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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　可溶性媒体に可溶性の形態であるか、または固体もしくは半固体支持体上に固定化され
たMHC分子構築物であって、該MHC分子構築物は、可溶性多糖類キャリア分子を含んでなり
、該キャリア分子には、１つより多くの結合実体が結合しており、該１つより多くの結合
実体の各々には、２～４つのMHC分子が結合しており、該MHC分子構築物は、少なくとも５
つのMHC分子を含む、MHC分子構築物。
【請求項２】
　MHC分子がペプチド非含有MHC分子である請求項１記載のMHC分子構築物。
【請求項３】
　MHC分子が同一であるかまたは少なくとも２つのMHC分子が異なるものである請求項１ま
たは２記載のMHC分子構築物。
【請求項４】
　MHC分子により収容されるペプチドが同一であるかまたはMHC分子によって収容される少
なくとも２つのペプチドが異なるものである請求項１～３いずれか記載のMHC分子構築物
。
【請求項５】
　結合実体が、ストレプトアビジン（SA）、アビジン、およびそれらの誘導体、ならびに
ビオチンから選ばれるものである請求項１～４いずれか記載のMHC分子構築物。
【請求項６】
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　１つ以上の生物学的に活性な分子をさらに含んでなる請求項１～５いずれか記載のMHC
分子構築物。
【請求項７】
　生物学的に活性な分子が、タンパク質、共刺激分子、細胞調節分子、レセプター、アク
セサリー分子、接着分子、天然のリガンド、および毒性分子、それらに対する抗体および
組換え結合分子、ならびにそれらの組み合わせから選ばれるものである請求項６記載のMH
C分子構築物。
【請求項８】
　生物学的に活性な分子が、直接的にまたは１つ以上の結合実体を介してのいずれかでキ
ャリア分子に結合している請求項６または７記載のMHC分子構築物。
【請求項９】
　生物学的に活性な分子が、
MIC A、MIC B、CD1d、HLA E、HLA F、HLA G、HLA H、ULBP-1、ULBP-2、およびULBP-3等の
MHCクラスI様タンパク質の群に由来するタンパク質、
Tおよび／またはNK細胞上に発現されるCD2、CD3、CD4、CD5、CD8、CD9、CD27、CD28、CD3
0、CD69、CD134（OX40）、CD137（4-1BB）、CD147、CDw150（SLAM）、CD152（CTLA-4）、
CD153（CD30L）、CD40L（CD154）、NKG2D、ICOS、HVEM、HLAクラスII、PD-1、Fas（CD95
）、およびFasL、ならびにAPCおよび／または腫瘍細胞上に発現されるCD40、CD48、CD58
、CD70、CD72、B7.1（CD80）、B7.2（CD86）、B7RP-1、B7-H3、PD-L1、PD-L2、CD134L、C
D137L、ICOSL、およびLIGHTの群に由来する共刺激分子、
NK細胞上に発現されるCD16、NKp30、NKp44、NKp46、NKp80、2B4、KIR、LIR、CD94/NKG2A
、およびCD94/NKG2C、ならびにIFN-α、IFN-β、IFN-γ、IL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-6
、IL-7、IL-8、IL-10、IL-11、IL-12、IL-15、CSF（コロニー刺激因子）、ビタミンD3、I
L-2毒素、シクロスポリン、FK-506、ラパマイシン、TGF-β、クロトリマゾール、ニトレ
ンジピン、およびカリブドトキシンの群に由来する細胞調節分子、
LFA-1、CD11a/18、CD54（ICAM-1）、CD106（VCAM）、およびCD49a、b、c、d、e、f/CD29
（VLA-4）の群に由来するアクセサリー分子、
ICAM-1、ICAM-2、GlyCAM-1、CD34、抗-LFA-1、抗-CD44、抗-β7、ケモカイン、CXCR4、CC
R5、抗セレクチンL、抗セレクチンE、および抗セレクチンPの群に由来する接着分子、
シクロホスファミド、メトトレキセート（methrotrexate）、アザチオプリン、ミゾリビ
ン、15-デオキシスペルグアリン（deoxuspergualin）、ネオマイシン、スタウロスポリン
、ゲネスタイン、ハービマイシンA、シュードモナスエキソトキシンA、サポリン、リタキ
サン、リシン、ゲムツズマブオゾオガミチン、志賀毒素、無機および有機水銀等の重金属
、およびFN18-CRM9、放射性同位体（好ましくはヨウ素、コバルト、セレン、トリチウム
、およびリンの取り込まれた同位体）、およびハプテン（好ましくはDNP）、ならびにジ
ゴキシゲニンの群に由来する毒性分子、
ならびにそれらに対する抗体、またはそれらの抗体誘導体もしくは断片、およびそれらの
組み合わせから選ばれるものである請求項６～８いずれか記載のMHC分子構築物。
【請求項１０】
　１つ以上の標識化合物をさらに含んでなる請求項１～９いずれか記載のMHC分子構築物
。
【請求項１１】
　１つ以上の標識化合物が、キャリア分子および／または１つ以上の結合実体および／ま
たは１つ以上のMHC分子に結合している請求項１０記載のMHC分子構築物。
【請求項１２】
　標識化合物が直接的または間接的に検出可能である請求項１０または１１記載のMHC分
子構築物。
【請求項１３】
　標識化合物が、蛍光標識、酵素標識、放射性同位体、化学発光標識、生物発光標識、ポ
リマー、金属粒子、ハプテン、抗体、または色素である請求項１０～１２いずれか記載の
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MHC分子構築物。
【請求項１４】
　標識化合物が、
5-（および6）-カルボキシフルオレセイン、5-または6-カルボキシフルオレセイン、6-（
フルオレセイン）-5-（および6）-カルボキサミドヘキサン酸、フルオレセインイソチオ
シアネート（FITC）、ローダミン、テトラメチルローダミン、および色素（好ましくはCy
2、Cy3、およびCy5、任意に置換されたクマリン（好ましくはAMCA）、PerCP、フィコビリ
ンタンパク質（好ましくはR-フィコエリトリン（RPE）およびアロフィコエリトリン（APC
））、テキサスレッド、プリンストンレッド、グリーン蛍光タンパク質（GFP）およびそ
れらのアナログ）、ならびにR-フィコエリトリンまたはアロフィコエリトリンおよびCy5
またはテキサスレッドのコンジュゲート、および半導体ナノ結晶（好ましくは量子ドット
およびQdotTMナノ結晶）に基づく無機蛍光標識、ならびにEu3+およびSm3+のようなランタ
ニドに基づく時間分解蛍光標識の群に由来する蛍光標識から選ばれるか、
DNP、ビオチン、およびジゴキシゲニンの群に由来するハプテンから選ばれるか、または
セイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）、アルカリホスファターゼ（AP）、β-ガラクト
シダーゼ（GAL）、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ、β-N-アセチルグルコサミニ
ダーゼ、β-グルクロニダーゼ、インベルターゼ、キサンチンオキシダーゼ、ホタルルシ
フェラーゼおよびグルコースオキシダーゼ（GO）の群に由来する酵素標識から選ばれるか
、または
ルミノール、イソルミノール、アクリジニウムエステル、1,2-ジオキセタンおよびピリド
ピリダジンの群に由来する発光標識から選ばれるか、または
ヨウ素、コバルト、セレン、トリチウム、およびリンの取り込まれた同位体の群に由来す
る放射能標識から選ばれる、
請求項１０～１３いずれか記載のMHC分子構築物。
【請求項１５】
　多糖類キャリア分子が、
多糖類、好ましくは、デキストラン、カルボキシメチルデキストラン、デキストランポリ
アルデヒド、カルボキシメチルデキストランラクトン、およびシクロデキストリン、プル
ラン、シゾフィラン、スクレログルカン、キサンタン、ジェラン、O-エチルアミノグアラ
ン、6-O-カルボキシメチルキチンおよびN-カルボキシメチルキトサンを含むキチンおよび
キトサン、
誘導体化セロロジクス（cellolosics）、好ましくは、カルボキシメチルセルロース、カ
ルボキシメチルヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、6-アミノ-6
-デオキシセルロースおよびO-エチルアミンセルロース、
ヒドロキシル化デンプン、ヒドロキシプロピルデンプン、ヒドロキシエチルデンプン、カ
ラゲナン、アルギン酸塩、およびアガロース、ならびに
合成多糖類、好ましくは、フィコールおよびカルボキシメチル化フィコール
から選ばれるものである請求項１～１４いずれか記載のMHC分子構築物。
【請求項１６】
　固体または半固体支持体に直接固定化された請求項１～１５いずれか記載のMHC分子構
築物。
【請求項１７】
　リンカー、スペーサー、または抗体、その抗体誘導体もしくは断片を介して固体または
半固体支持体に固定化された請求項１～１５いずれか記載のMHC分子構築物。
【請求項１８】
　支持体が、粒子、ビーズ、生分解性粒子、シート、ゲル、フィルター、膜（好ましくは
ナイロン膜）、繊維、毛細管、針、マイクロタイター条片、チューブ、プレートまたはウ
ェル、コーム、ピペットチップ、マイクロアレイ、チップおよびスライドから選ばれるも
のである請求項１～１７いずれか記載のMHC分子構築物。
【請求項１９】
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　ビーズおよび粒子が、ポリマービーズ、ポリマー粒子、磁性ビーズ、磁性粒子、超磁性
ビーズ、または超磁性粒子である請求項１８記載のMHC分子構築物。
【請求項２０】
　フローサイトメトリー法、組織学的方法または細胞学的方法において使用するための請
求項１～１９いずれか記載のMHC分子構築物。
【請求項２１】
　請求項１～２０いずれか記載のMHC分子構築物を含有してなる組成物。
【請求項２２】
　可溶性媒体中における請求項２１記載の組成物。
【請求項２３】
　MHC分子構築物が、ペプチド充填MHC分子またはペプチド非含有MHC分子を含んでなる請
求項２１または２２記載の組成物。
【請求項２４】
　ペプチド非含有MHC分子を充填するためのペプチド、およびペプチド非含有分子を含むM
HC分子構築物が、別々に提供される請求項２３記載の組成物。
【請求項２５】
　MHC認識細胞がMHC分子構築物に結合する条件下で、請求項１～２０いずれか記載のMHC
分子構築物とMHC認識細胞を含有することが予想されるサンプルとを接触させる工程、お
よび
結合MHC分子構築物およびMHC認識細胞を単離する工程
を含むMHC認識細胞の入手方法。
【請求項２６】
　単離が、磁場を印加することまたはフローサイトメトリーにより行われる請求項２５記
載の方法。
【請求項２７】
　MHC認識細胞のエキソビボ増殖のための請求項１～２０いずれか記載のMHC分子構築物の
使用。
【請求項２８】
　組織学的方法または細胞学的方法における検出システムとしての請求項１～２０いずれ
か記載のMHC分子構築物の使用。
【請求項２９】
　被験体由来のサンプル中のMHC認識細胞の存在を決定する方法におけるMHC分子構築物の
使用であって、該方法において被験体由来のサンプルのMHC認識細胞が支持体にマウント
される、請求項２８記載の使用。
【請求項３０】
　被験体由来のサンプル中のMHC認識細胞の存在をモニターする方法におけるMHC分子構築
物の使用であって、該方法において被験体由来のサンプルのMHC認識細胞が支持体にマウ
ントされる、請求項２８記載の使用。
【請求項３１】
　MHC認識細胞が関与する疾患の状態を決定する方法におけるMHC分子構築物の使用であっ
て、該方法において被験体由来のサンプルのMHC認識細胞が支持体にマウントされ、該方
法が、疾患の進行によって現れる異常な細胞の情報を得る工程を含み、該異常な細胞の出
現が疾患の進行を示す、請求項２８記載の使用。
【請求項３２】
　MHC認識細胞が関与する疾患の予後を確立する方法におけるMHC分子構築物の使用であっ
て、該方法において被験体由来のサンプルのMHC認識細胞が支持体にマウントされ、該方
法が、疾患の進行によって現れる異常な細胞の情報を得る工程を含み、該異常な細胞の出
現が疾患の進行を示す、請求項２８記載の使用。
【請求項３３】
　サンプルが、組織学的材料、細胞学的材料、原発腫瘍、二次器官転移物、細針吸引物、
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脾臓組織、骨髄検体、細胞スメア、剥脱性細胞検体、接触調製物、口腔スワブ、喉頭スワ
ブ、膣スワブ、気管支洗浄物、および胃洗浄物から、臍帯から、および血液（好ましくは
、血液または白血球搬出産物などの他の血液由来調製物から単離された末梢血液単核細胞
（PBMC）集団から）等の体液から、ならびに痰サンプル、喀出物、および気管支吸引液か
ら選ばれるものである請求項２８～３２いずれか記載の使用。
【請求項３４】
　（ａ）支持体上にマウントされたMHC認識細胞を含有していることが予想されるサンプ
ルと、請求項１～２０いずれか記載のMHC分子構築物とを接触させる工程、および
　（ｂ）MHC分子の任意の結合を測定する工程、ここで、結合はMHC認識細胞の存在を示す
、
を含むサンプル中のMHC認識細胞の存在の検出方法。
【請求項３５】
　（ａ）支持体上にマウントされたMHC認識細胞を含有していることが予想されるサンプ
ルと、請求項１～２０いずれか記載のMHC分子構築物とを接触させる工程、および
　（ｂ）MHC分子の任意の結合を測定し、それによりMHC認識細胞をモニターする工程
を含むMHC認識細胞のモニター方法。
【請求項３６】
　（ａ）支持体上にマウントされたMHC認識細胞を含有していることが予想されるサンプ
ルと、請求項１～２０いずれかに規定されるMHC分子構築物とを接触させる工程、および
　（ｂ）MHC分子の任意の結合を測定し、それによりMHC認識細胞が関与する疾患の予後を
確立する工程、ここで、結合が、異常な細胞の情報を示し、該異常な細胞の出現が疾患の
予後を示す、
を含むMHC認識細胞が関与する疾患の予後の確立方法。
【請求項３７】
　（ａ）支持体上にマウントされたMHC認識細胞を含有していることが予想されるサンプ
ルと、請求項１～２０いずれかに規定されるMHC分子構築物とを接触させる工程、および
　（ｂ）MHC分子の任意の結合を測定し、それによりMHC認識細胞が関与する疾患の状態を
決定する工程、ここで、結合が、異常な細胞の情報を示し、該異常な細胞の出現が疾患の
状態を示す、
を含むMHC認識細胞が関与する疾患の状態の決定方法。
【請求項３８】
　（ａ）支持体にマウントされた医薬での処置を受けた被験体由来のサンプルと、請求項
１～２０いずれかに規定されるMHC分子構築物とを接触させる工程、および
　（ｂ）MHC分子の任意の結合を決定し、それにより医薬の有効性を決定する工程、ここ
で、結合が、異常な細胞の情報を示し、該異常な細胞に対する効果が医薬の有効性の指標
である、
を含むMHC認識細胞が関与する疾患に対する医薬の有効性を決定するための方法。
【請求項３９】
　MHC認識細胞が、炎症性、自己免疫性、アレルギー性、ウイルス性、癌性、感染性、同
種異系または異種（移植片対宿主および宿主対移植片）起源の疾患に関与する請求項３４
～３８いずれか記載の方法。
【請求項４０】
　疾患が、クローン病もしくは潰瘍性結腸炎等の慢性炎症性腸疾患、硬化症、Ｉ型糖尿病
、慢性関節リウマチ、乾癬、アトピー性皮膚炎、喘息、悪性黒色腫、腎癌、乳癌、肺癌、
子宮の癌、子宮頸癌、前立腺癌、脳癌、頭部および頚部の癌、白血病、皮膚リンパ腫、肝
癌、結腸直腸癌、膀胱癌、拒絶関連疾患、対宿主性移植片病、または肝炎、AIDS、麻疹、
痘、水痘、風疹もしくは疱疹に関連するウイルス性疾患である請求項３９記載の方法。
【請求項４１】
　MHC認識細胞が、CD3+Ｔ細胞、γ、δＴ細胞、α、βＴ細胞、CD4+Ｔ細胞、Ｔヘルパー
細胞、CD8+Ｔ細胞、サプレッサーＴ細胞、CD8+細胞傷害性Ｔ細胞、CTL、NK細胞、NKT細胞
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、LAK細胞、およびMAKの分集団から選ばれる請求項３４～４０いずれか記載の方法。
【請求項４２】
　サンプルが、組織学的材料、細胞学的材料、原発腫瘍、二次器官転移物、細針吸引物、
脾臓組織、骨髄検体、細胞スメア、剥脱性細胞検体、接触調製物、口腔スワブ、喉頭スワ
ブ、膣スワブ、気管支洗浄物、および胃洗浄物から、臍帯から、および血液（好ましくは
、血液または白血球搬出産物などの他の血液由来調製物から単離された末梢血液単核細胞
（PBMC）集団から）等の体液から、ならびに痰サンプル、喀出物、および気管支吸引液か
ら選ばれるものである請求項３４～４１いずれか記載の方法。
【請求項４３】
　（ａ）MHC認識細胞を含有していることが予想されるサンプルと請求項１～２０いずれ
か記載のMHC分子構築物とを接触させる工程、および
　（ｂ）MHC分子構築物の任意の結合を測定する工程、結合はMHC認識細胞の存在を示す、
を含むサンプル中のMHC認識細胞の存在の検出方法。
【請求項４４】
　（ａ）MHC認識細胞を含有していることが予想されるサンプルと請求項１～２０いずれ
か記載のMHC分子構築物とを接触させる工程、および
　（ｂ）MHC分子構築物の任意の結合を測定し、それによりMHC認識細胞をモニターする工
程、
を含むMHC認識細胞のモニター方法。
【請求項４５】
　（ａ）医薬での処置を受けた被験体に由来するサンプルと請求項１～２０いずれか記載
のMHC分子構築物とを接触させる工程、および
　（ｂ）MHC分子構築物の任意の結合を測定し、それにより医薬の有効性を決定する工程
、ここで、結合が、異常な細胞の情報を示し、該異常な細胞に対する効果が医薬の有効性
の指標である、
を含むMHC認識細胞が関与する疾患に対する医薬の有効性を決定する方法。
【請求項４６】
　MHC認識細胞が、炎症性、自己免疫性、アレルギー性、ウイルス性、癌性、感染性、同
種異系または異種（移植片対宿主および宿主対移植片）起源の疾患に関与する請求項４３
～４５いずれか記載の方法。
【請求項４７】
　疾患が、クローン病もしくは潰瘍性結腸炎等の慢性炎症性腸疾患、硬化症、Ｉ型糖尿病
、慢性関節リウマチ、乾癬、アトピー性皮膚炎、喘息、悪性黒色腫、腎癌、乳癌、肺癌、
子宮の癌、子宮頸癌、前立腺癌、脳癌、頭部および頚部の癌、白血病、皮膚リンパ腫、肝
癌、結腸直腸癌、膀胱癌、拒絶関連疾患、対宿主性移植片病、または肝炎、AIDS、麻疹、
痘、水痘、風疹もしくは疱疹に関連するウイルス性疾患である請求項４６記載の方法。
【請求項４８】
　MHC認識細胞が、CD3+Ｔ細胞、γ、δＴ細胞、α、βＴ細胞、CD4+Ｔ細胞、Ｔヘルパー
細胞、CD8+Ｔ細胞、サプレッサーＴ細胞、CD8+細胞傷害性Ｔ細胞、CTL、NK細胞、NKT細胞
、LAK細胞、およびMAKの分集団から選ばれる請求項４３～４７いずれか記載の方法。
【請求項４９】
　サンプルが、組織学的材料、細胞学的材料、原発腫瘍、二次器官転移物、細針吸引物、
脾臓組織、骨髄検体、細胞スメア、剥脱性細胞検体、接触調製物、口腔スワブ、喉頭スワ
ブ、膣スワブ、気管支洗浄物、および胃洗浄物から、臍帯から、および血液（好ましくは
、血液または白血球搬出産物などの他の血液由来調製物から単離された末梢血液単核細胞
（PBMC）集団から）等の体液から、ならびに痰サンプル、喀出物、および気管支吸引液か
ら選ばれるものである請求項４３～４５いずれか記載の方法。
【請求項５０】
　結合の測定が、顕微鏡での検査、光、蛍光、電子透過、またはフローサイトメトリーに
より行われる請求項４３～４９いずれか記載の方法。
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【請求項５１】
　サンプルが支持体上にマウントされる請求項４３～５０いずれか記載の方法。
【請求項５２】
　支持体が固体または半固体の支持体である請求項５１記載の方法。
【請求項５３】
　支持体が、ガラススライド、１つ以上のウェルを有するマイクロタイタープレート、ビ
ーズ、粒子、膜、フィルター、フィルター膜、ポリマースライド、ポリマー膜、チャンバ
ースライド、皿、およびペトリ皿から選ばれるものである請求項５１または５２記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、関連する標的細胞上の対抗レセプター（counterreceptor）に結合すること
ができるリガンドを有する多価化合物の分野に関する。本発明の化合物は、化合物を広範
囲の様々な適用のために非常に好適にする多数の好都合な特徴を有している。具体的には
、本発明は、1つ以上のMHC分子を含む新規なMHC分子構築物に関する。このような構築物
のMHC分子の親和性および結合力（avidity）は驚くほど大きい。多数のMHC分子を標的細
胞に提示することができることにより、本発明のMHC分子構築物は、例えば、診断分野に
おいて極めて有力なツールになる。本発明によって含まれるものには、MHC分子およびMHC
分子多量体およびMHC分子構築物のサンプルマウント（sample-mounted）使用がある。本
発明はさらに、一般には、治療方法および治療組成物を含む治療分野に関する。本発明の
治療組成物はインビボおよびエキソビボの両方において適用することができる。
【０００２】
発明の背景
　リガンドが標的細胞表面の対抗レセプターに特異的に連結することにより、ヒト生物に
おける多くの重要な応答が制御される。ペプチドホルモンに対するレセプター（例えば、
インスリンレセプター（IR））にリガンドが結合することの生理学的意味が何十年にわた
って知られている。ペプチドホルモンが1つの器官から分泌されて、その作用を局所的に
発揮することがあるか、あるいは遠位に様々な細胞タイプまたは組織に血液によって分配
されることがある。様々なレセプターに関連する生物学的機能の我々の今日の理解が、生
理学的応答のリガンド結合およびシグナル伝達および他の測定の詳細な研究からもたらさ
れている。
【０００３】
　最近では、特異的な免疫応答の調節に関連する様々なより複雑なリガンドレセプター相
互作用が報告されている。例えば、主要組織適合性複合体（MHC、ヒトではHLA）によって
コードされるペプチドエピトープに特異的な膜分子とＴ細胞レセプター（TCR）との生化
学的相互作用が、特異的な免疫応答を誘発させるためには必要であることが現在では広く
知られている。このタイプのリガンドレセプター相互作用は、インスリンとIRとのような
より「従来的」なリガンドレセプターモデルと比較して少しより複雑である。Ｔ細胞の活
性化は、他のレセプターを介して同時に起こるシグナル伝達をも必要とし、そして関与す
る細胞間の密な物理的接触を確保するために他の膜分子（例えば、接着タンパク）間の連
結からさらなる結合エネルギーを獲得し得る。
【０００４】
　特異的（適応）免疫系は、「異物」または「非自己」の侵入物による攻撃から身体を特
異的に防御するために一緒に働く細胞および器官の複雑なネットワークである。さらに、
免疫系はまた、異物侵入物に対する抵抗性を物理的および化学的な手段によってもたらす
様々な細胞タイプおよび組織からなるあまり特異的でない防御線（いわゆる先天免疫系）
を含む。
【０００５】
　特異的免疫系の細胞ネットワークは、様々な疾患に対する身体の主要な防御の1つであ
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る。特異的免疫系は、様々な方法で、癌を含む疾患に対して働く。
【０００６】
　従って、ヒト免疫系の活性化の基礎をなす分子機構の詳細な知識は、ヒトにおける疾患
を抑制するための顕著な効果および重要性を有し得るだけではない。詳しく理解すること
によりまた、様々な診断ツールが、経済的に重要な他の脊椎動物種における感染症および
他の疾患を抑制するためにもたらされる。詳しく理解することによりさらに、感染症およ
び他の疾患が制御されるように免疫系を（インビボおよびエキソビボの両方で）操作でき
るという可能性がもたらされる。
【０００７】
　ヒトMHC遺伝子座（HLA遺伝子座）に存在する遺伝子は、1組の非常に多型の膜タンパク
質をコードしており、それらは細胞内区画においてペプチドをサンプル抽出し、そのよう
なペプチドエピトープをＴ細胞表面の抗原特異的レセプター（TCR）に提示する。この遺
伝子座の甚だしい遺伝子多型は、個体における免疫系の特徴的な遺伝子的指紋に対する背
景であり、そしてそのような遺伝子多型により、ヒト集団が認識し、応答することができ
る抗原性ペプチドエピトープのレパートリーが規定される。従って、HLA分子は、ヒト疾
患の浸透度および拡大を決定する際の重要な因子である。他の高等脊椎動物種のMHC分子
は、ヒトにおけるHLAについて報告される分子と同一の生物学的機能を発揮する。
【０００８】
　十分かつ適切な応答を誘発させるために、免疫系は、MHC分子およびTCR分子のペプチド
特異的な相互作用から生じるシグナル伝達（シグナル1）に加えて、他のいわゆる共刺激
分子の連結による刺激（シグナル2）もまた獲得する。両群の免疫活性化リガンドは、低
い親和性でそれらの特異的な対抗レセプターに結合する。例えば、1価MHC-TCRの相互作用
は10mMの親和定数を有し、数分に対応する半減期を有することが測定されている。Ｔ細胞
上のCD28と抗原提示細胞表面の共刺激分子との相互作用は同じレベルの親和性を有する。
この低い固有的親和性は、特異的な免疫応答のために必要とされる特異的な相互作用の定
量的分析を制限していた重要な要因であった。Davisおよび共同研究者によって1996年に
最初に報告された技術（参考文献1、Science、274、94～96（1996））ではあるが、可溶
性の四量体MHC複合体を製造する最近確立された技術により、ペプチドエピトープに特異
的なMHCとＴ細胞表面のTCRとの特異的な相互作用を分析および検出するためのツールがあ
る種のいくつかの適用において提供されている。様々な四量体が、特異的なペプチド決定
基の存在下で折り畳まれたMHCクラスI分子をビオチン化し、その後、ストレプトアビジン
と架橋することから得られる。現在まで、いくつかのインビトロアッセイおよびインビボ
アッセイ（限定希釈アッセイ、増殖アッセイ、サイトカイン活性または細胞傷害活性、EL
ISPOTおよびフローサイトメトリー）が、癌、感染性疾患および自己抗原に対する細胞傷
害性Ｔ細胞の応答をモニターするために確立されている。臨床的効力（例えば、癌ワクチ
ンの臨床的効力）を予測するためのこれらの方法の最も有用な方法はまだ明らかにされて
いないが、四量体の潜在的可能性についてはこの分野では非常に期待されている。より最
近に開発された別の方法において、Schneckのグループは、免疫グロブリンを、2価のペプ
チド-MHC-IgG複合体を製造するための分子足場として使用した（参考文献2）。数多くの
報告により、両タイプの低価数（oligovalent）のMHC複合体が抗原特異的Ｔ細胞に結合す
ることが示されている。そのような方法は、科学的で、実用的または臨床的な使用に有益
であることが判明している。
【０００９】
　しかしながら、これまでの報告された知見には依然として改善の余地がある。多くのMH
C分子は、非常に容易に得ることができない不安定な化合物であり、そして機能的である
ためには正しく折り畳まれる必要があり、そしてTCRとの十分な相互作用を得ることを困
難にする、TCRに対する低い固有的な結合親和性を有している。これらの障害は、その複
合的な影響とともに、MHC多量体技術の利用および多くの研究室における使用を制限して
いる。以前の報告は、ペプチドエピトープに特異的な2個～4個のMHCクラスI分子またはMH
CクラスII分子からなる多価複合体の結合を明らかにするだけであった。そのような多価
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複合体の結合は、高親和性のＴ細胞クローンの検出を可能にするだけである。すなわち、
例えば、亜優勢のペプチド/MHCエピトープに対して特異的に応答する様々なＴ細胞クロー
ンを逃している。
【００１０】
　多くの技術、例えば、フローサイトメトリー、ELISAまたは電気泳動のような技術では
、ホモジネート化された組織または細胞または細胞フラグメントが使用される。しかし、
多くの適用においては、その本来の環境および状況において、すなわち、形態が保持され
ているサンプルにおいて潜在的な標的を同定および研究できることは重要な利点である。
しかし、これは、測定において使用される手段に対して非常に大きな要求を課すものであ
る。そのような手段は、形態が保持されているときに目的とする標的に結合することがで
きなければならない。
【００１１】
　早期診断の利点は極めて大きい。重大な疾患または状態の診断が早期に確立されるほど
、治癒または少なくとも制御の可能性が良好になる。しかし、これには、高感度で、特異
的で、そしてとりわけ非常に確実な手段が必要である。後者は、例えば、非常に多くの偽
陽性の結果および非常に多くの偽陰性の結果の両方を避けるためには重要である。
【００１２】
　診断法、予後法ならびに患者のモニタリングおよび階層化のために広く使用されている
1つの方法が、組織化学であり、特に免疫組織化学（IHC）（または免疫細胞化学、ときに
はそう呼ばれることがある）である。IHCは、組織形態学の研究と一緒になって、様々な
生体高分子または関連する生化学的事象をその現場において明らかにするための強力なツ
ールであり、そして生物医学研究および臨床診断研究において、特に腫瘍診断のためにこ
れまで適用されており、そして引き続き広範囲に適用される。
【００１３】
　従って、組織化学は、例えば、類似する組織学的パターンを有する腫瘍を区別するため
に、そして腫瘍の予後判定において、転移した腫瘍の起源を明らかにするために（すなわ
ち、早期の新生物プロセスを検出するために）、そして腫瘍の再発を確認するために、そ
して様々な治療の有効性を測定するために使用される。
【００１４】
　研究適用では、IHCは、DNAレベルおよびRNAレベルでの結果に対する補足的分析および/
または確認分析として生物学的構造体の細胞学的分布および組織学的分布を判定すること
において明かな役割を有している。
【００１５】
　本発明はさらに、治療分野において有力なツールを提供する。診断および治療は、密接
に繋がった2つの分野である。診断はまた、適切かつ最適な治療を決定または選択するこ
とに関係する。様々な医薬品は、疾患の特定の異型を効果的に標的化してより特異的にな
るので（いわゆるデザイナー薬物）、診断と治療との相互関係はより重要かつ不可分にな
っている。さらに、免疫系の理解が増大することにより、医薬品を設計する可能性が、そ
れに対する要求とともに生じる。
【００１６】
　抗腫瘍免疫療法または抗ウイルス免疫療法の主要な目的は、標的細胞を殺すことを可能
にする抗原特異的かつ長寿命の保護的なＴ細胞を生じさせることである。抗原特異的なＴ
細胞が単離されると、そのようなＴ細胞は共刺激分子の存在下で培養することができる。
Dynabeads（登録商標）などの磁気ビーズは、様々な共刺激分子に対して開発された抗体
でコーティングすることができ、そしてＴ細胞の様々なサブセットのエキソビボでの長期
間の成長を支える人工APCとして使用することができる。ヒトのエフェクターＴ細胞集団
のエキソビボでのこの初回刺激および拡大は、様々なタイプの癌および感染性疾患に対す
る免疫療法適用における使用に関して大きい潜在的可能性を有している。
【００１７】
　明らかに、細胞の機能を実質的に妨げる免疫療法の成功はこれまで限られていたが、こ
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れは、癌および自己免疫疾患を含む広範囲の重篤な疾患を処置する1つの方法であると引
き続き考えられている。
【００１８】
　以前に報告された知見にもかかわらず、新しい方法のための多くの余地が依然として存
在する。本発明は、そのような新しい方法を診断分野および治療分野の両方で提供する。
【００１９】
発明の要旨
　多価MHC化合物の実際の潜在的可能性を利用するために、新規なMHC分子構築物が作製さ
れた。これらは、数多くの長所を有することが示されており、従って、これらの新規な構
築物に対する期待は大きい。本発明の構築物は、十分に明らかにされたTCR特異的リガン
ドである非常に多数のMHC分子（ポリリガンド）を潜在的に発現させることができる。
【００２０】
　これらのMHC分子構築物は、比較可能な条件のもとで、知られている先行技術の四量体
よりもはるかに大きい結合力で抗原特異的なＴ細胞に結合することが本明細書中に示され
る（実施例を参照のこと）。予想外で、そして驚くほどの増大した結合エネルギーが、化
合物のより大きい価数から得られるので、そのような結合エネルギーにより、例えば、フ
ローサイトメトリーを使用して、例えば、末梢血細胞における希薄なＴ細胞集団さえも特
異的かつ効率的に染色することが可能になる（実施例を参照のこと）。
【００２１】
　従って、第1の局面において、本発明は、1つ以上のMHC分子が結合しているキャリア分
子を含む新規なMHC分子構築物に関する。この場合、MHC分子は、直接的に、または1つ以
上の結合性物質を介して、そのいずれかでキャリア分子に結合している。
【００２２】
　本発明のMHC分子構築物は、意図された適用に依存して、不溶性の形態または可溶性の
形態で提供され得る。
【００２３】
　本発明のMHC分子構築物は多数の用途を有しており、例えば、診断、予後、モニタリン
グ、階層化の各分野において、そして疾患または症状の状態を決定することにおいて、そ
して同様に治療において有益かつ有力なツールである。従って、本発明のMHC分子構築物
は、MHC認識細胞の検出を伴う様々な方法において適用することができる。
【００２４】
　さらに、本発明は、MHC分子構築物を可溶化媒体に含む組成物に関する。本発明はまた
、固体または半固体の担体に固定化されたMHC分子構築物を含む組成物に関する。
【００２５】
　前記MHC分子構築物は検出システムとして非常に好適である。従って、本発明は、検出
システムとして本明細書中に規定されるようなMHC分子構築物の使用に関する。
【００２６】
　別の局面において、本発明は、サンプルをマウントする様々な方法におけるMHC分子お
よびそのようなMHC分子の多量体の一般的な使用に関する。これらの方法には、診断方法
、予後方法、疾患または症状の進行および状態を明らかにするための方法、そして患者を
階層化するための方法が含まれる。
【００２７】
　本発明のMHC分子構築物はまた、様々な疾患に対する医薬品の予想される効力を試験す
ることにおいて、または様々な疾患の処置について試験することにおいて有益である。従
って、本発明は、医薬品または処置の効果を試験する方法に関する。この方法は、MHC分
子構築物がMHC認識細胞に結合することを検出すること、そしてMHC認識細胞の特異性に基
づいて問題とする医薬品または処置の有効性を明らかにすることを含む。
【００２８】
　上記に述べられているように、本発明はまた、一般には治療分野に関する。従って、本
発明は、それ自体、医薬品として使用される本明細書中に規定されるようなMHC分子構築
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物、そしてインビボ治療およびエキソビボ治療において使用されるMHC分子構築物に関す
る。
【００２９】
　本発明は、本明細書中に規定されるようなMHC分子構築物を有効成分として含む治療組
成物に関する。
【００３０】
　本発明の重要な局面の1つは、関連するMHC認識細胞を単離するために本明細書中に規定
されるようなMHC分子構築物を使用し、そしてそのような細胞を臨床的に関連する数にま
で拡大して得られるMHC認識細胞の有効な量を活性成分として含む治療組成物である。
【００３１】
　本発明はさらに、疾患を処置または防止または緩和するための方法、細胞のアネルギー
を誘導するための方法、ならびに免疫応答をアップレギュレーション、ダウンレギュレー
ション、調節、刺激、阻害、回復、増強および/または他の場合には操作するための方法
に関する。
【００３２】
　本発明はまた、本明細書中に規定されるようなMHC分子構築物を使用してMHC認識細胞を
得るための方法に関する。
【００３３】
　本発明の治療組成物を調製するための方法もまた本発明によって包含される。
【００３４】
　下記には、図面の簡単な説明が示される。
【００３５】
　図1～図24および図49～図57には、本発明のMHC分子構築物のいくつかの実施形態が例示
される。図49および図50には、図1～図24に示される実施形態もまた固定化形態で提供さ
れ得るが、MHC分子構築物のいくつかの実施形態が固定化形態で提供されることが特に例
示される。これらの実施形態は好適なMHC分子構築物の例であり、そして決して本発明の
範囲に対する限定ではないことを認識しなければならない。
【００３６】
　図25～図33には、特異性、サイズ効果、インキュベーション時間、濃度依存性、結合の
解離に対する時間経過、抗体による結合阻害、特異的結合に対する結合時のHLA（ヒトMHC
）対デキストラン比の影響、ならびにＴ細胞亜集団を染色する能力を含む、MHC分子構築
物の適用のいくつかが例示される（実施例を参照のこと）。従って、実用的な臨床的適用
におけるMHC分子構築物の有用性が明らかにされる。
【００３７】
　図34～図37には、興味深いHLA（ヒトMHC）のクラスI結合モチーフおよびクラスII結合
モチーフ、興味深いHIV/SIVタンパク質、Tリンパ球によって認識される興味深い腫瘍関連
抗原、およびHIV　CTLエピトープが示される。
【００３８】
　図38～図45には、実用的な適用におけるMHC分子構築物の有用性が例示される（実施例
を参照のこと）。
【００３９】
　図46～図48には、細胞表面のレセプターが、例えば、感染細胞上に提示されたMHC分子
に結合する実際の状況を本発明の構築物のMHC分子が模倣する様子が概略的に例示される
。
【００４０】
発明の詳細な説明
　本発明をより十分に説明するために、免疫系およびMHC分子の重要な特徴のいくつかが
下記に記載される。
【００４１】
　免疫系およびMHC分子
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　免疫系は自然の主要な生物情報系の1つとして考えることができる。免疫系により、内
部の環境に進入するすべての物質が評価され、そしてその性質が明らかにされ、そしてそ
れに対する行動を起こすべきかどうかが決定される。タンパク質およびペプチドが、その
ような免疫情報を得て、伝える最も重要な手段である。この観点から、MHC分子は、免疫
原性抗原の認識のために必要とされる最も本質的な分子群をコードする。MHC分子は、ペ
プチド情報のためにタンパク質代謝全体をサンプル抽出しており、この情報を免疫系の中
心的な認識ユニット（Ｔ細胞）のために利用できるようにする。しかし、これらのエフェ
クター細胞は、MHC分子とTCRとの間での実質的な相互作用を必要とする。このような相互
作用により、少なくとも2つのシグナルがナイーブＴ細胞の活性化のために必要であるこ
とが裏づけられる:1つのシグナルがMHC分子とTCRとの分子相互作用によって現れ、これに
対して、もう1つのシグナルは、共刺激リガンド（例えば、B7-1）とそれらの対抗レセプ
ター（例えば、CD28）との結合から得られる。他の分子（例えば、NKレセプター）がＴ細
胞の活性化閾値を調節し得ることもまた示されている。従って、Ｔ細胞および他の免疫適
格エフェクター細胞の完全な活性化には、多数のリガンドの協奏した作用が必要である。
すなわち、免疫応答はポリリガンド化合物の制御下にあると言うことができる。
【００４２】
　免疫系の機能は、外来侵入物または異常な自己分子（例えば、寄生虫、細菌、ウイルス
および癌）から身体を守ることである。そのような脅威は、通常、免疫系によって効率的
に除去または中和され得る。この潜在的能力を行うために、免疫系は、疾患（例えば、癌
）の発生時に発現し得る異物または異常な自己分子の存在から健康な身体における正常な
分子を識別しなければならない。理想的には、異物分子または異常な分子は除去されなけ
ればならず、一方で、身体そのものは無傷のままでなければならない。従って、免疫系の
主要な特徴の1つは、特異性、すなわち、様々な標的を識別する能力、特に、自己と非自
己とを識別する能力である。特異的（または適応）免疫系は、非常に多くの異なる細胞タ
イプを伴う。様々な免疫応答が抗原プロセシング/提示細胞およびエフェクター細胞の協
奏的相互作用から発生する。中心的なエフェクター細胞はリンパ球であり、リンパ球は、
体液性応答および細胞性応答を説明するB細胞およびＴ細胞にそれぞれ大きく分類される
。両方の細胞集団は様々なレセプターを使用するが、そのレセプターは、リコンビナトリ
アルレセプターの膨大な多様性を可能にする多くの小さい部分でそれらのゲノムにコード
される。B細胞またはＴ細胞はそれぞれが、母集団のそれらの小さいが、他とは異なる特
徴的なフラグメントを認識するこれらのレセプターの1つを有し、しかも1つのみを有する
。組み合わせられるすべてのヒトリンパ球により、母集団全体が、2つの大きい標的群に
、すなわち、免疫系によって寛容される自己抗原の群と、応答を誘発し得る非自己または
異常な抗原の群とに分けられる。免疫系の全体的な特異性が、個々のリンパ球を制御する
プロセスによってもたらされ、調節され、そして協調させられる。リンパ球クローンの欠
失または不活性化により、対応する特異性がレパートリーから除かれる。リンパ球クロー
ンの活性化および増殖により、対応する特異性が増強され、従って、免疫系を抗原に対し
て迅速かつ強く応答させることができる。
【００４３】
免疫系の細胞
　免疫系の細胞には、下記の細胞が含まれる:リンパ球は、血液中および身体の多くの他
の部分において見出される一種の白血球である。様々なタイプのリンパ球には、B細胞、
Ｔ細胞およびナチュラルキラー（NK）細胞が含まれる。
【００４４】
　B細胞およびＴ細胞は、異常な物質を特異的に認識し、その異常な物質に対して特異的
に応答し、従って、特異的な免疫系の一部である。
【００４５】
　B細胞（Bリンパ球）は成熟して、抗原として知られている外来物質を認識し、これを攻
撃するタンパク質である抗体（免疫グロブリン）を分泌する形質細胞になる。各タイプの
B細胞が、抗原表面における1つの特定のエピトープを認識する1つの特異的な抗体を産生
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する。
【００４６】
　Ｔ細胞は、MHC分子に関連して「非自己」（または異常）ペプチドの形態で抗原を示す
抗原提示細胞（APC）との相互作用によって異常な物質を認識し、これに応答する。それ
ぞれのＴ細胞クローンはＴ細胞レセプター（TCR）の1つの特徴的な特異性を発現し、これ
により、1つの特定のペプチド/MHCエピトープを認識する。
【００４７】
　Ｔ細胞は2つの主要な分集団を含む。細胞溶解性のＴ細胞は、MHCクラスI分子（下記に
記載される）に関連して異物または異常な形態の内因性ペプチドを示す感染細胞または異
物細胞または癌性細胞を直接攻撃する。MHCクラスII分子内の異物の外因性ペプチドによ
って活性化される「ヘルパー」Ｔ細胞は、他の免疫系防御因子にシグナルを送ることによ
って免疫応答の調節に寄与している。Ｔ細胞はまた、リンホカインと呼ばれるタンパク質
を産生することによって機能する。
【００４８】
　NK細胞は、すべての異物侵入物に結合して、これを殺す強力な化学物質を産生する。そ
れらは、特定の抗原を最初に認識する必要なく攻撃し、従って、先天免疫系にも関連する
免疫細胞タイプである。
【００４９】
　単球は、食作用および抗原プロセシングとして知られているプロセスで微視的な生物お
よび粒子を飲み込み、消化することができる白血球である。樹状細胞（DC）は、Ｔ細胞の
効果的な活性化を生じさせる「専門的方法」でペプチドエピトープを提示するので、特に
注目されている。プロAPCは、Ｔ細胞上に発現した様々な対抗レセプターと結合する様々
な共刺激分子を発現する。
【００５０】
　免疫系における細胞は2種類のタンパク質（すなわち、抗体およびサイトカイン）を分
泌する。特異的な抗体は、特定の抗原におけるエピトープと一致し、これにより、鍵が錠
と合う方法で十分に合致する。従来のワクチン法は、特に、抗原特異的な抗体の分泌をも
たらすヘルパーＴ細胞およびB細胞の活性化によって機能する。
【００５１】
　サイトカインは、他の細胞と連絡するために一部の免疫細胞によって産生される物質で
ある。様々なタイプのサイトカインには、リンホカイン、インターフェロン、インターロ
イキンおよびコロニー刺激因子が含まれる。
【００５２】
　B細胞およびＴ細胞による抗原認識
　B細胞およびＴ細胞は、その標的を認識するために全く異なる機構を使用する。B細胞は
可溶性の抗原を認識する。B細胞は、そのレセプターを抗体として分泌することができる
ので、細胞外空間の液相の至るところで抗原と潜在的に相互作用することができる。著し
く対照的に、Ｔ細胞のレセプターは常に膜に結合しており、抗原提示細胞（APC）の膜に
提示される抗原を認識するだけである。すなわち、Ｔ細胞の認識は、2つの細胞（すなわ
ち、Ｔ細胞およびAPC）の直接的な物理的相互作用を伴う。B細胞およびＴ細胞はまた、そ
れらが認識するものに関しても異なる。B細胞はほとんどすべての種類の有機物質を認識
することができ、これに対して、Ｔ細胞は主としてタンパク質を認識する（生物学的標的
として、タンパク質は、全生涯の構造的および機能的な基礎を構成するので、特に重要で
ある）。B細胞は、未変性タンパク質と変性タンパク質とを識別することができることに
よって例示されるように、タンパク質の三次元構造を認識する。対照的に、Ｔ細胞は未変
性タンパク質と変性タンパク質とを識別することができない。今日、Ｔ細胞は、APCの表
面においてMHC分子と一緒に提示された抗原性ペプチドを認識するだけであることが知ら
れている。一般に、細胞傷害性Ｔ細胞は短いペプチド（一般には8残基～11残基に対応す
る）を認識し、そのアミノ末端およびカルボキシ末端がMHCクラスI分子内に深く埋め込ま
れている（すなわち、ペプチドの長さには制限がある）。これに対して、ヘルパーＴ細胞
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は、アミノ末端およびカルボキシル末端がMHCクラスII分子から突き出ているより長いペ
プチド（一般には13残基～30残基に対応する）を認識する傾向がある。
【００５３】
　MHC拘束およびＴ細胞免疫性
　Ｔ細胞は、B細胞の活性を含む適応免疫系の反応性および特異性を決定する。従って、
これらの細胞に注目することは適切である。Ｔ細胞は、所与の抗原が特定のMHC分子に関
連して提示されたときにその所与の抗原を認識するだけである。Ｔ細胞は個体発生時に「
教育」され、そして特定の抗原-MHC分子の組合せに対して特異的なレセプターを有するＴ
細胞を発達させることを目的とするプロセスにおける最初の抗原刺激のときにさらに活性
化される。これらのＴ細胞は、その後、同じ抗原-MHC分子の組合せを認識することができ
るだけである。この現象は、「MHC拘束」として知られている。別の免疫現象、すなわち
、「レスポンダー状態」の現象もまた、MHC分子によって決定される。1つのMHCハプロタ
イプを有する個体は、いくつかの抗原に対して応答するが、他の抗原には応答しない。別
のMHCハプロタイプを有する他の個体は異なる応答を示す。これらの2つの現象は、何らか
の合理的な免疫操作のためには明らかに重要である。述べられたように、現在、我々は、
様々なMHC分子がそれらの両方を制御していることを知っている。これらの分子は、抗原
提示のために特異的に進化させられてきた。抗原提示の我々の現在の理解は下記のように
まとめることができる。第1に、外来物質（すなわち、抗原）はAPCによって取り込まれる
。抗原性ペプチドの細胞内プールが、細胞にとって利用可能なタンパク質すべてのタンパ
ク質分解的断片化によって作製される（これには、正常な細胞タンパク質（「自己タンパ
ク質」）と、感染性生物由来の抗原（「非自己タンパク質」）との両方が含まれることが
ある）。
【００５４】
　このペプチドプールが個体のMHC分子に差し出され、長さおよび配列に従ってサンプル
抽出される。一部が結合し、その一方で、他は無視される（MHC分子は、「決定基選択」
を行うと言われている）。続いて、MHC分子は、選択されたペプチドをさらなる分解から
保護し、それらをAPCの表面に輸送して、Ｔ細胞による精査のためにそれらをディスプレ
イする。「非自己タンパク質」に由来する抗原性ペプチドは、「自己タンパク質」に由来
するペプチドとは対照的に、Ｔ細胞によって認識され、その結果、Ｔ細胞が活性化され得
る。
【００５５】
　多数のレセプターが免疫細胞の抗原特異的活性化に関与する
　細胞のこのネットワークを制御することに関連するいくつかのリガンドレセプター相互
作用は、単純なホルモン-レセプター相互作用（例えば、インスリンおよびIR）を含むよ
り「通常的」なリガンドレセプターモデルと比較して複雑である。
【００５６】
　例えば、Ｔ細胞の完全な活性化は、TCRのシグナル伝達に加えて、様々なレセプターに
よって同時に起こるシグナル伝達をもたらす。APCおよびＴ細胞上に発現した多数の膜分
子の連結から生じる結合エネルギーにより、関与する細胞間の密な物理的接触が確保され
る。Ｔ細胞の活性化に関連する非常に重要なさらなるレセプターの1つがCD28分子であり
、これは、プロAPC表面に発現したB7ファミリーのタンパク質と結合する。Ｔ細胞表面に
発現する調節レセプターの他の知られている例には、様々なNKレセプター（NKR）があり
、これらは阻害性イソ型および活性化イソ型の両方を含む。活性化NKRおよび阻害NKRの発
現形態間のバランスにより、特定のＴ細胞を活性化するための閾値が決定されると考えら
れている。
【００５７】
　最近、TCR分子およびMHC分子を含むこの細胞相互作用に関与するレセプターおよびリガ
ンドの多くの間における分子相互作用は不安定であること、すなわち、そのような分子相
互作用は親和性が低いことが報告されている。例として、一価MHC分子-TCRの相互作用はK

