
(57)【要約】　　　（修正有）
【解決手段】腫瘍を持つ哺乳動物から得る血清には溶解性の免疫抑制因子が存在していて
、 TCRサブユニットタンパク質のレベルや、 Tリンパ球シグナル変換経路が変化するのに関
係している。この変化を利用して、少なくとも一種の選択された TCRサブユニットタンパ
ク質または Tリンパ球変換経路のタンパク質のレベル、あるいは NF-kB／ rel系のパターン
を測定して、免疫抑制がない生体のレベルおよびパターンと比較することによる免疫抑制
の重篤度判定法が生まれている。
【効果】この方法は、免疫療法が施術できる程度まで患者の Tリンパ球が活性化できるこ
とを確認したり、免疫抑制を起こす薬剤またはこれを逆転する薬剤を決定するのに有用で
ある。免疫抑制因子を単離してタンパク質の発現レベルと組み合わせると、例えば臓器移
植の場合に免疫反応を抑制するのに有用である。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 性 質 を 有 す る 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 。
  a） 哺 乳 動 物 の 生 物 標 本 お け る TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 、 免 疫 抑 制 さ れ て
い な い 哺 乳 動 物 の 同 様 の 生 物 標 本 の サ ブ セ ッ ト の レ ベ ル と 比 較 し て 、 低 下 さ せ る こ と が で
き る 。
  b） 哺 乳 動 物 の 生 物 標 本 に お け る Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 、
免 疫 抑 制 さ れ て い な い 哺 乳 動 物 の 同 様 の 生 物 標 本 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 低 下
さ せ る こ と が で き る 。
  c） 免 疫 抑 制 さ れ た 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ る 血 清 中 に 存 在 す る 。   
【 請 求 項 ２ 】
　 腫 瘍 細 胞 培 養 物 の 上 澄 み 液 中 に 存 在 す る も の と し て さ ら に 定 義 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の
因 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 上 記 腫 瘍 細 胞 培 養 物 が リ ン パ 種 の MCA-38ま た は MBL-2で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 因 子 。  
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 免 疫 抑 制 哺 乳 動 物 が 約 26日 以 上 存 在 し て い る MCA-38系 の 腫 瘍 を 有 す る 請 求 項 ３ に 記
載 の 因 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 上 記 TCRサ ブ セ ッ ト タ ン パ ク 質 が 、 CD3ζ で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 因 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 TCRサ ブ セ ッ ト タ ン パ ク 質 が 、 CD3γ で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 因 子 。
【 請 求 項 ７ 】
  上 記 Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 が 、 Src系 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る 請 求 項
１ に 記 載 の 因 子 。  
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 Src系 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 、 Fynま た は lckで あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 因 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 が 、 PLCγ ま た は GAPで あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 因 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 哺 乳 動 物 の 細 胞 サ ン プ ル の 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
  a） TCRサ ブ セ ッ ト タ ン パ ク 質 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の
レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
  b） 前 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 さ れ て い な い 個 体 を 特
徴 づ け る 前 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と を 比 較 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 上 記 サ ン プ ル が リ ン パ 球 調 製 物 で あ る 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 発 現 の レ ベ ル の 測 定 結 果 が 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る Tリ ン パ 球 の 数 を 測 定 対 象 と な っ た T
リ ン パ 球 の 総 数 で 割 っ た 発 現 率 で あ る 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 １ ３ 】
　 上 記 リ ン パ 球 調 製 物 が 、 脾 臓 組 織 、 末 梢 血 液 、 腫 瘍 組 織 、 リ ン パ 節 組 織 、 脳 脊 髄 液 、 胸
膜 滲 出 液 、 お よ び 腹 水 を 含 む 組 織 か ら 調 製 さ れ る も の で あ る 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 １ ４ 】
　 上 記 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 が 、 CD3ζ を 含 む 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 上 記 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 が 、 src系 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 含 む 請 求 項 10に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 上 記 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 、 Fynま た は 1ckで あ る 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 上 記 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 が 、 PLCγ ま た は GAPで あ る 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 １ ８ 】
　 免 疫 療 法 に 適 す る 程 度 に 活 性 化 で き る Tリ ン パ 球 を 持 っ た 患 者 の 確 認 方 法 で あ っ て 、   
　 a） TCRサ ブ セ ッ ト タ ン パ ク 質 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の
レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 b） 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と 免 疫 抑 制 さ れ て い な い ヒ ト に 特 有 の 上 記 タ ン パ ク 質
の 発 現 レ ベ ル と を 比 較 す る ス テ ッ プ と 、
  c） 免 疫 抑 制 さ れ て い な い ヒ ト の 治 療 に 有 効 な し き い 値 以 上 の 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ
ベ ル を 有 す る 患 者 を 選 択 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む 方 法 。  
【 請 求 項 １ ９ 】
　 上 記 発 現 レ ベ ル の 測 定 結 果 が 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る Tリ ン パ 球 の 数 を 測 定 対 象 と な っ
た Tリ ン パ 球 の 総 数 で 割 っ た 発 現 率 で あ る 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 上 記 発 現 レ ベ ル が 、 リ ン パ 球 調 製 物 か ら 単 離 し た 総 タ ン パ ク 質 の マ イ ク ロ グ ラ ム 当 り の
上 記 タ ン パ ク 質 の 量 と し て 定 義 さ れ る 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ２ １ 】
　 上 記 リ ン パ 球 が 、 脾 臓 組 織 、 末 梢 血 液 、 腫 瘍 組 織 、 リ ン パ 節 組 織 、 脳 脊 髄 液 、 胸 膜 滲 出
液 、 お よ び 腹 水 を 含 む 組 織 か ら 得 ら れ る も の で あ る 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 上 記 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 が 、 CD3ζ タ ン パ ク 質 を 含 む 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 上 記 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 が 、 src系 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る 請 求 項 18に 記 載
の 方 法 。  
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 上 記 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 、 Fynま た は 1ckで あ る 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。   
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 上 記 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 が 、 PLCγ ま た は GAPで あ る 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。   
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 刺 激 し た Tリ ン パ 球 に よ り 治 療 す る 、 免 疫 療 法 に 反 応 す る 疾 患 を 有 す る 患 者 の 治 療 方 法
で あ っ て 、 患 者 を 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 に よ り 選 択 す る す る こ と を 特 徴 と す る 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 上 記 疾 患 が 癌 で あ る 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 上 記 癌 が 黒 色 腫 で あ る 請 求 項 27に 記 載 の 方 法 。   
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 哺 乳 動 物 の Tリ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 起 こ す 薬 剤 の 決 定 方 法 で あ っ て 、
  a） TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の 発 現
レ ベ ル が 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 が な い 個 体 の 特 徴 と な っ て い る レ ベ ル と 同 等 で あ る
哺 乳 動 物 Tリ ン パ 球 調 製 物 を 得 る ス テ ッ プ と 、
  b） 上 記 リ ン パ 球 調 製 物 を 、 免 疫 抑 制 す る と 考 え ら れ る 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 す る ス テ ッ
プ と 、
  c） 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
  d） 上 記 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 し な か っ た Tリ ン パ 球 調 製 物 中 の 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ
ベ ル よ り も 顕 著 に 低 い レ ベ ル へ の 低 下 を 引 き 起 こ す 薬 剤 を 決 定 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 哺 乳 動 物 の Tリ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る 薬 剤 の 決 定 方 法 で あ っ て 、
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  a） TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の 発 現
レ ベ ル が 、 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 が な い 個 体 の レ ベ ル よ り も 低 い 免 疫 抑 制 さ れ た 哺
乳 動 物 か ら 、 Tリ ン パ 球 調 製 物 を 得 る ス テ ッ プ と 、
  b） 上 記 リ ン パ 球 調 製 物 を 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る と 考 え ら れ る 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 す る ス
テ ッ プ と 、
  c） 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
  d） 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 顕 著 に 上 昇 さ せ る 薬 剤 を 決 定 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む 方 法 。  
【 請 求 項 ３ １ 】
　 上 記 薬 剤 が in vivoで 存 在 す る 請 求 項 30に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 を 阻 害 す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
  a） 請 求 項 １ に 記 載 の 因 子 を 含 む 系 に 薬 剤 を 加 え る こ と と 、
  b） 上 記 系 の 免 疫 抑 制 を 、
    ｉ ） TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の 発
現 レ ベ ル を 測 定 し 、
    ii） タ ン パ ク 質 発 現 の 上 記 レ ベ ル と 、 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 が な い 個 体 の 特 徴
で あ る 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 と 比 較 す る こ と と 、
  c） 上 記 系 が 免 疫 抑 制 の 逆 転 を 示 す か を 判 定 す る こ と と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 免 疫 抑 制 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 30に 記 載 の 決 定 済 み 薬 剤 を 製 薬 的 に 許 容 で き る 希
釈 剤 に 配 合 し た も の の 治 療 有 効 量 を 投 与 す る こ と よ り な る 方 法 。  
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 上 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 免 疫 抑 制 因 子 ま た は そ の エ ピ ト ー プ 部 分 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 因 子 を 阻 害 す る 薬 剤 。   
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 抗 CD3と IL-2を 含 む 請 求 項 36に 記 載 の 薬 剤 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 因 子 の 発 現 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 構 成 物 。  
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 因 子 を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 因 子 か ら な る ワ ク チ ン 。   
【 請 求 項 ４ １ 】
　 　 免 疫 抑 制 モ ニ タ ー 用 キ ッ ト で あ っ て 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 ま た は シ グ ナ ル 変
換 経 路 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 と 、 抗 体 -抗 原 複 合 体 の 形 成 検 出 手 段 と を 、 各 々 別 個 の
容 器 に 収 容 し て な る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 溶 解 性 因 子 で 処 理 し た 哺 乳 動 物 の 細 胞 。  
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 製 薬 的 に 許 容 し 得 る 担 体 に 担 持 さ せ て 請 求 項 １ に 記 載 の 因 子 を 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与
し て 、 自 己 免 疫 を 誘 発 す る た め ま た は 臓 器 移 植 を 容 易 に す る た め に 必 要 な 免 疫 抑 制 を 引 き
起 こ す 哺 乳 動 物 の 治 療 方 法 。  
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 し た 薬 剤 に 製 薬 的 に 許 容 し 得 る 希 釈 剤 を 配 合 し 、 治 療
有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 免 疫 抑 制 さ れ た 哺 乳 動 物 の 治 療 法 。  

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-27653 A 2005.2.3



【 請 求 項 ４ ５ 】
　 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、   a） 哺 乳 動 物 の 細 胞 サ ン プ ル
か ら 核 抽 出 物 を 作 り 、 NF-kB／ rel系 の 転 写 因 子 の レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、   b） 上
記 パ タ ー ン を 、 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 さ れ て い な い 個 体 か ら 採 取 し た 同 様 の 細 胞 サ
ン プ ル を 特 徴 づ け る パ タ ー ン と 比 較 し 、 免 疫 抑 制 さ れ て い な い 個 体 の パ タ ー ン と 顕 著 な 差
異 が あ れ ば 、 こ れ を 哺 乳 動 物 の 顕 著 な 程 度 の 免 疫 抑 制 を 示 す も の と す る ス テ ッ プ と 、 を 含
む 方 法 。  
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 哺 乳 動 物 の 細 胞 サ ン プ ル が リ ン パ 球 調 製 物 で あ る 請 求 項 45に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 c-rel， p65， p50， p48， お よ び p44の 存 在 ま た は 不 存 在 に よ り パ タ ー ン を 測 定 す る 請 求
項 45に 記 載 の 方 法 。   
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 上 記 リ ン パ 球 調 製 物 が 、 脾 臓 組 織 、 末 梢 血 液 、 腫 瘍 組 織 、 リ ン パ 節 組 織 、 脳 脊 髄 液 、 胸
膜 滲 出 液 、 お よ び 腹 水 を 含 む 組 織 か ら 調 製 さ れ る も の で あ る 請 求 項 46に 記 載 の 方 法 。   
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 免 疫 療 法 に 適 す る 程 度 ま で 活 性 化 で き る Tリ ン パ 球 を 持 つ 患 者 の 決 定 方 法 で あ っ て 、
  a） 患 者 の Tリ ン パ 球 か ら 得 た 核 抽 出 物 中 の NF-κ B／ rel系 の 転 写 因 子 の パ タ ー ン を 測 定
す る ス テ ッ プ と 、
  b） 上 記 パ タ ー ン を 、 免 疫 抑 制 さ れ て い な い 個 体 を 特 徴 づ け る パ タ ー ン と 比 較 す る ス テ
ッ プ と 、
  c） 免 疫 抑 制 さ れ て い な い ヒ ト の 治 療 に 有 効 な し き い 値 以 上 の 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ
ベ ル を 有 す る 患 者 を 選 択 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む 方 法 。   
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 上 記 リ ン パ 球 が 、 脾 臓 組 織 、 末 梢 血 液 、 腫 瘍 組 織 、 リ ン パ 節 組 織 、 脳 脊 髄 液 、 胸 膜 滲 出
液 、 お よ び 腹 水 を 含 む 組 織 か ら 誘 導 さ れ る も の で あ る 請 求 項 49に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ５ １ 】
　 刺 激 し た Tリ ン パ 球 に よ り 治 療 す る 、 免 疫 療 法 に 反 応 す る 疾 患 を 持 つ 患 者 の 治 療 方 法 で
あ っ て 、 請 求 項 49に 記 載 の 方 法 に よ り 患 者 を 選 択 す る 方 法 。  
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 上 記 疾 患 が 癌 で あ る 請 求 項 51に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ５ ３ 】
 53． 上 記 癌 が 黒 色 腫 で あ る 請 求 項 52に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
 哺 乳 動 物 の Tリ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 起 こ す 薬 剤 の 決 定 方 法 で あ っ て 、
  a） 標 本 か ら 作 っ た 核 抽 出 物 の NF-κ B／ relの パ タ ー ン が 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 が
な い 個 体 の 特 徴 を 備 え て い る 哺 乳 動 物 Tリ ン パ 球 調 製 物 を 得 る ス テ ッ プ と 、
  b） 上 記 リ ン パ 球 調 製 物 を 免 疫 抑 制 す る と 考 え ら れ る 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 す る ス テ ッ プ
と 、
  c） 培 養 し た 標 本 か ら 得 た 核 抽 出 物 中 の NF-κ B／ rel系 の 転 写 因 子 の パ タ ー ン を 測 定 す る
ス テ ッ プ と 、
  d） 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 し な か っ た 標 本 中 の パ タ ー ン と 比 較 し て 、 パ タ ー ン に 顕 著 な 変
化 を 起 こ す 薬 剤 を 決 定 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 哺 乳 動 物 の Tリ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る 薬 剤 の 決 定 方 法 で あ っ て 、
  a） 標 本 か ら 作 っ た 核 抽 出 物 の NF-κ B／ rel系 の 転 写 因 子 の パ タ ー ン が 、 同 一 種 の 哺 乳 動
物 の 免 疫 抑 制 が な い 個 体 の 同 様 の 標 本 を 特 徴 づ け る パ タ ー ン と は 顕 著 に 異 な る 免 疫 抑 制 が
な い 哺 乳 動 物 の Tリ ン パ 球 調 製 物 を 用 意 す る ス テ ッ プ と 、
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  b） 上 記 リ ン パ 球 調 製 物 を 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る と 考 え ら れ る 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 す る ス
テ ッ プ と 、
  c） 培 養 物 か ら 核 抽 出 物 を 作 り NF-κ B／ relの 転 写 因 子 の パ タ ー ン を 測 定 す る ス テ ッ プ と
、
  d） パ タ ー ン を 顕 著 に 変 化 さ せ て 、 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 が な い 個 体 の 同 様 の 標
本 を 特 徴 づ け る パ タ ー ン と は あ ま り 大 き な 差 異 が な い よ う に す る 薬 剤 を 決 定 す る ス テ ッ プ
と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 上 記 薬 剤 が in vivoに 存 在 す る 請 求 項 55に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 製 薬 的 に 許 容 し 得 る 希 釈 剤 中 の 請 求 項 55に 記 載 の 薬 剤 の 治 療 有 効 量 を 投 与 す る こ と よ り
な る 免 疫 抑 制 さ れ た 哺 乳 動 物 の 治 療 方 法 。  
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 上 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 請 求 項 57に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 免 疫 抑 制 モ ニ タ ー 用 キ ッ ト に お い て 、 NF-κ B／ rel系 転 写 因 子 に 対 す る 抗 体 と 、 抗 体 -抗
原 複 合 体 の 形 成 検 出 手 段 と を そ れ ぞ れ の 容 器 に 収 容 し て な る キ ッ ト 。  
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 免 疫 抑 制 ま た は 腫 瘍 を 持 つ 哺 乳 動 物 の 生 体 内 に お い て NH-κ B転 写 因 子 系 の p50の 分 解 に
よ り 形 成 さ れ る 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 p44と p48と か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 60に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。  
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 免 疫 抑 制 を 持 つ 哺 乳 動 物 か ら 採 取 す る Tリ ン パ 球 の 核 抽 出 物 中 の p50に は 存 在 す る が 、 p5
0に 置 き 変 わ る タ ン パ ク 質 に は 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 上 記 抗 体 が 請 求 項 62に よ る 抗 体 で あ る 請 求 項 60に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 願 は 、 1992年 ４ 月 ６ 日 付 け 米 国 特 許 出 願 第 07／ 863,262号 、 お よ び 、 1992年 12月 11日
付 け 米 国 特 許 出 願 第 07／ 987,966号 の 一 部 継 続 出 願 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
  本 発 明 は 、 腫 瘍 を 持 つ 哺 乳 動 物 の 細 胞 が 産 生 す る 可 溶 性 免 疫 抑 制 因 子 と 、 こ の 因 子 を コ
ー ド 化 す る 遺 伝 子 と に 関 す る 。 こ の 因 子 の 作 用 を 阻 止 ま た は 逆 転 さ せ る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 が 特 定 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 を 利 用 し て 、 免 疫 抑 制 剤 や 対 抗 剤 を 認 識 す る こ と が
で き る 。 こ の 因 子 は 、 免 疫 抑 制 を 誘 発 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 進
行 性 免 疫 抑 制 症 を 併 発 す る 疾 患 患 者 の 評 価 、 選 別 お よ び 治 療 に 関 す る 。 免 疫 療 法 に 反 応 す
る 疾 患 の 患 者 、 特 に 癌 患 者 に つ い て 、 免 疫 抑 制 に 冒 さ れ た タ ン パ ク 質 類 の 発 現 度 を 基 準 に
し て 、 病 期 判 定 と 評 価 が な さ れ る 。 病 期 判 定 と 評 価 の 結 果 か ら 免 疫 療 法 の 成 否 を 予 見 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
  患 者 に 進 行 性 免 疫 抑 制 症 を 合 併 す る こ と を 特 徴 と す る 疾 患 は 多 い 。 免 疫 反 応 障 害 を も つ
悪 性 腫 瘍 患 者 の 症 例 は 、 数 多 く 記 録 さ れ て い る 。 癌 患 者 や 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス に つ い て 、 遅
延 型 過 敏 性 の 減 少 、 細 胞 溶 解 機 能 の 低 下 や 、 リ ン パ 球 の 繁 殖 反 応 な ど 、 実 に 様 々 な 免 疫 機
能 異 常 が 報 告 さ れ て い る 。 S． Broder et al.， N． Engl． J． Med.， 299： 1281（ 1978） ； E
． M． Hersh et al.， N． Engl． J． Med.， 273： 1006（ 1965） ； North and Burnauker（ 198
4） 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
  こ の 他 に も 免 疫 反 応 異 常 の 発 生 を 特 徴 と す る 多 く の 疾 患 が あ る 。 例 え ば 、 後 天 性 免 疫 不
全 症 候 群 （ AIDS） 、 敗 血 症 、 ら い 病 、 シ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 感 染 症 な ど の 患 者 に 進 行 性 免 疫
抑 制 症 が 観 察 さ れ て い る 。 免 疫 反 応 の 調 節 が 衰 え る メ カ ニ ズ ム は ま だ 解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 免 疫 反 応 は 複 雑 な 現 象 で あ る 。 す べ て の 免 疫 反 応 に は 細 胞 が 介 在 し て い る が 、 そ の 発 現
に は Tリ ン パ 球 （ T細 胞 ） が 重 要 で あ る 。 ヘ ル パ ー T細 胞 が 免 疫 反 応 の 進 行 の 管 理 調 節 を 行
う 。 細 胞 毒 性 T細 胞 （ キ ラ ー T細 胞 ） は 、 感 染 標 的 細 胞 を 溶 解 す る こ と に よ り 細 胞 内 寄 生 体
や ウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 反 応 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す エ フ ェ ク タ ー 細 胞 で あ る 。 ま た
、 細 胞 毒 性 T細 胞 は 、 免 疫 監 視 メ カ ニ ズ ム に よ っ て 、 癌 の 発 症 か ら 体 を ま も る 役 割 も 担 っ
て い る と さ れ て い る 。 サ プ レ ッ サ ー T細 胞 は 、 ヘ ル パ ー T細 胞 の 誘 導 お よ び ／ ま た は 作 用 を
妨 害 す る 。 一 般 に 、 T細 胞 は 遊 離 抗 原 を 認 識 し な い が 、 他 の 細 胞 の 表 面 上 で は 抗 原 を 認 識
す る こ と が で き る 。 こ こ で 云 う 他 の 細 胞 と は 抗 原 の 提 供 に 特 異 性 を 持 っ て い る 細 胞 で あ る
か も し れ な い し 、 あ る い は 体 内 で ウ イ ル ス に 感 染 し て し ま っ た 細 胞 毒 性 T細 胞 の 標 的 細 胞
で あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
  普 通 、 細 胞 毒 性 T細 胞 や 、 サ プ レ ッ サ ー T細 胞 は 、 す べ て の 有 核 細 胞 に 発 現 さ れ て い る ク
ラ ス Ｉ の 主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ MHC） 成 生 物 と 関 連 し て 抗 原 を 認 識 す る 。 ヘ ル パ ー T
細 胞 や 、 生 体 内 で 抗 原 に 反 応 し て 増 加 す る ほ と ん ど の T細 胞 は 、 ク ラ ス IIの MHC成 生 物 と 関
連 し て 抗 原 を 認 識 す る 。 ク ラ ス II成 生 物 は 、 ほ と ん ど の 場 合 、 抗 原 提 示 細 胞 や 、 い く つ か
の リ ン パ 球 に お い て 発 現 す る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に よ り 定 義 さ れ る 細 胞 膜 糖 タ ン パ ク 質
を 基 準 に し て T細 胞 を さ ら に 二 つ の 主 要 細 区 分 に 分 類 す る こ と が で き る 。 普 通 、 62 KDの 糖
タ ン パ ク 質 を 発 現 す る CD4 + サ ブ セ ッ ト は ク ラ ス II抗 原 範 囲 内 の 抗 原 を 認 識 し 、 CD8 + サ ブ セ
ッ ト は 76Kdの 糖 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 ク ラ ス Ｉ の MHC範 囲 内 だ け の 抗 原 を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
  CD4 + サ ブ セ ッ ト は 、 さ ら に 、 機 能 が 異 な る ２ つ の グ ル ー プ に 分 け る こ と が で き る 。 一 つ
の グ ル ー プ は 、 T細 胞 と B細 胞 の 免 疫 反 応 に 正 の 影 響 を 与 え る 。 も う 一 つ の グ ル ー プ は 、 CD
8 + 細 胞 に お け る サ プ レ ッ サ ー ／ 細 胞 毒 性 機 能 を 誘 発 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
  最 も 確 実 な T細 胞 標 識 は 、 T細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー （ TCR） で あ る 。 TCR-2は ジ ス ル フ ィ ド と
結 合 し て い る ポ リ ペ プ チ ド ２ 種 （ α と β ） か ら な る ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ る 。 TCR-1の 構 造
は TCR-2に 似 て い る が 、 TCR-2は CD3複 合 体 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 と 結 び 付 い て い る
。   す べ て の T細 胞 の 表 面 に 見 い だ さ れ る TCRは 、 異 な る ３ つ の サ ブ グ ル ー プ の タ ン パ ク 質
に 分 類 す る こ と が で き る 相 異 な る 少 な く と も ６ 個 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る 。 R． D． Klausn
er et al.， Annu． Rev． Cell Biol.， ６ ： 403（ 1990） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
  Tiサ ブ ユ ニ ッ ト は 、 抗 原 結 合 の 原 因 と な る も の で 、 α 鎖 、 β 鎖 、 γ 鎖 お よ び δ 鎖 を 含 ん
で い る 。 レ セ プ タ ー 複 合 体 内 の α β ヘ テ ロ ダ イ マ ー や γ δ ヘ テ ロ ダ イ マ ー は 、 リ ガ ン ド 結
合 の 原 因 と な る 。 α β ヘ テ ロ ダ イ マ ー は 、 最 も 成 熟 し た Ｔ 細 胞 に 見 い だ さ れ 、 γ δ ヘ テ ロ
ダ イ マ ー は お も に 上 皮 の T細 胞 に 見 い だ さ れ る 。   TCRを 形 成 す る も う 一 つ の タ ン パ ク 質 サ
ブ グ ル ー プ は 、 相 異 な る が 密 接 な 関 係 を 持 つ 少 な く と も ４ 個 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る CD3
鎖 で あ る 。 こ れ ら の サ ブ ユ ニ ッ ト と し て は 、 γ 、 δ 、 ε お よ び ζ が 挙 げ ら れ る 。 F． Konin
g et al.， Eur． J． Immunology， 20： 299（ 1990） ； R． S． Blumberg et al.， Proc． Natl
． Acad． Sci． USA， 87： 7220（ 1990） 。 レ セ プ タ ー の タ イ プ が 多 様 化 し て い る の は 、 TCR
複 合 体 の 鎖 を 複 数 の サ ブ ユ ニ ッ ト に 分 離 し た 結 果 で あ る 。 不 完 全 な ア セ ン ブ リ ー の 複 合 体
は 劣 悪 化 し 、 完 全 な ア セ ン ブ リ ー の エ フ ェ ク タ ー の み が 表 面 発 現 す る 。 R． D． Klausner，
New Biol.， １ ： ３ （ 1989） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
  TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 関 与 に 加 え て 、 さ ら に T細 胞 の 認 識 イ ベ ン ト に よ り 、 シ グ
ナ ル 変 換 （ signal transduction） が 行 わ れ 、 細 胞 の 反 応 を 管 理 す る 適 切 な 生 化 学 シ グ ナ
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ル が 発 生 す る 。 TCRが シ グ ナ ル を 変 換 し て 、 多 重 生 化 学 カ ス ケ ー ド を 発 生 さ せ る こ と が で
き る こ と は 、 免 疫 細 胞 活 性 化 の 中 枢 的 イ ベ ン ト で あ る 。 し か し 、 こ の シ グ ナ ル 変 換 の 経 路
（ signal transduction path-way） は 、 ま だ ほ と ん ど 分 か っ て い な い 。 TCRの う ち 、 一 以
上 の チ ロ シ ン （ Tyr） キ ナ ー ゼ が T細 胞 の 活 性 化 に 重 要 な 役 割 を 持 っ て い る 可 能 性 が 高 い 。
R． D． Klausner et al.， Cell， 64： 875（ 1991） 。 CD3あ る い は α β ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 何
れ か に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ま た は 抗 原 に よ っ て TCRが 刺 激 さ れ る と 、 少 な く と も 二
つ の シ グ ナ ル 変 換 経 路 が 活 性 化 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
  TCRが 刺 激 さ れ る と チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 活 性 化 す る 。 L． E． Samelson et al.， Cell， 46
： 1083（ 1986） ； M． D． Patel et al.， J． Biol． Chem.， 262： 5831（ 1987） ； E． D． Hsi
 et al.， J． Biol． Chem.， 264： 10836（ 1989） 。 TCRが 刺 激 を う け る と 、 数 秒 以 内 に 数 個
の タ ン パ ク 質 が チ ロ シ ン 残 基 に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ る 。 C． H． June et al.， J． Immunol.
， 144： 1591（ 1990） 。 TCR鎖 の 何 れ も 固 有 の キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 し て い な い 。 た だ 、 チ ロ シ
ン キ ナ ー ゼ の Src系 の Fynと 呼 ぶ 物 質 が CD3複 合 体 と 共 に 共 同 沈 降 す る 。 L． E． Samelson et
 al.， Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 87： 4358（ 1990） 。 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 類 の Src系 の T
細 胞 に 特 異 性 の あ る メ ン バ ー Lckは 、 CD4あ る い CD8い ず れ か の 分 子 の 細 胞 質 領 域 と 、 共 有
結 合 で は な い が 、 密 に 結 合 す る 。 CD4と CD8の 細 胞 外 領 域 は 、 そ れ ぞ れ MHCク ラ ス Ｉ と ク ラ
ス IIの 分 子 に 結 合 す る 。 提 示 細 胞 上 で TCRが 抗 原 -MHC複 合 体 に 結 合 す る と 、 こ の TCRは 、 適
切 な MHC分 子 と 独 立 し て 結 合 出 来 る CD4あ る い は CD8の い ず れ か の 分 子 に 近 づ く と 信 じ ら れ
て い る 。   ま た 、 TCRは 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル に 特 異 性 を 持 つ ホ ス ホ リ パ ー ゼ を
活 性 化 し て 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -４ ， ５ -ビ ス -ホ ス フ ェ イ ト を 加 水 分 解 す る 。 A
． Weiss et al.， Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 81： 4169（ 1984） ； J． B． Imboden et a
l.， J． Exp． Med.， 161： 446（ 1985） 。 こ れ に よ り 二 つ の 第 二 の メ ッ セ ン ジ ャ ー が 遊 離 す
る 。 す な わ ち 、 １ ） 一 過 性 の Ca2 + 可 動 化 を 実 現 す る イ ン ト シ ト ー ル -１ ， ４ ， ５ -ト リ ス -
ホ ス フ ェ ー ト 、 お よ び 、 ２ ） プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の 強 力 な 活 性 化 物 質 で あ る ジ ア シ ル グ リ
セ ロ ー ル で あ る 。 C． B． Berridge et al.， Nature， 341： 197（ 1989） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
  TCRζ 鎖 の 細 胞 質 領 域 に よ っ て 、 レ セ プ タ ー の 刺 激 を シ グ ナ ル 変 換 経 路 に 充 分 に つ な ぐ
こ と が で き る 。 B． A． Irving et al.， Cell， 64： 891（ 1991） 。 CD8の 細 胞 外 領 域 お よ び
膜 内 外 領 域 と ζ 鎖 の 細 胞 質 領 域 と を キ メ ラ タ ン パ ク 質 に よ っ て つ な ぐ と 、 キ メ ラ タ ン パ ク
質 は CD3  γ 、 δ お よ び ε の 不 存 在 下 で 適 切 な シ グ ナ ル 変 換 経 路 を 活 性 化 さ せ た 。 し た が
っ て 、 ζ の 役 割 は 明 か に TCRを 細 胞 内 シ グ ナ ル 変 換 メ カ ニ ズ ム に つ な ぐ こ と に あ る 。   シ
グ ナ ル 変 換 に 関 連 す る も う 一 組 の タ ン パ ク 質 と し て 、 NF-κ B／ rel転 写 活 性 化 因 子 が あ る
。 NF-κ B転 写 活 性 化 物 質 は 、 複 タ ン パ ク 質 複 合 体 （ multiprotein complex） で あ る 。 NF-
κ B／ rel転 写 活 性 化 因 子 は 、 生 体 内 で 細 胞 が サ イ ト カ イ ン 類 、 二 重 鎖 RNA、 T細 胞 マ イ ト ジ
ェ ン 類 、 DNA破 壊 物 質 類 、 タ ン パ ク 質 合 成 イ ン ヒ ビ タ ー 類 、 寄 生 体 類 、 ウ イ ル ス 類 や ウ イ
ル ス ト ラ ン ス 活 性 化 物 質 類 な ど 極 め て 多 種 の 物 質 に 暴 露 さ れ た と き に 、 直 ち に 防 衛 シ グ ナ
ル 発 現 タ ン パ ク 質 の 合 成 を 誘 導 す る こ と に 専 門 化 さ れ て い る よ う に 見 え る 。 NF-κ Bを 活 性
化 す る 物 質 は 、 細 胞 や 生 体 に シ グ ナ ル を 送 る か 、 あ る い は 脅 威 を 与 え る と 言 う 共 通 の 特 徴
を 備 え て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
  NF-κ Bは 急 速 に 形 質 発 現 を 活 性 化 す る の に 特 に 適 し て い る 。 そ の 理 由 は 、 （ ｉ ） 新 し く
タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 必 要 が な い 、 （ ii） 簡 単 な 解 離 反 応 で 活 性 化 を 開 始 す る 、 （ iii） N
F-κ Bは 細 胞 質 － 核 シ グ ナ ル に 有 効 に 参 加 し て い る 、 そ し て 、 （ iv） 強 力 な ト ラ ン ス 活 性
化 物 質 で あ る こ と で あ る 。   NF-κ Bは 、 T細 胞 成 長 因 子 で あ る イ ン タ ー ロ キ ン ２ と そ の 高
親 和 性 レ セ プ タ ー の 成 分 の 誘 導 可 能 な 発 現 に 関 与 し て お り 、 NF-κ Bが 成 長 調 節 因 子 で あ る
こ と を 示 唆 し て い る 。 事 実 、 T細 胞 の 繁 殖 状 態 と NF-κ Bの 活 性 状 態 と の 間 に は か な り の 相
関 関 係 が あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
  三 つ の タ ン パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 即 ち 、 IkBと p50と p65が 、 NF-κ Bの 生 物 機 能 を 管 理 し
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て い る 。 IkBは 、 NF-κ Bの DNA結 合 を 抑 制 し 、 刺 激 さ れ て い な い 細 胞 の 細 胞 質 に お い て 誘 導
可 能 の 形 で NF-κ Bを 保 持 す る 35～ 43kDaの サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る 。 細 胞 が 刺 激 さ れ る と 、 p65
お よ び p50と の 不 活 性 複 合 体 か ら 、 IkBが 解 離 す る 。 遊 離 し た p50-p65複 合 体 ヘ テ ロ ダ イ マ
ー は 、 核 に 移 行 し て 遺 伝 子 を ト ラ ン ス 活 性 化 す る 。 T細 胞 系 と 骨 髄 腫 （ myeloma） 細 胞 系 の
ハ イ ブ リ ッ ド に お け る 、 IL-2レ セ プ タ ー α 遺 伝 子 の 構 造 性 発 現 （ constitutive expressio
n） は 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 存 在 に の み 依 存 す る 。 p65だ け が IkBを 結 合 す る よ う で あ る 。 細
胞 内 で 、 IkB、 p65、 ま た は そ の 両 方 の う ち ど れ か を 修 飾 す る こ と に よ り 、 IkBを 遊 離 さ せ
る こ と が で き た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
  Relタ ン パ ク 質 は 、 転 写 活 性 化 物 質 で あ る と 考 え ら れ 、 ま た p50と ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成
す る こ と が で き 、 さ ら に 、 kBモ チ ー フ を 認 識 す る 配 列 特 異 性 の DNA結 合 タ ン パ ク 質 で あ る
。 IkBは 、 た が い に 相 同 性 を 持 ち 、 細 胞 内 で 類 似 す る 役 割 を 果 た し て い る タ ン パ ク 質 群 の
一 物 質 で あ る 。 p50と p65と は 両 方 と も 、 relタ ン パ ク 質 お よ び 背 （ dorsal） タ ン パ ク 質 と
相 同 で あ る 。 IkB群 と rel群 は 、 細 胞 質 ま た は 核 の シ グ ナ ル に 関 与 す る こ と で 知 ら れ て い る
互 い に 関 連 す る タ ン パ ク 質 か ら な っ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
  転 写 活 性 化 物 質 NF-κ Bと 、 こ の 物 質 と relタ ン パ ク 質 の 関 係 に つ い て の 資 料 は 、   Baeue
rie， P． A． （ 1991） ” The inducible transcription activator NF-κ B　 regulation by
 distinct protein subunits” ， Biophysica Acta 1072： 63-80を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
  治 療 の 一 形 態 と し て の 化 学 療 法 は 、 癌 の 全 て の タ イ プ に は 効 果 を も つ こ と は で き な か っ
た 。 こ れ に 代 わ る 形 態 の 治 療 と し て の 免 疫 療 法 の 臨 床 実 験 に お い て 、 最 も 興 味 の 対 象 と な
っ た の は 免 疫 反 応 の 仲 介 因 子 の 同 定 と 単 離 で あ っ た 。 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ （ IL-2
） や ヘ ル パ ー T細 胞 が 産 生 す る リ ン フ ォ カ イ ン な ど の 生 物 反 応 仲 介 因 子 は 、 生 体 内 で も 、
ま た 生 体 外 で も IL-2レ セ プ タ ー を 保 持 す る T細 胞 の 成 長 を 刺 激 す る 。 さ ら に 、 ナ チ ュ ラ ル
キ ラ ー （ NK） 細 胞 の 抗 腫 瘍 機 能 を 活 性 化 （ 増 進 ） す る （ Lotze et al． 1981） 。 ま た 、 NK
細 胞 は 、 ζ 鎖 を 発 現 す る 。 IL-2を 含 有 す る 上 澄 み 液 中 で 静 止 リ ン パ 球 を ３ な い し ４ 日 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 健 康 細 胞 を 損 な わ な い で 、 新 鮮 な 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 を 仲 介 す る こ と が
で き る リ ン パ 球 が 生 成 す る 。 こ の 溶 菌 細 胞 は リ ン フ ォ カ イ ン 活 性 化 キ ラ ー （ LAK） 細 胞 と
名 付 け ら れ て い る 。 I． Yron et al.， J． Immunol.， 125： 238（ 1980） ； M． T． Lotze et 
al.， Cancer Res.， 41： 4420（ 1981） ； お よ び S． A． Rosenberg et al.， J． Natl． Cance
r Inst.， 75： 595（ 1985） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
  Tリ ン パ 球 を 活 性 化 し て Ｔ 活 性 化 キ ラ ー 細 胞 （ T-AK） を 生 成 す る 方 法 は 、 白 血 球 泳 動 （ I
eukophoresis） ま た は 末 梢 血 液 か ら リ ン パ 球 を 採 取 し 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ MAb） に よ
り 抗 CD3な ど の T細 胞 表 面 レ セ プ タ ー （ 可 溶 ま た は 固 相 結 合 ） に 対 し て こ の 細 胞 を 刺 激 す る
こ と よ り な る 。 T細 胞 は IL-2な ど の サ イ ト カ イ ン 類 一 種 以 上 を 添 加 し て 刺 激 す る こ と が で
き る し 、 ま た 添 加 し な く と も 刺 激 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 先 ず T細 胞 を 精 製 し て
か ら 、 MAbに よ り 表 面 レ セ プ タ ー に 対 し て 刺 激 す る こ と も で き る 。 T-AK細 胞 の 実 験 結 果 で
は 、 CD8 + 細 胞 の た め 培 養 基 中 に MHCに 制 限 さ れ な い 細 胞 溶 解 作 用 が 認 め ら れ る こ と が 立 証
さ れ て い る 。 P． M． Anderson et al.， J． Immunol.， 142： 1383（ 1989） ； C． M． Loeffle
r et al.， Cancer Res.， 51： 2127（ 1991） 。 Tリ ン パ 球 を 改 良 し て 免 疫 反 応 性 を も た せ る
こ と が で き る 能 力 、 お よ び 、 新 鮮 な 自 己 由 来 、 同 系 （ syngeneic） 、 ま た は 同 種 異 系 の ナ
チ ュ ラ ル キ ラ ー （ NK） 細 胞 耐 性 腫 瘍 細 胞 は 溶 解 す る が 正 常 な 細 胞 は 溶 解 し な い 能 力 を IL-2
が 持 っ て い る こ と か ら 、 自 己 由 来 養 子 免 疫 療 法 （ autologous adoptive immunotherapy）
な ど の 細 胞 移 行 療 法 が 開 発 さ れ る こ と と な っ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
  代 表 的 な 養 子 免 疫 療 法 と し て は 、 免 疫 活 性 細 胞 を 個 体 に 投 与 し て 癌 の 縮 小 あ る い は 管 理
な ど の 有 益 な 免 疫 効 果 を 与 え よ う す る も の が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 活 性 細 胞 の 代 表 的 な 採 取 方
法 は 、 自 己 由 来 療 法 の 場 合 は 患 者 本 人 か ら 、 同 種 異 系 療 法 の 場 合 は 患 者 以 外 の 人 か ら 静 脈
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穿 刺 法 、 あ る い は 白 血 球 泳 動 法 で 採 取 す る 。 こ の よ う に し て 採 取 し た リ ン パ 球 を 培 養 し て
数 を 増 や し 、 抗 腫 瘍 作 用 を 活 性 化 し て か ら 、 注 入 に よ り 患 者 に 戻 し て や る 。 現 在 の と こ ろ
養 子 免 疫 療 法 で は 、 試 験 管 内 で 細 胞 数 を 増 加 さ せ た 後 に 、 注 入 に よ り 患 者 に 戻 す こ と に 大
き な 努 力 が 払 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
  健 康 な 実 験 動 物 か ら 癌 性 腫 瘍 を 持 つ 動 物 に 免 疫 活 性 細 胞 を 移 行 す る 実 験 を 行 っ た が 、 養
子 免 疫 療 法 は 一 部 の 腫 瘍 モ デ ル で 高 い 奏 効 率 で 抗 腫 瘍 効 果 を 認 め た 。 ネ ズ ミ を 用 い る 動 物
実 験 に お い て 、 IL-2と LAKと を 併 用 し た と こ ろ 各 種 の 悪 性 腫 瘍 の 治 療 に 効 果 が 認 め ら れ た
。 ま た 、 IL-2で 治 療 後 LAK細 胞 を 移 行 す る と 生 体 内 で 繁 殖 す る 。 確 認 さ れ て い る 転 移 癌 を
持 つ 患 者 を 選 別 し て 行 っ た 臨 床 実 験 で は 、 LAKと IL-2と の 併 用 、 あ る い は IL-2の 単 独 投 与
で 疾 患 の 回 帰 の 仲 介 に 効 果 が あ る こ と が 立 証 さ れ て い る 。 S． A． Rosenberg， ” Immunothe
rapy of Patients with Advanced Cancer Using Interleukin-2 Alone or in Combinatio
n With Lymphokine Activated Killer Cells， ” in Important Advances in OncoIogy 19
88： J． B． Lippincott Co.， 217， （ 1988） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
  し か し な が ら 、 療 法 に 多 数 の 細 胞 が 必 要 で あ る こ と 、 細 胞 を 培 養 し て LAK活 性 を 発 現 す
る た め に は 大 量 の 培 養 基 と 多 大 の 時 間 を 必 要 と す る こ と 、 所 望 の 治 療 効 果 の た め に は 充 分
な LAK活 性 を 長 時 間 維 持 し な け れ ば な ら な い こ と 、 さ ら に は 治 療 に よ る 副 作 用 の た め 、 養
子 免 疫 療 法 は 限 ら れ た 成 功 し か 収 め る こ と が で き な か っ た 。 養 子 免 疫 療 法 の 効 率 増 進 の た
め 、 試 験 管 内 培 養 方 法 が 改 良 さ れ て き た 。 抗 原 レ セ プ タ ー 複 合 体 CD3（ 抗 CD3 MAb） に 対 し
て IL-2お よ び ／ ま た は モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 中 で 細 胞 を 培 養 す る と 、 多 数 の T細 胞 の 繁 殖 が
誘 導 さ れ て 抗 腫 瘍 活 性 が 増 殖 す る こ と が 分 か っ た 。 P． M． Anderson et al.， J． Immunol.
， 27： 82（ 1988） ； P． M． Anderson et al.， J． Immunol.， 142： 1383（ 1989） ； お よ び A
． C． Ochoa et al.， Cancer Res.， 49： 963（ 1989） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
  腎 臓 線 癌 の ネ ズ ミ RENCAモ デ ル に お い て 、 IL-2活 性 化 キ ラ ー 細 胞 と 化 学 療 法 を 併 用 し て
あ る 程 度 の 腫 瘍 の 縮 小 効 果 を 挙 げ た が 、 こ の 効 果 は サ イ ト カ イ ン が 仲 介 し た こ と が 疑 わ れ
た 。 Wiltrout， Progress in Neuro Endocrin Immunology， 4： 154（ 1991） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
  生 体 内 で 抗 腫 瘍 メ カ ニ ズ ム を 活 性 化 し よ う と し て 、 限 ら れ た 成 功 を 収 め た 。 高 い 投 与 量
の IL-2を 服 用 し た 小 数 の 患 者 に 治 療 効 果 が あ っ た が 、 著 し い 毒 性 が 認 め ら れ た 。 抗 腫 瘍 CD
3モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 単 独 を マ ウ ス に 直 接 注 入 す る と 、 非 特 異 性 の 抗 腫 瘍 機 能 が 抑 制 さ れ
る 。 D． W． Hoskin etal.， Cancer Immunol Immunother.， 29： 226（ 1989） 。 ネ ズ ミ モ デ
ル で 肯 定 的 な 成 績 を 得 た の で 、 人 に 抗 CD3の 直 接 注 入 を 行 っ た 。 OKT3と 名 付 け ら れ て い る
抗 CD3 MAbを 投 与 さ れ た 患 者 は 、 生 体 内 で 若 干 の T細 胞 の 活 性 化 を 経 験 し た が 、 こ の 静 注 OK
T3の 毒 性 は 、 免 疫 効 果 を 示 し 始 め る 前 の 低 用 量 で 最 高 耐 薬 量 （ MTD） に 達 し て し ま っ た 。 W
． Urba et al.， ， March 1991。 こ の 毒 性 の 大 部 分 は 遊 離 OKT3に 原 因 が あ る と
信 じ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
  単 独 投 与 形 態 の 治 療 が 適 切 で な い の で 、 相 乗 作 用 を 検 索 し た 。 フ ラ ボ ン 酢 酸 （ Flavone 
acetic acid： FAA） は 、 サ イ ト カ イ ン 誘 導 の 合 成 薬 剤 で 、 IL-2と の 併 用 で ネ ズ ミ の RENCA
腫 瘍 を 縮 小 す る 相 乗 効 果 が 認 め ら れ て い る 。 し た が っ て 、 サ イ ト カ イ ン 誘 導 物 質 で あ る フ
ラ ボ ノ イ ド を IL-2と 併 用 す る こ と に よ る 抗 腫 瘍 効 果 に 期 待 す る こ と が で き る 。 FAAは 生 物
反 応 モ デ フ ァ イ ア ー （ BRM） で 、 全 身 的 に ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ NK） 細 胞 の 作 用 を 増 強 し 、 I
L-2と の 相 乗 効 果 に よ っ て 進 行 し た RENCAの 治 療 に 効 果 が あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 Wilt
rout et al.， J． Immunol.， 140： 3261（ 1988） ； U． S． Patent No． 5， 096,707お よ び No
． 5,061,488。 FAAに よ っ て 誘 導 さ れ た サ イ ト カ イ ン 類 （ TNF、 α -IFN、 お よ び γ -IFN） は
、 治 療 上 、 rIL-2と の 相 乗 効 果 に 関 与 し て い る と さ れ て き た 。 CD8 + -Tリ ン パ 球 は 、 こ の 相
乗 効 果 を 仲 介 す る 上 で 重 要 で あ る 。 FAAは 試 験 管 内 で サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 を 誘 発 す る 。 こ
の モ デ ル で は 、 RENCA腫 瘍 の 進 行 中 に 免 疫 抑 制 性 T細 胞 が 誘 導 さ れ て い る 。 Gregarian et a
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l.， Cancer Immunol． Immuother 31： 325， 31： 335（ 1990） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
  各 種 の in vitro試 験 に よ る と 、 腫 瘍 を 持 つ 宿 主 の Tリ ン パ 球 は 免 疫 機 能 が 低 下 し て い る
。 R． Lafreniere et al.， J． Surg． Oncol.， 43： 8（ 1990） ； R． J． North et al.， J． E
xp． Med.， 159： 1295（ 1984） ； M． Sarzotti et al.， Int． J． Cancer， 39： 118（ 1987）
。 末 梢 血 液 リ ン パ 球 の 免 疫 感 度 が 低 下 す る 前 に 、 腫 瘍 に 浸 潤 し て い る Tリ ン パ 球 が 自 系 ま
た は 同 種 異 系 の い ず れ の 腫 瘍 細 胞 に 対 し て も 乏 し い 細 胞 毒 性 し か 示 し て い な い こ と が 観 察
さ れ て い る 。 E． F． Klein et al.， 1980， In： Contemporary Topics in Immunology， I．
P． Witz and M． G． Hanna， Jr.， eds． Plenum Press， N． Y.， p 79-107； B． M． Vose et 
al.， J． Cancer， 44： 846（ 1981） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
  腫 瘍 を 持 つ 宿 主 由 来 の T細 胞 免 疫 感 度 が 低 下 し て い る 分 子 的 な 根 拠 は 、 明 白 で は な い 。
サ プ レ ッ サ ー リ ン パ 球 が 発 生 す る の で T細 胞 の 免 疫 感 度 が 低 下 す る と 提 案 さ れ た こ と が あ
っ た 。 S． B Mizel et al.， Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 77： 2205（ 1980） ； C． C． Tin
g et al.， Int． J． Cancer， 24： 644（ 1979） 。 感 度 が 高 い T細 胞 ク ロ ー ン の 欠 失 が 原 因 で
あ る と 言 わ れ た こ と も あ っ た 。 S． Webb et al.， Cell， 63： 1249（ 1990） 。 さ ら に 、 T細
胞 の ア ネ ル ギ ー が 誘 導 さ れ る 結 果 と し て 、 T細 胞 の 免 疫 感 度 が 低 下 す る と 提 案 さ れ た こ と
も あ っ た 。 M． K． Jenkins et al.， J． Exp． Med.， 165： 302（ 1987） 。 さ ら に ま た 、 抗 原
提 示 の 変 更 に よ っ て 免 疫 反 応 に 大 き な 変 化 が 起 こ り 、 そ の 結 果 CD4 + ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 の
反 応 が 適 正 で な く な る こ と も 示 唆 さ れ た 。 上 記 の 諸 説 に 加 え て そ の 後 、 サ イ ト カ イ ン 遺 伝
子 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 腫 瘍 細 胞 は 、 抗 腫 瘍 保 護 反 応 を 誘 導 し 、 そ の 結 果 免 疫 学
上 の 記 憶 反 応 と な る こ と が 観 察 さ れ る よ う に な っ た 。 E． R． Fearon et al.， Cell， 60： 3
97（ 1990） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
  in vivo腫 瘍 モ デ ル に お い て 、 名 称 を MCA-38と し た ネ ズ ミ 結 腸 癌 を 皮 下 に 埋 没 し た と こ
ろ 、 移 植 片 が 進 行 的 に 成 長 し （ ＞ 26日 ） 、 CD8 + Tリ ン パ 球 の 溶 解 機 能 と mRNAの 腫 瘍 壊 死 因
子 α （ TNF-α ） 、 グ ラ ン ザ イ ム B（ granzyme B） に 対 す る 発 現 と が 互 い に 結 び 付 き な が ら
低 下 し 、 移 行 し た 養 子 細 胞 の in vivo抗 腫 瘍 効 果 を 仲 介 す る 能 力 も 失 わ れ て し ま っ た 。 （ L
oeffler et al.， 1992， J． Immunol.， 149： 949） 。 し か し な が ら 、 CD4 + の 繁 殖 、 リ ン フ
ォ カ イ ン 産 生 、 お よ び リ ン フ ォ カ イ ン レ セ プ タ ー の 調 節 の グ レ ー ド ア ッ プ に つ い て は 、 健
康 ネ ズ ミ と 腫 瘍 を 持 つ ネ ズ ミ と の 間 に 差 は な か っ た 。 サ プ レ ッ サ ー 機 能 を 有 す る 細 胞 は 検
出 さ れ な か っ た し 、 ま た 腫 瘍 を 持 つ ネ ズ ミ と MCA-38腫 瘍 細 胞 か ら 採 取 し た リ ン パ 球 の 何 れ
か ら も 形 質 転 換 成 長 因 子 β （ TGF-B） の 産 生 が 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
  リ ン フ ォ カ イ ン 類 の 注 入 お よ び ／ ま た ま 養 子 免 疫 療 法 に よ っ て 免 疫 異 常 患 者 の 免 疫 反 応
を 増 大 さ せ よ う と す る 試 み は 、 不 安 定 で 限 ら れ た も の で は あ る が 一 応 の 成 功 を 収 め teき た
。 こ の タ イ プ の 治 療 は 、 方 法 を 改 良 す る 必 要 が あ る 。 免 疫 抑 制 症 患 者 の 免 疫 系 を 効 果 的 な
タ イ ミ ン グ で 増 強 す る こ と が で き る よ う に 、 免 疫 抑 制 の 進 行 を 測 定 す る 効 果 的 な 方 法 が 必
要 で あ る 。 ま た 、 患 者 の 免 疫 抑 制 の 程 度 を 見 積 っ て 、 治 療 に 対 す る 患 者 の 反 応 を 正 確 に 予
想 す る 方 法 が 必 要 で あ る 。 こ う す る と 、 系 統 立 っ た 患 者 の 療 法 を 開 発 す る こ と が で き る 。
さ ら に ま た 、 臨 床 医 が 患 者 の Tリ ン パ 球 は 活 性 化 で き る も の で あ る か 、 そ う だ と す れ ば 、
自 系 の 養 子 免 疫 療 法 が 効 果 的 で あ る の か を 決 定 す る 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
  ま た 、 疾 患 の 進 行 中 に Tリ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 状 態 を 回 避 あ る い は 逆 転 し て 、 患 者 に T細 胞
免 疫 反 応 を 発 生 さ せ た り 、 増 強 す る 方 法 の 必 要 が あ る 。 免 疫 抑 制 剤 お よ び 免 疫 抑 制 を 逆 転
し た り 、 阻 害 す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
  腫 瘍 の 存 在 、 特 に 癌 の 発 生 を 初 期 段 階 で 検 出 し 、 治 療 効 果 を 増 進 す る 方 法 の 必 要 が あ る
。 疾 患 の 病 期 を 判 定 す る 改 良 法 が あ れ ば 、 容 易 に 最 適 の タ イ プ の 治 療 を 選 択 す る こ と が で
き る 。 ま た 、 臨 床 実 験 開 始 前 、 さ ら に 開 始 後 も 臨 床 実 験 の 補 助 手 段 と し て 治 療 タ イ プ の 効
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果 を チ ェ ッ ク す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
  本 発 明 は 、 免 疫 抑 制 お よ び 例 え ば 癌 と い っ た 一 般 に 免 疫 抑 制 を 特 徴 と す る 疾 患 の 検 出 、
モ ニ タ ー リ ン グ 、 及 び 逆 転 の 技 術 に お け る 制 限 を 解 消 し よ う と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

