
(57)【要約】

本発明は、マイクロドロップにカプセル化した細胞から

分泌されるタンパク質を解析する方法を提供する。マイ

クロドロップは、従来の製剤と比較しマトリックス分子

に対するビオチンの比率を減じたビオチン化マトリック

ス分子と共に製剤化される。比率の低減は検出感度の改

良に有利であり、これにより複数の分泌タンパク質およ

び／または複数の細胞表面マーカーの同時検出が可能と

なる。本発明はさらに、特にIgMアイソタイプからスイ

ッチしたIgGアイソタイプ抗体を単離する方法を提供す

る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 、 マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 に 結 合 し た 第 1ビ オ チ ン 分 子 、 細 胞 に よ り
分 泌 さ れ る 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 し た 捕 獲 分 子 、 な ら び に
第 1お よ び 第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 み 、 第 1ビ オ チ ン 分 子 と マ
ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 の モ ル 比 が モ ル マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 あ た り 0.85モ ル 未 満 ビ オ チ ン で
あ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 細 胞 を カ プ セ ル 化 し 、 分 子 が 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 捕 獲 分 子 に 結 合 す
る こ と に よ り マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 保 持 さ れ る こ と と 、
分 泌 分 子 を 検 出 す る こ と と
を 含 む 、 分 泌 タ ン パ ク 質 を 解 析 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
モ ル 比 が 0.01～ 0.2で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
モ ル 比 が 0.02～ 0.2で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 の 第 1ビ オ チ ン 分 子 の 濃 度 が 42マ イ ク ロ モ ル ま た は そ れ 以 下 で あ る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
カ プ セ ル 化 段 階 に お い て マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 複 数 の 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
カ プ セ ル 化 段 階 に お い て マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 単 一 の 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
分 泌 分 子 が タ ン パ ク 質 、 ホ ル モ ン 、 お よ び 炭 水 化 物 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
分 泌 分 子 が タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 捕 獲 分 子 を 細 胞 と 同 時 に マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 す る 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
カ プ セ ル 化 段 階 後 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 捕 獲 分 子 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 組 み 込 む 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 第 2分 泌 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 2捕 獲 分 子 を さ ら に 含 み 、 第 2
捕 獲 分 子 が 第 2ビ オ チ ン 分 子 の さ ら な る コ ピ ー に 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
細 胞 が 第 2分 子 を 分 泌 す る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 分 泌 分 子 に 対 す る 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 検 出 試 薬 と 接 触 さ せ 、 検 出 試
薬 の 分 泌 分 子 へ の 結 合 を 検 出 す る こ と に よ り 検 出 段 階 を 行 う 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
細 胞 が T細 胞 ま た は B細 胞 で あ り 、 検 出 試 薬 が T細 胞 ま た は B細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 で
あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
検 出 試 薬 が 標 識 し て あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
分 泌 分 子 に 結 合 し た 標 識 検 出 試 薬 の シ グ ナ ル が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 の 分 泌 分 子 の コ ピ ー 数
に 比 例 す る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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検 出 試 薬 が 蛍 光 標 識 し て あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
検 出 試 薬 が 二 次 検 出 試 薬 に よ り 検 出 さ れ る 産 物 を 生 成 す る 酵 素 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 13記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 分 泌 分 子 に 対 す る 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 第 1検 出 試 薬 お よ び 第 2分 泌 分
子 に 対 す る 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 第 2検 出 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 検 出 段 階 を 行 い 、
第 1お よ び 第 2検 出 試 薬 が 異 な る 方 法 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
細 胞 が 第 3分 泌 分 子 を 分 泌 し 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 第 3分 泌 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第
3捕 獲 分 子 を さ ら に 含 み 、 第 3捕 獲 分 子 が 第 2ビ オ チ ン 分 子 の さ ら な る コ ピ ー に 結 合 し 、 マ
イ ク ロ ド ロ ッ プ を 分 泌 分 子 、 第 2分 泌 分 子 、 第 3分 泌 分 子 、 お よ び 細 胞 表 面 マ ー カ ー の そ れ
ぞ れ に 対 す る 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 第 1、 第 2、 第 3、 お よ び 第 4検 出 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と
を さ ら に 含 み 、 検 出 段 階 で 分 泌 タ ン パ ク 質 、 第 2分 泌 タ ン パ ク 質 、 第 3分 泌 タ ン パ ク 質 、 お
よ び 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 検 出 す る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 分 泌 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 1検 出 試 薬 お よ び 細 胞 表 面 マ ー カ
ー に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 2検 出 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 検 出 段 階 を 行 い 、 第 1お よ
び 第 2検 出 試 薬 が 異 な る 方 法 で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
検 出 試 薬 と 捕 獲 分 子 が 分 泌 分 子 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 21記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
2つ 以 上 の 分 泌 分 子 お よ び ／ ま た は 表 面 マ ー カ ー を 同 時 に 検 出 す る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
検 出 段 階 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 行 う 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
検 出 段 階 を 顕 微 鏡 観 察 に よ り 行 う 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
マ ト リ ッ ク ス 成 分 が ア ガ ロ ー ス で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
分 泌 タ ン パ ク 質 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
分 泌 タ ン パ ク 質 が IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 で あ り 、 捕 獲 分 子 が IgGア イ ソ タ イ プ に 対 し て 特
異 的 な 抗 体 で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
分 泌 タ ン パ ク 質 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
細 胞 を 誘 導 し て 分 泌 分 子 の 分 泌 を 促 す こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
カ プ セ ル 化 段 階 後 に 誘 導 を 行 う 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
カ プ セ ル 化 段 階 前 に 誘 導 を 行 う 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
細 胞 が 分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む ベ ク タ ー を 含 み 、 セ グ メ ン ト が
分 泌 タ ン パ ク 質 の 発 現 を も た ら す 1つ ま た は そ れ 以 上 の DNA制 御 セ グ メ ン ト に 機 能 的 に 結 合
し て い る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
分 泌 タ ン パ ク 質 が 細 胞 に よ っ て 自 然 に 分 泌 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ５ 】
解 析 段 階 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 行 う 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
解 析 段 階 を 顕 微 鏡 観 察 に よ り 行 う 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
検 出 段 階 後 に 細 胞 を 増 殖 さ せ 細 胞 株 を 作 製 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
細 胞 が 患 者 か ら 採 取 さ れ た 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
細 胞 が 細 胞 障 害 性 T細 胞 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
細 胞 の 増 殖 に よ り 生 じ た 細 胞 集 団 を 患 者 に 導 入 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 37記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
細 胞 が 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
患 者 が 自 己 免 疫 疾 患 を 罹 患 し 、 細 胞 が Th2細 胞 で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
細 胞 が イ ン ス リ ン を 分 泌 す る 膵 島 細 胞 で あ り 、 患 者 が 臨 床 症 状 を 発 症 す る 前 の 前 駆 期 に あ
る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
増 殖 段 階 中 に 細 胞 を IL-10で 処 理 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
蛍 光 標 識 検 出 試 薬 の 分 泌 分 子 お よ び ／ ま た は 表 面 マ ー カ ー へ の 特 異 的 結 合 に よ っ て 生 じ る
蛍 光 シ グ ナ ル に 基 づ き 、 セ ル ソ ー タ ー を 用 い て 他 の 細 胞 か ら 細 胞 を 分 離 す る こ と を さ ら に
含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
細 胞 が 第 1お よ び 第 2タ ン パ ク 質 を 分 泌 し 、 マ ト リ ッ ク ス が 第 1お よ び 第 2タ ン パ ク 質 の そ れ
ぞ れ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 1お よ び 第 2捕 獲 分 子 を 含 み 、 解 析 段 階 が 、 細 胞 を 第 1お よ
び 第 2タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 1お よ び 第 2検 出 試 薬 と 接 触 さ せ 、 第 1お よ び 第 2分
泌 タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 第 1お よ び 第 2検 出 試 薬 の シ グ ナ ル か ら 第 1お よ び 第 2タ ン パ ク 質 を
検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
細 胞 集 団 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 す る こ と と 、
第 1マ ー カ ー が 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ り 第 2マ ー カ ー が 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 ま た は 第 2分 泌 タ
ン パ ク 質 で あ る が 、 細 胞 を 第 1マ ー カ ー に 対 す る 第 1検 出 試 薬 お よ び 第 2マ ー カ ー に 対 す る
第 2検 出 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と と 、
第 1マ ー カ ー と 第 2マ ー カ ー の 両 方 を 有 す る 細 胞 を 検 出 す る こ と と
を 含 む 、 細 胞 集 団 を 解 析 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
少 な く と も い く つ か の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 単 一 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る 、 請 求 項 47記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
パ ー コ ー ル 、 ポ リ シ ョ 糖 、 ジ ア ト リ ゾ エ ー ト ナ ト リ ウ ム 、 ま た は イ オ ジ キ サ ノ ー ル 勾 配 に
よ り 、 細 胞 カ プ セ ル 化 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 分 離 す る こ と を さ
ら に 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
固 相 支 持 体 に 吸 着 し た 細 胞 カ プ セ ル 化 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の ア レ イ を 作 製 す る こ と を さ ら に
含 み 、 走 査 型 蛍 光 、 比 色 、 ま た は 化 学 発 光 検 出 器 を 用 い て 検 出 を 行 う 、 請 求 項 47記 載 の 方
法 。
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【 請 求 項 ５ １ 】
物 理 的 回 収 に よ り 固 相 支 持 体 か ら 目 的 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 回 収 す る こ と を さ ら に 含 む 、
請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
顕 微 操 作 に よ り 物 理 的 回 収 を 行 う 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
細 胞 カ プ セ ル 化 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と を さ ら に 含 み 、 検 出 に よ り 薬 剤
が 分 泌 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル に 影 響 を 及 ぼ す か 否 か が 示 さ れ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
カ プ セ ル 化 段 階 前 に 細 胞 を 薬 剤 と 接 触 さ せ 分 泌 を 促 進 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 47記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
カ プ セ ル 化 細 胞 が 患 者 由 来 の 細 胞 集 団 で あ り 、 薬 剤 が 患 者 由 来 の 別 の 細 胞 集 団 で あ る 、 請
求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
細 胞 の 亜 集 団 が 蛍 光 標 識 抗 体 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー へ の 結 合 お よ び 蛍 光 シ グ ナ ル の 検 出 に よ
り 単 離 さ れ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
細 胞 集 団 が 患 者 か ら 採 取 さ れ 、 第 1お よ び 第 2マ ー カ ー の 両 方 を 有 す る 細 胞 の 存 在 が 患 者 の
免 疫 状 態 を 示 す 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
第 1お よ び 第 2マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 増 殖 し た 細 胞 を 患 者 に 投 与 す る こ と を さ
ら に 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
細 胞 が 抗 原 特 異 的 T細 胞 で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
第 1お よ び 第 2マ ー カ ー が IL-4、 IL-10、 IFNγ 、 お よ び TNFα か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
特 定 の 第 1お よ び 第 2タ ン パ ク 質 が IL-10お よ び IL-12か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 47
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
同 定 す る 細 胞 が Th1細 胞 で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
同 定 す る 細 胞 が Th2細 胞 で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
第 2マ ー カ ー が T細 胞 分 化 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
マ ー カ ー の 1つ が CD4で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
マ ー カ ー の 1つ が CD8で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 、 マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 に 結 合 し た 第 1ビ オ チ ン 分 子 、 少 な く と も 1
つ の 種 類 の 分 泌 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 親 和 性 を 有 し 、 第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結 合
し た 少 な く と も 第 1の 捕 獲 分 子 、 な ら び に 第 1お よ び 第 2ビ オ チ ン 分 子 を 結 合 す る ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 集 団 を カ プ セ ル 化 し 、 そ
れ に よ り タ ン パ ク 質 が 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る と 第 1捕 獲 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る タ ン パ
ク 質 が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 捕 獲 さ れ る こ と と 、
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 解 析 す る こ と と
を 含 む 、 細 胞 集 団 を 解 析 す る 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ８ 】
解 析 段 階 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ま た は 顕 微 鏡 観 察 に よ り 行 う 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
少 な く と も い く つ か の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 単 一 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る 、 請 求 項 67記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
細 胞 が 同 じ タ ン パ ク 質 を 様 々 な レ ベ ル で 分 泌 し 、 解 析 段 階 に お い て そ の レ ベ ル を 比 較 す る
、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
細 胞 が 様 々 な タ ン パ ク 質 を 分 泌 し 、 解 析 段 階 に お い て 特 定 の タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 細 胞 を
検 出 す る 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
細 胞 集 団 を 患 者 か ら 採 取 し 、 解 析 に よ り 細 胞 障 害 性 T細 胞 の 亜 集 団 を 同 定 し 、 そ の 細 胞 亜
集 団 を 含 ま な い 細 胞 集 団 を 患 者 に 再 導 入 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
患 者 が 自 己 免 疫 疾 患 、 移 植 片 対 宿 主 病 、 ま た は 宿 主 対 移 植 片 病 を 罹 患 す る か ま た は 罹 患 し
や す い 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
再 導 入 段 階 前 に 、 細 胞 亜 集 団 を 含 ま な い 細 胞 集 団 を IL-10で 処 理 す る こ と を さ ら に 含 む 、
請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 、 マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 に 結 合 し た 第 1ビ オ チ
ン 分 子 、 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結
合 し た 捕 獲 分 子 、 な ら び に 第 1お よ び 第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含
み 、 第 1ビ オ チ ン 分 子 と マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 の モ ル 比 が モ ル マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 あ た
り 0.85モ ル 未 満 ビ オ チ ン で あ る 、 細 胞 カ プ セ ル 化 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 集 団 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
モ ル 比 が 0.02～ 0.2で あ る 、 請 求 項 75記 載 の 集 団 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
モ ル 比 が 0.01～ 0.2で あ る 、 請 求 項 75記 載 の 集 団 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
ビ オ チ ン 濃 度 が 42 Mを 超 え な い 、 請 求 項 75記 載 の 集 団 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
少 な く と も い く つ か の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 単 一 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る 、 請 求 項 75記 載 の 集
団 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 と 第 1ビ オ チ ン 分 子 の モ ル 比 が モ ル ア ガ ロ ー ス あ た り 0.05～ 0.2モ ル
ビ オ チ ン で あ る 、 請 求 項 75記 載 の 集 団 。
【 請 求 項 ８ １ 】
ビ オ チ ン と ア ガ ロ ー ス の モ ル 比 が モ ル ア ガ ロ ー ス あ た り 0.85モ ル 未 満 ビ オ チ ン と 改 良 し た
、 ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ ー ス を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 さ れ た 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ
る タ ン パ ク 質 を 解 析 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
モ ル 比 が 0.01～ 0.2で あ る 、 請 求 項 81記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 、 マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 に 結 合 し た Ni 2 + NTA、 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ
る 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 6xヒ ス チ ジ ン タ グ に 結 合 し た 捕 獲 分 子 を 含 む マ イ ク ロ ド ロ
ッ プ に 細 胞 を カ プ セ ル 化 し 、 分 子 が 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 捕 獲 分 子 に 結 合 す る こ と に よ り マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 保 持 さ れ る こ と と 、
細 胞 を 分 泌 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 検 出 試 薬 内 で 接 触 さ せ る こ と と
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を 含 む 、 分 泌 タ ン パ ク 質 を 解 析 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
ビ オ チ ン に 結 合 し た マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 、 Ni2+に 結 合 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 お よ び
細 胞 に よ り 分 泌 さ れ る 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 6xヒ ス チ ジ ン タ グ に 結 合 し た 捕 獲 分 子
を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 細 胞 を カ プ セ ル 化 し 、 分 子 が 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 捕 獲 分 子 に 結 合
す る こ と に よ り マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 保 持 さ れ る こ と と 、
細 胞 を 分 泌 分 子 に 結 合 す る 検 出 試 薬 内 で 接 触 さ せ る こ と と
を 含 む 、 分 泌 タ ン パ ク 質 を 解 析 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
IgMア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 集 団 を 1つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 が IgGア イ ソ タ
イ プ へ の ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ を 起 こ し 得 る 条 件 下 で 培 養 す る こ と と 、
IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 に 特 異 的 な 捕 獲 試 薬 を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 細 胞 集 団 を カ プ セ
ル 化 し 、 そ れ に よ っ て IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が
細 胞 内 で 分 泌 さ れ た IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 捕 獲 す る こ と と 、
IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 含 む 1つ ま た は そ れ 以 上 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 検
出 す る こ と と
を 含 む 、 IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 調 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
細 胞 を ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ を 促 進 す る 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 す る 、 請 求 項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
捕 獲 試 薬 が IgGア イ ソ タ イ プ に 対 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
検 出 が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 捕 獲 さ れ た 抗 体 に 捕 獲 試 薬 と 異 な る 部 位 で 特 異 的 に 結 合 す る 検
出 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
検 出 試 薬 が 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 が 蛍 光 標 識 し て あ る 、 請 求 項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
IgG抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 捕 獲 し た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求
項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
細 胞 集 団 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 し て 少 な く と も い く つ か の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が
複 数 の 細 胞 を カ プ セ ル 化 し 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 が IgG抗 体 を 分 泌 す る 複 数 の 細 胞 を
捕 獲 し た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 単 離 す る 、 請 求 項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
複 数 の 細 胞 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
少 な く と も い く つ か の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 複 数 の 細 胞 の う ち の 1つ を カ プ セ ル 化 す る 条 件
下 で 複 数 の 細 胞 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 し 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が IgGア イ ソ タ イ
プ の 抗 体 に 特 異 的 な 捕 獲 試 薬 を 含 み 、 IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 含 む マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 分 泌 抗 体 を 捕 獲 す る こ と と 、
IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 含 む 1つ ま た は そ れ 以 上 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 検
出 す る こ と と
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 93記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
捕 獲 分 子 が IgGア イ ソ タ イ プ の 分 泌 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 分 子 で あ る 、 請 求 項 85記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
(a) 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り 第 1の 平 均 細 胞 数 比 率 で 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 細 胞 集 団
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を カ プ セ ル 化 す る こ と と 、
(b) カ プ セ ル 化 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 望 ま し い 性 質 を 有 す る 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る マ
イ ク ロ ド ロ ッ プ の 第 1亜 集 団 を 同 定 す る こ と と 、
(c) ス ク リ ー ニ ン グ 段 階 で 得 ら れ た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 細 胞 を 単 離 す る こ と と 、
(d) 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り の 第 1比 率 よ り も 低 い 第 2の 平 均 細 胞 数 比 率 で 、 ス ク リ ー
ニ ン グ 段 階 で 得 ら れ た 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る こ と と 、
(e) カ プ セ ル 化 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 望 ま し い 性 質 を 有 す る 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る マ
イ ク ロ ド ロ ッ プ の 第 2亜 集 団 を 同 定 す る こ と と
を 含 む 、 望 ま し い 性 質 を 有 す る 亜 集 団 を 求 め て 細 胞 集 団 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り さ ら な る 比 率 の 平 均 細 胞 数 で 段 階 (c)～ (d)を 繰 り 返 し 、 マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ の さ ら な る 亜 集 団 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
第 2亜 集 団 か ら 単 一 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む
、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
望 ま し い 性 質 を 有 す る 細 胞 の 亜 集 団 が 本 方 法 を 実 施 す る 以 前 の 細 胞 集 団 の 0.01%未 満 で あ
る 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
ビ オ チ ン に 結 合 し た マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 で 構 成 さ れ 、 ビ オ チ ン と マ ト リ ッ ク ス 分 子 の モ
ル 比 が モ ル マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 あ た り 0.85モ ル 未 満 ビ オ チ ン で あ る 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ
を 作 製 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
モ ル 比 が モ ル マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 あ た り 0.01～ 0.2モ ル ビ オ チ ン で あ る 、 請 求 項 100記 載
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 の 第 1ビ オ チ ン 分 子 の 濃 度 が 42マ イ ク ロ モ ル ま た は そ れ 以 下 で あ る 、
請 求 項 100記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
マ ト リ ッ ク ス 分 子 が ア ガ ロ ー ス で あ る 、 請 求 項 100記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 作 製 す る キ ッ ト の 使 用 説 明 書 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 100記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び 第 2ビ オ チ ン に 結 合 し た 捕 獲 分 子 、 分 泌 タ ン パ ク 質 と 細 胞 表 面
マ ー カ ー の 両 方 に 対 す る レ ポ ー タ ー 分 子 、 な ら び に ア ッ セ イ 法 の 対 照 試 薬 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 100記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
ビ オ チ ン 化 マ ト リ ッ ク ス 分 子 と 、
IgG抗 体 の ア イ ソ タ イ プ 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 捕 獲 分 子 と 、
捕 獲 分 子 と 異 な る 部 位 で IgG抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 検 出 分 子 と
を 含 む 、 IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 検 出 す る キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 の 相 互 参 照
本 願 は 、 あ ら ゆ る 目 的 の た め に 完 全 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 、 2001年 5月 26日 に 出 願
し た 米 国 特 許 出 願 第 60/293,822号 か ら 優 先 権 を 得 る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景

