
(57)【要約】
　本発明は、活性化リンパ球の特異性を検出するための方法、及び活性化リンパ球の特異
性を検出するための培地を提供するものである。本方法によれば、臓器移植後、病原微生
物感染後又はワクチン接種後に、レシピエント又は患者の体内における活性化リンパ球の
特異性を同定できる。また、本発明は、臓器移植の拒絶反応を速やかに診断し、臨床上の
合理的投薬ガイダンスを提供し、しかも感染性疾患を速やかに診断できるものである。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 生 体 活 性 化 リ ン パ 球 の 特 異 性 の 検 出 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ を 有 す る こ と を 特 徴
と す る 方 法 ：
　 １ ） 培 地 で 検 出 用 抗 原 を 希 釈 し 、 前 記 抗 原 が 生 体 の リ ン パ 球 を 活 性 化 さ せ 、 前 記 培 地 が
、 通 常 の 細 胞 培 養 に 必 要 す る 成 分 を 含 有 す る ほ か に 、 細 胞 増 殖 に 対 す る 刺 激 活 性 を 有 す る
サ イ ト カ イ ン の 中 和 抗 体 及 び /又 は 単 核 細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 、 又 は 活 性 化
抑 制 作 用 、 又 は 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン を 添 加 す る ；
　 ２ ） 前 記 培 地 で 被 検 の 活 性 化 リ ン パ 球 を 含 む 単 核 細 胞 試 料 を 調 製 す る ；
　 ３ ） 前 記 検 出 用 抗 原 と 、 被 検 の 活 性 化 リ ン パ 球 を 含 む 単 核 細 胞 試 料 を 細 胞 培 養 板 に 加 え
て 、 一 緒 に 培 養 す る ；
　 ４ ） 試 験 ウ ェ ル と 陰 性 対 照 ウ ェ ル の 検 出 可 能 な 信 号 の 差 異 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 試
料 に 前 記 抗 原 特 異 性 の 活 性 化 リ ン パ 球 が 存 在 す る か ど う か 確 認 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 抗 原 が ヒ ト 主 要 組 織 適 合 性 抗 原 、 同 種 異 系 抗 原 ， 異 種 抗 原 、 ウ ィ ル ス 抗 原 、 又 は 細
菌 抗 原 か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 抗 原 が 顆 粒 抗 原 又 は 可 溶 性 抗 原 で あ り 、 前 記 ヒ ト 主 要 組 織 適 合 性 抗 原 が HLAク ラ ス
Ｉ 抗 原 又 は ク ラ ス II抗 原 の 中 の 一 種 で あ り 、 又 は 多 種 の HLAク ラ ス Ｉ 抗 原 と ク ラ ス II抗 原
の 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 培 地 に 免 疫 抑 制 剤 及 び /又 は 制 癌 剤 が 更 に 添 加 さ れ て お り 、 前 記 の 培 地 の 量 を 基 準
と し て 、 前 記 免 疫 抑 制 剤 及 び /又 は 制 癌 剤 の 用 量 が 約 0.001ng～ 100μ g/ml、 前 記 の 細 胞 増
殖 に 対 す る 刺 激 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 中 和 抗 体 の 用 量 が 約 1μ g～ 10mg/ml、 前 記 の
単 核 細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 、 活 性 化 抑 制 作 用 、 又 は 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ
イ ト カ イ ン の 用 量 が 約 0.01-100個 活 性 単 位 /mlで あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 の 検 出 可 能 な 信 号 が 各 ウ ェ ル の 細 胞 活 性 の 変 化 を 反 映 で き る 信 号 で あ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 が 、 プ ロ グ ラ フ 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ リ
ン 、 ラ パ マ イ シ ン 、 RS－ 61443、 BQR、 ヒ ト 急 性 Tリ ン パ 球 白 血 病 細 胞 株 JMが 分 泌 し た 免 疫
抑 制 因 子 、 デ オ キ シ ス ペ ル グ ア リ ン 、 又 は 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン か ら 選 択 し た も の で あ り 、 前
記 制 癌 剤 が 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ア ル キ ル 化 剤 、 代 謝 拮 抗 薬 、 レ チ ノ イ ン 酸 類 化 合 物 － ビ
タ ミ ン A誘 導 体 、 又 は 潜 在 的 に 免 疫 抑 制 誘 導 作 用 又 は 腫 瘍 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 を 有
す る 薬 物 か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 と 制 癌 剤 を 単 独 に 使 用 し た 、 又 は 併 用 し た 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン が メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 又
は デ キ サ メ タ ゾ ン か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 シ ク ロ ス ポ リ ン が シ ク ロ ス ポ リ ン A又 は シ ク ロ ス ポ リ ン Cか ら 選 択 し た も の で あ る 、
請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 の 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン が 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ 、 ２ 、 ３
、 ５ 、 6、 7、 8、 9、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23， α － イ ン タ
ー フ ェ ロ ン ， β － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ， ω － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ， γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ， 顆
粒 球 コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー
ジ コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , 幹 細 胞 因 子 、 又 は 血 小 板 産 生 因 子 か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請
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求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 の 、 単 核 細 胞 に 対 す る 活 性 化 抑 制 作 用 、 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン が
、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2, 4、 10、 15、 又 は 形 質 転 換 増 殖 因 子 β か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請
求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 通 常 の 細 胞 培 養 に 必 要 す る 成 分 を 含 有 す る ほ か に 、 免 疫 抑 制 剤 及 び /又 は 制 癌 剤 と 、 細
胞 増 殖 に 対 す る 刺 激 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 中 和 抗 体 及 び /又 は 単 核 細 胞 に 対 す る 活
性 化 抑 制 作 用 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン を 添 加 し た 、 活 性 化 リ ン パ 球 の 特 異
性 を 検 出 す る た め の 培 地 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 が 、 前 記 培 地 の 量 を 基 準 と し て 約 0.001ng～ 100μ g/mlで あ る 、 請
求 項 12に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 の 細 胞 増 殖 に 対 す る 刺 激 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 中 和 抗 体 の 用 量 が 、 前 記 培 地
の 量 を 基 準 と し て 約 1μ g～ 10mg/mlで あ る 、 請 求 項 12に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 の 単 核 細 胞 に 対 す る 活 性 化 抑 制 作 用 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 用 量
が 、 前 記 培 地 の 量 を 基 準 と し て 約 0.01-100個 活 性 単 位 /mlで あ る 、 請 求 項 12に 記 載 の 培 地
。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 中 和 抗 体 を 単 独 に 使 用 し た 、 又 は 併 用 し た 、 請 求 項 12に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 中 和 抗 体 と 単 核 細 胞 に 対 す る 活 性 化 抑 制 作 用 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す
る サ イ ト カ イ ン を 、 単 独 に 使 用 し た 、 又 は 併 用 し た 、 請 求 項 14又 は 15に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 が 、 プ ロ グ ラ フ 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ リ
ン 、 ラ パ マ イ シ ン 、 RS－ 61443、 BQR、 デ オ キ シ ス ペ ル グ ア リ ン 、 又 は 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン か
ら 選 択 し た も の で あ り 、 前 記 制 癌 剤 が 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ア ル キ ル 化 剤 、 代 謝 拮 抗 薬 、
レ チ ノ イ ン 酸 類 化 合 物 － ビ タ ミ ン A誘 導 体 、 又 は 潜 在 的 に 免 疫 抑 制 誘 導 作 用 又 は 腫 瘍 細 胞
ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 を 有 す る 薬 物 か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求 項 13に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 と 制 癌 剤 を 単 独 に 使 用 し た 、 又 は 併 用 し た 、 請 求 項 18に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン が メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 又
は デ キ サ メ タ ゾ ン か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求 項 18に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 シ ク ロ ス ポ リ ン が シ ク ロ ス ポ リ ン A又 は シ ク ロ ス ポ リ ン Cか ら 選 択 し た も の で あ る 、
請 求 項 18に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 の 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン が 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ 、 ２ 、 ３
、 ５ 、 6、 7、 8、 9、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23， α － イ ン タ
ー フ ェ ロ ン ， β － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ， ω － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ， γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ,顆
粒 球 コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー
ジ コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , 幹 細 胞 因 子 、 又 は 血 小 板 産 生 因 子 か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請
求 項 14に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 の 、 単 核 細 胞 に 対 す る 活 性 化 抑 制 作 用 、 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン が
、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2, 4、 10、 15、 形 質 転 換 増 殖 因 子 β 、 又 は 腫 瘍 壊 死 因 子 か ら 選 択 し た
も の で あ る 、 請 求 項 15に 記 載 の 培 地 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 臓 器 移 植 後 、 又 は 生 体 が ウ ィ ル ス 、 細 菌 に 感 染 し た り 、 ワ ク チ ン を 接 種 さ れ
た り し た 後 で 、 生 体 内 の 活 性 化 リ ン パ 球 の 特 異 性 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 免 疫 （ immune） 又 は 免 疫 性 （ immunity） と は 、 生 体 が 抗 原 性 異 物 を 認 識 し 除 去 す る 生 理
的 反 応 で あ る 。 免 疫 を 引 き 起 こ す 抗 原 物 質 は 、 大 部 分 生 体 自 身 の 物 質 で は な く 外 因 性 の 物
質 で あ り 、 そ れ ら が 生 体 に 入 る と 、 生 体 の 免 疫 シ ス テ ム に 迅 速 に 認 識 さ れ 、 且 つ 一 連 の 免
疫 応 答 過 程 に よ り 消 滅 さ せ ら れ 、 生 体 を 元 の バ ラ ン ス 状 態 に 戻 す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 臓 器 移 植 を 行 う 際 、 ド ナ ー と レ シ ピ エ ン ト の 間 の 抗 原 性 の 差 異 、 例 え ば 、 主 要 組 織 適 合
性 抗 原 （ major histocompatibility antigen MHC） と マ イ ナ ー 組 織 適 合 性 抗 原 （ mH－ anti
gen） の 相 違 は 、 レ シ ピ エ ン ト を 刺 激 し 、 ド ナ ー の 器 官 に 存 在 し レ シ ピ エ ン ト と 異 な る 抗
原 に 対 す る 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 を 産 生 し 、 こ れ ら の 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 は ド ナ ー の 器
官 を 攻 撃 し 拒 絶 反 応 を 引 き 起 こ す 。 生 体 が 、 病 原 性 微 生 物 、 例 え ば 、 麻 疹 ウ ィ ル ス 、 RSウ
ィ ル ス 、 A型 肝 炎 ウ ィ ル ス 、 B型 肝 炎 ウ ィ ル ス 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス 、 E型 及 び F型 肝 炎 ウ ィ ル
ス 、 水 痘 と 帯 状 疱 疹 ウ ィ ル ス 、 単 純 疱 疹 ウ ィ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 、 EBウ ィ ル ス 、
コ ロ ナ ウ ィ ル ス 、 ロ タ ウ ィ ル ス 、 コ ク サ ッ キ － ウ ィ ル ス 、 エ コ ー ウ ィ ル ス （ ECHO） 、 エ ボ
ラ ウ ィ ル ス 、 黄 熱 ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ロ シ ア 春 夏 脳 炎 ウ ィ ル ス 、 風 疹 ウ ィ ル ス 、
デ ン グ 熱 ウ イ ル ス 、 流 行 性 B型 脳 炎 ウ ィ ル ス 、 狂 犬 病 ウ ィ ル ス 、 SARSウ ィ ル ス 、 イ ン フ ル
エ ン ザ ウ ィ ル ス （ ヒ ト 、 鳥 類 を 含 む ） 、 ム ン プ ス ウ ィ ル ス （ 流 行 性 耳 下 腺 炎 ウ ィ ル ス ） 、
出 血 熱 ウ ィ ル ス 、 エ イ ズ ウ ィ ル ス 、 灰 白 髄 炎 ウ ィ ル ス 、 リ ケ ッ チ ア 、 流 行 性 脳 炎 双 球 菌 、
腸 チ フ ス 又 は パ ラ チ フ ス 菌 、 結 核 菌 、 ジ フ テ リ ア 桿 菌 、 百 日 咳 桿 菌 、 炭 疽 菌 、 Bacterium 
burgeri、 ペ ス ト 菌 （ Yersinia pestis） 、 ら い 菌 、 異 型 ミ コ バ ク テ リ ア 、 レ プ ト ス ピ ラ 、
梅 毒 ト レ ポ ネ － マ 、 回 帰 熱 ス ピ ロ ヘ ー タ 、 ク ラ ミ ジ ア 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 、 ク リ プ ト ス ポ リ
シ ウ ム 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 、 日 本 住 血 吸 虫 、 肺 吸 虫 、 肝 吸 虫 、 肥 大 吸 虫 、
糸 状 虫 等 に 感 染 し た 場 合 に も 、 同 様 に 生 体 を 刺 激 し て 、 各 種 の 病 原 性 微 生 物 の そ れ ぞ れ に
対 応 す る 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 を 生 成 す る 。 多 種 の 特 異 性 を 有 し 、 そ れ ぞ れ が 各 種 の 異 な
る 抗 原 に 対 応 し て い る 活 性 化 リ ン パ 球 が 、 同 一 の 生 体 内 に 、 同 時 に 存 在 し て い る 可 能 性 が
あ る 。 例 え ば 、 心 臓 移 植 後 に 拒 絶 反 応 を 起 こ し た 患 者 が 疱 疹 ウ ィ ル ス に 感 染 し た 場 合 が 挙
げ ら れ る 。 そ の 場 合 、 当 該 患 者 の 体 内 に は 、 ド ナ ー 器 官 の 主 要 組 織 適 合 性 又 は マ イ ナ ー 組
織 適 合 性 抗 原 に 対 す る 特 異 的 な 活 性 化 リ ン パ 球 が 存 在 し て い る し 、 疱 疹 ウ ィ ル ス に 対 す る
特 異 的 な 活 性 化 リ ン パ 球 も 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 臓 器 移 植 は 多 く の 器 官 の 末 期 状 態 の 疾 病 を 治 療 す る 唯 一 の 方 法 で あ る 。 臓 器 移 植 後 に 、