  本 発 明 は 、 部 分 的 に は 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト に 関 連 す る 各 種 タ ン パ ク 質 類 の 発 現 の 水 準 や
、 Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 （ signal transduction pathway） 、 NF-κ B/relを 変 化 さ せ
る こ と が で き る 可 溶 性 免 疫 抑 制 因 子 の 同 定 に 関 す る 。 発 現 の パ タ ー ン に は 、 存 在 の 減 少 （
reduced presence） 、 切 断 （ truncation） な ど の タ ン パ ク 質 構 造 の 改 変 を 含 み 、 細 胞 ま た
は 一 以 上 の 無 細 胞 系 中 に タ ン パ ク 質 が 存 在 す る こ と 、 不 存 在 で あ る こ と を 含 む も の と す る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
  「 因 子 」 と は 、 免 疫 抑 制 を 持 つ 哺 乳 動 物 由 来 の 血 清 中 に 存 在 し 、 TCR関 連 タ ン パ ク 質 類
の 発 現 を 変 え る こ と が で き る 組 成 物 で あ る 。 因 子 は 腫 瘍 細 胞 培 養 物 の 一 部 の 上 澄 み 液 中 に
存 在 す る 。 「 因 子 」 な る 語 に は 、 上 記 の 血 清 ま た は 上 澄 み 液 か ら 単 離 ま た は 精 製 し た た め
に 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 免 疫 を 抑 制 す る 性 質 と TCRタ ン パ ク 質 を 改 変 す る 性 質 を 持 っ て い
る サ ブ コ ン ポ ー ネ ン ト （ subcomponent） を 含 め る も の と す る 。 タ ン パ ク 質 発 現 の パ タ ー ン
は 、 TCRレ セ プ タ ー 、 Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 、 お よ び NF-κ B/relを 弱 体 化 し て い る 一
種 以 上 の タ ン パ ク 質 類 に お い て 改 変 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
  免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い 哺 乳 動 物 や 、 免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い 哺 乳 動 物 の 細 胞 培 養 物 、
あ る い は 免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い 哺 乳 動 物 の 特 徴 で あ る タ ン パ ク 質 水 準 を 特 徴 と し て い る
細 胞 の 培 養 物 か ら 由 来 す る 細 胞 培 養 物 に お け る タ ン パ ク 質 の 特 徴 的 な レ ベ ル と 比 較 し て 、
TCRレ セ プ タ ー を 含 む 特 定 の タ ン パ ク 質 や 、 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 特 定 の タ ン パ ク 質 の 発 現
レ ベ ル は 、 免 疫 抑 制 哺 乳 動 物 に お い て 、 低 下 し て い る の が 普 通 で あ る 。 し か し な が ら 、 本
発 明 の 一 態 様 で あ る こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 相 互 に 関 連 し て い る 複 雑 な 免 疫 シ ス テ
ム の 一 部 で あ る 。 こ の シ ス テ ム の タ ン パ ク 質 一 個 が 混 乱 し て も 、 他 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル
に 色 々 な 態 様 で 影 響 し 、 つ ま り 、 や が て 特 定 の 時 点 で こ の レ ベ ル を 上 昇 さ せ た り 、 低 下 さ
せ た り す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
  重 要 な の は 、 免 疫 シ ス テ ム の 少 な く と も 一 つ の タ ン パ ク 質 レ ベ ル が こ の シ ス テ ム の 作 用
を 混 乱 さ せ る 程 度 ま で 低 下 す る と 、 シ ス テ ム が 抑 制 さ れ る 、 つ ま り 健 康 な 哺 乳 動 物 が 特 徴
と す る 免 疫 機 能 を 達 成 す る の に 必 要 な 作 用 が で き な く な っ て し ま う 。 抑 制 の 程 度 は い ろ い
ろ あ る が 、 普 通 、 抑 制 が 著 し く な る に つ れ て 、 よ り 重 篤 な 臨 床 上 の 問 題 に 結 び 付 い て 行 く
。 さ ら に 、 免 疫 抑 制 が 進 行 し て 行 く に つ れ て 、 ま す ま す 多 く の タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 変 化 し
て 行 く 。 本 発 明 に お い て い は 、 免 疫 抑 制 進 行 の 指 標 と し て 、 一 個 の 特 定 タ ン パ ク 質 が 相 対
応 し て 減 少 す る 反 面 、 複 数 の タ ン パ ク 質 は 免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い 状 態 か ら 脱 却 す る 。 普
通 、 一 部 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 上 昇 し て 、 一 部 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 低 下 す る 。 例 え ば 、
CD3ζ が 減 少 し 、 FCε γ が 増 加 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
  本 発 明 に お い て 免 疫 抑 制 因 子 の 存 在 下 で 増 加 す る タ ン パ ク 質 の 例 と し て 、 TCRの サ ブ ユ
ニ ッ ト が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 に は CD3ζ と CD3γ が あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
  CD3ζ レ ベ ル が 低 下 す る に つ れ て 上 昇 す る タ ン パ ク 質 、 発 現 が 逆 の 相 関 関 係 に あ る も の
の 例 と し て は 、 IgEレ セ プ タ ー に 関 連 し た タ ン パ ク 質 で あ る Fcε γ が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明
の 方 法 に よ る Fcε γ タ ン パ ク 質 の コ ン ト ロ ー ル に よ っ て 、 増 加 し た Fcε γ を ス ク リ ー ニ ン
グ し た り 、 こ の 増 加 を 抑 制 す る 薬 剤 の 選 択 に 有 用 で あ り 、 し た が っ て 、 ア レ ル ギ ー 反 応 を
コ ン ト ロ ー ル で き る よ う に な り う る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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  免 疫 抑 制 因 子 の 存 在 下 で 減 少 す る タ ン パ ク 質 の も う 一 つ の 例 と し て 、 シ グ ナ ル 変 換 経 路
タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 こ の タ ン パ ク 質 に は 、 Src系 酵 素 な ど の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 特
に Fynと lckな ら び に PLCγ お よ び GAPタ ン パ ク 質 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
  NK-κ B/rel系 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 、 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 、 あ る い は
タ ン パ ク 質 転 写 因 子 の パ タ ー ン は 、 腫 瘍 、 す な わ ち 免 疫 抑 制 状 態 と 結 び つ い た 疾 患 の 存 在
下 で 変 化 す る 。 こ れ に 関 連 す る パ タ ー ン と し て は 、 腫 瘍 が な く 免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い 状
態 の 哺 乳 動 物 に 見 い だ さ れ る 異 な る タ ン パ ク 質 成 分 の 存 在 、 不 存 在 、 お よ び 免 疫 が 抑 制 さ
れ て お ら ず 、 腫 瘍 も な い 状 態 の 特 性 と は 異 な る 、 分 子 量 な ど の 特 性 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ
た 各 種 関 連 化 合 物 の 存 在 、 不 存 在 が 挙 げ ら れ る 。 NF-κ B/rel因 子 と 分 子 量 な ど の 特 性 の 存
在 、 不 存 在 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 方 法 に よ り 測 定 す る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 ウ ェ ス タ
ー ン 法 、 ゲ ル シ フ ト 分 析 お よ び UV架 橋 分 析 （ UV-crosslinking analysis） が あ る 検 定 に 、
例 え ば 脾 臓 か ら 採 取 し た リ ン パ 球 製 剤 を 使 用 す る 場 合 に は 、 短 時 間 培 養 す る こ と が 好 ま し
い 。 本 発 明 の 可 溶 性 免 疫 抑 制 因 子 は 、 腫 瘍 を 持 つ 哺 乳 動 物 の 血 清 に 存 在 す る こ と を 、 も う
一 つ の 特 性 と す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
  腫 瘍 細 胞 を 培 養 し た 上 澄 み 液 が 、 正 常 リ ン パ 球 の in vitro細 胞 毒 性 作 用 を 抑 制 す る こ と
が 証 明 さ れ て い る 。 こ の 培 養 物 の 例 と し て は MCA-38と MBL-2を あ げ る こ と が で き る 。 し た
が っ て 、 こ の 因 子 が 腫 瘍 保 持 源 か ら 誘 導 さ れ る 哺 乳 動 物 細 胞 製 剤 か ら 単 離 精 製 さ れ た も の
で あ り う る 。 こ の 因 子 は 、 腫 瘍 発 生 後 一 定 期 間 を 置 い て か ら 採 取 す る こ と が 可 能 で あ る 。
腫 瘍 発 生 後 の 期 間 が 長 け れ ば 長 い ほ ど 、 因 子 採 取 の 可 能 性 が 高 い 。 腫 瘍 は 一 以 上 発 生 し て
い る 場 合 も あ る 。 ど の く ら い の 期 間 を 置 け ば 因 子 採 取 が 可 能 と な る か に つ い て は 、 哺 乳 動
物 の タ イ プ 、 腫 瘍 の タ イ プ 、 お よ び 悪 性 腫 瘍 の 状 態 に 関 連 す る 要 因 に よ っ て 異 な る 。 例 え
ば 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 腫 瘍 系 の 場 合 、 発 生 後 少 な く と も 26日 で 、 可 溶 性 因 子 を マ ウ ス か
ら 採 取 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
  可 溶 性 因 子 は 、 哺 乳 動 物 の 血 清 を 含 む 生 物 標 本 か ら も 採 取 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、
細 胞 、 例 え ば MCA-38系 、 あ る い は MBL-2系 の 細 胞 を 培 養 し た 上 澄 み 液 か ら も 採 取 す る こ と
が で き る 。 こ れ ら の 細 胞 系 は 本 明 細 書 で 説 明 す る 用 途 に つ い て 、 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
  哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 一 般 的 方 法 は 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 、
ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 を 少 な く と も 一 種 選 択 し て 、 こ れ か ら 哺
乳 動 物 リ ン パ 球 製 剤 を 精 製 し 、 こ の 製 剤 の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 し 、 同 一 の 種 類 の 哺 乳 動 物
の 健 康 な 、 即 ち 免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い 個 体 の タ ン パ ク 質 を 選 択 し 、 こ れ に 特 徴 的 な 発 現
の レ ベ ル と 試 験 サ ン プ ル の 発 現 の レ ベ ル と を 比 較 す る 各 ス テ ッ プ か ら な る 。 本 発 明 の 実 施
に 好 適 な TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 は 、 CD3ζ と CD3γ で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 実 施 に 好
適 な シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 は 、 Src系 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ p56 l c k お よ び p59 f y n と P
LCγ お よ び GAPの タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
  正 常 状 態 か ら 悪 性 状 態 ま で の 進 行 と 直 接 に 結 び 付 く タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル の 変 化 の 例
と し て は 、 CD3γ が 減 少 し 、 CD3ζ 鎖 を 完 全 に 欠 失 す る T細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー （ TCR） が 挙 げ
ら れ る 。 後 者 の 鎖 は Fcε γ 鎖 に 変 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
  正 常 状 態 か ら 悪 性 状 態 ま で の 進 行 と 結 び 付 く リ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 発
現 の レ ベ ル の 変 化 の 例 と し て は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 発 現 の 減 少 を 含 め る も の と す る 。 代 表
的 な 一 態 様 に お い て は 、 p56 l c k 、 p59 f y n 、 PLCγ お よ び GAPは 、 正 常 レ ベ ル と 比 較 し て 減 少
す る 。 ど の 個 体 に お い て も 、 一 以 上 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 変 化 す る こ と が あ る 。 悪 性 が 進
行 す る に つ れ て 、 一 般 に 、 よ り 多 く の タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 変 わ っ て 行 く よ う に な る 。 疾 患
が 異 な る と 、 変 化 の 出 現 順 序 も 変 わ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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  こ の 例 で 見 い だ さ れ る 変 化 は 、 腫 瘍 を 持 た な い 実 験 動 物 ま た は ヒ ト と 比 較 し て 、 腫 瘍 を
持 つ マ ウ ス 、 お よ び ヒ ト の 両 方 に 観 察 さ れ る 。 一 般 に 、 相 関 関 係 を 持 つ 反 応 、 即 ち 、 パ タ
ー ン が 悪 性 状 態 の 進 行 と 結 び 付 い て い る も の で あ る が 、 正 常 な TCR複 合 タ ン パ ク 質 発 現 レ
ベ ル の 変 化 が 少 な く と も 一 つ 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
  免 疫 抑 制 状 態 、 即 ち 腫 瘍 を 持 っ て い る 状 態 に 関 す る 検 定 方 法 と し て 、 NF-κ B/rel系 の 転
写 因 子 の パ タ ー ン が あ る 。 こ の 例 で 対 象 と す る タ ン パ ク 質 類 は 、 c-rel、 p65、 お よ び p50
で あ る 。 あ る 異 常 な 条 件 下 で は 、 こ れ ら 三 つ タ ン パ ク 質 の 全 て が 存 在 し な い 。 他 の 条 件 下
で は 、 一 つ か 、 二 つ だ け が 存 在 し な い 。 さ ら に 他 の 異 常 条 件 下 で は 、 新 し い 形 態 の タ ン パ
ク 質 が 正 常 状 態 の 形 態 に と っ て か わ る 。 哺 乳 動 物 の 一 種 か ら 採 取 し た 比 較 が で き る 細 胞 サ
ン プ ル と の 間 で 比 較 す る こ と が 好 ま し い 。 p50は 、 腫 瘍 を 持 た な い 哺 乳 動 物 の Tリ ン パ 球 製
剤 の 核 成 分 で あ る が 、 例 え ば 、 マ ウ ス の RENCA腫 瘍 の 存 在 下 で は 、 こ の p50は 姿 を 消 し て し
ま い 、 （ ウ エ ス タ ン 法 に よ る 測 定 で 、 分 子 量 お の お の 48及 び 44KDと 見 積 ら れ て い る タ ン パ
ク 質 ） p48と p44と に と っ て 代 わ ら れ る 。 新 し い 形 態 の タ ン パ ク 質 は 、 単 に 大 型 の 形 態 の も
の を N末 端 で 切 断 し た だ け で 、 置 き 換 え ら れ る 分 子 量 の 大 き な 形 態 と 互 い に 類 縁 関 係 に あ
る よ う に 見 え る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
  免 疫 抑 制 に よ っ て 影 響 さ れ た 発 現 の レ ベ ル と タ ン パ ク 質 の パ タ ー ン に よ っ て 、 癌 患 者 の
病 期 判 定 と 評 価 を 行 う 。 病 期 判 定 と 評 価 の 結 果 か ら 免 疫 療 法 の 成 否 を 予 想 す る 。 TCRサ ブ
ユ ニ ッ ト の タ ン パ ク 質 レ ベ ル 、 シ グ ナ ル 変 換 経 路 、 お よ び NF-κ B/relタ ン パ ク 質 類 に よ っ
て 、 こ の 目 的 に 必 要 な 情 報 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 療 法 に 対 す る 細 胞 の in vitro反 応 に よ っ
て 、 治 療 効 果 、 あ る い は 細 胞 の 免 疫 強 度 、 あ る い は こ の 両 者 の 相 関 関 係 を 予 想 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
  本 発 明 の 一 態 様 は 、 TCRレ セ プ タ ー 、 シ グ ナ ル 変 換 、 ま た は NF-κ B/relタ ン パ ク 質 類 の
変 化 を 検 定 す る こ と に よ り 、 患 者 が 自 系 養 子 免 疫 療 法 （ autologous adaptive immunother
apy） を 活 性 化 で き る Tリ ン パ 球 を 持 っ て い る こ と を 確 認 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
こ の 方 法 は 、 免 疫 抑 制 評 価 の 対 象 患 者 か ら 得 た リ ン パ 球 調 製 物 を 用 い て 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ
ト タ ン パ ク 質 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 一 種 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 内 の あ る タ
ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル 、 あ る い は NF-κ B/relタ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 種 の パ タ ー ン を 測
定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
  本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル の 定 量 法 は 、 発 現 比 率 よ り な る 。 但 し 、 こ れ に 類
似 す る 方 法 は 、 本 発 明 の 一 部 と す る 。 発 現 比 率 と は 、 計 測 し た Tリ ン パ 球 の 総 数 に 対 す る
特 定 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る Tリ ン パ 球 の 数 の 比 率 の こ と を い う 。 タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル
を 、 健 康 な 、 即 ち 免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い ヒ ト の 正 常 な 特 定 タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル と 比 較
す る 。 本 発 明 の も う 一 つ の タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル 定 量 法 は 、 例 え ば Tリ ン パ 球 の 、 生 物 標
本 か ら 単 離 し た 総 タ ン パ ク 質 量 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 量 を 数 式 で 表 示 す る も の で あ る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
  NF-κ B/rel系 の 転 写 因 子 の パ タ ー ン に つ い て は 、 分 子 量 成 分 の 存 在 、 不 存 在 は 、 核 抽 出
物 中 で 測 定 す る 。 こ の 場 合 、 少 な く と も 一 つ の 成 分 の 検 定 を 行 う 。 但 し 、 異 常 状 態 が 異 な
る と パ タ ー ン も 異 な る 特 徴 が あ る た め 、 複 数 の 成 分 を 検 定 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
  さ ら に 、 リ ン パ 球 の 刺 激 と 相 容 で き る タ ン パ ク 質 の 最 低 濃 度 を 、 し き い 値 と 定 め る 。 ま
た 、 リ ン パ 球 の 刺 激 と 相 容 で き る NF-κ B/relタ ン パ ク 質 の パ タ ー ン を し き い 値 と す る 。 相
容 性 と は 、 リ ン パ 球 の 注 入 を 伴 う 療 法 に お い て 臨 床 改 善 に 一 般 に 必 要 と さ れ る 抗 CD3な ど
の 薬 剤 が 与 え る レ ベ ル の 刺 激 で あ る と 定 義 す る 。 言 い 替 え る と 、 免 疫 反 応 に 干 渉 し な い タ
ン パ ク 質 レ ベ ル お よ び ／ ま た は パ タ ー ン を し き い 値 の レ ベ ル と す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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  本 発 明 の 方 法 を 免 疫 療 法 に 反 応 す る 疾 患 患 者 の 治 療 に 適 用 す る こ と に よ り 、 リ ン パ 球 が
刺 激 に 反 応 し て 、 免 疫 療 法 が 成 功 す る で あ ろ う と 考 え ら れ る 患 者 を 選 択 す る こ と が 可 能 と
な る 。 ま た 、 特 定 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と タ ン パ ク 質 の パ タ ー ン が し き い 値 以 上 で 、 リ
ン パ 球 の 刺 激 に 反 応 で き る 患 者 は 、 免 疫 療 法 に 適 合 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
  本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 哺 乳 動 物 の Tリ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 起 こ す 薬 剤 の 選 別 方 法 に 関 す
る 。 こ の 方 法 は 、 健 康 な 、 即 ち 免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い 同 一 の 哺 乳 動 物 種 の 個 体 の 特 徴 で
あ る 発 現 レ ベ ル の TCRサ ブ ュ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 一 種 、 ま た は シ グ
ナ ル 変 換 経 路 内 の あ る タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は NF-κ B/re1タ ン パ ク 質 の パ タ ー ン か ら な
る 哺 乳 動 物 の Tリ ン パ 球 調 製 物 を 用 意 し 、 免 疫 抑 制 を 起 こ す と 考 え ら れ る 薬 剤 の 存 在 下 で
こ の リ ン パ 球 調 製 物 を 培 養 し 、 選 ば れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル 、 お よ び ／ ま た は パ タ ー
ン を 測 定 し 、 選 ば れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 顕 著 に 低 下 さ せ る か 、 あ る い は パ タ ー ン
を 変 化 さ せ て 正 常 と は こ と な る も の に す る 薬 剤 を 選 別 す る 各 ス テ ッ プ よ り な る 。 こ の 場 合
正 常 と は 免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い 状 態 で あ る と 測 定 さ れ る し き い 値 レ ベ ル と す る 。 最 後 の
選 別 ス テ ッ プ は 強 力 な 免 疫 欲 製 剤 を 投 与 し た 後 in vivoで 実 施 す る 。 例 え ば 、 器 官 移 植 に
伴 う 免 疫 抑 制 誘 導 方 法 と し て は 、 本 発 明 の 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 を 患 者 に 投 与 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
  同 様 に し て 、 哺 乳 動 物 の Tリ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 逆 転 さ せ る 薬 剤 の 確 認 方 法 は 、 次 の 各
ス テ ッ プ か ら な っ て い る 。 即 ち 、 免 疫 が 抑 制 さ れ て い る 哺 乳 動 物 か ら 得 た 哺 乳 動 物 の Tリ
ン パ 球 調 製 物 を 用 意 し 、 こ こ で 、 少 な く と も 一 つ の 選 ば れ た TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質
ま た は シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 が 、 免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い 、 す な わ ち 健 康 な 同 一
哺 乳 動 物 種 の 個 体 の 特 徴 で あ る し き い 値 以 下 の 発 現 レ ベ ル と な っ て い る か 、 あ る い は 、 NF
-κ B/relタ ン パ ク 質 の 改 変 さ れ た パ タ ー ン を 示 し て い る か 、 あ る い は 、 こ れ ら 変 化 の い ず
れ か が 合 併 し て い る 。 そ し て 、 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る と 疑 わ れ て い る 薬 剤 の 存 在 下 で こ の リ
ン パ 球 調 製 物 を 培 養 す る 。 さ ら に 、 選 ば れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 。 そ し て
、 選 ば れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 顕 著 に 増 加 さ せ る 薬 剤 を 選 別 す る も の で あ る 。 こ の
方 法 は 、 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る 可 能 性 の あ る 薬 剤 を 投 与 し た 後 、 in vivoで 実 施 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
  本 発 明 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト 、 シ グ ナ ル 変 換 の タ ン パ ク 質 、 ま た は NF-κ B/relタ ン パ ク 質
の 変 化 を 検 出 す る 方 法 を 利 用 し て 、 腫 瘍 を 減 少 さ せ た り 、 除 去 し た り す る 治 療 方 法 を 評 価
す る こ と が で き る 。 こ の 評 価 の た め に は 、 治 療 開 始 前 に 腫 瘍 を 持 つ 哺 乳 動 物 の タ ン パ ク 質
濃 度 を 測 定 す る 。 治 療 後 、 同 じ タ ン パ ク 質 に つ い て 、 レ ベ ル ま た は パ タ ー ン 、 あ る い の そ
の 両 方 を 測 定 し 、 治 療 前 と 比 較 し て 、 変 化 の 有 無 を 判 定 す る 。 一 般 に は 、 変 化 の 有 無 の 判
定 に は 、 統 計 的 に 意 味 が あ る デ ー タ が 必 要 で あ る 。 ま た 、 腫 瘍 を 持 た な い 哺 乳 動 物 の タ ン
パ ク 質 レ ベ ル を 比 較 し て お い て 、 将 来 の 治 療 効 果 比 較 に 役 立 て も 良 い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
  一 態 様 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 誘 導 す る フ ラ ボ ノ イ ド と IL-2の 併 用 に よ り 、 確 立 し た
腫 瘍 を 持 つ 哺 乳 動 物 の 治 療 を 行 う 。 チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 パ タ ー ン の 変 化 を 検 討 し た と こ ろ
、 マ ウ ス の 腫 瘍 で は 、 こ の 腫 瘍 の 存 在 に 関 連 し て p56 p c k 、 p59 f y n 、 PLCγ lと CD3複 合 体 の
ゼ ー タ 鎖 の 濃 度 が 低 下 し て い た も の が 治 療 後 逆 転 し 、 ま た 、 腫 瘍 が 縮 小 し て い た 。 腫 瘍 を
持 つ マ ウ ス で は 、 NF-κ G/rel系 の c-relと p65が 存 在 せ ず 、 p50の 代 わ り に p44と p48が 出 現
し て い た 。 治 療 後 、 こ の パ タ ー ン は 、 ほ ぼ 正 常 状 態 に 戻 っ て い た 。 こ の 結 果 は 、 フ ラ ボ ノ
イ ド 、 サ イ ト カ イ ン お よ び IL-2の 併 用 に よ り 、 正 常 な 免 疫 機 能 に 必 要 な 成 分 、 例 え ば シ グ
ナ ル 変 換 経 路 が 回 復 さ れ 、 こ の た め T細 胞 が 効 果 的 な 抗 腫 瘍 反 応 を 展 開 で き る よ う に な っ
た と 解 釈 で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
  腫 瘍 を 持 つ 哺 乳 動 物 に お い て CD3ζ タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル が 一 旦 低 下 し た 後 、 発 現 の
回 復 を 誘 導 す る 薬 剤 の 例 と し て 含 ま れ る の は 、 イ オ ノ マ イ シ ン （ ionomycin） 、 ま た は 、
イ オ ノ マ イ シ ン と 次 の い ず れ か の 併 用 で あ る 。 す な わ ち 、 フ ォ ー ボ ル ミ リ ス テ ィ ッ ク ア セ
テ ー ト （ phorbol miristic acetate） 、 IL-2、 PMAと IL-2、 抗 CD3と IL-2、 そ し て モ ノ ク ロ
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ナ ー ル 抗 体 、 抗 CD3の う ち の い ず れ か で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
  次 に 、 本 発 明 に よ る 免 疫 抑 制 因 子 を 抑 制 す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ を 下 記 の よ う に し て
実 施 す る 。 先 ず 、 あ る 系 に こ の 薬 剤 を 添 加 し た 後 、 免 疫 抑 制 の 程 度 を 測 定 し 、 添 加 前 の 免
疫 抑 制 の 程 度 と 比 較 す る 。 こ の 態 様 の 一 つ は 、 次 の ス テ ッ プ か ら な っ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
  １ ． こ の 薬 剤 に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 形 成 し 、 こ の 薬 剤 を 含 有 す る 調 製 物 に こ の
抗 体 を 添 加 す る と 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う に す る 。 こ れ に よ っ て 、 薬 剤 の 作 用 を 抑 制 す る
と 共 に 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り こ の 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 標 識 し て 、 複 合 体 の 形 成 が 検
出 で き る よ う に す る 。 こ の こ と か ら 、 薬 剤 が 製 剤 中 に 存 在 す る こ と が 推 論 で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
  ２ ． 第 一 の 細 胞 系 に こ の 免 疫 抑 制 因 子 を 含 有 さ せ て お き 、 試 験 す べ き 薬 剤 を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
  ３ ． 第 二 の 細 胞 系 に も こ の 免 疫 抑 制 因 子 を 含 有 さ せ て お き 、 薬 剤 と 薬 剤 に 対 す る 抗 体 と
を 一 緒 に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
  ４ ． 本 発 明 に よ る 検 定 方 法 を 用 い て 、 例 え ば TCRサ ブ ユ ニ ッ ト お よ び シ グ ナ ル 変 換 経 路
の タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル 、 お よ び ／ ま た は 、 NF-κ B/relタ ン パ ク 質 の パ タ ー ン を 測 定 し て
、 免 疫 抑 制 の 程 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
  ５ ． 第 一 の 細 胞 系 の 免 疫 抑 制 の 程 度 と 、 第 二 の 細 胞 系 の そ れ と を 比 較 し て 、 モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗 体 を 含 有 す る 系 が 免 疫 抑 制 を 逆 転 さ せ た か 、 否 か を 判 定 す る 。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル に
よ り 、 お よ び ／ ま た は 、 第 二 の 細 胞 系 の パ タ ー ン が 第 一 の 細 胞 系 の レ ベ ル よ り 上 位 に あ る
こ と に よ り 、 逆 転 し た こ と が 分 か る 。 こ の レ ベ ル ま た は パ タ ー ン は 、 免 疫 が 抑 制 さ れ て い
な い 同 様 の 細 胞 系 の 特 徴 と な っ て い る レ ベ ル ま た は パ タ ー ン と 一 致 す る こ と が 好 ま し い 。
同 様 の 細 胞 系 と は 、 同 一 の 哺 乳 動 物 種 か ら 誘 導 さ れ る 系 で 、 同 一 の タ イ プ の 細 胞 か ら な り
、 そ の 他 の 類 似 し た 免 疫 特 性 を 有 す る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
  さ ら に 、 本 発 明 は 、 免 疫 抑 制 を 阻 害 す る 、 す な わ ち 悪 性 状 態 ま た は そ の 他 の 免 疫 抑 制 を
誘 発 す る 異 常 状 態 に よ り 発 生 す る 免 疫 抑 制 を 防 止 あ る い は 逆 転 す る も の と し て 、 本 発 明 の
方 法 に よ り 決 定 さ れ た 薬 剤 に 関 す る 。 化 学 的 療 法 を 原 因 と す る 免 疫 抑 制 も 、 上 記 の 免 疫 抑
制 の 定 義 に 含 ま れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
  さ ら に ま た 、 免 疫 抑 制 因 子 に 対 す る 抗 体 も 本 発 明 の 一 部 で あ る 。 こ の 抗 体 は 当 業 者 に 周
知 の ポ リ ク ロ ナ ー ル お よ び モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 法 に よ り 、 本 発 明 の 免 疫 抑 制 因 子 を 単
離 し 、 こ の 免 疫 抑 制 因 子 か ら 単 離 精 製 し た エ ピ ト ー プ を 用 い て 製 造 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
  免 疫 抑 制 因 子 は 、 腫 瘍 を 持 つ 哺 乳 動 物 の 血 清 、 腫 瘍 ま た は 腫 瘍 を 持 つ 哺 乳 動 物 の 細 胞 、
ま た は 免 疫 が 抑 制 さ れ て い な い 系 に 対 し て 用 い る と 免 疫 抑 制 を 発 生 さ せ る 他 の 生 物 源 か ら
、 単 離 精 製 す る 。 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 こ の 因 子 は 、 溶 解 性 の 、 タ ン パ ク 質 様 の 化 合 物 で
あ る 。 単 離 精 製 し た 因 子 を 使 用 し て 、 免 疫 抑 制 因 子 を コ ー ド 化 し て い る 遺 伝 子 の ク ロ ー ン
を 作 り 、 ヌ ク レ オ チ ド の コ ー ド 化 配 列 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
  当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 、 本 発 明 の 免 疫 抑 制 因 子 を コ ー ド 化 す る か ら ク ロ ー ン が 作 ら
れ る 。 こ の 因 子 、 ま た は 少 な く と も 免 疫 抑 制 に 必 要 な セ グ メ ン ト は 、 因 子 ま た は エ ピ ト ー
プ セ グ メ ン ト に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い る か 、 あ る い は 標 準 生 化 学 精 製 法 に よ っ
て 精 製 す る こ と が で き る 。 精 製 因 子 に は ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し 、 縮 退 （ degenerate） オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 し て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ン す る の に 使 用 す る
。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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  本 発 明 の 免 疫 抑 制 因 子 の 発 現 に 対 抗 す る ア ン チ セ ン ス 構 成 物 は 、 こ の 因 子 の 作 用 を 抑 制
す る の に 有 用 で あ る 。 哺 乳 動 物 に ア ン チ セ ン ス 構 成 物 を 投 与 し て 、 免 疫 抑 制 状 態 に 進 行 す
る の を 抑 止 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 構 築 物 は 、 一 般 に 細 胞 内 へ と ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ せ て 、 そ の 細 胞 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
  ま た 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 、 溶 解 性 因 子 の 遺 伝 子 を 哺 乳 動 物 の 細 胞 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
  本 発 明 の 一 態 様 は 、 本 発 明 の 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 の 少 な く と も 免 疫 的 に 活 性 で あ る 部 分
か ら 製 造 す る ワ ク チ ン に 関 す る 。 こ の ワ ク チ ン は 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 製 造 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
  さ ら に 、 本 発 明 は 、 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 TC
Rサ ブ ユ ニ ッ ト 、 シ グ ナ ル 変 換 経 路 、 お よ び NFκ B/rel系 の 一 群 か ら の タ ン パ ク 質 に 対 す る
抗 体 を 含 む 。 別 々 の 容 器 に 、 本 発 明 の 各 々 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 一 個 以 上 の 抗 体 を 入 れ る
。 さ ら に 、 キ ッ ト 中 に は 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 手 段 が あ り 、 こ の 形 成 検 出 に
よ り 特 定 の タ ン パ ク 質 が 存 在 す る こ と を 推 論 で き る よ う に な っ て い る 。 配 列 は 、 正 常 状 態
と 異 常 状 態 と で は 異 な る 配 列 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る 抗 体 は 、 劣 化 タ ン パ ク 質 の 検 出 に 有
用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
  ま た 、 本 発 明 は 、 免 疫 抑 制 ・ 腫 瘍 進 行 逆 転 用 治 療 剤 の 効 果 判 定 キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ れ
は リ ン パ 球 調 製 物 を 数 種 、 一 種 づ つ そ れ ぞ れ の 容 器 に い れ て 、 キ ッ ト に し た も の で あ る 。
第 一 の 調 製 物 は 、 レ ベ ル と パ タ ー ン に つ い て 対 照 と し て 用 い る も の で あ る 。 第 一 調 製 物 は
、 一 般 的 に は 、 治 療 対 象 と 同 一 の 哺 乳 動 物 種 で あ っ て 、 免 疫 障 害 が な く 、 腫 瘍 も な い 哺 乳
動 物 の 脾 臓 か ら 採 取 し た リ ン パ 球 の 調 製 物 で あ る 。 第 二 の 調 製 物 は 、 免 疫 抑 制 さ れ た か 、
腫 瘍 を 有 す る 哺 乳 動 物 に は 由 来 す る が 、 同 様 な 細 胞 お よ び 哺 乳 動 物 か ら 得 た 細 胞 調 製 物 で
あ る 。 一 般 に 、 細 胞 は 、 キ ッ ト の 到 着 時 か ら 使 用 時 ま で 液 体 窒 素 で 凍 結 し て お か な け れ ば
な ら な い 。 調 製 物 が 核 抽 出 物 で あ る か 、 あ る い は 、 キ ッ ト 中 に 溶 解 手 段 を 入 れ て あ る の で
、 核 を 使 っ て NF-kB/relの パ タ ー ン を 分 析 す る こ と が で き る 。 治 療 薬 の 効 果 判 定 は 、 そ の
治 療 薬 を 第 二 の 調 製 物 に 添 加 し 、 あ る 適 当 な 時 間 を 置 い て 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 、
タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と パ タ ー ン を 比 較 し て 行 う 。 適 当 な 時 間 と は 、 細 胞 の タ イ プ 、 細 胞 検
定 毎 に 定 め る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
  哺 乳 動 物 の 細 胞 を 免 疫 抑 制 因 子 を 阻 害 す る 薬 剤 で 処 理 し た も の 、 そ し て 、 哺 乳 動 物 の 細
胞 を 免 疫 抑 制 因 子 で 処 理 し た も の は 、 疾 患 の 性 質 、 治 療 条 件 に 応 じ て 免 疫 抑 制 作 用 を 上 昇
さ せ た り 、 低 下 さ せ た り す る こ と が で き 、 治 療 上 有 用 で あ る 。 処 理 さ れ た 細 胞 は 、 養 子 免
疫 療 法 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
  本 発 明 の 方 法 に よ り 免 疫 抑 制 を 逆 転 さ せ る こ と が で き る と 判 定 さ れ た 薬 剤 の 治 療 有 効 量
を 、 製 薬 的 に 許 容 で き る 希 釈 剤 に 入 れ て 投 与 し 、 免 疫 抑 制 さ れ た 哺 乳 動 物 を 治 療 す る 。 治
療 有 効 量 は 、 特 定 疾 患 、 特 定 条 件 毎 に 経 験 的 に 定 め る 。 治 療 対 象 の 哺 乳 動 物 に は ヒ ト も 含
む 。   本 発 明 の 他 の 目 的 、 特 性 、 お よ び 長 所 は 、 以 下 に 述 べ る 詳 細 な 説 明 に よ り 明 ら か と
な る 。 こ こ で 用 い る 用 語 を 、 次 の よ う に 定 義 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
  ま た は は 、 T細 胞 抗 原 レ セ プ タ ー を 持 つ す べ て の リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト を
含 め る も の と す る 。 こ れ ら の サ ブ セ ッ ト に は 、 次 の リ ン パ 球 が あ る 。 CD3 + CD4 + （ α β + ）
、 CD3 + CD8 + （ α β + ） 、 CD3 + CD4 - CD8 + （ γ δ + ） 、 CD3 + CD56+で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
  と は 、 を 含 む を 含 む も の と す る 。 細 胞 養 子 免 疫
療 法 は 、 個 体 に 免 疫 的 に 活 性 （ 免 疫 上 有 効 な ） を 有 す る 細 胞 を 投 与 し て 、 癌 組 織 ま た は 疾
患 組 織 の 減 少 あ る い は コ ン ト ロ ー ル な ど の 、 有 益 な 免 疫 的 効 果 を 挙 げ よ う と す る も の で あ
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る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
  本 発 明 で 言 う 、 ま た は ま た は ま た は と
い っ た 表 現 に は 、 白 血 球 の 抗 腫 瘍 作 用 、 抗 感 染 細 胞 作 用 、 疾 患 治 療 作 用 、 キ ラ ー 作 用 を 含
め る も の と す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
  と は 、 成 長 に 必 要 な す べ て の 栄 養 剤 か ら な る 組 織 培 養 基 （ TCM） に T細 胞 を 置 く 工 程
を い う 。 と は 、 一 以 上 の サ イ ト カ イ ン 、 ま た は そ の 代 わ り に 一 以 上 の T細 胞 抗 表 面 レ
セ プ タ ー 抗 体 、 あ る い は こ れ に 一 以 上 の サ イ ト カ イ ン を 併 用 し た も の を 配 合 し て 、 TCMに
よ り T細 胞 を 培 養 す る こ と を い う 。 こ の 工 程 は 、 細 胞 や 組 織 の 培 養 に 適 す る も の で あ れ ば
、 如 何 な る 容 器 、 如 何 な る 装 置 を 用 い て 行 っ て も よ い 。 さ ら に 、 こ の 工 程 は 、 異 な る 段 階
を 幾 つ か 用 い る 培 養 お よ び 継 代 培 養 か ら な っ て い て も よ い が 、 刺 激 を す る 段 階 は 、 典 型 的
に は 、 一 つ の み に と ど め る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
  は 、 リ ガ ン ド ま た は 抗 体 が 何 れ か の T細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 結 合 す る
こ と に よ り 、 発 現 が 誘 導 、 リ ン ク 、 あ る い は 調 節 さ れ る す べ て の タ ン パ ク 質 を 含 む も の と
す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 と し て は 、 Jun、 Fos、 Myc、 GAP、 Rafl、 c-rel、 NFκ B、 Plcγ
、 タ ン パ ク 質 G、 イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ェ ー ト 、 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ C、 Maplキ ナ ー ゼ 、 CD45
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び Lck、 Fyn、 Yesと Lynを 含 む Src系 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
  は 、 特 異 的 に T細 胞 の 適 当 な エ ピ ト ー プ に 結 合 し て 刺 激 を 与 え る す べ て の タ ン パ ク
質 ま た は タ ン パ ク 質 類 縁 物 質 を 含 む も の と す る 。 は ま た 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク
質 、 Fcε γ 、 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に に 結 合 す る す べ
て の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 類 縁 物 質 を 含 む も の と す る 。 さ ら に ま た 、 ポ リ ク ロ ナ ー
ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 始 め と す る 従 来 の 方 法 に よ
り 形 成 す る 抗 体 、 な ら び に 遺 伝 子 工 学 、 ま た は 合 成 に よ る 化 合 物 、 例 え ば 機 能 的 に は 抗 体
と 同 等 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 結 合 領 域 を 含 有 し て い る 単 鎖 抗 体 も こ れ に 含 め る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
  は 、 多 く の 細 胞 内 シ グ ナ ル に 関 与 し て 、 外 部 か ら の 各 種 刺 激 に 対 す る 総 合
的 な 反 応 を 行 う タ ン パ ク 質 で あ る 。 は 、 細 胞 表 面 の 高 い 親 和 力 を 持 つ 特 定
の レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 を 行 う 強 力 な 媒 介 物 質 で あ る 。 ま た 、 サ イ ト カ イ ン 類 は 、 免 疫 反
応 に 関 係 が あ る す べ て の タ イ プ の 細 胞 の 機 能 に 影 響 し 、 さ ら に リ ン パ 球 新 生 や 、 造 血 に も
関 与 し 、 多 く の 疾 患 の 病 態 生 理 に 関 係 が あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 リ ン ホ カ イ ン 類 は 、
本 発 明 の 好 ま し い サ イ ト カ イ ン 類 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
  は 、 遺 伝 子 転 写 を 活 性 化 す る 複 タ ン パ ク 質 複 合 体 で あ る 。 三 つ の
タ ン パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 IKB， p50と p65が 、 NFκ Bの 生 理 機 能 を コ ン ト ロ ー ル し て い る 。

