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(57)【要約】
【課題】新規免疫誘導方法、特に、ＮＫＴ細胞の活性化及びＴ細胞免疫応答を同時に誘導
する方法を提供すること。
【解決手段】標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞、ならびにその作製及び同定方法；標的
抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞、ならびにその
作製方法；標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞
を含む、標的抗原に対する免疫誘導剤、あるいは医薬；標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現ベ
クター；発現ベクター及び／又はＣＤ１ｄリガンドを含むキットなど。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の作製方
法であって、
　培養培地において、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞をＣＤ１ｄリガンドで処理する
ことを含む、方法。
【請求項２】
　標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を、以下（ａ）又は（ｂ）の前工程により作製する
ことをさらに含む、請求項１記載の方法：
（ａ）目的細胞において標的抗原及びＣＤ１ｄが共発現するように、あるいは標的抗原及
びＣＤ１ｄの共発現細胞において標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの発現を増強するように細
胞を処理して、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を得る工程；あるいは
（ｂ）個体から採取された生体サンプルから標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を回収し
て、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を得る工程。
【請求項３】
　標的抗原が、腫瘍抗原又は病原体抗原である、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　腫瘍細胞又はウイルス若しくはウイルス感染細胞に対する免疫活性化能を有する腫瘍細
胞又はウイルス感染細胞の作製方法であって、
　培養培地において、ＣＤ１ｄを発現する腫瘍細胞又はウイルス感染細胞をＣＤ１ｄリガ
ンドで処理することを含む、方法。
【請求項５】
　腫瘍細胞が、固形腫瘍細胞、又は造血組織における腫瘍細胞である、請求項４記載の方
法。
【請求項６】
　標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の作製方法であって、
　目的細胞において標的抗原及びＣＤ１ｄが共発現するように、あるいは標的抗原及びＣ
Ｄ１ｄの共発現細胞において標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの発現を増強するように細胞を
処理することを含む、方法。
【請求項７】
　ＣＤ１ｄを発現する、又はＣＤ１ｄの発現が増強された腫瘍細胞又はウイルス感染細胞
の作製方法であって、
　少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで腫瘍細胞又はウイルス感染細胞を形質転換す
ることを含む、方法。
【請求項８】
　標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の同定方法であって、
　目的細胞における標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの発現を測定することを含む、方法。
【請求項９】
　目的細胞が、個体より採取された、腫瘍細胞又はウイルス感染細胞である、請求項８記
載の方法。
【請求項１０】
　標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞。
【請求項１１】
　標的抗原が、腫瘍抗原又は病原体抗原である、請求項１０記載の細胞。
【請求項１２】
　腫瘍細胞又はウイルス若しくはウイルス感染細胞に対する免疫活性化能を有する、ＣＤ
１ｄを発現する腫瘍細胞又はウイルス感染細胞。
【請求項１３】
　少なくとも標的抗原を発現するベクター又は少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで
形質転換された細胞である、請求項１２記載の細胞。
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【請求項１４】
　標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を含む、
標的抗原に対する免疫誘導剤。
【請求項１５】
　標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞、ならび
にアジュバントを含む、組成物。
【請求項１６】
　標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を含む、
医薬。
【請求項１７】
　固形腫瘍、造血組織における腫瘍、又は感染症の治療剤である、請求項１６記載の医薬
。
【請求項１８】
　標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞であって、
　標的抗原及びＣＤ１ｄを共発現するように、あるいは標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの発
現を増強するように処理された、細胞。
【請求項１９】
　該細胞が、以下（ａ）～（ｅ）のいずれかの細胞である、請求項１８記載の細胞：
（ａ）少なくとも標的抗原を発現するベクターで形質転換された、ＣＤ１ｄ天然発現細胞
；
（ｂ）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで形質転換された、標的抗原の天然発現細
胞； 
（ｃ）少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現する１又は２個のベクターで形質転換され
た、細胞；
（ｄ）標的抗原を取り込ませた、ＣＤ１ｄ天然発現細胞；ならびに
（ｅ）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで形質転換され、かつ標的抗原を取り込ま
せた、細胞。
【請求項２０】
　該細胞が、以下（ａ）～（ｅ）のいずれかの細胞である、請求項１８記載の細胞：
（ａ）少なくとも標的抗原を発現するベクターで形質転換された、ＣＤ１ｄ発現抗原提示
細胞；
（ｂ）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで形質転換された、腫瘍細胞又はウイルス
感染細胞；
（ｃ）少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現する１又は２個のベクターで形質転換され
た、ＣＤ１ｄ発現抗原提示細胞、あるいは腫瘍細胞又はウイルス感染細胞；
（ｄ）標的抗原を取り込ませた、ＣＤ１ｄ発現抗原提示細胞；ならびに
（ｅ）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで形質転換され、かつ標的抗原を取り込ま
せた、ＣＤ１ｄ発現抗原提示細胞、あるいは腫瘍細胞又はウイルス感染細胞。
【請求項２１】
　標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現ベクターであって、
　標的抗原をコードする第１のポリヌクレオチド及びＣＤ１ｄをコードする第２のポリヌ
クレオチド、ならびに該ポリヌクレオチドに機能可能に連結されたプロモーターを含む、
ベクター。
【請求項２２】
　以下（ａ）～（ｏ）のいずれかを含む、キット：
（ａ）（ａ１）少なくとも標的抗原を発現するベクター（但し、ＣＤ１ｄは発現しない）
、及び（ａ２）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター（但し、標的抗原は発現しない）
の組合せ；
（ｂ）（ｂ１）標的抗原発現細胞、及び（ｂ２）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター
の組合せ；
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（ｃ）（ｃ１）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｃ２）少なくとも標的抗原を発現するベクター
の組合せ；
（ｄ）（ｄ１）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター、及び（ｄ２）標的抗原の組合せ
；
（ｅ）（ｅ１）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｅ２）標的抗原の組合せ；
（ｆ）（ｆ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｆ２）少なくとも標的抗原を発現するベクター
の組合せ；
（ｇ）（ｇ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｇ２）標的抗原発現細胞の組合せ；
（ｈ）（ｈ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｈ２）標的抗原の組合せ；
（ｉ）（ｉ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｉ２）標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の組
合せ；
（ｊ）（ｊ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｊ２）標的抗原発現細胞、及び（ｊ３）少なくとも
ＣＤ１ｄを発現するベクターの組合せ；
（ｋ）（ｋ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｋ２）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｋ３）少なくとも
標的抗原を発現するベクターの組合せ；
（ｌ）（ｌ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｌ２）少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現
する１又は２個のベクターの組合せ； 
（ｍ）（ｍ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｍ２）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター、及
び（ｍ３）標的抗原の組合せ；
