
(57)【要約】
本発明は、モノクローナル抗体（ AcMo）またはポリクローナル抗体を用いて、形質転換さ
れてもされなくてもよい免疫系に属するエフェクター細胞の活性化を測定する方法に関す
る。本発明は、（ i）抗体の存在下で反応培地において CD16受容体発現細胞、および（ ii
）該抗体の抗原、を接触させること、ならびに CD16受容体発現細胞によって産生される少
なくとも一つのサイトカインの量を測定することからなることを特徴とする。本発明はま
た、自己免疫疾患および炎症疾患、癌、ならびに病原体による感染症の治療のために意図
される IFNγまたは IL2のようなサイトカインおよびインターロイキンの発現を誘導するこ
とができる抗体の選択にも関する。

JP 2006-517087 A 2006.7.20



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 CD16受 容 体 発 現 細 胞 を 、 抗 体 お よ び 該 抗 体 に 対 す る 抗 原 の 存 在 下 で 反 応 培 地 に お い て 接
触 さ せ る こ と 、 な ら び に CD16受 容 体 発 現 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 少 な く と も 一 つ の サ イ ト
カ イ ン の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MoAb） ま た は
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 、 形 質 転 換 さ れ て も さ れ な く て も よ い 免 疫 系 に 属 す る エ フ ェ ク
タ ー 細 胞 の 活 性 化 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 が CD16受 容 体 発 現 Jurkat細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 IL-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7、 IL-8、 IL-9、 IL-10等 、 TNFα 、 TGFβ 、 I
P10お よ び IFNγ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン が 定 量 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 1お よ び 2の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン IL-2が 定 量 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 3の 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ 】
　 産 生 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 量 が エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 化 ま た は 阻 害 の マ ー カ ー で あ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 4の 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 分 泌 さ れ た イ ン タ ー ロ イ キ ン IL2の 量 が 、 そ の 抗 原 結 合 完 全 性 （ Fc機 能 ） お よ び 有 効 性
（ 抗 原 性 部 位 ） に 関 し て CD16受 容 体 に よ っ て 結 合 さ れ る 抗 体 の 質 を 反 映 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 1～ 5の 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 分 泌 さ れ た イ ン タ ー ロ イ キ ン IL2の 量 が ADCC型 活 性 と 相 関 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 1～ 6の 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 免 疫 系 の CD16受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 抗 体 お よ び 該 抗 体 に 対 す る 抗 原 の 存 在 下
で 反 応 培 地 に お い て 接 触 さ せ る こ と 、 な ら び に CD16受 容 体 発 現 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 少
な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 有 効 性 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 形 質 転 換 さ れ て も さ れ な く て も よ い 免 疫 系 の CD16受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 抗 体
お よ び 該 抗 体 に 対 す る 抗 原 の 存 在 下 で 反 応 培 地 に お い て 接 触 さ せ る こ と 、 な ら び に CD16受
容 体 発 現 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 量 を 測 定 す る こ と を 含
む こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 が 有 効 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 で き る か 否 か を 評 価 す る 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 が 、 CHO、 YB2/0、 ヒ ト リ ン パ 芽 球 様 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 お よ び マ ウ ス
骨 髄 腫 細 胞 、 ま た は 他 の 任 意 の 発 現 細 胞 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 9記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 形 質 転 換 さ れ て も さ れ な く て も よ い 免 疫 系 の CD16受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 抗 体
お よ び 該 抗 体 に 対 す る 抗 原 の 存 在 下 で 反 応 培 地 に お い て 接 触 さ せ る こ と 、 な ら び に CD16受
容 体 発 現 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 量 を 測 定 す る こ と を 含
む こ と を 特 徴 と す る 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 精 製 段 階 後 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 有 効 性 お
よ び 完 全 性 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 体 の 非 存 在 下 、 ま た は 陰 性 参 照 物 質 と し て の 所 定 の 抗 体 の 存 在 下 に お け る 対 照 と 比 較
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し て 、 CD16発 現 細 胞 に よ る IL-2放 出 量 の 100％ 、 250％ 、 500％ 、 ま た は 1000％ よ り 多 い 増
加 が 認 め ら れ る 抗 体 が 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 11の 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 反 応 混 合 物 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ IVIg） を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 12の 一
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 同 様 に ADCCア ッ セ イ 法 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 12の 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 CD16-受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る IL-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7
、 IL-8、 IL-9、 IL-10等 、 TNFα 、 TGFβ 、 IP10お よ び IFNγ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ
の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 導 す る こ と が で き る キ メ ラ 、 ヒ ト 化 、 ま た は ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 選 択 す る た め に 、 請 求 項 1～ 14の 一 項 に 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 類 に よ る MoAbsの 産 生 を 評 価 す
る た め に 請 求 項 1～ 14の 一 項 に 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 治 療 的 治 療 、 特 に 自 己 免 疫 お よ び 炎 症 疾 患 、 癌 、 な ら び に 病 原 性 物 質 に よ る 感 染 症 の 治
