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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗原特異的Ｔ細胞を、該細胞によって分泌されそして放出された産物で標識する方法で
あって、ここで、該産物は抗原刺激に応答して分泌され、該方法は、以下の工程：
　ａ）該抗原特異的Ｔ細胞を、少なくとも１つのＴ細胞の抗原特異的刺激を誘発するに有
効な条件下にて、少なくとも１つの抗原に暴露し、該刺激されたＴ細胞による少なくとも
１つの産物の発現を可能にする工程であって、ここで、該産物は、抗原刺激に応答して分
泌される、工程；
　ｂ）該細胞の表面を、該産物に特異的な捕獲部分を含むように改変する工程であって、
その結果、該捕獲部分が該細胞表面に結合される、工程；および
　ｃ）該細胞を、該産物が分泌され、放出され、そして該捕獲部分に特異的に結合される
条件下で培養して、それによって該産物分泌細胞を標識する工程；
を包含し、ここで、工程（ａ）および（ｂ）は、任意の順序で行われ得、そして該抗原特
異的Ｔ細胞は、細胞の混合集団中に存在する、方法。
【請求項２】
　前記捕獲部分が、抗体または抗体の抗原結合フラグメントである、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　前記抗体が二重特異性抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
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　前記捕獲部分が、以下の（ａ）～（ｄ）を通じて前記細胞の表面に結合される、請求項
１～３のいずれか１項に記載の方法：
　（ａ）該捕獲部分に結合される脂質アンカー；
　（ｂ）該捕獲部分に結合される抗体またはその抗原結合フラグメント；
　（ｃ）該細胞表面上の成分への該捕獲部分の直接的な化学結合；または
　（ｄ）該細胞への該抗体の特異的結合。
【請求項５】
　前記脂質アンカーが、連結部分を介して前記捕獲部分に結合される、請求項４に記載の
方法。
【請求項６】
　前記抗体または抗体の抗原結合フラグメントが、結合剤を介して前記捕獲部分に結合さ
れる、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
　前記細胞の表面が、工程（ｂ）において、該細胞を、細胞表面分子および前記産物に特
異的な結合部位を有する少なくとも１つの二重特異性抗体と結合させることによって改変
される、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記細胞表面分子が、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ２
６、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ２９、ＣＤ３０、ＣＤ３１、ＣＤ３８、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ
４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、ＬＡＧ３、Ｔ１／ＳＴ２、ＳＬＡＭ、クラスＩ　ＭＨＣ分子、
クラスＩＩ　ＭＨＣ分子、Ｔ細胞抗原レセプター、またはβ２－ミクログロブリンである
、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記産物を標識部分で標識する工程をさらに包含する、請求項１～８のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項１０】
　前記標識部分が、前記産物に特異的な抗体である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記標識部分が、発蛍光団、放射性同位元素、発色団、磁化可能部分で直接的もしくは
間接的に標識されるか、または磁気粒子を含むかのいずれかである、請求項９または１０
に記載の方法。
【請求項１２】
　前記標識部分が、直径が５～２００ｎｍのコロイド状磁気粒子を含む、請求項１０に記
載の方法。
【請求項１３】
　前記細胞が、高粘性培地またはゲル形成培地で培養される、請求項１～１２のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記細胞を、該細胞が標識される程度に従って分離する工程をさらに包含する、請求項
１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（技術的分野）
本発明は、細胞集団の分析および細胞分離ならびにそれよって得られた組成物の分野にお
けるものである。より具体的には、本発明は、細胞表面に固定または結合した、産物に特
異的な結合パートナーによってこれらの産物を捕獲することによって、細胞をその細胞が
分泌した産物で一次標識することに基づく、抗原特異的Ｔ細胞の分析および分離に関する
。
【０００２】
（背景技術）
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細胞が産生する産物に基づいて細胞の集団を分析し、そして細胞を分離する多くの試みが
なされてきた。細胞分析および分離に対するそのようなアプローチは、所望の産物（「産
物」）を分泌し得る細胞、または産物を比較的多く分泌する細胞を評価するのに特に有用
である。これらの方法は、マイクロタイタープレートにおけるクローニングそして培養上
清の産物についての分析、寒天におけるクローニングそして局在性の細胞の産物の同定方
法による分析を含む。同定方法は、例えば、プラークアッセイおよびウェスタンブロッテ
ィングを含む。産物の分泌に基づく細胞の分析方法および分離方法のほとんどは、細胞の
物理的単離、続いて産物の分泌が可能な条件下でのインキュベーション、および細胞の位
置をスクリーニングして産物を産生する細胞または細胞クローンを検出することを含む。
細胞が懸濁液中にある場合、細胞が産物を分泌した後、その産物は、その産物が分泌され
た細胞を同定し得るマーカーを残すことなく細胞から拡散する。従って、この型の系では
、分泌細胞は非分泌細胞から分離され得ない。
【０００３】
別の場合には、分泌細胞および非分泌細胞の両方が産物を細胞膜に結合し得る。この型の
系の例は、モノクローナル抗体を産生するＢ細胞由来の細胞株である。これらの型の細胞
株は、蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）および抗体細胞表面マーカーの存在に依存す
る他の方法によって分離されたことが報告された。しかし、細胞表面に自然に結合するマ
ーカーによって細胞を分析および分離する手順は、正確に同定し得ず、および／または非
分泌細胞から分泌細胞を分離するのに使用し得ない。加えて、これらのような系は分泌細
胞の量的な相違（すなわち、低レベルの分泌細胞と高レベルの分泌細胞）を同定するのに
有用でない。
【０００４】
産物の細胞からの拡散に伴う問題を克服するために使用された方法は、細胞からの拡散速
度を阻害する培地に細胞を配置することであった。代表的な方法は、細胞をゲル様培地（
寒天）に固定化し、そして次いでブロッティング（例えば、ウェスタンブロット）による
系を用いて、寒天プレートを産物の産生についてスクリーニングすることであった。これ
らの系は、多くの細胞を分泌、非分泌の性質、または分泌量について分析する場合には、
煩雑かつ高価である。
【０００５】
Ｋｏｈｌｅｒらは、ネガティブ選択系を記載した。ここでは、抗トリニトロフェニル（抗
ＴＮＰ）特異性を有するＩｇＭを分泌するハイブリドーマ株の変異体が、ハプテン（すな
わちＴＮＰ）を細胞表面にカップリングさせ、そしてその細胞を補体の存在下でインキュ
ベートすることによって濃縮された。この方法では、野生型Ｉｇを分泌する細胞が溶解さ
れたのに対し、減少された溶解活性を有するＩｇＭを分泌する細胞またはＴＮＰに結合し
ないＩｇＭを分泌する細胞は、優先的に生存した。ＫｏｈｌｅｒおよびＳｃｈｕｌｍａｎ
（１９８０）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１０：４６７－４７６．
より最近には、分泌産物に基づく細胞の標識および分離のための系が記載された。ＰＣＴ
／ＵＳ９３／１０１２６。この系では、分泌産物に対する特異的結合パートナーを細胞の
表面に結合させる。産物は分泌され、放出され、そして特異的結合パートナーによって細
胞に結合する。次いで、細胞を結合産物で標識された細胞の程度に基づいて分離する。
【０００６】
他の系は、細胞がその産物をアガロースゲルの微小滴のコンテクスト（ｃｏｎｔｅｘｔ）
に分泌することを可能にする。これは分泌産物に結合する試薬を含み、そしてその細胞を
カプセル化する。そのような方法は、Ｎｉｒら（１９９０）Ａｐｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅ
ｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．５６：２８７０－２８７５；およびＮｉｒら（１９
９１）Ａｐｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．５６：３８６１
－３８６６による出版物で開示された。これらの方法は、種々の理由で不満足なものであ
る。マイクロカプセル化（ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ）の過程で、カプセル中の
細胞数の統計的な封入（ｔｒａｐｐｉｎｇ）が起こり、低細胞濃度でカプセル化が起こっ
た場合多くの空のカプセルが生じ、または高細胞濃度でカプセル化が起こった場合１カプ
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セルあたり複数の細胞を含むカプセルが生じる。分泌産物は捕獲抗体によってアガロース
滴に捕らえられ、そして第二の蛍光色素化抗体によって検出される。このプロセスは、分
泌産物に基づく細胞の検出および単離を可能にするが、複雑であり、特別な装置を必要と
し、そして全ての型のソーティング方法に適していない。
【０００７】
この技術によって単一の細胞または単一の細胞塊を分析および分離するためには、空のカ
プセルの数およびマイクロカプセルの大きさ（５０～１００μｍ）のために、比較的少数
の細胞で作業するのに大量の容積を扱わなければならない。大量の容積の小滴は、フロー
サイトメトリー分析および分離を用いた場合バックグラウンドの問題を引き起こす。加え
て、カプセルは磁気ビーズを用いた分離または細胞分離のためのパニングを許容しない。
【０００８】
標識を細胞表面に結合させるのに種々の方法が使用されてきた。ここでは、蛍光色素のよ
うな標識は直接的な検出を意図する。例えば、蛍光標識を細胞に結合させるために細胞膜
に挿入された疎水性リンカーが、１９９０年３月８日に発行されたＰＣＴ　ＷＯ９０／０
２３３４に記載された。ＨＬＡに対する抗体もまた、標識を細胞表面に結合させるために
使用された。そのような結合は、上記で記載したカプセル化小滴より少量の容積になり、
そしてそのような細胞は、フローサイトメトリーおよび磁気分離を含む標準的な分離手順
で簡便に使用され得る。
【０００９】
ＥＬＩＳｐｏｔアッセイおよび細胞内サイトカイン染色方法が、抗原特異的ＣＤ４+およ
びＣＤ８+Ｔ細胞の計数および特徴づけに使用された。Ｌａｌｖａｎｉら（１９９７）Ｊ
．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８６：８５９－８６５；およびＷａｌｄｒｏｐら（１９９７）Ｊ．
Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９９：１７３９－１７５０。これらの方法はＴ細胞エピトープ
マッピングまたはワクチン試行で免疫原性をモニターするのに非常に有用であり得るが、
例えば、ガンまたは感染に対する特異的養子免疫療法の臨床試行のために、生の抗原特異
的Ｔ細胞を単離することができない。Ｋｅｒｎら（１９９８）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．４：９７
５－９７８；Ｅｌ　Ｇｈａｚａｌｉら（１９９３）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．２３：２７４０－２７４５；およびＹｅｅら（１９９７）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．９：７０２－７０８。
【００１０】
ペプチドを含んだ主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）分子の可溶性多価複合体が、抗原
特異的Ｔ細胞を検出し、そして単離もするために最近開発された。Ａｌｔｍａｎら（１９
９６）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７４：９４－９６；Ｄｕｎｂａｒら（１９９８）Ｃｕｒｒ．Ｂ
ｉｏｌ．８：４１３－４１６；Ｏｇｇら（１９９８）２７９：２１０３－２１０６；Ｌｕ
ｘｅｍｂｏｕｒｇら（１９９８）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６：２８１－２８５
；Ｍｕｒａｌｉ－Ｋｒｉｓｈｎａら（１９９８）Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　８：１７７－１８７
；Ｇａｌｌｉｍｏｒｅら（１９９８）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８７：１３８３－１３９３
；およびＦｌｙｎｎら（１９９８）Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　８：６８３－６９１。これらの試
薬は高度に特異的であるが、そのアプローチは良く定義された抗原性ペプチドおよび制限
ＨＬＡ対立遺伝子の組み合せに限られる。
【００１１】
免疫系は２つの型の抗原特異的細胞を含む（Ｂ細胞およびＴ細胞）。Ｔ細胞は、それらが
抗原を認識する方法によって、それらの細胞表面マーカーによって、およびそれらの分泌
産物によって、表現型的に特徴付けられ得る。可溶性抗原を認識するＢ細胞とは異なり、
Ｔ細胞は、抗原が他の細胞の表面に主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）分子と結合した
小フラグメントの形態でＴ細胞に提示された場合のみ抗原を認識する。表面に抗原フラグ
メントと結合したＭＨＣ分子を発現するあらゆる細胞は、抗原提示細胞（ＡＰＣ）と考え
られ得る。しかし、ほとんどの場合、細胞表面のＭＨＣ結合抗原フラグメントの単なる提
示以上のものが、Ｔリンパ球を活性化するのに必要である。抗原を含むＭＨＣ分子によっ
て作動するＴ細胞レセプター（ＴＣＲ）によって伝達されるシグナルに加えて、Ｔ細胞は
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またＡＰＣからの補助刺激シグナルも受け取らなくてはならない。代表的にはＡＰＣは樹
状細胞、マクロファージまたは活性化Ｂリンパ球である。
【００１２】
Ｔ細胞は特有の膜分子を発現する。これらには、ＣＤ３と結合して細胞表面に現れるＴ細
胞抗原レセプター（ＴＣＲ）；ならびにＣＤ５、ＣＤ２８、およびＣＤ４５Ｒのようなア
クセサリー分子が含まれる。Ｔ細胞の部分集団はさらなる膜分子の存在によって区別され
得る。従って、例えば、ＣＤ４を発現するＴ細胞はクラスＩＩ　ＭＨＣ分子と結合した抗
原を認識し、そして一般的にはヘルパー細胞として機能する。一方、ＣＤ８を発現するＴ
細胞は、クラスＩ　ＭＨＣ分子と結合した抗原を認識し、そして一般的には細胞傷害性細
胞として機能する。Ｔ細胞のＣＤ４+部分集団は、細胞によって分泌されるサイトカイン
の型に基づいて、さらに少なくとも２つのサブセットに分類され得る。従って、両方のサ
ブセットはＩＬ－３およびＧＭ－ＣＳＦを分泌するが、ＴＨ１細胞は一般的にＩＬ－２、
ＩＦＮ－γおよびＴＮＦ－αを分泌し、一方ＴＨ２細胞は一般的にＩＬ－４、ＩＬ－５、
ＩＬ－１０およびＩＬ－１３を分泌する。
【００１３】
ＭＨＣ分子に結合するペプチドの小さな変更は、ペプチド－ＭＨＣ分子相互作用の親和性
に影響を与え得ない。しかし、それらは増殖および完全なＴ細胞応答の間に産生されるサ
イトカインの一部分のみの分泌によって特徴付けられる、中間の応答を起こす部分的なシ
グナルを生成し得る。いくつかの修飾ペプチドは増殖およびサイトカインの分泌を全く阻
害し、そしてＴ細胞アネルギーまたは無応答性の状態を誘導さえし得る。従って、３つの
異なる型のペプチドが存在する：アゴニスト（完全な応答を刺激する）、部分的アゴニス
ト（部分的な応答を刺激する）、およびアンタゴニスト（無応答性を誘導する）である。
１つのＡＰＣがその表面にアゴニストおよびアンタゴニストの混合物を提示する場合、ア
ンタゴニストがアゴニストより非常に少量しか存在しなくても、後者の負の効果は前者の
正の効果を圧倒し得る。いくつかのウイルスは、そのタンパク質の変異を使用して、本来
の野生型ウイルス由来のアゴニストペプチドを認識するＴ細胞クローンの活性を抑制し得
るアンタゴニストペプチドを産生するようである。
【００１４】
Ｔ細胞による特定のサイトカインの分泌は、一般的に特定の機能と関連する。例えば、Ｃ
