させる、請求項４０に記載の方法。
【請求項４３】
　前記細胞傷害活性は、サイトカイン産生、Ｔ細胞増殖、または感染因子クリアランスで
ある、請求項４０に記載の方法。
【請求項４４】
　前記化合物は、抗ＰＤ－１抗体、抗ＰＤ－Ｌ１抗体、抗ＰＤ－Ｌ２抗体、抗ＰＤ－１　
ＲＮＡｉ、抗ＰＤ－Ｌ１　ＲＮＡｉ、抗ＰＤ－Ｌ２　ＲＮＡｉ、抗ＰＤ－１アンチセンス
ＲＮＡ、抗ＰＤ－Ｌ１アンチセンスＲＮＡ、抗ＰＤ－Ｌ２アンチセンスＲＮＡ、ドミナン
トネガティブＰＤ－１タンパク質、ドミナントネガティブＰＤ－Ｌ１タンパク質、または
ドミナントネガティブＰＤ－Ｌ２タンパク質である、請求項４０に記載の方法。
【請求項４５】
　前記細胞と、抗ＰＤ－１抗体、抗ＰＤ－Ｌ１抗体、抗ＰＤ－Ｌ２抗体、抗ＣＴＬＡ－４
抗体、抗ＢＴＬＡ抗体、抗ＣＤ２８抗体、抗ＩＣＯＳ抗体、抗ＩＣＯＳ－Ｌ抗体、抗Ｂ７
－１抗体、抗Ｂ７－２抗体、抗Ｂ７－Ｈ３抗体、または抗Ｂ７－Ｈ４抗体とを接触させる
工程をさらに包含する、請求項４０に記載の方法。
【請求項４６】
　持続感染または癌を有するか、あるいは持続感染または癌を有する危険性があると被験
体を診断する方法であって、
　（ａ）該被験体由来のサンプルを提供する工程であって、該サンプルが、免疫細胞を含
む、工程；および
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　（ｂ）該被験体由来の該サンプルにおけるＰＤ－１の発現または活性を測定する工程で
あって、コントロールサンプルにおけるＰＤ－１の発現または活性と比較したＰＤ－１の
発現または活性の増大により、持続感染または癌を有するか、あるいは持続感染または癌
を有する危険性があると該被験体が同定される、工程；
を包含する、方法。
【請求項４７】
　持続感染または癌を有するか、あるいは持続感染または癌を有する危険性がある被験体
の処置を選択する方法であって、
　（ａ）免疫細胞を含む該被験体由来のサンプルを提供する工程；
　（ｂ）該免疫細胞におけるＰＤ－１の発現または活性を測定する工程であって、コント
ロールサンプルにおけるＰＤ－１の発現または活性と比較したＰＤ－１の発現または活性
における増大により、持続感染または癌を有するか、あるいは持続感染または癌を有する
危険性があると該被験体が同定される、工程；
　（ｃ）持続感染または癌を有するか、あるいは持続感染または癌を有する危険性がある
と診断された該被験体に対する処置を選択する工程であって、該処置が、ＰＤ－１の発現
または活性を減少させる化合物を含む、工程；
を包含する、方法。
【請求項４８】
　前記工程（ｂ）は、抗原特異的免疫細胞を同定する工程をさらに包含し、該抗原は、ウ
イルス抗原、細菌抗原、寄生虫抗原、または真菌抗原である、請求項４６または４７に記
載の方法。
【請求項４９】
　前記サンプルは、血液サンプル、組織生検、または骨髄サンプルである、請求項４６ま
たは４７に記載の方法。
【請求項５０】
　前記コントロール細胞は、持続感染または癌のいずれかを有することも、あるいは持続
感染または癌のいずれかを有する危険性もない被験体に由来する、請求項４６または４７
に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（連邦支援研究についての宣言）
　本発明は、ＮＩＨ助成金ＡＩ３９６７１およびＮＩＨ助成金ＣＡ８４５００の下での米
国政府支援によってなされた。米国政府は、本発明において特定の権利を有する。
【０００２】
　（発明の分野）
　一般に、本発明は、持続感染および癌の処置のための方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　予防ワクチンの開発はウイルス感染の死亡率を顕著に減少させたが、持続感染を引き起
こすウイルス（例えば、Ｃ型肝炎ウイルス）に対するこのようなワクチンの使用は、限ら
れた成果しか上げていない。急性感染および自己限定型の感染を引き起こすウイルスとは
対照的に、持続感染を引き起こす微生物に対して惹起される免疫応答は、しばしば、一過
性であり、そしてその感染を除去するには不十分である。結果として、その感染性微生物
は、必ずしも宿主に一定の損傷を引き起こすことなく、感染した被験体内に長期間にわた
って残存する。
【０００４】
　持続感染を引き起こす微生物の根絶における主要な障害は、宿主生物体の免疫系を回避
するこのような微生物の能力である。例えば、特定のウイルスおよび寄生虫は、感染した
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細胞の効率的なＴ細胞認識に必要な宿主分子の発現をダウンレギュレートする。持続感染
はまた、ウイルス感染の制御および根絶に不可欠である抗原特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞の機
能的欠陥を引き起こす。治療用ワクチンとサイトカインアジュバントとの組み合わせが、
奨励されてきたが、得られた免疫応答は、病原体を首尾よく根絶させなかった。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　したがって、より良い方法が、持続感染を処置、予防または軽減するための必要とされ
ている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　（発明の要旨）
　本発明は、持続感染または癌の処置、予防、または減少のための方法および組成物、あ
るいは持続感染または癌の１種以上の症状の軽減のための方法および組成物を提供する。
本発明は、抗原特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞が、プログラム細胞死（Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　
Ｄｅａｔｈ）－１ポリペプチド（ＰＤ－１）の誘導後に感染因子に対して機能的に寛容性
になる（「疲弊する（ｅｘｈａｕｓｔｅｄ）」）という知見に基づく。したがって、ＰＤ
－１、ＰＤ－Ｌ１またはＰＤＬ２の発現または活性を減少させることによって、機能的に
寛容性のＣＤ８＋　Ｔ細胞の増殖、サイトカインの産生、および感染因子（例えば、ウイ
ルス、細菌、真菌、寄生虫、マイコプラズマまたは癌）クリアランスの速度は、増大され
、その結果、その感染因子に特異的な免疫応答が、増強される。
【０００７】
　したがって、本発明は、持続感染（例えば、ウイルス感染、細菌感染、真菌感染、マイ
コプラズマ感染および寄生虫感染）または癌の症状を軽減または予防する必要がある被験
体（例えば、ヒト）に、ＣＤ２８様ファミリーのメンバー（例えば、ＰＤ－１、ＣＴＬＡ
－４、ＢＴＬＡおよびそれらの機能性フラグメントまたは改変体）またはＣＤ２８様ファ
ミリーリガンドのメンバー（例えば、ＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２）の活性または発現を
減少させる化合物を投与することによって持続感染または癌の症状を軽減または予防する
方法を提供する。あるいは、上記被験体は、抗原特異的Ｔ細胞または抗原特異的Ｂ細胞に
おけるＰＤ－１ポリペプチドの発現または活性を減少させる化合物と接触させた抗原特異
的Ｔ細胞または抗原特異的Ｂ細胞を投与される。例えば、上記抗原特異的Ｔ細胞または抗
原特異的Ｂ細胞は、ウイルス抗原に特異的である。上記Ｔ細胞またはＢ細胞は、自系供給
源（ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ　ｓｏｕｒｃｅ）、あるいは処置される被験体と同じかまたは
異なる種である別の被験体に由来する。
【０００８】
　さらに、本発明は、Ｔ細胞（例えば、アネルギー性Ｔ細胞または抗原に対する増大した
免疫寛容を有するＴ細胞）の細胞傷害活性を、そのＴ細胞と、ＰＤ－１ポリペプチドの活
性または発現を減少させる化合物とを接触させることによって増大させる方法を特徴とす
る。
【０００９】
　本発明の全ての上記局面において、持続性ウイルス感染は、肝炎ウイルス、ヒト免疫不
全ウイルス（ＨＩＶ）、ヒトＴリンパ球向性ウイルス（ＨＴＬＶ）、ヘルペスウイルス、
エプスタイン－バーウイルス、またはヒトパピローマウイルスなどの感染によって生じる
。持続性ウイルス感染はまた、潜伏ウイルスによって引き起こされる感染を含み得る。癌
としては、血管免疫芽球性リンパ腫および結節性リンパ球優勢型ホジキンリンパ腫（ｎｏ
ｄｕｌａｒ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　Ｈｏｄｈｋｉｎ　ｌｙｍｐｈｏｍａ）などのリンパ
増殖性障害が挙げられる。望ましくは、本発明の化合物は、処置される被験体における細
胞傷害性Ｔ細胞の活性を増大させること（例えば、細胞傷害性サイトカイン（例えば、Ｉ
ＦＮγ、ＴＮＦα、またはＩＬ－２）の産生の増大、Ｔ細胞増殖の増大、またはウイルス
クリアランスの増大）によって抗原特異的免疫応答を増大させる。例えば、上記化合物は
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、ＰＤリガンド１（ＰＤ－Ｌ１）またはＰＤリガンド２（ＰＤ－Ｌ２）の発現または活性
を減少させるか、あるいはＰＤ－１とＰＤ－Ｌ１との間の相互作用またはＰＤ－１とＰＤ
－Ｌ２との間の相互作用を減少させる。例示の化合物としては、抗体（例えば、抗ＰＤ－
１抗体、抗ＰＤ－Ｌ１抗体、および抗ＰＤ－Ｌ２抗体）、ＲＮＡｉ分子（例えば、抗ＰＤ
－１　ＲＮＡｉ分子、抗ＰＤ－Ｌ１　ＲＮＡｉ、および抗ＰＤ－Ｌ２　ＲＮＡｉ）、アン
チセンス分子（例えば、抗ＰＤ－１アンチセンスＲＮＡ、抗ＰＤ－Ｌ１アンチセンスＲＮ
Ａ、および抗ＰＤ－Ｌ２アンチセンスＲＮＡ）、ドミナントネガティブタンパク質（例え
ば、ドミナントネガティブＰＤ－１タンパク質、ドミナントネガティブＰＤ－Ｌ１タンパ
ク質、およびドミナントネガティブＰＤ－Ｌ２タンパク質）、および低分子インヒビター
が挙げられる。抗体としては、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、脱免疫抗体（ｄｅｉｍ
ｍｕｎｉｚｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）、およびＩｇ融合タンパク質が挙げられる。例示の
抗ＰＤ－Ｌ１抗体としては、クローンＥＨ１２が挙げられる。
【００１０】
　ＰＤ－１発現またはＰＤ－１活性を減少させる化合物に加えて、処置される被験体はま
た、アジュバントまたはプライムブースト注射（ｐｒｉｍｅ　ｂｏｏｓｔｅｒ　ｓｈｏｔ
）を含んでも含まなくてもよいワクチンを投与され得る。必要に応じて、上記被験体は、
第２の化合物（例えば、抗ウイルス化合物（例えば、ビダラビン、アシクロビル、ガンシ
クロビル、バルガンシクロビル）、ヌクレオシドアナログ逆転写酵素インヒビター（ＮＲ
ＴＩ）（例えば、ＡＺＴ（ジドブジン）、ｄｄＩ（ジダノシン）、ｄｄＣ（ザルシタビン
）、ｄ４Ｔ（スタブジン）、または３ＴＣ（ラミブジン））、非ヌクレオシド逆転写酵素
インヒビター（ＮＮＲＴＩ）（例えば、ネビラピンまたはデラビルジン）、プロテアーゼ
インヒビター（例えば、サキナビル、リトナビル、インジナビル、またはネルフィナビル
）、リバビリン、およびインターフェロン）、抗細菌化合物、抗真菌化合物、抗寄生虫化
合物、抗炎症性化合物、抗腫瘍性化合物または鎮痛剤）を投与される。上記第２の化合物
はまた、細胞傷害性Ｔリンパ球抗原４（ＣＴＬＡ－４）またはＢリンパ球およびＴリンパ
球のアテニュエーター（Ｂ　ａｎｄ　Ｔ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　ａｔｔｅｎｕａｔｏｒ
）（ＢＴＬＡ）の発現または活性を減少させる化合物であり得る。上記被験体に投与され
得る他の例示の化合物は、抗ＣＴＬＡ－４抗体、抗ＢＴＬＡ抗体、抗ＣＤ２８抗体、抗Ｉ
ＣＯＳ抗体、抗ＩＣＯＳ－Ｌ抗体、抗Ｂ７－１抗体、抗Ｂ７－２抗体、抗Ｂ７－Ｈ３抗体
、および抗Ｂ７－Ｈ４抗体である。
【００１１】
　本発明は、ＰＤ－１ポリペプチドの活性または発現を調節する候補化合物を同定するた
めの方法をさらに提供し、その方法は、以下の工程を含む：（ａ）ＰＤ－１遺伝子（例え
ば、ＰＤ－１融合遺伝子）を発現する細胞と候補化合物とを接触させる工程；（ｂ）上記
細胞におけるＰＤ－１の発現または活性を測定する工程（例えば、ＰＤ－１　ｍＲＮＡま
たはＰＤ－１タンパク質の発現を測定することによって）；および（ｃ）上記化合物と接
触させていないコントロール細胞におけるこのような発現または活性と比較して、上記細
胞におけるＰＤ－１の発現または活性を比較する工程。ＰＤ－１の発現または活性の増大
または減少は、上記候補化合物がＰＤ－１ポリペプチドの活性または発現を調節するのに
有用であることを示す。
【００１２】
　あるいは、上記スクリーニング方法は、以下の工程を包含し得る：（ａ）ＰＤ－１遺伝
子を過剰発現するＴ細胞と候補化合物とを接触させる工程；および（ｂ）上記Ｔ細胞の細
胞傷害活性を決定する工程；（ｃ）上記Ｔ細胞の細胞傷害活性を、上記化合物と接触させ
ていないコントロール細胞におけるこのような活性に対して比較する工程。このような活
性の増大または減少により、上記候補化合物がＰＤ－１ポリペプチドの活性または発現を
調節するのに有用であると同定される。細胞傷害活性は、サイトカイン産生、Ｔ細胞増殖
、およびウイルスクリアランスを含む。
【００１３】
　本発明は、以下の工程を包含するスクリーニング方法をさらに提供する：（ａ）ＰＤ－
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１ポリペプチドと候補化合物とを接触させる工程；（ｂ）上記候補化合物が上記ＰＤ－１
ポリペプチドと相互作用するか否かを決定する工程；および（ｃ）候補化合物を、ＰＤ－
１の発現または活性を調節するのに有用であると同定する工程。望ましくは、同定された
候補化合物は、ＰＤ－１ポリペプチドと相互作用し、そしてその候補化合物は、ＰＤ－１
の活性を減少させる。
【００１４】
　本明細書中に記載されるスクリーニング方法によって同定された候補化合物は、ＰＤ－
１とＰＤ－Ｌ１との間の相互作用またはＰＤ－１とＰＤ－Ｌ２との間の相互作用を減少さ
せ得る。本明細書中に記載されるあらゆるスクリーニング方法において使用される細胞と
しては、哺乳動物細胞（例えば、げっ歯類細胞またはヒト細胞）が挙げられる。上記細胞
は、Ｔ細胞などの免疫細胞である。望ましくは、このようなスクリーニング方法において
使用されるＰＤ－１ポリペプチドは、ヒトＰＤ－１ポリペプチドである。
【００１５】
　被験体を、持続感染または癌を有するか、あるいは持続感染または癌を有する危険性が
あると診断する方法がまた、本明細書中で提供され、その方法は、以下の工程を包含する
：（ａ）被験体由来の免疫細胞（例えば、Ｔ細胞またはＢ細胞）を含むサンプルを提供す
る工程、および（ｂ）サンプル中のＰＤ－１の発現または活性を測定する工程。コントロ
ールサンプルにおけるＰＤ－１の発現または活性と比較したＰＤ－１の発現または活性の
増大により、上記被験体が、持続感染または癌を有するか、持続感染または癌を有する危
険性があると同定される。望ましくは、工程（ｂ）は、抗原（例えば、ウイルス抗原、細
菌抗原、寄生虫抗原、または真菌抗原）特異的免疫細胞を同定することを包含する。
【００１６】
　持続感染または癌を有するか、あるいは持続感染または癌を有する危険性がある被験体
に対する処置を選択する方法もまた、記載される。この方法は、以下の工程を包含する：
（ａ）被験体由来の免疫細胞（例えば、Ｔ細胞またはＢ細胞）を含むサンプルを提供する
工程；ならびに（ｂ）上記免疫細胞におけるＰＤ－１の発現または活性を測定する工程で
あって、コントロールサンプルにおけるＰＤ－１の発現または活性と比較したＰＤ－１の
発現または活性の増大により、持続感染または癌を有するか、あるいは持続感染または癌
を有する危険性がある被験体が同定される、工程；および（ｃ）持続感染または癌を有す
るか、あるいは持続感染または癌を有する危険性があると診断された被験体に対する処置
を選択する工程であって、その処置が、ＰＤ－１の発現または活性を減少させる化合物を
含む、工程。望ましくは、工程（ｂ）は、抗原（例えば、ウイルス抗原、細菌抗原、寄生
虫抗原、または真菌抗原）特異的免疫細胞を同定することを包含する。
【００１７】
　被験体に由来するサンプルとしては、血液サンプル、組織生検、および骨髄サンプルが
挙げられる。さらに、コントロール細胞は、持続感染を有さないか、または持続感染を有
する危険性がない被験体に由来し得る。
【００１８】
　本発明は、以下を含む組成物をさらに提供する：（ａ）ＰＤ－１のレベルまたは活性を
減少させる化合物；および（ｂ）第２の化合物（例えば、抗ウイルス化合物、抗細菌化合
物、抗真菌化合物、抗寄生虫化合物、抗炎症性化合物、鎮痛剤、抗ＣＴＬＡ－４抗体、抗
ＢＴＬＡ抗体、抗ＣＤ２８抗体、抗ＩＣＯＳ抗体、抗ＩＣＯＳ－Ｌ抗体、抗Ｂ７－１抗体
、抗Ｂ７－２抗体、抗Ｂ７－Ｈ３抗体、または抗Ｂ７－Ｈ４抗体）。
【００１９】
　本発明はまた、以下を備えるキットを提供する：（ａ）ＰＤ－１のレベルまたは活性を
減少させる化合物；および（ｂ）被験体に対する上記化合物の送達についての説明書。あ
るいは、上記キットは、以下を備える：（ａ）ＰＤ－１のレベルまたは活性を減少させる
第１の化合物；（ｂ）第２の化合物（例えば、抗ウイルス化合物、抗細菌化合物、抗真菌
化合物、抗寄生虫化合物、抗炎症性化合物、鎮痛剤、抗ＣＴＬＡ－４抗体、抗ＢＴＬＡ抗
体、抗ＣＤ２８抗体、抗ＩＣＯＳ抗体、抗ＩＣＯＳ－Ｌ抗体、抗Ｂ７－１抗体、抗Ｂ７－
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２抗体、抗Ｂ７－Ｈ３抗体、または抗Ｂ７－Ｈ４抗体）；ならびに（ｃ）被験体に対する
上記第１の化合物および上記第２の化合物の送達についての説明書。
【００２０】
　本発明は、持続感染の処置、予防、および減少、あるいは、持続感染の１種以上の症状
の軽減に関して、標準的な治療を上回る顕著な利益を提供する。ＰＤ－１のレベルまたは
活性を減少させる治療剤の投与は、ＣＤ８＋　Ｔ細胞の細胞傷害性を増大させ、次に、持
続感染を確立する能力を有する感染因子に対する免疫応答を増大させる。さらに、本発明
によって提供される候補化合物スクリーニング方法は、単に症状を緩和するよりもむしろ
損傷プロセスを改変する新規治療の同定を可能にする。
【００２１】
　他に定義されない限り、本明細書中で使用される全ての技術用語および科学用語は、本
発明が属する分野の当業者によって一般的に認識される意味と同じ意味を有する。本明細
書中に記載されるものと同様かまたは等価である方法および材料が、本発明の実施または
試験において使用され得るが、適切な方法および材料は、下に記載される。本明細書中で
言及される全ての刊行物、特許出願、特許、および他の参考文献は、その全体が参考とし
て援用される。矛盾する場合において、定義を含む本明細書が、支配する。さらに、材料
、方法、および実施例は、単なる例示であり、そしてそれらは、限定することを意図しな
い。
【００２２】
　本発明の他の特徴および利点は、添付の詳細な説明および特許請求の範囲から明らかで
ある。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２３】
　（詳細な説明）
　最近数十年間における抗生物質およびワクチンの使用は、微生物感染に起因する死亡率
を顕著に減少させている。しかし、抗微生物治療様式の成功は、宿主生物体の免疫系を回
避し、次に持続感染を確立する特定の感染因子の能力によって制限されている。例えば、
肝炎およびＨＩＶなどのウイルスに対して惹起される免疫応答は、感染因子を除去するの
に十分ではなく、その感染因子は、感染した被験体に残存する。このような感染において
、抗原特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞は、感染因子に対して機能的に寛容性（「アネルギー」ま
たは「疲弊（ｅｘｈａｕｓｔｉｏｎ）」として公知である）になる。アネルギー性Ｔ細胞
は、それらの細胞傷害活性（すなわち、それらのサイトカインを産生する能力、増殖する
能力、および感染因子を除去する能力）を失う。
【００２４】
　本発明は、Ｔ細胞アネルギーが、ＰＤ－１発現の誘導と同時に生じること、およびＰＤ
－１発現が特定の型のリンパ増殖性障害と相関するという驚くべき知見に基づく。したが
って、本発明は、Ｔ細胞と、ＰＤ－１、ＰＤ－１リガンド（ＰＤ－Ｌ１）またはＰＤ－１
リガンド２（ＰＤ－Ｌ２）の発現または活性を減少させる薬剤とを接触させることによっ
てＴ細胞の細胞傷害性を増大させる方法を提供する。より具体的には、本発明は、被験体
に、ＰＤ－１の発現または活性を減少させる薬剤を投与することによって持続感染または
リンパ増殖性障害（例えば、血管免疫芽球性リンパ腫および結節性リンパ球優勢型ホジキ
ンリンパ腫などの癌）を処置または予防する方法を提供する。ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１また
はＰＤ－Ｌ２の発現または活性の減少は、細胞傷害性Ｔ細胞の活性の増大をもたらし、感
染因子に対する特異的な免疫応答を増大させる。本明細書中で提供される結果は、抗プロ
グラム細胞死リガンド－１（ＰＤ－Ｌ１）遮断抗体を持続的に感染したマウスへと投与す
ることがアネルギー性Ｔ細胞の細胞傷害活性を増大させたことを示す。具体的には、ＰＤ
－１シグナリングの途絶は、アネルギー性ＣＤ８＋　Ｔ細胞の増殖、増強されたサイトカ
イン産生、および増大したウイルスクリアランスを誘導する：さらに、ＣＤ４枯渇マウス
の持続感染の間に産生されたＣＤ８＋　Ｔ細胞は、抗ＰＤ－Ｌ１処置の際に、増殖しかつ
それらのかなりの機能を取り戻していた。
