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(57)【要約】
　Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤（例えば、ＣＴＬＡ
－４、ＰＤ－Ｉなど）とともに、ＩＣＯＳに対するアゴ
ニストが、本明細書において示され、腫瘍の治療に有用
である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤及びＩＣＯＳに対するアゴニストを含む組成物を同時
又は連続的に患者に投与することを含む、患者において癌を治療する方法。
【請求項２】
　前記Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤が、遮断抗ＣＴＬＡ－４抗体、遮断抗ＰＤ－１抗
体、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＩＣＯＳに対するアゴニストが抗ＩＣＯＳ抗体である、請求項１又は２に記載の方
法。
【請求項４】
　前記ＩＣＯＳに対するアゴニストがＩＣＯＳリガンドである、請求項１又は２に記載の
方法。
【請求項５】
　前記ＩＣＯＳリガンドが可溶性である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記ＩＣＯＳリガンドが細胞の表面に発現される、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
　前記細胞が腫瘍細胞である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記腫瘍細胞が放射線照射される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記腫瘍細胞が前記患者から外科的に取り出された、請求項７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般に、ＩＣＯＳ刺激と併せて、Ｔ細胞抑制受容体遮断を用いた癌治療の方
法及び組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　最適なＴ細胞活性化には、Ｔ細胞受容体及び共刺激分子を通した同時性のシグナルを必
要とする。プロトタイプの共刺激分子であるＣＤ２８は、そのリガンドであるＢ７－１及
びＢ７－２と相互に作用して、初期のＴ細胞プライミングで重要な役割を果たす。Ｓｈａ
ｒｐｅら，Ｎａｔ．　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２：２０３－２０９　（２００２）
。ＣＤ２８により媒介されるＴ細胞増殖は、直近に活性化されたＴ細胞の増殖を弱める、
別のＢ７－１、２対抗受容体、細胞傷害性Ｔリンパ球抗原４（ＣＴＬＡ－４）によって妨
害される。Ｋｒｕｍｍｅｌら，Ｊ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．　１８３：２５３３－２５４０
　（１９９６）；Ｌｅａｃｈら，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７１：１７３４－１７３６　（１９
９６）。ＣＤ２８及びＣＴＬＡ－４発現の時間的調節は、活性化と抑制シグナルとの間の
バランスを維持し、自己免疫の発達を防ぐ一方で、有効な免疫応答の発達を確かなものに
する。ＣＴＬＡ－４により媒介される抑制シグナルの遮断は、Ｔ細胞応答を高め、腫瘍拒
絶を誘起することが、多くの動物モデルで示されてきており、ヒトＣＴＬＡ－４に対する
モノクローナル抗体は、例えば転移性疾患を持つ患者の一部での永続的で完全な反応など
、進行中のヒトの臨床試験において適度な成功をみてきた。例えば、Ｋｏｒｍａｎら，Ａ
ｄｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　９０：２９７－３３９　（２００６）を参照のこと。
【０００３】
　更なるＣＤ２８及びＢ７ファミリーのメンバーであるＰＤ－１（プログラム死－１）、
ＰＤ－Ｌ１（プログラム死リガンド－１又はＢ７－Ｈ１）、及びＰＤ－Ｌ２（Ｂ７－ＤＣ
）の同定及び特徴付けは、ヒトにおけるＴ細胞活性化及び末梢寛容のプロセスに更なる複
雑さを加えた。Ｂ７－１、２／ＣＴＬＡ－－４相互作用と同様に、ＰＤ‐Ｌ１及びＰＤ－
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Ｌ２とのＰＤ－１の相互作用は、中枢性及び末梢性免疫応答を下方制御する。Ｆｉｆｅら
，Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｒｅｖ．　２２４：１６６－８２　（２００８）。従って、ＣＴＬ
Ａ－４のように、ＰＤ－１の抗体に基づく遮断もまた、ヒトの癌治療の臨床試験において
研究されつつある。例えば、Ｂｅｒｇｅｒら，Ｃｌｉｎ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．１４
：３０４４－３０５１　（２００８）を参照のこと。それでもなお、ＣＴＬＡ－４と同様
に、改善された治療法がいまなお必要とされている。
【０００４】
　誘導可能な共刺激分子（ＩＣＯＳ）は、構造上ＣＤ２８及びＣＴＬＡ－４に関連した、
Ｔ細胞に特有の表面分子である。Ｈｕｔｌｏｆｆら，Ｎａｔｕｒｅ　３９７：２６３－２
６６　（１９９９）；Ｄｏｎｇら，Ｎａｔｕｒｅ　４０９：９７－１０１　（２００１）
。初期には、免疫応答におけるＩＣＯＳの役割は、Ｔｈ２サイトカインの産生に強くかか
わり、ＩＣＯＳを発現するＴ細胞は免疫反応応答を抑制する役割をしている可能性が示唆
されていた。ＩＣＯＳ欠損マウスは、Ｔｈ２サイトカインインターロイキン１０の産生の
減少を示し、調節性Ｔ細胞によるＩＬ－１０産生は、エフェクターＴ細胞応答の細胞外部
からの抑制と関連付けられてきた。Ｙｏｓｈｉｎａｇａら，Ｎａｔｕｒｅ　４０２：８２
７－８３２　（１９９９）；Ｋｏｈｙａｍａら，米国科学アカデミー紀要（Ｐｒｏｃ．　
Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ）　１０１　：４１９２－９７　（２００４）
。しかしながら、これに反して、より最近のデータでは、ＩＣＯＳを発現するＴ細胞は、
自己免疫反応にもかかわっている可能性が示唆され、膀胱癌患者でのＣＴＬＡ－４遮断は
、ＣＤ４+Ｔ細胞上のＩＣＯＳ発現を増加し、次にその細胞が細胞ＩＦＮガンマを産生し
、腫瘍抗原を認識することが示された。Ｙｕら，Ｎａｔｕｒｅ　４５０：２９９－３０３
　（２００７）；Ｌｉａｋｏｕら，米国科学アカデミー紀要（Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　
Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ）　１０５：１４９８７－９９２　（２００８）。更に、
ＩＣＯＳは、エフェクターメモリー及び調節性Ｔ細胞双方の生存の増加にも関連すること
が分かり、その機能的な関連が、調節性Ｔ細胞に限定されないことが示されてきている。
Ｂｕｒｍｅｉｓｔｅｒら，Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１８０：７７４－７８２　（２００８
）。従って、Ｔ細胞活性化プロセスにおけるＩＣＯＳシグナル伝達の生理的役割は、いま
なお解明の途中にある。この継続する不確定さが故に、癌治療においてＩＣＯＳシグナル
伝達を調節することの潜在的な効果は、現在のところ知られていない。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、細胞抑制受容体遮断とともにＩＣＯＳ作動薬を同時に投与することで、遮断
の抗腫瘍効果を更に高めることができることを示すことによって、癌の進行又は癌の治療
におけるＩＣＯＳシグナル伝達の役割を明らかにする。従って、癌の治療にＴ細胞抑制受
容体（例えばＣＴＬＡ－４及び／又はＰＤ－１）の遮断と作動薬により誘発されたＩＣＯ
Ｓシグナル伝達とを組み合わせる組成物及び方法が提供される。機能活性化ＩＣＯＳ抗体
及びＩＣＯＳ－リガンド－発現ワクチンが、対象の組成物及び方法の使用に提供される。
【図面の簡単な説明】
【０００６】
【図１】図１は、抗ＣＤ３抗体が存在する場合又は存在しない場合における、ネズミＣＤ
４+Ｔ細胞への抗ＩＣＯＳ抗体（７Ｅ．１７Ｇ又はＣ３９８．４）のアゴニスト効果を示
す。
【図２】図２は、３週間後の未治療の動物又は抗ＣＴＬＡ－４抗体で治療された動物にお
ける、腫瘍容積（ｍｍ3；ｙ軸）とパーセント（％）ＣＤ４+Ｆｏｘｐ３-細胞によるＩＣ
ＯＳ発現（ｘ軸）との逆の相関を示す。
【図３】図３は、Ｂ１６腫瘍をもつ、未治療のＩＣＯＳ+／ＩＣＯＳＬ+動物、ＧＶＡＸ及
び抗ＣＴＬＡ－４抗体（９Ｈ１０）で治療されたＩＣＯＳ+／ＩＣＯＳＬ+-動物、未治療
のＩＣＯＳ-／ＩＣＯＳＬ+動物、ＧＶＡＸ及び抗ＣＴＬＡ－４抗体（９Ｈ１０）で治療さ
れたＩＣＯＳ-／ＩＣＯＳＬ+動物、未治療のＩＣＯＳ+／ＩＣＯＳＬ-動物、及びＧＶＡＸ
及び抗ＣＴＬＡ－４抗体（９Ｈ１０）で治療されたＩＣＯＳ+／ｌＣＯＳＬ-動物の生存率
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を示す。
【図４】図４は、ＧＶＡＸ及び抗ＣＴＬＡ－４抗体（αＣＴＬＡ４）で治療された動物、
又はＧＶＡＸ、抗ＣＴＬＡ－４抗体（αＣＴＬＡ４）及び抗ＩＣＯＳ抗体（αＩＣＯ）で
治療された動物における、腫瘍抗原投与後０～５０日（ｘ軸）での腫瘍サイズ（ｍｍ3；
ｙ軸）を示す。
【図５】図５は、未治療、ＧＶＡＸ及び抗ＣＴＬＡ－４抗体で治療された、又はＧＶＡＸ
、抗ＣＴＬＡ－４抗体及び抗ＩＣＯＳ抗体で治療されたＢ１６　ＢＬ６腫瘍をもつ動物に
おける生存率を示す。
【図６】図６は、未治療、ＧＶＡＸ及び抗ＩＣＯＳ（７Ｅ．１７Ｇ９）抗体で治療された
、ＧＶＡＸ及び抗ＰＤ－Ｌ１抗体（１０Ｆ．９Ｇ２）で治療された、又はＧＶＡＸ及び抗
ＰＤ－Ｌ１抗体及び抗ＩＣＯＳ抗体で治療されたＢ１６／ＢＬ６腫瘍をもつ動物における
生存率を示す。
【図７】図７は、ＧＶＡＸ及びＴｈｙ１．１（Ｂ１６－Ｔｈｙ１．１）を発現するように
形質導入されたＢ１６／ＢＬ６細胞又は膜に結合したＩＣＯＳＬ（Ｂ１６－ｍＩＣＯＳＬ
