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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　固形腫瘍に罹患する患者における腫瘍増殖の阻害の誘導に使用するための、単離され、
部分的に成熟し、かつ活性化されたヒト樹状細胞を生成するための方法であって、該方法
は、
　ｉ）ヒトＰＢＭＣを含む細胞集団を、ヒト単球性樹状細胞前駆体に関して富化する工程
であって、ヒトＰＢＭＣを含む該細胞集団は末梢血から単離されている、工程；
　ｉｉ）ヒト単球性樹状細胞前駆体に関して富化された該細胞集団を、有効量の樹状細胞
分化薬剤を補充した組織培養培地とともに、該ヒト単球性樹状細胞前駆体を未成熟ヒト樹
状細胞へと分化させるために十分な期間にわたって培養する工程；
　ｉｉｉ）未成熟ヒト樹状細胞に関して富化された該細胞集団を、有効量の樹状細胞成熟
化薬剤とともに培養して、該未成熟ヒト樹状細胞を１０～１９時間にわたって活性化する
工程であって、ここで、該樹状細胞成熟化薬剤がカルメットゲラン桿菌（ＢＣＧ）とイン
ターフェロンγとの組み合わせであり、該部分的に成熟した樹状細胞が抗原を取り込んで
プロセシングする、工程；ならびに
　ｉｖ）該活性化されたヒト樹状細胞を単離および洗浄する工程、
を包含する方法。
【請求項２】
　単離され、部分的に成熟し、かつ活性化されたヒト樹状細胞を生成するための方法であ
って、該方法は、
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　ｉ）ヒト単球性樹状細胞前駆体を含む細胞集団を、有効量の樹状細胞分化薬剤を補充し
た組織培養培地とともに、該ヒト単球性樹状細胞前駆体を未成熟ヒト樹状細胞へと分化さ
せるために十分な期間にわたって培養する工程であって、ヒト単球性樹状細胞前駆体を含
む該細胞集団は単離されている、工程；
　ｉｉ）未成熟ヒト樹状細胞に関して富化された該細胞集団を、有効量の樹状細胞成熟化
薬剤とともに培養して、該未成熟ヒト樹状細胞を１６時間にわたって活性化する工程であ
って、該樹状細胞成熟化薬剤がＢＣＧおよびンターフェロンγを含む、工程；ならびに
　ｉｉｉ）該活性化されたヒト樹状細胞を単離および洗浄する工程、
を包含する方法。
【請求項３】
　前記単球性樹状細胞前駆体は、皮膚、脾臓、骨髄、胸腺、リンパ節、臍帯血、または末
梢血から得られたものである、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記単球性樹状細胞前駆体細胞は、活性化されていない単球性樹状細胞前駆体である、
請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記単球性樹状細胞前駆体は、処置される個々の被験体から得られたものである、請求
項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記単球性樹状細胞前駆体は、処置される個々の被験体にＨＬＡマッチした健康な個々
の被験体から得られたものである、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記樹状細胞分化薬剤は、いかなる他のサイトカインもなしのＧＭ－ＣＳＦ、またはＩ
Ｌ－４、ＩＬ－７、ＩＬ－１３もしくはＩＬ－１５との組み合わせでのＧＭ－ＣＳＦであ
る、請求項１および２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記ＢＣＧは、全ＢＣＧ、ＢＣＧの細胞壁構成要素、ＢＣＧ由来リポアラビノマンナン
、またはＢＣＧ成分を含むか、あるいは、該ＢＣＧは、不活性化全ＢＣＧ、ＢＣＧの細胞
壁構成要素、ＢＣＧ由来リポアラビノマンナン、または、ＢＣＧ成分を含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項９】
　前記不活性化ＢＣＧは、熱不活性化ＢＣＧ、ホルマリン処理ＢＣＧ、または熱不活性化
かつホルマリン処理ＢＣＧである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記有効量のＢＣＧは、約１０５～１０７ｃｆｕ／ミリリットル　組織培養培地であり
、前記有効量のＩＦＮγは、約１００～約１，０００ユニット／ミリリットル　組織培養
培地である、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　背景
　抗原提示細胞（ＡＰＣ）は、有効な免疫応答を誘起するにあたって重要である。それら
は、抗原を抗原特異的Ｔ細胞レセプターとともにＴ細胞に提示するのみならず、Ｔ細胞活
性化に必要なシグナルをも提供する。ＡＰＣが抗原を提示しかつＴ細胞活性化のシグナル
を送達する能力は、一般にアクセサリ細胞機能といわれる。単球およびＢ細胞は、免疫応
答を起こし得るＡＰＣであることが示されたが、それらのインビトロでの抗原提示能力は
、以前に感作されたＴ細胞の再活性化に限定されるようである。従って、単球およびＢ細
胞は、機能的にナイーブなまたは非感作Ｔ細胞集団を直接活性化することはできない。そ
れらはまた、誘導された免疫応答、または誘導される場合の免疫応答を極性化し得るシグ
ナルを送達できない。
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【０００２】
　樹状細胞（ＤＣ）は、ナイーブＴ細胞および記憶Ｔ細胞の両方を活性化し得ると考えら
れる、免疫系の専門抗原提示細胞である。樹状細胞は、免疫療法、特に、がんの免疫療法
において使用するために、ますますエキソビボで調製されている。最適な免疫刺激特性を
有する樹状細胞の調製は、これら細胞のエキソビボ培養に関する生物学の理解および活用
を必要とする。これら細胞を培養するための種々のプロトコルは、各プロトコルに帰する
種々の利点とともに、記載されてきた。
【０００３】
　樹状細胞の活性化は、未成熟ＤＣ（これは、皮膚ランゲルハンス細胞に表現型が類似し
ている）を、リンパ節へと移動し得る成熟した抗原提示細胞へと転換するプロセスを開始
する。このプロセスは、未成熟樹状細胞を特徴付ける強力な抗原取り込み能の漸進的かつ
連続的な喪失を、ならびに共刺激細胞表面分子および種々のサイトカインの発現のアップ
レギュレーションを生じる。種々の刺激が、ＤＣの成熟化を開始し得る。このプロセスは
複雑であり、少なくとも、単球性樹状細胞のインビトロでの完全成熟化は、使用される樹
状細胞成熟化薬剤に依存して、完了するまでに４８時間までかかり得る。成熟化の１つの
他の転帰は、細胞のインビボ移動特性の変化である。例えば、未成熟樹状細胞成熟化の誘
導は、いくつかのケモカインレセプター（ＣＣＲ７が挙げられ、これは、成熟ＤＣがクラ
スＩおよびクラスＩＩのＭＨＣ分子の状況において、ＤＣ表面に提示された抗原に対して
