
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】免疫応答を調節するための手段および方法を提供する。
【解決手段】ヒト樹状細胞（ＤＣ）の個別集団を特異的に認識する新規な抗体および該抗
体を用いた該ＤＣの単離方法。さらに、上記抗体により認識される抗原およびエピトープ
並びに該抗体をコードするポリヌクレオチド。さらに、該ポリヌクレオチドを含むベクタ
ー並びに該ベクターで形質転換した宿主細胞および該抗体の産生におけるその使用。さら
に、上記抗体の結合部位のドメイン、または上記抗原またはエピトープおよび少なくとも
一つのさらなる好ましくは機能性のドメインを含むポリペプチドおよびそのようなポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチド。さらに、該ポリヌクレオチドを含むベクター、該
ポリヌクレオチドまたはベクターでトランスフェクションした宿主細胞および上記ポリペ
プチドの製造のためのその使用。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ i） 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら の 未 熟 お よ び ／ ま た は 成 熟 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） の
特 性 を 表 示 す る Ｄ Ｃ 上 の エ ピ ト ー プ と は 反 応 す る が
（ ii） 他 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ と は 反 応 し な い
抗 体 で あ っ て 、 該 Ｄ Ｃ が Ｃ Ｄ ６ ４ － 、 Ｃ Ｄ ３ ３ ＋ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ａ ＋ 、 Ｃ Ｄ １ １ ｃ ＋ 、 ｐ ５
５ － お よ び Ｃ Ｄ １ ６ ＋ で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 Ｄ Ｃ が 未 熟 Ｄ Ｃ と 成 熟 Ｄ Ｃ と の 間 の 成 熟 化 段 階 の Ｄ Ｃ 集 団 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 Ｄ Ｃ が Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ ＋ で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 Ｄ Ｃ が 光 散 乱 表 示 に お い て リ ン パ 球 と 単 球 と の 間 に 位 置 す る 限 定 さ れ た サ イ ズ お よ び
顆 粒 度 を 有 す る 、 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体
、 合 成 抗 体 、 ま た は Fab、 Fv、 scFvお よ び F(ab') 2 よ り な る 群 か ら 選 ば れ た 抗 体 断 片 で あ る
、 請 求 項 １ な い し ４ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 腫 瘍 細 胞 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 腫 瘍 関 連 タ ン パ ク 質 ま た は 微 生 物 タ ン パ ク 質 に
特 異 的 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 二 重 特 異 性 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 Ｄ Ｃ が ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ２ ４ １ に よ っ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
株 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ３ ９ ９ に よ っ て 、 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ３ ９ ８
に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 、 請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体
。
【 請 求 項 ８ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ２ ４ １ 、 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ３ ９ ９ ま た は Ｄ Ｓ Ｍ  
Ａ Ｃ Ｃ ２ ３ ９ ８ に よ っ て 産 生 さ れ る 、 請 求 項 １ な い し ７ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ な い し ８ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 、 連 続 的 で 安 定 な 抗
体 産 生 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 受 託 番 号 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ２ ４ １ 、 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ３ ９ ９ ま た は Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ３ ９
８ を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら の 未 熟 お よ び 成 熟 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） を 認 識 す る こ と が
で き る 抗 体 ま た は Fab、 Fv、 scFvお よ び F(ab') 2 よ り な る 群 か ら 選 ば れ た そ の 機 能 的 断 片 の
製 造 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ９ 、 １ ０ ま た は １ １ の い ず れ か に 記 載 の 細 胞 を 培 養 し 、 つ い で
（ ｂ ） 該 抗 体 、 ま た は Fab、 Fv、 scFvお よ び F(ab') 2 よ り な る 群 か ら 選 ば れ た そ の 機 能 的 断
片 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 を 培 地 か ら 単 離 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 る こ と の で き る 、 抗 体 、 Fab、 Fv、 scFvお よ び F(ab') 2
よ り な る 群 か ら 選 ば れ た そ の 断 片 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 （ ａ ） 請 求 項 １ な い し ８ お よ び １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ
び 軽 鎖 の 可 変 領 域 ； お よ び
（ ｂ ） 少 な く と も 一 つ の さ ら な る ド メ イ ン
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 ド メ イ ン が 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 に よ り 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 少 な く と も 一 つ の さ ら な る ド メ イ ン が 、 生 物 学 的 活 性 に 適 し た コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 有
す る か 、 イ オ ン を 封 鎖 し 得 る か 、 ま た は 固 相 支 持 体 も し く は 前 以 て 選 択 し た 抗 原 決 定 基 に
選 択 的 に 結 合 で き る エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 含 む 、 請 求 項 １ ４ ま た は １ ５ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 エ フ ェ ク タ ー 分 子 が 、 酵 素 、 毒 素 、 抗 原 、 レ セ プ タ ー 、 結 合 部 位 、 生 合 成 抗 体 結 合 部
位 、 成 長 因 子 、 細 胞 分 化 因 子 、 リ ン ホ カ イ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 遠 隔 的 に 検 出 し
う る 残 基 、 ま た は 抗 代 謝 産 物 で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 抗 原 が 、 腫 瘍 抗 原 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 微 生 物 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、 自 己 抗 原 、 ウ イ ル ス 、
微 生 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 複 数 の 腫 瘍 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 イ オ ン を 封 鎖 し う る 該 分 子 が 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 そ の 断 片 、 ま た は
グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン の 少 な く と も 一 つ に 富 む ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 固 相 支 持 体 に 選 択 的 に 結 合 し う る 該 分 子 が 、 正 ま た は 負 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 シ ス
テ イ ン 含 有 ア ミ ノ 酸 配 列 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 Staphylococcusタ ン パ ク 質 Ａ の 断 片 、 Ｇ
Ｓ Ｔ 、 Ｈ ｉ ｓ タ グ ま た は Ｌ ｅ ｘ Ａ で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 レ セ プ タ ー が 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 に 重 要 な コ ス テ ィ ミ ュ ラ ト リ ー 表 面 分 子 で あ る か 、 ま た
は エ ピ ト ー プ 結 合 部 位 も し く は ホ ル モ ン 結 合 部 位 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 コ ス テ ィ ミ ュ ラ ト リ ー 表 面 分 子 が Ｃ Ｄ ８ ０ （ Ｂ ７ － １ ） ま た は Ｃ Ｄ ８ ６ （ Ｂ ７ － ２ ）
で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 発 現 に よ り 請 求 項 １ ４ な い し ２ ２ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 １ ４ な い し ２ ２ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ２
５ に 記 載 の 細 胞 を 培 養 し 、 つ い で 培 養 液 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｃ を 末 梢 血 か ら 単 離 ま た は 同 定 す る 方 法 で あ っ
て 、 工 程 ：
（ ａ ） 末 梢 血 の サ ン プ ル を 請 求 項 １ な い し ８ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 と 接 触 さ せ ；
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（ ｂ ） 抗 体 ／ Ｄ Ｃ 複 合 体 の 存 在 を 検 出 し ； つ い で ／ ま た は
（ ｃ ） 該 抗 体 ま た は Fab、 Fv、 scFvお よ び F(ab') 2 よ り な る 群 か ら 選 ば れ た そ の 機 能 性 の 断
片 に 結 合 し た 樹 状 細 胞 を 回 収 す る
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か に 定 め ら れ 、 請 求 項 １ な い し ８ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 に
よ っ て 認 識 さ れ 、 ま た は 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と の で き る 樹 状 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 組 換 え 核 酸 分 子 を 発 現 す る よ う に 改 変 さ れ た 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 樹 状 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 活 性 化 さ れ た 抗 原 特 異 的 ヒ ト Ｔ 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｔ 細 胞 を 請
求 項 ２ ８ ま た は ２ ９ に 記 載 の 樹 状 細 胞 と と も に 培 養 す る こ と を 含 み 、 そ の 際 、 該 樹 状 細 胞
は 、 抗 原 に 暴 露 さ れ て い る か ま た は 抗 原 を 発 現 し て 該 抗 原 に 応 答 し て 該 Ｔ 細 胞 が 増 殖 ま た
は 細 胞 障 害 性 と な る よ う に 活 性 化 す る こ と を 特 徴 と す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 Ｔ 細 胞 が Ｃ Ｄ ４ ＋ ま た は Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 該 樹 状 細 胞 が 培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 抗 原 に 暴 露 さ れ る 、 請 求 項 ３
０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 該 抗 原 が 、 腫 瘍 抗 原 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 微 生 物 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、 自 己 抗 原 、 ウ イ ル ス 、
微 生 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 複 数 の 腫 瘍 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 Ｔ 細 胞 に よ り 認 識 さ れ う る 抗 原 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 抗 原 に 暴 露 さ れ た 請 求 項 ２ ８ ま た は ２ ９ に 記 載 の 樹 状 細 胞 と と も に Ｔ 細 胞 を 培 養
し 、 つ い で
（ ｂ ） Ｔ 細 胞 の 増 殖 、 Ｔ 細 胞 の 細 胞 障 害 活 性 ま た は Ｔ 細 胞 の リ ン ホ カ イ ン 産 生 を 測 定 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 該 Ｔ 細 胞 が Ｃ Ｄ ４ ＋ ま た は Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 該 樹 状 細 胞 が 培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 抗 原 に 暴 露 さ れ る 、 請 求 項 ３
４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 抗 原 が 、 腫 瘍 抗 原 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 微 生 物 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、 自 己 抗 原 、 ウ イ ル ス 、
微 生 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 複 数 の 腫 瘍 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 の 工 程 、 お よ び 工 程 （ ｂ ） で 同 定 し た 抗 原 を 製 薬 学 的 に 許 容 し
う る 形 態 に 調 合 す る こ と を 含 む 、 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る ま た は コ ス テ ィ ミ ュ レ ー ト す る 化 合 物 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ２ ８ ま た は ２ ９ に 記 載 の 樹 状 細 胞 お よ び Ｔ 細 胞 を 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 に 応 答 し て
検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 し う る 成 分 の 存 在 下 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 と と
も に 該 化 合 物 と 該 細 胞 と の 相 互 作 用 を 可 能 と す る 条 件 下 に て 培 養 し 、 つ い で
（ ｂ ） Ｔ 細 胞 の 活 性 化 に よ り 生 成 し た シ グ ナ ル の 存 在 を 検 出 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 樹 状 細 胞 が 培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 抗 原 に 暴 露 さ れ る 、 請 求 項 ３
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９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 該 抗 原 が 、 腫 瘍 抗 原 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 微 生 物 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、 自 己 抗 原 、 ウ イ ル ス 、
微 生 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 複 数 の 腫 瘍 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 の 工 程 、 お よ び 工 程 （ ｂ ） で 同 定 し た 化 合 物 を 製 薬 学 的 に 許 容
し う る 形 態 に 調 合 す る こ と を 含 む 、 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 Ｔ 細 胞 活 性 化 ま た は 刺 激 を 抑 制 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｔ 細 胞 お よ び 請 求 項 ２ ８ ま た は ２ ９ に 記 載 の 樹 状 細 胞 を 、 Ｔ 細 胞 ア ク チ ベ ー タ ー に
よ る 該 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 に 応 答 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 し う る 成 分 の 存 在 下 、 ス ク リ
ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 と と も に 該 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 を 可 能 と す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ
、 つ い で
（ ｂ ） 該 ア ク チ ベ ー タ ー と Ｔ 細 胞 と の 相 互 作 用 に よ り 生 成 し た シ グ ナ ル の 存 在 ま た は 不 在
を 検 出 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 該 樹 状 細 胞 が 培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 抗 原 に 暴 露 さ れ る 、 請 求 項 ４
３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 該 抗 原 が 、 腫 瘍 抗 原 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 微 生 物 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、 自 己 抗 原 、 ウ イ ル ス 、
微 生 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 複 数 の 腫 瘍 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 の 工 程 、 お よ び 工 程 （ ｂ ） で 同 定 し た 化 合 物 を 製 薬 学 的 に 許 容
し う る 形 態 に 調 合 す る こ と を 含 む 、 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 １ な い し ８ お よ び １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 請 求 項 １ ４ な い し ２ ２ の い ず れ
か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の ベ
ク タ ー 、 請 求 項 ２ ８ ま た は ２ ９ に 記 載 の 樹 状 細 胞 、 請 求 項 ３ ０ 、 ３ １ ま た は ３ ５ に 記 載 の
方 法 に よ っ て 得 ら れ る Ｔ 細 胞 ま た は 請 求 項 ３ ２ ～ ３ ３ 、 ３ ６ ～ ３ ８ 、 ４ ０ ～ ４ ２ 、 ま た は
４ ４ ～ ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 ２ ８ ま た
は ２ ９ に 記 載 の 樹 状 細 胞 、 請 求 項 ３ ０ 、 ３ １ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る Ｔ
細 胞 ま た は 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 細 胞 を 含 む 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 請 求 項 １ な い し ８ お よ び １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の ベ ク タ ー ま た は 請 求 項 ２
５ に 記 載 の 細 胞 お よ び 任 意 に 検 出 に 適 し た 手 段 を 含 む 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 ２ ８ ま た は ２ ９ に 記 載 の 抗 原 に 暴 露 さ れ た 樹 状 細 胞 ま た は 抗 原 発 現 Ｄ Ｃ を 含 む ワ
ク チ ン 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 適 合 性 の 免 疫 療 法 用 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 請 求 項 ３ ０ ～ ３ ３ の い ず れ か に 記 載 の
方 法 に よ り 得 ら れ る Ｔ 細 胞 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ヒ ト ま た は 動 物 に お け る Ｔ 細 胞 活 性 化 用 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 抗 原 に 暴 露 さ れ
た 請 求 項 ２ ８ ま た は ２ ９ に 記 載 の 樹 状 細 胞 の 使 用 。
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【 請 求 項 ５ ３ 】
　 該 樹 状 細 胞 へ の 標 的 細 胞 補 充 用 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 請 求 項 ４ ま た は ５ に 記 載 の
二 重 特 異 性 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 標 的 細 胞 が 腫 瘍 細 胞 ま た は ウ イ ル ス 感 染 細 胞 ま た は 微 生 物 に 感 染 し た 細 胞 で あ る 、 請 求
項 ５ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 サ イ ト カ イ ン ま た は シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 免 疫 応 答 を
イ ン ビ ト ロ で 変 調 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ な い し ４ 、 ７ 、 ２ ８ ま た は ２ ９ の い ず れ か
に 記 載 の 樹 状 細 胞 の 改 変 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 Ｔ 細 胞 の 抗 原 特 異 的 活 性 化 を 促 進 、 変 調 ま た は 抑 制 す る 作 用 を 有 す る Ｄ Ｃ に よ り 合 成 さ
れ る 分 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の Ｄ Ｃ に よ っ て 培 養 上 清 中 に 分 泌 さ れ た 分 子 を 分 離 し 、 つ い で 富
化 し た ま た は 単 離 し た 該 分 子 を 抗 原 特 異 的 な Ｔ 細 胞 活 性 化 に つ い て Ｄ Ｃ を 欠 く 細 胞 培 養 系
で 試 験 し 、 つ い で ／ ま た は
（ ｂ ） 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の Ｄ Ｃ に お け る 遺 伝 子 発 現 を 他 の 抗 原 提 示 細 胞 で の 遺 伝 子 発 現 と
比 較 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 イ ン ビ ト ロ で Ｄ Ｃ を 増 殖 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の Ｄ Ｃ を 、 Ｄ Ｃ の 増 殖 を 支 持 す る 特 定 の サ イ ト カ イ ン 混 合 物 中 で
培 養 し 、 つ い で ／ ま た は
（ ｂ ） 形 質 転 換 遺 伝 子 を 形 質 導 入 す る こ と に よ り 該 Ｄ Ｃ を 不 死 化 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） の 個 別 集 団 を 特 異 的 に 認 識 す る 新 規 な 抗 体 お よ び 該 抗
体 を 用 い た 該 Ｄ Ｃ の 単 離 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原
お よ び エ ピ ト ー プ 並 び に 該 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明
は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 並 び に 該 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 お よ び
該 抗 体 の 産 生 に お け る そ の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 抗 体 の 結 合 部 位 の ド メ イ
ン 、 ま た は 上 記 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ お よ び 少 な く と も 一 つ の さ ら な る 好 ま し く は 機 能 性
の ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 宿 主 細 胞 お よ び 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造
の た め の そ の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 上 記 Ｄ Ｃ の 単 離 ま た は 同 定 方 法 を も 含 み 、 該
方 法 に よ っ て 得 る こ と の で き る 、 お よ び ／ ま た は 上 記 抗 体 の 認 識 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る
、 お よ び ／ ま た は 上 記 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ を 含 む Ｄ Ｃ に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 あ る 種 の 状 態 に あ る Ｔ 細 胞 を 調 製 ま た は 同 定 す る 方 法 並 び に Ｔ 細 胞 に よ
り 媒 体 さ れ た 免 疫 応 答 の 活 性 化 を 妨 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 含 む 。 さ ら に 、 本 発 明
は 、 上 記 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 上 記 抗 体 、 抗 原 、 エ ピ ト ー プ 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 ベ ク タ ー 、 樹 状 細 胞 ま た は Ｔ 細 胞 ま た は 化 合 物 を 含 む キ ッ ト お よ び 組 成 物 、 好 ま
し く は 医 薬 お よ び 診 断 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 樹 状 細 胞 に 暴 露 さ れ た
抗 原 、 抗 原 発 現 Ｄ Ｃ を 含 む 、 ま た は 上 記 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ を 含 む ワ ク チ ン で あ る 。 さ
ら に 、 上 記 樹 状 細 胞 は 免 疫 保 護 組 成 物 の 対 象 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 好 ま し く は 癌 お
よ び 感 染 疾 患 に 対 し て 採 用 で き る 免 疫 療 法 用 の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 上 記 方 法 に
よ っ て 得 ら れ る Ｔ 細 胞 、 上 記 Ｄ Ｃ 、 抗 体 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー の 使 用 、 お よ
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び ワ ク チ ン お よ び 免 疫 療 法 剤 を 調 製 す る た め の 、 ま た は 免 疫 療 法 用 の 新 規 な 抗 原 標 的 を 同
定 す る た め の そ の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 幾 つ か の 文 献 を 本 願 の 明 細 書 中 に 引 用 す る 。 本 明 細 書 中 に 引 用 し た 各 文 献 （ 製 造 業 者 の
仕 様 書 、 教 示 等 を 含 む ） は 、 参 照 の た め 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。 し か し な が ら 、 引 用
し た 文 献 が 実 際 に 本 発 明 の 先 行 技 術 で あ る こ と を 認 め る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 外 来 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 は 、 ３ つ の 異 な る 相 互 作 用 す る 細 胞 型 、 い わ ゆ る Ｔ 細 胞 、 Ｂ
細 胞 お よ び 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ） に よ り 媒 体 さ れ る 。 胸 腺 由 来 リ ン パ 球 （ Ｔ 細 胞 ） は ２
つ の 機 能 的 お よ び 表 現 型 的 に 区 別 さ れ る サ ブ セ ッ ト に 分 け る こ と が で き る 。 ヘ ル パ ー Ｔ 細
胞 は リ ン ホ カ イ ン を 産 生 お よ び 分 泌 す る こ と に よ り 抗 原 刺 激 に 応 答 し 、 リ ン ホ カ イ ン は 免
疫 系 に お い て 他 の 様 々 な 細 胞 型 を 活 性 化 す る 。 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） は 、 抗 原
陽 性 の 標 的 細 胞 、 た と え ば ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 直 接 殺 傷 す べ く 分 化 し た も の で あ る 。 Ｂ 細
胞 は 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー と し て か ま た は 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 と し て の い ず れ か で 抗 体 に
よ り 抗 原 を 認 識 し 、 こ れ ら 抗 体 は 固 相 表 面 上 ま た は 溶 液 中 の 抗 原 に 直 接 結 合 す る 。 対 照 的
に 、 Ｔ 細 胞 は 、 小 さ な 断 片 に プ ロ セ シ ン グ ま た は 分 解 さ れ Ａ Ｐ Ｃ の 表 面 な ど の 固 相 上 に 提
示 さ れ た 抗 原 の み を 認 識 す る 。 さ ら に 、 抗 原 性 断 片 は 、 主 要 組 織 適 合 複 合 体 （ Ｍ Ｈ Ｃ ） に
よ っ て コ ー ド さ れ た ク ラ ス Ｉ ま た は ク ラ ス II分 子 と と も に Ｔ 細 胞 に 提 示 さ れ る 必 要 が あ る
。 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 は Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II生 成 物 に よ っ て 提 示 さ れ る 抗 原 を 認 識 す る の に 対 し 、
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 は Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ タ ン パ ク 質 と の 関 連 で 抗 原 を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｔ 細 胞 へ の 抗 原 の 提 示 は Ａ Ｐ Ｃ と 呼 ば れ る 分 化 し た 細 胞 集 団 に よ っ て 行 わ れ る 。 免 疫 応
答 の 初 期 の 事 象 に 関 与 す る も の と し て 、 Ａ Ｐ Ｃ は Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 の 両 応 答 の 開 始 に 重
要 で あ る 。 一 般 に 、 Ａ Ｐ Ｃ は マ ク ロ フ ァ ー ジ ／ 単 球 、 Ｂ 細 胞 、 お よ び 骨 髄 由 来 樹 状 細 胞 （
Ｄ Ｃ ） を 含 む 。 最 も 重 要 な Ａ Ｐ Ｃ は 樹 状 細 胞 で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 こ れ ら 細 胞 は 、 適
当 な Ｔ 細 胞 が ペ プ チ ド － Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 を 認 識 す る こ と が で き 活 性 化 さ れ る こ と が で き る よ
う に 、 外 来 の 抗 原 を 嵌 入 さ せ 、 抗 原 を 小 さ な ペ プ チ ド 断 片 に プ ロ セ シ ン グ し 、 こ れ ら 断 片
を Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と と も に 細 胞 表 面 上 に 提 示 す べ く 分 化 し て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 Ａ Ｐ Ｃ は
Ｍ Ｈ Ｃ に よ り コ ー ド さ れ る ク ラ ス Ｉ お よ び IIの 両 タ ン パ ク 質 を 提 示 す る の で 、 Ａ Ｐ Ｃ は 免
疫 応 答 を 開 始 す る た め に 抗 原 断 片 を Ｃ Ｄ ４ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 の 両 者 に 提 示 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 抗 原 特 異 的 な レ セ プ タ ー に よ る 抗 原 の Ｔ 細 胞 へ の 提 示 に 加 え て 、 Ａ Ｐ Ｃ は Ｔ 細 胞 活 性 化
の た め の す べ て の シ グ ナ ル を 提 供 す る 。 そ の よ う な シ グ ナ ル に は 、 様 々 な 細 胞 表 面 の 接 着
分 子 お よ び コ ス テ ィ ミ ュ ラ ト リ ー 分 子 並 び に サ イ ト カ イ ン ま た は 成 長 因 子 が 含 ま れ る 。 ナ
イ ー ブ な （ naive） ま た は 初 回 抗 原 刺 激 を 受 け た こ と の な い Ｔ 細 胞 の 活 性 化 に 必 要 な 因 子
は 、 以 前 に 初 回 抗 原 刺 激 を 受 け た 記 憶 Ｔ 細 胞 の 再 活 性 化 に 必 要 な 因 子 と は 異 な る 。 Ｄ Ｃ と
は 対 照 的 に 、 単 球 お よ び Ｂ 細 胞 は 機 能 的 に ナ イ ー ブ な ま た は 初 回 抗 原 刺 激 を 受 け た こ と の
な い Ｔ 細 胞 を 直 接 活 性 化 す る こ と が で き な い の で 、 こ れ ら 細 胞 の 抗 原 提 示 能 は 以 前 に 感 作
し た Ｔ 細 胞 の 再 活 性 化 に 限 ら れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 「 樹 状 細 胞 」 な る 語 は 、 種 々 の リ ン パ 系 お よ び 非 リ ン パ 系 組 織 に 存 在 す る 形 態 学 的 に 類
似 の 細 胞 の 種 々 の グ ル ー プ を い う （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 こ れ ら 細 胞 は 、 リ ン パ 節 や 脾 臓 な ど
の リ ン パ 系 器 官 の Ｄ Ｃ 、 表 皮 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 、 輸 入 （ afferent） リ ン パ 管 中 の ベ ー
ル （ veiled） 細 胞 お よ び 循 環 血 流 中 の Ｄ Ｃ を 含 む 。 表 現 型 的 に ヒ ト Ｄ Ｃ は 、 高 密 度 の Ｍ Ｈ
Ｃ ク ラ ス II抗 原 、 広 範 囲 の 接 着 分 子 の 存 在 、 お よ び Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 単 球 お よ び ナ チ ュ ラ
ル キ ラ ー 細 胞 に 特 徴 的 な 所 定 範 囲 の 細 胞 系 列 （ lineage） 特 異 的 な 細 胞 表 面 抗 原 （ Ｃ Ｄ ３
、 Ｃ Ｄ １ ４ 、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 Ｃ Ｄ ２ ０ 、 Ｃ Ｄ ５ ６ ） の 不 在 も し く は 低 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら
れ る 。 こ の 表 現 型 の 特 徴 に も か か わ ら ず 、 こ れ ら 抗 原 の 大 多 数 が 他 の 細 胞 型 に よ っ て も 発
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現 さ れ る た め に Ｄ Ｃ の 同 定 お よ び 精 製 は 依 然 と し て 困 難 で あ る 。 大 抵 の 刊 行 さ れ た 報 告 は
マ ウ ス 脾 臓 か ら 単 離 し た Ｄ Ｃ を 利 用 し て お り 、 こ の Ｄ Ｃ が 一 次 抗 原 特 異 的 応 答 に お い て ナ
イ ー ブ Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で き る 点 で 独 特 の Ａ Ｐ Ｃ で あ る こ と を 示 し て い る （ 非 特
許 文 献 ４ ； 非 特 許 文 献 ５ ； 非 特 許 文 献 ６ ； 非 特 許 文 献 ７ ； 非 特 許 文 献 ８ ； 非 特 許 文 献 ９ ）
。 そ れ ゆ え 、 ヒ ト Ｄ Ｃ も ま た 、 そ の よ う な 強 力 な 抗 原 提 示 機 能 を 果 た し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ヒ ト 組 織 か ら Ｄ Ｃ を 富 ま せ る の に 最 も 適 し た や り 方 は 、 そ の 利 用 し や す か ら ヒ ト 末 梢 血
か ら 単 離 す る こ と で あ る 。 幾 つ か の 研 究 が 末 梢 血 か ら の ヒ ト Ｄ Ｃ の 単 離 を 記 載 し て い る （
非 特 許 文 献 １ ０ ； 非 特 許 文 献 １ １ ； 非 特 許 文 献 １ ２ ； 非 特 許 文 献 １ ３ ） 。 新 鮮 な 血 液 Ｄ Ｃ
の 単 離 の た め の 現 行 の プ ロ ト コ ー ル は ２ つ の 異 な る 成 分 か ら な る ： 第 一 は 、 Ｄ Ｃ に よ っ て
は 発 現 さ れ な い 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 細 胞 系 列 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 他 の
細 胞 集 団 の 連 続 的 な 涸 渇 に よ る Ｄ Ｃ の 富 化 （ enrichment） で あ る 。 そ の よ う な 抗 体 の 例 と
し て は 、 Ｔ 細 胞 に 特 異 的 な 抗 Ｃ Ｄ ３ 、 抗 Ｃ Ｄ ４ お よ び 抗 Ｃ Ｄ ８ ； Ｂ 細 胞 に 特 異 的 な 抗 Ｃ Ｄ
１ ９ お よ び 抗 Ｃ Ｄ ２ ０ ； 単 球 に 特 異 的 な 抗 Ｃ Ｄ １ ４ ； お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 に 特 異
的 な 抗 Ｃ Ｄ ５ ６ が 挙 げ ら れ る 。 第 二 は 、 Ｄ Ｃ に よ り Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II抗 原 と し て 異 な っ て 発
現 さ れ る 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 用 い る こ と に よ る 細 胞 系 列 マ ー カ ー 陰 性 細 胞 画 分 か ら Ｄ Ｃ を
積 極 的 に 選 択 す る こ と で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ４ ； 非 特 許 文 献 １ ５ ； 非 特 許 文 献 １ ６ ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 細 胞 は 、 抗 体 に 結 合 し た ら 、 該 一 次 抗 体 の 定 常 領 域 に 向 け ら れ た 二 次 抗 体 を コ ー テ ィ ン
グ し た 固 相 に 吸 着 さ せ る こ と に よ っ て 除 去 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ビ オ チ ン に 結 合
し た 抗 体 は ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー テ ィ ン グ し た 表 面 に よ り 除 去 す る こ
と が で き る 。 抗 体 を マ グ ネ チ ッ ク ビ ー ズ に 結 合 さ せ て あ る 場 合 は 、 抗 体 結 合 細 胞 は 磁 場 で
分 離 す る こ と が で き る （ 非 特 許 文 献 １ ７ ） 。 抗 体 選 択 に 加 え 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離 お よ び 赤
血 球 ロ ゼ ッ ト 形 成 法 を 応 用 す る 。 こ の 手 順 は 時 間 を 要 し 、 限 ら れ た 数 の 精 製 Ｄ Ｃ し か 得 ら
れ な い 。 さ ら に 、 単 離 し た Ｄ Ｃ 画 分 は 、 し ば し ば 他 の 混 入 細 胞 集 団 の た め に 不 均 質 で あ る
。 そ の う え 、 勾 配 （ gradient） 化 合 物 お よ び そ の 浸 透 作 用 は 細 胞 の 表 現 型 お よ び 機 能 の 変
化 を 引 き 起 こ す （ 非 特 許 文 献 １ ８ ； 非 特 許 文 献 １ ９ ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｄ Ｃ を 得 る た め に 広 く 用 い ら れ て い る 他 の 方 法 は 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｔ Ｎ Ｆ － α ま た
は Ｉ Ｌ － ４ に よ る 組 み 合 わ せ イ ン ビ ト ロ 処 理 （ 少 な く と も 数 日 間 保 持 し な け れ ば な ら な い
） に よ り 誘 発 さ れ る 、 骨 髄 も し く は 血 液 由 来 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 ま た は Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 の 分 化
に 基 づ く （ 非 特 許 文 献 ２ ０ ； 非 特 許 文 献 ２ １ ； 非 特 許 文 献 ２ ２ ； 非 特 許 文 献 ２ ３ ） 。 こ の
手 順 の 使 用 は 、 細 胞 の 培 養 の 間 に 起 こ る 表 現 型 お よ び 機 能 の 変 化 に 限 ら れ る 。 さ ら に 、 Ｇ
Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｉ Ｌ － ４ に よ る 処 理 は Ｔ 細 胞 の 非 特 異 的 な 刺 激 を 促 進 す る （ 非 特 許 文 献
２ ４ ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 末 梢 血 か ら の Ｄ Ｃ の 直 接 的 な 単 離 は 、 循 環 血 中 の Ｄ Ｃ の 頻 度 が 低 い こ と お よ び 選 択 的 な
マ ー カ ー の 欠 如 の た め に 行 き 詰 ま っ て い る 。 ヒ ト の Ｄ Ｃ 特 異 的 な 細 胞 系 列 マ ー カ ー は 同 定
さ れ て い な い 。 こ れ ま で に Ｄ Ｃ に 特 異 的 で あ る と し て 報 告 さ れ て い る わ ず か な 数 の マ ー カ
ー は 血 液 Ｄ Ｃ を 単 離 す る の に 適 し て い な い 。 Zhouら （ 非 特 許 文 献 ２ ５ ） に よ っ て 記 載 さ れ
た Ｃ Ｄ ８ ３ 分 子 は 、 イ ン ビ ト ロ 培 養 で 優 先 的 に 誘 発 さ れ る 活 性 化 マ ー カ ー で あ る と さ れ て
い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  Ｃ Ｍ Ｒ Ｆ － ４ ４ は 、 新 た に 単 離 し た 血 液 Ｄ Ｃ に は 発 現 さ れ な
い が Ｄ Ｃ を 精 製 す る の に 通 常 用 い ら れ る 物 理 的 単 離 手 順 の 間 に 誘 発 さ れ る 初 期 活 性 化 抗 原
を 認 識 す る （ 非 特 許 文 献 ２ ６ ） 。 ｐ ５ ５ 抗 原 、 ア ク チ ン 束 化 （ bundling） タ ン パ ク 質 は 細
胞 質 に 限 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ６ ） 。 そ れ ゆ え 、 ヒ ト Ｄ Ｃ に よ っ て 選 択 的 に 発 現 さ れ
る 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 必 要 性 が 依 然 と し て 存 在 し 、 そ の よ う な モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 末 梢 血 か ら Ｄ Ｃ を 直 接 単 離 す る の を 容 易 に す る で あ ろ う 。 こ れ ま で の ヒ ト Ｄ Ｃ
特 異 的 な 抗 体 を 単 離 す る 試 み は 大 部 分 不 成 功 に 終 わ っ て お り 、 Ｄ Ｃ と 他 の 白 血 球 と の 両 者
に 共 通 す る 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 が 得 ら れ て い る に す ぎ な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Sprentら 、 1987,Adv.Immunol.41:39-133
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 技 術 的 課 題 は 免 疫 応 答 を 調 節 す る た め の 手 段 お よ び 方 法 を 提 供 す る
こ と で あ る 。 こ の 技 術 的 課 題 の 解 決 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 特 徴 付 け ら れ る 態 様 を 提
供 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、
（ i） 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら の 未 熟 お よ び ／ ま た は 成 熟 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） の 特
性 を 表 示 す る Ｄ Ｃ 上 の エ ピ ト ー プ と は 反 応 す る が
（ ii） 他 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ と は 反 応 し な い
抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 通 常 、 樹 状 細 胞 は 異 な る 表 現 型 お よ び 機 能 的 特 性 を 有 す る 細 胞 の 不 均 質 な 集 団 を 含 む が
、 抗 原 を 提 示 し 、 ナ イ ー ブ な Ｔ リ ン パ 球 を 初 回 抗 原 刺 激 す る 顕 著 な 能 力 で 際 立 っ て い る １

