
(57)【要約】
　送達システムとして遺伝子的に解毒されたＢｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ
　ＣｙａＡを使用する診断試験及び免疫モニタリングは、例えば、感染性及び非感染性疾
患又はワクチン接種により発生した免疫応答の如きいかなる免疫応答も追跡するのに有効
である。与えられた抗原により以前に刺激されたＴ細胞は、ＣｙａＡ又はその断片に融合
された若しくは化学的にカップリングされた同じ抗原によりｉｎ　ｖｉｔｒｏで再刺激さ
れうる。本発明は、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ免疫優勢タンパク質ＥＳＡＴ－６及び
ＣＦＰ－１０を、ヒト細胞及び非ヒト動物細胞、例えばウシの細胞、に送達することがで
きる送達システムを提供することによる結核の診断試験又は免疫モニタリングを含む。更
に、ＣｙａＡとがん抗原との融合タンパク質は、がん、例えば、メラノーマのための診断
試験及び免疫モニタリングシステムとしても提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 哺 乳 動 物 の 疾 患 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 又 は い か な る 他
の Ｔ 細 胞 応 答 も 免 疫 モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ Ａ ）
　 （ １ ） Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ 又 は そ の 断 片 、 及 び
　 （ ２ ） 前 記 哺 乳 動 物 の Ｔ 細 胞 を 以 前 に 刺 激 し た 疑 い の あ る 抗 原 の ペ プ チ ド 、
を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 に 前 記 動 物 の Ｔ 細 胞 を 曝 露 し 、 そ し て
　 （ Ｂ ） Ｔ 細 胞 の 活 性 化 の 変 化 を 検 出 す る 、
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 が １ 種 以 上 の ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ
リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 が １ 種 以 上 の 抗 原 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン
グ 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ が 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 、 Ｂ
ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ａ ｒ ａ ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 又 は Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｂ ｒ ｏ ｎ
ｃ ｈ ｉ ｓ ｅ ｐ ｔ ｉ ｃ ａ に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ
ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ 又 は そ の 断 片 が 解 毒 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｃ ｙ ａ Ａ 及 び 組 換 え タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド が 遺 伝 子 的 に 融 合 さ れ て い る か 又 は 化 学 的 に
結 合 し て い る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 疾 患 が 非 ヒ ト 動 物 の 疾 患 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ
ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が 雌 ウ シ で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 疾 患 が ヒ ト の 疾 患 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ
ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 疾 患 が 結 核 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 が 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ
ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 が Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ で あ る 、 請 求 項 １
１ に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 疾 患 が メ ラ ノ ー マ で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ
ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 抗 原 が 、 感 染 性 物 質 、 ア レ ル ゲ ン 又 は が ん 細 胞 か ら の 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 個 体 又 は 動 物 の 免 疫 モ ニ タ リ ン グ の た め に 使 用 す る 、 請 求 項 １ ～ １
４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 が Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ の 断 片 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 が 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ に お け る 任 意 の 許 容 的 部 位 に 局
在 す る 、 以 前 に 前 記 細 胞 を 刺 激 し た こ と が あ り う る 抗 原 の ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １
６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 の 変 化 が 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ５ 又 は Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 の 変 化 で
あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 試 験 サ ン プ ル が 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 全 血 又 は 全 血 の 画 分 で あ る 、 請 求 項 １ ～
１ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 変 化 の 検 出 が 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 又 は Ｔ 細 胞 活 性 化
を 検 出 す る た め の 他 の ア ッ セ イ に よ り 達 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 診 断 又 は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 疾 患 の 診 断 試 験 用 又 は 、 疾 患 に よ り 生 じ た Ｔ 細 胞 応 答 を 含 む 、 哺 乳 動
物 に お け る Ｔ 細 胞 応 答 を 免 疫 モ ニ タ リ ン グ す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 （ Ａ ）
　 （ １ ） Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ 又 は そ の 断 片 、 及 び
　 （ ２ ） 前 記 哺 乳 動 物 の Ｔ 細 胞 を 以 前 に 刺 激 し た 疑 い の あ る 抗 原 の ペ プ チ ド 、
を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 、 及 び
　 （ Ｂ ） Ｔ 細 胞 の 活 性 化 の 変 化 を 検 出 す る た め の 試 薬 、
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 が １ 種 以 上 の ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 が １ 種 以 上 の 抗 原 を 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ が 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 、 Ｂ
ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ａ ｒ ａ ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 又 は Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｂ ｒ ｏ ｎ
ｃ ｈ ｉ ｓ ｅ ｐ ｔ ｉ ｃ ａ に 由 来 す る 、 請 求 項 ２ １ ～ ２ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 原 の ペ プ チ ド が Ｃ ｙ ａ Ａ に 遺 伝 子 的 に 融 合 さ れ て い る か 又 は 化 学 的 に 結 合 し て い る 、
請 求 項 ２ １ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ 又 は そ の 断 片 が 解 毒 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ １ ～ ２ ５ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 疾 患 が 非 ヒ ト 動 物 の 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ２ １ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が 雌 ウ シ で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 疾 患 が ヒ ト の 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ２ １ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 疾 患 が 結 核 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 が 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 が Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ で あ る 、 請 求 項 ３
１ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 疾 患 が メ ラ ノ ー マ で あ る 、 請 求 項 ２ １ ～ ２ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 抗 原 が 、 感 染 性 物 質 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 又 は が ん 細 胞 か ら の 抗 原 で あ る 、 請 求 項 ２ １ ～ ２
９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ に お け る 任
意 の 許 容 的 部 位 に 局 在 す る 、 以 前 に 前 記 細 胞 を 刺 激 し た こ と が あ り う る 抗 原 の ペ プ チ ド を
含 む 、 請 求 項 ２ １ ～ ３ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 が Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ の 断 片 を 含
む 、 請 求 項 ２ １ ～ ３ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 の 変 化 が 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ５ 又 は Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 で あ る 、
請 求 項 ２ １ ～ ３ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 試 験 サ ン プ ル が 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 全 血 又 は 全 血 の 画 分 で あ る 、 請 求 項 ２
１ ～ ３ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 の 変 化 の 検 出 方 法 が 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 又 は Ｔ 細 胞
活 性 化 を 検 出 す る た め の 他 の ア ッ セ イ で あ る 、 請 求 項 ２ １ ～ ３ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 組 換 え タ ン パ
ク 質 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 受 託 番 号 Ｉ － ３ １ ３ ６ で Ｃ ． Ｎ ． Ｃ ． Ｍ ． に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ ３ ３
６ ／ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 受 託 番 号 Ｉ － ３ １ ３ ５ で Ｃ ． Ｎ ． Ｃ ． Ｍ ． に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ ３ ３
６ ／ Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 ３ ７ 又 は ４ ３ に 記 載 の プ ラ ス ミ ド の イ ン サ ー ト を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 請 求 項 ４ ２ 又 は ４ ３ に 記 載 の プ ラ ス ミ ド 又 は 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 診 断 及 び 免 疫 モ ニ タ リ ン グ （ immunomonitoring） の た め の Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ
ｌ ａ 　 ｓ ｐ ． の 組 換 え ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 本 発 明 は 、 抗 原 に よ る Ｔ 細 胞 の 刺 激 の 後 の 、 診 断 試 験 及 び 疾 患 の 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 並 び
に い か な る Ｔ 細 胞 応 答 の 免 疫 モ ニ タ リ ン グ に も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｍ ｙ ｃ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ 　 ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ に よ り 引 起 さ れ る ウ シ （ cattle） に お け る 結
核 （ Ｔ Ｂ ） の 発 生 率 は 、 英 国 の 国 営 牧 場 で は こ の １ ０ 年 間 に わ た り 劇 的 に 増 加 し て い る 。
こ の 増 加 は 、 重 要 な 動 物 健 康 問 題 、 経 済 問 題 及 び 潜 在 的 公 衆 衛 生 の 問 題 を 構 成 す る （ kreb
s et al.,1997） 。 人 畜 共 通 感 染 症 疾 患 を 制 御 す る た め に 、 よ り 良 好 で よ り 特 異 的 な 診 断
試 薬 並 び に 有 効 な ワ ク チ ン が 緊 急 に 必 要 と さ れ る 。 英 国 政 府 は 、 こ の よ う な 試 薬 及 び ワ ク
チ ン を 開 発 す る た め の 研 究 プ ロ グ ラ ム に 着 手 し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ウ シ （ cattle） の ウ シ 結 核 （ bovine tubercrosis） の 診 断 は 、 殆 ど ツ ベ ル ク リ ン 精 製 タ
ン パ ク 質 誘 導 体 （ Ｐ Ｐ Ｄ ） に よ る 皮 膚 試 験 で の み 行 わ れ る 。 こ の 試 験 の 特 異 性 は 、 Ｐ Ｐ Ｄ
の 不 明 確 で 交 差 反 応 性 の 性 質 の 故 に 限 定 さ れ る 。 ツ ベ ル ク リ ン で 誘 発 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ の
産 生 を 測 定 す る 血 液 に 基 づ く 試 験 も 、 現 在 限 定 的 に 現 場 で 使 用 さ れ て い る （ Wood et al.,
1994） 。 し か し 、 ツ ベ ル ク リ ン を ベ ー ス と す る 試 薬 の 特 異 性 は 、 ヒ ト Ｔ Ｂ ワ ク チ ン Ｍ ． ｂ
ｏ ｖ ｉ ｓ Ｂ Ｃ Ｇ に よ る ワ ク チ ン 接 種 の 後 弱 め ら れ る （ Budde et al., 2003に 概 説 さ れ て い
る ） 。 故 に 、 ウ シ 用 の 有 効 な Ｔ Ｂ ワ ク チ ン を 開 発 す る こ と が で き る 前 に 、 Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ
感 染 及 び ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 動 物 の 鑑 別 診 断 （ differential diagnosis） を 可 能 と す る 診
断 試 薬 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ は 、 ヒ ト の 健 康 に 対 し て も 大 き な 脅 威 で あ り 、 い か な る
他 の バ ク テ リ ア よ り も 世 界 的 な よ り 多 く の 死 亡 の 原 因 で あ る 。 Ｔ Ｂ に 対 す る ワ ク チ ン 及 び
Ｔ Ｂ の 免 疫 学 的 診 断 は 完 全 に 満 足 で き る も の で は な い 。 例 え ば 、 活 性 な 結 核 及 び 潜 在 的 結
核 の 両 方 の 診 断 を 助 け る の に 使 用 さ れ る 皮 膚 試 験 試 薬 、 Ｐ Ｐ Ｄ は 、 特 異 性 及 び 感 度 に 欠 け
て い る 。 Bacille Calmette Guerin（ Ｂ Ｃ Ｇ ） ワ ク チ ン は 、 Ｔ Ｂ を 防 止 す る の に 非 常 に 広
く 使 用 さ れ て い る が 、 成 体 に お け る そ の 保 護 有 効 性 は や は り 限 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ワ ク チ ン 接 種 の 他 に 、 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ に よ る 潜 伏 感 染 （ Ｌ Ｔ Ｂ １ ） の 臨
床 Ｔ Ｂ へ の 進 行 を 防 止 す る た め の 別 の 制 御 ス ト ラ テ ジ ー は 、 予 防 的 抗 結 核 薬 物 治 療 （ Ｐ Ｔ
） の 使 用 に よ る 。 こ の 制 御 ス ト ラ テ ジ ー の 一 つ の 観 点 は 、 診 断 試 験 で あ る が 、 潜 伏 感 染 を
有 す る 健 康 な 個 体 を 識 別 す る の に 使 用 さ れ る ツ ベ ル ク リ ン ク 皮 膚 試 験 （ Ｔ Ｓ Ｔ ） は 、 い く
つ か の 操 作 上 の 欠 点 を 有 す る 。 第 一 に 、 Ｔ Ｓ Ｔ 試 薬 、 Ｐ Ｐ Ｄ は 、 そ れ が 多 く の ｍ ｙ ｃ ｏ ｂ
ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ａ に 見 出 さ れ る エ ピ ト ー プ を 含 有 す る の で 、 交 差 反 応 性 で あ る 。 Ｔ Ｓ Ｔ 反 応
性 は 、 環 境 の ｍ ｙ ｃ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ａ に よ る 感 作 に よ り 又 は Ｂ Ｃ Ｇ ワ ク チ ン か ら 生 じ う
る 。 第 二 に 、 Ｔ Ｓ Ｔ の 感 度 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 に よ り 減 少 さ せ ら れ る （ Johnson, J.L et al, 
1998） 。 第 三 に 、 Ｔ Ｓ Ｔ は 、 １ つ は 投 与 の た め 、 １ つ は 判 断 （ reading） の た め 、 ２ 回 の
来 診 を 必 要 と す る 。 こ の 試 験 も オ ペ レ ー タ ー に 依 存 す る 。 こ れ ら の 制 限 は 、 Ｌ Ｔ Ｂ １ の 識
別 を 害 し 、 そ れ 故 、 Ｐ Ｔ の よ り 広 い 適 用 を 害 す る 。 Ｂ Ｃ Ｇ よ り 大 き い 有 効 性 の Ｔ Ｂ ワ ク チ
ン 候 補 に 対 す る 当 該 技 術 分 野 に お け る 要 求 が あ る が 、 Ｔ Ｓ Ｔ 皮 膚 試 験 よ り も 高 い 感 度 、 特
異 性 及 び 実 施 可 能 性 の 免 疫 診 断 方 法 の 開 発 に 対 す る 要 求 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ れ ま で に 、 Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ 　 又 は Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ に よ り 高 度 に 発 現 さ
れ る が 、 Ｂ Ｃ Ｇ の ゲ ノ ム か ら は 欠 失 し て い る 抗 原 を 使 用 す る こ と に よ り 、 診 断 試 薬 の 特 異
性 が 改 良 さ れ う る こ と が 示 さ れ た 。 こ の よ う な 抗 原 は 、 感 染 し た 動 物 又 は ヒ ト 及 び Ｂ Ｃ Ｇ
ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 動 物 又 は ヒ ト の 鑑 別 診 断 を 可 能 と す る の み な ら ず 、 ワ ク チ ン 接 種 の 不
存 在 下 に お い て ツ ベ ル ク リ ン 自 体 の 特 異 性 も 改 良 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 結 核 の 研 究 に お け る 大 き な 進 歩 は 、 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 複 合 体 の 病 原 性 メ ン
バ ー 中 に 存 在 す る が 、 す べ て の 弱 毒 化 さ れ た Ｂ Ｃ Ｇ 株 に は 存 在 し な い ゲ ノ ム セ グ メ ン ト （
欠 失 領 域 １ － Ｒ Ｄ １ と 命 名 さ れ た ） の 同 定 で あ っ た （ Gorden, S.V., et al. 1999; Behr,
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M.A., et al. 1999 and Mahairas, G.G., 1999） 。 こ の セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ た 分 子 は
、 病 原 性 の 一 因 と な り （ Pym, A.S., et al. 2003） 又 は 防 御 潜 在 力 の 種 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答
を 刺 激 す る こ と が で き る （ Weinrich Olsen, A., et al.,:2001; Pym et al., 2003） 。 更
に 、 多 く の 興 味 が 、 Ｔ Ｂ の 免 疫 診 断 を 改 良 す る た め に Ｒ Ｄ １ に コ ー ド さ れ た 抗 原 の 可 能 性
に 集 中 し た （ Arend, S.M., et al, 2000; Ewer, K., et al.2003） 。 し か し な が ら 、 タ ン
パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 Ｔ 細 胞 応 答 を 効 率 悪 く 刺 激 す る 傾 向 が あ り そ し て 、 最 も 有 望 な 実
験 的 な ワ ク チ ン 製 剤 す ら 、 ヒ ト に お け る 使 用 が 認 可 さ れ て い な い 強 力 な ア ジ ュ バ ン ト を 必
要 と す る 。 同 様 に 、 既 知 の 最 善 の 免 疫 診 断 方 法 は 、 医 療 施 設 の 不 足 し た 環 境 に お い て 使 用
す る に は あ ま り に も 複 雑 そ う な ペ プ チ ド 混 合 物 及 び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 分 析 に 頼 る （ Arend, S
.M., et al. 2002） 。 Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ ／ 　 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ の Ｒ Ｄ １ 領 域 、
Ｂ Ｃ Ｇ の す べ て の 株 に お い て 欠 如 し て い る 領 域 、 に コ ー ド さ れ て い る 抗 原 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及
び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 試 験 に お い て 組 換 え タ ン パ ク 質 又 は 合 成 ペ プ チ ド と し て 使
用 さ れ る 場 合 に 、 診 断 試 薬 と し て 特 に 有 望 で あ る こ と を 示 し た が （ Budde et al. 1999, V
ordermeier et al., 1999 and 2001） 、 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 抗 原 に 対 す る Ｔ 細
胞 応 答 を 高 め る こ と が で き る 簡 単 な 方 法 に 対 す る 要 求 が 当 該 技 術 分 野 に は 依 然 と し て あ る
（ Wilkinson, K.A., et al. 2000; Wilkinson, K.A., et al., 1999） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 抗 原 （ Ａ ｇ ） 提 示 の 古 典 的 経 路 の 下 で は 、 病 原 体 の 外 因 性 及 び 内 因 性 抗 原 は 、 一 般 に ２
つ の 異 な る 経 路 に よ り Ａ ｇ 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ｓ ） に お い て プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ て 、 主 要 組
織 適 合 複 合 体 （ Ｍ Ｈ Ｃ ） 拘 束 性 提 示 （ major histocompatibility complex(MHC)-restrict
ed presentation） の た め の ペ プ チ ド を 生 じ る （ Germain, R.N. 1994） 。 外 因 性 Ａ ｇ ｓ は
、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 （ endocytic pathway） に 沿 っ て プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 取 り 込 ま
れ そ し て 分 解 さ れ る 。 こ れ ら の プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ た ペ プ チ ド は 、 次 い で 新 生 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ
ス Ｉ Ｉ 分 子 （ nascent MHC class II molecules） に 結 合 し そ し て Ａ Ｐ Ｃ 細 胞 膜 に お い て Ｃ
Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 に 提 示 さ れ る （ Villadangos, J. 2001） 。 こ の 特 異 的 認 識 及 び 共 刺 激 分 子 （ c
o-stimulatory molecules） と の 相 互 作 用 の 後 に 、 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 は 、 サ イ ト
カ イ ン を 分 泌 す る こ と に よ り Ｂ 細 胞 又 は Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 に 助 力 を 与 え る こ と が で き る 。 内
因 性 タ ン パ ク 質 は 、 Ａ Ｐ Ｃ 細 胞 質 中 の プ ロ テ ア ソ ー ム に よ り 分 解 さ れ て 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ
拘 束 性 ペ プ チ ド （ MHC class I-restricted peptides） を 生 じ 、 こ の ペ プ チ ド は 、 小 胞 体
に 輸 送 さ れ 、 そ こ で そ れ ら は 新 生 初 期 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 に 結 合 す る 。 次 い で 、 Ｍ Ｈ Ｃ １
－ ペ プ チ ド 複 合 体 が 送 り 出 さ れ そ し て Ａ Ｐ Ｃ 細 胞 膜 に お い て Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 に 提 示 さ れ る
（ Rock, K.. L., and A. L. Goldberg. 1999） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ａ ｇ 提 示 の こ れ ら の 古 典 的 経 路 に 加 え て 、 あ る 外 因 性 細 胞 関 連 Ａ ｇ 又 は 粒 状 Ａ ｇ （ exog
enous cell-associated or particulate Ag） は 別 の プ ロ セ ッ シ ン グ の 経 路 を 介 し て Ｍ Ｈ
Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 上 に 交 差 提 示 さ れ （ cross-presented） う る こ と が 今 や よ く 実 証 さ れ て い
る （ Jondal, M., et al., 1996; Heath, E. R., and F.R.carbone. 2001; Reimann, J., 
and R. Schirmbeck. 1999; Moron, G., et al. 2002） 。 外 因 性 Ａ ｇ に 対 す る Ｃ Ｔ Ｌ 応 答
を 誘 発 す る た め の 一 つ の 特 定 の ア プ ロ ー チ は 、 あ る 種 の タ ン パ ク 質 、 主 と し て バ ク テ リ ア
毒 素 が 、 Ａ Ｐ Ｃ の 細 胞 質 ゾ ル に 入 り 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 提 示 経 路 に 沿 っ て プ ロ セ ッ シ ン グ さ
れ 、 次 い で Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 に 提 示 さ れ る 能 力 を 利 用 す る 。 か く し て 、 組 換 え バ ク テ リ ア 毒
素 を 使 用 す る い く つ か の ワ ク チ ン ス ト ラ テ ジ ー が 、 外 因 性 Ａ ｇ に 対 す る Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 を 発 生
さ せ る た め に さ ま ざ ま な 研 究 室 で デ ザ イ ン さ れ た （ Ballard, J. D., et al. 1996; Bona,
 C. A. et al., 1998; Goletz, T.J., et al. 1997; Haicheur, N., et al. 2000） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ワ ク チ ン デ ザ イ ン へ の 魅 力 的 な ア プ ロ ー チ は 、 非 複 製 性 タ ン パ ク 質 ベ ク タ ー （ non-repl
icating protein vectors） 、 例 え ば 、 バ ク テ リ ア 毒 素 又 は ト キ ソ イ ド に よ る タ ン パ ク 質
の 送 達 で あ る 。 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン で 活 性 化
さ れ る ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 毒 素 、 Ｃ ｙ ａ Ａ を 分 泌 す る が 、 こ れ は 、 α M β 2 イ ン テ グ リ ン
受 容 体 （ Ｃ Ｄ １ １ ｂ ／ Ｃ Ｄ １ ８ ） を 発 現 す る 骨 髄 性 食 細 胞 （ myeloid phagocytic cells）
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を 主 標 的 と し 、 そ し て こ の 骨 髄 性 食 細 胞 は 専 門 的 抗 原 提 示 細 胞 、 例 え ば 、 好 中 球 、 マ ク ロ
フ ァ ー ジ 、 Ｎ Ｋ 細 胞 及 び 樹 状 細 胞 を 含 む （ Guermonprez, P., et al., 2000） 。 Ｃ ｙ ａ Ａ
は 、 そ の Ｎ 末 端 触 媒 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ ド メ イ ン （ ４ ０ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 ） を 、 直 接 細 胞
質 膜 （ cytoplasmic membrane） を 通 し て 真 核 標 的 細 胞 の 細 胞 質 ゾ ル 中 に 送 達 す る こ と が で
き る （ Guermonprez, P., et al., 2000; Sebo, P., et al., 1995） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 マ ウ ス モ デ ル に お い て 有 望 で あ る こ と を 示 し た ベ ク タ ー 系 で あ る 。 ペ プ チ
ド 及 び 小 タ ン パ ク 質 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 挿 入 さ れ そ し て 発 現 さ れ う る
か 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 標 的 細 胞 の 形 質 膜 を 横
切 る 直 接 の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン を 促 進 す る 。 重 要 な こ と に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ る ワ ク チ ン 接
種 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 拘 束 性 Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 （ MHC class I restricted CD8+ T cell r
esponse） を 誘 発 す る こ と が で き る こ と が 示 さ れ た （ 例 え ば 、 Gueromonprez et al., 1999
） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 遺 伝 子 的 に 解 毒 さ れ た （ genetically detoxified） Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ
細 胞 エ ピ ト ー プ が 最 初 の ６ ０ ０ ア ミ ノ 酸 内 の Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド の ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ
活 性 ド メ イ ン （ Ａ Ｃ ） 内 に 挿 入 さ れ る と き 、 Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 両 方
を 抗 原 提 示 細 胞 に 送 達 す る た め の ビ ー ク ル と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 次 い で 抗 原 提 示
細 胞 は 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 を ト リ ガ ー す る （ Dadaglio,G., et al., 2000; Saron, M.F., et
 al., 1997; Osicka, R., et al., 2000; Loucka, J., et al., 2002; Fayolle, C., et 
al., 1996） 。 Ｃ ｙ ａ Ａ は そ の Ｎ 末 端 触 媒 ド メ イ ン （ Ａ Ｃ ド メ イ ン ） を α ｍ β 2 　 イ ン テ グ
リ ン （ Ｃ Ｄ １ １ ｂ ／ Ｃ Ｄ １ ８ ） を 有 す る 真 核 細 胞 の 細 胞 質 ゾ ル に 送 達 す る 。 遺 伝 子 的 に 解
毒 さ れ た Ｃ ｙ ａ Ａ 　 Ａ Ｃ ド メ イ ン に 挿 入 さ れ た Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ
ｔ ｒ ｏ 及 び ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ の 両 方 で Ｃ Ｄ １ １ ｃ + Ｃ Ｄ １ １ ｂ h i g h Ｄ Ｃ 細 胞 質 に 送 達 さ れ る
（ Guermonprez, P., et al. 2002） 。 こ の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 経 路 へ の Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト
ー プ の 標 的 化 さ れ た 送 達 の 機 構 は 、 効 率 的 な 提 示 、 そ れ に 続 く 強 固 で 防 御 的 な Ｃ Ｔ Ｌ 応 答
を も た ら す （ Fayolle, C., et al, 1996, 1999, and 2001） 。 更 に 、 こ の 送 達 シ ス テ ム に
よ り ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 発 生 し た Ｔ 細 胞 応 答 は 、 Ｔ ｈ １ に 向 け て 強 く 分 極 化 さ れ （ Polarize
d） （ Dadaglio, G., et al., 2000） 、 そ し て Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 活 性 化 は 、 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 の
助 力 又 は Ｃ Ｄ ４ ０ シ グ ナ リ ン グ を 必 要 と し な い （ Guermonprez, P., et al., 2002） 。 ゆ
え に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 プ ラ イ ミ ン グ を も た ら す 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ｈ ｉ ｇ ｈ Ｄ Ｃ ｓ
へ の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 標 的 化 さ れ た Ａ ｇ 送 達 の た め の 安 全 で 強 力 な ビ ー ク ル で あ る と 思 わ れ
る （ El Azami El ldrissi, M., et al., 2002） 。 抗 腫 瘍 予 防 及 び 治 療 免 疫 に お い て 及 び
あ る 感 染 性 病 原 体 に 対 し て 最 適 の Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 の 発 生 は 、 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 応 答 の 同 時
的 活 性 化 に 依 存 し う る と い う こ と を 、 い く つ か の 研 究 が 証 明 し た （ Kern, D.E., et al., 
1986; Toes, R.E., et al., 1999; Schnell, S., et al., 2000; Pardoll, D.M., et al.
, 1998; Wong,P., et al., 2003; Zajac, A.J. et al., 1998） 。 最 適 の ワ ク チ ン ス ト ラ
テ ジ ー は 、 Ｔ 細 胞 プ ラ イ ミ ン グ の た め の Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 両 方 の 同
時 送 達 を 必 要 と し う る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ れ ま で に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ の 最 初 の ６ ０ ０ ア ミ ノ 酸 の 範 囲 内 に 挿 入 さ れ た Ｍ ａ ｌ Ｅ Ｃ Ｄ ４ +

Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 Ａ Ｐ Ｃ ｓ の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 経 路 に 有 効 に 標 的 化 さ れ そ し て 特
異 的 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ に 提 示 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ Louca, J., et al., 2002） 。
そ れ ぞ れ 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 提 示 経 路 へ の Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞
エ ピ ト ー プ の 共 送 達 （ co-delivery） は 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ 及 び Ｏ Ｖ Ａ Ｃ
Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を そ の Ａ Ｃ ド メ イ ン に 有 す る 組 換 え 解 毒 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ り 証 明 さ れ
う る 。 両 エ ピ ト ー プ を 送 達 し て Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 を 形 成 す る た め の こ の タ ン パ ク 質
の 能 力 も 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ウ シ は 、 結 核 の 実 際 の 標 的 種 に お い て Ｃ ｙ ａ Ａ を ベ ー ス と す る 構 築 物 を 試 験 す る の に 理
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想 的 な モ デ ル で あ る 。 マ イ コ バ ク テ リ ア 抗 原 と の Ｃ ｙ ａ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 特 に そ れ ら
が 慣 用 の 組 換 え タ ン パ ク 質 よ り 有 効 に ウ シ に お い て 認 識 さ れ る 場 合 に は 、 ウ シ に お け る サ
ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン の 候 補 の み な ら ず 、 診 断 抗 原 の 候 補 で も あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 の 増 加 し た 有 効 性 は 、 高 め ら れ た 感 度 か ら 生 じ る 。 何 故 な ら ば
こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 は よ り 低 い タ ン パ ク 質 濃 度 で 認 識 さ れ る か ら で あ る 。 後 者 の 考 察
は 、 大 き な コ ス ト 利 益 を 与 え る こ と が で き る 。 何 故 な ら ば 、 そ れ は 、 潜 在 的 に 数 百 万 試 験
／ 年 の 試 験 を 実 施 す る の に 産 生 さ れ な け れ ば な ら な い 抗 原 の 量 を 有 意 に 減 少 さ せ る こ と が
で き る か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 般 に 、 動 物 及 び ヒ ト に お け る Ｔ Ｂ の 検 出 用 の 診 断 試 薬 に 対 す る 当 該 技 術 分 野 で の 要 求
が あ る 。 Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ 感 染 さ れ た 動 物 及 び ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 動 物 の 鑑 別 診 断 （ differ
ential diagnosis)を す る こ と が で き そ し て 有 効 な Ｔ Ｂ ワ ク チ ン を 開 発 す る こ と が で き る
よ う に 、 こ の 要 求 は 存 在 す る 。 ヒ ト で は 、 Ｔ Ｓ Ｔ 皮 膚 試 験 よ り 高 い 感 度 、 特 異 性 及 び 実 用
性 の 免 疫 診 断 方 法 の 開 発 に 対 す る 要 求 が あ る 。 こ の よ う な 免 疫 診 断 方 法 は Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ
ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ に 対 す る 高 め ら れ た Ｔ 細 胞 応 答 を 可 能 と す る 方 法 か ら 生 じ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 簡 単 な 要 約
　 本 発 明 は 、 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ に 対 す る 高 め ら れ た Ｔ 細 胞 応 答 を 可 能 と す る
免 疫 診 断 方 法 、 特 に ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 行 わ れ る 免 疫 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と に よ り 当 該
技 術 分 野 で の 要 求 を 達 成 す る の を 助 け 、 更 に 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 送 達 シ ス テ ム と し て 遺
伝 子 的 に 解 毒 さ れ た Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｓ ｐ ． の Ｃ ｙ ａ Ａ （ Bordetella sp. CyaA）
を 使 用 す る 診 断 試 験 及 び 免 疫 モ ニ タ リ ン グ の た め の 新 規 な シ ス テ ム を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ に 遺 伝 子 的 に 融 合 さ れ 又 は 化 学 的 に 結 合 さ れ た ペ プ チ ド に よ る 診 断
試 験 及 び 免 疫 モ ニ タ リ ン グ の 方 法 を 提 供 す る 。 組 換 え Ｃ ｙ ａ Ａ に よ る 試 験 の 結 果 は 定 量 的
で あ り 、 ゆ え に 、 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 及 び 簡 単 な 診 断 試 験 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 １ つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 動 物 に お け る 抗 原 に よ る Ｔ 細 胞 刺 激 の 後 で 、 疾 患 を 診 断 若
し く は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ す る か 又 は い か な る Ｔ 細 胞 応 答 も 免 疫 モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 で あ
っ て 、 （ Ａ ） Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ 又 は そ の 断 片 及 び 前 記 哺 乳 動 物 の Ｔ 細 胞 を
以 前 に 刺 激 し た 疑 い の あ る 抗 原 に 相 当 す る ペ プ チ ド を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 を 前 記 動 物 の
Ｔ 細 胞 に 曝 露 し 、 そ し て （ Ｂ ） Ｔ 細 胞 の 活 性 化 の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 動 物 に お け る 抗 原 に よ る Ｔ 細 胞 刺 激 の 後 の 、 疾 患 の 診 断 若 し
く は 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 試 験 又 は Ｔ 細 胞 応 答 の 免 疫 モ ニ タ リ ン グ の た め の キ ッ ト で あ っ て 、
（ Ａ ） Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ 又 は そ の 断 片 及 び 前 記 動 物 の Ｔ 細 胞 を 以 前 に 刺 激
し た 疑 い の あ る 抗 原 に 相 当 す る ペ プ チ ド を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 並 び に （ Ｂ ） Ｔ 細 胞 の 活
性 化 の 変 化 を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 む キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 態 様 で は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 １ 種 以 上 の 抗 原 に 相 当 す る １ 種 以 上 の ペ プ チ
ド を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 態 様 で は 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｅ
ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ａ ｒ ａ ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 又 は Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ
ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｂ ｒ ｏ ｎ ｃ ｈ ｉ ｓ ｅ ｐ ｔ ｉ ａ か ら の も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 態 様 で は 、 診 断 試 験 及 び 免 疫 モ ニ タ リ ン グ ス ト ラ テ ジ ー は 、 ヒ ト 又 は 動 物 の 疾
患 、 例 え ば ウ シ の 疾 患 で あ る こ と が で き る が 、 そ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 で は 、 疾 患 は 、 感 染 性 疾 患 、 例 え ば 、 結 核 で あ る か 又 は が ん 、 例 え
ば メ ラ ノ ー マ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 態 様 で は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ
Ｐ １ ０ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 態 様 で は 、 試 験 に 使 用 さ れ る 抗 原 は 、 感 染 性 物 質 （ infectious agent） 、 ア レ
ル ゲ ン 又 は が ん 細 胞 、 例 え ば メ ラ ノ ー マ か ら の 抗 原 を 含 む こ と が で き る が 、 そ れ ら に 限 定
は さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 の 詳 し い 説 明
　 実 施 例 に 示 さ れ た と お り 、 与 え ら れ た 抗 原 に よ り 予 め 刺 激 さ れ た Ｔ 細 胞 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ に
含 ま れ た 同 じ 抗 原 に よ り ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 再 刺 激 さ れ う る 。 こ の 発 見 に 基 づ い て 、 本 発
明 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ を 含 む タ ン パ ク 質 と し て 、 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 免 疫 優 勢 タ ン パ
ク 質 （ immunodominant proteins） Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 並 び に 他 の タ ン パ ク 質
を 送 達 す る こ と が で き る 送 達 シ ス テ ム を 提 供 す る こ と に よ る Ｔ Ｂ に 対 す る 診 断 試 験 及 び 免
疫 モ ニ タ リ ン グ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 対 す る ポ ジ テ ィ ブ 応 答 の 頻 度 が Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ り 増 加 す る
（ ｐ ＝ ０ ． ０ ２ １ ） 結 核 感 染 を 検 出 す る た め の 簡 単 化 さ れ た 全 血 モ デ ル も 提 供 す る 。 ポ ジ
テ ィ ブ 応 答 の こ の 増 加 し た 頻 度 は 、 危 険 に さ ら さ れ て い る 集 団 （ ａ ｔ 　 ｒ ｉ ｓ ｋ 　 ｐ ｏ ｐ
ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） に お け る 潜 伏 感 染 を 識 別 す る の を 助 け る こ と が で き 、 か く し て 活 性 な 結
核 の よ り 良 好 な 阻 止 を 促 進 す る こ と が で き る 重 要 な 特 性 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 動 物 、 例 え ば 、 ウ シ 及 び ヒ ト に お け る 改 良 さ れ た 診 断 試 験 及 び 免 疫 モ ニ タ リ
ン グ に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 特 に 、 ウ シ Ｔ 細 胞 は 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 又 は Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０
と の Ｃ ｙ ａ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 認 識 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 Ｔ Ｂ 以 外 の 疾 患 の 診 断 試 験 及 び 免 疫 モ ニ タ リ ン グ を 提 供 す る 。 Ｃ ｙ ａ
Ａ の Ａ Ｃ ド メ イ ン は 、 Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ 、 Ｏ Ｖ Ａ 及 び Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ 、
Ｍ ａ ｌ Ｅ を 、 そ れ ぞ れ 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 経 路 に 共 送 達 す る
こ と が で き る 。 こ れ ら の エ ピ ト ー プ は Ｔ Ｂ か ら の も の で は な い の で 、 そ れ ら は 、 本 発 明 の
非 Ｔ Ｂ 態 様 の 有 用 性 を 証 明 す る 。 Ｃ ｙ ａ Ａ が 送 達 さ れ る と 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 と 比 較 し
て Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ 提 示 の 強 い 増 強 が あ る が 、 こ れ は 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ｍ Ａ ｂ ｓ に
よ り Ｃ ｙ ａ Ａ の そ の 受 容 体 と の 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ り 抑 制 さ れ る （ abrogate
d） 。 Ａ Ｃ ド メ イ ン は 、 そ の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン の 後 に 、 従 来 の エ ン ド サ イ ト ー シ ス
経 路 又 は 細 胞 質 経 路 に 沿 っ て プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ て 、 そ れ ぞ れ 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ 及 び Ｏ Ｖ Ａ ペ プ
チ ド を 発 生 さ せ る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 、 Ｃ ｙ ａ Ａ は Ｍ ａ ｌ Ｅ 及 び Ｏ Ｖ Ａ エ ピ ト ー プ に 対 す
る 特 異 的 Ｔ ｈ １ Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 を 誘 発 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ゆ え に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 シ ス テ ム は 新 規 な 診 断 試 験 の た め に 有 用 で あ る 。 何 故 な ら ば 、 そ
れ は Ｄ Ｃ ｓ を 標 的 化 し 、 有 効 な 提 示 の た め の Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ 及 び Ｉ Ｉ 拘 束 性 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を
送 達 し 、 そ し て Ｔ ｈ １ 分 極 化 さ れ た （ Th1 polarized） Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 及 び 強 固 な （ robust
） Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 誘 発 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 し た 、 「 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に よ り 疾
患 の 進 行 を 追 跡 す る こ と 又 は 疾 患 か ら の 回 復 を 追 跡 す る こ と を 指 す 。 そ れ は 、 抗 原 に よ る
刺 激 後 に 免 疫 応 答 、 特 に 哺 乳 動 物 の Ｔ 細 胞 応 答 を 試 験 す る こ と を 指 す 。 例 え ば 、 免 疫 モ ニ
タ リ ン グ は 、 例 え ば 、 臨 床 試 験 に お い て ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 個 体 の Ｔ 細 胞 応 答 を 試 験 す る
こ と を 指 す 。 本 発 明 に 従 う 免 疫 応 答 の 試 験 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル で 、 特 に ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ
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ｏ で 行 わ れ る 。 本 発 明 は 、 特 に 、 Ｔ 細 胞 応 答 の 免 疫 モ ニ タ リ ン グ の 結 果 と し て 、 ヒ ト 患 者
又 は 動 物 に お け る 腫 瘍 ク リ ア ラ ン ス を 含 む 腫 瘍 進 展 の 診 断 及 び 免 疫 モ ニ タ リ ン グ を 指 向 す
る 。 Ｔ 細 胞 応 答 モ ニ タ リ ン グ は 、 あ る 場 合 に は 、 Ｂ 細 胞 応 答 の モ ニ タ リ ン グ よ り も 適 当 な
腫 瘍 免 疫 モ ニ タ リ ン グ で あ る こ と が 特 に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ た 、 「 抗 原 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る 異 種
ペ プ チ ド を 指 す 。 特 定 の 態 様 で は 、 興 味 あ る 抗 原 又 は 分 子 は 異 種 抗 原 で あ る 。 本 明 細 書 で
使 用 さ れ た 、 「 異 種 」 （ "heterologous"） と い う 用 語 は 、 ベ ク タ ー に お い て 使 用 さ れ る Ｃ
ｙ ａ Ａ 以 外 の 種 の 抗 原 由 来 の 抗 原 を 指 す か 、 又 は 、 ベ ク タ ー に お い て 使 用 さ れ る Ｃ ｙ ａ Ａ
と 同 じ 種 の 抗 原 に 由 来 す る 抗 原 で あ る が 、 し か し そ れ が 天 然 に は 存 在 し な い 位 置 に お い て
Ｃ ｙ ａ Ａ 内 に 位 置 し た 抗 原 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ た 、 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き
る 抗 原 の 最 小 ペ プ チ ド 配 列 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ た 「 抗 原 に 相 当 す る ペ プ チ ド 又 は 抗 原 の ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、
ペ プ チ ド 、 エ ピ ト ー プ 、 あ る い は 、 例 え ば 、 特 に 抗 原 提 示 細 胞 に よ る 抗 原 ／ エ ピ ト ー プ プ
ロ セ ッ シ ン グ を 高 め る 天 然 に 若 し く は 非 天 然 に 存 在 す る フ ラ ン キ ン グ 領 域 に よ り フ ラ ン キ
ン グ さ れ た 抗 原 又 は ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 再 刺 激 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 感 染 、 ワ ク チ ン 接 種 又 は 特 に ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 抗 原
へ の 他 の 暴 露 に よ り 抗 原 に よ っ て 最 初 に 刺 激 さ れ そ し て 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 ｉ ｎ 　 ｖ
ｉ ｔ ｒ ｏ で 再 び 刺 激 さ れ た 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 の 方 法 の Ｔ 細 胞 を 指 す 。 本 発 明 に 従 う
「 再 刺 激 」 試 験 は 、 試 験 さ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 、 決 定 さ れ た 抗 原 と 接 触 さ せ ら
れ る Ｔ 細 胞 は 、 サ ン プ ル を 提 供 す る 患 者 が 該 抗 原 を 有 す る 作 用 物 質 （ 感 染 性 、 腫 瘍 又 は 他
の 病 原 性 作 用 物 質 を 含 む ） と 以 前 に 接 触 し て い た 場 合 に の み 、 こ の 抗 原 に 応 答 す る こ と が
で き る （ 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 有 意 に 産 生 す る こ と に よ っ て
） と い う こ と に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ （ Ｃ ｙ ａ Ａ ） 又 は そ の 断 片 を 含 む 使 用 さ れ る 組 換 え タ ン パ ク 質 は
、 本 発 明 の 「 再 刺 激 」 試 験 に 対 す る 感 度 の 有 意 な 増 加 を 誘 発 す る こ と が 本 発 明 で 示 さ れ た
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ た 、 「 免 疫 原 性 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る
も の と し て の タ ン パ ク 質 の 特 徴 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｓ ｐ ． の Ｃ ｙ ａ Ａ 」 又 は 「 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ
」 と い う 用 語 は 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｓ ｐ ． の 病 原 体 の ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ ト キ ソ
イ ド を 指 す 。 こ の よ う な Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ
ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ａ ｒ ａ ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 又 は Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ
ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ａ ｒ ａ ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ 由 来 の も の で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ 」 又 は 「 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー
ゼ 」 と い う 用 語 は 、 修 飾 さ れ て い る か 又 は 修 飾 さ れ て い な い が 、 し か し Ｃ Ｄ １ １ ｂ ／ Ｃ Ｄ
１ ８ 受 容 体 へ の 特 異 的 結 合 及 び 触 媒 ド メ イ ン の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン の プ ロ セ ス が 影 響 を
受 け て い な い 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 を 包 含 す る 。 例
え ば 、 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 解 毒 さ れ る た め に 修 飾 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も ３ 個 の ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は ６ 個 よ り 多 く の ア
ミ ノ 酸 わ を 含 む ア ミ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ た 一 連 の ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 腫 瘍 抗 原 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 応 答 を 誘 発 し そ し て 抗 体 又 は Ｔ 細 胞 と 特 異 的 に 反 応 す
る 腫 瘍 か ら の 物 質 を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 試 験 で 使 用 さ れ る 組 換 え タ ン パ ク 質 の 抗 原 部 分 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ
ー ゼ ト キ ソ イ ド の い か な る 許 容 さ れ る 部 位 （ permissive sites） に も 局 在 す る こ と が で き
る （ Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ２ １ ３ ２ ４ ） 。 更 に 、 本 発 明 は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 に お け る Ｃ ｙ ａ Ａ ア デ
ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の 断 片 の み を 使 用 す る 試 験 を 包 含 す る （ Ｕ Ｓ 　 Ｐ ａ ｔ ｅ ｎ ｔ 　 Ｎ ｏ ｓ ．
５ ， ５ ０ ３ ， ８ ２ ９ 、 ５ ， ６ ７ ９ ， ７ ８ ４ 及 び ５ ， ９ ３ ５ ， ５ ８ ０ に 対 応 す る Ｅ Ｐ Ｏ ０ ３
／ ２ ９ １ ， ４ ８ ６ ． ３ ； El-Azami-El-Idrissi, et al., 2003, Interaction of Bordetel
la pertussis Adenylate Cyclase with CD11b/CD18, J. Biol. Chem.., vol. 278,pp. 38
514-21参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 原 は Ｃ ｙ ａ Ａ に 融 合 し て い る か 又 は 化 学 的 に 結 合 し て い る こ と が で き る （ Ｐ
Ｃ Ｔ ／ Ｅ Ｐ ０ １ ／ １ １ ３ １ ５ ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ た 「 Ｃ ｙ ａ Ａ ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の 断 片 」 と い う 用 語 は 、 末 端 部
で は な い １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て お り そ し て ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 毒 素 の 所 望 の 機
能 的 性 質 が 実 質 的 に 影 響 を 受 け て い な い 、 即 ち 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ／ Ｃ Ｄ １ ８ 受 容 体 に 対 す る 特
異 的 結 合 に 必 要 な ド メ イ ン 及 び 触 媒 ド メ イ ン の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン の プ ロ セ ス が 影 響 を
受 け て い な い 、 Ｃ ｙ ａ Ａ タ ン パ ク 質 を 含 む 前 記 タ ン パ ク 質 の 断 片 に 関 す る 。 例 え ば 、 ア ミ
ノ 酸 ２ ２ ４ ～ ２ ４ ０ が 欠 失 し て い る Ｃ ｙ ａ Ａ 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ た 、 「 許 容 さ れ る 部 位 」 と い う 用 語 は 、 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 毒 素
の 所 望 の 機 能 的 性 質 に 実 質 的 に 影 響 を 与 え る こ と な く 、 即 ち 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ／ Ｃ Ｄ １ ８ 受 容
体 へ の 特 異 的 結 合 の た め に 必 要 な ド メ イ ン に 影 響 を 与 え る こ と な く 、 そ し て 触 媒 ド メ イ ン
の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン の プ ロ セ ス に 影 響 を 与 え る こ と な く 有 利 に 、 異 種 ペ プ チ ド を 挿 入
す る こ と が で き る 部 位 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の 許 容 さ れ る 部 位 は
、 残 基 １ ３ ７ ～ １ ３ ８ （ Ｖ ａ ｌ ～ Ａ ｌ ａ ） 、 残 基 ２ ２ ４ ～ ２ ２ ５ （ Ａ ｒ ｇ ～ Ａ ｌ ａ ） 、 残
基 ２ ２ ８ ～ ２ ２ ９ （ Ｇ ｌ ｕ ～ Ａ ｌ ａ ） 、 残 基 ２ ３ ５ ～ ２ ３ ６ （ Ａ ｒ ｇ ～ Ｇ ｌ ｕ ） 及 び 残 基
３ １ ７ ～ ３ １ ８ （ Ｓ ｅ ｒ ～ Ａ ｌ ａ ） を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 は さ れ な い （ Ｓ ｅ ｂ ｏ 　 ｅ ｔ
　 ａ ｌ ． ， 　 １ ９ ８ ５ 参 照 ） 。 下 記 の 追 加 の 許 容 さ れ る 部 位 も 本 発 明 の 態 様 に 含 ま れ る ：
残 基 １ ０ ７ ～ １ ０ ８ （ Ｇ ｌ ｙ ～ Ｈ ｉ ｓ ） 、 残 基 １ ３ ２ ～ １ ３ ３ （ Ｍ ｅ ｔ ～ Ａ ｌ ａ ） 、 残 基
２ ３ ２ ～ ２ ３ ３ （ Ｇ ｌ ｙ ～ Ｌ ｅ ｕ ） 、 及 び ３ ３ ５ ～ ３ ３ ６ （ Ｇ ｌ ｙ ～ Ｇ ｌ ｎ ） 。 （ 一 般 に
、 Glaser et al., 1988 Bordetella pertussis adenylate cyclase: the gene and the p
rotein, Tokai j. Exp. Clin. Med., 13 Suppl.: 239 -52参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 化 に よ り 引 起 さ れ る い か な る 変 化 も 検 出 す る 診 断 試 験 及 び
免 疫 モ ニ タ リ ン グ シ ス テ ム を 包 含 す る 。 こ れ ら の 変 化 は 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ５
又 は Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 の 変 化 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は 、 試 験 サ ン プ ル が 、 例 え ば 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 全 血 又 は 全 血 の 画
分 で あ る こ と が で き る 診 断 試 験 及 び 免 疫 モ ニ タ リ ン グ シ ス テ ム も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 診 断 試 験 及 び 免 疫 モ ニ タ リ ン グ シ ス テ ム は 、 検 出 方 法 、 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ
Ｔ ア ッ セ イ 及 び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 又 は 抗 体 を 使 用 す る 他 の ア ッ セ イ 、 テ ト ラ マ ー を 使 用 す る ア ッ
セ イ 及 び Ｔ 細 胞 活 性 化 を 検 出 す る た め の い か な る 他 の ア ッ セ イ も 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 は
さ れ な い 。
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【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 更 に 他 の 態 様 は 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ ３ ３ ６ ／ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び ｐ Ｔ ７
Ｃ Ａ Ｃ Ｔ ３ ３ ６ ／ Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の イ ン サ ー ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の プ ラ ス
ミ ド は 、 下 記 の よ う に し て 調 製 さ れ る ： Ｍ ｙ ｃ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ 　 ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ
ｏ ｓ ｉ ｓ Ｈ ３ ７ ４ ｖ 遺 伝 子 ｅ ｓ ａ ｔ － ６ 及 び ｃ ｆ ｐ － １ ０ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム を 、 表 １ に 示 さ れ た プ ラ イ マ ー を 使 用 し そ し て テ ン プ レ ー ト と し て Ｒ Ｄ １ 領 域 の ｐ Ｙ Ｕ
Ｂ ４ １ ２ コ ス ミ ド ク ロ ー ン （ Gorden, et al.1999） を 使 用 す る Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ せ た 。
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー に 組 み 込 ま れ た 部 位 で Ｂ ｓ ｒ Ｇ Ｉ に よ り 消 化 し 、 そ し て
抗 原 を コ ー ド す る 精 製 さ れ た 断 片 を 、 ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ ３ ３ ６ － Ｂ ｓ ｒ Ｇ Ｉ 発 現 ベ ク タ ー の
ｃ ｙ ａ Ａ の コ ド ン ３ ３ ５ と ３ ３ ６ と の 間 に イ ン フ レ ー ム で 挿 入 し た （ Osicka, et al. 200
0） 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た イ ン サ ー ト の 正 確 な 配 列 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 確 証 さ れ た
。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 構 築 の た め 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ に 挿 入 さ れ た 抗 原 の 発 現 の た め に こ の 研 究 全 体 に
わ た り 、 Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ ｏ ｌ ｉ Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ （ Stratagene） を 使 用 し た
。 ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ １ に 由 来 す る 適 切 な プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た バ ク テ リ ア （ Gordon e
t al.1999） を １ ５ ０ μ gア ン ピ シ リ ン ／ mlを 補 充 さ れ た Ｌ ｕ ｒ ｉ ａ － Ｂ ｅ ｒ ｔ ａ ｎ ｉ 培 地
中 で ３ ７ ℃ で 成 育 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ ３ ３ ６ ／ Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ は 、 受 託 番 号 Ｉ － ３ １ ３ ５ の 下 に Ｃ ．
Ｎ ． Ｃ ． Ｍ に ２ ０ ０ ３ 年 １ １ 月 １ ８ 日 に 寄 託 さ れ た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ ３ ３ ６ ／
Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ も 、 受 託 番 号 Ｉ － ３ １ ３ ６ の 下 に Ｃ ． Ｎ ． Ｃ ． Ｍ ． ， Ｐ ａ ｒ ｉ ｓ ， Ｆ ｒ ａ ｎ
ｃ ｅ に ２ ０ ０ ３ 年 １ １ 月 １ ８ 日 に 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 更 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｔ ｙ ｒ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド Ｘ Ｌ １ ／ ｐ Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ Ｓ ５ － Ｔ ｙ ｒ ｏ ｓ
３ ６ ９ は 、 受 託 番 号 Ｉ － ２ ６ ７ ９ の 下 に Ｃ ． Ｎ ． Ｃ ． Ｍ に ２ ０ ０ ３ 年 ５ 月 ３ １ 日 に 寄 託 さ
れ た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ ５ － Ｔ ｙ ｒ ｏ ｓ ３ ６ ９ は 、 λ フ ァ ー ジ Ｐ ｒ プ ロ モ ー タ ー の
制 御 下 に Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ か ら の ｃ ｙ ａ Ｃ 及 び ｃ ｙ ａ Ａ 遺 伝 子
を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｇ の 誘 導 体 で あ る （ ｐ Ｔ Ｒ Ｃ Ａ Ｇ も ア ン ピ シ リ ン 耐 性
選 択 マ ー カ ー 及 び 感 熱 性 λ リ プ レ ッ サ ー Ｃ ｌ 8 5 7 を 有 す る ） 。 ｐ Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ ５ － Ｔ ｙ ｒ ｏ
ｓ ３ ６ ９ に お い て は 、 ｃ ｙ ａ Ａ 遺 伝 子 は 、 野 生 型 Ｃ ｙ ａ Ａ の コ ド ン １ ８ ８ と １ ８ ９ と の 間
に ジ ペ プ チ ド Ｌ ｅ ｕ － Ｇ ｌ ｎ の 挿 入 に よ り （ ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 の 不 活 性 化 を も た
ら す ） 及 び 、 Ｃ ｙ ａ Ａ の コ ド ン ２ ２ ４ と ２ ４ ０ と の 間 に 挿 入 さ れ た 下 記 の ペ プ チ ド 配 列 Ｐ
Ａ Ｇ Ｔ Ｒ Ａ Ｒ Ｌ Ｋ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 挿 入 に よ り 修 飾 さ れ る
。 下 線 を 施 し た ペ プ チ ド （ Ｙ Ｍ Ｄ Ｇ Ｔ Ｍ Ｓ Ｑ Ｖ ） は チ ロ シ ナ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 ３ ６ ９ ～
３ ７ ７ に 相 当 す る 。 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｇ ｎ Ｔ Ｖ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド Ｘ Ｌ １ ／ ｐ Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ Ｓ －
Ｇ ｎ Ｔ Ｖ は 受 託 番 号 Ｉ － ３ １ １ １ の 下 に Ｃ ． Ｎ ． Ｃ ． Ｍ ． ， Ｐ ａ ｒ ｉ ｓ ， Ｆ ｒ ａ ｎ ｃ ｅ に
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２ ０ ０ ３ 年 １ ０ 月 １ ６ 日 に 寄 託 さ れ た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ ５ － Ｇ ｎ Ｔ Ｖ 　 は 、 λ フ
ァ ー ジ Ｐ ｒ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ か ら の ｃ
ｙ ａ Ｃ 及 び ｃ ｙ ａ Ａ 遺 伝 子 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｇ の 誘 導 体 で あ る （ ｐ Ｔ Ｒ
Ｃ Ａ Ｇ も 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 選 択 マ ー カ ー 及 び 感 熱 性 λ リ プ レ ッ サ ー Ｃ ｌ 8 5 7 を 有 す る ）
。 ｐ Ｔ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ ５ － Ｇ ｎ Ｔ Ｖ に お い て 、 ｃ ｙ ａ Ａ 遺 伝 子 は 、 野 生 型 Ｃ ｙ ａ Ａ の コ ド ン １ ８
８ と １ ８ ９ と の 間 に ジ ペ プ チ ド Ｌ ｅ ｕ － Ｇ ｌ ｎ の 挿 入 （ ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 の 不 活
性 化 を も た ら す ） に よ り 、 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ の コ ド ン ２ ２ ４ と ２ ４ ０ と の 間 に 挿 入 さ れ た 下 記
の ペ プ チ ド 配 列 Ｐ Ａ Ｓ Ｇ Ｔ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 挿 入 に よ り 修 飾
さ れ る 。 下 線 を 施 し た ペ プ チ ド （ ） は 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ル
－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ Ｖ 遺 伝 子 に 由 来 す る Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 拘 束 性 メ ラ ノ ー マ エ ピ ト ー プ Ｎ Ａ
－ １ ７ Ａ に 相 当 す る 。 （ G.Dadaglio, et al.(2003) Recombinant adenylate cyclase of 
Bodetella pertussis induces CTL responses against HLA-A2-restricted melanoma epi
tope. Int. Immuno） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 腫 瘍 抗 原 に 対 す る Ｔ 細 胞 応 答 の 誘 発 に 関 す る 結 果 は 、 刊 行 物 Dadaglio G. et al（ Inter
national Immunology, 2003,vol.15,No.12,pp.1423-1430） に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 に 示 さ れ た デ ー タ は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 よ り 高 い 最
大 値 及 び 同 等 な 刺 激 を 達 成 す る の に 必 要 な 減 少 し た 抗 原 濃 度 の 両 方 に 関 し て 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １
０ 単 独 よ り も 有 効 に ウ シ Ｔ 細 胞 に よ り ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 認 識 さ れ る こ と を 示 す 。 こ の 認
識 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ で 媒 介 さ れ る 。 Ｃ ｙ ａ Ａ を ベ ー ス と す る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 全 血 Ｉ Ｆ Ｎ
－ γ 試 験 に 適 用 す る こ と が で き る 。 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ を ベ ー ス す る Ｃ ｙ ａ Ａ
融 合 タ ン パ ク 質 の 両 方 共 、 そ れ ら の 非 融 合 タ ン パ ク 質 対 応 物 よ り も 強 く 認 識 さ れ る 。 Ｃ ｙ
ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ は 、 特 に よ り 低 い 試 験 濃 度 で Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 単 独 に よ り 創 り 出 さ れ た 感
度 よ り 高 い 増 加 し た 感 度 を 与 え た 。 与 え ら れ た 実 施 例 は 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 抗 原 Ｃ Ｆ Ｐ －
１ ０ 及 び Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に 融 合 さ れ た Ｃ ｙ ａ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 が ウ シ Ｔ 細 胞 に よ り 認 識 さ れ
る こ と 及 び こ の 認 識 は Ｃ Ｄ １ １ ｂ で 媒 介 さ れ る こ と を 証 明 す る 。 こ れ ら の Ｃ ｙ ａ Ａ を ベ ー
ス と す る 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 対 応 す る 融 合 タ ン パ ク 質 よ り も 有 効 に ウ シ Ｔ 細 胞 に よ
り 認 識 さ れ 、 こ れ は 減 少 し た 試 験 濃 度 を 可 能 と す る 。 本 発 明 の 診 断 試 験 の Ｃ ｙ ａ Ａ を ベ ー
ス と す る 融 合 タ ン パ ク 質 は 全 血 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 試 験 に 適 用 す る こ と が で き 、 そ し て こ れ ら の 試
験 フ ォ ー マ ッ ト は 現 場 （ ｆ ｉ ｅ ｌ ｄ ） で 使 用 す る こ と が で き る 。 実 施 例 は 、 こ れ ら の Ｃ ｙ
ａ Ａ を ベ ー ス と す る 試 薬 が ウ シ に お け る 有 用 な 診 断 試 薬 で あ り そ し て ウ シ に お け る サ ブ ユ
ニ ッ ト ワ ク チ ン 候 補 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 実 施 例 ３ ～ ５ は 、 マ ウ ス 系 （ murine system） で 以 前 に 記 載 さ れ た と お り 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 融
合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ で 媒 介 さ れ る 機 構 を 介 し て ウ シ に お い て 認 識 さ れ る こ と を 示
す 。 ウ シ Ｄ Ｃ を 標 的 化 す る こ れ ら の Ｃ ｙ ａ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 マ ウ ス に お い て 記 載 さ れ
た と お り 、 同 様 な 方 法 で ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め の サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク
チ ン と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 し か し な が ら 、 免 疫 診 断 試 薬 と し て の Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及
び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 独 特 な 感 度 及 び 特 異 性 は 、 も し そ れ ら が サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン 接 種 の た
め に 使 用 さ れ る べ き 場 合 に は 考 慮 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 実 施 例 ３ ～ ５ に 示 さ れ た デ ー タ に よ り 証 明 さ れ る と お り 、 Ｃ ｙ ａ Ａ を ベ ー ス と す る 融 合
タ ン パ ク 質 は ウ シ に お け る ウ シ 結 核 を 検 出 す る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 試 薬 で あ る 。 そ れ ら
の 使 用 の 実 用 性 は 、 現 場 に お い て 、 そ れ ぞ れ 、 そ れ ら の 感 度 及 び 特 異 性 を 決 定 す る た め に
、 農 場 か ら 集 め ら れ た ウ シ 結 核 を 有 す る 多 数 の ウ シ （ 現 場 リ ア ク タ ー （ ｆ ｉ ｅ ｌ ｄ 　 ｒ ｅ
ａ ｃ ｔ ｏ ｒ ｓ ） 及 び ウ シ 結 核 の な い 牧 場 か ら の ウ シ に お い て 決 定 す る こ と が で き る 。 大 規
模 な 現 場 の 適 用 に お け る こ れ ら の 試 薬 の 実 用 性 の 他 の 決 定 は 、 そ れ ら を 大 量 に 産 生 で き る
容 易 さ 及 び 慣 用 の 組 換 え タ ン パ ク 質 又 は 合 成 ペ プ チ ド に 比 較 し た そ れ ら の 生 産 コ ス ト で あ
る 。
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【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 又 は Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ を 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド は 、 Ｔ Ｂ 患 者 及 び 健 常 な 感
作 さ れ た ド ナ ー の ９ １ ． １ ％ 以 上 か ら の Ｔ 細 胞 を 再 刺 激 す る こ と が で き た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ
る 抗 原 の 送 達 は 、 Ｔ 細 胞 を 再 刺 激 す る の に 必 要 な Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 量 を １
０ 倍 減 少 さ せ 、 そ し て 低 い 応 答 者 で は 、 検 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 細 胞 の 全 体 の 頻 度 は 増
加 し た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ る こ れ ら の 抗 原 の 送 達 は 、 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 の 両 方 の 応
答 を 高 め そ し て 、 こ の 応 答 は 、 そ れ ぞ れ 、 阻 害 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 又 は 古 典 的 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス
Ｉ 抗 原 プ ロ セ ッ シ ン グ （ inhibition MHC Class II or classical MHC Class I antigen p
rocessing） に よ り ブ ロ ッ ク さ れ う る 。 Ｃ ｙ ａ Ａ 担 体 と Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ の 単 純 な 混 合 物 は 応
答 を 高 め な か っ た こ と か ら ト キ ソ イ ド の 抗 原 プ ロ セ ッ シ ン グ は 必 要 で あ る 。 更 に 、 ト キ ソ
イ ド の Ｃ Ｄ ４ 認 識 は 、 ク ロ ロ キ ン に よ る 阻 害 に 感 受 性 で あ っ た 。 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 対 す る ポ
ジ テ ィ ブ 応 答 の 頻 度 は 　 Ｌ Ｔ Ｂ １ を 検 出 す る た め の 単 純 化 さ れ た 全 血 モ デ ル で は 、 危 険 に
さ ら さ れ て い る 集 団 に お い て Ｌ Ｔ Ｂ １ を 同 定 す る の を 助 け る こ と が で き る 潜 在 的 に 重 要 な
特 質 で あ る 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ り 増 加 し 、 か く し て 活 性 な 感 染 性 Ｔ Ｂ の よ り 良 好 な 予 防 を
促 進 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 実 施 例 で 与 え ら れ た デ ー タ は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ る 抗 原 送 達 が 、 プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ た Ｍ ．
ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 由 来 の ペ プ チ ド の 新 生 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 へ の ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー を 増
加 さ せ る と い う 解 釈 と 合 致 し て い る 。 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ が Ｃ Ｄ １ １ ｂ ／ Ｃ
Ｄ １ ８ を 介 し て 特 異 的 に 取 り 込 ま れ る こ と か ら 、 細 胞 質 プ ロ セ ッ シ ン グ に お い て プ ロ テ オ
ソ ー ム 開 裂 を 受 け や す く な る こ と が 知 ら れ て い る （ Guermonprez, P., et al. 2001） 。 ｉ
ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 、 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 樹 状 細 胞 の 細 胞 質 ゾ ル に 有 効 に 送 達 さ れ る こ と が 証 明 さ れ
た （ Guermonprez, P., et al. 2001） 。 か く し て 、 可 溶 性 組 換 え 抗 原 は 典 型 的 に は エ ン ド
ソ ー ム に お い て プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ 、 か く し て Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ に は ア ク セ ス し 難 い こ と か
ら 、 Ｃ Ｄ ８ 応 答 は 、 可 溶 性 組 換 え 抗 原 に 対 す る 応 答 に 比 べ て 、 よ り 容 易 に 検 出 さ れ る 。 Ｃ
Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 は 、 結 核 に 対 す る ヒ ト 保 護 応 答 に 潜 在 的 に 貢 献 す る が （ Pathan, A.A.., et a
l.2000; Lalvani, A., et al., 1998） 、 抗 原 特 異 的 応 答 の 検 出 は 、 ペ プ チ ド プ ー ル 対 象
の 興 味 あ る 抗 原 を 発 現 す る 組 換 え Ｖ ａ ｃ ｃ ｉ ｎ ｉ ａ ウ イ ル ス を 使 用 す る 必 要 に よ り こ れ ま
で 制 限 さ れ て き た （ Pathan, A.A.., et al.2000; Lalvani, A., et al., 1998; Wilkinso
n, R.J., et al., 1998） 。 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ る 抗 原 の 送 達 は 、 全 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ
ｉ ｓ タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 の 応 答 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 新 規 な 方 法 を
提 示 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 特 異 的 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 の 応 答 も ま た 高 め ら れ 、 こ れ は 以
前 の 所 見 と 合 致 し て い る （ Loucka, J., et al., 2002） 。 Ｃ ｙ ａ Ａ に 融 合 さ れ た 抗 原 に 対