療 に と っ て 有 効 で あ る 抗 体 を 選 択 す る た め に 、 請 求 項 1～ 14の 一 項 に 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 免 疫 系 に 属 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 導 す
る 薬 剤 を 調 製 す る た め に 、 請 求 項 15～ 17の 一 項 に 記 載 の 方 法 か ら 得 る こ と が で き る キ メ ラ
、 ヒ ト 化 、 ま た は ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 免 疫 系 に 属 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 導 す
る 薬 剤 を 調 製 す る た め に 、 ラ ッ ト 骨 髄 腫 細 胞 株 、 特 に YB2/0お よ び そ の 誘 導 体 の 細 胞 に よ
っ て 産 生 さ れ る キ メ ラ 、 ヒ ト 化 、 ま た は ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 CD16受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 、 IL-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7
、 IL-8、 IL-9、 IL-10等 、 TNFα 、 TGFβ 、 IP10お よ び IFNγ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ
の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 導 す る 薬 剤 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 19記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 免 疫 系 に 属 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 導 す
る こ と が 意 図 さ れ る 薬 剤 を 調 製 す る た め に 、 短 い 鎖 、 低 い 程 度 の シ ア リ ル 化 、 非 イ ン タ ー
カ レ ー ト 末 端 結 合 点 マ ン ノ ー ス お よ び GlcNAc、 な ら び に 低 い 程 度 の フ コ シ ル 化 を 有 す る 両
触 角 型 の グ リ カ ン 構 造 を 有 す る キ メ ラ 、 ヒ ト 化 、 ま た は ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 CD16受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 、 IL-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7
、 IL-8、 IL-9、 IL-10等 、 TNFα 、 TGFβ 、 IP10お よ び IFNγ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ
の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 導 す る 薬 剤 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 21記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 免 疫 系 に 属 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 誘 導 す
る こ と が 意 図 さ れ る 薬 剤 を 調 製 す る た め に 、 G0F＋ G1F型 が 、 50％ 未 満 、 好 ま し く は 30％ 未
満 で あ る と 理 解 さ れ る 、 G0＋ G1＋ G0F＋ G1F型 に 関 し て 60％ よ り 高 い 、 好 ま し く は 80％ よ り
高 い グ リ カ ン 含 有 量 を 有 す る 抗 体 の 組 成 物 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 CD16受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 、 IL-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7
、 IL-8、 IL-9、 IL-10等 、 TNFα 、 TGFβ 、 IP10お よ び IFNγ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ
の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 導 す る 薬 剤 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 23記 載 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 CD16受 容 体 発 現 細 胞 を 、 抗 体 お よ び 該 抗 体 に 対 す る 抗 原 の 存 在 下 で 反 応 培 地
に お い て 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び CD16受 容 体 発 現 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 少 な く と も 一 つ
の サ イ ト カ イ ン の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MoAb
） ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 、 免 疫 系 に 属 す る ま た は イ ン ビ ト ロ で 改 変 さ れ た エ フ
ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 化 を 測 定 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 サ イ ト カ イ ン お よ び イ ン
タ ー ロ イ キ ン 、 特 に IFNγ ま た は IL2の 発 現 を 誘 導 す る 特 徴 を 有 す る 抗 体 の 選 択 に も 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 免 疫 療 法 は 、 医 薬 品 の 最 も 重 要 な
局 面 の 一 つ と な り つ つ あ る プ ロ セ ス で あ る 。 一 方 、 臨 床 試 験 に お い て 得 ら れ た 結 果 は 、 対
照 的 で あ る よ う に 思 わ れ る 。 実 際 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 有 効 性 が 不 十 分 で あ る こ と が
判 明 す る か も 知 れ な い 。 今 日 、 抗 体 の 特 性 を 改 善 す る た め に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fcγ 断 片 に
対 す る 研 究 が 行 わ れ て い る 。 最 終 的 に 、 こ れ に よ っ て 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 （ マ ク ロ フ ァ ー
ジ 、 T-リ ン パ 球 、 お よ び NK細 胞 ） の 受 容 体 と 相 互 作 用 し て 活 性 化 す る 抗 体 を 得 る こ と が で
き る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Gの 生 物 活 性 は 、 分 子 上 に 存 在 す る オ リ ゴ 糖 の 構 造 、 お よ び 特 に
そ の Fc部 分 に 依 存 す る 。 全 て の ヒ ト お よ び マ ウ ス サ ブ ク ラ ス の IgG分 子 は 、 そ れ ぞ れ の 重
鎖 の CH 2 ド メ イ ン （ ヒ ト IgGに 関 し て は 残 基 Asn 297） に 結 合 し た N-オ リ ゴ 糖 を 有 す る 。 抗
体 の エ フ ェ ク タ ー 分 子 （ Fc受 容 体 お よ び 補 体 ） と の 相 互 作 用 能 に 及 ぼ す こ の グ リ カ ン 残 基
の 影 響 が 証 明 さ れ て い る 。 チ ュ ニ カ マ イ シ ン の 存 在 下 で 培 養 す る こ と に よ る ヒ ト IgG1の グ
リ コ シ ル 化 の 阻 害 に よ っ て 、 例 え ば 、 単 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 に 存 在 す る Fcγ R1受 容
体 に 対 す る こ の 抗 体 の 親 和 性 が 50倍 減 少 す る （ Leatherbarrowら 、 1985） 。 非 グ リ コ シ ル
化 IgG3は NK細 胞 上 の Fcγ RIII受 容 体 に よ る ADCC型 の 溶 解 を 誘 導 す る こ と が で き な い こ と と
が 記 述 さ れ て い る こ と か ら （ Lundら 、 1990） 、 Fcγ RIII受 容 体 に 対 す る 結 合 は ま た 、 IgG
上 の 糖 質 の 喪 失 に よ っ て も 影 響 を 受 け る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し 、 こ れ ら の グ リ カ ン 残 基 の 存 在 が 必 要 で あ る こ と の 他 に 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 に 関
与 す る 能 力 に お い て 差 を 生 じ る こ と が で き る の は 、 よ り 正 確 に は そ の 構 造 の 不 均 一 性 で あ
る 。 個 体 に よ っ て 多 様 で あ る ガ ラ ク ト シ ル 化 プ ロ フ ァ イ ル が 認 め ら れ て い る 。 こ れ ら の 差
