
(57)【要約】
本発明は、蛋白抗原の T細胞エピトープの同定および /または検出方法、蛋白抗原に対する
ペプチドワクチンの製造方法、受容体 -リガンド複合体および /またはその成分の品質管理
方法、少なくとも 1つの固定化受容体ユニットまたは固定化受容体を有するナノ粒子の製
造方法、受容体 -リガンド固定化複合体、特にペプチド提示 MHC分子を有するナノ粒子の製
造方法、特定の CD4+ -Tまたは CD8+ -Tリンパ球の末梢血単核細胞からの富化および /または
分離方法、 in vitroでの CD8+ -Tリンパ球反応の初回抗原刺激方法、固定化受容体ユニット
、特に MHC分子の固定鎖を有するナノ粒子、固定化受容体、特に固定化 MHC分子を有するナ
ノ粒子、受容体 -リガンド固定化複合体、特にペプチド提示 MHC分子を有するナノ粒子、ペ
プチドワクチン、蛋白抗原の T細胞エピトープの同定および /または検出用キット、ならび
に、 T細胞エピトープの同定および /または検出、ペプチドワクチンの製造、特異な Tリン
パ球の富化および /または分離、また、 in vitroでの CD8+ -Tリンパ球反応の初回抗原刺激
を目的としたナノ粒子の適用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 蛋 白 抗 原 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を in vitroで 同 定 お よ び /ま た は 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 前
記 抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 を 、 好 ま し く は 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト と 共 に 受 容 体 を 形 成
で き る 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 存 在 下 で 、 固 定 化 し た 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 競 合 的 に 結 合
す る 状 態 に お き 、 受 容 体 に 親 和 性 の 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド 断 片 を 、 少 な く と も 第 1の 受
容 体 ユ ニ ッ ト 、 好 ま し く は 両 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 結 合 さ せ 、 続 い て 、 結 合 し た 前 記 ペ プ チ ド
断 片 を 単 離 し 、 分 析 す る 方 法 で あ り 、
a)少 な く と も 1つ の 第 1の 官 能 基 を 有 す る 少 な く と も 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 、 そ の 表 面 が
、 第 1の 官 能 基 に 結 合 性 の 少 な く と も 1つ の 第 2の 官 能 基 を 有 す る ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 す る こ
と 、
b)蛋 白 抗 原 の 異 な る 配 列 領 域 を 含 む 、 蛋 白 抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 を 調 製 す る こ と 、
c)好 ま し く は 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 存 在 下 で 、 ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 し た 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ
ト に 前 記 ペ プ チ ド 断 片 集 団 を 競 合 的 に 結 合 さ せ る こ と で あ っ て 、 少 な く と も 第 1の 受 容 体
ユ ニ ッ ト 、 好 ま し く は 両 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 親 和 性 の 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド 断 片 を 、 場
合 に よ り 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト と 共 に 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 結 合 さ せ 、 ナ ノ 粒 子 に 固 定
化 し た 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 を 得 る こ と 、 な ら び に
d)固 定 化 し た 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 、 お よ び /ま た は 結 合 し た 前 記 ペ プ チ ド 断 片 を 分
析 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 、 競 合 的 結 合 反 応 を 実 施 す る 前 に 、 溶 液 中 に 遊 離 し て い る 請 求
項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 、 競 合 的 結 合 反 応 を 実 施 す る 前 に 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト と 共 に
受 容 体 を 形 成 す る 二 量 体 の 形 態 で 、 ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 さ れ て い る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 、 少 な く と も 1つ の 第 3の 官 能 基 を 示 し 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 が 、 第 3
の 官 能 基 に 結 合 性 の 少 な く と も 1つ の 第 4の 官 能 基 を 有 す る 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 受 容 体 が 配 向 し 、 生 物 活 性 を 保 持 し た 状 態 で ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 3ま
た は 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 受 容 体 が 主 要 組 織 適 合 性 遺 伝 子 複 合 体 (MHC)分 子 で あ り 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 が
ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 で あ り 、 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が MHC分 子 の 鎖 で あ る 、 請 求
項 1か ら 5の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 受 容 体 が ク ラ ス Iの MHC分 子 で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 45kDaの 重 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 12kDaの 軽 鎖 、 ま
た は 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 12kDaの 軽 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 45kDaの 重 鎖 で
あ る 、 請 求 項 6ま た は 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 重 鎖 が HLA-A、 HLA-Bま た は HLA-C単 量 体 、 軽 鎖 が β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で あ る 、 請 求 項 6
か ら 8の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 内 に 結 合 し た ペ プ チ ド 断 片 が 、 内 因 性 蛋 白 抗 原 に 由 来 す る 、 請 求
項 6か ら 9の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 中 に 結 合 し た ペ プ チ ド 断 片 が 、 ア ミ ノ 酸 約 8～ 10個 を 含 む 、
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請 求 項 6か ら 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 受 容 体 が ク ラ ス IIの MHC分 子 で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 34kDの α 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 30kDの β 鎖 、 ま た
は 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 30kDaの β 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 34kDaの α 鎖 で あ
る 、 請 求 項 12に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 α 鎖 お よ び β 鎖 が HLA-DR、 HLA-DQま た は HLA-DP単 量 体 で あ る 、 請 求 項 12ま た は 13に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 中 に 結 合 し た ペ プ チ ド 断 片 が 、 外 来 の 蛋 白 抗 原 に 由 来 す る
、 請 求 項 12か ら 14の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 中 に 結 合 し た ペ プ チ ド 断 片 が 、 ア ミ ノ 酸 約 15～ 24個 を 含 む
、 請 求 項 12か ら 15の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 、 天 然 に 存 在 す る か 、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 法 ま た は 化
学 合 成 法 に よ り 調 製 さ れ る 鎖 で あ る 、 請 求 項 1か ら 16の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 第 1の 官 能 基 が 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 天 然 成 分 で あ る か 、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 法 、 生
化 学 的 、 酵 素 的 お よ び /も し く は 化 学 的 誘 導 体 形 成 法 ま た は 化 学 的 合 成 法 に よ り 、 第 1の 受
容 体 ユ ニ ッ ト 中 に 導 入 さ れ る 、 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 第 3の 官 能 基 が 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 天 然 成 分 で あ る か 、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 法 、 生
化 学 的 、 酵 素 的 お よ び /も し く は 化 学 的 誘 導 体 形 成 法 ま た は 化 学 的 合 成 法 に よ り 、 第 2の 受
容 体 ユ ニ ッ ト 中 に 導 入 さ れ る 、 請 求 項 17ま た は 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 第 1の 官 能 基 お よ び 第 3の 官 能 基 は 相 互 に 異 な り 、 カ ル ボ キ シ 基 、 ア ミ ノ 基 、 チ オ ー ル 基
、 ビ オ チ ン 基 、 Hisタ グ 、 FLAGタ グ 、 Strepタ グ I基 、 Strepタ グ II基 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 基 お
よ び FLAGタ グ 基 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 18ま た は 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 第 1の 官 能 基 を 結 合 す る 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 第 2の 官 能 基 、 お よ び 第 3の 官 能 基 を 結 合 す
る 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 第 4の 官 能 基 は 、 相 互 に 異 な り 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ 基 、 マ レ イ
ミ ド 基 、 ア ビ ジ ン 基 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 基 、 ニ ュ ー ト ラ ア ビ ジ ン 基 お よ び 金 属 キ レ ー ト
錯 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1か ら 20の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 第 2の 官 能 基 お よ び 第 4の 官 能 基 が 、 グ ラ フ ト シ ラ ン 化 、 シ ラ ン 化 、 化 学 的 誘 導 体 化 お よ
び 適 当 な 類 似 の 方 法 に よ り 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 捕 捉 さ れ る 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ナ ノ 粒 子 が 、 化 学 的 に 不 活 性 な 材 料 、 好 ま し く は シ リ カ か ら の コ ア を 有 す る 、 請 求 項 21
ま た は 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ナ ノ 粒 子 が 、 直 径 30～ 400nm、 好 ま し く は 50nm～ 150nmを 有 す る 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 蛋 白 抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 を 、 酵 素 的 蛋 白 分 解 、 遺 伝 子 工 学 法 ま た は 化 学 合 成 法 に
よ り 調 製 す る 、 請 求 項 1か ら 24の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 集 団 の ペ プ チ ド 断 片 が 、 蛋 白 抗 原 の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 完 全 に 表 す 、 請 求 項 25に 記 載
の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 集 団 の ペ プ チ ド 断 片 が 、 蛋 白 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 部 分 的 に し か 表 さ な い 、 請 求 項
25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 集 団 の ペ プ チ ド 断 片 が 、 予 測 さ れ る 潜 在 的 な T細 胞 エ ピ ト ー プ を 表 す ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 、 請 求 項 27に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 予 測 さ れ る 潜 在 的 な T細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 決 定 さ れ た
、 請 求 項 27ま た は 28に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 受 容 体 が I型 MHC分 子 の 場 合 、 前 記 ペ プ チ ド 断 片 が ア ミ ノ 酸 8～ 10個 の 長 さ を 有 す る 、 請
求 項 25か ら 29の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 受 容 体 が II型 MHC分 子 の 場 合 、 前 記 ペ プ チ ド 断 片 が ア ミ ノ 酸 15～ 24個 の 長 さ を 有 す る 、
請 求 項 25か ら 29の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 集 団 の ペ プ チ ド 断 片 に 、 競 合 的 結 合 を 実 施 す る 前 に 、 マ ー カ ー お よ び /ま た は 第 5の
官 能 基 を 付 け る 、 請 求 項 25か ら 31の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 マ ー カ ー が 、 蛍 光 マ ー カ ー ま た は 放 射 性 マ ー カ ー で あ る 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 第 5の 官 能 基 は 、 第 1、 第 2、 第 3お よ び /ま た は 第 4の 官 能 基 と は 異 な り 、 こ れ ら の 基 と 結
合 で き な い 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の ナ ノ 粒 子 へ の 固 定 化 ま た は 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の ナ
ノ 粒 子 へ の 固 定 化 が 、 PBS緩 衝 液 中 、 1h～ 4h、 好 ま し く は 2hの 間 に わ た り 室 温 で 、 受 容 体
ユ ニ ッ ト と ナ ノ 粒 子 と を 振 と う 装 置 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 、
請 求 項 1か ら 34の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 配 列 が 既 知 で 長 さ が 適 当 な ペ プ チ ド 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト
を 使 用 し て 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 溶 液 中 で 調 製 し 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 を ナ ノ 粒
子 上 に 固 定 化 し 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 処 理 し て 少 な く と も 結
合 ペ プ チ ド を 除 去 し て 、 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 得 る こ と に よ っ て 、 受 容
体 ユ ニ ッ ト の ナ ノ 粒 子 へ の 固 定 化 が 行 わ れ る 請 求 項 1か ら 34の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト お よ び 前 記 ペ プ チ ド を 、 100mMの ト リ ス 、 2
mM EDTA、 400mM L-ア ル ギ ニ ン 、 5mMの 還 元 型 グ ル タ チ オ ン お よ び 0.5mMの 酸 化 型 グ ル タ チ
オ ン を 含 む 緩 衝 液 中 、 36h超 、 好 ま し く は 48hの 間 に わ た り 、 20℃ 未 満 、 好 ま し く は 10℃ の
温 度 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 調 製 す る 請 求 項 36
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 が 、 ナ ノ 粒 子 の 第 2の 官 能 基 に 結 合 す る こ と の み に
よ り 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 が ナ ノ 粒 子 上 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 36ま た は 37に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 が 、 ナ ノ 粒 子 の 第 2の 官 能 基 に 結 合 す る こ と 、 お よ
び 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 3の 官 能 基 が 、 ナ ノ 粒 子 の 第 4の 官 能 基 に 結 合 す る こ と に よ
り 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 が ナ ノ 粒 子 上 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 36ま た は 37に 記 載 の 方
法 。
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【 請 求 項 ４ ０ 】
　 結 合 し て い る ペ プ チ ド を 除 去 す る た め に 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒
子 を 、 50mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む pH値 3.0の 剥 離 用 緩 衝 液 で 、 20s未 満 、 好 ま し く は 10
sの 間 に わ た り 処 理 す る 、 請 求 項 36か ら 39の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 第 1の 官 能 基 が ナ ノ 粒 子 の 第 2の 官 能 基 に 結 合 す る こ と の み に よ り 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複
合 体 が 固 定 化 さ れ る 場 合 は 、 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 の 処 理 で 、 ペ プ チ ド と 共 に 第 2の 受 容 体 ユ
ニ ッ ト も ナ ノ 粒 子 か ら 除 去 し て 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 が 得 ら れ る
、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 が 、 ナ ノ 粒 子 の 第 2の 官 能 基 に 結 合 す る こ と 、 お よ
び 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 3の 官 能 基 が 、 ナ ノ 粒 子 の 第 4の 官 能 基 に 結 合 す る こ と に よ
り 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 が ナ ノ 粒 子 上 に 固 定 化 さ れ る 場 合 は 、 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 の 処
理 で 、 結 合 ペ プ チ ド の み が ナ ノ 粒 子 か ら 除 去 さ れ て 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト お よ び 第 2の 受
容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 が 得 ら れ る 、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 受 容 体 ユ ニ ッ ト (複 数 も )を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 、 少 な く と も 1回 の 遠 心 分 離 お よ び 少
な く と も 1回 の 洗 浄 操 作 に よ り 緩 衝 液 か ら 除 去 し 、 新 た に 緩 衝 液 中 に 懸 濁 す る 、 請 求 項 35
か ら 42の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 第 1ま た は 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 に 対 す る 、 ペ プ チ ド 断
片 集 団 の 競 合 的 結 合 を 、 PBS緩 衝 液 中 、 2h～ 6h、 好 ま し く は 4hの 間 に わ た り 室 温 か ら 39℃
の 温 度 、 好 ま し く は 37℃ で 、 ペ プ チ ド 断 片 集 団 と ナ ノ 粒 子 と を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ
と に よ っ て 行 う 、 請 求 項 35か ら 43の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ナ ノ 粒 子 が 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の み を 固 定 化 し て い る 場 合 は 、 PBS緩 衝 液 が 第 2の 受 容
体 ユ ニ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 44に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 両 受 容 体 に 最 大 の 親 和 性 を 有 す る ペ プ チ ド 断 片 を 結 合 し 、 固 定 化 さ れ た 受 容 体 -ペ プ チ
ド 断 片 複 合 体 を 形 成 し た 後 、 ナ ノ 粒 子 を 、 少 な く と も 1回 の 遠 心 分 離 お よ び 少 な く と も 1回
の 洗 浄 操 作 に よ り 、 緩 衝 液 お よ び 未 結 合 の ペ プ チ ド 断 片 か ら 除 去 し 、 新 た に 緩 衝 液 中 に 懸
濁 す る 、 請 求 項 44ま た は 45に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ペ プ チ ド を 結 合 し た 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 を 固 定 化 す る ナ ノ 粒 子 の 懸 濁 液 を 、 マ ト リ ッ
ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 (MALDI)法 、 好 ま し く は MALDI-TOF(飛 行 時 間 )法 に よ り 分
析 す る 、 請 求 項 1か ら 46の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 懸 濁 液 を 、 遠 心 分 離 お よ び 洗 浄 後 に MALDI試 料 台 上 に 適 用 し 、 分 析 す
る 請 求 項 47に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 MALDI法 の 過 程 で 用 い ら れ る マ ト リ ッ ク ス を 、 ナ ノ 粒 子 含 有 懸 濁 液 の 適 用 前 も し く は 適
用 後 、 ま た は 適 用 と 同 時 に MALDI試 料 台 上 に 載 置 す る 、 請 求 項 47ま た は 48に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 固 定 化 さ れ た 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 中 に 結 合 す る ペ プ チ ド 断 片 を 、 前 記 複 合 体 か
ら 遊 離 さ せ 、 単 離 し 、 分 析 す る 請 求 項 1か ら 46の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 を 固 定 し た ナ ノ 粒 子 を 、 50mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む pH
値 3.0の 剥 離 用 緩 衝 液 で 20秒 未 満 、 好 ま し く は 10秒 の 間 に わ た り 処 理 し 、 ペ プ チ ド 断 片 を
溶 出 さ せ る 請 求 項 50に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
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　 ナ ノ 粒 子 を 、 遠 心 分 離 に よ り ペ プ チ ド 断 片 含 有 溶 液 か ら 除 去 す る 、 請 求 項 50ま た は 51に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 遊 離 ペ プ チ ド 断 片 を 含 む 溶 液 を 、 前 記 ペ プ チ ド 断 片 の 第 5の 官 能 基 に 結 合 性 の 第 6の 官 能
基 を 有 す る ナ ノ 粒 子 と 接 触 さ せ 、 第 5の 官 能 基 の 第 6の 官 能 基 と の 結 合 に よ り 、 前 記 ペ プ チ
ド 断 片 を ナ ノ 粒 子 上 に 固 定 化 し 、 ペ プ チ ド 断 片 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 溶 液 か ら 除 去 す る
、 請 求 項 50か ら 52の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 固 定 化 し た ペ プ チ ド 断 片 を ナ ノ 粒 子 か ら 除 去 し 、 そ の 配 列 を 決 定 す る 、 請 求 項 50か ら 53
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 蛋 白 抗 原 に 対 す る ペ プ チ ド ワ ク チ ン を 同 定 お よ び /ま た は 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 蛋 白
抗 原 の T細 胞 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 を in vitroで 同 定 し 、 同 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ペ プ チ ド を 調 製 し 、 調 製 し た ペ プ チ ド と 、 第 1の 鎖 お よ び 第 2の 鎖 の 一 方 と を 使 用 し て
、 ペ プ チ ド 提 示 主 要 組 織 適 合 性 遺 伝 子 複 合 体 (MHC)を 調 製 す る 方 法 で あ り 、
a)蛋 白 抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 を 用 意 す る ス テ ッ プ 、
b)MHC分 子 の 少 な く と も 1つ の 第 1の 鎖 を 表 面 上 に 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 用 意 す る ス テ ッ プ
で あ っ て 、 前 記 鎖 が MHC分 子 の 形 成 を 可 能 と す る コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 有 す る ス テ ッ プ 、
c)MHC分 子 の 第 2の 鎖 の 存 在 下 、 ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 さ れ た 第 1の 鎖 に 対 す る ペ プ チ ド 断 片 集
団 の 競 合 的 結 合 を 実 行 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 MHC分 子 の 前 記 両 鎖 に 対 し て 最 大 の 親 和 性
を 有 す る ペ プ チ ド 断 片 が 、 第 2の 鎖 と 共 に 第 1の 鎖 に 結 合 し 、 ペ プ チ ド 断 片 提 示 MHC分 子 を
得 る ス テ ッ プ 、 お よ び
d)MHC分 子 か ら 前 記 ペ プ チ ド 断 片 を 単 離 し 、 ペ プ チ ド ワ ク チ ン に 適 当 な ペ プ チ ド 断 片 を 同
定 し 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る ス テ ッ プ
を 含 み 、 場 合 に よ り 、 以 下 の ス テ ッ プ e)か ら h)、 即 ち
e)ペ プ チ ド 断 片 の 決 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き 、 適 当 量 の ペ プ チ ド を 遺 伝 子 工 学 法 ま
た は 化 学 合 成 法 に よ り 調 製 す る ス テ ッ プ 、
f)適 当 量 の 第 1お よ び 第 2の 鎖 を 遺 伝 子 工 学 法 ま た は 化 学 合 成 法 に よ り 調 製 す る ス テ ッ プ 、
g)第 1の 鎖 、 第 2の 鎖 お よ び 調 製 し た ペ プ チ ド の 同 時 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 適 当 量 の
ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 調 製 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
h)ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 の 凍 結 乾 燥 物 ま た は 水 性 の コ ロ イ ド 溶 液 も し く は 懸 濁 液 の 形 態 で
、 ペ プ チ ド ワ ク チ ン を 調 製 す る ス テ ッ プ
の 実 行 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 第 1の 鎖 と 共 に 、 第 2の 鎖 も ナ ノ 粒 子 の 表 面 に 固 定 化 さ れ て い る 請 求 項 55に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 両 鎖 が 、 MHC分 子 形 成 二 量 体 の 形 態 で ナ ノ 粒 子 表 面 に 固 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 55
