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(57)【要約】
　本発明の課題は、自己免疫疾患に対する予防、症状進展抑制、再発抑制または治療のた
めの新たな薬剤を提供することにある。
　本発明の発明者らは鋭意検討した結果、かかる課題を解決し得る物質としてＰＤ－１／
ＣＤ３二重特異性抗体に着目し、それらがインフュージョン・リアクションあるいはサイ
トカイン放出症候群と呼ばれる副作用の発現を軽減する製剤となり得ることを確認した。
また、当該二重特異性抗体が、ＰＤ－１およびそのリガンドであるＰＤ－Ｌ１との相互作
用を許容する特徴を有することを確認し、そのような特徴が作用の増強ないし持続に寄与
していることを見出した。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二アームを有
する、単離された二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片であって、ＰＤ－１
に特異的に結合する第一アームが、
（Ａ）（ａ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、
（Ｂ）（ａ）配列番号９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１１のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、
（Ｃ）（ａ）配列番号１２のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１３のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１４のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、
（Ｄ）（ａ）配列番号１５のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１６のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、および
（Ｅ）（ａ）配列番号１８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨから選択される
何れか一つのＶＨ、ならびに/または
（Ｆ）（ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号２７のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を有するＶＬを含み、
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、
（Ａ）（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨならびに／また
は
（Ｂ）（ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号２７のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を有するＶＬを含む、単離Ｐ
Ｄ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項２】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨにおける、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ
２およびＶＨ－ＣＤＲ３の何れか一つまたは複数のＣＤＲにおいて、各々その任意の１～
５個のアミノ酸残基が保存的アミノ酸に置換されていてもよく、および／または、ＣＤ３
に特異的に結合する第二アームのＶＨにおける、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２および
ＶＨ－ＣＤＲ３から選択される何れか一つまたは複数のＣＤＲにおいて、各々その任意の
１～５個のアミノ酸残基が保存的アミノ酸に置換されていてもよい、請求項１記載の単離
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項３】
（ｉ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、
（ａ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有し、
（ｉｉ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有する、請求項１または２
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記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項４】
（ｉ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、
（ａ）配列番号９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１１のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有し、
（ｉｉ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有する、請求項１または２
記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項５】
（ｉ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、
（ａ）配列番号１２のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１３のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１４のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有し、
（ｉｉ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有する、請求項１または２
記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項６】
（ｉ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、
（ａ）配列番号１５のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１６のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有し、
（ｉｉ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有する、請求項１または２
記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項７】
（ｉ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、
（ａ）配列番号１８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有し、
（ｉｉ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有する、請求項１または２
記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項８】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨのＦＲ１、ＦＲ２およびＦＲ３領域が、生
殖細胞系列型Ｖ遺伝子ＩＧＨＶ７－４－１の体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコード
されるアミノ酸配列に各々対応し、フレームワーク４領域が、生殖細胞系列型Ｊ遺伝子Ｊ
Ｈ６ｃの体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードされるアミノ酸配列（但し、ＶＨ－
ＣＤＲ３領域に含まれるアミノ酸配列を除く。）からなる、請求項１～７の何れか一項記
載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項９】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、配列番号１、配列番号２、配列番号３
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、配列番号４および配列番号５から選択される何れか一つのアミノ酸配列、または当該Ｖ
Ｈのアミノ酸配列と少なくとも８０％同一なアミノ酸配列からなる、請求項１～８の何れ
か一項に記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片
。
【請求項１０】
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配列、または当
該ＶＨのアミノ酸配列と少なくとも８０％同一なアミノ酸配列からなる、請求項１～９の
何れか一項に記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体
断片。
【請求項１１】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、配列番号１、配列番号２、配列番号３
、配列番号４および配列番号５から選択される何れか一つのアミノ酸配列からなり、ＣＤ
３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配列からなる、請求
項１記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項１２】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおけるＶＨが、配列番号１のアミノ酸配列から
なり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおけるＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配
列からなる、請求項１または３記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗
体またはその抗体断片。
【請求項１３】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおけるＶＨが、配列番号２のアミノ酸配列から
なり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおけるＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配
列からなる、請求項１または４記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗
体またはその抗体断片。
【請求項１４】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおけるＶＨが、配列番号３のアミノ酸配列から
なり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおけるＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配
列からなる、請求項１または５記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗
体またはその抗体断片。
【請求項１５】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおけるＶＨが、配列番号４のアミノ酸配列から
なり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおけるＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配
列からなる、請求項１または６記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗
体またはその抗体断片。
【請求項１６】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおけるＶＨが、配列番号５のアミノ酸配列から
なり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおけるＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配
列からなる、請求項１または７記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗
体またはその抗体断片。
【請求項１７】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよび／またはＣＤ３に特異的に結合する第二ア
ームが、各々、配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する、請求項１～１６の何
れか一項に記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断
片。
【請求項１８】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二アームを有
する、単離されたＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片で
あって、
（Ａ）配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４および配列番号５から選択され
る何れか一つのアミノ酸配列からなるＶＨならびに配列番号２５のアミノ酸配列からなる
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ＶＬを有する、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム、ならびに
（Ｂ）配列番号３６のアミノ酸配列からなるＶＨならびに配列番号２５のアミノ酸配列か
らなるＶＬを有する、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームを含む、単離ＰＤ－１／ＣＤ
３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項１９】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二アームを有
する、単離されたＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片で
あって、当該ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームが、（１）配列番号１、配列番号２
、配列番号３、配列番号４および配列番号５から選択される何れか一つのアミノ酸配列か
らなるＶＨならびに配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する、ＰＤ－１に特異
的に結合する第一アームのＰＤ－１への結合もしくは（２）当該ＶＨおよびＶＬからなる
ＰＤ－１に特異的に結合するモノクローナル抗体の可変領域のＰＤ－１への結合に交差競
合する、単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項２０】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二アームを有
する、単離されたＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片で
あって、当該ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームによるＰＤ－１への結合が、（１）
配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４および配列番号５から選択される何れ
か一のアミノ酸配列からなるＶＨならびに配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有
する、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームもしくは（２）当該ＶＨおよびＶＬからな
るＰＤ－１に特異的に結合するモノクローナル抗体の可変領域によって交差競合される、
単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項２１】
さらに、当該ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、（１）配列番号３６のアミノ酸配
列からなるＶＨおよび配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する、ＣＤ３に特異
的に結合する第二アームのＣＤ３への結合または（２）当該ＶＨおよびＶＬからなるＣＤ
３に特異的に結合するモノクローナル抗体の可変領域のＣＤ３への結合に交差競合する、
請求項１９または２０記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体または
その抗体断片。
【請求項２２】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームがＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ１間の相互作用を許容
する、請求項１～２１の何れか一項に記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクロー
ナル抗体またはその抗体断片。
【請求項２３】
サイトカイン産生が十分に低減された、請求項１～２２の何れか一項に記載の単離ＰＤ－
１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項２４】
サイトカインが、少なくともＩＬ－２、ＩＦＮ－γまたはＴＮＦ－αである、請求項２３
記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項２５】
単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体が、ＩｇＧ抗体である請求項１～２
４の何れか一項に記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその
抗体断片。
【請求項２６】
ＩｇＧ１抗体またはＩｇＧ４抗体である請求項２５記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異
性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項２７】
ＩｇＧ１抗体である請求項２５記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗
体またはその抗体断片。
【請求項２８】
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Ｆｃ受容体への結合が消失あるいは減弱された請求項２７記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二
重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項２９】
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナルＩｇＧ１抗体の２個の重鎖定常領域中のＥＵ
ナンバリングシステムにおける２３５番目のロイシンが各々グリシンに置換され、および
／または２３６番目のグリシンが各々アルギニンに置換された請求項２８記載の単離ＰＤ
－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項３０】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖における定常領域中のＥＵナ
ンバリングシステムによる３５１番目のロイシンがリシンに置換され、かつ３６６番目の
スレオニンがリシンに置換され、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する重
鎖における定常領域中の３５１番目のロイシンがアスパラギン酸に置換され、かつ３６８
番目のロイシンがグルタミン酸に置換された請求項２７～２９の何れか一項に記載の単離
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項３１】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖における定常領域中のＥＵナ
ンバリングシステムによる３５１番目のロイシンがアスパラギン酸に置換され、かつ３６
８番目のロイシンがグルタミン酸に置換され、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶ
Ｈを有する重鎖における定常領域中の３５１番目のロイシンがリシンに置換され、かつ３
６６番目のスレオニンがリシンに置換された請求項２７～２９の何れか一項に記載の単離
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項３２】
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の２個の重鎖定常領域中のＥＵナンバリ
ングシステムによる４４７番目のリシンが各々欠如している請求項２７～３１の何れか一
項に記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項３３】
単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体がＩｇＧ４抗体であって、その２個
の重鎖定常領域中のＥＵナンバリングシステムによる２２８番目のセリンが各々プロリン
に置換された請求項２６記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体また
はその抗体断片。
【請求項３４】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖が、配列番号２３のアミノ酸
配列からなる重鎖定常領域を含む、請求項１～２８の何れか一項記載の単離ＰＤ－１／Ｃ
Ｄ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項３５】
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する重鎖が、配列番号２４のアミノ酸配
列からなる重鎖定常領域を含む、請求項１～２８および３４の何れか一項記載の単離ＰＤ
－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項３６】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＬを有する軽鎖および／またはＣＤ３に特異
的に結合する第二アームのＶＬを有する軽鎖が、配列番号２９のアミノ酸配列からなる軽
鎖定常領域を含む、請求項１～３５の何れか一項に記載の単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異
性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項３７】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二アームを有
する単離された二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片であって、
（Ａ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖が、配列番号１、配列
番号２、配列番号３、配列番号４および配列番号５から選択される何れか一つのアミノ酸
配列からなるＶＨならびに配列番号２３のアミノ酸配列からなる重鎖定常領域を含み、
（Ｂ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＬを有する軽鎖が、配列番号２５のア
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ミノ酸配列からなるＶＬおよび配列番号２９のアミノ酸配列からなる軽鎖定常領域を含み
、
（Ｃ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する重鎖が、配列番号３６のアミ
ノ酸配列からなるＶＨならびに配列番号２４のアミノ酸配列からなる重鎖定常領域を含み
、および
（Ｄ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＬを有する軽鎖が、配列番号２５のアミ
ノ酸配列からなるＶＬおよび配列番号２９のアミノ酸配列からなる軽鎖定常領域を含む、
