
(57)【要約】
特定の試料中の抗原特異的 CTLの数を列挙するために多価性の MHC結合分子を利用し、かつ
その試料中の CTL集団の機能的能力も測定する架橋アッセイ法が提供される。一つの態様
において、このアッセイ法は、テトラマーと共に抗体架橋を形成するように適合された単
一の非 MHC含有標的細胞系統を用いて、任意のテトラマー陽性 CTLのエフェクター機能を測
定するのに使用される。さらに、エフェクター機能および列挙は、フローサイトメトリー
によって測定され得、かつ他の蛍光色素と結合させた抗体を用いて、エフェクター細胞集
団または標的細胞集団のいずれかの上に存在する付加的なマーカーが検出され得る。この
テトラマー結合アッセイ法は、研究者らが、市販されている試薬を用いて、非放射性アッ
セイ法において CTLの溶解能および抗原特異性を容易に測定することを可能にするであろ
う。

10

JP 2007-536522 A 2007.12.13



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 CTLに お け る ペ プ チ ド 拘 束 性 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 誘 導 す る 公 知 の
抗 原 の ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ 法 ：
　 a)以 下 の 相 互 作 用 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 条 件 下 で 同 時 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 で あ
っ て 、
　 　 1)表 面 リ ガ ン ド を 有 し 、 か つ 溶 解 さ れ て い な い 標 的 細 胞 と 比 較 し て 、 溶 解 さ れ た 標 的
細 胞 に お い て 実 質 的 に 変 更 さ れ る シ グ ナ ル を 有 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 で タ グ 化 さ れ て
い る 、 標 的 細 胞 ；
　 　 2)抗 体 特 異 的 結 合 部 位 を さ ら に 含 む 、 試 験 MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー ま
た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 量 体 複 合 体 ；
　 　 3)標 的 細 胞 上 の リ ガ ン ド お よ び 抗 体 特 異 的 結 合 部 位 に 結 合 す る 抗 体 ； な ら び に
　 　 4)ペ プ チ ド 拘 束 性 の CTL、
こ こ で 、 そ の 相 互 作 用 に よ り 、 標 的 細 胞 の 細 胞 溶 解 の 近 傍 ま で ペ プ チ ド 拘 束 性 の CTLを も
た ら す 架 橋 複 合 体 が 形 成 さ れ る 工 程 ； な ら び に
　 b)複 合 体 形 成 し て い な い 標 的 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し た 、 架 橋 複 合 体
中 の 標 的 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 変 化 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で そ の 変
化 が 、 MHCク ラ ス Iモ ノ マ ー 中 の ペ プ チ ド が CTLに お け る ペ プ チ ド 拘 束 性 の エ フ ェ ク タ ー 機
能 を 誘 導 す る こ と を 同 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
　 リ ガ ン ド が 、 標 的 細 胞 の 表 面 上 で 発 現 さ れ る Fc受 容 体 で あ り 、 そ の 結 果 、 抗 体 が 、 抗 体
結 合 部 位 に 、 お よ び Fc/FcR相 互 作 用 を 介 し て Fc受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ り 、 架 橋 複 合 体
が 形 成 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 標 的 細 胞 が 疾 患 に 関 連 付 け ら れ て い る 細 胞 で あ り 、 か つ リ ガ ン ド が 、 そ の 疾 患 の 表 面 マ
ー カ ー で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 標 的 細 胞 が 腫 瘍 細 胞 で あ り 、 か つ リ ガ ン ド が 、 細 胞 表 面 の 腫 瘍 マ ー カ ー で あ る 、 請 求 項
3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 、 蛍 光 色 素 ま た は 放 射 標 識 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 変 化 が 、 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 か ら の シ グ ナ ル の 実 質 的 な 減 少 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 MHC多 量 体 複 合 体 が 、 2～ 4個 の ビ オ チ ン 化 MHCモ ノ マ ー が 結 合 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を
含 み 、 抗 体 結 合 部 位 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ た PEで あ り 、 か つ リ ガ ン ド が 抗 PE F
abで あ っ て 、 こ こ で 架 橋 複 合 体 が 、 PEへ の Fabの 特 異 的 結 合 お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン へ
の PEの 化 学 結 合 に よ っ て 形 成 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 4つ の ビ オ チ ン 化 モ ノ マ ー が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 し て い る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ 】
　 検 出 工 程 が 、 シ グ ナ ル 強 度 が 実 質 的 に 減 少 し た 標 的 細 胞 の 量 を 測 定 す る た め の フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー 解 析 を 含 み 、 そ れ に よ っ て エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る CTLの 量 を 検 出 す る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 が 、 カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ テ ー ト ・ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
エ ス テ ル (CFSE)で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 標 的 細 胞 が 、 標 的 細 胞 の 溶 解 が 起 こ っ て も 変 化 し な い シ グ ナ ル を 有 す る 第 2の 検 出 可 能
な 標 識 に よ っ て も 標 識 さ れ て お り 、 か つ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 が 、 第 1の 検 出 可 能 な
標 識 を 保 持 し て い る 標 的 細 胞 の 量 を 測 定 す る た め に 、 標 的 細 胞 中 の 第 1の 標 識 お よ び 第 2の
標 識 の 量 を 比 較 す る 工 程 を 含 み 、 そ れ に よ っ て エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る CTLの 量 を 測 定
す る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 MHC多 量 体 複 合 体 が 、 複 数 の モ ノ マ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 を 有 す る 多 価 性 の 単 位 を
含 む 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 多 価 性 の 単 位 が 、 複 数 の 特 異 的 結 合 部 位 を 有 す る 脂 質 表 面 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 多 価 性 の 単 位 が 、 モ ノ マ ー の 表 面 発 現 を 有 す る 酵 母 細 胞 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 以 下 を 含 む 架 橋 複 合 体 で あ っ て ：
　 a)抗 原 拘 束 性 T細 胞 受 容 体 (TCR)を 含 む 細 胞 傷 害 性 T細 胞 (CTL)；
　 b)CTLに お け る ペ プ チ ド 拘 束 性 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 誘 導 す る 抗 原 を 含 有 す る MHC結 合 ペ
プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 量 体 複 合 体 で あ っ て 、 こ こ で 抗
体 特 異 的 結 合 部 位 を さ ら に 含 む 、 複 合 体 ；
　 c)表 面 リ ガ ン ド を 有 す る 標 的 細 胞 ； な ら び に
　 d)抗 体 結 合 部 位 お よ び リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ に 結 合 す る 抗 体
こ こ で 、 モ ノ マ ー へ の TCRの 免 疫 学 的 結 合 、 な ら び に リ ガ ン ド お よ び 抗 体 結 合 部 位 の そ れ
ぞ れ へ の 抗 体 の 結 合 に よ り 、 架 橋 複 合 体 が 生 じ 、 そ の 結 果 、 標 的 細 胞 お よ び CTLが 、 細 胞
溶 解 の 近 傍 ま で も た ら さ れ る 、 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 多 量 体 複 合 体 が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 み 、 か つ MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー
の う ち の 2～ 4個 が 、 ビ オ チ ン 化 さ れ 、 ビ オ チ ン を 介 し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ て
い る 、 請 求 項 15記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 モ ノ マ ー の う ち の 4つ が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 15記 載 の 架 橋
複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 モ ノ マ ー の う ち の 3つ が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 15記 載 の 架 橋
複 合 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 モ ノ マ ー の う ち の 2つ が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 15記 載 の 架 橋
複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 モ ノ マ ー が 結 合 す る 複 数 の モ ノ マ ー 結 合 部 位 を 有 す る 多 価 性 の 単 位 を 含 む 、 請 求 項 15記
載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 多 価 性 の 単 位 が 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 を 提 供 す る よ う に 改 変 さ
れ た 脂 質 を 含 む リ ポ ソ ー ム で あ り 、 か つ モ ノ マ ー が ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ を 提 供 す る よ う に
改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 20記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 リ ポ ソ ー ム が 、 Ni-イ ミ ノ 2酢 酸 (Ni-IDA)ま た は Ni-ニ ト リ ロ 酢 酸 (Ni-NTA)を 含 有 す る 脂
質 を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 リ ポ ソ ー ム が 、 共 有 結 合 し た ニ ッ ケ ル キ レ ー ト 基 、 N",N"-bis[カ ル ボ キ シ メ チ ル ]-L-リ
ジ ン (ニ ト リ ロ 酢 酸 )(DOGS-Ni-NTA)を 有 す る 1,2ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-[N-95ア ミ ノ
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-1-カ ル ボ キ シ ル ペ ン チ ル )イ ミ ノ 2酢 酸 )ス ク シ ニ ル ]を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 架 橋 複 合 体
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 多 価 性 の 単 位 が 酵 母 細 胞 で あ り 、 か つ 複 数 の MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー が 、 酵
母 細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 多 価 性 の 単 位 が ハ イ ブ リ ド ー マ で あ り 、 か つ 少 な く と も 1つ の MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MH
Cモ ノ マ ー が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 表 面 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 リ ガ ン ド が 、 標 的 細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ る ペ プ チ ド で あ り 、 か つ 抗 体 が そ れ に 特 異 的 に
結 合 す る 、 請 求 項 15記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 抗 体 が 二 重 特 異 性 抗 体 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 15記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 が 蛍 光 性 で あ る 、 請 求 項 28記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 標 的 細 胞 が 、 溶 解 さ れ て い な い 標 的 細 胞 と 比 較 し て 、 溶 解 さ れ た 標 的 細 胞 に お い て そ の
シ グ ナ ル が 実 質 的 に 変 化 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 で タ グ 化 さ れ て い る 、 請 求 項 29記 載 の
架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 が 、 カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ テ ー ト ・ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
エ ス テ ル (CFSE)で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 標 的 細 胞 が 、 溶 解 さ れ た 細 胞 に お い て そ の シ グ ナ ル が 実 質 的 に 減 少 す る 親 油 性 の 第 1の
蛍 光 標 識 、 お よ び 溶 解 さ れ た 細 胞 に お い て そ の シ グ ナ ル が 実 質 的 に 未 変 化 の ま ま で あ る 第
2の 蛍 光 標 識 で 染 色 さ れ る 、 請 求 項 15記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 多 価 性 の 単 位 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ り 、 か つ 抗 体 が 、 Fc/FcR特 異 的 結 合 対 の 形 成 を
介 し て 標 的 細 胞 の 表 面 に 結 合 さ れ る Fab断 片 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 最 大 4つ の モ ノ マ ー が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 32記 載 の 架 橋 複
合 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 混 合 し た CTLを 含 有 す る 試 料 に お い て 、 公 知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ
ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー を 有 す る 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド 拘 束 性 の C
TLの 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 ：
　 a)以 下 を の 間 の 結 合 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 条 件 下 で 共 に 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 　 1)特 異 性 が 分 か っ て い な い CTLの 混 合 物 を 含 む 試 料 ；
　 　 2)公 知 の 表 面 リ ガ ン ド を 有 し 、 か つ 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識
で タ グ 化 さ れ て い る 標 的 細 胞 で あ っ て 、 こ こ で 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 の シ グ ナ ル は 、 溶 解
さ れ て い な い 細 胞 と 比 較 し て 、 溶 解 さ れ た 細 胞 に お い て 実 質 的 に 減 少 し 、 か つ 第 2の 検 出
可 能 な 標 識 の シ グ ナ ル は 、 溶 解 さ れ て い な い 細 胞 と 比 較 し て 、 溶 解 さ れ た 細 胞 に お い て 実
質 的 に 未 変 化 で あ る 、 標 的 細 胞 ； な ら び に
　 　 3)公 知 の 表 面 リ ガ ン ド に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 、 お よ び 公 知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド
が そ れ ぞ れ 結 合 し た 複 数 の MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 価 性 の 単 位 へ の 結 合 に
よ っ て 形 成 さ れ る MHC多 量 体 複 合 体 ；
　 b)結 合 前 に そ れ か ら 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 結 合 の 結 果 と し て 生 じ る 第 1の 検
出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 減 少 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で そ の 減
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少 が 公 知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー を 有 す る 細 胞 に 対 す る エ フ ェ ク
タ ー 機 能 を 有 す る 1種 ま た は 複 数 種 の ペ プ チ ド 拘 束 性 の CTLが 試 料 中 に 存 在 す る こ と を 示 唆
す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 検 出 工 程 が 、 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る 検 出
可 能 な シ グ ナ ル を 合 計 す る 工 程 を 含 み 、 か つ 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 か ら の シ グ ナ ル の 減 少
が 、 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 合 計
の 減 少 に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 減 少 量 が 、 公 知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー を 有 す る 細 胞 に 対 す る
エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る 試 料 中 の CTLの 数 を 示 す 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ア ッ セ イ 法 に お け る 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る CTLと 標 的 細 胞 と の 比 が 、 0.5： 1～ 約 6
0： 1の 範 囲 で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 ア ッ セ イ 法 に お け る 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る CTLと 標 的 細 胞 と の 比 が 、 0.5： 1～ 約 5
0： 1の 範 囲 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 TLの 抗 原 特 異 的 な エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 検 出 す る た め の 方 法 ：
　 a)以 下 の 間 の 結 合 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 結 合 条 件 下 で 共 に 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 　 1)Fc/FcR相 互 作 用 に よ っ て 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 さ れ た 抗 フ ル オ ロ フ ォ ア 抗 体 を 有 す る
、 FcRを 有 す る 標 的 細 胞 で あ っ て 、 こ こ で 細 胞 溶 解 が 起 こ る と 細 胞 中 で 実 質 的 に 減 少 す る
シ グ ナ ル を 有 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 、 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い る 、
標 的 細 胞 ；
　 　 2)ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ た フ ル オ ロ フ ォ ア 、 お よ び 公
知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 2～ 4個 の 三
元 複 合 体 を 含 む テ ト ラ マ ー で あ っ て 、 こ こ で こ れ ら の モ ノ マ ー が 、 ビ オ チ ン 化 さ れ 、 ビ オ
チ ン を 介 し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ て い る テ ト ラ マ ー ； お よ び
　 　 3)抗 原 特 異 的 CTLの う ち の 少 な く と も 1つ ； な ら び に
　 b)結 合 前 に そ れ か ら 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 結 合 の 結 果 と し て 生 じ る 第 1の 検
出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 減 少 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で シ グ ナ
ル の 減 少 が 、 そ の CTLが 、 抗 原 特 異 的 な エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る こ と を 示 唆 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 4つ の モ ノ マ ー が 抗 原 に 結 合 し 、 か つ 少 な く と も 1つ の CTLと 架 橋 を 形 成 し て い る 、 請 求
項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 適 切 な 条 件 が 、 少 な く と も 1つ の CTLに 結 合 す る た め の モ ル 過 剰 の テ ト ラ マ ー を 含 む 、 請
求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 複 数 の テ ト ラ マ ー が 、 抗 原 架 橋 を 介 し て 各 標 的 細 胞 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 42記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 検 出 工 程 が 、 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る 検 出
可 能 な シ グ ナ ル を 合 計 す る 工 程 を 含 み 、 か つ 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 か ら の シ グ ナ ル の 減 少
が 、 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 合 計
の 減 少 に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 減 少 量 が 、 抗 原 特 異 的 CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 の レ ベ ル を 示 す 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー を
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提 示 し て い る 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 性 T細 胞 リ ン パ 球 (CTL)の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 測 定 す る
た め の 方 法 ：
　 a)以 下 の 間 の 相 互 作 用 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 条 件 下 で 同 時 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程
で あ っ て 、
　 　 1)標 的 細 胞 の 溶 解 が 起 こ る と 変 化 す る シ グ ナ ル を 有 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 で タ グ
化 さ れ て い る 、 FcRを 有 す る 標 的 細 胞 ；
　 　 2)MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の MHC結 合 ペ プ チ ド と の 少 な く と も 1つ の 複 合 体
お よ び 少 な く と も 1つ の Fc含 有 抗 体 を 含 む 多 量 体 部 分 で あ っ て 、 こ こ で こ の 少 な く と も 1つ
の 複 合 体 モ ノ マ ー お よ び 少 な く と も 1つ の 抗 体 が 、 特 異 的 結 合 対 を 介 し て 多 価 性 の 単 位 に
結 合 さ れ て い る 、 多 量 体 部 分 ； お よ び 、
　 　 3)そ の 複 合 体 に 特 異 的 な 抗 原 受 容 体 (TCR)を 有 す る CTL；
こ こ で 、 そ の 相 互 作 用 が 、 抗 体 の FcRへ の 結 合 お よ び TCRの 複 合 体 へ の 結 合 に よ る 架 橋 複 合
体 の 形 成 を 含 み 、 そ れ に よ っ て 標 的 細 胞 の 細 胞 溶 解 の 近 傍 ま で CTLを も た ら す 工 程 ； な ら
び に 、
　 b)架 橋 複 合 体 の 形 成 が 無 い 場 合 に そ れ か ら 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し た 、 架 橋 複 合 体
の 形 成 の 結 果 と し て 生 じ る 、 検 出 可 能 な 標 識 か ら の シ グ ナ ル の 変 化 を 検 出 す る 工 程 で あ っ
て 、 こ こ で そ の シ グ ナ ル の 変 化 が 、 MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー お よ び MHC結 合 ペ
プ チ ド を 提 示 し て い る 細 胞 に 対 す る CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 示 唆 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 多 価 性 の 単 位 が 、 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 と し て ペ プ チ ド タ グ を 発 現 す る 細 胞 で あ
り 、 か つ 標 識 細 胞 が 、 そ の ペ プ チ ド タ グ に 特 異 的 な 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る
、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 複 数 の 異 な る MHC結 合 ペ プ チ ド -CTLの 組 み 合 わ せ を 有 す る 同 じ 標 的 細 胞 を 用 い て 繰 り 返
さ れ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。 　
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 標 的 細 胞 が 、 Fc受 容 体 (FcR)を 発 現 し 、 か つ 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 が 、 FcRに 特 異
的 に 結 合 す る Fc領 域 で あ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 1種 ま た は 複 数 種 の 異 な る MHC結 合 ペ プ チ ド -CTLの 組 み 合 わ せ を 有 す る 同 じ 標 的 細 胞 を 用
い て 繰 り 返 さ れ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 お よ び 特 に 、 CTLの 媒 介 に よ る 抗 原 提 示 細 胞 の 溶 解 を 検
出 す る た め の ア ッ セ イ 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 そ の 内 容 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 2004年 5月 7日 に 出 願 さ
れ た 米 国 特 許 出 願 第 60/568,900号 の 、 米 国 特 許 法 第 119条 (e)項 に 基 づ く 優 先 権 の 恩 典 を 主
張 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 細 胞 傷 害 性 ま た は 細 胞 溶 解 性 の Tリ ン パ 球 (CTL)は 、 適 応 免 疫 応 答 の 構 成 要 素 で あ り 、 ウ
イ ル ス ま た は 他 の 細 胞 内 病 原 体 に 感 染 し て い る 細 胞 の 破 壊 を 担 っ て い る 。 こ の 機 能 を 果 た
す た め に 、 CTLは 、 非 自 己 抗 原 か ら 自 己 抗 原 を 区 別 す る こ と が で き な け れ ば な ら な い 。 胸
腺 選 択 を 成 功 裡 に 受 け た 成 熟 CTLは 、 ク ラ ス I MHCを 結 合 す る こ と が で き る 多 形 性 の T細 胞
抗 原 受 容 体 (TCR)を 有 す る 。 ク ラ ス I MHCは 、 宿 主 の 全 体 に わ た っ て 、 大 多 数 の 有 核 細 胞 表
面 上 で 偏 在 的 に 発 現 さ れ て お り 、 か つ 自 己 ま た は 病 原 体 の い ず れ か に 由 来 す る 、 分 解 さ れ
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た 細 胞 内 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 ポ ケ ッ ト を 有 す る 。 外 来 ペ プ チ ド /M
HC複 合 体 の 認 識 は 、 TCRを 介 し た CTLの 活 性 化 を 誘 発 し 、 最 終 的 に 、 TCRを 提 示 し て い る 標
的 細 胞 の 破 壊 を 引 き 起 こ す と 考 え ら れ る 。 活 性 化 さ れ た CTLは 、 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 、 Fas
受 容 体 (CD95/CD95L)経 路 、 お よ び 細 胞 溶 解 性 顆 粒 の エ キ ソ サ イ ト ー シ ス を 含 む 様 々 な メ カ
ニ ズ ム に よ っ て 、 標 的 細 胞 を 破 壊 す る こ と が で き る 。 最 後 の メ カ ニ ズ ム は 、 接 触 を 介 し た
細 胞 障 害 性 の 主 要 形 態 で あ る (D. Kagi et al., Annu Rev Immunol 1996；  14： 207-32(非
特 許 文 献 1))。 理 論 的 に は 、 す べ て の 成 熟 CTLが 、 標 的 細 胞 を 溶 解 す る こ と が で き る 。 し か
