
(57)【要約】
サンプルにおける細胞による検体の産生を検出する方法であって、以下の段階を含む方法
を開示する： (i)検体に結合することが可能な抗体および検体の検出を高めることが可能
な第一薬剤を提供する段階であって、抗体および第一薬剤が、同じ支持体上に固定される
段階； (ii)抗体および薬剤を細胞のサンプルに接触させる段階；ならびに (iii)検体の抗
体への結合を検出し、それによってサンプルにおける細胞による検体の産生を検出する段
階。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 サ ン プ ル に お け る 細 胞 に よ る 検 体 の 産 生 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方
法 ：
　 (i)該 検 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 抗 体 お よ び 該 検 体 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 第 一
薬 剤 を 提 供 す る 段 階 で あ っ て 、 該 抗 体 お よ び 該 第 一 薬 剤 が 、 同 じ 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 段
階 ；
　 (ii)該 抗 体 お よ び 該 薬 剤 を 細 胞 の サ ン プ ル に 接 触 さ せ る 段 階 ； な ら び に
　 (iii)該 検 体 の 該 抗 体 へ の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て サ ン プ ル に お け る 細 胞 に よ る 検
体 の 産 生 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 支 持 体 が 、 抗 体 お よ び 第 一 薬 剤 に よ っ て 均 一 に コ ー テ ィ ン グ さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 が 、 支 持 体 上 の 一 つ ま た は 複 数 の 別 個 の 位 置 に 固 定 さ れ 、 か つ 第 一 薬 剤 が 、 支 持 体
上 に 均 一 に ま た は 該 支 持 体 上 の 一 つ も し く は 複 数 の 別 個 の 位 置 に 固 定 さ れ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 二 つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 が 、 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 細 胞 が 、 検 体 の 分 泌 を 刺 激 す る ま た は 阻 害 す る こ と が 可 能 な 第 二 薬 剤 に 接 触 さ せ ら れ て
い る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 段 階 (ii)が 、 細 胞 の サ ン プ ル を 、 検 体 の 分 泌 を 刺 激 す る ま た は 阻 害 す る こ と が 可 能 な 第
二 薬 剤 に 接 触 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 第 二 薬 剤 が 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 第 一 薬 剤 が 検 体 の 分 泌 を 高 め る こ と が 可 能 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 一 薬 剤 が 、 第 二 薬 剤 に 反 応 し た 検 体 の 分 泌 を 増 強 す る こ と が 可 能 で あ る 、 請 求 項 5～ 8
の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 一 薬 剤 が 、 検 体 の 分 泌 を 高 め る た め に 抑 制 シ グ ナ ル を 阻 害 す る こ と が 可 能 で あ る 、 請
求 項 8ま た は 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 第 一 薬 剤 が 、 検 体 の 自 然 な 分 泌 を 低 減 す る た め に 刺 激 シ グ ナ ル を 阻 害 す る こ と が 可 能 で
あ る 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 検 体 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 少 な く と も 二 つ の 異 な る 第 一 薬 剤 が 、 支 持 体 上 に 固 定
さ れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 細 胞 が T細 胞 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 検 体 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 第 一 薬 剤 が ポ リ ク ロ ー ナ ル T細 胞 活 性 化 因 子 で あ る 、 請 求 項 13ま た は 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル T細 胞 活 性 化 因 子 が 、 CD3抗 体 ま た は PHAも し く は ConAな ど の レ ク チ ン で
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あ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 一 薬 剤 が 、 共 刺 激 薬 剤 に 対 す る 抗 体 ま た は 組 換 え リ ガ ン ド で あ る 、 請 求 項 13ま た は 14
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 共 刺 激 薬 剤 が 、 CD28、 ICOS、 ま た は CD40で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 第 一 薬 剤 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 13ま た は 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 サ イ ト カ イ ン が 、 IL-2、 IL-15、 IL-4、 ま た は IL-12で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 第 一 薬 剤 が 、 IL-10ま た は TGF-β で あ る 免 疫 刺 激 性 シ グ ナ ル を 阻 害 す る こ と が 可 能 で あ
る 、 請 求 項 13ま た は 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 第 一 薬 剤 が 細 胞 外 マ ト リ ク ス タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 13ま た は 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 細 胞 外 マ ト リ ク ス タ ン パ ク 質 が フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ま た は ラ ミ ニ ン で あ る 、 請 求 項 22記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 細 胞 が ウ イ ル ス 感 染 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 検 体 が ウ イ ル ス 粒 子 ま た は タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ウ イ ル ス が HIV、 EBV、 ま た は CMVで あ る 、 請 求 項 24ま た は 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 第 一 薬 剤 が ウ イ ル ス 活 性 化 因 子 で あ る 、 請 求 項 24～ 26の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ウ イ ル ス 活 性 化 因 子 が CD3抗 体 ま た は PHAで あ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 数 を 決 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 検 体 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 お よ び 該 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 第
一 薬 剤 を 含 み 、 該 抗 体 お よ び 該 第 一 薬 剤 が 同 じ 表 面 上 に 固 定 さ れ る 、 請 求 項 1～ 29の い ず
れ か 一 項 記 載 の 方 法 に お け る 使 用 の た め の ア ッ セ イ プ レ ー ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 第 一 薬 剤 が 、 請 求 項 8～ 11、 15～ 23、 27ま た は 28の い ず れ か 一 項 に お い て 定 義 さ れ る も
の で あ る 、 請 求 項 30記 載 の ア ッ セ イ プ レ ー ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 表 面 上 に 固 定 さ れ る 、 検 体 の 分 泌 を 刺 激 す る ま た は 分 泌 す る こ と が 可 能 な 第 二 薬 剤 を さ
ら に 含 む 、 請 求 項 30記 載 の ア ッ セ イ プ レ ー ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 表 面 が 、 PVDFま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 で あ る 、 請 求 項 30～ 32の い ず れ か 一 項 記 載 の ア
ッ セ イ プ レ ー ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の ウ ェ ル を 含 み 、 各 々 の ウ ェ ル が 、 50～ 100ngの タ ン パ ク 質 結 合 能 力 を
有 す る 、 請 求 項 30～ 33の い ず れ か 一 項 記 載 の ア ッ セ イ プ レ ー ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 30～ 34の い ず れ か 一 項 記 載 の ア ッ セ イ プ レ ー ト お よ び 検 出 手 法 を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
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　 免 疫 反 応 を モ ニ タ ー す る た め 、 イ ン ビ ト ロ で ウ イ ル ス 感 染 を 診 断 す る た め 、 ま た は 抗 ウ
イ ル ス 薬 を 同 定 す る た め の 、 請 求 項 30～ 34の い ず れ か 一 項 記 載 の ア ッ セ イ プ レ ー ト ま た は
請 求 項 35記 載 の キ ッ ト の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 細 胞 の サ ン プ ル に よ る 検 体 の 産 生 を 検 出 す る た め の 方 法 、 そ の 方 法 に お け る
使 用 の た め の ア ッ セ イ プ レ ー ト 、 お よ び ア ッ セ イ プ レ ー ト を 含 む キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 酵 素 免 疫 ス ポ ッ ト ア ッ セ イ 法 (enzyme-linked immunospot assay)(ELISpot)は 、 T細 胞 特
異 的 反 応 の 検 出 に 対 し て 広 く 使 用 さ れ る 。 ELISpotア ッ セ イ 法 に お い て 、 特 異 的 サ イ ト カ
イ ン を 分 泌 す る T細 胞 は 、 そ の サ イ ト カ イ ン に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 が 固 定 さ れ た ELISpotア
ッ セ イ プ レ ー ト に お い て T細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。 次 い で 、
抗 体 に 結 合 し た サ イ ト カ イ ン が 、 標 準 的 な 免 疫 学 的 試 験 法 を 使 用 し て 可 視 化 さ れ 得 る 。 サ
イ ト カ イ ン 産 生 が 生 じ た 、 ア ッ セ イ プ レ ー ト の 領 域 に 局 在 す る 結 合 サ イ ト カ イ ン の ス ポ ッ
ト は 、 活 性 化 T細 胞 の 存 在 を 示 す 。 各 々 の ス ポ ッ ト は 、 単 一 の 細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 産
生 を 意 味 す る の で 、 ア ッ セ イ プ レ ー ト に 存 在 す る 細 胞 の 数 が 公 知 で あ る 場 合 、 反 応 細 胞 の
頻 度 が 、 形 成 さ れ た ス ポ ッ ト の 数 を 数 え る こ と に よ っ て 確 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ELISpotア ッ セ イ 法 は 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 の 検 出 、 特 異 的 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 列 挙 、
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 、 お よ び 単 球 の 研 究 な ど の 、 そ の 他 の 目 的 に 対 し
て も 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ELISpotア ッ セ イ 法 に お け る 陽 性 細 胞 の 検 出 を 高 め る た め の 可 溶 性 共 同 因 子 の 使 用 が 記
載 さ れ て い る 。 固 定 化 共 同 因 子 は 、 T細 胞 を 刺 激 す る た め に 使 用 さ れ て お り 、 か つ 培 養 培
地 に お け る サ イ ト カ イ ン の 存 在 は 、 ELISAに 基 づ く 分 析 に よ っ て 続 い て 検 出 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 が 生 物 活 性 分 子 の 使 用 に よ っ て 高 め ら れ る 、 改 善
さ れ た ELISpotア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 検 体 に 対 す る 特 異 的 結 合
薬 剤 が 生 物 活 性 分 子 と 同 じ 表 面 上 に 固 定 さ れ る 、 ア ッ セ イ プ レ ー ト を 利 用 す る 。 生 物 活 性
分 子 は 、 特 異 的 刺 激 に 反 応 し た 検 体 の 分 泌 を 増 強 す る 役 目 を す る 。 し た が っ て 、 生 物 活 性
分 子 は 、 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 を 高 め る 役 目 を す る 。 こ の 増 強 効 果 は 、 サ ン プ ル に お
け る す べ て の 潜 在 的 反 応 細 胞 の よ り 効 果 的 な 刺 激 に 起 因 す る 、 よ り 多 数 の 特 異 的 ス ポ ッ ト
と し て 明 示 さ れ 得 る 。 ま た は 、 増 強 効 果 は 、 ア ッ セ イ 法 の 経 過 の 間 の 個 々 の 細 胞 に よ る 検
体 の よ り 高 い 産 生 に 起 因 す る 、 よ り 明 確 な ス ポ ッ ト に お い て 明 示 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞
は 、 検 体 の 産 生 が よ り 早 期 の 時 間 ポ イ ン ト に お い て 開 始 さ れ る よ う に 、 よ り 効 果 的 に 刺 激
さ れ 得 る 。 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 調 査 手 段 と し て も 診 断 的 手 段 と し て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 以 下 を 提 供 す る ：
-サ ン プ ル に お け る 細 胞 に よ る 検 体 の 産 生 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方
法 ：
　 (i)検 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 抗 体 お よ び 検 体 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 第 一 薬 剤
を 提 供 す る 段 階 で あ っ て 、 前 記 抗 体 お よ び 第 一 薬 剤 が 、 同 じ 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 段 階 ；
　 (ii)前 記 抗 体 お よ び 前 記 薬 剤 を 細 胞 の サ ン プ ル に 接 触 さ せ る 段 階 ； な ら び に
　 (iii)検 体 の 前 記 抗 体 へ の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て サ ン プ ル に お け る 細 胞 に よ る 検
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体 の 産 生 を 検 出 す る 段 階 。
-検 体 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 お よ び 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 第 一
薬 剤 を 含 み 、 前 記 抗 体 お よ び 第 一 薬 剤 が 、 同 じ 表 面 上 に 固 定 さ れ る 、 本 発 明 の 方 法 に お け
る 使 用 の た め の ア ッ セ イ プ レ ー ト ；
-本 発 明 の ア ッ セ イ プ レ ー ト お よ び 検 出 手 法 を 含 む キ ッ ト ； な ら び に
-イ ン ビ ト ロ で ウ イ ル ス 感 染 を 診 断 す る ま た は 抗 ウ イ ル ス 薬 を 同 定 す る た め に 、 免 疫 反 応
を モ ニ タ ー す る た め の 、 本 発 明 の ア ッ セ イ プ レ ー ト ま た は キ ッ ト の 使 用 。
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 サ ン プ ル に お け る 細 胞 に よ る 検 体 の 産 生 を 検 出 す る イ ン ビ ト ロ を 提 供 し 、 そ
の 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ：
　 (i)検 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 抗 体 お よ び 検 体 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 第 一 薬 剤
を 提 供 す る 段 階 で あ っ て 、 前 記 抗 体 お よ び 第 一 薬 剤 が 、 同 じ 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 段 階 ；
　 (ii)前 記 抗 体 お よ び 薬 剤 を 細 胞 の サ ン プ ル に 接 触 さ せ る 段 階 ； な ら び に
　 (iii)検 体 の 前 記 抗 体 へ の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て サ ン プ ル に お け る 細 胞 に よ る 検
体 の 産 生 を 検 出 す る 段 階 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 陽 性 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 が 、 検 出 の た め に 使 用 さ れ
る 抗 体 と 同 じ 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 、 事 実 上 ELISpotア ッ セ イ 法 で あ る 。 ELISpotア ッ セ イ
法 に お け る 細 胞 の 検 出 を 高 め る た め の 薬 剤 の 使 用 は 、 こ れ ま で に 記 載 さ れ て い る 。 し か し
な が ら こ れ ま で は 、 そ の よ う な 薬 剤 は 、 検 出 の た め に 使 用 さ れ る 抗 体 と 同 じ ウ ェ ル に 固 定
さ れ て お ら ず 、 可 溶 性 形 式 で ア ッ セ イ 法 に 添 加 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 同 じ 支 持 体 上 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 お よ び 抗 体 の 両 方 を 提 供 す る こ と に よ っ
て 、 要 求 さ れ る 添 加 の 数 が 低 減 さ れ る の で 、 ア ッ セ イ 法 は よ り 簡 単 に な る 。 こ れ は 、 ア ッ
セ イ 法 が 、 簡 単 さ お よ び 安 全 性 が 必 須 で あ る 、 例 え ば 診 断 的 応 用 に お い て 、 大 規 模 ス ク リ
ー ニ ン グ に 対 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 特 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 加 え て 、 薬 剤 は 、 固 定 化 形 式 で 施 行 さ れ る 場 合 、 よ り 効 果 的 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 T細
胞 上 の 受 容 体 は 、 そ れ ら の シ グ ナ ル を 伝 達 す る こ と が で き る よ う に 、 架 橋 し て い る こ と に
し ば し ば 依 存 し て お り 、 そ の よ う な 架 橋 は 、 刺 激 薬 剤 が 固 定 さ れ て い る 場 合 に 、 よ り 効 果
的 に 達 成 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 が 、 検
体 の 自 然 な 分 泌 を 刺 激 す る 分 子 に 対 す る 抗 体 で あ る 場 合 、 そ の 抗 体 は 、 抗 体 が 溶 液 中 に 添
加 さ れ た 場 合 に 要 求 さ れ る と 考 え ら れ る 「 中 和 す る 」 能 力 を 有 す る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 固 定 化 薬 剤 の 存 在 は 、 ELISpo
tア ッ セ イ 法 に お い て 標 準 的 に 観 察 さ れ る 不 完 全 活 性 化 プ ロ セ ス を 代 償 す る 役 目 を す る 。
こ の 代 償 の 結 果 と し て 、 ス ポ ッ ト の 増 加 し た 数 は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 に お い て 達 成 さ れ
得 、 故 に 、 検 体 を 刺 激 す る こ と が 可 能 な 薬 剤 に 反 応 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 の 頻 度 の よ り 正
確 な 推 定 が な さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】