ま た は 56に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 蛋 白 抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 を 、 酵 素 的 蛋 白 分 解 、 遺 伝 子 工 学 法 ま た は 化 学 合 成 法 に
よ り 調 製 す る 、 請 求 項 55か ら 57の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 集 団 の ペ プ チ ド 断 片 が 、 蛋 白 抗 原 の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 完 全 に 表 す 請 求 項 58に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 集 団 の ペ プ チ ド 断 片 が 、 蛋 白 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 部 分 的 に し か 表 さ な い 請 求 項 58
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 集 団 の ペ プ チ ド 断 片 が 、 コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 決 定 さ れ た 潜 在 的 な T細
胞 エ ピ ト ー プ を 表 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 60に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ２ 】
　 ペ プ チ ド 断 片 ま た は ペ プ チ ド は 、 調 製 し よ う と す る ペ プ チ ド 断 片 ま た は ペ プ チ ド 提 示 MH
C分 子 が I型 MHC分 子 で あ る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 8～ 10個 の 長 さ を 示 し 、 あ る い は 、 調 製 し よ う と
す る ペ プ チ ド 断 片 ま た は ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 が II型 MHC分 子 で あ る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 15～ 24
個 の 長 さ を 有 す る 、 請 求 項 58か ら 61の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 第 1の 鎖 が 約 45kDの 重 鎖 で あ り 、 第 2の 鎖 が 約 12kDの 軽 鎖 で あ り 、 両 鎖 が I型 MHC分 子 を 形
成 で き る 、 請 求 項 55か ら 62の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 第 1の 鎖 が HLA-A、 HLA-Bま た は HLA-C単 量 体 で あ り 、 第 2の 鎖 が β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で
あ る 、 請 求 項 63に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 第 1の 鎖 が 約 34kDの α 鎖 で あ り 、 第 2の 鎖 が 約 30kDの β 鎖 で あ り 、 両 鎖 が II型 MHC分 子 を
形 成 で き る 、 請 求 項 55か ら 62の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 第 1の 鎖 お よ び 第 2の 鎖 が 、 HLA-DR、 HLA-DQま た は HLA-DP単 量 体 で あ る 、 請 求 項 65に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 第 1の 鎖 は 第 1の 官 能 基 を 含 み 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 上 に あ る 第 2の 官 能 基 に 第 1の 官 能 基 が 結
合 す る こ と に よ り 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 55か ら 66の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 第 2の 鎖 は 第 3の 官 能 基 を 含 み 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 上 に あ る 第 4の 官 能 基 に 第 3の 官 能 基 が 結
合 す る こ と に よ り 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 55か ら 67の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 第 1の 官 能 基 は 、 第 1の 鎖 の 天 然 成 分 で あ る か 、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 法 、 生 化 学 的 、 酵 素
的 お よ び /も し く は 化 学 的 誘 導 体 化 、 ま た は 化 学 的 合 成 法 に よ り 第 1の 鎖 中 に 導 入 さ れ る 、
請 求 項 67に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 第 3の 官 能 基 は 、 第 2の 鎖 の 天 然 成 分 で あ る か 、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 法 、 生 化 学 的 、 酵 素
的 お よ び /も し く は 化 学 的 誘 導 体 化 、 ま た は 化 学 的 合 成 法 に よ り 第 2の 鎖 中 に 導 入 さ れ る 、
請 求 項 67に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 第 1お よ び 第 3の 官 能 基 は 相 互 に 異 な り 、 カ ル ボ キ シ 基 、 ア ミ ノ 基 、 チ オ ー ル 基 、 ビ オ チ
ン 基 、 Hisタ グ 、 FLAGタ グ 、 Strepタ グ I基 、 Strepタ グ II基 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 基 お よ び FLAG
タ グ 基 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 69ま た は 70に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ナ ノ 粒 子 表 面 上 に あ る 第 2お よ び 第 4の 官 能 基 は 、 相 互 に 異 な り 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ
基 、 マ レ イ ミ ド 基 、 ア ビ ジ ン 基 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 基 、 ニ ュ ー ト ラ ア ビ ジ ン 基 お よ び 金
属 キ レ ー ト 錯 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 67ま た は 68に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 第 2お よ び 第 4の 官 能 基 は 、 グ ラ フ ト シ ラ ン 化 、 シ ラ ン 化 、 化 学 的 誘 導 体 化 お よ び 適 当 な
類 似 の 方 法 に よ り 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 捕 捉 さ れ る 、 請 求 項 72に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 ナ ノ 粒 子 は 、 化 学 的 に 不 活 性 な 材 料 、 好 ま し く は シ リ カ か ら の コ ア を 示 し 、 直 径 30～ 40
0nm、 好 ま し く は 50nm～ 150nmを 有 す る 、 請 求 項 72ま た は 73に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 表 面 上 に 固 定 さ れ た 第 1の 鎖 を 有 す る ナ ノ 粒 子 を 以 下 の ス テ ッ プ 、
a)第 1の 官 能 基 を 含 む 第 1の 鎖 、 第 2の 鎖 、 な ら び に ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 適 当 な 条 件 下 で の M
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HC分 子 形 成 能 が 知 ら れ て い る ペ プ チ ド の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、
b)ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 と 、 そ の 表 面 が 、 第 1の 官 能 基 に 結 合 性 の 少 な く と も 1つ の 第 2の 官
能 基 を 有 す る ナ ノ 粒 子 と の 適 当 な 条 件 下 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ る 、 ペ プ チ ド 提 示 MH
C分 子 の ナ ノ 粒 子 上 へ の 固 定 化 、
c)ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 適 当 な 緩 衝 液 で の 処 理 に よ る 、 第 2の 鎖 お
よ び ア ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 の 前 記 ペ プ チ ド の 固 定 化 MHC分 子 か ら の 除 去 、 な ら び に
d)第 1の 鎖 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 精 製
に よ り 得 る 、 請 求 項 55か ら 74の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 第 1の 鎖 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 へ の ペ プ チ ド 断 片 集 団 の 競 合 的 結 合 を 、 適 当 な 緩 衝 液 中
、 適 当 な 条 件 下 で ペ プ チ ド 断 片 集 団 を ナ ノ 粒 子 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 行
う 、 請 求 項 55か ら 75の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 集 団 の 親 和 性 が 最 も 高 い ペ プ チ ド 断 片 と 、 第 2の 鎖 と を 結 合 し て 、 固 定 化 し た ペ プ
チ ド 断 片 提 示 MHC分 子 を 形 成 し た 後 、 ナ ノ 粒 子 を 遠 心 分 離 お よ び 洗 浄 に よ り 緩 衝 液 お よ び
未 結 合 の ペ プ チ ド 断 片 か ら 除 去 す る 、 請 求 項 55か ら 76の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 ペ プ チ ド 断 片 提 示 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 適 当 な 緩 衝 液 で 処 理 す る こ と に よ り
、 結 合 ペ プ チ ド 断 片 を 遊 離 さ せ る 、 請 求 項 55か ら 77の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 遊 離 ペ プ チ ド 断 片 を 単 離 し 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る 、 請 求 項 55か ら 78の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 遊 離 ペ プ チ ド 断 片 の 決 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 前 記 配 列 決 定 済 み ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る 核 酸 を 作 製 し 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し 、 前 記 核 酸 含 有 ベ ク タ ー を 適
当 な 宿 主 細 胞 中 に 導 入 し て 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 を 発 現 さ せ 、 前 記 ペ プ チ ド 断 片 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る ペ プ チ ド を 細 胞 中 に 、 好 ま し く は 比 較 的 多 量 に 発 現 さ せ 、 単 離 す る 、 請 求 項 55
か ら 79の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 遊 離 ペ プ チ ド 断 片 の 決 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 前 記 ペ プ チ ド 断 片 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る ペ プ チ ド の 適 量 を 化 学 的 に 合 成 す る 、 請 求 項 55か ら 79の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 お よ び /ま た は そ の 成 分 の 品 質 管 理 を す る 方 法 で あ っ て 、 少 な く
と も 一 方 の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 第 1の 官 能 基 を 有 す る 2種 の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 お よ び リ ガ ン ド
か ら 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 の 溶 液 を 調 製 ま た は 用 意 す る こ と 、 そ の 表 面 上 に 第 1の 官 能 基
に 結 合 性 の 少 な く と も 1つ の 第 2の 官 能 基 を 有 す る ナ ノ 粒 子 に 、 前 記 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合
体 を 固 定 化 す る こ と 、 な ら び に 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を MALDI法 を
使 用 し て 分 析 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 受 容 体 が MHC分 子 、 リ ガ ン ド が 、 配 列 が 既 知 で 長 さ の 決 ま っ た 受 容 体 に 結 合 性 の ペ プ チ
ド 、 お よ び 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 が ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 で あ る 、 請 求 項 82に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 受 容 体 が ク ラ ス Iの MHC分 子 、 一 方 の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 45kDaの 重 鎖 、 お よ び 前 記 受 容
体 ユ ニ ッ ト が 約 12kDaの 軽 鎖 で あ る 、 請 求 項 82ま た は 83に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 重 鎖 が HLA-A、 HLA-Bま た は HLA-C単 量 体 、 軽 鎖 が β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で あ る 、 請 求 項 8
4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
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　 受 容 体 が ク ラ ス IIの MHC分 子 、 1つ の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 34kDaの α 鎖 、 お よ び 1つ の 受 容
体 ユ ニ ッ ト が 約 30kDaの β 鎖 で あ る 、 請 求 項 82ま た は 83に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 α 鎖 お よ び β 鎖 が 、 HLA-DR、 HLA-DQま た は HLA-DP単 量 体 で あ る 、 請 求 項 86に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 MALDI法 が MALDI-TOF法 で あ る 、 請 求 項 82か ら 87の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 表 面 上 に 少 な く と も 1つ の 固 定 化 受 容 体 ユ ニ ッ ト ま た は 固 定 化 受 容 体 を 有 す る ナ ノ 粒 子
の 調 製 法 で あ っ て 、
a)第 1の 官 能 基 を 有 す る 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト と 共 に 受 容 体 を 形 成
で き る 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 お よ び リ ガ ン ド の 溶 液 中 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ る 、
受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 の 調 製 、
b)第 1の 官 能 基 に 結 合 性 の 少 な く と も 1つ の 第 2の 官 能 基 を 表 面 に 有 す る ナ ノ 粒 子 へ の 、 形
成 さ れ た 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 の 固 定 化 、 な ら び に
c)受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 酸 性 緩 衝 液 で の 処 理 に よ る 、 少 な く と
も 結 合 し て い る リ ガ ン ド の 遊 離 、 お よ び 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 取 得
を 含 む 調 製 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 の ナ ノ 粒 子 表 面 へ の 固 定 化 が 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官
能 基 が ナ ノ 粒 子 の 第 2の 官 能 基 に 結 合 す る こ と に よ り 専 ら 行 わ れ る 、 請 求 項 89に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 酸 性 緩 衝 液 で 処 理 し た 後 、 リ ガ ン ド と
共 に 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト も 遊 離 し 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 が 得 ら れ
る 、 請 求 項 89ま た は 90に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 第 3の 官 能 基 を 示 し 、 ナ ノ 粒 子 は 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 3の
官 能 基 に 対 し て 結 合 性 の 第 4の 官 能 基 を そ の 表 面 上 に 有 す る 結 果 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体
の ナ ノ 粒 子 へ の 固 定 化 が 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 が ナ ノ 粒 子 の 第 2の 官 能 基
に 結 合 す る こ と 、 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 3の 官 能 基 が ナ ノ 粒 子 の 第 4の 官 能 基 に
結 合 す る こ と に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 89に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 酸 性 緩 衝 液 で 処 理 し た 後 、 専 ら リ ガ ン
ド が 遊 離 し 、 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 が 得 ら れ る 、 請 求 項 92
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 、 配 向 し て 固 定 化 さ れ て お り 、 か つ リ ガ ン ド を 結 合 で
き る 受 容 体 を 形 成 し て い る 、 請 求 項 92ま た は 93に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 受 容 体 が MHC分 子 、 リ ガ ン ド は 、 配 列 が 既 知 で 長 さ の 決 ま っ た 受 容 体 に 結 合 性 の ペ プ チ
ド 、 お よ び 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 が ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 で あ る 、 請 求 項 89か ら 94の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 受 容 体 が ク ラ ス Iの MHC分 子 で あ る 、 請 求 項 95に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 45kDaの 重 鎖 で 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 12kDaの 軽 鎖 で あ る
か 、 ま た は 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 12kDaの 軽 鎖 で 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 45kDaの
重 鎖 で あ る 、 請 求 項 95ま た は 96に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
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　 重 鎖 が HLA-A、 HLA-Bま た は HLA-C単 量 体 で 、 軽 鎖 が β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で あ る 、 請 求
項 97に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 受 容 体 が ク ラ ス IIの MHC分 子 で あ る 、 請 求 項 95に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 34kDaの α 鎖 で 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 30kDaの β 鎖 で あ る
か 、 ま た は 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 30kDaの β 鎖 で 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 約 34kDaの
α 鎖 で あ る 、 請 求 項 99に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 α 鎖 お よ び β 鎖 が 、 HLA-DR、 HLA-DQま た は HLA-DP単 量 体 で あ る 、 請 求 項 100に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 第 1の 官 能 基 お よ び 第 3の 官 能 基 は 相 互 に 異 な り 、 カ ル ボ キ シ 基 、 ア ミ ノ 基 、 チ オ ー ル 基
、 ビ オ チ ン 基 、 Hisタ グ 、 FLAGタ グ 、 Strepタ グ I基 、 Strepタ グ II基 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 基 お
よ び FLAGタ グ 基 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 89か ら 101の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 第 1の 官 能 基 を 結 合 す る 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 第 2の 官 能 基 、 お よ び 第 3の 官 能 基 を 結 合 す
る 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 第 4の 官 能 基 が 相 互 に 異 な り 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ 基 、 マ レ イ ミ
ド 基 、 ア ビ ジ ン 基 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 基 、 ニ ュ ー ト ラ ア ビ ジ ン 基 お よ び 金 属 キ レ ー ト 錯
体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 89か ら 102の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 、 結 合 し て い る ペ プ チ ド を 除 去 す る た
め に 、 50mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む pH値 3.0の 剥 離 用 緩 衝 液 で 、 20s未 満 、 好 ま し く は 10
sの 間 に わ た り 処 理 す る 、 請 求 項 89か ら 103の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 89か ら 104
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 調 製 可 能 な 、 MHC分 子 の 少 な く と も 1つ の 第 1の 鎖 を
固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 、 第 1の 鎖 と 共 に MHC分 子 を 形 成 で き る 第 2の 鎖 の 存 在 下 、 MHC分 子 に
結 合 で き る ペ プ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 し た ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を
得 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 MHC分 子 が ク ラ ス Iの 分 子 で あ り 、 前 記 ペ プ チ ド が ア ミ ノ 酸 約 8～ 約 10個 の 長 さ を 有 す る
、 請 求 項 105に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 MHC分 子 が ク ラ ス IIの 分 子 で あ り 、 前 記 ペ プ チ ド が ア ミ ノ 酸 約 15～ 約 24個 の 長 さ を 有 す
る 、 請 求 項 105に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)か ら 特 定 の CD4 + -Tリ ン パ 球 ま た は CD8 + -Tリ ン パ 球 を 富 化 お よ び /
ま た は 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、
a)請 求 項 105か ら 107の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に 従 い 、 ペ プ チ ド が T細 胞 エ ピ ト ー プ で
あ る 、 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 調 製 し 、
b)適 当 な 出 発 材 料 か ら 末 梢 血 単 核 細 胞 を 単 離 し 、
c)単 離 し た 末 梢 血 単 核 細 胞 と ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 と イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し て 、 固 定 化 し た ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を Tリ ン パ 球 に 結 合 さ せ
、
d)固 定 化 し た ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 に Tリ ン パ 球 が 結 合 し た ナ ノ 粒 子 を 、 未 結 合 の 末 梢 血 単
核 細 胞 か ら 除 去 す る こ と 、 を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 結 合 し た Tリ ン パ 球 を ナ ノ 粒 子 か ら 遊 離 さ せ る 、 請 求 項 108に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 遊 離 し た Tリ ン パ 球 を in vitroの ク ロ ー ニ ン グ で 増 殖 さ せ る 、 請 求 項 109に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 遊 離 お よ び /ま た は ク ロ ー ニ ン グ 増 殖 し た Tリ ン パ 球 を 生 体 中 に 導 入 す る 、 請 求 項 109ま
た は 110に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 が ク ラ ス Iの 分 子 で あ り 、 結 合 し た Tリ ン パ 球 が CD8 + -Tリ ン パ 球 で
あ る 、 請 求 項 108か ら 111の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 が ク ラ ス IIの 分 子 で あ り 、 結 合 し た Tリ ン パ 球 が CD4 + -Tリ ン パ 球 で
あ る 、 請 求 項 108か ら 111の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 CD4 + -Tお よ び /ま た は CD8 + -Tリ ン パ 球 の 反 応 を in vitroで 初 回 抗 原 刺 激 お よ び /ま た は 再
刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、
a)請 求 項 1か ら 54の い ず れ か １ 項 に 従 い 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 お よ び そ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 決 定 し 、
b)T細 胞 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 調 製 し 、
c)b)で 調 製 し た 核 酸 を 適 当 な ベ ク タ ー に 挿 入 し 、
d)培 養 し た 末 梢 血 単 核 細 胞 か ら 必 要 に 応 じ て 単 離 し た 樹 状 細 胞 中 に 、 c)で 得 た ベ ク タ ー を
導 入 し 、
e)d)で 産 生 し た 、 ベ ク タ ー を 有 す る 樹 状 細 胞 を in vitroで 増 殖 さ せ 、 そ し て
f)d)ま た は e)で 得 た 樹 状 細 胞 を 使 用 し て 、 自 家 性 の CD4 + お よ び /ま た は CD8 + 細 胞 を in vitr
oで 刺 激 す る こ と 、 を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 表 面 上 に 少 な く と も 1つ の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 好 ま し く は MHC分 子 の 固 定 化 さ れ た 鎖 を 含 む
ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 前 記 固 定 鎖 が 、 ア ミ ノ 酸 8～ 24個 の ペ プ チ ド お よ び MHC分 子 の 第 2の 鎖 を 結 合 す る こ と に
よ り 、 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 形 成 で き る 、 請 求 項 115に 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 前 記 MHC分 子 鎖 が 、 そ の 中 に 含 ま れ る 第 1の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 存 在 す る 第 2の 官
能 基 と の 結 合 に よ っ て 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 115ま た は 116に 記 載 の ナ
ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 MHC分 子 が ク ラ ス Iの MHC分 子 で あ り 、 約 45kDaの 重 鎖 お よ び 約 12kDaの 軽 鎖 か ら な る 、 請
求 項 115か ら 117の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 重 鎖 ま た は 軽 鎖 が 固 定 化 さ れ て い る 請 求 項 118に 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 MHC分 子 が ク ラ ス IIの 分 子 で あ り 、 約 34kDaの α 鎖 お よ び 約 30kDaの β 鎖 か ら な る 、 請 求