）を発現するように形質導入されたＢ１６／ＢＬ６細胞で治療された動物の、各々の動物
の個々の腫瘍増殖曲線（左列）、各治療群における平均腫瘍容積（右上隅）、及び各治療
群の生存曲線（右下隅）を示す。個々の腫瘍増殖曲線中の数字は、実験終了時での、腫瘍
のないマウスに対するパーセンテージを指す。生存曲線に関して、マウスは、腫瘍容積が
３００ｍｍ3に到達したとき、死亡とみなされた。
【図８】図８は、ＧＶＡＸ及び抗ＣＴＬＡ－４抗体（９Ｈ１０）のみで治療された動物又
は膜に結合したＩＣＯＳＬ（ｍＩＣＯＳＬ）を発現するように形質導入されたＢ１６／Ｂ
Ｌ６細胞と組み合わせて治療された動物の、各々の動物の個々の腫瘍増殖曲線（左列）、
各治療群における平均腫瘍容積（右上角）、及び各治療群の生存曲線（右下角）を示す。
個々の腫瘍増殖曲線中の数字は、実験終了時での、腫瘍のないマウスに対するパーセンテ
ージを指す。生存曲線に関して、マウスは、腫瘍容積が３００ｍｍ3に到達したとき、死
亡とみなされた。
【図９】図９は、Ｔｈｙ１．１（Ｂ１６－Ｔｈｙ１．１）を発現するように形質導入され
たＢ１６／ＢＬ６細胞で、抗ＣＴＬＡ－４抗体（９Ｈ１０）の存在又は非存在下において
、未治療又は治療されたマウス、若しくは膜に結合するＩＣＯＳＬ（Ｂ１６－ｍＩＣＯＳ
Ｌ）を発現するように形質導入されたＢ１６／ＢＬ６細胞で、抗ＣＴＬＡ－４抗体（９Ｈ
１０）の存在又は非存在下において、未治療又は治療されたマウスにおける、１回目のＢ
１６／ＢＬ６の実験からの個々の腫瘍増殖曲線示す。数字は、実験終了時の腫瘍のないマ
ウスのパーセンテージを表す。
【図１０】図１０は、Ｔｈｙ１．１（Ｂ１６－Ｔｈｙ１．１）を発現するように形質導入
されたＢ１６／ＢＬ６細胞で、抗ＣＴＬＡ－４抗体（９Ｈ１０）の存在又は非存在下にお
いて、未治療又は治療されたマウス、若しくは膜に結合するＩＣＯＳＬ（Ｂ１６－ｍＩＣ
ＯＳＬ）を発現するように形質導入されたＢ１６／ＢＬ６細胞で、抗ＣＴＬＡ－４抗体（
９Ｈ１０）の存在又は非存在下において、未治療又は治療されたマウスにおける、２回目
のＢ１６／ＢＬ６の実験からの個々の腫瘍増殖曲線示す。数字は、実験終了時の腫瘍のな
いマウスのパーセンテージを表す。
【図１１】図１１は、Ｔｈｙ１．１（Ｂ１６－Ｔｈｙ１．１）を発現するように形質導入
されたＢ１６／ＢＬ６細胞で、抗ＣＴＬＡ－４抗体（９Ｈ１０）の存在又は非存在下にお
いて、未治療又は治療されたマウス、若しくは膜に結合するＩＣＯＳＬ（Ｂ１６－ｍＩＣ
ＯＳＬ）を発現するように形質導入されたＢ１６／ＢＬ６細胞で、抗ＣＴＬＡ－４抗体（
９Ｈ１０）の存在又は非存在下において、未治療又は治療されたマウスにおける、Ｂ１６
／ＢＬ６の各治療群の生存曲線を示す。
【図１２Ａ】図１２Ａは、膜に結合するＩＣＯＳＬ（Ｂ１６－ｍＩＣＯＳＬ）を発現する
ように形質導入されたＢ１６／ＢＬ６細胞及び／又は抗ＣＴＬＡ－４抗体（９Ｈ１０）で
未治療又は治療されたマウスにおける、Ｂ１６／ＢＬ６の平均腫瘍増殖曲線を示す。
【図１２Ｂ】図１２Ｂは、膜に結合するＩＣＯＳＬ（Ｂ１６－ｍＩＣＯＳＬ）を発現する
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ように形質導入されたＢ１６／ＢＬ６細胞及び／又は抗ＣＴＬＡ－４抗体（９Ｈ１０）で
未治療又は治療されたマウスにおける、Ｂ１６／ＢＬ６の各治療群の生存曲線を示す。生
存曲線に関して、マウスは、腫瘍容積が３００ｍｍ3に到達したとき、死亡とみなされた
。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
　本明細書において記載されるのは、例えばＩＣＯＳリガンド又はアゴニスト抗体を介す
るようなＩＣＯＳにより媒介される、シグナル伝達の刺激は、Ｔ細胞抑制受容体に対する
遮断剤、例えばＣＴＬＡ－４及びＰＤ－１などの抗癌効果を高めるとういう発見である。
したがって、本明細書において提供されるのは、Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤及びＩ
ＣＯＳ刺激剤を含む組成物、及び癌を患う患者を治療するためにそのような組成物を使用
する方法である。
【０００８】
　Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤／ＩＣＯＳに対する刺激剤
【０００９】
　誘導可能なＴ細胞共刺激分子（ＩＣＯＳ）は、「ＡＩＬＩＭ」、「ＣＤ２７８」、及び
「ＭＧＣ３９８５０」としても知られている。ＩＣＯＳの全ｃＤＮＡ配列は、ＧＥＮＢＡ
ＮＫ登録番号ＮＭ＿０１２０９２．３を有し、ヒトＩＣＯＳのアミノ酸配列は、ＧＥＮＢ
ＡＮＫ登録番号ＮＰ＿０３６２２４を有する。ＩＣＯＳは、ＣＤ２８及びＣＴＬＡ－４細
胞表面受容体ファミリーに属する。それは、ホモ二量体を形成し、細胞間シグナル伝達、
免疫応答、及び細胞増殖の調節において重要な役割を果たしている。しかしながら、抗癌
反応を媒介することにおけるＩＣＯＳシグナル伝達の役割は、現在のところ分かっていな
い。
【００１０】
　ＩＣＯＳリガンド（ＩＣＯＳＬ）は、「Ｂ７Ｈ２」、「ＧＬ５０」、「Ｂ７－Ｈ２」、
「Ｂ７ＲＰ１」、「ＣＤ２７５」、「ＩＣＯＳＬＧ」、「ＬＩＣＯＳ」、「Ｂ７ＲＰ－１
」、「ＩＣＯＳ－Ｌ」、及び「ＫＩＡＡ０６５３．」とも称される。ＩＣＯＳの全ｃＤＮ
Ａ配列は、ＧＥＮＢＡＮＫ登録番号ＮＭ＿０１５２５９．４を有し、ヒトＩＣＯＳのアミ
ノ酸配列は、ＧＥＮＢＡＮＫ登録番号ＮＰ＿０５６０７４を有する。
【００１１】
　ＩＣＯＳに対する刺激剤は、一般にＩＣＯＳの細胞外ドメインに結合する分子（例えば
、ＩＣＯＳＬ）である。通常、遮断剤の結合親和力は、少なくとも約１００μΜであろう
。刺激剤は、ＣＤ２８及び免疫グロブリンスーパーファミリーのその他のメンバーなどの
ＩＣＯＳに関連した分子と実質的に非反応性であろう。本明細書において示されるように
、好適な刺激剤は、ＩＣＯＳのシグナル伝達を活性化し、それに対応するＴ細胞活性化（
例えば、増殖）の増加をもたらす。例えば、図１を参照のこと。
【００１２】
　候補ＩＣＯＳ刺激剤は、この基準を満たすそれらの能力についてスクリーニングされる
。結合の親和性及び特異性を決定するアッセイは、例えば競合及び非競合分析など、当該
技術分野において公知である。対象となるアッセイとしては、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、フロ
ーサイトメトリーなどが挙げられる。結合アッセイは、精製又は半精製されたＩＣＯＳを
使用し、あるいは、ＩＣＯＳを発現するＴ細胞、例えば、ＩＣＯＳの発現構築体でトラン
スフェクションされた細胞；ＣＤ３とＣＤ２８との架橋を通して刺激されたＴ細胞；放射
線照射された同種異系細胞の添加などを使用しうる。結合アッセイの例として、精製され
たＩＣＯＳは不溶性支持体、例えばマイクロタイタープレート、磁気ビーズなどに結合さ
れうる。候補刺激剤、及び可溶性で、標識ＩＣＯＳリガンドは、細胞に添加され、その後
、結合しなかった構成要素は洗い流される。天然のリガンドとＩＣＯＳ結合を競合する刺
激剤の能力は、結合した標識リガンドの定量化により決定されうる。
【００１３】
　Ｔ細胞活性化を検出する機能的なアッセイは、薬剤がＩＣＯＳの刺激薬であることの確



(6) JP 2013-506690 A 2013.2.28

10

20

30

40

50

認に使用されうる。例えば、本明細書及び図１において例示されるように、Ｔ細胞の集団
は抗ＣＤ３の存在及び非存在下で候補刺激剤で刺激されうる。ＩＣＯＳを刺激する薬剤は
、例えばＣＤ４+Ｔ細胞の増殖及び／又は細胞周期の進行、ＩＬ－２の放出、ＣＤ２５及
びＣＤ６９の上方調節などにより測定されるように、Ｔ細胞活性化の増加を引き起こすで
あろう。細胞の表面上の発現、リポソームへのパッケージング、粒子又はウェル（ｗｅｌ
ｌ）への付着などは、分子の有効な結合価を増加するであろうことは当業者に理解される
であろう。
【００１４】
　本明細書において使われるＴ細胞抑制受容体は、リガンドにより活性化又は結合された
とき、Ｔ細胞の活性化を下方制御する、Ｔ細胞の表面上に発現されるあらゆる受容体を含
む。言いかえれば、Ｔ細胞抑制受容体を遮断することは、Ｔ細胞活性化及び／又はエフェ
クターＴ細胞応答を高める。Ｔ細胞抑制受容体及びそれらのリガンドは、当該技術分野に
おいて周知である。非限定的及び例示的なＴ細胞抑制受容体としては、ＣＴＬＡ－４及び
ＰＤ－１が挙げられる。当業者は、ＣＴＬＡ－４のリガンドはＣＤ８０及びＣＤ８６を含
むことを理解するであろう。更に、当業者は、ＰＤ－１のリガンドはＰＤ－Ｌ１及びＰＤ
－Ｌ２を含むことを理解するであろう。
【００１５】
　ヒトＣＴＬＡ－４の完全なｃＤＮＡ配列は、ＧＥＮＢＡＮＫ登録番号Ｌ１５００６を有
する。アミノ酸１～３７の領域はリーダーペプチド；３８～１６１は細胞外Ｖ様領域；１
６２～１８７は膜貫通領域；及び１８８～２２３は細胞質ドメインである。ヌクレオチド
配列の変種が、報告されおり、例えば、４９位のＧからＡへの転移、２７２位のＣからＴ
への転移、及び４３９位のＡからＧへの転移などがある。マウスＣＴＬＡ－４の完全なＤ
ＮＡ配列は、ＥＭＢＬ登録番号Ｘ０５７１９を有する（Ｂｒｕｎｅｔら，（１９８７）　
Ｎａｔｕｒｅ　３２８：２６７－２７０）。アミノ酸１～３５の領域は、リーダーペプチ
ドである。
【００１６】
　ヒトＰＤ－１の全ｃＤＮＡ配列はＧＥＮＢＡＮＫ登録番号ＮＭ＿００５０１８を有し、
ヒトＰＤ－１のアミノ酸配列はＧＥＮＢＡＮＫ登録番号ＮＰ＿００５００９．１を有する
。アミノ酸１～２０の領域はシグナルペプチドであり、成熟したペプチドはアミノ酸２１
～２８８と分かっている。
【００１７】
　Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤は、一般に、特異的にＴ細胞抑制受容体の細胞外ドメ
イン又はＴ細胞抑制受容体リガンドの細胞外ドメインに結合する分子であり、例えば、Ｔ
細胞抑制受容体の、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２などのそれらのリガン
ドとの結合を遮断することによりＴ細胞抑制受容体の活性化を妨げる。通常、遮断剤の結
合親和力は、少なくとも約１００μΜであろう。遮断剤は、ＣＤ２８及び免疫グロブリン
スーパーファミリーのその他のメンバーなどのＴ細胞抑制受容体に関連した分子と実質的