Ｄ４+Ｔ細胞のＴＨ１およびＴＨ２サブセットによって分泌されるサイトカインの相違は
、これら２つのサブセットの異なる生物学的機能を反映すると考えられる。ＴＨ１サブセ
ットは遅延型過敏症および細胞傷害性Ｔ細胞の活性化のような、古典的な細胞媒介機能を
担い、一方ＴＨ２サブセットはＢ細胞活性化のヘルパーとしてより有効に機能する。ＴＨ
１サブセットは、細胞傷害性Ｔ細胞を活性化するＩＬ－２およびＩＦＮ－γを分泌するの
で、特にウイルス感染および細胞内病原体に反応するのに適当であり得る。ＩＬ－４およ
びＩＬ－５はそれぞれＩｇＥの産生および好酸球の活性化を誘導することが公知であるの
で、ＴＨ２サブセットは細胞外の細菌および寄生虫性寄生生物（ｈｅｌｍｉｎｔｈｉｃ　
ｐａｒａｓｉｔｅ）に反応するのにより適当であり得、およびアレルギー反応を媒介し得
る。ＴＨ１細胞の選択的な活性化が多くの自己免疫疾患の病因において中心的な役割を果
たしていることを示唆する多くの証拠も存在する。ＴＨ２細胞によるＩＬ－１０の分泌は
、間接的な様式でＴＨ１細胞によるサイトカインの産生を抑制すると考えられ、そして従
って、一般的な免疫抑制効果を有する。ＴＨ１／ＴＨ２バランスのシフトが、例えば、ア
レルギー反応、または細胞傷害性Ｔ細胞応答の増加を生じ得る。
【００１５】
ＴＣＲによって始まる、活性化の最初の数分から数時間での変化は、細胞を細胞周期のＧ
０期からＧ１期へと移行させる。刺激の数時間後、Ｔ細胞はＩＬ－２および高親和性ＩＬ
－２レセプターを発現し始める。ＩＬ２遺伝子の発現は、ＴＣＲ、ＣＤ２８、およびおそ
らく他のＴ細胞表面分子の連結によって引き起こされる、収束するシグナル伝達経路によ
り活性化される１組の転写因子により影響される。
【００１６】
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転写因子はまた、高親和性ＩＬ－２レセプターのαサブユニットをコードするＣＤ２５遺
伝子の発現を誘導する。ＩＬ－２と高親和性レセプターとの相互作用は、Ｔ細胞を細胞周
期のＧ１期からＳ期へ移行させ、そして細胞分裂へと進行させるシグナル伝達経路を開始
する。シグナル伝達経路は、細胞分裂に必要ないくつかの重要なタンパク質の発現および
活性を調節する。これらのいくつかはまた、ＴＣＲ－およびＣＤ２８－依存性シグナルに
よって直接的に活性化され、一方、他はＩＬ－２レセプターを介して提供されるシグナル
によってのみ活性化される。
【００１７】
刺激されたＴ細胞は、休止期から有糸分裂、そして後にエフェクター細胞および記憶細胞
への分化への進行に始まる、一連の表現型の変化を受ける。最も早い（即時）の変化の中
で、刺激から１５～３０分以内に観察可能であるのは、ｃ－Ｆｏｓ、ＮＦ－ＡＴ、ｃ－Ｍ
ｙｃ、およびＮＦ－κＢのような転写因子、Ｊａｋ－３のようなタンパク質キナーゼ、お
よびＰａｃ－１のようなタンパク質ホスファターゼをコードする遺伝子の発現である。そ
れに続く初期の変化は、刺激から数時間以内に起こり、活性化抗原をコードする遺伝子の
発現の開始を特徴付ける。これらとしては、いくつかのサイトカイン（ＩＬ－２および他
）、ＩＬ－２レセプターサブユニットα（ＣＤ２５）、インスリンレセプター、トランス
フェリンレセプター、およびＣＤ２６、ＣＤ３０、ＣＤ５４、ＣＤ６９およびＣＤ７０の
ような他のいくつかの表面分子が挙げられる。
【００１８】
活性化抗原は最初の分裂の直前、刺激から２４時間後に最大の発現レベルに達する。この
期間、休止期のＴ細胞にすでに発現しているいくつかの他の分子の発現レベルが上昇する
。後に、活性化開始の数日後、後期活性化抗原がＴ細胞上に発現されるようになる。これ
らはＭＨＣクラスＩＩ分子およびβ１インテグリンファミリーのいくつかのメンバーを含
む。後期活性化抗原の発現は、活性化細胞のエフェクター細胞または記憶Ｔ細胞への分化
を特徴付ける。
【００１９】
Ｔ細胞は、自己免疫、炎症、細胞傷害性、移植片拒絶、アレルギー、遅延型過敏症、Ｉｇ
Ｅ媒介性過敏症、および体液性応答の調節に重要な役割を果たす。自己反応性Ｔ細胞の活
性化、アレルギー反応を起こすＴ細胞の活性化、またはヒトタンパク質を模倣する抗原（
これらのタンパク質は「自己抗原」になる）を産生し得る特定の細菌および寄生生物の感
染に続く、自己反応性Ｔ細胞の活性化によって病的状態が起こり得る。これらの疾患は例
えば、自己免疫疾患、特定の細菌または寄生生物の感染の２次的な結果として起こる自己
免疫障害、Ｔ細胞媒介性アレルギー、および乾癬および脈管炎のような特定の皮膚疾患を
含む。さらに、外来性抗原の望ましくない拒絶が移植片拒絶または不妊さえも引き起こし
得、そしてそのような拒絶は特定のＴリンパ球集団の活性化によるものであり得る。病的
状態はまた、腫瘍またはウイルス感染に対する不適当なＴ細胞の反応によって起こり得る
。これらの場合、腫瘍を抑制または排除するために、または感染を根絶するために、抗原
特異的Ｔ細胞応答を増加させることが望ましい。
【００２０】
自己免疫疾患は様々な原因を有する。例えば、自己免疫反応は損傷またはコラーゲンによ
る免疫化によって、スーパー抗原によって、遺伝的要因によって、または免疫調節の異常
（ｅｒｒｏｒ）によって起こり得る。スーパー抗原は、他のものの中でも、自己抗原と出
会うことによって前にアネルギー化されたクローン、またはそれらの低い発現または利用
可能性のために潜在的な自己抗原を無視したクローンを刺激し得る、ポリクローナルアク
チベーターである。特定の自己免疫疾患は主に自己抗体によって起こり、他はＴ細胞によ
って媒介される。自己反応性Ｔ細胞は、慢性関節リウマチおよび多発性硬化症を含む多く
の自己免疫疾患において、組織の損傷を引き起こす。
【００２１】
自己免疫障害の処置において、非特異的な免疫抑制剤が、疾患を遅らせるために使用され
てきた；これらの治療はしばしば、免疫適格細胞を無作為に殺傷または阻害することによ
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って一般的な免疫抑制を引き起こす。自己反応性Ｔ細胞の活性を調節することによって自
己免疫障害を処置する試みは、ＴＣＲペプチドによる免疫、インターフェロン－β（ＩＦ
Ｎ－β）による処置およびＴリンパ球ワクチン接種を含んでいた。Ｅｂｅｒｓ（１９９４
）Ｌａｎｃｅｔ　３４３：２７５－２７８；Ｈｏｈｌｆｅｌｄ（１９９７）Ｂｒａｉｎ　
１２０：８６５－９１６；およびＨａｆｌｅｒら（１９９２）Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ．６２：３０７－３１３．
アレルギー感作、接触過敏症および炎症の発達は、プロアレルギー性機能を示すＴ細胞の
活性化および刺激に依存する。アレルゲン特異的Ｔ細胞は、アトピー性アレルギーの病態
生理学において重要な役割を果たしていると考えられる。アレルゲン特異的Ｔ細胞の排除
または抑制は、そのようなＴ細胞によって起こるアレルギー性疾患の改善に役立ち得る。
【００２２】
アレルギー反応の初期相で、身体に入った抗原（アレルゲン）はＡＰＣによって取り込ま
れ、クラスＩＩ　ＭＨＣ分子のからみでＡＰＣによって提示され、そしてヘルパーＴ細胞
前駆体によって認識される。これらは刺激されて増殖し、そして主にＴＨ２細胞に分化す
る。ＴＨ２細胞はＢリンパ球が抗原産生プラズマ細胞に分化するのを補助する。他のあら
ゆる抗体媒介性反応と同様に、ＴＨ細胞から特異的な補助を受けたＢ細胞は、それらの表
面レセプターを介してアレルゲンを認識する細胞である。ＴＨ２細胞によって産生される
サイトカインのいくつか、特にＩＬ－４およびＩＬ－１３は、Ｂ細胞を刺激して免疫グロ
ブリンアイソタイプの切換えを引き起こし、そしてＩｇＥ抗体を産生させる。抗体は結合
組織および粘膜にある肥満細胞表面のレセプター、ならびに循環および粘膜にある好塩基
球表面の高親和性Ｆｃレセプターに結合し、そしてアレルギー反応の発現を開始する。
【００２３】
同種移植片拒絶は主に、移植片細胞上に発現する同種抗原（主にＭＨＣ分子）に応答する
細胞媒介性免疫応答によって起こる。同種移植片拒絶に関わるＴリンパ球部分集団の分析
は、ＣＤ４+およびＣＤ８+の両集団を含んでいた。ＴＨ１細胞は遅延型過敏症の炎症性反
応を開始し、単球およびマクロファージの移植片への漸増を引き起こす。おそらく、レシ
ピエントに存在するＭＨＣ分子が移植片に存在しないことにより警戒態勢にあるナチュラ
ルキラー（ＮＫ）細胞がまた、応答の初期に移植片を攻撃し得る。好中球は主に、同種移
植片拒絶の後期において、創傷の浄化（ｃｌｅａｎｉｎｇ）、または損傷した細胞および
細胞断片の除去を担う。
【００２４】
開発されたほとんどの免疫抑制処置は、非特異的であるという不利な点を有する。すなわ
ち、それらは一般化した免疫抑制を引き起こし、このことはレシピエントを増加した感染
の危険にさらす。臓器拒絶を予防するために利用される免疫抑制剤は、アザチオプリン、
シクロホスファミドおよびメトトレキサートのような有糸分裂インヒビター；コルチコス
テロイド；ならびにシクロスポリン、ＦＫ５０６、およびラパマイシンのような、ＩＬ－
２およびＩＬ－２に対する高親和性レセプターをコードする遺伝子の転写を阻害する薬剤
を含む。
【００２５】
ガンの処置において、細胞性免疫療法が、化学療法および放射線療法のような従来の治療
の代わりに、またはその補助として利用されてきた。例えば、細胞傷害性Ｔリンパ球（Ｃ
ＴＬ）応答が、腫瘍細胞によって特異的にまたは優先的に提示される抗原に対して指向さ
れ得る。適切に提示された腫瘍抗原の存在下での、Ｔ細胞サイトカインによる活性化に続
いて、腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）が培養中で増殖し、そして強力な抗腫瘍細胞溶解性の
特性を獲得する。Ｗｅｉｄｍａｎｎら（１９９４）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｔｈｅｒ．３９：１－１４。
【００２６】
インビトロで活性化したリンパ球集団をガン患者へ導入することは、いくらか成功を収め
た。腫瘍を後退させるために、ガン患者に免疫学的活性な細胞を注入する養子免疫療法は
、数十年間ガン治療の魅力的なアプローチであった。２つの一般的なアプローチが探求さ
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れた。１つ目は、組織適合性抗原の発現の相違に基づいて宿主の腫瘍に対して自然に反応
性であるドナー細胞か、または種々の「免疫」技術を用いて反応性にしたドナー細胞を採
取する。次いで、これらの活性化ドナー細胞を、腫瘍保有宿主に輸注する。２つ目の一般
的なアプローチでは、ガン患者からリンパ球を採取し、エキソビボで腫瘍に対して活性化
し、次いで、この患者に再び注入する。Ｔｒｉｏｚｚｉ（１９９３）Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ
ｓ　１１：２０４－２１１；およびＳｕｓｓｍａｎら（１９９４）Ａｎｎａｌｓ　Ｓｕｒ
ｇ．Ｏｎｃｏｌ．１：２９６．
ガン処置の現在の方法は、比較的非選択的である。手術は冒された組織を除去し、放射線
療法は固形腫瘍を縮小し、そして化学療法は速く分裂する細胞を殺傷する。特に、化学療
法剤の全身性送達は、多くの副作用を引き起こし、いくつかの場合においては、潜在的に
有効な薬剤の使用を排除するほど重篤である。
【００２７】
ウイルス性疾患もまた、免疫療法の候補である。Ｈｅｓｌｏｐら（１９９６）Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｍｅｄ．２：５５１－５５５。ウイルス病原体に応答する免疫学的応答は、時にはウ
イルスを根絶または十分に激減させるのに無効である。さらに、ヒト免疫不全ウイルスの
ような、特定のウイルスの高度に突然変異を起こしやすい性質は、それらが免疫系から逃
れることを可能にする。
【００２８】
明らかに、上記で述べた病因に関与するＴ細胞の集団を同定し、分析しそして富化（ｅｎ
ｒｉｃｈ）する必要性がある。現在、抗原特異的Ｔ細胞および／またはサイトカイン分泌
Ｔ細胞の分析および富化のためのいくつかの方法が存在する。抗原特異的Ｔ細胞の富化は
、Ｔ細胞株およびＴ細胞クローンを得るための選択培養技術を用いて達成され得る。これ
らの技術は一般的に、Ｔ細胞をインビトロで数週間以上の期間培養すること、そしてサイ
トカイン分泌のような望ましい表現形を示す株またはクローンを選択するためのより煩雑
な方法を使用することを含む。抗原特異的Ｔ細胞を検出および富化する他の試みは、規定
された多量体のＭＨＣ抗原およびＭＨＣ－ペプチド複合体を利用した。米国特許第５，６
３５，３６３号。しかし、そのような技術が成功するためには、正しいＭＨＣアロタイプ
のＭＨＣ－抗原複合体が必要であり、そして選択は抗原特異性に限定される（すなわち、
この技術によって生じるサイトカイン分泌についての選択ではない）。
【００２９】
抗原活性化後の細胞内サイトカイン染色、続くＦＡＣＳ分析は、抗原特異性およびサイト
カイン産生の動態に関する情報を得るために使用される方法である。Ｗａｌｄｒｏｐら（
１９９７）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９９：１７３９－１７５０。この手順の後の細
胞は生存能力がないので、この方法は分析にのみ有用である。同様に、サイトカインＥＬ
ＩＳＰＯＴアッセイは分析にのみ有用である。Ｍｉｙａｈｉｒａら（１９９５）Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔ．１８１：４５－５４；およびＬａｌｖａｎｉら（１９９７）Ｊ．Ｅ
ｘｐ．Ｍｅｄ．１８６：８５９－８６５。これらのアッセイでは、分泌されたサイトカイ
ンは分析のために周囲のマトリックスに捕獲されるが、サイトカインを分泌した細胞を同
定および回収するための機構は存在しない。ゲル微小滴技術（ｇｅｌ　ｍｉｃｒｏｄｒｏ
ｐ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）は、上記で述べた適応症の処置のために必要であるような大
量の細胞の処理に適さない。
【００３０】
多くの治療的目的および診断的目的のために、分泌産物に基づいてＴ細胞の集団を分析お
よび分離するのに確実な技術の必要性が存在することは、前述の議論から明らかである。
本発明は、抗原特異的Ｔ細胞集団の分析、分離、そして富化のための方法を提供すること
によってこの必要性に取り組む。
【００３１】
（発明の開示）
本発明は、抗原刺激に応答してこれらの細胞によって分泌される１つ以上の産物に基づく
、抗原特異的Ｔ細胞の簡便な分析および細胞分離の方法を提供する。Ｔ細胞は、産物に特
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異的な捕獲部分（または「特異的結合パートナー」）と共に提供される。次いでこれは、
標識として直接使用され得る。産物の捕獲部分への結合は、「捕獲産物」を生じる。ある
いは、この細胞は、捕獲部分を介して産物に結合し、そして産物に特異的に結合し、次に
発蛍光団、放射性同位元素、発色団、または磁気粒子のような従来の標識物質で、直接的
かまたは間接的のいずれかで標識される標識部分を介してさらに標識され得る。
【００３２】
次いで、標識細胞をこれらの標識に基づいて、標準的なセルソーティング技術を用いて分
離し得る。このような技術は、フローサイトメトリー、ＦＡＣＳ、高勾配磁気勾配分離（
ｈｉｇｈ　ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｍａｇｎｅｔｉｃ　ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｓｅｐａｒａｔｉ
ｏｎ）、遠心分離を含むがこれに限定されない。
【００３３】
従って、１つの局面では、本発明は、刺激に応答して抗原特異的Ｔ細胞によって分泌およ
び放出される産物によって、抗原特異的Ｔ細胞を刺激する、および細胞の集団から分離す
る方法を含む。本方法は、Ｔ細胞を含む細胞の混合物を抗原で刺激すること、およびそれ
らが産物で標識される程度によって抗原刺激細胞の分離をもたらすことを含む。抗原刺激
は、少なくとも１つのＴ細胞の抗原特異的刺激を誘発するのに有効な条件下で、細胞を少
なくとも１つの抗原に曝露することによって達成される。この産物による標識は、細胞の
表面を少なくとも１つの捕獲部分を含むように改変すること、細胞を産物が分泌、放出、
そして特異的に上記捕獲部分に結合する（「捕獲される」または「包括される」）条件下
で培養すること、そして捕獲産物を標識部分で標識することによって達成される。ここで
標識細胞は、標識手順の一部としてか、または分離手順の一部として溶解されない。
【００３４】
本発明の別の局面は、抗原刺激に応答してこれらの細胞から分泌および放出された産物を
捕獲し得る抗原特異的Ｔ細胞を含む物質の組成物である。ここで、細胞の表面は産物の捕
獲部分を含むように改変される。捕獲産物は、標識部分によって別個に標識され得る。
【００３５】
本発明のなお別の局面は、上記の方法で分離された抗原特異的Ｔ細胞およびその子孫であ
る。
【００３６】
本発明のさらに別の局面は、これらの細胞の表面を細胞表面に結合した産物に特異的な結
合パートナーを含むように改変すること、および細胞を産物が分泌および放出される条件
下で培養することによる、抗原刺激に応答して細胞によって分泌および放出された産物で
抗原特異的Ｔ細胞を標識する方法である。
【００３７】
本発明のさらなる局面は、抗原特異的Ｔ細胞の集団を分析して、集団の他の細胞と比較し