す る 応 答 の 増 強 は 、 遊 離 抗 原 （ free antigen） に 対 す る 低 い 応 答 を 有 す る ド ナ ー に お い て
特 に 顕 著 で あ っ た 。 こ れ は 、 抗 原 提 示 細 胞 の Ｃ Ｄ １ １ ｂ ／ Ｃ Ｄ １ ８ イ ン テ グ リ ン 受 容 体 に
特 異 的 に 結 合 し （ Guermonprez, P., et al. 2001） 、 そ の 後 急 速 に エ ン ド サ イ ト ー シ ス さ
れ る （ Loucka, J., et al., 2001） 巨 大 分 子 Ｃ ｙ ａ Ａ 抗 原 コ ン ジ ュ ゲ ー ト よ り も 、 可 溶 性
組 換 え 抗 原 は ピ ノ サ イ ト ー シ ス に よ っ て よ り 少 な く 有 効 に 取 り 込 ま れ （ か く し て エ ン ド ソ
ー ム プ ロ セ ッ シ ン グ に は よ り 少 な く 利 用 可 能 性 で あ る ） か ら で あ り う る 。 こ れ は 、 モ ル 基
準 で １ ０ ～ ２ ０ 倍 少 な い ト キ ソ イ ド 抗 原 が な ぜ 同 じ 応 答 を 再 刺 激 す る か （ 図 ５ ） そ し て 組
換 え 抗 原 に 対 す る ネ ガ テ ィ ブ 応 答 を 有 す る い く ら か の ド ナ ー が な ぜ Ｃ ｙ ａ Ａ に 融 合 さ れ た
抗 原 に 対 す る 応 答 を 示 す か （ 図 ６ ） も 説 明 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 数 年 前 、 限 定 さ れ た Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ に 応 答 し て Ｔ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ た
Ｉ Ｆ Ｎ － γ の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 産 生 を ア ッ セ イ す る 試 験 に よ り Ｔ Ｓ Ｔ を 代 替 す る こ と が 討
論 さ れ た （ Jurcevic,S., et al., 1996） 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 高 度 に 免 疫 原 性 の Ｒ Ｄ １
に コ ー ド さ れ た 抗 原 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 組 み 込 み に よ り 改 良 さ れ そ し て 改 善
さ れ た （ Sorensen, A.L., et al., 1995; Berthet, F.X., et al., 1998） 。 い く つ か の
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研 究 は 、 Ｒ Ｄ １ に コ ー ド さ れ た 抗 原 に 対 す る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 応 答 は 、 病 原 性 マ イ コ バ ク
テ リ ア に よ る 感 染 か ら の Ｂ Ｃ Ｇ に よ る 免 疫 感 作 を 鑑 別 す る （ differentiate） こ と を 示 し
た （ Arend,S.M., et al., 2000; Cockle, P.J., 2002; Lalvani, A., et al., 2001） 。
Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ の 複 数 の ペ プ チ ド に 対 す る Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 応 答 は 、 ９ ６ ％ の 感 度
及 び ９ ２ ％ の 特 異 性 で 潜 在 的 及 び 明 白 な 結 核 感 染 を 検 出 す る の に 利 用 す る こ と が で き る （
lalvani, A., et al., 2001） 。 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 感 作 さ れ た 対 象 に お い て
観 察 さ れ る Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 抗 原 ト キ ソ イ ド の 認 識 の 非 常 に 高 い 頻 度 は 、 こ
れ ら の 評 価 と ぴ っ た り 一 致 す る 。 抗 原 刺 激 さ れ た 全 血 培 養 物 を 使 用 す る よ り 実 際 的 な ア プ
ロ ー チ は 、 都 合 の 悪 い こ と に 感 度 の ７ ２ ％ へ の 低 下 と 関 連 し て い る （ Brock, L., et al.,
 2001） 。 し か し な が ら 、 デ ー タ は 、 送 達 シ ス テ ム と し て の Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド の 使 用 は
こ の 欠 陥 を 克 服 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 す る 。 更 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ る 送 達 は 、 低 応 答
対 象 に お け る Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 検 出 、 Ｈ Ｉ Ｖ の セ ッ テ ィ ン グ に お け る 明 白 な 利 点 で あ り う る 特
質 、 を 最 善 に 高 め た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 研 究 の 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ の Ａ Ｃ ド メ イ ン が Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ
拘 束 性 提 示 経 路 の 両 方 へ ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 送 達 さ れ る こ と を 証 明 す る 。 Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ
ク 質 又 は Ｍ ａ ｌ Ｅ ペ プ チ ド の 提 示 と 比 較 し て 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｉ Ｅ に よ る ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示
の 高 い 増 強 が 観 察 さ れ た 。 こ の 増 強 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ － Ｃ ｙ ａ Ａ 相 互 作 用 に 依 存 す る 。 何 故
な ら ば そ れ は 抗 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ｍ Ａ ｂ ｓ に よ り ブ ロ ッ ク さ れ る か ら で あ る 。 提 示 ア ッ セ イ に お
い て 薬 物 及 び Ｔ Ａ Ｐ １ 欠 失 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 使 用 す る と 、 受 容 体 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 後 に
、 Ｃ ｙ ａ Ａ の Ａ Ｃ ド メ イ ン は 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ の 細 胞 質 ゾ ル に ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン さ れ て 従
来 の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ プ ロ セ ッ シ ン グ 経 路 に 沿 っ て プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ る か 又 は プ ロ セ ッ シ
ン グ の エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 に し た が っ て 分 解 さ れ る こ と は 明 ら か で あ る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ
ｖ ｏ で は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 プ ラ イ ミ ン グ の た め の Ｍ ａ ｌ Ｅ 及 び Ｏ
Ｖ Ａ ペ プ チ ド を 同 時 に 送 達 し 、 そ し て Ｏ Ｖ Ａ ペ プ チ ド に 対 す る Ｃ Ｔ Ｌ を 誘 発 し そ し て Ｍ ａ
ｌ Ｅ 及 び Ｏ Ｖ Ａ エ ピ ト ー プ の 両 方 に 特 異 的 な Ｔ ｈ － １ サ イ ト カ イ ン 産 生 を 誘 発 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｂ ｏ ｒ ｄ ｅ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ 　 ｐ ｅ ｒ ｔ ｕ ｓ ｓ ｉ ｓ の 遺 伝 子 的 に 解 毒 さ れ た ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ
ー ゼ の Ａ Ｃ ド メ イ ン に 挿 入 さ れ た Ｍ ａ ｌ Ｅ Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ に よ
り 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ － 特 異 的 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ に 、 非 常 に 有 効 に 提 示
さ れ る 。 得 ら れ る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 提 示 は 、 同 等 な 濃 度 の 精 製 さ れ た Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン
パ ク 質 で 観 察 さ れ た 提 示 よ り １ ０ ０ 倍 も 多 く 有 効 で あ る 。 Ａ Ｐ Ｃ ｓ が 高 濃 度 の 外 因 性 Ａ ｇ
と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 場 合 す ら 、 少 数 の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 の み が そ の Ａ ｇ に 由
来 す る ペ プ チ ド を 提 示 す る こ と が 十 分 に 証 明 さ れ る （ Lich,J.D., et al., 2000） 。 こ こ
で は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 へ の Ｃ ｙ ａ Ａ に よ る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ エ ピ ト ー プ 送 達 の 増
強 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ の そ の 細 胞 受 容 体 Ｃ Ｄ １ １ ｂ と の 相 互 作 用 が 抗 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ｍ Ａ ｂ ｓ に よ り
ブ ロ ッ ク さ れ る と き 妨 害 さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ の Ｃ Ｄ １ １ ｂ と の 相 互 作 用 は
、 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ に 対 す る 提 示 の た め の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 ペ プ チ ド の 発 生 を
促 進 す る こ と を 示 す 。 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 の 増 強 は 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ 及 び Ｏ Ｖ Ａ Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細
胞 エ ピ ト ー プ の 両 方 を 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ で 依 然 と し て 観 察 さ れ る 。 こ の 場 合 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ は
、 Ｏ Ｖ Ａ 及 び Ｍ ａ ｌ Ｅ エ ピ ト ー プ を 、 そ れ ら の そ れ ぞ れ の 提 示 経 路 へ 、 こ れ ら の エ ピ ト ー
プ の １ つ の み を 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ ｓ と 同 じ く 有 効 に 同 時 に 送 達 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 そ の Ｎ 末 端 Ａ Ｃ ド メ イ ン を 、 直 接 で あ り 、 次 い で 従 来 の 細 胞 質 ゾ ル 経 路 に
沿 っ た Ａ Ｃ ド メ イ ン プ ロ セ ッ シ ン グ が 続 く と 考 え ら れ る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン に よ り 標 的
細 胞 細 胞 質 ゾ ル 内 に 送 達 す る こ と が 、 繰 り 返 し 示 さ れ た （ Ladant, D., and A. Ulmann. 1
999） 。 Ｃ ｙ ａ Ａ 　 Ａ Ｃ ド メ イ ン は ま た Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 経 路 に 非 常 に 有 効 に 送 達 さ
れ る の で 、 こ の よ う な 二 重 送 達 に 関 係 し た プ ロ セ ッ シ ン グ 機 構 が 分 析 さ れ た 。 細 胞 質 ゾ ル
Ａ ｇ ｓ に 由 来 す る ペ プ チ ド の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 提 示 は 、 別 の プ ロ セ ッ シ ン グ 経 路 に
よ り 発 生 さ せ る こ と が で き る こ と を 、 い く つ か の 研 究 が 報 告 し て い る （ Rudensky, A., et
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 al., 1991; Mukherjee, P., et al., 2001） 。 し か し な が ら 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 　 Ａ Ｃ ド メ イ ン
の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ プ ロ セ ッ シ ン グ は プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 も Ｔ Ａ Ｐ 輸 送 体 も 必 要 と し な い
で 、 小 胞 酸 性 化 後 に 活 性 化 さ れ る エ ン ド サ イ ト ー シ ス プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 行 わ れ る 。 こ れ
ら の 結 果 も ま た 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ ペ プ チ ド 提 示 が Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 ネ オ 合 成 を 必 要 と す る こ
と を 確 認 す る 。 ゆ え に 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 提 示 の た め の Ａ Ｃ ド メ イ ン プ ロ セ ッ シ ン
グ は 従 来 の エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 に 従 っ て 起 こ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ の 結 果 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ 提 示 の た め の Ｃ Ｄ １ １ ｂ 要 求 は 、 こ の 毒 素 が 受 容 体 媒 介 エ ン ド サ
イ ト ー シ ス に よ っ て も 細 胞 に 入 る こ と が で き 、 そ の 後 小 胞 か ら 標 的 細 胞 細 胞 質 ゾ ル へ の Ａ
Ｃ ド メ イ ン の 急 速 な ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 、 又 は エ ン ド サ イ ト ー シ ス 小 胞 に 沿 っ た こ の ド
メ イ ン の 分 解 が 続 く こ と を 示 唆 す る 。 あ る い は 、 Ａ Ｃ ド メ イ ン は 、 細 胞 膜 か ら 細 胞 質 ゾ ル
に 直 接 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン さ れ る か 、 又 は 取 り 込 ま れ て エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 の 小 胞
に 入 る 。 Ｃ ｙ ａ Ａ 取 り 込 み は 、 フ ァ ゴ サ イ ト ー シ ス も 、 マ ク ロ ピ ノ サ イ ト ー シ ス も 、 カ ベ
オ ラ 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス も 必 要 と し な い 。 し か し な が ら 、 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ の Ｍ Ｈ Ｃ
ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 提 示 は 受 容 体 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ る Ｃ ｙ ａ Ａ イ ン タ ー ナ リ ゼ ー
シ ョ ン に 依 存 す る こ と を 示 す 。 こ れ は 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス は 、 標 的 細 胞
へ の Ｃ ｙ ａ Ａ エ ン ト リ ー の 機 構 の １ つ で あ る こ と を 示 唆 す る 。 次 い で 、 Ｃ ｙ ａ Ａ Ａ Ｃ ド メ
イ ン は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 提 示 経 路 に 沿 っ て 更 に プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ る た め に 細 胞 質 ゾ ル に
ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 を 標 的 化 し （ Guermonprez,P., et al., 2001 a
nd 2002） ； そ し て ペ プ チ ド を Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 提 示 経 路 に 送 達 す る 非 常 に 有 効 な ベ ク タ ー
で あ る 。 こ の 標 的 化 さ れ た 送 達 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 防 御 Ｃ Ｔ Ｌ を 誘 発 す る こ と が 示 さ
れ た （ Fayolle,C., et al., 2001） 。 こ の 研 究 で は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で Ｏ Ｖ Ａ
及 び Ｍ ａ ｌ Ｅ Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を そ れ ら の そ れ ぞ れ の 提 示 経 路 に 共 送 達 し 、 そ し て Ｃ Ｄ ８
+ 及 び Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 応 答 を 誘 発 す る 。 ア ジ ュ バ ン ト な し で 静 脈 内 経 路 に よ る Ｃ ｙ ａ Ａ ５ ０
μ gの １ 回 の 注 射 は 、 Ｔ ｈ １ に 向 け て 分 極 化 さ れ る Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 を 誘 発
し た 。 Ｃ Ｄ １ １ ｂ + 細 胞 の 中 で も 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ Ｃ Ｄ ８ － Ｄ Ｃ サ ブ セ ッ ト は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ の ｉ
ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 提 示 を も た ら す （ Guermonprez,P., et al., 2002） 。 こ の マ ウ ス Ｄ Ｃ 亜 集 団
（ murine DC subpopulation） は 、 Ｃ Ｔ Ｌ 誘 発 に お い て 最 も 有 効 で あ る が （ Schlecht, G.,
 et al., 2001; Ruedl, C., et al., 1999） 、 主 に Ｔ ｈ － ２ に 向 け て Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 応 答
を バ イ ア ス さ せ る こ と も 報 告 さ れ た 。 し か し な が ら 、 あ る 種 の 微 生 物 化 合 物 に よ る 活 性 化
後 に 、 こ の Ｄ Ｃ サ ブ セ ッ ト は 、 Ｔ ｈ － １ Ｔ 細 胞 応 答 を 誘 発 す る 能 力 を 獲 得 す る （ Manickas
ingham, S.P., et al., 2003; Boonstra, A., et al., 2003） 。 実 施 例 で 示 さ れ た と お り
、 誘 発 さ れ た Ｔ 細 胞 応 答 は Ｔ ｈ － １ に 向 け て 強 く 分 極 化 さ れ 、 こ れ は Ｃ ｙ ａ Ａ が 、 挿 入 さ
れ た エ ピ ト ー プ を 送 達 す る こ と に 加 え て Ｄ Ｃ 成 熟 を 促 進 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 す る
。 追 加 の 研 究 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ が Ｔ ｈ － １ 応 答 を 発 生 す る こ と を 可 能 と す る シ グ ナ ル の 性 質 を
説 明 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 強 固 な Ｔ ｈ － １ Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｔ Ｌ Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 の 同 時 誘 発 は 、 ワ ク チ ン 接 種 の １
つ の 目 標 で あ る 。 実 際 に 、 現 在 使 用 さ れ る サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン の 大 部 分 は 、 Ｔ ｈ － ２ 分
極 化 さ れ た Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 応 答 を 発 生 さ せ る 。 ウ イ ル ス 又 は 細 胞 内 病 原 体 に よ り 誘 発 さ れ
た 疾 患 又 は 抗 腫 瘍 免 疫 に お い て は 、 Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 及 び Ｔ ｈ － １ Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 型 の 応 答 が
必 要 で あ る 。 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 を 非 常 に 有 効 に 発 生 さ せ る こ と
が で き る 。 ゆ え に 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 提 示 経 路 へ の ク ラ ス Ｉ エ ピ ト ー プ 送 達 に お け る Ｃ ｙ ａ
Ａ の 高 い 有 効 性 と 組 み 合 わ さ っ た 観 察 さ れ た Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 の 増 強 は 、 こ の ベ ク タ
ー を 新 規 な 診 断 試 験 及 び 免 疫 モ ニ タ リ ン グ の た め に 非 常 に 有 用 な も の と し 、 そ し て ワ ク チ
ン デ ザ イ ン の た め に 非 常 に 有 望 な も の と す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 を 下 記 の 実 施 例 で よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　
　 ウ シ の 研 究 の た め の 物 質 及 び 方 法
　 ウ シ ツ ベ ル ク リ ン （ Ｐ Ｐ Ｄ － Ｂ ） 及 び ト リ ツ ベ ル ク リ ン （ Ｐ Ｐ Ｄ － Ａ ） は 、 Veterinary
 Laboratories Agency-Weybridgeに お け る Tuberculin Production Unitか ら 得 ら れ そ し て
１ ０ μ g/mlで 培 養 に お い て 使 用 さ れ た 。 組 換 え Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ は 、 Dr.A.Whelen(VLAWeybrid
ge） に よ り 供 給 さ れ 、 組 換 え Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ は 、 Lionex Ltd., Braunschweig, Germanyか ら
得 ら れ た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ は 、 Dr.C.Lec
lerc, Institute Pasteur, Parisに よ り 提 供 さ れ た 。 タ ン パ ク 質 の 同 一 バ ッ チ を 全 体 に わ
た り 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ 感 染 し た ウ シ （ Vordemeier et al., 1999） の 仔 ウ シ を 、 ５ × １ ０ 3 ～ ５
× １ ０ 4 Ｃ Ｆ Ｕ の 気 管 内 点 滴 に よ り Ｇ Ｂ か ら の Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ フ ィ ー ル ド 株 （ M.bovis fie
ld strain） （ Ａ Ｆ ２ １ ２ ２ ／ ９ ７ ） で 感 染 さ せ た 。 感 染 は 、 こ れ ら の 動 物 の 肺 及 び リ ン
パ 節 に お け る 結 核 性 病 巣 （ tuberculous lesions） の 存 在 並 び に 感 染 の 約 ２ ０ 週 間 後 に 行
わ れ た 死 後 に 集 め ら れ た 組 織 か ら の Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ の 培 養 に よ り 確 か め ら れ た 。 ヘ パ リ ン
を 加 え た 血 液 サ ン プ ル は 、 強 く そ し て 持 続 し た ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ツ ベ ル ク リ ン 応 答 が 観 察
さ れ た 、 感 染 の 少 な く と も ６ 週 間 後 に 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － ガ ン マ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ （ Vordermeier et al., 2002）
　 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を 、 ヘ パ リ ン を 加 え た 血 液 か ら Ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｐ ａ ｑ ｕ ｅ － １
０ ７ ７ （ Sigma） 勾 配 遠 心 に よ り 単 離 し 、 そ し て 組 織 培 養 培 地 （ ５ ％ Ｃ Ｐ Ｓ Ｒ － １ （ 制 御
さ れ た プ ロ セ ス 血 清 代 替 物 － １ 型 、 Sigma Aldrich, Poole,UK） 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ Sigma
 Aldrich） 、 ５ × １ ０ - 5 Ｍ ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０ ０ Ｕ ／ mlペ ニ シ リ ン 及 び １ ０
０ μ g/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン サ ル フ ェ ー ト ） を 補 充 さ れ た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 　 １ ６ ４ ０ ） （ Life T
echnologies, Paisley, Scotland, U.K.)） 中 で 培 養 し た 。 直 接 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ｓ を 以 前
に 記 載 さ れ た と お り に 数 え た 。 簡 単 に 言 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ プ レ ー ト （ Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｂ
ｉ ｌ ｏ ｎ － Ｐ ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 膜 、 Millipore, Molsheim, France） を 、 ウ シ Ｉ Ｆ Ｎ
－ γ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ ． ２ ． １ で ４ ℃ に て 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 結 合 し な か
っ た 抗 体 を 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 そ し て ウ エ ル を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 の １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ で
ブ ロ ッ ク し た 。 次 い で 、 組 織 培 養 培 地 （ ５ ％ Ｃ Ｐ Ｓ Ｒ － １ を 補 充 さ れ た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０
） 中 に 懸 濁 さ せ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ ２ ～ ５ × １ ０ 5 ／ ウ エ ル ） ） を 加 え そ し て 加 湿 し た イ ン キ ュ
ベ ー タ ー 中 で ３ ７ ℃ 及 び ５ ％ Ｃ Ｏ 2 で ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 Ｉ Ｆ Ｎ － γ に 対 し て 特 異 的 な ウ
サ ギ 血 清 で ス ポ ッ ト を 発 生 さ せ 、 次 い で ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ に 対 し て 特 異 的 な ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ － コ ン ジ ュ ゲ ー テ ッ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Sigma Aldrich） と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン さ せ た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ ． ２ ． １ は 、 親 切 に も 、 Dr.D.Godson、 （ Veterinary in
fectious Disease Organization, Saskatoon, SK, Canada） に よ り 提 供 さ れ た 。 ス ポ ッ ト
を Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ － Ｎ Ｂ Ｔ 基 質 （ Sigma Aldrich） に よ り 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 Ｃ Ｄ １ １ ｂ の 関 与 は 、 １ ０ ０ μ ｌ 中 に 分 配 し た ２ × １ ０ 5 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に 、 マ ウ ス ｍ Ａ ｂ Ｃ
Ｃ ９ ４ 及 び Ｉ Ｌ Ａ １ ５ （ 両 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 親 切 に も 、 DrC.Howard,IAH,Compton,UK） に よ り 提
供 さ れ た ） の 添 加 （ ５ ０ μ ｌ ／ ウ エ ル の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ プ レ ー ト ） に よ り 決 定 さ れ た 。 ３
７ ℃ で ３ ０ 分 の 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 段 階 希 釈 物 を
加 え 、 そ し て 培 養 物 を 上 記 し た と お り に ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ｐ Ｏ Ｔ 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 前 記 し た と お り （ Vordermeier et al., 2001） Ｍ Ａ Ｃ Ｓ シ ス テ ム （ ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ
コ ー テ ッ ド ビ ー ズ 、 Ｌ Ｓ 分 離 カ ラ ム 、 Miltenyi Biotec Ltd, Bergisch-Gladbach, German
y） と 協 同 し て 抗 ウ シ Ｃ Ｄ ４ 又 は Ｃ Ｄ ８ 特 異 的 ｍ Ａ ｂ Ｃ Ｃ ３ ０ 及 び Ｃ Ｃ ５ ８ （ C. Howard, 
IAH） を 使 用 す る 磁 性 ネ ガ テ ィ ブ 選 択 に よ り 、 Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 亜 集 団 を 枯 渇 さ
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せ た （ depleted） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － ガ ン マ （ Ｉ Ｆ Ｎ － γ ） ア ッ セ イ （ Wood et al., 1994; Vordermeier
 et al., 1999） 。 ヘ パ リ ン を 加 え た 血 液 ０ ． １ mlを 等 容 積 の 抗 原 含 有 溶 液 と 混 合 す る こ
と に よ り 、 ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト 中 で ０ ． ２ ml／ ウ エ ル ア リ ク ォ ー ト に お い て 、 全 血 培 養 を
行 っ た 。 上 清 を 培 養 の ２ ４ 時 間 後 に 回 収 し 、 Ｂ ｏ ｖ ｉ ｇ ａ ｍ 　 Ｅ Ｉ Ａ キ ッ ト （ CSL, Merbo
urne, Australia） を 使 用 し て イ ン タ ー フ ェ ロ ン － ガ ン マ （ Ｉ Ｆ Ｎ － γ ） を 決 定 し た （ Vor
dermeier et al., 2002） 。 デ ー タ を Ｏ Ｄ ４ ５ ０ 単 位 （ Ｏ Ｄ ４ ５ ０ × １ ０ ０ ０ ） と し て 表
す 。 Ｃ ｙ ａ Ａ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １
０ の 値 か ら 減 じ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 統 計 的 分 析 。 ｉ Ｍ ａ ｃ パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ ー で Ｉ ｎ ｓ ｔ ａ ｔ 　 ｖ ３ ． ０ ａ （ GraphP
ad, San Diego, CA, USA） を 使 用 し て 統 計 的 分 析 を 行 っ た 。 片 側 又 は 両 側 ウ イ ル コ ク ス ン
符 号 付 順 位 マ ッ チ ド ペ ア ー 検 定 （ one- or two-tailed Wilcoxon signed rank matched pa
irs test） を 使 用 し て 、 デ ー タ を 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　
　 完 全 な （ entire） マ イ コ バ ク テ リ ア 抗 原 Ｃ ｆ ｐ １ ０ 又 は Ｅ ｓ ａ ｔ － ６ を 有 す る 組 換 え Ｃ
ｙ ａ Ａ の 構 築 及 び 精 製
　 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 構 築 の た め 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ に 挿 入 さ れ た 抗 原 の 発 現 の た め に 、 Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ
ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ ｏ ｌ ｉ 　 Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ （ Stratagene） を 使 用 し た 。 ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ １
（ Osicka et al., 2000） に 由 来 す る 適 切 な プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た バ ク テ リ ア を 、
ア ン ピ シ リ ン １ ５ ０ μ g/mlを 補 充 さ れ た Ｌ ｕ ｒ ｉ ａ － Ｂ ｅ ｒ ｔ ａ ｎ ｉ 培 地 中 で ３ ７ ℃ に て
成 育 さ せ た 。 Ｍ ｙ ｃ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ 　 ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ 遺 伝 子
ｅ ｓ ａ ｔ － ６ 及 び ｃ ｆ ｐ － １ ０ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 、 下 記 の プ ラ イ マ ー ：
【 ０ ０ ７ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】
を 使 用 し て Ｒ Ｄ １ 領 域 （ Gordon et al., 1999） の ｐ Ｙ Ｕ Ｂ ４ １ ２ コ ス ミ ド ク ロ ー ン か ら
の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー に 組 み 込 ま れ た 部 位 で Ｂ ｓ ｒ Ｇ Ｉ に よ り 消 化 し 、 そ し
て 抗 原 を コ ー ド す る 精 製 し た 断 片 を 、 ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ － ３ ３ ６ － Ｂ ｓ ｒ Ｇ Ｉ 発 現 ベ ク タ ー
（ Ｏ ｓ ｉ ｃ ｋ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， 　 ２ ０ ０ ０ ） 上 に 保 持 さ れ た Ｃ ｙ ａ Ａ 遺 伝 子 オ ー プ ン リ
ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の コ ド ン ３ ３ ５ と ３ ３ ６ と の 間 に イ ン フ レ ー ム 内 で 挿 入 さ れ た 。 ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た イ ン サ ー ト の 正 確 な 配 列 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 そ れ ぞ れ 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 抗 原 を 有 す る コ ン ト ロ ー ル 解 毒 モ ッ ク Ｃ ｙ ａ
Ａ （ control detoxified mock CyaA） 及 び 組 換 え Ｃ ｙ ａ Ａ タ ン パ ク 質 を 、 前 記 し た と お り
（ karimova et al., 1998） 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ に お い て 産 生 さ せ 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ フ ァ ロ ー ス
で の イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び フ ェ ニ ル － セ フ ァ ロ ー ス で の 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー の 組 み 合 わ せ に よ り 封 入 体 か ら 精 製 し た 。 最 終 段 階 で 、 タ ン パ ク 質 を ８ Ｍ 尿 素 、 ５
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０ mMＴ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ８ 、 ２ mMＥ Ｄ Ｔ Ａ で 溶 離 し 、 そ し て 以 前 に 記 載 さ れ た と お り
に し て 特 徴 付 け た （ karimova et al., 1998） 。 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、 如 何 な る 検 出 可
能 な ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 酵 素 活 性 も 含 ん で い な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　
　 実 験 的 に 感 染 し た ウ シ の Ｉ Ｆ Ｎ － γ 応 答
　 実 験 的 に 感 染 さ せ た ウ シ か ら Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 調 製 し 、 そ し て 抗 原 （ 組 換 え Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 、 Ｃ
Ｆ Ｐ － １ ０ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ コ ン ト ロ ー
ル ） の 段 階 希 釈 物 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ せ た 。 抗 原 で 誘 発 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ 応 答 を 、 鋭
敏 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ を 使 用 し て ２ ４ 時 間 の 培 養 の 後 に 決 定 し た 。 抗 原 を 加 え な い
で （ 培 地 コ ン ト ロ ー ル ） 見 出 さ れ た ス ポ ッ ト 形 成 性 細 胞 （ Ｓ Ｆ Ｃ ） の 数 を 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ
Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 刺 激 後 に 誘 発 さ れ た Ｓ Ｆ Ｃ の 数 か ら 減 じ た 。 デ ー
タ が そ の 後 い か に 表 さ れ そ し て 比 較 さ れ た か を 説 明 す る た め に 、 １ 頭 の 仔 ウ シ で 試 験 し た
Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に つ い て の 代 表 的 結 果 を 図 １ に 示 す 。 こ の 仔 ウ シ で は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ －
１ ０ は 、 組 換 え Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ よ り 高 い ピ ー ク 応 答 を 誘 発 し （ 水 平 線 ａ と ｂ に よ り 示 さ れ た
値 の 比 較 に よ り 示 さ れ た と お り ） 、 そ し て 、 組 換 え タ ン パ ク 質 で 誘 発 さ れ た 「 半 最 大 」 （
half maximum） （ ピ ー ク 応 答 の ５ ０ ％ ） 応 答 （ 線 ｃ ） に 必 要 な 濃 度 を 示 す 垂 線 ｄ 及 び ｅ に
よ り 示 さ れ る と お り よ り 有 効 に 認 識 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 次 い で 、 ６ 頭 の 実 験 的 に Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ 感 染 さ せ た 仔 ウ シ の 更 な る バ ッ チ を 試 験 し 、 そ
し て 結 果 を 同 じ く 解 釈 し た 。 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に よ り 誘 発 さ れ た
ピ ー ク 応 答 の 比 較 及 び ５ ０ ％ 最 大 応 答 に 必 要 な 減 少 し た 濃 度 に よ り 証 明 さ れ る と お り 、 Ｃ
ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 非 融 合 同 等 物 よ り 優 れ て お り （ 図 ２ ） ： Ｃ
ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ピ ー ク 応 答 は Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ で 観 察 さ れ た ピ ー ク 応 答 よ り も 約 二 倍 高
か っ た （ メ デ ィ ア ン 応 答 （ median response） ； Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ： １ ５ ７ Ｓ Ｆ Ｃ
； Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ： ７ ５ Ｓ Ｆ Ｃ ； ｐ ＝ ０ ． ０ ３ ） 。 ５ ０ ％ 最 大 応 答 に 必 要 な 濃 度 に よ り 判 定
さ れ る と お り 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ は 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ よ り 約 ２ ０ 倍 有 効 に 認 識 さ れ た
（ ５ ０ ％ 最 大 濃 度 ； Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ： ０ ． ３ nMＣ Ｆ Ｐ － １ ０ ： ６ ． ２ ５ nM、 ｐ ＝
０ ． ０ １ ７ ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 融 合 タ ン パ ク 質 に よ り 誘 導 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ
応 答 は 、 お 互 い に 有 意 に は 異 な ら な か っ た （ 図 ２ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 組 換 え Ｅ Ｓ Ａ Ｔ －
６ は Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ よ り 約 ７ ０ 倍 有 効 に 認 識 さ れ た （ ５ ０ ％ 最 大 濃 度 の メ デ ィ ア ン （ median
 of 50% maximum concentrations） ： Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に よ る ６ ． ２ ５ に 比 較 し て Ｅ Ｓ Ａ Ｔ －
６ で の ０ ． ０ ９ ） 。 こ れ ら の ２ つ の タ ン パ ク 質 間 の 有 効 性 の こ の 差 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 融 合 タ ン
パ ク 質 と し て Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ を 呈 示 す る こ と の 追 加 の 利 益 が 何 故 こ れ ら の 実 験 で 実 現 さ れ な
か っ た か を 説 明 す る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ の 認 識 は Ｃ Ｄ １ １ ｂ に よ り 媒 介 さ れ る
Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ の 認 識 が Ｃ Ｄ １ １ ｂ 依 存 性 機 構 （ マ ウ ス で 最 近 示 さ れ た と お り の ）
を 介 し て 媒 介 さ れ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 感 染 し た 仔 ウ シ か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 ウ シ
Ｃ Ｄ １ １ ｂ に 対 し て 特 異 的 な 同 じ ア イ ソ タ イ プ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ） の ２ つ の ｍ Ａ ｂ （ 親 切 に も 、
Dr C.Howard,IAH,Compton,UKに よ り 提 供 さ れ た ） の 存 在 下 に Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ で 刺
激 し た 。 こ れ ら の ｍ Ａ ｂ の １ つ 、 （ Ｉ Ｌ Ａ １ ５ ） は 、 Ｓ Ｆ Ｃ の 数 が 有 意 に 減 少 し た の で 、
Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の Ｃ Ｄ １ １ ｂ と の 相 互 作 用 を 妨 害 し た が 、 こ れ に 対 し て 、 非 ブ ロ
ッ キ ン グ ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ （ Ｃ Ｃ ９ ４ ） は 妨 害 し な か っ た （ 図 ３ 、 一 側 ウ
イ ル コ ク ス ン マ ッ チ ド ペ ア ー 検 定 one-tailed Wilcoxon matched pairs test） に よ り 決 定
し て 、 試 験 さ れ た 各 濃 度 に つ い て ｐ ＜ ０ ． ０ ２ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 マ ウ ス 系 に お け る 如
く 、 Ｃ ｙ ａ Ａ は ウ シ の Ａ Ｐ Ｃ 上 の Ｃ Ｄ １ １ ｂ と 相 互 作 用 す る と い う 証 拠 を 与 え る 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 及 び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 の 両 方 に よ り 認 識 さ れ る こ と
も 示 さ れ た 。 こ れ は 、 磁 性 ビ ー ズ に よ り 両 方 の 亜 集 団 を 枯 渇 さ せ る こ と に よ り 分 析 さ れ た
。 ウ シ 結 核 の 早 期 段 階 の ウ シ は 、 弱 い 又 は 検 出 で き な い Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 応 答 し か 示 さ な い
（ Pollock et al., 1996, Vordermeier, 公 表 さ れ て い な い 観 察 ） 。 そ の 結 果 と し て 、 こ
の 研 究 の た め に 入 手 可 能 な 実 験 的 に 感 染 さ せ た 動 物 の す べ て を 、 感 染 後 相 対 的 に 早 期 に （
即 ち 、 感 染 後 約 ４ ～ ６ ヶ 月 ） 試 験 し 、 そ し て 有 意 な Ｐ Ｐ Ｄ － Ｂ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 特 異 的 Ｃ
Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 応 答 が 試 験 さ れ た ４ 頭 の 乳 牛 （ cows） の １ 頭 の み に お い て 観 察 さ れ た 。 そ れ
に も か か わ ら ず 、 数 年 前 に 感 染 し た 成 体 乳 牛 （ adult cows） か ら 得 ら れ た 結 果 は 、 組 換 え
タ ン パ ク 質 の よ う に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ は Ｃ Ｄ ４ ＋ 及 び Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に よ り 認 識
さ れ る こ と を 示 し た 。 し か し な が ら 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ は 、 そ の 差 は 統 計 的 に 有 意
で は な い と し て も 、 組 換 え タ ン パ ク 質 と 比 較 し て よ り 高 い ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細
胞 応 答 を 誘 発 し た （ 応 答 す る 細 胞 の Ｃ Ｄ ８ ／ Ｃ Ｄ ４ 比 ： Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ： ０ ． ８ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ
－ Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ： １ ． ０ ５ 、 デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　
　 全 血 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 試 験 に お け る Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 成
績 （ Ｂ Ｏ Ｖ Ｉ Ｇ Ａ Ｍ ア ッ セ イ ）
　 全 血 ア ッ セ イ （ Ｂ Ｏ Ｖ Ｉ Ｇ Ａ Ｍ 試 験 ） の フ ォ ー マ ッ ト に お い て 現 場 で の 診 断 ア ッ セ イ と
し て Ｉ Ｆ Ｎ － γ 試 験 を 適 用 し た 。 こ の フ ォ ー マ ッ ト に お い て 、 農 場 で 集 め ら れ た 血 液 に ヘ
パ リ ン を 加 え 、 そ れ を ツ ベ ル ク リ ン 又 は 特 異 的 抗 原 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ２ ４ 時 間
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 に 、 血 漿 上 清 中 の 抗 原 で 誘 発 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 量 を Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ に よ り 決 定 し た 。 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ と の Ｃ ｙ ａ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 の 性
能 を 決 定 す る た め に 、 第 ２ バ ッ チ の ８ 頭 の 実 験 的 に Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ に 感 染 し た 仔 ウ シ か ら
血 液 を 得 た 。 こ れ ら の 血 液 サ ン プ ル を ４ 及 び ２ ０ nMの Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 、 Ｃ ｙ
ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ で 刺 激 し た 。 ２ ４ 時 間 後 に 行 っ た Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ ア ッ セ イ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ に よ り 測 定 さ れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 応 答 に つ い
て 上 記 に 示 さ れ た と お り 、 組 換 え Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 有 意 に よ り 強 い Ｉ Ｆ
Ｎ － γ 応 答 が 、 両 試 験 濃 度 で Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ で 観 察 さ れ た （ 両 濃 度 で ｐ ＝ ０ ． ０
７ ８ ） 。 こ の 増 加 し た 応 答 は 、 血 液 を ４ nM濃 度 の 抗 原 で 刺 激 し た と き 、 特 に 明 白 で あ っ た
（ メ デ ィ ア ン Ｏ Ｄ ４ ５ ０ 単 位 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ： ３ １ ３ 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ： １ ０ ５
） 。 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ の 応 答 は 、 ２ ０ nMで は 有 意 に 異 な ら な か っ
た が 、 ４ nMで の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に よ る 刺 激 後 に 有 意 に 高 め ら れ た 応 答 が 観 察 さ れ
た （ ｐ ＝ ０ ． ０ １ ５ 、 メ デ ィ ア ン Ｏ Ｄ ４ ５ ０ 単 位 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ ： ４ ８ ６ ； Ｅ
Ｓ Ａ Ｔ － ６ ： ２ ６ ０ ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 １ ０ ０ 　 Ｏ Ｄ ４ ５ ０ 単 位 の 普 通 に 適 用 さ れ る カ ッ ト オ フ を 使 用 し て 診 断 結 果 を 評 価 し た
と き 、 ８ 頭 の 試 験 さ れ た 動 物 の う ち ６ 頭 は 、 両 試 験 濃 度 で 適 用 さ れ た Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ
ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ を 使 用 す る ウ シ Ｔ Ｂ に つ い て は ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 思 わ れ る （ 図 ４
） 。 対 照 的 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 使 用 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に よ る ２ ０ 及
び ４ nM試 験 濃 度 で 試 験 し た 動 物 の ８ 頭 の 内 ７ 及 び ８ 頭 の 内 ６ 頭 は ポ ジ テ ィ ブ で あ り 、 こ れ