項 115か ら 117の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 α 鎖 ま た は β 鎖 が 固 定 化 さ れ て い る 請 求 項 120に 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 MHC分 子 は 第 1お よ び 第 2の 鎖 を 含 み 、 前 記 MHC分 子 は 、 第 1の 鎖 中 に 含 ま れ る 第 1の 官 能 基
と ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 存 在 す る 第 2の 官 能 基 と の 結 合 に よ っ て 、 ま た は 、 第 1の 鎖 中 に 含 ま れ
る 第 1の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 存 在 す る 第 2の 官 能 基 と の 結 合 お よ び 第 2の 鎖 中 に 含 ま
れ る 第 3の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 存 在 す る 第 4の 官 能 基 と の 結 合 に よ っ て 、 ナ ノ 粒 子 表
面 上 に 固 定 化 さ れ て い る 、 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
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　 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 は 第 1の 鎖 、 第 2の 鎖 お よ び ア ミ ノ 酸 8～ 24個 の ペ プ チ ド を 含 み 、 前
記 MHC分 子 は 、 第 1の 鎖 中 に 含 ま れ る 第 1の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 存 在 す る 第 2の 官 能 基
と の 結 合 に よ っ て 、 ま た は 、 第 1の 鎖 中 に 含 ま れ る 第 1の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 存 在 す
る 第 2の 官 能 基 と の 結 合 お よ び 第 2の 鎖 中 に 含 ま れ る 第 3の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 存 在
す る 第 4の 官 能 基 と の 結 合 に よ っ て 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 固 定 化 さ れ て い る 、 ペ プ チ ド 提 示 M
HC分 子 を ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 MHC分 子 が ク ラ ス Iの MHC分 子 で あ り 、 約 45kDaの 重 鎖 お よ び 約 12kDaの 軽 鎖 か ら な る 、 請
求 項 122ま た は 123に 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 第 1の 鎖 が 重 鎖 で 、 第 2の 鎖 が 軽 鎖 で あ る か 、 ま た は 、 第 1の 鎖 が 軽 鎖 で 、 第 2の 鎖 が 重 鎖
で あ る 請 求 項 124に 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 MHC分 子 が ク ラ ス IIの 分 子 で あ り 、 約 34kDaの α 鎖 お よ び 約 30kDaの β 鎖 か ら な る 、 請 求
項 122ま た は 123に 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 第 1の 鎖 が α 鎖 で 、 第 2の 鎖 が β 鎖 で あ る か 、 ま た は 、 第 1の 鎖 が β 鎖 で 、 第 2の 鎖 が α 鎖
で あ る 請 求 項 126に 記 載 の ナ ノ 粒 子 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 請 求 項 55か ら 81の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 可 能 な 、 少 な く と も 1つ の ペ プ
チ ド 提 示 MHC分 子 、 お よ び /ま た は 、 請 求 項 1か ら 54ま で に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る T細
胞 エ ピ ト ー プ を 含 ん だ 少 な く と も 1つ の 蛋 白 抗 原 を 含 む 、 ペ プ チ ド ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 凍 結 乾 燥 物 と し て 存 在 す る 、 請 求 項 128に 記 載 の ペ プ チ ド ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 水 性 の コ ロ イ ド 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て 存 在 す る 、 請 求 項 128に 記 載 の ペ プ チ ド ワ ク チ
ン 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 更 に 少 な く と も 1種 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 、 請 求 項 128か ら 130の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
ペ プ チ ド ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 蛋 白 抗 原 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を in vitroで 同 定 お よ び /ま た は 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ
っ て 、 請 求 項 122か ら 127の い ず れ か １ 項 に 記 載 の MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 懸 濁 液
を 有 す る 容 器 、 ま た は 、 請 求 項 115か ら 121の い ず れ か １ 項 に 記 載 の MHC分 子 の 第 1の 鎖 を 固
定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 懸 濁 液 を 有 す る 容 器 と 、 第 2の 鎖 の 凍 結 乾 燥 物 を 有 す る 容 器 と を 含 む
キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 蛋 白 抗 原 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を in vitroで 同 定 お よ び /ま た は 検 出 す る た め の 、 請 求 項 11
5か ら 127の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ナ ノ 粒 子 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 ペ プ チ ド ワ ク チ ン を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 115か ら 127の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ナ ノ 粒
子 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 特 定 の CD4 + -Tリ ン パ 球 ま た は CD8 + -Tリ ン パ 球 を in vitroで 富 化 お よ び /ま た は 単 離 す る
た め の 、 請 求 項 115か ら 127の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ナ ノ 粒 子 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 in vitroで CD4 + -Tま た は /お よ び CD8 + -Tリ ン パ 球 の 反 応 を 初 回 抗 原 刺 激 お よ び /ま た は 再
刺 激 す る た め の 、 請 求 項 115か ら 127の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ナ ノ 粒 子 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 蛋 白 抗 原 に 対 し て 動 物 ま た は ヒ ト 生 体 を 能 動 免 疫 す る た め の 、 請 求 項 128か ら 131の い ず
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れ か １ 項 に 記 載 の ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 蛋 白 抗 原 の T細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 お よ び /ま た は 検 出 方 法 、 蛋 白 抗 原 に 対 す
る ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 製 造 方 法 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 お よ び /ま た は そ の 成 分 の 品 質 管
理 方 法 、 少 な く と も 1つ の 固 定 化 受 容 体 ユ ニ ッ ト ま た は 固 定 化 受 容 体 を 有 す る ナ ノ 粒 子 の
製 造 方 法 、 固 定 化 し た ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 有 す る ナ ノ 粒 子 の 製 造 方 法 、 特 異 な CD4 + -T
ま た は CD8 + -Tリ ン パ 球 の 末 梢 血 単 核 細 胞 か ら の 富 化 お よ び /ま た は 分 離 方 法 、 in vitroで
の CD4 + -Tま た は CD8 + -Tリ ン パ 球 反 応 の 初 回 抗 原 刺 激 お よ び /ま た は 再 刺 激 方 法 、 固 定 化 受
容 体 ユ ニ ッ ト 、 特 に MHC分 子 の 固 定 鎖 を 有 す る ナ ノ 粒 子 、 固 定 化 受 容 体 、 特 に 固 定 化 MHC分
子 を 有 す る ナ ノ 粒 子 、 固 定 化 し た ペ プ チ ド 提 示 MHC受 容 体 を 有 す る ナ ノ 粒 子 、 ペ プ チ ド ワ
ク チ ン 、 蛋 白 抗 原 の T細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 お よ び /ま た は 検 出 用 キ ッ ト 、 な ら び に 、 T細
胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 お よ び /ま た は 検 出 、 ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 製 造 、 特 異 な Tリ ン パ 球 の 富
化 お よ び /ま た は 単 離 、 ま た 、 in vitroで の CD4 + -Tま た は CD8 + -Tリ ン パ 球 反 応 の 初 回 抗 原
刺 激 を 目 的 と し た ナ ノ 粒 子 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 動 物 や ヒ ト の 生 体 の 健 康 状 態 は 、 外 界 か ら の 病 原 体 か ら ど の く ら い 生 体 が 身 を 守 れ る か
、 あ る い は 、 変 質 し た 生 体 物 質 を ど の く ら い 生 体 が 認 識 し 、 除 去 で き る か に 、 と り わ け 依
存 し て い る 。 こ の よ う な 機 能 を 発 揮 す る ヒ ト や 動 物 の 生 体 の 免 疫 系 は 、 2つ の 機 能 領 域 、
即 ち 先 天 性 お よ び 後 天 性 の 免 疫 系 に 区 分 さ れ る 。 先 天 性 免 疫 は 感 染 に 対 す る 第 1の 防 御 線
で あ り 、 大 部 分 の 潜 在 的 病 原 体 は 、 例 え ば 認 め 得 る 感 染 を 引 き 起 こ す 前 に 無 害 化 さ れ る 。
後 天 性 免 疫 は 、 侵 入 し た 生 物 体 の 抗 原 と 称 す る 表 面 構 造 に 反 応 す る 。 後 天 性 免 疫 反 応 に は
2種 、 即 ち 体 液 性 免 疫 反 応 お よ び 細 胞 性 免 疫 反 応 が あ る 。 体 液 性 免 疫 反 応 で は 、 体 液 中 に
存 在 す る 抗 体 が 抗 原 に 結 合 し 、 そ れ を 破 壊 す る 。 細 胞 性 免 疫 反 応 で は 、 他 の 細 胞 を 破 壊 す
る こ と の で き る T細 胞 が 活 性 化 さ れ る 。 例 え ば 、 あ る 疾 患 に 付 随 す る 蛋 白 が 細 胞 中 に 存 在
す る と 、 蛋 白 分 解 作 用 に よ っ て 細 胞 内 で ペ プ チ ド 断 片 に 分 解 さ れ る 。 次 い で 、 特 異 な 細 胞
蛋 白 が 上 記 蛋 白 の 生 成 断 片 即 ち 抗 原 に 結 合 し 、 そ れ を 細 胞 表 面 に 輸 送 し 、 そ こ で 該 抗 原 は
分 子 防 御 機 構 、 特 に 生 体 の T細 胞 に 提 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 該 ペ プ チ ド を 細 胞 表 面 に 輸 送 し 、 そ こ で 提 示 す る 分 子 は 、 主 要 組 織 適 合 性 遺 伝 子 複 合 体
(MHC)の 蛋 白 と 呼 ば れ る 。 MHC蛋 白 の 重 要 性 は 、 特 に 、 T細 胞 が 「 自 己 」 抗 原 と 「 非 自 己 」
抗 原 と を 識 別 で き る よ う に す る こ と に あ る 。 MHC蛋 白 は 、 ク ラ ス Iお よ び ク ラ ス IIの MHC蛋
白 に 区 分 さ れ る 。 両 MHCク ラ ス の 蛋 白 が 構 造 的 に 近 似 し て い て も 、 そ の 機 能 は か な り 明 瞭
に 識 別 さ れ る 。 MHCク ラ ス Iの 蛋 白 は 、 ほ ぼ 全 て の 体 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 し て い る 。 MHCク
ラ ス Iの 蛋 白 は 、 通 常 は 生 体 固 有 の 蛋 白 に 由 来 す る 抗 原 を 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 (CTL)に 提
示 す る 。 ク ラ ス IIの MHC蛋 白 は 、 Bリ ン パ 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 他 の 抗 原 提 示 細 胞 上 の
み に 存 在 す る 。 そ れ は 主 に 、 外 来 で あ っ て 生 体 固 有 で は な い 抗 原 の 起 源 に 由 来 す る ペ プ チ
ド を 、 ヘ ル パ ー T(Th)細 胞 に 提 示 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ク ラ ス Iの MHC分 子 は 、 生 体 内 の ほ ぼ 全 て の 細 胞 型 の 表 面 上 に 構 成 的 に 形 成 さ れ る 。 ク ラ
ス Iの MHC蛋 白 と 結 合 す る ペ プ チ ド は 、 通 常 は 健 常 な 生 体 宿 主 自 体 に 産 生 す る 細 胞 質 性 蛋 白
で あ っ て 、 外 来 細 胞 に も 変 異 細 胞 に も 関 係 の な い 蛋 白 に 由 来 す る 。 こ の よ う な ク ラ ス Iの M
HC蛋 白 を 介 し て 、 免 疫 反 応 が 刺 激 さ れ る こ と は 通 常 な い 。 こ の よ う な ク ラ ス Iの 「 自 己 」
ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 認 識 す る 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 は 、 そ の た め 胸 腺 中 に 輸 送 さ れ る か
、 胸 腺 か ら 遊 離 し た 後 、 生 体 に 許 容 さ れ る 。 MHC分 子 は 、 結 合 し て い る 「 非 自 己 」 ペ プ チ
ド が 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 と 結 合 す る と き 以 外 は 、 免 疫 反 応 を 刺 激 す る こ と が で き な い 。
大 部 分 の 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 は 、 T細 胞 受 容 体 (TCR)と CD8分 子 の 両 方 を そ の 表 面 上 に 有 し
て い る 。 T細 胞 受 容 体 は 、 MHCク ラ ス Iの 分 子 と の 複 合 体 の 形 態 を 取 る と き に の み 、 非 自 己
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ペ プ チ ド を 認 識 し 、 そ れ に 結 合 す る こ と が で き る 。 T細 胞 受 容 体 が ペ プ チ ド -MHC複 合 体 と
結 合 で き る た め に は 、 2つ の 条 件 を 満 た さ な け れ ば な ら な い 。 第 1に 、 T細 胞 受 容 体 は 、 ペ
プ チ ド -MHC複 合 体 と の 結 合 を 可 能 と す る 構 造 を 示 さ な け れ ば な ら な い 。 第 2に 、 CD8分 子 が
、 MHCク ラ ス I分 子 の α 3ド メ イ ン に 結 合 し な け れ ば な ら な い 。 各 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 は 、
特 異 な MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 の み と 結 合 で き る 特 有 の T細 胞 受 容 体 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 該 ペ プ チ ド は 、 細 胞 表 面 上 に 提 示 さ れ る 前 に 、 小 胞 体 内 で の 競 合 的 な 親 和 性 結 合 に よ っ
て MHCク ラ ス Iの 分 子 と 結 合 す る 。 個 々 の ペ プ チ ド の 親 和 性 は 、 そ の 場 合 、 そ の ア ミ ノ 酸 配
列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 決 ま っ た 位 置 に お け る 特 異 な 結 合 力 の 存 在 と 直 接 関 係 し て い る
。 こ の よ う な 「 非 自 己 」 ペ プ チ ド の 配 列 を 知 れ ば 、 例 え ば ペ プ チ ド ワ ク チ ン を 使 用 し て 、
例 え ば 、 罹 患 細 胞 に 対 す る 免 疫 系 を 操 作 す る こ と が 可 能 に な る 。 し か し 、 こ の よ う な 「 非
自 己 」 ペ プ チ ド の 直 接 的 分 析 は 、 幾 つ か の 要 因 の た め に 困 難 で あ る 。 例 え ば 、 当 該 エ ピ ト
ー プ 、 即 ち 当 該 ペ プ チ ド 配 列 は 、 大 抵 の 場 合 十 分 に 発 現 し て い な い 。 そ の 上 、 MHC分 子 が
高 度 の 多 型 を 有 す る こ と が 一 層 困 難 に し て い る 。 し た が っ て 、 個 体 は 、 MHCク ラ ス Iの 分 子
に お い て の み で も 6種 ま で の 多 型 を 有 す る こ と が で き 、 各 場 合 で 部 分 的 に 非 常 に 異 な っ た
ペ プ チ ド 配 列 が 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ク ラ ス Iま た は IIの MHC分 子 に よ り ペ プ チ ド 提 示 複 合 体 の 形 態 に 結 合 し 、 次 い で こ の 形 態
で 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 の T細 胞 受 容 体 に よ り 認 識 さ れ る 、 潜 在 的 な T細 胞 エ ピ ト ー プ 、 し
た が っ て ペ プ チ ド 配 列 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て 予 測 す る こ と が で き る 。
即 ち 、 こ の よ う な 分 析 の 結 果 、 あ る ペ プ チ ド が 特 定 の MHC分 子 、 例 え ば HLA表 現 型 に 結 合 す
る 確 率 が 明 示 さ れ る 。 現 在 、 特 に 2つ の プ ロ グ ラ ム 、 即 ち SYFPEITHI (Rammensee et al., 
Immunogenetics, 50 (1999), 213-219)、 お よ び HLA_BIND (Parker et al., J. Immunol.,
 152 (1994), 163-175)が 適 用 さ れ て い る 。 上 記 の よ う に 決 定 し た 、 ク ラ ス Iの MHC分 子 と
潜 在 的 に 結 合 し 得 る ペ プ チ ド 配 列 は 、 次 い で 、 実 際 の 結 合 力 に 関 し て in vitroで 分 析 し な
け れ ば な ら な い 。 し か し 、 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ し 、 分 析 で き る ペ プ チ ド 数 は ご く 少 数 に
過 ぎ な い の で 、 そ の た め に 必 要 な 方 法 の 有 効 性 は 著 し く 制 限 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 基 礎 を な す 技 術 的 課 題 は 、 潜 在 的 な T細 胞 エ ピ ト ー プ の 改 良 ス ク リ ー ニ ン グ 法
で あ っ て 、 多 数 の ペ プ チ ド 配 列 、 例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て 、 特 定 の
MHC分 子 に 対 す る 潜 在 的 な 結 合 相 手 と し て 既 に 配 列 決 定 し た よ う な 配 列 を 、 特 定 の MHC分 子
に 対 す る そ の 結 合 性 に 関 し て 同 時 か つ 迅 速 に 分 析 す る こ と を 可 能 と す る 改 良 法 を 、 提 供 す
る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 蛋 白 抗 原 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を in vitroで 同 定 お よ び /ま た は 検 出 す る 方 法 で
あ っ て 、 抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 が 、 と り わ け か つ 場 合 に よ り 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト
と 共 に 受 容 体 を 形 成 で き る 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 存 在 下 で 、 第 1の 固 定 化 受 容 体 ユ ニ ッ ト
に 競 合 的 に 結 合 す る 状 態 に あ り 、 該 受 容 体 に 親 和 性 の 1つ ま た は 複 数 の 結 合 ペ プ チ ド 断 片
が 、 少 な く と も 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 好 ま し く は 両 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 結 合 し 、 続 い て 、 1
つ ま た は 複 数 の 結 合 ペ プ チ ド 断 片 を 単 離 し 、 分 析 す る 方 法 で あ っ て 、
a)少 な く と も 1つ の 第 1の 官 能 基 を 有 す る 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 、 そ の 表 面 が 、 第 1の 官 能
基 に 結 合 性 の 少 な く と も 1つ の 第 2の 官 能 基 を 有 す る ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 す る こ と 、
b)蛋 白 抗 原 の 異 な る 配 列 領 域 を 含 む 、 蛋 白 抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 を 製 造 ま た は 提 供 す
る こ と 、
c)場 合 に よ り 、 好 ま し く は ク ラ ス IIの MHC分 子 に お い て 、 か つ 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 存 在
下 で 、 ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 し た 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト に ペ プ チ ド 断 片 集 団 を 競 合 的 に 結 合 さ
せ る こ と で あ っ て 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 、 ま た は 特 に 、 存 在 す る 場 合 は 第 2の 受 容 体 ユ
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ニ ッ ト と 共 に 両 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 親 和 性 の 1つ ま た は 複 数 の ペ プ チ ド 断 片 が 、 第 1の 受 容 体
ユ ニ ッ ト に 結 合 し 、 ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 し た 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 を 得 る こ と 、 な ら
び に
d)固 定 化 し た 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 、 お よ び /ま た は 1つ ま た は 複 数 の 結 合 ペ プ チ ド
断 片 を 分 析 す る こ と
を 含 む 方 法 を 提 供 す る こ と に よ り 、 そ の 基 礎 を な す 技 術 的 課 題 を 解 決 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば ク ラ ス Iの MHC分 子 を 有 す る 細 胞 に お け る 、 実 際 の in vivoの 状 態 に で
き る 限 り 対 応 し た 条 件 下 で 、 受 容 体 /リ ガ ン ド 複 合 体 、 特 に 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 を
in vitroで 産 生 す る 方 法 の 提 供 に よ っ て も 、 そ の 基 礎 を な す 技 術 的 課 題 を 解 決 す る 。 そ の
際 本 発 明 に よ れ ば 、 例 え ば 蛋 白 抗 原 の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 が 産 生 さ
れ 、 次 い で 、 ペ プ チ ド 断 片 集 団 全 体 が 、 あ る ス テ ッ プ で 、 固 定 化 受 容 体 、 特 に MHC複 合 体
、 ま た は 固 定 化 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 す な わ ち MHC複 合 体 の 鎖 に 結 合 す る 。 該 受 容 体 が MHCク ラ
ス Iの 蛋 白 で あ る 場 合 、 固 定 化 し た 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 特 に α 鎖 へ の 1つ ま た は 複 数 の
ペ プ チ ド 断 片 の 結 合 で 十 分 で あ り 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 存 在 す る 必 要 は な い 。 と は い
え 、 こ の 第 2の ユ ニ ッ ト が 存 在 で き る こ と は 言 う ま で も な い 。 特 に 該 受 容 体 が MHCク ラ ス II
の 蛋 白 で あ る 場 合 、 こ れ が 有 効 で あ る 。 受 容 体 、 前 記 一 方 の 受 容 体 ユ ニ ッ ト お よ び /ま た
は 両 方 の 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 親 和 性 を 有 す る 、 1つ ま た は 複 数 の 該 ペ プ チ ド 断 片 は 、 次 い で
固 定 化 形 態 の 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 、 ま た は 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 を 実 際 に 形 成 で
き る 。 本 発 明 に よ れ ば ナ ノ 粒 子 へ の 固 定 化 が 続 い て 起 こ る の で 、 生 成 し た 受 容 体 -リ ガ ン
ド 複 合 体 は 、 複 合 体 中 に 結 合 し た ペ プ チ ド 断 片 と 比 較 し て 、 受 容 体 に 対 す る 親 和 性 が 全 く
な い か 、 は る か に 小 さ い こ と も あ る た め 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 形 成 で き ず 、 し た が
っ て 第 1ま た は 両 方 の 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 親 和 性 を 示 さ な い ペ プ チ ド 断 片 か ら 、 容 易 に 分 離
で き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 親 和 性 を 有 す る 1つ ま た は 複 数 の 該 ペ プ チ ド 断 片 は 、 ペ プ チ ド
断 片 の 集 団 か ら 分 離 し 、 分 析 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ の ペ プ チ ド 断 片 は 、
結 合 形 態 で 、 即 ち 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 と し て 、 例 え ば MALDI質 量 分 析 を 適 用 し て 分 析 す
る こ と が で き る 。 し か し 本 発 明 に よ れ ば 、 複 合 体 中 に 結 合 し た ペ プ チ ド 断 片 は 、 固 定 化 複
合 体 か ら 分 離 し 、 別 個 に 分 析 す る こ と 、 例 え ば そ の 配 列 を 決 定 す る こ と も で き る 。 本 発 明
の 方 法 の た め に 用 意 す る ペ プ チ ド 断 片 集 団 は 、 本 発 明 に よ る 同 定 を 可 能 と す る の に 十 分 な
量 で 個 々 ・ 別 々 の ペ プ チ ド 断 片 を 含 む こ と も あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に 関 し て は 、 「 T細 胞 エ ピ ト ー プ 」 と は 、 ク ラ ス Iま た は IIの MHC分 子 に よ り ペ プ
チ ド 提 示 MHC分 子 ま た は MHC複 合 体 の 形 態 で 結 合 さ れ 、 次 い で こ の 形 態 で 細 胞 傷 害 性 Tリ ン
パ 球 ま た は ヘ ル パ ー T細 胞 に よ り 認 識 さ れ 、 結 合 さ れ る こ と の で き る ペ プ チ ド 配 列 を 意 味
す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に 関 し て は 、 「 受 容 体 」 と は 、 リ ガ ン ド を 結 合 で き る 生 体 の 分 子 ま た は 分 子 群 を
意 味 す る 。 受 容 体 は 、 例 え ば 、 細 胞 、 細 胞 集 団 ま た は 生 体 に お け る 情 報 伝 達 を す る こ と が
で き る 。 受 容 体 は 、 少 な く と も 1つ の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 好 ま し く は 2つ の 受 容 体 ユ ニ ッ ト で
構 成 さ れ 、 そ の 各 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 1つ の 蛋 白 分 子 、 特 に 1つ の 糖 蛋 白 分 子 で 構 成 す る こ と
が で き る 。 受 容 体 は 、 相 補 的 な 構 造 を リ ガ ン ド に 示 し 、 結 合 相 手 と し て そ の リ ガ ン ド と 複
合 す る こ と が で き る 。 情 報 伝 達 は 、 細 胞 表 面 で リ ガ ン ド が 複 合 し た 後 の 受 容 体 の コ ン ホ メ
ー シ ョ ン の 変 化 に よ り 、 特 に 起 こ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 受 容 体 と は 、 リ ガ ン ド 、 特 に 適 当
な 長 さ の ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 断 片 と 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 形 成 で き る 、 MHCク ラ ス
Iお よ び IIの 蛋 白 を 特 に 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 リ ガ ン ド 」 と は 、 受 容 体 に 相 補 的 な 構 造 を 示 し 、 そ れ と 複 合 体 を 形 成 で き る 分 子 を 意
味 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 リ ガ ン ド と は 、 適 当 な 長 さ と そ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 適 当 な 結 合
力 と を 有 す る ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 断 片 を 特 に 意 味 し 、 そ れ に よ り 、 そ の ペ プ チ ド ま た