単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【請求項３８】
請求項１～３７の何れかから選択される単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル
抗体またはその抗体断片および薬学的に許容できる担体を含む医薬組成物。
【請求項３９】
請求項１～３７の何れかから選択される単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル
抗体またはその抗体断片を有効成分として含む、自己免疫疾患の予防、症状進展抑制、再
発抑制および／または治療剤。
【請求項４０】
自己免疫疾患が、ベーチェット病、全身性エリテマトーデス、慢性円板状エリテマトーデ
ス、多発性硬化症、強皮症、多発性筋炎、皮膚筋炎、結節性動脈周囲炎、大動脈炎症候群
、悪性関節リウマチ、関節リウマチ、若年性特発性関節炎、脊椎関節炎、混合性結合組織
病、シェーグレン症候群、成人スティル病、血管炎、アレルギー性肉芽腫性血管炎、過敏
性血管炎、リウマトイド血管炎、大型血管炎、ＡＮＣＡ関連血管炎、コーガン症候群、Ｒ
Ｓ３ＰＥ、側頭動脈炎、リウマチ性多発筋痛症、線維筋痛症、抗リン脂質抗体症候群、好
酸球性筋膜炎、ＩｇＧ４関連疾患、ギラン・バレー症候群、重症筋無力症、慢性萎縮性胃
炎、自己免疫性肝炎、非アルコール性脂肪肝炎、原発性胆汁性肝硬変、グッドパスチャー
症候群、急速進行性糸球体腎炎、巨赤芽球性貧血、自己免疫性溶血性貧血、悪性貧血、自
己免疫性好中球減少症、特発性血小板減少性紫斑病、バセドウ病、橋本病、自己免疫性副
腎機能不全、原発性甲状腺機能低下症、アジソン病、特発性アジソン病、Ｉ型糖尿病、緩
徐進行性Ｉ型糖尿病、限局性強皮症、乾癬、乾癬性関節炎、水疱性類天疱瘡、天疱瘡、類
天疱瘡、妊娠性疱疹、線状ＩｇＡ水疱性皮膚症、後天性表皮水疱症、円形脱毛症、白斑、
尋常性白斑、視神経脊髄炎、慢性炎症性脱髄性多発神経炎、多巣性運動ニューロパチー、
サルコイドーシス、巨細胞性動脈炎、筋委縮性側索硬化症、原田病、自己免疫性視神経症
、特発性無精子症、習慣性流産、炎症性腸疾患、セリアック病、強直性脊椎炎、重症喘息
、慢性蕁麻疹、移植免疫、家族性地中海熱、好酸球性副鼻腔炎、拡張型心筋症、全身性肥
満細胞症または封入体筋炎である請求項３９記載の剤。
【請求項４１】
インスリン製剤、スルホニルウレア剤、速攻型インスリン分泌促進薬、ビグアナイド製剤
、インスリン抵抗性改善薬、α－グルコシダーゼ阻害薬、糖尿病性神経症治療薬、ＧＬＰ
－１アナログ製剤、ＤＰＰ－４阻害剤、ステロイド薬、インターフェロンβ－１ａ、イン
ターフェロンβ－１ｂ、酢酸グラチラマー、ミトキサントロン、アザチオプリン、シクロ
ホスファミド、シクロスポリン、メトトレキサート、クラドリビン、副腎皮質刺激ホルモ
ン（ＡＣＴＨ）、コルチコトロピン、ミゾリビン、タクロリムス、フィンゴリモド、アレ
ムツズマブ、免疫抑制剤、べリムマブ、抗リウマチ薬、抗サイトカイン薬およびアバタセ
プトから選択される何れか一以上の薬剤とともに投与されることを特徴とする、請求項３
９または４０記載の自己免疫疾患の予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療剤
。
【請求項４２】
請求項１～３７の何れかから選択される単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル
抗体またはその抗体断片を有効成分として含む、移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）の予防、症
状進展抑制、再発抑制および／または治療剤。
【発明の詳細な説明】



(8) JP WO2019/156199 A1 2019.8.15

10

20

30

40

50

【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＰＤ－１およびＣＤ３に各々特異的に結合することができる二重特異性抗体
（以下、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体と略記する。）、これを有効成分として含む医
薬組成物ならびにそれらの医薬治療用途に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＰＤ－１は免疫グロブリンファミリーに属する免疫抑制受容体であり、抗原レセプター
からの刺激により活性化したＴ細胞の免疫活性化シグナルを抑制する機能を持つ分子であ
る。ＰＤ－１ノックアウトマウスの解析等から、ＰＤ－１シグナルは、自己免疫性拡張型
心筋症、ループス様症候群、自己免疫性脳脊髄炎、全身性ループスエリテマトーデス、移
植片対宿主病、Ｉ型糖尿病およびリウマチ性関節炎などの自己免疫疾患の抑制に重要な役
割を果たすことが知られている。したがって、ＰＤ－１シグナルを増強する物質は自己免
疫疾患等の予防または治療剤となり得ることが指摘されている。
【０００３】
　これまでにＰＤ－１シグナルを増強する物質として、ＰＤ－１を認識する二重特異性抗
体が知られている（特許文献１ないし３）。この二重特異性抗体は、Ｔ細胞受容体複合体
のメンバーであるＣＤ３を認識する抗体の抗原認識部位とＰＤ－１を認識する抗体の抗原
認識部位とを遺伝子工学的に連結されたものであり、ＰＤ－１をＴ細胞受容体複合体近傍
に位置させる頻度を上げることによって、Ｔ細胞受容体複合体に対するＰＤ－１の抑制シ
グナルを増強する作用をもつ。さらに、同特許文献には、ＰＤ－１二重特異性抗体が自己
免疫疾患等の予防または治療に使用できることも記載されている。
【０００４】
　ところで、タンパク製剤においては、投与直後のインフュージョン・リアクションある
いはサイトカイン放出症候群と呼ばれる副作用の発現が懸念されており、そのような作用
が軽減ないし抑制された製剤が求められている。
【０００５】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体は、そのような副作用の原因と目される投与
後のサイトカイン産生刺激が十分に低減されており、そのため、懸念される副作用の発現
が抑制された医薬となることが期待される。
【０００６】
　このような特徴を有する二重特異性抗体は、現在までに全く報告されていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】国際公開第２００３／０１１９１１号パンフレット
【特許文献２】国際公開第２００４／０７２２８６号パンフレット
【特許文献３】国際公開第２０１３／０２２０９１号パンフレット
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の目的は、自己免疫疾患等に対する予防、症状進展抑制、再発抑制または治療の
ための新たな薬剤を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明の発明者らは鋭意検討した結果、かかる課題を解決し得る物質として、本発明の
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体に着目し、また、それらがインフュージョン・リアクシ
ョンあるいはサイトカイン放出症候群と呼ばれる副作用の発現が軽減された薬剤となり得
ることを確認し、本発明を完成した。
【００１０】
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　さらに、本発明の発明者らは、当該ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体が、ＰＤ－１およ
びそのリガンドであるＰＤ－Ｌ１との相互作用を許容する特徴を有することを確認し、そ
のような特徴が当該ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体の作用の増強ないし持続に寄与して
いることを見出した。
【００１１】
　すなわち、本発明は、以下のとおりである。
［１］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二ア
ームを有する二重特異性抗体またはその抗体断片であって、ＰＤ－１に特異的に結合する
第一アームが、
（Ａ）（ａ）配列番号６のアミノ酸配列からなる重鎖可変領域の相補性決定領域１（以下
、「重鎖可変領域の相補性決定領域１」を、ＶＨ－ＣＤＲ１と略記することがある。）、
（ｂ）配列番号７のアミノ酸配列からなる重鎖可変領域の相補性決定領域２（以下、「重
鎖可変領域の相補性決定領域２」を、ＶＨ－ＣＤＲ２と略記することがある。）および
（ｃ）配列番号８のアミノ酸配列からなる重鎖可変領域の相補性決定領域３（以下、「重
鎖可変領域の相補性決定領域３」を、ＶＨ－ＣＤＲ３と略記することがある。）を有する
重鎖可変領域（以下、「重鎖可変領域」を、「ＶＨ」と略記することがある。）、
（Ｂ）（ａ）配列番号９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１１のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、
（Ｃ）（ａ）配列番号１２のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１３のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１４のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、
（Ｄ）（ａ）配列番号１５のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１６のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、および
（Ｅ）（ａ）配列番号１８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、
から選択される何れか一つのＶＨを有し、
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨを有する、ＰＤ
－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［２］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおける、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤ
Ｒ２およびＶＨ－ＣＤＲ３の何れか一つまたは複数のＶＨ－ＣＤＲにおいて、各々その任
意の１～５個のアミノ酸残基が他のアミノ酸（好ましくは、その保存的アミノ酸）に置換
されていてもよく、および／または、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおける、Ｖ
Ｈ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２およびＶＨ－ＣＤＲ３の何れか一つまたは複数のＶＨ－Ｃ
ＤＲにおいて、各々その任意の１～５個のアミノ酸残基が他のアミノ酸（好ましくは、そ
の保存的アミノ酸）に置換されていてもよい、前項[１]記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異
性抗体またはその抗体断片。
［３］　（ｉ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、
（ａ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有し、
（ｉｉ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有する、前項［１］または
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［２］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［４］　（ｉ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、
（ａ）配列番号９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１１のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有し、
（ｉｉ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有する、前項［１］または
［２］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［５］　（ｉ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、
（ａ）配列番号１２のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１３のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１４のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有し、
（ｉｉ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有する、前項［１］または
［２］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［６］　（ｉ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、
（ａ）配列番号１５のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１６のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有し、
（ｉｉ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有する、前項［１］または
［２］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［７］　（ｉ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、
（ａ）配列番号１８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有し、
（ｉｉ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有する、前項［１］または
［２］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［８］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二ア
ームを有する二重特異性抗体またはその抗体断片であって、ＰＤ－１に特異的に結合する
第一アームが、
（ａ）ＨＹＪ１ＬＨで表されるアミノ酸配列［配列中、Ｊ１は、Ｇ（グリシン）またはＡ
（アラニン）を表わし、ここで、Ｊ１が表わす、あるいはその他のアルファベットは、各
々アミノ酸の一文字略号を表わす。］からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）ＷＪ２ＮＴＮＴＵ２ＮＰＴＸ２ＡＱＧＦＴＧで表されるアミノ酸配列［配列中、Ｊ
２は、Ｌ（ロイシン）またはＩ（イソロイシン）を表わし、Ｕ２は、Ｅ（グルタミン酸）
またはＧ（グリシン）を表わし、Ｘ２は、Ｆ（フェニルアラニン）またはＹ（チロシン）
を表わし、ここで、Ｊ２、Ｕ２およびＸ２が各々表わす、あるいはその他のアルファベッ
トは、各々上記と同じ意味を表わす。］からなるＶＨ－ＣＤＲ２、および
（ｃ）ＧＤＪ３ＶＶＰＴＴＩＷＮＹＹＵ３Ｘ３ＭＺ３Ｖで表されるアミノ酸配列［配列中
、Ｊ３は、Ｍ（メチオニン）またはＬ（ロイシン）を表わし、Ｕ３は、Ｈ（ヒスチジン）
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またはＹ（チロシン）を表わし、Ｘ３は、Ｆ（フェニルアラニン）またはＹ（チロシン）
を表わし、Ｚ３は、Ｄ（アスパラギン酸）またはＥ（グルタミン酸）を表わし、ここで、
Ｊ３、Ｕ３、Ｘ３およびＺ３が各々表わす、あるいはその他のアルファベットは、各々上
記と同じ意味を表わす。］からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨを有し、ならびに
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨを有する、ＰＤ
－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［９］　（ａ）Ｊ１はＧ（グリシン）を表わし、Ｊ２はＬ（ロイシン）を表わし、Ｕ２は
Ｅ（グルタミン酸）を表わし、Ｘ２はＦ（フェニルアラニン）を表わし、Ｊ３はＭ（メチ
オニン）を表わし、Ｕ３はＨ（ヒスチジン）を表わし、Ｘ３はＦ（フェニルアラニン）を
表わし、およびＺ３はＤ（アスパラギン酸）を表わすか、
（ｂ）Ｊ１はＧ（グリシン）を表わし、Ｊ２はＩ（イソロイシン）を表わし、Ｕ２はＧ（
グリシン）を表わし、Ｘ２はＹ（チロシン）を表わし、Ｊ３はＬ（ロイシン）を表わし、
Ｕ３はＨ（ヒスチジン）を表わし、Ｘ３はＹ（チロシン）を表わし、およびＺ３はＥ（グ
ルタミン酸）を表わすか、
（ｃ）Ｊ１はＡ（アラニン）を表わし、Ｊ２はＬ（ロイシン）を表わし、Ｕ２はＥ（グル
タミン酸）を表わし、Ｘ２はＹ（チロシン）を表わし、Ｊ３はＭ（メチオニン）を表わし
、Ｕ３はＹ（チロシン）を表わし、Ｘ３はＹ（チロシン）を表わし、Ｚ３はＤ（アスパラ
ギン酸）を表わすか、または
（ｄ）Ｊ１はＡ（アラニン）を表わし、Ｊ２はＬ（ロイシン）を表わし、Ｕ２はＥ（グル
タミン酸）を表わし、Ｘ２はＦ（フェニルアラニン）を表わし、Ｊ３はＭ（メチオニン）
を表わし、Ｕ３はＨ（ヒスチジン）を表わし、Ｘ３はＦ（フェニルアラニン）を表わし、
およびＺ３はＤ（アスパラギン酸）を表わす、前項［８］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特
異性抗体またはその抗体断片。
［１０］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨのフレームワーク（以下、「フ
レームワーク」を、ＦＲと略記することがある。）領域のうち、フレームワーク１（以下
、ＦＲ１と略記することがある。）、フレームワーク２（以下、ＦＲ２と略記することが
ある。）およびフレームワーク３（以下、ＦＲ３と略記することがある。）領域が、生殖
細胞系列型Ｖ遺伝子ＩＧＨＶ７－４－１あるいはその体細胞突然変異を受けた当該遺伝子
にコードされるアミノ酸配列に各々対応する、前項［１］～［９］の何れか一項記載のＰ
Ｄ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［１１］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨのフレームワーク４（以下、「
フレームワーク４」を、ＦＲ４と略記することがある。）領域が、生殖細胞系列型Ｊ遺伝
子ＪＨ６ｃあるいはその体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードされるアミノ酸配列
（但し、ＶＨ－ＣＤＲ３領域に含まれるアミノ酸配列を除く。）からなる、前項［１０］
記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［１２］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨのＦＲ領域が、生殖細胞系列型
Ｖ遺伝子ＩＧＨＶ７－４－１の体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードされ、当該体
細胞突然変異により、配列番号２１のアミノ酸配列中の位置１３のリシンがグルタミンに
、位置１６のアラニンがバリンに、または位置１９のリシンがメチオニンに各々置換され
るか、あるいはそれらの任意の複数の組み合わせで置換されたあるいは置換されていても
よいＦＲ１領域からなる、前項［１０］または［１１］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異
性抗体またはその抗体断片。
［１３］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨのＦＲ領域が、生殖細胞系列型
Ｖ遺伝子ＩＧＨＶ７－４－１の体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードされ、当該体
細胞突然変異により、配列番号２１のアミノ酸配列中の位置３７のバリンがロイシンに置
換されたあるいは置換されていてもよいＦＲ２領域からなる、前項［１０］～［１２］の
何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
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［１４］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨのＦＲ領域が、生殖細胞系列型
Ｖ遺伝子ＩＧＨＶ７－４－１の体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードされ、当該体
細胞突然変異により、配列番号２１のアミノ酸配列中の位置７７のセリンがスレオニンに
、または位置８４のシステインがセリンもしくはアスパラギンに各々置換されるか、ある
いはそれらの任意の複数の組み合わせで置換されたあるいは置換されていてもよいＦＲ３
領域からなる、前項［１０］～［１３］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性
抗体またはその抗体断片。
［１５］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨのＦＲ４領域が、生殖細胞系列
型J遺伝子ＪＨ６ｃの体細胞突然変異を受けた当該遺伝子（但し、ＶＨ－ＣＤＲ３領域を
コードする遺伝子領域を除く。）にコードされ、そのＦＲ４領域のアミノ酸配列（Ｔｒｐ
－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｔｈｒ＊－Ｖａｌ－Ｔｈｒ－Ｖａｌ－Ｓｅｒ－Ｓｅ
ｒ）（配列番号４１）中のリシン（Ｌｙｓ）がグルタミンもしくはアスパラギンに、およ
び／または＊印のスレオニン（Ｔｈｒ）がロイシンに置換されたあるいは置換されていて
もよい、前項［１０］～［１４］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体ま
たはその抗体断片。
［１６］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、配列番号１、配列番号２、
配列番号３、配列番号４および配列番号５から選択される何れか一つのアミノ酸配列、ま
たは当該ＶＨのアミノ酸配列と少なくとも８０％、９０％、９５％、９８％もしくは９９
％同一なアミノ酸配列からなる、前項［１］～［１５］の何れか一項記載のＰＤ－１／Ｃ
Ｄ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［１７］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、配列番号１、配列番号２、
配列番号３、配列番号４および配列番号５から選択される何れか一つのアミノ酸配列から
なる、前項［１］および［３］～［７］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性
抗体またはその抗体断片。
［１８］　ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配列
、または当該ＶＨのアミノ酸配列と少なくとも８０％、９０％、９５％、９８％もしくは
９９％同一なアミノ酸配列からなる、前項［１］～［１７］の何れか一項記載のＰＤ－１
／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［１９］　ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配列
からなる、前項［１］および［３］～［１８］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重
特異性抗体またはその抗体断片。
［２０］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、配列番号１、配列番号２、
配列番号３、配列番号４および配列番号５から選択される何れか一つのアミノ酸配列から
なり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配列から
なる、前項［１］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［２１］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二
アームを有する二重特異性抗体またはその抗体断片であって、
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、配列番号１、配列番号２、配列番号３
、配列番号４および配列番号５から選択される何れか一つのアミノ酸配列、または当該Ｖ