に 対 し て 、 対 応 す る 試 験 濃 度 で 組 換 え Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に よ る 刺 激 後 に 、 ８ 頭 の う ち ６ 頭 及 び
８ 頭 の う ち ４ 頭 が ポ ジ テ ィ ブ と 分 類 さ れ た （ 図 ４ ） の で 、 抗 原 と し て の Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 感
度 を 改 良 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ８ 頭 の う ち の １ 頭 の 試 験 ネ ガ テ ィ ブ 動 物 は 、 Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ は 採 取 さ れ た い か な る 組 織
サ ン プ ル か ら も 培 養 さ れ う る と し て も 、 こ の 実 験 が 行 わ れ た 数 ヵ 月 後 に 行 わ れ た 死 後 の 結
核 病 巣 な し と 呈 示 さ れ た 。 こ の 動 物 は 、 ツ ベ ル ク リ ン 皮 膚 試 験 も ネ ガ テ ィ ブ で あ っ た 。 合
わ せ て 考 え る と 、 こ れ は 、 こ の 動 物 に お け る 実 験 的 感 染 は 封 じ 込 め ら れ （ cotained） そ し
て 疾 患 は 生 じ な か っ た こ と を 示 唆 す る 。 予 想 さ れ た と お り 、 Ｐ Ｐ Ｄ － Ｂ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ
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Ａ Ｔ － ６ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 又 は Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に よ る 刺 激 後 の こ の
仔 ウ シ の 血 中 に Ｉ Ｆ Ｎ － γ は 誘 発 さ れ ず 、 か く し て こ れ ら の 試 薬 の 特 異 性 を 明 ら か に す る
（ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　
　 ヒ ト の 研 究 の た め の 材 料 及 び 方 法
　 ヒ ト の 研 究 は 、 Harrow Local Research Ethics Committee (Harrow LREC 1645 and 241
4） か ら の 倫 理 的 承 認 を 伴 っ て 行 わ れ た 。 結 核 を 有 す る 患 者 及 び そ れ ら の 健 常 な 接 触 者 は
、 Northwick Park Hospital, Harrow (North West London Hospitals NHS Trust） か ら 動
員 さ れ た 。 異 な る 臨 床 表 現 型 を 有 す る ３ グ ル ー プ の 人 々 が 選 ば れ た 。 第 １ グ ル ー プ は 、 明
白 な （ 即 ち 、 培 養 又 は 生 検 ポ ジ テ ィ ブ ） 結 核 を 有 す る 成 人 で あ っ た （ ｎ ＝ ２ １ 、 １ ４ Ｍ 、
７ Ｆ 、 平 均 年 齢 ３ ５ ． １ 歳 ） 。 第 ２ グ ル ー プ は 、 正 常 な 胸 部 Ｘ 線 写 真 を 有 す る が そ れ に も
か か わ ら ず 強 く ポ ジ テ ィ ブ な Ｔ Ｓ Ｔ 反 応 （ Heaf Grade ３ 以 上 ） を 示 し 、 か く し て Ｌ Ｔ Ｂ
１ を 有 し て い そ う だ と 思 わ れ る 無 症 候 成 人 か ら な っ て い た （ ｎ ＝ ４ ４ 、 ２ ６ Ｍ 、 １ ８ Ｆ 、
平 均 年 齢 ３ ４ ． ７ 歳 ） 。 第 ３ の コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ は 、 Ｔ Ｂ へ の 証 明 さ れ た 暴 露 （ docu
mented exposure） を 持 た ず 、 そ の 皮 膚 試 験 反 応 は ネ ガ テ ィ ブ で あ る 健 常 な 成 人 か ら な っ
て い た （ ｎ ＝ ７ 、 ３ Ｍ 、 ４ Ｆ 、 平 均 年 齢 ３ ７ ． ６ 歳 ） 。 最 初 の ２ つ の グ ル ー プ は 、 M.tube
rculosis特 異 的 抗 原 に 対 す る Ｔ 細 胞 反 応 性 の 機 会 を 最 大 に し 、 か く し て 組 換 え ト キ ソ イ ド
及 び Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド に 対 す る 応 答 の 比 較 を 可 能 と す る よ う に 選 ば れ た 。 す べ て の 対 象
は 、 次 い で British Thoratic Societyガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て ア ド バ イ ス さ れ そ し て 、 必 要
で あ れ ば 、 処 置 さ れ た （ Thorax 55:887-901, 2000） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 細 胞 。 Ficoll-Paque Plus（ Pharmacia, Uppsala, Sweden） 上 で の 遠 心 に よ り 血 液 ２ ０ m
lか ら Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 分 離 し 、 そ し て ２ mMＬ － グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン １ ０ ０ Ｕ ／ ml、 ゲ ン タ
マ イ シ ン ５ μ g/ml及 び １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 さ れ た ウ シ 胎 児 血 清 （ Sigma, St. Louis, MO） を
補 充 さ れ た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 中 に 懸 濁 さ せ た 。 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 、 鉄 含 有 ビ ー ズ （ Dynabeads 
M-450, Dynal, Oslo, Norway） に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 Ｃ Ｄ ４ 又 は 抗 Ｃ Ｄ ８ ｍ Ａ ｂ を 使 用
し て Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 を 枯 渇 さ せ た 。 こ れ ら の 枯 渇 は ９ ７ ～ ９ ９ ％ 純 度 を 有 す る
細 胞 集 団 を 一 貫 し て 生 じ さ せ た 。 抗 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ ブ ロ ッ キ ン グ 抗 体 （ Ｌ ２ ４ ３ 、 Leni
co Technologies） 、 抗 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ ブ ロ ッ キ ン グ 抗 体 （ Ｗ ６ ／ ３ ２ 、 Leinco） 及 び ア
イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 （ mouse IgG2a, Leinco） を 、 抗 原 の 添 加 の ３ ０ 分 後 に ５ μ g
/mlで 使 用 し た 。 １ ０ μ g/mlの ク ロ ロ キ ン （ Sigma） を 抗 原 の す ぐ 前 に 培 養 物 に 加 え た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 単 一 細 胞 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 放 出 に つ い て の ｅ ｘ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 酵 素 結 合 イ ム ノ ス ポ ッ ト （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ｐ Ｏ Ｔ ） ア ッ セ イ 。 抗 Ｉ Ｆ Ｎ － γ ｍ Ａ ｂ １ － Ｄ １ Ｋ （ MAIPS45, Nacka, Sweden） １ ５ μ g/
mlで 予 備 コ ー テ ィ ン グ さ れ た ９ ６ ウ エ ル の Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 裏 打 ち さ れ た プ レ ー ト （ MAIPS45, Mil
lipore, Bedford, MA） を 、 Ｒ １ ０ で ２ 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 ３ × １ ０ 5 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を １ ０ ０ μ
ｌ Ｒ １ ０ ／ ウ エ ル 中 に 加 え た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド 及 び 組 換 え Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ －
１ ０ の 二 重 ウ エ ル （ duplicate wells） を 図 ５ に 由 来 す る 最 適 濃 度 で 使 用 し た 、 １ ０ ０ Ｕ
／ mlの Ｐ Ｐ Ｄ （ Rvans Medical, Liverpool, UK） 及 び ５ μ g/mlの フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （
ICN Biomedicals, Aurora, OH） を ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ウ エ ル に 加 え た 。 ネ ガ テ ィ ブ
コ ン ト ロ ー ル ウ エ ル に は 抗 原 を 加 え な か っ た 。 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 中 で ３ ７ ℃ で の １ ４ 時 間 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 プ レ ー ト を ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄
し た 。 １ μ g/mlの ビ オ チ ニ ル 化 さ れ た 抗 Ｉ Ｆ Ｎ － γ ｍ Ａ ｂ 、 ７ － Ｂ ６ － １ － ビ オ チ ン （ Ma
btech） 、 ５ ０ μ ｌ を ２ 時 間 加 え た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 し そ し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ト キ ソ イ ド （ Mabtech） を １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 で 加 え た 。 １ 時 間 及 び 更
な る 洗 浄 の 後 に 、 脱 イ オ ン 水 で １ ： ２ ５ に 希 釈 さ れ た 発 色 原 性 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基
質 （ Biorad, Hercules, CA, USA） ５ ０ μ ｌ を 加 え た 。 １ ０ 分 後 に 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、
乾 燥 さ せ 、 そ し て ス ポ ッ ト 形 成 性 細 胞 （ Ｓ Ｆ Ｃ ） を 拡 大 鏡 で 数 え た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
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　 組 換 え 抗 原 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド 構 築 。 組 換 え ネ イ テ ィ ブ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ は 、 前 記 の よ
う に し て 調 製 さ れ そ し て Veterinary Laboratories Agency, Weybridge, Surrey KT15, UK
か ら の 贈 り 物 で あ っ た 。 組 換 え Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ は Ｌ ｉ ｏ ｎ ｅ ｘ か ら 商 業 的 に 得 ら れ た （ Braw
nschweig, Germany） 。 Ｎ 末 端 配 列 決 定 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 抗 原 の 同 一 性 を 確 証 し た
。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 構 築 の た め 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ に 挿 入 さ れ た 抗 原 の 発 現 の た め の こ の 研 究 全 体 に
わ た り 、 Escherichia coliXL1-Blue (Stratagene） を 使 用 し た 。 ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ １ （ Osic
ka, R., 2000） に 由 来 す る 適 切 な プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た バ ク テ リ ア を 、 ア ン ピ シ リ
ン １ ５ ０ μ g/mlを 補 充 さ れ た Ｌ ｕ ｒ ｉ ａ － Ｂ ｅ ｒ ｔ ａ ｎ ｉ 培 地 中 で ３ ７ ℃ で 成 育 さ せ た 。
Ｍ ｙ ｃ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ 　 ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ Ｈ ３ ７ Ｒ ｖ 遺 伝 子 ｅ ｓ ａ ｔ － ６
及 び ｃ ｆ ｐ － １ ０ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 、 下 記 の プ ラ イ マ ー ：
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ６ 】
を 使 用 し て Ｒ Ｄ １ 領 域 の ｐ Ｙ Ｕ Ｂ ４ １ ２ コ ス ミ ド ク ロ ー ン （ Gordon, S.V., et al., 1999
） か ら Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 生 物 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー に 組 み 込 ま れ た 部 位 で Ｂ ｓ ｒ Ｇ Ｉ に よ り 消 化 し 、 そ
し て 抗 原 を コ ー ド す る 精 製 し た 断 片 を 、 ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ － ３ ３ ６ － Ｂ ｓ ｒ Ｇ Ｉ 発 現 ベ ク タ
ー （ Osicka, et al., 2000） 上 の Ｃ ｙ ａ Ａ の コ ド ン ３ ３ ５ と ３ ３ ６ の 間 に イ ン フ レ ー ム で
挿 入 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た イ ン サ ー ト の 正 確 な 配 列 は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 立 証 さ れ
た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 コ ン ト ロ ー ル 解 毒 モ ッ ク Ｃ ｙ ａ Ａ 並 び に 、 そ れ ぞ れ 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 表
現 を 有 す る 組 換 え Ｃ ｙ ａ Ａ タ ン パ ク 質 を 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ に お い て 産 生 さ せ 、 ８ Ｍ 尿 素 、 ５
０ mMＴ ｒ ｉ ｓ － Ｃ ｌ ｐ Ｈ ８ ． ２ 、 ２ mMＥ Ｄ Ｔ Ａ 中 で 封 入 体 か ら 精 製 し 、 そ し て 以 前 に 記 載
の 如 く し て 特 徴 付 け た （ Sebo, et al., 1999） 。 得 ら れ る タ ン パ ク 質 は 、 い か な る 検 出 可
能 な ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 酵 素 活 性 も 含 ん で い な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 全 血 ア ッ セ イ 及 び イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 。 静 脈 血 液 を 集 め （ BD Na Heparin 
vacutainer, Cat368480） そ し て サ ン プ リ ン グ の ４ 時 間 以 内 に プ ロ セ ッ シ ン グ し た 。 全 血
を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ （ グ ル タ ミ ン 及 び ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 補 充 さ れ た ） 中 で １ ： １
０ に 希 釈 し た 。 希 釈 し た 血 液 １ ８ ０ μ ｌ を 、 二 重 ウ エ ル 中 で 刺 激 性 抗 原 で ９ ６ ウ エ ル の 丸
底 プ レ ー ト 中 で 平 板 培 養 し た 。 抗 原 の 最 終 濃 度 は 、 ２ ５ ０ nM（ ｒ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ ） 、 ５ ０ nM
（ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ ） 、 ５ ０ ０ nM（ ｒ Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ） 、 ５ ０ nM（ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ
－ １ ０ ） 、 ５ ０ nM（ モ ッ ク Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド ） 、 ５ μ g/ml（ Ｐ Ｈ Ａ ： ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト
ロ ー ル ） 及 び ２ ０ μ ｌ /ｍ （ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ： ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） で あ っ た 。 刺 激 さ れ た
全 血 を Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 二 重 ウ エ ル か ら の 上 清 を 培 養 の ６
０ ～ ７ ２ 時 間 後 に 回 収 し 、 そ し て 直 ち に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 後 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ 測 定 の た め に 凍
結 さ せ た 。 刺 激 剤 の 最 適 濃 度 及 び 回 収 の タ イ ミ ン グ を 用 量 応 答 及 び 時 間 経 過 実 験 に よ り 予
め 決 定 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 反 応 を 抗 体 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 行 っ た 。 簡 単 に 言 え ば 、 ９ ６ ウ
エ ル 平 底 プ レ ー ト を 精 製 さ れ た マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｉ Ｆ Ｎ － γ （ BD Pharmigen 554548） に よ り
４ ℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 及 び 洗 浄 後 に 、 ウ エ ル を 、 上 清 （ 二 重 に １ ：
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２ 希 釈 ） 及 び 標 準 （ １ ５ pg/ml～ １ ０ ０ ０ ０ pg/mlの 標 準 曲 線 希 釈 、 二 重 の 測 定 ） で 平 板 培
養 し 、 そ の 後 プ レ ー ト を 再 び ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 洗 浄 し た 後 に 、 ウ エ ル
を ビ オ チ ニ ル 化 さ れ た マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｉ Ｆ Ｎ － γ （ BD Pharmingen, 554550） と 室 温 で １ ．
５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 再 び 洗 浄 し そ し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Sigma Cat no A31
51） と ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 検 出 の た め の 基 質 と し て Ｏ Ｐ Ｄ を 使 用 し そ し て
カ ラ ー 発 色 を 停 止 さ せ る た め の ２ Ｎ Ｈ 2 Ｓ Ｏ 4 を 使 用 し た 。 光 学 濃 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー で
４ ９ ０ nmで 読 み 取 り 、 そ し て Ｉ Ｆ Ｎ － γ 濃 度 を 標 準 曲 線 か ら 計 算 し た 。 独 立 変 数 間 の Spea
rman順 位 相 関 係 数 （ Spearman rank correlation coefficients） を 、 Ｓ Ｐ Ｓ Ｓ － １ ０ を 使
用 し て 計 算 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 特 異 的 Ｔ 細 胞 を 再 刺 激 す る の に 必 要 な Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 又 は
Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 用 量 は Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ り １ ０ ～ ２ ０ 倍 減 少 す る
　 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド と し て 組 換 え 分 子 中 に 挿 入 さ れ た 抗 原 の 同 等 な 用 量 （ 即 ち 、 同 じ モ
ル 量 の タ ン パ ク 質 ） を 使 用 し て 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 及
び そ れ ぞ れ の Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド の 最 適 刺 激 用 量 を 決 定 し た 。 次 い で オ ー バ ナ イ ト Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ に お い て Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ の 数 を 数 え た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド に よ る こ
れ ら の 実 権 は 、 抗 原 性 刺 激 が 挿 入 さ れ て い な い 同 じ 量 の Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド （ モ ッ ク ト キ
ソ イ ド ） を 含 有 す る ウ エ ル に お け る Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ の 数 を 減 じ る こ と に よ り コ ン ト ロ ー
ル さ れ た 。 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に 対 応 す る ９ 人 の 健 常 な Ｔ Ｓ Ｔ ＋ ｖ ｅ ド ナ ー に お い て 、 こ の 分 子
の 最 適 認 識 が ５ ０ ０ nMの 用 量 で 観 察 さ れ た 。 抗 原 が Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ と し て 提 示 さ
れ る 場 合 は 、 １ ０ 倍 少 な い Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ （ ５ ０ nM） が 必 要 で あ っ た （ 図 ５ Ａ ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ の 用 量 を ５ ０ ０ nMに 増 加 さ せ る と 、 Ｃ ｙ ａ Ａ
ベ ク タ ー に よ る 送 達 は 、 検 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ の 全 体 の 増 加 を も た ら す こ と が で き
る こ と が 示 さ れ た 。 し か し な が ら 、 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド の 用 量 の 更 な る 増 加 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ
ト キ ソ イ ド を 可 溶 化 す る の に 必 要 な 溶 液 の 高 い 尿 素 含 有 率 に よ る も の で あ る Ｓ Ｆ Ｃ の 減 少
と 関 連 し て い た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 対 応 す る １ ０ 人 の 同 様 な ド
ナ ー で は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 融 合 は 、 同 様 に 用 量 応 答 曲 線 を 左 に シ フ ト さ せ た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ
ド と し て 表 さ れ た 約 １ ０ ～ ２ ０ 倍 少 な い Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ が ネ イ テ ィ ブ 抗 原 と 同 じ 応 答 を 引 き
起 こ し た （ 図 ５ Ｂ ） 。 か く し て 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 又 は Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 量 の １ ０ 倍 減 少 し た Ｃ
ｙ ａ Ａ 融 合 体 が Ｔ 細 胞 を 再 刺 激 す る の に 必 要 で あ っ た 。 更 に 、 特 に Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に つ い て
、 検 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ の 全 体 の 数 を 増 加 さ せ る 潜 在 力 が あ っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　
　 低 く 応 答 す る 対 象 に お け る Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ の 検 出 は Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ り 高 め ら れ る
　 図 ５ に 示 さ れ た 結 果 に 基 づ い て 、 ５ ０ ０ nMｒ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６
で は ５ ０ nM、 及 び ２ ５ ０ nMＣ Ｆ Ｐ － １ ０ 及 び ２ ５ nMＣ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ を 、 同 等 な 効
力 に 基 づ い て 、 更 な る 実 験 の た め に 選 ん だ 。 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ る 送 達 が Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ の 数
を 増 強 さ せ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 よ り 大 き い グ ル ー プ の 患 者 及 び 健 常 な 感 作 さ れ
た 対 象 を 研 究 し た 。 患 者 と 健 常 な 感 作 さ れ た 対 象 と の 間 に い か な る 刺 激 に 対 す る 応 答 の 頻
度 又 は 大 き さ に も 差 は な く 、 そ れ ゆ え 結 果 を 分 析 の た め に 組 み 合 わ せ た 。 ６ ８ 人 の ド ナ ー
の う ち ６ ３ 人 は ｒ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に 応 答 し （ ＞ １ ０ Ｓ Ｆ Ｃ ／ １ ０ 6 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） （ 平 均 Ｉ Ｆ Ｎ
－ γ Ｓ Ｆ Ｃ ／ 百 万 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は １ ０ ７ ． ７ ± １ ６ ． ２ で あ っ た ） 、 そ し て ６ ４ 人 は Ｃ ｙ ａ Ａ
－ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に 応 答 し （ １ ０ ７ ． ５ ± １ ２ ． ９ ） ； ５ ２ 人 は ｒ Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 応 答 し （
１ ０ ４ ． ４ ± １ ４ ． ３ ） そ し て ６ ２ 人 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 応 答 し た （ ９ ４ ． ９ ±
１ １ ． ３ ） 。 か く し て 、 組 換 え 体 又 は ト キ ソ イ ド に よ る Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 刺 激 の 後 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ
Ｓ Ｆ Ｃ の 頻 度 間 の 全 体 の 差 は 明 白 で は な か っ た 。 し か し な が ら 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 応 答 す る
対 象 の 割 合 は ７ ６ ． ４ か ら ９ １ ． １ ％ に 増 加 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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　 対 象 の 応 答 が 、 組 換 え 抗 原 に 対 す る そ れ ら の 応 答 に 従 っ て 、 低 い （ ＜ ５ ０ Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ
Ｆ Ｃ ／ １ ０ 6 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 中 間 （ ＞ ５ ０ ＜ １ ０ ０ Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ ／ １ ０ 6 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 又 は
高 い 応 答 者 （ ＞ １ ０ ０ Ｓ Ｆ Ｃ ／ １ ０ 6 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） に 分 析 さ れ た と き 、 低 い 応 答 者 の グ ル ー
プ に お け る 明 ら か な 増 強 が 見 ら れ た 。 か く し て 、 検 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ ／ 百 万 の 平
均 数 は 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ で は ２ ６ ． １ ± ２ ． ７ か ら ４ ８ ． ２ ± ７ ． ３ （ ｎ ＝ ２ ７ 、 ｐ ＝ ０ ．
０ ０ ９ ） に 増 加 し 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 場 合 に は １ ７ ． ５ ± ２ ． ６ か ら ３ ６ ． ８ ± ４ ． ３ （ ｎ
＝ ３ ４ 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ０ ２ ） に 増 加 し た （ 図 ６ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 ｒ Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 応
答 し な か っ た １ ０ 人 の ド ナ ー の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に よ る 刺 激 の 後 に Ｉ Ｆ
Ｎ － γ を 産 生 し た （ 平 均 Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ ／ 百 万 ３ ７ ． ８ ± ８ ． ２ ） 。 こ れ は 、 検 出 さ れ
た Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 特 異 的 Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ の 全 体 の 数 も 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に つ い て 最 初 に 見 ら
れ て い た と お り （ 図 ５ ） 増 加 さ せ る こ と が で き た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　
　 Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + 応 答 は Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ り 高 め る こ と が で き る
　 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド を 認 識 し た Ｔ 細 胞 サ ブ セ ッ ト を 規 定 す る た め に 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら の Ｃ
Ｄ ４ + 又 は Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 を 先 に 免 疫 磁 性 枯 渇 を 行 う こ と に よ り 集 団 を 濃 縮 し た （ enriched
） 。 残 り の 細 胞 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ に お い て セ ッ ト ア ッ プ し 、 そ し て Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６
又 は Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 及 び 同 じ 抗 原 を 組 み 込 む 解 毒 し た Ｃ ｙ ａ Ａ で 一 晩 刺 激 し た 。 ８ 人 の ド ナ
ー を Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に つ い て 試 験 し 、 ５ 人 の ド ナ ー を Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に
つ い て 試 験 し 、 そ し て 対 応 す る 組 換 え 抗 原 に つ い て 試 験 し た 。 Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + 応 答 の
両 方 共 組 換 え 抗 原 に 対 し て 見 ら れ 、 Ｃ Ｄ ４ + が 優 勢 で あ っ た （ 図 ７ ） 。 組 換 え 抗 原 に 対 す
る 応 答 と 比 較 す る と 、 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド に 対 す る 応 答 は 、 ３ つ の 例 で Ｃ Ｄ ４ に 向 け て シ
フ ト し 、 ２ つ の 例 で Ｃ Ｄ ８ に 向 け て シ フ ト し て い た （ 図 ７ ） 。 残 り の ８ つ の 場 合 に は 正 味
の 変 化 は な か っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　 Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ の 高 め ら れ た 検 出 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ を 経 由 す る 提 示 の た め に プ ロ セ ッ シ ン グ
さ れ な け れ ば な ら な い Ｃ ｙ ａ Ａ へ の 抗 原 の 共 有 結 合 会 合 （ covalent associrtion） を 必 要
と す る
　 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ タ ン パ ク 質 が Ｃ ｙ ａ Ａ に 共 有 結 合 で 連 結 さ れ な け れ ば か
ど う か を 決 定 す る た め に 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ を モ ッ ク Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド と 混 合 す る こ と の 効
果 を 試 験 し た 。 ４ 人 の 対 象 か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ （ ５ ０ ０ nM） 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ
Ａ Ｔ － ６ （ ５ ０ nM） 又 は ｒ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ （ ５ ０ ０ nM） と Ｃ ｙ ａ Ａ （ ５ ０ nM） の 混 合 物 で セ
ッ ト ア ッ プ し た 。 こ れ ら の 刺 激 剤 に つ い て の メ デ ィ ア ン Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ ／ 百 万 は 、 そ れ
ぞ れ 、 １ １ ３ 、 １ ４ ７ 及 び ５ ８ で あ り 、 こ れ は 増 強 が 起 こ る た め に は 、 抗 原 と 担 体 と の 共
有 結 合 連 結 が 必 要 で あ る （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） と い う こ と を 示 し て い る 。 事 実 、 ｒ
Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ の Ｃ ｙ ａ Ａ と の 単 純 な 混 合 物 は 、 ｒ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に 対 す る 応 答 を 実 際 に は 減
少 さ せ た か も 知 れ な い と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 次 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド を 認 識 し た Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 が Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 又 は
ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 で あ る か ど う か を 決 定 し た 。 Ｃ Ｄ ４ 又 は Ｃ Ｄ ８ を 欠 乏 さ せ た 細 胞 を Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ プ レ ー ト 上 に セ ッ ト ア ッ プ し 、 そ し て Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ （ ５ 人 の ド ナ ー
） 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ （ ４ 人 の ド ナ ー ） で 刺 激 し た 。 抗 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ ブ ロ ッ キ
ン グ 抗 体 、 抗 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ ブ ロ ッ キ ン グ 抗 体 、 又 は ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル （ す べ
て ５ μ g/mlで ） を 選 ば れ た ウ エ ル に 加 え そ し て プ レ ー ト を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 応 答 す る Ｃ Ｄ ４ 枯 渇 し た （ Ｃ Ｄ ８ と
解 釈 さ れ る ） Ｔ 細 胞 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ 応 答 は そ れ ぞ れ 抗 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 抗 体 に よ り ４ ８ ％ 及 び
８ ３ ％ 阻 害 さ れ た （ 図 ８ Ａ 及 び Ｃ ） 。 Ｃ Ｄ ８ 枯 渇 し た （ Ｃ Ｄ ４ と 解 釈 さ れ る ） Ｔ 細 胞 応 答
は 、 抗 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 抗 体 に よ り ６ ２ ％ 及 び ８ ８ ％ 阻 害 さ れ た （ 図 ８ Ｂ 及 び Ｄ ） 。 ア イ
ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 は 認 識 に 対 す る 効 果 を 持 た な か っ た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い
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） 。 更 に 、 ク ロ ロ キ ン は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ト キ ソ イ
ド に 対 す る Ｃ Ｄ ４ 応 答 を そ れ ぞ れ ７ ７ ％ 及 び ８ ４ ％ 阻 害 し た （ 図 ８ Ｂ 及 び Ｄ ） 。 こ れ ら の
デ ー タ は 、 一 緒 に な っ て 、 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド と し て 送 達 さ れ た Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ
ｓ ｉ ｓ 抗 原 に 対 す る 応 答 は 抗 原 プ ロ セ ッ シ ン グ を 必 要 と す る こ と 、 及 び 挿 入 さ れ た Ｍ ． ｔ
ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 分 子 の Ｍ Ｈ Ｃ 認 識 は 古 典 的 拘 束 性 で あ る （ classically restrict
ed） こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 対 す る 応 答 は 、 簡 単 な 全 血 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 ア ッ セ イ に お い て
も 高 め ら れ る
　 全 血 培 養 物 の 上 清 中 に 分 泌 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 検 出 は 、 よ り 少 な い 血 液 を 必 要 と し 、 そ
し て ｅ ｘ － ｖ ｉ ｖ ｏ Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ よ り も 現 場 条 件 に 潜 在 的 に よ り 多
く 適 用 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う な 全 血 ア ッ セ イ は 、 特 異 性 を 保 持 し て い る が
、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 検 出 よ り も 感 度 が 低 い と 思 わ れ る 。 ゆ え に 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 又 は Ｃ Ｆ Ｐ －
１ ０ を 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド に 対 す る 高 め ら れ た 応 答 が こ の 欠 陥 を 補 償 す る こ と が で
き る か ど う か を 検 査 し た 。 ３ ３ 人 の 患 者 及 び 健 常 な 感 作 さ れ た 対 象 を 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 に
つ い て ２ つ の リ ー ド ア ウ ト ア ッ セ イ （ read-out assay） を 使 用 し て 並 行 し て 試 験 し た 。 す
べ て の ３ ３ 人 の ド ナ ー は ｒ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に 応 答 し 、 そ し て ３ １ 人 の ド ナ ー は 、 ｒ Ｃ Ｆ Ｐ －
１ ０ に 応 答 し た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 対 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ｐ Ｏ Ｔ 及 び 全 血 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 応 答 は 正 の 相 関 が あ っ た （ ｒ ＝ そ れ ぞ れ 、 ０ ． ５ ８ 及 び ０ ． ６
４ 、 両 場 合 に ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ 、 図 ９ Ａ ） 。 ド ナ ー は 、 全 血 ア ッ セ イ に お い て 、 遊 離 抗 原 に
対 す る そ れ ら の 応 答 に 従 っ て 、 低 い （ ＜ ２ ５ ０ pg/mlＩ Ｆ Ｎ － γ ） 、 中 間 （ ２ ５ ０ ～ １ ０
０ ０ pg/mlＩ Ｆ Ｎ － γ ） 又 は 高 い 応 答 者 （ ＞ １ ０ ０ ０ pg/mlＩ Ｆ Ｎ － γ ） に 層 別 化 さ れ る 。
結 果 は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ に よ り 見 出 さ れ た と お り 抗 原 認 識 に 対 す る Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達
の 同 様 な 効 果 を 示 し た 。 か く し て 、 低 く 応 答 す る 対 象 で は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 存
在 下 に 産 生 さ れ る Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 量 は 、 遊 離 ｒ Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 存 在 下 に お け る よ り は 平 均 し
て ２ ７ ． ７ ± ９ ． ５ 倍 高 か っ た （ ｐ ＝ ０ ． ０ ２ １ 、 図 ９ Ｂ ） 。 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に
対 す る 応 答 は 同 じ 一 般 的 傾 向 を 示 し た が （ 平 均 ５ ． ６ ± ３ ． ２ 倍 ） 、 こ の 効 果 は 統 計 的 有
意 に は 達 し な か っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　
　 マ イ コ バ ク テ リ ア で プ ラ イ ミ ン グ さ れ た Ｔ 細 胞 の ｒ － Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ に よ る 特
異 的 及 び 有 効 な ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 刺 激
　 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ の Ｒ Ｄ １ 染 色 体 領 域 を 安 定 に 補 充 さ れ た 、 １ × １ ０ 6 又
は １ × １ ０ 7 Ｃ Ｆ Ｕ の Ｂ Ｃ Ｇ 株 （ Ｂ Ｃ Ｇ ： ： Ｒ Ｄ １ と 呼 ば れ る ） （ Ｐ ｙ ｍ ， ２ ０ ０ ２ ； Ｐ
ｙ ｍ ， ２ ０ ０ ３ ） で 感 染 さ せ た （ 皮 下 又 は 静 脈 内 ） Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス の 脾 細 胞 は 、 Ｅ
Ｓ Ａ Ｔ － ６ ： １ ～ ２ ０ ペ プ チ ド 又 は ｒ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 構 築 物 に よ り ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ
ｒ ｏ 刺 激 す る と 十 分 な レ ベ ル の Ｉ Ｆ Ｎ － γ を 産 生 し た （ 図 １ ０ ） 。 産 生 さ れ た こ れ ら の Ｉ
Ｆ Ｎ － γ レ ベ ル は Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ の 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 誘 導 体 （ Ｐ Ｐ Ｄ
） に よ る 刺 激 後 に 産 生 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ レ ベ ル に 匹 敵 し て い た こ と は 注 目 す る 価 値 が あ る
。 こ の Ｔ 細 胞 応 答 の 特 異 性 は 、 （ ｉ ） 無 関 係 の Ｍ ａ ｌ － Ｅ ： ４ ０ ～ ５ ４ ペ プ チ ド 又 は ｒ －
Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ ： ２ ５ ７ ～ ２ ６ ４ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に よ る こ れ ら の 細 胞 の 刺 激 は
Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 放 出 を 誘 発 し な か っ た 及 び （ ｉ ｉ ） コ ン ト ロ ー ル Ｂ Ｃ Ｇ で 感 染 し た マ ウ ス の
脾 臓 細 胞 （ Ｂ Ｃ Ｇ ： ： ｐ Ｙ Ｕ Ｂ ４ １ ２ ） は Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ ： １ ～ ２ ０ 又 は ｒ － Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ
Ｓ Ａ Ｔ － ６ に よ る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 刺 激 後 に 検 出 可 能 な Ｉ Ｆ Ｎ － γ を 産 生 し な か っ た と い
う 観 察 に よ り 確 立 さ れ た （ 図 １ ０ ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 マ ウ ス 、 感 染 、 免 役 感 作 。 雌 の 、 特 異 的 病 原 体 を 含 ま な い Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ （ Ｈ － ２ ｄ ） 又
は Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ （ Ｈ － ２ b ） マ ウ ス （ Iffa Credo, L’ Arbresle,France） を ６ ～ １ ２ 週
齢 で 使 用 し た 。 マ ウ ス を １ × １ ０ 6 又 は １ × １ ０ 7 Ｃ Ｆ Ｕ ／ マ ウ ス の Ｂ Ｃ Ｇ ： ： Ｒ Ｄ １ で 感
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染 さ せ 、 そ し て Pasteur Instituteの 動 物 施 設 に お け る Ａ Ｂ Ｌ － ３ バ イ オ ハ ザ ー ド 条 件 に
お い て ア イ ソ レ ー タ ー に お い て 維 持 し た 。 Ｔ 細 胞 応 答 を 感 染 の ３ ～ ４ 週 間 後 に 調 べ た 。 ｒ
－ Ｃ ｙ ａ Ａ に よ る マ ウ ス 免 疫 感 作 は 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 適 切 な ｒ － Ｃ ｙ ａ Ａ １ ０ 又 は ５ ０ μ gに
よ る １ 回 又 は ２ 回 静 脈 内 注 射 に よ り 行 わ れ た 。 Ｔ 細 胞 応 答 を 免 疫 感 作 の １ ０ ～ １ ２ 週 間 後
に 調 べ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 Ｔ 細 胞 増 殖 及 び サ イ ト カ イ ン 産 生 ア ッ セ イ 。 脾 臓 細 胞 又 は リ ン パ 節 細 胞 の 単 一 細 胞 懸 濁
液 を 、 種 々 の 濃 度 の 合 成 ペ プ チ ド （ Neosystems, Strasbourg, France） 又 は １ ～ １ ０ μ g/
mlの ｒ － Ｃ ｙ ａ Ａ の 存 在 下 に 、 ２ mMＬ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ Ｉ Ｕ ペ ニ シ リ ン ／ ml及 び １ ０
０ μ gス ト レ プ ト マ イ シ ン ／ mlを 補 充 さ れ た 合 成 Ｈ Ｌ － １ 培 地 （ BioWhittaker, Walkersvi
lle, MD） 中 で ９ ６ ウ エ ル 平 底 プ レ ー ト 上 に プ レ ー ト し た （ １ × １ ０ 6 細 胞 ／ ウ エ ル ） 。 リ
ン パ 増 殖 ア ッ セ イ （ lymphoproliferation assays） の た め に 、 培 養 物 を １ μ Ｃ ｉ ［ メ チ ル
－ 3 Ｈ ］ － チ ミ ジ ン （ ICN,Orsay, France） で １ ６ 時 間 パ ル ス し そ し て 細 胞 を ｃ ｐ ｍ 計 数 の
た め に 回 収 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ の た め に 、 培 養 上 清 を 、 Ｉ Ｌ 検 出 の た め ４ ８ 時 間 に 集 め そ し て 他
の サ イ ト カ イ ン の た め に ７ ２ 時 間 に 集 め た 。 標 準 Ｃ Ｔ Ｌ Ｌ － ２ バ イ オ ア ッ セ イ を 使 用 し て
Ｉ Ｌ － ２ を 定 量 し た 。 捕 捉 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 そ れ ぞ れ 、 Ｂ Ｖ Ｄ ４ － １ Ｄ １ １ 、
Ｔ Ｒ Ｆ Ｋ ５ 及 び Ｒ ４ － ６ Ａ ２ 並 び に ビ オ チ ン － コ ン ジ ュ ゲ ー テ ッ ド Ｂ Ｖ Ｄ ６ － ２ ４ Ｇ ２ 、
Ｔ Ｒ Ｆ Ｋ ４ 及 び Ｘ Ｍ Ｇ １ ． ２ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ BD Pharmingen,san Diego,CA） を 使 用
す る サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ５ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ － γ を 定 量 し た 。 組
換 え マ ウ ス サ イ ト カ イ ン （ BD PharMingen） に よ り 標 準 曲 線 を 得 た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　
　 本 発 明 の 使 用 の 範 囲 を 証 明 す る た め の 物 質 及 び 方 法
　 マ ウ ス 。 Iffa CREDO (L'Arbresle, France） か ら の 雌 の Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ （ Ｈ － ２ b ） マ
ウ ス を ６ ～ １ ０ 週 齢 で 使 用 し た 。 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド へ の 雌 の Ｔ Ａ Ｐ １ ノ ッ
ク ア ウ ト マ ウ ス （ Van kaer, L., et al., 1992） は A.Bandeira(Institut Pasteur, paris
, France） か ら の 寄 贈 品 で あ り そ し て 我 々 の 動 物 施 設 に お い て 繁 殖 さ せ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 。 そ れ ぞ れ 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン 残 基 ２ ５ ７ ～ ２ ６ ４ （ Bevan,M.J.
, 1976） を 包 含 す る Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ 及 び Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 残 基
１ ０ ０ ～ １ １ ４ （ Ｒ Ｅ Ｆ ） に 相 当 す る Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ に 相 当 す る 、 合 成 ペ プ チ
ド Ｓ Ｉ Ｉ Ｎ Ｆ Ｅ Ｋ Ｌ 及 び Ｎ Ｇ Ｋ Ｌ Ｉ Ａ Ｙ Ｐ Ｉ Ａ Ｖ Ｅ Ａ Ｌ Ｓ を Ｎ ｅ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ （ Strabo
urg, France） か ら 購 入 し た 。 Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 は 、 親 切 に も 、 J.M.Clement（ Institut
 Pasteur） に よ り 提 供 さ れ 、 そ し て オ ボ ア ル ブ ミ ン は Sigma（ Saint-Quentin Fallavier, 
France） か ら 購 入 し た 。 両 者 を １ mg/mlで Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 溶 解 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 挿 入 さ れ た Ｃ Ｄ ４ + Ｍ ａ ｌ Ｅ 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｏ Ｖ Ａ エ ピ ト ー プ を 有 す る 組 換 え Ｃ ｙ ａ Ａ 毒 素
の 構 築 、 産 生 及 び 精 製
　 Ｍ ａ ｌ Ｅ 及 び Ｏ Ｖ Ａ エ ピ ト ー プ を 同 時 に 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ハ イ ブ
リ ッ ド Ｃ ｙ ａ Ａ 対 立 遺 伝 子 を 構 築 す る た め に 、 ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ １ 由 来 の プ ラ ス ミ ド の 組 に
コ ー ド さ れ そ し て そ れ ぞ れ Ｃ Ｄ ４ + Ｍ ａ ｌ Ｅ エ ピ ト ー プ （ Loucka,J., et al） 又 は Ｃ Ｄ ８ +

