
(57)【要約】

本発明は以下の工程を含む抗原提示細胞の作成方法を開

示する：ａ．対象から該細胞を収集する工程、ｂ．該収

集した細胞を活性化する工程；ｃ．該活性化された細胞

を生体外で培養し、所望により増加させる工程；ｄ．該

培養し、所望により増加させた細胞を、ＤＮＡ低メチル

化剤で処理して該細胞に同時に複数の腫瘍関連抗原を発

現させる工程。本発明の方法により入手可能な細胞、お

よびその細胞成分は、単独であるいは該細胞と組合せて

、該細胞に発現している複数の腫瘍関連抗原の１または

複数を構成的に発現する様々なヒストタイプの悪性腫瘍

の予防および治療に有用である。便宜に、該細胞および

／または細胞成分をワクチンの形態にすることができる

。該ワクチンは、同時に複数の／すべてのメチル化－制

御された腫瘍関連抗原を発現する点で従来技術のものよ

り有用である。

JP 2004-536615 A 2004.12.9



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の 工 程 を 含 む 抗 原 提 示 細 胞 の 作 成 方 法 ：
ａ ） 対 象 か ら 該 細 胞 を 収 集 す る 工 程 、
ｂ ） 該 収 集 し た 細 胞 を 活 性 化 す る 工 程 、
ｃ ） 生 体 外 で 該 活 性 化 し た 細 胞 を 培 養 お よ び 所 望 に よ り 増 加 さ せ る 工 程 、
ｄ ） 該 培 養 お よ び 所 望 に よ り 増 加 さ せ た 細 胞 を Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 で 処 理 し て 該 細 胞 か ら
同 時 に 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
該 対 象 が 哺 乳 類 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
該 対 象 が ヒ ト で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
該 対 象 が 癌 患 者 で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
該 細 胞 が 免 疫 細 胞 で あ る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
該 細 胞 が 非 免 疫 細 胞 で あ る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
該 細 胞 が 共 有 免 疫 優 性 癌 抗 原 を 発 現 す る 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
該 細 胞 が 共 有 非 免 疫 優 性 癌 抗 原 を 発 現 す る 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
該 細 胞 が エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス － 不 死 化 Ｂ － リ ン パ 芽 球 腫 細 胞 系 で あ る 、 請 求 項 １
か ら ５ 、 ７ 、 ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
該 細 胞 が ヤ マ ゴ ボ ウ マ イ ト ジ ェ ン （ Ｐ Ｗ Ｍ ） － 活 性 化 Ｂ － リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 １ か ら
５ 、 ７ 、 ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
該 細 胞 が Ｃ Ｄ ４ ０ 活 性 化 Ｂ － リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ５ 、 ７ 、 ８ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
該 細 胞 が フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （ Ｐ Ｈ Ａ ） ＋ 組 換 え ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ （ ｒ ｈ Ｉ Ｌ
－ ２ ） － 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ で あ る 、 請 求 項 １ か ら ５ 、 ７ 、 ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
該 細 胞 が フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （ Ｐ Ｈ Ａ ） ＋ 組 換 え ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ （ ｒ ｈ Ｉ Ｌ
－ ２ ） ＋ ヤ マ ゴ ボ ウ マ イ ト ジ ェ ン （ Ｐ Ｗ Ｍ ） － 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ で あ る 、 請 求 項 １ か ら ５ 、
７ 、 ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
該 細 胞 が 樹 状 細 胞 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 、 請 求 項 １ か ら ４ 、 ６ か ら ８ の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
該 細 胞 が Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 幹 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 お よ び 角 化 細 胞 で あ る 、 請 求
項 １ か ら ４ 、 ６ か ら ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
工 程 ｄ ） に お い て ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 酵 素 阻 害 剤 を 使 用 す る 、 請 求 項 １ か ら １ ５ の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 が ５ － ア ザ － シ チ ジ ン ま た は ５ － ア ザ － ２ ’ － デ オ キ シ シ チ ジ ン か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ か ら １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ か ら １ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 細 胞 。
【 請 求 項 １ ９ 】
１ ま た は 複 数 の 癌 抗 原 を 構 成 的 に 発 現 す る 様 々 な ヒ ス ト タ イ プ の 悪 性 腫 瘍 の 予 防 お よ び 治
療 の た め の 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 細 胞 お よ び ／ ま た は そ の 細 胞 成 分 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
該 共 有 癌 抗 原 が 免 疫 優 性 癌 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
該 共 有 癌 抗 原 が 非 免 疫 優 性 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
該 癌 抗 原 が 癌 精 巣 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
該 細 胞 が プ ー ル さ れ た 抗 原 の 貯 蔵 所 と し て 保 存 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ か ら ２ ２ の い ず れ か に
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
癌 ワ ク チ ン 用 の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の プ ー ル さ れ た 抗 原 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 細 胞 を 含 む 癌 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
該 ワ ク チ ン が 自 己 由 来 で あ る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
該 ワ ク チ ン が 同 種 由 来 で あ る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
細 胞 が 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の よ う に 使 用 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 １ ９ に 記 載 の 細 胞 成 分 が 使 用 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ ま た は ２ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
エ フ ェ ク タ ー 免 疫 細 胞 の 作 成 方 法 に お け る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 細 胞 お よ び ／ ま た は そ の 細
胞 成 分 の 使 用 で あ っ て 、 該 エ フ ェ ク タ ー 免 疫 細 胞 が 養 子 免 疫 治 療 に 有 用 な 産 物 の 調 製 の た
め に 用 い ら れ る 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 ２ ５ か ら ２ ９ の い ず れ か に 記 載 の ワ ク チ ン お よ び 低 メ チ ル 化 剤 の 全 身 的 投 与 に 好 適
な 医 薬 組 成 物 を 含 む 製 品 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 医 学 分 野 、 特 に ヒ ト ま た は 動 物 の 対 象 の 治 療 方 法 に 有 用 な 製 品 、 物 質 お よ び 組 成
物 に 関 し 、 よ り 具 体 的 に は 癌 の 診 断 、 治 療 、 お よ び 予 防 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 癌 ワ ク チ ン
お よ び そ の 調 製 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
種 々 の ヒ ス ト タ イ プ (histotype)の 形 質 転 換 細 胞 に よ っ て 構 成 的 に 発 現 さ れ る 数 々 の 腫 瘍
関 連 抗 原 （ Ｔ Ａ Ａ ） が 近 年 同 定 さ れ て い る (Renkvist N. et al. Cancer Immunol. Immuno
ther. 50: 3-15、 2001)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
こ れ ら Ｔ Ａ Ａ の 多 く は 、 特 定 の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ 同 種 特 異 体 (allospecifities)に 関 し て Ｃ
Ｄ ８ ＋ 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） に よ っ て 認 識 さ れ る 複 数 の 免 疫 優 性 抗 原 ペ プ チ ド
を 提 供 し 得 る (Renkvist N. et al. Cancer Immunol. Immunother. 50: 3-15、 2001);さ ら
に 選 択 さ れ た Ｔ Ａ Ａ 、 例 え ば 、 Ｍ Ａ Ｇ Ｅ (Jager E. et al.、 J. Exp. Med. 、 187 :265-27
0、 1998)、 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － １ （ Jager E. et al.、 J. Exp. Med. 、 187 : 265- 270、 1998
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） 、 Ｓ Ｓ Ｘ (Tureci O, et al. Cancer Res; 56 (20) : 4766-72 1996） 、 チ ロ シ ナ ー ゼ (T
opalian S. L. et al.、 J. Exp. Med. 、 183 : 1965-1971、 1996.)、 Ｍ ｅ ｌ ａ ｎ － Ａ ／ Ｍ
Ａ Ｒ Ｔ － １ (Zarour H. M. et al. Proc. Natl. Acad. Ssi. USA、 97 : 400-405,2000)は
、 特 定 の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 同 種 特 異 体 に 関 し て 同 時 に Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 に よ っ て 認 識 さ
れ る エ ピ ト ー プ を 含 み 、 し た が っ て 、 Ｔ Ａ Ａ － 特 異 的 (directed)体 液 性 免 疫 応 答 を 誘 導 す
る こ と が で き る (Wang R. F. 、 Trends Immunol.、 22 : 269-276、 2001)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
治 療 標 的 と し て 主 要 な 役 割 を 果 た す 様 々 な ク ラ ス の Ｔ Ａ Ａ が 同 定 さ れ て い る ：
ｉ ） 癌 － 精 巣 抗 原 （ Ｃ Ｔ Ａ ） 、 こ れ は 様 々 な 組 織 の 腫 瘍 で 発 現 す る が 、 精 巣 お よ び 胎 盤 を
除 く 正 常 組 織 で は 発 現 せ ず 、 例 え ば 、 Ｍ Ａ Ｇ Ｅ 、 Ｇ Ａ Ｇ Ｅ 、 Ｓ Ｓ Ｘ 　 Ｓ Ａ Ｒ Ｔ － １ 、 Ｂ Ａ
Ｇ Ｅ 、 Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － １ 、 Ｘ Ａ Ｇ Ｅ － １ 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｇ － ３ お よ び Ｓ Ａ Ｇ Ｅ が 挙 げ ら れ 、 こ れ
ら の な か に は 複 数 の フ ァ ミ リ ー を 表 す も の も あ る (Traversari C. 、 Minerva Biotech.、 1
1 : 243-253、 1999)；
ｉ ｉ ） 分 化 － 特 異 的 抗 原 、 こ れ は 正 常 お よ び 腫 瘍 性 メ ラ ニ ン 細 胞 で 発 現 し 、 例 え ば 、 チ ロ
シ ナ ー ゼ 、 Ｍ ｅ ｌ ａ ｎ － Ａ ／ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ － １ 、 ｇ ｐ １ ０ ０ ／ Ｐ ｍ ｅ ｌ ｌ ７ 、 Ｔ Ｒ Ｐ － １ ／ ｇ
ｐ ７ ５ 、 Ｔ Ｒ Ｐ － ２ が 挙 げ ら れ る (Traversari C.、 Minerva Biotech.、 11 : 243-253、 19
99)；
ｉ ｉ ｉ ） 様 々 な 組 織 の 悪 性 腫 瘍 組 織 に 過 剰 発 現 す る が 、 そ の 良 性 の 対 応 物 に も 存 在 す る 抗
原 、 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ａ Ｍ Ｅ (Ikeda H. et al., Immunity、 6 : 199-208, 1997)、 Ｈ Ｅ Ｒ － ２
／ ｎ ｅ ｕ （ Traversari C. 、 Minerva Biotech.、 11 : 243-253、 1999） 、 Ｃ Ｅ Ａ 、 Ｍ Ｕ Ｃ
－ １ (Monges G. M. et al., Am. J. Clin Pathol.、 112 : 635-640、 1999)、 ア ル フ ァ －
フ ェ ト プ ロ テ イ ン (Meng W. S. et al., Mol. Immunol.、 37 : 943-950、 2001)が 挙 げ ら れ
る ；
ｉ ｖ ） 偏 在 的 に 発 現 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 点 突 然 変 異 に 由 来 す る 抗 原 、 例
え ば 、 Ｍ Ｕ Ｍ － １ 、 β － カ テ ニ ン 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ お よ び カ ス パ ー ゼ ８ が 挙 げ ら
れ る (Traversati C. 、 Minerva Biotech.、 11 : 243-253、 1999)；
ｖ ） ウ イ ル ス 抗 原 （ Traversari C. 、 Minerva Biotech.、 11 : 243-253、  1999） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
Ｔ Ａ Ａ に 加 え て 、 有 効 な 免 疫 原 性 お よ び 効 率 的 な 宿 主 Ｔ リ ン パ 球 に よ る 認 識 に 重 要 な 細 胞
要 素 に は 、 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 抗 原 、 お よ び 同 時 刺 激 ／ ア ク セ サ リ ー
分 子 が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 Ｃ Ｄ ５ ４ 、 Ｃ Ｄ ５ ８ 、 Ｃ Ｄ ８ ０ 、 Ｃ Ｄ ８ １ ） (Fleur
en G. J. et al.、 Immunol. Rev.、 145 : 91-122、 1995)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
既 知 の ク ラ ス の Ｔ Ａ Ａ の な か で 、 Ｃ Ｔ Ａ は 、 癌 患 者 の 特 に 好 適 な 有 効 な 特 異 的 免 疫 療 法 の
治 療 標 的 で あ る 。 と い う の は そ れ ら の 正 常 組 織 に お け る 発 現 は 限 ら れ て お り 、 そ れ ら の 生
体 対 象 、 特 に ヒ ト を 含 む 哺 乳 類 に お け る イ ン ビ ボ 免 疫 原 性 が 知 ら れ て い る か ら で あ る （ Ja
ger E. et al., J. Exp. Med., 187: 265- 270、 1998 ; Rejnolds S. R. et al., Int. J
. Cancer、 72 : 972-976、 1997)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
し か し 、 異 な る 患 者 の 腫 瘍 性 病 変 で の 特 異 的 Ｃ Ｔ Ａ の 不 均 一 な 発 現 に よ り 、 そ の 生 物 学 的
適 格 性 は 、 Ｃ Ｔ Ａ － 特 異 的 治 療 用 ワ ク チ ン 接 種 に 制 限 さ れ る 。 実 際 、 特 定 の 癌 患 者 の 悪 性
腫 瘍 病 変 は し ば し ば 選 択 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ の み 発 現 す る こ と が あ り 得 (Sahin U. et al., Clin
. Cancer Res. 、 6 : 3916-3922、 2000)、 さ ら に 下 方 制 御 さ れ た (Lethz B. et al., Mela
noma Res., 7 : S83- S88、 1997)お よ び ／ ま た は 不 均 一 な (dos Santos N. R. et al., Ca