（ｎ）（ｎ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｎ２）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｎ３）標的抗原の
組合せ；ならびに
（ｏ）（ｏ１）抗体、核酸プローブ及び２以上のプライマーからなる群より選ばれる、標
的抗原の発現測定用手段、及び（ｏ２）抗体、核酸プローブ及び２以上のプライマーから
なる群より選ばれる、ＣＤ１ｄの発現測定用手段の組合せ。
【請求項２３】
　標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の有効量
を、それを必要とする被験体に投与することを含む、免疫誘導方法。
【請求項２４】
　標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の有効量及びアジュバントが投与される、請求項２
３記載の方法。
【請求項２５】
　免疫誘導剤の製造における、標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣ
Ｄ１ｄの共発現細胞の使用。
【請求項２６】
　免疫誘導剤の製造における、標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣ
Ｄ１ｄの共発現細胞、並びにアジュバントの使用である、上記請求項〔２５〕記載の使用
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞、標的抗原に対する免疫活性化能を有す
る、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞、それらの作製方法、ならびに標的抗原に対する
免疫誘導剤などに関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＮＫＴ細胞は、Ｔ細胞とＮＫ細胞の両方の特徴を併有するリンパ球系譜（lymphocyte l
inage）を構成する細胞であり、ＭＨＣクラスＩ様分子ＣＤ１ｄ上に提示される抗原によ
り活性化され、抗腫瘍作用等の作用を示す。ＣＤ１ｄ上に提示され、且つＮＫＴ細胞を強
力に活性化する抗原（ＣＤ１ｄリガンド）としては、例えば、糖脂質α－ガラクトシルセ
ラミド（α－ＧａｌＣｅｒ）が存在する。初代（primary）ＮＫＴ細胞は、α－ＧａｌＣ
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ｅｒ等の抗原をロードした抗原提示細胞（antigen presenting cell：ＡＰＣ）により刺
激され、分化・増殖し得る。このようなＡＰＣとしては、例えば、マクロファージ、未熟
又は成熟樹状細胞（dendritic cell：ＤＣ）等が知られているが、なかでも、α－Ｇａｌ
Ｃｅｒをパルスした成熟ＤＣは、ＮＫＴ細胞を強力に活性化することを本発明者らは以前
に報告している。
【０００３】
　これまで、ＮＫＴ細胞による免疫療法としては、ＣＤ１ｄリガンドを提示させた樹状細
胞により活性化されたＮＫＴ細胞の投与が、臨床的に試みられている。また、本発明者ら
は、マウスモデルにＣＤ１ｄリガンドを投与することで、ＣＤ１ｄリガンドのアジュバン
ト効果としての抗原特異的なＴ細胞免疫誘導が生じることを報告している。
【０００４】
　なお、本発明者らの発明の分野に関連する公知文献としては、以下の文献が存在する。
　非特許文献１には、マウスモデルにおいて、α－ＧａｌＣｅｒをパルスした成熟ＤＣが
ＩＦＮ－γ産生性ＮＫＴ細胞を強力に活性化し得ること、並びにそのように誘導されたＮ
ＫＴ細胞が抗腫瘍効果を示すことが記載されている。
　非特許文献２には、ヒトサンプルを用いた実験において、α－ＧａｌＣｅｒがパルスさ
れた成熟ＤＣが、ＩＦＮ－γ産生性ＮＫＴ細胞を強力に活性化し得ること、並びにマクロ
ファージ、未熟樹状細胞もまたＮＫＴ細胞を活性化し得ることが記載されている。
　非特許文献３には、ＮＫＴ細胞の活性化の際、樹状細胞が抗原を取り込むと樹状細胞が
成熟し、抗原特異的なＴ細胞を誘導できることが記載されている。
　非特許文献４には、ＮＫＴ細胞による樹状細胞の成熟において、ＩＦＮ－γ及びＴＮＦ
－α、並びにＣＤ４０のシグナルが重要であることが記載されている。
　非特許文献５には、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで活性化したヒトＮＫＴ細胞が、α－ＧａｌＣｅ
ｒを提示したＣＤ１ｄ発現標的を殺傷し得ることが記載されている。
　非特許文献６には、ＣＤ１ｄがＢ細胞性白血病細胞株上に発現しており、ＮＫＴ細胞へ
のα－ＧａｌＣｅｒの提示を媒介し得ることが記載されている。
　非特許文献７には、ＮＫＴ細胞の活性化において、樹状細胞の成熟及び該細胞による抗
原の取り込みなしには、抗原特異的Ｔ細胞を誘導できないことが記載されている。
　非特許文献８には、α－ＧａｌＣｅｒ投与によるＮＫＴ細胞の活性化の際に抗原を投与
することで、抗原特異的な免疫応答が誘導されることが記載されている。
【０００５】
　しかしながら、腫瘍に対する免疫療法を確立する上で切望されている、ＮＫＴ細胞の活
性化及び腫瘍に対するＴ細胞免疫応答の同時誘導を可能とする方法は、未だ開発されてい
ない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Fujii et al., Nature Immunology 3: 867-874 (2002)
【非特許文献２】Fujii et al., Journal of Immunological Methods 272: 147-159 (200
3)
【非特許文献３】Fujii et al., The Journal of Experimental Medicine 198: 267-279 
(2003)
【非特許文献４】Fujii et al., The Journal of Experimental Medicine 199: 1607-18 
(2004)
【非特許文献５】Metelitsa et al., The Journal of Immunology 167: 3114-3122 (2001
)
【非特許文献６】Fais et al., International Journal of Cancer 109: 402-11 (2004)
【非特許文献７】Hermans et al., The Journal of Immunology 171: 5140-5147 (2003)
【非特許文献８】Silk et al., The Journal of Clinical Investigation 114, 1800-11 
(2004)
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　従って、本発明の目的は、ＮＫＴ細胞の活性化及び腫瘍に対するＴ細胞免疫応答を同時
に誘導する方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、予想外かつ驚くべきことに、ＣＤ１ｄリガンドでパルスされた腫瘍細胞
が、当該腫瘍細胞に特異的である非常に強力な免疫応答、特にＮＫ／ＮＫＴ細胞活性化及
びＴ細胞免疫応答を同時に誘導することを見出した。また、さらに鋭意検討を重ねた結果
、上記の抗腫瘍免疫応答が、腫瘍細胞に発現しているＣＤ１ｄ依存性であることなどを見
出した。以上の知見より、本発明者らは、ＣＤ１ｄリガンドでパルスされた腫瘍抗原及び
ＣＤ１ｄの共発現細胞が、当該腫瘍細胞に特異的である非常に強力な免疫応答、特に、Ｎ
Ｋ／ＮＫＴ細胞の活性化及びＴ細胞免疫応答を同時に誘導し得るという結論を得るに至っ
た。かかる方法論は、腫瘍に対する免疫療法のみならず、特異的な標的抗原を発現してい
る細胞及び生物、例えばウイルス感染細胞及び病原体（例、ウイルス）に対する免疫療法
として広く応用できると考えられる。ＣＤ１ｄリガンドでパルスされた、標的抗原及びＣ
Ｄ１ｄの共発現細胞を、該標的抗原（その保有物を含む）に対する免疫誘導のために用い
るという思想は、上記先行文献には記載も示唆もされていない。
　以上に基づき、本発明者らは、本発明を完成するに至った。
【０００９】
　すなわち、本発明は、以下の発明などを提供する：
〔１〕標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の作
製方法であって、
　培養培地において、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞をＣＤ１ｄリガンドで処理する
ことを含む、方法。
〔２〕標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を、以下（ａ）又は（ｂ）の前工程により作製
することをさらに含む、上記〔１〕記載の方法：
（ａ）目的細胞において標的抗原及びＣＤ１ｄが共発現するように、あるいは標的抗原及
びＣＤ１ｄの共発現細胞において標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの発現を増強するように細
胞を処理して、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を得る工程；あるいは
（ｂ）個体から採取された生体サンプルから標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞（又は天
然共発現細胞）を回収して、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を得る工程。
〔３〕標的抗原が、腫瘍抗原又は病原体抗原である、上記〔１〕記載の方法。
〔４〕腫瘍細胞又はウイルス若しくはウイルス感染細胞に対する免疫活性化能を有する腫
瘍細胞又はウイルス感染細胞の作製方法であって、
　培養培地において、ＣＤ１ｄを発現する腫瘍細胞又はウイルス感染細胞をＣＤ１ｄリガ
ンドで処理することを含む、方法。
〔５〕腫瘍細胞が、固形腫瘍細胞、又は造血組織における腫瘍細胞である、上記〔４〕記
載の方法。
〔６〕標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の作製方法であって、
　目的細胞において標的抗原及びＣＤ１ｄが共発現するように、あるいは標的抗原及びＣ
Ｄ１ｄの共発現細胞において標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの発現を増強するように細胞を
処理することを含む、方法。
〔７〕ＣＤ１ｄを発現する、又はＣＤ１ｄの発現が増強された腫瘍細胞又はウイルス感染
細胞の作製方法であって、
　少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで腫瘍細胞又はウイルス感染細胞を形質転換す
ることを含む、方法。
〔８〕標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の同定方法であって、
　目的細胞における標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの発現を測定することを含む、方法。
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〔９〕目的細胞が、個体より採取された、腫瘍細胞又はウイルス感染細胞である、上記〔