　 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 細 胞 は T細 胞 で あ る 。 T細 胞 は 、 概 し て 、 血 液 サ ン プ ル に
お い て 被 験 体 か ら 採 取 さ れ る が 、 T細 胞 を 含 む サ ン プ ル の そ の 他 の 型 が 使 用 さ れ て も よ い
。 サ ン プ ル は 、 ア ッ セ イ 法 に 直 接 的 に 添 加 さ れ 得 る 、 ま た は 処 理 さ れ 得 る 。 典 型 的 に は 、
処 理 は 、 血 液 か ら の 細 胞 の 単 離 お よ び 細 胞 培 養 培 地 ま た は 緩 衝 液 に お け る こ れ ら の 懸 濁 を
含 み 得 る 。 細 胞 懸 濁 は 、 試 験 状 況 に 応 じ て 、 細 胞 の 異 な る 濃 度 を 含 む よ う に 希 釈 さ れ 得 る
。 サ ン プ ル に お け る 細 胞 の 濃 度 は 、 血 液 中 の 濃 度 よ り も 高 い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 好 ま し く は 、 ア ッ セ イ 法 に お い て 使 用 さ れ る T細 胞 は 、 未 処 理 ま た は 希 釈 サ ン プ ル の 形
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式 で あ る 。 T細 胞 は 、 新 鮮 に 単 離 さ れ 得 (例 え ば 、 新 鮮 に 単 離 さ れ る 単 核 細 胞 (MC)ま た は 末
梢 血 単 核 細 胞 (PBMC))、 エ ク ス ビ ボ で 直 接 的 に 使 用 さ れ る 、 す な わ ち 方 法 に お い て 使 用 さ
れ る 前 に 培 養 さ れ な い 。 ま た は 、 T細 胞 は 、 ア ッ セ イ 法 に お け る 使 用 に 先 行 し て 、 イ ン ビ
ト ロ で 培 養 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 96ウ ェ ル プ レ ー ト 形 式 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 概 し て 、 約 2.5× 10 4 ～ 約 3× 10 5 細 胞 が 、 各
々 の ウ ェ ル に 添 加 さ れ る 。 特 異 的 反 応 を 分 析 す る た め の 典 型 的 な 96ウ ェ ル プ レ ー ト 形 式 ア
ッ セ イ 法 に お い て 、 約 10 5 ～ 約 3× 10 5 細 胞 が 各 々 の ウ ェ ル に 添 加 さ れ 得 る 。 96ウ ェ ル プ レ
ー ト 形 式 に お け る 約 3× 10 5 細 胞 を 超 え る 細 胞 数 は 、 次 に よ り 拡 散 し た ス ポ ッ ト を 生 じ 得 る
、 多 細 胞 層 を 生 じ 得 る 。 よ り 多 く の 細 胞 を 調 べ る こ と が 望 ま れ る 場 合 、 ウ ェ ル の 数 が 増 や
さ れ る べ き で あ る 、 ま た は よ り 大 き い ウ ェ ル を 有 す る プ レ ー ト が 使 用 さ れ る べ き で あ る 。
PBMCの 特 異 的 刺 激 に 対 し て 、 最 適 な 細 胞 濃 度 は 、 約 2× 10 5 ～ 約 3× 10 5 細 胞 で あ る 。 例 え ば
PHAま た は 抗 CD3を 伴 う ポ リ ク ロ ー ナ ル 刺 激 に 対 し て 、 細 胞 数 は 、 例 え ば 約 2.5× 10 4 ～ 約 5
× 10 4 細 胞 /ウ ェ ル な ど 、 か な り 低 い 必 要 が あ り 、 そ う で な け れ ば 、 多 す ぎ る 細 胞 に よ る 産
生 が 、 個 々 に 産 生 す る 細 胞 を 見 る こ と を 不 可 能 に す る と 思 わ れ る か ら で あ る 。 豊 富 な 陽 性
細 胞 (例 え ば 、 単 離 T細 胞 ク ロ ー ン )を 使 用 す る 場 合 、 よ り 低 い 細 胞 数 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 二 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 で あ り 得 る 。 細 胞 は 、 血 液 細 胞 、 例 え
ば 、 リ ン パ 球 、 単 球 、 ま た は 顆 粒 球 で あ り 得 る 。 そ の 他 の 適 し た 細 胞 は 、 尿 、 唾 液 、 精 液
、 ま た は 膣 分 泌 物 か ら 単 離 さ れ 得 る 。 そ の 他 の 細 胞 の 型 は 、 ウ イ ル ス の 親 和 性 に 応 じ て 、
ス ク リ ー ニ ン グ も さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る ウ イ ル ス 感 染 細 胞 は
、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ・ ウ イ ル ス (EBV)、 お よ び サ イ ト メ ガ
ロ ・ ウ イ ル ス (CMV)に 感 染 さ れ た 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は 、 例 え ば 、 血 液 細 胞 な ど の 寄 生 虫 感 染 細 胞 、 バ
ク テ リ ア 感 染 細 胞 、 イ ン シ ュ リ ン 産 生 島 細 胞 、 樹 枝 状 細 胞 、 癌 細 胞 、 ま た は 神 経 幹 細 胞 で
あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】