10

20

30

40

50

(15) JP 2006-522319 A 2006.9.28



は ペ プ チ ド 断 片 が MHCク ラ ス Iま た は MHCク ラ ス IIの 蛋 白 と 複 合 体 を 形 成 で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 」 と は 、 本 発 明 に 関 し て は 、 「 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 」 ま た
は 「 受 容 体 -ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 」 、 特 に ク ラ ス Iま た は ク ラ ス IIの ペ プ チ ド 提 示 も し く は
ペ プ チ ド 断 片 提 示 MHC分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に 関 し て は 、 「 主 要 組 織 適 合 性 遺 伝 子 複 合 体 (MHC)の 蛋 白 も し く は 分 子 」 、 「 MHC
分 子 」 ま た は 「 MHC蛋 白 」 と は 、 蛋 白 抗 原 の 蛋 白 分 解 的 開 裂 で 生 じ 、 潜 在 的 T細 胞 エ ピ ト ー
プ を 表 す ペ プ チ ド を 結 合 し 、 細 胞 表 面 に 輸 送 し 、 そ こ で 特 定 の 細 胞 、 特 に 細 胞 傷 害 性 Tリ
ン パ 球 ま た は ヘ ル パ ー T細 胞 に 対 し て 提 示 で き る 、 蛋 白 を 特 に 意 味 す る 。 ゲ ノ ム 中 の 主 要
組 織 適 合 性 遺 伝 子 複 合 体 は 、 発 現 し た そ の 遺 伝 子 産 物 を 、 生 体 固 有 お よ び /ま た は 異 物 の
抗 原 を 認 識 し 、 そ れ に よ り 免 疫 事 象 を 調 節 す る こ と を 主 た る 目 的 と し て 、 細 胞 表 面 上 に 存
在 さ せ る 、 遺 伝 子 領 域 を 含 ん で い る 。 主 要 組 織 適 合 性 遺 伝 子 複 合 体 は 、 異 な る 蛋 白 、 即 ち
MHCク ラ ス Iの 分 子 お よ び MHCク ラ ス IIの 分 子 を コ ー ド す る 2種 の 遺 伝 子 群 に 分 類 さ れ る 。 両
MHCク ラ ス の 各 分 子 は 、 異 な る 抗 原 供 給 源 に 特 化 さ れ て い る 。 MHCク ラ ス Iの 分 子 は 、 内 在
的 に 合 成 さ れ た 抗 原 、 例 え ば ウ ィ ル ス 蛋 白 を 提 示 す る 。 MHCク ラ ス IIの 分 子 は 、 外 来 性 の
蛋 白 抗 原 、 例 え ば 細 菌 産 物 を 提 示 す る 。 両 MHCク ラ ス の 細 胞 生 物 学 お よ び 表 現 型 は 、 こ の
よ う な 異 な る 役 割 に 基 づ い て 整 理 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ク ラ ス Iの MHC分 子 は 、 約 45kDaの 重 鎖 お よ び 約 12kDaの 軽 鎖 か ら な り 、 ア ミ ノ 酸 約 8～ 10
個 の ペ プ チ ド に 適 当 な 結 合 力 が あ れ ば 、 そ れ を 結 合 し 、 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 に 対 し て 提
示 で き る 。 ク ラ ス Iの MHC分 子 に 結 合 さ れ る ペ プ チ ド は 、 内 在 性 蛋 白 抗 原 に 由 来 す る 。 好 ま
し く は 、 ク ラ ス Iの MHC分 子 の 重 鎖 は HLA-A、 HLA-Bま た は HLA-C単 量 体 、 軽 鎖 は β -2ミ ク ロ
グ ロ ブ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ク ラ ス IIの MHC分 子 は 、 約 34kDaの α 鎖 お よ び 約 30kDaの β 鎖 か ら な り 、 ア ミ ノ 酸 約 15～ 2
4個 の ペ プ チ ド に 適 当 な 結 合 力 が あ れ ば 、 そ れ を 結 合 し 、 ヘ ル パ ー T細 胞 に 対 し て 提 示 で き
る 。 ク ラ ス IIの MHC分 子 に 結 合 さ れ る ペ プ チ ド は 、 外 来 性 蛋 白 抗 原 に 由 来 す る 。 α 鎖 お よ
び β 鎖 は 、 好 ま し く は HLA-DR、 HLA-DQお よ び HLA-DP単 量 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に 関 し て は 、 「 ナ ノ 粒 子 」 と は 、 分 子 特 異 的 認 識 部 位 を 含 ん だ 、 少 な く と も 第 1
の 化 学 官 能 基 を そ の 表 面 上 に 有 す る 、 粒 子 状 の 結 合 マ ト リ ッ ク ス を 意 味 す る 。 本 発 明 に 使
用 す る ナ ノ 粒 子 は 、 第 1の 官 能 基 を 配 置 し た 表 面 を 有 す る コ ア を 含 み 、 該 第 1の 官 能 基 は 、
あ る 分 子 の 相 補 的 な 第 2の 官 能 基 を 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 で 結 合 で き る 。 第 1お よ び 第
2の 官 能 基 間 の 相 互 作 用 に よ っ て 、 該 分 子 、 特 に 生 体 分 子 が ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 さ れ る 、 お
よ び /ま た は そ れ を 固 定 化 で き る 。 本 発 明 に 使 用 す る ナ ノ 粒 子 は 、 <500nm、 特 に <150nmの
大 き さ を 有 す る 。 ナ ノ 粒 子 の コ ア は 、 特 に 、 化 学 的 に 不 活 性 な 無 機 ま た は 有 機 材 料 、 特 に
優 先 的 に シ リ カ か ら な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 に 関 し て は 、 「 第 1の 官 能 基 」 と は 、 例 え ば ナ ノ 粒 子 の 表 面 上 に 存 在 す る 相 補 的
な 官 能 基 と 、 結 合 相 手 双 方 の 間 に 親 和 性 結 合 、 特 に 共 有 結 合 が で き る よ う に 相 互 作 用 す る
こ と の で き る 、 受 容 体 ユ ニ ッ ト 内 、 特 に MHC分 子 鎖 内 に 存 在 す る 、 化 学 基 を 意 味 す る 。 本
発 明 に よ れ ば 、 第 1の 官 能 基 は 、 カ ル ボ キ シ 基 、 ア ミ ノ 基 、 チ オ ー ル 基 、 ビ オ チ ン 基 、 His
タ グ 、 FLAGタ グ 、 Strepタ グ I基 、 Strepタ グ II基 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 基 お よ び FLAGタ グ 基 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 官 能 基 で も あ る 第 2の 官 能 基 は 、 本 発 明 に よ れ ば 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ
キ シ 基 、 マ レ イ ミ ド 基 、 ア ビ ジ ン 基 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 基 、 ニ ュ ー ト ラ ア ビ ジ ン 基 お よ
び 金 属 キ レ ー ト 錯 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に 使 用 す る ナ ノ 粒 子 は 、 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 と 共 有 結 合 ま た は 非 共 有
結 合 に よ り 連 結 さ れ る 、 少 な く と も 1つ の 第 2の 官 能 基 も 表 面 上 に 示 し 、 第 1の 官 能 基 は 第 2
の 官 能 基 と は 異 な る 基 で あ る 。 相 互 に 結 合 す る 両 方 の 基 は 、 相 互 に 相 補 的 、 即 ち 、 相 互 に
共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 を 形 成 で き な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 第 1の 官 能 基 と し て 例 え ば カ ル ボ キ シ 基 を 指 定 す れ ば 、 ナ ノ 粒 子 表 面
上 の 第 2の 官 能 基 は ア ミ ノ 基 と な る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 と し
て 逆 に ア ミ ノ 基 を 使 用 す れ ば 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 第 2の 官 能 基 は カ ル ボ キ シ 基 と な る 。 本
発 明 に よ れ ば 、 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 と し て チ オ ー ル 基 を 選 択 す れ ば 、 第 2の 官 能
基 は マ レ イ ミ ド 基 と な る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 と し て ビ オ チ
ン 基 お よ び /ま た は Strepタ グ I基 お よ び /ま た は Strepタ グ II基 を 使 用 す れ ば 、 ナ ノ 粒 子 表
面 上 の 第 2の 官 能 基 は ア ビ ジ ン 基 お よ び /ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 基 お よ び /ま た は ニ ュ
ー ト ラ ア ビ ジ ン 基 と な る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 と し て チ オ ー
ル 基 を 指 定 す れ ば 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 第 2の 官 能 基 は マ レ イ ミ ド 基 と な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 記 の 第 1お よ び /ま た は 第 2の 官 能 基 は 、 ス ペ ー サ ー に 補 助 さ れ て 固 定 化 す べ き 受 容 体
ユ ニ ッ ト ま た は ナ ノ 粒 子 表 面 と 結 合 で き る か 、 あ る い は ス ペ ー サ ー を 介 し て ナ ノ 粒 子 表 面
ま た は 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 繋 ぐ こ と が で き る 。 し た が っ て 、 ス ペ ー サ ー は 、 一 方 で は 官 能 基
を ナ ノ 粒 子 ま た は 受 容 体 ユ ニ ッ ト か ら 隔 て る 部 分 と し て 、 他 方 で は 官 能 基 の 担 体 と し て 機
能 し て い る 。 こ の よ う な ス ペ ー サ ー に は 、 本 発 明 に よ れ ば 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 置 換 さ
れ て お り 、 ヘ テ ロ 原 子 を 有 す る 、 炭 素 数 が 2～ 50個 の ア ル キ ル 基 ま た は エ チ レ ン オ キ シ ド
オ リ ゴ マ ー が な り 得 る 。 ス ペ ー サ ー は 、 可 動 性 お よ び /ま た は 直 鎖 状 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 第 1の 官 能 基 は 、 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 天 然 成 分 で あ る
こ と を 想 定 し て い る 。 本 発 明 の 好 ま し い 更 な る 実 施 形 態 で は 、 第 1の 官 能 基 を 遺 伝 子 工 学
的 方 法 、 生 化 学 的 、 酵 素 的 お よ び /ま た は 化 学 的 誘 導 体 形 成 法 、 あ る い は 化 学 的 合 成 法 に
よ り 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 繋 ぐ こ と を 想 定 し て い る 。 例 え ば 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 は 、 遺 伝 子 工 学
的 方 法 に よ り 、 ま た は 化 学 的 蛋 白 合 成 中 に 、 例 え ば ス ペ ー サ ー ま た は 連 結 基 と 共 に 受 容 体
ユ ニ ッ ト に 繋 ぐ こ と が で き る 。 こ の よ う な 非 天 然 ア ミ ノ 酸 は 、 ア ミ ノ 酸 官 能 基 お よ び 残 基
Rを 示 し 、 天 然 に 存 在 す る 遺 伝 暗 号 で 規 定 さ れ な い 化 合 物 で あ り 、 好 ま し く は チ オ ー ル 基
を 有 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 、 例 え ば リ ジ ン を 、 そ の 側 鎖 、 特 に
一 級 ア ミ ノ 基 を レ ブ リ ン 酸 の カ ル ボ ン 酸 官 能 基 で 例 え ば 誘 導 体 化 す る こ と に よ り 、 修 飾 す
る こ と も 想 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 更 な る 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 官 能 基 を 修 飾 す る こ と に よ り 受 容 体 ユ ニ ッ ト に
繋 ぐ こ と が で き 、 そ の 際 、 マ ー カ ー と も 言 う 受 容 体 ユ ニ ッ ト タ グ を 特 に C末 端 ま た は N末 端
に 付 加 す る 。 し か し 、 こ の よ う な タ グ を 分 子 内 に 配 置 す る こ と も で き る 。 蛋 白 受 容 体 は 、
少 な く と も 1つ の Strepタ グ 、 例 え ば Strepタ グ Iも し く は Strepタ グ IIま た は ビ オ チ ン を 、
例 え ば BirAに 付 加 す る こ と に よ り 、 修 飾 さ れ る こ と を 想 定 し て い る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 St
repタ グ と は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 基 お よ び /ま た は そ の 等 価 基 を 結 合 で き る 限 り 、 機 能 的
お よ び /ま た は 構 造 的 等 価 物 も 意 味 す る 。 し た が っ て 本 発 明 に よ れ ば 、 「 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 」 と い う 概 念 は 、 そ の 機 能 的 お よ び /ま た は 構 造 的 等 価 物 も 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 は 、 第 1の 官 能 基 に 結 合 し た 相 補 的 な 第 2の 官 能 基 の 捕
捉 に よ っ て 修 飾 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 該 官 能 基 は 、 グ ラ フ ト 重 合 、
シ ラ ン 化 、 化 学 的 誘 導 体 化 お よ び 類 似 の 適 当 な 方 法 を ナ ノ 粒 子 表 面 に 適 用 す る こ と に よ り
、 捕 捉 さ れ る こ と を 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 態 様 で は 、 ナ ノ 粒 子 表 面 は 、 追 加 の 官 能 基 の 捕 捉 に よ っ て 修 飾 で き