し な が ら 、 一 部 の ウ イ ル ス の 感 染 は 、 CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 、 特 に 、 HCVま た は HIVな ど
の 病 原 体 に 対 し て 抗 原 特 異 的 で あ る 機 能 を 変 更 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 免 疫 応 答 の 大 き さ は 、 臨 床 家 が 感 染 の 進 行 の 追 跡 お よ び 予 後 の 判 定 を す る 際 の 助 け と な
り 得 る た め 、 免 疫 応 答 の レ ベ ル お よ び 持 続 性 を 測 定 す る た め の 方 法 を 開 発 す る こ と に 非 常
に 多 く の 努 力 が 払 わ れ て き た 。 体 液 性 応 答 の 場 合 は 、 血 清 中 の 抗 体 の 循 環 レ ベ ル を 測 定 す
る た め に 、 簡 易 な 方 法 が 利 用 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 細 胞 性 免 疫 応 答 の 大 き さ を 測 定
す る た め の 方 法 は 、 応 答 に 関 与 す る T細 胞 の 同 定 を 一 般 に 必 要 と す る た め 、 そ れ ほ ど 簡 単
で は な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 あ る 特 定 の 抗 原 に 対 し て 応 答 す る 、 個 体 中 の T細 胞 の 数 を 測 定 す る た め の 一 般 的 方 法 は
、 限 界 希 釈 ア ッ セ イ 法 (LDA)で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 平 均 し て た だ 1つ の 細 胞 が 1ウ ェ ル 中
に 存 在 す る よ う に な る ま で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 中 で CTLを 連 続 的 に 希 釈 し 、 次 い
で 、 そ れ ら の 細 胞 を 刺 激 し て 増 殖 さ せ 、 抗 原 に 対 す る 応 答 に お け る 細 胞 傷 害 活 性 に つ い て
検 査 す る 。 こ の 方 法 は 、 CTLが 細 胞 傷 害 活 性 を 有 し て い る こ と だ け で な く 、 そ の 後 の 感 染
の 際 に 不 可 欠 と な り 得 る 、 CTLが 増 殖 で き る と い う こ と も 示 唆 す る た め 、 有 用 で あ る 。 残
念 な が ら 、 CTLは 一 般 に 、 細 胞 傷 害 活 性 を 測 定 す る の に 十 分 な 数 を 生 じ る の に 数 週 間 の 増
殖 を 必 要 と す る た め 、 限 界 希 釈 ア ッ セ イ 法 は 時 間 が か か る 。 し た が っ て 、 こ の ア ッ セ イ 法
は 、 実 施 す る に は 大 き な 労 力 を 要 し 、 か つ 高 価 で あ り 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト な ア ッ セ イ 形 式
に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と は で き な い 。 さ ら に 、 こ の 方 法 は 、 増 殖 能 力 を 有 す る CTLの み を
同 定 す る た め 、 限 界 希 釈 ア ッ セ イ 法 は 、 個 体 中 の 特 異 的 CTLの 数 を 少 な く 見 積 も る 可 能 性
が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 抗 原 特 異 的 な CTLを 同 定 す る の に 有 用 で あ る 別 の 方 法 は 、 抗 原 に 刺 激 さ れ た CTLに よ る イ
ン タ ー フ ェ ロ ン γ な ど の サ イ ト カ イ ン の 発 現 に 依 拠 し て い る 。 こ の 方 法 で は 、 抗 原 に 刺 激
さ れ た 細 胞 が 透 過 化 処 理 さ れ 、 か つ 例 え ば 、 検 出 可 能 と な る よ う に 標 識 さ れ た 抗 イ ン タ ー
フ ェ ロ ン γ 抗 体 を 用 い て 、 細 胞 内 免 疫 染 色 が 実 施 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 増 殖 も 、 し た
が っ て 、 細 胞 培 養 工 程 も 必 要 と し な い た め 、 限 界 希 釈 ア ッ セ イ 法 よ り 優 れ た 利 点 を 有 し 、
か つ ハ イ ス ル ー プ ッ ト な ア ッ セ イ 形 式 に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、
こ の 方 法 は 、 細 胞 に 対 し て 毒 性 で あ り 、 し た が っ て 、 例 え ば 付 加 的 な 機 能 試 験 を 実 施 す る
た め に 、 抗 原 特 異 的 な 生 細 胞 を 選 択 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 (MHC)分 子 の テ ト ラ マ ー を 利 用 す る 、 よ り 最 近 に 開 発 さ れ た
、 抗 原 特 異 的 T細 胞 の 検 出 方 法 は 、 T細 胞 解 析 に 大 変 革 を 起 こ し た 。 MHCテ ト ラ マ ー 複 合 体
は 、 あ る 特 定 の ペ プ チ ド 抗 原 を 有 す る 、 4つ の MHCモ ノ マ ー 、 例 え ば 、 4つ の MHCク ラ ス I分
子 /β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン モ ノ マ ー お よ び 蛍 光 色 素 な ど の 検 出 可 能 な 標 識 の 結 合 に よ っ て
形 成 さ れ 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど 多 価 性 の 単 位 (multivalent entity)に よ っ て 結 合 さ れ
て い る 。 こ の よ う な MHCク ラ ス I分 子 テ ト ラ マ ー 複 合 体 は 、 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 (CTL)を 含
む 、 CD8+T細 胞 の サ ブ セ ッ ト 上 の T細 胞 受 容 体 の 独 特 の 組 に 結 合 す る 。 CTLは 、 エ フ ェ ク タ
ー CD8+T細 胞 で あ る が 、 必 ず し も CD8+T細 胞 の 抗 原 特 異 的 プ ー ル 全 体 を 表 さ な い 。 こ の 点 に
関 し て 、 LDAお よ び サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ 法 の い ず れ も 、 CTLま た は CTLの 部 分 集 団 を 検 出
す る の に 対 し 、 MHCテ ト ラ マ ー 法 は エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 示 さ な い 、 ナ イ ー ブ お よ び ア ネ ル
ギ ー 性 の CD8+T細 胞 を 含 む 、 す べ て の 抗 原 特 異 的 CD8+T細 胞 を 検 出 す る こ と が で き る 。 MHC
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テ ト ラ マ ー を 末 梢 血 リ ン パ 球 ま た は 全 血 と 混 合 し 、 検 出 シ ス テ ム と し て フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 あ る ペ プ チ ド お よ び そ れ に 結 合 さ れ た ア レ ル に 特 異 的 な す べ
て の T細 胞 が 計 数 さ れ る 。 し た が っ て 、 MHCテ ト ラ マ ー は 、 特 定 の ペ プ チ ド に 対 す る 細 胞 性
応 答 の 測 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 T細 胞 特 異 性 を 解 析 す る た め に MHCテ ト ラ マ ー を 使 用 す る こ と は 、 こ れ ま で に 使 用 さ れ た
T細 胞 ア ッ セ イ 法 と 比 べ て 著 し い 利 点 を 与 え る 。 例 え ば 、 MHCテ ト ラ マ ー 法 は 定 量 的 で あ り
、 こ れ は 、 放 射 標 識 の 使 用 を 必 要 と せ ず 、 か つ ハ イ ス ル ー プ ッ ト な ア ッ セ イ 形 式 に 容 易 に
適 合 さ れ る 。 さ ら に 、 こ の 方 法 は 、 迅 速 に 実 施 す る こ と が で き 、 し た が っ て 、 新 鮮 な 血 液
ま た は 組 織 試 料 を 検 査 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 MHCテ ト ラ マ ー 複 合 体 が 蛍 光 標 識
を 含 む 場 合 、 T細 胞 を 含 む 細 胞 集 団 を 、 1種 ま た は 複 数 種 の 他 の 蛍 光 標 識 分 子 、 例 え ば 、 他
の 細 胞 表 面 分 子 に 特 異 的 な 蛍 光 標 識 分 子 で さ ら に 染 色 し 、 か つ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用
い て 解 析 す る こ と が で き 、 し た が っ て 、 応 答 細 胞 の さ ら な る 特 性 決 定 が 可 能 と な る 。 こ の
場 合 、 付 加 的 な 蛍 光 標 識 は 、 標 識 細 胞 を 染 色 す る た め に 使 用 さ れ る 1種 ま た は 複 数 種 の 標
識 と 容 易 に 識 別 可 能 な 波 長 で 蛍 光 発 光 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 さ ら に 、 MHCテ ト ラ マ ー 解
析 は 、 標 識 さ れ た 細 胞 に 対 し て 毒 性 で は な く 、 し た が っ て 、 テ ト ラ マ ー 結 合 細 胞 を 、 フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 均 一 な 集 団 に 分 別 し 、 付 加 的 な ア ッ セ イ 法 に よ っ て 検 査 し て 、
そ れ ら の 機 能 的 能 力 、 例 え ば 、 抗 原 に 応 答 し て 増 殖 す る 能 力 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 MHCテ ト ラ マ ー 解 析 の 使 用 に よ り 、 MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 へ の 結 合 の 特 異 性 に 基 づ い て 個
々 の T細 胞 を 同 定 す る こ と が 可 能 に な る 。 テ ト ラ マ ー 解 析 法 は 、 HIVな ど の 急 性 ウ イ ル ス 感
染 症 の ヒ ト に お け る CD8+T細 胞 応 答 を 研 究 す る た め に 使 用 さ れ 、 応 答 の 急 性 期 の 間 の 抗 原
特 異 的 CD8+T細 胞 の 増 加 が 、 以 前 に 考 え ら れ て い た よ り は る か に 大 き い こ と を 明 ら か に し
た 。 MHCテ ト ラ マ ー は ま た 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス (Epstein Barr virus)単 核 球 症
、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 肝 炎 B、 肝 炎 C、 イ ン フ ル エ ン ザ お よ
び 嚢 虫 を 含 む 他 の ウ イ ル ス 感 染 症 ； 寄 生 虫 感 染 症 の マ ラ リ ア ； 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 黒 色 腫 、
結 腸 癌 、 肺 癌 、 お よ び 子 宮 頸 癌 を 含 む 癌 ； 多 発 性 硬 化 症 お よ び 関 節 リ ウ マ チ を 含 む 自 己 免
疫 疾 患 ； な ら び に 移 植 に お け る CD8+T細 胞 応 答 を 正 確 か つ 効 率 的 に モ ニ タ ー す る た め に も
使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し か し な が ら 、 MHCテ ト ラ マ ー ア ッ セ イ 法 は 、 抗 原 特 異 的 CTLを 活 性 化 し て 標 的 細 胞 を 溶
解 す る (す な わ ち 「 エ フ ェ ク タ ー 」 機 能 を 有 す る )MHCモ ノ マ ー の 能 力 に 関 す る 情 報 は 提 供
し な い 。 歴 史 的 に 、 研 究 者 ら は 、 抗 原 特 異 的 CTLの 溶 解 能 を 測 定 す る こ と だ け で な く 、 MHC
/ペ プ チ ド リ ガ ン ド を 発 現 し な い 細 胞 系 統 に エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 宛 先 変 更 す る (redirect)
こ と に も 主 に 関 心 を 持 っ て い た 。 CTLエ フ ェ ク タ ー 機 能 を 宛 先 変 更 す る と い う 概 念 は 、 198
0年 代 半 ば に 最 初 に 報 告 さ れ た 。 研 究 者 ら は 、 化 学 的 に 架 橋 さ せ た 抗 体 、 い わ ゆ る ヘ テ ロ
凝 集 素 、 2本 鎖 異 種 抗 体 、 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 を 構 築 し た 。 こ れ ら の 複 合 体 は 、 TCRま
た は CD3に 特 異 的 な 抗 体 、 お よ び 標 的 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 特 有 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質
に 特 異 的 な 抗 体 で 構 成 さ れ て い た 。 標 的 細 胞 は 、 内 因 的 に 、 ま た は ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な
ど の ハ プ テ ン に よ る 修 飾 後 の い ず れ か に タ ン パ ク 質 を 発 現 し た 。 よ り 最 近 の 報 告 で は 、 こ
の 方 法 が 単 に CTLク ロ ー ン の み に 限 定 さ れ な い こ と 、 お よ び 新 鮮 な ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 (PB
MC)の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 宛 先 変 更 す る の に 使 用 で き る こ と が 実 証 さ れ た (前 掲 の Jung G.,
 et al., Proc Natl Acad Sci USA 1986 Jun； 83(12)： 4479-83, Perez(非 特 許 文 献 2))。
他 の 研 究 室 は 、 受 容 体 が 誘 発 す る (receptor-triggering)抗 体 (す な わ ち 抗 CD3)お よ び 標 的
細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 (Ab)の 双 方 を 発 現 す る ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ を 構 築 し た
。 こ れ ら の 方 法 は す べ て 、 Ab断 片 の 化 学 的 架 橋 、 ま た は TCRお よ び 腫 瘍 抗 原 の 双 方 に 対 す
る 特 異 性 を 有 す る 分 子 を 含 む 抗 体 混 合 物 を 分 泌 す る と 思 わ れ る 細 胞 系 統 を 作 製 す る た め の
2種 の ハ イ ブ リ ド ー マ の 融 合 (「 ク ア ド ロ ー マ 」 と 呼 ば れ る )を 含 ん だ 。 当 時 、 こ れ ら の タ
イ プ の ア プ ロ ー チ は 、 抗 体 の 異 種 混 合 物 を 生 じ 、 同 種 の 溶 液 を 得 る の は 困 難 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 そ の 後 、 組 換 え ア プ ロ ー チ が 使 用 さ れ た 。 機 能 的 な 一 本 鎖 の 二 重 特 異 性 Ab(SCFV 2 )が 、
大 腸 菌 (E.coli)で 発 現 さ せ る た め に 人 工 的 に 設 計 さ れ た 。 こ の 組 換 え 構 築 物 は 、 抗 TCR Ab
に 由 来 す る V H お よ び V L 遺 伝 子 、 な ら び に 抗 フ ル オ レ セ イ ン Abに 由 来 す る V H お よ び V L 遺 伝 子
を 有 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ る 構 築 物 を 用 い て 、 CTLの 媒 介 に よ る 溶 解 を 、 フ ル オ レ セ イ
ン 標 識 さ れ た 腫 瘍 細 胞 に 宛 先 変 更 し た 。 他 の 研 究 室 は 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 製 す る た め に
真 核 生 物 の 発 現 /分 泌 系 を 使 用 し た が 、 一 方 の 端 が TCRに 、 も う 一 方 が 標 的 細 胞 に 特 異 的 な
抗 体 に よ っ て 、 標 的 に CTLを 橋 渡 し す る と い う 概 念 は 依 然 と し て 同 じ で あ っ た 。 し か し な
が ら 、 こ れ ま で に 言 及 し た こ れ ら の ア プ ロ ー チ の す べ て に お い て 、 CTLの 宛 先 変 更 さ れ た
溶 解 は 、 TCR特 異 的 で は な い 様 式 で の 、 標 的 へ の CTLの 結 合 を 含 ん で い た 。 架 橋 分 子 の CTL
結 合 部 分 は 、 す べ て の TCR、 ま た は TCR超 分 子 複 合 体 の 非 多 形 性 の CD3部 分 を 結 合 す る こ と
が で き た 。 CTLの 抗 原 特 異 性 は 一 度 も 示 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Robertら (Eur J lmmunol 2000 Nov； 30(11)： 3165-70)(非 特 許 文 献 3)は 、 CTL溶 解 を 宛
先 変 更 す る 代 替 ア プ ロ ー チ を 報 告 し た 。 こ の 系 で は 、 公 知 の 溶 解 能 を 有 す る CTLの 溶 解 の
宛 先 変 更 を 達 成 す る こ と が で き る 。 抗 原 特 異 的 CTLは 、 テ ト ラ マ ー 、 ま た は 4つ の ビ オ チ ン
結 合 部 位 を 天 然 に 有 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ っ て 共 に 結 合 さ れ た ビ オ チ ン 化 MHCお よ
び ペ プ チ ド の 複 合 体 に 化 学 的 に 結 合 さ れ た 、 腫 瘍 抗 原 に 特 異 的 な Fab'に よ っ て 、 標 的 細 胞
と 結 合 し て い た (図 1)。 標 的 細 胞 は 、 Fab'で 修 飾 さ れ た テ ト ラ マ ー で 最 初 に コ ー テ ィ ン グ
さ れ 、 次 い で 、 関 心 対 象 の 抗 原 特 異 的 な CTL系 統 ま た は ク ロ ー ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ
れ た 。 し た が っ て 、 こ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 こ の 結 合 体 は 、 特 定 の 抗 原 特 異 性 を 有 す る
CTLに 対 し て 選 択 的 で あ り 、 か つ 腫 瘍 細 胞 系 統 は 、 特 定 の 抗 原 /MHC複 合 体 を 発 現 す る よ う
に 修 飾 さ れ た 。 他 の 研 究 室 に よ る 研 究 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 結 合 特 性 を 利 用 す る こ と
、 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 自 体 を 遺 伝 学 的 に 改 変 す る こ と に 焦 点 を 合 わ せ て い た 。 Ogg
ら (Br J Cancer 2000 Mar； 82(5)： 1058-62)(非 特 許 文 献 4)は 、 腫 瘍 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体
お よ び 単 鎖 MHCを 搭 載 し た テ ト ラ マ ー を 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 で き る よ う に 双 方 の
分 子 を ビ オ チ ン 化 す る こ と に よ っ て 連 結 し た 。 こ の 研 究 室 に よ る そ の 後 の 研 究 で は 、 野 生
型 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン お よ び 抗 CD20Abか ら な る 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 し た 。 こ の 融
合 タ ン パ ク 質 は 、 4つ の 全 て の ビ オ チ ン 結 合 部 位 を 保 持 し て い た こ と に 加 え て 、 標 的 細 胞
の 表 面 で 発 現 さ れ る 抗 原 に 対 す る 4つ の 結 合 部 位 も 備 え て い た 。 ビ オ チ ン 化 MHC/ペ プ チ ド
モ ノ マ ー は 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ れ 、 初 回 の 刺 激 を 受 け て い た PBMCの エ フ ェ ク タ
ー 機 能 を 成 功 裡 に 宛 先 変 更 す る の に 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 他 の 研 究 者 ら は 、 HCVお よ び HIVに 対 す る 免 疫 応 答 を 経 験 し て い る 個 体 か ら 単 離 さ れ た CD
8+Tリ ン パ 球 集 団 が 、 疾 患 お よ び 抗 原 に 特 異 的 な 様 式 で テ ト ラ マ ー に 結 合 で き る こ と を 報
告 し た 。 し か し な が ら 、 す べ て の テ ト ラ マ ー 陽 性 リ ン パ 球 が リ ン フ ォ カ イ ン IFNを 分 泌 す
る 能 力 を 有 し て い る わ け で は な か っ た た め 、 こ れ ら の 集 団 は 、 「 仮 死 状 態 (stunned)」 ま
た ア ネ ル ギ ー 性 で あ る と 判 定 さ れ た (Lechner, R, et al., J. Exp. Med. (2000) 191： 14
99-1512)(非 特 許 文 献 5)。 し か し な が ら 、 リ ン パ 球 培 養 物 内 で の CTLの 存 在 ま た は 不 在 は 、
従 来 エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 存 在 ま た は 不 在 に よ っ て 定 義 さ れ て き た 。 定 義 に よ れ ば 、 CTLは
、 パ ー フ ォ リ ン お よ び グ ラ ン ザ イ ム を 含 有 す る 溶 解 性 の 顆 粒 を 分 泌 す る こ と に よ っ て 、 抗
原 特 異 的 な 様 式 で 標 的 細 胞 を 溶 解 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 イ ン ビ ト ロ で の CD8 + Tリ ン パ 球 (CTL)の 存 在 は 、 通 常 、 抗 原 を 提 示 し て い る 標 的 細 胞 を 溶
解 す る そ れ ら の 機 能 的 能 力 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 こ の 機 能 は 、 関 心 対 象 の 試 料 の 全 エ フ ェ
ク タ ー 機 能 を 測 定 す る 放 射 性 お よ び 非 放 射 性 の 溶 解 性 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 定 量 す る こ と が
で き る 。 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 担 う CTLの 計 数 、 お よ び こ れ ら の リ ン パ 球 に よ る エ フ ェ ク タ
ー 機 能 の 同 時 検 出 は 、 技 術 的 に 難 易 度 が 高 く 、 今 日 ま で 、 こ の 課 題 を 達 成 す る と 思 わ れ る
技 術 は 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し た が っ て 、 上 記 の 点 に 鑑 み て 、 CTLの 抗 原 特 異 性 お よ び 溶 解 能 を 測 定 す る よ う に 開 発
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さ れ た 新 し く か つ よ り 優 れ た ア ッ セ イ 法 が 、 様 々 な 疾 患 に お け る CTLの 役 割 を 判 定 す る た
め に 、 か つ 抗 原 特 異 的 CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 定 量 す る た め に 必 要 と さ れ て い る 。 本 発
明 は 、 こ の 必 要 を 満 た し 、 か つ さ ら な る 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 D. Kagi et al., Annu Rev Immunol 1996；  14： 207-32
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Jung G., et al., Proc Natl Acad Sci USA 1986 Jun； 83(12)： 4479-8
3, Perez
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Robertら (Eur J lmmunol 2000 Nov； 30(11)： 3165-70)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Oggら (Br J Cancer 2000 Mar； 82(5)： 1058-62)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Lechner, R, et al., J. Exp. Med. (2000) 191： 1499-1512
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ７ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 人 工 の 抗 原 提 示 細 胞 を 抗 原 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性 T細 胞 と 結 合 し て い る テ ト ラ
マ ー ベ ー ス の 架 橋 系 を 、 放 射 性 お よ び 非 放 射 性 の 溶 解 性 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 、 抗 原 拘 束 性
CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 ま た は 関 心 対 象 の 試 料 の 全 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 定 量 す る の に 使 用
す る こ と が で き る と い う 発 見 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 し た が っ て 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 4成 分 ： 1)表 面 リ ガ ン ド 、 お よ び
溶 解 さ れ て い な い 標 的 細 胞 と 比 較 し て 、 溶 解 さ れ た 標 的 細 胞 に お い て 実 質 的 に 変 更 さ れ る
シ グ ナ ル を 生 成 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 標 的 細 胞 ； 2)抗 体 特 異 的 結 合 部 位 を さ
ら に 含 む 、 試 験 MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た 、 MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 量
体 複 合 体 ； 3)標 的 細 胞 上 の リ ガ ン ド お よ び 抗 体 特 異 的 結 合 部 位 に 結 合 す る 抗 体 ； な ら び に
4)ペ プ チ ド 拘 束 性 の CTL； の 間 の 相 互 作 用 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 条 件 下 で 同 時 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 CTLに お け る ペ プ チ ド 拘 束 性 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 誘 導 す る
公 知 の 抗 原 の ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 成 分 間 の 相 互 作
用 に よ り 、 標 的 細 胞 の 細 胞 溶 解 の 近 傍 ま で ペ プ チ ド 拘 束 性 の CTLを も た ら す 架 橋 複 合 体 が
形 成 さ れ る 。 複 合 体 形 成 し て い な い 標 的 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し た 、 架
橋 複 合 体 中 の 標 的 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル に お い て 検 出 さ れ る 変 化 は 、 MHCク ラ
ス Iモ ノ マ ー 中 の ペ プ チ ド が 、 CTLに お け る ペ プ チ ド 拘 束 性 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 誘 導 し て
い る こ と を 同 定 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 成 分 ： 1)抗 原 拘 束 性 T細 胞 受 容 体 (TCR)を 有 す る 細
胞 傷 害 性 T細 胞 (CTL)； 2)CTLに お け る ペ プ チ ド 拘 束 性 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 誘 導 す る 公 知
の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し 、 か つ 抗 体 特 異 的 結 合 部 位 を 有 す る 、 MHCモ ノ マ ー ま た
は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 量 体 複 合 体 ； 3)表 面 リ ガ ン ド を 有 す る 標 的 細 胞 ； な ら び に 4)抗 体
結 合 部 位 お よ び リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ に 結 合 す る 抗 体 ； を 含 有 す る 架 橋 複 合 体 を 提 供 す る 。
モ ノ マ ー へ の TCRの 免 疫 学 的 結 合 、 な ら び に リ ガ ン ド お よ び 抗 体 結 合 部 位 の そ れ ぞ れ へ の
抗 体 の 結 合 に よ り 、 架 橋 複 合 体 が 生 じ 、 そ の 結 果 、 標 的 細 胞 お よ び CTLが 、 細 胞 溶 解 の 近
傍 ま で も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 混 合 し た CTLを 含 有 す る 試 料 に お い て 、 公 知 の 抗
原 の MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー を 有 す る 細 胞 に 対 す る エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有
す る ペ プ チ ド 拘 束 性 の CTLの 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の こ れ ら の 方
法 の 実 施 は 、 1)特 異 性 が 分 か っ て い な い CTLの 混 合 物 を 含 む 試 料 ； 2)公 知 の 表 面 リ ガ ン ド
、 お よ び 溶 解 さ れ て い な い 細 胞 と 比 較 し て 、 溶 解 さ れ た 細 胞 に お い て そ の シ グ ナ ル が 実 質
的 に 減 少 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 標 的 細 胞 ； な ら び に 3)公 知 の 表 面 リ ガ ン ド に
対 し て 特 異 的 な 抗 体 、 お よ び 公 知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド が そ れ ぞ れ 結 合 し た 複 数 の MHC
モ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 価 性 の 単 位 へ の 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る MHC多 量 体 複
合 体 ； の 間 の 相 互 間 の 結 合 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 条 件 下 で 共 に 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む
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。 結 合 前 に そ れ か ら 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 結 合 の 結 果 と し て 生 じ る 第 1の 検 出
可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 減 少 の 検 出 は 、 公 知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド
が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー を 有 す る 細 胞 に 対 す る エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る 1種 ま た は 複 数 種
の ペ プ チ ド 拘 束 性 CTLが 試 料 中 に 存 在 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 1)Fc/FcR相 互 作 用 に よ っ て 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 さ
れ た 抗 フ ル オ ロ フ ォ ア 抗 体 を 有 す る 、 FcRを 有 す る 標 的 細 胞 で あ っ て 、 細 胞 溶 解 が 起 こ る
と 実 質 的 に 減 少 す る シ グ ナ ル を 有 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い る 標 的 細 胞 ； 2
)ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ た フ ル オ ロ フ ォ ア 、 お よ び 公 知 の
抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 2～ 4個 の 三 元 複
合 体 を 含 む テ ト ラ マ ー で あ っ て 、 こ れ ら の モ ノ マ ー が 、 ビ オ チ ン 化 さ れ 、 ビ オ チ ン を 介 し
て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ て い る テ ト ラ マ ー ； な ら び に 3)抗 原 特 異 的 CTLの う ち の
少 な く と も 1つ を 、 相 互 間 の 結 合 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 結 合 条 件 下 で 共 に 接 触 さ せ る
こ と に よ っ て 、 CTLの 抗 原 特 異 的 な エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
結 合 前 に そ れ か ら 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 結 合 の 結 果 と し て 生 じ る 第 1の 検 出 可
能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 減 少 の 検 出 は 、 そ の CTLが 、 そ の MHC結 合 ペ プ チ ド
を 提 示 す る 抗 原 提 示 細 胞 に 対 す る 抗 原 特 異 的 な エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る こ と を 示 唆 す る
。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 1)標 的 細 胞 の 溶 解 が 起 こ る と 変 化 す る シ グ ナ ル を
有 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 で タ グ 化 さ れ て い る 、 FcRを 有 す る 標 的 細 胞 ； 2)MHCモ ノ マ ー
ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の MHC結 合 ペ プ チ ド と の 少 な く と も 1つ の 複 合 体 お よ び 少 な く と も 1
つ の Fc含 有 抗 体 を 含 み 、 こ の 少 な く と も 1つ の モ ノ マ ー お よ び 少 な く と も 1つ の 抗 体 が 、 特
異 的 な 結 合 対 を 介 し て 多 価 性 の 単 位 に 結 合 さ れ て い る 、 多 量 体 部 分 ； な ら び に 、 3)そ の 複
合 体 に 特 異 的 な 抗 原 受 容 体 (TCR)を 有 す る CTL； の 間 の 相 互 作 用 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な
条 件 下 で 同 時 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー
ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー を 提 示 し て い る 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 性 T細 胞 リ ン パ 球 (CTL)の エ
フ ェ ク タ ー 機 能 を 測 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 相 互 作 用 に よ り 、 抗 体 の Fcの FcR
へ の 結 合 お よ び TCRの 複 合 体 へ の 結 合 に よ っ て 、 架 橋 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 そ れ に よ り 、 標
的 細 胞 の 細 胞 溶 解 の 近 傍 ま で CTLが を も た ら さ れ る 。 架 橋 複 合 体 の 形 成 が 無 い 場 合 に そ れ
か ら 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し た 、 架 橋 複 合 体 の 形 成 の 結 果 と し て 生 じ る 、 検 出 可 能 な
標 識 か ら の シ グ ナ ル の 変 化 の 検 出 は 、 MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー お よ び MHC結 合
ペ プ チ ド を 提 示 し て い る 細 胞 に 対 す る CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 抗 原 特 異 的 CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 検 出 お よ び 定 量 す る た め 、 お よ び こ の
よ う な CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 公 知 の 抗 原 の ペ プ チ ド を 提 示 し て い る 1つ ま た は 複 数 の MH
Cモ ノ マ ー を 有 し て い る ま た は 有 し て い る と 推 測 さ れ る 試 料 中 の 標 的 細 胞 に 宛 先 変 更 す る
た め の 、 組 成 物 、 方 法 、 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 多 数 の 異 な る CTL-抗 原 ペ プ
チ ド の 組 み 合 わ せ を 試 験 す る た め に 、 同 じ 標 的 細 胞 (お よ び 、 い く つ か の 場 合 で は 、 同 じ
標 的 細 胞 -リ ガ ン ド -抗 体 の 組 み 合 わ せ )を 使 用 す る こ と を 可 能 に す る 架 橋 複 合 体 の 発 見 に
基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 「 MHCモ ノ マ ー 」 お よ び 「 HLAモ ノ マ ー 」 と い う 用 語
は 、 集 合 を 促 進 す る 条 件 下 で 集 合 し て 、 適 切 な MHC結 合 ペ プ チ ド ま た は HLA結 合 ペ プ チ ド 、
お よ び β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と の 三 元 複 合 体 を 構 築 す る 能 力 を 維 持 し て い る ク ラ ス I MHC
重 鎖 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 「 改 変 MHCモ ノ マ ー 」 お よ び 「 改 変 H
LAモ ノ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 前 述 の ク ラ ス Iモ ノ マ ー で あ る が 、 後 述 の 改 変 を 導 入 す る た
め に 人 工 的 に 設 計 さ れ た も の を 意 味 す る 。 こ れ ら の 用 語 は ま た 、 復 元 条 件 下 で 集 合 し て 、
適 切 な MHC結 合 ペ プ チ ド ま た は HLA結 合 ペ プ チ ド 、 お よ び β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と の 三 元 複
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合 体 を 構 築 す る 能 力 、 な ら び に 変 性 条 件 下 で 解 離 す る 能 力 を 維 持 し て い る MHCモ ノ マ ー の
機 能 的 断 片 も 包 含 す る 。 例 え ば 、 機 能 的 断 片 は 、 ク ラ ス I重 鎖 の α 1 、 α 2 、 α 3 ド メ イ ン の
み 、 ま た は α 1 、 α 2 ド メ イ ン の み 、 す な わ ち 三 元 複 合 体 の 形 成 に 参 加 す る 細 胞 表 面 ド メ イ
ン の み を 含 ん で よ い 。 別 の 態 様 に お い て 、 改 変 MHCモ ノ マ ー は 、 融 合 タ ン パ ク 質 中 に 含 有
さ れ る 、 ク ラ ス I重 鎖 分 子 も し く は そ の 機 能 的 断 片 、 ま た は 「 単 鎖 」 分 子 で よ く 、 か つ そ
の モ ノ マ ー の 細 胞 表 面 ド メ イ ン 間 の リ ン カ ー 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー 、 ま た は 融 合 タ ン パ ク
質 中 の リ ガ ン ド が 反 応 す る 第 2の リ ガ ン ド で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 固 体 支 持 体 に 分 子 を
付 着 さ せ る リ ガ ン ド と し て 機 能 す る ア ミ ノ 配 列 を さ ら に 含 ん で よ い 。 さ ら に 、 「 改 変 MHC
モ ノ マ ー 」 お よ び 「 改 変 HLAモ ノ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 複 数 の 種 ま た は 複 数 の ク ラ ス Iサ ブ
ク ラ ス に 由 来 す る ク ラ ス I重 鎖 分 子 の ド メ イ ン を 含 有 す る キ メ ラ を 包 含 す る と 意 図 さ れ る
。 例 え ば 、 ヒ ト HLA-A2断 片 中 の 3つ の α ド メ イ ン の う ち の 1つ を マ ウ ス H-2Kbド メ イ ン に 置
換 す る こ と に よ っ て 、 キ メ ラ を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 分 子 は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト
間 に 任 意 の ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー を 有 す る 単 鎖 と し て 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る
融 合 タ ン パ ク 質 と し て 好 都 合 に 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
モ ノ マ ー の 調 製
　 ヒ ト の ク ラ ス I MHCは 、 第 6染 色 体 上 に 位 置 し 、 3つ の 遺 伝 子 座 、 HLA-、 HLA-B、 お よ び HL
A-Cを 有 す る 。 最 初 の 2つ の 遺 伝 子 座 は 、 ア ロ 抗 原 を コ ー ド す る 多 数 の ア レ ル を 有 す る 。 こ
れ ら は 、 44Kdの 重 鎖 サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 12Kdの β 2 -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な
る こ と が 判 明 し て お り 、 こ れ は 、 す べ て の 抗 原 特 異 性 に 共 通 し て い る 。 例 え ば 、 可 溶 性 の
HLA-A2は 、 Turner, M. J. et al., J. Biol. Chem. (1977) 252： 7555-7567に よ っ て 記 載
さ れ て い る よ う に 、 ホ モ 接 合 性 の ヒ ト リ ン パ 芽 球 細 胞 系 統 J～ Yに 由 来 す る 形 質 膜 の パ パ イ
ン 消 化 後 に 精 製 す る こ と が で き る 。 パ パ イ ン は 、 膜 貫 通 領 域 に 近 い 44Kd重 鎖 を 切 断 し 、 α

1 、 α 2 、 α 3 ド メ イ ン 、 お よ び β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン か ら な る 分 子 を 生 成 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 MHCモ ノ マ ー は 、 適 切 な 細 胞 か ら 単 離 す る こ と が で き 、 ま た は 例 え ば 、 Paulら (Fundamen
tal Immunology, 2d Ed., W. E. Paul, ed., Ravens Press N. Y. 1989, Chapters 16-18
)に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う に 、 組 換 え に よ っ て 作 製 す る こ と が で き 、 か つ 後 述 す る よ
う に 、 容 易 に 改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て MHCモ ノ マ ー に 適 用 さ れ る 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 そ の 天 然 の
状 態 以 外 の 状 態 に あ る 、 例 え ば 、 通 常 MHCを 発 現 す る 細 胞 の 細 胞 膜 に 結 合 し て い な い 、 MHC
ク ラ ス Iの MHC糖 タ ン パ ク 質 重 鎖 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 完 全 長 の サ ブ ユ ニ ッ ト 鎖 、 な ら
び に MHCモ ノ マ ー の 機 能 的 断 片 を 包 含 す る 。 機 能 的 断 片 は 、 抗 原 結 合 部 位 、 お よ び 適 切 な T
細 胞 受 容 体 に よ っ て 認 識 さ れ る た め に 必 要 な 配 列 を 含 む も の で あ る 。 こ れ は 、 典 型 的 に は
、 完 全 長 の 鎖 の 配 列 の 少 な く と も 約 60～ 80％ 、 典 型 的 に は 90～ 95％ を 含 む 。 本 明 細 書 に お
い て 記 述 す る よ う に 、 「 単 離 さ れ た 」 MHCサ ブ ユ ニ ッ ト 成 分 は 、 組 換 え に よ っ て 作 製 し て
も 、 ま た は 適 切 な 細 胞 供 給 源 か ら 可 溶 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 成 熟 し た 」 MHC糖 タ ン パ ク 質 モ ノ マ ー の 天 然 型 の 長 さ は 、 配 列 中 の 1つ ま た は 複 数 の ア
ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 、 お よ び 挿 入 ま た は 付 加 が 原 因 と な っ て 、 い く ら か 変 動 す る こ と は 周
知 で あ る 。 し た が っ て 、 MHCモ ノ マ ー は 、 実 質 的 な 天 然 の 改 変 の 影 響 を 受 け る が 、 そ れ で
も な お 、 そ れ ら の 機 能 を 保 持 す る こ と が で き る 。 改 変 さ れ た タ ン パ ク 質 鎖 も ま た 、 当 業 者
に は 周 知 で あ り 、 か つ 詳 細 に 後 述 す る 様 々 な 組 換 え DNA技 術 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 容
易 に 設 計 お よ び 製 造 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ れ ら の 鎖 は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 付 加 、
欠 失 な ど に よ っ て 、 一 次 構 造 の レ ベ ル で 、 天 然 に 存 在 す る 配 列 と 異 な り 得 る 。 こ れ ら の 改
変 は 、 最 終 の 改 変 タ ン パ ク 質 鎖 を 作 製 す る た め に 、 い く つ か 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 般 に 、 MHCモ ノ マ ー を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 改 変 は 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 な ど 様 々
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な 周 知 の 技 術 に よ っ て 容 易 に 遂 行 す る こ と が で き る 。 個 々 の 任 意 の 改 変 の 影 響 は 、 所 望 の
特 徴 に 関 す る 、 適 切 な ア ッ セ イ 法 に お け る 常 用 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 評 価 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 サ ブ ユ ニ ッ ト の 免 疫 学 的 特 徴 の 変 化 は 、 適 切 な 抗 体 を 用 い た 競 合 イ ム
ノ ア ッ セ イ 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 モ ノ マ ー の T細 胞 活 性 化 能 力 に 対 す る 改 変
の 影 響 は 、 標 準 的 な イ ン ビ ト ロ の 細 胞 ア ッ セ イ 法 、 ま た は 以 下 の 実 施 例 の セ ク シ ョ ン で 記
述 す る 方 法 を 用 い て 、 試 験 す る こ と が で き る 。 酸 化 還 元 安 定 性 も し く は 熱 安 定 性 、 疎 水 性
、 タ ン パ ク 分 解 に 対 す る 感 受 性 、 ま た は 凝 集 傾 向 な ど 他 の 諸 特 性 の 改 変 は す べ て 、 標 準 の
技 術 に 従 っ て 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド お よ び /ま た は T細 胞 受 容 に 対 す る サ ブ ユ ニ ッ ト の 親 和 力 を 増 加 さ せ る こ と
、 安 定 性 を 促 進 す る こ と 、 サ ブ ユ ニ ッ ト の 精 製 お よ び 調 製 を 含 む 、 様 々 な 目 的 を 意 図 し て
調 製 さ れ る 、 ア ミ ノ 鎖 配 列 を 改 変 さ れ た MHCモ ノ マ ー は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る と 企 図 さ
れ る 。 こ れ ら の モ ノ マ ー は ま た 、 血 漿 中 半 減 期 を 変 更 し 、 治 療 有 効 性 を 改 善 し 、 ま た は 本
発 明 の 複 合 体 を 治 療 に 使 用 し て い る 間 の 副 作 用 の 重 症 度 も し く は 発 生 率 を 低 下 さ せ る よ う
に も 改 変 さ れ 得 る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 さ れ た サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 通 常 、 天 然 に は 存 在 し な
い 所 定 の 変 異 体 、 ま た は 天 然 に 存 在 す る ア レ ル で あ る 。 変 異 体 は 、 典 型 的 に は 、 天 然 に 存
在 す る 類 似 体 と 同 じ 生 物 活 性 (例 え ば 、 MHCペ プ チ ド 結 合 性 )を 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 挿 入 改 変 は 、 MHCモ ノ マ ー 中 の 所 定 の 部 位 中 に 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が
導 入 さ れ 、 か つ 既 存 の 残 基 を 置 換 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 挿 入 改 変 は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト の
ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 へ の 、 異 種 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 融 合 で あ っ て
よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る よ う に 、 他 の 改 変 に は 、 モ ノ マ ー と 異 種 シ グ ナ ル 配 列 と
の 融 合 、 な ら び に 改 善 さ れ た 血 漿 中 半 減 期 (普 通 は 約 20時 間 よ り 長 い )を 有 す る 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 鎖 ま た は そ れ ら の 断 片 な ど の ポ リ ペ プ チ ド へ の モ ノ マ ー の 融 合 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 置 換 改 変 は 、 少 な く と も 1つ の 残 基 が 除 去 さ れ 、 か つ 異 な る 残 基 が そ の 場 所 に 挿 入 さ れ
て い る も の で あ る 。 非 天 然 ア ミ ノ 酸 (す な わ ち 、 天 然 タ ン パ ク 質 中 に 通 常 は 存 在 し な い ア
ミ ノ 酸 )、 な ら び に 等 配 電 子 の 類 似 体 (ア ミ ノ 酸 ま た は 別 の も の )も ま た 、 本 発 明 に お い て
使 用 す る の に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 主 鎖 の 構 造 (例 え ば 、 シ ー ト も し く は ら せ ん 構 造 )の 維 持 、 標 的 部 位 で の 分
子 の 電 荷 も し く は 疎 水 性 、 ま た は 側 鎖 の 大 き さ に 与 え る 影 響 が 異 な る 置 換 残 基 を 選 択 す る
こ と に よ っ て 、 機 能 ま た は 免 疫 学 的 ア イ デ ン テ ィ テ ィ が 実 質 的 に 変 更 さ れ る 。 機 能 に 最 大
の 変 化 を も た ら す と 一 般 に 予 想 さ れ る 置 換 は 、 (a)親 水 性 残 基 、 例 え ば セ リ ン も し く は ト
レ オ ニ ン で 、 疎 水 性 残 基 、 例 え ば ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、
も し く は ア ラ ニ ン を 置 換 し て い る も の (も し く は そ の 逆 )； (b)シ ス テ イ ン も し く は プ ロ リ
ン で 、 他 の 任 意 の 残 基 を 置 換 し て い る も の (も し く は そ の 逆 )； (c)電 気 陽 性 の 側 鎖 を 有 す
る 残 基 、 例 え ば リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 も し く は ヒ ス チ ジ ン で 、 電 気 陰 性 の 残 基 、 例 え ば グ
ル タ ミ ン も し く は ア ス パ ル チ ン (aspartine)を 置 換 し て い る も の (も し く は そ の 逆 )； ま た
は (d)か さ 高 い 側 鎖 を 有 す る 残 基 、 例 え ば フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で 、 側 鎖 を 有 し て い な い も の
、 例 え ば 、 グ リ シ ン を 置 換 し て い る も の (ま た は そ の 逆 )で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 モ ノ マ ー の 置 換 改 変 に は 、 他 の タ ン パ ク 質 の 機 能 的 に 相 同 な (少 な く と も 約 70％ の 相 同
性 を 有 す る )ド メ イ ン で 、 MHCサ ブ ユ ニ ッ ト ド メ イ ン の 1つ ま た は 複 数 を 常 法 に よ っ て 置 換
し て い る も の も 含 ま れ る 。 こ の 目 的 の た め に 特 に 好 ま し い タ ン パ ク 質 は 、 本 明 細 書 に お い
て 図 9で 例 示 し た よ う に マ ウ ス 種 な ど 他 の 種 に 由 来 す る ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 改 変 の 別 の 種 類 は 、 欠 失 改 変 で あ る 。 欠 失 は 、 MHCモ ノ マ ー 配 列 か ら の 1つ ま た は 複 数 の
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ア ミ ノ 酸 残 基 の 除 去 を 特 徴 と す る 。 典 型 的 に は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 内 ド メ イ ン
の 欠 失 が 引 き 起 こ さ れ る 。 シ ス テ イ ン ま た は 他 の 不 安 定 な 残 基 の 欠 失 も 、 例 え ば MHC複 合
体 の 酸 化 安 定 性 を 高 め る 際 に 、 望 ま し い こ と が あ る 。 潜 在 的 な タ ン パ ク 分 解 部 位 、 例 え ば
ArgArgの 欠 失 ま た は 置 換 は 、 塩 基 性 残 基 の う ち の 1つ を 除 去 す る こ と 、 ま た は そ の よ う な
残 基 1つ を グ ル タ ミ ニ ル 残 基 ま た は ヒ ス チ ジ ル 残 基 に よ っ て 置 換 す る こ と に よ っ て 達 成 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 置 換 改 変 ま た は 欠 失 改 変 の 好 ま し い ク ラ ス は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト の 膜 貫 通 領 域 を 関 与 さ せ る
も の を 含 む 。 MHCモ ノ マ ー の 膜 貫 通 領 域 は 、 細 胞 膜 の 脂 質 二 重 層 に ま た が る の に 適 し た サ
イ ズ の 、 疎 水 性 ま た は 親 油 性 の 高 い ド メ イ ン で あ る 。 こ れ ら は 、 細 胞 膜 中 に MHC分 子 を 係
留 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 典 型 的 に は 膜 貫 通 ド メ イ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 残 基 の 欠 失 ま
た は 置 換 に よ る 、 膜 貫 通 ド メ イ ン の 不 活 性 化 は 、 細 胞 ま た は 膜 脂 質 に 対 す る 親 和 性 の 低 減
お よ び 水 溶 解 性 の 改 善 に よ る 復 元 お よ び 形 成 (formulation)を 容 易 に す る と 考 え ら れ る 。
ま た は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 内 ド メ イ ン に 欠 失 を 起 こ し て 、 潜 在 的 に 免 疫 原 性 の
エ ピ ト ー プ の 導 入 を 避 け る こ と が で き る 。 膜 結 合 機 能 の 不 活 性 化 は 、 実 質 的 に 親 水 性 の ヒ
ド ロ パ シ ー 分 布 を こ の 部 位 に 生 じ さ せ る の に 十 分 な 残 基 の 欠 失 に よ っ て 、 ま た は 同 じ 結 果
を 実 現 す る 、 異 種 残 基 で の 置 換 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 不 活 性 化 さ れ た 膜 貫 通 MHCモ ノ マ ー の 主 要 な 利 点 は 、 組 換 え 宿 主 の 培 養 培 地 中 に そ れ が
分 泌 さ れ 得 る と い う こ と で あ る 。 こ の 変 異 体 は 、 血 液 な ど の 体 液 中 に 可 溶 性 で あ り 、 か つ
細 胞 膜 脂 質 に 対 し て 感 知 で き る ほ ど の 親 和 性 を 有 し て お ら ず 、 し た が っ て 、 組 換 え 細 胞 培
養 物 か ら の 回 収 が か な り 簡 易 に な る 。 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 改 変 MHCモ ノ マ ー は 、 機 能 的
な 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 さ ず 、 好 ま し く は 、 機 能 的 な 細 胞 質 配 列 を 有 さ な い 。 こ の よ う な 改
変 MHCモ ノ マ ー は 、 本 質 的 に MHCモ ノ マ ー の 細 胞 外 ド メ イ ン の 有 効 な 部 分 か ら な る と 考 え ら
れ る 。 い く つ か の 状 況 で は 、 こ の モ ノ マ ー は 、 溶 解 性 が 顕 著 に 影 響 さ れ な い 限 り に お い て
、 膜 貫 通 領 域 に 由 来 す る 配 列 (最 大 で 約 10個 の ア ミ ノ 酸 )を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 全 体 と し て 親 水 性 の ヒ ド ロ パ シ ー 分 布 を 示 す 、 任 意 の ア ミ
ノ 酸 配 列 、 例 え ば 、 約 5～ 50個 の セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン
、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ び 同 様 の 親 水 性 残 基 の ラ ン ダ ム な ま た は 所 定 の 配 列 に よ っ て 置 換
さ れ 得 る 。 欠 失 し た (短 縮 さ れ た )モ ノ マ ー と 同 様 に 、 こ れ ら の モ ノ マ ー は 、 組 換 え 宿 主 の
培 養 培 地 中 に 分 泌 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 こ れ ら に は 、 グ リ コ シ ル 化 を 完 全
に 欠 い て い る 変 異 体 (非 グ リ コ シ ル 化 )、 お よ び 天 然 型 よ り 少 な く と も 1つ グ リ コ シ ル 化 部
位 が 少 な い 変 異 体 (脱 グ リ コ シ ル 化 )、 な ら び に グ リ コ シ ル 化 が 変 更 さ れ て い る 変 異 体 が 含
ま れ る 。 脱 グ リ コ シ ル 化 お よ び 非 グ リ コ シ ル 化 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 天 然 の 未 改 変 ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る 脱 グ リ コ シ ル 化 お よ び 非 グ リ コ シ ル 化 サ ブ ユ ニ ッ ト が 含 ま れ る 。 例 え ば 、
置 換 ま た は 欠 失 の 変 異 誘 発 が 、 サ ブ ユ ニ ッ ト の Nま た は O結 合 型 グ リ コ シ ル 化 部 位 を 除 去 す
る た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 が 欠 失 さ れ 、 ま た は リ ジ ン も し く は ヒ ス
ジ チ ン な ど 別 の 塩 基 性 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る 。 ま た は 、 た と え ア ス パ ラ ギ ン 残 基 が 未 変
更 の ま ま で あ っ て も 、 グ リ コ シ ル 化 認 識 部 位 を 除 去 す る こ と に よ っ て グ リ コ シ ル 化 を 妨 げ
る た め に 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 を 構 成 し て い る 隣 接 残 基 が 置 換 ま た は 欠 失 さ せ ら れ る 。 さ ら
に 、 原 核 生 物 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 に グ リ コ シ ル 化 を 導 入 す る こ と が で き な い た め 、 天 然 モ
ノ マ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 非 グ リ コ シ ル 化 MHCモ ノ マ ー は 、 組 換 え 原 核 細 胞 培 養 で 作
製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 ま た は イ ン ビ ト ロ の
方 法 に よ っ て 、 好 都 合 に 作 製 さ れ る 。 例 え ば 、 酵 母 は 、 哺 乳 動 物 系 の も の と は 著 し く 異 な
る グ リ コ シ ル 化 を 導 入 す る 。 同 様 に 、 MHC供 給 源 以 外 の 異 な る 種 (例 え ば 、 ハ ム ス タ ー 、 マ
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ウ ス 、 昆 虫 、 ブ タ 、 ウ シ 、 も し く は ヒ ツ ジ )ま た は 組 織 (例 え ば 、 肺 、 肝 臓 、 リ ン パ 、 間 葉
、 も し く は 上 皮 )を 起 源 と す る 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 通 常 、 例 え ば 、 高 レ ベ ル の マ ン ノ ー ス 、
ま た は マ ン ノ ー ス 、 フ コ ー ス 、 シ ア ル 酸 、 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 の 糖 タ ン パ ク 質 中 に 典 型 的
に 存 在 す る 他 の 糖 の 異 な る 比 を 特 徴 と す る 異 な る グ リ コ シ ル 化 を 導 入 す る 能 力 に 関 し て 、
ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 サ ブ ユ ニ ッ ト の イ ン ビ ト ロ 処 理 は 、 典 型 的 に 、 酵 素 的 加 水 分 解 、
例 え ば 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 消 化 に よ っ て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 す る の に 適 し た MHC糖 タ ン パ ク 質 は 、 パ パ イ ン に よ る 処 理 、 3M KCl
に よ る 処 理 、 お よ び 界 面 活 性 剤 に よ る 処 理 に よ る 可 溶 化 を 含 む 様 々 な 技 術 を 用 い て 、 多 種
多 様 の 細 胞 か ら 単 離 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ク ラ ス Iタ ン パ ク 質 の 界 面 活 性 剤 抽 出 と そ れ に
続 く ア フ ニ テ ィ 精 製 を 使 用 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 透 析 、 ま た は 選 択 的 に 結 合 す る ビ
ー ズ に よ っ て 、 界 面 活 性 剤 を 除 去 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 MHC Iを 有 す る 任
意 の 細 胞 か ら 、 例 え ば 、 標 的 と す る 癌 ま た は ウ イ ル ス 性 疾 患 に 罹 患 し て い る 個 体 か ら の 単
離 よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 単 離 さ れ た MHC糖 タ ン パ ク 質 か ら の 個 々 の 重 鎖 の 単 離 は 、 当 業 者 に 公 知 の 標 準 技 術 を 用
い て 、 容 易 に 実 現 さ れ る 。 例 え ば 、 重 鎖 は 、 SDS/PAGEお よ び ゲ ル か ら の 重 鎖 の 電 気 溶 出 に
よ っ て 分 離 す る こ と が で き る (例 え ば 、 前 掲 の Dornmair et al.お よ び Hunkapiller, et al
., Methods in Enzymol. 91： 227-236 (1983)を 参 照 さ れ た い )。 Gorga et al. J. Biol. 