Ｏ Ｖ Ａ エ ピ ト ー プ （ Osicka, R.,et al., 2000） を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド イ ン サ
ー ト を 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ 対 立 遺 伝 子 の 組 換 え の た め に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 対 立 遺 伝 子 に 沿 っ た 適 切 な
独 特 の 制 限 部 位 を 使 用 し た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ 遺 伝 子 に お け る 両 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 及 び 配
向 （ orientation） は 、 プ ラ ス ミ ド の 制 限 分 析 に よ り 立 証 さ れ 、 対 応 す る 発 現 さ れ た Ｃ ｙ
ａ Ａ タ ン パ ク 質 の 長 さ は 、 ７ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 立 証 さ れ た 。 こ の 研 究 で 使 用
さ れ た 組 換 え Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 ア ミ ノ 酸 １ ０ ８ と １ ０ ９ の 間 に Ｎ Ｇ Ｋ Ｌ Ｉ Ａ Ｙ Ｐ Ｉ Ａ Ｖ Ｅ Ａ Ｌ
Ｓ 配 列 を 有 し （ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ ） 、 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ６ と ３ ３ ７ の 間 に Ｓ Ｉ Ｉ Ｎ Ｆ Ｅ Ｋ Ｌ

10

20

30

40

50

(26) JP 2007-514415 A 2007.6.7

実 施 例 １ ３



配 列 を 有 し （ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ ） を 、 又 は そ れ ら の そ れ ぞ れ の 挿 入 部 位 に 両 配 列 を 有 す る
（ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ ） 。 す べ て の 構 築 物 を 残 基 １ ８ ８ と １ ８ ９ の 間 に ジ ペ プ チ
ド 配 列 の 挿 入 に よ り 遺 伝 子 的 に 解 毒 さ れ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ Ｘ Ｌ － １ Ｂ ｌ ｕ ｅ 株 （ Stratagene） を 、 ｐ Ｔ ７ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ １ に 由 来 し そ し て
Ａ Ｃ Ｔ （ Osicka,R., et al.,2000） 翻 訳 後 の ア シ ル 化 の た め に 必 要 な ア ク セ サ リ ー 遺 伝 子
ｃ ｙ ａ Ｃ を 含 有 す る 構 築 さ れ た プ ラ ス ミ ド に よ り 形 質 転 換 し た 。 細 胞 を 先 に 記 載 さ れ た よ
う に し て 成 育 さ せ （ Osicka,R., et al.,2000） 、 そ し て 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 、 １ mM
Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ の 添 加 に よ り 誘 発 し た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ タ ン パ ク 質 を ８ Ｍ 尿 素 で 抽 出 し （ Sebo, P., et
 al., 1991） 、 そ し て Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ フ ァ ロ ー ス 及 び フ ェ ニ ル セ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り 精 製 し た （ Karimova,G., et al., 1998） 。 精 製 さ れ た 毒 素 の 均 一 性 は 、 ７ ．
５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 証 明 さ れ た 。 精 製 さ れ た 組 換 え Ｃ ｙ ａ Ａ タ ン パ ク 質 濃 度 は 、
Ｂ ｒ ａ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ 法 に よ り 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 、 イ ン サ ー ト な し の 遺 伝 子 的 に 解 毒 さ れ た Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 親 切 に も D.Ladant
（ Institut Pasteur） に よ り 提 供 さ れ 、 そ し て ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 さ れ た
。
【 ０ １ １ ７ 】
　 培 養 培 地 。 完 全 培 地 は 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Valbiotech, Paris, France） 、 ２ － Ｍ
Ｅ ５ × １ ０ - 5 Ｍ 及 び 抗 生 物 質 （ ペ ニ シ リ ン １ ０ ０ Ｕ ／ ml、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン １ ０ ０ μ g/
ml） を 補 充 さ れ た Ｌ － ア ラ ニ ル － Ｌ － グ ル タ ミ ン ジ ペ プ チ ド を 含 有 す る Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０
か ら な っ て い た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 細 胞 系 。 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ か ら の Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 の １ ０ ０ ～ １ １ ４ 配 列 に 特 異 的 な 、 Ｈ
－ ２ b 拘 束 性 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ を 、 先 に 記 載 さ れ た と お り に （ Lo-Man, et al., 2
000） 我 々 の 実 験 室 で 発 生 さ せ 、 そ し て Ｃ Ｍ 地 に 維 持 し た 。 Ｂ ３ Ｚ （ karttunen, J.., et 
al., 1992） 、 Ｋ b 拘 束 性 Ｏ Ｖ Ａ ２ ５ ７ － ２ ６ ４ ペ プ チ ド に 特 異 的 な Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 ハ イ ブ
リ ド ー マ は 、 N.Shastri（ University of California, Berkeley, CA） か ら の 寛 大 な 贈 与
物 で あ り 、 そ し て Ｃ Ｍ に Ｇ ４ １ ８ 、 １ mg/ml及 び ヒ グ ロ マ イ シ ン Ｂ ４ ０ ０ μ g/mlを 加 え る
こ と に よ り 維 持 さ れ た 。 Ｅ Ｌ － ４ ５ ｔ ｈ ｙ ｍ ｏ ｍ ａ は 、 American Type Culture Collecti
on（ Manassas, Va） か ら 得 ら れ そ し て Ｃ Ｍ 中 に 維 持 さ れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ 発 生 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 先 に 記 載 さ れ た と お り に （ Inaba, K., et al., 1992） 骨
髄 前 駆 体 か ら 発 生 さ せ た 。 簡 単 に 言 え ば 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ 又 は Ｔ Ａ Ｐ １ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ
ス か ら の 骨 髄 細 胞 を 、 回 収 し 、 洗 浄 し そ し て 、 Ｇ Ｍ Ｃ Ｓ Ｆ 含 有 上 清 １ ％ を 有 す る Ｃ Ｍ 中 で
２ ． １ ０ 5 細 胞 ／ mlで 平 板 培 養 し た 。 ７ ％ Ｃ Ｏ 2 、 ３ ７ ℃ で ３ 日 間 の 培 養 後 に 、 培 地 を ブ レ
ー ト に 加 え た 。 非 接 着 性 及 び 半 接 着 性 細 胞 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ５ mM） で プ レ ー ト を フ
ラ ッ シ ュ す る こ と に よ り ７ 日 目 又 は ８ 日 目 に 回 収 し 、 そ し て 使 用 前 に 洗 浄 し た 。 回 収 さ れ
た 細 胞 は 、 通 常 、 す べ て Ｃ Ｄ １ １ ｂ を 発 現 し た Ｃ Ｄ １ １ ｃ ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 ６ ０ ～ ７ ０ ％ を
含 有 し て い た 。 こ れ ら の Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ は Ｃ Ｄ ４ ０ l o 及 び Ｃ Ｄ ８ ６ l o で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 抗 原 提 示 ア ッ セ イ 。 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ 又 は Ｂ ３ Ｚ Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ （ １ ０ 5 細 胞 ／ ウ エ ル
） の 刺 激 を 、 ９ ６ ウ エ ル 培 養 プ レ ー ト に お い て Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ （ １ ０ 5 細 胞 ／ ウ エ ル ） の 存 在
下 に １ ８ 時 間 細 胞 培 養 物 の 上 清 中 の Ｉ Ｌ － ２ 放 出 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 大 抵 の 実 験 に お い
て 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ は 種 々 の 濃 度 の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド で ４ ～ ５ 時 間 パ ル ス さ れ （ pulsed
） （ 図 の 説 明 参 照 ） 、 そ し て 洗 浄 し た 後 に Ｃ Ｍ ０ ． ２ ml中 の １ ０ 5 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ
を 加 え た 。 薬 物 阻 害 ア ッ セ イ で は 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 バ ル ス さ れ た 後 に ０ ． ０ ５ ％ グ ル タ ル
ア ル デ ヒ ド （ Sigma） で 固 定 し 、 洗 浄 し 、 次 い で ハ イ ブ リ ド ー マ を 加 え た 。 １ ８ 時 間 後 に
、 培 養 上 清 を － ８ ０ ℃ で 少 な く と も ２ 時 間 凍 結 さ せ た 。 次 い で 、 Ｉ Ｌ － ２ 依 存 性 Ｃ Ｔ Ｌ －
Ｌ 細 胞 系 １ ０ 4 細 胞 ／ ウ エ ル を こ れ ら の 上 清 １ ０ ０ μ ｌ で 培 養 し た 。 ４ ８ 時 間 後 に 、 ［ 3 -
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Ｈ ］ チ ミ ジ ン （ ５ ０ μ Ci/ml， ICN, Orsay, France） を ウ エ ル に 加 え そ し て 細 胞 を 自 動 化
細 胞 回 収 器 （ automated cell harvester） （ Skatron, lier, Norway） で ６ 時 間 後 に 回 収
し た 。 組 み 込 ま れ た チ ミ ジ ン を シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 検 出 し た 。 す べ て の 実 験 で 、
各 点 は 二 重 に （ in duplicate） 行 わ れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 阻 害 剤 及 び 抗 体 。 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド （ Ｃ Ｈ Ｘ 、 ５ μ g/mlで 使 用 し た ） 、 ブ レ フ ェ ル ジ ン
Ａ （ Ｂ Ｆ Ａ 、 ５ μ g/ml） 、 サ イ ト カ ラ シ ン Ｂ （ Ｃ Ｃ Ｂ 、 ５ μ g/ml） 、 ロ イ ペ プ チ ン （ ５ ０
μ g/ml） 、 ペ プ ス タ チ ン （ ５ ０ μ g/ml） 、 ク ロ ロ キ ン （ ５ ０ 及 び １ ５ ０ μ M） 、 Ｎ － ア セ
チ ル － Ｌ － ロ イ シ ナ ル － Ｌ － ノ ル ロ イ シ ナ ル （ Ｌ Ｌ ｎ Ｌ 、 １ ２ μ g/ml） 及 び Ｎ － ア セ チ ル
－ Ｌ － ロ イ シ ナ ル － Ｌ － メ チ オ ニ ナ ー ル （ Ｌ Ｌ ｍ Ｌ 、 １ ２ μ g/ml） は 、 す べ て Sigma－ Ａ
ｌ ｄ ｒ ｉ ｃ ｈ （ Saint-Louis, MO） か ら の も の で あ り 、 そ し て 製 造 者 の 助 言 に 従 っ て 適 切
な 溶 媒 中 に 溶 解 し た 。 ラ ク タ シ ス チ ン （ Biomol, research Labs., Inc., Plymouth Meeti
ng PA） を １ mg/mlで 水 に 溶 解 し そ し て １ ０ μ Ｍ 最 終 で 使 用 し た 。 マ ウ ス Ｃ Ｄ １ １ ｂ （ Ｍ １
／ ７ ０ 、 ｒ ａ ｔ Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 Ｋ ） に 対 し て 特 異 的 な 精 製 し た ｍ Ａ ｂ ｓ 及 び 対 応 す る ア イ ソ
タ イ プ コ ン ト ロ ー ル は 、 Pharmingen（ Le Pont de Claix, France） か ら 購 入 し そ し て １ ０
μ g/mlで 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 阻 害 の 研 究 。 阻 害 の 研 究 の た め に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 最 初 に 、 ７ ％ Ｃ Ｏ 2 、 ３ ７ ℃ で Ｃ Ｍ
０ ． １ ml中 で １ 時 間 薬 物 又 は 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 い で Ａ ｇ ｓ を 阻 害 剤 の 連
続 的 存 在 下 に 、 図 の 説 明 に 示 さ れ た 最 終 濃 度 で Ｃ Ｍ ０ ． １ ml中 に 加 え た 。 抗 Ｃ Ｄ １ １ ｂ 又
は ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 を 使 用 す る ア ッ セ イ に お い て 、 差 細 胞 を Ａ ｇ ｓ 及 び 抗 体
の 両 方 と の ５ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て １ ０ 5 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ
ド ー マ を 加 え た 。 薬 物 を 使 用 す る ア ッ セ イ で は 、 細 胞 を ５ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後
に 洗 浄 し 、 そ し て ３ ７ ℃ で ２ 分 間 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ０ ０ ５ ％ （ Sigma） 及 び リ シ ン ０ ．
２ Ｍ （ Sigma） を 使 用 し て 固 定 し た 。 ３ 回 洗 浄 し た 後 、 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を ０ ． ２ ml
Ｃ Ｍ 中 に ウ エ ル に 加 え た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 低 張 性 シ ョ ッ ク （ hypotonic shock） の 後 の Ｋ + 欠 乏 に よ る ク ラ ス リ ン 媒 介 エ ン ド サ イ ト
ー シ ス の 阻 害 の た め に 、 Ｄ Ｃ （ １ ０ 5 ／ ウ エ ル ） を 、 ５ ． １ ０ - 5 Ｍ ２ － Ｍ Ｅ 、 １ ０ ０ Ｕ ／ m
lペ ニ シ リ ン 及 び １ ０ ０ μ g/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン を 補 充 さ れ た 血 清 を 含 ま な い 合 成 Ｏ ｐ
ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 （ Life Technologies） 中 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 い で 、
Ｄ Ｃ ｓ を 、 低 張 性 培 地 （ Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 及 び 超 純 粋 Ｈ 2 Ｏ 、 ５ ０ ／ ５ ０ ） 中 で ５ 分 間
、 そ し て 最 後 に 、 Ｋ + 不 含 有 （ １ ４ ０ mMＮ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ mMＨ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ － Ｎ ａ Ｏ Ｈ 、 １ mMＣ
ａ Ｃ ｌ 2 、 １ mMＭ ｇ Ｃ ｌ 2 、 １ mg/mlグ ル コ ー ス 及 び ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ ） 又 は Ｋ + 含 有 （ １ ０ mM
Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ３ ０ mMＮ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ mMＨ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ － Ｎ ａ Ｏ Ｈ 、 １ mMＣ ａ Ｃ ｌ 2 、 １ mMＭ ｇ Ｃ
ｌ 2 、 及 び ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ ） に お い て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Ａ ｇ ｓ を 図 の 説
明 に 指 示 さ れ た 濃 度 で ウ エ ル に 加 え 、 １ 時 間 後 に 、 Ｄ Ｃ ｓ を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し 、 そ し て Ｃ
Ｍ を ４ 時 間 加 え て Ａ ｇ プ ロ セ ッ シ ン グ を 可 能 と し た 。 Ｄ Ｃ ｓ を 洗 浄 し 、 先 に 記 載 さ れ た よ
う に し て 固 定 し 、 そ し て Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を １ ８ 時 間 ウ エ ル に 加 え た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 マ ウ ス 免 疫 感 作 。 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス に 、 Ｐ Ｂ Ｓ ０ ． １ ml中 に 希 釈 さ れ た Ｃ ｙ ａ Ａ －
Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 、 ５ ０ μ g
を 静 脈 内 注 射 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 細 胞 傷 害 性 ア ッ セ イ
　 免 疫 感 作 さ れ た マ ウ ス か ら の 脾 臓 細 胞 を 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 注 射 の ７ 日 後 に 単 離 し 、 そ し て 同 系
の 照 射 さ れ た ナ イ ー ブ 脾 臓 細 胞 の 存 在 下 に 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド （ １ μ g/ml） に よ り
５ 日 間 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 再 刺 激 し た 。 細 胞 傷 害 性 活 性 を 、 先 に 記 載 さ れ た よ う に （ Fayoll
e, C., et al., 1996） ５ 時 間 の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ［ 5 1 Ｃ ｒ ］ － 放 出 ア ッ セ イ に お い て 決
定 し た 。 簡 単 に 言 え ば 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド ５ ０ μ Ｍ を ロ ー ド さ れ た Ｅ Ｌ ４ （ Ｈ － ２ b
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） 腫 瘍 細 胞 を Ｈ － ２ b エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の た め の 標 的 細 胞 と し て 使 用 し た 。 種 々 の エ フ ェ
ク タ ー 対 標 的 比 を 使 用 し そ し て す べ て の ア ッ セ イ を 二 重 に 行 っ た 。 各 ア ッ セ イ に お い て 、
ペ プ チ ド の 不 存 在 下 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た Ｅ Ｌ － ４ 細 胞 を 、 非 特 異 的 溶 解 の た め の
コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 各 ウ エ ル に お け る ［ 5 1 Ｃ ｒ ］ － 放 出 を 、 マ イ ク ロ ベ ー タ ー
ト リ ラ ッ ク ス 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー （ MicroBeta Trilux liquid scintillatio
n Counter） （ Wallac, Turku, Finland） を 使 用 し て 計 数 し た 。 特 異 的 溶 解 の 百 分 率 は 、
１ ０ ０ × （ 実 験 で の 放 出 － 自 然 に 起 こ る 放 出 ） ／ （ 最 大 放 出 － 自 然 に 起 こ る 放 出 ） と し て
計 算 さ れ た 。 最 大 放 出 は 、 標 的 細 胞 に １ ０ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － ４ ０ ５ を 加 え る こ と に よ り
得 ら れ 、 そ し て 自 然 に 起 こ る 放 出 は Ｃ Ｍ 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 標 的 細 胞 に よ り 決
定 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 サ イ ト カ イ ン Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ 。 免 疫 感 作 さ れ た マ ウ ス か ら の 脾 臓 細 胞 を 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ

1 0 0 - 1 1 4 又 は Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド １ μ g/mlの 存 在 下 又 は 不 存 在 下 に ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で
再 刺 激 し 、 そ し て 培 養 上 清 を ７ ２ 時 間 後 に 回 収 し た 。 次 い で 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ５ 及 び Ｉ
Ｆ Ｎ － δ 濃 度 を 、 標 準 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り こ れ ら の 上 清 に お い て 測 定 し た 。 マ
キ シ ソ ー プ プ レ ー ト （ Maxisorp plates） （ Nunc, Roskilde, Demark） を 、 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト 化 さ れ て い な い （ unconjugated） 抗 Ｉ Ｌ － ４ 、 抗 Ｉ Ｌ － ５ 、 又 は 抗 Ｉ Ｆ Ｎ － δ 捕 捉 抗 体
（ そ れ ぞ れ 、 Ｂ Ｖ Ｄ ４ － １ Ｄ １ １ 、 Ｔ Ｒ Ｆ Ｋ ５ 、 Ｒ ４ － ６ Ａ ２ ク ロ ー ン 、 Pharmingen） で
コ ー テ ィ ン グ し 、 そ し て 対 応 す る ビ オ チ ニ ル 化 ｍ Ａ ｂ （ Ｂ Ｖ Ｄ ６ － ２ ４ Ｇ ２ 、 Ｔ Ｒ Ｆ Ｋ ４
、 Ｘ Ｍ Ｇ １ ． ２ ク ロ ー ン 、 Pharmingen） を 使 用 し て 検 出 を 行 っ た 。 プ レ ー ト を ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン － Ｈ Ｒ Ｐ （ Pharmingen） 及 び 基 質 と し て ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Sigma-Aldric
h） を 使 用 し て 展 開 し た 。 す べ て の 投 与 量 を 二 重 に 行 っ た 。 ア ッ セ イ を 組 換 え マ ウ ス サ イ
ト カ イ ン （ Pharmingen） で 標 準 化 し 、 そ し て 結 果 を pg/mlで 表 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 経 路 へ の Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ 送 達
に お い て Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 よ り 有 効 で あ る
　 レ ポ ー タ ー と し て Ｍ ａ ｌ Ｅ Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 使 用 し て 、 組 換 え Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ
ａ ｌ Ｅ は 、 脾 臓 細 胞 の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 経 路 に Ｎ Ｇ Ｋ Ｌ Ｉ Ａ Ｙ Ｐ Ｉ Ａ Ｖ Ｅ Ａ Ｌ Ｓ 　 Ｍ
ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド を 送 達 す る こ と が 以 前 に 示 さ れ た （ Loucka, J., et al., 2000）
。 Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 に 比 べ て こ の 送 達 の 有 効 性 を 次 に 評 価 し た 。 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ポ ジ テ ィ ブ
で あ る （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 使 用 し て 、 位 置 １ ０ ８ に Ｍ ａ ｌ Ｅ 　 Ｎ Ｇ
Ｋ Ｌ Ｉ Ａ Ｙ Ｐ Ｉ Ａ Ｖ Ｅ Ａ Ｌ Ｓ 　 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ の 提 示 を Ｍ ａ
ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 と 比 較 し た 。 Ａ Ｐ Ｃ ｓ を 各 タ ン パ ク 質 の 段 階 希 釈 物 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し 、 そ し て そ れ ら の 表 面 に お け る Ｉ － Ａ b － Ｎ Ｇ Ｋ Ｌ Ｉ Ａ Ｙ Ｐ Ｉ Ａ Ｖ Ｅ Ａ Ｌ Ｓ 複 合 体 の 出
現 を 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ 、 こ の Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 に 対 し て 特 異 的 な Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 ハ イ ブ
リ ド ー マ 、 に よ り モ ニ タ リ ン グ し た （ Lo-Man, R., et al., 2000） 。 予 想 さ れ る と お り （
図 １ １ Ａ ） 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ は 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３
に よ る Ｉ Ｌ － ２ 分 泌 を 有 効 に 刺 激 し た 。 更 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ と 同 じ レ ベ ル の Ｔ 細 胞
ハ イ ブ リ ド ー マ 刺 激 に 達 す る た め に は 、 １ ０ ０ 倍 高 い 濃 度 の Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 が 必 要 で
あ っ た 。 脾 臓 細 胞 で 先 に 示 さ れ た と お り （ Loucka, J., et al.,2002） 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ
ｌ Ｅ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ は ま た 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ を 刺 激 す る こ と に お い て
、 遊 離 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド を ロ ー ド さ れ た Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ よ り も １ ０ 倍 有 効 で も あ っ た
。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の 増 強 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ 組 成 物 中 の あ る 成 分 の 非 特 異 的 刺 激 効 果 に よ る も の
で あ る こ と を 排 除 す る た め に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 一 定 濃 度 の Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ
Ｖ Ａ 及 び 種 々 の 濃 度 の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 又 は Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 と イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 次 い で Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ へ の Ｉ － Ａ b － Ｎ Ｇ Ｋ Ｌ Ｉ Ａ Ｙ Ｐ Ｉ Ａ Ｖ Ｅ Ａ Ｌ Ｓ 複 合 体 提
示 の 有 効 性 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 図 １ Ｂ に 示 さ れ た と お り 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ １ ０ ０ － １ １ ４ ペ プ
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チ ド 又 は Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 提 示 の 増 強 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ の 存 在 下
で は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ り 送 達 さ れ た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 エ ピ
ト ー プ の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 さ れ た 提 示 の 増 強 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 又 は 汚 染 物 に よ る Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ
活 性 化 よ る も の で は な い こ と を 確 証 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び Ｉ Ｉ 提 示 の た め の モ デ ル Ｃ Ｄ ４ +

及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 時 に 送 達 す る
　 先 の レ ポ ー ト に お い て 、 ３ つ の 異 な る Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ は 、
こ れ ら の エ ピ ト ー プ に 対 し て ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 保 護 Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 を 同 時 に 誘 発 す る こ と が 示 さ
れ た （ Fayolle, C., et al., 2001） 。 ゆ え に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ に Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ
Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 両 方 を 送 達 し て 、 特 異 的 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ に Ａ ｇ 提 示 す る
こ と が で き る か ど う か を 決 定 し た 。 ゆ え に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 、 即 ち 、 Ｍ ａ ｌ
Ｅ （ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 ） 及 び Ｏ Ｖ Ａ （ ク ラ ス Ｉ 拘 束 性 ） エ ピ ト ー プ の 両 方 を 有 す る 組 換 え
Ｃ ｙ ａ Ａ を 、 提 示 ア ッ セ イ に お い て Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ と 比 較 し た
。 こ の 比 較 を 可 能 と す る た め に 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ
ｌ Ｅ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ の ア ミ ノ 酸 １ ０ ８ と １ ０ ９ の 間 に 挿 入 し た 。 Ｏ Ｖ Ａ
Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ の ア ミ
ノ 酸 ３ ３ ６ と ３ ３ ７ の 間 に 挿 入 し た 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ 上 の Ｋ b － Ｓ Ｉ Ｉ Ｎ Ｆ Ｅ Ｋ Ｌ 複 合 体 の 存
在 を 検 出 す る た め に 、 Ｂ ３ Ｚ 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 7 ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 ハ
イ ブ リ ド ー マ （ Karttunen., J., et al., 2002） を 使 用 し た 。 図 １ １ Ａ 及 び １ １ Ｃ に 示 さ
れ た と お り 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ は 、 Ｃ
Ｒ Ｍ Ｃ ３ 及 び Ｂ ３ Ｚ Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ の 両 方 を 刺 激 し た 。 更 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ
－ Ｏ Ｖ Ａ は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 経 路 へ の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 送 達 に お い て Ｃ ｙ
ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ と 同 じ く 有 効 で あ っ た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ
Ａ の Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 の 、 Ｂ ３ Ｚ へ の 同 等 な Ｋ b － Ｓ Ｉ Ｉ Ｎ Ｆ Ｅ Ｋ
Ｌ 複 合 体 提 示 も 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 そ の Ａ Ｃ ド メ イ ン に 挿 入 さ れ
た エ ピ ト ー プ を Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ 及 び Ｉ Ｉ 分 子 に 同 時 に 送 達 す る こ と 、 及 び １ つ の エ ピ ト ー プ の 送
達 の 有 効 性 が Ｃ ｙ ａ Ａ の Ａ Ｃ ド メ イ ン へ の 他 の エ ピ ト ー プ の 挿 入 に よ り 影 響 さ れ な い こ と
を 確 証 す る 。 特 に 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 の 増 強 は 、 Ｏ Ｖ Ａ 及 び Ｍ ａ ｌ Ｅ エ ピ ト ー プ の 両
方 を 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ で 依 然 と し て 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　
　 Ｃ ｙ ａ Ａ と Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ 上 の Ｃ Ｄ １ １ ｂ と の 相 互 作 用 は 、 レ ポ ー タ ー Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ
ト ー プ の 送 達 の 増 強 の た め に 必 要 で あ る
　 Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に お け る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 提 示 の 増 強 は 、 こ の タ ン パ ク 質 と 、 Ｂ Ｍ
Ｄ Ｃ ｓ 上 に 発 現 さ れ て い る そ の Ｃ Ｄ １ １ ｂ 受 容 体 （ Guermonprez, P., et al., 2001） と
の 特 異 的 相 互 作 用 に よ り 説 明 す る こ と が で き る 。 こ の 仮 説 を 検 定 す る た め に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ
を 最 初 に １ ０ μ g/ml抗 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ｍ Ａ ｂ ｓ 又 は 同 じ 濃 度 の ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ
ｂ ｓ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 図 ２ Ａ に 示 さ れ た と お り 、 Ａ Ｐ Ｃ ｓ と 抗 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ｍ Ａ
ｂ ｓ と の 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 の 後 の Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３
へ の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド の 提 示 を 完 全 に 且 つ 特 異 的 に 妨 害 し た 。 予 想 さ れ る と お り
、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ と ｍ Ａ ｂ ｓ と の 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ へ の Ｍ ａ ｌ Ｅ タ
ン パ ク 質 の 提 示 に 影 響 を 与 え な か っ た 。 抗 Ｃ Ｄ １ １ ｂ と の Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
は 、 Ｂ ３ Ｚ へ の 遊 離 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド 提 示 に 影 響 を 与 え る こ と な く 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ
Ｖ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ か ら の Ｋ b － Ｓ Ｉ Ｉ Ｎ Ｆ Ｅ Ｋ Ｌ 複 合 体 の 発 生 を 阻 止 す る こ と も 確 証 さ れ た
（ 図 １ ２ Ｂ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ が Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ 経 路 の 両 方 に
送 達 さ れ る 高 い 有 効 性 が Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｄ １ １ ｂ 特 異 的 相 互 作 用 に 依 存 し て い る こ と を 示 す
。
【 ０ １ ３ １ 】
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Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に よ る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 経 路 へ の Ｍ ａ ｌ Ｅ ペ プ チ ド 送 達
は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 も Ｔ Ａ Ｐ ト ラ ン ス ポ ー タ ー も 必 要 と し な い
　 先 の 研 究 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ と の Ｃ ｙ ａ Ａ の 相 互 作 用 は 、 標 的 細 胞 の 細 胞 質 ゾ ル へ の 直 接 の
Ａ Ｃ ド メ イ ン ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン を も た ら す こ と を 証 明 し た 。 こ の ド メ イ ン を そ の 後 に
プ ロ セ ッ シ ン グ し て Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 拘 束 性 提 示 の た め の ペ プ チ ド を 発 生 さ せ る こ と は 、 プ
ロ テ ア ソ ー ム を 必 要 と し そ し て Ｔ Ａ Ｐ ト ラ ン ス ポ ー タ ー に 依 存 す る （ Guermonprez, P., e
t al., 1999） 。 あ る 内 因 性 Ａ ｇ ｓ は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 及 び カ ル パ イ ン を 必 要 と す る 別 の
経 路 に よ る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 の た め に 細 胞 質 ゾ ル に お い て プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ る こ と
が 報 告 さ れ た （ lich., J.D., et al., 2000） 。 次 い で 、 細 胞 質 ゾ ル 中 に 放 出 さ れ た ペ プ
チ ド は 、 あ ま り 理 解 さ れ て い な い 機 構 に 沿 っ て エ ン ド サ イ ト ー シ ス 区 画 に 輸 送 さ れ る 。 ゆ
え に 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ へ の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 提 示 の た め の Ｃ
ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ の プ ロ テ ア ソ ー ム 要 求 を 試 験 し た 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 ラ ク タ シ ス
チ ン 、 ２ ０ Ｓ プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 （ fenteany, G.,et al., 1995; Craiu, A., et al., 
1997） と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で Ａ ｇ ｓ を 加 え た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 １ ３ Ａ に 示 さ れ た と お り 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 の 阻 害 は 、 Ｉ － Ａ b － Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4

複 合 体 形 成 及 び Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ へ の 提 示 を 妨 げ な か っ た 。 予 測 さ れ る と お り 、 遊 離 ペ プ チ ド 及
び Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 は 、 ラ ク タ シ ス チ ン で 処 理 さ れ た Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ に よ り 依 然 と し て 提 示
さ れ た 。 対 照 的 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 に よ る Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド 提 示
は 、 ラ ク タ シ ス チ ン に よ り 完 全 に 妨 げ ら れ た （ 図 １ ３ Ｂ ） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 次 い で 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ に よ る Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ へ の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 提 示 に 対 す る Ｌ Ｌ
ｎ Ｌ （ カ テ プ シ ン 及 び プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 ） 及 び Ｌ Ｌ ｍ Ｌ （ カ テ プ シ ン 阻 害 剤 ） に 対 す
る 効 果 を 比 較 し た 。 図 １ ３ に 示 さ れ た と お り 、 両 阻 害 剤 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ
送 達 に よ る Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 提 示 を 阻 止 し た 。 こ れ は 、 こ の プ ロ セ ッ シ ン グ 経 路
に お け る カ テ プ シ ン Ｌ 又 は Ｂ に 対 す る 要 求 を 証 明 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 Ｌ Ｌ ｎ Ｌ は
Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 の 後 に Ｂ ３ Ｚ へ の Ｏ Ｖ Ａ ペ プ チ ド 提 示 を 阻 止 し た が 、 Ｌ
Ｌ ｍ Ｌ は 阻 止 し な か っ た 。 か く し て 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ へ の そ の エ ン ト リ ー 後 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ Ａ Ｃ ド
メ イ ン は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 を 必 要 と し な い が 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 の ２ つ の シ ス
テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る カ テ プ シ ン Ｌ 又 は Ｂ に 依 存 す る 機 構 に よ り 、 プ ロ セ ッ シ ン グ さ
れ て Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 提 示 の た め の ペ プ チ ド を 発 生 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 Ａ Ｃ ド メ イ ン か ら の ク ラ ス Ｉ 及 び Ｉ Ｉ エ ピ ト ー プ の プ ロ セ ッ シ ン グ が 、 Ａ Ｐ Ｃ ｓ へ の Ａ
Ｃ ド メ イ ン 送 達 後 に 異 な る 経 路 を た ど る こ と を 更 に 確 証 す る た め に 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分
子 に よ る Ｃ ｙ ａ Ａ 提 示 の た め の Ｔ Ａ Ｐ 要 求 を 試 験 し た 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を Ｔ Ａ Ｐ １ ノ ッ ク ア ウ
ト マ ウ ス か ら 発 生 さ せ そ し て Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ へ の 提 示 ア ッ セ イ に 使 用 し た 。 図 １ ３ Ｃ に 示 さ れ
た と お り 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ は 、 Ｗ Ｔ 及 び Ｔ Ａ Ｐ １ ノ ッ ク ア ウ ト Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ の
Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 経 路 に Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド を 有 効 に 送 達 し た （ Van kaer, L.,
 et al） 。 予 測 さ れ る と お り 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 へ の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 送 達
も ま た 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 又 は Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド が Ａ ｇ ｓ と し て 使 用 さ れ る と
き 、 Ｔ Ａ Ｐ ト ラ ン ス ポ ー タ ー に 依 存 し な か っ た 。 先 に 公 表 さ れ た と お り （ Guermonprez,P.
, et al） 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 提 示 経 路 へ の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 は
、 Ａ Ｐ Ｃ ｓ に お い て Ｔ Ａ Ｐ １ ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 存 在 を 必 要 と す る こ と が 示 さ れ た （ 図 １
３ Ｄ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ Ａ Ｃ ド メ イ ン か ら の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ ペ
プ チ ド の 発 生 は 、 ２ つ の 異 な る 経 路 を た ど る こ と を 更 に 確 証 す る 。 更 に 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ
ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 に 対 す る Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 提 示 の た め の カ テ プ シ ン 活 性 の 要 求
は 、 プ ロ セ ッ シ ン グ の エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 が Ｃ ｙ ａ Ａ 分 解 及 び Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示
経 路 へ の エ ン ト リ ー の 責 任 を 有 す る か も 知 れ な い こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
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　 Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ Ｉ 提 示 の た め の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ プ ロ セ ッ シ ン グ は 、 エ ン ド ソ ー ム
プ ロ テ ア ー ゼ 及 び 液 胞 酸 性 化 を 必 要 と す る
　 外 因 性 可 溶 性 Ａ ｇ の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 後 に 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 提 示 の た め の ペ プ
チ ド リ ガ ン ド は 、 逐 次 に 活 性 化 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ の 組 に よ る タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 分
解 に よ り エ ン ド ソ ー ム 及 び リ ソ ソ ー ム に お い て 発 生 さ れ る （ Ｖ ｉ ｌ ｌ ａ ｄ ａ ｎ ｇ ｏ ｓ ， 　
Ｊ ． 　 ２ ０ ０ １ ） 。 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 後 に Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 提 示
を 発 生 さ せ る の に カ テ プ シ ン 活 性 が 必 要 で あ る の で 、 他 の エ ン ド サ イ ト ー シ ス プ ロ テ ア ー
ゼ が Ｉ － Ａ b － Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 複 合 体 形 成 の た め に 必 要 で あ る か ど う か を 試 験 し た 。 ロ イ
ペ プ チ ン （ Umezawa, H. 1976） 、 セ リ ン 及 び シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 剤 は 、 Ｃ ｙ ａ
Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ が Ａ ｇ と し て 使 用 さ れ る と き 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ へ の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ
プ チ ド 提 示 を 完 全 に ブ ロ ッ ク し た が 、 遊 離 ペ プ チ ド の 提 示 に 影 響 を 与 え な か っ た （ 図 １ ４
Ａ ） 。 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は Ｍ ａ ｌ Ｅ エ ピ ト ー プ の Ｎ － 末 端 を 発 生 さ せ る の に 実 際 に 必 要
で あ り う る こ と が 言 及 さ れ る べ き で あ る 。 ペ プ ス タ チ ン （ Umezawa, H. 1976; Mizuochi, 
T., et al., 1994） 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 剤 、 も 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ －
Ｏ Ｖ Ａ 送 達 後 の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 提 示 を 部 分 的 に 阻 害 し た 。 遊 離 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4