10

20

30

40

50

(8) JP 2004-528574 A 2004.9.16



ゲ ル マ イ ク ロ ド ロ ッ プ （ GMD） 分 泌 ア ッ セ イ 法 は 、 ビ オ チ ン 化 マ ト リ ッ ク ス に 細 胞 を カ プ
セ ル 化 し 、 細 胞 の 分 泌 分 子 を 捕 獲 し て 蛍 光 マ ー カ ー で 検 出 す る こ と を 含 む （ 17～ 34） 。 栄
養 分 、 抗 体 、 も し く は 核 酸 プ ロ ー ブ が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 拡 散 す る の を 妨 げ る こ と な く
、 ま た は 分 泌 産 物 の 拡 散 を 妨 げ る こ と な く 、 小 さ な マ イ ク ロ ド ロ ッ プ （ 例 え ば 、 直 径 ＜ 50
μ m） に よ り 細 胞 周 囲 に 明 確 な 微 小 環 境 が 創 出 さ れ る 点 で 、 本 技 術 は 他 の カ プ セ ル 化 方 法
と は 異 な る 。 さ ら に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 容 易 に 解 析 し 、
亜 集 団 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 各 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 調 製 品 を 占 有 す る 細 胞 数 は カ プ
セ ル 化 に 用 い た 細 胞 数 に 依 存 し 、 単 一 細 胞 カ プ セ ル 化 で は ポ ア ソ ン 統 計 に よ り 近 似 さ れ る
（ 19） 。 最 初 に 0個 ま た は 1個 の 細 胞 を 含 む 可 能 性 の 高 い マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 得 る た め 、 2
千 万 個 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 100万 ～ 150万 個 の 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る 実 験 手 順 が 開 発 さ れ
た が 、 そ れ に よ る と お よ そ 5～ 10%が 単 一 細 胞 で 占 有 さ れ る 。 エ マ ル ジ ョ ン を 一 時 的 に 冷 却
す る こ と に よ り 、 ド ロ ッ プ が ゲ ル 化 す る 。 一 度 ゲ ル 化 す る と 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は 物 理 的
に は っ き り と 識 別 で き 、 か つ 頑 強 で あ り 、 低 速 の 遠 心 分 離 に よ り 油 性 か ら 水 性 媒 体 に 取 り
出 し 得 る 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス は 透 過 性 の 半 固 形 支 持 体 で あ る た め
、 カ プ セ ル 化 細 胞 に 免 疫 化 学 的 方 法 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
特 許 請 求 さ れ た 発 明 の 概 要
本 発 明 は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 の 解 析 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 細 胞 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に
カ プ セ ル 化 す る こ と を 伴 い 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 、 マ ト リ ッ ク ス 成
分 分 子 に 結 合 し た 第 1ビ オ チ ン 分 子 、 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ る 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る
第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 し た 捕 獲 分 子 、 な ら び に 第 1お 第 2二 次 ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 す る ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 み 、 第 1ビ オ チ ン 分 子 と マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 の モ ル 比 は 、 モ ル マ
ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 あ た り 0.85未 満 、 好 ま し く は 0.01～ 0.2、 選 択 的 に は 0.02～ 0.2モ ル ビ
オ チ ン で あ る 。 分 子 は 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 捕 獲 分 子 に 結 合 す る こ と に よ り 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ
プ 内 に 保 持 さ れ る 。 次 に 、 こ の 分 泌 分 子 を 検 出 す る 。 方 法 に よ っ て は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ
内 の 第 1ビ オ チ ン 分 子 の 濃 度 は 42マ イ ク ロ モ ル ま た は そ れ 以 下 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
あ る 方 法 で は 、 カ プ セ ル 化 段 階 で 複 数 の 細 胞 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 す る 。 あ る
方 法 で は 、 カ プ セ ル 化 段 階 で 単 一 の 細 胞 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 す る 。 あ る 方 法
で は 、 分 泌 分 子 は 、 タ ン パ ク 質 、 ホ ル モ ン 、 ま た は 炭 水 化 物 で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン と 捕 獲 分 子 を 、 細 胞 と 同 時 に マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 す る 。 あ る 方
法 で は 、 カ プ セ ル 化 段 階 の 後 に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 捕 獲 分 子 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 組
み 込 む 。 あ る 方 法 で は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は 、 第 2分 泌 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 2捕
獲 分 子 を 含 み 、 第 2捕 獲 分 子 は 第 2ビ オ チ ン 分 子 の さ ら な る コ ピ ー に 結 合 さ せ て あ る 。 あ る
方 法 で は 、 細 胞 は 第 2分 子 を 分 泌 す る 。 あ る 方 法 で は 、 検 出 段 階 は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を
分 泌 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 検 出 試 薬 と 接 触 さ せ 、 検 出 試 薬 の 分 泌 タ ン パ ク 質 へ の 結
合 を 検 出 す る こ と に よ り 行 う 。 あ る 方 法 で は 、 検 出 試 薬 を 標 識 化 す る 。 あ る 方 法 で は 、 分
泌 分 子 に 結 合 し た 標 識 検 出 試 薬 の シ グ ナ ル は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 の 分 泌 タ ン パ ク 質 の コ
ピ ー 数 に 比 例 す る 。 あ る 方 法 で は 、 検 出 段 階 は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 分 泌 分 子 に 対 す る 特
異 的 親 和 性 を 有 す る 第 1検 出 試 薬 お よ び 第 2分 泌 分 子 に 対 す る 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 第 2検
出 試 薬 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ 、 第 1お よ び 第 2検 出 試 薬 は 異 な る 方 法 で 標 識 化 し
て お く 。 あ る 方 法 で は 細 胞 は 第 3分 泌 分 子 を 分 泌 し 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は 第 3分 泌 分 子 に 対
す る 親 和 性 を 有 す る 第 3捕 獲 分 子 を さ ら に 含 み 、 第 3捕 獲 分 子 は 第 2ビ オ チ ン 分 子 の さ ら な
る コ ピ ー に 結 合 さ せ て あ り 、 方 法 は マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 分 泌 分 子 、 第 2分 泌 分 子 、 第 3分 泌
分 子 、 お よ び 細 胞 表 面 マ ー カ ー そ れ ぞ れ に 対 す る 特 異 的 親 和 性 を 有 す る 第 1、 第 2、 第 3、
お よ び 第 4検 出 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 検 出 段 階 で 分 泌 タ ン パ ク 質 、 第 2分 泌 タ ン パ
ク 質 、 第 3分 泌 タ ン パ ク 質 、 お よ び 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 検 出 す る 。 あ る 方 法 で は 、 検 出 段
階 は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 分 泌 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 1検 出 試 薬 お よ び 細 胞 表 面
マ ー カ ー 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 2検 出 試 薬 に 接 触 さ せ る こ と に よ り 行 わ れ 、 第 1お よ び 第
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2検 出 試 薬 は 異 な る 方 法 で 標 識 化 し て お く 。 あ る 方 法 で は 、 検 出 試 薬 と 捕 獲 分 子 は 分 泌 分
子 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 あ る 方 法 で は 、 マ ト リ ッ ク ス 成 分 は ア ガ ロ ー ス で あ る
。 あ る 方 法 で は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 は 抗 体 で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 は IgGア
イ ソ タ イ プ の 抗 体 で あ り 、 捕 獲 分 子 は IgGア イ ソ タ イ プ に 特 異 的 な 抗 体 で あ る 。 あ る 方 法
で は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 は サ イ ト カ イ ン で あ る 。 あ る 方 法 は 、 細 胞 が 分 泌 分 子 を 分 泌 す る よ
う に 誘 導 す る こ と を さ ら に 含 む 。 あ る 方 法 で は 、 カ プ セ ル 化 段 階 の 後 に 誘 導 を 行 う 。 あ る
方 法 で は 、 カ プ セ ル 化 段 階 の 前 に 誘 導 を 行 う 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
あ る 方 法 で は 、 細 胞 は 分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む ベ ク タ ー を 含 み
、 セ グ メ ン ト は 分 泌 タ ン パ ク 質 の 発 現 を も た ら す 1つ ま た は そ れ 以 上 の DNA制 御 セ グ メ ン ト
に 機 能 的 に 結 合 さ せ て あ る 。 あ る 方 法 で は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 は 細 胞 に よ っ て 自 然 に 分 泌 さ
れ る 。 あ る 方 法 で は 、 検 出 段 階 の 後 に 、 細 胞 を 増 殖 さ せ て 細 胞 株 を 作 製 す る 段 階 を さ ら に
含 む 。 あ る 方 法 で は 、 細 胞 は 患 者 か ら 採 取 す る 。 あ る 方 法 で は 、 細 胞 は 細 胞 障 害 性 T細 胞
で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 細 胞 を 増 殖 さ せ て 得 ら れ た 細 胞 集 団 を 患 者 に 導 入 す る こ と を さ ら
に 含 む 。 あ る 方 法 で は 、 細 胞 は 幹 細 胞 で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 患 者 は 自 己 免 疫 疾 患 を 罹 患
し 、 細 胞 は Th2細 胞 で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 細 胞 は イ ン ス リ ン を 分 泌 す る 膵 島 細 胞 で あ り
、 患 者 は 臨 床 症 状 発 症 前 の 前 駆 期 に あ る 。 あ る 方 法 で は 、 増 殖 段 階 中 に 細 胞 を IL-10で 処
理 す る こ と を さ ら に 含 む 。 あ る 方 法 で は 、 蛍 光 標 識 検 出 試 薬 の 分 泌 分 子 へ の 結 合 に よ っ て
生 じ る 蛍 光 シ グ ナ ル に 基 づ き 、 セ ル ソ ー タ ー を 用 い て 細 胞 を 他 の 細 胞 か ら 分 離 す る こ と を
さ ら に 含 む 。 あ る 方 法 で は 、 細 胞 は 第 1お よ び 第 2タ ン パ ク 質 を 分 泌 し 、 マ ト リ ッ ク ス は 第
1お よ び 第 2タ ン パ ク 質 そ れ ぞ れ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 1お よ び 第 2捕 獲 分 子 を 含 み 、 解
析 段 階 は 、 細 胞 を 第 1お よ び 第 2分 泌 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 第 1お よ び 第 2検 出 試 薬 と 接 触 さ
せ る こ と 、 な ら び に 一 次 お よ び 二 次 分 泌 タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 一 次 お よ び 二 次 検 出 試 薬 の
シ グ ナ ル か ら 第 1お よ び 第 2タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 発 明 は 、 細 胞 集 団 を 解 析 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 細 胞 集 団 を マ イ ク ロ
ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 す る こ と を 伴 う 。 細 胞 を 第 1マ ー カ ー に 対 す る 第 1検 出 試 薬 、 第 2マ
ー カ ー に 対 す る 第 2検 出 試 薬 と 接 触 さ せ る が 、 第 1マ ー カ ー は 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ り 、 第 2
マ ー カ ー は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 ま た は 第 2分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る 。 第 1マ ー カ ー お よ び 第 2
マ ー カ ー の 両 方 を 有 す る 細 胞 を 検 出 す る 。 あ る 方 法 で は 、 少 な く と も い く つ か の マ イ ク ロ
ド ロ ッ プ が 単 一 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る 。 あ る 方 法 で は 、 パ ー コ ー ル 、 ポ リ シ ョ 糖 、 ジ ア ト
リ ゾ エ ー ト ナ ト リ ウ ム （ sodium diatrizoate） 、 ま た は イ オ ジ キ サ ノ ー ル 勾 配 に よ り 、 細
胞 カ プ セ ル 化 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 非 占 有 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 分 離 す る こ と を さ ら に 含
む 。 あ る 方 法 で は 、 固 相 支 持 体 に 吸 着 し た 細 胞 カ プ セ ル 化 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の ア レ イ を 作
製 し 、 走 査 型 蛍 光 、 比 色 、 化 学 発 光 検 出 器 を 用 い て 検 出 す る こ と を さ ら に 含 む 。 あ る 方 法
で は 、 細 胞 カ プ セ ル 化 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 薬 剤 と 接 触 さ せ 、 薬 剤 が 分 泌 タ ン パ ク 質 の レ ベ
ル に 影 響 を 及 ぼ す か 否 か が 検 出 に よ っ て 示 さ れ る こ と を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
あ る 方 法 で は 、 カ プ セ ル 化 細 胞 は 患 者 由 来 の 細 胞 集 団 で あ り 、 薬 剤 は 患 者 由 来 の 別 の 細 胞
集 団 で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 蛍 光 標 識 抗 体 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー へ の 結 合 、 お よ び 蛍 光 シ グ
ナ ル の 検 出 に よ り 細 胞 の 亜 集 団 を 単 離 す る 。 あ る 方 法 で は 患 者 か ら 細 胞 集 団 を 採 取 し 、 第
1お よ び 第 2マ ー カ ー の 両 方 を 有 す る 細 胞 の 存 在 に よ り 患 者 の 免 疫 状 態 を 表 す 。 あ る 方 法 で
は 、 細 胞 は 抗 原 特 異 的 T細 胞 で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 第 1お よ び 第 2マ ー カ ー は 、 IL-4、 IL-
10、 IFNγ 、 お よ び TNFα か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 あ る 方 法 で は 、 特 定 の 第 1お よ び 第 2
タ ン パ ク 質 は IL-10お よ び IL-12か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 あ る 方 法 で は 、 同 定 す る 細 胞
は Th1細 胞 で あ る 。 あ る 方 法 で は 同 定 す る 細 胞 は Th2細 胞 で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 第 2マ ー
カ ー は T細 胞 分 化 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 マ ー カ ー の 1つ は CD4ま た は C
D8で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 は さ ら に 、 細 胞 集 団 を 解 析 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 マ ト リ ッ ク ス
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成 分 分 子 、 マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 に 結 合 し た 第 1ビ オ チ ン 分 子 、 少 な く と も 1つ の 種 類 の 分
泌 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 親 和 性 を 有 し 、 第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 し た 少 な く と
も 第 1の 捕 獲 分 子 、 な ら び に 第 1お よ び 第 2ビ オ チ ン 分 子 を 結 合 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を
含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 の 集 団 を カ プ セ ル 化 し 、 こ れ に よ り タ
ン パ ク 質 が 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る と 第 1捕 獲 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 が マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 捕 獲 さ れ る こ と と 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 解 析 す る こ
と を 伴 う 。 あ る 方 法 で は 、 少 な く と も い く つ か の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 単 一 細 胞 を カ プ セ ル
化 す る 。 あ る 方 法 で は 、 細 胞 は 同 じ タ ン パ ク 質 を 様 々 な レ ベ ル で 分 泌 し 、 解 析 段 階 で そ の
レ ベ ル を 比 較 す る 。 あ る 方 法 で は 、 細 胞 は 様 々 な タ ン パ ク 質 を 分 泌 し 、 解 析 段 階 で 特 定 の
タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 細 胞 を 検 出 す る 。 あ る 方 法 で は 、 患 者 か ら 細 胞 集 団 を 採 取 し 、 解 析
に よ り 細 胞 障 害 性 T細 胞 の 亜 集 団 を 同 定 す る が 、 こ の 方 法 に は さ ら に そ の 細 胞 亜 集 団 を 含
ま な い 細 胞 集 団 を 患 者 に 再 導 入 す る こ と を さ ら に 含 む 。 あ る 方 法 で は 、 患 者 は 自 己 免 疫 疾
患 、 移 植 片 対 宿 主 病 、 ま た は 宿 主 対 移 植 片 病 を 罹 患 す る か ま た は 罹 患 し や す い 。 あ る 方 法
で は 、 再 導 入 段 階 の 前 に 、 細 胞 亜 集 団 を 含 ま な い 細 胞 集 団 を IL-10で 処 理 す る こ と を さ ら
に 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 は さ ら に 細 胞 カ プ セ ル 化 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 集 団 を 提 供 し 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は マ
ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 、 マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 に 結 合 し た 第 1ビ オ チ ン 分 子 、 細 胞 に よ り 分
泌 さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 し た 捕 獲 分 子 、 な ら
び に 第 1お よ び 第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 み 、 第 1ビ オ チ ン 分 子
と マ ト リ ッ ク ス 分 子 の モ ル 比 は 、 モ ル マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 あ た り 0.85未 満 、 好 ま し く は
0.01～ 0.2、 選 択 的 に は 0.02～ 0.2モ ル ビ オ チ ン で あ る 。 集 団 に よ っ て は 、 少 な く と も い く
つ か の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 単 一 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 は 、 ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ ー ス を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 さ れ る 細 胞 に よ っ
て 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 を 解 析 す る 方 法 に お い て 、 ビ オ チ ン と ア ガ ロ ー ス の モ ル 比 を モ ル
ア ガ ロ ー ス あ た り 0.85未 満 、 好 ま し く は 0.01～ 0.2、 選 択 的 に は 0.02～ 0.2モ ル ビ オ チ ン と
す る 改 良 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 は さ ら に 、 分 泌 タ ン パ ク 質 を 解 析 す る 方 法 を 提 供 す る 。 方 法 は 、 マ ト リ ッ ク ス 成 分
分 子 、 マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 に 結 合 し た Ni 2 + NTA、 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ る 分 子 に 対 す る 親
和 性 を 有 す る 6xヒ ス チ ジ ン タ グ に 結 合 し た 捕 獲 分 子 を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 細 胞 を カ プ
セ ル 化 し 、 分 子 が 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る と 捕 獲 分 子 に 結 合 す る こ と に よ り マ イ ク ロ ド ロ ッ プ
内 に 保 持 さ れ る こ と と 、 細 胞 を 分 泌 分 子 に 結 合 す る 検 出 試 薬 と 接 触 さ せ る こ と を 伴 う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 方 法 で は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 を 解 析 す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 方 法 は 、 ビ オ チ ン に 結 合
し た マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 、 Ni2+に 結 合 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 お よ び 細 胞 に よ り 分 泌
さ れ る 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 6xヒ ス チ ジ ン タ グ に 結 合 し た 捕 獲 分 子 を 含 む マ イ ク ロ
ド ロ ッ プ に 細 胞 を カ プ セ ル 化 し 、 分 子 が 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る と 捕 獲 分 子 に 結 合 す る こ と に
よ り マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 保 持 さ れ る こ と と 、 細 胞 を 分 泌 分 子 に 結 合 す る 検 出 試 薬 と 接 触
さ せ る こ と を 伴 う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 は さ ら に 、 IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 調 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 方 法 は 、 1つ ま た は
そ れ 以 上 の 細 胞 が IgGア イ ソ タ イ プ へ の ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ を 起 こ し 得 る 条 件 下 で IgMア
イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 集 団 を 培 養 す る こ と と 、 IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 に 特
異 的 な 捕 獲 試 薬 を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 細 胞 集 団 を カ プ セ ル 化 し 、 そ れ に よ り IgGア イ
ソ タ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 細 胞 内 で 分 泌 さ れ た IgGア イ ソ
タ イ プ の 抗 体 を 捕 獲 す る こ と と 、 IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 含 む 1つ ま た は
そ れ 以 上 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 検 出 す る こ と を 伴 う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
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あ る 方 法 で は 、 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ を 促 進 す る 薬 剤 の 存 在 下 で 細 胞 を 培 養 す る 。 あ る 方
法 で は 、 捕 獲 試 薬 は IgGア イ ソ タ イ プ に 対 す る 抗 体 で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 検 出 は 、 マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ を 捕 獲 試 薬 と は 別 の 部 位 で 捕 獲 さ れ た 抗 体 に 結 合 す る 検 出 試 薬 と 接 触 さ せ る
こ と を 含 む 。 あ る 方 法 で は 、 検 出 試 薬 は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 抗
イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 蛍 光 標 識 す る 。 あ る 方 法 で は 、 IgG抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 捕 獲 し た
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む 。 あ る 方 法 で は 、 細 胞 集 団 を マ イ ク ロ ド ロ
ッ プ に カ プ セ ル 化 し て 少 な く と も い く つ か の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 複 数 の 細 胞 を カ プ セ ル 化
し 、 こ の 方 法 で は そ の う ち の 1つ ま た は そ れ 以 上 が IgG抗 体 を 分 泌 す る 複 数 の 細 胞 を 捕 獲 し
た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 単 離 す る 。 あ る 方 法 で は 、 そ の 複 数 細 胞 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含
む 。 あ る 方 法 で は 、 少 な く と も い く つ か の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が そ の 複 数 細 胞 の う ち の 1つ
を カ プ セ ル 化 す る 条 件 下 で マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 複 数 の 細 胞 を カ プ セ ル 化 し 、 マ イ ク ロ ド ロ
ッ プ は IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 に 対 し て 特 異 的 な 捕 獲 試 薬 を 含 み 、 こ れ に よ り IgGア イ ソ タ
イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 分 泌 抗 体 を 捕
獲 す る こ と と 、 IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 含 む 1つ ま た は そ れ 以 上 の マ イ ク
ロ ド ロ ッ プ を 検 出 す る こ と を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 は 、 望 ま し い 性 質 を 有 す る 亜 集 団 に つ い て 細 胞 集 団 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を さ
ら に 提 供 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 (a) 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り 第 1の 平 均 細 胞 数 比
率 で 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 細 胞 集 団 を カ プ セ ル 化 し 、 (b) カ プ セ ル 化 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン
グ し 、 望 ま し い 性 質 を 有 す る 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 第 1亜 集 団 を 同 定
し 、 (c) ス ク リ ー ニ ン グ 段 階 で 得 ら れ た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 細 胞 を 単 離 し 、 (d) 占 有 マ
イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り 第 1比 率 よ り も 低 い 第 2の 平 均 細 胞 数 比 率 で 、 ス ク リ ー ニ ン グ 段 階 で
得 ら れ た 細 胞 を カ プ セ ル 化 し 、 (e) カ プ セ ル 化 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 望 ま し い 性 質 を
有 す る 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 第 2亜 集 団 を 同 定 す る こ と を 伴 う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
あ る 方 法 で は 、 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り さ ら な る 比 率 の 平 均 細 胞 数 で 段 階 (c)～ (e)を
繰 り 返 し 、 さ ら な る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 亜 集 団 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
あ る 方 法 で は 、 第 2亜 集 団 か ら 単 一 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 単 離 す る こ
と を さ ら に 含 む 。 あ る 方 法 で は 、 望 ま し い 性 質 を 有 す る 細 胞 の 亜 集 団 は 、 本 方 法 を 行 う 以
前 の 細 胞 集 団 の 0.01%未 満 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 作 製 す る キ ッ ト を さ ら に 提 供 す る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、
モ ル マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 あ た り 0.85未 満 、 好 ま し く は 0.01～ 0.2、 選 択 的 に は 0.02～ 0.2
モ ル ビ オ チ ン の モ ル 比 で ビ オ チ ン に 結 合 し た マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 を 含 む 。 あ る キ ッ ト で
は 、 マ ト リ ッ ク ス 分 子 は ア ガ ロ ー ス で あ る 。 あ る キ ッ ト は さ ら に 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 作
製 す る キ ッ ト の 使 用 説 明 書 を 含 む 。 あ る キ ッ ト は さ ら に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 第 2ビ オ
チ ン 分 子 に 結 合 し た 捕 獲 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
定 義
抗 体 も し く は 他 の 結 合 薬 剤 と 抗 原 間 の 特 異 的 結 合 ま た は 親 和 性 は 、 少 な く と も 10 6 M - 1 の 結
合 親 和 性 を 意 味 す る 。 好 ま し い 結 合 薬 剤 は 少 な く と も 約 10 7 M - 1 の 親 和 性 、 好 ま し く は 10 8 M
- 1 ～ 10 9 M - 1 、 10 1 0 M - 1 、 10 1 1 M - 1 、 ま た は 10 1 2 M - 1 の 親 和 性 で 結 合 す る 。 エ ピ ト ー プ と い う
用 語 は 、 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 可 能 な 抗 原 決 定 基 を 意 味 す る 。 エ ピ ト ー プ は 通 常 ア ミ ノ 酸 や
糖 側 鎖 等 の 化 学 的 に 活 性 な 表 面 分 子 群 か ら な り 、 通 常 特 異 的 な 三 次 元 構 造 特 性 お よ び 特 異
的 な 電 荷 特 性 を 有 す る 。 高 次 構 造 的 エ ピ ト ー プ と 非 高 次 構 造 的 エ ピ ト ー プ は 、 前 者 の み へ
の 結 合 が 変 性 溶 媒 の 存 在 下 で 失 わ れ る 点 で 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
捕 獲 分 子 は 、 抗 体 は ま た は 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 親 和 性 を
有 す る 他 の 分 子 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
接 着 分 子 お よ び 架 橋 分 子 と い う 用 語 は 、 捕 獲 分 子 と マ ト リ ッ ク ス 間 の 結 合 成 分 を 記 す た め
に 用 い る 。 接 着 分 子 を 捕 獲 分 子 と マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 さ せ 、 架 橋 分 子 が 両 接 着 分 子 に
特 異 的 に 結 合 す る と 両 接 着 分 子 間 に 架 橋 が 形 成 さ れ 、 そ れ に よ り 捕 獲 分 子 が マ ト リ ッ ク ス
に 結 合 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
細 胞 表 面 マ ー カ ー に は 、 CD1、 CD2、 CD3、 CD4、 CD5、 CD8、 CD11(a)、 CD11(b)、 CD11 (c)、
CD18、 CD44、 CD45R、 CD59、 MHC I、 MHC II、 お よ び MHC III、 癌 胎 児 性 抗 原 、 増 殖 因 子 受
容 体 （ 例 え ば 、 FGFR、 PDGFR、 EFG、 NGFR、 お よ び VEGF） 、 サ ブ ス タ ン ス K受 容 体 、 ア ン ギ
オ テ ン シ ン 受 容 体 、 α お よ び β ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 、 セ ロ ト ニ ン 受 容 体 、 お よ び PAF受 容
体 等 の Gタ ン パ ク 質 受 容 体 （ Gilman、 Ann. Rev. Biochem. 56:625-649 (1987)を 参 照 の こ
と ） 、 イ オ ン チ ャ ネ ル （ 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム 、 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル ） 、 ム ス カ
リ ン 受 容 体 、 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 、 GABA受 容 体 、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 、 お よ び ド ー パ ミ
ン 受 容 体 （ Harpold、 米 国 特 許 第 5,401,629号 お よ び 米 国 特 許 第 5,436,128号 を 参 照 の こ と
） 、 な ら び に 接 着 分 子 （ Springer、 Nature 346:425-433 (1990)； Osborn、 Cell 62:3 (19
90)； Hynes、 Cell 69:11 (1992)を 参 照 の こ と ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
CDマ ー カ ー は 、 細 胞 系 譜 お よ び 細 胞 亜 系 譜 の 決 定 に 広 く 用 い ら れ て い る 。 例 え ば 、 T細 胞
は CD3の 発 現 に よ り 同 定 さ れ る 。 成 熟 T細 胞 は T4サ ブ セ ッ ト に 属 し て よ く 、 そ の 場 合 こ の T
細 胞 は CD4を 発 現 す る 。 同 様 に 、 他 の 細 胞 集 団 お よ び 細 胞 亜 集 団 に も マ ー カ ー が 存 在 す る
。 細 胞 系 譜 の 中 で 、 分 化 お よ び 活 性 化 の 様 々 な 段 階 に お い て 細 胞 を 区 別 す る こ と は 有 益 で
あ る 。 分 化 状 態 は 、 リ ン パ 性 お よ び 骨 髄 性 悪 性 疾 患 の 診 断 解 析 お よ び 造 血 系 の 研 究 に 特 に
有 用 で あ る 。 例 と し て は 、 未 処 置 の ま た は 抗 原 を 経 験 し た 細 胞 の マ ー カ ー （ 特 に CD45ア イ
ソ フ ォ ー ム ） 、 B系 譜 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 を 含 む B系 譜 前 駆 体 に 見 ら れ る CALLA（ CD9）
等 の 分 子 が 含 ま れ る 。 活 性 化 状 態 は 、 細 胞 機 能 の 研 究 に お い て 特 に 興 味 深 い 。 活 性 化 マ ー
カ ー に は 、 CD25（ IL-2受 容 体 の 成 分 ） 等 の 増 殖 因 子 受 容 体 な ら び に CD69お よ び CD98等 の そ
の 細 胞 機 能 が 十 分 に 理 解 さ れ て い な い 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
目 的 と す る 分 泌 タ ン パ ク 質 に は 、 例 え ば IL-1～ IL-18と い っ た イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 腫 瘍 壊
死 因 子 α お よ び β 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 β 、 お よ び γ 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子
α お よ び β （ TGF-α お よ び TGF-β ） 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ CSF） 、 腫 瘍 壊 死 因 子 、 お よ び
顆 粒 球 単 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM-CSF） 等 の サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン （ Human Cyto
kines: Handbook for Basic & Clinical Research （ Aggrawalら 編 、 Blackwell Scientif
ic、 Boston、 MA 1991） を 参 照 の こ と ） 、 ホ ル モ ン 、 酵 素 、 抗 体 、 な ら び に 細 胞 内 メ ッ セ
ン ジ ャ ー が 含 ま れ る 。 実 質 的 に は 、 い か な る タ ン パ ク 質 も 、 適 切 な シ グ ナ ル 配 列 へ の 融 合
操 作 に よ り 分 泌 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
実 施 例 で 用 い る セ ル バ イ オ ゲ ル （ CelBioGel） -1、 セ ル バ イ オ ゲ ル -2、 お よ び セ ル バ イ オ
ゲ ル -3と い う 名 の 3種 類 の セ ル バ イ オ ゲ ル は 、 ビ オ チ ン と ア ガ ロ ー ス の モ ル 比 が そ れ ぞ れ 1
:1、 0.2:1、 0.04:1で あ り 、 こ れ は こ の よ う な 比 率 が 計 算 さ れ 得 る 実 験 誤 差 の 範 囲 内 で あ
る （ +/-10%） 。 マ ト リ ッ ク ス 内 の ビ オ チ ン の 総 濃 度 は 、 42μ Mを 超 え る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
文 脈 か ら 明 ら か で な い 限 り は 、 「 ス ク リ ー ニ ン グ 」 に つ い て の 言 及 は 「 選 択 」 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
詳 細 な 説 明

本 発 明 は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 し た 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 分 子 を 解 析 す る 改 良 法
を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 一 部 に は 、 分 泌 分 子 の 検 出 感 度 が マ ト リ ッ ク ス 分 子 の ビ オ
チ ン 化 の 程 度 に 依 存 す る と い う 結 果 、 な ら び に ア ガ ロ ー ス に 対 す る ビ オ チ ン の モ ル 比 を 0.
85未 満 に し て お よ び ／ ま た は ビ オ チ ン 最 終 濃 度 を 42μ M未 満 に し て 感 度 が 改 良 さ れ る と い
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う 結 果 に 基 づ く が 、 42μ Mと は セ ル バ イ オ ゲ ル -2に 含 ま れ る ビ オ チ ン 含 量 に 等 し い （ 以 下
に 定 義 す る よ う に ） 。 例 え ば 、 モ ル ア ガ ロ ー ス あ た り 約 0.01～ 0.2モ ル ビ オ チ ン 、 選 択 的
に は 0.02～ 0.2モ ル ビ オ チ ン の 比 率 に す る こ と に よ っ て 、 1:1の 比 率 に し た 場 合 と 比 較 し て
検 出 感 度 が 10～ 100倍 に 改 良 さ れ る （ 実 施 例 2を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 を 実 施 す る に あ た り 機 構 の 理 解 は 必 要 で は な い が 、 改 良 は 、 ビ オ チ ン に 結 合 し た 捕
獲 分 子 の 分 布 が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 容 量 の 全 体 に わ た っ て よ り 均 一 で あ る こ と 、 お よ び ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン 架 橋 の 形 成 に よ っ て よ り 多 く の 遊 離 の 捕 獲 部 位 が 得 ら れ る こ と に 一 部 起 因
す る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 者 ら は 、 低 い ビ オ チ ン 比 率 に す る こ と で 、 ア ガ ロ ー ス 内 の 遊 離
の 捕 獲 部 位 は よ り 多 く 存 在 す る と 考 え て い る 。 な ぜ な ら 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は ビ オ チ ン
に 対 す る 4つ の 有 効 な 結 合 部 位 を 有 し 、 マ ト リ ッ ク ス に 存 在 す る ビ オ チ ン 分 子 に よ る 飽 和
度 が 低 く な る か ら で あ る 。 し た が っ て 、 マ ト リ ッ ク ス 内 で 低 い ビ オ チ ン 比 率 に す る こ と で
、 ビ オ チ ン 化 捕 獲 抗 体 の 結 合 部 位 が よ り 多 く 得 ら れ る こ と に な る 。 （ ビ オ チ ン 分 子 数 の 低
減 が い か に 捕 獲 部 位 を 増 加 さ せ る か 。 ）
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 カ プ セ ル 化 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 を 解 析 す る 方 法 を 提 供 す る 。 上
記 の 改 良 ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 比 率 は 、 こ の よ う な 方 法 に は 必 須 で は な い も の の 都 合 が よ い 。
こ の 新 規 の 方 法 は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 お よ び 第 2分 泌 タ ン パ ク 質 か 細 胞 表 面 マ ー カ ー の ど ち
ら か の 少 な く と も 1つ の 他 の マ ー カ ー を 同 じ 細 胞 か ら 検 出 す る こ と を 含 む 。 同 じ 細 胞 に お
い て 複 数 の マ ー カ ー を 検 出 す る 能 力 に よ り 、 細 胞 の 分 化 状 態 の 指 標 が 提 供 さ れ 得 る 。 こ の
情 報 は 、 細 胞 集 団 を 特 徴 づ け る 際 に 特 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 リ ン パ 球 集 団 内 の あ る 組 み
合 わ せ の マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 の 存 在 に よ り 、 患 者 の 免 疫 状 態 が 示 さ れ 得 る 。 本 ア ッ セ イ
法 を 用 い て 患 者 か ら 抗 原 特 異 的 ク ロ ー ン を 作 製 し 、 イ ン ビ ト ロ で 自 己 免 疫 疾 患 を 研 究 し 、
免 疫 状 態 を モ ニ タ ー し 、 免 疫 療 法 に 使 用 し 得 る T細 胞 株 を 作 製 す る こ と が 可 能 と な る 。 本
方 法 は 、 低 レ ベ ル の 分 泌 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 1 fg） を 検 出 し 、 機 能 的 で 生 存 し て い る 形 態
の 稀 な 分 泌 細 胞 （ 例 え ば 、 集 団 の 0.1%ま た は 0.0001%未 満 存 在 す る ） を 単 離 す る 点 で 有 利
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

解 析 す る 細 胞 は 、 ゲ ル マ イ ク ロ ド ロ ッ プ （ マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ） 内 の 捕 獲 ウ ェ ブ に カ プ セ ル
化 さ れ て い る （ 図 1に 示 す よ う に ） 。 捕 獲 ウ ェ ブ は 、 ゲ ル を 形 成 す る 複 数 コ ピ ー の マ ト リ
ッ ク ス 分 子 、 お よ び ゲ ル 内 に 固 定 化 さ れ た 複 数 コ ピ ー の 分 泌 タ ン パ ク 質 に 対 す る 捕 獲 分 子
を 含 む 。 あ る 方 法 で は 、 捕 獲 分 子 は 架 橋 に よ り 固 定 化 す る 。 例 え ば 、 架 橋 は 、 マ ト リ ッ ク
ス 分 子 お よ び 捕 獲 分 子 に そ れ ぞ れ 結 合 し た 第 1お よ び 第 2接 着 分 子 、 な ら び に 第 1お よ び 第 2
接 着 分 子 の 互 い に 対 し て 結 合 す る 架 橋 分 子 に よ り 形 成 さ れ 得 る 。 架 橋 に よ り 、 捕 獲 分 子 が
マ ト リ ッ ク ス に 効 率 的 に 固 着 さ れ る 。 あ る 方 法 で は 、 第 1お よ び 第 2接 着 分 子 は 両 方 と も ビ
オ チ ン で あ り 、 架 橋 分 子 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン で あ る 。 こ れ ら の 方 法 で は
、 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 さ せ た ビ オ チ ン 分 子 を 第 1ビ オ チ ン 分 子 と 呼 称 し 、 捕 獲 分 子 に
結 合 さ せ た ビ オ チ ン 分 子 を 第 2ビ オ チ ン 分 子 と 呼 称 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
マ ト リ ッ ク ス 分 子 は 熱 す れ ば 液 状 で 存 在 し 、 冷 却 す れ ば ゲ ル と し て 凝 固 す る 。 ア ガ ロ ー ス
は 、 こ の よ う な マ ト リ ッ ク ス 分 子 の 例 で あ る 。 ア ガ ロ ー ス は 、 α （ 1-3） お よ び β （ 1-4）
交 互 結 合 を 有 す る 多 糖 鎖 の 混 合 物 で あ る 。 様 々 な 品 質 等 級 の ア ガ ロ ー ス が 入 手 可 能 で あ る
が 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス （ タ イ プ IX） が 好 ま し い 。 ア ル ギ ネ ー ト 、 カ ラ ゲ ナ ン 、 ま た は ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド も ア ガ ロ ー ス の 代 わ り に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ ま た は ア ビ ジ ン ） お よ び ビ オ チ ン の 代 わ り に 、 そ れ ぞ れ タ ン パ ク 質
お よ び 小 分 子 の 他 の 組 み 合 わ せ も 使 用 で き る 。 例 え ば 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ を グ ル タ チ オ ン と 共 に 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 を マ ル ト ー ス と 共 に 使 用 す る こ と が
で き る 。 互 い に 相 互 親 和 性 を 有 す る 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 合 成 タ ン パ ク
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質 お よ び 小 分 子 の 組 み 合 わ せ も 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
さ ら な る 変 法 で は 、 NTA（ ニ ト リ ロ 三 酢 酸 ） -Ni 2 + お よ び 捕 獲 分 子 に 結 合 さ せ た 6Xヒ ス チ ジ
ン タ グ で 形 成 さ れ る 架 橋 を 介 し て 、 捕 獲 分 子 を マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 さ せ る 。 NTA-Ni 2 +