D＝10mMの親和定数を有し、解離定数が1分未満であることが測定されている。CD28とB7タ
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ンパク質との分子相互作用は同じレベルの親和定数を有する。対照的に、大きい親和性の
相互作用、例えば、ホルモンリガンドレセプター結合（インスリン/IR）および抗体-抗原
結合により形成される複合体の安定性および親和性は著しくより大きい（親和定数KDは0.
1nM～10nMの範囲にある）。
【００５８】
　しかし、Ｔ細胞の活性化に関連する多数のタンパク質は、APCとＴ細胞との細胞接触を
安定化するだけでなく、Ｔ細胞の活性化のために必要とされる様々なシグナル伝達事象に
も寄与する。Ｔ細胞の活性化を決定するのは、これらのシグナル伝達事象の協奏した作用
である。例えば、細胞溶解性のナイーブＴ細胞は、少なくとも2つのシグナルを活性化の
ために必要とすることが示されている。第1のシグナルは、（APC上に発現した）MHC分子
がＴ細胞上のTCRに結合することによって送達される。第2のシグナルは、Ｔ細胞上のCD28
レセプターと連結する、例えば、B7タンパク質ファミリー由来の共刺激分子を介して送達
される。
【００５９】
　MHC分子および抗原提示:特異的な免疫系への入口
　ヒトMHC遺伝子座（HLA遺伝子座）に存在する遺伝子は、1組の非常に多型の膜タンパク
質をコードしており、それらは細胞内区画においてペプチドをサンプル抽出し、抗原提示
細胞（APC）の表面でそのようなペプチドエピトープを精査Ｔ細胞に提示する。MHC遺伝子
座の甚だしい遺伝子多型は、個体における免疫系の特徴的な遺伝子的指紋に対する背景で
あり、そのような遺伝子多型により、ヒト集団が認識し、応答することができる抗原性ペ
プチドエピトープのレパートリーが規定される。
【００６０】
　MHCクラスI分子およびMHCクラスII分子の2つのサブタイプのMHC分子が存在する。これ
らのサブタイプはTリンパ球の2つのサブタイプに対応する:1）CD8+細胞傷害性Ｔ細胞、こ
れは、通常、MHCクラスI分子によって提示されるペプチドを認識し、感染したＴ細胞また
は変異したＴ細胞を殺す;そして2）CD4+ヘルパーＴ細胞、これは、通常、MHCクラスII分
子によって提示されるペプチドを認識し、免疫系の他の細胞の応答を調節する。MHCクラ
スI分子は、12,000のMWを有する非グリコシル化タンパク質（軽鎖（β鎖）、これはまたb

2-ミクロブロブリンとして知られている）と非共有結合的に会合した、43,000のMWを有す
る膜貫通糖タンパク質（α鎖）から構成される。MHCクラスII分子は、ドメイン分布が異
なるが、MHCクラスI分子と類似した全体的な構造を有する。MHCクラスII分子は、およそ3
4,000のMWおよび29,000のMWを有する2つの非共有結合的に会合した膜貫通糖タンパク質か
ら構成される。MHCクラスI分子およびMHCクラスII分子の詳細な構造は、例えば、Bjorkma
n他（参考文献8）によって、X線結晶学のレベルで解明されている。MHC分子構造の最も注
目される部分は、溝の壁を形成する2つのαらせんと、溝の床を形成する8個のβプリーツ
シートとから構成される特徴的なペプチド結合溝を示す「上部」部分である。
【００６１】
　ペプチドは、適応免疫系による「非自己」の認識における不可欠な標的構造体であり、
そしてMHC分子群が免疫系への入口を構成し、従って、ヒト疾患の浸透度および拡大を決
定する際に大きな役割を果たしていると言うことができる。他の高等脊椎動物種のMHC分
子が、ヒトにおけるHLAの生物学的機能と同一の生物学的機能を発揮している。
【００６２】
　MHC遺伝子座は極めて多型であり、すなわち、多くの異なる形態（対立遺伝子、アロタ
イプ）が集団において存在する。しかし、それぞれの個体は、これらのうちの2つを受け
継ぐだけである（1つを父親から、1つを母親から）。MHC遺伝子座はまた多遺伝子性であ
り、すなわち、数個のイソ型の同時発現を可能にする数個のMHCコード遺伝子座がゲノム
に存在する。重要なことに、多型残基の大部分は、例えば、Matsumuara他（参考文献9）
によって記載されるように、そのサイズおよび形状および機能性に影響を及ぼすペプチド
結合溝の方を向いている（point）。ペプチド-MHC相互作用は、広範囲にもかかわらず、
特異的であり、これにより、多くの関連しないペプチドがそれぞれのMHCアロタイプに結