Chem. 262： 16087-16094 (1987)お よ び Dornmair et al. Cold Spring Harbor Symp. Quan
t. Biol.54： 409-416 (1989)に 記 載 さ れ て い る よ う に SDS/PAGEと そ れ に 続 く 電 気 溶 出 に よ
っ て 、 MHC I分 子 の 個 々 の サ ブ ユ ニ ッ ト も 、 単 離 さ れ る 。 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど 、 分 子 を
分 離 す る 他 の い く つ か の 標 準 的 方 法 を 使 用 で き る こ と が 、 当 業 者 に は 認 識 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ま た は 、 い く つ か の ク ラ ス Iタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 公 知 で あ り 、 か つ そ れ ら の 遺
伝 子 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ て お り 、 し た が っ て 、 重 鎖 モ ノ マ ー は 、 組 換 え 法 に よ っ て 発 現 さ
せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 技 術 に よ り 、 前 述 し た MHCモ ノ マ ー の い く つ か の 改 変 が 可 能
に な る 。 例 え ば 、 組 換 え 技 術 は 、 疎 水 性 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 欠 失 さ せ る 、 カ ル ボ キ シ 末 端
切 断 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の カ ル ボ キ シ 末 端 も ま た 、 例 え ば 分 子 中 に シ ス テ イ
ン お よ び /ま た は リ ジ ン 残 基 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 リ ガ ン ド ま た は 標 識 の 結 合 を 促 進
す る た め に 、 適 宜 、 選 択 す る こ と が で き る 。 合 成 遺 伝 子 は 、 典 型 的 に は 、 発 現 ベ ク タ ー 中
へ の 挿 入 お よ び そ の 遺 伝 子 配 列 の 操 作 を 助 け る た め の 制 限 酵 素 部 位 を 含 む 。 次 い で 、 適 切
な モ ノ マ ー を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 が 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ 、 大 腸 菌 、 酵 母 、 昆 虫
、 ま た は 他 の 適 切 な 細 胞 な ど 適 切 な 宿 主 中 で 発 現 さ れ 、 組 換 え タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 遺 伝 子 を 利 用 で き る こ と に よ り 、 配 列 を 容 易 に 操 作 す る こ と が 可 能 と な る た め 、 第 2世
代 の 構 築 は 、 キ メ ラ 構 築 物 を 含 む 。 ク ラ ス I重 鎖 の α 1 、 α 2 、 α 3 ド メ イ ン は 、 典 型 的 に は
、 ク ラ ス Iの α 3 ド メ イ ン に よ っ て β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と 結 合 し 、 同 時 発 現 し て 複 合 体 を
安 定 さ せ る 。 ク ラ ス I遺 伝 子 の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン も 、 任 意 で 含 ま れ 得
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 お よ び 適 切 な DNA配 列 か ら の 組 換 え 体 作 製 は 、 当 技 術 分 野 に お い て
公 知 の 方 法 に よ っ て 実 施 さ れ る 。 DNAお よ び RNAの 単 離 、 増 幅 、 お よ び ク ロ ー ニ ン グ の た め
に 、 標 準 的 技 術 が 使 用 さ れ る 。 一 般 に 、 DNAリ ガ ー ゼ 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 制 限 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ な ど を 伴 う 酵 素 反 応 は 、 製 造 業 者 の 仕 様 書 に 従 っ て 実 施 さ れ る 。 こ れ ら の 技 術 お
よ び 他 の 様 々 な 技 術 は 、 一 般 に 、 Sambrook et al., Molecular Cloning--A Laboratory M
anual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989に 従 っ て 実
施 さ れ る 。 そ の 中 に 記 載 さ れ て い る 手 順 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る と 考 え ら れ る
。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 発 現 は 、 原 核 系 ま た は 真 核 系 に お い て 実 施 し 得 る 。 適 切 な 真 核 系 に は 、 誘 導 可 能 な プ ロ
モ ー タ ー の 制 御 下 の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (Drosophila)発 現 ベ ク タ ー な ど 、 酵 母 、 植 物 、 お よ
び 昆 虫 の 系 が 含 ま れ る 。 原 核 生 物 の 代 表 と し て 最 も 頻 繁 に 挙 げ ら れ る の は 、 様 々 な 大 腸 菌
株 で あ る 。 し か し な が ら 、 桿 菌 、 例 え ば 、 枯 草 菌 (Bacillus subtilis)、 シ ュ ー ド モ ナ ス
属 (Pseudomonas)の 様 々 な 種 、 ま た は 他 の 細 菌 株 な ど 他 の 微 生 物 株 も 使 用 し て よ い 。 こ の
よ う な 原 核 系 に お い て 、 宿 主 と 適 合 性 の あ る 種 に 由 来 す る 複 製 部 位 お よ び 制 御 配 列 を 有 す
る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 大 腸 菌 は 、 典 型 的 に は 、 pBR322、 す な わ ち
Bolivar et al., Gene (1977) 2： 95に よ っ て あ る 大 腸 菌 種 か ら 誘 導 さ れ た プ ラ ス ミ ド の
誘 導 体 を 用 い て 形 質 転 換 さ れ る 。 原 核 生 物 の 制 御 配 列 が 一 般 に 使 用 さ れ 、 本 明 細 書 に お い
て 、 こ れ ら は 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 配 列 と 共 に 、 転 写 開 始 の た め の プ ロ モ ー タ ー を 、 任 意
で オ ペ レ ー タ ー と 共 に 含 む も の と 定 義 さ れ 、 β -ラ ク タ マ ー ゼ (ペ ニ シ リ ナ ー ゼ )お よ び ラ
ク ト ー ス (lac)プ ロ モ ー タ ー の 系 (Change et al., Nature (1977) 198： 1056)、 お よ び ト
リ プ ト フ ァ ン (trp)プ ロ モ ー タ ー 系 (Goeddel et al., Nucleic Acids Res. (1980) 8： 405
7)、 な ら び に λ 由 来 P L プ ロ モ ー タ ー お よ び N-遺 伝 子 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 (Shimatake et al
., Nature(1981) 292： 128)な ど の 一 般 に 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 原 核 生 物
に 適 合 性 の あ る 任 意 の 利 用 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 系 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 真 核 宿 主 に お い て 有 用 な 発 現 系 は 、 適 切 な 真 核 生 物 遺 伝 子 に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー を 含
む 。 例 え ば 、 酵 母 に お い て 有 用 な プ ロ モ ー タ ー の ク ラ ス に は 、 3-ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ
ー ゼ (Hitzeman, et al., J. Biol. Chem. (1980) 255： 2073)の た め の も の を 含 む 、 糖 分
解 酵 素 の 合 成 の た め の プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 他 の プ ロ モ ー タ ー に は 、 例 え ば 、 エ ノ ラ
ー ゼ 遺 伝 子 (Holland, M.J., et al. J.Biol. Chem. (1981) 256： 1385)ま た は YEp13か ら
得 ら れ る Leu2遺 伝 子 (Broach, J., et al., Gene(1978) 8： 121)に 由 来 す る も の な ど が 含
ま れ る 。 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 発 現 系 (Invitrogen, San D
iego, CA)も ま た 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 適 切 な 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー に は 、 SV40に 由 来 す る 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー (Fiers
, et al., Nature (1978) 273： 113)、 ま た は ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス II、
ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 も し く は ト リ 肉 腫 ウ イ ル ス に 由 来 す る も の な ど 他 の ウ イ ル ス プ
ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 適 切 な ウ イ ル ス お よ び 哺 乳 動 物 の エ ン ハ ン サ ー は 、 上 記 に 挙 げ ら
れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 発 現 系 は 、 当 技 術 分 野 に お い て よ く 理 解 さ れ て い る 標 準 的 な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技 術 お よ び
制 限 技 術 を 使 用 す る 標 準 方 法 を 用 い て 、 MHC配 列 に 機 能 的 に 結 合 さ れ た 前 述 の 制 御 エ レ メ
ン ト か ら 構 築 さ れ る 。 単 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド 、 DNA配 列 、 ま た は 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 、 所 望 の 形 態 で 、 切 断 さ れ 、 調 整 さ れ 、 か つ 再 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 部 位 特 異 的 な DNA切 断 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 に 理 解 さ れ て お り 、 か つ 個 々 に つ い
て は 、 市 販 さ れ て い る こ れ ら の 制 限 酵 素 の 製 造 業 者 に よ っ て 指 定 さ れ て い る 条 件 下 で 、 適
切 な あ る 制 限 酵 素 (ま た は 複 数 の 酵 素 )を 用 い た 処 理 に よ っ て 実 施 さ れ る 。 通 常 、 約 1μ gの
プ ラ ス ミ ド ま た は DNA配 列 が 、 緩 衝 液 約 20μ l中 1ユ ニ ッ ト の 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ る ； DNA
基 質 の 完 全 な 消 化 を 確 実 に す る た め に 、 過 剰 な 制 限 酵 素 を 使 用 し て よ い 。 各 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 後 に 、 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム に よ る 抽 出 に よ っ て タ ン パ ク 質 を 除 去 し 、 そ の 後
エ ー テ ル 抽 出 を 行 っ て も よ く 、 か つ エ タ ノ ー ル 沈 降 に よ っ て 水 性 画 分 か ら 核 酸 を 回 収 し 、
続 い て 、 Sephadex G-50ス ピ ン カ ラ ム に 通 し た 。 望 ま し い な ら ば 、 切 断 さ れ た 断 片 の サ イ
ズ 分 離 を 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 制 限 切 断 さ れ た 断 片 は 、 4種 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 3リ ン 酸 (dNTP)の 存 在 下 で 大 腸 菌 DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ I(ク レ ノ ウ )の ラ ー ジ フ ラ グ メ ン ト で 処 理 す る こ と に よ っ て 、 平 滑 末 端 化 す
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る こ と が で き る 。 ク レ ノ ウ に よ る 処 理 の 後 、 こ の 混 合 物 を フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム で 抽
出 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 降 し 、 次 い で 、 Sephadex G-50ス ピ ン カ ラ ム に 通 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 市 販 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 自 動 合 成 機 を 用 い て 調
製 さ れ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に お い て は 、 合 成 遺 伝 子 が 都 合 良 く 使 用 さ
れ る 。 遺 伝 子 設 計 は 、 コ ー ド 配 列 部 分 を コ ー ド 性 の こ れ ら の 類 似 体 で 置 換 す る た め の 容 易
な 遺 伝 子 操 作 を 可 能 に す る 制 限 部 位 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド 構 築 の た め の 正 確 な ラ イ ゲ ー シ ョ ン は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 用 い て 大 腸
菌 株 MM294(E.coli Genetic Stock Centerか ら 入 手 、 CGSC#6135)、 ま た は 他 の 適 切 な 宿 主
を 最 初 に 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 、 確 認 す る こ と が で き る 。 成 功 し た 形 質 転 換 体 は 、 当
技 術 分 野 に お い て 理 解 さ れ て い る よ う に 、 ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 も し く は 他
の 抗 生 物 質 抵 抗 性 に よ っ て 、 ま た は プ ラ ス ミ ド 構 築 の 形 態 に 依 存 す る 他 の マ ー カ ー を 用 い
る こ と に よ っ て 、 選 別 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 任 意 で ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 増 幅 を 行
っ た 後 に 、 形 質 転 換 体 に 由 来 す る プ ラ ス ミ ド が 調 製 さ れ る 。 単 離 さ れ た DNAは 、 制 限 に よ
っ て 解 析 さ れ 、 か つ /ま た は Messing, et al., Nucleic Acids Res.(1981) 9： 309に よ っ
て さ ら に 詳 し く 説 明 さ れ て い る Sanger, F., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1977
) 74： 5463の ジ デ オ キ シ 法 に よ っ て 、 も し く は Maxam, et al., Methods in Enzymology (
1980) 65： 499の 方 法 に よ っ て 、 配 列 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 次 い で 、 構 築 さ れ た ベ ク タ ー は 、 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る の に 適 し た 宿 主 中 へ 形 質 転 換 さ
れ る 。 形 質 転 換 は 、 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 、 そ れ ら の 細 胞 に 適 し た 標 準 技 術 を 用 い
て 実 施 さ れ る 。 Cohen, S.N., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1972)69： 2110に よ っ て 記 載
さ れ て い る よ う な 、 塩 化 カ ル シ ウ ム を 使 用 す る カ ル シ ウ ム 処 理 、 ま た は Maniatis, et al.
, Molecular Cloning： A Laboratory Manual (1982) Cold Spring Harbor Press, p.254
に お い て 記 載 さ れ て い る RbCl法 が 、 実 質 的 な 細 胞 壁 障 壁 を 有 す る 原 核 生 物 ま た は 他 の 細 胞
用 に 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 細 胞 壁 を 持 た な い 哺 乳 動 物 細 胞 の 場 合 、 Graham and van der
 Eb, Virology (1978) 52： 546の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
が 好 ま し い 。 酵 母 中 へ の 形 質 転 換 は 、 Van Solingen, P., et al., J. Bacter. (1977) 13
0： 946お よ び Hsiao, C. L., et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA (1979) 76： 3829の 方
法 に 従 っ て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 次 い で 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 MHC配 列 、 お よ び 培 養 物 か ら 回 収 さ れ る 組 換 え に よ っ
て 作 製 さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 促 進 す る 条 件 下 で 培 養 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
MHC結 合 ペ プ チ ド
　 抗 原 提 示 細 胞 (APC)の 表 面 上 の MHC糖 タ ン パ ク 質 に よ る 抗 原 の 提 示 は 、 抗 原 タ ン パ ク 質 の
よ り 小 型 の ペ プ チ ド 単 位 へ の 加 水 分 解 の 後 で 起 こ る と 考 え ら れ て い る 。 抗 原 タ ン パ ク 質 内
部 の こ れ ら の よ り 小 型 の 部 分 の 位 置 は 、 実 験 的 に 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の MHC結
合 ペ プ チ ド は 、 長 さ が 約 8～ 約 10、 場 合 に よ っ て は 約 8～ 約 11、 ま た は 約 8～ 約 12残 基 で あ
り 、 か つ ア グ レ ト ー プ (MHC分 子 に よ っ て 認 識 さ れ る )お よ び エ ピ ト ー プ (T細 胞 上 の T細 胞 受
容 体 に よ っ て 認 識 さ れ る )の 双 方 を 有 す る と 考 え ら れ て い る 。 エ ピ ト ー プ は 、 抗 原 特 異 的
な T細 胞 受 容 体 (TCR)に よ っ て 認 識 さ れ る 、 約 5～ 6個 の ア ミ ノ 酸 の 連 続 的 ま た は 非 連 続 的 な
配 列 で あ る 。 ア グ レ ト ー プ は 、 ペ プ チ ド の MHC糖 タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 担 っ て い る 連 続 的
ま た は 非 連 続 的 な 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 に お い て 、 MHCテ ト ラ マ ー お よ び MHC多 量 体 は 、 抗 原 特 異 的 な
方 式 で 、 CTLと 結 合 ま た は CTLを 検 出 す る の に 使 用 さ れ る た め 、 抗 原 ペ プ チ ド は 、 検 出 し よ
う と す る CTL、 ま た は 結 合 先 と し て 望 ま れ る CTLの 特 異 性 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 MHC分 子
に よ っ て 結 合 さ れ 、 か つ T細 胞 に 対 し て 提 示 さ れ る 抗 原 ペ プ チ ド は 、 当 技 術 分 野 に お い て
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周 知 で あ り 、 例 え ば 、 MART1特 異 的 ペ プ チ ド 、 HIVgag特 異 的 ペ プ チ ド 、 HIVpol特 異 的 ペ プ
チ ド な ど が 含 ま れ る (実 施 例 1を 参 照 さ れ た い ； ま た 、 Lang and Bodinier, Transfusion 4
1： 687-690, 2001；  Pittet et al., Intl.Immunopharm. 1： 12351247, 2001； 米 国 特 許
第 6,037,135号 ； 国 際 公 開 公 報 第 94/20127号 ； 国 際 公 開 公 報 第 97/34617号 も 参 照 さ れ た い )
。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 MHCモ ノ マ ー 」 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 MHC結 合 ポ ケ ッ ト 中 に 結 合 し た MHC結 合 ペ プ チ
ド を 有 す る ク ラ ス IA分 子 お よ び ク ラ ス IB分 子 を 含 む 、 主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 (MHC)ク
ラ ス I分 子 に よ っ て 例 示 さ れ る 。 MHCク ラ ス IA分 子 は 、 H2-D、 H2-K、 お よ び H2-L分 子 な ど の
マ ウ ス H2分 子 、 な ら び に HLA-A、 HLA-B、 お よ び HLA-C分 子 な ど の ヒ ト リ ン パ 球 抗 原 (HLA)分
子 に よ っ て 例 示 さ れ 、 MHCク ラ ス IB分 子 は 、 HLA-E、 HLA-F、 お よ び HLA-G分 子 に よ っ て 例 示
さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 MHC多 量 体 」 は 、 本 明 細 書 に お い て こ の 用 語 が 使 用 さ れ る 場 合 、 2つ ま た は そ れ 以 上 、
通 常 、 4つ か ら 最 大 約 50ま た は そ れ 以 上 の MHCモ ノ マ ー の 複 合 体 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 組 換
え に よ っ て そ の 表 面 上 で 複 数 の MHCモ ノ マ ー を 発 現 す る 酵 母 細 胞 、 ま た は 複 数 の MHCモ ノ マ
ー が そ の 表 面 に 結 合 す る リ ポ ソ ー ム は 、 多 量 体 を 共 に 結 合 す る 多 価 性 の 単 位 と し て そ の 酵
母 細 胞 ま た は リ ポ ソ ー ム を 用 い る こ と に よ っ て 、 MHC多 量 体 を 形 成 す る 。 よ り 一 般 に は 、 M
HC多 量 体 を 共 に 結 合 す る の に 使 用 さ れ る 「 多 価 性 の 単 位 」 は 、 多 価 性 の 単 位 に 対 し て 特 異
的 な 結 合 部 位 を 有 す る 改 変 さ れ た MHCモ ノ マ ー が 結 合 す る と 考 え ら れ る 複 数 の 特 異 的 結 合
部 位 を 有 す る 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど の 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 「 複 合 体 」 と い う 用 語 は 、 「 架 橋 複 合 体 」 と は 区 別
さ れ 、 生 理 的 条 件 下 で 互 い に 特 異 的 に 結 合 す る 任 意 の 2つ の 分 子 、 特 に タ ン パ ク 質 を 広 く
指 す た め に 使 用 さ れ る 。 「 複 合 体 」 と い う 用 語 は ま た 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 分 子 複 合 体
の 特 異 的 結 合 も 含 む 。 「 MHCモ ノ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 MHCク ラ ス I分
子 、 β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 お よ び 一 般 に MHCク ラ ス I分 子 の ペ プ チ ド 結 合 ポ ケ ッ ト (ク レ
フ ト )に 特 異 的 に 結 合 さ れ る MHC結 合 ペ プ チ ド の 間 で 形 成 さ れ る 複 合 体 を よ り 具 体 的 に 指 す
た め に 使 用 さ れ る 。 MHCモ ノ マ ー は 、 モ ノ マ ー の ク ラ ス I成 分 中 に 人 工 的 に 作 製 さ れ た ペ プ
チ ド 配 列 、 例 え ば 、 BirA酵 素 の た め の ビ オ チ ン 化 部 位 を 有 す る シ グ ナ ル 配 列 を さ ら に 含 ん
で よ く 、 か つ 検 出 可 能 な 標 識 を 含 ん で よ い 。 「 MHC多 量 体 」 、 ま た は 「 MHCモ ノ マ ー も し く
は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 量 体 複 合 体 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 通 常 は 多 価 性 の
単 位 を 介 し て 共 に 結 合 さ れ た 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の MHCモ ノ マ ー を 有 す る 複 合 体 を 指 す た
め に 使 用 さ れ る 。 MHC多 量 体 は 、 MHCダ イ マ ー 、 MHCト リ マ ー 、 MHCテ ト ラ マ ー な ど を 含 み 得
る (例 え ば 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 5,635,363号 を 参 照 さ れ た い
)。 MHC多 量 体 中 の 各 MHCモ ノ マ ー は ま た 、 直 接 、 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し て 、 ま
た は 間 接 的 に 、 例 え ば 、 特 異 的 結 合 対 を 介 し て も 結 合 さ れ る こ と が で き 、 か つ 例 え ば 、 モ
ノ マ ー の MHCク ラ ス I分 子 成 分 中 に 人 工 的 に 作 製 し 得 る ロ イ シ ン ジ ッ パ ー な ど 、 モ ノ マ ー の
2次 ま た は 3次 構 造 の 間 の 特 異 的 相 互 作 用 を 介 し て も 、 結 合 さ れ る こ と が で き る 。 MHCテ ト
ラ マ ー は 4つ の MHCモ ノ マ ー の 複 合 体 で あ り 、 特 異 的 ペ プ チ ド 抗 原 と 結 合 さ れ 、 か つ 蛍 光 色
素 を 含 む (米 国 特 許 第 5,635,363号 )。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 MHCク ラ ス Iモ ノ マ ー は 、 重 鎖 の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン を 、 ビ オ チ ン 化 で
き る ペ プ チ ド 配 列 で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 調 製 さ れ 、 か つ MHCク ラ ス Iテ ト ラ マ ー は 、 こ
れ ら の モ ノ マ ー を 、 4つ の ビ オ チ ン 部 分 を 結 合 で き る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 接 触 さ せ る こ
と に よ っ て 形 成 さ れ て お り (例 え ば 、 参 照 に よ り そ れ ぞ れ 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Altma
n et al.,Science 274： 94-96, 1996；  Ogg and McMichael, Curr. Opin. Immunol. 10：
393-396, 1998を 参 照 さ れ た い ； 同 様 に 、 米 国 特 許 第 5,635,363号 も 参 照 さ れ た い )、 市 販
さ れ て い る (Immunomics/Beckman Coulter, Inc.)。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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　 MHCテ ト ラ マ ー は 、 細 胞 表 面 CD8へ の HLA分 子 の 結 合 を 最 小 化 す る た め の HLA-A * 0201、 HLA
-B * 3501、 HLA-A * 1101、 HLA-B * 0801、 お よ び HLA-B * 705を 含 む 突 然 変 異 さ せ た ク ラ ス IA HLA
分 子 を 含 む 、 MHCク ラ ス I分 子 を 用 い て 調 製 さ れ て き た (前 掲 の Ogg and McMichael, 1998)
。 記 号 「 m」 は 、 ク ラ ス IA分 子 が 変 異 体 で あ る こ と を 示 す た め に 使 用 さ れ る ； 例 え ば 、 HLA
-A * 0201mは 、 A245V置 換 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 HLA-A * 0201か ら 作 製 さ れ る (例 え ば 、 Bo
dinier et al., Nat.Med. 6： 707-710, 2000を 参 照 さ れ た い )。 変 異 HLA分 子 を 有 す る MHC
テ ト ラ マ ー は 、 CD8細 胞 の 一 般 的 集 団 へ の 結 合 は 大 き く 減 少 し て い る が 、 ペ プ チ ド 特 異 的
結 合 は 保 持 し て お り 、 し た が っ て 希 少 か つ 特 定 の T細 胞 (CD8+の 1%未 満 ； 前 掲 の Altman et 
al., 1996)の 正 確 な 識 別 を 容 易 に す る 。 例 え ば 、 そ れ ぞ れ が 特 定 の ペ プ チ ド に 結 合 さ れ 、
か つ フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)と 結 合 し て い る 、 4つ の HLA-A * 0201 MHCク ラ ス IA分 子 か ら 構 成
さ れ る MHCテ ト ラ マ ー が 、 調 製 さ れ て い る (「 iTag(商 標 )MHCテ ト ラ マ ー 」 ； Immunomics/Be
ckman Coulter, Inc.)。 HLA-A0201ア レ ル が 全 体 集 団 の 約 40％ ～ 50％ に お い て 発 見 さ れ て
お り 、 CD8を 介 し た 結 合 を 最 小 化 す る よ う に 改 変 さ れ て い る (参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ る Bodinier et al., Nat. Med. 6： 707-710, 2000)。 こ れ ら の 複 合 体 は 、 CD8+T細