Ｔ細胞を活性化する場所である排出リンパ節のＴ細胞領域へと細胞を指向する）を誘導す
る。用語「活性化」および「成熟化」および「活性化された」および「成熟（した）」と
は、未成熟ＤＣ（抗原を取り込む能力によって部分的に特徴付けられる）から成熟ＤＣ（
新規にＴ細胞応答を有効に刺激し得る能力によって部分的に特徴付けられる）への移行を
誘導しかつ完了させるプロセスを説明する。この用語は、代表的には、当該分野で交換可
能に使用される。
【０００４】
　公知の成熟化プロトコルは、抗原への曝露の間または後にＤＣが遭遇すると考えられる
インビボ環境に基づく。このアプローチの初期の例は、細胞培養培地としての単球馴化培
地（ＭＣＭ）の使用である。ＭＣＭは、単球を培養することによってインビトロで生成さ
れ、成熟化因子の供給源として使用される（例えば、ＵＳ　２００２／０１６０４３０（
本明細書に参考として援用される）を参照のこと）。成熟化を担うＭＣＭ中の主要成分は
、炎症（促進）性サイトカインであるインターロイキン１β（ＩＬ－ｌβ）、インターロ
イキン６（ＩＬ－６）および腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）であると報告されている。
【０００５】
　ＤＣの成熟化は、従って、多くのシグナル伝達経路を介して作用する多数の異なる因子
によって引き金を引かれ得るかまたは開始され得る。結論として、単一の成熟化経路また
は転帰というものは存在しないが、多数の成熟ＤＣステージというものは実際に存在し、
各々、それら自体の別個の機能的特徴がある。概念として、これは意味のあることである
。なぜなら免疫系が応答しなければならない身体への種々の脅威は、異なる攻撃ストラテ
ジーを要求して、多種多様であるからである。例として、細菌感染は、特定の抗体が補充
された活性化マクロファージによって最もよく一掃される一方で、ウイルス感染は、ウイ
ルス感染細胞を有効に死滅させる細胞傷害性Ｔ細胞を介して最もよく攻撃される。がん細
胞の死滅は、代表的には、細胞傷害性Ｔ細胞、ナチュラルキラー細胞および抗体の組み合
わせを要する。
【０００６】
　ＤＣのインビトロ成熟化は、従って、免疫応答の１タイプより別のタイプにとって好都
合である免疫系を誘導するように、すなわち、免疫応答を極性化するように設計され得る
。ＤＣの指向的成熟化（ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａ　ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ）は、成熟化プロ
セスの転帰が、成熟したＤＣでの処置から生じる結果として起こる免疫応答のタイプを必
然的に決定するという概念を説明する。その最も単純な形態では、指向的成熟化は、Ｔｈ
１タイプまたはＴｈ２タイプの免疫応答のいずれかに極性化されたＴ細胞応答を指向する
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サイトカインを生成するＤＣ集団を生じる。ＤＣは、９種までの異なるＴｏｌｌ様レセプ
ター（ＴＬＲ１～ＴＬＲ９）を発現し、それらの各々は、成熟化の引き金を引くために使
用され得る。驚くべきことではないものの、細菌生成物とＴＬＲ２およびＴＬＲ４との相
互作用は、ＤＣの指向的成熟化を生じ、細菌感染を扱うのに最も適した極性化した応答を
生じる。結論として、ＴＬＲ７またはＴＬＲ９を介して引き金を引かれた成熟化は、抗ウ
イルスタイプ応答をより生じるようである。さらなる例として、インターフェロンγ（Ｉ
ＦＮ－γ）を大部分の成熟化プロトコルに付加すると、成熟ＤＣによるインターロイキン
１２の生成が生じ、これは、Ｔｈ１タイプ免疫応答を必然的に決定する。逆に、プロスタ
グランジンＥ２を含めると、反対の効果がある。
【０００７】
　完全に成熟した樹状細胞は、未成熟ＤＣとは定性的にかつ定量的に異なる。一旦完全に
成熟した後は、ＤＣは、より高レベルのＭＨＣクラスＩおよびクラスＩＩ抗原、ならびに
より高レベルのＴ細胞共刺激分子（例えば、ＣＤ８０およびＣＤ８６）を発現する。これ
らの変化は、樹状細胞がＴ細胞を活性化する能力を増大させる。なぜならそれら樹状細胞
は、細胞表面上の抗原密度を、ならびにＴ細胞上の共刺激分子（例えば、ＣＤ２８など）
の対応物を介して、Ｔ細胞活性化シグナルの大きさを増大させるからである。さらに、成
熟ＤＣは、多量のサイトカインを生成し、これは、Ｔ細胞応答を刺激しかつ極性化する。
これらサイトカインとしては、Ｔｈ１タイプ免疫応答と関連するインターロイキン１２、
ならびにＴｈ２タイプ免疫応答と関連するインターロイキン－１０およびインターロイキ
ン－４が挙げられる。
【０００８】
　一般に、エキソビボでＤＣを生成するための方法は、被験体に由来するＤＣ前駆体細胞
に関して富化された細胞集団を得る工程、およびその後、そのＤＣ前駆体細胞を、その被
験体に導入して戻す前に、インビトロで完全に成熟したＤＣへと分化させる工程を包含す
る。代表的には、このプロセスの間に、成熟しつつあるＤＣは、ＤＣが成熟していくとき
に、取り込みおよびプロセシングのために抗原と接触する。ＤＣは、最終的に分化されな
ければならないか、またはそれらが脱分化して単球／マクロファージへと戻り、それらの
免疫強化能力のうちの大部分を失うと考える者もいる。単球から生成されるＤＣのエキソ
ビボでの成熟化は、当該分野で周知の方法および薬剤で成功裡に達成されてきた。
【０００９】
　樹状細胞（ＤＣ）は、がんの積極的な免疫療法に関する選りすぐりのビヒクルとして認
識されている。動物実験によって、マウスを腫瘍形成から防御することおよび確立された
腫瘍を排除することの両方においてＤＣベースの免疫療法の潜在的可能性が示された。こ
れらの成功は、小規模臨床試験においてヒトで少なくとも部分的に再現された。小規模な
安全性または概念実証治験から、活性または効力が示され得るより大規模な治験への移行
は、上記に記載されるとおりのＤＣ調製の骨の折れるかつ扱いにくい性質によって妨げら
れてきた。結論として、このような製品の大きな潜在的治療価値にも拘わらず、僅かな会
社しか、ＤＣベースのがんワクチンの開発に興味を示してこなかった。
【００１０】
　ＤＣの腫瘍内（ＩＴ）注射は、ＤＣベースの免疫療法の特別な形態である。注射の際に
、ＤＣは、例えば、アポトーシス細胞もしくは死滅しつつある腫瘍細胞からインビボで抗
原を取り込み、そしてリンパ節への移動後にその抗原をＴ細胞に提示する。実際に、動物
モデルにおけるこのような処置の効力は、腫瘍におけるアポトーシスの程度と相関するこ
とが見出された（Ｃａｎｄｉｄｏら，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　６１：２２８－２３６
，　２００１）。これは、このアプローチが、ＤＣの注射の前に化学療法剤または放射線