Ｈのアミノ酸配列と少なくとも８０％、９０％、９５％、９８％もしくは９９％同一なア
ミノ酸配列からなり、
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配列、または当
該ＶＨのアミノ酸配列と少なくとも８０％、９０％、９５％、９８％もしくは９９％同一
なアミノ酸配列からなる、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［２２］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおけるＶＨが、配列番号１のアミノ
酸配列からなり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおけるＶＨが、配列番号３６の
アミノ酸配列からなる、前項［１］または［３］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体
またはその抗体断片。
［２３］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおけるＶＨが、配列番号２のアミノ
酸配列からなり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおけるＶＨが、配列番号３６の
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アミノ酸配列からなる、前項［１］または［４］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体
またはその抗体断片。
［２４］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおけるＶＨが、配列番号３のアミノ
酸配列からなり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおけるＶＨが、配列番号３６の
アミノ酸配列からなる、前項［１］または［５］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体
またはその抗体断片。
［２５］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおけるＶＨが、配列番号４のアミノ
酸配列からなり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおけるＶＨが、配列番号３６の
アミノ酸配列からなる、前項［１］または［６］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体
またはその抗体断片。
［２６］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームにおけるＶＨが、配列番号５のアミノ
酸配列からなり、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームにおけるＶＨが、配列番号３６の
アミノ酸配列からなる、前項［１］または［７］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体
またはその抗体断片。
［２７］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよび／またはＣＤ３に特異的に結合
する第二アームが、各々、
（ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域の相補性決定領域１（以下、「
軽鎖可変領域の相補性決定領域１」を、ＶＬ－ＣＤＲ１と略記することがある。）、
（ｂ）配列番号２７のアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域の相補性決定領域２（以下、「
軽鎖可変領域の相補性決定領域２」を、ＶＬ－ＣＤＲ２と略記することがある。）、およ
び
（ｃ）配列番号２８のアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域の相補性決定領域３（以下、「
軽鎖可変領域の相補性決定領域３」を、ＶＬ－ＣＤＲ３と略記することがある。）を有す
る軽鎖可変領域（以下、「軽鎖可変領域」を、「ＶＬ」と略記することがある。）を有す
る、前項［１］～［２６］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはそ
の抗体断片。
［２８］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよび／またはＣＤ３に特異的に結合
する第二アームが、各々、配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する、前項［１
］～［２７］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［２９］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二
アームを有する、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片であって、
（Ａ）配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４および配列番号５から選択され
る何れか一つのアミノ酸配列からなるＶＨならびに配列番号２５のアミノ酸配列からなる
ＶＬを有する、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム、ならびに
（Ｂ）配列番号３６のアミノ酸配列からなるＶＨならびに配列番号２５のアミノ酸配列か
らなるＶＬを有する、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームを含む、ＰＤ－１／ＣＤ３二
重特異性抗体またはその抗体断片。
［３０］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二
アームを有する二重特異性抗体またはその抗体断片であって、当該ＰＤ－１に特異的に結
合する第一アームが、（１）配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４および配
列番号５から選択される何れか一のアミノ酸配列からなるＶＨならびに配列番号２５のア
ミノ酸配列からなるＶＬを有する、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＰＤ－１へ
の結合もしくは（２）当該ＶＨおよびＶＬからなるＰＤ－１に特異的に結合するモノクロ
ーナル抗体の可変領域のＰＤ－１への結合に交差競合する、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性
抗体またはその抗体断片。
［３１］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二
アームを有する二重特異性抗体またはその抗体断片であって、当該ＰＤ－１に特異的に結
合する第一アームによるＰＤ－１への結合が、（１）配列番号１、配列番号２、配列番号
３、配列番号４および配列番号５から選択される何れか一のアミノ酸配列からなるＶＨな
らびに配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する、ＰＤ－１に特異的に結合する
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第一アームもしくは（２）当該ＶＨおよびＶＬからなるＰＤ－１に特異的に結合するモノ
クローナル抗体の可変領域によって交差競合される、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体ま
たはその抗体断片。
［３２］さらに、当該ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、（１）配列番号３６のア
ミノ酸配列からなるＶＨならびに配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する、Ｃ
Ｄ３に特異的に結合する第二アームのＣＤ３への結合または（２）当該ＶＨおよびＶＬか
らなるＣＤ３に特異的に結合するモノクローナル抗体の可変領域のＣＤ３への結合に交差
競合する、前項［３０］または［３１］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはそ
の抗体断片。
［３３］　ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、
（ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨを有する、前項
［３０］または［３１］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［３４］　ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配列
、または当該ＶＨのアミノ酸配列と少なくとも８０％、９０％、９５％、９８％もしくは
９９％同一なアミノ酸配列からなる、前項［３０］、［３１］および［３３］の何れか一
項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［３５］　ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨが、配列番号３６のアミノ酸配列
からなる、前項［３０］または［３１］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはそ
の抗体断片。
［３６］　ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、
（ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号２７のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を有するＶＬを有する、前項
［３０］、［３１］および［３３］～［３５］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重
特異性抗体またはその抗体断片。
［３７］　ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、配列番号２５のアミノ酸配列からな
るＶＬを有する、前項［３０］、［３１］および［３３］～［３５］の何れか一項記載の
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［３８］　ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体が、ＩｇＧ抗体である前項［１］～［３７］
の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［３９］　前項［３８］記載のＩｇＧ抗体が、ＩｇＧ１抗体またはＩｇＧ４抗体である前
項［３８］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［４０］　前項［３８］記載のＩｇＧ抗体が、ＩｇＧ１抗体である前項［３８］記載のＰ
Ｄ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［４１］　前項［３８］記載のＩｇＧ抗体が、ＩｇＧ４抗体である前項［３８］記載のＰ
Ｄ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［４２］　前項［４０］記載のＩｇＧ１抗体における２個の重鎖定常領域中のＥＵナンバ
リングシステムにおける２３５番目のロイシンが各々グリシンに置換され、および／また
は２３６番目のグリシンが各々アルギニンに置換された前項［４０］記載のＰＤ－１／Ｃ
Ｄ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［４３］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖における定常領域
中のＥＵナンバリングシステムによる３５１番目のロイシンおよび３６６番目のスレオニ
ンがともにリシンに置換され、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する重鎖
における定常領域中の３５１番目のロイシンがアスパラギン酸に置換され、かつ３６８番
目のロイシンがグルタミン酸に置換された前項［４０］または［４２］記載のＰＤ－１／
ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［４４］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖における定常領域
中のＥＵナンバリングシステムによる３５１番目のロイシンがアスパラギン酸に置換され
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、かつ３６８番目のロイシンがグルタミン酸に置換され、ＣＤ３に特異的に結合する第二
アームのＶＨを有する重鎖における定常領域中の３５１番目のロイシンおよび３６６番目
のスレオニンがともにリシンに置換された前項［４０］または［４２］記載のＰＤ－１／
ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［４５］　前項［４０］および［４２］～［４４］の何れか一項記載のＩｇＧ１抗体の２
個の重鎖定常領域中のＥＵナンバリングシステムによる４４７番目のリシンが各々欠如し
ている前項［４０］および［４２］～［４４］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重
特異性抗体またはその抗体断片。
［４６］　前項［４１］記載のＩｇＧ４抗体における２個の重鎖定常領域中のＥＵナンバ
リングシステムによる２２８番目のセリンが各々プロリンに置換された前項［４１］記載
のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［４７］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖が、配列番号２３
のアミノ酸配列からなる重鎖定常領域を含む、前項［１］～［３８］、［４０］、［４２
］および［４４］の何れか一項に記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体
断片。
［４８］　ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する重鎖が、配列番号２４の
アミノ酸配列からなる重鎖定常領域を含む、前項［１］～［３８］、［４０］、［４２］
、［４４］および［４７］の何れか一項に記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体または
その抗体断片。
［４９］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＬを有する軽鎖および／またはＣ
Ｄ３に特異的に結合する第二アームのＶＬを有する軽鎖が、配列番号２９のアミノ酸配列
からなる軽鎖定常領域を含む、前項［１］～［４８］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ
３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［５０］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームおよびＣＤ３に特異的に結合する第二
アームを有する二重特異性抗体またはその抗体断片であって、
（Ａ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖が、配列番号１、配列
番号２、配列番号３、配列番号４および配列番号５から選択される何れか一つのアミノ酸
配列からなるＶＨならびに配列番号２３のアミノ酸配列からなる重鎖定常領域を含み、
（Ｂ）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＬを有する軽鎖が、配列番号２５のア
ミノ酸配列からなるＶＬおよび配列番号２９のアミノ酸配列からなる軽鎖定常領域を含み
、
（Ｃ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する重鎖が、配列番号３６のアミ
ノ酸配列からなるＶＨならびに配列番号２４のアミノ酸配列からなる重鎖定常領域を含み
、および
（Ｄ）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＬを有する軽鎖が、配列番号２５のアミ
ノ酸配列からなるＶＬおよび配列番号２９のアミノ酸配列からなる軽鎖定常領域を含む、
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［５１］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームがＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ１間の相互
作用を許容する、前項［１］～［５０］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性
抗体またはその抗体断片。
［５２］　サイトカイン産生が十分に低減された、前項［１］～［５１］の何れか一項記
載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［５３］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームがＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ１間の相互
作用を許容し、かつ、サイトカイン産生が十分に低減された、前項［１］～［５０］の何
れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［５４］　サイトカインが、少なくともＩＬ－２、ＩＦＮ－γまたはＴＮＦ－αである、
前項［５２］または［５３］記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片
。
［５５］　ＰＤ－１およびＣＤ３が、各々ヒトＰＤ－１およびヒトＣＤ３である、前項［
１］～［５４］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片
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。
［５６］　ＣＤ３が、ＣＤ３εである前項［１］～［５５］の何れか一項記載のＰＤ－１
／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［５７］　ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体が、モノクローナル抗体である前項［１］～
［５６］の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［５８］　ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体が、単離抗体である、前項［１］～［５７］
の何れか一項記載のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片。
［１－１］　前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特
異性抗体またはその抗体断片および薬学的に許容できる担体を含む医薬組成物。
［２－１］　前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特
異性抗体またはその抗体断片を有効成分として含む、自己免疫疾患の予防、症状進展抑制
、再発抑制および／または治療剤。
［２－２］　自己免疫疾患が、ベーチェット病、全身性エリテマトーデス、慢性円板状エ
リテマトーデス、多発性硬化症（全身性強皮症、進行性全身性硬化症）、強皮症、多発性
筋炎、皮膚筋炎、結節性動脈周囲炎（結節性多発動脈炎、顕微鏡的多発血管炎）、大動脈
炎症候群（高安動脈炎）、悪性関節リウマチ、関節リウマチ、若年性特発性関節炎、脊椎
関節炎、混合性結合組織病、シェーグレン症候群、成人スティル病、血管炎、アレルギー
性肉芽腫性血管炎、過敏性血管炎、リウマトイド血管炎、大型血管炎、ＡＮＣＡ関連血管
炎（例えば、多発血管炎性肉芽腫症および好酸球性多発血管炎性肉芽腫症）、コーガン症
候群、ＲＳ３ＰＥ、側頭動脈炎、リウマチ性多発筋痛症、線維筋痛症、抗リン脂質抗体症
候群、好酸球性筋膜炎、ＩｇＧ４関連疾患（例えば、原発性硬化性胆管炎、自己免疫性膵
炎など）、ギラン・バレー症候群、重症筋無力症、慢性萎縮性胃炎、自己免疫性肝炎、非
アルコール性脂肪肝炎、原発性胆汁性肝硬変、グッドパスチャー症候群、急速進行性糸球
体腎炎、巨赤芽球性貧血、自己免疫性溶血性貧血、悪性貧血、自己免疫性好中球減少症、
特発性血小板減少性紫斑病、バセドウ病（グレーブス病（甲状腺機能亢進症））、橋本病
、自己免疫性副腎機能不全、原発性甲状腺機能低下症、アジソン病（慢性副腎皮質機能低
下症）、特発性アジソン病、Ｉ型糖尿病、緩徐進行性Ｉ型糖尿病（成人潜在性自己免疫性
糖尿病）、限局性強皮症、乾癬、乾癬性関節炎、水疱性類天疱瘡、天疱瘡、類天疱瘡、妊
娠性疱疹、線状ＩｇＡ水疱性皮膚症、後天性表皮水疱症、円形脱毛症、白斑、尋常性白斑
、視神経脊髄炎、慢性炎症性脱髄性多発神経炎、多巣性運動ニューロパチー、サルコイド
ーシス、巨細胞性動脈炎、筋委縮性側索硬化症、原田病、自己免疫性視神経症、特発性無
精子症、習慣性流産、炎症性腸疾患（例えば、潰瘍性大腸炎、クローン病）、セリアック
病、強直性脊椎炎、重症喘息、慢性蕁麻疹、移植免疫、家族性地中海熱、好酸球性副鼻腔
炎、拡張型心筋症、全身性肥満細胞症または封入体筋炎である前項［２－１］記載の剤。
［２－３］　前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特
異性抗体またはその抗体断片を有効成分として含む、移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）の予防
、症状進展抑制、再発抑制および／または治療剤。
［２－４］　インスリン製剤（例えば、ヒトインスリン、インスリングラルギン、インス
リンリスプロ、インスリンデテミル、インスリンアスパルト等）、スルホニルウレア剤（
例えば、グリベンクラミド、グリクラジド、グリメピリド等）、速攻型インスリン分泌促
進薬（例えば、ナテグリニド等）、ビグアナイド製剤（例えば、メトホルミン等）、イン
スリン抵抗性改善薬（例えば、ピオグリタゾン等）、α－グルコシダーゼ阻害薬（例えば
、アカルボース、ボグリボース等）、糖尿病性神経症治療薬（例えば、エパルレスタット
、メキシレチン、イミダプリル等）、ＧＬＰ－１アナログ製剤（例えば、リラグルチド、
エクセナチド、リキシセナチド等）およびＤＰＰ－４阻害剤（例えば、シタグリプチン、
ビルダグリプチン、アログリプチン等）から選択される何れか一以上の薬剤とともに投与
されることを特徴とし、前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／Ｃ
Ｄ３二重特異性抗体またはその抗体断片を有効成分として含む、Ｉ型糖尿病の予防、症状
進展抑制、再発抑制および／または治療剤。
［２－５］　ステロイド薬（例えば、酢酸コルチゾン、ヒドロコルチゾン、リン酸ヒドロ
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コルチゾンナトリウム、コハク酸ヒドロコルチゾンナトリウム、酢酸フルドロコルチゾン
、プレドニゾロン、酢酸プレドニゾロン、コハク酸プレドニゾロンナトリウム、ブチル酢
酸プレドニゾロン、リン酸プレドニゾロンナトリウム、酢酸ハロプレドン、メチルプレド
ニゾロン、酢酸メチルプレドニゾロン、コハク酸メチルプレドニゾロンナトリウム、トリ
アムシノロン、酢酸トリアムシノロン、トリアムシノロンアセトニド、デキサメタゾン、
酢酸デキサメタゾン、リン酸デキサメタゾンナトリウム、パルミチン酸デキサメタゾン、
酢酸パラメタゾン、ベタメタゾン等）、インターフェロンβ－１ａ、インターフェロンβ
－１ｂ、酢酸グラチラマー、ミトキサントロン、アザチオプリン、シクロホスファミド、
シクロスポリン、メトトレキサート、クラドリビン、副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）
、コルチコトロピン、ミゾリビン、タクロリムス、フィンゴリモドおよびアレムツズマブ
から選択される何れか一以上の薬剤とともに投与されることを特徴とし、前項［１］～［
５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片
を有効成分として含む、多発性硬化症の予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治
療剤。
［２－６］　ステロイド薬（例えば、前項［２－５］記載のステロイド薬）、免疫抑制剤
（例えば、シクロスポリン、タクロリムス、フィンゴリモド等）およびべリムマブから選
択される何れか一以上の薬剤とともに投与されることを特徴とし、前項［１］～［５８］