は 、 お そ ら く こ れ ら の 個 体 の 細 胞 ク ロ ー ン の あ い だ の ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と
他 の 酵 素 の 活 性 の 相 違 を 反 映 し て い る （ Jefferisら 、 1990） 。 翻 訳 後 プ ロ セ ス の こ の 通 常
の 不 均 一 性 の た め に 様 々 な 形 の 糖 が 生 成 さ れ る が （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 に お い て も
） 、 そ れ に よ っ て リ ウ マ チ 性 関 節 炎 ま た は ク ロ ー ン 病 の よ う な 特 定 の 病 理 状 態 に 関 連 し た
異 型 性 の 構 造 が 起 こ り え て 、 そ れ ら の 場 合 、 非 ガ ラ ク ト シ ル 化 残 基 が か な り の 割 合 で 存 在
す る こ と が 証 明 さ れ て い る （ Parekhら 、 1985） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 様 々 な グ ル カ ン 構 造 と 抗 体 活 性 の あ い だ に 存 在 す る 関 係 に よ っ て 提 起 さ れ る 複 雑 さ に 向
か い 合 う 場 合 、 ど の 抗 体 が 有 効 で あ る か を 迅 速 に 識 別 す る こ と が 有 用 で あ り 、 そ れ に よ っ
て こ の よ う に 免 疫 系 の 特 定 の 成 分 の 活 性 化 ま た は 阻 害 に お い て よ り 大 き い 有 効 性 ま た は 特
定 の 特 性 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 2000年 4月 12日 の 出 願 FR第 004685号 （ LFB） に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 Fcγ RIIIを 発 現 す
る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 新 規 方 法 を
記 述 し て い る 。 こ の 方 法 に お い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 株 に 由 来
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 該 抗 体 の 標 的 細 胞 、 Fcγ RIII発 現 細 胞 を 含 む エ フ ェ ク タ ー 細
胞 、 お よ び 多 価 IgGを 含 む 反 応 混 合 物 に お い て 調 べ る 。 こ の よ う に 、 標 的 細 胞 の ％ 溶 解 を
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決 定 す る こ と 、 お よ び 標 的 細 胞 の 有 意 な 溶 解 を 引 き 起 こ す （ Fcγ RIII型 ADCC活 性 ） エ フ ェ
ク タ ー 細 胞 を 活 性 化 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 抗 D
抗 体 の Fab部 分 は 、 赤 血 球 が 保 有 す る Rh D抗 原 に 結 合 す る で あ ろ う 。 こ の 結 合 の 後 、 そ の F
c部 分 は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 （ NK細 胞 ） の Fcγ RIII受 容 体 ま た は CD16に 結 合 す る 。 こ の 「
サ ン ド イ ッ チ 」 は 、 赤 血 球 を 溶 解 す る パ ー フ ォ リ ン の よ う な 化 学 物 質 の 分 泌 を 誘 導 す る 。
し た が っ て 、 こ れ が 抗 原 依 存 的 細 胞 障 害 性 （ ADCC） で あ る 。 生 理 条 件 に 近 づ け る た め に 、
試 験 は 、 ヒ ト 多 価 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 存 在 下 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 意 味 に お い て 、 抗 体 の そ の リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 は 、 CD16ト ラ ン ス フ ェ ク ト Ju
rkat細 胞 の 活 性 化 を 誘 導 し て 、 IL2分 泌 を 誘 導 で き る こ と が 判 明 し て い る 。 Jurkat CD16に
よ る IL2の 分 泌 と 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の CD16媒 介 ADCC活 性 と の あ い だ に 強 い 相 関 が 認 め ら
れ て い る 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 所 定 の 抗 原 に 対 す る 同 じ 抗 体 が 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 株 に お
い て 産 生 さ れ た 場 合 に は 全 く 無 効 で あ る が 、 他 の 細 胞 株 に お い て 産 生 さ れ た 場 合 に は 、 非
常 に 有 効 で あ る こ と が 判 明 す る こ と を 認 め た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し た が っ て 、 問 題 は 、 所 定 の 抗 体 が エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 刺 激
す る こ と が で き る か 否 か 、 お よ び 放 出 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 特 性 に 従 っ て そ の よ う な 活 性
化 の 結 末 を 決 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 分 泌 さ れ た IL2ま た は 他 の サ イ ト カ イ ン を 測 定 す る こ と に よ っ
て 、 Jurkat CD16試 験 を 用 い て 選 択 さ れ た 抗 体 を 用 い る こ と を 提 案 し 、 そ れ に よ っ て 治 療
的 用 途 に 関 す る 該 抗 体 の 生 物 活 性 を 保 証 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
説 明
　 こ の よ う に 、 第 一 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 体 と 該 抗 体 に 対 す る 抗 原 の 存 在 下 で CD
16受 容 体 発 現 細 胞 を 反 応 培 地 に お い て 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び CD16受 容 体 発 現 細 胞 に よ っ
て 産 生 さ れ た 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 量 を 測 定 す る 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MoAb） ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 、 形 質 転 換 さ れ て も さ れ
な く て も よ い 免 疫 系 に 属 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 化 を 測 定 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 「 形 質 転 換 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 受 容 体 、 特 に CD16受 容 体 を 発 現 す る よ う に 遺 伝 子 改 変
さ れ て い る 細 胞 を 意 味 す る と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 一 般 的 に 、 抗 体 を 選 択 す る た め に 、 CD16、 CD32、 お よ び CD64を 含 む 、 Fc受 容 体 を コ ー ド
す る 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Jurkat型 細 胞 株 ま た は も う 一 つ の 細 胞 株 を エ フ
ェ ク タ ー 細 胞 と し て 利 用 す る 。 好 ま し く は 、 CD16受 容 体 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た Jurkat株 を エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と し て 用 い る 。 こ の 株 は 、 不 死 化 さ れ て お
り 、 培 養 培 地 に お い て 無 限 に 増 殖 す る こ と か ら 、 特 に 都 合 が よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 定 量 さ れ る 可 能 性 が あ る サ イ ト カ イ ン に お い て 、 IL-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6
、 IL-7、 IL-8、 IL-9、 IL-10等 、 TNFα 、 TGFβ 、 IP10お よ び IFNγ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と
も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 測 定 す る こ と が で き る 。 イ ン タ ー ロ イ キ ン で あ る IL-2を 選
択 す れ ば 都 合 が よ い で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン の 量 は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 化 ま た は 阻 害 に 関 す る マ ー カ