は 、 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 化 学 的 に 結 合 し て あ る 。 Ni-NTA-ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス は 、 キ
ア ゲ ン （ Qiagen） か ら 市 販 さ れ て い る 。 Ni 2 + は 、 6Xヒ ス チ ジ ン と 強 力 な 非 共 有 結 合 を 形 成
す る 。 6Xヒ ス チ ジ ン タ グ も 化 学 的 結 合 に よ り 捕 獲 分 子 に 結 合 さ せ 得 る が 、 よ り 典 型 的 に は
融 合 タ ン パ ク 質 と し て タ ン パ ク 質 捕 獲 分 子 内 と 共 に 合 成 す る 。 ま た さ ら な る 変 法 で は 、 マ
ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 し た ビ オ チ ン 、 Ni 2 + に 結 合 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ ま た は ア ビ ジ
ン ） 、 お よ び 捕 獲 分 子 に 結 合 し た 6Xヒ ス チ ジ ン タ グ で 形 成 さ れ る 架 橋 を 介 し て 、 捕 獲 分 子
を マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 さ せ る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は ビ オ チ ン に 結 合 し 、 Ni 2 + は 6Xヒ
ス チ ジ ン タ グ に 結 合 す る 。 こ の 場 合 も や は り 、 こ の よ う な 方 法 は 、 6Xヒ ス チ ジ ン タ グ を 融
合 タ ン パ ク 質 と し て 捕 獲 分 子 に 結 合 で き る 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
上 述 の よ う に 、 ビ オ チ ン を 捕 獲 分 子 と マ ト リ ッ ク ス 間 の 架 橋 の 一 部 と し て 用 い る 場 合 、 マ
ト リ ッ ク ス 分 子 と ビ オ チ ン の 比 率 が そ の 後 の 検 出 感 度 に 影 響 を 及 ぼ す 。 ビ オ チ ン 分 子 と マ
ト リ ッ ク ス 分 子 の モ ル 比 は 、 好 ま し く は モ ル マ ト リ ッ ク ス 分 子 あ た り 0.01～ 0.2モ ル ビ オ
チ ン の 範 囲 、 選 択 的 に は モ ル マ ト リ ッ ク ス 分 子 あ た り 0.02～ 0.2モ ル ビ オ チ ン で あ る （ 比
率 が 測 定 さ れ 得 る 実 験 誤 差 、 典 型 的 に は 約 +/-10%の 範 囲 内 で あ る ） 。 後 者 の 比 率 は 、 ア ガ
ロ ー ス 1グ ラ ム あ た り お よ そ 0.16～ 1.6マ イ ク ロ モ ル の 比 率 に 等 し い 。 比 率 は 、 NMRま た は
ピ ア ス （ Pierce） か ら 市 販 さ れ て い る キ ッ ト を 用 い て 測 定 で き る 。 ア ガ ロ ー ス と ビ オ チ ン
間 の 様 々 な 比 率 に よ る ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ ー ス の 調 製 品 は 、 市 販 さ れ て い る 。 ド ロ ッ プ 形 成
前 に ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ ー ス を 通 常 の ア ガ ロ ー ス と 混 合 す る こ と に よ り 、 比 率 を 減 少 さ せ る
こ と が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 ビ オ チ ン を ア ガ ロ ー ス に 結 合 さ せ る 際 に 、 ビ オ チ ン と ア ガ ロ
ー ス の 比 率 を 調 節 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 マ ト リ ッ ク ス 分 子 を 接 着 分 子 お よ び 1つ ま
た は そ れ 以 上 の さ ら な る 分 子 に 結 合 さ せ る 上 記 の 他 の 架 橋 形 成 で は 、 マ ト リ ッ ク ス 分 子 と
マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 さ せ た 接 着 分 子 の 比 率 は 、 ア ガ ロ ー ス と ビ オ チ ン で 定 め た 比 率 と
同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
分 泌 分 子 を 捕 獲 す る 架 橋 の 成 分 に は 捕 獲 分 子 も 含 ま れ る が 、 一 般 に 、 こ れ ら は マ ト リ ッ ク
ス 分 子 と 混 合 し て 細 胞 と 同 時 に マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 組 み 込 む こ と も 可 能 で あ り 、 マ イ ク ロ
ド ロ ッ プ を 形 成 し た 後 に 外 か ら 供 給 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ア ガ ロ ー ス ま た は 他 の マ ト リ ッ ク ス 分 子 か ら 形 成 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に よ り 、 生 物 学
的 存 在 の 周 囲 に 明 確 な 微 小 環 境 が 提 供 さ れ る 。 ゲ ル は 拡 散 を 妨 げ ず 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー を 用 い た 多 数 の 個 々 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 解 析 、 お よ び 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー タ ー （ FACS
（ 商 標 ） ） ま た は 自 動 画 像 読 み 取 り お よ び 顕 微 操 作 に よ る 目 的 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 回 収
が 可 能 に な る 。 単 一 細 胞 の カ プ セ ル 化 で は 、 各 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 占 有 す る 細 胞 数 は ポ ア
ソ ン 統 計 に よ り 近 似 さ れ 、 限 界 希 釈 ク ロ ー ニ ン グ 法 ま た は ペ ト リ 皿 接 種 法 と 類 似 し て い る
。 各 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 0個 ま た は 1個 の 初 期 細 胞 を 含 む 可 能 性 の 高 い 調 製 品 を 得 る た め に
は 、 約 5～ 10%の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 占 有 さ れ る べ き で あ る 。 よ り 高 い 処 理 量 を 望 む の で あ
れ ば 、 よ り 多 く の 細 胞 を カ プ セ ル 化 工 程 に 使 用 す べ き で あ り 、 そ れ に よ り 最 初 の ス ク リ ー
ニ ン グ で は 複 数 の 細 胞 が 占 有 す る こ と に な る 。 次 に 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 得 ら れ た マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ の 亜 集 団 の 細 胞 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り よ り 少 な い 平 均 数 で カ プ セ ル 化 し
、 ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 す （ 本 ア プ ロ ー チ の 実 施 例 と し て 、 IgG抗 体 の 単 離 の 考 察 を 参
照 の こ と ） 。 液 化 し た ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ ー ス （ ま た は 他 の マ ト リ ッ ク ス 分 子 ） 中 に 存 在 す
る 細 胞 を 過 剰 の 疎 水 性 液 体 に 分 散 さ せ る こ と に よ り 、 エ マ ル ジ ョ ン を 形 成 し 、 マ イ ク ロ ド
ロ ッ プ を 調 製 す る 。 エ マ ル ジ ョ ン を 一 時 的 に 冷 却 す る こ と に よ り 、 ゲ ル 化 す る 。 一 度 ゲ ル
化 す る と 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は 物 理 的 に は っ き り と 識 別 で き 、 か つ 頑 強 で あ り 、 低 速 の 遠
心 分 離 に よ り 油 性 か ら 水 性 媒 体 に 取 り 出 し 得 る 。 ま た は 、 液 化 し た ゲ ル と 実 体 の 混 合 液 を
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イ ン ク ジ ェ ッ ト プ リ ン タ ー の プ リ ン ト ヘ ッ ド の よ う な 振 動 ノ ズ ル に 通 す こ と に よ っ て も 、
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 形 成 す る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 形 成 装 置 、 セ ル シ ス （ Cell
Sys) 100（ 商 標 ） マ イ ク ロ ド ロ ッ プ メ ー カ ー （ Microdrop Maker） は 、 高 精 度 モ ー タ ー に
連 結 し た 特 別 設 計 の 乳 化 機 器 で あ り 、 ワ ン セ ル シ ス テ ム ズ 社 （ One Cell Systems, Inc.）
か ら 入 手 で き る 。 回 転 速 度 、 界 面 活 性 剤 の 種 類 と 量 、 お よ び エ マ ル ジ ョ ン の 粘 性 を 変 え る
こ と に よ り 、 例 え ば 2～ 200μ mの マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 調 製 す る こ と が で き る 。 現 在 ワ ン セ
ル シ ス テ ム ズ 社 か ら 入 手 で き る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ メ ー カ ー は 、 多 数 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ （
例 え ば 10 7 ） を 作 製 す る の に 効 果 的 で あ り 、 こ の 数 は 単 一 占 有 の 必 要 条 件 を 満 た す の に お
よ そ 100万 個 の 生 物 学 的 存 在 を 必 要 と す る 。 よ り 少 な く て 十 分 な 調 製 品 を カ プ セ ル 化 す る
に は 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 の 手 順 を 縮 小 化 す る こ と が 可 能 で あ る 場 合 も あ る 。 ボ ル テ ッ ク
ス す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 生 物 学 的 存 在 が 少 数 の み 存 在 す る 一 部 の 臨 床 応 用 に 有
用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ど の よ う な 種 類 の 細 胞 も 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば
、 細 胞 は 初 代 細 胞 培 養 で も 細 胞 株 で も よ い 。 細 胞 は 、 患 者 の 試 験 試 料 、 天 然 源 （ 例 え ば 、
海 水 ま た は 土 壌 ） 、 ま た は 遺 伝 子 操 作 実 験 （ 例 え ば 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ベ ク タ
ー で 形 質 転 換 す る ） か ら 得 る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー に よ り 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 お
よ び 分 泌 を 調 節 す る プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び シ グ ナ ル 配 列 等 の 調 節 配 列 が 提
供 さ れ る 。 選 択 的 に は 、 使 用 す る プ ロ モ ー タ ー は 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー や ア ラ
ビ ノ ー ス プ ロ モ ー タ ー 等 の よ う に 誘 導 性 で あ る 。 遺 伝 子 操 作 に よ り 作 製 さ れ る 細 胞 集 団 に
は 、 非 関 連 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 で 形 質 転 換 し た 細 胞 、 お よ び 同 じ タ ン パ ク 質 の 様
々 な 変 種 を 表 す 核 酸 で 形 質 転 換 し た 細 胞 が 含 ま れ る 。 変 種 は 、 天 然 （ 例 え ば 、 対 立 遺 伝 子
ま た は 種 ） で あ っ て も 誘 導 に よ る も の で あ っ て も よ い 。 変 種 は 、 米 国 特 許 第 5,830,721号
、 米 国 特 許 第 5,811,238号 、 米 国 特 許 第 5,605,793号 に 記 載 さ れ る よ う な DNAシ ャ ッ フ リ ン
グ 技 術 に よ り 作 製 可 能 で あ る 。 細 胞 は 、 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、 抗 体 を 分 泌 す る
天 然 の B細 胞 、 ま た は 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で 形 質 転 換 し そ の た め 抗 体 を 分 泌 す る よ う
に な っ た 細 胞 で あ っ て も よ い 。 細 胞 は 、 ヒ ト 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 マ ウ ス 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 お よ
び ブ タ 等 の 哺 乳 動 物 、 植 物 、 細 菌 、 ま た は 菌 類 由 来 の 細 胞 で あ っ て よ い 。 細 胞 の 種 類 に は
、 初 代 細 胞 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 膵 細 胞 、 β 細 胞 、
お よ び 幹 細 胞 が 含 ま れ る 。 特 定 の リ ン パ 球 集 団 を 含 む 多 く の 種 類 の 細 胞 が 、 オ ー ル セ ル ズ
社 （ AllCells, LLC） （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
融 解 し た ア ガ ロ ー ス に 細 胞 と 同 時 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 捕 獲 試 薬 を 添 加 す る こ と に よ り
、 細 胞 の カ プ セ ル 化 以 前 に 捕 獲 ウ ェ ブ を 構 築 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 細 胞 の カ プ セ ル
化 を 手 順 の 第 1段 階 と し て 行 い 、 捕 獲 ウ ェ ブ の 成 分 は 後 か ら 添 加 す る こ と も で き る 。 マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ が 形 成 さ れ て か ら 、 残 り の 捕 獲 ウ ェ ブ を 構 築 す る 。 例 え ば 、 捕 獲 分 子 を マ ト
リ ッ ク ス に 結 合 す る 架 橋 の 一 部 と し て ビ オ チ ン を 用 い る 場 合 、 捕 獲 ウ ェ ブ の さ ら な る 成 分
の 1つ は 検 出 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る ビ オ チ ン 化 捕 獲 分 子 で あ る 。 捕 獲 分
子 に 結 合 さ せ た ビ オ チ ン 分 子 は 、 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 さ せ た ビ オ チ ン 分 子 と 区 別 す る
た め に 、 第 2ビ オ チ ン 分 子 と 呼 称 す る 。 捕 獲 ウ ェ ブ の 他 の さ ら な る 成 分 は 、 ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン で あ る 。 こ の 成 分 は 、 カ プ セ ル 化 す る 以 前 に 捕 獲 抗 体 お よ び 細 胞 と
共 に 添 加 す る こ と が で き 、 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た 第 1ビ オ チ ン 分 子 と 捕 獲 分 子 に 結 合 し
た 第 2ビ オ チ ン 分 子 間 に 架 橋 を 形 成 す る 。 さ ら な る 成 分 は 、 拡 散 に よ り マ イ ク ロ ド ロ ッ プ
に 導 入 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 含 む 培 地 に こ れ ら の 成 分 を 導 入
す る と 、 成 分 が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 拡 散 す る 。 典 型 的 に は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は
ア ビ ジ ン を ま ず 始 め に 導 入 し 、 そ の 後 ビ オ チ ン 化 捕 獲 分 子 を 導 入 す る 。 非 結 合 の 捕 獲 分 子
は 、 洗 浄 し て 除 去 す る こ と が で き る 。 先 に 論 じ た よ う に 、 ア ガ ロ ー ス に 対 す る ビ オ チ ン の
比 率 を 低 く す る こ と は 、 捕 獲 分 子 が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 全 体 に わ た っ て 均 一 に 拡 散 す る の
に 都 合 が よ い 。 マ ト リ ッ ク ス 分 子 と 捕 獲 分 子 間 に 他 の 種 類 の 架 橋 を 用 い る 場 合 に も 、 同 様
の 原 理 が 当 て は ま る 。 例 え ば 、 6xヒ ス チ ジ ン ‐ 捕 獲 分 子 を 結 合 す る の に NTA-Ni 2 + を 用 い る
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場 合 、 NTA-Ni 2 + を 有 す る よ う に 改 変 し た マ ト リ ッ ク ス 分 子 を 用 い て マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 形
成 し 、 6xヒ ス チ ジ ン タ グ に 結 合 し た 捕 獲 分 子 を 完 成 し た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 拡 散 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】

本 発 明 の 様 々 な 方 法 で 、 捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 の 両 方 を 使 用 す る 。 捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 の 両
方 が 、 タ ン パ ク 質 ま た は 検 出 す る 他 の 分 子 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る よ う に 設 計 す る （ 特 に
明 ら か に し な い 限 り 、 分 泌 タ ン パ ク 質 の 検 出 に 適 用 で き る 方 法 は 、 炭 水 化 物 や ホ ル モ ン 等
の 他 の 分 泌 分 子 に も 適 用 で き る ） 。 捕 獲 分 子 は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 で 捕 獲 ウ ェ ブ の 一 部
で あ り 、 分 泌 タ ン パ ク 質 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 固 着 す る 点 で 、 検 出 試 薬 と 区 別 さ れ る 。
そ れ に 対 し て 検 出 試 薬 は 、 典 型 的 に 、 タ ン パ ク 質 が 分 泌 さ れ 捕 獲 ウ ェ ブ 内 で 捕 獲 分 子 に 固
着 さ れ て か ら 導 入 す る 。 検 出 試 薬 が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 拡 散 し 、 捕 獲 分 子 に 結 合 し た 分
泌 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 分 泌 タ ン パ ク 質 の 検 出 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 の 性 質 は 、 解 析 す る 分 泌 タ ン パ ク 質 に 依 存 す る 。 例 え ば 分 泌 タ ン パ ク
質 が サ イ ト カ イ ン で あ る 場 合 、 捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 は 両 方 と も サ イ ト カ イ ン に 結 合 す る 抗
体 で あ っ て よ い 。 捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 は 、 サ イ ト カ イ ン 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る
抗 体 で あ る こ と が 好 ま し く 、 そ れ に よ り 捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 が 同 時 に 結 合 で き る 。 例 え ば
分 泌 タ ン パ ク 質 が 抗 体 で あ る 場 合 、 捕 獲 分 子 は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ま た は 抗 体 に 対 す る
抗 原 で あ っ て よ い 。 一 般 に 、 捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 は 、 検 出 す る 分 泌 タ ン パ ク 質 に 対 す る 特
異 的 親 和 性 を 有 す る 任 意 の 分 子 で あ っ て よ い 。 捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 は 、 例 え ば 天 然 の リ ガ
ン ド 、 合 成 分 子 、 ま た は 抗 体 で あ っ て よ い 。 多 数 の 分 泌 タ ン パ ク 質 お よ び 細 胞 表 面 マ ー カ
ー に 対 す る 抗 体 が 、 BD/フ ァ ー ミ ン ジ ェ ン （ BD/Pharmingen） 、 ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー （ Be
ckman Coulter） 、 バ イ オ ソ ー ス （ Biosource） 、 お よ び R & Dシ ス テ ム ズ （ R & D Systems
） か ら 市 販 さ れ て い る 。 抗 体 は 、 蛍 光 標 識 ま た は ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 形 態 で 市 販 さ れ て い
る こ と も 多 い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
あ る 方 法 で は 、 2つ 以 上 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 対 象 と し 、 複 数 の 捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 を 用 い
る 。 例 え ば 2つ の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る の で あ れ ば 、 そ れ ぞ れ の 分 泌 タ ン パ ク 質 に 対
す る 2つ の 異 な る 捕 獲 分 子 を 第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 さ せ 、 ゲ ル マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 導 入 す
る こ と が で き る 。 2つ の 分 泌 タ ン パ ク 質 分 子 は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 で そ れ ぞ れ の 捕 獲 分
子 に 結 合 す る 。 次 に 、 2つ の 分 泌 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 2つ の 検 出 試 薬 を 用 い て 、 分 泌 タ ン
パ ク 質 を 検 出 す る 。 こ れ ら の 原 理 は 、 n個 の 捕 獲 分 子 と n個 の 検 出 試 薬 を 用 い た n個 の 分 泌
タ ン パ ク 質 の 同 時 検 出 に 拡 張 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
あ る 方 法 で は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 を 細 胞 表 面 マ ー カ ー と の 組 み 合 わ せ で 検 出 す る 。 こ の よ う
な マ ー カ ー の 例 に は 、 リ ン パ 球 性 マ ー カ ー 、 CD4、 CD8、 な ら び に 増 殖 因 子 受 容 体 、 お よ び
イ オ ン チ ャ ネ ル が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 方 法 に お い て は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 に は 前 述 の よ う
に 捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 が 必 要 で あ る 。 し か し 、 細 胞 表 面 上 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー は 、 捕 獲 ウ
ェ ブ へ の 結 合 を 必 要 と し な い 。 し た が っ て 、 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 保 持 に は 捕 獲 分 子 を 必 要
と し な い 。 細 胞 表 面 マ ー カ ー は 、 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 特 異 的 な 検 出 試 薬 を 用 い て 検 出 す る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
典 型 的 に 、 検 出 試 薬 は 標 識 す る か 、 ま た は 検 出 試 薬 に 結 合 す る 二 次 検 出 試 薬 を 介 し て 間 接
的 に 標 識 す る 。 こ の よ う な 標 識 は 、 中 で も 蛍 光 、 同 位 体 、 磁 性 、 お よ び 常 磁 性 で あ っ て よ
い 。 蛍 光 標 識 の 例 に は 、 PI、 FITC、 PE、 PC5（ PE-Cy5） 、 ECD（ PE-Texas Red） 、 お よ び Cy
-ク ロ ム （ Cy-Chrome)（ R-PE） が 含 ま れ 、 630 nm、 525 nm、 575 nm、 675 nm、 610 nm、 お
よ び 650 nmの バ ン ド パ ス フ ィ ル タ で 測 定 で き る 。 あ る 方 法 で は 、 検 出 試 薬 を 酵 素 で 標 識 し
、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 酵 素 の 基 質 を 含 み 、 こ の 基 質 は 処 理 さ れ て 蛍 光 発 生 産 物 を 生 じ る 。
あ る 方 法 で は 、 検 出 試 薬 か ら の シ グ ナ ル を 二 次 標 識 を 用 い て 増 幅 す る 。 例 え ば 、 フ ル オ レ
セ イ ン で 標 識 し た 一 次 検 出 試 薬 を ウ サ ギ 抗 フ ル オ レ セ イ ン IgG（ ア キ ュ レ ー ト ケ ミ カ ル ＆
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サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク （ Accurate Chemical & Scientific） ） と 15～ 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト で き る 。 PBS緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を FITCま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン 標
識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 （ シ グ マ （ Sigma） 、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） と 15～ 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 2つ 以 上 の 検 出 試 薬 を 用 い る 場 合 に は 、 異 な る 検 出 試 薬 を 異 な る 方 法 で 標
識 す る （ 例 え ば 、 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア を 用 い る ） 。 捕 獲 に 用 い る 分 子 は 、 典 型 的 に は 標
識 し な い （ 捕 獲 ウ ェ ブ に 結 合 さ せ る 働 き を す る ビ オ チ ン 分 子 以 外 ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
あ る 方 法 で は 、 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 促 進 す る た め に 細 胞 を 誘 導 す る 。 例 え ば 、 組 換 え タ ン
パ ク 質 を 操 作 し て 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー か ら 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 誘 導 薬 剤 を 供 給 す
る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 分 泌 が 開 始 ま た は 増 加 す る 。 誘 導 は 、 細 胞 を マ イ ク ロ ド ロ ッ
プ に カ プ セ ル 化 す る 前 に 行 っ て も 後 に 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】

細 胞 集 団 を ビ オ チ ン 化 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 す る こ と に よ り 、 ア ッ セ イ 法 を 行 う
。 次 に 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 保 持 す る 捕 獲 ウ ェ ブ を 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ
プ 内 に 構 築 す る 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 一 定 期 間 培 地 中 で 培 養 し 、 タ ン パ ク 質 の 分 泌 が 行 わ
れ る よ う に す る 。 こ の 期 間 は 、 典 型 的 に は 30分 ～ 48時 間 で あ る 。 あ る 方 法 で は 、 こ の 期 間
は 24時 間 、 12時 間 、 6時 間 、 ま た は 1時 間 未 満 で あ る 。 一 般 に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を
長 く す る と 、 分 泌 タ ン パ ク 質 は 増 加 し シ グ ナ ル は 強 く な る 。 し か し 、 あ る 一 定 期 間 を 過 ぎ
る と 、 捕 獲 ウ ェ ブ の 捕 獲 分 子 が す べ て 分 泌 タ ン パ ク 質 で 飽 和 し 、 さ ら な る 分 泌 タ ン パ ク 質
は マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 単 に 漏 出 し 、 よ り 強 い シ グ ナ ル は 得 ら れ な い 。 あ る 方 法 で は 、 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 最 も 高 い 分 泌 速 度 で カ プ セ ル 化 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質
が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 の す べ て ま た は ほ と ん ど の 捕 獲 分 子 を 占 有 し 、 よ り 低 い 分 泌 レ ベ ル
で カ プ セ ル 化 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 の よ り 少 な い 捕 獲 分 子
を 比 例 的 に 占 有 す る ほ ど 十 分 に 長 い 。 こ れ ら の 状 況 で は 、 集 団 内 の 様 々 な 細 胞 に よ る シ グ
ナ ル 強 度 は 、 細 胞 の 分 泌 レ ベ ル に ほ ぼ 比 例 す る 。 MNCの よ う な 低 い 分 泌 レ ベ ル を 有 す る 一
部 の 細 胞 で は 、 ク ロ ス ト ー ク ま た は 非 結 合 タ ン パ ク 質 の 隣 接 細 胞 へ の 漏 出 は 決 し て 見 ら れ
な い 。 高 い 分 泌 速 度 を 有 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 で は 、 分 泌 時 間 を 調 整 し て ク ロ
ス ト ー ク を 調 節 す る こ と が で き る 。 特 定 の 細 胞 株 で は 分 泌 速 度 は 比 較 的 一 定 で あ る た め 、
ひ と た び 分 泌 速 度 を 決 定 す れ ば 、 ク ロ ス ト ー ク を 避 け る 分 泌 ア ッ セ イ 法 の 最 適 時 間 を 決 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
上 記 方 法 の 変 法 で は 、 細 胞 を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 、 細 胞 を 含 む 未 処 理 の マ ク ロ ド ロ ッ
プ 対 照 集 団 と の 比 較 に お い て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 前 お よ び ／ ま た は 期 間 中 に 薬 剤 ま
た は 候 補 薬 で あ る 薬 剤 で 処 理 す る 。 処 理 細 胞 と 未 処 理 細 胞 と の 比 較 に よ り 、 対 象 と す る タ
ン パ ク 質 の 分 泌 レ ベ ル が 異 な る こ と が 示 さ れ れ ば 、 薬 剤 ま た は 候 補 薬 が こ の タ ン パ ク 質 の
分 泌 レ ベ ル に 影 響 を 及 ぼ す と 結 論 づ け る こ と が で き る 。 こ の 情 報 は 、 候 補 薬 剤 の 活 性 を 明
ら か に す る 上 で 、 ま た は 効 果 的 で あ る こ と が す で に 知 ら れ て い る 薬 剤 の 機 構 を 決 定 す る 上
で 、 有 用 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
上 記 方 法 の 他 の 変 法 に お い て は 、 患 者 に 移 植 す る 以 前 に 、 細 胞 を 他 の 細 胞 、 ま た は 増 殖 因
子 も し く は サ イ ト カ イ ン に よ り 刺 激 ま た は 抑 制 す る 。 例 え ば 、 IL-10で 処 理 す る こ と に よ
り 、 望 ま し く な い 炎 症 反 応 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る （ 国 際 公 開 公 報 第 97/42324号 を 参
照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 分 泌 を 可 能 に し た 後 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 検 出 試 薬 を 添 加 す る
が 、 1つ は 検 出 す る 分 泌 タ ン パ ク 質 用 で あ る か 、 ま た は 1つ は 検 出 す る 細 胞 表 面 マ ー カ ー 用
で あ る 。 検 出 試 薬 は 、 特 異 的 親 和 性 を 有 し 、 そ の 対 象 で あ り ウ ェ ブ に 捕 獲 さ れ て い る タ ン
パ ク 質 に 結 合 す る 。 検 出 試 薬 が 結 合 し て シ グ ナ ル が 発 生 し た 後 、 こ の シ グ ナ ル を 様 々 な ア
プ ロ ー チ で 検 出 す る こ と が で き る 。 1つ の 単 純 な ア プ ロ ー チ で は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 顕
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微 鏡 用 ス ラ イ ド や ペ ト リ 皿 の よ う な ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク 表 面 上 に 沈 着 さ せ る 。 マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ は 支 持 体 に 接 着 し 、 ア レ イ 型 式 に 並 べ て 解 析 を 容 易 に す る こ と が 可 能 と な る
。 次 に 、 顕 微 鏡 下 で 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を い く つ か の 異 な る 標 識 の う ち の 1つ に つ い て 個
々 に 調 べ る こ と が で き る 。 検 出 は 、 分 泌 分 子 の 蛍 光 、 化 学 発 光 、 お よ び 色 に よ っ て 行 う こ
と が で き る 。 デ ジ タ ル 画 像 シ ス テ ム に よ り 、 ま す ま す よ り 高 い 解 像 度 で 細 胞 活 性 を 調 べ る
こ と が 可 能 と な っ た 。 付 加 価 値 の あ る ソ フ ト ウ ェ ア で 推 進 さ れ る 自 動 化 顕 微 鏡 を 用 い る シ
ス テ ム は 、 現 在 一 般 的 な 研 究 手 段 で あ る 。 こ れ ら の シ ス テ ム は 、 蛍 光 画 像 を 取 得 し て 保 存
す る 能 力 、 画 像 強 調 、 較 正 と 許 容 限 界 （ 識 別 ） オ プ シ ョ ン 、 お よ び シ ス テ ム の 自 動 化 と 装
置 制 御 を 含 む 多 く の 共 通 機 能 を 共 有 し て い る 。 顕 微 鏡 画 像 は 、 画 素 と 呼 ば れ る マ ト リ ク ス
状 の 小 さ な 範 囲 に デ ジ タ ル 化 さ れ る 。 各 画 素 に お け る 光 度 の 測 定 値 を 保 存 し 、 加 工 し て 強
調 し た 画 像 を 作 成 す る 。 画 像 解 析 シ ス テ ム は 、 画 像 強 調 に 用 い ら れ る 加 工 の 種 類 と 得 ら れ
る 解 像 度 の レ ベ ル に 特 徴 を 示 す 。 共 焦 点 レ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 お よ び レ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ
サ イ ト メ ー タ ー （ オ ン コ シ ス （ Oncosis） お よ び コ ン ピ ュ サ イ ト （ Compucyte） ） 等 の 他 の
レ ー ザ ー を 用 い る 機 器 も そ う で あ る が 、 例 え ば 、 メ タ サ イ ト （ MetaCyte） の 単 純 な ス キ ャ
ニ ン グ イ メ ー ジ シ ス テ ム が 挙 げ ら れ る 。 オ ン コ シ ス の 機 器 で は 、 特 異 的 タ ン パ ク 質 を 分 泌
す る 細 胞 の 破 壊 を 必 要 と す る 応 用 に （ 例 え ば 、 分 泌 タ ン パ ク 質 が 癌 特 異 的 タ ン パ ク 質 で あ
る 場 合 ） 、 オ ン コ シ ス が 独 占 す る フ ォ ト シ ス （ Photosis)（ 商 標 ） レ ー ザ ー 活 性 化 色 素 を
用 い る こ と が で き る 。 目 的 の 細 胞 は 、 顕 微 操 作 に よ り 回 収 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
他 の 方 法 で は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い て マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 解 析 す る 。 こ の よ う な
機 器 は 、 標 識 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 数 と 未 標 識 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 数 を カ ウ ン ト す る 。 異 な
る 方 法 で 標 識 し た 2つ の 検 出 試 薬 を 用 い る 場 合 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ り 、 第 1標 識 の
み を 有 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 、 第 2標 識 の み を 有 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 、 両 標 識 を 有 す る
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 、 お よ び ど ち ら の 標 識 も さ れ て い な い マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を カ ウ ン ト す る
こ と が で き る 。 さ ら に 多 く の 標 識 を 使 用 す る 方 法 で は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の さ ら な る 分 類
を 識 別 す る こ と が 可 能 で あ る 。 存 在 す る 標 識 の 種 類 に よ り 、 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 の 種 類
と レ ベ ル が 示 さ れ る 。 サ イ ト コ ン プ （ Cyto-Comp)（ 商 標 ） 試 薬 キ ッ ト や サ イ ト ト ロ ー ル （
Cyto-Trol)（ 商 標 ） コ ン ト ロ ー ル 細 胞 （ control cell)（ ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー ） 等 の 色
補 正 キ ッ ト を 用 い て 、 ス ペ ク ト ル の 重 複 に 合 わ せ て 色 補 正 を 調 整 す る こ と が で き る 。 サ イ
ト コ ン プ （ 商 標 ） は 4セ ッ ト の 2色 試 薬 か ら な り 、 多 色 解 析 に 合 わ せ て 色 補 正 を 調 整 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
選 択 的 に は 、 細 胞 を 蛍 光 標 識 す る の で あ れ ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 後 に ソ ー テ ィ
ン グ す る こ と に よ り 、 顕 微 鏡 観 察 、 細 胞 株 の 作 製 、 ま た は DNA単 離 等 の さ ら な る 解 析 に 使
用 可 能 な カ プ セ ル 化 細 胞 の 様 々 な 集 団 を 作 製 す る こ と が で き る 。 FACSに よ り 、 1つ ま た は
そ れ 以 上 の 特 定 の 分 泌 タ ン パ ク 質 の 存 在 、 ま た は 1つ ま た は そ れ 以 上 の 特 定 の 分 泌 タ ン パ
ク 質 の 分 泌 レ ベ ル の 程 度 等 の 明 確 な 性 質 を 有 す る 個 々 の 細 胞 が 分 離 さ れ る 。 次 に 、 さ ら な
る 解 析 （ 例 え ば 、 細 胞 の DNA調 製 品 を 解 析 す る 、 ま た は 細 胞 株 を 作 製 す る ） の た め に こ れ
ら の 細 胞 を 増 殖 さ せ る 。 あ る 方 法 で は 、 治 療 の 目 的 の た め 、 望 ま し い 性 質 を 有 す る 細 胞 を
患 者 に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
選 択 的 に は 、 透 析 不 可 能 な ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン （ PVP） で コ ー テ ィ ン グ し た パ ー コ ー ル
（ シ リ カ 粒 子 （ 直 径 15～ 30 nm） ） 、 ジ ア ト リ ゾ エ ー ト ナ ト リ ウ ム を 付 加 し た ポ リ シ ョ 糖
（ フ ィ コ ー ル ） 、 ま た は イ オ ジ キ サ ノ ー ル （ 安 息 香 酸 の ヨ ウ 化 誘 導 体 ） 勾 配 遠 心 分 離 法 を
用 い て 、 細 胞 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の ほ と ん ど （ ＞ 95%） を 回 収 し つ つ 、 調 製 品 か ら 非 占
有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 大 部 分 を 除 去 す る こ と が 可 能 で あ る 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は 、 ア ガ ロ
ー ス 等 の 溶 解 し た マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 細 胞 を 分 散 さ せ 、 次 に 過 剰 の 疎 水 性 液 体 中 で エ マ ル
ジ ョ ン を 形 成 さ せ る こ と に よ り 調 製 す る 。 本 方 法 は 、 稀 な 分 泌 細 胞 、 低 い レ ベ ル で 分 泌 す
る 細 胞 、 お よ び 稀 な 細 胞 亜 集 団 の 解 析 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
一 部 の 方 法 で は 、 検 出 装 置 の 焦 点 を 望 ま し い 細 胞 集 団 を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 亜 集 団 に
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焦 点 を 合 わ せ る ゲ ー テ ィ ン グ 法 を 用 い る 。 例 え ば 、 前 方 散 乱 ま た は 側 方 散 乱 を 用 い て 、 非
占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 識 別 す る こ と が 可 能 で あ る 。 次 に 、 占
有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に さ ら に ゲ ー ト を 設 定 し 、 蛍 光 標 識 検 出 試 薬 の 結 合 し た 特 定 の 表 面 マ
ー カ ー を 有 す る 細 胞 の 亜 集 団 を 検 出 す る こ と が で き る 。 ゲ ー ト を 設 定 し た 細 胞 の 亜 集 団 は
、 続 い て 、 表 面 マ ー カ ー と は 異 な る 方 法 で 標 識 を し た 特 定 の 分 泌 タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い
て 解 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
一 部 の 方 法 で は 、 シ グ ナ ル 増 幅 の た め に 、 検 出 試 薬 の 間 接 検 出 を 使 用 す る 。 例 え ば 、 検 出
試 薬 が 抗 体 で あ る 場 合 、 対 象 と す る Igア イ ソ タ イ プ に 対 す る 標 識 抗 体 を 用 い て 検 出 試 薬 を
検 出 で き る 。 他 の 方 法 で は 、 増 幅 カ ス ケ ー ド を 使 用 す る 。 例 え ば 、 チ ラ ミ ド シ グ ナ ル 増 幅
（ Tyramide Signal Amplification） （ 商 標 ） （ TSA） 技 術 が 米 国 特 許 第 5,731,158号 お よ
び 米 国 特 許 第 5,583,001号 に 記 載 さ れ て お り 、 キ ッ ト は パ ー キ ン エ ル マ ー （ Perkin Elmer
） か ら 入 手 可 能 で あ る 。 本 ア プ ロ ー チ を 検 出 に 用 い る 場 合 、 捕 獲 さ れ た 分 泌 分 子 に 結 合 す
る 一 次 検 出 試 薬 は 分 子 、 通 常 は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） で 標 識 し た 抗 体 で あ
る 。 HRPを 用 い て 、 HRP標 識 検 出 試 薬 を 結 合 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 で 、 標 識 チ ラ ミ ド の 沈
着 お よ び 結 合 を 触 媒 す る 。 次 に は 、 チ ラ ミ ド 上 の 標 識 が 、 典 型 的 に は 蛍 光 標 識 し て あ り チ
ラ ミ ド 上 の 標 識 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 二 次 検 出 試 薬 の 結 合 部 位 と し て 働 く 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

上 記 方 法 は 、 同 じ タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 細 胞 の 混 合 集 団 を 解 析 し て 、 規 定 の レ ベ ル で タ ン
パ ク 質 を 分 泌 す る 1個 ま た は そ れ 以 上 の 個 々 の 細 胞 を 同 定 す る の に 特 に 有 用 で あ る 。 あ る
方 法 で は 、 規 定 の レ ベ ル を 超 え て タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 細 胞 の 同 定 と 回 収 に 関 心 が あ る 。
あ る 方 法 で は 、 集 団 の 中 で 最 大 の 分 泌 速 度 を 有 す る 1つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 の 同 定 に 関
心 が あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 増 殖 因 子 、 サ イ ト カ イ ン 、 抗 体 、 ホ ル モ ン 、 ま た は 他 の 分 泌
分 子 の 分 泌 に つ い て 、 生 物 学 的 存 在 を 解 析 す る の に 有 用 で あ る 。 本 方 法 は 、 遺 伝 子 操 作 に
よ り 細 胞 に 導 入 し た 構 築 物 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 形 質 転 換 細 胞 を 解
析 す る の に も 有 用 で あ る 。 本 方 法 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は 他 の 樹 立 細 胞 株 由 来 の タ ン パ
ク 質 の 分 泌 レ ベ ル を 解 析 す る の に も 有 用 で あ る 。 目 的 の タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 、 ま た は 目
的 の タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル で 分 泌 す る 単 離 細 胞 を 用 い て 、 目 的 タ ン パ ク 質 の 産 生 の た め に
細 胞 株 を 増 殖 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 方 法 は 、 抗 原 特 異 的 T細 胞 お よ び B細 胞 の 集 団 を
単 離 し た り 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 細 胞 を 同 定 す る の に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