ド ナ ー と レ シ ピ エ ン ト の 間 の MHCと mH抗 原 の 差 異 が 拒 絶 反 応 を 引 き 起 こ す 。 拒 絶 反 応 は 、
現 在 も 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 骨 髄 等 の 器 官 、 又 は 細 胞 の 移 植 後 の 3年 、 5年 、 10年 生 存 率 に
大 き な 影 響 を 与 え て い る 要 素 で あ る が 、 拒 絶 反 応 は ま ず リ ン パ 球 の 活 性 化 か ら 始 ま る 。 も
し 、 レ シ ピ エ ン ト の 体 内 に 抗 ド ナ ー 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 が 生 成 さ れ れ ば 、 生 体 が ド ナ ー
器 官 を 攻 撃 す る 反 応 を 起 動 し た こ と を 示 し て い る 。 し た が っ て 、 で き る だ け 早 く 適 切 な 処
置 、 例 え ば 、 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 を 増 加 し た り 、 免 疫 抑 制 剤 の 種 類 を 替 え る 等 の 処 置 を と
る べ き こ と を 提 示 し て い る の で あ り 、 そ れ に よ っ て 、 ド ナ ー 器 官 の レ シ ピ エ ン ト の 体 内 で
の 良 好 な 機 能 状 態 が 維 持 さ れ 、 更 に は 、 移 植 レ シ ピ エ ン ト の 生 存 品 質 と 生 存 期 限 が 向 上 す
る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 、 生 検 穿 刺 （ 生 体 組 織 検 査 ） は 、 依 然 と し て 、 世 界 中 の 各 移 植 セ ン タ ー に お け る 拒
絶 反 応 を 診 断 す る た め の 根 本 的 方 法 で あ り 唯 一 の 基 準 で あ る が 、 生 検 穿 刺 自 身 、 一 定 の リ
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ス ク を 有 す る こ と か ら 、 頻 繁 に 生 検 穿 刺 を 行 う こ と は よ ろ し く な く 、 し か も 費 用 が 高 く 、
患 者 に と っ て 苦 痛 を 与 え る も の で あ る の で 、 医 者 と 患 者 、 両 者 に 受 け 入 れ ら れ 難 い も の で
あ る 。 ま た 、 あ る 移 植 器 官 、 例 え ば 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 等 は 、 拒 絶 反 応 が 発 生 し て も 、 そ の
病 変 は 均 一 で は な く 、 あ る 部 位 に は あ る が 、 あ る 部 位 に は な い し 、 あ る 部 位 で は 軽 い が 、
あ る 部 位 で は 重 い と い う も の で も あ る 。 生 検 穿 刺 は 器 官 の 局 所 の み か ら 検 体 を 採 取 す る た
め 、 誤 診 し や す い 。 加 え て 、 生 検 病 理 観 察 は 、 主 に 病 理 学 的 変 化 を 看 る も の で あ り 、 一 旦
病 理 学 的 変 化 が 出 現 す る と 、 器 官 が 既 に 損 傷 さ れ て い る こ と を 示 し て い る こ と に な る 。 そ
こ で 、 便 利 で 、 速 く 敏 感 な 非 侵 襲 性 の 臓 器 移 植 拒 絶 反 応 の 診 断 方 法 を 確 立 す る た め に 、 国
内 外 の 研 究 者 に よ り 多 く の 方 法 と マ ー カ ー 探 索 が 試 み ら れ て い る が 、 そ の 結 果 は 、 い ま だ
理 想 的 な も の が 得 ら れ て い な い 状 況 で あ る 。 し た が っ て 、 便 利 で 、 速 く 、 正 確 で 、 敏 感 な
拒 絶 反 応 の 非 侵 襲 性 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と は 、 移 植 患 者 の 生 存 品 質 を 向 上 し 、 移 植 器
官 の 使 用 期 限 を 延 長 す る こ と に 対 し て 重 要 な 意 義 を 持 っ て い る 。 し か も 、 拒 絶 反 応 が ま ず
リ ン パ 球 の 活 性 化 か ら 始 ま り 、 病 理 変 化 よ り も 活 性 化 リ ン パ 球 の ほ う が 早 く 出 現 す る は ず
で あ る 。 本 発 明 は 、 主 に 末 梢 血 中 の MHC又 は mH抗 原 に 活 性 化 さ れ た 特 異 性 リ ン パ 球 を 検 出
す る こ と に よ っ て 、 拒 絶 反 応 を 診 断 す る も の で あ る の で 、 本 方 法 で 拒 絶 反 応 を 診 断 す る こ
と は 、 移 植 器 官 の 病 理 変 化 よ り 早 い は ず で あ る 。 ま た 、 本 方 法 は 、 簡 単 で 容 易 に 実 施 で き
、 自 動 操 作 が 可 能 で 、 標 準 化 し や す く 、 前 述 の 生 検 穿 刺 方 法 の 欠 点 を 克 服 し 、 拒 絶 反 応 診
断 に お い て 、 早 く 、 正 確 、 且 つ 明 瞭 な テ ス ト 結 果 を 提 供 で き る 。 し た が っ て 、 該 方 法 の 応
用 は 、 臨 床 に お け る 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 量 の 調 整 ガ イ ダ ン ス を 提 供 す る と 共 に 、 移 植 物 の 生
存 期 限 を 延 長 し 、 移 植 患 者 の 生 存 品 質 を 向 上 さ せ る こ と に 対 し て 、 極 め て 重 要 な 意 義 を 有
し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 病 原 微 生 物 の 感 染 、 例 え ば B型 脳 炎 ウ ィ ル ス 、 麻 疹 ウ ィ ル ス 、 水 痘 ウ ィ ル ス 、 結 核 菌 等
の 感 染 性 疾 患 に お い て は 、 全 て 潜 伏 期 を 有 し 、 こ の 期 間 及 び 発 病 初 期 に お い て は 、 大 半 が
非 特 異 症 状 、 例 え ば 発 熱 等 で 表 わ さ れ る だ け あ っ て 、 特 異 的 表 現 が な く 、 し か も こ れ ら の
疾 患 の 診 断 は 、 常 に 該 疾 患 の 典 型 的 な 臨 床 症 状 （ 特 異 性 表 現 ） の 出 現 に 依 存 し て い る が 、
典 型 的 な 症 状 は 一 般 的 に 割 り と 遅 く 出 現 し 、 あ る も の に い た っ て は 、 ず っ と 典 型 的 な 症 状
が な い の で 、 常 に 誤 診 を 招 き 、 処 置 が 遅 延 し 、 重 大 な 結 果 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 病 原 微 生 物 感 染 の 診 断 に も 適 用 さ れ て 、 潜 伏 期 又 は 発 病 初 期 で 早 く 正 確
に 確 定 診 断 を 行 う こ と が で き る 方 法 を 提 供 で き 、 各 種 の 伝 染 病 を 早 く 発 見 し 、 早 く 隔 離 し
、 早 く 治 療 し 、 伝 染 と 流 行 を 避 け る こ と に 対 し て も 、 重 要 な 意 義 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 は 、 生 体 活 性 化 リ ン パ 球 の 特 異 性 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ を 含
む ：
　 １ ） 細 胞 培 養 に 必 要 と さ れ る 通 常 の 成 分 の 外 、 細 胞 増 殖 に 対 す る 刺 激 活 性 を 有 す る サ イ
ト カ イ ン の 中 和 抗 体 及 び /又 は 単 核 細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 、 活 性 化 抑 制 作 用
、 又 は 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 で 生 体 の リ ン パ 球 を 活 性 化 さ せ
る 検 出 用 抗 原 を 希 釈 す る ；
　 ２ ） 前 記 培 地 を 用 い て 被 検 の 活 性 化 リ ン パ 球 を 含 む 単 核 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 す る ；
　 ３ ） 前 記 検 出 用 抗 原 と 被 検 の 活 性 化 リ ン パ 球 を 含 む 単 核 細 胞 と を 細 胞 培 養 板 に 加 え て 、
一 緒 に 培 養 す る ；
　 ４ ） 試 験 ウ ェ ル と 陰 性 対 照 ウ ェ ル の 検 出 可 能 な 信 号 の 差 異 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 検
体 中 に 抗 原 特 異 性 の 活 性 化 リ ン パ 球 が 存 在 す る か ど う か を 確 認 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 何 ら か の 抗 原 に て 刺 激 さ れ た 生 体 が 生 成 し た 活 性 化 リ ン パ 球 の 特 異 性 検
出 に 好 適 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 抗 原 は 、 同 種 異 系 抗 原 ， 異 種 抗 原 、 又 は 各 種 の 病 原 性 微 生 物 の 抗 原
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で あ る 。 同 種 異 系 抗 原 又 は 異 種 抗 原 検 体 は 、 一 種 類 の 抗 原 で あ っ て も よ い し 、 単 一 の 個 体
又 は 複 数 の 個 体 か ら の 混 合 抗 原 で あ っ て も よ い 。 そ の 存 在 様 式 は 、 顆 粒 抗 原 の 形 態 で 、 ヒ
ト 又 は 動 物 の 細 胞 膜 上 に 存 在 す る も の で あ っ て も よ い し 、 真 菌 、 細 菌 の 細 胞 膜 又 は 細 胞 壁
上 に 存 在 す る も の で あ っ て も よ い し 、 ウ ィ ル ス の 膜 又 は キ ャ プ シ ド （ capsid） 上 に 存 在 す
る も の で あ っ て も よ い 。 ま た 、 可 溶 性 抗 原 の 形 態 で 溶 液 に 溶 解 し た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 同 種 異 系 抗 原 は 対 立 遺 伝 子 の 直 接 又 は 間 接 生 成 物 で あ り 、 該 対 立 遺 伝 子 の 生 成 物 は 抗 原
と し て 同 一 種 の 他 の メ ン バ ー に 認 識 さ れ る 。 該 対 立 遺 伝 子 の 生 成 物 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド だ
け で は な く 、 特 異 多 糖 類 と 、 対 立 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た 酵 素 に て 合 成 さ れ る 脂 質 も 含 ま れ
る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る 同 種 異 系 抗 原 は 組 織 適 合 性 抗 原 に 属 し 、 主 要 組 織 適 合 性 抗 原 （ MH
C） （ ヒ ト で は 「 HLA」 と 、 ブ タ で は 「 SLA」 と 、 サ ル で は 「 MAMU」 と 、 キ イ ロ ヒ ヒ で は 「 P
ACY」 と 、 マ ウ ス で は 「 H２ 抗 原 」 と 、 ラ ッ ト で は 「 RT 1 抗 原 」 等 と 呼 ば れ る ） と マ イ ナ ー
組 織 適 合 性 抗 原 （ mH－ antigen） の 二 群 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 異 種 抗 原 は 、 二 つ の 種 の 一 種 だ け に あ り 、 他 の 種 に 認 識 さ れ 得 て 免 疫 応 答 物 質 を 生 成 す
る 物 質 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 、 特 異 性 多 糖 類 、 脂 質 等 を い う 。 例 え ば 、 ブ タ の 器 官 が ヒ ト
、 サ ル 、 ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー 等 に 移 植 さ れ た 場 合 に 、 ブ タ の 体 内 に は あ る が 、 ヒ ト 、 サ ル
、 ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー 等 の 体 内 に は な い 前 記 物 質 が 、 異 種 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 病 原 性 微 生 物 抗 原 は 、 一 種 類 の 細 菌 又 は ウ ィ ル ス の 某 か の 特 異 性 抗 原 で あ っ て よ く 、 こ
の よ う な 細 菌 又 は ウ ィ ル ス の 混 合 抗 原 （ 各 種 の 細 菌 又 は ウ ィ ル ス は 多 種 の 抗 原 を 発 現 す る
） で あ っ て も よ い 。 そ の 存 在 形 態 は 、 非 イ オ ン 性 洗 浄 剤 、 脂 溶 剤 又 は 10％ ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド で 処 理 し た 細 菌 又 は ウ ィ ル ス 顆 粒 の 形 態 で あ っ て よ く 、 細 菌 又 は ウ ィ ル ス の 抗 原 を ヒ ト
又 は 動 物 の 細 胞 株 の 細 胞 膜 上 に 発 現 さ せ て も よ い し 、 溶 液 中 に 溶 解 さ せ た 可 溶 性 抗 原 の 形
態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 標 的 抗 原 と は 、 被 験 者 の 体 内 で 特 異 的 に リ ン パ 球 を 活 性 化 す る 可 能 性
が あ る 、 検 出 に よ り 確 認 又 は 排 除 さ れ る こ と が 期 待 さ れ る 検 出 用 抗 原 を い う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 無 関 係 抗 原 と は 、 被 験 者 の 体 内 で 特 異 的 に リ ン パ 球 を 活 性 化 す る 可 能
性 が な い 、 検 出 に お け る 陰 性 対 照 と し て の 抗 原 を い う 。 無 関 係 抗 原 は 検 出 目 的 に よ っ て 異
な り 、 別 途 添 加 し て も よ い し 、 同 じ 検 出 板 内 に 陰 性 対 照 抗 原 と し て 相 互 に 添 加 さ れ て も よ
い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 抗 原 は 、 顆 粒 状 抗 原 、 例 え ば 、 某 か の 又 は 若 干 の ヒ ト HLA抗 原 を 持
つ 細 胞 、 細 菌 や 、 ウ ィ ル ス で あ っ て よ い し 、 某 か の ウ ィ ル ス 又 は 細 菌 抗 原 を 持 つ 細 胞 、 細
菌 や 、 ウ ィ ル ス 等 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 可 溶 性 抗 原 、 例 え ば 、 同 種 異 系 又 は 異 種 抗 原 分
子 又 は 某 か の ウ ィ ル ス 又 は 細 菌 の 某 か の 特 異 性 蛋 白 質 分 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 抗 原 は 、 一 種 の 同 種 異 系 又 は 異 種 抗 原 分 子 で あ っ て よ く 、 多 種 又 は
ヒ ト の 全 て の HLA及 び mH抗 原 分 子 の 混 合 物 で あ っ て も よ い ； ま た 、 一 種 の ウ ィ ル ス 又 は 細
菌 の 特 異 性 抗 原 で あ っ て よ い し 、 数 種 の ウ ィ ル ス 又 は 細 菌 の 混 合 抗 原 で あ っ て も よ い 。 単
一 抗 原 を 用 い る 場 合 と 混 合 抗 原 を 用 い る 場 合 の 区 別 は 、 そ れ ら の 結 果 が 提 示 す る 診 断 の 精
度 が 異 な る こ と で あ る 。 例 え ば 、 同 種 異 系 抗 原 の 混 合 抗 原 を 用 い て 検 出 を 行 っ た 場 合 の 陽
性 結 果 は 、 同 種 異 系 抗 原 に 特 異 的 に 活 性 化 さ れ た リ ン パ 球 が あ る こ と し か 提 示 し な い 、 即
ち 生 体 は す で に ド ナ ー の 器 官 を 攻 撃 す る 拒 絶 反 応 を 起 動 し て い る が 、 ど の 抗 原 が リ ン パ 球
の 活 性 化 を 誘 導 し 拒 絶 反 応 を 引 き 起 こ し て い る の か を 確 定 で き な い 。 一 方 、 各 単 一 抗 原 で
ヒ ト の 全 て の HLA及 び mH抗 原 を 含 む 検 出 板 を 調 製 し て 検 出 を 行 え ば 、 陽 性 の 結 果 は 、 生 体
内 の 活 性 化 リ ン パ 球 が ど の 又 は ど れ ら の 同 種 異 系 抗 原 に 誘 導 さ れ 活 性 化 さ れ た か を 明 確 に
示 し て く れ る 。 ウ ィ ル ス 又 は 細 菌 感 染 性 疾 患 の 診 断 も 同 様 で 、 例 え ば 、 RSウ ィ ル ス 、 コ ロ
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ナ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス 及 び パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス
、 麻 疹 ウ ィ ル ス 、 水 痘 ウ ィ ル ス 、 ム ン プ ス ウ ィ ル ス 、 疱 疹 ウ ィ ル ス 等 の 混 合 抗 原 で 検 出 し
た 場 合 、 そ の 結 果 と し て の 陽 性 は 、 患 者 が 前 記 ウ ィ ル ス 中 の 若 干 の 病 原 体 に 感 染 し た こ と
し か 示 す こ と が で き ず 、 ど の ウ ィ ル ス に 感 染 し た の か を 確 定 で き な い 。 し か し 、 単 一 の 某
か の ウ ィ ル ス 特 異 性 の 蛋 白 質 を 抗 原 と し て 使 用 す る 、 又 は 相 対 的 に 単 一 の 某 か の ウ ィ ル ス
を 抗 原 と し て 使 用 す る と 、 ど の ウ ィ ル ス に 感 染 し た か を 確 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 抗 原 は 、 以 下 の よ う な 方 法 に て 得 る こ と が で き る ：
　 １ .器 官 適 合 性 を 有 す る 適 当 数 の レ シ ピ エ ン ト を 選 定 し 、 そ れ ら の 末 梢 血 の B細 胞 膜 上 の
HLA抗 原 の コ ン ビ ネ ー シ ョ ン に ヒ ト の 全 て の HLA－ ク ラ ス Iと ク ラ ス II及 び mH抗 原 を 含 有 さ
せ る と 、 各 人 の こ れ ら HLA抗 原 の コ ン ビ ネ ー シ ョ ン が 自 然 と 形 成 さ れ る の で 、 必 要 に 応 じ
て い く つ か の コ ン ビ ネ ー シ ョ ン を 選 択 し て 用 い れ ば よ い 。 然 る 後 に 、 彼 ら か ら 末 梢 血 0.5m
lを 採 取 し 、 適 量 の 細 胞 培 地 （ 例 え ば 、 ウ シ 新 生 児 又 は ウ シ 胎 児 の 血 清 （ GIBCO社 ） を 10％
含 む 1640培 地 （ GIBCO社 ） 又 は DMEM（ GIBCO社 ） 又 は Eagle（ GIBCO社 ） 培 地 ） を 含 む 細 胞 培
養 瓶 に 入 れ 、 同 時 に 各 培 養 瓶 に 適 量 の B958細 胞 株 （ ATCCか ら 商 業 的 に 入 手 可 能 ） の 細 胞 培
養 上 澄 み 液 （ 該 細 胞 株 が 培 養 過 程 に お い て EBウ ィ ル ス を 生 成 し 培 養 液 中 へ 放 出 す る ） を 入
れ る 。 そ の 量 は 、 そ の 中 に 含 ま れ る EBウ ィ ル ス が 充 分 に レ シ ピ エ ン ト の 0.5ml末 梢 血 中 の
全 部 の B細 胞 を 形 質 転 換 で き る 量 を 適 量 （ 一 般 的 に 、 B958細 胞 （ 50万 個 /ml） の 培 養 三 日 後