(16) JP 4608184 B2 2011.1.5

10

20

30

40

50

合することを可能にしている。多型により、ペプチド結合の特異性が決定され、そして、
このことの生物学的結果は、集団内のそれぞれの個体が特徴的なＴ細胞レパートリーを教
育し、かつ決めるということである。
【００６３】
　様々な比較的変化しないMHCクラスI分子様分子が同定されている。この群は、CD1d、HL
A　E、HLA　G、HLA　H、HLA　F、MIC　A、MIC　B、ULBP-1、ULBP-2およびULBP-3を含む。
これらの非古典的な分子は、HLA　A、HLA　BおよびHLA　Cとは異なる組織分布および機能
を有している。それらの一部は重鎖タンパク質だけを含み、すなわち、b2m分子およびペ
プチドと会合していない。前記に記載されるように、様々な免疫応答が、抗原プロセシン
グ/提示細胞およびエフェクター細胞の協奏的相互作用から生じている。
【００６４】
　モノマー形態および可溶型形態の同族体、ならびに修飾されたMHC分子（例えば、ペプ
チドを有する単鎖タンパク質、1つの構築物に融合された重鎖および軽鎖）が、細菌、な
らびに真核生物細胞において製造されている。組換え技術およびインビトロでのタンパク
質フォールディング法における最近の進歩により、適切なＴ細胞レセプターに対して大き
い結合力で結合する多量体MHC分子を大規模に製造するための効率的なプロトコルが提供
されている。
【００６５】
　NK細胞およびMHC分子
　NK細胞は最近まで謎であった。これらの細胞は、先行する刺激の非存在下である種の腫
瘍を溶解するその能力によって定義される。しかし、最近の報告では、NK細胞の活性は、
MHC分子を含む多数のリガンドによって調節されることが示されている（参考文献5）。NK
細胞は、阻害シグナルを送達する表面レセプターを介してMHCクラスI分子を認識する。従
って、NK細胞は、MHC分子の発現を失った標的細胞を溶解することができる。腫瘍細胞は
、MHC分子に関連した腫瘍関連抗原（ペプチド）を認識する細胞傷害性Ｔ細胞からの選択
圧のためであると考えられているが、多くの場合、MHC分子のその発現を低下させている
か、または失っていることが広く知られている。この場合、NK細胞が正常な細胞と腫瘍細
胞とを識別する能力は、Ljunggren他（参考文献6）による「ミシングセルフ（missing-se
lf）仮説」によって説明される。しかし、NK細胞は、広範囲のMHC分子を認識するレセプ
ターを単に備えているだけではない。NKレセプターが複雑であることはまた、一部が活性
化しつつあり、これに対して、他が阻害性である種々のイソ型が発現していることによっ
て反映される。興味深いことに、5%～10%の（αβ）Ｔ細胞もまた、阻害レセプタースー
パーファミリーに属する、KIR、ILTまたはCD94/NKG2などの異なるNKレセプターを発現し
ている。そのようなレセプターは、細胞性免疫応答に対する活性化閾値を上げるように作
用し得る（参考文献7）。
【００６６】
　刺激性レセプターと阻害性レセプターとのバランスは、おそらくは、Ｔ細胞およびNK細
胞の活性化を制御していると考えられる。NK細胞およびＴ細胞の表面に発現した異なるNK
レセプターの一部によって、MHCクラスI分子のより広い特異性が認識され、これに対して
、他のレセプターによって、発現することがより希である対立遺伝子決定基が認識される
。従って、MHC分子が特異的な免疫応答の刺激および阻害の両方に関与し得る。
【００６７】
　Ｔ細胞レセプター
　Ｔ細胞レセプターは、免疫グロブリンスーパーファミリーのメンバーであり、それぞれ
が2つの細胞外ドメインを含む、約30,000のMWを有する2つの非共有結合的に会合した膜貫
通糖タンパク質（「α」鎖および「β」鎖）から構成される。これらの2つの鎖は二量体
を形成し、そしてより大きいタンパク質複合体のCD3と会合する。MHCクラスI分子と会合
したTCRの詳細な構造がX線結晶学レベルで解明されている。可溶性TCRの組換え形態（こ
れは細胞外ドメインから構成される）が細菌および真核生物細胞において製造されている
。
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【００６８】
　特異的なTCRリガンド（すなわち、免疫原性ペプチド/HLA複合体）と特異的なＴ細胞レ
セプターとの特異的な相互作用により、TCR/CD3複合体によって構成されるシグナロソー
ムのリガンド誘導形成がもたらされ、チロシンキナーゼ（lck、Fyn、Syk、Zap-70）およ
びアダプター（LAT、TRIMおよびGrp2）の細胞内プールとのその相互作用がもたらされる
（参考文献4）。上記に記載されるように、様々なTCRをクローン発現させ、そして適切な
ペプチド特異的MHC複合体のみが免疫応答を誘発することができる。
【００６９】
　まとめると、個々のＴ細胞クローンは、特異的なＴ細胞レセプターとその天然リガンド
との相互作用を介して内外の世界に由来する小さいフラグメント、すなわち、HLA分子に
関連したペプチドについて「試食（taste）」すると言うことができる。しかし、Ｔ細胞
は、Ｔ細胞の活性化のために適切なシグナルを（HLA分子との協奏的作用において）提供
するさらなるリガンド（複合化リガンドと言うことができる）を必要とする。
【００７０】
　共刺激分子
　適応免疫応答には、2つのシグナルが最初の活性化のために必要である:抗原提示細胞（
APC）上のペプチド-MHCがＴ細胞レセプター（TCR）に結合することによってもたらされる
1つのシグナル、そして共刺激と呼ばれる抗原非依存性のもう1つのシグナル。CD28は、Ｔ
細胞が、CD28のリガンド（B7-1（CD80）またはB7-2（CD86））を発現するAPCと遭遇した
ときに共刺激機能をもたらすＴ細胞表面の膜レセプターである。CD28の機能は、主として
、TCRによって開始されるシグナルを変化させることであり、これにより、増殖、サイト
カイン産生および細胞生存を生じさせる一連の事象において定性的および定量的な変化が
もたらされる。共刺激シグナルを伴わないナイーブＴ細胞の誘発は、Ｔ細胞を機能的に非
応答性（アネルギー、アポトーシス）にすることがある。CD28は、CD8+Ｔ細胞と比較して
、CD4+Ｔ細胞のより大きい増殖を誘導する。誘導型共刺激因子（ICOS）などを含む、CD28
免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーの他のメンバーは、活性化されたCD4+Ｔ細胞お
よびCD8+Ｔ細胞において共刺激シグナルを提供し、その増殖を高める。
【００７１】
　リンパ球応答は、活性化シグナルだけでなく、阻害シグナルによって調節される。CTLA
-4およびPD-1はそのような阻害シグナルを媒介した。CTLA-4は、CD28と比較した場合、共
有するリガンドであるB7-1およびB7-2に対してより大きい親和性を有しており、TCR-CD28
の結合のときにアップレギュレーションされる。PD-1は阻害シグナルを媒介するようであ
り、造血系由来組織および活性化されたＴ細胞において広く発現されている。インターロ
イキン-2および共刺激シグナルは、連続した細胞分裂を維持するために要求される2つの
最も重要な因子である。
【００７２】
　CD28はナイーブＴ細胞上に非常に重要な共刺激シグナルを提供するが、腫瘍壊死レセプ
ター（TNFR）スーパーファミリーにおける他の共刺激分子（4-1BB（CD137）、CD27および
OX40（CD134）など）は活性化Ｔ細胞表面に共刺激シグナルを提供して、Ｔ細胞応答の性
質を細胞生存またはアポトーシスに向かわせる。
【００７３】
　一部のCD8+エフェクターＴ細胞はCD28の発現を有していない。しかし、これらの細胞は
、レクチン様のNKG2Dホモダイマー、すなわち、MICと呼ばれるMHCクラスI様分子に対する
レセプターを発現する。NKG2Dは、CD28-CD8+Ｔ細胞に対する共刺激分子として、そしてTC
R/CD3複合体により誘導されるIL-2およびＴ細胞の増殖を一緒に引き起こしながら働く。N
KG2Dの発現および機能はサイトカインのIL-15によって選択的にアップレギュレーション
される。ヒトNKG2Dは、γ、δＴ細胞、CD8+Ｔ細胞、NK細胞、および小さいサブセットのC
D4+Ｔ細胞で発現される。ストレスによって誘導されるMIC　A分子およびMIC　B分子が、
腸上皮において、そして同様に上皮起源の様々な腫瘍において発現する。NK細胞は、腫瘍
がNKG2Dに対するリガンド（すなわち、MIC　AまたはMIC　B）を発現する場合、MHCクラス
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I分子を発現する腫瘍を拒絶することができる。NK細胞表面に発現する、自然細胞傷害性
レセプター（NCR）と呼ばれる一群のレセプター（NKp46、NKp30、NKp44）が様々な腫瘍の
NK媒介溶解に関与している。
【００７４】
　サイトカイン
　上記に述べられたように、様々なサイトカインが細胞間の連絡において重要な役割を果
たしている。サイトカインの群には下記が含まれる:
【００７５】
　インターフェロン（IFN）:インターフェロンは、体内において天然に生じるタイプのサ
イトカインである。インターフェロン-α、インターフェロン-βおよびインターフェロン
-gの3つの主要なタイプのインターフェロンが存在する。インターフェロンはNK細胞およ
びＴ細胞およびマクロファージを刺激し、これにより免疫系の機能を高める。
【００７６】
　インターロイキン:インターフェロンと同様に、インターロイキンは、体内において天
然に生じるサイトカインであり、実験室において作製することができる。多くのインター
ロイキンが同定されている:インターロイキン-2（IL-2）が癌の処置において最も広く研
究されている。IL-2は、リンパ球などの多くの免疫細胞の成長および活性を刺激する。コ
ロニー刺激因子（CSF）（これは造血性増殖因子と呼ばれることがある）は、通常、骨髄
細胞を刺激して、白血球、血小板および赤血球に分岐し、発達させる。骨髄は、すべての
血液細胞の源であるので、身体の免疫系にとって非常に重要である。
【００７７】
免疫応答を操作するための治療法およびワクチン法
　生物学的治療（免疫療法、生物療法または生物学的応答調節物質療法）は、比較的新し
いタイプの処置であり、ヒト免疫系の活性化の基礎となる細胞的および分子的な機構の知
識に基づいている。例えば、免疫系は、体内の健康な細胞と癌細胞との違いを認識し、癌
になる細胞を除去するように機能する。生物学的治療では、癌と戦うために、またはいく
つかの癌処置によって引き起こされ得る副作用を少なくするために、直接的または間接的
のいずれかで身体の免疫系を使用する。そのような免疫療法の重要な目的は、Ｔ細胞など
の適切なエフェクター細胞を刺激することによって免疫系細胞の殺傷能を高めることであ
る。
【００７８】
　癌「ワクチン」は生物学的治療の一形態である。麻疹、流行性耳下腺炎および破傷風な
どの感染性疾患に対する従来のワクチンは、免疫系が疾患の弱化体にさらされるので効果
的である。この暴露は、免疫系に、抗体を産生することによって応答を生じさせる。免疫
系が抗体を作製すると、活性化された免疫細胞の一部がその暴露を記憶する。従って、次
回、同じ抗原が体内に進入すると、免疫系は、その抗原を破壊するためにより迅速に応答
することができる。
【００７９】
　癌処置のために、研究者は、現在、癌細胞を認識するために免疫系を強化し得る様々な
ワクチンを開発している。これらのワクチンは、身体が腫瘍を拒絶し、かつ癌の再発を防
止することを助ける。感染性疾患に対するワクチンとは対照的に、癌ワクチンは、疾患が
発症する前ではなく、疾患が診断された後に注射されるように設計される。例として、腫
瘍関連抗原（TAA）に由来する適切なペプチドが負荷されたDCによる免疫化により、「腫
瘍特異的」Ｔ細胞が刺激され、これにより、一部の患者では、疾患のさらなる進行が妨げ
られ、究極的には疾患の退行がもたらされることが示されている。この方法は、DCによっ
て行われる抗原プロセシング/提示の「専門的経路」を利用している。これに対して、可
溶性の腫瘍TAAまたはTAAに由来する適切なペプチドを含む可溶性MHC分子の注射は、おそ
らくは可溶性抗原からの抗原刺激の効力が低いために、効果が限られているか、または効
果がないことが判明しているだけである。特異的なＴ細胞の低い親和性ならびに不十分な
刺激により、可溶性のペプチド/MHC分子を用いた免疫化によって得られる保護が不良であ
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ることが説明され得る。実際、本質的なリガンドレセプター相互作用の低い固有的親和性
は、特異的なＴ細胞を刺激するために可溶性の組換えタンパク質を利用することが制限さ
れることを意味している。
【００８０】
本発明
　上記から明かであるように、MHC分子は非常に重要な役割を果たしており、従って、MHC
分子を認識する細胞の検出は非常に重要であり、有益である。同様に、いくつかの試みが
、制御可能な効率的かつ一貫した方法で免疫系を操作するために行われている。しかし、
その成功は限られている。従って、実際に効き目がある免疫治療のための物質を見出すこ
とは、現在治療法がない多数の重篤な疾患に対する戦いに向けた大きなステップであると
考えられる。
【００８１】
　本発明により、様々な強力なツールが提供される。本発明は、一般には診断および治療
の分野において効率的であるいくつかのポリリガンド化合物を提供する。
【００８２】
　本発明は、エピトープ特異的なＴ細胞クローンまたは他の免疫適格エフェクター細胞な
どのMHC認識細胞におけるレセプターを検出および分析するためにMHC分子を含む化合物を
作製するという重要な研究に関する。本発明の化合物の増大した結合価により、先行技術
から知られている低価数の複合体（四量体）と比較して、驚くほど大きくなった結合力が
もたらされることが本明細書において示される。これにより、例えば、フローサイトメト
リーによって、小さい細胞集団でさえ、その定量的分析が可能になる。
【００８３】
　上記で言及された四量体は、例えば、米国特許第5,635,363号（Altman他）（参考文献1
0）から知られている。米国特許第5,635,363号には、多価成分に結合しているペプチドと
ともに2つ以上のMHC分子を含む多量体の結合性複合体が記載される。MHC分子の数は、好
ましくは4であり、従って、四量体を形成する。多価成分は、好ましくはストレプトアビ
ジンまたはアビジンである。
【００８４】
　本発明の潜在的可能性および価値は、いくつかの報告により、末梢血におけるＴ細胞の
反応性と新生物疾患の経過との間には相関がないことが明らかにされている（例えば、参
考文献11）ので明かである。例えば、腫瘍組織ならびにリンパ組織におけるＴ細胞活性の
分析により、より良好な理解が、固形腫瘍に対する免疫性に関してもたらされ得る。
【００８５】
　ヒトおよび寄生虫の一次タンパク質配列の増大しつつあるゲノムデータベースと、適切
なリガンドによってもたらされる分子情報を免疫系がどのように処理しているかというこ
の理解とを組み合わせることによって、治療用ワクチンを開発するための新しい有力な方
法がもたらされる。これは、次に、腫瘍発生によって引き起こされる疾患またはウイルス
および細菌のような病原体による感染に対する指向した効率的な免疫操作のための様々な
可能性を改善する。HIVは重要な一例である。本発明により考えられるように、組換えMHC
分子または様々な混合リガンドを作製し、これらをキャリア分子に連結できることは、免
疫応答をモニターするための新規な分析ツールを可能にし、そして新規な治療適用および
「ワクチン」適用のための合理的な基盤に寄与する。ペプチド特異的な刺激による特異的
なＴ細胞の増殖を刺激する治療組成物（「ワクチン」）は、実際に、本発明の範囲に含ま
れる可能性の1つである。従って、ペプチド特異的な刺激によって増殖する特異的Ｔ細胞
の定量的分析およびリガンド型検出が、生じた応答をモニターするために同時に行われる
はずである。非常に多型なヒトHLAをコードするタンパク質の群に由来する様々な分子を
製造するための効果的な方法は、様々なペプチドエピトープ特異的Ｔ細胞クローンを含み
得る複雑な免疫応答の進化した分析をもたらすと考えられる。本明細書中に開示される最
新技術に由来する大きい結合力に基づくフローサイトメトリーおよび組織染色法は、Ｔ細
胞応答のそのような進化した分析の開発を著しく増大させる。
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【００８６】
本発明のMHC分子構築物
　本発明のMHC分子構築物の長所の1つは、明らかに、MHC分子構築物がモノマーリガンド
および対抗レセプターの低い固有的親和性を克服しているということである。しかし、そ
のようなMHC分子構築物は、標的細胞表面の高親和性レセプター（例えば、インスリンに
対するホルモンペプチドレセプター）を標的化することを含む非常に様々な適用を有し得
ることに留意しなければならない。まとめると、標的細胞に対するポリリガンドの結合は
、直ちに商業的に注目される実用的な臨床的および科学的な用途を有する。
【００８７】
　従って、本発明は、MHC認識細胞のために多価の結合部位を提示するMHC分子の構築物を
提供する。本発明の構築物は非常に好都合な性質を有しており、広範囲の有益な用途を有
する重要なツールである。
【００８８】
　従って、第1の局面において、本発明は、1つ以上のMHC分子が結合しているキャリア分
子を含むMHC分子構築物に関する。この場合、MHC分子は、直接的に、または1つ以上の結
合実体を介して、そのいずれかでキャリア分子に結合している。
【００８９】
　本明細書中を通して使用される「1つ以上」は、1つおよび複数を含むことが意図される
。
【００９０】
　これは、一般にはMHC分子および結合実体に適用される。従って、キャリア分子には、1
つのMHC分子もしくは複数のMHC分子および/または1つの結合実体もしくは複数の結合実体
がそれに結合している。
【００９１】
　本明細書中を通して使用される「複数」は2つ以上として解釈されなければならない。
【００９２】
　これは、一般にはMHC分子および結合実体に適用される。
【００９３】
　複数のMHC分子がキャリア分子に結合しているとき、その数は、状況に応じて、キャリ
ア分子または結合実体の能力によって制限され得るだけである。結合実体の数は、キャリ
ア分子の能力および性質によって制限され得るだけである。
【００９４】
　本発明のMHC分子構築物の使用に依存して、構築物そのものは、キャリア分子を注意深
く選択することによって、可溶性の形態または不溶性の形態で提供され得る。可溶性およ
び不溶性の両方の形式により、その好都合な性質が示される。
【００９５】
　本明細書中を通して使用される用語「a」または用語「an」または用語「the」は、1つ
以上であること、すなわち、少なくとも1つであることが意味される。
【００９６】
　「MHC分子構築物」および「MHC構築物」は本明細書中では交換可能に使用され得る。
【００９７】
　本明細書中を通して使用される用語「MHC分子」によって、前記分子に属する機能の少
なくとも1つを行うことができるそのような分子が意味される。この用語には、古典的なM
HC分子および非古典的なMHC分子の両方が含まれる。MHC分子に関連して「古典的」および
「非古典的」の意味は、当業者には十分に知られている。非古典的なMHC分子には、MHC様
分子のサブグループがある。用語「MHC分子」および用語「MHC」は本明細書中では交換可
能に使用される。従って、用語「MHC分子」はさらに、MHCクラスI分子、MHCクラスII分子
、ならびに非古典的なMHCクラスI分子およびMHCクラスII分子のサブグループを含むMHC様
分子（クラスIおよびクラスIIの両方）を含むことが意図される。
【００９８】
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　本明細書中を通して使用される「MHCクラスI分子」は、重鎖、軽鎖（β2m）と一緒にな
った重鎖、可動性リンカーを介して軽鎖（β2m）と一緒になった重鎖、ペプチドと一緒に
なった重鎖、可動性リンカーを介してペプチドと一緒になった重鎖、ペプチドと一緒にな
った重鎖/β2mダイマー、および重鎖または軽鎖に対して可動性リンカーを介してペプチ
ドと一緒になった重鎖/β2mダイマーを含む、1個～3個のサブユニットを含む分子として
定義される。MHC分子鎖は、前記分子に属する機能を高めるか、または弱めるために、1個
の天然アミノ酸の置換もしくは数個の天然アミノ酸による置換によって、または挿入によ
って、または欠失によって変化させることができる。例として、ヒトβ2mの位置nnにおけ
るXXのYYによる置換は、MHCクラスI分子複合体の生化学的安定性を高め、従って、亜優勢
なペプチドエピトープのより効率的な抗原提示をもたらし得ることが示されている。
【００９９】
　本明細書中を通して使用される「MHCクラスII分子」は、α鎖およびβ鎖を含む分子（
α/βのダイマー）、ペプチドを有するα/βダイマー、そしてα鎖またはβ鎖に対する可
動性リンカーを介してペプチドと一緒になったα/βダイマー、アフィニティータグ（例
えば、jun-fos）による相互作用を介して一緒になったα/βダイマー、アフィニティータ
グ（例えば、jun-fos）による相互作用を介して一緒になり、かつさらにα鎖またはβ鎖
に対する可動性リンカーを介してペプチドと一緒になったα/βダイマーを含む、2個～3
個のサブユニットを含む分子として定義される。MHC分子鎖は、前記分子に属する機能を
高めるか、または弱めるために、1個の天然アミノ酸の置換もしくは数個の天然アミノ酸
による置換によって、または挿入によって、または欠失によって変化させることができる
。
【０１００】
　MHCクラスI様分子（非古典的MHCクラスI分子を含む）には、CD1d、HLA　E、HLA　G、HL
A　F、HLA　H、MIC　A、MIC　B、ULBP-1、ULBP-2およびULBP-3が含まれる。
【０１０１】
　MHCクラスII様分子（非古典的MHCクラスII分子を含む）には、HLA　DM、HLA　DO、I-A
β2およびI-Eβ2が含まれる。
【０１０２】
　本明細書中を通して使用される「ペプチド非含有MHCクラスI分子」は、ペプチドを有し
ない上記に定義されるようなMHCクラスI分子であることが意味される。
【０１０３】
　本明細書中を通して使用される「ペプチド非含有MHCクラスII分子」は、ペプチドを有
しない上記に定義されるようなMHCクラスII分子であることが意味される。
【０１０４】
　そのようなペプチド非含有MHCクラスI分子およびペプチド非含有MHCクラスII分子はま
た、「空」のペプチド非含有MHCクラスI分子およびペプチド非含有MHCクラスII分子と呼
ばれる。
【０１０５】
　MHC分子は、好適には、ヒト、マウス、ラット、ブタ、ウシまたは鳥類のMHC分子などの
脊椎動物のMHC分子であり得る。異なる種に由来するそのようなMHC分子は異なる名称を有
する。例えば、ヒトでは、MHC分子はHLAとして示される。当業者は、様々な種に由来する
MHC分子の名称を容易に知ることができる。
【０１０６】
　一般に、用語「MHC分子」は、対立遺伝子を含むことが意図される。例として、ヒトで
は、例えば、HLA　A、HLA　B、HLA　C、HLA　D、HLA　E、HLA　F、HLA　G、HLA　H、HLA
　DR、HLA　DQおよびHLA　DPの対立遺伝子が注目され、マウス系ではH-2対立遺伝子が注
目される。同様に、ラット系ではRT1対立遺伝子が注目され、ブタ系ではSLA対立遺伝子が
注目され、ウシ系ではBoLAが注目され、そして鳥類系では、例えば、ニワトリB対立遺伝
子が注目される。
【０１０７】
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本発明のMHC分子構築物の定義は、MHC分子に関して様々な有益な可能性が可能である。従
って、有益なMHC分子構築物の例として、下記のようなMHC分子構築物がある:
MHC分子の少なくとも2つが異なるMHC分子構築物、
MHC分子が同じであるMHC分子構築物、
MHC分子によって収容（harbour）されるペプチドの少なくとも2つが異なるMHC分子構築物
、
MHC分子によって収容されるペプチドが同じであるMHC分子構築物、
MHC分子によって収容されるペプチドが、非天然アミノ酸を含有するように、または親水
基もしくは疎水基を含有するように化学修飾または化学合成されているMHC分子構築物、
　MHCクラスI分子によって収容されるペプチドが可動性リンカーによってMHCクラスI重鎖
に連結されているMHC分子構築物、
　MHCクラスI分子によって収容されるペプチドが可動性リンカーによってMHCクラスI軽鎖
（β2m）に連結されているMHC分子構築物、
　ペプチドが、可動性リンカーによって軽鎖（β2m）と結合したMHCクラスI重鎖を含むMH
CクラスI分子によって収容されているMHC分子構築物、
　MHCクラスII分子によって収容されるペプチドが可動性リンカーによってα鎖に連結さ
れているMHC分子構築物、
　MHCクラスII分子によって収容されるペプチドが可動性リンカーによってβ鎖に連結さ
れているMHC分子構築物、
　MHCクラスI分子が変異しているMHC分子構築物、
　MHCクラスII分子が変異しているMHC分子構築物。
【０１０８】
　上記の列挙は、決して包括的ではなく、多数の有益な可能性の概略である。
【０１０９】
　特に、複数のMHC分子によって包囲されるペプチドが互いに異なる場合、そのようなペ
プチドは、数タイプのMHC認識細胞を同時に検出するために使用することができる。これ
は、異なるペプチドで満たされたMHC分子を含む1つのMHC分子構築物を用いることによっ
て、または同じタイプのペプチドを有するMHC分子をそれぞれが含む数個のMHC分子構築物
（例えば、1つのペプチドを示す1つのMHC分子構築物および別のペプチドを示す別のMHC分
子構築物）を用いることによって、そのいずれでも達成することができる。
【０１１０】
　本発明のMHC分子構築物の1つの実施形態において、1つ以上のMHC分子がキャリア分子に
直接結合している。別の実施形態において、1つ以上のMHC分子が1つ以上の結合実体を介
してキャリア分子に結合している。
【０１１１】
　MHC分子が1つ以上の結合実体を介して結合しているとき、それぞれの結合実体は、好適
には、1個～10個、例えば、1個～8個、1個～6個、1個～4個、1個～3個または1個もしくは
2個のMHC分子がそれに結合している。しかし、MHC分子の可能な数（すなわち、どのくら
い多くのMHC分子が結合し得るか）は問題としている結合実体に依存することを理解しな
ければならない。従って、結合実体を注意深く選ぶことによって、10個を越えるMHC分子
をそれぞれの結合実体に結合させることが可能であり得る。しかし、この数は、それぞれ
の結合実体に結合したMHC分子の平均数であり得ることを理解しなければならない。従っ
て、MHC分子構築物が、非常に多くの場合には特定の所望する重量分布で製造および精製
されるので、そのような数のMHC分子が結合実体上に均一または非均一に分布し得る。従
って、平均数は、少数の非限定的な例を述べるためには、整数である必要はないが、2つ
の整数の間でなんでもよく（すなわち、小数）、例えば、2.8、4.7または5.3であり得る
。
【０１１２】
　MHC分子構築物のMHC分子の総数は原理的には無制限である。従って、構築物のMHC分子
の総数は、好適には、少なくとも4、少なくとも5、少なくとも6、少なくとも7、少なくと
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も8、少なくとも9、少なくとも10、少なくとも12、少なくとも16、少なくとも20、少なく
とも24、少なくとも28、少なくとも32、または少なくとも64であり得る。特に、構築物の
MHC分子の総数は、1～100の範囲内、1～95の範囲内、1～90の範囲内、1～85の範囲内、1
～80の範囲内、1～75の範囲内、1～70の範囲内、1～65の範囲内、1～60の範囲内、1～55
の範囲内、1～50の範囲内、1～45の範囲内、1～40の範囲内、1～35の範囲内、1～30の範
囲内、1～25の範囲内、1～20の範囲内、1～15の範囲内、1～10の範囲内、1～5の範囲内、
1～4の範囲内、1～3の範囲内、または1もしくは2であり得る。用語「総数」は、キャリア
分子に直接結合しているMHC分子だけでなく、1つ以上の結合実体を介してキャリア分子に
結合しているMHC分子を含むことが意図されることを理解しなければならない。しかし、
この総数は、結合しているMHC分子の平均数であり得ることを理解しなければならない。
従って、そのような数のMHC分子が、複数のMHC分子構築物の間で均一または不均一に分布
し得る。従って、平均数は、少数の非限定的な例を述べるためには、整数である必要はな
いが、2つの整数の間の任意の数（すなわち、小数）であり、例えば、28.4、44.5または5
7.2であり得る。
【０１１３】
　結合実体は、MHC分子を結合させ、同時に、MHC分子をMHC認識細胞に結合できるように
させるために好適な任意のそのようなものである。好適な結合実体の例には、ストレプト
アビジン（SA）およびアビジンおよびそれらの誘導体、ビオチン、免疫グロブリン、抗体
（モノクローナル、ポリクローナルおよび組換え）、抗体フラグメントおよびそれらの誘
導体、AP-1のロイシンジッパードメイン（junおよびfos）、hexa-his（金属キレート成分
）、hexa-hat　GST（グルタチオンS-トランスフェラーゼ）グルタチオン親和性、カルモ
ジュリン結合ペプチド（CBP）、Streptタグ、セルロース結合ドメイン、マルトース結合
タンパク質、S-ペプチドタグ、キチン結合タグ、免疫反応性エピトープ、エピトープタグ
、E2Tag、HAエピトープタグ、Mycエピトープ、FLAGエピトープ、AU1エピトープおよびAU5
エピトープ、Glu-Gluエピトープ、KT3エピトープ、IRSエピトープ、Btagエピトープ、プ
ロテインキナーゼCエピトープ、VSVエピトープ、様々な化合物（炭水化物、脂質およびタ
ンパク質を含む）に対する結合を媒介するレクチン（例えば、ConA（タチナタマメ［Cana
valia　ensiformis］）またはWGA（コムギ胚芽凝集素））、ならびにテトラネクチンまた
はプロテインAもしくはプロテインG（抗体親和性）がある。そのような結合実体の組合せ
もまた含まれる。非限定的な例は、ストレプトアビジン-ビオチンおよびjun-fosである。
特に、MHC分子にタグが付けられるとき、結合実体は「抗タグ」にすることができる。「
抗タグ」により、タグに結合する抗体およびそのようなタグに結合することができる任意
の他の分子が意味される。
【０１１４】
　結合実体の数および密度および性質はそれぞれのキャリア分子について変化させること
ができる。結合実体はリンカーによってキャリア分子に結合され得ることを理解しなけれ
ばならない。好適なリンカーには、カルモジュリン結合ペプチド（CBP）、6xHIS、プロテ
インA、プロテインG、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、Streptタグ、セルロー
ス結合ドメイン、マルトース結合タンパク質、S-ペプチドタグ、キチン結合タグ、免疫反
応性エピトープ、エピトープタグ、GSTタグ化タンパク質、E2Tag、HAエピトープタグ、My
cエピトープ、FLAGエピトープ、AU1エピトープおよびAU5エピトープ、Glu-Gluエピトープ
、KT3エピトープ、IRSエピトープ、Btagエピトープ、プロテインキナーゼCエピトープ、V
SVエピトープが含まれる。
【０１１５】
　1つ以上のMHC分子は、好適には、タグによって結合実体に結合させることができる。タ
グの例が、好適な結合実体の定義のもと、上記に示される。従って、組換え的にタグが付
けられているか、または化学的にタグが付けられているMHC分子は、親和性が大きいため
に、結合実体に特異的に結合する。MHC分子の組換えタグはさらに、構築物における位置
特異的な結合部位を可能にする。
【０１１６】
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　タグは、MHC分子の任意の部分に存在させることができる。しかし、現時点では、タグ
は、好ましくは、MHC分子の細胞結合部から離れて存在させることが望ましいと考えられ
る。
【０１１７】
　例として、タグが付けられたMHC分子は、MHCクラスI重鎖分子と、酵素的なモノビオチ
ン化のためのC末端の標的ペプチド配列とからなる組換えMHC融合分子であり得る。アフィ
ニティータグがC末端に存在することにより、MHC分子のN末端の細胞結合部の最適な暴露
が可能になる。現時点では、ビオチン化のための標的配列もまたβ2m分子に存在させるこ
とができると考えられる。化学的にビオチン化されたMHCタンパク質は、ストレプトアビ
ジン結合実体に結合する。ビオチン化されたMHC分子は、大きい親和性でストレプトアビ
ジンに結合する。MHC分子対ストレプトアビジンの比は、ストレプトアビジン複合体にお
ける4つのビオチン結合部位のために、理論的には4:1である。
【０１１８】
　多くの適用において、MHC分子構築物が1つ以上の生物学的に活性な分子をさらに含むこ
とは好都合である。用語「生物学的に活性な」により、化合物が、MHC分子構築物の結合
特性または作用に影響を及ぼし得ることが意味される。「1つ以上」、「複数」、「a」、
「an」および「the」のこれらの用語に関して、上記の定義が参照される。従って、MHC分
子構築物は、同じまたは異なっていてもよい数個の生物学的に活性な分子を含むことがで
きる。
【０１１９】
　そのような生物学的に活性な分子は、特に、タンパク質、共刺激分子、細胞調節分子、
レセプター、アクセサリー分子、接着分子、天然リガンド、および毒性分子、ならびに、
前記のいずれかに対する抗体および組換え結合分子、そしてそれらの組合せからなる群か
ら選択することができる。
【０１２０】
　「組換え結合性分子」は、組換え技術によって調製されるペプチドフラグメントなどの
分子で、天然分子の活性（例えば、アップレギュレーションまたはダウンレギュレーショ
ン）を模倣するか、または天然分子の活性を阻害もしくは阻止する能力を有する分子を意
味することが意図される。
【０１２１】
　生物学的に活性な分子は、好適には、直接的に、または1つ以上の結合実体を介して、
そのいずれかでキャリア分子に結合させることができる。
【０１２２】
　特に、生物学的に活性な分子は下記から選択することができる:
【０１２３】
　タンパク質、例えば、MIC　A、MIC　B、CD1d、HLA　E、HLA　F、HLA　G、HLA　H、ULBP
-1、ULBP-2およびULBP-3のようなMHCクラスI様タンパク質など、
　共刺激分子、例えば、CD2、CD3、CD4、CD5、CD8、CD9、CD27、CD28、CD30、CD69、CD13
4（OX40）、CD137（4-1BB）、CD147、CDw150（SLAM）、CD152（CTLA-4）、CD153（CD30L
）、CD40L（CD154）、NKG2D、ICOS、HVEM、HLAクラスII、PD-1、Fas（CD95）、Ｔ細胞お
よび/またはNK細胞において発現するFasL、CD40、CD48、CD58、CD70、CD72、B7.1（CD80
）、B7.2（CD86）、B7RP-1、B7-H3、PD-L1、PD-L2、CD134L、CD137L、ICOSL、APC細胞お
よび/または腫瘍細胞において発現するLIGHTなど、
　細胞調節分子、例えば、CD16、NKp30、NKp44、NKp46、NKp80、2B4、KIR、LIR、CD94/NK
G2A、NK細胞において発現するCD94/NKG2C、IFN-α、IFN-β、IFN-γ、IL-1、IL-2、IL-3
、IL-4、IL-6、IL-7、IL-8、IL-10、IL-11、IL-12、IL-15、CSF（コロニー刺激因子）、
ビタミンD3、IL-2トキシン、シクロスポリン、FK-506、ラパマイシン、TGF-β、クロトリ
マゾール、ニトレンジピンおよびカリブドトキシンなど、
　アクセサリー分子、例えば、LFA-1、CD11a/18、CD54（ICAM-1）、CD106（VCAM）、およ
びCD49a、b、c、d、e、f/CD29（VLA-4）など、
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　接着分子、例えば、ICAM-1、ICAM-2、GlyCAM-1、CD34、抗LFA-1、抗CD44、抗β7、ケモ
カイン、CXCR4、CCR5、抗セレクチンL、抗セレクチンEおよび抗セレクチンPなど、
　トキシン、酵素、抗体、放射性同位体、化学発光物質、生物発光物質、ポリマー、金属
粒子およびハプテンから選択される毒性分子、例えば、シクロホスファミド、メトトレキ
サート、アザチオプリン、ミゾリビン、15-デオクススペルグアリン、ネオマイシン、ス
タウロスポリン、ゲネステイン、ヘルビマイシンA、シュードモナスのエンドトキシンA、
サポリン、リツキサン、リシン、ゲムツズマブ・オゾガミシン、志賀トキシン、無機水銀
剤および有機水銀剤のような重金属、ならびにFN18-CRM9、放射性同位体（ヨウ化物、コ
バルト、セレン、トリチウムおよびリンの取り込まれた同位体など）、ならびにDNPなど
のハプテン、ならびにジゴキシギニンなど、
　そして、前記のいずれかの組合せ、ならびに、関連する場合には、前記に対する抗体（
モノクローナル、ポリクローナルおよび組換え）。抗体誘導体またはそのフラグメントも
また使用することができる。
【０１２４】
　MHC分子構築物のMHC認識細胞に対する結合の容易な検出を可能にするために、構築物は
標識することができる。従って、別の局面において、本発明は、1つ以上の標識化合物を
さらに含む、上記に定義されるようなMHC分子構築物に関する。「1つ以上」、「複数」、
「a」、「an」および「the」の上記に示されるこれらの用語の定義はこの場合にも適用さ
れる。複数の標識化合物は、どこでも、同じまたは異なっていてもよい2つ以上の標識化
合物として理解しなければならない。
【０１２５】
　特に、
　１つ以上の標識化合物がキャリア分子に結合され得、あるいは
　１つ以上の標識化合物が１つ以上の結合実体に結合され得、あるいは
　１つ以上の標識化合物が１つ以上のMHC分子に結合され得、あるいは
　１つ以上の標識化合物がキャリア分子および／または１つ以上の結合実体および／また
は１つ以上のMHC分子に結合され得、あるいは
　１つ以上の標識化合物がMHC分子によって包囲されるペプチドに結合され得る。
【０１２６】
　いくつかの適用においては、異なるMHC分子構築物を、組合せとしてまたは個々の段階
においてのいずれかで適用することが利点であり得る。かかる異なるMHC分子構築物は、
異なるように（すなわち、異なる標識化合物を用いて標識することによって）標識され得
、異なる標識MHC認識細胞の可視化を可能にする。従って、異なる標識化合物を有する数
個の異なるMHC分子構築物が存在する場合、MHC分子構築物のそれぞれが異なるペプチドを
提示する場合、１つより多くの特異的なレセプターを同定することが同時に可能である。
【０１２７】
　標識化合物は、好ましくは、直接的または間接的に検出可能であるような化合物である
。
【０１２８】
　標識化合物は、直接的または間接的な検出に適切な任意の標識化合物であり得る。用語
「直接的」により、標識化合物が、二次化合物を必要とするなく、それ自体で検出され得
ること、すなわち、標識化合物が「一次」標識化合物であることが意味される。用語「間
接的」により、標識化合物が、１つ以上の「二次」化合物を使用することによって検出さ
れ得ること、すなわち、検出が、一次化合物への二次化合物の結合を検出することによっ
て行われることが意味される。
【０１２９】
　標識化合物はさらに、適切なリンカーを介して結合され得る。標識化合物への結合に適
切なリンカーは当業者により容易に知される。
【０１３０】
　かかる適切な標識化合物の例は、蛍光標識、酵素標識、放射性同位体、化学発光標識、
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生物発光標識、ポリマー、金属粒子、ハプテン、抗体および色素である。
【０１３１】
　標識化合物は、下記から好適に選択され得る：
【０１３２】
　蛍光標識、例えば、5-（および6）-カルボキシ-フルオレセイン、5-または6-カルボキ
シフルオレセイン、6-（フルオレセイン）-5-（および6）-カルボキサミドヘキサン酸、
フルオレセインイソチオシアナート（FITC）、ローダミン、テトラメチルローダミン、な
らびに色素、例えば、Cy2、Cy3およびCy5）、任意に置換されたクマリン（AMCAを含む）
、PerCP、フィコビリプロテイン（R-フィコエリトリン（RPE）およびアロフィコエリトリ
ン（APC）を含む）、テキサスレッド、プリンセストンレッド、緑色蛍光タンパク質（GFP
）およびそのアナログ、ならびにR-フィコエリトリンまたはアロフィコエリトリンと、例
えば、Cy5またはテキサスレッドとの結合体、ならびに半導体ナノ結晶（量子ドットナノ
結晶およびQdotTMナノ結晶など）に基づく無機蛍光標識、ならびにEu3+およびSm3+のよう
なランタニドに基づく時間分解蛍光標識から、
【０１３３】
　DNP、ビオチンおよびジゴキシギニンなどのハプテンから、
【０１３４】
　西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）、アルカリホスファターゼ（AP）、β-ガラクトシ
ダーゼ（GAL）、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ、β-N-アセチルグルコサミニダ
ーゼ、β-グルクロニダーゼ、インベルターゼ、キサンチンオキシダーゼ、ホタルルシフ
ェラーゼおよびグルコースオキシダーゼ（GO）のような酵素標識から、
【０１３５】
　ルミノール、イソルミノール、アクリジニウムエステル、1，2-ジオキセタン類および
ピリドピリダジン類のような発光性標識から、ならびに
【０１３６】
　ヨウ化物、コバルト、セレン、トリチウムおよびリンの取り込まれた同位体のような放
射性標識から。
【０１３７】
　放射性標識は、特に、MHC分子によって包囲されるペプチドを標識することに関連して
注目され得る。
【０１３８】
　上記に定義されるように、本発明のMHC分子構築物はキャリア分子を含む。キャリア分
子は可溶性のキャリア分子または不溶性のキャリア分子であり得る。キャリア分子は、MH
C分子、結合実体、および／または生物学的に活性な化合物の結合を可能にし、同時に構
築物の有利な性質を提供する任意のかかる分子であり得る。適切なキャリア分子の例を下
記である：
【０１３９】
　多糖類（デキストラン、カルボキシメチルデキストラン、デキストランポリアルデヒド
、カルボキシメチルデキストランラクトン、およびシクロデキストリンが挙げられる）、
【０１４０】
　プルラン、シゾフィラン、スクレログルカン、キサンタン、ゲラン、O-エチルアミノグ
アラン、キチンおよびキトサン（6-O-カルボキシメチルキチンおよびN-カルボキシメチル
キトサンが挙げられる）、
【０１４１】
　誘導体化セルロース化合物（カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチルヒドロキ
シエチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、6-アミノ-6-デオキシセルロースお
よびO-エチルアミンセルロースが挙げられる）、
【０１４２】
　ヒドロキシル化デンプン、ヒドロキシプロピルデンプン、ヒドロキシエチルデンプン、
カラゲナン、アルギン酸塩、およびアガロース、
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【０１４３】
　合成多糖類（フィコールおよびカルボキシメチル化フィコールが挙げられる）、
【０１４４】
　ビニルポリマー（ポリ（アクリル酸）、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（アクリル酸エ
ステル）、ポリ（メタクリル酸2-ヒドロキシエチル）、ポリ（メタクリル酸メチル）、ポ
リ（マレイン酸）、ポリ（無水マレイン酸）、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（エチル-c
o-酢酸ビニル）、ポリ（メタクリル酸）、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（ビニルアル
コール-co-クロロ酢酸ビニル）、アミノ化ポリ（ビニルアルコール）、およびそれらのコ
ブロックポリマーが挙げられる）、
【０１４５】
　ポリマー骨格（鎖状、櫛型またはStarBurstTMデンドリマーが挙げられる）を含むポリ
エチレングリコール（PEG）またはポリプロピレングリコールまたはポリ（エチレンオキ
シド-co-プロピレンオキシド）、
【０１４６】
　ポリアミノ酸（ポリリシン、ポリグルタミン酸が挙げられる）、ポリウレタン、ポリ（
エチレンイミン）、プルリオール、
【０１４７】
　タンパク質（アルブミン、免疫グロブリン、およびウイルス様タンパク質（VLP）が挙
げられる）、ならびに
【０１４８】
　ポリヌクレオチド、DNA、PNA、LNA、オリゴヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチドデ
ンドリマー構築物。
【０１４９】
　キャリア分子のこの定義としては、混合された形態、すなわち、上記例の１つ以上から
構成されるキャリア分子もまた含まれる。
【０１５０】
　キャリア分子の選択は、一般的に、MHC分子構築物の適用に依存する。当然のことでは
あるが、長さおよび分枝度を含むいくつかのパラメーターは、キャリア分子の上記に示さ
れた例において変化し得る。さらに、キャリア分子は、さらなる誘導体化を可能にする様
々な置換基（保護および／または活性化され得る置換基を含む）を有し得る。
【０１５１】
　本発明のMHC分子構築物は、１つ以上のさらなる置換基をさらに含み得ることが理解さ
れなければならない。用語「１つ以上」、「複数」、「a」、「an」および「the」の定義
は、この場合にも適用する。かかる生物学的に活性な分子は、例えば、結合特性、影響、
MHC分子特異性、溶解性、安定性または検出可能性に関して、構築物の特性に影響を及ぼ
すために構築物に結合され得る。例えば、MHC分子間の間隔が提供され得るか、蛍光共鳴
エネルギー転移（FRET）のドナー／アクセプター対の一方または両方の発色団が挿入され
得るか、官能基が結合され得るか、あるいは生物学的活性を有する基が結合させ得る。
【０１５２】
　本発明のMHC分子構築物は、好ましくは、可溶性の形態で提供される。「可溶性の形態
」により、構築物が適切な溶媒（「可溶化媒体」）に可溶であることが意味される。しか
し、MHC分子構築物はまた、適切な溶媒において不溶性の形態で、例えば、分散可能な形
態でも提供され得る。「分散可能な」により、MHC分子構築物が溶媒に可溶化されず、分
散されることが意味される。
【０１５３】
　適切な溶媒の例は、水、および様々な緩衝液（例えば、酢酸塩、硫酸アンモニウム、塩
化ナトリウム、CAPS、CHES、イミダゾール、PIPES、TAPS、TES、トリエタノールアミン、
MOPS、MES、HEPES、PBS、炭酸塩、TRIS、ホウ酸塩を含有する緩衝液ならびにそれらの混
合物）である。
【０１５４】
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　他の適切な溶媒としては、エチレングリコール、プロピレングリコール、NMP、DMSOま
たはDMFを含有する水性混合物が挙げられる。
【０１５５】
　MHC分子構築物を可溶化媒体において提供することにより、取扱いおよび貯蔵が容易に
なる。さらに、MHC分子構築物を可溶化媒体において提供することにより、構築物が多く
の適用のために「直ちに使用され得る」形式で調製され得るので、MHC分子構築物の適用
が容易になる。また、治療において適用されたとき、MHC分子構築物が体液に容易に可溶
であること、またはMHC分子構築物が投与に先立って既に可溶化されていることは利点で
あり得る。
【０１５６】
　多数の適用において、MHC分子構築物を固体または半固体の支持体に固定化することは
好都合であり得る。かかる支持体は、固定化、分離などに適している任意の支持体であり
得る。非限定的な例としては、粒子、ビーズ、生分解性粒子、シート、ゲル、フィルター
、膜（例えば、ナイロン膜）、ファイバー、細孔、針、マイクロタイターストリップ、チ
ューブ、プレートまたはウエル、コーム、ピペットチップ、マイクロアレイ、チップ、ス
ライドガラス、または実際には任意の固体表面材料が挙げられる。固体または半固体の支
持体は、所望される場合には標識され得る。支持体はまた、散乱性質またはサイズを有し
得、これにより、同じ性質の支持体、例えば、異なるサイズまたは散乱性質、色もしくは
強度の粒子の中で識別が可能になる。
【０１５７】
　好都合には、支持体は、ガラス、シリカ、ラテックス、プラスチックまたは任意のポリ
マー材料から製造され得る。支持体はまた、生分解性材料からも製造され得る。
【０１５８】
　一般的に言えば、支持体の性質は重要ではなく、様々な材料が使用され得る。支持体の
表面は疎水性または親水性であり得る。MHC分子構築物の結合のために大きい表面積を示
す材料が好ましい。かかる支持体は、例えば、多孔性または粒子状であり、例えば、粒子
、ビーズ、ファイバー、ウェブ、焼結体またはシーブであり得る。粒子およびビーズのよ
うな粒子状材料が、そのより大きい結合能力のために一般的に好ましい。特に、ポリマー
のビーズおよび粒子は注目され得る。
【０１５９】
　好都合には、粒子状支持体（例えば、ビーズまたは粒子）は実質的には球状であり得る
。粒子状支持体のサイズは重要ではないが、そのサイズは、例えば、少なくとも１μｍ、
好ましくは、少なくとも２μｍの直径を有し、そして好ましくは１０μｍ以下、より好ま
しくは６μｍ以下の最大直径を有する。例えば、２．８μｍおよび４．５μｍの直径を有
する粒子状支持体が良く機能する。
【０１６０】
　粒子状支持体の例は、単分散粒子、すなわち、サイズが実質的に均一であるような粒子
（例えば、直径標準偏差が５％未満であるサイズ）である。かかる粒子は、反応の非常に
一様な再現性をもたらすという利点を有する。米国特許第4,336,173号（参考文献25）に
記載される技術によって製造される単分散粒子（例えば、ポリマー材料から作製された単
分散粒子）が特に好適である。
【０１６１】
　非磁性ポリマービーズもまた適用可能であり得る。かかる非磁性ポリマービーズは、広
範な製造者（例えば、Dynal Particles AS、Qiagen、Amersham Biosciences、Serotec、S
eradyne、Merck、日本ペイント、Chemagen、Promega、Prolabo、Polysciences、Agowa、
およびBangsLaboratories）から入手され得る。
【０１６２】
　好適な支持体の別の例は、磁性ビーズまたは磁性粒子である。本明細書中を通して使用
される用語「磁性」は、支持体が、磁場内に置かれる場合、支持体に分与される磁性モー
メントを有され得ることを意味することが意図される。従って、支持体は、かかる磁場の
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作用のもとで除かれ得る。すなわち、磁性ビーズまたは磁性粒子を含む支持体は、磁性凝
集によって容易に除去され得、これにより、ビーズまたは粒子を溶液から分離する迅速な
簡便かつ効率的な方法がもたらされる。磁性ビーズおよび磁性粒子は、好適には、常磁性
または超常磁性であり得る。超常磁性のビーズおよび粒子は、例えば、欧州特許0106873
（Sintef、参考文献２６）に記載される。磁性ビーズおよび磁性粒子は、いくつかの製造
者、例えば、DynalBiotech ASA（Oslo、ノルウェー；以前のDynal AS）から入手され得る
（例えば、Dynabeads（登録商標））。
【０１６３】
　支持体は、好適には、官能基化された表面を有し得る。種々のタイプの官能基化として
は、支持体の表面を正荷電または負荷電にするか、あるいは親水性または疎水性にするこ
とが挙げられる。これは、特にビーズおよび粒子に適用する。従って、様々な方法が、例
えば、米国特許第4,336,173号（参考文献25）、米国特許第4,459,378号（参考文献27）お
よび米国特許第4,654,267号（参考文献28）に記載される。
【０１６４】
　本発明のMHC分子構築物は、支持体への結合（または固定化）に関して当該分野で公知
の任意の方法によって固体または半固体の支持体に結合（固定化）され得る。特に、MHC
分子構築物は、リンカー、スペーサーもしくは抗体またはそれらの任意の組合せによって
支持体に固定化され得る。好適なリンカーの例としては、カルモジュリン結合タンパク質
（CBP）、6xHIS、プロテインＡ、プロテインＧ、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジ
ン、Strepタグ、セルロース結合ドメイン、マルトース結合タンパク質、S-ペプチドタグ
、キチン結合タグ、免疫反応性エピトープ、エピトープタグ、GSTタグ化タンパク質、E2T
ag、HAエピトープタグ、Mycエピトープ、FLAGエピトープ、AU1エピトープおよびAU5エピ
トープ、Glu-Gluエピトープ、KT3エピトープ、IRSエピトープ、Btagエピトープ、プロテ
インキナーゼＣエピトープ、VSVエピトープ、「ゼロ長架橋剤」（1-エチル-3（3-ジメチ
ルアミノプロピル）-カルボジイミド塩酸塩（EDAC）など）、ホモ二官能性架橋剤（グル
タルジアルデヒド、ジスクシンイミジルスベリン酸塩（DSS）、ジメチルアジピミダート
二塩酸塩（DMA）、ジビニルフルホン（DVS）またはビスマレイミドヘキサンなど）、およ
びヘテロ二官能性架橋剤（4-（N-マレイミドメチル）シクロヘキサン1-カルボキシルヒド
ラジド塩酸塩（M2C2H）、スクシンイミジル-4-（N-マレイミドメチル）（SMCC）、N-スク
シンイミジル-3-（2-ピリジルジチオ）プロピオン酸塩（SPDP）、およびN-（γ-マレイミ
ドブチリルオキシ）スクシンイミド（GMBS）など）が挙げられる。好適なスペーサーの例
としては、ジアミノアルカン、ジカルボキシルおよびジヒドロキシルなどの多官能性分子
が挙げられる。スペーサーは、例えば、エーテル、アミドおよびアミンなどの官能性基を
さらに含み得る。好適な抗体（ポリクローナル、モノクローナル、組換え）の例としては
、キャリア分子に対する抗体、および結合実体に対する抗体が挙げられる。MHC分子構築
物は共有結合的または可逆的に結合され得ることが理解されなければならない。「可逆的
」により、MHC分子構築物が支持体から遊離させ得るように、結合が逆方向になり得るこ
とが意味される。可能な可逆的リンカーの例（例えば、エラストマーペプチドを含む挿入
されたアミノ酸配列を有する分子）が、国際特許出願公開WO99/11661（参考文献29）に記
載される。
【０１６５】
　例として、キャリア分子がデキストラン分子である場合、MHC分子構築物は、抗デキス
トラン抗体を使用して固定化され得る。例として、ＰＮＡはMHC分子構築物に結合され得
、そして抗ＰＮＡ抗体が固定化のために使用され得る。
【０１６６】
　数タイプの支持体または１タイプのみの支持体が同時に適用され得ることが理解されな
ければならない。同様に、支持体は、１つ以上のMHC分子構築物をそれに固定化し得る。
「１つ以上」、「複数」、「a」、「an」および「the」のこれらの定義に関しては上記を
参照のこと。支持体に固定化されたMHC分子構築物は、同じまたは異なっていてもよい。
例えば、１つのタイプのMHC分子構築物は１つのタイプの支持体に固定化され得、そして
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別のタイプのMHC分子構築物は別のタイプの支持体に固定化され得る。原理的には、異な
るMHC分子構築物の数は無制限である。
【０１６７】
　本発明のMHC分子構築物が好適に可溶化形態で提供され得る用途としては、放射免疫ア
ッセイ（RIA）、細胞結合放射能リガンドアッセイ、フローサイトメトリーおよびELISAが
挙げられる。かかるアッセイは、そのようなアッセイが行われる手順が公知であるので、
当業者には周知である。
【０１６８】
　本発明のMHC分子構築物が好適に固体または半固体の支持体に固定化されて提供され得
る用途としては、フローサイトメトリー、免疫磁性分離技術、培養細胞のエクスビボ刺激
、凝集技術、側方流動デバイス、ELISA、RIAおよび細胞結合放射リガンドアッセイが挙げ
られる。
【０１６９】
　従って、本発明は、特に、フローサイトメトリー法、組織化学的方法および細胞化学的
方法における用途として上記で定義されたようなMHC分子構築物に関する。従って、本発
明のMHC分子構築物は検出システムとして適している。
【０１７０】
本発明のMHC分子構築物を使用する方法
　本発明のMHC分子構築物は、広範囲のインビトロ方法またはエクスビボ方法における有
力なツールである。
【０１７１】
　従って、本発明は、下記の工程を含む、サンプルにおけるMHC認識細胞の存在を検出す
るための方法に関する：
【０１７２】
　（ａ）MHC認識細胞を含むことが疑われるサンプルを提供する工程、
　（ｂ）サンプルを上記に規定されるようなMHC分子構築物と接触させる工程、および
　（ｃ）MHC分子構築物の何らかの結合を測定する工程で、そのような結合により、MHC認
識細胞の存在が示される工程。
【０１７３】
　かかる方法は、様々な疾患を診断することにおいて有力なツールである。診断を確立す
ることはいくつかの点で重要である。診断により、疾患に関する情報が得られ、従って、
患者には、好適な処置養生法が提供され得る。また、より特異的な診断を確立することに
より、特定の処置が有益である疾患のサブタイプに関する重要な情報を得られ得る（すな
わち、疾患の様々なサブタイプは、MHC認識細胞によって認識される異なるペプチドの提
示を伴い、従って、処置は特定のサブタイプに対して効果的に標的化され得る）。このよ
うにして、疾患または症状の進行によって現れる異常な細胞の情報を得ること、あるいは
Ｔ細胞の特異性が影響を受けるかどうか、およびどのように影響を受けるかを調べること
もまた可能であり得る。MHC分子構築物の結合はこれらの選択肢を可能にする。これは、
その結合により、サンプルにおけるMHC認識細胞の存在、それに従って、ペプチドを提示
するMHC分子の存在が示されるからである。
【０１７４】
　本発明はまた、下記の工程を含む、MHC認識細胞をモニターするための方法に関する；
【０１７５】
（ａ）MHC認識細胞を含むことが疑われるサンプルを提供する工程、
（ｂ）サンプルを上記に規定されるようなMHC分子構築物と接触させる工程、および
（ｃ）MHC分子構築物の何らかの結合を測定し、それによりMHC認識細胞をモニターする工
程。
【０１７６】
　かかる方法は、例えば、処置の効果を綿密に追跡するために、疾患の進行をモニターす
ることにおいて有力なツールである。この方法は、一般に、疾患をより良好な方法で管理
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または制御するために、患者が最適な処置養生法を受けることを保証するために、処置を
調節するために、寛解または再発を確認するために、そして疾患を治癒または緩和しない
医薬品で患者が処置されないことを保証するために、使用され得る。このようにして、疾
患または症状の進行によって現れる異常な細胞をモニターすること、あるいはＴ細胞の特
異性が処置期間中に影響を受けるかどうか、およびどのように影響を受けるかを調べるこ
ともまた可能であり得る。MHC分子構築物の結合はこれらの選択肢を可能にする。これは
、その結合により、サンプルにおけるMHC認識細胞の存在、それに従って、ペプチドを提
示するMHC分子の存在が示されるからである。
【０１７７】
　本発明はまた、下記の工程を含む、MHC認識細胞に関与する疾患の予後を確立するため
の方法に関する：
【０１７８】
　（ａ）MHC認識細胞を含むことが疑われるサンプルを提供する工程、
　（ｂ）サンプルを上記に規定されるようなMHC分子構築物と接触させる工程、および
　（ｃ）MHC分子構築物の何らかの結合を測定し、それによりMHC認識細胞に関与する疾患
の予後を確立する工程。
【０１７９】
　かかる方法は、疾患を管理するために、一般に、効果のない処置が患者に施されること
がないことを保証するために、疾患が最適な方法で処置されることを保証するために、そ
して生存または治癒の可能性を予測するために、有益なツールである。このようにして、
疾患または症状の進行によって現れる異常な細胞に関する情報を得ること、あるいはＴ細
胞の特異性が影響を受けるかどうか、およびどのように影響を受けるかを調べ、それによ
り予後を確立され得ることもまた可能であり得る。MHC分子構築物の結合はこれらの選択
肢を可能にする。これは、その結合により、サンプルにおけるMHC認識細胞の存在、それ
に従って、ペプチドを提示するMHC分子の存在が示されるからである。
【０１８０】
　本発明はまた、下記の工程を含む、MHC認識細胞に関与する疾患の状態を測定するため
に方法に関する：
【０１８１】
　（ａ）MHC認識細胞を含むことが疑われるサンプルを提供する工程、
　（ｂ）サンプルを上記に規定されるようなMHC分子構築物と接触させる工程、および
　（ｃ）MHC分子構築物の何らかの結合を測定し、それによりMHC認識細胞に関与する疾患
の状態を測定する工程。
【０１８２】
　かかる方法は、様々な疾患を管理および制御することにおいて有益なツールである。疾
患は、例えば、ある段階から別の段階に変化することがあり、従って、疾患の状態を測定
し得ることは重要である。このようにして、疾患または症状の進行によって現れる異常な
細胞に関する情報を得ること、あるいはＴ細胞の特異性が影響を受けるかどうか、および
どのように影響を受けるかを調べ、それにより疾患または症状の状態を測定することもま
た可能であり得る。MHC分子構築物の結合はこれらの選択肢を可能にする。これは、その
結合により、サンプルにおけるMHC認識細胞の存在、それに従って、ペプチドを提示するM
HC分子の存在が示されるからである。
【０１８３】
　本発明はまた、下記の工程を含む、MHC認識細胞に関与する疾患を診断するための方法
に関する：
【０１８４】
　（ａ）MHC認識細胞を含むことが疑われるサンプルを提供する工程、
　（ｂ）サンプルを上記に規定されるようなMHC分子構築物と接触させる工程、および
　（ｃ）MHC分子構築物の何らかの結合を測定し、それによりMHC認識細胞に関与する疾患
を診断する工程。
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【０１８５】
　かかる診断方法は、様々な疾患の診断において有力なツールである。診断を確立するこ
とはいくつかの点で重要である。診断により、疾患に関する情報が得られ、従って、患者
には、好適な処置養生法が提供され得る。また、より特異的な診断を確立することにより
、特定の処置が有益である疾患のサブタイプに関する重要な情報を得られ得る（すなわち
、疾患の様々なサブタイプは、MHC認識細胞によって認識される異なるペプチドの提示を
伴うことがあり、従って、処置が特定のサブタイプに対して効果的に標的化され得る）。
疾患または症状の進行によって現れる異常な細胞について、ならびにＴ細胞の特異性が影
響を受けるかどうか、およびどのように影響を受けるかについての有益な情報がまた、得
られ得る。MHC分子構築物の結合はこれらの選択肢を可能にする。これは、その結合によ
り、サンプルにおけるMHC認識細胞の存在、それに従って、ペプチドを提示するMHC分子の
存在が示されるからである。
【０１８６】
　本発明はまた、下記の工程を含む、細胞形態をサンプル中のMHC認識細胞の存在と相関
させる方法に関する：
【０１８７】
　（ａ）MHC認識細胞を含むことが疑われるサンプルを提供する工程、
　（ｂ）サンプルを上記に規定されるようなMHC分子構築物と接触させる工程、および
　（ｃ）MHC分子構築物の何らかの結合を測定し、それによりMHC分子構築物の結合を細胞
の形態と相関させる工程。
【０１８８】
　かかる方法は、MHC分子構築物の結合パターンおよび分布が直接観測され得るので、組
織化学的方法の分野において適用される場合に特に有益である。かかる方法において、サ
ンプルは、サンプルの個々の細胞の形態が保存されるように処理される。影響を受ける部
位が直接観測され得るので、得られた情報は一般に診断手法において重要である。
【０１８９】
　本発明はまた、下記の工程を含む、MHC認識細胞に関与する疾患に対する医薬品の有効
性を測定するための方法に関する：
【０１９０】
　（ａ）医薬品による処置を受けている被験体由来のサンプルを提供する工程、
　（ｂ）サンプルを本明細書中に規定されるようなMHC分子構築物と接触させる工程、お
よび
　（ｃ）MHC分子構築物の何らかの結合を測定し、それにより医薬品の有効性を明らかに
する工程。
【０１９１】
　かかる方法はいくつかの点で有益なツールである。この方法は、処置により、疾患が効
果的に治療しているかどうかを測定するために使用され得る。この方法はまた、疾患また
は症状の進行によって現れる異常な細胞について、ならびにＴ細胞の特異性が影響を受け
るかどうか、およびどのように影響を受けるかについての情報を提供し、それにより、問
題としている医薬品の有効性の情報を提供し得る。MHC分子構築物の結合はこれらの選択
肢を可能にする。これは、その結合により、サンプルにおけるMHC認識細胞の存在、それ
に従って、ペプチドを提示するMHC分子の存在が示されるからである。
【０１９２】
　本発明はまた、下記の工程を含む、MHC認識細胞集団を操作するための方法に関する：
【０１９３】
　（ａ）MHC認識細胞を含むサンプルを提供する工程、
　（ｂ）サンプルを、上記に規定されるような固体の支持体に固定化されたMHC分子構築
物と接触させる工程、
　（ｃ）関連するMHC認識細胞を単離する工程、および
　（ｄ）さらなる操作を用いて、または用いることなく、かかる細胞を臨床的に関連する
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数にまで拡大する工程。
【０１９４】
　かかるエクスビボ方法は、被験体に再導入される場合、標的細胞の殺傷を可能にし、そ
して様々なタイプの癌および感染性疾患に対する免疫療法適用における使用のために大き
な潜在性を有する抗原特異的な長寿命のヒトエフェクターＴ細胞集団を得るための有力な
ツールである。
【０１９５】
　上記の方法において、用語「MHC分子構築物」は、１つ以上のMHC分子構築物を含むこと
が意図される。「複数」、「a」、「an」および「the」の定義が参照され、そしてその意
図された意味が上記に示される。
【０１９６】
　本明細書中を通して使用される場合、用語「MHC認識細胞」は、MHC分子を認識して、こ
れに結合され得るような細胞を意味することが意図される。「MHC分子」の意図された意
味は上記に示される。かかるMHC認識細胞はまた、MHC認識細胞クローン、標的細胞、標的
MHC認識細胞、標的MHC分子認識細胞、MHC分子レセプター、MHCレセプター、MHCペプチド
特異的レセプター、またはペプチド特異的細胞とも呼ばれ得る。用語「MHC認識細胞」は
、MHC分子を認識して、これに結合する、正常な細胞、異常な細胞および欠陥細胞のすべ
てのサブセットを含むことが意図される。実際、MHC分子に結合するのはMHC認識細胞上の
レセプターである。
【０１９７】
　上記に記載されるように、疾患および様々な症状において、ペプチドが、免疫系により
認識されるMHC分子によって提示され、そしてかかるMHC分子を標的化する細胞（MHC認識
細胞）が産生される。従って、かかるMHCタンパク質認識細胞が存在することは、MHCタン
パク質認識細胞によって認識されるペプチドを提示するMHC分子が存在することを直接的
に示している。提示されたペプチドは、様々な疾患および症状において示され、そして様
々な疾患および症状に関与し得る。
【０１９８】
　例えば、かかるMHC認識細胞は、炎症起源、自己免疫起源、アレルギー起源、ウイルス
起源、癌起源、感染性起源、同種または異種（移植片対宿主および宿主対移植片）起源の
疾患に関与し得る。
【０１９９】
　特に、MHC認識細胞は、クローン病または潰瘍性大腸炎などの慢性炎症性腸疾患、硬化
症、Ｉ型糖尿病、慢性関節リウマチ、乾癬、アトピー性皮膚炎、喘息、悪性黒色腫、腎臓
癌、乳癌、肺癌、子宮癌、頸部癌、前立腺癌、脳癌、頭部および頸部の癌、白血病、皮膚
型リンパ腫、肝臓癌、結腸直腸癌、膀胱癌、拒絶反応関連疾患、移植片対宿主関連疾患、
あるいは肝炎、AIDS、麻疹、痘、水瘡、風疹またはヘルペスに関連するウイルス疾患に関
与し得る。
【０２００】
　１つの態様において、MHC認識細胞は、CD3+Ｔ細胞、γδＴ細胞、αβＴ細胞、CD4+Ｔ
細胞、Ｔヘルパー細胞、CD8+Ｔ細胞、サプレッサーＴ細胞、CD8+細胞傷害性Ｔ細胞、CTL
、NK細胞、NKＴ細胞、LAK細胞およびMAKの亜集団から選択される。
【０２０１】
　上記に記載される方法において、サンプルは、好ましくは、組織学的材料、細胞学材料
、原発性腫瘍、二次的器官転移物、微小針吸引物、脾臓組織、骨髄検体、細胞塗抹物、剥
離細胞診検体、痕跡調製物、口内スワブ物、咽頭スワブ物、膣スワブ物、気管支洗浄物、
胃洗浄物、臍帯、そして血液などの体液（例えば、血液から単離された末梢血単核細胞（
PBMC）集団、または白血球フェレーシス産物などの他の血液由来調製物）、痰サンプル、
喀出物、そして気管支吸引物から選択される。かかるサンプルは、そのまま使用され得る
か、あるいは様々な精製、除染、濾過もしくは濃縮方法に、および／または免疫磁性分離
のような、サンプルの一部分を単離するための方法に供され得る。サンプルまたはその一
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部分（サンプル成分）はさらに、形態学を保持するように、またはサンプルの細胞を捕ら
えるように処理され得る。サンプル処理に関するかかる方法は当業者にとって周知である
。本明細書中を通して使用される用語「サンプルの細胞」は、様々な処理が施されている
か否かによらず、サンプルそのものまたはその単離された一部分を意味することが意図さ
れる。
【０２０２】
　本発明の方法において用いられるMHC分子構築物は、上述のように、結合の観察が容易
になるように、直接的または間接的に標識され得る。従って、MHC分子構築物は、好適に
は、顕微鏡検査、光、蛍光、電子透過、またはフローサイトメトリーによって観察され得
るように標識され得る。
【０２０３】
　１つのMHC分子構築物および数個（複数）のMHC分子構築物（すなわち、１つ以上）が、
所望の情報に依存して、本発明の方法において用いられ得ることが理解されるべきである
。MHC分子構築物、ならびにMHC分子、ペプチド、任意の生物学的に活性な化合物、および
任意の標識化合物の実際の組み合わせの総数は、原理的には無制限である。
【０２０４】
　上記に記載される本発明の方法は、好適には、分析されるサンプルが支持体にマウント
されるような方法であり得る。支持体は、好適には、固体または半固体の表面であり得る
。好適な固体または半固体の表面は当該分野では周知であり、ガラススライドガラス、ビ
ーズ、粒子、膜、フィルター、フィルター膜、ポリマースライドガラス、ポリマー膜、チ
ャンバースライドガラス、裏材、台座、皿およびペトリ皿が挙げられる。
【０２０５】
　下記には、本発明の方法を実施するための具体的な手順が簡単に考察される。
【０２０６】
細胞学的方法および組織学的方法
　本明細書中に記載される方法は、細胞学的方法および組織学的方法（サンプルマウント
方法）として実施され得る。
【０２０７】
　用語「マウントされる（mounted）」により、実質的に平面の支持体に配置されるか、
または付着されることが意味される。組織または細胞のサンプルを、例えば、顕微鏡スラ
イドガラス上で観察するために、支持体上に配置することも包含される。サンプルは、支
持体を取り扱っている際の落下または滑落をさらに防ぐために、付着され得る。支持体に
付着させる方法としては、物理的、毛管引力、接着および化学的結合によることが挙げら
れる。サンプルは固定されてもよく、または固定されなくてもよい。
【０２０８】
　上記の、サンプルは精製または濃縮され得、あるいは細胞は分析前に単離され得る。サ
ンプルはまた、パラフィンに包埋され、分析前に切片にされ得る。かかる手順は当業者に
は周知である。
【０２０９】
　具体的には、支持体は、ガラススライドガラス、メンブレン、フィルター、ポリマース
ライドガラス、チャンバースライドガラス、皿またはペトリ皿であり得る。
【０２１０】
　サンプルまたはその一部分は、好適には、分析に先立ち、支持体上において直接、増殖
または培養され得る。好適な培養培地の例としては、血清もしくは組織抽出物などの生物
学起源の培養培地；化学的に規定された合成培地；またはそれらの混合物が挙げられる。
細胞培養物は、通常、フラスコ内またはチャンバースライドガラス上において、例えば、
ガラス表面またはプラスチック表面における細胞の単層として、あるいは液体培地または
半固体培地における懸濁液として、そのいずれかで増殖させられる。細胞は、より好適な
支持体（例えば、ガラススライドガラス）に移され、マウントされ得る。例えば、顕微鏡
で観察するために好適なチャンバースライドガラスにおいて増殖させた場合、細胞は、潜
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在的には支持体上に残ったままであり得る。
【０２１１】
　しかし、細胞は、分析前に増殖または培養する必要はない。多くの場合、サンプルは、
培養することなく直接分析される。直接的な分析が行われるサンプルは、上記に記載され
る加工処理手順が施され得ることが理解されるべきである。
【０２１２】
　従って、サンプルは、主として２つの主要なタイプの方法（インサイチュ方法（インサ
イチュ分析）およびインビトロ方法（インビトロ分析））で、直接的に、または１つ以上
の加工処理工程が施された後、そのいずれかで分析され得る。
【０２１３】
　これに関連して、インサイチュ方法（インサイチュ分析）は、サンプル細胞の形態学が
本質的に保持されているアッセイとして理解しなければならない。「本質的に保持される
」により、全体的な形態学が保持され、これにより組織または細胞の構造的組成の一部ま
たはすべてを同定することを可能にすることが意味される。例としては、塗抹物、生検、
痕跡調製物、および支持体上へのサンプル展開物の分析である。サンプルは、一般的に、
分析前に固定または透過処理または他の加工処理工程に供される得る。
【０２１４】
　インビトロ方法は、全体的な形態が保持されていない方法として理解しなければならな
い。インビトロ方法の場合、サンプルは、細胞構造の形態学を破壊する処理に供される。
かかる処理は当業者に公知であり、有機溶媒を用いた処理、高濃度のグアニジンチオシア
ナートなどの強いカオトロピック試薬を用いた処理、酵素処理、界面活性剤処理、ビーズ
による破砕、熱処理、超音波処理および／またはフレンチプレスの適用が挙げられる。
【０２１５】
　組織学的材料および細胞学的材料としては、生検および他の組織サンプルが挙げられる
。一般に、細胞学は、細胞のすべての正常な構成要素および異常な構成要素の構造、なら
びにそのような構成要素の変化、動きおよび変換の研究である。細胞学の研究分野として
は、細胞発生学、細胞化学および顕微解剖学が挙げられる。細胞は、生存状態で直接研究
されるか、あるいは殺傷（固定）され、明視野顕微鏡または電子顕微鏡で調べるために、
例えば、包埋、切片化または染色によって調製される。
【０２１６】
　１つの周知の細胞学的手法は、子宮頸部の癌を検出するために使用されるパパニコラウ
試験の医学的手法である。かき取った検体、ブラシで集めた検体、または塗抹が膣または
子宮頸部の表面から採取され、そしてスライドガラス上において調製され、顕微鏡検査お
よび細胞学的分析のために染色される。細胞の外観が、その細胞が正常であるか、または
癌の疑いがあるか、または癌であるかを決定する。
【０２１７】
　組織学は、一般的に、大部分の多細胞植物および多細胞動物に見出される組織と呼ばれ
る特殊化した細胞群の研究であると理解されている。
【０２１８】
　組織学者は、器官全体から細胞の分子的構成要素に至るまでのすべてのレベルでの組織
の組織化を研究する。動物組織は、例えば、上皮組織、結合組織、筋組織および神経組織
として分類される。血液およびリンパは、一般的には脈管組織として別に分類されること
がある。
【０２１９】
　これらの組織タイプは、特徴的な器官を形成するために生物体内において種々の方法で
一体化する。細胞が連結され、組織化される方法は、ときには組織の形態学と呼ばれ、細
胞および組織の状態に関する有益な情報をもたらす。
【０２２０】
　様々な技術が組織学的研究のために使用されており、組織培養、様々な固定剤および染
色剤の使用、薄い切片を調製するためのミクロトームの使用、光学顕微鏡観察、電子顕微
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鏡観察、およびＸ線回折が挙げられる。組織学の分野としてはまた、組織構造の化学的組
成の研究である組織化学も挙げられる。
【０２２１】
　組織学的調査としては、組織の死および再生、ならびに傷害または侵入生物に対する組
織の反応の研究が挙げられる。正常な組織は特徴的な外観を有するので、組織学的検査は
、多くの場合、病的組織を同定するために利用される。
【０２２２】
　用語「形態学」は、個々の細胞および組織の両方に関して使用される。
【０２２３】
　一般に、組織学的材料としては２つのカテゴリーがある。最も一般的なものは、固定さ
れたパラフィン包埋の組織検体であり、多くの場合、アーカイブ（archive）材料である
。これらの検体は、通常の場合にはホルマリン系の固定剤を使用して固定され、キシレン
により脱水され、パラフィンまたはプラスチック（例えば、Epon、Araldite、Lowicryl、
LRWhiteまたはポリアクリルアミド）に包埋され、スライドガラス上で切片化され、脱パ
ラフィンまたは別の処理がされ、再水和されて、染色される。
【０２２４】
　第２のカテゴリーとしては、一般的にアルデヒド系の固定剤で固定されていない、新鮮
な組織および／または細胞である調製物が挙げられる。かかる検体は、スライドガラスま
たはカバーガラスに直接配置されるか、あるいは凍結され、スライドガラスで切片化され
るかのいずれかである。かかる検体は、その後、通常の場合にはアルコール系またはアセ
トン系の固定剤を用いて固定され、そして染色される。これらの検体としては、外科的手
法が行なわれている間に分析され得る生検材料（凍結切片）、細胞学的調製物（例えば、
痕跡調製物および血液塗抹が挙げられる）、および組織化学的に分析される組織が一般的
に挙げられる。
【０２２５】
　染色された検体を観察する方法としては、明視野顕微鏡またはスキャナー、蛍光顕微鏡
またはスキャナー、透過型電子顕微鏡（TEM）または走査型電子顕微鏡（SEM）が挙げられ
る。
【０２２６】
　免疫染色は、疾患状態のある種の形態学的指標を選択的に染色することによって強調す
るために、スライドガラス上にマウントされた組織切片に対して行なわれる一連の処置工
程を必要とする。典型的な工程としては、非特異的結合を減少させるための組織切片の前
処理、特異的試薬と接触させる工程、および様々な可視化技術が挙げられ、これらは任意
に洗浄工程によって分けられる。例えば、ヘマトキシリン、エールリッヒ染色、シリウス
レッド、メチルグリーン、メチレンブルーなどを用いた対比染色もまた適用され得る。室
温またはわずかに高い温度（通常約40℃）でのインキュベーションが適用され得、そして
組織は絶えず脱水から保護されなければならない。
【０２２７】
　下記には、染色手順における個々の工程のいくつかが記載される。
【０２２８】
　固定剤は、再現可能かつ生きているような様式で細胞および組織を保存するために必要
である。これを達成するために、組織塊片、切片、または塗抹は固定液に浸漬されるか、
あるいは塗抹の場合には乾燥させられる。固定剤は細胞および組織を安定化させ、それに
よって加工処理技術および染色技術の過酷な条件から細胞および組織を保護する。
【０２２９】
　固定剤のタイプとしては、ホルマリン（水性ホルムアルデヒド）が挙げられ、中でも、
中性緩衝化ホルマリン（NBF）が、最も一般的に使用される。他の固定剤としては、グル
タルアルデヒド、アクロレイン、カルボジイミド、イミダート、ベンゾエキノン（benzoe
quinone）、オスミウム酸および四酸化オスミウムが挙げられる。
【０２３０】
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　新鮮な生検検体、細胞学的調製物（痕跡調製物および血液塗抹が挙げられる）、免疫組
織化学的分析用の凍結された切片および組織は、一般的に、有機溶媒（エタノール、メタ
ノールおよび／またはアセトンが挙げられる）中で固定される。
【０２３１】
　スライドグラスに切片を付着またはマウントするための方法としては、清浄なスライド
ガラスを使用すること、そして接着ではなく、毛管引力によることが挙げられる。他の技
術としては、卵白グリセリンのような糊、グリセリン－ゼラチン混合物、ポリ酢酸ビニル
糊、クロムミョウバンゼラチンおよびポリリジンコーティングが挙げられる。切片のマウ
ントを容易にする手段としての切片の加熱または「燃焼」は、組織が破壊され得るので、
注意して使用されなければならない。
【０２３２】
　固定された組織における特異的認識を容易にするために、多くの場合には、標的の大部
分の反応性を増大させるための検体の前処理によって標的を回復または露出させることが
必要である。
【０２３３】
　標的の回復としては、特異的な検出試薬との相互作用のために標的の有用性が最大最大
化され得るようにする様々な方法が挙げられる。最も一般的な技術は、適切な緩衝液中に
おけるタンパク質分解酵素（例えば、プロテイナーゼ、プロナーゼ、ペプシン、パパイン
、トリプシンまたはノイラミニダーゼ）を用いた酵素的消化、あるいは適切なｐＨ安定化
緩衝液（通常、EDTA、Tris-HCl、クエン酸塩、尿素、グリシン-HClまたはホウ酸を含有す
る）において、マイクロ波照射の使用、通常のオーブンでの加熱、オートクレーブ処理、
または加圧下での加熱処理が行われる熱誘導エピトープ回復（HIER）である。
【０２３４】
　組織切片中への試薬の浸透は、切片または細胞学的調製物の前処理の際に界面活性剤を
使用して、あるいは界面活性剤を希釈培地およびリンス緩衝液への添加剤として使用して
増大され得る。
【０２３５】
　さらに、シグナル対ノイズ比は、試薬のインキュベーション前またはインキュベーショ
ン時に真空および超音波の適用、または切片の凍結融解を含む、種々の物理的方法によっ
て増大され得る。
【０２３６】
　内因性のビオチン結合部位または内因性の酵素活性（例えば、ホスファターゼ、カタラ
ーゼまたはペルオキシダーゼ）は、染色手順における工程として除去され得る。
【０２３７】
　同様に、HSA、BSA、オボアルブミン、ウシ胎児血清または他の血清のような不活性なタ
ンパク質、あるいはTween20、TritonX-100、Saponin、BrijまたはPluronicsのような界面
活性剤を用いる非特異的な結合部位のブロッキングが、広く使用されている。標識されて
いない標的非特異的な形態（version）の特異的試薬を用いる組織または細胞における非
特異的な結合部位をブロックすること。
【０２３８】
　免疫細胞化学で利用される標準的な可視化技術は、レセプターの染色には直接使用され
得ない。これは、その結合が、通常使用される高アビディティ抗体またはDNAプローブで
はなく、MHC分子の低い結合強度によるからである。また、MHC分子の多型およびある程度
の感受性性質により、MHC分子は、例えば、免疫細胞化学において使用されるモノクロー
ナル抗体とは区別される。一方、実際に使用されるためには、使用される特異的レセプタ
ーの染色手順および染色方法は、現行の方法と類似していなければならない。
【０２３９】
　本発明は、驚くべきことに、日常的な免疫細胞化学手法に似た方法論を使用して特異的
なレセプターを染色することを可能にする。
【０２４０】
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　種々の免疫細胞化学可視化技術に対する一般的な概論については、例えば、Lars-Inge 
Larsson（参考文献23）を参照のこと。
【０２４１】
　免疫組織化学において最も一般的に使用されている検出方法は、蛍光または金粒子の直
接可視化、および酵素媒介比色検出である。
【０２４２】
　直接蛍光研究の場合、標識は、例えば、5-（および6）-カルボキシフルオレセイン、5-
または6-カルボキシフルオレセイン、6-（フルオレセイン）-5-（および6）-カルボキサ
ミドヘキサン酸、フルオレセインイソチオシアナート（FITC）、ローダミン、テトラメチ
ルローダミン、ならびに色素、例えば、Cy2、Cy3、およびCy5、任意に置換されたクマリ
ン（AMCAを含む）、PerCP、フィコビリプロテイン（R-フィコエリトリン（RPE）およびア
ロフィコエリトリン（APC）を含む）、テキサスレッド、プリンセストンレッド、緑色蛍
光タンパク質（GFP）およびそのアナログ、ならびにR-フィコエリトリンまたはアロフィ
コエリトリンと、例えば、Cy5またはテキサスレッドとの結合体、ならびに半導体ナノ結
晶（量子ドットおよびQdotTMナノ結晶など）に基づく無機蛍光標識、ならびにEu3+および
Sm3+のようなランタニドに基づく時間分解蛍光標識であり得る。
【０２４３】
　コロイド金または銀は、電子顕微鏡観察および光学顕微鏡観察のために、免疫細胞化学
的研究のための直接的な標識として使用され得る。シグナルの増幅は、コロイド金粒子の
さらなる銀増強により得られ得る。
【０２４４】
　一般的な酵素的方法は、標識されたアビジンまたはストレプトアビジン－ビオチン（LA
B）、アビジンまたはストレプトアビジン－ビオチン複合体（ABC）、酵素抗酵素複合体（
例えば、PAPおよびAPAAP）、直接デキストランポリマー系抗体－酵素複合体（例えば、DA
KOのEPOS）；間接デキストランポリマー系抗体－酵素複合体（例えば、DAKOのEnVision）
あるいは二重結合酵素抗酵素複合体を使用する。
【０２４５】
　酵素的染色は、西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）、アルカリホスファターゼ（AP）
、β-ガラクトシダーゼ（GAL）、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ、β-N-アセチル
グルコサミニダーゼ、インベルターゼ、キサンチンオキシダーゼ、ホタルルシフェラーゼ
およびグルコースオキシダーゼ（GO）などの酵素標識を使用する。
【０２４６】
　西洋ワサビペルオキシダーゼに対して一般的に使用される基質の例としては、3,3’-ジ
アミノベンジジン（DAB）、ニッケル増強を伴なうジアミノベンジジン、3-アミノ-9-エチ
ルカルバゾール（AEC）、ベンジジン二塩酸塩（BDHC）、ハンカー－イエーツ（Hanker-Ya
tes）試薬（HYR）、インドファンブルー（IB）、テトラメチルベンジジン（TMB）、4-ク
ロロ-1-ナフトール（CN）、α-ナフトールピロニン（α-NP）、o-ジアニシジン（OD）、5
-ブロモ-4-クロロ-3-インドリルリン酸（BCIP）、ニトロブルーテトラゾリウム（NBT）、
2-（p-ヨードフェニル）-3-p-ニトロフェニル-5-フェニルテトラゾリウムクロリド（INT
）、テトラニトロブルーテトラゾリウム（TNBT）、5-ブロモ-4-クロロ-3-インドキシル-
β-D-ガラクトシド／フェロ－フェリシアン化物（BCIG/FF）が挙げられる。
【０２４７】
　アルカリホスファターゼに対して一般的に使用される基質の例としては、ナフトール-A
S-B1-リン酸／ファストレッドTR（NABP/FR）、ナフトール-AS-MX-リン酸／ファストレッ
ドTR（NAMP/FR）、ナフトール-AS-B1-リン酸／ファストレッドTR（NABP/FR）、ナフトー
ル-AS-MX-リン酸／ファストレッドTR（NAMP/FR）、ナフトール-AS-B1-リン酸／ニューフ
クシン（NABP/NF）、ブロモクロロインドリルリン酸／ニトロブルーテトラゾリウム（BCI
P/NBT）、5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリル-b-d-ガラクトピラノシド（BCIG）が挙げられ
る。
【０２４８】
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　最も強力な検出システムの１つは、触媒によるレポーター沈着（CARD）である；この増
幅法は、HRPの酵素作用によって組織上の標識化チラミドに沈着に基づく。HRP免疫染色後
、標識化チラミドが適用され、HRP活性の部位近くに結合される。結合した標識化チラミ
ドが、その後、従来の蛍光または比色測定酵素媒介検出によって可視化される。
【０２４９】
　自動化された染色システムは、費用を削減させ、スライドガラス調製物の均一性を高め
、面倒な定型的な仕事を減らし、そして最も重要なことに手順上の人的ミスを減らすため
に導入されている。
【０２５０】
　現在の自動化システムは、免疫蛍光に依存するアッセイ、間接免疫アッセイ手順、酵素
または金染色法を含む任意の免疫化学的アッセイを扱い得る。現在の自動化システムは、
複雑さまたはその順序にかかわりなく、命令された時間および温度で免疫組織化学的アッ
セイの全工程を行う。
【０２５１】
　免疫細化学技術は、従来、特異的な抗体の同定および可視化のために特異低抗体を使用
されている。この技術は複雑であり、多くの工程および特異的染色のために高親和性を有
する分子を必要とする。
【０２５２】
　本発明によって、免疫細胞化学技術は改善され、抗体－抗原相互作用に基づかない微少
量の細微なレセプターの同定を可能にしている。
【０２５３】
　例えば、スライドガラス上にマウントされた組織におけるMHCペプチド特異的レセプタ
ーの染色は、所望の場合、任意に形態学的情報と組み合わせてMHCペプチド特異的レセプ
ターの同定を可能にする非常に有力な診断ツールである。
【０２５４】
　形態学的情報を特定の細胞および特定のレセプターの二重染色とさらに組み合わせるこ
とにより、さらに有用な診断情報が得られ得る。
【０２５５】
フローサイトメトリー方法
　本発明のMHC分子構築物は、好適には、フローサイトメトリーによってMHC認識細胞を同
定するために標識化された試薬として使用される。これによりさらに、例えば、CD8、CD4
、CD3、CD94/NKG2-A/CおよびKIRによって表される抗体エピトープのようなさらなる表面
マーカーの分析が可能になる。
【０２５６】
　本発明のMHC分子構築物のさらなる利点は、フローサイトメトリー分析を高速度の細胞
選別と組み合わせることによって、機能的アッセイが、分析される細胞のインビトロでの
拡大を必要とすることなく、選別された細胞上で実施され得ることである。
【０２５７】
　フローサイトメーターでは、種々の細胞が、密度、形状およびサイズのようなその特有
の細胞形態学によって同定され得る。組織形態そのものは、細胞がばらばらになるので、
フローサイトメーターから得られるデータから見ることができない。
【０２５８】
　フローサイトメトリーは、細胞、ビーズまたは粒子を、それらが液体の流れの中（すな
わち、フローセルの中）を移動する場合、検知領域を通過するレーザまたは光ビームによ
って測定するためのシステムである。粒子の相対的な光散乱および色識別蛍光が測定され
る。
【０２５９】
　フローサイトメーターは、一般的に、光源、フローセル、種々の色の光を検出器に集束
させるための構成部分、シグナル増幅器および処理装置、ならびにデータを記録および分
析するためのコンピューターからなる。
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【０２６０】
　レーザーは、好ましい光源として最新のフローサイトメーターでは使用される。使用さ
れる最も一般的なレーザーは、アルゴンイオンレーザーである。これは主要な線を488nm
においてもたらし、この光は、例えば、フルオレセイン、フィコエリトリン、およびタン
デム結合体の励起のために、ならびにDNA測定において使用されるヨウ化プロピウムのた
めに青色光の光源となる。フローセルにおいて、細胞は、流体力学的に集束することによ
り整列させられ、その結果、一度に１個づつレーザービームを通過する。
【０２６１】
　光散乱が、目的の細胞集団または粒子集団を同定するために利用され、同時に、蛍光強
度の測定により、個々の細胞に関する特定の情報が得られる。
【０２６２】
　流体の流れに保持された個々の細胞は１つ以上のレーザービームを通過する。細胞はレ
ーザー光を散乱させ、同時に蛍光色素に様々な周波数で光を放射させる。光電子増倍管（
PMT）は、光を電気シグナルに変換し、そして細胞データが集められる。
【０２６３】
　フローサイトメトリーをそのような強力な技術にするものは、細胞の蛍光の測定および
細胞が光を散乱する方法により、非常に短い時間で何千もの細胞の数個のパラメーターを
測定するその能力である。例として、青色光を励起のために使用した場合、何千もの細胞
の集団内の各細胞について、赤色、緑色およびオレンジ色の蛍光と、ビームに対して前方
および直角の両方向に散乱された光の量とを測定することが可能である。
【０２６４】
　多数の装置は、少なくとも５つの異なるパラメーターを測定し得る。すべてのパラメー
ターが相関様式で同時に表示するために組み合わせられないので、ゲーティングと呼ばれ
るシステムが使用される。目的の領域（すなわち「ゲート」）が定義され、これにより、
さらなるパラメーターの表示のために特定の細胞集団の選択を可能にする。フローサイト
メーターは、蛍光標識されている細胞の亜集団を迅速かつ正確に分析するために使用され
得る。他の特徴（例えば、サイズ）に基づく選別もまた可能である。
【０２６５】
　フローサイトメトリー装置は、３タイプのデータを同時に生じる：１）前方散乱（FSc
）は、おおよその細胞または粒子サイズを生じ、２）側方散乱または直交散乱（SSc）は
、細胞または粒子の複雑さまたは粒度を生じ、そして３）蛍光標識が、例えば、細胞の構
造および機能を調べるために使用される。
【０２６６】
　前方散乱および側方散乱は、細胞の予備的同定のために使用される。末梢血サンプルに
おいて、例えば、リンパ球集団、単球集団および顆粒球集団が、前方散乱および側方散乱
に基づいて規定され得る。前方散乱および側方散乱は、残屑および死亡細胞を排除するた
めに使用される。例えば、粒子は、そのサイズおよび／またはその蛍光によって同定され
得る。
【０２６７】
　細胞または粒子の集団は、単一パラメーターまたは２元パラメーターのヒストグラムに
おいて表され得る。光散乱および蛍光シグナルは、線形増幅または対数増幅の後に分析さ
れ得る。分析される細胞または粒子の集団が一旦同定されると、結合した抗体または色素
に関連する蛍光が、バックグラウンドの蛍光が安定した後に測定される。
【０２６８】
　フローサイトメーターのいくつかは、細胞または粒子を特定の集団に物理的に選別し得
る。これは、細胞を含有する帯電液滴の静電気的偏向によって最も一般的になされる。フ
ローセルが振動し、そして液体の流れが出口ノズルを離れるので、液体の流れを小さい液
滴に粉砕する。目的とする細胞または粒子が目下形成されつつある液滴の内部にあるとき
、フローセルは帯電し、従って液滴を帯電させる。液滴の流れは、その後、一対の電気的
に帯電した電極を通過し、そして（目的とする細胞または粒子を含有する）帯電した液滴