ncer Res., 60 : 1654-1662、 2000)特 異 的 Ｃ Ｔ Ａ の 個 々 の 腫 瘍 性 病 変 に お け る 発 現 も 報 告
さ れ て い る (Jungbluth A. A. et al., Br. J. Cancer、 83 : 493-497、 2000)。 こ れ ら の
現 象 は イ ン ビ ボ で 別 々 に ま た は 同 時 に 起 こ り う る が 、 お そ ら く 疾 患 が 進 行 し や す い 悪 性 腫
瘍 細 胞 の 免 疫 原 性 が 構 成 的 に 乏 し い こ と に 寄 与 し て い る 可 能 性 が あ り （ Speiser D. E et 
al., J. Exp. Med. 、 186 : 645-653、 1997)、 ま た 、 特 異 的 Ｃ Ｔ Ａ に 対 す る 免 疫 療 法 の 過
程 に お け る Ｃ Ｔ Ａ － 陰 性 ク ロ ー ン の 出 現 に よ り 、 腫 瘍 性 細 胞 の イ ン ビ ボ 免 疫 選 択 が 起 こ り
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う る 。 し た が っ て 、 単 一 の Ｃ Ｔ Ａ の 特 定 の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 免 疫 学 的 標 的 と す る 免 疫
療 法 ア プ ロ ー チ は 、 標 的 Ｃ Ｔ Ａ の そ の 腫 瘍 性 病 変 に お け る 発 現 が 無 い こ と ま た は 下 方 制 御
さ れ て い る こ と に よ り 、 多 く の 癌 患 者 に は 適 用 す る こ と が で き な い ； さ ら に 、 イ ン ビ ボ で
単 一 の Ｃ Ｔ Ａ を 免 疫 学 的 標 的 と す る こ と は 、 治 療 に よ り 誘 導 ／ 増 幅 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ － 特 異 的
免 疫 応 答 を 効 率 的 に 回 避 す る Ｃ Ｔ Ａ － 欠 損 腫 瘍 変 異 体 を 生 み 出 す 可 能 性 が あ る 。 単 一 の Ｃ
Ｔ Ａ を 標 的 と す る 治 療 ア プ ロ ー チ の さ ら な る 限 界 は 、 そ の 不 均 一 な 病 変 内 で の 発 現 に 由 来
し ( Schultz-Thater E. et al., Br. J. Cancer、 83 : 204-208,2000)、 さ ら に 、 特 異 的
Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ ま た は Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 同 種 特 異 体 に よ る 単 一 の Ｃ Ｔ Ａ の 特 定 の 免 疫 原 性
エ ピ ト ー プ の 提 示 に よ り 、 特 定 の 規 定 さ れ た Ｈ Ｌ Ａ 表 現 型 を 有 す る 患 者 の 治 療 の み し か 可
能 と な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ う い っ た 限 界 を 部 分 的 に 避 け る た め 、 最 近 の 治 療 戦 略 で は １ ま は た 複 数 の Ｃ Ｔ Ａ の ２ 以
上 の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ か 、 ま た は Ｃ Ｔ Ａ タ ン パ ク 質 全 体 を ワ ク チ ン 接 種 剤 と し て 利 用 す
る (Conference on Cancer Vaccines、 Eds. Ferrantini M.and Belardelli F. 、 Rome-Ita
ly、 November 15-16、 1999 ; http://www. cancerresearch.org)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
し た が っ て 、 当 該 技 術 分 野 の 現 状 の 欠 点 、 特 に 免 疫 原 性 が 弱 い こ と お よ び イ ン ビ ボ 免 疫 選
択 を 克 服 で き る 癌 ワ ク チ ン が 強 く 求 め ら れ て お り 、 多 数 の 癌 患 者 に 対 す る 癌 ワ ク チ ン で あ
っ て 、 特 定 の 単 一 の 標 的 と さ れ た Ｃ Ｔ Ａ ま た は Ｔ Ａ Ａ に 制 限 さ れ な い も の の 実 用 可 能 性 が
望 ま れ て い る 。 こ の 点 で 、 求 め ら れ る 癌 ワ ク チ ン は 、 選 択 さ れ た Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び ／
ま た は Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 抗 原 に 「 拘 束 」 さ れ な い の も で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
最 近 の イ ン ビ ト ロ で の 証 拠 に よ り 、 今 ま で に 知 ら れ て い る も の の な か で 調 査 さ れ た す べ て
の Ｃ Ｔ Ａ 遺 伝 子 の 発 現 が 、 Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 に 曝 さ れ た 後 、 様 々 な 組 織 の 腫 瘍 性 細 胞 に
お い て 誘 導 ま た は 上 方 制 御 さ れ る こ と が 示 さ れ た (dos Santos N. R. et al., Cancer Res
., 60: 1654-1662、 2000 ; Weber J. et al, Cancer Res.、 54 : 1766-1771、 1994)。 Ｃ
Ｔ Ａ 誘 導 は 持 続 的 で あ り 、 治 療 後 数 週 間 検 出 可 能 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ れ ら の 知 見
は 、 Ｃ Ｔ Ａ が 総 合 的 に Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 に よ り 制 御 さ れ る Ｔ Ａ Ａ の ク ラ ス に 属 す る こ と を 支
持 す る 。 さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 に よ る 腫 瘍 性 細 胞 の 処 理 は 、 そ の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ 抗
原 の 発 現 お よ び 調 査 し た Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ 同 種 特 異 体 の 同 時 か つ 持 続 的 な 上 方 制 御 を 誘 導 し
、 そ し て 同 時 刺 激 ／ ア ク セ サ リ ー 分 子 で あ る Ｃ Ｄ ５ ４ お よ び Ｃ Ｄ ５ ８ の 発 現 を 上 方 制 御 し
た (Coral S. et al., J. Immunother.、 22: 16-24、 1999） 。
【 ０ ０ １ １ 】
有 望 な 治 療 的 側 面 で あ る に も か か わ ら ず 、 Ｃ Ｔ Ａ は 多 く の 欠 点 を 示 す 。 例 え ば 、 今 ま で に
調 査 さ れ た 特 定 の Ｃ Ｔ Ａ は 特 定 の 腫 瘍 性 病 変 の 間 で 不 均 一 な 発 現 を 示 し 、 Ｃ Ｔ Ａ － 陽 性 悪
性 腫 瘍 細 胞 と Ｃ Ｔ Ａ － 陰 性 悪 性 腫 瘍 細 胞 が 共 存 す る ； ま た 、 今 ま で に 同 定 さ れ た も の の な
か で 選 択 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ の み が 、 特 定 の 腫 瘍 性 病 変 に お い て 、 そ の 組 織 学 的 起 源 と は 独 立 に
発 現 し 得 る ； 腫 瘍 性 細 胞 上 の 特 異 的 Ｃ Ｔ Ａ の 発 現 の 閾 値 が 、 Ｃ Ｔ Ａ － 特 異 的 Ｃ Ｔ Ｌ に よ る
認 識 の た め に 必 要 と さ れ 、 特 異 的 Ｃ Ｔ Ａ に 対 す る ワ ク チ ン 接 種 に は 、 患 者 の 適 当 な Ｈ Ｌ Ａ
ク ラ ス Ｉ 表 現 型 が 要 求 さ れ 、 選 択 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ に は ま た 、 患 者 の 適 当 な Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ
表 現 型 が 要 求 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
そ の 特 有 の 生 物 学 的 特 徴 の た め に 、 選 択 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ は 、 様 々 な 組 織 の 悪 性 腫 瘍 疾 患 を 患
う 患 者 に お け る Ｃ Ｔ Ａ － 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 ま た は 増 強 す る 目 的 の 様 々 な 臨 床 的 試 み に
用 い ら れ て い る 。 臨 床 で の 治 療 的 Ｃ Ｔ Ａ の イ ン ビ ボ 投 与 の た め 、 あ る い は 前 臨 床 段 階 で の
よ り 強 力 な ワ ク チ ン 接 種 手 段 を 作 成 す る た め に 、 現 在 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 様 々 な 戦 略
が 用 い ら れ て い る （ dos Santos N. R. et al., Cancer Res.、 60: 1654-1662、 2000; Web
er J. et al.、 Cancer Res. 、 54 : 1766-1771、 1994） 。 注 目 す べ き こ と に 、 主 に 数 々 の
技 術 的 お よ び 実 践 的 制 限 に よ り 、 限 ら れ た 数 の 特 異 的 Ｃ Ｔ Ａ の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ の み 、
あ る い は 単 一 の 全 Ｃ Ｔ Ａ タ ン パ ク 質 の み が 現 在 治 療 目 的 で 臨 床 で 利 用 さ れ て い る に す ぎ な
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い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
以 下 は 、 す で に 利 用 さ れ て い る か あ る い は 今 ま で に 提 案 さ れ て い る 、 Ｃ Ｔ Ａ を 癌 患 者 に 投
与 す る た め の 主 な 戦 略 を 含 む リ ス ト で あ る ； い ま ま で に 知 ら れ て い る Ｔ Ａ Ａ の そ の 他 の ク
ラ ス に 属 す る Ｔ Ａ Ａ を 患 者 に 投 与 す る の に も 同 一 の 戦 略 が 利 用 さ れ て お り 、 ま た 、 様 々 な
ア ジ ュ バ ン ト お よ び ／ ま た は キ ャ リ ア を 用 い て 治 療 薬 の 免 疫 原 性 を 増 強 さ せ る こ と が あ る
こ と に 注 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る 単 一 ま た は 複 数 の Ｃ Ｔ Ａ の １ ま た は 複 数 の 免 疫 原 性 エ
ピ ト ー プ を 提 示 す る 、 合 成 ペ プ チ ド (Conference on Cancer Vaccines、 Eds. Ferrantini 
M. and Belardelli F.、 Rome- Italy、 November 15-16、 1999 ; http ://www. cancerres
earch. org)。
単 一 ま た は 複 数 の Ｃ Ｔ Ａ の １ ま た は 複 数 の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る 、 リ ポ ソ ー ム に
封 入 さ れ た 合 成 ペ プ チ ド (Steller M. A. et al., Clin. Cancer Res.、 4: 2103-2109、 19
98)。
単 一 の Ｃ Ｔ Ａ の 全 体 の 合 成 タ ン パ ク 質 （ Conference on Cancer Vaccines、 Eds. Ferranti
ni M. and Belardelli F. 、 Rome-Italy、 November 15-16、 1999; http ://www. cancerr
esearch. org） 。
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る 単 一 ま た は 複 数 の Ｃ Ｔ Ａ の エ ピ ト ー プ を 発 現 す る 組 換
え ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Jenne L. et al.、 Trends Immunol.、 22 : 102-107、 2001） 。
裸 の （ Naked） Ｄ Ｎ Ａ シ ュ ー テ ィ ン グ （ Park J. H. et al., Mol. Cells、 9 : 384-391、  
1999） 。
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る 単 一 ま た は 複 数 の Ｃ Ｔ Ａ の エ ピ ト ー プ を 提 示 す る 合 成
ペ プ チ ド を 生 体 外 で 与 え ら れ た 自 己 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ (Conference on Cancer Va
ccines、 Eds. Ferrantini M. and Belardelzi F.、 Rome-Italy、 November 15-16,　 1999 
; http ://www. cancerresearch. org)。
Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る 単 一 ま た は 複 数 の Ｃ Ｔ Ａ の エ ピ ト ー プ を 提 示 す る 合 成
ペ プ チ ド ま た は 単 一 の Ｃ Ｔ Ａ の 全 合 成 タ ン パ ク 質 ま た は 全 腫 瘍 細 胞 調 製 物 を 生 体 外 で 与 え
ら れ た 自 己 樹 状 細 胞 （ Conference on Cancer Vaccines、 Eds. Ferrantini M. And Belard
elli F. 、 Rome- Italy、 November 15-16、 1999 ; http ://www. cancerresearch. org;
　 Jenne L. et al.、 Trends Immunol.、 22 : 102-107、 2001） 。
全 長 Ｃ Ｔ Ａ を 発 現 す る よ う に Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ を 生 体 外 で 形 質 移 入 ま た は 形 質 導 入 さ れ た か
、 あ る い は 全 腫 瘍 細 胞 に 融 合 さ れ た 自 己 樹 状 細 胞 （ Jenne L. et al.、 Trends Immunol.、
22: 102-107、 2001） ；
全 長 Ｃ Ｔ Ａ を 発 現 す る よ う に Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ を 生 体 外 で 形 質 移 入 ま た は 形 質 導 入 さ れ た 自
己 Ｔ リ ン パ 球 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 主 な 目 的 で あ る 自 己 癌 ワ ク チ ン に 関 し て は 、 数 多 く の 特 許 文 献 が 引 用 さ れ る 。 国
際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ４ ２ １ ２ ８ 号 に は 、 適 切 な 治 療 の 選 択 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 の 進 行
の モ ニ タ リ ン グ の た め の 、 固 形 腫 瘍 の Ｈ Ｌ Ａ 転 写 ま た は 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 測 定 方 法 が 開
示 さ れ て い る 。 こ の 文 献 の 目 的 は Ｈ Ｌ Ａ － Ｇ の い く つ か の ア イ ソ フ ォ ー ム を 阻 害 し て 自 然
の 抗 腫 瘍 応 答 を 増 加 さ せ る こ と で あ る 。 該 方 法 は 腫 瘍 サ ン プ ル か ら 細 胞 を 抽 出 し 、 そ れ を
溶 解 し 、 溶 解 物 を Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ 抗 原 に 対 す る 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
ド イ ツ 国 特 許 第 ２ ９ ９ １ ３ ５ ２ ２ 号 に は 、 腫 瘍 細 胞 の 表 面 を そ の ま ま に し た ま ま 腫 瘍 細 胞
を 殺 す か 損 傷 を 与 え る た め に 、 患 者 か ら 抽 出 し た 腫 瘍 細 胞 を ２ ０ ０ － ９ ０ ０ ０ バ ー ル の 圧
力 に か け 、 そ し て 細 胞 を 患 者 に 再 注 入 す る こ と に よ る 癌 ワ ク チ ン の 調 製 装 置 が 提 供 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ０ ２ ５ ８ １ 号 に は 、 発 癌 遺 伝 子 ま た は 突 然 変 異 腫 瘍 抑 制 タ ン パ
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ク 質 あ る い は ペ プ チ ド に 対 す る Ｔ 細 胞 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る テ ロ メ ラ ー ゼ タ ン パ ク
質 ま た は ペ プ チ ド が 開 示 さ れ て い る 。 該 ペ プ チ ド は 癌 ワ ク チ ン に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ １ ８ ９ ３ ３ 号 に は 、 機 能 的 に 不 活 性 な 、 改 変 さ れ た 抗 原 の 発 現
を 引 き 起 こ す Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト が 開 示 さ れ て お り 、 該 抗 原 は Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 お
よ び 翻 訳 の 効 率 ま た は 抗 原 ペ プ チ ド の 生 成 に 関 し て は 変 化 し て い な い も の で あ る 。 癌 を 患
う 患 者 は 改 変 さ れ た ヒ ト 癌 関 連 抗 原 、 特 に Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ ま た は プ ラ ス
ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 投 与 に よ っ て 治 療 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 イ ン ビ ト ロ で 該 Ｒ Ｎ Ａ ま た は
プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ に 曝 さ れ た 自 己 樹 状 細 胞 が ワ ク チ ン と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ０ ５ ８ １ 号 に は 、 新 た に 単 離 さ れ た Ｍ Ａ Ｇ Ｅ － Ａ ３ ヒ ト 白 血