に非反応性であろう。更に、遮断剤はＴ細胞抑制受容体シグナル伝達を活性化しない。好
都合なことに、これは一価又は二価結合分子の使用によって達成される。異なる分子間の
交差反応性及び競合についての以下の説明は、同一種の起源をもつ分子を指すこと意図し
ていること、例えば、ヒトのＴ細胞抑制受容体がヒトＴ細胞抑制受容体リガンドに結合す
ることなどは当業者に理解されるであろう。
【００１８】
　候補遮断剤は、この基準を満たすそれらの能力についてスクリーニングされる。結合の
親和性及び特異性を決定するアッセイは、例えば競合及び非競合分析など、当該技術分野
において公知である。目的のアッセイとしては、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、フローサイトメト
リーなどが挙げられる。結合アッセイは、精製又は半精製されたＴ細胞抑制受容体タンパ
ク質を使用し、あるいは、Ｔ細胞抑制受容体を発現するＴ細胞、例えば、Ｔ細胞抑制受容
体の発現構築体でトランスフェクションされた細胞；ＣＤ３とＣＤ２８との架橋を通して
刺激されたＴ細胞；放射線照射された同種異系細胞の添加などを使用しうる。結合アッセ
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イの例として、精製されたＴ細胞抑制受容体タンパク質は不溶性支持体、例えばマイクロ
タイタープレート、磁気ビーズなどに結合されうる。候補抑制薬、及び可溶性で、標識Ｔ
細胞抑制受容体リガンドは、細胞に添加され、その後、結合しなかった構成要素は洗い流
される。リガンドとＴ細胞抑制受容体結合を競合する抑制薬の能力は、結合した標識リガ
ンドの定量化により決定されうる。
【００１９】
　一般に、可溶性の一価又は二価の結合分子は、Ｔ細胞抑制受容体シグナル伝達を活性化
しないであろう。Ｔ細胞活性化を検出する機能的なアッセイは、確認に使用されうる。例
えば、Ｔ細胞の集団は、候補遮断剤の存在下又は非存在下にて、放射線照射されたＴ細胞
抑制受容体リガンドを発現する同種異系細胞で刺激されうる。Ｔ細胞抑制受容体シグナル
伝達を遮断する薬剤は、例えばＴ細胞の増殖及び／又は細胞周期の進行、ＩＬ－２の放出
、ＣＤ２５及びＣＤ６９の上方調節などにより測定されるように、Ｔ細胞活性化の増加を
引き起こすであろう。細胞の表面上の発現、リポソームへのパッケージング、粒子又はウ
ェル（ｗｅｌｌ）への付着などは、分子の有効な結合価を増加するであろうことは当業者
に理解されるであろう。
【００２０】
　Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤又はＩＣＯＳに対する刺激剤は、各々独立してペプチ
ド、有機小分子、ペプチド模倣薬、可溶性リガンド、抗体などでありうる。抗体は、好ま
しい遮断剤又は刺激剤である。抗体は、ポリクローナル又はモノクローナル；完全又は例
えばＦ（ａｂ’）２、Ｆａｂ、Ｆｖなどの不完全；異種、同種異系、同系、又は例えばヒ
ト化、キメラ化などその改変された形態でありうる。
【００２１】
　多くの場合、Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤又はＩＣＯＳに対する刺激剤は、例えば
抗体又はその断片などオリゴペプチドであるか、比較的大きな特異性及び親和性を提供す
るその他の分子が用いられうる。コンビナトリアルライブラリーは、必要な結合特性を有
するオリゴペプチド以外の化合物を提供する。一般に、親和力は、少なくとも約１０-6Ｍ
、より通常は、約１０-8Ｍ、即ち、特異的モノクローナル抗体に通常みられる結合親和力
であろう。
【００２２】
　多くのスクリーニングアッセイが、Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤又はＩＣＯＳに対
する刺激剤に利用可能である。そのようなアッセイの構成要素は、典型的に、Ｔ細胞抑制
受容体（及び随意に、例えばＴ細胞抑制受容体リガンドなどＴ細胞抑制受容体活性化剤）
又はＩＣＯＳを、それぞれ含むであろう。また、アッセイ混合物は、候補薬物を含むであ
ろう。一般に、複数のアッセイ混合物は、異なる薬剤濃度で平行して行われ、さまざまな
濃度に対する異なる反応を得る。典型的には、これら濃度の１つは、負の対照としての役
目をし、即ちゼロ濃度又は検出のレベル未満となる。
【００２３】
　好都合なことに、これらのアッセイにおいて、１つ以上の分子はラベルを連結され、そ
のラベルは直接的又は間接的に検出可能なシグナルを提供することができる。さまざまな
ラベルとしては、放射性同位元素、蛍光剤、化学発光剤、酵素、特定の結合分子、磁性粒
子などの粒子などが挙げられる。特定の結合分子としては、ビオチンとストレプトアビジ
ン、ジゴキシンと抗ジゴキシンなどのペアが挙げられる。特定の結合メンバーに対して、
公知の手順に従って、相補的なメンバーが、検出を提供する分子で通常ラベルされるであ
ろう。
【００２４】
　目的のスクリーニングアッセイの１つは、その同種のリガンドによるＴ細胞抑制受容体
の活性化を妨げるか、ＩＣＯＳシグナル伝達を活性化するかのいずれかの薬剤を対象とす
る。活性化の定量は、当該技術分野において公知の多くの方法によって達成されうる。例
えば、Ｔ細胞活性化は、細胞増殖、サイトカインの放出などを定量することによって決定
されうる。
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【００２５】
　目的のその他の分析は、Ｔ細胞抑制受容体の、その対抗受容体又はリガンドへの結合を
遮断する薬剤を対象とする。アッセイ混合物は、特異的結合を提供するために十分な配列
類似性を共有する天然の対抗受容体又はオリゴペプチドの少なくとも一部分、及び候補薬
物を含むであろう。オリゴペプチドは、アッセイ条件及び必要要件に適している任意の長
さで、通常少なくとも約８個のアミノ酸の長さ、最長でタンパク質又はその融合（体）の
全長でありうる。Ｔ細胞抑制受容体は、不溶性基材に結合されうる。基材は、例えばマイ
クロタイタープレート、マイクロビーズ、ディップスティック、樹脂粒子など、広い種類
の物質及び形状で作られうる。基材は、バックグラウンドを最小にし、信号対雑音比を最
大にするように選択されうる。結合は、当該技術分野において公知の多様な方法で定量さ
れうる。結合が平衡に達することができるのに十分なインキュベーション期間の後、不溶
性支持体は洗浄され、残ったラベルは定量化される。結合を妨げる薬剤は、検出されるラ
ベルを減少するであろう。
【００２６】
　候補遮断剤又は候補刺激剤は、多くの化学構造（ｃｌａｓｓｅｓ）を包含するが、典型
的に、それらは有機分子、好ましくは分子量５０ダルトン超、約２，５００ダルトン未満
を有する有機小化合物である。候補遮断剤又は候補刺激剤は、タンパク質との構造的相互
作用、特に水素結合に必要な官能基を含み、典型的に、少なくともアミン、カルボニル、
スルフヒドリル又はカルボキシル、好ましくは少なくとも２種の官能基を含む。候補遮断
剤又は候補刺激剤は、多くの場合、環式の炭素若しくは複素環式構造及び／又は芳香族、
若しくは１つ以上の上記官能基で置換された多環芳香族構造を含む。また、候補遮断剤又
は候補刺激剤は、例えばペプチド、糖、脂肪酸、ステロイド、プリン、ピリミジン、誘導
体、構造類似体又はその組み合わせなど生体分子中にも見いだされる。
【００２７】
　候補遮断剤又は候補刺激剤は、例えば合成又は天然化合物のなど広い種類の源から得ら
れる。例えば、多数の手段は、例えばランダム化されたオリゴヌクレオチドの発現など、
広く多様な有機化合物及び生体分子のランダム及び直接合成に利用可能である。あるいは
、細菌、真菌、植物、及び動物抽出物の形で、天然化合物ライブラリーは、利用可能で、
容易に作製される。くわえて、天然又は合成的に作製されたライブラリー及び化合物は、
従来の化学的、物理的、及び生化学的手段を通して容易に改変される。公知の薬物は、ア
シル化、アルキル化、エステル化、アミド化などの直接又はランダム化学修飾に供され構
造類似体を作製しうる。
【００２８】
　多様なその他の試薬は、スクリーニングアッセイ中に含まれうる。これらは、最適なタ
ンパク質とＤＮＡ間の結合を促進するために、及び／又は非特異的又はバックグラウンド
相互作用を低減するために使用されうる塩、アルブミンなどの中性のタンパク質、界面活
性剤のような試薬を含む。また、アッセイの効率を違ったやり方で向上する試薬、蛋白質
分解酵素阻害剤、ヌクレアーゼ阻害剤、抗菌薬なども使用されうる。
【００２９】
　遮断剤又は刺激剤としての使用に好適な抗体は、それぞれ、Ｔ細胞抑制受容体又はＩＣ
ＯＳタンパク質のすべて又は一部を含んでいるペプチドを使って、宿主動物を免疫感作す
ることにより得られうる。適切な宿主動物としては、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ハ
ムスター、ウサギなどが挙げられる。タンパク質免疫原の起源は、マウス、ヒト、ラット
、サルなどでありうる。宿主動物は、一般に、免疫原と異なる種であろう。例えば、ハム
スターを免疫感作するために使用されるマウスＴ細胞抑制受容体、マウスを免疫感作する
ために使用されるヒトのＴ細胞抑制受容体など。ヒト及びマウスＴ細胞抑制受容体は、細
胞外ドメインにおいて高度に保存された領域（ｓｔｒｅｃｈｅｓ）を含有する（Ｈａｒｐ
ｅｒら，（１９９１）　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１４７：１０３７－１０４４）。その
ような高度に保存された領域に由来するペプチドは、交差特異的抗体を作るための免疫原
として使用されうる。
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【００３０】
　免疫原は、完全なタンパク質又は断片及びそれらの誘導体を含みうる。好ましい免疫原
は、ヒトのＴ細胞抑制受容体の細胞外ドメインのすべて又は一部（例えばヒトＣＴＬＡ－
４のアミノ酸残基３８－１６１）若しくはＩＣＯＳタンパク質のすべて又は一部を含み、
これらの残基は、天然（ｎａｔｉｖｅ）のＴ細胞抑制受容体に見られるグリコシル化など
の翻訳後修飾を含有する。細胞外ドメインを含んでいる免疫原は、例えば従来の組換え方
法を使用したクローン化した遺伝子の発現、Ｔ細胞からの単離、ソートされた高レベルの