の 上 澄 み 液 が 約 5～ 10mlあ れ ば よ い ） と す る 。 そ の 後 、 細 胞 培 養 瓶 を 37℃ 下 で 、 CO 2 イ ン キ
ュ ベ ー タ ー 内 に 置 き 、 5日 お き に 培 養 液 5～ 10mlを 加 え つ つ 15日 程 度 培 養 す る 。 そ の 培 養 時
間 の 長 短 は 培 養 瓶 中 に 塊 状 に 浮 遊 成 長 す る 腫 瘍 細 胞 が 観 察 で き る こ と を 基 準 と し て 決 定 さ
れ る 。 塊 状 に 浮 遊 成 長 す る 腫 瘍 細 胞 が 出 現 し た 後 、 一 般 細 胞 を 培 養 す べ く 液 を 取 り 替 え 、
通 常 の 細 胞 培 養 を 同 様 に 行 う 。 EBウ ィ ル ス を 消 滅 さ せ る た め に 、 こ れ ら の 細 胞 及 び B958細
胞 と 接 触 し た 全 て の 物 品 と 培 養 上 澄 み 液 に 煮 沸 消 毒 を 行 う こ と を 要 求 す る に す ぎ な い 。 EB
ウ ィ ル ス は 非 常 に 広 く 分 布 し て お り 、 正 常 者 の 鼻 咽 喉 等 の 部 位 に さ え EBウ ィ ル ス が 存 在 し
て い る に も か か わ ら ず 、 前 記 消 毒 は 依 然 と し て 必 要 な 予 防 措 置 で あ る 。 レ シ ピ エ ン ト の 末
梢 血 に 上 述 の 処 理 を 行 っ て 、 各 自 の B細 胞 株 が 調 製 さ れ る 。 こ れ ら の 細 胞 に 対 し て ク ロ ー
ン 化 、 増 殖 、 通 常 の 細 胞 と し て の 凍 結 保 存 を 経 て 種 を 保 存 す る と 、 い く つ か の HLA抗 原 及
び /又 は mH抗 原 を そ れ ぞ れ 安 定 し て 発 現 す る 細 胞 系 を 確 立 で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ２ ． ヒ ト HLAと mH抗 原 を 含 む 細 胞 株 は 、 さ ら に 以 下 の 遺 伝 子 工 学 的 方 法 に て も 得 る こ と
が で き る ：
　 抗 原 担 体 と し て 、 ヒ ト HLA及 び /又 は mH抗 原 を 発 現 し な い ヒ ト 細 胞 株 、 例 え ば U937（ ATCC
社 か ら 商 業 的 に 入 手 可 能 ） 、 K562（ ATCC社 か ら 商 業 的 に 入 手 可 能 ） 等 を 選 択 し 、 分 子 生 物
学 の 通 常 の 技 術 に 従 っ て 、 上 述 の 選 定 さ れ た レ シ ピ エ ン ト そ れ ぞ れ の 末 梢 血 の 白 血 球 中 ｍ
RNAを 抽 出 し 、 逆 転 写 PCR増 幅 、 ス プ ラ イ シ ン グ 、 連 結 等 の 通 常 の 遺 伝 子 工 学 技 術 で 、 そ れ
ぞ れ 各 種 の HLA抗 原 を 発 現 で き る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し て か ら 、 前 記 発 現 ベ ク タ ー を U937
又 は K562又 は 他 の ヒ ト HLAと mH抗 原 を 発 現 し な い 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 発 現 さ
せ 、 各 種 HLA抗 原 を そ れ ぞ れ 発 現 で き る 細 胞 株 を 確 立 す る 、 即 ち 、 ヒ ト HLA抗 原 の 全 て を そ
れ ぞ れ 発 現 さ せ る 。 そ の 発 現 ベ ク タ ー は 、 各 種 の 逆 転 写 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー か ら 選 択 さ れ る
一 種 を 使 用 し て も よ く 、 文 献 （ Immunogenetics　 25:1－ 6， 1987） 等 を 参 照 し て 、 文 献 に
記 載 の 方 法 で ベ ク タ ー を 選 択 し て 抗 原 を 発 現 さ せ る 。 HLA抗 原 ご と に そ れ ぞ れ 発 現 細 胞 株
を 確 立 し 、 細 胞 株 ご と に 一 種 の HLA抗 原 だ け を 発 現 さ せ 、 100程 度 の 細 胞 株 を 確 立 す る こ と
に よ っ て 、 こ れ ら に 全 て の ヒ ト HLA抗 原 を 含 有 さ せ 、 前 記 の HLA抗 原 を 発 現 す る 細 胞 株 に 対
し て 、 ク ロ ー ン 化 、 細 胞 増 殖 、 通 常 の 凍 結 保 存 を 行 っ て 種 を 保 存 す る 。 即 ち 、 某 か の ヒ ト
HLA抗 原 又 は mH抗 原 を そ れ ぞ れ 安 定 し て 発 現 す る 細 胞 系 を 確 立 で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ３ ． ヒ ト HLAと mH抗 原 を 含 む 細 胞 株 は 、 更 に 以 下 の 方 法 で も 得 る こ と が で き る ：
　 ３ .１ 　 腫 瘍 細 胞 株 と し て 既 知 の 、 ヒ ト HLA又 は /及 び mH抗 原 を 発 現 し 又 は 発 現 し な い ヒ
ト 細 胞 株 、 例 え ば Raji（ ATCC社 か ら 商 業 的 に 入 手 可 能 ） 、 U937（ ATCC社 か ら 商 業 的 に 入 手

10

20

30

40

50

(7) JP 2007-512816 A 2007.5.24



可 能 ） 、 K562（ ATCC社 か ら 商 業 的 に 入 手 可 能 ） 、 又 は マ ウ ス の 腹 水 腫 瘍 細 胞 系 SP２ /0等 を
選 択 し 、 某 か の 既 知 HLA抗 原 を 含 む ヒ ト 末 梢 血 B細 胞 を 選 択 し （ 文 献 （ Abe等 、 J　 Immunol
　 Methods、 90:111－ 123） 、 『 体 外 培 養 の 原 理 と 技 術 』 （ 薛 慶 善 編 集 、 科 学 出 版 社 発 行 、
2001年 初 版 ） 、 『 SELECTED METHODS IN CELLUAR IMMUNOLOGY』 (Edited by BarbaraB. Mis
hell and StanleyM. Shiigi W. H. Freemanand Company, San Francisco， 1980)、 及 び 『
簡 明 免 疫 学 技 術 』 （ 朱 正 美 、 劉 輝 編 集 、 科 学 出 版 社 発 行 、 2002年 7月 初 版 ） を 参 照 ） 、 若
干 の 細 菌 リ ポ 多 糖 類 （ LPS） （ SIGMA） （ 培 養 液 中 の 最 終 濃 度 ： 2～ 25μ g/ml） を 添 加 し 、 B
細 胞 成 長 因 子 （ BCGF） （ 自 分 で 調 整 、 3.2を 参 照 ） 、 抗 ヒ ト IgM（ SIGMA社 ） 、 ア メ リ カ ヤ
マ ゴ ボ ウ （ PWM） （ SIGMA社 ） （ 培 養 液 中 の 最 終 濃 度 ： 1～ 25μ g/ml） 、 及 び ブ ド ウ 球 菌 A蛋
白 質 （ SIGMA社 ） （ 培 養 液 中 の 最 終 濃 度 ： 1/1000～ 1/10000） を 用 い て 2～ 3週 間 共 培 養 し た
後 、 『 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 技 術 』 （ 徐 志 凱 編 集 、 陝 西 科 学 出 版 社 発 行 、 1992年 1月 初 版 ）
を 参 照 し 、 Raji、 U937又 は K562細 胞 を 、 前 記 選 択 し 、 B細 胞 成 長 因 子 （ BCGF） 、 抗 ヒ ト IgM
、 ブ ド ウ 球 菌 A蛋 白 質 、 細 菌 リ ポ 多 糖 類 、 ア メ リ カ ヤ マ ゴ ボ ウ （ PWM） で 2～ 3週 間 刺 激 さ れ
た 、 既 知 HLA抗 原 を 含 む ヒ ト 単 核 細 胞 と 共 に 融 合 さ せ て 、 不 死 化 し た い く つ か の HLA抗 原 を
安 定 し て 発 現 す る 細 胞 株 を 得 る 。 こ の 方 法 に よ り 、 各 種 の コ ン ビ ネ ー シ ョ ン が 異 な る HLA
抗 原 を 発 現 す る 細 胞 株 を 得 る 。 こ れ に よ り 、 各 種 の 細 胞 株 を 確 立 で き 、 前 記 細 胞 株 に 殆 ど
全 て の ヒ ト HLA抗 原 を 含 有 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 3.2　 B細 胞 株 の 確 立 ： 『 体 外 培 養 の 原 理 と 技 術 』 （ 薛 慶 善 編 集 、 科 学 出 版 社 発 行 、 2001
年 初 版 ） を 参 照
　 1） リ ン パ 球 の 調 製 ： 既 知 の HLA抗 原 を 有 す る 患 者 の 末 梢 血 を 採 取 し 、 ヘ パ リ ン （ Sigma
社 ） で 抗 凝 集 さ せ 、 リ ン パ 球 分 離 液 （ Sigma社 ） を 用 い て そ の 単 核 細 胞 を 分 離 し 、 10％ FCS
の RPMI　 1640培 養 液 （ GIBCO社 ） で 密 度 1～ 10 6 個 /mlの 細 胞 懸 濁 液 と し 、 細 胞 培 養 瓶 に 入 れ
4～ 8時 間 培 養 し 、 細 胞 培 養 瓶 を 揺 り 動 か し 細 胞 を 浮 遊 さ せ 、 遠 心 管 に 注 い で 1000ｒ /minで
10分 間 遠 心 分 離 し 、 沈 降 物 を 精 製 さ れ た リ ン パ 球 と す る 。
　 2） BCGFを 含 む 培 養 上 澄 み 液 の 調 製 ： 1％ FCS（ GIBCO社 ） を 含 む RPMI　 1640細 胞 培 養 液 を
用 い 、 リ ン パ 球 の 密 度 が 2× 10 6 個 細 胞 /mlの 懸 濁 液 と な る よ う に 配 合 し た 。 最 終 濃 度 が 2pg
/mlに な る ま で PHA（ SIGMA社 の 製 品 ） を 添 加 し 、 培 養 瓶 に 入 れ た 。 飽 和 湿 度 、 37℃ 、 5％ CO

2 の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 3～ 4日 培 養 す る 。 培 養 物 を 集 め て 遠 心 管 に 入 れ 、 4℃ 、 1500r/mi
nで 10min間 遠 心 分 離 す る 。 上 澄 み 液 を 採 集 し 、 粗 製 BCGFと し た 。 － 20℃ で 保 存 す る 。
　 3） 10％ FCSを 含 む RPMI　 1640培 養 液 を 用 い て 、 リ ン パ 球 の 密 度 が １ × 10 6 個 /mlの 懸 濁 液
と な る よ う に 配 合 し た 。 最 終 濃 度 が 20μ g/mlに な る ま で 抗 ヒ ト IgM　 F（ ab） 2 フ ラ グ メ ン
ト （ Sigma社 ） を 添 加 し 、 最 終 濃 度 が 10％ に な る ま で 粗 製 BCGFを 添 加 し 、 培 養 液 中 に 最 終
濃 度 が 2～ 25μ g/mlに な る ま で 細 菌 リ ポ 多 糖 類 （ LPS） （ SIGMA社 製 品 ） を 添 加 す る 。
　 4） 24ウ ェ ル 板 に 細 胞 懸 濁 液 （ 1ml/各 ウ ェ ル ） を 加 え 、 37℃ 下 、 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中
で 培 養 す る 。 3～ 4日 お き に 一 回 、 半 量 の 液 を 取 り 替 え る 、 即 ち 、 ま ず 各 ウ ェ ル か ら 培 養 上
澄 み 液 0.5mlを 吸 取 し 捨 て 、 次 に 20μ g/ml抗 ヒ ト IgM　 F（ ab） 2 フ ラ グ メ ン ト 、 10％ の 粗 製
BCGF、 及 び 培 養 液 に お け る 最 終 濃 度 が 2～ 25μ g/mlで あ る 細 菌 リ ポ 多 糖 類 （ LPS） を 含 有 す
る 新 鮮 な 培 養 液 を 添 加 す る 。 約 3～ 5週 間 培 養 し た 。 成 長 ク ロ ー ン が 比 較 的 大 き い 場 合 に は
、 細 胞 を 培 養 瓶 に 移 送 し 培 養 す る 。 即 ち 、 確 立 さ れ た も の は 、 既 知 の HLA抗 原 を 含 む B細 胞
株 で あ る 。
　 5） こ の 方 法 で そ れ ぞ れ 異 な る HLA抗 原 を 発 現 す る B細 胞 株 を 調 製 で き る 。 し か も 、 前 記
細 胞 株 に は 殆 ど 全 て の ヒ ト HLA抗 原 が 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ４ ． ヒ ト HLA抗 原 と mH抗 原 を 含 む 細 胞 株 は 、 さ ら に 以 下 の 方 法 に て も 得 る こ と が で き る
：
　 集 団 か ら 、 若 干 の 、 他 の 人 間 と 同 じ HLA抗 原 を 持 っ て い な い 個 体 又 は 十 数 個 の HLA抗 原 に
関 し て 他 の 人 間 と 同 じ HLA抗 原 が 少 な い 個 体 を 選 択 し て そ れ ら の 末 梢 血 を 採 取 し 、 方 法 1に
記 載 の 方 法 に 従 っ て 前 記 個 体 の B細 胞 株 を 確 立 し 、 次 い で 、 前 記 細 胞 株 を 担 体 と し て 、 遺
伝 子 工 学 の 方 法 （ 例 え ば 、 方 法 2に 記 載 の 方 法 ） に よ っ て 、 前 記 細 胞 株 に 存 在 し な い 若 干
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の HLA又 は mH抗 原 を 該 細 胞 株 に 発 現 さ せ る 。 こ れ に よ れ ば 、 用 い る 細 胞 株 が 少 な く て も 、
出 来 る だ け 多 く の HLA抗 原 を 持 た せ る こ と が で き る 。 結 果 的 に 、 出 来 る だ け 少 な い 細 胞 株
で 全 て の ヒ ト HLA抗 原 と mH抗 原 を 発 現 さ せ る こ と を 実 現 で き る 。 ま た 、 こ の よ う な 考 え 方
に よ れ ば 、 か な り 多 く HLAク ラ ス II抗 原 を 発 現 す る Raji細 胞 株 （ ATCC社 か ら 商 業 的 に 入 手
可 能 ） 又 は Dandi細 胞 株 （ ATCC社 か ら 商 業 的 に 入 手 可 能 ） を 抗 原 ベ ク タ ー と し て 選 択 し 、
数 個 の 細 胞 株 を 確 立 す る だ け で 、 こ れ ま で に 発 見 さ れ て い る ヒ ト の 全 18個 の DR抗 原 を 細 胞
の 表 面 に 含 有 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ５ ． 前 記 方 法 又 は 他 の 方 法 に 従 っ て 得 ら れ た 、 例 え ば 、 直 接 、 ヒ ト 又 は 動 物 脾 臓 又 は 末
梢 血 か ら 得 ら れ た 、 全 て の ヒ ト HLA抗 原 を 発 現 す る 細 胞 又 は 細 胞 株 （ 培 養 、 増 幅 後 ） を 混
合 又 は 分 別 し 、 無 菌 ddH 2 Oを 用 い 、 37℃ で 0.5～ 2hイ ン キ ュ ー ベ ー ト し 、 細 胞 を 充 分 に 粉 砕
し た 後 、 低 温 高 速 遠 心 機 （ 3000ｇ ～ 20000ｇ ） で 20分 間 、 細 胞 膜 の 遠 心 ・ 沈 降 を 行 い 、 上
澄 み 液 を 捨 て 、 沈 降 物 を 凍 結 乾 燥 し て 使 用 ま で 保 管 す る 。 使 用 す る 場 合 に は 、 細 胞 培 地 で
希 釈 し て 単 一 又 は 混 合 HLA顆 粒 抗 原 を 得 る 。 実 際 上 、 脂 質 体 上 に HLA抗 原 を 持 っ て い る 。 そ
の 希 釈 濃 度 は 試 験 の 要 求 に 応 じ て 決 め ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ６ ． 本 発 明 で 使 用 さ れ た HLA抗 原 は 、 前 記 の 顆 粒 抗 原 の 外 、 可 溶 性 抗 原 で あ っ て も よ く
、 前 記 抗 原 は 以 下 の 方 法 に て 得 る こ と が で き る ：
　 方 法 ２ で 構 築 さ れ た HLA抗 原 発 現 ベ ク タ ー は 、 培 養 し た ヒ ト 細 胞 に 発 現 さ れ て よ く 、 原
核 細 胞 又 は 他 の 真 核 細 胞 （ 例 え ば 、 酵 母 菌 ） に 発 現 さ れ て も よ い 。 発 現 し た HLA抗 原 （ 方
法 を 問 わ な い ） は 、 10％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で の 固 定 、 洗 浄 を 経 て 、 直 接 、 抗 原 と し て 使 用
さ れ る 。 ま た 、 通 常 の 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ 例 え ば 、 抗 B2マ イ ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗 体 （
第 四 軍 医 大 学 免 疫 教 室 提 供 ） 、 抗 HLA一 次 抗 原 又 は 二 次 抗 原 抗 体 に て 調 製 さ れ た 親 和 性 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ カ ラ ム （ 第 四 軍 医 大 学 免 疫 教 室 提 供 ） を 調 製 ） 、 又 は 他 の 蛋 白 質 精 製 技 術
に よ り 精 製 し 、 HLA抗 原 分 子 精 製 品 を 得 、 次 の 試 験 に 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ７ ． 病 原 性 微 生 物 特 異 性 抗 原 の 調 製 ：
　 各 種 病 原 体 、 例 え ば 麻 疹 ウ ィ ル ス 、 水 痘 ウ ィ ル ス 、 結 核 桿 菌 等 の 調 製 に つ い て は 、 『 体
外 培 養 の 原 理 と 技 術 』 （ 薛 慶 善 編 集 、 科 学 出 版 社 発 行 、 2001年 初 版 ） 、 『 診 断 と 実 験 ウ ィ
ル ス 学 』 （ 鄭 州 大 学 出 版 社 発 行 、 2002年 初 版 、 楊 占 秋 、 劉 建 軍 、 肖 紅 、 丁 暁 華 編 集 ） 、 『
医 用 実 験 ウ ィ ル ス 学 』 （ 杜 平 編 集 、 人 民 軍 芸 出 版 社 発 行 、 1985年 初 版 ） 、 『 現 代 結 核 病 学
』 （ 人 民 軍 医 出 版 社 発 行 、 2000年 初 版 、 張 敦 熔 編 集 ） 等 の 資 料 を 参 照 で き る 。 各 種 病 原 性
微 生 物 の そ れ ぞ れ 異 な る 成 長 増 殖 特 性 に 応 じ て 、 動 物 の 体 内 (in vivo)又 は 体 外 （ in vitr
o） で 培 養 し 、 そ れ ぞ れ の 異 な る 方 法 に 従 っ て 、 精 製 す る こ と に よ り 、 前 記 病 原 体 の 精 製
品 又 は 相 対 的 精 製 品 を 得 た 。 前 記 の 相 対 的 精 製 品 と し て の 病 原 体 を 、 6 0 CO照 射 、 0.1～ 10
％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 非 イ オ ン 性 洗 浄 剤 又 は 脂 溶 剤 （ 例 え ば エ ー テ
ル 、 ク ロ ロ ホ ル ム ） に よ る 処 理 に て 不 活 性 化 し 、 抗 原 と し て 使 用 し た 。 ま た 、 各 種 の 病 原
性 微 生 物 の 特 異 性 抗 原 は 、 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 発 現 さ せ た 前 記 病 原 性 微 生 物 の 特 異 性 抗 原
で あ っ て も よ い 。 前 記 抗 原 は 、 ヒ ト 又 は 動 物 細 胞 に 発 現 さ れ て も よ い し 、 原 核 又 は 真 核 細
胞 に 発 現 さ れ て も よ い 。 前 記 細 胞 を 、 直 接 、 抗 原 と し て 使 用 し て よ く 、 ま た 親 和 性 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ 又 は 他 の 蛋 白 質 精 製 技 術 に よ り 前 記 病 原 微 生 物 の 特 異 性 抗 原 を 精 製 し た 後 使 用
し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ８ ． 本 発 明 で 使 用 す る 抗 原 は 、 異 種 抗 原 、 例 え ば ヒ ト 異 種 移 植 に お け る 適 合 す る ド ナ ー
ブ タ （ 例 え ば 、 各 種 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ブ タ 、 近 交 系 ブ タ 等 ） の 抗 原 、 又 は マ ウ ス 抗 原