　 検 体 は 、 典 型 的 に は 免 疫 反 応 性 物 質 で あ り 、 典 型 的 に は タ ン パ ク 質 で あ る 。 細 胞 が T細
胞 で あ る 態 様 に お い て 、 検 体 は 、 典 型 的 に は 一 つ ま た は 複 数 の サ イ ト カ イ ン で あ る 。 サ イ
ト カ イ ン は 、 IL-1、 IL-2、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-10、 IL-12、 も し く は IL-13な ど の イ ン
タ ー ロ イ キ ン 、 IFN-γ も し く は IFN-α な ど の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 TNF-α な ど の そ の 他 の サ
イ ト カ イ ン 、 パ ー フ ォ リ ン 、 ま た は グ ラ ン ザ イ ム か ら 選 択 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 サ イ ト
カ イ ン は IFN-γ ま た は IL-4で あ る 。 典 型 的 に は 、 一 つ ま た は 複 数 の サ イ ト カ イ ン は 、 T細
胞 が 抗 原 ま た は ア レ ル ゲ ン な ど の 刺 激 物 質 に 接 触 さ せ ら れ る 際 に 、 放 出 さ れ る 。 本 発 明 の
方 法 は 、 1つ 、 2つ 、 3つ 、 ま た は そ れ 以 上 の 検 体 を 、 同 時 に ま た は 連 続 的 に 検 出 し 得 る 。
同 時 検 出 に 対 す る サ イ ト カ イ ン の 好 ま し い 組 み 合 わ せ は 、 IFN-γ と IL-2、 IL-4、 IL-5、 お
よ び IL-10の 任 意 の 一 つ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 細 胞 が ウ イ ル ス 感 染 細 胞 で あ る 態 様 に お い て 、 検 体 は 、 典 型 的 に は ウ イ ル ス 粒 子 ま た は
ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 で あ る 。 検 出 さ れ 得 る ウ イ ル ス 粒 子 お よ び タ ン パ ク 質 の 例 は 、 エ プ ス
タ イ ン ・ バ ー ・ ウ イ ル ス な ら び に ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス I型 お よ び II型 (HIV)を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 細 胞 が 癌 細 胞 で あ る 場 合 、 検 体 は 、 典 型 的 に は 成 長 因 子 ま た は 成 長 調 節 タ ン パ ク 質 で あ
る 。 細 胞 が 、 寄 生 虫 感 染 血 液 細 胞 な ど の 寄 生 虫 感 染 細 胞 で あ る 場 合 、 検 体 は 、 典 型 的 に は
寄 生 虫 由 来 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 抗 体 は 、 検 体 に 結 合 す る こ と 、 好 ま し く は 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 体 は
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、 検 体 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 任 意 の 特 異 的 結 合 薬 剤 に よ っ て 置 き 換 え ら れ 得 る
。 薬 剤 ま た は 抗 体 は 、 特 異 的 な 物 質 に 対 し て 選 択 的 ま た は 高 親 和 性 を 有 し て 結 合 す る 場 合
に 、 物 質 に 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 が 、 そ の 他 の 物 質 に は 結 合 し な い 、 実 質 的 に は 結 合 し な
い 、 ま た は 低 親 和 性 の み を 有 し て 結 合 す る 。 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ
ル で あ り 得 る 。 本 発 明 の 方 法 に お け る 使 用 に 対 し て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 得 る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
好 ま し い 。 抗 体 は 、 親 和 性 リ ガ ン ド ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て も よ く 、 ま た は 含 ん
で も よ く 、 フ ラ グ メ ン ト は 検 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト は 、 一 本 鎖 抗 体 と 同 様 に 、 Fv、 F(ab')お よ び F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 一 つ ま た は 複 数 、 例 え ば 、 二 つ 、 三 つ 、 ま た は 四 つ の 抗 体 を 利 用 し 得
、 各 々 の 抗 体 は 、 異 な る 検 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 刺 激 薬 剤 に 反 応 し て サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る T細 胞 を
検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 に お け る 使 用 に 適 し た 抗 体 は
、 典 型 的 に は 、 一 つ ま た は 複 数 の サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 二 つ 、 三 つ 、 ま た は 四 つ の サ イ
ト カ イ ン だ が 好 ま し く は 一 つ の サ イ ト カ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 。 好 ま し く は 、 抗 体 は 、
IFN-γ ま た は IL-4に 特 異 的 に 結 合 す る 。 サ イ ト カ イ ン に 対 す る 抗 体 は 、 市 販 さ れ て い る 、
ま た は 標 準 的 な 技 術 を 使 用 し て 作 成 さ れ 得 る 。 市 販 さ れ て い る 抗 体 は 、 Mabtech AB、 ス ト
ッ ク ホ ル ム 、 ス ウ ェ ー デ ン が 提 供 し て い る 、 以 下 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ： IL-2に 対
し て IL2-Iお よ び IL2-II、 IL-4に 対 し て 82.4お よ び 12.1ま た は IL4-Iお よ び IL4-II、 IL-5に
対 し て TRFK5お よ び 5A10、 IL-13に 対 し て IL13-Iお よ び IL13-2、 IFN-γ に 対 し て 1-D1Kお よ
び 7-B6-1、 IL-6に 対 し て 13A5お よ び 39C3、 IL-10に 対 し て 9D7お よ び 12G8、 IL-12に 対 し て I
L-12-I、 IL-12-II、 お よ び IL-12-III、 TNF-α に 対 し て TNFα -Iお よ び TNFα -II、 パ ー フ ォ
リ ン に 対 し て pf-344、 な ら び に IFNα に 対 し て IFNα -Iお よ び IFNα -II。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 第 二 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 態
様 に お い て 、 抗 体 は 、 典 型 的 に は ウ イ ル ス 粒 子 ま た は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 好
ま し く は 、 抗 体 は 、 感 染 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ ま た は ウ イ ル ス タ
ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