免疫原を発現する細胞集団など、当該技術分野において公知の多様な方法で作製される。
【００３１】
　組み換え又は改変されたタンパク質の発現が免疫原の作製に望まれる場合、Ｔ細胞抑制
受容体又はＩＣＯＳタンパク質の所望の部分をコードするベクターが使用されるであろう
。一般に、発現ベクターは、Ｔ細胞抑制受容体又はＩＣＯＳタンパク質の細胞外ドメイン
が、トランスフェクションされた細胞の表面上にあるか、あるいは、細胞外ドメインが細
胞から分泌されるように設計されるであろう。細胞外ドメインが分泌される場合、細胞外
ドメインのコード配列はシグナルペプチドを含む分泌を可能にする配列と、フレーム内（
ｉｎ　ｆｒａｍｅ）に融合されるであろう。シグナルペプチドは、外来（ｅｘｏｇｅｎｏ
ｕｓ）又は天然（ｎａｔｉｖｅ）でありうる。免疫感作のための目的の融合タンパク質は
、Ｔ細胞抑制受容体の細胞外ドメインを免疫グロブリン定常領域に連結する。ヒトＣｇ１
ドメインのヒンジ領域（ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３）に連結された、ネズミＴ細胞抑制受容
体又はＩＣＯＳタンパク質の細胞外ドメインを含む融合タンパク質は、ハムスターを免疫
感作に使用されうる。
【００３２】
　Ｔ細胞抑制受容体又はＩＣＯＳタンパク質免疫原が細胞の表面上に発現される場合、細
胞外ドメインのコード配列は、細胞外ドメインを膜にしっかり固定する（ａｎｃｈｏｒｓ
）ペプチドをコードする配列とシグナル配列と、フレーム内（ｉｎ　ｆｒａｍｅ）に融合
されるであろう。そのようなアンカー配列としては、天然の（ｎａｔｉｖｅ）Ｔ細胞抑制
受容体又はＩＣＯＳタンパク質の膜貫通領域、若しくはその他の細胞表面タンパク質、例
えばＣＤ４、ＣＤ８、ｓＩｇなどの膜貫通領域が挙げられる。ヒトＴ細胞抑制受容体遺伝
子又はヒトＩＣＯＳ遺伝子でトランスフェクションされたマウス細胞は、それぞれ、マウ
スを免疫感作し、ヒトＴ細胞抑制受容体タンパク質又はＩＣＯＳタンパク質に特異的な抗
体の作製に使用されうる。
【００３３】
　モノクローナル抗体は、従来技術によって作製される。一般に、免疫感作された宿主動
物の脾臓及び／又はリンパ節は、形質細胞の源を提供する。形質細胞は、骨髄腫細胞との
融合により不死化され、ハイブリドーマ細胞を産生する。個々のハイブリドーマの培養上
清は、標準的な技術を使用して、スクリーニングされ、所望の特異性をもつ抗体を産生す
るものを識別する。ヒトタンパク質に対するモノクローナル抗体の産生に適切な動物とし
ては、マウス、ラット、ハムスターなどが挙げられる。マウスのタンパク質に対して抗体
を作るには、動物は、一般にハムスター、モルモット、ウサギなどであろう。抗体は、ハ
イブリドーマ細胞上澄み又は腹水から、例えば不溶性支持体、プロテインＡセファロース
に結合されたＴ細胞抑制受容体を使用した親和性クロマトグラフィーなどの従来技術によ
って精製されうる。
【００３４】
　抗体は、通常の多重構造体（ｍｕｌｔｉｍｅｒｉｃ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）の代わりに
、単鎖として製造されうる。短鎖抗体は、Ｊｏｓｔら，（１９９４）　Ｊ．Ｂ．Ｃ．　２
６９：２６２６７－７３、及びその他に記載されている。重鎖の可変領域及び軽鎖可変領
域をコードするＤＮＡ配列は、例えばグリシン及び／又はセリンなど中性の小アミノ酸の
少なくとも約４つのアミノ酸をコードするスペーサーに結合される。この融合によってコ
ードされるタンパク質は、特異性を保持する機能的な可変領域と元の抗体の親和力を一つ
に集めることを可能にする。
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【００３５】
　生体内使用、特にヒトへの注入に使用するために、遮断剤又は刺激剤の抗原性を少なく
することが望ましい。レシピエントの遮断剤に対する免疫反応は、場合により、治療が効
果的である期間を減少するだろう。抗体をヒト化する方法は、当該技術分野において公知
である。ヒト化抗体は、トランスジェニックヒト免疫グロブリン定常領域遺伝子を有する
動物の生産物でありうる（例えば国際公開第９０／１００７７号及び国際公開第９０／０
４０３６号を参照のこと）。あるいは、目的の抗体は、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３、ヒンジ
ドメイン、及び／又はフレームワークドメインを対応するヒト配列と置換する組み換えＤ
ＮＡ技術によって、改変されうる（国際公開第９２／０２１９０号を参照のこと）。
【００３６】
　キメラ免疫グロブリン遺伝子の構築のためのＩｇのｃＤＮＡの使用は、当該技術分野に
おいて公知である（Ｌｉｕら，（１９８７）　米国科学アカデミー紀要（Ｐ．Ｎ．Ａ．Ｓ
．）　８４：３４３９及び（１９８７）　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１３９：３５２１）
。ｍＲＮＡは、抗体を産生するハイブリドーマ又はその他の細胞から取り出され、ｃＤＮ
Ａの作製に使用される。目的のｃＤＮＡは、特異的プライマーを使用したポリメラーゼ連
鎖反応により増幅されうる（米国特許第４，６８３，１９５号及び同第４，６８３，２０
２号）。あるいは、目的の配列を取り出すために、ライブラリーが作製され、スクリーニ
ングされる。その後、抗体の可変領域をコードするＤＮＡ配列は、ヒト定常領域配列に融
合される。ヒト定常領域遺伝子の配列は、Ｋａｂａｔら，（１９９１）免疫学的に興味深
いタンパク質の配列（Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ），ＮＩＨ刊行物（Ｎ．Ｉ．Ｈ．　ｐｕｂｌｉｃａ
ｔｉｏｎ）第９１－３２４２に見出され得る。ヒトＣ領域遺伝子は、容易に公知のクロー
ンから入手可能である。アイソタイプの選択は、補体固定又は抗体依存性、細胞毒性の活
性などの所望のエフェクター機能に従われるであろう。好ましいアイソタイプは、ＩｇＧ
１、ＩｇＧ３、及びＩｇＧ４である。ヒト軽鎖定常領域、カッパ又はラムダのいずれかが
使用されうる。その後、キメラ、ヒト化抗体は、従来の方法によって発現される。
【００３７】
　Ｆｖ、Ｆ（ａｂ’）．ｓｕｂ．２、及びＦａｂなどの抗体断片は、完全なタンパク質の
切断、例えばプロテアーゼ又は化学切断などによって調製されうる。あるいは、短縮遺伝
子は設計される。例えば、Ｆ（ａｂ’）．ｓｕｂ．２断片の一部をコードするキメラ遺伝
子は、Ｈ鎖のＣＨ１ドメイン及びヒンジ領域、続いて翻訳終止コドンをコードするＤＮＡ
配列を含み、短縮分子を生じるであろう。
【００３８】
　Ｈ及びＬ　Ｊ領域の共通配列は、プライマーとして使用されるオリゴヌクレオチドを設
計するために使用され、ヒトのＣ領域セグメントにＶ領域セグメントを次に連結するため
に有用な制限酵素切断部位をＪ領域に導入しうる。Ｃ領域ｃＤＮＡは、部位特異的突然変
異誘発により改変され、ヒト配列において類似した位置に制限酵素認識部位を置くことが
できる。
【００３９】
　発現ベクターとしては、プラスミド、レトロウイルス、ＹＡＣ、ＥＢＶ由来エピソーム
などが挙げられる。便利なベクターは、任意のＶＨ又はＶＬ配列が容易に挿入及び発現可
能なように改変された適切な制限酵素切断部位とともに、機能的に完全なヒトＣＨ又はＣ
Ｌ免疫グロブリン配列をコードするものである。そのようなベクターでは、スプライシン
グは、Ｊ領域に挿入されたスプライシングドナーサイトとヒトＣ領域の前のスプライシン
グアクセプターサイトとの間で通常起こり、またヒトＣＨエクソン内で起こるスプライシ
ング領域でも起こる。ポリアデニル化及び転写終了は、コード領域の下流の、天然の（ｎ
ａｔｉｖｅ）染色体の位置で起こる。結果として生じるキメラ抗体は、任意の強力なプロ
モーター、例えば、ＳＶ－４０初期プロモーター（Ｏｋａｙａｍａら，（１９８３）　Ｍ
ｏｌ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏ．　３：２８０）などのレトロウイルスのＬＴＲ、ラウス肉
腫ウイルスＬＴＲ（Ｇｏｒｍａｎら，（１９８２）　米国科学アカデミー紀要（Ｐ．Ｎ．
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Ａ．Ｓ．）７９：６７７７）、及びモロニーマウス白血病ウイルスＬＴＲ（Ｇｒｏｓｓｃ
ｈｅｄｌら，（１９８５）　Ｃｅｌｌ　４１：８８５）；天然の（ｎａｔｉｖｅ）Ｉｇプ
ロモーターなどに連結されうる。
【００４０】
　１つの実施形態では、Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤は、ＣＴＬＡ－４の細胞外ドメ
インに結合された抗ＣＴＬＡ－４抗体であり、抗ＣＴＬＡ－４シグナル伝達を抑制する。
ヒトでの使用に好適な抗ＣＴＬＡ－４抗体としては、例えば、イピリムマブ（ＭＤＸ－０
１０）及びチシリムマブ（ＣＰ　６７５，２０６）が挙げられる。別の実施形態では、Ｔ
細胞抑制受容体に対する遮断剤は、ＰＤ－１のＰＤ－Ｌ１への結合を遮断する抗ＰＤ－１
抗体であり、ＰＤ－１シグナル伝達を抑制する。ヒトでの使用に好適な抗体としては、例
えば、ＭＤＸ－１１０６／ＯＮＯ－４５３８及びＣＴ－０１１が挙げられる。別の実施形
態では、Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤は、ＰＤ－１のＰＤ－ＩＬへの結合を遮断する
抗Ｂ７－Ｈ１（ＰＤ－ＩＬ）抗体であり、ＰＤ－１シグナル伝達を抑制する。別の実施形
態では、Ｔ細胞抑制剤に対する遮断剤は、抗ＣＴＬＡ－４抗体及び／又は抗ＰＤ－１抗体
及び／又は抗Ｂ７－Ｈ１抗体の組み合わせである。
【００４１】
　別の実施形態では、刺激剤に対するＩＣＯＳは、ＩＣＯＳの細胞外ドメインに結合する
抗ＩＣＯＳ抗体であり、ＩＣＯＳシグナル伝達を活性化し、Ｔ細胞活性化の増加、例えば
、増殖につながる。別の実施形態では、刺激剤に対するＩＣＯＳは、組換えＩＣＯＳＬで
あり、それは、可溶性であるか、遺伝子組み換えされた細胞の表面に発現されうる。
【００４２】
　遮断剤又は刺激剤をコードするウイルスベクター及びそれを発現する細胞
【００４３】
　１つの実施形態では、１つ以上のＴ細胞抑制受容体に対する遮断剤及び／又はＩＣＯＳ
に対する刺激剤は、ウイルスベクターにより発現され、及び細胞を形質転換する。例えば
