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(54) 발명의 명칭 갈렉틴 면역치료법

(57) 요 약

포유류에서 면역성의 조정 방법은 포유류에서 갈렉틴-9 활성의 조정에 의해 제공된다. 면역성의 촉진 또는 증강

은 포유류에서 갈렉틴-9 활성의 활성화 또는 자극에 의해, 예컨대 포유류에 대한 갈렉틴-9 작동제의 투여에 의해

시행될 수 있다. 작동제는 갈렉틴-9에 결합하는 다량체성, 가용성 PD-L2 또는 작동제 항체일 수 있다. 면역성의

억제 또는 방지는 포유류에서 갈렉틴-9 활성의 저해 또는 차단에 의해, 예컨대 갈렉틴-9에 결합하거나 PD-L2 다

량체화 및/또는 갈렉틴-9에 대한 결합을 방지하거나 저해하는 길항제 항체 또는 항체 단편의 투여에 의해 달성될

수 있다. 상기 언급된 방법은 갈렉틴-9 활성의 조정에 반응하는 질환, 장애 또는 상태의 방지 또는 치료를 위해

적합할 수 있다. 또한, 갈렉틴-9 활성의 조정에 의해 면역성을 조정하기 위해 유용할 수 있는 갈렉틴-9 작동제,

저해제 또는 길항제의 설계, 스크리닝, 조작 또는 다른 경우의 생산 방법이 제공된다.

대 표 도 - 도1
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

포유류에서 갈렉틴-9 활성을 조정함으로써 포유류에서 면역성을 조정하는 단계를 포함하는, 포유류에서 면역성

의 조정 방법.

청구항 2 

포유류에서 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극함으로써 포유류에서 면역성을 자극하거나 증강시키는 단계를 포

함하는, 포유류에서 면역성의 촉진 또는 증강 방법.

청구항 3 

청구항 1 또는 청구항 2에 있어서,

갈렉틴-9 작동제를 포유류에 투여함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극하는 단계를 포함하는

방법.

청구항 4 

청구항 3에 있어서,

 Th1-매개 면역 반응 및/또는 면역 기억을 자극하고/하거나 개시하는 방법.

청구항 5 

청구항 1 내지 청구항 4 중 어느 한 항에 있어서,

(i) 다량체성, 가용성 PD-L2 또는 이들의 하나 이상의 다량체성 생물학적 활성 단편; 및/또는 (ii) 생체내 PD-

L2  다량체화를 유도하거나 다량체성 PD-L2를 모방하는 제제를 포유류에 투여하는 단계를 포함하며, 다량체성

PD-L2는 이량체성이 아닌 방법.

청구항 6 

청구항 5에 있어서,

생체내 PD-L2 다량체화를 유도하는 제제는 항체인 방법.

청구항 7 

청구항 5에 있어서,

다량체성 PD-L2를 모방하는 제제는 앱타머인 방법.

청구항 8 

청구항 1 내지 청구항 7 중 어느 한 항에 있어서,

갈렉틴-9에 결합하는 작동제 항체 또는 항체 단편을 포유류에 투여하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 9 

청구항 1 내지 청구항 8 중 어느 한 항에 있어서,

포유류에서 질환, 장애 또는 상태를 치료하거나 방지하는 방법.

청구항 10 

포유류에서 갈렉틴-9 활성을 적어도 부분적으로 저해하거나 차단함으로써 포유류에서 면역성을 억제하거나 방지
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하는 단계를 포함하는, 포유류에서 면역성의 억제 또는 방지 방법.

청구항 11 

청구항 10에 있어서,

갈렉틴-9 저해제 또는 길항제를 포유류에 투여함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 저해하거나 차단하는 단계

를 포함하는 방법.

청구항 12 

청구항 10 또는 청구항 11에 있어서,

상기 갈렉틴-9 저해제 또는 길항제는 PD-L2 및 갈렉틴-9 간의 결합 상호작용을 방해하는 방법.

청구항 13 

청구항 12에 있어서,

상기 갈렉틴-9 저해제 또는 길항제는 PD-L2에 결합함으로써 갈렉틴-9에 대한 결합을 저해하는 방법.

청구항 14 

청구항 10 내지 청구항 13 중 어느 한 항에 있어서,

상기 갈렉틴-9 저해제 또는 길항제는 PD-L2에 결합하여 PD-L2 다량체화를 방지하거나 저해하는 방법.

청구항 15 

청구항 12 내지 청구항 14 중 어느 한 항에 있어서,

상기 갈렉틴-9 저해제 또는 길항제는 항-PD-L2 항체 또는 항체 단편인 방법.

청구항 16 

청구항 10 내지 청구항 15 중 어느 한 항에 있어서,

상기 갈렉틴-9 저해제 또는 길항제는 가용성 갈렉틴-9 또는 그의 생물학적 활성 단편 및/또는 포유류에서 갈렉

틴-9 활성을 저해하거나 차단하는 PD-L2의 단량체성 또는 이량체성 형태를 포함하는 방법.

청구항 17 

청구항 10 내지 청구항 16 중 어느 한 항에 있어서,

상기 갈렉틴-9 저해제 또는 길항제는 갈렉틴-9에 결합함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 저해하거나 차단하

는 항체 또는 항체 단편을 포함하는 방법.

청구항 18 

청구항 11 내지 청구항 17 중 어느 한 항에 있어서,

포유류에서 질환, 장애 또는 상태를 치료하거나 방지하는 방법.

청구항 19 

포유류에서 갈렉틴-9 활성을 조정함으로써 질환, 장애 또는 상태를 방지하거나 치료하는 단계를 포함하는, 포유

류에서 질환, 장애 또는 상태의 치료 또는 방지 방법.

청구항 20 

청구항 19에 있어서,

상기 질환, 장애 또는 상태는 포유류에서 갈렉틴-9 활성의 활성화 또는 자극에 의한 면역성의 촉진 또는 증강에

반응하는 방법.
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청구항 21 

청구항 19 또는 청구항 20에 있어서,

갈렉틴-9 작동체를 포유류에 투여하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 22 

청구항 9 또는 청구항 19 내지 청구항 21 중 어느 한 항에 있어서,

상기 질환, 장애 또는 상태는 암이고/이거나 병원체에 의해 유도되는 방법.

청구항 23 

청구항 19 있어서,

상기 질환, 장애 또는 상태는 포유류에서 갈렉틴-9 활성의 저해 또는 차단에 의한 면역성의 억제 또는 방지에

반응하는 방법.

청구항 24 

청구항 23에 있어서,

갈렉틴-9 길항제 또는 저해제를 포유류에 투여하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 25 

청구항 18, 청구항 19, 청구항 23 또는 청구항 24 중 어느 한 항에 있어서,

상기 질환, 장애 또는 상태는 자가면역 질환 및/또는 염증성 질환인 방법.

청구항 26 

(i) 후보 분자가 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극함으로써 포유류에서 면역성을 자극하거나 증강시킬 수 있

는 작동제인지 여부를 결정하는 단계; 또는 (ii) 후보 분자가 갈렉틴-9 활성을 차단하거나 저해함으로써 포유류

에서 면역성을 적어도 부분적으로 억제하거나 방지할 수 있는 길항제 또는 저해제인지 여부를 결정하는 단계를

포함하는, 갈렉틴-9 작동제, 저해제 또는 길항제의 설계, 스크리닝, 조작 또는 다른 경우의 생산 방법.

청구항 27 

청구항 26에 있어서,

단계 (i)에서, 상기 후보 분자는 PD-L2 자극 또는 갈렉틴-9의 활성화를 모방하는 방법.

청구항 28 

청구항 26 또는 청구항 27에 있어서,

단계 (ii)에서, 상기 후보 분자는 PD-L2 자극 또는 갈렉틴-9의 활성화를 차단하거나 저해하는 방법.

청구항 29 

청구항 1 내지 청구항 28 중 어느 한 항에 있어서,

갈렉틴-9는 CD4+ T 세포, CD8+ T 세포, B 세포 또는 NK 세포에 의해 발현되는 방법.

청구항 30 

청구항 1 내지 청구항 29 중 어느 한 항에 있어서,

상기 포유류는 인간인 방법.

청구항 31 

청구항 26 내지 청구항 30 중 어느 한 항의 방법에 의해 생산되는 갈렉틴-9 작동제, 길항제 또는 저해제.
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청구항 32 

갈렉틴-9 작동제 및 면역원을 포함하는 조성물.

청구항 33 

갈렉틴-9 길항제 또는 저해제를 포함하는 조성물.

청구항 34 

청구항 32 또는 청구항 33에 있어서,

상기 갈렉틴-9 작동제, 길항제 또는 저해제는 청구항 31에 따른 것인 조성물.

청구항 35 

청구항 1 내지 청구항 25 중 어느 한 항의 방법에 따라 이용하기 위한, 청구항 31의 갈렉틴-9 작동제, 길항제

또는 저해제, 또는 청구항 32, 청구항 33 또는 청구항 34의 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 면역치료법에 관한 것이다.  보다  구체적으로,  본  발명은 면역 반응을 조정함으로써 하나 이상의[0001]

질환, 장애 또는 상태를 방지하거나 치료하기 위한 갈렉틴-9의 표적화에 관한 것이다.

배 경 기 술

PD-1은 T 세포 기능을 하향조절하는 것으로 알려져 있는 확장된 분자 패밀리의 구성원이다. PD-1은 2가지 공지[0002]

된  리간드,  PD-L1(B7-H1)(Dong  et  al.,  1999;  Freeman  et  al.,  2000)  및  PD-L2(B7-DC)(Latchman  et  al.,

2001; Tseng et al., 2001)를 가지며, 둘 다 B7 공동-신호전달 분자 패밀리에 속한다. PD-1의 발현은 T 세포,

B 세포, 천연 살해 T 세포, 수지상 세포(DCs), 및 활성화된 단핵구(Keir et al., 2008) 상에서 관찰될 수 있다.

PD-1은 휴지 T 세포 상에서는 발현되지 않지만, 활성화 시 유도될 수 있다(Agata et al., 1996). PD-1 결찰의

기능적 효과는 T 세포 활성화 후 수 시간 내에 관찰될 수 있지만, PD-1 세포 표면 단백질 상향조절에는 24 h이

필요하다(Chemnitz et al., 2004). PD-1이 T 세포 수용체 신호와 동시에 관여되는 경우, 이는 저해 신호를 유발

할 수 있지만, PD-1만 가교되는 경우에는 신호 전달이 일어나지 않는다(Sharpe et al., 2007). 일반적으로 T 세

포 상의 PD-1 및 그 리간드, PD-L1 간의 상호작용은 말초 T-세포 관용성의 유도 및 유지를 제어하며, 병원체 또

는 암에 대한 면역 반응 동안 T 세포에 의한 사이토카인 생산 및 증식을 부정적으로 조절한다(Sharpe et al.,

2007). PD-L2는 일반적으로 PD-1로의 결합에 대해 PD-L1과 경쟁하는 것으로 여겨지는 PD-1에 대한 또 다른 리간

드이다. 일반적으로, PD-L2의 면역학적 기능은 PD-L1에서와 중복되는 것으로 나타나며, PD-L2 자체에 기인한 수

있는 특정한 역할 또는 기능은 없는 것으로 나타난다.

발명의 내용

과제의 해결 수단

본 발명은 적어도 부분적으로, 갈렉틴-9(Galectin-9)가 PD-L2에 대한 수용체라는 예상치 못한 발견에서 생겨났[0003]

다. 따라서, PD-L2의 적어도 일부의 면역학적 효과는 PD-1을 통해서가 아니라 갈렉틴-9에 대한 다량체성 PD-

L2의 결합을 통해 매개될 수 있다. 따라서 본 발명은 광의적으로는 갈렉틴-9를 표적화함으로써 면역계를 조정하

는 것이 대한 것이다. 하나의 광의의 구현예에서, 본 발명은 갈렉틴-9의 활성화 또는 자극에 의한 포유류에서

면역성의 촉진 또는 증강에 대한 것이다. 또 다른 광의의 구현예에서, 본 발명은 갈렉틴-9의 저해 또는 차단에

의한 포유류에서 면역성의 억제 또는 방지에 대한 것이다.

본 발명의 하나의 측면은 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 조정함으로써 포유류에서 면역성을 조정하는 단계를 포함[0004]

하는, 포유류에서 면역성의 조정 방법을 제공한다.

본 발명의 특정한 측면은 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 활성화 또는 자극함으로써 포유류에서 면역성을 자극하거[0005]

나 증강시키는 단계를 포함하는, 포유류에서 면역성의 촉진 또는 증강 방법을 제공한다.
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적합하게는, 방법에는 포유류에 갈렉틴-9 작동제를 투여함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자[0006]

극하는 단계가 포함된다.

하나의 구현예에서, 방법에는 가용성 PD-L2 또는 그의 생물학적 활성 단편을 포유류에 투여함으로써 포유류에서[0007]

갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극하는 단계가 포함된다.

적합하게는, 가용성 PD-L2는 n개 단량체를 포함하는 다량체이며, 여기서 n ≥3이다.[0008]

하나의 구현예에서, 방법에는 갈렉틴-9에 결합하는 작동제 항체 또는 항체 단편을 포유류에 투여함으로써 포유[0009]

류에서 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극하는 단계가 포함된다.

적합하게는, 이는 Th1-매개 면역 반응 및/또는 면역 기억을 자극하고/하거나 개시한다.[0010]

본 발명의 또 다른 특정한 측면은 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 적어도 부분적으로 저해하거나 차단함으로써 포[0011]

유류에서 면역성을 억제하거나 방지하는 단계를 포함하는, 포유류에서 면역성의 적어도 부분적 억제 또는 방지

방법을 제공한다.

적합하게는, 방법에는 갈렉틴-9 저해제 또는 길항제를 포유류에 투여함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 저해[0012]

하거나 차단하는 단계가 포함된다. 바람직하게는, 저해제 또는 길항제는 PD-L2 및 갈렉틴-9 간의 결합 상호작용

을 적어도 부분적으로 방지하거나 방해한다.

하나의 구현예에서, 방법에는 포유류에 가용성 갈렉틴-9 또는 그의 생물학적 활성 단편을 투여함으로써 포유류[0013]

에서 갈렉틴-9 활성을 저해하거나 차단하는 단계가 포함된다.

하나의 구현예에서, 방법에는 갈렉틴-9에 결합하는 길항제 항체 또는 항체 단편을 포유류에 투여함으로써 포유[0014]

류에서 갈렉틴-9 활성을 저해하거나 차단하는 단계가 포함된다.

본 발명의 관련 측면은 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 조정함으로써 질환 또는 상태를 방지하거나 치료하는 단계[0015]

를 포함하는, 포유류에서 질환, 장애 또는 상태의 치료 또는 방지 방법을 제공한다.

하나의 구현예에서, 질환, 장애 또는 상태는 포유류에서 갈렉틴-9 활성의 활성화 또는 자극에 의한 면역성의 촉[0016]

진 또는 증강에 반응한다. 바람직하게는, 방법에는 갈렉틴-9에 결합하는 작동제 항체 또는 항체 단편을 포유류

에 투여함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극하는 단계가 포함된다.

또 다른 구현예에서, 질환, 장애 또는 상태는 포유류에서 갈렉틴-9 활성의 저해 또는 차단에 의한 면역성의 억[0017]

제 또는 방지에 반응한다. 하나의 특정한 구현예에서, 방법에는 포유류에 가용성 갈렉틴-9 또는 그의 생물학적

활성 단편을 투여함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 저해하거나 차단하는 단계가 포함된다. 또 다른 특정한

구현예에서, 방법에는 갈렉틴-9에 결합하는 길항제 항체 또는 항체 단편을 포유류에 투여함으로써 포유류에서

갈렉틴-9 활성을 저해하거나 차단하는 단계가 포함된다.

