
(57)【要約】
本発明は、試験される抗原の T細胞エピトープを構成するペプチドの組がその上に固定さ
れた固体担体を用いて、細胞性免疫 (抗原に対する )を検出する方法、該方法を実行するた
めのキットに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
イ ン ビ ト ロ で 抗 原 に 対 す る 細 胞 性 免 疫 を 検 出 お よ び ／ ま た は 特 徴 づ け す る た め の 、 該 抗 原
の Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド が 付 着 し た 固 体 担 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
ペ プ チ ド が 固 体 担 体 に 付 着 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 の 末 梢 血 単 核 細 胞 中 に 存 在 す
る CD4 +  Tリ ン パ 球 お よ び ／ ま た は CD8 +  Tリ ン パ 球 を 含 む 生 体 試 料 を 、 該 個 体 の MHC分 子 に
よ り 提 示 さ れ 得 る 抗 原 の 1つ も し く は 複 数 の Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 1つ 以 上 の 該 ペ プ チ ド
と 接 触 さ せ 、 こ の 接 触 に よ り 活 性 化 さ れ た エ フ ェ ク タ ー Tリ ン パ 球 を 検 出 す る こ と に よ り
、 該 抗 原 に 対 す る 該 個 体 の 細 胞 性 免 疫 応 答 を イ ン ビ ト ロ で 検 出 お よ び ／ ま た は 特 徴 づ け す
る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
そ の う ち の 少 な く と も 1つ が 個 体 の MHC分 子 に よ り 提 示 さ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 抗 原 の 2
つ の 異 な る Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 少 な く と も 2つ の ペ プ チ ド が 、 固 体 担 体 に 付 着 し て い る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
ペ プ チ ド の 混 合 物 が 固 体 担 体 に 付 着 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
固 体 担 体 が 、 ペ プ チ ド が マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト の 少 な く と も 2つ の 異 な る ウ
ェ ル に 付 着 し て い る 該 プ レ ー ト か ら な り 、 生 体 試 料 が 少 な く と も 2つ の ア リ コ ー ト に 分 割
さ れ 、 そ の 各 々 を 該 ペ プ チ ド の 1つ と 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
用 い ら れ る ペ プ チ ド が 、 1つ ま た は 複 数 の CD4 +  Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 2～ 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
用 い ら れ る ペ プ チ ド が 、 1つ ま た は 複 数 の CD8 +  Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 2～ 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
－ 固 体 担 体 に 付 着 し 、 そ れ ぞ れ が 抗 原 の 同 定 さ れ た Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 、 同 じ 抗 原 に
由 来 す る ペ プ チ ド の 組 ； お よ び
－ 活 性 化 さ れ た エ フ ェ ク タ ー Tリ ン パ 球 を 検 出 す る 手 段
を 含 む 、 請 求 項 2～ 7の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 を 行 う た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
固 体 担 体 に 付 着 し 、 そ れ ぞ れ が 抗 原 の 同 定 さ れ た Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 、 同 じ 抗 原 に 由
来 す る ペ プ チ ド の 組 を 含 み 、 該 組 が 、 CD4 +  Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 少 な く と も 1つ の ペ プ
チ ド 、 お よ び CD8 +  Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 2～ 5
の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 を 行 う た め の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 細 胞 性 免 疫 を 検 出 す る た め の 新 規 の 手 段 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
細 胞 媒 介 性 免 疫 は 、 ウ イ ル ス 、 お よ び 宿 主 細 胞 内 で 進 化 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り 抗 体
か ら 逃 れ る 、 あ る 種 の 細 菌 ま た は あ る 種 の 原 生 動 物 の よ う な 微 生 物 に 対 す る 免 疫 応 答 に お
い て 、 主 要 な 役 割 を 演 じ る 。 こ れ は 、 移 植 の 拒 絶 反 応 お よ び 腫 瘍 の 破 壊 の 現 象 に も 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
体 液 性 免 疫 の 場 合 に は 、 分 子 エ フ ェ ク タ ー は Bリ ン パ 球 に よ り 分 泌 さ れ る 抗 体 で あ る が 、
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細 胞 性 免 疫 の 分 子 エ フ ェ ク タ ー は Tリ ン パ 球 の 細 胞 質 膜 に 固 定 さ れ た TcR受 容 体 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
TcRに よ る Tエ ピ ト ー プ の 認 識 は 、 抗 体 に よ る Bエ ピ ト ー プ の 認 識 に 含 ま れ る も の よ り も 、
さ ら に よ り 複 雑 な 機 構 を 含 む 。 具 体 的 に は 、 TcRは 、 エ ピ ト ー プ が 提 示 細 胞 の 表 面 に お け
る MHC(主 要 組 織 適 合 複 合 体 )の ク ラ ス Iま た は ク ラ ス II分 子 と 結 合 す る 場 合 、 そ の エ ピ ト ー