での腫瘍の処置と完全に適合性であることを示唆する。さらに、いくつかのグループが、
このような併用療法が確立された腫瘍に対して特に有効であることを示した（Ｎｉｋｉｔ
ｉｎａら，　Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｃａｎｃｅｒ　９４：８２５－８３３，２００１；　Ｔａ
ｎａｋａら，　Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｃａｎｃｅｒ　１０１：２６５－２６９，　２００２；
　Ｔｏｎｇら，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　６１：７５３０－７５３５，　２００１）。
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【００１１】
　インビボでの腫瘍細胞は、抗原の供給源であるので、ＩＴ注射は、腫瘍抗原の選択およ
び製造の両方の必要性なしで済ませられる。なぜならＩＴ注射は、大部分のインビトロで
のＤＣベースの治療アプローチにおいて現在使用されているからである。腫瘍抗原の選択
は、しばしば、会社が独占的な位置をもつ必要性によって活発になり、今日までに同定さ
れた数個の腫瘍抗原がなお、顕著な臨床上の利益を提供することを立証されなければなら
ない。さらに、このような腫瘍抗原の使用はしばしば、一価ワクチンを生じ、これは、腫
瘍細胞が免疫において使用される抗原の発現をダウンレギュレートする場合にその有効性
を失い得る。当然のことながら、医薬品および医薬部外品の製造管理および品質管理の基
準（Ｇｏｏｄ　Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　Ｐｒａｃｔｉｃｅｓ）（ＧＭＰ）の下で必
要とされる条件下で腫瘍抗原を製造する必要性が、古典的なＤＣベースの免疫法にさらな
るコストを加算する。
【００１２】
　ＤＣのＩＴ注射は、樹状細胞を免疫抑制性の腫瘍環境に置く。腫瘍は、ＤＣを不活性化
するかまたはＴ細胞応答をあまり有効でないＴｈ２タイプ免疫応答に向かって曲げていく
能力を有するサイトカインを生成することが公知である。いくつかのグループは、ＤＣの
遺伝的改変を使用して、これらの抑制効果を、特にサイトカインであるインターロイキン
１２の生成（ＩＬ－１２；　Ｎｉｓｈｉｏｋａら，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　５９：４
０３５－４０４１，　１９９９；　Ｍｅｌｅｒｏら，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　６：
　１７７９－１７８４，　１９９９）またはＣＤ４０リガンドの発現（Ｋｉｋｕｃｈｉら
，　Ｂｌｏｏｄ　９６：９１－９９，２０００）を通じて克服しようと試みた。これらの
グループによって説明された有望な結果は、治療アプローチとしてのＤＣのＩＴ注射の実
現性をさらに示す。
【００１３】
　Ｔｒｉｏｚｚｉら（Ｃａｎｃｅｒ　８９：２６４７－２６５４，　２０００）は、転移
性黒色腫または乳がんを有する患者におけるＤＣのＩＴ注射を記載する。彼らは、黒色腫
を有する４名の患者および乳がんを有する２名の患者において腫瘍退縮を得た。退縮しつ
つある病変の生検は、浸潤しているＴ細胞を示した。これは、ＤＣが腫瘍細胞に対する免
疫応答を実際に活性化したことを示唆する。全体としてこれらのデータは、ＤＣのＩＴ注
射がヒトにおいて実現可能であり、顕著な臨床上の利益を提供し得ることを示した。しか
し、注射されるＤＣ上のＭＨＣクラスＩＩ抗原のおよびＢ７－２共刺激分子の顕著なダウ
ンレギュレーションが、観察された。これら重要な分子のダウンレギュレーションは、Ｄ
Ｃの免疫刺激可能性を低減すると予測される。
【００１４】
　このダウンレギュレーションを克服するための１つの方法は、ＷＯ　２００４／０５３
０７２（本明細書に参考として援用される）に開示されている。そこでは、ダウンレギュ
レーションが投与する前にＤＣの部分的成熟化を通じて回避され得ることが見出された。
この方法では、樹状細胞は、樹状細胞前駆体（赤血球溶解後の骨髄細胞または単球性樹状
細胞前駆体）を、インビトロで誘導して未成熟樹状細胞へと分化させ、その未成熟樹状細
胞を誘導して、その細胞を、樹状細胞成熟化薬剤（例えば、ＢＣＧおよびＩＦＮγ）、リ
ポポリサッカリド（ＬＰＳ）、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）、イミダゾキノリン化合物、
合成２本鎖ポリリボヌクレオチド、Ｔｏｌｌ様レセプター（ＴＬＲ）のアゴニスト、ＤＣ
の成熟化を誘導することが公知の非メチル化ＣｐＧモチーフを含む核酸の配列、またはこ
れらの任意の組み合わせとともに培養することによって、成熟化を開始した。その未成熟
樹状細胞を、未成熟樹状細胞が完全に成熟することが以前に決定されたものより短い期間
の間に成熟化を継続することを可能にした。樹状細胞をインビトロで完全に成熟させた場
合には、その細胞を、患者への投与後に、抗原を取り込みかつプロセシングすることは不
可能であった。本発明者らは、樹状細胞が、部分的に成熟した樹状細胞の単離および患者
への投与のための製剤化の前に、最適な活性化のために１～約１０時間にわたって成熟さ
せられるべきであることを開示した。
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【００１５】
　予測外なことに、樹状細胞成熟化薬剤（例えば、ＢＣＧおよびＩＦＮγ）と約１０～約
１９時間にわたって接触させた未成熟樹状細胞が、インビボで抗原の取り込みおよびプロ
セシング、ならびに被験体における抗腫瘍応答のその後の誘導に関して最適に活性化され
ることが決定された。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１６】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００２／０１６０４３０号明細書
【特許文献２】国際公開第２００４／０５３０７２号
【非特許文献】
【００１７】
【特許文献１】Ｃａｎｄｉｄｏら，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　６１：２２８－２３６，
　２００１
【特許文献２】Ｎｉｋｉｔｉｎａら，　Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｃａｎｃｅｒ　９４：８２５－
８３３，２００１
【特許文献３】Ｔａｎａｋａら，　Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｃａｎｃｅｒ　１０１：２６５－２
６９，　２００２