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【００２５】
　Ｔ細胞が外来タンパク質に対して応答するためには、２つのシグナルが、抗原提示細胞
（ＡＰＣ）によって休止Ｔリンパ球に与えられる必要がある。免疫応答についての特異性
を与える第１のシグナルは、主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）の構成（ｃｏｎｔｅｘ
ｔ）において提示される外来抗原ペプチドの認識後に、Ｔ細胞レセプター（ＴＣＲ）を介
して伝達される。補助刺激と称される第２のシグナルは、増殖しかつ機能性になるＴ細胞
を誘導する。補助刺激は、抗原特異的でも、ＭＨＣにも拘束されず、そして補助刺激は、
ＡＰＣによって発現される１種以上の異なる細胞表面ポリペプチドによって提供される。
Ｔ細胞が、さらなる補助刺激シグナルを受容することなくＴ細胞レセプターによってのみ
刺激される場合、それらは、応答しなくなるか、アネルギー性になるか、または死に、免
疫応答の下方調節（ｄｏｗｎｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ）をもたらす。
【００２６】
　ＡＰＣ上に発現されるＣＤ８０（Ｂ７－１）タンパク質およびＣＤ８６（Ｂ７－２）タ
ンパク質は、重要な補助刺激ポリペプチドである。Ｂ７－２が、一次免疫応答の間に優勢
な役割を果たす一方で、Ｂ７－１は、免疫応答の過程の後期にアップレギュレートされて
一次Ｔ細胞応答を延長するかまたは二次的Ｔ細胞応答を補助刺激する。Ｂ７ポリペプチド
は、免疫細胞に対して補助刺激シグナルまたは阻害性シグナルを提供して免疫細胞応答を
促進または阻害し得る。例えば、補助刺激レセプターに結合した場合、ＰＤ－Ｌ１（Ｂ７
－４）は、免疫細胞の補助刺激を誘導するか、または可溶性形態で存在する場合に免疫細
胞補助刺激を阻害する。阻害性レセプターに結合した場合、Ｂ７－４分子は、阻害性シグ
ナルを免疫細胞に対して伝達し得る。例示のＢ７ファミリーメンバーとしては、Ｂ７－１
、Ｂ７－２、Ｂ７－３（抗体ＢＢ－１によって認識される）、Ｂ７ｈ（ＰＤ－Ｌ１）、お
よびＢ７－４ならびにそれらの可溶性フラグメントまたは誘導体が挙げられる。Ｂ７ファ
ミリーメンバーは、免疫細胞上の１種以上のレセプター（例えば、ＣＴＬＡ４、ＣＤ２８
、ＩＣＯＳ、ＰＤ－１および／または他のレセプター）に結合し、そしてＢ７ファミリー
メンバーは、そのレセプターに依存して、阻害性シグナルまたは補助刺激シグナルを免疫
細胞に対して伝達する能力を有する。
【００２７】
　ＣＤ２８は、休止Ｔ細胞上に構成的に発現されるレセプターである。Ｔ細胞レセプター
を介したシグナリングの後、ＣＤ２８の連結および補助刺激シグナルの伝達は、ＩＬ－２
を増殖および分泌するＴ細胞を誘導する。ＣＴＬＡ４（ＣＤ１５２）（ＣＤ２８と相同な
レセプター）は、休止Ｔ細胞上に存在しないが、ＣＴＬＡ４（ＣＤ１５２）の発現は、Ｔ
細胞の活性化後に誘導される。ＣＴＬＡ４は、Ｔ細胞応答のネガティブな調節において役
割を果たす。ＩＣＯＳ（ＣＤ２８およびＣＴＬＡ４に関連するポリペプチド）は、ＩＬ－
１０産生に関与する。ＰＤ－１（ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２が結合するレセプター）は
また、Ｔ細胞の表面上に迅速に誘導される。ＰＤ－１はまた、Ｂ細胞の表面上（抗ＩｇＭ
に対する応答において）、ならびに胸腺細胞および骨髄性細胞のサブセットにおいて発現
される。
【００２８】
　ＰＤ－１の結合（ｅｎｇａｇｅｍｅｎｔ）（例えば、架橋または凝集による）は、免疫
細胞において阻害性シグナルの伝達をもたらし、免疫細胞アネルギーの増大と同時に生じ
る免疫応答の減少を生じる。ＰＤ－１ファミリーメンバーは、抗原提示細胞上の１種以上
のレセプター（例えば、ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２）に結合する。
【００２９】
　ＰＤ－Ｌ１およびＰＤ－Ｌ２（これらの両方は、ヒトＰＤ－１リガンドポリペプチドで
ある）は、上記Ｂ７ファミリーのポリペプチドのメンバーである。各ＰＤ－１リガンドは
、シグナル配列、ＩｇＶドメイン、ＩｇＣドメイン、膜貫通ドメイン、および短い細胞質
テール（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ　ｔａｉｌ）を含む。これらのリガンドは、胎盤、脾臓
、リンパ節、胸腺、および心臓において発現される。ＰＤ－Ｌ２はまた、膵臓、肺、およ
び肝臓において発現されるが、ＰＤ－Ｌ１は、胎児肝臓、活性化Ｔ細胞および内皮細胞に
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おいて発現される。両方のＰＤ－１リガンドは、活性化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。
【００３０】
　（定義）
　本明細書中で使用される場合、「持続感染」によって、感染因子（例えば、ウイルス、
細菌、寄生虫、マイコプラズマ、または真菌）が免疫応答の誘導後でさえも、感染した宿
主から除去または排除されていない感染が意味される。持続感染は、慢性感染、潜在性感
染、または遅発性感染であり得る。急性感染は、比較的短期間（数日間～数週間持続する
）であり、そして免疫系によって身体から消散され、一方で、持続感染は、数ヶ月間、数
年間、または一生にわたってでさえ持続し得る。これらの感染はまた、長期間の間に頻繁
に再発し得、細胞の殺傷または宿主細胞に対する過剰な損傷さえも伴わない無症候性かつ
増殖性の感染の段階を含む。原因である感染因子はまた、免疫応答が解消した後でさえ、
標準的な技術を使用して宿主（例えば、感染した個体の内部の特定の細胞）において検出
され得る。哺乳動物は、当該分野において公知である任意の標準的な方法および例えば、
米国特許第６，３６８，８３２号、同第６，５７９，８５４号、および同第６，８０８，
７１０号ならびに米国特許出願第２００４０１３７５７７号、同第２００３０２３２３２
３号、同第２００３０１６６５３１号、同第２００３００６４３８０号、同第２００３０
０４４７６８号、同第２００３００３９６５３号、同第２００２０１６４６００号、同第
２００２０１６００００号、同第２００２０１１０８３６号、同第２００２０１０７３６
３号、および同第２００２０１０６７３０号（これらの全ては、本明細書によって参考と
して援用される）に記載される任意の標準的な方法に従って、持続感染を有すると診断さ
れる。例えば、被験体は、ＰＣＲ分析を使用したこの個体からの生物学的サンプルにおけ
るクラミジア種の検出後に、持続性クラミジア感染を有すると診断され得る。哺乳動物は
、本発明によって処置されるべき持続感染と診断されていない必要がない。持続感染を確
立し得る微生物因子としては、ウイルス（例えば、パピローマウイルス、肝炎ウイルス、
ヒト免疫不全ウイルス、およびヘルペスウイルス）、細菌（例えば、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ
ｉａ　ｃｏｌｉおよびクラミジア属の種）、寄生虫（例えば、プラスモディウム属、リー
シュマニア属の種、住血吸虫属の種、トリパノソーマ属の種、トキソプラスマ属の種）お
よび真菌が挙げられる。
【００３１】
　「持続感染の症状を軽減すること」によって、持続感染が生じる前後における持続感染
に関連した任意の状態または症状を改善することが意味される。あるいは、持続感染の症
状を軽減することは、被験体中の感染性微生物（例えば、ウイルス、細菌、真菌、マイコ
プラズマ、または寄生虫）量を、未処置のコントロールにおけるこのような量に比較して
減少させることを含み得る。対応する未処置のコントロールと比較して、このような減少
または予防の程度は、任意の標準的な技術によって測定される場合、少なくとも５％、１
０％、２０％、４０％、５０％、６０％、８０％、９０％、９５％、または１００％であ
る。望ましくは、上記持続感染は、当該分野において公知である任意の標準的な方法によ
って検出される場合、完全に除去され、この場合、持続感染が、処置されたと見なされる
。持続感染について処置されるべきである患者は、医師がこのような状態を有すると診断
した患者である。診断は、任意の適切な手段によるものであり得る。診断およびモニタリ
ングは、例えば、生物学的サンプル（例えば、組織生検、血液検査、または尿検査）にお
ける微生物量のレベルを検出すること、生物学的サンプルにおける微生物感染の代用マー
カーのレベルを検出すること、持続感染と関連した症状を検出すること、または持続感染
の代表的な免疫応答に関与する免疫細胞を検出すること（例えば、アネルギー性である抗
原特異的Ｔ細胞の検出）を含み得る。持続感染の発症が予防されている患者は、このよう
な診断を受けていても受けていなくてもよい。当業者は、これらの患者が、上に記載され
るものと同じ標準的な試験に供された可能性があるか、または１種以上の危険因子（例え
ば、家族歴または感染因子に対する曝露）の存在に起因する高い危険性があると検査なし
で同定されている可能性があることを、理解する。
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【００３２】
　本明細書中で使用される場合、「ＰＤ－１」によって、ＰＤ－Ｌ１タンパク質またはＰ
Ｄ－Ｌ２タンパク質との複合体を形成し、したがって免疫応答（例えば、Ｔ細胞の補助刺
激）に関与するポリペプチドが、意味される。本発明のＰＤ－１タンパク質は、天然に存
在するＰＤ－１（例えば、Ｉｓｈｉｄａら、ＥＭＢＯ　Ｊ．１１：３８８７－３８９５、
１９９２、Ｓｈｉｎｏｈａｒａら、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　２３：７０４－７０６、１９９４
；および米国特許第５，６９８，５２０号（本明細書中に参考として援用される）を参照
のこと）と実質的に同一である。ＰＤ－１シグナリングは、Ｔ細胞増殖、サイトカイン産
生、またはウイルスクリアランスを減少させることによって、例えば、ＣＤ８＋　Ｔ細胞
の細胞傷害性を減少させ得る。本発明に従って、上記ＰＤ－１ポリペプチドは、任意の標
準的な方法によって測定される場合、ＣＤ８＋　Ｔ細胞の細胞傷害活性を、コントロール
レベルの少なくとも５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、
８０％、９０％、または１００％超低くに減少させる。
【００３３】
　「ＰＤ－１遺伝子」によって、ＰＤ－１タンパク質をコードする核酸が意味される。
【００３４】
　「ＰＤ－１融合遺伝子」によって、第２の異種核酸配列に作動可能に連結されたＰＤ－
１プロモーターおよび／またはＰＤ－１コード領域全体もしくはその一部が意味される。
好ましい実施形態において、上記第２の異種核酸配列は、レポーター遺伝子（すなわち、
その遺伝子の発現がアッセイされ得る遺伝子）である；レポーター遺伝子としては、グル
クロニダーゼ（ＧＵＳ）をコードする遺伝子、ルシフェラーゼをコードする遺伝子、クロ
ラムフェニコールトランスアセチラーゼ（ＣＡＴ）をコードする遺伝子、緑色蛍光タンパ
ク質（ＧＦＰ）をコードする遺伝子、アルカリホスファターゼをコードする遺伝子、およ
びβ－ガラクトシダーゼをコードする遺伝子が挙げられるが、これらに限定されない。
【００３５】
　「ＰＤ－１の発現または活性を減少させる」によって、未処置のコントロールにおける
ＰＤ－１のレベルまたは生物学的活性と比較してＰＤ－１のレベルまたは生物学的活性を
減少させることが意味する。本発明にしたがって、このような活性またはレベルは、未処
置のコントロールと比較して少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０
％、７０％、８０％、９０％、１００％、または１００％よりもさらに大きく減少する。
例えば、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、またはその両方に対するＰＤ－１の結合が減少する場
合、ＰＤ－１の生物学的活性は減少し、それによってＰＤ－１シグナリングの減少が生じ
、したがってＣＤ８＋　Ｔ細胞の細胞傷害性の増大を生じる。本明細書中で使用される場
合、ＰＤ－１ポリペプチドに関する用語「活性」は、天然に存在するＰＤ－１タンパク質
に固有である任意の活性（例えば、天然のリガンドを抗原提示細胞に結合することによっ
て活性化免疫細胞において阻害性シグナルを調節する能力）を含む。免疫細胞における阻
害性シグナルのこのような調節は、増殖の調節および／または免疫細胞によるサイトカイ
ン分泌を生じる。ＰＤ－１はまた、Ｂ７分子の結合について補助刺激レセプターと競合す
ることによって補助刺激シグナルを調節し得る。したがって、用語「ＰＤ－１活性」は、
ＰＤ－１ポリペプチドの天然のリガンドを結合するＰＤ－１ポリペプチドの能力、免疫細
胞補助刺激シグナルまたは免疫細胞阻害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。したがって、ＰＤ－１活性を減少させることは、ＰＤ－Ｌ１またはＰ
Ｄ－Ｌ２に対するＰＤ－１の相互作用を減少させることを含む。これは、例えば、ＰＤ－
Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２を遮断することによって達成され得る。
【００３６】
　「免疫細胞」によって、造血起源の細胞であって、免疫応答において役割を果たす細胞
が、意味される。免疫細胞としては、リンパ球（例えば、Ｂ細胞およびＴ細胞）、ナチュ
ラルキラー細胞、および骨髄性細胞（例えば、単球、マクロファージ、好酸球、肥満細胞
、好塩基球、および顆粒球）が挙げられる。
【００３７】
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　「Ｔ細胞」によって、ＣＤ４＋　Ｔ細胞またはＣＤ８＋　Ｔ細胞が意味される。用語「
Ｔ細胞」は、ＴＨ１細胞およびＴＨ２細胞の両方を含む。用語「Ｔ細胞の細胞傷害」は、
ＣＤ８＋　Ｔ細胞の活性化によって媒介される任意の免疫応答を含む。例示の免疫応答と
しては、サイトカイン産生、ＣＤ８＋　Ｔ細胞増殖、グランザイムまたはパーフォリンの
産生、および感染因子のクリアランスが挙げられる。
【００３８】
　「無応答性」によって、刺激（例えば、活性化レセプターおよびサイトカインを介する
刺激）に対する免疫細胞の不応性（ｒｅｆｒａｃｔｉｖｉｔｙ）が含まれる。無応答性は
、例えば、免疫抑制剤に対する曝露または高用量の抗原に対する曝露に起因して起こり得
る。本明細書中で使用される場合、用語「アネルギー」または「免疫寛容」は、活性化レ
セプター媒介性の刺激に対する不応性を含む。このような不応性は、一般に、抗原特異的
であり、そして寛容化する抗原に対する曝露が途絶えた後に持続する。例えば、Ｔ細胞に
おけるアネルギー（無応答性とは対照的である）は、サイトカイン産生（例えば、ＩＬ－
２）の欠如によって特徴付けられる。Ｔ細胞アネルギーは、Ｔ細胞が、抗原に曝され、そ
して第１のシグナル（Ｔ細胞レセプターまたはＣＤ－３媒介性のシグナル）を第２のシグ
ナル（補助刺激シグナル）の非存在下で受容する場合に生じる。これらの条件下で、同じ
抗原に対するその細胞の再曝露（再曝露が、補助刺激分子の存在下で起きる場合でさえも
）は、サイトカインが産生されないことをもたらし、したがって増殖のないことをもたら
す。しかし、アネルギー性Ｔ細胞は、無関係の抗原に対する応答を惹起し得、そしてサイ
トカイン（例えば、ＩＬ－２）と一緒に培養した場合に、増殖し得る。例えば、Ｔ細胞ア
ネルギーはまた、ＥＬＩＳＡによってか、または指標の細胞株を使用する増殖アッセイに
よって測定される場合、Ｔリンパ球によるＩＬ－２産生の欠如によって観察され得る。あ
るいは、レポーター遺伝子構築物が、使用され得る。例えば、アネルギー性Ｔ細胞は、５
’ＩＬ－２遺伝子エンハンサーの制御下での異種プロモーターによって、またはそのエン
ハンサー内に見出され得るＡＰ１配列のマルチマーによって誘導されるＩＬ－２遺伝子転
写を、開始し損なう（Ｋａｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５７：１１３４、１９９２）。ア
ネルギー性の抗原特異的Ｔ細胞は、対応するコントロールの抗原特異的Ｔ細胞と比較して
、細胞傷害活性において少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％、９５％、または１００％でさえありうる減少を有し得る。
【００３９】
　「精製された抗体」によって、その抗体が天然に付随するタンパク質および天然に存在
する有機分子のうちの少なくとも６０重量％を含まない抗体が、意味される。好ましくは
、その調製物は、少なくとも７５重量％、より好ましくは９０重量％、および最も好まし
くは少なくとも９９重量％の抗体（例えば、ＰＤ－１特異的抗体、ＰＤ－Ｌ１特異的抗体
、またはＰＤ－Ｌ２特異的抗体）である。精製された抗体は、例えば、組換えで産生され
たタンパク質または保存されたモチーフペプチドを使用したアフィニティークロマトグラ
フィーおよび標準的な技術によって得られ得る。
【００４０】
　「特異的に結合する」によって、抗原（例えば、ＰＤ－１ポリペプチド、ＰＤ－Ｌ１ポ
リペプチド、またはＰＤ－Ｌ２ポリペプチド）を認識および結合するが、タンパク質を天
然に含むサンプル（例えば、生物学的サンプル）中の他の非抗原分子を実質的に認識およ
び結合しない抗体が、意味される。好ましい抗体は、米国特許第６，８０８，７１０号な
らびに米国特許出願第２００４０１３７５７７号、同第２００３０２３２３２３号、同第
２００３０１６６５３１号、同第２００３００６４３８０号、同第２００３００４４７６
８号、同第２００３００３９６５３号、同第２００２０１６４６００号、同第２００２０
１６００００号、同第２００２０１１０８３６号、同第２００２０１０７３６３号、およ
び同第２００２０１０６７３０号（これらの全ては、本明細書によって参考として援用さ
れる）において開示されるＰＤ－１ポリペプチド、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチド、またはＰＤ
－Ｌ２ポリペプチドに結合する。
【００４１】
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　「中和抗体」によって、ＰＤ－１ポリペプチドの任意の生物学的活性（特に、ＰＤ－１
ポリペプチドの、免疫応答（例えば、Ｔ細胞の細胞傷害）を減少させる能力）を妨げる抗
体が、意味される。中和抗体は、ＰＤ－１ポリペプチドの、免疫応答を減少させる能力を
、好ましくは５０％、より好ましくは７０％、および最も好ましくは９０％以上減少させ
得る。免疫応答を測定するための任意の標準的なアッセイ（本明細書中に記載されるもの
を含む）は、潜在的中和抗体を評価するために使用され得る。
【００４２】
　タンパク質またはポリペプチドについて言及する場合、「実質的に同一である」によっ
て、参照アミノ酸配列に対して少なくとも７５％の同一性を示すが、好ましくは８５％の
同一性、より好ましくは９０％の同一性、最も好ましくは９５％、または９９％でさえあ
りうる同一性を示すタンパク質またはポリペプチドが、意味される。タンパク質またはポ
リペプチドに関して、比較配列の長さは、一般に、少なくとも２０アミノ酸、好ましくは
少なくとも３０アミノ酸、より好ましくは少なくとも４０アミノ酸、そして最も好ましく
は５０アミノ酸であるか、または完全長タンパク質もしくは完全長ポリペプチドである。
それぞれの「実質的に同一である」タンパク質またはポリペプチドをコードする核酸は、
「実質的に同一である」核酸の例を構成する；その核酸はそれらのタンパク質またはポリ
ペプチドをコードするあらゆる配列（遺伝暗号の縮重に起因する）を含むことが、認識さ
れる。さらに、「実質的に同一である」核酸配列はまた、高ストリンジェンシー条件下で
参照核酸分子にハイブリダイズするポリヌクレオチドを含む。
【００４３】
　「高ストリンジェンシー条件」によって、高温および低イオン強度によって特徴付けら
れ、そして６５℃の温度で０．５Ｍ　ＮａＨＰＯ４（ｐＨ７．２）と、７％　ＳＤＳと、
１ｍＭ　ＥＤＴＡと、１％　ＢＳＡ（Ｆｒａｃｔｉｏｎ　Ｖ）とを含む緩衝液、または４
２℃の温度で、４８％ホルムアミドと、４．８×ＳＳＣと、０．２Ｍ　Ｔｒｉｓ－Ｃｌ（
ｐＨ７．６）と、１×Ｄｅｎｈａｒｄｔ溶液と、１０％硫酸デキストランと、０．１％　
ＳＤＳとを含む緩衝液における、少なくとも４０ヌクレオチド長のＤＮＡプローブの使用
によって生じるハイブリダイゼーションに匹敵するハイブリダイゼーションを可能にする
あらゆるセットの条件が、意味される。高ストリンジェンシーハイブリダイゼーション（
例えば、ＰＣＲ、ノーザンハイブリダイゼーション、サザンハイブリダイゼーション、ま
たはインサイチュハイブリダイゼーション、ＤＮＡ配列決定など）についての他の条件は
、分子生物学の分野の当業者に周知である。例えば、Ｆ．Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅ
ｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｏｈｎ　Ｗ
ｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．、１９９８（本明細書によって参
考として援用される）を参照のこと。
【００４４】
　「実質的に純粋」によって、核酸、ポリペプチド、または他の分子と天然で付随してい
る成分から分離されている、核酸、ポリペプチド、または他の分子が、意味される。代表
的に、ポリペプチドは、そのポリペプチドが、それが天然に付随するタンパク質および天
然に存在する有機分子のうちの少なくとも６０重量％、７０重量％、８０重量％、９０重