本 方 法 は 、 集 団 内 の 細 胞 が 異 な る タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 細 胞 の 混 合 集 団 を 解 析 す る の に も
有 用 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 に お け る 目 的 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 ま た は 目 的 の タ ン パ ク 質
を 分 泌 す る 1つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 を 単 離 す る こ と で あ る 。 こ れ は 、 タ ン パ ク 質 ま た は
目 的 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 捕 獲 分 子 と 検 出 試 薬 を 用 い る こ と で 達 成 さ れ る 。 さ ら に 、 解
析 す る 最 初 の 細 胞 集 団 は 、 初 代 培 養 ま た は 異 な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 構 築 物 を 導 入 し
た 形 質 転 換 細 胞 で あ っ て よ い 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 単 離 し た 細 胞 は 、 さ ら な る 解 析 に か
け る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 細 胞 を 占 有 す る 組 換 え 構 築 物 を 配 列 決 定 し 、 目 的
の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAコ ー ド 配 列 を 特 徴 づ け る る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

あ る 方 法 で は 、 集 団 内 の 同 じ 細 胞 で 複 数 の マ ー カ ー を 検 出 す る 。 例 え ば 、 同 じ 細 胞 か ら 分
泌 さ れ る 2つ （ ま た は そ れ 以 上 ） の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き 、 ま た は 同 じ
細 胞 か ら 1つ ま た は そ れ 以 上 の 分 泌 タ ン パ ク 質 と 1つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー の
存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 集 団 に 存 在 す る 異 な る 細 胞 種 の ヒ
ス ト グ ラ ム を 作 成 す る こ と が で き る 。 こ の 様 式 で 個 々 の 細 胞 を 特 徴 づ け る 能 力 に よ り 、 細
胞 の 分 化 パ タ ー ン を 解 析 す る の に 有 用 な 情 報 と 臨 床 診 断 に 有 用 な 情 報 が 提 供 さ れ る 。 例 え
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V. 応 用
1. 分 泌 レ ベ ル

2. 異 な る タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 細 胞

3. 複 数 マ ー カ ー の 同 時 解 析



ば 、 免 疫 系 の あ る 疾 患 は 、 リ ン パ 球 に よ る あ る 分 子 の 分 泌 お よ び ／ ま た は リ ン パ 球 で の あ
る 細 胞 マ ー カ ー の 発 現 を 特 徴 と す る 。 特 定 の 組 み 合 わ せ の 分 子 を 分 泌 す る 細 胞 お よ び ／ ま
た は あ る 細 胞 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 の 同 定 は 、 患 者 に 発 症 す る 免 疫 不 全 を 同 定 す る の に 役
立 つ 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

あ る 方 法 で は 、 診 断 ま た は 免 疫 療 法 の 効 果 を モ ニ タ ー す る 目 的 で 、 患 者 か ら 細 胞 集 団 を 採
取 す る 。 細 胞 集 団 は リ ン パ 球 で あ る こ と が 多 い が 、 全 血 、 精 液 、 唾 液 、 涙 、 尿 、 糞 便 物 質
、 汗 、 頬 側 塗 沫 標 本 、 体 毛 、 リ ン パ 節 、 腫 瘍 、 お よ び 骨 髄 試 料 等 の 組 織 ま た は 体 液 か ら 得
て も よ い 。 あ る 方 法 で は 、 治 療 目 的 で 、 患 者 か ら 細 胞 を 採 取 す る 。 こ の よ う な 方 法 で は 、
望 ま し い 性 質 （ 例 え ば 、 病 原 に 対 す る 抗 体 の 分 泌 、 増 殖 因 子 、 サ イ ト カ イ ン 、 ま た は ホ ル
モ ン の 分 泌 、 望 ま し い 免 疫 応 答 へ の 関 与 ） を 有 す る 細 胞 の 亜 集 団 を 同 定 す る こ と が 目 的 で
あ る 。 例 え ば 免 疫 療 法 の た め に 、 望 ま し い 細 胞 種 を 単 離 し 、 改 変 し 、 刺 激 し 、 増 幅 さ せ て
か ら 、 患 者 に 再 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
患 者 か ら の 特 定 の 細 胞 集 団 の 単 離 が イ ン ビ ト ロ で の 増 殖 お よ び ／ ま た は 他 の 操 作 の 目 的 で
適 し て い る い く つ か の 例 は 、 以 下 の と お り で あ る 。 細 胞 性 自 己 免 疫 疾 患 （ 多 発 性 硬 化 症 、
糖 尿 病 、 関 節 リ ウ マ チ ） の 患 者 か ら 、 自 己 抗 原 特 異 的 Th2細 胞 を 採 取 す る こ と が で き る 。
こ れ ら の 細 胞 に 特 徴 的 な サ イ ト カ イ ン お よ び 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 以 下 に 示 す 。 細 胞 を エ キ
ソ ビ ボ で 増 殖 さ せ 、 回 復 を 強 め る た め に 、 ま た は 寛 解 を 長 引 か せ る た め に そ れ ら を 採 取 し
た 患 者 に 再 注 入 す る 。 CD8細 胞 表 面 マ ー カ ー の 発 現 に よ り 、 感 染 症 患 者 ま た は 癌 患 者 か ら
自 己 抗 原 特 異 的 細 胞 障 害 性 T細 胞 （ CTLL） を 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。 CTLLは 、 感 染 微
生 物 や 癌 上 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 で あ る 。 CTLLを エ キ ソ ビ ボ で 増 殖
さ せ 、 ワ ク チ ン （ 例 え ば 、 抗 癌 、 抗 細 胞 内 細 菌 感 染 （ 結 核 ） 、 ま た は 抗 寄 生 虫 病 （ マ ラ リ
ア 、 リ ー シ ュ マ ニ ア ） ） を 作 製 す る 。 別 の 応 用 で は 、 患 者 の 膵 島 の 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ
し 、 イ ン ス リ ン を 分 泌 す る 細 胞 を 同 定 す る 。 こ れ ら の 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 増 殖 さ せ 、 1型
糖 尿 病 を 防 ぎ 進 行 を 遅 ら せ る 手 段 と し て 患 者 に 再 導 入 す る 。 本 方 法 は 、 一 部 の 膵 島 細 胞 が
患 者 に 残 存 し 単 離 と 増 殖 の た め に 使 用 可 能 な 、 疾 患 の 発 症 以 前 の 前 駆 期 に 実 施 可 能 で あ る
。 ま た は 、 健 康 な ド ナ ー か ら 細 胞 を 採 取 し 、 HLA抗 原 が 適 合 し お よ び ／ ま た は 免 疫 抑 制 療
法 を 施 し た 糖 尿 病 患 者 に 移 植 す る こ と が で き る 。 別 の 方 法 で は 、 遺 伝 子 の 欠 損 ま た は 他 の
欠 損 を 伴 う 患 者 の 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 重 要 な 生 物 活 性 分 子 に 関 し て 分 泌 欠 損 を 有 す
る 細 胞 の サ ブ セ ッ ト を 同 定 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 細 胞 を カ プ セ ル 化 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ
プ を 生 理 活 性 分 子 に 対 し て 特 異 的 な 検 出 試 薬 と 接 触 さ せ た 際 の 、 シ グ ナ ル の 欠 除 か ら 識 別
す る こ と が で き る 。 適 切 な 転 写 調 節 下 で 生 体 分 子 の 分 泌 を 促 進 す る 遺 伝 子 を 細 胞 に 導 入 し
、 細 胞 を 増 殖 さ せ て 患 者 に 再 注 入 す る 。 別 の 方 法 で は 、 多 分 化 能 を 有 す る 自 己 の 幹 細 胞 を
患 者 か ら 単 離 し 、 イ ン ビ ト ロ で 望 ま し い 細 胞 系 譜 （ 例 え ば 、 心 臓 、 皮 膚 、 神 経 細 胞 ） に 分
化 さ せ 、 患 者 に 再 導 入 し て 様 々 な 疾 患 （ 例 え ば 、 心 筋 梗 塞 、 皮 膚 の 火 傷 、 損 傷 し た 神 経 ）
を 治 療 す る 。 多 分 化 能 を 有 す る 幹 細 胞 は 、 CD34マ ー カ ー お よ び ／ ま た は CD38、 CD33、 CD45
RA、 お よ び CD71の 欠 除 に よ り 識 別 で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

サ イ ト カ イ ン は 、 疾 患 の 病 因 と 治 療 の 両 方 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、
イ ン タ ー フ ェ ロ ン β 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン 2を 含 む 数 多 く
の こ れ ら の タ ン パ ク 質 が 臨 床 で の 使 用 に 認 可 さ れ て お り 、 治 療 に 対 す る 患 者 の 反 応 を 予 測
す る た め に は T細 胞 の 機 能 的 状 態 の 診 断 が 必 須 で あ る 。 免 疫 系 誘 発 へ の 応 答 を 達 成 す る た
め に 必 要 で あ る 分 裂 促 進 因 子 ま た は 抗 原 に よ る 活 性 化 に よ り 、 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 、 受 容
体 の 上 方 制 御 、 細 胞 の 増 殖 、 お よ び エ フ ェ ク タ ー 機 能 （ 7～ 12） の 発 達 と い う カ ス ケ ー ド
が 生 じ る 。 様 々 な サ イ ト カ イ ン が 、 他 の サ イ ト カ イ ン を 含 む 様 々 な 刺 激 か ら の シ グ ナ ル に
応 答 し て 、 免 疫 系 に 存 在 す る 細 胞 か ら 放 出 さ れ る 。 成 熟 T細 胞 は 独 特 な 組 み 合 わ せ の こ れ
ら 制 御 分 子 を 産 生 す る こ と に よ っ て 抗 原 刺 激 に 応 答 し 、 こ れ ら の 反 応 の 機 能 的 な 結 果 は サ
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5. サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ 法



イ ト カ イ ン の 分 泌 パ タ ー ン に 依 存 す る （ 13～ 16） 。 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 は 、 細 胞 の 分 化 お
よ び 機 能 的 活 性 の 重 要 な マ ー カ ー と し て 、 基 礎 研 究 と 臨 床 研 究 の 両 方 に お い て 広 く 用 い ら
れ て い る 。 細 胞 表 面 マ ー カ ー と 合 わ せ た サ イ ト カ イ ン の 分 泌 パ タ ー ン に よ り 、 患 者 の 免 疫
応 答 の 種 類 、 強 度 、 お よ び 柔 軟 性 に つ い て の 重 要 な 情 報 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 方 法 は 、 選 択 的 に は 個 々 の 細 胞 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー と 組 み 合 わ せ て 、 サ イ ト カ イ ン の 分
泌 パ タ ー ン を 検 出 す る の に 特 に 有 用 で あ る 。 応 用 に は 、 移 植 の 前 後 に お け る 患 者 の 免 疫 状
態 の モ ニ タ リ ン グ 、 ワ ク チ ン 接 種 後 の Tリ ン パ 球 の 抗 原 特 異 的 反 応 の 測 定 、 癌 、 自 己 免 疫
疾 患 、 細 菌 感 染 、 お よ び AIDS（ 1～ 6） 等 の ウ イ ル ス 感 染 の 治 療 の 有 効 性 の 評 価 、 お よ び 薬
剤 の 免 疫 毒 性 （ 7、 8） の 測 定 、 な ら び に 表 面 発 現 と 組 み 合 わ せ た 分 泌 特 性 に 基 づ く 単 一 の
生 存 T細 胞 の 回 収 が 含 ま れ る 。 本 方 法 の 利 点 に は 、 (1) 高 感 度 （ 1～ 10 ng/ml培 養 液 ま た は
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り 1.25～ 12.5 fgの 分 泌 サ イ ト カ イ ン レ ベ ル が 、 日 常 的 な 検 出 の 範
囲 内 で あ る ） 、 (2) 定 量 的 検 出 、 (3) 単 一 細 胞 の 解 析 、 (4) サ イ ト カ イ ン と 細 胞 表 面 マ ー
カ ー の 同 時 解 析 、 お よ び (5) 生 細 胞 の 回 収 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】

例 示 的 な 診 断 ア ッ セ イ 法 は 、 Th1細 胞 種 と Th2細 胞 種 の 同 定 と 回 収 で あ る 。 不 均 一 な 集 団 か
ら Th1細 胞 ま た は Th2細 胞 を 同 定 し 単 離 す る た め 、 刺 激 し た 細 胞 を カ プ セ ル 化 し 、 細 胞 表 面
抗 原 の 発 現 と サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 同 時 に 検 出 す る 。 活 性 化 Th1細 胞 は 、 CD3、 CD4（ ヘ ル
パ ー 細 胞 特 異 的 ） 、 お よ び CD69（ 活 性 化 細 胞 特 異 的 ） を 発 現 し 、 IFNγ を 分 泌 し 、 IL-4を
分 泌 し な い 二 重 陽 性 細 胞 （ CD4 + CD69 + IFNγ + IL-4 - 細 胞 ） と し て 同 定 さ れ る 。 類 似 の 表 現 型
（ CD3 + CD4 + CD69 + ） を 発 現 す る が 、 IL-4を 分 泌 し IFNγ を 分 泌 し な い 細 胞 （ CD3 + CD4 + CD69 + I
FNγ - IL-4 + 細 胞 ） は 、 Th2細 胞 と し て 同 定 さ れ る 。 多 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 は 、 蛍
光 色 素 標 識 抗 体 ： ： 抗 CD4/Cy-ク ロ ム （ ま た は CD4/ECD） 、 抗 CD69/PC5、 抗 IFNγ /FITC、 お
よ び 抗 IL-4/PEの 組 み 合 わ せ を 用 い て 実 施 す る 。 Th1細 胞 と Th2細 胞 は 、 選 択 的 に FACSに よ
っ て ソ ー テ ィ ン グ し 増 殖 さ せ る 。 分 裂 促 進 因 子 ま た は 抗 原 刺 激 し た 末 梢 血 単 核 細 胞 か ら で
き る だ け 迅 速 に Th1お よ び Th2亜 集 団 を 同 定 し 単 離 す る 能 力 は 、 臨 床 医 に と っ て 有 用 で あ る
。 こ れ ら の 研 究 を 利 用 し て 、 1.) 患 者 の 免 疫 状 態 を 評 価 し 、 2.) T細 胞 ク ロ ー ン を 拡 大 し
て 、 自 己 免 疫 疾 患 に お い て イ ン ビ ト ロ の 標 的 に 対 す る 細 胞 を 同 定 し 、 ま た は 3.) イ ン ビ ト
ロ で 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る よ う に プ ロ グ ラ ム し 、 拡 大 し 、 ド ナ ー で 治 療 に 用 い 得 る 細 胞 障
害 性 T細 胞 ク ロ ー ン を 作 製 す る 。 最 適 な 刺 激 条 件 を 用 い て Th1細 胞 お よ び Th2細 胞 の 両 方 を
刺 激 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 結 果 、 同 じ 単 核 細 胞 集 団 で 48時 間 以 内 に IL-4と IFNγ の
両 方 の 分 泌 を 同 時 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

単 球 お よ び 樹 状 細 胞 は 、 TNFα 、 IL-1α 、 IL-1β 、 IL-6、 IL-8、 お よ び IFNγ を 含 む 様 々 な
サ イ ト カ イ ン の 主 要 供 給 源 で あ る （ 65、 67、 68） 。 各 種 抗 原 で 刺 激 さ れ た 後 、 こ れ ら の 細
胞 は 生 得 反 応 お よ び 適 応 反 応 の 両 方 に 関 与 す る 。 血 液 中 で は 、 循 環 し て い る MNC（ 単 球 お
よ び B細 胞 等 ） の 様 々 な サ ブ セ ッ ト が 抗 原 提 示 細 胞 と し て 機 能 し 、 特 異 的 お よ び 制 御 性 受
容 体 リ ガ ン ド 相 互 作 用 な ら び に 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 相 互 作 用 を 介 し て T細 胞 と 直 接 連 結 で
き る 。 こ の 細 胞 集 団 に よ り 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン は 、 多 く の 病 態 に お い て 重 要 な 制 御 的
役 割 を 担 う 。 例 え ば 、 単 球 に よ る 炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン TNFα お よ び IL-1の 産 生 増 加 は
、 感 染 性 シ ョ ッ ク に 関 与 す る と さ れ て い る （ 67、 69、 70） 。 単 球 に よ り 放 出 さ れ る サ イ ト
カ イ ン が 全 身 的 お よ び 局 所 的 に 高 濃 度 で あ る と 、 T細 胞 を 含 む 他 の 細 胞 に カ ス ケ ー ド 効 果
を 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 結 果 と し て 病 理 学 的 な サ イ ト カ イ ン の 不 均 衡 が 起 こ る が 、 こ れ が
こ の 病 態 の 特 徴 で あ る （ 67、 68、 71） 。 リ ポ 多 糖 （ LPS） お よ び 他 の 微 生 物 産 物 に 応 答 し
て ヒ ト 単 球 か ら 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン の 測 定 値 は 、 敗 血 症 で 起 こ る 現 象 を 解 析 す る の に
用 い ら れ る イ ン ビ ト ロ の モ デ ル で あ る （ 72） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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(a) Th1細 胞 と Th2細 胞 の 識 別

(b) 様 々 な 刺 激 で 活 性 化 し た 後 の 、 ヒ ト 単 球 お よ び CD34+細 胞 の サ イ ト カ イ ン 分 泌 特 性 と
細 胞 表 面 発 現 特 性 の 解 析



本 方 法 を 用 い て 、 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 お よ び 細 胞 表 面 抗 原 の 発 現 を 同 定 す る こ と に よ り 、
刺 激 に 対 す る 単 一 の 生 存 単 球 の 反 応 を 測 定 で き る 。 対 象 と す る 単 球 特 性 の 例 に は 、 a) CD3
/PC5、 CD4/ECD、 CD69/PE発 現 、 お よ び TNFα /FITC分 泌 、 な ら び に b) CD3/PC5、 CD4/ECD、 C
D69/PE発 現 、 お よ び IL-1β /FITC分 泌 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

造 血 系 の 原 始 細 胞 は 、 す べ て 既 知 で あ る 多 く の 種 類 の 成 熟 血 液 細 胞 を 産 生 す る 能 力 を 特 徴
と す る 。 末 梢 血 で は 、 CD34 + 細 胞 の 大 部 分 は CD38、 CD33、 CD45RA、 お よ び CD71を 発 現 せ ず
、 し た が っ て CD34 + CD38 - CD33 - CD45RA - CD71 - 表 現 型 を 示 す 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 特 異 的 表 現
型 特 性 の 獲 得 ま た は 喪 失 お よ び サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 特 徴 と す る 段 階 で 分 化 す る （ 56、 73
、 74） 。 分 化 後 で は 、 ほ と ん ど の CD34 + CD45RA + CD71 - 細 胞 が 顆 粒 球 系 細 胞 系 譜 の も の で あ
る の に 対 し て 、 CD34 + CD45RA - CD71 + 細 胞 は 赤 血 球 系 細 胞 系 譜 の も の で あ る 。 CD33抗 原 は 単
球 お よ び 骨 髄 性 前 駆 体 の 特 徴 的 な マ ー カ ー で あ り 、 CD38は T細 胞 と B細 胞 で 主 に 発 現 さ れ る
。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 法 を 用 い て 、 CD34 + 細 胞 の イ ン ビ ト ロ で の 分 化 と 増 殖 を
個 々 の 細 胞 ベ ー ス で モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 こ の 様 式 で 分 化 を モ ニ タ ー す る こ と に よ
り 、 望 ま し い 経 路 に 沿 っ た 分 化 を 導 き 、 お よ び ／ ま た は そ の 結 果 望 ま し い 速 度 で 分 化 す る
培 養 条 件 を 工 夫 す る こ と が 可 能 と な る 。 モ ニ タ リ ン グ は 、 患 者 に 再 度 導 入 す る 目 的 で 患 者
か ら 採 取 し た ヒ ト 造 血 細 胞 を 、 エ キ ソ ビ ボ で 増 殖 さ せ る 培 養 条 件 を 規 定 す る の に も 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

い く つ か の 捕 獲 抗 体 を ゲ ル マ ト リ ッ ク ス に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ り 、 リ ン パ 球 亜 集 団 の
細 胞 表 面 マ ー カ ー と 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ ／ 樹 状 細 胞 マ ー カ ー と 共 に 単 一 の 単 核 試 料 を 解
析 し 、 Tリ ン パ 球 亜 集 団 （ ヘ ル パ ー T細 胞 ま た は 細 胞 障 害 性 T細 胞 ） 、 Th1細 胞 も し く は Th2
細 胞 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 B細 胞 、 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た は 樹 状 細 胞 に 基 づ い
て ソ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 分 泌 に 対 す る 2つ の 捕 獲 抗 体 と 2つ の 細 胞 表 面 マ ー カ ー
を 用 い て 、 リ ン パ 球 ま た は 単 球 に ゲ ー ト を 設 定 し 、 単 一 レ ー ザ ー に よ り リ ン ホ カ イ ン 分 泌
リ ン パ 球 ま た は 単 球 の 亜 集 団 を 単 離 す る こ と が で き る 。 複 数 の タ ン デ ム レ ー ザ ー を 用 い て
、 単 一 の 単 核 末 梢 血 試 料 で 複 数 パ ラ メ ー タ 解 析 を 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 複 数 の ソ ー テ ィ
ン グ 能 力 に よ り 、 様 々 な リ ン パ 球 お よ び 単 球 の 各 亜 集 団 を 単 離 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

癌 、 心 臓 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 、 な ら び に 移 植 片 拒 絶 反 応 を 含 む 種 々 の 疾 患 に 関 す る 抗 体 製
品 が 入 手 可 能 で あ る 。 残 念 な こ と に 、 研 究 と 臨 床 に 用 い る た め に 作 製 さ れ る 多 く の ハ イ ブ
リ ド ー マ は IgMサ ブ ク ラ ス の も の で あ り 、 こ の サ ブ ク ラ ス は 5量 体 構 造 で あ り プ ロ テ イ ン A
お よ び プ ロ テ イ ン Gに 対 す る 親 和 性 を 欠 く こ と か ら 、 一 般 に 最 も 利 用 価 値 が な い と 考 え ら
れ て い る 。 こ の た め IgM抗 体 の 精 製 お よ び 修 飾 は 困 難 で あ り 、 Fab断 片 を 作 製 す る た め の 酵
素 消 化 も ほ と ん ど 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ は 細 胞 株 に 依 存 し た 極 め て 変 動 し や す い 頻 度 で 自 発 的 に IgM産 生 か ら IgG産
生 に ク ラ ス ス イ ッ チ す る が 、 一 般 に 1:10 6 と い う ス イ ッ チ 頻 度 は 稀 で あ る （ 1、 7） 。 IgG1
変 種 ま た は よ り よ く は IgG2変 種 と い っ た さ ら に 都 合 の よ い ア イ ソ タ イ プ に 対 し て 、 ア イ ソ
タ イ プ 産 生 を 偏 ら せ る 多 く の 手 順 が 考 案 さ れ て い る が 、 こ れ ら の 方 法 は 多 く の ス ク リ ー ニ
ン グ サ イ ク ル を 伴 い 非 常 に 時 間 を 要 し 手 間 が か か る 。 こ れ ら の 手 順 の い く つ か は 、 様 々 な
ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 ま た は 刺 激 因 子 も し く は リ ン ホ カ イ ン の 同 時 注 入 、 抗 原 投 与 量 の 変 更
ま た は 追 加 免 疫 の 反 復 （ 過 剰 免 疫 ） （ 1、 4～ 6） を 含 む が 、 合 理 的 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ
得 る 細 胞 数 と 比 較 し て ス イ ッ チ 頻 度 が 低 い こ と か ら 上 記 方 法 は 依 然 と し て 信 頼 で き な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
好 ま し く は 上 記 の 組 成 物 必 要 条 件 に 合 致 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 使 用 に よ り 、 十 分 な 数 の
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(c) 間 質 細 胞 を 含 ま な い 液 体 懸 濁 培 養 液 で 増 殖 し た CD34+ヒ ト 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 分 化 の 解
析

(d) 複 数 パ ラ メ ー タ 解 析

6. 稀 な IgGス イ ッ チ 変 種 の 単 離



細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 稀 な IgGア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ 変 種 を 単 離 す る 手 段 が 提 供 さ れ
る 。 IgMア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 混 合 集 団 を 、 増 殖 培 地 の み 、 ま た は 様 々 な B
細 胞 変 異 源 ／ 刺 激 物 質 （ 精 製 組 換 え 抗 原 、 リ ポ 多 糖 （ LPS） 、 レ チ ノ イ ン 酸 ） お よ び ／ ま
た は サ イ ト カ イ ン （ rmIL-4、 rmIFNγ ） の 存 在 下 の ど ち ら か で 、 一 部 の 細 胞 で ア イ ソ タ イ
プ ス イ ッ チ が 起 こ る の に 十 分 な 期 間 （ 例 え ば 7日 間 ） 増 殖 さ せ る 。 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ
率 を 増 加 さ せ る た め に 、 さ ら に マ ウ ス 胸 腺 細 胞 支 持 細 胞 層 を 用 い る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
次 に 、 細 胞 集 団 を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 す る 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は 図 1に 示 す マ
ト リ ッ ク ス と 同 じ 種 類 の マ ト リ ッ ク ス を 含 む こ と が 可 能 で あ り 、 好 ま し く は 上 記 の ビ オ チ
ン と マ ト リ ッ ク ス 分 子 の 好 ま し い モ ル 比 に 一 致 す る が 必 ず し も そ の 必 要 は な く 、 捕 獲 分 子
は IgGア イ ソ タ イ プ 特 異 的 抗 体 で あ る 。 典 型 的 に は 、 捕 獲 分 子 は 抗 体 で あ る 。 捕 獲 分 子 は
す べ て の IgGサ ブ タ イ プ に 特 異 的 で あ っ て も よ い し 、 IgG1、 IgG2、 IgG2a、 IgG3、 お よ び Ig
G4等 の 特 定 の サ ブ タ イ プ に 特 異 的 で あ っ て も よ い 。 捕 獲 試 薬 に 特 異 的 な IgGア イ ソ タ イ プ
抗 体 を 分 泌 す る 少 な く と も 1つ の 細 胞 で 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ で は 、 分 泌 抗 体 が マ
イ ク ロ ド ロ ッ プ に 結 合 す る 。 IgMア イ ソ タ イ プ 特 異 的 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 で 占 有 さ れ る マ
イ ク ロ ド ロ ッ プ で は 、 分 泌 抗 体 は マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 捕 獲 さ れ な い 。 抗 体 を 分 泌 す る の
に 十 分 な 時 間 、 例 え ば 1～ 12時 間 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 検 出 試 薬
を マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 拡 散 さ せ る 。 典 型 的 に は 、 検 出 試 薬 は 捕 獲 分 子 と は 異 な る 部 位 で
捕 獲 さ れ た 分 泌 抗 体 に 結 合 す る 。 典 型 的 に は 、 検 出 試 薬 は 、 捕 獲 さ れ た 目 的 の IgGア イ ソ
タ イ プ の 分 泌 抗 体 に 対 す る 抗 体 で あ る 。 通 常 は 、 検 出 試 薬 は 例 え ば 蛍 光 で 標 識 し 、 こ れ に
よ り IgG抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 で 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 検 出 が 可 能 と な る 。 こ れ ら
の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は 、 FACSま た は 上 記 の 他 の 方 法 に よ り 、 他 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 分
取 す る こ と が で き る 。 次 に 、 単 離 し た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 細 胞 を 回 収 す る こ と が で き る
。 こ の 選 択 方 法 に よ り 、 0.0001%程 度 し か な い IgG分 泌 細 胞 の 亜 集 団 の 検 出 と 単 離 が 可 能 と
な る 。 上 記 方 法 の 変 法 で は 、 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 、 ほ と ん ど の 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が
複 数 の 細 胞 に よ り 占 有 さ れ る 条 件 下 で カ プ セ ル 化 す る 。 解 析 は 、 前 述 と 同 様 に 行 う 。 各 マ
イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 さ れ る 複 数 の 細 胞 の う ち い ず れ か 1つ が IgG抗 体 を 分 泌 す る 場
合 、 こ の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は 陽 性 と 判 断 さ れ る 。 こ の よ う な マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 回 収 し
た 細 胞 は 、 次 に 少 な く と も も う 一 度 、 カ プ セ ル 化 と ス ク リ ー ニ ン グ の サ イ ク ル を 繰 り 返 す
。 次 の カ プ セ ル 化 サ イ ク ル で は マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 対 す る 細 胞 の 平 均 比 率 を 下 げ て 行 い 、
最 終 的 に は 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 最 終 ラ ウ ン ド で ほ と ん ど の 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 単 一 細
胞 を カ プ セ ル 化 す る よ う に す る 。 こ の よ う な 反 復 法 に よ り 、 よ り 多 く の 細 胞 集 団 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
さ ら な る 変 法 で は 、 ウ ェ ル あ た り 約 1,000個 の 細 胞 ま で と い う 一 定 量 の 細 胞 を マ イ ク ロ タ
イ タ ー ウ ェ ル に 分 配 す る 。 次 に 、 計 量 棒 ア ッ セ イ 法 を 用 い て 、 ウ ェ ル か ら 回 収 し た 上 清 を
IgGア イ ソ タ イ プ の 抗 体 に つ い て 試 験 す る 。 計 量 棒 ア ッ セ イ 法 に よ り 陽 性 シ グ ナ ル を 示 す
ウ ェ ル の 細 胞 の み を カ プ セ ル 化 し 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 法 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】

表 面 発 現 と 分 泌 特 性 の 両 方 に よ り 、 目 的 の T細 胞 を 同 定 す る 幅 広 い 市 販 の ア ッ セ イ 法 を 以
下 に 説 明 す る 。 そ れ ぞ れ の ア プ ロ ー チ は 特 定 の 応 用 に 対 す る 利 点 を 有 し 、 い く つ か は 使 用
が 簡 便 で 、 利 用 価 値 が あ り 、 比 較 的 安 価 で あ る 。 提 案 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 型 式 は 、 マ イ
ク ロ カ プ セ ル 化 技 術 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 お よ び 入 手 可 能 な 抗 体 試 薬 に 依 存 す る 。 他
の 方 法 と 対 照 的 に 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 法 で は 、 目 的 の サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す
る 単 一 細 胞 の 小 さ な 亜 集 団 を 検 出 す る こ と 、 お よ び 表 面 発 現 と 分 泌 特 性 を 同 時 に ア ッ セ イ
す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 技 術 は ほ と ん ど の ELISA法 の 種 類 と フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ア ッ
セ イ 法 の 手 順 と 適 合 し 、 さ ら に 免 疫 療 法 に 関 す る 調 査 や 研 究 で 使 用 す る た め に 機 能 的 に 活
性 の あ る 細 胞 の 集 団 を 回 収 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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7. マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 検 出 法 と 他 の 方 法 と の 比 較