、 ラ ッ ト 抗 原 、 モ ル モ ッ ト 抗 原 等 で あ っ て も よ い 。 そ の 抗 原 は 、 そ れ ぞ れ 、 前 記 の 方 法 で
自 分 の 細 胞 系 を 確 立 で き 、 異 種 移 植 時 の 検 出 抗 原 と し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ９ ． 本 発 明 の 抗 原 は 、 文 献 を 参 照 し て 自 分 で 調 製 す る こ と が で き る し 、 ま た 商 業 的 に 入
手 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 B型 脳 炎 ウ ィ ル ス 、 麻 疹 ウ ィ ル ス 、 灰 白 髄 炎 ウ ィ ル ス 、 ジ
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フ テ リ ア 桿 菌 等 の 抗 原 は 、 全 て 前 記 病 原 体 の ワ ク チ ン を 商 業 的 に 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 で 使 用 で き る 抗 原 は 含 み 広 範 囲 に わ た っ て お り 、 全 て の 外 来 の 、 特 異 的 に 生 体 リ
ン パ 球 を 活 性 化 さ せ る 物 質 が 均 し く 本 発 明 の 抗 原 と し て 使 用 で き 、 前 記 抗 原 に 特 異 的 に 活
性 化 さ れ た リ ン パ 球 が 生 体 内 に 存 在 す る か 否 か の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 記 の 方 法 又 は 他 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 、 単 一 又 は 混 合 の 抗 原 、 顆 粒 性 抗 原 又 は 可 溶 性
抗 原 、 同 種 異 系 抗 原 又 は 異 種 抗 原 、 ヒ ト HLA抗 原 又 は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ブ タ 等 の 動 物 抗 原
や 、 細 菌 、 ウ ィ ル ス 等 の 病 原 性 微 生 物 抗 原 、 及 び ヒ ト が 用 い る 各 種 ワ ク チ ン 抗 原 は 、 生 体
リ ン パ 球 を 特 異 的 に 活 性 化 さ せ る 抗 原 で あ れ ば 、 検 出 抗 原 と し て 、 抗 原 に 対 応 す る 特 異 性
活 性 化 リ ン パ 球 が 生 体 内 に 存 在 す る か 否 か の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 、 ヒ ト 又 は 動 物 細 胞 に 発 現 さ れ た 抗 原 や 、 細 菌 細 胞 壁 又 は ウ
ィ ル ス 膜 又 は カ プ シ ド 上 に 発 現 さ れ た 抗 原 を 、 マ イ ト マ イ シ ン に よ っ て 、 又 は 0.1～ 10％
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 又 は 非 イ オ ン 洗 浄 剤 及 び 脂 溶 剤 （ 例 え ば ア セ ト ン 、 キ シ レ ン 、 ク ロ ロ ホ
ル ム 等 ） に よ っ て 、 不 活 性 化 さ せ た 後 で 検 出 用 抗 原 と し て 使 用 で き 、 特 別 な 場 合 に は 、 こ
の よ う な 処 理 を せ ず に 直 接 使 用 し て も よ い 。 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 又 は 他 の 蛋 白 質 精 製
方 法 に よ り 得 ら れ る か な り 純 粋 な 精 製 蛋 白 質 抗 原 （ 可 溶 性 抗 原 ） 及 び 脂 質 体 上 に 吸 着 さ れ
た 標 的 抗 原 は 、 直 接 、 検 出 抗 原 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 無 菌 操 作 を 経 て 得 ら れ る 前 記 の 抗 原 を 、 個 別 に 又 は 混 合 し て （ 異 な る 目 的 に 応 じ て 各 種
の 組 合 せ を 行 う ） 使 用 で き る 。 こ れ ら の 抗 原 は 、 通 常 の リ ン パ 球 分 離 液 で 単 核 細 胞 を 分 離
す る 方 法 に よ り 得 ら れ る 患 者 又 は 被 験 者 の 末 梢 血 の 単 核 細 胞 と 共 に 培 養 さ れ る 。 そ の 単 核
細 胞 及 び 抗 原 を 希 釈 し た 培 養 液 に 、 通 常 の 細 胞 培 養 時 に 添 加 さ れ る 子 牛 又 は 牛 胎 児 の 血 清
（ 市 販 の 無 血 清 細 胞 培 養 液 で 培 養 し て も よ い ） の 外 、 サ イ ト カ イ ン 活 性 中 和 抗 体 及 び /又
は 細 胞 増 殖 抑 制 性 サ イ ト カ イ ン と 、 免 疫 抑 制 剤 及 び /又 は 制 癌 剤 を 添 加 し て も よ い 。 前 記
免 疫 抑 制 剤 と 制 癌 剤 に は 、 プ ロ グ ラ フ （ FK506） 、 シ ク ロ ス ポ リ ン A、 Cの よ う な シ ク ロ ス
ポ リ ン シ リ ー ズ 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 ラ パ マ イ シ ン 、 RS－ 61443（ ミ
コ フ ェ ノ ー ル 酸 モ フ ェ チ フ ， MM， 分 子 式 C 2 4 H 1 1 NCLO 7 ） （ マ イ コ フ ェ ノ ー ル 酸 （ mycopheno
lic acid， MPA， 分 子 式 C 1 7 H 1 1 O６ ） の エ ス テ ル 類 誘 導 体 ） 、 BQR（ 6－ フ ル オ ロ － 2－ 3メ チ
ル － 4－ キ ノ リ ン 酸 ） 、 デ オ キ シ ス ペ ル グ ア リ ン （ deoxyspergualin） 、 ヒ ト 急 性 Tリ ン パ
球 白 血 病 細 胞 株 JMが 分 泌 し た 免 疫 抑 制 因 子 、 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン （ 例 え ば 、 メ チ ル プ レ ド ニ
ゾ ロ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 等 ） 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ （ to
poismerase） 抑 制 剤 [カ ン プ ト テ シ ン （ CAM） 、 エ ト ポ シ ド （ VP-16） ]、 ア ル キ ル 化 剤 [シ
ス プ ラ チ ン 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ク ロ ラ ム ブ チ ル 、 カ ル ム ス チ ン
等 ]、 代 謝 拮 抗 薬 [メ ト ソ レ キ セ ー ト 、 シ タ ラ ビ ン 、 チ ミ ジ ル 酸 シ ン テ タ － ゼ 抑 制 剤 、 ジ ニ
ト ロ ゲ ン テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 等 ]、 レ チ ノ イ ン 酸 類 化 合 物 － ビ タ ミ ン A誘 導 体 [オ ー ル ト ラ ン
ス レ チ ノ イ ン 酸 、 パ ル ミ テ ー ト  キ サ ン ト プ シ ン （ palmitate xanthopsin） 、 ４ － Ｎ － ヒ
ド ロ キ シ ベ ン ゼ ン  レ チ ノ イ ン 酸 － ア ン モ ニ ア （ 4-N-hydroxybenzene Retinoic-ammonia）
]及 び そ の 他 の 潜 在 的 に 免 疫 抑 制 誘 導 作 用 又 は 腫 瘍 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 を 有 す る 薬
物 が 含 ま れ る 。 上 述 の 各 種 抗 原 の 作 用 は 、 そ の 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 の 活 性 を 抑 制 し た り
、 そ の 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と で あ り 、 サ イ ト カ イ ン 活 性 中
和 抗 体 及 び /又 は 細 胞 増 殖 抑 制 性 サ イ ト カ イ ン の 作 用 は 、 活 性 化 リ ン パ 球 の 受 動 ア ポ ト ー
シ ス を 誘 導 す る こ と で あ り 、 後 述 す る 免 疫 抑 制 剤 の 作 用 は 、 試 験 結 果 を よ り 安 定 、 正 確 、
且 つ 敏 感 な も の と し 、 陰 性 結 果 と 陽 性 結 果 の コ ン ト ラ ス ト を 顕 著 に す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 培 養 液 へ の 各 種 免 疫 抑 制 剤 と 制 癌 剤 の 用 量 は 全 く 同 じ に す る 必 要 は な く 、 各 種 薬 物 の 特
性 及 び メ ー カ ー の 相 違 に 応 じ て 、 薬 物 の 濃 度 を 調 整 ・ 制 御 す れ ば よ い 。 そ の 濃 度 は 、 一 般
的 に 、 該 薬 物 の 説 明 書 に お け る 最 低 血 中 薬 物 維 持 濃 度 （ ボ ト ム 値 ） の 約 1000倍 程 度 （ そ の
用 量 範 囲 ： 約 0.001ng-100μ g/ml） で あ り 、 例 え ば 、 FK506の 用 量 範 囲 は 約 0.001ng-10μ g/
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ml（ 最 適 使 用 範 囲 ： 約 0.01ng-100ｎ g/ml） 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Aの 用 量 範 囲 は 約 0.01ng-10μ
g/ml（ 最 適 用 量 範 囲 ： 約 0.1ng-1μ g/ml） で あ る 。 そ の 使 用 濃 度 は 、 検 査 結 果 の 再 現 性 を
良 好 な も の と す る 最 低 濃 度 を も っ て 適 合 濃 度 と す る 。 免 疫 抑 制 剤 と 制 癌 剤 の 選 択 ・ 使 用 は
、 状 況 に 応 じ て 、 そ の 中 か ら 選 択 し た 一 種 を 単 独 に 使 用 し て よ く 、 数 種 を 混 合 し て 使 用 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 中 和 抗 体 は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ 、 ２
、 ４ 、 ３ 、 ５ 、 6、 7、 8、 9、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン （ － α 、 β 、 ω 、 γ ） 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 （ G-CSF） 、 マ ク ロ
フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 （ M-CSF） 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 (
GM-CSF),幹 細 胞 因 子 （ SCF） 、 血 小 板 産 生 因 子 （ TPO） 、 神 経 成 長 因 子 （ NGF） 等 、 リ ン パ
球 、 単 球 細 胞 等 の 単 核 細 胞 に 対 す る 活 性 化 促 進 作 用 と 増 殖 促 進 作 用 を 有 す る 全 て の サ イ ト
カ イ ン の 中 和 抗 体 を 含 み ； リ ン パ 球 、 単 球 細 胞 等 の 単 核 細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作
用 、 活 性 化 抑 制 作 用 、 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン は 、 IL-2,IL-4、 IL-10、 IL
－ 15、 形 質 転 換 増 殖 因 子 β （ TGF-β ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） 、 CTL
A4、 及 び そ の 他 の サ イ ト カ イ ン 又 は サ イ ト カ イ ン 融 合 蛋 白 質 、 例 え ば 細 胞 傷 害 性 T細 胞 関
連 抗 原 4（ CTLA4） と ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン G（ IgG） Fcフ ラ グ メ ン ト の 融 合 蛋 白 質 CTLA4.Ig等
を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ こ で 、 中 和 抗 体 と は 、 サ イ ト カ イ ン の 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 作 用 を 有 す る 抗 体 を い
う 。 中 和 抗 体 は 、 細 胞 の 活 性 化 ・ 増 殖 を 刺 激 す る 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 生 物 学 的 活
性 を 抑 制 し て 、 そ の 生 物 学 的 作 用 を 発 揮 で き な い よ う に す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 前 記 の よ う な 中 和 抗 体 と 抑 制 性 サ イ ト カ イ ン の 作 用 は 、 特 異 性 抗 原 を 補 助 し て 特 異 性 活
性 化 リ ン パ 球 に 対 す る 特 異 性 抑 制 を 誘 導 す る 、 即 ち 、 特 異 性 抗 原 と 協 同 し て 、 抗 原 特 異 性
活 性 化 リ ン パ 球 及 び 単 球 細 胞 等 の 細 胞 活 性 を 抑 制 で き る こ と で あ る 。 こ こ で 、 異 な る サ イ
ト カ イ ン は そ れ ぞ れ 異 な る 作 用 を 有 し て お り 、 異 な る 施 設 で 生 産 さ れ た 同 一 の サ イ ト カ イ
ン 又 は サ イ ト カ イ ン 中 和 抗 体 の 活 性 単 位 又 は 力 価 が 異 な る 等 を 理 由 と し て 、 そ の 培 養 液 に
お け る 中 和 抗 体 の 最 終 濃 度 に は 大 き な 差 が あ り 、 そ れ は 、 1μ g～ 10mg/mlの 範 囲 に あ る 。
そ の 好 ま し い 濃 度 は 、 高 感 度 を 有 し て 検 出 結 果 の 再 現 性 が 達 成 で き る 濃 度 で あ る 。 抑 制 性
サ イ ト カ イ ン の 使 用 濃 度 は 活 性 単 位 で 計 算 さ れ 、 一 般 的 に 、 最 終 濃 度 は 、 0.01～ 1000個 活
性 単 位 /ml（ 通 常 は 0.1～ 50個 活 性 単 位 /ml） の 範 囲 に あ る 。 そ の 最 適 濃 度 は 、 も っ と も 敏
感 で 正 確 な 検 出 結 果 が 得 ら れ る 濃 度 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 、 サ イ ト カ イ ン 活 性 中 和 抗 体 及 び リ ン パ 球 又 は 単 球 細 胞 の 活 性 を 抑 制 す
る サ イ ト カ イ ン は 、 種 類 が 多 く 、 そ の 作 用 も 複 雑 で あ り 、 検 出 時 に 、 選 択 し た 一 種 を 単 独
で 使 用 し て も よ い し 、 数 種 を 組 合 せ て 使 用 し て も よ い 。 そ の 組 合 せ は 制 限 さ れ ず 、 検 出 を
敏 感 、 正 確 に さ せ 、 再 現 性 に 優 れ る こ と を 基 準 と し て 行 え ば よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 前 記 の 、 各 種 の 方 法 に よ り 得 た 標 的 抗 原 、 無 関 係 対 照 抗 原 、 及 び リ ン パ 球 分 離 液 で 分 離
さ れ た 被 験 者 の 単 核 細 胞 を 、 濃 度 が 適 当 で 組 合 せ が 合 理 で あ る 免 疫 抑 制 剤 と 制 癌 剤 、 サ イ
ト カ イ ン 中 和 抗 体 又 は /及 び 抑 制 性 サ イ ト カ イ ン を 含 む 細 胞 培 養 液 で 、 適 当 な 濃 度 に 希 釈
す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 例 え ば 、 方 法 1、 2、 3、 4に よ り 得 ら れ た 抗 原 、 す な わ ち 標 的 抗 原 を 持 つ 細 胞 を 抗 原 と す
る 時 、 抗 原 細 胞 の 濃 度 は 約 0.001～ 10× 10 6 /ml程 度 、 好 ま し く は 約 1～ 2× 10 6 /ml程 度 で あ
る し 、 被 験 者 の 単 核 細 胞 の 濃 度 は 約 0. 1～ 5× 10 6 /ml程 度 、 好 ま し く は 約 1～ 3× 10 6 /ml程
度 で あ る 。 可 溶 性 精 製 抗 原 で あ れ ば 、 そ の 特 異 性 標 的 抗 原 の 濃 度 （ 非 特 異 性 蛋 白 質 を 含 ま
な い ） は 約 0.1μ g/ml～ 10mg/mlで あ る 。 方 法 5に よ り 得 ら れ る 抗 原 の 使 用 濃 度 は 、 約 0. 1
～ 100× 10 6 個 － 細 胞 を 粉 砕 し た 後 の 細 胞 膜 抗 原 ／ 1ml－ 希 釈 後 使 用 液 で あ り 、 一 般 的 に は 1
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～ 100× 10 6 個 － 細 胞 を 粉 砕 し た 後 の 細 胞 膜 抗 原 ／ 1ml－ 希 釈 後 使 用 液 で あ る 。 方 法 6、 7に
よ り 得 ら れ る 抗 原 は 、 一 般 的 に 標 的 抗 原 で 計 算 さ れ 、 0.1μ g～ 10mg/ml－ 使 用 液 と な る よ
う に 配 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 前 記 の 適 当 な 濃 度 に 希 釈 さ れ た 標 的 抗 原 と 無 関 係 な 陰 性 対 照 抗 原 を 、 そ れ ぞ れ 被 検 の 単
核 細 胞 検 体 と 共 に 、 適 当 な 細 胞 培 養 板 に 滴 下 し 、 混 合 培 養 す る 。  各 ウ ェ ル に 抗 原 と 被 検
細 胞 を そ れ ぞ れ 100μ lず つ 添 加 し 、 37℃ 下 で 、 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 培 養 す る 。 本 発
明 方 法 に て 提 供 さ れ た 細 胞 培 養 環 境 に お い て 、 被 検 体 に 存 在 す る 活 性 化 リ ン バ 球 が そ の 特
異 性 抗 原 に 遇 う と 、 前 記 活 性 化 リ ン バ 球 の 活 性 が 顕 著 に 抑 制 さ れ る 。 細 胞 培 養 3～ 72時 間
（ 通 常 は 20時 間 ） 後 、 試 験 ウ ェ ル 、 無 関 係 抗 原 対 照 ウ ェ ル 及 び 抗 原 無 添 加 単 核 細 胞 の み を
含 む ウ ェ ル の 細 胞 活 性 を 検 出 す る 。 各 ウ ェ ル の 細 胞 活 性 の 変 化 に 基 づ き 、 被 検 単 核 細 胞 に
既 知 の 抗 原 に 対 応 す る 活 性 化 リ ン バ 球 が 存 在 す る か 否 か を た だ ち に 判 定 で き る 。 そ の 細 胞
活 性 の 検 出 方 法 に は 直 接 法 と 間 接 法 の 二 種 が あ る 。 直 接 法 と は 、 あ る 物 質 を 直 接 ウ ェ ル に
添 加 し 、 ウ ェ ル 細 胞 の あ る 物 質 に 対 す る 清 浄 化 能 （ あ る 物 質 、 例 え ば テ ト ラ ブ ロ モ フ ル オ
レ セ イ ン 、 ト リ パ ン ブ ル ー 、 エ オ シ ン が 細 胞 内 に 入 る こ と を 阻 止 す る 能 力 ） 又 は 転 化 能 力
（ 可 溶 性 MTTを ホ ル マ ザ ン 類 結 晶 に 転 化 す る 能 力 ） を 検 出 可 能 な 信 号 と し て ウ ェ ル 細 胞 の
活 性 を 評 価 す る も の で あ り ； 間 接 法 と は 、 本 発 明 の 反 応 原 理 に 基 づ き 、 適 当 な 検 出 方 法 と
検 出 可 能 な 信 号 を 選 択 す る も の 、 例 え ば 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス に よ り 細 胞 活 性 が 低 下 す る の
で 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 判 定 す る 各 種 の 方 法 を 検 出 可 能 信 号 と し て 使 用 し 、 ア ポ ト ー シ ス