プ を 構 成 す る ペ プ チ ド の み を 認 識 す る 。 よ っ て CD4お よ び CD8 Tリ ン パ 球 の TcRは 、 MHCの ク
ラ ス II分 子 お よ び ク ラ ス I分 子 に よ り そ れ ぞ れ 提 示 さ れ る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
抗 原 の 「 Tエ ピ ト ー プ 」 は 、 適 切 な MHCの 関 係 に お い て 、 Tリ ン パ 球 の TcR受 容 体 に よ り 認 識
さ れ 得 る 、 そ し て 該 リ ン パ 球 の 活 性 化 を 誘 導 し 得 る 該 抗 原 の い ず れ か の ペ プ チ ド 断 片 と し
て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Tエ ピ ト ー プ の サ イ ズ は 、 ペ プ チ ド を 提 示 す る MHC分 子 の ク ラ ス に 依 存 し て 変 動 す る ； ク ラ
ス I MHC分 子 に よ り 提 示 さ れ る CD8 +  Tエ ピ ト ー プ は 、 8～ 10ア ミ ノ 酸 の サ イ ズ で あ り 、 ク ラ
ス II MHC分 子 に よ り 提 示 さ れ る CD4 +  Tエ ピ ト ー プ は 、 13～ 25ア ミ ノ 酸 の サ イ ズ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
同 じ 抗 原 に つ い て 、 そ し て 同 じ MHCク ラ ス に つ い て は 、 エ ピ ト ー プ の 配 列 は 、 関 係 す る MHC
の 対 立 遺 伝 子 に よ り 変 動 す る 。
多 数 の 抗 原 に つ い て 、 種 々 の ク ラ ス II MHCま た は ク ラ ス I MHC対 立 遺 伝 子 に 拘 束 さ れ る Tエ
ピ ト ー プ の 多 く の 種 類 が 同 定 さ れ て お り 、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ の 配 列 は 、 文 献 に お い て 入
手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
TcR/MHC-結 合 Tエ ピ ト ー プ 相 互 作 用 は 、 T細 胞 の 表 面 に お け る 分 子 お よ び 提 示 細 胞 の 表 面 に
お け る 分 子 の 相 互 作 用 に 起 因 す る 種 々 の 共 刺 激 (costimulation)シ グ ナ ル の 存 在 下 で 、 リ
ン パ 球 刺 激 を 誘 導 し 、 エ フ ェ ク タ ー Tリ ン パ 球 を 産 生 す る 細 胞 増 殖 と な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
エ フ ェ ク タ ー リ ン パ 球 は 、 種 々 の タ イ プ の 免 疫 応 答 を 定 義 す る そ れ ら の エ フ ェ ク タ ー 機 能
に 従 っ て 、 種 々 の 集 団 に 一 緒 に グ ル ー プ 化 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 集 団 は 、 種 々 の 分
子 (サ イ ト カ イ ン 、 溶 解 因 子 (lytic factors))を 分 泌 す る そ れ ら の 能 力 、 ま た は 特 定 の 分
子 の 組 み 合 わ せ に よ り 特 に 区 別 さ れ る 。 例 え ば 、 CD4 + ま た は CD8 + 細 胞 を 区 別 し 得 る エ フ ェ
ク タ ー リ ン パ 球 の う ち 、 サ イ ト カ イ ン 、 特 に イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 (IL-2)お よ び ガ ン マ イ ン
タ ー フ ェ ロ ン (γ -IFN)の 分 泌 を 特 徴 と す る Th1お よ び T1リ ン パ 球 、 な ら び に IL-4、 IL-5、 I
L-6お よ び IL-10の よ う な サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る Th2ま た は T2細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
免 疫 原 と の 最 初 の 接 触 か ら 約 1ヶ 月 後 に 、 か な り を 検 出 し 得 る 体 液 性 免 疫 と は 異 な り 、 細
胞 媒 介 性 免 疫 は 、 こ の 最 初 の 接 触 後 、 数 日 に わ た っ て 現 れ る ； 次 い で こ れ は 、 増 殖 す る こ
と が で き 、 そ の 後 の 同 じ 免 疫 源 の 提 示 の 間 に エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 迅 速 に 獲 得 す る こ と が で
き る 記 憶 Tリ ン パ 球 の 形 態 で 長 期 間 存 続 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
よ っ て 、 細 胞 性 免 疫 は 良 好 な 指 標 を 構 成 す る こ と が で き 、 所 定 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 の
非 常 に 初 期 の 検 出 、 お よ び 関 連 し た 免 疫 応 答 の タ イ プ の 決 定 を さ せ る 。
抗 原 特 異 的 エ フ ェ ク タ ー Tリ ン パ 球 の 検 出 は 、 例 え ば ワ ク チ ン の 開 発 の 関 係 に お い て 、 種
々 の 研 究 所 で 用 い ら れ て お り 、 免 疫 エ ピ ト ー プ を 探 索 し 、 免 疫 原 性 応 答 の 強 度 お よ び タ イ
プ を 評 価 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
抗 原 に 対 す る 細 胞 性 免 疫 を 評 価 す る の に ま す ま す 一 般 に 用 い ら れ て い る ア プ ロ ー チ は 、 該
抗 原 の 既 知 の Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ し て こ れ ら の ペ プ チ ド に 対 す
る Tリ ン パ 球 反 応 性 を 分 析 す る こ と で あ る 。
こ の ア プ ロ ー チ は 、 細 胞 媒 介 性 応 答 を 産 生 す る 病 理 を 診 断 ま た は 監 視 す る た め に 、 理 論 的
に は 用 い る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 抗 原 /抗 体 複 合 体 の 形 成 を 実 証 す る こ と に よ り

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-501257 A 2005.1.13



イ ン ビ ト ロ で 迅 速 に 検 出 す る こ と が で き る 体 液 性 免 疫 と は 異 な り 、 細 胞 性 免 疫 の 検 出 は 、
常 用 の 試 験 の 関 係 に お い て 用 い る こ と が 困 難 な 、 面 倒 な 技 術 の 使 用 を 含 む 。