10

20

30

40

50

(17) JP 2006-522319 A 2006.9.28



る こ と を 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 は 、 他 の 蛋 白 の ナ ノ 粒 子 へ の 非 特 異 的 吸 着 を 阻
害 ま た は 低 減 す る 化 合 物 を 有 す る こ と が で き る 。 該 表 面 が 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル オ リ ゴ マ
ー を 有 す る の が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 上 に 、 単 独 ま た は 追 加 で イ オ ン 交 換 性 官 能 基 を 固 定 す
る 可 能 性 も 生 じ る 。 得 ら れ た 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 、 特 に ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 お よ び /
ま た は そ の 中 に 結 合 し た ペ プ チ ド 断 片 の 分 析 を MALDI法 で 行 う べ き 場 合 に 、 特 に こ れ は 重
要 で あ る 。 MALDI分 析 法 で は 、 マ ト リ ッ ク ス 中 の 塩 分 含 量 は 、 イ オ ン の 蓄 積 に よ り 、 イ オ
ン 化 の 抑 制 ま た は 例 え ば 妨 害 ピ ー ク も 生 じ る ピ ー ク の 広 幅 化 を 招 く の で 、 し ば し ば 決 定 的
に 重 大 と な る 。 高 い イ オ ン 交 換 能 を 有 し 、 そ の た め 妨 害 性 塩 分 を マ ト リ ッ ク ス 中 に 固 定 す
る ナ ノ 粒 子 を 用 い る こ と で 、 こ の 問 題 は 回 避 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 お よ び /ま た は 検 出 す る 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は
、 存 在 す る こ と が 好 ま し い 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 、 特 に MHCク ラ ス I分 子 の β -2ミ ク ロ グ
ロ ブ リ ン に お け る 競 合 的 結 合 反 応 の 実 施 前 に 、 遊 離 し た 状 態 で 存 在 す る こ と を 想 定 し て い
る 。 即 ち 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 入 っ た こ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 競 合 的 結
合 反 応 の 実 施 に 使 用 す る 緩 衝 液 が 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト な ら び に 蛋 白 抗 原 の ペ プ チ ド 断
片 の 集 団 も 含 ん で い る 。 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 が ナ ノ 粒 子 表 面 の 第 2の 官 能
基 に 結 合 し て 固 定 化 が 行 わ れ た 、 固 定 化 し た 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 有 す る ナ ノ 粒 子 を 、
次 い で 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト お よ び ペ プ チ ド 断 片 集 団 を 含 む 緩 衝 液 に 添 加 し 、 そ の 中 で イ
ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 お よ び 両 受 容 体 ユ ニ
ッ ト ま た は 両 受 容 体 ユ ニ ッ ト か ら 形 成 さ れ る 受 容 体 も し く は 受 容 体 二 量 体 に 親 和 性 を 有 す
る 、 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド 断 片 が 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 、 特 に ペ プ チ ド 提 示 MHC分
子 を 形 成 で き る 。 形 成 し た 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 は 、 そ の と き ナ ノ 粒 子 上 の 固 定 化 し た
第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 上 に 固 定 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 お よ び /ま た は 検 出 す る 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 更 な る 実 施 形 態
で は 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト と 共 に 、 競 合 的 結 合 反 応 の 実 施 前 に
、 受 容 体 、 特 に MHC分 子 を 形 成 す る 二 量 体 の 形 態 で ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 さ れ る こ と を 想 定 し
て い る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 少 な く と も 1つ の 第 3の 官 能 基 を 示 し
、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 は 、 少 な く と も 1つ の 相 補 的 で 、 第 3の 官 能 基 に 結 合 性 の 第 4の 官 能 基 を
有 す る こ と を 想 定 し て い る 。 好 ま し く は 、 受 容 体 二 量 体 を 形 成 し て い る 両 受 容 体 ユ ニ ッ ト
は 配 向 し て お り 、 受 容 体 の 生 物 活 性 を 保 持 し た 状 態 で ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に 関 し て は 、 「 配 向 し て （ in a targeted manner） 固 定 化 さ れ る 」 ま た は 「 配 向
し た （ in a targeted manner） 固 定 化 」 と い う 概 念 は 、 あ る 分 子 、 特 に 受 容 体 二 量 体 が 、
両 受 容 体 ユ ニ ッ ト 内 の 決 ま っ た 位 置 で ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 さ れ る 際 に 、 受 容 体 の 生 物 活 性 に
必 要 な ド メ イ ン (1個 ま た は 複 数 )の 三 次 元 構 造 が 非 固 定 化 状 態 か ら 変 化 せ ず 、 か つ こ の 受
容 体 ド メ イ ン (1個 ま た は 複 数 )、 特 に 適 当 な ペ プ チ ド を 結 合 す る た め の 結 合 ポ ケ ッ ト が 、
適 当 な ペ プ チ ド 類 と 接 触 し た 際 に 自 由 な 接 近 を 受 け ら れ る よ う に 、 固 定 化 さ れ る こ と を 意
味 す る 。 「 配 向 し て （ in a targeted manner） 固 定 化 さ れ る 」 と は 、 固 定 化 さ れ た 受 容 体
を 細 胞 ま た は 細 胞 類 似 の 環 境 で 後 に 用 い た と き 、 受 容 体 が 蛋 白 分 解 酵 素 に よ っ て 全 く ま た
は ご く 徐 々 に し か 分 解 で き な い よ う に 、 受 容 体 二 量 体 を 形 成 し て い る 両 受 容 体 ユ ニ ッ ト の
固 定 化 が 行 わ れ る こ と も 意 味 し て い る 。 そ れ は 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 固 定 化 受 容 体 二 量 体 が
、 プ ロ テ ア ー ゼ の 作 用 部 位 を で き る だ け 提 供 し な い よ う に 配 向 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 生 物 活 性 の 保 持 」 と は 、 受 容 体 を 形 成 し て い る 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 に
固 定 化 し た 後 、 適 当 な in vitro条 件 下 で の 非 固 定 化 状 態 の 同 一 の 受 容 体 ユ ニ ッ ト ま た は 両
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受 容 体 ユ ニ ッ ト で 形 成 さ れ た 受 容 体 と 、 あ る い は 自 然 状 態 の 細 胞 環 境 に あ る 同 一 の 受 容 体
ユ ニ ッ ト ま た は 同 一 の 受 容 体 と 、 同 じ か ほ ぼ 同 じ 生 物 学 的 機 能 を 少 な く と も 類 似 の 程 度 に
行 使 で き る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に 関 し て は 、 「 二 量 体 」 ま た は 「 受 容 体 二 量 体 」 と は 、 2つ の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た
は ユ ニ ッ ト の 連 結 に よ っ て 形 成 さ れ る 化 合 物 を 意 味 す る 。 連 結 し た 2つ の 受 容 体 サ ブ ユ ニ
ッ ト で は 、 そ の 組 成 、 即 ち ア ミ ノ 酸 配 列 な ら び に そ の 長 さ が 識 別 で き る 異 な る 分 子 が 問 題
と な る 。 例 え ば 、 固 定 化 さ れ た 受 容 体 二 量 体 で は 、 各 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 受 容 体 ユ
ニ ッ ト が ナ ノ 粒 子 の 表 面 に 結 合 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 受 容 体 二 量 体 の 1つ の 受 容 体 ユ ニ
ッ ト の み が 、 第 1の 官 能 基 と 第 2の 官 能 基 と の 共 有 結 合 を 介 し て ナ ノ 粒 子 に 固 定 さ れ る こ と
も 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 3の 官 能 基 は 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の
官 能 基 と 異 な り 、 カ ル ボ キ シ 基 、 ア ミ ノ 基 、 チ オ ー ル 基 、 ビ オ チ ン 基 、 Hisタ グ 、 FLAGタ
グ 、 Strepタ グ I基 、 Strepタ グ II基 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 基 お よ び FLAGタ グ 基 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る こ と を 想 定 し て い る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 第 3の 官 能 基 は 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト
の 天 然 成 分 で あ る か 、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 法 、 酵 素 法 お よ び /ま た は 化 学 的 誘 導 体 化 に よ
り 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 中 に 導 入 さ れ る こ と を 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 第 4の 官 能 基 は 、 第 1の 官 能 基 に 結 合 性 の 、 ナ ノ 粒 子
の 第 2の 官 能 基 と 異 な る こ と を 想 定 し て い る 。 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 官 能 基 で も あ る 第 4の 官 能
基 は 、 本 発 明 に よ れ ば 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ 基 、 マ レ イ ミ ド 基 、 ア ビ ジ ン 基 、 ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン 基 、 ニ ュ ー ト ラ ア ビ ジ ン 基 お よ び 金 属 キ レ ー ト 錯 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
。 本 発 明 に よ れ ば 、 第 4の 官 能 基 は 、 第 2の 官 能 基 と 同 様 に グ ラ フ ト シ ラ ン 化 、 シ ラ ン 化 、
化 学 的 誘 導 体 化 ま た は 適 当 な 類 似 の 方 法 に よ り 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 捕 捉 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 、 天 然 に 存 在 す る
か 、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 法 ま た は 化 学 合 成 法 に よ り 調 製 し た 分 子 、 特 に MHC分 子 鎖 で あ る
こ と を 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 受 容 体 は ク ラ ス Iの MHC分 子 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば
、 好 ま し く は 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 約 45kDaの 重 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 約 12k
Daの 軽 鎖 で あ り 、 ま た は 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 約 12kDaの 軽 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ
ト は 約 45kDaの 重 鎖 で あ る 。 も ち ろ ん 、 例 え ば 鎖 の 短 縮 形 態 や 、 膜 貫 通 領 域 を 欠 い た 形 態
と い っ た 、 こ れ ら の 鎖 の 改 変 体 、 突 然 変 異 体 ま た は 変 種 を 使 用 し て も よ い 。 例 え ば 膜 貫 通
領 域 の な い 分 子 量 35kDaの 重 鎖 と し て こ の よ う な ト ラ ン ケ イ ト 体 を 使 用 し て も よ い 。 す な
わ ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が ク ラ ス Iの MHC複 合 体 を 形 成 で き
る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 約 8～ 18個 、 特 に 約 8～ 10個 の ペ プ チ ド 断 片 を 競 合 的 結 合 反 応 に お い て 結
合 し 、 し た が っ て ペ プ チ ド 提 示 受 容 体 を 形 成 で き る 。 好 ま し く は 、 重 鎖 は HLA-A、 HLA-Bま
た は HLA-C単 量 体 、 軽 鎖 は β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 更 な る 実 施 形 態 で は 、 受 容 体 は ク ラ ス IIの MHC分 子 で あ る 。 本 発 明 に
よ れ ば 、 好 ま し く は 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 約 34kDaの α 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト
は 約 30kDaの β 鎖 、 ま た は 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 約 30kDaの β 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ
ト は 約 34kDaの α 鎖 で あ る 。 好 ま し く は 、 α 鎖 お よ び β 鎖 は HLA-DR、 HLA-DQま た は HLA-DP
単 量 体 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 そ れ ら の 突 然 変 異 、 改 変 ま た は 変 異 も 使 用 で き る 。 本 発
明 に よ れ ば 、 α 鎖 お よ び β 鎖 を 使 用 し た 場 合 、 分 析 対 象 の ペ プ チ ド 断 片 が 外 来 蛋 白 抗 原 に
由 来 す る こ と を 想 定 し て い る 。 す な わ ち 本 発 明 で は 、 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が ク
ラ ス IIの MHC複 合 体 を 形 成 す る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 約 8～ 18個 、 特 に 約 8～ 10個 の ペ プ チ ド 断 片
を 競 合 的 結 合 反 応 に お い て 結 合 し 、 ペ プ チ ド 提 示 受 容 体 を 形 成 で き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、
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第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 、 天 然 に 存 在 す る か 、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 法 ま た は 化 学
合 成 法 に よ り 調 製 し た 鎖 で あ る こ と を 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 分 析 対 象 と す る 蛋 白 抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 は 、 酵 素 的 蛋 白 開 裂 、
遺 伝 子 工 学 法 ま た は 化 学 合 成 法 に よ り 調 製 さ れ る こ と を 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 第 1の 実 施 形 態 で は 、 調 製 し た 集 団 の こ の よ う に し て 得 た ペ プ チ ド 断 片 は 、 蛋
白 抗 原 の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 完 全 に 表 す こ と を 想 定 し て い る 。 本 発 明 の 第 2の 実 施 形 態 で は
、 集 団 の ペ プ チ ド 断 片 は 、 蛋 白 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 部 分 的 に し か 表 さ な い も の と 想 定 し
て い る 。 そ の 場 合 、 コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 決 定 さ れ る よ う な 潜 在 的 T細 胞 エ
ピ ト ー プ を 表 す ペ プ チ ド 断 片 が 、 特 に 好 ま し い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 潜 在 的 T細 胞 エ ピ ト ー
プ の 予 想 に SYFPEETHI (Rammensee et al., 1999)、 HLA_BIND (Parker et al., 1994)な ど
の コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム を 指 定 す る こ と が で き る 。 受 容 体 に お い て I型 の MHC分 子 を 扱
う 場 合 は 、 調 製 す べ き 集 団 の ペ プ チ ド 断 片 が ア ミ ノ 酸 8～ 10個 の 長 さ を 有 す る こ と を 想 定
し て い る 。 そ れ に 対 し 、 受 容 体 に お い て II型 の MHC分 子 を 扱 う 場 合 は 、 調 製 す べ き 集 団 の
ペ プ チ ド 断 片 は 、 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 15～ 24個 の 長 さ を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 該 集 団 の ペ プ チ ド 断 片 が マ ー カ ー お よ び /ま た は 第 5の 官 能 基 を 備 え る
こ と を 想 定 し て い る 。 マ ー カ ー は 、 特 に ペ プ チ ド 断 片 の 検 出 に 役 立 つ 。 マ ー カ ー で は 、 例
え ば 蛍 光 マ ー カ ー ま た は 放 射 性 マ ー カ ー が 重 要 と な り 得 る 。 ペ プ チ ド 断 片 の 第 5の 官 能 基
は 、 特 に ペ プ チ ド 断 片 の 単 離 お よ び /ま た は 精 製 に 役 立 つ 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子
中 に 結 合 し た ペ プ チ ド 断 片 は 、 そ の 複 合 体 か ら 遊 離 後 、 適 当 な ナ ノ 粒 子 上 の 相 補 的 な 第 6
の 官 能 基 に 第 5の 官 能 基 を 結 合 さ せ る こ と に よ り 固 定 化 さ れ 、 複 合 体 の 残 部 か ら 分 離 さ れ
る 。 第 5の 官 能 基 は 、 特 に 第 1、 第 2、 第 3お よ び /ま た は 第 4の 官 能 基 と 異 な り 、 そ れ ら と 結
合 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 ナ ノ 粒 子 上 へ の 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 固 定 化 、 ま
た は 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 固 定 化 を 、 PBS緩 衝 液 中 、 1時 間 ～
4時 間 、 特 に 2時 間 の 間 に わ た り 室 温 で 、 受 容 体 ユ ニ ッ ト と ナ ノ 粒 子 と を 振 蕩 装 置 中 で イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 、 ま た は 第 1
お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 形 態 で は 、 受 容 体 ユ ニ ッ ト の ナ ノ 粒 子 上 へ の 固 定 化 は 、 既 知 の 配 列
と 、 使 用 し た 受 容 体 、 す な わ ち 使 用 し た MHC分 子 に 結 合 で き る こ と が 既 知 の 適 当 な 長 さ と
を 有 す る ペ プ チ ド 、 な ら び に 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 使 用 し て
、 溶 液 中 で ペ プ チ ド 提 示 受 容 体 を 調 製 す る こ と に よ っ て も 行 わ れ る 。 こ の よ う に 調 製 し た
ペ プ チ ド 提 示 受 容 体 を 、 次 い で ナ ノ 粒 子 上 に 固 定 化 し 、 そ の と き 得 ら れ る ペ プ チ ド 提 示 受
容 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 に 、 少 な く と も 結 合 ペ プ チ ド か ら 分 離 す る 処 理 を 施 す こ と に よ
り 、 1個 ま た は 複 数 の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 得 る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ペ
プ チ ド 提 示 受 容 体 は 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト お よ び 導 入 し た ペ プ チ
ド を 、 100mMの ト リ ス 、 2mM EDTA、 400mM L-ア ル ギ ニ ン 、 5mMの 還 元 型 グ ル タ チ オ ン お よ び
0.5mMの 酸 化 型 グ ル タ チ オ ン を 含 む 緩 衝 液 中 、 36時 間 超 、 好 ま し く は 48時 間 の 間 に わ た り
、 20℃ 未 満 、 好 ま し く は 10℃ の 温 度 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 調 製 す る こ と
を 特 に 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ペ プ チ ド 提 示 受 容 体 の 調 製 に 、 第 1の 官 能 基 を 有 す る 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 お よ び 第 3
の 官 能 基 を 含 ま な い 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 使 用 す る 場 合 、 溶 液 中 に 調 製 し た ペ プ チ ド 提
示 受 容 体 は 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 が ナ ノ 粒 子 の 第 2の 官 能 基 に 結 合 す る こ
と に よ っ て の み ナ ノ 粒 子 上 に 固 定 化 さ れ る 。 そ れ に 対 し て 、 溶 液 中 の ペ プ チ ド 提 示 受 容 体
の 調 製 に 、 第 1の 官 能 基 を 有 す る 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 お よ び 第 3の 官 能 基 を 有 す る 第 2の