の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片を有効
成分として含む、全身性エリテマトーデスの予防、症状進展抑制、再発抑制および／また
は治療剤。
［２－７］　ステロイド薬（例えば、前項［２－５］記載のステロイド薬）、抗リウマチ
薬（例えば、メトトレキサート、スルファサラジン、ブシラミン、レフルノミド、ミゾリ
ビン、タクロリムス等）、抗サイトカイン薬（例えば、インフリキシマブ、アダリムマブ
、トシリズマブ、エタネルセプト、ゴリムマブ、セルトリズマブ）およびアバタセプトか
ら選択される何れか一以上の薬剤とともに投与されることを特徴とし、前項［１］～［５
８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片を
有効成分として含む、関節リウマチの予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療
剤。
［２－８］　前項［２－４］～［２－７］において挙げられる何れか一以上の薬剤ととも
に投与されることを特徴とし、前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－
１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片を有効成分として含む、自己免疫疾患の予
防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療剤。
［２－９］　前項［２－４］～［２－７］において挙げられる何れか一以上の薬剤を投与
される患者に投与されることを特徴とする、前項［２－４］～［２－８］記載の各疾患の
予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療剤。
［２－１０］　前項［２－４］～［２－７］において挙げられる何れか一以上の薬剤の投
与後に投与されることを特徴とする、前項［２－４］～［２－８］記載の各疾患の予防、
症状進展抑制、再発抑制および／または治療剤。
［２－１１］　前項［２－４］～［２－７］において挙げられる何れか一以上の薬剤の投
与前に投与されることを特徴とする、前項［２－４］～［２－８］記載の各疾患の予防、
症状進展抑制、再発抑制および／または治療剤。
［３－１］　前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特
異性抗体またはその抗体断片および薬学的に許容できる担体を含む、静脈内注射用製剤。
［３－２］　自己免疫疾患の予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療のための
前項［３－１］記載の静脈内注射用製剤。
［３－３］　点滴用である、前項［３－１］または［３－２］記載の静脈内注射用製剤。
［４－１］　前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特
異性抗体を構成する、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖をコー
ドする単離ポリヌクレオチドまたはその断片。
［４－２］　前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特
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異性抗体を構成する、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨをコードする単離ポ
リヌクレオチドまたはその断片。
［４－３］　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨが、配列番号３０～３４から
選択される配列からなるポリヌクレオチドによってコードされる、前項［４－１］または
［４－２］記載の単離ポリヌクレオチドまたはその断片。
［４－４］　配列番号３０～３４から選択される配列からなるポリヌクレオチドを含む単
離ポリヌクレオチドまたはその断片。
［５－１］　前項［４－１］～［４－４］の何れかに記載のポリヌクレオチドを含む発現
ベクター。
［６－１］　前項［５－１］記載の発現ベクターが導入され、あるいは同ベクターの導入
によって形質転換された動物細胞。
［７－１］　前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特
異性抗体またはその抗体断片の有効量を患者に投与することからなる、自己免疫疾患の予
防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療方法。
［８－１］　自己免疫疾患の予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療に使用さ
れる、前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗
体またはその抗体断片。
［９－１］　自己免疫疾患の予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療のための
医薬の製造における、前項［１］～［５８］の何れか一項から選択されるＰＤ－１／ＣＤ
３二重特異性抗体またはその抗体断片の使用。
［１０－１］　配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４および配列番号５から
選択される何れか一つのアミノ酸配列からなるＶＨ、ならびに配列番号２５のアミノ酸配
列からなるＶＬを有する、ＰＤ－１に特異的に結合する抗体のＰＤ－１への結合に交差競
合する、単離抗ＰＤ－１モノクローナル抗体またはその抗体断片。
［１０－２］　単離抗ＰＤ－１モノクローナル抗体またはその抗体断片であって、当該抗
体またはその抗体断片のＰＤ－１への結合が、配列番号１、配列番号２、配列番号３、配
列番号４および配列番号５から選択される何れか一つのアミノ酸配列からなるＶＨならび
に配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する、ＰＤ－１に特異的に結合する抗体
によって交差競合される、当該抗体またはその抗体断片。
［１０－３］　（Ａ）（ａ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、
（Ｂ）（ａ）配列番号９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１１のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、
（Ｃ）（ａ）配列番号１２のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１３のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１４のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、
（Ｄ）（ａ）配列番号１５のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１６のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号１７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、および
（Ｅ）（ａ）配列番号１８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号１９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨ、
から選択される何れか一つのＶＨを有し、
（ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ１、
（ｂ）配列番号２７のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および
（ｃ）配列番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を有するＶＬを有する、単離
抗ＰＤ－１モノクローナル抗体またはその抗体断片。
［１０－４］　ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２およびＶＨ－ＣＤＲ３の何れか一つまた
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は複数のＣＤＲにおいて、その任意の１～５個のアミノ酸残基が他のアミノ酸（好ましく
は、保存的アミノ酸）に置換されていてもよい、前項[１０－３]記載の単離抗ＰＤ－１モ
ノクローナル抗体またはその抗体断片。
［１０－５］　配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４および配列番号５から
選択される何れか一つのアミノ酸配列からなるＶＨ、または当該ＶＨのアミノ酸配列と少
なくとも８０％、９０％、９５％、９８％もしくは９９％同一なアミノ酸配列からなるＶ
Ｈならびに配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する、前項［１０－３］または
［１０－４］記載の単離抗ＰＤ－１モノクローナル抗体またはその抗体断片。
［１０－６］　ＰＤ－１が、ヒトＰＤ－１である、前項［１０－１］～［１０－５］の何
れか一項記載の単離抗ＰＤ－１モノクローナル抗体またはその抗体断片。
［１０－７］　抗ＰＤ－１抗体が、ＩｇＧ抗体である前項［１０－１］～［１０－６］の
何れか一項記載の単離抗ＰＤ－１モノクローナル抗体またはその抗体断片。
［１０－８］　前項［１０－７］記載のＩｇＧ抗体が、ＩｇＧ１抗体またはＩｇＧ４抗体
である前項［１０－７］記載の単離抗ＰＤ－１モノクローナル抗体またはその抗体断片。
［１０－９］　前項［１０－７］記載のＩｇＧ抗体が、ＩｇＧ１抗体である前項［１０－
７］記載の単離抗ＰＤ－１モノクローナル抗体またはその抗体断片。
［１０－１０］　前項［１０－７］記載のＩｇＧ抗体が、ＩｇＧ４抗体である前項［１０
－７］記載の単離抗ＰＤ－１モノクローナル抗体またはその抗体断片。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体は、サイトカインの産生誘導が低減されてい
るため、投与後のインフュージョン・リアクションあるいはサイトカイン放出症候群の発
現が抑制され、また、ＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ１間の相互作用を許容し、自己免疫疾患の
予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療の効果の増強あるいは持続が期待でき
る。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】共通軽鎖のＶＬおよび定常領域のアミノ酸配列を示す。
【図２】共通軽鎖のＶＬの各ＣＤＲのアミノ酸配列を示す。
【図３】生殖細胞系列型Ｖ遺伝子ＩＧＨＶ７－４－１およびＩＧＨＶ３－３３によって各
々コードされるアミノ酸配列を示す。
【図４】ＰＤ－１に特異的に結合する抗体（以下、抗ＰＤ－１抗体と略記することがある
。）各クローンのＶＨと、生殖細胞系列型遺伝子ＩＧＨＶ７－４－１およびＪＨ６ｃとの
配列アラインメントを示す。図中、各クローンのアミノ酸配列中の“－”は、対応する生
殖細胞系列型遺伝子ＩＧＨＶ７－４－１あるいはＪＨ６ｃのアミノ酸配列と同一であるア
ミノ酸を表わし、アミノ酸の略字が記載されている部分は、同生殖細胞系列型遺伝子のア
ミノ酸配列と相違するアミノ酸を表わす。
【図５】抗ＰＤ－１抗体各クローンのＶＨのアミノ酸配列を示す。
【図６】抗ＰＤ－１抗体各クローンのＶＨ中の各ＣＤＲのアミノ酸配列を示す。
【図７】ＣＤ３に特異的に結合する抗体（以下、抗ＣＤ３抗体と略記することがある。）
クローンＣＤ３－２のＶＨのアミノ酸配列を示す。
【図８】抗ＣＤ３抗体クローンＣＤ３－２のＶＨ中の各ＣＤＲのアミノ酸配列を示す。
【図９】ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の各重鎖定常領域のアミノ酸配
列を示す。
【図１０】WO2005/118635に記載された抗ＣＤ３抗体クローン１５Ｃ３のＶＨのアミノ酸
配列を示す。なお、下線で示したアミノ酸は、クローンＣＤ３－１の作製においてアラニ
ンに変換される５５番目のグリシンを表わす。
【図１１】ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体各クローンのＰＤ－１および
ＣＤ３に対する結合活性を各々確認したＢｉａｃｏｒｅ測定結果を示す。
【図１２】ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体各クローンのＰＤ－１および
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ＣＤ３への同時結合性を確認したフローサイトメトリーを示す。
【図１３】ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体各クローンのＰＤ－１／ＰＤ
－Ｌ１相互作用への影響を確認したフローサイトメトリーを示す。
【図１４】活性化ヒトＴ細胞からのＩＦＮ－γ産生に対するＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性
モノクローナル抗体各クローンの作用結果を示す。なお、図中の「Ｃｔｒｌ」はコントロ
ール群を表わす。
【図１５】実験的アレルギー性脳脊髄炎マウスモデル（ＥＡＥモデル）におけるＰＤ－１
／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体各クローン（ＰＤ１－１（Ｂｉ）、ＰＤ１－２（
Ｂｉ））の治療効果を示す。
【図１６】実験的アレルギー性脳脊髄炎マウスモデルにおけるＰＤ－１／ＣＤ３二重特異
性モノクローナル抗体各クローン（ＰＤ１－３（Ｂｉ）、ＰＤ１－４（Ｂｉ））の治療効
果を示す。
【図１７】実験的アレルギー性脳脊髄炎マウスモデルにおけるＰＤ－１／ＣＤ３二重特異
性モノクローナル抗体各クローン（ＰＤ１－５（Ｂｉ）、ＰＤ１－６（Ｂｉ））の治療効
果を示す。
【図１８】ヒト末梢血単核細胞からのサイトカイン産生に対するＰＤ－１／ＣＤ３二重特
異性モノクローナル抗体各クローンの作用結果を示す。
【図１９】ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体各クローンのＰＤ－１への結
合に対するＰＤ１－５（Ｂｉ）の交差競合性を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　ＰＤ－１（Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅａｔｈ－１）は、ヒトにおいては、
ＧｅｎＢａｎｋ登録番号NP_005009で示されるアミノ酸配列から成る膜型タンパク質であ
る。本明細書において「ＰＤ－１」と記載される場合、特に限定しない限り、そのすべて
のアイソフォーム、および本発明にかかる「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」の
エピトープが保存された、それら改変体をも含むものとして使用される場合がある。本発
明において、ＰＤ－１として好ましくは、ヒトＰＤ－１である。
【００１５】
　ＣＤ３は、Ｔ細胞受容体と会合してＴ細胞受容体複合体を形成する膜型タンパク質であ
る。本明細書において「ＣＤ３」と記載される場合、特に限定しない限り、そのサブタイ
プ（ε、δ、γおよびζサブタイプ）、および本発明にかかる「ＣＤ３に特異的に結合す
る第二アーム」のエピトープが保存された、それら改変体をも含むものとして使用される
場合がある。本発明において、ＣＤ３として好ましくはＣＤ３εであり、また、ヒトＣＤ
３であり、より好ましくはヒトＣＤ３εである。
【００１６】
　本明細書において「単離」とは、宿主細胞から抽出された、複数ないし無数の成分が含
まれる夾雑物の中から同定、分離および／または精製されることにより、実質的に単一の
純粋な成分となることを意味する。
【００１７】
　本明細書において「モノクローナル抗体」とは、同一の特定の抗原に対して結合する、
実質的に均一である抗体集団から得られた抗体を意味する。
【００１８】
　本明細書において「二重特異性抗体」とは、二つの異なる抗原分子あるいはエピトープ
に対する結合特異性を一分子に備え持つ抗体を意味し、「二重特異性モノクローナル抗体
」とは、さらに、実質的に均一である抗体集団から得られた二重特異性抗体を意味する。
【００１９】
　本発明は、ＰＤ－１およびＣＤ３に各々特異的に結合することができる二重特異性抗体
（本明細書において、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体と略記することがある。）に関す
る。本発明において、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体として好ましくは、ＰＤ－１／Ｃ
Ｄ３二重特異性モノクローナル抗体であり、より好ましくは、単離ＰＤ－１／ＣＤ３二重
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特異性モノクローナル抗体であり、さらに好ましくは、単離ヒトＰＤ－１／ヒトＣＤ３二
重特異性モノクローナル抗体である。ここで、「単離ヒトＰＤ－１／ヒトＣＤ３二重特異
性モノクローナル抗体」とは、ヒトＰＤ－１とヒトＣＤ３に対する、単離された二重特異
性モノクローナル抗体を意味する。
【００２０】
　ここで、二重特異性抗体の形態には、例えば、ダイアボディ、二重特異性ｓｃ（Ｆｖ）

２、二重特異性ミニボディ、二重特異性Ｆ（ａｂ′）２、二重特異性ハイブリッド抗体、
共有結合型ダイアボディ（二重特異性ＤＡＲＴ）、二重特異性（ＦｖＣｙｓ）２、二重特
異性Ｆ（ａｂ′－ジッパー）２、二重特異性（Ｆｖ－ジッパー）２、二重特異性三鎖抗体
および二重特異性ｍＡｂ２等がある。
【００２１】
　ダイアボディとは、異なる抗原を認識するＶＨ、ＶＬ同士がペプチドリンカーで連結さ
れた一本鎖ペプチドの二量体である（Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1993), Vol. 90, No
.14: p.6444-6448参照）。
【００２２】
　二重特異性ｓｃ（Ｆｖ）２とは、異なる抗原を認識する２つの抗体の２組のＶＨ／ＶＬ
がペプチドリンカーを介して連続する一本鎖の形態で産生されるよう改変された低分子化
抗体である（J. Biological Chemistry (1994), Vol. 269: p.199-206参照）。
【００２３】
　二重特異性Ｆ（ａｂ′）２とは、異なる２つの抗原を認識する抗体のＦａｂ′断片が、
ジスルフィド結合等により共有結合した低分子化抗体である。
【００２４】
　二重特異性ミニボディとは、各々異なる抗原を認識するｓｃＦｖに抗体の定常領域ＣＨ
３ドメインが連結されるよう改変された低分子抗体断片を、そのＣＨ３ドメイン上のジス
ルフィド結合等によって共有結合した低分子化抗体である（Biochemistry (1992), Vo.31
, No.6, p.1579-1584参照）。
【００２５】
　二重特異性ハイブリッド抗体とは、異なる２つの抗原を認識する抗体の重鎖／軽鎖複合
体がジスルフィド結合等によって共有結合したインタクトな抗体である。
【００２６】
　本発明において、好ましい二重特異性抗体の形態としては、二重特異性ハイブリッド抗
体である。
【００２７】
　二重特異性ハイブリッド抗体は、例えば、ハイブリッドハイブリドーマ法（US4474893
参照）で作製されたハイブリドーマから産生させることができる。また、異なる抗原を認
識する抗体の重鎖および軽鎖を各々コードする計４種類のｃＤＮＡを哺乳動物細胞に共発
現ならびに分泌させて製造することができる。
【００２８】
　本発明において使用されるモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ法（例えば、Kohler
およびMilsteinら， Natur (1975)， Vol. 256, p.495-97、Hongoら, Hybridoma (1995),
 Vol. 14, No. 3, p.253-260、Harlowら, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spr
ing Harbor Laboratory Press (1988), Vol. 2)およびHammerlingら, Monoclonal Antibo
dies and T-Cell Hybridomas, p.563-681(Elsevier, N.Y., 1981)参照）、組換えＤＮＡ
法（例えば、US4816567参照）、ファージディスプレイ方法（例えば、LadnerらのUS52234
09、US5403484およびUS5571698、DowerらのUS5427908およびUS5580717、McCaffertyらのU
S5969108およびUS6172197およびGriffithsらのUS5885793、US6521404、US6544731、US655
5313、US6582915およびUS6593081参照）で作製することができる。
【００２９】
　抗体あるいはモノクローナル抗体は、ヒトに投与される場合には、その抗原性を低減あ
るいは消失させるために、キメラ抗体、ヒト化抗体あるいは完全ヒト型抗体の形態で作製
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することができる。
【００３０】
　「キメラ抗体」は、可変領域配列と定常領域配列が別々の哺乳動物に由来する抗体を意
味し、例えば、可変領域配列がマウス抗体に由来し、定常領域配列がヒト抗体に由来する
ものがある。キメラ抗体は、上記のハイブリドーマ法、組換えＤＮＡ法あるいはファージ
ディスプレイ方法で単離された抗体産生ハイブリドーマから、公知の手法により単離され
た抗体可変領域をコードする遺伝子を、公知の方法を用いて、ヒト由来の抗体定常領域を
コードする遺伝子に連結させ、作製することができる（例えば、CabillyらのUS4816567参
照）。
【００３１】
　「ヒト化抗体」とは、マウスのような別の哺乳動物の生殖細胞型に由来する相補性決定
領域（ＣＤＲ）配列をヒトフレームワーク配列上に移植した抗体を意味する。ヒト化抗体
の場合も、上記方法で単離された抗体産生ハイブリドーマから、公知の手法により単離さ
れた抗体ＣＤＲ領域をコードする遺伝子を、公知の方法を用いて、ヒト由来の抗体フレー
ムワーク領域をコードする遺伝子に連結させ、作製することができる（例えば、Winterの
US5225539およびUS5530101、QueenらのUS5585089号およびUS6180370参照）。
【００３２】
　「ヒト抗体」または「完全ヒト型抗体」とは、フレームワーク領域およびＣＤＲ領域か
らなる可変領域ならびに定常領域の両方ともにヒト生殖細胞型免疫グロブリン配列に由来
する抗体を意味する。本発明において使用されるヒト抗体は、ヒト抗体を産生するように
形質転換されたマウス、例えば、Ｈｕｍａｂマウス（例えば、LonbergとKayらによるUS55
45806、US5569825、US5625126、US5633425、US5789650、US5877397、US5661016、US58143
18、US5874299およびUS5770429参照）、ＫＭマウス（例えば、IshidaらのWO2002/43478参
照）、Ｘｅｎｏマウス（例えば、US5939598、US6075181、US6114598、US6150584およびUS
6162963参照）またはＴｃマウス（例えば、Tomizukaら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2
000), p.722-727参照）を用いた方法で作製することができる。また、免疫によりヒト抗
体応答が起こるように、ヒト免疫細胞を再構築したＳＣＩＤマウス（例えば、Wilsonらの
US5476996およびUS5698767参照）を用いても調製できる。さらに、本発明において使用さ
れるヒト抗体は、上記したファージディスプレイ方法でも作製することができる。
【００３３】
　本明細書において、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体の「抗体断片」とは、全長抗体の
一部であって、ＰＤ－１に対する抗原結合部分およびＣＤ３に対する抗原結合部分を有す
る抗体であり、例えば、Ｆ（ａｂ′）2などが挙げられる。ここで、抗原結合部分とは、
抗体がその抗原に結合することができる最少単位を意味し、例えば、ＶＨおよびＶＬにあ
る各々３つずつのＣＤＲとそれらＣＤＲの組合せにより目的の抗原が認識できるようＣＤ
Ｒを配置するフレームワーク領域から構成される。
【００３４】
　本明細書において、「共通軽鎖」とは、異なる２種以上の重鎖と会合し、各々の抗原に
対して結合能を示し得る軽鎖を意味する(De Wildt RMら、J. Mol. Biol. (1999), Vol. 2
85, p.895-901、De Kruifら、J. Mol. Biol. (2009), Vol. 387, p.548-58、WO2004/0096
18、WO2009/157771およびWO2014/051433)。そのような共通軽鎖として好ましくは、例え
ば、ヒトκ軽鎖ＩｇＶκ１－３９＊０１／ＩＧＪκ１＊０１（ＩＭＧＴデータベースによ