胞 の サ ブ セ ッ ト 上 の T細 胞 受 容 体 (TCR)の 独 特 の 組 に 結 合 す る (参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み
入 れ ら れ る McMichael and O'Callaghan, J. Exp. Med. 187： 1367-1371, 1998)。 iTag(商
標 )MHCテ ト ラ マ ー 複 合 体 は 、 例 え ば 複 合 体 中 の 特 定 の ペ プ チ ド お よ び HLA分 子 に 特 異 的 な
ヒ ト CD8+T細 胞 を 認 識 す る 。 特 異 的 結 合 は 、 機 能 的 経 路 に 依 存 し て い な い た め 、 こ れ ら の
テ ト ラ マ ー に よ っ て 同 定 さ れ る 集 団 は 、 機 能 的 状 態 に 関 わ ら ず 、 す べ て の 特 異 的 な CD8+細
胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 MHCテ ト ラ マ ー ま た は 他 の MHC多 量 体 の 各 モ ノ マ ー は 、 共 有 結 合 的 に ま た は 非 共 有 結 合 的
に 、 お よ び 物 理 的 結 合 も し く は 化 学 結 合 を 介 し て 直 接 的 に 、 ま た は 特 異 的 結 合 対 の 使 用 を
介 し て も し く は 特 異 的 結 合 対 の 使 用 を 介 し て 多 価 性 の 単 位 に 結 合 す る こ と に よ っ て 間 接 的
に 、 機 能 的 に 結 合 さ れ 得 る 。 ま た は 、 MHC多 量 体 の モ ノ マ ー は 、 MHCモ ノ マ ー に 対 す る 複 数
の 特 異 的 結 合 部 位 を 有 す る 多 価 性 の 単 位 に 機 能 的 に 結 合 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用
さ れ る 場 合 、 「 機 能 的 に 結 合 さ れ る 」 ま た は 「 機 能 的 に 連 結 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 第 1
の 分 子 お よ び 少 な く と も 第 2の 分 子 が 、 各 分 子 が そ の 本 来 の ま た は 天 然 の 機 能 を 実 質 的 に
維 持 す る よ う な 方 式 で 、 共 有 結 合 的 に ま た は 非 共 有 結 合 的 に 、 相 互 に 結 合 し て い る こ と を
意 味 す る 。 例 え ば 、 あ る ペ プ チ ド 抗 原 に そ れ ぞ れ が 特 異 的 に 結 合 で き る 2つ ま た は そ れ 以
上 の MHCモ ノ マ ー が 、 機 能 的 に 結 合 し て MHC多 量 体 を 形 成 し て い る 場 合 、 MHC多 量 体 中 の 2つ
ま た は そ れ 以 上 の MHCモ ノ マ ー の そ れ ぞ れ は 、 ペ プ チ ド 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 で き る そ の 能
力 を 維 持 し て い る 。 MHC多 量 体 が T細 胞 に 抗 原 ペ プ チ ド を 提 示 す る 能 力 を 実 質 的 に 低 減 ま た
は 阻 害 し な い こ と を 条 件 と し て 、 モ ノ マ ー を 機 能 的 に 結 合 す る た め に 、 任 意 の 手 段 を 使 用
す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 MHCモ ノ マ ー は 、 各 モ ノ マ ー の 重 鎖 成 分 を 介 し て 、 相 互 に ま
た は 多 量 体 部 分 に 連 結 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の モ ノ マ ー は 、 例 え ば 、 重 鎖 を 含
む ア ミ ノ 酸 の 反 応 性 側 鎖 基 の 間 で 形 成 さ れ て い る 鎖 間 ペ プ チ ド 結 合 を 介 し て 、 重 鎖 中 の シ
ス テ イ ン 残 基 間 で 形 成 さ れ る 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し て 、 ま た は ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 代 表
と す る 化 学 基 間 で 一 般 に 形 成 さ れ 得 る 他 の 任 意 の タ イ プ の 結 合 を 介 し て 、 連 結 さ れ 得 る 。
MHC多 量 体 の モ ノ マ ー を 多 価 性 の 単 位 に 機 能 的 に 結 合 す る た め の 便 利 な 手 段 は 、 結 合 対 を
な す 各 部 分 で あ る 特 異 的 結 合 部 位 を 利 用 す る 。 MHC多 量 体 が 、 多 量 体 部 分 へ の MHCモ ノ マ ー
の 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 場 合 、 こ れ ら の モ ノ マ ー お よ び 多 価 性 の 単 位 は 、 そ れ ぞ れ 1つ
の 結 合 対 を 構 成 す る 特 異 的 結 合 部 位 の う ち の 一 方 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 例 え ば 、 こ れ ら の モ ノ マ ー の 重 鎖 を ビ オ チ ン 化 し 、 か つ 4つ の ビ オ チ ン 結 合 部 位 を 天 然
に 有 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 テ ト ラ マ ー を 形 成 さ せ
る こ と が で き る (図 1)。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 「 特 異 的 結 合 対 」 と い う 用 語
は 、 互 い に 特 異 的 に 相 互 作 用 で き る 2つ の 分 子 を 意 味 す る 。 特 異 的 結 合 対 の 2つ の 分 子 は 、
「 特 異 的 結 合 対 の メ ン バ ー 」 ま た は 「 結 合 相 手 」 と 呼 ぶ こ と が で き る 。 特 異 的 結 合 対 は 、
イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 実 施 す る の に 一 般 に 使 用 さ れ る 条 件 下 で 、 そ の 相 互 作 用 が 安 定 に な る
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よ う に 選 択 さ れ る 。 多 数 の 特 異 的 結 合 対 が 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 あ る
エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 抗 体 お よ び そ の エ ピ ト ー プ 、 例 え ば 、 抗 FLAG抗 体 お よ
び FLAGペ プ チ ド (Hoppet al., Bio Technology 6： 1204 (1988)； 米 国 特 許 第 5,011,912号 )
； グ ル タ チ オ ン お よ び グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)； ニ ッ ケ ル イ オ ン ま た は
コ バ ル ト イ オ ン な ど の 二 価 の 金 属 イ オ ン お よ び ポ リ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は 、 MHCテ ト ラ マ ー を 調 製 す る の に 使 用 さ れ て お り (
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が 、 ビ オ チ ン に 対 す る 4つ の 特 異 的 結 合 部 位 を 提 供 す る 多 価 性 の 単 位
と し て 作 用 す る )、 か つ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 特 異
的 結 合 対 は 、 単 一 の ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 分 子 が 、 4つ の ビ オ チ ン 部 分 に 結
合 で き る と い う 利 点 を も た ら し 、 し た が っ て 、 テ ト ラ マ ー な ど の MHC多 量 体 を 調 製 す る た
め の 簡 便 な 手 段 を 提 供 す る 。 ビ オ チ ン は 、 MHC重 鎖 の リ ジ ン 残 基 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ
と が で き 、 ま た は 酵 素 BirAの た め の ビ オ チ ン 化 部 位 を 含 む ペ プ チ ド シ グ ナ ル 配 列 を 含 む よ
う に 重 鎖 が 改 変 さ れ る 酵 素 反 応 を 用 い て 、 結 合 さ せ る こ と が で き る (前 掲 の Altman et al.
, 1996； 前 掲 の Ogg and McMichael, 1998を 参 照 さ れ た い )。 ま た は 、 ビ オ チ ン は 、 リ ジ ン
残 基 の 数 が MHC重 鎖 よ り 少 な い β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に も 連 結 さ せ る こ と が で き 、 ま た は
到 達 可 能 な リ ジ ン 残 基 を た だ 1つ し か 含 ま な い よ う に 変 異 誘 発 さ せ ら れ た 変 異 β 2-ミ ク ロ
グ ロ ブ リ ン に も 連 結 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 広 く 使 用 さ れ 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に Fabな ど こ れ ら の 抗 体 の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む が 、 た だ し 、 本
発 明 の 構 築 物 お よ び 方 法 で 使 用 さ れ る 標 的 細 胞 上 の リ ガ ン ド と し て の 腫 瘍 抗 原 に 特 異 的 に
結 合 し 、 か つ テ ト ラ マ ー 複 合 体 中 の 多 価 性 の 単 位 と し て 使 用 さ れ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に
化 学 的 に 結 合 さ れ る 抗 体 は 、 本 発 明 か ら 具 体 的 に は 除 外 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抗 体 に 関 連 し て 使 用 さ れ る 場 合 の 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 ま た は 「 特 異 的 に 相 互 作 用 す る
」 と い う 用 語 は 、 抗 体 と 特 定 の エ ピ ト ー プ と の 相 互 作 用 が 、 少 な く と も 約 1× 10 - 6 、 一 般
に 少 な く と も 約 1× 10 - 7 、 通 常 少 な く と も 約 1× 10 - 8 、 お よ び 特 に 少 な く と も 約 1× 10 - 9 も
し く は 1× 10 - 1 0 ま た は そ れ よ り 低 い 解 離 定 数 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 そ の よ う に 、 β 2-
ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 的 結 合 活 性 を 保 持 し て い る 抗 体 の Fab、 F(ab') 2
、 Fd、 お よ び Fv断 片 は 、 抗 体 の 定 義 内 に 含 ま れ る 。 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 ま た は 「 特 異 的
に 相 互 作 用 す る 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 特 異 的 結 合 対 の メ ン バ ー の 相 互 作 用
、 な ら び に β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と MHCク ラ ス I重 鎖 の 間 の 相 互 作 用 を 指 す の に も 同 様 に 使
用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 個 々 の 方 法 に よ っ て 、 架 橋 複 合 体 の 標 的 細 胞 が 抗 体 結 合 リ ガ ン ド と し て FcRを
発 現 す る 場 合 、 Fc領 域 を 有 す る 抗 体 が 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 を 形 成 す る 際 に 特 に 有 用 で あ る
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 通 常 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 抗 体 」 と い う 用 語 に は 、 例 え ば 、 単 鎖 抗 体 、 キ メ
ラ 抗 体 、 二 機 能 性 抗 体 ま た は 二 重 特 異 性 抗 体 、 お よ び ヒ ト 化 抗 体 、 な ら び に そ れ ら の 抗 原
結 合 断 片 を 含 む 、 天 然 に 存 在 す る 抗 体 な ら び に 天 然 に 存 在 し な い 抗 体 が 含 ま れ る 。 こ の よ
う な 天 然 に 存 在 し な い 抗 体 は 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 を 用 い て 構 築 す る こ と が で き 、 組 換 え に
よ っ て 作 製 す る こ と が で き 、 ま た は 例 え ば 、 多 様 な 重 鎖 お よ び 多 様 な 軽 鎖 か ら な る コ ン ビ
ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー (Huse et al., Science 246： 1275-1281, 1989を 参 照 さ れ た い )
を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体
、 CDR移 植 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 お よ び 二 機 能 性 抗 体 ま た は 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 製 す る こ れ ら
お よ び 他 の 方 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る (Winter and Harris, Immunol.Today 14： 243-
246, 1993；  Ward et al., Nature 341： 544-546, 1989；  Harlow and Lane, Antibodies
： A laboratory manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988) ；  Hilyard et 
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al., ProteinEngineering： A practical approach (IRL Press 1992)；  Borrabeck, Anti
body Engineering, 2d ed. (Oxford University Press 1995))。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 は 、 周 知 の 方 法 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 C21.48
Aと 実 質 的 に 同 じ 特 異 的 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 は 、 Liabeufら (前 掲 、 1981年 )に よ っ て 記 載
さ れ て い る 方 法 、 ま た は そ う で な け れ ば 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 用 い て 調 製 す
る こ と が で き る (Harlow and Lane, Antibodies： A laboratory manual (Cold Spring Har
bor Laboratory Press1988))。 例 え ば 、 細 胞 の 表 面 上 の 特 定 の ペ プ チ ド リ ガ ン ド に 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 は 、 腫 瘍 マ ー カ ー Fc受 容 体 ま た は そ の ペ プ チ ド 部 分 を 免 疫 原 と し て 使 用 し
、 他 の 抗 原 と 結 合 す る 抗 体 を 除 去 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 細 胞 表 面 の マ ー カ
ー は 、 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た 場 合 に 細 胞 表 面 上 に 存 在 す る 、 特 定 の 疾 患 状 態 と 関 連 付 け
ら れ て い る 特 定 の タ イ プ の 細 胞 を 識 別 す る の に 適 し た 抗 原 ペ プ チ ド で あ る 。 こ の よ う な 抗
原 ペ プ チ ド は 、 結 晶 学 的 デ ー タ ま た は 周 知 の タ ン パ ク 質 モ デ リ ン グ 法 を 用 い て 特 定 す る こ
と が で き る (例 え ば 、 参 照 に よ り そ れ ぞ れ 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Shields et al., J
.Immunol. 160： 2297-2307, 1998；  Pedersen et al., Eur. J. Immunol. 25： 1609, 199
5；  Evans et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 79： 1994, 1995；  Garboczi et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 89： 3429-3433, 1992；  Fremont et al., Science 257： 9
19, 1992を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 か つ 常 用 の 方 法 を 用 い て 得 る こ と
が で き る (Kohler and Milstein, Nature 256： 495, 1975； 前 掲 の Coligan et al., 1992
、 セ ク シ ョ ン 2.5.1-2.6.7； 前 掲 の Harlow and Lane, 1988)。 例 え ば 、 腫 瘍 マ ー カ ー も し
く は ペ プ チ ド タ グ 、 ま た は そ の エ ピ ト ー プ 断 片 で 免 疫 化 し た マ ウ ス に 由 来 す る 脾 臓 細 胞 を
、 SP/02骨 髄 腫 細 胞 な ど 適 切 な 骨 髄 腫 細 胞 系 統 に 融 合 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 作 製
す る こ と が で き る 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 統 は 、 例 え ば 、 適 切 な 特 異 性
を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ク ロ ー ン を 特 定 す る た め の 標 識 さ れ た β 2-ミ ク ロ
グ ロ ブ リ ン を 用 い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 か つ 望 ま し い 特 異 性 お よ び 親 和 性
を 有 す る 抗 体 を 発 現 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ を 単 離 し て 、 抗 体 の 連 続 的 な 供 給 源 と し て 利
用 す る こ と が で き る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 同 様 に 、 例 え ば 、 免 疫 化 し た 動 物 の 血 清 か ら
単 離 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 単 離 さ れ た 抗 体 を 、 細 胞 表 面 の 腫 瘍 マ ー カ ー Fc受 容 体
ま た は 細 胞 表 面 上 で 発 現 さ れ る ペ プ チ ド タ グ に 特 異 的 に 結 合 で き な い こ と を 指 標 に し て 、
さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る の
に 有 用 で あ る 上 に 、 例 え ば 、 規 格 化 さ れ た キ ッ ト を 調 製 す る の に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば Protein-A SEPHAROSEゲ ル を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー を 含 む 、 様 々 な 確 立 し た 技 術 に よ っ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 物 か ら 単 離 お よ び 精 製 す
る こ と が で き る (Barnes et al., in Meth. Mol. Biol.10： 79-104 (Humana Press 1992)
； 前 掲 の Coligan et al., 1992、 セ ク シ ョ ン 2.7.1-2.7.12お よ び セ ク シ ョ ン 2.9.1-2.9.3
を 参 照 さ れ た い )。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ の 増 殖 方 法 は 周 知 で
あ る 。 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ の 増 殖 は 、 ウ シ 胎 児 血 清 な ど の 哺 乳 動 物 血 清 ま た は 微 量 元 素 、
お よ び 正 常 マ ウ ス の 腹 腔 滲 出 細 胞 、 脾 臓 細 胞 、 骨 髄 マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど の 増 殖 維 持 用 栄 養
補 給 物 を 任 意 で 補 給 し た 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 ま た は RPMI 1640培 地 な ど の 適 切
な 培 養 培 地 中 で 実 施 す る こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ で の 作 製 は 、 比 較 的 純 粋 な 抗 体 調 製 物
を 提 供 し 、 か つ 大 量 の 所 望 の 抗 体 を 生 じ る た め の ス ケ ー ル ア ッ プ を 可 能 に す る 。 大 規 模 の
ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 は 、 エ ア リ フ ト リ ア ク タ ー 、 連 続 攪 拌 リ ア ク タ ー に お け る 均 質 な 懸 濁
培 養 に よ っ て 、 ま た は 固 定 式 も し く は 閉 じ 込 め 式 (entrapped)の 細 胞 培 養 に お い て 実 施 す
る こ と が で き る 。 イ ン ビ ボ で の 増 殖 は 、 親 細 胞 と 組 織 適 合 性 の 哺 乳 動 物 、 例 え ば 同 系 マ ウ
ス 中 に 細 胞 ク ロ ー ン を 注 射 し て 、 抗 体 産 生 腫 瘍 の 増 殖 を 引 き 起 こ す こ と に よ っ て 、 実 施 す
る こ と が で き る 。 注 射 の 前 に 、 任 意 で 、 炭 化 水 素 、 例 え ば 、 プ リ ス タ ン (テ ト ラ メ チ ル ペ
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ン タ デ カ ン )な ど の 油 で 動 物 に 下 処 理 を 施 し て も よ い 。 1～ 3週 間 後 、 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 、 動 物 の 体 液 か ら 回 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 抗 体 お よ び 抗 体 の 抗 原 結 合 断 片 は 、 Fc領 域 、 お よ び Fabま た は F(a
b') 2 な ど の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む も の な ど 、 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 を 形 成 す る 際 に 有 用 で あ る
。 抗 体 断 片 は 、 従 来 の 方 法 に よ り 、 抗 体 全 体 の ペ プ シ ン ま た は パ パ イ ン 消 化 に よ っ て 得 る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 体 断 片 は 、 ペ プ シ ン を 用 い た 抗 体 の 酵 素 的 切 断 に よ っ て 作 製 さ
れ 、 F(ab') 2 で 示 さ れ る 5S断 片 を 提 供 す る こ と が で き る 。 チ オ ー ル 還 元 剤 、 お よ び 任 意 で
、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 切 断 の 結 果 と し て 生 じ る ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 対 す る 保 護 基 を 用 い て
、 こ の 断 片 を さ ら に 切 断 し て 、 一 価 の 3.5S Fab'断 片 を 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た は 、
ペ プ シ ン を 用 い た 酵 素 的 切 断 は 、 2つ の 一 価 の Fab'断 片 お よ び 1つ の Fc断 片 を 直 接 生 じ る (
例 え ば 、 Goldenberg,米 国 特 許 第 4,036,945号 お よ び 米 国 特 許 第 4,331,647号 ； Nisonhoff e
t al., Arch. Biochem.Biophys. 89： 230. 1960；  Porter, Biochem.J. 73： 119, 1959；
 Edelman et al., Meth. Enzymol., 1： 422 (Academic Press 1967)； 前 掲 の Coligan et 
al., 1992,セ ク シ ョ ン 2.8.1-2.8.10お よ び セ ク シ ョ ン 2.10.1-2.10.4を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 系 で 使 用 さ れ る 抗 体 ま た は 断 片 は 、 2つ の 異 な る 特 異 的 結
合 部 位 に 機 能 的 に 結 合 す る た め の 2つ の 特 異 的 結 合 部 位 を 有 さ な け れ ば な ら ず 、 一 方 は 、
標 的 細 胞 の 表 面 上 に 位 置 し 、 も う 一 方 は 、 架 橋 複 合 体 系 中 に 組 み 込 ま れ て い る 、 多 量 体 単
位 上 、 例 え ば 、 MHC多 量 体 上 に 位 置 す る 。 標 的 細 胞 は 、 架 橋 複 合 体 中 の CTLと 同 じ 特 異 性 を
有 す る TCRを 有 し て は な ら な い こ と に 留 意 さ れ た い 。 し た が っ て 、 特 異 性 を 示 す 対 象 で あ
る 抗 原 と 特 異 的 結 合 対 を 形 成 す る 抗 体 の 抗 原 結 合 部 分 に 加 え て 、 そ の 抗 体 は 、 付 加 的 な 特
異 的 結 合 部 位 を 有 す る 。 例 え ば 、 MHC多 量 体 中 に 含 ま れ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ
ジ ン と の 特 異 的 結 合 対 の 役 割 を 果 た す た め の ビ オ チ ン を 組 み 入 れ る た め に 、 抗 体 を 改 変 す
る こ と が で き る 。 ま た は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 か つ 本 明 細 書 に お い て 記 述 す
る よ う に 、 Niイ オ ン と の 特 異 的 結 合 対 の 役 割 を 果 た す た め の ポ リ ヒ シ ジ ン (polyhisidine)
タ グ (例 え ば 6つ の ヒ シ ジ ン (hisidine)残 基 )を 含 む よ う に 、 抗 体 を 改 変 す る こ と も で き る
。 別 の 実 施 例 で は 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 が Fc領 域 を 有 す る 場 合 に は 、 そ の Fc領 域
は 、 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 系 お よ び 使 用 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 標 的 細 胞 上 の 細 胞 表 面 リ ガ
ン ド と し て 存 在 し 得 る よ う な Fc受 容 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 の 役 割 を 果 た す こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 は 、 MHC多 量 体 お よ び 標 的 細 胞 の 間 の 「 架 橋
」 を 形 成 す る 2つ の 特 異 的 結 合 部 位 を 有 す る 抗 体 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 こ れ ら の 態 様 に お
い て 、 抗 体 上 の こ れ ら の 2つ の 特 異 的 結 合 部 位 は 、 こ の 機 能 を 遂 行 す る よ う に 選 択 さ れ る
。 例 と し て 、 MHC多 量 体 の 形 成 に お い て 使 用 さ れ る 多 価 性 の 単 位 が 、 ニ ッ ケ ル を キ レ ー ト
化 す る 部 分 を 有 す る 脂 質 表 面 (例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム )を 有 し て い る 場 合 に は 、 そ の 脂 質 表 面
で キ レ ー ト 化 さ れ た ニ ッ ケ ル に 対 す る 特 異 的 結 合 の 相 手 の 役 割 を 果 た す ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ
グ を 有 す る 抗 体 が 、 標 的 細 胞 の 表 面 上 で 発 現 さ れ る 、 腫 瘍 マ ー カ ー ま た は 組 換 え リ ガ ン ド
な ど の 抗 原 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る よ う に 選 択 さ れ 得 る 。 こ の よ う
に し て 、 抗 体 の 特 異 的 結 合 の 各 相 手 と の 結 合 に よ り 、 MHC多 量 体 お よ び 標 的 細 胞 の 間 の 「
架 橋 」 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 こ の 架 橋 複 合 体 は 、 ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ 得 る ペ プ
チ ド タ グ を 発 現 す る 改 変 テ ト ラ マ ー の 使 用 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 こ の 態 様 に お い て 、 抗 体
ま た は 抗 原 結 合 断 片 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 標 的 細 胞 に よ っ て 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ て お り 、 し
た が っ て 、 内 在 性 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 と し て 、 発 現 (す な わ ち 「 結 合 」 )さ れ る 。 ま た は
、 抗 体 認 識 部 位 を 有 す る ペ プ チ ド 部 分 を 有 す る よ う に 、 MHCモ ノ マ ー を 遺 伝 学 的 に 構 築 す
る こ と も で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 こ の ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し て 、 2
つ の 様 式 ： Fc受 容 体 に よ る 抗 体 の 結 合 、 ま た は 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 標 的 細 胞 の
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使 用 に よ っ て 、 多 量 体 の 間 の 架 橋 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 的 細 胞 は 、 ヒ ス
チ ジ ン タ グ に 特 異 的 に 結 合 す る そ の 表 面 上 で 、 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ り 得 、