10

20

30

40

50

(20) JP 2006-522319 A 2006.9.28



受 容 体 ユ ニ ッ ト を 導 入 す る 場 合 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 の ナ ノ 粒 子 へ の 固 定 化 は 、 第 1お
よ び 第 2の 官 能 基 間 の 結 合 と 、 第 3お よ び 第 4の 官 能 基 の 結 合 と を 介 し て 起 こ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ペ プ チ ド 提 示 受 容 体 を ナ ノ 粒 子 へ 固 定 化 後 、 前 記 の よ う に し て 得 た 、 受 容 体 -リ ガ ン ド
複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 、 50mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む pH3.0の 剥 離 用 緩 衝 液 で 2
0秒 未 満 、 特 に 10秒 の 間 に わ た り 処 理 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 そ の と き 受 容 体 -リ ガ ン ド 複
合 体 が 第 1の 官 能 基 の 第 2の 官 能 基 へ の 結 合 に よ っ て の み 固 定 化 さ れ る 場 合 は 、 得 ら れ た ナ
ノ 粒 子 の 処 理 で 、 結 合 し て い る ペ プ チ ド と 共 に 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト も ナ ノ 粒 子 か ら 除 去
さ れ 、 そ の 結 果 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 が 得 ら れ る 。 第 1の 受 容 体 ユ
ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 が ナ ノ 粒 子 の 第 2の 官 能 基 に 結 合 し 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 3の 官
能 基 が ナ ノ 粒 子 の 第 4の 官 能 基 に 結 合 す る こ と に よ り 、 ペ プ チ ド 提 示 受 容 体 が 固 定 化 さ れ
る 場 合 は 、 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 の 剥 離 用 緩 衝 液 に よ る 処 理 で 、 結 合 し て い る ペ プ チ ド の み が
ナ ノ 粒 子 か ら 除 去 さ れ る 。 そ の と き 、 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒
子 も 得 ら れ る 。 固 定 化 さ れ た 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 ま た は 固 定 化 さ れ た 第 1お よ び 第 2の
受 容 体 ユ ニ ッ ト を 含 む 、 前 記 の よ う に 調 製 し た ナ ノ 粒 子 は 、 次 い で 、 必 要 で あ れ ば 精 製 後
に 、 例 え ば 少 な く と も 1回 の 遠 心 分 離 お よ び 少 な く と も 1回 の 洗 浄 操 作 に よ り 緩 衝 液 か ら 分
離 し 、 新 た に 適 当 な 緩 衝 液 中 に 懸 濁 す る 。 こ の よ う に 調 製 し た ナ ノ 粒 子 は 、 調 製 し た ペ プ
チ ド 断 片 の 集 団 に よ る 競 合 的 結 合 反 応 の 実 施 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 固 定 化 さ れ た 第 1ま た は 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 有 す る ナ ノ
粒 子 に 対 す る 、 調 製 し た ペ プ チ ド 断 片 集 団 の 競 合 的 結 合 反 応 は 、 PBS緩 衝 液 中 、 2時 間 ～ 6
時 間 、 特 に 4時 間 の 間 に わ た り 室 温 か ら 39℃ の 温 度 、 特 に 37℃ で 、 ペ プ チ ド 断 片 集 団 と ナ
ノ 粒 子 と を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 行 う 。 ナ ノ 粒 子 が 固 定 化 さ れ た 第 1の 受
容 体 ユ ニ ッ ト の み を 有 す る 場 合 は 、 競 合 的 結 合 に 使 用 す る PBS緩 衝 液 は 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ
ト も 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 一 方 ま た は 両 方 の 受 容 体 ユ ニ ッ ト に 親 和 性 を 有 す る 1個 ま た は 複 数 の ペ プ チ ド 断 片 が 結
合 し た 後 、 固 定 化 さ れ た 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 が 得 ら れ 、 次 い で 遠 心 分 離 お よ び 少 な く
と も 1回 の 洗 浄 操 作 に よ り 、 そ れ を 緩 衝 液 お よ び 該 集 団 の 未 結 合 の ペ プ チ ド 断 片 か ら 分 離
し 、 新 た に 緩 衝 液 中 に 懸 濁 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 得 ら れ た ペ プ チ ド 提 示 受 容 体 お よ び /ま た は 結 合 ペ プ チ ド 断 片 の 分 析
を 続 い て 行 う 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ペ プ チ ド を 結 合 し た ペ プ チ ド 提 示 受 容 体 を 固 定 化 す る ナ
ノ 粒 子 の 懸 濁 液 を 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 (MALDI)法 に よ り 分 析 す る こ
と を 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 MALDI法 で は 質 量 分 析 法 が 重 要 で あ る 。 質 量 分 析 は 、 原 子 お よ び 分 子 の 小 片 が 質 量 に 応
じ て 分 離 さ れ る 、 物 質 の 構 造 解 析 法 で あ る 。 そ れ は 、 分 子 と 電 子 ま た は 光 子 と の 反 応 に 基
づ い て い る 。 電 子 が 試 料 に 衝 突 す る こ と に よ り 、 電 子 が 分 離 す る 結 果 、 分 子 陽 イ オ ン が 生
成 し 、 続 い て そ れ が 様 々 な イ オ ン 性 、 ラ ジ カ ル 性 お よ び /ま た は 中 性 の フ ラ グ メ ン ト に 分
解 す る 。 分 子 イ オ ン お よ び フ ラ グ メ ン ト は 、 適 当 な 分 離 系 で そ の 質 量 数 の 大 き さ に 従 っ て
分 離 さ れ る 。 し た が っ て 質 量 分 析 で は 、 化 学 的 分 解 に 基 づ き 、 イ オ ン 化 過 程 の 結 果 生 じ る
分 子 イ オ ン ま た は フ ラ グ メ ン ト が 、 物 質 の 構 造 解 析 に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 に よ れ ば 好 ま し
く 使 用 さ れ る MALDI法 は 、 MALDI-TOF-MS法 (マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 -飛 行
時 間 質 量 分 析 )で あ る 。 こ の 方 法 の 主 た る 利 点 は 、 分 析 対 象 の 物 質 、 例 え ば 蛋 白 ま た は ペ
プ チ ド の 質 量 対 電 荷 比 (m/z)に よ る 迅 速 で 精 確 な 同 定 、 お よ び フ ェ ム ト モ ル 領 域 に あ る か
、 そ れ よ り 少 な い 微 量 の 検 出 限 界 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 例 え ば 懸 濁 液 形 態 の 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 は 、 遠 心 分 離 お よ び 洗 浄 後 に MA
LDI試 料 台 ま た は MALDIタ ー ゲ ッ ト 上 に 適 用 し 、 分 析 す る こ と を 想 定 し て い る 。 そ の 場 合 、
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MALD適 用 前 も し く は 適 用 後 、 ま た は 適 用 と 同 時 に MALDI試 料 台 上 に 載 置 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 形 態 で は 、 固 定 化 さ れ た 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 に 結 合 さ れ た 少 な
く と も 1つ の ペ プ チ ド 断 片 を 、 受 容 体 か ら 除 去 し 、 単 離 し 、 分 析 す る こ と を 想 定 し て い る
。 例 え ば 、 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド 断 片 を 結 合 し た 固 定 化 受 容 体 を 有 す る ナ ノ 粒 子 は 、
ペ プ チ ド 断 片 を 遊 離 す る た め に 、 50mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む pH値 3.0の 剥 離 用 緩 衝 液
中 、 20秒 未 満 、 特 に 10秒 の 間 に わ た り 処 理 で き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 少 な く と も 1つ の 該
ペ プ チ ド 断 片 が 第 5の 官 能 基 を 有 す る 場 合 、 ナ ノ 粒 子 を 使 用 し て 該 断 片 を 単 離 し 、 精 製 し
て も よ い 。 こ の よ う な 場 合 、 こ の ナ ノ 粒 子 は 第 5の 官 能 基 を 結 合 し た 第 6の 官 能 基 を 含 み 、
そ の 結 果 、 遊 離 し た ペ プ チ ド 断 片 を 水 溶 液 ま た は 水 性 懸 濁 液 か ら 特 異 的 に 単 離 し て も よ い
。 本 発 明 に よ れ ば 、 少 な く と も 1つ の 単 離 ペ プ チ ド 断 片 に 対 し て 、 続 い て 配 列 を 決 定 す る
こ と を 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 蛋 白 抗 原 、 特 に 蛋 白 抗 原 発 現 性 も し く は 提 示 性 の 細 胞 ま た は 生 体 物 質 に 対 す
る ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 調 製 法 に も 関 し て お り 、 こ の 方 法 で は 蛋 白 抗 原 の T細 胞 エ ピ ト ー プ
の ア ミ ノ 酸 配 列 を in vitroで 同 定 し 、 同 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 調 製 し 、
好 ま し い 実 施 に お い て は そ の 後 、 調 製 し た ペ プ チ ド と 、 第 1お よ び 必 要 に 応 じ て 第 2の 受 容
体 ユ ニ ッ ト 、 特 に MHC分 子 の 第 1鎖 お よ び 第 2鎖 の 一 方 と を 使 用 し て 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合
体 、 特 に 、 ワ ク チ ン と し て 使 用 で き る ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 調 製 す る 。 本 発 明 の 方 法 は
、
a)蛋 白 抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 を 用 意 す る ス テ ッ プ 、
b)MHC分 子 の 少 な く と も 1つ の 第 1の 鎖 を 表 面 上 に 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 用 意 す る ス テ ッ プ
で あ っ て 、 そ の 鎖 が MHC分 子 の 形 成 を 可 能 と す る コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 有 す る ス テ ッ プ 、
c)場 合 に よ り 、 特 に MHC分 子 の 第 2の 鎖 の 存 在 下 、 ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 さ れ た 第 1の 鎖 に 対 す
る ペ プ チ ド 断 片 集 団 の 競 合 的 結 合 を 実 行 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 第 1の 鎖 、 特 に MHC分 子 の
両 方 の 鎖 に 対 し て 親 和 性 、 特 に 最 大 の 親 和 性 を 有 す る ペ プ チ ド 断 片 が 、 場 合 に よ り 第 2の
鎖 と 共 に 第 1の 鎖 に 結 合 し 、 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び
d)MHC分 子 か ら ペ プ チ ド 断 片 を 単 離 し 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る こ と に よ り 、 ペ プ チ
ド ワ ク チ ン を 得 る ス テ ッ プ で あ っ て 、 ワ ク チ ン が ペ プ チ ド 断 片 自 体 ま た は そ の MHC複 合 体
の 形 態 を 取 る こ と が で き る ス テ ッ プ
を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 場 合 に よ り 、 以 下 の ス テ ッ プ を 続 け て 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
1)ペ プ チ ド 断 片 の 決 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き 、 適 当 量 の ペ プ チ ド を 遺 伝 子 工 学 的 に
調 製 す る か 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 す る ス テ ッ プ 、
2)適 当 量 の 第 1お よ び 第 2の 鎖 を 遺 伝 子 工 学 的 に 調 製 す る か 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 す る ス テ
ッ プ 、
3)第 1の 鎖 、 第 2の 鎖 お よ び 調 製 し た ペ プ チ ド の 同 時 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 適 当 量 の
ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 調 製 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
4)ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 の 凍 結 乾 燥 物 ま た は 水 性 の コ ロ イ ド 溶 液 も し く は 懸 濁 液 の 形 態 で
、 ペ プ チ ド ワ ク チ ン を 調 製 す る ス テ ッ プ
　 本 発 明 に 関 し て は 、 「 ワ ク チ ン 」 と は 、 病 状 の 予 防 お よ び /ま た は 治 療 の た め に 免 疫 を
生 じ る 組 成 物 を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 ワ ク チ ン は 、 抗 原 を 含 み 、 ヒ ト や 動 物 へ の 接 種 で
特 異 的 な 抗 毒 素 お よ び 抗 体 を 発 現 す る た め に 、 使 用 す る こ と が 定 め ら れ て い る 医 薬 で あ る
。 ワ ク チ ン は 、 抗 体 の 活 発 な 産 生 に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 蛋 白 抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 の 集 団 は 、 酵 素 的 蛋 白 分 解 、 遺 伝 子 工 学 法 ま
た は 化 学 合 成 法 に よ り 調 製 す る こ と を 想 定 し て い る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ペ プ チ ド 集
団 に 含 ま れ る ペ プ チ ド は 、 蛋 白 抗 原 の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 完 全 に 表 し て い る 。 代 替 的 な 実 施
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形 態 で は 、 ペ プ チ ド 集 団 に 含 ま れ る ペ プ チ ド 断 片 は 、 蛋 白 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 部 分 的 に
し か 表 し て お ら ず 、 そ の 場 合 、 ペ プ チ ド 断 片 ま た は そ の 集 団 は 、 特 に 、 コ ン ピ ュ ー タ ア ル
ゴ リ ズ ム で 確 定 し た 潜 在 的 な T細 胞 エ ピ ト ー プ を 表 す よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 本 発
明 に よ れ ば 、 調 製 す べ き MHC分 子 が MHC分 子 I型 で あ る 場 合 、 ペ プ チ ド 断 片 は ア ミ ノ 酸 8～ 10
個 の 長 さ を 有 す る こ と を 想 定 し て い る 。 調 製 す べ き MHC分 子 が MHC分 子 II型 で あ る 場 合 、 ペ
プ チ ド 断 片 は 、 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 15～ 24個 の 長 さ を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 調 製 す べ き MHC分 子 が MHC分 子 I型 で あ る 場 合 、 好 ま し く は 、 第 1の 鎖 は 約 45kDaの 重 鎖 お
よ び 第 2の 鎖 は 約 12kDaの 軽 鎖 で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 場 合 、 第 1の 鎖 は HLA-A、 HL
A-Bま た は HLA-C単 量 体 、 第 2の 鎖 は β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 調 製 す べ き MHC分 子 が MHC分 子 II型 で あ る 場 合 、 本 発 明 に よ れ ば 、 第 1の 鎖 は 約 34kDaの α
鎖 お よ び 第 2の 鎖 は 約 30kDaの β 鎖 で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 場 合 、 第 1の 鎖 お よ び
第 2の 鎖 は HLA-DR、 HLA-DQま た は HLA-DP単 量 体 で あ る 。 MHC I型 ク ラ ス で も MHC II型 ク ラ ス
で も 、 そ の 鎖 は 突 然 変 異 、 変 化 ま た は 改 変 、 特 に 短 縮 を 受 け た 形 態 を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 特 に 、 第 1の 鎖 は 第 1の 官 能 基 を 含 み 、 そ れ に よ っ て 第 1の 鎖 は 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 上 に あ
る 第 2の 官 能 基 に 第 1の 官 能 基 が 結 合 す る こ と に よ り 、 ナ ノ 粒 子 の 表 面 に 固 定 化 さ れ る 。 本
発 明 に よ れ ば 、 該 官 能 基 は 、 第 1の 鎖 の 天 然 成 分 で あ る か 、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 法 、 生 化
学 的 、 酵 素 的 お よ び /も し く は 化 学 的 誘 導 体 化 、 ま た は 化 学 合 成 法 に よ り 第 1の 鎖 中 に 導 入
す る こ と を 想 定 し て い る 。 第 1の 官 能 基 は 、 好 ま し く は カ ル ボ キ シ 基 、 ア ミ ノ 基 、 チ オ ー
ル 基 、 ビ オ チ ン 基 、 Hisタ グ 、 FLAGタ グ 、 Strepタ グ I基 、 Strepタ グ II基 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ
基 お よ び FLAGタ グ 基 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 ナ ノ 粒 子 表 面 に 存 在 す る 第 2の 官 能 基 は
、 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ 基 、 マ レ イ ミ ド 基 、 ア ビ ジ ン 基 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン 基 、 ニ ュ ー ト ラ ア ビ ジ ン 基 お よ び 金 属 キ レ ー ト 錯 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 そ の 場
合 、 第 2の 官 能 基 は 、 グ ラ フ ト シ ラ ン 化 、 シ ラ ン 化 、 化 学 的 誘 導 体 化 お よ び 類 似 の 適 当 な
方 法 に よ っ て ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 捕 捉 で き る 。 使 用 す べ き ナ ノ 粒 子 で は 、 化 学 的 に 不 活 性 な
材 料 、 特 に シ リ カ か ら の コ ア を 示 し 、 直 径 30～ 400nm、 特 に 50nm～ 150nmを 有 す る よ う な も
の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 表 面 上 に 固 定 さ れ た 第 1の 鎖 を 有 す る ナ ノ 粒 子 は 、 以 下 の ス
テ ッ プ に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
a)第 1の 官 能 基 を 含 む 第 1の 鎖 、 第 2の 鎖 、 な ら び に ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 適 当 な 条 件 下 で の M
HC分 子 形 成 能 が 知 ら れ て い る ペ プ チ ド の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、
b)表 面 に 第 1の 官 能 基 に 結 合 性 の 第 2の 官 能 基 を 有 す る ナ ノ 粒 子 と 、 形 成 し た 該 MHC分 子 と
の 適 当 な 条 件 下 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ る 、 MHC分 子 の ナ ノ 粒 子 へ の 固 定 化 、
c)MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 適 当 な 緩 衝 液 で の 処 理 に よ る 、 第 2の 鎖 お よ び ア ミ ノ 酸
配 列 が 既 知 の ペ プ チ ド の MHC分 子 か ら の 除 去 、 な ら び に
d)第 1の 鎖 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 精 製 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 好 ま し く は 、 第 1の 鎖 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 へ の ペ プ チ ド 断 片 集 団 の
競 合 的 結 合 を 、 適 当 な 緩 衝 液 中 、 適 当 な 条 件 下 で ペ プ チ ド 断 片 集 団 を ナ ノ 粒 子 と イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 行 う こ と を 想 定 し て い る 。 該 集 団 の 少 な く と も 1つ の 親 和 性
ペ プ チ ド 断 片 と 、 場 合 に よ り 第 2の 鎖 と が 結 合 し て 、 固 定 化 MHC分 子 を 形 成 し た 後 、 MHC分
子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 は 、 遠 心 分 離 お よ び 洗 浄 に よ り 緩 衝 液 お よ び 未 結 合 の ペ プ チ ド 断
片 か ら 分 離 す る 。 続 い て 、 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 適 当 な 緩 衝 液 、 例 え ば 剥 離 用
緩 衝 液 で 処 理 す る こ と に よ り 、 結 合 ペ プ チ ド 断 片 を 遊 離 さ せ る 。 次 い で 、 遊 離 し た ペ プ チ
ド 断 片 を 単 離 し 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 続 い て 、 決 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 結 合 ペ プ チ ド 断 片 を 、 例 え ば 遺 伝 子 工 学 法 を
適 用 し て 大 量 に 調 製 で き る 。 例 え ば 、 遊 離 ペ プ チ ド 断 片 の 配 列 決 定 済 み ア ミ ノ 酸 配 列 に 基
づ い て 、 配 列 決 定 済 み ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 を 産 生 し 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に
挿 入 で き る 。 次 い で 、 こ の ベ ク タ ー を 適 当 な 宿 主 細 胞 中 に 移 入 し 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を 発 現