し た 細 胞 の 数 に よ り 、 ウ ェ ル 細 胞 の 活 性 変 化 の 逆 推 定 を 行 う も の で あ る （ 『 細 胞 ア ポ ト ー
シ ス の 分 子 医 学 』 （ 胡 野 、 凌 志 強 、 単 小 雲 編 集 、 2002年 8月 、 軍 事 医 学 科 学 出 版 社 発 行 ）
を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に お け る 検 出 可 能 信 号 と は 、 あ る 方 法 に よ り 、 又 は あ る 物 質 を 添 加 し 、 試 験 ウ ェ
ル に あ る 被 検 単 核 細 胞 の 反 応 ・ 変 化 の 結 果 を 、 直 視 又 は 観 測 機 器 を 介 し て 視 認 で き る 信 号
、 即 ち 被 検 単 核 細 胞 の 反 応 ・ 変 化 の 結 果 の 表 現 （ 展 示 ） 方 式 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 検 出 可 能 信 号 に は 主 に 以 下 の 数 種 が あ る ：
　 1、 MTT比 色 法 ： 各 ウ ェ ル に MTTを 添 加 し 、 各 群 の 細 胞 に て 可 溶 性 MTTか ら 転 化 さ れ て な る
ホ ル マ ザ ン 類 (formazane)結 晶 の 量 を 観 測 し 、 こ れ に よ り 、 各 群 の 細 胞 の 活 性 の 変 化 （ 増
加 又 は 減 衰 ） を 把 握 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 2、 細 胞 染 色 法 ： 『 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 分 子 医 学 』 （ 胡 野 、 凌 志 強 、 単 小 雲 編 集 、 2002
年 8月 、 軍 事 医 学 科 学 主 出 版 社 発 行 ） を 参 照 。 本 発 明 の 方 法 の 反 応 原 理 に 基 づ き 、 ヘ マ ト
キ シ リ ン － エ オ シ ン 染 色 法 、 メ チ ル グ リ ー ン － ピ ロ ニ ン 染 色 法 、 ギ ー ム ザ 染 色 法 、 ラ イ ト
染 色 法 に よ り 、 各 群 の 細 胞 に 染 色 を 行 っ て 、 顕 微 鏡 で 直 接 観 察 し 、 ア ポ ト ー シ ス し た 細 胞
の 特 徴 変 化 に 基 づ き 、 各 群 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス が 発 生 し た 細 胞 の 割 合 を カ ウ ン ト す
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 3、 蛍 光 抗 原 染 色 法 ： 『 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 分 子 医 学 』 （ 胡 野 、 凌 志 強 、 単 小 雲 編 集 、 2
002年 8月 、 軍 事 医 学 科 学 主 出 版 社 発 行 ） を 参 照 。 本 発 明 の 方 法 の 反 応 原 理 に 基 づ き 、 ア ク
リ ジ ン オ レ ン ジ (Acridine orange)、 プ ロ ピ ジ ウ ム ヨ ー ジ ド (Propidium Iodide)、 エ チ ジ
ウ ム ブ ロ マ イ ド (Ethidium Bromide)、 ロ ー ダ ミ ン 123、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ナ ー
ト （ 標 識 抗 体 ） 等 に よ り 各 群 の 細 胞 を 標 識 し 、 ア ポ ト ー シ ス し た 細 胞 の 特 徴 変 化 に 基 づ き
、 蛍 光 顕 微 鏡 で 各 群 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス が 発 生 し た 細 胞 数 を 観 察 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ４ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 ： 『 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 分 子 医 学 』 （ 胡 野 、 凌 志 強 、 単 小
雲 編 集 、 2002年 8月 、 軍 事 医 学 科 学 主 出 版 社 発 行 ） を 参 照 。 本 発 明 の 方 法 の 反 応 原 理 に 基
づ き 、 抗 ヒ ス ト ン 抗 体 と 抗 DNA抗 体 を 利 用 し 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 に
よ り 、 各 群 細 胞 に お け る 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス が 原 因 と な っ た 破 断 の 単 鎖 又 は 二 本 鎖 DNAの
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量 を 検 出 し 、 こ れ に よ り 、 各 群 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス が 発 生 す る 細 胞 数 を 推 定 す る 。
　 MTT方 法 と 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 検 出 方 法 の 間 に は 以 下 の よ う な 相 互 対 応 関 係 が あ る 。 即 ち
、 MTT方 法 に お い て は 、 生 細 胞 が 可 溶 性 MTTを 青 紫 色 の ホ ル マ ザ ン 類 (formazane)結 晶 物 質
に 転 化 す る 原 理 （ 死 細 胞 は こ の よ う な 能 力 を 有 し な い ） を 利 用 し て 各 群 細 胞 に お け る 生 細
胞 の 活 性 を 検 出 す る 。 生 細 胞 が 多 い ほ ど 、 細 胞 の 活 性 が 強 く 、 可 溶 性 MTTか ら 転 化 し た 青
紫 色 の ホ ル マ ザ ン 類 (formazane)結 晶 物 質 の 量 が 多 い ； 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 検 出 方 法 に お い
て は 、 各 群 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 状 況 、 即 ち 死 細 胞 の 量 を 検 出 し て い る ； 試 験 に お い て 、 各
群 に 投 入 さ れ る 被 検 生 細 胞 は 一 定 で あ り 、 各 群 に お け る ア ポ ト ー シ ス が 発 生 し た 細 胞 数 が
多 い と 、 そ の 中 の 生 細 胞 が 少 な く 、 可 溶 性 MTTか ら 転 化 さ れ る 青 紫 色 の ホ ル マ ザ ン 類 (form
azane)結 晶 物 質 の 量 が 少 な く な り 、 逆 の 場 合 に は 、 可 溶 性 MTTか ら 転 化 さ れ る 青 紫 色 の ホ
ル マ ザ ン 類 結 晶 物 質 の 量 が 多 く な る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 上 記 分 析 の 通 り 、 本 発 明 方 法 の 試 験 結 果 は 様 々 な 方 法 と 様 式 に よ り 各 種 の 検 出 可 能 信 号
に 転 化 さ れ る が 、 比 較 の 結 果 、 本 発 明 に お い て は 、 テ ト ラ ゾ ー ル 塩 比 色 が そ の 中 で 最 も 便
利 で 敏 感 な 試 験 結 果 表 示 方 法 で あ る と 考 え て い る 。 細 胞 培 養 が 終 わ っ た 後 、 各 ウ ェ ル に テ
ト ラ ゾ ー ル 塩 （ MTT　 5mg/ml） 10～ 20μ lを 添 加 し 、 引 き 続 き 37℃ の CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
中 に 置 き 0.5～ 6h、 一 般 的 に は 1～ 2h培 養 す れ ば 、 各 ウ ェ ル の 、 黄 色 い 可 溶 性 MTTか ら 転 化
し た 青 紫 色 の ホ ル マ ザ ン 類 結 晶 物 質 の 量 を 倒 立 顕 微 鏡 で 直 接 観 察 で き る 。 こ れ と は 別 に 、
培 養 が 終 わ っ た 後 、 各 ウ ェ ル の 培 養 上 澄 み 液 を 除 去 し て か ら 、 各 ウ ェ ル に ジ メ チ ル ス ル ホ
キ シ ド （ DMSO） 100～ 150μ lを 添 加 し 、 5分 間 軽 く 振 と う し 、 ホ ル マ ザ ン 類 結 晶 を 充 分 に 溶
解 さ せ て か ら 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト ・ ス ペ ク ト ロ フ ォ ト メ ー タ ー を 用 い て 、 490n
m～ 590nmの 間 の 最 大 の 吸 光 度 を 有 す る 波 長 （ 一 般 的 に は 550nmの 波 長 を 用 い る ） を 選 択 し
て 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 測 定 し 、 そ の 後 試 験 ウ ェ ル と 陰 性 対 照 ウ ェ ル の 間 の 差 異 を 比 較 し 、
こ れ に よ り 、 被 検 体 中 に 既 知 の 標 的 抗 原 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 が 存 在 す る か 否 か を 判 定 す
る こ と も で き る 。 本 発 明 に お け る 陰 性 対 照 ウ ェ ル は 、 更 に 如 何 な る 抗 原 も 添 加 し な い 、 被
検 細 胞 の み を 含 有 す る ウ ェ ル を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 独 創 性 は 、 既 知 の 抗 原 に よ り 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 を 検 出 す る 、 又 は 既 知 の 特
異 性 活 性 化 リ ン パ 球 に よ り 特 異 性 抗 原 を 検 出 す る 方 法 を 確 立 し た こ と に あ る 。 そ の 各 種 の
抗 原 を 調 製 ・ 獲 得 す る 方 法 は 本 発 明 の 根 幹 内 容 で は な い 。 如 何 な る 方 法 で あ っ て も そ れ に
よ り 得 ら れ る 如 何 な る 形 式 の 抗 原 も 、 全 て 本 発 明 の 試 験 に 用 い る こ と が で き 、 且 つ 相 応 す
る 試 験 結 果 を 得 る こ と が で き る 。 異 な る 抗 原 で 検 出 す る こ と は 、 そ の 検 出 さ れ た 活 性 化 リ
ン パ 球 が 異 な る 特 異 性 を 有 す る こ と の み を 示 す 。 異 な る 抗 原 を 使 用 し て も 、 本 試 験 の 操 作
、 試 験 結 果 の 獲 得 、 及 び 陰 性 ／ 陽 性 の 判 定 に は 影 響 を 与 え な い 。 故 に 、 本 発 明 の 検 出 に 好
適 に 使 用 で き る 抗 原 は 多 い が 、 こ こ で は 、 数 個 の 実 施 例 に 限 定 し て 、 本 発 明 の 試 験 操 作 、
目 的 、 及 び 意 味 を 具 体 的 に 説 明 す る こ と に す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 活 性 化 リ ン パ 球 特 異 性
試 験 （ activated lymphocyte specifity assay(ALSA)） と 呼 ば れ 、 本 発 明 の 対 照 試 験 は 混
合 リ ン パ 球 培 養 （ mixed lymphocyte culture(MLC)） (Science 143,813-814,1964;Blood,2
3(1):108-116,1964)で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

　 以 下 に 、 本 発 明 の 目 的 、 意 義 を 詳 細 に 説 明 す る た め に 実 施 例 を 挙 げ る が 、 こ れ ら の 実 施
例 は 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い と い う こ と が 理 解 さ せ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
［ 実 施 例 1］ 本 発 明 方 法 の 確 立
　 一 方 向 混 合 リ ン パ 球 （ MLC） 培 養 方 法 に よ る 活 性 化 リ ン パ 球 の 調 製 ：
　 反 応 細 胞 と 刺 激 細 胞 は 、 そ れ ぞ れ 、 関 係 の な い 健 康 な 試 験 志 願 者 の 末 梢 血 に 由 来 し 、 前
記 志 願 者 の リ ン パ 球 は 、 市 販 の リ ン パ 球 分 離 液 で そ れ ら の 末 梢 血 を 分 離 し て 得 た も の で あ
る 。 刺 激 細 胞 （ そ の 細 胞 膜 上 に 発 現 し た HLA抗 原 を 刺 激 抗 原 と し て 、 反 応 細 胞 の 活 性 化 （
細 胞 活 性 を 増 強 す る ） 又 は ア ポ ト ー シ ス （ 細 胞 活 性 を 減 衰 す る ） を 刺 激 す る ） は 、 マ イ ト
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マ イ シ ン 25μ g/mlで 処 理 し 、 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し た 後 、 そ の 一 部 を 初 回 一 方 向 混 合 リ ン パ
球 培 養 に 用 い て 、 活 性 化 リ ン パ 球 を 調 製 し た ； 残 り の 一 部 は 、 通 常 の 細 胞 凍 結 保 存 方 法 で
－ 70℃ 未 満 の 温 度 下 で 凍 結 保 存 し 、 初 回 混 合 リ ン パ 球 培 養 に お け る 活 性 化 リ ン パ 球 に 再 刺
激 を 行 う こ と に 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 通 常 の 初 回 一 方 向 混 合 リ ン パ 球 培 養 を 4日 間 実 施 し た 後 、 活 性 化 さ れ た リ ン パ 球 と し て
反 応 細 胞 を 得 、 こ れ ら の 活 性 化 さ れ た リ ン パ 球 を 無 血 清 1640培 地 で 一 回 洗 浄 し て か ら 、 再
度 、 反 応 細 胞 と し て 本 発 明 と そ の 対 照 研 究 に 用 い た ； 本 発 明 と そ の 対 照 研 究 に お け る 刺 激
細 胞 と し て 、 上 述 の 凍 結 保 存 さ れ て い る 、 初 回 一 方 向 混 合 リ ン パ 球 反 応 に 用 い ら れ た 細 胞
を 使 用 し た 。 反 応 細 胞 と 刺 激 細 胞 は 、 全 て 、 10％ 牛 胎 児 血 清 （ FCS） を 含 む 1640培 養 液 に
て 2× 10 6 個 細 胞 /mlの 細 胞 懸 濁 液 と し た 。 精 製 さ れ た IL－ 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ neut
ralizational monoclonal antibody、 N-mAb） 5C9は 8mg/ml（ 第 四 軍 医 大 学 免 疫 教 室 よ り 購
入 ） で あ り 、 試 験 と 対 照 試 験 は 、 全 て 、 試 験 群 と 対 照 群 に 分 け ら れ た 。 実 際 に は 、 対 照 試
験 は 二 次 MLCで あ り 、 ALSA試 験 は 二 次 MLC試 験 系 統 に 15μ lの N-mAbを 添 加 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ALSA試 験 の グ ル ー プ ：
　 Bグ ル ー プ 、 試 験 群 ： 反 応 細 胞 100μ l+刺 激 細 胞 100μ l+15μ l　 N－ mAb；
　 Cグ ル ー プ 、 対 照 群 ： 反 応 細 胞 100μ l+10％ FCS　 1640培 養 液 100μ l+15μ l　 N－ mAb；
　 MLC試 験 の グ ル ー プ ：
　 Aグ ル ー プ 、 試 験 群 ： 反 応 細 胞 100μ l+刺 激 細 胞 100μ l；
　 Dグ ル ー プ 、 対 照 群 ： 反 応 細 胞 100μ l+10％ FCS　 1640培 養 液 100μ l；
【 ０ ０ ５ １ 】
　 細 胞 培 養 板 は 96ウ ェ ル の 丸 底 細 胞 培 養 板 で あ り 、 各 グ ル ー プ に 3個 の 二 重 ウ ェ ル を 割 り
当 て 、 全 て の ウ ェ ル に 反 応 細 胞 100μ lを 添 加 し た 。 更 に 、 二 つ の 試 験 グ ル ー プ に は 、 刺 激
細 胞 100μ lを 、 二 つ の 対 象 群 に は 、 刺 激 細 胞 に 代 え て 10％ FCS　 1640培 養 液 100μ lを 、 そ
れ ぞ れ 添 加 し た 。 ALSA試 験 の 二 つ の グ ル ー プ に は 、 各 ウ ェ ル に IL－ 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 15μ lを 添 加 し た 。 37℃ の CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 細 胞 培 養 板 を 置 き 20時 間 培 養 し た
後 、 各 ウ ェ ル に 10μ lの MTTを 添 加 し 、 引 き 続 き 1h培 養 し 、 倒 立 顕 微 鏡 で 結 果 を 観 察 し た 。
更 に 、 各 ウ ェ ル の 培 養 液 を 除 去 し 、 各 ウ ェ ル に ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 150μ lを 添 加 し て 青
紫 色 の 結 晶 物 質 を 充 分 に 溶 解 さ せ た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ リ ー ダ ー に て 各 ウ ェ ル に お け
る 550nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 注 ： 試 験 群 と 対 照 群 の 数 字 は 全 て 三 つ の 二 重 ウ ェ ル の 平 均 値 で あ る ； 抑 制 率 は 刺 激 細 胞
（ HLA抗 原 ） が 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 を 抑 制 し た 程 度 を 表 し て い る ； ALSA試 験 に お い て 、
各 ウ ェ ル に メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン （ methylprednisolone） と FK506を そ の 最 終 濃 度 が そ れ
ぞ れ 5μ g/mlと 0.125ｎ g/mlと な る よ う に 添 加 し た 。 MLC試 験 に お い て は 、 免 疫 抑 制 剤 を 使
用 し な か っ た 。 抑 制 率 ＝ （ 試 験 群 の 三 つ の 二 重 ウ ェ ル の OD550nmの 平 均 値 /対 照 群 の 三 つ の
二 重 ウ ェ ル の OD550nmの 平 均 値 ） × 100－ 1で 、 「 － 」 が 抑 制 を 、 「 +」 が 増 強 を 表 し て い る
。 以 下 同 様 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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　 ALSA試 験 と MLC試 験 に お い て 、 試 験 群 は 全 て 反 応 細 胞 と 同 量 の 刺 激 細 胞 を 添 加 し て お り
、 現 在 の 免 疫 学 理 論 に 従 え ば 、 MLC試 験 に お け る 試 験 群 の 細 胞 活 性 は 顕 著 に 増 強 さ れ て い
る は ず で あ り 、 少 な く と も 、 MTTに 対 す る 処 理 能 が 反 応 細 胞 の み を 含 有 し た 対 照 群 よ り も
低 く な い は ず で あ る 。 し か し な が ら 、 表 1か ら 分 か る 通 り 、 MLC試 験 結 果 は 増 強 又 は 減 衰 を
示 し て お り 、 安 定 し た 結 果 が 得 ら れ な か っ た ； 実 際 、 現 在 の 免 疫 学 分 野 に お い て は 、 MLC
を 用 い て 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 （ つ ま り 二 次 混 合 リ ン パ 球 培 養 ） を 検 出 す る 可 能 性 は 遍 く