る命名法）生殖細胞系列型遺伝子によりコードされる軽鎖（以下、ＩＧＶＫ１－３９／Ｊ
Ｋ１共通軽鎖と略記することがある。）であり、より好ましくは、例えば、配列番号２６
のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号２７のアミノ酸配列からなるＶＬ－Ｃ
ＤＲ２および配列番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を含むＶＬを有する当
該軽鎖、さらに好ましくは、例えば、配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する
当該軽鎖である。また、共通軽鎖の定常領域として好ましくは、配列番号２９のアミノ酸
配列からなる軽鎖定常領域が挙げられる。本発明において使用される共通軽鎖のＶＬおよ
び定常領域の各々アミノ酸配列を図１に示し、その可変領域の各ＣＤＲのアミノ酸配列を
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図２に示す。
【００３５】
　本明細書において「アイソタイプ」とは、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ＩｇＧ）を称するものとして使用される。本発明のＰＤ
－１／ＣＤ３二重特異性抗体として好ましいアイソタイプは、ＩｇＧであり、より好まし
くはＩｇＧ１またはＩｇＧ４である。ここで、ＩｇＧ１としては、Ｆｃ受容体への結合が
消失あるいは減弱したものが好ましい。具体的には、その重鎖定常領域の任意のアミノ酸
を置換、欠損あるいは挿入することによって、Ｆｃ受容体への結合が消失あるいは減弱さ
れたＩｇＧ１抗体を得ることができる。例えば、二重特異性抗体の各々二つの重鎖定常領
域あるいはヒンジ領域上において、ＥＵナンバリングシステムによる２３５番目のロイシ
ンがグリシンに置換され、および／または２３６番目のグリシンがアルギニンに置換され
た抗体が挙げられる。また、抗体の不均一性を低減させるために、Ｃ末端のアミノ酸、例
えば、ＥＵナンバリングシステムによる４４７番目のリシンを欠損した抗体が好ましい。
さらに、二重特異性抗体がＩｇＧ４である場合、抗体分子内におけるスワッピングを抑制
するように、その重鎖定常領域の任意のアミノ酸が置換、欠損あるいは挿入した改変体が
より好ましい。例えば、ヒンジ領域に位置する、ＥＵナンバリングシステムによる２２８
番目のセリンをプロリンに置換した抗体が好ましい。なお、本明細書において、抗体の可
変領域のＣＤＲとフレームワークに割り当てられるアミノ酸位置はＫａｂａｔにしたがっ
て規定される（Sequences of Proteins of Immunological Interest（National Institut
e of Health, Bethesda, Md., (1987)および(1991)参照）。また、定常領域のアミノ酸は
Ｋａｂａｔのアミノ酸位置に準じたＥＵナンバリングシステム（Sequences of proteins 
of immunological interest, NIH Publication No. 91-3242参照）に従って表わされる。
【００３６】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体のＦｃ領域は、二つの異なる重鎖が会合し易
いように、その領域の任意のアミノ酸が置換されていてもよい。好ましい態様としては、
例えば、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖上の定常領域のＥＵ
ナンバリングシステムによる３５１番目のロイシンがリシンに置換され、かつ３６６番目
のスレオニンがリシンに置換され、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する
重鎖における定常領域中の３５１番目のロイシンがアスパラギン酸に置換され、かつ３６
８番目のロイシンがグルタミン酸に置換されたＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体が挙げら
れる。また、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖における定常領
域中のＥＵナンバリングシステムによる３５１番目のロイシンがアスパラギン酸に置換さ
れ、かつ３６８番目のロイシンがグルタミン酸に置換され、ＣＤ３に特異的に結合する第
二アームのＶＨを有する重鎖における定常領域中の３５１番目のロイシンがリシンに置換
され、かつ３６６番目のスレオニンがリシンに置換されたＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗
体も挙げられる。
【００３７】
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム
　本明細書において、「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」（以下、「第一アーム
」と略記することがある。）は、抗体あるいは抗体断片の一部に含まれるか、あるいは一
部ではなく、それ自体単体として存在するか否かにかかわらず、少なくとも、ＰＤ－１に
特異的に結合する抗体（以下、抗ＰＤ－１抗体と略記することがある。）のＶＨを含み、
ＰＤ－１に特異的に結合することができる抗体部分を意味し、例えば、このような第一ア
ームは、抗ＰＤ－１抗体のＶＨおよび当該抗ＰＤ－１抗体を構成する共通軽鎖のＶＬから
なり、さらに、第一アームには、当該ＶＨおよびＶＬを含む抗体のＦａｂ部も含まれる。
ここで、「ＰＤ－１に特異的に結合する」とは、少なくとも、１ｘ１０－５Ｍ、好ましく
は１ｘ１０－７Ｍ、より好ましくは１ｘ１０－９Ｍより高い親和性（解離定数（Ｋｄ値）
）を有する結合活性でＰＤ－１に対して直接結合することができ、少なくとも、ＣＤ２８
、ＣＴＬＡ－４およびＩＣＯＳなどの、所謂、ＣＤ２８ファミリー受容体に属するほかの
受容体メンバーには実質的に結合しない特徴として使用される。また、「ＰＤ－１に特異
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的に結合する抗体」あるいは「抗ＰＤ－１抗体」における「抗体」とは、全長抗体、すな
わち、ジスルフィド結合で連結された２つの重鎖および２つの軽鎖からなる完全長の抗体
を意味するが、好ましくは、そのモノクローナル抗体である。
【００３８】
　ここで、「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」としては、例えば、
（ａ）ＨＹＪ１ＬＨで表されるアミノ酸配列［配列中、Ｊ１は、Ｇ（グリシン）またはＡ
（アラニン）を表わし、ここで、Ｊ１が表わす、あるいはその他のアルファベットは、各
々アミノ酸の一文字略号を表わす。］からなるＶＨ－ＣＤＲ１、
（ｂ）ＷＪ２ＮＴＮＴＵ２ＮＰＴＸ２ＡＱＧＦＴＧで表されるアミノ酸配列［配列中、Ｊ
２は、Ｌ（ロイシン）またはＩ（イソロイシン）を表わし、Ｕ２は、Ｅ（グルタミン酸）
またはＧ（グリシン）を表わし、Ｘ２は、Ｆ（フェニルアラニン）またはＹ（チロシン）
を表わし、ここで、Ｊ２、Ｕ２およびＸ２が各々表わす、あるいはその他のアルファベッ
トは、各々上記と同じ意味を表わす。］からなるＶＨ－ＣＤＲ２、ならびに
（ｃ）ＧＤＪ３ＶＶＰＴＴＩＷＮＹＹＵ３Ｘ３ＭＺ３Ｖで表されるアミノ酸配列［配列中
、Ｊ３は、Ｍ（メチオニン）またはＬ（ロイシン）を表わし、Ｕ３は、Ｈ（ヒスチジン）
またはＹ（チロシン）を表わし、Ｘ３は、Ｆ（フェニルアラニン）またはＹ（チロシン）
を表わし、Ｚ３は、Ｄ（アスパラギン酸）またはＥ（グルタミン酸）を表わし、ここで、
Ｊ３、Ｕ３、Ｘ３およびＺ３が各々表わす、あるいはその他のアルファベットは、各々上
記と同じ意味を表わす。］からなるＶＨ－ＣＤＲ３を有するＶＨを有するものが挙げられ
る。
【００３９】
　ここで、好ましい「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」の態様としては、例えば
、
（１ａ）そのＶＨ－ＣＤＲ１であるＨＹＪ１ＬＨ配列中のＪ１がＧ（グリシン）を表わし
、そのＶＨ－ＣＤＲ２であるＷＪ２ＮＴＮＴＵ２ＮＰＴＸ２ＡＱＧＦＴＧ配列中のＪ２が
Ｌ（ロイシン）を、Ｕ２がＥ（グルタミン酸）を、Ｘ２がＦ（フェニルアラニン）を各々
表わし、そのＶＨ－ＣＤＲ３であるＧＤＪ３ＶＶＰＴＴＩＷＮＹＹＵ３Ｘ３ＭＺ３Ｖ配列
中のＪ３がＭ（メチオニン）を、Ｕ３がＨ（ヒスチジン）を、Ｘ３がＦ（フェニルアラニ
ン）を、Ｚ３がＤ（アスパラギン酸）を各々表わす、各々ＶＨ－ＣＤＲを有するＶＨ、
（２ａ）そのＶＨ－ＣＤＲ１であるＨＹＪ１ＬＨ配列中のＪ１がＧ（グリシン）を表わし
、そのＶＨ－ＣＤＲ２であるＷＪ２ＮＴＮＴＵ２ＮＰＴＸ２ＡＱＧＦＴＧ配列中のＪ２が
Ｉ（イソロイシン）を、Ｕ２がＧ（グリシン）を、Ｘ２がＹ（チロシン）を各々表わし、
そのＶＨ－ＣＤＲ３であるＧＤＪ３ＶＶＰＴＴＩＷＮＹＹＵ３Ｘ３ＭＺ３Ｖ配列中のＪ３

がＬ（ロイシン）を、Ｕ３がＨ（ヒスチジン）を、Ｘ３がＹ（チロシン）を、Ｚ３がＥ（
グルタミン酸）を各々表わす、各々ＶＨ－ＣＤＲを有するＶＨ、
（３ａ）そのＶＨ－ＣＤＲ１であるＨＹＪ１ＬＨ配列中のＪ１がＡ（アラニン）を表わし
、そのＶＨ－ＣＤＲ２であるＷＪ２ＮＴＮＴＵ２ＮＰＴＸ２ＡＱＧＦＴＧ配列中のＪ２が
Ｌ（ロイシン）を、Ｕ２がＥ（グルタミン酸）を、Ｘ２がＹ（チロシン）を各々表わし、
そのＶＨ－ＣＤＲ３であるＧＤＪ３ＶＶＰＴＴＩＷＮＹＹＵ３Ｘ３ＭＺ３Ｖ配列中のＪ３

がＭ（メチオニン）を、Ｕ３がＹ（チロシン）を、Ｘ３がＹ（チロシン）を、Ｚ３はＤ（
アスパラギン酸）を各々表わす、各々ＶＨ－ＣＤＲを有するＶＨ、または
（４ａ）そのＶＨ－ＣＤＲ１であるＨＹＪ１ＬＨ配列中のＪ１がＡ（アラニン）を表わし
、そのＶＨ－ＣＤＲ２であるＷＪ２ＮＴＮＴＵ２ＮＰＴＸ２ＡＱＧＦＴＧ配列中のＪ２が
Ｌ（ロイシン）を、Ｕ２がＥ（グルタミン酸）を、Ｘ２がＦ（フェニルアラニン）を各々
表わし、そのＶＨ－ＣＤＲ３であるＧＤＪ３ＶＶＰＴＴＩＷＮＹＹＵ３Ｘ３ＭＺ３Ｖ配列
中のＪ３がＭ（メチオニン）を、Ｕ３がＨ（ヒスチジン）を、Ｘ３がＦ（フェニルアラニ
ン）を、Ｚ３がＤ（アスパラギン酸）を各々表わす、各々ＶＨ－ＣＤＲを有するＶＨを有
するものが挙げられる。
【００４０】
　また、「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」の別の態様として好ましくは、例え
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ば、（１ｂ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、配列番号７のアミノ酸
配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および配列番号８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を
含むＶＨ、
（２ｂ）配列番号９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、配列番号１０のアミノ酸配
列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および配列番号１１のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３を
含むＶＨ、
（３ｂ）配列番号１２のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、配列番号１３のアミノ酸
配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および配列番号１４のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３
を含むＶＨ、
（４ｂ）配列番号１５のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、配列番号１６のアミノ酸
配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および配列番号１７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３
を含むＶＨ、ならびに
（５ｂ）配列番号１８のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、配列番号１９のアミノ酸
配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および配列番号２０のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３
を含むＶＨから選択される何れか一つのＶＨを有するものが挙げられる。
【００４１】
　さらに、本発明における、「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」には、上記（１
ａ）～（４ａ）または（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れか一つのＶＨにおける各々
のＶＨ－ＣＤＲにおいて、その任意の１～５個のアミノ酸残基が他のアミノ酸（好ましく
は、その保存的アミノ酸）に置換され、かつ、当該アミノ酸に置換されていない元の第一
アームによるＰＤ－１への結合活性と実質的に同等の結合活性を有するものも含まれる。
例えば、ＶＨ－ＣＤＲ１の場合には、１個のアミノ酸残基がその保存的アミノ酸に置換さ
れ、ＶＨ－ＣＤＲ２またはＶＨ－ＣＤＲ３の場合には、１また２個のアミノ酸残基がその
保存的アミノ酸に置換されたものが挙げられる。ここで、保存的アミノ酸による置換は、
類似する側鎖を有する残基の可換性を意味し、例えば、脂肪族側鎖を有するアミノ酸の群
においては、グリシン、アラニン、バリン、ロイシンおよびイソロイシンであり、脂肪族
ヒドロキシル側鎖を有するアミノ酸の群においては、セリンおよびトレオニンであり、ア
ミド含有側鎖を有するアミノ酸の群においては、アスパラギンおよびグルタミンであり、
芳香族側鎖を有するアミノ酸の群においては、フェニルアラニン、チロシンおよびトリプ
トファンであり、塩基性側鎖を有するアミノ酸の群においては、リシン、アルギニンおよ
びヒスチジンであり、硫黄含有側鎖を有するアミノ酸の群においては、システインおよび
メチオニンである。好ましい保存的アミノ酸による置換の例としては、バリン、ロイシン
およびイソロイシン間での置換、フェニルアラニンおよびチロシン間での置換、リシンお
よびアルギニン間での置換、アラニンおよびバリン間での置換ならびにアスパラギンおよ
びグルタミン間での置換が挙げられる。また、ここで、上記の「当該アミノ酸に置換され
ていない元の第一アームによるＰＤ－１への結合活性と実質的に同等の結合活性を有する
」とは、当該アミノ酸に置換された第一アームのＰＤ－１への結合活性が、当該アミノ酸
に置換されていない元の第一アームの結合活性の９５％以上であり、好ましくは９８％以
上であり、より好ましくは９９％以上であることを意味する。
【００４２】
　さらに、本発明における「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」には、そのＶＨに
おいて、上述の特定のアミノ酸配列を有する各ＶＨ－ＣＤＲを含み、そのＶＨのフレーム
ワークのアミノ酸配列が、特定の生殖細胞系列型遺伝子もしくはその体細胞突然変異を受
けた当該遺伝子にコードされるＶＨを有するものも含まれる。例えば、上記（１ａ）～（
４ａ）または（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れかで示されるＶＨは、生殖細胞系列
型Ｖ遺伝子がＩＧＨＶ７－４－１であって、生殖細胞系列型Ｊ遺伝子がＪＨ６ｃであるＶ
ＤＪ組換遺伝子もしくはその体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードされ得る。ここ
で、生殖細胞系列型のＶ遺伝子ＩＧＨＶ７－４－１によって各々コードされるアミノ酸配
列は、配列番号２１のアミノ酸配列に対応する（図３）。
【００４３】
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　本発明のＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨのフレームワークは、生殖細胞
系列型のＶＤＪ組換遺伝子が体細胞突然変異を受けた当該遺伝子によってコードされる場
合がある。例えば、生殖細胞系列型Ｖ遺伝子がＩＧＨＶ７－４－１である、上記（１ａ）
～（４ａ）または（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れかで示されるＶＨのＦＲ１、Ｆ
Ｒ２、ＦＲ３は、図４に示すアミノ酸位置において、ＩＧＨＶ７－４－１遺伝子がコード
するアミノ酸配列と相違するため、当該各位置において体細胞突然変異を受けている。例
えば、ＦＲ１領域については、配列番号２１のアミノ酸配列中の位置１３のリシンがグル
タミンに、位置１６のアラニンがバリンに、または位置１９のリシンがメチオニンに各々
置換されるか、あるいはそれらの任意の複数の組み合わせで置換されていてもよい。ＦＲ
２領域については、配列番号２１のアミノ酸配列中の位置３７のバリンをロイシンに置換
されてもよい。ＦＲ３領域については、配列番号２１のアミノ酸配列中の位置７７のセリ
ンがスレオニンに、位置８４のシステインがセリンもしくはアスパラギンに各々置換され
るか、あるいは任意の複数の組み合わせで置換されてもよい。また、上記（１ａ）～（４
ａ）または（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れかで示されるＶＨのＦＲ４領域につい
ては、Ｊ遺伝子ＪＨ６ｃに由来するＦＲ４領域アミノ酸配列（Ｔｒｐ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－
Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｔｈｒ＊－Ｖａｌ－Ｔｈｒ－Ｖａｌ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ）（配列番号４１
）中のリシン（Ｌｙｓ）がグルタミンもしくはアスパラギンに、および／または＊印のス
レオニン（Ｔｈｒ）がロイシンに置換されていてもよい。上記何れかのアミノ酸置換の組
み合わせを有する各々ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３およびＦＲ４も、ＰＤ－１に特異的に結合
する第一アームの機能に実質的な影響を与えず、フレームワークとして使用することがで
きる。
【００４４】
　さらに、本発明における「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」には、上述の特定
のアミノ酸配列を有する各ＣＤＲを含み、かつ、そのＶＨのＦＲのアミノ酸配列が、特定
の生殖細胞系列型遺伝子もしくはその体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードされる
ものも含まれる。例えば、そのような第一アームとして、配列番号１～５から選択される
アミノ酸配列からなるＶＨを有するものが挙げられる。
【００４５】
　さらに、そのような「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」には、例えば、配列番
号１～５から選択される何れか一つのアミノ酸配列と少なくとも８０％同一であり、好ま
しくは少なくとも９０％同一であり、より好ましくは少なくとも９５％同一であり、さら
に好ましくは少なくとも９８％同一であり、さらにより好ましくは少なくとも９９％同一
であるアミノ酸配列からなるＶＨを有し、かつ、元の第一アームのＶＨのアミノ酸配列と
の相違がＰＤ－１への結合活性に実質的に影響しないもの（以下、相同第一アームと略記
することがある。）も含まれる。ここで、アミノ酸配列に関する同一性の比較において使
用される「％同一」とは、２つの配列を整列させ、参照するアミノ酸配列（ここで、最大
のパーセントの同一性を達成するために必要な場合には、ギャップを導入した後の参照す
るアミノ酸配列）と同一であるアミノ酸配列の百分率と定義される。また、ここで、「元
の第一アームのＶＨのアミノ酸配列との相違がＰＤ－１への結合活性に実質的に影響しな
い」とは、相同第一アームのＰＤ－１への結合活性が元の第一アームの当該結合活性の９
５％以上であり、好ましくは９８％以上であり、より好ましくは９９％以上であることを
意味する。
【００４６】
　さらに別の態様において、本発明における「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」
には、（１）上記（１ａ）～（４ａ）または（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れかで
示されるＶＨあるいは配列番号１～５から選択されるアミノ酸配列からなるＶＨおよび共
通軽鎖のＶＬを有する第一アームのＰＤ－１への結合または（２）当該ＶＨおよびＶＬか
らなるＰＤ－１に特異的に結合するモノクローナル抗体の可変領域のＰＤ－１への結合に
交差競合する抗ＰＤ－１抗体の可変領域（ここで、当該可変領域は、それを構成するＶＨ
およびＶＬを含む。）を有するものも含まれ、また、ＰＤ－１への結合が、（３）上記（
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１ａ）～（４ａ）または（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れかで示されるＶＨあるい
は配列番号１～５から選択されるアミノ酸配列からなるＶＨおよび共通軽鎖のＶＬを有す
る第一アームまたは（４）当該ＶＨおよびＶＬからなるＰＤ－１に特異的に結合するモノ
クローナル抗体の可変領域により交差競合される抗ＰＤ－１抗体の可変領域を有するもの
も含まれる。ここで、「ＰＤ－１への結合に交差競合する」とは、本明細書において例示
された第一アームと同一のあるいは一部重複するエピトープに結合することによって、当
該第一アームのＰＤ－１への結合をその程度に関わらず阻害する、あるいは当該例示され
た第一アームと同一のあるいは一部重複するエピトープに結合する抗体によるＰＤ－１へ
の結合が、当該例示された第一アームによってその程度に関わらず阻害されることを意味
し、交差競合するかどうかは競合結合アッセイによって評価することができる。例えば、
ビアコア分析、ＥＬＩＳＡアッセイ、フローサイトメトリー、酵素結合免疫吸着検定法（
ＥＬＩＳＡ）、蛍光エネルギー転移測定法（ＦＲＥＴ）や蛍光微量測定技術（ＦＭＡＴ（
登録商標））を用いて判断することができる。
【００４７】
　例えば、上記（５ｂ）に示されるＶＨおよび共通軽鎖のＶＬを有する第一アームによる
ＰＤ－１への結合に交差競合するものとして、例えば、上記（１ｂ）～（４ｂ）から選択
される何れかで示されるＶＨおよび共通軽鎖のＶＬ（好ましくは、配列番号２６のアミノ
酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号２７のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ２お
よび配列番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を有するＶＬ）を有する第一ア
ーム、さらには、配列番号１～４から選択されるアミノ酸配列からなるＶＨおよび共通軽
鎖のＶＬ（好ましくは、配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬ）を有する第一アーム
が挙げられる。
【００４８】
　また、例えば、上記（１ｂ）～（４ｂ）から選択される何れかで示されるＶＨあるいは
配列番号１～４から選択されるアミノ酸配列からなるＶＨおよび共通軽鎖のＶＬを有する
第一アームによるＰＤ－１への結合に交差競合するものとして、例えば、上記（５ｂ）に
示されるＶＨおよび共通軽鎖のＶＬ（好ましくは、配列番号２６のアミノ酸配列からなる
ＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号２７のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および配列番号２
８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を有するＶＬ）を有する第一アーム、さらには
、配列番号５のアミノ酸配列からなるＶＨおよび共通軽鎖のＶＬ（好ましくは、配列番号
２５のアミノ酸配列からなるＶＬ）を有する第一アームが挙げられる。
【００４９】
　ここで、本発明における「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」として好ましくは
、上記（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れかで示されるＶＨを有する第一アームが挙
げられ、さらに、この好ましい第一アームには、上述したように、そのＶＨの各ＣＤＲに
おいて、その任意の１～５個のアミノ酸残基が他のアミノ酸（好ましくは、その保存的ア
ミノ酸）に置換され、かつ、そのアミノ酸置換がＰＤ－１への結合活性に実質的に影響し
ないものも含まれ、また、さらに、上述したように、ＶＨのフレームワークのアミノ酸配
列が、生殖細胞系列型Ｖ遺伝子ＩＧＨＶ７－４－１もしくは同Ｊ遺伝子ＪＨ６ｃまたはそ