８〕記載の方法。
〔１０〕標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞。
〔１１〕標的抗原が、腫瘍抗原又は病原体抗原である、上記〔１０〕記載の細胞。
〔１２〕腫瘍細胞又はウイルス若しくはウイルス感染細胞に対する免疫活性化能を有する
、ＣＤ１ｄを発現する腫瘍細胞又はウイルス感染細胞。
〔１３〕少なくとも標的抗原を発現するベクター又は少なくともＣＤ１ｄを発現するベク
ターで形質転換された細胞である、上記〔１２〕記載の細胞。
〔１４〕標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を
含む、標的抗原に対する免疫誘導剤。
〔１５〕標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞、
ならびにアジュバントを含む、組成物。
〔１６〕標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を
含む、医薬。
〔１７〕固形腫瘍、造血組織における腫瘍又は感染症の治療剤である、上記〔１６〕記載
の医薬。
〔１８〕標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞であって、
　標的抗原及びＣＤ１ｄを共発現するように、あるいは標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの発
現を増強するように処理された、細胞。
〔１９〕該細胞が、以下（ａ）～（ｅ）のいずれかの細胞である、上記〔１８〕記載の細
胞：
（ａ）少なくとも標的抗原を発現するベクターで形質転換された、ＣＤ１ｄ天然発現細胞
；
（ｂ）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで形質転換された、標的抗原の天然発現細
胞； 
（ｃ）少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現する１又は２個のベクターで形質転換され
た、細胞；
（ｄ）標的抗原を取り込ませた、ＣＤ１ｄ天然発現細胞；ならびに
（ｅ）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで形質転換され、かつ標的抗原を取り込ま
せた、細胞。
〔２０〕該細胞が、以下（ａ）～（ｅ）のいずれかの細胞である、上記〔１８〕記載の細
胞：
（ａ）少なくとも標的抗原を発現するベクターで形質転換された、ＣＤ１ｄ発現抗原提示
細胞；
（ｂ）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで形質転換された、腫瘍細胞又はウイルス
感染細胞；
（ｃ）少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現する１又は２個のベクターで形質転換され
た、ＣＤ１ｄ発現抗原提示細胞、あるいは腫瘍細胞又はウイルス感染細胞；
（ｄ）標的抗原を取り込ませた、ＣＤ１ｄ発現抗原提示細胞；ならびに
（ｅ）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで形質転換され、かつ標的抗原を取り込ま
せた、ＣＤ１ｄ発現抗原提示細胞、あるいは腫瘍細胞又はウイルス感染細胞。
〔２１〕標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現ベクターであって、
　標的抗原をコードする第１のポリヌクレオチド及びＣＤ１ｄをコードする第２のポリヌ
クレオチド、ならびに該ポリヌクレオチドに機能可能に連結されたプロモーターを含む、
ベクター。
〔２２〕以下（ａ）～（ｏ）のいずれかを含む、キット：
（ａ）（ａ１）少なくとも標的抗原を発現するベクター（但し、ＣＤ１ｄは発現しない）
、及び（ａ２）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター（但し、標的抗原は発現しない）
の組合せ；
（ｂ）（ｂ１）標的抗原発現細胞、及び（ｂ２）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター
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の組合せ；
（ｃ）（ｃ１）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｃ２）少なくとも標的抗原を発現するベクター
の組合せ；
（ｄ）（ｄ１）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター、及び（ｄ２）標的抗原の組合せ
；
（ｅ）（ｅ１）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｅ２）標的抗原の組合せ；
（ｆ）（ｆ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｆ２）少なくとも標的抗原を発現するベクター
の組合せ；
（ｇ）（ｇ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｇ２）標的抗原発現細胞の組合せ；
（ｈ）（ｈ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｈ２）標的抗原の組合せ；
（ｉ）（ｉ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｉ２）標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の組
合せ；
（ｊ）（ｊ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｊ２）標的抗原発現細胞、及び（ｊ３）少なくとも
ＣＤ１ｄを発現するベクターの組合せ；
（ｋ）（ｋ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｋ２）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｋ３）少なくとも
標的抗原を発現するベクターの組合せ；
（ｌ）（ｌ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｌ２）少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現
する１又は２個のベクターの組合せ； 
（ｍ）（ｍ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｍ２）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター、及
び（ｍ３）標的抗原の組合せ；
（ｎ）（ｎ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｎ２）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｎ３）標的抗原の
組合せ；ならびに
（ｏ）（ｏ１）抗体、核酸プローブ及び２以上のプライマーからなる群より選ばれる、標
的抗原の発現測定用手段、及び（ｏ２）抗体、核酸プローブ及び２以上のプライマーから
なる群より選ばれる、ＣＤ１ｄの発現測定用手段の組合せ。
〔２３〕標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の
有効量を、それを必要とする被験体に投与することを含む、免疫誘導方法。
〔２４〕標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の有効量及びアジュバントが投与される、上
記〔２３〕記載の方法。
〔２５〕免疫誘導剤の製造における、標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原
及びＣＤ１ｄの共発現細胞の使用。
〔２６〕免疫誘導剤の製造における、標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原
及びＣＤ１ｄの共発現細胞、並びにアジュバントの使用である、上記〔２５〕記載の使用
。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明における、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞は、ＣＤ１ｄリガンドのパルス後
、標的抗原に対する免疫活性化能を獲得する。このようにして得られた細胞は、腫瘍性疾
患（例、上皮性腫瘍及び非上皮性腫瘍を含む固形腫瘍、白血病、リンパ腫、骨髄腫）又は
感染症（例、ウイルス感染症）の予防・治療、あるいは免疫療法に有用である。本発明の
作製方法、同定方法及びキットは、このような細胞の調製に有用である。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は、α－ＧａｌＣｅｒをパルスした腫瘍細胞と共培養したマウス肝由来単核
球によるＩＦＮ－γ産生量を示す。　ＣＤ１ｄＢ１６：ＣＤ１ｄ発現増強Ｂ１６　ＣＤ１
ｄＥＬ４：ＣＤ１ｄ発現増強ＥＬ４　ＤＣ：樹状細胞　ＷＴ：野生型　ＪαＫＯ：Ｊa２
８１遺伝子欠損マウス（Ｖa１４＋ＮＫＴ細胞欠損マウス）　－：α－ＧａｌＣｅｒでパ
ルスせず　＋：α－ＧａｌＣｅｒでパルス
【図２】図２は、各種濃度のα－ＧａｌＣｅｒをパルスした腫瘍細胞で免疫したマウスに
おけるＩＦＮ－γ産生量を示す。　Ｇａｌ：α－ＧａｌＣｅｒ　ＤＣ／Ｇ：α－ＧａｌＣ
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ｅｒをパルスした樹状細胞　Ｂ１６／Ｇ：α－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＢ１６　ＣＤ１
ｄＢ１６／Ｇ：α－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＣＤ１ｄ発現増強Ｂ１６
【図３】図３は、肺転移モデルにおける抗腫瘍免疫の差異を示す。
【図４】図４は、α－ＧａｌＣｅｒをパルスした腫瘍細胞で免疫したマウスにおける抗腫
瘍免疫応答を示す。
【図５】図５は、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ法により測定された、腫瘍細胞株間における
ＣＤ１ｄ　ｍＲＮＡの相対的発現レベルを示す。
【図６】図６は、フローサイトメトリーにより測定された、腫瘍細胞株間におけるＣＤ１
ｄタンパク質の相対的発現レベルを示す。　ＤＣ：樹状細胞　ＣＤ１ｄＢ１６：ＣＤ１ｄ
発現増強Ｂ１６　ＣＤ１ｄＥＬ４：ＣＤ１ｄ発現増強ＥＬ４　アイソタイプ：ラットＩｇ
Ｇ２ｂ
【図７】図７は、肝由来単核球による、ＣＤ１ｄリガンドがパルスされた、又はパルスさ
れていない腫瘍細胞の殺傷効果を示す。　Ｅ／Ｔ比：エフェクター（Ｅ）／ターゲット（
Ｔ）比を示す。ここでは、ＮＫＴ細胞及びＮＫ細胞を含む肝由来単核球がＥに対応し、腫
瘍細胞がＴに対応する。
【図８】図８は、フローサイトメーターによる、樹状細胞のＣＦＳＥ取り込みの測定結果
を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
（１．細胞）
　本発明は、ＣＤ１ｄリガンドでパルスされた、所定の細胞、例えば、標的抗原及びＣＤ