　 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 は 、 検 体 の 分 泌 を 高 め る 物 質 で あ
り 得 る 。 そ の よ う な 薬 剤 は 、 陽 性 対 照 と し て 有 用 で あ る 。 そ れ 故 に 、 本 発 明 の そ の よ う な
方 法 は 、 検 出 を 高 め る 薬 剤 が 使 用 さ れ な い 方 法 と 同 時 に 実 施 さ れ 得 る 。 こ の 局 面 に お い て
、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お け る 一 つ ま た は 複 数 だ が す べ て で は な い ウ ェ ル は 、 検 体
に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に 加 え て 、 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 を 含 み 得 る 。 本 発 明 の こ
の 態 様 に お い て 、 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 は 、 CD3に 対 す る 抗 体 ま た は 植 物
性 赤 血 球 凝 集 素 (PHA)も し く は コ ン バ ナ バ リ ン (convanavalin)A(ConA)な ど の レ ク チ ン な ど
の ポ リ ク ロ ー ナ ル 活 性 化 因 子 で あ り 得 る 。 こ れ ら の 活 性 化 因 子 は 、 活 性 化 T細 胞 の 検 出 を
高 め る こ と に お い て 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 は 、 検 体 の 分 泌 を 刺 激 す る 薬 剤 に
反 応 し た 検 体 の 特 異 的 分 泌 を 増 強 す る よ う に 作 用 し 得 る 。 そ れ 故 に 、 検 出 を 高 め る こ と が
可 能 な 薬 剤 は 、 検 体 の 分 泌 に 対 す る 共 刺 激 シ グ ナ ル を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 活 性 化 T細 胞 を 検 出 す る こ と に 対 す る 態 様 に お い て 、 薬 剤 は 、 CD28、 誘 導 性 共 刺 激 (ICOS
)分 子 、 ま た は CD40な ど の 共 刺 激 分 子 に 対 す る 抗 体 ま た は 組 換 え リ ガ ン ド で あ り 得 る 。 免
疫 反 応 に 対 し て 重 要 な 抗 原 提 示 お よ び 細 胞 間 接 触 の プ ロ セ ス は 、 ELISpotア ッ セ イ 法 に お

10

20

30

40

50

(7) JP 2007-535668 A 2007.12.6

細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤



い て 提 供 さ れ る 正 常 な イ ン ビ ト ロ 条 件 下 に お い て 、 最 適 に 満 た さ れ な い 。 ELISpotプ レ ー
ト に お け る 共 刺 激 シ グ ナ ル の 提 供 は 、 細 胞 間 接 触 に お い て 正 常 に 提 供 さ れ る シ グ ナ ル の 代
わ り に な り 、 し た が っ て 、 特 異 的 な 様 式 で 反 応 細 胞 の 数 を 高 め る 。 表 2に 示 さ れ る 結 果 は
、 固 定 化 抗 CD28抗 体 の 使 用 が 、 精 製 ツ ベ ル ク リ ン タ ン パ ク 質 (PPD)お よ び 破 傷 風 毒 素 (TT)
と い う 抗 原 に 対 す る T細 胞 の 特 異 的 反 応 を 有 意 に 高 め る こ と を 明 示 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 刺 激 薬 剤 に 反 応 し た 検 体 の 分 泌 を 増 強 す る 薬 剤 の 別 の 例 は 、 IL-2お よ び IL-15な ど の 成
長 因 子 で あ る 。 こ れ ら の 成 長 因 子 は 、 特 異 的 免 疫 反 応 を 増 強 す る よ う に 作 用 し 、 活 性 化 の
た め の さ ら な る シ グ ナ ル を 反 応 T細 胞 に 提 供 す る 。 刺 激 シ グ ナ ル を 増 強 す る た め に 適 し た
薬 剤 の そ の 他 の 例 は 、 IL-4産 生 細 胞 の 刺 激 を さ ら に 増 強 す る IL-4、 お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ
ン -γ (IFN-γ )な ど の Th-1サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 促 進 す る た め に 使 用 さ れ 得 る IL-12で あ る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 は 、 検 体 の 分 泌 を 阻 害 す る シ グ ナ
ル を 阻 害 す る こ と に よ っ て 作 用 し 得 る 。 例 え ば 、 T細 胞 の 検 出 に 対 す る 態 様 に お い て 、 薬
剤 は 、 IL-10ま た は TGF-β な ど の 一 般 的 免 疫 抑 制 性 分 子 に 対 す る 抗 体 で あ り 得 る 。 一 般 的
免 疫 抑 制 性 分 子 に 対 す る 抗 体 は 、 免 疫 抑 制 性 分 子 を ウ ェ ル 表 面 に 「 吸 着 」 し 、 そ れ に よ っ
て 免 疫 抑 制 性 分 子 を 潜 在 的 反 応 T細 胞 に 、 よ り 接 近 し に く い も の に す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 別 の 代 替 物 に お い て 、 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 は 、 検 体 の
自 然 な 分 泌 を 抑 制 す る た め に 、 刺 激 シ グ ナ ル を 阻 害 す る よ う に 作 用 し 得 る 。 こ れ は 、 シ グ
ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 改 善 す る こ と に よ っ て 、 特 異 的 反 応 が よ り 簡 単 に 明 ら か に さ れ る の に 役
立 ち 得 る 。 例 え ば 、 グ ラ ン ザ イ ム Bお よ び IFN-γ は 、 両 方 と も T細 胞 と 同 様 に ナ チ ュ ラ ル キ
ラ ー (NK)細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 薬 剤 は 、 T細 胞 か ら の グ ラ ン ザ イ ム Bま た は IFN-γ の 検
出 を 助 け る た め に 、 NK細 胞 か ら の グ ラ ン ザ イ ム Bま た は IFN-γ の 自 然 な 産 生 を 抑 制 し 得 る
。 こ の よ う な 方 式 で 作 用 す る 適 し た 薬 剤 は 、 刺 激 シ グ ナ ル と し て 作 用 す る 分 子 に 対 す る 特
異 的 な 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び ラ ミ ニ ン な ど の 細 胞 外 マ ト リ ク ス タ ン パ ク 質 は 、 刺 激 シ グ ナ ル
に 反 応 し た 物 質 の 分 泌 を 増 強 す る こ と に よ っ て 、 検 体 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 の
さ ら な る 例 で あ る 。 細 胞 外 マ ト リ ク ス タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 細 胞 と ケ モ カ イ ン な ど の マ ト リ
ク ス 依 存 性 細 胞 モ ジ ュ レ ー タ と の 適 切 な 相 互 作 用 に 対 し て 必 須 で あ る 。 そ れ 故 に 、 細 胞 外
マ ト リ ク ス タ ン パ ク 質 の 包 含 は 、 刺 激 に 対 す る 最 適 な 条 件 を 提 供 す る た め に 要 求 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 1つ 、 2つ 、 3つ 、 ま た は そ れ 以 上 、
例 え ば 、 4つ ま た は 5つ の 薬 剤 が 、 支 持 体 に 結 合 し 得 る 。 2つ ま た は そ れ 以 上 の そ の よ う な
薬 剤 が 支 持 体 に 結 合 す る 場 合 、 薬 剤 は 、 同 じ ま た は 異 な る メ カ ニ ズ ム に よ っ て 作 用 し 得 、
同 じ ま た は 異 な る 検 体 の 検 出 を 高 め 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 が T細 胞 で あ る 場 合 、 2つ の 共 刺 激
シ グ ナ ル が 、 CD4お よ び CD8反 応 細 胞 の 両 方 を 最 適 に 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ こ で
、 検 出 シ ス テ ム は 、 好 ま し く は 、 T細 胞 の 別 々 の セ ッ ト に よ っ て 通 常 は 産 生 さ れ る IL-4お
よ び IFN-γ な ど の 、 複 数 の サ イ ト カ イ ン に 基 づ く 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 検 出 す る こ と に 対 す る 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 そ の よ う な 細 胞 の 検
出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 は 、 好 ま し く は 、 ウ イ ル ス 複 製 を 活 性 化 す る こ と が 可 能 な 薬
剤 で あ る 。 例 え ば HIVな ど の 場 合 、 ウ イ ル ス 複 製 の 活 性 化 因 子 は 、 抗 CD3ま た は PHAな ど の
ポ リ ク ロ ー ナ ル 活 性 化 因 子 で あ り 得 、 両 方 と も T細 胞 に お け る ウ イ ル ス 複 製 を 活 性 化 す る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 本 発 明 の 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 特 異 的 刺 激 シ グ ナ ル に 反 応 し て 検 体 を 産 生 す る 細 胞 を 検
出 す る た め に 使 用 さ れ る 。 従 っ て 、 試 験 さ れ る 細 胞 は 、 細 胞 を 支 持 体 上 で 抗 体 お よ び 検 出
を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 に 接 触 さ せ る こ と に 先 行 し て 、 例 え ば 検 体 の 分 泌 な ど の 、 産 生
を 刺 激 す る こ と が 可 能 な 薬 剤 に 接 触 さ せ ら れ 得 る 。 代 わ り に ま た は 付 加 的 に 、 細 胞 は 、 検
出 を 高 め る こ と が 可 能 な 固 定 化 薬 剤 お よ び 固 定 化 抗 体 と 同 時 に 、 検 体 の 産 生 を 刺 激 す る こ
と が 可 能 な 薬 剤 に 接 触 さ せ ら れ 得 る 。 好 ま し く は 、 試 験 さ れ る 細 胞 は 、 検 出 を 高 め る こ と
が 可 能 な 薬 剤 お よ び 抗 体 と 同 時 に 、 産 生 を 刺 激 す る こ と が 可 能 な 薬 剤 に 接 触 さ せ ら れ る 。
細 胞 が T細 胞 で あ る 場 合 、 産 生 を 刺 激 す る こ と が 可 能 な 薬 剤 が 、 ア ッ セ イ ウ ェ ル に 添 加 さ
れ る 、 す な わ ち 、 T細 胞 が 、 産 生 を 刺 激 す る こ と が 可 能 な 薬 剤 、 検 出 を 高 め る こ と が 可 能
な 薬 剤 、 お よ び 抗 体 に 同 時 に 接 触 さ せ ら れ る こ と が 、 特 に 好 ま し い 。 検 体 の 産 生 を 刺 激 す
る こ と が 可 能 な 薬 剤 は 、 溶 液 中 に 存 在 し 得 る 、 ま た は 支 持 体 上 に 固 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 方 法 が 活 性 化 T細 胞 を 検 出 す る た め の も の で あ る 態 様 に お い て 、 分 泌 を 刺 激 す る こ と が
可 能 な 薬 剤 は 、 典 型 的 に は 抗 原 で あ る 。 抗 原 は 、 ウ イ ル ス ま た は バ ク テ リ ア な ど の 病 原 体
に 由 来 し 得 る 。 抗 原 は 、 自 己 免 疫 性 神 経 疾 患 (ミ エ リ ン )ま た は 糖 尿 病 (グ ル タ ミ ン 酸 脱 炭
酸 酵 素 (GAD))な ど の 、 自 己 免 疫 性 疾 患 に 関 連 し 得 る 。 抗 原 は 、 腫 瘍 抗 原 ま た は ア レ ル ゲ ン
で あ り 得 る 。 分 泌 を 刺 激 す る こ と が 可 能 な 薬 剤 は 、 単 離 さ れ た 粗 抗 原 混 合 物 、 ま た は 組 換
え 技 術 に よ っ て 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び /も し く は 製 造 さ れ た ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 自 然 に ま た は 刺 激 シ グ ナ ル に 反 応 し て 、 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 検 出 す
る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 検 体 の 分 泌 を 阻 害 す る 薬 剤 を 同 定 す る た め に 使
用 さ れ て も よ い 。 そ の よ う な 薬 剤 は 、 物 質 の 自 然 な 分 泌 を 阻 害 し 得 る 、 ま た は 特 異 的 刺 激
に 対 す る 物 質 の 分 泌 を 阻 害 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 例 え ば 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 検 出 す る こ と に 対 す る 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 抗
ウ イ ル ス 薬 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の そ の よ う な 方 法 に お い
て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 試 験 さ れ る 薬 剤 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 実 施 さ れ 得 、 試 験 薬 剤 の
存 在 下 に お け る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 ま た は 粒 子 を 分 泌 す る 細 胞 の 数 に お け る 任 意 の 減 少 は
、 そ の 薬 剤 が 抗 ウ イ ル ス 薬 と し て 有 用 で あ り 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 T細 胞 を 検 出 す る こ と に 対 す る 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 例 え ば 、 抗 原 特 異 的 シ
ス テ ム に お い て 、 免 疫 調 節 性 薬 剤 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 免 疫 調 節 性 薬 剤 は 、 抑
制 性 ま た は 増 強 性 で あ り 得 る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の そ の よ う な 方 法 に お い て 、 本 発 明 の 方 法
は 、 試 験 薬 剤 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 実 施 さ れ 得 、 試 験 薬 剤 の 存 在 下 に お け る サ イ ト カ
イ ン を 分 泌 す る 細 胞 の 数 に お け る 任 意 の 増 加 ま た は 減 少 は 、 そ の 薬 剤 が 免 疫 調 節 性 活 性 を
有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 細 胞 は 、 細 胞 を 抗 体 お よ び 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 に 接 触 さ せ る こ と に 先 行 し て
、 試 験 薬 剤 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 得 る 。 ま た は 、 試 験 薬 剤 は 、 細 胞 が 抗 体 お よ び 検
出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 に 接 触 さ せ ら れ る の と 同 時 に 、 細 胞 に 接 触 さ せ ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