れらの体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードされるＶＨを有するものも含まれる。
そして、当該第一アームとしてより好ましくは、配列番号１～５から選択される何れか一
つのアミノ酸配列からなるＶＨを有するものが挙げられる。
【００５０】
　さらに、本発明における「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」は、共通軽鎖のＶ
Ｌを含むものが好ましく、そのような共通軽鎖として好ましくは、例えば、ＩＧＶＫ１－
３９／ＪＫ１共通軽鎖であり、より好ましくは、例えば、配列番号２６のアミノ酸配列か
らなるＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号２７のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および配列
番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を含むＶＬを有する軽鎖であり、さらに
好ましくは、例えば、配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する軽鎖である。ま
た、共通軽鎖の定常領域として好ましくは、配列番号２９のアミノ酸配列からなる軽鎖定
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常領域が挙げられる。
【００５１】
　また、「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム」は、ＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ１との
相互作用、ＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ２との相互作用、またはそれら両相互作用を許容する
ものがより好ましい。ここで、「ＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ１との相互作用、ＰＤ－１およ
びＰＤ－Ｌ２との相互作用、またはそれら両相互作用を許容する」とは、本発明のＰＤ－
１／ＣＤ３二重特異性抗体が可溶型ＰＤ－Ｌ１またはＰＤ－Ｌ２の濃度の２０倍過剰に存
在する状況下においても、当該ＰＤ－Ｌ１とＰＤ－１との相互作用、当該ＰＤ－Ｌ２とＰ
Ｄ－１との相互作用、またはそれら両相互作用が、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性
抗体が存在しない時の当該相互作用に比べて５０％以上維持され、好ましくは７０％以上
維持され、より好ましくは８０％以上維持されることを意味する。また、「ＰＤ－１およ
びＰＤ－Ｌ１との相互作用、ＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ２との相互作用、またはそれら両相
互作用を許容する」という定義は、「ＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ１との相互作用、ＰＤ－１
およびＰＤ－Ｌ２との相互作用、またはそれら両相互作用を実質的に阻害しない」という
意味と同義で使用されることがある。
【００５２】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体を構築するために取得された抗ＰＤ－１モノ
クローナル抗体の各クローンと、それらのＶＨのアミノ酸配列およびその配列番号との対
応関係を図５に、ならびに当該抗ＰＤ－１モノクローナル抗体の各クローンのＶＨ中の各
ＣＤＲのアミノ酸配列とその配列番号との対応関係を図６に示す。
【００５３】
ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム
　本明細書において、「ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム」（以下、「第二アーム」
と略記することがある。）とは、抗体あるいは抗体断片の一部に含まれるか、あるいは一
部ではなく、それ自体単体として存在するか否かにかかわらず、少なくとも、ＣＤ３に特
異的に結合する抗体（以下、抗ＣＤ３抗体と略記することがある。）のＶＨを含み、ＣＤ
３に特異的に結合することができる抗体部分を意味し、例えば、そのような第二アームは
、抗ＣＤ３抗体のＶＨおよび当該抗ＣＤ３抗体を構成する共通軽鎖のＶＬからなり、さら
に、第二アームには、当該ＶＨおよびＶＬを含む抗体のＦａｂ部も含まれる。ここで、「
ＣＤ３に特異的に結合する」とは、少なくとも、１ｘ１０－５Ｍ、好ましくは１ｘ１０－

７Ｍ、より好ましくは１ｘ１０－９Ｍより高い親和性（解離定数（Ｋｄ値））を有する結
合活性でＣＤ３に対して直接結合することができ、他のタンパク質には実質的に結合しな
い特徴として使用される。また、「ＣＤ３に特異的に結合する抗体」あるいは「抗ＣＤ３
抗体」における「抗体」とは、全長抗体、すなわち、ジスルフィド結合で連結された２つ
の重鎖および２つの軽鎖からなる完全長の抗体を意味するが、好ましくは、そのモノクロ
ーナル抗体である。
【００５４】
　ここで、そのような「ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム」としては、例えば、
（１ｃ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ１、配列番号３８のアミノ酸
配列からなるＶＨ－ＣＤＲ２および配列番号３９のアミノ酸配列からなるＶＨ－ＣＤＲ３
を含むＶＨを有するものが挙げられる。
【００５５】
　さらに、本発明における、「ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム」には、上記（１ｃ
）のＶＨにおける各々のＣＤＲにおいて、その任意の１～５個のアミノ酸残基が他のアミ
ノ酸（好ましくは、その保存的アミノ酸）に置換され、かつ、当該アミノ酸に置換されて
いない元の第二アームによるＣＤ３への結合活性と実質的に同等の結合活性を有するもの
も含まれる。例えば、ＣＤＲ１の場合には、１個のアミノ酸残基がその保存的アミノ酸に
置換され、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の場合には、１または２個のアミノ酸残基がその保存
的アミノ酸に置換されたものが挙げられる。ここで、「当該アミノ酸に置換されていない
元の第二アームによるＣＤ３への結合活性と実質的に同等の結合活性を有する」とは、当
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該アミノ酸置換された第二アームのＣＤ３への結合活性が、当該アミノ酸に置換されてい
ない元の第二アームの結合活性の９５％以上であり、好ましくは９８％以上であり、より
好ましくは９９％以上であることを意味する。なお、第二アームの各ＶＨ－ＣＤＲにおけ
る「保存的アミノ酸による置換」には、例えば、上述の第一アームにおけるアミノ酸置換
の例が挙げられる。
【００５６】
　さらに、本発明における、「ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム」には、そのＶＨに
おいて、上述の特定のアミノ酸配列を有する各ＣＤＲを含み、そのＶＨのＦＲのアミノ酸
配列が、特定の生殖細胞系列型遺伝子もしくはその体細胞突然変異を受けた当該遺伝子に
コードされるＶＨを有するものも含まれる。例えば、上記（１ｃ）のＶＨは、生殖細胞系
列型Ｖ遺伝子がＩＧＨＶ３－３３であるＶＤＪ組換え遺伝子もしくはその体細胞突然変異
を受けた当該遺伝子にコードされる。ここで、生殖細胞系列型のＶ遺伝子ＩＧＨＶ３－３
３によってコードされるアミノ酸配列（配列番号２２）を図３に示す。
【００５７】
　さらに、本発明における「ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム」には、上述の特定の
アミノ酸配列を有する各ＣＤＲを含み、かつ、そのＶＨのＦＲのアミノ酸配列が、特定の
生殖細胞系列型遺伝子もしくはその体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードされるＶ
Ｈを有するものも含まれる。例えば、そのような第二アームとして、配列番号３６のアミ
ノ酸配列からなるＶＨを有するものが挙げられる。
【００５８】
　さらに、そのような「ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム」には、例えば、配列番号
３６のアミノ酸配列と少なくとも８０％同一であり、好ましくは少なくとも９０％同一で
あり、より好ましくは少なくとも９５％同一であり、さらに好ましくは少なくとも９８％
同一であり、さらにより好ましくは少なくとも９９％同一であるアミノ酸配列からなるＶ
Ｈを有し、かつ、元の第二アームのＶＨのアミノ酸配列との相違がＣＤ３への結合活性に
実質的に影響しないもの（以下、相同第二アームと略記することがある。）も含まれる。
ここで、「元の第二アームのＶＨのアミノ酸配列との相違がＣＤ３への結合活性に実質的
に影響しない」とは、相同第二アームのＣＤ３への結合活性が元の第二アームの当該結合
活性の９５％以上であり、好ましくは９８％以上であり、より好ましくは９９％以上であ
ることを意味する。
【００５９】
　さらに別の態様において、本発明における「ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム」に
は、（１）上記（１ｃ）で示されるＶＨまたは配列番号３６のアミノ酸配列からなるＶＨ
および共有軽鎖のＶＬを有する第二アームのＣＤ３への結合または（２）当該ＶＨおよび
ＶＬからなるＣＤ３に特異的に結合するモノクローナル抗体の可変領域のＣＤ３への結合
に交差競合する抗ＣＤ３抗体の可変領域（ここで、当該可変領域は、それを構成するＶＨ
およびＶＬを含む。）を有するものも含まれる。ここで、「ＣＤ３への結合において交差
競合する」とは、本明細書において例示された第二アームと同一のあるいは一部重複する
エピトープに結合することによって、当該第二アームのＣＤ３への結合を、その程度に関
わらず阻害することを意味する。ここで、交差競合するかどうかは、「ＰＤ－１に特異的
に結合する第一アーム」に関する説明において記載された方法に準じて、同様に測定する
ことができる。
【００６０】
　ここで、本発明における「ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム」として好ましくは、
上記（１ｃ）で示されるＶＨを有する第二アームが挙げられ、さらに、この好ましい第二
アームには、上述したように、そのＶＨの各ＣＤＲにおいて、その任意の１～５個のアミ
ノ酸残基が他のアミノ酸（好ましくは、その保存的アミノ酸）に置換され、かつ、そのア
ミノ酸置換がＣＤ３への結合活性に実質的に影響しないものも含まれ、また、さらに、上
述したように、ＶＨのフレームワークのアミノ酸配列が、生殖細胞系列型遺伝子ＩＧＨＶ
３－３３もしくはその体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードされるＶＨを有するも
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のも含まれる。そして、当該第二アームとしてより好ましくは、配列番号３６のアミノ酸
配列からなるＶＨを有するものが挙げられる。
【００６１】
　以下に、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体を構築するための抗ＣＤ３抗体の各
クローンと、それらのＶＨのアミノ酸配列およびその配列番号との対応関係を図７に、な
らびに当該抗ＣＤ３抗体の各クローンのＶＨ中の各ＣＤＲのアミノ酸配列とその配列番号
との対応関係を図８に示す。
【００６２】
　本発明における「ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム」は、共通軽鎖のＶＬを含むも
のが好ましく、そのような共通軽鎖として好ましくは、例えば、ＩＧＶＫ１－３９／ＪＫ
１共通軽鎖であり、より好ましくは、例えば、配列番号２６のアミノ酸配列からなるＶＬ
－ＣＤＲ１、配列番号２７のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および配列番号２８の
アミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を含むＶＬを有する軽鎖であり、さらに好ましくは
、例えば、配列番号２５のアミノ酸配列からなるＶＬを有する軽鎖である。また、共通軽
鎖の定常領域として好ましくは、配列番号２９のアミノ酸配列からなる軽鎖定常領域が挙
げられる。
【００６３】
　本発明における「ＣＤ３に特異的に結合する第二アーム」として好ましくは、ＣＤ３ε
に特異的に結合するものが挙げられる。
【００６４】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体として好ましいアイソタイプとしてはＩｇＧ
抗体であり、さらに好ましくは、ＩｇＧ１もしくはＩｇＧ４抗体であり、さらにより好ま
しくはＩｇＧ１抗体である。
【００６５】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体として好ましい態様としては、例えば、ＰＤ
－１に特異的に結合する第一アームが、
（Ａ）上記（１ａ）～（４ａ）または（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れかで示され
るＶＨにおける、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２およびＶＨ－ＣＤＲ３から選択される
何れか一つまたは複数のＣＤＲにおいて、各々その任意の１～５個のアミノ酸残基が他の
アミノ酸（好ましくは、その保存的アミノ酸）に置換されていてもよいＶＨ、および
（Ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号２７のアミノ酸配
列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および配列番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を
含む共通軽鎖のＶＬを有し、ならびに
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、
（Ｃ）上記（１ｃ）で示されるＶＨにおける、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２およびＶ
Ｈ－ＣＤＲ３から選択される何れか一つまたは複数のＣＤＲにおいて、各々その任意の１
～５個のアミノ酸残基が他のアミノ酸（好ましくは、保存的アミノ酸）に置換されていて
もよいＶＨ、および
（Ｄ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号２７のアミノ酸配
列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および配列番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を
含む共通軽鎖のＶＬを有することを特徴とする、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体が挙げ
られる。
【００６６】
　より好ましくは、例えば、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームが、
（Ａ）上記（１ａ）～（４ａ）または（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れか一つのＶ
Ｈ、および
（Ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号２７のアミノ酸配
列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および配列番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を
含む共通軽鎖のＶＬを有し、ならびに
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、
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（Ｃ）上記（１ｃ）で示されるＶＨ、および
（Ｄ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号２７のアミノ酸配
列からなるＶＬ－ＣＤＲ２および配列番号２８のアミノ酸配列からなるＶＬ－ＣＤＲ３を
含む共通軽鎖のＶＬを有することを特徴とする、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体が挙げ
られる。
【００６７】
　また、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体として好ましい別の態様としては、例
えば、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームが、
（Ａ）配列番号１～５から選択される何れか一つのアミノ酸配列からなるＶＨ、または当
該ＶＨのアミノ酸配列と少なくとも８０％同一であるアミノ酸配列からなるＶＨ、および
（Ｂ）配列番号２５のアミノ酸配列からなる共通軽鎖のＶＬを有し、ならびに、
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、
（Ｃ）配列番号３６のアミノ酸配列からなるＶＨ、または当該ＶＨのアミノ酸配列と少な
くとも８０％同一であるアミノ酸配列からなるＶＨ、および
（Ｄ）配列番号２５のアミノ酸配列からなる共通軽鎖のＶＬを有することを特徴とする、
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体が挙げられる。
【００６８】
　この別の態様としてより好ましくは、例えば、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アーム
が、
（Ａ）配列番号１～５から選択される何れか一つのアミノ酸配列からなるＶＨ、および
（Ｂ）配列番号２５のアミノ酸配列からなる共通軽鎖のＶＬを有し、ならびに、
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームが、
（Ｃ）配列番号３６のアミノ酸配列からなるＶＨ、および
（Ｄ）配列番号２５のアミノ酸配列からなる共通軽鎖のＶＬを有することを特徴とする、
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体が挙げられる。
【００６９】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体のうち、同抗体がＩｇＧ１抗体である場合に
は、各々二つの重鎖定常領域あるいはヒンジ領域上において、ＥＵナンバリングシステム
による２３５番目のロイシンがグリシンに置換され、および／または２３６番目のグリシ
ンがアルギニンに置換されたＩｇＧ１抗体が好ましい。さらに、それら二重特異性抗体の
重鎖Ｃ末端のアミノ酸、例えば、ＥＵナンバリングシステムによる４４７番目のリシンを
欠損した抗体がより好ましい。また、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体がＩｇＧ４抗体で
ある場合には、そのヒンジ領域に位置する、ＥＵナンバリングシステムによる２２８番目
のセリンをプロリンに置換した抗体が好ましい。
【００７０】
　さらに、これらＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体がＩｇＧ１抗体である場合に好ましい
態様としては、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖における定常
領域中のＥＵナンバリングシステムによる３５１番目のロイシンがリシンに置換され、か
つ３６６番目のスレオニンがリシンに置換され、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームの
ＶＨを有する重鎖における定常領域中の３５１番目のロイシンがアスパラギン酸に置換さ
れ、かつ３６８番目のロイシンがグルタミン酸に置換されたＩｇＧ１抗体が挙げられる。
また、ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖における定常領域中の
ＥＵナンバリングシステムによる３５１番目のロイシンがアスパラギン酸に置換され、か
つ３６８番目のロイシンがグルタミン酸に置換され、ＣＤ３に特異的に結合する第二アー
ムのＶＨを有する重鎖における定常領域中の３５１番目のロイシンがリシンに置換され、
かつ３６６番目のスレオニンがリシンに置換されたＩｇＧ１抗体も同様に好ましい。
【００７１】
　重鎖定常領域における上記したすべてのアミノ酸置換を取り入れたＰＤ－１／ＣＤ３二
重特異性ＩｇＧ１抗体の好ましい態様としては、例えば、ＰＤ－１に特異的に結合する第
一アームのＶＨを有する重鎖が、配列番号２３のアミノ酸配列からなる重鎖定常領域を有
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し、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する重鎖が、配列番号２４のアミノ
酸配列からなる重鎖定常領域を有する抗体が挙げられる。それらのアミノ酸配列を図９に
示す。
【００７２】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体の態様として最も好ましくは、本明細書実施
例８において作製された、クローンＰＤ１－１（Ｂｉ）、クローンＰＤ１－２（Ｂｉ）、
クローンＰＤ１－３（Ｂｉ）、クローンＰＤ１－４（Ｂｉ）およびクローンＰＤ１－５（
Ｂｉ）である。
【００７３】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体として好ましい特徴としては、（１）ＰＤ－
１およびＰＤ－Ｌ１との相互作用、ＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ２との相互作用、またはそれ
ら両相互作用を許容する、および／または（２）サイトカイン産生が十分に低減されたも
のが挙げられる。ここで、「ＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ１との相互作用、ＰＤ－１およびＰ
Ｄ－Ｌ２との相互作用、またはそれら両相互作用を許容する」とは、「ＰＤ－１に特異的
に結合する第一アーム」に関する説明において記載された定義と同じ意味を表わす。一方
、「サイトカイン産生が十分に低減された」とは、例えば、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二
重特異性抗体を点滴等により静脈内投与中、あるいは投与してから２４時間以内において
、例えば、血中あるいは組織中のＩＬ－２、ＩＦＮ－γおよび／またはＴＮＦ－αを含む
サイトカインの濃度が増加しないか、増加しても、ステロイド投与により抑制可能な程度
であることを意味する。
【００７４】
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体の製造および精製方法
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体およびその抗体断片は、WO2014/051433、WO2
013/157953あるいはWO2013/157954に開示された方法でも製造することができる。
【００７５】
　具体的には、（１）ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖をコー
ドするポリヌクレオチド、（２）ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する重
鎖をコードするポリヌクレオチド、および（３）共通軽鎖をコードするポリヌクレオチド
が各々挿入された発現ベクターを、哺乳動物細胞に遺伝子導入して形質転換させ、両重鎖
および共有軽鎖を共に発現ならびに分泌させて製造することができる。
【００７６】
　ここで、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体を発現する宿主細胞は、発現ベクタ
ーを遺伝子導入でき、導入された発現ベクターを発現することができるいかなる宿主細胞
でもよい。好ましくは、ＳＦ－９およびＳＦ－２１細胞のような昆虫細胞、より好ましく
は、ＣＨＯ細胞、ＢＨＫ細胞、ＳＰ２／０細胞およびＮＳ－０ミエローマ細胞を含むマウ
ス細胞、ＣＯＳおよびＶｅｒｏ細胞のような霊長類細胞、ＭＤＣＫ細胞、ＢＲＬ　３Ａ細
胞、ハイブリドーマ、腫瘍細胞、不死化した初代細胞、Ｗ１３８、ＨｅｐＧ２、ＨｅＬａ
、ＨＥＫ２９３、ＨＴ１０８０またはＰＥＲ．Ｃ６のような胚性の網膜細胞等の哺乳類細
胞が挙げられる。なお、発現システムの選択においては、抗体が適切にグリコシル化され
るように、哺乳類の細胞の発現ベクターおよび宿主を用いることがある。ヒト細胞株、好
ましくはＰＥＲ．Ｃ６は、ヒトにおけるグリコシル化パターンと一致する抗体を得るため
に有利に用いられる。
【００７７】