は 、 転 写 活 性 化 因 子 で あ り 、 p50と ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る こ と が で き 、
さ ら に KBモ チ ー フ を 認 識 す る こ と が で き る 、 配 列 特 異 性 の DNA結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。  
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
  腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス （ tumor-bearing mouce： TBM） 、 特 に 長 期 間 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス の T－
リ ン パ 球 は 、 TCR関 連 タ ン パ ク 質 の 性 質 が 変 化 し て い る の が 認 め ら れ る 。 癌 患 者 に も 同 様
の 変 化 が 認 め ら れ る 。 こ の こ と は 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト と シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 、
お よ び NF-κ B／ rel系 の 作 用 が 阻 害 さ れ て い る た め に 、 腫 瘍 が 増 殖 す る こ と を 示 唆 し て い
る 。 反 対 に 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 変 化 を 逆 転 さ せ る 、 例 え ば こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 発 現
が 欠 失 あ る い は 低 下 し て い る の を 逆 転 さ せ て 、 正 常 レ ベ ル の 存 在 に 戻 し て や る と 抗 腫 瘍 治
療 が 成 功 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
  こ れ ら の 観 察 に 基 づ い て 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 検 定 法 を 開 発 し た 。 こ の 検 定 法 は 、 TCR

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-27653 A 2005.2.3

免 疫 治 療 活 性 免 疫 反 応 免 疫 的 に 活 性 免 疫 的 に 有 効

培 養
刺 激

シ グ ナ ル 変 換 経 路

抗 体
抗 体

サ イ ト カ イ ン
サ イ ト カ イ ン 類

NFκ B転 写 活 性 化 因 子

Relタ ン パ ク 質



サ ブ ユ ニ ッ ト の タ ン パ ク 質 、 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 、 お よ び NF-κ B／ relの 変 化
を 対 象 と し て い る 。 こ れ ら の 検 定 法 に は 、 臨 床 面 で 多 く の 用 途 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
  本 発 明 の TCR関 連 タ ン パ ク 質 に 対 す る 効 果 お よ び こ の 効 果 が 進 行 性 免 疫 抑 制 と 関 係 が あ
る こ と を 基 準 に し て 、 腫 瘍 を 持 つ 哺 乳 動 物 に 存 在 し て い る 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 を 決 定 し た
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
  本 発 明 の 方 法 は 、 治 療 の 評 価 、 さ ら に は 免 疫 系 の 機 能 不 全 を 特 徴 と す る 多 種 の 疾 患 の 治
療 方 法 に 適 し て い る 。 こ れ ら 疾 患 の う ち に 、 進 行 性 免 疫 抑 制 を 伴 う 疾 患 、 さ ら に 「 自 己 」
が 異 種 と し て 認 識 さ れ て 、 自 己 免 疫 反 応 が 確 立 さ れ て し ま う 疾 患 も 数 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
  進 行 性 免 疫 抑 制 を 合 併 す る 疾 患 に は 、 多 く の 異 な る 組 織 の 癌 、 例 え ば 白 血 病 、 ホ ジ キ ン
病 、 肺 癌 、 結 腸 癌 、 グ リ オ ー ム 、 腎 臓 細 胞 腫 な ど が あ る 。 ま た 、 進 行 性 免 疫 抑 制 は 多 種 の
感 染 症 、 例 え ば 、 ら い 病 、 結 核 、 リ ー シ ュ マ ニ ア な ど の 細 胞 内 感 染 症 、 敗 血 症 や 、 HIV、
サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス を 病 因 と す る 細 胞 外
感 染 症 、 住 血 吸 虫 症 、 マ ラ リ ア な ど の 寄 生 虫 感 染 症 な ど に も 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
  自 己 免 疫 を 伴 う 疾 患 と し て は 、 狼 瘡 、 自 己 免 疫 甲 状 腺 炎 、 硬 皮 症 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 な
ど の リ ウ マ チ 様 疾 患 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
  器 官 移 植 に は 免 疫 抑 制 を 誘 導 す る こ と が 必 要 で あ る 。 本 発 明 の 溶 解 性 因 子 は 、 こ の 状 態
に す る の に 有 用 で あ る 。 ま た 、 免 疫 抑 制 剤 の 評 価 に 本 発 明 の 検 定 法 を 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ０ 】
  本 発 明 の 検 定 法 に よ っ て 免 疫 抑 制 剤 が 免 疫 抑 制 を 逆 転 さ せ る こ と を 確 認 し て か ら 治 療 法
を 決 定 す る 。 治 療 は 、 癌 あ る い は 免 疫 系 障 害 を 伴 う 他 の 疾 患 を 持 つ 哺 乳 動 物 に 免 疫 刺 激 薬
を 直 接 投 与 し て 行 っ て も 良 い し 、 ま た 養 子 免 疫 療 法 を 使 っ て も 良 い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
  効 果 の あ る 免 疫 療 法 剤 を リ ポ ゾ ー ム で デ リ バ リ ー （ 送 達 ） す る 。 効 果 が あ る 免 疫 療 法 剤
は 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト と シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 腫 瘍 出 現 前 の レ ベ ル 、
あ る い は 疾 患 の 発 症 前 の レ ベ ル に ま で 回 復 さ せ る 。 効 果 が あ る 免 疫 療 法 剤 は 、 NF-κ B／ re
l系 の 転 写 因 子 を 発 病 前 の 状 態 に 回 復 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 　 　 　         腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス の Tリ ン パ 球 （ TBM） の 特 性  