量％、９５重量％、または９９重量％を含まない場合に、実質的に純粋である。例えば、
実質的に純粋なポリペプチドは、天然の供給源からの抽出、通常はそのタンパク質を発現
しない細胞における組換え核酸の発現、または化学合成によって得られ得る。
【００４５】
　用語「単離されたＤＮＡ」は、所与のＤＮＡが得られる生物体の天然に存在するゲノム
においてそのＤＮＡに隣接（ｆｌａｎｋ）している遺伝子を含まないＤＮＡを意味する。
したがって、用語「単離されたＤＮＡ」は、例えば、ｃＤＮＡ、クローニングされたゲノ
ムＤＮＡ、および合成ＤＮＡを包含する。
【００４６】
　「有効量」によって、単独または組み合わせで哺乳動物において高血圧を低下させるか
もしくは予防するか、または慢性感染を処置するかもしくは予防するのに必要とされる化
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合物の量が、意味される。活性化合物の有効量は、投与経路、被験体の年齢、体重、およ
び一般的健康に依存して変動する。最終的に、担当する医師または獣医師が、適切な量お
よび投薬レジメンを決定する。
【００４７】
　「候補化合物」によって、天然に存在するかまたは人工的に得られる化学物質が意味さ
れる。候補化合物としては、例えば、ペプチド、ポリペプチド、合成有機分子、天然に存
在する有機分子、核酸分子、ペプチド核酸分子、および成分ならびにそれらの誘導体が挙
げられ得る。例えば、本発明に従って有用な候補化合物は、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、ま
たはその両方に対するＰＤ－１の結合を減少させる。
【００４８】
　用語「薬学的組成物」は、少なくとも１つの治療的または生物学的に活性な因子を含み
、そして患者に対する投与に適している、任意の組成物を意味する。任意のこれらの処方
物は、当該分野の周知であって認められた方法によって調製され得る。例えば、Ｒｅｍｉ
ｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｙ、２０．ｓｕｐ．ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ、（Ａ　Ｒ　Ｇｅｎｎａｒｏ編）、Ｍａｃｋ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、Ｅａｓｔｏｎ、Ｐａ．、２０００を参照のこと。
【００４９】
　（処置する方法）
　Ｔ細胞の細胞傷害は、Ｔ細胞とＰＤ－１の発現または活性を減少させる化合物とを接触
させることによって増大する。上記Ｔ細胞は、ナイーブＴ細胞、記憶Ｔ細胞または活性化
Ｔ細胞である。あるいは、上記Ｔ細胞は、抗原特異的Ｔ細胞である。上記抗原特異的Ｔ細
胞は、感染因子に対してアネルギー性または寛容性である。Ｔ細胞の細胞傷害は、細胞増
殖およびサイトカイン放出の増加によって特徴付けられる。
【００５０】
　本方法は、種々の感染および癌の症状を軽減するのに有用である。被験体にＰＤ－１イ
ンヒビターを投与することによって、感染または癌が、処置されるか、予防されるか、ま
たは症状が、軽減される。上記被験体は、哺乳動物（例えば、ヒト、霊長類、マウス、ラ
ット、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、およびブタ）である。上記被験体は、感染に罹患してい
るか、または感染を発症する危険性がある。感染に罹患しているか、または感染を発症す
る危険性がある被験体は、特定の感染に適した標準的な方法に基づくものである。
【００５１】
　上記感染（例えば、細菌感染、ウイルス感染、真菌感染、マイコプラズマ感染、または
寄生虫感染）は、持続感染である。持続感染は、急性感染とは対照的に、宿主免疫応答の
誘導によって有効に除去されない。上記感染因子と上記免疫応答とは、感染した被験体が
必ずしも症状を発現することなく長期間にわたって感染性のままであるように平衡に達す
る。持続感染としては、例えば、潜在性感染、慢性感染および遅発性感染が挙げられる。
【００５２】
　慢性感染において、上記感染因子は、身体においていつでも検出され得る。しかし、上
記疾患の徴候および症状は、長期間にわたって、存在しても、存在しなくてもよい。慢性
感染の例としては、Ｂ型肝炎（ＨＢＶによって引き起こされる）およびＣ型肝炎（ＨＣＶ
によって引き起こされる）、アデノウイルス、サイトメガロウイルス、エプスタイン－バ
ーウイルス、単純ヘルペスウイルス１型、単純ヘルペスウイルス２型、ヒトヘルペスウイ
ルス６型、水痘－帯状疱疹ウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、Ｄ型肝炎ウイルス、パピローマ
ウイルス、パルボウイルスＢ１９、ポリオーマウイルスＢＫ、ポリオーマウイルスＪＣ、
麻疹ウイルス、風疹ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ヒトＴ細胞白血病ウイ
ルスＩ型、およびヒトＴ細胞白血病ウイルスＩＩ型が挙げられる。寄生虫による持続感染
は、リーシュマニア属、トキソプラスマ、トリパノソーマ属、プラスモディウム属、住血
吸虫属、およびエンセファリトゾーン属による感染の結果として生じ得る。
【００５３】
　潜在性感染において、上記感染因子（例えば、ウイルス）は、外見的に、不活性であり
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、そして休止しており、その結果、上記被験体は、必ずしも徴候または症状を示さない。
潜在性ウイルス感染において、上記ウイルスは、平衡状態で、症状が再び出現する前に長
期間にわたって存続する；しかし、疾患の再活性化が起きるまで、実際のウイルスを検出
できない。潜在性感染の例としては、ＨＳＶ－１（熱性疱疹）によって引き起こされる感
染、ＨＳＶ－２（陰部ヘルペス）によって引き起こされる感染、およびＶＺＶ（水痘－帯
状疱疹）によって引き起こされる感染が挙げられる。
【００５４】
　遅発性感染において、上記感染因子は、顕著な徴候または症状が観察されない非常に長
い期間にわたって、次第にその数が増加する。遅発性感染の例としては、ＡＩＤＳ（ＨＩ
Ｖ－１およびＨＩＶ－２によって引き起こされる）、動物において腫瘍を引き起こすレン
チウイルス、およびプリオンが挙げられる。
【００５５】
　さらに、持続感染は、しばしば、急性感染の後期合併症（ｌａｔｅ　ｃｏｍｐｌｉｃａ
ｔｉｏｎ）として生じる。例えば、亜急性硬化性汎脳炎（ＳＳＰＥ）は、急性麻疹感染の
後に起こり得るか、または退行性の脳炎（ｒｅｇｒｅｓｓｉｖｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔ
ｉｓ）は、風疹感染の結果として起こり得る。
【００５６】
　癌としては、例えば、血管免疫芽球性リンパ腫または結節性リンパ球優勢型ホジキンリ
ンパ腫が挙げられる。
【００５７】
　血管免疫芽球性リンパ腫（ＡＩＬ）は、肥大したリンパ節および高ガンマグロブリン血
症（血中の抗体の増加）を特徴とする攻撃的な（迅速に進行する）型のＴ細胞性非ホジキ
ンリンパ腫である。他の症状は、皮疹、発熱、体重減少、陽性のクームズ試験または寝汗
を含み得る。この悪性疾患は、通常、成人に起きる。患者は、通常、４０～９０歳（中央
値は約６５歳）であり、そしてその患者は、より多くの場合、男性である。ＡＩＬが進行
する場合、肝脾腫大、溶血性貧血、および多クローン性高ガンマグロブリン血症が、発症
し得る。皮膚は、約４０～５０％の患者にかかわる。
【００５８】
　結節性リンパ球優勢型ホジキンリンパ腫は、変異した非機能的な免疫グロブリン遺伝子
を有する胚中心Ｂ細胞に由来するようであるＢ細胞性新生物である。血管免疫芽球性リン
パ腫と同様に、腫瘍性細胞は、濾胞性樹状細胞の網目構造に関連する。ＰＤ－１発現は、
ＣＤ５７＋　Ｔ細胞について見られるものと同様のパターンで、結節性リンパ球優勢型ホ
ジキンリンパ腫における腫瘍性ＣＤ２０＋細胞と密接に関連するＴ細胞において見られる
。ＣＤ５７は、ＣＸＣＲ５と一緒に、胚中心関連性Ｔ細胞の別のマーカーとして同定され
た（結節性リンパ球優勢型ホジキンリンパ腫における腫瘍性細胞が胚中心関連性Ｔ細胞と
密接な関連を有するという結論を支持する知見である）。
【００５９】
　ＰＤ－１のインヒビターは、細胞におけるＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－２の発現
または活性を減少させる能力を有する任意の因子である。ＰＤ－１の発現または活性は、
コントロール細胞におけるこのような発現または活性と比較して、少なくとも１０％、２
０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または１００％減少
する。上記コントロール細胞は、上記ＰＤ－１インヒビターによって処理されていない細
胞である。ＰＤ－１の発現または活性は、当該分野における任意の標準的な方法（本明細
書中に記載されるものを含む）によって決定される。必要に応じて、上記ＰＤ－１インヒ
ビターは、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、またはその両方に対するＰＤ－１の結合を阻害する
か、または減少させる。ＰＤ－１インヒビターは、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、低
分子アンタゴニスト、またはｓｉＲＮＡを含む。
【００６０】
　ＰＤ－１インヒビターポリペプチドとしては、例えば、ＰＤ－１の発現またはシグナリ
ングを減少させる抗体またはそのフラグメントが挙げられる。例示の抗体としては、抗Ｐ
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Ｄ－１抗体、抗ＰＤ－Ｌ１抗体、抗ＰＤ－Ｌ２抗体、抗ＣＴＬＡ－４抗体、抗ＢＴＬＡ抗
体、抗ＣＤ２８抗体、抗ＩＣＯＳ抗体、抗ＩＣＯＳ－Ｌ抗体、抗Ｂ７－１抗体、抗Ｂ７－
２抗体、抗Ｂ７－Ｈ３抗体、または抗Ｂ７－Ｈ４抗体が挙げられる。
【００６１】
　あるいは、上記ＰＤ－１インヒビターは、ＰＤ－１の生物学的活性（すなわち、ＰＤ－
Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、またはその両方に対するＰＤ－１の結合）を妨げるドミナントネガテ
ィブタンパク質またはドミナントネガティブタンパク質をコードする核酸である。ドミナ
ントネガティブタンパク質は、そのドミナントネガティブタンパク質が対応する野生型タ
ンパク質のうちの少なくとも１０アミノ酸、２０アミノ酸、３５アミノ酸、５０アミノ酸
、１００アミノ酸、または１５０より多くのアミノ酸に対して少なくとも５０％、７０％
、８０％、９０％、９５％、または９９％でさえありうる配列同一性を有する配列を有す
る任意のアミノ酸分子である。例えば、ドミナントネガティブＰＤ－１は、それがもはや
ＰＤ－Ｌ１に結合できないような変異を有する。
【００６２】
　上記ドミナントネガティブタンパク質は、発現ベクターとして投与され得る。上記発現
ベクターは、非ウイルスベクターまたはウイルスベクター（例えば、レトロウイルス、組
換えアデノ随伴ウイルス、または組換えアデノウイルスベクター）であり得る。あるいは
、上記ドミナントネガティブタンパク質は、全身的か、または例えば、マイクロインジェ
クション技術を使用して感染領域に対して、組換えタンパク質として直接投与され得る。
【００６３】
　低分子としては、ペプチド、ペプチド模倣体（ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｍｅｔｉｃ）（例え
ば、ペプトイド）、アミノ酸、アミノ酸アナログ、ポリヌクレオチド、ポリヌクレオチド
アナログ、ヌクレオチド、ヌクレオチドアナログ、１モルあたり約５，０００グラム未満
の分子量を有する有機化合物および無機化合物（ヘテロ有機化合物および有機金属化合物
を含む）、１モルあたり約２，０００グラム未満の分子量を有する有機化合物および無機
化合物、１モルあたり約１，０００グラム未満の分子量を有する有機化合物および無機化
合物、１モルあたり約５００グラム未満の分子量を有する有機化合物および無機化合物、
ならびにこのような化合物の塩、エステル、および他の薬学的に受容可能な形態が挙げら
れるが、これらに限定されない。
【００６４】
　上記ＰＤ－１インヒビターは、ＰＤ－１の発現または活性を標的とする、アンチセンス
分子、ＲＮＡ干渉（ｓｉＲＮＡ）分子、または低分子アンタゴニストである。用語「ｓｉ
ＲＮＡ」によって、標的ｍＲＮＡの翻訳を妨害する二本鎖ＲＮＡ分子が意味される。ｓｉ
ＲＮＡを細胞に導入する標準的な技術が、使用され、その技術としては、ＤＮＡが鋳型で
あり、ｓｉＲＮＡのＲＮＡがその鋳型から転写されるものが挙げられる。上記ｓｉＲＮＡ
は、センスのＰＤ－１核酸配列、ＰＤ－Ｌ１核酸配列またはＰＤ－Ｌ２核酸配列、アンチ
センスのＰＤ－１核酸配列、ＰＤ－Ｌ１核酸配列またはＰＤ－Ｌ２核酸配列あるいはその
両方を含む。必要に応じて、上記ｓｉＲＮＡは、単一の転写物が標的遺伝子（例えば、ヘ
アピン）由来のセンス配列および相補アンチセンス配列の両方を有するように構築される
。標的細胞中のＰＤ－１転写物、ＰＤ－Ｌ１転写物またはＰＤ－Ｌ２転写物に対する上記
ｓｉＲＮＡの結合は、細胞によるＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２の産生における
減少を生じる。上記オリゴヌクレオチドの長さは、少なくとも１０ヌクレオチドであり、
そして天然に存在するＰＤ－１転写物、ＰＤ－Ｌ１転写物またはＰＤ－Ｌ２転写物と同程
度の長さであり得る。好ましくは、上記オリゴヌクレオチドは、１９～２５ヌクレオチド
長である。最も好ましくは、上記オリゴヌクレオチドは、７５ヌクレオチド長未満、５０
ヌクレオチド長未満、２５ヌクレオチド長未満である。
【００６５】
　他の適切なＰＤ－１インヒビターは、例えば、米国特許第６，８０８，７１０号ならび
に米国特許出願第２００４０１３７５７７号、同第２００３０２３２３２３号、同第２０
０３０１６６５３１号、同第２００３００６４３８０号、同第２００３００４４７６８号
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、同第２００３００３９６５３号、同第２００２０１６４６００号、同第２００２０１６
００００号、同第２００２０１１０８３６号、同第２００２０１０７３６３号、および同
第２００２０１０６７３０号（これらの全ては、本明細書によって参考として援用される
）に記載される。
【００６６】
　上記ＰＤ－１インヒビターの好ましい用量は、生物学的に活性な用量である。生物学的
に活性な用量は、ＣＤ８＋　Ｔ細胞の細胞傷害活性の増大（上記感染因子に特異的な免疫
応答の増大）を誘導する用量である。望ましくは、上記ＰＤ－１インヒビターは、抗原特
異的免疫細胞（例えば、ＣＤ８＋　Ｔ細胞などのＴ細胞）におけるＰＤ－１の発現または
活性を、未処置のコントロールレベルと比較して少なくとも５％、１０％、２０％、３０
％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または１００％超低くに減少さ
せる能力を有する。免疫細胞におけるＰＤ－１のレベルまたは活性は、当該分野において
公知である任意の方法によって測定され、その方法としては、例えば、ウェスタンブロッ
ト分析、免疫組織化学、ＥＬＩＳＡ、およびノーザンブロット分析が挙げられる。あるい
は、ＰＤ－１の生物学的活性は、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、またはその両方に対するＰＤ
－１の結合を評価することによって測定される。ＰＤ－１の生物学的活性は、ＣＤ８＋　
Ｔ細胞の細胞傷害（例えば、サイトカイン産生、感染因子のクリアランス、および抗原特
異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞の増殖が挙げられる）を増大させるその能力によって決定される。
好ましくは、ＰＤ－１の発現または活性を減少させる因子は、上記感染因子に特異的な免
疫応答を、未処置のコントロールレベルと比較して少なくとも５％、１０％、２０％、３
０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または１００％超高くに増大
させ得る。したがって、本発明の因子は、これらの活性のうちの任意の１つ以上を有する
任意の因子である。本発明の薬剤は、好ましくは、ＣＤ８＋　Ｔ細胞において発現される
が、持続感染に対する免疫応答に影響し得る任意の細胞がまた、本発明の方法に従うこと
、およびその細胞が、例えば、Ｂ細胞を含むことが、理解される。
【００６７】
　必要に応じて、上記被験体は、１種以上のさらなる治療剤を投与される。さらなる治療
剤としては、例えば、抗ウイルス化合物（例えば、ビダラビン、アシクロビル、ガンシク
ロビル、バルガンシクロビル、ヌクレオシドアナログ逆転写酵素インヒビター（ＮＲＴＩ
）（例えば、ＡＺＴ（ジドブジン）、ｄｄＩ（ジダノシン）、ｄｄＣ（ザルシタビン）、
ｄ４Ｔ（スタブジン）、または３ＴＣ（ラミブジン））、非ヌクレオシド逆転写酵素イン
ヒビター（ＮＮＲＴＩ）（例えば、ネビラピンまたはデラビルジン）、プロテアーゼイン
ヒビター（サキナビル、リトナビル、インジナビル、またはネルフィナビル）、リバビリ
ン、またはインターフェロン）、抗細菌化合物、抗真菌化合物、抗寄生虫化合物、抗炎症
性化合物、抗腫瘍性薬剤または鎮痛剤が挙げられる。
【００６８】
　上記さらなる治療剤は、上記ＰＤ－１インヒビターの投与の前か、その投与と同時か、
またはその投与の後に投与される。例えば、上記ＰＤ－１インヒビターと上記さらなる薬
剤は、少なくとも１時間以内、２時間以内、４時間以内、６時間以内、１０時間以内、１
２時間以内、１８時間以内、または２４時間より長く以内の間隔を空けて、別個の処方物
において投与される。必要に応じて、上記さらなる薬剤は、上記ＰＤ－１インヒビターと
一緒に処方される。上記さらなる薬剤が、異なる組成物中に存在する場合、異なる投与経
路が、使用され得る。上記薬剤は、感染を処置するか、減少させるか、または予防するた
めに有効であることがこのような薬剤について公知である用量で投与される。
【００６９】
　上記ＰＤ－１インヒビターの濃度および上記さらなる薬剤の濃度は、異なる因子に依存
し、その因子としては、投与手段、標的部位、哺乳動物の生理学的状態、および投与され
る他の薬物が挙げられる。したがって、処置投薬量は、安全性および効力を最適化するた
めに滴定され得、そしてその処置投薬量は、当業者の技術範囲内である。特定の状況のた
めの適切な投薬量および投薬レジメンの決定は、当該分野の技術範囲内である。
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【００７０】
　必要に応じて、上記被験体は、持続感染を引き起こす感染因子に対する防御免疫応答を
誘発するワクチンをさらに投与される。例えば、上記被験体は、ヒト免疫不全ウイルス（
ＨＩＶ）、結核、インフルエンザ、またはＣ型肝炎に対する免疫応答を誘発するワクチン
を受容する。例示のワクチンは、例えば、Ｂｅｒｚｏｆｓｋｙら（Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖ
ｅｓｔ．　１１４：４５６－４６２、２００４）において記載される。所望される場合、
上記ワクチンは、プライムブースト注射またはアジュバントと一緒に投与される。
【００７１】
　ＰＤ－１インヒビターは、Ｔ細胞（例えば、ＣＤ８＋　Ｔ細胞）の細胞傷害を増大させ
るのに十分な量で投与される。Ｔ細胞の細胞傷害における増大は、増大した免疫応答およ
び上記持続感染の減少を生じる。増大した免疫応答は、例えば、免疫細胞増殖（例えば、
Ｔ細胞またはＢ細胞）の増大、サイトカイン産生の増大、および感染因子のクリアランス
の増大によって測定される。このような減少は、上記持続感染と関連した１種以上の症状
の軽減を誘導する。上記ＰＤ－１インヒビターの投与は、上記持続感染を減少させるか、
またはその持続感染に関連した１種以上の症状を、未処置の被験体と比較して少なくとも
１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、もしくは
１００％軽減する。
【００７２】
　処置は、その処置が臨床上の利益（例えば、被験体における感染因子量の減少）をもた
らす場合に、効果的である。処置が予防的に適用される場合、「効果的」は、その処置が
感染の形成を遅延させるかまたは予防することを意味する。効力は、特定の感染を診断ま
たは処置する任意の公知である方法を使用して決定され得る。
【００７３】
　（治療投与）
　本発明は、被験体に、ＰＤ－１の発現または活性を減少させる化合物（本明細書中で「
ＰＤ－１インヒビター」または「治療用化合物」と称される）を含む組成物を投与するこ
とを包含する。
【００７４】
　治療用化合物の有効量は、好ましくは、約０．１ｍｇ／ｋｇ～約１５０ｍｇ／ｋｇであ
る。有効用量は、当業者によって認識されるように、投与経路、賦形剤の使用、および特
定の感染または癌の症状を処置、予防または軽減するための他の抗感染剤または治療剤の
使用を含む他の治療処置との組み合せに依存して変動する。治療用レジメンは、標準的な
方法を使用して哺乳動物（例えば、感染または癌に罹患しているヒト患者（感染または癌
を発症する危険性があるヒト患者））を同定することによって行われる。
【００７５】
　薬学的化合物は、当該分野において公知である方法を使用してこのような個体に投与さ
れる。好ましくは、上記化合物は、経口的、直腸的、経鼻的、局所または非経口的（例え
ば、皮下、腹腔内、筋肉内、および静脈内）に投与される。上記化合物は、予防的に投与