実 際 に ：
1)　 TcRに よ る 、 試 験 さ れ る エ ピ ト ー プ の 認 識 と 、 リ ン パ 球 の 活 性 化 を 許 容 す る 条 件 下 に
お い て 、 リ ン パ 球 に 該 エ ピ ト ー プ を 提 示 し ；
2)　 活 性 化 さ れ た エ フ ェ ク タ ー リ ン パ 球 を 検 出 す る
こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
最 近 開 発 さ れ た 方 法 の い く つ か は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 検 出 を 簡 略 化 す る こ と を 可 能 に す
る 。 例 と し て 、 VERSTEEGENら (J. Immunol. Methods、 111、 25～ 29、 1988)に よ り 最 初 に 記
載 さ れ た ELISPOT法 は 、 末 梢 血 細 胞 の う ち に 存 在 す る エ ピ ト ー プ 特 異 的 エ フ ェ ク タ ー Tリ ン
パ 球 を 検 出 し 、 特 徴 づ け す る こ と を 可 能 に す る が 、 こ れ は Tエ ピ ト ー プ に 相 当 す る ペ プ チ
ド で の 再 刺 激 後 に 該 リ ン パ 球 に よ り 分 泌 さ れ る 因 子 を 検 出 す る こ と に よ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
例 え ば こ の 技 術 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な CD8 + エ フ ェ ク タ ー T
リ ン パ 球 を 同 定 す る (LALVANIら 、 J. Exp. Med. 186、 859～ 865、 1997)； ワ ク チ ン 中 に 用
い ら れ て い る 種 々 の HIV1エ ピ ト ー プ に 相 当 す る ペ プ チ ド に 対 す る CD8 +  T応 答 を 分 析 す る (G
AHERY-SEGARDら 、 J. Virol.、 74、 1694～ 1703、 2000)； ESAT-6抗 原 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的
な エ フ ェ ク タ ー Tリ ン パ 球 を 検 出 す る こ と に よ り マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル ク ロ ー シ ス (
Mycobacterium tuberculosis)感 染 の 存 在 を 検 出 す る (LALVANIら 、 Am. J. Respir. Crit. 
Care Med.、 163、 824～ 828、 2001) の に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
上 記 の 出 版 物 に 記 載 さ れ た ア ッ セ イ は 、 試 験 さ れ る ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ の 溶 液 を 、 末 梢 血
単 核 細 胞 (PBMC)の フ ィ コ ー ル 勾 配 で の 分 離 に よ り 得 ら れ る 懸 濁 物 に 添 加 す る こ と に よ り 行
わ れ た ； こ れ ら の 条 件 下 で は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド が 、 MHC分 子 に よ り 直 接 載 せ ら れ 、 リ ン
パ 球 に 提 示 さ れ る こ と が 、 実 際 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
今 回 、 本 発 明 者 ら は 驚 く べ き こ と に 、 個 体 の Tリ ン パ 球 を 、 該 Tリ ン パ 球 に よ り 認 識 さ れ る
エ ピ ト ー プ を 構 成 し 、 固 体 担 体 に 付 着 し た ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る こ と が 、 該 エ ピ ト ー プ に
特 異 的 な エ フ ェ ク タ ー Tリ ン パ 球 の 活 性 化 と な る こ と を 知 っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の 主 題 は 、 イ ン ビ ト ロ で 抗 原 に 対 す る 細 胞 性 免 疫 を 検 出 お よ び ／ ま た は 特 徴 づ け す
る た め の 、 該 抗 原 の Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド が 付 着 し た 固 体 担 体
の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
詳 細 に は 、 本 発 明 の 主 題 は 、 ペ プ チ ド が 固 体 担 体 に 付 着 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 個 体
の 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)中 に 存 在 す る CD4 +  Tリ ン パ 球 お よ び ／ ま た は CD8 +  Tリ ン パ 球 を 含
む 生 体 試 料 を 、 該 個 体 の MHC分 子 に よ り 提 示 さ れ 得 る 抗 原 の 1つ も し く は 複 数 の Tエ ピ ト ー
プ を 構 成 す る 1つ 以 上 の 該 ペ プ チ ド と 接 触 さ せ 、 こ の 接 触 に よ り 活 性 化 さ れ た エ フ ェ ク タ
ー Tリ ン パ 球 を 検 出 す る こ と に よ り 、 該 抗 原 に 対 す る 該 個 体 の 細 胞 性 免 疫 応 答 を イ ン ビ ト
ロ で 検 出 お よ び ／ ま た は 特 徴 づ け す る た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
生 体 試 料 は 、 精 製 CD4 + ま た は CD8 +  Tリ ン パ 球 の 調 製 物 か ら な る こ と が で き る 。 ま た 、 上 記
個 体 か ら の 血 液 試 料 よ り 得 ら れ た PBMCの 調 製 物 か ら な る こ と も で き る ； 有 利 に は 、 全 血 を
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 に よ る 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 に よ る と 、 そ の 少 な く と も 1つ が 個 体 の MHC分 子 に よ
り 提 示 さ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 上 記 抗 原 の 2つ の 異 な る Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 少 な く と
も 2つ の ペ プ チ ド が 、 上 記 固 体 担 体 に 付 着 し て い る 。
こ の 実 施 形 態 の 有 利 な 構 成 に よ る と 、 上 記 ペ プ チ ド の 混 合 物 が 上 記 固 体 担 体 に 付 着 し て い