　発現ベクターの遺伝子導入によって形質転換された宿主細胞における蛋白質の産生は、
例えば、Current Protocols in Protein Science (1995), Coligan JE, Dunn BM, Ploegh
 HL, Speicher DW, Wingfield PT, ISBN 0-471-11184-8，Bendig, 1988を参考に実施する
ことができ、さらに、宿主細胞の培養の生産性を最大にするための一般的な指針、手順お
よび実用的な方法は、Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach (M. Butle
r, ed., IRL Press, 1991)を参考に実施できる。宿主細胞での抗体の発現は、例えば、EP
0120694、EP0314161、EP0481790、EP0523949、US4816567およびWO2000/63403などの公開
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公報に記述されている。
【００７８】
　ここで、宿主細胞の培養条件は、公知の方法により最適化でき、蛋白質の生産量を最適
化することができる。培養は、例えば、培養シャーレ、ローラーボトルもしくは反応槽の
中で、バッチ培養、流加培養、連続培養、中空糸による培養で実施できる。細胞培養によ
り、大規模かつ連続的な組み換えタンパク質の生産をするためには、細胞に懸濁液の中で
増殖させることが好ましい。また、動物もしくはヒト由来血清または動物もしくはヒト由
来の血清の構成要素がない条件下で細胞の培養をさせることが好ましい。
【００７９】
　宿主細胞で発現され、その細胞または細胞培地から公知の方法により回収された抗体は
、公知の方法を用いて精製することができる。精製方法には、免疫沈降法、遠心分離法、
ろ過、サイズ排除クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィー、陽イオンおよび／ま
たは陰イオン交換クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー等が含まれる
。さらに、プロテインＡまたはプロテインＧ親和性クロマトグラフィーが好適に用いられ
る場合がある（例えば、US4801687およびUS5151504参照）。
【００８０】
抗ＰＤ－１モノクローナル抗体
　本発明は、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体を構築するための「ＰＤ－１に特
異的に結合するモノクローナル抗体」（以下、「抗ＰＤ－１モノクローナル抗体」と略記
することがある。）およびそれらの抗体断片を含む。
【００８１】
　本発明の抗ＰＤ－１モノクローナル抗体の一態様としては、ＶＨおよび本発明における
共通軽鎖のＶＬが会合することによって、ＰＤ－１に特異的に結合することができるモノ
クローナル抗体である。ここで、「ＰＤ－１に特異的に結合する」とは、少なくとも、１
ｘ１０－５Ｍ、好ましくは１ｘ１０－７Ｍ、より好ましくは１ｘ１０－９Ｍより高い親和
性（解離定数（Ｋｄ値））を有する結合活性でＰＤ－１に対して直接結合することができ
、ＣＤ２８、ＣＴＬＡ－４およびＩＣＯＳなどの、所謂、ＣＤ２８ファミリー受容体に属
するほかの受容体メンバーには実質的に結合しない特徴として使用される。ここで、「Ｐ
Ｄ－１に特異的に結合するモノクローナル抗体」における「抗体」とは、全長抗体、すな
わち、ジスルフィド結合で連結された２つの重鎖および２つの軽鎖からなる完全長の抗体
を意味する。また、「ＰＤ－１に特異的に結合するモノクローナル抗体の断片」とは、全
長抗体の一部であって、少なくとも抗原結合部分を含む抗体であり、例えば、Ｆａｂ、Ｆ
ａｂ′、Ｆｖ、ｓｃＦｖおよびＦ（ａｂ′）２などが挙げられる。
【００８２】
　本発明の抗ＰＤ－１モノクローナル抗体としては、例えば、「ＰＤ－１に特異的に結合
する第一アーム」のＶＨを構成する上記（１ａ）～（４ａ）もしくは（１ｂ）～（５ｂ）
から選択される何れか一つのＶＨまたは配列番号１～５から選択されるアミノ酸配列から
なるＶＨおよび本明細書における共通軽鎖のＶＬを有するものが挙げられる。
【００８３】
　さらに、本発明の抗ＰＤ－１モノクローナル抗体には、上記（１ａ）～（４ａ）または
（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れか一つのＶＨにおける各々のＣＤＲにおいて、そ
の任意の１～５個のアミノ酸残基が他のアミノ酸（好ましくは、保存的アミノ酸）に置換
され、かつ、当該アミノ酸に置換されていない元のＶＨを有する抗ＰＤ－１モノクローナ
ル抗体によるＰＤ－１への結合活性と実質的に同等の結合活性を有するＶＨをもつものも
含まれる。例えば、そのＣＤＲ１の場合には、１個のアミノ酸残基が保存的アミノ酸に置
換され、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の場合には、１また２個のアミノ酸残基が保存的アミノ
酸に置換されたものが挙げられる。ここで、「当該アミノ酸に置換されていない元のＶＨ
を有する抗ＰＤ－１モノクローナル抗体によるＰＤ－１への結合活性と実質的に同等の結
合活性を有する」とは、当該アミノ酸に置換された抗ＰＤ－１モノクローナル抗体のＰＤ
－１への結合活性が、当該アミノ酸に置換されていない元のＶＨを有する抗ＰＤ－１モノ
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クローナル抗体の結合活性の９５％以上であり、好ましくは９８％以上であり、より好ま
しくは９９％以上であることを意味する。
【００８４】
　さらに、本発明の抗ＰＤ－１モノクローナル抗体には、そのＶＨにおいて、上述の特定
のアミノ酸配列を有する各ＣＤＲを含み、そのＶＨのフレームワークのアミノ酸配列が、
特定の生殖細胞系列型遺伝子もしくはその体細胞突然変異を受けた当該遺伝子にコードさ
れるＶＨを有するものも含まれ、例えば、上記の「ＰＤ－１に特異的に結合する第一アー
ム」に関する説明において挙げられた、特定の生殖細胞系列型遺伝子もしくはその体細胞
突然変異を受けた当該遺伝子にコードされる特定のＶＨなどである。
【００８５】
　さらに、本発明の抗ＰＤ－１モノクローナル抗体のうち、上記（１ａ）～（４ａ）また
は（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れか一つのＶＨにおける各々のＣＤＲを含み、そ
のＶＨのＦＲのアミノ酸配列が、特定の生殖細胞系列型遺伝子もしくはその体細胞突然変
異を受けた当該遺伝子にコードされるＶＨを有するものとしては、例えば、配列番号１～
５から選択されるアミノ酸配列からなるＶＨを有するものが挙げられる。さらに、そのよ
うな抗ＰＤ－１モノクローナル抗体には、例えば、配列番号１～５から選択される何れか
一つのアミノ酸配列と少なくとも８０％同一であり、好ましくは少なくとも９０％同一で
あり、より好ましくは少なくとも９５％同一であり、さらに好ましくは少なくとも９８％
同一であり、さらにより好ましくは少なくとも９９％同一であるアミノ酸配列からなるＶ
Ｈを有し、かつ、元のＶＨを有する抗ＰＤ－１モノクローナル抗体によるＰＤ－１への結
合活性と実質的に同等の結合活性を有するものも含まれる。ここで、「元のＶＨを有する
抗ＰＤ－１モノクローナル抗体によるＰＤ－１への結合活性と実質的に同等の結合活性を
有する」とは、当該何れか一つのアミノ酸配列からなるＶＨを有する抗ＰＤ－１モノクロ
ーナル抗体のＰＤ－１への結合活性の９５％以上であり、好ましくは９８％以上であり、
より好ましくは９９％以上であることを意味する。
【００８６】
　さらに別の態様において、本発明の抗ＰＤ－１モノクローナル抗体には、上記（１ａ）
～（４ａ）もしくは（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れか一つのＶＨまたは配列番号
１～５から選択されるアミノ酸配列からなるＶＨを有する抗ＰＤ－１モノクローナル抗体
のＰＤ－１への結合に交差競合する抗ＰＤ－１モノクローナル抗体、ならびにＰＤ－１へ
の結合が上記（１ａ）～（４ａ）もしくは（１ｂ）～（５ｂ）から選択される何れか一つ
のＶＨまたは配列番号１～５から選択される何れか一つのアミノ酸配列からなるＶＨを有
する抗ＰＤ－１モノクローナル抗体により交差競合される抗ＰＤ－１モノクローナル抗体
も含まれる。
【００８７】
　本発明の抗ＰＤ－１モノクローナル抗体の好ましい特徴としては、本発明のＰＤ－１／
ＣＤ３二重特異性抗体と同様に、ＰＤ－１およびＰＤ－Ｌ１との相互作用、ＰＤ－１およ
びＰＤ－Ｌ２との相互作用、またはそれら両相互作用を許容するものが挙げられる。
【００８８】
ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体をコードするポリヌクレオチド
　ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体をコードするポリヌクレオチドは、（１）ＰＤ－１に
特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖をコードするポリヌクレオチド、（２）
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する重鎖をコードするポリヌクレオチド
、および（３）共通軽鎖をコードするポリヌクレオチドから構成される。ここで、ＰＤ－
１に特異的に結合する第一アームのＶＨを有する重鎖をコードするポリヌクレオチドは、
ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨをコードするポリヌクレオチドおよび当該
ＶＨを有する重鎖の定常領域をコードするポリヌクレオチドから構成され、同様に、ＣＤ
３に特異的に結合する第二アームのＶＨを有する重鎖をコードするポリヌクレオチドは、
ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨをコードするポリヌクレオチドおよび当該Ｖ
Ｈを有する重鎖の定常領域をコードするポリヌクレオチドから構成される。
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【００８９】
　ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体をコードするポリヌクレオチドとは、これらＰＤ－１
／ＣＤ３二重特異性抗体を構成する部分を各々コードするポリヌクレオチドを有するもの
であればいかなるものであってもよく、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、合成ＤＮＡ、ＲＮＡ、
ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドのいずれでもよい。一つのアミノ酸をコードするコドンは１
～６種類知られており、例えば、ＰｈｅにはＴＴＴまたはＴＴＣ、ＬｅｕにはＴＴＡ、Ｔ
ＴＧ、ＣＴＴ、ＣＴＣ、ＣＴＡまたはＣＴＧ、ＩｌｅにはＡＴＴ、ＡＴＣまたはＡＴＡ、
ＭｅｔにはＡＴＧ、ＶａｌにはＧＴＴ、ＧＴＣ、ＧＴＡまたはＧＴＧ、ＳｅｒにはＴＣＴ
、ＴＣＣ、ＴＣＡまたはＴＣＧ、ＰｒｏにはＣＣＴ、ＣＣＣ、ＣＣＡまたはＣＣＧ、Ｔｈ
ｒにはＡＣＴ、ＡＣＣ、ＡＣＡまたはＡＣＧ、ＡｌａにはＧＣＴ、ＧＣＣ、ＧＣＡまたは
ＧＣＧ、ＴｙｒにはＴＡＴまたはＴＡＣ、ＨｉｓにはＣＡＴまたはＣＡＣ、ＧｌｎにはＣ
ＡＡまたはＣＡＧ、ＡｓｎにはＡＡＴまたはＡＡＣ、ＬｙｓにはＡＡＡまたはＡＡＧ、Ａ
ｓｐにはＧＡＴまたはＧＡＣ、ＧｌｕにはＧＡＡまたはＧＡＧ、ＣｙｓにはＴＧＴまたは
ＴＧＣ、ＴｒｐにはＴＧＧ、ＡｒｇにはＣＧＴ、ＣＧＣ、ＣＧＡまたはＣＧＧ、Ｓｅｒに
はＡＧＴまたはＡＧＣ、ＡｒｇにはＡＧＡまたはＡＧＧ、およびＧｌｙにはＧＧＴ、ＧＧ
Ｃ、ＧＧＡまたはＧＧＧが各々対応しているので、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体をコ
ードするポリヌクレオチドには、各アミノ酸に対応する各コドンが任意に組み合わされた
ポリヌクレオチドが含まれる。ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームのＶＨをコードす
るポリヌクレオチドとして好ましくは、例えば、クローンＰＤ１－１～ＰＤ１－５のＶＨ
を各々コードする配列番号３０～３４から選択される何れか一つの塩基配列からなるポリ
ヌクレオチドが挙げられ、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームのＶＨをコードするポリ
ヌクレオチドとして好ましくは、例えば、クローンＣＤ３－２のＶＨをコードする配列番
号４０の塩基配列からなるポリヌクレオチドが挙げられる。また、共通軽鎖の可変領域を
コードするポリヌクレオチドとして好ましくは、配列番号３５の塩基配列からなるポリヌ
クレオチドが挙げられる。
【００９０】
［医薬的用途］
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体は、自己免疫疾患または移植片対宿主病（Ｇ
ＶＨＤ）の予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療に有用である。
【００９１】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体が予防、症状進展抑制および／または治療可
能な自己免疫疾患としては、例えば、ベーチェット病、全身性エリテマトーデス、慢性円
板状エリテマトーデス、多発性硬化症（全身性強皮症、進行性全身性硬化症）、強皮症、
多発性筋炎、皮膚筋炎、結節性動脈周囲炎（結節性多発動脈炎、顕微鏡的多発血管炎）、
大動脈炎症候群（高安動脈炎）、悪性関節リウマチ、関節リウマチ、若年性特発性関節炎
、脊椎関節炎、混合性結合組織病、シェーグレン症候群、成人スティル病、血管炎、アレ
ルギー性肉芽腫性血管炎、過敏性血管炎、リウマトイド血管炎、大型血管炎、ＡＮＣＡ関
連血管炎（例えば、多発血管炎性肉芽腫症および好酸球性多発血管炎性肉芽腫症）、コー
ガン症候群、ＲＳ３ＰＥ、側頭動脈炎、リウマチ性多発筋痛症、線維筋痛症、抗リン脂質
抗体症候群、好酸球性筋膜炎、ＩｇＧ４関連疾患（例えば、原発性硬化性胆管炎、自己免
疫性膵炎など）、ギラン・バレー症候群、重症筋無力症、慢性萎縮性胃炎、自己免疫性肝
炎、非アルコール性脂肪肝炎、原発性胆汁性肝硬変、グッドパスチャー症候群、急速進行
性糸球体腎炎、巨赤芽球性貧血、自己免疫性溶血性貧血、悪性貧血、自己免疫性好中球減
少症、特発性血小板減少性紫斑病、バセドウ病（グレーブス病（甲状腺機能亢進症））、
橋本病、自己免疫性副腎機能不全、原発性甲状腺機能低下症、アジソン病（慢性副腎皮質
機能低下症）、特発性アジソン病、Ｉ型糖尿病、緩徐進行性Ｉ型糖尿病（成人潜在性自己
免疫性糖尿病）、限局性強皮症、乾癬、乾癬性関節炎、水疱性類天疱瘡、天疱瘡、類天疱
瘡、妊娠性疱疹、線状ＩｇＡ水疱性皮膚症、後天性表皮水疱症、円形脱毛症、白斑、尋常
性白斑、視神経脊髄炎、慢性炎症性脱髄性多発神経炎、多巣性運動ニューロパチー、サル
コイドーシス、巨細胞性動脈炎、筋委縮性側索硬化症、原田病、自己免疫性視神経症、特
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発性無精子症、習慣性流産、炎症性腸疾患（例えば、潰瘍性大腸炎、クローン病）、セリ
アック病、強直性脊椎炎、重症喘息、慢性蕁麻疹、移植免疫、家族性地中海熱、好酸球性
副鼻腔炎、拡張型心筋症、全身性肥満細胞症および封入体筋炎などが挙げられる。
【００９２】
　本発明において「治療」とは、例えば、ある疾患もしくはその症状を治癒させることま
たは改善させることを意味し、「予防」とは、ある疾患もしくは症状の発現を未然に防止
するあるいは一定期間遅延させることを意味し、「症状進展抑制」とは症状の進展または
悪化を抑制して病態の進行を止めることを意味する。なお、「予防」の意味には再発抑制
も含まれる。「再発抑制」とは、ある疾患もしくは症状の再発を防止または再発の可能性
を低減させることを意味する。
【００９３】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体は、通常、全身的または局所的に、非経口の
形で投与される。かかる投与方法として、具体的には、注射投与、経鼻投与、経肺投与、
経皮投与などが挙げられる。注射投与としては、例えば、静脈内注射、筋肉内注射、腹腔
内注射などが挙げられ、静脈内注射の場合には、点滴による投与が好ましい。その投与量
は、年齢、体重、症状、治療効果、投与方法、処理時間等により異なるが、通常、成人一
人当たり、一回につき、０．１μｇ／ｋｇから３００ｍｇ／ｋｇの範囲で、特に好ましく
は、０．１ｍｇ／ｋｇから１０ｍｇ／ｋｇの範囲で、一日一回から数回非経口投与される
か、または一日１時間から２４時間の範囲で静脈内に持続投与される。もちろん前記した
ように、投与量は種々の条件により変動するので、上記投与量より少ない量で十分な場合
もあるし、また範囲を越えて投与の必要な場合もある。
【００９４】
製剤
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体は、注射剤または点滴のための輸液として製
剤化されて用いられる場合、当該注射剤または輸液は、水溶液、懸濁液または乳濁液のい
ずれの形態であってもよく、また、用時に溶剤を加えることにより、溶解、懸濁または乳
濁して使用されるように、薬学的に許容できる担体とともに、固形剤として製剤化されて
いてもよい。注射剤または点滴のための輸液に使用される溶剤として、例えば、注射用蒸
留水、生理食塩水、ブドウ糖溶液および等張液（例えば、塩化ナトリウム、塩化カリウム
、グリセリン、マンニトール、ソルビトール、ホウ酸、ホウ砂、プロピレングリコール等
の溶液）等を用いることができる。
【００９５】
　ここで、薬学的に許容できる担体としては、例えば、安定剤、溶解補助剤、懸濁化剤、
乳化剤、無痛化剤、緩衝剤、保存剤、防腐剤、ｐＨ調整剤および抗酸化剤等が挙げられる
。安定剤としては、例えば、各種アミノ酸、アルブミン、グロブリン、ゼラチン、マンニ
トール、グルコース、デキストラン、エチレングリコール、プロピレングリコール、ポリ
エチレングリコール、アスコルビン酸、亜硫酸水素ナトリウム、チオ硫酸ナトリウム、エ
デト酸ナトリウム、クエン酸ナトリウム、ジブチルヒドロキシトルエン等を用いることが
できる。溶解補助剤としては、例えば、アルコール（例えば、エタノール等）、ポリアル
コール（例えば、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール等）、非イオン性界面
活性剤（例えば、ポリソルベート２０（登録商標）、ポリソルベート８０（登録商標）、
ＨＣＯ－５０等）等を用いることができる。懸濁化剤としては、例えば、モノステアリン
酸グリセリン、モノステアリン酸アルミニウム、メチルセルロース、カルボキシメチルセ
ルロース、ヒドロキシメチルセルロース、ラウリル硫酸ナトリウム等を用いることができ
る。乳化剤としては、例えば、アラビアゴム、アルギン酸ナトリウム、トラガント等を用
いることができる。無痛化剤としては、例えば、ベンジルアルコール、クロロブタノール
、ソルビトール等を用いることができる。緩衝剤としては、例えば、リン酸緩衝液、酢酸
緩衝液、ホウ酸緩衝液、炭酸緩衝液、クエン酸緩衝液、トリス緩衝液、グルタミン酸緩衝
液、イプシロンアミノカプロン酸緩衝液等を用いることができる。保存剤としては、例え
ば、パラオキシ安息香酸メチル、パラオキシ安息香酸エチル、パラオキシ安息香酸プロピ
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ル、パラオキシ安息香酸ブチル、クロロブタノール、ベンジルアルコール、塩化ベンザル
コニウム、デヒドロ酢酸ナトリウム、エデト酸ナトリウム、ホウ酸、ホウ砂等を用いるこ
とができる。防腐剤としては、例えば、塩化ベンザルコニウム、パラオキシ安息香酸、ク
ロロブタノール等を用いることができる。ｐＨ調整剤としては、例えば、塩酸、水酸化ナ
トリウム、リン酸、酢酸等を用いることができる。抗酸化剤として、例えば、（１）アス
コルビン酸、システインハイドロクロライド、重硫酸ナトリウム、メタ重亜硫酸ナトリウ
ム、亜硫酸ナトリウム等のような水溶性抗酸化剤、（２）アスコルビルパルミテート、ブ
チル化ハイドロキシアニソール、ブチル化ハイドロキシトルエン、レシチン、プロピルガ
レート、α－トコフェロール等のような油溶性抗酸化剤および（３）クエン酸、エチレン
ジアミン四酢酸、ソルビトール、酒石酸、リン酸等のような金属キレート剤等を用いるこ
とができる。
【００９６】
　注射剤または点滴のための輸液は、その最終工程において滅菌するかあるいは無菌操作
法、例えば、フィルター等で濾過して滅菌し、次いで無菌的な容器に充填することによっ
て製造することができる。また、注射剤または点滴のための輸液は、真空乾燥および凍結
乾燥による無菌粉末（薬学的に許容できる担体の粉末を含んでいてもよい。）を、適切な
溶剤に用時溶解して使用することもできる。
【００９７】
併用または配合剤
　さらに、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体は、自己免疫疾患の予防、症状進展
抑制、再発抑制および／または治療に使用される他の薬剤とともに組み合わせて使用して
もよい。本発明において、他の薬剤とともに組み合わせて使用する場合（併用）の投与形
態には、１つの製剤中に両成分を配合した配合剤の形態であっても、また別々の製剤とし
ての投与形態であってもよい。その併用により、その他の薬剤の予防、症状進展抑制、再
発抑制および／または治療効果を補完したり、投与量あるいは投与回数を維持ないし低減
することができる。本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体と他の薬剤を別々に投与す
る場合には、一定期間同時投与し、その後、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体のみあるい
は他の薬剤のみを投与してもよい。また、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体を先
に投与し、その投与終了後に他の薬剤を投与してもよいし、他の薬剤を先に投与し、その
投与終了後に本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体を後に投与してもよく、各々の投
与方法は同じでも異なっていてもよい。本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体を含む
製剤と他の薬剤を含む製剤のキットとして提供することもできる。ここで、他の薬剤の投
与量は、臨床上用いられている用量を基準として適宜選択することができる。また、他の
薬剤は任意の２種以上を適宜の割合で組み合わせて投与してもよい。また、前記他の薬剤
には、現在までに見出されているものだけでなく今後見出されるものも含まれる。
【００９８】
　例えば、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体をＩ型糖尿病の予防、症状進展抑制
、再発抑制および／または治療に適用する場合、インスリン製剤（例えば、ヒトインスリ
ン、インスリングラルギン、インスリンリスプロ、インスリンデテミル、インスリンアス
パルト等）、スルホニルウレア剤（例えば、グリベンクラミド、グリクラジド、グリメピ
リド等）、速攻型インスリン分泌促進薬（例えば、ナテグリニド等）、ビグアナイド製剤
（例えば、メトホルミン等）、インスリン抵抗性改善薬（例えば、ピオグリタゾン等）、
α－グルコシダーゼ阻害薬（例えば、アカルボース、ボグリボース等）、糖尿病性神経症
治療薬（例えば、エパルレスタット、メキシレチン、イミダプリル等）、ＧＬＰ－１アナ
ログ製剤（例えば、リラグルチド、エクセナチド、リキシセナチド等）およびＤＰＰ－４
阻害剤（例えば、シタグリプチン、ビルダグリプチン、アログリプチン等）等から選択さ
れる何れか一以上の薬剤と組み合わせて使用してもよい。
【００９９】
　また、例えば、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体を多発性硬化症の予防、症状
進展抑制、再発抑制および／または治療に適用する場合、ステロイド薬（例えば、酢酸コ
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ルチゾン、ヒドロコルチゾン、リン酸ヒドロコルチゾンナトリウム、コハク酸ヒドロコル
チゾンナトリウム、酢酸フルドロコルチゾン、プレドニゾロン、酢酸プレドニゾロン、コ
ハク酸プレドニゾロンナトリウム、ブチル酢酸プレドニゾロン、リン酸プレドニゾロンナ
トリウム、酢酸ハロプレドン、メチルプレドニゾロン、酢酸メチルプレドニゾロン、コハ
ク酸メチルプレドニゾロンナトリウム、トリアムシノロン、酢酸トリアムシノロン、トリ
アムシノロンアセトニド、デキサメタゾン、酢酸デキサメタゾン、リン酸デキサメタゾン
ナトリウム、パルミチン酸デキサメタゾン、酢酸パラメタゾン、ベタメタゾン等）、イン
ターフェロンβ－１ａ、インターフェロンβ－１ｂ、酢酸グラチラマー、ミトキサントロ
ン、アザチオプリン、シクロホスファミド、シクロスポリン、メトトレキサート、クラド
リビン、副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）、コルチコトロピン、ミゾリビン、タクロリ
ムス、フィンゴリモドおよびアレムツズマブ等から選択される何れか一以上の薬剤と組み
合わせて使用してもよい。
【０１００】