１ｄの共発現細胞を提供する。ＣＤ１ｄリガンドでパルスされたこのような共発現細胞は
、標的抗原に対する免疫活性化能を有し得る。
【００１３】
　ＣＤ１ｄリガンドとは、ＣＤ１ｄ発現抗原提示細胞（ＡＰＣ）上に提示され、以ってＮ
ＫＴ細胞を活性化し得る物質をいう。「ＣＤ１ｄリガンド」としては、例えば、α－Ｇａ
ｌＣｅｒ（α-galactosylceramide）、α－Ｃ－ＧａｌＣｅｒ（α-C-galactosylceramide
）、ｉＧＢ３（isoglobotrihexosylceramide）、ＧＤ３（ganglioside 3）、ＧＳＬ－１
（α-linked glucuronic acid）、ＧＳＬ－１’ＳＡ（galacturonic acid）が挙げられる
が、α－ＧａｌＣｅｒ、α－Ｃ－ＧａｌＣｅｒが好ましい。本発明の細胞は、ＣＤ１ｄリ
ガンドを、ＣＤ１ｄを介してその細胞表面上に提示し、ＮＫＴ細胞を活性化し得る。
【００１４】
　本発明はまた、ＣＤ１ｄリガンドでパルスされ得る所定の細胞のうち、新規細胞を提供
する。本発明者らは、ＣＤ１ｄリガンドでパルスされた、所定の細胞、例えば、標的抗原
及びＣＤ１ｄの共発現細胞が、免疫療法において非常に有用であることを初めて見出した
。例えば、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞としては、マウス由来黒色腫細胞株Ｂ１６
及びマウス由来Ｔリンパ腫細胞株ＥＬ４を始めとする細胞が既に存在するものの、本発明
者らのかかる知見なしには、本発明者らが開発した方法において用いられ得る、標的抗原
及びＣＤ１ｄの共発現細胞を意図的に作成する動機付けはない。したがって、このように
作製される、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞は、新規なものであり得る。例えば、こ
のように作製された新規細胞は、標的抗原及び／又はＣＤ１ｄを発現するように、あるい
は標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの発現を増強するように処理された細胞であり得る。
【００１５】
　本明細書中、ＣＤ１ｄリガンドでパルスされた、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞、
ならびに標的抗原及びＣＤ１ｄの新規共発現細胞を、必要に応じて、「本発明の細胞」と
包括的に省略することがある。また、本発明の細胞のうち、ＣＤ１ｄリガンドでパルスさ
れた、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を特に意図する場合、必要に応じて、「本発明
のパルス細胞」（標的抗原に対する免疫活性化能を有し得る細胞を意味する）と省略する
ことがある。さらに、本発明の細胞のうち、標的抗原及びＣＤ１ｄの新規共発現細胞を特
に意図する場合、必要に応じて、「本発明の非パルス細胞」（ＣＤ１ｄリガンドでパルス
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された後、標的抗原に対する免疫活性化能を獲得し得るものの、ＣＤ１ｄリガンドでパル
スされていないため、標的抗原に対する免疫活性化能を有し得ない細胞を意味する）と省
略することがある。
【００１６】
　本発明の細胞は、単離及び／又は精製されたものであり得る。細胞の単離及び精製は、
自体公知の方法により行うことができる。
【００１７】
　本発明の細胞はまた、任意の動物種由来の細胞であり得る。このような動物種としては
、例えば、ヒト、サル、チンパンジー、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、
マウス、ラット、モルモット、ハムスター、ウサギ等の哺乳動物が挙げられるが、臨床応
用という観点からは、ヒト由来の細胞であることが好ましい。
【００１８】
　本発明の細胞はさらに、任意の組織由来の細胞種であり得る。このような組織としては
、例えば、胃、小腸（例、十二指腸、空腸、回腸、結腸）、大腸、直腸、肺、膵臓、腎臓
、肝臓、胸腺、脾臓、甲状腺、副腎、前立腺、卵巣、子宮、骨髄、皮膚、末梢血が挙げら
れる。本発明の細胞はまた、上記組織における特定の細胞種又は上記組織以外の組織に存
在する細胞種であり得る。このような細胞種としては、例えば、上皮細胞、内皮細胞、表
皮細胞、間質細胞、繊維芽細胞、脂肪細胞、乳腺細胞、メサンギウム細胞、膵β細胞、神
経細胞、グリア細胞、免疫細胞（例、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、マクロフ
ァージ、肥満細胞、好中球、好塩基球、好酸球、単球）、ならびにこれら細胞の前駆細胞
及び幹細胞が挙げられる。
【００１９】
　本発明の細胞はさらに、動物より採取された細胞（例、初代培養細胞）又は細胞株であ
り得る。細胞株は既存の細胞株又は新たに作製される細胞株であり得る。細胞株は自体公
知の方法により作製できる。
【００２０】
　より重要には、本発明の細胞は、標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現する細胞であり得
る。
【００２１】
　標的抗原は、異常細胞又は病原体（pathogen）に発現している抗原であって、それを標
的とする免疫作用により、体内における当該異常細胞又は病原体の消失、あるいは当該異
常細胞又は病原体量の減少が期待できるものである限り特に限定されない。例えば、標的
抗原としては、腫瘍抗原、病原体抗原が挙げられる。本発明の細胞は、同一標的に対する
１又は２以上の標的抗原を発現し得る。
【００２２】
　腫瘍抗原は、上皮性及び非上皮性腫瘍を含む固形腫瘍、造血組織における腫瘍の抗原で
あり得る。固形腫瘍抗原としては特に限定されないが、例えば、ＭＡＲＴ－１／Ｍｅｌａ
ｎ－Ａ、Ｍａｇｅ－１、Ｍａｇｅ－３、ｇｐ１００、チロシナーゼ，ＣＥＡ、ＰＳＡ、Ｃ
Ａ－１２５、ｅｒｂ－２、Ｍｕｃ－１、Ｍｕｃ－２、ＴＡＧ－７２、ＡＥＳ、ＦＢＰ、Ｃ
－レクチン、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ｇａｌｅｃｔｉｎ－４／ＮＹ－ＣＯ－２７、Ｐｅｃ６０
、ＨＥＲ－２／ｅｒｂＢ－２／ｎｅｕ、テロメラーゼ、Ｇ２５０、Ｈｓｐ１０５、点変異
ｒａｓ癌遺伝子、点変異ｐ５３癌遺伝子、癌胎児性抗原が挙げられる（例えば、特開2005
-139118号公報、特開2004-147649号公報、特開2002-112780号公報、特開2004-222726号公
報を参照）。造血組織における腫瘍（例、白血病）の抗原としては特に限定されないが、
例えば、proteinase 3、ＷＴ－１、ｈＴＥＲＴ、ＰＲＡＭＥ、ＰＭＬ／ＲＡＲ－ａ、ＤＥ
Ｋ／ＣＡＮ、シクロフィリンＢ、ＴＥＬ－ＭＡＬ１、ＢＣＲ－ＡＢＬ、ＯＦＡ－ｉＬＲＰ
、Survivin、idiotype、Sperm protein 17、ＳＰＡＮ－Ｘｂ、ＣＴ－２７、ＭＵＣ１が挙
げられる。
【００２３】
　病原体抗原は、病原性ウイルス抗原、病原性微生物抗原、又は病原性原生動物抗原であ
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り得る。病原性ウイルス抗原としては特に限定されないが、例えば、ＧＰ－１２０、ｐ１
７、ＧＰ－１６０（以上、ＨＩＶ）、ＮＰ、ＨＡ（以上、インフルエンザウイルス）、Ｈ
Ｂｓ　Ａｇ、ＨＢＶエンベロープタンパク質、コアタンパク質、ポリメラーゼタンパク質
、ＮＳ３、ＮＳ５（以上、肝炎ウイルス）、ＨＳＶｄＤ（単純ヘルペスウイルス）、ＥＢ
ＮＡ１、２、３Ａ、３Ｂ及び３Ｃ、ＬＭＰ１及び２、ＢＺＬＦ１、ＢＭＬＦ１、ＢＭＲＦ
１、ＢＨＲＦ１（以上、ＥＢウイルス）、Ｔａｘ（ＨＴＬＶ－Ｉ）、ＳＡＲＳ－ＣｏＶス
パイクタンパク質（ＳＡＲＳウイルス）、ＣＭＶ　ｐｐ５、ＩＥ－１（以上、ＣＭＶ）、
Ｅ６、Ｅ７タンパク質（以上、ＨＰＶ）が挙げられる（例えば、特開２００４－２２２７
２６号公報参照）。病原性微生物抗原としては、例えば、病原性細菌（例、クラミジア、
ミコバクテリア、レジオネラ）、病原性酵母（例、アスペルギルス、カンジダ）に発現し
ている抗原が挙げられる。病原性原生動物抗原としては、例えば、マラリア、住血吸虫に
発現している抗原が挙げられる。
【００２４】
　ＣＤ１ｄは、ペプチドではなく糖脂質を提示する主要組織適合抗原（ＭＨＣ）様分子と
して知られている。ＣＤ１ｄは、抗原提示細胞（例、樹状細胞）、腸管、肝臓等の組織に
おける上皮細胞の他、一部の腫瘍細胞（例、固形腫瘍細胞、白血病細胞）、ウイルス感染
細胞でも発現している。
【００２５】
　本発明の細胞はまた、正常細胞又は異常細胞であり得る。正常細胞とは、病的状態に陥
っていない細胞をいい、一方、異常細胞とは、病的状態に陥った細胞をいう。異常細胞と
しては、例えば、腫瘍細胞、ウイルス感染細胞が挙げられる。腫瘍細胞は、上述の細胞種
に対応する腫瘍細胞であり得る。ウイルス感染細胞としては、例えば、病原性ウイルスに
感染した上述の細胞種が挙げられる。病原性ウイルスとしては特に限定されるものではな
いが、例えば、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、肝炎ウイルス（例、Ａ型、Ｂ型、Ｃ型
、Ｄ型及びＥ型肝炎ウイルス）、インフルエンザウイルス、単純ヘルペスウイルス、西ナ
イル熱ウイルス、ヒトパピローマウィルス、ウマ脳炎ウイルス、ヒトＴ細胞白血病ウイル
ス（例、ＨＴＬＶ－Ｉ）が挙げられる。
【００２６】
　本発明の細胞はまた、非形質転換体又は形質転換体であり得る。本明細書中で用いられ
る場合、形質転換とは、人為的な遺伝子導入操作をいい、形質転換体とはそのような人為
的な操作により作出された細胞を意味する。したがって、非人為的操作により生じた細胞
は、本明細書中では形質転換体に該当しないものとして扱う。より詳細には、本発明の細
胞が形質転換体である場合、本発明の細胞は、宿主細胞として、標的抗原及びＣＤ１ｄの
双方を発現していない細胞、あるいは当標的抗原及びＣＤ１ｄの一方又は双方を天然で発
現している細胞を、少なくとも標的抗原を発現するベクター、あるいは少なくともＣＤ１
ｄを発現するベクター又は少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現する１又は２個のベク
ター（発現ベクターの詳細については後述）で形質転換することにより作製されるもので
あり得る。形質転換における宿主細胞は、任意の細胞であり得、例えば、正常細胞又は異
常細胞（例、白血病細胞等の腫瘍細胞、ウイルス感染細胞）、あるいは標的抗原及びＣＤ
１ｄの非天然発現細胞、標的抗原の天然発現細胞、ＣＤ１ｄ天然発現細胞、又は標的抗原
及びＣＤ１ｄの天然発現細胞であり得る。
【００２７】
　本発明の細胞はまた、標的抗原の非導入細胞又は導入細胞であり得る。本明細書中で用
いられる場合、標的抗原の導入とは、人為的な標的抗原移入操作をいい、標的抗原の導入
細胞とは、そのような人為的な操作により作出された細胞を意味する。したがって、非人
為的操作により生じた細胞は、本明細書中では標的抗原の導入細胞に該当しないものとし
て扱う。より詳細には、本発明の細胞が標的抗原の導入細胞である場合、本発明の細胞は
、宿主細胞として、標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現していない細胞、あるいは当標的