さ せ る 。 そ れ に よ り 、 ペ プ チ ド は 宿 主 細 胞 中 に よ り 多 量 に 発 現 さ れ 、 そ こ か ら 単 離 で き る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 遊 離 ペ プ チ ド 断 片 の 配 列 決 定 済 み ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 よ り 多 い ペ プ チ ド 量 を 合 成
法 で 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 1つ の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 特 に 、 少 な く と も 1つ の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が
第 1の 官 能 基 を 有 す る 2つ の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 お よ び リ ガ ン ド か ら の 溶 液 中 で の 受 容 体 -リ
ガ ン ド 複 合 体 の 製 造 ま た は 調 製 、 そ の 表 面 上 に 第 1の 官 能 基 に 結 合 性 の 少 な く と も 1つ の 第
2の 官 能 基 を 有 す る ナ ノ 粒 子 へ の 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 の 固 定 化 、 お よ び 固 定 化 し た 受 容
体 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 有 す る ナ ノ 粒 子 の MALDI法 を 適 用 し た 分 析 を 含 む 、 受 容 体 -リ ガ ン ド
複 合 体 お よ び /ま た は そ の 成 分 の 品 質 管 理 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 好 ま し く は 、 受 容 体 は MHC分 子 、 リ ガ ン ド は 配 列 が 既 知 で 長 さ が 決 ま っ て い る 受 容 体 結
合 性 の ペ プ チ ド 、 お よ び 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 は ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 好 ま し く は 受 容 体 は ク ラ ス Iの MHC分 子 で あ り 、 そ の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は
約 45kDaの 重 鎖 で あ り 、 そ の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 約 12kDaの 軽 鎖 で あ る 。 そ の 場 合 、 重 鎖 は HL
A-A、 HLA-Bま た は HLA-C単 量 体 で あ り 、 軽 鎖 は β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 方 法 の 更 な る 実 施 形 態 で は 、 受 容 体 は ク ラ ス IIの MHC分 子 で あ り 、 受 容 体 ユ ニ ッ
ト は 約 34kDaの α 鎖 、 お よ び 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 約 30kDaの β 鎖 で あ る 。 そ の 場 合 、 α 鎖 お よ
び β 鎖 は 、 HLA-DR、 HLA-DQま た は HLA-DP単 量 体 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 分 析 に は MALDI法 、 特 に MALDI-TOF法 が 指 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は 、 同 様 に 、 そ の 表 面 上 に 少 な く と も 1つ の 固 定 化 受 容 体 ユ ニ ッ ト ま た は 固 定 化
受 容 体 を 有 す る ナ ノ 粒 子 の 調 製 法 で あ っ て 、
a)第 1の 官 能 基 を 有 す る 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 場 合 に よ り 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 第 1の
受 容 体 ユ ニ ッ ト と 共 に 受 容 体 を 形 成 で き る 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 お よ び リ ガ ン ド の 溶 液
中 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ る 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 の 調 製 、
b)第 1の 官 能 基 に 結 合 性 の 少 な く と も 1つ の 第 2の 官 能 基 を 表 面 に 有 す る ナ ノ 粒 子 へ の 、 形
成 さ れ た 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 の 固 定 化 、 な ら び に
c)受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 酸 性 緩 衝 液 で の 処 理 に よ る 、 少 な く と
も 結 合 し て い る リ ガ ン ド の 遊 離 、 お よ び 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 取 得
を 含 む 調 製 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 の ナ ノ 粒 子 表 面 へ の 固 定 化 は 、 第 1の
受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 が ナ ノ 粒 子 の 第 2の 官 能 基 に 結 合 す る こ と に よ っ て の み 、 行
わ れ る 。 こ の 場 合 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 酸 性 緩 衝 液 で 処 理 し
た 後 、 リ ガ ン ド と 共 に 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト も 遊 離 し 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た
ナ ノ 粒 子 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 方 法 の 更 な る 実 施 形 態 で は 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト が 第 3の 官 能 基 を 有 す る 一 方 、
ナ ノ 粒 子 は 、 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト の 第 3の 官 能 基 に 対 し て 結 合 性 の 第 4の 官 能 基 を そ の 表
面 上 に 有 す る 。 し た が っ て 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 の ナ ノ 粒 子 へ の 固 定 化 は 、 第 1の 受 容
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体 ユ ニ ッ ト の 第 1の 官 能 基 が ナ ノ 粒 子 の 第 2の 官 能 基 に 結 合 す る こ と 、 お よ び 第 2の 受 容 体
ユ ニ ッ ト の 第 3の 官 能 基 が ナ ノ 粒 子 の 第 4の 官 能 基 に 結 合 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 こ の 場
合 、 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 を 酸 性 緩 衝 液 で 処 理 し た 後 、 リ ガ ン ド
の み を 遊 離 さ せ る と 、 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 が 得 ら れ る 。
特 に 、 第 1お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト は 、 配 向 し て 固 定 化 さ れ て お り 、 か つ リ ガ ン ド を 結
合 で き る 受 容 体 を 形 成 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 受 容 体 は MHC分 子 、 リ ガ ン ド は 、 配 列 が 既 知 で 長 さ の 決 ま っ た
受 容 体 結 合 性 ペ プ チ ド 、 お よ び 受 容 体 -リ ガ ン ド 複 合 体 は ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 好 ま し く は 、 受 容 体 は 、 第 1の ユ ニ ッ ト と し て 約 45kDaの 重 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ
ト と し て 約 12kDaの 軽 鎖 、 ま た は 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト と し て 約 12kDaの 軽 鎖 お よ び 第 2の 受
容 体 ユ ニ ッ ト と し て 約 45kDaの 重 鎖 を 有 す る ク ラ ス Iの MHC分 子 で あ る 。 好 ま し く は 、 重 鎖
は HLA-A、 HLA-Bま た は HLA-C単 量 体 、 軽 鎖 は β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 更 な る 実 施 形 態 で は 、 受 容 体 は 、 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト と し て 約 34kDa
の α 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト と し て 約 30kDaの β 鎖 、 ま た は 第 1の 受 容 体 ユ ニ ッ ト と
し て 約 30kDaの β 鎖 お よ び 第 2の 受 容 体 ユ ニ ッ ト と し て 約 34kDaの α 鎖 を 有 す る ク ラ ス IIの M
HC分 子 で あ る 。 好 ま し く は 、 α 鎖 お よ び β 鎖 は 、 HLA-DR、 HLA-DQお よ び HLA-DP単 量 体 で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 第 1の 官 能 基 お よ び 第 3の 官 能 基 は 相 互 に 異 な り 、 カ ル ボ キ シ 基 、 ア ミ
ノ 基 、 チ オ ー ル 基 、 ビ オ チ ン 基 、 Hisタ グ 、 FLAGタ グ 、 Strepタ グ I基 、 Strepタ グ II基 、 ヒ
ス チ ジ ン タ グ 基 お よ び FLAGタ グ 基 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 第 1の 官 能 基 を 結 合 す る 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 第 2の 官 能 基 、 お よ び 第 3
の 官 能 基 を 結 合 す る 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 の 第 4の 官 能 基 は 、 相 互 に 異 な り 、 ア ミ ノ 基 、 カ ル
ボ キ シ 基 、 マ レ イ ミ ド 基 、 ア ビ ジ ン 基 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 基 、 ニ ュ ー ト ラ ア ビ ジ ン 基 お
よ び 金 属 キ レ ー ト 錯 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と も 想 定 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 好 ま し く は 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 は 、 結 合 し て い る ペ プ チ ド
を 除 去 す る た め に 、 50mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む pH値 3.0の 剥 離 用 緩 衝 液 で 、 20秒 未 満
、 特 に 10秒 の 間 に わ た り 処 理 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 調 製 法 に も 関 し て お り 、 そ の
場 合 、 少 な く と も 1つ の 固 定 化 受 容 体 ユ ニ ッ ト ま た は 固 定 化 受 容 体 を 有 す る ナ ノ 粒 子 を 本
発 明 の 調 製 法 に 従 っ て 調 製 し た 、 MHC分 子 の 少 な く と も 1つ の 第 1の 鎖 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒
子 を 、 第 1の 鎖 と 共 に MHC分 子 を 形 成 で き る 第 2の 鎖 の 存 在 下 、 MHC分 子 に 結 合 で き る ペ プ チ
ド と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 し た ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 MHC分 子 で は 、 そ の ペ プ チ ド が ア ミ ノ 酸 約 8～ 約 10個 の 長 さ を 有 す る ク ラ ス Iの 分 子 が 特
に 好 ま し い 。 MHC分 子 で は 、 そ の ペ プ チ ド が ア ミ ノ 酸 約 15～ 約 24個 の 長 さ を 有 す る ク ラ ス I
Iの 分 子 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)か ら 特 定 の CD4 + -Tリ ン パ 球 ま た は CD8 + -Tリ ン パ 球 を 富
化 お よ び /ま た は 単 離 す る 方 法 に も 関 し て お り 、 こ の 方 法 は 、
a)ペ プ チ ド が T細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 調 製 、
b)適 当 な 出 発 材 料 か ら の 末 梢 血 単 核 細 胞 の 単 離 、
c)単 離 し た 末 梢 血 単 核 細 胞 と ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 と の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン に よ る 、 固 定 化 し た ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 の T細 胞 エ ピ ト ー プ へ の Tリ ン パ 球 の 結
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合 、
d)固 定 化 し た ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 に Tリ ン パ 球 が 結 合 し た ナ ノ 粒 子 の 、 未 結 合 の 末 梢 血 単
核 細 胞 か ら の 分 離
を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 結 合 し て い る Tリ ン パ 球 を 続 い て ナ ノ 粒 子 か ら 遊 離 さ せ 、 in vitroの
ク ロ ー ニ ン グ で 増 殖 さ せ る こ と を 想 定 し て い る 。 遊 離 お よ び /ま た は ク ロ ー ニ ン グ 増 殖 し
た Tリ ン パ 球 は 、 次 い で 例 え ば 生 体 中 に 導 入 で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 は ク ラ ス Iの 分 子 で あ り 、 結 合 し
て い る Tリ ン パ 球 は CD8 + -Tリ ン パ 球 で あ る 。 好 ま し い 更 な る 実 施 形 態 で は 、 ペ プ チ ド 提 示 M
HC分 子 は ク ラ ス IIの 分 子 で あ り 、 そ の 場 合 、 結 合 し て い る Tリ ン パ 球 は CD4 + -Tリ ン パ 球 で
あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 は 、 CD4 + -Tお よ び /ま た は CD8 + -Tリ ン パ 球 の 反 応 を in vitroで 初 回 抗 原 刺 激 お よ
び /ま た は 再 刺 激 す る 方 法 に も 関 し て お り 、 そ の 方 法 は 、
a)T細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 お よ び そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 、
b)T細 胞 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 調 製 、
c)b)で 調 製 し た 核 酸 の 適 当 な ベ ク タ ー へ の 挿 入 、
d)培 養 し た 末 梢 血 単 核 細 胞 か ら 必 要 に 応 じ て 単 離 し た 樹 状 細 胞 中 へ の 、 c)で 得 た ベ ク タ ー
の 導 入 、
e)d)で 産 生 し た 、 ベ ク タ ー を 有 す る 樹 状 細 胞 の in vitroで の 増 殖 、 な ら び に
f)d)ま た は e)で 得 た 樹 状 細 胞 の 使 用 に よ る 、 自 家 性 の CD4 + お よ び /ま た は CD8 + 細 胞 の in vi
troで の 刺 激
を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 は 、 表 面 上 に 少 な く と も 1つ の 受 容 体 ユ ニ ッ ト 、 特 に MHC分 子 の 固 定 化 さ れ た 鎖 を
含 ん だ ナ ノ 粒 子 に も 関 す る 。 そ の 場 合 、 該 固 定 鎖 は 、 ア ミ ノ 酸 8～ 24個 の ペ プ チ ド お よ び M
HC分 子 の 第 2の 鎖 を 結 合 す る こ と に よ り 、 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を 形 成 で き る 。 該 MHC分 子
鎖 は 、 そ の 中 に 含 ま れ る 第 1の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 存 在 す る 第 2の 官 能 基 と の 結 合 に
よ っ て 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 固 定 化 さ れ る 。 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 に お い て は 、 ク ラ ス Iの MHC分
子 の 重 鎖 も し く は 軽 鎖 、 ま た は ク ラ ス IIの MHC分 子 の α 鎖 も し く は β 鎖 が 固 定 化 形 態 を 取
っ て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 は 、 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 に も 関 し て お り 、 そ の 場 合 、 MHC分 子 は 第 1お
よ び 第 2の 鎖 を 含 み 、 MHC分 子 は 、 第 1の 鎖 中 に 含 ま れ る 第 1の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 存
在 す る 第 2の 官 能 基 と の 結 合 に よ っ て 、 ま た は 、 第 1の 鎖 中 に 含 ま れ る 第 1の 官 能 基 と ナ ノ
粒 子 表 面 上 に 存 在 す る 第 2の 官 能 基 と の 結 合 お よ び 第 2の 鎖 中 に 含 ま れ る 第 3の 官 能 基 と ナ
ノ 粒 子 表 面 上 に 存 在 す る 第 4の 官 能 基 と の 結 合 に よ っ て 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 固 定 化 さ れ る
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 を ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 に も 関 し て お
り 、 そ の 場 合 、 ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 は 第 1の 鎖 、 第 2の 鎖 お よ び ア ミ ノ 酸 8～ 24個 の ペ プ チ
ド を 含 み 、 該 MHC分 子 は 、 第 1の 鎖 中 に 含 ま れ る 第 1の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 存 在 す る
第 2の 官 能 基 と の 結 合 に よ っ て 、 ま た は 、 第 1の 鎖 中 に 含 ま れ る 第 1の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子 表
面 上 に 存 在 す る 第 2の 官 能 基 と の 結 合 お よ び 第 2の 鎖 中 に 含 ま れ る 第 3の 官 能 基 と ナ ノ 粒 子
表 面 上 に 存 在 す る 第 4の 官 能 基 と の 結 合 に よ っ て 、 ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 固 定 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド 提 示 MHC分 子 ま た は 本 発 明 に よ れ ば 同 定 さ れ る
ペ プ チ ド 断 片 自 体 を 含 む ペ プ チ ド ワ ク チ ン に 関 し て お り 、 そ の 場 合 、 ペ プ チ ド ワ ク チ ン は
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本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 ペ プ チ ド ワ ク チ ン は 凍 結 乾 燥 物 と し て 存 在 す る こ と が で き る 。 他 の 実
施 形 態 で は 、 該 ワ ク チ ン は 水 性 の コ ロ イ ド 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て 存 在 す る 。 本 発 明 の ペ
プ チ ド ワ ク チ ン は 、 更 に 少 な く と も 1種 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は 、 蛋 白 抗 原 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を in vitroで 同 定 お よ び /ま た は 検 出 す る た め の
キ ッ ト で あ っ て 、 MHC分 子 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の 懸 濁 液 の 容 器 を 含 む キ ッ ト に も 関 す る
。 更 な る 実 施 形 態 で は 、 該 キ ッ ト は 、 MHC分 子 の 第 1の 鎖 を そ の 上 に 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の
懸 濁 液 の 容 器 、 な ら び に 第 2の 鎖 の 凍 結 乾 燥 物 の 容 器 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 は 、 蛋 白 抗 原 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を in vitroで 同 定 お よ び /ま た は 検 出 す る た め の
、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 の 使 用 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 ペ プ チ ド ワ ク チ ン を 調 製 す る た め の 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 の 使 用 に 関 す る
。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 更 に 本 発 明 は 、 特 定 の CD4 + -Tリ ン パ 球 ま た は CD8 + -Tリ ン パ 球 を in vitroで 富 化 お よ び /
ま た は 単 離 す る た め の ナ ノ 粒 子 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 in vitroで CD4 + -Tま た は /お よ び CD8 + -Tリ ン パ 球 の 反 応 を 初 回 抗 原 刺 激
お よ び /ま た は 再 刺 激 す る た め の 、 本 発 明 の ナ ノ 粒 子 の 使 用 に も 関 す る 。 本 発 明 は 同 様 に
、 蛋 白 抗 原 に 対 し て 動 物 ま た は ヒ ト 生 体 を 有 効 に 免 疫 す る た め の 、 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド
ワ ク チ ン の 使 用 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 図 1～ 3お よ び 実 施 例 に 基 づ い て よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 図 1は 、 溶 液 中 で 調 製 し た ペ プ チ ド 提 示 HLA-A2複 合 体 を ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 し た 場 合 の 、 T
細 胞 エ ピ ト ー プ を 単 離 お よ び /ま た は 検 出 す る 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 を 概 略
的 に 有 す る 。 固 定 化 に 続 い て 、 複 合 体 を 有 す る ナ ノ 粒 子 を 酸 性 「 剥 離 」 用 緩 衝 液 で 処 理 す
る と 、 EBV-EBNA-6ペ プ チ ド (284～ 293番 位 置 、 LLDFVRFMGF)お よ び β 2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン (β