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-501257 A 2005.1.13



る 。
こ の 実 施 形 態 の 他 の 有 利 な 構 成 に よ る と 、 上 記 固 体 担 体 は 、 上 記 ペ プ チ ド が マ イ ク ロ タ イ
ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト の 少 な く と も 2つ の 異 な る ウ ェ ル に 付 着 し て い る 該 プ レ ー ト か ら な
り 、 生 体 試 料 は 少 な く と も 2つ の ア リ コ ー ト に 分 割 さ れ 、 そ の 各 々 を 該 ペ プ チ ド の 1つ と 接
触 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
ペ プ チ ド の 混 合 物 の 使 用 は 、 関 係 す る 抗 原 に 対 す る 細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 の 存 在 を 迅 速 に 検
出 す る こ と を 可 能 に す る 。 種 々 の ペ プ チ ド の 別 々 の 使 用 は 、 こ の 応 答 の 構 成 要 素 の よ り よ
い 分 析 を 行 う こ と を 可 能 に す る 。
全 て の 場 合 に お い て 、 用 い ら れ る ペ プ チ ド は 、 1つ も し く は 複 数 の CD4 +  Tエ ピ ト ー プ 、 ま
た は 1つ も し く は 複 数 の CD8 +  Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 。 1つ も し く は 複 数 の CD4 +  Tエ ピ ト ー
プ 、 ま た は 1つ も し く は 複 数 の CD8 +  Tエ ピ ト ー プ を 、 別 々 に ま た は 混 合 物 と し て 、 同 時 に
用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 に よ る 方 法 の 他 の 実 施 形 態 は 、 従 来 技 術 で 既 知 の 細 胞 性 免 疫 応 答 の イ ン ビ ト ロ で の
検 出 の 方 法 に お い て 用 い ら れ る も の と 同 じ で あ る こ と が 可 能 で あ る 。
例 え ば 、 固 体 担 体 に 付 着 し た ペ プ チ ド と 試 験 さ れ る 生 体 試 料 は 、 ペ プ チ ド が 液 相 に 存 在 す
る 従 来 技 術 の 方 法 と 同 じ 条 件 下 で 接 触 さ せ る 。 一 般 に は 、 こ の 接 触 は 、 5%の CO 2 の 存 在 下
で の 37℃ に お け る 5～ 20時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
同 様 に 、 活 性 化 さ れ た エ フ ェ ク タ ー Tリ ン パ 球 の 検 出 は 、 通 常 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で
き る 。
有 利 に は 、 こ れ ら の リ ン パ 球 に よ り 分 泌 さ れ る 可 溶 性 因 子 (サ イ ト カ イ ン ま た は 溶 解 因 子 )
を 分 析 す る 。 例 え ば IL-2ま た は γ -IFNを 分 析 す る こ と は 、 Th1ま た は T1応 答 の 特 徴 づ け を
可 能 に し 、 IL-4、 IL-5、 IL-6ま た は IL-10を 分 析 す る こ と は 、 Th2ま た は T2応 答 の 特 徴 づ け
を 可 能 に す る 。 実 質 的 に CD8 +  Tリ ン パ 球 を 特 徴 づ け る 、 ケ モ カ イ ン (RANTES)の よ う な 他 の
可 溶 性 因 子 、 ま た は 溶 解 機 能 を も つ 分 子 (パ ー フ ォ リ ン /グ ラ ン ザ イ ム )も 分 析 で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 の 関 係 に お い て 任 意 に 用 い る こ と が で き る 、 活 性 化 さ れ た Tリ ン パ 球 を 検 出 す る た
め の 他 の 方 法 は 、 例 え ば サ イ ト カ イ ン の 細 胞 内 ラ ベ リ ン グ で あ る 。
試 験 さ れ る ペ プ チ ド を 細 胞 懸 濁 物 に 添 加 す る 、 従 来 技 術 で 既 知 の 細 胞 性 免 疫 の 検 出 の た め
の 方 法 に 比 べ て 、 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 特 に 種 々 の ペ プ チ ド の 並 行 し た 使 用 を 含 む 分 析 の
場 合 に 、 マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト の ウ ェ ル ま た は チ ュ ー ブ の 列 に お い て 通 常 行
わ れ る ア ッ セ イ 手 順 を 、 か な り 簡 略 化 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
詳 し く は 、 従 来 技 術 の 方 法 は 、 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル 中 、 も し く は 列 の 各 チ ュ ー ブ 中 で 、 規
定 さ れ た ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 規 定 さ れ た 混 合 物 の 試 験 さ れ る 細 胞 へ の 添 加 を 必 要 と
す る が 、 本 発 明 の 実 行 の 意 味 に お い て は 、 プ レ ー ト の ウ ェ ル の 各 々 ま た は チ ュ ー ブ の 各 々
が 所 望 の ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 混 合 物 で コ ー ト さ れ た 、 予 め 準 備 し た プ レ ー ト ま た は
チ ュ ー ブ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の こ と は 、 必 要 な 操 作 を か な り 減 少 さ せ る こ と を
可 能 に し 、 よ っ て ア ッ セ イ を 行 う の に 必 要 な 時 間 の 合 計 を 減 少 さ せ 、 そ し て 誤 差 の 原 因 を
制 限 す る こ と に よ り そ の 再 現 性 を 増 大 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
さ ら に 、 固 体 担 体 へ の ペ プ チ ド の 付 着 は 、 上 記 ペ プ チ ド を 安 定 化 し 、 液 状 媒 体 中 で 迅 速 に
起 こ る 分 解 か ら そ れ ら を 保 護 す る こ と を 可 能 に す る 。 実 例 と し て 、 ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ
タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト の ウ ェ ル へ の 吸 着 に よ り 付 着 し た ペ プ チ ド の 場 合 、 ペ プ チ ド は