球 抗 原 （ Ｈ Ｌ Ａ ） ク ラ ス Ｉ Ｉ － 結 合 ペ プ チ ド を 含 む 癌 ワ ク チ ン が 開 示 さ れ て い る 。 該 ペ プ
チ ド を 用 い て Ｔ リ ン パ 球 の 集 団 を 選 択 的 に 濃 縮 し て 該 ペ プ チ ド に 特 異 的 な Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン
パ 球 を 得 る こ と が で き る 。 該 濃 縮 さ れ た リ ン パ 球 は 癌 ワ ク チ ン と し て も 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ５ ８ １ ３ 号 に は 、 主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 分 子 に 結 合 す る
普 遍 的 な 腫 瘍 関 連 抗 原 （ Ｔ Ａ Ａ ） が 開 示 さ れ て い る 。 治 療 方 法 は 、 該 Ｔ Ａ Ａ を コ ー ド す る
核 酸 分 子 を 投 与 す る 工 程 を 含 み 、 Ｔ Ａ Ａ は 抗 原 提 示 細 胞 に よ っ て プ ロ セ シ ン グ さ れ 、 抗 原
提 示 細 胞 は 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 を 活 性 化 し 、 Ｔ Ａ Ａ を 発 現 す る 細 胞 は 殺 さ れ る 。 特 異 的 ｈ
Ｔ Ｅ Ｒ Ｔ ペ プ チ ド 以 外 に 、 様 々 な Ｔ Ａ Ａ の 同 定 が 複 雑 な コ ン ピ ュ ー タ 化 さ れ た 方 法 に よ り
可 能 と な り 、 コ ン ピ ュ ー タ に よ り 設 計 さ れ た ペ プ チ ド の 合 成 お よ び 該 ペ プ チ ド の 有 効 性 の
確 認 の た め の 生 物 学 的 ア ッ セ イ が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ６ ２ ４ ９ 号 に は 、 ヒ ト Ｗ Ｔ － １ タ ン パ ク 質 ま た は ヒ ト ｇ ａ ｔ
ａ － １ タ ン パ ク 質 の 断 片 が 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド 断 片 は 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ
球 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） の 活 性 化 を 介 し て 癌 ワ ク チ ン と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
米 国 特 許 第 ６ ０ ７ ７ ５ １ ９ 号 に は 、 腫 瘍 組 織 か ら の 酸 に よ る エ ピ ト ー プ の 溶 出 に よ り 回 収
さ れ た Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 組 成 物 を 含 む 癌 ワ ク チ ン が 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ４ ６ ３ ５ ２ 号 に は 、 機 能 性 の Ｃ Ｄ ８ ６ 分 子 を 発 現 す る ヒ ト Ｔ リ
ン パ 球 を 含 む 癌 ワ ク チ ン が 提 供 さ れ て い る 。 Ｔ リ ン パ 球 は Ｔ 細 胞 を 少 な く と も ２ 回 の 連 続
刺 激 に 曝 す こ と に よ っ て 得 ら れ 、 各 刺 激 は 少 な く と も １ つ の ア ク チ ベ ー タ ー （ 抗 体 、 抗 Ｃ
Ｄ ２ 、 ３ ま た は ２ ８ ） お よ び Ｔ 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る サ イ ト カ イ ン （ イ ン タ ー ロ イ キ ン ） を
含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
Coral S. et al. Journal of Immunotherapy 22 (1) : 16-24,1999に は 、 黒 色 腫 細 胞 の 免
疫 原 性 能 力 お よ び そ の 宿 主 細 胞 障 害 性 細 胞 に よ る 認 識 が 、 ヒ ト 白 血 球 抗 原 （ Ｈ Ｌ Ａ ） ク ラ
ス Ｉ 抗 原 、 同 時 刺 激 分 子 お よ び 腫 瘍 性 細 胞 上 の 黒 色 腫 関 連 抗 原 （ Ｍ Ａ Ａ ） の 発 現 の 存 否 と
レ ベ ル に 依 存 す る こ と が 教 示 さ れ て い る 。 ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ の 活 動 性 お よ び ／ ま た は 受
動 性 の ヒ ト 黒 色 腫 の た め の そ の 全 身 投 与 に よ る 特 異 的 免 疫 療 法 に お け る 使 用 が 、 細 胞 障 害
性 細 胞 に よ る 黒 色 腫 細 胞 認 識 を 促 進 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
Momparler、 Anticancer Drugs Apr ; 8 (4) : 358-68、 1997は 、 化 学 療 法 剤 と し て の ５ －
Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ に つ い て 言 及 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
Shichijo S. et al Jpn. J. Cancer Res. 87、 751-756、 July 1996は 、 脱 メ チ ル 剤 ５ － Ａ
Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ が 正 常 お よ び 悪 性 腫 瘍 リ ン パ 球 に お い て Ｍ Ａ Ｇ Ｅ １ 、 ２ 、 ３ お よ び ６ を 誘 導
す る か 否 か を 調 査 し 、 細 胞 に お け る そ れ ら の 発 現 機 構 を よ り 明 か に し た 。 著 者 ら は 試 験 し
た 選 択 さ れ た サ ン プ ル に お け る 調 査 し た Ｃ Ｔ Ａ の 誘 導 を 示 し 、 す べ て の 場 合 に お い て 脱 メ
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チ ル 反 応 が Ｍ Ａ Ｇ Ｅ 遺 伝 子 の 誘 導 の た め に 十 分 な 刺 激 で あ る わ け で は な い と 論 じ 、 そ の 結
果 細 胞 に お け る Ｍ Ａ Ｇ Ｅ 遺 伝 子 の 発 現 機 構 が よ り 明 ら か に な っ た 。 治 療 上 の 見 通 し に 付 い
て の 示 唆 は 無 か っ た 。
（ 発 明 の 概 要 ）
【 ０ ０ ２ ７ 】
こ の た び 新 た に 抗 原 提 示 細 胞 の 作 成 方 法 が 見 出 さ れ た 。 該 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む 。
ａ ） 該 細 胞 を 対 象 か ら 収 集 す る 工 程 、
ｂ ） 該 収 集 し た 細 胞 を 活 性 化 さ せ る 工 程 ；
ｃ ） 該 活 性 化 し た 細 胞 を 生 体 外 で 培 養 お よ び 所 望 に よ り 増 加 さ せ る 工 程 ；
ｄ ） 該 培 養 お よ び 所 望 に よ り 増 加 さ せ た 細 胞 を Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 で 処 理 し て 該 細 胞 か ら
同 時 に 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 さ せ る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 細 胞 お よ び そ の 細 胞 成 分 は 、 単 独 で ま た は 該 細 胞 と 組 合 せ
て 、 該 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の １ ま た は 複 数 を 構 成 的 に 発 現 す る 様
々 な ヒ ス ト タ イ プ の 悪 性 腫 瘍 の 予 防 お よ び 治 療 、 特 に 哺 乳 類 、 ヒ ト の 予 防 お よ び 治 療 に 有
用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 の 以 下 の 記 載 に お い て 、 該 細 胞 を Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 と 略 称 す る 。
も っ と も 便 宜 的 に は 、 本 方 法 に よ り 得 ら れ る 細 胞 は 癌 ワ ク チ ン の 形 態 で 用 い ら れ る 。
以 下 の 記 載 に お い て 、 本 発 明 を 実 施 例 と 図 面 に よ っ て よ り 詳 細 に 開 示 す る 。 図 面 に お い て
：
【 ０ ０ ３ ０ 】
図 １ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ ま た は 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 （ Ｓ ） に よ っ て 刺 激
さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
図 ２ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ ま た は 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ 細 胞 （ Ｓ ） に よ っ て 刺 激
さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
図 ３ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ ま た は 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 （ Ｓ ） に よ
っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
図 ４ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 （ Ｓ ）
に よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
図 ５ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に よ っ て 刺
激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
図 ６ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － ＋ Ｐ Ｗ Ｍ
－ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｓ ） に よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
（ 発 明 の 詳 細 な 開 示 ）
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 に よ る と 、 抗 原 提 示 細 胞 を 作 成 す る た め に 処 理 さ れ る 細 胞 の タ イ プ に 実 質 的 に 制 限
は な い が 、 た だ し 、 低 メ チ ル 化 剤 に よ っ て 好 適 に 活 性 化 お よ び 処 理 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 に よ る と 、 対 象 か ら 収 集 さ れ る 細 胞 は 、 具 体 的 に は 哺 乳 類 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト で
あ る 。 本 発 明 の 可 能 な 態 様 に お い て 、 該 ヒ ト は 癌 患 者 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 の 第 １ の 好 適 な 態 様 に よ る と 、 本 方 法 に よ り 得 ら れ る 抗 原 提 示 細 胞 は 免 疫 細 胞 で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の 第 ２ の 好 適 な 態 様 に お い て 、 本 方 法 に よ り 得 ら れ る 抗 原 提 示 細 胞 は 非 免 疫 細 胞 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 に よ り 得 ら れ る 細 胞 は 共 有 （ shared） 免 疫 優 性 癌 抗 原 を 発 現 し て も よ く 、 共 有 非 免
疫 優 性 癌 抗 原 を 発 現 し て も よ い 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 方 法 に 好 適 な 細 胞 は 以 下 の も の で あ る ：
エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス で 不 死 化 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 で 処 理 さ れ た Ｂ － リ ン パ
芽 球 腫 細 胞 系 。 こ れ は 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の 末 梢 血 単 核 細 胞 （
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら 作 成 し た も の で あ る （ Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ ） 。
ヤ マ ゴ ボ ウ マ イ ト ジ ェ ン （ Ｐ Ｗ Ｍ ） で 活 性 化 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 で 処 理 さ れ た Ｂ －
リ ン パ 球 。 こ れ は 、 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 精 製 し
た Ｂ － リ ン パ 球 か ら 作 成 し た も の で あ る （ Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ ） 。
Ｃ Ｄ ４ ０ で 活 性 化 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 で 処 理 さ れ た Ｂ － リ ン パ 球 。 こ れ は 、 疾 患 の
進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 精 製 し た Ｂ － リ ン パ 球 か ら 作 成 し
た も の で あ る （ Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｂ ） 。
ヤ マ ゴ ボ ウ マ イ ト ジ ェ ン （ Ｐ Ｗ Ｍ ） で 活 性 化 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 で 処 理 さ れ た Ｐ Ｂ
Ｍ Ｃ 。 こ れ は 、 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の 精 製 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 作 成 し
た （ Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 。
フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （ Ｐ Ｈ Ａ ） ＋ 組 換 え ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ （ ｒ ｈ Ｉ Ｌ － ２ ） で
活 性 化 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 で 処 理 さ れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 。 こ れ は 、 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る
癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の 精 製 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 作 成 し た （ Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － ｒ
ｈ Ｉ Ｌ ２ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 。
フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （ Ｐ Ｈ Ａ ） ＋ 組 換 え ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ （ ｒ ｈ Ｉ Ｌ － ２ ） ＋
ヤ マ ゴ ボ ウ マ イ ト ジ ェ ン （ Ｐ Ｗ Ｍ ） で 活 性 化 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 で 処 理 さ れ た Ｐ Ｂ
Ｍ Ｃ 。 こ れ は 、 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の 精 製 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 作 成 し
た （ Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － ｒ ｈ Ｉ Ｌ ２ － Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 。
樹 状 細 胞 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 。
Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 幹 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 お よ び 角 化 細 胞 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 細 胞 は 、 免 疫 優 性 で あ れ 非 免 疫 優 性 で あ れ 、 １ ま た は 複 数
の 癌 抗 原 を 構 成 的 に 発 現 す る 様 々 な ヒ ス ト タ イ プ の 悪 性 腫 瘍 の 予 防 薬 お よ び 治 療 薬 と し て
の 使 用 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 の 別 の 可 能 な 態 様 は 、 ワ ク チ ン 接 種 す る 細 胞 の 直 接 の 抗 原 提 示 能 力 の 利 用 が 望 ま し
く な い か 必 要 で な い 場 合 に 適 用 で き る 。 こ の 場 合 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ る ワ ク チ ン
接 種 す る 細 胞 ま た は そ の 細 胞 成 分 は ワ ク チ ン 接 種 さ れ る 患 者 に 対 し て プ ー ル さ れ た 癌 抗 原
の 「 貯 蔵 所 」 と し て 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 好 適 な 態 様 に お い て 、 選 択 さ れ た Ｔ Ａ Ａ は Ｃ Ｔ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 の こ の 態 様 は 当 業 者 に 以 下 の 利 点 を 提 供 す る 。
Ｃ Ｔ Ａ は 免 疫 原 性 で あ る 。 と い う の は そ れ ら は Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ － 拘 束 Ｃ Ｔ Ａ － 特 異 的 Ｃ Ｄ