【特許文献４】Ｔｏｎｇら，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　６１：７５３０－７５３５，　
２００１
【特許文献５】Ｎｉｓｈｉｏｋａら，　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　５９：４０３５－４０
４１，　１９９９
【特許文献６】Ｍｅｌｅｒｏら，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　６：　１７７９－１７８
４，　１９９９
【特許文献７】Ｋｉｋｕｃｈｉら，　Ｂｌｏｏｄ　９６：９１－９９，２０００
【特許文献８】Ｔｒｉｏｚｚｉら，　Ｃａｎｃｅｒ　８９：２６４７－２６５４，　２０
００
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　要旨
　本開示は、単離され、活性化されたヒト樹状細胞を生成するための方法を提供し、上記
方法は、ｉ）ヒトＰＢＭＣを含む細胞集団を末梢血から単離する工程；ｉｉ）ヒトＰＢＭ
Ｃを含む上記細胞集団を、ヒト単球性樹状細胞前駆体に関して富化する工程；ｉｉｉ）ヒ
ト単球性樹状細胞前駆体に関して富化された上記細胞集団を、有効量の樹状細胞分化薬剤
を補充した組織培養培地とともに、上記ヒト単球性樹状細胞前駆体を未成熟ヒト樹状細胞
へと分化させるために十分な期間にわたって培養する工程；ｉｖ）未成熟ヒト樹状細胞に
関して富化された上記細胞集団を、有効量の樹状細胞成熟化薬剤とともに培養して、上記
未成熟ヒト樹状細胞を約１０～約１９時間にわたって活性化する工程；ならびにｖ）上記
活性化されたヒト樹状細胞を単離および洗浄する工程を包含する。
【００１９】
　さらなる実施形態において、単離され、活性化されたヒト樹状細胞を生成するための方
法が提供され、ここで上記方法は、ｉ）ヒト単球性樹状細胞前駆体を含む細胞集団を単離
する工程；ｉｉ）ヒト単球性樹状細胞前駆体に関して富化された上記細胞集団を、有効量
の樹状細胞分化薬剤を補充した組織培養培地とともに、上記ヒト単球性樹状細胞前駆体を
未成熟ヒト樹状細胞へと分化させるために十分な期間にわたって培養する工程；ｉｉｉ）
未成熟ヒト樹状細胞に関して富化された上記細胞集団を、有効量の樹状細胞成熟化薬剤と
ともに培養して、上記未成熟ヒト樹状細胞を約１０～約１９時間にわたって活性化する工
程；ならびにｉｖ）上記活性化されたヒト樹状細胞を単離および洗浄する工程を包含する
。
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【００２０】
　上記方法は、皮膚、脾臓、骨髄、胸腺、リンパ節、臍帯血、または末梢血から得られる
単球性樹状細胞前駆体を使用し得る。さらに、上記単球性樹状細胞前駆体は、処置される
個々の被験体から、または処置される個々の被験体にＨＬＡマッチした健康な個々の被験
体から得られる。
【００２１】
　上述の方法において、上記樹状細胞分化薬剤は、他のサイトカインなしのＧＭ－ＣＳＦ
のみ、またはインターロイキン４（ＩＬ－４）、インターロイキン７（ＩＬ－７）、イン
ターロイキン－１３（ＩＬ－１３）もしくはインターロイキン１５（ＩＬ－１５）などと
の組み合わせでのＧＭ－ＣＳＦであり得る。ＧＭ－ＣＳＦが単独で使用される代表的実施
形態において、活性化されていない単球性樹状細胞前駆体が使用され、上記組織培養培地
にはまた、その活性化されていない単球性樹状細胞前駆体が組織培養基材に接着するのを
妨げるために、少なくとも１％　ヒトもしくは動物タンパク質が補充される。上記ヒトま
たは動物タンパク質は、アルブミン、血清、血漿、ゼラチン、ポリアミノ酸などであり得
る。
【００２２】
　上記方法において、上記樹状細胞成熟化薬剤は、不活性化カルメットゲラン桿菌（ＢＣ
Ｇ）、インターフェロンγ（ＩＦＮγ）、リポポリサッカリド（ＬＰＳ）、腫瘍壊死因子
α（ＴＮＦα）、イミダゾキノリン化合物、合成２本鎖ポリリボヌクレオチド（例えば、
ポリ［Ｉ］：ポリ［Ｃ（１２）Ｕ］）、Ｔｏｌｌ様レセプター（ＴＬＲ）のアゴニスト、
樹状細胞の成熟化を誘導することが公知の非メチル化ＣｐＧモチーフを含む核酸の配列、
またはこれらの任意の組み合わせであり得る。上記不活性化ＢＣＧは、全ＢＣＧ、ＢＣＧ
の細胞壁構成要素、ＢＣＧ由来リポアラビノマンナン、またはＢＣＧ成分を含み得、上記
不活性化ＢＣＧは、熱不活性化、ホルマリン処理、熱不活性化かつホルマリン処理などで
あり得る。
【００２３】
　上記方法のうちの１つにおいて使用される場合、有効量のＢＣＧは、約１０５～約１０
７ｃｆｕ／ミリリットル　組織培養培地であり、有効量のＩＦＮγは、約１００～約１，
０００ユニット／ミリリットル　組織培養培地である。上記の方法がイミダゾキノリン化
合物を使用する場合、上記化合物は、イミダゾキノリン－４－アミン化合物、例えば、４
－アミノ－２－エトキシメチル－α，α－ジメチル－１Ｈ－イミダゾール［４，５－ｃ］
キノリン－ｌ－５　エタノールまたは１－（２－メチルプロピル）－１Ｈ－イミダゾ［４
，５－ｃ］キノリン－４－アミン、またはこれらの誘導体であり得る。
【００２４】
　部分的に成熟し、かつ最適に活性化された樹状細胞を含む組成物は、腫瘍へと直接；上
記腫瘍の外科的除去もしくは切除の後に腫瘍床へと；上記腫瘍を取り囲む組織領域へと；
腫瘍領域から直接排出するリンパ節へと；上記腫瘍もしくは腫瘍罹患器官へと血液もしく
はリンパを送達する循環性血管もしくは脈管に直接；または上記腫瘍もしくは腫瘍罹患器
官に上記細胞が送達されるように循環系へと投与され得る。
【００２５】
　上記方法のうちのいずれか１つによって生成された、部分的に成熟し、かつ最適に活性
な樹状細胞は、放射線療法、化学療法、もしくはこれらの組み合わせに対する補助的手段
として投与され得る。例えば、部分的に成熟し、最適に活性化された樹状細胞は、放射線
療法、化学療法、もしくはこれらの組み合わせの前に、同時に、または後に投与され得る
。
【００２６】
　別の実施形態において、抗腫瘍免疫応答および／または臨床的応答を生成するための方
法が提供され、上記方法は、ヒト樹状細胞成熟化薬剤で約１０～約１９時間にわたってイ
ンビトロで部分的に成熟されかつ活性化されたヒト樹状細胞に関して富化された細胞集団
および薬学的に受容可能なキャリアを含む組成物を投与する工程を包含し；ここで上記組
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成物は、このような処置の必要性のある個体において、腫瘍、腫瘍床もしくは腫瘍を取り
囲む組織領域へと投与される。
【００２７】
　さらに別の実施形態において、ヒト樹状細胞成熟化薬剤とともに約１０～約１９時間に
わたって培養することによって成熟を誘導された、部分的に成熟し、かつ最適に活性化さ
れたヒト樹状細胞を含む組成物が提供され、ここで上記部分的に成熟し、かつ最適に活性