본 발명의 또 다른 측면은 갈렉틴-9 작동제 및 면역원을 포함하는 조성물을 제공한다. 적합하게는, 조성물은 조[0018]

성물에 대한 면역 반응을 야기하는 면역원성 조성물 또는 백신이다. 면역원은 병원체(예로, 불활성화된 바이러

스 또는 약독화된 박테리아) 또는 병원체의 분자 성분일 수 있다. 적합하게는, 조성물은 적합한 담체, 희석제

또는 부형제를 포함한다.

본 발명의 추가 측면은 갈렉틴-9 작동제, 저해제 또는 길항제의 설계, 스크리닝, 조작 또는 다른 경우의 생산[0019]

방법을 제공하며, 상기 방법에는 (i) 후보 분자가 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극함으로써 포유류에서 면역

성을 자극하거나 증강시킬 수 있는 작동제인지 여부를 결정하는 단계; 또는 (ii) 후보 분자가 갈렉틴-9 활성을

차단하거나 저해함으로써 포유류에서 면역성을 적어도 부분적으로 억제하거나 방지할 수 있는 길항제 또는 저해

제인지 여부를 결정하는 단계가 포함된다.

하나의 구현예에서, 단계 (i)에서, 후보 분자는 PD-L2 자극 또는 갈렉틴-9의 활성화를 모방한다.[0020]

하나의 구현예에서, 단계 (ii)에서, 후보 분자는 PD-L2 자극 또는 갈렉틴-9의 활성화를 차단하거나 저해한다.[0021]

본 발명의 추가 측면은 상기 측면의 방법에 따라 생산되는 갈렉틴-9 작동제, 저해제 또는 길항제를 제공한다.[0022]

본 발명의 추가 측면은 상기 측면의 갈렉틴-9 작동제, 저해제 또는 길항제를 포함하는 조성물을 제공한다. 적합[0023]

하게는, 조성물은 적합한 담체, 희석제 또는 부형제를 포함한다.

본 명세서에 걸쳐, 달리 나타내지 않는 경우, "포함한다", "포함하다" 및 "포함하는"은 배타적이 아니라 포괄적[0024]
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으로 이용되며, 이에 따라 언급되는 정수 또는 정수 군에는 하나 이상의 다른 언급되지 않은 정수 또는 정수 군

이 포함될 수 있다.

본원에서 이용되는 부정관사는 단일 또는 단수 요소를 나타내거나 표시하지 않고, 하나 또는 복수의 요소를 나[0025]

타내거나 표시할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1: PD-1 및 PD-L1은 피. 샤바우디(P. chabaudi) 및 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM) 말라리아에 대한 보호[0026]

면역성을 조절한다. (a) WT 코호트(n≥9) 및 (b) PD-1KO 마우스를 비-치사 10
5
개 피. 샤바우디(P. chabaudi) 또

는 치사 10
4
개 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염시키고, pRBC 및 혈액 도말을 1-2일마다 취해서 기생충

혈증을 모니터링하였다. 40일 후, 모든 생존 마우스를 140일 동안 휴식시킨 뒤, 동일한 기생충으로 재-유발접종

하였다(x-축 상의 화살표). 오차 막대: ±S.E.M. Log 척도는 임상-미만 감염을 강조한다. 모든 야생형 마우스는

치사 유발접종 7일 내에 사망하였다(†). (c) 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염시킨 B6 WT(●) 및 PD-

L1 KO(▲) 마우스로부터의 총 CD11c
+
 DC를 미치료 마우스로 전달한 뒤 치사 용량의 피. 요엘리이 YM(P. yoelii

YM)으로 감염시키고, 마우스를 60일 초과 동안 1-3일마다 조사하였다(총 n=9). WT DC를 수여받은 모든 마우스가

9일까지 모두 죽은 반면, PD-L1KO DC를 수여받은 모든 마우스는 생존하였다.

도 2: 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM) 및 피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL)로의 감염 7일 후 총 비장 DC에

서 실시간 PCR에 의해 PD-L2 mRNA를 3가지 하우스키핑 유전자의 평균과 비교하였다. 데이터는 2회 독립 실험에

서 제조된 RNA를 이용하여 수득되는 mRNA 수준의 평균 및 범위로 나타낸다. 유의성은 반복 실험으로부터 풀링된

데이터 상에서 비-파라미터성 t-테스트를 이용하여 분석하였다.

도 3: 비-치사 감염에서 PD-L2의 차단은 감염을 악화시킨다. 대조군 IgG(검은 원), 또는 차단 항-PD-L2 항체(흰

사각형)를 이용한 치료 후 WT 마우스에서 기생충혈증의 평균 백분율. 데이터는 WT(총 n=10 마우스) 또는 PD-1

KO(총 n=10) 마우스에서 2회 독립 실험 중 하나를 나타낸다(*p=0.0048).

도 4: 가용성 합성 다량체성 PD-L2는 치사 말라리아에 대해 보호하고 지속되는 면역성을 생성한다. B6 마우스

코호트(n=12)를 치사 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염시키고 3, 5 및 7일째에 마우스에 가용성 팔량체

성 PD-L2 또는 인간 IgG(대조군 Ig)를 제공하였다. 감염 제거 및 3개월 휴식 후, 생존 마우스를 치사 피. 요엘

리이 YM(P. yoelii YM) 감염으로 다시 재-유발접종하였다(화살표; 추가 sPDL2 없음).

도 5: 가용성 합성 다량체성 PD-L2는 뇌 말라리아 증상에 대해 보호하고 생존을 연장시킨다. B6 마우스 코호트

(n=9)를 8일까지 뇌 증상을 유도하는 피. 베르게이(P. berghei) 말라리아로 감염시키고, 3, 5 및 7일째에 마우

스에 가용성 PD-L2 또는 인간 IgG(대조군 Ig)를 제공하였다. 마우스를 (a) 뇌 증상 및 (b) 생존에 대해 매일 모

니터링하였다. 마우스는 과량의 TNF로 인한 DC 기능의 부재로 최종 사망하였다(Wykes, 2007).

도 6: CD4
+
 및 CD8

+
 T 세포 결핍 연구는 중증 말라리아에 대한 보호에서 이들 세포의 역할을 나타낸다. (a) CD4

+

T 세포(흰 사각형) 또는 CD8
+
 T 세포(흰 원)의 결핍을 갖는, 치사 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)으로의 감염

및  rIg(검은  원)로의  치료,  또는  sPD-L2(검은색  사각형)로의  치료  후  WT  마우스에서  마우스의  평균  생존

백분율.

도 7: sPD-L2에 의한 보호는 PD-L1의 차단을 통하지 않는다. WT 코호트 및 PD-L1 녹아웃 마우스를 치사 피. 요

엘리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염시키고 대조군 IgG 또는 sPD-L2로 치료하였다. 마우스를 기생충혈증에 대해

모니터링하였다.

도 8: 갈렉틴-9는 고정화된 PD-L2에 의해 T 세포로부터 면역침전된다. 총 마우스 T 세포 집단의 용해물을 고정

화된  IgG  또는  PD-L2-Fc  융합  단백질과  혼합하였다.  밴드를  절단하고,  질량  분광측정기  분석을  위해

소화시켰다. 갈렉틴-9(2)는 PD-L2와의 면역침전에 대해 독특하였다.

도 9: 고정화된 PD-L2에 의한, T 세포로부터 면역침전된 갈렉틴-9의 웨스턴 블롯. 총 마우스 T 세포 집단의 용

해물을 고정화된 IgG 또는 PD-L2-Fc 융합 단백질과 혼합하였다. 겔 상 단백질을 갈렉틴-9에 대해 면역-표지된

니트로셀룰로오스로 옮겼다.

도 10: sPD-L2는 T 세포 상에서 갈렉틴-9에 결합한다. 총 T 세포 집단을 미치료 마우스의 비장으로부터 단리하

고 바이오틴화된 sPD-L2 및 APC-스트렙타비딘 또는 PE-항-갈렉틴-9와 인큐베이션하였다. T 세포를 또한 바이오
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틴화된 sPD-L2 및 APC-스트렙타비딘으로의 표지 전에, 표지되지 않은 항-갈렉틴-9 항체와 인큐베이션하였다. 모

든 샘플을 또한 CD4+ 및 CD8+ T 세포를 확인하기 위해 표지하였다.

도 11: 가용성 PD-L2는 갈렉틴 9에 의해 매개되는 미치료 마우스 CD4+ T 세포의 분화 및 이들의 TBET 수준을 증

가시킨다. 미치료 CD4
+
 T 세포를 그래프 상에 나타낸 항-CD3, IL-2 및 자극과 함께 배양하였다. (a) sPD-L2는

TBET을 발현하는 CD4+CD62L
lo
 세포의 백분율 및 (b) 세포 내의 TBET 수준을 래트 IgG 치료에 비해 증가시켰다. 상

기 효과는 갈렉틴-9 저해제인 것으로 결정된 항-갈렉틴-9(클론 108A) 항체에 의해 차단되었다. 클론 RG9.1은 또

한 TBET을 발현하는 마우스 CD4+CD62L
lo
 세포의 백분율을 증가시켰다.

도 12: 가용성 합성 PD-L2 및 항-갈렉틴-9 항체는 치사 말라리아의 증상에 대해 보호한다. B6 마우스 코호트

(n=3)를 치사 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염시키고, 3, 5 및 7일째에 마우스에 가용성 PD-L2, 항-갈

렉틴-9 또는 인간 IgG(대조군 Ig)를 제공하였다. 마우스를 매일 모니터링하고, 질환 증상 및 생존에 대해 스코

어링하였다. 스코어가 4에 도달하면, 마우스를 안락사시켰다. 임상 스코어에 대한 sPDL2의 긍정적 효과는 갈렉

틴-9 자극인자(작동 항체)로 결정된 RG1에 의해 모방되고 개선된다.

도 13: 마우스 PD-L2-갈렉틴-9는 매우 안정하며, 갈렉틴-9 및 PD-L2의 다량체화에 관여한다. 갈렉틴-9 및 PD-L2

간 결합의 생화학적 성질을 결정하기 위해 옥테트 레드(Octet red) 연구를 수행하였다. sPD-L2는 탐침에 결합하

였고,  sPD-1  및  s갈렉틴-9와  그  상호작용을 측정하였다.  PD-L2-PD1  결합 곡선은 PD-L2가  0.02초  미만(검정

감도)에 PD-1에 결합하며 0.02 초 미만에 해리하는 것으로 나타난다. PD-L2-Gal-9 곡선은 갈렉틴-9 결합이 연합

하는데 299.99 초 및 해리하는데 614.21 초가 걸림을 나타내어 PD-L2 및 갈렉틴-9 간의 매우 안정한 상호작용을

시사한다. 피크의 높이는 PD-1과 함께가 아니라 갈렉틴-9와 큰 응집을 나타내어, 갈렉틴-9 및 PDL2가 결합 동안

다량체화함을 시사한다.

도 14: 마우스 sPD-L2 또는 항-갈렉틴-9 항체로 치료한 마우스 CD4
+
 T 세포로부터 분비되는 사이토카인. CD4

+
 T

세포를 마우스 비장으로부터 단리하고 3일 동안 항-CD3 및 자극과 함께 배양하고, 상청액을 수집하여 사이토카

인, 인터페론-γ, IL-2 및 TNF-α를 측정하였다. 오차 막대는 SEM을 나타내며, 데이터는 2회 실험 중 하나를 나

타낸다.

도 15: (A) 인간 sPD-L2로 치료한 인간 CD4
+
 T 세포로부터 분비되는 사이토카인. CD4

+
 T 세포를 인간 PBMC로부

터 단리하고 3일 동안 TCR의 활성화를 모방하기 위해 PMA 및 이오노마이신과 배양하였다. 이어서 세포를 sPD-L2

또는 대조군과 배양하고, 3일째에, 상청액을 수집하여 사이토카인 인터페론-γ(IFN-γ), IL-2, TNF-α 및 IL-

4를 측정하였다. 오차 막대는 SEM을 나타내며, 데이터는 2회 실험에서 풀링된 데이터를 나타낸다. (B) 항-마우

스 갈렉틴-9로 치료한 인간 CD4
+
 T 세포로부터 분비되는 IFN-γ. CD4

+
 T 세포를 인간 PBMC로부터 단리하고 3일

동안 TCR의 활성화를 모방하기 위해 최적 미만 농도의 항-CD3과 배양하였다. 이어서 세포를 sPD-L2 또는 항-마

우스  갈렉틴-9와  배양하고,  3일째에,  상청액을  수집하여  사이토카인을  측정하였다.  오차  막대는  SEM을

나타내며, 데이터는 1회 실험을 나타낸다.

도 16: 항-Tim3 차단 항체가 아닌 -갈렉틴-9 활성화 항체가 치사 말라리아에 대해 보호한다. 감염 후 3, 5 및 7

일째에 대조군 래트 IgG, 차단 항-Tim-3 항체 또는 활성화 항-갈렉틴-9 항체로 치료한 WT 마우스에서 피. 요엘

리이 YM(P. yoelii YM) 말라리아의 전형적 경과에 대한 평균 기생충혈증 백분율. 오차 막대는 SEM을 나타내며,

데이터는 Tim3에 대해서는 2회 실험 중 하나 및 항-갈렉틴-9에 대해서는 3회 실험 중 하나를 나타낸다.

도 17: 항-갈렉틴-9 치료는 유방암 진행을 감소시킨다. 마우스 코호트에 (a) PYMT-유래 또는 (b) EO771.LMB 유

방 암종을 자궁외 이식하고 대조군 IgG 또는 항-갈렉틴-9 항체로 치료하였다. 마우스를 1-2일마다 모니터링하여

종양 진행을 모니터링하였다. QIMR-B 윤리학은 유방에 이식된 종양이 ~525 ㎟에 도달했을 때 마우스를 안락사시

킬 것을 요구한다. 오차 막대는 SEM을 나타낸다.

도 18: PD-L2의 차단은 피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL)로 감염된 마우스의 비장에서 기생충-특이적 CD4
+

T 세포의 증식을 저해한다. 피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL)로 감염되고 래트 IgG 또는 항-PD-L2 차단 항

체로 치료한 WT 마우스에서의 다양한 파라미터 분석. 모든 데이터를 산개도에 나타내며, 막대는 중앙값을 나타

낸다. (a, b) (a) 7일째(n=4) (b) 14일째(n=7)에 비장 당 Tbet-발현 CD4
+
CD62L

hi
 및 CD4

+
CD62L

lo  
T 세포의 수.
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(c) 미치료 DC(n=7)의 존재 하에 기생충 항원(MSP119)에 반응하여 ELISPOT 배양에서 인터페론-γ(IFN-γ)를 분

비한 CD4
+
 T 세포의 수. (d, e) 피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL)-감염 마우스(n=7)의 혈청 중 (d) IFN-γ

및 (e) IL-10의 수준. (f) 비장(n=7) 당 CD25 및 FoxP3을 발현하는 CD4
+
 T 세포(조절 T 세포)의 수. 14일에 대

한 데이터는 2회 풀링된, 독립 실험을 나타낸다. 유의성은 2-측 테일에 기반하는 비-파라미터성 Mann-Whitney U

평가를 이용해서 분석하였다(*P<0.05; **P<0.005; ***P<0.0005). F 평가는 군 간에 유의미하게 상이한 분산을

확인하였다.

도 19: PD-L2는 피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL) 말라리아 동안 Th1 면역성을 조절한다. (A, B) (A) WT

마우스 및 PD-L2KO 마우스(n=4) 또는 (B) 래트 IgG 또는 항-PD-L2 차단 항체로 치료한 WT 마우스(n=5)에서 피.