ペ プ チ ド 提 示 は 、 薬 物 の 存 在 下 に 影 響 を 受 け な い ま ま で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 エ ン ド
サ イ ト ー シ ス プ ロ テ ア ー ゼ が Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ ペ プ チ ド 発 生 の た め の Ａ Ｃ ド メ イ ン 分 解 に
関 与 し て い る こ と を 示 す 。 ゆ え に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ Ａ Ｃ ド メ イ ン が 古 典 的 エ ン
ド サ イ ト ー シ ス 経 路 に 達 し て プ ロ テ ア ー ゼ に よ り プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 液 胞 酸 性 化 は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス プ ロ テ ア ー ゼ の 逐 次 的 活 性 化 を 制 御 す る 重 要 な フ ァ
ク タ ー で あ る 。 ゆ え に 、 ク ロ ロ キ ン 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 小 胞 酸 性 化 の 阻 害 剤 、 を 使 用 し
て 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ る Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 提 示 が エ ン ド サ イ ト ー シ ス プ ロ セ ッ シ
ン グ 後 に 起 こ る こ と を 確 証 し た 。 図 １ ４ Ａ に 示 さ れ た と お り 、 ク ロ ロ キ ン は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ －
Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 及 び Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 送 達 後 の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド の 提 示 を 強
く 減 少 さ せ る が 、 こ れ に 対 し て 遊 離 ペ プ チ ド 提 示 は 影 響 を 受 け な い ま ま で あ る 。 し か し な
が ら 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド 提 示 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ が Ａ ｇ と し て 使 用 さ
れ る と き 、 液 胞 酸 性 化 に 依 存 し な い こ と が 確 証 さ れ る （ Guermonprez, P., et al., 2000a
, b） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 ペ プ チ ド を 発 生 さ せ る た め の Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ
ｓ へ の Ａ Ｃ ド メ イ ン プ ロ セ ッ シ ン グ は 、 液 胞 酸 性 化 及 び エ ン ド サ イ ト ー シ ス プ ロ テ ア ー ゼ
に 依 存 し て い る こ と を 証 明 す る 。 そ れ ら は ま た 、 Ｃ ｙ ａ Ａ Ａ Ｃ ド メ イ ン が 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ 細
胞 質 ゾ ル に 同 時 に ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン さ れ る こ と が で き て 、 プ ロ テ ア ソ ー ム に よ り 更 に
プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ 、 そ し て 、 小 胞 に 捕 捉 さ れ る こ と が で き 、 小 胞 は プ ロ セ ッ シ ン グ の エ
ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 た ど る こ と も 示 唆 す る 。 あ る い は 、 Ｃ Ｄ １ １ ｂ に 結 合 し た 後 に 、 Ｃ
ｙ ａ Ａ は エ ン ド サ イ ト ー シ ス さ れ 、 次 い で 細 胞 質 ゾ ル に ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン さ れ る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に よ る Ｍ ａ ｌ Ｅ エ ピ ト ー プ 送 達 は 、 ブ レ フ ェ ル ジ ン Ａ に よ
る ゴ ル ジ 障 害 及 び シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド に よ る タ ン パ ク 質 合 成 阻 害 に 対 し て 感 受 性 で あ る
　 Ａ Ｐ Ｃ 表 面 に お け る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ ペ プ チ ド 複 合 体 の 提 示 は 、 外 因 性 Ａ ｇ の 分 解 を 必
要 と し 、 し か も 発 生 し た ペ プ チ ド の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 と の 会 合 も 必 要 と す る （ Gordon
, S.V., et al., 1999） 。 古 典 的 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 で は 、 新 た に 合 成 さ れ た Ｍ Ｈ Ｃ
ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 が 必 要 で あ る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 ゴ ル ジ を と お っ て Ｅ Ｒ を 去 り そ し て ト ラ
ン ス ゴ ル ジ 網 （ Ｔ Ｇ Ｎ ） に 達 し 、 そ れ に よ り そ れ ら は エ ン ド サ イ ト ー シ ス 経 路 に 向 け て 送
ら れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 後 の Ｉ － Ａ b － Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 複 合 体 発 生 が
新 生 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 を 必 要 と す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド （
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Ｃ Ｈ Ｘ ） 、 タ ン パ ク 質 合 成 の 阻 害 剤 、 を 使 用 し た 。 図 １ ５ Ａ に 示 さ れ た と お り 、 Ｃ ｙ ａ Ａ
－ Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 又 は Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 の 添 加 前 に Ｃ Ｈ Ｘ と 予 備 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
さ れ た Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ は 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ に よ る Ｉ Ｌ － ２ 分 泌 を 刺 激 し な か っ た 。 予 測 さ れ る と お
り 、 Ｃ Ｈ Ｘ は 、 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ へ の 遊 離 ペ プ チ ド の 提 示 を 阻 害 し な か っ た 。 更 に 、
Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 に 続 く Ｂ ３ Ｚ へ の Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド 提 示 も ま た Ｃ
Ｈ Ｘ に よ り 完 全 に 妨 害 さ れ た （ 図 １ ５ Ｂ ） 。 か く し て 、 新 規 に 合 成 さ れ た タ ン パ ク 質 が 、
Ｃ ｙ ａ Ａ Ａ Ｃ ド メ イ ン に 挿 入 さ れ た Ｍ ａ ｌ Ｅ レ ポ ー タ ー Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス
Ｉ Ｉ 拘 束 性 提 示 の た め に 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド を 提 示 す る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 が ゴ ル ジ に 向 け て エ ン ド ソ
ー ム よ り 先 に 及 び 後 で 達 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 ブ レ フ ェ ル ジ ン Ａ （ Ｂ Ｆ Ａ ） 、
ゴ ル ジ 輸 送 の 阻 害 剤 （ Doms, R.W., et al., 1989; Pelham, H.R. 1991） を 使 用 し た 。 こ
こ で も 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 又 は Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 に よ る Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ へ の そ の
送 達 後 の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド の 提 示 は 、 Ａ Ｐ Ｃ ｓ が Ｂ Ｆ Ａ で 処 理 さ れ た と き 完 全 に
妨 害 さ れ た （ 図 １ ５ Ａ ） 。 遊 離 ペ プ チ ド の 提 示 は 影 響 を 受 け な か っ た 。 こ れ ら の 実 験 か ら
、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 の 新 規 合 成 は 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ が Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に よ り
送 達 さ れ た Ｍ ａ ｌ Ｅ エ ピ ト ー プ を 提 示 す る た め に 必 要 で あ る こ と 及 び ゴ ル ジ を 通 っ て Ｔ Ｇ
Ｎ に 向 け て の ト ラ フ ィ ッ キ ン グ は 、 こ れ ら の 新 規 に 合 成 さ れ た 分 子 が エ ン ド サ イ ト ー シ ス
経 路 に 達 す る こ と を 可 能 と す る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に よ る Ｍ ａ ｌ Ｅ エ ピ ト ー プ 送 達 は 、 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト
重 合 に 依 存 し な い が ク ラ ス リ ン 被 覆 小 孔 を 必 要 と す る
　 Ｃ ｙ ａ Ａ の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 及 び そ の Ａ Ｃ ド メ イ ン に 挿 入 さ れ た Ｏ Ｖ Ａ ペ プ チ ド
の そ の 後 の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 拘 束 性 提 示 は 、 フ ァ ゴ サ イ ト ー シ ス に 依 存 し な い こ と が 既 に 示
さ れ て い る （ Guermonprez,P., et al., 2000a, b） 。 し か し な が ら 、 Ｃ ｙ ａ Ａ の い く ら か
の 分 子 は 、 他 の 分 子 が 古 典 的 外 因 性 Ａ ｇ と し て 捕 捉 さ れ そ し て プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ て Ｍ Ｈ
Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 ペ プ チ ド を 生 じ よ う と 、 そ の Ａ Ｃ ド メ イ ン を Ａ Ｐ Ｃ ｓ 細 胞 質 中 に ト ラ
ン ス ロ ケ ー シ ョ ン さ せ る こ と は 排 除 で き な い 。 ア ク チ ン 依 存 性 捕 捉 が 、 有 効 な Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ
ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 提 示 の た め の Ｍ ａ ｌ Ｅ エ ピ ト ー プ 送 達 に 関 係 し て い る か ど う か を 最 初 に 試 験
し た 。 こ の 実 験 で は 、 サ イ ト カ ラ シ ン Ｂ （ Ｃ Ｃ Ｂ ） 、 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト 重 合 を 阻 止 し
そ し て マ ク ロ ピ ノ サ イ ト ー シ ス 、 フ ァ ゴ サ イ ト ー シ ス 及 び カ ベ オ レ 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ
ス を 害 す る 薬 物 （ Gottlieb, T.A.., et al., 1993） 、 を 使 用 し た 。 図 １ ６ に 示 さ れ た と
お り 、 Ｃ Ｃ Ｂ は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 後 の Ｍ ａ ｌ Ｅ 又 は Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ
チ ド の そ れ ぞ れ の 特 異 的 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ へ の Ｍ ａ ｌ Ｅ の 提 示 も Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ
チ ド の 提 示 も 阻 害 し な か っ た 。 予 測 さ れ る と お り 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 の 提 示 は 阻 害 剤 に
よ り 完 全 に 妨 害 さ れ た が 、 こ れ に 対 し て 遊 離 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド は 依 然 と し て Ｃ Ｒ
Ｍ Ｃ ３ に 提 示 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 へ の Ａ
Ｃ ド メ イ ン 送 達 が 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ に よ る Ｃ ｙ ａ Ａ フ ァ ゴ サ イ ト ー シ ス 、 マ ク ロ ピ ノ サ イ ト ー
シ ス 又 は カ ベ オ レ 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 必 要 と し な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｃ ｙ ａ Ａ は Ａ Ｐ Ｃ 細 胞 表 面 の Ｃ Ｄ １ １ ｂ と 相 互 作 用 す る の で 、 Ｃ ｙ ａ Ａ が ク ラ ス リ ン 依
存 性 プ ロ セ ス に よ り エ ン ド サ イ ト ー シ ス さ れ る か ど う か を 試 験 し た 。 低 張 性 シ ョ ッ ク 後 の
Ｋ + 枯 渇 （ Larkin, J. M.., et al., 1983; Madshus, I.H.., et al., 1987; Bayer, N., 
et al., 200１ ） を 使 用 し て 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス
Ｉ Ｉ 提 示 の た め に ク ラ ス リ ン 被 覆 小 孔 が 必 用 で あ る か ど う か を 試 験 し た 。 低 張 性 シ ョ ッ ク
後 の Ｋ + 枯 渇 を 低 張 性 媒 体 へ の Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ 暴 露 に よ り 行 い 、 次 い で 細 胞 外 カ リ ウ ム の 不 存
在 下 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 処 理 は 、 形 質 膜 か ら の ク ラ ス リ ン 被 覆 の 解 離 及 び 細
胞 質 中 の ク ラ ス リ ン ケ ー ジ （ clathrin cages） の 非 生 産 性 セ ン ブ リ ー （ nonproductive as
sembly） を も た ら す 。 ゆ え に 、 細 胞 質 ア ミ ノ 酸 配 列 を 介 し て Ａ Ｐ ２ ク ラ ス リ ン ア ダ プ タ ー
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複 合 体 と 相 互 作 用 す る 膜 タ ン パ ク 質 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン は 損 な わ れ る 。 図 １ ６ に 示
さ れ た と お り 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 後 の Ｍ ａ ｌ Ｅ １ ０ ０ － １ １ ４ 及 び Ｏ Ｖ Ａ
２ ５ ７ － ２ ６ ４ ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ の Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ へ の 提 示 の 両 方 と も Ｋ + 枯 渇
に よ り 完 全 に 妨 害 さ れ た が 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 又 は 遊 離 ペ プ チ ド 提 示 は 阻 害 さ れ な か っ
た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ ク ラ ス リ ン 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス は 、
ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ 拘 束 性 提 示 の 両 方 の た め に 必 用 で あ る こ と を 証 明 す る 。 こ れ は 、
驚 く べ き こ と で あ る 。 何 故 な ら ば 、 Ｃ ｙ ａ Ａ は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス さ れ る こ と な く 、 そ
の Ａ Ｃ ド メ イ ン を 形 質 細 胞 膜 か ら 細 胞 質 ゾ ル に 直 接 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン さ せ る と 考 え ら
れ た か ら で あ る 。 そ の 代 わ り に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ Ａ Ｃ ド メ イ ン が ク ラ ス リ ン 被
覆 小 胞 か ら 、 そ の エ ン ド サ イ ト ー シ ス 後 に ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン さ れ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の Ｏ Ｖ Ａ 特 異 的 Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答
及 び Ｍ ａ ｌ Ｅ 特 異 的 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 応 答 を 誘 発 す る
　 種 々 の Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ に 対 す る Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 （ Fayolle, C., et al. 2001） 及
び Ｍ ａ ｌ Ｅ Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ に 対 す る 増 殖 応 答 （ Loucka, J., et al., 2002） を
誘 発 す る た め の Ｃ ｙ ａ Ａ の 高 い 有 効 性 は 既 に 証 明 さ れ て い る 。 Ｃ ｙ ａ Ａ が Ａ ｇ 提 示 の た め
に Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ に Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 両 方 を 送 達 す る た め の 効 力 の あ る
ビ ー ク ル で あ る こ と を 証 明 す る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 研 究 の 後 、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ の 同 時 の
ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 送 達 に お け る Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ の 有 効 性 を 試 験 し た 。 マ ウ ス を
、 ア ジ ュ バ ン ト な し で 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ －
Ｏ Ｖ Ａ 、 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 、 ５ ０ μ gに よ り 静 脈 内 経 路 に よ り 免 疫 感 作 さ せ た 。 Ｔ 細 胞 応
答 を 注 射 の ７ 日 後 に モ ニ タ リ ン グ し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 の リ ー ド ア ウ ト と し て 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド を ロ ー ド さ れ た 標 的
細 胞 に 対 す る 免 疫 感 作 さ れ た マ ウ ス か ら の 脾 臓 細 胞 の 細 胞 傷 害 性 活 性 を 試 験 し た 。 図 １ ７
Ａ に 示 さ れ た と お り 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ の 両 方 と も Ｏ Ｖ
Ａ エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 的 Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 を 誘 発 し た 。 予 測 さ れ る と お り 、 マ ウ ス が Ｃ ｙ ａ
Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ を 受 け 取 っ た と き 応 答 は 検 出 さ れ な か っ た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ で プ
ラ イ ミ ン グ さ れ た Ｔ 細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 分 泌 も 分 析 し た 。 免 疫 感 作 さ れ た マ ウ ス か ら
の 脾 臓 細 胞 を 対 応 す る ペ プ チ ド で 再 刺 激 す る か 又 は 対 応 す る ペ プ チ ド な し で 再 刺 激 し 、 そ
し て ７ ２ 時 間 培 養 上 清 中 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ 及 び Ｉ Ｌ － ５ 特 異 的 分 泌 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り モ ニ タ
リ ン グ し た 。 Ｌ Ｃ Ｍ Ｖ エ ピ ト ー プ に つ い て 先 に 報 告 さ れ た と お り （ Dadaglio, G., et al.
, 2000） 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ は 、 強 い Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 、 Ｉ Ｌ － ５ 分
泌 の な い 、 Ｔ ｈ － １ 様 分 極 化 さ れ た Ｏ Ｖ Ａ 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 （ Th1-like polarized OVA-s
pecific T cell response） を 誘 発 し た （ 図 １ ７ Ｃ ） 。 Ｉ Ｌ － ４ 及 び Ｉ Ｌ － １ ０ は こ れ ら
の 培 養 上 清 中 で 検 出 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ は 、 Ｔ
ｈ － １ 分 極 化 さ れ た Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 誘 発 の た め に Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ
と 同 じ く 免 疫 原 性 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ と 比 較 し て Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に よ り 誘 発 さ れ た Ｃ Ｄ ４ + Ｔ
細 胞 応 答 も 分 析 し た 。 リ ー ド ア ウ ト と し て 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド で ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ
ｏ 再 刺 激 さ れ た 脾 臓 細 胞 の サ イ ト カ イ ン 分 泌 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 図 １ ７ Ｂ に 示 さ れ た と
お り 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ の 両 方 共 免 疫 脾 臓 細 胞 に よ る
特 異 的 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 分 泌 を 誘 発 し た 。 Ｉ Ｌ － ５ 分 泌 も 、 ４ つ の 実 験 の う ち ３ つ の 実 験 で 検 出
さ れ た が 、 そ の レ ベ ル は 非 常 に 低 く （ 図 １ ７ Ｂ 参 照 ） 、 こ れ は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ り 誘 発 さ れ
た Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 応 答 は 、 主 と し て Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 と 同 様 に Ｔ ｈ － １ 分 極 化 さ れ て い る
こ と を 示 す 。 こ こ で も 、 Ｉ Ｌ － １ ０ 又 は Ｉ Ｌ － ４ は 上 清 中 に 検 出 で き な か っ た 。
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【 ０ １ ４ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ Ｔ 細 胞 プ ラ イ ミ ン グ の た め の ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ
エ ピ ト ー プ の 両 方 を 同 時 に 送 達 す る た め の Ｃ ｙ ａ Ａ の 能 力 を 更 に 確 証 す る 。 更 に 、 こ の よ
う な 同 時 送 達 の 有 効 性 は 単 一 エ ピ ト ー プ 送 達 と 同 様 で あ り 、 そ し て Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ
細 胞 応 答 の 両 方 共 、 Ｔ ｈ １ 分 極 化 さ れ て い る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 更 に 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ （ Ｒ ｖ ３ ８ ７ ５ 、 ９ ５ ア ミ ノ 酸 ） 又 は Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ （ Ｒ ｖ ３ ８ ７ ４
、 １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 ） Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ ゲ ノ ム 配 列 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ に よ り 送 達 さ
れ る こ と が で き 、 そ し て Ｃ ｙ ａ Ａ は Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 特 異 的 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生
細 胞 の 用 量 － 応 答 又 は 検 出 頻 度 に 影 響 を 与 え 、 こ れ は Ｔ Ｂ の 免 疫 診 断 を 高 め る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 参 考 文 献
　 下 記 の 参 考 文 献 を 本 明 細 書 で 引 用 す る 。 各 参 考 文 献 の 全 体 の 開 示 は 、 本 明 細 書 で 頼 り と
さ れ 、 そ し て 本 明 細 書 に 引 用 に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ０ 】
【 図 １ 】 Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ （ 四 角 形 ） 及 び Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ （ 三 角 形 ） に よ る 刺 激 の 後 の ｉ
ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 の 用 量 応 答 関 係 を 示 す 。 リ ー ド ア ウ ト シ ス テ ム は Ｉ Ｆ Ｎ －
γ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ で あ っ た 。 培 地 の み を 有 す る 培 養 物 か ら の ス ポ ッ ト 形 成 細 胞 （
Ｓ Ｆ Ｃ ） 数 を す べ て の 値 か ら 減 じ 、 そ し て Ｃ ｙ ａ Ａ の み と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 の ス
ポ ッ ト の 数 を 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ 刺 激 に よ り 誘 発 さ れ た Ｓ Ｆ Ｃ か ら 減 じ た 。 Ｍ ． ｂ ｏ
ｖ ｉ ｓ 感 染 し た 仔 ウ シ か ら 単 離 さ れ た ２ × １ ０ 5 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ／ ウ エ ル に よ り 二 重 に （ ｉ ｎ 　
ｄ ｕ ｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｅ ） 試 験 を 行 っ た 。 水 平 線 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ （ ａ ） 及 び Ｃ Ｆ Ｐ
１ ０ （ ｂ ） に よ る 刺 激 の 後 に 誘 発 さ れ た 最 大 Ｓ Ｆ Ｃ 数 （ ピ ー ク 値 ） を 示 す 。 線 ｃ は Ｃ Ｆ Ｐ
－ １ ０ 刺 激 後 に 誘 発 さ れ た 半 最 大 Ｓ Ｆ Ｃ （ ５ ０ ％ 最 大 値 ） を 示 す 。 垂 線 は 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０
で 誘 発 さ れ た ピ ー ク 応 答 の ５ ０ ％ を 誘 発 す る の に 必 要 な Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ （ ｄ ） 及 び
Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ （ ｅ ） 濃 度 （ ５ ０ ％ 最 大 濃 度 ） を 示 す 。
【 図 ２ 】 Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ 感 染 ウ シ か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に よ る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生
を 刺 激 す る た め の Ｃ ｙ ａ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 及 び 組 換 え タ ン パ ク 質 の 有 効 性 の 比 較 を 示 す 。
パ ネ ル Ａ ： 図 １ に 示 さ れ た と お り に 決 定 さ れ た ５ ０ ％ 最 大 濃 度 。 パ ネ ル Ｂ ： 図 １ に 示 さ れ
た と お り に 決 定 さ れ た ピ ー ク 値 を 示 す 。 リ ー ド ア ウ ト シ ス テ ム ： Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ
Ｔ ア ッ セ イ 。 培 地 の み を 有 す る 培 養 物 か ら の Ｓ Ｆ Ｃ 数 を す べ て の 値 か ら 減 じ た 。 更 に 、 Ｃ
ｙ ａ Ａ の み と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 の ス ポ ッ ト の 数 を 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ 刺 激 に
よ り 誘 発 さ れ た Ｓ Ｆ Ｃ か ら 減 じ た 。 試 験 を 、 ２ × １ ０ 5 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ／ ウ エ ル に よ り 二 重 に 行
っ た 。 ＊ は 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ を 示 す （ 両 側 ウ イ ル コ ク ス ン 符 号 付 順 位 マ ッ チ ド ペ ア ー 検 定 （
two-tailed Wilcoxon signed rank matched pairs test）
【 図 ３ 】 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ １ ０ の 認 識 に お け る Ｃ Ｄ １ １ ｂ の 関 与 を 示 す 。 培 養 は 、 ２ つ の
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Ｃ Ｄ １ １ ｂ 特 異 的 Ｉ ｇ Ｇ １ ｍ Ａ ｂ （ Ｉ Ｌ Ａ １ ５ 及 び Ｃ Ｃ ９ ４ ） の 存 在 下 に 行 っ た 。 リ ー ド
ア ウ ト シ ス テ ム は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ で あ っ た 。 培 地 の み を 有 す る 培 養
物 か ら の Ｓ Ｆ Ｃ 数 を す べ て の 値 か ら 減 じ た 。 試 験 を 、 １ 頭 の 感 染 し た 仔 ウ シ か ら 単 離 さ れ
た ２ × １ ０ 5 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ／ ウ エ ル に よ り 二 重 に 行 っ た 。 応 答 は 、 一 側 ウ イ ル コ ク ス ン 順 位 マ
ッ チ ド ペ ア ー 検 定 （ one-tailed Wilcoxon rank matched pairs test） に よ り 決 定 し て 、
最 も 低 い 濃 度 を 除 い て 試 験 し た 各 濃 度 に つ い て 有 意 差 が あ っ た （ ｐ ０ ． ０ ２ ） 。
【 図 ４ 】 全 血 Ｂ Ｏ Ｖ Ｉ Ｇ Ａ Ｍ 　 Ｉ Ｆ Ｎ － γ ア ッ セ イ に お け る Ｃ ｙ ａ Ａ 融 合 タ ン パ ク 質 及 び
組 換 え Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ 及 び Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の 性 能 を 示 す 。 ８ 頭 の Ｍ ． ｂ ｏ ｖ ｉ ｓ 感 染 仔 ウ シ か
ら の ヘ パ リ ン を 加 え た 血 液 を 、 ４ nM、 「 （ ４ ） 」 と 命 名 さ れ た 、 及 び ２ ０ nM、 「 （ ２ ０ ）
」 と 命 名 さ れ た 、 試 験 濃 度 で 抗 原 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 血 漿 培 養 上 清 中 の Ｉ Ｆ Ｎ －
γ を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 決 定 し た 。 結 果 を Ｏ Ｄ ４ ５ ０ 単 位 （ Ｏ Ｄ ４ ５ ０ × １ ０ ０ ０ ） と し て
表 す 。 水 平 線 は 、 ポ ジ テ ィ ビ テ ィ ー （ positivity） に つ い て の カ ッ ト オ フ （ １ ０ ０ 　 Ｏ Ｄ
４ ５ ０ 単 位 ） を 示 す 。 培 養 を ９ ６ ウ エ ル 平 底 プ レ ー ト 中 で 二 重 に 行 っ た 。 両 側 ウ イ ル コ ク
ス ン 符 号 付 順 位 マ ッ チ ド ペ ア ー 検 定 に よ り 決 定 し て 、 ＊ は ｐ ＜ ０ ． ０ ５ を 示 し 、 ＊ ＊ は ｐ
＜ ０ ． ０ １ を 示 す 。 　
【 図 ５ Ａ 】 Ｔ 細 胞 を 再 刺 激 す る の に 必 要 な 抗 原 の 投 与 量 が Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ り １ ０ ～ ２ ０
倍 減 少 さ れ る こ と を 示 す 。 Ｉ Ｆ Ｎ － γ ス ポ ッ ト 形 成 細 胞 （ Ｓ Ｆ Ｃ ） の 数 は 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６
、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 又 は そ れ ら の Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド 同 等 物 の 存 在 下 に オ ー バ ナ イ ト Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ に お い て 数 え た 。 示 さ れ た 濃 度 は 、 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 抗 原 の
濃 度 を 表 す 。 パ ネ ル Ａ ： ９ 頭 の 健 常 な Ｔ Ｓ Ｔ ＋ ｖ ｅ 応 答 性 ド ナ ー に お い て 、 組 換 え Ｅ Ｓ Ａ
Ｔ － ６ の 認 識 は ５ ０ ０ nMで 最 適 で あ っ た が 、 こ れ に 対 し て 同 様 な 認 識 が １ ０ 倍 少 な い Ｃ ｙ
ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ の 存 在 下 に 起 こ っ た 。 パ ネ ル Ｂ ： ネ イ テ ィ ブ な Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 応 答 し
た １ ０ 頭 の 同 様 な ド ナ ー に お い て 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 は 、 や は り 投 与 量 応 答 曲 線 を 左 に シ フ ト
さ せ た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ト キ ソ イ ド と し て 発 現 さ れ た 約 １ ０ ～ ２ ０ 倍 少 な い Ｃ Ｆ
Ｐ － １ ０ が 同 じ 応 答 を 誘 発 し た 。
【 図 ５ Ｂ 】 Ｔ 細 胞 を 再 刺 激 す る の に 必 要 な 抗 原 の 投 与 量 が Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ り １ ０ ～ ２ ０
倍 減 少 さ れ る こ と を 示 す 。 Ｉ Ｆ Ｎ － γ ス ポ ッ ト 形 成 細 胞 （ Ｓ Ｆ Ｃ ） の 数 は 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６
、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ 又 は そ れ ら の Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド 同 等 物 の 存 在 下 に オ ー バ ナ イ ト Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ に お い て 数 え た 。 示 さ れ た 濃 度 は 、 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 抗 原 の
濃 度 を 表 す 。 パ ネ ル Ａ ： ９ 頭 の 健 常 な Ｔ Ｓ Ｔ ＋ ｖ ｅ 応 答 性 ド ナ ー に お い て 、 組 換 え Ｅ Ｓ Ａ
Ｔ － ６ の 認 識 は ５ ０ ０ nMで 最 適 で あ っ た が 、 こ れ に 対 し て 同 様 な 認 識 が １ ０ 倍 少 な い Ｃ ｙ
ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ の 存 在 下 に 起 こ っ た 。 パ ネ ル Ｂ ： ネ イ テ ィ ブ な Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 応 答 し
た １ ０ 頭 の 同 様 な ド ナ ー に お い て 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 は 、 や は り 投 与 量 応 答 曲 線 を 左 に シ フ ト
さ せ た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ ト キ ソ イ ド と し て 発 現 さ れ た 約 １ ０ ～ ２ ０ 倍 少 な い Ｃ Ｆ
Ｐ － １ ０ が 同 じ 応 答 を 誘 発 し た 。
【 図 ６ Ａ 】 低 応 答 対 象 に お け る Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ の 検 出 が Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ り 高 め ら れ る
こ と を 示 す 。 ネ イ テ ィ ブ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ （ パ ネ ル Ａ ） 及 び ／ 又 は Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ （ パ ネ ル Ｂ ）
に 応 答 し た 対 象 は 、 組 換 え 抗 原 に 対 す る そ れ ら の 応 答 の 大 き さ に よ り 低 （ ＜ ５ ０ Ｉ Ｆ Ｎ －
γ Ｓ Ｆ Ｃ ／ １ ０ 6 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 中 間 （ ５ ０ ～ １ ０ ０ ） 及 び 高 （ ＞ １ ０ ０ ） 応 答 者 に 層 別 化
さ れ た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 は 、 特 に 低 応 答 対 象 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ 検 出 を 有 意 に 増 加 さ せ た 。
【 図 ６ Ｂ 】 低 応 答 対 象 に お け る Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ の 検 出 が Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ り 高 め ら れ る
こ と を 示 す 。 ネ イ テ ィ ブ Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ （ パ ネ ル Ａ ） 及 び ／ 又 は Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ （ パ ネ ル Ｂ ）
に 応 答 し た 対 象 は 、 組 換 え 抗 原 に 対 す る そ れ ら の 応 答 の 大 き さ に よ り 低 （ ＜ ５ ０ Ｉ Ｆ Ｎ －
γ Ｓ Ｆ Ｃ ／ １ ０ 6 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 中 間 （ ５ ０ ～ １ ０ ０ ） 及 び 高 （ ＞ １ ０ ０ ） 応 答 者 に 層 別 化
さ れ た 。 Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 は 、 特 に 低 応 答 対 象 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ 検 出 を 有 意 に 増 加 さ せ た 。
【 図 ７ 】 Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + 応 答 は 、 Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 に よ り 高 め る こ と が で き る こ と を 証 明
す る 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら の Ｃ Ｄ ４ + 又 は Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 の 免 疫 磁 気 的 枯 渇 化 （ immunomagnetic d
epletion） を 行 い そ し て Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド に 対 す る 残 り の 細 胞 の 応 答 を ア ッ セ イ し た 。
Ｃ Ｄ ４ + 枯 渇 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 応 答 は Ｃ Ｄ ８ と し て 解 釈 さ れ そ し て そ の 逆 も 成 り 立 つ 。 次 い で Ｃ
Ｄ ８ 枯 渇 し た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 抗 原 刺 激 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ （ Ｃ Ｄ ４ ） を Ｃ Ｄ ４ 枯 渇 し た Ｐ
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Ｂ Ｍ Ｃ の Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｓ Ｆ Ｃ （ Ｃ Ｄ ８ ） で 割 っ て 、 Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ ８ 比 を 得 た 。 個 々 の ド ナ ー
の 応 答 は 線 に よ り 連 結 し て 示 さ れ て い る 。 組 換 え 抗 原 に 対 す る 優 勢 な 応 答 は Ｃ Ｄ ４ で あ り
、 そ し て Ｃ ｙ ａ Ａ 送 達 は Ｃ Ｄ ４ 又 は Ｃ Ｄ ８ 応 答 の い ず れ も 高 め る こ と が で き た 。
【 図 ８ 】 Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド に 対 す る Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ
Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ 分 子 に よ り 拘 束 さ れ る こ と を 示 す 。 Ｃ Ｄ ４ 又 は Ｃ Ｄ ８ 枯 渇 し た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の
Ｃ ｙ ａ Ａ ト キ ソ イ ド に 対 す る 応 答 を 、 阻 害 剤 の 存 在 下 又 は 不 存 在 下 に ア ッ セ イ し た 。 パ ネ
ル Ａ 及 び Ｃ ： Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応 答 は Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ に 対 す る 抗 体 に よ り 部 分 的 に ブ ロ ッ ク
さ れ う る 。 パ ネ ル Ｂ 及 び Ｄ ： Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 は 、 抗 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 又 は ク ロ ロ キ ン （ １
０ mM） に よ る 阻 害 に 対 し て 感 受 性 で あ っ た 。
【 図 ９ Ａ 】 パ ネ ル Ａ に お い て Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ と 全 血 ア ッ セ イ と の 相 関 を 示 す 。
Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ で 一 晩 刺 激 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 応 答 を 、 ３ １ 人 の 結
核 感 作 し た ド ナ ー に お い て １ ／ １ ０ に 希 釈 し た 全 血 中 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ の ７ ２ 時 間 の 産 生 と 比
較 し た 。 １ ０ Ｓ Ｆ Ｃ ／ １ ０ 6 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ カ ッ ト オ フ 及 び １ ０ pg/mlの Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ カ ッ ト オ フ を 使 用 し て 、 ８ １ ％ 応 答 は 合 致 し た 。 応 答 は ま た 、 ス ピ ア マ ン 相 関 係 数 （
Spearman correlation coefficient） （ こ こ で 、 ｒ ＝ ０ ． ６ ４ 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ０ ２ で あ る
） を 使 用 し て 、 有 意 に 相 関 付 け ら れ た 。 パ ネ ル Ｂ は 、 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ Ｃ Ｆ
Ｐ － １ ０ を 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ に よ り 刺 激 さ れ た 全 血 中 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ 分 泌 の 増 強 を 示 す 。 ７ ２
時 間 全 血 ア ッ セ イ に お い て こ れ ら の 抗 原 を 取 り 込 む Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ （ △ ） 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ
Ａ Ｔ － ６ （ ▲ ） 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ （ ○ ） 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ （ ● ） ト キ ソ イ ド に よ り
誘 発 さ れ た Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 　 Ａ ｇ 特 異 的 Ｉ Ｆ Ｎ － γ を 決 定 し た 。 次 い で 、
ド ナ ー を 、 ネ イ テ ィ ブ 抗 原 に 対 す る そ れ ら の 応 答 に よ り 、 高 い （ ＞ １ ０ ０ ０ Ｉ Ｆ Ｎ － γ 　
pg/ml） 、 中 （ ２ ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ Ｉ Ｆ Ｎ － γ 　 pg/ml） 及 び 低 い （ ＜ ２ ５ ０ Ｉ Ｆ Ｎ － γ 　 pg
/ml） 応 答 者 に 層 別 化 し た 。 低 く 応 答 す る ド ナ ー の 応 答 の み を 示 す 。 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の Ｃ ｙ
ａ Ａ 送 達 に よ る Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 特 異 的 全 血 応 答 の 増 強 は 、 白 円 （ open cir
cles） と 黒 円 （ closed circles） の 分 布 の 差 に よ り 証 明 さ れ る と お り 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 対
し て 低 い 応 答 者 と し て 分 類 さ れ た 対 象 に お い て 有 意 で あ っ た （ ｐ ＝ ０ ． ０ ２ １ ） 。
【 図 ９ Ｂ 】 パ ネ ル Ａ に お い て Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ と 全 血 ア ッ セ イ と の 相 関 を 示 す 。
Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ で 一 晩 刺 激 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 応 答 を 、 ３ １ 人 の 結
核 感 作 し た ド ナ ー に お い て １ ／ １ ０ に 希 釈 し た 全 血 中 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ の ７ ２ 時 間 の 産 生 と 比
較 し た 。 １ ０ Ｓ Ｆ Ｃ ／ １ ０ 6 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ カ ッ ト オ フ 及 び １ ０ pg/mlの Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ カ ッ ト オ フ を 使 用 し て 、 ８ １ ％ 応 答 は 合 致 し た 。 応 答 は ま た 、 ス ピ ア マ ン 相 関 係 数 （
Spearman correlation coefficient） （ こ こ で 、 ｒ ＝ ０ ． ６ ４ 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ０ ２ で あ る
） を 使 用 し て 、 有 意 に 相 関 付 け ら れ た 。 パ ネ ル Ｂ は 、 Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ Ｃ Ｆ
Ｐ － １ ０ を 有 す る Ｃ ｙ ａ Ａ に よ り 刺 激 さ れ た 全 血 中 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ 分 泌 の 増 強 を 示 す 。 ７ ２
時 間 全 血 ア ッ セ イ に お い て こ れ ら の 抗 原 を 取 り 込 む Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ （ △ ） 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ
Ａ Ｔ － ６ （ ▲ ） 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ （ ○ ） 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ （ ● ） ト キ ソ イ ド に よ り
誘 発 さ れ た Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 　 Ａ ｇ 特 異 的 Ｉ Ｆ Ｎ － γ を 決 定 し た 。 次 い で 、
ド ナ ー を 、 ネ イ テ ィ ブ 抗 原 に 対 す る そ れ ら の 応 答 に よ り 、 高 い （ ＞ １ ０ ０ ０ Ｉ Ｆ Ｎ － γ 　
pg/ml） 、 中 （ ２ ５ ０ ～ １ ０ ０ ０ Ｉ Ｆ Ｎ － γ 　 pg/ml） 及 び 低 い （ ＜ ２ ５ ０ Ｉ Ｆ Ｎ － γ 　 pg
/ml） 応 答 者 に 層 別 化 し た 。 低 く 応 答 す る ド ナ ー の 応 答 の み を 示 す 。 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ の Ｃ ｙ
ａ Ａ 送 達 に よ る Ｍ ． ｔ ｕ ｂ ｅ ｒ ｃ ｕ ｌ ｏ ｓ ｉ ｓ 特 異 的 全 血 応 答 の 増 強 は 、 白 円 （ open cir
cles） と 黒 円 （ closed circles） の 分 布 の 差 に よ り 証 明 さ れ る と お り 、 Ｃ Ｆ Ｐ － １ ０ に 対
し て 低 い 応 答 者 と し て 分 類 さ れ た 対 象 に お い て 有 意 で あ っ た （ ｐ ＝ ０ ． ０ ２ １ ） 。
【 図 １ ０ 】 ｒ － Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ は 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ を 発 現 し て い る マ イ コ バ ク テ リ
ア で 感 染 さ せ た マ ウ ス か ら の Ｔ 細 胞 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 特 異 的 に 且 つ 有 効 に 刺 激 す る こ
と が で き る こ と を 示 す 。 種 々 の ペ プ チ ド １ ０ μ g/ml、 Ｐ Ｐ Ｄ １ ０ μ g/ml又 は ｒ － Ｃ ｙ ａ Ａ
２ ． ５ μ g/mlに よ る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 刺 激 に 応 答 し て １ × １ ０ 6 又 は １ × １ ０ 7 Ｃ Ｆ Ｕ の Ｂ
Ｃ Ｇ ： ： Ｒ Ｄ １ 又 は Ｂ Ｃ Ｇ ： ： ｐ Ｙ Ｕ Ｂ ４ １ ２ コ ン ト ロ ー ル で 皮 下 で 免 疫 感 作 さ れ た Ｃ ５
７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 に よ り 産 生 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 濃 度 。 結 果 を 二 重 培 養 ウ エ ル
（ ｄ ｕ ｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｅ 　 ｃ ｕ ｌ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ｗ ｅ ｌ ｌ ｓ ） の 平 均 及 び 標 準 偏 差 と し て 示 す 。

10

20

30

40

50

(51) JP 2007-514415 A 2007.6.7



ラ ベ ル 「 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ （ １ － ２ ０ ） 」 は 、 Ｅ Ｓ Ａ Ｔ － ６ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ２ ０ に 対 応 す る ペ
プ チ ド （ 免 疫 優 勢 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ ） を 示 す 。 ラ ベ ル 「 Ｍ ａ ｌ Ｅ （ １ ０ － ５ ４ ）
」 は 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ か ら の Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ０ ～ ５ ４ に 対 応 す る ペ プ チ ド
を 示 す 。 ラ ベ ル 「 ｒ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ ／ ： ２ ５ ７ 」 は Ｏ Ｖ Ａ 　 Ｃ Ｔ Ｌ エ ピ ト ー プ を 有 す る
Ｃ ｙ ａ Ａ を 示 す 。
【 図 １ １ Ａ 】 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ の 送 達 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ 経 路
の 両 方 に よ る も の で あ る こ と を 証 明 す る 。 パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ に お い て 証 明 さ れ る と お り 、 Ｃ
５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス か ら の Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 種 々 の 濃 度 の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ －
Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0

0 - 1 1 4 又 は Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド と ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 後 に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 洗 浄 し そ し て Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ Ｔ 細 胞 ハ イ
ブ リ ド ー マ （ パ ネ ル Ｃ ） を ウ エ ル に 加 え た 。 パ ネ ル Ｂ で は 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 ７ ． ５ nMの Ｃ
ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ 及 び 種 々 の 濃 度 の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 又 は タ ン パ
ク 質 と 同 時 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ５ 時 間 後 に 、 細 胞 を 洗 浄 し そ し て １ ０ 5 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ
３ Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を ウ エ ル に 加 え た 。 培 養 上 清 を 回 収 し 、 そ し て １ ８ 時 間 後 に 凍 結
さ せ た 。 培 養 期 間 中 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ 又 は Ｂ ３ Ｚ Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 分 泌 さ れ た Ｉ Ｌ －
２ の 量 を 、 実 施 例 １ ４ に 記 載 の と お り に Ｉ Ｌ － ２ 依 存 性 Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 系 で モ ニ タ リ ン グ
し た 。 結 果 を ｃ ｐ ｍ で 表 す 。 各 パ ネ ル は 少 な く と も ２ つ の 実 験 の 結 果 を 表 す 。
【 図 １ １ Ｂ 】 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ の 送 達 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ 経 路
の 両 方 に よ る も の で あ る こ と を 証 明 す る 。 パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ に お い て 証 明 さ れ る と お り 、 Ｃ
５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス か ら の Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 種 々 の 濃 度 の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ －
Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0

0 - 1 1 4 又 は Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド と ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 後 に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 洗 浄 し そ し て Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ Ｔ 細 胞 ハ イ
ブ リ ド ー マ （ パ ネ ル Ｃ ） を ウ エ ル に 加 え た 。 パ ネ ル Ｂ で は 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 ７ ． ５ nMの Ｃ
ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ 及 び 種 々 の 濃 度 の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 又 は タ ン パ
ク 質 と 同 時 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ５ 時 間 後 に 、 細 胞 を 洗 浄 し そ し て １ ０ 5 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ
３ Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を ウ エ ル に 加 え た 。 培 養 上 清 を 回 収 し 、 そ し て １ ８ 時 間 後 に 凍 結
さ せ た 。 培 養 期 間 中 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ 又 は Ｂ ３ Ｚ Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 分 泌 さ れ た Ｉ Ｌ －
２ の 量 を 、 実 施 例 １ ４ に 記 載 の と お り に Ｉ Ｌ － ２ 依 存 性 Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 系 で モ ニ タ リ ン グ
し た 。 結 果 を ｃ ｐ ｍ で 表 す 。 各 パ ネ ル は 少 な く と も ２ つ の 実 験 の 結 果 を 表 す 。
【 図 １ １ Ｃ 】 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ の 送 達 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ 経 路
の 両 方 に よ る も の で あ る こ と を 証 明 す る 。 パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ に お い て 証 明 さ れ る と お り 、 Ｃ
５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス か ら の Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 種 々 の 濃 度 の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ －
Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 、 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0