  26日 よ り 長 い 間 腫 瘍 を 持 っ て い る ネ ズ ミ 宿 主 （ 以 下 、 こ の 宿 主 を 後 期 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス
ま た は 後 期 TBMと 称 す 。 ） か ら 養 子 移 植 し た Tリ ン パ 球 の 治 療 効 果 は 顕 著 に 低 下 し た 。 こ れ
は 、 健 康 マ ウ ス や 、 21日 未 満 の 間 腫 瘍 を 持 っ て い る マ ウ ス （ 初 期 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス ま た は
初 期 TBMと い う 。 ） と 区 別 で き る 低 下 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
  後 期 TBMの Tリ ン パ 球 の 機 能 の in vitro分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 抗 CD3と IL-2に は 正 常 と 思
わ れ る 増 殖 反 応 を 示 し 、 CD4 + か ら は リ ン ホ カ イ ン が 正 常 に 形 成 さ れ て い る こ と を 認 め た 。
し か し な が ら 、 CD8 + 細 胞 の 細 胞 毒 性 機 能 が 著 し く 低 下 し て い る こ と が 観 察 さ れ た 。 こ の 細
胞 毒 性 低 下 は 、 細 胞 が 介 在 し て 抑 制 さ れ た も の で は な か っ た 。 TNFα や グ ラ ン ザ イ ム Bな ど
の 溶 解 性 分 子 を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 の 発 現 が 顕 著 に 減 少 し て い た の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
  後 期 TBMの Tリ ン パ 球 か ら CD3ζ お よ び CD3γ 鎖 を 検 出 す る こ と は で き な か っ た 。 ζ 鎖 は 、
ζ 鎖 系 の 一 種 で あ る Fcε γ 鎖 の 発 現 に 置 き 換 え ら れ て い た 。 TBMの リ ン パ 球 で は 、 さ ら に L
ckと Fynタ ン パ ク 質 が 顕 著 に 減 少 し て い る の が 認 め ら れ た 。 こ れ と 平 行 し て 、 Ca2 + を 動 員
す る 能 力 が 低 下 し 、 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の パ タ ー ン も 変 化 し て い た 。
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【 ０ ０ ９ ５ 】
  腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス の CD8 + Tリ ン パ 球 に よ り 、 溶 解 お よ び 治 療 機 能 が 低 下 し （ Loeffler et
 al.， 1992） 、 シ グ ナ ル 発 生 分 子 の 発 現 と 機 能 の 変 化 が 劣 化 し た 。 CD3ζ 鎖 は 、 TCRの 重 要
な シ グ ナ ル 変 換 成 分 で あ る ば か り で な く （ Romeo and Seed， Cell 64， 1037， 1991） 、 T細
胞 ハ イ ブ リ ド ー マ に お け る TCR-CD3複 合 体 の 組 立 発 現 お よ び 膜 発 現 を 制 限 す る サ ブ ユ ニ ッ
ト で も あ る （ Weissman et al.， Science 239： 1018， 1988） 。 TCR-α 鎖 ま た は CD3-δ 鎖 を
欠 失 し た 細 胞 で は 溶 解 機 能 が 低 下 す る 。 Schmitt， Verhuisi et al.， Nature 325： 628（ 1
987） 。 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス の T細 胞 に CD3ζ あ る い は CD3γ が 不 存 在 で あ る こ と の 影 響 は 明 か
で は な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
  CD3 + 、 NK1.1 + 、 CD16 + 、 CD4 - お よ び CD8 - と し て の 特 徴 を 持 ち 、 ζ 鎖 の 代 わ り に Fcε γ 鎖
を 発 現 す る 大 型 粒 子 の Tリ ン パ 球 （ Iarge granular T-Iymphocytes： LGLs） の 細 区 分 に つ
い て は 、 既 に 説 明 が な さ れ て い る （ Koyasu， J． Exp． Med． 175： 203， 1992） 。 こ れ ら の
リ ン パ 球 は 、 発 現 型 か ら 見 る と 、 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス の も の と は 異 な っ て い る 。 し か し な が
ら 、 こ れ ら の LGLsは 、 溶 解 機 能 を 持 っ て い る 。 し た が っ て 、 標 的 細 胞 の 溶 解 は 、 CD3ζ 鎖
の 存 在 に 依 存 す る も の で は な い 。 さ ら に 、 細 胞 毒 性 T細 胞 系 中 で 発 現 し た Fcε γ に よ っ て
形 成 さ れ る キ メ ラ 分 子 も 、 独 自 の 溶 解 機 能 を 持 っ て い る 。 こ の こ と か ら 、 特 に 二 つ の 鎖 の
相 同 性 の 程 度 か ら み て 、 Fcε γ と ζ と は 、 溶 解 メ カ ニ ズ ム に 結 合 す る 場 合 、 相 互 に 交 換 で
き る こ と が 示 唆 さ れ る （ Romeo et al.， Cell 68： ， 899（ 1992） ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

 
 ウ ェ ス タ ー ン 法 に よ り 、 PLC-γ に 対 す る 抗 体 （ Upstate Biotechnologies Inc.， Lake Pl
acid， N． Y.， 1： 5000で 希 釈 ） と 抗 GAP（ 同 社 ， 1： 2000で 希 釈 ） を 用 い て 行 っ た 実 験 デ ー
タ で は 、 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス で は 両 抗 体 と も に 発 現 が 低 下 し た こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、
こ れ ら の シ グ ナ ル 変 換 媒 介 物 質 を 癌 患 者 に お い て 試 験 し た と こ ろ 、 PLC-γ は 低 下 し た が 、
GAPは 必 ず し も 低 下 す る こ と は な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