요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL) 말라리아의 전형적 경과 동안의 임상 증상 스코어. (C-F) 산개도는 래트 IgG

또는 항-PD-L2 차단 항체로 치료한 WT 마우스 또는 14일 동안 피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL)로 감염된

PD-L2KO 마우스에서 CD4 T
+
 세포의 분석을 나타낸다. (C) 비장 당 Tbet-발현 CD4

+
CD62L

hi
 또는 CD4

+
CD62L

lo 
T 세포

의 평균 수. (D) 미치료 DC의 존재 하에, 기생충 항원(MSP119)에 반응하여 ELISPOT 배양에서 IFN-γ를 분비한,

비장 당 CD4
+
 T 세포의 평균 수. (E-F) 미치료 DC의 존재 하에, 기생충 항원(Pb1)에 반응하여 ELISPOT 배양에서

IFN-γ를 분비한, 비장 당 CD8
+
 T 세포의 평균 수. (E) PD-L2 차단을 포함하고 및 포함하지 않고(n=7) 피. 요엘

리이 17XNL(P. yoelii 17XNL)을 이용한 감염 14일 후 취한 세포. (F) PD-L2KO 마우스 및 대조군으로부터 피.

요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL)을 이용한 감염 14일 후 취한 세포. 1회 수행된 PD-L2KO 마우스에 대한 데이

터를 제외하고, 데이터는 2회 독립 실험으로부터 풀링된다. 오차 막대는 SEM을 나타낸다(*P<0.05). 유의성은 비

-파라미터성 Mann-Whitney U 평가를 이용해서 분석하였다.

도 20: sPD-L2는 CD4
+
 T 세포를 통한 보호 및 생존을 매개한다. 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)을 이용한 감염

3, 5 및 7일 후, 대조군 인간 IgG(hIg) 또는 sPD-L2로 치료한 WT 마우스에서의 (a) 생존 곡선 및 (b-d) 평균

기생충혈증 백분율. 이어서 마우스를 (b) 래트 Ig, (c) 결핍 항-CD4 항체 또는 (d) 결핍 항-CD8 항체(n=4)로 감

염 1일 후에 시작하여 감염 후 14-18일까지 3-4일마다 공동-치료하였다. 데이터는 유사한 결과를 수득한 2회 독

립 실험 중 하나를 나타낸다. sPD-L2
+
 래트 IgG 치료군 및 대조군(래트 및 인간 IgG가 수여됨) 또는 CD4

+
 T 세

포 결핍을 갖는 sPD-L2 치료군 간의 생존 유의성을 풀링된 실험으로부터의 데이터에 근거한 Log-순위(Mantel-

Cox) 평가를 이용해서 분석하였다.

도 21: sPD-L2는 Th1 CD4
+
 및 CD8+ T 세포 기능의 촉진에 의해 치사 말라리아로부터 마우스를 보호한다. 피. 요

엘리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염되고 감염 후 3, 5 및 7일째에 대조군 인간 IgG 또는 sPD-L2로 치료한 WT 마

우스(n=8)에서의 다양한 파라미터(감염 후 7일째) 분석. 모든 데이터를 산개도에 나타내며, 막대는 중앙값을 나

타낸다. (a) 미치료 DC의 존재 하에 기생충 항원 MSP119에 반응하여 ELISPOT 배양에서 IFN-γ를 분비한 CD4
+
 T

세포의 수; (b) EdU 혼입에 의해 측정되는, 미치료 DC의 존재 하에 기생충 항원 MSP119에 반응하여 배양에서 증

식한 CD4
+
 T 세포의 수; (c) 비장 당 CD25 및 FoxP3을 발현하는 CD4

+
 T 세포의 수. (d) 비장 당 기생충-특이적

Pb1-사량체
+ 
CD8

+
 T 세포의 수, 및 (e) 미치료 DC의 존재 하에 기생충 항원 Pb1에 반응하여 배양에서 IFN-γ를

분비한 CD8
+
 T 세포의 수(ELISPOT에 의해 결정); (f) 최근 활성화 마커인 CD11a 및 그랜자임 B를 발현한 CD8

+
 T

세포의 수. 데이터는 1회 수행된 사량체 및 그랜자임 B 표지를 제외하고, 2회 풀링된 독립 실험을 나타낸다. 유

의성은  2-측  테일에  근거하여  비-파라미터성  Mann-Whitney  U  평가를  이용해서  분석하였다(*P<0.05;

**P<0.005). F 평가로 군 간 유의미하게 상이한 분산을 확인하였다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

DETAILED DESCRIPTION[0027]

PD-L2는 프로그래밍된 사멸 수용체-1(PD1) 및 RGMb에 대한 리간드이며, 본원에서 갈렉틴-9(Gal-9)는 PD-L2에 대[0028]

해 지금까지 알려지지 않은 수용체인 것으로 제안된다. 가용성 PD-L2 치료 마우스는 치사 말라리아 균주로 유발

접종되었을 때 죽지 않으며, CD4+ T 세포가 결핍되는 경우 PD-L2-매개 보호가 소실되므로 PD-L2는 CD4+ T 세포

를 통한 보호를 매개하는 것으로 제안된다. 따라서, 가용성 PD-L2(sPDL2) 또는 작동성 항-갈렉틴-9 항체의 투여
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는 면역자극제로서 작용하고/하거나 Th1-매개 면역 반응 및/또는 면역 기억을 개시할 수 있는 것으로 제안된다.

이는 특히 암에 대한, 면역 기억의 생성 및 유지를 포함하는, 암, 감염성 제제 및 기생충에 반응하여 면역 반응

의 자극에서 효능을 가질 수 있다. 또한 갈렉틴-9에 대한 차단 또는 길항제 항체의 투여는 PD-L2로 나타난 효과

를 방지하거나 저해할 수 있는 것으로 제안된다. PD-L2에 결합하고 갈렉틴-9와의 그 상호작용을 차단하는 항체

는 갈렉틴-9 길항제 항체에 대해 유사한 효과를 가질 수 있다. 이는 자가면역 질환, 염증 및/또는 알러지의 치

료 또는 방지에서 유용할 수 있는 것과 같은 면역성의 억제를 보조할 수 있다.

본 발명의 목적을 위해, "단리된"이란 그 천연 상태로부터 제거되거나 다른 경우 인간 조작을 거친 물질을 의미[0029]

한다.  단리된 물질은 그 천연 상태에서 이와 보통 동반되는 성분이 실질적으로 또는 본질적으로 없을 수도

있고, 또는 그 천연 상태에서 이와 보통 동반되는 성분과 함께 인공 상태에 있도록 조작될 수도 있다. 단리된

물질은 원상태, 화학적 합성 또는 재조합 형태에 있을 수 있다.

"단백질"이란 아미노산 중합체를 의미한다. 아미노산은 당분야에서 널리 이해되는 바와 같은 천연 또는 비-천연[0030]

아미노산, D- 또는 L- 아미노산일 수 있다.

"펩타이드"는 50개 이하의 아미노산을 갖는 단백질이다.[0031]

"폴리펩타이드"는 50개 초과의 아미노산을 갖는 단백질이다.[0032]

본원에서 이용되는 "갈렉틴-9" 또는 "Gal-9"는 β-갈락토사이드 당, 예컨대 N-아세틸락토스아민(Galβ1-3GlcNAc[0033]

또는 Galβ1-4GlcNAc)에 대한 이들의 결합 특이성에 의해 정의되는 단백질의 갈렉틴 패밀리의 단백질을 나타낸

다. 이들 단백질은 안정성 및 탄수화물 결합을 위한 디설파이드 결합에 대한 이들의 의존으로 인해 S-형 렉틴으

로도 명명된다. 포유류에서는, LGALS 유전자에 의해 인코딩되는 15개의 갈렉틴이 발견되었으며, 그 중 갈렉틴-

1, -2, -3, -4, -7, -8, -9, -10, -12 및 -13이 인간에서 확인되었다. 인간 갈렉틴 9는 잔기 149-180이 없는

 "짧은 형태" 변이체가 존재하지만, 전형적으로 355개 아미노산 서열을 포함한다(정규 또는 "긴 형태" 서열로

불림). 적합하게는, 본 발명의 맥락에서 갈렉틴-9는 림프구 또는 NK 세포에 의해 발현된다. 림프구는 CD4+ T 세

포, CD8+ T 세포 또는 B 세포일 수 있다. 인간 갈렉틴-9 아미노산 서열의 비제한적 예는 Uniprot KB 접근 번호

O00182 하에 확인될 수 있으며, 마우스 갈렉틴-9 아미노산 서열의 비제한적 예는 Uniprot KB 접근 번호 O08573

하에 확인될 수 있다.

본원에서 이용되는 "항체"는 면역글로불린이거나 이를 포함한다. 용어 "면역글로불린"에는 면역글로불린 이소형[0034]

IgA, IgD, IgM, IgG 및 IgE 및 그의 항원-결합 단편을 포함하여, 포유류 면역글로불린 유전자 복합체의 임의의

항원-결합 단백질 산물이 포함된다. 용어 "면역글로불린"에는 키메라 또는 인간화 또는 다른 경우 변경된 또는

변이체 아미노산 잔기, 서열 및/또는 글리코실화를 포함하는 면역글로불린이, 천연 생성이건 인간 개입에 의해

(예로 재조합 DNA 기술에 의해) 생산되건, 포함된다.

항체 단편에는 Fab 및 Fab'2 단편, 디아바디, 트리아바디 및 단일쇄 항체 단편(예로, scVs)이 포함되지만, 이에[0035]

제한되는 것은 아니다. 전형적으로, 항체는 각각 CDR 1, 2 및 3 아미노산 서열을 포함하는 각각의 경쇄 및 중쇄

가변 영역을 포함한다. 바람직한 항체 단편은 적어도 하나의 경쇄 가변 영역 CDR 및/또는 적어도 하나의 중쇄

가변 영역 CDR을 포함한다. 

항체 및 항체 단편은 폴리클로날 또는 바람직하게는 모노클로날일 수 있다. 모노클로날 항체는, 예를 들어, 문[0036]

헌[Koehler & Milstein, 1975, Nature 256, 495-497]에 기재된 것과 같은 표준 방법을 이용하여, 또는 예를 들

어 문헌[Chapter 2 of Coligan et al., CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY]에 기재된 바와 같은 이들의 보다 최

근 개정에 의해, 갈렉틴-9 또는 그의 단편이 접종된 생산 종으로부터 유래된 다른 항체 생산 세포 또는 비장의

불멸화에 의해 생산될 수 있다. 또한 항체는 적절한 숙주 세포에서 항체 또는 항체 단편을 인코딩하는 핵산을

발현시켜 재조합 합성 항체 또는 항체 단편으로서 생산될 수 있음이 이해될 것이다. 재조합 합성 항체 또는 항

체 단편 중쇄 및 경쇄는 동일한 숙주 세포에서 상이한 발현 벡터로부터 공동-발현될 수도 있고 또는 숙주 세포

에서 단일쇄 항체로 발현될 수도 있다. 재조합 항체 발현 및 선택 기법의 비제한적 예는 문헌[Chapter 17 of

Coligan  et  al.,  CURRENT  PROTOCOLS  IN  IMMUNOLOGY  and  Zuberbuhler  et  al.,  2009,  Protein  Engineering,

Design & Selection 22 169]에 제공된다.

항체 및 항체 단편은 "외래" 항체에 대한 유해한 면역 반응의 야기 없이, 또 다른 종에서 생산되었거나 이로부[0037]

터 기원하는 하나의 종에 투여 가능하도록 개질될 수 있다. 인간의 맥락에서, 이는, 또 다른 종에서 생산되거나

이로부터 기원하는 항체의 "인간화"이다. 이러한 방법은 당분야에 널리 공지되어 있고, 일반적으로 인간 항체

스캐폴드 또는 골격 상으로 비-인간 항체 상보성 결정 영역(CDR)의 재조합 "그래프팅"이 관여된다.
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일부 구현예에서, 항체 또는 항체 단편은 표지화된다.[0038]

표지는 발색원, 촉매, 바이오틴, 디곡시제닌, 효소, 형광단, 화학발광 분자, 방사선 동위원소, 약물 또는 다른[0039]

화학치료제, 자기 비드 및/또는 직접적인 시각적 표지를 포함하는 군으로부터 선택될 수 있다.

본 발명의 하나의 측면은 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 조정함으로써 포유류에서 면역성을 조정하는 단계를 포함[0040]

하는, 포유류에서 면역성의 조정 방법을 제공한다.

하나의 구현예에서, "면역성 조정"은 포유류에서 면역성의 촉진 또는 증강을 의미한다. 상기 맥락에서, 갈렉틴-[0041]

9 활성은, 예컨대 작동제에 의해, 자극되거나 증가된다.

또 다른 구현예에서, "면역성 조정"은 포유류에서 면역성의 적어도 부분적 억제, 저해 또는 방지를 의미한다.[0042]

상기 맥락에서, 갈렉틴-9 활성은, 예컨대 갈렉틴-9 길항제 또는 저해제에 의해, 적어도 부분적으로 차단되거나

저해된다.

따라서 본 발명의 하나의 특정한 측면은 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나, 증가시키거나, 자극함으로[0043]

써 포유류에서 면역성을 자극하거나 증강시키는 단계를 포함하는, 포유류에서 면역성의 촉진 또는 증강 방법을

제공한다.

적합하게는, 방법에는 갈렉틴-9 작동제를 포유류에 투여함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자[0044]

극하는 단계가 포함된다.

상기 맥락에서 "작동제"란 갈렉틴-9 활성을 적어도 부분적으로 활성화하거나, 증가시키거나, 자극하는 분자를[0045]

의미한다. 작동제는 갈렉틴-9에 대한 천연 리간드, 예컨대 PD-L2일 수도 있고, 또는 천연 리간드, 예컨대 PD-L2

의 작용을 모방할 수도 있다. 하나의 특정한 구현예에서, 방법에는 포유류에 가용성 PD-L2 또는 그의 생물학적

활성 단편을 투여함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극하는 단계가 포함된다. 적합하게는,

PD-L2는, 바람직하게는 n개 단량체를 포함하는 다량체이며, 여기서 n ＞ 3이다. 바람직하게는, 다량체 PD-L2는

3, 4, 5, 6, 7 또는 8개 PD-L2 단량체를 포함한다. 하나의 특정한 구현예에서, PD-L2는 8개 단량체를 포함한다

(즉, n = 8 또는 팔량체성임). 상기 맥락에서, 다량체성 PD-L2는 각 모노머의 공유 커플링을 촉진하기 위한 링

커 아미노산 또는 펩타이드의 이용을 포함하는 단량체의 가교에 의한 것과 같이, 공유 형성되거나 유도될 수 있

다. 다른 구현예에서, 다량체성 PD-L2의 효과는 펩타이드 또는 핵산(예로, 올리고뉴클레오타이드) 앱타머와 같

은 제제에 의해 또는 PD-L2 및 갈렉틴-9 둘 다에 결합하는 이중-특이적 항체에 의해 모방되거나, 펩타이드 또는

핵산(예로, 올리고뉴클레오타이드) 앱타머과 같은 제제에 의해 모방될 수 있다. 작동제는 갈렉틴-9에 결합함으

로써 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극할 수 있는 임의의 다른 분자, 예컨대 작동제 항체 또는 항체 단편일

수 있다. 하나의 특정한 구현예에서, 방법에는 갈렉틴-9에 결합하는 작동제 항체 또는 항체 단편을 포유류에 투

여함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극하는 단계가 포함된다.

일부 구현예에서, 작동제는 포유류에 대한 투여 시 면역 반응을 자극하거나 증강시킬 수 있다. 면역 반응에는[0046]

특히 병원체가 면역 기억을 회피하거나, 소거하거나, 기피함으로써 면역계를 기피하는 경우, 감염성 및/또는 기

생성을 유도하는 것과 같은 병원체 또는 암에 대한 면역 기억의 유도가 포함될 수 있다. 비제한적 예는 면역 기

억을 소거함으로써 이후 재-감염을 허용하는 말라리아이다.