サ イ ト カ イ ン を 検 出 し 定 量 す る 上 清 ア ッ セ イ 法
生 体 液 お よ び 組 織 培 養 上 清 中 の 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン を 定 量 す る い く つ か の 方 法 が 開 発 さ れ
て い る が 、 そ れ ぞ れ の 技 術 に は 少 な く と も 1つ の 重 要 な 制 限 が あ る 。 こ れ ら の ア プ ロ ー チ
は 単 一 細 胞 ベ ー ス で は な い た め 、 目 的 の サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る 細 胞 サ ブ セ ッ ト の 情 報 が
提 供 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
バ イ オ ア ッ セ イ 法
バ イ オ ア ッ セ イ 法 は サ イ ト カ イ ン の 存 在 下 で の 特 殊 化 し た 細 胞 株 の 増 殖 に 依 存 し 、 最 も 感
度 の 低 い ア プ ロ ー チ で あ る 。 比 較 的 単 純 で よ く 特 徴 が 調 べ ら れ て い る が 、 こ れ ら の 型 式 は
再 現 性 が な く 、 特 異 性 の 低 さ か ら あ る サ イ ト カ イ ン （ IL-α お よ び IL-1β 等 ） の 間 で は サ
イ ト カ イ ン の 区 別 が で き な い こ と が 多 い 。 さ ら に 、 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 は 半 定 量 的 で あ る
の み で 、 場 合 に よ っ て は 生 体 試 料 中 の 阻 害 剤 の 存 在 に よ り サ イ ト カ イ ン レ ベ ル が 過 小 評 価
さ れ る （ 35） 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ELISA法
特 有 の 高 い 特 異 性 と 感 度 か ら 、 ELISA型 式 は 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン を 検 出
し 定 量 す る た め に ま す ま す 使 用 さ れ て き て い る が 、 そ の 使 用 は 1度 の ア ッ セ イ で 単 一 の サ
イ ト カ イ ン を 測 定 す る だ け に 制 限 さ れ る 。 酵 素 を 介 す る シ グ ナ ル 増 幅 を 用 い る た め 、 サ ン
ド イ ッ チ ELISA法 で は 、 生 理 的 に 相 当 す る （ 例 え ば 、 ＞ 5～ 10 pg/ml） 濃 度 の 特 異 的 サ イ ト
カ イ ン ま た は ケ モ カ イ ン を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る （ 36） 。 本 ア プ ロ ー チ の 感 度 は 、 ユ
ー ロ ピ ウ ム 標 識 抗 体 （ Ab） （ 37） と 細 胞 培 養 捕 獲 ELISA法 （ 2、 38） を 用 い る 非 競 合 免 疫 測
定 法 （ dissociation-enhanced lanthamide fluoroimmunoassay） （ DELFIA） 等 の 新 し い ア
プ ロ ー チ の 開 発 に 伴 っ て 上 昇 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
フ ロ ー メ ト リ ッ ク ス （ FlowMetrix)（ 商 標 ） シ ス テ ム
フ ロ ー メ ト リ ッ ク ス （ 商 標 ） シ ス テ ム （ ル ミ ネ ッ ク ス （ Luminex） 、 テ キ サ ス 州 オ ー ス テ
ィ ン ） で は 、 従 来 の 免 疫 吸 収 ア ッ セ イ 法 に 緑 色 蛍 光 レ ポ ー タ ー 色 素 と 共 に 固 相 支 持 体 と し
て ビ ー ズ を 用 い 、 そ の 後 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 行 う 。 個 々 の ビ ー ズ セ ッ ト を フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー で 分 離 す る こ と が で き る た め 、 多 く の ア ッ セ イ を 同 時 に 行 う こ と が で き 、
少 量 （ 100～ 200μ l） の 細 胞 培 養 上 清 ま た は 生 体 液 で 複 数 検 体 の 定 量 が 可 能 で あ る （ 39）
。 フ ロ ー メ ト リ ッ ク ス （ 商 標 ） 技 術 で は 細 胞 集 団 全 体 の 平 均 分 泌 量 を 測 定 す る の み で あ り
、 生 細 胞 の 亜 集 団 を 選 択 し て 回 収 す る 目 的 で 多 様 な 細 胞 集 団 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に
は 有 用 で は な い 。 単 一 検 体 を 検 出 す る 上 で は フ ロ ー メ ト リ ッ ク ス シ ス テ ム の 感 度 は ELISA
に 匹 敵 す る が （ ピ コ グ ラ ム ） 、 複 数 解 析 を 行 う 場 合 に は 感 度 は ナ ノ グ ラ ム レ ベ ル ま で 低 下
す る （ 39） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
特 異 的 サ イ ト カ イ ン 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い た イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 お よ
び サ イ ト カ イ ン mRNA発 現 ア ッ セ イ 法 （ RT-PCR法 ）
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は RT PCRは 、 発 現 に よ っ て 生 物 活 性 の あ る タ
ン パ ク 質 の 翻 訳 ／ 分 泌 が 明 ら か に 示 さ れ る わ け で は な い が 、 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 を 発 現 し
て い る 細 胞 を 同 定 す る の に 有 用 な 技 術 で あ る （ 40） 。 細 胞 内 の 特 異 的 サ イ ト カ イ ン メ ッ セ
ー ジ の 発 現 を ア ッ セ イ し て 定 量 す る メ ッ セ ー ジ 増 幅 表 現 型 分 類 検 査 法 （ Message Amplific
ation Phenotyping） （ MAPPing） も 最 近 開 発 さ れ た （ 41） 。 MAPPing解 析 法 は 、 細 胞 か ら R
NAを 単 離 す る た め に 微 細 な 手 順 を 使 用 し 、 そ の 後 全 細 胞 RNAを cDNAに 逆 転 写 し 、 PCRに よ り
サ イ ト カ イ ン 特 異 的 DNA断 片 を 酵 素 的 に 増 幅 す る 。 本 技 術 に よ り 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の よ う な 個 々 の サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ 法 に 必 要 な 複 雑 さ や 時 間 を 要 さ ず
に 、 細 胞 内 に 存 在 す る mRNAの 全 体 的 な パ タ ー ン を 同 時 に 決 定 す る こ と が 可 能 と な る 。 ノ ー
ザ ン 解 析 法 お よ び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 法 を 用 い て も 、 限 ら れ た 数 の サ イ ト カ イ
ン を 同 時 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る （ 42） 。 し か し 、 RT-PCR法 や イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 で は 、 ア ッ セ イ は 定 量 的 で は な く 、 死 細 胞 で 行 う た め 、 自 然 の サ イ ト
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カ イ ン の 分 泌 を 直 接 測 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
単 一 細 胞 サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ 法
リ ン パ 球 の 機 能 的 不 均 一 性 の 理 解 の 重 要 性 か ら 、 単 一 細 胞 ア ッ セ イ 法 へ の 関 心 が 高 ま っ て
き て い る 。 現 法 に は 、 ELISPOT法 、 限 界 希 釈 解 析 法 、 逆 溶 血 プ ラ ー ク ア ッ セ イ 法 、 免 疫 組
織 化 学 法 、 お よ び 単 一 細 胞 PCR法 が 含 ま れ る （ 41、 43） 。 こ れ ら の 方 法 に よ り 個 々 の 細 胞
に よ る サ イ ト カ イ ン 分 泌 を 解 析 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 時 間 を 要 し 手 間 が か か る た め 、
大 き な 細 胞 集 団 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に は 適 さ ず 、 解 析 後 に 目 的 の 単 一 生 細
胞 を 回 収 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
細 胞 内 サ イ ト カ イ ン 染 色 法
最 近 に な っ て 、 特 異 的 抗 サ イ ト カ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル Abに よ る 細 胞 内 染 色 に 、 混 合 細 胞 集
団 中 の 個 々 の サ イ ト カ イ ン 産 生 細 胞 の 複 数 パ ラ メ ー タ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 が 有 用 に
な っ て き た （ 3、 6～ 8、 11、 44～ 48） 。 高 品 質 の 試 薬 お よ び キ ッ ト 、 な ら び に 細 胞 表 面 お
よ び 細 胞 内 抗 原 を 同 時 検 出 す る 最 適 化 し た 手 順 書 が 、 市 販 さ れ て い る （ ベ ク ト ン デ ィ ッ キ
ン ソ ン （ Becton Dickinson） ／ フ ァ ー ミ ン ジ ェ ン 、 お よ び R&Dシ ス テ ム ズ 等 ） 。 通 常 、 染
色 前 に 様 々 な 刺 激 に よ り 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 活 性 化 す る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 は 、 蛍
光 色 素 標 識 抗 体 を 用 い た 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン お よ び 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 直 接 検 出 に 基 づ く
。 細 胞 調 製 法 に は 、 固 定 法 、 透 過 処 理 法 、 お よ び サ イ ト カ イ ン を 細 胞 内 に 保 持 す る た め に
モ ネ ン シ ン ま た は ブ レ フ ェ ル ジ ン 等 の 薬 剤 で 処 理 す る こ と に よ り サ イ ト カ イ ン 分 泌 を 中 断
す る 方 法 が 含 ま れ る 。 複 数 パ ラ メ ー タ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 重 要 な 細 胞 内 機 能 的
マ ー カ ー を 解 析 す る 能 力 に よ り 、 臨 床 研 究 に 独 特 の 利 点 が 提 供 さ れ る 。 し か し 、 ア ッ セ イ
手 順 に よ り 細 胞 が 死 細 胞 と な る た め 、 機 能 的 分 泌 の 測 定 お よ び 研 究 や 治 療 応 用 の た め に FA
CSを 用 い て 目 的 細 胞 を 回 収 し 増 殖 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 技 術
特 異 的 タ ン パ ク 質 の 分 泌 に 基 づ き 、 細 胞 を 同 定 し 単 離 す る 2つ の 新 し い ア プ ロ ー チ が 最 近
開 発 さ れ た 。 ど ち ら と も 、 生 細 胞 の 表 面 に 結 合 さ れ た 分 泌 産 物 に 特 異 的 な 人 工 ア フ ィ ニ テ
ィ ー マ ト リ ッ ク ス を 用 い る 。 1つ め の ア プ ロ ー チ は 、 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を ビ オ チ ン 化 し
、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び ビ オ チ ン 化 捕 獲 Abと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ る 。 分
泌 産 物 の 漏 出 を 防 ぐ た め 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 は 予 熱 し た ゼ ラ チ ン を 含 む 低 透 過 性 の
培 地 で 行 う 。 陽 性 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 検 出 に 、 蛍 光 色 素 標 識 抗 体 染 色 法 を 用 い る
（ 49、 50） 。 2つ め の よ り 直 接 的 な ア プ ロ ー チ は 、 ミ ル テ ニ ー バ イ オ テ ッ ク （ Miltenyi Bi
otec） （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 オ ー バ ー ン ） で 開 発 さ れ た も の で 、 共 通 の リ ン パ 球 表 面 マ ー カ
ー CD45に 対 し て 作 ら れ た Ab-Ab複 合 体 を 用 い る （ 49～ 54） 。 分 泌 後 、 蛍 光 色 素 標 識 抗 サ イ
ト カ イ ン 抗 体 で 細 胞 を 標 識 し 、 抗 蛍 光 色 素 抗 体 （ 抗 FITCま た は 抗 PE Ab） で コ ー テ ィ ン グ
し た 磁 気 マ イ ク ロ ビ ー ズ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 検 出 す る 。 陽 性 細 胞 は 、 磁 気 マ イ
ク ロ ビ ー ズ と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前 に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 解 析 す る こ と が で き
る か 、 ま た は MACSカ ラ ム を 用 い て 濃 縮 す る こ と が で き る （ 52～ 54） 。 細 胞 表 面 マ ー カ ー の
同 時 染 色 （ Ab-Ab複 合 体 で 封 鎖 さ れ る CD45以 外 ） も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
他 の 方 法 と 比 較 し 、 細 胞 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 技 術 は 、 分 泌 産 物 に 基 づ い た 多 数 の
個 々 の 細 胞 の 解 析 と ソ ー テ ィ ン グ が 可 能 で あ る 。 生 細 胞 の 単 離 に 成 功 し た こ と が 報 告 さ れ
て い る が 、 細 胞 上 に 構 築 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス が 機 能 と 生 存 度 に 及 ぼ す 影 響
は 懸 念 す る と こ ろ で あ る 。 さ ら に 、 個 々 の 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ る 産 物 の 量 、 お よ び 同 時 に
検 出 さ れ 得 る 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 数 は 限 ら れ て い る 。 そ の 上 、 分 泌 レ ベ ル を 推 定 す る こ と
は 困 難 で あ る 。 こ の ア ッ セ イ 形 式 を 用 い る と 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た 分
泌 産 物 の 量 は 標 識 前 に 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た 受 容 体 の 数 に 依 存 す る こ と に な る 。 ア フ ィ ニ
テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 内 の 結 合 部 位 の 濃 度 が 低 い と す ぐ に 飽 和 し て し ま い 、 分 泌 の 低 い 細 胞
と 分 泌 の 高 い 細 胞 を 識 別 す る こ と は ほ ぼ 不 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ８ １ 】
現 行 の サ イ ト カ イ ン 検 出 法 の 比 較 を 表 1に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
（ 表 １ ） サ イ ト カ イ ン 検 出 に 関 す る ア ッ セ イ 法 の 特 性 の 比 較
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
8. キ ッ ト
本 発 明 で は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 作 製 す る キ ッ ト に つ い て さ ら に 説 明 す る 。 キ ッ ト は 、 モ
ル マ ト リ ッ ク ス 成 分 分 子 あ た り 0.85未 満 、 好 ま し く は 0.01～ 0.2モ ル ビ オ チ ン の モ ル 比 で
、 ビ オ チ ン に 結 合 し た マ ト リ ッ ク ス 分 子 （ 典 型 的 に は ア ガ ロ ー ス ） を 含 む 。 キ ッ ト は 、 ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 第 2ビ オ チ ン 分 子 に 結 合 し た 捕 獲 分 子 、 お よ び ま た は 検 出 分 子 を 含 ん
で も よ い 。 キ ッ ト は 典 型 的 に 、 キ ッ ト の 使 用 法 を 提 供 す る ラ ベ ル も 含 む 。 上 記 の よ う な Ig
Gス イ ッ チ 変 種 を 検 出 す る た め の キ ッ ト も 提 供 す る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 好 ま し く は 上
記 の モ ル 比 で あ る が 必 ず し も そ の 必 要 は な い ビ オ チ ン 化 マ ト リ ッ ク ス 分 子 、 捕 獲 分 子 と 検
出 分 子 、 お よ び 選 択 的 に は 標 識 化 を 指 示 す る 使 用 説 明 書 を 含 む 。 ラ ベ ル と い う 用 語 は 、 製
造 、 輸 送 、 販 売 、 も し く は 使 用 中 の い か な る 時 で も キ ッ ト に 添 付 さ れ る か 、 ま た は 別 の 方
法 で キ ッ ト に 付 随 す る 書 面 ま た は 記 録 に よ る 任 意 の 資 料 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ラ ベ ル と い
う 用 語 は 、 広 告 印 刷 物 お よ び パ ン フ レ ッ ト 、 包 装 材 料 、 使 用 説 明 書 、 オ ー デ ィ オ も し く は
ビ デ オ カ セ ッ ト テ ー プ 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ・ デ ィ ス ク 、 な ら び に キ ッ ト に 直 接 記 さ れ た 文 書
を 包 括 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
実 施 例

細 胞 お よ び 培 養 条 件
1) ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 株
本 発 明 者 ら は 、 以 下 の と お り に リ ポ ソ ー ム に よ る 手 順 を 用 い て （ Lipofectin（ 登 録 商 標 ）
、 ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ （ Life Technologies） ） 、 hrIL-4を 分 泌 す る 安 定 的 な ト ラ ン ス
フ ェ ク ト CHO細 胞 株 （ CHO hrIL-4） を 作 製 し ： PCRに よ り hrIL-4遺 伝 子 配 列 を 増 幅 し pIRESn
eoベ ク タ ー （ ク ロ ン テ ッ ク （ Clontech） ） に こ の 配 列 を 挿 入 し て 、 hrIL-4遺 伝 子 を 含 む プ
ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 pIRESベ ク タ ー は 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス （ ECMV） の 減 弱 し た 配 列 内 リ ボ
ソ ー ム 進 入 部 位 （ IRES） を 含 む が 、 こ の 部 位 に よ っ て 1つ の メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAか ら 2つ の
読 み 枠 の 翻 訳 が 可 能 と な る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 手 順 お よ び ク ロ ー ニ ン グ は 、 メ ー カ
ー の 推 奨 す る よ う に 実 施 し た 。 CHO IL-4細 胞 株 は 、 1週 間 に 2回 、 ト リ プ シ ン 処 理 し た 細 胞
を 1:10に 分 配 し 、 5%の 透 析 済 み FBSお よ び 1%ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む MEMα
培 地 で 維 持 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
2) 抗 原 特 異 的 T細 胞 株
抗 原 特 異 的 マ ウ ス T細 胞 株 を 作 製 す る た め 、 Balb/c雌 マ ウ ス に 合 成 ペ プ チ ド M1081（ マ サ チ
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ュ ー セ ッ ツ ジ ェ ネ ラ ル ホ ス ピ タ ル （ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ボ ス ト ン ） 、 N. Rosenthal氏 に よ
る 分 与 、 配 列 ：
　
　
分 子 量 1,860） を 免 疫 し た 。 心 臓 の 発 達 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 、 EITF2Aの 一 部 で あ る こ の
ペ プ チ ド を 担 体 と し て 用 い た KLHに 結 合 し 、 4週 間 お き に 1年 間 、 動 物 の 腹 腔 内 に 注 入 し た
。 無 菌 的 に 摘 出 し た 脾 臓 お よ び 腸 間 膜 の リ ン パ 節 か ら 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 す る た め 、 シ
リ ン ジ プ ラ ン ジ ャ ー を 用 い て ペ ト リ 皿 の 中 で 70μ m細 胞 ろ 過 器 に よ り 器 官 を バ ラ バ ラ に し
た 。 次 に 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS、 ハ イ ク ロ ン （ HyClon） 、 ユ タ 州 ロ ー ガ ン ） 、 HEPES、
抗 生 物 質 （ ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 ギ ブ コ BRL（ GibcoBRL） 、 ニ ュ ー ヨ ー
ク 州 グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド ） 、 お よ び 5x10 - 5 Mの 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ 2-ME、 シ グ マ 、
ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） を 含 む DMEM（ ギ ブ コ BRL） に 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 再 懸 濁 し た 。 赤
血 球 を 溶 解 す る た め 、 溶 解 緩 衝 液 （ シ グ マ ） で 細 胞 懸 濁 液 を 処 理 し 、 5% FBSを 含 む ハ ン ク
ス 平 衡 塩 類 溶 液 （ HBSS、 ギ ブ コ ） で 2回 洗 浄 し た 。 ト リ パ ン ブ ル ー （ TB、 シ グ マ ） 排 除 ア
ッ セ イ 法 に よ り 、 血 球 計 算 板 チ ャ ン バ ー で 細 胞 生 死 判 別 試 験 と カ ウ ン ト を 行 っ た 。 自 己 支
持 細 胞 と し て の 用 途 の た め 、 一 定 量 の 脾 細 胞 を 凍 結 し た （ -70℃ ） 。 Londei, M.ら 、 1991 
(55)に よ っ て 記 載 さ れ る 従 来 の 手 順 に 従 い 、 mLN細 胞 を 用 い て 抗 原 特 異 的 T細 胞 株 を 作 製 し
、 マ イ ト マ イ シ ン Cで 処 理 し た 自 己 支 持 細 胞 お よ び mrIL-2の 存 在 下 で 、 隔 週 ご と に 特 異 的
抗 原 で 再 刺 激 す る こ と に よ り 培 養 液 中 で 維 持 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
3) マ ウ ス 脾 細 胞
未 処 置 の Balb/c雌 マ ウ ス か ら 無 菌 的 に 脾 臓 を 摘 出 し 、 上 記 の よ う に 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 調 製
し た 。 完 全 培 地 で 細 胞 濃 度 を 1.5x10 6 /mlに 調 整 し 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 3ウ ェ ル そ れ ぞ れ
に 2 ml（ 3x10 6 細 胞 ） ず つ 添 加 し た 。 残 り の 細 胞 は 、 一 定 分 量 に 分 け て 凍 結 し た 。 細 胞 を
刺 激 す る た め 、 ConA（ 5μ g/ml） ま た は PHA（ 5μ g/ml） の ど ち ら か を 実 験 ウ ェ ル に 添 加 し
、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 混 合 し た 。 完 全 培 地 の み の 細 胞 を 陰 性 対 照 と し て 使 用 し た 。 マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ サ イ ト カ イ ン 分 泌 ア ッ セ イ 法 を 行 う 前 に 、 5% CO 2 存 在 下 で 37℃ で 24時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
4) ヒ ス ト パ ー ク （ Histopaque) 1077-I（ シ グ マ ） 技 術 を 用 い て 、 健 康 な ド ナ ー か ら 新 鮮
な ヒ ト PBMCを 単 離 し た
単 離 し た 細 胞 （ 3x10 6 ml） は 、 PHA（ 5μ g/ml） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 RPMI-1640+10%
 FBS（ 透 析 済 み ） で 5% CO 2 の も と 37℃ で 24時 間 培 養 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
免 疫 試 薬
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 形 式 に お い て 捕 獲 抗 体 お よ び レ ポ ー タ ー 抗 体 と し て 使 用 す
る た め 、 マ ウ ス サ イ ト カ イ ン お よ び 精 製 組 換 え サ イ ト カ イ ン （ mrIFNγ 、 mrIL-2、 mrIL-4
、 mrIL-6） に 対 す る ビ オ チ ン 化 お よ び 蛍 光 色 素 標 識 （ FITCま た は PE） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 PE標 識 抗 マ ウ ス CD3、 な ら び に Fcγ II/III受 容 体 に 対 し て 作 製 し た 抗 体 （ Fcブ ロ ッ ク （ F
c Block)（ 商 標 ） ） を フ ァ ー ミ ン ジ ェ ン 社 （ PharMingen Inc.） （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン
デ ィ エ ゴ ） か ら 入 手 し た 。 hrIL-4抗 体 対 も フ ァ ー ミ ン ジ ェ ン 社 か ら 入 手 し た 。 マ イ ト マ イ
シ ン C、 ConA、 お よ び PHAは 、 シ グ マ （ ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） か ら 入 手 し た 。 抗 ヒ ト CD
3/PE-Cy5 Abお よ び 抗 ヒ ト CD4/ECD Abは 、 イ ム ノ テ ッ ク （ Immunotech） （ ベ ッ ク マ ン コ ー
ル タ ー 、 フ ロ リ ダ 州 マ イ ア ミ ） か ら 入 手 し た 。 抗 ヒ ト CD69/FITC、 抗 ヒ ト IFNγ /PE、 ビ オ
チ ン 化 抗 ヒ ト IFNγ 、 お よ び 精 製 rh IFNγ は 、 BD／ フ ァ ー ミ ン ジ ェ ン （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州
サ ン デ ィ エ ゴ ） か ら 入 手 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
ゲ ル マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 作 製
異 な る 量 の ビ オ チ ン と セ ル ミ ッ ク ス （ CelMix)（ 商 標 ） 200エ マ ル ジ ョ ン マ ト リ ッ ク ス （ ワ
ン セ ル シ ス テ ム ズ 社 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ） を 含 む 2つ の ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ
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ー ス カ プ セ ル 化 マ ト リ ッ ク ス 、 セ ル バ イ オ ゲ ル （ CelBioGel)（ 商 標 ） -1ま た は セ ル バ イ オ
ゲ ル （ 商 標 ） -2を 用 い て 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 調 製 し た 。 1バ ッ チ 分 20x10 6 個 の マ イ ク ロ
ド ロ ッ プ を 調 製 す る た め 、 400μ l量 の ア ガ ロ ー ス を 電 子 レ ン ジ で 75秒 間 加 熱 し 、 10%プ ル
ロ ニ ッ ク 酸 （ シ グ マ ） 25μ lを 界 面 活 性 剤 と し て 添 加 し た 。 検 量 線 の 作 成 に 使 用 す る 非 占
有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 作 製 す る た め 、 完 全 培 地 100μ lを ア ガ ロ ー ス ／ 界 面 活 性 剤 混 合 液 に
添 加 し た 。 ボ ル テ ッ ク ス し 、 37℃ で 3分 間 平 衡 化 し た 後 、 ガ ラ ス の シ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ
ア ル 中 の 37℃ に 予 熱 し た セ ル ミ ッ ク ス （ 商 標 ） 200エ マ ル ジ ョ ン マ ト リ ッ ク ス 15 mlに 、 こ
の 混 合 液 を 1滴 ず つ 添 加 し た 。 こ の バ イ ア ル を セ ル シ ス （ 商 標 ） 100マ イ ク ロ ド ロ ッ プ メ ー
カ ー （ ワ ン セ ル シ ス テ ム ズ 社 ） に 取 り 付 け 、 混 合 液 を 以 下 の よ う に 乳 化 し た ： 室 温 （ RT）
に て 2,100 rpmで 1分 間 、 氷 浴 中 に て 2,100 rpmで 1分 間 、 氷 浴 中 に て 1,100 rpmで 10分 間 。 6
50 gで 10分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 油 を 除 去 し 、 そ の 後 HBSS 10mlを 加 え て 450 gで 5分
間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 2回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
単 一 細 胞 の カ プ セ ル 化
血 球 計 算 板 チ ャ ン バ ー で 細 胞 数 を カ ウ ン ト し 、 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 ア ッ セ イ 法 に よ り 生 存
度 を 算 出 し た 後 、 活 発 に 増 殖 し て い る 培 養 液 の 細 胞 を 1x10 7 /mlの 濃 度 で 完 全 培 地 に 再 懸 濁
し た 。 馴 化 培 地 を 作 製 す る た め 、 細 胞 培 養 液 の 上 清 を 遠 心 分 離 し （ 800 gで 5分 間 ） 、 細 胞
残 屑 を 除 去 し た 。 続 い て 、 完 全 培 地 100μ 中 に 1x10 6 個 の 細 胞 を ア ガ ロ ー ス ／ 界 面 活 性 剤 混
合 液 に 添 加 し 、 上 記 の よ う に マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 形 成 し た 。 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 数 を
増 加 さ せ る た め 、 一 部 の 実 験 で は 、 上 記 の カ プ セ ル 化 手 順 の 前 に 、 そ れ ぞ れ 1x10 6 の 細 胞
を 含 む 2試 料 分 の セ ル バ イ オ ゲ ル （ 商 標 ） -2を セ ル ミ ッ ク ス （ 商 標 ） 15 mlに 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
複 数 細 胞 の カ プ セ ル 化
カ プ セ ル 化 す る 前 に 、 細 胞 を 2枚 の 75 cm 2 フ ラ ス コ ま た は 2枚 の 12ウ ェ ル プ レ ー ト （ 2 ml/
ウ ェ ル ） で 5日 間 培 養 す る 。 プ ー ル し た 細 胞 （ 総 数 は 2x10 6 を 超 え る ） を カ ウ ン ト し 、 増 殖
培 地 200μ lま た は 300μ lに 再 懸 濁 す る 。 2試 料 分 の 融 解 し た セ ル バ イ オ ゲ ル  500μ lを 10%
プ ル ロ ニ ッ ク F-68溶 液 （ シ グ マ  ア ル ド リ ッ チ ） （ Sigma-Aldrich） と 共 に ボ ル テ ッ ク ス し
、 37℃ で 3分 間 平 衡 化 し て 、 次 に そ れ ぞ れ を 細 胞 懸 濁 液 100～ 150μ lと 混 合 す る 。 こ れ ら の
混 合 液 を 予 熱 し た セ ル ミ ッ ク ス （ 商 標 ） 15 mlに 添 加 し て 、 蓋 を し て か ら 勢 い よ く 10回 振
り 、 エ マ ル ジ ョ ン を 形 成 す る 。 次 に 、 こ の バ イ ア ル を セ ル シ ス 100（ 商 標 ） マ イ ク ロ ド ロ
ッ プ メ ー カ ー （ ワ ン セ ル シ ス テ ム ズ 社 ） に 取 り 付 け る 。 直 径 の 大 き な マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を
作 製 す る た め に は 、 乳 化 に 1,800 rpmお よ び 1,000 rpmの 速 度 を 使 用 す る 。 作 製 し た マ イ ク
ロ ド ロ ッ プ を DPBSで 2回 洗 浄 し て 油 を 除 去 し 、 70μ m細 胞 ろ 過 器 で ろ 過 し 、 血 球 計 算 板 チ ャ
ン バ ー で カ ウ ン ト す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス に お け る 捕 獲 抗 体 の 固 定 化
次 に HBSS+2% FBSで マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 洗 浄 し 、 こ の 懸 濁 液 を DMEM+5% FBS 8 ml中 で ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン （ 10μ g/ml） と 共 に 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 架 橋 を
構 築 し た 。 HBSS+2% FBSで 洗 浄 し た 後 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を DMEM+5% FBS 4 mlに 再 懸 濁 し
、 同 量 の 捕 獲 試 薬 （ 10μ g/mlの ビ オ チ ン 化 抗 サ イ ト カ イ ン 抗 体 ） を 添 加 し て 最 終 濃 度 を 5
μ g/mlと し た 。 続 い て 、 試 料 を 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 懸 濁
液 を HBSS+2% FBSで 再 度 洗 浄 し 、 非 結 合 の 捕 獲 抗 体 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
サ イ ト カ イ ン 分 泌 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 蛍 光 標 識
次 に 、 カ プ セ ル 化 細 胞 を 予 熱 し た （ 37℃ ） 完 全 培 地 30 mlに 再 懸 濁 し 、 5% CO 2 の も と 37℃
で 3.5時 間 ま た は 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 可 能 に し た 。 分 泌 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 懸 濁 液 を HBSS+2% FBSで 洗 浄 し 、 続 い て DMEM+5% FBS
 4 mlに 再 懸 濁 し た 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 懸 濁 液 に 、 蛍 光 色 素 標 識 抗 サ イ ト カ イ ン 抗 体 （ 10
μ g/ml） を 含 む 同 量 の DMEM+5% FBSを 添 加 し た 。 死 細 胞 を 識 別 す る た め 、 最 終 濃 度 2μ g/ml
の ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ PI、 モ レ キ ュ ラ ー プ ロ ー ブ （ Molecular Probes、 オ レ ゴ ン 州 ユ ー
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ジ ー ン ） を 添 加 し た 。 室 温 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 試 料 を 洗 浄 し 、 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー 解 析 す る た め 専 用 チ ュ ー ブ に 移 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
細 胞 表 面 染 色
レ ポ ー タ ー Abで 分 泌 サ イ ト カ イ ン を 標 識 し た 後 、 PE標 識 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル Abで CD3細 胞
表 面 受 容 体 を 染 色 し た 。 Fc受 容 体 を 介 す る 非 特 異 的 な 免 疫 蛍 光 染 色 を 低 減 さ せ る た め 、 カ
プ セ ル 化 細 胞 を HBSS+2% FBS 1 mlに 再 懸 濁 し 、 Fcブ ロ ッ ク （ 商 標 ） 1μ gと 共 に 4℃ で 15分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 試 料 を 洗 浄 し 、 抗 CD3/PE抗 体 5μ gを 含 む HBSS+2% FBS 1 ml
中 で 4℃ に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 PE標 識 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染
色 し た 。 HBSS+2% FBSで 洗 浄 し た 後 、 試 料 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 解 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
ア ッ セ イ 法 の 対 照
蛍 光 Abで 染 色 し た 分 泌 試 料 に 加 え 、 4つ の 別 々 の ア ッ セ イ 対 照 を 調 製 し た 。 a) 非 染 色 対 照
（ 細 胞 の 自 己 蛍 光 を 検 出 す る た め ） ： 細 胞 の カ プ セ ル 化 後 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 一 定 量 を
直 接 保 存 し た 。 b) 捕 獲 な し の 対 照 （ 免 疫 試 薬 の ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス ま た は 細 胞 表 面
へ の 非 特 異 的 結 合 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 を 検 出 す る た め ） ： 捕 獲 Abの 結 合 段 階 を
省 略 す る 以 外 は 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 一 定 量 を 通 常 ど お り に 加 工 し た 。 c) 陽 性 対 照 （ 試
薬 が 適 切 に 働 く こ と を 保 証 す る た め ） ： 捕 獲 抗 体 を 添 加 し た 後 か つ 分 泌 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 前 に 、 一 定 量 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 分 取 し 、 精 製 サ イ ト カ イ ン と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
お よ び d) ア イ ソ タ イ プ 対 照 （ 蛍 光 標 識 検 出 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 が 起 こ る か 否 か を 検 出 す
る た め ） ： 分 泌 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 後 に 一 定 量 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 分 取 し 、 検 出 抗
体 と し て 同 様 に 標 識 し た 関 連 ア イ ソ タ イ プ 対 照 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 上 清 ア ッ セ イ 法
従 来 の ELISA法 の 変 法 と し て 、 本 発 明 者 ら は ま た 、 サ イ ト カ イ ン 検 量 線 に よ り 検 出 レ ベ ル
を 算 定 す る 細 胞 を 用 い る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 上 清 ア ッ セ イ 法 （ Flowmetrix（ 商 標 ） （ ル ミ ネ
ッ ク ス 、 テ キ サ ス 州 オ ー ス テ ィ ン ） シ ス テ ム に 類 似 ） を 開 発 し た 。 分 泌 ア ッ セ イ 手 順 の 一
定 量 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 懸 濁 液 を 、 精 製 サ イ ト カ イ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 代 わ り に
培 養 上 清 （ 直 接 、 ま た は 1:10も し く は 1:100の 比 率 で 新 鮮 培 地 で 希 釈 し た 後 ） と 共 に イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 以 外 は 、 陽 性 対 照 の よ う に （ 上 記 ） 処 理 し た 。 細 胞 な し の マ イ ク ロ ド ロ ッ
プ で 作 成 し た 検 量 線 か ら 、 平 均 蛍 光 強 度 お よ び 上 清 希 釈 係 数 に 基 づ い て 上 清 中 の 相 対 的 な
サ イ ト カ イ ン 濃 度 を 決 定 し た 。 本 ア ッ セ イ 型 式 を 用 い て 、 分 泌 ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 日 と 同
じ 日 に 回 収 し た 培 養 上 清 中 の サ イ ト カ イ ン 濃 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 大 き さ が ア ッ セ イ 法 の 再 現 性 に 及 ぼ す 影 響
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は 乳 化 工 程 を 経 て 作 製 さ れ る が 、 そ の 大 き さ は ガ ウ ス 分 布 を 示 す ： 微 粒
子 の 大 部 分 （ ～ 76%） は 、 平 均 値 の 両 側 に お い て 標 準 偏 差 の 範 囲 内 に 入 る 。 よ り 小 さ い マ
イ ク ロ ド ロ ッ プ は 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ で あ る 傾 向 が あ る た め 、 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ
の 中 で は 大 き さ の 分 布 は よ り 小 さ く な る 。 サ イ ト カ イ ン 分 泌 ア ッ セ イ 法 で は 、 再 現 性 は 、
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り の 捕 獲 部 位 数 お よ び 分 泌 時 間 中 に 個 々 の 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る サ イ
ト カ イ ン 量 に 対 す る 依 存 度 よ り も 微 粒 子 の 大 き さ の 変 動 に 対 す る 依 存 度 の 方 が 低 い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ア ッ セ イ ク ロ ス ト ー ク の 可 能 性
「 ク ロ ス ト ー ク 」 （ 分 泌 細 胞 で 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら の 分 泌 産 物 の 漏 出 ） に よ
り 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 偽 陽 性 を 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 こ れ は 上 清 ア ッ セ イ 法 を 用 い て 判
断 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 細 胞 （ ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 等 ） が
マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た 捕 獲 抗 体 よ り 過 剰 に タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る 状 態 に 対 す る 懸 念 事 項
で あ る 。 適 切 な 分 泌 時 間 を 選 択 す る こ と に よ り 、 ク ロ ス ト ー ク を 実 質 的 に 排 除 す る こ と が
可 能 で あ る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 法 を 行 い 、 バ イ オ プ ロ セ ス 応 用 の た
め に タ ン パ ク 質 分 泌 量 の 高 い CHOお よ び ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 単 離 す る 場 合 、 15～ 30分 と
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い う こ と が 多 い が シ グ ナ ル が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え 次 第 、 か つ 抗 体 結 合 部 位 が 飽 和 す る
以 前 に 、 細 胞 を ソ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る 細 胞 の 亜 集 団 を
ア ッ セ イ す る 状 態 で は 、 通 常 は サ イ ト カ イ ン レ ベ ル は 低 く 平 均 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 捕 獲 容
量 よ り も 低 い た め 、 「 ク ロ ス ト ー ク 」 は 理 論 上 の 懸 念 事 項 に と ど ま る 。 捕 獲 部 位 数 が 分 泌
サ イ ト カ イ ン の 量 よ り も 過 剰 で あ る こ と を 保 証 す る た め 、 分 泌 の 定 量 的 解 析 や 実 験 間 で の
比 較 を 行 う こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
顕 微 鏡 観 察
カ プ セ ル 化 細 胞 は 、 位 相 差 対 物 レ ン ズ を 装 備 し た ニ コ ン （ Nicon） ECLIPSE E600蛍 光 顕 微
鏡 を 用 い て 可 視 化 し た 。 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 後 の 細 胞 生 存 度 を 、 顕 微 鏡 に よ っ て 調 べ た 。
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 前 に 、 480/30 nm励 起 フ ィ ル タ と 535/40 nmバ リ ア フ ィ ル タ の
セ ッ ト を 用 い て 、 FITC染 色 さ れ た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 調 べ た 。 546/10 nm励 起 フ ィ ル タ と 5
90 nmバ リ ア フ ィ ル タ を 用 い て 試 料 を 調 べ る こ と に よ り 、 PI処 理 し た 細 胞 お よ び PE染 色 し
た 細 胞 の 赤 色 蛍 光 を 検 出 し た 。 試 料 は 、 400xま た は 1000xど ち ら か の 倍 率 に よ っ て 観 察 し
た 。 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て 、 カ プ セ ル 化 細 胞 の 生 存 度 を 測 定 し 、 分 泌 細 胞 を 含 む 陽 性 染 色 さ
れ た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 同 定 し た 。 捕 獲 な し の 対 照 で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 が 低 い こ と
お よ び 陽 性 対 照 で 強 い 蛍 光 が 得 ら れ る こ と か ら 、 ア ッ セ イ 法 が 適 切 に 行 わ れ た こ と が 示 さ
れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
密 度 勾 配 分 離 法
非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ と 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 分 離 は 、 例 え ば DPBS中 の 5%、 6%、 7%、
お よ び 8%パ ー コ ー ル （ シ グ マ  #P1644） の 段 階 的 な 密 度 勾 配 で マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 遠 心 分
離 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 ル ア ー ロ ッ ク チ ッ プ と ナ イ ロ ン コ ッ ク の 付 い た 10 ccシ リ
ン ジ （ B-D） 内 で 、 4つ の 濃 度 そ れ ぞ れ 1.5 mlか ら な る 勾 配 を 無 菌 的 に 調 製 す る 。 マ イ ク ロ
ド ロ ッ プ 懸 濁 液 2 mlを 勾 配 に 上 層 し 、 上 部 を パ ラ フ ィ ル ム で 覆 う 。 シ リ ン ジ ア ッ セ ン ブ リ
ー を 50 ml遠 心 管 （ コ ー ニ ン グ （ Corning） ） に 挿 入 し 、 ア ッ セ ン ブ リ ー を 18～ 22℃ に て 40
0xgで 20分 間 遠 心 分 離 す る 。 6%パ ー コ ー ル の 層 に 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 含 ま れ る の で
、 こ れ を 廃 棄 す る 。 底 の 3 ml、 す な わ ち 7～ 8%パ ー コ ー ル を 回 収 す る こ と で 、 主 に （ ～ 90%
） 細 胞 を 占 有 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 回 収 物 が 得 ら れ る 。 2倍 量 の 緩 衝 液 で マ イ ク ロ ド ロ
ッ プ を 2回 洗 浄 し 400xgで 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、 パ ー コ ー ル を 除 去 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
フ ァ ッ ク ス キ ャ ン （ FACScan） （ ベ ク ト ン デ ィ ッ キ ン ソ ン 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ノ ゼ ）
ま た は エ ピ ッ ク ス エ リ ー ト （ EPICS Elite)（ 商 標 ） （ ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー 、 フ ロ リ ダ 州
マ イ ア ミ ） を 用 い て 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 試 料 を 解 析 し た 。 ど ち ら も ワ ン セ ル シ ス テ ム ズ で
入 手 可 能 で あ る 。 蛍 光 色 素 標 識 し た （ FITCま た は PE） 検 出 試 薬 お よ び PI標 識 し た 死 細 胞 を
、 ア ル ゴ ン レ ー ザ ー の 488 nmス ペ ク ト ル 線 で 励 起 し た 。 緑 色 （ FITC） お よ び 赤 色 （ PEま た
は PI） 蛍 光 を 、 そ れ ぞ れ 525 nm、 575 nm、 お よ び 630 nmの ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ で 収 集 し た
。 統 計 分 析 に は 、 エ ピ ッ ク ス エ リ ー ト  4.02ソ フ ト ウ ェ ア （ ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー ） を 用
い た 。 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る た め （ 検 量 線 ） 、 そ れ ぞ れ の 試 料 に
つ い て 20,000個 の 結 果 を 得 た 。 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ で は 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 比 較
し て 光 散 乱 特 性 が 増 加 し 、 前 方 お よ び 直 角 光 散 乱 の プ ロ ッ ト で 識 別 さ れ た 。 光 散 乱 を 用 い
て 、 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 容 易 に 分 離 し 、 非 占 有 マ イ ク ロ
ド ロ ッ プ は ス ク リ ー ン か ら 消 え る ま で 前 方 散 乱 閾 値 ま た は 弁 別 値 を 増 加 す る こ と に よ り デ
ー タ 収 集 か ら 削 除 し た 。 2つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 で 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は 、 FS
の 増 大 か ら 、 単 一 細 胞 で 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ と 識 別 し た 。 デ ー タ 収 集 と 解 析 の た
め 、 単 一 の 生 （ PI陰 性 ） 細 胞 で 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の み に ゲ ー ト を 設 定 し た 。 こ
の 亜 集 団 を 同 定 す る た め 、 二 次 元 パ ラ メ ー タ ド ッ ト プ ロ ッ ト （ PI対 FS） を 用 い た 。 次 に 、
対 照 と 分 泌 サ ン プ ル で 、 こ の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 亜 集 団 を 緑 色 （ FITC） ま た は 赤 色 （ PE） 蛍
光 に つ い て 解 析 し た 。 負 の 対 照 よ り も 高 い 蛍 光 は 、 サ イ ト カ イ ン 分 泌 細 胞 を 表 す 。 補 正 設