、本明細書において記載されている、ウイルスベクター及び形質転換されるヒト細胞は、
抗Ｔ細胞抑制受容体抗体を発現し、Ｔ細胞抑制受容体及び／又はＩＣＯＳにより媒介され
たシグナル伝達を活性化するＩＣＯＳに対する刺激剤（例えばＩＣＯＳリガンド）による
シグナル伝達を遮断しうる。好ましい実施形態では、候補遮断剤及び／又は候補刺激剤を
発現するウイルスベクター又はヒト細胞は、腫瘍、特に腫瘍浸潤リンパ球の近位に薬剤を
発現することができる。
【００４４】
　使用することができるヒト細胞としては、腫瘍細胞、抗原提示細胞（例えば樹状細胞）
、Ｂ細胞、及びＴ細胞が挙げられる。本明細書にて開示される細胞は、腫瘍の近位にある
細胞付近に、遮断剤及び／又は刺激剤の限局性発現を提供する。細胞は、生体内で改変さ
れることができ、あるいは、生体外で改変された細胞は、注入など多様な方法で患者に投
与されることができる。
【００４５】
　１つの実施形態では、細胞は、腫瘍細胞である。生体外形質転換のために、そのような
腫瘍細胞は放射線照射され、当該技術分野において公知の通り、投与後の遮断剤及び／又
は刺激剤の一過性の発現を維持する一方で、細胞の複製能を消すことができる。生体内形
質転換のために、非組み込み（ｎｏｎ－ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ）発現ベクターが好まし
い。
【００４６】
　特定の好ましい実施例では、腫瘍細胞は自己由来又は内生である。前者の例では、腫瘍
細胞は、患者から採取され、遮断剤及び／又は刺激剤をコードする構築体でトランスフェ
クション又は形質導入され、例えば放射線照射後に患者に再導入される。後者の例では、
腫瘍細胞は、本明細書において記載されている適切な構築体を局所投与することにより、
生体内で形質転換される。
【００４７】
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　代替的な実施例では、改変された腫瘍細胞は、同種異系である。同種異系腫瘍細胞は、
したがって、細胞系に維持されることができる。この例では、腫瘍細胞は、細胞系から選
択され、放射線照射され、患者に導入されることができる。
【００４８】
　別の代替的な実施例では、改変されたヒト細胞は、樹状細胞又は単核細胞などの抗原提
示細胞である。別の代替的な実施例では、改変されたヒト細胞は、Ｔ細胞である。
【００４９】
　遮断剤及び／又は刺激剤を産生できる改変されたヒト細胞は、細胞を遮断剤及び／又は
刺激剤をコードする発現ベクターでトランスフェクション又は形質導入することによって
作られることができる。遮断剤、刺激剤、又は遮断剤及び／又は刺激剤の組み合わせの発
現のための発現ベクターは、当該技術分野で周知の方法によって作られることができる。
【００５０】
　さまざまな実施形態において、遮断剤及び／又は刺激剤は、１つ以上の核酸構築体の形
態で患者に投与されることができる。
【００５１】
　１つの実施形態では、構築体はレトロウイルスベクターを含む。レトロウイルスベクタ
ーは、遮断剤及び／又は刺激剤をコードするＤＮＡを細胞ゲノムに恒久的に組み込むこと
ができる。したがって、自己由来又は同種異系細胞の生体外操作について言えば、遮断剤
及び／又は刺激剤を恒常的に産生する安定な細胞系は調製されることができる。好ましい
実施形態では、細胞は、患者への投与の前に放射線照射される。放射線照射された細胞は
、限られた期間、遮断剤及び／又は刺激剤を産生する。
【００５２】
　１つの実施形態では、発現構築体は、ＳＦＶベクターを含み、それは、哺乳類細胞で高
レベルの一過性の発現を示す。ＳＦＶベクターは、例えば、Ｌｕｎｄｓｔｒｏｍ，Ｅｘｐ
ｅｒｔ　Ｏｐｉｎ．　Ｂｉｏｌ．　Ｔｈｅｒ．　３：７７１－７７７　（２００３）に記
載されており、参照により、本明細書にその全体が組み込まれる。したがって、内在性細
胞の患者の生体内操作について言えば、高レベルの遮断剤及び／又は刺激剤の一過性の発
現が達成されることができる。これは、生体内のＴ細胞の恒常的な発現及び永続的な活性
化を防ぐことである。
【００５３】
　組換えタンパク質を生体内発現できる系は、当該技術分野において公知である。限定で
はなく例としては、系は、Ｆａｎｇら，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　２３（５）　
２００５及び米国特許出願公開第２００５／０００３５０６号に開示されている、２Ａに
より媒介される（２Ａ　ｍｅｄｉａｔｅｄ）抗体発現系を使用でき、その開示は、参照に
より本明細書にその全体が明示的に組み込まれる。当該技術分野において公知のその他の
系は検討され、本明細書において記載されている遮断剤及び／又は刺激剤を生体内で産生
することに適応されることもできる。
【００５４】
　本明細書において開示される、遮断剤及び／又は刺激剤を発現する細胞の投与は、抗原
提示細胞を刺激するサイトカイン、例えば顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（Ｇ
Ｍ－ＣＳＦ）１、マクロファージコロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、顆粒球コロニー刺激
因子（Ｇ－ＣＳＦ）、インターロイキン３（ＩＬ－３）、インターロイキン１２（ＩＬ－
１２）などの投与、又はそのようなサイトカインを発現することができる細胞ワクチンの
投与と組み合わせることができる。好ましい実施形態では、遮断剤及び／又は刺激剤を発
現する細胞は、更に改変され、そのようなサイトカインを発現する。Ｔ細胞増殖及び分泌
を高めることが知られている、更なるタンパク質及び／又はサイトカイン、例えばＩＬ－
１、ＩＬ－２、Ｂ７、抗ＣＤ３及び抗ＣＤ２８などは、同時又は連続的に、遮断剤ととも
に用いられ、免疫応答を増補することができる。現在の治療は、分子のいずれかと組み合
わされ、実施されることができ、これは、米国特許第６，０５１，２２７号に記載されて
おり、参照により、本明細書にその全体が組み込まれる。
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【００５５】
　ベクター及び形質転換の方法
【００５６】
　遮断剤及び／又は刺激剤をコードする発現ベクターは、ウイルス性又は非ウイルス性で
ありうる。ウイルスベクターは、生体内での使用が好ましい。本発明の発現ベクターは、
哺乳類細胞中で機能する発現制御領域又はその相補体に作動可能に連結された、Ｔ細胞抑
制受容体に対する遮断剤をコードする核酸又は刺激剤に対するＩＣＯＳをコードする核酸
若しくはそれらの相補体を含む。発現制御領域は、遮断剤及び／又は刺激剤が、発現ベク
ターで形質転換されたヒト細胞で産生されるように、作動可能に連結された遮断剤及び／
又は刺激剤をコードする核酸の発現を進めることができる。
【００５７】
　発現制御領域は、プロモーター及びエンハンサーなどの、制御ポリヌクレオチド、（本
明細書において、要素と称されることもある）であり、それらは、作動可能に連結された
核酸の発現に影響する。
【００５８】
　本発明の発現ベクターの発現制御領域は、作動可能に連結されたコード核酸をヒト細胞
で発現すことができる。１つの実施形態では、細胞は、腫瘍細胞である。１つの実施形態
では、細胞は、非腫瘍細胞である。
【００５９】
　１つの実施形態では、発現制御領域は、作動可能に連結された核酸に、調節可能な発現
をもたらす。シグナル（刺激と称されることもある）は、そのような発現制御領域に作動
可能に連結された核酸の発現を増加又は減少することができる。シグナルに対応して発現
を増加する、そのような発現制御領域は、多くの場合、誘導可能と称される。シグナルに
対応して発現を減少する、そのような発現制御領域は、多くの場合、抑制可能と称される
。典型的には、そのような要素により付与される増加又は減少の量は、存在するシグナル
の量に比例し；シグナルの量が多いほど、発現の増加又は減少が大きい。
【００６０】
　本発明において特に使用に好ましいのは、合図（ｃｕｅ）に対応して高いレベルの発現
を一時的にもたらすことができる誘導可能なプロモーターである。腫瘍細胞の近傍にある
ときは、そのような発現制御配列を含んでいる遮断剤及び／又は刺激剤のための発現ベク
ターで形質転換された細胞は、適切な合図（ｃｕｅ）に形質転換された細胞をさらすこと
によって高レベルのＩＣＯＳリガンドを一時的に産生するように誘導される。
【００６１】
　好ましい誘導可能な発現制御領域としては、小分子化学化合物などの、合図（ｃｕｅ）
で刺激される誘導可能なプロモーターを含んでいるようなものが挙げられる。特定の例は
、例えば、米国特許第５，９８９，９１０号、同第５，９３５，９３４号、同第６，０１
５，７０９号、及び同第６，００４，９４１号に見いだされ、各々、参照により、本明細
書にその全体が組み込まれる。
【００６２】
　発現制御領域としては、天然の（ｎａｔｉｖｅ）プロモーター及びエンハンサー要素な
どの全長プロモーター配列、及びすべて又は一部の全長又は非変異体の機能を保持するサ
ブシーケンス又はポリヌクレオチド変異体が挙げられる。本明細書で使用される場合、「
機能的に」という用語及びその文法上の変形は、核酸配列、サブシーケンス又は断片に関
して使用される場合には、配列が、天然の（ｎａｔｉｖｅ）核酸配列（例えば、非変異体
又は改変されてない配列）の１つ以上の機能を有することを意味する。
【００６３】
　本明細書で使用される場合、「作動可能な連結」とは、それらの意図されたように機能
できるようにその旨を記載された構成要素の物理的な並置を意味する。核酸に作動可能な
連結にある発現制御要素の例では、その関係は、制御要素が核酸の発現を調節するような
ものである。典型的には、転写を調節する発現制御領域は、転写される核酸の５’末端部
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（即ち「上流」）近くに並置される。発現制御領域は、転写される配列の３’末端部（即
ち「下流」））、又は転写物（例えば、イントロン）内に位置することもできる。発現制
御要素は、転写された配列から離れた距離で（例えば、核酸から１００～５００、５００
～１０００、２０００～５０００又はそれ以上のヌクレオチド）、位置することができる
。発現制御要素の具体例は、転写された配列の５’に位置するプロモーターである。発現