MHC多 量 体 は 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ を 含 む よ う に 、 ま た は ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ を 発 現 す る
よ う に 、 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 の Fc領 域 ま た は 抗 原 結 合 断 片 は 、 標 的 細 胞 の 表 面 上 の (
天 然 ま た は 組 換 え の い ず れ か に よ っ て 発 現 さ れ た )Fc受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 す る た め に 使
用 さ れ る こ と が で き 、 一 方 、 抗 体 ま た は 断 片 の 抗 原 結 合 領 域 は 、 MHC多 量 体 の 形 成 に お い
て 使 用 さ れ る 多 価 性 の 単 位 の 表 面 上 の 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 例 え ば
、 MHC多 量 体 の 形 成 に お い て 使 用 さ れ る 多 価 性 の 単 位 が 、 そ の 表 面 上 に 複 数 の MHCモ ノ マ ー
を 発 現 す る よ う に 人 工 的 に 設 計 さ れ た 酵 母 細 胞 で あ る 場 合 、 抗 体 は 酵 母 細 胞 の 表 面 上 で も
発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 タ グ に 特 異 的 な も の で よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 価 の 軽 鎖 /重 鎖 断 片 を 形 成 す る た め の 重 鎖 の 分 離 、 断 片 の さ ら な る 切 断 、 ま た は 他 の
酵 素 的 、 化 学 的 、 も し く は 遺 伝 的 技 術 な ど 、 抗 体 を 切 断 す る 方 法 も 、 そ れ ら の 断 片 が 完 全
な 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る と い う 条 件 で 、 使 用 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 Fv断 片 は 、 可 変 性 の 重 (V H )鎖 お よ び 可 変 性 の 軽 (V L )鎖 の 結 合 を 含 み 、 こ れ は 、
非 共 有 結 合 性 の 結 合 で も よ い (Inbar et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 69： 2659, 1
972)。 ま た は 、 こ れ ら の 可 変 鎖 は 、 分 子 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 す る こ と が で
き 、 ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど の 化 学 物 質 に よ っ て 架 橋 さ せ る こ と が で き る (Sandhu,
Crit. Rev.Biotechnol. 12： 437, 1992)。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 イ ン ビ ト ロ で 行 わ れ る 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 任 意 の 種 (例 え ば 、 ヤ ギ 、 マ
ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ウ マ な ど )に 由 来 し 得 る 。 イ ン ビ ト ロ で 使 用 す る 必 要 性 は 無
い が 、 ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た 、 望 ま し い な ら ば 、 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 の 形 成 、
方 法 、 ま た は キ ッ ト に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 可
変 性 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 に 由 来 す る マ ウ ス の 相 補 性 決 定 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 、 ヒ ト 可 変 領 域 中 に 導 入 し 、 次 い で 、 マ ウ ス の 対 応 物 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に ヒ ト 残 基
を 代 わ り に 入 れ る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 マ
ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 可 変 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 は 公 知 で あ り (例 え ば 、 Orl
andi et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 86： 3833, 1989を 参 照 さ れ た い )、 ヒ ト 化 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の 方 法 は 周 知 で あ る (例 え ば 、 Jones et al., Nature 32
1： 522, 1986；  Riechmann et al., Nature 332： 323, 1988；  Verhoeyen et al., Scien
ce 239： 1534, 1988；  Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 89： 4285, 1992；
 Singer et al., J. Immunol. 150： 2844, 1993； 前 掲 の Sandhu, 1992を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な 抗 体 は ま た 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の コ ン ビ ナ ト リ ア ル
ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と が で き る 、 ヒ ト 抗 体 断 片 か ら 誘 導 す る こ と も で き る (例 え
ば 、 Barbas et al., Methods： A Companion to Methods in Immunology 2： 119, 1991；  
Winter et al., Ann. Rev. Immunol.12： 433, 1994を 参 照 さ れ た い )。 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る の に 有 用 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク タ
ー は 、 市 販 さ れ て い る (Stratagene；  La Jolla CA)。 さ ら に 、 こ の 抗 体 は 、 抗 原 誘 発 に 応
答 し て 特 異 的 な ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る よ う に 「 人 工 的 に 設 計 さ れ た 」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス か ら 得 る こ と が で き る 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 誘 導 す る こ と も で き る (例 え ば
、 Green et al., Nature Genet.7： 13, 1994；  Lonberg et al., Nature 368： 856, 1994
；  お よ び Taylor et al., Int. Immunol. 6： 579, 1994を 参 照 さ れ た い ； ま た 、 Abgenix,
 Inc. ；  Fremont CAも 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 ま た は 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 含 む イ
ム ノ ア ッ セ イ 法 を 実 施 す る の に 典 型 的 に 使 用 さ れ る 任 意 の 条 件 下 で 実 施 さ れ る (実 施 例 2を
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参 照 さ れ た い )。 し た が っ て 、 反 応 は 、 例 え ば 、 室 温 (約 18℃ ～ 23℃ )を 含 む 、 約 4℃ ～ 37℃
の 温 度 で 、 か つ 約 30分 ～ 24時 間 の 期 間 、 例 え ば 、 約 1時 間 ま た は 一 晩 (約 12～ 18時 間 )、 実
施 す る こ と が で き る 。 反 応 は ま た 、 一 般 に 水 溶 液 中 で 実 施 さ れ 、 こ の 水 溶 液 は 、 望 ま し い
な ら ば 、 比 較 的 狭 い 範 囲 で 、 例 え ば 、 約 pH5、 pH7、 ま た は pH9か ら 約 1pH単 位 以 内 で 反 応 物
の pHが 維 持 さ れ る よ う に 緩 衝 剤 を 含 有 し て よ く 、 か つ 生 理 学 的 濃 度 と ほ ぼ 同 じ 塩 化 ナ ト リ
ウ ム ま た は 他 の 適 切 な 塩 を さ ら に 含 有 し て よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 は 、 こ の よ う な 断 片 が 、 MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー と の 三 元 複 合 体 中 に
組 み 込 ま れ て 、 特 定 の CTLを 活 性 化 し て 標 的 細 胞 を 溶 解 さ せ る こ と が で き る か ど う か を 判
定 す る た め に 、 想 定 さ れ る MHC結 合 ペ プ チ ド を 評 価 す る た め の 系 、 キ ッ ト 、 お よ び ア ッ セ
イ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 診 断 用 ア ッ セ イ 法 、 ワ ク チ ン 、 お よ び 他 の 治 療 様 式 に お い て 使
用 す る た め の 候 補 ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 に 使 用 で き る 、 系 、 キ ッ ト 、 お よ び ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る た め の 想 定 さ れ る MHC結 合 ペ プ チ
ド お よ び 公 知 の MHC結 合 ペ プ チ ド は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て 作 製
す る こ と が で き 、 ア ミ ノ 酸 長 8～ 12の 断 片 用 の ペ プ チ ド 合 成 が 最 も 好 都 合 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
テ ト ラ マ ー 架 橋
　 図 2は 、 テ ト ラ マ ー 架 橋 の 概 念 を 示 す 。 図 3で 示 さ れ る よ う に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解
析 の た め に 、 標 的 細 胞 は 、 2種 の 蛍 光 定 量 的 色 素 で 標 識 さ れ る ： 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 と し
て 使 用 さ れ る CFSEお よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 と し て 使 用 さ れ る PKH-26。 CFSEは 、 標 的 細
胞 の 細 胞 膜 に 浸 透 す る 、 非 荷 電 性 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 で あ り 、 か つ 細 胞 酵 素 に よ っ て 切
断 さ れ て 荷 電 型 を 生 じ る 。 CFSEは 溶 解 さ れ た 細 胞 か ら 漏 出 す る た め 、 ペ プ チ ド 特 異 的 な 様
式 で 標 的 細 胞 の 溶 解 が 起 こ る と 、 標 識 さ れ た 標 的 細 胞 か ら 生 成 さ れ る CFSEシ グ ナ ル の 総 量
は 変 化 す る (す な わ ち 、 減 少 す る )。 一 方 、 PKH-26は 、 す べ て の 標 的 細 胞 を 均 一 に 標 識 し て
、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 容 易 に 確 認 さ れ る 明 る く か つ 明 確 な 集 団 を も た ら す 親 油
性 色 素 で あ り 、 溶 解 さ れ た 標 的 細 胞 か ら 漏 出 す る こ と も 、 そ の 中 で 薄 暗 く な る こ と も な い
。 し た が っ て 、 PKH-26シ グ ナ ル は 、 標 的 細 胞 の 溶 解 が 起 こ っ て も 、 実 質 的 に 未 変 化 の ま ま
で あ る 。 し た が っ て 、 細 胞 溶 解 が 原 因 で 膜 損 傷 が 発 生 す る 場 合 、 標 的 細 胞 か ら の 蛍 光 色 素
の 全 量 は 減 少 し 、 細 胞 は 、 も は や 、 荷 電 性 の 色 素 を 取 込 む こ と も 保 持 す る こ と も で き ず 、
か つ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 図 3で 例 示 さ れ る よ う に 使 用 し て 、 溶 解 さ れ た 標 的 細 胞
の 数 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 説 明 す る 実 施 例 で は 、 P815細 胞 が 標 的 と し て 使 用 さ れ 、 こ れ ら の 細 胞
は 、 細 胞 表 面 上 で Fc受 容 体 を 発 現 す る 。 CTLと 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を す る 前 に 、 抗 PE
抗 体 (Biomeda, Foster City, CA)を 用 い て 標 的 細 胞 表 面 を 修 飾 し た 。 細 胞 表 面 上 に テ ト ラ
マ ー が 結 合 し た CTLと 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を す る と 、 TCR/iTAg/Ab/Fc受 容 体 複 合 体 、
ま た は 「 架 橋 複 合 体 」 は 、 CTLに よ る 標 識 さ れ た 標 的 細 胞 の 溶 解 が ペ プ チ ド 特 異 的 な 方 式
で 起 こ る の を 可 能 に す る よ う な 近 接 し た 近 さ に CTLお よ び 標 的 を も た ら す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の よ う な 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト も ま た 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 開 示 す る
よ う に 、 本 発 明 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 丈 夫 で 、 正 確 で 、 感 受 性 が 高 く 、 か つ 再 現 性 が あ
る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 MHCモ ノ マ ー に よ っ て 活 性 化 さ れ た CTLの エ フ ェ ク タ ー
機 能 を 標 的 細 胞 に 宛 先 変 更 す る た め の 、 MHC結 合 ペ プ チ ド を 有 し て い る MHCモ ノ マ ー の エ フ
ェ ク タ ー 機 能 を 検 出 ま た は 測 定 す る の に 有 用 な 架 橋 複 合 体 系 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 架 橋 系
は 、 TCRへ の モ ノ マ ー の 抗 原 特 異 的 結 合 だ け で な く 、 標 的 細 胞 に 対 す る 活 性 化 CTLの 抗 原 特
異 的 な エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 測 定 す る の に も 使 用 で き る た め 、 MHCテ ト ラ マ ー ア ッ セ イ 法 よ
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り 改 良 さ れ て い る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 架 橋 系 は 、 こ の よ う な モ ノ マ ー に よ っ て 活 性 化 さ れ
た CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 、 架 橋 複 合 体 中 の CTLの TCRが ペ プ チ ド 特 異 性 を 示 す 対 象 の 表
面 ペ プ チ ド を 有 し て い な い 標 的 細 胞 に 宛 先 変 更 す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 架 橋 系 は 、 MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 結 合 ポ ケ ッ ト 中 に 結 合 し た 抗
原 ペ プ チ ド に 特 異 的 な T細 胞 受 容 体 (TCR)を 有 す る 細 胞 傷 害 性 T細 胞 (CTL)； 少 な く と も 1つ
の 抗 体 結 合 部 位 を 有 す る MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 量 体 複 合 体 ； な ら び に 、
標 的 細 胞 上 の 結 合 部 位 (例 え ば 、 リ ガ ン ド に 特 異 的 )と 結 合 対 を 形 成 す る 第 1の 結 合 部 位 お
よ び 多 量 体 MHCモ ノ マ ー 複 合 体 上 の 抗 体 結 合 部 位 と 結 合 対 を 形 成 す る 第 2の 結 合 部 位 を 有 す
る 抗 体 を 含 む 複 合 体 で あ る 。 個 々 の 結 合 対 を 介 し て MHCモ ノ マ ー 複 合 体 に 、 お よ び 結 合 部
位 (ま た は リ ガ ン ド )を 介 し て 標 的 細 胞 に 、 抗 体 が 結 合 す る と 、 架 橋 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 そ
の 結 果 、 CTLは 、 ペ プ チ ド 特 異 的 ま た は モ ノ マ ー に よ っ て 活 性 化 さ れ た CTLが 標 的 細 胞 を 溶
解 す る の に 十 分 な 近 さ に も た ら さ れ る 。 標 的 細 胞 を 溶 解 す る た め の エ フ ェ ク タ ー 活 性 を 有
す る 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 系 に お い て 使 用 さ れ る CTLの 場 合 、 そ の CTLは 、 モ ノ マ ー に よ っ て
活 性 化 さ れ な け れ ば な ら な い (す な わ ち 、 CTLは 、 い ず れ も エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 示 さ な い ナ
イ ー ブ ま た は ア ネ ル ギ ー 性 の い ず れ か で は な く 、 CD8 + で あ り 、 か つ エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有
さ な け れ ば な ら な い )。 例 え ば 、 臨 床 現 場 に お い て は 、 疾 患 に 関 連 付 け ら れ て い る 抗 原 に
よ っ て イ ン ビ ボ で 活 性 化 さ れ た CTLを 含 有 す る 患 者 の 試 料 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 、 こ の よ
う な 架 橋 複 合 体 が 形 成 す る 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 図 1で 例 示 し た よ う に 、 架 橋 系 中 の 多 価 性 の 単 位 は 、 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン で あ り 、 抗 原 特 異 的 CTLは 、 細 胞 表 面 の 腫 瘍 抗 原 に 特 異 的 な Fab'
抗 体 断 片 に よ っ て 、 お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン へ の そ の 抗 体 の 化 学 的 結 合 に よ り 、 腫 瘍 抗
原 を 発 現 し て い る 標 的 細 胞 と 結 合 し て い る 。 ビ オ チ ン 結 合 部 位 に 対 す る 4つ の 特 異 的 結 合
部 位 を 天 然 に 有 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ っ て 、 少 な く と も 1つ 、 お よ び 最 大 4つ の ビ オ
チ ン 化 MHC/ペ プ チ ド 複 合 体 (す な わ ち 、 MHCモ ノ マ ー )を 共 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 本
発 明 の 架 橋 複 合 体 は 、 任 意 で 、 抗 体 上 の 第 1の 結 合 部 位 と 結 合 対 を 形 成 す る 細 胞 表 面 結 合
部 位 を 有 す る 標 的 細 胞 を 含 で ん も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 MHCテ ト ラ マ ー を 末 梢 血 リ ン パ 球 ま た は 全 血 と 混 合 し 、 検 出 シ ス テ ム と し て フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 試 料 中 の す べ て の 抗 原 特 異 的 CTLの 数 を 得 る こ と が で
き る 。 し た が っ て 、 MHCテ ト ラ マ ー ま た は 多 量 体 は 、 特 定 の ペ プ チ ド に 対 す る 細 胞 性 応 答
の 測 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 架 橋 系 は 、 抗 体 が 結 合 し て 結 合 対 を 形 成 す る 相 手 と な る 特
異 的 細 胞 表 面 結 合 部 位 を 有 す る 標 的 細 胞 に 対 す る CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 検 出 す る の に
有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 抗 体 が 、 腫 瘍 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 す る 腫 瘍 マ ー カ ー に
対 す る 抗 原 特 異 性 を 有 す る よ う に 選 択 さ れ 、 か つ そ の 抗 体 が 、 多 価 性 の 単 位 に 化 学 的 に 結
合 し て い る (こ の 場 合 、 化 学 結 合 が 2者 の 間 の 結 合 対 を 与 え る )場 合 に は 、 例 え ば 、 患 者 試
料 中 の CTLに よ る 標 的 細 胞 の 溶 解 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 患 者 試 料 が 腫 瘍 マ ー カ ー を 発
現 す る 腫 瘍 細 胞 を 含 有 す る か ど う か を 測 定 す る の に 、 本 発 明 の 系 を 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 表 面 抗 原 を 有 す る 標 的 細 胞 は 公 知 の も の で よ く 、 TCRと 多 価 性 の 単
位 上 で 提 示 さ れ て い る MHCモ ノ マ ー と の 間 の 結 合 力 が 、 抗 原 特 異 的 な 方 式 で T細 胞 を 活 性 化
す る の に 十 分 で あ る か ど う か を 測 定 す る の に 本 発 明 の 架 橋 系 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 系 は 、 多 価 性 の 単 位 と し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン を 含 み 、 か つ 最 大 4つ の MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー が 、 そ の ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン と の 結 合 対 を 形 成 で き る よ う に ビ オ チ ン 化 さ れ る 。 抗 原 特 異 的 な 抗 体 は 、 ス ト レ プ ト ア
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ビ ジ ン に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 多 価 性 の 単 位 は 、 モ ノ マ ー お よ び 抗 体 に 対 す る 複 数 の 結 合 部 位 を 有
す る リ ポ ソ ー ム の 表 面 な ど の 脂 質 表 面 で も よ い 。 例 え ば 、 こ の 多 価 性 の 単 位 は 、 ヒ ス チ ジ
ン タ グ に 結 合 す る よ う に 改 変 さ れ た 脂 質 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム で よ く 、 そ れ ぞ れ が カ ル ボ
キ シ 末 端 に ヒ ス チ ジ ン タ グ を 有 す る 少 な く と も 1つ の MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー
お よ び 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ を 介 し て リ ポ ソ ー ム の 表 面 に 結 合 さ せ る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 Ni-イ ミ ノ 2酢 酸 (Ni-IDA)ま た は Ni-ニ ト リ ロ 酢 酸 (Ni-NTA)を 含 有 し
て い る 脂 質 は 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン に 対 す る 結 合 相 手 で あ る 。 ヒ ス チ ジ ン タ グ に 結 合 す る よ う
に 改 変 さ れ た 脂 質 の 例 は 、 共 有 結 合 し た ニ ッ ケ ル キ レ ー ト 基 、 N",N"-bis[カ ル ボ キ シ メ チ
ル ]-L-リ ジ ン (ニ ト リ ロ 酢 酸 )(DOGS-Ni-NTA)を 有 す る 1,2ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-[N-
95ア ミ ノ -1-カ ル ボ キ シ ル ペ ン チ ル )イ ミ ノ 2酢 酸 )ス ク シ ニ ル ]で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 多 価 性 の 単 位 は 、 細 胞 表 面 上 で 、 少 な く と も 1つ 、 お よ び 好 ま
し く は 複 数 の MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー を 発 現 す る 酵 母 細 胞 で も よ い 。 酵 母 細 胞
表 面 に 抗 体 を 結 合 さ せ て も よ く 、 ま た は 1つ も し く は 複 数 の 抗 体 を 、 酵 母 細 胞 の 表 面 上 で
遺 伝 学 的 に 発 現 (す な わ ち 「 結 合 」 )さ せ て も よ い 。 さ ら に ま た は 、 こ の 多 価 性 の 単 位 は 、
ハ イ ブ リ ド ー マ で も よ く 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 表 面 上 で MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー
を 発 現 さ せ て も よ い 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 架 橋 複 合 体 中 の 標 的 細 胞 は 、 抗 体 が 特 異
性 を 示 す 対 象 の ペ プ チ ド を そ の 細 胞 表 面 上 で 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 標 的 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 架 橋 複 合 体 中 の CTLが ペ プ チ
ド 特 異 的 な エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 示 す た め の ペ プ チ ド を そ の 表 面 上 に 有 し て い な い が 、 抗 体
に 対 す る 結 合 部 位 と し て の 機 能 を 果 た す 表 面 リ ガ ン ド を 有 し て い る 、 原 核 性 ま た は 真 核 性
の 任 意 の 細 胞 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 、 細 菌 、 酵 母 、 ま た は 昆 虫 の 細 胞 を 意 味 す る 。 し た が っ
て 、 標 的 細 胞 は 、 特 定 の 疾 患 に 関 連 付 け ら れ て い る 細 胞 を 特 定 す る 細 胞 表 面 マ ー カ ー (リ
ガ ン ド )を 有 す る 腫 瘍 細 胞 で よ い 。 ま た は 、 標 的 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド ま た は タ グ
を コ ー ド す る 異 種 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 場 合 、 標 的 細 胞 の 表 面 上 で
リ ガ ン ド を 発 現 し て 、 例 え ば 、 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 を 提 供 す る と 考 え ら れ る も の
で も よ い 。 別 の 実 施 例 で は 、 こ の 細 胞 は 、 形 質 転 換 さ れ て い る も の 、 ま た は 抗 体 の Fc領 域
に 対 す る 結 合 部 位 と し て の 機 能 を 果 た す 、 細 胞 表 面 上 の Fc受 容 体 を 天 然 に 発 現 す る も の で
も よ い 。 別 の 態 様 に お い て 、 標 的 細 胞 は 、 そ の 表 面 上 で 抗 体 ま た は 抗 原 が 結 合 す る 抗 体 断
片 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は フ ァ ー ジ で も よ い 。 例 え ば 、 標 的 細 胞 は 、 FcRを 発 現
す る よ う に 形 質 転 換 さ せ る こ と が で き る も の で よ い 。 こ の 態 様 に お い て 、 Fc領 域 を 有 す る
抗 体 お よ び 標 的 細 胞 上 の FcRは 、 特 異 的 結 合 対 を 形 成 し 、 か つ そ の 抗 体 が 特 異 性 を 示 す 対
象 の 抗 原 は 、 抗 原 お よ び FcRへ の 抗 体 の 免 疫 学 的 結 合 に よ り 、 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 を 形 成
す る た め に 必 要 な 第 2の 特 異 的 結 合 対 が 形 成 さ れ る よ う に 、 多 量 体 を 共 に 結 合 す る 多 量 体
単 位 上 に 位 置 し て い る 。 こ の 態 様 に お い て 、 同 じ 標 的 細 胞 -リ ガ ン ド (FcR)-抗 体 の 組 み 合
わ せ を 使 用 し て 、 無 数 の 様 々 な 組 み 合 わ せ の 抗 原 ペ プ チ ド -CTLの 組 み 合 わ せ を 試 験 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 際 に 形 成 さ れ る 架 橋 複 合 体 は 、 例 え ば 、 ア ッ セ イ 法 に お い て 使
用 さ れ る 他 の 標 的 細 胞 か ら 、 架 橋 複 合 体 中 に 含 ま れ て い る 標 的 細 胞 (例 え ば 、 溶 解 さ れ た
標 的 細 胞 )を 識 別 す る こ と に よ っ て 、 架 橋 複 合 体 が 形 成 さ れ た か ど う か を 識 別 す る の に 有
用 な 少 な く と も 1つ の 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ る 。 蛍 光 性 分 子 、 放 射 性 核 種 、 発 光 分 子
、 化 学 発 光 分 子 、 酵 素 、 ま た は ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 mycエ ピ ト ー プ 、 も し く は FLAG(商 標
)エ ピ ト ー プ な ど の ペ プ チ ド を 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る MHCモ ノ マ ー ま た は 多 量