10

20

30

40

50

(31) JP 2004-528574 A 2004.9.16



定 の た め 、 FITCも し く は PE標 識 検 出 試 薬 ま た は PIの み で 染 色 し た 試 料 を 流 し 、 各 試 料 に お
け る ス ペ ク ト ル の 重 複 を コ ン ピ ュ ー タ ー で 減 算 し た 。 試 料 は 毎 秒 お よ そ 600個 の 速 度 で 流
し 、 少 な く と も ゲ ー ト を 設 定 し た 10,000個 の 結 果 を 収 集 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ （ FACS）
100μ mノ ズ ル を 装 備 し た エ ピ ッ ク ス エ リ ー ト （ 商 標 ） を 用 い て 、 サ イ ト カ イ ン 分 泌 細 胞 を
ソ ー テ ィ ン グ し た 。 単 一 の PI陰 性 （ 生 ） 細 胞 で 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 亜 集 団 の 蛍 光
を 解 析 し た 。 陽 性 蛍 光 を 生 じ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に ゲ ー ト を 設 定 し 、 毎 秒 600～ 800個 の 速
度 で ソ ー テ ィ ン グ し た 。 25%の 馴 化 培 地 を 含 む 増 殖 培 地 で 満 た し た 15 mlチ ュ ー ブ に 、 陽 性
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 回 収 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
ソ ー テ ィ ン グ 後 の 生 細 胞 の 回 収 お よ び 増 殖
ソ ー テ ィ ン グ 手 順 中 に 収 集 し た 陽 性 マ ク ロ ド ロ ッ プ を 、 25%馴 化 培 地 お よ び 1 U/ml（ ト ラ
ン ス フ ェ ク ト CHO細 胞 用 ） ま た は 3 U/mlア ガ ラ ー ゼ （ ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド バ イ オ ラ ボ （ New
 England Biolabs） 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ビ バ リ ー ） を 含 む 増 殖 培 地 に 入 れ 、 5% CO 2 の も
と 37℃ で 7～ 10日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 原 特 異 的 リ ン パ 球 を 回 収 す る た め 、 ア ガ ラ ー
ゼ （ 3 U/ml） お よ び mrIL-2（ 10 ng/ml） 存 在 下 で 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 特 異 的 Ag
（ 10μ g/ml） 、 mrIL-2（ 10 ng/ml） 、 お よ び マ イ ト マ イ シ ン Cで 処 理 し た 自 己 支 持 細 胞 を
ソ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 と 1:1の 比 率 で 希 釈 し て 添 加 し 、 フ ラ ス コ を イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 戻
し た 。 細 胞 生 存 度 お よ び 増 殖 は 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 後 に 顕 微 鏡 を 用 い て 血 球 計 算 板 チ ャ
ン バ ー で カ ウ ン ト す る こ と に よ り 、 1日 お き に 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の プ ラ ス チ ッ ク ま た は ガ ラ ス 表 面 へ の 結 合
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 無 菌 未 コ ー テ ィ ン グ ポ リ ス チ レ ン 表 面 （ B-Dフ ァ ル コ ン （ B-D Falcon
） ペ ト リ 皿 、 #351008ま た は #1006） へ の 結 合 は 、 ビ オ チ ン が 共 有 結 合 し た ア ガ ロ ー ス （ 例
え ば セ ル バ イ オ ゲ ル （ 商 標 ） -1） か ら マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 調 製 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る
。 細 胞 を 含 む マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 大 部 分 が 単 一 細 胞 で 占 有 さ れ る 手 順 に 従 い 、 マ イ ク ロ ド
ロ ッ プ を 調 製 す る 。 パ ー コ ー ル 勾 配 で 得 ら れ る 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 、 タ ン パ ク 質 な し
の 組 織 培 養 緩 衝 液 、 ダ ル ベ ッ コ リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ DPBS） ま た は ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 （
HBSS） で 2回 洗 浄 す る 。 緩 衝 液 を 含 む ペ ト リ 皿 に マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 添 加 し 、 室 温 の も と
水 平 面 で 静 置 し て お く 。 結 合 は 15分 以 内 に 完 了 す る が 、 こ れ は ア ガ ロ ー ス 表 面 の ポ リ ス チ
レ ン の 官 能 基 へ の お そ ら く 水 素 結 合 を 介 し た 結 合 に よ る 結 果 で あ る と 考 え ら れ 、 結 合 段 階
過 程 で 緩 衝 液 中 に タ ン パ ク 質 が 存 在 す る 場 合 に 限 り こ の 結 合 は ブ ロ ッ ク さ れ る 。 マ イ ク ロ
ド ロ ッ プ が 結 合 し て い な い ペ ト リ 皿 上 の 部 位 の ブ ロ ッ キ ン グ は 、 5%ウ シ 胎 仔 血 清 の よ う な
血 清 を 添 加 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 5分 以 内 に 完 了 し 、 こ れ に よ り 固
相 支 持 体 ネ ッ ト ワ ー ク が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 の み で 構 築 さ れ プ レ ー ト 表 面 で は 構 築 さ れ な
い こ と が 保 証 さ れ る 。 続 く す べ て の 段 階 の タ ン パ ク 質 、 培 地 、 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
条 件 は 、 結 合 を 妨 げ ず ま た 逆 戻 り さ せ な い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
抗 体 分 泌 の た め の 細 胞 お よ び 培 養 条 件
B型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 （ HBsAg） に 特 異 的 な mIgMκ を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 CR
L-8018、 お よ び ヒ ツ ジ 赤 血 球 に 特 異 的 な mIgG3を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 TIB-114（
ど ち ら も ATCCか ら 入 手 ） を 実 験 に 使 用 し た 。 CRL-8018ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 20% FBS（
ギ ブ コ ラ ボ （ Gibco Lab.） ） を 補 充 し た イ ス コ フ 改 変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 で 培 養 し た 。 TIB-11
4ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に は 、 10% FBS（ ギ ブ コ BRLプ ロ ダ ク ツ （ Gibco BRL Products） ）
を 補 充 し た DMEMを 用 い た 。 ど ち ら の ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 液 も 、 2 mM L-グ ル タ ミ ン （ ラ イ
フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） お よ び Pen/Strep（ ペ ニ シ リ ン 1 U/ml／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン  1μ g/ml
、 ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） を さ ら に 含 む 。 培 養 液 は 週 に 2回 新 鮮 培 地 を 添 加 す る か ま た は
交 換 す る こ と に よ り 、 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 5% CO 2 の も と 37℃ で 、 1x10 5 ～ 1x10 6 細 胞 /m
lの 密 度 で 維 持 し た 。
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【 ０ １ ０ ６ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の ア イ ソ タ イ プ 特 異 的 検 出 お よ び 単 離 ア ッ セ イ 法
マ ウ ス IgMを 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ CRL-8018と マ ウ ス IgG3を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ TIB
-114の 人 工 的 な 混 合 液 を 実 験 に 使 用 し た 。 ま ず 、 CRL-8018細 胞 を TIB-114増 殖 培 地 （ DMEM+
10% FBS） で 7日 間 培 養 し 、 ア イ ソ ス ト リ ッ プ （ IsoStrip)（ 商 標 ） （ ロ シ ュ ダ イ ア グ ノ ス
テ ィ ク ス 社 （ Roche Diagnostics Corp.） を 用 い て 上 清 を 調 べ る こ と に よ り 、 mIgM分 泌 レ
ベ ル を 測 定 し た 。 次 に CRL-8018細 胞 に TIB-114細 胞 を 0.1%、 0.01%、 ま た は 0.001%の 割 合 で
添 加 し 、 2x10 6 、 25x10 6 、 ま た は 50x10 6 細 胞 を カ プ セ ル 化 し た 後 に マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 用
い る 濃 縮 を 行 っ た 。 少 な く と も 1つ の IgG分 泌 細 胞 を 含 む 全 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 以 下 の よ う
に ソ ー テ ィ ン グ し て プ ー ル し 、 5 U/mlア ガ ラ ー ゼ を 補 充 し た DMEM+10% FBSで 5% CO 2 の も と
37℃ で 5日 間 培 養 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
ク ラ ス ス イ ッ チ の 誘 導
CRL-8018細 胞 株 を 用 い て 、 イ ン ビ ト ロ で ク ラ ス ス イ ッ チ を 起 こ す 回 数 を 増 加 さ せ る 方 法 を
検 討 し 評 価 し た 。 細 胞 を 1x10 4 /mlで 75 cm 2 フ ラ ス コ ま た は 12ウ ェ ル プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ
ン グ し 、
組 換 え HBsAg（ 1μ g/ml） と rhIL-4（ 10 ng/ml） ；
組 換 え HBsAg（ 1μ g/ml） と rmIFNγ （ 10 ng/ml） ；
LPS（ 1μ g/ml） と rmIL-4（ 10 ng/ml） ；
LPS（ 1μ g/ml） と rmIFNγ （ 10 ng/ml） ；
25 nM、 50 nM、 ま た は 100 nMの レ チ ノ イ ン 酸
を 補 充 し た 完 全 増 殖 培 地 で 7日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
7日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ア イ ソ ス ト リ ッ プ （ 商 標 ） を 用 い て メ ー カ ー の 説 明 に 従 い
、 培 養 上 清 を IgMお よ び ／ ま た は IgG産 生 に つ い て 調 べ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
連 続 サ ブ ラ イ ニ ン グ （ sequential sublining） 法 に よ る イ ン ビ ト ロ で 誘 導 さ れ た ス イ ッ チ
率 の 測 定
CRL-8018細 胞 を 上 記 の よ う な 分 裂 促 進 因 子 ／ 増 殖 因 子 を 補 充 し た 増 殖 培 地 に 再 懸 濁 し 、 1,
000細 胞 /mlの 密 度 で 96ウ ェ ル プ レ ー ト 10枚 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 細 胞 を 、 加 湿 イ ン キ ュ
ベ ー タ ー で 5% CO 2 の も と 37℃ で 5日 間 培 養 し た 。 細 胞 培 養 上 清 を 回 収 し 、 ア イ ソ タ イ プ 特
異 的 ELISAを 行 っ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 20mM NaHCO 3 （ シ グ マ  ア ル ド リ ッ チ ） に 溶 解 し
た 10μ g/プ レ ー ト の 精 製 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ ジ ャ ク ソ ン イ ム ノ ケ ミ カ ル ズ （ Jackson Immun
ochemicals） ） に よ り 50μ l/ウ ェ ル で 96ウ ェ ル 可 動 性 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 予 め コ ー テ ィ ン
グ し て お き 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に カ ル シ ウ ム と マ グ ネ シ ウ ム を 含 ま な い ダ
ル ベ ッ コ リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 /0.2% ツ ィ ー ン （ Tween） 20（ DPBS-/ツ ィ ー ン ） （ シ グ マ  ア ル
ド リ ッ チ ） で 3回 洗 浄 し た 。 非 特 異 的 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を 、 200μ l/ウ ェ ル の PBS+1% BSA
を 用 い て 室 温 （ RT） で 2時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
各 培 養 上 清 100μ lを 回 収 し 、 抗 IgGコ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト に 入 れ て 室 温 で 2時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 ア ッ セ イ プ レ ー ト を DPBS-/ツ ィ ー ン で 3回 洗 浄 し 、 PBS/ツ ィ ー ン で 1:100に
希 釈 し た HRP標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ ジ ャ ク ソ ン イ ム ノ ケ ミ カ ル ズ ） 50μ lを 各 ウ ェ ル に 添
加 し 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 再 度 洗 浄 し 、 TMB基 質 溶 液 （ シ グ マ  
ア ル ド リ ッ チ ） 100μ lに よ り 発 色 さ せ た 。 0.5M H 2 SO 4 （ シ グ マ  ア ル ド リ ッ チ ） で 反 応 を
停 止 し 、 El X 800 ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー （ バ イ オ テ ッ ク イ ン ス ツ ル メ ン ト 社 （ Bio-TEK In
struments, Inc.） ） に よ り 405 nmで プ レ ー ト を 測 定 し た 。 上 記 の 方 法 を 5回 実 施 し 、 ス イ
ッ チ 率 を 測 定 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア イ ソ タ イ プ 捕 獲 お よ び 単 離 ア ッ セ イ 法 に よ る 自 発 的 ス イ ッ チ 率 な ら び
に イ ン ビ ト ロ で 刺 激 さ れ た ス イ ッ チ 率 の 測 定
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ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ 率 が 低 い た め 、 大 き な 細 胞 集 団 の 解 析 が 必 要 と な る 。 そ の た め 本 発
明 者 ら は 、 改 変 し た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ カ プ セ ル 化 手 順 を 用 い て 、 IgM分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 の 中 か ら 自 発 的 ま た は イ ン ビ ト ロ で 誘 導 さ れ た 稀 な IgGア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ 変 種 を
単 離 し た 。 上 清 中 の IgG濃 度 が ＜ 0.1μ g/mlで あ っ た 場 合 は 、 ま ず 複 数 細 胞 を カ プ セ ル 化 し
、 そ の 後 単 一 細 胞 を カ プ セ ル 化 し た 。 す べ て の 場 合 に お い て 、 イ ン ビ ト ロ 誘 導 後 に 上 清 中
の 分 泌 IgG濃 度 が ＞ 0.1μ g/mlで あ っ た 場 合 は 、 陽 性 細 胞 の 小 さ な 亜 集 団 を 識 別 し ソ ー テ ィ
ン グ す る の に 単 一 細 胞 の カ プ セ ル 化 1回 で 十 分 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
融 解 し た 2試 料 分 の セ ル バ イ オ ゲ ル -3（ 商 標 ） 500μ lを 10%プ ル ロ ニ ッ ク F-68溶 液 （ シ グ マ
 ア ル ド リ ッ チ ） と 共 に ボ ル テ ッ ク ス し 、 37℃ で 3分 間 平 衡 化 し て か ら 、 そ れ ぞ れ を 増 殖 培
地 100～ 200μ 中 の 少 な く と も 2x10 6 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 と 混 合 し た 。 こ れ ら の 混 合 液 を 予
熱 し た セ ル ミ ッ ク ス （ 商 標 ） 15 mlに 添 加 し 、 蓋 を し て 10回 激 し く 浸 透 し て エ マ ル ジ ョ ン
を 形 成 し た 。 次 に バ イ ア ル を セ ル シ ス  100（ 商 標 ） マ イ ク ロ ド ロ ッ プ メ ー カ ー （ ワ ン セ ル
シ ス テ ム ズ 社 ） に 取 り 付 け 、 室 温 に て 1,800 rpmで 1分 間 、 次 に 0℃ に て 1,800 rpmで 1分 間
、 引 き 続 い て 0℃ に て 1,000 rpmで 6分 間 エ マ ル ジ ョ ン を 混 合 し た 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を DPB
Sで 3回 洗 浄 し て 油 を 除 去 し 、 最 終 濃 度 10μ g/mlの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ シ グ マ  ア ル ド リ
ッ チ ） を 含 む DPBS 7 ml中 で 室 温 に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を DPBS- 15mlに 再 懸
濁 し て 1,500 rpmで 5分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 3回 洗 浄 し 、 次 に 10μ g/mlビ オ チ ン 化 ヤ
ギ 抗 マ ウ ス IgGと 共 に 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 再 度 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を DPBS-で 3回 洗
浄 し （ 上 記 の よ う に ） 、 予 熱 し た 増 殖 培 地 20 mlに 再 懸 濁 し 、 カ プ セ ル 化 細 胞 か ら 抗 体 が
分 泌 さ れ る よ う に 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 1,500 rpmで
5分 間 遠 心 分 離 し て マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を ペ レ ッ ト 化 し 、 冷 DPBS-に 再 懸 濁 し 、 10μ g/ml FIT
C標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG特 異 的 抗 体 （ ジ ャ ク ソ ン イ ム ノ ケ ミ カ ル ズ ） で 標 識 し た 。 マ イ ク ロ
ド ロ ッ プ を HBSSで 2回 洗 浄 し 、 増 殖 培 地 2 mlに 再 懸 濁 し 、 コ ー ル タ ー エ ピ ッ ク ス エ リ ー ト
を 用 い て ソ ー テ ィ ン グ し ； 対 照 を 基 準 に し て 高 度 に 陽 性 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の み を ソ ー テ
ィ ン グ す る よ う に ゲ ー ト を 設 定 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア イ ソ タ イ プ 捕 獲 お よ び 単 離 ア ッ セ イ 法 に よ り 自 発 的 ス イ ッ チ 率 お よ び
イ ン ビ ト ロ で 誘 導 さ れ た ス イ ッ チ 率 を 測 定 す る た め 、 CRL-8018ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 増
殖 培 地 の み ま た は 上 記 の よ う な 刺 激 物 質 の 存 在 下 で 1x10 4 細 胞 /mlの 密 度 で 75 cm 2 フ ラ ス コ
2枚 ま た は 12ウ ェ ル プ レ ー ト （ 2 ml/ml） 2枚 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 細 胞 を 、 加 湿 イ ン キ
ュ ベ ー タ ー で 37℃ 、 5% CO 2 下 で 5日 間 培 養 し た 。 細 胞 培 養 上 清 を 回 収 し 、 ア イ ソ ス テ ィ ッ
プ （ IsoStip） （ 商 標 ） ま た は ELISAを 用 い る マ ウ ス ア イ ソ タ イ ピ ン グ キ ッ ト （ ザ イ メ ッ ド
社 （ Zymed Inc.） ） を 用 い て IgMお よ び ／ ま た は IgG産 生 を 調 べ た 。 IgG産 生 に つ い て 陽 性
で あ っ た 75 cm 2 フ ラ ス コ お よ び ウ ェ ル の 全 細 胞 を プ ー ル し て 増 殖 培 地 100～ 200μ lに 再 懸
濁 し 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に カ プ セ ル 化 し た 。 次 に 、 複 数 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 用 い て 、
ア イ ソ タ イ プ 捕 獲 お よ び 単 離 濃 縮 の 1ラ ウ ン ド 目 を 上 記 の よ う に 行 っ た 。 ソ ー テ ィ ン グ し
た 細 胞 を 5日 間 培 養 し て 増 殖 さ せ た 後 、 単 一 細 胞 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 用 い て ア ッ セ イ
の 2ラ ウ ン ド 目 を 行 っ た 。 FACSで 単 離 し た 後 、 IgG分 泌 細 胞 を 1細 胞 ／ ウ ェ ル で 96ウ ェ ル プ
レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー ト を 37℃ 、 5% CO 2 下 で 14日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 上 清 ELISAに よ り 回 収 し た ク ロ ー ン 数 を 算 出 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア イ ソ タ イ プ 捕 獲 お よ び 単 離 ア ッ セ イ 法 の 対 照 の 作 製
非 染 色 の 対 照 を 用 い て 、 カ プ セ ル 化 細 胞 の 自 己 蛍 光 を 測 定 し た 。 各 実 験 に つ い て 、 マ イ ク
ロ ド ロ ッ プ 懸 濁 液 の 1試 料 分 で 捕 獲 （ ビ オ チ ン 化 ） 抗 IgGと の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 省 略 し
、 陰 性 （ 捕 獲 な し ま た は NOC） 対 照 を 作 製 し た 。 陽 性 対 照 と し て は 、 1試 料 分 の マ イ ク ロ ド
ロ ッ プ 懸 濁 液 を 最 終 濃 度 1μ g/mlの 精 製 マ ウ ス IgG（ シ グ マ ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 検
出 Abで 染 色 し た 。
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【 ０ １ １ ６ 】
蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ
細 胞 の ソ ー テ ィ ン グ は 、 100μ mフ ロ ー ノ ズ ル を 装 備 し た エ ピ ッ ク ス エ リ ー ト （ 商 標 ） （ コ
ー ル タ ー 社 （ Coulter Corp.） ） を 用 い て 行 っ た 。 ア ル ゴ ン レ ー ザ ー の 488 nmス ペ ク ト ル
線 で 、 FITC標 識 検 出 試 薬 を 励 起 し た 。 緑 色 （ FITC） 蛍 光 は 、 525 nmの 長 域 帯 （ long pass 
filter） フ ィ ル タ で 収 集 し た 。 統 計 分 析 に は 、 エ ピ ッ ク ス エ リ ー ト  4.02ソ フ ト ウ ェ ア を
使 用 し た 。 ま ず 、 前 方 お よ び 直 角 光 散 乱 を 増 強 さ せ る こ と に よ り 、 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ
を 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 識 別 し た 。 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 光 散 乱 特 性 を 非 占 有 マ
イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 容 易 に 分 離 し 、 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ は ス ク リ ー ン か ら 消 え る ま で
前 方 散 乱 閾 値 ま た は 弁 別 値 を 増 加 す る こ と に よ り デ ー タ 収 集 か ら 削 除 し た 。 手 順 の 第 1段
階 で IgGス イ ッ チ 変 種 を 濃 縮 す る た め 、 全 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 確 保 し 、 少 な く と も 1つ
の 陽 性 細 胞 を 有 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を ソ ー テ ィ ン グ し プ ー ル し て 培 養 し た 。 濃 縮 の 第 2
段 階 で は 、 異 な る 前 方 散 乱 特 性 に よ り 単 一 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 複 数 占 有 マ イ ク ロ ド ロ
ッ プ か ら 識 別 し 、 ゲ ー ト を 設 定 し て 、 陽 性 の IgGス イ ッ チ 細 胞 を 含 む 単 一 占 有 マ イ ク ロ ド
ロ ッ プ の み に ゲ ー ト を 設 定 し て ソ ー テ ィ ン グ し た 。 試 料 は 毎 秒 お よ そ 600個 の 速 度 で 流 し
、 ゲ ー ト を 設 定 し た 50,000個 ま た は そ れ 以 上 の 結 果 を 収 集 し た 。 死 細 胞 で は 側 方 散 乱 が 増
加 し 前 方 散 乱 が 低 い た め 、 こ の 亜 集 団 を ゲ ー ト か ら 外 す こ と が 可 能 で あ る 。 単 一 占 有 マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ に ゲ ー ト を 設 定 し 、 対 照 と 分 泌 試 料 の 両 方 の 緑 色 蛍 光 を 解 析 し た 。 陰 性 対 照
よ り も 高 い FITC蛍 光 は 、 抗 体 分 泌 細 胞 を 表 す 。 最 も 蛍 光 の 強 い 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 亜
集 団 に ゲ ー ト を 設 定 し 、 1時 間 あ た り 少 な く と も 10 6 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 速 度 で ソ ー テ ィ ン
グ し た 。 お よ そ 50,000個 ま で の 結 果 を 収 集 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ カ プ セ ル 化 お よ び ソ ー テ ィ ン グ 後 の 細 胞 の 回 収 な ら び に 増 殖
1段 階 め の 濃 縮 後 に ソ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 増 殖 培 地 1 mlに プ ー ル し 、 12ウ
ェ ル プ レ ー ト の 1ウ ェ ル で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 2段 階 め の 濃 縮 過 程 後 、 ソ ー テ ィ ン グ し た
単 一 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 濃 度 を 増 殖 培 地 に 再 懸 濁 し て 10細 胞 /mlに 調 整 し 、 細 胞 を 96
ウ ェ ル プ レ ー ト に 沈 着 さ せ た （ 1細 胞 ／ 100μ l／ ウ ェ ル ） 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 細 胞 を
放 出 さ せ る た め 、 5 U/mlの ア ガ ラ ー ゼ （ ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド バ イ オ ラ ボ 社 ） を 培 地 に 添 加
し た 。 こ の 日 常 的 な 手 順 は 、 細 胞 生 存 度 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 37℃ 、 5% CO 2 下 で 一 晩
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 新 鮮 培 地 1 mlま た は 100μ lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 明 ら か に 細 胞 増
殖 が 検 出 で き る ま で イ ン キ ュ ベ ー ト し 続 け た 。 増 殖 し て い る 全 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン の
上 清 で ELISAを 行 い 、 最 も 多 量 の 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 選 択 し 、 15 ml培 養 フ ラ ス コ で
増 殖 さ せ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
結 果
1. ビ オ チ ン と ア ガ ロ ー ス の 比 率 の 測 定
既 知 重 量 の ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ ー ス を 、 認 識 で き る NMRパ タ ー ン を 生 じ る 既 知 質 量 の 標 準 物
質 と 併 用 す る こ と に よ り 、 NMRで ビ オ チ ン と ア ガ ロ ー ス の 比 率 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 NMRサ ー ビ ス は 、 商 業 ベ ー ス で 利 用 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 NMRア ナ リ シ ス ア ン ド コ ン サ
ル テ ィ ン グ （ NMR Analysis and Consulting） 、 イ リ ノ イ 州 ジ ケ ー タ ） 。 標 準 物 質 と し て
は 、 フ タ ル 酸 水 素 カ リ ウ ム （ KHP） が 適 し て い る 。 NMRス ペ ク ト ル の 周 波 数 は 、 ppmス ケ ー
ル で 表 さ れ る 。 シ グ ナ ル 強 度 は 、 H原 子 放 射 シ グ ナ ル の 数 に 比 例 す る 。 KHPシ グ ナ ル は 、 7.
7～ 7.9 ppmの 範 囲 を 超 え て 積 分 さ れ 得 る 。 ビ オ チ ン は 多 く の NMRシ グ ナ ル を 発 生 す る 。 カ
ル ボ キ シ ル 基 に 隣 接 し た 2つ の 水 素 に よ る 2.40 ppmで の シ グ ナ ル が 、 解 析 に 適 し て い る 。
ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ ー ス 中 に 存 在 す る ビ オ チ ン の パ ー セ ン テ ー ジ 質 量 は 、 以 下 の 式 か ら 測 定
で き る 。
Aビ オ チ ン /A K H P x 4/2 x 244.3/204.2 x wt K H P /wt試 料 x 100
【 ０ １ １ ９ 】
Aは NMRピ ー ク の 面 積 の 表 し 、 4は KHPピ ー ク を 生 じ る Hの 数 で あ り 、 2は ビ オ チ ン ピ ー ク の H
の 数 で あ り 、 244.3は ビ オ チ ン の 分 子 量 、 204は KHPの 分 子 量 で あ る 。 相 対 的 な 質 量 を ビ オ
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チ ン の 分 子 量 244.3お よ び ア ガ ロ ー ス の 分 子 量 120,000そ れ ぞ れ で 割 る こ と に よ っ て 、 重 量
に よ る パ ー セ ン テ ー ジ を モ ル パ ー セ ン テ ー ジ に 変 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 セ ル
バ イ オ ゲ ル -1は 、 0.00225 gビ オ チ ン に 対 し て 1 gア ガ ロ ー ス の 質 量 比 を 示 し た が 、 こ れ は
0.83 mmolア ガ ロ ー ス に 対 し て 0.92 mmolビ オ チ ン の モ ル 比 、 ま た は モ ル ア ガ ロ ー ス あ た り
1.1モ ル ビ オ チ ン に 相 当 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
ま た は 、 イ ミ ュ ノ ピ ュ ア ハ ー バ （ ImmunoPureHABA） キ ッ ト （ ピ ア ス ） を 用 い て 、 ビ オ チ ン
と ア ガ ロ ー ス の 比 率 を 測 定 で き る 。 キ ッ ト は 、 HABA（ 2-[4’ ヒ ド ロ キ シ ア ゾ ベ ン ゼ ン ]安
息 香 酸 ） と 形 成 さ れ た 複 合 体 か ら ア ビ ジ ン を 転 移 す る こ と に よ り 、 ビ オ チ ン を 検 出 す る 。
転 移 に よ り 500 nmで 測 定 す る HAB-ア ビ ジ ン 溶 液 の 吸 光 度 が 減 少 す る が 、 こ れ は ビ オ チ ン 濃
度 に 比 例 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
キ ッ ト を 用 い て 、 セ ル バ イ オ ゲ ル -1で 吸 光 度 を 測 定 し た 。 HABA-ア ビ ジ ン 溶 液 （ 0.9 ml）
の 吸 光 度 は 0.924で あ っ た 。 セ ル バ イ オ ゲ ル （ 10 mg/ml） 0.1 mlを 添 加 し た 後 の HABA-ア ビ
ジ ン 溶 液 の 吸 光 度 は 、 0.532で あ っ た 。 セ ル バ イ オ ゲ ル に 存 在 す る ビ オ チ ン 量 は 、 以 下 の
式 （ ピ ア ス に よ る ） に よ り 計 算 し た 。
1.) D A500=(0.9 x 0.924)-0.532=0.299
2.) ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ ー ス mmol /ml=10/120000=8.33x10-5
3.) ビ オ チ ン μ mol/ml反 応 混 合 液 =DA500/吸 収 係 数 =0.299/34=8.8x10-3
4.) ビ オ チ ン mol/ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ ー ス mol=8.8x10-3x(10)x(1) : 8.33x10-5x1000(μ mol
/mmol)=1.056
【 ０ １ ２ ２ 】
こ れ は 、 NMRで 測 定 し た 値 の 5%許 容 誤 差 内 に 入 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
2. ビ オ チ ン 化 マ ト リ ッ ク ス の 比 較
本 実 施 例 で は 、 ビ オ チ ン と ア ガ ロ ー ス の モ ル 比 が +/-10%実 験 許 容 誤 差 内 で 1:1、 0.2:1、 お
よ び 0.04:1で あ る セ ル バ イ オ ゲ ル （ 商 標 ） -1、 セ ル バ イ オ ゲ ル -2、 お よ び セ ル バ イ オ ゲ ル
-3と 呼 称 す る 3種 類 の ビ オ チ ン 化 ア ガ ロ ー ス を 比 較 し た 。 ア ッ セ イ 感 度 を 測 定 す る た め 、
な ら び に ビ オ チ ン 化 捕 獲 抗 体 お よ び 蛍 光 色 素 標 識 レ ポ ー タ ー 抗 体 の 最 適 濃 度 を 決 定 す る た
め 、 セ ル バ イ オ ゲ ル -1ま た は セ ル バ イ オ ゲ ル -2の ど ち ら か を 用 い て 、 連 続 希 釈 し た mrIL-4
、 mrIL-6、 mrIFN、 お よ び hrIL-4中 で 、 細 胞 な し の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 2% FBSを 添 加 し た D
MEM 4 ml中 の 10 g/mlス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ シ グ マ ） と 共 に 回 転 板 上 で 室 温 で 15分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 細 胞 を 添 加 し な い こ と 以 外 は 上 記 と 同 様 に 分 泌 ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 2% F
BSを 添 加 し た HBSS（ す べ て の 洗 浄 に 用 い た ） で 洗 浄 し 、 過 剰 の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 除 去
し た 。 次 に 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 調 製 品 を 培 地 4 ml中 の ビ オ チ ン 化 捕 獲 抗 体 （ 5 g/ml）
と 共 に 回 転 板 上 で 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し て 非 結 合 の 試 薬 を 除 去 し た 。 こ
の 調 製 品 の 一 定 分 量 （ 8x105マ ク ロ ド ロ ッ プ ） を 様 々 に 希 釈 し た 精 製 サ イ ト カ イ ン （ 100 n
g/ml～ 1 ng/ml） と 共 に 、 回 転 板 上 で 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 2% FBSを 添 加 し
た HBSS中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 、 陰 性 対 照 と し た 。 洗 浄 操 作 の
後 、 す べ て の 試 料 を 蛍 光 色 素 標 識 レ ポ ー タ ー 抗 体 （ 5 g/ml） と 共 に 回 転 板 上 で 室 温 で 15分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 後 、 そ れ ぞ れ 別 の チ ュ ー ブ に 移 し て 単 一 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー 解 析 を 行 っ た 。 平 均 蛍 光 強 度 は 、 単 一 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に 捕 獲 さ れ た サ イ ト カ イ ン 濃 度
に 比 例 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
サ イ ト カ イ ン 濃 度 対 対 応 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 平 均 蛍 光 （ 陰 性 対 照 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
蛍 光 値 を 減 算 し た 後 ） を プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り 検 出 可 能 な サ
イ ト カ イ ン 平 均 量 の 検 量 線 を 作 成 し た 。 検 量 線 か ら 、 蛍 光 シ グ ナ ル を 発 す る （ 陰 性 対 照 を
上 回 る ） サ イ ト カ イ ン の 最 低 濃 度 を 決 定 し た 。 PE標 識 抗 体 で 標 識 し た mrIFNγ を 検 出 す る 1
つ の 代 表 的 な 検 量 線 を 、 図 2に 示 す 。 mrIFNγ の 検 量 線 を 作 成 す る の に 用 い た 平 均 蛍 光 を 、
表 2に ま と め た 。 セ ル バ イ オ ゲ ル -1お よ び セ ル バ イ オ ゲ ル -2か ら 作 製 し た 非 占 有 マ イ ク ロ
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ド ロ ッ プ で 測 定 し た 平 均 蛍 光 レ ベ ル は 、 サ イ ト カ イ ン 濃 度 と 相 関 し 、 反 応 は 試 験 し た 濃 度
の 範 囲 （ 1 ng/ml ～ 100 ng/ml） を 超 え て 直 線 的 で あ っ た 。 セ ル バ イ オ ゲ ル -2の 方 が よ り
高 い 感 度 を 示 し た 。 両 方 の ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス を 用 い た と こ ろ 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （
陰 性 対 照 ） を 超 え て 検 出 可 能 な サ イ ト カ イ ン の 最 低 濃 度 で あ る ア ッ セ イ 法 の エ ン ド ポ イ ン
ト は ＞ 100～ 10 ng/mlと 異 な り 、 セ ル バ イ オ ゲ ル -1を 用 い た 場 合 は ＞ 125 fg/マ イ ク ロ ド ロ
ッ プ で あ り セ ル バ イ オ ゲ ル -2を 用 い た 場 合 は 12.5 fg/マ イ ク ロ ド ロ ッ プ で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
（ 表 ２ ） 捕 獲 抗 体 お よ び レ ポ ー タ ー 抗 体 で 標 識 し た 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 用 い た 、 フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 溶 液 中 で の サ イ ト カ イ ン 検 出 レ ベ ル
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】
本 発 明 者 ら は 、 セ ル バ イ オ ゲ ル -2を 用 い て 作 製 し た 1つ の 40μ mマ イ ク ロ ド ロ ッ プ は （ ～ 3x
10 - 8 ml量 ） 、 平 均 し て ビ オ チ ン 6x10 8 分 子 を 含 む と 推 定 す る 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン （ 3x10 7 分 子 ／ マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ） を ロ ー ド す る と 、 20μ g量 中 の 全 ビ オ チ ン
化 捕 獲 抗 体 （ ～ 1x10 7 分 子 ／ マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ） が ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス に 結 合 す る 。
本 発 明 者 ら の 実 験 で は 、 長 時 間 （ 18時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し て も 、 個 々 の 単 一 細 胞 は 少 量
の サ イ ト カ イ ン し か 分 泌 し な か っ た （ 平 均 し て 、 1.8～ 35 fg／ 細 胞 ／ マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ）
。 本 発 明 者 ら が 試 験 し た サ イ ト カ イ ン の 分 子 量 は 、 mrIFNγ が ～ 17 kDa、 mrIL-4が ～ 14 kD
a、 お よ び mrIL-6が ～ 21.7 kDaで あ る 。 ア ボ ガ ド ロ 数 を 用 い た 計 算 に よ る と 、 1 fgの IL-6
は ～ 3x10 4 分 子 を 含 む 。 分 析 物 と 検 出 物 （ detector） の 比 率 が 1:1で あ る と 仮 定 す る と 、 個
々 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 の 全 結 合 部 位 （ ア ガ ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス 内 に 固 定 化 さ れ た ビ オ チ
ン 化 抗 体 分 子 ） を 飽 和 す る に は 、 平 均 し て 少 な く と も 333.3フ ェ ム ト グ ラ ム の 分 泌 サ イ ト
カ イ ン が 必 要 で あ り 、 こ れ は 初 期 細 胞 を 用 い た 本 発 明 者 ら の 実 験 で 検 出 し た 分 泌 レ ベ ル （
平 均 し て 、 18時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 で 1.8～ 35 fg／ 細 胞 ／ マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ） よ り