８ ＋ Ｃ Ｔ Ｌ に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を 含 む か ら で あ る 。
Ｃ Ｔ Ａ は 免 疫 原 性 で あ る 。 と い う の は そ れ ら は Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ － 拘 束 Ｃ Ｔ Ａ － 特 異 的 Ｃ
Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を 含 む か ら で あ る 。
選 択 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ は 同 時 に Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 抗 原 に よ っ て 提 示 さ れ
る エ ピ ト ー プ を 含 む 。 し た が っ て 、 選 択 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ は Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｃ Ｔ Ｌ お よ び Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ
リ ン パ 球 反 応 を 同 時 に 誘 導 で き る 。
Ｃ Ｔ Ａ は 精 巣 と 胎 盤 を 除 き 、 良 性 の 組 織 で は 発 現 し な い 。
異 な る Ｃ Ｔ Ａ が 固 形 お よ び 造 血 性 悪 性 腫 瘍 の 腫 瘍 性 細 胞 に 同 時 に 発 現 し 得 、 形 質 転 換 細 胞
に 同 時 発 現 し て い る 複 数 の 治 療 標 的 を 提 供 し 得 る 。
特 定 の Ｃ Ｔ Ａ は 、 所 与 の 患 者 の 同 時 の お よ び 逐 次 の 転 移 性 病 変 に 均 一 に 発 現 す る 。
特 定 の Ｃ Ｔ Ａ は 、 異 な る 組 織 起 源 の 悪 性 腫 瘍 組 織 に 発 現 し 得 、 そ の 特 異 的 ヒ ス ト タ イ プ に
関 わ ら ず ヒ ト 腫 瘍 症 に 共 有 さ れ る 共 通 の 治 療 標 的 を 提 供 す る 。
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特 定 の Ｃ Ｔ Ａ は 、 様 々 な Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 同 種 特 異 体 に お い て 提 示
さ れ る 複 数 の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド を コ ー ド し 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 酵 素 阻 害 剤 が Ｄ Ｎ Ａ 低 メ チ ル 化 剤 と
協 同 し て Ｃ Ｔ Ａ 、 Ｈ Ｌ Ａ 抗 原 、 お よ び 様 々 な 組 織 の 腫 瘍 性 細 胞 の 同 時 刺 激 ／ ア ク セ サ リ ー
分 子 の 発 現 を 誘 導 ／ 上 方 制 御 し 得 る 。 実 際 、 Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 お よ び ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化
は 、 癌 に お け る 後 成 的 な ジ ー ン サ イ レ ン シ ン グ の 相 乗 作 用 の 層 と し て 作 用 し (Fuks F. et 
al., Nat. Genet.、 24 : 88-91、 2000)、 腫 瘍 抑 制 機 能 を 有 す る 選 択 さ れ た 過 剰 メ チ ル 化
遺 伝 子 の 強 い 再 活 性 化 が 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 酵 素 阻 害 剤 で の 処 理 後 、 最 初 の 最 小 限 の Ｄ
Ｎ Ａ 脱 メ チ ル 反 応 に 続 い て 結 腸 直 腸 癌 細 胞 に お い て 観 察 さ れ た （ Cameron E. E. et al., 
Nat. Genet.、 21 : 103-107、 1999） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 に よ る 方 法 に お け る 活 性 化 工 程 は 、 一 般 的 知 識 に し た が っ て 行 わ れ 、 い か な る 場 合
も Current Protocols in Immunology、 Coligan J. E. et al Eds、 Wileyを 参 照 す れ ば よ
い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 に よ る 方 法 に お け る 脱 メ チ ル 反 応 処 理 は 、 一 般 的 に 周 知 で あ り 、 文 献 に 一 般 的 手 順
が 記 載 さ れ て い る 。 さ ら な る 詳 細 な 情 報 に つ い て は Santini V. et al., Ann. Intern. Me
d. 、 134 : 573-586, 2001を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 の 目 的 に 有 用 な 当 該 技 術 分 野 で 脱 メ チ ル 剤 と し て も 知 ら れ て い る 低 メ チ ル 化 剤 は 、
当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 脱 メ チ ル 剤 は 文 献 に 広 く 開 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 国
際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ２ ９ ２ ３ ５ 号 、 米 国 特 許 第 ５ ８ ５ １ ７ ７ ３ 号 を 参 照 さ れ た い 。 好
適 な Ｄ Ｎ Ａ 脱 メ チ ル 剤 は ５ － ア ザ － シ チ ジ ン で あ り 、 よ り 好 適 に は 、 ５ － ア ザ － ２ ’ － デ
オ キ シ シ チ ジ ン （ ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ ） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 に よ る 抗 原 提 示 細 胞 は 癌 ワ ク チ ン の 調 製 に 好 適 で あ る 。 本 発 明 の 好 適 な 態 様 に お い
て 、 該 ワ ク チ ン は 自 己 ワ ク チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 の 別 の 好 適 な 態 様 に お い て 、 該 ワ ク チ ン は 同 種 (allogeneic)ワ ク チ ン で あ る 。 こ の
態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 細 胞 は 、 そ れ が 細 胞 で あ れ 、 そ の 細 胞 成 分 で
あ れ 、 抗 原 提 示 細 胞 と し て 、 そ し て 、 プ ー ル さ れ た 癌 抗 原 の 「 貯 蔵 所 」 の 形 態 と し て 利 用
で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の さ ら に 好 適 な 別 の 態 様 に お い て 、 細 胞 お よ び ／ ま た は 細 胞 成 分 は 、 エ フ ェ ク タ ー
免 疫 細 胞 の 作 成 方 法 に 利 用 で き る 。 該 エ フ ェ ク タ ー 免 疫 細 胞 は 周 知 の 養 子 免 疫 治 療 に お い
て 有 用 な 産 物 の 調 製 に 利 用 さ れ る 。 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 こ こ に 記 載 す る ワ ク
チ ン は 、 例 え ば デ シ タ ビ ン な ど の 低 メ チ ル 化 剤 に よ る 癌 患 者 の 全 身 的 前 処 理 と 組 合 せ て 用
い る こ と が で き る 。 こ の 態 様 は 例 え ば 、 本 発 明 の ワ ク チ ン と 例 え ば デ シ タ ビ ン な ど の 低 メ
チ ル 化 剤 の 全 身 投 与 に 好 適 な 医 薬 組 成 物 と を 含 む キ ッ ト な ど の 製 品 を 用 い て 行 な う こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ワ ク チ ン は 当 業 者 に 周 知 の 技 術 に よ っ て 、 一 般 的 知 識 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 本 明 細 書 に お い て 言 及 し た 特 許 文 献 は 癌 ワ ク チ ン の 調 製 に つ い て 十 分 開 示 し て い る
。 例 え ば 、 国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ５ ８ １ ３ 号 ま た は 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ４ ６ ３ ５ ２ 号 を 参
照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 特 に 投 与 プ ロ ト コ ー ル に 関 し て 、 本 発 明 に よ る ワ ク チ ン を 使 用 す る た め
の 好 適 な 方 法 を 簡 単 に 確 立 で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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以 下 の 実 施 例 に お い て 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ １ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 精 製
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は 、 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の ヘ パ リ ン 処 置 し た 末 梢 血 か
ら 標 準 的 フ ィ コ ー ル － ハ イ パ ッ ク （ Ficoll-Hypaque） 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ っ て 精 製 し た
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス （ Ｅ Ｂ Ｖ ） に よ る Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 不 死 化 に よ る 自 己 Ｂ － リ ン パ 芽
球 腫 細 胞 系 の 作 成
Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ ＋ リ ン パ 芽 球 腫 細 胞 系 は 、 Ｂ ９ ５ ． ８ マ ー モ セ ッ ト 細 胞 系 か ら の 上 清 と と も に
、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 で 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 （ ま た
は ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 ） お よ び ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン を 追 加 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 で イ
ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 作 成 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ お よ び 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 の 作 成
Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ ＋ リ ン パ 芽 球 腫 細 胞 系 （ ７ ． ５ ｘ １ ０ ５ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） を １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ウ シ
胎 仔 血 清 （ ま た は １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 ） お よ び ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン を 追 加
し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 で ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 で 培 養 し 、 １ ２ 時 間 ご と に
４ 回 、 １ μ Ｍ の ５ － ア ザ － ２ ’ － デ オ キ シ シ チ ジ ン （ ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ ） に よ る パ ル ス
刺 激 を 与 え た ； 次 い で 培 地 の 半 分 を 新 鮮 な 培 地 で 交 換 し 、 培 養 を さ ら に ４ ８ 時 間 続 け た 。
次 い で 細 胞 を 実 験 手 順 に 使 用 お よ び ／ ま た は 生 存 条 件 下 で 凍 結 し た 。 対 照 細 胞 （ Ｂ － Ｅ Ｂ
Ｖ 細 胞 ） を 同 様 の 実 験 条 件 下 で 培 養 し た が 、 ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ に よ る パ ル ス 刺 激 は 与 え
な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ お よ び 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ － 細 胞 の 最 終 的 な 収 集
こ の 結 果 に 付 い て は 表 １ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
自 己 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） お よ び Ｍ Ｌ Ｒ
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ お よ び 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 （ 刺 激 細 胞 ＝ Ｓ ） を 収 集 し 、
ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 （ Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ ） で ２ 回 洗 浄 し 、 ｘ － 線 で 処 理 し た （ ７ ５ Ｇ ｙ ） 。 ａ Ｍ
Ｌ Ｒ お よ び Ｍ Ｌ Ｒ の た め に 、 ス カ ラ ー 濃 度 （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ か ら ６ ｘ １ ０ ４ 細 胞 ／
ｍ ｌ ） の Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ ま た は 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 を 、 熱 不 活 性 化 ヒ ト
Ａ Ｂ 血 清 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト
レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸 塩 を 追 加 し た 基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 培 地 中 の 自 己 ま た は 同 種 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １
ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） （ 反 応 細 胞 ＝ Ｒ ） に 添 加 し た 。 そ し て ９ ６ ウ ェ ル Ｕ 底 プ レ ー ト に 最
終 容 積 が ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル と な る よ う に 播 い た 。 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 で の ２
４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 培 養 上 清 を 収 集 し 、 す ぐ に － ８ ０ ℃ で サ
イ ト カ イ ン ア ッ セ イ に 使 用 す る ま で 保 存 し た 。 次 い で １ ０ ０ μ ｌ の 新 鮮 な 培 地 を 各 ウ ェ ル
に 添 加 し 、 培 養 を さ ら に ５ 日 間 続 け た 後 、 培 養 物 に ３ Ｈ － Ｔ Ｄ Ｒ （ １ μ Ｌ Ｃ ｉ ／ ウ ェ ル ）
で Ｏ ／ Ｎ パ ル ス 刺 激 を 与 え た 。 次 い で プ レ ー ト を 回 収 し Ｒ 細 胞 に よ る ３ Ｈ － Ｔ Ｄ Ｒ 取 り こ
み を β － カ ウ ン タ ー に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
ａ Ｍ Ｌ Ｒ に お い て Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ ま た は 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 （ Ｓ ） に よ
っ て 刺 激 さ れ た 自 己 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖
図 １ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ お よ び 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 の 表 現 型 の 特 性
結 果 に つ い て は 表 ２ を 参 照 さ れ た い 。
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【 ０ ０ ５ ８ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ お よ び 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る Ｃ Ｔ Ａ の
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析
調 査 す る 細 胞 上 の Ｃ Ｔ Ａ 発 現 を 評 価 す る た め に 用 い た 実 験 条 件 お よ び プ ラ イ マ ー は 以 下 の
通 り で あ る ：
Ｍ Ａ Ｇ Ｅ － １ 、 － ２ 、 － ３ 、 － ４ に つ い て は 、 Brasseur、 F. 、 et al. Int. J. Cancer 6
3: 375- 380、 1995 ； Ｇ Ａ Ｇ Ｅ １ － ６ に つ い て は 、 Van den Eynde、 B. 、 et al. J. Exp.
 Med. 182 : 689-698、 1995 ; Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － １ に つ い て は 、  Stockert、 E. et al. J. 
Exp. Med．  187 : 265- 270、 1998 ； Ｓ Ｓ Ｘ － ２ に つ い て は ；  Sahin、 U. 、 et al. Clin