否 定 さ れ て い る 、 即 ち 、 MLC方 法 は 活 性 化 リ ン パ 球 の 特 異 性 検 出 に は 好 適 な 方 法 で は な い
。 ALSA試 験 に お い て 、 試 験 群 の 細 胞 活 性 が 対 照 群 よ り も 明 ら か に 減 衰 し て お り 、 こ れ は ML
C試 験 に お い て 出 現 す べ き 結 果 と 全 く 逆 で 、 そ の 陽 性 結 果 は 抑 制 性 を 示 し て い る 、 即 ち 、
反 応 細 胞 中 に 対 応 す る 抗 原 に 活 性 化 さ れ た リ ン パ 球 が 存 在 す る 時 、 そ の 試 験 群 の 活 性 化 リ
ン パ 球 の 活 性 は 抑 制 を 示 し 、 そ の 対 照 群 よ り も 、 そ の 細 胞 活 性 が 顕 著 に 減 衰 し て い た 。 し
か も 、 異 な る 個 体 に 由 来 し た 細 胞 の 試 験 結 果 が 一 致 し て お り 、 こ れ は 該 方 法 が 安 定 し て い
る こ と を 示 し て い る 。 こ れ よ り 、 MLC試 験 系 に イ ン タ ー ロ イ キ ン 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 添 加 し 確 立 し た ALSA試 験 は 、 MLC試 験 と 関 係 は あ る が 、 そ の 反 応 系 に 添 加 し た 成 分 、 反
応 結 果 の 表 現 形 式 、 及 び そ の 結 果 の 意 義 等 が 全 て MLCと 異 な っ て お り 、 こ れ は ALSA試 験 が M
LC試 験 と は 完 全 に 異 な る 新 た な 試 験 方 法 に な っ た こ と を 示 し て い る 。 そ の 中 に 免 疫 抑 制 剤
を 使 用 す る 目 的 は 、 主 に 試 験 結 果 の 敏 感 性 、 安 定 性 、 及 び 再 現 可 能 性 を 向 上 す る こ と に あ
る が 、 拒 絶 反 応 が 強 い 場 合 に は 、 免 疫 抑 制 剤 を 添 加 し な く て も 比 較 的 良 い 結 果 を 得 る こ と
が で き る （ 実 施 例 ２ に お け る 表 ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 実 施 例 2． 移 植 拒 絶 反 応 の 診 断 へ の 本 発 明 方 法 の 応 用
　 1） 刺 激 細 胞 （ 検 出 用 HLA抗 原 の 細 胞 と し て ） の 調 製 ：
心 臓 移 植 時 に 、 無 菌 操 作 で ド ナ ー の 脾 臓 を 採 取 し 、 200メ ッ シ ュ の 研 磨 網 で 供 与 者 の 脾 臓
細 胞 を 磨 砕 し 、 そ れ を 無 血 清 1640培 養 液 （ GIBCO社 ） に て 二 回 洗 浄 （ 1500rpm） し 、 上 澄 み
液 を 捨 て 、 沈 降 物 を 無 血 清 1640培 養 液 で 約 １ × 10 8 個 細 胞 /mlの 細 胞 懸 濁 液 と し 、 通 常 の ヒ
ト リ ン パ 球 分 離 液 （ GIBCO社 ） で 単 核 細 胞 を 分 離 し 、 そ れ を 遠 心 機 （ 2000rpm） で 20分 間 遠
心 分 離 し 、 分 離 液 と 1640培 養 液 界 面 上 に あ る 細 胞 層 細 胞 を 吸 取 し て 他 の 無 菌 遠 心 管 に 移 入
し 、 無 血 清 1640培 養 液 に て 二 回 遠 心 ・ 洗 浄 （ そ れ ぞ れ 1500rpm、 1000rpm） し 、 上 澄 み 液 を
捨 て （ 赤 血 球 が あ れ ば 、 37～ 40℃ の 0.83％ NH 4 Cl溶 液 で 懸 濁 さ せ 、 37～ 40℃ の 水 浴 で 10分
間 処 理 し 、 そ の 後 、 無 血 清 1640培 養 液 で 二 回 遠 心 ・ 洗 浄 （ 1000rpm） す る ） 、 沈 降 物 を マ
イ ト マ イ シ ン （ Sigma社 ） 25μ g/mlを 含 む 無 血 清 1640培 養 液 で 約 １ × 10 7 個 細 胞 /mlの 細 胞
懸 濁 液 と し 、 37℃ の 水 浴 で 40分 間 作 用 さ せ 、 1000rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み 液 を 捨
て 、 沈 降 し た 細 胞 を 無 血 清 1640培 養 液 で 三 回 遠 心 ・ 洗 浄 （ 1000rpm） し 、 沈 降 物 を 細 胞 凍
結 保 存 液 （ 『 実 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 技 術 』 （ 徐 志 凱 編 集 、 陝 西 科 学 出 版 社 発 行 、 1992年
初 版 ） に お け る 処 方 に 従 っ て 製 造 し た ） で 約 2× 10 7 個 細 胞 /mlの 細 胞 懸 濁 液 と し 、 凍 結 保
存 管 内 に 分 注 し 、 － 70℃ の 冷 蔵 庫 又 は 液 体 窒 素 で 凍 結 保 存 し て 将 来 の 使 用 に 備 え た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 2） イ ン タ ー ロ イ キ ン 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 第 四 軍 医 大 学 免 疫 教 室 で 生 産 ） を 精 製
し 、 無 血 清 1640培 養 液 又 は PBS溶 液 で 6mg/mlと な る よ う に 配 合 し 、 デ イ ス ポ ー ザ ブ ル 注 射
針 フ ィ ル タ ー で 除 菌 後 、 凍 結 保 存 管 内 に 分 注 し 、 － 20℃ で 凍 結 保 存 し て 将 来 の 使 用 に 備 え
た ； テ ト ラ ゾ ー ル 塩 （ MTT、 Sigmaの 製 品 ） を 生 理 食 塩 水 で 5mg/mlの 使 用 液 と し 、 デ イ ス ポ
ー ザ ブ ル 注 射 針 フ ィ ル タ ー で 除 菌 後 、 凍 結 保 存 管 内 に 分 注 し 、 － 20℃ で 凍 結 保 存 し て 将 来
の 使 用 に 備 え た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 3） 反 応 細 胞 （ 活 性 化 リ ン パ 球 を 含 む 可 能 性 が あ る 被 検 単 核 細 胞 ） の 調 製 ：
　 心 臓 移 植 ６ ヶ 月 後 （ 一 般 的 に 、 心 臓 移 植 5日 後 に 定 期 的 検 査 を 開 始 す る 。 ま た 拒 絶 反 応
が あ る と 疑 わ れ た 時 に も 行 わ れ て よ い ） に 、 生 検 で 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い な い と 確 認 さ れ
た レ シ ピ エ ン ト と 、 生 検 で 一 級 及 び 三 級 拒 絶 反 応 が 発 生 し た と 確 認 さ れ た レ シ ピ エ ン ト の
静 脈 血 5～ 20mlを そ れ ぞ れ 採 取 し た 。 こ れ と は 別 に 、 心 臓 移 植 を 行 わ な か っ た 正 常 者 の 末
梢 血 10mlを 採 取 し た 。 上 述 の 方 法 に 従 っ て 、 そ れ ら の 単 核 細 胞 を そ れ ぞ れ 分 離 し 、 ド ナ ー
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抗 原 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 を 含 む で あ ろ う 反 応 細 胞 と し 、 移 植 を 受 け て い な い 正 常 者 に 由
来 す る 単 核 細 胞 を 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 を 含 ま な い 反 応 細 胞 で あ る と し て 陰 性 対 照 試 験 （
そ の 試 験 の 刺 激 細 胞 は 前 記 の い ず れ か の 移 植 患 者 か ら の ド ナ ー 細 胞 で あ る ） を 行 っ た ； 無
血 清 1640培 養 液 で 二 回 遠 心 ・ 洗 浄 し 、 沈 降 物 を 20％ 牛 胎 児 血 清 （ GIBCO社 ） を 含 む 1640培
養 液 （ そ の 中 に 、 1ml当 た り 0.125ngの FK506（ 商 品 名 　 プ ロ グ ラ フ 、 ア イ ル ラ ン ド 藤 沢 薬
品 社 製 、 Fujisawa　 Ireland　 Limited） 、 及 び 5μ gの メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン （ ベ ル ギ ー フ
ァ ル マ シ ア ・ ア ッ プ ジ ョ ン 社 製 、 Pharmacia　 ＆ 　 Upjohn） を 含 む ） で 約 2× 10６ 個 細 胞 /m
lの 細 胞 懸 濁 液 と し 、 使 用 ま で 置 い た 。 反 応 細 胞 を 製 造 す る と 同 時 に 、 凍 結 保 存 し て お い
た ド ナ ー の 脾 臓 細 胞 を 蘇 生 さ せ 、 そ れ を 無 血 清 1640培 養 液 で 一 回 遠 心 ・ 洗 浄 （ 1000rpm）
し 、 沈 降 物 を 、 前 記 の 20％ 牛 胎 児 血 清 と 免 疫 抑 制 剤 を 含 む 1640培 養 液 に て 約 2× 10６ 個 細
胞 /mlの 細 胞 懸 濁 液 と し 、 こ れ を 刺 激 細 胞 （ 供 与 者 HLA抗 原 を 含 む ） と し て 、 使 用 ま で 置 い
た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 4） ド ナ ー 細 胞 （ 刺 激 細 胞 ） 、 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 （ 反 応 細 胞 ） 、 IL－ 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 96ウ ェ ル 丸 底 細 胞 培 養 板 に 添 加 し た 。 グ ル ー プ 分 け 及 び 用 量 は 下 記 の 通 り で あ る
；
　 Aグ ル ー プ ： 反 応 細 胞 100μ l+刺 激 細 胞 100μ l；
　 Bグ ル ー プ ： 反 応 細 胞 100μ l+刺 激 細 胞 100μ l +IL－ 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 15μ l；
　 Cグ ル ー プ ： 反 応 細 胞 100μ l +IL－ 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 15μ l +細 胞 希 釈 用 1640培
養 液 100μ l；
　 Dグ ル ー プ ： 反 応 細 胞 100μ l+細 胞 希 釈 用 1640培 養 液 100μ l。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 グ ル ー プ 毎 に 3個 の 二 重 ウ ェ ル を 割 り 当 て た 。 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 添 加 し た グ ル ー プ 、 即 ち Bグ ル ー プ と Cグ ル ー プ は そ れ ぞ れ ALSA試 験 の 試 験 群 と 対 照 群
で あ り 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し な か っ た グ ル ー プ 、 即 ち Aグ
ル ー プ と Dグ ル ー プ は そ れ ぞ れ MLC試 験 の 試 験 群 と 対 照 群 で あ る 。 陰 性 対 照 試 験 の 刺 激 細 胞
は 前 記 の 心 臓 移 植 患 者 の い ず れ か か ら の ド ナ ー 細 胞 で あ り 、 反 応 細 胞 は 心 臓 移 植 が 行 わ れ
て い な い 正 常 者 の 末 梢 血 の 単 核 細 胞 に 由 来 す る も の で あ る 。 前 記 の 操 作 が 完 了 し た 後 に 、
培 養 板 を 37℃ の CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 置 き 、 培 養 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 5） MTT発 色 法 で の 発 色 試 験 の 結 果 ：
　 前 記 細 胞 を 20h培 養 し た 後 に 各 ウ ェ ル に MTT　 10μ lを 添 加 し 、 引 き 続 き 1h培 養 し た 後 、
倒 立 顕 微 鏡 で 直 接 各 ウ ェ ル の 黄 色 い 可 溶 性 MTTか ら 転 化 し た 青 紫 色 の ホ ル マ ザ ン 類 (formaz
ane)結 晶 物 質 の 量 を 観 察 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ま た 、 検 出 は 比 色 法 に て 行 う こ と も で き る ： ま ず 各 ウ ェ ル の 培 養 液 を 除 去 し 、 各 ウ ェ ル
に ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） 150μ lを 添 加 し 、 5分 間 軽 く 振 と う し 、 ホ ル マ ザ ン 類 結
晶 物 質 を 充 分 に 溶 解 さ せ て か ら 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 を
測 定 し た （ リ フ ァ レ ン ス 波 長 の 範 囲 ： 550nm） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 A、 倒 立 顕 微 鏡 で 直 接 観 察 し た 結 果 を 図 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ （ 各 図 の マ ー ク A、 B、 C、 Dは グ
ル ー プ 名 と 一 致 し て い る 、 例 え ば Aは Aグ ル ー プ で あ る ） に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 １ は 、 反 応 細 胞 が 、 な に も 臓 器 移 植 が な さ れ て い な い 正 常 者 に 由 来 す る ALSA試 験 と ML
C試 験 に お け る 結 果 を 倒 立 顕 微 鏡 で 直 接 観 察 し た 写 真 （ 10× 4） で あ る 。 図 1か ら 分 か る よ
う に 、 ALSAの 試 験 群 （ 図 1B） と 対 照 群 （ 図 1C） の 結 果 、 MLC試 験 の 試 験 群 （ 図 1A） と 対 照
群 （ 図 1D） の 結 果 に は 両 者 共 に 明 瞭 な 差 異 が な く 、 反 応 細 胞 中 に は 、 刺 激 細 胞 が 持 っ て い
る HLA抗 原 に 対 応 す る 活 性 化 リ ン パ 球 が な い こ と を 示 し て い る 。 然 し 、 ALSA試 験 の 対 照 群
の 細 胞 活 性 は MLC試 験 の 対 照 群 の 細 胞 活 性 よ り も 明 ら か に 減 衰 し て お り 、 イ ン タ ー ロ イ キ
ン 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 細 胞 活 性 を 抑 制 す る 作 用 を 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 2は 、 生 検 で 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い な い と 確 認 さ れ た 心 臓 移 植 患 者 の ALSA試 験 と MLC試
験 に お け る 結 果 を 倒 立 顕 微 鏡 で 直 接 観 察 し た 写 真 （ 10× 10） で あ る 。 ALSA試 験 の 試 験 群 （
図 2B） の 結 果 は 対 照 群 （ 図 2C） の 結 果 よ り も 明 ら か に 減 衰 し て お ら ず 、 反 応 細 胞 中 に 、 刺
激 細 胞 （ ド ナ ー 細 胞 ） が 持 っ て い る HLA抗 原 に 対 応 す る 活 性 化 リ ン パ 球 が な い こ と を 示 し
て い る 、 即 ち レ シ ピ エ ン ト が ド ナ ー 細 胞 を 攻 撃 す る 免 疫 反 応 が 出 現 し て い な い こ と を 示 し
て お り 、 生 検 結 果 と 一 致 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 図 3は 、 生 検 で 一 級 拒 絶 反 応 （ first degree rejection） が 発 生 し て い る と 確 認 さ れ た
心 臓 移 植 患 者 の ALSA試 験 と MLC試 験 に お け る 結 果 を 倒 立 顕 微 鏡 で 観 察 し た 写 真 （ 10× 4） で
あ る 。 左 側 の 二 つ の 写 真 は 、 ALSA試 験 の 試 験 群 （ 図 3B） と 対 照 群 （ 図 3C） の 試 験 結 果 を 示
し ； 右 側 の 二 つ の 写 真 は 、 対 照 試 験 MLC試 験 の 試 験 群 （ 図 3A） と 対 照 群 （ 図 3D） の 試 験 結
果 を 示 し て い る 。 ALSA試 験 の 試 験 群 細 胞 活 性 は そ の 対 照 群 よ り も 明 ら か に 減 衰 し て お り 、
反 応 細 胞 （ レ シ ピ エ ン ト 細 胞 ） 中 に 、 刺 激 細 胞 （ ド ナ ー 細 胞 ） が 持 っ て い る HLA抗 原 に 対
応 す る 活 性 化 リ ン パ 球 が あ る こ と を 示 し て い る 、 即 ち レ シ ピ エ ン ト が す で に ド ナ ー 細 胞 を
攻 撃 す る 免 疫 反 応 を 起 動 し て い る こ と を 示 し て お り 、 生 検 結 果 と 一 致 し て い る 。 MLC試 験
の 試 験 群 と 対 照 群 の 細 胞 活 性 に は 明 ら か な 差 異 が な く 、 MLC試 験 は 臓 器 移 植 の 拒 絶 反 応 の
診 断 法 と し て 好 適 で は な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 図 4は 、 生 検 で 三 級 拒 絶 反 応 （ third degree rejection） が 発 生 し て い る と 確 認 さ れ た
患 者 の ALSA試 験 と MLC試 験 に お け る 結 果 を 倒 立 顕 微 鏡 で 観 察 し た 写 真 （ 10× 10） で あ る 。
左 側 の 二 つ の 写 真 は 、 ALSA試 験 の 試 験 群 （ 図 4B） と 対 照 群 （ 図 4C） の 試 験 結 果 を 示 し ； 右
側 の 二 つ の 写 真 は 、 対 照 試 験 MLC試 験 の 試 験 群 （ 図 4A） と 対 照 群 （ 図 4D） の 試 験 結 果 を 示
し て い る 。 図 か ら 見 る と 、 ALSA試 験 の 試 験 群 の 細 胞 活 性 は 全 体 的 に 抑 制 さ れ て い る が （ 図
4B） 、 そ の 対 照 群 （ 図 4C） の 細 胞 活 性 は 依 然 と し て か な り 強 く 、 反 応 細 胞 （ レ シ ピ エ ン ト
細 胞 ） 中 に 、 刺 激 細 胞 （ ド ナ ー 細 胞 ） が 持 っ て い る HLA抗 原 に 対 応 す る 活 性 化 リ ン パ 球 が
あ る こ と 、 即 ち レ シ ピ エ ン ト が す で に ド ナ ー 細 胞 を 攻 撃 す る 免 疫 反 応 を 起 動 し て い る こ と
を 示 し て い る 。 そ の MLC試 験 の 試 験 群 の 細 胞 活 性 は 対 照 群 よ り も 明 ら か に 減 衰 し て お り （
図 4A） 、 こ の 現 象 は 反 応 細 胞 中 に 、 そ の ド ナ ー の 抗 原 に 対 す る 活 性 化 リ ン パ 球 が か な り 多
い こ と を 示 し て い る ； こ れ は 一 級 拒 絶 反 応 の 場 合 （ 図 3参 照 ） に は 前 記 の よ う な 現 象 の 出
現 が か な り 少 な い か ら で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 上 述 の 結 果 か ら 、 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い る 場 合 、 ALSAの 試 験 群 の 細 胞 活 性 は そ の 対 照 群
よ り も 明 ら か に 減 衰 し て い る （ 図 3B、 C； 図 4B、 C） 。 図 3B、 図 4Bは 、 ホ ル マ ザ ン 類 結 晶 物
質 の 産 生 を 示 し て お ら ず 、 レ シ ピ エ ン ト の 単 核 細 胞 中 に す で に ド ナ ー 細 胞 に 発 現 さ れ た HL
A抗 原 が 活 性 化 し た リ ン パ 球 が 存 在 し て い る こ と 、 即 ち レ シ ピ エ ン ト が す で に ド ナ ー HLA抗