2 -m)が 脱 離 す る 。 次 い で 、 こ の よ う に 調 製 し た HLA鎖 固 定 化 ナ ノ 粒 子 を 添 加 す る こ と に よ
り 、 ペ プ チ ド 集 団 を 使 用 し て β 2 -mの 存 在 下 で 競 合 的 結 合 反 応 を 行 う と 、 HLAお よ び β 2 -m
に 親 和 性 の 1個 ま た は 複 数 の ペ プ チ ド が 結 合 し 、 そ の ペ プ チ ド を 提 示 す る HLA複 合 体 が ナ ノ
粒 子 表 面 上 に 形 成 さ れ る 。 未 結 合 の ペ プ チ ド お よ び 過 剰 の β 2 -mを 除 去 し た 後 、 ペ プ チ ド
提 示 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 に 対 し 、 MALDI質 量 分 析 を 行 う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 図 2は 、 ペ プ チ ド 提 示 HLA複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の MALDI質 量 分 析 で 得 ら れ た 質 量
ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 図 2.1は 、 実 施 例 4で 挙 げ た 5種 の ペ プ チ ド の 等 モ ル 量 混 合 物 に 関 し
、 図 2.2は 、 選 択 後 に 結 合 性 で あ る と 認 め た 2種 の ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 図 3は 、 HLA-A2-EBNA-6複 合 体 の SAV-ナ ノ 粒 子 固 定 化 分 子 成 分 全 て の MALDIス ペ ク ト ル を
有 す る 。 挿 入 図 は 、 配 列 LLDFVRFMGV(単 一 同 位 体 に よ る 理 論 質 量 [M+H] + 1196.6502μ )を 有
す る EBNA-6ペ プ チ ド [M+H] + の MALDIス ペ ク ト ル を 有 す る 。 11727の ピ ー ク は β 2 -mに 特 徴 的
で あ り 、 約 12900の ピ ー ク 群 は 単 量 体 形 の SAV-ナ ノ 粒 子 に 特 徴 的 で あ り 、 34383の ピ ー ク は
ビ オ チ ニ ル 化 α 鎖 に 特 徴 的 で あ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
ペ プ チ ド 合 成
　 ペ プ チ ド は 、 MillGen 9050連 続 流 動 合 成 装 置 (Millipore、 ベ ッ ド フ ォ ー ド 、 米 国 )上 で F
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moc固 相 法 を 用 い て 合 成 し た 。 RP‐ HPLCに よ る 精 製 後 、 ペ プ チ ド を 凍 結 乾 燥 し 、 PBS緩 衝 液
中 に 1mg/mlの 濃 度 に 溶 解 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ９ ９ 】
ビ オ チ ニ ル 化 HLA-A2単 量 体 溶 液 の 調 製
　 HLA-A * 0201ペ プ チ ド 四 量 体 溶 液 を Altman et al., Science, 274 (1996), 94-96に 記 載
の よ う に 合 成 し た 。 そ の 場 合 、 溶 液 形 態 の 組 換 え HLA-A * 0201重 鎖 (1～ 276位 )、 お よ び β -2
ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン (β 2 -m)を 、 対 応 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し て お い た 大 腸 菌 細 胞
中 で 別 々 に 発 現 さ せ た 。 HLA-A * 0201重 鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン の 3'末 端 は 、 BirAビ オ チ ニ ル 化
配 列 で 修 飾 し た 。 HLA-A * 0201鎖 お よ び β 2 -mを コ ー ド す る 、 対 応 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形
質 転 換 し て お い た 大 腸 菌 細 胞 は 、 対 数 増 殖 期 中 期 ま で 培 養 し た 。 そ の 後 0.5イ ソ プ ロ ピ ル -
β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で 誘 導 を 起 こ し た 。 更 に 培 養 し 、 組 換 え 蛋 白 を 発 現 さ せ た 後 、 大 腸
菌 細 胞 を 採 集 し 、 精 製 し た 。 細 胞 の 溶 解 後 、 細 胞 中 に 含 ま れ る 小 胞 体 を 分 離 し 、 精 製 し 、
pH8.0の 8M尿 素 中 に 溶 解 し た 。 HLA-A * 0201重 鎖 お よ び β 2 -mを 、 100mMト リ ス 、 2mM EDTA、 4
00mM L-ア ル ギ ニ ン 、 5mM還 元 形 グ ル タ チ オ ン お よ び 0.5mM酸 化 形 グ ル タ チ オ ン 中 に 希 釈 し
、 ペ プ チ ド LLDFVRFMGF(EBV EBNA-6、 284～ 293位 )10μ Mと 混 合 し た 。 続 い て 48時 間 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン を 10℃ 、 撹 拌 下 で 行 っ た 。 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 48kDaの 複 合 体 (α 鎖 :
約 35kDa、 β 2 -m:約 12kDa、 ペ プ チ ド :約 1kDa)を 、 保 持 能 10kDaの 膜 (Millipore、 ベ ッ ド フ
ォ ー ド 、 米 国 )を 用 い た 限 外 ろ 過 法 に よ り 濃 縮 し 、 Superdex G75 HiLoad 26/60カ ラ ム (Ame
rsham Pharmacia Biotech、 ウ プ サ ラ 、 ス ウ ェ ー デ ン )お よ び 移 動 緩 衝 液 と し て pH7.8の 150
mM NaCl、 20mMト リ ス HCl塩 を 用 い た HPSEC法 に よ り 精 製 し た 。 ゲ ル ろ 過 後 、 精 製 単 量 体 を
ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ (BirA: Avidity、 デ ン バ ー 、 米 国 )で ビ オ チ ニ ル 化 し 、 HPSECで 再 び 精 製
し た 。 続 い て 、 そ の 複 合 体 を 限 外 ろ 過 に よ り 1μ g/μ lの 濃 度 に 調 整 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ０ ０ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 修 飾 ナ ノ 粒 子 (SAV-ナ ノ パ ー ル )の 調 製 お よ び 特 性 決 定
　 シ リ カ 粒 子 を Stoeber et al., J. Coll. inter. Sci., 26　 (1968), 62-62に 記 載 の よ
う に 調 製 し た 。 そ の 際 、 Zetasiser 3000 HSA装 置 (Malvern Instruments、 ヘ レ ン ベ ル ク 、
 ド イ ツ )を 用 い た 動 的 光 散 乱 の 測 定 に よ り 決 定 し た と こ ろ 、 流 体 力 学 的 粒 子 直 径 の 中 央 値
100nmを 有 す る 球 形 シ リ カ 粒 子 を 得 た 。 カ ル ボ キ シ 修 飾 粒 子 500μ gを ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (
Roche、 ト ゥ ー ツ ィ ン ク 、 ド イ ツ )15μ gと 混 合 し た 。 固 定 化 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を ビ
オ チ ン -4-フ ル オ レ ッ セ イ ン の 蛍 光 の 消 失 に よ り 定 量 し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 合 計 15μ g
が 、 ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 さ れ て い る こ と が 判 明 し た 。 理 論 的 な ビ オ チ ン 結 合 部 位 の 約 57%は
、 粒 子 表 面 上 で 自 由 に 接 近 可 能 で あ っ た 。 d s i l i c a =100nM、 D s i l i c a =4g/mlお よ び M s t r e p t a
v i d i n =52kDaに な る の で 、 各 粒 子 上 に 約 730個 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 四 量 体 が 結 合 し て お り
、 そ の 結 果 、 そ の 表 面 上 に は 約 1600箇 所 の ビ オ チ ン 結 合 部 位 が 自 由 に 接 近 可 能 で あ っ た 。
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 修 飾 粒 子 は 、 PBS中 0.5mg/mlの 濃 度 に 調 整 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ０ １ 】
HLA-A2ペ プ チ ド 選 択 試 験
　 ナ ノ 粒 子 の 全 て の 洗 浄 ス テ ッ プ は 、 温 度 調 節 機 能 付 き 遠 心 機 中 、 1.5mlの 反 応 容 器 中 で 1
5000× g、 20℃ で 10分 の 遠 心 、 お よ び ミ ク ロ ピ ペ ッ ト を 用 い た 該 パ ー ル の 再 懸 濁 に よ り 行
っ た 。 SAV-ナ ノ 粒 子 55μ gと 、 ペ プ チ ド LLDFVRFMGF(EBV EBNA-6、 284～ 293位 )を 含 ん だ 溶
液 状 HLA-A2複 合 体 3.5μ gと を PBS20μ l中 に 懸 濁 し た 。 そ の 混 合 物 を 横 型 振 と う 機 中 、 室 温
で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 沈 殿 形 成 を 防 止 し た 。 20℃ で 10分 遠 心 後 、 上 清 を 除 き 、
ナ ノ 粒 子 を 水 50μ lで 洗 浄 し た 。 β 2 m分 子 お よ び 複 合 体 中 に 含 ま れ る ペ プ チ ド LLDFVRFMGF
を 遊 離 さ せ る た め に 、 該 パ ー ル を 「 剥 離 用 」 緩 衝 液 (pH3.0の 50mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )150
μ l中 で 90秒 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 遠 心 後 150μ lの 水 で 洗 浄 し た 。 次 い で 、 該 パ ー ル を
β 2 m分 子  (Sigma、 ミ ュ ン ヘ ン 、 ド イ ツ )1.2μ gと ペ プ チ ド 混 合 物 と を 含 む PBS30μ lで 再 懸
濁 し た 。 該 混 合 物 は 、 各 々 0.072μ gの 量 の 、 合 計 5種 の ペ プ チ ド を 含 ん で い た 。 5種 の 該 ペ
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プ チ ド は 、 ILMEHIHKL、 DQKDHAVF、 ALSDHHIYL、 VITLVYEKお よ び SNEEPPPPYの 配 列 を 示 し た
。 37℃ で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 遠 心 に よ り ナ ノ 粒 子 を ペ レ ッ ト と し 、 上 清 を
分 離 後 、 PBS緩 衝 液 50μ l、 続 い て 水 50μ lで 洗 浄 し た 。 最 後 の 遠 心 後 、 ナ ノ 粒 子 を 0.1%水 /
TFA(体 積 /体 積 )中 に 再 懸 濁 し 、 MALDIタ ー ゲ ッ ト 上 に 移 し た 。 分 析 は 、 Voyager DE-STR質
量 分 析 計 (Applied Biosystems、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ー 、 米 国 )を 使 用 し て 陽 イ オ ン リ フ レ ク
ト ロ ン 操 作 方 式 で 行 っ た 。 蛋 白 お よ び ペ プ チ ド を 含 ん だ 溶 液 は 、 30%ア セ ト ニ ト リ ル /0.3%
TFA(体 積 /体 積 )中 の 飽 和 し た α -シ ア ノ -4-ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 ま た は シ ナ ピ ン 酸 の 1:20希 釈
液 を 用 い た 同 体 積 の マ ト リ ッ ク ス と 、 タ ー ゲ ッ ト 上 で 混 合 し た 。 全 て の MALDIス ペ ク ト ル
は 、 標 準 ペ プ チ ド 混 合 物 を 用 い て 外 部 か ら 較 正 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 以 下 の 結 果 が 得 ら れ た 。   
　 ビ オ チ ニ ル 化 HLA-A2複 合 体 の 全 成 分 は 、 MALDI-TOF法 を 使 用 し て 検 出 さ れ 、 定 量 さ れ る
。   
　 ビ オ チ ン を 介 し て SAV-粒 子 (SAV-ナ ノ パ ー ル )上 に 固 定 化 し た 完 全 な 複 合 体 を 、 MALDI質
量 分 析 に よ り 可 視 化 す る こ と が で き 、 そ の 場 合 、 ビ オ チ ニ ル 化 HLA-A2-α 鎖 の 対 応 質 量 シ
グ ナ ル は 34379Da、 β 2 -m分 子 に 対 し て は 11727Da、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 単 量 体 に 対 し て は 1
2907Da、 結 合 ペ プ チ ド LLDFVRFMGVに 対 し て は 1196.63Daと な っ た (図 3)。 し た が っ て 、 MALD
I-TOF法 を 使 用 し て 、 一 方 で は HLA-A2複 合 体 の 正 確 な 特 性 を 、 な ら び に ビ オ チ ニ ル 化 複 合
体 を SAV-ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 す る 方 法 の 有 効 性 も 制 御 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 HLA-A2複 合 化 SAV-ナ ノ 粒 子 は 、 ペ プ チ ド 混 合 物 を 使 用 し た 競 合 的 結 合 で HLA-A2に 対 し て
予 測 し た ペ プ チ ド の み を 結 合 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 図 2は 、 結 合 し て い る HLA-A2ペ プ チ ド 2種 と 、 結 合 し て い な い ペ プ チ ド 3種 と を 含 む ペ プ
チ ド 混 合 物 の MALDIス ペ ク ト ル を 示 し 、 各 ペ プ チ ド の 量 は 約 70pmolで あ っ た 。 ペ プ チ ド の
結 合 予 測 値 を SYFPEITHIプ ロ グ ラ ム で 決 定 し た と こ ろ 、 非 常 に 強 い 結 合 で は ペ プ チ ド ILMEH
IHKLが 点 数 32、 強 い 結 合 で は ペ プ チ ド ALSDHHIYLが 点 数 23、 お よ び 非 結 合 性 の 蛋 白 3種 が 点
数 0と 決 定 し た 。 使 用 し た 混 合 物 中 の 各 ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 強 度 の 差 は 、 イ オ ン 化 能 の 差
を 原 因 と し て い る 。 観 察 し た ピ ー ク は 、 MALDI-PSDに よ る 配 列 決 定 で 同 定 し た 。 HLA受 容 体
で ペ プ チ ド を 選 択 し た 後 、 処 理 、 即 ち PBS緩 衝 液 に よ る 洗 浄 を す る と 、 結 合 性 ペ プ チ ド の
シ グ ナ ル の み が 残 っ て い た 。 非 結 合 性 蛋 白 の 場 合 は シ グ ナ ル が 検 出 さ れ な か っ た と い う こ
と は 、 非 特 異 的 相 互 作 用 も 起 こ ら な い こ と を 示 し て い る 。 ス ペ ク ト ル に は 、 各 ペ プ チ ド に
対 し て プ ロ ト ン 化 形 態 ([M+H] + )の 単 一 同 位 体 質 量 、 な ら び に ナ ト リ ウ ム 形 態 ([M+Na] + )の
単 一 同 位 体 も 示 さ れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ５ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 溶 液 中 で 調 製 し た ペ プ チ ド 提 示 HLA-A2複 合 体 を ナ ノ 粒 子 に 固 定 化 し た 場
合 の 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 単 離 お よ び /ま た は 検 出 す る 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 一 実 施 形 態
を 概 略 的 に 有 す る 。 固 定 化 に 続 い て 、 複 合 体 を 有 す る ナ ノ 粒 子 を 酸 性 「 除 去 」 用 緩 衝 液 で
処 理 す る と 、 EBV-EBNA-6ペ プ チ ド (284～ 293番 位 置 、 LLDFVRFMGF)お よ び β 2ミ ク ロ グ ロ ブ
リ ン (β 2 -m)が 脱 離 す る 。 次 い で 、 こ の よ う に 調 製 し た HLA鎖 固 定 化 ナ ノ 粒 子 を 添 加 す る こ
と に よ り 、 ペ プ チ ド 集 団 を 使 用 し て β 2 -mの 存 在 下 で 競 合 的 結 合 反 応 を 行 う と 、 HLAお よ び
β 2 -mに 親 和 性 の 1個 ま た は 複 数 の ペ プ チ ド が 結 合 し 、 そ の ペ プ チ ド を 提 示 す る HLA複 合 体
が ナ ノ 粒 子 表 面 上 に 形 成 さ れ る 。 未 結 合 の ペ プ チ ド お よ び 過 剰 の β 2 -mを 除 去 し た 後 、 ペ
プ チ ド 提 示 複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 に 対 し 、 MALDI質 量 分 析 を 行 う 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 ペ プ チ ド 提 示 HLA複 合 体 を 固 定 化 し た ナ ノ 粒 子 の MALDI質 量 分 析 で 得 ら れ
た 質 量 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 図 2.1は 、 実 施 例 4で 挙 げ た 5種 の ペ プ チ ド の 等 モ ル 量 混 合 物
に 関 し 、 図 2.2は 、 選 択 後 に 結 合 性 で あ る と 認 め た 2種 の ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 HLA-A2-EBNA-6複 合 体 の SAV-ナ ノ 粒 子 固 定 化 分 子 成 分 全 て の MALDIス ペ ク
ト ル を 有 す る 。 挿 入 図 は 、 配 列 LLDFVRFMGV(単 一 同 位 体 に よ る 理 論 質 量 [M+H] + 1196.6502μ
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)を 有 す る EBNA-6ペ プ チ ド [M+H] + の MALDIス ペ ク ト ル を 有 す る 。 11727の ピ ー ク は β 2 -mに 特
徴 的 で あ り 、 約 12900の ピ ー ク 群 は 単 量 体 形 の SAV-ナ ノ 粒 子 に 特 徴 的 で あ り 、 34383の ピ ー
ク は ビ オ チ ニ ル 化 α 鎖 に 特 徴 的 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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