. Cancer Res. 6 : 3916- 3922、 2000。
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】
ａ 陽 性 ／ 被 験 ； Ｎ Ｔ 、 試 験 せ ず 。
【 ０ ０ ６ １ 】
ａ Ｍ Ｌ Ｒ に お い て Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ ま た は 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 （ Ｓ ） に よ
っ て 刺 激 さ れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） に よ っ て 放 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 評 価
結 果 に つ い て は 表 ３ を 参 照 さ れ た い 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ６ ２ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ
Ｂ － リ ン パ 球 精 製
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の ヘ パ リ ン 処 置 し た 末 梢 血 か ら
標 準 的 フ ィ コ ー ル － ハ イ パ ッ ク 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ っ て 精 製 し 、 精 製 し た Ｂ リ ン パ 球 を
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処 理 し た ヒ ツ ジ 赤 血 球 を 用 い た 常 套 の Ｅ ロ ゼ ッ ト 形 成 技 術 に よ っ て 得 た
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
Ｐ Ｗ Ｍ － 活 性 化 Ｂ 細 胞 の 作 成
精 製 Ｂ － リ ン パ 球 （ １ ． ５ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） に Ｐ Ｗ Ｍ （ ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 添 加 し 、 ３
７ ℃ で ４ ８ 時 間 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 下 で 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 、 ２ ｍ Ｍ 　
Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ Ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸
塩 を 追 加 し た 基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 培 地 で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ お よ び 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ 細 胞 の 作 成
Ｐ Ｗ Ｍ － 活 性 化 Ｂ － リ ン パ 球 に １ ２ 時 間 ご と に １ μ Ｍ の ５ － ア ザ － ２ ’ － デ オ キ シ シ チ ジ
ン （ ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ ） で ４ 回 パ ル ス 刺 激 を 与 え た ； 次 い で 培 地 の 半 分 を 新 鮮 な 培 地 で
交 換 し 、 さ ら に ４ ８ 時 間 培 養 を 続 け た 。 次 に 細 胞 を 実 験 手 順 に 使 用 お よ び ／ ま た は 生 存 条
件 下 で 凍 結 し た 。 対 照 細 胞 （ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ ） を 同 様 の 実 験 条 件 下 で 培 養 し た が ５ － Ａ Ｚ Ａ －
Ｃ ｄ Ｒ で の パ ル ス 刺 激 は 与 え な か っ た 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ お よ び 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ 細 胞 の 最 終 的 な 収 集
結 果 に つ い て は 表 １ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
自 己 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） お よ び Ｍ Ｌ Ｒ
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ お よ び 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ 細 胞 （ 刺 激 細 胞 ＝ Ｓ ） を 収 集 し 、
０ ． ５ ％ α － メ チ ル マ ン ノ ピ ラ ノ シ ド を 追 加 し た ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 で ３ 回 洗 浄 し 、 ｘ
－ 線 処 理 し た （ ３ ０ Ｇ ｙ ） 。 ａ Ｍ Ｌ Ｒ お よ び Ｍ Ｌ Ｒ の た め に ス カ ラ ー 濃 度 （ １ ｘ １ ０ ６ 細
胞 ／ ｍ ｌ か ら ６ ｘ １ ０ ４ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） の Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ ま た は 対 照 Ｐ Ｗ
Ｍ － Ｂ 細 胞 を 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ
ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸 塩 を 追 加 し た 基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ
培 地 中 の 自 己 ま た は 同 種 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） （ 反 応 細 胞 ＝ Ｒ ） に 添 加 し 、
９ ６ ウ ェ ル Ｕ － 底 プ レ ー ト に 最 終 容 積 が ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル と な る よ う に 播 い た 。 ３ ７ ℃
で ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 下 で の ６ 日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 培 養 上 清
を 各 ウ ェ ル か ら 収 集 し 、 す ぐ に サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ に 使 用 す る ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
次 い で 、 １ ０ ０ μ ｌ の 新 鮮 な 培 地 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 培 養 に ３ Ｈ － Ｔ ｄ Ｒ （ １ μ Ｃ ｉ ／
ウ ェ ル ） で Ｏ ／ Ｎ パ ル ス 刺 激 を 与 え た ； そ し て 、 プ レ ー ト を 収 集 し Ｒ 細 胞 に よ る ３ Ｈ － Ｔ
ｄ Ｒ 取 り こ み を β － カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ お よ び 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ 細 胞 の 表 現 型 の 特 性
結 果 に つ い て は 表 ２ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ お よ び 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る Ｃ Ｔ Ａ の
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
ａ 陽 性 ／ 被 験 ； Ｎ Ｔ 、 試 験 せ ず 。
【 ０ ０ ７ １ 】
ａ Ｍ Ｌ Ｒ に お い て Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ ま た は 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ 細 胞 （ Ｓ ） に よ
っ て 刺 激 さ れ た 自 己 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖
結 果 に つ い て は 図 ２ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ ま た は 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ 細 胞 （ Ｓ ） に よ っ て 刺 激 さ れ た 同
種 （ Ｍ Ｌ Ｒ ） お よ び 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） に よ り 放 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ の Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 評 価
結 果 に つ い て は 表 ３ を 参 照 さ れ た い 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
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Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 精 製
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の ヘ パ リ ン 処 置 ま た は 酸 性 ク
エ ン 酸 デ キ ス ト ロ ー ス （ Ａ Ｃ Ｄ ） － 抗 凝 固 処 理 し た 末 梢 血 か ら 、 標 準 的 な フ ィ コ ー ル － ハ
イ パ ッ ク 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ － Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 作 成
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ ２ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） を 、 半 集 密 的 な 、 ｘ － 線 処 理 し た （ ７ ５ Ｇ ｙ ） Ｎ Ｉ Ｈ
３ Ｔ ３ － Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ と 、 ３ ７ ℃ で ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 下 で 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ヒ ト Ａ Ｂ
血 清 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 ２ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 組 換 え ヒ ト （ ｒ ｈ ） イ ン タ ー ロ イ キ ン ４ （
ｒ ｈ Ｉ Ｌ － ４ ） 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 ｒ ｈ イ ン ス リ ン
、 ５ ． ５ ｘ １ ０ － ７ Ｍ シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ （ Ｃ ｓ Ａ ） 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 お よ び
１ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸 塩 を 追 加 し た 基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 培 地 （ 完 全 培 地
） 中 で 共 培 養 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の ６ 日 後 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 収 集 し 、 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ で ２ 回 洗
浄 し 、 完 全 培 地 に １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ と な る よ う に 再 懸 濁 し 、 上 記 の よ う に し て 新 た に
調 製 し た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ － Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ と 、 さ ら に ３ 日 間 ３ ７ ℃ で ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 下 で
共 培 養 し た 。 こ の 手 順 を ２ － ３ 日 毎 に 繰 り 返 し 、 最 大 培 養 時 間 を １ ６ － １ ８ 日 と し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ お よ び 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 の 作 成
１ ６ － １ ８ 日 間 の 培 養 後 、 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 収 集 し 、 上 記 の よ う に し て Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ － Ｃ
Ｄ ４ ０ Ｌ で 再 刺 激 し た ； ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 で の Ｏ ／ Ｎ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の
後 、 培 養 に １ ２ 時 間 ご と に １ μ Ｍ 　 ５ － ア ザ － デ オ キ シ シ チ ジ ン （ ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ ）
で ４ 回 パ ル ス 刺 激 を 与 え た ； 次 い で 、 細 胞 を 収 集 し 、 上 記 の よ う に Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ － Ｃ Ｄ ４
０ Ｌ で 再 刺 激 し 、 さ ら に ４ ８ 時 間 培 養 を 続 け た 。 次 い で 細 胞 を 実 験 手 順 に 使 用 お よ び ／ ま
た は 生 存 条 件 下 で 凍 結 し た 。 対 照 細 胞 （ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 ） を 同 様 の 実 験 条 件 で 培 養 し
た が 、 ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ に よ る パ ル ス 刺 激 は 与 え な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
最 終 的 な Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ お よ び 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 の 収 集
結 果 に つ い て は 表 １ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
自 己 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） お よ び Ｍ Ｌ Ｒ
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ お よ び 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 （ 刺 激 細 胞 ＝ Ｓ ） を
収 集 し 、 ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 で ３ 回 洗 浄 し 、 ｘ － 線 処 理 し た （ ５ ０ Ｇ ｙ ） 。 ａ Ｍ Ｌ Ｒ お
よ び Ｍ Ｌ Ｒ の た め に 、 ス カ ラ ー 濃 度 （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ か ら ６ ｘ １ ０ ４ 細 胞 ／ ｍ ｌ ）
の Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ ま た は 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 を 、 １ ０ ％ 熱 不 活
性 化 ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／
ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸 塩 を 追 加 し た 基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 培 地 中 で 、 自 己 ま た は 同 種 Ｐ
Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） （ 反 応 細 胞 ＝ Ｒ ） に 添 加 し 、 ９ ６ ウ ェ ル Ｕ － 底 プ レ ー ト
に 最 終 容 積 が ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル と な る よ う に 播 い た 。 ３ ７ ℃ で の Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 下 で
の ２ ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 培 養 上 清 を 収 集 し 、 す ぐ に サ イ ト カ イ
ン ア ッ セ イ に 使 用 す る ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 次 い で 、 １ ０ ０ μ ｌ の 新 鮮 な 培 地 を 各 ウ
ェ ル に 添 加 し 、 培 養 を さ ら に ５ 日 間 続 け 、 そ し て 培 養 に ３ Ｈ － Ｔ ｄ Ｒ （ １ μ Ｃ ｉ ／ ウ ェ ル
） で Ｏ ／ Ｎ パ ル ス 刺 激 を 与 え た ； 次 い で プ レ ー ト を 収 集 し 、 Ｒ 細 胞 に よ る ３ Ｈ － Ｔ ｄ Ｒ 取
り こ み を β － カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ お よ び 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 の 表 現 型 の 特 性
結 果 に つ い て は 表 ２ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ お よ び 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る
Ｃ Ｔ Ａ の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析