制御要素の別の例は、エンハンサーであり、それは、転写された配列の５’又は３’、若
しくは転写された配列内に位置する。
【００６４】
　ヒト細胞で機能する系は、当該技術分野で周知であり、ウイルス系が含まれる。一般に
、ヒト細胞で機能的なプロモーターは、哺乳類ＲＮＡポリメラーゼ結合すること、及びＩ
ＣＯＳリガンドをコードする配列のｍＲＮＡへの下流（３’）転写を開始させることがで
きる任意のＤＮＡ配列である。プロモーターは、通常コード配列の５’末端部の近くに位
置する転写反応領域、典型的に転写開始部位の２５～３０塩基対上流に位置するＴＡＴＡ
ボックスを有するであろう。ＴＡＴＡボックスは、ＲＮＡポリメラーゼＩＩを正しい部位
でＲＮＡ合成を開始するように誘導すると考えられている。また、プロモーターは、典型
的に、上流のプロモーター要素（エンハンサー要素）も含有するであろう。それは、典型
的に、ＴＡＴＡボックスの上流、１００～２００塩基対内に位置する。上流のプロモータ
ー要素は、転写が開始される速度を決定し、いずれの方向にも作用することができる。プ
ロモーターとして特に有用なのは、哺乳類のウイルス遺伝子からのプロモーターであり、
なぜなら、ウイルス遺伝子は、多くの場合、高度に発現され、幅広い宿主の範囲を有する
からである。例としては、ＳＶ４０初期プロモーター、マウス乳癌ウイルスＬＴＲプロモ
ーター、アデノウイルス主要後期プロモーター、単純ヘルペスウイルスプロモーター、及
びＣＭＶプロモーターが挙げられる。
【００６５】
　典型的には、哺乳類細胞により認識される転写終了配列及びポリアデニル化配列は、翻
訳終止コドンの調節領域３’に位置する制御領域であり、したがって、プロモーター要素
とともに、コード配列の側に位置する。成熟したｍＲＮＡの３’末端は、部位特異的翻訳
後切断及びポリアデニル化により形成される。転写ターミネーター及びポリアデニル化シ
グナルの例としては、ＳＶ４０から由来するものが挙げられる。また、イントロンも発現
構造体中に含まれうる。
【００６６】
　生細胞への核酸の導入に利用可能なさまざまな技術がある。インビトロで哺乳類細胞に
核酸を導入することに適した技術としては、リポソームの使用、電気穿孔法、マイクロイ
ンジェクション、細胞融合、ポリマーに基づく系、ＤＥＡＥ－デキストラン、ウイルス形
質導入、リン酸カルシウム沈殿法などが挙げられる。生体内遺伝子導入には、多くの技術
及び試薬、例えばリポソーム；キトサン及びゼラチンなどの天然ポリマーに基づく送達な
どが使用されうる；また、ウイルスベクターも生体内形質導入に好ましい（例えば、Ｄｚ
ａｕら，Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１１，２０５－２１０　［
１９９３］）。場合によっては、腫瘍細胞表面膜タンパク質に特異的な抗体又はリガンド
などのターゲット薬剤を提供することが望ましい。リポソームが用いられる場合、エンド
サイトーシスに関連した細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質、例えば、特定の細
胞タイプに向性のキャプシドタンパク質又はそれらの断片、循環（ｃｙｃｌｉｎｇ）にお
いてインターナリゼーションするタンパク質に対する抗体、細胞内局在をターゲット化し
、細胞内半減期を高めるタンパク質などが、ターゲッティング及び／又は取り込みの促進
のために使用されうる。受容体により媒介されるエンドサイトーシスの技術は、例えば、
Ｗｕら，Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２６２，４４２９－４４３２　（１９８７）；
及びＷａｇｎｅｒら，米国科学アカデミー紀要（Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　
Ｓｃｉ．　ＵＳＡ）　８７，３４１０－３４１４（１９９０）によって記載されている。
遺伝子治療プロトコールの総説に関して、Ａｎｄｅｒｓｏｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５６
，８０８－８１３　（１９９２）を参照のこと。
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【００６７】
　適切な場合、遺伝子送達剤、例えば組み込み配列（ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ｓｅｑｕ
ｅｎｃｅｓ）などもまた用いられることができる。多数の組み込み配列は、当該技術分野
において公知である。（例えば、Ｎｕｎｅｓ－Ｄｕｂｙら，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．　２６：３９１－４０６，１９９８；Ｓａｄｗｏｓｋｉ，Ｊ．　Ｂａｃｔｅｒ
ｉｏｌ．，１６５：３４１－３５７，１９８６；Ｂｅｓｔｏｒ，Ｃｅｌｌ，１２２（３）
：３２２－３２５，２００５；Ｐｌａｓｔｅｒｋら，ＴＩＧ　１５：３２６－３３２，１
９９９；Ｋｏｏｔｓｔｒａら，Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｐｈａｒｍ．　Ｔｏｘｉｃｏｌ．，
４３：４１３－４３９，２００３を参照のこと）。これらは、リコンビナーゼ及びトラン
スポザーゼを含む。例としては、Ｃｒｅ（ＳｔｅｒｎｂｅｒｇとＨａｍｉｌｔｏｎ，Ｊ．
　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．，１５０：４６７－４８６，１９８１）、ｌａｍｂｄａ（Ｎａｓ
ｈ，Ｎａｔｕｒｅ，２４７，５４３－５４５，１９７４）、ＦＩｐ（Ｂｒｏａｃｈら，Ｃ
ｅｌｌ，２９：２２７－２３４，１９８２）、Ｒ（Ｍａｔｓｕｚａｋｉら，Ｊ．　Ｂａｃ
ｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，１７２：６１０－６１８，１９９０）、ｃｐＣ３１（例えば、Ｇｒ
ｏｔｈら，Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　３３５：６６７－６７８，２００４を参照）、
スリーピングビューティー（ｓｌｅｅｐｉｎｇ　ｂｅａｕｔｙ）、マリナー（ｍａｒｉｎ
ｅｒ）ファイミリーのトランスポザーゼ（Ｐｌａｓｔｅｒｋら，ｓｕｐｒａ）、及びレト
ロウイルス又はレンチウイルスのＬＴＲ配列及びＡＡＶのＩＴＲ配列などのウイルス組み
込みを提供する構成要素を有するＡＡＶ、レトロウイルス、及びレンチウイルスなどのウ
イルスを組み込むための構成要素（Ｋｏｏｔｓｔｒａら，Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｐｈａｒ
ｍ．　Ｔｏｘｉｃｏｌ．，４３：４１３－４３９，２００３）が挙げられる。
【００６８】
　ウイルスベクター
【００６９】
　１つの態様では、発明は、遮断剤及び／又は刺激剤発現のための発現ベクターを提供し
、それは、ウイルスベクターである。遺伝子治療に有用な多くのウイルスベクターが知ら
れている（例えば、Ｌｕｎｄｓｔｒｏｍ，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，２１
　：　１１７，１２２，２００３．を参照のこと）。
【００７０】
　好ましいウイルスベクターとしては、アンチウイルス（ＬＶ）、レトロウイルス（ＲＶ
）、アデノウイルス（ＡＶ）、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、及びアルファウイルスか
らなる群から選択されるようなものが挙げられるが、その他のウイルスベクターも使用さ
れうる。生体内使用には、宿主ゲノムに組み込まれないウイルスベクター、例えばアルフ
ァウイルス及びアデノウイルスが好ましく、アルファウイルスが特に好ましい。アルファ
ウイルスの好ましいタイプとしては、シンドビスウイルス、ベネズエラウマ脳炎（ＶＥＥ
）ウイルス、及びセムリキ森林ウイルス（ＳＦＶ）が挙げられ、ＳＦＶが特に好ましい。
例えば、Ｌｕｎｄｓｔｒｏｍ，Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ．　Ｂｉｏｌ．　Ｔｈｅｎ　３：
７７１－７７７，２００３；Ａｆａｎａｓｉｅｖａら，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｎ，１０：１８
５０－５９，２００３を参照のこと。インビトロ使用には、宿主ゲノムに組み込まれるウ
イルスベクター、例えばレトロウイルス、ＡＡＶ、及びアンチウイルスが好ましい。
【００７１】
　好ましい実施形態では、ウイルスベクターは、形質変換されたヒト細胞中で一過性の高
レベル発現を提供する。
【００７２】
　１つの実施形態では、ウイルスベクターは、形質変換されたヒト細胞のゲノムへの遮断
剤及び／又は刺激剤をコードする核酸の組み込みを提供しない。
【００７３】
　別の実施形態では、ウイルスベクターは、形質変換されたヒト細胞のゲノムへの遮断剤
及び／又は刺激剤をコードする核酸の組み込みを提供する。
【００７４】
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　１つの実施形態では、本発明は、生体内でヒト細胞を形質導入する方法を提供し、その
方法は、生体内で固形腫瘍を本発明のウイルスベクターに接触させることを含む。
【００７５】
　別の実施形態では、本発明は、生体外でヒト細胞を形質導入する方法を提供し、その方
法は、生体外でヒト細胞を本発明のウイルスベクターに接触させることを含む。１つの実
施形態では、ヒト細胞は、腫瘍細胞である。１つの実施形態では、ヒト細胞は、同種異系
細胞である。１つの実施形態では、腫瘍細胞は、患者由来である。１つの実施形態では、
ヒト細胞は、例えば、抗原提示細胞（ＡＰＣ）又はＴ細胞などの非腫瘍細胞である。
【００７６】
　当該技術分野で周知のように、ウイルス粒子コートは、改変され、特異性を変え、細胞
／組織ターゲティングを改善しうる。また、ウイルスベクターは、その他の媒体、例えば
リポソームで送達されうる。また、リポソームは、細胞／組織ターゲティングを改善する
ために、それらの表面に付着されたターゲティング部分を有しうる。
【００７７】
　本願は、遮断剤及び／又は刺激剤を発現するヒト細胞を対象とする。好ましい実施形態