てある量の産物を分泌する細胞の割合を決定する方法である。ここで産物は、抗原刺激に
応答して分泌される。本方法は、細胞を上記の方法で標識すること、さらに細胞を、捕獲
産物を標識しない二次標識で標識すること、そして二次細胞標識と比較した産物標識の量
を検出することを含む。そのような方法は、例えば個体における免疫状態を評価するのに
有用である。
【００３８】
本発明のさらなる局面は、抗原特異的Ｔ細胞を富化したＴ細胞集団を使用する方法である
。本方法は、治療の必要がある個体に、抗原特異的Ｔ細胞を富化したＴ細胞集団を含む組
成物を投与することを含む。そのような方法は、ガン、アレルギー、免疫不全症、自己免
疫疾患、およびウイルス疾患を含む種々の病的状態を治療するのに有用である。
【００３９】
本発明のさらに別の局面は、抗原特異的Ｔ細胞を、エフェクター細胞を含む混合集団から
分離するのに使用するためのキットである。そのキットは、全て適当な容器に包装された
、ゲル様の軟度までの異なる程度の粘性であり得る生理的に許容可能な培地、アンカーお
よび捕獲部分を含む産物捕獲系、捕獲産物を検出する標識システム、および試薬を使用す
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るための説明書を含み得る。必要に応じて、このキットはさらに、磁気標識システムおよ
び／または１つ以上の生物学的修飾因子を含む。
【００４０】
本発明のなお別の局面は、抗原刺激に応答して所望の産物を分泌する抗原特異的Ｔ細胞の
検出／分離に使用するためのキットである。このキットは、全て適当な容器に包装された
、アンカーおよび捕獲部分を含む産物捕獲系、捕獲産物を検出する標識システム、および
試薬を使用するための説明書を含む。必要に応じて、このキットはさらに磁気標識システ
ム、および／または抗原、および／または１つ以上の生物学的修飾因子を含む。
【００４１】
（本発明を実施する方法）
本発明は、分泌産物に基づいて抗原刺激Ｔ細胞を検出、分析および分離する方法を提供す
る。ここで、この産物は、抗原刺激の結果として分泌される。本方法は、分泌産物の捕獲
および細胞表面への移転に基づく。捕獲産物は、産物の存在、非存在、または存在する量
によって細胞を検出、分析、そしてもし所望のならば分類することを可能にする。捕獲の
手段は、分類される細胞に適当な手段によって細胞表面に固定した産物特異的結合パート
ナー（「捕獲部分」）を含む。
【００４２】
ここで提示されるアプローチは、とりわけ以下の利点を兼ね備える：（ａ）Ｔ細胞を、抗
原およびＡＰＣで周期的に活性化する必要なく、生抗原特異的Ｔ細胞の迅速な単離、計測
、表現型決定および増殖を可能にする；（ｂ）一般的に、合成ペプチド、天然タンパク質
、細胞抽出物、不活化病原体を適用した、レトロウイルスベクターで形質導入した、組換
えウイルスベクターで感染させた、ＲＮＡまたはＤＮＡでトランスフェクションした等の
ＡＰＣに反応性のＴ細胞の単離に適用できる；（ｃ）ＣＤ４+抗原特異的Ｔｈ細胞および
ＣＤ８+抗原特異的ＣＴＬの両方の単離に使用し得る；および（ｄ）例えば、抗原特異的
Ｔｈ１－、Ｔｈ２－またはＴｈ３－様リンパ球の、特定のサイトカインに媒介されたエフ
ェクター機能を有する抗原特異的Ｔ細胞の選択的な単離を可能にする。
【００４３】
本発明の実施は、他に示されなければ、当該分野の技術の範囲内である、分子生物学（組
換え技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学、および免疫学の従来技術を採用する
。そのような技術は、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ」第２版（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９）；「Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ編、１９８４）；「Ａｎｉｍａｌ
　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ」（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編、１９８７）；「Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ」（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．）；
「Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」（Ｄ．
Ｍ．Ｗｅｉｒ＆Ｃ．Ｃ．Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ編）；「Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅ
ｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ」（Ｊ．Ｍ．Ｍｉｌｌｅｒ＆Ｍ．
Ｐ．Ｃａｌｏｓ編、１９８７）；「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら、編、１９８７、および定
期的に改訂）；「ＰＣＲ：Ｔｈｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏ
ｎ」、（Ｍｕｌｌｉｓら、編、１９９４）；および「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」（Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎら、編、１９９１）のよう
な文献において完全に説明されている。
【００４４】
セルソーティングおよび細胞分析の方法は、当該分野で公知であり、そして例えば、Ｔｈ
ｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１か
ら４巻（Ｄ．Ｎ．Ｗｅｉｒ、編者）およびＦｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　ａｎｄ　Ｃｅ
ｌｌ　Ｓｏｒｔｉｎｇ（Ａ．Ｒａｄｂｒｕｃｈ、編者、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ
、１９９２）において記載されている。
【００４５】
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本明細書中で使用される場合、「特異的結合パートナー」または「捕獲部分」は、関連す
る分子の三次元構造に依存する特異的な非共有結合相互作用によって相互作用する１対の
分子（「特異的結合対」）のメンバーを意味する。「標識部分」は、直接的かまたは間接
的のいずれかで検出され得る。捕獲部分が抗体である場合、「捕獲（ｃａｐｔｕｒｅ）抗
体」または「捕獲（ｃａｔｃｈ）抗体」と呼ばれ得る。捕獲部分は、直接的かまたは間接
的のいずれかで細胞および産物の両方に結合するものである。標識部分は、産物に付着す
るものであり、そして直接的かまたは間接的に標識され得る。
【００４６】
本明細書中で使用される時、用語「抗体」は、ポリクローナル抗体およびモノクローナル
抗体、キメラ抗体、ハプテンおよび抗体フラグメント、および産物抗原上のエピトープに
特異的に結合する抗体等価物である分子を含むことを意味する。用語「抗体」は、任意の
アイソタイプ（ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＤ、ＩｇＭ）のポリクローナル抗体および
モノクローナル抗体、またはその抗原結合部分を含み、Ｆ（ａｂ）およびｓｃＦｖのよう
なＦｖ断片、単鎖抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、およびＦａｂ発現ライブラリーを含む
がこれに限定されない。抗体はまた、例えばポリマーまたは粒子に固定化され得る。
【００４７】
二重機能性（ｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ）抗体としても知られる、「二重特異性（ｂｉｓ
ｐｅｃｉｆｉｃ）抗体」は、第１の抗原またはハプテンに特異的な少なくとも１つの第１
の抗原結合部位、および２番目の抗原またはハプテンに特異的な少なくとも１つの第２の
抗原結合部位を有することによって、２つの異なる抗原を認識する抗体を意味する。その
ような抗体は、組換えＤＮＡ方法によって産生され得、または当該分野で公知の方法によ
って化学的に産生された抗体を含むがこれに限定されない。その二価の特性を保持するよ
うに還元および再編成された二重特異性抗体、およびそれぞれの抗原に対して少なくとも
２つの抗原認識部位を有するように化学的に結合させた抗体を化学的に作成した。二重特
異性抗体は、２つの異なる抗原を認識し得る全ての抗体または抗体の結合体、または抗体
の重合体形態を含む。標識部分は、蛍光色素化した抗産物抗体であり得る。それは磁気ビ
ーズ結合抗体、コロイド状ビーズ結合抗体、ＦＩＴＣ抗体、フィコエリトリン抗体、Ｐｅ
ｒＣＰ抗体、ＡＭＣＡ抗体、蛍光粒子抗体、またはリポソーム結合抗体を含み得るがこれ
らに限定されない。あるいは、標識部分は、本明細書中で記載されるものを含むがこれら
に限定されない任意の適切な標識であり得る。二重特異性抗体は、その二価の特性を保持
するように還元および再編成された抗体、およびそれぞれの抗原に対するいくつかの抗原
認識部位を有し得るように化学的に結合させた抗体を含む。
【００４８】
本明細書中で使用される場合、用語「エフェクター細胞集団」は、少なくとも１つのＴ細
胞を含む細胞集団を意味する。エフェクター細胞集団は、抗原特異的Ｔ細胞が富化される
開始細胞集団から得ることができる。
【００４９】
交換可能に使用される用語「細胞」および「細胞（複数）」および「細胞集団」は、１つ
以上の哺乳動物細胞を意味する。その用語は、細胞または細胞集団の子孫を含む。当業者
は、「細胞」は１つの細胞の子孫を含むこと、そしてその子孫は、自然の、偶発性の、ま
たは故意の変異および／または変化によって、必ずしも本来の親細胞と完全に同一（形態
学的に、または総ＤＮＡ相補体）である必要は無くてもよいことを認識する。
【００５０】
交換可能に使用される用語「Ｔリンパ球」、「Ｔ細胞」、「Ｔ細胞（複数）」、および「
Ｔ細胞集団」は、その表面に、例えば、ＣＤ２およびＣＤ３のような１つ以上のＴ細胞に
特徴的な抗原を提示する細胞または細胞（複数）を意味する。その用語はＴ細胞またはＴ
細胞集団の子孫を含む。「Ｔリンパ球」または「Ｔ細胞」は、その細胞表面上にＣＤ３、
および自己細胞または任意の抗原提示マトリックスの表面上に、１つ以上のＭＨＣ分子ま
たは１つ以上の非古典的ＭＨＣ分子と共に提示された場合に、抗原を認識し得るＴ細胞抗
原受容体（ＴＣＲ）を発現する細胞である。本明細書中で使用される用語「Ｔ細胞」は、
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当該分野で公知の任意のＴ細胞、代表的には、抗ＣＤ３モノクローナル抗体を適切な標識
技術と組み合せて用いて検出される、例えば表現型がＣＤ３+である、すなわち細胞表面
上にＣＤ３を発現するリンパ球を示す。本発明の方法によって富化されたＴ細胞は、一般
的にＣＤ３+である。本発明の方法によって富化されたＴ細胞はまた、必ずしもそうでな
いが、一般的にＣＤ４、ＣＤ８、または両方に陽性である。
【００５１】
本明細書中で使用される用語「本質的に富化された」は、所望の細胞集団を含む本来の混
合細胞集団から、細胞集団が少なくとも約５０倍、より好ましくは少なくとも約５００倍
、そしてさらにより好ましくは少なくとも約５０００倍以上に富化されたことを示す。
【００５２】
本明細書中で使用される用語「抗原提示マトリックス」は、抗原が、Ｔ細胞の表面上にあ
るＴ細胞抗原受容体によって結合され得る方法で、抗原を提示し得る分子または複数の分
子を意味する。抗原提示マトリックスは、抗原提示細胞（ＡＰＣ）の表面上、ＡＰＣの小
胞調製物上、またはビーズもしくはプレート上の合成マトリックスの形であり得る。本明
細書中で使用される用語「抗原提示細胞」は、その表面上に抗原を、ＭＨＣまたはその一
部、または１つ以上の非古典的ＭＨＣ分子またはその一部と共に提示する任意の細胞を意
味する。
【００５３】
本明細書中で使用される用語「自原性」、「自己（ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ）」または「自
身（ｓｅｌｆ）」という用語は、細胞の起源を示す。従って、細胞が、個体（「ドナー」
）または遺伝的に同一の個体に由来し、そしてその個体に再投与される場合、細胞は自原
性である。自原性細胞はまた、自原性細胞の子孫であり得る。その用語はまた、異なる細
胞型の細胞が同じドナー、または遺伝的に同一のドナーに由来することを示す。従って、
エフェクター細胞および抗原提示細胞は、それらが、同じドナーまたはドナーと遺伝的に
同一の個体由来である場合、またはそれらが、同じドナーまたはドナーと遺伝的に同一の
個体由来の細胞の子孫である場合、自原性であると言われる。
【００５４】
同様に、本明細書中で使用される用語「同種」または「非自己」は、細胞の起源を示す。
従って、細胞が、それが投与されるレシピエントと遺伝的に同一でない個体に由来した場
合、細胞またはその子孫は同種である。この用語は、発現されたＭＨＣ分子の非同一性に
関連する。この用語はまた、異なる細胞型の細胞が、遺伝的に同一でないドナーに由来す
ること（すなわち、それらが遺伝的に同一でないドナーに由来する細胞の子孫である否か
）を示す。例えば、それらが遺伝的に同一でないドナーに由来する場合、ＡＰＣはエフェ
クター細胞に対して同種であると言われる。
【００５５】
「抗原特異的Ｔ細胞の集団に関連する疾患または状態」は、抗原特異的Ｔ細胞の集団また
はその適切な数の欠如に関連し得るものであり、そして例えば抗原特異的Ｔ細胞が、疾患
の病因を主に担う自己免疫疾患、ガン細胞の増殖が、腫瘍特異的細胞障害性Ｔ細胞によっ
て適切に制御されないガン、ウイルス感染細胞が、細胞障害性Ｔ細胞によって溶解されな
いウイルス疾患、アレルゲンに特異的なＴ細胞が、望ましくない効果を媒介するアレルギ
ー、感染（例えば、ＨＩＶ）または先天的（例えば、ディジョージ症候群）のいずれかの
ために、個体に不適切な数のＴ細胞が存在する免疫不全症を含む。これはまた、抗原特異
的Ｔ細胞が、疾患状態を主に担う別の細胞または細胞集団の活性を調節または制御するも
のであり；抗原特異的Ｔ細胞の集団の存在が、疾患の主な原因ではないが、疾患の病因に
おいて重要な役割を果たすものでもあり；抗原特異的Ｔ細胞の集団が、外来性抗原の望ま
しくない拒絶を媒介するものでもある。
【００５６】
「個体」は脊椎動物、好ましくは哺乳類、より好ましくはヒトである。哺乳類は、ヒト、
家畜、スポーツ動物（ｓｐｏｒｔ　ａｎｉｍａｌ）、およびペットを含むがこれらに限定
されない。
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【００５７】
「有効量」は、有用なまたは所望の臨床結果をもたらすのに十分な量である。有効量は、
１回以上の投与で投与され得る。本発明の目的のために、抗原特異的Ｔ細胞の有効量は、
疾患状態を診断、寛解、回復、安定化、後退、進行の緩徐（ｓｌｏｗ）、または遅延（ｄ
ｅｌａｙ）に十分な量である。
【００５８】
本明細書中で使用される場合、「処置」は、有用なまたは所望の臨床結果を得るためのア
プローチである。本発明の目的のために、有用なまたは所望の臨床結果は、検出できるか
または検出できない、症状の緩和、疾患の拡大の減少、疾患の状態の安定化（すなわち悪
化しない）、疾患の伝播（すなわち転移）の防止、疾患の進行の遅延（ｄｅｌａｙ）また
は緩徐（ｓｌｏｗｉｎｇ）、疾患の状態の回復または寛解、および緩解（部分的または全
体のどちらか）を含むがこれらに限定されない。「処置」はまた、処置を受けない場合に
期待される生存期間と比べた生存期間の延長を意味し得る。
【００５９】
疾患の「緩和」は、本発明の富化Ｔ細胞集団を投与しないのと比べて、疾患の状態の拡大
および／または望ましくない臨床的症状が減少するおよび／または進行の時間経過が緩徐
されるかまたは延長されることを意味する。
【００６０】
本発明は、産物を分泌する抗原特異的Ｔ細胞を富化した細胞集団を得る方法を提供する。
ここで、この産物は、抗原刺激の結果として分泌される。本方法は、一般的にＴ細胞を含
む細胞の混合集団を得ること；少なくとも１つのＴ細胞の抗原特異的刺激を誘発するのに
効果的な条件下で細胞集団を少なくとも１つの抗原に曝露すること；上記混合集団の表面
を、それに付着した産物に特異的な結合パートナーを含むように改変すること；刺激され
たＴ細胞によって少なくとも１つの産物の発現を可能にすること（ここで、産物は刺激に
応答して分泌される）；産物を細胞表面に結合した捕獲部分に結合させて、細胞結合捕獲
部分－産物複合体を形成し、それによって細胞を標識すること；および上記産物で標識さ
れる程度によって刺激されたＴ細胞を分離することを含む。
【００６１】
確かに、細胞表面の特異的結合パートナーによる改変は、抗原刺激の前、間、または後に
行われ得る。
【００６２】
（抗原提示マトリックスおよびエフェクター細胞集団）
本発明は、抗原刺激に応答して産物を分泌する抗原特異的Ｔ細胞を富化した細胞集団を得
るための方法を提供する。本方法は、細胞の混合集団（すなわち、「エフェクター細胞集
団」）を得ること、および細胞集団を少なくとも１つの抗原に曝露することを含む。混合