　また、例えば、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体を全身エリテマトーデスの予
防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療に適用する場合、ステロイド薬（例えば
、上記記載のステロイド薬）、免疫抑制剤（例えば、シクロスポリン、タクロリムス、フ
ィンゴリモド等）およびベリムマブから選択される何れか一以上の薬剤と組み合わせて使
用してもよい。
【０１０１】
　例えば、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体を関節リウマチの予防、症状進展抑
制、再発抑制および／または治療に適用する場合、ステロイド薬（例えば、上記記載のス
テロイド薬）、抗リウマチ薬（例えば、メトトレキサート、スルファサラジン、ブシラミ
ン、レフルノミド、ミゾリビン、タクロリムス等）あるいは抗サイトカイン薬（例えば、
インフリキシマブ、アダリムマブ、トシリズマブ、エタネルセプト、ゴリムマブおよびセ
ルトリズマブ等）およびアバタセプト等から選択される何れか一以上の薬剤と組み合わせ
て使用してもよい。
【０１０２】
　その他の自己免疫疾患の予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療に適用する
場合、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体と、上記に記載した他の薬剤の何れか一
以上と組み合わせて使用してもよい。
【０１０３】
　本発明を以下の実施例によってさらに詳しく説明するが、本発明の範囲はこれに限定さ
れない。本発明の記載に基づき種々の変更、修飾が当業者には可能であり、これらの変更
、修飾も本発明に含まれる。
【実施例】
【０１０４】
実施例１：組換えヒトＰＤ－１－Ｆｃ融合タンパクを用いたＭｅＭｏマウスへの免疫
　本発明のＰＤ－１に特異的に結合する第一アームを取得する方法として、ＭｅＭｏマウ
ス（WO2009/157771参照）に組換ヒトＰＤ－１タンパク質を免疫する方法を選択した。Ｍ
ｅＭｏマウスは、非組換ヒト重鎖Ｖ遺伝子領域、Ｄ遺伝子領域およびＪ遺伝子領域ならび
に組換ヒトκ軽鎖ＩｇＶκ１－３９＊０１／ＩＧＪκ１＊０１生殖細胞系列型遺伝子を含
む遺伝子断片が、マウス定常領域遺伝子に連結されるように遺伝子改変されたマウスであ
り、抗体の標的タンパクを直接免疫することによって、多様性を有する重鎖と共通軽鎖か
らなる抗体を産生させることができる。
【０１０５】
　１２～１６週齢の１２匹のＭｅＭｏ　ＭＳ５Ｂ／ＭＳ９マウスに、Ｇｅｒｂｕ　ａｄｊ
ｕｖａｎｔ　ＭＭ（Gerbu Biotechnik、型番#3001）を用いてエマルジョン化した、組換
ヒトＰＤ－１－Ｆｃ融合タンパク質（R&D Systems、型番1086-PD）を１４日間隔で各々免
疫した。免疫０日目、１４日目および２８日目に同組換ヒトＰＤ－１－Ｆｃ融合タンパク
質を皮下投与し、以降のタイミングでは、ＰＢＳに溶解した同組換組換ヒトＰＤ－１－Ｆ
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ｃ融合タンパク質を皮下投与した。免疫２１日目、３５日目、５６日目、７７日目および
９８日目にヒトＰＤ－１強制発現ＨＥＫ２９３Ｔ細胞株を用いたフローサイトメトリーに
より、血清中抗体価を評価した。１０００倍希釈した血清においてヒトＰＤ－１強制発現
ＨＥＫ２９３Ｔ細胞株を染色した場合、コントロールとなるヒトＰＤ－１非発現ＨＥＫ２
９３Ｔ細胞株と比較してＭＦＩ値が３倍以上増加したマウスのリンパ組織を、ファージデ
ィスプレイ・ライブラリーの構築に用いた。ライブラリー構築に進む基準を満たしたマウ
スは、抗体価の評価日から３日間、組換ＰＤ－１－Ｆｃ融合タンパク質で追加免疫し、脾
臓およびそ径リンパ節を回収した。ヒトＰＤ－１およびカニクイザルＰＤ－１に対する血
清中抗体価が１／１００以上、かつ追加免疫によって抗体価が上昇しないマウスも同様の
処置をしたのち、脾臓およびそ径リンパ節を回収した。それらのリンパ組織からＲＮＡを
抽出したのち、ｃＤＮＡ合成を行った。
【０１０６】
実施例２：ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームを有する抗ＰＤ－１抗体取得のための
ファージディスプレイ・ライブラリーの構築（タンパク免疫）
　実施例１にて調製したＤＮＡを使用して、イムノグロブリン重鎖可変領域ファミリーに
特異的なプライマーを用いてＰＣＲ反応を行った。同ＰＣＲ産物を制限酵素ＳｆｉＩＩと
ＸｈｏＩで切断した後、同制限酵素を用いて切断したＭＶ１４７３ファージミドベクター
［共通軽鎖をコードする遺伝子（ヒトκ軽鎖ＩｇＶκ１－３９＊０１／ＩＧＪκ１＊０１
生殖細胞系列型遺伝子）を含む］に挿入し、同ライブラリーを構築した。
【０１０７】
実施例３：ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームを有する抗ＰＤ－１抗体のスクリーニ
ング
　ヒトＰＤ－１－Ｆｃ融合タンパク質、ヒトＰＤ－１－Ｈｉｓタグ融合タンパク質、カニ
クイザルＰＤ－１－Ｈｉｓタグ融合タンパク質またはマウスＰＤ－１－Ｈｉｓタグ融合タ
ンパク質をコートさせたプレートを用いて、ＰＤ－１への結合性に基づいたファージセレ
クションを実施した。ヒトＰＤ－１－Ｆｃ融合タンパク質を用いた場合、ファージとイン
キュベーションする間、ヒトＩｇＧ（SIGMA、型番I4506）を添加することによって、Ｆｃ
反応性クローンを吸収した。ヒトＰＤ－１、カニクイザルＰＤ－１およびマウスＰＤ－１
に結合する結合ファージが濃縮された。カニクイザルＰＤ－１発現ＨＥＫ２９３Ｔ細胞株
でのセレクションにより、カニクイザルＰＤ－１に結合するファージが濃縮された。セレ
クションによって得られたファージで形質転換させた大腸菌株ＴＧ１のクローンを取得し
、マスタープレートを作製した。
【０１０８】
　さらに、ヒトＰＤ－１－Ｆｃ融合タンパク質を吸着させたプレート上のＰＤ－１への結
合性に基づいて、上記セレクションから得られたクローンのペリプラズム抽出物から、フ
ァージセレクションを実施した。なお、選択する基準として、陰性対照ウェル（ＰＢＳ）
で得られたシグナル（ＯＤ４５０値）に対して、３倍以上のシグナルが得られたものを陽
性クローンとした。
【０１０９】
実施例４：ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームを有する抗ＰＤ－１抗体の候補クロー
ンのＤＮＡシークエンス
　実施例３のスクリーニングによって取得された陽性クローンの重鎖可変領域遺伝子のＤ
ＮＡシークエンスを実施した。解析されたＤＮＡ配列はスーパークラスター（ＣＤＲ３が
同一の長さであって、ＣＤＲ３のアミノ酸配列が７０％以上相同である一群）とクラスタ
ー（重鎖ＣＤＲ３のアミノ酸配列が同一である一群）に分類した。９２４個のクローンが
取得され、それらは１４６種のスーパークラスターおよび１９４種のクラスターに分類さ
れた。
【０１１０】
実施例５：ＰＤ－１発現細胞に対する結合性評価によるスクリーニング
　分類された各々スーパークラスターから、以下の条件を満たす抗ＰＤ－１モノクローナ
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ル抗体クローンを選別し、単離した。
（１）ＣＤＲ領域に高頻度に体細胞突然変異が導入され、
（２）使用頻度の高いＶＨの生殖細胞系列型遺伝子を有し、および
（３）ヒトＰＤ－１－Ｆｃ融合タンパク質に対する結合性スクリーニングにおいて高いシ
グナルが得られた。
【０１１１】
　それらのペリプラズム抽出物に含まれるＦａｂフラグメントを用いて、ヒトＰＤ－１発
現ＣＨＯ－Ｓ細胞株、カニクイザルＰＤ－１発現ＣＨＯ－Ｓ細胞株に対する結合性を抗マ
ウスＩｇＧポリクローナル抗体で検出することにより評価した。評価した１１７個のクロ
ーン（１０５種のクラスター）のうち、抗ＰＤ－１モノクローナル抗体クローンＰＤ１－
１、ＰＤ１－２、ＰＤ１－３およびＰＤ１－４を含む２２個のクローンでヒトＰＤ－１発
現ＣＨＯ－Ｓ細胞株に対する結合性が認められた。
【０１１２】
実施例６：ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームを有する抗ＰＤ－１モノクローナル抗
体のアミノ酸置換体の作製
　クローンＰＤ１－１およびＰＤ１－４は、その重鎖可変領域のフレームワーク４に脱ア
ミド化モチーフ（Ａｓｎ－Ｇｌｙ）を含む。脱アミド化のリスクを低減した第一アームの
取得を目的として、この脱アミド化モチーフを変換した変異体を作製した。クローンＰＤ
１－４のＥＵナンバリングシステムによる１１９番目のアスパラギン（Ａｓｎ）が、公知
の部位特異的変異法により、グルタミンとなるよう改変されたクローンＰＤ１－５を作製
し、単離した。同クローンもヒトＰＤ－１発現ＣＨＯ－Ｓ細胞に対する結合性はクローン
ＰＤ１－４と同等であった。
【０１１３】
実施例７：ＣＤ３に特異的に結合する第二アームを有する抗ＣＤ３モノクローナル抗体の
スクリーニング
　WO2005/118635に記載された抗ＣＤ３抗体クローン１５Ｃ３のＶＨおよびＩＧＶＫ１－
３９／ＪＫ１共通軽鎖からなる抗ＣＤ３抗体クローンに基づき、さらにより荷電不均一性
が低減された安定なＣＤ３結合Ｆａｂを取得すべく、下記の方法にて、本発明の「ＣＤ３
に特異的に結合する第二アーム」を有する抗ＣＤ３抗体を取得した。
【０１１４】
　図１０に示す１５Ｃ３のＶＨのアミノ酸配列中、下線で示される５５番目グリシンをア
ラニンに変換することにより、前記抗ＣＤ３抗体クローンと同等のヒトＣＤ３結合性を有
し、かつ荷電不均一性が改善された抗ＣＤ３抗体クローンＣＤ３－１を取得した。
【０１１５】
　さらに、共通軽鎖（ＩｇＶκ１－３９＊０１／ＩＧＪκ１＊０１）とのＶＨ／ＶＬ相互
作用を改善させる複数のＣＤ３結合Ｆａｂを得るために、クローンＣＤ３－１のＶＨに基
づいて、そのアミノ酸残基が置換されたクローンＣＤ３－１のＶＨ変異体からなるＦａｂ
を複数発現するファージディスプレイ・ライブラリーを構築した。このファージライブラ
リーを、ＨＢＰ－ＡＬＬ細胞または組換ヒトＣＤ３ε－Ｆｃタンパク質を用いて、スクリ
ーニングを行った。組換ヒトＣＤ３ε－Ｆｃタンパク質に結合するファージを化学的に溶
出させ、細菌の再感染に使用した。複数の生き残った細菌コロニーを摘出した後、ファー
ジを抽出し、フローサイトメトリーによって細胞表面発現ＣＤ３への結合についてスクリ
ーニングした。ＣＤ３結合を示したすべてのファージについて、コロニーＰＣＲを行って
ＶＨをコードするｃＤＮＡを増幅させ、そのＤＮＡ配列を決定した。
【０１１６】
　その結果取得された、配列番号３６のアミノ酸配列からなるＶＨを有する抗ＣＤ３抗体
クローンＣＤ３－２は、クローンＣＤ３－１と同等のＣＤ３結合性および荷電均一性を示
した。
【０１１７】
実施例８：ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の調製
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　ＰＤ－１に特異的に結合する第一アームの各々の重鎖を発現する発現ベクターは、実施
例５にて選択した抗ＰＤ－１モノクローナル抗体クローンＰＤ１－１～ＰＤ１－５および
ＰＤ１－６の各々の重鎖可変領域をコードするＤＮＡを、ＩｇＧ１重鎖定常領域をコード
するＤＮＡに各々連結して作製した。一方、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームの重鎖
を発現する発現ベクターは、実施例７にて選択した抗ＣＤ３モノクローナル抗体クローン
でＣＤ３－２の重鎖可変領域をコードするＤＮＡを、ＩｇＧ１重鎖定常領域をコードする
ＤＮＡに連結して作製した。ここで、それらの重鎖定常領域を発現する遺伝子には、ＰＤ
－１に特異的に結合する第一アームの場合には、Ｌ３５１Ｄ／Ｌ３６８Ｅ変異（ＤＥ変異
）を有するＦｃ領域を発現するものを使用し、ＣＤ３に特異的に結合する第二アームの場
合には、Ｌ３５１Ｋ／Ｔ３６６Ｋ変異（ＫＫ変異）を有するＦｃ領域を発現するものを使
用した。これら発現ベクターには、ＩＧＶＫ１－３９／ＪＫ１共通軽鎖もともに発現する
ように、これをコードする遺伝子を含むように構築された。さらに、これらの重鎖定常領
域を発現する遺伝子には、各々、Ｆｃエフェクター活性を消失させるため、重鎖定常領域
の２３５番目ロイシンがグリシンに、２３６番目グリシンがアルギニンに置換されて発現
するように改変されており、さらに、翻訳後のプロセシングを回避するため、重鎖定常領
域Ｃ末端４４７番目のリジンが欠失するよう改変されたものを使用した。これら発現ベク
ターを、ともに、Ｆｒｅｅ　Ｓｔｙｌｅ　２９３Ｆ細胞に遺伝子導入し、培養上清中に抗
体を産生させた。培養上清を回収し、プロテインＡアフィニティークロマトグラフィーに
て処理することにより、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体である
、クローンＰＤ１－１（Ｂｉ）、クローンＰＤ１－２（Ｂｉ）、クローンＰＤ１－３（Ｂ
ｉ）、クローンＰＤ１－４（Ｂｉ）およびクローンＰＤ１－５（Ｂｉ）を各々精製した。
また、クローンＰＤ１－６（Ｂｉ）についても、同様の方法にて作製された。なお、これ
らＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体クローンは、その作製において使用さ
れた抗ＰＤ－１モノクローナル抗体クローンＰＤ１－１、ＰＤ１－２、ＰＤ１－３、ＰＤ
１－４およびＰＤ１－５ならびにＰＤ１－６に由来する、ＰＤ－１に特異的に結合する第
一アームを有する点において、それら抗ＰＤ－１モノクローナル抗体クローンに各々対応
している。
【０１１８】
実施例９：ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の結合性評価
　ヒトＩｇＧ１－Ｆｃ融合ヒトＰＤ－１細胞外領域組換タンパク質または６×Ｈｉｓタグ
融合カニクイザルＰＤ－１細胞外領域組換タンパク質を用いたＢｉａｃｏｒｅ測定にて、
実施例８において取得したＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の第一アーム
の、各ＰＤ－１組換タンパク質への結合親和性を評価した。なお、当該組換タンパク質の
固定化には、Ｓｅｒｉｅｓ　Ｓ　Ｓｅｎｓｏｒ　Ｃｈｉｐ　ＣＭ５センサーチップ（GEヘ
ルスケア、型番29-1049-88）を使用した。同様に、ヒトＩｇＧ１－Ｆｃ融合ＣＤ３δ／Ｃ
Ｄ３ε細胞外領域組換タンパク質を用いたＢｉａｃｏｒｅ測定にて、同抗体の第二アーム
のＣＤ３結合親和性を評価した。各クローンの第一アームのＰＤ－１への結合親和性（Ｋ
ｄ値）ならびに第二アームのＣＤ３δ／ＣＤ３εへの結合親和性を図１１に示す。
【０１１９】
実施例１０：ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の結合性確認
　実施例８において取得したＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体がＰＤ－１
およびＣＤ３に同時に各々特異的に結合することを確認した。
【０１２０】
　まず、ヒトＣＤ３を発現しているヒトＰＤ－１欠損Ｊｕｒｋａｔ細胞株（ヒトＴ細胞株
）に対して、クローンＰＤ１－１（Ｂｉ）～ＰＤ１－６（Ｂｉ）を各々添加し、氷上にて
１５分間インキュベートした。細胞を洗浄した後、３倍量のビオチン標識した可溶性ＰＤ
－１組換タンパク質（R&D systems、型番1086-PD-050）を添加し、氷上にて１５分間イン
キュベートした。細胞を洗浄した後、Alexa Fluor 488標識ストレプトアビジン（BioLege
nd、型番405235）１．２５μg／ｍＬを１００μＬ添加して氷上にて１５分間インキュベ
ートした。細胞を洗浄した後、フローサイトメトリーにて可溶性ＰＤ－１組換タンパク質
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の結合量を評価した。当該アッセイの結果を図１２に示す。
【０１２１】
　いずれのクローンもＰＤ－１およびＣＤ３に同時に結合した。なお、この実験系での非
特異的結合は検出されなかった。
【０１２２】
実施例１１：ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の第一アームの結合特性評
価
　実施例８において取得したＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の第一アー
ムのＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１結合への影響を評価するため、同二重特異性モノクローナル抗
体クローンと可溶性ＰＤ－Ｌ１組換タンパク質のＰＤ－１への結合に関する競合結合アッ
セイを行った。まず、ヒトＰＤ－１発現ＣＨＯ－Ｓ細胞株に対してクローンＰＤ１－１（
Ｂｉ）～ＰＤ１－６（Ｂｉ）を各々添加し、氷上にて３０分間インキュベートした。さら
に、１／２０量のビオチン標識した可溶性ＰＤ－Ｌ１組換タンパク質（R&D systems，型
番156-B7-100）を添加し、氷上にて３０分間インキュベートした。細胞を洗浄した後、Ｐ
Ｅ標識ストレプトアビジン（BD Pharmingen，型番554061）を添加して氷上にて３０分間
インキュベートした。細胞を洗浄した後、フローサイトメトリーにて可溶性ＰＤ－Ｌ１組
換タンパク質の結合量を評価した。その結果を図１３に示す。
【０１２３】
　クローンＰＤ１－１（Ｂｉ）～ＰＤ１－５（Ｂｉ）は、可溶性ＰＤ－Ｌ１組換タンパク
質に対して２０倍量存在しているにも拘わらず、ＰＤ－１に対する可溶性ＰＤ－Ｌ１組換
タンパク質の結合を許容した。一方、ＰＤ１－６（Ｂｉ）は、同条件でＰＤ－１に対する
可溶性ＰＤ－Ｌ１組換タンパク質の結合を完全に阻害した。
【０１２４】
実施例１２：ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の活性化ＣＤ４　Ｔ細胞に
対するｉｎ　ｖｉｔｒｏ抑制作用
　健常人末梢血由来ＣＤ４陽性Ｔ細胞（LONZA、型番2W-200）（ヒトＴ細胞）を用いて、
活性化Ｔ細胞からのＩＦＮ－γ産生に対する抑制作用を評価した。抗ヒトＴＣＲＶβ８抗
体（Thermo Scientific，型番TCR1750）を固相化した細胞培養プレートにヒトＴ細胞を播
種し、抗ヒトＣＤ２８抗体（BioLegend、型番302923）を添加して、７２時間、活性化処
置を行った。次に、この活性化処置を行ったヒトＴ細胞を１００Ｕｎｉｔｓ／ｍＬ　ヒト
ＩＬ－２（R&D systems、型番202-IL）を含む新鮮培地で一晩培養した。さらに、回収し
たヒトＴ細胞を、抗ヒトＴＣＲＶβ８抗体を固相化した別の細胞培養プレートに播種して
、同様に抗ヒトＣＤ２８抗体を添加し、再度、活性化処置を行った。その際、クローンＰ
Ｄ１－１（Ｂｉ）～ＰＤ１－６（Ｂｉ）を各々添加した後、再活性化処置９６時間後の培
養上清中に含まれるＩＦＮ－γをＥＬＩＳＡ法にて定量（ｐｇ／ｍＬ）した。その結果を
図１４に示す。クローンＰＤ１－１（Ｂｉ）～ＰＤ１－５（Ｂｉ）について、ＩＦＮ－γ
産生抑制作用が確認された。クローンＰＤ１－６（Ｂｉ）については、その抑制作用が他
のクローンに比べ減弱している傾向が認められた。なお、コントロール抗体は、非特異的
な抗体として、第一アームの取得法と同様の手法を用いて、破傷風トキソイドを免疫して
取得した抗体を用いた。
【０１２５】
実施例１３：ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の実験的アレルギー性脳脊
髄炎マウスモデル（ＥＡＥモデル）におけるｉｎ　ｖｉｖｏ作用
　ＣＤ３εおよびＰＤ－１の各遺伝子を、ヒトＣＤ３εおよびヒトＰＤ－１遺伝子に各々
置換したヒトＣＤ３ε／ヒトＰＤ－１ノックインＣ５７ＢＬ／６マウスを用いたＥＡＥモ
デルにおいて、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体のｉｎ　ｖｉｖ
ｏ作用を評価した。結核死菌Ｈ３７Ｒａ（BD Biosciences、型番231141）と不完全フロイ
ントアジュバント（BD Biosciences、型番263910）を混合して、４ｍｇ／ｍＬの結核死菌
Ｈ３７Ｒａを含む完全フロイントアジュバント（ＣＦＡ）を調製した。１ｍｇ／ｍＬのＭ
ＯＧペプチド（ANASPEC、型番AS-60130）と等量のＣＦＡを混合してエマルジョンを調製
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し、ＥＡＥモデルの惹起剤とした。２００μＬの当該惹起剤を当該Ｃ５７ＢＬ／６マウス
尾根部に皮下投与し、その免疫処置当日および２日目に、各々２００μＬの１μｇ／ｍＬ
百日咳毒素（SIGMA-ALDRICH、型番P7208）を尾静脈内投与した。次に、当該Ｃ５７ＢＬ／
６マウスに、クローンＰＤ１－１（Ｂｉ）～ＰＤ１－６（Ｂｉ）を、免疫処置６日目およ
び７日目に、各々２ｍｇ／ｋｇの投与量で１日１回腹腔内投与した。免疫処置日以降、神
経症状を大貫らの方法に準じて評価した（Onuki M，et al., Microsc Res Tech 2001;52:
731-9.）。神経症状の程度をスコア化し（正常：スコア０；尾弛緩：スコア１；後肢部分
麻痺：スコア２；後肢麻痺：スコア３；前肢麻痺：４および瀕死または死亡：スコア５）
、複数の神経症状が認められる場合は高い値を評価日の神経症状スコアとして採用した。
なお、死亡例は試験終了まで神経症状スコアを５とした。図１５～１７にその評価結果を
示す。なお、ヒトＣＤ３ε／ヒトＰＤ－１ノックインＣ５７ＢＬ／６マウスは、Genesis.
 2009 Jun;47(6):414-22に記載された方法に準じて作製されたヒトＣＤ３εノックインマ
ウスおよびヒトＰＤ－１ノックインマウスを、公知の方法により交配させることによって
作製した。
【０１２６】
　クローンＰＤ１－１（Ｂｉ）～ＰＤ１－５（Ｂｉ）は、ＥＡＥモデルにおいて神経症状
の発症を顕著に抑制したが、クローンＰＤ１－６（Ｂｉ）は顕著な抑制効果を示さなかっ
た。
【０１２７】
実施例１４：ヒト末梢血単核細からのサイトカイン放出に対する、ＰＤ－１／ＣＤ３二重
特異性モノクローナル抗体のｉｎ　ｖｉｔｒｏ作用の評価
　ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体のサイトカイン放出活性を解析するこ
とを目的として、本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体クローンまた
は特許文献３に開示されたＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性ｓｃＤｂ（Ｊ１１０×ＵＣＨＴ１
）のヒト末梢血単核細胞（以下、ヒトＰＢＭＣ）への添加実験を行った。ヒトＰＢＭＣ（
LONZA、型番CC-2702）に、ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体の各クローン
およびＪ１１０×ＵＣＨＴ１を各々３０μｇ／ｍＬおよび１０μｇ／ｍＬとなるよう添加
し、２４時間の培養を行った。培養２４時間後の培養上清中に含まれるＩＬ－２をマルチ
プレックスイムノアッセイ（BIO-RAD、型番M50000007A）にて定量した。その結果を図１
８に示す。なお、図中のＩＬ－２産生量（ｐｇ／ｍＬ）は、平均値±標準誤差（Ｎ＝３）
で示した。
【０１２８】
　Ｊ１１０×ＵＣＨＴ１はＩＬ－２産生を顕著に誘導したのに比べ、ＰＤ－１／ＣＤ３二
重特異性モノクローナル抗体各クローンによるＩＬ－２産生は低いものであった。
【０１２９】
実施例１５：ＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体各クローンのＰＤ－１への
結合に対するＰＤ１－５（Ｂｉ）の交差競合性の評価
　実施例８において取得したＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性モノクローナル抗体各クローン
ＰＤ１－１（Ｂｉ）～ＰＤ１－５（Ｂｉ）のＰＤ－１への結合に対するＰＤ１－５（Ｂｉ
）の交差競合性を評価するため、競合結合アッセイを行った。
【０１３０】
　まず、ヒトＰＤ－１発現ＣＨＯ－Ｓ細胞株に対してクローンＰＤ１－５（Ｂｉ）を添加
し、氷上にて２０分間インキュベートした。さらに、添加されたクローンＰＤ１－５（Ｂ
ｉ）に対して１／１００量のビオチン標識したクローンＰＤ１－１（Ｂｉ）～ＰＤ１－５
（Ｂｉ）を各々添加し、氷上にて２０分間インキュベートした。細胞を洗浄した後、ＰＥ
標識ストレプトアビジン（BD Pharmingen，型番554061）を添加して氷上にて２０分間イ
ンキュベートした。細胞を洗浄した後、フローサイトメトリーにてビオチン標識したクロ
ーンＰＤ１－１（Ｂｉ）～ＰＤ１－５（Ｂｉ）の結合量を評価した。その結果を図１９に
示す。
【０１３１】
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　ＰＤ１－５（Ｂｉ）は、クローンＰＤ１－１（Ｂｉ）～ＰＤ１－４（Ｂｉ）のＰＤ－１
への結合を阻害し、同クローンが、それらのＰＤ－１への結合に対して交差競合すること
が示された。
【産業上の利用可能性】
【０１３２】
　本発明のＰＤ－１／ＣＤ３二重特異性抗体またはその抗体断片は、自己免疫疾患または
移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）の予防、症状進展抑制、再発抑制および／または治療に有用
である。
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