ー で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 好 ま し く は 、 分 泌 さ れ る イ ン タ ー ロ イ キ ン IL2の 量 は 、 そ の 抗 原 結 合 完 全 性 （ Fc機 能 ）
お よ び 有 効 性 （ 抗 原 部 位 ） に 関 し て CD16受 容 体 に 結 合 し た 抗 体 の 質 を 反 映 す る 。 IL-2の 量
の 測 定 は 、 ADCC型 活 性 に 相 関 す る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 形 質 転 換 さ れ て も さ れ な く て も よ い 免 疫 系 の CD16
受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 抗 体 と 該 抗 体 に 関 す る 抗 原 の 存 在 下 で 反 応 培 地 に お い て
接 触 さ せ る こ と 、 お よ び CD16受 容 体 発 現 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 少 な く と も 一 つ の サ イ ト
カ イ ン の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 有 効 性 を 評 価 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 方 法 は 、 抗 ヒ ト 赤 血 球 Rh D特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 有 効 性 を 評 価 す る た め に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 形 質 転 換 さ れ て も さ れ な く て も よ い 免 疫 系 の CD16
受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 抗 体 と 該 抗 体 に 関 す る 抗 原 の 存 在 下 で 反 応 培 地 に お い て
接 触 さ せ る こ と 、 お よ び CD16受 容 体 発 現 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 少 な く と も 一 つ の サ イ ト
カ イ ン の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 が 有 効 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
産 生 で き る か 否 か を 評 価 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 CHO、 YB2/0、 ヒ ト リ ン パ 芽 球 様 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 お よ び マ ウ ス 骨 髄 腫
細 胞 の よ う な 、 治 療 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い ら れ る 細 胞 に つ い て 実 施 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 類 に よ っ
て 産 生 さ れ た MoAbの 評 価 に 適 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 相 補 的 な 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 形 質 転 換 さ れ て も さ れ な く て も よ い 免 疫 系 の CD16受
容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 精 製 抗 体 と 該 抗 体 に 関 す る 抗 原 の 存 在 下 で 反 応 培 地 に お い
て 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び CD16受 容 体 発 現 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 少 な く と も 一 つ の サ イ
ト カ イ ン の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 一 回 ま た は そ れ 以 上 の 精 製 段 階 後
に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 有 効 性 お よ び 完 全 性 を 評 価 す る 方 法 に 向 け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 記 の 方 法 は 、 選 択 的 に ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ IVIg） の 存 在 下 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 例 と し て 、 抗 体 の 非 存 在 下 で の 対 照 、 ま た は 陰 性 対 照 と し て の 所 定 の 抗 体 と 比 較 し て
、 IL-2放 出 量 に お け る 100％ 、 250％ 、 500％ 、 ま た は 1000％ よ り 大 き い 増 加 が 認 め ら れ る
抗 体 が 選 択 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 治 療 的 治 療 に と っ て 有 効 で あ る 抗 体 を 選 択 す る た め に 上 記 の 方 法 を 用 い
る こ と に 向 け ら れ る 。 例 え ば 、 選 択 さ れ る 抗 体 は 抗 Dで あ っ て も よ い 。 同 様 に 、 本 発 明 は
ま た 、 自 己 免 疫 お よ び 炎 症 疾 患 、 癌 、 病 原 体 に よ る 感 染 症 の 治 療 の た め に 意 図 さ れ て も よ
い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン 、 特 に IL-2、 IFN、 お よ び TNFを ア ッ セ イ
す る こ と が で き る 上 記 の 方 法 を 行 う た め に 必 要 な 手 段 お よ び 試 薬 、 な ら び に CD16受 容 体 発
現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 含 む 、 抗 体 の 生 物 活 性 を 評 価 す る キ ッ ト に も 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 こ の ア ッ セ イ 法 は ま た 、 ADCCア ッ セ イ 法 を 含 ん で も よ い 。 こ の 点 に お い て 、 本
発 明 は 、 CD16受 容 体 発 現 細 胞 を 、 抗 体 と 該 抗 体 に 関 す る 抗 原 の 存 在 下 で 反 応 培 地 に お い て
接 触 さ せ る こ と 、 お よ び CD16受 容 体 発 現 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 少 な く と も 一 つ の サ イ ト
カ イ ン の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 最 適 化 さ れ た キ メ ラ 、 ヒ ト 化 ま た は
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 白 血 球 、 特 に NK（ ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー ） フ ァ ミ リ
ー に よ る 、 ま た は 単 球 -マ ク ロ フ ァ ー ジ グ ル ー プ に よ る 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の
分 泌 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 抗 体 を 選 択 す る 場 合 、 CD16、 CD32、 お よ び CD64
を 含 む Fc受 容 体 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Jurkat型 細 胞 株 ま た は
も う 一 つ の 細 胞 株 を 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と し て 利 用 す る 。 好 ま し く は 、 抗 体 を 選 択 す る 場
合 、 CD16受 容 体 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Jurkat細 胞 株 を エ フ ェ
ク タ ー 細 胞 と し て 用 い る 。 こ の 細 胞 株 は 、 そ れ が 不 死 化 さ れ て お り 、 培 養 培 地 に お い て 無
限 に 増 殖 す る こ と か ら 、 特 に 都 合 が よ い 。 分 泌 さ れ る イ ン タ ー ロ イ キ ン IL2の 量 は 、 そ の
抗 原 結 合 完 全 性 （ Fc機 能 ） お よ び 有 効 性 （ 抗 原 性 部 位 ） に 関 し て CD16受 容 体 に よ っ て 結 合
さ れ る 抗 体 の 質 を 反 映 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 最 適 化 抗 体 は 、 Fc断 片 の グ リ カ ン 構 造 の 改 変 に よ っ て エ ク ス
ビ ボ で 精 製 お よ び ／ ま た は 改 変 し た 後 に 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の 作 用 に 対 し て 、 抗 体
の グ ル カ ン 構 造 を 改 変 す る た め に 、 如 何 な る 適 し た 化 学 的 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は