(41) JP 4608184 B2 2011.1.5

10

20

30

40

50

は回収容器に偏向させられる。
【０２６９】
　電極の間に作られた電場は、細胞または粒子を、使用者が指定したいくつかの回収容器
の１つに指向し得る。帯電していない液滴は廃棄物容器に流れる。
【０２７０】
　細胞または細胞サブセットの濃度分析（しばしば「絶対的計数」と呼ばれる）は、医学
的診断、あるいは細胞培養物または他の生体工学的プロセスにおける細胞の状態をモニタ
ーするために、さらに注目され得る。
【０２７１】
　フローサイトメーターは、従来の病理学的方法または細胞学的方法の能力をはるかに超
えて、非常に多数の細胞を迅速にスクリーニングすることが可能である。得られた情報は
、様々な疾患の診断、分類、および予後において助けとなる。
【０２７２】
　フローサイトメトリーが適用され得る応用は、細胞選別から、細胞表面抗原の測定、お
よび悪性障害の解明を助けるためのDNA分析まで急速に拡大している。
【０２７３】
　日常的な臨床研究室におけるフローサイトメトリーに関する一般的な使用としては、造
血系新生物の免疫表現型決定、免疫状態の評価、特にHIV陽性患者におけるCD4+Ｔ細胞の
定量化、および固形腫瘍のDNA細胞周期分析が挙げられる。
【０２７４】
　造血系を構成する種々の細胞集団は、様々な成熟段階で明らかに異なる細胞表面抗原を
発現している。これらの発現された抗原を検出し、測定することによって、フローサイト
メトリーは、白血病およびリンパ腫の細胞系統の分類の助けになり得る。
【０２７５】
　独立した診断様式であることは意図されないが、フローサイトメトリーは、多くの場合
、従来の形態学的技術および細胞化学的技術の能力を越えて、造血系悪性疾患を細分類し
得る。
【０２７６】
　フローサイトメトリーの最も一般的な日常的使用は、モノクローナル抗体を使用する免
疫蛍光標識による表面抗原（マーカー）の測定である。一般に使用されているマーカーは
、全Ｂ細胞、全Ｔ細胞、および様々なＴ細胞サブセットである。全Ｔ細胞、ヘルパーＴ細
胞およびサプレッサーＴ細胞に対するマーカーは、CD3、CD4およびCD8のクラスター分化
（CD）カテゴリーがそれぞれ割り当てられている。このマーカーのスペクトル（全部で45
個より多く存在）は、免疫不全状態、リンパ性白血病、自己免疫疾患の臨床的分類のため
に、および治療に対するそれらの応答をモニターするために使用される。
【０２７７】
　例えば、CD4およびCD8の測定は、AIDSの進行をモニターするために特に有用である。こ
れは、CD4+細胞がHIVによる感染によって激減し、一方、CD8+細胞は残存するからである
。CD4+細胞の絶対数はまた、より明白なAIDSに対するHIV感染の進行マーカーである。CD4
/CD8の比はまた、移植患者におけるシクロスポリンＡを用いた免疫抑制治療の成功を評価
するために使用され得る。
【０２７８】
　免疫状態評価の場合、典型的には、リンパ球の亜集団は、様々な細胞表面抗原に対する
モノクローナル抗体を利用することによりフローサイトメーターによって同定および定量
される。後天性免疫不全疾患または先天性免疫不全疾患の患者および免疫抑制薬物治療中
の患者はリンパ球集団において特徴的な変化を示す。
【０２７９】
　フローサイトメトリーのための典型的な直接的染色手順は、洗浄工程および混合工程の
他に下記の工程の１つまたはいくつかを含み得る：
【０２８０】
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　例えば、緩衝化ホルムアルデヒドを用いた細胞の固定、透過処理、蛍光標識された標的
特異的試薬の添加、インキュベーション、遠心分離、細胞ペレットからの上清の吸引、再
懸濁、希釈およびフローサイトメーターでの分析。
【０２８１】
　患者由来の血液サンプル中の、インビトロで拡大されたＴ細胞の増殖している免疫亜集
団のフローサイトメトリーに基づいた検出および定量分析についていくつかの例が報告さ
れている。腫瘍特異的な免疫治療を受けている患者においてモニターされている、Ｔ細胞
によって認識される抗原性TAAペプチドについての周知の例は、MART-1（27～35）、gp100
（154～162）、およびNY-ESO（157～165）である。他の興味深いMHC分子としては、低い
固有的親和性を有する様々なレセプター（例えば、ペプチド特異的TCRならびにCD94/NKG2
-A/CおよびKIRのようなNKレセプター）を検出するための、HLAA、HLA B、HLA C、H-2、DR
-対立遺伝子およびHLA Eが挙げられる。
【０２８２】
　ペプチド／MHC分子と特異的な対抗（counter）レセプターとの相互作用は、染色機能の
ためには必須である比較的大きい親和性によって行なわれる。従って、亜優性（sub-domi
nant）ペプチド／MHC分子複合体と相互作用する低親和性のMHC認識細胞クローンは、潜在
的には、フローサイトメトリーによる分析から「逃れる」ことがある。これは、実際に、
フローサイトメトリー手法における先行技術の四量体の場合において認められている。し
かし、本発明の構築物により、フローサイトメトリー手法におけるこの欠点は除かれる。
【０２８３】
　本発明のポリリガンドMHC分子構築物は、先行技術の四量体と比較した場合、特異的なM
HC認識細胞のレセプターに対してより強固に結合する。このことは、信頼できるフローサ
イトメトリー手法のために必要とされる。従って、本発明の構築物は、MHC認識細胞のと
らえにくい亜集団のフローサイトメトリー分析のために特に有用である。本発明のMHC分
子構築物の増大した結合アビディティは、低親和性のレセプターを発現するMHC認識細胞
の検出を可能にする。増大した相互作用はまた、血液サンプル中の非常に少ないMHC認識
細胞集団でさえも、インビトロでの拡大を必要とすることなく、その検出を可能にする。
従って、本発明のMHC分子構築物は、血液サンプル中のすべてのタイプのMHC認識細胞のフ
ローサイトメトリーによって直接モニターするために有用であると考えられる。
【０２８４】
　本発明のポリリガンドMHC分子構築物はまた、特異的なMHC認識細胞と非特異的なMHC認
識細胞とのより良好な分離を可能にし、従って、抗原特異的なMHC認識細胞の迅速なフロ
ーセル選別を利用することを増大させる。
【０２８５】
他の技術
　また、本発明のMHC分子構築物は、好適には、いわゆる「フリーフローティング」技術
において適用され得ると考えられる。
【０２８６】
　いわゆる「フリーフローティング技術」を使用した染色手順において、組織切片は、懸
濁された状態で、または適切な容器（例えば、微量遠心分離チューブ）において自由に浮
遊した状態で、種々の試薬および洗浄緩衝液と接触する。
【０２８７】
　組織切片は、染色手順の際、種々の試薬および緩衝液を含有するチューブからチューブ
に、例えば、「釣針様」デバイス、スパーテルまたはガラスリングを使用して移され得る
。
【０２８８】
　種々の試薬および緩衝液はまた、穏やかなデカンテーションまたは真空吸引によって変
化し得る。あるいは、組織切片を含む容器は、Corningの「Netwell」のような特別な染色
用ネットに移され、そして次の染色工程のためにチューブへ戻される前に組織切片が洗浄
され得る。
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【０２８９】
　染色手順の個々の工程（例えば、固定、抗原回復、洗浄、ブロッキング試薬とのインキ
ュベーション、免疫特異的試薬とのインキュベーション、および例えば、着色染料の酵素
触媒による顕色が挙げられる）はすべて、組織切片が自由に浮遊しているときに、または
ネット上に保持されているときに行なわれる。染料の顕色後、組織切片はスライドガラス
上でマウントおよび乾燥され、その後、対比染色され、そしてカバーガラスが載せられ、
その後、例えば、顕微鏡で分析される。
【０２９０】
　時折、組織切片は、免疫特異的試薬との不可欠なインキュベーションの後でスライドガ
ラス上にマウントされる。残りの染色プロセスは、その後、スライドガラス上にマウント
された組織切片に対して行なわれる。
【０２９１】
　フリーフローティング法は、主に厚い組織切片に対して使用されている。切片が染色プ
ロセスのときに決して乾燥しないことが重要である。
【０２９２】
　フリーフローティング法の利点としては、免疫組織化学的な染色試薬の一様かつ良好な
浸透が挙げられる。フリーフローティング法は、高濃度の試薬および良好な混合を可能に
する。
【０２９３】
MHC分子構築物を含有する組成物
　MHC分子構築物を含有する組成物（キット）もまた、本発明の重要な態様である。かか
る組成物は、病院および研究室においてそれらをすぐに使える様式で製剤化され得る。か
かる組成物はまた、使用者が所望するように改変または使用することが可能であるように
製剤化され得る。
【０２９４】
　組成物は、意図される使用に依存して、１つのMHC分子構築物または数個のMHC分子構築
物を含み得ることが理解されるべきである。MHC分子構築物の総数、ならびにMHC分子とペ
プチドとの実際の組み合わせは、原理的には無制限である。
【０２９５】
　従って、本発明は、上記に定義されるようなMHC分子構築物、ならびに任意に他の成分
（例えば、緩衝剤および／または可視化手段）を含む組成物に関する。MHC分子構築物のM
HC分子は、上記に定義されているように、ペプチドで満たされ得るか、またはペプチドを
含まないMHC分子であり得るか、あるいはそれらの混合体であり得る。MHC分子構築物およ
び任意に他の成分は、別々の容器または同じ容器で提供され得る。
【０２９６】
　この文脈を通して使用されるように、用語「１つ以上」、「多数」、「a」、「an」お
よび「the」は、上記に示された意味を有する。
【０２９７】
　１つの態様において、本発明の組成物は、上記に定義されるようなMHC分子構築物を可
溶化媒体に含む。組成物は、MHC分子構築物がペプチドで満たされたMHC分子を含むような
組成物、またはMHC分子構築物がペプチドを含まないMHC分子を含むような組成物であり得
る。後者の場合、組成物は、ペプチドを含まないMHC分子を満たすペプチド、およびペプ
チドを含まないMHC分子を含むMHC分子構築物が別々に提供されるような組成物であり得る
。
【０２９８】
　別の態様において、本発明の組成物は、MHC分子構築物が固体または半固体の支持体に
固定化されている、上記に定義されるようなMHC分子構築物を含む。好適な固体および半
固体の支持体は上記に示されている。組成物は、MHC分子構築物がペプチドで満たされたM
HC分子を含むような組成物、またはMHC分子構築物がペプチドを含まないMHC分子を含むよ
うな組成物であり得る。後者の場合、組成物は、ペプチドを含まないMHC分子を満たすペ
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プチドが別に提供されるような組成物であり得る。
【０２９９】
　特に、MHC分子構築物は、MHC分子が低親和性のペプチドで満たされている形態で提供さ
れ得る。従って、特定の用途のために、これらの低親和性ペプチドを、親和性がより大き
いペプチドで交換することが可能であり得る。この適用は、組成物（キット）を提供する
ときには特に有益であり得る。MHC分子を低親和性ペプチドで満たすことは、MHC分子を安
定化するという利点を有し、同時にペプチドを含まないMHC分子の利益を提供する。
【０３００】
　下記には、MHC分子、ペプチドおよびMHC分子構築物の製造が記載される。
【０３０１】
MHC分子、ペプチドおよびMHC分子構築物の製造
　本明細書中において、MHC分子の製造ならびになかでも、好適なＴ細胞レセプターおよ
びNK細胞レセプターを発現する免疫適格標的細胞（MHC認識細胞）へのMHC分子の特異的な
結合を達成するための、キャリア分子（MHC分子構築物）上のポリリガンド化合物として
組織化された十分に規定されたMHC分子の使用が記載される。
【０３０２】
MHC分子の製造
　いくつかのMHC分子は、細胞性生合成のとき、望ましくないペプチドの混入または事前
に占有されている（pre-occupied）ので、天然の供給源（すなわち、真核生物細胞）から
得ることは非常に難しいことが判明している。
【０３０３】
　最近の技術的進歩により、細菌発現ベクター内に連結された適切なcDNAを使用して、ペ
プチドを含まないが、機能的なMHCクラスＩおよびMHCクラスIIを製造することが可能にな
っている。最近開発されたインビトロでの折り畳み手法である酸化タンパク質折り畳み（
OPF）により、十分に規定されたMHCクラスＩ分子の製造が可能になっている（WO2000/156
65（参考文献31）を参照のこと）。この方法は、タンパク質（例えば、封入体）が、製造
中のどこかの時点で、確立された適切なジスルフィド結合を破壊しない状態で、カオトロ
ピック（例えば、尿素）中において溶媒和される、任意のタンパク質製造スキームにおけ
る使用である（それが原核生物または真核生物において行われたとしても）。簡単に記載
すると、OPF法は、適切な条件（pH、塩分濃度など）を有する緩衝液において効率的かつ
迅速な折り畳み経路によって変性MHC分子を誘導する予め形成されたジスルフィド結合を
利用する。例として、ペプチドを含まない比較的安定なMHCクラスＩ分子は、過剰量の機
能的なβ２ｍを含有する緩衝液中で、適切なジスルフィド結合を有する変性重鎖分子の希
釈によって即座に形成される。新たに折り畳まれたMHCクラスＩ重鎖のこの中間状態は、
β２ｍの存在によって厳密に制御される。続くペプチドの添加は、重鎖分子における分子
変化を誘導し、安定かつ機能的なMHCクラスＩ分子の形成をもたらす。従って、OPF法は、
２つの異なる形態で、すなわち、ａ）極めて安定で、Ｔ細胞結合性である、ペプチドで満
たされた分子として、そしてｂ）適度に安定で、容易にペプチドを受容し得る、部分的に
成熟したペプチドを含まない分子（「空」のMHC分子）として、MHCクラスＩ分子の製造を
可能にする。比較として、細菌により産生されるMHC分子の従来の折り畳みは、β２ｍお
よびペプチドの両方の存在を必要とし、その結果、ペプチドで満たされたMHC分子の安定
化をもたらすのみである。
【０３０４】
　例えば、MHCクラスＩサブユニットの酸化された状態は、尿素で可溶化された細菌封入
体由来、または真核生物細胞（例えば、CHO細胞）で産生された変性MHCクラスＩ分子由来
の個々のサブユニットの生化学的な精製（例えば、サイズ排除クロマトグラフィーおよび
イオン交換クロマトグラフィー）によって得られる得るだけである。
【０３０５】
　MHC分子はまた、例えば、ストレプトアビジンのような結合実体を介するキャリア分子
への結合に適切な部分（例えば、ビオチン化部位）でタグが付けられた、十分に規定され
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、かつ高度に精製された成分を得るために組換え技術によって作製され得る。MHC分子お
よびMHC様分子は、生合成のときに細胞内区画において多くの異なるペプチドで負荷され
るので、天然の供給源からは困難を伴って得られるだけである。MHC分子を製造するため
の効率的な方法はまた、MHC遺伝子座の極端な多型を克服するための必要条件である。ヒ
ト集団においては、400を越える異なるHLAA対立遺伝子、HLA B対立遺伝子およびHLA C対
立遺伝子が存在し、200を超えるHLA D対立遺伝子が存在する。この分子的多様性は、上記
で述べられたように、免疫学的目的を有しているが、多くの異なるMHC分子が作製され、
個々に最適化され、実証され、特徴付けられ、貯蔵されることなどが必要であるので、MH
C製造に対する実際的な障害である。しかし、十分に規定されたペプチドを提示する組換
えMHC分子は、細菌または真核生物細胞において産生されたMHC分子由来の変性および予め
酸化されたサブユニット（すなわち、MHCクラスＩ分子の重鎖および軽鎖β２ｍ、およびM
HCクラスII分子のα鎖、β鎖）のインビトロでの折り畳みによって高い効率で得られ得る
。
【０３０６】
　MHC分子は、例えば、MolecularCloning（Sambrook、FritschおよびManiatis、Cold Spr
ing Harbor Press、1989、参考文献13）に記載されるような標準的な手順に従って、目的
とする様々な分子をコードするcDNAのクローニングによって得られ得る。簡単に記載する
と、cDNAが、市販のcDNA合成キット（場合により、Pharmaciaから得られる）を使用して
適切な細胞株から合成される。例えば、ヒト細胞の場合、細胞は、第12回国際組織適合性
ワークショップの細胞株パネルデータベースから得られる、HLAを発現するEBV形質転換ヒ
トＢ細胞株のパネルに由来し得る（「HLA：HLAの遺伝的多様性。機能的および医学的な意
味」、DominiqueCharron編、EDK Press、1997（参考文献12））。例えば、HLA A*0201の
場合、適切な細胞株はIHW9012であると考えられる。所望するMHC（HLA）分子に対応する
ヌクレオチド配列は、公開されているデータベースにおいて見出され得る。適切な配列情
報を使用して、オリゴヌクレオチドプライマーは、適切なcDNAに由来する関連した成熟MH
C（HLA）分子を含むコード領域をPCR反応によって増幅するために設計され得る。増幅の
ための関連する順方向プライマーおよび逆方向プライマーは、適切な発現ベクターのNcoI
制限部位およびHindIII制限部位に挿入される。適切な発現ベクターは、例えば、Novagen
（Novagen，Inc、Madison、WI、アメリカ）から得られ得る。
【０３０７】
MHCクラスＩ分子およびMHCクラスII分子と結合するペプチド
　MHC分子を満たすためのペプチド（またはペプチド抗原）は任意の長さであり得る。ペ
プチドは、MHCクラスＩ分子に結合するとき、少なくとも８～１０アミノ酸残基の長さで
なければならない。MHCクラスII分子に結合するペプチドの長さは、通常、MHCクラスＩ分
子に結合するペプチドよりも長く、例えば、50個ものアミノ酸残基であり得るが、通常的
には約20アミノ酸残基よりも短く、例えば、約17アミノ酸残基よりも短い。しかし、上記
に示された長さは例としてであり、従って、限定されるべきでないことが理解されるべき
である。
【０３０８】
　抗原性分子または組織が多数の免疫病理学について公知であるので、好適なペプチドは
、この情報を使用して選択され得る。例として、特定の細胞傷害性Ｔ細胞によって認識さ
れる腫瘍関連抗原に由来する抗原性ペプチドのパネルが同定されている。
【０３０９】
　アミノ酸組成物もまた、反復した手順または分子モデリングにより得られ得る。MHCク
ラスＩ（およびMHCクラスII）によって制限されるＴ細胞エピトープの迅速かつ確実な同
定は、新しい腫瘍抗原、自己抗原または感染性疾患に関する定義を含む様々な分野の医学
研究において必須である。従って、予め必要なものは、MHC-ペプチド-TCR複合体内におけ
る分子相互作用に関する正確な知識である。合成無作為配列ペプチドライブラリーによっ
て、非常に多数のMHCペプチド結合モチーフがこの10年間に明らかにされている。MHCペプ
チド結合モチーフの共通する特徴は、MHC分子に結合するペプチドの強さを制御する、ペ
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プチドのアンカー残基および結合部位のポケットが存在することである。500を越える異
なるMHC分子が見出されており、それらの各々が異なるペプチド結合モチーフを含んでい
る。結合モチーフの情報を含む現在の生物データベースから、多数のアルゴリズムが、抗
原の公知の配列から推定されるMHC結合モチーフを予測するために開発されている。周知
の１つの例として、MHCリガンドおよびペプチドモチーフのデータベース「SYFPEITHI」が
ある。これは、クラスＩおよびクラスIIのMHC分子と結合することが知られている約2000
個のペプチド配列を含むデータベースである。収録配列は、公表された報告から集められ
ている。このデータベースにより、様々な感染症および細胞形質転換に関与する分子にお
けるMHC結合モチーフを同定するための強力な手段が提供される。例えば、HIV/SIV抗原お
よび腫瘍関連抗原が同定されている。これらの抗原の公知の配列から、多数のMHC結合モ
チーフが予測され、その後、ペプチド結合分析によって確認されている。MHC結合ペプチ
ドの同様の推定は、例えば、癌、マラリアおよび結核において、様々な疾患関連抗原に対
して利用可能である。
【０３１０】
　好適なMHCクラスＩペプチドエピトープの予測を改善するためのより最近のアプローチ
は、ERにおいてMHCクラスＩ結合ペプチドを生成するプロテオソームのパターンを整理す
る知識に基づいている。例として、NetChopWWWサーバーは、ヒトプロテアソームの切断部
位についてニューラルネットワーク予測を行う（http://www.cbs.dtu.dk/-services/NetC
hop/）。プロテアソームの構造はほとんど保存されているので、このサーバーは、少なく
とも他の哺乳類のプロテアソームについて信頼できる予測を行ない得ると考えられる。同
様のWWWサーバーはhttp://www.uni-tuebingen.de/uni/kxi/において利用可能である（C.K
uttler、A.K.Nussbaum、T.P.Dick、H.-G.Rammensee、H.Schild、K.P.Hadeler、Analgorit
hm for the prediction of proteasomal cleavages、J.Mol.Biol.298(2000)417～429もま
た参照のこと）（参考文献24）。
【０３１１】
　調整された人工ネットワークによる分析は、切断を促進または阻害するさらなるモチー
フおよび特徴の同定を可能にする。このツールはまた、MHC結合能力の予測量と組合せて
、MHCクラスＩ分子におけるペプチドの生成および提示のより完全な予測を可能にする。
【０３１２】
　ペプチドは、固相合成法によって得られ得る。Merrifield（参考文献14および15）によ
って最初に導入されたこの技術の第１段階は、保護されたアミノ酸誘導体を用いたポリマ
ー支持体上におけるペプチド鎖の組み立てからなる。この技術の第２段階は、すべて側鎖
保護基を同時に切断しながら、支持体からペプチドを切断して、粗製の遊離ペプチドを得
ることである。より長いペプチドを得るために、これらのプロセスは連続して繰り返され
得る。
【０３１３】
　種々の化学的保護スキームならびに固体支持体および可溶性支持体を含むこの方法論の
総説については、例えば、G.BaranyおよびFields（参考文献16および17）を参照のこと。
【０３１４】
　非常に多数のペプチド、いわゆるペプチドライブラリーは、無作為配列ペプチド合成に
よって得られ得る；例えば、Gordonら、R.A.HoughtenらおよびG.Jungら（参考文献18、19
および20）を参照のこと。ペプチドのこれらのコレクションは、天然アミノ酸、非天然ア
ミノ酸およびアミノ酸模倣体の両方を配列に含有し得る。このようなライブラリーは、非
常に多数のペプチドをスクリーニングするために有用である。
【０３１５】
　ペプチドを得るための他の方法としては、酵素によるフラグメント連結、遺伝子工学技
術（例えば、部位指向変異誘発など）が挙げられる。あるいは、ペプチドは、天然の供給
源から単離した後に得られ得る。
【０３１６】
　本発明のMHC分子構築物の製造
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　本発明によって、低親和性の可溶性MHC分子をその特異的な対レセプターに安定に結合
させることが可能である。これを可能にするプロセスが下記に記載され、MHC分子をキャ
リア分子（これは、意図される使用に依存して、可溶性または不溶性であるように選択さ
れ得る）に結合させ、従って、ポリリガンド（すなわち多価）化合物であるMHC分子構築
物を形成する工程を含む。
【０３１７】
　複数価（multi-valent）または多価（poly-valent）の分子複合体としてこのようにし
て組織化された複数の低親和性MHC分子は、個々のMHC分子の結合に関連する固有の大きい
解離速度（off-rate）が補償される。
【０３１８】
　多数の低親和性MHC分子を発現する本発明のMHC分子構築物は、大きいアビディティでMH
C認識細胞の特定のレセプターに結合する。例えば、モノマー形態の可溶性HLAクラスＩは
迅速に解離するが、これに対して、HLAクラスＩを含む本発明のMHC分子構築物は、はるか
に安定であることが判明している。
【０３１９】
　従って、本発明はさらに、MHC分子構築物を調製するためのプロセスに関する。
【０３２０】
　本発明のプロセスは以下の工程を含む：
【０３２１】
（ａ）MHC分子またはMHC分子サブユニットを提供する工程、および
（ｂ）MHC分子またはMHC分子サブユニットを、本明細書中に記載されるような好適なキャ
リア分子、または本明細書中に記載されるような好適なキャリア分子および好適な結合実
体に結合させ、それによりMHC分子構築物を得る工程。
【０３２２】
　記載されるように、キャリア分子は、可溶性または不溶性であるように選択され得る。
【０３２３】
　より詳細には、本発明のプロセスは以下の工程を含む：
【０３２４】
（ａ）タグ付加またはタグ非付加のMHC分子またはMHC分子サブユニットをコードする１つ
以上の遺伝子を含む原核生物細胞または真核生物細胞を提供する工程であって、該遺伝子
が該細胞内で発現可能である工程、
（ｂ）遺伝子が発現される条件のもとで細胞を培養する工程、
（ｃ）細胞によって生成されたMHC分子またはMHC分子サブユニットのその後の精製を可能
にする条件のもとで、MHC分子またはMHCサブユニットを細胞から単離する工程、および、
（ｄ）任意に、単離されたMHC分子サブユニットを、本明細書中に記載されるようなキャ
リア分子、または本明細書中に記載されるような結合実体およびキャリア分子に結合させ
るプロセス前または中に折り畳み処理に供し、それによりMHC分子構築物を得る工程。
【０３２５】
　MHC分子は、同じ細胞または異なる細胞において生じ得る。後者の場合、MHC分子（これ
はおそらく、異なる２種類の分子、例えば、MHCクラスＩ分子の重鎖およびβ２ｍであり
得る）は、キャリア分子（結合実体を有するかまたは有さない）に結合させる前または間
に一緒に結合され得る。
【０３２６】
　適切な発現ベクターを含む宿主細胞は、原核生物性または真核生物性であり得る。
【０３２７】
　本明細書中で使用されるMHC分子を製造するためには、用途が広く、かつ高発現性の細
菌発現が特に好ましい。例として、E.coli株、例えば、溶原菌BL21（DE3）は、目的とす
るcDNAコード発現ベクターで容易に形質転換され、そして多量の分子の発現を誘導し得る
。
【０３２８】
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　MHC分子をコードする発現プラスミドを含む宿主細胞は、原核生物起源（細菌）であっ
てもよく、または真核生物起源（酵母、昆虫または哺乳動物細胞）であってもよい。
【０３２９】
　好ましい細菌性製造は、多量の変性したサブユニット分子（例えば、重鎖分子およびβ