。 細 胞 系 列 マ ー カ ー 陽 性 細 胞 の 涸 渇 と そ れ に 引 き 続 く Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II発 現 細 胞 の 単 離 な ど
の 従 来 の 戦 略 は 、 主 と し て 成 熟 Ｄ Ｃ お よ び 未 熟 Ｄ Ｃ を 表 す ２ つ の 主 要 な Ｄ Ｃ 集 団 を 定 め る
に 至 っ て い る ２ ， ３ 。 さ ら に 最 近 で は 、 幾 つ か の 報 告 が Ｄ Ｃ を 種 々 の カ テ ゴ リ ー に 従 っ て
リ ン パ 系 細 胞 ま た は 骨 髄 性 の 樹 状 細 胞 に 分 け た り （ Wuら ,J.Exp.Med.184(1996),903-911; 
Galyら ,Immunity 3(1995),459-473） 、 ま た は マ ウ ス 脾 臓 中 の 微 細 解 剖 位 置 に 基 づ い て 辺
縁 系 細 胞 お よ び 交 互 嵌 入 合 （ interdigitating） 細 胞 に 分 け る （ Leenenら ,J.Immunol.160(
1998),2166-2173） 試 み が な さ れ て い る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ ｌ ｏ ｗ 、 Ｃ Ｄ ３ ３ ｄ ｉ ｍ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ａ ｈ ｉ ｇ ｈ 、 Ｃ Ｄ
１ １ ｃ － お よ び Ｃ Ｄ ６ ４ － で あ る 未 熟 Ｄ Ｃ の 特 性 を 提 示 す る Ｄ Ｃ 、 お よ び 表 面 マ ー カ ー 特
性 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ ｈ ｉ ｇ ｈ 、 Ｃ Ｄ ３ ３ ｈ ｉ ｇ ｈ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ａ ｌ ｏ ｗ 、 Ｃ Ｄ １ １ ｃ ＋ お よ び
Ｃ Ｄ ６ ４ ＋ を 有 す る 実 質 的 に 成 熟 Ｄ Ｃ に 類 似 す る Ｄ Ｃ を 含 む 、 こ れ ま で に 同 定 さ れ て い な
い Ｄ Ｃ の 集 団 と 特 異 的 に 反 応 す る 。 本 発 明 の 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る Ｄ Ｃ は 、 好 ま し く は 、
未 熟 Ｄ Ｃ と 成 熟 Ｄ Ｃ と の 間 の 成 熟 化 段 階 と し て 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ と
し て 示 さ れ る 本 発 明 の 新 規 な 抗 体 と 反 応 す る 能 力 に よ り 定 め ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の Ｄ
Ｃ は ま た 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ ま た は Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 と し て 言 及 さ れ る で あ ろ う 。 上 記 新 規 な
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 発 現 す る JurkatＴ 細 胞 リ ン パ 腫 サ ブ
ク ロ ー ン を 特 異 的 に 選 択 す る の に 用 い た （ 付 属 の 実 施 例 １ ０ 参 照 ） 。 該 Jurkatサ ブ ク ロ ー
ン は 、 さ ら に 本 発 明 の 新 規 な 抗 体 を 産 生 す る の に 用 い た 。 こ れ ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ を 含 む 。 こ れ ら 抗 体 に よ っ て 認 識
さ れ る Ｄ Ｃ も ま た Ｍ － Ｃ Ｄ ８ ＋ ま た は Ｍ － Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 と 称 さ れ る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 未 熟 Ｄ Ｃ と 成 熟 Ｄ Ｃ と の 間 の 成 熟 化 段 階 を 表 す Ｄ Ｃ 集 団 」 と は 、 図
８ に 模 式 的 に 表 示 す る よ う に 、 何 人 か の 研 究 者 ２ ， ３ ， ２ ０ に よ っ て こ れ ま で に 定 め ら れ
て い る ２ つ の 主 要 な Ｄ Ｃ の サ ブ セ ッ ト に 重 複 す る ヒ ト 血 液 Ｄ Ｃ の 集 団 を い う 。 第 一 の サ ブ
セ ッ ト の 細 胞 は Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ ｌ ｏ ｗ 、 Ｃ Ｄ ３ ３ ｄ ｉ ｍ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ａ ｈ ｉ ｇ ｈ 、 Ｃ Ｄ １ １
ｃ － お よ び Ｃ Ｄ ６ ４ － で あ っ て 未 熟 Ｄ Ｃ を 表 し 、 一 方 、 第 二 の サ ブ セ ッ ト は 表 面 マ ー カ ー
特 性 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ ｈ ｉ ｇ ｈ 、 Ｃ Ｄ ３ ３ ｈ ｉ ｇ ｈ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ａ ｌ ｏ ｗ 、 Ｃ Ｄ １ １ ｃ ＋ お よ
び Ｃ Ｄ ６ ４ ＋ を 有 す る 成 熟 Ｄ Ｃ を 含 む 。 こ れ ら 細 胞 は 、 さ ら に 、 一 夜 培 養 後 に Ｃ Ｄ ８ ３ を
発 現 す る ２ ０ 。 確 立 さ れ た 両 Ｄ Ｃ 集 団 と Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 と の 主 た る 相 違 は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８
お よ び Ｃ Ｄ １ ６ の 発 現 お よ び 細 胞 質 内 ｐ ５ ５ 抗 原 の 不 在 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋

細 胞 は 中 間 の 発 達 段 階 を 表 す と 推 測 し た く な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 意 味 に お け る 「 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 」 と は 、 １ .０ ７ ７ ｇ ／ ｍ ｌ の 密
度 の Ficoll R － 勾 配 で 新 た に 採 取 し た 静 脈 血 の 遠 心 分 離 に よ り 単 離 し た 有 核 の 血 球 を い う
。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 他 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ と 反 応 し な い 」 と は 、 本 発 明 の 抗 体 が Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細
胞 を 除 く 上 記 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｂ リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 お よ び Ｃ Ｄ １ ４ ｈ ｉ ｇ ｈ ＋ 単 球 な ど ） と
反 応 し な い か ま た は 無 視 し う る 程 度 に 交 叉 反 応 す る こ と を い う 。 本 発 明 の 抗 体 の 交 叉 反 応
性 は 、 １ ０ ％ 未 満 、 さ ら に 好 ま し く は ５ ％ 未 満 、 特 に 好 ま し く は ３ ％ 未 満 、 ま た は さ ら に
は ２ ％ ま た は １ ％ 未 満 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 極 め て Ｄ Ｃ に 富 む ヒ ト 単 核 血 球 で マ ウ ス を 免 疫 す る こ と に よ り 得 ら れ る （ 付
属 の 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に し て 得 ら れ る ） 新 規 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ） が 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ を 発 現 し 共 通 の 細 胞 系 列 特 異 的 な マ ー カ ー を 欠 如 す る
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を １ ～ ２ ％ 含 む 白 血 球 と 特 異 的 に 反 応 す る と い う 観 察 に 基 づ い て い る 。 Ｍ － Ｄ Ｃ
８ ＋ 細 胞 の 特 徴 的 な 光 分 散 プ ロ フ ィ ル は 、 リ ン パ 球 と 単 球 と の 間 に 位 置 す る 限 定 さ れ た サ
イ ズ お よ び 顆 粒 度 （ granularity） の 細 胞 集 団 を 示 し て い た 。 細 胞 培 養 の ４ ８ 時 間 以 内 に
単 離 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 細 胞 質 突 出 （ cytoplasmatic protrusions） の 波 動 （ undulat
ing） を 特 徴 と す る 成 熟 Ｄ Ｃ の 典 型 的 な 形 態 を 獲 得 し た １ 。 食 作 用 の 乏 し い 細 胞 と し て Ｄ
Ｃ を 記 載 す る 以 前 の 報 告 ３ と は 対 照 的 に 、 新 た に 単 離 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は ラ テ ッ ク ス
粒 子 お よ び 抗 体 コ ー テ ィ ン グ 赤 血 球 を 貪 欲 に 消 化 し た 。 未 熟 Ｄ Ｃ は エ ン ド サ イ ト ー シ ス お
よ び マ ク ロ ピ ノ サ イ ト ー シ ス に よ り 大 量 の 抗 原 を 取 り 込 む が ４ 、 本 発 明 に 従 っ て 得 ら れ た
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 に 対 す る 知 見 は 食 作 用 が 抗 原 取 り 込 み の さ ら な る 重 要 な 経 路 で あ る こ と
を 示 し て い る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ご く 最 近 、 Fangerら は Ｄ Ｃ 上 で の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー Ｃ Ｄ ６ ４ お よ び Ｃ Ｄ ３ ２ の 発 現 お よ び
食 作 用 に お け る そ の 機 能 的 な 関 与 を 記 載 し て い る ２ ０ 。 対 照 的 に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は Ｃ
Ｄ ６ ４ を 欠 如 し て お り 、 そ の 代 わ り に Ｃ Ｄ １ ６ を Ｃ Ｄ ３ ２ と と も に 発 現 す る 。 そ れ ゆ え 、
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 に よ る オ プ ソ ニ ン 処 理 赤 血 球 の 食 作 用 は Ｃ Ｄ １ ６ お よ び Ｃ Ｄ ３ ２ の 両 者
に よ っ て 媒 体 さ れ る の か も し れ な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 驚 く べ き こ と に 新 鮮 な Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 顕 著 な 食 作 用 活 性 に 加 え て
、 効 率 的 な ア ロ 抗 原 依 存 性 お よ び Ｔ Ｔ 依 存 性 の Ｔ 細 胞 増 殖 に よ っ て 示 さ れ る よ う に Ｔ 細 胞
を 活 性 化 す る 際 立 っ た 能 力 を 示 す こ と が わ か っ た 。 さ ら に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 自 己 由 来
白 血 球 反 応 に お い て Ｔ 細 胞 を 刺 激 す る の み な ら ず 、 Ｋ Ｌ Ｈ に 対 し て 一 次 Ｔ 細 胞 応 答 を 誘 発
し た が 、 こ れ は す べ て Ｄ Ｃ に 典 型 的 と 考 え ら れ る 活 性 で あ る １ 。 一 次 Ｔ 細 胞 応 答 が 生 じ る
た め に は ナ イ ー ブ な Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ａ ＋ Ｔ 細 胞 を 富 ま せ る 必 要 が あ る と の こ れ ま で の 報 告 ２ １

， ２ ２ と は 対 照 的 に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 前 以 て 富 化 す る こ と な く Ｋ Ｌ Ｈ に 対 し て 未 選 択
Ｔ 細 胞 を 初 回 抗 原 刺 激 す る こ と が で き た 。 さ ら に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ に
限 定 さ れ た Ｔ 細 胞 応 答 を 非 常 に 効 率 的 に 刺 激 し た 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 特 定 の 抗 原 ペ プ チ
ド で 感 作 し た 後 に 細 胞 傷 害 性 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン を 単 球 と 同 じ く ら い 効 率 的 に 活 性 化
し た が 、 単 球 と は 対 照 的 に Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 ヘ ル パ ー 細 胞 の 完 全 な 不 在 下 に 精 製 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ
細 胞 の ア ロ 抗 原 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 へ の 分 化 を 誘 発 し た （ Ｄ Ｃ に 特 徴 的
な 活 性 と さ れ て い る も の で あ る １ ７ ， １ ８ ） 。 さ ら に 、 メ ラ ノ ー マ 関 連 チ ロ シ ナ ー ゼ ペ プ
チ ド を 負 荷 し た 後 に Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は メ ラ ノ ー マ 患 者 お よ び 正 常 な ド ナ ー か ら の Ｔ 細 胞
を 刺 激 し て 、 Ｈ Ｌ Ａ に 限 定 さ れ た 仕 方 で メ ラ ノ ー マ 細 胞 に 対 す る 特 異 的 な 細 胞 障 害 作 用 を
生 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 明 ら か に Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 と 区 別 さ れ る 独 特 の パ タ ー ン の 細 胞 表 面 分
子 を 明 ら か に し た 。 新 た に 単 離 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 低 表 面 レ ベ ル の Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ 、 Ｃ
Ｄ ３ ３ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ ０ お よ び Ｃ Ｄ １ １ ｂ を 発 現 し た が 、 一 方 、 Ｃ Ｄ ８ ６ 、 Ｃ Ｄ ４ ０ お よ び
Ｃ Ｄ ４ の 密 度 は 単 球 の も の と 同 様 で あ っ た 。 一 方 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ａ 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ 、 Ｃ Ｄ １ １
ｃ お よ び と り わ け Ｃ Ｄ １ ６ の 発 現 は 単 球 よ り も 明 ら か に 高 か っ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｉ Ｌ － ４ の 存 在 下 で Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 前 駆 細 胞 ま た
は Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 か ら イ ン ビ ト ロ で 生 成 さ れ る １ ４ 大 部 分 の Ｄ Ｃ と は 異 な る 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８
＋ 細 胞 は イ ン ビ ト ロ で の サ イ ト カ イ ン に よ る 分 化 に よ っ て 得 ら れ る Ｄ Ｃ と 共 通 す る 多 く の
表 面 マ ー カ ー お よ び 機 能 的 な 特 性 を 有 す る 。 し か し な が ら 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 は 、 Ｇ Ｍ － Ｃ
Ｓ Ｆ お よ び Ｔ Ｎ Ｆ － α で の 刺 激 に よ っ て Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 前 駆 細 胞 か ら 得 ら れ る Ｄ Ｃ の ２ ～ ５ ％
を 含 む 小 さ な サ ブ セ ッ ト を 例 外 と し て 、 イ ン ビ ト ロ で 生 成 さ れ る Ｄ Ｃ で は 検 出 さ れ な か っ
た 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の 起 源 お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ ８ マ ー カ ー の 発 現 を 誘 発 す る シ グ ナ ル は 未 だ
解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Ｆ ｃ γ Ｒ III（ Ｃ Ｄ １ ６ ） は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 と こ れ ま で に 定 め ら れ て い る Ｄ Ｃ と の
間 で 発 現 が 異 な る こ と が わ か っ た 他 の 表 面 分 子 で あ る 。 こ れ ま で の と こ ろ 、 Ｄ Ｃ に よ る Ｃ
Ｄ １ ６ 発 現 は マ ウ ス の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 で の み 記 載 さ れ て お り 、 免 疫 複 合 体 の 嵌 入 お よ
び 抗 原 の 提 示 を 促 進 す る と 推 定 さ れ て い る ２ ３ 。 ヒ ト で は Ｃ Ｄ １ ６ 発 現 は 主 と し て 顆 粒 球
、 Ｎ Ｋ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び 単 球 の サ ブ セ ッ ト に 限 ら れ て お り ２ ４ 、 Ｄ Ｃ で は 一
般 に 発 現 さ れ な い と 考 え ら れ て い る 。 対 照 的 に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 体 で 新 た に 単 離 さ れ た Ｄ Ｃ
は Ｃ Ｄ １ ６ を 高 濃 度 で 発 現 し た 。 こ の 明 ら か な 不 一 致 は 、 Ｄ Ｃ 上 で の Ｃ Ｄ １ ６ の 短 い イ ン
ビ ト ロ 半 減 期 に よ る も の と 思 わ れ る 。 と い う の は Ｃ Ｄ １ ６ は イ ン ビ ト ロ 培 養 で 短 時 間 で 消
失 し た か ら で あ る 。 一 般 に 、 Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー は Ficoll密 度 勾 配 遠 心 分 離 な ど の 長 期 の 細
胞 の 取 扱 い に よ り 非 常 に 速 や か に 下 方 制 御 （ downregulated） さ れ る と 思 わ れ る ２ ５ 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 Ｄ Ｃ は Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ ＋ で あ り 、 該 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は Ｔ 細 胞
お よ び Ｂ 細 胞 お よ び 単 球 が 涸 渇 し て い る 。 好 ま し く は 、 該 Ｄ Ｃ は Ｃ Ｄ ６ ４ － 、 Ｃ Ｄ ３ ３ ＋

、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ａ ＋ 、 Ｃ Ｄ １ １ ｃ ＋ お よ び ｐ ５ ５ － お よ び と り わ け Ｃ Ｄ １ ６ ＋ で あ り 、 お よ
び ／ ま た は リ ン パ 球 と 単 球 と の 間 に 位 置 す る 限 定 さ れ た サ イ ズ お よ び 顆 粒 度 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 た と え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、
ヒ ト 化 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 合 成 抗 体 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ ま た は ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片 な ど の 抗 体 断
片 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 化 学 的 に 修 飾 し た 誘 導 体 で あ っ て よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 た と え ば 、 Kohlerお よ び Milsteinに よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た 技 術 （ Nature 256(197
5), 495, お よ び Galfre, Meth.Enzymol.73(1981),3） （ マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 免 疫 哺 乳
動 物 か ら の 脾 臓 細 胞 に 融 合 さ せ る こ と を 含 む ） に よ っ て 当 該 技 術 分 野 で 開 発 さ れ た 改 変 を
採 用 し な が ら 調 製 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 と り わ け 、 マ ウ ス 、 た と え
ば Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス を 付 属 の 実 施 例 １ に 記 載 す る よ う に し て 得 ら れ る ヒ ト 単 核 血 球 で 免
疫 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 合 成 抗 体 、 並 び に Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ
ｖ ま た は ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片 な ど の 抗 体 断 片 で あ っ て よ い 。 さ ら に 、 上 記 Ｄ Ｃ に 対 す る 抗 体 ま た
は そ の 断 片 は 、 た と え ば Harlowお よ び Lane, "Antibodies, A Laboratory Manual"、 コ ー
ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ プ レ ス 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー 、 １ ９ ８ ８ に 記
載 さ れ て い る 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら 抗 体 は 、 た と え ば 、 本 発 明 の Ｄ Ｃ の 免
疫 沈 降 、 免 疫 局 在 化 （ immunolocalization） ま た は 精 製 の た め 、 並 び に そ の よ う な Ｄ Ｃ の
存 在 の モ ニ タ ー の た め 、 お よ び 本 発 明 に よ る Ｄ Ｃ と 相 互 作 用 す る 化 合 物 の 同 定 の た め に 用
い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 BIAcoreシ ス テ ム に 用 い ら れ て い る よ う な 表 面 プ ラ ス モ ン
共 鳴 （ surface plasmon resonance） を 用 い て 本 発 明 の 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ
に 結 合 す る 抗 体 の フ ァ ー ジ 展 示 の 効 率 を 高 め る こ と が で き る （ Schier, Human Antibodies
 Hybridomas 7(1996),97-105;Malmborg, J.Immunol.Methods 183(1995),7-13） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 キ メ ラ 抗 体 の 産 生 は 、 た と え ば Ｗ Ｏ ８ ９ ／ ０ ９ ６ ２ ２ に 記 載 さ れ て い る 。 ヒ ト 化 抗 体 の
製 造 方 法 は 、 た と え ば Ｅ Ｐ － Ａ １  ０  ２ ３ ９  ４ ０ ０ お よ び Ｗ Ｏ ９ ０ ／ ０ ７ ８ ６ １ に 記 載
さ れ て い る 。 さ ら に 、 ヒ ト 抗 体 は 一 般 に 利 用 し や す く な っ て い る 。 な ぜ な ら 、 ヒ ト 抗 体 を
発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ 異 種 抗 体 と も 呼 ば れ る ） （ Bruggermann, Immunol.T
oday 17(1996), 391-397） お よ び お よ び コ ン ビ ナ ト リ ア ル 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー お よ び フ ァ ー
ジ 展 示 法 を 利 用 で き る こ と が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 （ Ｖ Ｈ お よ び Ｖ