体 中 に 組 み 込 ん で よ い 。 例 え ば 、 蛍 光 性 の フ ィ コ エ リ ト リ ン 標 識 を 含 む MHCテ ト ラ マ ー が
、 市 販 さ れ て い る (Immunomics)。 放 射 性 核 種 、 特 に 5 1 Crが 、 溶 解 活 性 を 検 出 す る た め の ア
ッ セ イ 法 に お い て 一 般 に 使 用 さ れ る 。
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【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ま た は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト な ス ク リ ー ニ ン グ 用 に 設 計 さ れ た 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発
明 の 組 成 物 、 方 法 、 お よ び キ ッ ト に お い て 使 用 さ れ る 標 的 細 胞 は 、 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 中
に 組 み 込 ま れ た 場 合 に 、 標 的 細 胞 が 完 全 で あ る か ど う か 、 ま た は CTLに よ っ て 溶 解 さ れ た
か ど う か を 識 別 す る の に 有 用 な 少 な く と も 1つ の 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 し て よ い 。 こ の 識
別 を す る の に 使 用 で き る 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の タ イ プ の 標 識 を 使 用 す る こ と
が で き る 。 し か し な が ら 、 親 油 性 色 素 、 生 細 胞 に 対 し て 実 質 的 に 無 毒 性 で あ り 、 か つ 溶 解
細 胞 か ら 漏 出 す る 特 定 の 親 油 性 蛍 光 色 素 、 ま た は 標 的 細 胞 が 溶 解 さ れ た 場 合 に 色 を 変 え る
標 識 が 好 ま し い 。 こ の 態 様 に お い て 、 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 は 、 好 ま し く は 、 親 油 性 で あ
り 、 そ れ ゆ え 、 細 胞 を 染 色 す る の に 使 用 す る こ と が で き る が 、 大 半 の 哺 乳 動 物 細 胞 に お い
て い く ら か の 量 で 存 在 す る エ ス テ ラ ー ゼ な ど の 細 胞 内 容 物 に 曝 露 さ れ た 場 合 に 荷 電 性 に な
り 、 し た が っ て 、 溶 解 細 胞 か ら 漏 出 す る 蛍 光 色 素 で あ る よ う に 選 択 さ れ る 。 第 1の 検 出 可
能 な 標 識 を 選 択 す る た め の 第 2の 判 定 基 準 は 、 第 1お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 の 発 光 波 長
が 、 手 動 で 、 ま た は 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 (FACS)ア ッ セ イ 法 の い ず れ か に よ っ て 、 細 胞 選 別
を す る た め に 十 分 に 識 別 可 能 で あ る こ と で あ る 。 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン が ジ ア セ テ ー ト
と し て 保 護 さ れ る 場 合 、 そ れ は 、 生 細 胞 の 形 質 膜 を 受 動 的 に 通 過 す る の に 十 分 な 程 度 非 極
性 に な る 。 サ イ ト ゾ ル 中 の エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 の た め に 、 細 胞 内 の 色 素 が 切 断 さ れ て フ ル オ
レ セ イ ン に 戻 り 、 明 る い 緑 色 蛍 光 を 発 す る 。 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 上 の 極 性 (電 荷 )に 応 じ
て 、 こ れ は 、 長 い 期 間 、 サ イ ト ゾ ル 中 に 閉 じ 込 め ら れ た ま ま で い る こ と が で き る 。 本 発 明
の 方 法 に お い て 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 と し て 使 用 す る の に 、 CFSEが 現 時 点 で は 好 ま し い 。 C
FSEは ま た 、 科 学 文 献 に お い て は 、 CSFE、 CMDA-AM、 お よ び CFDAと し て も 公 知 で あ る 。 CFSE
が 実 際 に 溶 解 細 胞 か ら 漏 出 す る か ど う か 、 ま た は 標 的 細 胞 内 の pH変 化 の 後 に 「 薄 暗 く な る
」 か ど う か に 関 し て は い く ら か の 学 術 的 論 議 が あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 複 数 の 標 的 細 胞 を 含 有 し て い る 試 料 中 の 標 的 細 胞 数 を 検 出 す る た め に 、 標 的 細 胞 が 溶 解
さ れ て も 変 化 し な い シ グ ナ ル を 有 す る 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 で 、 標 的 細 胞 を さ ら に 標 識 し
て も よ い 。 標 的 細 胞 を 容 易 に 染 色 す る 親 油 性 蛍 光 色 素 の 非 限 定 的 な 例 に は 、 親 油 性 の カ ル
ボ シ ア ニ ン ま た は ア ミ ノ ス チ リ ル が 含 ま れ る 。 親 油 性 カ ル ボ シ ア ニ ン DiI(DiIC 1 8 )、 DiO(D
iOC 1 8 )、 DiD(DiIC 1 8 )、 お よ び DiR(DiIC 1 8 )は 、 水 中 で は 弱 蛍 光 性 で あ る が 、 細 胞 膜 中 に 取
り 込 ま れ た 場 合 、 蛍 光 性 が 高 く 、 か つ 光 安 定 性 が 非 常 に 高 い 。 こ れ ら の 蛍 光 色 素 は 、 脂 質
環 境 に お い て 、 極 め て 高 い 吸 光 係 数 (最 長 波 長 吸 収 極 大 で 125,000cm - 1 M - 1 を 超 え る )を 有 す
る が 量 子 収 量 は 中 程 度 で あ り 、 か つ 励 起 状 態 で の 寿 命 が 短 い (約 1ナ ノ 秒 )。 細 胞 に 添 加 さ
れ る と 、 こ れ ら の 色 素 は 、 形 質 膜 内 の 側 面 に 拡 散 し 、 細 胞 全 体 の 染 色 を も た ら す 。 完 全 な
膜 の 間 の こ れ ら の プ ロ ー ブ の 移 動 は 、 通 常 、 無 視 し て よ い 。 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 、 方 法 、
ま た は キ ッ ト に お い て 標 的 細 胞 に 対 す る 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 と し て 使 用 で き る 親 油 性 色
素 の 別 の 例 は 、 PKH-2お よ び PKH-26な ど 膜 に イ ン タ ー カ レ ー ト す る 色 素 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 T細 胞 特 異 性 を 解 析 す る た め に 、 本 明 細 書 に お い て 記 述 す る MHCテ ト ラ マ ー お よ び 他 の MH
C多 量 体 を 使 用 す る こ と は 、 以 前 に 使 用 さ れ た T細 胞 ア ッ セ イ 法 と 比 べ て 著 し い 利 点 を 与 え
る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 は 、 定 量 的 で あ り 、 放 射 性 色 素 の 使 用 を 必 要 と せ ず 、 か つ ハ イ
ス ル ー プ ッ ト な ア ッ セ イ 形 式 に 容 易 に 適 合 さ せ ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 迅 速 に
実 施 す る こ と が で き 、 し た が っ て 、 新 鮮 な 血 液 ま た は 組 織 試 料 を 検 査 す る の に 使 用 す る こ
と が で き る 。 MHC多 量 体 複 合 体 が 蛍 光 標 識 を 含 む 場 合 、 T細 胞 を 含 む 細 胞 集 団 を 、 1種 ま た
は 複 数 種 の 他 の 蛍 光 標 識 分 子 、 例 え ば 、 他 の 細 胞 表 面 分 子 に 特 異 的 な 蛍 光 標 識 分 子 で さ ら
に 染 色 し 、 か つ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 解 析 す る こ と が で き 、 し た が っ て 、 応 答 細
胞 の さ ら な る 特 性 決 定 が 可 能 と な る 。 こ の 場 合 、 付 加 的 な 蛍 光 標 識 は 、 架 橋 複 合 体 を 標 識
す る た め 、 ま た は 標 識 細 胞 を 染 色 す る た め の 1種 ま た は 複 数 種 の 標 識 と 容 易 に 識 別 可 能 な
波 長 で 蛍 光 発 光 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 標 識 さ れ た 細 胞 に 対 し
て 毒 性 で は な く 、 し た が っ て 、 本 発 明 の 架 橋 複 合 体 中 に 取 り 込 ま れ た 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー に よ っ て 均 一 な 集 団 に 分 別 し 、 付 加 的 な ア ッ セ イ 法 に よ っ て 検 査 し て 、 そ れ ら の
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機 能 的 活 性 、 例 え ば 、 抗 原 に 応 答 し て 増 殖 す る 能 力 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る も の で あ っ て 、 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 し な い
。
【 ０ １ ０ ３ 】
実 施 例 1
材 料 お よ び 方 法
試 薬
　 こ れ ら の 実 施 例 を 通 じ て PBMC(New England Peptide, Inc., Fitchburg, MA)の イ ン ビ ト
ロ 刺 激 の た め に 使 用 し た ペ プ チ ド の 純 度 は 、 質 量 分 析 法 お よ び 逆 相 HPLC分 析 に よ っ て 測 定
さ れ る よ う に 、 90%よ り 高 か っ た 。 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)を 結 合 さ せ た iTAg(登 録 商 標 )テ
ト ラ マ ー は 、 市 販 さ れ て い た (Beckman Coulter, Inc.Immunomics Operations, San Diego
, CA)。
【 ０ １ ０ ４ 】
細 胞 系 統
　 HLA-A * 0201(Bednarek)の 場 合 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ Aマ ト リ ッ ク ス ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 58
～ 66(GILGFVFTL)(配 列 番 号 ： 1)に 特 異 的 な CD8+CTLク ロ ー ン HA2FLU.3お よ び HA2FLU.5、 な
ら び に HLA-B7の 場 合 は 、 CMV pp65ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 417～ 426(TPRVTGGGAM)(配 列 番 号 ： 2
)に 特 異 的 な CTLク ロ ー ン B7 CMV.16(Wills, M. R., et al., J Virol 1996 Nov；  70(11)
： 7569-79)を 、 後 述 す る よ う に 作 製 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
実 施 例 2
CD8+CTLの 作 製
　 正 常 な 健 常 志 願 者 か ら 得 た PBMCを 、 Histopaque(登 録 商 標 )1077媒 体 (Sigma Diagnostics
, St. Louis, MO)上 に 載 せ て 遠 心 分 離 し て 単 離 し た 。 ATCCか ら IM-9細 胞 お よ び P815細 胞 を
得 、 RPMI-FC(2mM L-グ ル タ ミ ン 、 1M HEPES、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1mM非 必 須 ア ミ
ノ 酸 (す べ て Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CAか ら 入 手 )お よ び 最 終 濃 度 10%
の Fetal Clone(HyClone Laboratories, Logan, UT)を 添 加 し た RPMI)中 で 週 に 1度 継 代 し て
培 養 し た 。 抗 原 提 示 細 胞 (APC)に つ い て は 、 RPMI-AB(5× 10 - 5 M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (S
igma, St. Louis, MO)、 お よ び (Fetal Cloneの 代 わ り に 、 ヒ ト 血 清 (最 終 濃 度 10%、 Valley
 Biomedical, Winchester, VA)を 使 用 し た こ と を 除 い て )RPMI-FCの 場 合 に 記 載 し た 補 給 物
、 ホ ル マ リ ン で 固 定 し た 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (staphylococcus aureus)Cowan(最 終 濃 度 0.0017%
、 Sigma Diagnostics)、 な ら び に IL-4 500ng(BD Pharmingen, San Diego, CA)を 添 加 し た
RPMI)中 に 、 1000万 個 の 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ た 。 24ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に 4× 10 6 細 胞 /mlの 密 度
で 細 胞 を 播 種 し 、 37℃ 、 5% CO 2 中 で 2日 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 CD8 + リ ン パ 球 に つ い て
は 、 さ ら に 1000万 個 の 細 胞 か ら 、 DYNABEADS(登 録 商 標 )ビ ー ズ (Dynal Biotech, Lake Succ
ess, NY)を 用 い て 、 製 造 業 者 の 取 扱 い 説 明 書 に 従 っ て 、 CD4+細 胞 を 除 去 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 除 去 済 み の 細 胞 を 2× 10 6 /mlの 濃 度 で 、 100U/mlの IL-2(R&D)を 添 加 し た RPMI-AB中 に 再 懸
濁 さ せ た 。 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル 中 に ウ ェ ル 当 た り 1mlを 添 加 し 、 37℃ 、 5% CO 2 中
で 2日 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 CTL刺 激 を 与 え る 日 に 、 APCを 採 取 し 、 6× 10 6 /mlの 濃 度 で
RPMI(添 加 物 無 し )中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 APCに ペ プ チ ド を 40mg/mlの 濃 度 で 添 加 し 、 37℃ で 45
分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 等 体 積 量 の 2× RPMI-AB(20%ヒ ト 血 清 お よ び 2倍 量 の
添 加 物 を 含 有 す る RPMI-AB)を 添 加 し 、 96ウ ェ ル の 丸 底 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 100mlず つ APC
を 添 加 し た 。 CD4の 無 い 除 去 さ れ た PBMCを 採 取 し 、 計 数 し 、 3× 10 5 細 胞 /mlの 濃 度 で RPMI-A
B中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 APCを 含 む 各 ウ ェ ル に 、 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 細 胞 を 添 加 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 2日 後 、 最 終 濃 度 が 100U/mlに な る よ う に 、 組 換 え IL-2を プ レ ー ト に 添 加 し た 。 12～ 18日
後 に 、 増 殖 し て い る ウ ェ ル を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 限 界 希 釈 に よ っ て 、 陽 性 の ウ ェ ル を サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 手 短 に 言 え ば 、 陽 性 の ウ ェ ル か ら 得 た 段 階 的 な 数 の リ ン パ 球 を 、 2× 1
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0 5 個 の 放 射 済 み PBMCお よ び 最 終 濃 度 5ug/mlの PHAと 共 に テ リ サ キ (Terisaki)プ レ ー ト 中 で
共 培 養 し た 。 2週 間 後 、 陽 性 の ウ ェ ル は 増 殖 さ れ て お り 、 そ れ ら を テ ト ラ マ ー 結 合 に つ い
て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 常 法 通 り 、 PHAお よ び 5× 10 5 個 の 放 射 済 み IM-9細 胞 と 共 に 24ウ ェ
ル プ レ ー ト 中 で 培 養 す る こ と に よ っ て 、 CTLク ロ ー ン を 増 殖 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 3
テ ト ラ マ ー 染 色
　 CTLを 採 取 し 、 計 数 し 、 様 々 な 濃 度 で PBS 0.1% BSA中 に 再 懸 濁 さ せ 、 最 終 体 積 を 100μ l
に し た 。 10マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 特 異 的 ま た は 無 関 係 な テ ト ラ マ ー (iTAg(登 録 商 標 )試 薬 、 B
eckman Coulter Immunomics, San Diego, CA)を 添 加 し 、 4℃ で 20～ 30分 間 、 試 料 を イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 の 間 、 表 現 型 分 析 に 使 用 す る た め の 試 料 を CD
8-FITCで 共 染 色 し た 。 Becton Dickinson FASC caliber(登 録 商 標 )ま た は Beckman Coulter
 EPICS XL(登 録 商 標 )フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 解 析 す る 前 に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー 用 緩 衝 液 (ア ジ ド お よ び BSA)中 に 試 料 を 再 懸 濁 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 4
細 胞 エ フ ェ ク タ ー (Cytoeffector)機 能 を 解 析 す る た め の 方 法
　 刺 激 後 16～ 21日 目 に CTLを 解 析 し た 。 Sheehyら (J. Immunol.Methods (2001) 249： 99-11
0)に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う に 、 PKH-26色 素 (Sigma)お よ び カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン
ジ ア セ テ ー ト ・ ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル (CFSE)(Molecular Probes, Eugene, OR)で 細 胞
を 染 色 す る こ と に よ っ て 、 標 的 細 胞 を 調 製 し た 。 手 短 に 言 え ば 、 添 加 物 を 含 ま な い RPMI中
で P815細 胞 を 洗 浄 し 、 1mlの Diluent C中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 体 積 1mlの Diluent C (Sigma Ch
emicals)中 PKH-26を 細 胞 に 添 加 し て 、 最 終 濃 度 を 2.5× 1 - 7 Mと し 、 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 等 体 積 の ウ シ 胎 児 血 清 (FBS)を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 反 応 を 停 止 さ せ た 。 細 胞 を 洗
浄 し 、 1ml PBS中 に 再 懸 濁 さ せ 、 か つ CFSEを 最 終 濃 度 が 2.5× 10 - 7 Mに な る よ う に 添 加 し た
。 反 応 を 停 止 さ せ る た め に 、 等 体 積 の FBSを 直 ち に 細 胞 に 添 加 し た 。 細 胞 を 洗 浄 し 、 0.1%B
SA含 有 PBS中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 標 的 を 、 100ngの 抗 フ ィ コ エ リ ト リ
ン Abま た は イ ソ タ イ プ の 対 照 と 共 に 氷 上 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 標 的 を 洗
浄 し 、 計 数 し 、 1× 10 5 /mlの 濃 度 で RPMI-AB中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 1× 10 4 個 の 標 的 を 含 有 す る
100マ イ ク ロ リ ッ ト ル を 、 適 切 な エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 比 (E： T)を 与 え る よ う に 滴 定 さ れ た
量 の テ ト ラ マ ー 標 識 CTLを 含 む 96ウ ェ ル の 丸 底 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 37℃ 、 5% 
CO 2 中 で 4時 間 、 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 試 料 を 採 取 し 、 洗 浄 し 、 1%パ ラ ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 後 に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 行 っ た 。 各 デ ー タ ポ イ ン ト
に 関 し て 、 3～ 4回 の 反 復 測 定 を 実 施 し 、 解 析 す る 前 に 合 算 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 検 出 す る た め に 、 Sheehyら に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う に 、 FATAL(
Tリ ン パ 球 抗 原 特 異 的 溶 解 の 蛍 光 定 量 的 評 価 )解 析 を 用 い て 、 解 析 を 実 施 し た 。 CFSEお よ び
PKH-26の 双 方 と も 、 488nmで 励 起 さ れ た 。 CFSE蛍 光 は 、 530/25フ ィ ル タ ー を 使 用 す る フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー の FL1検 出 器 に よ っ て 、 505～ 555nmで 検 出 さ れ た 。 PKH-26蛍 光 は 、 585/4
0フ ィ ル タ ー を 使 用 す る フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の FL2検 出 器 に よ っ て 、 545～ 625nmで 検 出 さ
れ た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 の 間 、 標 的 細 胞 は 、 PKH-26色 素 に よ っ て 各 試 料 中 の CTL
か ら 識 別 さ れ る (図 3)。 CFSE h i 標 的 細 胞 に 印 を つ け 、 か つ 残 存 CFSEの 量 を 測 定 す る こ と に
よ っ て 測 定 さ れ る よ う に 、 CTLの 不 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 標 的 細 胞 と 比 較 し て 、 標
的 細 胞 中 で 残 存 し て い る CFSEの 量 を 定 量 化 す る た め に 、 PKH-26陽 性 細 胞 に ゲ ー ト が か け ら
れ る (材 料 お よ び 方 法 を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ １ １ 】
CTLク ロ ー ン に よ る 架 橋 の 媒 介 に よ る 溶 解 の 検 出
　 HA2FLU.3は 、 HLA-A * 0201の 場 合 に イ ン フ ル エ ン ザ マ ト リ ッ ク ス ペ プ チ ド を 認 識 す る よ う
に 作 製 さ れ た CTLク ロ ー ン で あ る 。 こ れ ら の CTLを 、 A2/Fluテ ト ラ マ ー ま た は 無 関 係 な ペ プ
チ ド を 有 す る MHCが 結 合 さ れ た テ ト ラ マ ー (A2/gagテ ト ラ マ ー 、 図 4)と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト
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し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 こ の CTLク ロ ー ン が CD8 + で あ り 、 か つ A2/Fluテ ト ラ マ ー に 高 い 結
合 力 で 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 示 し た 。 架 橋 の 概 念 の 有 効 性 を 判 定 す る た め に 、 HA2FLU.3
培 養 物 を A2/Fluま た は A2/CMVテ ト ラ マ ー で 標 識 し 、 次 い で 、 こ の 時 は 、 3つ の 異 な る エ フ
ェ ク タ ー ： 標 的 比 で 、 抗 PE修 飾 し 、 色 素 で 標 識 し た P815標 的 と 共 に 試 料 を 同 時 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 こ れ ら の 試 料 の フ ロ ー メ ト リ ー 解 析 に よ り 、 最 も 高 い エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 比 で
、 標 的 細 胞 か ら の CFSEシ グ ナ ル が 有 意 に 減 少 す る こ と が 明 ら か に な り 、 か つ こ の シ グ ナ ル
は 、 エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 比 が 減 少 す る に つ れ 徐 々 に 増 加 し た (図 5)。 重 要 な こ と に は 、 CFS
Eシ グ ナ ル と エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 の 比 と の こ の 逆 相 関 は 、 特 異 的 テ ト ラ マ ー と イ ン キ ュ ベ
ー ト さ れ た CTLと 共 に 標 的 細 胞 が イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 場 合 に の み 観 察 さ れ た 。 無 関 係 な
テ ト ラ マ ー と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た CTLは 、 CFSEシ グ ナ ル の 減 少 を 引 き 起 こ さ な か っ
た 。 溶 解 活 性 を 算 出 し た 場 合 、 そ の デ ー タ は 、 A2/Fluテ ト ラ マ ー で 染 色 し た CTLの み が 、
無 関 係 な A2/CMVテ ト ラ マ ー と 反 応 さ せ た CTLで 観 察 さ れ た レ ベ ル よ り 有 意 に 高 い レ ベ ル で
、 架 橋 を 介 し て 標 的 の 溶 解 を 引 き 起 こ せ る こ と を 示 し た (図 6)。 こ れ ら の 実 験 は 、 総 合 し
て 、 HLA-A * 0201ア レ ル に 拘 束 さ れ て い る CTLク ロ ー ン が 、 MHCテ ト ラ マ ー に 特 異 的 に 結 合 す
る 能 力 に よ っ て 、 標 的 細 胞 の 溶 解 を 媒 介 で き る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
B.混 合 し た CTLに よ る 架 橋 の 媒 介 溶 解
　 次 の 実 験 は 、 2つ の 疑 問 ： 1)架 橋 を 介 し て 標 的 を 溶 解 す る よ う に 、 異 な る ア レ ル の CTLを
誘 導 す る こ と が で き る か ど う か 、 お よ び 2)架 橋 ア ッ セ イ 法 は 、 特 異 的 テ ト ラ マ ー で 相 反 的
に 染 色 さ れ た 試 料 の CTL混 合 集 団 中 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 検 出 す る こ と が で き る か ど う か
、 に 答 え る た め に 設 計 さ れ た 。 実 施 例 2で 上 述 し た よ う に 、 CTLク ロ ー ン の B7CMV.16お よ び
HA2FLU.5を 調 製 し た 。 CTLク ロ ー ン B7CMV.16は 、 HLA-B * 0702の 場 合 に CMVpp65ペ プ チ ド に 拘
束 さ れ る CTLク ロ ー ン で あ り 、 か つ MHCが 結 合 し た 無 関 係 な テ ト ラ マ ー B7/gp41と 共 に イ ン
キ ュ ベ ー ト さ れ た CTLと 比 較 し て 、 高 い 結 合 力 で 特 異 的 テ ト ラ マ ー に 結 合 す る (図 7A)。 HA2
FLU.5は 、 以 前 の 実 験 で 使 用 し た 姉 妹 ク ロ ー ン HA2FLU.3と 同 様 の 挙 動 を 示 し 、 か つ 高 い 結
合 力 で 関 連 す る テ ト ラ マ ー に 結 合 す る CTLク ロ ー ン で あ る (図 7B)。 こ れ ら の 2種 の CTLク ロ
ー ン を 、 1： 0の HA2FLU.5： B7CMV.16比 で 始 ま り 、 反 対 の 比 (0： 1)で 終 わ る 比 で 混 合 し た 。
試 料 を 混 合 し 、 2つ の グ ル ー プ に 分 け た 。 1つ の グ ル ー プ を A2/Fluテ ト ラ マ ー で 染 色 し 、 も
う 一 方 の グ ル ー プ を 相 反 的 な B7/CMVで 染 色 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の 混 合 集 団 の 染 色 実 験 (図 8)は 、 CTLが 各 試 料 中 で 異 な る 比 で 存 在 し 、 か つ 相 反 的 な テ
ト ラ マ ー と の CTLの 交 差 反 応 性 は ほ と ん ど な い こ と を 示 し た 。 各 試 料 を ま た 、 抗 PEAbで 修
飾 し た P815標 的 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 か つ 他 の CTLと 混 合 し て い な い CTL試 料 の 開 始 時
の E： Tを 、 以 前 の 架 橋 実 験 で 使 用 し た E： Tよ り か な り 高 い 、 60： 1と し た 。 こ の 実 験 の 結
果 は 、 A2/Fluを 含 有 す る 試 料 の 大 半 が 、 お そ ら く は 初 期 の 高 い E： T比 が 理 由 で 、 高 い レ ベ
ル で 標 的 を 溶 解 し 、 タ イ ト レ ー シ ョ ン は ほ と ん ど な い こ と を 示 し た (図 9)。 興 味 深 い こ と
に 、 B7/CMV CTLの み を 含 有 し て い る 試 料 (0： 1)は 、 A2/Fluテ ト ラ マ ー を 結 合 す る こ と が で
き な か っ た が 、 約 30%の 特 異 的 溶 解 率 で 、 標 的 を 溶 解 す る こ と が で き た 。 B7テ ト ラ マ ー と
共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た CTL混 合 物 の グ ル ー プ は 、 よ り 良 い タ イ ト レ ー シ ョ ン を 示 し 、