では、ヒト細胞は、ＩＣＯＳの細胞外ドメインに特異的に結合し、ＩＣＯＳにより媒介さ
れたＩＣＯＳ負のシグナル伝達を活性化する、ＩＣＯＳに対する刺激剤（例えば、分泌又
は細胞表面タンパク質として発現されうるＩＣＯＳＬ）を発現する。特定の好ましい実施
例では、ヒト細胞は、例えば癌患者で、腫瘍細胞の近位にＩＣＯＳリガンドを発現する。
したがって、ヒト細胞は、腫瘍細胞又は腫瘍細胞塊を狙ってリガンドの限局性発現ができ
る。ＩＣＯＳリガンドは、前記腫瘍細胞の近位の細胞でＩＣＯＳシグナル伝達を活性化し
、及び／又は腫瘍関連自己抗原に対する免疫寛容を破断し、並びに前記腫瘍細胞に対する
自己反応性Ｔ細胞応答を刺激する。好ましい実施形態では、ＩＣＯＳリガンドの限局性発
現は、望まれない有害な免疫反応を低減又は阻害する。
【００７８】
　作用の機構が理解されることは、本発明の実施に必須ではない。本明細書において記載
されている細胞及び方法は、腫瘍細胞又は腫瘍細胞塊の近位にヒト細胞を提供する。ＩＣ
ＯＳに対する刺激剤、及び随意に、Ｔ細胞阻害物質タンパク質又は付加的なサイトカイン
に対する遮断剤を腫瘍細胞の近位に発現することは、抗腫瘍免疫反応を高める。
【００７９】
　治療の方法
【００８０】
　本明細書において記載されるのは、Ｔ細胞抑制受容体に対する遮断剤及びＩＣＯＳに対
する刺激剤の薬理学的に有効な量を含む医薬組成物を患者へ投与すること含む癌を患う患
者を治療する方法である。本明細書において記載されている方法は、癌治療、例えば白血
病及び固形腫瘍（例えば黒色腫、癌、肉腫、リンパ腫など）を対象とする。より通常の固
形癌としては、膀胱癌、骨癌（骨肉腫）、結腸直腸癌、脳ガン、乳癌、子宮頸癌、食道癌
、ホジキンリンパ腫、腎臓癌、肝癌、肺癌、中皮腫、多発性骨髄腫、非ホジキンリンパ腫
、卵巣癌、膵癌、膵臓癌、陰茎癌、前立腺癌、皮膚癌（黒色腫、及び、非黒色腫）、軟組
織癌、胃癌、精巣癌、甲状腺癌、及び子宮内膜癌などが挙げられる。
【００８１】
　投与される医薬組成物は、多くの場合、１つ以上の緩衝液（例えば、中性の緩衝化され
た生理食塩水又はリン酸緩衝食塩水）、糖質（例えば、グルコース、マンノース、スクロ
ース、又はデキストラン）、マンニトール、タンパク質、ポリペプチド、又はグリシンな
どのアミノ酸、酸化防止剤（例えば、アスコルビン酸、二亜硫酸ナトリウム、ブチルヒド
ロキシトルエン、ブチルヒドロキシアニソールなど）、静菌剤、ＥＤＴＡ又はグルタチオ
ンなどのキレート剤、製剤をレシピエントの血液と等張、低張、又はわずかに高張にする
溶質、懸濁剤、増粘剤、防腐剤、香料、甘味料及び、着色化合物を必要に応じて更に含む
であろう。
【００８２】
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　当業者に公知のいかなる好適な担体が組成物中に用いられうるが、担体のタイプは、典
型的に投与様式に依存して変化するであろう。治療用組成物は、例えば、経口、経鼻、粘
膜、直腸、膣内、局所、静脈内、腹膜内、皮内、皮下、及び筋肉内投与など、任意の投与
の適切な方法に処方されうる。
【００８３】
　非経口投与に関して、組成物は、殺菌された、発熱物質を含まない水、油、生理食塩水
、グリセロール、ポリエチレングリコール、又はエタノールなどの殺菌された液体である
ことができる医薬担体を含む生理学的に許容可能な希釈剤中の、１つ以上のＴ細胞抑制受
容体の遮断剤、ＩＣＯＳの刺激剤、１つ以上のＴ細胞抑制受容体に対する遮断剤及び／又
はＩＣＯＳの刺激薬を発現する発現ベクター、１つ以上のＴ細胞抑制受容体に対する遮断
剤及び／又はＩＣＯＳの刺激薬又はそれらの組み合わせを発現する発現ベクターで形質転
換された細胞の溶液又は懸濁液の注射可能な投与量として投与されることができる。くわ
えて、組成物中に存在することができる湿潤剤又は乳化剤、界面活性剤、ｐＨ緩衝化物質
などの補助物質。医薬組成物のその他の構成要素は、石油、動物、野菜又は合成品に由来
するもので、例えば、ピーナッツオイルの非水性溶液、大豆油、トウモロコシ油、綿実油
、オレイン酸エチル、及びイソプロピルミリステートなどである。
【００８４】
　本明細書において記載されている遮断剤及び／又は刺激剤（例えば、そのような遮断剤
及び／又は刺激剤を発現する発現ベクター及び／又は形質導入された細胞）は、密封され
た点滴バッグ、アンプル、又はバイアルなどの単位投与量又は複数回投与量の容器中に存
在しうる。そのような容器は、典型的に、使用まで製剤の無菌性及び安定性を保つように
密閉される。一般に、製剤は、上を示したように、油性又は水性媒体中に懸濁液、溶液又
はエマルションとして保存されうる。あるいは、医薬組成物は、使用直前に殺菌された液
体担体の添加のみを必要とする凍結乾燥させた状態で保存されうる。
【００８５】
　宿主に投与される量は、何に投与されるか、予防又は治療、宿主の状態、投与の方法、
投与の回数、投与間隔などの投与の目的に応じて変化するであろう。これらは当業者によ
って経験的に決定されることができ、治療の反応の範囲に調整されうる。適切な投与量を
決定するにあたって考慮すべき要因としては、患者のサイズ及び体重、患者の年齢及び性
別、症状の重篤度、病気のステージ、薬剤の送達の方法、薬剤の半減期、及び薬剤の有効
性などが挙げられるが、これらに限定されない。考慮すべき病気のステージとしては、病
気が急性か慢性か、再発期か寛解期か、及び病気の進行度などが挙げられる。
【００８６】
　投与量及び治療上有効な量の投与の時間を決めることは、十分当業者の知識の範囲であ
る。例えば、最初の有効量は、細胞培養又はその他のインビトロアッセイから推定される
ことができる。投与量は、動物モデルにおいて、細胞培養アッセイにより求められたＩＣ

50の濃度など、循環濃度又は組織濃度を作りだすように処方されることができる。
【００８７】
　くわえて、毒性及び治療有効性は、一般に、細胞培養アッセイ及び／又は実験動物を使
用することによって、典型的にはＬＤ50（試験集団の５０％に対する致死量）及びＥＤ50

（試験集団の５０％において治療効果がある）を決定することによって決定される。ガイ
ダンスは、標準的な参考書に見いだされ、例えば、Ｇｏｏｄｍａｎ　＆　Ｇｉｌｍａｎ’
ｓ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔ
ｉｃｓ、第１０版　（Ｈａｒｄｍａｎ，Ｊ．　Ｇ．ら編集．）　マグロウヒル（ＭｃＧｒ
ａｗ－Ｈｉｌｌ），ニューヨーク（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ），ニューヨーク州（Ｎ．Ｙ．）　
（２００１）がある。
【００８８】
　この発明の目的に関して、投与の方法は治療されている状態及び医薬組成物に依存して
選択される。遮断剤及び／又は刺激剤の投与は、多様な方法で行うことができ、例えば、
限定はされないが、皮下、静脈内、腹膜内、筋肉内、及び、全身投与が好ましいが場合に
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より特定の器官又は腫瘍への直接注入などが挙げられる。医薬組成物の投与は、単一の経
路を通してか、又は同時にいくつかの経路によりうる。
【００８９】
　組成物は、とりわけ、治療適応及び処方医師の判断により、１日１回、１日２回～数回
、又は更に１日複数回投与されうる。
【００９０】
　治療効果を得るために必要な遮断剤及び／又は刺激剤の量は、特定の目的のための従来
の手順に従って経験的に決定されうる。一般に、治療目的で細胞に投与するには、細胞は
、薬理学的に有効な投与量にて与えられる。「薬理学的に有効な量」又は「薬理的に有効
な投与量」とは、特に障害又は疾患の状態を治療するために、例えば障害又は疾患の１つ
以上の症状又は兆候を低減又は取り除くことなど、所望の生理学的効果を生み出すのに十
分なだけの量、又は所望の結果を達成できる量を指す。例として、癌患者への細胞の投与
は、基礎となる状態が根滅又は改善される場合だけでなく、患者が疾患に伴う症状の重篤
度又は持続の減少を訴える場合も治療的な有用性を提供し、例えば、幡腫性腫瘍細胞（Ｄ
ＴＣ）などの腫瘍の負担の減少、腫瘍細胞循環の減少、進行のない生存の増加などである
。また、治療的な有用性は、改善が認識されるかどうかにかかわらず、原疾患又は障害の
進行を停止又は減速することも含む。また、上に定義されたように、薬理学的に有効量は
、後述のように、細胞と組み合わせて使われる治療用化合物にも適応されるであろう。
【００９１】
　好ましくは、効果は、少なくとも約１０％、好ましくは少なくとも２０％、３０％、５
０％、７０％、若しくは更に９０％又はそれ以上の定量可能な変化をもたらすであろう。
また、治療的な有用性は、改善が認識されるかどうかにかかわらず、原疾患又は障害の進
行を停止又は減速することも含む。Ｔ細胞抑制受容体の遮断剤及びＩＣＯＳの刺激薬の組
み合わせが、その他の治療プロトコールとともに使用される場合、有効量は、成分の組み
合わせに対して案分され、効果は個別成分単独に制限されない。
【００９２】
　癌を治療するであろう薬理的に有効な量は、典型的に、少なくとも約１０％の；通常少
なくとも約２０％；好ましくは少なくとも約３０％；又はより好ましくは少なくとも約５
０％まで症状を変えるであろう。そのようなことは、例えば、影響される細胞の数におけ
る統計的有意差及び定量可能な変化をもたらすであろう。これは、遠位の臓器における微
小転移の数の減少、再発性転移性疾患減少の減少などでありうる。
【００９３】
　本明細書において記載されている遮断剤及び刺激剤は、その他の抗腫瘍治療、例えば、
外科的切除、放射線療法、化学療法、免疫療法、並びに支持療法（例えば鎮痛剤、利尿薬
、抗利尿薬、抗ウイルス薬、抗生物質、栄養剤、貧血治療、血液凝固治療、骨治療、並び
に精神病理学的及び心理学的な治療）などと組み合わせられうる。そのような他の抗腫瘍
治療、例えば、１つ以上のＴ細胞抑制受容体に対する１つ以上の遮断剤の治療などは、Ｉ
ＣＯＳの刺激薬の投与に連続して（例えば、前又は後）、若しくは同時に提供されうる。
【実施例】
【００９４】
　実施例１：ＩＣＯＳに対する刺激剤は、抗ＣＴＬＡ－４抗体及び抗ＰＤ－Ｌ１抗体の抗
癌効果を高める
【００９５】
　実施例１．１：ＩＣＯＳ抗体に対する刺激剤のＣＤ４+Ｔ細胞増殖への効果
【００９６】
　製造業者の指示に従って、ＤｙｎａｌネズミＣＤ４+Ｔ細胞ネガティブ選択（ｎｅｇａ