細胞集団は、当該分野で公知の任意の方法によって得ることができ、そして好ましくはＴ
細胞が富化されている。抗原への曝露は、抗原提示マトリックスを用いて達成され得る。
それは抗原提示細胞（ＡＰＣ）の表面上であり得る。抗原提示マトリックスおよびエフェ
クター細胞は、種々の供給源から得ることができる。細胞の混合集団は、インビトロまた
はインビボで抗原によって刺激され得るか、または種々の任意の方法で、たとえば化学的
または遺伝的に改変され得る。
【００６３】
（抗原提示マトリックス）
本発明の方法を適用したＴ細胞集団は、抗原特異的刺激を誘発するのに有効な条件下で、
少なくとも１つの抗原に曝露される。少なくとも１つの抗原で刺激されたＴ細胞は、抗原
特異的と言われる。すなわち、それはその細胞表面に、抗原提示マトリックス（例えば合
成抗原提示マトリックス）、またはＡＰＣの表面上に存在する抗原提示マトリックス上に
抗原（例えば、古典的もしくは非古典的ＭＨＣ分子またはその一部）を提示し得る分子と
会合する抗原を特異的に認識しそして結合する抗原レセプターを提示する。
【００６４】
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抗原提示分子は、クラスＩもしくはクラスＩＩであり得るか、またはＣＤ１のような非古
典的ＭＨＣ分子であり得るＭＨＣ分子；ＭＨＣエピトープ；ＭＨＣエピトープを含む融合
タンパク質；あるいは合成ＭＨＣエピトープであり得る。エフェクター細胞に対して抗原
を提示し得る限り、抗原提示分子の性質は重要でない。ＭＨＣエピトープを調製する方法
は、当該分野で公知である。
【００６５】
抗原提示マトリックスは、ＡＰＣの表面上の抗原提示マトリックス、および合成抗原提示
マトリックスを含む。本発明における使用に適当なＡＰＣは、ＭＨＣ分子のような抗原提
示分子と会合するＴ細胞に対して、外来性のペプチドもしくはタンパク質、または内因性
の抗原を提示し得る。ＡＰＣは、マクロファージ、樹状細胞、ＣＤ４０活性化Ｂ細胞、抗
原特異的Ｂ細胞、腫瘍細胞、ウイルス感染細胞および遺伝的に改変された細胞を含むがこ
れに限定されない。
【００６６】
ＡＰＣは、末梢血単核球（ＰＢＭＣ）、混合集団を含む全血またはその画分、脾臓細胞、
骨髄細胞、腫瘍浸潤リンパ球、白血球搬出法によって得た細胞、リンパ節（例えば、腫瘍
から流出したリンパ節）を含むが、これらに限定されない種々の供給源から得られ得る。
適当なドナーは、免疫したドナー、免疫していない（ナイーブ）ドナー、処置または未処
置のドナーを含む。「処置」ドナーは１つ以上の生物学的修飾因子に曝露されたものであ
る。「未処置」ドナーは１つ以上の生物学的修飾因子に曝露されたことがない。ＡＰＣは
また、インビトロで１つ以上の生物学的修飾因子で処理され得る。
【００６７】
ＡＰＣは一般的に生きているが、放射線照射、マイトマイシンＣ処理、弱毒化、または化
学的に固定もされ得る。さらに、ＡＰＣは全細胞である必要はない。かわりに、ＡＰＣの
小胞調製物を使用し得る。
【００６８】
ＡＰＣは遺伝的に改変され得る。すなわち、通常発現しないか、通常より低いレベルで発
現するポリペプチドまたはＲＮＡ分子を発現するように、組換えポリヌクレオチド構築物
でトランスフェクトされ得る。ポリヌクレオチドの例は、ＭＨＣ分子、Ｂ７のような同時
刺激分子、または抗原をコードするものを含むが、これに限定されない。例えば、ＣＭＶ
プロモーターのような強力なプロモーターの転写調節下にあるＭＨＣ分子をコードするポ
リヌクレオチドの発現は、高レベルのＭＨＣ分子の細胞表面上での発現を引き起こし得、
従って抗原提示の密度を増加させる。あるいは、抗原がＭＨＣ分子と共に細胞表面上で発
現するように、ＡＰＣは、ＣＭＶプロモーターのような強力なプロモーターの転写調節下
で、抗原をコードするポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチド構築物でトランスフェク
トされ得る。
【００６９】
ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は、転写および翻訳のために、調節配列に作
動可能に連結される。調節配列が転写または翻訳を制御する場合、調節配列はコードする
配列に「作動可能に連結」される。当該分野における任意の方法（例えば、精製ＤＮＡ、
ウイルスベクター、またはＤＮＡもしくはＲＮＡウイルスのいずれかを用いたリポフェク
チン、形質導入、感染、またはエレクトロポレーション）が、外来性のポリヌクレオチド
のＡＰＣへの形質転換、または挿入に使用され得る。外来性のポリヌクレオチドは、非組
み込みベクター、例えばプラスミドとして保持され得、または宿主細胞ゲノムに組み込ま
れ得る。
【００７０】
哺乳動物において、インビボでは通常はＡＰＣとして機能しない細胞を、ＡＰＣとして機
能するように改変し得る。広範な種類の細胞が適切に改変された場合、ＡＰＣとして機能
し得る。そのような細胞の例は、昆虫細胞（例えば、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ、またはＳｐ
ｏｄｏｐｔｅｒａ）、抗原提示経路に内因性のペプチドと細胞表面ＭＨＣクラスＩ分子と
の結合を制限する変異を有するヒトＴ２細胞株のようなフォスター（ｆｏｓｔｅｒ）細胞
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である。Ｚｗｅｅｒｉｎｋら（１９９３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５０：１７６３－１７
７１。例えば、ＭＨＣ分子のような１つ以上の抗原提示ポリペプチド、および必要に応じ
てＢ７のようなアクセサリー分子の合成を指示する発現ベクターをこれらの細胞に導入し
、これらの細胞表面に抗原提示分子および必要に応じてアクセサリー分子、またはその機
能的な部分の発現をもたらし得る。あるいは、それ自身を細胞膜に挿入し得る抗原提示ポ
リペプチドおよびアクセサリー分子を使用し得る。例えば、グリコシル－ホスファチジル
イノシトール（ｐｈｏｓｐｈｏｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ）（ＧＰＩ）－改変ポリペプ
チドはそれ自身を細胞膜に挿入し得る。Ｍｅｄｏｆら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６０：１
５５８－１５７８；およびＨｕａｎｇら、Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　１：６０７－６１３。アク
セサリー分子は、ＣＤ２８、ＣＤ８０またはＣＤ８６に特異的な抗体のような同時刺激抗
体；Ｂ７．１およびＢ７．２を含むがこれに限定されない同時刺激分子；ＩＣＡＭ－１お
よびＬＦＡ－３のような接着分子；ならびに、ＦａｓリガンドおよびＣＤ７０のような生
存分子、を含むがこれらに限定されない。例えば、ＰＣＴ公開番号第ＷＯ９７／４６２５
６号を参照のこと。
【００７１】
あるいは、合成抗原提示マトリックスを、エフェクター細胞に対する抗原を提示するため
に使用し得る。合成マトリックスは、固体支持体（例えばビーズまたはプレート）に固定
化された抗原提示分子、好ましくはＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣクラスＩＩ分子を含み得
る。アクセサリー分子が提示され得、それは共に固定化されるかまたは可溶性であり得る
。その分子は、ＣＤ２８、ＣＤ８０またはＣＤ８６に特異的な抗体のような同時刺激抗体
；Ｂ７．１およびＢ７．２を含むがこれに限定されない同時刺激分子；ＩＣＡＭ－１およ
びＬＦＡ－３のような接着分子；ならびに、ＦａｓリガンドおよびＣＤ７０のような生存
分子を含むが、これらに限定されない。アクセサリー分子の機能が維持される限り、その
分子の一部もまた使用され得る。固体支持体は、金属またはプラスチック、多孔性の物質
、マイクロビーズ、マイクロタイタープレート、赤血球、およびリポソームを含む。例え
ば、ＰＣＴ公開番号第ＷＯ９７／４６２５６号、および同第ＷＯ９７／３５０３５号を参
照のこと。
【００７２】
抗原提示マトリックスが、細胞表面または合成支持体上にあろうとなかろうと、エフェク
ター細胞に対する抗原を提示し得るか否かを決定する方法は、当該分野で公知であり、そ
して例えばエフェクター細胞による3Ｈ－チミジンの取り込み、エフェクター細胞による
サイトカインの産生、および細胞溶解性51Ｃｒ－放出アッセイを含む。
【００７３】
（エフェクター細胞集団）
抗原特異的Ｔ細胞は、エフェクター細胞集団、すなわち造血細胞集団、好ましくはＴ細胞
が富化された集団から単離され得る。エフェクター細胞集団は、抗原特異的Ｔ細胞が単離
される最初の集団である。
【００７４】
本発明において使用するのに適当なエフェクター細胞集団は、自原性または同種異系、好
ましくは自原性であり得る。エフェクター細胞が同種異系である場合、好ましくは、使用
の前に同種反応性（ａｌｌｏｒｅａｃｔｉｖｅ）の細胞から細胞を涸渇させる。これは、
例えば同種エフェクター細胞およびレシピエント細胞集団を混合すること、ならびにそれ
らを適当な時間インキュベートすること、次いでＣＤ６９+細胞を涸渇させること、また
は同種反応性細胞を不活化すること、または同種反応性細胞集団のアネルギーを誘導する
ことを含む、任意の公知の方法によって達成され得る。
【００７５】
エフェクター細胞集団は、未分離の細胞、すなわち混合集団（例えば、ＰＢＭＣ集団、全
血など）を含み得る。エフェクター細胞集団は、細胞表面マーカーの発現に基づくポジテ
ィブセレクション、細胞表面マーカーの発現に基づくネガティブセレクション、インビト
ロまたはインビボでの１つ以上の抗原による刺激、インビトロまたはインビボでの１つ以
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上の生物学的修飾因子による処理、１つ以上の抗原または生物学的修飾因子による減法刺
激、またはこれらのいずれかまたは全ての組み合せによって操作され得る。
【００７６】
エフェクター細胞は、ＰＢＭＣ、全血、または混合集団を含むその画分、脾臓細胞、骨髄
細胞、腫瘍浸潤リンパ球、白血球搬出法によって得られた細胞、生検組織、リンパ節（例
えば、腫瘍から流出したリンパ節）を含むがこれらに限定されない種々の供給源から得ら
れ得る。適切なドナーは、免疫したドナー、免疫していない（ナイーブ）ドナー、処置ま
たは未処置ドナーを含む。「処置」ドナーは１つ以上の生物学的修飾因子に曝露されたも
のである。「未処置」ドナーは１つ以上の生物学的修飾因子に曝露されたことがない。
【００７７】
エフェクター細胞を抽出および培養する方法は、周知である。例えば、エフェクター細胞
は、白血球搬出法、連続フローセル分離機（ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ　ｆｌｏｗ　ｃｅｌｌ
　ｓｅｐａｒａｔｏｒ）を用いた機械的アフェレーシスによって得られ得る。例えば、リ
ンパ球および単球を、軟膜から、Ｆｉｃｃｏｌｌ－ＨｙｐａｑｕｅTM勾配による分離、Ｐ
ｅｒｃｏｌｌ勾配による分離、または溶出を含むがこれに限定されない任意の公知の方法
によって単離し得る。Ｆｉｃｃｏｌｌ－ＨｙｐａｑｕｅTMの濃度は、所望の集団（例えば
、Ｔ細胞が富化された集団）を得るために調節され得る。細胞特異的アフィニティーカラ
ムに基づく他の方法が公知であり、そして使用され得る。これらは、例えば蛍光標示式細
胞分取（ＦＡＣＳ）、細胞接着、磁気ビーズ分離などを含む。親和性に基づく方法は、細
胞表面マーカーに特異的で、かつＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌ
ｌｅｃｔｉｏｎ（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）を含む種々の市販の供給源から入手可能な
抗体またはその一部を利用し得る。あるいは、親和性に基づく方法は、細胞表面レセプタ
ーのリガンドまたはリガンドアナログを利用し得る。
【００７８】
エフェクター細胞集団は、細胞表面マーカーの発現に基づく１つ以上の分離プロトコール
に供され得る。例えば、細胞は、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＴＣＲ、ＣＤ４５、
ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ２６、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ２９、
ＣＤ３０、ＣＤ３１、ＣＤ４０Ｌのような「クラスターの分化」細胞表面マーカー；リン
パ球活性化遺伝子３産物（ＬＡＧ３）、シグナル伝達リンパ球活性化分子（ＳＬＡＭ）、
Ｔ１／ＳＴ２のようなリンパ球活性化に関連する他のマーカー；ＣＣＲ３、ＣＣＲ４、Ｃ
ＸＣＲ３、ＣＣＲ５のようなケモカインレセプター；ＣＤ６２Ｌ、ＣＤ４４、ＣＬＡ、Ｃ
Ｄ１４６、α４β７、αＥβ７のようなホーミングレセプター；ＣＤ２５、ＣＤ６９およ
びＯＸ４０のような活性化マーカー；ならびに、ＣＤ１によって提示されるリポグリカン
、を含むがこれらに限定されない、１つ以上の細胞表面ポリペプチドの発現に基づくポジ
ティブセレクションに供され得る。エフェクター細胞集団は、非Ｔ細胞および／または特
定のＴ細胞サブセットの涸渇についてのネガティブセレクションに供され得る。ネガティ
ブセレクションは、ＣＤ１９、およびＣＤ２０のようなＢ細胞マーカー；単球マーカーＣ
Ｄ１４；ＮＫ細胞マーカーＣＤ５６を含むがこれらに限定されない、種々の分子の細胞表
面発現に基づいて実施され得る。
【００７９】
エフェクター細胞集団は、インビボまたはインビトロで１つ以上の抗原にさらすことによ
って処理され得る。抗原は、ペプチド；タンパク質；糖タンパク質；脂質；糖脂質；細胞
；細胞抽出物；組織抽出物；原生動物、細菌およびウイルスのような微生物全体を含むが
これらに限定されない。抗原は未改変、すなわちその自然の状態で使用され得る。あるい
は、抗原は、例えばタンパク質を変性または病原体を不活化するための加熱；タンパク質
を変性するためまたは２つの抗原分子の架橋するための化学的改変；グリコシル化；ポリ
エチレングリコールを含むがこれに限定されない部分による化学的改変；および酵素消化
、を含むがこれらに限定されない任意の公知の方法によって改変され得る。１より多い抗
原が使用される場合、曝露は同時または連続的であり得る。
【００８０】
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エフェクター細胞を、処置される状態に関連する少なくとも１つの抗原の存在下で培養し
得る。抗原は複数の抗原決定基を有する単一の抗原であり得るか、または抗原の混合物で
あり得る。抗原は、処置される状態に依存して、自己抗原または外来性抗原であり得る。
自己抗原は、自己免疫疾患に関連する抗原、およびガン細胞に関連する抗原を含む。抗原
は、タンパク質、細胞、組織または標的器官であり得る。抗原が自己抗原である場合、自
己抗原は器官（例えば、脳または甲状腺）の一部であり得、そしてそれから精製される必
要はない。精製自己抗原または精製自己抗原の混合物も使用され得る。
【００８１】
末梢血リンパ球（ＰＢＬ）または腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）と自己腫瘍細胞との同時培
養は、一般的にサイトカイン刺激を伴う。Ｓｐｏｒｎら（１９９３）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．３７：１７５－１８０；およびＰｅｙｒｅｔら（１
９９１）Ｃｈｉｒｕｒｇｉｅ　１１７：７００－７０９。
【００８２】
エフェクター細胞集団は、インビボまたはインビトロで１つ以上の生物学的修飾因子に曝
露することによって処理され得る。適切な生物学的修飾因子は、ＩＬ－２、ＩＬ－４、Ｉ
Ｌ－１０、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１２、ＩＦＮ－γのようなサイトカイン；フィトヘマグル
チニン（ＰＨＡ）、ホルボールミリステートアセテート（ＰＭＡ）のようなホルボールエ
ステル、コンカナバリン－Ａ、およびイオノマイシンのような非特異的修飾因子；抗ＣＤ
２、抗ＣＤ３、抗ＩＬ－２レセプター、抗ＣＤ２８のような細胞表面マーカーに特異的な
抗体；ケモカイン（例えば、リンホタクチンを含む）を含むがこれに限定されない。生物
学的修飾因子は、天然の供給源から得られた天然の因子、組換えＤＮＡ技術によって産生
された因子、化学的に合成されたポリペプチドまたは他の分子、または天然の因子の機能
的活性を有する、それらの任意の誘導体であり得る。１つ以上の生物学的修飾因子が使用
される場合、曝露は同時または連続的であり得る。
【００８３】
本発明は、抗原特異的細胞が富化された、本発明の方法によって富化されたＴ細胞を含む
組成物を提供する。「富化された」は細胞集団が少なくとも約５０倍、より好ましくは少
なくとも約５００倍、そしてさらにより好ましくは少なくとも約５０００倍以上、所望の
細胞集団を含む元の混合細胞集団から富化されたことを意味する。所望の抗原特異的細胞
を含む富化細胞集団の割合は、１０％未満から１００％の抗原特異的細胞まで、実質的に
異なり得る。抗原特異的である割合は、例えばＴ細胞集団が所望の抗原を提示する抗原提
示マトリックスによって攻撃される、3Ｈ－チミジンの取り込みアッセイによって、容易