　 細 胞 お よ び 細 胞 の 該 検 体 の 分 泌 を 刺 激 す る こ と が 可 能 な 薬 剤 お よ び 試 験 薬 剤 は 、 分 泌 の
刺 激 に 適 し た 任 意 の 条 件 下 で 接 触 さ せ ら れ 得 る 。 条 件 は 、 検 体 が 固 定 化 抗 体 と 直 接 的 に 相
互 作 用 す る の に 適 し て い て も よ い 。 概 し て 、 細 胞 は 、 液 体 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る と 思 わ れ
る 。 刺 激 薬 剤 ま た は 試 験 薬 剤 は 、 抗 体 お よ び 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 が 固 定 さ れ る
表 面 に 固 定 さ れ 得 る 。 次 い で 、 細 胞 は 、 刺 激 薬 剤 ま た は 試 験 薬 剤 、 抗 体 お よ び 検 出 を 高 め
る こ と が 可 能 な 薬 剤 に 、 同 時 に 接 触 さ せ ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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検 体 の 分 泌 を 阻 害 す る こ と が 可 能 な 薬 剤

適 し た ア ッ セ イ 法 形 式



　 ア ッ セ イ 法 は 、 任 意 の 適 し た 量 に お い て 実 施 さ れ 得 る 。 細 胞 サ ン プ ル の 典 型 的 な 量 は 、
約 10μ l～ 約 1ml、 例 え ば 、 約 25μ l～ 約 250μ l、 約 30μ l～ 約 200μ l、 約 40μ l～ 約 150μ l
、 ま た は 約 50μ l～ 約 100μ lの 範 囲 で あ る 。 典 型 的 に は 、 細 胞 が 抗 体 お よ び 検 出 を 高 め る
薬 剤 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 時 間 の 長 さ は 、 約 4～ 50時 間 、 例 え ば 、 約 6～ 48時 間 、
約 8～ 45時 間 、 約 12～ 36時 間 、 ま た は 約 16～ 32時 間 、 好 ま し く は 約 6～ 16時 間 、 例 え ば 、 一
晩 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 細 胞 は 、 任 意 の 適 し た 温 度 で 、 抗 体 お よ び 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 と と も に イ ン
キ ュ ベ ー ト さ れ 得 る 。 適 し た 温 度 は 、 細 胞 が 由 来 す る ヒ ト ま た は 動 物 の 正 常 な 体 温 と 同 じ
範 囲 で あ る 。 典 型 的 に は 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 約 35℃ と 約 39℃ の 間 の 温 度 、 好 ま し く
は 約 36℃ ～ 約 38℃ 、 よ り 好 ま し く は 37℃ で 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 固 定 化 抗 体 と 細 胞 か ら 放 出 さ れ る 検 体 と の 間 に 形 成 さ れ る 複 合 体 は 、 任 意 の 適 し た 手 法
に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 抗 体 へ の 結 合 の 後 、 検 体 は 、 検 体 を 分 泌 し た 細 胞 の 近 傍 に 残 る と
思 わ れ る 。 し た が っ て 、 検 体 /抗 体 複 合 体 の 「 ス ポ ッ ト 」 は 、 支 持 体 上 に 形 成 さ れ 、 各 々
の ス ポ ッ ト は 物 質 を 分 泌 す る 細 胞 を 意 味 す る 。 ス ポ ッ ト を 定 量 化 す る こ と 、 お よ び 典 型 的
に は 対 照 と 比 較 す る こ と は 、 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 が 検 出 さ れ る の を 可 能 に す る 。 抗 体 が 固
定 さ れ る 表 面 は 、 検 出 に 先 行 し て 非 結 合 検 体 を 除 去 す る た め に 、 例 え ば PBS中 で 、 概 し て
洗 浄 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 典 型 的 に は 、 抗 体 /検 体 複 合 体 は 、 複 合 体 に 結 合 す る と 思 わ れ る 二 次 抗 体 を 使 用 し て 検
出 さ れ 得 る 。 二 次 抗 体 は 、 典 型 的 に は 、 一 次 抗 体 と は 異 な る 抗 体 で あ る 。 典 型 的 に は 、 二
次 抗 体 は 、 一 次 抗 体 に 結 合 す る 部 位 と は 異 な る 部 位 で 、 検 体 に 結 合 す る 。 二 次 抗 体 は 、 検
体 と 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ た 一 次 抗 体 と の 間 で 形 成 さ れ る 複 合 体 に 結 合 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 概 し て 、 二 次 抗 体 は 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 さ れ 得 る 標 識 で 標 識 さ れ る 。 直 接 的 に
検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 特 異 的 結 合 薬 剤 は 、 フ ル オ ロ セ イ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ロ ー ダ ミ ン
、 ま た は オ レ ゴ ン グ リ ー ン な ど の 、 蛍 光 標 識 を 含 み 得 る 。 固 定 化 一 次 抗 体 /物 質 複 合 体 へ
の 二 次 蛍 光 標 識 抗 体 の 結 合 は 、 顕 微 鏡 検 査 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 蛍 光 ま た は 二
焦 点 顕 微 鏡 を 使 用 し て 、 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し く は 、 二 次 抗 体 は 、 間 接 的 に 検 出 さ れ 得 る 標 識 に 結 合 し て い る 。 間 接 的 に 検 出 さ
れ 得 る 標 識 は 、 実 体 顕 微 鏡 な ど の 、 従 来 の 低 倍 率 、 例 え ば 、 10倍 倍 率 、 20倍 倍 率 、 ま た は
50倍 倍 率 の 顕 微 鏡 下 で 検 出 さ れ 得 る 沈 殿 非 蛍 光 基 質 に 作 用 す る 酵 素 を 含 み 得 る 。 好 ま し く
は 、 沈 殿 非 蛍 光 顕 微 鏡 は 、 自 動 ELISpotリ ー ダ ー を 使 用 し て 検 出 さ れ る 。 自 動 ELISpotリ ー
ダ ー は 、 典 型 的 に は 、 ス ポ ッ ト の 分 析 に 適 合 し た ビ デ オ カ メ ラ お よ び 画 像 解 析 ソ フ ト ウ ェ
ア に 基 づ く 。 ま た は 、 ス ポ ッ ト は 、 拡 大 鏡 を 使 用 し て 目 測 で 検 出 さ れ 得 る 。 好 ま し い 酵 素
は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 間 接 的 に 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 二 次 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 直 接 的 ま た は 間 接
的 に 標 識 さ れ る 三 次 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 三 次 抗 体 は 、 典 型 的 に は 二 次 抗 体 上 の 標
識 に 結 合 し 得 る 。 例 え ば 、 二 次 抗 体 は 、 好 ま し く は ビ オ チ ン 部 分 を 含 み 得 、 ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン 部 分 お よ び 検 出 可 能 な 薬 剤 と し て 典 型 的 に は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は ホ ー ス
ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 む 三 次 薬 剤 に よ る 検 出 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 二 次 抗 体 は 、 一 次 抗 体 お よ び 細 胞 が 採 取 さ れ る 被 験 体 の 両 方 と は 異 な る 種 に 由 来 す る 抗
体 で あ り 得 る 。 次 い で 、 三 次 結 合 薬 剤 は 、 二 次 抗 体 が 由 来 す る 種 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 を
特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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抗 体 /検 体 複 合 体 の 検 出



　 す べ て の 検 出 段 階 に お い て 、 二 次 お よ び そ れ に 続 く 薬 剤 の 非 特 異 的 結 合 を 最 小 に す る た
め の 薬 剤 を 含 む こ と が 望 ま し い 。 例 え ば 、 非 特 異 的 結 合 を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン (BSA)ま た は ウ シ 胎 仔 血 清 (FCS)が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 刺 激 薬 剤 に 反 応 し て 細 胞 か ら 放 出 さ れ る 物 質 は 、 そ の 薬 剤 の 非 存 在 下 で 、 細 胞 か ら 自 然
に 放 出 さ れ る 可 能 性 も あ る 。 そ れ 故 に 、 よ り 多 く の 細 胞 が 刺 激 薬 剤 に 反 応 し て 物 質 を 放 出