 
　  Lckと Fynの キ ナ ー ゼ 機 能 （ リ ン 酸 化 能 力 ） の 試 験 を 行 っ た と こ ろ 、 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス
に お い て 二 つ な が ら キ ナ ー ゼ 機 能 が 低 下 し た こ と を 認 め た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
  　 　 　 　 　 　 　 　 癌 患 者 の Tリ ン パ 球 の 特 性 と タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル
  同 様 に 、 ヒ ト 癌 患 者 に お い て は 、 健 康 な 、 即 ち 腫 瘍 を 持 た な い 対 照 と 比 較 し て 、 CD3ζ
タ ン パ ク 質 の 発 現 が 検 出 で き な い か 、 顕 著 に 低 下 し て い た 。 ヒ ト 癌 患 者 に お け る CD3ζ タ
ン パ ク 質 の 発 現 の 分 析 も 、 ウ ェ ス タ ー ン 法 に よ っ て 行 っ た 。 例 え ば 、 腎 臓 細 胞 腫 患 者 二 名
、 眼 の メ ラ ノ ー マ か ら 肝 臓 に 転 移 し て い る 患 者 一 名 、 お よ び 健 康 な 対 照 一 名 か ら 末 梢 血 液
を 採 取 し 、 先 ず リ ン パ 球 を 単 離 、 さ ら に こ れ か ら 同 数 の 細 胞 と 等 量 の タ ン パ ク 質 を 単 離 し
た 。 健 康 な 対 照 で は 、 CD3ζ タ ン パ ク 質 の 発 現 が 検 出 さ れ た 。 対 照 的 に 、 腎 臓 細 胞 腫 患 者
一 名 、 お よ び 眼 の メ ラ ノ ー マ か ら 肝 臓 に 転 移 し て い る 患 者 一 名 の サ ン プ ル か ら は CD3ζ の
発 現 は 検 出 さ れ な か っ た 。 第 二 の 腎 臓 細 胞 腫 患 者 で は 、 CD3ζ タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 95％
低 下 し て い た 。 こ れ ら の 患 者 各 々 の 癌 存 続 期 間 は 、 30日 以 上 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
  癌 が 進 行 す る と 、 Tリ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 に つ な が っ て 行 く 。 養 子 免 疫 療 法 に お け る T細 胞
の 抗 腫 瘍 効 果 の 喪 失 は 、 CD8 + の 細 胞 毒 性 機 能 の 顕 著 な 低 下 お よ び タ ン パ ク 質 の 発 現 の 変 化
と 相 関 関 係 が あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
  メ ラ ノ ー マ 、 腎 臓 細 胞 腫 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 の デ ー タ で は 、 抗 ζ
抗 血 清 387を 用 い て 測 定 し た と こ ろ 、 若 干 の 患 者 で CD3ζ 鎖 の 発 現 が 著 し く 低 下 し た こ と が
認 め ら れ て い る （ デ ー タ は 、 Dr． Alan Weissman， NCIよ り 恵 贈 さ れ た ） 。 さ ら に 、 Fyn（ U
BI） 、 Lck（ UBI） 、 お よ び PLC-γ （ UBI） の 低 下 も 認 め ら れ て い る 。
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【 ０ １ ０ ２ 】
  免 疫 が 抑 制 さ れ た T細 胞 の タ ン パ ク 質 発 現 の 変 化 と し て は 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質
で あ る CD3ζ と CD3γ の 発 現 が 完 全 に 欠 失 し た か 、 顕 著 に 低 下 し た こ と 、 Fcε γ が 出 現 し た
こ と 、 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 、 特 に Lck、 Fyn、 PLC-γ お よ び GAPの 発 現 が 低 下 し
た こ と が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 変 化 と 相 関 関 係 を 持 ち な が ら 、 Ca2 + を 動 員 す る 能 力 が 失 わ
れ 、 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の パ タ ー ン が 変 化 す る の で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
  30日 よ り 長 期 に わ た っ て 腫 瘍 を 持 っ て い る ヒ ト 癌 患 者 三 名 に お い て も 、 CD3ζ の 発 現 が
完 全 に 欠 失 す る か 、 顕 著 に 低 下 し た こ と が 観 察 さ れ て い る 。 CD3ζ や 、 CD3γ な ど の TCRサ
ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 発 現 が 低 下 し た 、 Tリ ン パ 球 に Fcε γ が 発 現 し た 、 Lckや 、 Fynな
ど の シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 低 下 し た 。 こ れ ら と 相 関 関 係 を 持 ち な が ら 、 T
細 胞 の 機 能 も 同 様 に 変 化 し 、 細 胞 毒 性 が 失 わ れ 、 刺 激 を 受 け る べ き 能 力 も 失 わ れ た 。 通 常
は CD3ζ を も 発 現 す る NK細 胞 が 、 CD3ζ の 発 現 が 失 わ れ る の と と も に 、 免 疫 反 応 性 の 低 下 を
示 す こ と が あ り そ う で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
  メ ラ ノ ー マ 患 者 で は 、 NFκ B／ relタ ン パ ク 質 の パ タ ー ン が 非 癌 状 態 の パ タ ー ン と は 異 な
っ て お り 、 c-relと c65と が 核 調 製 物 か ら 姿 を 消 し て い た 。 こ の 結 果 は 、 癌 検 出 の た め に NF
-κ B／ relパ タ ー ン の 分 析 の 使 用 を 裏 付 け る も の で あ る 。 動 物 モ デ ル で は 、 こ の パ タ ー ン
の 変 化 は 、 CD3ゼ ー タ の 発 現 レ ベ ル よ り も 早 く 検 出 で き る の で 、 ヒ ト 癌 患 者 に お い て も こ
の パ タ ー ン の 分 析 に よ っ て 、 本 発 明 の そ の 他 の 検 定 法 よ り も 早 期 検 出 が 可 能 と な り う る 。
臨 床 徴 候 前 に 検 出 す る こ と 、 即 ち ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 が 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
                          免 疫 抑 制 検 定 法
  本 発 明 の 一 態 様 は 、 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 検 定 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 こ れ ら
の 検 定 法 は 、 例 え ば 養 子 免 疫 療 法 、 あ る い は 器 官 移 植 に つ い て 患 者 の 適 否 を 評 価 す る 上 で
有 用 で あ る 。 検 定 は 、 Tリ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 予 告 す る こ と で 知 ら れ て い る タ ン
パ ク 質 を 選 ん で 、 こ の タ ン パ ク 質 の 発 現 の 変 化 を 測 定 す る 。 検 定 対 象 と し て 選 択 す る タ ン
パ ク 質 と し て は 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト ま た は シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 一 個 、 あ る い は
両 タ ン パ ク 質 の 組 合 せ 一 セ ッ ト な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ う し て 選 ん だ CD3ζ や CD3γ な ど の TC
Rサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 発 現 が 低 下 し た り 、 あ る い は 、 Lck、 Fyn、 PLC-γ ま た は GAPな
ど の T細 胞 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 低 下 し た り 、 あ る い は 、 T細 胞 ま た は T細
胞 サ ブ セ ッ ト で Fcε γ の 発 現 が 増 加 し た り す る こ と は 、 免 疫 が 抑 制 さ れ て い る 状 態 を 示 す
も の で あ る 。 Tリ ン パ 球 ま た は T細 胞 サ ブ セ ッ ト で の タ ン パ ク 質 の 発 現 の 変 化 は 、 効 果 的 な
養 子 免 疫 療 法 に 必 要 と さ れ る T細 胞 を 刺 激 す る 能 力 の 喪 失 に 関 連 し て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
  一 般 に 、 TCRタ ン パ ク 質 の 発 現 と 、 免 疫 抑 制 と の 間 に は 明 確 な 関 係 が あ る 。 す な わ ち 、
タ ン パ ク 質 の 発 現 が 低 下 す る に つ れ て 、 免 疫 療 法 に 対 す る 細 胞 の 反 応 も 低 下 す る 。 悪 性 腫
瘍 の 進 行 に 対 す る ヒ ト や そ の 他 の 動 物 の 反 応 は 、 ネ ズ ミ の 体 内 で 観 察 さ れ た の と 同 じ 方 向
に 反 応 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
  ま た 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 、 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 、 あ る い は NFκ B／ re
lタ ン パ ク 質 系 の 転 写 因 子 の パ タ ー ン を 分 析 し て 、 免 疫 抑 制 検 定 を 行 う 。 パ タ ー ン と し て
は 、 タ ン パ ク 質 少 な く と も 一 個 の 存 在 の 有 無 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 パ タ ー ン が 、
ウ ェ ス タ ー ン 法 ま た は 同 様 の 方 法 に よ っ て 測 定 し て 、 存 在 、 不 存 在 そ れ ぞ れ ０ ま た は １ の
ベ ク ト ル 量 で あ る こ と も あ る 。 こ の 系 の 成 分 に 対 す る 抗 体 は 、 タ ン パ ク 質 の 存 在 、 不 存 在
を 測 定 す る の に 有 用 で あ る 。 正 常 状 態 で は 存 在 し て い な け れ ば な ら な い タ ン パ ク 質 が 、 異
常 状 態 で は 一 以 上 の 分 子 量 が 異 な る も の に 置 き 代 わ っ て い る 場 合 が あ る 。 こ の よ う な 場 合
、 置 き 代 わ っ た タ ン パ ク 質 中 に は 存 在 し て な い タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 置 換 が 既 に 行
わ れ て し ま っ た か 、 否 か を 確 か め る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 こ の と き 置 換 が 行 わ れ て
し ま っ て い た ら 、 複 合 体 は 形 成 さ れ な い 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
      　 　 　 　       タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル の 測 定 方 法
  TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 、 Fcε γ 、 あ る い は T細 胞 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 発 現 レ ベ ル は
、 免 疫 抑 制 検 定 に 用 い る の に 好 適 で あ る 。 こ れ に は 、 タ ン パ ク 質 一 種 を 単 独 使 用 し て も 良
い し 、 一 種 以 上 を 併 用 し て も 良 い 。 従 来 の 方 法 、 よ く 知 ら れ て い る 方 法 の う ち 、 多 く の 方
法 が Tリ ン パ 球 の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る の に 適 し て い る 。 患 者 か ら 組 織 あ る
い は 血 液 な ど の 体 液 の サ ン プ ル を 採 取 し 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 、 Fcε γ 、 ま た は T
リ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 。 サ ン ン プ ル は 、 腫 瘍 組
織 、 脾 臓 組 織 、 リ ン パ 系 組 織 、 末 梢 血 液 細 胞 、 能 脊 髄 液 、 胸 膜 滲 出 液 、 お よ び 腹 水 な ど 各
種 の 組 織 か ら 採 取 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
  組 織 サ ン プ ル や 、 細 胞 サ ン プ ル か ら タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 作 っ て 、 こ れ を 分 析 し て 直 接 タ
ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 。 こ れ と は 別 に 、 T細 胞 、 あ る い は T細 胞 サ ブ セ ッ ト を 精
製 し た 後 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 も あ る 。 T細 胞 や T細 胞 サ ブ セ ッ ト の 精
製 は 、 ロ ゼ ッ ト 形 成 と い っ た 従 来 か ら あ る 技 術 の い ず れ か と 、 そ れ に 続 く フ ィ コ ー ル － ハ
イ パ ッ ク （ Ficoll-Hypaque） 勾 配 遠 心 法 、 間 接 パ ン ニ ン グ 法 、 抗 体 ／ 補 体 媒 介 細 胞 毒 性 法
、 免 疫 磁 気 精 製 法 、 流 動 細 胞 計 測 法 そ の 他 同 様 の 方 法 な ど に よ っ て 行 う 。 さ ら に CD3ε な
ど の 抗 体 を 使 っ て 、 TCRの 免 疫 沈 降 （ immunoprecipitation） を 行 う こ と が で き る 。 TCRか
ら な る サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ る ウ ェ ス タ ー ン 法 を 用 い て 分
析 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
  タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル は 、 免 疫 蛍 光 法 、 ELISA、 ウ ェ ス タ ー ン 法 そ の 他 同 様 の 技 術 な
ど 周 知 の 方 法 を 使 っ て 測 定 す る 。 こ れ ら 周 知 の 方 法 で タ ン パ ク 質 を 分 析 す る 場 合 、 組 織 サ
ン プ ル 、 体 液 サ ン プ ル 、 あ る い は こ れ ら の サ ン プ ル か ら 採 取 し た T細 胞 や 、 T細 胞 サ ブ セ ッ
ト か ら 抽 出 物 を 作 成 す る 。 既 知 の ラ ベ ル と 共 役 さ せ て 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 特 定 の
タ ン パ ク 質 検 出 に 特 異 性 を 持 つ 抗 体 を 作 る こ と が で き る 。  
【 ０ １ １ １ 】
　 　 　 　 　 　    タ ン パ ク 質 発 現 検 定 法 に よ る 器 官 移 植 の 臨 床 分 析  
　 本 発 明 の 方 法 は 、 器 官 組 織 の 移 植 の モ ニ タ ー リ ン グ 、 お よ び 促 進 に 有 用 で あ る と 考 え ら
れ る 。 現 在 の と こ ろ 、 移 植 に 予 定 さ れ て い る 患 者 に は 、 術 前 に 各 種 の 治 療 を 実 施 し て 免 疫
寛 容 の レ ベ ル を 上 昇 さ せ よ う と す る 。 こ れ ら 治 療 の う ち に は 、 白 血 細 胞 や 、 全 血 を 反 復 輸
血 す る こ と が あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
  本 発 明 の 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 を 製 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 に 配 合 し て 、 患 者 に 投 与 す れ
ば 、 免 疫 抑 制 が 誘 導 さ れ る 。 有 効 量 は 経 験 的 に 決 定 さ れ る 。   移 植 手 術 の 準 備 段 階 で 、 特
定 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 、 Fcε γ 、 お よ び Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質
を モ ニ タ ー し 、 患 者 の 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 、 し た が っ て 移 植 が 実 施 出 来 る 程 度 ま で 患
者 の 免 疫 系 が 抑 制 さ れ た こ と を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
  本 発 明 の 方 法 に よ り 患 者 の 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ の 情 報 が 提 供 さ れ る の で 、 免
疫 寛 容 を 維 持 す る た め の 施 術 を タ イ ミ ン グ 良 く 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン
グ 法 に よ り 免 疫 抑 制 を 増 進 す る 薬 剤 が 開 発 さ れ て い る 。 こ の 薬 剤 は 、 移 植 患 者 の 術 前 準 備
と 管 理 に 有 用 性 が あ る と 期 待 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
                 　 　 　 　 　    免 疫 療 法 対 象 患 者 の 選 別
  医 師 が 治 療 戦 略 を 決 め る 場 合 、 患 者 自 身 の Tリ ン パ 球 の TCR関 連 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 定
し 、 患 者 の 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 分 析 し て 、 細 胞 を 刺 激 し て 効 果 の あ る 免 疫 療 法 を 行 う こ と
が で き る か 、 成 否 を 予 測 す る 。 こ の 予 測 は 、 患 者 自 身 の 細 胞 を 使 用 す る 療 法 、 例 え ば サ イ
ト カ イ ン 療 法 や 、 自 系 養 子 療 法 の 場 合 に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 患 者 自 身 の T細 胞 の 免 疫 が
抑 制 さ れ て い る 場 合 、 本 発 明 に よ り T細 胞 を 分 析 さ れ た T細 胞 を 、 同 種 異 系 ま た は 同 系 治 療
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プ ロ ト コ ル の た め に 、 選 択 す る こ と が 考 え ら れ る 。 養 子 免 疫 療 法 が 考 慮 さ れ な い 場 合 で あ
っ て も 、 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 分 析 し て い れ ば 、 抗 菌 剤 、 免 疫 刺 激 剤 な ど の 投 与 時 期 の 決 定
に お い て 医 師 の 役 に 立 つ こ と が 期 待 さ れ る 。 も う 一 つ の 用 途 と し て 、 自 己 免 疫 の 場 合 ま た
は 移 植 手 術 前 、 免 疫 抑 制 を モ ニ タ ー し て 置 い て 、 投 与 し よ う と す る 抑 制 剤 の 至 適 濃 度 を 決
定 す る こ と 、 お よ び 移 植 の タ イ ミ ン グ を 決 定 す る こ と が あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
  特 定 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル あ る い は パ タ ー ン に よ っ て 免 疫 療 法 、 例 え ば 自 系 養 子 免
疫 療 法 の 患 者 を 選 別 す る 。 選 別 基 準 は 、 発 現 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は パ タ ー ン が リ ン パ 球
の 刺 激 に 対 す る 反 応 の し き い 値 以 下 で あ っ て は な ら な い こ と で あ る 。 リ ン パ 球 の 刺 激 に 対
す る 反 応 の し き い 値 の レ ベ ル は 、 疾 患 と 特 定 タ ン パ ク 質 の 組 合 せ 毎 に 経 験 的 に 誘 導 し 、 さ
ら に 正 常 な 免 疫 反 応 を 示 す と 考 え ら れ る 個 体 と も 関 連 さ せ る 。 例 え ば 、 特 定 タ ン パ ク 質 と
特 定 疾 患 の あ る 組 合 せ に お い て 、 自 系 免 疫 療 法 を 効 果 あ る も の に す る た め に は 、 健 康 な 個
体 と 実 質 的 に 同 等 な レ ベ ル で こ の 特 定 タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ な け れ ば な ら な い と さ れ る 場
合 も あ ろ う 。 あ る い は ま た 、 特 定 タ ン パ ク 質 と 疾 患 の 別 の 組 合 せ に お い て 、 こ の 特 定 タ ン
パ ク 質 の 比 較 的 に 低 い レ ベ ル で も 、 自 系 養 子 免 疫 療 法 が 効 果 あ る も の と な る こ と も あ ろ う
。
【 ０ １ １ ６ 】
  さ ら に 、 ノ ザ ン ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 （ Northern hybridization） ま た は in situハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 法 （ in situ hybridization） を 含 む 各 種 方 法 に よ っ て 、 T細 胞 や 、 T細 胞 サ ブ
セ ッ ト 中 の 特 定 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 し て い る 遺 伝 子 を 確 認 す る 方 法 も あ る 。 こ の 遺 伝 子
が Tリ ン パ 球 で の み 発 現 す る こ と が 分 か っ て い れ ば 、 組 織 サ ン プ ル や 、 細 胞 サ ン プ ル か ら R
NAを 単 離 す る 。 さ ら に ま た 、 従 来 法 を 用 い て こ れ ら の サ ン プ ル か ら T細 胞 あ る い は T細 胞 サ
ブ セ ッ ト を 作 り 、 こ れ を 精 製 す る こ と に よ っ て RNAを 得 る こ と が で き る 。 RNAは 、 標 識 DNA
ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し 、 特 定 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 し
て い る mRNAを 特 異 的 に 検 出 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
  さ ら に ま た 、 養 子 免 疫 療 法 の 患 者 の 選 別 は 、 そ の 患 者 の 発 現 率 を 基 準 に し て 行 う 。 発 現
率 （ E． R． ） は 、 特 定 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 、 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ
ン パ ク 質 を 発 現 す る T細 胞 の 数 を 、 計 測 し た T細 胞 の 全 数 で 割 っ た も の で あ る 。 発 現 率 は 、
例 え ば 次 の 文 献 に お い て 説 明 さ れ て い る 方 法 に よ り 、 二 色 ま た は 三 色 流 動 細 胞 計 測 計 （ tw
o-color or three-color flow cytometry） を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 Current Pro
tocols in Immunology， Vol． I， J． E． Coligan， A． M． Kruisbeek， D． H． Margulies， E
． M． Shevach and W． Strober（ eds． ） ， Green Publishing Associates and wiley-Inte
rscience， 5.1.1-5.4.15（ 1991） 、 こ の 文 献 は 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る
。
【 ０ １ １ ８ 】
  膜 の 内 側 に あ る TCRの 成 分 、 ま た は シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 成 分 に つ い て は 、 細 胞 が 標 識 ま
で 透 過 で き る よ う に し て あ る 。 例 え ば 、 患 者 か ら 単 離 さ れ た リ ン パ 球 は 、 各 々 異 な る 染 料
と 共 役 し て い る 、 二 つ の 異 な る 抗 体 に 暴 露 さ れ る 。 そ の う ち 、 一 つ の 抗 体 は 、 特 定 の TCR
サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 あ る い は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞
を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る も の で 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） な ど の
染 料 と 共 役 し て い る 。 第 二 の 抗 体 は 、 CD3な ど す べ て の T細 胞 中 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る も
の で 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン な ど の 第 二 の 染 料 と 共 役 し て い る 。 特 定 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ
ク 質 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る T細 胞 の フ ラ グ メ ン ト は 、 流
動 細 胞 計 測 計 を 使 い 、 サ ン プ ル を 分 析 し て 測 定 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
  上 記 の よ う に 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル あ る い は パ タ ー ン に よ っ て 、 自 系 養 子 免 疫 療
法 の 患 者 を 選 別 す る 。 選 別 基 準 は 、 発 現 が リ ン パ 球 の 刺 激 に 対 す る 反 応 の し き い 値 以 下 で
あ っ て は な ら な い こ と で あ る 。 リ ン パ 球 の 刺 激 に 対 す る 反 応 の し き い 値 の レ ベ ル は 、 疾 患
と 特 定 タ ン パ ク 質 の 組 合 せ 毎 に 経 験 的 に 誘 導 す る 。
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【 ０ １ ２ ０ 】
  例 え ば 、 特 定 タ ン パ ク 質 と 疾 患 の あ る 組 合 せ に お い て 、 自 系 免 疫 療 法 を 効 果 あ る も の に
す る た め に は 、 少 な く と も 50%の T細 胞 が こ の 特 定 タ ン パ ク 質 を 発 現 （ E． R． =0.5） し な け
れ ば な ら な い と さ れ る 場 合 も あ ろ う 。 あ る い は ま た 、 特 定 タ ン パ ク 質 と 疾 患 の 別 の 組 合 せ
に お い て は 、 こ の 特 定 タ ン パ ク 質 は 少 な く と も 70%の T細 胞 に よ っ て 発 現 （ E． R． =0.7） さ
れ な け れ ば 自 系 養 子 免 疫 療 法 が 効 果 あ る も の と は な ら な い こ と も あ ろ う 。 特 定 タ ン パ ク 質
と 疾 患 の さ ら に 他 の 組 合 せ で は 、 p65の 存 在 が 必 要 と な る 場 合 も あ ろ う 。
【 ０ １ ２ １ 】
            化 学 療 法 と 放 射 線 療 法 の 効 果 お よ び  癌 手 術 の モ ニ タ リ ン グ
  化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 あ る い は 手 術 が 効 果 が あ っ て 、 腫 瘍 の 大 部 分 を 取 り 除 く こ と が
で き る 場 合 に は 、 免 疫 抑 制 さ れ て い た タ ン パ ク 質 は 正 常 な レ ベ ル と パ タ ー ン に 戻 る 。 こ の
よ う な 改 善 を 本 発 明 の 方 法 に よ っ て モ ニ タ ー す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
  従 来 の 治 療 方 法 と プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、 本 発 明 の 方 法 を 補 完 す る こ と が 考 え ら れ る 。
非 生 物 治 療 法 、 例 え ば 化 学 療 法 を 用 い て 、 腫 瘍 の 大 き さ 、 患 者 の 負 荷 が 減 少 す る に つ れ て
、 免 疫 抑 制 の レ ベ ル も 低 下 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る 薬 剤 を
決 定 す る 。 こ れ ら の 治 療 を 実 施 し 、 薬 剤 を 投 与 し た 後 で 、 自 系 養 子 免 疫 療 法 に よ っ て 補 完
す る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 患 者 の 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 、 例 え ば 特 定 の TCRサ ブ ユ ニ ッ
ト タ ン パ ク 質 、 Tリ ン パ 球 の Fcε γ 、 お よ び NF-kB／ rel系 の タ ン パ ク 質 を 測 定 し て 自 系 養
子 免 疫 療 法 の 効 果 的 な タ イ ミ ン グ を 予 測 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
  自 系 養 子 免 疫 療 法 を 補 完 す る の に 好 適 な 方 法 と し て は 、 手 術 、 放 射 線 、 あ る い は 化 学 療
法 剤 や 、 一 般 医 薬 品 に よ る 治 療 を 挙 げ る こ と が で き る 。 化 学 療 法 剤 、 一 般 医 薬 品 の 例 と し
て は 、 す べ て の サ イ ト カ イ ン 類 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 ス テ ロ イ ド 類
、 フ ラ ボ ノ イ ド 類 、 お よ び IL-2、 成 長 ホ ル モ ン 類 、 シ メ チ ジ ン 、 ク ロ ロ キ ン 、 ア ス ピ リ ン
、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 お よ び レ バ ミ ゾ ー ル な ど の 腫 瘍 の 大 き さ や 、 負 荷 を
縮 小 す る 薬 剤 が あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
  Tリ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 阻 止 す る 異 な る 幾 つ か の 方 策 が あ る 。 組 替 え 法 で Tリ ン パ 球 の 免
疫 療 法 活 性 を 回 復 す る 。 ま た 、 免 疫 抑 制 さ れ て い る 細 胞 に 特 定 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 し て
い る 遺 伝 子 か ら な る 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る と 、 免 疫 抑 制 細 胞 の 特 定 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ
ン パ ク 質 や 、 Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル 、 あ る い は NF-κ B／ rel
が 回 復 す る 。 組 替 え 加 工 さ れ た 細 胞 で 遺 伝 子 が 発 現 す る と 、 リ ン パ 球 に 正 常 レ ベ ル の タ ン
パ ク 質 が 回 復 す る 。 こ れ ら の 組 替 え 加 工 さ れ た リ ン パ 球 を 刺 激 し て 、 こ こ で 説 明 す る 補 完
方 法 の 何 れ か を 併 用 す る 養 子 免 疫 療 法 を 実 施 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 　 　 　 　                 リ ポ ゾ ー ム デ リ バ リ ー シ ス テ ム
  IL-2な ど の 遊 離 サ イ ト カ イ ン 類 は 、 本 発 明 の 方 法 に 好 適 で あ る が 、 サ イ ト カ イ ン を リ ポ
ゾ ー ム 中 に 組 み 入 れ て デ リ バ リ ー （ 送 達 ） シ ス テ ム と す る こ と が 好 ま し い 。 リ ポ ゾ ー ム は
リ ン 脂 質 賦 形 剤 で 、 リ ポ ゾ ー ム 製 造 に 用 い た 溶 質 と リ ン 脂 質 の 相 互 作 用 如 何 で は あ る が 、
サ イ ト カ イ ン そ の 他 の 生 活 性 化 合 物 の 指 定 量 を 収 容 す る こ と が で き る 。 リ ポ ゾ ー ム 埋 封 サ
イ ト カ イ ン 類 の 製 造 方 法 は ア メ リ カ 合 衆 国 同 時 係 属 出 願 第 07／ 382,778号 に お い て 開 示 さ
れ て い る 。 こ の 開 示 す べ て を 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
  リ ポ ゾ ー ム に 好 適 な 投 与 経 路 は い く つ か あ り 、 例 と し て 静 脈 注 射 、 皮 下 注 射 、 腹 腔 内 投
与 、 経 口 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る 。 生 活 性 成 分 の 遊 離 剤 形 と 比 較 し て 、 リ ポ ゾ ー ム デ リ
バ リ ー に は 組 織 分 布 と 結 合 特 性 が 優 れ て い る と 言 う 長 所 が あ り 、 治 療 指 標 は 上 昇 し 、 毒 性
は 低 下 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 　 　 　             IL-2リ ポ ゾ ー ム に よ る マ ウ ス の 治 療  
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 （ 14日 に 渡 っ て 腫 瘍 を 持 つ ） マ ウ ス に IL2-リ ポ ゾ ー ム を 腹 腔 内 投 与 （ 50,000U／ マ ウ ス ／
１ 日 × ５ 日 間 ） し て 、 二 つ の 実 験 を 行 っ た 。 マ ウ ス を 腫 瘍 注 入 後 32日 目 に 殺 し て 、 脾 臓 リ
ン パ 球 の ζ 発 現 を 検 討 し た 。 IL2-リ ポ ゾ ー ム を 投 与 し た マ ウ ス に お い て 、 ζ 鎖 は 正 常 レ ベ
ル で あ っ た が 、 無 処 置 の マ ウ ス で は 、 こ の 鎖 の 発 現 は 完 全 に 欠 失 し て い た 。 し た が っ て 、
IL2-リ ポ ゾ ー ム は 、 ζ が 腫 瘍 に 誘 発 さ れ て 欠 失 す る の を 防 止 し て い る 可 能 性 が あ る 。 し か
し な が ら 、 リ ポ ゾ ー ム が T細 胞 を 非 特 異 的 に 膨 張 さ せ る た め 、 膨 張 し た 集 団 に よ っ て ζ の
欠 失 が 隠 さ れ て い る 可 能 性 も 否 定 で き な い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 　 　 　 　 　 　           刺 激 し た T細 胞 の 臨 床 使 用  
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 刺 激 し た T細 胞 を 採 取 し 、 有 機 体 の 本 体 、 好 ま し く は マ ウ ス 、 ヒ
ト な ど の 哺 乳 動 物 中 に こ の T細 胞 を 入 れ た 後 、 IL-2を 投 与 す る と 、 免 疫 療 法 の 作 用 、 例 え
ば 細 胞 毒 性 作 用 や 、 リ ン ホ カ イ ン の 生 成 が 推 進 さ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 こ の 細 胞 を 人 体
中 に 入 れ て 免 疫 療 法 で 治 療 す る 。 こ の 細 胞 は 、 S． A． Rosenbergの ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4
,690,915号 で 開 示 さ れ て い る も の を 含 む 従 来 か ら 周 知 の 方 法 と 経 路 の 何 れ を 用 い て も 、 患
者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 上 記 の 特 許 は 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る
。 経 路 の 例 と し て は 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 腔 内 （ intracavitary） の 投 与 が あ り 、 胸 膜 腔 内
、 腹 腔 内 、 鞘 内 、 嚢 内 な ど の 投 与 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ９ 】
  一 般 に 、 in vivoで IL-2の 有 効 量 を 投 与 す る と 、 細 胞 の 増 殖 と 抗 腫 瘍 活 性 が 昂 進 す る 。 I
L-2の 投 与 期 間 は 、 好 ま し く は 約 ７ 日 間 で あ る 。 in vlvoで 細 胞 増 殖 と 免 疫 療 法 活 性 を 昂 進
さ せ る 有 効 量 は 、 治 療 を 受 け て い る 哺 乳 動 物 如 何 に か か っ て い る 。 例 え ば 、 マ ウ ス の 投 与
量 は 、 IL-2 10,000～ 70,000単 位 ／ １ 日 、 好 ま し く は IL-2約 50,000単 位 ／ １ 日 で あ る が 、
ヒ ト の 投 与 量 は 、 約 １ × 10 6 な い し ６ × 10 6 国 際 単 位 ／ m 2 ／ １ 日 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
  前 章 で 説 明 し た 通 り 、 T細 胞 は 、 始 め に IL-2の 有 無 に か か わ ら ず 抗 CD3 MAbで 24時 間 以 下
刺 激 す る こ と が 好 ま し い 。 所 望 の 場 合 、 IL-2と 抗 CD3 MAbと を 初 度 培 養 に 入 れ る こ と を 本
発 明 の 一 部 と す る 。 た だ し 、 こ の こ と は 適 当 で あ り 、 同 様 の 結 果 を 得 る こ と が で き る が 、
少 な く と も IL-2の た め 望 ま し く な い 費 用 が か か る の で 必 ず し も 好 ま し く は な い 。 む し ろ 、
細 胞 を 抗 CD3 MAbだ け で で 刺 激 し 、 刺 激 し た 細 胞 を 採 取 し て 、 免 疫 抑 制 さ れ た 哺 乳 動 物 に
注 入 し 、 そ の 後 IL-2を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ １ 】
  イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ は 、 市 場 か ら 入 手 で き る T細 胞 成 長 因 子 で あ る 。 ラ ッ ト ス プ レ ノ サ
イ テ ス （ rat splenocytes） の 培 養 物 、 あ る い は ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 系 （ Jurkacell line）
か ら 誘 導 さ れ る 天 然 産 IL-2で も 、 ま た 組 替 え IL-2（ rIL-2） の ど ち ら で も 好 適 で あ る 。 本
発 明 に お い て は 、 こ の 他 の サ イ ト カ イ ン を 用 い て 、 サ イ ト カ イ ン -活 性 化 細 胞 を 生 成 す る
こ と が で き る を と 信 じ ら れ て い る 。 こ れ に は 、 天 然 サ イ ト カ イ ン 、 組 替 え で 生 成 し た サ イ
ト カ イ ン の ど ち ら を 用 い て も 良 い 。 こ れ ら の も の の 例 と し て は 、 IL-1、 IL-4、 IL-6、 IL-1
2、 TNF、 GM-CSFイ ン タ ー フ ェ ロ ン な ど が あ る 。 使 用 方 法 と し て は 、 サ イ ト カ イ ン 一 種 の 単
独 使 用 、 IL-2を 含 む 他 の サ イ ト カ イ ン と の 併 用 で 、 併 用 す る サ イ ト カ イ ン を 培 養 基 に 添 加
し た り 、 患 者 に 投 与 す る な ど が あ る 。 rIL-2、 フ ラ ボ ノ イ ド と 化 学 療 法 剤 の 併 用 は 、 少 な
く と も 動 物 モ デ ル に お い て 腫 瘍 を 縮 小 す る の に 有 効 で あ る （ Wiltroutetal.， 1991） 。 こ
の 抗 腫 瘍 反 応 に は T細 胞 を 欠 く こ と は で き な い 。 Current Protocols in Immunology， Vol
． I， J． E． Coligan， A． M． Kruisbeek， D． H． Margulies， E． M． Shevach and W． Strob
er（ eds． ） ， Green Publishing Associates and Wiley-Interscience， 2.4.1-2.10.3（ 1
991） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 　 　                         免 疫 回 復 剤 の 使 用
  本 発 明 の 方 法 を 用 い て 決 定 し た 免 疫 回 復 剤 は 、 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る こ と が で き る の で 、
進 行 性 免 疫 抑 制 を 特 徴 と す る 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ れ は 、 先 ず 哺 乳 動
物 の Tリ ン パ 球 標 本 を 用 意 す る 。 た だ し 、 こ の 標 本 は 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト と シ グ ナ ル 変 換 経
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路 の 特 定 タ ン パ ク 質 う ち 少 な く と も 一 種 の 発 現 レ ベ ル ま た は NF-κ B／ relタ ン パ ク 質 の パ
タ ー ン が 、 健 康 な 、 免 疫 抑 制 が な い 同 一 の 哺 乳 動 物 種 個 体 と 比 較 し て 正 常 値 以 下 で あ る 。
こ の リ ン パ 球 標 本 を 試 験 対 象 薬 剤 、 一 般 に は 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る と 思 わ れ て い る 薬 剤 の 存
在 下 で 培 養 す る 。 そ の 後 特 定 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル お よ び ／ ま た は パ タ ー ン を 測 定 す る
。 ま た 、 TCTサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 、 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 の 発
現 が 正 常 値 以 下 の 患 者 に こ の 薬 剤 を 投 与 し 、 治 療 後 に こ の 患 者 か ら サ ン プ ル を 採 取 し て 前
記 の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 を と っ て も 良 い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
  こ の よ う に し て 得 た 薬 剤 は 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト あ る い は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 特
定 タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 顕 著 に 増 加 さ せ 、 お よ び ／ ま た は 、 NF-κ B／ rel系 の タ ン
パ ク 質 の 存 在 を 回 復 す る こ と が で き る 。 し た か っ て 、 こ の 薬 剤 は 病 気 の 動 物 あ る い は 人 間
の 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る 方 法 と な る 。 投 与 方 法 と し て は 、 任 意 に こ の 薬 剤 を 単 独 投 与 す る か
、 あ る い は Ｔ 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー 抗 体 お よ び ／ ま た は サ イ ト カ イ ン と 併 用 投 与 し て 、 リ ン
パ 球 を 刺 激 し て 患 者 の 免 疫 抑 制 を 逆 転 さ せ る 。 ま た 、 患 者 か ら リ ン パ 球 を 単 離 し て in vit
roで 薬 剤 に よ り 処 理 し 、 養 子 免 疫 療 法 と し て 患 者 に 投 与 し て も 良 い 。 例 え ば 、 リ ン パ 球 を
フ ラ ボ ノ イ ド の 存 在 下 で 培 養 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に し て 得 た リ ン パ 球 は 、 in vit
roま た は in vivoで 刺 激 す る 。 こ の 場 合 、 リ ン パ 球 の 単 独 使 用 で も 良 い し 、 T細 胞 表 面 レ セ
プ タ ー 抗 体 お よ び ／ ま た は サ イ ト カ イ ン と 併 用 し て も 良 い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
  患 者 に よ っ て は 薬 剤 の あ る 組 合 せ に は 反 応 し な い が 、 他 の 組 合 せ に は 反 応 す る こ と が あ
る の で 、 こ の 点 を 確 認 評 価 す る 。 例 え ば 、 抗 CD3に 反 応 し な い 患 者 が 、 フ ラ ボ ノ イ ド と IL-
2を 加 え る こ と に よ り 反 応 す る か も 知 れ な い 。 難 治 で あ っ た 患 者 が 、 薬 剤 を 追 加 す る こ と
で 救 わ れ る こ と も あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 　 　 　               組 替 え 技 術 に よ る 免 疫 機 能 の 回 復  
　 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て 、 特 定 の 遺 伝 子 を 担 持 す る ベ ク タ ー を 形 成 し
、 こ の ベ ク タ ー を 免 疫 抑 制 さ れ て い る T細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 免 疫 機 能 を 回 復 す
る た め 、 免 疫 回 復 剤 を コ ー ド 化 し て い る 遺 伝 子 を ベ ク タ ー に 含 ま せ る 。 こ の 遺 伝 子 は 本 発
明 の 免 疫 抑 制 因 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 に も な り 得 る 。 遺 伝 子 は プ ロ モ ー タ ー に 結
合 す る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 一 般 に 調 節 可 能 な プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 あ る い は エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン （ electroporation） に よ る ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン な ど の 周 知 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 ベ ク タ ー を
Tリ ン パ 球 内 に 導 入 す る 。 こ の 特 定 遺 伝 子 は 、 周 知 の ベ ク タ ー 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー を 使 っ て 、 T細 胞 内 に 導 入 さ れ て 、 発 現 す る 。 Current Protocols in Molecular Bi
ology， F． M． Ausubel et al． （ eds． ） ， Greene Publishing Associates and Wiley-In
terscience， 9.0.1-9.14.3（ 1989） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 　                         CD3ζ 鎖 の 再 発 現
  下 記 の 併 用 剤 の 何 れ か を 含 有 す る 組 織 培 養 基 （ RPMI1640 + 添 加 剤 、 た だ し ウ シ 胎 児 血 清
は ） に よ り 、 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス か ら 採 取 し た リ ン パ 球 を 48時 間 培 養 し た と こ
ろ 、 CD3ζ 鎖 が 再 発 現 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
  A． イ ノ マ イ シ ン （ １ μ ｇ ／ ml）
        （ Calbiochem， La Jolla， CA）
  B． イ ノ マ イ シ ン + ホ ー ボ ル ミ リ ス テ ィ ッ ク ア セ テ ー ト  
   （ 10ng/ml） （ Phorbol Miristic Acetate）
    （ Chemsyn Science Labs.， Lenexa， Kansas）
  C． イ ノ マ イ シ ン +IL2（ 300U／ ml）
  D． イ ノ マ イ シ ン +PMA+IL2 
　 E． イ ノ マ イ シ ン +抗 CD3+IL2
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  F． 抗 CD3モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ 10mg／ ml）
  G． フ ラ ボ ノ イ ド 類 +IL-2
  H． 抗 CD3+フ ラ ボ ノ イ ド 類
                        免 疫 抑 制 剤 の 使 用  
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 決 定 さ れ た 免 疫 抑 制 剤 は 、 自 己 免 疫 性 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る と 考
え ら れ る 。 こ の 点 で 特 に 興 味 の あ る も の は 、 T細 胞 の 免 疫 抑 制 の 原 因 で あ る 腫 瘍 か ら 形 成
し た 溶 解 性 因 子 で あ る 。 こ れ ら の 薬 剤 の 決 定 方 法 は 、 次 の 通 り で あ る 。 先 ず 、 哺 乳 動 物 の
リ ン パ 球 の 標 本 を 用 意 す る 。 こ の 標 本 で は 、 少 な く と も 一 種 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 特 定 タ
ン パ ク 質 ま た は シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 が 健 康 な 同 一 の 哺 乳 動 物 種 個 体 と 比 較 し て
正 常 で あ る 。 ま た 別 に 、 NF-κ B／ relの パ タ ー ン が 変 化 し た か 、 否 か の 検 定 を 行 う 。 こ の
リ ン パ 球 標 本 を 、 免 疫 抑 制 を 起 こ す と 考 え ら れ る 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 し 、 前 記 タ ン パ ク 質
の 発 現 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は パ タ ー ン を 測 定 す る 。 あ る い は 、 こ の 薬 剤 を 健 康 な 個 体 に
投 与 し 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 特 定 タ ン パ ク 質 の う ち 少 な く と も 一 種 、 ま た は リ ン パ 球 シ グ
ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 に よ っ て も 良 い 。 薬 剤 を 単 離 し
た 後 、 免 疫 抑 制 し て い る 上 澄 み 液 を 分 画 し て 活 性 画 分 を 探 す こ と に よ り さ ら に 精 製 し 、 定
量 分 析 法 を 適 用 し て 因 子 の 特 性 を 同 定 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
  こ の よ う に し て 得 た 薬 剤 は 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 特 定 タ ン パ ク 質 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ
ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル 、 お よ び ／ ま た は NF-κ B／ relの パ タ ー ン を 低 下
さ せ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 薬 剤 は 、 動 物 ま た は ヒ ト に お い て 免 疫 抑 制 を
誘 導 す る 方 法 と な る 。 こ れ ら の 薬 剤 、 す な わ ち 本 発 明 の 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 は 哺 乳 動 物 に
投 与 す る 。 あ る い は 、 少 な く と も 溶 解 性 因 子 の 免 疫 抑 制 を 起 こ す 部 位 を コ ー ド 化 す る ヌ ク
レ オ チ ッ ド 配 列 を 、 一 般 に は 服 用 動 物 の 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 、 哺 乳 動 物 に 投 与
し て も 良 い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
  本 発 明 の 特 異 性 が あ り 、 且 つ 最 良 の 実 施 態 様 を 次 の 実 施 例 に よ り 説 明 す る 。 こ れ ら の 実
施 例 は 、 如 何 な る 方 法 に お い て も 本 発 明 を 限 定 す る も の と 解 釈 し て は な ら な い 。 さ ら に ま
た 、 本 発 明 の 精 神 と 範 囲 内 に 留 ま り な が ら 多 く の 変 化 ま た は 変 更 が 可 能 で あ る こ と を 理 解
す べ き で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
                              　 　 実 施 態 様 例
１ ． 哺 乳 動 物 の 細 胞 サ ン プ ル に お け る 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 方 法 で あ っ て 、
　 a)　 哺 乳 動 物 の 細 胞 サ ン プ ル の 核 抽 出 液 に お け る NF-κ B/rel系 の 転 写 因 子 パ タ ー ン 、 も
し く は 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 サ ン プ ル に お け る TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 ま た は Tリ ン パ 球 シ
グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 b)　 前 記 転 写 因 子 の パ タ ー ン ま た は 前 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と 、 非 免 疫 抑 制 の 同 種
の 哺 乳 動 物 の 個 体 に お け る 転 写 因 子 の パ タ ー ン ま た は タ ン パ ク 質 嘉 現 レ ベ ル と を 比 較 し 、
か か る 非 免 疫 抑 制 の 個 体 の 転 写 パ タ ー ン か ら 顕 著 な 差 違 ま た は そ の タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル
か ら 顕 著 な 減 少 が あ れ ば 、 そ れ を 哺 乳 動 物 に お け る 顕 著 な 程 度 の 免 疫 抑 制 を 示 す ス テ ッ プ
と
を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 ０ １ ４ １ 】
２ ． 哺 乳 動 物 丁 リ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 引 き 起 こ す 薬 剤 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)　 サ ン プ ル の 核 抽 出 液 に あ る NF-κ B系 の 転 写 因 子 の パ タ ー ン が 非 免 疫 抑 制 の 個 体 の パ
タ ー ン 特 徴 を 有 し 、 あ る い は 、 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 ま た は Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換
経 路 の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル が 非 免 疫 抑 制 の 同 種 の 哺 乳 動 物 の 個 体 の レ ベ ル 特 徴 と 同 等
で あ る 、 哺 乳 動 物 の Tリ ン パ 球 の 製 剤 を 用 意 す る ス テ ッ プ と 、
　 b)　 前 記 リ ン パ 球 の 製 剤 を 免 疫 抑 制 さ せ る と 考 え ら れ る 薬 剤 の 存 在 下 で か か る 製 剤 を 培
養 す る ス テ ッ プ と 、
　 c)　 前 記 NF一 κ B系 の 転 写 因 子 の パ タ ー ン も し く は 前 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定
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す る ス テ ッ プ と 、
　 d)　 前 記 薬 剤 の 存 在 に お い て 培 養 さ れ て い な い Tリ ン パ 球 製 剤 に 比 べ る と 、 そ の NF-κ B
系 の 因 子 の 転 写 パ タ ー ン に 対 し 顕 著 な 変 化 と 、 そ の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル よ り 顕 著 な 減
少 と を 引 き 起 こ す 薬 剤 を 同 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 ０ １ ４ ２ 】
３ ． 哺 乳 動 物 丁 リ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 逆 転 さ せ る 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 a)　 免 疫 抑 制 の 哺 乳 動 物 か ら そ の Tリ ン パ 球 製 剤 を 用 意 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 そ の NF-
κ B系 の 因 子 の 転 写 パ タ ー ン が 、 非 免 疫 抑 制 の 同 種 の 哺 乳 動 物 個 体 の パ タ ー ン に 比 べ て 顕
著 な 変 化 を 有 し 、 も し く は 、 そ の TCRサ ブ タ ン パ ク 質 ま た は シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク
質 の 発 現 レ ベ ル が 、 非 免 疫 抑 制 の 同 種 の 哺 乳 動 物 個 体 の レ ベ ル の 比 べ て 低 い こ と を 特 徴 と
す る ス テ ッ プ と 、
　 b)免 疫 抑 制 を 逆 転 で き る と 思 わ れ る 薬 剤 の 存 在 下 に お い て 、 前 記 リ ン パ 球 の 製 剤 を 培 養
す る ス テ ッ プ と 、
　 c)　 培 地 中 に お け る 前 記 NF-κ B系 の 因 子 の 転 写 パ タ ー ン ま た は 前 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ
ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 d)　 非 免 疫 抑 制 の 同 種 の 哺 乳 動 物 の 個 体 の 同 様 な サ ン プ ル パ タ ー ン 特 徴 に 比 べ る と 顕 著
な 差 違 を 示 さ な い 、 NF-κ B系 の 因 子 の 転 写 パ タ ー ン に お け る 顕 著 な 変 化 、 ま た は 前 記 タ ン
パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル に お け る 顕 著 な 増 加 を 引 き 起 こ し 薬 剤 を 同 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 ０ １ ４ ３ 】
４ ． (1)　 TCRサ ブ タ ン パ ク 質 ま た は シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 と 、 (2)　 NF-κ B系 の
転 写 因 子 と の い ず れ か に 対 す る 抗 体 を 有 す る 別 々 の 容 器 (A)と 抗 体 一 抗 原 複 合 体 の 形 成 検
出 手 段 (B)と を 含 ん で な る 免 疫 抑 制 モ ニ タ ー 用 キ ッ ト 。
【 ０ １ ４ ４ 】
５ ． 免 疫 抑 制 ま た は 腫 瘍 の 持 つ 哺 乳 動 物 の in vivoに お い て 、 NF-κ B系 の 転 写 因 子 系 の p50
の 分 解 に よ り 形 成 さ れ る 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 ０ １ ４ ５ 】
６ ． 免 疫 抑 制 を 持 つ 哺 乳 動 物 か ら 採 取 す る Tリ ン パ 球 の 核 抽 出 物 中 の p50に は 存 在 す る が 、
p5Oに 置 き 換 わ る タ ン パ ク 質 に は 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 抗 体 。
【 ０ １ ４ ６ 】
７ ． 前 記 哺 乳 動 物 細 胞 の サ ン プ ル が 、 リ ン パ 球 製 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 実 施 態 様 例 １
の 哺 乳 動 物 の サ ン プ ル に お け る 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ １ ４ ７ 】
８ ． 発 現 の レ ベ ル が 、 発 現 率 と し て 測 定 さ れ 、 カ ウ ン タ ー さ れ た Tリ ン パ 球 の 総 数 に 対 し
て 前 記 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る Tリ ン パ 球 数 の 率 と し て 定 義 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 実 施
態 様 例 １ の 哺 乳 動 物 の 細 胞 サ ン プ ル に お け る 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ １ ４ ８ 】
９ ． 前 記 リ ン パ 球 の 製 剤 が 、 脾 臓 組 織 、 末 梢 血 (peripheralblood)、 腫 瘍 組 織 、 リ ン パ 腺
組 織 、 髄 液 、 胸 水 と 腹 水 を 含 む 組 織 か ら 調 整 さ れ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 実 施 態
様 例 １ の 哺 乳 動 物 細 胞 の サ ン プ ル に お け る 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ １ ４ ９ 】
１ ０ ． 前 記 TCRサ ブ タ ン パ ク 質 が CD3ζ を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 実 施 態 様 例 １ の 哺
乳 動 物 細 胞 の サ ン プ ル に お け る 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ １ ５ ０ 】
１ １ ． 前 記 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 が 、 scr系 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 含 ん で な る こ と
を 特 徴 と す る 、 実 施 態 様 例 １ の 哺 乳 動 物 細 胞 の サ ン プ ル に お け る 免 疫 抑 … 制 の レ ベ ル を 測
定 す る 方 法 。
【 ０ １ ５ １ 】
１ ２ ． 前 記 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が Fynま た は ユ ckで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 実 施 態 様 例 １ の
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哺 乳 動 物 細 胞 の サ ン プ ル に お け る 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ １ ５ ２ 】
１ ３ ． 前 記 シ グ ナ ル 変 換 経 路 タ ン パ ク 質 が 、 PLCγ ま た は GAPで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 実
施 態 様 例 １ の 哺 乳 動 物 細 胞 の サ ン プ ル に お け る 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ １ ５ ３ 】
１ ４ ． c-rel、 p65、 p5O、 p48と p44の 存 非 に よ っ て 、 パ タ ー ン が 測 定 さ れ る こ 、 と を 特 徴
と す る 、 実 施 態 様 例 １ の 哺 乳 動 物 細 胞 の サ ン プ ル に お け る 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方
法 。
【 ０ １ ５ ４ 】
１ ５ ． リ ン パ 球 製 剤 か ら 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 全 体 の マ イ ク ロ グ ラ ム 当 た り の 前 記 タ ン パ
ク 質 の 量 と し て 、 前 記 発 現 レ ベ ル が 定 義 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 実 施 態 様 例 １ の 哺 乳 動
物 細 胞 の サ ン プ ル に お け る 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 。
【 ０ １ ５ ５ 】
１ ６ ． 前 記 薬 剤 が in vivoに 存 在 す る こ と を 特 徴 と す る 、 実 施 態 様 例 ２ の 哺 乳 動 物 の Tリ ン
パ 球 の 免 疫 抑 制 を 逆 転 す る 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 。
【 ０ １ ５ ６ 】
１ ７ ． p44と p48か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ 、 免 疫 抑 制 さ れ た ま た は 腫 瘍 を 持 っ た 哺 乳
動 物 の invivoに お い て 、 NF-κ B系 の 転 写 因 子 の 一 員 の p5Oの 分 解 に よ り 形 成 さ れ る 実 質 的
に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 ０ １ ５ ７ 】
１ ８ ． 前 記 抗 体 が 、 免 疫 抑 制 を 持 っ 哺 乳 動 物 か ら 採 取 す る Tリ ン パ 球 の 核 抽 出 物 中 の psOに
は 存 在 す る が 、 p50に 置 き 換 わ る タ ン パ ク 質 に は 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 抗 体 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 、 実 施 態 様 例 ４ の 免 疫 抑 制 モ ニ タ ー 用 キ ッ ト 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ５ ８ 】
　 　 　 　 　 　 長 期 腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス か ら 単 離 し た Ｔ 細 胞 の 抗 腫 瘍 効 果 の 欠 失  
　 長 期 TBMか ら T細 胞 を 単 離 し て 、 養 子 免 疫 療 法 に 使 用 し て も 何 ら の 抗 腫 瘍 効 果 も 検 出 す る
こ と は で き な い （ 本 発 明 に 言 う 「 長 期 」 は 「 後 期 」 と 互 換 で き る も の と す る ） 。 C． M． Lo
effler et al.， Cancer Res.， 51： 2127（ 1991） で 説 明 さ れ て い る よ う に 、 T活 性 化 キ ラ
ー （ T-AK） 細 胞 の 世 代 は 立 証 さ れ て い る 。 こ の 文 献 は 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部
と す る 。 C57BL／ ６ ネ ズ ミ ス プ レ ノ サ イ ト （ murine splenocytes） を フ ィ コ ー ル － パ ッ ク
勾 配 遠 心 法 （ Ficoll-Paque Gradient） に よ り 処 理 し て 、 リ ン パ 球 を 単 離 し た 。 HBSS（ GIB
CO， Grand Island， NY） で 二 回 洗 っ た 後 赤 血 球 （ RBC） を 蒸 留 水 で 溶 解 し 、 残 り の 単 核 細
胞 数 を 計 算 し た 。 そ の 後 、 細 胞 を マ ウ ス T細 胞 急 速 ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ カ ラ ム
（ Biotex Laboratories Inc.， Edmonton， Canada） に 置 い て 、 T細 胞 を 濃 縮 し た 。 細 胞 は H
BSSで 二 回 洗 い 、 抗 CD3 MAb（ 145-2Cll） と IL-2（ 比 活 性 1.5× 10 7 U／ mg； Hoffmann-LaRoch
e Inc.， Nutley， NJ） で 活 性 化 し た 。 T濃 縮 細 胞 は 、 濃 度 1.5× 10 6 細 胞 ／ mlの Rosewell Pa
rk Memorial Institute（ RPMl） 1640（ GIBCO， Grand Island， NYか ら 入 手 ） か ら な る TCM
、 こ れ に HEPES［ N-２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ピ ペ ラ ジ ン -N’ -（ ２ -エ タ ン ス ル ホ ン 酸 ） ］ 25mM
、 L-グ ル タ ミ ン  ２ mM、 ウ シ 胎 児 血 清   ５ %、 ペ ニ シ リ ン 100U／ ml、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン   
100μ g／ ml、 非 必 須 ア ミ ノ 酸   10mM、 ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム   100mM、 お よ び ２ -メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル   25μ Mを 添 加 し て あ る 培 養 フ ラ ス コ で 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 T-AK細 胞 を
発 生 さ せ る た め 、 TCM １ mlに つ き 145-2Cll MAb 25μ gを 加 え た 。 細 胞 は ５ %CO2の 気 流 下 37
℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 採 取 し て 、 HBSSで 二 回 洗 い 、 IL-2 30U／ mlを 含 む HBSS中
に 再 懸 濁 し 、 細 胞 数 を 計 算 し て 、 マ ウ ス に 注 射 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
  リ ポ ゾ ー ム に 包 埋 し た IL-2（ IL-2リ ポ ゾ ー ム ） と 併 用 す る T-AK細 胞 の 治 療 効 果 の 判 定 方
法 を 、 C． M． Loeffler et al.， Cancer Res.， 51： 2127（ 1991） で 説 明 さ れ て い る 通 り に
作 成 し た 。 こ の 文 献 を 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
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  MCA-38細 胞 約 3.0× 10 5 個 を HBSS 0.5m1に 懸 濁 し た も の を 、 30ゲ ー ジ の 注 射 針 を 用 い て 生
後 ６ ～ ８ 週 の C57BL／ ６ マ ウ ス の 脾 臓 内 に 注 射 し た 。 C57BL／ ６ マ ウ ス 少 な く と も 10匹 に よ
り 各 群 を 構 成 し た 。 ３ 日 後 、 健 康 マ ウ ス 、 初 期 TBM（ 14～ 21日 間 存 続 の 皮 下 腫 瘍 ） 、 後 期 T
BM（ 30日 間 以 上 存 続 の 皮 下 腫 瘍 ） 、 そ れ ぞ れ に 由 来 す る T-AK 4.0× 10 7 を マ ウ ス の 静 脈 内
に 一 回 投 与 し た 。 さ ら に 、 腫 瘍 接 種 後 ３ ～ ７ 日 間 、 １ 日 １ 回 IL-2リ ポ ゾ ー ム （ １ 日 当 り 50
,000U） を マ ウ ス に 腹 腔 内 投 与 し た 。 腫 瘍 接 種 後 12日 目 に 各 群 の 肝 臓 転 移 数 を 評 価 し た 。
マ ウ ス に 麻 酔 を 施 し 腸 間 膜 静 脈 に 15%墨 汁 （ India ink solution） ２ m1を 注 射 し た 。 肝 臓
を 摘 出 し て Fekete液 （ 70%エ タ ノ ー ル 300m1中 に ホ ル マ リ ン 30m1お よ び 氷 酢 酸 15m1を 配 合 ）
中 に い れ た 。 肝 臓 転 移 数 を 計 算 し た 後 、 ス チ ュ ー デ ン ト 法 に よ り 動 物 群 間 の 差 異 の 意 味 を
評 価 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 図 １ の デ ー タ は 、 三 つ の 異 な る 実 験 の 代 表 的 な 成 績 を 示 し て い る 。 未 処 置 の マ ウ ス で は
、 11日 目 ま で に 236± 30の 肝 臓 転 移 が 起 こ っ て い た 。 腫 瘍 を 持 た な い マ ウ ス （ 「 健 康 」 ）
の T-AK細 胞 で 処 置 し た マ ウ ス で は 、 99± 23の 肝 臓 転 移 が あ っ た 反 面 、 初 期 TBMか ら 形 成 し
た T-AKで は さ ら に 大 き く 減 少 し 、 48± 16の 転 移 で あ っ た 。 後 期 TBMか ら の T-AK細 胞 は 、 何
ら の 治 療 効 果 を 示 す こ と が 出 来 ず 、 転 移 数 は 2229± 41で あ っ た 。 T-AK細 胞 は 、 後 期 TBMか
ら 形 成 す る と 、 治 療 効 果 が 劇 的 に 低 下 す る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ６ ２ 】
                長 期 TBM由 来 Tリ ン パ 球 の In Vitro細 胞 毒 性 の 著 し い 低 下
  長 期 TBM由 来 リ ン パ 球 の in vitro細 胞 毒 性 が 、 非 悪 性 状 態 か ら 著 し く 低 下 し て い る 。 こ
の た め 、 T-AK細 胞 を エ フ ェ ク タ ー と す る 標 準 ク ロ ム リ リ ー ス ア ッ セ イ （ chromium release
 assay） を 行 っ た 。 こ の T-AK細 胞 を 、 先 ず 抗 CD3で 刺 激 し た 後 、 rIL-2 100Uと 共 に 培 養 基
中 に 保 持 し た 。 検 定 は 、 培 養 第 ２ 日 目 、 第 ４ 日 目 、 第 ７ 日 目 に 実 施 し た 。 標 的 腫 瘍 （ ４ ×
10 6 ／ ml） は 、 Na51CrO4（ 1000μ Ci／ ml； New England Nuclear Products， Boston， MA） 1
50μ Ciと 共 に 37℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 標 的 腫 瘍 は TCMで 二 回 洗 い 、 培 養 基 中 に
再 懸 濁 し 、 細 胞 数 を 計 算 し た 。 T-AKエ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 二 回 洗 い 、 U型 底 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト （ Costar） 中 で 三 個 づ つ ア リ コ ー ト を 生 成 し た 後 、 二 倍 の 連 続 希 釈 を 行 っ て 、
エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 細 胞 の 比 率 が 24： １ ～ ３ ： １ と な る よ う に 連 続 し て 二 倍 に 希 釈 し た 。
ウ ェ ル １ 個 に つ き 標 的 細 胞 5,000個 を 加 え た 。 自 発 リ リ ー ス ウ ェ ル （ spontaneous release
 well） に は 、 培 養 基 中 の 標 的 細 胞 の み を 入 れ た 。 最 大 リ リ ー ス ウ ェ ル （ maximum release
 well） に は 、 洗 剤 中 の 標 的 細 胞 を 入 れ た 。 プ レ ー ト は 、 ５ %CO 2 の 気 流 下 で 37℃ で ４ 時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 澄 み 液 を 採 取 し て 、 ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー （ LKB 1272） で 放 射 能 を
測 定 し た 。 比 細 胞 毒 性 は 、 次 の 式 に よ り パ ー セ ン テ ー ジ を 計 算 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ４ 】
  培 養 第 ２ 日 目 で は 、 細 胞 毒 性 活 性 は 初 期 TBM細 胞 が 一 貫 し て 最 も 高 く （ 図 ２ ） 、 腫 瘍 な
し 細 胞 （ 健 康 ） 、 あ る い は 後 期 TBM細 胞 の そ れ は 低 か っ た 。 培 養 第 ４ 日 目 に お い て 、 健 康
マ ウ ス 由 来 細 胞 の 溶 解 機 能 が 顕 著 に 増 加 し た が 、 そ れ で も 初 期 TBMの 溶 解 機 能 が 最 高 で あ
っ た （ 図 ３ ） 。 後 期 TBMリ ン パ 球 の 溶 解 機 能 が 最 低 で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
  培 養 開 始 後 ７ 日 で 後 期 TBMリ ン パ 球 の 溶 解 機 能 が 、 と に か く 著 し い と 言 え る 程 度 増 加 し
た （ 図 ３ ） 。 同 系 の 標 的 細 胞 MBL2（ リ ン パ 腫 ） 、 お よ び 同 種 異 系 の 標 的 細 胞 RENCA（ 腎 臓
細 胞 腫 ） に 対 し て も 溶 解 活 性 を 示 す の が 観 察 さ れ た 。 細 胞 毒 性 の 絶 対 レ ベ ル は 標 的 に よ っ
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て 異 な っ て い た が 、 初 期 TBM細 胞 が 一 貫 し て 最 も 効 果 が 高 く 、 後 期 TBMの 活 性 が 常 に 最 低 で
あ っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
  初 期 お よ び 後 期 TBM由 来 の CD8 + -濃 縮 標 本 を 作 成 し 、 こ れ を 用 い て 細 胞 毒 性 の 検 定 を 行 っ
た 。 濃 縮 T細 胞 標 本 は 、 キ ッ ト の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 、 T細 胞 カ ラ ム （ Biotex Laboratory 
Inc.， Edmonton， Canada） を 経 由 し て 、 単 個 細 胞 ス プ レ ノ サ イ ト （ splenocyte） 懸 濁 液 を
通 過 さ せ て 作 成 し た 。 CD8 + 細 胞 に 対 し て 濃 縮 す る た め に 、 T濃 縮 細 胞 を 抗 L3T4（ 500μ g／ m
l； Becton Dickinson， Mountain View， CA） １ μ g／ 1.0ｘ 10 6 個 と 共 に ４ ℃ で 30分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 は 、 HBSSで 二 回 洗 っ た 。 FC-特 異 性 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgGを 塗 布 し た 磁 気
ビ ー ズ （ Advanced Magnetics Inc.， Cambridge， MA） を PBSで 二 回 洗 い 、 PBSと 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 ビ ー ズ ： 細 胞 比 率 を 25： １ と し て 、 ４ ℃ で 30分 間 T濃 縮 細 胞 と 混 合 し た 後 、
磁 気 分 離 機 （ Advanced Magnetics） で 分 離 し た 。 最 後 の ス テ ッ プ は 二 回 繰 り 返 し た 。 結 合
し て い な い 細 胞 を 除 き 、 HBSSで 二 回 洗 っ た 。 CD8 + 濃 縮 細 胞 に は 、 汚 染 細 胞 で あ る CD4 + が ２
%含 ま れ て い た 。 濃 縮 細 胞 標 本 の 発 現 型 を 分 析 し た 結 果 で は CD8 + 含 量 は 95%以 上 で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
  CD8 + 濃 縮 細 胞 は 、 非 分 離 の リ ン パ 球 と 同 様 の 溶 解 活 性 を 示 し た （ 表 １ ） 。 ご く 小 数 の 汚
染 細 胞 の 効 果 と の 混 同 を 避 け る た め 、 さ ら に CD8 + 細 胞 を FACSに よ っ て 正 の 分 別 を 行 い 、 抗
CD3＋ IL-2と 共 に 培 養 し 、 溶 解 機 能 を 試 験 し た 。 さ ら に 、 新 鮮 は ス プ レ ノ サ イ ト （ splenoc
yte） 標 本 （ Thy1.2 + 細 胞 95%以 上 ） の T濃 縮 細 胞 か ら FACSに よ り 正 の 細 胞 選 択 （ positive c
ell selecion） を 行 っ た 。 こ れ に よ り 得 た 細 胞 を 、 抗 Lyt． ２  FITCお よ び 抗 L3T4（ 500μ g
／ ml； Becton Dickinson） １ μ g／ 1.0× 10 6 個 と 共 に ４ ℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
こ れ ら の 細 胞 を FACStar Plus流 動 細 胞 計 測 計 （ Becton Dickinson） 上 で FITC + （ CD8 + 細 胞
） と PE + （ CD4 + 細 胞 ） と に 分 別 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
  初 期 TBMCD8 + リ ン パ 球 の 溶 解 活 性 は 、 や は り 最 高 で 、 後 期 TBM細 胞 の そ れ は 、 最 低 で あ っ
た （ 表 １ ） 。 す べ て の 実 験 に お い て 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 が 濃 縮 T細 胞 で あ っ て も 、 濃 縮 CD8
+ で あ っ て も 、 あ る い は ま た 純 粋 な CD8 + で あ っ て も 、 同 様 な 成 績 で あ っ た 。 培 養 開 始 の ７
日 後 、 後 期 TBMCD8 + 細 胞 の 細 胞 毒 性 が 増 加 し た が 、 こ れ は も と も と 抑 制 さ れ て い た CD8 + の
溶 解 機 能 が 増 加 し た た め か 、 あ る い は 抑 制 さ れ る こ と が な か っ た CD8 + の 小 さ な サ ブ セ ッ ト
が 大 き く な っ た た め で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ７ ０ 】
         健 康 マ ウ ス 、 初 期 TBMお よ び 後 期 TBMの 新 鮮 な ス プ レ ノ サ イ ト （ splenocyte）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 か ら 形 成 し た T濃 縮 細 胞 の 発 現 型 分 析
  後 期 TBM細 胞 の 活 性 が 異 常 で あ る こ と と 、 T細 胞 の サ ブ セ ッ ト ま た は 分 布 が 大 き く 変 化 し
て い る こ と と は 関 連 性 が な い 。 溶 解 機 能 が 異 な る の は Tリ ン パ 球 の サ ブ セ ッ ト の パ ー セ ン
ト が 互 い に 異 な っ て い る の が 原 因 で あ る か 、 否 か を 確 認 す る た め 、 次 の 方 法 に よ り 発 現 型
を 分 析 し た 。 マ ウ ス 各 群 か ら 採 取 し た 新 鮮 な ス プ レ ノ サ イ ト を T細 胞 に 対 し て 濃 縮 し 、 精
製 し て 汚 染 腫 瘍 細 胞 を 取 り 除 い た 。 Thy 1.2 + 含 量 が 95%以 上 の 細 胞 標 本 か ら デ ー タ を 得 た
。   後 期 TBMか ら 常 に L3T4 + 集 団 が 減 少 し て い た が 、 顕 著 に は 減 少 し て い な か っ た （ 表 ２ ）
。 こ れ ら の マ ウ ス の CD4／ CD8比 は 正 常 範 囲 内 で あ っ た 。 同 一 マ ウ ス 群 か ら 採 取 し て 、 T細
胞 に 対 し て 濃 縮 し な か っ た 新 鮮 ス プ レ ノ サ イ ト の 発 現 型 は 、 細 胞 の サ ブ セ ッ ト 間 で 顕 著 な
変 化 が あ る こ と を 示 さ な か っ た 。 し た が っ て 、 T細 胞 の サ ブ セ ッ ト に 大 き な 差 異 が あ る こ
と と 、 後 期 TBMの 異 常 な 活 性 と は 関 連 性 が な い 。
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【 ０ １ ７ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ７ ２ 】
　 　 　       　    健 康 マ ウ ス 、 初 期 TBMお よ び 後 期 TBMの 活 性 化 Ｔ 濃 縮 細 胞
　 　 　 　 　 　 の 上 澄 み 液 中 の リ ン パ 球 濃 度 に 大 き な 差 異 が 観 察 さ れ な か っ た こ と
  CD4 + ヘ ル パ ー 細 胞 の サ ブ セ ッ ト の 機 能 が 充 分 で な い こ と が 後 期 TBMの 免 疫 感 度 低 下 の 主
た る 原 因 で あ る か 、 否 か を 判 定 す る た め 、 健 康 マ ウ ス 、 初 期 TBMお よ び 後 期 TBMの 活 性 化 Ｔ
濃 縮 細 胞 の 上 澄 み 液 中 の リ ン パ 球 濃 度 を 比 較 し た 。 上 澄 み 液 の サ ン プ ル は 、 24時 間 目 、 48
時 間 目 お よ び 72時 間 目 で 採 取 し た 。 IL-1α は mouse Interest I-α  ELISA（ Genzyme， Camb
ridge， MA） を 用 い て 測 定 し た 。 生 物 活 性 タ ン パ ク 質 は IL-1マ ウ ス 胸 腺 リ ン パ 球 バ イ オ ア
ッ セ イ を 用 い て 確 認 し た 。 IL-2濃 度 は IL-2エ ラ イ ザ キ ッ ト （ Elisa Kit； Collaborative R
esearch， Inc.， Bedford， MA） に よ り 試 験 し 、 IL-2-依 存 性 細 胞 系 で あ る CTLL-2（ ATCC）
を 用 い る IL-2バ イ オ ア ッ セ イ に よ っ て 確 認 し た 。 IL-6濃 度 は ネ ズ ミ IL-6エ ラ イ ザ キ ッ ト （
Endogen Inc.， Boston， MA） で 測 定 し 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 系 T1165（ Genetics Institute
） を 用 い る ネ ズ ミ バ イ オ ア ッ セ イ で 確 認 し た 。 総 ネ ズ ミ イ ン タ ー フ ェ ロ ン は L929（ ATCC）
ウ イ ル ス バ イ オ ア ッ セ イ の よ り 測 定 し た 。 TNF-α 濃 度 は 1929マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 細 胞 系 （ AT
CC） に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
  三 つ の 異 な る 実 験 に お い て 、 初 期 お よ び 後 期 T-AK培 養 物 で 測 定 し た リ ン パ 球 濃 度 に 大 き
な 差 異 は な か っ た 。 三 つ の 内 の 二 つ の 実 験 の 培 養 開 始 48時 間 後 の デ ー タ を 表 ３ に 示 す 。 こ
れ ら 二 つ の 実 験 に お い て も 、 溶 解 機 能 に 顕 著 な 差 異 が 認 め ら れ た 。 し た が っ て 、 健 康 マ ウ
ス 、 初 期 TBMお よ び 後 期 TBMの 活 性 化 T濃 縮 細 胞 の 上 澄 み 液 で の リ ン ホ カ イ ン の 生 成 は 、 定
量 的 に も 、 定 性 的 に も 同 様 で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】