酵 素 的 手 段 も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 ラ ッ ト 骨 髄 腫 細 胞 株 、 特 に YB2/0お よ び そ の 誘 導 体
の 細 胞 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 上 記 の 抗 体 を 産 生 す る そ の 特 性 の た め に 他 の 細 胞
株 を 選 択 し て も よ い 。 例 え ば 、 ヒ ト リ ン パ 芽 球 様 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 お よ び マ ウ ス 骨 髄 腫 細
胞 を 試 験 し て も よ い 。 選 択 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 類
に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 を 評 価 す る た め に 適 用 し て も よ い 。 こ の 作 用 の た め 、 CHOに お け
る 産 生 を 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 が 得 ら れ る 産 生 シ ス テ ム を 比 較 お よ び 選 択 す る た め の 参 照 （
CHOは 医 薬 品 の 抗 体 産 生 の た め に 用 い ら れ て い る ） と す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 抗 体 の 一 般 的 な グ リ カ ン 構 造 は 、 鎖 が 短 く 、 シ ア リ ル 化 の 程 度 は 低 く 、 非 イ ン タ ー カ レ
ー ト 末 端 結 合 点 マ ン ノ ー ス お よ び GlcNAcs、 お よ び 低 い 程 度 の フ コ シ ル 化 の 両 触 角 型 構 造
で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 に お い て 、 中 間 型 の GlcNAc含 有 量 は 非 ゼ ロ で あ る 。 例 え ば 、 G0＋ G1
＋ G0F＋ G1F型 に 関 し て 60％ よ り 高 い 、 好 ま し く は 80％ よ り 高 い 含 有 量 を 有 す る 抗 体 の 組 成
物 を 利 用 し て も よ く 、 G0F＋ G1F型 は 、 50％ 未 満 、 好 ま し く は 30％ 未 満 で あ る と 理 解 さ れ る
。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 ラ ッ ト 骨 髄 腫 細 胞 株 、 例 え ば YB2/0細 胞 株 に つ い て 得 る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 第 二 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 形 質 転 換 さ れ て も さ れ な く て も よ い 免 疫 系 の CD16受 容
体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 試 験 抗 体 と 該 試 験 抗 体 に 関 す る 抗 原 の 存 在 下 で 反 応 培 地 に お
い て 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び CD16受 容 体 発 現 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 少 な く と も 一 つ の サ
イ ト カ イ ン の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 免 疫 系 に 属 す る エ フ ェ ク タ ー 細
胞 に よ る 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 誘 導 す る こ と が 意 図 さ れ る 薬 剤 を 調 製 す
る た め に 、 上 記 の 抗 体 を 利 用 す る こ と に 向 け ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し く は 、 抗 体 を 選 択 す る 場 合 、 CD16受 容 体 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た Jurkat細 胞 株 を エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と し て 用 い る 。 該 放 出 さ れ た サ イ ト カ イ ン は
、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 お よ び 組 織 壊 死 因 子 （ TNF） で あ る 。 こ の よ う
に 、 選 択 さ れ た 抗 体 は 、 免 疫 系 の CD16受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 、 IL-1、 IL-2、
IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7、 IL-8、 IL-9、 IL-10等 、 TNFα 、 TGFβ 、 IP10、 お よ び IFN
γ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン の 分 泌 の 誘 導 能 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し く は 、 選 択 さ れ る 抗 体 は 、 免 疫 系 の CD16受 容 体 発 現 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る IL-2
の 分 泌 の 誘 導 能 を 有 す る 。 分 泌 さ れ る イ ン タ ー ロ イ キ ン IL2の 量 は 、 そ の 抗 原 結 合 完 全 性
（ Fc機 能 ） お よ び 有 効 性 （ 抗 原 性 部 位 ） に 関 し て CD16受 容 体 に よ っ て 結 合 さ れ る 抗 体 の 質
を 反 映 す る 。 IL2の 量 の 測 定 は 、 ADCC型 の 活 性 と 相 関 す る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 選 択 は 、 CHO、 YB2/0、 ヒ ト リ ン パ 芽 球 様 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 お よ び マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の よ
う な 、 治 療 抗 体 を 産 生 す る た め に 一 般 的 に 用 い ら れ る 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 に 関 し
て 行 う こ と が で き る 。 選 択 は ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺
乳 類 に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 の 評 価 に 適 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 免 疫 系 に 属 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 少 な く と も 一 つ の サ イ
ト カ イ ン の 分 泌 を 誘 導 す る こ と が 意 図 さ れ る 医 薬 品 を 調 製 す る た め に 、 ラ ッ ト 骨 髄 腫 細 胞
株 、 例 え ば YB2/0細 胞 株 に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 を 用 い る こ と に 向 け ら れ る 。 こ の 点 に お
い て 、 本 発 明 は 、 免 疫 系 に 属 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 少 な く と も 一 つ の サ イ ト カ イ ン
の 分 泌 を 誘 導 す る こ と が 意 図 さ れ る 医 薬 品 を 調 製 す る た め に 、 差 が 短 く 、 シ ア リ ル 化 の 程
度 は 低 く 、 非 イ ン タ ー カ レ ー ト 末 端 結 合 点 マ ン ノ ー ス お よ び GlcNAcs、 お よ び 低 い 程 度 の
フ コ シ ル 化 を 有 す る 両 触 角 型 の グ ル カ ン 構 造 を 有 す る 抗 体 を 用 い る こ と に 関 す る 。 こ の 抗
体 に お い て 、 中 間 型 GlcNAc含 有 量 は 、 非 ゼ ロ で あ る 。 例 え ば 、 G0＋ G1＋ G0F＋ G1F型 に 関 し
て 60％ よ り 高 い 、 好 ま し く は 80％ よ り 高 い 含 有 量 を 有 す る 抗 体 の 組 成 物 を 利 用 し て も よ く
、 G0F＋ G1F型 は 、 50％ 未 満 、 好 ま し く は 30％ 未 満 で あ る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 選 択 さ れ る 抗 体 は 、 白 血 球 、 特 に NK（ ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー ） フ ァ ミ
リ ー に よ る 、 ま た は 単 球 -マ ク ロ フ ァ ー ジ グ ル ー プ の 細 胞 に よ る 少 な く と も 一 つ の サ イ ト
カ イ ン の 分 泌 を 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 病 的 な 細 胞 、 ま た は ヒ ト に 対 し て 病 原 性 で あ る 生 物 に 由 来 す る 抗 原 に 対
し て 特 異 的 で あ る 上 記 の 選 択 さ れ た 抗 体 を 用 い る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 抗 体 は 抗 ヒ ト 赤 血 球 Rh特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に 従 う 抗 体 は ま た 、 ヒ ト に 対 し て 病 原 性 で あ る ウ イ ル ス 、 悪 性 腫 瘍 抗 原 、 ま た は