か つ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 有 意 に 低 か っ た 。 HA2FLU.5の み を 含 有 し て い る 試 料 (E： T比 =1： 0
)は 、 B7/CMVテ ト ラ マ ー の 存 在 下 で 標 的 細 胞 を 溶 解 す る こ と が 出 来 ず 、 か つ バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド レ ベ ル は 、 姉 妹 ク ロ ー ン CTL HA2FLU.3で 観 察 さ れ た レ ベ ル に 匹 敵 し て い た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ の 実 施 例 で 使 用 し た 高 い E： T比 は 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 最 適 な タ イ ト レ ー シ ョ ン を 可
能 に は し な か っ た 。 さ ら に 、 B7/CMV CTLク ロ ー ン の 交 差 反 応 性 は 、 FcRに 加 え て 、 ヒ ト CTL
が 交 差 反 応 性 を 示 す 対 象 と な り 得 る マ ウ ス の ク ラ ス I MHCを 発 現 す る 、 P815標 的 細 胞 に お
そ ら く は 向 け ら れ て い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 異 な る FcR+標 識 、 ま た は A2/Flu CTLク ロ ー ン
が そ う で あ る よ う に 、 低 い 交 差 反 応 性 を 有 す る 異 な る CTLク ロ ー ン の 使 用 に よ っ て 、 よ り
明 確 に な り 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
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　 上 記 の 実 施 例 を 参 照 し て 本 発 明 を 説 明 し た が 、 修 正 お よ び 変 更 は 、 本 発 明 の 精 神 お よ び
範 囲 内 に 包 含 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 特 許 請 求 の 範 囲
に よ っ て の み 限 定 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ６ 】
【 図 １ 】 腫 瘍 抗 原 を 発 現 し て い る 標 的 細 胞 に 特 異 的 な Fab'抗 体 断 片 に よ っ て 、 か つ 天 然 に
4つ の ビ オ チ ン 結 合 部 位 を 有 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (SA)に よ っ て 共 に 結 合 さ れ た 4つ の ビ
オ チ ン 化 MHC/ペ プ チ ド 複 合 体 の 複 合 体 で あ る 架 橋 テ ト ラ マ ー へ の そ の 抗 体 の 化 学 的 結 合 に
よ っ て 、 抗 原 特 異 的 CTLが 、 腫 瘍 抗 原 を 発 現 し て い る 標 的 細 胞 と 結 合 し て い る 、 架 橋 系 を
示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 テ ト ラ マ ー 架 橋 分 子 に よ っ て 、 エ フ ェ ク タ ー 活 性 を 有 す る CTLと 結 合 す る よ う に
も た ら さ れ た 標 的 細 胞 の 溶 解 を 引 き 起 こ す た め の 本 発 明 の 方 法 を 例 示 す る 模 式 図 で あ る 。
標 的 細 胞 は 、 Fc/FcR相 互 作 用 を 介 し て 細 胞 表 面 に 結 合 さ れ た 蛍 光 性 の 抗 フ ィ コ エ リ ト リ ン
(PE)Fabを 有 す る 。 PEは 、 テ ト ラ マ ー の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 部 分 に 化 学 的 に 結 合 さ れ る 。
テ ト ラ マ ー で コ ー テ ィ ン グ さ れ た CTLは 、 テ ト ラ マ ー 架 橋 に 結 合 す る CTLの 能 力 に よ っ て 測
定 さ れ る よ う に 、 抗 原 特 異 的 に 標 的 細 胞 を 溶 解 す る 。
【 図 ３ 】 2種 の 蛍 光 色 素 ((PKH-26)お よ び カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ テ ー ト ・ ス ク シ
ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル (CFSE))を 用 い て 標 的 細 胞 を 標 識 す る こ と に よ っ て 、 CTLか ら 標 的 細 胞
を 識 別 す る た め の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 例 示 す る 概 略 図 で あ る 。 後 者 の 色 素 は 、 溶
解 さ れ た 細 胞 か ら 漏 出 す る こ と が 公 知 で あ る が 、 前 者 は 漏 出 し な い 。 標 的 細 胞 に よ る 蛍 光
の 生 成 を 測 定 す る た め に 、 染 色 陽 性 の 細 胞 に ゲ ー ト (Rl)を か け る (PKH-26お よ び CFSEを 含
む )。 次 い で 、 標 的 細 胞 中 に 残 存 す る 漏 出 可 能 な 色 素 の 量 を 定 量 す る た め に 、 CFSE(M1)の
み を 含 有 す る 細 胞 の 数 を 測 定 す る 。 減 算 に よ っ て 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る CTLに よ っ
て 溶 解 さ れ た 細 胞 の 数 を 算 出 す る こ と が で き る 。
【 図 ４ 】 flu iTAg P E テ ト ラ マ ー (図 4A)お よ び 無 関 係 な A2/Gag iTAgテ ト ラ マ ー (図 4B)を 用
い た 、 HA2FLU.3、 す な わ ち HLA-A * 0201の 場 合 に イ ン フ ル エ ン ザ マ ト リ ッ ク ス ペ プ チ ド を 認
識 お よ び 結 合 す る よ う に 作 製 さ れ た 、 CD8+CTLク ロ ー ン の 蛍 光 染 色 を 示 す ド ッ ト プ ロ ッ ト
で あ る 。
【 図 ５ 】 A2/fluに 特 異 的 な CTLと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 、 CFSE色 素 で 標 識 し 、 抗 PEAbで
コ ー テ ィ ン グ し た P815標 的 細 胞 の 一 連 の ヒ ス ト グ ラ ム の 一 覧 で あ る 。 点 状 の 薄 い 記 録 線 ＝
A2/gag iTAgと 反 応 さ せ た CTL； 濃 い 実 線 の 記 録 線 ＝ A2/flu iTagと 反 応 さ せ た も の 。 エ フ
ェ ク タ ー ： 標 的 の 比 (E： T)が 増 加 す る に つ れ 、 A2/Gagと 反 応 さ せ た CTLを 含 有 す る 試 料 に
お い て 、 CFSEで 標 識 さ れ た 標 的 の 有 意 な 減 少 が 検 出 さ れ た 。
【 図 ６ 】 図 5A～ 5Dで 記 述 し た 条 件 の E： Tで 得 ら れ た 細 胞 溶 解 率 (％ )を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 本 発 明 の 架 橋 系 お よ び 方 法 を 用 い た 、 混 合 さ れ た CTLク ロ ー ン の 特 異 的 染 色 を 示
す 一 連 の ド ッ ト プ ロ ッ ト で あ る 。 図 7Aは 、 特 異 的 な CMV pp65テ ト ラ マ ー (図 7Aの 左 図 )ま た
は MHCが 結 合 し た 無 関 係 な テ ト ラ マ ー B7/gp41(図 7Aの 右 図 )と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 場
合 の 、 HLA-B * 0701の 場 合 に CMV pp65に 拘 束 さ れ る 、 B7CMV.16CTLク ロ ー ン の 染 色 を 示 す 。
図 7Bは 、 HA2FLU.5、 す な わ ち 、 以 前 の 実 験 で 使 用 し た 姉 妹 ク ロ ー ン HA2FLU.3と 同 様 の 挙 動
を 示 し 、 か つ 関 連 す る テ ト ラ マ ー A2/fluに 高 い 結 合 力 で 結 合 す る CTLク ロ ー ン の 染 色 を 示
す (図 7B、 左 )。 こ れ ら の 2種 の CTLク ロ ー ン を 、 1： 0で 始 ま り 、 反 対 の 比 (0： 1)で 終 わ る HA
2FLU.5： B7CMV.16比 で 混 合 し た 。
【 図 ８ 】 1： 0、 5： 1、 3： 1、 1： 3、 1： 5、 お よ び 0： 1の E： T比 を 有 す る 、 図 7A～ 7Bの ク ロ
ー ン の HA2FLU.5と B7CMV.16の 混 合 物 の 染 色 を 示 す 一 連 の グ ラ フ で あ る 。 試 料 を 混 合 し 、 2
つ の グ ル ー プ に 分 け た 。 1つ の グ ル ー プ を A2/Fluテ ト ラ マ ー で 染 色 し (図 8A、 C、 E、 G、 I、
お よ び K)、 も う 一 方 の グ ル ー プ を 相 互 的 な B7/CMVテ ト ラ マ ー で 染 色 し た (図 8B、 D、 F、 H、
J、 お よ び L)。
【 図 ９ 】 図 8Aか ら 8Lま で の 実 験 で 得 ら れ た 結 果 の グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 1月 19日 (2007.1.19)
【 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 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 CTLに お け る ペ プ チ ド 拘 束 性 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 誘 導 す る 公 知 の
抗 原 の ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ 法 ：
　 a)以 下 の 相 互 作 用 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 条 件 下 で 同 時 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 で あ
っ て 、
　 　 1)表 面 リ ガ ン ド を 有 し 、 か つ 溶 解 さ れ て い な い 標 的 細 胞 と 比 較 し て 、 溶 解 さ れ た 標 的
細 胞 に お い て 実 質 的 に 変 更 さ れ る シ グ ナ ル を 有 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 で タ グ 化 さ れ て
い る 、 標 的 細 胞 ；
　 　 2)抗 体 特 異 的 結 合 部 位 を さ ら に 含 む 、 試 験 MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー ま
た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 量 体 複 合 体 ；
　 　 3)標 的 細 胞 上 の リ ガ ン ド お よ び 抗 体 特 異 的 結 合 部 位 に 結 合 す る 抗 体 ； な ら び に
　 　 4)ペ プ チ ド 拘 束 性 の CTL、
こ こ で 、 そ の 相 互 作 用 に よ り 、 標 的 細 胞 の 細 胞 溶 解 の 近 傍 ま で ペ プ チ ド 拘 束 性 の CTLを も
た ら す 架 橋 複 合 体 が 形 成 さ れ る 工 程 ； な ら び に
　 b)複 合 体 形 成 し て い な い 標 的 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し た 、 架 橋 複 合 体
中 の 標 的 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 変 化 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で そ の 変
化 が 、 MHCク ラ ス Iモ ノ マ ー 中 の ペ プ チ ド が CTLに お け る ペ プ チ ド 拘 束 性 の エ フ ェ ク タ ー 機
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能 を 誘 導 す る こ と を 同 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
　 リ ガ ン ド が 、 標 的 細 胞 の 表 面 上 で 発 現 さ れ る Fc受 容 体 で あ り 、 そ の 結 果 、 抗 体 が 、 抗 体
結 合 部 位 に 、 お よ び Fc/FcR相 互 作 用 を 介 し て Fc受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ り 、 架 橋 複 合 体
が 形 成 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 標 的 細 胞 が 疾 患 に 関 連 付 け ら れ て い る 細 胞 で あ り 、 か つ リ ガ ン ド が 、 そ の 疾 患 の 表 面 マ
ー カ ー で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 標 的 細 胞 が 腫 瘍 細 胞 で あ り 、 か つ リ ガ ン ド が 、 細 胞 表 面 の 腫 瘍 マ ー カ ー で あ る 、 請 求 項
3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 、 蛍 光 色 素 ま た は 放 射 標 識 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 MHC多 量 体 複 合 体 が 、 2～ 4個 の ビ オ チ ン 化 MHCモ ノ マ ー が 結 合 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を
含 み 、 抗 体 結 合 部 位 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ た PEで あ り 、 か つ リ ガ ン ド が 抗 PE F
abで あ っ て 、 こ こ で 架 橋 複 合 体 が 、 PEへ の Fabの 特 異 的 結 合 お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン へ
の PEの 化 学 結 合 に よ っ て 形 成 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 4つ の ビ オ チ ン 化 モ ノ マ ー が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 し て い る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ 】
　 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 が 、 カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ テ ー ト ・ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
エ ス テ ル (CFSE)で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 以 下 を 含 む 架 橋 複 合 体 で あ っ て ：
　 a)抗 原 拘 束 性 T細 胞 受 容 体 (TCR)を 含 む 細 胞 傷 害 性 T細 胞 (CTL)；
　 b)CTLに お け る ペ プ チ ド 拘 束 性 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 誘 導 す る 抗 原 を 含 有 す る MHC結 合 ペ
プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 量 体 複 合 体 で あ っ て 、 こ こ で 抗
体 特 異 的 結 合 部 位 を さ ら に 含 む 、 複 合 体 ；
　 c)表 面 リ ガ ン ド を 有 す る 標 的 細 胞 ； な ら び に
　 d)抗 体 結 合 部 位 お よ び リ ガ ン ド の そ れ ぞ れ に 結 合 す る 抗 体
こ こ で 、 モ ノ マ ー へ の TCRの 免 疫 学 的 結 合 、 な ら び に リ ガ ン ド お よ び 抗 体 結 合 部 位 の そ れ
ぞ れ へ の 抗 体 の 結 合 に よ り 、 架 橋 複 合 体 が 生 じ 、 そ の 結 果 、 標 的 細 胞 お よ び CTLが 、 細 胞
溶 解 の 近 傍 ま で も た ら さ れ る 、 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 多 量 体 複 合 体 が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 み 、 か つ MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー
の う ち の 2～ 4個 が 、 ビ オ チ ン 化 さ れ 、 ビ オ チ ン を 介 し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ て
い る 、 請 求 項 9記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 モ ノ マ ー の う ち 4つ が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ て
い る 、 請 求 項 9記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 モ ノ マ ー が 結 合 す る 複 数 の モ ノ マ ー 結 合 部 位 を 有 す る 多 価 性 の 単 位 を 含 む 、 請 求 項 9記
載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 多 価 性 の 単 位 が 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 を 提 供 す る よ う に 改 変 さ
れ た 脂 質 を 含 む リ ポ ソ ー ム で あ り 、 か つ モ ノ マ ー が ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ を 提 供 す る よ う に
改 変 さ れ て い る 、 請 求 項 12記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 リ ポ ソ ー ム が 、 Ni-イ ミ ノ 2酢 酸 (Ni-IDA)ま た は Ni-ニ ト リ ロ 酢 酸 (Ni-NTA)を 含 有 す る 脂
質 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 リ ポ ソ ー ム が 、 共 有 結 合 し た ニ ッ ケ ル キ レ ー ト 基 、 N",N"-bis[カ ル ボ キ シ メ チ ル ]-L-リ
ジ ン (ニ ト リ ロ 酢 酸 )(DOGS-Ni-NTA)を 有 す る 1,2ジ オ レ オ イ ル -sn-グ リ セ ロ -3-[N-95ア ミ ノ
-1-カ ル ボ キ シ ル ペ ン チ ル )イ ミ ノ 2酢 酸 )ス ク シ ニ ル ]を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 架 橋 複 合 体
。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 多 価 性 の 単 位 が ハ イ ブ リ ド ー マ で あ り 、 か つ 少 な く と も 1つ の MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MH
Cモ ノ マ ー が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 表 面 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 12記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 多 価 性 の 単 位 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ り 、 か つ 抗 体 が 、 Fc/FcR特 異 的 結 合 対 の 形 成 を
介 し て 標 的 細 胞 の 表 面 に 結 合 さ れ る Fab断 片 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 架 橋 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 混 合 し た CTLを 含 有 す る 試 料 に お い て 、 公 知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ
ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー を 有 す る 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド 拘 束 性 の C
TLの 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 ：
　 a)以 下 を の 間 の 結 合 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 条 件 下 で 共 に 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 　 1)特 異 性 が 分 か っ て い な い CTLの 混 合 物 を 含 む 試 料 ；
　 　 2)公 知 の 表 面 リ ガ ン ド を 有 し 、 か つ 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識
で タ グ 化 さ れ て い る 標 的 細 胞 で あ っ て 、 こ こ で 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 の シ グ ナ ル は 、 溶 解
さ れ て い な い 細 胞 と 比 較 し て 、 溶 解 さ れ た 細 胞 に お い て 実 質 的 に 減 少 し 、 か つ 第 2の 検 出
可 能 な 標 識 の シ グ ナ ル は 、 溶 解 さ れ て い な い 細 胞 と 比 較 し て 、 溶 解 さ れ た 細 胞 に お い て 実
質 的 に 未 変 化 で あ る 、 標 的 細 胞 ； な ら び に
　 　 3)公 知 の 表 面 リ ガ ン ド に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 、 お よ び 公 知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド
が そ れ ぞ れ 結 合 し た 複 数 の MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 多 価 性 の 単 位 へ の 結 合 に
よ っ て 形 成 さ れ る MHC多 量 体 複 合 体 ；
　 b)結 合 前 に そ れ か ら 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 結 合 の 結 果 と し て 生 じ る 第 1の 検
出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 減 少 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で そ の 減
少 が 公 知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー を 有 す る 細 胞 に 対 す る エ フ ェ ク
タ ー 機 能 を 有 す る 1種 ま た は 複 数 種 の ペ プ チ ド 拘 束 性 の CTLが 試 料 中 に 存 在 す る こ と を 示 唆
す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 検 出 工 程 が 、 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る 検 出
可 能 な シ グ ナ ル を 合 計 す る 工 程 を 含 み 、 か つ 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 か ら の シ グ ナ ル の 減 少
が 、 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 合 計
の 減 少 に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 TLの 抗 原 特 異 的 な エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 検 出 す る た め の 方 法 ：
　 a)以 下 の 間 の 結 合 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 結 合 条 件 下 で 共 に 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 　 1)Fc/FcR相 互 作 用 に よ っ て 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 さ れ た 抗 フ ル オ ロ フ ォ ア 抗 体 を 有 す る
、 FcRを 有 す る 標 的 細 胞 で あ っ て 、 こ こ で 細 胞 溶 解 が 起 こ る と 細 胞 中 で 実 質 的 に 減 少 す る
シ グ ナ ル を 有 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 、 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い る 、
標 的 細 胞 ；
　 　 2)ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ た フ ル オ ロ フ ォ ア 、 お よ び 公
知 の 抗 原 の MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の 2～ 4個 の 三
元 複 合 体 を 含 む テ ト ラ マ ー で あ っ て 、 こ こ で こ れ ら の モ ノ マ ー が 、 ビ オ チ ン 化 さ れ 、 ビ オ
チ ン を 介 し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ て い る テ ト ラ マ ー ； お よ び
　 　 3)抗 原 特 異 的 CTLの う ち の 少 な く と も 1つ ； な ら び に
　 b)結 合 前 に そ れ か ら 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 結 合 の 結 果 と し て 生 じ る 第 1の 検
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出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 減 少 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で シ グ ナ
ル の 減 少 が 、 そ の CTLが 、 抗 原 特 異 的 な エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る こ と を 示 唆 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 4つ の モ ノ マ ー が 抗 原 に 結 合 し 、 か つ 少 な く と も 1つ の CTLと 架 橋 を 形 成 し て い る 、 請 求
項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 適 切 な 条 件 が 、 少 な く と も 1つ の CTLに 結 合 す る た め の モ ル 過 剰 の テ ト ラ マ ー を 含 む 、 請
求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 複 数 の テ ト ラ マ ー が 、 抗 原 架 橋 を 介 し て 各 標 的 細 胞 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 22記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 検 出 工 程 が 、 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る 検 出
可 能 な シ グ ナ ル を 合 計 す る 工 程 を 含 み 、 か つ 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 か ら の シ グ ナ ル の 減 少
が 、 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 お よ び 第 2の 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 合 計
の 減 少 に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 MHC結 合 ペ プ チ ド が 結 合 し た MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー を
提 示 し て い る 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 性 T細 胞 リ ン パ 球 (CTL)の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 測 定 す る
た め の 方 法 ：
　 a)以 下 の 間 の 相 互 作 用 を 可 能 に す る よ う な 適 切 な 条 件 下 で 同 時 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程
で あ っ て 、
　 　 1)標 的 細 胞 の 溶 解 が 起 こ る と 変 化 す る シ グ ナ ル を 有 す る 第 1の 検 出 可 能 な 標 識 で タ グ
化 さ れ て い る 、 FcRを 有 す る 標 的 細 胞 ；
　 　 2)MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー の MHC結 合 ペ プ チ ド と の 少 な く と も 1つ の 複 合 体
お よ び 少 な く と も 1つ の Fc含 有 抗 体 を 含 む 多 量 体 部 分 で あ っ て 、 こ こ で こ の 少 な く と も 1つ
の 複 合 体 モ ノ マ ー お よ び 少 な く と も 1つ の 抗 体 が 、 特 異 的 結 合 対 を 介 し て 多 価 性 の 単 位 に
結 合 さ れ て い る 、 多 量 体 部 分 ； お よ び 、
　 　 3)そ の 複 合 体 に 特 異 的 な 抗 原 受 容 体 (TCR)を 有 す る CTL；
こ こ で 、 そ の 相 互 作 用 が 、 抗 体 の FcRへ の 結 合 お よ び TCRの 複 合 体 へ の 結 合 に よ る 架 橋 複 合
体 の 形 成 を 含 み 、 そ れ に よ っ て 標 的 細 胞 の 細 胞 溶 解 の 近 傍 ま で CTLを も た ら す 工 程 ； な ら
び に 、
　 b)架 橋 複 合 体 の 形 成 が 無 い 場 合 に そ れ か ら 生 成 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 し た 、 架 橋 複 合 体
の 形 成 の 結 果 と し て 生 じ る 、 検 出 可 能 な 標 識 か ら の シ グ ナ ル の 変 化 を 検 出 す る 工 程 で あ っ
て 、 こ こ で そ の シ グ ナ ル の 変 化 が 、 MHCモ ノ マ ー ま た は 改 変 MHCモ ノ マ ー お よ び MHC結 合 ペ
プ チ ド を 提 示 し て い る 細 胞 に 対 す る CTLの エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 示 唆 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 多 価 性 の 単 位 が 、 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 と し て ペ プ チ ド タ グ を 発 現 す る 細 胞 で あ
り 、 か つ 標 識 細 胞 が 、 そ の ペ プ チ ド タ グ に 特 異 的 な 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る
、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 複 数 の 異 な る MHC結 合 ペ プ チ ド -CTLの 組 み 合 わ せ を 有 す る 同 じ 標 的 細 胞 を 用 い て 繰 り 返
さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。 　
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 標 的 細 胞 が 、 Fc受 容 体 (FcR)を 発 現 し 、 か つ 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 が 、 FcRに 特 異
的 に 結 合 す る Fc領 域 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
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