２ｍ分子）を生じるような製造である。機能的なMHC分子は、当業者に公知の標準的な手
法に従うインビトロでの折り畳みによって得られ得る。例えば、従来の方法は、細菌から
得られた変性および完全に還元されたMHCクラスＩ重鎖分子が、ジスルフィド結合の形成
および変性したポリペプチド鎖の二次構造形成および三次構造形成の確立を可能にする物
理的条件および化学的条件のもと、β２ｍおよび適切なペプチドの存在下で再生されるこ
とを記載している（参考文献21）。ペプチドおよびβ２ｍはともに、初期の折り畳み期に
おいてサブユニット分子の低い親和性を補うために、折り畳まれつつある重鎖の量と比較
して過剰に添加される。目的とするペプチドは、重鎖によって形成されるペプチド結合部
位内への十分な負荷を確実にするために、適切なアンカー残基を含むべきである。
【０３３０】
　より最近に開発された好ましい方法である「酸化折り畳みタンパク質」（OPF）は、変
性した分子の迅速かつより効率的な折り畳みを指示する予め形成されたジスルフィド結合
を有する重鎖分子を利用する。この方法は、β２ｍだけの存在下でのMHCクラスＩ重鎖の
折り畳みを記載する。ペプチドを含まない生化学的に安定なMHCクラスＩ分子が、重鎖お
よび軽鎖の会合により形成される。その後の適切なアンカー残基を含むペプチドの添加は
、機能的かつ安定なMHC-ペプチド複合体の急速な形成をもたらす。
【０３３１】
　十分に規定されたMHC分子またはMHC分子サブユニットはまた、適切なcDNAをコードする
細胞内で産生され得る。かかるcDNAを含む発現ベクターは、当該分野で公知の任意の技術
を使用して宿主細胞に導入され得る。これらの技術としては、エレクトロポレーション、
リン酸カルシウム媒介トランスフェクション、トランスフェリン－ポリカチオン媒介DNA
移入、裸核酸またはカプセル化核酸を用いたトランスフェクション、リポソーム媒介細胞
融合、DNA被覆ラテックスビーズの細胞内輸送、プロトプラスト融合およびウイルス感染
が挙げられる。
【０３３２】
　例として、本発明に関連した研究にとって興味深いと考えられるペプチド結合モチーフ
が、図34～図37に示される。
【０３３３】
治療
　上記に述べられるように、本発明は、一般的に治療分野に関する。本発明のMHC分子構
築物は様々な治療的適用における有力なツールである。特に、本発明のMHC分子構築物は
、下記から明らかであるように、インビボおよびエクスビボでの治療的適用において適用
され得る。
【０３３４】
　本発明はまた、（Ｉ）特定のMHC認識細胞を標的とし、そして（ＩＩ）かかる細胞上の
レセプターに注意を向けることにより特定の標的MHC認識細胞において所望の応答を誘導
するようにポリリガンドMHC分子構築物を設計可能であるという認識に基づいている。さ
らに、所定の特異性を有するMHC分子／ペプチド複合体のかかる設計により、MHC認識細胞
の活性に影響する他の分子を組み込むことにより治療用組成物に他の刺激を「付加」する
ことが可能であるということも認識された。即ち、特異的に標的化されたMHC認識細胞ク
ローンの活性を調節しつつ、他のMHC認識細胞クローンには影響を与えないままとするこ
とが可能である。さらにまた、前述した他の分子を適切に選択することにより１つ以上の
MHC認識細胞クローンの活性を特異的に調節することも可能である。本発明はさらに、本
明細書に記載したMHC分子構築物を用いて特異的MHC認識細胞を獲得してかかるエクスビボ
を調節し、これによりかかる細胞がインビボの治療に使用され得ることが可能であるとい
う認識に基づいている。
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【０３３５】
　従って本発明は、免疫系をアップレギュレート、ダウンレギュレート、調節、回復、増
強および／または刺激する方法、ならびに、細胞のアネルギーを誘導する方法を提供する
。このことは、本発明によれば一般的に２つの方法、即ちインビボまたはエクスビボで達
成され得る。「インビボ」とは、活性物質または成分の有効量が任意の適切な経路で被験
体に投与され、活性物質または成分がその作用を被験体において発揮できることを意味す
る。「エクスビボ」（「インビトロ」と記載される場合もある）とは、被験体から抜き取
った細胞が被験体の外部において何らかの影響を受け、その後被験体に再導入され、これ
により所望の応答を達成することを意味する。
【０３３６】
　強調すべき点として、MHC分子構築物および他の用語の双方について上記の全てかつ任
意の定義が後述する部分にも等しく適用されるものとする。本発明の治療用組成物は上記
で定義した1つ以上のMHC分子構築物を含んでよいと理解されるべきである。「1個以上」
、ならびに「一つの」「複数の」および「その」という表現に付いては上記を参照された
い。また上記のように、構築物のMHC分子はペプチドで満たされているか、ペプチドを含
まないであるか、またはこれらの混合物であってよい。それぞれの構築物のMHC分子は同
じであるか、または異なっていてもよい。同様にMHC分子のペプチドは同じであるか、ま
たは異なっていてもよい。同様に、MHC分子構築物は同じであるかまたは異なっていても
よい、1つ以上の生物学的に活性な分子を含む場合がある。これらの表現は上記のとおり
説明される。
【０３３７】
　特に、生物学的に活性な分子の封入は所望の応答を開始するために重要であり得る。上
記のように、免疫系は幾つかのシグナル伝達経路に依存しており、従って生物学的活性分
子の封入は、MHC構築物の一部としてまたは単独のいずれであっても、免疫系の制御また
は方向付けのための優れた方法であり得る。
【０３３８】
　従って、本発明は一般的に治療用組成物または医薬品として使用するための上記のMHC
分子構築物そのものに関する。本発明はまたインビボの治療で使用するため、および、エ
クスビボの治療で使用するための、本明細書に規定するMHC分子構築物に関する。
　1つの局面において、本発明は本明細書に規定するMHC分子構築物を有効成分として含む
治療用組成物に関する。
【０３３９】
　別の局面において、本発明はMHC認識細胞の有効量を有効成分として含む治療用組成物
に関し、該MHC認識細胞は、
　本明細書中に規定するMHC分子構築物にMHC認識細胞を含む対象由来のサンプルを接触さ
せ、それにより、MHC分子構築物にMHC認識細胞を結合させること、
　結合したMHC分子構築物およびMHC認識細胞を単離すること、ならびに、
　該MHC認識細胞を臨床上適する数量にまで増殖させること、
により得ることができる。
【０３４０】
　治療用組成物は適宜、1つ以上のアジュバントおよび/または賦形剤を含有してもよい。
　本明細書においては「アジュバント」という用語は免疫学的アジュバントを指すものと
する。これは該当成分への免疫系の応答を増強または促進し、これにより被験体において
免疫応答または一連の免疫応答を誘発する能力を有する化合物を指す。アジュバントはデ
ポ剤（成分の半減期を延長するもの）を形成することにより治療用組成物の効果を促進し
、別のＴ細胞を与え、そして、サイトカインの産生を刺激し得る。アジュバントによる抗
原生存性の促進および非特異的刺激は、いくつかのケースにおいてMHC分子エピトープが
免疫系により認識される治療用組成物中の唯一の特徴である場合には必要となり得る。
【０３４１】
　「免疫応答」という用語に含まれるものとして、特異的な体液性、すなわち抗体、なら
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びに細胞性の免疫応答であり、抗体は血清学的なもの、ならびに分泌性のものおよびサブ
クラスIgM、IgD、IgG、IgAおよびIgEに関わるもの、ならびに全てのイソ型、アロタイプ
およびそのサブクラスである。用語はさらに、他の血清または組織の成分も含むものとす
る。細胞応答は1型および2型のTヘルパーリンパ球、細胞毒性Ｔ細胞ならびにNK細胞を含
む。
【０３４２】
　適切なアジュバントの例は、上記のもの、即ち、サポニン類、例えばQuil　AおよびQs-
21、o/w型エマルジョン、例えばMF59、MPL、PLG、PLGA、アルミニウム塩類、リン酸カル
シウム、w/o型エマルジョン、例えばIFA（フロイントの不完全アジュバント）およびCFA
（フロイントの完全アジュバント）、インターロイキン類、例えばIL-1β、IL-2、IL-7、
IL-12およびINFg、Adju-Phos（登録商標）、グルカン、抗原製剤、生体分解性微粒子、コ
レラホロ毒素、リポソーム類、DDE、DHEA、DMPC、DMPG、DOC/Alum複合体、ISCOMs（登録
商標）、ムラミルジペプチド、モノホスホリル脂質A、ムラミルトリペプチドおよびホス
ファチジルエタノールアミンである。好ましい実施態様においては、アジュバントはサポ
ニン類、例えばQuil　AおよびQs-21、MF59、MPL、PLG、PLGA、リン酸カルシウムおよびア
ルミニウム塩から選択される。適切な賦形剤の例は上記のもの、即ち、希釈剤、緩衝剤、
懸濁剤、水和剤、可溶化剤、pH調節剤、分散剤、保存料および/または着色料である。と
りわけ、カルシウムイオンおよびマグネシウムイオンを含有しないPBS緩衝液が適してい
る。
【０３４３】
　本発明の治療用組成物は種々の疾患の治療、予防、安定化または緩和において適切に適
応され得る。対象となる疾患は、上記のもの、即ち、炎症性、自己免疫性、アレルギー性
、ウィルス性、癌性、感染性、同種異型性または異種性（移植片対宿主および宿主対移植
片）起源の疾患である。特に、疾患は慢性の炎症性腸疾患、例えばクローン病または潰瘍
性大腸炎、硬皮症、I型糖尿病、慢性関節リューマチ、乾癬、アトピー性皮膚炎、喘息、
悪性メラノーマ、腎癌、乳癌、肺癌、子宮癌、前立腺癌、脳癌、頭部および頸部の癌、白
血病、皮膚リンパ腫、肝癌、結腸直腸癌、膀胱癌、拒絶反応関連性疾患、移植片対宿主関
連疾患、または、肝炎関連ウィルス疾患、AIDS、麻疹、痘疹、水痘、風疹またはヘルペス
であり得る。
【０３４４】
　より詳しくは、疾患は、
　炎症性/自己免疫起源のもの、例えば、喘息、高血圧性肺炎、間質性肺疾患、サルコイ
ドーシス、特発性肺線維症、クローン病または潰瘍性大腸炎またはホイップル病に関わる
間質性肺疾患、ウエーゲナー肉芽腫症または高血圧性血管炎に関わる間質性肺疾患、
　血管炎症候群、ヘノッホ-シェーンライン紫斑病、グッドパスチヤー症候群、ウエーゲ
ナー肉芽腫症、
　腎疾患、例えば急性糸球体腎炎の際の抗体媒介糸球体症、全身エリテマトーデスに関わ
る腎炎、他の全身疾患、例えばウエーゲナー肉芽腫症およびグッドパスチヤー症候群およ
び混合結合組織疾患に関わる腎炎、慢性間質性腎炎、慢性糸球体腎炎、
　胃腸疾患、例えばクローン病、潰瘍性大腸炎、腹腔疾患、ホイップル病、コラーゲン蓄
積大腸炎、好酸球性大腸炎、リンパ性大腸炎、
　肝臓胆管疾患、例えば自己免疫肝炎、アルコール誘発肝炎、門脈周囲線維症、原発性胆
管肝硬変、硬化性胆管炎、
　中枢または末梢神経系の障害、例えば脱ミエリン疾患、例えば多発性硬化症、急性播種
性脳脊髄炎、亜急性硬化性全脳炎、
　皮膚疾患、例えば乾癬、アトピー性皮膚炎、湿疹、アレルギー性皮膚疾患、進行性全身
性硬皮症（硬皮症）、剥脱性皮膚炎、尋常性疱瘡、
　関節疾患、例えば慢性関節リューマチ、強直性脊髄炎、乾癬または炎症性腸疾患に関わ
る関節炎、
　筋骨格疾患、例えば重症筋無力症、多発性筋炎、
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　内分泌性疾患、例えばインシュリン依存性真性糖尿病、自己免疫性甲状腺炎（橋本病）
、甲状腺中毒症、グレーブス病、
　造血系の疾患、例えば自己免疫性貧血、自己免疫性血小板減少症、
　心臓血管系の疾患、例えば心筋症、血管炎、全身性エリテマトーデスのような全身性疾
患に関わる心臓血管系の疾患、結節性多発性関節炎、慢性関節リューマチ、硬皮症、サル
コイドーシス、
　癌起源の疾患、例えば悪性黒皮症、セザリー症候群、皮膚Ｔ細胞リンパ腫、腎細胞癌、
結腸直腸癌、乳癌、卵巣癌、子宮癌、前立腺癌、肝癌、肺癌および肉腫、
　アレルギー起源の疾患、障害または症状、
である。
【０３４５】
　アレルギー反応が起こる最も一般的なアレルゲンには、例えば樹木、草木、雑草、カビ
、ハウスダストダニ、貯蔵ダニ、ゴキブリおよび動物の体毛、毛皮およびフケに由来する
アレルゲンの吸引が含まれる。樹木、草木および雑草に由来する重要な花粉アレルゲンは
分類学上のブナ目（Fagales）、モクセイ目（Oleales）およびマツ目（Pinales）、例え
ばカバノキ（Betula）、ハンノキ（Alnus）、ハシバミ（Corylus）、シデ（Carpinus）お
よびオリーブ（Olea）、イネ目（Poales）、例えばドクムギ属（Lolium）、オオアワガエ
リ属（Phleum）、ナガハグサ属（Poa）、ギョウギシバ属（Cynodon）、カモガヤ属（Dact
ylis）およびライムギ属（Secale）の草木、キク目（Asterales）およびイラクサ目（Urt
icales）、例えばブタクサ（Ambrosia）およびヨモギ（Artemisia）属の雑草である。カ
ビ由来の重要な吸入アレルゲンは、とりわけ、アルテルナリア（Alternaria）およびクラ
ドスポリウム（Cladosporium）属に由来するものである。他の重要な吸入アレルゲンはデ
ルマトファゴイデス（Dermatophagoides）属のハウスダストダニ、レピドグリフィス（Le
pidoglyphys）属の破壊性の貯蔵ダニ、ゴキブリ、および哺乳動物、例えばネコ、イヌ、
ウマ、ウシおよびトリに由来するものである。刺したり噛んだりする昆虫類に対するアレ
ルギー反応、例えば分類学上の膜翅目、例えばハチ、スズメバチおよびアリに由来するも
のが一般的に観察されている。特定のアレルゲン成分は当業者に公知であり、例えば、ブ
ナ目のBet　v　1（B.ベルコーサ（B.verrucosa）,　カバノキ）、Aln　g　1（アルヌス・
グルチオノーサ（Alnus　glutionosa）,　ハンノキ）、Cora　1（コリルス・アベラナ（C
orylus　avelana）,　ハシバミ）およびCar　b　1（カルピヌスベツルス（Carpinusbetul
us）,　シデ）である。他のものとしては、Cry　j　1（マツ目）、Amb　a　1および2、Ar
t　v　1（キク目）、Par　j　1（イラクサ目）、Ole　e　1（モクセイ目）、Ave　e　1、
Cyn　d　1、Dac　g　1、Fes　p　1、Hol　l　1、Lol　p　1および5、Pas　n　1、Phl　p
　1および5、Poa　p　1、2および5、Sec　c　1および5、ならびにSor　h　1（種々の草木
花粉）、Alt　a　1およびCla　h　1（カビ）、Der　f　1および2、Der　p　1および2（ハ
ウスダストダニ、それぞれ、D.ファリナエ（D.　farinae）およびD.プテロニシヌス（D.p
teronyssinus））、Lep　d　1、Bla　g　1および2、Per　a　1（ゴキブリ、それぞれ、ブ
ラテラ・ゲルマニカ（Blatella　germanica）およびぺリプラネタ・アメリカーナ（Perip
laneta　americana））、Fel　d　1（ネコ）、Can　f　1（イヌ）、Equ　c　1、2および3
（ウマ）、Apis　m　1および2（ミツバチ）、Ves　g　1、2および5、Pol　a　1、2および
5（全てスズメバチ）、ならびにSol　i　1、2、3および4（ホタルアリ）等が最も一般的
なものとして挙げられる。
【０３４６】
　本発明の治療用組成物は、投与経路および投与すべき有効成分の量に応じて任意の適切
な方法で製剤してよい。特に本発明の治療用組成物は非経口投与用、例えば静脈内、筋肉
内、関節内、皮下、皮内、外皮/経皮および腹腔内投与用、注入用、経口投与用、鼻内投
与用、直腸投与用、または局所投与用に製剤され得る。
【０３４７】
　MHC分子構築物は固体または半固体の支持体上に適切に固定化される場合がある。固体
および半固体の支持体の例は上記のもの、即ち、粒子、ビーズ、生体分解性粒子、シート
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、ジェル、フィルター、膜、繊維、キャピラリー、針、マイクロタイターストリップ、管
、プレートまたはウェル、コーム、ピペット、チップ（tip）、マイクロアレイおよびチ
ップ（chip）である。特に固体支持体は粒子およびビーズ、好ましくは、重合体、磁性体
または超常磁性体である粒子およびビーズから選択される。インビボの治療のためには、
生体分解性の粒子が特に好ましいが、エクスビボの治療の場合は生体分解性、重合体、磁
性体、常磁性体または超常磁性体の粒子が特に好ましい。
【０３４８】
　上記のように、治療用組成物中に使用されるMHC分子構築物はインビボおよびエクスビ
ボの両方においてMHC認識細胞の調節のために高度に適した性質を有する極めて興味深い
分子ポリリガンド化合物である。
【０３４９】
　ポリリガンドMHC分子構築物はキャリア分子によって複数のペプチド提示MHC分子を担持
でき、これにより特異的な対抗レセプターに対する高親和力の結合を可能にする。
【０３５０】
　このような応答には、アポトーシスをもたらすアネルギー、応答のアップレギュレーシ
ョン、応答のダウンレギュレーション、応答の刺激、応答の調節、応答の増強、応答の抑
制、および、応答を操作する任意の他の方法が含まれることが理解される。この点に関し
、構築物のMHC分子/ペプチドは多数の他の応答を誘発するか、あるいは治療、予防または
緩和すべき疾患に対して有益な影響をもたらす種々のシグナル伝達物質の産生をもたらす
シグナル伝達経路を活性化させるように選択され得る。
【０３５１】
　これを達成するためには、組成物中で使用するMHC分子構築物は、適宜、インビボおよ
びエクスビボで標的MHC認識細胞において1個以上の機能を発揮する異種または同種のMHC
分子（例えば、異なるペプチドを提示する）を含み得る。
【０３５２】
　さらにまた、MHC分子構築物のこのような所望の効果は上記の生物学的活性化合物をさ
らに結合させることにより、増強、低減、抑制、刺激されまたは他の効果と組み合わせて
もよく、これにより特定のMHC認識細胞のクローンを指向することができる。このために
は、MHC分子とペプチドの特定の組み合わせを選択してよい。例えば、同時刺激分子、例
えばB7.1をポリリガンドMHC分子構築物に担持させることにより2官能性のポリリガンドMH
C分子構築物の形成が誘導され、これは（I）所望のペプチド特異的MHC認識細胞クローン
を対象とし、（II）免疫応答を開始するための2種の強制的なシグナルを含む適切な刺激
を促進する。他の例は、自己免疫疾患の治療のための組成物であり、ここでは、組み換え
毒素、例えばPE-38も、使用されるMHC分子構築物に結合される。
【０３５３】
　これにより、望まれる如何なる態様でも応答を調節することが可能になる。従って、本
発明はインビボおよびエクスビボの両方で所望の標的細胞応答をもたらすMHC分子/ペプチ
ドを設計する方法にも関する。
【０３５４】
　癌を含む種々の疾患は患者において免疫抑制をもたらす。免疫療法は患者自身の免疫系
を刺激することにより癌細胞を認識して破壊させようとするものである。腫瘍は幾つかの
異なる機序を通して免疫系全体にその抑制的作用を示すことができる。腫瘍細胞は免疫系
を感作することができるが、腫瘍退避機序は腫瘍に対する免疫学的寛容性を誘発すること
ができる。腫瘍退避免疫サーベイランスの機序は幾つかが知られている。例えば、腫瘍細
胞はエフェクターＴ細胞に対して腫瘍抗原を提供するのに非効率的である場合が多い。こ
れは腫瘍細胞によるMHC分子のダウンレギュレーションまたは突然変異、あるいは、同時
刺激分子、例えばB7、または、抗原提示経路において重要なTAPのような他の分子のダウ
ンレギュレーションの結果である可能性がある。
【０３５５】
　さらにまた、腫瘍細胞はＴ細胞におけるCD3-ゼータ鎖の発現をダウンレギュレートする
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ことによりＴ細胞における寛容性を誘発することがわかっている。腫瘍細胞はまた、抑制
性サイトカインの放出によるＴ細胞の活性化を抑制し、Fas-Fasリガンド相互作用を通し
てＴ細胞のアポトーシスを誘発することができる。腫瘍細胞はまた、未成熟の樹状細胞の
完全に成熟した抗原提示細胞への成熟を抑制するIL-12のようなサイトカインの放出を通
して免疫系を抑制する能力を有する。腫瘍細胞により放出される抑制因子は顆粒球の活性
化を抑制し、これにより活性化顆粒球による腫瘍細胞の殺傷が回避されることがわかって
いる。
【０３５６】
　化学療法および放射線療法のような一般的な治療方法もまたより一般的な方法で免疫を
抑制する。
【０３５７】
　種々の異なる従来技術の方法が腫瘍に対する患者の免疫応答を再生または増強する試み
に用いられており、例えばモノクローナル抗体の投与、癌ワクチン、サイトカイン療法お
よび樹状細胞またはＴ細胞を用いた養子細胞免疫療法が例示される。Ｔ細胞が関与する細
胞免疫療法には腫瘍細胞を殺傷する能力を有するCD8+細胞毒性エフェクター細胞が包含さ
れる。さらにまた、CD4+サイトカイン産生Ｔ細胞はまた細胞毒性CD8細胞の持続可能な抗
腫瘍細胞活性の維持において重要な役割を果たしていることも解かっている。しかしなが
ら従来技術の方法の成果は限定的なものであった。
【０３５８】
　上記によれば、治療用組成物のMHC分子構築物を興味深いものとしているものは、
　使用するMHC分子構築物のMHC分子の少なくとも2つは異なっており、
　使用するMHC分子構築物のMHC分子は同じであり、
　使用するMHC分子構築物の複数のMHC分子により捕獲されるペプチドの少なくとも2つは
異なっており、
　使用するMHC分子構築物のMHC分子により捕獲されるペプチドは同じであり、
　使用するMHC分子構築物のMHC分子により捕獲されるペプチドは天然アミノ酸、親水性ま
たは疎水性の基を含まないように化学的に修飾されるか合成されており、
　使用するMHC分子構築物のMHCクラスI分子により捕獲されるペプチドは可撓性のリンカ
ーによりMHCクラスI重鎖に連結されており、
　使用するMHC分子構築物のMHCクラスI分子により捕獲されるペプチドは可撓性のリンカ
ーによりMHCクラスI軽鎖（β2m）に連結されており、
　ペプチドは可撓性のリンカーにより軽鎖（β2m）と結合したMHCクラスI重鎖を有する使
用するMHC分子構築物のMHCクラスI分子により捕獲され、
　使用するMHC分子構築物のMHCクラスII分子により捕獲されるペプチドは可撓性のリンカ
ーによりα鎖に連結されており、
　使用するMHC分子構築物のMHCクラスII分子により捕獲されるペプチドは可撓性のリンカ
ーによりβ鎖に連結されており、
　使用するMHC分子構築物のMHCクラスI分子は突然変異されており、
　使用するMHC分子構築物のMHCクラスII分子は突然変異されており、
　使用するMHC分子構築物のMHC分子はペプチド非含有MHC分子である、
という点である。
【０３５９】
　上記のように、MHC分子構築物は1つ以上の生物学的に活性な分子を有してよい。これら
は上記で定義したとおりである。特に好ましい生物学的化合物は、MIC　A、MIC　B、CD1d
、ULBP-1、ULBP-2、ULBP-3、CD2、CD3、CD4、CD5、CD8、CD9、CD27、CD28、CD30、CD69、
CD134（OX4）、CD137（4-1BB）、CD147、CDw150（SLAM）、CD152（CTLA-4）、CD153（CD3
0L）、CD40L（CD154）、NKG2D、ICOS、HVEM、HLAクラスII、PD-1、Fas（CD95）、FasL、C
D40、CD48、CD58、CD70、CD72、B7.1（CD80）、B7.2（CD86）、B7RP-1、B7-H3、PD-L1、P
D-L2、CD134L、CD137L、ICOSL、LIGHT、CD16、NKp30、NKp44、NKp46、NKp80、2B4、KIR、
LIR、CD94/NKG2AおよびCD94/NKG2Cである。
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【０３６０】
　上記のように、本発明はヒトを含む動物の治療のための方法に関し、該方法は有効量の
明細書記載の治療用組成物を投与することを包含する。治療は免疫応答のアップレギュレ
ーション、ダウンレギュレーション、調節、刺激、抑制、再生、増強および/または何ら
かの他の操作を含み得る。これは実際は本発明の組成物により達成され得る。本発明はま
た細胞においてアネルギーを誘発する方法に関し、この用法により明細書に記載した治療
用組成物が投与される。
【０３６１】
　さらに別の局面において、本発明は養子免疫療法を実施する方法に関し、該方法はヒト
を含む動物に本明細書に記載した治療用組成物を投与することを包含する。
【０３６２】
　インビボ療法
　上記のように、本発明の治療用組成物はインビボ療法に適する。
　インビボ療法のための治療用組成物は1～10種の異なるMHC分子構築物を適宜含有してよ
い。即ち、2、3、4、5、6、またはより多くの種類の異なるMHC分子構築物の含有物を意図
しており、それは場合により好都合なものと考えられている。さらにまた異なるペプチド
を捕獲しているMHC分子を担持したMHC分子構築物を含むことも好都合である場合がある。
各MHC分子構築物の量は該当するMHC分子構築物またはMHC分子構築物の組み合わせに依存
する。さらにまた、MHC分子の親和性も考慮されるべきである。高親和性ならびに低親和
性のペプチドをMHC分子により捕獲させてよい。しかしながらこれは、所望の応答を得る
ために必要な量および所望の応答の強度に影響してくると予測される。全身免疫応答を誘
発するために必要なMHC分子構築物の量は典型的には0.0001～10000mg/kg/用量、例えば0.
01～1000mg/kg/用量、0.1～100mg/kg/用量、または1～10mg/kg/用量の範囲である。一般
的に、使用するMHC分子は異種反応の危険性を回避ないしは最小限とするためには投与対
象と共同的作用を示すものであるべきである。
【０３６３】
　本発明の組成物の投与は単回用量または複数回の用量である場合もある。特定の場合に
おいては、1回の投与で十分である場合もある。一般的に数回の用量を、1日、1週、2週、
1箇月、または数箇月などの間隔をおいて与える必要がある。例えば、単回用量を1回で投
与するか、またはある用量をプライマーとして与え、その後、1回以上投与するか、また
は1週当たり4回までの連続投与様式を用い、その後1ヶ月投与を行わず、さらにその後1週
当たり4回までの投与（場合によりMHC分子構築物の量を漸増させる）などを行なってよい
。場合により、種々のアジュバントまたはアジュバントの組み合わせを異なる投与様式で
用いてよい。これらは全て例示のみであり、最適な投与様式は該当するMHC分子構築物お
よびその他の幾つかの要因に依存する。これを最適化する方法は当業者は容易に知るだろ
う。
【０３６４】
　当然ながら、治療を増強または支援するために他の医薬品を同時に投与してもよい。
【０３６５】
　特に、MHC分子は連結されていないが生物学的に活性な分子が連結されている1つ以上の
MHC分子構築物をMHC分子構築物と共に投与して、組成物のMHC分子構築物が対象とするMHC
認識細胞クローンよりも他のMHC認識細胞クローンを刺激、アップレギュレート、ダウン
レギュレート、抑制または増強してよい。これはまた対象となる細胞クローンへの応答を
促進するために添加しても良い。特にこのような生物学的に活性な分子は前述したMHC分
子構築物の一部であってよい。
【０３６６】
　本発明の治療用組成物を混合し、保存するための容器はガラスまたは種々の重合体材料
よりなるものであってよい。選択される容器は保存されている生成物を吸着しないもので
なければならない。容器は単一用量または多用量のアンプルまたはキャップ付きバイアル
であるのが適している。
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【０３６７】
　本発明はまた本発明の治療用組成物を製造するための方法に関し、該方法は、下記工程
:
　本明細書に記載したMHC分子構築物を提供する工程、および、
　治療用物質に適する媒体中にMHC分子構築物を溶解または分散させる工程、および、
　場合により他のアジュバントおよび/または賦形剤を添加する工程、
を包含する。
【０３６８】
　エクスビボ療法
　上記のように、本発明の組成物はエクスビボ療法に適している。
　即ち、本発明は特にMHC認識細胞の有効量を有効成分として含有する治療用組成物に関
し、該MHC認識細胞は下記工程:
　本明細書に記載したMHC分子構築物を用いて被験体からMHC認識細胞を単離する工程、お
よび、
該MHC認識細胞を臨床的に適切な数量まで増殖させる工程、
により得られる。
【０３６９】
　MHC認識細胞を単離した後、これらは所望により遺伝子的に、または任意の他の適切な
方法で修飾するか操作した後に、増殖させてもよい。
【０３７０】
　MHC認識細胞は多くの方法で単離でき、それらは以下においてより詳細に説明する。
【０３７１】
　特に:
　1）本明細書において定義した1つ以上のMHC分子構築物を被験体由来のサンプルと接触
させ、これによりMHC分子構築物をサンプル中のMHC認識細胞に結合させる。次にMHC分子
構築物をサンプルから回収し、その後、MHC認識細胞をMHC分子構築物から遊離させ、その
後、増殖させ得る。
　2）1つ以上の本明細書において定義したMHC分子構築物を被験体由来のサンプルと接触
させ、これによりMHC分子構築物をサンプル中のMHC認識細胞に結合させる。次にMHC分子
構築物をサンプルから回収し、その後、MHC認識細胞をMHC分子構築物から遊離させ、その
後、1つ以上の他のMHC分子構築物存在下で増殖させ得る。
　3）本明細書において定義した固体または半固体の支持体上に固定化された本明細書に
おいて定義した1つ以上のMHC分子構築物を被験体由来のサンプルと接触させ、これにより
MHC分子構築物をサンプル中のMHC認識細胞に結合させる。次にMHC分子構築物をサンプル
から回収し、その後、MHC認識細胞をMHC分子構築物から遊離させ、その後、増殖させ得る
。
　4）本明細書において定義した固体または半固体の支持体上に固定化された本明細書に
おいて定義した1つ以上のMHC分子構築物を被験体由来のサンプルと接触させ、これにより
MHC分子構築物をサンプル中のMHC認識細胞に結合させる。次にMHC分子構築物をサンプル
から回収し、その後、MHC認識細胞をMHC分子構築物から遊離させ、その後、1つ以上の他
のMHC分子構築物の存在下で増殖させ得る。
　5）本明細書において定義した固体または半固体の支持体上に固定化された本明細書に
おいて定義した標識された1つ以上のMHC分子構築物を被験体由来のサンプルと接触させ、
これによりMHC分子構築物をサンプル中のMHC認識細胞に結合させる。次にMHC分子構築物
をサンプルから回収し、その後、MHC認識細胞をMHC分子構築物から遊離させ、その後増殖
させ得る。
　6）本明細書において定義した固体または半固体の支持体上に固定化された本明細書に
おいて定義した標識された1つ以上のMHC分子構築物を被験体由来のサンプルと接触させ、
これによりMHC分子構築物をサンプル中のMHC認識細胞に結合させる。次にMHC分子構築物
をサンプルから回収し、その後、MHC認識細胞をMHC分子構築物から遊離させ、その後、1
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つ以上の他のMHC分子構築物の存在下で増殖させ得る。
　7）本明細書において定義した1つ以上のMHC分子構築物を被験体由来のサンプルと接触
させ、これによりMHC分子構築物をサンプル中のMHC認識細胞に結合させる。次に、MHC分
子構築物を結合したMHC認識細胞を含有するサンプルをMHC認識細胞またはMHC分子構築物
のいずれかの部分に結合する能力を有する1つ以上の分子を自らに固定させてある本明細
書において定義した固体または半固体の支持体と接触させることにより、結合したMHC認
識細胞を有するMHC分子構築物を支持体に結合させる。MHC認識細胞を有するこのようにし
て結合されたMHC分子構築物を次にサンプルから回収し、その後、MHC認識細胞をMHC分子
構築物から遊離させ、その後、増殖させ得る。
　8）本明細書において定義した標識された1つ以上のMHC分子構築物を被験体由来のサン
プルと接触させ、これによりMHC分子構築物をサンプル中のMHC認識細胞に結合させる。次
に、MHC分子構築物を結合したMHC認識細胞を含有するサンプルをMHC認識細胞またはMHC分
子構築物の任意の部分に結合する能力を有する1つ以上の分子を自らに固定させてある本
明細書において定義した固体または半固体の支持体と接触させることにより、結合したMH
C認識細胞を有するMHC分子構築物を支持体に結合させる。MHC認識細胞を有するこのよう
にして結合されたMHC分子構築物を次にサンプルから回収し、その後、MHC認識細胞をMHC
分子構築物から遊離させ、その後、1つ以上の他のMHC分子構築物の存在下で増殖させる。
【０３７２】
　上記例示は全ての方法を網羅するものではない。
【０３７３】
　MHC分子構築物とサンプルとの間の接触の時間は数種類の要因、とりわけ、対象となるM
HC分子構築物および接触を行なう条件に依存する。接触時間はMHC分子構築物へのMHC認識
細胞の結合を可能にするのに十分なものである。これを最適化する方法は当業者は容易に
知るだろう。一般的に、サンプルおよびMHC分子構築物は10分～2時間、例えば20～45分間
、4℃～20℃の温度で接触させ得る。
【０３７４】
　MHC認識細胞が上記において示したものであることは認識されるべきである。
　「サンプル」とは上記において定義した意味を有することは認識される。特にサンプル
は末梢血の単核細胞（PBMC）または他の血液由来の調製物、例えば白血球搬出法による産
物、または骨髄、脾臓または臍帯であってよい。サンプルはそのまま使用するか、または
種々の精製、脱汚染、濾過、または濃縮法、および/あるいは免疫磁性的分離のようなサ
ンプルの一部を単離または除去する方法に付してよい。
【０３７５】
　MHC認識細胞に結合されたMHC分子構築物は、磁場の使用により（支持体が磁性粒子また
はビーズである場合）（即ち免疫磁性的分離法）、または、フローサイトメーターのよう
な細胞分類装置を用いることにより、適宜単離してよい。後者の単離方法の場合は、MHC
分子構築物は適宜標識してよい。MHC分子構築物とサンプルの接触の後に固体または半固
体支持体への固定化を行なう場合は、MHC認識細胞を有するMHC分子構築物はそれに結合す
ることのできる化合物を用いて固定化してよい。適切なものは上記のとおりである。より
大量のサンプルからのMHC認識細胞の免疫磁性的単離のためには、使い捨ての血液バッグ
が適用され得る。このような目的に適する装置の例は、Isolex（登録商標）300iまたはMa
xSep（登録商標）装置（バクスター・ヘルスケア（Baxter　Healthcare）社）またはClin
iMACS（ミリテイニ・バイオテック（Miltenyi　Biotech）社）である。
【０３７６】
　MHC認識細胞は国際公開第99/11661号パンフレット（参考文献29）に記載のとおりDNase
により消化されたDNAリンカー、温度感受性エラスチンリンカーのような操作法により、
国際公開第91/15766号パンフレット（参考文献30）に記載のとおり抗体を脱着することに
より、インキュベーションによる遊離により、そして当業者に公知の他の遊離機序により
、MHC分子構築物から遊離させることができる。
【０３７７】
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　MHC分子構築物は上記の定義に従って、1つ以上の生物学的に活性な分子を有してよい。
これは、例えば、所望のMHC認識細胞を吸引するために、そして単離法の結果として起こ
るアポトーシスの潜在的な誘導を低減または防止するために、含めることができる。
　細胞の増殖は上記定義した1つ以上のMHC分子構築物の存在下に行なってよいことは理解
されるべきである。このように使用されるMHC分子構築物はMHC認識細胞の捕獲のために用
いたものと同じであっても異なっていてもよい。これは上記定義に従って、1つ以上の生
物学的に活性な分子を含んでよい。このような生物学的に活性な分子はさらに、MHC認識
細胞上のTCRおよび同時刺激分子との複数の相互作用をさらに促進し、MHC認識細胞の効率
的なエクスビボの刺激をもたらす。例えば同時刺激分子およびそのリガンドの結合親和性
はMHC分子ペプチド複合体とTCRの結合親和性と同じ範囲にある（10mM範囲）。このような
生物学的に活性な分子の含有により増殖中の刺激抗体のかわりとして天然の分子の使用が
促進されるが、その理由は複数の結合相互作用を導入することによりそれらが低親和性を
補っているためである。特にMHC認識細胞は、1）対象となるMHC認識細胞クローンよりも
他のMHC認識細胞クローンを、ならびに、2）対象となるMHC認識細胞クローンを、刺激、
アップレギュレート、ダウンレギュレート、抑制または増強するために、MHC分子は結合
していないが生物学的に活性な分子が結合した、1つ以上のMHC分子構築物の存在下に増殖
させてよい。増殖はまた、樹状細胞または間質細胞のような支持細胞の存在下に行なって
よい。
【０３７８】
　細胞の増殖はさらにまた別の化合物、例えば細胞の増殖を促進または刺激し、非該当細
胞の生育を抑制し、あるいは、所望の細胞を選択する化合物の存在下に行なってもよい。
これは例えば、1つ以上の上記の生物学的に活性な分子であることができる。そのような
別の化合物はまた、サイトカイン類、例えばリンホカイン、インターフェロン、インター
ロイキン、成長因子およびコロニー刺激因子から選択してもよい。例えばIL-2を添加して
細胞の増殖を増強したり、そして、他のサイトカインを添加して所望の特定の分化パター
ンを誘導してもよい。例えば、IL-4はTh2亜集団へのＴ細胞集団の分化を誘導し、そしてI
NF-gは、Th1亜集団への分化を誘導する。当然ながら、適切な培養培地および適切な条件
が細胞を増殖させそして維持するのに用いられることが必要である。増殖時間は通常は3
～10日であるが、細胞の生存性および持続的増殖が維持される限り、14～20日、あるいは
それ以上長い期間であることもできる。
【０３７９】
　特定の局面において、本発明はMHC認識細胞を得る方法に関し、該方法は、下記工程:
　本明細書において記載したMHC分子構築物を、MHC分子構築物にMHC認識細胞が結合する
ような条件下で、MHC認識細胞を含有することが疑われるサンプルと接触させる工程、お
よび、結合したMHC分子構築物およびMHC認識細胞を単離する工程、
を包含する。
【０３８０】
　このような方法は、例えば、本発明の治療用組成物のMHC認識細胞を得るのに適してい
る。このような方法はさらに、ランダムペプチドをMHC分子構築物の一部として適用する
ことができ、かつMHC認識細胞に対するその結合効果を試験することができる、新しい疾
患関連ペプチドの同定のために価値あるものと考えられる。この方法は免疫磁性的分離法
により、または、フローサイトメトリーにより適宜行なうことができる。
【０３８１】
　本発明はまた本発明の治療用組成物の製造方法に関し、該方法は、下記工程:
　上記のMHC分子構築物を用いてMHC認識細胞を得る工程、
　該MHC認識細胞を臨床的に適する数量まで増殖させる工程、
　得られた細胞を投与に適する媒体中で製剤する工程、および、
　場合によりアジュバントおよび/または賦形剤を添加する工程、
を包含する。
【０３８２】
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　本発明はまたMHC認識細胞を得るためのキットに関する。1つの実施態様において、この
ようなキットは、場合により本明細書において定義した固体または半固体の支持体に固定
化された、本明細書において定義した1つ以上のMHCタンパク質構築物を含有する。別の実
施態様において、このようなキットは本明細書において定義した1つ以上のMHCタンパク質
構築物およびMHC認識細胞への結合の前または後の単数または複数のMHC分子構築物の固定
化のための手段を含む。
【０３８３】
　本発明はさらにまた一般的にMHC認識細胞のエクスビボの増殖のための本明細書に記載
したMHC分子構築物の使用に関する。このようなエクスビボの細胞増殖のためには、MHC分
子構築物は可溶性の形態で提供してよい。MHC分子構築物はまた固体または半固体の支持
体上に固定化して提供してもよい。固体および半固体の支持体は上記のとおりである。ビ
ーズおよび粒子が特に好ましく、特に重合体、磁性または超常磁性体の粒子またはビーズ
が好ましい。特に、MHC分子構築物は1つ以上の上記の生物活性化合物を有してよい。
【０３８４】
　以下においてさらに特定の操作法を癌性疾患とのかかわりにおいて記載するが、操作法
は他の疾患にも等しく適用される。
【０３８５】
　例えば腫瘍細胞の免疫系への抑制効果を克服するための1つの方法は、標準的なアフェ
レーシス処置を通して被験体から免疫関連細胞を除去すること、および、その免疫細胞を
エクスビボで増殖および修飾した後に患者に再注入することである。これは腫瘍細胞の抑
制圧力を取り除くのみならず、化学療法および放射線療法を含む免疫抑制治療の前に免疫
応答性細胞の救済を可能にするのである。
【０３８６】
　末梢血Ｔ細胞を被験体から取り出し、Ｔ細胞の増殖を可能にする条件下、培養物に入れ
る。このような条件は、Ｔ細胞を有糸分裂促進物質または抗原と共にサイトカイン（IL-2
）および抗原提示細胞としての樹状細胞の存在下に生育させることを含む。抗原は腫瘍か
らのタンパク質抽出物、所定のタンパク質抗原またはペプチドとして、あるいは、樹状細
胞内にトランスフェクトされた腫瘍mRNAまたはDNAとしてのいずれかで培養物に導入する
ことができる。あるいは、Ｔ細胞の増殖プロトコールは、可溶性の形態で、または、固相
に結合させた、抗CD3および抗CD28抗体のような刺激抗体の使用を含むように考案されて
いる。このような抗体系の増殖プロトコールの利点は、それらが、入手が容易でない支持
細胞および腫瘍抗原の必要性を回避している点である。しばしば、100～1000倍のオーダ
ーでのエクスビボのＴ細胞増殖の後、腫瘍に対する免疫機能を再生または増強するために
Ｔ細胞を患者に再注入する。
【０３８７】
　免疫系のＴ細胞が多様な特異性を発現することはよく知られており、そして僅かに限定
された数の使用可能なＴ細胞のクローンが腫瘍細胞の認識と殺傷に関する特異性を発現す
る。
【０３８８】
　Ｔ細胞の増殖のための従来技術のプロトコールの大部分は腫瘍抗原に対するＴ細胞の抗
原特異性を考慮しておらず、そして、多様な無関係のＴ細胞の特異性を有するＴ細胞のポ
リクローナルな増殖をもたらしている。増殖したＴ細胞はサイトカインの生産を通じて患
者の免疫機能の再生を支援するものの、僅か一部の再注入されたＴ細胞のみが直接細胞を
認識して殺傷できると予測される。さらにまた、Ｔ細胞のポリクローナル増殖は自己免疫
特異性を有するＴ細胞のクローンを増殖させる危険性を増大させる。
【０３８９】
　本発明は特に腫瘍抗原に対して公知の特異性を有するＴ細胞を用いた養子免疫療法に関
する。免疫療法のこの局面において、予め測定されている腫瘍抗原に対して特異的なCD4
およびCD8　Ｔ細胞を、免疫磁性的分離法により、または、フローサイトメトリー操作法
により、抹消血、アフェレーシス産物、骨髄、リンパ節、原発腫瘍、二次臓器転移および
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他の組織から単離することができる。場合により精製した後、細胞をエクスビボで増殖さ
せ、患者に再注入することができる。このように増殖させた抗原特異的なＴ細胞は直接腫
瘍細胞を標的とする能力を有し、このため、ポリクローナル増殖されたＴ細胞よりもさら
に効率的なものとなる。さらにまた、抗原特異的Ｔ細胞の使用は自己免疫特異性を有する
Ｔ細胞クローンを再注入する潜在的な危険性を低減する。
【０３９０】
　本発明によれば、本明細書において定義したMHC分子構築物を自らに固定化させて保有
する好ましくは上記定義したビーズまたは粒子の形態である上記のように規定された支持
体は、操作およびサンプルからの該当細胞の分離を支援するように適用してよい。即ち、
磁性粒子を有する支持体は磁性凝集により容易に除去でき、これにより、結合細胞をエク
スビボで分離する迅速で簡素で効率的な方法を提供する。
【０３９１】
　連結した特異的Ｔ細胞を有する磁性粒子またはビーズは、例えば、永久磁石を用いる磁
場の適用により適切な固体または半固体の支持体上のサンプルからエクスビボで取り出す
ことができる。通常はサンプル混合物の入った容器の側面に磁石を適用して粒子を容器壁
面に凝集させ、サンプルの残りを流出除去することで十分である。
【０３９２】
　特に好ましいものは超常磁性粒子であるが、その理由は、反応の間の磁性凝集および粒
子の集塊形成が回避できるためである。Dynabeads（登録商標）（Dynal　Biotech　ASA,
　Oslo,　Norway）が特に適する例の一つである。
【０３９３】
　好都合な実施態様において、MHC分子構築物はサンプルと接触させる前に支持体に結合
させてよい。このような結合は当該分野で周知の方法（例えばカップリング化学）により
容易に行なうことができ、そして好都合にはMHC分子構築物は例えばコーティングにより
固体支持体に直接結合させる。しかしながら、MHC分子構築物はまたスペーサー、リンカ
ーまたは上記の抗体を介して連結させてもよい。MHC分子構築物は選択により共有結合さ
せるか、または可逆的に結合してもよい。
【０３９４】
　あるいは、上記のように、MHC分子構築物を先ずサンプルと接触させ、固体支持体に結
合させる前にＴ細胞に結合させてもよい。この場合、固体支持体は、MHC分子構築物に結
合することによりMHC分子構築物を捕獲することのできる上記の分子を共有結合により担
持するか、これを具備されてよい。非限定的な例として、結合成分に対する抗体、担体分
子に対する抗体、ビオチニル化担体分子と共に用いるためのストレプトアビジンまたはそ
の誘導体、および、抗白血球抗体が挙げられる。
【０３９５】
　1種を超えるMHC分子構築物を使用する場合は、それらは同じかまたは異なる支持体に結
合させてよい。このような異なる固体支持体を使用する系はビーズまたは粒子のような粒
状支持体の場合に特に適用される。即ち、異なるMHC分子構築物を異なるビーズまたは粒
子に結合させてよい。このようなビーズまたは粒子は適宜、異なる大きさや特徴を有して
よく、即ちこれらは、異なるMHC分子構築物に応じた分離を可能とする。
【０３９６】
　1種を超える異なる種類のMHC分子構築物を用いる1つの実施態様において、異なる種類
のMHC分子構築物を使用する適切な量または比率は当業者が容易に決定するだろう。
【０３９７】
　上記のように、固相親和性結合に基づく細胞分離方法（例えば免疫磁性分離（IMS））
は当該分野でよく知られており、これを行なう条件は当業者が容易に決定してよい。即ち
、例えば抗白血球抗体を担持した固体支持体をサンプルと接触させてよい。粒状の固体支
持体は、例えば、適切な培地（例えば緩衝液）中に含有（例えば懸濁）されたサンプルに
添加してよい。次に支持体を細胞への結合を起こすことのできる長さの時間に渡り、サン
プルと接触させたまま放置（例えばインキュベート）してもよい。工程中の条件は厳密で
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は無く、サンプル支持体混合物は例えば4℃～20℃で、10分～2時間、例えば20～45分イン
キュベートしてよい。
【０３９８】
　抗原特異的なＴ細胞は通常は極めて低い頻度で生じる。抗原特異的Ｔ細胞が低頻度であ
るため、これらの細胞は免疫磁性的単離では困難な標的となっている。さらにまた、抗体
とその標的分子との結合親和性（10～0.1nMの範囲）と比較して、MHCペプチド複合体とTC
Rの間の結合親和性は比較的低い（10mMのオーダー）。MHCペプチド複合体の低い結合親和
性は細胞単離のために使用する固相とＴ細胞表面上のTCRの間に複数の結合部位を導入す
ることにより補うことができる。本発明においては、これはポリリガンド分子に複数のMH
Cペプチド複合体を共役させることにより達成される。複数のこのようなポリリガンド分
子を固相にカップリングさせることにより、Ｔ細胞への結合の親和性が増大され、標的Ｔ
細胞の効率的な単離が促進される。
【０３９９】
　抗原特異的Ｔ細胞の効率的な単離は、細胞単離工程の前にビーズまたは粒子にMHC共役
重合体分子をカップリングさせることにより、または、間接的に、MHC分子構築物の一部
に対して結合親和性を有するビーズまたは粒子を導入する前に、可溶性MHC分子構築物を
サンプルと混合することにより達成することができる。
【０４００】
　単離後、Ｔ細胞は生育および増殖を促進する条件下で培養することができる。Ｔ細胞の
活性化および増殖は、上記のように、抗原提示細胞により送達される2種の異なるシグナ
ルに依存している。第1のシグナルはMHCペプチド複合体からTCRに送達される抗原特異的
シグナルである。第2のシグナルは抗原提示細胞上の同時刺激分子により送達される抗原
非特異的シグナルである。このような同時刺激分子には、Ｔ細胞上のCD28分子と相互作用
を示すB7-1　およびB7-2、ならびに他の同時刺激分子、例えばLFA-3、CD3、CD40、ICOS、
NKG2D、OX40およびCD137が包含される。
【０４０１】
　上記の通り、増殖した細胞の投与は任意の好都合な経路であってよい。典型的には各投
与のための細胞の数は約109～1011個の細胞でなければならない。細胞は投与経路および
治療すべき疾患に応じて、約50ml～約1リットル、約50ml～約500ml、約50ml～約250ml、
約50ml～約150ml、または約50ml～約100mlの容量中で適宜投与され得る。細胞は単回用量
または複数回の用量で投与してよい。特定の場合においては、1回の投与で十分である場
合もある。一般的に、数回の用量を1日、1週、2週、1箇月、または数箇月などの間隔をお
いて与える必要がある。例えば、単回用量を1回で投与するか、または、ある用量をプラ
イマーとして与え、その後、1回以上投与するか、または1週当たり4回までの連続投与様
式を用い、その後1ヶ月投与を行わず、さらにその後1週当たり4回までの投与（場合によ
り細胞の量を増減させる）などを行なってよい。場合により、種々のアジュバントまたは
アジュバントの組み合わせを異なる投与様式で用いてよい。これらは全て例示のみであり
、最適な投与様式は該当する細胞およびその他の幾つかの要因に依存する。これを最適化
する方法は当業者は容易に知るだろう。当然ながら、治療を増強または支援するため、他
の医薬品を同時に投与してもよい。
【０４０２】
　特に、本明細書において定義したMHC分子構築物、あるいはMHC分子は結合していないが
生物学的に活性な分子が結合した1つ以上のMHC分子構築物を治療用組成物と共に投与して
、組成物のMHC分子構築物の対象となるMHC認識細胞クローンよりも他のMHC認識細胞クロ
ーンを刺激、アップレギュレート、ダウンレギュレート、抑制または増強してよい。この
ような構築物は場合により生体分解性の粒子に固定化してもよい。
【０４０３】
　本発明の治療用組成物を混合し、保存するための容器はガラスまたは種々の重合体材料
よりなるものであってよい。選択される容器は保存されている生成物に本質的に影響しな
いものでなければならない。容器は単一用量または多用量のアンプルまたはキャップ付き
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バイアルであるのが適している。
【０４０４】
　MHC分子の使用
　特定の局面において、本発明は、
　組織学的方法におけるMHC分子の使用、および、
　細胞学的方法におけるMHC分子の使用、
に関する。
【０４０５】
　このような方法はサンプルマウント方法である。「組織学的」および「細胞学的」とい
う用語は前述の通り定義される。「マウント（mount）」という用語は前述の通り定義さ
れる（サンプルマウント法）。
【０４０６】
　本発明のこの局面は、MHC分子またはMHC分子の多量体自体は低い内因性親和性のために
ある用途にはあまり適していないものの、それらはサンプル搭載用途においては意外にも
良好な挙動を示すという驚くべき認識に基づいている。
【０４０７】
　上記の全ての定義、説明、および解釈は本発明のこの局面にも相互に適用されるものと
する。
【０４０８】
　即ち、1つの実施態様において、本発明はサンプル中のMHC認識細胞の存在を測定するた
めの方法におけるMHC分子の使用に関し、ここではサンプルのMHC認識細胞は支持体上に搭
載される。
【０４０９】
　このような方法は種々の疾患の診断における強力な手段となる。診断を確立することは
幾つかの方法では重要である。診断は疾患に関する情報を与え、即ち患者に適切な治療を
与えることができる。さらにまた、より特異的な診断を確立することは特定の治療が有益
となる疾患のサブタイプに関する重要な情報を与える場合がある（即ち、疾患の種々のサ
ブタイプにはMHC認識細胞により認識される異なるペプチドの提示が関与し得、即ち、治
療は特定のサブタイプに対して効果的に標的設定することができる）。この方法により、
疾患または症状の進行を通じて出現する異常な細胞に関する情報を獲得したり、あるいは
、細胞の特異性の影響の有無またはその態様について調べることができるようになる。MH
C分子の結合がこれらの選択肢を可能とするが、その理由は、結合がサンプル中のMHC認識
細胞の存在、ひいては、ペプチドを提示するMHC分子の存在の指標となるからである。
【０４１０】
　別の実施態様において、本発明はサンプル中のMHC認識細胞の存在をモニタリングする
ための方法におけるMHC分子の使用に関し、ここではサンプルのMHC認識細胞は支持体上に
搭載される。
【０４１１】
　このような方法は、例えば治療の効果を緊密に追跡するための、疾患の進行のモニタリ
ングにおいて、強力な手段となる。方法は、一般的には、良好な方法で疾患を維持管理す
るため、患者が最適な治療を受けることを確実にするため、治療を調節するため、寛解ま
たは再発を確認するため、および、疾患を治癒または緩和させない医薬品が患者に投与さ
れないことを確実にするために用いることができる。この方法により、疾患または症状の
進行を通じて出現する異常な細胞をモニタリングしたり、あるいは、Ｔ細胞の特異性の影
響の有無およびその態様について調べることができるよになる。MHC分子の結合はこれら
の選択肢を可能とするが、その理由は、結合がサンプル中のMHC認識細胞の存在、ひいて
は、ペプチドを提示するMHC分子の存在の指標となるからである。
【０４１２】
　さらに別の実施態様において、本発明はMHC認識細胞の関与する疾患の状態を測定する
ための方法におけるMHC分子の使用に関し、ここではサンプルのMHC認識細胞は支持体上に
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搭載される。
【０４１３】
　このような方法は、種々の疾患を維持管理する際の価値ある手段となる。疾患は例えば
ある段階から別の段階へ変化することができ、即ち、疾患の状態を測定できることは重要
である。この方法により、疾患または症状の進行を通じて出現する異常な細胞に関する情
報を獲得したり、あるいは、細胞の特異性の影響の有無またはその態様について調べるこ
とができるようになり、これにより疾患または症状の状態を測定できるようになる。MHC
分子の結合はこれらの選択肢を可能とするが、その理由は、結合がサンプル中のMHC認識
細胞の存在、ひいては、ペプチドを提示するMHC分子の存在の指標となるからである。
【０４１４】
　さらに別の実施態様において、本発明はMHC認識細胞が関与する疾患の予後を明らかに
するための方法におけるMHC分子の使用に関し、ここではサンプルのMHC認識細胞を支持体
上に搭載する。
【０４１５】
　このような方法は、疾患を管理するため、一般的には、効果なく患者が治療されること
がないことを確実にするため、疾患が最適な方法で治療されることを確実にするため、そ
して、生存または治癒の機会を予測するための価値ある手段である。この方法により、疾
患または症状の進行を通じて出現する異常な細胞に関する情報を獲得したり、あるいは、
Ｔ細胞の特異性の影響の有無またはその態様について調べることができるようになり、こ
れにより予後を明らかにできるようになる。MHC分子の結合はこれらの選択肢を可能とす
るが、その理由は、結合がサンプル中のMHC認識細胞の存在、ひいては、ペプチドを提示
するMHC分子の存在の指標となるからである。
【０４１６】
　本発明はまたMHC認識細胞の関与する疾患の診断のための方法におけるMHC分子の使用に
関し、ここではサンプルのMHC認識細胞を支持体上に搭載する。
【０４１７】
　このような診断方法は種々の疾患の診断における強力な手段となる。診断を確立するこ
とは幾つかの方法では重要である。診断は疾患に関する情報を与え、即ち患者に適切な治
療を与えることができる。さらにまた、より特異的な診断を確立することは特定の治療が
有益となる疾患のサブタイプに関する重要な情報を与える場合がある（即ち、疾患の種々
のサブタイプにはMHC認識細胞により認識される異なるペプチドの提示が関与しており、
即ち、治療は特定のサブタイプに対して効果的に標的設定することができる）。疾患また
は症状の進行を通じて生じる異常な細胞、ならびにＴ細胞の特異性の影響の有無またはそ
の態様に関する価値ある情報も得られる。MHC分子の結合はこれらの選択肢を可能とする
が、その理由は、結合がサンプル中のMHC認識細胞の存在、ひいては、ペプチドを提示す
るMHC分子の存在の指標となるからである。
【０４１８】
　本発明はまたサンプル中のMHC認識細胞の存在に細胞の形態を相関させる方法におけるM
HC分子の使用に関する。
【０４１９】
　このような方法は、MHC分子構築物の結合パターンおよび分布が直接観察できることか
ら、組織学的方法の分野において適用される場合に特に価値あるものである。このような
方法においてはサンプルの個々の細胞の形態が温存されるようにサンプルを処理する。得
られる情報は、罹患部位が直接観察できることから診断操作において一般的に重要である
。
【０４２０】
　上記の通り、MHC分子の使用はサンプル搭載法において行なう。即ち、サンプルを支持
体上に搭載する。支持体は固体または半固体の表面から選択される。特に、支持体はスラ
イドガラス、膜、フィルター、重合体スライド、チャンバースライド、皿、およびペトリ
皿から選択する。
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【０４２１】
　サンプルは適宜、組織学的材料、細胞学的材料、原発腫瘍、二次臓器転移、微細針吸引
物、脾臓組織、骨髄標本、細胞スメア、剥脱細胞学的標本、接触標品、口腔スワブ、喉頭
スワブ、膣スワブ、気管支洗浄液、胃洗浄液、臍帯由来物、および体液由来物、例えば血
液（例えば、血液から単離した末梢血単核細胞（PBMC）集団、または他の血液由来標品、
例えば白血球搬出産物）、喀出サンプル由来物、痰および気管支吸引物から選択してよい
。これらを種々の処理に付してよい。ここにおいても適用される上記の定義を参照できる
。
【０４２２】
　使用されるMHC分子は、
　重鎖、β2mと組み合わせられた重鎖、ペプチドと組み合わせられた重鎖、および、ペプ
チドを有する重鎖/β2m二量体よりなる群から選択されるMHCクラスI分子;
　またはα/β二量体、ペプチドを有するα/β二量体、親和性タグを介して組み合わせら
れたα/β二量体、および、ペプチドを有する親和性タグを介して組み合わせられたα/β
二量体よりなる群から選択されるMHCクラスII分子;
　あるいは、MHCクラスI様分子、または、MHCクラスII様分子、
である。
【０４２３】
　「MHC分子」、「MHCクラスI分子」および「MHCクラスII分子」という用語に関する上記
定義をここでも適用する。
【０４２４】
　MHC分子はヒト、ネズミ、ラット、ブタ、ウシまたはトリの分子のような脊椎動物のMHC
分子であることが適し得る。これらの分子に関する上記の説明をここでも適用する。
【０４２５】
　特に、使用されるMHC分子はヒトMHC分子であり得る。
　使用されるMHC分子はペプチドを含まないMHC分子またはペプチドで満たされたMHC分子
であることができる。
【０４２６】
　使用されるMHC分子は適宜、結合成分に結合させてよい。適切な結合成分は上記のもの
、例えばストレプトアビジン（SA）およびアビジンおよびその誘導体、ビオチン、免疫グ
ロブリン、抗体（モノクローナル、ポリクローナルおよび組み換え）、抗体フラグメント
およびその誘導体、AP-1のロイシンジッパードメイン（junおよびfos）、ヘキサ-his（金
属キレート部分）、ヘキサ-hat　GST（グルタチオンS-トランスフェラーゼ）、グルタチ
オン親和性、カルモジュリン結合ペプチド（CBP）、Strep-タグ、セルロース結合ドメイ
ン、マルトース結合タンパク質、S-ペプチドタグ、キチン結合タグ、免疫反応性エピトー
プ、エピトープタグ、E2タグ、HAエピトープタグ、Mycエピトープ、FLAGエピトープ、AU1
およびAU5エピトープ、Glu-Gluエピトープ、KT3エピトープ、IRSエピトープ、Btagエピト
ープ、プロテインキナーゼCエピトープ、VSVエピトープ、多様な化合物への結合を媒介す
るレクチン、例えば炭水化物、脂質およびタンパク質、例えばCon　A（カナバリア・エン
シホルミス（Canavalia　ensiformis））またはWGA（小麦胚芽アグルチニン）およびテト
ラネクチンまたはタンパク質AまたはG（抗体親和性）である。結合成分は上記のものの組
み合わせであってもよい。
【０４２７】
　各結合成分は適宜、そこに結合させた状態で、1～10個のMHC分子、例えば1～9個、1～8
個、1～7個、1～6個、1～5個、1～4個、1～3個、または1～2個のMHC分子を有してよい。
このようなMHC分子は同じであるかまたは異なっていてもよい（即ち異なる種に由来して
もよい）。MHC分子がペプチドで満たされている場合は、そのペプチドは同じであるかま
たは異なっていてもよい。結合成分に結合させるMHC分子の数は、結合成分の能力によっ
てのみ制限される。1個より多いMHC分子が結合成分に結合している場合は、それはここで
はMHC分子多量体、例えば二量体（2個のMHC分子）、三量体（3個のMHC分子）および四量
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体（4個のMHC分子）と称する。この数字は上記の説明を参照できるように、平均値と解釈
される。即ち、平均の数は整数である必要は無く、2つの整数の間の任意の数値であるこ
とができる（即ち小数）。
【０４２８】
　MHC分子の検出を可能とするためには、MHC分子はさらに標識化合物を有することができ
る。標識化合物は直接または間接的に検出可能なものであるのが適している。即ち、標識
化合物は、蛍光標識、酵素標識、放射性同位体、化学発光標識、生物発光標識、重合体、
金属粒子、ハプテン、抗体または染料であってよい。特に、標識化合物は下記:
　5-（および6）-カルボキシフルオレセイン、5-または6-カルボキシフルオレセイン、6-
（フルオレセイン）-5-（および6）-カルボキサミドヘキサン酸、フルオレセインイソチ
オシアネート（FITC）、ローダミン、テトラメチルローダミン、および、染料類、例えば
Cy2、Cy3およびCy5、場合により置換されたクマリン、例えばAMCA、PerCP、フィコビリタ
ンパク質、例えばR-フィコエリスリン（RPE）およびアロフィコエリスリン（APC）、テキ
サスレッド、プリンセストンレッド、緑色蛍光タンパク質（GFP）およびその類縁体、お
よびR-フィコエリスリンまたはアロフィコエリスリンと例えばCy5またはテキサスレッド
との結合体、および、半導体ナノ結晶系の無機の蛍光標識（例えば量子ドットおよびQdot
（登録商標）ナノ結晶）およびEu3+およびSm3+のようなランタニド系の経時的分割蛍光標
識、
　ハプテン類、例えばDNP、ビオチンおよびジゴキシギニンから選択されるか、あるいは
、
　酵素標識、例えばセイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）、アルカリホスファターゼ
（AP）、ベータガラクトシダーゼ（GAL）、グルコース-6‐ホスフェートデヒドロゲナー
ゼ、ベータ-N-アセチルグルコサミニダーゼ、β-グルクロニダーゼ、インベルターゼ、キ
サンチンオキシダーゼ、ホタルルシフェラーゼおよびグルコースオキシダーゼ（GO）から
選択されるか、あるいは、
　発光標識、例えばルミノール、イソルミノール、アクリジニウムエステル類、1,2-ジオ
キセタン類およびピリドピリダジン類から選択されるか、あるいは、
　放射性標識、例えばヨウ素、コバルト、セレン、トリチウムおよびリンの結合同位体か
ら選択される。
【０４２９】
　標識化合物はMHC分子、結合成分、またはMHC分子と結合成分の両方に結合してよい。
【０４３０】
　即ち、本発明は下記工程:
　（a）支持体上に搭載されたMHC認識細胞を有することが疑われるサンプルを準備する工
程、
　（b）明細書に記載したMHC分子にサンプルを接触させる工程、および、
　（c）結合がMHC認識細胞の存在を示すようなMHC分子の任意の結合を測定する工程、
を包含するサンプル中のMHC認識細胞の存在を検出するための方法に関する。
【０４３１】
　本発明はさらにまた、下記工程:
　（a）支持体上に搭載されたMHC認識細胞を有することが疑われるサンプルを準備する工
程、
　（b）明細書に記載したMHC分子にサンプルを接触させる工程、および、
　（c）MHC分子の任意の結合を測定することによりMHC認識細胞をモニタリングする工程
、
を包含するMHC認識細胞をモニタリングするための方法に関する。
【０４３２】
　本発明はさらに、下記工程:
　（a）支持体上に搭載されたMHC認識細胞を有することが疑われるサンプルを準備する工
程、
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　（b）明細書に記載したMHC分子にサンプルを接触させる工程、および、
　（c）MHC分子の任意の結合を測定することによりMHC認識細胞が関与する疾患の予後を
明らかにする工程、
を包含するMHC認識細胞の関与する疾患の予後を明らかにするための方法に関する。
【０４３３】
　本発明はさらに、下記工程:
　（a）支持体上に搭載されたMHC認識細胞を有することが疑われるサンプルを準備する工
程、
　（b）明細書に記載したMHC分子にサンプルを接触させる工程、および、
　（c）MHC分子の任意の結合を測定することにより分子認識細胞の関与する疾患の状態を
測定する工程、
を包含するMHC認識細胞の関与する疾患の状態を測定するための方法に関する。
【０４３４】
　本発明はさらに、下記工程:
　（a）支持体上に搭載されたMHC認識細胞を有することが疑われるサンプルを準備する工
程、
　（b）明細書に記載したMHC分子にサンプルを接触させる工程、および、
　（c）MHC分子の任意の結合を測定することにより細胞の形態にMHC分子構築物の結合を
相関づける工程、
を包含するサンプル中のMHC認識細胞の存在に細胞の形態を相関づける方法に関する。
【０４３５】
　本発明はさらに、下記工程:
　（a）支持体上に搭載されたMHC認識細胞を有することが疑われるサンプルを準備する工
程、
　（b）明細書に記載したMHC分子にサンプルを接触させる工程、および、
　（c）MHC分子の任意の結合を測定することによりMHC認識細胞の関与する疾患を診断す
る工程、
を包含するMHC認識細胞の関与する疾患を診断するための方法に関する。
【０４３６】
　本発明はさらに、下記工程:
　（a）支持体上に搭載された医薬品による治療を受けている被検体に由来するサンプル
を準備する工程、
　（b）明細書に記載したMHC分子にサンプルを接触させる工程、および、
　（c）MHC分子の任意の結合を測定することにより医薬品の有効性を測定する工程、
を包含するMHC認識細胞の関与する疾患に対する医薬品の有効性を測定するための方法に
関する。
【０４３７】
　疾患は、炎症性、自己免疫性、アレルギー性、ウィルス性、癌性、感染性、同種異型性
または異種性（移植片対宿主および宿主対移植片）起源の疾患である。特に、疾患は慢性
の炎症性腸疾患、例えばクローン病または潰瘍性大腸炎、硬皮症、I型糖尿病、慢性関節
リューマチ、乾癬、アトピー性皮膚炎、喘息、悪性メラノーマ、腎癌、乳癌、肺癌、子宮
癌、子宮頸癌、前立腺癌、脳癌、頭部および頸部の癌、白血病、皮膚リンパ腫、肝癌、結
腸直腸癌、膀胱癌、拒絶反応関連性疾患、移植片対宿主関連疾患、または、肝炎関連ウィ
ルス疾患、AIDS、麻疹、痘疹、水痘、風疹またはヘルペスであってよい。
【０４３８】
　上記の「MHC認識細胞」の定義およびMHC認識細胞の例をここでも適用する。
【０４３９】
　本発明の方法の対象となるサンプルは適宜、組織学的材料、細胞学的材料、原発腫瘍、
二次臓器転移、微細針吸引物、脾臓組織、骨髄標本、細胞スメア、剥脱細胞学的標本、接
触標品、口腔スワブ、喉頭スワブ、膣スワブ、気管支洗浄液、胃洗浄液、臍帯由来物、お
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よび体液由来物、例えば血液（例えば、血液から単離した末梢血単核細胞（PBMC）集団、
または他の血液由来標品、例えば白血球搬出産物）、喀出サンプル由来物、痰および気管
支吸引物から選択してよい。これらを種々の処理に付してよい。ここにおいても適用され
る上記の定義を参照される。
【０４４０】
説明のための実施態様
　1.乳癌における本発明の利用可能性
　MHC分子構築物を使用する本発明の方法の有用性の1つの例は乳癌の診断ならびに特定の
型の乳癌を治療するための適切な治療様式の選択である。
【０４４１】
　乳癌は女性における癌の最も多い原因の一つである。新しい治療方法は乳房の腫瘍細胞
上に発現する抗原に対する細胞毒性Tリンパ球（CTL）応答を誘発させる合成ペプチドの投
与よりなる。その理由は、CTLは腫瘍細胞を直接殺傷する能力の最も高い免疫細胞である
ため、これらの免疫応答を誘発するワクチンは癌の再発を防止し、あるいは、疾患の早期
の段階における腫瘍の進行を抑制する魅力的な選択肢であることである。
【０４４２】
　乳癌に罹患していることが疑われる患者から採取した組織サンプルを本発明のMHC分子
構築物で染色することができ、その際、MHC分子には腫瘍細胞により発現されるペプチド
が負荷され、そして、結合が観察されれば診断が可能となる。
【０４４３】
　既に診断された乳癌患者から採取した組織サンプルを、特定のペプチドを満たしたMHC
分子を負荷した本発明のMHC分子構築物で染色することにより、特定のペプチドが疾患に
関与しているかどうかを調べることができる。結合が観察されれば、最適な治療が選択で
きる。例えば一部の攻撃性の乳癌はHER2/neuを発現するが、他は発現しない。従って、こ
のような情報は治療の選択、疾患の予後、および疾患の進行の予測のいずれにおいても価
値あるものとなる。他の関連するペプチドはMAGE、CEAおよびpS3ペプチドである。
【０４４４】
　2.CTLの特異的結合に関する本発明の利用可能性
　治療物質を投与されている癌患者から採取したサンプルを正しいMHC対立遺伝子に負荷
された本発明のMHC分子構築物で染色し、その際、MHC分子は、癌組織サンプル中の特定の
抗原および浸潤CTLを認識するペプチドを負荷される。CTLの染色陽性（結合あり）は、特
定の投与されている治療用組成物の有効性を示しており、その理由は、誘導されたCTLが
癌の実際の部位において同定されるからである。二重染色法により、特定の、そして全て
のCTLを染色することができる。これにより処方の有効性に関する更なる情報が得られる
。例えば、1つの特異的ペプチドを用いた場合の染色陽性は相当するペプチドが治療用組
成物の成分として特に有効となることを示している。即ち治療用組成物は、癌組織中の特
定の浸潤CTLの同定（結合）に基づいて患者の応答に従って調節/変更することができる。
【０４４５】
　さらにまた血流中を循環している特定のCTLは、そのようなCTLを特異的に標的とするMH
C分子構築物（正しい対立遺伝子およびペプチドを有する）用いながら、後にフローサイ
トメーターで分析することにより結合細胞を計数すれば、同定および定量することができ
る。循環血液の分析は侵襲性が低いため、免疫応答の連続モニタリングのためにフローサ
イトメトリー分析を使用できる。
【０４４６】
　別の方法は種々のケモカイン類を同定するために2重または3重の染色法において癌組織
のサンプル中の抗原および浸潤CTLを検出する複合法である。適切なペプチドで満たされ
たMHC分子および場合により他の物質（生物活性化合物）を負荷されたMHC分子構築物が実
際に可能である。次にCTL浸潤の程度を特定のケモカインと相関させ、特定のCTLを癌に浸
潤してこれを殺傷するように操作することができるようになる。
【０４４７】
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　本発明によればまた、このようなCTLは、CTLに特異的に結合する、ペプチドで満たされ
たMHC分子を負荷されたMHC分子構築物を用いて免疫磁性的分離方法により患者から単離す
ることができる。単離後、CTLを増殖させ、場合により刺激し、次に単独で効果的な治療
として、あるいは、治療の一部として患者に再導入することができる。
【０４４８】
　3.移植に関わる本発明の利用可能性
　本発明はまた移植を受けた患者における特定のウィルスに対するＴ細胞の応答を追跡す
るために用いることもできる。移植患者は移植片の拒絶反応を回避するために必要な免疫
抑制療法によりウィルスの攻撃に対して感受性がある場合が多い。発生中のウィルスを支
援するウィルス特異的Ｔ細胞の移植後の発生をモニタリングすることにより、免疫抑制治
療または他の予防的医薬品を患者の免疫状態に適合するように調節することができる。こ
れはMHC分子構築物を用いて行なうことができるが、その際、MHC分子には進行中の感染症
から発生する上記Ｔ細胞により認識されるペプチドを負荷する。医師がモニタリングを望
むウィルスの例はCMV（サイトメガロウィルス）およびEBV（エプスタイン-バーウィルス
）である。
【０４４９】
　他の試みは単離してこのような感染症に対抗できる臨床的に適切な数量の細胞にまで増
殖させることである。単離は細胞に結合することができる適切なMHC分子構築物を用いて
行なうことができ、その後、そのように結合した細胞を免疫磁性的分離法によるか、また
は、フローサイトメトリーにより分離することができる。次に細胞を増殖させ、場合によ
り刺激し、または、さらに活性化し、次に患者に再導入することにより、患者の免疫系が
感染に対抗するのを支援することができる。
【０４５０】
　本発明はまた移植片または宿主組織に対する移植患者のＴ細胞応答をモニタリングする
ために使用できる。適切なMHC分子構築物を適用し、観察された結合を用いて患者の免疫
状態に相関付けるように免疫抑制治療を調節する。
【０４５１】
　4.種々の感染症との関わりにおける本発明の利用可能性
　本発明は複合的な疾患、例えばインフルエンザ、結核、マラリア、単純疱疹およびクラ
ミジアとの関わりにおいてＴ細胞の応答（またはより正しくは、特異的Ｔ細胞レセプター
）を検出し、モニタリングするために用いることができる。MHC分子が適切なペプチドを
負荷されたMHC分子構築物を検出およびモニタリングに適用することができる。
【０４５２】
　このようにして得られた情報を用いて新しい治療法を考案したり、あるいは新しい医薬
品を開発することすらできる。
【０４５３】
　感染症に対抗できる細胞はまた適切なMHC分子構築物を用いながら得ることもできる。
単離は免疫磁性的分離法またはフローサイトメトリーを用いて行なうことができる。この
ようにして得られたものを適切な条件下に増殖させ、場合により刺激し、あるいはさらに
活性化し、次に患者に再導入することができる。
【０４５４】
　5.SAポリアクリル酸アミド分子の調製
　結合成分として複数のストレプトアビジン（SA）に連結して保有するポリアクリル酸ア
ミドの担体分子を以下の操作法に従って調製する。
【０４５５】
　ストレプトアビジン（SA、Genzyme）を一晩透析する（5ml中100mg、0.10MのNaCl1000ml
に対して透析、2～4℃、10kDaのMwCO、3回交換）。その後全ての緩衝液を窒素で飽和させ
た後に使用する。冷凍庫に保存しておいたアクリル酸N-ヒドロキシスクシンイミドエステ
ル（Sigma　Chemical　Co.,カタログ番号A8060）を1時間室温で放置し、その後開封し、
乾燥NMP（7mg/ml）中に溶解し、SAの攪拌溶液（合計0.140mlのNMP溶液/ml、5mgSA/ml、0.
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1M　NaCl、25mM炭酸塩緩衝液、pH8.5）にゆっくり添加し、2時間窒素雰囲気下30℃で攪拌
する。残存する反応基はすべてエタノールアミン含有緩衝液（110mMエタノールアミン、5
0mM　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.0）の1/10容量の反応混合物を添加することによりクエン
チングし、30℃で30分間攪拌する。
【０４５６】
　重合は溶液（0.005ml/ml）に10%の過硫酸アンモニウム水溶液（過硫酸アンモニウム、
＞98%、Sigma、カタログ番号A3678）を添加することにより開始し、その後、N,N,N’’,N
’’-テトラメチルエチレンジアミン（TEMED）（Sigma、カタログ番号T9281、0.005ml/ml
）を添加する。反応混合物を30℃で4時間攪拌する。部分的に非均質な反応混合物を透析
管にいれ、100倍過剰容量の0.10M　NaClに対して透析する（2～4℃、10kDa　MwCO、24時
間中で3回交換）。重合共役体を含有する溶液を20myのポリスルホンフィルターを通して
濾過し、その後、ゲル濾過により未結合のSAから精製する（FPLC、Pharmacia、S-500、0.
1M　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.2）。遊離のSAから明らかに分離され、空のピークには含ま
れない画分のみをSAポリアクリル酸アミド分子画分として採取する。ポリアクリル酸アミ
ド担体分子上のSAの取りこみの程度を278nmにおけるUV吸光度から計算することができる
。次にSAポリアクリル酸アミド担体分子を約3.0mgSA/mlまで濃縮する。後述する通り、分
子は標識、例えばFITCまたはAlexaで標識できる。
【０４５７】
　6.カルボキシル修飾デキストランおよびプルランの担体分子の調製
　デキストラン（500kDa、Pharmacia　BioTech、T-500、カタログ番号17-0320-2）または
プルラン（Sigma,　カタログ番号70051、分子量　400kDa、ポリディスパリティーMW/MN＝
1.38）を水に溶解し、氷上で冷却し、水酸化カリウムおよびモノクロロ酢酸（Fluka,　カ
タログ番号24510）を添加する（合計、1.0mgデキストランまたはプルラン/ml、0.58mgモ
ノクロロ酢酸/ml、氷冷、4時間攪拌）。氷浴上で冷却攪拌しながら、希塩酸をゆっくり添
加することにより反応溶液のpHをpH7に合わせる。溶液を水に対して過剰に透析する（100
倍過剰容量、室温、10kDaのMwCO、24時間で6回交換）。希釈溶液を採取し、数日間凍結乾
燥し、完全に乾燥した粉末を得る。カルボキシルメチル活性化の程度は炭水化物骨格の積
分値と4.2ppmにおけるメチル基の積分値を比較することによりプロトンNMR分析により測
定する。乾燥粉末は室温でデシケーター中に保存する。
【０４５８】
　7.カルボキシル修飾デキストランに結合したまたはカルボキシル修飾プルランに結合し
たウサギ抗ビオチン抗体またはSAの調製
　ウサギ抗ビオチン抗体またはSAである結合成分の多くに結合して保有するカルボキシル
修飾デキストランまたはカルボキシル修飾プルランである担体分子を以下の方法で調製す
ることができる。カルボキシル修飾デキストランまたはカルボキシル修飾プルランを溶解
し、N-ヒドロキシスクシンイミド（Aldrich、カタログ番号13067-2）および塩酸1-エチル
-3-（3-ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（EDAC、Aldrich、カタログ番号E6383
、191.7）を添加し（2.0　mgカルボキシル修飾炭水化物/ml、1.42mg　NHS-OH/ml、0.59mg
　EDAC/ml、50mM　2-（N-モルホリノ）エタンスルホン酸（「MES」、　Aldrich、カタロ
グ番号M8250）、100mM　NaCl、pH6.0）、その後1時間室温で攪拌する。透析された結合タ
ンパク質、fab2親和性精製ウサギ抗ビオチン抗体またはSAを添加する（総量で1.06mg活性
化カルボキシル修飾炭水化物/ml、5.3mgウサギ抗ビオチン/mL、または6.4mgストレプトア
ビジン/mL、50mM　MES、100mM　NaCl、pH6.0）。室温で一晩放置後、残存する反応基はす
べてエタノールアミン含有緩衝液（110mMエタノールアミン、50mM　HEPES、0.1M　NaCl、
pH7.0）の1/10容量の反応混合物を添加することによりクエンチングし、30℃で30分間攪
拌する。結合成分を共役した担体分子を含有する溶液を20myのポリスルホンフィルターを
通して濾過し、その後、ゲル濾過により未結合のタンパク質から精製する（FPLC、Pharma
cia、S-500、0.1M　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.2）。遊離のストレプトアビジンから明らか
に分離され、第1の除外ピークには含まれない画分のみを共役体画分として採取する。担
体分子上の抗体またはSAの結合の程度を278nmにおけるUV吸光度から計算することができ
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る。結合成分が共役した担体分子を約3.0mg抗体またはタンパク質/mlまで濃縮する。次に
後述する通り、共役体を複数の標識化合物、例えばFITCまたはAlexaで標識する。
【０４５９】
　8.SA　N-ビニルピロリドン/N-アクリロアミド分子の調製
　ここでは担体分子はN-ビニルピロリドン/N-アクリルオキシスクシンイミド共重合体で
あり、結合成分はSAである。
【０４６０】
　活性化N-ビニルピロリドン/N-アクリルオキシスクシンイミド共重合体は標準的な方法
に従ってN-ビニルピロリドン（NVP、Aldrich）およびアクリル酸N-ヒドロキシスクシンイ
ミドエステル（Sigma　Chemical　Co.,カタログ番号A8060）を共重合することにより調製
する。NMP中のN-ビニルピロリドン/N-アクリルオキシスクシンイミド共重合体（広範囲の
分子量分布で約200kDa、10mg/ml　NMP）を攪拌しながら溶液中の透析SAに滴加する（総量
で6.0mgのSA/ml、1.0mg共重合体/ml、100mM　NaCl、50mM　炭酸塩、pH9.0、30℃、6時間
）。残存する反応基は全て上述したエタノールアミン含有緩衝液の1/10容量の反応混合物
を添加することによりクエンチングし、白濁した重合共役体溶液を20myのポリスルホンフ
ィルターを通して濾過し、その後、ゲル濾過により未結合のSAから精製し、上記の通り約
3.0mgのSA/mlとなるまで濃縮する。後述する通り、共役体を複数の標識化合物、例えばFI
TCまたはAlexaで標識する。
【０４６１】
　9.MHC分子構築物の調製
　上記分子5～8からMHC分子構築物を調製するために、PBS緩衝液中の共役体にビオチニル
化MHC分子を添加することにより結合成分が共役した担体分子にMHC分子を結合することが
できる。MHC分子は所望に応じて選択してよい（例えばHLAまたは種々のHLA対立遺伝子）
。MHC分子は所望によりペプチドで満たされているかまたはペプチドを含まない場合もあ
る。
【０４６２】
　10.MHC分子が担体分子に直接結合している場合のMHC分子構築物
　以下の例は穏やかな条件下、500kDaのデキストランである活性化重合体担体分子に直接
MHC分子を結合する場合を説明するものである。
【０４６３】
　精製したMHC分子（対象となるペプチドおよびβ2mを含有する重鎖100nM）をビニルスル
ホン活性化デキストラン（500kDa、約25%活性化、総量で2ngデキストラン/ml、10ngMHC分
子/ml、200mM　MES、100mM　NaCl、pH6,0）に添加する。硫酸アンモニウム飽和溶液を攪
拌しながら混合物（総量で初期容量の60%）にゆっくり添加する。30℃で6時間の後、混合
物を遠心分離（10.000g）し、透明な溶液を除去し、ペレットを水に溶解する（0.25ml/mg
タンパク質）。残存する反応基は全て上述したようにエタノールアミン含有緩衝液の1/10
容量の反応混合物を添加することによりクエンチングし、重合共役体溶液を20myのポリス
ルホンフィルターを通して濾過し、その後、ゲル濾過により未結合のタンパク質から精製
し、平均でデキストラン鎖当たり5個より多いMHC分子になるようにし、そして、上記の通
り約3.0mgのMHC分子/mlとなるまで濃縮する。後述する方法に従って、構築物を適切な標
識化合物、例えばFITCまたはAlexaで標識する。
【０４６４】
　11.標識化合物がアルカリホスファターゼ（AP）であるMHC分子構築物の調製
　以下の例は担体分子に直接複数のMHC分子と複数の標識化合物が結合しているMHC分子構
築物の結合（共役）を説明するものである。担体分子はデキストランであり、標識化合物
はAPである。
【０４６５】
　精製したMHC分子（対象となるペプチドおよびβ2mを含有する重鎖100nM）および透析し
たAP（Roche、100mM　NaClに対して透析）をビニルスルホン活性化デキストラン（500kDa
、約25%活性化、総量で2ngデキストラン/ml、10ng　MHC分子/ml、20ng　AP/ml、200mM　M
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ES、100mM　NaCl、pH6.0）に添加する。硫酸アンモニウム飽和溶液を攪拌しながら混合物
（総量で初期容量の60%）にゆっくり添加する。30℃で6時間の後、混合物を遠心分離（10
.000g）し、透明な溶液を除去し、ペレットを水に溶解する（0.25ml/mgのMHC分子）。残
存する反応基は全て上述したように、エタノールアミン含有緩衝液の1/10容量の反応混合
物を添加することによりクエンチングし、重合共役体溶液を20myのポリスルホンフィルタ
ーを通して濾過し、その後、ゲル濾過により未結合のタンパク質から精製する。共役体に
はタンパク質および酵素の安定化剤を添加する。
【０４６６】
　本発明は以下の非限定的な実施例によりさらに説明する。
【実施例】
【０４６７】
　現在まで、オリゴマー化された、例えば、四量体のMHCクラスIおよびIIの分子の特異的
結合に関する幾つかの例がペプチドエピトープ特異的Ｔ細胞集団の同定に用いられている
。オリゴマーMHC複合体、例えば四量体の高い親和性は、病原性の生物および抗原に対す
るクローンＴ細胞の応答を分析するための新しく有意義な手段を与えている。以下の実施
例においては、本発明の多価のMHC分子構築物の結合を検討した。
【０４６８】
　以下に記載する実施例は、本発明の構築物の形態で提供された場合に、ポリリガンドを
提示するMHC分子の、種々のペプチドエピトープ特異的Ｔ細胞クローンおよび株へのペプ
チド特異的で高い親和性の結合を特徴とすることを意図している。
【０４６９】
　驚くべきことに、本発明のMHC分子構築物の高い結合価により発生する改善された結合
親和性により、従来のMHC分子四量体と比較して少量のＴ細胞集団の改善された検出が可
能になることがわかった。
【０４７０】
実施例1
ポリリガンドMHC分子および四量体の製造
A.結合成分を有する担体分子の製造
ビニルスルホン活性化デキストラン
　種々の分子サイズのデキストラン（Pharmacosmosから150および270kDaのもの、Pharmac
iaから500kDaのもの）をA.LihmeおよびT.Boenischの記載（「Water　soluble,　polymer
　based　reagents　and　conjugates　comprising　moieties　derived　from　divinel
y　sulfone（ジビニルスルホン由来の部分を有する水溶性重合体系試薬および結合体）」
、WO93/01498、参考文献22）に従ってジビニルスルホン（Aldrich）で活性化し、モノマ
ー単位約25%のビニルスルホン活性化の水準を得た。
【０４７１】
FITC-ストレプトアビジン-デキストラン（150,270,500kDa）結合体
　ストレプトアビジン（SA、Genzyme）を一晩透析した（5ml中100mg、0.10M　NaCl　1000
mlに対して透析、2～4℃、10kDaのMwCO、3回交換）。
【０４７２】
　フルオレセインイソチオシアネート（FITC、Molecular　Probes）の溶液（14.0mg/ml　
DMF）をストレプトアビジンの攪拌混合物に添加した（14.0mgSA/ml、0.19mg　FITC/ml、0
.1M　NaCl、25mM炭酸塩緩衝液、pH8.5、30℃）。
【０４７３】
　6時間後反応混合物を150、270または500kDaのビニルスルホン活性化デキストラン（約2
5%活性化）の溶液に添加し（総量で、1.6mgビニルスルホンデキストラン/ml、7.7mg　SA/
ml、0.1M　NaCl、25mM炭酸塩緩衝液、pH8.5）、30℃で18時間攪拌した。
【０４７４】
　残存する反応基は全てエタノールアミン含有緩衝液（110mMエタノールアミン、50mM　H
EPES、0.1M　NaCl、pH7.0）の1/10容量の反応混合物を添加することによりクエンチング
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【０４７５】
　得られた重合結合体は遊離のフルオレセインおよび未結合のストレプトアビジンからゲ
ル濾過により精製した（FPLC、Pharmacia、S-200、0.1M　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.2）。
【０４７６】
　フルオレセインとストレプトアビジンの取りこみの程度は、結合体、未結合ストレプト
アビジンおよび未結合フルオレセインをそれぞれ含有する3つの画分において279および49
8nmにおけるUV吸光度から計算し得た。結合体には保存料として15mMとなるようにアジ化
ナトリウムを添加した。
【０４７７】