ヒ ト に 対 し て 病 原 性 で あ る 細 菌 も し く は 寄 生 虫 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 都 合 の よ い こ と に 、 選 択 し た 抗 体 は 抗 体 の 非 存 在 下 、 ま た は 陰 性 対 照 と し て の 所 定 の 抗
体 の 存 在 下 で の 対 照 と 比 較 し て IL-2放 出 量 の 100％ 、 250％ 、 500％ 、 ま た は 1000％ よ り 多
い 増 加 を 示 す 。 上 記 の 方 法 は 、 選 択 的 に ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ IVIg） の 存 在 下 で 行 う こ と
が で き る 。 比 較 の た め に 、 CHO細 胞 に お い て 産 生 さ れ た 相 同 な 抗 体 、 ま た は そ う で な け れ
ば 市 販 の 参 照 抗 体 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 補 助 的 な 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト の 医 薬 品 に お け る 治 療 的 補 助 剤 と し て 、 特 に 自
己 免 疫 お よ び 炎 症 疾 患 、 癌 、 な ら び に 病 原 性 物 質 に よ る 感 染 症 を 治 療 す る た め に 意 図 さ れ
る 医 薬 品 を 製 造 す る た め に 該 選 択 さ れ た 抗 体 を 用 い る こ と に 向 け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
実 施 例 1： Jurkat CD16ア ッ セ イ 法
抗 体 ：
　 WinRhoポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 DF5-EBVモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 DF5-YB2/0モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
原 理 ：
　 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 抗 D抗 体 が Jurkat CD16細 胞 に お い て 発 現 さ れ た CD16受 容 体 （ Fcγ RI
II） に 結 合 し て 、 IL-2分 泌 を 誘 導 す る か 否 か を 評 価 す る 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 以 下 の 材 料 を 接 触 さ せ る こ と か ら な る ：
抗 D抗 体 、 パ パ イ ン 処 理 Rh陽 性 赤 血 球 、 Jurkat CD16細 胞 、 お よ び PMA。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 遠 心 し て 、 上 清 に 分 泌 さ れ た IL
2の 量 を ア ッ セ イ す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
材 料
　 陽 性 対 照 抗 体 ： ポ リ -D WinRho、 DF5-YB2/0。
　 陰 性 対 照 抗 体 ： DF5。
　 Rh陽 性 赤 血 球 。
　 JurkatCD16細 胞 。
　 IL2ア ッ セ イ キ ッ ト ： R/Dの Quantikine。
【 ０ ０ ４ ８ 】
方 法
赤 血 球 の パ パ イ ン に よ る 処 置
　 PBSに お い て 希 釈 し た 赤 血 球 沈 降 物 1 mlを パ パ イ ン 溶 液 （ 1 mg/ml） 1 mlと 共 に 37℃ で 10
分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 H 2 O-0.15 M NaClに お い て 洗 浄 を 3回 行 う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
反 応 混 合 物 ：
－ 抗 体 ： IMDM 5％ SVFに お け る 150 ng/mlの 希 釈 液 50 μ l、
－ PMA： IMDM 5％ SVCに お け る 40 ng/mlの 希 釈 液 50 μ l、
－ パ パ イ ン に よ っ て 処 理 し た 赤 血 球 。 IMDM 5％ SVFに お い て 8× 10 6 個 /mlを 50 μ l、
－ Jurkat CD16。 IMDM 5％ SVFに お い て 2× 10 6 個 /mlを 50 μ l。
　 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 。
次 に 、 プ レ ー ト を 遠 心 し て 、 上 清 100 μ lを 採 取 し て 、 市 販 の キ ッ ト に よ っ て IL2に 関 し て
ア ッ セ イ す る 。 450 nmで 読 み 取 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 値 （ pg/ml） を 各 試 料 の ヒ ス ト グ ラ ム の 形 で 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
実 施 例 2： ADCCお よ び Jurkat CD16に よ る IL-2放 出 の イ ン ビ ト ロ 相 関
　 こ の 試 験 に 関 し て 、 三 つ の 抗 Dモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 比 較 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Mab DF5-EBVを 、 D-陰 性 免 疫 ド ナ ー か ら 得 て 、 EBVに よ る 形 質 転 換 に よ っ て 不 死 化 し た ヒ
ト B-リ ン パ 球 か ら 産 生 し た 。 こ の 抗 体 は 、 臨 床 試 験 に お い て Rh陽 性 赤 血 球 を 循 環 血 か ら 消
失 さ せ る こ と が で き な い こ と が 示 さ れ た こ と か ら 、 こ れ を 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Mab） DF5-YB2/0は 、 YB2/0細 胞 株 へ の DF5-EBVの 一 次 配 列 を 発 現 さ
せ る こ と に よ っ て 得 た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 R297お よ び 他 の 組 換 え 型 抗 体 も 同 様 に YB2/0
に お い て 発 現 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ れ ら の 抗 体 を 、 エ フ ェ ク タ ー と し て 単 核 球 （ PBL） を 用 い て パ パ イ ン 処 理 赤 血 球 の 溶
解 誘 導 能 に 関 し て イ ン ビ ト ロ で ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ア ッ セ イ 法 は 全 て 、 生 理 的 条 件 を 再 構 築 す る よ う に ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ IVIg） の 存 在
下 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 IVIgは 、 高 い 親 和 性 で 、 Fcγ RI（ CD64） に 結 合 す る と 考 え ら れ る 。 二 つ の Mabs DF5-YB2
/0お よ び R297は 、 WinRho抗 体 と 同 等 の レ ベ ル で 赤 血 球 溶 解 を 誘 導 す る 。 一 方 、 Mab DF5-EB
Vは 、 完 全 に 無 効 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
　 第 二 の シ リ ー ズ の 実 験 に お い て 、 精 製 NK細 胞 お よ び 無 処 置 赤 血 球 を そ れ ぞ れ 、 エ フ ェ ク
タ ー お よ び 標 的 と し て 用 い た 。 5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 抗 DMab R297お よ び DF5-YB2/
0は 、 赤 血 球 の 溶 解 を 引 き 起 こ す こ と が で き る こ と が 示 さ れ た が 、 DF5-EBVは 無 効 の ま ま で
あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ れ ら の 二 つ の 実 験 に お い て 、 赤 血 球 の 溶 解 は 、 Fcγ RIII（ CD16） に 対 す る 抗 体 3G8に
よ っ て 阻 害 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 要 約 す る と 、 こ れ ら の 結 果 は 、 抗 体 R297お よ び 抗 体 DF5-YB2/0に よ っ て 得 ら れ た ADCCが
、 NK細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ た Fcγ RIIIを 含 む こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 第 三 の シ リ ー ズ の 実 験 は 、 抗 D抗 体 の 有 効 性 を 評 価 す る た め に
、 Jurkat CD16細 胞 を 用 い る イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 法 の 値 を 示 し た 。 抗 体 を Rh陽 性 赤 血 球 お
よ び Jurkat CD16細 胞 と 共 に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清 へ の IL-2の 放 出 を ELISAに よ っ
て 評 価 し た 。 ADCCと Jurkat細 胞 の 活 性 化 と の あ い だ に 強 い 相 関 を 認 め 、 こ の こ と は 、 こ の