原 に 対 す る 免 疫 反 応 を 起 動 し た こ と を 示 し て い る 。 生 検 に よ り 、 患 者 に 一 級 及 び 三 級 拒 絶
反 応 が そ れ ぞ れ 発 生 し て い る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 MLCの 試 験 群 と 対 照 群 の 結 果 は 、 あ
る と き に は 差 異 が あ り （ 図 3A、 3D） 、 あ る と き に は な く （ 図 4A、 4D） と 、 結 果 の 変 動 が か
な り 大 き く 、 該 方 法 は 活 性 化 リ ン パ 球 の 検 出 と 臓 器 移 植 の 拒 絶 反 応 の 診 断 に 対 す る 好 適 な
方 法 で は な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い な い 時 に は 、 ALSA試 験 の 試 験 群 及 び 対 照 群 の 細 胞 活 性 は 、 MLC試
験 の 試 験 群 及 び 対 照 群 よ り も 減 衰 し て い る （ 図 1B、 1C） が 、 ALSA試 験 の 試 験 群 と 対 照 群 と
の 間 の 細 胞 活 性 に は 明 ら か な 差 異 が な い （ 図 1B、 1C； 図 2B、 2C） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 B、 比 色 法 に よ る 検 出 ：
　 ALSA試 験 の 結 果 は 、 倒 立 顕 微 鏡 で の 直 接 観 察 の 外 、 比 色 法 に よ っ て も 示 す こ と が で き る
。 ま ず 各 ウ ェ ル の 培 養 液 を 除 去 し 、 各 ウ ェ ル に ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） 150μ lを 添
加 し 、 5分 間 軽 く 振 と う し 、 ホ ル マ ザ ン 類 結 晶 物 質 を 充 分 に 溶 解 し て か ら 、 マ イ ク ロ プ レ
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ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 測 定 し た （ リ フ ァ レ ン ス 波 長 ： 550nm） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 生 検 で 一 級 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い る と 確 認 さ れ た レ シ ピ エ ン ト の 静 脈 血 を 採 取 し 、 被 検
リ ン パ 球 を 調 製 し 、 前 記 の ス テ ッ プ １ ） ～ ４ ） を 繰 り 返 し て 、 そ の 中 の 刺 激 細 胞 の 濃 度 を
変 化 さ せ 、 比 色 法 で 測 定 し て 得 た 試 験 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
注 ： 表 1に 同 じ 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 表 ２ の 結 果 は 、 ALSA試 験 の 試 験 群 の 細 胞 活 性 が そ の 対 照 群 よ り も 明 ら か に 減 衰 し て お り
、 そ の 反 応 細 胞 中 に ド ナ ー HLA抗 原 が 活 性 化 し た リ ン パ 球 が 存 在 し て い る こ と を 示 し て い
る 、 即 ち レ シ ピ エ ン ト が す で に ド ナ ー 器 官 を 攻 撃 す る 免 疫 反 応 を 起 動 し て い る こ と を 示 し
て お り 、 こ れ は 生 検 の 結 果 と 一 致 し て い る 。 ALSA試 験 の 刺 激 細 胞 の 濃 度 は 10 6 ～ 10 2 /mlの
範 囲 に あ っ て よ い 、 即 ち こ の よ う な 範 囲 に あ る 刺 激 細 胞 濃 度 が 、 反 応 細 胞 中 に 抗 原 に 対 応
す る 活 性 化 リ ン パ 球 が 存 在 す る か 否 か の 検 出 に 用 い ら れ 得 る 。 刺 激 細 胞 の 濃 度 が 10 2 /mlよ
り も 少 な い と 、 反 応 細 胞 中 に 抗 原 に 対 応 す る 活 性 化 リ ン パ 球 が 存 在 す る か 否 か 検 出 で き な
い 、 即 ち 拒 絶 反 応 の 診 断 に 用 い る こ と が で き な い 。 つ ま り 、 活 性 化 リ ン パ 球 を 検 出 す る 際
に は 、 検 出 用 抗 原 が 一 定 の 濃 度 に 達 し て い る べ き で あ り 、 少 な 過 ぎ る 場 合 に は 、 偽 陰 性 （
表 2、 刺 激 細 胞 の 濃 度 が 10１ /mlと 10０ /mlで あ る 時 の 結 果 が 生 検 結 果 と 一 致 し な い ） が 出
現 し 、 正 確 な 試 験 結 果 を 得 る こ と が で き な い 。 表 2か ら 、 刺 激 細 胞 の 濃 度 が そ れ ぞ れ 10６ /
mlと 10 2 /mlで あ る 時 に 、 抑 制 作 用 が 最 も 強 く 、 そ れ ぞ れ － 39％ と － 29％ で あ り 、 こ れ は 、
文 献 （ Annu.Rev.Immunol.1999,17:221-3） に 記 載 の 、 抗 原 が 多 過 ぎ る 又 は 少 な 過 ぎ る 場 合
に 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 の 能 動 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と に 寄 与 す る と い う 結 論 を 更 に
証 明 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 生 検 で 一 級 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い る と 確 認 さ れ た レ シ ピ エ ン ト の 静 脈 血 を 採 取 し て 被 検
リ ン パ 球 を 調 製 し 、 前 記 の ス テ ッ プ １ ） ～ ４ ） を 繰 り 返 し て 異 な る 細 胞 の 培 養 時 間 に お け
る 試 験 結 果 を 観 察 し 、 比 色 法 で 測 定 し て 得 た 試 験 結 果 を 表 3に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 注 ： 表 1と 同 じ 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 表 3の 動 態 観 察 結 果 は 、 ALSA試 験 の 試 験 群 の 細 胞 活 性 は 、 そ の 対 照 群 よ り も 、 細 胞 培 養 2
時 間 後 に 明 ら か に 減 衰 し て お り 、 そ の 反 応 細 胞 中 に ド ナ ー HLA抗 原 が 活 性 化 し た リ ン パ 球
（ こ れ ま で 繰 り 返 し 説 明 し て き た よ う に 、 ALSA試 験 群 の 細 胞 活 性 が そ の 対 照 群 よ り も 明 ら
か に 低 い 場 合 、 反 応 細 胞 中 に 刺 激 細 胞 が 持 っ て い る HLA抗 原 に 特 異 的 に 対 応 す る 活 性 化 リ
ン パ 球 が あ る こ と を 示 し て い る ） が 存 在 し て い る こ と を 示 し て い る 、 即 ち レ シ ピ エ ン ト が
す で に ド ナ ー 器 官 を 攻 撃 す る 免 疫 反 応 を 起 動 し て い る こ と を 示 し て お り 、 こ れ は 生 検 の 結
果 と 一 致 し て い る ； 細 胞 培 養 7時 間 後 に 最 大 の 抑 制 作 用 が 発 生 し て お り 、 そ の 抑 制 率 は 74
％ に 達 し て い る 。 同 時 に 、 該 結 果 は 、 ALSA試 験 方 法 を 臨 床 検 出 に 応 用 す る と 、 そ の わ ず か
2時 間 後 に は 生 検 の 結 果 と 一 致 す る 試 験 結 果 を 安 定 し 得 ら れ る こ と を 示 し て お り 、 そ の 、
高 速 に 検 出 で き る と い う 特 徴 を 表 し て い る 。 反 対 に 、 表 3に お け る MLCの 試 験 結 果 は 、 と き
に は 増 強 し 、 と き に は 減 衰 し た り し て 、 安 定 し た 試 験 結 果 を 得 る こ と が 出 来 ず 、 更 に そ れ
は 活 性 化 リ ン パ 球 の 検 出 に 用 い る べ き で は な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 前 記 の ス テ ッ プ 1） ～ 4） を 繰 り 返 し 、 異 な る 拒 絶 反 応 が 発 生 し た 個 体 に 対 し て 検 出 を 行
い 、 上 述 の 比 色 法 で 検 出 し た 結 果 を 表 ４ に 示 す 。 そ の 中 で 、 マ ー ク “ *” を 付 し た グ ル ー
プ の ALSA試 験 と MLC試 験 で は 全 て 免 疫 抑 制 剤 が 使 用 さ れ て い な い 。 、 そ の 結 果 は 、 72時 間
細 胞 培 養 し た 後 に MTTを 添 加 し た 結 果 を 観 察 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 表 ４ の 結 果 か ら 、 ALSA試 験 方 法 は 、 臨 床 上 に お け る 拒 絶 反 応 の 診 断 に お け る 生 検 結 果 と
よ く 一 致 し て お り 、 生 検 で の 拒 絶 反 応 の グ レ ー ド （ 級 数 ） と 本 発 明 方 法 の 結 果 （ 抑 制 率 ）
と は ま る で 特 定 の 関 係 が あ る よ う で あ る 、 即 ち 、 拒 絶 反 応 が 強 い ほ ど 、 抑 制 率 が 高 い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 方 法 に て 、 心 臓 移 植 患 者 15ケ ー ス に 追 跡 監 視 を 100人 ・ 回 あ ま り 行 っ た 。 対 照 生 検 を の
べ 56ケ ー ス 行 っ た 。 本 試 験 の 検 出 結 果 で は 、 陽 性 が の べ 29ケ ー ス で 、 そ の 中 で 生 検 で 拒 絶
反 応 症 状 が な い と 確 認 さ れ た も の が の べ 18ケ ー ス で あ る 。 そ の 18ケ ー ス の 内 、 4ケ ー ス が I
II級 拒 絶 反 応 （ III degree rejection） で あ り 、 5ケ ー ス が II級 拒 絶 反 応 （ II degree rej
ection） で 、 9ケ ー ス が I級 拒 絶 反 応 （ I degree rejection） で あ っ た 。 他 の 陽 性 11ケ ー ス
に つ い て は 、 生 検 結 果 が 不 正 常 で あ っ た が 、 I級 拒 絶 反 応 の 診 断 基 準 に 到 達 し て い な か っ
た も の と 考 え ら れ る 。 本 試 験 の 検 出 結 果 が 陰 性 で あ る と さ れ た も の が の べ 27ケ ー ス あ っ た
が 、 そ れ ら の 生 検 結 果 は 全 て 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 両 者 の 試 験 結 果 の 間 の 一 致 性 は 80.3％ 、 特 異 性 は 71％ 、 敏 感 性 は 100％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 表 １ 、 2、 3、 4及 び 図 １ 、 2、 3、 4の 結 果 か ら 、 ALSA方 法 に て 得 ら れ た 結 果 は 、 非 常 に 客
観 的 な も の で あ り 、 明 確 で 、 疑 義 が な く 、 し か も 簡 便 で 、 高 速 で 、 標 準 化 に 便 利 な も の で
あ る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 上 述 の 通 り 、 拒 絶 反 応 の 発 生 は り ん ぱ 球 の 活 性 化 か ら 開 始 さ れ る の で 、 活 性 化 リ ン パ 球
の 出 現 は 病 理 変 化 よ り も 早 い は ず で あ る 。 本 方 法 は 主 に 患 者 の 末 梢 血 に ド ナ ー 抗 原 特 異 性
の 活 性 化 リ ン パ 球 が あ る か 否 か の 検 出 に 重 き を 置 い て い る の で 、 本 試 験 の 結 果 は 生 検 病 理
変 化 よ り も 早 い 可 能 性 が あ り 、 こ れ は 試 験 に お い て い わ ゆ る 偽 陽 性 が 出 現 し た 理 由 と な っ
て い る 可 能 性 が あ る 。 表 中 の 11ケ ー ス の 偽 陽 性 結 果 の 生 検 切 片 か ら 、 I級 拒 絶 反 応 の 診 断
基 準 に 到 達 し て い な く て も 、 全 く 正 常 で は な い と は 言 え ず 、 逆 に 言 え ば 、 生 検 自 身 の 不 十
分 な 結 果 を 示 し て い る と 考 え ら れ る 。 つ ま り 、 本 発 明 の 特 異 性 の 低 さ は 、 そ の 敏 感 性 が 高
い こ と に よ る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 テ ス ト 結 果 の 説 明 ： 各 心 臓 移 植 患 者 に 動 態 監 視 を 行 い 、 そ の 監 視 結 果 と 生 検 病 理 結 果 と
の 比 較 検 討 を 行 っ た 。
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　 真 陽 性 （ TP） ： 本 方 法 に て 陽 性 で 、 生 検 で は I級 以 上 の 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い た 。
　 真 陰 性 （ TN） ： 本 方 法 に て 陰 性 で 、 生 検 で も 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い な か っ た 。
　 偽 陽 性 （ FP） ： 本 方 法 に て 陽 性 で 、 生 検 で は 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い な か っ た 。
　 偽 陰 性 （ FN） ： 本 方 法 に て 陰 性 で 、 生 検 で は I級 以 上 の 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い た 。
　 一 致 性 ＝ （ TP＋ TN） /(TP＋ TN＋ FP＋ FN)
　 特 異 性 ＝ （ TN） /(TN＋ FP)
　 敏 感 性 ＝ （ TP） /(TP＋ FN)
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 前 記 の 手 続 き に 従 い 、 100回 あ ま り の ALSA試 験 、 MLC試 験 の 結 果 、 及 び 数 十 回 の 生 検 結 果
と の 対 比 よ り 、 本 試 験 が 拒 絶 反 応 の 診 断 に 用 い ら れ る 結 果 判 定 基 準 を 以 下 の よ う に ま と め
た ：
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 II． マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で の 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 の 測 定
　 2時 間 細 胞 培 養 し た 後 、 MTTを 添 加 （ 10μ l/各 ウ ェ ル ） し 、 引 き 続 き 0.5～ 1.5時 間 培 養 し
た 後 、 各 ウ ェ ル の 培 養 液 を 吸 引 し て 捨 て 、 各 ウ ェ ル に ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） 150
μ lを 添 加 し 、 5分 間 軽 く 振 と う し 、 ホ ル マ ザ ン 類 結 晶 物 質 を 充 分 に 溶 解 さ せ て か ら 、 マ イ
ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 （ リ フ ァ レ ン ス 波 長 ： 550nm） を 測 定 す
る 。 150μ lの ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） の み を 添 加 し た 無 細 胞 ウ ェ ル を 零 点 調 整 ウ ェ
ル と す る 。 抑 制 率 で 判 定 す る ：
　 － 10％ よ り 大 き い 場 合 ： 陽 性
　 － 1～ － 10％ の 場 合 ： 擬 陽 性 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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　 実 施 例 3． B型 脳 炎 ウ ィ ル ス に 感 染 さ れ た 患 者 の 診 断
　 B型 脳 炎 ウ ィ ル ス 特 異 性 刺 激 抗 原 の 調 製 ：
　 文 献 （ 第 四 軍 医 大 学 学 報 、 1984年 Vol.5, No.4, 251～ 254； Journal of Medical Colleg
es of PLA 1986,1(4):356-362） を 参 照 し て 、 精 製 し た B型 脳 炎 ウ ィ ル ス を 調 製 し 、 10％ ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド を 添 加 し て 固 定 し 、 4℃ で オ ー バ ー ナ イ ト （ 約 12時 間 ） し 、 4回 に て 、 遠 心
・ 濃 縮 し 、 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 紫 外 線 分 光 光 度 計 で タ ン パ ク 質 の 含 有 量 を 測 定 し 、 凍 結
保 存 管 に 分 注 し て 凍 結 乾 燥 し 、 － 70℃ の 冷 蔵 庫 中 に 凍 結 保 存 し て 使 用 ま で 置 い た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 精 製 し た イ ン タ ー ロ イ キ ン － 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び テ ト ラ ゾ ー ル 塩 （ MTT） の 調
製 は 実 施 例 2の 通 り 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 被 検 単 核 細 胞 の 調 製 ：
　 確 診 さ れ た 高 熱 期 の B型 脳 炎 患 者 の 静 脈 血 を 5～ 10ml採 取 し 、 実 施 例 2の 方 法 に 従 っ て 、
単 核 細 胞 を 分 離 し 、 無 血 清 1640培 養 液 で 2回 洗 浄 し 、 沈 降 物 を 20％ 牛 胎 児 血 清 を 含 む 1640
培 養 液 （ そ の 中 に 、 1ml当 た り 0.125ngの FK506、 及 び 5μ gの メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン を 含 む
） で 、 約 2× 10６ 個 細 胞 /mlの 細 胞 懸 濁 液 と し 、 使 用 ま で 置 い た 。 被 検 単 核 細 胞 を 調 製 す る
と 同 時 に 、 凍 結 保 存 し て お い た B型 脳 炎 ウ ィ ル ス を 取 り 出 し 、 20％ 牛 胎 児 血 清 （ GIBCO社 ）
を 含 む 1640培 養 液 （ そ の 中 に 、 1ml当 た り 0.125ngの FK506、 及 び 5μ gの メ チ ル プ レ ド ニ ゾ
ロ ン を 含 む ） で 、 ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 濃 度 が 約 3mg/mlで あ る ウ ィ ル ス 懸 濁 液 を 調 製 し 、 使
用 ま で 置 い た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 患 者 被 検 単 核 細 胞 懸 濁 液 、 ウ ィ ル ス 懸 濁 液 、 IL- 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 96ウ ェ ル
丸 底 細 胞 培 養 板 に そ れ ぞ れ 添 加 し た 。 グ ル ー プ 及 び 用 量 は 下 記 の 通 り ；
　 試 験 群 ： 患 者 被 検 細 胞 100μ l+ウ ィ ル ス 懸 濁 液 100μ l+ IL- 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 35
μ l；