암의 맥락에서, 암 환자에 대한 작동제의 투여는 비-자가 신호가 다른 경우 적거나 부재하는 경우, 종양 세포가[0047]

외래로 인식되도록 면역 기억을 생성, 유도 및/또는 유지할 수 있다. 

또 다른 구현예에서, 갈렉틴-9 작동제는 백신 또는 다른 면역원성 조성물 중 면역원과 조합되어 아쥬반트로서[0048]

투여될 수 있다. 이는 백신 또는 면역원성 조성물의 효과를 증대시킬 수 있고 또한 추가 백신접종의 필요성을

제거하거나 최소화할 수 있다. 상기 구현예의 특정한 형태에서, 작동제의 투여는 면역원 또는 병원체의 면역 기

억을 충분히 자극하지 않는 실패하거나 최적 미만인 백신 또는 백신접종을 구제하거나 소생시킬 수 있다. 면역

원은 병원체의 성분 분자(예로, 세포 표면 단백질, 면역원성 펩타이드 또는 "서브유닛 백신"에서와 같은 이들의

다른 성분, 복수의 B- 및/또는 T-에피토프를 포함하는 폴리토프, VLP, 캡시드 또는 캡소미어), 불활성화된 병원

체(예로, 불활성화된 바이러스, 약독화된 기생충-감염 RBC, 또는 약독화된 박테리아) 또는 병원체에 대해 면역

반응을 야기할 수 있는 임의의 다른 분자 또는 구조일 수 있다. 예를 들어, 말라리아 면역접종의 개선에서 PD-

L2 및 항-갈렉틴-9 항체 작동제 투여의 효능을 나타내는 실시예를 참조한다.

포유류에 대한 작동제의 투여는 미치료 T 세포를 자극하여 Th1 계통 선택 및/또는 수임을 수행할 수 있다. 당분[0049]

야 숙련가에 의해 이해될 바와 같이, Th1 계통에는 인터페론 γ(IFN-γ), IL-2 및 TNF-α를 포함하는 하나 이상
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의  인자를  생산하고  분비하는  CD4+  T  세포가  포함되지만,  이에  제한되지는  않는다.  Th1  세포는  세포내

박테리아, 원생동물 기생충 및 바이러스에 대한 면역 반응에서 특히 중요하다. Th1 세포는 IL-12 및 IL-2에 의

해 유발되며, 다시 대식구, 과립구, CD8+ T 세포, IgG-발현 B 세포, 수지상 세포 및 다른 CD4+ T 세포와 같은

면역 효과기 세포를 자극한다.

상기로부터, 본원에 개시된 작동제에 의한 것과 같은, 갈렉틴-9의 활성화 또는 자극이 포유류에서 질환, 장애[0050]

또는 상태를 치료하거나 방지할 수 있음이 이해될 것이다.

본원에서 이용되는, "치료하는", "치료하다" 또는 "치료"는 증상이 적어도 발생하기 시작한 뒤 질환, 장애 또는[0051]

상태의 증상을 적어도 완화시키는 치료적 개입, 작용 경과 또는 프로토콜을 나타낸다. 본원에서 이용되는, "방

지하는", "방지한다" 또는 "방지"는 질환, 장애 또는 상태의 발생 또는 진행 또는 증상을 방지하거나, 저해하거

나, 지연하기 위해 질환, 장애 또는 상태의 증상 개시 전에 개시되는 치료적 개입, 작용 경과 또는 프로토콜을

나타낸다. 이러한 방지적 치료법은 "예방" 또는 "예방적" 치료로 불릴 수 있다. 특정한 구현예에서, 면역접종

또는 백신접종은 방지적 또는 예방적 면역치료법이다.

광의의 구현예에서, 질환, 장애 또는 상태는 병원체에 의해 유도된다. 병원체는 바이러스, 박테리아 또는 기생[0052]

충일 수 있다. 기생충의 비제한적 예에는 플라스모디움 종, 예컨대 피, 팔시파럼(P. falciparum), 피. 오발레

(P. ovale), 피, 노우레시이(P. knowlesii), 피. 말라리애(P. malariae) 및 피. 비박스(P. vivax)를 포함하는

말라리아 기생충과 같은 원생동물이 포함되지만, 이에 제한되는 것은 아니다. 다른 기생충에는 바베시아 종, 엔

타모에바 종, 기아르디아 종 및 레이슈마니아 종을 포함하는 트립파노좀이 포함되지만, 이에 제한되는 것은 아

니다.

바이러스 병원체의 비제한적 예에는 인간 면역결핍 바이러스(HIV), 에볼라 바이러스, 인플루엔자 바이러스, 헤[0053]

르페스 바이러스, 파필로마 바이러스, 홍역 바이러스, 볼거리 바이러스, B형 간염 바이러스, 풍진 바이러스, 리

노바이러스, 플라비바이러스, 예컨대 C형 간염 바이러스(HCV), 웨스트 나일 바이러스, 일본 뇌염 바이러스 및

뎅기 바이러스, 사이토메갈로바이러스(CMV) 및 엡스타인 바 바이러스(EBV)가 포함되지만, 이에 제한되는 것은

아니다.

박테리아 병원체의 비제한적 예는, 예컨대 스타필로코커스 아우레우스(Staphylococcus aureus), 스타필로코커스[0054]

에피더미디스(Staphylococcus  epidermidis),  헬리코박터  필로리(Helicobacter  pylori),  바실러스 안트라시스

(Bacillus  anthracis),  보르다텔라  퍼투시스(Bordatella  pertussis),  코리네박테리움  디프테리애

(Corynebacterium diptheriae), 코리네박테리움 슈도투베르쿨로시스(Corynebacterium pseudotuberculosis), 클

로스트리듐 테타니(Clostridium  tetani),  클로스트리듐 보툴리듐(Clostridium botulinum), 스트렙토코커스 뉴

모니애(Streptococcus  pneumoniae),  스트렙토코커스 뮤탄스(Streptococcus  mutans),  스트렙토코커스 오랄리스

(Streptococcus oralis), 스트렙토코커스 파라상귀스(Streptococcus parasanguis), 스트렙토코커스 피오게네스

(Streptococcus  pyogenes),  스트렙토코커스 비리단스(Streptococcus  viridans),  리스테리아 모노사이토게네스

(Listeria monocytogenes), 헤모필러스 인플루엔재(Hemophilus influenzae), 파스퇴렐라 멀티시다(Pasteurella

multicida),  시겔라  다이센테리애(Shigella  dysenteriae),  미코박테리움  투베르쿨로시스(Mycobacterium

tuberculosis),  미코박테리움  레프래(Mycobacterium  leprae),  미코박테리움  아시아티쿰(Mycobacterium

asiaticum), 미코박테리움 인트라셀룰레어(Mycobacterium intracellulare), 미코플라즈마 뉴모니애(Mycoplasma

pneumoniae),  미코플라즈마  호미니스(Mycoplasma  hominis),  나이세리아  메닝기티디스(Neisseria

meningitidis), 나이세리아 고노뢰애(Neisseria gonorrhoeae), 리케차 리케치이(Rickettsia rickettsii), 브루

셀라 아보티스(Brucella abortis), 브루셀라 카니스(Brucella canis), 브루셀라 수이스(Brucella suis), 레지

오넬라 뉴오필라(Legionella pneuophila), 클레브시엘라 뉴모니애(Klebsiella pneumoniae), 슈도모나스 애루기

노사(Pseudomonas  aeruginosa),  트레포네마  팔리덤(Treponema  pallidum),  트레포네마  퍼타누에(Treponema

pertanue), 클라미디아 트라코마티스(Chlamydia trachomatis), 비브리오 콜레래(Vibrio cholerae), 트레포네마

카라테움(Treponema carateum), 살로넬라 타이피무리움(Salmonella typhimurium), 살모넬라 타이피(Salmonella

typhi), 볼레리아 버르그도페리(Borrelia burgdorferi) 및 예르시니아 페스티스(Yersinia pestis) 종을 포함하

는 나이세리아,  보르다텔라,  슈도모나스,  코리네박테리움, 살모넬라, 스트렙토코커스, 시겔라, 미코박테리움,

미코플라즈마,  클로스트리듐,  헬리코박터,  보렐리아,  예르시니아,  레지오넬라,  헤모필러스,  리케차,

리스테리아, 브루셀라, 비브리오 및 트레포네마 속의 것일 수 있지만, 이에 제한되는 것은 아니다.

또 다른 광의의 구현예에서, 질환, 장애 또는 상태는 암이다. 본원에서 일반적으로 이용되는 바와 같이, 용어[0055]

 "암", "종양", "악성" 및 "악성물"은 종양발생, 종양 마커의 발현, 종양 억제인자 발현 또는 활성의 손실 및/
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또는 이상 또는 비정상 세포 표면 마커 발현을 포함하는 이상 또는 비정상 분자 표현형이 종종 동반되는 이상

또는 비정상 세포 증식, 분화 및/또는 이동을 특징으로 하는, 질환 또는 상태, 또는 질환 또는 상태와 연관된

세포  또는  조직을  나타낸다.  암  및  종양의  비제한적  예에는  육종,  암종,  선종,  백혈병  및  림프종,  폐암,

결장암, 간암, 식도암, 위암, 췌장암, 신경모세포종, 교모세포종 및 다른 신경암, 뇌암, 유방암, 자궁경부암,

자궁암, 두부경부암, 신장암, 전립선암 및 흑색종이 포함된다. 적합하게는, 암은 본원에 개시된 작동제에 의한

것과 같은, 갈렉틴-9의 활성화 또는 자극에 반응한다. 일부 구현예에서, 암은 갈렉틴-9의 활성화 또는 자극에서

생성되는 면역 기억의 유도 또는 증강에 반응한다.

본 발명의 또 다른 특정한 측면은 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 적어도 부분적으로 저해하거나 차단함으로써 포[0056]

유류에서 면역성을 억제하거나 방지하는 단계를 포함하는, 포유류에서 면역성의 적어도 부분적인 억제 또는 방

지 방법을 제공한다.

적합하게는, 방법에는 갈렉틴-9 저해제 또는 길항제를 포유류에 투여함으로써 포유류에서 갈렉틴-9 활성을 저해[0057]

하거나 차단하는 단계가 포함된다. 바람직하게는, 저해제 또는 길항제는 PD-L2 및 갈렉틴-9 간 결합 상호작용을

적어도 부분적으로 방지하거나 방해한다. 추가적으로 또는 대안적으로, 갈렉틴-9 저해제 또는 길항제는 PD-L2에

반응하여 보통 일어날 갈렉틴-9 신호전달을 적어도 부분적으로 방지하거나 방해한다. 일부 구현예에서, 갈렉틴-

9 저해제 또는 길항제는 PD-L2 다량체화 및/또는 갈렉틴-9에 대한 결합을 저해하거나 차단하기 위해, 갈렉틴-

9에 직접 결합하는 제제(예컨대 항-갈렉틴-9 항체 또는 항체 단편)일 수도 있고 또는 PD-L2에 직접 결합하는 제

제(예컨대 항-PD-L2 항체 단편)일 수도 있다. 특정한 구현예에서, 갈렉틴-9 저해제 또는 길항제에는 하기가 포

함될 수 있다: (i) 가용성 갈렉틴-9 또는 그의 저해 단편; (ii) 길항제 항체 또는 항체 단편 또는 갈렉틴-9에

결합함으로써 PD-L2 및 갈렉틴-9 간 결합 및/또는 갈렉틴-9 신호전달을 저해하거나 차단하는 다른 제제; (iii)

PD-L2 및 갈렉틴-9 간 결합 및/또는 갈렉틴-9 신호전달을 저해하거나 차단하는 단량체성 또는 이량체성 PD-L2;

(iv) PD-L2에 결합함으로써 PD-L2가 갈렉틴-9에 결합하는 것을 방지하는 항체 또는 항체 단편 또는 다른 제제;

및/또는 (v) PD-L2에 결합하여 PD-L2 다량체화를 방지하거나 저해하는 항체 또는 항체 단편 또는 다른 제제.

따라서 하나의 구현예에서, 방법에는 포유류에 가용성 갈렉틴-9 또는 그의 저해 단편을 투여함으로써 포유류에[0058]

서 PD-L2 및 갈렉틴-9 간 결합을 저해하거나 차단하는 단계가 포함된다. 하나의 구현예에서, 방법에는 갈렉틴-9

에 결합하는 길항제 항체 또는 항체 단편을 포유류에 투여함으로써 포유류에서 PD-L2 및 갈렉틴-9 간 결합 및/

또는 갈렉틴-9 신호전달을 저해하거나 차단하는 단계가 포함된다. 또 다른 구현예에서, 방법에는 단량체성 또는

이량체성 PD-L2를 포유류에 투여함으로써 포유류에서 PD-L2 및 갈렉틴-9 간 결합 및/또는 갈렉틴-9 신호전달을

저해하거나 차단하는 단계가 포함된다. 추가 구현예에서, 방법에는 PD-L2에 결합하는 항체 또는 항체 단편을 포

유류에 투여함으로써 PD-L2가 갈렉틴-9에 결합하는 것을 방지하는 단계가 포함된다. 추가 구현예에서, 방법에는

PD-L2에 결합하는 항체 또는 항체 단편 또는 다른 제제를 포유류에 투여하여 포유류에서 PD-L2 다량체화를 방지

하거나 저해하는 단계가 포함된다.

특정한 구현예에서, 포유류에서 면역성의 억제 또는 방지는 질환, 장애 또는 상태의 방지 또는 치료를 촉진하거[0059]

나 보조할 수 있다. 특정한 구현예에서, 질환, 장애 또는 상태는 자가면역 질환, 장애 또는 상태, 알러지성 질

환, 장애 또는 상태를 포함하는 염증성 질환, 장애 또는 상태일 수 있다.

자가면역 및/또는 염증성 질환, 장애 및 상태로 이어지는 내재된 면역 기전에서의 공통성으로 인해 자가면역 및[0060]

염증성 질환, 장애 및 상태 간에 중복이 있을 수 있음이 이해될 것이다. 그러나 단지 예로서, 자가면역 질환,

장애 또는 상태에는 쇼그렌 증후군, I형 당뇨병, 강직성 척추염, 하시모토 갑상샘염, 크론병, 근위축 측삭 경화

증,  전신  홍반성  루푸스,  중증  근무력증,  다발성  경화증,  그레이브스  질환,  애디슨  질환,  바체트  증후군,

VKH(VogtKoyanagi-Harada) 질환, 류마티스성 관절염 및 건선 관절염이 포함되지만, 이에 제한되지는 않는다. 염

증성 질환, 장애 또는 상태의 비제한적 예에는 염증성 장 질환, 죽상경화, 골반 염증성 질환, 셀리악 질환, 천

식, 만성 폐색성 폐 질환 및 알러지가 포함되지만, 이에 제한되지는 않는다.

하나의 특정한 구현예에서, 질환, 장애 또는 상태는 T-bet 또는 T-bet를 포함하는 신호전달 경로의 차단 또는[0061]

저해에 반응한다.

임의의 특정한 이론에 구애받고자 하지 않고, T-박스 전사 인자 T-bet는 1형 유사 면역성의 주요 조절인자로, T[0062]

및 B 림프구뿐만 아니라 수지상 세포 및 천연 살해 세포에서 효과기 세포 운명의 구축 및/또는 유지에 중추적

역할을 담당한다. T-bet는 CD4 및 γδ T 세포에서의 IFN-γ 생산을 포함하는, Th1 효과기 기능 및 분화의 유지

에서 역할을 담당할 수 있지만, 이에 제한되는 것은 아니다. 예를 들어, T-bet 결핍은 자가면역 및/또는 염증성

질환에 대해 보호하지만, T-bet 과발현는 이를 촉진한다. 실시예에서 더욱 상세히 기재될 바와 같이, PD-L2/갈
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렉틴-9 경로의 차단은 T-bet를 차단하며, 이에 따라 자가면역 및/또는 염증성 질환의 치료를 위한 신규한 방법

을 제공할 가능성을 갖는다.