化された樹状細胞は、炎症応答と関連するサイトカインを生成する。例えば、上記サイト
カインは、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）、インターロイキン６（ＩＬ－６）、および／ま
たはインターロイキン８（ＩＬ－８）を含み得る。
（項目１）
　単離され、部分的に成熟し、かつ最適に活性化されたヒト樹状細胞を生成するための方
法であって、該方法は、
　ｉ）ヒトＰＢＭＣを含む細胞集団を末梢血から単離する工程；
　ｉｉ）ヒトＰＢＭＣを含む該細胞集団を、ヒト単球性樹状細胞前駆体に関して富化する
工程；
　ｉｉｉ）ヒト単球性樹状細胞前駆体に関して富化された該細胞集団を、有効量の樹状細
胞分化薬剤を補充した組織培養培地とともに、該ヒト単球性樹状細胞前駆体を未成熟ヒト
樹状細胞へと分化させるために十分な期間にわたって培養する工程；
　ｉｖ）未成熟ヒト樹状細胞に関して富化された該細胞集団を、有効量の樹状細胞成熟化
薬剤とともに培養して、該未成熟ヒト樹状細胞を約１０～約１９時間にわたって活性化す
る工程；ならびに
　ｖ）該活性化されたヒト樹状細胞を単離および洗浄する工程、
を包含する方法。
（項目２）
　単離され、部分的に成熟し、かつ活性化されたヒト樹状細胞を生成するための方法であ
って、該方法は、
　ｉ）ヒト単球性樹状細胞前駆体を含む細胞集団を単離する工程；
　ｉｉ）ヒト単球性樹状細胞前駆体に関して富化された該細胞集団を、有効量の樹状細胞
分化薬剤を補充した組織培養培地とともに、該ヒト単球性樹状細胞前駆体を未成熟ヒト樹
状細胞へと分化させるために十分な期間にわたって培養する工程；
　ｉｉｉ）未成熟ヒト樹状細胞に関して富化された該細胞集団を、有効量の樹状細胞成熟
化薬剤とともに培養して、該未成熟ヒト樹状細胞を約１０～約１９時間にわたって活性化
する工程；ならびに
　ｉｖ）該活性化されたヒト樹状細胞を単離および洗浄する工程、
を包含する方法。
（項目３）
　前記単球性樹状細胞前駆体は、皮膚、脾臓、骨髄、胸腺、リンパ節、臍帯血、または末
梢血から得られる、項目２に記載の方法。
（項目４）
　前記単球性樹状細胞前駆体細胞は、活性化されていない単球性樹状細胞前駆体である、
項目１～３のいずれか１項に記載の方法。
（項目５）
　前記単球性樹状細胞前駆体は、処置される個々の被験体から得られる、項目１～４のい
ずれか１項に記載の方法。
（項目６）
　前記単球性樹状細胞前駆体は、前記処置される個々の被験体にＨＬＡマッチした健康な
個々の被験体から得られる、項目１～４のいずれか１項に記載の方法。
（項目７）
　前記樹状細胞分化薬剤は、いかなる他のサイトカインもなしのＧＭ－ＣＳＦ、またはＩ
Ｌ－４、ＩＬ－７、ＩＬ－１３もしくはＩＬ－１５との組み合わせでのＧＭ－ＣＳＦであ
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る、項目１および２のいずれか１項に記載の方法。
（項目８）
　前記樹状細胞成熟化薬剤は、不活性化カルメットゲラン桿菌（ＢＣＧ）、インターフェ
ロンγ（ＩＦＮγ）、リポポリサッカリド（ＬＰＳ）、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）、イ
ミダゾキノリン化合物、合成２本鎖ポリリボヌクレオチド、Ｔｏｌｌ様レセプター（ＴＬ
Ｒ）のアゴニスト、樹状細胞の成熟化を誘導することが公知の非メチル化ＣｐＧモチーフ
を含む核酸の配列、またはこれらの任意の組み合わせである、項目１および２のいずれか
１項に記載の方法。
（項目９）
　前記不活性化ＢＣＧは、全ＢＣＧ、ＢＣＧの細胞壁構成要素、ＢＣＧ由来リポアラビノ
マンナン、またはＢＣＧ成分を含む、項目８に記載の方法。
（項目１０）
　前記不活性化ＢＣＧは、熱不活性化ＢＣＧ、ホルマリン処理ＢＣＧ、または熱不活性化
かつホルマリン処理ＢＣＧである、項目９に記載の方法。
（項目１１）
　前記有効量のＢＣＧは、約１０５～１０７ｃｆｕ／ミリリットル　組織培養培地であり
、前記有効量のＩＦＮγは、約１００～約１，０００ユニット／ミリリットル　組織培養
培地である、項目８～１０のいずれか１項に記載の方法。
（項目１２）
　前記イミダゾキノリン化合物は、イミダゾキノリン－４－アミン化合物である、項目８
に記載の方法。
（項目１３）
　前記イミダゾキノリン－４－アミン化合物は、４－アミノ－２－エトキシメチル－α，
α－ジメチル－１Ｈ－イミダゾール［４，５－ｃ］キノリン－ｌ－５　エタノールまたは
１－（２－メチルプロピル）－１Ｈ－イミダゾ［４，５－ｃ］キノリン－４－アミン、ま
たはこれらの誘導体である、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
　前記合成２本鎖ポリリボヌクレオチドは、ポリ［Ｉ］：ポリ［Ｃ（１２）Ｕ］である、
項目８に記載の方法。
（項目１５）
　前記部分的に成熟し、かつ最適に活性化された樹状細胞は、腫瘍へと直接、該腫瘍の外
科的除去または切除の後に腫瘍床へと、該腫瘍を取り囲む組織領域に、腫瘍領域から直接
排出するリンパ節へと、該腫瘍もしくは腫瘍罹患器官へと血液もしくはリンパを送達する
循環性脈管に直接、または該腫瘍もしくは腫瘍罹患器官に該細胞が送達されるように循環
系へと投与される、項目１～１４のいずれか１項に記載の方法。
（項目１６）
　前記部分的に成熟し、かつ最適に活性化された樹状細胞は、放射線療法、化学療法、も
しくはこれらの組み合わせに対する補助的手段として投与される、項目１～１５のいずれ
か１項に記載の方法。
（項目１７）
　前記活性化された樹状細胞は、放射線療法、化学療法、もしくはこれらの組み合わせの
前に、同時に、または後に投与される、項目１～１５のいずれか１項に記載の方法。
（項目１８）
　抗腫瘍免疫応答を生成するための方法であって、該方法は、ヒト樹状細胞成熟化薬剤と
ともに約１０～約１９時間にわたってインビトロで部分的に成熟させかつ最適に活性化さ
せたヒト樹状細胞に関して富化した細胞集団および薬学的に受容可能なキャリアを含む組
成物を投与する工程を包含し；ここで該組成物は、このような処置の必要性のある個体に
おいて、腫瘍、腫瘍床もしくは腫瘍を取り囲む組織領域へと投与される、方法。
（項目１９）
　未成熟樹状細胞をヒト樹状細胞成熟化薬剤とともに約１０～約１９時間にわたって培養



(10) JP 6985939 B2 2021.12.22

10

20

30

40

50

することによって成熟を誘導された、部分的に成熟し、かつ最適に活性化されたヒト樹状
細胞を含む組成物であって、ここで該部分的に成熟し、かつ最適に活性化された樹状細胞
は、炎症応答と関連するサイトカインを生成する、組成物。
（項目２０）
　前記サイトカインは、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）、インターロイキン６（ＩＬ－６）