【０４７８】
　特段の記載がない限り、以下に記載する実施例で使用するFITCを結合した500、270およ
び150kDaデキストランは、平均でデキストラン分子当たり約13.6（500kDaデキストランの
場合）、6.9（270kDaデキストランの場合）、そして4.4（150kDaデキストランの場合）個
のSA複合体と結合させた。
【０４７９】
HRP-ストレプトアビジン-デキストラン（70、150、270kDa）結合体の調製
　セイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP、Fairzyme）およびストレプトアビジン（SA、G
enzyme）を一晩透析（5ml中100mg、0.10M　NaCl　1000mlに対して透析、2～4℃、10kDaの
MwCO、3回交換）した後に濃縮した。結合は活性化デキストランにHRPとストレプトアビジ
ンを逐次的に添加することにより行なった。
【０４８０】
　HRP溶液を70、150、または270kDaのビニルスルホン活性化デキストラン（約25%活性化
）の溶液に添加し（総量で40.0mg　HRP/ml、1.6mgデキストラン/ml、25mM炭酸塩、0.1M　
NaCl、pH8.5）、水浴上で攪拌した（30℃、6時間）。ストレプトアビジン溶液を反応混合
物に添加し（総量で9.14mgのストレプトアビジン/ml、1.06mgのデキストラン/ml、26.67m
gのHRP/ml、25mM炭酸塩、0.10M　NaCl、pH8.5）、そして水浴上で一晩攪拌した（30℃、1
8時間）。
【０４８１】
　全ての残存する反応基を、反応混合物の1/10容量のエタノールアミン含有緩衝液（110m
Mエタノールアミン、50mM　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.0）を添加することによりクエンチ
ングし、30℃で30分間攪拌した。
【０４８２】
　結合体は、結合していないストレプトアビジンおよびHRPからゲル濾過により分離した
（FPLC、Pharmacia、S-200、0.1M　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.2）。
【０４８３】
　HRPとストレプトアビジンの取りこみの程度は、結合体を含有する画分、ならびにスト
レプトアビジンおよびHRPを含有する画分の280および403nmにおけるUV吸光度から計算し
得た。結合体にはタンパク質安定化剤としてBSAを、そして保存料としてブロニドックス(
bronidox)を添加した。
【０４８４】
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【０４８５】
B.ペプチド負荷MHC分子の製造
　以下の標準的操作法に従ってE.coli菌株（BL21（DE3）,Novagen（Novagen,Inc,Madison
,WI,USA）からHKAクラスI重鎖および軽鎖（β2m）を作成し、封入体として部分的に精製
した。
【０４８６】
　単離した封入体分子は、非還元条件下で8M尿素中可溶化し、未損傷のジスルフィド結合
を有する重鎖分子を得た。重鎖分子はさらに、標準的な操作法に従ってサイズ-およびイ
オン-交換クロマトグラフィーにより精製し、最終的に後述する通り折りたたみ処理に付
した。
【０４８７】
　ペプチドエピトープ特異的HLAクラスI複合体を「希釈による折り畳み」の方法を用いて
インビトロで発生させ、その際、変性されたHLAクラスI重鎖分子の高度に精製された調製
品（8M尿素中約10～20mM）A0201、1～275）を18℃で16時間、目的のペプチド（10mM）お
よびβ2m（1mM）を含有する100倍希釈緩衝液（即ち重鎖の最終濃度は約100～200nM）中で
インキュベートすることにより復元した。誤って折りたたまれたHLAクラスI重鎖は遠心分
離により沈殿させ、その後、標準的な操作法に従ってG75サイズ排除クロマトグラフィー
により新しく折りたたまれたHLAクラスI分子の精製を行なった。折りたたまれたHLA　A02
01分子の画分は、折りたたみ反応に添加したHLA　A0201重鎖分子の総量の約40～50%もに
達した。誤って折りたたまれた重鎖分子の画分には不適切なジスルフィド結合が含まれて
おり、復元に使用できなかった。上記のこの折りたたみ機構は、多形HLAおよびH-2遺伝子
複合体によりコードされるペプチド負荷単量体MHCクラスI複合体の種々のものを急速に発
生させるために有用であった。精製された複合体は最終的に、製造元（AVIDITY;Denver,C
o.,USA）による指示通りプロテインリガーゼBIR　Aを用いて酵素的モノビオチニル化した
。
【０４８８】
C.ペプチドを含まないHLAクラスI分子の製造
　ペプチドを含まないMHCクラスIは、官能性モノビオチニル化MHCクラスI複合体（実施例
1B参照）を先ず尿素（8M）またはグアニジン（6M）の添加により変性する工程において製
造した。カオトロピック緩衝液はクラスI複合体から構造的分子サブユニットを解離させ
、生化学的精製に用いることができる遊離の可溶性ビオチニル化重鎖および遊離の可溶性
β2m分子を生じさせる。重鎖分子は定法に従ってG75サイズ排除クロマトグラフィーによ
り解離β2mおよびペプチドから除去された。精製された重鎖分子は自発的に、過剰なβ2m
を含有する折りたたみ緩衝液中で重鎖および軽鎖よりなるペプチド受容性ヘテロ二量体複
合体を形成する（上記実施例1:B参照）。ペプチドを含まないHLAクラスI二量体は過剰の
β2M中では安定なままであり、ストレプトアビジンと連結して本発明のペプチドを含まな
い構築物またはペプチドを含まない四量体を形成し得た。目的のペプチド（1mM）を可溶
性またはSA結合デキストランとの連結の工程の間またはその後に添加することにより、本
発明のMHC分子構築物またはMHC分子四量体の形態のTCR結合MHC分子が得られる。
【０４８９】
D.本発明のポリリガンドMHC分子構築物の製造
　種々の分子サイズのSA結合デキストランの調製品を、SA分子当たり2個のビオチニル化H
LAクラスI分子の比率に相当する量のHLA複合体と混合した。HLA分子は、直接SA結合デキ
ストランの溶液に添加した。即ち、MHC分子構築物は下記:
　（1）担体分子は500kDaのデキストランであり、そこに連結させて27.2個のビオチニル
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化HLAクラスI分子（MHC分子）を約13.6個のFITC標識SA（結合成分）を介して保有（SA当
たり平均で2個のHLAクラスI分子）し、各SAは平均で2.7個のFITCにより標識されている、
　（2）担体分子は270kDaのデキストランであり、そこに連結させて約13.8個のビオチニ
ル化HLAクラスI分子（MHC分子）を約6.9個のFITC標識SA（結合成分）を介して保有（SA当
たり平均で2個のHLAクラスI分子）し、各SAは平均で2.6個のFITCにより標識されている、
　（3）担体分子は150kDaのデキストランであり、そこに連結させて約8.8個のビオチニル
化HLAクラスI分子（MHC分子）を約4.4個のFITC標識SA（結合成分）を介して保有（SA当た
り平均で2個のHLAクラスI分子）し、各SAは平均で2.7個のFITCにより標識されている、
　（4）担体分子は70kDaのデキストランであり、そこに連結させて約6.0個のビオチニル
化HLAクラスI分子（MHC分子）を約3.0個のSA（結合成分）を介して保有（SA当たり平均で
2個のHLAクラスI分子）し、各デキストランは平均で2.3個のHRP酵素により標識されてい
る、
　（5）担体分子は270kDaのデキストランであり、そこに連結させて約10.8個のビオチニ
ル化HLAクラスI分子（MHC分子）を約5.4個のSA（結合成分）を介して保有（SA当たり平均
で2個のHLAクラスI分子）し、各デキストランは平均で3.7個のHRP酵素により標識されて
いる、
　（6）担体分子は270kDaのデキストランであり、そこに連結させて約16.0個のビオチニ
ル化HLAクラスI分子（MHC分子）を約8.0個のSA（結合成分）を介して保有（SA当たり平均
で2個のHLAクラスI分子）し、各デキストランは平均で5.3個のHRP酵素により標識されて
いる、
という組成となるよう形成した。
【０４９０】
　このように多数のHLAクラスI分子の連結はSAとビオチンとの間の高い親和性のために可
能となった（親和性解離定数;KD＝1015）。
【０４９１】
　この操作法により、以下の本発明のMHC分子構築物を調製した。
【０４９２】
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて27.2個のビオチニル化HLA　A
0201を、MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）およびβ2mとの複合体として、13.6個の
FITC標識SAを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子、そして、SA当たり平均
で2.7個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物1）、
　270kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて13.8個のビオチニル化HLA　A
0201分子を、MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）およびβ2mとの複合体として、6.9
個のFITC標識SAを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子、そして、SA当たり
平均で2.6個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物2）、
　150kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて8.8個のビオチニル化HLA　A0
201分子を、MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）およびβ2mとの複合体として、4.4個
のFITC標識SAを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子、そして、SA当たり平
均で2.7個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物3）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて27.2個のビオチニル化HLA　A
0201を、インフルエンザマトリックスタンパク質のアミノ酸58～66（GILGFVFTL）および
β2mとの複合体として、13.6個のFITC標識SAを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0
201分子、そして、SA当たり平均で2.7個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物
4）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて27.2個のビオチニル化HLA　A
0201を、野生型P53ペプチドR9V（RMPEAAPPV）およびβ2mとの複合体として、13.6個のFIT
C標識SAを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子、そして、SA当たり平均で2.
7個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物5）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて27.2個のビオチニル化HLA　A
0201を、野生型P53ペプチドG11V（GLAPPQHLIRV）およびβ2mとの複合体として、13.6個の
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FITC標識SAを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子、そして、SA当たり平均
で2.7個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物6）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて27.2個のビオチニル化ペプチ
ドを含まないHLA　A0201を、13.6個のFITC標識SAを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA
　A0201分子、そして、SA当たり平均で2.7個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構
築物7）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて27.2個のビオチニル化HLA　A
0201を、gp100ペプチドKTWGQYWOVおよびβ2mとの複合体として、13.6個のFITC標識SAを介
して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子、そして、SA当たり平均で2.7個のFITC）
しているMHC分子構築物（MHC分子構築物8）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて27.2個のHLA　A0201重鎖を、
MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）およびヨウ素化β2mとの複合体として、13.6個の
SAを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子、放射能100000cpm/サンプルを有
する）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物9）、
　270kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて16.0個のビオチニル化HLA　A
0201を、Mart-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）およびβ2mとの複合体として、8個のSA
を介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子）し、デキストランに対し5.3個のHR
P酵素を保有しているMHC分子構築物（MHC分子構築物10）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて27.2個のビオチニル化HLA　A
0201を、sur1/M2ペプチドアナログ（LMLGEFLKL）およびβ2mとの複合体として、13.6個の
FITC標識SAを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子、そして、SA当たり平均
で2.7個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物11）、
　150kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて10.8個のビオチニル化HLA　A
0201を、MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）およびβ2mとの複合体として、5.4個のS
Aを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子）し、デキストランに対し3.7個のH
RP酵素を保有しているMHC分子構築物（MHC分子構築物12）、
　70kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて16.0個のビオチニル化HLA　A0
201を、MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）およびβ2mとの複合体として、3.0個のSA
を介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子）し、デキストランに対し2.3個のHR
P酵素を保有しているMHC分子構築物（MHC分子構築物13）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて27.2個のビオチニル化HLA　A
0201を、MAGE-3ペプチド（FLWGPRALV）およびβ2mとの複合体として、13.6個のFITC標識S
Aを介して保有（SA当たり平均で2個のHLA　A0201分子、そして、SA当たり平均で2.7個のF
ITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物14）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて14.1個のビオチニル化HLA　A
0201を、MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）およびβ2mとの複合体として、13.6個の
FITC標識SAを介して保有（SA当たり平均で1個のHLA　A0201分子、そして、SA当たり平均
で2個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物15）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて14.1個のビオチニル化HLA　A
0201を、MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）およびβ2mおよび7.1個のMIC　A分子と
の複合体として、13.6個のFITC標識SAを介して保有（SA当たり平均で1個のHLA　A0201分
子、そして、SA当たり平均で2個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物16）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて14.1個のビオチニル化HLA　A
0201を、gp100ペプチドKTWGQYWOVおよびβ2mとの複合体として、13.6個のFITC標識SAを介
して保有（SA当たり平均で1個のHLA　A0201分子、そして、SA当たり平均で2個のFITC）し
ているMHC分子構築物（MHC分子構築物17）、
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、そこに連結させて14.1個のビオチニル化HLA　A
0201を、gp100ペプチドKTWGQYWOVおよびβ2mおよび7.1個のMIC　A分子との複合体として
、13.6個のFITC標識SAを介して保有（SA当たり平均で1個のHLA　A0201分子、そして、SA
当たり平均で2個のFITC）しているMHC分子構築物（MHC分子構築物18）。
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【０４９３】
実施例2
MHC分子四量体の製造
　四量体に使用するペプチドエピトープ特異的HLA分子は実施例1のBに記載の通り作製し
た。四量体は少量のPE結合SA（Molecular　Probes,　Holland）をビオチニル化HLA複合体
の溶液に順次添加することにより形成した。混合物中のHLA複合体の最終的な量は、飽和
を確実にするためにはSAの量の4倍で無ければならない（SA複合体あたり4個のビオチン結
合部位）。
【０４９４】
　この操作法により、以下の四量体を調製した。
【０４９５】
　4個のビオチニル化HLA　A0201を、修飾されたMART-1ペプチド（ELAGIGILTV）およびβ2