본원에서 전술된 바와 같은 갈렉틴-9 작동제, 길항제 및 저해제의 투여는 적합한 담체, 희석제 또는 부형제와[0063]

함께 갈렉틴-9 작동제, 길항제 및 저해제를 포함하는 약학 조성물의 투여에 의해 실시될 수 있다.

일반적 관점에서, 담체, 희석제 또는 부형제는 전신 투여에서 안전하게 이용될 수 있는 고체 또는 액체 충전제,[0064]

희석제, 완충제, 결합제 또는 캡슐화 성분일 수 있다. 특정한 투여 경로에 따라, 당분야에 널리 공지된 다양한

담체, 희석제 및 부형제가 이용될 수 있다. 이들은 당, 전분, 셀룰로오스 및 그 유도체, 맥아, 젤라틴, 활석,

칼슘 설페이트, 식물성 오일, 합성 오일, 폴리올, 알긴산, 포스페이트 완충 용액, 유화제, 등장성 식염수 및

염, 예컨대 하이드로클로라이드, 브로마이드 및 설페이트를 포함하는 미네랄 산 염, 당, 당 알코올, 유기 산,

예컨대 아세테이트, 프로피오네이트 및 말로네이트, 및 발열원-비함유 물을 포함하는 군으로부터 선택될 수 있

다.  약학적으로  허용  가능한  담체,  희석제  및  부형제를  기재하는  유용한  참고문헌은  문헌[Remington's

Pharmaceutical Sciences(Mack Publishing Co. NJ USA, 1991)]이다.

일부 구현예에서, 조성물은 비제한적으로 TLR 작동제, 지질다당류 및 그의 유도체, 예컨대 MPL, 프로인트 완전[0065]

또는 불완전 아쥬반트, 헥사데실아민, 옥타데실아민, 옥타데실 아미노산 에스테르, 라이소레시틴, 디메틸디옥타

데실암모늄 브로마이드, N,N-디옥타데실-N', N'비스(2-하이드록시에틸-프로판디아민), 메톡시헥사데실글리세롤,

및 플루로닉 폴리올; 폴리아민, 예컨대 피란, 덱스트란설페이트, 폴리 IC 카보폴, 펩타이드, 예컨대 무라밀 디

펩타이드 및 유도체, 디메틸글리신, 터프트신, 오일 에멀젼, 미네랄 겔, 예컨대 알루미늄 포스페이트, 알루미늄

하이드록사이드 또는 알룸, 림포카인, Imiquimod, Guardiquimod, QuilA 및 면역 자극 복합체(ISCOMS)를 포함하

는 면역자극 핵산 및 아쥬반트를 포함하는 하나 이상의 면역조정제를 추가로 포함할 수 있다.

대상체에 갈렉틴-9 작동제, 길항제 또는 저해제를 포함하는 조성물을 제공하기 위해 임의의 안전한 투여 경로가[0066]

채용될 수 있다,  예를 들어 경구,  직장,  비경구,  설하,  협측,  정맥내,  동맥내,  근육내,  피내, 피하, 흡입,

안내, 복강내, 뇌실내, 경피 등이 채용될 수 있다.

포유류에 투여될 갈렉틴-9 작동제, 길항제 또는 저해제의 농도 또는 양은 당분야 숙련가에 의해 쉽게 결정될 수[0067]

있으며, 치료될 질환, 장애 또는 상태의 성질 및/또는 포유류의 체중, 연령, 성별 및/또는 일반 건강 및 웰빙과

같은 요인을 고려할 것이다.

하나의 구현예에서, 약학 조성물은 백신 또는 다른 면역원성 조성물일 수 있다. 적합하게는, 백신 또는 면역원[0068]

성 조성물은 갈렉틴-9 작동제, 적합한 담체, 희석제 또는 부형제 및 포유류에서 면역 반응을 야기할 수 있는 면

역원을 포함한다. 바람직하게는, 면역 반응은 면역 기억의 야기를 포함하는 보호 면역 반응이다. 면역원은 병원

체의 성분 분자(예로, 세포 표면 단백질, 면역원성 펩타이드 또는 "서브유닛 백신"에서와 같은 이들의 다른 성

분, 다중 B- 및/또는 T-에피토프를 포함하는 폴리토프, VLP, 캡시드, 또는 캡소미어), 불활성화된 병원체(예로,

불활성화된 바이러스, 약독화된 기생충-감염 RBC, 또는 약독화된 박테리아) 또는 병원체에 대한 면역 반응을 야

기할 수 있는 임의의 다른 분자일 수 있다. 예를 들어, 말라리아 면역접종의 개선에서 PD-L2 및 항-갈렉틴-9 항

체 작동제의 투여 효능을 나타내는 실시예가 참조된다.

본 발명의 추가 측면은 갈렉틴-9 작동제, 저해제 및/또는 길항제의 설계, 스크리닝, 조작 또는 다른 경우의 생[0069]

산 방법을 제공하며, 상기 방법에는 (i) 후보 분자가 갈렉틴-9 활성을 활성화하거나 자극함으로써 포유류에서

면역성을 자극하거나 증강시킬 수 있는 작동제인지 여부를 결정하는 단계; 또는 (ii) 후보 분자가 갈렉틴-9 활

성을 차단하거나 저해함으로써 포유류에서 면역성을 적어도 부분적으로 억제하거나 방지할 수 있는 길항제 또는

저해제인지 여부를 결정하는 단계가 포함된다.

광의적으로, 상기 방법에 따라 설계되거나, 스크리닝되거나, 조작되거나, 다른 경우 생산된 갈렉틴-9 작동제,[0070]

저해제 및/또는 길항제는 본원에서 상술된 바와 같이 포유류에서 면역성을 자극하거나 증강시킬 수 있거나 포유

류에서 면역성을 적어도 부분적으로 억제하거나 방지할 수 있다.

하나의 특정한 구현예에서, 단계 (i)에서, 후보 분자는 PD-L2 자극 또는 갈렉틴-9의 활성화를 모방한다.[0071]

하나의 특정한 구현예에서, 단계 (ii)에서, 후보 분자는 PD-L2 자극 또는 갈렉틴-9의 활성화를 적어도 부분적으[0072]

로 차단하거나 저해한다.

후보 분자는 본원에서 전술된 바와 같은 항체 또는 항체 단편과 같은 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 포함하는[0073]

단백질, 유기 소분자, 탄수화물, 예컨대 단당류, 이당류, 삼당류 또는 다당류, 지질, 핵산, 앱타머, 또는 이들

공개특허 10-2017-0040796

- 15 -



중 하나 이상을 포함하는 임의의 분자일 수 있지만, 이에 제한되지는 않는다.

후보 조정물질의 설계 및/또는 스크리닝에 적용 가능한 기법의 비제한적 예는 X-선 결정학, NMR 분광측정, 구조[0074]

데이터베이스의 컴퓨터 보조 스크리닝, 컴퓨터-보조 모델링 또는 당분야에 널리 공지된 바와 같은 분자 결합 상

호작용을 검출하는 생화학적 또는 생물리적 기법을 채용할 수 있다.

분자 상호작용을 확인하는 생물리적 및 생화학적 기법에는 경쟁적 방사성 리간드 결합 검정, 공동-면역침전, 형[0075]

광 공명 에너지 전달(FRET) 결합 검정을 포함하는 형광-기반 검정, 전기생리학, 분석용 초원심분리, 표지 전달,

화학적 가교, 질량 분광측정, 미세열량측정, 문헌[Chapter 20 of CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE Eds.

Coligan et al., (John Wiley & Sons, 1997-2013)]에서 제공된 바와 같은 표면 플라즈몬 공명 및 광학 바이오

센서-기반 방법 및 양자 도트 바이오센서가 포함된다. 생화학적 기법, 예컨대 2-하이브리드 및 파지 디스플레이

스크리닝 방법은 문헌[Chapter  19  of  CURRENT  PROTOCOLS  IN  PROTEIN  SCIENCE  Eds.  Coligan  et  al.,  (John

Wiley & Sons, 1997-2013)]에 제공된다.

따라서, 방법의 초기 단계에는 광의의 구조적 및/또는 기능적 속성, 예컨대 갈렉틴-9에 결합하고/하거나 다른[0076]

경우 갈렉틴-9에 대한 PD-L2 결합과 경쟁하거나 PD-L2 다량체화를 방지하거나 저해하는 능력에 따라 선택되는

복수의 후보 분자의 확인 단계가 포함될 수 있다.

방법에는 후보 분자(들)에 반응하여 갈렉틴-9와 연관되는 하나 이상의 생물학적 활성에서의 변화를 측정하거나[0077]

검출하는 추가 단계가 포함될 수 있다. 이들에는 갈렉틴-9 세포내 신호전달의 활성화 또는 저해, 사이토카인 생

산, 종양 유발접종으로부터의 보호, 병원체 또는 병원체-유래 분자(예로, 백신)를 이용한 면역접종의 증강, 자

가면역, 염증성 또는 알러지성 반응의 억제, 시험관내 또는 생체내 T 세포 기억의 유도가 포함될 수 있지만, 이

에 제한되지는 않는다. 갈렉틴-9와 연관되는 하나 이상의 생물학적 활성에서의 변화를 측정하거나 검출하기 위

한 방법 및 프로토콜은 당분야 숙련가에게 널리 공지되어 있으며, 그 중 적어도 일부가 후술되는 실시예에 상세

히 기재된다.

갈렉틴-9 작동제, 길항제 및/또는 저해제가 본원에서 전술된 방법에 따라 유용할 수 있음이 이해될 것이다.[0078]

본원에 개시된 발명은 갈렉틴-9 또는 그의 기능적 동족체를 발현하는 임의의 포유류에서 실시될 수 있다. 바람[0079]

직하게는, 포유류는 인간이다.

따라서 본 발명의 특정한 구현예가 쉽게 이해되고 실제 효과에 도입될 수 있으며, 하기 비제한적 실시예가 참조[0080]

된다.

실시예[0081]

PD-L2 및 갈렉틴-9[0082]

sPD-L2가 유익한 효과를 가질 수 있지만 이것은 PD1에 대한 리간드 경쟁을 통한다는 것이 과학적 공감대였다:[0083]

PD-L1이 PD1에 결합하면, 이는 면역 반응을 중단시키는 반면, PDL2는 PD1 결합에 대한 PD-L1과의 경쟁에 의해

반대 효과를 가질 수 있다. 이는 PD-L2 자체의 긍정적 자극 효과의 몇몇 보고에서 나타난다. 갈렉틴-9에 관해,

이는 Tim3에 대한 리간드로 간주되며, Tim3은 갈렉틴-9 결합에 의해 유도되거나 매개되는 T 세포 고갈에 기여하

는 면역조정물질이다. T 세포 고갈을 회피하기 위해, 항체와 갈렉틴-9/Tim3 상호작용의 차단을 통해 면역 반응

을 증대시키기 위해 여러 개발 작업이 연동된다. 이는 개선된 면역 반응을 달성하기 위해 갈렉틴-9를 작동시키

고자 하는 본 발명과 다소 반대로 작용한다. 그러나 최근 논문에서는 갈렉틴-9 및 Tim3이 상호작용하지 않음을

확인하였으므로(적어도 인간에서) 공감대는 변할 수 있다(Leitner et al., 2013). 문헌[Gabriel et al., 200

9]에 의한 리뷰에서, 마우스, 토끼 및 래트에 대한 갈렉틴-9의 투여는 본원에 기재된 것과 반대 효과를 가지는

것으로 제시되었으며(적어도 활성화된 T 세포에서) 미치료 T 세포에서 또한 반대 효과를 갖는 것으로 예상된다.

또한, 문헌[Gabriel et al.]에서는 가슴샘 미세환경에서, 갈렉틴 1, 갈렉틴 3, 갈렉틴 8 및 갈렉틴 9가 이중-음

성(CD4
-
CD8

-
) 또는 이중-양성(CD4

+
CD8

+
) 가슴샘세포에서 아폽토시스를 유도하는 것으로 결론지어, 중추 관용성의

조절에서 이들 갈렉틴에 대한 가능한 역할을 제시하였다. 역시, 상기 관점은 본 발명과 대조된다.

말라리아 [0084]

몇몇 질환, 예컨대 말라리아, HIV 및 TB는 매년 전세계에 걸쳐 수 백만 명의 개인에서 사망률 및 유병률을 유도[0085]

한다. 이들 병원체가 면역성을 기피하기 위해 몇몇 기전을 진화시킴에 따라 백신의 개발이 크게 어려운 것으로

입증되었다. 프로그래밍된 세포사-1(PD-1) 경로는 HIV 및 플라스모디움 종(말라리아에 대한 원인 제제)이 면역
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성을 탈출하는 기전으로서 시사되었다. 따라서 본 발명자들은 상기 경로가 면역성을 어떻게 손상시킬 수 있는지

를 조사하기 위해 말라리아의 마우스 모델을 이용하였다.

말라리아는 매년 3억 내지 5억 명의 개인을 감염시키고, 수 백만 명을 죽인다. 말라리아 백신에 대해 대부분 항[0086]

체-매개 보호에 기반하는 40건을 초과하는 임상 시험이 있었으며, 하나만 IIIb상에 도달하였다. 말라리아에 대

한 일생 동안의 노출에도 보호 항체 반응을 유도하지 않을 수 있고(Egan et al., 1995; Egan et al., 1996) 혈

액-단계 플라스모디움 팔시파럼(Plasmodium falciparum(Pf))이 감염된 어린 아이는 기존 항-말라리아 항체 수준

에서 급속한 감소를 경험한다(Akpogheneta et al., 2008; Kinyanjui et al., 2007). 220명 개인으로부터의 혈

장을 탐침으로 이용한 피. 팔시파럼(P. falciparum) 단백질 프로테옴의 대략 23%를 함유하는 단백질 마이크로어

레이를 이용한 보다 최근 연구에서 이들 단백질에 대한 항체 반응성이 말라리아 시즌 동안에 급속히 상승하지만

짧ㄱ 유지됨을 확인하였다(Crompton et al., 2010). 말라리아-풍토 지역의 어린이로부터 항원-특이적 기억 B 세

포(MBC)를 측정한 이전 연구에서는 말라리아에 대한 다회 노출이 순환하는 항원-특이적 MBC의 안정한 집단을 생

성하지 않음을 확인하였다(Dorfman et al., 2005). 또한, 경시적 연구에서는 최근에 Pf-특이적 MBC 및 항체 역

가가 모두 급성 말라리아 후 증가된 뒤, 6개월 내에 감염-전 수준에 비해 약간 더 높은 지점까지 후퇴함을 나타

내어, 면역성이 왜 어린이에서 불량하고 발생하는데 여러 해가 걸리는지를 설명할 수 있는 Pf-특이적 MBC 및 장

기 생존 항체 구획 둘 다의 비효율적인, 단계적 증식을 시사하였다(Weiss et al., 2010). 주로 아프리카에 기반

한 이들 연구와는 대조적으로, 말라리아의 풍토성이 훨씬 더 낮은 태국에서 최근 6년 동안 피. 팔시파럼(P.

falciparum) 및/또는 피. 비박스(P. vivax)의 임상적 발병을 보고한 것이 알려진 개인은 항원-특이적 항체 및/

또는 안정한 빈도의 항원-특이적 MBC를 가졌다(Wipasa et al., 2010).