ｔｉｖｅ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）キットを使って、ＣＤ４+Ｔ細胞をＣ５７ＢＬ／６マウ
スの脾臓から調製した。抗ＣＤ３ｍＡｂ（０．５μｇ／ｍＬ）、及び２μｇ／ｍＬの抗Ｃ
Ｄ２８、５μｇ／ｍＬの抗ＩＣＯＳｍＡｂの（クローンＣ３９８．４Ａ及び７Ｅ．１７Ｇ
９）で予めコーティングした９６ウェルプレート又はコーティングしなかった９６ウェル
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プレート中で、５０，０００個のＣＤ４+Ｔ細胞を刺激した。細胞を、３７℃、５％のＣ
０2で７２時間培養し、培養終了の８時間前に１μｃｉの3Ｈ－チミジンを各ウェル（ｗｅ
ｌｌ）に添加した。プレートから細胞を採取し、3Ｈ－チミジン取込みを分析した。
【００９７】
　図１にて示すように、抗ＣＤ３抗体の存在下で、抗ＩＣＯＳ抗体は、ＣＤ４+Ｔ細胞の
増殖を高めた。
【００９８】
　実施例１．２：抗ＣＴＬＡ－４により誘発されたＩＣＯＳ発現と腫瘍増殖との間の間接
的な相関関係
【００９９】
　マウスを、２Ｘ１０4個のＢ１６Ｆ１０腫瘍細胞で抗原投与した。マウスを未治療とし
たか、又は治療を施した。治療した動物には、腫瘍抗原投与の３日後に、２００μｇの抗
ＣＴＬＡ－４抗体を、並びに腫瘍抗原投与の６、９、１２、１５、１８、及び２１日後に
１００μｇの抗ＣＴＬＡ－４抗体を与えた。腫瘍増殖及び血液中のＣＤ４+ＦＯＸＰ３-エ
フェクターＴ細胞上のＩＣＯＳのレベルを３日ごとに観察した。
【０１００】
　図２にて示すように、治療した動物から分離したＣＤ４+ＦＯＸＰ３-細胞は、増加した
レベルのＩＣＯＳを発現した。くわえて、ＩＣＯＳの増加した発現は間接的に全身腫瘍組
織量と相関した（図２）。
【０１０１】
　実施例１．３：ＩＣＯＳ-ｏｒＩＣＯＳＬ-マウスは、抗ＣＴＬＡ－４抗体により媒介さ
れる減少した抗癌反応を示す
【０１０２】
　Ｂ１６／ＢＬ６腫瘍をもつ、野生型Ｃ５７ＢＬ／６、ＩＣＯＳ欠損Ｃ５７ＢＬ／６、及
びＩＣＯＳ－リガンド（ＩＣＯＳＬ）欠損５７ＢＬ／６マウスを、未治療のままか、若し
くは１ｘ１０6個の放射線照射を受けたＧＭ－ＣＳＦ－産生Ｂ１６（ＧＶＡＸ）（移植後
腫瘍後３日目）を皮下注射で、及び３、５、及び７日目に、それぞれ、投与量０．２、０
．１、及び０．１ｍｇの抗ＣＴＬＡ－４（９Ｈ１０）を腹腔内投与で治療するかのいずれ
かとした。腫瘍増殖を観察し、８０日目に生存率を算出した。
【０１０３】
　腫瘍をもち、未治療の野生型、ＩＣＯＳ欠損、又はＩＣＯＳＬ欠損マウスは、腫瘍移植
後２５日目～４１日目の間に死亡した（それぞれ白丸、白三角形及び白四角形）。逆に、
野生型マウスをＧＶＡＸ及び抗ＣＴＬＡ－４併用療法で治療した場合、９０％の生存が観
察された（黒丸）。注目すべきことに、ＩＣＯＳ欠損（黒三角形）及びＩＣＯＳＬ欠損マ
ウス（黒正方形）は、ＧＶＡＸ及び抗ＣＴＬＡ－４抗体で治療した後著しく低い防御を示
し、ＧＶＡＸ／抗ＣＴＬＡ－４併用療法の間のこのリガンド／受容体対相互作用の鍵とな
る役割をはっきり示している。
【０１０４】
　実施例１．４：ＧＶＡＸ、抗ＣＴＬＡ－４抗体、及び抗ＩＣＯＳ抗体を使用した強化さ
れた抗癌効果
【０１０５】
　５Ｘ１０4個のＢ１６／ＢＬ６腫瘍細胞で抗原投与したマウスを、（１）未治療、（２
）１Ｘ１０6個の放射線照射したＧＭ－ＣＳＦ－産生Ｂ１６のみで治療（ＧＶＡＸ；皮下
注射、移植後３、６、及び９日目）、（２）１Ｘ１０6個の放射線照射を受けたＧＶＡＸ
（皮下注射、移植後３、６、及び９日目）、２００μｇの抗ＣＴＬＡ－４抗体（腫瘍移植
後３日目）、及び１００μｇの抗ＣＴＬＡ－４抗体（腫瘍移植後６、９、１３、及び１７
日目）で治療、又は（３）１Ｘ１０6個の放射線照射を受けたＧＶＡＸ（注入後３、６、
及び９日目）、２００μｇの抗ＣＴＬＡ－４抗体（腫瘍移植後３日目）、１００μｇの抗
ＣＴＬＡ－４抗体（腫瘍移植後６、９、１３、及び１７日目）及び２００μｇの抗ＩＣＯ
Ｓ抗体（腫瘍移植後６、９、１３、及び１７日目）で治療した。腫瘍増殖を観察し、８０
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日目に生存を算出した。
【０１０６】
　図４に示すように、ＧＶＡＸ、抗ＣＴＬＡ－４抗体、及び抗ＩＣＯＳ抗体の組み合わせ
で動物を治療することによって、ＧＶＡＸ及び抗ＣＴＬＡ－４抗体のみで動物を治療する
ことと比較して、遅延した腫瘍成長をもたらした。この結果は、抗ＣＴＬＡ－４及び抗Ｉ
ＣＯＳ抗体とともにＧＶＡＸで治療したマウスは、ＧＶＡＸ及び抗ＣＴＬＡ－４のみで治
療したマウスと比較してより高い生存率を示す結果と一致する（図５）。
【０１０７】
　実施例１．５：抗ＩＣＯＳ及び抗ＰＤ－Ｌ１抗体を使用した強化された抗癌効果
【０１０８】
　日齢３日のＢ１６／ＢＬ６をもつマウスを、未治療か、又は１ｘ１０6個の放射線照射
したＧＭ－ＣＳＦ－産生Ｂ１６（ＧＶＡＸ）を皮下注射で（腫瘍移植後３日目）及び抗Ｉ
ＣＯＳ抗体（７Ｅ．１７Ｇ９）、抗ＰＤ－Ｌ１抗体（１０Ｆ．９Ｇ２）又はその組み合わ
せを、３、５及び７日目にそれぞれ０．２、０．１、及び０．１ｍｇ、腹腔内投与で治療
かのいずれかとした。腫瘍増殖を観察し、８０日目に生存率を算出した。
【０１０９】
　ＧＶＡＸ及び抗ＩＣＯＳ抗体、又はＧＶＡＸ及び抗ＰＤ－Ｌ１抗体の組み合わせで治療
したマウスは、低い生存率を示した（図６）。対照的に、抗ＰＤ－Ｌ１抗体、抗ＩＣＯＳ
抗体、及びＧＶＡＸを使用した併用療法は、５０％生存をもたらし、抗ＰＤ－Ｌ１抗体（
１０Ｆ．９Ｇ２）及びＧＶＡＸと抗ＩＣＯＳ抗体（７Ｅ．１７Ｇ９）との組み合わせで得
られた強い相乗効果をはっきり示している。
【０１１０】
　実施例２：抗腫瘍ワクチンとしてのＩＣＯＳリガンド発現腫瘍細胞の使用
【０１１１】
　実施例２．１
【０１１２】
　実施例２．１．１：抗体
【０１１３】
　抗ＣＴＬＡ４（クローン９Ｈ１０）は、Ｂｉｏ　Ｘ　Ｃｅｌｌから購入した。
【０１１４】
　実施例２．１．２：細胞系
【０１１５】
　腫瘍原性が高く、免疫原性に乏しい黒色腫細胞系Ｂ１６／ＢＬ６を腫瘍抗原投与に使用
した。腫瘍をもつマウスの治療に、Ｂ１６／ＢＬ６－発現ＧＭ－ＣＳＦ、ここではＧＶＡ
Ｘと呼ぶ、を使用した。コネチカット大学（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｏｎｎｅｃ
ｔｉｃｕｔ）のＤｒ．　Ｌｅｏ　ｌｅｆｒａｎｃｏｉｓから贈与されたベクターＭＳＣＶ
－ＩＲＥＳ－Ｔｈｙ１．１を使って、Ｂ１６／ＢＬ６細胞にレトロウイルス形質導入をし
て、Ｂ１６－Ｔｈｙ１．１を作製した。カリフォルニア大学（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏ
ｆ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）、バークレー（Ｂｅｒｋｅｌｅｙ）校）のＤｒ．　Ｗｉｌｌ
ｉａｍ　Ｓｈａから贈与されたマウスＩＣＯＳＬの全長を発現するベクターＭＳＣＶ－Ｉ
ＣＯＳＬを使って、Ｂ１６／ＢＬ６細胞をレトロウイルス形質導入をして、Ｂ１６－ｍＩ
ＣＯＳＬを作製した。また、ＭＳＣＶ－ＩＣＯＳＬベクターを使って、ＧＶＡＸ細胞を形
質導入して、ＧＶＡＸ－ｍＩＣＯＳＬを作製した。
【０１１６】
　実施例２．１．３：腫瘍抗原投与及び治療実験
【０１１７】
　ゼロ日目に、マウス右脇腹に、５０，０００個のＢ１６／ＢＬ６黒色腫細胞を皮内投与
し、３、６、９、及び１２日目に、７．５×１０5個の放射線照射した（１５０Ｇｙ）Ｂ
１６／ＢＬ６－Ｔｈｙ１．１（ｎ＝１０）、又はＢ１６－ｍＩＣＯＳＬ（ｎ＝１０）と混
合した、７．５×１０5個の放射線照射した（１５０Ｇｙ）ＧＶＡＸを左脇腹に、腹腔内
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。腫瘍増殖及び拒絶を、時間の経過とともに観察した。
【０１１８】
　ゼロ日目に、マウス右脇腹に、２０，０００個のＢ１６／ＢＬ６黒色腫細胞を皮内投与
し、未治療か、若しくは３、６、９、及び１２日目に、１×１０6個の放射線照射した（
１５０Ｇｙ）ＧＶＡＸ（ｎ＝１０）、又はＧＶＡＸ－ｍＩＣＯＳＬ（ｎ＝１０）を左脇腹
に、腹腔内投与の１００μｇの抗ＣＴＬＡ４（３日目は２００μｇ）と組み合わせて、治
療を施した。腫瘍増殖及び拒絶を、時間の経過とともに観察した。
【０１１９】
　ゼロ日目に、マウス右脇腹に、２０，０００個のＢ１６／ＢＬ６黒色腫細胞を皮内投与
し、未治療か、若しくは３、６、９、及び１２日目に、１×１０6個の放射線照射した（
１５０Ｇｙ）Ｂ１６／　ＢＬ６－Ｔｈｙ１．１（ｎ＝１０）、又はＢ１６－ｍＩＣＯＳＬ
（ｎ＝１０）を左脇腹に、腹腔内投与の１００μｇの抗ＣＴＬＡ４（３日目は２００μｇ
）と共に又は無しに、治療を施した。腫瘍増殖及び拒絶を、時間の経過とともに観察した
。
【０１２０】
　ゼロ日目に、マウス右脇腹に、２０，０００個のＢ１６／Ｆ１０黒色腫細胞を皮内投与
し、未治療か、若しくは３、６、９、及び１２日目に、１×１０6個の放射線照射した（
１５０Ｇｙ）Ｂ１６－ｍＩＣＯＳＬ（ｎ＝５）を左脇腹に、腹腔内投与の１００μｇの抗
ＣＴＬＡ４（３日目は２００μｇ）と共に又は無しに、治療を施した。腫瘍増殖及び拒絶
を、時間の経過とともに観察した。
【０１２１】
　実施例２．２：結果
【０１２２】
　ＩＣＯＳＬを発現するＢ１６細胞ワクチンは、ＧＶＡＸがあってもなくても、従来のＧ
ＶＡＸ及びＣＴＬＡ－４遮断の併用療法を超える腫瘍防御率をもたらすことはなかった（
図７及び８）。
【０１２３】
　ＧＭ－ＣＳＦのない状況で、ＩＣＯＳを発現するＢ１６細胞ワクチンは、ＣＴＬＡ－４
遮断と相乗効果を有して腫瘍の増殖を遅らせ、及び／又は腫瘍拒絶において総合的に有用
性がある（図９～１２）。
【０１２４】
　本明細書において言及されているすべての特許及び特許刊行物は、参照により本明細書
に組み込まれる。
【０１２５】
　上記の説明を読めば、当業者であれば他の種々の修正及び改良を思い付くことができる
だろう。すべてのそのような変更及び改善は、簡潔性及び読みやすさのためにここでは削
除されてきたが、以下の特許請求の範囲内に含まれることは理解されるはずである。
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