mとの複合体として保有するPE標識四量体（四量体1）、
　4個のビオチニル化HLA　A0201を、gp100ペプチド（KTWGQYWOV）およびβ2mとの複合体
として保有するPE標識四量体（四量体2）、
　4個のビオチニル化HLA　A0201を、インフルエンザマトリックスタンパク質のアミノ酸5
8～66（GILGFVFTL）との複合体として保有するPE標識四量体（四量体3）、
　4個のビオチニル化HLA　A0201を、野生型P53ペプチドR9V（RMPEAAPPV）との複合体とし
て保有するPE標識四量体（四量体4）、
　4個のビオチニル化HLA　A0201を、野生型P53ペプチドG11V（GLAPPQHLIRV）との複合体
として保有するPE標識四量体（四量体5）、
　P4個のPE標識ペプチドを含まないHLA　A0201を保有する、E標識ペプチドを含まない四
量体（四量体6）。
【０４９６】
実施例3
MHC分子四量体と比較してＴ細胞に対する本発明のMHC分子構築物の用量依存的結合はペプ
チド特異的である
　この実験においては、確立されたＴ細胞クローンへの本発明のペプチドエピトープ特異
的MHC分子構築物およびMHC分子四量体の結合を調べた。
【０４９７】
　予め確立され特性のわかっている「インハウス(in house)」」の5/127および5/130と名
づけられたＴ細胞クローンをメラノーマ特異的腫瘍抗原と反応させ、これを用いて標準的
なフローサイトメトリープロトコルに従ってフローサイトメトリーにより細胞表面上のTC
Rへの本発明のHLA分子構築物（すなわちMHC分子構築物）の結合を分析した。概略すれば
、5x105個の細胞を「FACS-緩衝液」（リン酸塩緩衝食塩水（PBS）、10mg/mlウシ血清アル
ブミン（BSA）、0.2%アジド）50ml中で、目的のペプチドを提示する本発明のポリリガン
ドMHC分子構築物または四量体のいずれかと共にインキュベートした。特段の記載が無い
限り、細胞はFACS緩衝液で1回洗浄し、Becton　Dickenton　FACSCaliburフローサイトメ
ーターで分析した。
【０４９８】
　2種のＴ細胞クローンは腫瘍（メラノーマ）関連抗原MART-1およびgp100にそれぞれ由来
するHLA　A0201結合ペプチドと特異的に反応した。
【０４９９】
　以下の本発明のポリリガンドHLA分子構築物を用いた。
　MHC分子構築物1、
　MHC分子構築物2、
　MHC分子構築物3。
【０５００】
　以下のMHC分子四量体を用いた。
　四量体1、
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　四量体2。
【０５０１】
　PE標識四量体1および2を比較のために用いた。
【０５０２】
　Ｔ細胞クローン5/127および5/130を解凍し、50UのIL-2および10%ヒト血清の存在下、37
℃で24時間増殖させた。約5x105個のＴ細胞クローンを種々の量の本発明のMHC分子構築物
（MHC分子構築物1:0～9.36nM、2倍希釈、図25参照;MHC分子構築物2:0～27.5nM、2倍希釈
、図25参照;MHC分子構築物3:0～37.5nM、2倍希釈、図25参照）またはPE標識四量体（四量
体1および2;0～200nM、2倍希釈、図25参照）と共に22℃で1時間インキュベートした。イ
ンキュベーションの後、細胞を1回のみ洗浄することにより低親和性結合MHC分子構築物ま
たは四量体の解離を回避し、細胞が結合したMHC分子構築物（結果は図25Bに示す）および
PE標識四量体（結果は25Aに示す）について標準的なフローサイトメトリー操作法に従っ
てフローサイトメトリーにより分析した。
【０５０３】
　MART-1ペプチド特異的Ｔ細胞クローン5/127（図25Aでは四角形で表示）は高い親和性で
ELAGIGILTVペプチドを提示する四量体（白四角）に結合した。四量体20～30nMを添加する
ことにより5/127Ｔ細胞の染色の最高値の半分が観察された。対照実験においては、gp100
ペプチドKTWGQYWOVを提示する四量体調製品（黒四角）は5/127Ｔ細胞クローンとは相互作
用を示さなかった。比較として、gp100反応性Ｔ細胞クローン5/130をgp100ペプチドKTWGQ
YWOVを提示する四量体（黒丸）で染色し、ELAGIGILTVペプチドを提示する四量体（白丸）
の高濃度と弱い相互作用を示したのみであった。2種のＴ細胞株へのペプチド特異的四量
体の結合は、約100nMの四量体は5/127細胞株をほぼ飽和したのに対し、5/130細胞株は低
い親和性の結合により部分的にのみ染色されたことを示している。ペプチド特異的四量体
調製品は異なる親和性で結合したことが明らかであったが、データによれば両方の細胞株
は特異的に適切なペプチドHLA複合体に結合したことが明らかに説明される。即ち、両方
のＴ細胞クローンは本発明の構築物の分析に有用であると結論できた。
【０５０４】
　本発明の種々の構築物の結合のその後の分析のため、および、四量体構築物との比較の
ため、頑健な5/127Ｔ細胞クローンを選択した。
【０５０５】
　Ｔ細胞クローン5/127を本発明のMHC分子構築物1、2および3で上記の通り染色した。図2
5Bに示すとおり、全てのサイズのデキストラン担体分子がMART-1特異的Ｔ細胞クローンの
用量依存的染色を促進した。比較として、より大型の構築物（500kDaデキストラン担体分
子）は、中間的な大きさの構築物（270kDaデキストラン担体分子）およびより小型の構築
物（150kDaデキストラン担体分子）より効率的にＴ細胞に結合した。しかしながら図25A
に示す細胞の用量依存的染色から明らかな通り、全ての3種の構築物は細胞の顕著な染色
を得るためにより大量で添加しなければならなかった四量体よりも効率的に5/127Ｔ細胞
クローンを染色した（図25A（白四角）と図25Bの3曲線を比較）。本発明の3種の構築物の
改善された結合親和性は明らかに、半飽和に必要な構築物の濃度が低いこと（2～10nM）
により反映されており、これに対し、相当する四量体は半飽和のために20～30nMを必要と
した（図25Aにおける四量体染色を参照）。
【０５０６】
　即ち、本発明の構築物は、ペプチドエピトープ特異的Ｔ細胞に用量依存的に、そして同
じペプチドを提示する相当する四量体よりもより高い親和性で結合したことが結論できた
。
【０５０７】
実施例4
インフルエンザ特異的Ｔ細胞株への本発明のMHC分子構築物および四量体の結合
　本実験においては、HLA　A0201分子に関する提示される従来の非自己ペプチドを認識す
るＴ細胞株への本発明のペプチド特異的構築物および四量体の結合を調べた。
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【０５０８】
　樹状細胞（DC）は、DC培養のために250U/ml　hrIL-4（R＆D　Systems,Minneapolis,MN,
USA）および500U/ml　hrGM-CSF（Leucomax,Novartis/Schering-Ploug,Basel,Switzerland
）を用いて、そしてDCの成熟化を誘発するためにhrCD40LTの1mg/ml（Immunex　Corporati
on,　Seattle,　Washington,　USA）に72時間曝露させながら、標準的プロトコルに従っ
てHLA-A0201ドナーから新しく単離したPBMCから作成した。
【０５０９】
　培養10日目にDCをEDTA処理により単離し、1時間インフルエンザペプチドIMP58-66（40m
g/ml）を負荷し、その後、洗浄し、照射した（3000Rad）。その後、新しく単離した自己
由来PBMC（2x106/ml）を20U/mlのrhIL-4および5ng/mlのrhIL-7（Peprotech　EC,London,U
K）を含有する1mlのAB-培地/ウェル中の24穴プレート上のペプチド負荷DC（1～2x105/ml
）に添加した。9～11日の後、Dynabead（登録商標）分離（製造元の指示書に従う）によ
りＴ細胞培養物をCD4+細胞枯渇とし、陰性選択されたCD8+細胞（4x105/ml）を、96ウェル
のU底プレート中rhIL-4およびrhIL-7を添加したAB-培地中、ペプチドをパルスした自己由
来の照射DC（1～2X105/ml）および照射（3000Rad）した自己由来PBMC（106/ml）で再刺激
した。刺激物質として照射（6000Rad）したペプチドをパルスしたHLA-A2+EBV-B-細胞（2x
105/ml）および照射（3000Rad）した同種異型PBMCを用いながら上記の通り培養7日おきに
さらに再刺激を行なった。各再刺激の1日後にrhIL-2（20U/ml、Proleukin,　Chiron,　CA
,　USA）を添加した。
【０５１０】
　以下の本発明のMHC分子構築物を使用した。
　MHC分子構築物4、
　MHC分子構築物5、
　MHC分子構築物6。
【０５１１】
　以下の四量体を用いた。
　四量体3、
　四量体4、
　四量体5。
【０５１２】
　四量体3～5は比較のために用いた。
【０５１３】
　5x105個のＴ細胞をFACS-緩衝液（PBS、10mg/mlのBSA、0.2%アジド）50ml中で、全て目
的のペプチドを提示する本発明のポリリガンドMHC分子構築物または四量体と共にインキ
ュベートした。
【０５１４】
　細胞は種々の用量の本発明の構築物（0～32nM、2倍希釈、図26参照）または四量体（0
～112nM、2倍希釈、図26参照）と共に22℃で90分間インキュベートし、1回洗浄し、細胞
が結合した分子構築物および四量体のそれぞれについて標準的なフローサイトメトリー操
作法に従ってフローサイトメトリーにより分析した。
【０５１５】
　図26に示すとおり、確立された細胞株におけるペプチド特異的Ｔ細胞の画分（約55%）
は低濃度（＜30nM）の本発明の構築物を用いて十分染色されたのに対し、四量体はより低
い効率で細胞を染色した。染色の最高値の半分は本発明の構築物約3nMおよび四量体30nM
で得られた。対照的に、野生型P53ペプチドを発現する本発明の構築物および四量体はＴ
細胞を染色しなかった。即ち、本発明の構築物は、インフルエンザ特異的Ｔ細胞のサブ集
団を特に、そして、ペプチドが同一の四量体よりも高い効率で染色したと結論できた。図
25および26に示されるとおり、四量体と比較して構築物のHLA分子の結合価がより高いこ
とにより、改善された染色効率が得られた。
【０５１６】
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実施例5
MHC分子構築物と四量体の結合の時間依存性
　本実験においては、本発明のMHC分子構築物の結合が時間依存的であることがわかった
。得られた結果を図27に示す。比較のために、使用した本発明のMHC分子構築物と同じペ
プチドを提示するPE標識四量体を平行アッセイで試験した。
【０５１７】
　以下の本発明のMHC分子構築物を用いた。
　MHC分子構築物1
【０５１８】
　以下の四量体を用いた。
　四量体1。
【０５１９】
　概略すると、5x105個のMART-1特異的Ｔ細胞クローン（5/127）をFACS-緩衝液（PBS、10
mg/mlのBSA、0.2%アジド）50ml中で、全て目的のペプチドを提示する本発明のポリリガン
ドMHC分子構築物または四量体と共にインキュベートした。Ｔ細胞クローンは、種々の用
量（2倍希釈、図27参照）の、共にMART-1関連ペプチドアナログELAGIGILTVを提示する本
発明の構築物または四量体の中でインキュベートした。細胞は室温でインキュベートした
（22℃）。細胞のアリコートを種々の時点で採取し（図27参照）、洗浄し、細胞結合構築
物（図27Bに示される）または四量体（図27Aに示される）に関して標準的なフローサイト
メトリー操作法に従ってフローサイトメトリーにより測定した。図27Aに示されるとおり
、四量体の場合は、定常状態の結合は高濃度の四量体（112nM）を用いた場合に、1時間の
インキュベーション後に得られたが、より低い濃度（14～56nM）では測定時間間隔内に定
常状態に達しなかった。比較として、本発明の構築物はかなり低い濃度（16nM）の構築物
を用いた場合でも60分以内に定常状態レベルに達していた。
【０５２０】
　即ち、本発明の構築物の会合は四量体の会合よりも速く、その理由は恐らくは本発明の
構築物がより高い結合価を有するためと思われる。
【０５２１】
実施例6
本発明の細胞結合構築物の解離
　本実験においては、本発明の細胞結合構築物の解離を調べた。
【０５２２】
　以下のMHC分子構築物を使用した。
　MHC分子構築物1。
【０５２３】
　Ｔ細胞クローン（5/127）をMART-1関連ペプチドアナログELAGIGILTVを提示する本発明
の構築物と共にインキュベートした。細胞（5x105個）を、22℃で1時間インキュベートし
、1回洗浄し、4℃、22℃および37℃でそれぞれインキュベートしたが、これは解離した構
築物の再結合を防止するために50nMのCD8特異的モノクローナル抗体を含有するFACS緩衝
液（PBS、10mg/mlのBSA、0.2%アジド）中で行なった。種々の時点（それぞれ0、60、90、
120分）において、細胞のアリコートを採取し、洗浄し、標準的なフローサイトメトリー
プロトコルに従ってフローサイトメトリーにより細胞結合構築物について分析した。結果
を図28に示す。4℃では、構築物の結合の半減期は約90分であり、これは22℃および30℃
ではそれぞれ約50分および30分に短縮された。37℃でインキュベートした細胞からの構築
物の2相性の解離は、細胞内への構築物の内在化がある程度起こっていたことを示してい
る。あるいは、2相性の解離は、37℃におけるＴ細胞表面上の対抗レセプター(counter re
ceptor)と構築物との間の相互作用が、より低い温度における同じ構築物の結合と比較し
て複雑であることにより説明されうる。
【０５２４】
　即ち、細胞結合構築物の解離は時間と温度に依存していると結論できた。
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【０５２５】
実施例7
本発明の構築物の結合:抗体の影響
　本実験においては、本発明の構築物の細胞表面結合が、ペプチド結合部位の近接部にお
いてHLAクラスIエピトープと反応するHLAクラスI特異的モノクローナル抗体により影響を
受けることが示された。
【０５２６】
　以下の本発明のMHC分子構築物を用いた。
　MHC分子構築物1。
【０５２７】
　以下のモノクローナル抗体を用いた。
　BB7.2（HLA　A0201特異的）、W6/32（HLA　A、B、C汎特異的）、BBM1（ヒトβ2m特異的
）およびマウス抗ヒトＴ細胞、CD8クローンDK25（DAKOコード番号M0707）（CD8-特異的抗
体）。
【０５２８】
　MART-1特異的Ｔ細胞クローン5/127を図29Aに示すとおり10nMモノクローナル抗体（それ
ぞれ、BB7.2、W6/32、BBM1およびCD8特異的）の存在下または非存在下、MART-1関連ペプ
チドエピトープを提示する2nM構築物の混合物と共にインキュベートした。細胞を22℃で9
0分間インキュベートし、1回洗浄し、細胞結合構築物について標準的な操作法に従ってフ
ローサイトメトリーにより分析した。HLA　A0201のペプチド結合部位の近接部でエピトー
プと反応したモノクローナル抗体B7.1およびW6/32は図29に示すとおりバックグラウンド
に近いレベルまで構築物の結合を抑制した（バックグラウンドシグナルはHLA分子非存在
下で10nMのFITC標識構築物と共に細胞をインキュベートすることにより得られる）。
【０５２９】
　対照的に、HLAクラスIの軽鎖、β2mに結合したモノクローナル抗体BBM1の存在は構築物
の結合に影響しなかった。
【０５３０】
　同様の実験において（図29B参照）、CD8特異的モノクローナル抗体の影響を分析した。
Ｔ細胞（5/127）をMHC分子構築物1（図29A参照）および種々の用量の抗体0～12nM（図29B
参照）と共に22℃で60分間インキュベートした。細胞を洗浄し、細胞結合構築物について
標準的なフローサイトメトリー操作法に従ってフローサイトメトリーにより分析した。CD
8特異的抗体はＴ細胞への構築物の会合を強力に抑制（図29B参照）し、Ｔ細胞上のCD8分
子がペプチドエピトープ特異的構築物の結合に有意に寄与することを示唆している。
【０５３１】
　即ち、構築物の結合は構築物により提示されるHLAクラスIの結合部位と反応する抗体（
BB7.2およびW6/32）（立体障害）およびＴ細胞上のマウス抗ヒトＴ細胞CD8クローンDK25
によりブロックされうると結論できた。しかしながら本試験において使用した抑制性抗体
の何れも飽和量では添加しなかったことに注目するべきである。
【０５３２】
実施例8
本発明の構築物の結合:連結工程の間のHLAクラスI:デキストランの比率の影響
　本実験においては、本発明のMHC分子構築物の最大細胞結合に必要なデキストラン担体
分子当たりのHLAクラスI分子のより最適な数を分析した。
【０５３３】
　以下の本発明のMHC分子構築物を使用した。
　MHC分子構築物1、以下に示すような種々の量のHLA　A0201を有するもの、
　MHC分子構築物2、以下に示すような種々の量のHLA　A0201を有するもの、
　MHC分子構築物3、以下に示すような種々の量のHLA　A0201を有するもの。
【０５３４】
　MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）を提示する組み換えビオチニル化HLA　A0201複
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合体の種々の量を種々の分子サイズのデキストラン担体分子、即ち150、270および500kDa
のデキストラン担体分子をそれぞれ含有する構築物の個々の溶液に添加した。より典型的
には、500kDaデキストラン（14個のSAと結合、各々平均で2個のFITCで標識）の80nM溶液
を、それぞれ、88-（7040nM　HLA　A0201）、44-（3520nM）および14-（1121nM）倍過剰
のモノビオチニル化HLA　A0201複合体と共にFACS緩衝液（PBS、10mg/mlのBSA、0.2%アジ
ド）中でインキュベートした。反応混合物を22℃で60分間インキュベートすることにより
HLA　A0201とデキストランに結合したSA分子との間の定常状態を得た。HLA　A0201とデキ
ストランの間の比率（デキストラン分子1個に対し88、44、14個のHLA分子）から、6.5、3
.25および1に相当する連結の間のSAに対するHLAの比率が、それぞれ計算できた。SAとビ
オチニル化MHCの高い親和性のため、HLA　A0201とデキストラン当たりのSAとの間の連結
は完全な飽和（88倍過剰のHLA）、ほぼ飽和（44倍過剰のHLA）および部分的に飽和（14倍
過剰のHLA）のMHC分子構築物を与えることが予期された。SA当たり4個の結合部位がある
と推定すると、分子構築物はデキストラン当たり54.4、44.2および14.1個のHLA　A0201分
子を負荷されている。溶液は4倍希釈（最終MHC分子構築物濃度20nM）した後に、標準的プ
ロトコルに従ったフローサイトメトリーによるＴ細胞染色に用いた。
【０５３５】
　同様の操作法において、145nMのSA/デキストラン調製品（270kDa、デキストラン当たり
7個のSA、各SAは平均で二個のFITCで標識）をビオチニル化HLA　A0201と連結した。連結
工程において使用したHLA　A0201の濃度はデキストラン濃度の48.5倍、24.2倍および8.1
倍過剰量であった。HLA:SAの比率はそれぞれ7、3.5および1.1と計算された。SA当たり4個
の結合部位があると推定すると、分子構築物はデキストラン当たり27.6個、24.2個および
7.6個のHLA　A0201分子を負荷されたことになる。溶液を20nMに希釈した後、標準的な方
法でＴ細胞染色を行なった。
【０５３６】
　同様の操作法において、244nM　SA/デキストラン調製品（150kDa、デキストラン当たり
4.4個のSA、各SAは平均で二個のFITCで標識）をビオチニル化HLA　A0201と連結した。連
結工程において使用したHLA　A0201の濃度は、デキストラン濃度の28.8倍（7040nM　HLA
　A0201）、14.4倍（3520nM　HLA　A0201）および7.2倍（1760nM　HLA　A0201）過剰量に
相当した。HLA:SAの比率はそれぞれ6.5、3.3および1.6と計算できた。SA当たり4個の結合
部位があると推定すると、分子構築物はデキストラン当たり17.6個、14.5個および7.0個
のHLA　A0201分子を負荷されたことになる。溶液を20nMに希釈した後、標準的な方法でＴ
細胞染色を行なった。
【０５３７】
　Ｔ細胞クローンを22℃で60分間インキュベートした後にＴ細胞クローン（5/127）の染
色を行なった。Ｔ細胞クローンは、種々の量のHLA　A0201を負荷されたMHC分子構築物の2
0nM溶液と共に室温で60分間インキュベートした。その後細胞を1回洗浄し、標準的なフロ
ーサイトメトリー操作法に従ってフローサイトメトリーにより細胞結合構築物について分
析した。構築物は全て予測された通りクローン5/127に特異的に結合した（結果は図30に
示す）。
【０５３８】
　より大型（500kDa）のデキストラン担体分子を有する構築物は、平均して、デキストラ
ン分子当たり約54個のビオチニル化HLA分子に対する結合部位の理論数で13.6個のストレ
プトアビジン分子と結合されていた（SA当たりビオチン結合部位4個と推定）。比較とし
て、270kDaおよび150kDaのデキストラン担体分子を含有する構築物は、それぞれ42個およ
び17個のビオチニル化HLAクラスI分子に相当するビオチン結合部位の理論数で、デキスト
ラン当たり6.9個および4.4個のストレプトアビジン分子とそれぞれ結合していた。
【０５３９】
　図30に示すとおり、500kDaのデキストラン担体分子を含有する構築物は、デキストラン
担体分子当たり総数44個のHLAクラスI分子を負荷された場合に、Ｔ細胞に最適に結合した
。比較として、それぞれ270および150kDaのデキストラン担体分子を含有する構築物は、
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デキストラン当たり総数24.2個および14.5個のHLAクラスI分子を負荷された場合に最適に
結合した（それぞれSA当たり結合HLA分子約4個に相当）。観察されたHLAクラスI/デキス
トランの密度は、4個のHLAクラスI分子/デキストラン分子に結合したSA分子に十分に相当
するものであった。過剰なHLA分子中に発生したMHC分子構築物を用いたＴ細胞の染色が低
下したという観察は、未結合の単量体HLA分子による抑制が原因と考えられる。即ち、本
発明のMHC分子構築物は、担体分子の全ての使用可能なビオチン結合部位が連結工程の間
に飽和された場合に、ペプチド特異的Ｔ細胞に最適に結合すると結論できた。しかしなが
ら、過剰の未結合の単量体MHC分子は、MHC分子構築物と特定のTCRとの間の相互作用を抑
制した。即ち、結果的に連結工程はMHC分子と結合部位に対する比率1:1で行なうべきであ
る。
【０５４０】
実施例9
Ｔ細胞小集団へのMHC分子構築物および四量体の結合
　本実験においては、本発明のMHC分子構築物の結合は四量体と比較して特定のＴ細胞の
より小さい集団の改善された検出をもたらすことを示した。
【０５４１】
　以下の本発明のMHC分子構築物を使用した。
　MHC分子構築物1。
【０５４２】
　以下の四量体を使用した。
　四量体1。
【０５４３】
　比較のために四量体を使用した。
【０５４４】
　MART-1由来ペプチドアナログを認識するＴ細胞クローン5/127およびgp100由来ペプチド
を認識するＴ細胞クローン5/130を、それぞれ、Ｔ細胞クローン5/127とＴ細胞クローン5/
130に対する比率1:20で混合し、本発明のMHC分子構築物および四量体の分析に用いた。四
量体は、本発明のペプチド相当ポリリガンドMHC分子構築物（図25および26参照）と比較
して低い結合親和性（実施例3の結果参照）を補うために5倍高い濃度で使用した。
【０５４５】
　細胞溶液を室温で1時間3nMのMHC分子構築物または15nMの四量体と共にインキュベート
した。細胞を1回洗浄し、標準的なフローサイトメトリー操作法に従ってフローサイトメ
トリーにより分析した。図31に示すとおり、本発明の構築物と四量体は共に5/127Ｔ細胞
クローンのMART-1特異的サブ集団に相当する約5%の細胞を染色した。しかしながら、本発
明の構築物による細胞の染色は陽性と陰性のＴ細胞の間の区別が明瞭であった。
【０５４６】
　比較として、四量体による染色では図31に示されるとおり2種のＴ細胞集団の間の区別
の明瞭度はより低かった。
【０５４７】
　結果として、本発明の構築物はより良好な染色を提供し、従って、従来技術の四量体と
比較してより小さいＴ細胞集団のフローサイトメトリーによる検出においてより改善され
た能力を提供すると結論できた。
【０５４８】
実施例10
予め形成させたペプチドを含まないMHC分子構築物の適切なペプチド負荷後の特定のＴ細
胞への結合
　混合細胞サンプルにおける小さいＴ細胞特異性の検出（実施例9参照）における本発明
のMHC分子構築物の意外にも高感度な能力をさらに、約1%のＴ細胞クローン5/127（「高親
和性Ｔ細胞クローン」、図25参照）および1%の5/130（「低親和性Ｔ細胞クローン」、図2
5参照）を含有するサンプルを用いて検討した。1%の選択理由は種々の試験において増殖
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中のＴ細胞のサブ集団は、多くの場合、血液サンプル中のＴ細胞の総数の約1%を含み、免
疫応答患者において0.1～10%の範囲にあることが解かっているためである。
【０５４９】
　以下の本発明のペプチドを含まないMHC分子構築物を、本発明のペプチドを含まないHLA
　A0201分子構築物から作成した。
　MHC分子構築物7。
【０５５０】
　さらにまた、MHC分子構築物1およびMHC分子構築物8も用いた。
【０５５１】
　本実験においてはペプチド特異的ペプチドHLA　A0201分子構築物をさらに作成した。
【０５５２】
　以下の四量体をPEで標識したストレプトアビジンに連結したペプチドを含まないHLA　A
0201から作成した。
　四量体6。
【０５５３】
　さらにまた四量体1および四量体2も用いた。
【０５５４】
　本発明のペプチドを含まないHLA分子構築物は、18℃で2時間、希釈緩衝液（20mM　トリ
ス、pH6.8、150mM　NaCl）198ml中、1nmolのβ2mと共に60pmolのモノビオチニル化重鎖（
実施例1.Cに記載の通りに得られた30mM重鎖分子を有する保存溶液2ml）をインキュベート
することにより形成した。形成した二量体（約270nM）は、4℃で保存した場合は数日間こ
の緩衝液中で安定であった。本発明のペプチドを含まないHLA分子構築物は溶液100mLにス
トレプトアビジンデキストラン担体分子（500kDa、13.6個のSA/デキストラン、最終濃度1
0nMで添加）を添加することにより形成した。
【０５５５】
　ペプチド提示HLA分子構築物（構築物1）は、最終濃度10mMとなるようにHLA二量体とデ
キストラン分子の溶液にMART-1ペプチドアナログELAGIGILTVを添加し、18℃で一晩インキ
ュベートすることにより形成した。
【０５５６】
　同様の方法において、gp100ペプチドを提示する本発明のMHC分子構築物8をペプチドKTW
GQYWOVの添加により作成した。
【０５５７】
　四量体は、MART-1ペプチドアナログELAGIGILTVまたはgp100ペプチドKTWGQYWOVを添加す
る前にSAとHLA分子の間の比が1:4を確実にするように70nMの最終濃度となるように順次PE
標識SAを添加した以外は、同様の方法で作成した。四量体を比較のために使用した。
【０５５８】
　染色の前に、本発明のMHC分子構築物および四量体を有する溶液を2mg/mlのBSAおよび0.
2%アジドを含有する上記FACS緩衝液で2回希釈した。即ち、Ｔ細胞を染色するために使用
した構築物と四量体の分子の濃度はそれぞれ5および35nMであった。
【０５５９】
　2種のＴ細胞クローン5/127および5/130をそれぞれ、1:100の比率で混合、即ち、1つの
細胞サンプルが約1%の5/127および99%の5/130Ｔ細胞を含有し、もう一方の細胞サンプル
が1%の5/130および99%の5/127を含有するようにした。混合細胞溶液は、Ｔ細胞の1%サブ
集団により認識されるペプチドを提示する本発明の構築物または四量体の結合について試
験した。
【０５６０】
　フローサイトメトリーのために、細胞（5x105）を5分間300gで遠心分離し、本発明のMH
C分子構築物または四量体を含有する溶液50ml中に再懸濁し、室温で60分間インキュベー
トした。その後、細胞を1回洗浄し、即座に標準的な操作法に従ってフローサイトメトリ
ーにより分析した。
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【０５６１】
　図32に示すとおり、本発明のMART-1ペプチド（ELAGIGILTV）-提示構築物は陽性のＴ細
胞（1.2%陽性染色細胞）の明確な区別をもたらしたのに対し、gp100ペプチド（KTWGQYWOV
）を提示する構築物は約0.4%の染色であった。7倍高濃度で使用した場合も、相当する四
量体は何れもＴ細胞を染色できなかった（データ示さず）。
【０５６２】
　即ち、本発明のペプチドを含まないMHC分子構築物を作成することが実際に可能であっ
たと結論できた。適切なペプチドをその後負荷することにより、得られるMHC分子構築物
はＴ細胞のより小さい集団を染色できた。四量体とは対照的に、本発明のMHC分子構築物
はフローサイトメトリーを用いて低親和性および高親和性のＴ細胞クローンの両方により
認識された。
【０５６３】
実施例11
MART-1ペプチドを提示する放射標識MHC分子構築物の結合
　本実験においては、放射標識された本発明のMHC分子構築物の細胞結合を調べた。分子
構築物はMHC分子としてヨウ素化β2mの存在下で折りたたまれたHLA/ペプチド複合体を含
有した。構築物は実施例1に従って調製したが、ここではヨウ素化β2mの存在下で折りた
たみを起こさせた。
【０５６４】
　以下の本発明のMHC分子構築物を用いた。
　500kDaのデキストラン担体分子を有し、これはそこに連結させて27.2個のHLA　A0201重
鎖を、MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）およびヨウ素化β2mとの複合体として、13
.6個のSAを介して保有しているMHC分子構築物。
【０５６５】
　βmは標準的な操作法に従ってヨウ素化し、上記の通り完全にビオチニル化された活性
な重鎖の折りたたみのために用いた（実施例1.C参照）。新しく発生した、ペプチド、重
鎖および放射標識β2m分子を含有するHLA　A0201複合体は標準的なプロトコルに従ってG5
0クロマトグラフィーにより過剰のβ2mおよびペプチドから精製した。放射活性はCOBRAガ
ンマカウンターを用いて計数し、その後精製されたHLA　A0201複合体をSA結合デキストラ
ンに連結した。
【０５６６】
　1%のBSAを含有するPBS100ml中のMART-1またはgp100特異的Ｔ細胞（5x105）クローン5/1
27および5/130のサンプルを、実施例7に記載した種々の抗体の存在下または非存在下、1
時間18℃で本発明の放射標識MHC分子構築物（100000cpm/サンプル）と共にインキュベー
トした。細胞を5回洗浄し、新しい試験管に移した後に細胞に結合した放射能を計数した
。
【０５６７】
　図33に示すとおり、5/127Ｔ細胞は、本発明の放射標識MHC分子構築物（MHC分子構築物1
）に結合したのに対し、gp100ペプチド特異的Ｔ細胞クローン5/130は予測された通り結合
しなかった。
【０５６８】
　さらにまた、抗体BB7.2およびW6/32は実施例7の結果と合致して本発明の構築物の結合
を抑制したが、BBM1は抑制しなかった。
【０５６９】
　即ち、放射標識β2mを有する本発明のMHC分子構築物は特定のＴ細胞に結合することが
できると結論できた。さらにまた、標識されたMHC分子構築物のこの種の結合は異なるよ
うに標識されたMHC分子構築物の結合に匹敵するものであった。
【０５７０】
　別の重要な特徴は、このような関係においてはβ2mの標識は、β2mが種々のHLA分子の
折りたたみを促進する共通のサブユニットであることから、重鎖またはペプチドの標識の
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汎用的な代替となることである。
【０５７１】
実施例12
腫瘍特異的Ｔ細胞の染色
　本実施例においては、乳癌患部における特異的なＴ細胞を標識するポリリガンドMHC分
子構築物の能力を試験した。試験はスライド上に搭載されたヒトの皮膚、リンパ節および
腫瘍幹部にそれぞれ由来するアセトン固定化された凍結生検サンプルに対して行なった。
【０５７２】
　以下のMHC分子構築物を使用した。
　MHC分子構築物8、
　MHC分子構築物11。
【０５７３】
　図38において乳癌患部由来のHLA　A2陽性生検サンプル中の特異的Ｔ細胞の染色を示す
。染色は最近同定された腫瘍関連抗原であるサーバイビン(survivin)由来のペプチドアナ
ログ（SUR1M2）（LMLGEFLKL）と組み合わせた最大量のHLA-A0201を提示するポリリガンド
MHC分子構築物（500kDa）により行なった。
【０５７４】
　凍結組織を切片化し、スライドガラス（Superfrost　Plus　Gold　Slides,　Erie　Sci
entific　Co,Portsmouth,　New　Hampshire）上に採取し、一晩風乾し、5分間冷アセトン
中に固定化した。
【０５７５】
　以下の全ての操作工程は暗所において室温で行った。各工程」の間、スライドをリン酸
塩緩衝化生理食塩水（PBS）緩衝液（pH7.6）で10分間3回洗浄した。
【０５７６】
　スライドは先ず（i）一次抗体;抗CD8（抗CD8クローンHIT8a,カタログ番号550372、Phar
mingen,San　Diego,　CA,　USA,　PBS緩衝液中1:100希釈）と共にインキュベート（45分
間）し、その後（ii）Cy3-結合ヤギ抗マウス（Jackson　ImmunoResearch　Laboratories,
　Inc.,West　Grove,PA,USA,PBS中1:500希釈）と共に45分間、そして最後に（iii）ポリ
リガンドMHC分子構築物（100mml、20　10-9M構築物、PBS中）と共に75分間インキュベー
トした。
【０５７７】
　最後に染色したスライドをアンチフェード(antifade)溶液（Vectashield,Vector　labs
,Burlingame,CA,USA）中でカバーガラスで被覆し、共焦顕微鏡下に分析するまで冷蔵庫に
補完した。
【０５７８】
　腫瘍生検サンプル中の細胞毒性TILSの全集団をCy3結合抗CD8特異的抗体により可視化し
（図25、左列）、一方SUR1M2特異的Ｔ細胞クローンはFITC結合ポリリガンドMHC分子構築
物（上の右列）により可視化できた。CD8陽性およびペプチドエピトープ特異的Ｔ細胞の
二重染色は中央列（上）の合体写真中に明らかになった。MHC分子構築物により提示され
た別のHLA　A0201結合ペプチドであるメラノーマ関連gp100抗原は試験した乳癌組織中のT
ILSを染色しなかった（右列、中央）。第2の対照においてSUR1M2ポリリガンドMHC分子構
築物は、A2陰性患者の乳癌生検サンプル中のＴ細胞を染色しなかった（右側、下）。
【０５７９】
　即ち、ペプチド特異的ポリリガンドMHC分子は小さな標的Ｔ細胞集団に特異的に結合し
、従って、乳癌患者の生検サンプル中のＴ細胞の発現のインサイチュの分析を可能にする
と結論づけた。
【０５８０】
実施例13
SUR1M2ポリリガンドMHC分子構築物を用いたメラノーマおよびリンパ節組織のインサイチ
ュ染色
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　本実施例においてはHLA-A2陽性患者の材料に由来するメラノーマおよびリンパ節組織中
のＴ細胞を特異的に染色するポリリガンドMHC分子構築物の能力を試験した。
【０５８１】
　以下のMHC分子構築物を用いた。
　MHC分子構築物11
【０５８２】
　本実施例の実験上の詳細は組織がメラノーマ患者から得られたものであることを除き実
施例12と同様である。
【０５８３】
　図39の左列において、腫瘍（上）およびリンパ節（下）に由来する組織サンプルにおけ
るCD8+Ｔ細胞のCy-3染色を示す。右列はFITC　A2-SUR1M2　MHC分子構築物による局在化染
色を示す。CD8陽性およびSUR1M2ペプチド特異的Ｔ細胞の二重染色は、合体写真を示す中
央列に示す。
【０５８４】
　結論として、メラノーマ患部およびリンパ節由来の生検サンプル中のCD8+Ｔ細胞に対す
るSUR1M2ペプチド提示ポリリガンドMHC分子構築物のインサイチュの特異的結合が検出さ
れうることがわかった。
【０５８５】
実施例14
MART-1ペプチド提示ポリリガンドMHC分子構築物を用いたメラノーマ組織中のCD8+Ｔ細胞
のインサイチュ染色
　本実施例においてはA2-MART-1　MHC分子構築物によるHLA-A0201陽性患者由来のメラノ
ーマ組織の特異的染色を調べた。
【０５８６】
　以下のMHC分子構築物を用いた。
　MHC分子構築物1
【０５８７】
　本実施例の実験上の詳細は組織がメラノーマ患者から得られたものであること、および
ポリリガンドMHC分子構築物がMART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）を提示したことを
除き実施例12と同様である。
【０５８８】
　メラノーマ生検サンプルの実験的染色の結果を図40に示す。左側の図はPEで染色された
CD-8陽性細胞の局在を示し、右側の図はFITCで染色されたMART-1特異的Ｔ細胞の存在を示
す。二重染色されたMART‐1/CD-8陽性細胞は合体した中央の図に観察される。
【０５８９】
　結論として、実施例12と同様の方法を用いながら、HLA　A0201陽性メラノーマ患者由来
の患部におけるCD8Ｔ細胞へのMART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）を提示するポリリ
ガンドMHC分子構築物の特異的結合がインサイチュで検出されうることが示された。
【０５９０】
実施例15
MART-1およびMAGE-3ペプチド提示ポリリガンドMHC分子構築物を用いた注射部位由来の皮
膚生検サンプル中のBV12反応性および非反応性Ｔ細胞のインサイチュ染色
　治癒力のある免疫療法を開発する試みには、可溶性ペプチド候補、例えばSUR1M2および
/またはペプチドもしくは腫瘍溶解液を負荷した樹状細胞（DC）を患者のどこに注射する
かが解決策の一部を構成する。細胞免疫応答はＴ細胞と抗原提示細胞、例えば二次リンパ
臓器中のDCの相互作用により開始されるが、治療上のワクチン接種は別のシナリオ、即ち
、抗原特異的Ｔ細胞の局所的増殖および蓄積をもたらすと考えられる。腫瘍関連ペプチド
を提示するポリリガンドMHC分子構築物を用いて、ペプチド特異的Ｔ細胞が注射部位にお
いて過剰出現するかどうかを調べた。
【０５９１】
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　以下のMHC分子構築物を使用した。
　MHC分子構築物1
　MHC分子構築物14
【０５９２】
　実施例12で用いたのと同様の実験方法を用いて、Cy-3標識TCR　VB12抗体、およびMART-
1またはMAGE-3ペプチドを提示するFITC標識ポリリガンドMHC分子構築物を用いたインサイ
チュ二重染色分析を、注射部位由来の皮膚生検サンプルに対して行なった。TRC　VB12抗
体は、可変β鎖ファミリー12領域を発現するＴ細胞レセプターに対して特異的であるため
、Ｔ細胞のサブセットとのみ反応する。
【０５９３】
　結果を図41に示す。左列はＴ細胞の3種の異なった集団を示す。集団は、BV12-/MART-1
反応性細胞（A）、BV12+/MART-1反応性細胞（B）ならびにBV12+/MART-1非反応性細胞（C
）を含む。即ち、BV12ファミリーの全てのメンバーとMART-1/HLA　A0201ポリリガンドMHC
分子構築物との非特異的相互作用が除外され得た。さらにまた、MAGE-3ペプチド認識細胞
は小さいクラスター中に認められ、このＴ細胞特異性が局所的に拡大していることを示唆
している（D）。
【０５９４】
　即ち結論として、特異的Ｔ細胞を認識するポリリガンドMHC分子構築物を用いながら、
腫瘍溶解物をパルスしたDCの皮下注射48時間後の注射部位における特異的Ｔ細胞の集団の
インサイチュの存在を明らかにすることが可能であり、抗原特異的Ｔ細胞の局所的拡大が
示された。
【０５９５】
実施例16
gp-100およびMAGE-3ペプチド提示ポリリガンドMHC分子構築物を用いた注射部位由来皮膚
生検サンプル中のCD8反応性Ｔ細胞のインサイチュ染色
　本実験においては、ペプチド抗原特異的Ｔ細胞の蓄積を実施例15に記載したのと同様の
方法を用いてさらに検討した。
【０５９６】
　以下のMHC分子構築物を使用した。
　MHC分子構築物8
　MHC分子構築物14
【０５９７】
　実験結果は図42に示す。左側および中央の列は抗CD8抗体およびペプチド特異的ポリリ
ガンドによる染色をそれぞれ示している。合体写真は右列に示す。
【０５９８】
　gp100ペプチドエピトープでパルスしたDCによる患者の免疫化は、HLA　A0201ポリリガ
ンドMHC分子構築物により提示されるペプチド（図42B）を認識するがMAGE-3エピトープ（
図42A）は認識しない特異的Ｔ細胞の浸潤をもたらすと結論づけられる。
【０５９９】
実施例17
MART-1ペプチド提示ポリリガンドMHC分子構築物によるメラノーマ組織中のCD8+Ｔ細胞の
色原体インサイチュ染色
　HLA　A0201陽性メラノーマ患者由来の患部のCD8Ｔ細胞へのMART-1ペプチドアナログ（E
LAGIGILTV）を提示するポリリガンドMHC分子構築物の特異的結合が、2種の異なる過酸化
物ブロッキング法を用いてHRP媒介色原体染色により可視化できるかどうか調べた。
【０６００】
　以下のMHC分子構築物を使用した。
　MHC分子構築物13
【０６０１】
　凍結したメラノーマ患部を切片化（5mm）し、スライドガラス（Superfrost（登録商標
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）　Plus　Gold　Slides,　Erie　Scientific　Co,Portsmouth,New　Hampshire）上に採
取し、30分間風乾し、冷無水試薬等級アセトン（Aldrich,Milwaukee,WI,USA）中に5分間
固定化した。
【０６０２】
　以下の全ての操作工程は室温で行った。各工程の間、スライドをPBS緩衝液（pH7.6）で
10分間3回バッチバイス(batchvice)で洗浄した。
【０６０３】
　内因性ペルオキシダーゼは2種の試薬を用いる方法によりブロッキングした。
【０６０４】
　ペルオキシド/メタノール溶液（3%H2O2　50ml+メタノール200ml）（図43A）またはペル
オキシダーゼブロッキング溶液（コード番号S2023、DAKO　A/S、Glostrup、Denmark）（
図43B）。
【０６０５】
　洗浄後、スライドを所定のHLAペプチドデキストラン270　HRP構築物（100ml、2.9　10-
9M/PBS）と共に30分間インキュベートした。
【０６０６】
　2回洗浄後、結合した複合体を3-アミノ-9-エチルカルバゾール（AEC）-基質（DAKO　AE
C　Substrate　System,DAKO　A/S,Glostrup,Denmark）を用いて可視化した。25分後に反
応を終了した。
【０６０７】
　スライドはMayerのヘマトキシリン（コード番号S330930,DAKO　A/S,Glostrup,Denmark
、15秒）で対比染色し、僅かに青色となるまで（約30秒）PBS緩衝液中で洗浄した。最後
にスライドにAquamont（DAKO　Corporation,Carpenteria,CA,USA）を用いてカバーガラス
を搭載し、写真機能を有する明視野顕微鏡（Zeiss）を用いて分析した。
【０６０８】
　結論として内因性ペルオキシドをブロックするために用いた方法とは無関係に良好な染
色が達成された。
【０６０９】
実施例18
MHC分子構築物により誘発されるＴ細胞の活性化:同時刺激分子の影響
　本実験においては、MHC構築物とともにインキュベートしたＴ細胞クローンの活性化が
、NKRの活性化イソ型に結合するMHC分子構築物に結合した同時刺激分子の存在により影響
を受けることが解かった。
【０６１０】
　以下のMHC分子構築物を使用した。
　MHC分子構築物15、
　MHC分子構築物16、
　MHC分子構築物17、
　MHC分子構築物18。
【０６１１】
　MHC分子構築物17および18は対照として使用した。
【０６１２】
　MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）またはgp100ペプチド（KTWGQYWOV）を提示する
組み換えビオチニル化HLA　A0201複合体の最適以下の量を500kDのデキストラン担体分子
を含有する構築物の溶液に添加した。より詳しくは、デキストランの80nM溶液（13.6個の
SAと結合、各々平均2個のFITCで標識）を1121nMのモノビオチニル化HLA　A0201複合体と
共に、510nMのモノビオチニル化MIC　Aタンパク質の存在下または非存在下、PBS中でイン
キュベートした。実施例8から、HLA複合体のみを含有する分子構築物は、デキストラン当
たり14.1個のHLA　A0201分子を負荷されているものと考えられうる。HLAおよびMIC　Aタ
ンパク質を含有する分子構築物にデキストラン当たり14.1個のHLA　A0201分子およびデキ
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ストラン当たり7.1個のMIC　A分子をそれぞれ負荷した。
【０６１３】
　MART-1ペプチド/HLA　A0201特異的Ｔ細胞クローン5/127（5x105）を、培地中で増殖さ
せ、MIC　Aタンパク質の存在下または非存在下、MART-1またはgp100ペプチドのいずれか
を提示する分子構築物5nMと共にインキュベートした。細胞は37℃でそれぞれ24時間およ
び48時間インキュベートした後に標準的な操作法に従ってELISAにより上澄み中のIFN-gを
測定した。
【０６１４】
　図44に示すとおり、MIC　Aと組み合わせた、または組み合わせないMART-1ペプチドを提
示するHLA　A0201を含有する構築物は、24時間後に5/127Ｔ細胞クローンのIFNg放出を刺
激し、両方の構築物は結合が可能であり、何らかのシグナル伝達を誘発すると示唆された
。一方、HLAおよびMIC　Aを含有する分子構築物のみが、INFgの増量により示されるとお
りそれ以上の刺激を行なうことができた。比較として、MART-1ペプチド/HLA複合体のみを
含有するMHC分子構築物の刺激ではIFNgの放出は不変であった。gp100ペプチドを提示する
MHC分子構築物はいずれもこの実験では刺激を起こすことが不可能であった（データ示さ
ず）。
【０６１５】
　結論として、適切なペプチドを提示するMHC分子の分子構築物はペプチド特異的TCRに結
合した場合にＴ細胞を刺激することができるといえる（図25Bおよび30参照）。しかしな
がら適切なペプチド-HLA複合体およびMIC　Aタンパク質を含有する分子構築物のみが長時
間のインキュベーションの際にＴ細胞を刺激した。この特徴は、同時刺激タンパク質を有
さない分子構築物で刺激された場合のＴ細胞のアネルギーの誘導により説明できる。この
構築物は初期の刺激、その後のＴ細胞の不活性化が可能であり、これはアネルギーの特徴
である。HLAおよびMIC　Aを有するMHC分子構築物は継続的な刺激が可能であった。
【０６１６】
実施例19
複数の結合成分を連結して保有する担体分子の調製
　複数の結合成分（例えばストレプトアビジン（SA））を自らに連結して保有する種々の
担体分子（例えばそれぞれ150、270および500kDaのデキストラン）を以下に記載する操作
法に従って調製した。MHC分子および/または生物活性化合物をその後連結した。各SAに対
するカップリング部位の理論数は4であり、このことは各SAデキストラン分子の負荷許容
量は22.4（4x5.6）、41.2（4x10.3）および68（4x17.0）であることを意味している。さ
らにまた、MHC分子/生物活性化合物を直接デキストラン分子に結合させることができ、即
ち、より大きい負荷許容量を得ることができる。
【０６１７】
SA-デキストラン（150、270、500kDa）
　ストレプトアビジン（SA、Genzyme）を一晩透析した（5ml中100mg、0.10M　NaCl　1000
mlに対して透析、2～4℃、10kDaのMwCO、3回交換）。UV吸光度の測定の後、濃度を計算し
た。
【０６１８】
　SA溶液を150、270または500kDaのビニルスルホン活性化デキストラン（約25%活性化）
の溶液に添加し（総量で、1.6mgビニルスルホンデキストラン/ml、7.7mg　SA/ml、0.1M　
NaCl、25mM炭酸塩緩衝液、pH8.5）、18時間30℃で攪拌した。残存する反応基は全てエタ
ノールアミン含有緩衝液（110mMエタノールアミン、50mM　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.0）
の1/10容量の反応混合物を添加することによりクエンチングし、30℃で30分間攪拌した。
このようにして得られた重合体分子（SA-デキストラン）はゲル濾過（FPLC、Pharmacia、
S-200、0.1M　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.2）により未結合のSAから精製した。
【０６１９】
　デキストラン分子当たりのSAの取りこみの程度は、278nmにおけるUV吸光度から計算し
た。SAの取りこみは、それぞれ平均して、5.6（150kDaデキストランの場合）、10.3（270
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kDaデキストランの場合）および17.0（500kDaデキストランの場合）であった。分子はミ
リポアフィルターの遠心分離機を用いて3.0mgのSA/mLの等価となるまで濃縮した。
【０６２０】
実施例20
複数の標識結合成分を連結して保有する担体分子の調製
　以下に記載する操作法により、複数の標識化合物（例えばAlexa　647）で標識した複数
の結合成分（例えばストレプトアビジン（SA））を自らに連結して保有する種々の担体分
子（例えばそれぞれ150、270および500kDaのデキストラン）を調製した。MHC分子および/
または生物活性化合物をその後連結した。各SAに対するカップリング部位の理論数は4で
あり、このことは各SAデキストラン分子の負荷許容量は22.4（4×5.6）、41.2（4×10.3
）および68（4×17.0）であることを意味している。さらにまた、MHC分子/生物活性化合
物を直接デキストラン分子に結合させることができ、即ち、より大きい負荷許容量を得る
ことができる。
【０６２１】
Alexa　647標識SA-デキストラン（150、270、500kDa）
　実施例19で得たSAデキストラン分子をAlexa　Fluor　647　Protein標識キット（Molecu
lar　Proves,製品番号A-20173）の製造元の指示書に従ってAlexa　647で標識した。反応
条件は1バイアルのAlexa　647、2.0mg　SA/mL、0.10M　NaCl、50mM炭酸塩、pH　8.0、総
量0.500mL、30℃暗所1時間とした。残存する反応基は全てエタノールアミン含有緩衝液（
110mMエタノールアミン、50mM　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.0）の0.050mL容量の反応混合物
を添加することによりクエンチングし、30℃で30分間攪拌した。得られた蛍光標識重合体
分子は透析により未結合の染料から精製した（1000mlの0.10M　NaClに対して透析、2～4
℃、10kDa　MwCO、3回交換、0.1M　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.2）。
【０６２２】
　デキストラン分子当たりのSAの取りこみの程度、およびSA当たりのAlexa　647の取りこ
みならびに分子の濃度は278および650nmのUV吸光度から計算した。分子には保存料として
15mMとなるようにアジ化ナトリウムを添加した。結果を以下に示す。
【０６２３】