CD4
+
 T 세포는 특정한 병원체에 대한 면역 반응을 형상화하는 몇몇 헬퍼-서브타입으로 구성된다. 말라리아 동안,[0087]

CD4
+
 T 세포 하위세트는 보호, 발병 및 또한 면역 반응으로부터의 탈출에서 여러 역할을 갖는다. CD4

+
 T 세포는

상기 질환에 대한 보호에 시사되는 마우스에서의 실험적 말라리아 동안 인터페론-γ(IFN-γ) 및 종양 괴사 인자

알파(TNF-α) 모두의 주요 원천인 것으로 나타났다(Muxel et al., 2011). 피. 샤바우디(P. chabaudi) 말라리아

가 감염된 마우스에서의 연구는 IFN-γ 및 TNF-α가 피크 기생충 부담을 제어하기 위해 비장에서의 산화질소 합

성효소 발현을 협력적으로 유도하는 것으로 나타났다(Jacobs et al., 1996). 유사하게, 인간에서, Pf에 대한 초

기 IFN-γ 반응은 더 우수한 항-기생충 면역성과 연관된다(McCall et al., 2010). IFN-γ는 말라리아에 대한 보

호 반응의 광대한 네트워크에 기여하며, 문헌[McCall 및 Sauerwein, 2010]에 의해 요약된다. 특히 주목할 것은

MSP1-특이적  트랜스제닉  CD4
+
　T  세포에  대한  만성  말라리아의  효과를  조사한  연구이다(Stephens  and

Langhorne, 2010). 이들 기생충-특이적 T 세포를 Thy1.1 유사유전자형 마우스 내로 씨드접종한 뒤 10
5
개 플라스

모디움 샤바우디(Plasmodium chabaudi) 감염 적혈구로 감염시켰다. 마우스의 절반은 만성 말라리아를 제거하기

위해 30-34일째에 클로로퀸으로 치료하였다. 60일 후, 트랜스제닉 T 세포의 유세포측정 분석은 감염이 제거된

약물-치료 마우스에 비해 기억 CD44
+
IL-7R

+
CD4

+
 T  세포의 대략 25%가 미치료 마우스에서 소실됨을 확인하였다

(Stephens and Langhorne, 2010). 상기 연구는 진행 중인 감염이 재-감염으로부터 보호할 수 있는 일부 기생충-

특이적 기억 T 세포의 손실을 유도함을 강조한다.

프로그래밍된 사멸-1(PD-1) 및 말라리아[0088]

PD-1이 말라리아에 대한 발병에서 시사되었다. 만성 및 치사 말라리아에 대한 면역성 및 재-감염으로부터의 장[0089]

기 보호에서 PD-1의 역할을 이해하기 위해, C57/Bl6(WT) 마우스 코호트 및 PD-1 유전자가 결실된 C57/Bl6 마우

스(PD-1KO)를 비-치사 10
5
개 피. 샤바우디(P. chabaudi)(만성 말라리아) 또는 치사 피. 요엘리이 YM(P. yoelii

YM) 기생 적혈구(pRBC)로 감염시키고 혈액을 1-2일마다 기생충혈증에 대해 조사하였다. 40일 후, 모든 생존 마

우스를 140일 동안 휴식시켜 기억 세포만 생존하고 일차 면역 세포는 감쇠되도록 하였다. 이어서 이들 마우스를

180일째에 해당 기생충으로 재-감염시켰다(도 1a 및 b에서의 화살표). 본 발명자들은 비-치사 피. 샤바우디(P.

chabaudi)가 감염된 모든 WT 마우스에서 대략 35일에 일차 감염이 제거됨을 확인하였다(도 1a). 이들 WT 마우스

를 180일째에 재-감염시켰을 때, 첫 번째 감염보다는 훨씬 더 낮은 수준이지만 모든 마우스에서 기생충혈증이

발생하였다(도 1a). 대조적으로, PD-1KO 마우스에서는 15일에 피. 샤바우디(P. chabaudi) 감염이 제거되었고,

30일경에는 20%의 마우스만 낮은 등급의 재발 감염을 경험하였다(도 1b). 재-감염 시, 9/9 PD-1-KO 마우스는 기

생충혈증을 나타내지 않았고(도 1b) 미치료 마우스로 수혈하였을 때 멸균 면역성을 가졌다(데이터는 나타내지

않음).

WT 마우스를 치사 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염시켰을 때, 모든 마우스가 감염 7일 내에 사망하였다[0090]
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(도 1a). 대조적으로, 10/10 PD-1KO 마우스는 치사 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM) 감염 및 180일 후의 재-감

염으로부터 생존하였다. 유의미하게는, 40%의 재-유발접종된 마우스만 낮은 수준의 기생충혈증을 경험하였다(도

1b). 이들 연구는 PD-1 경로가 만성 및 치사 말라리아를 유도하며, 재-감염에 대한 최적 장기 보호를 방지함을

나타낸다.

말라리아 동안 CD4
+
 T 세포의 고갈[0091]

말라리아 동안 PD-1 발현을 조사하기 위한 최초 연구 중 하나에서는 IL-7R
lo
-발현 CD4

+
 및 CD8

+
 T 세포 상 PD-1[0092]

발현을 나타내기 위해 마우스 모델을 이용하였다(Chandele et al., 2011). 이들 PD-1-발현 세포(특히 CD8
+ 
T 세

포)는 감염 30일 내에 거의 완전히 소실되었다(Chandele et al., 2011). 그러나 연구에서는 T 세포 고갈을 확인

하기 위해 기능적 반응을 측정하지 않았다. 유사하게, 후속 연구에서는 PD-1이 또한 말리 및 케냐에서 Pf-감염

된 개인의 혈액 중 CD4
+
(Butler  et  al.,  2012;  Illingworth  et  al.,  2013)  및 CD8

+
 T  세포(Illingworth  et

al., 2013) 상에서 발현됨을 나타내었지만, 고갈의 기능적 증거는 제공되지 않았다.

이들 관찰을 검증하기 위해, 혈액 단계 말라리아의 쥐과 모델을 채용하여 CD4
+
 T 세포 상에서 PD-1 및 LAG-3의[0093]

증가된 발현의 효과를 탐색하였다(Butler et al., 2012). 항체를 이용한 PD-L1 및 LAG-3 저해 분자의 조합 차단

은, 마우스에서의 피. 요엘리이(P. yoelii) 및 피. 샤바우디(P. chabaudi) 말라리아 동안 기생충혈증의 제거를

가속화하였다(Butler et al., 2012). 상기 PD-L1 및 Lag-3의 이중 차단은 증강된 항체-매개 면역성과 연관되는

CD4
+
 소포 T 헬퍼 세포(TFH) 수를 개선하였다(Butler et al., 2012). 또한, 감염 8 및 9일 후 항-말라리아 약물

클로로퀸으로 치료한 감염 마우스는 더 낮은 수준의 CD4
+
 T 세포 기능부전을 나타내었다(Butler et al., 2012).

이들 연구는 림프구 고갈이 말라리아에 대한 면역성을 조정함을 나타내었다.

PD-1은 T 세포 활성화를 저해하기 위해 B7-1(Butte et al., 2007) 및 PD-1(Iwai et al., 2003) 모두와 특이적[0094]

으로 상호작용할 수 있으므로, 후속 연구에서는 PD-1이 면역성의 조정에서 역할을 갖는지를 확실히 결정하기 위

해 PD-1의 결실을 갖는 마우스(PD-1KO)를 이용하였다. 피. 샤바우디(P. chabaudi) 말라리아 감염은 만성 감염으

로 발생하므로, 이를 조사하였다. PD-1이 말라리아의 만성 상(35일) 동안 IFN-γ 및 TNF-α를 분비하고 증식하

는 기생충-특이적 CD4
+
 T 세포의 능력 감소를 매개하는 것으로 나타나, 이들 세포의 고갈을 시사하였다(Horne-

Debets et al., 2013). 그러나 조합된 PD-L1/Lag-3 차단 연구와는 대조적으로, TFH 수에 대한 변화는 관찰되지

않았다. 상기 명백한 모순에 대한 하나의 가능한 설명은 WT 마우스에 비해 PD-1 KO 마우스가 유의미하게 더 높

은 비율의 조절성 T 소포 세포(TFR 세포)를 가졌다는 것이다(Horne-Debets et al., 2013). TFR 세포는 시험관내

에서 억제성이며 생체내 TFH 세포 및 GC B 세포의 수를 제한하는 것으로 알려져 있다(Linterman et al., 2011).

대안적으로, PD-L1은 또한 T 세포 활성화를 저해하기 위해 B7-1과 특이적으로 상호작용할 수 있으므로(Butte et

al., 2007), 상기 경로는 PD-1 KO 마우스에서 TFH 수를 제어할 수 있다.

CD8
+
 T 세포 및 고갈[0095]

PD-1-매개 세포 고갈은 CD8
+
 T 세포의 고갈과 가장 잘 연관되었다. 그러나 이전에 기재된 바와 같이, 뇌 말라리[0096]

아의 발병 및 비장 구조에 대한 손상에서 이들의 역할(Beattie et al., 2006)이 알려져 있음도 불구하고 혈액-

단계 말라리아의 제거에서 CD8
+
 T 세포에 대한 역할은 널리 인식되어 있지 않다. 결정적으로, PD-1은 최근에 말

라리아의 급성 상 동안 기생충-특이적 CD8
+
 T 세포의 수 및 기능적 능력에서 95% 손실을 매개하며, 이는 감염을

악화시켜 만성 말라리아로 이어지는 것으로 나타났다(Horne-Debets et al., 2013). 상기 연구는 100% 마우스에

서 만성 감염이 발생한 야생형(WT)에 대비하여 PD-1 KO 마우스에서 만성 말라리아의 진행을 조사하였다. 흥미롭

게도, PD-1 KO 마우스의 30% 미만에서 만성 감염이 발생하였고, 이들 마우스에서의 기생충혈증 수준은 WT 마우

스에서보다 100배 넘게 더 낮았다. 그러나 PD-1 KO 마우스에서 CD8
+
 T 세포의 결핍은 피크 기생충혈증을 2배 증

가시켰고, 100%의 PD-1 KO 마우스에서 만성 말리라아가 발생하였다(Horne-Debets et al., 2013). 전반적으로,

말라리아의 만성 상 동안 PD-1은 사량체
+
CD8

+
CD62L

-
 T 세포 수의 80% 감소 및 기생충에 반응한 CD8

+
 세포 증식능

의 95% 감소를 매개하였다(Horne-Debets et al., 2013). 특히 주지할 것은, PD-1 KO 마우스가 WT 마우스에 비
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해 더 많은 기능적 CD4
+
 T 세포 및 유사한 역가의 기생충-특이적 항체를 가졌음에도 불구하고, CD8

+
 T 세포가 결

핍된 경우 이들에서는 여전히 만성 말라리아가 발생했다는 것이다.

마지막으로, PD-1 KO 마우스는 WT 마우스에 비해 더 많은 그랜자임 B-발현 CD8
+
 T 세포를 가져서, 감염된 세포[0097]

의 세포독성-사멸이 관여됨을 제시하였다. 이들 관찰은 만성 말라리아에 대한 보호에서 CD8
+
 T 세포의 중추적 역

할을 강조한다. 대조적으로, 이전 연구에서는 PD-L1의 차단이 병원성 CD8
+
 T 세포에 의해 매개되는 실험적 뇌

말라리아를 증대시키는 것으로 나타나서(Hafalla et al., 2012), 경로가 뇌 말라리아에 대해 보호함을 시사하였

다. 이들 발견의 임상적 유의성은 말라리아로 감염된 개인으로부터의 인간 CD8
+
 T 세포가 PD-1을 발현함을 확인

한 케냐에서의 연구에 의해 강조된다(Illingworth et al., 2013). 따라서 CD8
+
 T 세포의 역할은 이것이 집중적

인 Pf 전달에 대한 수 년 간의 노출에도 불구하고 획득된 멸균 면역성의 증거가 없는지에 대한 이유를 설명할

수 있는 특정한 고려사항을 필요로 한다(Tran et al., 2013). 항체 및 CD4
+
 T 세포가 증상성 말라리아에 대해

보호를 제공하지만 CD8
+ 
T 세포가 멸균 면역성을 위해 필요할 수 있다. 따라서 CD8

+ 
T 세포의 PD-1 매개 고갈로,

최근 보고된 바와 같이 멸균 면역성이 획득되지 않는다(Tran et al., 2013).

DC 및 말라리아[0098]

말라리아 동안, CD4+ T 세포가 일차 피크 기생충혈증을 제거하고 B 세포가 잔여 기생충을 제거하는 것은 잘 구[0099]

축되어 있다. T 세포 활성화는 DC를 필요로 하므로, 본 발명자들은 마우스 기생충의 5가지 균주에서 DC 기능을

비교하였고, 치사 및 비-치사 균주 및 기생충 종 간 DC의 표현형 및 기능에서의 이분법을(Wykes et al., 2007a;

Wykes et al., 2007b) 리뷰된 바와 같이(Wykes and Good, 2008) 확인하였다. 이들 연구는 또한 비-치사 피. 요

엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL) 및 피. 샤바우디(P. chabaudi)의 감염으로부터의 DC가 완전히 기능적이고 특히

풍부한 IL-12를 분비하였음을 확인하였다(Wykes et al., 2007a; Wykes et al., 2007b). 대조적으로, 기생충의

3가지 치사 균주, 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM), 피. 빈케이(P. vinckei) 및 피. 베르게이(P. berghei)가 감

염된 마우스로부터의 DC는 이들이 T 세포를 감작하거나 IL-12를 분비할 수 없었으므로 기능성이 없었다(Wykes

et al., 2007a; Wykes et al., 2007b). 비-치사 피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL)-감염 마우스로부터의 DC

를 미치료 마우스에 전달했을 때, 수신체 마우스는 치사 감염으로의 유발접종에서 생존하였고, 상기 효과는 IL-

12에 의해 매개되었다(Wykes et al., 2007a). 또한, 다른 군들도 말라리아 동안 DC 기능이 손상된 것으로 나타

났다(Good et al., 2005; Ocana-Morgner et al., 2003; Urban et al., 1999; Urban et al., 2001).

PD-L2는 주로 DC에 의해 발현되는 것으로 알려져 있는 반면, PD-L1은 DC를 포함하는 일정 범위의 세포 상에서[0100]

발현된다. 따라서 미치료 및 감염된 마우스로부터의 DC를 PD-L2 발현에 대해 조사하였다. PD-L2 mRNA 수준을 비

-치사 피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL) 또는 치사 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)이 감염된 마우스 및 미

치료 마우스로부터의 DC에서 측정하였다(도 2). 치사 감염으로부터의 DC는 PD-L2 mRNA에서 대략 50% 증가를 나

타낸 반면, 비-치사 감염으로부터의 DC는 단백질 발현에서 거의 300% 증가로 반응하였다. 상기 연구는 더 높은

PD-L2 발현이 말라리아로부터의 더 우수한 생존과 연관됨을 나타내었다.

말라리아 동안 PD-L2의 보호 역할[0101]

DC에 의해 발현된 PD-L2가 보호성인지 여부를 확인하기 위해, WT 마우스를 비-치사 말라리아로 감염시키고 PD-[0102]

L2-특이적 차단 항체로 치료하여 상기 분자의 기능을 저해하였다. 상기 실험을 위해, 몇몇 WT 마우스 코호트를

피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL) 및 피. 샤바우디(P. chabaudi)로 감염시키고, 감염 1일 후부터 감염 14

일 내지 18일 후까지 3-4일마다 항-PD-L2 또는 대조군 래트 IgG(대조군 Ig)로 치료하였다.