Ｌ ） の イ ン ビ ト ロ 組 み 合 わ せ お よ び そ の 抗 原 結 合 特 異 性 の イ ン ビ ト ロ 選 択 を 可 能 に す る か
ら で あ る （ Winter, Annu.Rev.Immunol.12(1994),433-455） 。 フ ァ ー ジ 展 示 法 を 用 い る こ
と に よ り 、 １ ０ ７ ～ １ ０ ９ の 異 な る Ｖ Ｌ ／ Ｖ Ｈ － ま た は Ｖ Ｈ ／ Ｖ Ｌ － ペ ア か ら 一 つ の 特 異
的 結 合 種 の よ う な 稀 な 事 象 を 容 易 に 単 離 す る こ と が で き る ； こ の こ と は 、 レ パ ー ト リ ー ク
ロ ー ニ ン グ （ repertoire cloning） の た め の 源 と し て 免 疫 宿 主 か ら の Ｂ リ ン パ 球 を 用 い る
こ と に よ り 可 変 領 域 の レ パ ー ト リ ー が 特 定 の 結 合 種 に つ い て 富 化 さ れ て い る 場 合 に と り わ
け 当 て は ま る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 、 半 合 成 ま た は 完 全 に 合 成 し た Ｖ Ｈ － お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 レ
パ ー ト リ ー を 用 い る 方 法 が 開 発 さ れ て い る 。 た と え ば 、 イ ン ビ ボ で の Ｖ － Ｊ ま た は Ｖ － Ｄ
－ Ｊ 組 換 え を 真 似 て 、 再 編 成 さ れ て い な い ヒ ト Ｖ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 殆 ど 完 全 な レ パ ー ト
リ ー を ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら ク ロ ー ニ ン グ し 、 機 能 的 な 可 変 領 域 を イ ン ビ ト ロ で 組 換 え る の に
用 い ら れ て い る （ Hoogenboom,J.Mol.Biol.227(1992),381-388;Nissim,EMBO J.13(1994)69
2-698;Griffiths,EMBO J.13(1994),3245-3260） 。 そ れ ゆ え 、 上 記 お よ び 付 属 の 実 施 例 に
記 載 す る 抗 体 の 誘 導 体 は す べ て 、 そ れ が 上 記 Ｄ Ｃ に 特 異 的 な 抗 原 （ 好 ま し く は Ｍ － Ｄ Ｃ ８
、 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び ／ ま た は Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 ） の 少 な く と
も 一 つ の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 上 記 に 記 載 し た よ う に
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、 本 発 明 の 抗 体 は 完 全 な 抗 体 に 加 え て 、 た と え ば Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ お よ び Ｆ (ａ ｂ )２ 並 び に 一
本 鎖 を 含 む 種 々 の 形 態 で 存 在 し て よ い （ た と え ば 、 Ｗ Ｏ ８ ８ ／ ０ ９ ３ ４ ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 対 応 す る そ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 通 常 の
方 法 を 用 い 、 た と え ば ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 挿 入 、 置 換 、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 組 換 え お よ び
／ ま た は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 他 の 修 飾 法 を 単 独 も し く は 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ
り さ ら に 修 飾 す る こ と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 基 礎 と な る Ｄ Ｎ Ａ 配
列 に そ の よ う な 修 飾 を 導 入 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る ； た と え ば 、 Samb
rook, Molecular Cloning A Laboratory Manual、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ
ボ ラ ト リ ー （ １ ９ ８ ９ ） ニ ュ ー ヨ ー ク を 参 照 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 該 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 腫 瘍 細 胞 、 ウ イ ル ス 感
染 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 腫 瘍 関 連 タ ン パ ク 質 、 微 生 物 タ ン パ ク 質 、 ア レ ル ゲ ン 、 自 己 抗 原 ま た は
サ イ ト カ イ ン に 特 異 的 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 Ｄ Ｃ は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ２ ４
１ に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ 、 好 ま し く は 該 抗 体 は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株
Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ２ ４ １ に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ （ Ｄ Ｃ ８ ） で あ る 。 該 ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 は 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 従 い 、 カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン ・ ド イ チ ェ ・ ザ ム ル ン
グ ・ フ ォ ン ・ ミ ク ロ オ ル ガ ニ ス メ ン ・ ウ ン ト ・ ツ ェ ル ク ル ト ゥ ー レ ン （ Deutsche Sammlun
g von Mikroorganismen und Zellkulturen） Ｇ ｍ ｂ Ｈ （ Ｄ Ｓ Ｍ Ｚ ） （ ブ ラ ウ ン シ ュ ベ イ ク
、 ド イ ツ ） に １ ９ ９ ５ 年 １ ０ 月 ２ ６ 日 に 寄 託 し て あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 上 記 お よ び 付 属 の 実 施 例 に 記 載 す る よ う に 、 新 規 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ は ヒ
ト Ｄ Ｃ の 独 特 の 集 団 に 対 し て 極 め て 選 択 的 な マ ー カ ー を 提 供 す る も の で あ り 、 該 集 団 は 血
液 の 白 血 球 の ０ .５ ～ １ ％ を 占 め 、 １ 工 程 の 免 疫 磁 気 手 順 を 用 い て 血 液 か ら 直 接 単 離 で き
る 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は Ｆ ｃ γ Ｒ III（ Ｃ Ｄ １ ６ ） を 発 現 す る の を 特 徴 と し 、 極 め て 食 作
用 が 強 く 、 ま た 自 己 混 合 白 血 球 反 応 、 一 次 抗 原 に 対 す る Ｔ 細 胞 の 活 性 化 、 ア ロ 抗 原 特 異 的
な 細 胞 障 害 性 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 へ の 精 製 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 の 分 化 の 誘 発 、 お よ び メ ラ ノ ー マ
患 者 お よ び 正 常 な 血 液 ド ナ ー か ら の Ｔ 細 胞 の メ ラ ノ ー マ 特 異 的 細 胞 障 害 性 細 胞 へ の 分 化 の
誘 発 に よ っ て 証 拠 立 て ら れ る よ う に 抗 原 を Ｔ 細 胞 に 提 示 す る 際 立 っ た 能 力 を 示 す 。 そ れ ゆ
え 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ は 診 断 目 的 で 循 環 Ｄ Ｃ を 決 定 す る た め の 、 お よ び エ ク
ス イ ボ お よ び イ ン ビ ボ で の 抗 原 特 異 的 な Ｔ 細 胞 初 回 抗 原 刺 激 の た め の Ｄ Ｃ を 調 製 す る た め
の 価 値 あ る 手 段 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 該 樹 状 細 胞 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 、 検 出 お よ び ／ ま た は 反 応
す る 抗 体 で あ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ３ ９ ９ ま た は Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ３
９ ８ に よ っ て 産 生 さ れ る 。 こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 は 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 従 っ て カ ル
チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン Ｄ Ｓ Ｍ Ｚ （ ブ ラ ウ ン シ ュ ベ イ ク 、 ド イ ツ ） に １ ９ ９ ９ 年 ５ 月 ５ 日 に 寄
託 し て あ る 。 上 記 お よ び 付 属 の 実 施 例 に 記 載 す る よ う に 、 こ れ ら 新 規 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ は 上 記 特 定 の Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 を 認 識 す る さ ら な る
抗 体 を 提 供 す る 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ と 同 様 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ
８ .２ は と り わ け 本 発 明 の 樹 状 細 胞 の 免 疫 単 離 、 免 疫 局 在 化 お よ び ／ ま た は 精 製 に 用 い る
こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 本 発 明 に よ る Ｄ Ｃ と 相 互 作 用
す る ま た は 相 互 作 用 で き る 化 合 物 を 検 出 お よ び 同 定 す る の に も 有 用 で あ る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 該 樹 状 細 胞 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 、 検 出 お よ び ／ ま た は 反 応
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 た と え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 ド メ イ ン に 連 結 し た 、 Ｍ
－ Ｄ Ｃ ８ ま た は Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ ま た は Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ 抗 体 の 可 変 重 鎖 お よ び 軽 鎖 ド メ イ ン を
コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ヒ ト Ｂ 細 胞 株 中 に 形 質 導 入 す る こ と に よ り 、 ヒ ト 化 形 態 で 本 発 明 の
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抗 体 を 産 生 し う る ヒ ト Ｂ 細 胞 株 に 関 す る 。 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 に よ り 得 る
こ と が で き 、 と り わ け Sambrook（ 上 掲 ） お よ び Ausubel, "Current Protocols in Molecul
ar Biology"、 グ リ ー ン ・ パ ブ リ シ ン グ ・ ア ソ シ エ ー ツ ・ ア ン ド ・ ウ イ リ ー ・ イ ン タ ー サ
イ エ ン ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ９ ） に 記 載 さ れ て い る 。 発 現 （ ま た は シ ー ク エ ン シ ン グ
） の た め の 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ は 、 た と え ば Orlandi, PNAS 86(1986),3833-3837に
記 載 さ れ て い る よ う に 、 あ る い は 付 属 の 実 施 例 ９ （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ の 可 変
領 域 の ク ロ ー ニ ン グ を 記 載 ） で 説 明 し て あ る よ う に 、 標 準 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る こ と の で き る 連 続 的 で 安 定 な 抗 体 産 生 細 胞
株 に 関 す る 。 該 細 胞 株 は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 、 好 ま し く は 受 託 番 号 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ２
４ １ 、 受 託 番 号 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ３ ９ ９ ま た は 受 託 番 号 Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ３ ９ ８ を 有 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 ま た は そ の
エ ピ ト ー プ に 関 す る 。 該 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ は グ リ コ シ ル 化 さ れ て い て よ い し 、 グ リ コ
シ ル 化 さ れ て い な く て も よ い し 、 ま た は 部 分 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ て い て も よ い 。 本 明
細 書 に 記 載 し 実 施 例 で 説 明 す る よ う に 、 本 発 明 の Ｄ Ｃ は 上 記 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 、 Ｍ
－ Ｄ Ｃ ８ な ど の 新 規 な 抗 原 を 特 徴 と す る 。 予 備 的 な 生 化 学 デ ー タ は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 が タ
ン パ ク 質 で あ る こ と 、 よ り 詳 細 に は タ ン パ ク 質 の 炭 水 化 物 部 分 で あ る こ と を 示 し て い る 。
そ れ ゆ え 、 こ の 抗 原 は 、 糖 脂 質 上 お よ び と り わ け 膜 タ ン パ ク 質 上 に 存 在 す る 炭 水 化 物 構 造
を 含 む 。 こ の 新 規 な マ ー カ ー の 主 た る 利 点 は 、 そ れ が ＞ ９ ７ ％ 純 粋 な Ｄ Ｃ を 血 液 か ら 極 め
て 短 時 間 に 迅 速 に 単 離 す る 手 段 と し て 機 能 す る こ と が で き る こ と で あ る 。 こ の 迅 速 な Ｄ Ｃ
単 離 法 は 、 ウ イ ル ス ま た は 腫 瘍 抗 原 に 対 し て 免 疫 し よ う と す る 種 々 の エ ク ス ビ ボ で の 試 み
に 対 し て Ｄ Ｃ を 使 用 す る こ と を 極 め て 容 易 に す る 。 本 発 明 の 抗 原 お よ び エ ピ ト ー プ の 同 定
お よ び 単 離 の た め 、 た と え ば 種 々 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 胞 嚢 体 中 に 注 入 し て 充 分 な 時 間 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 遺
伝 子 産 物 の 発 現 を 起 こ さ せ 、 つ い で た と え ば 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 所 望 の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 発 現 産 物 の 存 在 を 試 験 す る こ と に よ り 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 別 法 と し て 、 大 腸 菌 で の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 本 発 明 の
少 な く と も 一 つ の エ ピ ト ー プ を 有 す る ペ プ チ ド に つ い て 間 接 的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る （ Changお よ び Gottlieb, J.Neurosci.,8:2123,1988） 。 そ の よ う な 抗 原 の 構 造 を
明 ら か に し た 後 、 結 合 パ ー ト ナ ー お よ び ／ ま た は ド メ イ ン を 合 理 的 に デ ザ イ ン す る こ と が
可 能 で あ る 。 た と え ば 、 構 造 モ チ ー フ の フ ォ ー ル デ ィ ン グ シ ミ ュ レ ー シ ョ ン お よ び コ ン ピ
ュ ー タ ー リ デ ザ イ ン を 適 当 な コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 う こ と が で き る （ Olsz
ewski, Proteins 25(1996),286-299;Hoffman, Comput.Appl.Biosci.11(1995),675-679）
。 さ ら に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー は 、 詳 細 な タ ン パ ク 質 モ デ ル の コ ン ホ メ ー シ ョ ン お よ び エ ネ ル
ギ ー 分 析 に 用 い る こ と が で き る （ Monge, J.Mol.Biol.247(1995),955-1012;Renouf, Adv.E
xp.Med.Biol.376(1995),37-45） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 上 記 抗 体 の い ず れ か の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 少 な
く と も 可 変 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 該 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ 、 と り わ け Orlandi, PNAS 86(1989),3833-3837ま た
は Sambrook（ 上 掲 ） に 記 載 さ れ た ク ロ ー ニ ン グ 法 を 含 む 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 一 つ の 形 態 は 抗 体 の 基 本 構 造 単 位 を 構 成 す る 。 こ の 形 態 は 四 量 体 で あ り 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の ２ つ の 同 一 の ペ ア か ら な り 、 そ れ ぞ れ 一 つ の 軽 鎖 お よ び 一 つ の 重 鎖 を
有 す る 。 各 ペ ア に お い て 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 可 変 領 域 ま た は ド メ イ ン は 一 緒 に な っ て 抗 原 へ
の 結 合 に 関 与 し 、 定 常 領 域 は 抗 体 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 に 関 与 す る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 抗 体
に 加 え て 、 た と え ば Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 お よ び Ｆ (ａ ｂ ')２ 並 び に 一 本 鎖 抗 体 を 含 む 種 々 の 他
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の 形 態 （ 所 望 の 活 性 を 保 持 し た 完 全 長 未 満 の も の を 含 む ） で 存 在 す る （ た と え ば 、 Huston
, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85(1988,5879-5883お よ び Bird, Science 242(1988),423-426;
上 記 を も 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 軽 鎖 ま た は 重 鎖 可 変 ド メ イ ン は 、 ３ つ の 高 度 可 変 領 域 、 い わ ゆ る Ｃ Ｄ
Ｒ に よ り 中 断 さ れ た 「 フ レ ー ム ワ ー ク 」 領 域 か ら な る 。 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ び Ｃ Ｄ Ｒ
の 範 囲 は 正 確 に 定 め ら れ て い る ； た と え ば 、 "Sequences of Proteins of Immunological 
Interest", Kabat、 米 国 保 健 社 会 福 祉 省 （ １ ９ ９ ０ ） 参 照 。 異 な る 軽 鎖 ま た は 重 鎖 の フ レ
ー ム ワ ー ク 領 域 の 配 列 は 一 つ の 種 内 で 比 較 的 保 存 さ れ て い る 。 あ る 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 （ 構 成 す る 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 組 み 合 わ さ っ た フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 で あ る ） は 、 Ｃ Ｄ Ｒ
を 位 置 付 け 、 配 置 す る 役 割 を す る 。 Ｃ Ｄ Ｒ は 主 と し て 抗 原 の エ ピ ト ー プ へ の 結 合 に 関 与 す
る 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 そ の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 遺 伝 子 を 異 な る 種 に 属 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 可 変
お よ び 定 常 領 域 遺 伝 子 か ら 典 型 的 に は 遺 伝 子 操 作 に よ り 構 築 し た 抗 体 で あ る 。 た と え ば 、
マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら の 遺 伝 子 の 可 変 セ グ メ ン ト を ヒ ト 定 常 セ グ メ ン ト に 結 合 さ
せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 を コ ー ド
す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ て 発 現 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ
と が で き る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 た と え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は 合 成 し
て 製 造 し た Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ま た は こ れ ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か を 単 独 ま た は 組
み 合 わ せ て 含 む 組 換 え に よ り 製 造 し た キ メ ラ 核 酸 分 子 で あ っ て よ い 。 好 ま し く は 、 該 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は ベ ク タ ー の 一 部 で あ っ て よ い 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 適 当 な 宿 主 細 胞 中
で お よ び 適 当 な 条 件 下 で 該 ベ ク タ ー の 選 択 を 可 能 に す る マ ー カ ー 遺 伝 子 な ど の さ ら な る 遺
伝 子 を 含 ん で い て よ い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 原 核 細 胞 ま た は 真 核
細 胞 中 で の 発 現 を 可 能 に す る 発 現 制 御 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 発 現 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 翻 訳 可 能 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の 転 写 を 含 む 。 真 核 生 物 、 好 ま
し く は 哺 乳 動 物 細 胞 中 で の 発 現 を 確 実 に す る 制 御 配 列 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 こ れ
ら 制 御 配 列 に は 、 通 常 、 転 写 の 開 始 を 確 実 に す る 制 御 配 列 お よ び 任 意 に 転 写 の 終 結 お よ び
転 写 の 安 定 化 を 確 実 に す る ポ リ Ａ シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。 さ ら な る 制 御 配 列 と し て は 、 転 写
お よ び ／ ま た は 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び ／ ま た は 天 然 に 付 随 す る ま た は 異 種 の プ ロ モ ー
タ ー 領 域 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 観 点 か ら 、 当 業 者 は 、 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 の 少 な く と も
可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 両 方 の 鎖 ま た は 一 方 の み
の 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド し て い て よ い こ と を 容 易 に 認 識 す る で あ ろ う 。 同 様 に 、 該 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 同 じ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ っ て も よ い し 、 ま た は 発 現 の た め に 別
々 に 制 御 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 原 核 宿 主 細 胞 中 で の 発 現 を 可 能 に す る 制 御 配 列 と し て は 、 た と え ば 、 大 腸 菌 で の Ｐ Ｌ 、
ｌ ａ ｃ 、 ｔ ｒ ｐ ま た は ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ 、 真 核 宿 主 細 胞 で の 発 現 を 可 能 に す
る 制 御 配 列 の 例 は 酵 母 で の Ａ Ｏ Ｘ １ ま た は Ｇ Ａ Ｌ １ プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は 哺 乳 動 物 お よ び
他 の 動 物 細 胞 で の Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｒ Ｓ Ｖ プ ロ モ ー タ ー （ ラ
ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス ） 、 Ｃ Ｍ Ｖ エ ン ハ ン サ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー ま た は グ ロ ビ ン イ ン ト
ロ ン で あ る 。 そ の よ う な 制 御 配 列 は 、 転 写 の 開 始 に 関 与 す る 配 列 に 加 え て 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ
Ａ 部 位 ま た は ｔ ｋ ポ リ Ａ 部 位 な ど の 転 写 終 結 シ グ ナ ル を も 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 下 流 に 含
ん で い て よ い 。 こ の 関 連 で 、 オ カ ヤ マ － バ ー グ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー ｐ ｃ Ｄ Ｖ １ （ Pharma
cia） 、 ｐ Ｃ Ｄ Ｍ ８ 、 ｐ Ｒ ｃ ／ Ｃ Ｍ Ｖ 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ （ In-vitrogen） 、 ｐ
Ｓ Ｐ Ｏ Ｒ Ｔ １ （ GIBCO BRL） な ど の 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー が 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し く は 発 現 制 御 配 列 は 真 核 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で き る
ベ ク タ ー 中 の 真 核 プ ロ モ ー タ ー 系 で あ ろ う が 、 原 核 宿 主 の た め の 制 御 配 列 も ま た 用 い る こ
と が で き る 。 ベ ク タ ー が 適 当 な 宿 主 中 に 導 入 さ れ た ら 、 該 宿 主 を 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 高
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レ ベ ル 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 保 持 し 、 つ い で 所 望 に よ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 、 重 鎖 、 軽
／ 重 鎖 二 量 体 ま た は 完 全 な 抗 体 、 結 合 性 断 片 ま た は 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 形 態 の 回 収 お よ び
精 製 を 行 う ； Beychok, Cells of Immunoglobulin Synthesis、 ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス 、 ニ
ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ７ ９ ） を 参 照 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 単 独 ま た は ベ ク タ ー の 一 部 と し て 、 た と え
ば 、 悪 性 変 換 Ｄ Ｃ に 関 連 す る 疾 患 ま た は Ｄ Ｃ 関 連 白 血 病 の 遺 伝 子 療 法 ま た は 診 断 の た め 、
本 発 明 の 抗 体 を 細 胞 中 で 発 現 さ せ る の に 用 い る こ と が で き る 。 上 記 抗 体 の い ず れ か 一 つ を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 細 胞 中 に 導 入 す る と 、 該
細 胞 は 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る 。 遺 伝 子 療 法 は エ ク ス ビ ボ ま た は イ ン ビ ボ 技 術 に よ り 治 療 用
遺 伝 子 を 細 胞 中 に 導 入 す る こ と に 基 づ く も の で あ る が 、 遺 伝 子 伝 達 の 最 も 重 要 な 応 用 の 一
つ で あ る 。 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 遺 伝 子 療 法 に 適 し た ベ ク タ ー 、 方 法 ま た は 遺 伝 子 送
達 系 は 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る ； た と え ば 、 Giordano, Nature
 Medicine 2(1996),534-539;Schaper, Circ.Res.79(1996),911-919;Anderson, Science 2
56(1992),808-813;Isner, Lancet 348(1996),370-374;Muhlhauser, Circ.Res.77(1995),1
077-1086;Wang, Nature Medicine 2(1996),714-716;Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ２ ９ ４ ６ ９ ； Ｗ Ｏ ９ ７ ／
０ ０ ９ ５ ７ 、 Onodua, Blood 91(1998),30-36;Verzeletti, Hum. Gene Ther.9(1998),2244
-2251;Verma, Nature 389(1997),239-242;米 国 特 許 第 ５ ,５ ８ ０ ,８ ５ ９ 号 ； 米 国 特 許 第 ５
,５ ８ ９ ,４ ６ ６ 号 ； 米 国 特 許 第 ４ ,３ ９ ４ ,４ ４ ８ 号 ま た は Schaper, Current Opinion in 
Biotechnology 7(1996),635-640、 お よ び そ の 中 の 引 用 文 献 を 参 照 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー は 、 細 胞 中 へ の 直 接 導 入 ま た は リ ポ ソ ー ム ま
た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ た と え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ） を 介 し た 導 入 の た
め に デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 該 細 胞 は 、 生 殖 細 胞 、 胚 細 胞 、 ま た は 卵 細
胞 ま た は そ れ ら に 由 来 す る 細 胞 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 該 細 胞 は 幹 細 胞 で あ る 。 こ の 態 様
は 、 た と え ば 一 つ の 特 異 性 が 腫 瘍 抗 原 に 対 す る も の で あ り 、 こ れ に よ っ て 腫 瘍 細 胞 や 可 溶
性 腫 瘍 抗 原 な ど の そ の 一 部 の 嵌 入 、 プ ロ セ シ ン グ お よ び 提 示 を 容 易 に す る も の な ど の 、 本
発 明 の 二 重 特 異 性 抗 体 に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
、 任 意 に 本 発 明 の 抗 体 の 他 の 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と
と も に 含 む ベ ク タ ー 、 と り わ け 遺 伝 子 操 作 に お い て 通 常 用 い ら れ る プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド
、 ウ イ ル ス お よ び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に 関 す る 。 好 ま し く は 、 該 ベ ク タ ー は 、 発 現 ベ ク タ
ー お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 伝 達 ま た は タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ワ
ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ま た は ウ シ 乳 頭 腫 ウ イ ル ス
な ど の ウ イ ル ス に 由 来 す る 発 現 ベ ク タ ー を 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を
標 的 細 胞 集 団 に 送 達 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 構 築 す る た
め に 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い る こ と が で き る ； た と え ば 、 Sambrook, Molecular 
Cloning A Laboratory Manual、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー （ １ ９
８ ９ ） ニ ュ ー ヨ ー ク お よ び Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology、 グ リ ー
ン ・ パ ブ リ シ ン グ ・ ア ソ シ エ ー ツ ・ ア ン ド ・ ウ イ リ ー ・ イ ン タ ー サ イ エ ン ス 、 ニ ュ ー ヨ ー
ク （ １ ９ ８ ９ ） を 参 照 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 別 法 と し て 、 標 的 細 胞 へ の 送 達 の た め に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー を リ
ポ ソ ー ム 中 に 再 構 築 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン の 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 お よ び 発 現 制 御 配 列 ） を
含 む ベ ク タ ー を よ く 知 ら れ た 方 法 （ 細 胞 宿 主 の 種 類 に よ り 変 わ っ て よ い ） に よ り 宿 主 細 胞
中 に 移 す こ と が で き る 。 た と え ば 、 塩 化 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 一 般 に 原 核 細
胞 に 用 い る こ と が で き 、 一 方 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 処 理 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 他
の 細 胞 宿 主 に 用 い る こ と が で き る ； た と え ば 、 Sambrook（ 上 掲 ） を 参 照 。 発 現 さ れ た ら 、
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本 発 明 の 全 抗 体 、 そ の 二 量 体 、 個 々 の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 、 ま た は 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 形 態 を
、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気
泳 動 な ど を 含 む 標 準 法 に 従 っ て 精 製 で き る ； た と え ば 、 Scopes, "Proteins Purification
", Springer-Verlag、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ２ ） を 参 照 。 医 薬 に 使 用 す る に は 少 な く と も
約 ９ ０ ～ ９ ５ ％ の 均 質 性 の 実 質 的 に 純 粋 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 好 ま し く 、 ９ ８ ～ ９ ９ ％ ま た
は そ れ 以 上 の 均 質 性 が 最 も 好 ま し い 。 精 製 さ れ た ら 、 つ い で 、 所 望 に よ り 部 分 的 に ま た は
均 質 に な る ま で 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 治 療 に （ 体 外 的 な 使 用 を 含 む ） ま た は ア ッ セ イ 手 順
を 開 発 ま た は 行 う の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 に
関 す る 。 該 宿 主 細 胞 は 原 核 細 胞 で あ っ て も 真 核 細 胞 で あ っ て も よ い 。 宿 主 細 胞 中 に 存 在 す
る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 む か ま た は
染 色 体 外 に 保 持 し て よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 宿 主 細 胞 は い か な る 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 で あ っ て も よ い 。 「 原 核 」 な る 語 は 、 本 発
明 の 抗 体 ま た は 対 応 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 発 現 の た め に Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で 形 質 転 換
ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で き る す べ て の 細 菌 を 意 味 す る 。 原 核 宿 主 は 、 た と え ば 、 大
腸 菌 、 S. typhimurium、 Serratia marcescens、 Bacillus subtilisな ど の グ ラ ム 陰 性 菌 お
よ び グ ラ ム 陽 性 菌 を 含 む 。 「 真 核 」 な る 語 は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 昆 虫 、
真 菌 、 植 物 、 動 物 ま た は ヒ ト 細 胞 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 好 ま し い 真 菌 細 胞 は 、 た と え ば
、 Saccharomyces属 の も の 、 と り わ け 種 S. cerevisiaeで あ る 。 本 発 明 の 抗 体 を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 者 に 一 般 に 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 宿 主 に 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン す る の に 用 い る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し い の は 、 真 核 細 胞 ま た は 原 核 細
胞 の 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 目 的 の た め に 、 そ れ ぞ れ 本 発 明 の Ｄ Ｃ を 認 識
す る 抗 体 の コ ー ド 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド ま た は ベ ク タ ー の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 融 合 さ れ 作 動 可 能 に 連 結 し た 遺 伝 子 を 調 製 し 、 該 遺 伝 子 を た と え ば 哺 乳 動 物 細 胞 お よ び
細 菌 で 発 現 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る （ Sambrookら 、 Molecular Clonin
g: A Laboratory Manual、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー 、 コ ー ル ド ・
ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 １ ９ ８ ９ ） 。 そ の 中 に 記 載 さ れ た 遺 伝 子 構 築 物 お
よ び 方 法 を 用 い て 本 発 明 の 抗 体 を 真 核 ま た は 原 核 宿 主 で 発 現 す る の に 用 い る こ と が で き る
。 一 般 に 、 挿 入 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 効 率 的 な 転 写 を 容 易 に す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含
む 発 現 ベ ク タ ー を 宿 主 と 関 連 し て 用 い る 。 発 現 ベ ク タ ー は 一 般 に 、 複 製 起 点 、 プ ロ モ ー タ
ー お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー 、 並 び に 形 質 転 換 細 胞 の 表 現 型 選 択 を 付 与 す る 特 定 の 遺 伝 子 を 含
む 。 形 質 転 換 宿 主 は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 発 酵 槽 で 増 殖 さ せ 、 培 養 し て 最
適 の 細 胞 増 殖 を 達 成 す る こ と が で き る 。 つ い で 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 対 応 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 鎖 を 増 殖 培 地 、 細 胞 溶 解 液 ま た は 細 胞 膜 フ ラ ク シ ョ ン か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 た
と え ば 微 生 物 に よ り 発 現 さ れ た 本 発 明 の 抗 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 単 離 お よ び 精 製 は
、 た と え ば 分 取 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 、 お よ び た と え ば 本 発 明 の 抗 体 の 定 常 領 域 に 対 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 を 含 む 免 疫 学 的 分 離 な ど の 通 常 の
手 段 に よ る も の で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 そ れ ゆ え 、 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら の 未 熟 お よ
び 成 熟 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） の Ｄ Ｃ 集 団 の Ｄ Ｃ を 認 識 す る こ と が で き る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的
断 片 ま た は 誘 導 体 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 本 発 明 の 細 胞 を 培 養 し 、 つ い で
（ ｂ ） 該 抗 体 、 ま た は そ の 機 能 的 断 片 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 を 該 細 胞 ま た は 培 地 か ら 単
離 す る
こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 細 胞 を 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー で 遺 伝 子 操 作 す る こ と
を 含 む 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 対 応 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 を 発 現 し う る 細 胞 の 製 造 方 法 に も
関 す る 。 好 ま し く は 、 か く し て 発 現 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た
細 胞 の 細 胞 表 面 上 に 提 示 さ れ る 。 こ の 態 様 並 び に 本 明 細 書 で 言 及 す る 幾 つ か の 他 の 態 様 は
、 上 記 に 記 載 し た よ う な フ ァ ー ジ 展 示 法 に 適 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 得
ら れ た 細 胞 は 、 た と え ば 本 発 明 の 抗 体 と そ の 抗 原 と の 相 互 作 用 を 試 験 す る の に 用 い る こ と
が で き る 。 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た 細 胞 は ま た 、 以 下 に 記 載 す る ス ク リ ー ニ ン グ 法 に も 用
い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー ま た は 細 胞 を 含 む ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 大 ス ケ ー ル で の 製 造 に 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 、 ま た は 上 記 方 法 に
よ り 得 ら れ る 、 ま た は 上 記 方 法 に よ り 製 造 さ れ る 細 胞 か ら の 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片
ま た は 誘 導 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 に 関 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 一 般 に モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 に 基 づ く 療 法 を 受 け る こ と の で き る 実 質 的 に あ ら ゆ る 疾 患 を 治 療 す る の に 個 々 に 用 途
を 見 出 す で あ ろ う 。 と り わ け 、 該 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 受 動 免 疫 ま た は 補 体 媒 体 溶 解 な ど に
よ る 望 ま な い 細 胞 ま た は 抗 原 の 除 去 に 用 い る こ と が で き 、 す べ て 多 く の 先 行 抗 体 に 付 随 す
る 実 質 的 な 免 疫 反 応 （ た と え ば 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク ） を 伴 う こ と な く 行 え る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 に 関 し て 治 療 に 適 し た 典 型 的 な 疾 患 状 態 と し て は 、 心 臓 、 肺 、 腎 臓 、 肝 臓
な ど の 臓 器 移 植 を 受 け た 患 者 で の 移 植 片 対 宿 主 病 お よ び 移 植 拒 絶 反 応 が 挙 げ ら れ る 。 他 の
疾 患 と し て は 、 １ 型 糖 尿 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス
、 お よ び 重 症 筋 無 力 症 な ど の 自 己 免 疫 疾 患 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の 誘 導 体 は 当 業 者
に 知 ら れ た 方 法 、 と り わ け ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク （ peptidomimetics） に よ り 製 造 で き る 。
ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成 お よ び 使 用 方 法 は 、 た と え ば 、
Ostresh, Methods in Enzymology 267(1996),220-234お よ び Dorner, Bioorg.Med.Chem.4(
1996),709-715に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 な ど の 抗 原 の 三 次 元 お よ び ／
ま た は 結 晶 学 的 構 造 は 、 ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク 抗 体 誘 導 体 の デ ザ イ ン に 用 い る こ と が で き る
（ Rose, Biochemistry 35(1995),12933-12944;Rutenber, Bioorg.Med.Chem.4(1996),1545
-1558） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 文 脈 に お い て 、 本 発 明 に よ る 抗 体 を 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 常 法 に よ り さ ら に 修 飾
で き る こ と も 理 解 さ れ る 。 本 発 明 に よ る 抗 体 を 提 供 す る こ と に よ り 、 そ の 結 合 活 性 に 関 連
す る 部 分 を 決 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の こ と に よ り 、 結 合 活 性 に と っ て 重 要 な 本 発 明
の 抗 体 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 他 の 機 能 性 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 た と え ば 核 局 在 シ グ ナ ル 、 ト
ラ ン ス 活 性 化 ド メ イ ン 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、 ホ ル モ ン 結 合 ド メ イ ン 、 タ ン パ ク 質 タ グ （
Ｇ Ｓ Ｔ 、 Ｇ Ｆ Ｐ 、 ｈ － ｍ ｙ ｃ ペ プ チ ド 、 Ｆ ｌ ａ ｇ 、 Ｈ Ａ ペ プ チ ド ） （ 異 種 タ ン パ ク 質 に 由
来 す る も の で あ っ て よ い ） と を 含 む キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 構 築 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 お よ び エ ピ ト ー プ は 、 た と え ば 、 膵 臓 の 島 （ β ） 細 胞 な ど の ホ ル モ
ン 産 生 細 胞 、 胸 腺 細 胞 、 ミ エ リ ン 鞘 を 含 む 中 枢 神 経 系 の 神 経 膠 細 胞 、 滑 液 細 胞 ま た は 滑 液
組 織 、 ブ ド ウ 膜 の 細 胞 ま た は 組 織 、 ま た は 血 管 壁 の 細 胞 ま た は 組 織 の タ ン パ ク 質 ま た は 糖
タ ン パ ク 質 に 対 す る 自 己 免 疫 応 答 を 有 す る 患 者 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な
治 療 は 、 た と え ば 、 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ を 投 与 す る こ と に よ り 行 う こ と
が で き る 。 そ の よ う な 投 与 は 、 非 標 識 お よ び 標 識 抗 体 ま た は 抗 原 を 利 用 で き る 。 た と え ば
、 非 標 識 の 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ を 有 利 に 利 用 す る に 際 し て は 、 た と え ば 免 疫 応 答 を 刺 激
す る に は 小 さ す ぎ る が 自 己 免 疫 応 答 の 継 続 に 結 合 ま た は 阻 止 す る に は 充 分 に 大 き な 断 片 で
あ る 抗 原 の 形 態 で あ っ て よ い 。 た と え ば 、 本 発 明 の 抗 原 を 酵 素 消 化 し て エ ピ ト ー プ サ イ ズ
の ペ プ チ ド （ 典 型 的 に 長 さ が ５ ～ １ ２ ア ミ ノ 酸 ） に し 、 そ れ に よ っ て 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者
の 体 液 中 、 ま た は Ｄ Ｃ の 表 面 上 に 存 在 す る Ｆ ａ ｂ 部 分 に 結 合 す る こ と が で き る 。

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-125012 A 2007.5.24



【 ０ ０ ５ ７ 】
　 別 の や り 方 と し て 、 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 お よ び エ ピ ト ー プ を 治 療 剤 に 結 合 さ せ て 投 与 す
る こ と が で き る 。 こ れ ら 治 療 剤 は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 原 に 直 接 ま た は 間 接 的 に 結 合 さ
せ る こ と が で き る 。 間 接 的 な 結 合 の 一 つ の 例 は 、 ス ペ ー サ ー 残 基 の 使 用 で あ る 。 こ れ ら ス
ペ ー サ ー 残 基 は 、 今 度 は 不 溶 性 ま た は 可 溶 性 で あ っ て よ く （ Dienerら 、 Science,231:148,
1986） 、 標 的 部 位 で 抗 原 か ら 薬 剤 を 放 出 で き る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 免 疫 療 法 の
た め に 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 お よ び エ ピ ト ー プ に 結 合 さ せ る こ と の で き る 治 療 剤 の 例 は 、 医
薬 、 放 射 性 同 位 元 素 、 レ ク チ ン 、 お よ び 毒 素 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 お よ び エ ピ ト ー
プ に 結 合 さ せ る こ と の で き る 医 薬 と し て は 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 お よ び
ビ ン ブ ラ ス チ ン な ど の 古 典 的 に 医 薬 と し て 言 及 さ れ て い る 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 た と え ば 、 免 疫 療 法 の た め に 放 射 性 同 位 元 素 を 結 合 し た 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 ま た は エ ピ
ト ー プ を 使 用 す る に 際 し て は 、 白 血 球 の 分 布 並 び に 安 定 性 お よ び 放 射 電 磁 波 な ど の 要 素 に
依 存 し て あ る 種 の 同 位 元 素 が 他 の 同 位 元 素 よ り も 好 ま し い 。 自 己 免 疫 応 答 に 応 じ て 、 あ る
種 の エ ミ ッ タ ー が 他 の エ ミ ッ タ ー よ り も 好 ま し い 。 一 般 に 、 α 粒 子 お よ び β 粒 子 を 放 射 す
る 放 射 性 同 位 元 素 が 免 疫 療 法 に は 好 ま し い 。 好 ま し い の は 、 ２ １ ２ Ｂ ｉ な ど の 短 飛 程 で 高
エ ネ ル ギ ー の α エ ミ ッ タ ー で あ る 。 治 療 目 的 で 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 結
合 す る こ と の で き る 放 射 性 同 位 元 素 の 例 は 、 １ ２ ５ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 ９ ０ Ｙ 、 ６ ７ Ｃ ｕ 、 ２

１ ２ Ｂ ｉ 、 ２ １ ２ Ａ ｔ 、 ２ １ １ Ｐ ｂ 、 ４ ７ Ｓ ｃ 、 １ ０ ９ Ｐ ｄ お よ び １ ８ ８ Ｒ ｅ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 レ ク チ ン は 、 特 定 の 糖 残 基 に 結 合 す る 、 通 常 、 植 物 材 料 か ら 単 離 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ
る 。 多 く の レ ク チ ン は ま た 、 細 胞 を 凝 集 さ せ 、 リ ン パ 球 を 刺 激 す る こ と が で き る 。 し か し
な が ら 、 リ シ ン は 免 疫 療 法 に 用 い ら れ る 毒 性 の レ ク チ ン で あ る 。 こ の こ と は 、 毒 性 に 関 与
す る リ シ ン の α 鎖 を 抗 体 分 子 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 毒 性 作 用 の 部 位 特 異 的 な 送 達 を 可
能 と す る こ と に よ っ て 行 う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 毒 素 は 、 植 物 、 動 物 ま た は 微 生 物 に よ っ て 産 生 さ れ る 有 毒 物 質 で あ り 、 充 分 な 投 与 量 で
は し ば し ば 致 死 性 で あ る 。 ジ フ テ リ ア 毒 素 は Corynebacterium diphtheriaに よ っ て 産 生 さ
れ る 物 質 で あ り 、 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 毒 素 は α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な
り 、 各 サ ブ ユ ニ ッ ト は 適 当 な 条 件 下 で 分 離 す る こ と が で き る 。 毒 性 の Ａ 成 分 は 、 抗 体 ま た
は 抗 原 に 結 合 さ せ て 、 そ れ ぞ れ Ｄ Ｃ ま た は 該 抗 原 の レ セ プ タ ー を 発 現 す る Ｔ 細 胞 へ の 部 位
特 異 的 な 送 達 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 結 合 さ せ る こ と の で き る 上 記 に 記 載 し た よ う な
他 の 治 療 剤 並 び に エ ク ス ビ ボ お よ び イ ン ビ ボ 治 療 プ ロ ト コ ー ル は 、 当 業 者 に は 知 ら れ て お
り 、 ま た は 容 易 に 確 か め る こ と が で き る 。 適 当 な 場 合 は い つ で も 、 当 業 者 は タ ン パ ク 質 物
質 自 体 の 代 わ り に 上 記 抗 体 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ の い ず れ か 一 つ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は 対 応 ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ る 方 法 に 従 っ て
得 ら れ 任 意 に 修 飾 し た 樹 状 細 胞 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 を 上 記 態 様 に 従 っ て 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 上 記 に 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、
（ ａ ） 本 発 明 の 抗 体 の 結 合 部 位 の ド メ イ ン ま た は 本 発 明 の 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ ； お よ び
（ ｂ ） 少 な く と も 一 つ の 他 の ド メ イ ン で あ っ て 、 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 し
た も の
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 該 結 合 部 位 ド メ イ ン は 、 本 発 明 の 抗 体 の 少 な く と も 一
つ の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を 含 む 。 当 業 者 で あ れ ば 、 抗 体 の 各 可 変 ド メ イ ン （ 重 鎖 Ｖ