過 剰 で あ る 。 報 告 さ れ て い る 、 個 々 の 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン の レ ベ ル は （ 1
時 間 あ た り 0.2～ 8 fg/細 胞 の GM-CSF、 ま た は 18時 間 あ た り 144 fg/細 胞 の GM-CSF） （ 7） 通
常 低 く 、 従 っ て 、 本 発 明 者 ら の ア ッ セ イ 条 件 を 用 い て 捕 獲 部 位 が 飽 和 す る と は 考 え ら れ な
い 。 分 泌 ア ッ セ イ 法 を 行 う 際 に 同 様 の 条 件 を 用 い れ ば 、 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 蛍 光 強 度
は 分 泌 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 に 単 一 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 量 を 反 映 す る は
ず で あ り 、 検 量 線 を 用 い て 量 を 概 算 す る こ と に よ り サ イ ト カ イ ン 分 泌 の 相 対 的 レ ベ ル を 測
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
高 レ ベ ル の mIgG1（ ＞ 20μ g/ml） を 分 泌 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト CHO細 胞 を 用 い て 、 セ ル バ イ
オ ゲ ル 、 セ ル バ イ オ ゲ ル -2、 お よ び セ ル バ イ オ ゲ ル -3が マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 法
の 検 出 限 界 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て も 調 べ た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 結 果 を 表 3に 示 す 。
セ ル バ イ オ ゲ ル -2と セ ル バ イ オ ゲ ル -3で 同 様 の 割 合 の 分 泌 細 胞 が 検 出 さ れ た が （ お よ そ 99
.5%） 、 平 均 FITC蛍 光 強 度 （ MFI） は セ ル バ イ オ ゲ ル -3の 方 が 有 意 に 高 く （ 144.91対 38.67
） 、 セ ル バ イ オ ゲ ル -3を 用 い た 方 が ア ッ セ イ 検 出 限 界 が よ り 高 い こ と が 示 さ れ た 。 3種 類
の セ ル バ イ オ ゲ ル の う ち 、 セ ル バ イ オ ゲ ル -1が 最 も 感 度 が 低 か っ た 。 分 泌 細 胞 の 81.24%の
み が 検 出 さ れ た に 過 ぎ な か っ た 。 さ ら に 、 MFIも 低 か っ た （ 10.63） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
（ 表 ３ ） mIgG1を 分 泌 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト CHO細 胞 お よ び 異 な る 種 類 の セ ル バ イ オ ゲ ル （
商 標 ） （ セ ル バ イ オ ゲ ル -1（ 商 標 ） 、 セ ル バ イ オ ゲ ル -2（ 商 標 ） 、 お よ び セ ル バ イ オ ゲ ル
-3（ 商 標 ） ） を 用 い て 行 っ た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 法 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の
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結 果
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
低 分 泌 活 性 （ ＜ 1μ g/ml） を 有 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト NSO細 胞 を 用 い て 、 同 様 の 実 験 を 行 っ
た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 結 果 を 表 4に 示 す 。 セ ル バ イ オ ゲ ル -3を 用 い た 方 が 検 出 限 界
が 高 か っ た 。 セ ル バ イ オ ゲ ル -2と 比 較 し て 、 セ ル バ イ オ ゲ ル -3を 用 い た 方 が 、 検 出 さ れ る
分 泌 細 胞 の 割 合 お よ び 平 均 蛍 光 強 度 は お よ そ 3倍 高 か っ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
（ 表 ４ ） ト ラ ン ス フ ェ ク ト NSO細 胞 お よ び 異 な る 種 類 の セ ル バ イ オ ゲ ル （ セ ル バ イ オ ゲ ル -
2お よ び セ ル バ イ オ ゲ ル -3） を 用 い て 行 っ た マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 法 の フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー の 結 果
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ １ 】
3. hrIL-4分 泌 ト ラ ン ス フ ェ ク ト CHO細 胞 の 検 出
分 泌 ア ッ セ イ 法 を 最 適 化 す る た め 、 ま ず 、 mlあ た り 約 200 ngの hrIL-4を 再 現 性 よ く 分 泌 す
る こ と が 知 ら れ て い る ト ラ ン ス フ ェ ク ト CHO細 胞 株 を 用 い た 。 75%コ ン フ ル エ ン ト に な る ま
で 3日 間 細 胞 を 培 養 し た 後 、 1x10 6 細 胞 お よ び セ ル バ イ オ ゲ ル -1を 用 い て マ イ ク ロ ド ロ ッ プ
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サ イ ト カ イ ン 分 泌 ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 で は 、 顕 微 鏡 観 察 か
ら 、 大 部 分 の 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 飽 和 し て い る こ と 、 お よ び 非 占 有 の マ イ ク ロ ド ロ ッ
プ に 明 る い FITC蛍 光 が 見 え る こ と が 明 ら か と な り 、 ア ッ セ イ の 「 ク ロ ス ト ー ク 」 が 示 唆 さ
れ た （ 飽 和 し た 結 合 部 位 を 上 回 る 分 泌 サ イ ト カ イ ン の 拡 散 ） 。 し た が っ て 、 1時 間 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン で ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 （ 5つ の う ち の ） 1つ の 代 表 的 な 実 験 の ヒ ス ト グ ラ
ム を 図 3に 示 す 。 非 染 色 の 試 料 と 比 較 す る と （ パ ネ ル 1） 、 陰 性 （ 「 捕 獲 な し 」 ） 対 照 （ パ
ネ ル 2） で は 、 FITC標 識 検 出 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 結 果 、 非 特 異 的 結 合 に よ る 低
い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 が 生 じ た （ 0.34） 。 陽 性 対 照 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ で は （ 25 ng/
mlの hrIL-4、 マ ー カ ー C、 パ ネ ル 3） 、 有 意 に 高 い 蛍 光 を 示 し た （ 11.6） 。 試 料 を 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 FS対 SSCド ッ ト プ ロ ッ ト を 用 い て 単 一 細 胞 に 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド
ロ ッ プ の 亜 集 団 に ゲ ー ト を 設 定 し （ ゲ ー ト A、 ド ッ ト プ ロ ッ ト 4） 、 さ ら な る デ ー タ 収 集 の
た め に こ れ ら を 含 め た 。 次 に 、 FITC蛍 光 を 用 い て 、 生 （ PI陰 性 ） 細 胞 （ ゲ ー ト B、 ド ッ ト
プ ロ ッ ト 5） を 識 別 し た 。 相 当 す る 陰 性 対 照 の 値 を 減 算 し て 、 陽 性 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 割
合 と 平 均 蛍 光 の 両 方 を 決 定 し た 。 パ ネ ル 5の マ ー カ ー Cの 下 に 示 さ れ る よ う に 、 カ プ セ ル 化
細 胞 集 団 の 26%が 様 々 な 量 の IL-4を 分 泌 し て い た 。 実 験 前 に ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に よ り 評
価 し た 細 胞 生 存 度 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で PI染 色 に よ り 評 価 し た 細 胞 生 存 度 は 高 く
（ 98%） 、 カ プ セ ル 化 に よ っ て も 分 泌 ア ッ セ イ 手 順 に よ っ て も 影 響 を 受 け な か っ た 。 結 果
か ら 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 用 い た 場 合 に 予 想 さ れ る よ う に サ イ ト カ イ ン レ ベ ル が 高 け
れ ば 、 短 い （ 1時 間 ） 分 泌 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 で も 陽 性 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 容 易 に 検 出
で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
4. 活 性 化 マ ウ ス 抗 原 特 異 的 T細 胞 株 に お け る サ イ ト カ イ ン 分 泌 細 胞 の 検 出
次 に 、 抗 原 特 異 的 細 胞 株 に よ っ て 産 生 さ れ る 3つ の 異 な る サ イ ト カ イ ン を 検 出 し た 。 大 量
培 養 で 48時 間 細 胞 を 培 養 し た 後 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア ッ セ イ 形 式 を 用 い て 上 清 を 調 べ （ マ
イ ク ロ ド ロ ッ プ 上 清 対 照 ） 、 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン の 相 対 的 な 量 を IFNγ
は ～ 30 ng/ml、 IL-4は ～ 5 ng/ml、 お よ び IL-6は ～ 15ng/mlと 測 定 し た 。 ト リ パ ン ブ ル ー 染
色 で 評 価 し た 細 胞 生 存 度 は 、 72％ ～ 80%で あ っ た 。 細 胞 生 存 度 が 減 少 し た の は 、 お そ ら く
活 性 化 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス が 引 き 起 こ さ れ た た め 、 お よ び 試 料 中 に マ イ ト マ イ シ ン C処
理 し た 死 （ ま た は 死 に つ つ あ る ） 支 持 細 胞 が 存 在 し た た め で あ る 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌
ア ッ セ イ 法 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 、 3.5時 間 お よ び 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 後 、 そ れ ぞ れ 個 々 の サ イ ト カ イ ン を 分 泌 し て い る 細 胞 の 割 合 と 細 胞 あ た り 分 泌 さ れ る
サ イ ト カ イ ン の 平 均 的 な 量 に 相 当 す る 平 均 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
短 い （ 3.5時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 そ れ ぞ れ の サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る 細 胞 の 亜
集 団 （ 1.26% IFNγ 、 3.32% IL-4、 お よ び 1.38% IL-6） を 検 出 し た 。 サ イ ト カ イ ン の 検 量
線 の 平 均 蛍 光 値 か ら 推 定 す る と 、 個 々 の 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン の 平 均 相 対
レ ベ ル を IFNγ は ～ 12.5 fg/ml、 IL-4は ～ 1.8 fg/ml、 お よ び IL-6は ～ 2.0 fg/mlと 各 々 測
定 さ れ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 18時 間 に 延 ば し た 後 で は 、 サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る
細 胞 の 頻 度 は 以 下 の よ う に 増 加 し た ： IFNγ （ 1.26％ か ら 18.5%） 、 IL-4（ 3.32%か ら 20.87
%） 、 お よ び IL-6（ 1.38%か ら 15.55%） 。 平 均 蛍 光 、 そ れ 故 に 分 泌 サ イ ト カ イ ン の 平 均 相 対
量 も 有 意 に 増 加 し た （ 各 々 IFNγ ： ～ 12.5 fgか ら 35 fg、 お よ び IL-4： ～ 1.8 fgか ら 3.6 f
g） 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 延 ば し た 後 で は IL-6分 泌 細 胞 の 頻 度 は 1.38%か ら 15.55%ま
で 増 加 し た が 、 サ イ ト カ イ ン 分 泌 の 相 対 的 レ ベ ル で の 増 加 は 有 意 で は な か っ た （ ～ 2.0 fg
/マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 対 ～ 2.4 fg/マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ） 。 90%の FITC陽 性 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ
プ が PI陰 性 で あ っ た こ と か ら 、 ア ッ セ イ 手 順 を 通 し て 細 胞 生 存 度 が 高 い こ と が 示 さ れ た 。
3.5時 間 お よ び 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に IL-4を 検 出 す る 1つ の 代 表 的 な 実 験 に よ
る ヒ ス ト グ ラ ム を 図 4に 示 し 、 IFNγ 、 IL-4、 お よ び IL-6亜 集 団 の 測 定 し た 頻 度 を 表 5に 示
す 。
【 ０ １ ３ ４ 】
（ 表 ５ ） マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 形 式 を 用 い た 、 活 性 化 抗 原 特 異 的 T細 胞 に よ る サ
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イ ト カ イ ン 分 泌 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
5. 活 性 化 マ ウ ス 未 処 置 脾 細 胞 か ら の IFNγ お よ び IL-6分 泌 細 胞 の 検 出
初 代 培 養 で は 活 性 化 細 胞 の 頻 度 が 低 く 、 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 レ ベ ル が 元 々 低 い こ と が 予 想
さ れ る た め 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 法 を 行 う 前 に 、 未 処 置 の マ ウ ス 脾 細 胞 を イ ン
ビ ト ロ で ConAま た は PHAの ど ち ら か で 24時 間 刺 激 し た 。 ど ち ら の 分 裂 促 進 因 子 を 用 い て も
、 結 果 は 基 本 的 に 同 じ で あ っ た 。 マ イ ク ド ロ ッ プ 上 清 対 照 の 解 析 に よ り 、 24時 間 培 養 後 、
脾 細 胞 は 平 均 し て ～ 20 ng/mlの IFNγ お よ び ～ 10 ng/mlの IL-6を 分 泌 す る こ と が 示 さ れ た
。 カ プ セ ル 化 の 前 後 で ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 ア ッ セ イ 法 に よ り 細 胞 生 存 度 を 測 定 し た が 、 高
か っ た （ ＞ 98%） 。 捕 獲 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 カ プ セ ル 化 細 胞 を 3.5時 間 お よ び 18時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 試 料 を FITC標 識 抗 マ ウ ス IFNγ Abま た は PE標 識 抗 マ ウ ス IL-6 Ab
（ ど ち ら も 最 終 濃 度 5μ g/ml） の ど ち ら か で 染 色 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
3.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 で は 、 サ イ ト カ イ ン 分 泌 細 胞 の 亜 集 団 は フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー に よ っ て 検 出 さ れ な か っ た が 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 18時 間 に 延 ば し た 後 で は 、 IFN
γ お よ び IL-6分 泌 細 胞 の ど ち ら も 識 別 さ れ た 。 予 想 ど お り 、 抗 原 特 異 的 細 胞 株 お よ び ト ラ
ン ス フ ェ ク ト 細 胞 と 比 較 し 、 陽 性 細 胞 の 頻 度 お よ び 陽 性 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 平 均 蛍 光 は 、
ど ち ら の サ イ ト カ イ ン に つ い て も 低 か っ た 。 刺 激 し た 未 処 置 脾 細 胞 の こ の 不 均 一 な 集 団 に
お い て 、 4.72%の IFNγ 分 泌 細 胞 の 亜 集 団 お よ び 4.43%の IL-6分 泌 細 胞 の 亜 集 団 を 検 出 し た
。 検 量 線 か ら 対 応 す る 平 均 蛍 光 値 を 推 定 す る と 、 個 々 の 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン
の 平 均 量 を 各 々 IFNγ は ～ 11.5 fg/マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 、 お よ び IL-6は ～ 2 fg/マ イ ク ロ ド ロ
ッ プ と 測 定 し た 。 PI染 色 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ り 、 実 験 を 通 し て 細 胞 生 存 度 が
高 い こ と が （ ＞ 98%） 示 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
6. 分 泌 サ イ ト カ イ ン と 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 同 時 検 出
次 に 、 マ ウ ス 抗 原 特 異 的 T細 胞 に お い て 、 分 泌 さ れ た IFNγ と CD3表 面 発 現 を 同 時 に 検 出 す
る 実 験 を 行 っ た 。 マ イ ト マ イ シ ン C処 理 し た 自 己 支 持 細 胞 お よ び mrIL-2の 存 在 下 で 細 胞 を M
1081ペ プ チ ド で 再 刺 激 し 、 材 料 お よ び 方 法 に 記 し た よ う に 2日 間 培 養 を 維 持 し た 。 実 験 を
行 う 前 の 細 胞 生 存 度 は ～ 74％ で あ っ た 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 法 を 行 う た め 、 カ
プ セ ル 化 後 に 細 胞 を 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 2色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 、 単
一 生 （ PI陰 性 ） 細 胞 に よ っ て 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に ゲ ー ト を 設 定 し （ R1ゲ ー ト 、
パ ネ ル A） 、 FITC（ FL-1） お よ び PE（ FL-2） 蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 IFNγ を 分 泌 し て
い る CD3 + 細 胞 の 亜 集 団 を 識 別 し た （ 図 5） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
「 捕 獲 な し 」 （ 陰 性 ） 対 照 に お い て 、 2つ の 亜 集 団 が 検 出 さ れ た （ パ ネ ル B） :
CD3 + 細 胞 （ 左 上 象 限 の 45.9%） お よ び CD3 - 細 胞 （ 左 下 象 限 の 53.88%） ； ど ち ら も バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド の FITC蛍 光 は 低 か っ た （ そ れ ぞ れ 、 1.49お よ び 2.56） 。 し か し 、 分 泌 試 料 で は （
パ ネ ル C） 、 14.8%の CD3 + 活 性 化 抗 原 特 異 的 細 胞 の 亜 集 団 が 検 出 さ れ た （ 右 上 象 限 の 二 重 陽
性 細 胞 ） 。 29.4%の CD3 + 細 胞 は IFNγ を 分 泌 し な か っ た （ 左 上 象 限 の 単 一 陽 性 細 胞 ） 。 IFN
γ 分 泌 細 胞 は 、 CD3 - 細 亜 集 団 の 中 か ら も 検 出 さ れ た （ 右 下 象 限 の 5.4%） 。 こ れ ら の 細 胞 の
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多 く は 、 お そ ら く Bリ ン パ 球 、 NK細 胞 、 ま た は マ イ ト マ イ シ ン C処 理 し た 自 己 支 持 細 胞 に 由
来 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 樹 状 細 胞 で あ っ た 。 IFNγ を 分 泌 し な か っ た 二 重 陰 性 細 胞 （ 4
9.7% CD3 - 細 胞 ） は 、 左 下 象 限 に 位 置 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
7. サ イ ト カ イ ン 分 泌 細 胞 の 回 収 お よ び 増 殖
hrIL-4を 分 泌 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト CHO細 胞 お よ び IFNγ を 分 泌 す る 活 性 化 マ ウ ス 抗 原 特 異
的 細 胞 を 、 FACSに よ り 回 収 し た 。 hrIL-4を 分 泌 す る 単 一 生 CHO細 胞 に 占 有 さ れ る 高 蛍 光 の
マ ク ロ ド ロ ッ プ の 亜 集 団 （ 5%） を ソ ー テ ィ ン グ し た 後 、 ア ガ ラ ー ゼ 処 理 （ 1 U/ml） に よ り
マ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 細 胞 を 放 出 し 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト で 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 マ イ
ク ロ ド ロ ッ プ か ら 放 出 し た 細 胞 は 、 ウ ェ ル の 底 に 接 着 し 、 単 層 と し て 増 殖 し た 。 細 胞 を 25
 cm 2 培 養 フ ラ ス コ に 移 し て コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培 養 し 、 2週 間 後 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ
プ 分 泌 ア ッ セ イ 法 に よ り 再 度 ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次 に 、 IFNγ を 分 泌 す る 活 性 化 マ ウ ス
抗 原 特 異 的 細 胞 の 亜 集 団 （ 18.5%） を ソ ー テ ィ ン グ し た 。 50,438個 の 陽 性 マ イ ク ロ ド ロ ッ
プ （ サ イ ト カ イ ン 分 泌 単 一 生 細 胞 に よ っ て 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ） が 収 集 さ れ た 。
ソ ー テ ィ ン グ し た 後 、 カ プ セ ル 化 細 胞 を プ ー ル し 、 mrIL-2（ 10 ng/ml） お よ び ア ガ ラ ー ゼ
（ 3 U/ml） を 含 む 培 地 で 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た が 、 こ の 時 大 部 分 の 細 胞 が マ イ ク ロ ド
ロ ッ プ か ら 放 出 さ れ た 。 馴 化 培 地 （ 3:1の 比 率 で ） と 混 合 し 、 10μ g/mlの 抗 原 （ M1081ペ プ
チ ド ） 、 マ イ ト マ イ シ ン C処 理 し た 自 己 支 持 細 胞 （ 1:1） 、 お よ び mrIL-2（ 10μ g/ml） を 補
充 し た 完 全 培 地 （ 5 ml） を 添 加 し た 後 、 フ ラ ス コ を イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 戻 し 、 再 刺 激 す る
ま で さ ら に 6日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 と 血 球 計 算 板 チ ャ ン バ ー で の
カ ウ ン ト に よ り 一 日 お き に 評 価 し た 生 存 度 お よ び 増 殖 か ら 、 抗 原 特 異 的 生 細 胞 の 集 団 が 増
殖 し て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
8. 2色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い た 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ に お け る mrIFNγ お よ び mrI
L-4の 同 時 検 出
ビ オ チ ン 化 抗 IFNγ Abお よ び 抗 IL-4 Ab（ ど ち ら も 最 終 濃 度 5μ g/ml） の 混 合 液 で 標 識 し た
後 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 精 製 サ イ ト カ イ ン ： mrIFNγ （ 100 ng/ml） お よ び mrIL-4（ 25 ng/
ml） の 混 合 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 陰 性 （ 「 捕 獲 な し 」 ） 対 照 で は （ 図 6、 パ ネ ル A
） 、 FL-1（ FITC） と FL-2（ PE） の ど ち ら に お い て も バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 は 非 常 に 低 く
； 大 部 分 の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ （ 99%） は 二 重 陰 性 で あ り 、 左 下 象 限 に 位 置 し た 。 mrIFNγ （
パ ネ ル B） ま た は mrIL-4（ パ ネ ル C） を 個 々 に 検 出 し た 場 合 （ 抗 IFNγ /PEの み ま た は 抗 IL-4
/FITCの み で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 、 ど ち ら も 5μ g/ml） 、 高 い FL-2（ 541.48） ま た は FL-1（
155.06） 蛍 光 を 示 す 陽 性 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 、 そ れ ぞ れ 左 上 象 限 ま た は 右 下 象 限 に 位 置 し
た 。 両 サ イ ト カ イ ン を 同 時 に 検 出 し た 場 合 （ 蛍 光 色 素 標 識 Abの 混 合 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 、 ど ち ら も 5μ g/ml） 、 84%の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 、 平 均 蛍 光 189.5（ FL-1） お よ び 6
36（ FL-2） を 有 す る 二 重 陽 性 で あ っ た （ パ ネ ル D、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト の 右 上 象 限 ） 。 同 時 に
検 出 し た 分 泌 サ イ ト カ イ ン の レ ベ ル は 個 々 に 測 定 し た レ ベ ル と 同 様 で あ り 、 こ の こ と か ら
、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 用 い て ア ッ セ イ の 感 度 を 損 な う こ と な く 、 個 々 の
カ プ セ ル 化 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 1つ ま た は そ れ 以 上 の サ イ ト カ イ ン を 検 出 で き る こ と が 示
さ れ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
9. 4色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い た 複 数 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー と 分 泌 サ イ ト カ イ ン の 同 時
検 出
本 発 明 者 ら は 、 カ プ セ ル 化 ヒ ト PMBC（ 未 刺 激 お よ び PHAに よ り 刺 激 し た ） を 用 い て 、 4時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 CD3、 CD4、 お よ び CD69細 胞 表 面 発 現 な ら び に IFNγ 分 泌 の 検 出
に 成 功 し た 。 4色 解 析 は エ ピ ッ ク ス エ リ ー ト （ コ ー ル タ ー 社 ） を 用 い て 行 っ た 。 蛍 光 色 素
標 識 試 料 は 、 ア ル ゴ ン レ ー ザ ー の 488 nmス ペ ク ト ル 線 で 励 起 し た 。 免 疫 表 現 型 と IFNγ 分
泌 に よ り リ ン パ 球 の 亜 集 団 を 同 定 す る た め 、 ま ず 、 前 方 散 乱 対 側 方 散 乱 に よ り リ ン パ 球 を
同 定 し た 。 次 に 、 ゲ ー ト を 設 定 し た リ ン パ 球 集 団 内 の 細 胞 で 、 CD3お よ び CD4蛍 光 を 検 出 し
た 。 CD69発 現 を 用 い て 活 性 化 細 胞 （ FITC） を 同 定 し 、 抗 IFNγ 抗 体 を 用 い て サ イ ト カ イ ン
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分 泌 細 胞 （ PE） を 同 定 し た 。 本 実 験 の ヒ ス ト グ ラ ム に よ り 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア ッ セ イ 型
式 と 4色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 、 ヒ ト PMBCを PHAに よ り イ ン ビ ト ロ 刺 激 し た 後 、 明
確 な リ ン パ 球 亜 集 団 に お い て 表 面 マ ー カ ー と 分 泌 サ イ ト カ イ ン を 同 時 に 検 出 で き る こ と が
示 さ れ る （ 図 7） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
リ ン パ 球 に 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 亜 集 団 を 、 二 次 元 パ ラ メ ー タ ド ッ ト プ ロ ッ ト （
SSC対 FS、 図 7の ヒ ス ト グ ラ ム 1-Aお よ び 1-B） を 用 い て 同 定 し た 。 予 想 ど お り 、 分 裂 促 進 因
子 刺 激 し た リ ン パ 球 で 前 方 散 乱 の 増 加 が 観 察 で き る 。 予 想 ど お り 、 未 刺 激 の PBMC試 料 （ 32
.8%、 図 7、 ヒ ス ト グ ラ ム 3-A、 象 限 C2） と 刺 激 し た PBMCS試 料 （ 37.8%、 図 7、 ヒ ス ト グ ラ ム
3-B、 象 限 C2） の 両 方 で CD3 + CD4 + 細 胞 の 亜 集 団 が 同 定 で き た が 、 CD69発 現 は 刺 激 し た リ ン
パ 球 の 集 団 に お い て の み 検 出 可 能 で あ っ た 。 未 刺 激 対 照 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル （ 図 7
、 ヒ ス ト グ ラ ム 2-A、 1.3%マ ー カ ー E） を 減 算 し た 後 、 平 均 FITC蛍 光 102.3を 有 す る CD69を
発 現 し て い る 79.6%の リ ン パ 球 亜 集 団 を 同 定 し た （ 図 7、 ヒ ス ト グ ラ ム 2-B、 マ ー カ ー E） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
さ ら に 、 IFNγ を 分 泌 し て い る 、 刺 激 し た リ ン パ 球 の 9.6%の 亜 集 団 を 同 定 し た （ 10.9% - 1
.3% = 9.6%、 図 7、 ヒ ス ト グ ラ ム 4-Aお よ び 4-B、 マ ー カ ー I） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 ア ッ セ イ 法 に よ り 測 定 さ れ る よ う に 、 カ プ セ ル 化 手 順 も マ イ ク ロ ド ロ
ッ プ 分 泌 ア ッ セ イ 法 も 細 胞 の 生 存 度 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
10. 酵 素 結 合 免 疫 測 定 型 式 、 TSAシ グ ナ ル 増 幅 試 薬 、 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い
た 、 個 々 の 細 胞 に よ り 放 出 さ れ る 分 泌 産 物 の 検 出
HRP標 識 検 出 抗 体 お よ び TSAに よ り シ グ ナ ル は 少 な く と も 10倍 増 幅 さ れ 、 こ れ に よ り pg/ml
レ ベ ル の 検 出 が 可 能 に な る 。 こ の 感 度 は 、 サ イ ト カ イ ン 分 泌 細 胞 を 検 出 す る 際 に 特 に 有 用
で あ る 。 そ れ は 、 こ れ ら の 制 御 因 子 の 多 く が 一 過 性 に 少 量 発 現 さ れ る か ら で あ る 。 提 案 し
た ア プ ロ ー チ が 実 行 可 能 で あ る こ と を 実 証 す る た め 、 非 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ （ セ ル バ イ
オ ゲ ル -3） を 用 い て 、 上 清 中 の 様 々 な 量 の 精 製 マ ウ ス IgG1を 検 出 し た 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ
を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ 50μ g/ml） と 共 に 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 HBSSで 3回 洗
浄 し た 。 次 に 、 10μ g/ml濃 度 の ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG1（ H+L） と 共 に 、 室 温 で 15分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を HBSSで 3回 洗 浄 し た 後 、 様 々 な 濃 度 の 精 製 マ
ウ ス IgG1（ 1.0μ g/ml、 0.01μ g/ml、 お よ び 0.001μ g/ml） と 共 に 室 温 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 そ の 後 再 度 HBSSで 3回 洗 浄 し た 。 検 出 抗 体 （ HRP標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG1、 Fc断 片 特
異 的 ） を 、 1:200の 最 終 希 釈 で す べ て の 試 料 に 添 加 し た 。 室 温 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 後 、 HBSSで 3回 洗 浄 し 、 FITC標 識 TSA試 薬 を 1:200の 最 終 希 釈 で 添 加 し た 。 室 温 で 10分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を HBSSで 3回 洗 浄 し 、 す べ て の 試 料 を 3つ の 対 照
： 1) 非 染 色 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 、 2) TSA試 薬 の み 、 お よ び 3) 陰 性 （ 捕 獲 Abな し ） 対 照 と 共
に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 解 析 し た 。 本 実 験 の 結 果 か ら 、 分 泌 産 物 の 細 胞 外 検 出 に 提 案 の
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア ッ セ イ 法 が 実 際 に 使 用 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ る が 、 こ れ を 図 8に 示
す 。 3つ の 対 照 す べ て に お い て 、 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 が 見 ら れ た （ そ れ ぞ れ 1.27
、 2.87、 お よ び 4.6） 。 1μ g/mlお よ び 0.01 mg/mlの mIgG1で は そ れ ぞ れ 224.78お よ び 93.14
の MFIを 生 じ 、 さ ら に 0.001μ g/ml（ 1 ng/ml） 濃 度 の mIgG1で も や は り 明 ら か に 検 出 可 能 で
あ っ た （ MFI 31.98） 。
【 ０ １ ４ ６ 】
11. 連 続 サ ブ ラ イ ニ ン グ 法 に よ る 、 CRL-8018ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に お け る イ ン ビ ト ロ で 誘
導 さ れ た IgGア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ 率 の 検 出
材 料 お よ び 方 法 に 示 し た よ う に 。 CRL-8018ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 を 用 い て 実 験 を 行 っ た 。
CRL-8018細 胞 株 で は 、 イ ン ビ ト ロ で の 最 も 効 率 的 な 条 件 は 、 a) mIgG1お よ び mIgG2bへ の ス
イ ッ チ を 誘 導 す る レ チ ノ イ ン 酸 （ 100 nM） 、 ま た は b) mIgG1へ の ス イ ッ チ を 誘 導 す る mrIL
-4（ 10 ng/ml） と 組 み 合 わ せ た 精 製 抗 原 （ HBsAG 1μ g/ml） で あ る と 決 定 し た 。 材 料 お よ
び 方 法 に 示 し た の と 同 様 に 、 連 続 サ ブ ラ イ ニ ン グ を 行 っ た 。 1x10 6 細 胞 を 100 nMレ チ ノ イ
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ン 酸 を 補 充 し た 増 殖 培 地 200 mlに 懸 濁 し （ 5x10 3 細 胞 /ml） 、 1,000細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で 9
6ウ ェ ル プ レ ー ト 10枚 に プ レ ー テ ィ ン グ し た （ 0.2 ml/ウ ェ ル ） 。 5% CO 2 の 存 在 下 で 37℃ で
5日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 培 養 上 清 で mIgGア イ ソ タ イ プ 特 異 的 ELISAを 行 っ た 。 2
つ の 陽 性 ウ ェ ル の 細 胞 を 、 100細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で 96ウ ェ ル プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ
し た （ 25枚 ） 。 上 記 の 手 順 を 、 1,000細 胞 ／ ウ ェ ル 、 100細 胞 ／ ウ ェ ル 、 10細 胞 ／ ウ ェ ル 、
お よ び 1細 胞 ／ ウ ェ ル で 5ラ ウ ン ド 行 っ た 。 1つ の 代 表 的 な 実 験 の 結 果 を 、 表 6に 示 す 。 10枚
の 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 1,000細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で 細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ し た 後 で は 、 6ウ
ェ ル （ 6%） が mIgGに つ い て 低 い 陽 性 で あ る こ と が 上 清 ELISAか ら 示 さ れ た 。 こ の こ と か ら
、 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ 率 が ～ 0.0006%で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ 法 で は 、 m
IgGア イ ソ タ イ プ 特 異 的 ELISAを 行 う の に 、 約 2ヶ 月 と い う 期 間 、 110枚 の プ レ ー ト 、 お よ び
10,560の 上 清 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
（ 表 ６ ） レ チ ノ イ ン 酸 （ 100 nM） で イ ン ビ ト ロ 誘 導 し た 後 の 、 連 続 サ ブ ラ イ ニ ン グ 法 に よ
る CRL-8018ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に お け る mIgGス イ ッ チ 変 種 の 検 出
　
　
　
　
　
　
　
　
a 1,000細 胞 ／ ウ ェ ル で プ レ ー テ ィ ン グ し た 960ウ ェ ル 、 お よ び よ り 低 い 密 度 で プ レ ー テ ィ
ン グ し た 2,400ウ ェ ル の パ ー セ ン ト
【 ０ １ ４ ８ 】
人 工 的 な 細 胞 混 合 液 に お い て 小 さ な 亜 集 団 を 検 出 す る 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア イ ソ タ イ プ 捕
獲 お よ び 単 離 ア ッ セ イ 法 の 結 果
IgG3分 泌 TIB-114ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 添 加 し た IgM分 泌 CRL-8018ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 で
の 実 験 に 、 連 続 的 な （ 2段 階 ） マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア イ ソ タ イ プ 捕 獲 お よ び 単 離 ア ッ セ イ 法
を 用 い た 。 CRL-8018細 胞 を 1x10 4 /mlで 75cm 2 フ ラ ス コ 6枚 に プ レ ー テ ィ ン グ し て （ DMEM+10%
FBS 25 ml/フ ラ ス コ ） 7日 間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 回 収 し て 0.1%（ 実 験 1） 、 0.01%（ 実 験 2）
、 お よ び 0.001%（ 実 験 3） の TIB-114細 胞 と 混 合 し た 。 セ ル バ イ オ ゲ ル -3を 用 い て 、 細 胞 混
合 液 ： 実 験 1で は 2x10 6 細 胞 （ 単 一 細 胞 カ プ セ ル 化 ） 、 実 験 2で は 25x10 6 細 胞 、 お よ び 実 験 3
で は 50x10 6 細 胞 （ ど ち ら も 複 数 細 胞 カ プ セ ル 化 ） を カ プ セ ル 化 し た 。 材 料 お よ び 方 法 に 記
し た の と 同 様 に 、 実 験 1で は マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア イ ソ タ イ プ 捕 獲 お よ び 単 離 を 1ラ ウ ン ド 行
い 、 実 験 2お よ び 3で は 2段 階 の ア ッ セ イ 型 式 を 用 い た 。 材 料 お よ び 方 法 に 記 し た よ う に 、
単 離 し た 細 胞 は 培 養 し て 増 殖 さ せ 、 上 清 は ア イ ソ ス ト リ ッ プ （ 商 標 ） 計 量 棒 に よ り 解 析 し
た 。 実 験 2お よ び 3で は 、 1ラ ウ ン ド 目 の ソ ー テ ィ ン グ 後 に 回 収 し た 細 胞 の 上 清 中 に mIgMと m
IgG3の 両 方 が 検 出 さ れ た 。 し か し 、 続 く 2ラ ウ ン ド 目 の ソ ー テ ィ ン グ 後 で は 、 mIgG3と わ ず
か に 微 量 の mIgGMが 検 出 さ れ た 。 実 験 1の 0.1%の IgG3分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ を 添 加 し た 1x10 6 I
gM分 泌 細 胞 の 単 一 細 胞 カ プ セ ル 化 で は 、 FACSに よ り mIgG3分 泌 細 胞 の み が 単 離 さ れ た 。 実
験 結 果 を 表 7に ま と め る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
（ 表 ７ ） mIgM分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 と 混 合 し た mIgG3分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 小 さ
な 亜 集 団 を 検 出 す る 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア イ ソ タ イ プ 捕 獲 お よ び 単 離 ア ッ セ イ 法 の 結 果