されるか、または感染の検出後に投与される。上記化合物は、必要に応じて、感染を処置
する治療用薬物のカクテルの成分として処方される。非経口投与に適した処方物の例とし
ては、等張食塩溶液、５％グルコース溶液、または別の標準的な薬学的に受容可能な賦形
剤における活性薬剤の水溶液が挙げられる。標準的な可溶化剤（例えば、ＰＶＰまたはシ
クロデキストリン）もまた、上記治療用化合物の送達のために、薬学的賦形剤として利用
される。
【００７６】
　本明細書中に記載される治療用化合物は、従来の方法を利用する他の投与経路のための
組成物中に処方される。例えば、ＰＤ－１インヒビターは、経口投与のために、カプセル
または錠剤中に処方される。カプセルは、任意の標準的な薬学的に受容可能な材料（例え
ば、ゼラチンまたはセルロース）を含み得る。錠剤は、治療用化合物と固体キャリアおよ
び滑沢剤との混合物を圧縮することによる従来の手順に従って処方され得る。固体キャリ
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アの例としては、デンプンおよび糖ベントナイト（ｓｕｇａｒ　ｂｅｎｔｏｎｉｔｅ）が
挙げられる。上記化合物は、結合剤（例えば、ラクトースまたはマンニトール）、充填剤
、および錠剤形成剤（ｔａｂｌｅｔｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）を含むハードシェルの錠剤（ｈ
ａｒｄ　ｓｈｅｌｌ　ｔａｂｌｅｔ）またはカプセルの形態で投与される。他の処方物は
、軟膏、坐剤、パスタ、スプレー、パッチ、クリーム、ゲル、吸収性スポンジ、またはフ
ォームを含む。このような処方物は、当該分野において周知である方法を使用して生産さ
れる。
【００７７】
　上記治療用化合物がタンパク質をコードする核酸である場合、その治療用核酸は、その
コードされたタンパク質の発現を促進するために、その核酸を適切な核酸発現ベクターの
一部分として構築し、そしてそのベクターをそれが細胞内に入るように投与すること（例
えば、レトロウイルスベクターの使用、直接注射、微粒子ボンバードメントの使用、脂質
または細胞表面レセプターまたはトランスフェクション剤（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇ　
ａｇｅｎｔ）によってコーティングすること、または核に進入することが公知であるホメ
オボックス様ペプチド（例えば、Ｊｏｌｉｏｔら、１９９１．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃ
ａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８８：１８６４－１８６８を参照のこと）に連結して投与するこ
となど）によって、インビボで投与される。あるいは、核酸治療薬は、細胞内に導入され
、そして相同組換えによって発現のために宿主細胞ＤＮＡ内に組み込まれるか、またはエ
ピソームのままである。
【００７８】
　ＤＮＡの局所投与のために、標準的な遺伝子治療ベクターが、使用される。このような
ベクターは、ウイルスベクターを含み、そのウイルスベクターとしては、複製欠損の肝炎
ウイルス（例えば、ＨＢＶおよびＨＣＶ）、レトロウイルス（例えば、ＷＯ　８９／０７
１３６；Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇら、１９９０、Ｎ．Ｅｎｇ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２３（９）：５
７０－５７８を参照のこと）、アデノウイルス（例えば、Ｍｏｒｓｅｙら、１９９３、Ｊ
．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．、補遺１７Ｅ５を参照のこと）、アデノ随伴ウイルス（Ｋ
ｏｔｉｎら、１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：２２１
１－２２１５）、複製欠損の単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ；Ｌｕら、１９９２、Ａｂｓ
ｔｒａｃｔ、６６ページ、Ａｂｓｔｒａｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｍｅｅｔｉｎｇ　ｏｎ　
Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ｓｅｐｔ．２２－２６、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ）、およびこれらのベクターの任意の改変バージョンに由来するものが挙げられる。本
発明は、真核生物細胞への核酸のインビボ伝達を達成する任意の他の送達系を利用し得る
。例えば、上記核酸は、リポソーム（例えば、カチオン性リポソーム（Ｌｉｐｏｆｅｃｔ
ｉｎ））、レセプター媒介性送達系、非ウイルス核酸ベースのベクター、赤血球ゴースト
、またはマイクロスフェア（例えば、微粒子；例えば、米国特許第４，７８９，７３４号
；米国特許第４，９２５，６７３号；米国特許第３，６２５，２１４号；Ｇｒｅｇｏｒｉ
ａｄｉｓ、１９７９、Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎｅ、ｐｐ．２８７－３４１（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ））に封入され
得る。むき出し（ｎａｋｅｄ）のＤＮＡもまた、投与され得る。
【００７９】
　遺伝子治療のためのＤＮＡは、非経口的（例えば、静脈内、皮下、筋肉内、および腹腔
内）に患者に投与され得る。ＤＮＡまたは誘導剤（ｉｎｄｕｃｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）は、
薬学的に受容可能なキャリア（すなわち、動物に対する投与に適した生物学的に適合性の
ビヒクル（例えば、生理食塩水））中で投与される。治療有効量は、医学的に望ましい結
果（例えば、処置された動物におけるＰＤ－１遺伝子産物の減少）をもたらし得る量であ
る。このような量は、当業者によって決定され得る。医学分野において周知であるように
、任意の所与の患者に対する投薬量は、多くの因子に依存し、その因子としては、患者の
サイズ、体表面積、年齢、投与されるべき特定の化合物、性別、投与の時間および経路、
一般的健康、ならびに同時に投与される他の薬物が挙げられる。投薬量は、変動し得るが
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、ＤＮＡの静脈内投与のための好ましい投薬量は、約１０６～１０２２コピーのＤＮＡ分
子である。代表的に、プラスミドは、約１ナノグラム～約５０００マイクログラムの量の
ＤＮＡで哺乳動物に投与される。望ましくは、組成物は、約５ナノグラム～１０００マイ
クログラムのＤＮＡ、１０ナノグラム～８００マイクログラムのＤＮＡ、０．１マイクロ
グラム～５００マイクログラムのＤＮＡ、１マイクログラム～３５０マイクログラムのＤ
ＮＡ、２５マイクログラム～２５０マイクログラムのＤＮＡ、または１００マイクログラ
ム～２００マイクログラムのＤＮＡを含む。あるいは、上記ＰＤ－１インヒビターをコー
ドする組換えアデノウイルスベクターの哺乳動物への投与は、少なくとも１０５、１０６

、１０７、１０８、１０９、１０１０、または１０１１プラーク形成単位（ｐｆｕ）の濃
度にて適用され得る。
【００８０】
　ＰＤ－１遺伝子産物は、薬学的に受容可能なキャリア（例えば、生理食塩水）中で患者
に静脈内投与される。ペプチドの細胞内送達のための標準的な方法が、使用され得る（例
えば、リポソーム中に封入される）。このような方法は、当業者にとって周知である。１
日につき体重１ｋｇあたりで約１～１００モルの静脈内投薬量の本発明のポリペプチドが
投与されることが、期待される。本発明の組成物は、非経口投与（例えば、静脈内投与、
皮下投与、筋肉内投与、および腹腔内投与）に有用である。
【００８１】
　ＰＤ－１インヒビターは、その化合物と患部組織とが直接的に接触すると有効である。
したがって、上記化合物は、局所に投与され得る。あるいは、ＰＤ－１インヒビターは、
全身的に投与され得る。さらに、化合物は、その化合物を被験体の隣接組織および周辺組
織にゆっくりと放出する固体マトリックスまたは吸収性マトリックスを（器官（例えば、
腸または肝臓）に直接かまたは皮下のいずれかに）移植することによって投与され得る。
例えば、胃腸感染の処置に関して、上記化合物は、全身的（例えば、静脈内、直腸または
経口的）または局所（例えば、胃の組織に直接的）に投与され得る。あるいは、ＰＤ－１
インヒビターを含漬させたカシェ剤または吸収性スポンジが、胃の組織と直接接触して配
置される。上記ＰＤ－１インヒビターは、カシェ剤からの薬物の拡散およびポリマーマト
リックスの浸食によってインビボでゆっくりと放出される。別の例として、肝臓の感染（
すなわち、肝炎）は、上記ＰＤ－１インヒビターを含む溶液を肝臓脈管構造に注入するこ
とによって処置される。
【００８２】
　神経学的な感染の処置のために、上記ＰＤ－１インヒビターは、静脈内または髄腔内（
すなわち、脳脊髄液への直接注入によって）に投与され得る。局所投与に関して、化合物
を含漬させたカシェ剤または吸収性スポンジは、ＣＮＳ組織と直接接触して配置される。
上記化合物または化合物の混合物は、カシェ剤からの薬物の拡散およびポリマーマトリッ
クスの浸食によってインビボでゆっくりと放出される。あるいは、上記化合物は、標準的
な方法を使用して脳または脳脊髄液に注入される。例えば、注射ポートとして使用するた
めのカテーテルを有する穿頭孔リング（ｂｕｒｒ　ｈｏｌｅ　ｒｉｎｇ）が、頭蓋骨に穿
孔した穿頭孔にてその頭蓋骨と係合するように配置される。上記カテーテルに連結された
流体レザバは、穿頭孔リングの上部に配置された隔壁を通して挿入された針またはスタイ
レットによってアクセスされる。カテーテルアセンブリ（例えば、米国特許第５，９５４
，６８７号に記載される）は、期間にわたる薬物の投与を可能にするために、脳の近傍ま
たは脳内における選択された位置に対してか、またはその位置からの流体の輸送に適した
流体流路を提供する。
【００８３】
　心臓の感染に関して、上記化合物は、例えば、胸壁を通した直接の冠内注射またはＸ線
透視検査による案内下での標準的な経皮カテーテルベースの方法の使用によって心臓組織
（すなわち、心筋層、心膜、または心内膜）に送達され得る。したがって、上記インヒビ
ターは、組織に注射されても、体腔に挿入されるステントまたはカテーテルから注入され
てもよい。任意の種々の心臓カテーテルまたは灌流カテーテルが、上記化合物を投与する
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ために使用され得る。あるいは、上記化合物は、冠血管に配置されるステントにコーティ
ングまたは含漬される。
【００８４】
　肺の感染は、例えば、吸入によって上記化合物を投与することによって処置され得る。
上記化合物は、加圧式容器または適切なプロペラント（例えば、二酸化炭素などの気体）
を含むディスペンサーまたは噴霧器からエアゾールの形態で送達される。
【００８５】
　当業者は、本発明によって処置される患者が、持続的に感染した被験体を診断するため
の同一の試験に供された可能性があるか、または１種以上の危険因子（例えば、感染因子
に対する曝露、感染した被験体に対する曝露、遺伝的素因、または二次感染に罹患し易い
病理学的状態を有すること）の存在に起因する高い危険性があると検査なしで同定されて
いる可能性があることを理解する。持続感染の症状または損傷の減少としてはまた、症状
の軽減、疾患の程度の減少、疾患の安定した（すなわち、悪化していない）状態、疾患の
進行の遅延または緩徐化、および疾患状態の改善または緩和が挙げられ得るが、これらに
限定されない。処置は、保健医療提供者による厳重な管理を伴って自宅で行なわれても、
保健施設において行なわれてもよい。
【００８６】
　（免疫応答を測定するための方法）
　本発明による処置後に免疫応答を測定するための方法は、当該分野において周知である
。Ｔ細胞の活性は、例えば、サイトカイン産生を検出するアッセイ、Ｔ細胞増殖を測定す
るアッセイ、微生物因子のクリアランスを測定するアッセイ、およびＣＤ８＋　Ｔ細胞の
細胞傷害を測定するアッセイによって評価され得る。これらのアッセイは、例えば、米国
特許第６，８０８，７１０号ならびに米国特許出願第２００４０１３７５７７号、同第２
００３０２３２３２３号、同第２００３０１６６５３１号、同第２００３００６４３８０
号、同第２００３００４４７６８号、同第２００３００３９６５３号、同第２００２０１
６４６００号、同第２００２０１６００００号、同第２００２０１１０８３６号、同第２
００２０１０７３６３号、および同第２００２０１０６７３０号（これらの全ては、本明
細書によって参考として援用される）に記載される。
【００８７】
　必要に応じて、ＣＤ８＋　Ｔ細胞の細胞傷害を増大させるＰＤ－１インヒビターの能力
は、例えば、Ｄｏｎｇら（Ｎａｔｕｒｅ　５：１３６５－１３６９、１９９９）によって
記載される、ＣＤ８＋　Ｔ細胞の増殖を測定するアッセイ（例えば、チミジン取り込み、
ＢｒｄＵアッセイ、および細胞周期マーカー（例えば、Ｋｉ６７およびＣＦＳＥ）による
染色）によって評価される。１つの例において、Ｔ細胞増殖は、ＰＤ－１を発現する精製
されたＴ細胞を、ＰＤ－１インヒビター、上に記載されるような一次活性化シグナル、お
よび３Ｈ－チミジンと一緒に培養することによってモニタリングされる。Ｔ細胞増殖のレ
ベルは、チミジン取り込みを測定することによって決定される。
【００８８】
　ＣＤ８＋　Ｔ細胞の細胞傷害はまた、細胞溶解アッセイ（例えば、５１Ｃｒ放出アッセ
イあるいはパーフォリンまたはグランザイムの放出を検出するアッセイ）、カスパーゼ活
性化を検出するアッセイ、または感染した被験体からの微生物因子のクリアランスを測定
するアッセイによって評価される。例えば、感染した被験体由来の生物学的サンプル（例
えば、血清、脾臓、肝臓、肺、またはウイルスが向性を有する組織）におけるウイルス量
は、処置の前後に測定され得る。
【００８９】
　サイトカイン（例えば、ＩＦＮγ、ＴＮＦ－α、およびＩＬ－２）の産生もまた、測定
され得る。例えば、精製されたＴ細胞は、ＰＤ－１インヒビタータンパク質および一次活
性化シグナルの存在下で培養される。上清中の種々のサイトカインのレベルは、例えば、
Ｄｏｎｇら（Ｎａｔｕｒｅ　５：１３６５－１３６９、１９９９）に記載されるサンドイ
ッチ型酵素結合イムノソルベントアッセイまたは他の従来のアッセイによって決定され得
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る。
【００９０】
　所望される場合、上記ＰＤ－１インヒビターの効力は、Ｔ細胞の補助刺激を誘導するそ
の能力によって評価される。例えば、インビトロＴ細胞補助刺激についての方法は、ＰＤ
－１を発現する精製されたＴ細胞に、抗ＣＤ３モノクローナル抗体もしくはホルボールエ
ステル、またはクラスＩＩ　ＭＨＣと一緒の抗原によって第１活性化シグナルまたは一次
活性化シグナルを提供することを包含する。ＰＤ－１の発現または活性を減少させ、した
がって免疫機能を調節するのに必要な二次シグナルまたは補助刺激シグナルをこれらのＴ
細胞に対して提供する候補化合物薬剤の能力が、次いで、当該分野において周知である数
種の従来のアッセイのいずれか１つによってアッセイされ得る。
【００９１】
　Ｂ細胞応答は、抗原特異的ＥＬＩＳＡ（例えば、ＬＣＭＶ、ＨＩＶ、結核、またはマラ
リア）、形質細胞ＥＬＩＳＰＯＴ、記憶Ｂ細胞アッセイ、Ｂ細胞の表現型分類、および免
疫組織化学による胚中心の分析によって評価される。
【００９２】
　（スクリーニングアッセイ）
　本発明は、ＰＤ－１の発現または活性を阻害し得る化合物を同定するためのスクリーニ
ング方法を提供する。有用な化合物は、ＰＤ－１の生物学的活性を阻害するか、またはＰ
Ｄ－１の細胞レベルを低下させる任意の薬剤を含む。例えば、候補化合物は、ＰＤ－Ｌ１
、ＰＤ－Ｌ２、またはその両方に対するＰＤ－１の結合を減少させ得る。リード化合物と
してこのような薬剤を使用することにより、例えば、本発明のスクリーニング方法はまた
、持続感染を処置するか、減少させるか、または予防するように機能するか、あるいはこ
のような感染に関連した１種以上の症状を軽減するＰＤ－１のさらなる新規であり特異的
なインヒビターの同定を、可能にする。上記スクリーニングの方法は、ハイスループット
技術を含み得る。
【００９３】
　「候補化合物」によって、天然に存在するか、または人工的に得られる化学物質が、意
味される。候補化合物としては、例えば、ペプチド、ポリペプチド、合成有機分子、天然
に存在する有機分子、核酸分子、ペプチド核酸分子、ならびにその成分および誘導体が挙
げられ得る。例えば、本発明に従って有用な候補化合物は、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、ま
たはその両方に対するＰＤ－１の結合を減少させる。
【００９４】
　多くの方法が、このようなスクリーニングアッセイを実施するために利用可能である。
１つのアプローチに従って、候補化合物は、ＰＤ－１を発現する細胞の培養培地に種々の
濃度で添加される。「ＰＤ－１遺伝子」によって、ＰＤ－１タンパク質をコードする核酸
が意味される。「ＰＤ－１融合遺伝子」によって、第２の異種核酸配列に作動可能に連結
されたＰＤ－１プロモーターおよび／またはＰＤ－１コード領域全体もしくはその一部が
意味される。好ましい実施形態において、上記第２の異種核酸配列は、レポーター遺伝子
（すなわち、その遺伝子の発現がアッセイされ得る遺伝子）である；レポーター遺伝子と
しては、グルクロニダーゼ（ＧＵＳ）をコードする遺伝子、ルシフェラーゼをコードする
遺伝子、クロラムフェニコールトランスアセチラーゼ（ＣＡＴ）をコードする遺伝子、緑
色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）をコードする遺伝子、アルカリホスファターゼをコードする
遺伝子、およびβ－ガラクトシダーゼをコードする遺伝子が挙げられるが、これらに限定
されない。
【００９５】
　次いで、ＰＤ－１の遺伝子発現が、例えば、ハイブリダイゼーションプローブとしてＰ
Ｄ－１の核酸分子から調製された任意の適切なフラグメントを使用する標準的なノーザン
ブロット分析（Ａｕｓｕｂｅｌら、前出）によってか、または適切なプライマーを用いた
リアルタイムＰＣＲによって測定される。上記候補化合物の存在下での遺伝子発現のレベ
ルは、その候補分子を欠くコントロール培養培地において測定されたレベルと比較される
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。所望される場合、候補化合物の効果は、上記に代えて、同一の一般的アプローチおよび
例えば、ＰＤ－１に特異的な抗体を用いたウェスタンブロッティングまたは免疫沈降など
の標準的な免疫学的技術を使用して、ＰＤ－１ポリペプチドのレベルで測定され得る。例
えば、免疫アッセイは、ＰＤ－１のレベルを検出またはモニタリングするために使用され
得る。ＰＤ－１に結合し得るポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体が、ＰＤ－１
のレベルを測定するために、任意の標準的な免疫アッセイ形式（例えば、ＥＬＩＳＡまた
はＲＩＡアッセイ）において使用され得る。ＰＤ－１はまた、質量分析、高速液体クロマ
トグラフィー、分光測光技術もしくは蛍光定量技術、またはそれらの組み合わせを使用し
て測定され得る。
【００９６】
　あるいは、本発明のスクリーニング方法は、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、またはその両方
に対するＰＤ－１の結合を減少させることによってＰＤ－１の生物学的活性を、未処置の
コントロールと比較して少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％、９５％、または１００％低下させる候補化合物を同定するため
に使用され得る。例えば、候補化合物は、下で記載されるように、ＰＤ－１についてのｃ
ＤＮＡを用いたトランスフェクション後か、またはＰＤ－１を含む無細胞溶液において、
ＰＤ－１を天然に発現する細胞におけるＰＤ－１活性を低下させるその能力について試験
され得る。ＰＤ－１の結合または活性化に対する候補化合物の効果は、放射結合アッセイ
および非放射結合アッセイ、競合アッセイ、ならびにレセプターシグナリングアッセイに
よって試験され得る。
【００９７】
　特定の例として、ＰＤ－１をコードする核酸を発現する哺乳動物細胞（例えば、げっ歯
類細胞）は、候補化合物（例えば、ペプチド、ポリペプチド、合成有機分子、天然に存在
する有機分子、核酸分子、またはそれらの成分）の存在下で培養される。細胞は、ＰＤ－
１を内因性に発現し得るか、または代替的に、ＰＤ－１を過剰発現するように当該分野に
おいて公知である任意の標準的な技術（例えば、トランスフェクションおよびウイルス感
染）によって遺伝的に操作され得るかのいずれである。ＰＤ－１の発現レベルは、ウェス
タンブロット分析によってこれらの細胞において測定され、次いでその発現レベルは、候
補化合物に接触されていないコントロール細胞における同じタンパク質の発現レベルと比
較される。ＰＤ－１の合成または生物学的活性を減少させることの結果としてＰＤ－１活
性のレベルの低下を促す化合物は、本発明において有用であると見なされる。
【００９８】
　１つの特定の例において、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２、またはその両方に対するＰＤ－１