に決定され得る。
【００８４】
（細胞標識）
本明細書中の方法は、細胞を、細胞によって分泌された産物で標識することに基づく。こ
こで、この産物は抗原刺激に反応して分泌される。標識を達成するために、細胞集団の細
胞表面は、産物に特異的に結合する部分である、「特異的結合パートナー」が直接、また
は固定する手段（「アンカー部分」）のいずれかによって、必要に応じて捕獲部分を形成
するためのリンカーによって、細胞表面に結合するように改変される。細胞集団は、多く
の型の細胞を含み得、そして一般的に混合集団からなった。好ましくは、細胞集団は造血
系であり、より好ましくは、細胞集団はエフェクター細胞であり、最も好ましくは、細胞
集団はＴ細胞またはそのサブセットである。サブセットは、例えばリンパ球に関してはＣ
Ｄ４５、細胞傷害性細胞に関してはＣＤ８などの細胞表面マーカーによって単離され得る
。
【００８５】
抗原刺激に反応して分泌された産物は、当該分野で公知であり、そしてＩＬ－２、ＩＬ－
４、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α、ＴＧＦ－β、およびＩＦＮ－γのようなサイトカインを含
むがこれらに限定されない。
【００８６】
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特異的結合パートナーは、比較的高い親和性および特異性が、産物および結合パートナー
の間に存在する部分、および産物：パートナー複合体の分離が比較的遅く、その結果、産
物：パートナー複合体が細胞分離技術の間、検出される任意の分子を含む。特異的結合パ
ートナーは、産物が結合する基質または基質アナログ、ペプチド、ポリサッカライド、ス
テロイド、ビオチン、ジギトキシン、ジギトニンおよびそれらの誘導体を含むがこれに限
定されない。好ましい実施態様では、特異的結合パートナーは、抗体または抗原結合フラ
グメントもしくはその誘導体である。用語「抗原結合フラグメント」は、産物に特異的に
結合する任意のペプチドを含む。代表的には、これらのフラグメントはＦａｂ、Ｆ（ａｂ
’）2、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖ（単量体および多量体の両方）および単離されたＨ鎖および
Ｌ鎖のような免疫グロブリンフラグメントを含む。抗原結合フラグメントは、アビディテ
ィおよび／または親和性は変化し得るが、インタクトな免疫グロブリンの特異性を保持す
る。
【００８７】
本発明の実施において、捕獲部分は、細胞膜（または細胞壁）に種々の方法で結合され得
る。適切な方法は、タンパク質構成要素のアミノ基への直接的な化学的結合、タンパク質
構成要素のチオールへの結合（ジスルフィド結合の還元後に形成）、抗体（抗体の組を含
む）またはレクチンによる間接的な結合、疎水性アンカーによる脂質二重膜への固定、お
よびポリカチオンによる負に荷電している細胞表面への結合を含むがこれに限定されない
。
【００８８】
本発明の他の実施態様では、捕獲部分は２つ以上の工程を用いて、例えば、細胞を、直接
的に例えばビオチン／アビジン複合体によってか、または間接的に適当な結合部分または
複数の部分によってのいずれかで、捕獲部分のアンカー部分への結合を可能にする、少な
くとも１つのアンカー部分で標識することによって導入される。
【００８９】
適切なアンカー分子は、脂肪酸のような脂肪親和性の分子を含む。あるいは、抗体、また
はＭＨＣ抗原または糖タンパク質のような細胞表面マーカーに対する他の特異的結合物も
使用され得る。
【００９０】
「捕獲部分」は、結合剤によってアンカー部分に結合し得、そしてまた、例えば改変デキ
ストラン分子、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリビニルアルコ
ール、およびポリビニルピロリドンを含む分枝ポリマーのような、利用可能な捕獲部分の
数、および従って産物の捕獲の可能性を増すリンカーを含み得る。
【００９１】
抗体の細胞表面への直接的な化学結合の方法は、当該分野で公知であり、そして例えば、
グルタルアルデヒドまたはマレイミド活性化抗体を用いた結合を含む。複数の工程手順を
使用する化学的結合方法は、ビオチン化、例えばこれらの化合物のスクシニミドエステル
を用いたトリニトロフェノール（ＴＮＰ）またはジゴキシゲニンの結合を含むがこれに限
定されない。ビオチン化は、例えば、Ｄ－ビオチニル－Ｎ－ヒドロキシスクシニミドの使
用によって達成され得る。スクシニミド基は、ｐＨ値が７より上で、そして好ましくは約
ｐＨ８．０から約ｐＨ８．５の間で、有効にアミノ基と反応する。ビオチン化は、例えば
細胞をジチオトレイトールで処理し、続いてビオチンマレイミドを加えることによって達
成され得る。
【００９２】
細胞への結合はまた、細胞表面抗原（「マーカー」）に対する抗体を用いて達成され得る
。表面抗原に対する抗体は、一般的に１０7細胞あたり０．１から１μｇの範囲の抗体を
必要とする。しかし、この必要性は、抗体の産物に対する親和性に反応して大きく変化し
、そして経験的に決定する必要がある。そのような決定は、当該分野における技術の範囲
内である。従って、適当な量の抗体は、経験的に決定されるべきであり、そして当該分野
における技術の範囲内である。これは、細胞型に特異的なマーカー発現について特異的な
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細胞に結合することを可能にする。例えば、Ｔ細胞またはそのサブセットのような細胞の
クラスが特異的に標識され得る。捕獲部分として、細胞またはそれに存在するアンカー部
分、および産物に対する抗原認識部位を有する二重特異性抗体が使用され得る。
【００９３】
捕獲部分、特に捕獲抗体は、分泌産物の量に基づいて選択されるべきである。例えば、少
数の分子のみを分泌する細胞に関しては、高い親和性の抗体が、大部分の分泌分子を捕獲
する。あるいは、インキュベーション時間の間に、細胞が多くの分子を分泌する場合は、
捕獲マトリックスの早すぎる飽和を防止するために、より低い親和性の抗体が好ましくあ
り得る。分泌されたタンパク質のレベルに適当な親和性の決定は、経験的に決定され、そ
して当該分野の技術の範囲内である。
【００９４】
大量のＮ－アセチルノイラミン酸を、そのリポポリサッカライドの構成物として表面に有
する細胞は、生理的なｐＨ値で負電荷を有する。捕獲部分の結合は、電荷の相互作用によ
り得る。例えば、ポリカチオンを有する部分は負に荷電した細胞に結合する。ポリカチオ
ンは当該分野で公知であり、そして例えばポリリシンおよびキトサンを含む。キトサンは
、α－（１－４）グルコシド結合で結合したＤ－グルコサミン基からなるポリマーである
。
【００９５】
結合パートナー（１つ以上の捕獲部分を含み得る）を細胞へ結合させる他の方法は、細胞
表面のポリサッカライドに結合させることによる。ポリサッカライドに結合する基質は当
該分野で公知であり、そして、例えばＳｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙお
よびＡｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙを含む多くの会社によって供給
されるレクチン（例えば、コンカナバリンＡ、ｓｏｌａｎｕｍ　ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ、ａ
ｌｅｕｒｉａ　ａｕｒａｎｔｉａ、ｄａｔｕｒａ　ｓｔｒａｍｏｎｉｕｍ、ｇａｌａｎｔ
ｈｕｓ　ｎｉｖａｌｉｓ、ｈｅｌｉｘ　ｐｏｍａｔｉａ、ｌｅｎｓ　ｃｕｌｉｎａｒｉｓ
および他の既知のレクチンを含む）を含む。
【００９６】
本発明のいくつかの実施態様において、産物結合パートナーを、細胞膜に疎水性に固定す
ることにより、細胞に結合する。膜の脂質二重層と相互作用する適切な疎水基は、当該分
野において公知であり、そして脂肪酸および非イオン性界面活性剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ
－８０を含む）が挙げられるがこれらに限定されない。疎水性アンカーの挿入を介する、
細胞への捕獲部分の付着の欠点は、細胞中への疎水性部分の組み込みの速度が遅いことで
ある。従って、高濃度の疎水性アンカーを有する部分がしばしば必要とされる。この後者
状況は、捕獲部分が比較的制限されている場合、または高価な物質（例えば、抗体）であ
る場合は、しばしば非経済的である。
【００９７】
膜中にそれ自体を包埋する疎水性分子の低収率は、これらの分子が比較的限定された量に
おいて利用可能である場合にのみ、問題となる。この問題は、固定化パートナーおよび捕
獲部分を含むパートナーを含有する架橋系を使用することによって克服され得る。この架
橋系で、このパートナーの１つは、より高度に利用可能であり、そして架橋系の２つのパ
ートナーがお互いに高度な特異性および親和性を有する。例えば、１つの実施態様におい
て、アビジンまたはストレプトアビジンを、疎水性アンカーを介して細胞表面に付着させ
、一方、産物捕獲部分を有するパートナーは、ビオチン化された抗－産物抗体である。別
の実施態様において、細胞表面をジゴキシゲニンで標識し、次に、抗ジゴキシゲニン抗体
フラグメントと抗－産物抗体との結合体を用いる。このアプローチを、連結を形成し得る
他の分子対（例えば、ハプテンと抗ハプテン抗体、ＮＴＡとポリヒスチジン残基、または
レクチンと多糖類が挙げられる）を用いて使用し得る。好ましい実施態様は、アンカー部
分あたりの捕獲部分の数を増加することによる、この系の「増幅」を可能とする実施態様
である。
【００９８】
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１つの例示的な実施態様において、分岐したデキストランを、パルミチン酸と結合し、そ
のようにして、複数の利用可能な結合部位を提供する。その結果、このデキストランをビ
オチンと結合し、そして産物に特異的なアビジン－結合体化抗体で処理する。
【００９９】
当然のことながら、本発明の実施態様において、アンカー部分が任意の様式において細胞
表面と結合する場合、架橋系を、アンカー部分と捕獲部分との間に使用し得ることが意図
される。従って、例えば、アビジン（またはストレプトアビジン）ビオチンリンカー部分
は、抗体アンカー部分と捕獲部分を連結し得る。二重特異性抗体系もまた、リンカー部分
として作用し得る。
【０１００】
産物を分泌する能力を有する細胞を分析し、そして所望される場合に選択するために、捕
獲部分を含有するように上記のように改変された細胞が、捕獲された産物を含有する細胞
への結合および検出を可能とするのに十分な量で、産物を産生しそして分泌することを可
能にする条件下で、インキュベートされる。これらの条件は、当業者に公知であり、そし
て、とりわけ適切な温度、ｐＨ、ならびにインキュベーション培地中の塩濃度、増殖因子
濃度、および基質濃度、ならびに気相中の適切な気体濃度が挙げられる。高産生細胞と低
産生細胞とを区別することが所望される場合、インキュベーション時間は、細胞により分
泌される産物がなお線形の状態である程度である。適切な条件は、経験に決定され得、そ
してそのような決定は、当業者の範囲内である。
【０１０１】
さらに、細胞の分泌を、生物学的修飾因子を使用して、改変（すなわち、アップレギュレ
ート、誘導、または減少）し得る。生物学的修飾因子は、任意の時点で添加され得るが、
好ましくは、インキュベーション培地に添加される。あるいは、インキュベーション工程
の前に、細胞をこれらの薬剤かまたは細胞で前処理し得る。適切な生物学的修飾因子とし
ては、分子または他の細胞が挙げられるがこれらに限定されない。適切な分子としては、
薬物、サイトカイン、低分子、ホルモン、インターロイキンの組み合わせ、レクチン、お
よび他の刺激剤（例えば、ＰＭＡ、ＬＰＳ、二重特異性抗体および細胞機能またはタンパ
ク質発現を改変する他の薬剤）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０２】
適切な細胞としては、例えば、腫瘍細胞とＴ細胞との間のような直接的な細胞間相互作用
、および例えば、生物学的修飾因子を分泌する他の細胞の近接によって誘導されるような
間接的細胞間相互作用が挙げられるが、これらに限定されない。適切な細胞としては、血
球細胞、末梢骨髄細胞および種々の細胞株が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１０３】
インキュベーション条件はまた、産物産生細胞から非産生細胞を区別するか、または低産
生細胞から高産生細胞を区別するように、産物が他の細胞によって実質的に捕獲されない
か、または他の細胞よりかなり少なく捕獲されるものである。一般に、インキュベーショ
ン時間は、５分～１０時間の間であり、そしてより通常は、１時間～５時間の間である。
インキュベーション培地は、必要に応じて、産生細胞からの産物の拡散を遅くする物質を
含み得る。液体培地中の産物の拡散を阻害し、そして細胞に対して非毒性である物質は、
当該分野において公知であり、そして部分的または完全なゲル（例えば、アルギン酸塩、
低融点アガロースおよびゼラチンを含む）である種々の物質が挙げられる。培地の粘性ま
たは透過性を変化させることにより、産生細胞による異なるサイズの産物の局所的な捕獲
を、調節し得る。培地の分子サイズ排除を調節して、反応を最適化し得る。培地の最適な
組成は、経験的に決定され得、そして細胞濃度、分泌のレベルおよび産物の分子量、なら
びに産物についての捕獲部分の親和性による影響を受ける。そのような決定は、当業者の
範囲内である。
【０１０４】
好ましくは、ゲルを、インキュベーション後に可溶化し、細胞分離技術によって、培地か
らの細胞または細胞群の単離を可能にする。従って、例えば、ゲルを、βメルカプトエタ
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ノールまたはジチオスレイトールのようなスルフヒドリル還元剤によって解離し得るジス
ルフィド結合によって連結し得るか、またはゲルは、イオン架橋剤（例えば、ＥＤＴＡの
ようなキレート剤の添加によって可溶化されるカルシウムイオンを含む）を含有し得る。
【０１０５】
分泌期の終期において、細胞は、通常冷却され、さらなる分泌を妨げられ、そしてゲルマ
トリックスがある場合、可溶化される。この順番は、当然のことながら、逆にし得る。架
橋に起因して、捕獲部分の添加後に、キャッピングが生じ得るので、キャッピングを減少
するインキュベーション工程が、この時点で追加され得る。細胞を例えば、サイトカラシ
ンＡまたはＢあるいはキャッピングを防ぐ他の任意の適切な物質中で、インキュベートし
得る。次に、捕獲された産物を含有する細胞は、標識化部分を用いて標識される。標識化
は当業者に公知の任意の方法によって達成され得る。例えば、抗－産物抗体を使用して、
直接的にか、または間接的に、産物を含有する細胞を標識し得る。使用する標識は、産物
に対する標識部分の付着に基づいて、細胞を分析するか、または分類する系における使用
に適切な標識である。
【０１０６】
他の実施態様において、捕獲産物を含有しない捕獲部分が、検出され得る。このことは、
例えば、ネガティブ分離方法（すなわち、産物で高度には飽和していない細胞の検出）を
使用することによって、多量に分泌する細胞の単離を可能とする。細胞は、例えば、細胞
表面マーカー、細胞型、ＤＮＡ含量のような細胞のパラメーター、細胞の状態、または捕
獲部分の数を認識する他の標識化物質を用いて標識され得る。
【０１０７】
実際の捕獲部分を数えることは、例えば、細胞の異なる結合体化の可能性に起因してこれ
ら分子の量が変化することを補うために重要であり得る。まれな細胞の単離のためには、
産物捕獲系（アンカー部分および捕獲部分を含む）の結合能が減少または増加した細胞を
除くことが特に重要であり得る。あるいは、反応は、「一工程反応」において同時に進行
し得る。
【０１０８】
（細胞分析およびセルソーティング）
標識の存在に基づく細胞集団の分析およびセルソーティングは、当該分野において公知の
多数の技術によって達成され得る。細胞は、例えば、フローサイトメトリーまたはＦＡＣ
Ｓによって分析または分類され得る。これらの技術は、細胞の１つ以上のパラメーターに
従って、分析および分類することを可能にする。通常、１つまたは複数の分泌パラメータ
ーを、細胞の他の測定可能なパラメーター（細胞型、細胞表面マーカー、ＤＮＡ含量など
を含むがこれらに限定されない）と組み合わせて、同時に分析し得る。データを分析し得
、そして測定したパラメーターの任意の手法または組み合わせを使用して、細胞を分類し
得る。セルソーティングおよび細胞分析方法は、当該分野において公知であり、そして例
えば、Ｔｈｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙ、第１～４巻、（Ｄ．Ｎ．Ｗｅｉｒ、編）；Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｓｏｒｔｉｎｇ（Ａ．Ｒａｄｂｒｕｃｈ、編、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ、１
９９２）；およびＣｅｌｌ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌ
ｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｄ．ＲｅｃｋｔｅｎｗａｌｄおよびＡ．Ｒａｄｂｒｕｃｈ、編、１９