し て い る の か ど う か を 決 定 す る た め に 、 一 つ ま た は 複 数 の 陰 性 対 照 ア ッ セ イ 法 を 実 施 す る
必 要 が あ り 得 る 。 例 え ば 、 ア ッ セ イ 法 は 、 刺 激 薬 剤 の 非 存 在 下 で 実 施 さ れ 得 、 か つ 刺 激 薬
剤 の 非 存 在 下 で 検 出 さ れ る ス ポ ッ ト の 数 が 、 刺 激 薬 剤 の 存 在 下 で 検 出 さ れ る ス ポ ッ ト の 数
(陽 性 細 胞 )か ら 減 算 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 発 明 は 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ 得 る 検 体 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 お よ び 検 体 を 分 泌 す る
細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 第 一 薬 剤 を 含 み 、 前 記 抗 体 お よ び 第 一 薬 剤 が 同 じ 表 面 上
に 固 定 さ れ る 、 本 発 明 の 方 法 に お け る 使 用 の た め の ア ッ セ イ プ レ ー ト も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 抗 体 お よ び 第 一 薬 剤 は 、 支 持 体 全 体 に わ た っ て 均 一 に 存 在 し 得 る 、 す な わ ち 、 抗 体 お よ
び 第 一 薬 剤 の 両 方 は 、 同 じ 領 域 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た は 、 抗 体 お よ び 第 一 薬 剤 は 、 ア ッ セ イ プ レ ー ト 上 の 別 個 の 位 置 に 局 在 し 得 る 。 故 に
、 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 支 持 体 の 一 部 の み 、 す な わ ち 、 支 持 体 の 表 面 の
分 画 に コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 一 次 薬 剤 は 、 支 持 体 上 に 均 一 に 、 す な わ ち 、 抗 体 で コ ー テ ィ ン
グ さ れ た 支 持 体 の 部 分 お よ び 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い な い 支 持 体 の 部 分 上 に 、 ま た は
抗 体 で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い な い 支 持 体 の 部 分 の み に 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ る 。 こ の 態 様 に
お い て 、 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ さ れ る 支 持 体 の 分 画 は 、 総 表 面 領 域 の 約 1/200～ 約 1/2、 例 え
ば 、 総 表 面 領 域 の 約 1/100～ 約 1/3、 約 1/50～ 約 1/4、 約 1/20～ 約 1/8、 ま た は 約 1/10～ 約 1/
9を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の 態 様 に お い て 、 陽 性 ア ッ セ イ 法 は 、 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 部 位 に お け る ス ポ ッ
ト の 産 生 を 生 じ る と 思 わ れ る 。 こ れ ら の ス ポ ッ ト は 、 標 準 の ELISpotに お い て 見 ら れ る 細
胞 イ ン プ リ ン ト よ り も 大 き く 、 そ し て 目 視 検 査 に よ っ て 容 易 に 記 録 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス
ポ ッ ト の 強 度 に 関 す る 情 報 を 提 供 し 、 し た が っ て 、 サ イ ト カ イ ン が ど れ だ け 産 生 さ れ る の
か に 関 す る 半 定 量 的 な 情 報 を 与 え る た め に 、 画 像 解 析 機 が 使 用 さ れ て も よ い 。 こ れ は 、 陰
性 対 照 ウ ェ ル に お い て 検 体 の 自 然 な 産 生 が 生 じ る 状 況 に お い て 、 陽 性 反 応 を 同 定 す る こ と
を 可 能 に も す る 。 サ イ ト カ イ ン が 限 定 さ れ た 領 域 で 捕 獲 さ れ か つ 検 出 さ れ る と い う 事 実 は
、 ア ッ セ イ 法 を 高 感 度 に す る 。 例 え ば 、 ELISpotア ッ セ イ 法 に お い て 10の ス ポ ッ ト ま た は
そ れ 以 下 を 産 生 す る と 考 え ら れ る 、 個 々 の ペ プ チ ド に 対 す る T細 胞 の 反 応 を 検 出 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 態 様 に お い て 、 ウ ェ ル の 底 面 上 の 別 個 の 位 置 に 、 2ま た は そ れ 以 上 、 例 え ば 3、 4、 5
、 6、 7、 8、 9、 ま た は 10の 抗 体 を 固 定 す る こ と に よ っ て 、 単 一 の ウ ェ ル に お い て 一 つ ま た
は 複 数 の 検 体 を 同 時 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 体 お よ び 薬 剤 は 、 典 型 的 に は 、 細 胞
の サ ン プ ル が 固 体 表 面 上 の 抗 体 お よ び 薬 剤 の 各 々 に 同 時 に 接 触 し 得 る よ う に 、 固 体 表 面 上
に 設 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 別 個 の 位 置 は 、 典 型 的 に は ス ポ ッ ト を 含 む 。 ス ポ ッ ト は 、 約 1nm～ 約 200μ m、 例 え ば 、
約 1μ m～ 約 100μ mま た は 約 10μ m～ 約 50μ mの 典 型 的 な 直 径 を 有 す る 。 固 定 化 結 合 タ ン パ ク
質 の 2～ 50、 3～ 40、 4～ 30、 5～ 20、 6～ 15、 7～ 12、 8、 9、 ま た は 10の ス ポ ッ ト が 、 固 体 表
面 上 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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　 ス ポ ッ ト は 、 ス ポ ッ ト が 互 い に 分 離 さ れ る な ら ば 、 表 面 上 の 任 意 の 適 し た 配 列 に 配 置 さ
れ 得 る 。 ス ポ ッ ト は 、 典 型 的 に は 、 第 一 、 第 二 、 ま た は さ ら な る 検 体 が 結 合 し た ス ポ ッ ト
の 同 定 を 助 け る た め に 、 一 つ ま た は 複 数 の 直 線 に 配 置 さ れ る 。 例 え ば 、 ス ポ ッ ト は 、 グ リ
ッ ド と し て 配 置 さ れ 得 る 。 グ リ ッ ド に お い て 、 第 一 抗 体 は 、 一 つ の 行 ま た は 列 に 存 在 し 得
、 か つ 第 二 抗 体 ま た は 薬 剤 は 、 第 二 の 行 ま た は 列 に 存 在 し 得 る 。 一 つ ま た は 複 数 の さ ら な
る 抗 体 ま た は 薬 剤 は 、 グ リ ッ ド に お い て 付 加 的 な 行 ま た は 列 を 形 成 し 得 る 、 付 加 的 な ス ポ
ッ ト に 存 在 し 得 る 。 ま た は 、 ス ポ ッ ト は 、 固 体 表 面 上 で 円 形 配 列 を 形 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 抗 体 お よ び 抗 体 が 結 合 す る 検 体 を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 は 、 固
体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 。 任 意 の 適 し た 固 体 支 持 体 が 使 用 さ れ 得 る 。 抗 体 が 接 着 す る 表 面
は 、 ウ ェ ル の 表 面 、 好 ま し く は ウ ェ ル の 底 面 で あ り 得 る 。 典 型 的 に は 、 ウ ェ ル は 、 マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト な ど の 、 ウ ェ ル を 有 す る プ レ ー ト に 存 在 す る 。 次 い で 、 別 々 の ア ッ セ
イ 法 は 、 プ レ ー ト の 別 々 の ウ ェ ル で 実 施 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト は 、 96ウ ェ ル ELISpotプ レ ー ト で あ る 。 好 ま し く は 、 抗 体 お よ び 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ
と が 可 能 な 薬 剤 が 固 定 さ れ る 表 面 は 、 ウ ェ ル の 底 面 で あ る 。 好 ま し く は 、 表 面 は 、 ポ リ ビ
ニ リ デ ン フ ル オ ラ イ ド (PVDF)膜 ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 で あ る 。 PVDFお よ び ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス 膜 と 同 等 の タ ン パ ク 質 結 合 能 力 を 有 す る そ の 他 の 膜 が 使 用 さ れ て も よ い 。 典 型 的 に
は 、 表 面 は 、 約 60、 約 70、 約 80、 ま た は 約 90μ g/ウ ェ ル な ど の 、 96ウ ェ ル ELISpotプ レ ー
ト の ウ ェ ル あ た り 約 50～ 約 100μ gの タ ン パ ク 質 結 合 能 力 を 有 す る 。 96ウ ェ ル ELISpotプ レ
ー ト の 表 面 領 域 は 、 0.32cm 2 で あ る 。 タ ン パ ク 質 結 合 能 力 は 、 典 型 的 に は 、 約 180μ g/cm 2