ア ッ セ イ 法 を Fcγ RIII（ CD16） に 対 す る そ の 反 応 性 の 関 数 と し て 抗 D抗 体 を 区 別 す る た め
に 用 い る こ と が で き る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 同 じ 試 料 を ADCCに よ っ て お よ び Jurkat IL2ア ッ セ イ 法 に お い て 評 価 す る 。 結 果 を 参 照 抗
体 「 LFB-R297」 の 百 分 率 と し て 表 記 す る 。 二 つ の 技 術 の あ い だ の 相 関 曲 線 は 係 数 r2＝ 0.95
68（ 図 10） を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 結 論 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 そ の Fcγ RIII特 異 的 ADCC活 性 に 関 し て 抗 体 の 構 造 の 翻
訳 後 改 変 の 重 要 性 を 示 し て い る 。 IL-2の よ う な サ イ ト カ イ ン の 放 出 は 、 こ の 活 性 を 反 映 す
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
実 施 例 3： NK細 胞 の 活 性 化 と IL2お よ び IFNγ の 産 生
試 験 モ デ ル ： 末 梢 血 か ら 精 製 し た NK細 胞
適 用 ： 抗 腫 瘍 反 応 の 増 強
　 IL2は 、 T-リ ン パ 球 お よ び NK細 胞 自 身 の 活 性 化 を 誘 導 し 、 こ れ に よ っ て 、 細 胞 増 殖 の 刺
激 ま で 起 こ り う る 。 IFNγ は CTLsの 活 性 を 刺 激 し て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 を 増 強 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 4： 単 球 -マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 と TNFお よ び IL-1Raの 産 生
適 用 ： 貪 食 の 増 強 お よ び 抗 炎 症 特 性 の 誘 導
　 TNFは 、 腫 瘍 浸 潤 リ ン パ 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ の 増 殖 を 刺 激 す る 。 IL-1Raは 、 そ の 受
容 体 の レ ベ ル で IL1と 競 合 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン で あ り 、
こ の よ う に 、 抗 炎 症 作 用 を 発 揮 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
実 施 例 5： 樹 状 細 胞 の 活 性 化 と IL10の 産 生
適 用 ： 特 定 の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 寛 容 の 誘 導
　 IL10は 、 様 々 な エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 化 お よ び サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 阻 害 す る 分 子 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
実 施 例 6： 様 々 な エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 分 泌 の 誘 導
　 三 つ の 細 胞 集 団 を 調 べ た ： 多 形 核 細 胞 、 単 核 球 、 お よ び NK細 胞 。 サ イ ト カ イ ン 合 成 は 、
標 的 の 存 在 に 依 存 す る 。 抗 体 R297お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 D抗 体 に よ っ て 誘 導 さ れ る サ イ
ト カ イ ン プ ロ フ ァ イ ル に は ほ と ん ど 差 が な い 。 AD1は 、 非 常 に し ば し ば サ イ ト カ イ ン 分 泌
を 誘 導 し な い 。
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【 ０ ０ ６ ７ 】
結 果 ：
6.1
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 R297お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 WinRhoは 、 単 核 球 の 存 在 下 で IL8の
か な り の 分 泌 を 誘 導 す る 。 こ の 分 泌 は 、 抗 体 濃 度 お よ び 抗 原 性 標 的 の 存 在 に 依 存 す る 。 抗
体 AD1は 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 分 泌 の 誘 導 に 関 し て か な り 有 効 性 が 低 く （ 図 11） 、 す な わ
ち サ イ ト カ イ ン 産 生 を あ ま り 誘 導 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 単 核 球 （ MNC） に 関 し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 R297お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 WinRhoは
、 TNFα の か な り の 分 泌 を 誘 導 し 、 AD1よ り 大 き い も の の よ り 程 度 は 弱 い IL6、 IFNγ 、 IP10
、 TNFα 、 お よ び TGFβ の 分 泌 を 誘 導 す る 。 最 高 の 抗 体 濃 度 で 、 IL6、 IFNγ 、 お よ び IP10の
こ の 分 泌 は 増 加 す る が 、 TNFα お よ び TGFβ に 関 し て は 減 少 す る （ 図 12） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
6.2
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 R297お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 WinRhoは 、 多 形 核 細 胞 に よ る 、 非 常
に 弱 い が AD1よ り 大 き い IL2、 IFNγ 、 IP10、 お よ び TNFの 分 泌 を 誘 導 す る 。 こ の 分 泌 は 抗 体
濃 度 依 存 的 で あ る （ 図 13） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
6.3
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 R297お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 WinRhoは 、 NK細 胞 に よ る 、 IFNγ 、 I
P10、 お よ び TNFの か な り の 分 泌 を 誘 導 す る 。 こ の 分 泌 は 抗 体 濃 度 依 存 的 で あ る （ 図 14） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 7： YB2/0に お い て 産 生 さ れ た 最 適 化 キ メ ラ 抗 CD20お よ び 抗 HLA-DR抗 体
緒 言
　 本 発 明 者 ら の 最 初 の 結 果 は 、 YB2/0に お い て 産 生 さ れ た 抗 D抗 体 お よ び 臨 床 的 に 用 い ら れ
る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 同 様 に 、 精 製 NK細 胞 、 ま た は 単 核 球 か ら の サ イ ト カ イ ン 、 特 に TN
Fα お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ （ IFNγ ） の 産 生 を 誘 導 す る こ と を 示 し た 。 一 方 、 他 の 細 胞
株 に お い て 産 生 さ れ る 他 の 抗 D抗 体 は 、 ADCCに お い て 陰 性 で あ り 、 こ の 分 泌 を 誘 導 で き な
い こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 さ ら な る 結 果 は 、 こ の メ カ ニ ズ ム が 、 Rh陽 性 赤 血 球 の 存 在 下 に お け る 抗 D抗 体 に 限 定 さ
れ ず 、 YB2/0に お い て 発 現 さ れ た 抗 CD20お よ び 抗 HLA-DR抗 体 に も 当 て は ま る こ と を 以 下 に
示 し て い る 。 CHOに お け る 発 現 は 、 抗 体 に 実 質 的 に よ り 弱 い 活 性 化 特 性 を 付 与 す る 。 こ れ
は 、 ADCCに よ っ て 得 ら れ た 結 果 と 相 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
材 料
抗 体
　 抗 CD20： YB2/0に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た キ メ ラ 抗 CD-20抗 体 を 、 CHOに お い て 産 生 さ れ る
市 販 の 抗 CD20抗 体 （ リ ツ キ サ ン ） と 比 較 す る 。
　 抗 HLA-DR： キ メ ラ 抗 HLA-DR抗 体 を コ ー ド す る 同 じ 配 列 を CHO（ B11） ま た は YB2/0（ 4B7）
に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
　 標 的 細 胞 ： そ の 表 面 上 で CD20お よ び HLA-DR抗 原 を 発 現 す る Raji細 胞 。