10

20

30

40

(33) JP 2005-27653 A 2005.2.3



【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ７ ５ 】
　 　 　 　 　 　 　 後 期 TBM由 来 の CD4 + 細 胞 が 充 分 な ヘ ル パ ー 機 能 を も っ て い る こ と
  後 期 TBMの CD4 + リ ン パ 球 は ヘ ル パ ー 細 胞 と し て は 、 健 康 動 物 由 来 の CD4 + よ り も 活 性 で あ
る 。 後 期 TBM由 来 CD4細 胞 は 、 健 康 CD8 + 細 胞 の 溶 解 機 能 を 増 進 す る の か 、 あ る い は 抑 制 す る
の か を 試 験 す る た め 混 合 実 験 を 行 っ た 。 精 製 し た CD4 + お よ び CD8 + リ ン パ 球 を 、 サ イ ズ 4μ m
の 細 孔 を 有 す る 膜 で 分 離 し た 24mmウ ェ ル で 一 緒 に 培 養 し た 。 こ の サ イ ズ の 細 孔 で は 溶 解 性
成 分 が 自 由 に 交 換 で き る 。 培 養 ２ 日 目 に 細 胞 毒 性 の 検 定 を 行 っ た 。   健 康 動 物 の CD8 + 細 胞
の 溶 解 活 性 は 、 後 期 TBM由 来 の CD4 + 細 胞 と 共 に 培 養 し た 時 に は 、 CD4 + 細 胞 の 存 在 下 で あ っ
た 時 の 溶 解 活 性 （ 204L． U． ） と 比 較 し て 、 増 加 し て い る （ 655L． U． ） の が 認 め ら れ た （
表 ４ ） 。 さ ら に 、 後 期 TBM由 来 の CD4 + 細 胞 は 初 期 TBMCD8 + リ ン パ 球 の 高 い 溶 解 機 能 （ 1075L
． U． ） を 補 助 す る 上 で 、 む し ろ 健 康 CD4 + 細 胞 （ 482L． U． ） よ り も 優 れ て い た 。 後 期 TBM
で は 、 CD4 + リ ン パ 球 は ヘ ル パ ー 細 胞 と し て 健 康 動 物 由 来 の CD4 + 細 胞 よ り も 活 性 か 高 く 、 CD
8 + 細 胞 の 機 能 を 抑 制 す る 原 因 と は な り 得 な い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ７ ７ 】
              後 期 TBM由 来 の CD8 + 細 胞 が 、 他 の CD8 + 細 胞 を 抑 制 し な い こ と
  後 期 TBM由 来 の CD8 + 細 胞 に は 欠 陥 が あ る 。 後 期 TBM由 来 の CD8 + 細 胞 は 、 ど の 起 源 の CD4 + 細
胞 と 共 に 培 養 し て も 溶 解 機 能 が 劣 っ て い る 。 最 も 活 性 が 高 い 初 期 TBMの CD4 + 細 胞 と 共 に 培
養 し た と き で さ え も 、 後 期 TBM由 来 の CD8 + 細 胞 は 、 健 康 マ ウ ス ま た は 初 期 TBMの CD8 + の 総 溶
解 機 能 の １ ／ ３ ～ １ ／ ４ で し か な か っ た 。 CD4 + と CD8 + と が 細 胞 同 士 で 接 触 で き る 標 準 24mm
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ウ ェ ル で 培 養 す る 実 験 に お い て も 、 結 果 は 同 様 で 、 こ こ で も ま た 後 期 TBM由 来 の CD8 + 細 胞
は 、 健 康 マ ウ ス ま た は 初 期 TBMの CD8 + の 総 溶 解 機 能 の １ ／ ３ ～ １ ／ ４ で し か な か っ た 。 初
期 お よ び 後 期 TBMの CD8 + 両 方 を 用 い る 混 合 実 験 で は 、 CD8 + の 溶 解 活 性 が 他 の CD8 + サ プ レ ッ
サ ー 細 胞 に よ っ て 阻 害 さ れ て い る こ と を 示 す も の は 何 も な か っ た 。 後 期 TBM由 来 の CD8 + 細
胞 の 細 胞 毒 性 は ヘ ル パ ー 機 能 が 充 分 に 存 在 す る 場 合 で も 劣 っ て お り 、 CD8 + 細 胞 が 腫 瘍 が 媒
介 す る 免 疫 抑 制 の 標 的 と な っ て い る こ と を 窺 わ せ る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ７ ８ 】
           MCA-38細 胞 培 養 物 の 上 澄 み 液 に よ る 健 康 細 胞 の 細 胞 毒 性 活 性 の 抑 制
  後 期 TBM由 来 の リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト 中 で 抑 制 作 用 が な い こ と は 、 抑 制 シ グ ナ ル が 腫 瘍 そ
の も の を 起 源 と し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 そ こ で 、 IL-2の 濃 度 は 一 定 と し 、 MCA-38細
胞 培 養 物 の 上 澄 み 液 の 濃 度 を 上 げ て ゆ く 滴 定 試 験 を 行 っ た 。 リ ン パ 球 は 、 抗 CD3で 活 性 化
し 、 IL-2 100U／ mlと 共 に 培 養 し た 。 培 養 は 濃 度 1.5× 10 6 細 胞 か ら 始 め 、 細 胞 数 の 計 算 と
細 胞 毒 性 の 検 定 は 培 養 ３ 日 目 に 行 っ た 。   MCA-38細 胞 の 上 澄 み 液 を 30%し か 含 ま な い 培 養
基 で 培 養 し た リ ン パ 球 の 細 胞 活 性 は 30～ 45%低 下 し た （ 表 ５ ） 。 TGF-β は 、 腫 瘍 が 媒 介 す
る 免 疫 抑 制 に 関 与 し て い た 腫 瘍 関 連 サ イ ト カ イ ン で あ る 。 し か し な が ら 、 TGF-β に 対 す る
抗 体 は 腫 瘍 上 澄 み 液 の 抑 制 効 果 を 低 下 さ せ な か っ た 。 バ イ オ ア ッ セ イ を 二 回 繰 り 返 し た が
、 腫 瘍 上 澄 み 液 に TGF-β の 作 用 を 検 出 す る こ と は で き な か っ た 。   MBL-2リ ン パ 腫 の 上 澄
み 液 も 同 様 の 抑 制 効 果 を 媒 介 し て い た 。 し た が っ て 、 腫 瘍 に 抑 制 効 果 が あ る の は MCA-38モ
デ ル 系 に 限 ら ず 、 溶 解 性 の 腫 瘍 産 物 が 後 期 TBMの CD8 + の 細 胞 毒 性 機 能 の 発 現 を 抑 制 す る の
で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ８ ０ 】
　 　 　 　  細 胞 毒 性 タ ン パ ク 質 グ ラ ン ザ イ ム Bお よ び TNF-β を コ ー ド 化 す る RNAの 発 現
  後 期 TBM由 来 T-AKの 溶 解 機 能 が 低 下 す る の は 細 胞 毒 性 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 生 成 と 関 連 す
る の か 、 否 か 検 討 す る こ と を 目 的 と し て 、 健 康 マ ウ ス 、 初 期 お よ び 後 期 TBMの 濃 縮 Tリ ン パ
球 を 起 源 と す る 全 細 胞 RNAを 分 析 し た 。   さ ら に 、 除 去 （ depletion） に よ っ て 得 た CD4 + と
CD8 + の サ ブ セ ッ ト を 分 析 し た 。 TNF-α 、 グ ラ ン ザ イ ム B、 IL-2、 IL-2R、 IFN-γ お よ び IL-6
を コ ー ド 化 す る RNAの 発 現 を 測 定 し た 。 18s RNAを 用 い て ゲ ル に 負 荷 す る RNAの 相 対 数 量 を
測 定 し た 。 負 荷 の 際 の 差 異 を 補 償 す る た め 、 18sの 発 現 と TNF-α の グ ラ ン ザ イ ム Bと の 間 の
デ ン シ メ ト リ ー 比 率 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
  IL-2、 IL-2R、 IFN-γ 、 IL-6お よ び RNAの 発 現 は 、 初 期 TBMリ ン パ 球 と 後 期 TBMリ ン パ 球 と
の 間 で 差 異 は な か っ た 。 し か し な が ら 、 グ ラ ン ザ イ ム B mRNAの レ ベ ル は 、 培 養 36時 間 目 に
お い て 、 初 期 TBMの CD8 + 細 胞 が 後 期 TBMの CD8 + 細 胞 よ り 10倍 高 か っ た 。 デ ン シ メ ト リ ー の 測
定 に よ る と 、 後 期 TBMの CD8 + 細 胞 に お け る グ ラ ン ザ イ ム B  mRNAの レ ベ ル は 、 培 養 36時 間 で
健 康 CD8 + 細 胞 よ り も 著 し く 低 か っ た 。 後 期 TBMの CD8 + 細 胞 に お け る グ ラ ン ザ ム Bを コ ー ド 化
す る mRNAの 発 現 は 、 培 養 ８ 日 目 に な っ て 初 め て 培 養 36時 間 の 初 期 TBMの レ ベ ル に ま で 増 加
し た 。 後 期 TBMで ８ 日 目 に な っ て グ ラ ン ザ イ ム Bを 発 現 し た 細 胞 が 小 さ な フ ラ ブ メ ン ト で 、
検 出 可 能 と な る ま で に 増 殖 す る の に ８ 日 間 を 必 要 と し た の か 、 あ る い は こ の 日 数 が あ っ た
た め に CD8 + が 回 復 し て 再 び 細 胞 毒 性 機 能 を 持 て る よ う に な っ た の か は 不 明 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
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  培 養 36時 間 で 測 定 し た TNF-α  mRNAの 発 現 も ま た 、 健 康 マ ウ ス あ る い は 後 期 TBMと 比 較 し
て 、 初 期 TBMの Tリ ン パ 球 に お い て 最 高 で あ っ た 。 後 期 TBMの Tリ ン パ 球 に お け る TNF-α  mRN
Aの 発 現 は 、 培 養 ８ 日 目 に な っ て 初 め て 培 養 36時 間 の 初 期 TBMの レ ベ ル に ま で 増 加 し た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ８ ３ 】
　 　 　 　 　 　 後 期 TBMの Tリ ン パ 球 に お け る CD3ζ と CD3γ の 発 現 の 著 し い 変 化
  対 照 フ レ オ レ セ ン 標 識 IgG2A、 抗 マ ウ ス   α β （ Pharmigen） ま た は 抗 CD3（ 145-2Cll）
で 標 識 し た 後 、 蛍 光 強 度 に よ り TCR-CD3複 合 体 を 測 定 し た 。 発 現 型 分 析 結 果 で は 、 精 製 さ
れ た 後 期 TBM由 来 T細 胞 は 、 CD3 + （ 97%） 、 Thy1.2 + （ 98%） 、 α β （ ９ （ %） お よ び NK． 1-（
＜ １ %） で あ っ て 、 正 常 な CD4（ L3T4） ／ CD8（ Lyt2 + ） 比 率 を 持 つ こ と が 認 め ら れ た 。 健 康
マ ウ ス の T細 胞 TCR-CD3複 合 体 と 後 期 TBMの そ れ と を 比 較 す る と 、 蛍 光 強 度 で 見 る か ぎ り TCR
-CD3複 合 体 の 発 現 は 両 者 の 間 に は っ き り と し た 差 異 は な か っ た 。 し か し な が ら 、 TCR発 現
型 分 析 に 使 用 し た 抗 体 は 、 TCR-CDS複 合 体 に あ る 鎖 ７ 本 の う ち １ 本 づ つ に し か 結 合 す る に
過 ぎ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
  さ ら に 、 125ヨ ウ 素 に よ る 表 面 標 識 、 抗 CD3（ 145-2Cll） に よ る 免 疫 沈 降 （ immunoprecip
itation） お よ び 二 次 元 非 還 元 性 SDS-PAGE（ 2D non-reducing SDS-PAGE） に よ る 分 割 を 使
っ て TCR-CD3複 合 体 の 分 析 を 続 け た 。 健 康 マ ウ ス と 後 期 TBMそ れ ぞ れ の Tリ ン パ 球 約 ５ × 107
個 に ラ ク ト ペ ロ キ シ ダ ー ゼ ー グ ル コ ー ス に よ り 125ヨ ウ 素 で 標 識 し た 。  CurrentProtocols
 in Immunology，  Vol．  I，  J． E．  Coligan， A． M． Kruisbeek， D． H． Margulies，  E
． M． Sheval and W． Strober （ eds． ） ，  Green Publishing Associates and Wiley-Int
erscience， 8.11.1-8.11.4（ 1991） 。 標 識 後 、 TCR複 合 体 を 145-2C11 MAbで 析 出 さ せ 、 タ
ン パ ク 質 G-セ フ ァ ロ ー ス に 吸 収 さ せ て 、 二 次 元 非 還 元 性 14% SDS-PAGEで 分 割 し た 。 こ の 結
果 、 後 期 TBM由 来 Ｔ 細 胞 の TCR-CD3複 合 体 が 大 き く 変 化 し て い る こ と が 明 か に 認 め ら れ た 。
す な わ ち 、 CD3ζ サ ブ セ ッ ト が 姿 を 消 し 、 CD3γ は 著 し く 減 少 し て い た 。 さ ら に 、 小 さ な タ
ン パ ク 質 に 対 応 す る 対 角 線 の 下 に 微 か な ス ポ ッ ト が 現 れ て い て 、 Fcε γ が TCR-CD3複 合 体
に 結 び 付 い た こ と を 示 唆 し て い る 。 E． Reinhers， J． Exp． Med.， 175： 203（ 1992） 。
【 ０ １ ８ ５ 】
  さ ら に ま た 、 健 康 マ ウ ス お よ び 後 期 TBMそ れ ぞ れ の Tリ ン パ 球 の TCR-CD3複 合 体 に つ い て
、 表 面 発 現 を 分 析 し た 。 健 康 マ ウ ス の Tリ ン パ 球 は 、 α β Ti複 合 体 、 CD3の δ 、 ε お よ び γ
鎖 、 そ れ に ζ ホ モ ダ イ マ ー を 発 現 し た 。 し か し な が ら 、 後 期 TBMの Tリ ン パ 球 は CD3ζ ま た
は CD3γ 鎖 を 発 現 し な か っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
  抗 ζ ま た は 抗 Fcε γ を 用 い る ウ ェ ス タ ー ン 法 に よ っ て も こ の 観 察 が 確 認 さ れ て い る 。 す
な わ ち 、 健 康 マ ウ ス と 後 期 TBMそ れ ぞ れ の T細 胞 約 ２ × 107個 を 溶 菌 バ ッ フ ァ ー （ ト リ ス pH7
.4 １ mM， NaCl150mM，  0.5%ト リ ト ン × 100， オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム １ mM， ア プ ロ プ
チ ニ ン （ aproptinin） 10μ g／ ml， ロ イ ペ プ チ ン 10μ g／ ml， お よ び EDTA5mM） 中 で 可 溶 化
し た 。 ラ イ ゼ ー ト を 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み 液 を ウ サ ギ 抗 ζ 抗 血 清 、 対 照 と し て 健 康 な ウ サ ギ
血 清 、 抗 CD3ε （ 145-2Cl1 MAb） ま た は 対 照 抗 ヒ ト CD4（ OKT4） と 共 に 免 疫 沈 降 （ immunopr
ecipitate） さ せ た 。 免 疫 析 出 物 を SDS-PAGEで 分 割 し 、 抗 ζ ウ サ ギ 血 清 で ブ ロ ッ テ ン グ さ
せ た 。 後 期 TBMの T細 胞 で は ζ 鎖 を 発 現 し な い で 、 普 通 T細 胞 で は み ら れ な い Fcε γ を 発 現
し て い た 。 し た が っ て 、 後 期 TBMの T細 胞 の TCRは 、 通 常 Tリ ン パ 球 で 見 ら れ る α β 、 γ δ ε
ζ で は な く 、 α β 、 δ ε 、 Fcε γ に な っ て し ま っ て い た 。 後 期 TBMの Tリ ン パ 球 に つ い て は
、 そ の TCR-CD3構 造 の 分 析 は 行 わ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
  後 期 TBMの Tリ ン パ 球 の ウ ェ ス タ ー ン 法 分 析 の 結 果 で は 、 こ の 細 胞 に お い て 、 ζ タ ン パ ク
質 の 発 現 を 検 出 す る こ と が で き な か っ た 。 健 康 マ ウ ス や 、 初 期 TBMか ら 同 一 条 件 で 単 離 し
た Tリ ン パ 球 は 正 常 レ ベ ル で ζ タ ン パ ク 質 を 発 現 し た 。 後 期 TBM由 来 Tリ ン パ 球 の TCRで は 、
重 要 な TCR成 分 が 欠 け て い る 。 後 期 TBM由 来 Tリ ン パ 球 で ζ タ ン パ ク 質 が 発 現 し な い こ と と
、 in vitroで は 細 胞 毒 性 活 性 が 、 in vivoで は 免 疫 資 料 活 性 な い こ と と は 相 関 し て い る 。
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【 ０ １ ８ ８ 】
  し か し な が ら 、 抗 α β と 抗 ε を 用 い る 免 疫 蛍 光 法 の 測 定 結 果 で は 、 後 期 TBM由 来 Tリ ン パ
球 は 正 常 レ ベ ル の TCRを 発 現 し て い る 。 抗 Fcε γ を 用 い る ウ ェ ス タ ー ン 法 で も 、 ζ 系 の 一
種 が ユ ニ ー ク な 発 現 を し て い る こ と が 明 ら か な っ た 。 後 期 TBM由 来 Tリ ン パ 球 の 膜 に Fcε γ
が 発 現 し て い る が 、 こ の た め に 正 常 レ ベ ル の TCRが こ の 細 胞 に 存 在 し て い る の か も し れ な
い 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ ８ ９ 】
                後 期 TBM由 来 リ ン パ 球 の 異 常 な シ グ ナ ル 変 換
  後 期 TBM由 来 リ ン パ 球 で は 、 変 わ っ た 形 で シ グ ナ ル 変 換 が 行 わ れ て い る 。 こ の こ と は 、
後 期 TBM由 来 リ ン パ 球 が 、 健 康 マ ウ ス あ る い は 初 期 TBMの Tリ ン パ 球 と 比 較 し て 、 Ca2 + 動 員
能 力 が 著 し く 低 下 し て い る こ と か ら 明 か で あ る 。 カ ル シ ウ ム の 流 れ は 、 Tリ ン パ 球 の も の
を カ ル シ ウ ム 感 受 性 蛍 光 分 光 法 に よ り 測 定 し 、 カ ル シ ウ ム 濃 度 は 次 の 文 献 に し た が っ て 推
定 し た 。 Current Protocol in Immunology， Vol． I， J.E． Coligan， A.E． Kruistbeek， D
.H． Margulies， E.M． Shevath and W． Strober（ eds． ） ，  Green Publishing Associate
s and Wiley-Interscience， 5.5.1-5.5.15 （ 1991） 。 こ の 文 献 は 引 用 す る こ と に よ り 本
明 細 書 の 一 部 と す る 。 Ｔ 細 胞 約 １ × 107個 を イ ン ド １ （ Indo１ ） に 負 荷 し 、 抗 CD3 MAb（ 14
5-2Cll） 10ng／ mlで 刺 激 し た 。 流 れ は カ ル シ ウ ム イ オ ノ ホ ア で 溶 解 し た 後 で 最 大 と な っ た
。 蛍 光 分 光 は ト リ ト ン × 100と 溶 解 し た 時 に 最 大 と な り 、 EGTAに よ り カ ル シ ウ ム が キ レ ー
ト 化 し た 時 に 最 小 と な っ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
  後 期 TBM由 来 リ ン パ 球 を 抗 CD3で 刺 激 し た と こ ろ 、 健 康 マ ウ ス あ る い は 初 期 TBMの Tリ ン パ
球 と 比 較 し て Ca2 + 動 員 能 力 が 著 し く 低 下 し て い る こ と を 認 め た 。 抗 CD3と の イ ン キ ュ ベ ー
ト 時 間 を 長 く し て も （ 400秒 ） 、 健 康 マ ウ ス ま た は 初 期 TBMの T細 胞 で み ら れ る Ca2+の 流 れ
の レ ベ ル に 達 す る こ と は で き な か っ た 。 し か し な が ら 、 後 期 TBM由 来 リ ン パ 球 を カ ル シ ウ
ム イ オ ノ フ ァ （ ionophore） で 刺 激 し た と こ ろ 、 同 等 の 最 大 Ca2 + の 流 れ を 確 保 す る こ と が
で き 、 細 胞 内 で も 充 分 な 貯 蔵 が 行 わ れ て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ １ 】
  さ ら に 、 後 期 TBM由 来 リ ン パ 球 の チ ロ シ ン 残 基 の リ ン 酸 化 の パ タ ー ン も 、 健 康 マ ウ ス あ
る い は 初 期 TBMの 細 胞 の 場 合 と 著 し く 異 な っ て い た 。 抗 CD3（ 145-2Cll） 10ng／ mlを 含 ん で
い る 無 血 清 培 地 で こ の 細 胞 約 １ × 107を ２ 分 間 刺 激 し た 。 オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 400
μ Mと EDTA１ mMを 含 む 氷 冷 の リ ン 酸 塩 緩 衝 食 塩 水 で こ の 細 胞 を 二 回 洗 っ た 。 細 胞 を 溶 菌 緩
衝 駅 （ ト リ ス pH7.4 25mM， NaCl150mM， 0.5%ト リ ト ン × 100、 オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
１ mM、 ア プ ロ プ チ ニ ン （ aproptinin） 10μ g／ ml、 ロ イ ペ プ チ ン 10μ g／ m， お よ び EDTA５ m
M） で ５ 分 間 溶 菌 し た 。 溶 菌 液 を 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み 液 を 10.5%SDS-PAGEに よ り 還 元 条 件 で
分 析 し た 。 タ ン パ ク 質 は 電 気 泳 動 に よ り PVDFフ ィ ル タ ー （ Imobilon-P） に 移 行 し 、 TBST緩
衝 液 （ ト リ ス pH7.4 20mM， NaCl135mM， 0.1%ツ イ ー ン 20） 中 で ５ %ゼ ラ チ ン で ブ ロ ッ ク し 、
ホ ス ホ チ ロ シ ン MAb（ 40ng／ ml） と 共 に イ キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 っ た 後 、 ブ ロ ッ ト を ペ ロ キ
シ ダ ー ゼ と 共 役 し て い る 抗 マ ウ ス Ig MAbと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ECLキ ッ ト （ Amersham
） で 処 理 し て 、 ｘ 線 フ ィ ル ム に 暴 露 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
  後 期 TBM由 来 Tリ ン パ 球 の リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 の 基 礎 パ タ ー ン は 、 他 の ２ 群 と は 著 し く
異 な っ て い た 。 三 つ の 実 験 で は 、 残 基 が 一 貫 し て 分 子 量 比 40～ 52の 範 囲 （ Mr=molecular w
eight ratio） で 異 な っ て い る の が 見 受 け ら れ た 。 し か し な が ら 、 抗 CD3で 刺 激 す る と チ ロ
シ ン 残 滓 の リ ン 酸 化 が 誘 導 さ れ て 、 効 果 的 に シ グ ナ ル 変 換 が で き る よ う に な っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
  健 康 マ ウ ス と 腫 瘍 マ ウ ス の そ れ ぞ れ か ら 採 取 し 、 精 製 し た 脾 臓 T細 胞 の 、 蛍 光 強 度 （ レ
セ プ タ ー 数 の イ ン ジ ケ ー タ ー で あ る ） あ る い は TCRα Bヘ テ ロ ダ イ マ ー （ 図 4A） ま た は CD3
複 合 体 （ 図 4B） を 発 現 す る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 互 い に 差 異 は な か っ た 。 流 動 細 胞 計
測 法 で は 、 腫 瘍 マ ウ ス 由 来 の 脾 臓 T細 胞 は 、 THy 1.2（ 98%） と CRα B（ 98%） を 発 現 し 、 CD4
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／ CD8比 率 も 正 常 で あ っ た こ と を 示 し て い る 。 脾 臓 T細 胞 に お い て Vβ 遺 伝 子 の 使 用 を 検 討
し た 際 に は 、 T細 胞 レ セ プ タ ー レ パ ー ト リ ー に 支 障 を 認 め な か っ た 。 リ ガ ン ド が TCRと 結 び
付 く と Ca2 + の 動 員 が 起 こ る 。 Weiss， （ 1990） ， J． Clin． Invest． 86， 1015。 健 康 マ ウ ス
由 来 の T細 胞 と は 対 照 的 に 、 腫 瘍 由 来 の も の は 、 CD3に 対 す る （ 抗 CD3） モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗
体 で 刺 激 を 受 け る と 、 カ ル シ ウ ム 反 応 が 鈍 化 す る 。 こ の 反 応 は イ ン キ ュ ベ ー ト を 長 く し て
も 改 善 さ れ な い （ 400s） （ 図 4A） 。 し か し な が ら 、 カ ル シ ウ ム イ オ ノ ホ フ ァ （ Indo-1） で
刺 激 す る と 、 健 康 マ ウ ス 由 来 T細 胞 と 腫 瘍 由 来 T細 胞 双 方 と も 、 同 等 で 最 高 の Ca2 + の 流 れ を
達 成 す る こ と が で き た 。 し た が っ て 、 腫 瘍 由 来 細 胞 は 細 胞 内 に 充 分 な Ca2 + の 貯 蔵 を 持 っ て
、 Indo-1に 充 分 負 荷 す る こ と が で き た 。 精 製 さ れ た CD4 + と CD4 + の T細 胞 サ ブ セ ッ ト を 分 析
し た 結 果 で は 、 サ ブ セ ッ ト 各 々 定 量 的 に 同 じ 欠 点 を 持 っ て い る こ と が 認 め ら れ た 。 こ れ ら
の T細 胞 は 、 TCRの 表 面 密 度 が 正 常 で あ っ て も 、 必 ず し も TCRを 経 由 し て 与 え ら れ る シ グ ナ
ル に 反 応 し て 、 細 胞 内 の Ca2 + 貯 蔵 を 放 出 す る と は 限 ら な い 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ １ ９ ４ 】
            後 期 TBM由 来 Tリ ン パ 球 で は Lckと Fynの 発 現 は  検 出 不 能 で あ る か 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ま た は 低 減 し て い る   
　 TCRが シ グ ナ ル に 媒 介 す る と 、 最 も 早 く タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 が 始 ま る 。 つ い
で 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 加 水 分 解 、 Ca2 + の 動 員 化 、 そ し て こ の 後 で サ イ ト カ イ
ン の 分 泌 、 サ イ ト カ イ ン レ セ プ タ ー の 発 現 な ど の 機 能 に か ん す る ス テ ッ プ が 続 く 。 （ June
 et al.， 1990 P.N.A.S． 87： 7722， J． Immunol． 144： 1591； Mmustelin at al.， Scienc
e 1990， 247： 2584） 。 TCR-依 存 性 の Ca2 + の 流 れ に 支 障 が あ っ た た め 、 TCR-依 存 性 の タ ン
パ ク 質 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 調 べ た 結 果 、 こ れ を 変 更 す る こ と と し た 。 腫 瘍 由 来 T細 胞 の タ
ン パ ク 質 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の 基 礎 パ タ ー ン を 、 健 康 マ ウ ス 由 来 の も の と 比 較 し て 次 の よ う
に 変 更 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
  腫 瘍 マ ウ ス 由 来 Tリ ン パ 球 の TCRが 媒 介 す る シ グ ナ ル を 測 定 し た 。 （ A） TCR-依 存 性 Ca2 +