、 約 200μ g/cm 2 、 約 250μ g/cm 2 、 ま た は 約 300μ g/cm 2 な ど の 、 約 150μ g/cm 2 ～ 約 315μ g/c
m 2 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 抗 体 は 、 抗 体 が 支 持 体 に 結 合 す る の に 適 し た 条 件 下 で 、 支 持 体 と 抗 体 を 接 触 さ せ 、 か つ
非 結 合 抗 体 を 除 去 す る た め に 洗 浄 す る こ と に よ っ て 、 支 持 体 に 結 合 し 得 る 。 同 様 に 、 検 体
を 分 泌 す る 細 胞 の 検 出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 は 、 薬 剤 が 支 持 体 に 結 合 す る の に 適 し た
条 件 下 で 支 持 体 と 薬 剤 を 接 触 さ せ 、 か つ 非 結 合 薬 剤 を 除 去 す る た め に 洗 浄 す る こ と に よ っ
て 、 支 持 体 に 結 合 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト も 提 供 し 、 キ ッ ト は 、 本 発 明 に 従 う ア
ッ セ イ プ レ ー ト お よ び 検 体 の 抗 体 へ 結 合 を 検 出 す る 手 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 キ ッ ト は 、 物 質 /抗 体 複 合 体 を 検 出 す る 手 法 も 含 み 得 る 。 物 質 に 結 合 し た 抗 体 は 、 抗 体
が 検 出 の た め に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 さ れ る 場 合 、 直 接 的 に 検 出 さ れ 得 る 。 ま た は 、
検 出 の た め に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 は 、 ス ポ ッ ト の 決 定 を 可 能 に す る
た め に 、 物 質 /抗 体 複 合 体 に 結 合 す る こ と を 可 能 に さ れ 得 る 。 上 に 論 じ た よ う に 、 二 次 抗
体 は 、 物 質 に 対 し て 特 異 的 で あ り 得 る が 、 一 次 抗 体 と は 異 な る 物 質 上 の 部 位 に 結 合 し 得 る
。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 キ ッ ト は 、 細 胞 の た め の 培 地 、 検 出 段 階 に お い て 使 用 さ れ る 検 出 薬 剤 ま た は 洗 浄 緩 衝 液
を 付 加 的 に 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 キ ッ ト は 、 陽 性 ま た は 陰 性 対 照 な ど の 対 照 を 含 ん で も よ い 。 方 法 は 、 検 出 を 高 め る こ と
が 可 能 な 薬 剤 の 非 存 在 下 で 、 検 出 シ ス テ ム が 試 験 さ れ る こ と を 可 能 に す る た め に 、 陽 性 対
照 と し て 作 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 キ ッ ト は 、 血 液 サ ン プ ル な ど の 、 被 験 体 か ら 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 採 取 す る 手 法 を 含 ん
で も よ い 。 キ ッ ト は 、 血 液 サ ン プ ル か ら 単 核 細 胞 ま た は T細 胞 を 分 離 す る 手 法 を 含 み 得 る
。
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【 ０ ０ ６ ５ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 診 断 的 応 用 と 同 様 に 調 査 状 況 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 方 法 は
、 ELISpotア ッ セ イ 法 の 任 意 の 公 知 の 応 用 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 特 異
的 免 疫 反 応 を 調 べ る 調 査 、 例 え ば 、 ワ ク チ ン 研 究 に お い て 、 特 に 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の
方 法 は 、 様 々 な 感 染 症 、 ア レ ル ゲ ン 、 腫 瘍 抗 原 、 ま た は 自 己 免 疫 標 的 へ の T細 胞 の 反 応 を
検 出 す る こ と を 目 的 と す る 診 断 的 ア ッ セ イ 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 改 善 さ れ た ELISpotア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 実
施 さ れ る ア ッ セ イ 法 は 、 公 知 の ELISpotア ッ セ イ 法 よ り も よ り 感 度 が 高 い 。 陽 性 細 胞 の 検
出 を 高 め る こ と が 可 能 な 薬 剤 の 増 強 効 果 は 、 (サ ン プ ル に お け る す べ て の 潜 在 的 反 応 細 胞
の よ り 効 果 的 な 刺 激 に 起 因 す る )よ り 多 数 の 特 異 的 ス ポ ッ ト と し て 、 ま た は (個 々 の 細 胞 に
よ る 検 体 の よ り 高 い 産 生 に 起 因 す る )よ り 明 確 な ス ポ ッ ト に お い て 明 示 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 例 え ば 、 抗 ウ イ ル ス 薬 お よ び 免 疫 調 節
性 薬 剤 を 同 定 す る こ と に お い て 、 特 別 な 実 用 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 様 々 な 単 離 細 胞 の 反 応 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、
移 植 の た め に 単 離 さ れ る イ ン シ ュ リ ン 産 生 島 は 、 イ ン シ ュ リ ン 産 生 お よ び ス ト レ ス 反 応 に
対 し て モ ニ タ ー さ れ 得 、 免 疫 治 療 の た め に 単 離 さ れ る 樹 枝 状 細 胞 は 、 反 応 性 お よ び 成 熟 マ
ー カ ー に 対 し て モ ニ タ ー さ れ 得 、 な ら び に 脳 卒 中 治 療 の た め に 単 離 さ れ る 神 経 幹 細 胞 は 、
ス ト レ ス タ ン パ ク 質 お よ び 神 経 化 学 走 化 性 因 子 に 対 し て モ ニ タ ー さ れ 得 る だ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