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【 ０ ０ ８ ０ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
ａ 陽 性 ／ 被 験
【 ０ ０ ８ ２ 】
ａ Ｍ Ｌ Ｒ に お い て Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ ま た は 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 （
Ｓ ） に よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖
結 果 に つ い て は 図 ３ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
ａ Ｍ Ｌ Ｒ に お い て Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ ま た は 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 Ｓ
（ Ｓ ） に よ っ て 刺 激 さ れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） に よ っ て 放 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 評
価
結 果 に つ い て は 表 ３ を 参 照 さ れ た い 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 精 製
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の ヘ パ リ ン 処 置 し た 末 梢 血 か
ら 標 準 的 な フ ィ コ ー ル － ハ イ パ ッ ク 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
Ｐ Ｗ Ｍ － 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 作 成
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ． ５ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） に Ｐ Ｗ Ｍ （ ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 添 加 し 、 ４ ８ 時 間 ３
７ ℃ で ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 で 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ
ン 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸 塩 を 追 加 し た
基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 培 地 中 で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 の 作 成
Ｐ Ｗ Ｍ － 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に 、 １ ２ 時 間 ご と に ４ 回 、 １ μ Ｍ の ５ － ア ザ － ２ ’ － デ オ キ シ シ
チ ジ ン （ ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ ） で パ ル ス 刺 激 を 与 え た ； 次 い で 、 培 地 の 半 分 を 新 鮮 な 培 地
で 交 換 し 、 培 養 を さ ら に ４ ８ 時 間 続 け た 。 次 い で 細 胞 を 実 験 手 順 に 使 用 お よ び ／ ま た は 生
存 条 件 下 で 凍 結 し た 。 対 照 細 胞 （ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を 同 様 の 実 験 条 件 下 で 培 養 し た が 、
５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ に よ る 刺 激 は 与 え な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 の 最 終 的 な 収 集
結 果 に つ い て は 表 １ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
自 己 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） お よ び Ｍ Ｌ Ｒ
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 （ 刺 激 細 胞 ＝ Ｓ
） を 収 集 し 、 ０ ． ５ ％ α － メ チ ル マ ン ノ ピ ラ ノ シ ド を 追 加 し た ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 で ３
回 洗 浄 し 、 ｘ － 線 処 理 し た （ ３ ０ Ｇ ｙ ） 。 ａ Ｍ Ｌ Ｒ お よ び Ｍ Ｌ Ｒ の た め に 、 ス カ ラ ー 濃 度
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（ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ か ら ６ ｘ １ ０ ４ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） の Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ
Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 を 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ
－ グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸 塩
を 追 加 し た 基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 培 地 中 で 、 自 己 ま た は 同 種 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ
） （ 反 応 細 胞 ＝ Ｒ ） に 追 加 し 、 ９ ６ ウ ェ ル Ｕ － 底 プ レ ー ト に 最 終 容 積 が ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ
ル と な る よ う に 播 い た 。 ３ ７ ℃ で ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 下 で の ６ 日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン の 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 培 養 上 清 を 各 ウ ェ ル か ら 収 集 し 、 す ぐ に サ イ ト カ イ ン の た め に 使 用
す る ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ の 新 鮮 な 培 地 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 ３ Ｈ － Ｔ ｄ
Ｒ （ １ μ Ｃ ｉ ／ ウ ェ ル ） で Ｎ ／ Ｏ パ ル ス 刺 激 を 与 え た ； 次 い で 収 集 し 、 Ｒ 細 胞 に よ る ３ Ｈ
－ Ｔ ｄ Ｒ 取 り こ み を β － カ ウ ン タ ー に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 の 表 現 型 の 特 性
結 果 に つ い て は 表 ２ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 に よ っ て 発 現 す
る Ｃ Ｔ Ａ の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析
【 ０ ０ ９ １ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
ａ 陽 性 ／ 被 験 ； Ｎ Ｔ 、 試 験 せ ず 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ａ Ｍ Ｌ Ｒ に お い て Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細
胞 に よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖
結 果 に つ い て は 図 ４ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ａ Ｍ Ｌ Ｒ に お い て Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細
胞 （ Ｓ ） に よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ － （ Ｒ ） に よ っ て 放 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ の Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 評 価
結 果 に つ い て は 表 ３ を 参 照 さ れ た い 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 精 製
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の ヘ パ リ ン 処 置 し た 末 梢 血 か
ら 、 標 準 的 な フ ィ コ ー ル － ハ イ パ ッ ク 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
Ｐ Ｈ Ａ － 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 作 成
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ． ５ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） に Ｐ Ｈ Ａ － Ｍ （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） お よ び １ ０ ０ Ｕ
Ｉ ／ ｍ ｌ の ｒ ｈ Ｉ Ｌ － ２ を 添 加 し 、 ４ ８ 時 間 ３ ７ ℃ で ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 下 で 、 １ ０ ％
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熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 を 追 加 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 （ ま た は １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ヒ ト
Ａ Ｂ 血 清 を 追 加 し た 基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 培 地 ） （ こ れ ら に は 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １
０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸 塩 が 追 加 さ れ て い る
（ 完 全 培 地 ） ） 中 で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 作 成
Ｐ Ｈ Ａ － 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に 、 １ ２ 時 間 ご と に ４ 回 、 １ μ Ｍ の ５ － ア ザ － ２ ’ － デ オ キ シ シ
チ ジ ン （ ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ ） に よ っ て パ ル ス 刺 激 を 与 え た ； 次 い で 培 地 の 半 分 を 新 鮮 な
Ｐ Ｈ Ａ － Ｍ を 含 有 し な い 完 全 培 地 と 交 換 し 、 さ ら に ４ ８ 時 間 培 養 を 続 け た 。 次 い で 細 胞 を
実 験 手 順 に 使 用 お よ び ／ ま た は 生 存 条 件 下 で 凍 結 し た 。 対 照 細 胞 （ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を
同 様 の 実 験 条 件 下 で 培 養 し た が 、 ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ に よ る パ ル ス 刺 激 は 与 え な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 最 終 的 な 収 集
結 果 に つ い て は 表 １ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
自 己 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） お よ び Ｍ Ｌ Ｒ
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ 刺 激 細 胞 ＝ Ｓ ） を
収 集 し 、 ０ ． ５ ％ α － メ チ ル マ ン ノ ピ ラ ノ シ ド を 追 加 し た ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 で ３ 回 洗
浄 し 、 ｘ － 線 処 理 し た （ ５ ０ Ｇ ｙ ） 。 ａ Ｍ Ｌ Ｒ お よ び Ｍ Ｌ Ｒ の た め に 、 ス カ ラ ー 濃 度 （ １
ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ か ら ６ ｘ １ ０ ４ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） の Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ
Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ
ミ ン 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸 塩 を 追 加 し
た 基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 培 地 中 、 自 己 ま た は 同 種 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） （ 反 応 細
胞 ＝ Ｒ ） に 添 加 し 、 ９ ６ ウ ェ ル Ｕ － 底 プ レ ー ト に 最 終 容 量 が ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル と な る よ
う に 播 い た 。 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿 雰 囲 気 下 で の ２ ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 １
０ ０ μ ｌ の 培 養 上 清 を 各 ウ ェ ル か ら 収 集 し 、 す ぐ に サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ で の 使 用 ま で －
８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 次 い で 、 １ ０ ０ μ ｌ の 新 鮮 な 培 地 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 培 養 を さ ら に
５ 日 間 続 け 、 そ し て 培 養 に ３ Ｈ － Ｔ ｄ Ｒ （ １ μ Ｃ ｉ ／ ウ ェ ル ） に よ っ て Ｏ ／ Ｎ パ ル ス 刺 激
を 与 え た ； 次 い で プ レ ー ト を 収 集 し 、 Ｒ 細 胞 に よ る ３ Ｈ － Ｔ ｄ Ｒ 取 り こ み を β － カ ウ ン タ
ー に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 表 現 型 の 特 性
結 果 に つ い て は 表 ２ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ １ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に よ り 発 現 す る Ｃ Ｔ
Ａ の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析
【 ０ １ ０ ２ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ３ 】
ａ 陽 性 ／ 被 験 ； Ｎ Ｔ 、 試 験 せ ず 。
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【 ０ １ ０ ４ 】
ａ Ｍ Ｌ Ｒ に お い て Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に
よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖
結 果 に つ い て は 図 ５ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｓ ） に よ っ て 刺 激
さ れ た 同 種 （ Ｍ Ｌ Ｒ ） お よ び 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） に よ っ て 放 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ
－ γ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 評 価
結 果 に つ い て は 表 ３ を 参 照 さ れ た い 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ０ ６ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 精 製
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 疾 患 の 進 行 状 態 に あ る 癌 患 者 ま た は 健 康 な 対 象 の ヘ パ リ ン 処 置 ま た は Ａ Ｃ Ｄ
－ 抗 凝 固 処 理 し た 末 梢 血 か ら 、 標 準 的 な フ ィ コ ー ル － ハ イ パ ッ ク 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ っ
て 精 製 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 作 成
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ． ５ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） に 、 Ｐ Ｈ Ａ － Ｍ （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 Ｐ Ｗ Ｍ （ ３
μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 １ ０ ０ Ｕ Ｉ ／ ｍ ｌ の ｒ ｈ Ｉ Ｌ － ２ を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で ４ ８ 時 間 ５ ％ Ｃ Ｏ ２