９７）Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ、Ｉｎｃ．Ｎ．Ｙ．）に記載される。細胞をまた、顕
微鏡技術（例えば、レーザー走査型顕微鏡、蛍光顕微鏡を含む；画像化分析系と組み合わ
せて使用され得るような技術）を使用して分析し得る。セルソーティングの他の方法とし
ては、例えば、親和性技術を使用するパニングおよび分離（プレート、ビーズおよびカラ
ムのような固体支持体を使用する分類技術を含む）が挙げられる。
【０１０９】
セルソーティングのいくつかの方法は、磁気分離を利用し、これらの方法のいくつかは、
磁気ビーズを利用する。種々の磁気ビーズが多数の供給源（例えば、Ｄｙｎａｌ（Ｎｏｒ
ｗａｙ）、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｍａｇｎｅｔｉｃｓ（Ｃａｍｂｒｉｇｄｅ、ＭＡ、Ｕ．Ｓ
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．Ａ．）、Ｉｍｍｕｎｃｏｎ（Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、Ｕ．Ｓ．Ａ．）、Ｉｍｍｕｎ
ｏｔｅｃ（Ｍａｒｓｅｉｌｌｅｓ、Ｆｒａｎｃｅ）、およびＭｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔ
ｅｃ　ＧｍｂＨ（Ｇｅｒｍａｎｙ）が挙げられる）から利用可能である。
【０１１０】
好ましい磁気標識方法としては、５～２００ｎｍの範囲のサイズ、好ましくは１０～１０
０ｎｍのサイズのコロイド超常磁性（ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃ）粒子が挙げ
られる。これらの磁性粒子は、細胞の定量的磁気標識を可能にし、従って、結合した磁気
標識の量は、結合した産物の量と比例し、そして磁気分離方法は、産物分泌の異なる量に
対して感度がよい。種々の特異性を有するコロイド粒子が、当該分野において公知であり
、そして例えば、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨより入手可能である。免疫
特異的蛍光または磁気リポソームの使用もまた、捕獲産物の定量的標識のために使用され
得る。これらの場合、磁気物質および／または蛍光色素を含有するリポソームは、その表
面上で抗体と結合体化し、そして磁気分離を使用して、非産生細胞、低産生細胞と高産生
細胞との間の最適な分離を可能にする。
【０１１１】
磁気分離は、磁力を引き付ける第２の力を組み合わせ、２つの対抗力の異なる強度に基づ
く分離をすることにより、高効率で、達成され得る。代表的な対抗力は、例えば、磁気分
離チャンバー中の分離培地中に混合された磁性液体によって誘導される力、重力、および
細胞に対する培地の流速によって誘導される粘性力である。任意の磁気分離方法（好まし
くは定量的分離を可能とする磁気分離方法）が使用される。異なる分離方法を組み合わせ
得ることもまた、意図される。例えば、磁気セルソーティングは、ＦＡＣＳと組み合わせ
られ、分離の質を増加し得るか、または複数のパラメーターによる分類を可能にし得る。
【０１１２】
好ましい技術としては、高勾配磁気選別法（ＨＧＭＳ）（磁場に配置されたチャンバーま
たはカラム中に磁性物質を選択的に保持するための手順）が挙げられる。本技術の１つの
適用において、産物を磁気粒子に付着させることによって標識する。この付着は、一般に
、結合体化のための官能基を提供する、磁気粒子上のコーティングと結合体化される標識
部分と、産物との会合を介する。従って、捕獲産物は、磁気「標識」と結合され、次にチ
ャンバーに適用される液体中に懸濁される。チャンバーを横切って供給される磁気勾配の
存在下で、磁気標識化標的細胞は、チャンバー中に保持される；チャンバーがマトリック
スを含有する場合、その細胞はマトリックスと会合する。磁気標識を有さない細胞、また
は磁気標識の少量のみを有する細胞は、チャンバーを通過する。
【０１１３】
次に保持された細胞は、磁場の強度を変えるか、または磁場を取り除くことによってか、
あるいは、磁性流体を導入することによって、溶出され得る。捕獲産物についての選択性
は、磁気粒子に直接的にかまたは間接的にかのいずれかで、結合体化された標識部分によ
ってか、あるいは一次抗体および一次抗体を認識する磁気粒子の使用によって、供給され
る。横切って磁場が適用されるチャンバーは、適切な磁場の磁化率の物質のマトリックス
がしばしば提供され、マトリックスの表面に近接する容量のチャンバー中において、局所
的な高度の磁場勾配を誘導する。このことは、かなり弱く磁化された粒子の保持を可能に
する。種々のＨＧＭＳ系を記載する刊行物が、当該分野において公知であり、そして例え
ば、米国特許第４，４５２，７７３号、同第４，２３０，６８５号、ＰＣＴ公開第ＷＯ８
５／０４３３０号、米国特許第４，７７０，１８３号、およびＰＣＴ／ＥＰ８９／０１６
０２号が挙げられる；系は、米国特許第５，４１１，８６３号；同第５，５４３，２８９
号；同第５，３８５，７０７号；および同第５，６９３，５３９号にもまた記載される。
これらは、共有（ｃｏｍｍｏｎｌｙ　ｏｗｎｅｄ）であり、そして本明細書において参考
として援用される。
【０１１４】
さらに、他の実施態様において、プロセスは、捕獲部分（存在する場合）によって捕獲さ
れた産物を含有する細胞の標識工程を含む。他の実施態様はまた、細胞集団を分析する工
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程を包含し、標識された細胞（存在する場合）を検出し、そして所望される場合、標識さ
れた細胞（存在する場合）を分類する。
【０１１５】
（抗原特異的Ｔ細胞を検出する診断方法）
本発明は、抗原特異的Ｔ細胞を検出するための診断方法を、さらに提供する。これらの方
法としては、Ｔ細胞を富化した細胞の集団を分析して、抗原特異的Ｔ細胞を同定する方法
または数える方法、ならびに抗原刺激に応答して、産物を分泌する抗原特異的Ｔ細胞の分
布を決定する方法が挙げられる。
【０１１６】
Ｔ細胞を富化した細胞の集団を分析して、集団の他の細胞と比較して、ある量の産物を分
泌しそして放出する抗原特異的Ｔ細胞（ここで産物は、抗原刺激に応答して分泌されそし
て放出される）を、同定するか、または数える方法は、本発明の方法によって細胞を標識
する工程；捕獲産物を標識しない、少なくとも１つのさらなる標識で、細胞を標識する工
程；および、さらなる標識と比較した、産物標識の量を検出する工程、を包含する。その
ような方法は、例えば、所与の抗原について特異的な細胞の集団の割合を決定する際に、
有用である。この方法を使用して、個体の免疫状態に関する情報（アレルゲン、腫瘍また
はウイルスに対する免疫応答を評価すること、あるいは自己免疫疾患を検出またはモニタ
ーするために自己反応性である、個体中の細胞の集団を評価することを包含する）を提供
し得る。
【０１１７】
（富化された抗原特異的Ｔ細胞を使用する処置方法）
本発明は、本発明の富化されたＴ細胞を使用して、抗原特異的Ｔ細胞の集団に関する疾患
または状態を処置する方法を提供する。
【０１１８】
処置方法としては、抗原特異的Ｔ細胞集団を、同定し、富化し、そして個体に導入する方
法；抗原特異的Ｔ細胞の集団を、同定し、富化し、そして個体への導入前にインビトロで
拡大する方法；抗原特異的Ｔ細胞の集団を同定し、そして個体へ導入される細胞の集団か
ら除去する方法；投与前のエキソビボ遺伝子改変；ならびにサイトカイン発現に従って選
択される抗原特異的Ｔ細胞の選択が、挙げられる。サイトカイン発現に従って選択される
抗原特異的Ｔ細胞の例としては、癌、ウイルス（例えば、ＣＭＶ、ＥＢＶ）および細菌（
例えば、リステリア菌、マイコバクテリア）感染の処置のためのＩＦＮ－γまたはＴＮＦ
－α分泌ＣＤ８+　Ｔ細胞（細胞傷害性）；同じ徴候のため、ならびにまた、アレルギー
の抑制および／または逆の調節もしくはアレルギーに対するワクチン接種、ＴＨ２関連自
己免疫疾患の抑制もしくはこれら自己免疫疾患に対するワクチン接種のためのＩＦＮ－γ
分泌ＣＤ４+　Ｔ細胞；ＴＨ１抑制のためだけでなく、またＴＨ２関連自己免疫疾患のた
めの、またはこれらの自己免疫疾患に対するワクチン接種（寛容誘導）のための、ＩＬ－
１０またはＴＧＦ－β分泌ＣＤ４+　Ｔ細胞；ＴＨ１関連自己免疫疾患の抑制、またはこ
れらの自己免疫疾患に対するワクチン接種のためのＩＬ－４分泌ＣＤ４+　Ｔ細胞；なら
びに蠕虫感染の処置のためのＩＬ－４またはＩＬ－５分泌ＣＤ４+　Ｔ細胞、が挙げられ
るが、これらに限定されない。
【０１１９】
本発明の方法に従って富化されたＴ細胞の集団を使用して、種々の障害を処置し得る。こ
れらの障害に含まれるものは、癌である。腫瘍抗原に特異的なＴ細胞は、本発明の方法を
使用して、得られ得る。腫瘍細胞は、個体から得られ得、そしてこれらの細胞は、同一の
個体から得られたＴ細胞とインビトロで共培養され得る。適切な時間の細胞の共培養の後
に、腫瘍特異的Ｔ細胞を、本発明の方法に従って富化し得る。次にこの富化された集団は
、患者に再導入され得る。自系Ｔ細胞を使用する抗腫瘍免疫療法のための方法は、当該分
野において公知である。例えば、ＷＯ９７／０５２３９号を参照のこと。
【０１２０】
あるいは、抗腫瘍免疫療法の処置において使用される細胞は、異質遺伝子型であり得る。
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異質遺伝子型Ｔ細胞を用いる癌の処置の種々の方法は、当該分野において記載され、そし
て本発明の方法において使用され得る。例えば、ＰＣＴ公開第ＷＯ９６／３７２０８号を
参照のこと。必要に応じて、異質遺伝子型Ｔ細胞は、個体への導入前に活性化され得る。
活性化は、生物学的修飾因子、細胞表面マーカーを指向する抗体、または細胞表面レセプ
ターについての、そのリガンドもしくはそのアナログとの接触を介して、生じ得る。
【０１２１】
本発明の富化されたＴ細胞集団の別の使用は、例えば、自己免疫疾患、炎症性障害、アレ
ルギーおよび過敏症（例えば、遅延型過敏症および接触過敏症）の処置における免疫調節
における使用である。自己反応性細胞の活性を破壊または抑制し得るＴ細胞は、インビト
ロで富化され得、必要に応じてインビトロで拡大され得、次に患者に再導入され得る。ア
レルギー応答の処置において、ＴＨ１細胞とＴＨ２細胞との比を変化させ得るか、または
アレルゲン特異的細胞に対して反応性の細胞を、富化し、そして個体に導入し得る。
【０１２２】
Ｔ細胞アネルギーの誘導もまた使用して、同種移植拒絶を、処置、寛解または予防し得、
従って、器官移植の結果を改善し、そして患者を組織適合性とし得る組織型（ｈｉｓｔｏ
ｔｙｐｅ）の範囲を増加し得る。
【０１２３】
富化されたＴ細胞集団を含有する組成物をさらに、ワクチンとして使用して、ウイルス感
染、自己免疫障害、アレルギー応答、癌、または他の障害のような疾患状態の発生の可能
性を防ぐか、または実質的に減少し得るか、あるいは、その後に疾患に感染するか、また
は疾患に罹患する場合、その疾患の重篤度または持続時間を減少する。
【０１２４】
細胞組成物は、任意の公知の経路（静脈内投与、非経口的投与、または局所的投与が挙げ
られるがこれらに限定されない）によって投与され得る。本発明の処置方法において、富
化されたＴ細胞は、個体に投与される。全細胞数、用量数、および１用量あたりの細胞数
は、処置される状態に依存する。一般に、約１０6～１０11の細胞が、約５ｍｌ～１リッ
トルの範囲の容量において投与される。細胞は、単回用量において、または選択された時
間間隔にわたり数回の用量において、投与され得る。投与される細胞のうち、好ましくは
少なくとも約１０％、より好ましくは少なくとも約２０％、より好ましくは少なくとも約
５０％が、産物を分泌する抗原特異的Ｔ細胞である。
【０１２５】
（キット）
所望される産物の分泌細胞の検出において使用される試薬が、都合のよいように、キット
の形態でパッケージングされ得ることが意図される。このキットは、例えば、必要に応じ
て、調製されたゼラチン状の細胞培養培地において使用するための１つ以上の物質、所望
の分泌産物の産生のための細胞インキュベーションのために使用される培地；アンカー部
分および捕獲部分から構成される産物捕獲系；標識部分；ならびに試薬の使用のための指
示書を含む。全ての試薬は、適切な容器中にパッケージングされる。
【０１２６】
キットはまた、以下を含むように処方され得る。この場合、全ての試薬は、好ましくは、
細胞が添加される１つのバイアル中に配置される。特定の細胞表面構造またはアンカー部
分、および産物について二重特異性である、少なくとも１つの抗体。少なくとも１つの標
識部分、および必要に応じて、生物学的修飾因子。
【０１２７】
必要に応じて、キットは、生理学的に受容可能なキャリアを含有し得る。そのような緩衝
液は、当該分野において公知であり、そしてＢＳＡ含有ＰＢＳまたはＢＳＡ非含有ＰＢＳ
、等張生理食塩水、細胞培養培地、および特定の細胞型に必要とされる任意の特定の培地
が挙げられるが、これらに限定されない。交差標識を減少し、そして細胞の周囲の局所的
な産物濃度を増加する緩衝液が使用され得る。緩衝液は、粘性を増加するか、または透過
性を減少する薬剤を含み得る。適切な薬剤は、本明細書において記載される。培地の粘性
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は、当該分野において公知の任意の方法（生理学的に受容可能な緩衝液中への溶解、熱溶
解、ＥＤＴＡ溶解、および酵素溶解が挙げられるが、これらに限定されない）によって分
析前に減少され得る。添加培地の非存在下で、培地中に既に懸濁されている細胞は、直接
バイアルに添加され得る。適切な細胞懸濁液としては、細胞株および生物学的サンプルが
挙げられるがこれらに限定されない。生物学的サンプルとしては、血液、尿および血漿が
挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２８】
さらなる構造物が、非結合産物を捕獲して、細胞の交差夾雑を減少し、それにより産生細
胞から産物が拡散していくことを減少するために、添加され得る。これらには、ゲルエレ
メント、ビーズ、磁気ビーズ、およびポリマーに固定化された抗－産物抗体が挙げられる
が、これらに限定されない。
【０１２９】
生物学的修飾因子もまた、緩衝液または培地に添加され、特異的分泌を誘導し得る。
【０１３０】
抗体（磁気的に、または蛍光的に標識された）のようなさらなる標識部分もまた、存在し
得る。これらには、細胞型を同定する抗細胞表面マーカー抗体、死細胞を標識するヨウ化
プロピジウム、および特定の細胞型を標識する磁気ビーズが挙げられるが、これらに限定
されない。
【０１３１】
この実施態様において、すべての物質が、バイアルのような単一の容器中に配置され、そ
して細胞サンプルを添加し得る。内容物をインキュベートし、産物の分泌、ならびにその
後の産物の捕獲および標識化部分の産物への結合を可能にする。次に、産物を分泌する細
胞、および産物を結合する細胞が、捕獲産物の存在、非存在または量に基づいて、分類お
よび／または分析され得る。分類は、当該分野において公知の任意の方法によってなされ
得る。この方法には、単純な希釈、赤血球溶解、遠心分離－洗浄工程、磁気分離、ＦＡＣ
Ｓおよびフィコール分離が挙げられるが、これらに限定されない。細胞の分析は、種々の
方法によって実行され得る。これらの方法には、ＦＡＣＳ、画像化分析、細胞学的標識、
および免疫アッセイが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３２】
以下の実施例は、単に本発明の説明の目的ために提供され、そして本発明の範囲を限定す
るために提供されない。本発明の開示を考慮すると、特許請求の範囲内の多数の実施態様
が、当業者にとって明らかである。
【０１３３】
（実施例１）
末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン、０．１ｍｇ／ｍｌのスト
レプトマイシン、０．３ｍｇ／ｍｌのグルタミン、１０ｍＭの２－メルカプトエタノール
、および１０％ヒトＡＢ型血清（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）を含む完全ＲＰ
ＭＩ　１６４０（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）中で、細胞濃
度２×１０6細胞／ｍｌで培養した。インフルエンザウイルスマトリックスタンパク質由
来のペプチドＭ１　５８－６６（ＧＩＬＧＦＶＦＴＬ；Ｎｅｏｓｙｓｔｅｍ、Ｓｔｒａｓ
ｂｏｕｒｇ、Ｆｒａｎｃｅ）を、１μＭの最終濃度まで添加した。コントロール細胞をペ
プチドなしで培養した。
【０１３４】
細胞を、７．５％ＣＯ2含有雰囲気下で、３７℃でインキュベートした。５時間および３
０分後、細胞を遠心分離により採集した。細胞を、細胞濃度５×１０7細胞／ｍｌで、完
全ＲＰＭＩ　１６４０中で、抗ヒトＣＤ４５ｍＡｂ　５Ｂ１に結合した抗ヒトインターフ
ェロンγ（ＩＦＮ－γ）モノクローナル抗体（ｍＡｂ）４ＳＢ３（３０μｇ／ｍｌ）と共
に、８℃で７分間インキュベートした。次いで、細胞を、１０％ＦＣＳを含む完全ＲＰＭ
Ｉ　１６４０を用いて、２×１０6細胞／ｍｌに希釈し、そして３７℃で４５分間インキ
ュベートした。次いで、細胞をペレットにし、そしてフィコエリトリン（ＰＥ）結合体化
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抗ヒトインターフェロンγ（ＩＦＮ－γ）ｍＡｂ　ＮＩＢ４２（４μｇ／ｍｌ）およびＦ