대조군 Ig를 수여받은 모든 WT 마우스(도 3a 및 b)에서 30-37일에 잠재 감염이 제거되었다. 그러나 피. 요엘리[0103]

이 17XNL(P. yoelii 17XNL) 및 PD-L2 차단 항체를 수여받은 모든 마우스는 사망하거나 25일 내에 중증 증상으로

인해 안락사되었다(도 3a). 대조적으로, 만성 피. 샤바우디(P. chabaudi) 말라리아를 가진 모든 마우스는 PD-L2

차단에도 생존하였으나, 이들은 만성 감염 상 동안 더 높은 기생충혈증인, 대조군 마우스에 비해 16% 더 높은

일차 피크 기생충혈증을 가졌으며(log 척도 주지; *은 p=0.0048을 나타냄) 감염을 제거하는 데 4일이 더 걸렸다

(도 3b).

피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM) 또는 피. 베르게이(P. berghei) 감염이 DC 상의 PD-L2 발현 부재 또는 낮은 수[0104]

준으로 인해 치사성인지 여부를 결정하기 위해, 이들 마우스에 sPD-L2를 보충하였다(도 4 및 5). 이를 위해, 몇

몇 WT 마우스 코호트를 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM) 또는 피. 베르게이(P. berghei)로 감염시키고, 감염 3,
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5 및 7일 후 가용성 재조합 PD-L2-인간-Fc 합성 단백질을 제공하였다. 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)이 감염되

고 대조군 인간 IgG(대조군 Ig)가 수여된 모든 WT 마우스는 11일 내에 사망하였으나, 다량체성 sPD-L2를 수여받

은 마우스의 92%는 생존하였고 유의미하게 더 낮은 피크 기생충혈증을 가지며 25일 내에 감염이 제거되었다(도

4a  및 b;  p<0.001).  이어서 모든 생존 마우스를 150일 동안 휴식시키고, 동일한 용량의 치사 피.  요엘리이

YM(P. yoelii YM) 말라리아로 재유발접종하였다(추가 PD-L2 없음; 도 4a). 모든 마우스는 최소 기생충혈증(<1

%)을 가지며 생존한 반면, 모든 새로운 대조군 마우스(대조군 Ig-R)는 감염으로 죽었다. 흥미롭게도, 이량체성

PD-L2는 부정적 효과를 가졌던 반면, 더 다량체(예로, 팔량체성 sPD-L2)는 강한 유익 효과를 가졌다.

피. 베르게이(P. berghei) 말라리아를 이용한 마우스 분석은 모든 대조군 마우스에서 8일 내에 뇌 말라리아 증[0105]

상(주름진 털, 경련, 혼수상태 포함)이 발생하며(도 5a) 10일까지 감염으로 죽은 것으로 나타났다(도 5b). 대조

적으로, sPD-L2로 치료한 모든 피. 베르게이(P. berghei)-감염 마우스에서는 뇌 증상이 발생하지 않았고, 대략

15일 동안 감염이 제어되었지만 제어되지 않는 기생충혈증으로 25일째에 모두 사망하였다. 추가 용량은 평가하

지 않았다.

이들 연구로 PD-L2 발현이 말라리아로부터의 면역성 및 생존을 위해 필요함을 확인하였다. 상기 단백질을 발현[0106]

하는 마우스에서 PD-L2의 차단은 사망을 매개하거나 감염을 악화시켰다. 대조적으로, 이들의 DC가 PD-L2를 발현

하지 않을 때 마우스에 sPD-L2를 보충한 경우, 이들은치사 감염에서 생존하거나 뇌 증상이 없이 유지되었다.

PD-L2는 CD4 T 세포에 의해 보호를 매개함[0107]

sPD-L2가 T 세포를 통해 면역성을 개선했는지를 결정하기 위해, 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)-감염 마우스에[0108]

CD4
+
 또는 CD8

+
 T 세포의 부재 또는 존재 하에 sPD-L2-를 제공하였다. 상기 실험을 위해, WT 마우스에 피. 요엘

리이 YM(P. yoelii YM) 감염 1일 전부터 감염 14-18일 후까지 3-4일마다 CD4
+
 또는 CD8

+
 T 세포-결핍 항체를 제

공하거나 래트 Ig(래트 Ig)로 치료하였다. 이어서 마우스에 감염 3, 5 및 7일 후 sPD-L2 또는 대조군 인간 Ig를

제공하였다.

대조군 Ig를 수여받은 모든 WT 마우스(도 6a)는 14일까지 사망하거나 안락사시켜야 했다. 대조적으로, sPD-L2를[0109]

수여받은 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)-감염 마우스의 60%가 생존하였고, 30일 내에 감염이 제거되었다. 그러

나 감염된 WT 마우스에 sPD-L2를 제공했지만 CD4
+
 T 세포가 결핍된 경우, 모든 마우스에서 중증 임상 증상이 발

생하였으므로 사망하거나 안락사시켜야 했다(도 6a 및 b). 대조적으로, CD8
+
 T 세포의 결핍은 sPD-L2 치료에 의

해 치사 말라리아로부터의 생존에 영향을 미치지 못했지만, 마우스가 더 높은 기생충혈증을 경험하였다(도 6c).

종합하면, 이들 관찰은 sPD-L2가 CD8+ T 세포 기능에 대한 일부 효과와 함께, CD4
+
 T 세포에 의해 보호 및 생존

을 매개함을 나타내었다. 이들 연구는 sPD-L2 치료 후 중앙값 생존이 성체 마우스에서보다 낮은 매우 어린 마우

스(성숙 마우스의 이용 가능성 부재로 인해)에서 수행하였다.

sPD-L2에 의한 보호는 PD-L1 기능의 차단에 의해 매개되지 않음[0110]

DC 상의 PD-L2의 발현 또는 sPD-L2 치료가 보호 면역성을 매개할 수 있으므로, 본 발명자들은 PD-L2가 면역성의[0111]

PD-L1-매개 저해의 차단에 의해 보호를 매개할 수 있다고 가정하였다. 상기 가정을 평가하기 위해, PD-L1 녹아

웃 마우스의 두 코호트(PD-L1KO; n=4)를 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염시키고 3 용량의 PD-L2 또는

대조군 IgG로 치료하였다. 모든 대조군 마우스가 7일까지 중증 임상 증상 및 높은 기생충혈증 수준(~78%)을 가

지며 사망하였다(도 7).  대조적으로,  PD-L2로 치료한 감염 PD-L1KO  마우스에서는 기생충혈증이 제어되었으나

(24%) 10일까지 사망하였다. 상기 연구는 PD-L2에 의해 매개된 보호가 PD-L1과 무관함을 시사하였다.

CD4+ T 세포 상의 갈렉틴-9는 PD-L2에 대한 신규 수용체임.[0112]

PD-L2가 PD-L1과 무관하게 말라리아에 대해 보호성임이므로, 본 발명자들은 이것이 미치료 T 세포 상에 제2 수[0113]

용체를 갖는다고 가정하였다. 상기 가정을 평가하기 위해, 본 발명자들은 미치료 C57BL/6 마우스로부터 단리된

T 세포의 용해물을 제조하고 고정화된 PD-L2 또는 인간 IgG를 이용하여 수용체를 면역-침전시켰다(도 8). 3회

독립 실험에서 5개의 재현성 밴드가 반복적으로 면역 침전되었고, 중쇄 및 경쇄 면역글로불린 사슬(밴드 1 및

4), sPD-L2(밴드 5) 및 액틴(밴드 3)이 포함되었다. 갈렉틴-9(밴드 2)는 PD-L2에 의해 면역침전되었지만, 3회의

독립 실험에서 인간 IgG에 의해 면역침전된 동등한 밴드를 갖지 않았다. 대조군에서 N2
o
 및 N2로 명명된 밴드는

히스톤 단백질이었다. 마지막으로, sPD-L2에 의해 면역침전된 밴드 2가 갈렉틴-9임을 확인하기 위해, 실험을 반

복하였으나 겔을 니트로셀룰로오스로 옮기고 항-갈렉틴-9 항체로 웨스턴 블롯 표지하였다(도 9). 이들 연구에서
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T 세포로부터 면역침전된 밴드 2의 서열분석에 의해 확인된 39 kD 밴드가 갈렉틴-9이며 PD-L2에 대한 신규한 결

합 파트너일 수 있음을 확인하였다.

미치료 T 세포 상의 갈렉틴-9는 PD-L2에 대한 수용체임.[0114]

sPD-L2가 온전한 T 세포 상의 갈렉틴-9에 결합하였는지를 결정하기 위해, 총 T 세포 집단을 미치료 마우스의 비[0115]

장으로부터 단리하고 바이오틴화된 sPD-L2  및  APC-스트렙타비딘 또는 PE-항-갈렉틴-9와  인큐베이션하였다(도

10). 유세포측정 분석으로 sPD-L2가 미치료 CD4+ T 세포의 대략 12.8%에 결합한 반면, 갈렉틴-9는 이들 세포의

대략 1.9%에서만 발현됨을 확인하였다. 과량의 표지되지 않은 항-갈렉틴-9 항체를 이용한 미치료 T 세포의 사전

-처리는 sPD-L2에 의한 표지를 대략 3% 감소시켜 sPD-L2가 T 세포 상의 갈렉틴-9에 결합함을 확인시켰다. 이전

에 공개된 연구에서는 미치료 마우스의 비장으로부터 취한 CD4+ T 세포의 대략 10-20%가 PD-L2에 결합할 수 있

는 PD-1을 발현함을 나타내었다. 마지막으로, sPD-L2는 상기 검정에서 유의미한 수의 CD8+ T 세포에 결합하지

않았다.

sPD-L2 및 항-갈렉틴-9는 미치료 CD4+ & CD8+ T 세포에서 생존 및 분화를 매개함.[0116]

미치료 마우스로부터 단리된 T 세포를 항-CD3(5 ㎍/ml)으로 코팅된 96 웰 플레이트에서 배양하여 IL-2와 함께[0117]

항원 신호를 제공하였다. 배양에 또한 (a) 대조군으로서 래트 IgG가 결합된 플레이트, (b) sPD-L2가 결합된 플

레이트; (c) sPD-L2 및 항-갈렉틴-9(클론 108A) 항체 형태의 갈렉틴-9 저해제가 처리된 세포가 결합된 플레이트

(d) 갈렉틴-9 작동제 항체(클론 RG9.1) 및 (e) 항-갈렉틴-9(클론 RG9.35)를 보충하였다. sPD-L2는 TBET를 발현하

는 CD4+CD62L
lo
 세포의 백분율(도 11a) 및 (b) 세포 내 TBET의 수준을 래트 IgG 대조군에 비해(도 11b) 증가시켰

다. 상기 효과는 항-갈렉틴-9(클론 108A) 항체에 의해 차단되었다. 클론 RG9.1도 TBET를 발현하는 CD4+CD62L
lo

세포의 백분율 및 세포 내 TBET의 수준을 증가시켰다(도 11a 및 b).

PD-L2 및 RG.1(RG9.1)이 결합된 플레이트로 처리된 세포의 생활성은 36시간 후 다른 배양에 비해 높아서, 이들[0118]

배양 실험 중 일부를 훨씬 더 낮은 CD3 수준 자극(1 ㎍/ml)과 함께 72시간 배양으로 반복하였다. 도 12에서 알

수  있듯이,  sPD-L2  및  RG1(RG9.1)  항체는  모두  대조군  배양에  비해  CD4+  및  CD8+  T  세포의  생활성을

개선시킨다.

가용성 PD-L2 및 항 갈렉틴-9 항체는 치사 말라리아에 대해 보호함[0119]

신호전달 갈렉틴-9가 가용성 PD-L2와 동일한 효과를 갖는지를 결정하기 위해, WT 마우스의 3 코호트를 피. 요엘[0120]

리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염시키고 감염 3, 5 및 7일 후 200 ㎍ sPD-L2, 항-갈렉틴-9 또는 래트 IgG를 정

맥내 제공하였다. 마우스를 매일 모니터링하고, 주름진 털, 구부림 또는 활동 부재를 포함하는 질환의 임상 증

상에 대해 스코어링하였다. sPD-L2 또는 작동성 항-갈렉틴 9(클론 RG9.1)를 제공한 마우스는 최소 증상을 나타

내었고, 모든 대조군 마우스가 사망하거나 안락사되었을 때 이들 군의 2/3 마우스가 생존하였다(도 12).

갈렉틴-9는 sPD-L2에 대한 결합 파트너임[0121]

마우스 갈렉틴-9 및 마우스 PD-L2 간 결합의 생화학적 성질을 결정하기 위해 옥테트 레드 연구를 수행하였다.[0122]

sPD-L2를 탐침에 결합시키고, sPD-1 및 s갈렉틴-9와 그 상호작용을 측정하였다. 도 13에 나타낸 바와 같이, 결

과는 PD-L2 및 PD-1 간 거의 즉각적인 연합 및 해리를 나타낸다. 대조적으로, 갈렉틴-9 결합은 PD-L2와 연합하

는데 약 200초가 걸렸고 해리하는데 614초 초과가 걸려서 매우 안정한 상호작용을 시사하였다. 가장 유의미하게

는, PD-L2-PD-1 상호작용이 1:1의 분자 비인 반면, 갈렉틴-9 및 PD-L2 상호작용에는 결합 동안 갈렉틴-9의 응집

또는 다량체화가 관여된다. 이는 왜 sPD-L2의 다량체성 형태가 말라리아에 대해 보호성인 반면, 단량체성 또는

이량체성 형태는 보호성이 아닐 수 있는지를 설명하는 것을 돕는다. 단량체성 및 다량체성 sPD-L2에 의한 보호

를 비교하는 본 발명자들의 연구에서는 77-92%의 마우스가 보호된 다량체성 sPD-L2에 비해 단량체성 sPD-L2가

치사 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM) 말라리아(n=4)로부터 마우스를 보호하거나 뇌 말라리아(n=3)를 방지하지

못함을 확인하였다. 또한, 단량체성 sPD-L2는 뇌 말라리아를 악화시켜, 이것이 갈렉틴-9와 sPD-L2의 상호작용을

차단함을 제시하였다. 이와 같이, 적용되는 sPD-L2의 형태가 면역 반응의 성질을 제어하기 위해 이용될 수 있다

(예로, 다량체성 형태는 말라리아 또는 암에 대해 보호하기 위해 투여될 수 있고, 단량체성 형태는 면역계를 하

향 조절하여 천식 또는 크론 병과 같은 염증성 또는 자가면역 질환을 치료하기 위해 투여될 수 있다). 이에 관

해, 앱타머 및 이중특이적 항체의 이용과 같은 생체내 PD-L2의 다량체화를 촉진하는 제제도 본 발명에서 유용하

다. 앱타머는 광의의 표적 분자에 특이적으로 결합할 수 있는 소형 올리고뉴클레오타이드이며, 치료제로서 항체
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에 비해 일부 장점을 제공한다. 이들은 다량체성 PD-L2를 모방할 수 있다.

항-갈렉틴-9 항체는 배양 중 마우스 CD4
+
 T 세포를 활성화하여 Th1 사이토카인을 분비함[0123]

DC에 의해 발현되는 갈렉틴-9는 또한 T 세포 상의 TIM-3에 대한 리간드이다(Zhu et al., 2005). Th1 세포의 가[0124]

용성 갈렉틴-9-유도된 사멸은 시험관내 TIM-3-에 의존적이었으며, 생체내 갈렉틴-9 단백질의 투여는 인터페론-

감마 생산 T 세포의 선택적 손실을 일으켰다(Zhu et al., 2005). T 세포에 의해 발현된 갈렉틴-9의 역할은 그다

지 명확하지 않다. 본 발명자들은 처음에 3가지 항-갈렉틴-9 항체를 평가하였고, 2/3이 활성화시킴을 확인하였

다(데이터는 나타내지 않음). 시험관내 정제된 T 세포 상에서 가장 강한 자극 활성을 갖는 공동-자극성 항-갈렉

틴-9 항체의 효과를 분석하였다. 마우스 비장으로부터 단리되고 항-CD3 항체가 코팅된 플라스틱 플레이트 상에

서 배양된 CD4
+
 T 세포 상에서 대조군 IgG, 가용성 마우스 PD-L2-Ig 또는 항-마우스 갈렉틴-9 mAb의 효과를 평

가하였다. 배양 3일 후, 상청액을 사이토카인에 대해 평가하였다. IgG를 이용한 대조군 배양에 비해, 고정화된

PD-L2 및 항-갈렉틴-9는 모두 IL-2(~4-배), IFN-γ(~4-배) 및 TNF-α(60%) 분비를 유의미하게 증가시킬 수 있

었다. 이들 연구에서는 PD-L2 및 항-갈렉틴-9가 모두 마우스 T 세포에 공동-자극 신호를 제공하여 마우스 PD-L2

에 대해 이전에 보고된 바와 같이(Shin et al., 2003) Th1 반응을 개선함을 확인하였다. 