結合を妨げ（それによってＰＤ－１の生物学的活性を減少させる）、免疫応答の増大をも
たらす化合物は、本発明に従って有用である。ＰＤ－１の生物学的活性を低下させるその
能力を前提として、このような分子、例えば、持続感染を処置するか、減少させるか、ま
たは予防するためか、あるいはこのような感染に関連した１種以上の症状を軽減するため
の治療剤として使用され得る。特定の例として、候補化合物は、２つのタンパク質（ＰＤ
－１と実質的に同一のポリペプチドである第１のタンパク質およびＰＤ－Ｌ１またはＰＤ
－Ｌ２のいずれかである第２のタンパク質（すなわち、結合を可能にし、そして減少した
免疫応答をもたらす条件下でＰＤ－１ポリペプチドを結合するタンパク質））と接触され
得る。この特定のスクリーニング方法に従って、これら２つのタンパク質の間の相互作用
は、候補化合物の添加後に測定される。候補化合物の添加後における上記第２のポリペプ
チドに対するＰＤ－１の結合の減少（その化合物の非存在下でのこのような結合と比較し
た場合）により、その候補化合物は上記２つのタンパク質の間の相互作用を阻害する能力
を有すると同定される。最終的に、本発明のスクリーニングアッセイは、例えば、無細胞
系においてか、または酵母ツーハイブリッド系を使用して行なわれ得る。所望される場合
、それらのタンパク質の一方またはその候補化合物は、上に記載されるような支持体に固
定化されても、検出可能な基を有してもよい。
【００９９】
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　代替的かまたは追加的に、候補化合物は、ＰＤ－１に特異的に結合し、それによってＰ
Ｄ－１を阻害するものについてスクリーニングされ得る。このような候補化合物の効力は
、ＰＤ－１と相互作用するその能力に依存する。このような相互作用は、多くの標準的な
結合技術および機能的アッセイ（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、前出に記載されるもの）を
使用して容易にアッセイされ得る。例えば、候補化合物は、ＰＤ－１との相互作用および
結合についてインビトロで試験され得、そして免疫応答を調節するその能力は、任意の標
準的なアッセイ（例えば、本明細書中に記載されるもの）によってアッセイされ得る。
【０１００】
　例えば、ＰＤ－１に結合する候補化合物は、クロマトグラフィーベースの技術を使用し
て同定され得る。例えば、組換えＰＤ－１は、ＰＤ－１を発現するように操作された細胞
（例えば、上に記載されるもの）から標準的な技術によって精製され得、そしてその組換
えＰＤ－１は、カラムに固定化され得る。あるいは、天然に存在するＰＤ－１が、カラム
に固定化され得る。次いで、候補化合物の溶液は、上記カラムに通され、そしてＰＤ－１
に特異的な化合物は、ＰＤ－１に結合しかつそのカラムに固定化されるその能力に基づい
て同定される。上記化合物を同定するために、上記カラムは、非特異的に結合した分子を
除去するために洗浄され、次いで目的の化合物は、そのカラムから放出され、そして回収
される。この方法（または任意の他の適切な方法）によって単離された化合物は、所望さ
れる場合、さらに精製され得る（例えば、高速液体クロマトグラフィーによって）。
【０１０１】
　新規インヒビターについてのスクリーニングおよびリード化合物の最適化は、例えば、
標準的な技術を使用して細胞傷害性Ｔ細胞の活性または免疫応答を調節するそれらの能力
を評価することによって評価され得る。さらに、これらの候補化合物は、抗微生物剤（例
えば、本明細書中に記載されるようなもの）として機能するそれらの能力について試験さ
れる。このアプローチによって単離された化合物はまた、例えば、持続感染を処置するか
、減少させるか、または予防するためか、あるいはこのような感染に関連した１種以上の
症状を軽減するための治療薬として使用され得る。ＰＤ－１に１０ｍＭ以下の親和性定数
で結合すると同定される化合物は、本発明において特に有用であると見なされる。
【０１０２】
　潜在的な治療剤としては、有機分子、ペプチド、ペプチド模倣体（ｍｉｍｅｔｉｃ）、
ポリペプチド、およびＰＤ－１をコードする核酸配列またはポリペプチドに結合し、それ
によってそれらの活性を阻害するか、または減少させる抗体が挙げられる。潜在的な抗微
生物剤としてはまた、正常な生物学的活性が妨害されるように、このようなポリペプチド
の結合部位に結合しかつその結合部位を占有し、それによって細胞の結合分子に対する結
合を妨害する低分子が挙げられる。他の潜在的な抗微生物剤としては、アンチセンス分子
が挙げられる。
【０１０３】
　（診断方法および予後判定方法）
　癌（例えば、血管免疫芽球性Ｔ細胞リンパ腫または結節性リンパ球優勢型ホジキンリン
パ腫）は、試験サンプル（すなわち、患者由来サンプル）中のＰＤ－１ポリペプチドの量
を調べることによって検出される。上記ＰＤ－１ポリペプチドをコントロールサンプル比
較した場合、そのレベルの変化は、被験体における癌を示す。上記変化は、コントロール
サンプルに対する上記ＰＤ－１ポリペプチドの増加または減少であり得る。上記コントロ
ールサンプルは、試験サンプルと同様の様式で調製（すなわち、分画）される。
【０１０４】
　サンプルは、例えば、血液、血清、腹水（ａｃｓｉｔｅｓ　ｆｌｕｉｄ）、尿、または
他の体液である。好ましくは、上記サンプルは、Ｔ細胞またはＢ細胞である。
【０１０５】
　上記ＰＤ－１の量は、上記試験サンプルにおいて決定され、そして正常のコントロール
レベルの発現と比較される。正常のコントロールレベルによって、癌に罹患していない被
験体において代表的に見出されるＰＤ－１ポリペプチドの発現レベルが意味される。患者
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由来サンプル中のＰＤ－１のレベルの上昇は、被験体が、癌に罹患しているかまたは癌を
発症する危険性があることを示す。対照的に、本方法が予防的に適用される場合、患者由
来サンプルのＰＤ－１ポリペプチドの同様のレベルまたはレベルの低下は、被験体が、癌
に罹患していないかまたは癌を発症する危険性がないことを示す。患者由来サンプル中の
ＰＤ－１ポリペプチドのレベルの上昇は、被験体が、癌に罹患しているかまたは癌を発症
する危険性があることを示す。
【０１０６】
　上記ＰＤ－１ポリペプチドの量の変化は、統計的に有意である。統計的に有意によって
、その変化が、単独の変化によって起きることが予期されるものよりも大きいことが、意
味される。統計的有意性は、当該分野において公知である方法によって決定される。例え
ば、統計的有意性は、ｐ値によって決定される。ｐ値は、実験の間における群間の差が偶
然と起こる確率の尺度である。（Ｐ（ｚ≧ｚｏｂｓｅｒｖｅｄ））。例えば、０．０１と
いうｐ値は、この結果が偶然おこるのが１００回中１回であることを意味する。ｐ値が低
いほど、群間の差が処置によって引き起こされたという可能性がより高くなる。変化は、
ｐ値が少なくとも０．０５である場合、統計的に有意である。好ましくは、ｐ値は、０．
０４、０．０３、０．０２、０．０１、０．００５、０．００１またはそれ未満である。
【０１０７】
　試験、アッセイ、または方法の「診断精度」は、その試験、アッセイ、または方法が癌
を有する患者または癌の危険性がある患者の間を区別する能力に関係し、それは、患者が
ＰＤ－１ポリペプチドの「臨床的に有意な存在」を有するか否かに基づく。「臨床的に有
意な存在」によって、患者（代表的に、その患者由来のサンプル）における上記ＰＤ－１
ポリペプチドの存在が、そのＰＤ－１ポリペプチドについての所定のカットオフポイント
（または閾値）よりも、高いかまたは低いことが意味され、したがってそれは、その患者
がそのタンパク質の十分に高い存在がマーカーである癌を有することを示す。
【０１０８】
　用語「高い程度の診断精度」および「非常に高い程度の診断精度」とは、癌の存在また
は非存在を正しく（正確に）示す所定のカットオフポイントを用いたそのＰＤ－１ポリペ
プチドについての試験またはアッセイをいう。完全な試験は、完全な精度を有する。した
がって、糖尿病を有する個体に関して、上記試験は、陽性の試験結果だけを示し、そして
それらの個体のいずれについても「陰性」であるとは報告しない（「偽陰性」は存在しな
い）。換言すれば、上記試験の「感度」（真の陽性率）は、１００％である。一方では、
糖尿病を有さなかった個体に関して、上記試験は、陰性の試験結果だけを示し、そしてそ
れらの個体のいずれについても「陽性」であるとは報告しない（「偽陽性」は存在しない
）。換言すれば、「特異性」（真の陰性率）は、１００％である。例えば、試験（例えば
、臨床診断試験）の特異性、感度、ならびに陽性および陰性の的中度を考察するＯ’Ｍａ
ｒｃａｉｇｈ　ＡＳ、Ｊａｃｏｂｓｏｎ　ＲＭ、「Ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ　Ｔｈｅ　Ｐｒ
ｅｄｉｃｔｉｖｅ　Ｖａｌｕｅ　ＯｆＡ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｔｅｓｔ，Ｈｏｗ　Ｔ
ｏ　Ｐｒｅｖｅｎｔ　Ｍｉｓｌｅａｄｉｎｇ　Ｏｒ　Ｃｏｎｆｕｓｉｎｇ　Ｒｅｓｕｌｔ
ｓ」、Ｃｌｉｎ．Ｐｅｄ．１９９３、３２（８）：４８５－４９１を参照のこと。
【０１０９】
　試験（またはアッセイ）のカットポイントまたは閾値を変えることは、通常、感度およ
び特異性を変化させるが、質的に逆相関にある。例えば、カットポイントを低くする場合
、試験された集団のより多くの個体は、代表的に、カットポイントまたは閾値を超える試
験結果を有する。カットポイントを上回る試験結果を有する個体は、その試験が行われて
いる疾患、状態、または症候群を有すると報告されるので、そのカットポイントを低くす
ることは、より多くの個体が陽性の結果を有する（すなわち、それらが癌を有する）と報
告されることを生じる。したがって、より高い比率の癌を有する個体が、そのカットポイ
ントを有する試験によって示される。したがって、上記試験の感度（真の陽性率）は、上
昇する。しかし、同時に、疾患、状態、または症候群のいずれをも有さないより多くの者
（すなわち、真に「陰性」である者）が、この試験によってカットポイントを上回るＰＤ
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－１ポリペプチド値を有すると示され、したがってその試験によって陰性であることが正
しく示されるよりもむしろ、陽性（すなわち、疾患、状態、または症候群を有する）であ
ると報告されるで、より多くの偽陽性が、存在する。したがって、上記試験の特異性（真
の陰性率）は、減少する。同様に、カットポイントを上げることは、感度を低下させ、そ
して特異性を上昇させる傾向にある。したがって、患者の状態を評価するための提案され
た医学的試験、アッセイ、または方法の精度および有用性の評価において、常に感度およ
び特異性の両方を考慮し、そして感度および特異性はカットポイントの範囲にわたって著
しく変動し得るので感度および特異性が報告されているカットポイントがなにであるのか
に留意すべきである。
【０１１０】
　しかし、カットポイントの全範囲にわたって試験、アッセイ、または方法の感度および
特異性をただ１つの値によって表示することを可能にする指標が、存在する。その指標は
、問題の試験、アッセイ、または方法についての受容者動作特性（「ＲＯＣ」）曲線から
得られる。例えば、Ｓｈｕｌｔｚ、「Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ
　Ｏｆ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ」、第１４章、Ｔｅｉｔｚ、Ｆｕ
ｎｄａｍｅｎｔａｌｓ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、Ｂｕｒｔｉｓ　
ａｎｄ　Ａｓｈｗｏｏｄ（編）、第４版、１９９６、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏｍ
ｐａｎｙ、１９２～１９９ページ；およびＺｗｅｉｇら、「ＲＯＣ　Ｃｕｒｖｅ　Ａｎａ
ｌｙｓｉｓ：Ａｎ　Ｅｘａｍｐｌｅ　Ｓｈｏｗｉｎｇ　Ｔｈｅ　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉ
ｐｓ　Ａｍｏｎｇ　Ｓｅｒｕｍ　Ｌｉｐｉｄ　Ａｎｄ　Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　Ｉｎ　Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ　Ｐａｔｉｅｎｔｓ　Ｗ
ｉｔｈ　Ｃｏｒｏｎｏｒｙ　Ａｒｔｅｒｙ　Ｄｉｓｅａｓｅ」、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．、
１９９２、３８（８）：１４２５－１４２８を参照のこと。
【０１１１】
　ＲＯＣ曲線は、０～１（すなわち、１００％）の目盛りのｘ軸における１－特異性に等
しい値に対する０～１（すなわち、１００％）の目盛りのｙ軸における感度のｘ－ｙプロ
ットである。換言すれば、それは、その試験、アッセイ、または方法についての偽陽性率
に対する真の陽性率のプロットである。問題の試験、アッセイ、または方法についてのＲ
ＯＣ曲線を構築するために、患者は、その患者が疾患、状態、または症候群について真に
陽性または陰性であるか否かを決定するために、問題の試験、アッセイ、または方法とは
無関係の完全に正確かまたは「極上の基準（ｇｏｌｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ）」方法を使用
して評価される（例えば、冠動脈造影は、冠状動脈硬化症の存在についての極上の基準試
験である）。上記患者はまた、問題の試験、アッセイ、または方法を使用して、変化する
カットポイントに対して試験され、その患者は、その試験、アッセイ、または方法に従っ
て陽性または陰性であると報告される。上記感度（真の陽性率）および１－上記特異性と
等しい値（その値は、偽陽性率に対応する）は、各カットポイントに対して決定され、そ
してｘ－ｙ値の各対は、ｘ－ｙダイアグラム上に単一の点としてプロットされる。それら
の点を連結する「曲線」が、ＲＯＣ曲線である。
【０１１２】
　曲線下面積（「ＡＵＣ」）は、カットポイントの全範囲にわたって試験、アッセイ、ま
たは方法の感度および特異性のただ１つの値による表示を可能にする指標である。最大Ａ
ＵＣは、１（完全な試験）であり、そして最小面積は、２分の１である。ＡＵＣが１に近
いほど、その試験の精度は良好である。
【０１１３】
　「高い程度の診断精度」によって、ＡＵＣ（試験またはアッセイについてのＲＯＣ曲線
下面積）が少なくとも０．７０、望ましくは少なくとも０．７５、より望ましくは少なく
とも０．８０、好ましくは少なくとも０．８５、より好ましくは少なくとも０．９０、そ
して最も好ましくは少なくとも０．９５である試験またはアッセイ（例えば、ＰＤ－１ポ
リペプチドの臨床的に有意な存在を決定し、それによって糖尿病の存在を示すための本発
明の試験）が、意味される。
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【０１１４】
　「非常に高い程度の診断精度」によって、ＡＵＣ（試験またはアッセイについてのＲＯ
Ｃ曲線下面積）が少なくとも０．８７５、望ましくは少なくとも０．９０、より望ましく
は少なくとも０．９２５、好ましくは少なくとも０．９５、より好ましくは少なくとも０
．９７５、そして最も好ましくは少なくとも０．９８である試験またはアッセイが、意味
される。
【０１１５】
　必要に応じて、特定の癌に対する他の公知のバイオマーカーの発現はまた、被験体が癌
を有しているか否かをさらに示すものとして測定される。例えば、ＣＤ１０、ｂｃｌ－６
、ＣＤ２０、ＣＤ５７またはＣＸＣＲ５が、検出される。
【０１１６】
　上記ＰＤ－１ポリペプチドおよび上記さらなるバイオマーカーは、任意の適切な様式で
検出されるが、代表的に、患者由来のサンプルと、ＰＤ－１またはバイオマーカーを結合
し、次いで反応生成物の存在または非存在を検出する抗体とを接触させることによって検
出される。上記抗体は、モノクローナル性、ポリクローナル性、キメラ、または上で詳細
に考察されるような上記のフラグメントであり得、そして上記反応生成物を検出する工程
は、任意の適切な免疫アッセイを用いて行われ得る。被験体由来のサンプルは、代表的に
、上に記載されるような生物学的流体であり、そして上に記載される方法を行うために使
用される生物学的流体の同一のサンプルであり得る。
【０１１７】
　ＰＤ－１ポリペプチドの発現はまた、癌の処置の過程がモニタリングされることを可能
にする。この方法において、生物学的サンプルは、癌に対する処置（例えば、外科手術、
化学療法またはホルモンによる処置）を受けている被験体から提供される。所望される場
合、生物学的サンプルは、処置の前、処置の間、または処置の後の種々の時点において被
験体から得られる。次いで、ＰＤ－１の発現が、決定され、そしてその発現は、参照（例
えば、その癌の病期が既知であるコントロール）と比較される。上記参照サンプルは、処
置に曝されている。あるいは、上記参照サンプルは、処置に曝されていない。必要に応じ
て、このようなモニタリングは、セカンドルック外科的監視手順、およびその後の外科的
監視手順に対して予備的に行われる。例えば、サンプルは、処置の進行をモニタリングす
るために、最初に癌に対する外科的処置を受け、次いでその癌に対する抗腫瘍性薬剤によ
る処置を受けた被験体から回収され得る。
【０１１８】
　上記参照サンプルが癌を有さない被験体由来である場合、上記試験サンプルおよび参照
サンプルにおけるＰＤ－１ポリペプチドの量の類似性または減少は、処置が効力があるこ
とを示す。しかし、上記試験サンプルおよび参照サンプルにおけるＰＤ－１ポリペプチド
の量の増加は、あまり望ましくない臨床的な帰結または予後を示す。
【０１１９】
　「効力がある」によって、処置が被験体におけるＰＤ－１ポリペプチドの量の減少、あ
るいは腫瘍のサイズ、有病率、または転移能の減少をもたらすことが、意味される。癌の
評価は、標準的な臨床プロトコルを使用して行われる。効力は、特定の腫瘍を診断または
処置するための任意の公知の方法に関連して決定される。ＰＤ－１ポリペプチドの発現は
また、全身的治療（例えば、化学療法、ホルモン療法または放射線治療）に応答性である
患者の同定を可能にする。本方法において、生物学的サンプルは、癌に対する外科的処置
を受ける前に被験体から提供される。次いで、ＰＤ－１ポリペプチドの発現が、決定され
、そしてその発現は、癌の外科的除去後に被験体から得られた生物学的サンプルと比較さ
れる。患者は、ＰＤ－１ポリペプチドの量が癌の外科的除去後に減少する場合、全身的処
置に応答性であるようである。対照的に、患者は、上記ポリペプチドの量が癌の外科的除
去後に変わらないままであるかまたは増加する場合、全身的処置に応答性ではないようで
ある。
【０１２０】
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　ＰＤ－１ポリペプチドまたは他の癌バイオマーカーの発現は、当該分野において公知で
ある任意の方法を使用して、タンパク質レベルまたは核酸レベルにて決定される。例えば
、これらの配列の１種以上を特異的に認識するプローブを使用するノーザンハイブリダイ
ゼーション分析は、遺伝子発現を決定するために使用され得る。あるいは、発現は、逆転
写ベースのＰＣＲアッセイ（例えば、遺伝子の示差的に発現された配列に特異的なプライ
マーを使用する）を使用して測定される。発現はまた、タンパク質レベルにて決定される
（すなわち、本明細書中に記載される遺伝子産物によってコードされるペプチドのレベル
またはその活性を測定することによる）。このような方法は、当該分野において周知であ
り、そしてその方法としては、例えば、上記遺伝子によってコードされるタンパク質に対
する抗体に基づく免疫アッセイが挙げられる。任意の生物学的材料は、上記タンパク質ま
たはその活性の検出／定量のために使用され得る。あるいは、適切な方法が、分析される
各タンパク質の活性に従って、マーカー遺伝子によってコードされるタンパク質の活性を
決定するために選択され得る。
【０１２１】
　被験体は、好ましくは、哺乳動物である。上記哺乳動物は、例えば、ヒト、非ヒト霊長
類、マウス、ラット、イヌ、ネコ、ウマ、またはウシである。被験体は、代表的に、ヒト
の女性またはヒトの男性である。上記被験体は、癌を有すると以前に診断されており、そ
しておそらく、その癌に対する処置を既に受けている。あるいは、上記被験体は、癌を有
すると以前に診断されていない。本発明は、癌についての危険性がある患者に関して有用
である。各タイプの癌は、それら特有の危険因子のセットを有し、癌を発症する危険性は
、加齢、性別、人種ならびに個人および家族の病歴に関連して増大する。他の危険因子は
、生活様式の選択に大きく関連するが、特定の感染、職業上の曝露およびいくつかの環境
因子もまた、癌の発症に関連し得る。
【０１２２】
　癌の診断は、代表的に、検査におけるサイズの同定によって行われるが、それは、他の
手段（例えば、放射線学的診断、および超音波）によるものであり得る。処置は、代表的
に、腫瘍縮小手術、その後の抗腫瘍性薬剤による処置（ドセタキセル、ビノレルビン、ゲ
ムシタビン、カペシタビンまたはシクロホスファミドとメトトレキセートとフルオロウラ
シルとの組み合せ；シクロホスファミドとドキソルビシンとフルオロウラシルとの組み合
せ；ドキソルビシンとシクロホスファミドとの組み合せ；パクリタキセルを伴うドキソル
ビシンとシクロホスファミドとの組み合せ；ドキソルビシンに続くＣＭＦ；またはシクロ