、 20℃ に お い て 少 な く と も 24時 間 、 4℃ に お い て 少 な く と も 1週 間 、 － 80℃ の フ リ ー ザ ー に
お い て 少 な く と も 15日 間 、 Tリ ン パ 球 の 特 異 的 活 性 化 の そ れ ら の 特 性 を 維 持 す る が 、 同 じ
ペ プ チ ド の 溶 液 は 、 37℃ に お い て 数 時 間 で そ れ ら の 特 性 を 失 う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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さ ら に 、 本 発 明 は 用 い ら れ る ペ プ チ ド の 濃 度 を か な り 減 少 さ せ る と い う 利 点 を 有 し 、 よ っ
て 費 用 の 大 幅 な 減 少 を 許 容 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 主 題 は 、 固 体 担 体 に 付 着 し 、 そ れ ぞ れ が 抗 原 の Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 、 同 じ 抗
原 に 由 来 す る ペ プ チ ド の 組 を 含 む 、 本 発 明 に 従 っ て 方 法 を 行 う た め の キ ッ ト で も あ る 。
本 発 明 に 従 っ て キ ッ ト を 製 造 す る た め に 、 特 に 抗 原 /抗 体 分 析 キ ッ ト に 通 常 用 い ら れ る も
の と 同 じ タ イ プ の 固 体 担 体 お よ び 該 担 体 に ペ プ チ ド を 付 着 さ せ る 方 法 を 用 い る こ と が で き
る 。
例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン ま た は ポ リ ビ ニ ル ク ロ ラ イ ド の よ う な プ ラ ス チ ッ ク
材 料 か ら つ く ら れ た 担 体 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス か ら つ く ら れ た 担 体 、 ガ ラ ス の よ う な シ リ カ
ベ ー ス の 材 料 で つ く ら れ た 担 体 な ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ペ プ チ ド の 付 着 は 、 そ れ 自 体 が 公 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る ； 最 も 適 切 な 技 術 の 選
択 は 、 関 係 す る 担 体 お よ び 選 択 さ れ る ペ プ チ ド の 物 理 化 学 的 特 性 に 依 存 す る 。
例 え ば 、 ペ プ チ ド を 担 体 上 で 直 接 合 成 す る こ と 、 ま た は 該 担 体 に 、 予 め 合 成 し た ペ プ チ ド
を 付 着 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
例 え ば 、 ペ プ チ ド の 付 着 は 、 吸 着 に よ り 行 う こ と が で き る 。 担 体 お よ び 付 着 の 条 件 は 、 も
ち ろ ん 、 試 験 さ れ る 生 体 試 料 の 添 加 お よ び 該 試 料 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 に お け る ペ
プ チ ド の 脱 着 を 回 避 す る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
有 利 に は 、 ペ プ チ ド は 、 直 接 ま た は ス ペ ー サ ー ア ー ム を 介 し て 、 共 有 結 合 に よ り 担 体 に 付
着 す る 。 こ の 場 合 、 担 体 の 表 面 は カ ル ボ ジ イ ミ ド 誘 導 体 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 誘
導 体 、 ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド 誘 導 体 な ど の よ う な 剤 に よ り 活 性 化 す る こ と が で き る 。
ア ビ ジ ン で コ ー ト し た 担 体 に 付 着 し た ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド も 、 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
担 体 は 、 チ ュ ー ブ も し く は チ ュ ー ブ の 組 、 マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト 、 1つ 以 上
の 細 片 、 ビ ー ズ な ど の 形 態 に あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
抗 原 は 、 特 に 、 感 染 性 微 生 物 (ウ イ ル ス 、 原 生 動 物 、 細 菌 )、 腫 瘍 抗 原 、 自 己 免 疫 抗 原 ま た
は ア レ ル ゲ ン で あ る こ と が で き る 。 微 生 物 で あ る 場 合 、 組 を 構 成 す る ペ プ チ ド は 、 こ の 生
物 の 種 々 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る こ と が で き る 。
組 を 構 成 す る ペ プ チ ド の 選 択 は 、 関 係 す る 抗 原 、 お よ び キ ッ ト を 用 い よ う と す る そ の 使 用
に も ち ろ ん 依 存 す る 。 こ れ ら は 、 関 係 す る 抗 原 の CD4 + ま た は CD8 +  Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る
と し て 以 前 に 同 定 さ れ た ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
有 利 に は 、 こ の 組 は 、 異 な る MHC対 立 遺 伝 子 に よ り 提 示 さ れ 得 る ペ プ チ ド を 含 む 。 こ れ は
、 CD4 +  Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る ペ プ チ ド 、 CD8 +  Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る ペ プ チ ド ま た は こ
れ ら の 2つ の タ イ プ の エ ピ ト ー プ の 混 合 物 か ら な る こ と が 可 能 で あ る 。
該 組 を 構 成 す る ペ プ チ ド は 、 混 合 さ れ 、 混 合 物 の 形 態 で 固 体 担 体 に 付 着 さ れ 得 る 。 固 体 担
体 が マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト ま た は チ ュ ー ブ の 組 で あ る 場 合 、 マ イ ク ロ タ イ ト
レ ー シ ョ ン プ レ ー ト の ウ ェ ル の う ち の 1つ の 内 部 、 ま た は チ ュ ー ブ の う ち の 1つ の 内 部 に 付