抗原及びＣＤ１ｄの一方又は双方を天然で発現している細胞に、標的抗原を取り込ませる
ことにより作製されるものであり得る。
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【００２８】
　本発明の細胞はさらに、天然に存在する、抗原提示細胞（ＡＰＣ）又は非ＡＰＣに由来
する細胞であり得る。天然に存在するＡＰＣとしては、例えば、樹状細胞、マクロファー
ジ、Ｂ細胞、ランゲルハンス細胞、活性化Ｔ細胞が挙げられる。したがって、本発明の細
胞は、少なくとも標的抗原を発現するベクター、少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター
、あるいは少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現する１又は２個のベクターで形質転換
された、あるいは標的抗原が取り込まれた、天然に存在するＡＰＣ又は非ＡＰＣであって
もよい。
【００２９】
　本発明の細胞はまた、天然に存在する、ＣＤ１ｄ発現抗原提示細胞（ＣＤ１ｄ発現ＡＰ
Ｃ）又は非ＣＤ１ｄ発現ＡＰＣに由来する細胞であり得る。ＣＤ１ｄ発現ＡＰＣとは、そ
の細胞表面上にＣＤ１ｄを有する、ＮＫＴ細胞を活性化し得る細胞をいう。ＣＤ１ｄ発現
ＡＰＣとしては、例えば、樹状細胞、マクロファージ、Ｂ細胞が挙げられる。したがって
、本発明の細胞は、少なくとも標的抗原を発現するベクター、少なくともＣＤ１ｄを発現
するベクター、あるいは少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現する１又は２個のベクタ
ーで形質転換された、あるいは標的抗原が取り込まれた、天然に存在するＣＤ１ｄ発現Ａ
ＰＣ又は非ＣＤ１ｄ発現ＡＰＣであってもよい。
【００３０】
　本発明の細胞はさらに、細胞で免疫されるべき個体由来の細胞（投与対象に対して同種
同系の細胞）、細胞で免疫されるべき個体と同種の別の個体由来の細胞（投与対象に対し
て同種異系の細胞）、ならびに細胞で免疫されるべき個体と異種の個体由来の細胞（投与
対象に対して異種の細胞）を用いることができるが、自己の腫瘍抗原に対するＴ細胞免疫
応答を誘導することが目的であることから、同種同系の細胞が好ましい。
【００３１】
　本発明のパルス細胞は、後述するように、医薬、免疫活性化剤などとして有用である。
本発明の非パルス細胞は、例えば、本発明のパルス細胞の作製に有用である。
【００３２】
（２．作製及び同定方法）
　本発明は、本発明の細胞の作製方法を提供する。
【００３３】
　一実施形態では、本発明の作製方法は、本発明の非パルス細胞の作製方法であり得る。
本発明の非パルス細胞の作製方法は、目的細胞において標的抗原及びＣＤ１ｄが共発現す
るように、あるいは標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞において標的抗原及び／又はＣＤ
１ｄの発現を増強するように細胞を処理することを含み得る。
【００３４】
　例えば、本発明の作製方法が、目的細胞において標的抗原及びＣＤ１ｄが共発現するよ
うに細胞を処理することを含む場合、目的細胞は、標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現し
ない細胞、標的抗原又はＣＤ１ｄの一方のみを発現する細胞であり得る。
【００３５】
　また、本発明の作製方法が、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞において標的抗原及び
／又はＣＤ１ｄの発現を増強するように細胞を処理することを含む場合、本発明の細胞に
よる免疫療法の治療効果を十分に高める程度に標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの発現が増強
され得る。
【００３６】
　本発明の作製方法における処理は、形質転換、又は標的抗原の導入操作であり得る。よ
り詳細には、本発明の作製方法は、（ａ）少なくとも標的抗原を発現するベクターで、Ｃ
Ｄ１ｄ発現細胞を形質転換すること、（ｂ）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで、
標的抗原発現細胞を形質転換すること、（ｃ）少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現す
る１又は２個のベクターで、細胞を形質転換すること、（ｄ）標的抗原自体をＣＤ１ｄ発
現細胞に取り込ませること、あるいは（ｅ）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで細
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胞を形質転換し、次いで標的抗原自体を該細胞に取り込ませること、（ｆ）標的抗原自体
を細胞に取り込ませ、次いで少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターで該細胞を形質転換
することを含み得る。細胞の形質転換は、リポフェクション法、リン酸カルシウム沈殿法
、エレクトロポレーション法等の自体公知の方法により行われ得る。細胞に対する標的抗
原の導入操作は、例えば、高浸透圧ショック、エレクトロポレーション、リポソーム、細
胞内への取り込みを可能とするシグナルペプチドと標的抗原との融合タンパク質の使用に
より行われ得る。
【００３７】
　上述の作製方法では、（ａ）及び（ｄ）におけるＣＤ１ｄ発現細胞は、ＣＤ１ｄを発現
し、かつ標的抗原を発現しない細胞、あるいは標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現する細
胞であり得る。（ｂ）における標的抗原発現細胞は、標的抗原を発現し、かつＣＤ１ｄを
発現しない細胞、あるいは標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現する細胞であり得る。（ｃ
）、（ｅ）及び（ｆ）における細胞は、標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現しない細胞、
標的抗原を発現し、かつＣＤ１ｄを発現しない細胞、ＣＤ１ｄを発現し、かつ標的抗原を
発現しない細胞、あるいは標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現する細胞であり得る。
【００３８】
　別の実施形態では、本発明の作製方法は、本発明のパルス細胞の作製方法であり得る。
本発明のパルス細胞の作製方法は、培養培地において、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細
胞をＣＤ１ｄリガンドで処理することを含み得る。このような処理により、標的抗原及び
ＣＤ１ｄの共発現細胞上にＣＤ１ｄリガンドが提示され、該共発現細胞が標的抗原に対す
る免疫活性化能を獲得し得る。
【００３９】
　培養培地は、動物細胞の培養に用いられる培地を基礎培地として調製することができる
。基礎培地としては、例えば、ＭＥＭ培地、ＤＭＥＭ培地、αＭＥＭ培地、ハム培地、Ｒ
ＰＭＩ１６４０培地、Fischer’s培地、およびこれらの混合培地が挙げられる。培養培地
は、例えば、血清（例えば、ＦＣＳ）、血清代替物（例えば、knockout Serum Replaceme
nt（ＫＳＲ））、脂肪酸又は脂質、アミノ酸、ビタミン、増殖因子、サイトカイン、抗酸
化剤、２－メルカプトエタノール、ピルビン酸、緩衝剤、無機塩類等を含むことができる
。培養温度、ＣＯ２濃度等の他の培養条件は適宜設定できる。培養温度は、特に限定され
るものではないが、例えば約３０～４０℃、好ましくは約３７℃である。また、ＣＯ２濃
度は、例えば約１～１０％、好ましくは約５％である。培養における細胞数、各種因子の
濃度等のその他の条件は、自体公知の方法により適宜設定できる。
【００４０】
　本発明のパルス細胞の作製に用いられる細胞は、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞で
ある限り特に限定されない。例えば、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞としては、処理
された細胞、未処理の細胞を用いることができる。
【００４１】
　標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞として処理された細胞（例、形質転換体）が用いら
れる場合、本発明の作製方法は、目的細胞において標的抗原及びＣＤ１ｄが共発現するよ
うに、あるいは標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞において標的抗原及び／又はＣＤ１ｄ
の発現を増強するように細胞を処理して、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞を得ること
をさらに含み得る。本方法論は、上述の本発明の作製方法と同様に行われ得る。目的細胞
は、本発明の細胞が投与される個体由来の細胞（同種同系細胞）、本発明の細胞が投与さ
れる個体と同種の個体由来の細胞（同種異系細胞）、又は異種の個体由来の細胞（異種細
胞）であり得る。
【００４２】
　一方、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞として未処理の細胞（例、非形質転換体）が
用いられる場合、本発明の作製方法は、個体から採取された生体サンプルから標的抗原及
び／又はＣＤ１ｄの共発現細胞を回収して、標的抗原及び／又はＣＤ１ｄの共発現細胞を
得ることをさらに含み得る。個体から採取される生体サンプルとしては、例えば、腫瘍塊
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、末梢血、肝臓、リンパ節、脾臓等の生体サンプルが挙げられる。個体から採取され得る
細胞としては、例えば、白血病細胞等の腫瘍細胞、ウイルス感染細胞等の異常細胞（本異
常細胞は、本発明の細胞と同様の種類のものであり得る）が挙げられる。個体は、上述の
動物種と同様であり得る。個体はまた、本発明の細胞が投与される個体と同一又は異なる
個体であり得る。
【００４３】
　標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞として未処理の細胞（個体から採取された細胞その
もの）が用いられる場合、当該非形質転換体を含む生体サンプルの一部を用いて、当該サ
ンプルに含まれる細胞が、標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現しているか否かが必要に応
じて同定され得る。本発明はまた、このような同定方法を提供する。本発明者らは、ＣＤ
１ｄリガンドでパルスされた、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞が、免疫療法において
非常に有用であることを初めて見出した。発明者らのかかる知見なしには、本発明者らが
開発した方法において用いられ得る、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞（特に、個体か
ら採取された共発現細胞）を意図的に同定する動機付けはない。なお、腫瘍抗原は、採取