ホスファミドとエピルビシンとフルオロウラシルとの組み合せ）によって行われる。さら
に、多くの患者は、放射線治療を必要とする。
【０１２３】
　本発明に従って行われる免疫アッセイは、均一アッセイまたは不均一アッセイであり得
る。均一アッセイにおいて、免疫学的反応は、通常、特異的抗体（例えば、ＰＤ－１ポリ
ペプチド）、標識された分析物、および目的のサンプルを含む。標識から生じるシグナル
は、上記標識された分析物に対する抗体の結合の際に、直接的かまたは間接的に改変され
る。免疫学的反応およびその程度の検出の両方は、均一溶液において行われる。使用され
得る免疫化学的標識は、フリーラジカル、放射性同位体、蛍光色素、酵素、バクテリオフ
ァージ、または補酵素を含む。
【０１２４】
　不均一アッセイアプローチにおいて、試薬は、通常、サンプル、抗体、および検出可能
なシグナルを生じるための手段を含む。上に記載されるようなサンプルが、使用され得る
。上記抗体は、一般に、支持体（例えば、ビーズ、プレートまたはスライド）に固定化さ
れ、そして液相中に抗原を含む疑いのある検体と接触される。次いで、上記支持体は、上
記液相から分離され、その支持体相またはその液相のいずれかが、検出可能なシグナルに
ついて、このようなシグナルをもたらすための手段を使用して調べられる。上記シグナル
は、上記サンプル中の分析物の存在に関連する。検出可能なシグナルを生じるための手段
は、放射性標識、蛍光標識、または酵素標識の使用を含む。例えば、検出される抗原が、
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第２の結合部位を含む場合、その結合部位に結合する抗体は、検出可能な基に結合体化さ
れ得、そして分離工程の前に液相反応溶液に添加され得る。上記固体支持体における検出
可能な基の存在は、試験サンプル中の上記抗原の存在を示す。適切な免疫アッセイの例は
、放射免疫アッセイ、免疫蛍光法、または酵素結合免疫アッセイである。
【０１２５】
　当業者は、本明細書中に開示される方法を行うのに有用であり得る多くの特定の免疫ア
ッセイ形式およびそのバリエーションに精通している。一般に、Ｅ．Ｍａｇｇｉｏ、Ｅｎ
ｚｙｍｅ－Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ、（１９８０）（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．、Ｂ
ｏｃａ　Ｒａｔｏｎ、Ｆｌａ．）を参照のこと；また、Ｓｋｏｌｄらに対する米国特許第
４，７２７，０２２号（発明の名称「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ　
Ｌｉｇａｎｄ－Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ」）、Ｆｏｒｒｅｓｔらに対する米国特許第４，６５９，６７８号
（発明の名称「Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｏｆ　Ａｎｔｉｇｅｎｓ」）、Ｄａｖｉｄらに
対する米国特許第４，３７６，１１０号（発明の名称「Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｒｉｃ　Ａｓ
ｓａｙｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ」）、Ｌｉｔｍａ
ｎらに対する米国特許第４，２７５，１４９号（発明の名称「Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｉｎ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ　Ａｓｓａｙｓ」）、Ｍａｇｇｉｏらに対する米国特許第４，２３３，４０２号（
発明の名称「Ｒｅａｇｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　Ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ　Ｃｈａｎ
ｎｅｌｉｎｇ」）およびＢｏｇｕｓｌａｓｋｉらに対する米国特許第４，２３０，７６７
号（発明の名称「Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ａ
ｓｓａｙ　Ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ　ａ　Ｃｏｅｎｚｙｍｅ　ａｓ　Ｌａｂｅｌ」）を参照の
こと。抗体は、公知の技術（例えば、沈降）に従って、診断アッセイに適した固体支持体
（例えば、ラテックスまたはポリスチレンなどの材料から形成されるビーズ、プレート、
スライドまたはウェル）に結合体化される。本明細書中に記載されるような抗体は、同様
に、公知の技術に従って、検出可能な基（例えば、放射標識（例えば、３５　Ｓ、１２５
　Ｉ、１３１　Ｉ）、酵素標識（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）、および蛍光標識（例えば、フルオレセイン））に結合体化され得る。
【０１２６】
　本明細書中に記載される方法を実施するための診断キットは、多くの様式で生産される
。１つの実施形態において、上記診断キットは、（ａ）固体支持体に結合体化された抗体
（例えば、ＰＤ－１ポリペプチド）および（ｂ）検出可能な基に結合体化される本発明の
第２の抗体を備える。試薬はまた、補助的な薬剤（例えば、緩衝剤およびタンパク質安定
化剤（例えば、多糖類など））を含み得る。上記診断キットは、必要な場合、シグナル生
成系（検出可能な基がメンバー（例えば、酵素基質）である系）の他のメンバー、試験に
おけるバックグラウンド干渉を減少させるための薬剤、コントロール試薬、試験を行うた
めの装置などをさらに備え得る。あるいは、試験キットは、（ａ）抗体、および（ｂ）検
出可能な基に結合体化される抗体に対する特異的結合パートナーを備える。同様に、上に
記載される補助的な薬剤を備えることができる。試験キットは、代表的に、上記試験を行
うための指示が印刷されたシートとともに全ての構成要素を単一の容器中に入れて、任意
の適切な様式で梱包され得る。
【０１２７】
　本発明は、部分的に、以下の実施例に記載される実験に基づく。これらの実施例は、本
発明を例示するために提供され、そして限定として解釈されるべきではない。
【実施例】
【０１２８】
　（実施例１：慢性的に感染したマウスにおける、抗ＰＤ－Ｌ１抗体を使用したＰＤ－１
経路の阻害）
　種々の株のリンパ球脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）に感染したマウスを、ＣＤ８＋　
Ｔ細胞機能に対する慢性ウイルス感染の影響を研究するために使用した。ＬＣＭＶ　Ａｒ
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ｍｓｔｒｏｎｇ株は、８日以内に除去される急性感染を引き起こし、非常に機能的な休止
記憶（ｒｅｓｔｉｎｇ　ｍｅｍｏｒｙ）ＣＤ８＋　Ｔ細胞の長寿命の集団を残す。ＬＣＭ
Ｖ　Ｃｌ－１３株は、対照的に、宿主において持続感染を確立し、最長で３ヶ月間まで持
続するウイルス血症によって特徴付けられる。上記ウイルスは、いくつかの組織において
いつまでも残存し、そして抗原特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞は、機能的に損なわれるようにな
る。ＤｂＮＰ３９６－４０４　ＣＤ８＋　Ｔ細胞が、身体から消失する一方で、ＤｂＧＰ
３３－４１　ＣＤ８＋　Ｔ細胞およびＤｂＧＰ２７６－２８６　ＣＤ８＋　Ｔ細胞は、存
続するが、抗ウイルスサイトカイン（例えば、ＩＦＮ－γおよびＴＮＦ－α）を増殖また
は分泌する能力を失う。
【０１２９】
　Ｃ５７ＢＬ／６マウスを、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ（Ｆ
ｒｅｄｅｒｉｃｋ、ＭＤ）から購入した。マウスに対して、２×１０６ｐｆｕのＬＣＭＶ
－Ｃｌ－１３をｉ．ｖ．感染させた。ＣＤ４枯渇を、ＰＢＳ中の５００μｇのＧＫ１．５
を感染の日および感染の翌日に注射することによって行なった。ＬＣＭＶ免疫マウスを、
マウスに対して２×１０５ｐｆｕのＬＣＭＶ　Ａｒｍｓｔｒｏｎｇをｉ．ｐ．感染させる
ことによって産生する。
【０１３０】
　遺伝子アレイ分析を、ＦＡＣＳ精製したナイーブのＤｂＧＰ３３－４１特異的Ｐ１４ト
ランスジェニックＣＤ８＋　Ｔ細胞、ＬＣＭＶ　Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ免疫マウスに由来す
るＤｂＧＰ３３－４１特異的記憶ＣＤ８＋　Ｔ細胞、およびＣＤ４＋枯渇ＬＣＭＶ　Ｃｌ
－１３感染マウスに由来するＤｂＧＰ３３－４１特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞またはＤｂＧＰ
２７６－２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞に対して行なった。ＲＮＡ単離および遺伝子アレ
イ分析を、Ｋａｅｃｈら（Ｃｅｌｌ　１１１：８３７－５１、２００２）に記載される通
りに行った。ＰＤ－１　ｍＲＮＡは、記憶ＣＤ８＋　Ｔ細胞と比較して、疲弊したＣＤ８
＋　Ｔ細胞において高度に発現された（図１Ａ）：さらに、ＰＤ－１は、ＬＣＭＶ　Ｃｌ
－１３感染マウスにおけるＣＤ８＋　Ｔ細胞の表面に発現されたが、ＬＣＭＶ　Ａｒｍｓ
ｔｒｏｎｇのクリアランス後のＣＤ８＋　Ｔ細胞の表面上に存在しなかった（図１Ｂ）。
慢性的に感染したマウスはまた、未感染のマウスと比較して、ほとんどのリンパ球および
ＡＰＣ上に、より高いレベルのＰＤ－１のリガンドのうちの１つ（ＰＤ－Ｌ１）を発現し
た。したがって、ウイルス抗原の存続およびＣＤ８＋　Ｔ細胞の疲弊は、ＰＤ－１発現の
誘導と同時に生じる。
【０１３１】
　ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１経路の遮断が、Ｔ細胞機能を回復し得、そして慢性ＬＣＭＶ感染
の間のウイルス制御を増強するという仮説を試験するために、ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１同時
阻害性経路を、αＰＤ－Ｌ１遮断抗体を使用して、慢性ＬＣＭＶ感染の間に途絶させた。
ＰＤ－Ｌ１に対する遮断モノクローナル抗体を、ＬＣＭＶ　Ｃｌ－１３に感染したマウス
対して、感染後の２３日目～３７日目において３日毎にｉ．ｐ．投与した（２００μｇの
ラット抗マウスＰＤ－Ｌ１　ＩｇＧ２ｂモノクローナル抗体（クローン１０Ｆ．５Ｃ５ま
たはクローン１０Ｆ．９Ｇ２））。３７日目にて、未処置のコントロールと比較して、処
置マウス中に約２．５倍のＤｂＮＰ３９６－４０４特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞および３倍の
ＤｂＧＰ３３－４１特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞が、存在した（図２Ａ）。増殖の誘導は、Ｃ
Ｄ８＋　Ｔ細胞に対して特異的であった。なぜならば、脾臓におけるＣＤ４＋　Ｔ細胞の
数が、処置マウスおよび未処置マウスの両方においてほぼ同じ（脾臓あたり約６×１０４

　ＩＡｂＧＰ６１－８０のＣＤ４＋　Ｔ細胞）であったからである。
【０１３２】
　ＣＤ８＋　Ｔ細胞増殖の増大に加えて、ＰＤ－１シグナリングの阻害はまた、ウイルス
特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞における抗ウイルスサイトカインの増大した産生をもたらした。
ＣＤ８＋　Ｔ細胞による、８種の異なるＣＴＬエピトープに対するＩＦＮ－γおよびＴＮ
Ｆ－αの産生を、決定した。組み合せられた応答は、未処置マウスと比較して、処置マウ
スにおいて２．３倍高かった（図２Ｂおよび２Ｃ）。ＴＮＦ－α産生細胞の頻度の２．３
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倍の増加がまた、処置後に観察された（図２Ｄ）。ウイルスクリアランスはまた、ウイル
スが処置マウスの血清、脾臓、および肝臓から除去されるにつれて増進された。減少した
ウイルス力価が、感染の３７日目（処置を開始した１４日後）に処置マウスの肺および腎
臓において観察された（約１０倍）。しかし、未処置マウスは、これら全て組織において
ウイルスの顕著なレベルを示した（図２Ｅ）。血清および組織ホモジネートにおけるウイ
ルス力価を、Ａｈｍｅｄら（Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．５１：３４－４１、１９８４）に記載され
る通りにＶｅｒｏ細胞を使用して決定した。この結果は、ＰＤ－１インヒビターがＣＤ８
＋　Ｔ細胞増殖およびウイルスクリアランスを増大させ、したがってＰＤ－１シグナリン
グの阻害がＣＤ８＋　Ｔ細胞機能を回復させることを示す。さらに、ＰＤ－１シグナリン
グの阻害はまた、Ｂ細胞応答を増強した。なぜならば脾臓におけるＬＣＭＶ特異的抗体分
泌細胞の数もまた、処置後に増加（＞１０倍）したからである。
【０１３３】
　ＣＤ４＋　Ｔ細胞は、ＣＤ８＋　Ｔ細胞応答の発生および維持において重要な役割を果
たす。このことに関して、ＣＤ４＋　Ｔ細胞（いわゆる「無力（ｈｅｌｐｌｅｓｓ）」の
ＣＤ８＋　Ｔ細胞）の非存在下でプライムされたＣＤ８＋　Ｔ細胞は、正常の免疫応答を
惹起できない。さらに、慢性ＬＣＭＶ感染は、ＣＤ４＋　Ｔ細胞の存在下においてより重
篤である。したがって、ＬＣＭＶ－Ｃｌ－１３感染の間に産生された無力のＴ細胞は、Ｃ
Ｄ４＋　Ｔ細胞の存在下で産生されたＴ細胞よりもさらに大きい顕著な機能的障害を示す
。ＤｂＮＰ３９６－４０４特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞は、検出不可能なレベルまで消失し、
そしてＤｂＧＰ３３－４１　ＣＤ８＋　Ｔ細胞およびＤｂＧＰ２７６－２８６　ＣＤ８＋

　Ｔ細胞は、ＩＦＮ－γおよびＴＮＦ－αを分泌する能力を完全に失う。
【０１３４】
　ＣＤ４＋　Ｔ細胞は、ＬＣＭＶ－Ｃｌ－１３感染時に枯渇させ、そしてマウスを、感染
の４６日目～６０日目に抗ＰＤ－Ｌ１抗体処置によって処置した。ＬＣＭＶ特異的ＣＤ４
＋　Ｔ細胞は、処置の前後に細胞内ＩＦＮ－γ染色によって検出できなかった。処置の後
に、処置マウスは、未処置のコントロールマウスよりも、処置マウスの脾臓において約７
倍のＤｂＧＰ２７６－２８６　ＣＤ８＋　Ｔ細胞および４倍多いＤｂＧＰ３３－４１　Ｃ
Ｄ８＋　Ｔ細胞を有した（図３Ａ）。上記脾臓におけるウイルス特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞
の数もまた、増加した（図３Ｂ）。処置マウスにおけるウイルス特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞
の増加は、ＢｒｄＵ取り込みによって検出されるような増殖の増大に起因した。未処置マ
ウスにおいて、４３％のＤｂＧＰ２７６－２８６　ＣＤ８＋　Ｔ細胞は、中程度のレベル
のＢｒｄＵを取り込み、そして２％のＤｂＧＰ２７６－２８６　ＣＤ８＋　Ｔ細胞は、高
レベルのＢｒｄＵを取り込み、一方で、処置マウスにおいて、５０％のＤｂＧＰ２７６－
２８６　ＣＤ８＋　Ｔ細胞は、中程度のレベルのＢｒｄＵを取り込み、そして３７％のＤ
ｂＧＰ２７６－２８６　ＣＤ８＋　Ｔ細胞は、高レベルのＢｒｄＵを取り込んだ。Ｂｒｄ
Ｕ分析を、処置中の飲料水に１ｍｇ／ｍｌのＢｒｄＵを導入することによって行い、そし
て染色は、製造業者のプロトコル（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ
、ＣＡ）に従って行った。さらに、処置マウスは、細胞周期関連タンパク質Ｋｉ６７を発
現する、より高い％のＣＤ８＋　Ｔ細胞を含んだ（未処置マウスにおいて１９％であるの
に対して６０％、図３Ｃ）。ＰＢＭＣにおけるＣＤ８＋　Ｔ細胞の処置に対する応答は、
高レベルのＣＤ８＋　Ｔ細胞増殖を有するマウスに限定された。
【０１３５】
　ＰＤ－１阻害はまた、無力の疲弊したウイルス特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞における抗ウイ
ルスサイトカイン産生を増大させた。処置の後に、ＩＦＮ－γを産生するＤｂＧＰ３３－
４１　ＣＤ８＋　Ｔ細胞およびＤｂＧＰ２７６－２８６　ＣＤ８＋　Ｔ細胞の数は、著し
く増加した（図４Ａ）が、より多い数のＤｂＮＰ３９６－４０４特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞
、ＫｂＮＰ２０５－２１２特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞、ＤｂＮＰ１６６－１７５特異的ＣＤ
８＋　Ｔ細胞、およびＤｂＧＰ９２－１０１特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞がまた、処置マウス
において検出された（図４Ａ）。コントロールの未処置マウスにおけるＤｂＧＰ２７６－
２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞の２０％と比較して、処置マウス由来のＤｂＧＰ２７６－
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２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞の５０％が、ＩＦＮ－γを産生し得る（図４Ｂ）。しかし
、処置マウス由来のＤｂＧＰ２７６－２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞によって産生された
ＩＦＮ－γおよびＴＮＦ－αのレベルは、完全に機能的なＤｂＧＰ２７６－２８６特異的
記憶細胞よりも低かった（図４Ｃ）。
【０１３６】
　ＰＤ－１阻害はまた、無力の細胞溶解活性を増大させ、ウイルス特異的ＣＤ８＋　Ｔ細
胞を疲弊させた。ウイルス特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞のエキソビボ細胞溶解活性を、５１Ｃ
ｒ放出アッセイ（Ｗｈｅｒｒｙら、２００３．Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７７：４９１１－２７）
を使用して処置後に検出した。ウイルス力価は、処置の２週間後に、未処置マウスと比較
して脾臓において約３倍、肝臓において４倍、肺において２倍、そして血清において２倍
減少した（図４Ｅ）。
【０１３７】
　したがって、これらの結果は、ＰＤ－１経路の遮断が慢性ウイルス感染に対するＣＴＬ
末梢性寛容を破壊すること、およびＣＤ４＋　Ｔ細胞のヘルプが欠乏した疲弊したＣＤ８
＋　Ｔ細胞が不可逆的に活性化されないことを示す。
【０１３８】
　（実施例２：抗ウイルスワクチンおよびＰＤ－１インヒビターの投与）
　持続感染中にＴ細胞応答をブーストするための１つのアプローチは、治療用ワクチン接
種である。このアプローチについての理論的根拠は、内因性抗原が慢性ウイルス感染中に
最適かまたは免疫原性の様式で与えられる可能性がないこと、およびワクチンの形態で抗
原を提供することがウイルス特異的Ｔ細胞およびウイルス特異的Ｂ細胞に対するより有効
な刺激を提供し得ることである。上記慢性ＬＣＭＶモデルを使用して、マウスに、治療用
ワクチン（ＶＶＧＰ３３）としてＬＣＭＶ　ＧＰ３３エピトープを発現する組換えワクシ
ニアウイルスを投与した。その治療用ワクチンは、いくつかの慢性的に感染したマウスに
おいてＣＤ８＋　Ｔ細胞応答の適切な増強をもたらした。上記治療用ワクチンを受容した
９匹の慢性的に感染したマウスのうちの４匹は、陽性の応答を示したが、コントロールマ
ウスは、ＧＰ３３に対する免疫応答の有意な増大を有さなかった。この治療用ワクチン接
種をＰＤ－Ｌ１インヒビターと組み合せた場合、ＬＣＭＶ特異的Ｔ細胞応答は、単独のど
の処置と比較してもより大きいレベルまでブーストされ、そして組み合せた処置の効果は
、相加的なものよりも大きかった。
【０１３９】
　（実施例３：ＰＤ－１　ＲＮＡｉを使用した慢性的に感染したマウスにおけるＰＤ－１
経路の阻害）
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）は、哺乳動物細胞において遺伝子発現をサイレンシングし得る
。長い二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）が、細胞に導入され、そして次に、特異的ｍＲＮＡ分
子または小さい群のｍＲＮＡを標的とするより小さいサイレンシングＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ
）へとプロセシングされる。この技術は、抗体が機能的ではない状況において特に有用で
ある。例えば、ＲＮＡｉは、特有のスプライス改変体がＰＤ－１およびＣＴＬＡ－４の可
溶性形態を産生する状況において使用され得る。
【０１４０】
　ＰＤ－１サイレンサーＲＮＡを、市販のｓｉＲＮＡ発現ベクター（例えば、ｐＳｉｌｅ
ｎｃｅｒＴＭ発現ベクターまたはｐＳｉｌｅｎｃｅｒＴＭアデノウイルスベクター（Ａｍ
ｂｉｏｎ、Ａｕｓｔｉｎ、ＴＸ）に挿入する。次いでこれらのベクターを、インビボまた
はエキソビボで標的である疲弊したＴ細胞と接触させる（実施例４を参照のこと）。
【０１４１】
　（実施例４：疲弊したＴ細胞のエキソビボでの若返り（ｒｅｊｕｖｅｎａｔｉｏｎ））
　ウイルス特異的な疲弊したＣＤ８＋　Ｔ細胞を、磁性ビーズまたは密度勾配遠心分離（
ｄｅｎｓｉｔｙ　ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ）を使用してＬＣＭＶ－Ｃｌ－１３に慢