加 湿 雰 囲 気 下 で 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 （ ま た は １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 自 己 血 清 ） 、
２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ
シ ン 硫 酸 塩 を 追 加 し た 基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 培 地 （ 完 全 培 地 ） 中 で 培 養 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の
作 成
Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － 活 性 化 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に 、 １ ２ 時 間 ご と に ４ 回 、 １ μ Ｍ の ５ － ア ザ － ２ ’ － デ
オ キ シ シ チ ジ ン （ ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ ） に よ り パ ル ス 刺 激 を 与 え た ； 次 い で 培 地 の 半 分 を
Ｐ Ｈ Ａ ま た は Ｐ Ｗ Ｍ を 含 有 し な い 新 鮮 な 完 全 培 地 と 交 換 し 、 培 養 を さ ら に ４ ８ 時 間 続 け た
。 次 い で 細 胞 を 実 験 手 順 に 使 用 お よ び ／ ま た は 生 存 条 件 下 で 凍 結 し た 。 対 照 細 胞 （ Ｐ Ｈ Ａ
＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を 同 様 の 実 験 条 件 下 で 培 養 し た が 、 ５ － Ａ Ｚ Ａ － Ｃ ｄ Ｒ で の パ ル ス
刺 激 は 与 え な か っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の
最 終 的 な 収 集
結 果 に つ い て は 表 １ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ０ 】
自 己 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） お よ び Ｍ Ｌ Ｒ
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （
刺 激 細 胞 ＝ Ｓ ） を 収 集 し 、 ０ ． ５ ％ α － メ チ ル マ ン ノ ピ ラ ノ シ ド を 追 加 し た ハ ン ク ス 平 衡
塩 類 溶 液 で ３ 回 洗 浄 し 、 ｘ － 線 処 理 し た （ ５ ０ Ｇ ｙ ） 。 ａ Ｍ Ｌ Ｒ お よ び Ｍ Ｌ Ｒ の た め に ス
カ ラ ー 濃 度 （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ か ら ６ ｘ １ ０ ４ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） の Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／
Ｐ Ｈ Ａ － ｒ ｈ Ｉ Ｌ ２ － ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 １ ０
％ 熱 不 活 性 化 ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 、 ２ ｍ Ｍ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０
０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 硫 酸 塩 を 追 加 し た 基 本 Ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ 培 地 中 で 、 自 己 ま た
は 同 種 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ ） （ 反 応 細 胞 ＝ Ｒ ） に 添 加 し 、 ９ ６ ウ ェ ル Ｕ － 底
プ レ ー ト に 最 終 容 積 が ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル と な る よ う に 播 い た 。 ３ ７ ℃ で ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 加 湿
雰 囲 気 下 で の ６ 日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 培 養 上 清 を 各 ウ ェ ル か ら 収 集
し 、 す ぐ に サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ に 使 用 す る ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 次 い で 、 １ ０ ０ μ
ｌ の 新 鮮 な 培 地 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 培 養 に ３ Ｈ － Ｔ ｄ Ｒ （ １ μ Ｃ ｉ ／ ウ ェ ル ） で Ｏ ／ Ｎ
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パ ル ス 刺 激 を 与 え た ； 次 い で プ レ ー ト を 収 集 し 、 Ｒ 細 胞 に よ る ３ Ｈ － Ｔ ｄ Ｒ 取 り こ み を β
－ カ ウ ン タ ー に よ り 測 定 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の
表 現 型 の 特 性
結 果 に つ い て は 表 ２ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ２ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に
よ っ て 発 現 さ れ る Ｃ Ｔ Ａ の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析
【 ０ １ １ ３ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】
ａ 陽 性 ／ 被 験
【 ０ １ １ ５ 】
ａ Ｍ Ｌ Ｒ に お い て Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ
Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖
結 果 に つ い て は 図 ６ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ６ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｈ Ａ ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （
Ｓ ） に よ っ て 刺 激 さ れ た 同 種 （ Ｍ Ｌ Ｒ ） お よ び 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） に よ っ て
放 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 評 価
結 果 に つ い て は 表 ３ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ７ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 の イ ン ビ ボ 腫 瘍 形 成 能
生 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － ｒ ｈ Ｉ Ｌ ２ － Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ２ ｘ １ ０ ６ ） お よ び
そ の 対 照 細 胞 （ １ ４ ｘ １ ０ ６ ） 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ （ ８ ｘ １ ０ ６ ） お
よ び そ の 対 照 細 胞 （ ８ ｘ １ ０ ６ ） ま た は ｘ － 線 処 理 し た （ ３ ０ Ｇ ｙ ） Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞
／ Ｐ Ｈ Ａ － ｒ ｈ Ｉ Ｌ ２ － Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ２ ｘ １ ０ ６ ） お よ び そ の 対 照 細 胞 （ １ ４ ｘ
１ ０ ６ ） 、 ｘ － 線 処 理 し た （ ５ ０ Ｇ ｙ ） Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ （ １ ５ ｘ １
０ ６ ） お よ び そ の 対 照 細 胞 （ １ ８ ｘ １ ０ ６ ） の 単 一 の 皮 下 異 種 移 植 は 、 注 入 部 位 で も 離 れ
た （ 臨 床 調 査 可 能 な ） 部 位 で も 腫 瘍 形 成 を 誘 導 せ ず 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 投 与 後 １ ８ ０ 日
の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 　 ｎ ｕ ／ ｎ ｕ マ ウ ス の 総 合 的 な 健 康 状 態 お よ び 体 重 に 影 響 を 与 え な か っ た
。
【 ０ １ １ ８ 】
生 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ （ ５ ｘ １ ０ ６ ／ 第 １ 回 注 入 ； ｌ ｘ １ ０ ７ ／ 第 ２ 回 お よ
び そ の 後 の 注 入 ） お よ び 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 （ ５ ｘ １ ０ ６ ／ 第 １ 回 注 入 ； ｌ ｘ １ ０ ７ ／ 第
２ 回 お よ び そ の 後 の 注 入 ） ま た は ｘ － 線 処 理 し た Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ （ ７ ５
Ｇ ｙ ） （ ５ ｘ １ ０ ６ ／ 第 １ 回 注 入 ； ｌ ｘ １ ０ ７ ／ 第 ２ 回 お よ び そ の 後 の 注 入 ） お よ び ｘ －
線 処 理 し た （ ７ ５ Ｇ ｙ ） 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 （ ５ ｘ １ ０ ６ ／ 第 １ 回 注 入 ； ｌ ｘ １ ０ ７ ／ 第
２ 回 お よ び そ の 後 の 注 入 ） の ０ 、 ３ ３ 、 ６ ３ お よ び ９ ６ 日 目 の 繰 り 返 し 皮 下 異 種 移 植 は 、
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注 入 部 位 で も 離 れ た （ 臨 床 調 査 可 能 な ） 部 位 で も 腫 瘍 形 成 を 誘 導 せ ず 、 第 １ 回 投 与 後 １ ８
０ 日 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 　 ｎ ｕ ／ ｎ ｕ マ ウ ス の 総 合 的 な 健 康 状 態 お よ び 体 重 に 影 響 を 与 え な か
っ た 。 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 で 処 理 さ れ た 動 物 の 総 合 的 な 健 康 状 態 お よ び 体 重 は 、 未 処 理 ま
た は Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 を 移 植 さ れ た 対 照 動 物 と 同 等 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
多 価 細 胞 Ｃ Ｔ Ａ ワ ク チ ン と し て の Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 の 利 点
公 知 の Ｃ Ｔ Ａ を 癌 患 者 に も っ と も 効 率 的 に 投 与 す る た め の 既 に 利 用 あ る い は 提 案 さ れ て い
る 主 な 戦 略 と 比 較 し て 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は 全 体 と し て 新 規 で 革 新 的 な ア プ ロ ー チ で あ
り 、 数 多 く の 顕 著 な 注 目 す べ き 利 点 を 含 む 。 こ れ ら の な か に は 以 下 の も の が あ る ：
【 ０ １ ２ ０ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 対 遺 伝 的 に 未 改 変 の 細 胞 Ｃ Ｔ Ａ ワ ク チ ン
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は 、 同 時 に 複 数 の ／ す べ て の メ チ ル 化 － 制 御 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ を 発 現 す る
こ と か ら 新 規 で 独 特 の Ａ Ｐ Ｃ ワ ク チ ン で あ る ； 内 因 的 に 合 成 さ れ る た め 、 Ｃ Ｔ Ａ は 直 接 お
よ び 同 時 に Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 中 の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ の 両 方 の 抗 原
プ ロ セ シ ン グ 経 路 に ア ク セ ス す る こ と が で き る （ Jenne L. et al., Trends Immunol.、 22
: 102-107、 2001） 。
【 ０ １ ２ １ 】
し た が っ て 、 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 抗 原 の 両 方 が 細 胞 膜 に 構 成 的 に 発 現
す る こ と か ら 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は 、 内 因 的 に 合 成 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ
を 同 時 に Ｃ Ｄ ８ ＋ お よ び Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 自 己 リ ン パ 球 の 両 方 に 提 示 す る こ と が で き る ； そ れ ゆ
え 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は 同 時 に Ｃ Ｔ Ａ － 特 異 的 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び 体 液 性 免 疫 応 答 を 誘 導 ／ 増
幅 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は 、 今 ま で に 同 定 、 特 徴 づ け が さ れ
て い な い メ チ ル 化 － 制 御 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ を 発 現 し 、 宿 主 Ｔ 細 胞 に 提 示 す る こ と が で き る （ 既
知 ま た は 未 知 の Ｃ Ｔ Ａ の 非 免 疫 優 性 エ ピ ト ー プ と 同 様 で あ る ） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 と は 反 対 に 、 合 成 Ｃ Ｔ Ａ ペ プ チ ド に よ り パ ル ス 刺 激 を 与 え た 、 合 成 Ｃ
Ｔ Ａ 全 タ ン パ ク 質 に よ り パ ル ス 刺 激 を 与 え た 、 ま た は 全 腫 瘍 細 胞 調 製 物 に よ り パ ル ス 刺 激
を 与 え た 自 己 Ａ Ｐ Ｃ ワ ク チ ン （ 例 え ば 、 樹 状 細 胞 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 お よ び 電 気 融 合 で 作 成 し
た 腫 瘍 細 胞 樹 状 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド （ Kugler A. et al., Nat. Med., 6: 332-336、 2000. T
ureci O. et al., Cancer Res.、 56 : 4766-4772、 1996. Eds） は と も に 以 下 の 主 要 な 制
限 を 有 す る ：
ｉ ） 生 体 外 で 与 え ら れ た 合 成 Ｃ Ｔ Ａ ペ プ チ ド 、 全 合 成 Ｃ Ｔ Ａ タ ン パ ク 質 ま た は 腫 瘍 由 来 Ｃ
Ｔ Ａ は 、 イ ン ビ ボ で の 振 る 舞 い が 知 ら れ て い な い た め に 、 宿 主 免 疫 系 の 抗 原 提 示 の 寿 命 に
重 大 な 影 響 を 与 え る 可 能 性 が あ る ；
ｉ ｉ ） 細 胞 ワ ク チ ン の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び ／ ま た は Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 抗 原 に 生 体 外 で 与
え ら れ る 合 成 Ｃ Ｔ Ａ ペ プ チ ド 、 全 合 成 Ｃ Ｔ Ａ タ ン パ ク 質 ま た は 腫 瘍 由 来 Ｃ Ｔ Ａ の 量 が 制 限
さ れ て い る た め 、 投 与 し た Ｃ Ｔ Ａ の 免 疫 原 性 を ひ ど く 妨 害 し て し ま う 可 能 性 が あ る ；
ｉ ｉ ｉ ） 患 者 の Ｈ Ｌ Ａ 表 現 型 に よ る 拘 束 が あ り 、 い ま だ に 比 較 的 既 知 の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ 抗
原 の 数 が 少 な く 、 今 ま で に 同 定 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 抗 原 に 拘 束 さ れ る 免 疫 原
性 エ ピ ト ー プ の 数 が 少 な い ；
ｉ ｖ ） 十 分 な 量 の 新 鮮 な 腫 瘍 組 織 が 入 手 し に く く 、 そ の 腫 瘍 組 織 は 腫 瘍 性 病 変 に お い て 発
現 さ れ る 様 々 な Ｃ Ｔ Ａ を 十 分 に 代 表 す る も の で な け れ ば な ら な い （ Jenne L. et al., Tre
nds Immunol.、 22: 102-107、 2001） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 に よ っ て 内 因 的 に 合 成 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ の 発 現 は 長 期 間 持 続 す る ； し た が
っ て 、 生 体 外 で 合 成 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ ペ プ チ ド に よ り パ ル ス 刺 激 を 与 え た か 、 合 成 Ｃ Ｔ Ａ 全 タ
ン パ ク 質 に よ り パ ル ス 刺 激 を 与 え た か 、 ま た は 全 腫 瘍 細 胞 調 製 物 に よ り パ ル ス 刺 激 を 与 え
た 自 己 Ａ Ｐ Ｃ ワ ク チ ン と 異 な り 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 に よ る と 宿 主 免 疫 応 答 の イ ン ビ ボ で
の 刺 激 を 長 期 に す る こ と が で き 、 患 者 へ の 投 与 回 数 を 少 な く す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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こ の 仮 説 は Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は イ ン ビ ボ で の 長 期 腫 瘍 形 成 能 が 無 い こ と に よ り Ａ Ｄ Ｈ Ａ
Ｐ Ｉ － 細 胞 を 生 き た 、 ｘ － 線 処 理 さ れ て い な い 細 胞 ワ ク チ ン と し て 投 与 す る こ と が 可 能 で
あ ろ う と い う こ と に よ り 支 持 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
さ ら に 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は 一 旦 イ ン ビ ボ で 生 理 的 な 死 を 経 る と 、 そ れ ら は 内 因 的 に 合
成 さ れ る Ｃ Ｔ Ａ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の 「 貯 蔵 所 」 と し て 機 能 し 、 こ れ に よ っ て さ ら
に ク ロ ス プ ラ イ ミ ン グ の 免 疫 機 構 を 介 し て 患 者 の 樹 状 細 胞 に よ る Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に 対 す る
Ｃ Ｔ Ａ の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ － 拘 束 エ ピ ト ー プ の 効 率 的 な 追 加 的 提 示 が 可 能 と な り 、 ま た 、 周
知 の 抗 原 プ ロ セ シ ン グ の 外 来 経 路 を 介 し て Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 に 対 す る Ｃ Ｔ Ａ の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス
Ｉ Ｉ － 拘 束 エ ピ ト ー プ の 提 示 も 可 能 と な る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は そ の Ａ Ｐ Ｃ 機 能 を 保 持 し て い る ； 実 際 、 そ れ は 効 率 的 に 自 己 お よ び
同 種 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 増 殖 お よ び Ｉ Ｆ Ｎ － γ 放 出 を 刺 激 す る ； さ ら に 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は 多
く の 場 合 、 そ れ ら に 対 応 す る 対 照 細 胞 と 比 較 し て よ り 強 力 な 刺 激 細 胞 で あ る 。 こ の 点 に 関
し て 、 Ｃ Ｔ Ａ に 加 え て 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ 抗 原 お よ び ／ ま た は 様 々 な
同 時 刺 激 細 胞 ／ ア ク セ サ リ ー 分 子 を 、 対 応 す る 対 照 細 胞 と 比 較 し て よ り 高 レ ベ ル に 同 時 に
発 現 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 証 拠 に よ り 免 疫 原 性 が 低 く 、 い く つ か の 同 時 刺 激 ／ ア ク
セ サ リ ー 分 子 を 構 成 的 に 発 現 し な い 自 己 腫 瘍 細 胞 と 比 べ て 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 は 自 己 細
胞 ワ ク チ ン と し て 明 か に 大 き な 利 点 を 有 す る 。 さ ら に 、 生 体 外 で 作 成 し て 増 加 さ せ た 自 己
樹 状 細 胞 と 比 較 し て 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ワ ク チ ン は 完 全 に 成 熟 し た 免 疫 適 格 性 の Ａ Ｐ Ｃ
に よ り 作 成 さ れ る ； こ の 側 面 に よ り 細 胞 ワ ク チ ン の 作 成 に 利 用 さ れ て き た 樹 状 細 胞 の 成 熟
段 階 に よ っ て 表 れ る 、 免 疫 原 性 能 力 よ り も 寛 容 に 対 し て 影 響 を 与 え る 可 能 性 の あ る 潜 在 的
な 制 限 が 克 服 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
そ の 他 の 細 胞 ワ ク チ ン と 比 較 し て 、 複 数 の ／ 全 て の メ チ ル 化 － 制 御 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ を 同 時 に
発 現 す る Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ワ ク チ ン の 生 体 外 で の 作 成 は 、 簡 単 で あ り 多 く の 場 合 迅 速 に
行 な え 、 困 難 な イ ン ビ ト ロ の 細 胞 操 作 を 必 要 と せ ず 、 遺 伝 子 操 作 を 伴 わ ず 、 自 己 腫 瘍 組 織
を 必 要 と せ ず 、 健 康 な 個 人 お よ び 癌 患 者 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 両 方 か ら 高 い 再 現 性 を も っ て 行 な う
こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
さ ら に 、 １ ０ ０ ％ に 近 い Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 調 製 物 が Ａ Ｐ Ｃ に お い て 脱 メ チ ル 反 応 が 誘 導
で き る す べ て の 調 査 し た Ｃ Ｔ Ａ を 発 現 す る 。 こ れ ら の 特 徴 に よ り 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ワ
ク チ ン の 作 成 は 標 準 化 し や す く 質 （ 例 え ば 選 択 さ れ た 細 胞 表 面 分 子 の た め の フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー や 選 択 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ の た め の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る ） お よ び 効 力 （ 例 え ば 選 択 さ れ
た Ｃ Ｔ Ａ の た め の 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る ） を 制 御 し や す い 。 さ ら に 、 そ の 他 の 今 日 ま
で の 細 胞 ワ ク チ ン は 患 者 に 投 与 す る た び に 新 た に 調 製 し な け れ ば な ら ず 、 明 か に 調 製 物 の
間 に 変 動 が あ っ た の に 対 し （ 例 え ば 細 胞 生 存 度 、 ワ ク チ ン 接 種 す る 細 胞 の 表 現 型 の 特 性 、
与 え る 合 成 Ｃ Ｔ Ａ ペ プ チ ド ま た は 合 成 Ｃ Ｔ Ａ 全 タ ン パ ク 質 ま た は 全 腫 瘍 細 胞 調 製 物 の 量 、
電 気 融 合 に よ る 腫 瘍 細 胞 － 樹 状 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の 作 成 効 率 な ど ） 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞
ワ ク チ ン は 、 一 旦 調 製 し て 生 存 度 、 質 お よ び 効 力 に つ い て 確 認 し た ら 、 ア リ コ ッ ト に 保 存
し 、 適 宜 凍 結 し 、 生 存 条 件 下 で 治 療 用 に 用 い る ま で 保 存 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 自 己
細 胞 ワ ク チ ン に パ ル ス 刺 激 を 与 え る た め 、 ま た は 生 体 外 で 腫 瘍 細 胞 － 樹 状 細 胞 ハ イ ブ リ ッ
ド を 作 成 す る た め に 自 己 腫 瘍 組 織 の 生 存 度 が 必 要 と さ れ な い た め 、 ま た 繰 り 返 し 白 血 球 血
漿 交 換 (leukaphereses)を 行 な う こ と に よ っ て 大 量 に 迅 速 に 調 製 す る こ と が で き る た め 、
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ワ ク チ ン は 各 患 者 の た め の 治 療 薬 の 実 践 的 な 無 制 限 の ソ ー ス で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
内 因 的 に 合 成 さ れ 、 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 抗 原 プ ロ セ シ ン グ 経 路 に 直 接
か つ 同 時 に ア ク セ ス す る こ と が で き る 複 数 の ／ す べ て が メ チ ル 化 － 制 御 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ の 同
時 発 現 を 鑑 み る と 、 そ れ ら が い ま だ に 同 定 お よ び 特 徴 づ け さ れ て い な い メ チ ル 化 制 御 さ れ
た Ｃ Ｔ Ａ （ お よ び 既 知 お よ び 未 知 の Ｃ Ｔ Ａ の 非 免 疫 優 性 エ ピ ト ー プ ） を 発 現 し て 宿 主 Ｔ 細