인간 CD4
+
 T 세포에 대해 수행한 유사한 검정도 sPD-L2가 Th1 사이토카인의 분비를 증가시킬 수 있음을 나타내[0125]

었다(도 15a).

본  발명자들은  인간  CD4+  T  세포에  의해  사이토카인  생산을  자극하는  항-인간  갈렉틴-9  항체를  찾지[0126]

못했으므로, 항-마우스 갈렉틴-9 항체를 평가하였다(도 15b). 상기 항-마우스 갈렉틴-9 항체는 인간 sPD-L2에

의해 유도되는 수준까지 인터페론-γ의 분비를 유도하였다(그러나 다른 사이토카인은 유도하지 않음).

항-갈렉틴-9는 말라리아에 대해 보호함[0127]

항-갈렉틴-9 항체가 가용성 PD-L2를 이용한 치료로 나타난 것과 동일한 보호를 제공할 수 있었음을 확인하기 위[0128]

해(도 4), WT 마우스를 치사 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염시키고 대조군 래트 Ig, 차단 항-Tim-3,

또는 항-마우스 갈렉틴-9로 치료하였다(도 16a 및 b). 반복 실험에서, 3 용량의 항-갈렉틴-9 항체는 갈렉틴-9에

대한 또 다른 수용체인 TIM-3의 항체-매개 차단에 의해 부여되는 보호가 없는 상태에 비해 75% 마우스의 생존을

매개하였다. Tim-3 차단은 대조군 래트 Ig 치료 마우스에 비해 유의미한 보호를 제공하지 않았다.

항-갈렉틴-9는 종양 진행을 감소시킴[0129]

Th1 CD4
+
 T 세포 면역성이 또한 종양 제거를 위해 필수적이므로, 항-갈렉틴-9 항체의 활성화를 2 동계 마우스[0130]

유방암 모델에서 평가하였다. 4 용량의 항-갈렉틴-9 항체는 각각의 수신체 마우스의 4번째 좌측 유방 지방층 내

로 직교이방성으로 주사한, 촉진 가능한 PYMT-유래 유방 암종의 성장을 지연시킬 수 있었다(도 17a). 16-22일에

제공한 항-갈렉틴-9 치료는 이소형 대조군에 비해 27일 내지 35일 사이에 종양 진행을 완화시켰다. 이전 연구에

서는 CTLA-4 또는 PD-1/PD-L1 차단과 조합된 Treg 세포 제거가 동일한 직교이방성으로 삽입된 PYMT-유래 유방

암종에 영향을 미치는지를 조사하였다(Bos et al., 2013). Treg 세포 제거가 일차 및 전이 종양 진행을 유의미

하게 지연시킨 반면, 체크포인트 차단은 종양유전자-유도된 종양 성장에 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.

이어서 8-10일에 제공한 3 용량의 항-갈렉틴-9가 공격성 전이 EO771.LMB 유방 선암종의 성장을 지연시킬 수 있

는지를 평가하였다(Johnstone et al., 2015). 모든 대조군 마우스를 15일까지 안락사시킨 반면, 치료받은 마우

스는 대조군의 15일에 비해 15-16일에 35% 더 작은 종양을 가졌다(도 17b). 전반적으로, 활성화 항-갈렉틴-9 치

료는 직교이방성으로 삽입된 유방 암종의 진행을 감소시켰다.

PD-L2의 차단은 Tbet+ Th1 반응을 저해할 수 있음[0131]

PD-L2가  생체내 Tbet  및  Th1  면역성을 제어했는지를 확인하기 위해,  본  발명자들은 마우스를 피.  요엘리이[0132]

17XNL(P. yoelii 17XNL) 말라리아로 감염시키고 기생충이 혈중 검출 가능해졌을 때 모노클로날 항체로 PD-L2를

차단하였다. 상기 실험을 위해, WT 마우스를 피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL)로 감염시키고 감염 4일 후부

터 감염 14-18일 후까지 3-4일마다 항-PD-L2 또는 대조군 래트 IgG를 제공하였다. 먼저, CD4
+
 T 세포를 말라리

아에 대한 보호를 매개하는 것으로 알려져 있는, Th1 CD4
+
 T 세포의 효과기 기능을 위해 필요한 전사 인자인

Tbet의 발현에 대해 조사했다(Ing and Stevenson, 2009; Stephens and Langhorne, 2010). T 세포를 또한 미치

료 T 세포에서 확인되는 마커이며 또한 중추 기억(CD62L
hi
) 세포를 효과기 기억(CD62L

lo
) T 세포로부터 구별하는
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CD62L의 발현에 대해 평가하였다. 감염 7일 후 PD-L2 차단으로, 비장 Tbet-발현 CD4
+
 T 세포의 수가 더 적어지

는 경향이 있었다(도 18a). 그러나 14일까지, 대조군 마우스는 PD-L2가 차단된 마우스에 비해, 비장 당 각각

2.2 및 3-배 더 많은 Tbet-발현 CD62L
hi
 및 CD62L

lo
 CD4

+
 T 세포를 가졌다(도 18b). 유사하게, 대조군 마우스는

PD-L2가 차단된 마우스에 비해, 14일째에 ELISPOT 검정으로 측정되는, 5배를 초과하는 더 많은 수의 IFN-γ-분

비, 기생충-특이적 CD4
+
 T 세포를 가졌다(도 18c). 몇몇 세포 유형에 의해 분비될 수 있는 혈청 IFN-γ의 수준

은 PD-L2가 차단된 마우스에서 7일째에 감소되었고, 14일째에는 두 마우스 군에서 모두 낮았다(도 18d). 대조적

으로, PD-L2가 차단된 마우스는 14일째에 대조군 마우스에 비해 2배를 초과하는 더 많은 혈청 IL-10을 가졌다

(도 18e).  상기 결과는 비장 당 2.6배 더 많은 수의 조절 T  세포(TREG)와 연관된다(도 18f).  피.  요엘리이

17XNL(P. yoelii 17XNL)-감염 PD-L2KO 마우스를 이용한 연구에서는 또한 감염된 WT 마우스에 비해 14일째에 비

장 당 유의미하게 더 적은 수의 Tbet-발현 및 IFN-γ-분비, 기생충-특이적 CD4
+
 T 세포를 확인하였다(도 19c,

d). 마지막으로, PD-L2KO 마우스 또는 항체를 이용한 PD-L2 차단으로, 감염 14일까지 IFN-γ-분비, 기생충-특이

적 CD8
+
 T 세포의 수가 더 적어지는 경향이 있었다(도 19e, f).

종합하면, 본 발명자들의 데이터는 PD-L2 발현이 피. 요엘리이 17XNL(P. yoelii 17XNL) 말라리아 감염 동안 효[0133]

과적인 Th1 CD4
+
 T 세포 반응을 위해 필요함을 나타내었다. 유의미하게, PD-L2의 차단은 피. 요엘리이 17XNL(P.

yoelii 17XNL) 감염 7 내지 14일 사이에 이들 세포의 수 증가를 방지하였으므로, PD-L2가 Tbet-발현 CD4
+
 T 세

포의 최적 증식을 위해 요구되었다. 주지할 것은, 기능적인, 기생충-특이적 IFN-γ-분비 CD4
+
 T 세포가 7일째에

는 존재하지만 PD-L2 신호의 부재 하에 14일까지 감소되어, 상기 신호가 이들 핵심 효과기 세포의 증식 및 생존

을 개선함을 시사하였다. 이러한 발견의 견지에서, 대부분의 기생충은 10일 내에 제거되었지만 피. 요엘리이

17XNL(P. yoelii 17XNL) 실험에서 PD-L2는 첫 주 후 장기 면역성만을 개선함을 나타내었으므로, 피. 샤바우디

(P. chabaudi)-감염 마우스가 PD-L2-차단에 가장 잘 생존할 수 있을 것이다. 따라서, PD-L2는 감염 첫 주 후에

만 Th1 CD4
+
 T 세포 수를 유지하기 위해 필요하다.

T-박스 전사 인자 T-bet는 1형-유사 면역성의 핵심 조절인자로서 도출되었으며, T 및 B 림프구뿐만 아니라 수지[0134]

상 세포 및 천연 살해 세포에서 효과기 세포 운명의 구축 및/또는 유지에 중추적인 역할을 담당한다. T-bet는

Th1 효과기 기능의 유지에서 중추적 역할을 담당하는 것으로 보인다. T-bet-결핍 마우스는 주로 CD4 및 γδ 세

포에서의 IFN-γ 생산 결함을 포함하는 Th1 분화 손상을 나타낸다.

Th1 반응은 오랫동안 자가면역 증후군과 연관되어 왔다. 셀리악 질환 및 크론병 모두 일반적으로 Th1-관련 증후[0135]

군으로 간주되어 왔고, 증강된 T-bet 활성 및/또는 발현을 나타낸다. Th1-관련 IBD 마우스 모델에서, 중증 조합

면역결핍(scid) 수신체 내로의 CD4+ CD62L+ 세포의 차용 전달은 T-bet 결핍이 질환에 대해 보호하는 반면, T-

bet 과발현이 질환을 촉진함을 나타내었다. 이는 또한 다발성 경화증(Rack et al. 2014), 염증성 관절염(Wang

et  al,  2006,),  당뇨병(Juedes  et  al,  2004,),  베체트 증후군(Li  et  al,  2006  T),  및  VKH(VogtKoyanagi-

Harada) 질환(Li et al., 2005)에도 해당된다. PD-L2/갈렉틴-9 경로의 차단이 Tbet를 차단하므로, 이것이 자가

면역 질환의 치료를 위한 신규한 방법을 제공할 가능성을 갖는다.

치사 말라리아로부터의 sPD-L2-매개 생존은 CD4
+
 T 세포를 필요로 함[0136]

피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM) 말라리아로부터의 다량체성 sPD-L2-매개 생존에 대한 T 세포의 기여를 결정하기[0137]

위해, CD4
+
 또는 CD8

+
 T 세포를 sPD-L2-치료, 감염 마우스에서 결핍시켰다. 상기 실험을 위해, 여러 군의 WT 마

우스를 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)으로 감염시키고 sPD-L2 또는 인간 IgG(hIg)로 치료하였다. 이들 마우스

에  또한  1일부터,  감염  14-18일  후까지  3-4일마다  CD4
+
 또는  CD8

+
 T  세포-결핍  항체  또는  래트  Ig를

제공하였다. 이전 연구에서는 이용된 항체가 이들 세포를 결핍시킬 것임을 확인하였다. hIg 및 래트 Ig를 수여

받은 모든 감염 WT 마우스는 14일까지 사망하거나 안락사시켜야 했다(도 20a 및 b). 대조적으로, sPD-L2 및 대

조군 래트 Ig를 제공한 75%의 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)-감염 마우스에서는 30일 내에 기생충혈증이 제거

되었고, 모니터링을 중단할 때까지 50일을 초과하여 생존하였다(도 6a 및 b). 그러나, CD4
+
 T 세포가 결핍된 경

우 마우스는 sPD-L2에 의해 보호되지 않았고 임상 증상의 중증도로 인해 안락사시켜야 했다(도 20a, c). 대조적

으로, CD8
+
 T 세포의 결핍은 이들 마우스가 대조군 마우스에 비해 11-21일경에 지속적으로 더 높은 기생충혈증
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을 가졌음에도 불구하고, sPD-L2에 의해 제공되는 보호 효과에 유의미한 영향을 미치지 않았다(도 20a, d). 종

합하면, 이들 발견은 sPD-L2가 CD4
+
 T 세포를 통해 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM) 감염으로부터의 보호, 생존,

및 기생충 제어를 촉진할 수 있고, CD8
+
 T 세포로부터 소규모 기여가 있을 수 있음을 나타낸다.

sPD-L2는 개선된 CD4
+
 및 CD8

+
 T 세포 기능을 통해 보호 및 생존을 매개함[0138]

sPD-L2가 그 치료 효과를 발휘하는 기전을 결정하기 위해, 피. 요엘리이 YM(P. yoelii YM)-감염 마우스를 3 및[0139]

5일째에 대조군 Ig 또는 sPD-L2로 치료하고, 비장을 대조군 마우스에서의 중증 임상 증상의 개시 전인 7일째에

수집하였다. T 세포를 비장으로부터 단리하고, 미치료 마우스로부터의 비장 DC 및 기생충-특이적 항원(MSP119)

또는 펩타이드(Pb1, SQLLNAKYL)와 또는 추가 항원 없이 배양하였다. sPD-L2를 이용한 치료는 배양 중 MSP119에

반응할 수 있는 기생충-특이적 CD4
+
 T 세포의 수를 증가시켰고, ELISPOT 검정에 의해 측정되는 대조군 Ig로 치

료한 마우스에 비해 ~2.7배 더 높은 수의 IFN-γ 분비 CD4
+
 T 세포를 가졌다(도 21a). 유사하게, 시험관내 EdU-

섭취 검정으로 sPD-L2-치료 마우스가 기생충 항원에 반응하여 증식한 더 많은 수의 기생충-특이적 T 세포를 가

졌음을 확인하였다(도 21b). 그러나 코호트 간 TREGs 수에는 차이가 없었다(도 21c). 또한, sPD-L2-치료 마우스

도 대조군에 비해 6배 많은 수의 기생충-특이적 CD8
+
 T 세포(즉, 기생충-특이적 펩타이드 F4를 나타내는 MHC 사

량체(D
b
)에 결합된 세포(Lau et al., 2011))를 나타내었다(도 21d). 그러나 7일 내에는 이들 세포에 의한 IFN-

γ 분비(도 21e) 또는 그랜자임 B 발현(도 21f)에서 유의미한 증가가 없었다. 종합하면, 이들 결과는 sPD-L2가

말라리아에 대한 보호를 위해 중추적인 것으로 알려져 있는 개선된 Th1 효과기 기능을 시사하는 IFN-γ 분비

CD4
+
 T 세포의 발생을 촉진함으로써 마우스를 치사 말라리아로부터 보호함을 나타낸다(Kumar and Miller, 1990;

Stephens and Langhorne, 2010; Su and Stevenson, 2002). 유사하게, 증가된 CD8+ T 세포는 11 내지 21일경

sPD-L2로 치료한 마우스에서 나타난 보호의 온건한 개선을 설명하였다(도 18d).

본 명세서를 통해, 본 발명을 임의의 한 구현예 또는 특정한 특징의 집합으로 제한하지 않고, 본 발명의 바람직[0140]

한 구현예를 설명하고자 하였다. 본 발명의 광의의 정신과 범위에서 벗어나지 않고 본원에 기재되고 예시된 구

현예에 대해 다양한 변화 및 개질이 수행될 수 있다. 

본원에서  언급된  모든  컨퓨터  프로그램,  알고리즘,  특허  및  과학  문헌은  이들의  전문이  참조로  본원에[0141]

포함된다.
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