、および／またはインターロイキン８（ＩＬ－８）である、項目１９に記載の組成物。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
　図面の説明
　本明細書で記載される方法および組成物の前述の局面および付随する利点のうちの多く
は、以下の詳細な説明を添付の図面とともに参照することによって、よりよく理解される
ようになるにつれてより容易に認識される。
【００２９】
【図１】図１は、各処置方法の生存プロットを示す。データ点は、月単位で測定した種々
の期間で生存し続けている個体の割合を表す。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　詳細な説明
　樹状細胞は、種々のリンパ性組織および非リンパ性組織で見出される抗原提示細胞の多
様な集団である（Ｌｉｕ，　Ｃｅｌｌ　１０６：２５９－２６２　（２００１）；　Ｓｔ
ｅｉｎｍａｎ，　Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　９：２７１－２９６　（１９
９１）を参照のこと）。樹状細胞としては、脾臓のリンパ性樹状細胞、表皮のランゲルハ
ンス細胞、および血液循環中のベール細胞が挙げられる。まとめると、樹状細胞は、それ
らの形態、高レベルの表面ＭＨＣクラスＩＩ発現、ならびにＴ細胞、Ｂ細胞、単球、およ
びナチュラルキラー細胞上で発現されるある特定の他の表面マーカーの非存在に基づく群
として分類される。特に、単球由来樹状細胞（単球性樹状細胞ともいわれる）は、通常、
ＣＤ１１ｃ、ＣＤ８０、ＣＤ８６を発現し、ＨＬＡ－ＤＲ＋であるが、ＣＤ１４－である
。
【００３１】
　対照的に、単球性樹状細胞前駆体（代表的には、単球）は、通常は、ＣＤ１４＋である
。単球性樹状細胞前駆体は、それらが存在する場所である任意の組織、特に、リンパ性組
織（例えば、脾臓、骨髄、リンパ節および胸腺）から得られ得る。単球性樹状細胞前駆体
はまた、循環系から単離され得る。
【００３２】
　末梢血は、単球性樹状細胞前駆体の容易にアクセス可能な供給源である。臍帯血は、単
球性樹状細胞前駆体の他の供給源である。単球性樹状細胞前駆体は、免疫応答が誘起され
得る種々の生物から単離され得る。このような生物としては、動物（例えば、ヒトおよび
非ヒト動物（例えば、霊長類、哺乳動物（イヌ、ネコ、マウス、およびラットが挙げられ
る））、鳥類（ニワトリが挙げられる）、ならびにこれらのトランスジェニックの種が挙
げられる）が挙げられる。
【００３３】
　ある特定の実施形態において、単球性樹状細胞前駆体および／または未成熟樹状細胞は
、健康な被験体から、または免疫刺激の必要性のある被験体（例えば、がん患者または細
胞性の免疫刺激が有益であり得るかもしくは望ましいことであり得る他の被験体（すなわ
ち、細菌感染もしくはウイルス感染、または過形成状態を有する被験体など）のような）
から単離され得る。樹状細胞前駆体および／または未成熟樹状細胞はまた、部分的活性化
および免疫刺激の必要性のあるＨＬＡマッチした被験体への投与のために、ＨＬＡマッチ
した健康な個体から単離され得る。
【００３４】
　樹状細胞前駆体および未成熟樹状細胞
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　樹状細胞前駆体（例えば、活性化されていない樹状細胞前駆体、および種々の供給源（
血液および骨髄が挙げられる）に由来する未成熟樹状細胞）に関して富化された細胞集団
を単離するための方法は、当該分野で公知である。例えば、樹状細胞前駆体および未成熟
樹状細胞は、ヘパリン添加血液を集めることによって、アフェレーシスもしくは白血球ア
フェレーシス（ｌｅｕｋａｐｈｅｒｅｓｉｓ）によって、バフィーコートの調製、ロゼッ
ト形成、遠心分離、密度勾配遠心分離（例えば、Ｆｉｃｏｌｌ（登録商標）（例えば、Ｆ
ＩＣＯＬＬ－ＰＡＱＵＥ（登録商標）、ＰＥＲＣＯＬＬ（登録商標）（透析不能ポリビニ
ルピロリドン（ＰＶＰ）で被覆されたコロイド性シリカ粒子（１５～３０ｎｍ直径））、
スクロースなどを使用）、細胞の差次的溶解、濾過などによって、単離され得る。ある特
定の実施形態において、白血球集団は、例えば、被験体から血液を集め、線維素除去して
、血小板を除去し、赤血球を溶解することによって、調製され得る。樹状細胞前駆体およ
び未成熟樹状細胞は、必要に応じて、例えば、ＰＥＲＣＯＬＬ（登録商標）勾配を介する
遠心分離、抗体パニングなどによって、単球性樹状細胞前駆体に関して富化され得る。用
語「富化される」とは、本明細書で使用される場合、その細胞集団中の単球性樹状細胞前
駆体、未成熟樹状細胞、または部分的に成熟した樹状細胞が、その集団中の細胞の総数の
うちの少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少
なくとも７０％、少なくとも８０％または少なくともその細胞集団中の細胞の総数のうち
の９０％すらを構成することを意味する。代表的には、上記富化された細胞は、その集団
中の細胞の総数のうちの少なくとも約５０％を構成する。ある特定の実施形態において、
その富化された細胞は、細胞集団中の細胞の総数のうちの少なくとも約９０％および約１
００％までを構成する。
【００３５】
　樹状細胞前駆体および未成熟樹状細胞は必要に応じて、閉鎖無菌系の中で調製され得る
。本明細書で使用される場合、用語「閉鎖無菌系」または「閉鎖系」とは、非滅菌の、周
囲の、もしくは循環する空気または他の非滅菌条件への曝露が最小限にされるかまたは排
除される系をいう。樹状細胞前駆体および未成熟樹状細胞を単離するための閉鎖系は、一
般に、オープントップチューブ中での密度勾配遠心分離、細胞のオープンエアー移動、組
織培養プレートもしくはシールされていないフラスコ中での細胞の培養などを排除する。
代表的実施形態において、閉鎖系は、樹状細胞前駆体および未成熟樹状細胞を最初の収集
容器からシール可能な組織培養容器への無菌的移動を、非滅菌空気への曝露なしに可能に
する。
【００３６】
　樹状細胞前駆体を単離するための別の報告された方法は、商業的に処理されたプラスチ
ック基材（例えば、ビーズもしくは磁性ビーズ）を使用して、接着性の単球および他の「
非樹状細胞前駆体」を選択的に除去することである（例えば、米国特許第５，９９４，１
２６号および同第５，８５１，７５６号を参照のこと）。接着性の単球および非樹状細胞
前駆体は、その非接着性細胞がエキソビボ培養および成熟化のために保持される間に捨て
られる。別の方法では、アフェレーシス細胞は、プラスチック培養バッグ（これに、プラ
スチック（すなわち、ポリスチレンもしくはスチレン）のマイクロキャリアビーズがバッ
グの表面積を増大させるために添加された）中で培養された。
【００３７】