性的に感染したマウスから単離する。トランスフェクトしたＣＤ８　Ｔ細胞を、ＰＤ－Ｌ
１、ＰＤ－Ｌ２またはＰＤ－１を標的とするモノクローナル抗体と接触させる。実施例１
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に記載する通り、ＰＤ－１経路の阻害は、ＣＤ８　Ｔ細胞の若返りを生じる。したがって
、例えば、ＣＤ８＋　Ｔ細胞増殖およびサイトカイン産生の増大が、存在する。これらの
若返ったＣＤ８＋　Ｔ細胞を、上記感染したマウスに再度導入し、そしてウイルス量を、
実施例１において記載するように測定する。
【０１４２】
　（実施例５：新規のＣＤ８＋　Ｔ細胞若返り剤（ｒｅｊｕｖｅｎａｔｏｒ）化合物のイ
ンビトロスクリーニング）
　ＰＤ－１経路を調節する化合物は、慢性ウイルス感染によるＣＤ８＋　Ｔ細胞の疲弊を
逆転するそれらの能力に基づくインビボスクリーニングアッセイおよびエキソビボスクリ
ーニングアッセイにおいて同定され得る。
【０１４３】
　疲弊したＣＤ８＋　Ｔ細胞を、ＬＣＭＶ－Ｃｌ－１３に慢性的に感染したマウスから得
て、次に試験化合物と接触させる。上記接触したＴ細胞から放出された抗ウイルスサイト
カイン（例えば、ＩＦＮ－γまたはＴＮＦ－α）の量を、例えば、ＥＬＩＳＡまたは他の
定量方法によって測定し、そして存在する場合、上記試験化合物と接触していない疲弊し
たＴ細胞から放出された抗ウイルスサイトカインの量を比較する。未処置の細胞における
量と比較した処置細胞によって放出された抗ウイルスサイトカインの量の増加により、そ
の化合物はＴ細胞活性を調節するのに有用なＰＤ－１インヒビターと同定される。
【０１４４】
　（実施例６：新規のＣＤ８＋　Ｔ細胞若返り剤化合物のインビボスクリーニング）
　疲弊したＣＤ８＋　Ｔ細胞を、ＬＣＭＶ－Ｃｌ－１３に慢性的に感染したマウスから得
る。試験化合物を、上記感染したマウスに対して静脈内に投与する。処置マウスおよび未
処置マウスの血清中に放出される抗ウイルスサイトカイン（例えば、ＩＦＮ－γまたはＴ
ＮＦ－α）の量を、例えば、ＥＬＩＳＡまたは他の定量方法によって測定し、そしてその
量を、比較する。未処置マウスにおける量と比較した処置マウスの血清において見出され
る抗ウイルスサイトカインの量の増加により、上記試験化合物はＰＤ－１インヒビターと
同定される。あるいは、ウイルス力価（例えば、血清ウイルス力価）が、上記試験化合物
による処置の前後に決定され得る。
【０１４５】
　（実施例７：持続ＨＣＶ感染の免疫療法についてのモデルとしてのチンパンジー）
　チンパンジーは、ヒトにおけるＨＣＶ持続のモデルを提供する。長寿命のウイルス持続
を生じるＴ細胞免疫の欠損は、ＨＣＶ特異的ＣＤ４＋　Ｔヘルパー細胞および損なわれた
かまたは変化したＣＤ８＋　Ｔエフェクター細胞活性の欠損の両方を誘導する。持続的に
感染したチンパンジーを、ＣＴＬＡ－４、ＰＤ－１、またはその２つの組み合せに対する
抗体によって処置する。組換え構造的ＨＣＶタンパク質および組換え非構造的ＨＣＶタン
パク質を使用してワクチン接種と組み合わせた上記阻害性経路の遮断の効力、ならびにこ
のようなストラテジーがウイルス特異的記憶Ｔ細胞の頻度および寿命を向上させ得るか否
かを、決定する。Ｔ細胞免疫の欠損は、持続的に感染したヒトおよびチンパンジーにおい
て専らＨＣＶ特異的である。感染したチンパンジーの血液および肝臓を、ＣＴＬＡ－４、
ＰＤ－１、ＢＴＬＡおよびそれらのリガンドの発現ならびにＴｒｅｇ細胞の存在について
調べる。次いで、抗ウイルス活性は、これらの分子によってシグナリングを遮断するヒト
化モノクローナル抗体をチンパンジーに送達することによって回復され得る。
【０１４６】
　持続的に感染したチンパンジーを、ヒト化αＣＴＬＡ－４抗体（ＭＤＸ－０１０、Ｍｅ
ｄａｒｅｘ）またはαＰＤ－１抗体によって処置する。ＭＤＸ－０１０の最初の用量は、
０．３ｍｇ／ｋｇであり、その用量は、次いで２週間後に１．０ｍｇ／ｋｇであり、次い
で３週間の間隔で３ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇである。同時阻害性分
子に対する抗体による処置後に、体液性免疫応答および細胞性免疫応答ならびにＨＣＶ　
ＲＮＡ量を、測定する。サンプルを、１週目、２週目、３週目、５週目、および８週目に
回収し、次いで１ヶ月間隔で回収する。サンプルは、以下を含む：１）トランスアミナー
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ゼ、自己抗体、ＨＣＶに対する中和抗体、およびサイトカイン応答の分析のための血清、
２）ウイルス量およびゲノム進化のための血清、３）免疫、補助刺激／阻害性レセプター
の発現および機能のインビトロ測定のためのＰＢＭＣ、４）肝臓内のリンパ球およびＲＮ
Ａの単離のための新鮮な（固定されていない）肝臓、ならびに５）組織学および免疫組織
化学的分析のための固定された（ホルマリン／パラフィン包埋された）肝臓。局所のリン
パ節はまた、免疫組織化学技術および分子的技術によって同時阻害性分子およびスプライ
ス改変体の発現を評価するために２つまたは３つの時点にて回収する。これらの治療の安
全性の効力および安全性を評価するためのアッセイを、本明細書中で記載するように行う
。
【０１４７】
　ＨＣＶ抗原によるワクチン接種がＰＤ－１の対する抗体の治療効果を強化するか否かを
決定するために、チンパンジーを、以下の通りに処置する：１）０週間、４週間、および
２４週間での組換えエンベロープ糖タンパク質Ｅ１およびＥ２（ＭＦ５９アジュバントに
おける）ならびに他のタンパク質（ＩＳＣＯＭＳと一緒に処方されたコア＋ＮＳ　３、Ｎ
Ｓ　４、およびＮＳ　５）による筋肉内免疫化；２）１）において使用したワクチンを用
いるが、αＣＴＬＡ－４抗体との同時投与による筋肉内免疫化（ワクチンが与えられる場
合、それぞれ体重１ｋｇあたり３０ｍｇ、静脈内に０週目、４週目、および２４週目）；
３）αＰＤ－１（またはＢＴＬＡ）抗体でＣＴＬＡ－４抗体を置換することを除いて２）
と同一；４）ＣＴＬＡ－４抗体とＰＤ－１（またはＢＴＬＡ）抗体との組み合せをそのワ
クチンに加えて使用することを除いて群２および群３と同一。ＨＣＶ特異的Ｔ細胞応答お
よびＨＣＶ特異的Ｂ細胞応答を、免疫化後に１年間にわたって１ヶ月間隔でモニタリング
する。
【０１４８】
　この分析においてＨＣＶ－テトラマー＋および全Ｔ細胞に対して調べたマーカーは、分
化のマーカー（例えばＣＤ４５ＲＡ／ＲＯ、ＣＤ６２Ｌ、ＣＣＲ７、およびＣＤ２７）、
活性化のマーカー（例えばＣＤ２５、ＣＤ６９、ＣＤ３８、およびＨＬＡ－ＤＲ）、生存
／増殖のマーカー（例えばｂｃｌ－２およびＫｉ６７）、細胞傷害の可能性のマーカー（
例えば、グランザイムおよびパーフォリン）、およびサイトカインレセプターのマーカー
（ＣＤ１２２およびＣＤ１２７）を含む。興味深い相互関係が、ケモカインＩＰ－１０の
治療前のレベルとＰＥＧ　ＩＦＮ－γ／リバビリンに対する応答との間に存在する。ＩＰ
－１０レベルを、ネガティブな調節経路またはＨＣＶ特異的Ｔ細胞応答とＩＰ－１０レベ
ルとの間の潜在的な相関関係を調査するために測定する。ＰＢＭＣにおける阻害性レセプ
ターおよびリガンドの発現を、フローサイトメトリーによって行う。
【０１４９】
　（実施例８：反応性リンパ組織におけるＰＤ－１免疫染色）
　（材料）
　症例の材料を、施設の方針に従ってＢｒｉｇｈａｍ　＆　Ｗｏｍｅｎ’ｓ　Ｈｏｓｐｉ
ｔａｌ、Ｂｏｓｔｏｎ、ＭＡから得た。全ての診断は、Ｗｏｒｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｏｒ
ｇａｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｌｙｍｐｈｏｍａ　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎシステム（Ｊ
ａｆｆｅ　ＥＳら、２００１）に記載される組織学的特徴および免疫表現型の特徴に基づ
き、そして全ての場合において、診断材料は、血液病理学者によって再評価された。
【０１５０】
　（免疫染色）
　ＰＤ－１の免疫染色を、ホルマリン固定したパラフィン包埋組織切片に対して、マイク
ロ波抗原賦活後に先に記載される（Ｊｏｎｅｓ　Ｄら、１９９９；Ｄｏｒｆｍａｎ　ＤＭ
ら、２００３）ような標準的な間接アビジン－ビオチン西洋ワサビペルオキシダーゼ法お
よびジアミノベンジジン発色を使用し、１０ｍＭクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）において
先に記載した抗ヒトＰＤ－１モノクローナル抗体（２Ｈ７；５）を用いて行った。症例を
、少なくとも２５％の腫瘍性細胞が陽性の染色を示した場合、ＰＤ－１に対して免疫反応
性と見なした。ＰＤ－１染色を、研究した全ての症例について同一のタンパク質濃度まで
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確かめた。
【０１５１】
　ＰＤ－１に対するモノクローナル抗体２Ｈ７を、反応性リンパ組織（胸腺）のホルマリ
ン固定したパラフィン包埋検体ならびにさまざまなＢ細胞リンパ増殖性障害およびＴ細胞
リンパ増殖性障害の症例を染色するために使用した。反応性の変化（濾胞性過形成を含む
）を示す扁桃腺の検体において、胚中心における優性に小さいリンパ球のサブセットは、
濾胞間Ｔ細胞領域において見られる稀なＰＤ－１陽性細胞を伴って、ＰＤ－１についての
細胞質染色を示した。胚中心におけるＰＤ－１染色パターンは、ＣＤ３（ｐａｎ－Ｔ細胞
マーカー）に対する抗体によって見られるものと実質的に同一であったのに対し、ＣＤ２
０（ｐａｎ－Ｂ細胞マーカー）に対する抗体は、大多数の胚中心Ｂ細胞を染色した。同様
の結果が、反応性のリンパ節および脾臓の組織切片において見られた。ＰＤ－１染色は、
成人の胸腺において観察されなかった。
【０１５２】
　（実施例９：Ｂ細胞リンパ増殖性障害およびＴ細胞リンパ増殖性障害のパラフィン包埋
組織切片におけるＰＤ－１免疫染色）
　ＰＤ－１発現についてさまざまなＢ細胞リンパ増殖性障害およびＴ細胞リンパ増殖性障
害を、研究した；その結果を、表１にまとめる。前駆Ｂリンパ芽球性白血病／リンパ芽球
性リンパ腫の代表的な症例、ならびに多くの濾胞起源のＢ細胞非ホジキンリンパ腫（６症
例の濾胞性リンパ腫および７症例のバーキットリンパ腫を含む）を含むさまざまな成熟Ｂ
細胞のリンパ増殖性障害を含む４２症例のＢ細胞リンパ増殖性障害を、ＰＤ－１発現につ
いて調べた。Ｂ細胞リンパ増殖性障害は、ＰＤ－１についての染色を示さなかった。いく
つかの症例において、非腫瘍性の反応性リンパ組織が、存在し、そして扁桃腺および上に
記載した他の反応性リンパ組織において見られるようなＰＤ－１染色パターンを示した。
【０１５３】
　同様に、２５症例のホジキンリンパ腫（１１症例の古典的なホジキンリンパ腫および１
４症例のリンパ球優勢型ホジキンリンパ腫を含む）において、腫瘍性細胞は、ＰＤ－１に
ついての染色を示さなかった。興味深いことに、１４症例全てのリンパ球優勢型ホジキン
リンパ腫において、腫瘍性ＣＤ２０陽性Ｌ＆Ｈ細胞を囲むＴ細胞は、リンパ球優勢型ホジ
キンリンパ腫においてＣＤ５７＋　Ｔ細胞について記載した染色パターンと同様に、ＰＤ
－１に対して免疫反応性であった。これらのＰＤ－１陽性細胞は、存在する全ＣＤ３＋　
Ｔ細胞集団のサブセットであった。
【０１５４】
　さまざまなＴ細胞リンパ増殖性障害を、ＰＤ－１の発現について研究した；その結果を
、表１にまとめる。前駆Ｔ細胞リンパ芽球性白血病／リンパ芽球性リンパ腫（未熟なＴ細
胞の未熟なＴ細胞の新生物）の症例は、末梢の胸腺後（ｐｏｓｔ－ｔｈｙｍｉｃ）Ｔ細胞
の新生物（Ｔ細胞前リンパ球性白血病、末梢性Ｔ細胞リンパ腫、不特定の未分化大細胞型
リンパ腫、および成人Ｔ細胞白血病／リンパ腫の症例を含む）であったので、ＰＤ－１に
ついて陰性であった。対照的に、１９症例全ての血管免疫芽球性リンパ腫は、汎Ｔ細胞マ
ーカー（例えば、ＣＤ３）に対して免疫反応性でもあるＰＤ－１陽性細胞の病巣を含んだ
。ＰＤ－１陽性細胞は、拡大したＣＤ２１＋濾胞性樹状細胞（ＦＤＣ）ネットワークの病
巣（血管免疫芽球性リンパ腫の特性）において一貫して見出される。
【０１５５】
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【表１】

略語：Ｂ－ＬＬ／ＬＬ－前駆Ｂ細胞リンパ芽球性リンパ腫／リンパ芽球性白血病；ＣＬＬ
－慢性リンパ性白血病；ＭＣＬ－マントル細胞リンパ腫；ＦＬ－濾胞性リンパ腫；ＭＺＬ
－辺縁帯リンパ腫；ＨＣＬ－へアリー細胞白血病；ＤＬＢＣＬ－びまん性大細胞型Ｂ細胞
リンパ腫；ＢＬ－バーキットリンパ腫；ＬＰＬ－リンパ形質細胞性リンパ腫；ＭＭ－多発
性骨髄腫；Ｔ－ＬＬ／Ｌ－前駆Ｔリンパ芽球性白血病／リンパ芽球性リンパ腫；Ｔ－ＰＬ
Ｌ－Ｔ細胞前リンパ球性白血病；ＡＩＬ－血管免疫芽球性リンパ腫；ＰＴＣＬ－末梢性Ｔ
細胞リンパ腫、不特定；ＡＬＣＬ－未分化大細胞リンパ腫；ＡＴＬＬ－成人Ｔ細胞白血病
／リンパ腫。
＊免疫反応性の症例の数／症例の総数
＊＊ＰＤ－１陽性細胞は、１４／１４症例において腫瘍性Ｌ＆Ｈ細胞の周りにロゼットを
形成する。
【０１５６】
　（実施例１０：ＨＩＶ特異的ヒトＣＤ８　Ｔ細胞上のＰＤ－１発現を研究するための一
般的方法）
　以下の方法を、実施例１１～１４で詳述する実験を行うために使用した。
【０１５７】
　（研究被験体）
　慢性のクレード（ｃｌａｄｅ）Ｃ　ＨＩＶ－Ｉ感染を有する研究参加者を、ＭｃＣｏｒ
ｄ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、Ｄｕｒｂａｎ、Ｓｏｕｔｈ　Ａｆｒｉｃａ、およびＳｔ．Ｍａｒ
ｙ’ｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、Ｍａｒｉａｎｎｈｉｌｌ、Ｓｏｕｔｈ　Ａｆｒｉｃａにおけ
る外来診療所から募った。末梢血を、このコホートの６５人の被験体の全員が分析時に抗
レトロウイルス治療ナイーブであったから得た。被験体を、構築された１０種のクラスＩ
テトラマーに適合するそれらの発現したＨＬＡ対立遺伝子に基づいて加入に関して選択し
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た（下を参照のこと）。上記コホートのウイルス量の中央値は、血漿１ｍｌあたり４２，
８００のＨＩＶ－Ｉ　ＲＮＡコピー（１６３～７５０，０００の範囲）であり、そして絶
対的ＣＤ４数の中央値は、３６２（１２９～１１７９の範囲）であった。感染の持続期間
に関する情報は、入手可能ではなかった。全ての被験体は、その施設の施設内審査委員会
によって承認された上記研究についてのインフォームドコンセントに署名した。
【０１５８】
　（ＰＤ－１抗体およびＰＤ－Ｌ１抗体の構築）
　ヒトＰＤ－Ｌ１に対するモノクローナル抗体（２９Ｅ．２Ａ３、マウスＩｇＧ２ｂ）お
よびＰＤ－１に対する抗体（ＥＨ１２、マウスＩｇＧ１）を、先に記載したように調製し
、そしてそれらの抗体は、ＰＤ－１：ＰＤ－Ｌ１相互作用を遮断することが示された。
【０１５９】
　（ＭＨＣクラスＩテトラマー）
　先に記載される（Ａｉｒｍａｎ　ＪＤら、１９９６）ように合成した１０種のＨＩＶ　
ＭＨＣクラスＩテトラマーを、この研究のために使用した：Ａ＊０２０５　ＧＬ９（ｐ２
４、ＧＡＦＤＬＳＦＦＬ；配列番号１）、Ａ＊３００２　ＫＩＹ９（インテグラーゼ、Ｋ
ＩＱＮＦＲＶＹＹ；配列番号２）、Ｂ＊０８０１　ＤＩ８（ｐ２４、ＤＩＹＫＲＷＩＩ；
配列番号３）、Ｂ＊０８０１　ＦＬ８（Ｎｅｆ、ＦＬＫＥＫＧＧＬ；配列番号４）、Ｂ＊
４２０１　ＲＭ９（Ｎｅｆ、ＲＰＱＶＰＬＲＰＭ；配列番号５）、Ｂ＊４２０１　ＴＬ９
（ｐ２４、ＴＰＱＤＬＮＴＭＬ；配列番号６）、Ｂ＊４２０１　ＴＬ１０（Ｎｅｆ、ＴＰ
ＧＰＧＶＲＹＰＬ；配列番号７）、Ｂ＊４２０１　ＹＬ９（ＲＴ、ＹＰＧＩＫＶＫＱＬ；
配列番号８）、Ｂ＊８１０１　ＴＬ９（ｐ２４、ＴＰＱＤＬＮＴＭＬ；配列番号９）、お
よびＣｗ０３０４　ＹＬ９（ｐ２４、ＹＶＤＲＦＦＫＴＬ；配列番号１０）。Ａ＊０２０
５を発現するプラスミド構築物、Ａ＊３００２を発現するプラスミド構築物、およびＣｗ
＊０３０４を発現するプラスミド構築物は、寛大にもＤｒ．Ｅｕｇｅｎｅ　Ｒａｖｋｏｖ
およびＤｒ．Ｊｏｈｎ　Ａｉｒｍａｎ、ＮＩＨ　Ｔｅｔｒａｍｅｒ　Ｃｏｒｅ　Ｆａｃｉ
ｌｉｔｙ、Ａｔｌａｎｔａ、Ｇｅｏｒｇｉａによって提供された。
【０１６０】
　（ＨＬＡクラスＩテトラマー染色および表現型分析）
　新鮮に単離した末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ、５０万個）を、テトラマーによって３７℃
にて２０分間染色した。次いで、その細胞を、リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）によっ
て１回洗浄し、ペレットにし、そしてフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）結
合体化抗ＣＤ８（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）、フィコエリトリン結合体化抗Ｐ
Ｄ－１（クローンＥＨ１２）、およびＶｉａＰｒｏｂｅ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓ
ｏｎ）によって直接染色した。細胞を、室温にて２０分間インキュベートし、ＰＢＳにお
いて１回洗浄し、そして１％パラホルムアルデヒドを含む２００μｌ　ＰＢＳに懸濁し、
そして蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎ
ｓｏｎ）において取得した。最低で１００，０００イベントを、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ
において獲得した。
【０１６１】
　（ＣＦＳＥ増殖アッセイ）
　１００万個の新鮮に単離したＰＢＭＣを、ＰＢＳにおいて２回洗浄し、ペレットにし、
そして１ｍｌの０．５μＭカルボキシ－フルオレセインジアセテート，スクシンイミジル
エステル（ＣＦＳＥ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）に３７℃にて７分間懸濁した
。その細胞を、ＰＢＳにおいて２回洗浄し、１ｍｌ　Ｒ１０培地（グルタチオン、ペニシ
リン、ストレプトマイシン、および１０％ウシ胎仔血清［ＦＣＳ］を補充したＲＰＭＩ　
１６４０）に懸濁し、そして２４ウェルプレートのうちの１つのウェルに蒔いた。最初の
研究は、０．２μｇ／ｍｌの最終濃度のペプチドが最適な増殖性応答をもたらしたことを
示し、したがってこれは、各アッセイに使用したウェルにおける最終ペプチド濃度であっ
た。ネガティブコントロールウェルは、培地単独中のＰＢＭＣ、または精製した抗ＰＤ－
Ｌ１（１０μｇ／ｍｌ）を含む培地中のＰＢＭＣからなり、そしてポジティブコントロー
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ルウェルを、１０μｇ／ｍｌのフィトヘマグルチニン（ｐｈｙｔｏｈｅｍａｇｌｕｔｔｉ
ｎｉｎ）（ＰＨＡ）によって刺激した。３７℃のインキュベーターにおいて６日間インキ
ュベートした後、その細胞を、２ｍｌ　ＰＢＳによって洗浄し、そしてＰＥ結合体化ＭＨ
ＣクラスＩテトラマー、ＶｉａＰｒｏｂｅ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）、およ
び抗ＣＤ８－ＡＰＣ抗体によって染色した。細胞を、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒにおいて獲
得し、そしてＣｅｌｌＱｕｅｓｔ（登録商標）ソフトウェア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉ
ｎｓｏｎ）によって分析した。細胞を、ＶｉａＰｒｏｂｅ－　ＣＤ８＋リンパ球について
ゲート選別（ｇａｔｅ）した。テトラマー＋細胞の増加倍率（ｆｏｌｄ　ｉｎｃｒｅａｓ
ｅ）を、ペプチドの存在下におけるＣＤ８＋テトラマー＋細胞の％をペプチド刺激の非存
在下におけるＣＤ８テトラマー細胞の％で除算することによって算出した。
【０１６２】
　（統計分析）
　スピアマン相関、マン－ホイットニー検定、および対ｔ検定（ｐａｉｒｅｄ　ｔ－ｔｅ
ｓｔ）分析を、ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　４．０ａを使用して行
った。全ての検定は、両側であり、そしてｐ＜０．０５のｐ値を、有意であると見なした
。
【０１６３】
　（実施例１１：ＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞上のＰＤ－１発現）
　優性のＨＩＶ－１クレードＣウイルスＣＤ８　Ｔ細胞エピトープに特異的な１０のＭＨ
ＣクラスＩテトラマーのパネルを、一般的なＨＬＡ対立遺伝子、ならびに、Ｇａｇ、Ｎｅ
ｆ、インテグラーゼ、およびＲＴにおける頻繁に標的される、エピトープ（Ｋｉｅｐｉｅ
ｌａ　Ｐら、２００４）に基づいて合成、これらの細胞上の表面ＰＤ－１発現の直接的な
可視化を可能にした。高分解能ＨＬＡ分類を、コホート全体に対して行い、そして６５人
の抗レトロウイルス治療ナイーブの者のサブセットを、関連するＨＬＡ対立遺伝子の発現
に基づいて研究のために選択した。合計で１２０の個々のエピトープを調べた。ＨＩＶテ
トラマー＋細胞上のＰＤ－１の代表的なエキソビボ染色を、図５Ａに示す。ＰＤ－１発現
は、これらのテトラマー＋細胞上に迅速に出現し、そして同じ個体由来の全ＣＤ８　Ｔ細
胞集団におけるＰＤ－１発現よりも有意に高い（ｐ＜０．０００１）；次に、テトラマー