された生体サンプルとして腫瘍を採取した場合、当該サンプルに含まれる細胞に当然に発
現していると考えられる。したがって、このような場合、本発明の同定方法において、腫
瘍抗原の発現を必ずしも確認する必要はなく、ＣＤ１ｄの発現のみ確認すれば足り得る。
他の標的抗原についても同様であり得る。
【００４４】
　したがって、本発明の同定方法は、目的細胞におけるＣＤ１ｄの発現、あるいは標的抗
原及びＣＤ１ｄの発現を測定することを含むものであってもよい。目的細胞としては、例
えば、処理された細胞及び未処理の細胞、ならびに既存の細胞及び新規細胞が挙げられる
。目的細胞及び／又は個体から採取され得る細胞としては、例えば、腫瘍細胞、ウイルス
感染細胞等の異常細胞（本異常細胞は、本発明の細胞と同様の種類のものであり得る）が
挙げられる。
【００４５】
　標的抗原及びＣＤ１ｄの発現の測定は、例えば、標的抗原及び／又はＣＤ１ｄを増幅可
能な複数のプライマー（例、プライマー対）、標的抗原及び／又はＣＤ１ｄを検出可能な
核酸プローブ、標的抗原及び／又はＣＤ１ｄに対する抗体を用いて、自体公知の方法によ
り行うことができる。
【００４６】
　本発明の作製方法は、例えば、上述の通り種々の利点を有する本発明の細胞の作製に有
用である。本発明の同定方法は、例えば、本発明のパルス細胞の作製に必要な細胞のスク
リーニングに有用である。
【００４７】
（３．発現ベクター）
　本明細書中で用いられる場合、少なくとも標的抗原を発現するベクターとは、標的抗原
のみを発現するベクター、ならびに標的抗原及びその他の有用な因子を発現するベクター
を意味する。少なくとも標的抗原を発現するベクターとしては、例えば、標的抗原発現ベ
クター、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現ベクターが挙げられる。
【００４８】
　少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターとは、ＣＤ１ｄのみを発現するベクター、なら
びにＣＤ１ｄ及びその他の有用な因子を発現するベクターを意味する。少なくともＣＤ１
ｄを発現するベクターとしては、例えば、ＣＤ１ｄ発現ベクター、標的抗原及びＣＤ１ｄ
の共発現ベクターが挙げられる。
【００４９】
　少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現する１又は２個のベクターとは、標的抗原及び
ＣＤ１ｄの双方を発現する単独のベクター、ならびに少なくとも標的抗原を発現するベク
ターと少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターとの組合せを意味する。少なくとも標的抗
原及びＣＤ１ｄを発現する１又は２個のベクターとしては、例えば、標的抗原及びＣＤ１
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ｄの共発現ベクター、ならびに標的抗原発現ベクターとＣＤ１ｄ発現ベクターとの組合せ
が挙げられる。
【００５０】
　本発明はまた、このような共発現ベクターを提供する。
【００５１】
　本発明の共発現ベクターは、標的抗原をコードする第１のポリヌクレオチド及びＣＤ１
ｄをコードする第２のポリヌクレオチドを含み得る。本発明の共発現ベクターはまた、上
記第１及び第２のポリヌクレオチドに機能可能に連結されたプロモーターを含み得る。プ
ロモーターの機能可能な連結とは、プロモーターが、その制御下にあるポリヌクレオチド
によりコードされる因子の発現を可能とするように、該ポリヌクレオチドに結合している
ことを意味する。
【００５２】
　より詳細には、本発明の共発現ベクターは、ポリシストロニックｍＲＮＡ発現ベクター
であり得る。ポリシストロニックｍＲＮＡ発現ベクターは、標的抗原及びＣＤ１ｄのポリ
シストロニックｍＲＮＡの発現を可能とする、第１のポリヌクレオチドおよび第２のポリ
ヌクレオチドの連結物、ならびに当該連結物に機能可能に連結されたプロモーターを含み
得る。
【００５３】
　本発明の共発現ベクターはまた、非ポリシストロニックｍＲＮＡ発現ベクターであり得
る。非ポリシストロニックｍＲＮＡ発現ベクターは、第１のポリヌクレオチド及び当該ポ
リヌクレオチドに機能可能に連結された第１のプロモーター、ならびに第２のポリヌクレ
オチド及び当該ポリヌクレオチドに機能可能に連結された第２のプロモーターを含み得る
。
【００５４】
　共発現ベクターで用いられるプロモーターは、導入される細胞で機能し得るものであれ
ば特に制限されず、例えば、ＳＶ４０由来初期プロモーター、サイトメガロウイルスＬＴ
Ｒ、ラウス肉腫ウイルスＬＴＲ、ＭｏＭｕＬＶ由来ＬＴＲ、アデノウイルス由来初期プロ
モーター等のウイルスプロモーター、ならびにβ－アクチン遺伝子プロモーター、ＰＧＫ
遺伝子プロモーター、トランスフェリン遺伝子プロモーター等の哺乳動物の構成蛋白質遺
伝子プロモーターなどが挙げられる。また、導入される細胞に特異的なプロモーターを用
いてもよい。このようなプロモーターとしては、例えば、腫瘍細胞特異的プロモーター、
ウイルス感染細胞特異的プロモーター（例、ウイルス後期プロモーター）等の異常細胞特
異的プロモーターが挙げられる。本発明の共発現ベクターに限らず、本発明で用いられる
発現ベクターもまた、このようなプロモーターを有し得る。
【００５５】
　共発現ベクターは、好ましくは核酸分子をコードするオリゴ（ポリ）ヌクレオチドの下
流に転写終結シグナル、すなわちターミネーター領域を含む。さらに、形質転換細胞選択
のための選択マーカー遺伝子（テトラサイクリン、アンピシリン、カナマイシン、ハイグ
ロマイシン、ホスフィノスリシン等の薬剤に対する抵抗性を付与する遺伝子、栄養要求性
変異を相補する遺伝子等）をさらに含んでいてもよい。
【００５６】
　共発現ベクターとして使用される基本骨格のベクターは、例えば、プラスミドまたはウ
イルスベクター（例、アデノウイルス、レトロウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペス
ウイルス、ワクシニアウイルス、ポックスウイルス、ポリオウイルス、シンドビスウイル
ス、センダイウイルス、レンチウイルス等のウイルス由来ベクター）であり得る。
【００５７】
　本発明の共発現ベクターは、例えば、上述した本発明の剤と同様に、医薬として、及び
免疫細胞の活性化、ならびに本発明の細胞の作製に有用である。
【００５８】
（４．剤及び組成物）
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　本発明は、本発明の細胞を含む剤（又は組成物）を提供する。
【００５９】
　本発明の剤が投与される動物種は、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞が由来する動物
種と同様であり得る。したがって、本発明の剤は、本発明の細胞による免疫において、同
種同系、同種異系又は異種細胞による免疫を達成し得る。
【００６０】
　本発明の剤は、ＣＤ１ｄリガンドをパルスした本発明の細胞に加え、任意の担体、例え
ば医薬上許容され得る担体及び／又はアジュバントを含み得る。医薬上許容され得る担体
としては、例えば、水、生理食塩水等の希釈剤などが挙げられるが、それらに限定される
ものではない。アジュバントとしては、標的抗原の抗原性を増強し得るものである限り特
に限定されないが、例えば、ＢＣＧ、トレハロースダイマイコレート（ＴＤＭ）、Ｍｅｒ
ｃｋ６５、ＡＳ－２、リン酸アルミニウム、水酸化アルミニウム、キーホールリンペット
ヘモシアニン、ジニトロフェノール、デキストラン、ＴＬＲリガンド（例、リポ多糖（Ｌ
ＰＳ）、ＣｐＧ）が挙げられる。
【００６１】
　本発明の剤は、例えば、医薬又は試薬として有用である。より詳細には、本発明の剤は
、腫瘍性疾患又は感染症の予防・治療、あるいは免疫療法（例、ＮＫ／ＮＫＴ細胞、Ｔ細
胞等の免疫細胞の活性化）に有用である。本発明の剤により予防・治療され得る腫瘍性疾
患としては、上述の組織及び細胞種における腫瘍、例えば、固形腫瘍（例、上皮性腫瘍、
非上皮性腫瘍）、造血組織における腫瘍が挙げられる。より詳細には、本発明の剤により
予防・治療され得る固形腫瘍としては、例えば、消化器癌（例、胃癌、結腸癌、大腸癌、
直腸癌）、肺癌（例、小細胞癌、非小細胞癌）、膵臓癌、腎臓癌、肝臓癌、胸腺、脾臓、
甲状腺癌、副腎、前立腺癌、膀胱癌、卵巣癌、子宮癌（例、子宮内膜癌、子宮頚癌）、骨
癌、皮膚癌、肉腫（例、カポシ肉腫）、黒色腫、芽細胞腫（例、神経芽細胞腫）、腺癌、
扁平細胞癌、非扁平細胞癌、脳腫瘍、ならびにこれらの固形腫瘍の再発及び転移が挙げら
れる。本発明の剤により予防・治療され得る、造血組織における腫瘍としては、白血病（
例、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、急性リンパ球性白血病
（ＡＬＬ）、慢性リンパ球性白血病（ＣＬＬ）、成人Ｔ細胞白血病（ＡＴＬ）、骨髄異形
成症候群（ＭＤＳ））、リンパ腫（例、Ｔリンパ腫、Ｂリンパ腫、ホジキンリンパ腫）、
骨髄腫（多発性骨髄腫）、ならびにこれらの腫瘍の再発が挙げられる。本発明の剤により
治療され得る感染症としては、例えば、上述の病原体により引き起こされる感染症が挙げ
られる。
【００６２】
　本発明者らはまた、ＣＤ１ｄリガンドでパルスされた、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現
細胞が、ＮＫ／ＮＫＴ細胞の活性化及びＴ細胞免疫応答の同時誘導能を有し得ることを今
回見出している。ＮＫ／ＮＫＴ細胞は、ＭＨＣクラスＩ非発現細胞を良好な標的とし、ま
た、Ｔ細胞は、ＭＨＣクラスＩ発現細胞を良好な標的とすることが知られている。従って
、本発明の剤は、このように種々の標的抗原発現細胞に対する効果が期待できるという利
点を有する。
【００６３】
　本発明の剤の投与量は、ＣＤ１ｄリガンドをパルスした本発明のパルス細胞の種類、本
発明のパルス細胞における標的抗原及びＣＤ１ｄの発現量、投与様式、病気の重篤度、投
与対象となる動物種、投与対象の受容性、体重、年齢等によって異なり一概に云えないが
、所望の免疫活性を達成するような細胞数が適宜投与され得る。
【００６４】
　本発明はまた、少なくともＣＤ１ｄを発現するベクターを含む、標的抗原に対する免疫
誘導用細胞の作製剤を提供する。本剤は、上述した本発明の作製方法及び上述した本発明
の剤に従って作製、使用できる。
【００６５】
（５．キット）
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　本発明は、本明細書中に開示される物質及び／又は細胞を含むキットを提供する。
【００６６】
　より詳細には、本発明のキットは、必須の構成成分として発現ベクター又は標的抗原を
含むキット（キットＩ）、必須の構成成分としてＣＤ１ｄリガンドを含むキット（キット
ＩＩ）、ならびに必須の構成成分として発現測定用手段を含むキット（キットＩＩＩ）に
大別することができる。
【００６７】
　本発明のキットＩは、例えば、以下（ａ）～（ｅ）のいずれかを含むものであり得る：
（ａ）（ａ１）少なくとも標的抗原を発現するベクター、及び（ａ２）少なくともＣＤ１
ｄを発現するベクターの組合せ；
（ｂ）（ｂ１）標的抗原発現細胞、及び（ｂ２）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター
の組合せ；
（ｃ）（ｃ１）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｃ２）少なくとも標的抗原を発現するベクター
の組合せ；
（ｄ）（ｄ１）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター、及び（ｄ２）標的抗原の組合せ
；
（ｅ）（ｅ１）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｅ２）標的抗原の組合せ。
【００６８】
　本発明のキットＩＩは、例えば、以下（ａ）～（ｉ）のいずれかを含むものであり得る
：
（ａ）（ａ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ａ２）少なくとも標的抗原を発現するベクター
の組合せ；
（ｂ）（ｂ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｂ２）標的抗原発現細胞の組合せ；
（ｃ）（ｃ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｃ２）標的抗原の組合せ；
（ｄ）（ｄ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｄ２）標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞の組
合せ；
（ｅ）（ｅ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｅ２）標的抗原発現細胞、及び（ｅ３）少なくとも
ＣＤ１ｄを発現するベクターの組合せ；
（ｆ）（ｆ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｆ２）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｆ３）少なくとも
標的抗原を発現するベクターの組合せ；
（ｇ）（ｇ１）ＣＤ１ｄリガンド、及び（ｇ２）少なくとも標的抗原及びＣＤ１ｄを発現
する１又は２個のベクターの組合せ； 
（ｈ）（ｈ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｈ２）少なくともＣＤ１ｄを発現するベクター、及
び（ｈ３）標的抗原の組合せ；
（ｉ）（ｉ１）ＣＤ１ｄリガンド、（ｉ２）ＣＤ１ｄ発現細胞、及び（ｉ３）標的抗原の
組合せ。
【００６９】
　本発明のキットＩＩＩは、標的抗原の発現を測定可能な手段、及びＣＤ１ｄの発現を測
定可能な手段を含み得る。標的抗原の発現を測定可能な手段としては、例えば、抗体、核
酸プローブ、複数のプライマー（例、プライマー対）が挙げられる。
【００７０】
　本発明のキットにおける発現ベクターで用いられるプロモーター、基本骨格のベクター
及びその他の要素は、本発明の共発現ベクターで用いられるものと同様であり得る。
【００７１】
　本発明のキットＩにおける（ｂ）、及び本発明のキットＩＩにおける（ｂ）、（ｅ）で
は、標的抗原発現細胞は、標的抗原を発現し、かつＣＤ１ｄを発現しない細胞、あるいは
標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現する細胞であり得る。本発明のキットＩにおける（ｃ
）、及び本発明のキットＩＩにおける（ｆ）では、ＣＤ１ｄ発現細胞は、ＣＤ１ｄを発現
し、かつ標的抗原を発現しない細胞、あるいは標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現する細
胞であり得る。
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【００７２】
　本発明のキットＩにおける（ａ）、（ｄ）、本発明のキットＩＩにおける（ａ）、（ｃ
）、（ｇ）、（ｈ）は、任意の細胞を含んでいてもよい。このような細胞としては、例え
ば、標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現しない細胞、標的抗原を発現し、かつＣＤ１ｄを
発現しない細胞、ＣＤ１ｄを発現し、かつ標的抗原を発現しない細胞、あるいは標的抗原
及びＣＤ１ｄの双方を発現する細胞が挙げられる。
【００７３】
　本発明のキットはまた、上述のアジュバントを含んでいてもよい。
【００７４】
　本発明のキットはまた、免疫細胞の活性化を確認可能な試薬を含んでいてもよい。免疫
細胞の活性化を確認可能な試薬としては、例えば、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞及びＴ細胞から
なる群より選ばれる１以上の免疫細胞数の測定用試薬、ならびに活性化した当該免疫細胞
に特異的な物質の測定用試薬が挙げられる。
【００７５】
　免疫細胞数の測定用試薬は、例えば、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞及びＴ細胞の細胞表面マー
カー（例、Ｖα２４、Ｖβ１１）に対する特異的な抗体、あるいは当該マーカーをコード
する転写産物を検出可能な核酸プローブまたは増幅可能な複数のプライマー（例えば、プ
ライマー対）を含むものであり得る。
【００７６】
　活性化免疫細胞に特異的な物質の測定用試薬は、例えば、活性化されたＮＫ細胞、ＮＫ
Ｔ細胞及びＴ細胞に特異的な物質（例えば、ＩＦＮ－γ、パーフォリン、グランザイムＢ
）に対する抗体、あるいは当該物質をコードする転写産物を検出可能な核酸プローブまた
は増幅可能な複数のプライマー（例えば、プライマー対）を含むものであり得る。
【００７７】
　本発明のキットは、例えば、上述した本発明の剤と同様に、医薬用キット、又は免疫細
胞の活性化用キット、あるいは本発明の細胞の作製又は同定用キットとして有用である。
【００７８】
　本明細書中で挙げられた特許および特許出願明細書を含む全ての刊行物に記載された内
容は、本明細書での引用により、その全てが明示されたと同程度に本明細書に組み込まれ
るものである。
【００７９】
　以下に実施例を挙げて本発明をより具体的に説明するが、これらは単なる例示であって
、本発明の範囲を何ら限定するものではない。
【実施例】
【００８０】
（材料及び方法）
（α－ＧａｌＣｅｒをパルスした腫瘍細胞の調製）
　α－ＧａｌＣｅｒをパルスした腫瘍細胞株としては、マウス由来黒色腫細胞株Ｂ１６及
びマウス由来Ｔリンパ腫細胞株ＥＬ４を用いた。Ｂ１６（２ｘ１０４細胞／ｍｌ）、又は
ＥＬ４（１ｘ１０5細胞／ｍｌ）に、α－ＧａｌＣｅｒを５００ｎｇ／ｍｌとなるように
添加し、５％ＣＯ２、３７℃で培養した。培養培地としては、10％ＦＣＳ含有ＲＰＭＩを
１０ｍｌ用いた。２日間培養後、α－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＢ１６又はＥＬ４をＰＢ
Ｓで４回洗浄して、次いで回収した。
【００８１】
（α－ＧａｌＣｅｒをパルスした樹状細胞の調製）
　野生型マウス（Ｃ５７ＢＬ／６，６－８週，雌）から大腿骨、脛骨より骨髄細胞を採取
し、ＣＤ４、ＣＤ８、Ｂ２２０又はＩ－Ａｂ陽性細胞を、抗体及び補体を用いて除去した
。得られた細胞を、ＧＭ－ＣＳＦ（１０ｎｇ／ｍｌ）、５％ＦＣＳ含有ＲＰＭＩで１ｘ１
０６細胞／ｍｌに調製し、２４ウェルプレートで培養した。２日ごとに培地を交換し、６
日目にα－ＧａｌＣｅｒを１００ｎｇ／ｍｌになるように添加し、７日目にさらにＬＰＳ
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（１００ｎｇ／ｍｌ）を添加し、樹状細胞を成熟させた。８日目に細胞を回収し、ＰＢＳ
で洗浄した。
【００８２】
（単核球の調製）
　脾臓及び肝臓から単核球を調製した。野生型マウス（Ｃ５７ＢＬ／６，６－８週，雌）
から脾臓を採取し、セルストレイナーを用いて漉し、ACK lysing bufferで赤血球を溶血
し洗浄して、脾臓由来単核球を得た。また、野生型マウス又はＪα２８１遺伝子欠損マウ
ス（Ｖα１４＋ＮＫＴ細胞欠損マウス：例えば、Fujii et al., The Journal of Experim
ental Medicine 198: 267-279 (2003)、Fujii et al., The Journal of Experimental Me
dicine 199: 1607-18 (2004) 参照）から肝臓を採取し、ステンレスメッシュで濾した後
、パーコールを用いて密度勾配遠心法にて単核球層を分離して、肝由来単核球を得た。
【００８３】
（肺転移モデル動物の作製、評価）
　Ｂ１６メラノーマ細胞をＰＢＳで５ｘ１０５／２００μｌに調製し、マウス（Ｃ５７Ｂ
Ｌ／６，６－８週，雌）に尾静脈より静脈内投与した。２週間後にマウスから肺を取り出
し、Ｂ１６の肺転移数を測定した。
【００８４】
実施例１：ＣＤ１ｄリガンドをパルスした腫瘍細胞によるＮＫＴ／ＮＫ細胞のｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ活性化
　α－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＢ１６又はＥＬ４、あるいはα－ＧａｌＣｅｒをパルス
した樹状細胞（コントロール）を、野生型マウス又はＪa２８１遺伝子欠損マウス（Ｖa１
４＋ＮＫＴ細胞欠損マウス）の肝由来単核球（ＮＫＴ／ＮＫ細胞含有画分）と共培養して
、次いで培養上清中のＩＦＮ－γ量を、抗ＩＦＮ－γ抗体を用いてＥＬＩＳＡ法により測
定した。ＩＦＮ－γは、活性化ＮＫＴ／ＮＫ細胞により特異的に産生される物質であるこ
とから、培養上清中のＩＦＮ－γ量は、活性化ＮＫＴ／ＮＫ細胞の指標となる。また、Ｃ
Ｄ１ｄ発現レトロウイルスベクター（マウスＣＤ１ｄ遺伝子（GenBankアクセッション番
号：NM-007639）を用いて作製）が導入されたＢ１６及びＥＬ４を用いて上記と同様の実
験を行った。
　その結果、α－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＢ１６及びＥＬ４の双方が、ＮＫＴ／ＮＫ細
胞を活性化した（図１）。また、α－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＣＤ１ｄ発現レトロウイ
ルスベクター導入Ｂ１６及びＥＬ４は、α－ＧａｌＣｅｒをパルスした該ベクター非導入
Ｂ１６及びＥＬ４に比し、ＮＫＴ／ＮＫ細胞をより活性化した（図１）。
　以上より、ＣＤ１ｄリガンドをパルスした腫瘍細胞が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて、Ｃ
Ｄ１ｄ発現量依存的様式でＮＫＴ／ＮＫ細胞を活性化することが明らかとなった。
【００８５】
実施例２：ＣＤ１ｄリガンドをパルスした腫瘍細胞によるＮＫＴ細胞のｉｎ　ｖｉｖｏ活
性化
　α－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＢ１６（５ｘ１０５細胞）又は樹状細胞（コントロール
）（１ｘ１０６細胞）を、マウス（Ｃ５７ＢＬ／６，６－８週，雌）に尾静脈より静脈内
投与した。投与２日後にマウスから脾臓を単離して、セルストレイナーで濾し、さらに赤
血球をACK lysing bufferで溶血し、５％ＦＣＳ含ＲＰＭＩで脾細胞を調製した。（３ｘ
１０５細胞／ウェル）を、実施例１と同様の様式において、α－ＧａｌＣｅｒ存在下で１