の 動 員 を 次 の よ う に し て 測 定 し た 。 T細 胞 （ 1× 10 7 個 ） を Indo-1に よ り 負 荷 し 、 抗 CD3（ １
μ g／ ml） で 刺 激 し た 。 最 大 Ca2 + 放 出 は 、 カ ル シ ウ ム イ ノ マ イ シ ン で 刺 激 し た 細 胞 中 で 測
定 し た 。 最 大 蛍 光 強 度 は 、 ト リ ト ン × 100で 溶 菌 し た 細 胞 に お い て 測 定 し 、 最 小 蛍 光 強 度
は 、 EGTAに よ り Ca2 + が キ レ ー ト 化 し た 後 に 測 定 し た 。 遊 離 細 胞 内 Ca2 + 、 ［ Ca2 + ］ i 、 の 濃
度 は 、 Grynkiewicz et al． Biol． Chem.， 260： 3440 （ 1985） が 開 示 し た 方 法 に よ っ て 測
定 し た 。 （ B） タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 は 次 の よ う に し て 測 定 し た 。 健 康 マ ウ ス 由 来
（ N） ま た は 腫 瘍 マ ウ ス 由 来 （ T） の 精 製 Ｔ 細 胞 （ 10× 10 6 個 ） を 、 精 製 抗 CD3 10μ g／ mlを
含 む 無 血 清 培 地 中 で ２ 分 間 刺 激 す る か 、 無 処 理 の 儘 入 れ て お い た 。 オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム 400μ Mと EDTA1mMを 含 む 氷 冷 の リ ン 酸 塩 － 緩 衝 食 塩 水 で 、 細 胞 を 二 回 洗 っ て 反 応 を
止 め た 。 T細 胞 は 、 溶 菌 し た 後 、 遠 心 分 離 し て 核 を 除 い た 。 上 澄 み 液 中 の タ ン パ ク 質 は 、 S
DS-PAGEで 分 離 し て 、 イ モ ビ ロ ン Pフ ィ ル タ ー （ Immobilon P filters： Millipore） に 移 行
、 ホ ス ホ チ ロ シ ン に 対 す る 抗 体 、 MAb-4G10（ 40ng／ ml） で 免 疫 ブ ロ ッ ト し た 。 （ C） 健 康
マ ウ ス と 腫 瘍 マ ウ ス そ れ ぞ れ の Tリ ン パ 球 に お け る P56kkお よ び p59fynの 発 現 を 次 の よ う に
し て 測 定 し た 。 細 胞 溶 菌 液 中 の タ ン パ ク 質 を SDS-PAGE（ 14%ゲ ル ） で 分 離 、 イ モ ビ ロ ン Pに
移 行 し て 、 Lckお よ び Fynペ プ チ ド （ UBI） に 対 す る 抗 体 で 免 疫 ブ ロ ッ ト し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
  抗 CD3の 刺 激 に よ っ て タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 が 誘 導 さ れ た が 、 リ ン 酸 化 さ れ た タ
ン パ ク 質 の パ タ ー ン は 異 常 で あ っ た 。 こ れ ら の T細 胞 に お い て 基 礎 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン リ
ン 酸 化 の パ タ ー ン が 異 常 で あ る の は 、 細 胞 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 発 現 に 変 化 が あ
っ た た め か も 知 れ な い し 、 あ る い は 基 質 が 合 成 さ れ て い る た め か も 知 れ な い 。 し た が っ て
、 Tリ ン パ 球 で 発 現 し た 二 つ の Src系 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る p56kkと p59fynの
発 現 を 検 討 し た （ Varonova and Sefton， 1986， Nature 319： 682； Rudd et al.， P.N.A.S
． 1988， 85： 5190； Samuelson et al.， 1990， P.N.A.S． 87： 4358） 。
【 ０ １ ９ ７ 】
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  全 細 胞 抽 出 物 の タ ン パ ク 質 を 免 疫 ブ ロ ッ テ イ ン グ し た と こ ろ 、 健 康 マ ウ ス 由 来 と 比 較 し
て 、 腫 瘍 マ ウ ス 由 来 T細 胞 で は p56kkと p59fynと が 減 っ て い る の が 認 め ら れ た 。 後 期 TBM由
来 Tリ ン パ 球 に お け る リ ン 酸 化 の パ タ ー ン が 変 化 し て い る の と 平 行 し て 、 こ の 同 じ 細 胞 内
で Lckの 発 現 も 顕 著 に 減 少 し て い た 。 前 記 と 同 様 に し て 細 胞 溶 菌 液 の サ ン プ ル を 作 成 し 、
８ %SDS-PAGEで 処 理 の 後 、 ウ サ ギ 抗 Lckま た は 抗 Fyn血 清 に よ り ブ ロ ッ テ イ ン グ し た 。 ζ が
な く な り 、 Lckが 減 少 す る た め に 、 シ グ ナ ル 変 換 の プ ロ セ ス が 変 わ り 、 こ の た め に 溶 菌 メ
カ ニ ズ ム の 活 性 化 を 阻 害 し た り 、 遅 延 さ せ た り す る 。 Tリ ン パ 球 で ζ や 、 CD3γ や 、 Lckの
発 現 レ ベ ル が 変 化 す る こ と は 、 養 子 免 疫 療 法 に 必 要 な 活 性 化 が で き る 細 胞 を 確 認 す る マ ー
カ ー と な る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
  腫 瘍 マ ウ ス 由 来 T細 胞 で は 、 TCRの 構 造 が 変 化 す る ば か り で な く 、 p56kkと p59fynも 減 少
す る 。 PTK阻 害 剤 の 研 究 で 、 TCRが シ グ ナ ル 変 換 に 媒 介 す る と き に こ れ ら の 酵 素 が 果 た す べ
き 機 能 が 明 ら か に な っ て い る （ June et al.， 1980 Ioc.cit． ） 。 し か し な が ら 、 腫 瘍 マ
ウ ス 由 来 T細 胞 で は 、 抗 CD3、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ２   レ セ プ タ ー の 調 製 、 さ ら に は リ ン ホ カ
イ ン の 生 成 （ イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ） に 反 応 し て
正 常 に 増 殖 が 行 わ れ て い る 。 こ れ か ら 見 る と 、 溶 菌 機 能 は 、 他 の リ ン パ 球 機 能 に 比 べ て 、
PTKの 作 用 に 対 す る よ り 高 い 依 存 度 を 持 っ て い る の か も 知 れ な い 。 イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ は
、 TCR依 存 性 の Ca2 + 流 が な く て も 正 常 に 分 泌 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
  各 種 腫 瘍 細 胞 系 の 上 澄 み 液 は 、 抗 CD3に 誘 発 さ れ た 健 康 マ ウ ス 由 来 細 胞 の 細 胞 毒 性 を in 
vitroで 抑 制 す る 。 も っ と 正 確 に 言 う と 、 こ れ ら と 全 く 同 じ 機 能 の 異 常 、 TCR構 造 の 異 常 は
、 RENCA腎 臓 細 胞 腺 癌 を 持 つ BALB/c系 マ ウ ス に も 起 こ っ て い る こ と が 観 察 さ れ て い る 。 し
た が っ て 、 こ れ ら の 所 見 は 、 MCA-38を 持 つ マ ウ ス だ け に 当 て は ま る も の で は な い 。 実 験 動
物 の 内 部 で 起 こ る 腫 瘍 と 宿 主 の 相 互 作 用 が 、 こ れ ら の 所 見 に 関 連 し て い る 可 能 性 が 高 い 。
ま た 、 悪 液 質 ま た は 瀕 死 の 状 態 で は な い と き 、 MCA-38腫 瘍 マ ウ ス で も 、 RENCA腫 瘍 マ ウ ス
で も 、 疾 患 の 各 段 階 で こ こ に 説 明 し た よ う な 分 子 変 化 が 起 き て い る の で あ る 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 　 　 　 　 　                   TCAサ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現
  健 康 マ ウ ス 、 腫 瘍 マ ウ ス そ れ ぞ れ の T細 胞 を 精 製 し 、 こ れ を ヨ ウ 素 化 し て TCR構 造 を 検 討
し た 。 TCR複 合 体 の タ ン パ ク 質 は 抗 CD3で 免 疫 沈 降 し て か ら 、 二 次 元 非 還 元 -還 元 SDS－ ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ PAGE） に よ り 分 離 し た （ Samuelson et al.， 1985 Cell， 4
3： 223） 。   
【 ０ ２ ０ １ 】
　 腫 瘍 マ ウ ス 由 来 Tリ ン パ 球 の TCRの 構 造 を 次 の よ う に し て 測 定 し た 。 Tリ ン パ 球 五 千 万 個
に 、 ラ ク ト ペ ロ キ シ ダ ー ゼ ー グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 法 に よ り Na125Iの 標 識 を つ け た 。 そ
の 後 、 氷 上 の 溶 菌 緩 衝 液 ［ ト リ ス （ pH7.4） 25mM； NaCl 300mM、 0.5%ト リ ト ン × 100、 オ ル
ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 1mM、 ア プ ロ プ チ ニ ン 10μ g／ ml、 ロ イ ペ プ チ ン 10μ g／ ml、 EDTA
５ mM］ １ ml中 で ５ 分 間 溶 菌 し た 。 こ の 細 胞 溶 菌 液 で は 抗 CD3が タ ン パ ク 質 G-セ フ ァ ロ ー ス
に 吸 収 さ れ て い る 。 こ の 細 胞 溶 菌 液 の 上 澄 み 液 か ら TCR複 合 体 を 免 疫 沈 降 さ せ 、 二 次 元 非
還 元 （ NR） -還 元 （ R） SDS-PAGE（ 15%ゲ ル ） に よ り 分 離 し た 。 こ う し て 免 疫 沈 降 さ せ た サ
ブ ユ ニ ッ ト を 細 胞 系 （ BW5147） で 処 理 し た と こ ろ 、 TCRが な い と 言 う 特 異 性 が 確 認 さ れ た
。  
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 TCRζ と Fcε γ の 発 現 を 免 疫 ボ ロ ッ ト 法 に よ り 次 の よ う に 分 析 し た 。 健 康 マ ウ ス 由 来 、
腫 瘍 マ ウ ス 由 来 そ れ ぞ れ の T細 胞 （ 20× 10 6 ） 、 BW5147、 お よ び 2B4.11を 可 溶 化 し 、 細 胞 溶
菌 液 か ら 上 澄 み 液 を 採 取 し た 。 CD3ζ に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 （ 387） ま た は 健 康 ウ サ ギ 血 清
（ NRS） に よ り 、 上 澄 み 液 か ら タ ン パ ク 質 を 免 疫 沈 降 さ せ た 。 TCRな し 、 BW5147胸 腺 腫 か ら
な る 溶 菌 液 を 用 い た 。 2B4.11ハ イ ブ リ ド ー マ は FCε γ に 対 す る 正 の 対 照 と し て 用 い た 。 免
疫 沈 降 物 中 の タ ン パ ク 質 は 、 CD3ζ ペ プ チ ド に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 （ 387） （ NICHDの R． Kl
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ausner氏 提 供 ） と Fcε に 対 す る 抗 血 清 （ NIAIDの J.P． Kinet氏 提 供 ） に よ っ て ブ ロ ッ テ イ
ン グ し た 。 こ の ブ ロ ッ ト を マ ウ ス IgGに 対 す る ペ ロ キ シ ダ ー ゼ 共 役 抗 体 に よ り 、 化 学 ル ミ
ネ セ ン ス に 助 け ら れ な が ら 展 開 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
  腫 瘍 マ ウ ス 由 来 Tリ ン パ 球 に は 、 TCRα β ヘ テ ロ ダ イ マ ー （ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 鎖 間 に あ
る た め 対 角 線 の 下 を 移 動 ） と CD3ε 鎖 （ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 鎖 内 に あ る た め 対 角 線 の 上 を
移 動 ） と が お 互 い に ほ ぼ 等 量 で 存 在 し て い た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
  こ れ と は 対 照 的 に 、 腫 瘍 マ ウ ス 由 来 T細 胞 の TCR-CD3複 合 体 で 、 他 の 成 分 が は っ き り と 変
化 し て い た 。 先 ず 、 CD3ζ 鎖 が 無 く な っ て お り 、 CD3γ 鎖 の 量 が 減 っ て い た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
  ζ 鎖 を 検 出 で き な か っ た こ と 、 お よ び TCRが 細 胞 表 面 に 発 現 し て い た こ と を 一 緒 に し て
考 え る と 、 CD3ζ の 安 定 し い る 状 態 が 量 的 に 減 っ て き て い る 、 ア セ ン ブ リ ー と 輸 送 と が 正
常 で は な か っ た 、 洗 剤 で 可 溶 化 さ れ た レ セ プ タ ー 複 合 体 が 不 安 定 で あ る こ と が 原 因 で は な
い か と も 思 わ れ る 。 CD3ζ タ ン パ ク 質 な ん と か 検 出 し よ う と し て 、 脾 臓 T細 胞 の 全 細 胞 溶 菌
液 か ら タ ン パ ク 質 を 免 疫 ブ ロ ッ テ イ ン グ さ せ よ う と し た 。 こ こ で も 、 健 康 マ ウ ス 由 来 T細
胞 と は 対 照 的 に 、 腫 瘍 マ ウ ス 由 来 T細 胞 に は CD3ζ 鎖 は 存 在 し な か っ た 。 こ れ は 皮 肉 な 結 果
で 、 CD3ζ 鎖 が な い た め に TCRは 苦 労 し て 細 胞 表 面 ま で 運 ば れ た 筈 で あ る 。 （ Sussman et a
l.， 1989） 。 し か し な が ら 、 TCRは 、 ζ 系 の 他 の も の と 結 び 付 く こ と が で き る （ Orloff et
 al.， 1990） 。 Fcε  γ 鎖 は 、 ζ 関 連 タ ン パ ク 質 で 、 Fcレ セ プ タ ー ア セ ン ブ リ と 輸 送 、 さ
ら に は シ グ ナ ル 変 換 の ζ 機 能 に 役 立 つ こ と が で き る 。 実 験 標 識 を つ け て い る 表 面 に ζ 鎖 よ
り サ イ ズ が 小 さ い タ ン パ ク 質 が 存 在 し て い た が 、 こ の タ ン パ ク 質 は Fcε γ と ほ ぼ 同 じ サ イ
ズ で あ っ た 。 こ の 鎖 が 腫 瘍 マ ウ ス 由 来 T細 胞 に 存 在 す る こ と は 、 Fcε γ に 対 す る 抗 体 （ 抗 F
cε γ ） を 用 い る 免 疫 ブ ロ ッ テ イ ン グ 法 に よ っ て 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
  こ の よ う に し て 、 腫 瘍 マ ウ ス 由 来 Tリ ン パ 球 は CD3ζ 鎖 が 欠 け て い る 異 常 な TCR複 合 体 を
発 現 し た が 、 大 多 数 の T細 胞 に FCε γ 鎖 を 含 有 し て い た 。 異 常 の TCR複 合 体 は CD4 + と CD8 + の
両 方 に 認 め ら れ た 。 lckと CD3ζ 鎖 の mRNAの レ ベ ル は 安 定 で 、 正 常 で 、 む し ろ 上 昇 し て い る
感 じ が あ り 、 転 写 以 降 の レ ベ ル で 欠 陥 が 発 生 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 フ ラ ボ ノ イ ド と IL-2に よ る 腫 瘍 治 療 後 TCRサ ブ ユ ニ ッ ト
　 　 　           お よ び Tリ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の タ ン パ ク 質 分 析  
 あ る 種 の 癌 は 治 療 に た い し て 依 然 と し て 難 治 で あ る 。 例 え ば 、 腎 臓 細 胞 癌 （ 腺 癌 ） は 従
来 の 化 学 療 法 剤 に 耐 性 で あ る 。 腎 臓 細 胞 癌 は 多 く の 場 合 、 診 断 を 得 た と き に は 既 に 転 移 し
て い る な ど 、 悲 惨 な 病 気 で あ る 。 ほ と ん ど の 治 療 方 法 は 腎 臓 細 胞 癌 に 効 果 が な い が 、 生 物
反 応 モ デ フ イ ア ー （ BRM） を 用 い て あ る 種 の 抗 腫 瘍 効 果 が 認 め ら れ て は い る 。 こ の 生 物 反
応 モ デ フ イ ア ー は 、 薬 剤 （ α -IFN、 IL-2） 毎 に 少 な く と も 従 来 の 化 学 療 法 剤 と 同 等 の 効 果
を 上 げ て い る の で 、 BRM／ BRMや BRM／ 化 学 療 法 剤 を 含 め 併 用 療 法 に よ り よ り 高 い 効 果 を 上
げ よ う と し て 研 究 が 行 わ れ て い る 。   治 療 法 の 効 果 的 な 組 み 合 わ せ を 作 る 上 で 齧 歯 動 物 モ
デ ル は 有 用 で あ る 。 治 療 薬 、 用 量 、 投 与 計 画 を 各 種 組 み 合 わ せ た 複 雑 な 実 験 を 速 や か に 、
比 較 的 に 安 価 に 、 し か も 患 者 に リ ス ク が な く 実 施 す こ と が で き る 。 編 歯 動 物 モ デ ル の 一 例
と し て 、 RENCAシ ス テ ム 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ は Balb／ ｃ 起 源 の RENCA腎 臓 腺 癌 を 正 常
位 に 移 植 し て 、 そ こ か ら 転 移 さ せ よ う と す る も で あ る 。 Murphy and Hrushesky， J． Natl
． Cancer Inst.， 50： 1013（ 1990） 。   ほ と ん ど の サ イ ト カ イ ン は 、 単 独 使 用 の 場 合 、 効
果 が な い 。 こ の 腫 瘍 に 対 し て 最 も 効 果 の あ る 治 療 方 法 は 併 用 薬 剤 に IL-2が あ る 場 合 で あ る
。 特 に 、 IL-2と IFNま た は フ ラ ボ ノ イ ド を 含 む サ イ ト カ イ ン と の 併 用 が 最 も 効 果 的 で あ る
。   腫 瘍 が 縮 小 し た 実 験 動 物 で は 、 T細 胞 は 抗 腫 瘍 反 応 に 必 須 で あ っ た こ と が 認 め ら れ て
い る 。 さ ら に 、 腫 瘍 の た め に シ グ ナ ル 変 換 が 変 化 し て い た が 、 治 療 に よ っ て こ れ が 逆 転 し
た 。 T細 胞 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の パ タ ー ン が 変 わ っ て い た が 、 ウ ェ ス タ ー ン 法 測 定 に よ る
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と 、 こ れ が 正 常 に 戻 っ っ て い た 。 腫 瘍 を 注 射 し た 後 僅 か ７ 週 間 （ 治 療 開 始 後 ３ ～ ４ 週 間 ）
で 、 lckと ゼ ー タ （ zeta） が 再 び 発 現 し 始 め た 。 TCRお よ び CD3複 合 体 は 変 化 し な か っ た 。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ ２ ０ ８ 】
　   
  　 　 　                     養 子 免 疫 療 法 患 者 の 評 価
　  腎 臓 癌 を 有 す る 患 者 を 選 択 し 、 末 梢 血 液 か ら リ ン パ 球 標 本 を 作 り 、 CD3ζ の 発 現 を 分 析
す る 。 健 康 な ヒ ト か ら も リ ン パ 球 を 得 、 同 様 に し て 標 本 を 作 成 し 、 分 析 す る 。 末 梢 血 液 リ
ン パ 球 は 、 静 脈 せ ん 刺 、 ま た は リ ン ホ フ レ イ セ ス （ Iymphopheresis） に よ っ て 単 離 す る 。
細 胞 は フ ィ コ ー ル ／ ヒ パ ッ ク 勾 配 遠 心 分 離 を し て 、 単 核 細 胞 を 得 る 。 こ の よ う に し て 得 た
単 核 細 胞 の 密 度 を 測 定 し 、 患 者 、 上 記 健 康 な ヒ ト そ れ ぞ れ 毎 に 同 数 の 細 胞 か ら タ ン パ ク 質
を 抽 出 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
  同 数 の 細 胞 を 溶 菌 緩 衝 液 （ ト リ ス pH7.4 25mM、 NaCl150mM、 0.5%ト リ ト ン × 100、 オ ル ト
バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム １ mM、 ア プ ロ プ チ ニ ン 10μ g／ lm） ロ イ ペ プ チ ン 10μ g／ m） お よ び E
DTA５ mM） 中 に 溶 解 す る 。 溶 菌 液 を 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み 液 を ウ サ ギ 抗 ζ 抗 血 清 で 免 疫 沈 降
さ せ る 。 対 照 溶 菌 液 は 、 通 常 の ウ サ ギ 血 清 で 免 疫 沈 降 さ せ る 。 免 疫 沈 降 物 は SDS-PAGEで 再
分 割 し 、 ナ イ ロ ン 膜 （ Imobilon-P） に 移 行 し 、 抗 ζ ラ ビ ッ ト 血 清 で ブ ロ ッ ト す る 。 対 照 と
比 較 し て 、 患 者 の ζ タ ン パ ク 質 の 発 現 が 著 し く 減 少 し て い る 時 に は 、 免 疫 抑 制 で あ っ て 、
自 分 の Ｔ リ ン パ 球 を 使 っ て 自 系 養 子 免 疫 療 法 を 実 施 す る こ と で き な い 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ ２ １ ０ 】
                         癌 患 者 の タ ン パ ク 質 発 現 の 減 少
  ヒ ト 癌 患 者 12名 の 内 ７ 名 の 末 梢 血 液 Ｔ 細 胞 が 、 C3ζ 鎖 の 発 現 が 全 く な く な っ て い る か 、
減 少 し て い る こ と が 認 め ら れ た 。 数 名 で は Lckと PLCγ の 発 現 が 減 少 し て い た 。 し た が っ て
、 ヒ ト 腫 瘍 患 者 の T細 胞 シ グ ナ ル 変 換 分 子 に 、 構 造 上 機 能 上 の 変 化 が 認 め ら れ た 。
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ ２ １ １ 】
　 　                               ワ ク チ ン
  他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 免 疫 抑 制 因 子 を 製 薬 上 許 容 し 得 る 組 成 物 と し て 使 用 し
、 有 効 量 を 投 与 す る と き 免 疫 抑 制 に 対 し て 防 御 免 疫 で 対 抗 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
  主 成 分 と し て タ ン パ ク 質 を 含 有 す る ワ ク チ ン 製 剤 は 当 業 者 に よ く 理 解 さ れ て い る 。 通 常
、 ワ ク チ ン は 溶 液 、 ま た は 懸 濁 液 、 さ ら に は 溶 液 、 懸 濁 液 、 ま た は 液 剤 に 好 適 で あ り 、 こ
れ ら に よ っ て 注 射 薬 に 形 成 す る 固 体 な ど の 注 射 薬 と し て 製 造 さ れ る 。 乳 剤 で も 良 い 。 免 疫
原 生 を 有 す る 主 成 分 に 製 薬 上 許 容 し 得 、 且 つ 主 成 分 と 相 容 性 が あ る 賦 形 剤 を 配 合 す る こ と
が で き る 。 好 適 な 賦 形 剤 と し て は 、 水 、 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ
ー ル 、 お よ び こ れ ら の も の の 混 合 物 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 必 要 あ る 場 合 、 ワ ク チ ン
に 、 少 量 の 補 助 剤 、 例 え ば 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 あ る い は ワ ク チ ン の 効 力 を 増
進 す る 増 強 剤 等 を 配 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
  従 来 、 ワ ク チ ン は 皮 下 あ る い は 筋 肉 内 な ど に
注 射 す る よ う に 、 非 経 口 的 に 投 与 さ れ て き た 。 さ ら に 、 処 方 に よ っ て は 他 の 投 与 経 路 が 好
適 で あ る 。 こ の よ う な 剤 形 と し て は 、 座 薬 が あ る 。 場 合 に よ っ て は 、 経 口 薬 を 加 え て も 良
い 。 従 来 か ら 、 座 薬 に は ポ リ ア ル キ レ ン グ ル コ ー ス 、 ト リ グ リ セ ラ イ ド な ど か ら な る バ イ
ン ダ ー と 担 体 が 含 ま れ て い る 。 座 薬 の 主 成 分 の 含 量 は 0.5%～ 10%の 範 囲 、 好 ま し く は 1.2%
で あ る 。 経 口 薬 は 従 来 か ら 使 用 さ れ て い る 製 薬 グ レ ー ド の サ ッ カ リ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸
マ グ ネ シ ウ ム な ど か ら な る 賦 形 剤 が 配 合 さ れ て い て も よ い 。 経 口 薬 の 剤 形 は 、 溶 液 、 懸 濁
液 、 錠 剤 、 ピ ル 、 カ プ セ ル 、 な ど の 剤 形 を と る こ と が で き る 。 経 口 薬 主 成 分 に 製 薬 上 許 容
し 得 、 且 つ 主 成 分 と 相 容 性 が あ る 賦 形 剤 を 配 合 す る こ と が で き る 。 好 適 な 賦 形 剤 と し て は
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、 水 、 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 お よ び こ れ ら の も の の 混 合
物 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 必 要 あ る 場 合 、 ワ ク チ ン に 、 少 量 の 補 助 剤 、 例 え ば 湿 潤 剤
、 乳 化 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 あ る い は ワ ク チ ン の 効 力 を 増 進 す る 増 強 剤 等 を 配 合 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
  タ ン パ ク 質 様 -粒 子 か ら 中 性 剤 ま た は 塩 剤 と し て ワ ク チ ン を 製 造 す る こ と が で き る 。 こ
れ は 酸 付 加 塩 （ ペ プ チ ド の 遊 離 ア ミ ノ 基 か ら 製 造 ） を 含 む 製 薬 的 に 許 容 し 得 る 塩 で あ っ て
、 例 え ば 塩 酸 、 リ ン 酸 、 な ど の 無 機 酸 、 あ る い は 例 え ば 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 、 マ ン デ
ル 酸 な ど の 有 機 酸 と 共 に 形 成 さ れ る 。 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 と 共 に 形 成 さ れ る 塩 は 、 例 え ば
ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 ま た ま 水 酸 化 鉄 （ ferric hydroxide
） な ど の 有 機 塩 基 、 お よ び イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 ２ -エ チ ル ア ミ ノ   
エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど か ら 誘 導 さ れ る も の で 良 い 。
【 ０ ２ １ ５ 】
  「 単 位 用 量 」 な る 語 は 、 所 要 の 希 釈 剤 、 即 ち 担 体 ま た は 賦 形 剤 と 共 に 所 定 量 の 主 成 分 を
含 有 す る 、 ヒ ト に 好 適 な よ う に 物 理 的 に 分 割 さ れ て い る 単 位 を 言 う 。
【 ０ ２ １ ６ 】
  ワ ク チ ン の 投 与 は 、 製 剤 処 方 に 適 合 す る 方 法 で 、 且 つ 治 療 す る の に 充 分 に 有 効 で で あ り
、 免 疫 原 生 で あ る 用 量 を 投 与 す る 。 投 与 量 は 、 治 療 を 受 け る 患 者 、 抗 体 を 産 生 す る 患 者 の
免 疫 系 の 能 力 、 お よ び 所 望 の 防 御 の 程 度 に よ っ て 異 な る 。 し か し な が ら 、 患 者 一 人 当 り 主
成 分 と し て １ マ イ ク ロ グ ラ ム か ら 数 百 マ イ ク ロ グ ラ ム の 範 囲 が 適 当 で あ る 。 初 回 投 与 量 と
ブ ー ス タ ー 量 も 一 定 で は な い が 、 初 回 投 与 後 一 週 間 ～ 二 週 間 お い て 次 の 注 射 あ る い は 次 の
治 療 を 行 う の が 典 型 的 で あ る 。
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ ２ １ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 診 断 シ ス テ ム （ キ ッ ト ）
  生 体 サ ン プ ル 中 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 存 在 す る の 検 出 し た り 、 こ の サ ン プ ル 中 の タ ン
パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る の に 有 用 な 、 好 ま し く は キ ッ ト の 診 断 シ ス テ ム で あ
る 。 内 容 は 複 数 の 容 器 の 各 々 に 次 の も の を 含 む 。
（ a）   抗 原 性 を 示 す 本 発 明 の タ ン パ ク 質 。
（ b）   本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 抗 体 と の 間 に 免 疫 反 応 が 存 在 し て い る こ と を シ グ ナ ル す る
標 識 し た 特 異 的 な 結 合 剤 。
【 ０ ２ １ ８ 】
  「 特 異 的 な 結 合 剤 」 と は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 な ど の リ ガ ン ド 、 あ る い は 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 と 免 疫 反 応 す る 抗 体 と 選 択 的 に 結 合 で き る 分 子 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
  特 異 的 な 結 合 剤 の 例 と し て は 、 Fab’ や F（ ab’ ） 2補 体 フ ラ グ メ ン ト 、 タ ン パ ク 質 Aな ど
の 抗 体 、 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
  本 発 明 の 説 明 に 言 う 「 標 識 （ label） 」 な る 語 は あ ら ゆ る 場 合 に お い て 、 免 疫 反 応 物 の
存 在 を 示 す 検 出 可 能 な シ グ ナ ル の 産 生 に 直 接 ま た は 間 接 に 関 与 す る 単 一 の 原 子 ま た は 分 子
の こ と を 言 う 。
【 ０ ２ ２ １ 】
  ど の よ う な 標 識 手 段 （ labeling means） も 、 特 異 的 な 結 合 剤 に 、 結 合 さ せ た り 、 ま た は
組 み 込 ん だ り 、 あ る い は 別 個 に 利 用 し た り す る こ と が で き る 。 前 記 の 原 子 や 分 子 は 、 単 独
で 使 わ れ た り 、 あ る い は 追 加 試 薬 と 一 緒 に 使 わ れ た り す る 。 前 記 の 標 識 は 、 免 疫 化 学 で は
よ く 知 ら れ て い る が 、 本 発 明 の 新 規 な タ ン パ ク 質 法 お よ び ／ ま た は 系 で 使 用 さ れ て い る 限
り 、 本 発 明 の 一 部 と す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
  本 発 明 の キ ッ ト の 代 表 的 な 使 用 方 法 は 、 エ ラ イ ザ （ ELISA） 法 で 使 っ て 血 清 や プ ラ ズ マ
な ど の 生 体 サ ン プ ル 中 で 多 量 の 抗 体 が 存 在 す る こ と を 検 出 す る こ と に あ る 。 エ ラ イ ザ は 、