着 さ れ て い る 、 種 々 の ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 組 み 合 わ せ を 別 々 に 付 着 さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 に よ る キ ッ ト は 、 活 性 化 さ れ た エ フ ェ ク タ ー Tリ ン パ 球 を 検 出 す る た め の 手 段 を 含
む こ と も で き る 。 こ れ ら の 手 段 は 、 上 記 リ ン パ 球 に よ り 産 生 さ れ る 可 溶 性 因 子 を 分 析 す る
た め の 試 薬 か ら な る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 は 、 例 え ば ：
－ 細 胞 性 免 疫 応 答 を 産 生 す る 、 種 々 の 病 原 性 の 剤 で の 感 染 の 進 展 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ
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し て 監 視 す る 関 係 に お い て 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 衛 生 に 用 い る こ と が で き る 。 例 と し て 、 HI
V (ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス ) 1お よ び 2、 FIV (ネ コ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス )、 HTLV-1 (ヒ ト Tリ ン
パ 球 ウ イ ル ス タ イ プ I)、 種 々 の タ イ プ の 肝 炎 の ウ イ ル ス な ど の よ う な ウ イ ル ス ； ト キ ソ プ
ラ ズ マ (Toxoplasma)ま た は プ ラ ス モ デ ィ ウ ム (Plasmodium)の よ う な 寄 生 生 物 ； プ リ オ ン な
ど が 挙 げ ら れ る 。
－ 腫 瘍 起 源 の 病 理 の 進 展 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ し て 監 視 す る 関 係 に お い て 、 ヒ ト ま た は
動 物 の 衛 生 に 用 い る こ と が で き る 。 例 と し て は 、 黒 色 腫 、 乳 癌 、 骨 髄 性 白 血 病 、 ヒ ト パ ピ
ロ ー マ ウ イ ル ス に 関 連 す る 子 宮 頸 癌 の よ う な 、 ウ イ ル ス 感 染 に 関 連 す る 癌 な ど が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
－ 自 己 免 疫 疾 患 の 進 展 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ し て 監 視 す る 関 係 に お い て 、 ヒ ト ま た は 動
物 の 衛 生 に 用 い る こ と が で き る 。 例 と し て 、 I型 糖 尿 病 、 多 発 硬 化 症 な ど が 挙 げ ら れ る 。
－ ア レ ル ギ ー タ イ プ の 疾 患 の 進 展 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ し て 監 視 す る 関 係 に お い て 、 ヒ
ト ま た は 動 物 の 衛 生 に 用 い る こ と が で き る 。 例 と し て 、 草 、 花 粉 、 あ る 種 の 医 薬 製 品 の よ
う な ア レ ル ゲ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
関 係 す る 使 用 に 関 わ ら ず 、 本 発 明 は 、 細 胞 媒 介 性 の 免 疫 の 検 出 に よ り 、 臨 床 上 の 徴 候 の 発
現 前 に 、 ま た 体 液 性 応 答 の 発 現 前 に 、 病 理 の 発 現 ま た は 進 展 の 非 常 に 初 期 の 診 断 を 許 容 す
る 。 こ の こ と は 、 よ り よ い 治 療 上 の ス ト ラ テ ジ ー を 選 択 し 、 患 者 に と っ て の 治 療 の 成 功 の
よ り よ い 機 会 を 与 え る 、 よ り 迅 速 な 医 療 上 の 決 定 を 行 う こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 は 、 種 々 の ウ イ ル ス 病 原 体 に 対 す る 特 異 的 な 細 胞 性 免 疫 の 特 徴 づ け の た め の そ の 実
行 を 説 明 す る 、 限 定 し な い 実 施 例 に 言 及 す る 以 下 の さ ら な る 記 載 に よ り 、 よ り 明 確 に 理 解
さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
実 施 例 1： Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る ペ プ チ ド の 固 体 担 体 へ の 付 着
3つ の 異 な る ウ イ ル ス ： HIV-1ウ イ ル ス (ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス )、 CMV (サ イ ト メ ガ ロ ウ イ
ル ス )お よ び EBVウ イ ル ス (エ プ ス タ イ ン － バ ー ウ イ ル ス )の 既 知 の CD8 + エ ピ ト ー プ を 構 成 す
る 種 々 の ペ プ チ ド を 合 成 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
こ れ ら の ペ プ チ ド は 次 の ご と く で あ る ：
HIV-1ウ イ ル ス ：
gag 77～ 85 (SLYNTVATL、 HLA A2)
GAG 260～ 268 (EIYKRWIIL、 HLA A2)
Nef 82～ 91 (KAALDLSHFL、 HLA A2)
CMVウ イ ル ス ：
GB 619～ 628 (FIAGNSAYEYV、 HLA A2)
IEI 378～ 389 (SDEEEAIVAYTL、 HLA B18)
EBVウ イ ル ス ：
EBNA 3A 379～ 387 (RPPIFIRRL、 HLA B7)
EBNA 3C 163～ 171 (EGGVGWRHV、 HLA B44)。
【 ０ ０ ４ １ 】
こ れ ら の ペ プ チ ド を 、 次 の プ ロ ト コ ル を 用 い て ポ リ ス チ レ ン プ レ ー ト の ウ ェ ル の 底 に 付 着
さ せ た 。
カ ー ボ ネ ー ト バ ッ フ ァ ー 中 の ペ プ チ ド 10 μ gを 、 96ウ ェ ル の マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ
レ ー ト  (ポ リ ス チ レ ン プ レ ー ト 、 NUNC MAXISORB)に 沈 着 さ せ た 。 ペ プ チ ド の 付 着 は 、 周 囲
温 度 で 2時 間 の 吸 着 に よ り 行 う 。 付 着 し な か っ た ペ プ チ ド を PBS で 2回 洗 浄 す る こ と に よ り
除 去 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
実 施 例 2： HIV-1に 対 す る 細 胞 性 免 疫 の 特 徴 づ け