　 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 ： ヒ ト 血 液 バ ッ グ か ら 負 の 選 択 に よ っ て 精 製 し た ヒ ト NK細 胞 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
方 法
　 様 々 な 濃 度 の 抗 CD20ま た は 抗 HLA-DR抗 体 を Raji細 胞 （ 標 的 ） お よ び NK細 胞 （ エ フ ェ ク タ
ー 細 胞 ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を 遠 心 す る 。 上
清 を TNFα お よ び IFNγ に 関 し て ア ッ セ イ す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
結 果 ：
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7.1
　 TNFα ： 結 果 を 上 清 に お い て ア ッ セ イ し た TNFα の pg/mlで 表 記 す る 。 反 応 混 合 物 に 加 え
た 抗 体 の 様 々 な 濃 度 を 、 X-軸 に 示 す （ 図 15） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 YB2/0に お い て 産 生 さ れ た キ メ ラ 抗 CD20お よ び 抗 HLA-DR抗 体 は 、 CHOに お い て 産 生 さ れ た
同 じ 抗 体 と 比 較 し て そ の 標 的 （ Raji） の 存 在 下 で よ り 高 い レ ベ ル の TNFを 誘 導 す る 。 TNFα
の 量 は 、 加 え た 抗 体 濃 度 に 明 ら か に 用 量 依 存 的 で あ る 。 抗 体 10 mg/mlに お い て 、 CHOに お
い て 産 生 さ れ た 抗 体 と 比 較 し て 、 5倍 多 い TNFα が YB2/0に お い て 産 生 さ れ た 抗 体 に よ っ て
誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
7.2
IFNγ ：
　 結 果 を 、 上 清 に お い て ア ッ セ イ さ れ た IFNγ の pg/mlと し て 表 記 す る 。 反 応 混 合 物 に 加 え
た 抗 体 の 様 々 な 濃 度 を 、 X-軸 に 示 す （ 図 15） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 YB2/0に お い て 産 生 さ れ た キ メ ラ 抗 CD20お よ び 抗 HLA-DR抗 体 は 、 CHOに お い て 産 生 さ れ た
同 じ 抗 体 と 比 較 し て そ の 標 的 （ Raji） の 存 在 下 で よ り 高 い レ ベ ル の IFNγ を 誘 導 す る 。 IFN
γ の 量 は 、 加 え た 抗 体 濃 度 に 明 ら か に 用 量 依 存 的 で あ る 。 用 い た 全 て の 抗 体 濃 度 （ 0～ 200
 ng/ml） に お い て 、 CHOに お い て 産 生 さ れ た 抗 HLA-DR抗 体 は 、 IFNγ の 分 泌 を 誘 導 し な い が
、 YB2/0に お い て 産 生 さ れ た 抗 体 の 40 ng/mlは 、 IFNγ の 約 1000 pg/mlを 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 抗 CD20抗 体 に 関 し て 、 IFNγ の 300 pg/mlを 誘 導 す る た め に は 、 YB2/0に お い て 産 生 さ れ
た 抗 体 の 10 ng/ml未 満 、 CHOに お い て 産 生 さ れ た 抗 体 の 200 ng/mlが 必 要 で あ る （ 図 16） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
参 考 文 献
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ １ 】
【 図 １ 】 MNC ADCCア ッ セ イ 法 の 説 明 。 テ ゲ リ ン （ IVIg） の 存 在 下 で 単 核 球 を 抗 Rh D抗 体 お
よ び Rh +赤 血 球 （ 標 的 ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、
赤 血 球 の 溶 解 を 、 反 応 培 地 に 放 出 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 量 を 評 価 す る こ と に よ っ て 測 定 す
る 。
【 図 ２ 】 NM ADCCア ッ セ イ 法 の 説 明 。 精 製 NK細 胞 を 抗 Rh D抗 体 お よ び Rh +赤 血 球 （ 標 的 ）
と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 赤 血 球 の 溶 解 を 、 反 応 培
地 に 放 出 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン の 量 を 評 価 す る こ と に よ っ て 測 定 す る 。
【 図 ３ 】 NK ADCCの 結 果 と 抗 CD16「 3G8」 に よ る 阻 害 。 抗 D抗 体 DF5-EBV（ EBV-不 死 化 B細 胞
に よ っ て 発 現 さ れ る ） 、 お よ び DF5-YB2/0（ YB2/0細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る ） を 、 NK細 胞 の
存 在 下 に お け る Rh D赤 血 球 溶 解 の 誘 導 能 に 関 し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 WinRhoと 比 較 す る 。
ADCCの 阻 害 を 、 抗 CD16 3G8の 存 在 下 で 調 べ る 。
【 図 ４ 】 Jurkat CD16ア ッ セ イ 法 の 説 明 。 Jurkat CD16細 胞 を 、 Rh +赤 血 球 お よ び PMAの 存
在 下 で 様 々 な 抗 D抗 体 と 共 に 混 合 す る 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 IL-2の 上 清 へ の こ の
放 出 を ELISAに よ っ て 定 量 す る 。
【 図 ５ 】 Jurkat CD16ア ッ セ イ 法 の 結 果 。 注 釈 ： ADCC-NKに お い て 陽 性 で あ る 抗 体 は 、 Jurk
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at CD16お よ び そ の 標 的 の 存 在 下 で IL2の 分 泌 を 誘 導 す る 。
【 図 ６ 】 そ の 標 的 の 存 在 下 で 抗 体 -活 性 化 さ れ る 白 血 球 に よ る サ イ ト カ イ ン （ IL-2、 IFNお
よ び TNF） の 放 出 。 A－ 白 血 球 活 性 化 ス キ ー ム B－ 白 血 球 を 、 赤 血 球 の 存 在 下 で 様 々 な 抗 体
と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 TNFα お よ び IFNγ の 上 清 へ の 放
出 を ELISAに よ っ て 定 量 し た 。
【 図 ７ 】 そ の 標 的 の 存 在 下 で 抗 体 活 性 化 さ れ る NK細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン （ IFN、 TNF） の
放 出 。 A－ NK細 胞 活 性 化 ス キ ー ム B－ 精 製 NK細 胞 を 、 Rh +赤 血 球 の 存 在 下 で 様 々 な 抗 D抗 体
と 混 合 し た 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 TNFα お よ び IFNγ の 上 清 へ の 放 出 を ELISAに よ
っ て 定 量 し た 。
【 図 ８ 】 抗 CD20に よ っ て 活 性 化 さ れ た Jurkat CD16に よ る IL2の 放 出 。 A－ Jurkat細 胞 の 活
性 化 ス キ ー ム 。 B－ Jurkat CD16細 胞 を 、 Raji細 胞 お よ び PMAの 存 在 下 で 様 々 な 抗 CD20抗 体
（ マ ウ ス 抗 体 CAT13お よ び キ メ ラ 抗 体 C273） と 共 に 混 合 し た 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 上 清 へ の IL-2の 放 出 を ELISAに よ っ て 定 量 し た 。
【 図 ９ 】 抗 Dに よ っ て 活 性 化 さ れ た Jurkat CD16に よ る IL2の 放 出 。 A－ Jurkat細 胞 の 活 性 化
ス キ ー ム 。 B－ Jurkat CD16細 胞 を 、 Rh +赤 血 球 お よ び PMAの 存 在 下 で 様 々 な 抗 D抗 体 と 共 に
混 合 し た 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 上 清 へ の IL-2の 放 出 を ELISAに よ っ て 定 量 し た 。 Y
B2/0に お い て 発 現 さ れ た DF5お よ び CHO Lec13に お い て 発 現 さ れ た T125は 、 IL2の 強 い 分 泌
を 誘 導 す る 。
【 図 １ ０ 】 ADCC（ タ ゲ リ ン 500 μ g/ウ ェ ル お よ び 抗 D 7.5 ng/ウ ェ ル ） と Jurkat IL2ア ッ
セ イ 法 の 相 関 直 線 。
【 図 １ １ 】 単 核 球 に よ る IL-8の 分 泌 。
【 図 １ ２ 】 単 核 球 に よ る TNFα 、 IL-6、 お よ び TGFβ 分 泌 の 誘 導 。
【 図 １ ３ 】 多 形 核 細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 分 泌 の 誘 導 。
【 図 １ ４ 】 NK細 胞 に よ る IFNγ 、 TNFα 、 お よ び IP10分 泌 の 誘 導 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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