　細胞は、ある特定の細胞が上記ビーズに接着するために十分な期間にわたって培養され
、その非接着性の細胞は、バッグから洗い流された（Ｍａｆｆｅｉ，ら，　Ｔｒａｎｓｆ
ｕｓｉｏｎ　４０：１４１９－１４２０　（２０００）；　ＷＯ　０２／４４３３８（本
明細書に参考として援用される））。ある特定の他の実施形態において、単球性樹状細胞
前駆体は、ＷＯ　０３／０１０２９２（その開示は、本明細書に参考として援用される）
で開示されるように、単球結合基材への緩い接着によって単離される。例えば、白血球の
集団（例えば、白血球アフェレーシスによって単離）は、単球性樹状細胞前駆体接着基材
と接触させられ得る。白血球の集団がその基材と接触させられる場合、その白血球集団中
の単球性樹状細胞前駆体は、その基材に優先的に接着するが、分化または成熟するように
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は活性化されない。他の白血球（他の潜在的樹状細胞前駆体を含む）は、その基材に対す
る低下した結合親和性を示し、それによって、単球性樹状細胞前駆体が基材の表面上で優
先的に富化されることを可能にする。
【００３８】
　適切な基材としては、例えば、大きな表面積　対　容積比を有するものが挙げられる。
その基材は、例えば、粒状または線維性の基材であり得る。適切な粒状基材としては、例
えば、ガラス粒子、プラスチック粒子、ガラス被覆プラスチック粒子、ガラス被覆ポリス
チレン粒子、およびタンパク質吸着に適した他のビーズが挙げられる。本発明の方法にお
ける使用に適した線維性基材としては、マイクロキャピラリーチューブおよび微絨毛膜（
ｍｉｃｒｏｖｉｌｌｏｕｓ　ｍｅｍｂｒａｎｅ）などが挙げられる。粒状または線維性の
基材は、代表的には、その接着した単球性樹状細胞前駆体の生存性を実質的に低減するこ
となく、その接着した細胞が溶離されることを可能にする。粒状または線維性の基材は、
単球性樹状細胞前駆体または樹状細胞の基材からの溶離を促進するために実質的に非多孔
性であり得る。「実質的に非多孔性」の基材は、少なくとも、その基材に存在する孔のう
ちの大部分が、その基材中に細胞が捕捉されるのを最小限にするために、その細胞より小
さい基材である。
【００３９】
　基材への単球性樹状細胞前駆体の接着は、結合媒体の添加によって必要に応じて増強さ
れ得る。適切な結合媒体としては、個々にまたは任意の組み合わせで、例えば、サイトカ
イン（例えば、顆粒球／マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、またはイン
ターロイキン４（ＩＬ－４）、インターロイキン１５（ＩＬ－１５）、もしくはインター
ロイキン１３（ＩＬ－１３）との組み合わせでのＧＭ－ＣＳＦ）、血漿、血清（例えば、
ヒト血清（例えば、自己血清もしくは同種異系血清））、精製タンパク質（例えば、血清
アルブミン）、二価カチオン（例えば、カルシウムおよび／またはマグネシウムイオン）
ならびに基材への単球性樹状細胞前駆体の特異的接着を補助するかもしくは基材への非単
球性樹状細胞前駆体の接着を妨げる他の分子を補充した、例えば、単球性樹状細胞前駆体
培養培地（例えば、ＡＩＭ－Ｖ（登録商標）、ＲＰＭＩ　１６４０、ＤＭＥＭ、ＸＶＩＶ
Ｏ　１５（登録商標）など）が挙げられる。ある特定の実施形態において、血漿もしくは
血清は、熱不活性化され得る。熱不活性化血漿は、その白血球に対して自己または異種で
あり得る。
【００４０】
　基材への単球性樹状細胞前駆体の接着の後に、接着していない白血球は、単球性樹状細
胞前駆体／基材複合体から分離される。任意の適切な手段は、その接着していない細胞を
複合体から分離するために使用され得る。例えば、接着していない白血球および複合体の
混合物は、沈殿させられ得、その接着していない白血球および培地は、捨てられるかまた
は排出され得る。あるいは、その混合物は遠心分離され得、その接着していない白血球を
含む上清は、ペレット化した複合体から捨てられるかまたは排出され得る。基材への単球
性樹状細胞前駆体の接着は、さらなる刺激なしで未成熟樹状細胞、成熟樹状細胞またはマ
クロファージへと活性化および分化するかまたは成熟化するために、単球性樹状細胞前駆
体を誘導しないことに注意すべきである。
【００４１】
　別の方法において、活性化されていない単球性樹状細胞前駆体は、国際特許出願公開番
号ＷＯ　２００４／０００４４４（２００３年６月１９日出願、現在は米国特許第７，６
９５，６２７号（ともに本明細書に参考として援用される））に記載されるとおりの接線
流濾過デバイスの使用によって調製される白血球が富化された細胞集団から単離され得る
。単球性樹状細胞前駆体が富化された細胞集団の単離に有用な接線流濾過デバイスは、ク
ロスフローチャンバ、濾液チャンバおよびその間に配置された濾材を有する除去ユニット
を含み得る。その濾材は、一側の保持表面でそのクロスフローチャンバと、および他側の
濾液表面でその濾液チャンバと流体連絡した状態にある。そのクロスフローチャンバは、
白血球を含む血液構成要素のサンプルを、そのクロスフローチャンバへと、およびその濾
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材の保持表面に対して平行に導入するように適合された入り口を有する。出口は、その濾
材の保持表面の反対側のチャンバの一部において中心に配置されたクロスフローチャンバ
の中に提供される。接線流濾過デバイスにおける使用に適した濾材は、代表的には、約１
～約１０ミクロンの範囲に及ぶ平均孔サイズを有する。その濾材は、平均孔サイズ約３～
約７ミクロンを有し得る。クロスフローチャンバの入り口への所定のサンプル投入速度を
提供するための手段およびその濾材を通って濾液チャンバへの濾液の濾過速度を制御する
ための手段がまた、含まれ得る。その濾過速度制御手段は、その濾材に関する妨害のない
（ｕｎｏｐｐｏｓｅｄ）濾過速度未満へと濾過速度を制限する。血液構成要素を含むサン
プルは、供給源デバイス（例えば、白血球アフェレーシスデバイスまたは白血球アフェレ
ーシスデバイスから収集したサンプルを含む容器）によって提供され得る。
【００４２】
　単球性樹状細胞前駆体およびこの前駆体に関して富化された細胞集団は、分化、ならび
に部分的成熟化および／または拡大のためにエキソビボでまたはインビトロで培養され得
る。本明細書で使用される場合、「単離された未成熟樹状細胞」、「樹状細胞前駆体」、
および他の「細胞」とは、人の手によって、それらの天然の環境から離れて存在する、お
よび従って、天然生成物ではない細胞をいう。単離された細胞は、精製された形態で、半
精製された形態で、および／または非天然の環境で存在し得る。簡潔には、インビトロお
よび／またはエキソビボでの樹状細胞分化は、代表的には、単球性樹状細胞前駆体、また
は樹状細胞前駆体を有する細胞集団を、１もしくはこれより多くの樹状細胞分化薬剤の存