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HIV-1に 対 し て 血 清 陽 性 の 患 者 (HLA-A2)の 血 液 か ら 精 製 し た PBMCを 、 次 の よ う に し て 試 験
し た ：

通 常 培 地 (RPMI、 10%の BSA)中 の 細 胞 懸 濁 物 200 μ l (10 5 細 胞 )を 、 上 記 の 実 施 例 1に 記 載 の
よ う に し て HIV-1ペ プ チ ド が 付 着 し た 各 ウ ェ ル 中 で 沈 着 さ せ る 。
ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 通 常 の ELISPOT法 に よ り ア ッ セ イ を 行 っ た ： 同 じ 患 者 か
ら の PBMCの 懸 濁 物 200 μ l (10 5 細 胞 )を 、 NUNC 96ウ ェ ル プ レ ー ト (ペ プ チ ド が 付 着 し た も
の と 同 一 )の ウ ェ ル 中 に 沈 着 さ せ 、 通 常 培 地 の 溶 液 中 の gag 77～ 85、 GAG 260～ 268ま た は N
ef 82～ 91ペ プ チ ド 10μ gと 混 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
2つ の ア ッ セ イ に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 ペ プ チ ド な し の ウ ェ ル 中 に PBMCを 沈 着 さ
せ た 。
プ レ ー ト を 5%の CO 2 存 在 下 の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 37℃ に お い て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】

次 の 日 、 活 性 化 さ れ た CD8 + 細 胞 の 存 在 を 、 次 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 明 ら か に す る ：
96ウ ェ ル の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス プ レ ー ト (MILLIPORE)を 、 カ ー ボ ネ ー ト バ ッ フ ァ ー 中 に 1μ g/
ml に 希 釈 し た 抗 γ -IFN 抗 体 (MABTECH、 1-D1K) 100μ l/ウ ェ ル を 用 い て 、 37℃ に お い て 2
時 間 コ ー ト し た 。
次 い で プ レ ー ト を PBS中 に 洗 浄 し 、 100 μ l/ウ ェ ル の 割 合 で RPMI、 10% FCSを 用 い て 、 37℃
に お い て 2時 間 飽 和 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
上 記 の 1)に 記 載 の よ う に し て 活 性 化 し た 細 胞 懸 濁 物 200μ lを 、 こ の プ レ ー ト に 沈 着 さ せ る
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 37℃ 、 5% CO 2 で 5時 間 行 う 。
1× PBS中 で の 1回 の 洗 浄 、 お よ び 0.05% TWEENを 含 む PBS中 で の 5回 の 洗 浄 の 後 、 100μ l/ウ
ェ ル の 抗 -γ -IFNビ オ チ ン 抗 体 (MABTECH、 7-B6-1-ビ オ チ ン )を 1μ g/mlで 添 加 し 、 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 周 囲 温 度 に て 2時 間 行 う 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
プ レ ー ト を PBS-0.05% TWEEN中 に 5回 洗 浄 す る 。
PBS-0.05% TWEEN、 1% BSA中 に 1/5000ま で 希 釈 し た エ ク ス ト ラ ア ビ ジ ン -AKP (SIGMA、 No. 
2636) 100μ l/ウ ェ ル を 添 加 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 周 囲 温 度 に て 1時 間 行 う 。 プ レ
ー ト を 再 び PBS-0.05% TWEEN中 に 5回 洗 浄 す る 。
検 出 を 、 BIORADキ ッ ト (No. 170-6432)を 用 い て 行 う 。
半 時 間 ～ 1時 間 後 、 プ レ ー ト を 水 で 洗 浄 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 す る 。 プ レ ー ト を 空 気
乾 燥 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
結 果 を 図 1に 示 す 。
A： 通 常 の ELISPOTア ッ セ イ ；
B： 固 体 担 体 に 付 着 し た ペ プ チ ド を 用 い て 行 っ た ア ッ セ イ 。
両 方 の 場 合 に お い て 、 gag 77～ 85ペ プ チ ド だ け が γ -IFNを 分 泌 す る CD8 + エ フ ェ ク タ ー Tリ
ン パ 球 の 活 性 化 を 誘 導 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 固 体 担 体 に 付 着 し た ペ プ チ ド の 使 用 が 、 液
相 に 提 示 さ れ た ペ プ チ ド の も の と 少 な く と も 同 程 度 に 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 化 の 誘 導
に つ い て 効 果 的 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
実 施 例 3： CMVに 対 す る 細 胞 性 免 疫 の 特 徴 づ け
患 者 (HLA-A2、 B18)の 血 液 か ら 精 製 し た PBMCを 、 次 の よ う に し て 試 験 し た 。
通 常 培 地 の 懸 濁 物 中 の 2× 10 5 細 胞 を 、 上 記 の 実 施 例 1に 記 載 の よ う に し て 、 CMV ペ プ チ ド
が 付 着 し た 各 ウ ェ ル 中 に 沈 着 さ せ た 。
ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 通 常 の ELISPOT法 に よ り ア ッ セ イ を 行 っ た ： 同 じ 患 者 か
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1)　 リ ン パ 球 の 活 性 化 ：

2)　 活 性 化 さ れ た CD8 +  Tリ ン パ 球 の 選 択 ：



ら の PBMCの 懸 濁 物 の 2× 10 5 細 胞 を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト (NUNC) (ペ プ チ ド が 付 着 し た も の と
同 じ )の ウ ェ ル に 沈 着 さ せ 、 GB 619～ 628ま た は IEI 378～ 389ペ プ チ ド 10μ gと 混 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