【０６２４】
実施例21
複数の結合成分を自らに連結して保有する担体分子の調製
　以下に記載する方法により、複数の結合成分（例えばウサギ抗ビオチン抗体）を自らに
連結して保有する種々の担体分子（例えばそれぞれ150、270および500kDaのデキストラン
）を調製した。MHC分子および/または生物活性化合物をその後所望に応じて連結しうる。
【０６２５】
ウサギ抗ビオチンデキストラン（150、270、500kDa）
　ウサギ抗ビオチン抗体（アフィニティー精製、Fab2、約100kDa、DAKOコード番号DM0069
）を一晩透析した（5ml中100mg抗体、0.10M　NaCl　1000mLに対して透析、2～4℃、10kDa
のMwCO、3回交換）。UV吸光度の測定の後、濃度を計算した。抗体溶液を150、270または5
00kDaのビニルスルホン活性化デキストラン（約25%活性化）の溶液にそれぞれ添加し（総
量で0.680mL、1.07mgビニルスルホンデキストラン/ml、15.25mg抗体/ml、0.1M　NaCl、25
mM炭酸塩緩衝液、pH8.5）、18時間30℃で攪拌した。残存する反応基は全てエタノールア
ミン含有緩衝液（110mMエタノールアミン、50mM　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.0）の1/10容
量の反応混合物を添加することによりクエンチングし、30℃で30分間攪拌した。得られた
重合体分子はゲル濾過（FPLC、Pharmacia、S-200、0.1M　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.2）に
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【０６２６】
　デキストラン当たりの抗体の取りこみの程度は278nmにおけるUV吸光度から計算した。
デキストラン当たりの抗体の数は、平均で8.4（150kDaデキストランの場合）、19.5（270
kDaデキストランの場合）および34.4（500kDaデキストランの場合）であった。分子はミ
リポアフィルターの遠心分離機を用いてそれぞれ3.9、3.4および3.4mg抗体/mLの等価とな
るまで濃縮した。
【０６２７】
　同じ条件を用いた他の調製において、デキストラン当たりの抗体の取りこみは7.2（150
kDaデキストランの場合）および11.2（500kDaデキストランの場合）であった。これらの
分子はミリポアフィルターの遠心分離機を用いてそれぞれ3.5mg抗体/mLの等価となるまで
濃縮した。
【０６２８】
実施例22
複数の標識結合成分を自らに連結して保有する担体分子の調製
　以下に記載する操作法により、複数の標識化合物（例えばAlexa　532またはAlexa　647
）で標識した複数の結合成分（例えばウサギ抗ビオチン抗体）を自らに連結して保有する
種々の担体分子（例えばそれぞれ150および270kDaのデキストラン）を調製した。MHC分子
および/または生物活性化合物をその後所望により連結しうる。
【０６２９】
Alexa　532または　647標識ウサギ抗ビオチンデキストランの調製
　実施例21で得たウサギ抗ビオチンデキストラン分子をAlexa　Fluor　532Protein標識キ
ット（Molecular　Probes,製品番号A-10236）またはAlexa　Fluor　647Protein標識キッ
ト（Molecular　Probes,製品番号A-20173）の製造元の指示書に従ってAlexa　532またはA
lexa　647で標識した。反応条件は1バイアルのAlexa染料、2.0mg抗体/mLの等量、0.10M　
NaCl、50mM炭酸塩、pH　8.0、総量0.500mL、30℃暗所1時間とした。残存する反応基は全
てエタノールアミン含有緩衝液（110mMエタノールアミン、50mM　HEPES、0.1M　NaCl、pH
7.0）の0.050mL容量の反応混合物を添加することによりクエンチングし、30℃で30分間攪
拌した。4種の異なるように蛍光標識された重合体分子は透析により未結合の染料から精
製した（1000mlの0.10M　NaClに対して透析、2～4℃、暗所、10kDa　MwCO、3回交換）、0
.1M　HEPES、0.1M　NaCl、pH7.2）。
【０６３０】
　抗体当たりのAlexa　532の取りこみの程度、およびデキストラン当たりの抗体の取り込
み、ならびに濃度を、278および530nmのUV吸光度から計算した。分子には保存料として15
mMとなるようにアジ化ナトリウムを添加した。
【０６３１】
　抗体当たりのAlexa　647の取りこみの程度、およびデキストラン当たりの抗体の取り込
み、ならびに濃度を、278および650nmのUV吸光度から計算した。分子には保存料として15
mMとなるようにアジ化ナトリウムを添加した。
【０６３２】

【０６３３】
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【０６３４】
実施例23
複数の標識結合成分を自らに連結して保有する担体分子の調製
　以下に記載する操作法により、複数の標識化合物（例えばFITC）で標識した複数の結合
成分（例えばウサギ抗ビオチン抗体）を自らに連結して保有する種々の担体分子（例えば
それぞれ150および270kDaのデキストラン）を調製した。MHC分子および/または生物活性
化合物をその後所望により連結しうる。
【０６３５】
FITC標識ウサギ抗ビオチンデキストランの調製
　実施例21で得たウサギ抗ビオチンデキストラン（150kDaおよび270kDaのデキストラン）
をFITC標識に用いた。冷凍庫に保存したFITCバイアル（FITC（フルオレセインイソチオシ
アネート）、Molecular　Probes、製品番号F-1906）を開封前1時間室温で放置した。FITC
溶液（10.1mg/ml　NMP）をウサギ抗ビオチンデキストラン分子の攪拌混合物に添加した（
総量で0.750ml、分子濃度は1.5mg抗体/mlに等量、0.0487mgFITC/ml、抗体当たり約8.3個
のFITCに等量、0.1M　NaCl、200mM炭酸塩緩衝液、pH8.5、30℃、1時間暗所）。残存する
反応基は全てエタノールアミン含有緩衝液（110mMエタノールアミン、50mM　HEPES、0.1M
　NaCl、pH7.0）の1/10容量の反応混合物を添加することによりクエンチングし、30℃で3
0分間攪拌した。2種の異なるようにFITC標識されたウサギ抗ビオチン重合体分子はフロー
ト・ア・ライザー中で透析することにより未結合のフルオレセインから精製した（500ml
の0.10MのNaClに対して透析、2～4℃、暗所、10kDa　MwCO、3回交換、0.1M　HEPES、0.1M
　NaCl、pH7.2）。
【０６３６】
　抗体当たりのフルオレセインの取りこみならびにデキストラン当たりの抗体の取りこみ
の程度は、278および498nmのUV吸光度から計算した。分子には保存料として15mMとなるよ
うにアジ化ナトリウムを添加した。
【０６３７】

【０６３８】
実施例24
免疫磁性的分離方法におけるMHC分子を用いたCTLの単離
　本実験においては、抗原反応性細胞傷害性Tリンパ球（CTL）が磁性ビーズ上に固定化し
たMHC分子の使用によりHLA-A0201陽性患者のリンパ節サンプルから単離できることが示さ
れた。
【０６３９】
　メラノーマ浸潤リンパ節生検材料由来の単細胞懸濁液は、細胞破砕物を除去するための
ホモゲナイズと遠心分離の後に入手した。細胞の単離は最近同定された腫瘍関連抗原であ
るサーバイビン由来のペプチドアナログ（SUR1/M2）（LMLGEFLKL）と組み合わせたHLA　A
0201を提示するビオチニル化MHC分子でコーティングされた磁性ビーズ（Dynabeads（登録
商標）、ストレプトアビジン添加）を用いて行なった。固定化されたMHC分子を有する磁
性ビーズを細胞懸濁液に添加し、30℃で30分間インキュベートすることによりビーズを細
胞に結合させた。結合後、広がった細胞を磁石を用いて単離した。図45に結果を示す。図
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45Aは、このようにして単離されたMHC分子構築物コーティングビーズに結合したサーバイ
ビン反応性CTLを示す明視野顕微鏡写真である。
【０６４０】
　同様の実験において、ビオチニル化組み換えHLA　A0201/インフルエンザペプチドでコ
ーティングされた磁性ビーズを陰性対照として用いた。図45Bに示されているとおり、HLA
　A0201/インフルエンザペプチド複合体でコーティングされた磁性ビーズはメラノーマ浸
潤リンパ節生検材料由来のCTL細胞に結合しなかった。
【０６４１】
　即ち、本発明のMHC分子構築物の高い親和性は目的の細胞により良好な特異的結合をも
たらし、従って、そのような細胞は本発明のMHC分子構築物を用いることにより得ること
ができることが期待される。
【０６４２】
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【図面の簡単な説明】
【０６４３】
【図１】図１は、図２～図24において使用される記号のまとめである。直接的または間接
的な標識、結合実体のペア、ハプテン、抗体、特異的なレセプター、MHC分子、ペプチド
およびポリマー。
【図２】図２は、標識された結合実体を介してキャリア分子に結合している、それぞれが
ペプチドで満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。
【図３】図３は、結合実体を介してキャリア分子に結合している、異なるペプチドで満た
された異なるMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。
【図４】図４は、標識されたキャリア分子に結合実体を介して結合している、それぞれが
ペプチドで満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。
【図５】図５は、標識されたキャリア分子に結合実体を介して結合している、異なるペプ
チドで満たされた異なるMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。
【図６】図６は、標識されたキャリア分子に結合実体を介して結合している、異なるペプ
チドで満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。
【図７】図７は、異なる結合実体を介してキャリア分子に結合している、異なるペプチド
で満たされた異なるMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。結合実体が標識される。
【図８】図８は、結合実体を介してキャリア分子に結合している、それぞれがペプチドで
満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。MHC分子が標識される。
【図９】図９は、キャリア分子に直接結合している、それぞれがペプチドで満たされた複
数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。MHC分子が標識される。
【図１０】図１０は、キャリア分子に直接結合している、それぞれがペプチドで満たされ
た複数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。キャリア分子が標識される。
【図１１】図１１は、キャリア分子に直接結合している、それぞれがペプチドで満たされ
た複数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。ペプチドが標識される。
【図１２】図１２は、キャリア分子に直接結合している、異なるペプチドで満たされた複
数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。MHC分子が標識される。
【図１３】図１３は、キャリア分子に直接結合している、異なるペプチドで満たされた異
なるMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。キャリア分子が標識される。
【図１４】図１４は、特異的な抗体および/または抗原である結合実体を介してキャリア
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分子に結合している、それぞれがペプチドで満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築
物を示す。抗体/抗原が標識される。
【図１５】図１５は、特異的な抗体および/または抗原である結合実体を介してキャリア
分子に結合している、それぞれがペプチドで満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築
物を示す。キャリア分子が標識される。
【図１６】図１６は、特異的な抗体および/または抗原である結合実体を介してキャリア
分子に結合している、それぞれがペプチドで満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築
物を示す。MHC分子が標識される。
【図１７】図１７は、特異的な抗体および/または抗原である結合実体を介してキャリア
分子に結合している、異なるペプチドで満たされた異なるMHC分子を含むMHC分子構築物を
示す。MHC分子が標識される。
【図１８】図１８は、特異的な抗体および/または抗原である結合実体を介してキャリア
分子に結合している、標識されたペプチドでそれぞれが満たされた複数のMHC分子を含むM
HC分子構築物を示す。
【図１９】図１９は、特異的な抗体および/または抗原である結合実体を介してキャリア
分子に結合している、それぞれがペプチドで満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築
物を示す。標識された二次的な抗体/抗原が結合実体の抗体/抗原に結合している。
【図２０】図２０は、標識された特異的な抗体および/または抗原である結合実体を介し
てキャリア分子に結合している、それぞれがペプチドで満たされた複数のMHC分子を含むM
HC分子構築物を示す。標識された二次的な抗体/抗原が結合実体の抗体/抗原に結合してい
る。標識は同じまたは異なっていてもよい。
【図２１】図２１は、ハプテンで標識された結合実体を介してキャリア分子に結合してい
る、それぞれがペプチドで満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。標識さ
れた抗体が結合実体上のハプテンに結合している。
【図２２】図２２は、ハプテンで標識されたキャリア分子に直接結合している、それぞれ
がペプチドで満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。標識された二次抗体
がキャリア分子上のハプテンに結合している。
【図２３】図２３は、ハプテンで標識されたキャリア分子に直接結合している、異なるペ
プチドで満たされた複数のMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。標識された二次抗体がキ
ャリア分子上のハプテンに結合している。
【図２４】図２４は、ハプテンで標識されたキャリア分子に直接結合している、それぞれ
がペプチドで満たされた複数の異なるMHC分子を含むMHC分子構築物を示す。標識された二
次抗体が結合実体のハプテンに結合している。
【図２５】図２５は、本発明のMART-1特異的ポリリガンドMHC分子構築物およびMART-1特
異的MHC分子四量体の特異的Ｔ細胞クローンに対する結合のフローサイトメトリー分析を
示す。データは、ポリリガンドMHC分子構築物およびMHC分子四量体のそれぞれの、漸増濃
度を関数とする生存Ｔ細胞の染色強度として表される。図25Aは、MART-1およびgp100に対
して特異的なＴ細胞クローンの5/127および5/130に対するPE-A2-MART-1四量体の結合にお
ける特異性を示す。図25Bは、FITC　A2-MART-1ポリリガンドMHC分子構築物のＴ細胞クロ
ーン5/127への結合に対するキャリア分子サイズの影響を示す。
【図２６】図２６は、ポリリガンドMHC分子構築物およびMHC分子四量体のインフルエンザ
特異的Ｔ細胞株に対する結合のフローサイトメトリー分析を示す。これは特異的かつ用量
依存的な染色を例示する。図26A:PE標識された四量体のインフルエンザ特異的Ｔ細胞株に
対する結合。図26B:FITC標識されたポリリガンドMHC分子構築物のインフルエンザ特異的
Ｔ細胞株に対する結合。
【図２７】図２７は、Ｔ細胞クローン5/127に対する本発明のポリリガンドMHC分子構築物
およびMHC分子四量体による時間および濃度に依存する染色の比較フローサイトメトリー
分析を示す。図27A:14nM～112nMの四量体濃度におけるPE標識のMART1-A2四量体の時間依
存的結合。図27B:2nM～16nMの濃度におけるFITC標識のMART1-A2ポリリガンドMHC分子構築
物の時間依存的結合。
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【図２８】図２８は、細胞と結合した本発明のA2-MART-1ポリリガンドMHC分子構築物のＴ
細胞クローン5/127からの脱離に対する温度影響のフローサイトメトリー分析を示す。影
響は、4℃、22℃および37℃でそれぞれ調べられた。
【図２９】図２９は、ペプチド結合部位近傍に対するモノクローナル抗体による、Ｔ細胞
クローン5/127へのA2-MART-1ポリリガンドMHC分子構築物の結合の阻害のフローサイトメ
トリー分析を示す。図29A:下記抗体の影響が試験された:BB7.2、HLA　A0201特異的;W6/32
、HLA　A、B、Cの汎特異的;BBM1、β2m特異的。すべての抗体は10nMの濃度で使用された
。bck:バックグラウンド値、-mab:抗体処理なし。図29B:2つのモノクローナル抗体（BBM1
（β2m特異的）抗体およびマウス抗ヒトＴ細胞CD8抗体）の濃度を増大したときの試験。
【図３０】図３０は、Ｔ細胞クローン5/127に対するHLAクラスIポリリガンド構築物の結
合のフローサイトメトリー分析を示す。これは、結合プロセスにおけるHLA対デキストラ
ン比の変化の影響を示す。150kDa、270kDaおよび500kDaのデキストランが試験された。
【図３１】図３１は、(A）15nMの濃度のPE標識四量体MART-1/HLA分子、（B）3nMの濃度の
FITC標識ポリリガンドMART-1/HLA分子構築物で5%染色されたA2-MART-1ペプチド特異的Ｔ
細胞亜集団の分析を示すフローサイトメトリーダイアグラムである:Ｔ細胞集団は、Ｔ細
胞クローン5/127（MART-1特異的）およびＴ細胞クローン5/130（gp100特異的）の2つを混
合することによって得られた。
【図３２】図３２は、（A）MART-1特異的Ｔ細胞（クローン5/127）および（B）gp100特異
的Ｔ細胞（クローン5/130）のポリリガンドMHC分子構築物染色を示すフローサイトメトリ
ーダイアグラムである。それぞれの場合において、Ｔ細胞集団の1%のみが陽性であった。
これは、患者サンプルにおいて典型的に見出される陽性Ｔ細胞のレベルを模倣している。
Ｔ細胞集団は、Ｔ細胞クローンの5/127および5/130の2つを関連する比率で混合すること
によって得られた。
【図３３】図３３は、A2-MART-1を示すヨウ素化（125I標識されたβ2m）ポリリガンドMHC
分子構築物のＴ細胞クローン5/127（MART-1特異的）への結合に対する10nMのモノクロー
ナル抗体の存在/非存在の影響を示す結合アッセイである。下記の抗体が使用された:BBM1
（ヒトβ2m特異的）;W6/32（HLA　A、B、Cの汎特異的）;およびBB7.2（HLA-A0201特異的
）。Ctrl　5/130:陰性のコントロール細胞株5/130。
【図３４】図３４は、HLAクラスI分子およびHLAクラスII分子の興味深い結合モチーフを
示す。
【図３５】図３５は、興味深いHIV/SIVタンパク質を示す。
【図３６】図３６は、Tリンパ球によって認識される興味深い腫瘍関連抗原を示す。
【図３７】図３７は、興味深いHIV　CTLエピトープを示す。
【図３８】図３８は、標識されたCD8抗体およびポリリガンドMHC分子構築物を用いた、種
々の乳癌病巣から採取された生検物におけるＴ細胞の蛍光インサイチュ染色を示す。図38
A:HLA　A2陽性患者の生検物に対する、Cy3標識CD8抗体による染色（左写真）、フルオレ
セイン標識サーバイビン(survivin)アナログペプチドポリリガンドHLA　A0201分子構築物
による染色（右写真）、および合体写真（中央の写真）。図38B:HLA　A2陽性患者の生検
物に対する、Cy3標識CD8抗体による染色（左写真）、フルオレセイン標識ナンセンスgp10
0アナログペプチドポリリガンドHLA　A0201分子構築物による染色（右写真）、および合
体写真（中央の写真）。図38C:HLA　A2陰性患者の生検物に対する、Cy3標識CD8抗体によ
る染色（左写真）、フルオレセイン標識サーバイビンアナログペプチドポリリガンドHLA
　A0201分子構築物による染色（右写真）、および合体写真（中央の写真）。
【図３９】図３９は、標識されたCD8抗体およびポリリガンドMHC分子構築物を用いた、メ
ラノーマ病巣およびリンパ節から採取された生検物におけるＴ細胞の蛍光インサイチュ染
色を示す。上段:HLA　A2陽性患者由来のメラノーマ病巣の、Cy3標識CD8抗体による染色（
左写真）、フルオレセイン標識サーバイビンアナログペプチドポリリガンドHLA　A0201分
子構築物による染色（右写真）、および合体写真（中央の写真）。下段:HLA　A2陽性患者
由来のリンパ節の、Cy3標識CD8抗体による染色（左写真）、フルオレセイン標識サーバイ
ビンアナログペプチドポリリガンドHLA　A0201分子構築物による染色（右写真）、および
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合体写真（中央の写真）。
【図４０】図４０は、HLA　A2陽性患者由来のメラノーマ病巣の、PE標識CD8抗体によるＴ
細胞の蛍光インサイチュ染色（左写真）、フルオレセイン標識MART-1ペプチドポリリガン
ドHLA　A0201分子構築物によるＴ細胞の蛍光インサイチュ染色（右写真）、および合体写
真（中央の写真）である。
【図４１】図４１は、標識されたTCR　VB12抗体およびMART-1ペプチドポリリガンドMHC分
子構築物またはMAGE-3ペプチドポリリガンドMHC分子構築物を用いた、免疫化注射部位か
らの皮膚生検物における種々のＴ細胞集団の蛍光インサイチュ染色を示す。図41A、図41B
および図41C:Cy3標識TCR　BV12抗体による染色（左写真）、フルオレセイン標識MART-1ペ
プチドポリリガンドHLA　A0201分子構築物による染色（中央の写真）、および合体写真（
右写真）。図41D:Cy3標識TCR　BV12抗体による染色（左写真）、フルオレセイン標識MAGE
-3ペプチドポリリガンドHLA　A0201分子構築物による染色（中央の写真）、および合体写
真（右写真）。
【図４２】図４２は、CD8抗体およびポリリガンドMHC分子構築物を用いた、gp100ペプチ
ドエピトープ免疫化注射部位からの皮膚生検物におけるＴ細胞の蛍光インサイチュ染色を
示す。図42A:Cy3標識CD8抗体による染色（左写真）、フルオレセイン標識ナンセンスMAGE
-3ペプチドポリリガンドHLA　A0201分子構築物による染色（中央の写真）、および合体写
真（右写真）。図42B:Cy3標識CD8抗体による染色（左写真）、フルオレセイン標識gp100
ペプチドポリリガンドHLA　A0201分子構築物による染色（中央の写真）、および合体写真
（右写真）。
【図４３】図４３は、MART-1ペプチドアナログ（ELAGIGILTV）ポリリガンドHRP標識MHC分
子構築物を用いた、HLA　A0201陽性メラノーマ組織におけるＴ細胞のAEC色素原インサイ
チュ染色の明視野顕微鏡写真である。異なる内因性ペルオキシダーゼブロッキング試薬が
使用された。図43A:過酸化物/メタノール溶液、図43B:DAKOペルオキシダーゼブロッキン
グ溶液。陽性の細胞は赤く着色される。
【図４４】図４４は、Ｔ細胞からのIFN-gの放出に対する、MIC　Aタンパク質の非存在下
またはMIC　Aタンパク質との混合におけるポリリガンドMHC分子構築物の影響を示す。細
胞は、上清中のIFN-gの測定の前に、示された期間にわたってMHC分子構築物とインキュベ
ーションされた。Ｔ細胞クローンは、関連しないペプチドを示すMHC分子構築物とインキ
ュベーションされたとき、IFN-gを分泌しなかった。
【図４５】図４５は、磁気ビーズを使用してメラノーマ浸潤リンパ節から単離されたサー
バイビン反応性細胞傷害性Tリンパ球（CTL）の明視野顕微鏡写真である。図45A:サーバイ
ビンペプチド反応性CTLが、組換えHLA　A0201/サーバイビンペプチド複合体がコーティン
グされたDynabeads（登録商標）により単離/ロゼット化された。図45B:組換えHLA　A0201
/インフルエンザペプチド複合体がコーティングされたDynabeads（登録商標）が陰性コン
トロールとして使用される。
【図４６】図４６は、異物のペプチドおよびタンパク質は、細胞の表面に示されたMHC分
子を介して免疫装置に提示される。一部の細胞が、細胞の表面に提示されたペプチドとの
複合体でMHC分子を認識して、複合体となったMHC分子に結合する。そのような細胞（MHC
認識細胞）はMHC分子/ペプチドの種々の組合せを「試食(taste)」する。MHC認識細胞表面
のレセプターがMHC分子/ペプチド複合体に結合することができる場合、一連の細胞応答が
誘導され得る。
【図４７】図４７は、ペプチドとの複合体を形成したMHC分子が細胞によってレセプター
にどのように合致するかを例示する。本発明のMHC構築物のMHC分子はそれぞれが、MHC分
子/ペプチド複合体を示す細胞のように作用する。従って、特異的な細胞の存在、すなわ
ち、MHC分子/ペプチドの特定の組合せを認識するレセプターを有する細胞の存在を同定す
ることができる。
【図４８】図４８は、本発明のMHC分子構築物のMHC分子が「数珠つなぎの真珠」として見
ることができる様子を例示する。MHC分子構築物は、MHC認識細胞表面のレセプターに対し
て大きい結合力で結合する。
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【図４９】図４９は、本発明のMHC分子構築物が、ペプチドで満たされたHLA分子を含む、
本発明の実施形態を示す。この図において、MHC分子構築物は、固体または半固体の担体
に、この場合にはビーズまたは粒子に直接結合（固定化）している。
【図５０】図５０は、本発明のMHC分子構築物が、ペプチドで満たされたHLA分子ならびに
共刺激分子（例えば、CD80またはCD86）を含む、本発明の実施形態を示す。この図におい
て、本発明のMHC構築物は、固体または半固体の担体に、この場合にはビーズまたは粒子
に直接結合（固定化）している。
【図５１】図５１は、本発明のMHC分子構築物が、ペプチドで満たされたHLA分子を含む、
本発明の実施形態を示す。この図において、本発明のMHC構築物は、キャリア分子に結合
する抗体を使用して、固体または半固体の担体に、この場合にはビーズまたは粒子に結合
（固定化）している。
【図５２】図５２は、本発明のMHC分子構築物が、ペプチドで満たされたHLA分子および共
刺激分子を含む、本発明の実施形態を示す。この図において、本発明のMHC構築物は、キ
ャリア分子に結合する抗体を使用して、固体または半固体の担体に、この場合にはビーズ
または粒子に結合（固定化）している。
【図５３】図５３は、本発明のMHC分子構築物が、ペプチドで満たされたHLA分子を含む、
本発明の実施形態を示す。この図において、本発明のMHC構築物は、ビオチン-アビジンの
結合対によって、固体または半固体の担体に、この場合にはビーズまたは粒子に結合（固
定化）している。
【図５４】図５４は、本発明のMHC分子構築物が、ペプチドで満たされたHLA分子および共
刺激分子を含む、本発明の実施形態を示す。この図において、本発明のMHC構築物は、ビ
オチン-アビジンを介して、固体または半固体の担体に、この場合にはビーズまたは粒子
に結合（固定化）している。
【図５５】図５５は、Ｔ細胞がTCR/CD3複合体を介して1つのシグナルを受けるだけである
場合、このシグナルにより、Ｔ細胞のアポトーシスが誘導され得る。原理的には、これは
、Ｔ細胞が、MHC分子を有する磁気ビーズによって接触することがあるか、またはMHC分子
構築物を有する磁気ビーズによって接触することがある分離手順のときに生じ得る。アポ
トーシスは、細胞単離手順のとき、Ｔ細胞に共刺激シグナルを与えることによって回避ま
たは減少させることができる。MHC分子および共刺激分子の両方によるポリリガンド構築
物は細胞単離の特異性を弱めると考えられる。これを回避または減少させるために、Ｔ細
胞の単離は、可溶性MHC分子構築に結合させた共刺激性の抗体またはリガンドの存在下、
ビーズに固定化されたMHC分子構築物を用いて行うことができる。
【図５６】図５６は、Ｔ細胞がTCR/CD3複合体を介して1つのシグナルを受けるだけである
場合、このシグナルにより、Ｔ細胞のアポトーシスが誘導され得る。原理的には、これは
、Ｔ細胞が、MHC分子を有する磁気ビーズによって接触することがあるか、またはMHC分子
構築物を有する磁気ビーズによって接触することがある分離手順のときに生じ得る。アポ
トーシスは、細胞単離手順のとき、Ｔ細胞に共刺激シグナルを与えることによって回避ま
たは減少させることができる。MHC分子および共刺激分子の両方によるポリリガンド構築
物は細胞単離の特異性を弱めると考えられる。これを回避または減少させるために、Ｔ細
胞の単離は、別の固相または半固相に結合させた共刺激性の抗体またはリガンドの存在下
、ビーズに固定化されたMHC分子構築物を用いて行うことができる。
【図５７】図５７は、Ｔ細胞がTCR/CD3複合体を介して1つのシグナルを受けるだけである
場合、このシグナルにより、Ｔ細胞のアポトーシスが誘導され得る。原理的には、これは
、Ｔ細胞が、MHC分子を有する磁気ビーズによって接触することがあるか、またはMHC分子
構築物を有する磁気ビーズによって接触することがある分離手順のときに生じ得る。アポ
トーシスは、細胞単離手順のとき、Ｔ細胞に共刺激シグナルを与えることによって回避ま
たは減少させることができる。MHC分子および共刺激分子の両方によるポリリガンド構築
物は細胞単離の特異性を弱めると考えられる。これを回避または減少させるために、Ｔ細
胞の単離は、可溶性の共刺激性の抗体またはリガンドの存在下、ビーズに固定化されたMH
C分子構築物を用いて行うことができる。
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公开了携带能够与相关靶细胞上的反受体连接的配体的新化合物。该化
合物具有许多有利特征，使它们非常适用于广泛的应用，包括用作检测
系统，检测相关靶细胞以及各种方法。特别地，公开了包含一种或多种
MHC分子的新型MHC分子构建体。构建体的MHC分子的亲和力和亲合
力令人惊讶地高。向靶细胞呈递多个MHC分子的可能性使得MHC分子构
建了极其强大的工具，例如，在诊断领域。本发明一般涉及治疗领域，
包括治疗方法和治疗组合物。本发明还包括MHC分子，MHC分子多聚体
和MHC分子构建体的样品安装用途。