10

20

30

40

50

(44) JP 2005-27653 A 2005.2.3



enzyme-linked immunosorbent assayと 言 い 、 固 相 に 結 び 付 い た 抗 体 、 抗 原 を 使 い 、 酵 素
‐ 抗 原 、 酵 素 -抗 体 共 役 に よ っ て サ ン プ ル 中 の 抗 原 や 抗 体 の 量 を 検 出 定 量 す る 。 エ ラ イ ザ
法 の 説 明 は Chapter 22 of BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY （ 4TH ed． 1982） by D． P． S
ites et al.， published by Lange Medical Publications of Los Angeles， California
， and in U.S. Patent Nos． 3,654,090， No． 3,850,752 and No． 4,016,043に あ る 。 こ の
文 献 各 々 は 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
  こ の よ う に し て 、 本 発 明 の 最 良 の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 性 を 示 す タ ン パ ク 質 が 固 体 マ
ト リ ッ ク ス に 付 着 し て 固 体 支 持 部 材 と な っ て い る 。 タ ン パ ク 質 は 水 性 培 地 か ら 吸 収 さ れ て
固 体 マ ト リ ッ ク ス に 付 着 す る 。 水 性 培 地 か ら の 吸 収 に は 数 種 の 方 法 が あ り 、 さ ら に 当 業 者
に 周 知 の 他 の 方 法 も あ る が 、 す べ て 使 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 の 内 代 表 例 と し て は 、
架 橋 結 合 し て い る デ キ ス ト ロ ー ス や セ ル ロ ー ス の よ う な グ ル コ ー ス を 含 有 し て い る マ ト リ
ッ ク ス 、 あ る い は ラ テ ッ ク ス 粒 子 と 共 同 作 業 を し て い る 結 合 性 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ト と 臭 化
シ ア ン と が 反 応 し て 、 反 応 性 カ ル ボ キ シ ル 官 能 価 が 作 り 出 さ れ 、 こ れ と レ セ プ タ ー ま た は
抗 原 す る 方 式 で あ る 。 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ト に つ い て は 、 後 で 再 び 説 明 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
  有 用 な 固 体 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 と し て は 、 Pharmacia Fine Chemicals （ Piscata
way， NY） が SEPHADEXな る 商 標 で 市 販 し て い る 架 橋 結 合 し て い る デ キ ス ト ラ ン 、 ア ガ ラ ー
ゼ （ agarase） 、 Abbott Laboratories（ North Chicago， IL） か ら 得 ら れ る 直 径 １ ミ ク ロ
ン ～ ５ ミ リ の ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ 、 塩 化 ポ リ ビ ニ ー ル 、 ポ リ ス チ レ ン 、 架 橋 結 合 ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド 、 シ ー ト や 細 片 や 棒 な ど の ナ イ ロ ン 系 ウ ェ ブ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ス チ レ
ン ま た は 塩 化 ポ リ ビ ニ ー ル 製 の チ ュ ー ブ や プ レ ー ト や マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル
な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
  最 良 の 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト に は さ ら に 別 の 容 器 が あ っ て 、 モ ル モ ッ ト 補 体 、 抗 イ ム ノ
グ ロ ブ リ ン 、 あ る い は S． aureus cowan菌 株 、 タ ン パ ク 質 Aな ど 検 出 す べ き 抗 原 や 抗 体 と 反
応 す る 補 体 か ら な る 増 幅 試 薬 を 提 供 し て い る 。 こ れ ら の 実 施 態 様 で は 、 標 識 特 異 性 を 持 つ
結 合 剤 は 、 増 幅 手 段 が タ ン パ ク 質 や 抗 体 の 方 向 へ 移 動 す る と 特 異 的 に こ の 増 幅 手 段 に 結 合
す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
  本 発 明 で 説 明 し て い る 標 識 特 異 性 を も つ 結 合 剤 や 、 上 記 の 増 幅 試 薬 は 、 液 体 分 散 剤 、 乾
燥 ど の 高 い 粉 末 、 例 え ば 乾 燥 凍 結 品 と し て 供 給 し 、 こ れ を よ う え き に す る 。 指 示 手 段 が 酵
素 で あ る 場 合 に は 、 酵 素 の 基 質 も 別 包 装 で 供 給 す る 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト な ど の 固
体 支 持 部 材 、 一 以 上 の 緩 衝 液 も 追 加 包 装 と し て こ の 診 断 検 定 シ ス テ ム の 一 部 と す る こ と が
出 来 る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
  診 断 シ ス テ ム に 関 連 さ せ て 説 明 し た 包 装 は 、 診 断 制 度 で は 慣 習 的 に 使 用 さ れ て い る も の
で あ る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 包 装 で は ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク （ 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン
、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト ） 、 ビ ン 、 バ イ ア ル 、 プ ラ ス チ ッ ク ト プ ラ ス チ ッ ク
膜 、 積 層 封 筒 な ど を い れ て あ る も の で あ る 。
【 実 施 例 １ ８ 】
【 ０ ２ ２ ８ 】
            動 物 腫 瘍 モ デ ル に お い て NF-kB／ rel転 写 因 子 の パ タ ー ン が
　 　 　 　 　 　 　 　 　 変 化 し た が 、 治 療 に よ っ て 逆 転 し た こ と
  ヒ ト 癌 患 者 と 腫 瘍 マ ウ ス に つ い て 免 疫 系 障 害 が 報 告 さ れ て い る 。 免 疫 不 全 の 原 因 で は 、
T細 胞 の 機 能 が 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 腫 瘍 哺 乳 動 物 の T細 胞 の 状 態 を 調 査 す る 目 的 を
持 っ て 、 Balb／ ｃ マ ウ ス の 自 然 発 生 腎 臓 細 胞 癌 （ spontaneously arising renal cell car
cinoma： Renca） を モ デ ル と し て 使 用 し た 。 こ の 腫 瘍 モ デ ル に は 二 つ の 重 要 な 特 徴 が あ る
。 （ １ ） Rencaが 示 す 転 移 パ タ ー ン が ヒ ト 腎 臓 細 胞 癌 と 似 て い る 。 Golumbek et al． （ 199
1） ” Treatment of Established RenalCancer by Tumor Cells and Engineered to Secre
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te Interleukin-4” 、 さ ら に 、 （ ２ ） こ の ネ ズ ミ モ デ ル に お い て 、 樹 立 Renca腫 瘍 を も つ
マ ウ ス に 対 し て 、 実 験 化 合 物 フ ラ ボ ン -８ -酢 酸 （ FAA） と rIL-2の 併 用 に よ り 80%の 治 癒 率
の 成 績 を お さ め た こ と 、 そ し て こ の う ち の 三 匹 が そ の 後 の 免 疫 テ ス ト に 良 好 な 反 応 を 呈 し
た こ と で あ る 。 Wiltrout et al.， （ 1988） ” Flavone-８ -Acetic Acid Augments Systemk
c Natural Cell Activity and Synergizes with IL-2 for Treatment of Murine Renal C
ancer， ” （ 1988） J． Immunol． 140（ ９ ） ： 3261。
【 ０ ２ ２ ９ 】
  ウ ェ ス タ ー ン 法 に よ り 、 抗 c-rel、 抗 p65、 お よ び 抗 p50抗 血 清 を 用 い て 健 康 マ ウ ス 由 来
脾 臓 T細 胞 の 核 抽 出 物 を 調 べ た と こ ろ 、 三 つ の タ ン パ ク 質 す べ て が 正 常 の レ ベ ル で あ っ た
。 対 照 的 に 、 腫 瘍 マ ウ ス 由 来 脾 臓 T細 胞 の 核 抽 出 物 で は 、 c-relと p65が 欠 け て い た 。 意 外
な こ と に 、 p50の 代 わ り に 二 つ の 短 縮 型 （ shorter form） の タ ン パ ク 質 （ P48と p44） が 核
に 出 現 し て い た 。 こ の ” 48” と ” 44” は こ の 二 つ の タ ン パ ク 質 の 大 体 の 分 子 量 を 電 気 泳 動
に よ り 測 定 し て 48kDと 44kDと 見 積 つ た も の で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
  c-rel、 p65、 お よ び p50の 各 々 に 対 す る 抗 血 清 の 特 異 性 は 、 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド と の 競
合 に よ り 明 ら か に な っ た 。 p50の 短 縮 型 は 、 専 ら 核 に 存 在 し て い た が 、 正 常 サ イ ズ の タ ン
パ ク 質 は 細 胞 質 に 存 在 し て い た 。 p50の N-タ -ミ ナ ル ペ プ チ ド に 対 し て 抗 血 清 を 作 り 、 こ の
抗 血 清 を 用 い て 同 じ 抽 出 物 中 で p50を 分 析 し た と こ ろ 、 p50の 短 縮 型 を 検 出 し な い で 、 正 常
な p50を 検 出 す る こ と が で き た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 p50の 短 縮 型 は 、 p50の N末 端 の 端 を 切 っ
た も の で あ る こ と を 示 す と 解 釈 さ れ る 。 さ ら に 、 ス プ ラ イ シ ン グ も p50の 新 型 出 現 の 原 因
で あ る か も 知 れ な い 。 た だ し 、 先 駆 物 質 で あ る p105の 短 縮 型 が 腫 瘍 サ ン プ ル の 細 胞 質 フ ラ
ク シ ョ ン で 観 察 さ れ る こ と は な か っ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
  腫 瘍 マ ウ ス 由 来 の 脾 臓 T細 胞 に お い て 、 核 に c-rekと p65が 存 在 し て い な い の に 、 p50の 変
型 が 出 現 し た こ と が 腫 瘍 の 存 在 と 関 連 が あ る の か 、 否 か を 判 断 す る た め 、 FAA/IL-2治 療 マ
ウ ス か ら 治 療 後 各 種 時 点 で 脾 臓 T細 胞 の サ ン プ ル を 採 取 し て 、 ウ ェ ス タ ー ン 法 で 分 析 し た
。 腫 瘍 マ ウ ス の FAAに よ る 治 療 は ７ 日 目 に 開 始 し た 。 IL-2は ８ ～ 10日 間 毎 日 投 与 し た 。 11
日 後 、 脾 臓 T細 胞 の 核 c-rel、 p65お よ び p50が 無 処 置 腫 瘍 マ ウ ス と 同 様 の パ タ ー ン を 示 す よ
う に な っ た 。 対 照 的 に 、 FAAと IL-2を 投 与 さ れ て い る グ ル ー プ の 脾 臓 T細 胞 で は 、 核 の c-re
l、 p65お よ び p50の 三 つ と も ほ ぼ 正 常 レ ベ ル で あ っ た 。 お も し ろ い こ と に 、 p50の 短 縮 型 は
治 療 群 中 で は も は や 見 ら れ な く な っ た 。 腫 瘍 接 種 後 ４ 週 目 、 即 ち 治 療 後 ３ 週 目 に 、 処 置 し
た グ ル ー プ に つ い て は 、 肉 眼 に よ る 観 察 あ る い は 顕 微 鏡 に よ る 観 察 の 何 れ に よ っ て も 癌 の
徴 候 を 見 い 出 す こ と は で き な か っ た 。 無 処 置 の 腫 瘍 マ ウ ス 群 で は 、 通 常 約 35日 で 死 亡 す る
。
【 ０ ２ ３ ２ 】
  第 ７ 週 ま で の 生 存 を 長 期 生 存 と 定 義 し て 、 そ の 長 期 生 存 マ ウ ス 群 の 脾 臓 T細 胞 の 分 析 で
は 、 rel系 マ ウ ス の 核 レ ベ ル は 正 常 で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
  健 康 動 物 と 腫 瘍 動 物 の 脾 臓 T細 胞 の 核 抽 出 物 を 用 い て 、 電 気 泳 動 移 動 度 検 定 （ EMSA） （ T
an， T.H． et al.， ” Purification and characterization of multiple nuclear factors
 that bind to the TAX-inducible enhancer within the human T-cell leukemla virust
ype 1 long terminal repeat” （ 1989）  Mol． Cell． Biol． ） を お こ な っ た 。 こ の 検 定 で
は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 遺 伝 子 の オ リ ゴ ヌ ク レ チ ド を 使 用 し た が 、 腫 瘍 サ ン プ ル の DNA-タ ン
パ ク 質 複 合 体 の パ タ ー ン が 、 腫 瘍 が な い サ ン プ ル と 比 較 し て 、 異 な っ て い た 。 健 康 パ タ ー
ン に 較 べ て 、 早 く 移 動 す る 二 つ の 複 合 体 が 観 察 さ れ た 。 特 異 性 と 非 特 異 性 の オ リ ゴ ヌ ク レ
チ ド に よ る 競 合 分 析 の 結 果 、 こ れ ら の 複 合 体 は 何 れ も ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に 特 異 性 を 持
っ て い た 。 腫 瘍 発 症 後 ４ 週 目 で 評 価 し た 群 の サ ン プ ル で 正 常 な パ タ ー ン が 再 び 見 ら れ た こ
と か ら 、 こ れ ら の DNA-タ ン パ ク 質 複 合 体 は 腫 瘍 の 状 態 と 相 関 関 係 が あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
  腫 瘍 サ ン プ ル 中 の DNA-タ ン パ ク 質 複 合 体 の 特 性 を 決 定 す る た め 、 UV-架 橋 （ UV-crosslin
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king） （ Kochel et a1.， ” V-rel and C-rel-Protain Complexes Bind to the NF-kB sit
e In Vitro” ， Oncogene （ 1992） 7： 567-572） お よ び 架 橋 生 成 物 の 免 疫 沈 降 （ immunopre
cipitation） （ Rice et al.， （ 1992）  Cell， 71： 243-263） を 行 っ た 。 正 常 サ ン プ ル で
は 、 p50と p65の 組 合 せ に 対 応 す る 二 つ の タ ン パ ク 質 か ら な る 移 動 速 度 の 遅 い DNA-タ ン パ ク
質 複 合 体 が あ る 、 一 方 、 p50に 対 応 す る 一 個 の タ ン パ ク 質 か ら な る 早 く 移 動 す る 複 合 体 が
あ る こ と 立 証 さ れ た 。 Sang-Mo Kang et al.， ” NF-k
B Subunit Regulation in Nontransformed CD4 + T Lymphocytes” （ 1992）  Science 256：
1452。 腫 瘍 サ ン プ ル で は 、 上 部 の DNA-タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 p50よ り 短 い タ ン パ ク 質 一 個
か ら な り 、 下 部 の 複 合 体 は 、 p50の 短 い 誘 導 体 二 個 に 相 当 す る タ ン パ ク 質 二 個 か ら な っ て
い た 。 UV架 橋 生 成 物 は 、 相 異 な る 抗 p50抗 血 清 と 共 に 免 疫 沈 降 し た 。 正 常 サ ン プ ル を 免 疫
沈 降 さ せ た と き に は 、 移 動 の 遅 か っ た 複 合 体 は 、 二 つ の 異 な る 抗 p50抗 血 清 と 一 個 の 抗 p65
抗 血 清 を 沈 殿 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 上 部 の 複 合 体 は p50と p65か ら な っ て い た こ と を 示
し て い る 。 移 動 が 早 か っ た 複 合 体 は 、 三 つ の 異 な る p50抗 血 清 で 沈 殿 さ せ う る こ と が 分 か
っ た が 、 こ の こ と は 下 部 の 複 合 体 は p50か ら な っ て い た こ と を 示 し て い た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
  腫 瘍 サ ン プ ル を 分 析 し た と き 、 移 動 速 度 の 遅 い 複 合 体 は 、 二 つ の 異 な る 抗 p50抗 血 清 で
沈 殿 し た こ と が 認 め ら れ た が 、 N末 端 ペ プ チ ド に 対 し て つ く ら れ た 第 三 の 抗 血 清 は 必 要 が
な か っ た 。 ま た 、 沈 殿 し た 分 子 の 分 子 量 か ら 判 断 す る と 。 上 部 複 合 体 は p48か ら な っ て い
た と 結 論 さ れ る 。 同 様 に し て 、 移 動 速 度 が 早 か っ た 複 合 体 は 、 上 部 複 合 体 と 同 じ 抗 p50抗
血 清 に よ っ て 沈 殿 し た が 、 N末 端 ペ プ チ ド に 対 し て つ く ら れ た 抗 血 清 は 必 要 が な か っ た こ
と が 認 め ら れ る 。 こ の 場 合 、 抗 ペ プ チ ド 抗 血 清 に 対 応 し 、 p48と p44に 対 応 す る 二 つ タ ン パ
ク 質 が え ら れ た 。 前 免 疫 （ preimmune） 血 清 で 免 疫 沈 降 を 行 っ た 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 バ
ン ド は 得 ら れ な か っ た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
      　 　                         試 験 方 法       
　 　 　     　 　                   Tリ ン パ 球 の 刺 激
  一 実 施 態 様 に お い て は 、 in vitroで Tリ ン パ 球 表 面 レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 と 共 に 、 Tリ
ン パ 球 を 短 時 間 刺 激 し た 。 刺 激 し て い る 間 、 任 意 に 一 以 上 の サ イ ト カ イ ン を 存 在 さ せ て も
良 い 。 刺 激 時 間 は 、 最 長 24時 間 以 下 、 最 短 30分 以 上 、 通 常 12～ 18時 間 で あ る 。 こ の よ う に
し て 刺 激 し た 細 胞 を in vivo注 射 す る と 、 高 い 治 療 効 果 が あ る 。 抗 CD3に よ っ て 刺 激 す る と
IL-2レ セ プ タ ー の 発 現 が 誘 導 さ れ る 。 抗 CD3刺 激 細 胞 は 肺 に 対 す る 急 性 毒 性 が 少 な く 、 IL-
2中 で 数 日 間 培 養 し た 細 胞 よ り 毒 性 が 低 い 。 同 様 に 、 抗 CD3刺 激 細 胞 は IL-2の 存 在 下 で は 数
を 増 や す こ と が で き る の で 、 小 数 の 抗 CD3を 注 射 し た だ け で も 、 in vivoで IL-2に 暴 露 さ れ
る と 大 き な 数 に 増 殖 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 IL-2が 存 在 す る と き に は 抗 CD3刺 激
細 胞 の 投 与 量 を よ り 少 な く し て も 、 充 分 な 数 の 抗 CD3刺 激 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
  ま た 、 一 以 上 の リ ン パ 球 表 面 レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 と 共 に in vitroで Tリ ン パ 球 を 刺
激 し て も よ い 。 任 意 に 、 刺 激 す る 間 、 一 以 上 の サ イ ト カ イ ン を 存 在 さ せ て お い て も 良 い 。
Tリ ン パ 球 の in vivo刺 激 を 、 一 以 上 の リ ン パ 球 表 面 レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 と 共 に 、 ま た
は 、 一 以 上 の サ イ ト カ イ ン を 併 用 す る か 、 あ る い は 抗 体 と サ イ ト カ イ ン を 組 み 合 わ せ た も
の を 併 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
                        キ ナ ー ゼ 反 応 検 定
        常 法 に よ り 107個 の 細 胞 を 溶 解 す る 。
        抗 Fyn Ab（ ６ μ l） ま た は 抗 Lck Ab（ ３ μ l） と 共 に 免 疫 沈 降 す る 。
        EDTAを 入 れ て い な い 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 う 。
        ATPを 入 れ て い な い キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 で ３ 回 洗 う 。
        ［ γ ‐ 32P］  ATP （ 3300Ci／ mmol） （ ３ ～ ５ μ l） お よ び １ μ  M ATP10～
　 　 　 　 20μ Ciを 配 合 し た キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 30μ ｌ を 加 え る 。
        R／ Tを 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
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        EDTA 20mMを 含 有 す る 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 う 。
        1.5倍 の サ ン プ ル 緩 衝 液 を 溶 出 す る 。
        ８ %の ゲ ル で 試 験 す る 。
        酢 酸 10%と メ タ ノ ー ル 50%で 30分 間 ゲ ル を 固 定 す る 。
        ３ %の グ リ セ ロ ー ル で 置 換 え て 20分 間 固 定 を 続 け る 。
　       ゲ ル ド ラ イ ヤ ー で 1.5時 間 か け て ゲ ル を 乾 燥 す る 。
        ゲ ル を X線 フ ィ ル ム に 暴 露 す る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ０ 】
                            抗 体 調 製 法  
   Tリ ン パ 球 表 面 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 、 ま た は 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 に 対 す る 抗 体 は 、 周
知 の 常 法 を 用 い て 作 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ， Vol．
I， J.E． Coligen， A.M． Kruisbeek， D.H． Margulies， E.M． Shevach and W． Strober（ ed
s． ） ， Green Publishing Associaes and Wiley-Interscience， 2.4.1-2.10.3（ 1991） ，
こ の 文 献 は 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。   モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 が 調 製 さ れ
る が 、 こ れ は 因 子 に 対 す る も の で あ る 。 抗 体 は 免 疫 源 と し て の 腫 瘍 の 標 本 の 上 澄 み 液 を 使
っ て 作 る 。 製 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ を 用 い て 因 子 を 精 製 す る と き に 有 用 で あ る 。 （ Marlow and Lane Antibodies Manual
） 。
【 ０ ２ ４ １ 】
  表 面 レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 は 単 独 で 使 用 し て も よ い し 、 異 な る T細 胞 表 面 レ セ プ タ ー
に 対 す る 他 の 抗 体 と 併 用 し て も よ い 。 い ず れ の 場 合 で も 、 Tリ ン パ 球 を 活 性 化 す る こ と が
で き る 。 好 適 な 抗 体 と し て は 、 抗 CD2、 抗 CD3、 抗 CD4、 抗 CD5、 抗 CD6、 抗 CD7、 抗 CD8、 抗 C
D28、 抗 CD29、 お よ び 抗 CD45Rが 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 抗 体 と し て は 、 抗 CD3お よ び モ ノ ク
ロ ナ ー ル 抗 体 （ MAb） が 挙 げ ら れ る 。 抗 CD3 MAbに は OKT3、 WT32、 Leu-4、 SPV-T3Ck、 RIV9
、 64.1お よ び 145-2Cllな ど か 含 ま れ て い る 。 よ り 好 ま し く は 抗 CD3 MAbが 抗 ネ ズ ミ MAb 145
-2Cllで あ る こ と で あ る 。 こ の 抗 体 は 、 Leoら 、 B4、 1374 
（ 1978） ） に よ っ て 同 定 さ れ た も の で 、 the American Type Culture Collecion （ ATCC）
か ら 入 手 す る こ と が で き る 。 マ ウ ス 抗 ヒ ト OKT3は 、 Johnson and Johnson社 の Ortho Divis
ionか ら 入 手 す る こ と が で き る 。 ヒ ト か ら 誘 導 さ れ る 各 種 の 抗 体 は 、 in vivoで 処 理 中 に T
細 胞 を 活 性 化 す る 際 に 有 用 で あ る 。 抗 CD3 MAbに よ り 約 24時 間 以 下 で 処 理 さ れ た Tリ ン パ 球
は 、 総 投 与 量 約 10ng／ ml以 下 で 処 理 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
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                 　 　 　 　 　 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 の 単 離 と 精 製
  免 疫 抑 制 因 子 は 、 腫 瘍 細 胞 標 本 の 上 澄 み 液 か ら 連 続 ゲ ル 濾 過 、 ア ニ オ ン ・ カ チ オ ン 交 換
、 お よ び FPLCに よ っ て 精 製 さ れ る 。 こ れ ら の 精 製 方 法 は 、 当 業 者 に と っ て 周 知 で あ る 。 最
終 精 製 工 程 で は 、 イ オ ン 交 換 に よ る HPLC、 あ る い は 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ が 必 要 で あ る 。
単 離 さ れ た 因 子 の ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 試 験 を し て 、 ど の フ ラ グ メ ン ト か ま だ 免 疫
抑 制 活 性 を 保 持 し て い る か を 確 か め な く て は な ら な い 。 そ の 後 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 縮 合 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 し て 、 Maniat is（ 1992） が 開 示 し た 技 術 を 使 っ て 因 子 の ク ロ ー ン
を 作 る 。 （ Molecular Cloning， a Laboratory Manual， Cold Spring Harbor， New York）
。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ４ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 次 の 三 群 の マ ウ ス か ら 採 取 し た T-AK細 胞 で 処 理 し た 実 験 結 果 を 示 し て い る
。 （ １ ） 腫 瘍 を 持 た な い （ 健 康 な ） マ ウ ス 、 （ ２ ） ＜ 21日 の 腫 瘍 マ ウ ス （ 初 期 Ｔ Ｂ Ｍ ） 、
（ ３ ） ＞ 30日 の 腫 瘍 マ ウ ス （ 後 期 TBM） 。 腫 瘍 接 種 後 12日 で 肝 臓 に 転 移 し て い る の が 認 め
ら れ た 。 こ れ ら 三 群 を ス チ ュ ー デ ン ト 式 テ ス ト で 比 較 し た 。 ＊ は 、 Ｐ ＜ 0.001、 対 照 群 に
対 す る 処 理 群 を 示 す 。 横 棒 は S． D． （ 標 準 偏 差 ） で あ る 。 （ TBM： 腫 瘍 を 持 っ た マ ウ ス （ t
umor-bearing mouse） ）
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 （ A） MCA-38（ 結 腸 癌 ） に 対 す る 健 康 、 初 期 、 お よ び 後 期 TBM T-AK細 胞
の 細 胞 溶 解 作 用 、 （ B） MBL2（ リ ン パ 腫 ） に 対 す る 健 康 、 初 期 お よ び 後 期 の TBM T-AK細 胞
の 細 胞 溶 解 作 用 、 お よ び 、 （ C） RENCA（ 腎 臓 細 胞 癌 ） 腫 瘍 細 胞 系 に 対 す る 健 康 、 初 期 お よ
び 後 期 の TBM T-AK細 胞 の 細 胞 溶 解 作 用 を 示 し て い る 。 濃 縮 Ｔ 細 胞 を 抗 CD3で 活 性 化 し 、 組
替 え イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ （ rIL-2） を 100U/ml含 有 す る 組 織 培 養 基 （ TCM） で 培 養 し た 。 溶
解 機 能 は 培 養 第 二 日 目 に 試 験 し た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 MBL2に 対 す る 健 康 、 初 期 、 お よ び 、 後 期 TBM T-AK細 胞 の 細 胞 溶 解 作 用 を
示 し て い る 。 濃 縮 T細 胞 を 抗 CD3で 活 性 化 し 、 組 替 え rIL-2を 100U/ml含 有 す る TCMで 培 養 し
た 。 培 養 第 ２ 、 ４ お よ び ７ 日 目 に お い て 、 ４ 時 間 の ク ロ ム ・ リ リ ー ス ・ ア ッ セ イ （ chromi
um release assay） を 行 っ て 溶 解 機 能 を 試 験 し た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 流 動 細 胞 計 測 法 に よ っ て 測 定 し た TCR-CD3複 合 体 の 表 面 発 現 で あ る 。 健
康 マ ウ ス お よ び 腫 瘍 マ ウ ス （ 点 線 お よ び 長 点 線 ） か ら T細 胞 を 単 離 し て 、 フ ル オ レ セ イ ン
で ラ ベ ル し た IgG2Aを 対 照 と し て 、 （ A） マ ウ ス TCRα β （ ク ロ ー ン  H57-597 Pharminngen
） 、 ま た は （ B） 抗 CD3ε （ 145-2C11） と 共 に 培 養 し た 。 健 康 マ ウ ス （ 影 付 部 分 ） 、 腫 瘍 マ
ウ ス （ 影 の な い 部 分 ） 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ Ａ 】
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【 図 ４ Ｂ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 1月 5日 (2004.1.5)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 哺 乳 動 物 の Ｔ リ ン パ 球 サ ン プ ル の 免 疫 抑 制 の レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） Ｃ Ｄ ３ ζ 、 Ｃ Ｄ ３ γ お よ び タ ン パ ク 質 Ｆ ｃ ε γ か ら 選 択 さ れ る Ｔ Ｃ Ｒ サ ブ ユ ニ ッ ト
タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｂ ） 前 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 、 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 さ れ て い な い 個 体 に
特 有 な 前 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る ス テ ッ プ と
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 発 現 レ ベ ル が 、 測 定 対 象 と な っ た Ｔ リ ン パ 球 の 総 数 に 対 す る 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 発
現 す る Ｔ リ ン パ 球 の 数 の 割 合 と し て 定 義 さ れ る 発 現 率 と し て 測 定 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 Ｔ リ ン パ 球 が 、 脾 臓 組 織 、 末 梢 血 液 、 腫 瘍 組 織 、 リ ン パ 節 組 織 、 脳 脊 髄 液 、 胸 膜 滲
出 液 ま た は 腹 水 に 由 来 す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 哺 乳 動 物 の Ｔ リ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 起 こ す 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） Ｃ Ｄ ３ ζ お よ び Ｃ Ｄ ３ γ か ら 選 択 さ れ る Ｔ Ｃ Ｒ サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ

(51) JP 2005-27653 A 2005.2.3



ル が 、 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 が な い 個 体 に 特 有 な も の で あ る 哺 乳 動 物 Ｔ リ ン パ 球 調
製 物 を 供 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｂ ） 上 記 リ ン パ 球 調 製 物 を 、 免 疫 抑 制 す る と 考 え ら れ る 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 す る ス テ ッ
プ と 、
　 ｃ ） 上 記 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｄ ） 上 記 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 さ れ て い な い Ｔ リ ン パ 球 調 製 物 中 に お け る 上 記 タ ン パ ク 質
の 発 現 の レ ベ ル よ り も 低 い レ ベ ル へ の 有 意 な 低 下 を 引 き 起 こ す 薬 剤 を 同 定 す る ス テ ッ プ と
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 哺 乳 動 物 の Ｔ リ ン パ 球 の 免 疫 抑 制 を 逆 転 さ せ る 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 免 疫 抑 制 さ れ た 哺 乳 動 物 で あ っ て 、 Ｃ Ｄ ３ ζ お よ び Ｃ Ｄ ３ γ か ら 選 択 さ れ る Ｔ Ｃ Ｒ
サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル が 、 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 が な い 個 体 の レ ベ
ル よ り も 低 い 哺 乳 動 物 か ら 、 Ｔ リ ン パ 球 調 製 物 を 供 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｂ ） 上 記 リ ン パ 球 調 製 物 を 、 免 疫 抑 制 を 逆 転 さ せ る と 考 え ら れ る 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 す
る ス テ ッ プ と 、
　 ｃ ） 上 記 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｄ ） 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 有 意 に 上 昇 さ せ る 薬 剤 を 同 定 す る ス テ ッ プ と
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 を 阻 害 す る 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 免 疫 抑 制 さ れ て い る 哺 乳 動 物 の 生 物 試 料 に お け る Ｃ Ｄ ３ ζ お よ び Ｃ Ｄ ３ γ か ら 選 択
さ れ る Ｔ Ｃ Ｒ サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 、 免 疫 抑 制 さ れ て い な い 哺 乳 動 物 の 同 様
の 生 物 試 料 に お け る 該 サ ブ ユ ニ ッ ト の レ ベ ル と 比 較 し て 、 低 下 さ せ る こ と が で き る 溶 解 性
免 疫 抑 制 因 子 を 含 む 細 胞 系 で あ っ て 、 Ｍ Ｃ Ａ － ３ ８ 細 胞 株 ま た は Ｍ Ｂ Ｌ － ２ リ ン パ 種 に 由
来 す る 上 清 で あ る 細 胞 系 に 、 薬 剤 を 加 え る ス テ ッ プ と 、
　 ｂ ） 上 記 系 の 免 疫 抑 制 を 、
　 　 ｉ ） Ｃ Ｄ ３ ζ お よ び Ｃ Ｄ ３ γ か ら 選 択 さ れ る Ｔ Ｃ Ｒ サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 発 現 レ
ベ ル を 測 定 す る こ と と 、
　 　 ｉ ｉ ） 上 記 タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル を 、 同 一 種 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 抑 制 が な い 個 体 に 特
有 で あ る 上 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る こ と
　 に よ り 決 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｃ ） 上 記 系 が 免 疫 抑 制 の 逆 転 を 示 す か を 判 定 す る ス テ ッ プ と
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 細 胞 系 が 、 Ｍ Ｃ Ａ － ３ ８ 細 胞 株 ま た は Ｍ Ｂ Ｌ － ２ リ ン パ 種 に 由 来 す る 上 清 で あ り 、
前 記 溶 解 性 免 疫 抑 制 因 子 が 、 哺 乳 動 物 の 生 物 試 料 に お け る Ｔ リ ン パ 球 シ グ ナ ル 変 換 経 路 の
タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 、 免 疫 抑 制 さ れ て い な い 哺 乳 動 物 の 同 様 の 生 物 試 料 に お け る 該 タ ン
パ ク 質 の レ ベ ル と 比 較 し て 低 下 さ せ る こ と が で き る 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 免 疫 抑 制 哺 乳 動 物 が 、 Ｍ Ｃ Ａ － ３ ８ 株 ま た は Ｍ Ｂ Ｌ － ２ リ ン パ 種 で あ る 腫 瘍 を 、 ２
６ 日 ま た は そ れ 以 上 有 す る マ ウ ス で あ る 請 求 項 ６ ま た は ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に 使 用 す る キ ッ ト で あ っ て 、 Ｃ Ｄ ３ ζ 、 Ｃ Ｄ ３ γ
お よ び Ｆ ｃ ε γ か ら 選 択 さ れ る Ｔ Ｃ Ｒ サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 と 、 抗 体 － 抗
原 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 手 段 と を 、 各 々 別 個 の 容 器 に 含 ん で な る キ ッ ト 。
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摘要(译)

可溶性免疫抑制因子存在于荷瘤哺乳动物的血清中，并参与TCR亚基蛋
白水平和T淋巴细胞信号通路的变化。 使用此更改，可测量T淋巴细胞转
化途径中至少一种选定的TCR亚基蛋白或蛋白的水平，或NF-kB / rel系
统的模式，以确定没有免疫抑制和抑制的生物体水平。 已经创建了一种
通过与模式进行比较来确定免疫抑制的严重性的方法。 [效果]该方法可
用于确认患者的T淋巴细胞可以被激活到可以进行免疫治疗的程度，并且
可以用于确定引起免疫抑制的药物或逆转这种免疫的药物。 免疫抑制因
子的分离及其与蛋白质表达水平的结合可用于抑制免疫应答，例如在器
官移植的情况下。 [选择图]无
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