＋　ＣＤ８　Ｔ細胞および全ＣＤ８　Ｔ細胞集団の両方におけるＰＤ－１発現は、ＨＩＶ
血清反応陰性コントロールにおけるＰＤ－１発現よりも有意に高かった（図５Ｂ）。試験
した１０個のテトラマーのうちの８個に関して、抗原特異的ＣＤ８細胞上の発現のレベル
が１００％である少なくとも１人の者を、同定した（図５Ｃ）。３～２５人の個体由来の
ＰＢＭＣを各ＨＩＶテトラマー応答について染色し、ＰＤ－１発現レベルの中央値は、テ
トラマー＋細胞の６８％～９４％の範囲であった。（図５Ｃ）。これらの知見を、テトラ
マー＋細胞および全ＣＤ８　Ｔ細胞集団の両方におけるＰＤ－１の平均蛍光強度（ＭＦＩ
）の分析によってさらに確かめた（図５Ｂ、図５Ｃ）。
【０１６４】
　次に、複数の検出可能な応答を有する人におけるＰＤ－１発現レベルに関してエピトー
プ特異的な差についての証拠が存在するか否かを、決定した。調べた６５人のうち、１６
人は、それぞれ、３個と５個との間のテトラマー陽性応答を有した。ＰＤ－１発現は、１
６人の被験体のうちの３人について分析した各応答に関して、ほぼ同一であり、そして１
００％に近かった；しかし、その他の１３人の個体は、上記エピトープに依存してＰＤ－
１発現の異なるパターンを示した（図５Ｄ）。これらのデータは、ＰＤ－１発現が単一の
者由来の同時発生的なエピトープ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞上に差次的に発現され得、抗ウイ
ルス効力におけるエピトープ特異的な差を示す最近のデータ（Ｔｓｏｍｉｄｅｓ　ＴＪら
、１９９４；Ｙａｎｇ　Ｏら、１９９６；Ｌｏｆｆｒｅｄｏ　ＪＴら、２００５）とおそ
らく一致することを示した。
【０１６５】
　（実施例１２：ＰＤ－１発現とＨＩＶ疾患の進行との間の相関）
　相関を、ＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞上のＰＤ－１発現と、血漿ウイルス量およびＣＤ
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４数（その両方は、ＨＩＶ疾患の進行の指標である）との間において決定した。先の研究
と一致して、テトラマー陽性細胞の数とウイルス量またはＣＤ４数との間の相関は、何の
有意な相関をも示さなかった（図６Ａ、図６Ｂ）。対照的に、ウイルス量と、ＨＩＶテト
ラマー陽性細胞上のＰＤ－１発現の％およびＭＦＩの両方との有意にポジティブな相関（
それぞれ、ｐ＝０．００１３およびｐ＜０．０００１；図６Ａ）が存在した。ＣＤ４数と
、ＨＩＶテトラマー陽性細胞上のＰＤ－１の％およびＭＦＩとの間に、逆相関（それぞれ
、ｐ＝０．００４６およびｐ＝０．０１５０；図６Ｂ）がまた存在する。試験したテトラ
マーは、これらの被験体におけるＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞集団の画分のみを示すよう
であるので、全てのＣＤ８細胞上のＰＤ－１発現とこれらのパラメータとの間の相関をま
た、調べた。ウイルス量と、全ＣＤ８　Ｔ細胞集団上のＰＤ－１発現の％およびＭＦＩと
の間の有意にポジティブな相関（それぞれ、ｐ＝０．００２１およびｐ＜０．０００１；
図６Ｃ）が存在し、そして逆相関がまた、ＣＤ４数と、全ＣＤ８　Ｔ細胞集団上のＰＤ－
１発現の％およびＭＦＩとの間において観察された（それぞれ、ｐ＝０．００４９および
ｐ＝０．０００６；図６Ｄ）。この同じ群において、ＣＭＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞上のＰ
Ｄ－１発現を、５人の被験体において試験し、そして有意に少ないＰＤ－１が、ＨＩＶ特
異的ＣＤ８　Ｔ細胞と比較してこれらの細胞上に発現され（ＣＭＶテトラマー＋　ＰＤ－
１＋の２３％という中央値、ｐ＝０．００３６、データ示さず）、そしてその発現は、そ
れらの同一の個体における大部分のＣＤ８　Ｔ細胞とは異ならなかった。このことは、高
いＰＤ－１発現が全てのウイルス特異的ＣＤ８　Ｔ細胞の一様な特徴ではないことを示す
。これらのデータは、慢性ＨＩＶ感染における抗原の量の増加がＣＤ８　Ｔ細胞上のＰＤ
－１の増大した発現を生じることを示唆し、そしてそのデータは、ＰＤ－１発現がＣＤ８
　Ｔ細胞の機能的な疲弊に関連する慢性ＬＣＭＶ感染におけるマウスのデータ（Ｂａｒｂ
ｅｒ　ＤＬら、２００５）と一致する。さらに、それらは、複数のエピトープの分析を含
む大規模研究における、ＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞とウイルス量またはＣＤ４数のいず
れかとの間の最初の明確な関連を提供する。
【０１６６】
　（実施例１３：ＰＤ－１発現とＣＤ８　Ｔ細胞の記憶状態および機能との間の相関）
　次に、ＰＤ－１発現を、ＣＤ８　Ｔ細胞の記憶状態および機能に関連する多くのさらな
る表現型マーカー（ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ５７、ＣＤ６２Ｌ、ＣＤ１
２７、ＣＣＲ７、パーフォリン、グランザイムＢ、およびＫｉ６７を含む）の構成におい
て分析した（図７）。１人の個体由来のＢ＊４２０１　ＴＬ９テトラマー＋細胞における
これらのマーカーに対する代表的な染色を、図７Ａに示し、そして１３人の被験体につい
て集められたデータを、図７Ｂに示す。４色よりも多いマルチパラメータフローサイトメ
トリーはＫｗａＺｕｌｕ　Ｎａｔａｌにおいて利用可能ではなかったので、これらの研究
は、９５％よりも大きいＰＤ－１陽性であったテトラマー応答に限られた。上記ＨＩＶテ
トラマー＋　ＰＤ－１＋細胞は、高レベルのＣＤ２７およびグランザイムＢ、非常に低レ
ベルのＣＤ２８、ＣＣＲ７、および細胞内Ｋｉ６７、低レベルのＣＤ４５ＲＡおよびパー
フォリン、ならびに中程度のレベルのＣＤ５７およびＣＤ６２Ｌを発現する（図７Ｂ）。
これらのデータは、ＨＩＶ特異的ＰＤ－１＋　Ｔ細胞がエフェクター／エフェクター記憶
表現型を提示することを示し、そしてそれは、先の報告のＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞の
歪んだ成熟（Ｃｈａｍｐａｇｎｅ　Ｐら、２００１；Ａｐｐａｙ　Ｖら、２００２；Ｈｅ
ｓｓ　Ｃら、２００４）と一致する。さらに、ウイルスの配列決定を、これらの細胞が免
疫回避（Ｂｒｏｗｎ　ＪＡら、２００３）を駆動していたか否かを決定するために行った
。４５個の評価したこれらのテトラマー陽性応答のうち、５個のみにおけるウイルスエピ
トープが、Ｓｏｕｔｈ　ＡｆｒｉｃａｎクレードＣ共通配列と異なっており（データ示さ
ず）、これは、これらの細胞が、インビボでほとんど選択圧を発揮しなかったこと示す。
【０１６７】
　ＬＣＭＶモデルを使用したマウスにおける先の実験は、抗ＰＤ－Ｌ１遮断抗体の注入に
よるＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１相互作用のインビボ遮断がサイトカイン産生、殺傷能力、増殖
能力、および、非常に著しいウイルス量の減少によって測定されるようなＬＣＭＶ特異的
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ＣＤ８　Ｔ細胞の増強した機能性を生じることを示した（Ｂａｒｂｅｒ　ＤＬら、２００
５）。
【０１６８】
　（実施例１４：ＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞の増殖に対するＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１経路
の遮断の効果）
　ＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞はまた、損なわれた増殖能力を示す（Ｍｉｇｕｅｌｅｓ　
ＳＡら、２００２；Ｌｉｃｈｔｅｒｆｅｌｄ　Ｍら、２００４）ので、ＰＤ－１／ＰＤ－
Ｌ１の遮断がインビトロでこの機能を増強し得るか否かを、決定した。Ｂ＊４２０１陽性
個体からの代表的なデータを、図８Ａに示す。培地単独、または抗ＰＤ－Ｌ１抗体を含む
培地を伴う新鮮に単離したＣＦＳＥ標識ＰＢＭＣのインキュベーションは、培養の６日後
にＣＦＳＥｈｉを保持したＢ＊４２０１－ＴＬ９特異的ＣＤ８　Ｔ細胞の集団（１．２％
のＣＤ８　Ｔ細胞）の維持をもたらした。ＴＬ９ペプチド単独による６日間にわたるＣＦ
ＳＥ標識ＰＢＭＣの刺激が、ＣＦＳＥｌｏ　Ｂ＊４２０１　ＴＬ９テトラマー＋細胞の４
．８倍の拡大をもたらしたのに対し、抗ＰＤ－Ｌ１遮断抗体の存在下でのＴＬ９ペプチド
によるＣＦＳＥ標識ＰＢＭＣの刺激は、１０．３倍のテトラマー＋細胞の増加を生じる、
ＴＬ９特異的細胞の増殖をさらに増強した。ＣＦＳＥ増殖アッセイを、精製した抗ヒトＰ
Ｄ－Ｌ１遮断抗体の存在下および非存在下で２８個のサンプルに対して行った。ＨＩＶ特
異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞の増殖の有意な増大が、ペプチド単独による刺激後における増殖の
量と比較して、抗ＰＤ－Ｌ１遮断抗体を加えたペプチドの存在下で観察された（図８Ｂ；
ｐ＝０．０００６、対ｔ検定）。抗ＰＤ－Ｌ１遮断抗体の存在下におけるテトラマー＋細
胞の増加倍率は、個体および所定の個体内のエピトープによって変化し（図８Ｃ）、それ
はまた、これらの応答の機能的疲弊の程度におけるエピトープ特異的な差を示唆する。
【０１６９】
　（他の実施形態）
　本発明は、その詳細な説明と組み合せて記載されているが、上記の説明は、例示するこ
とを意図し、そして添付の特許請求の範囲によって規定される本発明の範囲を限定しない
。他の局面、利点、および改変は、添付の特許請求の範囲の範囲内である。
【図面の簡単な説明】
【０１７０】
【図１Ａ】図１Ａは、遺伝子アレイ分析によって測定した場合の、ナイーブのトランスジ
ェニックマウス、リンパ球脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ免疫（感
染の約３０日後）感染マウス、またはＣＤ４枯渇ＬＣＭＶ－Ｃｌ－１３感染マウス（感染
の約３０日後）に由来するＤｂＧＰ３３－４１特異的Ｔ細胞および／またはＤｂＧＰ２７
６－２８６特異的Ｔ細胞のＰＤ－１　ｍＲＮＡのレベルを示す棒グラフである。
【図１Ｂ】図１Ｂは、ＬＣＭＶ　Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ免疫感染マウスおよびＣＤ４枯渇Ｌ
ＣＭＶ－Ｃｌ－１３感染マウスにおける感染の約６０日後のＣＤ８＋　テトラマー＋　Ｔ
細胞上のＰＤ－１表面発現を示すフローサイトメトリー実験の一連の画像である。アネル
ギー性ＣＤ８＋　Ｔ細胞は、ＬＣＭＶ－Ｃｌ－１３ウイルスによる慢性感染の約６０日後
（「慢性」と標識される）において細胞表面上に高レベルのＰＤ－１ポリペプチドを発現
するが、ウイルス特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞は、急性ＬＣＭＶ　Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ感染の
クリアランス後（「免疫」と標識される）に、ＰＤ－１ポリペプチドを発現しない。
【図１Ｃ】図１Ｃは、慢性感染しているマウスおよび慢性感染していないマウスに由来す
る脾臓細胞上のＰＤ－Ｌ１の存在を示すフローサイトメトリー実験の一連の画像である。
それは、ＰＤ－Ｌ１発現が上記ウイルスに感染した脾臓細胞上において最も高いことを示
す。
【図２Ａ】図２Ａは、Ｃｌ－１３感染マウスが感染の２３～３７日後に処置される場合に
、未処置のコントロールと比較して、ＤｂＮＰ３９６－４０４特異的ＣＤ８Ｔ細胞および
ＤｂＧＰ３３－４１特異的ＣＤ８Ｔ細胞の数が約３倍増加したことを示す一連の散布図で
ある。機能における任意の変化を決定するために、ＩＦＮ－γ産生およびＴＮＦ－α産生
は、８種の異なるＬＣＭＶエピトープに対する応答において測定された。
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【図２Ｂ】図２Ｂは、全ての公知のＣＤ８　Ｔ細胞特異性が測定される場合に、ＬＣＭＶ
特異的ＣＤ８　Ｔ細胞の総数が２．３倍増加することを示す散布図である。
【図２Ｃ】図２Ｃは、８種の異なるＬＣＭＶエピトープに対する応答におけるＩＦＮ－γ
産生およびＴＮＦ－α産生を示す一連のフローサイトメトリーのグラフである。
【図２Ｄ】図２Ｄは、処置マウス中のより多くのウイルス特異的なＣＤ８　Ｔ細胞がＴＮ
Ｆ－αを産生する能力を有することを示す散布図である。
【図２Ｅ】図２Ｅは、ＰＤ－Ｌ１遮断がまた脾臓、肝臓、肺および血清における増大した
ウイルス制御をもたらしたことを示す一連の棒グラフである。
【図３Ａ】図３Ａは、感染の４６～６０日後に抗ＰＤ－Ｌ１によって処置されたＣＤ４枯
渇Ｃｌ－１３感染マウス（「αＰＤ－Ｌ１」と標識される）対コントロール（「ｕｎｔｘ
」と標識される）における、ＤｂＧＰ３３－４１特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞およびＤｂＧＰ
２７６－２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞（「ＧＰ３３」および「ＧＰ２７６」と標識され
る）の増加を示すグラフであり、これは、抗ＰＤ－Ｌ１によって処置されたマウスが、処
置していないマウスよりも、ＤｂＧＰ２７６－２８６特異的な脾性ＣＤ８＋　Ｔ細胞を約
７倍多く含み、そしてＤｂＧＰ３３－４１特異的な脾性ＣＤ８＋　Ｔ細胞を約４倍多く含
んだことを示す。
【図３Ｂ】図３Ｂは、感染の４６～６０日後に抗ＰＤ－Ｌ１によって処置されたＣＤ４枯
渇Ｃｌ－１３感染マウス（「αＰＤ－Ｌ１　Ｔｘ」と標識される）の脾臓　対　コントロ
ール（「ｕｎｔｘ」と標識される）の脾臓における、ＤｂＧＰ３３－４１特異的ＣＤ８＋
　Ｔ細胞およびＤｂＧＰ２７６－２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞の増加した頻度を示す一
連の画像である。
【図３Ｃ】図３Ｃは、ＢｒｄＵ取り込みおよびＫｉ６７発現によって測定した場合の、抗
ＰＤ－Ｌ１処置マウスにおけるＤｂＧＰ２７６－２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞の増大し
た増殖を示す一連の画像である。
【図３Ｄ】図３Ｄは、脾臓におけるＤｂＧＰ２７６－２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞と比
較して末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）におけるＤｂＧＰ２７６－２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ
細胞を比較することによって示されるように、高レベルのＣＤ８＋　Ｔ細胞増殖を有する
マウスがＰＢＭＣにおける評価可能な応答を実証することを示すチャートである。
【図４Ａ】図４Ａは、コントロールと比較して、抗ＰＤ－Ｌ１処置マウス中のＩＦＮ－γ
を産生するＤｂＧＰ２７６－２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞およびＤｂＧＰ３３－４１特
異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞の増加を示す一連のチャートである。ＤｂＮＰ３９６－４０４特異
的ＣＤ８＋　Ｔ細胞、ＫｂＮＰ２０５－２１２特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞、ＤｂＮＰ１６６
－１７５特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞、およびＤｂＧＰ９２－１０１特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞
のより高い頻度は、抗ＰＤ－Ｌ１処置マウスにおいて検出された。
【図４Ｂ】図４Ｂは、コントロールマウス中では２０％のＤｂＧＰ２７６－２８６特異的
ＣＤ８＋　Ｔ細胞がＩＦＮ－γを産生することと比較して、抗ＰＤ－Ｌ１処置マウスにお
いては５０％のＤｂＧＰ２７６－２８６特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞がＩＦＮ－γを産生する
ことを示すチャートである。
【図４Ｃ】図４Ｃは、抗ＰＤ－Ｌ１処置慢性感染マウスが未処置の慢性感染マウスよりも
高いレベルのＴＮＦ－αを産生するが、ＬＣＭＶ　Ａｒｍｓｔｒｏｎｇウイルスに感染し
た免疫マウスよりも依然として低いレベルのＴＮＦ－αを産生することを示す一連の画像
である。
【図４Ｄ】図４Ｄは、５１Ｃｒ放出アッセイを使用して測定したところ、抗ＰＤ－Ｌ１に
よるＬＣＭＶ－Ｃｌ－１３感染マウスの処置が、未処置の感染マウスと比較してウイルス
特異的Ｔ細胞のエキソビボ細胞溶解活性を回復させることを示すチャートである。
【図４Ｅ】図４Ｅは、α－ＰＤ－Ｌ１によって処置されたＬＣＭＶ－Ｃｌ－１３感染マウ
スの処置後の種々の器官におけるウイルス力価の減少を示す一連のチャートである。ウイ
ルス力価は、抗ＰＤ－Ｌ１処置の２週間後に、未処置マウスと比較して、脾臓において約
３倍、肝臓において約４倍、肺において約２倍、そして血清において約２倍減少した。
【図５Ａ】図５Ａは、慢性のクレードＣ型ＨＩＶ感染において標的化された優性のエピト
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メトリー実験の一連の画像である。％は、ＰＤ－１＋であるテトラマー＋細胞の％を示す
。
【図５Ｂ】図５Ｂは、ＰＤ－１の％およびＭＦＩが、抗レトロウイルス治療ナイーブの個
体における全ＣＤ８　Ｔ細胞集団と比較して、ＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞において有意
にアップレギュレートされ（ｐ＜０．０００１）、そしてＰＤ－１がＨＩＶ感染　対　Ｈ
ＩＶ血清反応陰性コントロールにおける全ＣＤ８　Ｔ細胞集団において増加した（それぞ
れ、ｐ＝０．００３３およびｐ＜０．０００１）ことを示す一連のチャートである。６５
のＨＩＶ感染個体および１１のＨＩＶ血清反応陰性コントロールに由来する１２０のＨＩ
Ｖテトラマー染色が、この分析に含められた。
【図５Ｃ】図５Ｃは、テトラマー＋細胞上のＰＤ－１発現の中央値％およびＭＦＩをエピ
トープ特異性によって示す一連のチャートである。
【図５Ｄ】図５Ｄは、複数の検出可能な応答を有する個体内の異なるエピトープ特異的集
団におけるＰＤ－１＋細胞の％のバリエーションを示すチャートである。水平のバーは、
各個体におけるＰＤ－１＋　ＨＩＶテトラマー＋細胞の中央値％を示す。
【図６Ａ】図６Ａは、（テトラマー染色によって測定した）ＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞
の数と血漿ウイルス量との間には相関がないのに対し、テトラマー＋細胞上のＰＤ－１の
％およびＭＦＩの両方と血漿ウイルス量との間に正の相関があること（それぞれ、ｐ＝０
．００１３およびｐ＜０．０００１）を示す一連のチャートである。
【図６Ｂ】図６Ｂは、ＨＩＶテトラマー＋細胞の数とＣＤ４数との間には相関がないのに
対し、ＨＩＶテトラマー＋細胞上のＰＤ－１の％およびＭＦＩとＣＤ４数との間に逆の相
関があること（それぞれ、ｐ＝０．００４６およびｐ＝０．０１５０）を示す一連のチャ
ートである。
【図６Ｃ】図６Ｃは、全ＣＤ８　Ｔ細胞集団上のＰＤ－１の％およびＭＦＩが血漿ウイル
ス量と正に相関すること（それぞれ、ｐ＝０．００２１およびｐ＜０．０００１）を示す
一連のチャートである。
【図６Ｄ】図６Ｄは、全ＣＤ８　Ｔ細胞集団上のＰＤ－１発現の％およびＭＦＩがＣＤ４
数と逆に相関すること（それぞれ、ｐ＝０．００４９およびｐ＝０．０００６）を示す一
連のチャートである。
【図７Ａ】図７Ａは、Ｂ＊４２０１　ＴＬ９特異的ＣＤ８　Ｔ細胞の９８％がＰＤ－１＋

である被験体ＳＫ２２２由来のＢ＊４２０１　ＴＬ９特異的ＣＤ８　Ｔ細胞の代表的な表
現型の染色を示すフローサイトメトリー実験の一連の画像である。
【図７Ｂ】図７Ｂは、ＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞の＞９５％がＰＤ－１＋である者由来
の表現型データのまとめを示すチャートである。７～１９人のサンプルが、示された表現
型マーカーの各々について分析された。水平のバーは、示されたマーカーに対して陽性で
あったテトラマー＋　ＰＤ－１＋細胞の中央値％を示す。
【図８Ａ】図８Ａは、Ｂ＊４２０１陽性被験体からの代表的な増殖アッセイデータを示す
フローサイトメトリー実験の一連の画像である。ペプチドによる６日間の刺激の後、Ｂ＊
４２０１　ＴＬ９特異的ＣＤ８　Ｔ細胞の％は、抗ＰＤ－Ｌ１遮断抗体の存在下で５．７
％から１２．４％まで増加した。
【図８Ｂ】図８Ｂは、抗ＰＤ－Ｌ１遮断抗体の存在下におけるＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細
胞の増殖の有意な増大を示すまとめの増殖アッセイデータを示す線グラフである（ｎ＝２
８、ｐ＝０．０００６、対ｔ検定）。
【図８Ｃ】図８Ｃは、個々の患者に基づくＨＩＶ特異的ＣＤ８　Ｔ細胞の増殖に対するＰ
Ｄ－１／ＰＤ－Ｌ１遮断の示差的効果を示す棒グラフである。白色のバーは、ペプチド単
独の存在下におけるテトラマー＋細胞の増加倍率を示し、黒色のバーは、ペプチドに加え
て抗ＰＤ－Ｌ１遮断抗体の存在下におけるテトラマー＋細胞の増加倍率を示す。ＣＦＳＥ
アッセイが１種以上のエピトープについて行なわれた個体は、アスタリスク、四角、また
は三角の記号によって示される。
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