10

20

30

40

50

(21) JP 2004-536615 A 2004.12.9



胞 に 提 示 す る 能 力 に よ り 、 ま た 、 患 者 の Ｈ Ｌ Ａ 表 現 型 に 応 じ た 治 療 用 途 に し か 用 い る こ と
が で き な か っ た 今 ま で に 同 定 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ の 、 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ 抗 原 － お よ び Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス
Ｉ Ｉ 抗 原 － 拘 束 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ は 限 ら れ た 数 し か 知 ら れ て い な い た め 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ
－ 細 胞 の さ ら な る 利 点 は あ ら ゆ る 複 数 の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 同 種 特 異
体 に 関 す る 様 々 な Ｃ Ｔ Ａ の 既 知 の お よ び 未 知 の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 同 時 に 提 示 す る こ と
が で き る で あ ろ う と い う こ と で あ る 。 し た が っ て 、 合 成 Ｃ Ｔ Ａ ペ プ チ ド に よ り パ ル ス 刺 激
を 与 え た 、 ま た は 合 成 Ｃ Ｔ Ａ 全 タ ン パ ク 質 に よ り パ ル ス 刺 激 を 与 え た 細 胞 ワ ク チ ン と 比 較
し て 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ワ ク チ ン に よ る 治 療 は 特 定 の Ｈ Ｌ Ａ 表 現 型 の 患 者 に 制 限 さ れ な
い ； し た が っ て そ の 腫 瘍 性 病 変 が １ ま た は 複 数 の Ｃ Ｔ Ａ を 発 現 す る す べ て の 癌 患 者 が 、 そ
の Ｈ Ｌ Ａ 表 現 型 に か か わ ら ず Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ワ ク チ ン に よ る 治 療 の 候 補 と な り う る 。
こ の 点 で 、 今 ま で に 知 ら れ て い る Ｃ Ｔ Ａ の な か の １ ま た は 複 数 は 、 様 々 な ヒ ス ト タ イ プ の
調 査 し た 悪 性 腫 瘍 の ほ と ん ど に お い て 一 般 的 に 発 現 し て い る ； そ れ ゆ え 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ －
細 胞 に よ る ワ ク チ ン 接 種 は 癌 患 者 の 大 多 数 に お い て 好 適 で あ る 。 Ｍ Ａ Ｇ Ｅ 、 Ｇ Ａ Ｇ Ｅ ま た
は Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － １ が ヒ ト 腫 瘍 の ９ ６ ％ に お い て 発 現 し て い る と い う こ と は 重 要 な 情 報 で
あ る （ Cancer Immunol. Immunother.50 : 3-15、 2001） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
合 成 Ｃ Ｔ Ａ ペ プ チ ド に よ り パ ル ス 刺 激 を 与 え た 細 胞 ワ ク チ ン お よ び 合 成 Ｃ Ｔ Ａ 全 タ ン パ ク
質 に よ り パ ル ス 刺 激 を 与 え た 細 胞 ワ ク チ ン は 、 細 胞 ワ ク チ ン の Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ お よ び ／ ま
た は Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 抗 原 に 対 し て 生 体 外 で 限 ら れ た 量 の タ ン パ ク 質 し か 与 え る こ と が で
き ず 、 投 与 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ の 免 疫 原 性 が 大 幅 に 低 減 さ れ る の に 対 し て 、 複 数 の す べ て の メ チ
ル 化 － 制 御 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ が 同 時 発 現 す る こ と に よ り 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ワ ク チ ン は 、 １
ま た は 数 個 の Ｃ Ｔ Ａ に 対 す る 治 療 過 程 に 生 じ る Ｃ Ｔ Ａ － 陰 性 腫 瘍 変 異 体 の 免 疫 選 択 と い う
欠 点 を 克 服 し 、 ま た 、 特 定 の 腫 瘍 性 病 変 に お い て お こ る 特 定 の Ｃ Ｔ Ａ の 構 成 的 に 不 均 一 な
、 ま た と き に は 下 方 制 御 さ れ た 発 現 と い う 欠 点 を 克 服 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ワ ク チ ン は 、 同 時 に 複 数 の ／ す べ て の 既 知 の メ チ ル 化 － 制 御 さ れ た Ｃ
Ｔ Ａ を 発 現 し 、 そ の 発 現 が Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 に よ っ て 制 御 さ れ る い ま だ に 同 定 さ れ て い な い
Ｃ Ｔ Ａ を 発 現 す る 自 己 の 機 能 的 な Ａ Ｐ Ｃ に よ っ て 構 成 さ れ る ； さ ら に 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細
胞 ワ ク チ ン は 様 々 な ヒ ス ト タ イ プ の Ｃ Ｔ Ａ － 陽 性 腫 瘍 を 患 う 患 者 に 利 用 で き る 。 こ れ ら の
機 能 的 お よ び 表 現 型 の 特 性 は 、 現 在 ま で 用 い ら れ て き た 同 種 腫 瘍 細 胞 ワ ク チ ン （ 例 え ば 、
全 プ ー ル (pooled)腫 瘍 性 細 胞 系 の 溶 解 液 ま た は そ の 非 精 製 抽 出 物 、 プ ー ル 腫 瘍 性 細 胞 系 か
ら の 脱 落 (shed)抗 原 ） と 比 べ て 明 か に 有 利 で あ る 。 実 際 、 こ れ ら の 腫 瘍 細 胞 ワ ク チ ン は 既
知 の お よ び い ま だ に 未 知 の 免 疫 学 的 に 関 連 す る Ｃ Ｔ Ａ を 含 ま な い か 、 含 む と し て も 不 充 分
な 量 で あ り 、 免 疫 応 答 に 関 し て Ｃ Ｔ Ａ と 競 合 す る 不 適 切 な 細 胞 性 分 を 含 み 、 毒 性 が 強 い で
あ ろ う 。 ま た 同 種 で あ る た め 、 患 者 の 免 疫 系 に よ る 効 率 的 な プ ロ セ シ ン グ が 要 求 さ れ 、 同
じ 組 織 タ イ プ の 悪 性 腫 瘍 を 患 う 患 者 に お い て の み し か 利 用 で き な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 対 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 Ｃ Ｔ Ａ ワ ク チ ン
Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 の 作 成 は 生 体 外 で の 自 己 樹 状 細 胞 ま た は そ の 他 の 自 己 Ａ Ｐ Ｃ の 遺 伝 子
操 作 を 伴 わ ず 、 一 方 、 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た ワ ク チ ン の 作 成 に は 遺 伝 子 操 作 が 要 求 さ れ 、 こ
れ は 形 質 移 入 ま た は 形 質 導 入 の 後 に 選 択 さ れ た Ｃ Ｔ Ａ を 発 現 さ せ る も の で あ る 。 さ ら に Ａ
Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 と 比 較 し て 、 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 ワ ク チ ン に は 数 々 の 問 題 点 が あ る
； そ れ ら に は 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る ：
ｉ ） 利 用 可 能 な 形 質 移 入 方 法 の 効 率 が 比 較 的 低 い 。
ｉ ｉ ） 細 胞 形 質 導 入 に 利 用 さ れ る ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 抗 原 に 対 す る 細 胞 の 免 疫 応 答 が 誘 導
さ れ 、 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た ワ ク チ ン 細 胞 の 破 壊 が 起 こ る 。
ｉ ｉ ｉ ） ワ ク チ ン 投 与 を 妨 害 す る 、 既 存 の ま た は ワ ク チ ン 接 種 に よ り 誘 導 さ れ る 中 和 抗 体
が 存 在 す る 。
ｉ ｖ ） 形 質 導 入 細 胞 の 生 存 、 成 熟 お よ び 抗 原 提 示 能 力 に 対 し て ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 直 接 影
響 を 与 え る （ Jenne L. et al.、 Trends Immuno Z.、 22 : 102-107、 2001） 。
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【 ０ １ ３ ３ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ４ 】
ａ デ ー タ は 収 集 し た 細 胞 の 、 ３ 回 の （ ａ ） 、 ４ 回 の （ ｂ ） 、 ４ 回 の （ ｃ ） 、 ４ 回 の （ ｄ ）
、 ７ 回 の （ ｅ ） お よ び ５ 回 の （ ｆ ） の 独 立 し た 実 験 に お い て そ の 作 成 に 用 い た 細 胞 数 （ １
０ ０ ％ ） に 対 す る 平 均 ％ ± Ｓ Ｄ で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ １ ３ ６ 】
＊ デ ー タ は 、 ６ 回 の （ ａ ） 、 ６ 回 の （ ｂ ） 、 ４ 回 の （ ｃ ） 、 ４ 回 の （ ｄ ） 、 ６ 回 の （ ｅ ）
、 お よ び ２ 回 の （ ｆ ） の 独 立 の 実 験 に お い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 得 た 平 均 蛍 光
強 度 の 平 均 値 の 対 応 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ － 検 定 に よ る 比 較 に よ っ て 得 た 。 統 計 的 有 意 差 は 、
自 己 対 照 細 胞 と 比 較 し て Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 上 の 調 査 し た 抗 原 の 発 現 が 常 に 上 方 制 御 さ れ
て い る こ と を 示 し た 。
ｆ 有 意 差 無 し
ｇ ｐ 値
ｈ 試 験 せ ず ；
＋ Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ ＝ ８ ２ － １ ０ ０ ％ 　 Ｃ Ｄ ２ ０ ＋ ； 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ
－ Ｂ 細 胞 ＝ ８ ７ － ９ ９ ％ 　 Ｃ Ｄ ２ ０ ＋ 。
【 ０ １ ３ ７ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ８ 】
＊ デ ー タ は ２ 回 の （ ａ ） 、 ４ 回 の （ ｂ ） 、 ４ 回 の （ ｃ ） 、 ４ 回 の （ ｄ ） 、 ３ 回 の （ ｅ ） お
よ び ４ 回 の （ ｆ ） の 独 立 し た 実 験 に お い て 放 出 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ （ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ ） の 平 均 値
± Ｓ Ｄ を 表 す 。 Ｓ ／ Ｒ 比 は 、 以 下 の 通 り ： ３ ： １ （ ａ ） 、 １ ： １ （ ｂ ） 、 １ ： ２ （ ｅ ） 、
１ ： １ （ ｄ ） 、 １ ： １ （ ｅ ） 、 １ ： ２ （ ｆ ） 。 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 放 出 は 培 養 開 始 か ら ２ ４ 時 間 後
（ ａ ） 、 ６ 日 間 後 （ ｂ ） 、 ２ ４ 時 間 後 （ ｃ ） 、 ６ 日 間 後 （ ｄ ） 、 ２ ４ 時 間 後 （ ｅ ） お よ び
６ 日 間 後 （ ｆ ） に ア ッ セ イ し た 。
ｇ 対 応 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ － 検 定 に よ っ て 得 た 対 照 細 胞 に 対 す る ｐ 値 。
ｈ 試 験 せ ず 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ９ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ ま た は 対 照 Ｂ － Ｅ Ｂ Ｖ 細 胞 （ Ｓ ） に よ
っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ ま た は 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｂ 細 胞 （ Ｓ ） に よ
っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ ま た は 対 照 Ｃ Ｄ ４ ０ Ｌ － Ｂ 細 胞 （
Ｓ ） に よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細
胞 （ Ｓ ） に よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ お よ び 対 照 Ｐ Ｈ Ａ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に
よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 Ａ Ｄ Ｈ Ａ Ｐ Ｉ － 細 胞 ／ Ｐ Ｈ Ａ － ＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ま た は 対 照 Ｐ Ｈ Ａ －
＋ Ｐ Ｗ Ｍ － Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｓ ） に よ っ て 刺 激 さ れ た 自 己 （ ａ Ｍ Ｌ Ｒ ） Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｒ ） の 増 殖 を
示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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