0 - 1 1 4 又 は Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド と ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 後 に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 洗 浄 し そ し て Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ Ｔ 細 胞 ハ イ
ブ リ ド ー マ （ パ ネ ル Ｃ ） を ウ エ ル に 加 え た 。 パ ネ ル Ｂ で は 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 ７ ． ５ nMの Ｃ
ｙ ａ Ａ Ｅ ５ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ 及 び 種 々 の 濃 度 の Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 又 は タ ン パ
ク 質 と 同 時 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ５ 時 間 後 に 、 細 胞 を 洗 浄 し そ し て １ ０ 5 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ
３ Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を ウ エ ル に 加 え た 。 培 養 上 清 を 回 収 し 、 そ し て １ ８ 時 間 後 に 凍 結
さ せ た 。 培 養 期 間 中 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ 又 は Ｂ ３ Ｚ Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 分 泌 さ れ た Ｉ Ｌ －
２ の 量 を 、 実 施 例 １ ４ に 記 載 の と お り に Ｉ Ｌ － ２ 依 存 性 Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 系 で モ ニ タ リ ン グ
し た 。 結 果 を ｃ ｐ ｍ で 表 す 。 各 パ ネ ル は 少 な く と も ２ つ の 実 験 の 結 果 を 表 す 。
【 図 １ ２ 】 抗 Ｃ Ｄ １ １ ｂ ｍ Ａ ｂ ｓ は Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 へ の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ
ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ の 送 達 を ブ ロ ッ ク す る こ と を 証 明 す る 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 １ ０ μ g/ml抗 Ｃ Ｄ
１ １ ｂ ｍ Ａ ｂ ｓ 又 は 同 じ 濃 度 の ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル ｍ Ａ ｂ ｓ と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 次 い で タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド （ ７ ． ５ nMの Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 及
び Ｏ Ｖ Ａ ｐ ２ ５ ７ － ２ ６ ４ ペ プ チ ド 及 び ７ ５ ０ nMの Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 ） を ｍ Ａ ｂ ｓ の 常
に 存 在 下 に Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ に 加 え た 。 Ａ Ｐ Ｃ ｓ を Ａ ｇ ｓ と の ４ ～ ５ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
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の 後 に 洗 浄 し 、 そ し て Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド
ー マ を １ ８ 時 間 加 え た 。 上 清 を 、 Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 系 に よ り Ｉ Ｌ － ２ 含 有 率 に つ い て 試 験 し
た 。 結 果 は 、 ｃ ｐ ｍ で 表 し そ し て ４ つ の 実 験 を 表 す 。
【 図 １ ３ Ａ 】 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 経 路 へ の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 は プ ロ テ ア ソ ー
ム 活 性 も Ｔ Ａ Ｐ 輸 送 体 も 必 要 と し な い こ と を 証 明 す る 。 パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ ： Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、
３ μ g/mlの ラ ク タ シ ス チ ン 又 は １ ２ μ g/mlの Ｌ Ｌ ｎ Ｌ 又 は Ｌ Ｌ ｍ Ｌ と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 次 い で 、 Ａ ｇ ｓ を 加 え 、 そ し て ５ 時 間 後 に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 洗 浄 し そ し て 固 定
し た 。 次 い で 、 １ ０ 5 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ ） 及 び Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド
ー マ を ウ エ ル に 加 え 、 そ し て 培 養 を １ ８ 時 間 後 に 停 止 し た 。 培 養 上 清 地 の Ｉ Ｌ － ２ 含 有 率
を Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 で 決 定 し た 。 結 果 を 、 阻 害 剤 な し で 得 ら れ た 応 答 と 比 較 し て 阻 害 剤 の 存
在 下 に 残 留 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 百 分 率 と し て 表 し 、 そ し て ２ つ の 実 験 を 表 す 。 パ ネ ル Ｃ 及 び Ｄ
。 Ｔ Ａ Ｐ 輸 送 体 に 対 す る 要 求 を 、 Ｔ Ａ Ｐ １ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス か ら 発 生 し た Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ で
決 定 し た 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 種 々 の 濃 度 の Ａ ｇ ｓ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し そ し て Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （
パ ネ ル Ｃ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｄ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ と 培 養 し た 。 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ に よ る
Ｉ Ｌ － ２ 産 生 を 先 に 所 望 さ れ た と お り に 決 定 し た 。 結 果 を ｃ ｐ ｍ で 表 し そ し て ２ つ の 実 験
を 表 す 。
【 図 １ ３ Ｂ 】 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 経 路 へ の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 は プ ロ テ ア ソ ー
ム 活 性 も Ｔ Ａ Ｐ 輸 送 体 も 必 要 と し な い こ と を 証 明 す る 。 パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ ： Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、
３ μ g/mlの ラ ク タ シ ス チ ン 又 は １ ２ μ g/mlの Ｌ Ｌ ｎ Ｌ 又 は Ｌ Ｌ ｍ Ｌ と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 次 い で 、 Ａ ｇ ｓ を 加 え 、 そ し て ５ 時 間 後 に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 洗 浄 し そ し て 固 定
し た 。 次 い で 、 １ ０ 5 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ ） 及 び Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド
ー マ を ウ エ ル に 加 え 、 そ し て 培 養 を １ ８ 時 間 後 に 停 止 し た 。 培 養 上 清 地 の Ｉ Ｌ － ２ 含 有 率
を Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 で 決 定 し た 。 結 果 を 、 阻 害 剤 な し で 得 ら れ た 応 答 と 比 較 し て 阻 害 剤 の 存
在 下 に 残 留 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 百 分 率 と し て 表 し 、 そ し て ２ つ の 実 験 を 表 す 。 パ ネ ル Ｃ 及 び Ｄ
。 Ｔ Ａ Ｐ 輸 送 体 に 対 す る 要 求 を 、 Ｔ Ａ Ｐ １ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス か ら 発 生 し た Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ で
決 定 し た 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 種 々 の 濃 度 の Ａ ｇ ｓ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し そ し て Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （
パ ネ ル Ｃ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｄ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ と 培 養 し た 。 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ に よ る
Ｉ Ｌ － ２ 産 生 を 先 に 所 望 さ れ た と お り に 決 定 し た 。 結 果 を ｃ ｐ ｍ で 表 し そ し て ２ つ の 実 験
を 表 す 。
【 図 １ ３ Ｃ 】 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 経 路 へ の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 は プ ロ テ ア ソ ー
ム 活 性 も Ｔ Ａ Ｐ 輸 送 体 も 必 要 と し な い こ と を 証 明 す る 。 パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ ： Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、
３ μ g/mlの ラ ク タ シ ス チ ン 又 は １ ２ μ g/mlの Ｌ Ｌ ｎ Ｌ 又 は Ｌ Ｌ ｍ Ｌ と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 次 い で 、 Ａ ｇ ｓ を 加 え 、 そ し て ５ 時 間 後 に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 洗 浄 し そ し て 固 定
し た 。 次 い で 、 １ ０ 5 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ ） 及 び Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド
ー マ を ウ エ ル に 加 え 、 そ し て 培 養 を １ ８ 時 間 後 に 停 止 し た 。 培 養 上 清 地 の Ｉ Ｌ － ２ 含 有 率
を Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 で 決 定 し た 。 結 果 を 、 阻 害 剤 な し で 得 ら れ た 応 答 と 比 較 し て 阻 害 剤 の 存
在 下 に 残 留 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 百 分 率 と し て 表 し 、 そ し て ２ つ の 実 験 を 表 す 。 パ ネ ル Ｃ 及 び Ｄ
。 Ｔ Ａ Ｐ 輸 送 体 に 対 す る 要 求 を 、 Ｔ Ａ Ｐ １ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス か ら 発 生 し た Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ で
決 定 し た 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 種 々 の 濃 度 の Ａ ｇ ｓ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し そ し て Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （
パ ネ ル Ｃ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｄ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ と 培 養 し た 。 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ に よ る
Ｉ Ｌ － ２ 産 生 を 先 に 所 望 さ れ た と お り に 決 定 し た 。 結 果 を ｃ ｐ ｍ で 表 し そ し て ２ つ の 実 験
を 表 す 。
【 図 １ ３ Ｄ 】 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 経 路 へ の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 は プ ロ テ ア ソ ー
ム 活 性 も Ｔ Ａ Ｐ 輸 送 体 も 必 要 と し な い こ と を 証 明 す る 。 パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ ： Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、
３ μ g/mlの ラ ク タ シ ス チ ン 又 は １ ２ μ g/mlの Ｌ Ｌ ｎ Ｌ 又 は Ｌ Ｌ ｍ Ｌ と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 次 い で 、 Ａ ｇ ｓ を 加 え 、 そ し て ５ 時 間 後 に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 洗 浄 し そ し て 固 定
し た 。 次 い で 、 １ ０ 5 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ ） 及 び Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド
ー マ を ウ エ ル に 加 え 、 そ し て 培 養 を １ ８ 時 間 後 に 停 止 し た 。 培 養 上 清 地 の Ｉ Ｌ － ２ 含 有 率
を Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 で 決 定 し た 。 結 果 を 、 阻 害 剤 な し で 得 ら れ た 応 答 と 比 較 し て 阻 害 剤 の 存
在 下 に 残 留 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 百 分 率 と し て 表 し 、 そ し て ２ つ の 実 験 を 表 す 。 パ ネ ル Ｃ 及 び Ｄ
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。 Ｔ Ａ Ｐ 輸 送 体 に 対 す る 要 求 を 、 Ｔ Ａ Ｐ １ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス か ら 発 生 し た Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ で
決 定 し た 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 種 々 の 濃 度 の Ａ ｇ ｓ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し そ し て Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （
パ ネ ル Ｃ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｄ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ と 培 養 し た 。 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ に よ る
Ｉ Ｌ － ２ 産 生 を 先 に 所 望 さ れ た と お り に 決 定 し た 。 結 果 を ｃ ｐ ｍ で 表 し そ し て ２ つ の 実 験
を 表 す 。
【 図 １ ４ Ａ 】 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 経 路 へ の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 は エ ン ド サ イ ト
ー シ ス プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 及 び 液 胞 酸 性 化 を 必 要 と す る こ と を 証 明 す る 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 ロ
イ ペ プ チ ン 、 ペ プ ス タ チ ン 、 又 は 等 級 を 付 け た 濃 度 の ク ロ ロ キ ン （ Ｃ Ｃ Ｑ ） と １ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で Ａ ｇ ｓ を 最 適 濃 度 （ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に つ い て ７ ．
５ nM、 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 に つ い て ７ ５ ０ nM、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ
ド に つ い て ７ ５ ０ nM） で ウ エ ル に 加 え た 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ の 洗 浄 及 び 固 定 化 後 に 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３
（ パ ネ ル Ａ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ バ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 加 え た 。 培 養 上 清 を １ ８ 時
間 後 に 回 収 し そ し て そ れ ら の Ｉ Ｌ － ２ 含 有 率 を Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ で 決 定 し た 。 結 果 を 、 阻 害 剤 の
不 存 在 下 に 行 わ れ た 培 養 と 比 べ て 残 留 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 百 分 率 と し て 表 す 。 そ れ ら は ２ ～ ５
の 実 験 を 表 す 。
【 図 １ ４ Ｂ 】 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 経 路 へ の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 は エ ン ド サ イ ト
ー シ ス プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 及 び 液 胞 酸 性 化 を 必 要 と す る こ と を 証 明 す る 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 ロ
イ ペ プ チ ン 、 ペ プ ス タ チ ン 、 又 は 等 級 を 付 け た 濃 度 の ク ロ ロ キ ン （ Ｃ Ｃ Ｑ ） と １ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で Ａ ｇ ｓ を 最 適 濃 度 （ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に つ い て ７ ．
５ nM、 Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 に つ い て ７ ５ ０ nM、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ
ド に つ い て ７ ５ ０ nM） で ウ エ ル に 加 え た 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ の 洗 浄 及 び 固 定 化 後 に 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３
（ パ ネ ル Ａ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ バ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 加 え た 。 培 養 上 清 を １ ８ 時
間 後 に 回 収 し そ し て そ れ ら の Ｉ Ｌ － ２ 含 有 率 を Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ で 決 定 し た 。 結 果 を 、 阻 害 剤 の
不 存 在 下 に 行 わ れ た 培 養 と 比 べ て 残 留 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 百 分 率 と し て 表 す 。 そ れ ら は ２ ～ ５
の 実 験 を 表 す 。
【 図 １ ５ Ａ 】 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ へ の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 は タ ン
パ ク 質 新 規 合 成 及 び ゴ ル ジ 輸 送 を 必 要 と す る こ と を 証 明 す る 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 シ ク ロ ヘ キ
シ ミ ド （ Ｃ Ｈ Ｘ ） 又 は ブ レ フ ェ ル ジ ン Ａ （ Ｂ Ｆ Ａ ） と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次
い で 、 Ａ ｇ ｓ を 加 え た （ Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド に つ い て ７ ５ ０ nM又 は Ｃ ｙ ａ Ａ
－ Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に つ い て ７ ． ５ nM） 。 ５ 時 間 後 に 、 細 胞 を 洗 浄 し そ し て 実 施 例 １ ８ に
記 載 の と お り に 固 定 し た 。 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ
リ ド ー マ を ウ エ ル に 加 え そ し て １ ８ 時 間 培 養 上 清 中 の Ｉ Ｌ － ２ 含 有 率 を Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 系
で モ ニ タ リ ン グ し た 。 結 果 は 、 阻 害 剤 な し に 行 わ れ た 培 養 に 比 較 し て 阻 害 剤 の 存 在 下 に 残
留 Ｔ 細 胞 活 性 化 の ％ で 表 し 、 そ し て ４ つ の 実 験 を 代 表 す る 。
【 図 １ ５ Ｂ 】 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 及 び ク ラ ス Ｉ Ｉ へ の Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 送 達 は タ ン
パ ク 質 新 規 合 成 及 び ゴ ル ジ 輸 送 を 必 要 と す る こ と を 証 明 す る 。 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を 、 シ ク ロ ヘ キ
シ ミ ド （ Ｃ Ｈ Ｘ ） 又 は ブ レ フ ェ ル ジ ン Ａ （ Ｂ Ｆ Ａ ） と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次
い で 、 Ａ ｇ ｓ を 加 え た （ Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド に つ い て ７ ５ ０ nM又 は Ｃ ｙ ａ Ａ
－ Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に つ い て ７ ． ５ nM） 。 ５ 時 間 後 に 、 細 胞 を 洗 浄 し そ し て 実 施 例 １ ８ に
記 載 の と お り に 固 定 し た 。 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ
リ ド ー マ を ウ エ ル に 加 え そ し て １ ８ 時 間 培 養 上 清 中 の Ｉ Ｌ － ２ 含 有 率 を Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 系
で モ ニ タ リ ン グ し た 。 結 果 は 、 阻 害 剤 な し に 行 わ れ た 培 養 に 比 較 し て 阻 害 剤 の 存 在 下 に 残
留 Ｔ 細 胞 活 性 化 の ％ で 表 し 、 そ し て ４ つ の 実 験 を 代 表 す る 。
【 図 １ ６ Ａ 】 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に よ る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ エ ピ ト ー プ 送 達 は 、 フ
ァ ゴ サ イ ト ー シ ス を 必 要 と し な い が 液 胞 酸 性 化 に 依 存 す る こ と を 証 明 す る 。 ア ク チ ン 依 存
性 機 構 阻 害 に つ い て 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を １ ０ μ g/mlサ イ ト カ ラ シ ン と ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て Ａ ｇ ｓ を 最 適 濃 度 （ ７ ． ５ nMの Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｏ Ｖ
Ａ 2 5 7 - 2 6 4 及 び Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 、 ７ ５ ０ nMの Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 ） で 加 え た 。 ５
時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を ３ 回 洗 浄 し そ し て 実 施 例 ２ ０ に 詳 説 さ れ た
と お り グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 。 カ リ ウ ム 枯 渇 に つ い て 、 血 清 を 含 ま な い 培 地 中 で
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細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 低 張 性 シ ョ ツ ク を 受 け さ せ 、 次 い で 実 施 例 ２ ０ に 詳 説 さ れ
た と お り Ｋ + イ オ ン の 不 存 在 下 に ４ ５ 分 間 Ａ ｇ ｓ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で Ａ ｇ ｓ
を 洗 浄 し そ し て 細 胞 を Ｃ Ｍ 中 で 更 に ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し そ し て 固 定 し た 。 ３ 回 の
洗 浄 後 に 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 １
０ 5 細 胞 ／ ウ エ ル で １ ８ 時 間 加 え た 。 上 清 を Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 系 で Ｉ Ｌ － ２ に つ い て 試 験 し
た 。 各 Ａ ｇ ｓ に つ い て 、 阻 害 剤 の 不 存 在 下 の Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 増 殖 の レ ベ ル は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 １
０ ０ ％ と み な し た 。 結 果 は 、 薬 物 の 存 在 下 に 残 留 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 百 分 率 を 示 す 。 結 果 は ２
～ ４ 実 験 を 代 表 す る 。
【 図 １ ６ Ｂ 】 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に よ る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ エ ピ ト ー プ 送 達 は 、 フ
ァ ゴ サ イ ト ー シ ス を 必 要 と し な い が 液 胞 酸 性 化 に 依 存 す る こ と を 証 明 す る 。 ア ク チ ン 依 存
性 機 構 阻 害 に つ い て 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を １ ０ μ g/mlサ イ ト カ ラ シ ン と ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て Ａ ｇ ｓ を 最 適 濃 度 （ ７ ． ５ nMの Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｏ Ｖ
Ａ 2 5 7 - 2 6 4 及 び Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド 、 ７ ５ ０ nMの Ｍ ａ ｌ Ｅ タ ン パ ク 質 ） で 加 え た 。 ５
時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 Ｂ Ｍ Ｄ Ｃ ｓ を ３ 回 洗 浄 し そ し て 実 施 例 ２ ０ に 詳 説 さ れ た
と お り グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 。 カ リ ウ ム 枯 渇 に つ い て 、 血 清 を 含 ま な い 培 地 中 で
細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 低 張 性 シ ョ ツ ク を 受 け さ せ 、 次 い で 実 施 例 ２ ０ に 詳 説 さ れ
た と お り Ｋ + イ オ ン の 不 存 在 下 に ４ ５ 分 間 Ａ ｇ ｓ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で Ａ ｇ ｓ
を 洗 浄 し そ し て 細 胞 を Ｃ Ｍ 中 で 更 に ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し そ し て 固 定 し た 。 ３ 回 の
洗 浄 後 に 、 Ｃ Ｒ Ｍ Ｃ ３ （ パ ネ ル Ａ ） 又 は Ｂ ３ Ｚ （ パ ネ ル Ｂ ） Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 １
０ 5 細 胞 ／ ウ エ ル で １ ８ 時 間 加 え た 。 上 清 を Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 細 胞 系 で Ｉ Ｌ － ２ に つ い て 試 験 し
た 。 各 Ａ ｇ ｓ に つ い て 、 阻 害 剤 の 不 存 在 下 の Ｃ Ｔ Ｌ － Ｌ 増 殖 の レ ベ ル は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 １
０ ０ ％ と み な し た 。 結 果 は 、 薬 物 の 存 在 下 に 残 留 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 百 分 率 を 示 す 。 結 果 は ２
～ ４ 実 験 を 一 晩 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ 。
【 図 １ ７ Ａ 】 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に よ る 免 疫 感 作 は Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応
答 の 両 方 を 誘 発 す る こ と を 証 明 す る 。 ５ ０ μ gの Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ
、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ を 静 脈 内 注 射 さ れ た Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ
ス の 脾 臓 細 胞 を 免 疫 感 作 の １ 週 間 後 に 回 収 し た 。 （ Ａ ） 免 疫 マ ウ ス か ら の 脾 臓 細 胞 を Ｏ Ｖ
Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド １ μ g/mlの 存 在 下 に ５ 日 間 刺 激 し 、 そ し て 同 じ ペ プ チ ド と 共 に 又 は 同
じ ペ プ チ ド な し で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 5 1 Ｃ ｒ 標 識 さ れ た Ｅ Ｌ － ４ 標 的 細 胞 に 対 す る
Ｃ Ｔ Ｌ 活 性 に つ い て 試 験 し た 。 自 然 に 起 こ る 細 胞 5 1 Ｃ ｒ 放 出 は 、 培 地 の み の 中 で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン さ れ た Ｅ Ｌ － ４ で 得 ら れ た 。 各 曲 線 は 、 ４ つ の 異 な る 実 験 に お い て 試 験 さ れ た
４ （ Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ ） ～ ８ マ ウ ス （ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ
ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ ） を 代 表 す る 単 一 の マ ウ ス に つ い て 得 ら れ た Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 を 表 す 。 （ Ｂ 、 Ｃ
） 免 疫 マ ウ ス か ら の 脾 臓 細 胞 を Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド （ Ｂ ） １ ０ μ g/ml又 は Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7

- 2 6 4 ペ プ チ ド （ Ｃ ） １ μ g/mlの 存 在 下 又 は 不 存 在 下 に ７ ２ 時 間 刺 激 し た 。 培 養 上 清 を Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ に お い て Ｉ Ｌ － ５ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ － δ 含 有 率 に つ い て 試 験 し た 。 結 果 は 、 pg/m
lで 表 し そ し て ペ プ チ ド の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 に サ イ ト カ イ ン 濃 度 間 の 差 を 表 す 。 結 果 は
４ 実 験 を 代 表 す る 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に よ る 免 疫 感 作 は Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応
答 の 両 方 を 誘 発 す る こ と を 証 明 す る 。 ５ ０ μ gの Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ
、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ を 静 脈 内 注 射 さ れ た Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ
ス の 脾 臓 細 胞 を 免 疫 感 作 の １ 週 間 後 に 回 収 し た 。 （ Ａ ） 免 疫 マ ウ ス か ら の 脾 臓 細 胞 を Ｏ Ｖ
Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド １ μ g/mlの 存 在 下 に ５ 日 間 刺 激 し 、 そ し て 同 じ ペ プ チ ド と 共 に 又 は 同
じ ペ プ チ ド な し で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 5 1 Ｃ ｒ 標 識 さ れ た Ｅ Ｌ － ４ 標 的 細 胞 に 対 す る
Ｃ Ｔ Ｌ 活 性 に つ い て 試 験 し た 。 自 然 に 起 こ る 細 胞 5 1 Ｃ ｒ 放 出 は 、 培 地 の み の 中 で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン さ れ た Ｅ Ｌ － ４ で 得 ら れ た 。 各 曲 線 は 、 ４ つ の 異 な る 実 験 に お い て 試 験 さ れ た
４ （ Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ ） ～ ８ マ ウ ス （ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ
ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ ） を 代 表 す る 単 一 の マ ウ ス に つ い て 得 ら れ た Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 を 表 す 。 （ Ｂ 、 Ｃ
） 免 疫 マ ウ ス か ら の 脾 臓 細 胞 を Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド （ Ｂ ） １ ０ μ g/ml又 は Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7

- 2 6 4 ペ プ チ ド （ Ｃ ） １ μ g/mlの 存 在 下 又 は 不 存 在 下 に ７ ２ 時 間 刺 激 し た 。 培 養 上 清 を Ｅ Ｌ
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Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ に お い て Ｉ Ｌ － ５ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ － δ 含 有 率 に つ い て 試 験 し た 。 結 果 は 、 pg/m
lで 表 し そ し て ペ プ チ ド の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 に サ イ ト カ イ ン 濃 度 間 の 差 を 表 す 。 結 果 は
４ 実 験 を 代 表 す る 。
【 図 １ ７ Ｃ 】 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ に よ る 免 疫 感 作 は Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 応
答 の 両 方 を 誘 発 す る こ と を 証 明 す る 。 ５ ０ μ gの Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ
、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ 又 は Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ を 静 脈 内 注 射 さ れ た Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ
ス の 脾 臓 細 胞 を 免 疫 感 作 の １ 週 間 後 に 回 収 し た 。 （ Ａ ） 免 疫 マ ウ ス か ら の 脾 臓 細 胞 を Ｏ Ｖ
Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ペ プ チ ド １ μ g/mlの 存 在 下 に ５ 日 間 刺 激 し 、 そ し て 同 じ ペ プ チ ド と 共 に 又 は 同
じ ペ プ チ ド な し で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 5 1 Ｃ ｒ 標 識 さ れ た Ｅ Ｌ － ４ 標 的 細 胞 に 対 す る
Ｃ Ｔ Ｌ 活 性 に つ い て 試 験 し た 。 自 然 に 起 こ る 細 胞 5 1 Ｃ ｒ 放 出 は 、 培 地 の み の 中 で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン さ れ た Ｅ Ｌ － ４ で 得 ら れ た 。 各 曲 線 は 、 ４ つ の 異 な る 実 験 に お い て 試 験 さ れ た
４ （ Ｃ ｙ ａ Ａ Ｅ ５ ） ～ ８ マ ウ ス （ Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ ａ ｌ Ｅ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｏ Ｖ Ａ 、 Ｃ ｙ ａ Ａ － Ｍ
ａ ｌ Ｅ － Ｏ Ｖ Ａ ） を 代 表 す る 単 一 の マ ウ ス に つ い て 得 ら れ た Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 を 表 す 。 （ Ｂ 、 Ｃ
） 免 疫 マ ウ ス か ら の 脾 臓 細 胞 を Ｍ ａ ｌ Ｅ 1 0 0 - 1 1 4 ペ プ チ ド （ Ｂ ） １ ０ μ g/ml又 は Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7

- 2 6 4 ペ プ チ ド （ Ｃ ） １ μ g/mlの 存 在 下 又 は 不 存 在 下 に ７ ２ 時 間 刺 激 し た 。 培 養 上 清 を Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ に お い て Ｉ Ｌ － ５ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ － δ 含 有 率 に つ い て 試 験 し た 。 結 果 は 、 pg/m
lで 表 し そ し て ペ プ チ ド の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 に サ イ ト カ イ ン 濃 度 間 の 差 を 表 す 。 結 果 は
４ 実 験 を 表 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】
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【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ Ａ 】

【 図 １ １ Ｂ 】

【 図 １ １ Ｃ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ Ａ 】

【 図 １ ３ Ｂ 】

【 図 １ ３ Ｃ 】

【 図 １ ３ Ｄ 】

【 図 １ ４ Ａ 】

【 図 １ ４ Ｂ 】

【 図 １ ５ Ａ 】

【 図 １ ５ Ｂ 】

【 図 １ ６ Ａ 】

【 図 １ ６ Ｂ 】
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【 図 １ ７ Ａ 】

【 図 １ ７ Ｂ 】

【 図 １ ７ Ｃ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(60) JP 2007-514415 A 2007.6.7



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(61) JP 2007-514415 A 2007.6.7



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(62) JP 2007-514415 A 2007.6.7



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   9/88     (2006.01)   9/88     (2006.01)   9/88     (2006.01)   9/88     (2006.01)   9/88     (2006.01)   9/88     (2006.01)   9/88     (2006.01)   9/88     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  14/35    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   9/88    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/15    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  14/195    (2006.01)  14/195    (2006.01)  14/195    (2006.01)  14/195    (2006.01)  14/195    (2006.01)  14/195    (2006.01)  14/195    (2006.01)  14/195    (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/02    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ０７Ｋ  14/195   　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,
CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,
CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,L
V,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA
,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(71)出願人  500366598
            インセルム（アンスティチュ・ナショナル・ドゥ・ラ・サンテ・エ・ドゥ・ラ・ルシェルシュ・メ
            ディカル）
            ＩＮＳＥＲＭ（ＩＮＳＴＩＴＵＴ　ＮＡＴＩＯＮＡＬ　ＤＥ　ＬＡ　ＳＡＮＴＥ　ＥＴ　ＤＥ　Ｌ
            Ａ　ＲＥＣＨＥＲＣＨＥ　ＭＥＤＩＣＡＬＥ）
            フランス国、エフ－７５６５４　パリ・セデックス　１３、リュ・ドゥ・トルビアック、１０１
(71)出願人  506173282
            インスティチュート・オブ・マイクロバイオロジー・オブ・ザ・アカデミー・オブ・サイエンシズ
            ・オブ・ザ・チェッコ・リパブリック
            Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　
            Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｚｅｃｈ　Ｒｅｐｕｂｌｉｃ
            チェッコ国、１４２　２０　プラハ　４、ヴィデンスカ　１０８３
(71)出願人  506173215
            ベタリナリー・ラボラトリーズ・エージェンシー－ヴェーブリッジ
            ＶＥＴＥＲＩＮＡＲＹ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＥＳ　ＡＧＥＮＣＹ－ＷＥＹＢＲＩＤＧＥ（ＢＲ）
            イギリス国、サリー　ケーティー１５　３エヌビー、アドルストーン、ニュー・ハウ
(71)出願人  506172296
            インペリアル・カレッジ・ロンドン
            ＩＭＰＥＲＩＡＬ　ＣＯＬＬＥＧＥ　ＬＯＮＤＯＮ
            イギリス国、ロンドン　エスダブリュー７　２エイゼット、エキジビション・ロード
(74)代理人  100078662
            弁理士　津国　肇
(74)代理人  100075225
            弁理士　篠田　文雄
(72)発明者  ルクレール，クロード
            フランス国、エフ－７５０１５　パリ、リュ・ドゥ・ラミラル・ルーサン　１３
(72)発明者  マジレッシ，ラレ
            フランス国、エフ－７８１８０　モンティニー・ル・ブルトヌー、ブールヴァール・デカルト　１
            ２
(72)発明者  ルーフ，ジェラルディン
            フランス国、エフ－９４２３０　カシャン、アヴニュ・クーザン・ドゥ・メリクール　２

(63) JP 2007-514415 A 2007.6.7



(72)発明者  セボ，ピーター
            チェッコ国、１４２　００　プラハ　４、ズボドフスカ　７６２／５
(72)発明者  シムソーヴァ，マルセラ
            チェッコ国、７３５　８１　ボフミン、ベツルコヴァ　１１４５
(72)発明者  ボーダーマイアー，マーティン
            イギリス国、サリー　ケーティー１５　３エヌビー、アドルストーン、ニュー・ハウ、ウッドハム
            ・レーン、ティービー・リサーチ・グループ、ブイエルエー・ウェイブリッジ
(72)発明者  ウィルキンソン，ロバート
            イギリス国、ケンジントン　エスダブリュ７　４エイチエス、エンペラーズ・ゲート　２４、アパ
            ートメント　１３
(72)発明者  シェールヴィンク，エリザベス
            オランダ国、エンエル－９７１２　ベーピー・フローニンゲン、トゥルフトレンストラート　１０
(72)発明者  ルーカ，イジナ
            チェッコ国、２７２０１　クラドノ、ノルスカ　２４９１
Ｆターム(参考) 4B024 AA11  AA12  BA07  CA04  CA05  CA06  CA07  DA06  EA04  FA02 
　　　　 　　        FA10  HA03  HA08  HA14 
　　　　 　　  4B050 CC03  DD02  LL03 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA19  QQ08  QQ79  QR48  QR69  QR77  QS10  QS12  QS24 
　　　　 　　        QS28  QS33  QS36  QX02 
　　　　 　　  4B065 AA01Y AA26X AA36Y AB01  AC14  BA02  BA24  CA24  CA27  CA46 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA30  BA10  BA41  CA11  DA86  DA89  EA50  EA52 
　　　　 　　        FA72  FA74 

(54)【発明の名称】診断及び免疫モニタリングに使用するためのＢｏｒｄｅｔｅｌｌａｓｐ．の組換えアデニル酸シ
    　　　　　　　クラーゼ、該組換えアデニル酸シクラーゼを使用する診断方法又は免疫モニタリング方法、並び
    　　　　　　　に該組換えアデニル酸シクラーゼを含む診断又は免疫モニタリング用キット

(64) JP 2007-514415 A 2007.6.7



专利名称(译) Bordetellasp的重组腺苷酸环化酶。用于诊断和免疫监测，使用所述重组腺苷酸环化酶的诊断方法或免疫
监测方法，以及包含所述重组腺苷酸环化酶的用于诊断或免疫监测的试剂盒

公开(公告)号 JP2007514415A 公开(公告)日 2007-06-07

申请号 JP2006540414 申请日 2004-11-19

[标]申请(专利权)人(译) 巴斯德研究所
在细胞研究所孟菊国家德比Rasante埃杜拉尔壳邦医疗
法国国家健康医学研究院
捷克共和国SCI学院微生物学研究
固体烹饪实验室机构Weserblick桥
兽医实验室代理韦布里奇

申请(专利权)人(译) 巴斯德研究所
Inserumu（Ansutichu国家德拉桑特等德拉RECHERCHE医疗）
的切科共和国科学院微生物研究所
Betarinari实验室机构 - Weserblick桥
英国伦敦帝国学院

[标]发明人 ルクレールクロード
マジレッシラレ
ルーフジェラルディン
セボピーター
シムソーヴァマルセラ
ボーダーマイアーマーティン
ウィルキンソンロバート
シェールヴィンクエリザベス
ルーカイジナ

发明人 ルクレール,クロード
マジレッシ,ラレ
ルーフ,ジェラルディン
セボ,ピーター
シムソーヴァ,マルセラ
ボーダーマイアー,マーティン
ウィルキンソン,ロバート
シェールヴィンク,エリザベス
ルーカ,イジナ

IPC分类号 C12N15/09 G01N33/53 G01N33/574 C07K19/00 C07K14/35 C12N9/88 C12N1/15 C12N1/19 C12N1
/21 C12N5/10 C12Q1/02 C07K14/195 G01N33/50 G01N33/569

CPC分类号 G01N33/5695 C12Q1/527 G01N33/505 G01N33/6893 G01N2333/235 G01N2333/988

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A G01N33/53.D G01N33/53.Q G01N33/574.A C07K19/00 C07K14/35 C12N9/88 
C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.A C12Q1/02 C07K14/195

F-TERM分类号 4B024/AA11 4B024/AA12 4B024/BA07 4B024/CA04 4B024/CA05 4B024/CA06 4B024/CA07 4B024
/DA06 4B024/EA04 4B024/FA02 4B024/FA10 4B024/HA03 4B024/HA08 4B024/HA14 4B050/CC03 
4B050/DD02 4B050/LL03 4B063/QA01 4B063/QA19 4B063/QQ08 4B063/QQ79 4B063/QR48 4B063
/QR69 4B063/QR77 4B063/QS10 4B063/QS12 4B063/QS24 4B063/QS28 4B063/QS33 4B063/QS36 
4B063/QX02 4B065/AA01Y 4B065/AA26X 4B065/AA36Y 4B065/AB01 4B065/AC14 4B065/BA02 
4B065/BA24 4B065/CA24 4B065/CA27 4B065/CA46 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA30 4H045
/BA10 4H045/BA41 4H045/CA11 4H045/DA86 4H045/DA89 4H045/EA50 4H045/EA52 4H045/FA72 
4H045/FA74

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/cbfc461d-6bda-4909-b21f-d2b6215af48f


代理人(译) 津国 肇
筱田文雄

优先权 60/523704 2003-11-21 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

诊断测试和使用免疫学监测基因脱毒的作为递送系统百日咳博德特氏菌
的CyaA，例如，任何免疫反应，诸如通过感染性和非感染性疾病或疫苗
接种有效跟踪产生的免疫应答它是。给定抗原前刺激的T细胞可以在体外
通过的CyaA是或已经是或化学偶联融合到其片段的相同抗原来再刺激。
本发明中，一个结核分枝杆菌免疫的蛋白质ESAT-6和CFP-10，人细胞
和非人类动物的细胞，例如，牛细胞，诊断测试或结核通过提供可以被
递送到递送系统包括免疫监测。此外，和的CyaA癌抗原，癌之间的融合
蛋白，例如，被提供作为诊断测试和黑素瘤的免疫监视系统。

https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/034652259/publication/JP2007514415A?q=JP2007514415A