ＩＴＣ標識化抗ＣＤ８ｍＡｂと共に、ＰＢＳ／ＢＳＡ／ＥＤＴＡ溶液（０．０５％ＢＳＡ
および２ｍＭ　ＥＤＴＡ）中で、４℃で１０分間インキュベートした。次いで、細胞をＰ
ＢＳ／ＢＳＡ／ＥＤＴＡ中で洗浄し、そしてＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　
Ｂｉｏｔｅｃ）に結合体化したマウス抗ＰＥ　ｍＡｂ８０－５で、ＰＢＳ／ＢＳＡ／ＥＤ
ＴＡ中、８℃で１５分間標識した。細胞を洗浄し、そして５００μｌのＰＢＳ／ＢＳＡ／
ＥＤＴＡ中に再懸濁した。
【０１３５】
ＩＦＮ－γ分泌細胞を、磁気細胞分離システムＭＡＣＳで富化させた。磁気で標識された
細胞懸濁液を、ＭｉｎｉＭＡＣＳ分離ユニット中のＭｉｎｉＭＡＣＳ分離カラム上にピペ
ットし、その細胞懸濁液を通過させ、そしてそのカラムを５００μｌの緩衝液で３回洗浄
した。この溶出液を負の画分（Ｎ１）として採集した。このカラムを分離機から取り出し
、そして適切な管上に配置した。１ｍｌの緩衝液をカラムの一番上にピペットし、そして
磁気で標識された細胞を、プランジャーを用いて流し、そして二回目のＭｉｎｉＭＡＣＳ
分離に供した。
【０１３６】
もとの細胞（すなわち、ＭＡＣＳ分離の前）、負の細胞画分（一回目および二回目のＭＡ
ＣＳ分離のもの、Ｎ１およびＮ２とそれぞれ称する）および二回目のＭＡＣＳ分離の正の
細胞画分（Ｐ２）を、フローサイトメトリーで分析した。ＦＡＣＳｃａｎおよびＣＥＬＬ
Ｑｕｅｓｔ　研究用ソフトウェア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｍｏｕｎｔａｉ
ｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ）をフローサイトメトリー分析に使用した。死んだ細胞および細胞細
片を散乱特性に従って除去し、そしてヨウ化プロピジウム（ＰＩ；０．３μｇ／ｍｌ）で
染色した。
【０１３７】
結果を図１Ａ～Ｐに示す。ドットプロットＡ～Ｈは、ペプチドなしで培養したコントロー
ル細胞の分析を示し、一方、プロットＩ～Ｐは、ペプチド刺激細胞の分析を示す。ドット
プロットは、出発細胞集団（ＡおよびＩ）および富化細胞集団（ＣおよびＫ）の散乱特性
を示し；そして出発細胞集団（ＢおよびＪ）ならびに富化細胞集団（ＤおよびＬ）のＰＩ
蛍光対ＰＥ蛍光を示す。
【０１３８】
ドットプロットＥ～ＨおよびＭ～Ｐは、もとの細胞画分（ＥおよびＭ）、一回目の負の細
胞画分（ＦおよびＮ）、二回目の負の細胞画分（ＧおよびＯ）、および最終の正の細胞画
分（ＨおよびＰ）におけるゲート細胞の抗ＣＤ８－ＦＩＴＣ染色対抗ＩＦＮ－γ－ＰＥ染
色を示す。
【０１３９】
コントロール細胞集団中で、ＣＤ８+ＩＦＮ－γ+細胞は生存細胞（図１Ｈ）中１１％まで
富化したが、一方ペプチド刺激細胞集団中では、ＣＤ８+ＩＦＮ－γ+細胞は４０％まで富
化した（図１Ｐ）。３．５×１０7コントロール細胞の出発集団から、約６００のＣＤ８+

ＩＦＮ－γ+細胞を単離し、３．５×１０7ペプチド刺激細胞の出発集団から単離した４１
００のＣＤ８+ＩＦＮ－γ+細胞と比較した。
【０１４０】
ＰＥ標識された抗ＩＦＮ－γで明るく染色されたＣＤ８細胞は、ＣＤ１９+Ｂ細胞（識別
試薬（おそらくＰＥ）に特異的な最も可能生のあるＢ細胞）であった。これらの細胞は、
ペプチドで刺激した細胞と比較して、コントロール細胞から同じ程度まで富化された。
【０１４１】
ＰＥ標識された抗ＩＦＮ－γでうす暗く染色されたＣＤ８-細胞（ＣＤ８+ＩＦＮ－γ+細
胞のような）もまた、ペプチドで刺激した細胞と比較して、コントロール細胞から同じ程
度まで富化された。このような細胞は、部分的にＣＤ４およびＣＤ５６について染色し、
従って、ＩＦＮ－γを分泌する最も可能性のあるＴヘルパー細胞またはＮＫ細胞である。
【０１４２】
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従って、インビトロの内部抗原特異的刺激によらない（ＣＤ４+）Ｔヘルパー細胞、（Ｃ
Ｄ８+）細胞傷害性Ｔ細胞および（ＣＤ５６+）ＮＫ細胞による基底レベルのＩＦＮ－γの
分泌が存在し、これは、血液サンプリング時に進行中の免疫応答において、インビボです
でに誘導されたＩＦＮ－γ分泌を最も可能に反映する。
【０１４３】
しかし、ＨＬＡクラスＩ制限インフルエンザペプチドＭ１　５８－６６で刺激されること
によって誘導されるＩＦＮ－γ+分泌ＣＤ８+細胞は、このバックグラウンドレベルを超え
て有意に富化された；従って、ペプチド刺激された細胞から富化された、大部分のＣＤ８
＋ＩＦＮ－γ細胞は、ペプチド特異的Ｔ細胞である。富化された細胞の特異性は、さらに
Ｖβ１７　ＴＣＲ（これは、Ｍ１　５８－６６特異的細胞傷害性Ｔ細胞中の保存されたＴ
細胞レセプター（ＴＣＲ）セグメントである）の存在についての染色について確認された
。Ｌｅｈｎｅｒら（１９９５）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８１：７９－９１；およびＬａｌ
ｖａｎｉら（１９９７）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８６：８５９－８６５。コントロール細
胞から単離されたＩＦＮ－γ+細胞ではほとんど発現しないが、ペプチド刺激された細胞
から単離されたＩＦＮ－γ+細胞のほとんどがＶβ１７+ＴＣＲを発現する。
【０１４４】
（実施例２）
末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン、０．１ｍｇ／ｍｌのスト
レプトマイシン、０．３ｍｇ／ｍｌのグルタミン、１０ｍＭの２－ＭＥ、および１０％ヒ
トＡＢ型血清（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）を含む完全ＲＰＭＩ　１６４０（
Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）中で、２×１０6細胞／ｍｌで
培養した。インフルエンザウイルスマトリックスタンパク質由来のペプチドＭ１　５８－
６６（ＧＩＬＧＦＶＦＴＬ；Ｎｅｏｓｙｓｔｅｍ、Ｓｔｒａｓｂｏｕｒｇ、Ｆｒａｎｃｅ
）を、１μＭの最終濃度に添加した。コントロール細胞をペプチドなしで培養した。
【０１４５】
５時間３０分後、細胞を遠心分離により採集した。細胞を、５×１０7細胞／ｍｌで、完
全ＲＰＩＭ　１６４０中で、抗ヒトＣＤ４５ｍＡＢ　５Ｂ１（３０μｇ／ｍｌ）に結合し
た抗ヒトインターフェロンγ（ＩＦＮ－γ）ｍＡｂ　４ＳＢ３と共に、８℃で７分間イン
キュベートした。次いで、細胞を、１０％ＦＣＳを含む完全ＲＰＭＩ　１６４０を用いて
、２×１０6細胞／ｍｌに希釈し、そして３７℃で４５分間インキュベートした。次いで
、細胞をスピンダウンし、そしてフィコエリトリン（ＰＥ）結合体化抗ヒトＩＦＮ－γ　
ｍＡｂ　ＮＩＢ４２（４μｇ／ｍｌ）およびＦＩＴＣ標識化抗ＣＤ８と共に、ＰＢＳ／Ｂ
ＳＡ／ＥＤＴＡ溶液中で、４℃で１０分間インキュベートした。次いで、細胞をＰＢＳ／
ＢＳＡ／ＥＤＴＡ中で洗浄し、そしてマウス抗ＰＥ　ｍＡｂ８０－５結合体化Ｍｉｃｒｏ
Ｂｅａｄｓ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ）を用いて、ＰＢＳ／ＢＳＡ／ＥＤＴＡ中
、８℃で１５分間標識した。細胞を洗浄し、そして５００μｌのＰＢＳ／ＢＳＡ／ＥＤＴ
Ａ中に再懸濁した。
【０１４６】
ＩＦＮ－γ分泌細胞を、磁気細胞分離システムＭＡＣＳで富化させた。磁気で標識された
細胞懸濁液を、ＭｉｎｉＭＡＣＳ分離ユニット中のＭｉｎｉＭＡＣＳ分離カラムの一番上
にピペットし、細胞懸濁液を通過させ、そしてカラムを５００μｌの緩衝液で３回洗浄し
た。この溶出液を負の画分として採集した。このカラムを分離器から取り出し、そして適
切な管上に配置した。１ｍｌの緩衝液をカラムの一番上にピペットし、そして磁気で標識
された細胞を、プランジャーを用いて還流し、そして二回目のＭｉｎｉＭＡＣＳ分離に供
した。
【０１４７】
もとの細胞（すなわち、ＭＡＣＳ分離の前）、負の細胞画分（一回目および二回目のＭＡ
ＣＳ分離のもの）および二回目のＭＡＣＳ分離の正の細胞画分を、フローサイトメトリー
で分析した。ＦＡＣＳｃａｎおよびＣＥＬＬＱｕｅｓｔ研究用ソフトウェア（Ｂｅｃｔｏ
ｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ）をフローサイトメトリー
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に使用した。死んだ細胞および細胞細片を、実施例１に示すように、散乱特性に従って除
去し、そしてヨウ化プロピジウム（ＰＩ；０．３μｇ／ｍｌ）で染色した。この結果を図
２に示す。
【０１４８】
ドットプロット２Ａ～Ｇはペプチドなしで培養したコントロール細胞の分析を示し、プロ
ット２Ｊ～Ｒはペプチド刺激細胞の分析を示す。
【０１４９】
ドットプロット２Ａ～Ｄおよび２Ｊ～Ｍは、もとの細胞画分（Ａ、Ｊ）、一回目の負の細
胞画分（Ｂ，Ｋ）、二回目の負の細胞画分（Ｃ、Ｌ）および最終の正の細胞画分（Ｄ、Ｍ
）における、ゲート細胞のＦＩＴＣ標識された抗ＣＤ８対ＰＥ標識された抗ＩＦＮ－γ染
色を示す。
【０１５０】
コントロール細胞において、ＣＤ８+ＩＦＮ－γ細胞を生存細胞の８．２％まで富化した
（２Ｄ）。ペプチド刺激細胞から、ＣＤ８+ＩＦＮ－γ細胞を４１．６％（２Ｍ）まで富
化した。６．１×１０7のコントロール細胞から、約１３６０のＣＤ８+ＩＦＮ－γ細胞を
単離して６．９×１０7のペプチド刺激細胞をからの１１７００のＣＤ８+ＩＦＮ－γ細胞
と比較した。
【０１５１】
ＨＬＡクラスＩ制限インフルエンザペプチドＭ１　５８－６６を用いた刺激により誘導さ
れるＩＦＮ－γ+分泌ＣＤ８+細胞は、有意にバックグラウンドレベルより上に、有意に富
化された（すなわち、ペプチド刺激細胞から富化された大部分のＣＤ８+ＩＦＮ－γ+細胞
は、ペプチド特異的Ｔ細胞であるはずである）。富化された細胞の特異性は、Ｖβ１７　
ＴＣＲ（これは、Ｍ１　５８－６６特異的細胞傷害性Ｔ細胞中の保存されたＴ細胞レセプ
ターセグメントである）に対する染色によりさらに確認された（Ｌｅｈｎｅｒ　１９９５
；Ｌａｌｖａｎｉ　１９９７）。ペプチド刺激細胞から単離されたＩＦＮ－γ+細胞の中
でのみ、大部分がＶβ１７+ＴＣＲを発現し、コントロール細胞から単離されたＩＦＮ－
γ＋細胞の大部分では、発現しない（２Ｆ対２Ｏ）
以下の実施例は、適切な抗原特異的刺激であるＣＤ４+およびＣＤ８+リンパ球は、サイト
カインを迅速に発現することを示す。この技術は、ここで、ＨＬＡ－Ａ０２０１制限イン
フルエンアマトリックスタンパク質（ＦＬＵ）ペプチド５８－６６特異的ＣＤ８+細胞傷
害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）、インフルエンザＡウイルスおよび組換え破傷風毒素Ｃ（ｒＴ
Ｔ．Ｃ）フラグメント特異的Ｔヘルパー１型（Ｔｈ１）細胞、および破傷風トキソイド（
ＴＴ）特異的Ｔヘルパー２型（Ｔｈ２）細胞について実証される。
【０１５２】
（実施例３）
（実施例４～８の材料および方法）
（細胞およびエキソビボ刺激）
バフィーコートをｔｈｅ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｔｒａｓｎｆｕｓｉｏｎｓ　ｍ
ｅｄｉｃｉｎｅ，Ｈｏｓｐｉｔａｌ　Ｍｅｒｈｅｉｍ，Ｃｏｌｏｇｎｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ
より入手した。そして必要である場合、ＨＬＡ型に基づいて選択した。ＰＢＭＣを、標準
的なＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｃｑｕｅ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ
）密度勾配遠心分離法により調製し、そしてＰＢＳ中で２回洗浄し、そして１０％（ｗｔ
／ｖｏｌ）ヒトＡＢ血清（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｉｎｇｅｌｈｅｉｍ，Ｉｎｇｅｌｈｅ
ｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、１ｍＭのＬ－アラニル－グルタミン（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ）、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン／ストレプトマイシン（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、０．０５ｍＭの２－メルカプトエタノール（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ）および１ｍＭのピルビン酸ナトリウム（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ）を補充したＲＰＭＩ　１６４０（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｐａ
ｉｓｌｅｙ，ＵＫ）からなる細胞培養培地中に、１ｍｌあたり２×１０6細胞の細胞濃度
で再懸濁した。１２．５ｍｌの細胞懸濁液を、１００×２０ｍｍの組織培養ディッシュ（
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Ｓａｒｓｔｅｄｔ，Ｎｅｗｔｏｎ，ＭＡ）中に配置し、そしてＦＬＵ　５８－６６ペプチ
ド（Ｎｅｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｓｔｒａｓｂｏｕｒｇ，Ｆｒａｎｃｅ）を最終濃度１μＭま
で添加し、そして精製インフルエンザＡウイルス調製物（Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ，Ｋｅｎｎ
ｅｂｕｎｋ，ＭＥ）を最終濃度μｇ／ｍｌまで添加し、ｒＴＴ．Ｃ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅ
ｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｍａｎｎｅｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を最終濃度７μｇ／ｍｌ
まで添加し、そして精製ＴＴ（Ｓｔａｔｅｎｓ　Ｓｅｒｕｍ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ，Ｃｏｐ
ｅｎｈａｇｅｎ，Ｄｅｎｍａｒｋ）を最終濃度１μｇ／ｍｌまで添加した。細胞を加湿７
．５％ＣＯ2雰囲気下、３７℃で５～１０時間インキュベートした。
【０１５３】
（細胞親和性マトリックスによる分泌サイトカインの捕獲）
ＣＤ４５に対するＡｂ－Ａｂ結合体およびＩＬ－４もしくはＩＦＮ－γのいずれかを、標
準的なタンパク質カップリング技術により生成した。Ａｓｌａｍら（１９９８）Ｂｉｏｃ
ｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ，Ｍａｃｍｉｌｌａｎ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｌｔｄ．，Ｌｏｎｄ
ｏｎ。エキソビボ刺激の後、ディスポーサブル細胞スクレーパ（Ｃｏｓｔａｒ，Ｃａｍｂ
ｒｉｄｇｅ，ＭＡ）を用いて細胞を採集し、そして１ｍｌあたり５０μｇのＡｂ－Ａｂ結
合体で、氷冷培地中で１ｍｌあたり１０8細胞の細胞濃度で、７分間標識した。次いで、
細胞を、最終細胞濃度が１ｍｌあたり２×１０6細胞まで培地で希釈し、そして加湿７．
５％ＣＯ2雰囲気下で３７℃で４５分間分泌させた。
【０１５４】
（サイトカイン分泌細胞の磁気的富化および検出）
サイトカイン捕獲期間の後、細胞を再び採集し、リン酸緩衝化生理食塩水（０．５％（ｗ
／ｖ）ウシ血清アルブミンおよび５ｍＭ　ＥＤＴＡ（緩衝液）を含む）中に１ｍｌあたり
１０8細胞の細胞濃度で再懸濁し、そして５μｇ／ｍｌの抗ＩＦＮ－γ－ＰＥまたは抗Ｉ
Ｌ－４－ＰＥをそれぞれ用いて＋４℃で１０分間染色した。細胞を緩衝液（３００×ｇ、
１０分）で洗浄し、４００μｌの緩衝液中に再懸濁し、そして１００μｌの抗ＰＥ　Ａｂ
－マイクロビース（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ，Ｂｅｒｇｉｓｃｈ，Ｇｌａｄｂａ
ｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて、＋４℃で１５分間、磁気的に標識した。洗浄後、この
細胞をＭＳ＋カラム上に適用し、そしてＭｉｎｉＭＡＣＳ磁石（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈ）中に配置した。このカラムを緩衝液でリンスし、そしてより高い富化速度を
達成するために磁界からカラムを除去した後、保持された細胞をカラムから溶出し、最初
のカラムから溶出された細胞を別のＭＳ＋カラムに適用し、そして磁気分離を繰り返した
。細胞サンプルを、ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒフローサイトメーター（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉ
ｃｋｉｎｓｏｎ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）で、ＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウェアパッケ
ージを用いて分析した。
【０１５５】
（サイトカイン分泌細胞の磁気富化および検出）
サイトカイン分泌細胞の検出、計数および表現型化について、以下の試薬を使用した：抗
ＩＦＮ－γ－ＣＤ４５（抗ＩＦＮ－γ、クローン４ＳＢ３；ＣＤ４５、クローン５Ｂ１、
Ｗ．Ｋｎａｐｐ，Ｖｉｅｎｎａ，Ａｕｓｔｒｉａ）、抗ＩＦＮ－γ－ＰＥ（クローン４５
－１５）、抗ＩＬ－４－ＣＤ４５（抗ＩＬ－４、クローン１　Ａ６－１０；ＣＤ４５、ク
ローン５Ｂ１、Ｗ．Ｋｎａｐｐ，Ｖｉｅｎｎａ，Ａｕｓｔｒｉａ）、抗ＩＬ－４－ＰＥ（
クローン７Ａ３－３）ＣＤ８－Ｃｙ５（クローンＢＭ１３５／８０、Ｂｅｈｒｉｎｇ　Ｄ
ｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｍａｒｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、ＣＤ４－Ｃｙ５（クローン
Ｍ－Ｔ３２１、Ｂｅｈｒｉｎｇ）、ＣＤ４－ＦＩＴＣ（クローンＳＫ３、Ｂｅｃｔｏｎ　
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）、ＣＤ２７－ＦＩＴＣ（クローンＭ－Ｔ２７１、Ｐｈａｒｍｉｎｇ
ｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）、ＣＤ２８－ＦＩＴＣ（クローンＣＤ２８．２，Ｐｈ
ａｒｍｉｎｇｅｎ）ＣＤ５７－ＦＩＴＣ（クローンＨＮＫ－１、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋ
ｉｎｓｏｎ）、抗Ｖβ１７．ＦＩＴＣ（クローンＥ１７．５Ｆ３．１５．１３、Ｃｏｕｌ
ｔｅｒ－Ｉｍｕｎｏｔｅｃｈ，Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ，Ｆｒａｎｃｅ）。Ｍｅａｇｅｒら（
１９８４）Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　Ｒｅｓ．４：６１９～６２５；Ａｌｋａｎら（１９９
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４）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　１５：２１７～２２５；およびＢｉｒｄら（１９９１
）Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　３：５６２～５６７。
【０１５６】
（細胞傷害性活性アッセイ）
富化されたサイトカイン分泌細胞の細胞傷害性活性を、以前に記載されたフローサイトメ
トリーに基づくアッセイを用いて分析した。Ｍａｔｔｉｓら（１９９７）Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．Ｍｅｔ．２０４：１３５～１４２。簡単には、１×１０6ＨＬＡ－Ａ．１+Ｔ２細胞
を、１ｍｌあたり４μｇのグリーン蛍光色素ＤｉＯ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ
，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）を用いて、５ｍＭ　ＥＤＴＡおよび３％ウシ胎仔血清を含むリン
酸緩衝化生理食塩水中で、３７℃で、４５分間標識した。細胞を緩衝液で３回洗浄し、細
胞培養培地中に再懸濁し、そして１μＭ　Ｆｌｕ５８－６６ペプチドまたはＭｅｌａｎ　
Ａ／ＭＡＲＴ１　２７－３５ペプチド（Ｂａｃｈｅｍ，Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）を、加湿７．５％ＣＯ2雰囲気下で３７℃で一晩、ロードした。富化したサイト
カイン分泌細胞を、組換えヒトＩＬ－２（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ，Ｌｏｎｄｏｎ，Ｕ．Ｋ．
）存在下の組織培養中で１８日間増殖させた。増殖させたサイトカイン分泌細胞およびペ
プチドロードしたＤｉＯ標識ＨＬＡ－Ａ２．１+Ｔ２細胞を、１：１の比率で、加湿７．
５％ＣＯ2雰囲気下で３７℃で、１６時間同時培養した。培養期間後、細胞を採集し、そ
してフローサイトメトリーによって分析した。生存しているＤｉｏ標識化Ｔ２細胞と死ん
だＤｉｏ標識化Ｔ２細胞との間の区別を可能にするために、サンプルを赤色蛍光排除色素
ヨウ化プロピジウムで対比染色した。
【０１５７】
（実施例４）
合成ペプチドパルスＡＰＣまたは天然抗原パルスＡＰＣでの短期間の抗原性再刺激の後の
ＩＦＮ－γのようなエフェクターサイトカインを分泌する能力は、記憶／エフェクターＣ
Ｄ４+（Ｔｈ１型）およびＣＤ８+Ｔ細胞の代表的な特徴である。Ｓａｌｍｏｎら（１９８
９）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４３：９０７～９１２；およびＨａｍａａｎら（１９９７）
１８６：１４０７～１４１８。ＩＦＮ－γの抗原誘導化分泌および細胞親和性マトリック
ス技術に基づく末梢血から直接的に、低頻度の記憶／エフェクター抗原特異的ＣＤ４+お
よびＣＤ８+Ｔ細胞を単離するために、ＨＬＡが一致した成人の健康な血液ドナー由来の
末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、５～６時間、以下を用いて刺激した：（ａ）ＨＬＡ－Ａ
０２０１制限ＦＬＵペプチド５８－６６、（ｂ）精製インフルエンザＡウイルス調製物、
および（ｃ）ｒＴＴ．Ｃ。刺激期間後、ＩＦＮ－γに対する親和性マトリックスを、ＣＤ
４５およびＩＦＮ－γに対する抗体（Ａｂ）－Ａｂ結合体を用いて細胞表面上で作製し、
そして細胞を４５分間、培養物中でＩＦＮ－γを分泌させた。次いで、分泌細胞の親和性
マトリックスに再配置させたＩＦＮ－γを、フィコエリトリン（ＰＥ）結合体化ＩＦＮ－
γ特異的Ａｂで染色し、そしてＰＥ標識化細胞を抗ＰＥ　Ａｂマイクロビーズを用いてＭ
ＡＣＳにより富化した。Ｂｒｏｓｔｅｒｈｕｓら、１０ｔｈ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｃｏｎｇｒｅｓｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｎｅｗ　Ｄｅｌｈｉ，Ｉｎｄｉａ
，１～６　１９９８年１１月、１４６９～１４７３頁もまた参照のこと。
【０１５８】
非刺激コントロールサンプルと比較して、有意により高い割合のＩＦＮ－γ分泌ＣＤ８+

細胞は、ＦＬＵ５８－６６ペプチド刺激サンプル（図３Ａ：３８．３％対１３．７％）中
での富化後、検出可能であり、そして有意により高い割合のＩＦＮ－γ分泌ＣＤ４+細胞
は、それぞれ、インフルエンザＡウイルス調製物で刺激したサンプル（図３Ｂ：３５．５
％対１．１％）およびｒＴＴ．Ｃで刺激したサンプル（図３Ｃ：６．１％対０．３％）中
での富化後、検出可能であった。富化ＩＦＮ－γ分泌Ｔ細胞の絶対数および全ＰＢＭＣ中
のそれらの頻度で見る場合、刺激サンプルと非刺激サンプルとの間の差異は、さらにより
顕著である：（ａ）１２，５００のＩＦＮ－γ分泌ＣＤ８+Ｔ細胞を５．３×１０7ＦＬＵ
５８－６６ペプチド刺激ＰＢＭＣから単離し（頻度４，２００分の１）、そして１３７０
のＩＦＮ－γ分泌細胞ＣＤ８+Ｔ細胞を、５．１×１０7非刺激ＰＢＭＣから単離した（頻
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度：３７，０００分の１）；（ｂ）３５１のＩＦＮ－γ分泌ＣＤ４+Ｔ細胞を５×１０6の
インフルエンザＡウイルス刺激ＰＢＭＣから単離し（頻度１４，０００分の１）、そして
４個のＩＦＮ－γ分泌ＣＤ４+Ｔ細胞を５．０×１０6の非刺激ＰＢＭＣから単離した（頻
度１，２５０，０００分の１）；ならびに（ｃ）１３２のＩＦＮ－γ分泌ＣＤ４+Ｔ細胞
を１．８×１０7のｒＴＴ．Ｃ刺激ＰＢＭＣから単離し（頻度：１３６，０００分の１）
、そして７個のＩＦＮ－γ分泌ＣＤ４+Ｔ細胞を１．９×１０7の非刺激ＰＢＭＣから単離
した（頻度：約２，７１０，０００分の１）。これらの実験結果を考慮すると、１０-6以
下の頻度で存在するＩＦＮ－γ分泌Ｔ細胞が、本発明者らの技術で検出され得る。
【０１５９】
（実施例５）
記憶型ＣＤ８+Ｔ細胞およびエフェクター型ＣＤ８+Ｔ細胞の両方は、ＩＦＮ－γを分泌し
得る。Ｈａｍａｎｎら（１９９７）。ＦＬＵ５８－６６ペプチド特異的ＣＤ８+Ｔ細胞の
表現型を決定するために、ＦＬＵ５８－６６ペプチド刺激サンプルおよびコントロールサ
ンプル由来の富化ＩＦＮ－γ分泌ＣＤ８+Ｔ細胞を、記憶型ＣＤ８+Ｔ細胞とエフェクター
型ＣＤ８+Ｔ細胞との間を区別し得る、白血球表面マーカーのパネルの発現について三色
免疫蛍光法によって分析した。Ｈａｍａｎｎら。図２に示すように、大部分のＦＬＵ５８
－６６ペプチド特異的ＣＤ８+Ｔ細胞は、（１９９７）記憶表現型と一致するＣＤ２７+、
ＣＤ２８+およびＣＤ５７-であった。一方、ＦＬＵ５８－６６ペプチドと独立して単離さ
れた大部分のＩＦＮ－γ分泌ＣＤ８+Ｔは、エフェクター表現型と一致するＣＤ２７-、Ｃ
Ｄ２８-、ＣＤ５７+であった。後者は、インビボで誘導されてＩＦＮ－γを分泌し得、従
って、進行中の免疫応答を反映したかもしれない。
【０１６０】
コントロールサンプル由来の２．２％未満のＩＦＮ－γ分泌ＣＤ８+Ｔ細胞と比較して、
ＦＬＵ５８－６６ペプチド刺激サンプル由来の、５４．８％より多いＩＦＮ－γ分泌ＣＤ
８+Ｔ細胞が、Ｖβ１７ＴＣＲ鎖を発現した（図４）。このことは、ＨＬＡ－Ａ０２０１
制限ＦＬＵペプチド５８－６６特異的ＣＤ８+Ｔ細胞の最初はクローン化ＣＴＬにおいて
、Ｖβ１７ＴＣＲ鎖の使用への偏向、後にＰＢＭＣにおいても、ＦＬＵ５８－６６ペプチ
ドをロードしたＨＬＡ－Ａ２．１分子の蛍光テトラマーの使用への偏向を示す以前の報告
を確認する。Ｌｅｈｎｅｒら（１９９５）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８１：７９～９１；お
よびＤｕｎｂａｒら（１９９８）。
【０１６１】
（実施例６）
ＦＬＵ５８－６６ペプチド刺激ＰＢＭＣ由来の富化ＩＦＮ－γ分泌ＣＤ８+Ｔ細胞の特異
性をさらに確認するために、そしてそれらの細胞傷害性活性を研究するために、これらの
細胞をＩＬ－２の存在下の組織培養中で１８日間増殖させ、次いで１：１のエフェクター
：標的の割合でのＣＴＬ活性についてアッセイした。図５に示すように、標的細胞をＦＬ
Ｕ５８－６６ペプチドでロードした場合、有意な殺傷が観察されたが、標的細胞をコント
ロールペプチド（Ｍｅｌａｎ　Ａ／ＭＡＲＴ　１　２７－３５）でロードした場合、観察
されなかった。
【０１６２】
（実施例７）
４９のＨＬＡ－Ａ２＋個体由来のＰＢＭＣを、ＦＬＵ５８－６６ペプチドを伴ってか、ま
たは伴わずに培養し、そして実施例３に記載されるようにＩＦＮ－γ分泌細胞についての
富化手順に供した。４５の場合において、コントロールサンプルと比較して、平均約８０
倍より多いＩＦＮ－γ分泌ＣＤ８+Ｔ細胞を、ＦＬＵ５８－６６ペプチド刺激サンプルか
ら単離した。３つの場合においてのみ、有意な差異は、両サンプル間で検出されなかった
。ＰＢＭＣ間のＦＬＵ５８－６６ペプチド特異的ＣＤ８+Ｔ細胞の平均頻度は、ＦＬＵ５
８－６６ペプチド刺激化サンプルの頻度からコントロールサンプルの頻度を減算すること
によって決定されるように、３０，０００分の１（６００，０００分の１～１０００分の
１との間の範囲）であった。これらの結果は、以前の報告と完全に一致する。ＦＬＵ５８
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－６６ペプチド特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞の頻度を、単一細胞のＩＦＮ－γの放出またはＦＬ
Ｕ５８－６６ペプチドロードしたＨＬＡ－Ａ２．１分子の四量体についての酵素結合免疫
スポット（ＥＬＩＳＰＯＴ）アッセイを用いて決定した。Ｌａｌｖａｎｉら（１９９７；
およびＤｕｎｂａｒら（１９９８））。
【０１６３】
（実施例８）
本発明者らのアプローチが生存している抗原特異的Ｔｈ２型ＣＤ４+Ｔ細胞を単離するこ
とを実証するために、ＰＢＭＣを精製したＴＴで刺激し、そしてＩＬ－４分泌ＣＤ４+Ｔ
細胞を、ＣＤ４５およびＩＬ－４に対するＡｂ－Ａｂ結合体を用いて単離した。１０時間
のＴＴ刺激の後、１５０のＩＬ－４分泌ＣＤ４+Ｔ細胞を、２．２×１０7のＰＢＭＣから
単離し得、純度は６，８９％であった（図６）。これは、全ＣＤ４+Ｔ細胞におけるＴＴ
特異的Ｔｈ２細胞の頻度である、９４，０００分の１に対応する。ＴＴなしのコントロー
ル培養物におけるＩＬ－４分泌ＣＤ４+Ｔ細胞の頻度は、約１０倍低かった。
【０１６４】
本明細書中で引用される全ての参考文献、前出および後出の両方は、本明細書により本明
細書中に援用される。前述の発明が、明確さおよび理解する目的のための例示および実施
例によりいくらか詳細に記載されているが、特定の変更および改変が実施され得ることは
当業者に明らかである。従って、本説明および実施例は、添付の特許請求の範囲により表
される本発明の範囲を制限するよう解釈されるべきでない。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１Ａ－Ｐは、実施例１で記載した分離プロトコールに供した細胞の分析を示す
ＦＡＣＳプロットである。Ａ－Ｈはペプチドなしで培養したコントロール細胞の分析を示
す。Ｉ－Ｐはペプチド刺激細胞の分析を示す。Ａ、Ｃ、ＩおよびＫは、開始時の細胞集団
（ＡおよびＩ）ならびに富化細胞集団（ＣおよびＫ）の分散の特性を示す。Ｂ、Ｄ、Ｊお
よびＬは、開始時の細胞集団（ＢおよびＪ）ならびに富化細胞集団（ＤおよびＬ）のＰＩ
対ＰＥ染色のプロフィールを示す。プロットＥ－ＨおよびＭ－Ｐは、開始時の細胞集団（
ＥおよびＭ）、最初の陰性集団（ＦおよびＮ）、２番目の陰性集団（ＧおよびＯ）および
富化細胞集団（ＨおよびＰ）の、ＦＩＴＣ標識抗ＣＤ８対ＰＥ標識抗ＩＦＮ－γ染色を示
す。
【図２】図２Ａ－Ｎは、実施例２で記載した分離プロトコールに供した細胞の分析を示す
ＦＡＣＳプロットである。Ａ－Ｇは、ペプチドなしで培養したコントロール細胞の分析を
示す。Ｎ－Ｒは、ペプチド刺激細胞の分析を示す。Ａ－ＤおよびＨ－Ｋは、開始時の細胞
集団（ＡおよびＪ）、最初の陰性集団（ＢおよびＩ）、２番目の陰性集団（ＣおよびＪ）
および富化細胞集団（ＤおよびＫ）の、ＦＩＴＣ標識抗ＣＤ８対ＰＥ標識抗ＩＦＮ－γ染
色を示す。ＦおよびＭは、富化細胞集団のＶβ１７ＴＣＲに対する染色を示す。
【図３】図３は、生抗原特異的ＣＤ４+およびＣＤ８+Ｔ細胞の、ＩＦＮ－γの分泌に基づ
いた富化および検出を示す一連のドットプロットである。ドットプロットは、ＨＬＡ－Ａ
０２０１－制限ＦＬＵ５８－６６ペプチドと共に（Ａ、Ｂ）または無しで（Ｃ、Ｄ）、精
製インフルエンザＡウイルス調製物（と共に（Ｅ、Ｆ）無しで（Ｇ、Ｈ））、およびｒＴ
Ｔ．Ｃ（と共に（Ｉ、Ｊ）無しで（Ｋ、Ｌ））で刺激した健常な成人ドナー由来のＰＢＭ
Ｃの、ＩＦＮ－γ分泌細胞の磁気富化前（Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ、Ｉ、Ｋ）および後（Ｂ、Ｄ、
Ｆ、Ｈ、Ｊ、Ｌ）の、ＣＤ８－Ｃｙ５対抗ＩＦＮ－γ－ＰＥ（Ａ－Ｄ）またはＣＤ４－Ｃ
ｙ５対抗ＩＦＮ－γ－ＰＥ（Ｅ－Ｌ）染色を示す。生リンパ球は、光散乱特性およびヨウ
化プロピジウム排除によって制御された（ｇａｔｅｄ）。
【図４】図４は、富化Ｆｌｕ５８－６６ペプチド特異的ＣＤ８+Ｔ細胞の表現型分析を示
す一連のドットプロットである。ＦＬＵ５８－６６ペプチド刺激ＰＢＭＣ（Ａ、Ｂ、Ｅ、
Ｆ）由来、およびコントロールとして非刺激ＰＢＭＣ（Ｃ、Ｄ、Ｇ、Ｈ）由来の富化ＩＦ
Ｎ－γ分泌ＣＤ８+Ｔ細胞を、抗ＩＦＮ－γ－ＰＥで染色、およびＣＤ２７、ＣＤ２８、
ＣＤ５７およびＴＣＲ　Ｖβ１７鎖に対するＦＩＴＣ結合抗体で対比染色した。生ＣＤ８
+Ｔ細胞を制御（ｇａｔｉｎｇ）するために、光散乱特性、ヨウ化プロピジウムおよびＣ
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Ｄ８－Ｃｙ５染色を使用した。
【図５】図５は、富化および増殖させたＦｌｕ５８－６６ペプチド特異的Ｔ細胞の細胞溶
解活性を示すグラフである。ＦＬＵ５８－６６ペプチド刺激ＰＢＭＣ由来のＩＦＮ－γ分
泌ＣＤ８+Ｔ細胞を、ＩＬ－２存在下の組織培養で１８日間増殖させ、次いでＣＴＬ活性
アッセイに関してアッセイした。図は、Ｆｌｕ５８－６６ペプチドか、または陰性コント
ロールペプチドＭｅｌａｎ　Ａ／ＭＡＲＴ　１　２７－３５のいずれかを用いて適用され
た溶解したＨＬＡ－Ａ２．１＋Ｔ２細胞の割合を示す。
【図６】図６は、ＴＴ特異的ＩＬ－４分泌ＣＤ４＋Ｔ細胞の単離および検出を示す一連の
ドットプロットである。ドットプロットは、ＩＬ－４分泌細胞の磁気富化有り（Ａ、Ｃ）
または無し（Ｂ、Ｄ）で刺激した健常な成人ドナー由来のＰＢＭＣの、ＣＤ４－Ｃｙ５対
抗ＩＬ－４－ＰＥ染色を示す。生リンパ球は、光散乱特性およびヨウ化プロピジウム排除
によって制御された（ｇａｔｅｄ）。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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