プ レ ー ト の 調 製
　 PVDF膜 プ レ ー ト (例 え ば 、 Millipore、 ア メ リ カ 合 衆 国 が 提 供 し て い る ELIIP10SSP)は 、 1
50μ lの 70％ エ タ ノ ー ル を 添 加 す る こ と に よ っ て 前 活 性 化 さ れ る 。 お よ そ 2分 間 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の 後 、 プ レ ー ト は 滅 菌 水 で 洗 浄 さ れ る (200μ l/ウ ェ ル を 5回 )。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 抗 サ イ ト カ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (例 え ば 、 抗 IL-4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 IL4-I、 Mabt
ech AB、 ス ウ ェ ー デ ン 、 30μ g/ml)お よ び 共 刺 激 抗 体 (例 え ば 、 抗 CD-28)の 溶 液 は 、 滅 菌 PB
Sに そ れ ら を 希 釈 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 抗 CD28に 対 し て 、 適 し た 濃 度 は 、 1～ 5μ g
/mlで あ り 得 る が 、 こ れ は 異 な る 抗 体 に 対 し て 変 化 し 得 、 滴 定 に よ っ て 決 定 さ れ る べ き で
あ る 。 50μ l/ウ ェ ル の 抗 サ イ ト カ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 50μ l/ウ ェ ル の 共 刺 激 抗 体
ま た は 50μ l/ウ ェ ル の PBSの み ま た は 同 濃 度 の 無 関 係 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 添 加 の 後 に
、 添 加 さ れ る 。 (二 つ の 最 後 の ウ ェ ル は 対 照 と し て の 役 目 を す る )プ レ ー ト は 、 ア ル ミ ホ イ
ル に 包 ま れ 得 、 冷 蔵 庫 に 一 晩 で 保 存 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 プ レ ー ト は 、 任 意 の 非 結 合 試 薬 を 除 去 す る た め に 5～ 6回 200μ lの 滅 菌 PBSで 洗 浄 さ れ る
。 200μ l培 地 /ウ ェ ル (10％ FCS、 10 mMヘ ペ ス 、 100 U/ml ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン
、 お よ び 2 mMグ ル タ ミ ン を 追 加 さ れ た RPMI 1640培 地 )が 添 加 さ れ 、 か つ 混 合 物 は 少 な く と
も 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
細 胞 調 製
　 新 鮮 に 調 製 さ れ た ま た は 凍 結 さ れ た PBMC(末 梢 血 単 核 細 胞 )が 、 ア ッ セ イ 法 に 使 用 さ れ 得
る (PBMCは 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 調 製 さ れ る )。 凍 結 細 胞 が 使 用 さ れ る 場 合 、 そ れ
ら は 、 小 さ な 氷 の 結 晶 が チ ュ ー ブ 内 に 残 る ま で 、 37℃ ウ ォ ー タ ー バ ス 中 で 解 凍 さ れ る 。 約
0.5 mlの 培 地 が ク ラ イ オ チ ュ ー ブ に 添 加 さ れ 、 細 胞 は 穏 や か に 懸 濁 さ れ 、 14 mlチ ュ ー ブ
に 移 さ れ る 。 培 地 は 、 12～ 14 mlの 量 が 獲 得 さ れ る ま で 、 ゆ っ く り と 細 胞 に 添 加 さ れ る 。 1
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0分 間 900 rpmで の 遠 心 の 後 、 上 清 は ピ ペ ッ ト で 除 去 さ れ る 。 細 胞 は 培 地 に 懸 濁 さ れ (計 数
の た め に サ ン プ ル が 摘 出 さ れ る )、 2回 目 の 遠 心 を さ れ る 。 上 清 は 除 去 さ れ 、 細 胞 は 適 当 な
量 の 培 地 に 懸 濁 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
ア ッ セ イ 法 の セ ッ ト ア ッ プ
　 細 胞 は 、 共 刺 激 抗 体 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 特 異 的 抗 原 (例 え ば 、 PPDお よ び TT、 St
atens Serum Institute, デ ン マ ー ク ;両 方 と も 培 地 に 希 釈 さ れ 、 典 型 的 に は 10μ g/mlの 濃
度 で 使 用 さ れ る )へ の 反 応 に 対 し て 試 験 さ れ る 。 PHA(Orion Diagnostics、 2μ g/ml)な ど の
ポ リ ク ロ ー ナ ル 活 性 化 因 子 が 、 細 胞 お よ び ア ッ セ イ 法 の 機 能 性 を チ ェ ッ ク す る た め に 、 陽
性 対 照 と し て 通 常 は 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 プ レ ー ト は 空 で あ り 、 細 胞 お よ び 適 当 な 刺 激 は 、 ウ ェ ル に 移 さ れ る (培 地 単 独 は 、 自 然
に 産 生 す る 細 胞 に 対 す る 対 照 と し て 使 用 さ れ る )。 特 異 的 刺 激 に 対 し て 、 200,000細 胞 /ウ
ェ ル の 細 胞 濃 度 が 、 典 型 的 に は 使 用 さ れ る が 、 よ り 低 い 濃 度 (例 え ば 、 30,000細 胞 /ウ ェ ル
)が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 活 性 化 因 子 (例 え ば 、 PHAま た は 抗 CD3)と と も に ウ ェ ル 内 で 使 用 さ れ
得 る 。 プ レ ー ト は 、 一 晩 ま た は 2日 間 の ど ち ら か (分 析 さ れ る サ イ ト カ イ ン に 依 存 し 得 る )
で 、 5％  CO 2 と と も に 37℃ イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 、 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
発 色
　 細 胞 は 捨 て ら れ 、 プ レ ー ト は PBSで 洗 浄 さ れ る (200μ l/ウ ェ ル を 5回 )。 0.5％  FCSと と も
に PBS中 に 1μ g/mlに 希 釈 さ れ た 100μ l/ウ ェ ル の ビ オ チ ン 化 抗 サ イ ト カ イ ン (例 え ば 、 抗 IL
-4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 IL4-II-ビ オ チ ン 、 Mabtech)が 添 加 さ れ 、 約 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
さ れ る 。 次 い で 、 プ レ ー ト は 、 PBSで 再 度 洗 浄 さ れ (200μ l/ウ ェ ル を 5回 )、 0.5％ FCSと と
も に PBS中 に 1:1000に 希 釈 さ れ た 100μ l/ウ ェ ル の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ALP(Mabtech)が 添
加 さ れ 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 プ レ ー ト は PBSで 洗 浄 さ れ (200μ l/ウ ェ ル を 5回 )、
0.45μ m膜 を 介 し て 濾 過 さ れ た BCIP/NBT-Plus基 質 (Moss Inc.)と と も に 発 色 さ せ ら れ る 。
明 確 な ス ポ ッ ト が 観 察 さ れ る 際 に 、 発 色 は 、 水 道 水 で 広 範 囲 に 洗 浄 す る こ と に よ っ て 止 め
ら れ る 。 プ レ ー ト は 、 乾 燥 の た め に 放 置 さ れ 、 結 果 を 見 る た め に 、 低 倍 率 実 体 顕 微 鏡 (例
え ば 、 Nikon、 日 本 ; 40倍 )ま た は ELISpotリ ー ダ ー (例 え ば 、 AID、 ド イ ツ )が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

：
　 固 定 化 抗 CD3抗 体 ま た は 膜 に 固 定 さ れ た も し く は 溶 液 に 添 加 さ れ た PHAに よ る 刺 激 の 後 の
、 IFN-γ 産 生 ヒ ト PBMCの ELISpot分 析 。 使 用 さ れ た 細 胞 数 は 30,000/ウ ェ ル で あ り 、 刺 激 の
時 間 は 18時 間 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ８ 】

：
　 膜 結 合 抗 CD28の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お け る 、 二 つ の 抗 原 PPDお よ び TTに よ る ヒ ト PBM
Cの 特 異 的 刺 激 。 ELISpotは 、 200,000細 胞 /ウ ェ ル で 実 行 さ れ 、 40時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン の 後 に 、 IL-4お よ び IL-13産 生 細 胞 に 対 し て 分 析 さ れ た 。 結 果 は 、 3回 の 平 均 値 を 表 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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【 表 ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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