10

20

30

40

(43) JP 2004-528574 A 2004.9.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ０ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア イ ソ タ イ プ 捕 獲 お よ び 単 離 ア ッ セ イ 法 に よ る 自 発 的 ス イ ッ チ 率 な ら び
に イ ン ビ ト ロ で 誘 導 さ れ た ス イ ッ チ 率 の 測 定
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 用 い る ア ッ セ イ 型 式 を 用 い て 、 IgM分 泌 CRL-8018ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
株 の 集 団 か ら 、 イ ン ビ ト ロ で 誘 導 さ れ た ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ 変 種 お よ び 自 発 的 ア イ ソ タ
イ プ 変 種 を 単 離 し た 。 そ れ ぞ れ の 実 験 条 件 で 5回 行 っ た う ち の 1つ の 代 表 的 な 実 験 結 果 を 表
8に 示 す 。 実 験 の 1ラ ウ ン ド 目 で は 、 自 発 的 な ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ 率 を 測 定 し た 。 材 料 お
よ び 方 法 に 記 し た よ う に 、 2試 料 分 の セ ル バ イ オ ゲ ル -3と 1試 料 分 の セ ル ミ ッ ク ス （ 商 標 ）
15 mlを 用 い て 、 75x10 6 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を カ プ セ ル 化 し た 。 お よ そ 60%の マ イ ク ロ ド ロ
ッ プ が 占 有 さ れ 、 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ あ た り 平 均 9細 胞 で あ っ た 。 次 に mIgGア イ ソ タ イ
プ 捕 獲 ア ッ セ イ 法 を 行 い 、 陽 性 細 胞 に 占 有 さ れ る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ （ 0.02%） を FACSに よ
り 単 離 し た 。 カ プ セ ル 化 さ れ て い る 細 胞 数 に 基 づ き 、 推 定 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ 率 を 0.00
13%と 算 出 し た 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 12ウ ェ ル プ レ ー ト の 1ウ ェ ル に 分 取 し 、 5 U/mlア ガ ラ
ー ゼ を 含 む 増 殖 培 地 1 mlで 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 で は 、 活
発 に 分 裂 す る 細 胞 の 大 部 分 は マ イ ク ロ ド ロ ッ プ か ら 脱 し て い た 。 新 鮮 培 地 1 mlを ウ ェ ル に
添 加 し 、 細 胞 を さ ら に 5日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア イ ソ タ イ プ 検 出 お
よ び 単 離 ア ッ セ イ 法 の 2ラ ウ ン ド 目 は 、 単 一 細 胞 カ プ セ ル 化 条 件 に よ り 1x10 6 細 胞 を カ プ セ
ル 化 し て 行 っ た 。 24.6%の 占 有 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 、 mIgG分 泌 細 胞 を 含 ん で い た 。 最 も 高
い 蛍 光 を 有 す る マ イ ク ロ ド ロ ッ プ の 亜 集 団 （ 3.5%） を FACSに よ り 単 離 し た 。 5 U/mlア ガ ラ
ー ゼ の 存 在 下 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ソ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 完 全 培 地 に 再 懸 濁 し
、 1細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で 96ウ ェ ル プ レ ー ト 10枚 に プ レ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ り ク ロ ー
ニ ン グ し た 。 2週 間 後 、 上 清 mIgGア イ ソ タ イ プ ELISA法 に よ り 、 試 験 し た 960ウ ェ ル の う ち 7
85（ 81.7%） が 陽 性 で あ る と 評 価 さ れ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
イ ン ビ ト ロ で 誘 導 し た ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ の 検 出 を 実 証 す る た め 、 CRL-8018ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 を 100 nMレ チ ノ イ ン 酸 を 含 む 完 全 培 地 で 5日 間 培 養 し た 。 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ
し た 細 胞 の 存 在 は 、 0.1μ g/mlの 検 出 限 界 を 有 す る ア イ ソ ス ト リ ッ プ （ 商 標 ） に よ り 決 定
し た 。 0.1μ g/ml 未 満 の mIgGを 含 む ウ ェ ル に つ い て は 、 複 数 細 胞 カ プ セ ル 化 を 行 っ た 。 0.
1μ g/ml を 超 え る mIgGを 含 む ウ ェ ル に つ い て は 、 従 来 の 単 一 細 胞 カ プ セ ル 化 を 行 っ た 。 25
x10 6 細 胞 を 用 い た 複 数 細 胞 カ プ セ ル 化 で は 、 ～ 55%の マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 占 有 さ れ 、 平 均
細 胞 数 2.5細 胞 /マ イ ク ロ ド ロ ッ プ で あ っ た 。 0.09%の 陽 性 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 検 出 さ れ 、
単 離 し た 細 胞 は 2ラ ウ ン ド 目 の カ プ セ ル 化 に 供 し た 。 36.4%の 陽 性 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ が 検 出
さ れ 、 最 も 高 い 平 均 蛍 光 を 示 す 亜 集 団 （ 2.9%） を 単 離 し た 。 単 一 細 胞 カ プ セ ル 化 で は 、 mI
gG陽 性 ウ ェ ル の 2x10 6 細 胞 を 用 い た 。 CelMix。
【 ０ １ ５ ２ 】
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（ 表 ８ ） mIgGス イ ッ チ し た mIgM分 泌 CRL-8018ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 小 さ な 亜 集 団 を 検 出 し
て ソ ー テ ィ ン グ す る 、 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ ア イ ソ タ イ プ 捕 獲 お よ び 単 離 ア ッ セ イ 法 の フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー の 結 果
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ３ 】
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 用 い る ア ッ セ イ 法 に よ っ て 単 離 し た ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ し た 細 胞 の
抗 原 特 異 性 の 決 定
マ イ ク ロ ド ロ ッ プ を 用 い る ア ッ セ イ 型 式 に よ り 単 離 し た ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ し た 細 胞 の
抗 原 特 異 性 を 実 証 す る た め 、 上 清 ELISAを 用 い る マ ウ ス MonoAb IDキ ッ ト （ ザ イ メ ッ ド ラ ボ
ラ ト リ ー ズ （ Zymed Laboratories） を 用 い た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を HBsAg（ 10μ g/ml） で
コ ー テ ィ ン グ し た 後 、 メ ー カ ー の 推 奨 す る よ う に 手 順 を 実 施 し 、 抗 原 特 異 的 抗 体 の ア イ ソ
タ イ プ サ ブ ク ラ ス ： mIgG1（ γ 1 鎖 特 異 的 ） 、 mIgG2a（ γ 2 a 鎖 特 異 的 ） 、 mIgG2b（ γ 2 b 鎖 特
異 的 ） 、 mIgG3（ γ 3 鎖 特 異 的 ） 、 mIgA（ α 鎖 特 異 的 ） 、 mIgM（ μ 鎖 特 異 的 ） 、 マ ウ ス κ 軽
鎖 特 異 的 、 お よ び マ ウ ス λ 軽 鎖 特 異 的 を 決 定 し た 。 完 全 培 地 で 培 養 し た CRL-8018ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 の 上 清 、 お よ び レ チ ノ イ ン 酸 （ 100 nM） に よ り イ ン ビ ト ロ で 誘 導 し た 後 に 単 離
し た ス イ ッ チ 細 胞 の 上 清 を 試 験 し た と こ ろ 、 そ れ ぞ れ ヒ ト B型 肝 炎 表 面 抗 原 （ HBsAg） に 特
異 的 な mIgM（ κ 鎖 特 異 的 ） お よ び mIgG1が 検 出 さ れ た 。 こ れ に よ り 、 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ
チ 変 種 が 元 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 と 同 様 の 抗 原 特 異 性 を 有 す る こ と が 実 証 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
参 考 文 献
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【 ０ １ ５ ５ 】
上 記 で 引 用 し た 刊 行 物 お よ び 特 許 出 願 は す べ て 、 個 々 の 刊 行 物 ま た は 特 許 出 願 が 詳 細 に か
つ 個 別 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る こ と が 示 さ れ る が ご と く 、 す べ て の 目 的 の た め に 同 程
度 で 完 全 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 。 明 確 に 理 解 で き る よ う に 説 明 と 実 施 例 に よ り 本 発
明 を あ る 程 度 詳 細 に 記 述 し た が 、 い く ら か の 変 更 お よ び 修 正 を 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 で
実 行 で き る こ と は 明 ら か で あ る と 思 わ れ る 。 文 脈 か ら 明 ら か で な い 限 り 、 本 出 願 で 記 載 し
た 本 発 明 の 原 理 、 工 程 、 特 徴 、 お よ び 態 様 を 相 互 に す べ て の 組 み 合 わ せ で 使 用 で き る こ と
は 明 ら か で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ６ 】
【 図 １ 】 マ イ ク ロ ド ロ ッ プ 内 に 分 泌 タ ン パ ク 質 を 保 持 す る た め の 捕 獲 ウ ェ ブ 。
【 図 ２ 】 非 占 有 GMDを 用 い て 作 成 し た mrIFNγ 検 量 線 。 非 占 有 GMDは 、 セ ル バ イ オ ゲ ル （ 商
標 ） -2か ら 調 製 し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン 化 抗 IFNγ Abで 処 理 し た 後 、 濃 度 を
低 く し て い っ た mrIFNγ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PE標 識 抗 IFNγ Abで 標 識 し た 後 、 ア ガ
ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た サ イ ト カ イ ン を 蛍 光 に よ り 検 出 し た 。
【 図 ３ 】 hrIL-4で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た CHO細 胞 を 用 い た GMDサ イ ト カ イ ン 分 泌 ア ッ セ
イ 法 。 1時 間 の 分 泌 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 GMD分 泌 ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー ・ ヒ ス ト グ ラ ム 1、 2、 お よ び 3は 、 そ れ ぞ れ 非 染 色 、 陰 性 （ ま た は 「 捕 獲 な し
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」 ） 対 照 、 お よ び 陽 性 対 照 を 表 す 。 単 一 細 胞 に 占 有 さ れ る GMDに ゲ ー ト を 設 定 し た （ ヒ ス
ト グ ラ ム 4、 ゲ ー ト A） 。 デ ー タ 収 集 で 生 （ PI陰 性 ） 細 胞 を 選 択 し （ ヒ ス ト グ ラ ム 4、 ゲ ー
ト B） 、 FITC蛍 光 に つ い て 解 析 し た （ ヒ ス ト グ ラ ム 5） 。 マ ー カ ー Cの 下 に 陽 性 GMDが 同 定 さ
れ た （ ヒ ス ト グ ラ ム 6） 。
【 図 ４ 】 活 性 化 抗 原 特 異 的 T細 胞 に よ る IL-4分 泌 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 。 黒 線 の ヒ
ス ト グ ラ ム は 、 「 捕 獲 な し 」 を 示 す （ 陽 性 （ 陰 性 対 照 よ り も 高 い ） FITC蛍 光 を 有 す る GMD
を 同 定 す る た め 、 陰 性 対 照 マ ー カ ー M1を 設 定 し た ） 。 青 線 の ヒ ス ト グ ラ ム は 、 陽 性 対 照 を
示 す （ mrIL-4 10 ng/ml） 。 3.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 で は 3.2%の 陽 性 GMDが 検 出
さ れ （ 赤 線 の ヒ ス ト グ ラ ム ） 、 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 で は 20.87%の 陽 性 GMDが
検 出 さ れ た （ 緑 線 の ヒ ス ト グ ラ ム ） 。 平 均 FITC蛍 光 の 比 例 的 な 増 加 に よ り 、 検 出 し た 細 胞
に よ る サ イ ト カ イ ン 分 泌 が 増 加 し た こ と が 示 さ れ る 。
【 図 ５ 】 CD3陽 性 IFNγ 分 泌 生 細 胞 の 同 時 検 出 。 マ イ ト マ イ シ ン C処 理 し た 自 己 支 持 細 胞 お
よ び mrIL-2の 存 在 下 で 抗 原 に よ り イ ン ビ ト ロ で 刺 激 し た 後 、 1x10 6 カ プ セ ル 化 細 胞 で GMD I
FNγ 分 泌 ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 前 に 、 細 胞 を FcBlock（ 商 標
） お よ び PE標 識 マ ウ ス 抗 CD3 Ab（ 10μ g/ml） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 FSCと SSCに よ り
、 非 占 有 GMDと 占 有 GMDを 識 別 し た （ パ ネ ル A） 。 生 （ PI陰 性 ） 細 胞 に 占 有 さ れ る GMDの み を
、 デ ー タ 収 集 に 含 め た （ R1ゲ ー ト 、 パ ネ ル A） 。 陰 性 対 照 と IFNγ 分 泌 試 料 （ ど ち ら も 抗 IF
Nγ /FITC（ FL-1） Abお よ び 抗 CD3 /PE（ FL-2） Abで 染 色 ） の ド ッ ト プ ロ ッ ト を 、 そ れ ぞ れ
パ ネ ル Bと パ ネ ル Cに 示 す 。
【 図 ６ 】 非 占 有 GMDお よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い た mrIFNγ お よ び mrIL-4の 同 時 検 出
。 セ ル バ イ オ ゲ ル を 用 い て 非 占 有 GMDを 作 製 し た 。 2色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 、 mrIF
Nγ （ 100 ng/ml） 、 mrIL-4（ 25 ng/ml） 、 ま た は 両 サ イ ト カ イ ン の 混 合 液 を 検 出 し た 。 ド
ッ ト プ ロ ッ ト に よ り 、 陰 性 対 照 （ パ ネ ル A） 、 マ ウ ス 抗 IFNγ /PEと イ ン キ ュ ベ ー ト し た 試
料 （ パ ネ ル B） 、 マ ウ ス 抗 IL-4/FITCと イ ン キ ュ ベ ー ト し た 試 料 （ パ ネ ル C） 、 お よ び 両 Ab
の 混 合 液 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 試 料 （ パ ネ ル D） の FL-1（ FITC） 対 FL-2（ PE） の 結 果 を 示
す 。
【 図 ７ 】 4色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い た 、 新 た に 単 離 し て カ プ セ ル 化 し た ヒ ト PBMCに
よ る CD3、 CD4、 お よ び CD69細 胞 表 面 発 現 と IFNγ 分 泌 の 同 時 検 出 。 未 刺 激 、 ま た は PHA（ 5
μ g/ml） に よ り イ ン ビ ト ロ で 24時 間 刺 激 し た ヒ ト PBMCを 、 セ ル バ イ オ ゲ ル -R - 1 に カ プ セ ル
化 し た 。 4色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 、 免 疫 表 現 型 と IFNγ 分 泌 に よ り リ ン パ 球 の サ
ブ セ ッ ト を 同 定 し た 。 陰 性 対 照 と し て 用 い た 未 刺 激 細 胞 の 、 試 験 し た す べ て の パ ラ メ ー タ
に つ い て の 代 表 的 な ヒ ス ト グ ラ ム を 1～ 4Aに 示 す 。 未 刺 激 リ ン パ 球 お よ び 刺 激 し た リ ン パ
球 の ど ち ら に も 、 CD3 + CD4 + 細 胞 が 同 定 さ れ た （ 3-Aお よ び 3-B） 。 さ ら に 、 未 刺 激 対 照 の バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド （ 1.3%、 2-A、 マ ー カ ー Eの 下 、 お よ び 1.3%、 4-A、 マ ー カ ー Iの 下 ） を 減 算
し 、 CD69を 発 現 し て い る 刺 激 し た リ ン パ 球 の 79.6%の 亜 集 団 （ 2-B、 マ ー カ ー Eの 下 ） 、 お
よ び IFNγ を 分 泌 し て い る 刺 激 し た リ ン パ 球 の 9.6%の 亜 集 団 （ 4-B、 マ ー カ ー Iの 下 ） が 同
定 さ れ た 。
【 図 ８ 】 非 占 有 GMD（ CBG-3） 、 ビ オ チ ン お よ び HRP標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG1、 な ら び に TSAを
用 い た mIgG1の 検 出 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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