　 対 照 群 ： 患 者 被 検 細 胞 100μ l+ IL- 2中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 35μ l+細 胞 希 釈 用 1640培
養 液 100μ l。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 群 毎 に 3個 の 二 重 ウ ェ ル を 設 け た 。 前 記 の 操 作 が 完 了 し た 後 、 培 養 板 を 37℃ の CO 2 イ ン キ
ュ ベ ー タ ー 中 に 置 き 培 養 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 MTT発 色 法 ： 前 記 細 胞 を 7h培 養 し た 後 、 各 ウ ェ ル に MTT　 5μ lを 添 加 し 、 引 き 続 き 1h培 養
し た 後 、 各 ウ ェ ル の 培 養 液 を 除 去 し 、 各 ウ ェ ル に ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） 100μ lを
添 加 し 、 5分 間 軽 く 振 と う し 、 ホ ル マ ザ ン 類 結 晶 物 質 を 充 分 に 溶 解 さ せ て か ら 、 上 述 と 同
様 に し て 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 を
表 6に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 注 ： 試 験 群 と 対 照 群 の 数 字 は 全 て 三 つ の 二 重 ウ ェ ル の 平 均 値 で あ る ； 抑 制 率 は 、 B型 脳
炎 ウ ィ ル ス 抗 原 が そ の 特 異 性 活 性 化 リ ン パ 球 を 抑 制 す る 程 度 を 表 し て い る ； ALSA試 験 に お
い て 、 各 ウ ェ ル に メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン と FK506を 添 加 し た 。 そ の 最 終 濃 度 は 、 そ れ ぞ れ 5
μ g/mlと 0.125ng/mlで あ る 。
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【 ０ ０ ９ ４ 】
　 表 か ら 、 そ の B型 脳 炎 ウ ィ ル ス 抗 原 の 被 検 単 核 細 胞 に 対 す る 抑 制 作 用 は 、 そ れ ぞ れ 64％
と 47％ に 達 し 、 そ の 反 応 細 胞 中 、 に 大 量 の B型 脳 炎 ウ ィ ル ス 抗 原 に 対 応 す る リ ン パ 球 が 存
在 し て い る こ と 、 即 ち 最 近 患 者 が B型 脳 炎 ウ ィ ル ス に 感 染 さ れ た こ と が あ る 、 又 は B型 脳 炎
ワ ク チ ン を 接 種 し た こ と が あ る こ と を 示 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 臓 器 移 植 が な に も な さ れ て い な い 正 常 者 か ら の 反 応 細 胞 を 用 い た ALSA試
験 と MLC試 験 に お け る 結 果 を 倒 立 顕 微 鏡 で 直 接 観 察 し た 写 真 （ 10× 4） で あ る 。 該 試 験 は 陰
性 対 照 試 験 （ 反 応 細 胞 に HLA抗 原 に 対 す る 活 性 化 リ ン パ 球 が な に も な い ） で あ り 、 左 側 の
二 つ の 写 真 は 、 ALSA試 験 の 試 験 群 （ 図 1B） と 対 照 群 （ 図 1C） の 試 験 結 果 を 示 し ； 右 側 の 二
つ の 写 真 は 、 対 照 試 験 MLC試 験 の 試 験 群 （ 図 1A） と 対 照 群 （ 図 1D） の 試 験 結 果 を 示 し て い
る 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 生 検 で 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い な い と 確 認 さ れ た 心 臓 移 植 患 者 の ALSA試 験
と MLC試 験 に お け る 結 果 を 倒 立 顕 微 鏡 で 直 接 観 察 し た 写 真 （ 10× 10） で あ る 。 左 側 の 二 つ
の 写 真 は 、 ALSA試 験 の 試 験 群 （ 図 2B） と 対 照 群 （ 図 2C） の 試 験 結 果 を 示 し ； 右 側 の 二 つ の
写 真 は 、 対 照 試 験 MLC試 験 の 試 験 群 （ 図 2A） と 対 照 群 （ 図 2D） の 試 験 結 果 を 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 生 検 で 一 級 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い る と 確 認 さ れ た 心 臓 移 植 患 者 の ALSA試
験 と MLC試 験 に お け る 結 果 を 倒 立 顕 微 鏡 で 直 接 観 察 し た 写 真 （ 10× 4） で あ る 。 左 側 の 二 つ
の 写 真 は 、 ALSA試 験 の 試 験 群 （ 図 3B） と 対 照 群 （ 図 3C） の 試 験 結 果 を 示 し ； 右 側 の 二 つ の
写 真 は 、 対 照 試 験 MLC試 験 の 試 験 群 （ 図 3A） と 対 照 群 （ 図 3D） の 試 験 結 果 を 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 生 検 で 三 級 拒 絶 反 応 が 発 生 し て い る と 確 認 さ れ た 患 者 の ALSA試 験 と MLC試
験 に お け る 結 果 を 倒 立 顕 微 鏡 で 直 接 観 察 し た 写 真 （ 10× 10） で あ る 。 左 側 の 二 つ の 写 真 は
、 ALSA試 験 の 試 験 群 （ 図 4B） と 対 照 群 （ 図 4C） の 試 験 結 果 を 示 し ； 右 側 の 二 つ の 写 真 は 、
対 照 試 験 の 試 験 群 MLC試 験 （ 図 4A） と 対 照 群 （ 図 4D） の 試 験 結 果 を 示 し て い る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 6月 6日 (2006.6.6)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 生 体 活 性 化 リ ン パ 球 の 特 異 性 の 検 出 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ を 有 す る こ と を 特 徴
と す る 方 法 ：
　 １ ） 培 地 で 検 出 用 抗 原 を 希 釈 し 、 前 記 抗 原 が 生 体 の リ ン パ 球 を 活 性 化 さ せ 、 前 記 培 地 が
、 通 常 の 細 胞 培 養 に 必 要 す る 成 分 を 含 有 す る ほ か に 、 細 胞 増 殖 に 対 す る 刺 激 活 性 を 有 す
る サ イ ト カ イ ン の 中 和 抗 体 及 び /又 は 単 核 細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 、 又 は 活 性
化 抑 制 作 用 、 又 は 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン を 添 加 す る ；
　 ２ ） 前 記 培 地 で 被 検 の 活 性 化 リ ン パ 球 を 含 む 単 核 細 胞 試 料 を 調 製 す る ；
　 ３ ） 前 記 検 出 用 抗 原 と 、 被 検 の 活 性 化 リ ン パ 球 を 含 む 単 核 細 胞 試 料 を 細 胞 培 養 板 に 加 え
て 、 一 緒 に 培 養 す る ；
　 ４ ） 試 験 ウ ェ ル と 陰 性 対 照 ウ ェ ル の 検 出 可 能 な 信 号 の 差 異 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 試
料 に 前 記 抗 原 特 異 性 の 活 性 化 リ ン パ 球 が 存 在 す る か ど う か 確 認 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 抗 原 が ヒ ト 主 要 組 織 適 合 性 抗 原 、 同 種 異 系 抗 原 ， 異 種 抗 原 、 ウ ィ ル ス 抗 原 、 又 は 細
菌 抗 原 か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 抗 原 が 顆 粒 抗 原 又 は 可 溶 性 抗 原 で あ り 、 前 記 ヒ ト 主 要 組 織 適 合 性 抗 原 が HLAク ラ ス
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Ｉ 抗 原 又 は ク ラ ス II抗 原 の 中 の 一 種 で あ り 、 又 は 多 種 の HLAク ラ ス Ｉ 抗 原 と ク ラ ス II抗 原
の 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 培 地 に 免 疫 抑 制 剤 及 び /又 は 制 癌 剤 が 更 に 添 加 さ れ て お り 、 前 記 の 培 地 の 量 を 基 準
と し て 、 前 記 免 疫 抑 制 剤 及 び /又 は 制 癌 剤 の 用 量 が 約 0.001ng～ 100μ g/ml、 前 記 の 細 胞 増
殖 に 対 す る 刺 激 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 中 和 抗 体 の 用 量 が 約 1μ g～ 10mg/ml、 前 記 の
単 核 細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 、 活 性 化 抑 制 作 用 、 又 は 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ
イ ト カ イ ン の 用 量 が 約 0.01-100個 活 性 単 位 /mlで あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 の 検 出 可 能 な 信 号 が 各 ウ ェ ル の 細 胞 活 性 の 変 化 を 反 映 で き る 信 号 で あ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 が 、 プ ロ グ ラ フ 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ リ
ン 、 ラ パ マ イ シ ン 、 RS－ 61443、 BQR、 ヒ ト 急 性 Tリ ン パ 球 白 血 病 細 胞 株 JMが 分 泌 し た 免 疫
抑 制 因 子 、 デ オ キ シ ス ペ ル グ ア リ ン 、 又 は 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン か ら 選 択 し た も の で あ り 、 前
記 制 癌 剤 が 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ア ル キ ル 化 剤 、 代 謝 拮 抗 薬 、 レ チ ノ イ ン 酸 類 化 合 物 － ビ
タ ミ ン A誘 導 体 、 又 は 潜 在 的 に 免 疫 抑 制 誘 導 作 用 又 は 腫 瘍 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 を 有
す る 薬 物 か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 と 制 癌 剤 を 単 独 に 使 用 し た 、 又 は 併 用 し た 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン が メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 又
は デ キ サ メ タ ゾ ン か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 シ ク ロ ス ポ リ ン が シ ク ロ ス ポ リ ン A又 は シ ク ロ ス ポ リ ン Cか ら 選 択 し た も の で あ る 、
請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 の 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン が 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ 、 ２ 、 ３
、 ５ 、 6、 7、 8、 9、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23， α － イ
ン タ ー フ ェ ロ ン ， β － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ， ω － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ， γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン
， 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , 顆 粒 球 マ ク ロ フ
ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , 幹 細 胞 因 子 、 又 は 血 小 板 産 生 因 子 か ら 選 択 し た も の で あ る
、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 の 、 単 核 細 胞 に 対 す る 活 性 化 抑 制 作 用 、 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン が
、 、 又 は 形 質 転 換 増 殖 因 子 β か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求
項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 通 常 の 細 胞 培 養 に 必 要 す る 成 分 を 含 有 す る ほ か に 、 免 疫 抑 制 剤 及 び /又 は 制 癌 剤 と 、
細 胞 増 殖 に 対 す る 刺 激 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 中 和 抗 体 及 び /又 は 単 核 細 胞 に 対 す る
活 性 化 抑 制 作 用 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン を 添 加 し た 、 活 性 化 リ ン パ 球 の 特
異 性 を 検 出 す る た め の 培 地 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 が 、 前 記 培 地 の 量 を 基 準 と し て 約 0.001ng～ 100μ g/mlで あ る 、 請
求 項 12に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 の 細 胞 増 殖 に 対 す る 刺 激 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 中 和 抗 体 の 用 量 が 、 前 記 培 地
の 量 を 基 準 と し て 約 1μ g～ 10mg/mlで あ る 、 請 求 項 12に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 の 単 核 細 胞 に 対 す る 活 性 化 抑 制 作 用 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 用 量
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が 、 前 記 培 地 の 量 を 基 準 と し て 約 0.01-100個 活 性 単 位 /mlで あ る 、 請 求 項 12に 記 載 の 培 地
。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 中 和 抗 体 を 単 独 に 使 用 し た 、 又 は 併 用 し た 、 請 求 項 12に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン 中 和 抗 体 と 単 核 細 胞 に 対 す る 活 性 化 抑 制 作 用 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す
る サ イ ト カ イ ン を 、 単 独 に 使 用 し た 、 又 は 併 用 し た 、 請 求 項 14又 は 15に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 が 、 プ ロ グ ラ フ 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ リ
ン 、 ラ パ マ イ シ ン 、 RS－ 61443、 BQR、 デ オ キ シ ス ペ ル グ ア リ ン 、 又 は 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン か
ら 選 択 し た も の で あ り 、 前 記 制 癌 剤 が 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ア ル キ ル 化 剤 、 代 謝 拮 抗 薬 、
レ チ ノ イ ン 酸 類 化 合 物 － ビ タ ミ ン A誘 導 体 、 又 は 潜 在 的 に 免 疫 抑 制 誘 導 作 用 又 は 腫 瘍 細 胞
ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 を 有 す る 薬 物 か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求 項 13に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 免 疫 抑 制 剤 と 制 癌 剤 を 単 独 に 使 用 し た 、 又 は 併 用 し た 、 請 求 項 18に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン が メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 又
は デ キ サ メ タ ゾ ン か ら 選 択 し た も の で あ る 、 請 求 項 18に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 シ ク ロ ス ポ リ ン が シ ク ロ ス ポ リ ン A又 は シ ク ロ ス ポ リ ン Cか ら 選 択 し た も の で あ る 、
請 求 項 18に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 の 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る 活 性 を 有 す る サ イ ト カ イ ン が 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ 、 ２ 、 ３
、 ５ 、 6、 7、 8、 9、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23， α － イ
ン タ ー フ ェ ロ ン ， β － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ， ω － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ， γ － イ ン タ ー フ ェ ロ ン
,顆 粒 球 コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , 顆 粒 球 マ ク ロ フ
ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子 , 幹 細 胞 因 子 、 又 は 血 小 板 産 生 因 子 か ら 選 択 し た も の で あ る
、 請 求 項 14に 記 載 の 培 地 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 の 、 単 核 細 胞 に 対 す る 活 性 化 抑 制 作 用 、 及 び 増 殖 抑 制 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン が
、 、 形 質 転 換 増 殖 因 子 β 、 又 は 腫 瘍 壊 死 因 子 か ら 選 択 し た も
の で あ る 、 請 求 項 15に 記 載 の 培 地 。
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