2つ の ア ッ セ イ に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 PBMCを ペ プ チ ド な し の ウ ェ ル 中 に 沈 着 さ
せ た 。
上 記 の 実 施 例 2に 記 載 の よ う に し て プ レ ー ト の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン と 検 出 を 行 う 。
結 果 を 図 2に 示 す 。
A： 通 常 の ELISPOTア ッ セ イ ；
B： 固 体 担 体 に 付 着 し た ペ プ チ ド を 用 い て 行 っ た ア ッ セ イ 。
両 方 の 場 合 に お い て 、 GB 619～ 628ペ プ チ ド だ け が γ -IFNを 分 泌 す る CD8 + エ フ ェ ク タ ー Tリ
ン パ 球 の 活 性 化 を 誘 導 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 HIV-1ペ プ チ ド の 場 合 に 観 察 さ れ た こ と を
確 か に す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 施 例 4： 固 体 担 体 に 付 着 し た ペ プ チ ド の 保 存
上 記 の 実 施 例 1に 記 載 の よ う に し て ウ ェ ル に EBVペ プ チ ド が 付 着 し た プ レ ー ト を ：
A)　 20℃ で 24時 間 ；
B)　 4℃ で 7日 間 ；
C)　 － 80℃ で 15日 間
保 存 し た 。
通 常 培 地 の 懸 濁 液 中 に 患 者 (HLA B7/B44)の 血 液 か ら 精 製 し た PBMC 2× 10 5 を 、 こ れ ら の プ
レ ー ト の 各 ウ ェ ル 中 に 沈 着 さ せ 、 上 記 の 実 施 例 3に 記 載 の よ う に し て 試 験 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
結 果 を 図 3に 示 す 。
A： 20℃ で 24時 間 の 保 存 ；
B： 4℃ で 7日 間 の 保 存 ；
C： － 80℃ で 15日 間 の 保 存 。
こ れ ら の 結 果 は 、 保 存 条 件 が 、 固 体 担 体 に 付 着 し た ペ プ チ ド の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 － 活 性 化
特 性 を 変 更 し な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
実 施 例 5： 固 体 担 体 に 付 着 し た ペ プ チ ド の 混 合 物 を 用 い た 、 EBVに 対 す る 細 胞 性 免 疫 の 検 出
EBVの 公 知 の CD8 +  Tエ ピ ト ー プ を 構 成 す る 次 の ペ プ チ ド ：
EBNA 3C 163～ 171 (EGGVGWRHV、 B44)、
EBNA 3A 603～ 611 (RLRAEAGVK、 A3)、
EBNA 4 416～ 424 (IVTDFSVIK、 A11)、
EBNA 3C 881～ 891 (QPRAPIRPIPT、 B7)
EBNA 3A 379～ 387 (RPPIFIRRL、 B7)、 お よ び
EBNA 6 290～ 299 (EENLLDFVRF、 B44)、
の 混 合 物 を 、 次 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 ポ リ ス チ レ ン チ ュ ー ブ の 内 壁 に 付 着 さ せ た ：
カ ー ボ ネ ー ト バ ッ フ ァ ー 中 に 希 釈 し た 各 ペ プ チ ド 10μ gを 、 ポ リ ス チ レ ン チ ュ ー ブ (15 ml
チ ュ ー ブ 、 CORNING)中 に 沈 着 さ せ た 。 ペ プ チ ド の 付 着 は 、 周 囲 温 度 に て 2時 間 の 吸 着 に よ
り 行 う 。 付 着 し な か っ た ペ プ チ ド は 、 PBS中 に 2回 洗 浄 す る こ と に よ り 除 去 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
患 者 (HLA： A3～ A11、 B7/B44)か ら の 全 血 2 mlを 、 こ の よ う に し て 得 た チ ュ ー ブ 内 に 5時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 全 血 を 1500 rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し 、 血 液 か ら の 上 清 (血 漿 )
を 移 し た 。 血 漿 (100、 50お よ び 12.50μ l)を 、 抗 -γ -IFN抗 体 で 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し た 96
ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 、 20℃ の 温 度 に お い て 2時 間 、 重 複 し て 沈 着 さ せ た 。 洗 浄 後 、 ビ オ チ
ン 化 抗 -γ -IFN 2次 抗 体 を 、 20℃ の 温 度 に お い て 1時 間 添 加 し た 。 次 い で エ ク ス ト ラ ア ビ ジ
ン -APを 20℃ の 温 度 に お い て 1時 間 添 加 し 、 MUP 基 質 (ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 基 質 ) 100
μ lが 反 応 の 現 像 を 可 能 に し た 。 読 み 取 り を 30分 後 に 行 っ た 。
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【 ０ ０ ５ ４ 】
結 果 を 図 4に 示 す 。
図 4の 凡 例 ：
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
こ れ ら の 結 果 は 、 患 者 の 全 血 を 用 い て 、 ウ イ ル ス に 特 異 的 な 細 胞 性 応 答 の 存 在 の 検 出 (こ
こ で は EBVウ イ ル ス の 検 出 )が 可 能 で あ る こ と を 示 す 。 こ の 細 胞 性 応 答 は 、 ウ イ ル ス に 特 異
的 で あ り 、 γ -IFNの 産 生 が 、 血 漿 の 種 々 の 希 釈 に お い て 検 出 さ れ た 。 全 血 の み (ネ ガ テ ィ
ブ コ ン ト ロ ー ル )ま た は EBVウ イ ル ス ペ プ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 全 血 か ら 得 ら れ た γ -I
FNの 産 生 の 間 の 差 異 は 、 有 意 で あ っ た 。 患 者 1056の 血 液 中 に 存 在 す る 細 胞 は 、 活 性 化 さ れ
、 そ し て EBVウ イ ル ス 由 来 CD8 + ペ プ チ ド の 存 在 下 の 特 定 の 方 法 で γ -IFNを 産 生 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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