Ｈ お よ び 軽 鎖 Ｖ Ｌ ） が 、 ４ つ の 比 較 的 保 存 さ れ た フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 す な わ ち 「 Ｆ Ｒ 」 に
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よ っ て フ ラ ン キ ン グ さ れ た ３ つ の 高 度 可 変 領 域 （ し ば し ば 相 補 性 決 定 領 域 あ る い は 「 Ｃ Ｄ
Ｒ 」 と 呼 ば れ る ） を 含 む こ と を 理 解 し て い る で あ ろ う 。 本 発 明 の 抗 体 の 可 変 領 域 に 含 ま れ
る Ｃ Ｄ Ｒ は 、 た と え ば 、 Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological Interest"（
米 国 保 健 社 会 福 祉 省 、 第 ３ 版 、 １ ９ ８ ３ 、 第 ４ 版 、 １ ９ ８ ７ 、 第 ５ 版 、 １ ９ ９ ０ ） に 従 っ
て 決 定 で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 所 望 の 特 異 性 お よ び 生 物 学 的 機 能 を 有 す る 他 の ポ リ ペ プ
チ ド ま た は 抗 体 を 構 築 す る た め に 本 発 明 の 抗 体 の 結 合 部 位 ド メ イ ン ま た は 本 発 明 の 抗 原 ま
た は エ ピ ト ー プ を 用 い る こ と が で き る こ と を 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明
は 、 本 発 明 の 結 合 部 位 ド メ イ ン ま た は 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド お よ び 抗
体 に も 関 す る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 上 記 結 合 部 位 ま た は Ｃ Ｄ Ｒ を 用 い 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら
れ た 方 法 、 た と え ば Ｅ Ｐ － Ａ １  ０  ４ ５ １  ２ １ ６ 、 Ｅ Ｐ － Ａ １  ０  ５ ４ ９  ５ ８ １ お よ び
Ｗ Ｏ ８ ８ ／ ０ ９ ３ ４ ４ な ど に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 抗 体 を 構 築 で き る こ と が 容 易 に 理 解
さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 組 換 え ２ 官 能 性 抗 体 構 築 物 な ど の 多 価 ポ リ ペ プ チ ド は 、 と り わ け 医 学 分 野 に お い て 、 た
と え ば 癌 や 自 己 免 疫 疾 患 の 新 た な 治 療 法 の 開 発 に お い て 、 ま た は 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の
分 析 お よ び 調 節 の た め の 興 味 の も て る 手 段 と し て 、 ま す ま す 重 要 な 治 療 学 的 お よ び 科 学 的
役 割 を 果 た し つ つ あ る 。 た と え ば 、 Ｔ 細 胞 上 の Ｃ Ｄ ３ 活 性 化 抗 原 を 腫 瘍 細 胞 上 の 腫 瘍 関 連
抗 原 と 架 橋 さ せ る こ と に よ り 、 ２ 特 異 的 な 一 本 鎖 抗 体 は 両 細 胞 を 一 緒 に 引 き 合 わ せ 、 細 胞
－ 細 胞 接 触 の 間 に 腫 瘍 細 胞 を 有 効 に 溶 解 さ せ る こ と が で き る （ Mack, Proc.Natl.Acad.Sci
.U.S.A.92(1995)7021-7025） 。 対 応 す る ア プ ロ ー チ が 他 の 標 的 細 胞 （ た と え ば 、 ウ イ ル ス
感 染 細 胞 ） に 対 し て お よ び 他 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 集 団 （ た と え ば 、 Ｎ Ｋ 細 胞 お よ び 単 核 食
細 胞 ） の 補 充 （ recruitment） の た め に 開 発 さ れ て お り 、 ま た は 開 発 さ れ つ つ あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 タ ー ゲ テ ィ ン グ 機 構 と し て 抗 体 断 片 を 含 む ２ 官 能 性 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い 、 選 択 し た
細 胞 集 団 上 の 所 定 の 表 面 分 子 に 多 数 の 異 な る レ セ プ タ ー お よ び リ ガ ン ド を 特 異 的 に 結 合 さ
せ る こ と が で き る 。 細 胞 の 機 能 ま た は 細 胞 の 活 性 化 ま た は 分 化 の 状 態 を 調 節 す る た め に 、
同 じ 細 胞 上 の 表 面 分 子 を 二 重 特 異 性 抗 体 に よ り 架 橋 で き る こ と は 特 に 興 味 深 い 。 こ の 種 の
ア プ ロ ー チ が 可 能 な 応 用 は 、 多 く の 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 病 原 的 な 役 割 を 果 た し て い る 自
己 攻 撃 性 の Ｂ ま た は Ｔ リ ン パ 球 に ア ネ ル ギ ー を 誘 発 す る こ と で あ る 。 広 範 な 科 学 的 お よ び
治 療 学 的 な 関 連 性 に 関 し て は 、 機 能 性 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す
る た め の 有 効 か つ 再 現 可 能 な 方 法 が 特 に 重 要 で あ る ； そ の よ う な 方 法 は 、 細 菌 お よ び 哺 乳
動 物 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 た と え ば 機 能 的 に 活 性 な 二 重 特 異 性 抗 体 構 築 物 を 生 成
す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 該 組 換 え ２ 官 能 性 一 本 鎖 タ ン パ ク 質 は 、 通 常 、 異 な る ｓ ｃ Ｆ ｖ － 抗 体 断 片 に よ っ て 構 築
さ れ て お り 、 各 断 片 は そ れ ぞ れ 一 つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 重 鎖 （ Ｖ Ｈ ） お よ び 一 つ の 可 変
軽 鎖 （ Ｖ Ｌ ） 抗 原 結 合 ド メ イ ン か ら な る 。 別 の 態 様 で は 、 そ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 そ の
よ う な 抗 体 断 片 と 一 つ の 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 分 と を 含 ん で い て よ い 。 す べ て の 機 能 性 の ド
メ イ ン は 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 上 に 位 置 し て お り 、 可 撓 性 の グ リ シ ン － セ リ ン － ま た は 他
の 適 当 な ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ て い る 。 ２ 官 能 性 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は 、 対 応 の Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 （ 任 意 の タ ン パ ク 質 － タ グ 、 好 ま し く は ポ リ ヒ ス チ ジ ン － タ グ を さ ら に コ ー ド す
る こ と に よ っ て た と え ば ニ ッ ケ ル － キ レ ー ト － カ ラ ム を 用 い て 組 換 え タ ン パ ク 質 の 容 易 な
精 製 を 可 能 に す る も の で あ っ て よ い ） で 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は よ り 好 ま し く は な い が 他 の 宿
主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ り 機 能 性 の タ ン パ ク 質 と し て 製 造 す る こ と が
で き る 。 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お い て 機 能 的 に 発 現 さ れ た ２ 特 異 的 一 本 鎖 抗 体 の 例 で 示 さ れ て い る
よ う に 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ － 抗 体 断 片 は 原 則 と し て ２ 官 能 性 一 本 鎖 構 築 物 の Ｎ 末 端 部 分 か ま た は Ｃ
末 端 部 分 の い ず れ か と し て 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る （ Mack, Proc.Natl.Acad.Sci.U.S
.A.92(1995)7021-7025） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 少 な く と も 一 つ の さ ら な る ド メ イ ン は 、 生 物 学 的 活
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性 に 適 し た コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 有 す る エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 、 イ オ ン を 封 鎖 し う る ア ミ
ノ 酸 配 列 、 お よ び 固 相 支 持 体 ま た は 前 以 て 選 択 し た 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 で き る ア ミ ノ 酸 配
列 よ り な る 群 か ら 選 ば れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 好 ま し く は 、 該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 、 酵 素 、 毒 素 、 レ セ プ タ ー 、 結 合 部 位 、 生 合
成 抗 体 結 合 部 位 、 成 長 因 子 、 細 胞 分 化 因 子 、 リ ン ホ カ イ ン 、 サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 遠
隔 的 に （ remotely） 検 出 し う る 残 基 、 抗 代 謝 産 物 ま た は 抗 原 で あ る 。 該 抗 原 は 、 た と え ば
、 腫 瘍 抗 原 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 微 生 物 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、 自 己 抗 原 、 ウ イ ル ス 、 微 生 物 、 ポ
リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 複 数 の 腫 瘍 細 胞 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 さ ら に 、 イ オ ン を 封 鎖 し う る 該 配 列 は 、 好 ま し く は カ ル モ ジ ュ リ ン 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン
、 そ の 断 片 、 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン の 少 な く と
も 一 つ に 富 む ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 ば れ る 。
　 さ ら に 、 固 相 支 持 体 に 選 択 的 に 結 合 し う る 該 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 正 ま た は 負 に 荷 電 し
た ア ミ ノ 酸 配 列 、 シ ス テ イ ン 含 有 ア ミ ノ 酸 配 列 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ま た は
Staphylococcusタ ン パ ク 質 Ａ の 断 片 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 記 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 プ ロ 形 （ そ れ 自 体 活 性 で あ っ て も
活 性 で な く て も よ く 、 た と え ば あ る 種 の 細 胞 環 境 に 入 っ た と き に 除 か れ て よ い ） で 存 在 し
て よ い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 レ セ プ タ ー は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 に 重 要 な コ ス テ ィ
ミ ュ ラ ト リ ー 表 面 分 子 で あ る か 、 ま た は エ ピ ト ー プ 結 合 部 位 も し く は ホ ル モ ン 結 合 部 位 を
含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 コ ス テ ィ ミ ュ ラ ト リ ー 表 面 分 子 は Ｃ Ｄ ８
０ （ Ｂ ７ － １ ） ま た は Ｃ Ｄ ８ ６ （ Ｂ ７ － ２ ） で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 有 利 に は 、 Ｖ Ｈ ド メ イ ン お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む 該 ド メ イ ン は 、 該 ド メ イ ン
間 に 配 置 し た 可 撓 性 の リ ン カ ー に よ り 、 好 ま し く は ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 連 結 さ れ
て お り 、 そ の 際 、 該 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 水 溶 液 中 に 配 置 さ れ た と
き に 結 合 に 適 し た コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 担 う 場 合 に 該 ド メ イ ン の 一 方 の Ｃ 末 端 と 該 ド メ イ ン
の 他 方 の Ｎ 末 端 と の 間 の 距 離 を 隔 て る に 充 分 な 長 さ の 複 数 の 親 水 性 ペ プ チ ド 結 合 ア ミ ノ 酸
を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 発 現 に 際 し て 上 記 抗 原 、 エ ピ ト ー プ ま た は ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の
適 正 な 転 写 お よ び 翻 訳 を 確 実 に す る た め に 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 適 当 な 発 現 制 御 配 列 に
融 合 し て い て よ い 。 さ ら に 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ て い て よ く 、 該 ベ
ク タ ー は さ ら に 選 択 マ ー カ ー を 含 ん で い て よ い （ 上 記 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 に
関 す る 。 好 ま し く は 、 該 細 胞 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 治 療 用 の 使 用 を 考 慮 す る 場 合 に は 哺 乳
動 物 細 胞 で あ る 。 も ち ろ ん 、 酵 母 お よ び 細 菌 細 胞 も ま た 、 と り わ け 生 成 す る 抗 原 、 エ ピ ト
ー プ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 診 断 手 段 と し て 用 い る 場 合 に 用 い る こ と が で き る （ 上 記 参 照 ）
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 抗 原 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 で あ っ て 、 本 発
明 の 細 胞 を 該 抗 原 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 つ い で 該 抗 原 ま た
は ポ リ ペ プ チ ド を 該 細 胞 ま た は 培 養 液 か ら 単 離 す る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る （ 上 記 参 照 ）

10

20

30

40

50

(21) JP 2007-125012 A 2007.5.24



。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｃ の エ ピ ト ー プ ま た は 抗 原 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー お
よ び 特 異 性 を 有 す る 結 合 部 位 を 含 む 、 ま た は 該 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
の 組 換 え 製 造 を 可 能 に す る 。 上 記 か ら 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 は 、 治 療 お よ び 診 断 ア プ ロ
ー チ に お け る あ ら ゆ る 使 用 の た め に そ の よ う な 結 合 部 位 ま た は 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ を 含
む ポ リ ペ プ チ ド の 大 き な フ ァ ミ リ ー を 提 供 す る 。 当 業 者 に は 、 該 結 合 部 位 ド メ イ ン お よ び
抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ は 、 た と え ば 薬 剤 タ ー ゲ テ ィ ン グ お よ び 造 影 応 用 の た め に 上 記 他 の
残 基 に さ ら に 結 合 で き る こ と が 明 ら か で あ ろ う 。 そ の よ う な 結 合 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 後 に 付 着 部 位 に 対 し て 化 学 的 に 行 う こ と が で き る し 、 あ る い は 結 合 生 成 物 を Ｄ Ｎ Ａ レ ベ
ル で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 中 に 操 作 し て 入 れ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 つ い で 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 適 当 な 宿 主 系 で 発 現 さ せ 、 発 現 し た タ ン パ ク 質 を 所 望 な ら 回 収 お よ
び 復 元 さ せ る 。 上 記 に 記 載 し た よ う に 、 結 合 部 位 ド メ イ ン は 抗 体 、 好 ま し く は 本 発 明 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 可 変 領 域 か ら の も の で あ る の が 好 ま し い 。 こ の 観 点 に お い て 、 ハ イ ブ
リ ド ー マ 法 は 、 免 疫 応 答 を 生 じ る 本 質 的 に あ ら ゆ る 所 望 の 物 質 に 対 す る 抗 体 を 分 泌 す る 細
胞 株 を 産 生 す る こ と を 可 能 に す る 。 つ い で 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 を コ ー ド す
る Ｒ Ｎ Ａ を 該 ハ イ ブ リ ド ー マ の 細 胞 質 か ら 得 る こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ '末 端 部 分 は
、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 つ い で 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 中 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 発 現 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 宿 主 細 胞 に よ っ て は 適 正 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 達 成 す る た め に 復 元 法 が 必 要 で あ る 。 必
要 な ら 、 通 常 の カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 他 の タ ン パ ク 質 工
学 法 を 用 い 、 最 適 の 結 合 を 探 る べ く 点 置 換 を Ｄ Ｎ Ａ 中 で 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド の 製 造 は 、 生 物 学 的 に 活 性 な タ ン パ ク 質 、 た と え ば 酵 素 、 毒 素 、 成 長 因 子 、 細 胞
分 化 因 子 、 レ セ プ タ ー 、 抗 代 謝 産 物 、 ホ ル モ ン ま た は 種 々 の サ イ ト カ イ ン ま た は リ ン ホ カ
イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ま た は 対 応 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 ） に 関 す る 知 見 に 依 存 す る 。 そ
の よ う な 配 列 は 、 文 献 に 報 告 さ れ て い る か ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー 化 し た デ ー タ バ ン ク か ら
利 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 た と え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 抗 体 、 好 ま し く は Ｍ － Ｄ Ｃ ８ の 一 本 鎖 Ｆ
ｖ 断 片 と ヒ ト コ ス テ ィ ミ ュ ラ ト リ ー タ ン パ ク 質 Ｃ Ｄ ８ ０ （ Ｂ ７ － １ ） の 細 胞 外 部 分 と が ペ
プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ た も の と し て 構 築 す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｄ ８ ０ コ ス テ ィ
ミ ュ ラ ト リ ー タ ン パ ク 質 は Ｉ ｇ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 該 タ ン パ ク 質 は ２ ６ ２ の ア
ミ ノ 酸 か ら な る 非 常 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る 。 一 層 詳 細 な 記 載 は 、 Freema
n G.J.ら , J.Immunol.143,(1989)2714-2722に よ っ て 刊 行 さ れ て い る 。 安 定 な 発 現 は 、 Kau
fmann R.J. (1990)Methods Enzymol.185,537-566に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う に 、 た と え
ば Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 欠 失 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 行 う こ と が で き る 。 つ い で 、 Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ － カ ラ ム を 用 い る
こ と に よ り 、 Ｃ 末 端 に 付 着 し た Ｈ ｉ ｓ － タ グ を 介 し て 該 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と が で き
る （ Mackら , Proc,Natl.Acad.Sci.U.S.A.92(1995)7021-7025） 。 結 合 特 性 を 分 析 す る た め
、 種 々 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。 た と え ば 、 １ ７ － １ Ａ 抗 原 へ の 結 合 の
分 析 は 、 記 載 に 従 っ て 得 ら れ る （ Mackら , Proc,Natl.Acad.Sci.U.S.A.92(1995)7021-7025
） 可 溶 性 の １ ７ － １ Ａ 抗 原 を 用 い 、 Ｇ Ａ ７ ３ ３ － ２ と し て も 知 ら れ る １ ７ － １ Ａ 抗 原 の 最
初 の ２ ６ ４ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 中 で 安 定 に 発 現 さ せ る こ と に よ っ て
行 う こ と が で き る （ Szala, Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.87(1990)3542-3546） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 Ｄ Ｃ を 末 梢 血 か ら 単 離 ま た は 同 定 す る 方 法 で あ っ て
、 工 程 ：
（ ａ ） 末 梢 血 の サ ン プ ル を 本 発 明 の 抗 体 と 接 触 さ せ ；
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（ ｂ ） 抗 体 ／ Ｄ Ｃ 複 合 体 の 存 在 を 検 出 し ； お よ び ／ ま た は
（ ｃ ） 該 抗 体 ま た は そ の 機 能 性 の 断 片 に 結 合 し た Ｄ Ｃ を 回 収 す る
を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Ｄ Ｃ は 、 最 も 効 率 的 な 抗 原 提 示 細 胞 と し て 、 そ の 成 熟 の 異 な る 段 階 を 反 映 し て い る と 思
わ れ る 、 表 現 型 お よ び 機 能 面 で の か な り の 異 質 性 を 明 ら か に し て い る １ ， ２ ， ３ 。 最 近 に
提 唱 さ れ た モ デ ル に よ れ ば 、 初 期 の Ｄ Ｃ は 脊 椎 動 物 の 種 々 の 部 位 で 殆 ど い た る と こ ろ で 見
出 さ れ 、 そ の 細 胞 質 膜 上 の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 に よ る 提 示 の た め に 外 来 抗 原 を 効 率 的 に 取 り 込 み 、
プ ロ セ シ ン グ し て い る ４ ， ５ 。 そ の 後 、 抗 原 の 取 り 込 み が 完 了 す る と 、 Ｄ Ｃ は さ ら に 分 化
を 受 け て 異 な る パ タ ー ン の 表 面 分 子 を 発 現 し 、 移 動 性 と な る 。 こ の 段 階 で Ｍ Ｈ Ｃ お よ び コ
ス テ ィ ミ ュ ラ ト リ ー 分 子 の 発 現 が 非 常 に 増 加 す る と 、 Ｄ Ｃ は ナ イ ー ブ な Ｔ リ ン パ 球 を 初 回
抗 原 刺 激 し う る の み な ら ず Ｔ ｈ １ ま た は Ｔ ｈ ２ 型 に 対 す る サ イ ト カ イ ン 発 現 の プ ロ グ ラ ム
を も 指 令 で き る ６ ， ７ 。 Ｄ Ｃ が Ｔ リ ン パ 球 を 初 回 抗 原 刺 激 で き る 際 立 っ た 能 力 は 、 免 疫 調
節 戦 略 の 開 発 に と っ て Ｄ Ｃ を 特 に 魅 力 的 な も の に し て い る 。 と り わ け 、 所 定 の 腫 瘍 ペ プ チ
ド ま た は ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る 細 胞 溶 解 Ｔ 細 胞 を 治 療 用 に エ ク ス ビ ボ で 初 回 抗 原 刺 激 す る
た め に Ｄ Ｃ を 用 い る こ と が 提 唱 さ れ て い る ８ 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 同 様 に 、 Ｄ Ｃ は 自 己 免 疫 疾 患 ま た は ア ト ピ ー 性 疾 患 を 攻 略 す る た め に Ｔ 細 胞 を 再 プ ロ グ
ラ ム す る 手 段 と し て も 機 能 す る 。 本 発 明 以 前 の そ の よ う な 治 療 戦 略 の 開 発 に お け る 主 た る
障 害 は 、 血 中 の Ｄ Ｃ の 頻 度 が 極 め て 低 い こ と で あ っ た 。 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る わ ず か
な Ｄ Ｃ 特 異 的 マ ー カ ー は 、 血 液 Ｄ Ｃ を 単 離 す る の に 適 し て い な い 。 Ｃ Ｄ ８ ３ は イ ン ビ ト ロ
培 養 に お い て の み 誘 発 さ れ 、 ア ク チ ン 束 化 タ ン パ ク 質 ｐ ５ ５ は 細 胞 質 に 限 ら れ て い る １ ０

。 現 在 の 単 離 プ ロ ト コ ー ル は 、 細 胞 系 列 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 細 胞 集 団 の
連 続 的 な 涸 渇 を 密 度 勾 配 遠 心 分 離 ま た は 識 別 付 着 （ differential adherence） と 組 み 合 わ
せ た も の に よ っ て い る ２ ， ３ ， １ １ 。 現 在 の と こ ろ 、 最 も 広 く 用 い ら れ て い る 依 然 と し て
煩 雑 な 富 化 方 法 は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を イ ン ビ ト ロ 培 養 し て そ の よ う な （ 稀 な ） 先 祖 細 胞 か
ら 幾 日 も か け て Ｄ Ｃ を 発 生 お よ び 分 化 さ せ る こ と で あ る １ ２ ， １ ３ ， １ ４ 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 例 示 さ れ る よ う な 本 発 明 に よ る 新 規 な 抗 体 の 提
供 は 、 今 や 、 特 徴 的 な 表 面 表 現 型 と 典 型 的 な 機 能 的 活 性 を 有 す る ヒ ト Ｄ Ｃ の 新 規 で 独 特 の
集 団 を 精 製 す る こ と を 可 能 に す る も の で あ る 。 並 外 れ た 均 質 性 を 示 す こ の Ｄ Ｃ 集 団 は 際 立
っ て お り 、 精 製 Ｃ Ｄ ８  Ｔ 細 胞 の ア ロ 抗 原 特 異 的 な 細 胞 溶 解 性 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 単 離 し た Ｄ Ｃ （ Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 と も 呼 ば れ る ） は 循 環 Ｄ Ｃ の 実 質 画 分 を 含 み 、 未 熟 Ｄ
Ｃ の 表 現 型 お よ び 機 能 特 性 を 示 す 。 培 養 す る と Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 、 Ｔ 細 胞 を 刺 激 す る 際
立 っ た 能 力 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 成 熟 Ｄ Ｃ へ と 分 化 す る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 抗 体 は ヒ
ト Ｄ Ｃ の 検 出 お よ び 直 接 的 な 単 離 に 適 し た 手 段 と し て 機 能 し う る 。 単 離 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋

細 胞 の 種 々 の 用 途 が 本 明 細 書 に 記 載 し た 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ 、 そ れ に は 、 こ れ ら に 限 ら
れ る も の で は な い が 、 Ａ Ｐ Ｃ と し て の Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の 使 用 、 適 合 性 の （ adoptive） 細
胞 免 疫 療 法 に 使 用 す る た め の 抗 原 特 異 的 な Ｔ 細 胞 の イ ン ビ ト ロ で の 活 性 化 お よ び 拡 張 、 抗
原 パ ル ス （ antigen-pulsed） Ｄ Ｃ の ワ ク チ ン と し て の イ ン ビ ボ 投 与 、 お よ び ワ ク チ ン 開 発
の た め の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ の 同 定 が 含 ま れ る 。 そ れ ゆ え 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 感 染 性 疾 患
お よ び 癌 に 対 す る 免 疫 療 法 に 使 用 す る た め 、 並 び に 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 の た め の 理 想 的 な
候 補 で あ る 。 こ の 観 点 か ら 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 Ｄ Ｃ 細 胞 と 標 的 細 胞 上 の 抗 原 と に 向 け ら れ
た 二 重 特 異 性 抗 体 を 生 成 す る こ と に よ り 、 Ｄ Ｃ へ の 標 的 細 胞 の イ ン ビ ボ 補 充 に 用 い る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 抗 体 に よ り 認 識 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の 抗 原
ま た は エ ピ ト ー プ を 含 む ま た は 上 記 方 法 に よ り 得 る こ と の で き る 、 上 記 樹 状 細 胞 に も 関 す
る 。 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 単 離 し た ヒ ト 樹 状 細 胞 は 、 た と え ば 、 Ｔ 細 胞 を 刺 激 す る た め 、
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お よ び 抗 原 特 異 的 な Ｔ 細 胞 媒 体 免 疫 応 答 の 誘 発 の た め に 抗 原 を 提 示 す る た め に 用 い る こ と
が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る ヒ ト 樹 状 細 胞 の 単 離 集 団 は ま た 広 範 囲 の 応 用 に 用 い る こ と
が で き 、 そ れ に は こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 癌 お よ び 感 染 疾 患 に 対 す る 適 合 性 の
免 疫 療 法 に 使 用 す る た め の 抗 原 特 異 的 な Ｔ 細 胞 の 活 性 化 お よ び 拡 張 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、
本 発 明 の ヒ ト 樹 状 細 胞 は 抗 原 で パ ル ス す る こ と が で き 、 そ れ ゆ え ワ ク チ ン お よ び ／ ま た は
免 疫 療 法 剤 と し て お よ び 免 疫 療 法 の た め の 新 規 な 抗 原 標 的 の 同 定 の た め に 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｃ は 、 た と え ば 組 換 え 核 酸 分 子 を 発 現 す る た め に さ ら に 修 飾 で き る こ と も 当
業 者 に は 明 ら か で あ る 。 た と え ば 、 本 発 明 の Ｄ Ｃ を サ イ ト カ イ ン ま た は シ グ ナ ル 伝 達 分 子
の 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 免 疫 応 答 を イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 調 節 さ せ る
こ と が で き る 。 た と え ば 、 分 泌 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ２ が Ｔ 細 胞 刺 激 の ミ ク ロ な 環 境 に 存 在 す る
場 合 に は Ｔ 細 胞 の Ｔ ｈ １ 型 の Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 へ の 分 化 が 指 令 さ れ 、 一 方 、 Ｉ Ｌ － ４ は Ｔ 細
胞 を Ｔ ｈ ２ 型 の Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 に プ ロ グ ラ ム す る （ Seder & Paul, Ann.Rev.Immunol.12(1
994),635-673） 。 か か る 修 飾 は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る （
上 掲 文 献 参 照 ） 。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 標 準 法 は 分 子 生 物 学 の
当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る （ た と え ば 、 上 記 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ２ ９ ４ ６ ９ 参 照 ） 。 さ ら に 、 遺 伝
子 療 法 は 、 本 発 明 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は ベ ク タ ー を 患 者 に 直 接 投 与 す る か ま た は Ｄ Ｃ
の よ う な 細 胞 を 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー で エ ク ス ビ ボ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 を 患 者 に 注 入 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 さ ら に 、 生 殖 細 胞 中 へ の 遺 伝 子 伝 達 を 行 う 研 究 は 生 殖 生 物 学 で も 最 も 進 展 の 著 し い 分 野
の 一 つ で あ る 。 遺 伝 子 療 法 は 治 療 用 遺 伝 子 を 細 胞 中 へ エ ク ス ビ ボ ま た は イ ン ビ ボ 法 に よ り
導 入 す る こ と に 基 づ く も の で あ る が 、 遺 伝 子 伝 達 の 最 も 重 要 な 応 用 の 一 つ で あ る 。 イ ン ビ
ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 遺 伝 子 療 法 に 適 し た ベ ク タ ー お よ び 方 法 は 、 上 記 に 記 載 し た よ う に 文
献 に 記 載 さ れ て お り 、 当 業 者 に も 知 ら れ て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー は 、 細
胞 中 へ の 直 接 的 な 導 入 の た め 、 あ る い は 該 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む リ ポ ソ ー ム ま た は ウ イ
ル ス ベ ク タ ー （ た と え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ） を 介 し た 導 入 の た め に デ ザ
イ ン す る こ と が で き る 。 該 細 胞 は 、 好 ま し く は 生 殖 細 胞 、 胚 細 胞 、 幹 細 胞 ま た は 卵 細 胞 ま
た は そ れ ら に 由 来 す る 細 胞 で あ る 。 本 発 明 に よ る 医 薬 組 成 物 は ま た 、 Ｄ Ｃ に よ り 媒 体 さ れ
る も の と し て こ れ ま で に 未 知 の 疾 患 の 治 療 に も 用 い る こ と が で き る 。 胚 細 胞 は 、 た と え ば
Nagy, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90(1993)8424-8428に 記 載 さ れ て い る よ う に 胚 幹 細 胞 で あ
っ て よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 導 入 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー は 該 細 胞 中 に 導 入 し た 後 に 遺 伝 子 産 物 を 発 現
し 、 好 ま し く は 該 細 胞 の 生 涯 を 通 じ て こ の 状 態 に 留 ま る こ と が 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い
。 た と え ば 、 適 当 な 制 御 配 列 の 制 御 下 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る 細 胞 株 は 、 当 業 者 に
よ く 知 ら れ た 方 法 に よ り 操 作 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 由 来 の 複 製 起 点 を 含 む 発 現 ベ ク
タ ー を 用 い る よ り も 、 宿 主 細 胞 は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー お よ び 選 択 マ
ー カ ー で 同 じ か ま た は 別 々 の ベ ク タ ー 上 に て 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 外 来 Ｄ Ｎ Ａ の 導
入 後 、 操 作 し た 細 胞 を １ ～ ２ 日 間 、 富 化 培 地 で 増 殖 さ せ 、 つ い で 選 択 培 地 に 切 り 替 え る 。
組 換 え プ ラ ス ミ ド 中 の 選 択 マ ー カ ー は 該 選 択 に 対 し て 耐 性 を 付 与 し 、 そ の 染 色 体 中 に プ ラ
ス ミ ド が 安 定 に 組 み 込 ま れ た 細 胞 の 選 択 を 可 能 に し 、 増 殖 し て フ ォ ー カ ス を 生 成 し 、 こ れ
を 今 度 は ク ロ ー ニ ン グ し 、 細 胞 株 へ 拡 張 す る こ と が で き る 。 そ の よ う に 操 作 し た 細 胞 は ま
た 、 以 下 に 記 載 す る ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 多 く の 選 択 系 を 採 用 す る こ と が で き 、 そ れ に は 、 そ れ ぞ れ ｔ ｋ 細 胞 、 ｈ ｇ ｐ ｒ ｔ 細 胞 ま
た は ａ ｐ ｒ ｔ 細 胞 で の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Wigler, Cell 11(1977),223
） 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン － グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Szybalska, Proc.Na
tl.Acad.Sci.USA 48(1962),2026） 、 お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
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（ Lowy, Cell 22(1980),817） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。 ま た 、 ｄ ｈ
ｆ ｒ （ メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る ） に 対 す る （ Wigler, Proc.Natl.Acad.S
ic.USA 77(1980),3567;O'Hare, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 78(1981),1527） 、 ｇ ｐ ｔ （ ミ
コ フ ェ ノ ー ル 酸 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る ） に 対 す る （ Mulligan, Proc.Natl.Acad.Sci.USA
 78(1981),2072） 、 ｎ ｅ ｏ （ ア ミ ノ グ リ コ シ ド Ｇ － ４ １ ８ に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る ） に 対
す る （ Colberre-Garapin, J.Mol.Biol.150(1981),1） 、 ｈ ｙ ｇ ｒ ｏ （ ハ イ グ ロ マ イ シ ン に
対 す る 耐 性 を 付 与 す る ） に 対 す る （ Santerre, Gene 30(1984),147） 、 ま た は ｐ ｕ ｒ ｏ ｍ
ｙ ｃ ｉ ｎ に 対 す る （ pat、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン Ｎ － ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） 選 択 に 基
づ い て 抗 代 謝 産 物 耐 性 を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら な る 選 択 遺 伝 子 も 記 載 さ れ て お り 、 た
と え ば 、 ｔ ｒ ｐ Ｂ （ 細 胞 が ト リ プ ト フ ァ ン の 代 わ り に イ ン ド ー ル を 利 用 す る こ と を 可 能 に
す る ） ； ｈ ｉ ｓ Ｄ （ 細 胞 が ヒ ス チ ジ ン の 代 わ り に ヒ ス チ ノ ー ル を 利 用 す る こ と を 可 能 に す
る ） （ Hartman, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85(1988),8047） ； お よ び Ｏ Ｄ Ｃ （ オ ル ニ チ ン
デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ） （ オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 ２ － (ジ フ ル オ ロ
メ チ ル )－ Ｄ Ｌ － オ ル ニ チ ン 、 Ｄ Ｆ Ｍ Ｏ に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る ） （ McConlogue, 1987, I
n: Current Communications in Molecular Biology、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・
ラ ボ ラ ト リ ー 編 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 未 熟 Ｄ Ｃ に 類 似 し て い る に も か か わ ら ず 、 極 め て 強 力 に Ｔ 細 胞 を 刺
激 す る 。 こ の 活 性 は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 が イ ン ビ ト ロ で 培 養 さ れ た 後 に そ の 細 胞 表 面 上 で
の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II発 現 が 増 大 し コ ス テ ィ ミ ュ ラ ト リ ー 分 子 の 提 示 が 上 昇 し た こ と を 反 映 し
て い る 。 同 種 Ｔ 細 胞 と 一 緒 に 培 養 す る と Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 上 の こ れ ら 分 子 を 特 に 強 力 に 上
方 制 御 す る （ upregulate） と 思 わ れ る 。 Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る た め に Ｄ Ｃ を 用 い る 種 々 の 方
法 が 記 載 さ れ て い る （ た と え ば 、 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ２ １ ５ ６ を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 そ れ ゆ え 、 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 を 本 発 明 の 樹 状 細 胞 （ 抗 原 に 暴 露
さ れ て い る か ま た は 抗 原 を 発 現 し て 該 抗 原 に 応 答 し て Ｔ 細 胞 が 増 殖 ま た は 細 胞 障 害 性 と な
る よ う に 活 性 化 す る ） と と も に 培 養 す る こ と を 含 む 、 活 性 化 さ れ た 抗 原 特 異 的 ヒ ト Ｔ 細 胞
を イ ン ビ ト ロ で 製 造 す る 方 法 に 関 す る 。 Ｔ 細 胞 の 刺 激 の た め に 抗 原 性 分 子 を Ｄ Ｃ に よ り 提
示 さ せ る の に 用 い る こ と の で き る 種 々 の 方 法 が 存 在 す る 。 こ れ ら 方 法 は 当 業 者 に は 知 ら れ
て い る 。 あ る 個 人 の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ ま た は ク ラ ス II遺 伝 子 の ア レ ル 組 成 が わ か っ て い る 場
合 、 外 来 の 抗 原 性 ペ プ チ ド を 公 知 の ア ル ゴ リ ズ ム に 従 っ て 選 択 し 、 該 単 離 し た ペ プ チ ド と
と も に Ｄ Ｃ を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り Ｄ Ｃ 表 面 の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 に 直 接 結 合 さ せ る こ と
が で き る 。 別 法 と し て 、 Ｄ Ｃ を 完 全 な 抗 原 性 タ ン パ ク 質 分 子 に 暴 露 す る こ と が で き る 。
こ れ ら 分 子 は エ ン ド サ イ ト ー シ ス さ れ 、 エ ン ド ソ ー ム 内 で 酵 素 開 裂 さ れ 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II
分 子 の 結 合 グ ロ ー ブ （ grove） 中 に 結 合 さ れ 、 つ い で こ れ ら 分 子 と の 複 合 体 と し て Ｃ Ｄ ４
＋ Ｔ 細 胞 へ の 提 示 の た め に 細 胞 膜 へ 輸 送 さ れ る 。 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 受 け た タ ン パ ク 質
の 一 部 は サ イ ト ソ ル 画 分 に 達 し 、 そ こ で プ ロ テ ア ソ ー ム 装 置 に よ り 開 裂 さ れ る （ 「 ク ロ ス
プ ラ イ ミ ン グ （ cross priming） 」 ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 生 成 し た ペ プ チ ド は 、 Ｔ Ａ Ｐ 分 子 に よ り 小 胞 体 の 内 腔 に 輸 送 さ れ 、 そ こ で 発 生 中 の Ｍ Ｈ
Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 と 結 合 さ れ 、 そ の 後 、 細 胞 障 害 性 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 ま た は そ の 先 駆 細 胞 へ 提
示 す べ く 細 胞 表 面 に 輸 送 さ れ る 。 外 来 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 該 タ ン パ
ク 質 が 発 現 ベ ク タ ー 中 の コ ー ド 遺 伝 子 の 形 質 導 入 後 に Ｄ Ｃ 内 で 合 成 さ れ る 場 合 に は Ｄ Ｃ 上
の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 に よ っ て 効 率 的 に 提 示 さ れ 得 る （ 上 掲 文 献 を も 参 照 ） 。 そ れ ゆ え 、
そ の よ う に イ ン ビ ト ロ で 教 育 さ れ た お よ び ／ ま た は 初 回 抗 原 刺 激 を 受 け た Ｔ 細 胞 は 、 た と
え ば 免 疫 に 障 害 を 受 け た 患 者 で の Ｃ Ｍ Ｖ に つ い て 記 載 さ れ て い る よ う な 重 篤 な ウ イ ル ス 感
染 症 に 打 ち 勝 つ た め （ Walterら , New Engl.J.Med.333(1995),1038-1044） 、 あ る い は 腫 瘍
転 移 の 免 疫 拒 絶 を 誘 発 す る た め に （ Nestleら , Nature Med.4(1998),328-332） 、 臨 床 試 験
で 用 い る こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 に よ る Ｄ Ｃ の 迅 速 か つ 容 易 な 獲 得 は 、 癌 を 含 む
種 々 の 適 応 症 の た め に 適 合 で き る 免 疫 療 法 戦 略 を さ ら に 開 発 す る こ と を 可 能 に す る 。
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【 ０ ０ ９ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 に よ り 認 識 さ れ う る 抗 原 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 抗 原 に 暴 露 さ れ た 本 発 明 の 樹 状 細 胞 と と も に Ｔ 細 胞 を 培 養 し 、 つ い で
（ ｂ ） Ｔ 細 胞 の 増 殖 、 Ｔ 細 胞 の 細 胞 障 害 活 性 ま た は Ｔ 細 胞 の リ ン ホ カ イ ン 産 生 を 測 定 す る
こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 好 ま し く は 、 上 記 方 法 に お け る Ｔ 細 胞 は Ｃ Ｄ ４ ＋ ま た は Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 で あ る 。 た と え ば
、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 を 同 定 す る に は 、 Ｄ Ｃ を 問 題 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質
と と も に 、 ま た は 異 な る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 混 合 物 と と も に 、 ま た は 問 題 の 抗 原 性 タ ン パ
ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 従 っ て ま た は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 た ペ プ チ ド に よ り 合 成 し
た １ ５ ～ ２ ５ ア ミ ノ 酸 長 の 重 複 ペ プ チ ド と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｔ 細 胞 応 答 の 決 定
を ３ 、 ５ ま た は ７ 日 後 に 、 ［ ３ Ｈ ］ チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 測 定 す る こ と に よ り 、 ま た は イ
ン タ ー フ ェ ロ ン γ な ど の サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り ア ッ セ イ す る こ と に よ り
、 ま た は 蛍 光 染 色 で 標 識 し た 特 定 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 し た 後 に 細 胞 内 サ イ ト カ イ
ン を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ り 評 価 す る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 を 同 定 す る に は 、 Ｄ Ｃ を 発 現 ベ ク タ ー 中 の 抗 原 性
タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 ま た は ９
～ １ ０ ア ミ ノ 酸 長 の 重 複 ペ プ チ ド と と も に ま た は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の 形 態 で 生 成 し た
ペ プ チ ド と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 応 答 の 決 定 は 、 腫 瘍 壊 死 因 子 α や
イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ な ど の サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
細 胞 障 害 活 性 の 評 価 は 、 そ の 表 面 上 に Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 に 結 合 し た 各 抗 原 性 ペ プ チ ド を
発 現 す る ５ １ Ｃ ｒ － 標 識 標 的 細 胞 の 溶 解 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る ま た は コ ス テ ィ ミ ュ レ ー ト す
る 化 合 物 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 本 発 明 の 樹 状 細 胞 お よ び Ｔ 細 胞 を 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 に 応 答 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を
生 成 し う る 成 分 の 存 在 下 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 と と も に 該 化 合 物 と 該 細 胞
と の 相 互 作 用 を 可 能 と す る 条 件 下 に て 培 養 し 、 つ い で
（ ｂ ） Ｔ 細 胞 の 活 性 化 に よ り 生 成 し た シ グ ナ ル の 存 在 を 検 出 す る
こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 ま た は 刺 激 を 抑 制 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方
法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｔ 細 胞 お よ び 本 発 明 の 樹 状 細 胞 を 、 Ｔ 細 胞 ア ク チ ベ ー タ ー に よ る 該 Ｔ 細 胞 の 活 性 化
に 応 答 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 し う る 成 分 の 存 在 下 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る
化 合 物 と と も に 該 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 を 可 能 と す る 条 件 下 に て 接 触 さ せ 、 つ い で
（ ｂ ） 該 ア ク チ ベ ー タ ー と Ｔ 細 胞 と の 相 互 作 用 に よ り 生 成 し た シ グ ナ ル の 存 在 ま た は 不 在
を 検 出 す る
こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 Ｔ 細 胞 に よ っ て 生 成 し た シ グ ナ ル の 検 出 は 、 上 記 ま た は 付 属 の 実 施 例 に 記 載 す る よ う な
当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 （ 上 記 方 法 に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る ） に 従 っ て 行 う
こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 該 樹 状 細 胞 は 培 地 で イ ン キ ュ ベ ー ト
す る こ と に よ り 抗 原 に 暴 露 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お け る 「 化 合 物 」 は 、 単 一 の 物 質 か ま た は 複 数 の 物 質 （ 同 じ で あ っ て も
同 じ で な く て も よ い ） を 含 む 。 さ ら に 、 該 化 合 物 は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た も の で あ っ
て よ い が 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 を 抑 制 し う る こ と は こ れ ま で 知 ら れ て い な い か ま た は Ｔ 細 胞 コ ス
テ ィ ミ ュ ラ ト リ ー 因 子 と し て 有 用 で あ る こ と は 知 ら れ て い な か っ た も の で あ っ て よ い 。 複
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数 の 化 合 物 は 、 た と え ば 、 培 地 に 加 え る か ま た は 細 胞 中 に 注 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 化 合 物 を 含 む サ ン プ ル が 本 発 明 の 方 法 で 同 定 さ れ た ら 、 問 題 の 化 合 物 を 含 む も の と し て
同 定 さ れ た 最 初 の サ ン プ ル か ら 該 化 合 物 を 単 離 す る こ と が で き る し 、 ま た は た と え ば サ ン
プ ル が 複 数 の 異 な る 化 合 物 か ら な る 場 合 に サ ン プ ル 毎 の 異 な る 物 質 の 数 が 減 少 す る よ う に
最 初 の サ ン プ ル を さ ら に 分 割 し 、 こ れ ら 最 初 の サ ン プ ル の 分 割 物 に つ い て 本 発 明 の 方 法 を
繰 り 返 す こ と が で き る 。 つ い で 、 該 サ ン プ ル ま た は 化 合 物 が 、 た と え ば 本 明 細 書 、 付 属 の
実 施 例 ま た は 文 献 に 記 載 し た 方 法 に よ り 所 望 の 特 性 を 示 す か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る
。 サ ン プ ル の 複 雑 さ に 依 存 し て 、 上 記 工 程 は 、 好 ま し く は 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た
サ ン プ ル が 限 ら れ た 数 の 物 質 ま た は 唯 一 の 物 質 を 含 む よ う に な る ま で 、 数 回 行 う こ と が で
き る 。 好 ま し く は 、 該 サ ン プ ル は 、 類 似 の 化 学 的 お よ び ／ ま た は 物 理 的 特 性 を 有 す る 物 質
を 含 み 、 最 も 好 ま し く は 該 物 質 は 同 一 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 た と え ば 従 来 技 術 に 記 載 さ れ た 他 の 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ に 従 っ て 、
ま た は 付 属 の 実 施 例 に 記 載 し た 方 法 を 改 変 す る こ と に よ り 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 実 行 し 、
デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 の 方 法 を 行 う た め に 、 た と
え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン ま た は 酵 素 な ど （ あ る 種 の 化 合 物 を 前 駆 体 に 変 換 し 、 該 前 駆 体 が 今
度 は Ｔ 細 胞 活 性 化 を 抑 制 す る ） の ど の よ う な さ ら な る 化 合 物 お よ び ／ ま た は 細 胞 を 必 要 に
応 じ て 用 い て よ い か を 容 易 に 認 識 す る で あ ろ う 。 本 発 明 の 化 合 物 の そ の よ う な 適 合 は 充 分
に 当 業 者 の 範 囲 内 で あ り 、 不 当 な 実 験 な し に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 化 合 物 ま た は 抗 原 は 、 腫 瘍 抗 原 、 ウ イ ル ス 抗
原 、 微 生 物 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、 自 己 抗 原 、 ウ イ ル ス 、 微 生 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま
た は 複 数 の 腫 瘍 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 で き る 化 合 物 お よ び 抗 原 と し て は 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、
抗 体 、 小 さ な 有 機 化 合 物 、 リ ガ ン ド 、 ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク 、 Ｐ Ｎ Ａ な ど が 挙 げ ら れ る 。 該
化 合 物 は ま た 、 公 知 の Ｔ 細 胞 ア ク チ ベ ー タ ー ま た は イ ン ヒ ビ タ ー の 機 能 的 な 誘 導 体 ま た は
ア ナ ロ グ で あ っ て よ い 。 化 学 的 な 誘 導 体 お よ び ア ナ ロ グ の 製 造 方 法 は 当 業 者 に は よ く 知 ら
れ て お り 、 た と え ば 、 Beilstein, Handbook of Organic Chemistry, Springer編 、 New Yo
rk Inc.（ 米 国 、 １ ０ ０ １ ０ ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 フ ィ フ ス ・ ア ベ ニ ュ ー 、 １ ７
５ 番 ） お よ び Organic Synthesis、 ウ ィ リ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 米 国 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 該 誘 導 体 お よ び ア ナ ロ グ は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て ま た は た と
え ば 付 属 の 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 、 そ の 作 用 を 試 験 す る こ と が で き る 。 さ ら
に 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 適 当 な ア ク チ ベ ー タ ー ま た は イ ン ヒ ビ タ ー の ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク お よ
び ／ ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る デ ザ イ ン を 、 た と え ば 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 に 従 っ て
用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 推 定 イ ン ヒ ビ タ ー お よ び 抗 原 の 相 互 作 用 部 位 の 同 定 の た め
、 相 補 的 な 構 造 モ チ ー フ の コ ン ピ ュ ー タ ー 支 援 サ ー チ に よ っ て 適 当 な コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ
グ ラ ム を 用 い る こ と が で き る （ Fassina, Immunomethods 5(1994),114-120） 。 タ ン パ ク 質
お よ び ペ プ チ ド の コ ン ピ ュ ー タ ー 支 援 デ ザ イ ン に 適 し た さ ら な る コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム
は 、 従 来 技 術 、 た と え ば 、 Berry, Biochem.Soc.Trans.22(1994),1033-1036;Wodak, Ann.N
.Y.Acad.Sic.501(1987),1-13;Pabo, Biochemistry 25(1986),5987-5991に 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 上 記 コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 で 得 ら れ た 結 果 は 、 本 発 明 の 方 法 、 た と え ば 、 知 ら れ た Ｔ 細 胞
ア ク チ ベ ー タ ー ま た は イ ン ヒ ビ タ ー を 最 適 化 す る 方 法 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る
。 適 当 な ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク の 同 定 は ま た 、 た と え ば 本 明 細 書 や 付 属 の 実 施 例 に 記 載 し た
方 法 に 従 い 、 連 続 的 な 化 学 修 飾 お よ び 得 ら れ た 化 合 物 の 試 験 を 行 う こ と に よ る ペ プ チ ド ミ
メ チ ッ ク コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 ペ プ チ ド ミ メ
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チ ッ ク コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成 お よ び 使 用 方 法 は 、 従 来 技 術 、 た と え ば Ostr
esh, Methods in Enzymology 267(1996),220-234お よ び Dorner, Bioorg.Med.Chem.4(1996
),709-715に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 Ｄ Ｃ ／ Ｔ 細 胞 相 互 作 用 の イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ク
チ ベ ー タ ー の 三 次 元 お よ び ／ ま た は 結 晶 学 的 構 造 を 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 の ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク
イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ク チ ベ ー タ ー の デ ザ イ ン の た め に 、 た と え ば 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗
原 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る （ Rose, Biochemistry 35(1996),12933-12944;Rute
nber, Bioorg.Med.Chem.4(1996),1545-1558） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 要 約 す る と 、 本 発 明 は 、 Ｄ Ｃ お よ び Ｔ 細 胞 に よ り 媒 体 さ れ た 免 疫 応 答 を 調 節 し う る 化 合
物 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 Ｔ 細 胞 媒 体 応 答 を 活 性 化 す る こ と が わ か っ た 化 合 物 は 、 癌 の 治
療 、 た と え ば 乳 、 前 立 腺 、 消 化 管 、 腎 臓 、 肺 、 皮 膚 お よ び ／ ま た は 他 の 部 位 な ど の 上 皮 癌
の 治 療 、 お よ び 細 胞 増 殖 疾 患 な ど の 関 連 疾 患 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ウ イ
ル ス 疾 患 を 特 異 的 に 抑 制 お よ び ／ ま た は 保 護 し 、 そ れ に よ っ て ウ イ ル ス 感 染 ま た は ウ イ ル
ス の 拡 散 を 防 ぐ こ と も 可 能 で あ る 。 Ｔ 細 胞 活 性 化 ま た は 刺 激 の サ プ レ ッ サ ー と し て 同 定 さ
れ た 化 合 物 は 、 移 植 拒 絶 を 回 避 す る た め に 臓 器 移 植 に 用 い る こ と が で き る （ 上 記 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ ま た は 得 ら れ た 化 合 物 は 、 診 断 的 な 応 用 に お い
て 、 と り わ け 治 療 的 な 応 用 に お い て 非 常 に 有 用 で あ る こ と が 期 待 さ れ る 。 そ れ ゆ え 、 さ ら
な る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 本 発 明 の 上 記 方 法 の 工 程 （ ｂ ） に お い て 同 定 し た 化 合 物 を 製
薬 学 的 に 許 容 し う る 形 態 に 調 合 す る こ と を 含 む 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 同 定 し た 治 療 的 に 有 用 な 化 合 物 は 、 特 定 の 化 合 物 に 適 し た 方 法 、
た と え ば 経 口 、 非 経 口 、 経 皮 、 経 粘 膜 （ transmucosally） で 、 ま た は 該 化 合 物 の 作 用 を 付
与 す る こ と が 望 ま れ る 部 位 の 近 く に 外 科 ま た は 移 植 に よ り （ た と え ば 、 該 化 合 物 は 固 形 ま
た は 半 固 形 の 生 物 学 的 に 適 合 性 で 吸 収 性 の マ ト リ ッ ク ス の 形 態 で ） 、 患 者 に 投 与 す る こ と
が で き る 。 治 療 用 の 投 与 量 は 、 当 業 者 に よ り 適 当 な も の に 決 定 さ れ る （ 上 記 参 照 ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 、 上 記 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー ま た は 樹 状 細 胞 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る Ｔ 細
胞 ま た は 上 記 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 化 合 物 を 含 む キ ッ ト お よ び 組 成 物 に 関 す る 。 好 ま し く
は 、 該 組 成 物 は 医 薬 組 成 物 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は さ ら に 製 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 を 含 ん で い て よ い 。 適 当 な 製 薬
学 的 担 体 の 例 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 水 、 油 ／ 水 エ マ ル
ジ ョ ン な ど の エ マ ル ジ ョ ン 、 種 々 の タ イ プ の 湿 潤 化 剤 、 滅 菌 溶 液 等 が ま れ る 。 そ の よ う な
担 体 を 含 む 組 成 物 は よ く 知 ら れ た 従 来 法 に よ り 調 合 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 医 薬 組 成 物
は 、 適 当 な 投 与 量 で 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 適 当 な 組 成 物 の 投 与 は 、 種 々 の 経 路 に
よ り 、 た と え ば 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 局 所 ま た は 皮 内 投 与 に よ り 行 う こ と が で
き る 。 投 与 計 画 は 、 担 当 医 お よ び 他 の 臨 床 因 子 に よ り 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 医 学 の 分 野 で
よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 あ る １ 人 の 患 者 に 対 す る 投 与 量 は 患 者 の サ イ ズ 、 体 表 面 積 、 年
齢 、 投 与 す べ き 特 定 の 化 合 物 、 性 別 、 投 与 時 間 お よ び 経 路 、 一 般 的 な 健 康 状 態 、 お よ び 現
在 投 与 し て い る 他 の 薬 剤 を 含 む 多 く の 因 子 に 依 存 す る 。 一 般 に 、 医 薬 組 成 物 の 規 則 的 な 投
与 と し て の 投 与 計 画 で は 、 １ 日 当 た り １ μ ｇ ～ １ ０ ｍ ｇ 単 位 の 範 囲 で な け れ ば な ら な い 。
投 与 計 画 が 連 続 な 注 入 で あ る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ １ 分 当 た り 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り で １ μ ｇ ～
１ ０ ｍ ｇ 単 位 の 範 囲 で な け れ ば な ら な い 。 進 行 は 定 期 的 な 評 定 に よ り モ ニ タ ー で き る 。 投
与 量 は 変 わ る で あ ろ う が 、 Ｄ Ｎ Ａ の 静 脈 内 投 与 の た め の 好 ま し い 投 与 量 は 約 １ ０ ６ ～ １ ０
１ ２ コ ピ ー の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 局 所 的 に ま た は 全 身 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 は 一 般 に は 非 経
口 的 、 た と え ば 静 脈 内 で あ ろ う ； Ｄ Ｎ Ａ は ま た 、 た と え ば 内 部 ま た は 外 部 の 標 的 部 位 へ の

10

20

30

40

50

(28) JP 2007-125012 A 2007.5.24



バ イ オ リ ス テ ィ ッ ク デ リ バ リ ー （ biolistic delivery） に よ り ま た は 動 脈 中 の 部 位 へ の カ
テ ー テ ル に よ り 、 標 的 部 位 へ 直 接 投 与 す る こ と も で き る 。 非 経 口 投 与 用 の 調 製 物 と し て は
、 滅 菌 水 溶 液 ま た は 滅 菌 非 水 溶 液 、 懸 濁 液 、 お よ び エ マ ル ジ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。 非 水 溶 媒
の 例 は 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 オ リ ー ブ 油 な ど の 植 物 油 、 オ
レ イ ン 酸 エ チ ル な ど の 注 射 可 能 な 有 機 エ ス テ ル で あ る 。 水 性 担 体 と し て は 、 水 、 ア ル コ ー
ル ／ 水 溶 液 、 エ マ ル ジ ョ ン ま た は 懸 濁 液 （ 食 塩 水 お よ び 緩 衝 媒 体 を 含 む ） が 挙 げ ら れ る 。
非 経 口 ビ ヒ ク ル と し て は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 リ ン ゲ ル デ キ ス ト ロ ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー
ス お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 乳 酸 含 有 （ lactated） リ ン ゲ ル 、 ま た は 固 定 油 が 挙 げ ら れ る 。
静 脈 内 ビ ヒ ク ル と し て は 、 液 体 お よ び 栄 養 補 給 剤 、 電 解 質 補 給 剤 （ リ ン ゲ ル デ キ ス ト ロ ー
ス に 基 づ く も の な ど ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 た と え ば 、 抗 菌 剤 、 抗 酸 化 剤 、 キ レ ー ト 化 剤 、
お よ び 不 活 性 ガ ス な ど の 保 存 剤 お よ び 他 の 添 加 物 も 配 合 で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 種 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー は 、 標 準 ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 遺 伝
子 送 達 シ ス テ ム を 用 い て 単 独 か ま た は 組 み 合 わ せ に て 、 任 意 に 適 当 な 化 合 物 、 た と え ば 腫
瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 に 特 異 的 な （ 自 己 ） 抗 原 と と も に 、 お よ び ／ ま た は
製 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 ま た は 賦 形 剤 と と も に 投 与 す る こ と が 本 発 明 に よ り 認 識 さ れ る
。 投 与 後 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー は 患 者 の ゲ ノ ム 中 に 安 定 に 組 み 込 ま れ る 。
一 方 、 あ る 種 の 細 胞 ま た は 組 織 、 好 ま し く は Ｄ Ｃ に 特 異 的 で 該 細 胞 中 に 持 続 す る ウ イ ル ス
ベ ク タ ー を 用 い て も よ い 。 適 当 な 医 薬 担 体 お よ び 賦 形 剤 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い
る 。 本 発 明 に 従 っ て 調 製 し た 医 薬 組 成 物 は 、 様 々 な 種 類 の 疾 患 （ 免 疫 不 全 ま た は ウ イ ル ス
感 染 ま た は 癌 に 関 連 す る ） の 予 防 、 治 療 ま た は 遅 延 の た め に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に
、 該 医 薬 組 成 物 は ワ ク チ ン で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ワ ク チ ン は 、 と り わ け 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 、 該 抗 体 の 断 片 、 該 抗 体 の 誘 導 体 、 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 抗 原 か ら 調 製 で き る 。
　 た と え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 遺 伝 子 ワ ク チ ン の た め ま た は Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン と
し て 用 い る こ と が で き る 。 遺 伝 子 ／ Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン の 投 与 経 路 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら
れ て お り 、 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 接 種 は ア ロ 免 疫 、 抗 腫 瘍 抗 体 ま た は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 免 疫 応 答
を 誘 発 す る の に 首 尾 良 く 用 い ら れ て い る （ Tighe M.ら 、 Immunology Today 19(1998),89-9
7） 。 さ ら に 、 核 酸 分 子 ／ Ｄ Ｎ Ａ の 接 種 は 、 様 々 な 様 式 の 疾 患 を 防 御 す る こ と が わ か っ て
い る （ Fynan, Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.90(1993),11478-11482;Boyer,Nat.Med.3(1997)
,526-532;Webster, Vaccine 12(1994),1495-1498;Montgomeryら , DNA Cell Biol.12(1993
),777-783;Barry, Nature 311(1995),632-635;Xuお よ び Liew, Immunology 84(1995),173-
176;Zhoug, Eur.J.Immunol.26(1996),2749-2757;Luke, J.Inf.Dis.175(1997),91-97;Mor,
 Biochem.Pharmacology 55(1998),1151-1153;Donelly, Annu.Rev.Immun.15(1997),617-64
8;MacGregor, J.Infect.Dis.178(1998),92-100） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ワ ク チ ン と し て の 医 薬 組 成 物 に 用 い る 本 発 明 の 抗 体 、 該 抗 体 の 断 片 ま た は 誘 導 体 ま た は
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 た と え ば 中 性 ま た は 塩 の 形 態 で 調 合 で き る 。 製 薬 学 的 に 許 容 し う る
塩 、 た と え ば 酸 付 加 塩 そ の 他 は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。 ワ ク チ ン は 、 と り わ け ウ イ
ル ス な ど の 病 原 体 の 感 染 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め に 用 い る こ と が で き 、 調 合 方 法
に 適 合 し た 剤 型 で 、 お よ び 予 防 ま た は 治 療 処 置 に 薬 理 学 的 に 有 効 な 量 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ワ ク チ ン と し て 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 断 片 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 誘 導
体 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る （ た と え ば 、 Cryz, "Immunotherapy and Vaccines"
, VCH Weinheim(1991);Paul (1989)、 上 掲 文 献 を 参 照 ） 。 さ ら に 、 細 菌 病 原 体 の 細 胞 内 酵
素 さ え も 、 免 疫 保 護 を 付 与 す る 抗 原 性 物 質 と し て 作 用 し う る こ と が 示 さ れ て い る （ Michet
ti, Gastroenterology 107(1994),1002;Radcliff, Infec.Immun.65(1997),4668;Lowrie, 
Springer Semin.Immunopathol.19(1997),161） 。
【 ０ １ １ ７ 】
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　 ワ ク チ ン 接 種 プ ロ ト コ ー ル は 、 能 動 免 疫 ま た は 受 動 免 疫 を 含 み 、 能 動 免 疫 は 防 御 免 疫 応
答 を 誘 発 さ せ る た め に 本 発 明 の 抗 体 （ お よ び ／ ま た は そ の 誘 導 体 ま た は 断 片 ） を 用 い て 抗
原 を 宿 主 ／ 患 者 に 投 与 す る こ と を 必 要 と す る 。 ワ ク チ ン 接 種 お よ び ワ ク チ ン の 原 理 は 当 業
者 に 知 ら れ て い る （ た と え ば 、 Paul, "Fundamental Immunology"、 ラ ベ ン ・ プ レ ス 、 ニ ュ
ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ９ ） ま た は Morein, "Concepts in Vaccine Development"、 S.H.E. Kauf
mann編 、 Walter de Gruyter、 ベ ル リ ン 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ９ ６ ） 、 ２ ４ ３ ～ ２ ６ ４ を
参 照 ） 。 典 型 的 に 、 ワ ク チ ン は 、 液 体 溶 液 と し て か ま た は 懸 濁 液 の い ず れ か と し て 、 注 射
剤 と し て 調 製 さ れ る ； 注 射 前 の 液 状 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 の た め の 固 形 形 態 も ま た 調 製 で き
る 。 調 製 物 を 乳 化 す る こ と も で き る し 、 ま た は タ ン パ ク 質 を リ ポ ソ ー ム 中 に カ プ セ ル 納 入
（ encapsulated） す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 活 性 な 免 疫 成 分 は 、 し ば し ば 、 該 活 性 成 分 と 適 合 性 の 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 賦 形 剤 と 混
合 さ れ る 。 適 当 な 賦 形 剤 と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 水 、 食 塩 水 、 デ キ
ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル な ど が 挙 げ ら れ る ； こ れ ら 賦 形 剤 を 種 々 の 量 で 組
み 合 わ せ て 用 い る こ と も で き る 。 ワ ク チ ン は ま た 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 ｐ Ｈ 緩 衝 剤 、 お よ び
／ ま た は 該 ワ ク チ ン の 効 力 を 増 大 さ せ る ア ジ ュ バ ン ト な ど の 補 助 物 質 を 少 量 含 ん で い て よ
い 。 た と え ば 、 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 ２ ％ ス ク ワ レ ン ／ Tween-80 R エ マ ル ジ
ョ ン 中 の 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は 水 酸 化 リ ン ア ル ミ ニ ウ ム （ alum
inumphosphohydroxide） （ 「 Gen H-B-Vax R 」 「 DPT-Impfstoff Behring」 と し て 使 用 す る
） な ど の ア ル ミ ニ ウ ム 構 成 物 （ compositions） 、 Ｎ － ア セ チ ル － ム ラ ミ ル － Ｌ － ト レ オ ニ
ル － Ｄ － イ ソ グ ル タ ミ ン （ thr-DMP） 、 Ｎ － ア セ チ ル － ノ ル ア ド レ ナ リ ン ム ラ ミ ル － Ｌ －
ア ラ ニ ル － Ｄ － イ ソ グ ル タ ミ ン （ CGP 11687、 「 nor-MDP」 と も い う ） 、 Ｎ － ア セ チ ル ム ラ
ミ ル － Ｌ － ア ラ ニ ル － Ｄ － イ ソ グ ル タ ミ ニ ル － Ｌ － ア ラ ニ ン － ２ － （ １ '２ '－ ジ パ ル ミ ト
イ ル － ｓ ｎ － グ リ セ ロ － ３ － ヒ ド ロ キ シ フ ァ オ ス フ ォ リ ル オ キ シ ） エ チ ル ア ミ ン （ CGP 19
835A、 「 MTP-PE」 と も い う ） 、 Ｍ Ｆ ５ ９ お よ び Ｒ Ｉ Ｂ Ｉ （ Ｍ Ｐ Ｌ ＋ Ｔ Ｄ Ｍ ＋ Ｃ Ｗ Ｓ ） が 挙
げ ら れ る 。 さ ら な る ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 と り わ け Ｃ ｐ Ｇ 含 有 モ チ ー フ な ど の Ｄ Ｎ Ａ ま
た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る （ CpG-oligonucleotides; Krieg, Nature 374(1995
),546-549;Pisetsky, An.Internal.Med.126(1997),169-171） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ワ ク チ ン は 、 通 常 、 静 脈 内 ま た は 筋 肉 内 注 射 に よ り 投 与 す る 。 他 の 様 式 の 投 与 に 適 し た
さ ら な る 調 合 物 と し て は 、 坐 剤 お よ び あ る 場 合 に は 経 口 調 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 坐 剤 に つ い
て は 、 伝 統 的 な 結 合 剤 お よ び 担 体 と し て 、 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ト リ グ リ セ リ
ド が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。 経 口 調 合 物 は 、 た と え ば 、 製 薬 グ レ
ー ド の マ ン ニ ト ー ル 、 乳 糖 、 デ ン プ ン 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ
ム 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の よ う な 通 常 用 い ら れ る も の を 含 む 。 こ れ ら 組 成
物 は 、 液 剤 、 懸 濁 剤 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 徐 放 製 剤 ま た は 散 剤 の 形 態 で あ っ て よ く
、 約 １ ０ ％ ～ 約 ９ ５ ％ の 活 性 成 分 、 好 ま し く は 約 ２ ５ ％ ～ 約 ７ ０ ％ の 活 性 成 分 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ワ ク チ ン は 、 投 与 剤 型 に 適 合 し た 仕 方 で 、 お よ び 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 に 有 効 な 量 で
投 与 さ れ る で あ ろ う 。 投 与 す べ き 量 は 、 一 般 に 投 与 量 当 た り 約 ５ μ ｇ ～ 約 ２ ５ ０ μ ｇ の 抗
原 の 範 囲 で あ り 、 投 与 す べ き 患 者 、 患 者 の 免 疫 系 が 抗 体 を 合 成 す る 能 力 、 意 図 す る 保 護 の
程 度 に 依 存 す る 。 投 与 に 必 要 な 活 性 成 分 の 正 確 な 量 は 実 施 者 の 判 断 に 委 ね ら れ て よ い し 、
各 患 者 ご と に 特 有 で あ っ て よ い 。 ワ ク チ ン は 単 回 ま た は 多 回 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で 与 え ら れ
て よ い 。 多 回 投 与 は 、 第 一 の ワ ク チ ン 接 種 を １ ～ １ ０ の 別 個 の 投 与 と そ れ に 続 い て 免 疫 応
答 を 維 持 お よ び ／ ま た は 強 化 す る の に 必 要 な 所 定 の 時 間 間 隔 で （ た と え ば 、 第 二 の 投 与 の
た め に １ ～ ４ ヶ 月 に て ） さ ら な る 投 与 を 行 い 、 さ ら に 患 者 が 必 要 と す れ ば 数 ヶ 月 後 に 引 き
続 く 投 与 を 行 う も の で あ る 。 投 与 計 画 は ま た 、 少 な く と も そ の 一 部 は 、 患 者 の 必 要 性 に よ
っ て 決 定 さ れ 、 実 施 者 の 判 断 に 委 ね ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 範 囲 に は ま た 、 細 胞 ま た は 細 胞 断 片 ベ ー ス の ワ ク チ ン も 包 含 さ れ る 。 た と え ば
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、 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） ベ ー ス の ワ ク チ ン を 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 を 選 択 し 、 腫 瘍 ま た は ウ イ ル
ス 感 染 細 胞 に 特 異 的 な 抗 原 で エ ク ス ビ ボ パ ル ス す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 本
発 明 の 抗 体 を 用 い て 単 離 で き る Ｄ Ｃ は 、 と り わ け 腫 瘍 ワ ク チ ン 接 種 ま た は 抗 ウ イ ル ス ワ ク
チ ン 接 種 の た め の 抗 原 担 体 と し て 用 い る 。 Ｄ Ｃ の 抗 原 積 載 （ loading） は 当 該 技 術 分 野 で
よ く 知 ら れ て お り 、 最 小 の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 制 限 ペ プ チ ド か ら タ ン パ ク 質 に 至 る （ Mayordom
o, Nature Med.1(1995),1297-1302;Hsu, Nature Med.2(1996),52-58;Paglia, J.Exp.Med.
183(1996),317-322;Pardoll, Nature Medicine Vaccine Suppl.4(5)(1998),525-531に お
い て 概 説 ） 。 さ ら に 、 抗 原 は 、 全 腫 瘍 細 胞 と の Ｄ Ｃ の 融 合 に よ り （ Gong, Nature Med.(19
96),558-561） 、 ま た は 複 製 欠 損 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て （ Specht, J.Exp.Med.1
86(1997),1213-1221;Song, J.Exp.Med.186(1997),1247-1256） 、 提 示 ／ 積 載 で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 当 該 技 術 分 野
で よ く 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 製 造 す る こ と が で き 、 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 お よ び ポ リ ペ プ チ
ド の 生 物 学 的 活 性 お よ び ／ ま た は Ｄ Ｃ 媒 体 免 疫 応 答 の 対 応 イ ン ヒ ビ タ ー お よ び ア ク チ ベ ー
タ ー を 研 究 す る う え で 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 生 殖 細 胞 、 胚 細
胞 、 幹 細 胞 ま た は 卵 ま た は そ れ に 由 来 す る 細 胞 中 に 導 入 す る こ と を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 、 好 ま し く は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 製 造 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 方 法 に 使
用 す る 非 ヒ ト 動 物 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク し て い な い 健 常 な 動 物 で あ っ て よ く 、 ま た は ウ
イ ル ス 疾 患 や 癌 、 ま た は Ｄ Ｃ も し く は Ｔ 細 胞 媒 体 自 己 免 疫 疾 患 を 有 し て い て よ い 。 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 胚 の 製 造 お よ び そ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 た と え ば 、 A.L. Joyner編 、 Gene Ta
rgeting, A Practical Approach(1993)、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド ・ ユ ニ バ ー シ テ ィ ー ・ プ レ ス
に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 行 う こ と が で き る 。 胚 の 胚 膜 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 適 当 な プ ロ ー ブ を
使 用 し た サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト を 用 い て 分 析 で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ま た は 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 る こ と の で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ベ ク タ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 イ ヌ 、 サ ル 、 ウ
サ ギ ま た は ブ タ な ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て 、 好 ま し く は 該 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は ベ ク タ ー が 該 非 ヒ ト 動 物 の ゲ ノ ム 中 に 安 定 に 組 み 込 ま れ て お り 、 好 ま し く は
該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー の 存 在 が 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 へ と 導 く ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 に 関 す る 。 一 方 、 本 発 明 の 抗 原 を も は や 発 現 す
る こ と が で き な い ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ 、 ポ リ ペ プ チ
ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー の い ず れ か 一 つ を 含 む 診 断 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 原 は 、 と り わ け イ ム ノ ア ッ セ イ に 使 用 す る の に 適 し て お り 、 該 抗 原 は 液 相 に
て ま た は 固 相 支 持 担 体 に 結 合 さ せ て 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら ア ッ セ イ に 用 い
る 抗 原 は 種 々 の 仕 方 で 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 原 を 用 い る こ と の で
き る イ ム ノ ア ッ セ イ の 例 は 、 直 接 ま た は 間 接 の い ず れ か の 形 態 の 競 合 お よ び 非 競 合 イ ム ノ
ア ッ セ イ で あ る 。 そ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ の 例 は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、
サ ン ド イ ッ チ （ イ ム ノ ア ッ セ イ ） お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ア ッ セ イ で あ る 。 本 発
明 の 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 結 合 し た 抗 体 の 検 出 は 、 生 理 学 的 サ ン プ ル 上 で の 免 疫 組 織 化
学 的 ア ッ セ イ を 含 む 、 フ ォ ア ウ ォ ー ド 、 リ バ ー ス ま た は 同 時 の 様 式 で 行 う イ ム ノ ア ッ セ イ
を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 原 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 多 く の 異 な る 担 体 に 結 合
さ せ る こ と が で き 、 本 発 明 の Ｄ Ｃ と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る の に 用 い る こ
と が で き る 。 よ く 知 ら れ た 担 体 の 例 は 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ プ
ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ア ミ ロ ー ス 、 天
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然 お よ び 改 変 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ガ ロ ー ス 、 お よ び マ グ ネ タ イ ト で あ る
。 担 体 の 性 質 は 、 本 発 明 の 目 的 に よ り 可 溶 性 か ま た は 不 溶 性 の い ず れ か で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 当 業 者 に 知 ら れ た 多 く の 異 な る 標 識 お よ び 標 識 方 法 が 存 在 す る 。 本 発 明 に 用 い る こ と の
で き る 標 識 の タ イ プ の 例 と し て は 、 酵 素 、 放 射 性 同 位 元 素 、 コ ロ イ ド 状 金 属 、 蛍 光 化 合 物
、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 化 合 物 、 お よ び 生 物 ル ミ ネ セ ン ス 化 合 物 な ど が 挙 げ ら れ る （ 上 記 参 照
） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ に 使 用 す る た め の 材 料 は 、 キ ッ ト の 調 製 に 理 想 的 に 適 し て い る 。 そ の
よ う な キ ッ ト は 、 バ イ ア ル 、 チ ュ ー ブ な ど の １ ま た は そ れ 以 上 の 容 器 手 段 を 密 に 収 容 す べ
く 区 画 化 し た 担 体 手 段 で あ っ て 、 各 容 器 手 段 が 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る 別 個 の 要 素 の 一 つ
を 含 む よ う に し た も の を 含 ん で い て よ い 。 た と え ば 、 容 器 手 段 の 一 つ は 担 体 に 結 合 し た 本
発 明 の 抗 原 を 含 ん で い て よ い 。 第 二 の 容 器 は 可 溶 性 で 検 出 可 能 に 標 識 し た 第 二 の 抗 体 を 凍
結 乾 燥 形 態 か ま た は 溶 液 中 に て 含 ん で い て よ い 。 さ ら に 、 容 器 手 段 は 複 数 の 容 器 を 含 ん で
い て よ く 、 そ れ ら 容 器 の 各 々 が 本 発 明 の 抗 原 を 様 々 な 前 以 て 決 定 し た 量 で 含 ん で い て よ い
。 つ い で 、 こ れ ら 後 者 の 容 器 は 標 準 曲 線 を 作 成 す る の に 使 用 で き 、 該 標 準 曲 線 に 本 発 明 の
抗 原 に 対 す る 抗 体 を 未 知 量 で 含 む サ ン プ ル か ら 得 ら れ た 結 果 を 内 挿 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 原 に 暴 露 さ れ た 樹 状 細 胞 ま た は 抗 原 を 発 現 す る
Ｄ Ｃ ま た は 上 記 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ を 含 む ワ ク チ ン に 関 す る 。 単 離 し た Ｄ Ｃ は イ ン ビ ト
ロ で 調 製 し て 、 以 下 に 記 載 す る よ う に Ｃ Ｄ ４ ＋ か ま た は Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 の い ず れ か を 刺 激
す る た め の 抗 原 性 ペ プ チ ド を 提 示 す る こ と が で き る 。 つ い で 、 こ れ ら Ｄ Ｃ を 皮 内 、 皮 下 、
筋 肉 内 、 ま た は と り わ け 抗 腫 瘍 ワ ク チ ン 接 種 の 場 合 に は 腫 瘍 増 殖 の 領 域 ま た は 腫 瘍 増 殖 の
リ ン パ 管 ま た は リ ン パ 節 排 出 領 域 に 注 入 す る 。 抗 原 提 示 Ｄ Ｃ の 注 入 は 、 種 々 の 間 隔 を あ け
て 数 回 繰 り 返 す （ Nestle, Nature Med.4(1998)328-332） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 樹 状 細 胞 お よ び あ る 種 の 疾 患 に 罹 り や す い ヒ ト
ま た は 動 物 に お い て 該 疾 患 に 対 す る 防 御 免 疫 応 答 を 生 成 し う る 上 記 抗 原 の 少 な く と も 一 つ
を 含 む 免 疫 賦 活 組 成 物 に 関 す る 。 ワ ク チ ン 接 種 に 使 用 す る Ｄ Ｃ の 免 疫 原 性 は 、 た と え ば 分
泌 サ イ ト カ イ ン ま た は ケ モ カ イ ン ま た は 膜 分 子 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｄ Ｃ 中 に 形 質 導 入
す る こ と に よ り 、 Ｔ ｈ １ か ま た は Ｔ ｈ ２ 指 令 免 疫 応 答 の い ず れ か を プ ロ グ ラ ム す る よ う に
増 強 し 特 異 的 に 改 変 す る こ と が で き る 。 Ｔ ｈ １ 指 令 免 疫 応 答 を プ ロ グ ラ ム す る に は 、 抗 原
提 示 Ｄ Ｃ を Ｉ Ｌ － １ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ で 形 質 導 入 し 、 Ｔ ｈ ２ 指 令 免 疫 応 答 を プ ロ グ
ラ ム す る に は 、 抗 原 提 示 Ｄ Ｃ を Ｉ Ｌ － ４ を 分 泌 す る よ う に 改 変 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た Ｔ 細 胞 を 適 合 性 の 免 疫 療 法 の た め の 医 薬 組 成 物
を 調 製 す る た め に 使 用 す る こ と 、 お よ び 抗 原 に 暴 露 さ れ た 本 発 明 の 樹 状 細 胞 を ヒ ト ま た は
動 物 に お い て Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る た め の 医 薬 組 成 物 に 使 用 す る こ と に 関 す る 。 た と え ば 、
Ｔ リ ン パ 球 を Ｔ 細 胞 に 対 し て 抗 原 性 ペ プ チ ド を 提 示 す る よ う に 調 製 し た 本 発 明 の 自 己 由 来
Ｄ Ｃ と と も に イ ン ビ ト ロ で 数 日 間 一 緒 に 培 養 し て 、 Ｔ 細 胞 の 抗 原 特 異 的 な 活 性 化 を 誘 発 さ
せ る 。 抗 原 は 腫 瘍 抗 原 ま た は ア レ ル ゲ ン ま た は 自 己 抗 原 で あ っ て よ い 。 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 増
殖 は 、 Ｉ Ｌ － ２ な ど の サ イ ト カ イ ン を 加 え る こ と に よ っ て 支 持 で き る 。 Ｔ 細 胞 の 抗 原 特 異
的 な 刺 激 は 数 回 繰 り 返 す 。 つ い で 、 Ｔ 細 胞 を 大 抵 は 注 入 に よ り ド ナ ー に 適 合 し て 移 す 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 標 的 細 胞 に 該 樹 状 細 胞 を 補 充 す る た め の 医 薬 組 成 物 の 調 製 の
た め に 上 記 二 重 特 異 性 抗 体 を 使 用 す る こ と で あ る 。 好 ま し く は 、 該 標 的 細 胞 は 腫 瘍 細 胞 ま
た は ウ イ ル ス 感 染 細 胞 ま た は 微 生 物 が 感 染 し た 細 胞 で あ る （ 上 記 参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 、 抗 原 お よ び エ ピ ト ー プ 投 与 の 投 与 量 範 囲 は 、 自 己 免 疫 応 答 の 徴 候 ま た は
細 胞 破 壊 が 改 善 さ れ る よ う な 所 望 の 効 果 が 得 ら れ る に 充 分 大 き な も の で あ る 。 投 与 量 は 、
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所 望 で な い 交 叉 反 応 や ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 な ど の 副 作 用 を 引 き 起 こ す ほ ど 大 き な も の で
あ っ て は な ら な い 。 一 般 に 、 投 与 量 は 、 患 者 の 年 齢 、 健 康 状 態 、 性 別 、 お よ び 疾 患 の 程 度
に よ っ て 変 わ る で あ ろ う が 、 当 業 者 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 投 与 量 は 、 矛 盾 す る 適
応 症 （ couterindications） の 場 合 に は 個 々 の 医 師 に よ っ て 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 免 疫 応 答 を イ ン ビ ト ロ で ま た は イ ン ビ ボ で 調 節 ま た は プ ロ グ ラ ム す
る た め に サ イ ト カ イ ン ま た は シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と
に よ り 樹 状 細 胞 を 改 変 す る 方 法 を 含 む 。 そ の よ う な サ イ ト カ イ ン お よ び 分 子 の 例 に つ い て
は 上 記 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 の 抗 原 特 異 的 活 性 化 を 促 進 、 調 節 ま た は 抑 制 す る 作 用 を 有 す
る Ｄ Ｃ に よ り 合 成 さ れ る 分 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 本 発 明 の Ｄ Ｃ に よ っ て 培 養 上 清 中 に 分 泌 さ れ た 分 子 を た と え ば 通 常 の 生 化 学 的 方 法
に よ っ て 分 離 し 、 つ い で 富 化 し た ま た は 単 離 し た 該 分 子 を 抗 原 特 異 的 Ｔ 細 胞 活 性 化 に つ い
て Ｄ Ｃ を 欠 く 細 胞 培 養 系 で 試 験 し 、 つ い で ／ ま た は
（ ｂ ） 本 発 明 の Ｄ Ｃ に お け る 遺 伝 子 発 現 を 差 し 引 き ク ロ ー ニ ン グ ま た は 識 別 表 示 （ differ
ential display） Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 単 球 な ど の 他 の 抗 原 提 示 細 胞 で の 遺 伝 子 発 現 と 比 較
す る
こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 イ ン ビ ト ロ で Ｄ Ｃ を 増 殖 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 本 発 明 の Ｄ Ｃ を 、 Ｄ Ｃ の 増 殖 を 支 持 す る 特 定 の サ イ ト カ イ ン 混 合 物 （ cocktail） 中
で 培 養 し 、 つ い で ／ ま た は
（ ｂ ） Ｓ Ｖ ４ ０ ラ ー ジ Ｔ 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 な ど の 形 質 転 換 遺 伝 子 を 形 質 導 入 す る こ
と に よ り 該 Ｄ Ｃ を 不 死 化 す る
こ と を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 た と え ば 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を 、 た と え ば RNAzol B法 （ Tel-Test, Inc.） を 用 い て 本 発 明 の Ｄ Ｃ
お よ び 他 の 抗 原 提 示 細 胞 か ら 単 離 し 、 識 別 表 示 を 当 該 技 術 分 野 に 記 載 さ れ て い る よ う に し
て 行 う こ と が で き る （ た と え ば 、 Kojima, J.Biol.Chem.271(1996),12327-12332を 参 照 ）
。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 こ れ ら お よ び 他 の 態 様 が 本 発 明 の 記 載 お よ び 実 施 例 に よ り 開 示 お よ び 包 含 さ れ る 。 本 発
明 に 従 っ て 用 い る こ と の で き る 方 法 、 使 用 お よ び 化 合 物 の い ず れ か 一 つ に 関 す る さ ら な る
文 献 は 、 た と え ば 電 子 装 置 を 用 い て 公 共 の 図 書 館 お よ び デ ー タ ベ ー ス か ら 検 索 す る こ と が
で き る 。 た と え ば 、 公 共 デ ー タ ベ ー ス の 「 Medline」 を 利 用 で き る が 、 こ れ は た と え ば htt
p://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/medline.htmlに て イ ン タ ー ネ ッ ト 上 で 入 手 で き る 。 ht
tp://www.ncbi.nlm.nih.gov/, http://www.infobiogen.fr/, http://www.fmi.ch/biology
/research tools.html, http://www.tigr.org/な ど の 他 の デ ー タ ベ ー ス お よ び ア ド レ ス も
当 業 者 に は 知 ら れ て お り 、 た と え ば http://www.lycos.comを 用 い て 得 る こ と が で き る 。 バ
イ オ テ ク ノ ロ ジ ー に お け る 特 許 情 報 の 概 観 お よ び 過 去 に 遡 る （ retrospective） 調 査 お よ
び 現 在 の 了 解 （ awareness） に 有 用 な 特 許 情 報 の 関 連 す る 源 の サ ー ベ イ は Berks, TIBTECH 
12(1994),352-364で 得 ら れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 、 使 用 お よ び 方 法 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 な ど の 過 敏 性
疾 患 、 免 疫 不 全 症 に 関 連 す る こ と が 、 ま た は 免 疫 系 の 応 答 が 関 与 す る ウ イ ル ス 性 疾 患 ま た
は 癌 ま た は 他 の 感 染 性 疾 患 に 依 存 す る こ と が わ か っ て い る あ る い は こ れ ま で の と こ ろ わ か
っ て い な い 全 て の 種 類 の 疾 患 の 治 療 に 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 、
使 用 お よ び 方 法 は ヒ ト に 用 い る の が 望 ま し い が 、 動 物 の 治 療 も ま た 本 発 明 の 方 法 お よ び 使
用 に 包 含 さ れ る 。
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【 ０ １ ４ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 説 明 す る 。

： Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 白 血 球 の 単 離 お よ び 特 徴 付 け
　 ヘ パ リ ン 処 理 し た 全 血 お よ び バ フ ィ ー コ ー ト 調 製 物 を 、 血 液 ド ナ ー の イ ン フ ォ ー ム ド コ
ン セ ン ト を 得 て Ｔ Ｕ ド レ ス デ ン 、 医 学 部 、 輸 血 課 か ら 得 た 。 血 球 を ２ ｍ Ｍ  Ｌ － グ ル タ ミ
ン 、 １ ％ 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ Biochrom AG、 ベ ル リ ン 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ
リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ と も に Gibco、 エ ッ ゲ ン シ ュ タ イ ン 、 Ｆ
Ｒ Ｇ よ り 入 手 ） お よ び １ ０ ％ 加 熱 不 活 化 プ ー ル ヒ ト 血 清 を 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地
（ 完 全 培 地 （ Ｃ Ｍ ） と 称 す る ） 中 で 培 養 し た 。 全 白 血 球 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 の た め 、 赤 血 球 を
溶 解 液 （ Becton Dickinson & Co.、 ハ イ デ ル ベ ル グ 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） で 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て
溶 解 さ せ た 。 末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を フ ィ コ ー ル － ハ イ パ ッ ク （ Pharmacia、 フ ラ イ
ブ ル グ 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） 密 度 遠 心 分 離 に よ り 調 製 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｃ ｒ Ｃ ｌ ３ 法 ２ ７ を 本 質 的 に 記 載 に 従 っ て 用 い 、 精 製 Ｃ Ｄ ２ （ Ｍ － Ｔ ９ １ ０ ） 、 Ｃ Ｄ ３
７ （ Ｍ － Ｂ ３ ７ ２ ） ま た は Ｃ Ｄ １ ４ （ Ｍ － Ｍ ４ ２ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 本 発 明 者 ら の 研
究 所 に 由 来 し 、 "IVth Int. Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens"２
６ で 群 集 さ せ た （ clustered） ） を コ ー テ ィ ン グ し た ウ シ 赤 血 球 （ Ｂ Ｒ Ｂ Ｃ ） を 用 い た 直
接 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ロ ゼ ッ ト 法 （ Ｄ Ａ Ｒ Ｔ ） に よ り 、 Ｔ リ ン パ 球 、 Ｂ リ ン パ 球 お よ び 単
球 を Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 除 去 し た 。 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー テ ィ ン グ し た Ｂ Ｒ Ｂ Ｃ を 用 い た
２ 回 目 の ロ ゼ ッ ト 法 に よ り ９ ９ ％ 以 上 の 涸 渇 が 得 ら れ た 。 ア ミ ノ エ チ ル イ ソ チ ウ ロ ニ ウ ム
（ isothiuronium） ブ ロ マ イ ド （ Ａ Ｅ Ｔ 、 Sigma、 ダ イ ゼ ン ホ ー フ ェ ン 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） で 処 理 し
た ヒ ツ ジ 赤 血 球 で ロ ゼ ッ ト し 、 つ い で 記 載 に 従 っ て ２ ７ フ ィ コ ー ル 密 度 遠 心 分 離 に よ り ＞
９ ８ ％ 純 度 の Ｔ リ ン パ 球 を Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 得 た 。 こ の 集 団 か ら ＞ ９ ８ ％ 純 度 の Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細
胞 を 、 Ｃ Ｄ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｔ ３ １ ０ を コ ー テ ィ ン グ し た Ｂ Ｒ Ｂ Ｃ と の ロ ゼ ッ ト
と し て Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 の 涸 渇 に よ り 調 製 し た ２ ８ 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 お よ び 単 球 を 涸 渇 さ せ た Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ ＋ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 上 で の ス ク リ ー ニ ン グ
に よ り 、 ６ × １ ０ ３ を 超 え る ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 か ら Ｍ － Ｄ Ｃ ８ を 選 択 し た 。 赤 血 球 の 溶
解 後 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 全 白 血 球 集 団 の ０ .５ ～ １ ％ を 標 識 し た （ 図 １ Ａ
） 。 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 体 を 含 む Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ハ イ ブ リ ド ー マ の 非 希 釈 上 澄 み 液 と と も に Ｐ
Ｂ Ｍ Ｃ を ４ ℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 を 得 た 。 Ｐ Ｂ Ｓ
で 洗 浄 後 、 常 磁 性 の マ イ ク ロ ビ ー ズ （ Miltenyi Biotec、 ベ ル ギ ッ シ ュ － グ ラ ッ ド バ ッ ハ
、 Ｆ Ｒ Ｇ ） に 結 合 さ せ た １ ０ μ ｌ の ラ ッ ト 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ で 細 胞 を ４ ℃ に て さ ら に １ ５ 分
間 標 識 し た 。 洗 浄 後 、 細 胞 の 凝 集 を 防 ぐ た め に 細 胞 を 充 分 に 再 浮 遊 さ せ 、 Ｖ Ｓ ＋ 分 離 カ ラ
ム （ Miltenyi） 上 で 貯 蔵 し た 。 必 要 な ら 、 高 度 に 富 化 し た 細 胞 を Ｒ Ｓ ＋ 分 離 カ ラ ム （ Milt
enyi） を 用 い た ２ 回 目 の マ グ ネ チ ッ ク セ ル ソ ー テ ィ ン グ に よ り さ ら に 精 製 し た 。 １ ％ ヒ ト
血 清 を 含 む 脱 気 し 氷 冷 し た Ｐ Ｂ Ｓ を 操 作 （ running） お よ び 溶 出 緩 衝 液 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 抗 Ｃ Ｄ １ ４ コ ー テ ィ ン グ 常 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ （ Miltenyi） と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に
よ る 最 初 の マ グ ネ チ ッ ク セ ル ソ ー テ ィ ン グ の 後 、 純 粋 な 単 球 を 調 製 し た 。 Ｖ Ｓ ＋ 分 離 カ ラ
ム を 用 い た マ グ ネ チ ッ ク セ ル ソ ー テ ィ ン グ の 後 、 Ｃ Ｄ １ ４ ＋ の ＞ ９ ５ ％ 純 度 の 集 団 を 得 た
。 サ イ ズ お よ び 顆 粒 度 に 関 し て は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 光 散 乱 表 示 に お い て リ ン パ 球 と 単
球 と の 間 に 位 置 す る 別 個 の 集 団 を 示 し て い た （ 図 １ Ｂ 、 １ Ｃ ） 。 以 下 の 細 胞 系 列 特 異 的 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 Ｃ Ｄ １ ４ お よ び Ｃ Ｄ ５ ６ の 各 々 と と も に Ｍ － Ｄ Ｃ ８
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ２ 色 免 疫 蛍 光 分 析 に よ り 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細
胞 、 単 球 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 か ら そ れ ぞ れ 排 除 す る こ と が で き た （ 図 ２ Ａ ～ ２ Ｄ ） 。 ２ 色 蛍 光
分 析 の た め 、 細 胞 を 非 希 釈 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ
い で Ｐ Ｅ － ま た は Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ （ Coulter-Imm
unotec、 ハ ン ブ ル グ 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
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実 施 例 １



　 二 次 抗 体 の 非 複 合 結 合 部 位 を １ ／ １ ０ 希 釈 の 正 常 マ ウ ス 血 清 で 飽 和 し た 後 、 以 下 の 蛍 光
染 色 コ ン ジ ュ ゲ ー ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 供 給 者 の 推 奨 す る 濃 度 に て 適 用 し た ： Ｃ Ｄ ２ （
Ｔ ９ － １ ０ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｃ Ｄ ４ （ １ ３ Ｂ ８ .２ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｐ Ｅ ） 、 Ｃ Ｄ １
１ ｂ （ Ｚ Ｌ Ｐ Ｍ １ ９ Ｃ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｐ Ｅ ） 、 Ｃ Ｄ １ ４ （ Ｔ ＋ Ｋ ４ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ
） 、 Ｃ Ｄ １ ８ （ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） （ す べ て Dako、 ハ ン ブ ル グ 、 Ｆ Ｒ Ｇ か
ら 購 入 ） ； Ｃ Ｄ １ ａ （ Ｍ － Ｔ １ ０ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 Ｐ Ｅ ） 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ （ Ｇ ４ ３ － ２ ５ Ｂ
、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｃ Ｄ １ １ ｃ （ Ｂ － Ｌ Ｙ ６ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｐ Ｅ ） 、 Ｃ Ｄ ３ ２ （ Ｆ Ｌ
１ ８ .２ ６ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｃ Ｄ ３ ３ （ Ｗ Ｍ ５ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｐ Ｅ ） 、 Ｃ Ｄ ４
０ （ ５ Ｃ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｃ Ｄ ５ ４ （ Ｈ Ａ ５ ８ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｐ Ｅ ） 、 Ｃ Ｄ ５ ６
（ Ｂ １ ５ ９ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｐ Ｅ － Ｃ ｙ ５ ） 、 Ｃ Ｄ ８ ０ （ Ｂ Ｂ １ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｃ Ｄ
８ ６ （ Ｉ Ｔ ２ .２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） （ Ｆ Ｕ Ｎ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｃ Ｄ １
０ ６ （ ５ １ － １ ０ Ｃ ９ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｐ （ Ｈ Ｉ ４ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ
Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｑ （ Ｔ ＋ １ ６ ９ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ （
Ｇ ４ ６ － ２ .６ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） （ す べ て Pharmingen、 ハ ン ブ ル グ 、 Ｆ Ｒ Ｇ よ り 入
手 ） ； Ｃ Ｄ ３ （ Ｕ Ｃ Ｈ Ｔ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｐ Ｅ － Ｃ ｙ ５ ） 、 Ｃ Ｄ １ ３ （ Ｗ Ｍ １ ５ 、 Ｉ ｇ Ｇ １
、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｃ Ｄ １ ６ （ ３ Ｇ ８ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｃ Ｄ １ ９ （ Ｊ ４ .１ １ ９ 、 Ｉ
ｇ Ｇ １ 、 Ｐ Ｅ ） 、 Ｃ Ｄ ３ ４ （ Ｑ Ｂ Ｅ Ｎ Ｐ １ ０ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ｏ （ Ｕ
Ｃ Ｈ Ｌ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｐ Ｅ ） 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ａ （ Ａ Ｌ Ｂ １ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 Ｃ
Ｄ ５ ０ （ Ｈ Ｐ ２ ／ １ ９ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｐ Ｅ ） 、 Ｃ Ｄ ５ ８ （ Ａ ｌ Ｃ Ｄ ５ ８ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｐ
Ｅ ） 、 Ｃ Ｄ ６ ４ （ ２ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 抗 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ （ Ｂ ８ .１ ２ .２ 、 Ｉ ｇ Ｇ
２ ｂ 、 Ｐ Ｅ ） （ す べ て Coulter-Immunotech、 ハ ン ブ ル グ 、 Ｆ Ｒ Ｇ か ら 購 入 ） 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ２ つ の 非 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｄ ８ ３ （ Ｈ Ｂ － １ ５ ａ お よ び Ｈ Ｂ
－ １ ５ ｂ 、 Vth Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigensに 際 し て 入 手 ）
を 用 い た ２ 色 免 疫 蛍 光 染 色 を 以 下 の よ う に し て 行 っ た ： 細 胞 を ま ず Ｃ Ｄ ８ ３ モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 マ
ウ ス Ｉ ｇ （ Dako、 ハ ン ブ ル グ 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ ／ １ ０ 希 釈 の 正
常 マ ウ ス 血 清 で 反 応 停 止 し た （ quenching） 後 、 細 胞 を Ｍ － Ｄ Ｃ ８ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お
よ び 第 二 抗 体 と し て の Ｐ Ｅ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ （ Coulter-Imm
unotec） で 染 色 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ お よ び ｐ ５ ５ （ E. Langhoff博 士 の 好 意 に よ り 提 供 さ れ
た ） を 用 い た ２ 色 染 色 の た め 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を ま ず 上 記 の よ う に Ｍ － Ｄ Ｃ ８ に つ い て 表 面 染 色
し 、 つ い で 氷 冷 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ Merck、 ダ ル ム シ ュ タ ッ ト 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） で 固 定
し 、 ０ .１ ％ サ ポ ニ ン （ Sigma、 ダ イ ゼ ン ホ ー フ ェ ン 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） で 透 過 性 に し 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ｐ ５ ５ で 染 色 し 、 つ い で Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ラ ッ ト 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ で 処 理
し た 。 各 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 細 胞 を 細 胞 洗 浄 液 （ Becton-Dickinson & Co.、 ハ イ デ
ル ベ ル グ 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） で ２ 回 洗 浄 し た 。 染 色 し た 細 胞 を 溶 解 IIプ ロ グ ラ ム を 用 い て Ｆ Ａ Ｃ Ｓ
ｃ ａ ｎ （ Becton Dickinson） で 分 析 し た 。 ヒ ト 血 液 Ｄ Ｃ の ２ つ の マ ー カ ー で あ る Ｃ Ｄ ８ ３
お よ び ｐ ５ ５ は 同 一 の Ｄ Ｃ サ ブ セ ッ ト を 定 め る の で ９ ， １ ０ 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ が 重 複 し た 細 胞
集 団 を 特 徴 付 け る か 否 か を 知 る こ と に 興 味 が も た れ た 。 未 分 離 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を ｐ ５ ５ お よ び
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ に つ い て 同 時 に 染 色 す る と 、 こ れ ら ２ つ の マ ー カ ー に よ り ２ つ の 異 な る 細 胞 集
団 が 定 め ら れ た （ 図 ２ Ｅ ） 。 Ｃ Ｄ ８ ３ 発 現 を 誘 発 さ せ る た め 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ
細 胞 に つ い て 涸 渇 さ せ 、 ４ ８ 時 間 培 養 し た 。 こ れ ら 細 胞 を Ｃ Ｄ ８ ３ お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ ８ モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 す る と ２ つ の 異 な る 細 胞 サ ブ セ ッ ト が 明 ら か と な っ た （ 図 ２ Ｆ ） 。
そ れ ゆ え 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ は 、 公 知 の 細 胞 系 統 お よ び Ｄ Ｃ マ ー カ ー に よ っ て 同 定 さ れ る も の と
は 異 な る 独 特 の 白 血 球 集 団 を 定 め る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 表 １ は 、 新 た に 単 離 し 培 養 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 と Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 と を 比 較 し て 広 範 な
表 面 マ ー カ ー に つ い て 分 析 し た 結 果 を 示 す 。 新 鮮 な Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 、 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス II
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抗 原 （ Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ 、 － Ｄ Ｐ 、 － Ｄ Ｑ ） 、 β ２ － イ ン テ グ リ ン Ｃ Ｄ １ １ ａ ， ｂ ， ｃ ／ Ｃ Ｄ
１ ８ お よ び β １ － イ ン テ グ リ ン 鎖 Ｃ Ｄ ２ ９ な ど の 接 着 分 子 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ （ Ｃ Ｄ ５ ４ ） お
よ び Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ３ （ Ｃ Ｄ ５ ０ ） な ど の 細 胞 接 着 分 子 、 Ｌ Ｆ Ａ － ３ （ Ｃ Ｄ ５ ８ ） お よ び Ｆ ｃ
γ レ セ プ タ ー Ｃ Ｄ ３ ２ （ Ｆ ｃ γ Ｒ II） お よ び Ｃ Ｄ １ ６ （ Ｆ ｃ γ Ｒ III） を 示 し た 。 さ ら に
、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は ミ エ ロ イ ド （ myeloid） マ ー カ ー Ｃ Ｄ １ ３ お よ び Ｃ Ｄ ３ ３ に つ い て
陽 性 で あ り 、 Ｃ Ｄ ４ を 適 度 の 密 度 で 発 現 し た 。 表 皮 Ｄ Ｃ の マ ー カ ー で あ る Ｃ Ｄ １ ａ １ ５ 並
び に 胸 腺 Ｄ Ｃ に よ っ て 発 現 さ れ る Ｃ Ｄ １ ０ ６ （ Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ ） １ ６ は 、 新 鮮 な Ｍ － Ｄ Ｃ ８
＋ 細 胞 で は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス IIお よ び 接 着 分 子 １ ， ９ に 加 え て Ｂ － ７ .１ （ Ｃ Ｄ
８ ０ ） 、 Ｂ － ７ .２ （ Ｃ Ｄ ８ ６ ） お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ な ど の 抗 原 提 示 細 胞 の 古 典 的 な 特 徴 を 発
現 し た 。 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ 、 Ｃ Ｄ ４ ０ お よ び Ｃ Ｄ ８ ６ は 新 た に 単 離 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 で は
低 レ ベ ル で し か 発 現 さ れ な か っ た が 、 こ れ ら 分 子 は イ ン ビ ト ロ で ３ ６ 時 間 培 養 し た 後 に は
上 方 制 御 さ れ た （ upregulated） 。 こ の 時 点 で 、 コ ス テ ィ ミ ュ ラ ト リ ー 分 子 Ｂ － ７ .１ （ Ｃ
Ｄ ８ ０ ） も 低 密 度 で の み で は あ る が 検 出 さ れ る よ う に な っ た 。 新 た に 単 離 し 培 養 し た Ｍ －
Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の 表 面 マ ー カ ー を 表 １ に ま と め て 示 す ； 下 記 参 照 。 比 較 の た め 、 新 た に 調 製
し た Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 の 表 現 型 を も 示 す 。
【 ０ １ ４ ９ 】

： Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 と 比 較 し た 新 た に 単 離 お よ び 培 養 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の 表 面 表 現
型
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ０ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 お よ び Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 を イ ム ノ マ グ ネ チ ッ ク 法 に よ り Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 単
離 し た 。 単 離 直 後 か ま た は Ｃ Ｍ 中 で ３ ６ 時 間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 免 疫 蛍 光 染 色 お よ び Ｆ Ａ
Ｃ Ｓ 分 析 に 供 し た 。 平 均 蛍 光 強 度 （ Ｍ Ｆ Ｉ ） レ ベ ル を － と し て 与 え 、 ４ ロ グ ス ケ ー ル （ fo
ur log scale） で の 第 一 の １ ０ の Ｍ Ｆ Ｉ を 示 し 、 こ れ は 同 位 元 素 の 対 照 レ ベ ル に 対 応 す る
； ＋ 、 ＋ ＋ お よ び ＋ ＋ ＋ は 、 そ れ ぞ れ 第 二 、 第 三 お よ び 第 四 の １ ０ の Ｍ Ｆ Ｉ を 示 す 。 符 号
の な い も の は 決 定 し な か っ た こ と を 意 味 す る 。 こ れ ら デ ー タ は 、 少 な く と も ５ つ の 個 々 の
実 験 を 示 す 。
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【 ０ １ ５ １ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 を Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 か ら 識 別 す る 最 も 顕 著 な 特 徴 は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞
で の 高 密 度 の Ｃ Ｄ １ ６ （ Ｆ ｃ γ Ｒ III） 、 お よ び Ｃ Ｄ ６ ４ （ Ｆ ｃ γ Ｒ I） 発 現 の 欠 如 で あ っ
た 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｃ Ｄ １ ６ は ３ ６ 時 間 の イ ン ビ ト ロ 培 養 の 間 に Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の 表
面 か ら 消 失 し た 。 さ ら に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 単 球 に 比 べ て Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ ０ を 一 貫 し て 低 レ
ベ ル に て 発 現 し た の に 対 し 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ お よ び Ｃ Ｄ １ １ ｃ お よ び Ｃ Ｄ ４ ５ 分 子 の Ｒ Ａ イ ソ
型 は Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 で は か な り 高 か っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】

： Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の 形 態 学 的 お よ び 機 能 的 特 徴 付 け
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 体 は 、 マ グ ネ チ ッ ク セ ル ソ ー テ ィ ン グ を 用 い た １ 工 程 法 に よ り Ｄ Ｃ を Ｐ Ｂ
Ｍ Ｃ か ら 単 離 す る の に 特 に 有 効 で あ る こ と が わ か っ た 。 こ の 方 法 を 用 い 、 生 存 能 力 の あ る
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 を ６ ０ ～ ９ ０ ％ の 収 率 お よ び ＞ ９ ７ ％ の 純 度 で 再 現 可 能 に 単 離 す る こ と
が で き た （ 図 ２ Ｇ 、 ２ Ｈ ） 。 こ れ ら 細 胞 は サ イ ト ス ピ ン （ cytospins） 上 で 丸 い 中 位 の サ
イ ズ の 白 血 球 と し て 現 れ （ 図 ３ Ａ ） 、 培 養 の 間 に サ イ ズ は 大 き く な り 、 樹 状 の 細 胞 質 突 出
を 示 し た （ 図 ３ Ｂ ） 。 新 た に 単 離 し た 細 胞 は 、 １ μ の ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ お よ び 抗 体 コ ー テ
ィ ン グ Ｓ Ｒ Ｂ Ｃ を 貪 欲 に 食 作 用 に よ り 取 り 込 ん だ （ 図 ３ Ｃ お よ び ３ Ｄ ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 新 た に 単 離 し た 単 球 お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 を 、 抗 Ｓ Ｒ Ｂ Ｃ 血 清 １ ： １ ０ ０ （ Sigma、
ダ イ ゼ ン ホ ー フ ェ ン 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） で オ プ ソ ニ ン 処 理 し た ヒ ツ ジ 赤 血 球 （ Ｓ Ｒ Ｂ Ｃ ） か ま た は
１ も し く は ５ μ の 直 径 の ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ （ Sigma） と と も に ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ に て イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ３ ０ 分 後 、 嵌 入 し な か っ た Ｓ Ｒ Ｂ Ｃ を 低 浸 透 圧 溶 解 （ 蒸 留 水 で ５ 秒 後
、 等 容 量 の １ .８ ％ Ｎ ａ Ｃ ｌ を 添 加 ） に よ り 溶 解 し た 。 Ｓ Ｒ Ｂ Ｃ の 嵌 入 は 、 May Grunvald 
Giemsa染 色 後 に サ イ ト ス ピ ン 上 で 評 価 し た 。 嵌 入 し た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 視 覚 化 を 共 焦 点
レ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ 顕 微 鏡 （ Lieca TCS 4D、 レ イ カ 、 ハ ン ブ ル グ 、 Ｆ Ｇ Ｒ ） に よ り 行 っ
た 。
【 ０ １ ５ ４ 】

： 同 種 お よ び 自 己 Ｍ Ｌ Ｒ
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 が 抗 原 特 異 的 な Ｔ 細 胞 活 性 化 を 誘 発 す る 能 力 を 評 価 す る た め 、 種 々 の
Ｔ 細 胞 刺 激 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 比 較 の た め 、 単 球 を 常 に 平 行 し て ア ッ セ イ し た 。 １ × １ ０
５ の 精 製 Ｔ リ ン パ 球 を 、 ９ ６ ウ エ ル の 丸 底 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Corning、 ニ ュ ー
ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 米 国 ） 中 の ０ .２ ｍ ｌ の Ｃ Ｍ 中 で 段 階 的 な （ graded） 数 の Ａ Ｐ Ｃ
と と も に 培 養 し た 。 破 傷 風 毒 素 （ Ｔ Ｔ 、 Behringwerke、 マ ー ル ブ ル グ 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） ま た は キ
ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ 、 Boehringer-Mannheim、 マ ン ハ イ ム 、 Ｆ Ｒ Ｇ
） を 抗 原 と し て そ れ ぞ れ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 に て 添 加 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 Ｔ 細 胞 の 増 殖 を 、 ５ 日 後 に ３ Ｈ － チ ミ ジ ン （ 比 活 性 ７ ９ .１ Ｃ ｉ ／ ミ リ モ ル 、 濃 度 １ .０
ｍ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ 、 DuPont、 バ ー ト ・ ホ ン ブ ル グ 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） （ 回 収 の １ ２ ～ １ ５ 時 間 前 に ２ μ
Ｃ ｉ ／ ウ エ ル の 濃 度 で 添 加 ） の 取 り 込 み に よ り 決 定 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ し た メ ラ ノ ー マ 特
異 的 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 を 抗 原 性 ペ プ チ ド を 外 部 よ り 負 荷 し た Ａ Ｐ Ｃ に よ り 活 性 化 さ せ る 実
験 に お い て は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ０ ２ ０ １ ド ナ ー か ら の Ａ Ｐ Ｃ 調 製 物 を 、 １ ％ ヒ ト 血 清 を 補 充 し
た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 、 ３ ７ ℃ に て １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の チ ロ シ ナ ー ゼ ペ プ チ ド Ｙ Ｍ Ｄ
Ｇ Ｔ Ｍ Ｓ Ｑ Ｖ と と も に 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 充 分 に 洗 浄 し た 後 、 １ ０ ４ の ペ プ チ ド パ
ル ス Ａ Ｐ Ｃ を ２ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ の ｒ ｈ Ｉ Ｌ － ２ （ Genzyme、 ミ ュ ン ヘ ン 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） の 存 在 下 、
丸 底 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Corning） 中 の ２ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｍ 中 、 Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン Ｉ
Ｖ Ｓ Ｂ （ T. Wolfel博 士 、 ユ ニ バ ー シ テ ィ ー ・ オ ブ ・ マ イ ン ツ 、 Ｆ Ｒ Ｇ の 好 意 に よ り 提 供
さ れ た ） の １ ０ ４ 細 胞 と と も に 培 養 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 細 胞 障 害 性 の Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ０ ２ ０ １ 分 子 と 複 合 体 を 形 成 し た
上 記 チ ロ シ ナ ー ゼ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 し た （ １ ９ ） 。 ４ ０ 時 間 後 に 放 出 さ れ た Ｔ Ｎ Ｆ
－ α を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り （ R & D Systems、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 米 国 ） 上 澄 み 液 中 で 決 定 し た
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。 図 ４ Ａ か ら 明 ら か な よ う に 、 精 製 し た 細 胞 は １ × １ ０ ５ の Ｔ 細 胞 を 種 々 の 数 の 同 種 Ａ Ｐ
Ｃ と と も に 培 養 し た と き に 同 種 Ｍ Ｌ Ｒ を 有 効 に 誘 発 し た 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 同 時 に 試 験
し た 単 球 に 比 べ て 少 な く と も ５ 倍 有 効 で あ る こ と が わ か っ た 。 自 己 Ｍ Ｌ Ｒ の 誘 発 は Ｄ Ｃ の
特 徴 的 な 性 質 で あ る と 考 え ら れ る の で １ 、 単 離 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 を 自 己 Ｔ 細 胞 と と も
に 培 養 し た 。 図 ４ Ｂ が 示 す よ う に 、 自 己 Ｔ 細 胞 は 用 量 依 存 的 な 仕 方 で 刺 激 さ れ た 。 し か し
な が ら 、 絶 対 的 な 値 は 自 己 Ｍ Ｌ Ｒ で は 同 種 Ｍ Ｌ Ｒ に 比 べ て は る か に 低 か っ た 。 同 じ 条 件 下
で ア ッ セ イ し た と き に 、 Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 は 下 限 に 近 い Ｔ 細 胞 反 応 性 し か 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ７ 】

： 想 起 （ recall） 抗 原 お よ び ネ オ 抗 原 （ neoantigen） に 対 す る Ｔ 細 胞 の 活 性 化
　 図 ４ Ｃ は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 が 破 傷 風 毒 素 （ Ｔ Ｔ ） ワ ク チ ン 接 種 し た ド ナ ー か ら 得 た Ｔ
細 胞 に 対 し て Ｔ Ｔ を 非 常 に 有 効 に 提 示 し た こ と を 示 し て い る 。 １ × １ ０ ５ の Ｔ 細 胞 中 で 既
に ６ ０ ０ の Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 が 破 傷 風 特 異 的 な Ｔ 細 胞 活 性 化 を 誘 発 す る こ と が で き た 。 同
時 に 試 験 し た と き に 、 単 球 で は 約 ２ ５ ０ ０ の 単 球 が 同 じ レ ベ ル の Ｔ 細 胞 増 殖 を 得 る の に 必
要 で あ っ た 。 Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 と は 対 照 的 に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ
モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） に 対 し て イ ン ビ ト ロ で 顕 著 な 一 次 Ｔ 細 胞 応 答 を 誘 発 し た （ 図 ４ Ｄ ）
。
【 ０ １ ５ ８ 】

： 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン の 活 性 化
　 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 を 活 性 化 す る 能 力 に 加 え 、 Ｄ Ｃ は ク ラ ス Ｉ 提 示 内 生 ペ プ チ ド に よ り
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 を 刺 激 す る う え で も 枢 要 で あ る １ ７ ， １ ８ 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 が Ｃ Ｄ
８ ＋ Ｔ 細 胞 に Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 結 合 ペ プ チ ド を 提 示 す る 能 力 は 、 ま ず 黒 色 腫 患 者 に 由 来 し Ｈ
Ｌ Ａ － Ａ ０ ２ ０ １ 分 子 上 の チ ロ シ ナ ー ゼ 由 来 ペ プ チ ド を 認 識 す る 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 ク ロ ー
ン （ Ｉ Ｖ Ｓ Ｂ ） で 示 さ れ た １ ９ 。 刺 激 の た め 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 お よ び Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ０ ２ ０
１ 陽 性 血 液 ド ナ ー か ら の 単 球 を 、 ク ロ ー ニ ン グ Ｔ 細 胞 を 添 加 す る 前 に 該 ペ プ チ ド と と も に
一 夜 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ４ ８ 時 間 後 、 分 泌 さ れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α を 測 定 す る こ と に よ り
細 胞 障 害 性 ク ロ ー ン の 応 答 を 決 定 し た 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は ペ プ チ ド
パ ル ス し た 単 球 と 同 じ く ら い 有 効 に ク ロ ー ニ ン グ Ｔ リ ン パ 球 に 対 し て 該 ペ プ チ ド を 提 示 し
た 。
【 ０ １ ５ ９ 】

： ア ロ 抗 原 特 異 的 な 細 胞 障 害 性 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 の 誘 発
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 が Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 初 回 抗 原 刺 激 す る 能 力 を
決 定 す る た め 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 を 未 分 離 の 同 種 Ｔ 細 胞 か ま た は 精 製 同 種 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン
パ 球 と と も に 培 養 し た 。 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 の 抗 原 特 異 的 な 初 回 抗 原 刺 激 は 、 ５ １ Ｃ ｒ 標
識 し た 同 種 Ｐ Ｈ Ａ 芽 球 細 胞 （ blasts） の 溶 解 に よ り 評 価 し た 。 精 製 Ｔ 細 胞 ま た は 単 離 し た
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 （ １ × １ ０ ６ ） を ス テ ィ ミ ュ レ ー タ ー 細 胞 と し て の ５ × １ ０ ４ の 同 種 Ｍ －
Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 ま た は 単 球 と と も に ２ ４ ウ エ ル Costarプ レ ー ト （ Costar、 ハ イ デ ル ベ ル グ 、
Ｆ Ｒ Ｇ ） 中 の 全 容 量 ２ ｍ ｌ の Ｃ Ｍ 中 に て 培 養 し た 。 ７ 日 後 、 細 胞 を 回 収 し 、 洗 浄 し 、 つ い
で ス テ ィ ミ ュ レ ー タ ー の ５ １ Ｃ ｒ 標 識 し た Ｐ Ｈ Ａ 芽 球 細 胞 に 対 す る 細 胞 障 害 活 性 、 お よ び
リ ス ポ ン ダ ー 由 来 の ５ １ Ｃ ｒ 標 識 し た Ｐ Ｈ Ａ 芽 球 細 胞 に 対 す る 細 胞 障 害 活 性 に つ い て 試 験
し た 。 培 養 の 最 後 の ２ ４ 時 間 の 間 に ｒ ｈ Ｉ Ｌ － ２ （ Genzyme） を ２ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 加
え た 。 Ｐ Ｈ Ａ 芽 球 細 胞 を 生 成 す る た め 、 １ × １ ０ ６ の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を ２ ｍ ｌ の Ｃ Ｍ 中 の １ μ ｌ
／ ｍ ｌ の Ｐ Ｈ Ａ （ Gibco） で ３ 日 間 刺 激 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 つ い で 、 細 胞 を ２ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ の ｈ ｒ Ｉ Ｌ － ２ （ Genzyme） の 存 在 下 で さ ら に １ 日 間 培 養
し た 。 洗 浄 後 、 １ × １ ０ ６ の 細 胞 を １ ０ ０ μ ｌ の Ｆ Ｃ Ｓ 中 に 再 浮 遊 さ せ 、 １ ０ ０ μ Ｃ ｉ の
５ １ Ｃ ｒ （ ク ロ ム 酸 ナ ト リ ウ ム 、 比 活 性 ４ ４ ０ ｍ Ｃ ｉ ／ ｍ ｇ 、 DuPont） を ３ ７ ℃ に て １ 時
間 か け て 加 え た 。 ア ロ 抗 原 刺 激 し た Ｔ リ ン パ 球 の 細 胞 障 害 活 性 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト 中 の ２ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｍ 中 で 種 々 の 数 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を ５ × １ ０ ３ の ５ １ Ｃ ｒ 標 識
Ｐ Ｈ Ａ 芽 球 細 胞 と と も に ３ ７ ℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 決 定 し た 。 細 胞 を
ス ピ ン ダ ウ ン し （ spun down） 、 ガ ン マ シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー （ Packard、 ド ラ イ ア
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イ ヒ 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） で 放 射 能 を 決 定 す る た め に １ ０ ０ μ ｌ の 上 澄 み 液 を 取 り 出 し た 。 標 識 細 胞
か ら の 最 大 の 放 出 を ３ 回 の 凍 結 お よ び 解 凍 の 後 に 決 定 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 比 細 胞 障 害 活 性 は 式 ：
比 溶 解 （ パ ー セ ン ト ） ＝ １ ０ ０ × [(試 験 放 出 (ｃ ｐ ｍ )－ 自 然 放 出 (ｃ ｐ ｍ ))／ (最 大 放 出 (
ｃ ｐ ｍ )－ 自 然 放 出 (ｃ ｐ ｍ ))]
に 従 っ て 計 算 し た 。 図 ６ Ａ は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 お よ び 単 球 が 未 分 離 の Ｔ リ ン パ 球 と と も
に 培 養 し た と き に 同 じ 効 率 で ア ロ 抗 原 特 異 的 な 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 を 誘 発 す る こ と を 示 し て
い る 。 し か し な が ら 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 、 精 製 し た 同 種 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 と と も に 培
養 し た と き に 単 球 に 比 べ て ア ロ 特 異 的 な 細 胞 障 害 性 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 活 性 化 す る う え で
は る か に 有 効 で あ っ た （ 図 ６ Ｂ ） 。
【 ０ １ ６ ２ 】

： 腫 瘍 特 異 的 な 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 の 誘 発
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 が 腫 瘍 由 来 ペ プ チ ド に 対 し て 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 を 初 回 抗 原 刺 激 す る 能
力 を 試 験 す る た め 、 健 康 な ド ナ ー お よ び Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ＊ ０ ２ ０ １ 抗 原 を 発 現 す る 黒 色 腫 患 者
の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 こ の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ 分 子 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る チ ロ シ ナ ー ゼ 由 来
ペ プ チ ド Ｙ Ｍ Ｄ Ｇ Ｔ Ｍ Ｓ Ｑ Ｖ を 積 載 し た 自 己 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 で ４ 回 連 続 し て 刺 激 す る こ
と に よ り 活 性 化 し た 。 誘 発 し た Ｔ 細 胞 の 特 異 性 の 決 定 は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ＊ ０ ２ ０ １ 抗 原 を 発
現 す る ペ プ チ ド 積 載 Ｔ ２ 細 胞 の 溶 解 お よ び チ ロ シ ナ ー ゼ 発 現 メ ラ ノ ー マ 細 胞 と の 接 触 後 の
Ｔ Ｎ Ｆ － α の 放 出 の 両 者 に よ り 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 新 た に 単 離 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 を 血 清 不 含 培 地 中 、 ３ ７ ℃ に て ４ 時 間 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ の チ ロ シ ナ ー ゼ 由 来 ペ プ チ ド Ｙ Ｍ Ｄ Ｇ Ｔ Ｍ Ｓ Ｑ Ｖ お よ び ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ヒ ト β ２ － ミ ク
ロ グ ロ ブ リ ン （ Sigma） を 負 荷 し た 。 洗 浄 後 、 ２ × １ ０ ５ の ペ プ チ ド 積 載 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細
胞 を ２ ４ ウ エ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト の ウ エ ル 当 た り ２ ｍ ｌ の Ｃ Ｍ 中 、 ２ × １ ０ ６ の 自 己 Ｐ Ｂ
Ｍ Ｃ と と も に 培 養 し た 。 ３ 日 後 、 培 地 に ２ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ の ｒ ｈ Ｉ Ｌ － ２ （ Genzyme、 ミ ュ ン
ヘ ン 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） を 補 充 し た 。 １ 週 間 後 、 リ ス ポ ン ダ ー 細 胞 を 回 収 し 、 洗 浄 し 、 １ × １ ０ ６

細 胞 ／ ウ エ ル に て 分 配 し 、 つ い で チ ロ シ ナ ー ゼ ペ プ チ ド を 積 載 し た １ × １ ０ ５ の 新 た に 調
製 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 で 再 刺 激 し た 。 再 刺 激 を ２ 週 間 お よ び ３ 週 間 後 に 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 １ 週 間 後 、 ペ プ チ ド を 積 載 し ５ １ Ｃ ｒ 標 識 し た Ｔ ２ 標 的 細 胞 の 溶 解 か ま た は チ ロ シ ナ ー
ゼ 発 現 メ ラ ノ ー マ 細 胞 と の 接 触 後 の Ｔ Ｎ Ｆ － α の 放 出 の 決 定 の い ず れ か に よ り 細 胞 障 害 活
性 を 試 験 し た 。 Ｔ ２ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 、 ロ ッ ク ビ ル 、 メ リ ー ラ ン ド よ り 入 手 ） を １ ０ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ の チ ロ シ ナ ー ゼ 由 来 ペ プ チ ド と と も に 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 １ × １ ０ ６

の 細 胞 を １ ０ ０ μ Ｃ ｉ の ５ １ Ｃ ｒ で ３ ７ ℃ に て １ 時 間 標 識 し た 。 洗 浄 後 、 細 胞 を 丸 底 マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ エ ル 当 た り ５ × １ ０ ３ に て 植 え 付 け 、 種 々 の 濃 度 の 細 胞 障 害 性
エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と と も に ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 比 溶 解 を 上 記 の よ う に し て 決 定 し
た 。 Ｔ Ｎ Ｆ － α 放 出 試 験 に つ い て は 、 １ × １ ０ ４ の ペ プ チ ド 刺 激 細 胞 を ２ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ の ｒ
ｈ Ｉ Ｌ － ２ の 存 在 下 、 ２ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｍ 中 、 ３ ７ ℃ に て ２ × １ ０ ４ の 培 養 メ ラ ノ ー マ 細 胞
と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 放 出 さ れ た Ｔ Ｎ Ｆ － α を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ R & D 
Systems、 ヴ ィ ー ズ バ ー デ ン 、 Ｆ Ｒ Ｇ ） に よ り 上 澄 み 液 中 で 決 定 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 図 ７ は 、 健 康 な ド ナ ー お よ び 黒 色 腫 患 者 か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ で 得 ら れ た 代 表 的 な 実 験 の デ ー
タ を 示 す 。 両 ド ナ ー か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は ペ プ チ ド 特 異 的 な 細 胞 障 害 活 性 を 誘 発 す る こ と が で
き た 。 ペ プ チ ド 認 識 の 特 異 性 は 、 チ ロ シ ナ ー ゼ ペ プ チ ド を 添 加 し な い Ｔ ２ 標 的 細 胞 も 制 限
Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ＊ ０ ２ ０ １ ア レ ル を 欠 如 す る 突 然 変 異 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 Ｓ Ｋ ２ ９ － Ｍ ｅ ｌ １ .
２ ２ の い ず れ も 生 成 し た 細 胞 障 害 性 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で き な か っ た 対
照 実 験 に よ り 得 ら れ た 。 細 胞 障 害 活 性 が 真 実 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た こ
と は 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 の 選 択 的 な イ ム ノ マ グ ネ チ ッ ク 除 去 に よ っ て 細 胞 障 害 活 性 が 完 全 に
排 除 さ れ た こ と に よ り 示 さ れ た 。
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【 ０ １ ６ ６ 】
： 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ の 可 変 領 域 （ Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ ） の ク ロ ー ニ ン グ

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ の 可 変 領 域 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ を 、 Orlandiら （ Proc.Natl.A
cad.Sci.USA 86(1989),3833-3837） の 記 載 に 従 い 、 対 応 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 （ Ｄ Ｓ Ｍ  
Ａ Ｃ Ｃ ２ ２ ４ ） の 全 Ｒ Ｎ Ａ か ら ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お
よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ９ お よ び 図 １ ０ に 示 す 。
【 ０ １ ６ ７ 】

： Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 樹 状 細 胞 （ Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 ） と 従 来 の Ｃ Ｄ １ ４ 陽 性 樹 状 細 胞
（ Ｄ Ｃ ） と の 比 較
　 免 疫 単 離 法 を 用 い 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ （ 受 託 番 号 ： Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ２ ４
１ に て 寄 託 し て あ る ） を 用 い て 単 離 し た Ｄ Ｃ を 、 抗 Ｃ Ｄ １ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て
単 離 し た 単 球 由 来 Ｄ Ｃ と 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 能 お よ び 抗 原 提 示 細 胞 に 特 徴 的 な 表 面 マ ー
カ ー の 発 現 に 関 し て 比 較 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 を 、 バ フ ィ ー コ ー ト （ ５ ～ ８ × １ ０ ８ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 当 た り ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 株 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ （ Ｄ Ｓ Ｍ  Ａ Ｃ Ｃ ２ ２ ４ １ ） か ら の ３ ０ μ ｌ の 上 澄 み 液 を 用 い て ヒ
ト 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら 単 離 し た 。 す べ て の 実 験 に お い て 、 同 じ 健 康 な ド ナ ー
か ら 得 た サ ン プ ル を 用 い た 。 ラ ッ ト 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ を コ ー テ ィ ン グ し た マ グ ネ チ ッ ク ビ ー
ズ （ と も に Miltenyi l.ベ ル ギ ッ シ ュ ・ グ ラ ー ド バ ッ ハ 、 ド イ ツ ） [Werden die "beads" m
it diesen IgM beladen order werden sie so gekauft? Wurde ein sog. "sandwich bead
" hergestellt?]に よ り 細 胞 を 回 収 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 新 た に 単 離 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 を 、 ２ ｍ Ｍ  Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ％ 非 必 須 ア ミ ノ 酸
、 １ ％ ピ ル ビ ン 酸 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の カ ナ マ イ シ ン （ す べ て Gibco） 、 ５ ０ μ Ｍ  ２ － メ ル
カ プ ト エ タ ノ ー ル （ Merck） 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ； HyClone Laboratories） 、
５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ （ Leucomax; Novartis） お よ び １ ０ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ の ヒ ト 組
換 え Ｉ Ｌ － ４ （ Basel Institute for Immunology） を 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 中 で ３ × １ ０
５ ／ ｍ ｌ に て ７ 日 間 培 養 し た 。 従 来 の Ｄ Ｃ は 、 マ グ ネ チ ッ ク マ イ ク ロ ビ ー ズ に 結 合 さ せ た
抗 Ｃ Ｄ １ ４ 抗 体 （ Miltenyi l.ベ ル ギ ッ シ ュ ・ グ ラ ー ド バ ッ ハ 、 ド イ ツ ） を 用 い 、 本 質 的
に 記 載 に 従 っ て （ Sallusto, J.Exp.Med.179(1994),1109-1118） ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 か ら
単 離 し た 。 Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 細 胞 （ ～ ９ ９ ％ 純 度 ） を Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 に つ い て 上 記 で 記 載 し
た の と 同 様 に し て 培 養 し た 。 Salmonella abortus equi（ Sigma） か ら の １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の リ
ポ 多 糖 （ Ｌ Ｐ Ｓ ） を ４ ０ 時 間 か け て 添 加 す る こ と に よ り Ｄ Ｃ 成 熟 を 誘 発 さ せ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 Ｄ Ｃ は 抗 原 捕 捉 の た め に ２ つ の 特 別 の 機 構 ： マ ン ノ ー ス レ セ プ タ ー 系 お よ び マ ク ロ ピ ノ
サ イ ト ー シ ス を 有 す る （ Sallustoら 、 J.Exp.Med.182(1995),389-400） 。 こ れ ら 系 は 、 Ｄ
Ｃ が Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II区 画 中 に 巨 大 分 子 を 取 り 込 み 、 濃 縮 す る こ と を 可 能 に す る 。 マ ク ロ フ
ァ ー ジ と は 対 照 的 に 、 Ｄ Ｃ は 非 常 に 高 く か つ 構 成 的 な （ constitutive） レ ベ ル の マ ク ロ ピ
ノ サ イ ト ー シ ス を 示 す 。 他 の す べ て の 細 胞 型 で は 表 面 分 子 は 選 択 的 な 分 子 フ ィ ル タ ー と し
て 機 能 す る 被 覆 壁 孔 （ pits） を 介 し て 嵌 入 さ れ る が 、 Ｄ Ｃ で は す べ て の 表 面 分 子 は 主 と し
て マ ク ロ ピ ノ サ イ ト ー シ ス （ 非 選 択 的 な プ ロ セ ス で あ る ） を 介 し て 嵌 入 さ れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 培 養 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 と 従 来 の Ｄ Ｃ と の エ ン ド サ イ ト ー シ ス 能 を 、 ２ つ の 古 典 的 な
マ ー カ ー ： ル シ フ ェ ー ル イ エ ロ ー Ｃ Ｈ （ Ｌ Ｙ ； カ リ ウ ム 塩 ； Molecular Probes Inc.、 オ
イ ゲ ネ 、 Ｏ Ｒ ） お よ び リ ジ ン 固 定 （ fixable） Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ － デ キ ス ト ラ ン （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ － Ｄ Ｘ
； Molecular Probes Inc.） を 用 い て 調 べ た 。 両 マ ー カ ー は 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ り 単 一 細
胞 レ ベ ル で の 取 り 込 み の 定 量 を 可 能 に す る 。 細 胞 を ２ ５ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ で ３ ７ ℃ に て 緩
衝 し た １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 培 地 中 に 再 浮 遊 さ せ た 。 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ － Ｄ Ｘ ま た は Ｌ Ｙ を 最 終 濃 度 １ ｍ ｇ
／ ｍ ｌ に て ３ ０ 分 間 か け て 添 加 し た 。 細 胞 を １ ％ Ｆ Ｃ Ｓ お よ び ０ .０ １ ％ Ｎ ａ Ｎ ３ を 含 有
す る 冷 Ｐ Ｂ Ｓ で ４ 回 洗 浄 し 、 死 ん だ 細 胞 を 排 除 す る た め に プ ロ ピ ジ ウ ム ヨ ー ダ イ ド （ prop
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idium iodide） を 用 い て Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ （ Becton Dickinson） で 分 析 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド （ ０ ℃ で パ ル ス し た 細 胞 ） を 差 し 引 い た 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 は 従 来 の Ｄ Ｃ に 比 べ て 流
動 相 の 取 り 込 み 活 性 が ２ 倍 で あ っ た が （ 図 １ １ 、 左 の パ ネ ル ） 、 マ ン ノ ー ス レ セ プ タ ー を
介 し た Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ － Ｄ Ｘ の 取 り 込 み は 匹 敵 す る レ ベ ル で あ っ た （ 図 １ １ 、 右 の パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 お よ び 従 来 の Ｄ Ｃ 上 で の 抗 原 提 示 細 胞 に 特 徴 的 な 細 胞 表 面 マ ー カ ー
の 発 現 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ り 分 析 し た 。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い 、 つ い で Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ －
ま た は Ｐ Ｅ － コ ン ジ ュ ゲ ー ト し ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た イ ソ 型 特 異 的 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 （
Southern Biotechnology Associates、 バ ー ミ ン ガ ム 、 Ａ Ｌ ） を 添 加 し て 、 細 胞 表 面 染 色
を 行 っ た 。 以 下 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ： Ｗ ６ ／ ３ ２ （ Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 抗 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ
ス I； Basel Inst. of Immunologyよ り 入 手 ） ； Ｈ Ｂ ５ ５ （ Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 抗 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス II
； Basel Inst. of Immunologyよ り 入 手 ） ； Ｉ Ｔ ２ .２ （ Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 抗 Ｂ ７ .２ ； Pharmin
genよ り 入 手 ） お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ ８  Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 株 か ら の 上 澄 み 液 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 図 １ ２ に 示 す よ う に 、 新 た に 単 離 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 は 、 新 た に 単 離 し た 従 来 の Ｃ
Ｄ １ ４ 陽 性 Ｄ Ｃ 先 駆 細 胞 に 匹 敵 す る レ ベ ル の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Iお よ び ク ラ ス IIお よ び コ ス テ
ィ ミ ュ ラ ト リ ー 分 子 Ｂ ７ .２ の 発 現 を 示 し た 。 唯 一 の 違 い は 、 従 来 の Ｄ Ｃ 先 駆 細 胞 か ら は
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 が 存 在 し な い こ と で あ っ た 。 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｉ Ｌ － ４ の 存 在 下 で ７ 日
間 培 養 し た 後 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 は 有 意 に 上 昇 し た レ ベ ル の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Iお よ び ク ラ
ス II分 子 並 び に Ｂ ７ .２ の 表 面 発 現 を 示 し た （ 図 １ ３ 、 Ａ 、 上 側 の パ ネ ル ） 。 従 来 の Ｄ Ｃ
も ま た こ れ ら ４ つ の 分 子 の 発 現 の 増 大 を 示 し た が 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 で 観 察 さ れ た レ ベ
ル に は 達 し な か っ た （ 図 １ ３ 、 Ａ 、 下 側 の パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 Ｌ Ｐ Ｓ で ４ ０ 時 間 刺 激 す る と 、 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Iお よ び II発 現 の さ ら な る 増 大 が Ｍ － Ｄ Ｃ
８ 陽 性 細 胞 お よ び 従 来 の Ｄ Ｃ の 両 者 で 認 め ら れ た （ 図 １ ３ 、 Ｂ ） 。 再 び 、 Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞
は よ り 高 い レ ベ ル の Ｈ Ｌ Ａ 発 現 に 達 し た 。 最 も 劇 的 で あ っ た の は 、 Ｌ Ｐ Ｓ に 応 答 し た Ｂ ７
.２ 表 面 発 現 の 増 大 で あ っ た 。 以 上 を ま と め る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 Ｄ
Ｃ が 従 来 の 単 球 由 来 Ｄ Ｃ に 匹 敵 す る マ ン ノ ー ス レ セ プ タ ー を 介 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス 能
お よ び 従 来 の Ｄ Ｃ よ り も 優 れ た ミ ク ロ ピ ノ サ イ ト ー シ ス 能 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 同
様 に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 Ｄ Ｃ は 、 非 刺 激 お よ び Ｌ Ｐ Ｓ 誘 発 の 両 条 件 下 で 従 来 の Ｄ Ｃ を 上 回 る
抗 原 提 示 分 子 お よ び Ｔ 細 胞 コ ス テ ィ ミ ュ ラ ト リ ー 分 子 の 表 面 発 現 レ ベ ル を 有 す る 。 こ れ ら
デ ー タ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ｍ Ｄ Ｃ ８ が 、 ヒ ト 血 液 か ら 免 疫 応 答 の 誘 発 の た め の 抗 原 の
取 り 込 み お よ び 提 示 の 非 常 に 高 い 能 力 を 有 す る 細 胞 集 団 を 単 離 す る こ と が で き る こ と を 示
し て い る 。
【 ０ １ ７ ５ 】

： Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 発 現 す る Jurkat Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 サ ブ ク ロ ー ン の 確 立
　 Jurkatは 、 も と も と ヒ ト Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 に 由 来 す る 細 胞 株 で あ る 。 図 １ ４ に 示 す よ う に
、 こ れ ら 細 胞 は 通 常 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 を 発 現 し な い （ 上 側 の パ ネ ル 、
左 上 の 四 分 円 ） 。 し か し な が ら 、 極 め て 少 数 の 細 胞 （ ＜ １ ％ ） が Ｍ － Ｄ Ｃ ８ と 反 応 す る の
が 認 め ら れ た （ 左 上 側 の 四 分 円 中 の ２ つ の Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 を 参 照 ） 。 こ れ ら 細 胞 を Ｍ
－ Ｄ Ｃ ８ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 複 数 回 の セ ル ソ ー テ ィ ン グ お よ び 引 き 続 く 増 殖 に よ
り 単 離 し た 。 最 終 的 に 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 高 レ ベ ル で 安 定 に 発 現 す る JurkatＴ リ ン パ 腫 細
胞 の サ ブ ク ロ ー ン を 確 立 す る こ と が で き た （ 図 １ ４ 、 左 下 側 の パ ネ ル ） 。 同 様 に 、 Ｍ － Ｄ
Ｃ ８ 陽 性 細 胞 を 除 去 す る こ と に よ り 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 発 現 細 胞 を 本 質 的 に 欠 如 し て い る Jurkat
サ ブ ク ロ ー ン が 確 立 さ れ た （ 図 １ ４ 、 右 下 側 の パ ネ ル ） 。 こ れ ら ２ つ の Jurkatサ ブ ク ロ ー
ン を 用 い 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 並 び に 該 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 認 識 す る 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
特 徴 付 け た （ 以 下 の 実 施 例 １ ２ を 参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ６ 】

： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 の 特 徴
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実 施 例 １ １



　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 は 、 膜 タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ
ド 構 造 か ま た は 炭 水 化 物 残 基 の い ず れ か で あ る 。 炭 水 化 物 構 造 は 、 膜 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外
ド メ イ ン か ま た は 脂 質 二 重 層 に 組 み 込 ま れ た 成 分 で あ る 糖 脂 質 の い ず れ か 、 ま た は そ の 両
者 に 結 合 し て い る こ と が 考 え ら れ る 。 こ の 問 題 を 調 べ る た め 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８  Ｉ ｇ Ｍ の 結 合
に つ い て 脂 質 を 分 析 し た 。 こ れ ら 脂 質 を 細 胞 膜 （ Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陰 性 か ま た は Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性
の い ず れ か で あ る 上 記 Jurkatサ ブ ク ロ ー ン か ら 単 離 し た ） か ら 抽 出 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 Jurkat細 胞 （ ３ ～ ５ × １ ０ ９ ） を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ３ 回 洗 浄 し 、 １ ５
ｍ ｌ の １ ： ２ ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ タ ノ ー ル 中 で ５ 分 間 超 音 波 処 理 し た 。 ２ ０ ０ ０ × ｇ で １ ０
分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 上 澄 み 液 を 回 収 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を １ ５ ｍ ｌ の ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ タ
ノ ー ル で ２ 回 再 抽 出 し た 。 プ ー ル し た 抽 出 物 を 真 空 乾 燥 さ せ 、 ５ ０ ｍ ｌ の Ｋ Ｃ ｌ  ０ .８ ８
％ 中 に 再 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を ２ .８ × １ ０ ｃ ｍ  Ｃ １ ８ カ ラ ム （ Bakerbond） に 負 荷 し た 。
５ ０ ｍ ｌ の Ｋ Ｃ ｌ 溶 液 で 洗 浄 し 、 ２ ０ ０ ｍ ｌ の 蒸 留 水 で 脱 塩 （ de-sulfing） し た 後 、 脂 質
を ２ ５ ０ ｍ ｌ の エ タ ノ ー ル で 溶 出 し た 。 真 空 乾 燥 し た 溶 出 液 を ５ ｍ ｌ の ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ
タ ノ ー ル 中 に 溶 解 し た 。 １ ｍ ｌ の 水 を 加 え 、 攪 拌 し た 後 、 下 層 を １ ｍ ｌ の 水 で 再 抽 出 し 、
コ ン バ イ ン し た 上 層 （ 膜 脂 質 を 含 有 す る ） を 真 空 下 で 還 元 し （ reduced） 凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 脂 質 抽 出 物 の １ ％ ア リ コ ー ト を ２ .５ × １ ０ ｃ ｍ  Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ プ レ ー ト （ Merck Si 60） 上
に 負 荷 し 、 溶 媒 と し て ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ タ ノ ー ル ／ 水 （ １ ２ ０ ： ７ ０ ： １ ７ （ 容 量 ） ） を
０ .０ ２ ％ 塩 化 カ ル シ ウ ム と と も に 用 い て ３ ５ 分 間 展 開 し た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
と 同 様 に し て 、 記 載 に 従 い （ Bethkeら 、 J.Immunol.Methods 89:111-116,1986） ク ロ マ ト
グ ラ ム を Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 体 と 反 応 さ せ た 。 結 合 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８  Ｉ ｇ Ｍ を ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ （ Ａ Ｐ ） コ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ （ μ 鎖 ） （ Caltag） に よ り 検 出 し た 。
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 の Jurkatサ ブ ク ロ ー ン で の み 得 ら れ た ２ つ の 区 別 さ れ る 脂
質 バ ン ド と 反 応 し た （ 図 １ ５ 、 第 一 の レ ー ン ） 。 こ れ ら ２ つ の バ ン ド は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陰 性
の JurkatＴ リ ン パ 腫 細 胞 か ら 抽 出 さ れ た 脂 質 を 含 ん で い な か っ た 。 こ れ ら 細 胞 で は 非 常 に
マ イ ナ ー な 別 個 に 移 動 す る バ ン ド の み が 検 出 さ れ た （ 図 １ ５ 、 第 二 の レ ー ン ） 。 脂 質 の 脂
肪 酸 残 基 は 通 常 、 免 疫 原 性 を 呈 し な い の で 、 こ れ ら ２ つ の 脂 質 種 と の Ｍ － Ｄ Ｃ ８ の 免 疫 反
応 性 は そ の 炭 水 化 物 残 基 に よ る も の と 思 わ れ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８  Ｉ ｇ Ｍ に よ っ て 認 識 さ れ る 炭 水 化 物 残 基 が ポ リ ペ プ チ ド 上 に も 存 在 す る か
否 か を 調 べ る た め 、 組 み 込 ま れ た 膜 タ ン パ ク 質 を 記 載 に 従 っ て （ Pasqualら 、 Electropore
sis 18:2573-2581,1997） Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陰 性 の Jurkat細 胞 か ら 調 製 し
た 。 調 製 し た 膜 タ ン パ ク 質 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 供 し 、 つ い で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ
Ｃ ８ を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 結 合 し た Ｉ ｇ Ｍ の 検 出 は Ａ Ｐ － コ ン ジ
ュ ゲ ー ト ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 μ 抗 体 （ Biosource） に よ り 行 っ た 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ は ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ テ ィ ン グ に お い て 幾 つ か の ポ リ ペ プ チ ド の バ ン ド を 認 識 し た （ 図 １ ６ 、 レ ー ン １ ） 。
こ の こ と は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 が Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 の Jurkat細 胞 の 種 々 の 組 み 込 ま れ た 膜 タ ン
パ ク 質 上 に も 存 在 し 得 る こ と を 示 し て い る 。 そ の よ う な シ グ ナ ル は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陰 性 の Ju
rkat Ｔ 細 胞 で は 得 ら れ な か っ た （ 図 １ ６ 、 レ ー ン ２ ） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ と 免 疫 反 応 性 で あ っ た バ ン ド の 一 つ は 、 抗 Ｐ － セ レ ク チ ン 糖 タ ン パ ク 質 リ ガ
ン ド １ （ Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ） 抗 体 （ Pharmingen） を 用 い 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り Ｐ
Ｓ Ｇ Ｌ － １ と し て 同 定 さ れ た 。 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ は 多 く の リ ン パ 球 細 胞 型 で 認 め ら れ る ポ リ ペ
プ チ ド で あ り （ Yangら 、 Thromb.Haemost.81:1-7,1999） 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ
８ 陰 性 の Jurkat細 胞 上 に 同 様 の 量 で 存 在 し て い た （ 図 １ ６ 、 レ ー ン ３ お よ び レ ー ン ４ ） 。
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ と 同 一 の シ グ ナ ル は 、 ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら Ｍ － Ｄ Ｃ ８ に よ り 単
離 し た 樹 状 細 胞 か ら の 膜 タ ン パ ク 質 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 し た と き に 得
ら れ た （ 図 １ ６ 、 レ ー ン ５ ） 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ バ ン ド の ぼ や け た 形 状
は 、 そ の 知 ら れ た 高 炭 水 化 物 含 量 の た め で あ る 。
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【 ０ １ ８ １ 】
　 以 上 を ま と め る と 、 こ れ ら デ ー タ は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 が Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 Jurkatサ ブ ク ロ
ー ン お よ び ヒ ト Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 樹 状 細 胞 の 糖 脂 質 お よ び 組 み 込 ま れ た 膜 タ ン パ ク 質 上 に 存
在 す る 炭 水 化 物 構 造 で あ る こ と を 示 し て い る 。 樹 状 細 胞 お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 Jurkat細 胞
上 の Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 炭 水 化 物 抗 原 に 対 す る 一 つ の 主 要 な 担 体 タ ン パ ク 質 は Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ と し て
同 定 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】

： 新 規 な 樹 状 細 胞 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成
　 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ と 称 す る 新 規 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８
陽 性 JurkatＴ リ ン パ 腫 サ ブ ク ロ ー ン か ら の 膜 調 製 物 か （ Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ に つ い て ） ま た は
完 全 な Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 Jurkat細 胞 を 用 い て （ Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ に つ い て ） Balb/c ×  Ｃ ５ ７
Ｂ １  Ｆ １ マ ウ ス を 免 疫 す る こ と に よ り 生 成 し た 。 細 胞 質 膜 の 調 製 を 、 標 準 法 を 用 い （ Pas
qualら 、 Electrophoresis 18:2573-2581,1997） 、 細 胞 の 低 浸 透 圧 溶 解 、 つ い で 細 胞 の 機
械 的 破 砕 、 連 続 的 な 遠 心 分 離 お よ び 膜 の 洗 浄 お よ び 炭 酸 ナ ト リ ウ ム で 処 理 す る こ と に よ る
周 縁 膜 タ ン パ ク 質 の 除 去 に よ り 行 っ た 。 マ ウ ス に １ ５ ０ μ ｇ の 等 価 量 の 膜 タ ン パ ク 質 （ Ｄ
－ Ｄ Ｃ ８ .１ に つ い て ） ま た は １ ～ ２ × １ ０ ７ 細 胞 （ Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ に つ い て ） を ３ ～ ４ 週
間 の 間 隔 で ５ 回 の 腹 腔 内 注 射 に よ り 注 入 し た 。 最 後 の 注 射 の ３ 日 後 に 脾 臓 細 胞 を 調 製 し 、
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ に つ い て 記 載 し た よ う に Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ .６ ５ ３ と 融 合 さ せ た 。 得 ら れ た 抗 体 は
と も に Ｉ ｇ Ｍ ク ラ ス の も の で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ れ ら ２ つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ が Ｍ － Ｄ Ｃ ８ と 同
じ 樹 状 細 胞 の 集 団 を 認 識 す る か 否 か を 調 べ る た め 、 ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 二 重 免 疫 蛍 光 染 色 の 後
に ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ り 分 析 し た 。 示 し た す べ て の 実 験 に は 同 じ 健 康 な ド ナ ー を
用 い た 。 図 １ ７ に 関 し 、 ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 細 胞 表 面 マ ー カ ー Ｃ Ｄ １ ４ （ 左 の パ ネ ル ） 、 Ｈ
Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ （ 中 央 の パ ネ ル ） ま た は Ｃ Ｄ １ ６ （ 右 の パ ネ ル ） （ す べ て Pharmingenか ら 得 た
） を 認 識 す る 抗 体 と と も に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ （ 上 の 列 ） 、 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ （
中 央 の 列 ） ま た は Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ （ 下 の 列 ） で 二 重 染 色 し た 。 Ｉ ｇ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 検 出 は 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス フ ィ コ エ リ ト リ ン （ Ｐ Ｅ ） 標 識 抗 μ 二 次 抗 体 （ Immunotech） に よ
り 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 図 １ ７ に お い て Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ス キ ャ ン の 右 上 の 四 分 円 に 認 め ら れ る よ う に 、 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１
お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ は と も に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ に よ っ て 認 識 さ れ た の と 極
め て 類 似 の 量 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 認 識 し た 。 こ れ ら 細 胞 は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ （ 図 １ ７ 、 中 央 の パ ネ
ル ） お よ び Ｃ Ｄ １ ６ （ 右 の パ ネ ル ） の 発 現 は 高 い が 、 Ｃ Ｄ １ ４ （ 左 の パ ネ ル ） の 発 現 は 低
い と い う 点 で 共 通 で あ っ た 。 こ の こ と は 、 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ が と も に 頻
度 並 び に Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ 、 Ｃ Ｄ １ ６ お よ び Ｃ Ｄ １ ４ の 細 胞 表 面 発 現 に 関 し て 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ に
よ っ て 認 識 さ れ る も の と 極 め て 類 似 の 特 徴 を 有 す る Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 別 個 の サ ブ セ ッ ト を 認 識 し
た こ と を 示 し て い る 。 ３ つ の 抗 体 は す べ て 、 本 明 細 書 に お い て Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 樹 状 細 胞 と し て
言 及 す る Ｄ Ｃ の ク ラ ス を 認 識 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ が と も に Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 認 識
す る こ と を 実 証 す る た め 、 こ れ ら 抗 体 を Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陰 性 お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 Jurkatサ ブ
ク ロ ー ン へ の 結 合 に つ い て 試 験 し た 。 両 抗 体 は Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陰 性 の Jurkat細 胞 に は 有 意 に 結
合 し な か っ た が （ 図 １ ８ 、 左 の パ ネ ル 、 左 上 の 四 分 円 ） 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 の Jurkat細 胞 に
は と も に 強 く 反 応 し た （ 右 の パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 要 約 す る と 、 こ れ ら 結 果 は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 （ 新 規 な ク ラ ス の 樹 状 細 胞 に 特 徴 的 で あ る
） は 少 な く と も ２ つ の 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ に よ っ
て 認 識 さ れ 得 る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
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【 表 ６ 】
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【 表 ７ 】
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【 表 ８ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ５ 】
【 図 １ 】 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の 頻 度 、 サ イ ズ お よ び 顆 粒 度 。 赤 血 球 の 溶 解 お よ び モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ と そ れ に 続 く フ ィ コ エ リ ト リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 Ｉ ｇ 抗 体 に よ る 染 色
後 の ヒ ト 末 梢 血 血 球 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 （ Ａ ） 。 各 四 分 円 中 の 数 字 は 細 胞 の パ ー
セ ン ト を 示 す 。 ゲ ー ト を 開 い た （ gated） Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の 散 乱 プ ロ フ ィ ル を （ Ｂ ） に
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示 す 。 比 較 の た め 、 （ Ｃ ） は ゲ ー ト を 開 い て い な い （ ungated） 白 血 球 の 散 乱 プ ロ フ ィ ル
を 示 す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
【 図 ２ 】 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 上 の 細 胞 系 列 特 異 的 な お よ び Ｄ Ｃ に 関 連 す る 表 面 マ ー カ ー の 発
現 お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の イ ム ノ マ グ ネ チ ッ ク 単 離 の 効 率 の 分 析 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の
二 重 免 疫 蛍 光 染 色 を 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ａ 、 Ｅ お よ び Ｇ ） 、 Ｔ 細 胞 涸 渇 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｂ － Ｄ ） 、 Ｔ
細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 涸 渇 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｆ ） ま た は 精 製 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 （ Ｈ ） 上 で 行 っ た 。 細
胞 内 ｐ ５ ５ 抗 原 の 検 出 の た め （ Ｅ ） 、 未 分 離 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 に 対 し て 染 色 し
、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 サ ポ ニ ン で 透 過 性 に し 、 つ い で ｐ ５ ５ 特 異 的 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で 標 識 し た 。 Ｃ Ｄ ８ ３ 抗 原 は Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 涸 渇 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 上 で 示 さ れ 、 Ｍ
－ Ｄ Ｃ ８ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び Ｃ Ｄ ８ ３ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 同 時 に 染 色 し な が ら ４
８ 時 間 培 養 し た （ Ｆ ） 。 マ グ ネ チ ッ ク セ ル ソ ー テ ィ ン グ に よ る Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら の Ｍ － Ｄ Ｃ ８
＋ 細 胞 の 単 離 前 後 の Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 お よ び Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ ＋ 細 胞 の 頻 度 を （ Ｇ ） お よ び （
Ｈ ） に 示 す 。 結 果 は ２ ０ 人 （ Ａ － Ｄ 、 Ｇ お よ び Ｈ ） お よ び ５ 人 （ Ｅ お よ び Ｆ ） の 異 な る ド
ナ ー を 表 す も の で あ る 。 各 四 分 円 中 の 数 字 は 細 胞 の パ ー セ ン ト を 示 す 。
【 ０ １ ９ ７ 】
【 図 ３ 】 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の 形 態 お よ び 食 作 用 活 性 。 上 側 の パ ネ ル で は 、 単 離 直 後 （ Ａ ）
お よ び イ ン ビ ト ロ で ４ ８ 時 間 培 養 後 （ Ｂ ） の 精 製 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 の サ イ ト ス ピ ン を 示 す
。 下 側 の パ ネ ル は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 食 作 用 し た 後 （ Ｃ ） ま た は 抗 体 コ ー テ ィ ン グ Ｓ Ｒ Ｂ
Ｃ を 食 作 用 し た 後 （ Ｄ ） の Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 を 示 す 。 光 学 顕 微 鏡 の た め 、 細 胞 を May-Grue
nwald/Giemsa染 色 し た （ Ａ 、 Ｂ お よ び Ｄ 、 倍 率 × １ ０ ０ ） 。 （ Ｃ ） で は 細 胞 を ゼ ラ チ ン に
包 埋 し た 後 、 共 焦 レ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ 顕 微 鏡 に 供 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
【 図 ４ 】 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 に よ る Ｔ 細 胞 の 刺 激 。 精 製 Ｔ 細 胞 （ １ × １ ０ ５ ） を 外 来 可 溶 性
抗 原 の 存 在 下 （ Ｃ 、 Ｄ ） ま た は 不 在 下 （ Ａ 、 Ｂ ） で 段 階 的 な 数 の Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 （ 黒 丸
） か ま た は Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 （ 白 丸 ） と と も に 培 養 し た 。 （ Ａ ） 、 同 種 Ａ Ｐ Ｃ ； （ Ｂ ） 、 自
己 由 来 Ａ Ｐ Ｃ ； （ Ｃ ） 、 Ｔ Ｔ （ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） の 存 在 下 で の 自 己 由 来 Ａ Ｐ Ｃ ； （ Ｄ ） Ｋ Ｈ
Ｌ （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） の 存 在 下 で の 自 己 由 来 Ａ Ｐ Ｃ 。 ５ 日 後 （ Ａ 、 Ｃ ） ま た は ７ 日 後 （ Ｂ 、
Ｄ ） に Ｔ 細 胞 の 増 殖 を ３ Ｈ － チ ミ ジ ン 取 り 込 み に よ り 決 定 し た 。 （ Ｃ ） お よ び （ Ｄ ） に お
い て 可 溶 性 抗 原 の 不 在 下 で の Ｔ 細 胞 増 殖 の 値 を 全 ｃ ｐ ｍ か ら 差 し 引 い た 。 図 示 し た 値 は ３
つ の サ ン プ ル の 平 均 値 を 表 す 。 Ｓ Ｅ Ｍ は ＜ １ ５ ％ で あ っ た 。 （ Ａ ） 、 （ Ｂ ） お よ び （ Ｃ ）
に 示 す 結 果 は ６ つ の 独 立 し た 実 験 を 表 し 、 （ Ｄ ） は ３ つ の 異 な る 実 験 を 表 す 。
【 ０ １ ９ ９ 】
【 図 ５ 】 ペ プ チ ド を 積 載 し た Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 お よ び Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 に よ る Ｃ Ｔ Ｌ ク ロ ー
ン の 刺 激 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 お よ び Ｃ Ｄ １ ４ ＋ 単 球 を チ ロ シ ナ ー ゼ 由 来 ペ プ チ ド （ １ ０ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 一 夜 パ ル ス し 、 つ い で チ ロ シ ナ ー ゼ 特 異 的 な ク ロ ー ニ ン グ Ｃ Ｔ Ｌ と と も に
さ ら に ４ ０ 時 間 培 養 し た 。 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 を 、 ３ つ の 培 養 の 上 澄 み 液 に 分 泌 さ れ た Ｔ Ｎ Ｆ
－ α を 決 定 す る こ と に よ り ア ッ セ イ し た 。 縦 列 は ３ つ の 個 々 の 値 の 平 均 で あ り 、 足 し 算 で
表 し て あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
【 図 ６ 】 ア ロ 抗 原 特 異 的 細 胞 障 害 性 Ｔ エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 誘 発 。 未 分 離 の Ｔ リ ン パ 球 （ Ａ
） お よ び 精 製 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 （ Ｂ ） を 同 種 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 （ 黒 丸 ） ま た は Ｃ Ｄ １ ４
＋ 単 球 （ 白 丸 ） と と も に ７ 日 間 培 養 し た 。 Ｔ リ ン パ 球 を ４ 時 間 ク ロ ム 放 出 試 験 に お い て ５

１ Ｃ ｒ 標 識 ス テ ィ ミ ュ レ ー タ ー タ イ プ Ｐ Ｈ Ａ 芽 球 細 胞 に 対 し て 試 験 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
【 図 ７ 】 チ ロ シ ナ ー ゼ 由 来 ペ プ チ ド に 特 異 的 な 細 胞 障 害 性 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 誘 発 。 健 康
な ド ナ ー お よ び 黒 色 腫 患 者 か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 精 製 自 己 由 来 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ 細 胞 に よ り 提 示
さ れ る チ ロ シ ナ ー ゼ 由 来 ノ ナ マ ー （ ９ 量 体 ） ペ プ チ ド に 対 し て ４ 回 の 連 続 的 な 刺 激 に よ り
活 性 化 し た 。 （ Ａ ） エ フ ェ ク タ ー ／ 標 的 細 胞 比  ４ ０ ： １ で の ペ プ チ ド を 積 載 し た ５ １ Ｃ
ｒ 標 識 Ｔ ２ 細 胞 の 特 異 的 溶 解 。 （ Ｂ ） チ ロ シ ナ ー ゼ を 欠 く ま た は 発 現 す る 黒 色 腫 細 胞 と 接
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触 し た 後 に エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ り 放 出 さ れ る Ｔ Ｎ Ｆ － α （ Ｅ ／ Ｔ 比  １ ： ２ ） 。 棒 は ３
つ の 決 定 の 平 均 値 を 示 し 、 Ｓ Ｅ Ｍ は ＜ １ ５ ％ で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
【 図 ８ 】 表 面 マ ー カ ー 発 現 に 基 づ い て 特 徴 付 け た 種 々 の ヒ ト 血 液 Ｄ Ｃ サ ブ セ ッ ト の 概 要 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
【 図 ９ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ Ｃ ８ の 可 変 領 域 の 重 鎖 （ Ｖ Ｈ ） を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） お よ び そ れ か ら 導 か れ る １ 文 字 コ ー ド で の ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ２ ） 。 番 号 は 、 示 し た ト リ プ レ ッ ト の ３ '末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 位 置 を 指 し て
い る 。 配 列 の ５ '末 端 お よ び ３ '末 端 を 示 し て あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
【 図 １ ０ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ Ｃ ８ の 可 変 領 域 の 軽 鎖 （ Ｖ Ｌ ） を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） お よ び そ れ か ら 導 か れ る １ 文 字 コ ー ド で の ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ４ ） 。 番 号 は 、 示 し た ト リ プ レ ッ ト の ３ '末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 位 置 を 指 し
て い る 。 配 列 の ５ '末 端 お よ び ３ '末 端 を 示 し て あ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
【 図 １ １ 】 ｍ Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 （ 黒 い 棒 ） と 従 来 の Ｄ Ｃ （ 斜 線 を 付 し た 棒 ） と の エ ン ド サ イ
ト ー シ ス 能 の 比 較 。 マ イ ク ロ ピ ノ サ イ ト ー シ ス を 、 ル シ フ ェ ー ル イ エ ロ ー を 用 い た Ｆ Ａ Ｃ
Ｓ （ Ｌ Ｙ 取 り 込 み ； 左 の パ ネ ル ） お よ び Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ コ ン ジ ュ ゲ ー ト デ キ ス ト ラ ン に よ る マ ン
ノ ー ス レ セ プ タ ー に よ り 媒 体 さ れ た 取 り 込 み （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ － Ｄ Ｘ ； 右 の パ ネ ル ） に よ り 測 定
し た 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 か ら の 結 果 を 定 量 化 し 、 平 均 蛍 光 強 度 （ Ｍ Ｆ Ｉ ） と し て 表 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
【 図 １ ２ 】 新 た に 単 離 し た ｍ Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 （ 上 側 の パ ネ ル ） と 従 来 の Ｄ Ｃ の 前 駆 細 胞 （
Ｃ Ｄ １ ４ 由 来 ； 下 側 の パ ネ ル ） の 間 の 細 胞 表 面 分 子 発 現 能 の 比 較 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 か ら の ヒ
ス ト グ ラ ム プ ロ ッ ト を 示 す 。 第 一 の ヒ ス ト グ ラ ム は 二 次 抗 体 単 独 で 得 ら れ た 。 ｙ 軸 は 細 胞
数 を 示 す ； ｘ 軸 は 蛍 光 強 度 を 示 し 、 細 胞 表 面 発 現 レ ベ ル の 測 定 値 で あ る 。 表 面 抗 原 の 名 称
の 下 の 数 字 は 、 計 算 し た 平 均 蛍 光 強 度 を 与 え て い る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
【 図 １ ３ 】 培 養 し た ｍ Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 （ 上 側 の パ ネ ル ） と 従 来 の Ｄ Ｃ の 前 駆 細 胞 （ Ｃ Ｄ １
４ 由 来 ； 下 側 の パ ネ ル ） の 間 の 細 胞 表 面 分 子 発 現 能 の 比 較 。 Ａ ． Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｉ Ｌ
－ ４ の み の 存 在 下 で ７ 日 間 培 養 し た 細 胞 ； Ｂ ． 第 ５ 日 目 の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ／ Ｉ Ｌ － ４ 培 養 を
１ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｌ Ｐ Ｓ で ４ ０ 時 間 刺 激 し た 細 胞 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 か ら の ヒ ス ト グ ラ ム プ ロ ッ
ト を 示 す 。 第 一 の ヒ ス ト グ ラ ム は 二 次 抗 体 単 独 で 得 ら れ た 。 ｙ 軸 は 細 胞 数 を 示 す ； ｘ 軸 は
蛍 光 強 度 を 示 し 、 細 胞 表 面 発 現 レ ベ ル の 測 定 値 で あ る 。 表 面 抗 原 の 名 称 の 下 の 数 字 は 、 計
算 し た 平 均 蛍 光 強 度 を 与 え て い る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
【 図 １ ４ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 を 発 現 す る ま た は 発 現
し な い Jurkat Ｔ リ ン パ 種 細 胞 サ ブ ク ロ ー ン の 確 立 。 Jurkat Ｔ 細 胞 を Ｍ － Ｄ Ｃ ８  Ｉ ｇ Ｍ
で の 染 色 お よ び Ｐ Ｅ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 で の 検 出 後 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ り 分 析 し た （
ｙ 軸 ） 。 通 常 の Jurkat Ｔ 細 胞 （ 上 側 の パ ネ ル ） は 極 め て わ ず か し か Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞
を 有 し な い （ 左 上 側 の 四 分 円 ） 。 こ れ ら 細 胞 を 単 離 し 、 多 く の 回 数 の 選 択 を 行 っ て 増 殖 さ
せ 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ を 高 度 に 発 現 す る サ ブ ク ロ ー ン と し た （ 左 下 側 の パ ネ ル ） 。 実 質 的 に Ｍ －
Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 を 示 さ な い Jurkat細 胞 の サ ブ ク ロ ー ン （ 右 下 側 の パ ネ ル ） を 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８
抗 体 で 修 飾 し た マ グ ネ チ ッ ク ビ ー ズ を 用 い て Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 細 胞 を 涸 渇 さ せ る こ と に よ り
単 離 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
【 図 １ ５ 】 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 発 現 す る Jurkatか ら 抽 出 し た 糖 脂 質 へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ の 結 合 。 脂 質 は 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 高 度 に 発 現 す る か （ レ ー ン １ ） ま た は 該 抗
原 を 発 現 し な い （ レ ー ン ２ ） Jurkatサ ブ ク ロ ー ン か ら 抽 出 し た 。 脂 質 を 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 分 離 し 、 ク ロ マ ト グ ラ ム を Ｍ － Ｄ Ｃ ８ Ｉ ｇ Ｍ で プ ロ ー ブ し 、 二 次 抗 Ｉ ｇ Ｍ 抗
体 に よ り 検 出 し た 。 脂 質 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 示 す 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８  Ｉ ｇ Ｍ と
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免 疫 応 答 反 応 す る ２ つ の 脂 質 の 位 置 を 矢 印 に よ り 示 す 。 白 丸 は Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陰 性 細 胞 か ら の
マ イ ナ ー な バ ン ド を 記 録 し た も の で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
【 図 １ ６ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ と 免 疫 反 応 す る 膜 タ ン パ ク 質 の 特 徴 付 け 。 組 み
込 ま れ た （ integral） 膜 タ ン パ ク 質 を 、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 Jurkat細 胞 （ レ ー ン １ お よ び ３ ）
、 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陰 性 Jurkat細 胞 （ レ ー ン ２ お よ び ４ ） お よ び ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 単 離 し た Ｍ －
Ｄ Ｃ ８ 陽 性 樹 状 細 胞 （ レ ー ン ５ ） か ら 調 製 し た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 示 す 。 レ ー
ン １ 、 ２ お よ び ５ に つ い て は フ ィ ル タ ー を Ｍ － Ｄ Ｃ ８  Ｉ ｇ Ｍ で プ ロ ー ブ し 、 二 次 抗 Ｉ ｇ
Ｍ 抗 体 に よ り 検 出 し た 。 レ ー ン ３ お よ び ４ に つ い て は 糖 タ ン パ ク 質 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ を 認 識 す
る 抗 体 を 使 用 し た 。 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の 位 置 （ 右 ） お よ び ３ つ の Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 陽 性 タ ン パ ク 質 の
位 置 （ 左 ） を 矢 印 で 示 す 。 ２ ０ ０ お よ び １ １ ６ ｋ Ｄ ａ の ２ つ の 分 子 量 標 準 の 位 置 を 右 側 に
示 す 。
【 ０ ２ １ １ 】
【 図 １ ７ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ に よ り 認 識 さ れ る Ｐ Ｂ
Ｍ Ｃ の 特 徴 付 け 。 同 じ ド ナ ー か ら の ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 Ｃ Ｄ １ ４ 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ ま た は Ｃ Ｄ
１ ６ に 対 す る 抗 体 お よ び 所 定 の ３ つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 二 重 標 識 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ り
分 析 し た 。 二 重 に 陽 性 の 細 胞 は 右 上 の 四 分 円 に 認 め ら れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
【 図 １ ８ Ａ 】 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 発 現 す る Jurkatサ ブ ク ロ ー ン へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ －
Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ の 結 合 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 発 現 す る Jurkatサ ブ ク ロ ー ン （
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ ） お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 発 現 し な い Jurkatサ ブ ク ロ ー ン （ Ｍ － Ｄ Ｃ ８ － ）
を Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ へ の 結 合 に つ い て 試 験 し た 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 を 示 す 。
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｉ ｇ Ｍ を Ｐ Ｅ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 に よ り 検 出 し た （ Ｙ 軸 ） 。
該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 す る 細 胞 を 左 上 の 四 分 円 に 示 す 。
【 ０ ２ １ ３ 】
【 図 １ ８ Ｂ 】 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 発 現 す る Jurkatサ ブ ク ロ ー ン へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｄ －
Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ の 結 合 。 Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 発 現 す る Jurkatサ ブ ク ロ ー ン （
Ｍ － Ｄ Ｃ ８ ＋ ） お よ び Ｍ － Ｄ Ｃ ８ 抗 原 を 発 現 し な い Jurkatサ ブ ク ロ ー ン （ Ｍ － Ｄ Ｃ ８ － ）
を Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .１ お よ び Ｄ － Ｄ Ｃ ８ .２ へ の 結 合 に つ い て 試 験 し た 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 を 示 す 。
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｉ ｇ Ｍ を Ｐ Ｅ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 に よ り 検 出 し た （ Ｙ 軸 ） 。
該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 す る 細 胞 を 左 上 の 四 分 円 に 示 す 。
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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 Ａ 】
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【 図 １ ２ Ｂ 】 【 図 １ ２ Ｃ 】

【 図 １ ３ Ａ 】 【 図 １ ３ Ｂ 】
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【 図 １ ３ Ｃ 】 【 図 １ ３ Ｄ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ Ａ 】

【 図 １ ７ Ｂ 】 【 図 １ ７ Ｃ 】
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【 図 １ ８ Ａ 】 【 図 １ ８ Ｂ 】

【 配 列 表 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供调节免疫应答的手段和方法。 一种特异性识别人树突状细胞（DC）个体群体的新型抗体，以及使用该抗体分
离DC的方法。 此外，上述抗体识别的抗原和表位，以及编码该抗体的多核苷酸。 此外，含有所述多核苷酸的载体和用所述载体转
化的宿主细胞及其在产生所述抗体中的用途。 此外，包含所述抗体或所述抗原或表位的结合位点的结构域和至少一个另外的优选功
能性结构域的多肽以及编码该多肽的多核苷酸。 此外，包含所述多核苷酸的载体，用所述多核苷酸或载体转染的宿主细胞及其在产
生所述多肽中的用途。 [选择图]无
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