６時間培養した後、培養上清中のＩＦＮ－γ量を、抗ＩＦＮ－γ抗体を用いてＥＬＩＳＰ
ＯＴ法により測定した。また、ＣＤ１ｄ発現レトロウイルスベクターが導入されたＢ１６
を用いて上記と同様の実験を行った。
　その結果、α－ＧａｌＣｅｒをパルスした樹状細胞はα－ＧａｌＣｅｒ反応性ＩＦＮ－
γ産生ＮＫＴ細胞を誘導した（図１）。Ｂ１６を用いた場合、効率は落ちるものの、同様
にα－ＧａｌＣｅｒ反応性ＩＦＮ－γ産生ＮＫＴ細胞を誘導でき、しかもこの誘導能は、
パルスするα－ＧａｌＣｅｒの濃度依存的であり、またＣＤ１ｄ強発現させたＢ１６では
より効率であった（図２）。
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　以上より、ＣＤ１ｄリガンドをパルスした腫瘍細胞が、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて、α－
ＧａｌＣｅｒ濃度依存的様式でＮＫＴ細胞を活性化することが明らかとなった。
【００８６】
実施例３：肺転移モデル動物における抗腫瘍効果
　次に、ＣＤ１ｄリガンドパルスした腫瘍細胞によるＩＦＮ－γ産生の抗腫瘍効果を検討
した。Ｂ１６又はＣＤ１ｄ発現増強Ｂ１６、あるいはα－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＢ１
６又はＣＤ１ｄ発現増強Ｂ１６（いずれも５ｘ１０５細胞）を、マウスに静脈内投与した
。次いで、投与１４日後、マウスから肺を摘出し、抗腫瘍効果を評価した。
　その結果、Ｂ１６又はＣＤ１ｄ発現増強Ｂ１６を投与した肺転移モデルマウスでは、腫
瘍が増大したが、α－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＢ１６又はＣＤ１ｄ発現増強Ｂ１６を投
与したモデルマウスでは、みかけ上、腫瘍が消失していた（図３）。
　以上より、ＣＤ１ｄリガンドパルスした腫瘍細胞は、自然免疫応答の増強により抗腫瘍
効果を示すことが明らかとなった。
【００８７】
実施例４：腫瘍抗原に対する細胞傷害性Ｔリンパ球の誘導
　実施例３で腫瘍の消失が確認された、α－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＣＤ１ｄ発現増強
Ｂ１６が投与されたマウス（野生型マウス）に、Ｂ１６（５×１０５細胞）を皮下投与し
た。また、α－ＧａｌＣｅｒをパルスしたＣＤ１ｄ発現増強Ｂ１６が投与されたＣＤ８欠
損マウス（Jackson社から購入したものを使用）にも同様に、Ｂ１６（１×１０５細胞）
を皮下投与し、これらマウスにおける腫瘍抵抗性を比較した。
　その結果、Ｂ１６をチャレンジした野生型マウスは、皮下投与された腫瘍に対する抵抗
性を示したが、ＣＤ８欠損マウスでは腫瘍は排除されなかった（図４）。このことは、α
－ＧａｌＣｅｒを始めとするＣＤ１ｄリガンドをパルスした腫瘍細胞を投与すると、ＣＤ
８＋細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）がエフェクター細胞として機能し、抗腫瘍効果を発
揮することを示す。
　以上より、本発明者らの開発した方法は、腫瘍に発現している腫瘍抗原に対するＣＴＬ
を誘導できることが明らかとなった。
【００８８】
実施例５：腫瘍細胞株におけるＣＤ１ｄ発現レベルの測定
　種々の腫瘍細胞株におけるＣＤ１ｄ発現レベルを比較するため、マウス由来黒色腫細胞
株Ｂ１６、マウス由来Ｔリンパ腫細胞株ＥＬ４、マウス由来形質細胞（Ｂ細胞）株Ｊ５５
８、マウス由来単球性白血病細胞株ＷＥＨＩ－３Ｂ、並びにレトロウイルスによりＣＤ１
ｄ遺伝子が導入されたこれらの細胞株におけるＣＤ１ｄ発現レベルを、リアルタイムＲＴ
－ＰＣＲ及びフローサイトメトリー法により測定した。
　その結果、全ての腫瘍細胞株においてＣＤ１ｄ　ｍＲＮＡの発現が確認され、また、Ｃ
Ｄ１ｄ遺伝子を導入した腫瘍細胞株ではＣＤ１ｄ　ｍＲＮＡの発現が著明に増強していた
（図５）。さらに、ＣＤ１ｄ　ｍＲＮＡの相対的発現レベルが相対的に低かったＢ１６、
ＥＬ４についてＣＤ１ｄタンパク質の発現を検討したところ、これらの細胞株においても
ＣＤ１ｄタンパク質の発現が確認され、また、この発現レベルはＣＤ１ｄ遺伝子導入によ
り著明に増強した（図６）。
　以上より、これらの腫瘍細胞ではＣＤ１ｄタンパク質が発現していること、並びにＣＤ
１ｄ遺伝子が導入された細胞では、ＣＤ１ｄタンパク質の発現が著明に増強されることが
示された。
【００８９】
実施例６：活性化ＮＫＴ細胞の標的としてのＣＤ１ｄ発現腫瘍細胞
　次いで、ＣＤ１ｄ発現腫瘍細胞が活性化ＮＫＴ細胞の標的になり得るか否かを検討した
。詳細には、腫瘍細胞をα－ＧａｌＣｅｒで４８時間パルスし、５１Ｃｒで標識した。洗
浄後、得られた腫瘍細胞を肝由来単核球と共培養し、５１Ｃｒの放出量を測定することに
より細胞傷害活性を測定した。
　その結果、α－ＧａｌＣｅｒがパルスされたＣＤ１ｄ強制発現腫瘍細胞では、α－Ｇａ
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ｌＣｅｒをパルスしていないものよりも５１Ｃｒの放出量が多かった。このことは、ＣＤ
１ｄリガンドがパルスされた腫瘍細胞が、ＮＫＴ細胞の活性化後、自らがＮＫＴ細胞の標
的として殺傷されることを示す。
　以上より、ＣＤ１ｄリガンドがパルスされた細胞は、ＮＫＴ細胞の標的になり得ること
が明らかとなった。
【００９０】
実施例７：活性化ＮＫＴ細胞の標的としてのＣＤ１ｄ発現腫瘍細胞
　次いで、ＣＤ１ｄ発現腫瘍細胞が活性化ＮＫＴ細胞の標的になり得るか否かを検討した
。詳細には、α－ＧａｌＣｅｒがパルスされたＣＤ１ｄ強制発現ＥＬ４を、ＣＦＳＥ（ca
rboxyfluorescein succinimidyl ester）で標識した後、マウスに投与した。１０時間後
、マウスから脾細胞を回収し、次いでフローサイトメーターを用いて樹状細胞のＣＦＳＥ
取り込みを測定した。
　その結果、ＣＤ１１ｃ＋（特に、ＣＤ１１ｃ＋ＣＤ８ａ＋）樹状細胞がＣＦＳＥを取り
込んでいることが確認された（図８）。
　以上より、投与された腫瘍細胞がＮＫ／ＮＫＴ細胞の活性化により殺傷され、その抗原
が近傍の樹状細胞に取り込まれて提示されることにより、抗腫瘍免疫が達成され得ること
が示唆された。
【００９１】
（まとめ）
　ＮＫＴ細胞は、樹状細胞の成熟化を介して自然免疫と獲得免疫を結びつける細胞群であ
る。本研究では、ＣＤ１ｄリガンドをＣＤ１ｄ発現腫瘍に提示させた場合、ＩＦＮ－γを
産生するＮＫＴ細胞及びＮＫ細胞の活性化をｉｎ　ｖｉｖｏで強力に持続させること、Ｎ
Ｋ／ＮＫＴ細胞の活性化によりこの腫瘍細胞が殺傷され、その抗原が近傍の樹状細胞に取
り込まれて提示されること、並びにその後、該抗原に対する獲得免疫を誘導できるように
なることを実証した。一旦獲得免疫が誘導されると腫瘍免疫がメモリーされる。このよう
にリガンドをパルスしたＣＤ１ｄ発現腫瘍細胞は短期的に自然免疫、長期的に獲得免疫を
誘導できるようになり、今後の腫瘍免疫療法に非常に有効な方法であると考えられる。
【００９２】
　即ち、本発明者らの研究成果、及び当該研究成果から導かれる事項は、下記の通りであ
る。
１）本発明者らは、インビトロにおいてＣＤ１ｄリガンドでパルスされた腫瘍細胞を用い
ることにより、インビボにおけるＮＫ／ＮＫＴ細胞の活性化に成功した。従来用いられて
いたＣＤ１ｄリガンドの単独投与は、ＮＫ／ＮＫＴ細胞を一時的にのみ活性化するのに対
し、本方法は、これらの細胞を持続的に活性化し、ひいてはＩＦＮ－γの長期産生を可能
とする。
２）本方法は、腫瘍に発現している腫瘍抗原に対する細胞傷害性Ｔ細胞を誘導できるため
、腫瘍に対する獲得免疫、記憶免疫を確立し得る。
３）腫瘍細胞にＣＤ１ｄ分子を遺伝子導入により強発現させた後、ＣＤ１ｄリガンドでパ
ルスすることにより、ＮＫ／ＮＫＴ細胞及びＴ細胞のさらなる活性化に成功した。
４）本方法は、腫瘍細胞が採取できれば容易に行うことができるため非常に簡便である。
５）本発明者らの開発した方法によれば、白血病等の腫瘍細胞による免疫療法のみならず
、腫瘍細胞と同様に特異抗原を発現するウイルス感染細胞による免疫療法なども可能にな
る。
【産業上の利用可能性】
【００９３】
　本発明における、標的抗原及びＣＤ１ｄの共発現細胞は、ＣＤ１ｄリガンドのパルス後
、標的抗原に対する免疫活性化能を獲得する。このようにして得られた細胞は、腫瘍性疾
患（例、上皮性腫瘍及び非上皮性腫瘍を含む固形腫瘍、白血病、リンパ腫、骨髄腫）又は
感染症（例、ウイルス感染症）の予防・治療、あるいは免疫療法に有用である。本発明の
作製方法、同定方法及びキットは、このような細胞の調製に有用である。



(22) JP 2013-212107 A 2013.10.17

　本出願は、２００６年２月２２日に日本で提出された特願２００６－０４５１９３を基
礎としており、その内容は本参照により本明細書中に援用される。

【図１】

【図２】

【図４】

【図５】



(23) JP 2013-212107 A 2013.10.17

【図６】

【図７】

【図８】



(24) JP 2013-212107 A 2013.10.17

【図３】

【手続補正書】
【提出日】平成25年5月15日(2013.5.15)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的抗原に対する免疫活性化能を有する、標的抗原及びＣＤ１ｄを共発現した形質転換
体を含む免疫誘導用細胞製剤であって、該共発現細胞がＣＤ１ｄリガンドでパルス処理さ
れることを特徴とする細胞製剤。
【請求項２】
　標的抗原が、腫瘍抗原又は病原体抗原である、請求項１記載の細胞製剤。
【請求項３】
　標的抗原及びＣＤ１ｄを共発現した形質転換体を含む、標的抗原に対する免疫誘導用細
胞製剤の製造方法であって、
（ａ）標的抗原及び／又はＣＤ１ｄを発現するように、あるいは標的抗原及び／又はＣＤ
１ｄの発現を増強するように標的抗原及びＣＤ１ｄ遺伝子を目的細胞に導入して、標的抗
原及びＣＤ１ｄを共発現する形質転換体を得る工程、
（ｂ）培養培地においてＣＤ１ｄリガンドで処理する工程、及び
（ｃ）免疫誘導の効果を有する該細胞を得る工程、
を含む、方法。
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【請求項４】
　標的抗原及びＣＤ１ｄを共発現した形質転換体を含む、標的抗原に対する免疫誘導用細
胞製剤の製造方法であって、
（ａ）標的抗原及び／又はＣＤ１ｄを発現するように、あるいは標的抗原及び／又はＣＤ
１ｄの発現を増強するように標的抗原及びＣＤ１ｄを目的細胞に移入して、標的抗原及び
ＣＤ１ｄを共発現する形質転換体を得る工程、
（ｂ）培養培地においてＣＤ１ｄリガンドで処理する工程、及び
（ｃ）免疫誘導の効果を有する該細胞を得る工程、
を含む、方法。
【請求項５】
　目的細胞が、標的抗原及びＣＤ１ｄの双方を発現しない細胞、標的抗原又はＣＤ１ｄの
一方のみを発現する細胞である、請求項３又は４記載の方法。
【請求項６】
　該細胞製剤が標的抗原を有する腫瘍細胞、又はウイルス感染細胞に対する免疫活性化能
を有する、請求項３又は４記載の方法。
【請求項７】
　標的抗原を有する腫瘍細胞が、固形腫瘍、造血組織における腫瘍である、請求項６記載
の方法。
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