在下で培養する工程を要する。適切な分化薬剤としては、例えば、細胞増殖因子（例えば
、（ＧＭ－ＣＳＦ）のようなサイトカイン、またはＧＭ－ＣＳＦおよびインターロイキン
４（ｌＬ－４）、インターロイキン１３（ｌＬ－１３）、もしくはインターロイキン１５
（ＩＬ－１５）、またはインターロイキン７（ＩＬ－７）の組み合わせ））が挙げられ得
る。ある特定の実施形態において、単球性樹状細胞前駆体は、単球由来未成熟樹状細胞を
形成するために分化される。
【００４３】
　樹状細胞前駆体は、適切なインビトロ培養条件において培養および分化され得る。適切
な樹状細胞組織培養培地としては、ＡＩＭ－Ｖ（登録商標）、ＲＰＭＩ　１６４０、ＤＭ
ＥＭ、Ｘ－ＶＩＶＯ　１５（登録商標）などが挙げられるが、これらに限定されない。組
織培養培地には、細胞の分化を促進するために、血清、血漿、アミノ酸、ビタミン、サイ
トカイン（例えば、ＧＭ－ＣＳＦおよび／またはＩＬ－４、ＩＬ－７、ＩＬ－１３、ＩＬ
－１５）、二価カチオンなどが補充され得る。ある特定の実施形態において、樹状細胞前
駆体は、無血清培地中で培養され得る。培養条件は、いかなる動物由来生成物をも必要に
応じて排除し得る。樹状細胞培養培地とともに使用される代表的なサイトカイン組み合わ
せは、約５００ユニット／ｍＬの、ＧＭ－ＣＳＦと、ＩＬ－４、ＩＬ－７、ＩＬ－１５ま
たはＩＬ－１３との各々を含む。活性化されていない樹状細胞前駆体が使用される代表的
実施形態において、代表的な樹状細胞組織培養培地には、ＧＭ－ＣＳＦが、ある特定の条
件下でいかなる他のサイトカインもなしに補充され得る。例えば、ＧＭ－ＣＳＦが単独で
使用される場合、その組織培養培地にはまた、組織培養基材への活性化されていない単球
性樹状細胞前駆体の接着を妨げるために、高濃度のヒトもしくは動物タンパク質が代表的
には補充され、それによって、樹状細胞前駆体の成熟化が活性化される。代表的には、ヒ
トまたは動物タンパク質は、１％より高い濃度で添加され、代表的には、１０％もしくは
これ未満の濃度で使用される。そのヒトまたは動物タンパク質は、アルブミン（例えば、
ヒト血清アルブミン）、血清、血漿、ゼラチン、ポリアミノ酸などであり得る。
【００４４】
　樹状細胞前駆体は、未成熟樹状細胞を形成するために分化される場合、皮膚ランゲルハ
ンス細胞に表現型が類似である。未成熟樹状細胞は、代表的には、ＣＤ１４－およびＣＤ
１１ｃ＋であり、低レベルのＣＤ８６およびＣＤ８３を発現し、特化したエンドサイトー
シスを介して可溶性抗原を捕捉し得る。
【００４５】
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　樹状細胞成熟化薬剤としては、例えば、ＢＣＧ、ＩＦＮγ、ＬＰＳ、ＴＮＦα、イミダ
ゾキノリン化合物、例えば、イミダゾキノリン－４－アミン化合物（例えば、４－アミノ
－２－エトキシメチル－α，α－ジメチル－１Ｈ－イミダゾール［４，５－ｃ］キノリン
－１－エタノール（Ｒ８４８と称される）または１－（２－メチルプロピル）－１Ｈ－イ
ミダゾ［４，５－ｃ］キノリン－４－アミン、およびこれらの誘導体（例えば、ＷＯ２０
００／４７７１９（その全体において本明細書に参考として援用される）を参照のこと）
、合成２本鎖ポリリボヌクレオチド（例えば、ポリ［Ｉ］：ポリ［Ｃ（１２）Ｕ］など、
Ｔｏｌｌ様レセプター（ＴＬＲ）のアゴニスト（例えば、ＴＬＲ－３、ＴＬＲ－４、ＴＬ
Ｒ－７および／またはＴＬＲ－９）、ＤＣの成熟化を誘導することが公知の非メチル化Ｃ
ｐＧモチーフを含む核酸の配列など、あるいはこれらの任意の組み合わせが挙げられ得る
が、これらに限定されない。有効量のＢＣＧは、代表的には、不活性化前に、約１０５～
１０７　ｃｆｕ／ミリリットル　組織培養培地に等価な範囲に及ぶ。有効量のＩＦＮγは
代表的には、約１００～約１０００　Ｕ／ミリリットル　組織培養培地の範囲に及ぶ。
【００４６】
　カルメットゲラン桿菌（ＢＣＧ）は、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓの無毒
性（ａｖｉｒｕｌｅｎｔ）株である。本明細書で使用される場合、ＢＣＧとは、全ＢＣＧ
ならびに細胞壁構成要素、ＢＣＧ由来リポアラビノマンナン、および他のＢＣＧ成分をい
う。ＢＣＧは、必要に応じて不活性化される（例えば、熱不活性化ＢＣＧ、ホルマリン処
理ＢＣＧ、または熱および他の不活性化方法の組み合わせによるものなど）。有効量のイ
ミダゾキノリン化合物、例えば、イミダゾキノリン－４－アミン化合物（例えば、４－ア
ミノ－２－エトキシメチル－α，α－ジメチル－１Ｈ－イミダゾール［４，５－ｃ］キノ
リン－１－エタノール（Ｒ８４８と称される））は、約１～約５０μｇ／ｍｌ　培養培地
であり得、より代表的には、５～約１０μｇ／ｍｌ　培養培地が使用される。イミダゾキ
ノリン化合物は、単独で使用され得るか、あるいは例えば、ＢＣＧおよび／またはＩＦＮ
、またはさらなるＴＬＲアゴニストと併用され得る。
【００４７】
　未成熟ＤＣは、代表的には、成熟化を誘導しそして最適に活性化するが、樹状細胞を完
全には成熟させないように、有効量の樹状細胞成熟化薬剤（例えば、ＢＣＧおよびＩＦＮ
γ）と約１０時間～約１９時間にわたって接触させられる。代表的には、少なくとも２４
時間のインキュベーション期間は、ＢＣＧおよびＩＦＮγが樹状細胞を成熟させるために
使用される場合、完全な成熟化のために必要とされ得、そして使用される樹状細胞成熟化
薬剤に依存して、約４８～約７２時間の代表的なインキュベーション期間は、完全な成熟
化のために必要とされ得る。ある特定の実施形態において、その期間は、約１０時間、１
１時間、１２時間、１３時間、１４，時間、１５，時間、１６時間、１７時間、１８時間
、および約１９時間までであり得る。より代表的な実施形態において、樹状細胞の部分的
成熟化および最適な活性化のためのその期間は、約１５～約１８時間、約１５～約１７時
間、または特定の実施形態では、約１６時間であり得る。その未成熟樹状細胞は、適切な
成熟化培養培地中で、培養され得、部分的に成熟、および最適に活性化され得る。適切な
組織培養培地としては、ＡＩＭ－Ｖ（登録商標）、ＲＰＭＩ　１６４０、ＤＭＥＭ、Ｘ－
ＶＩＶＯ　１５（登録商標）などが挙げられるが、これらに限定されない。組織培養培地
には、細胞の成熟化の誘導を促進するために、アミノ酸；ビタミン；サイトカイン（例え
ば、ＧＭ－ＣＳＦ単独（例えば、米国特許第８，３８９，２７８号（その全体において本
明細書に参考として援用される）を参照のこと）またはＩＬ－４、ＩＬ－７、ＩＬ－１３
、もしくはＩＬ－１５との組み合わせでのＧＭ－ＣＳＦ）；二価カチオンなどが補充され
得る。代表的なサイトカインは、ＧＭ－ＣＳＦ単独と高濃度のヒトもしくは動物タンパク
質であり得るか、または組み合わせで使用される場合のＧＭ－ＣＳＦは、約５００ユニッ
ト／ｍｌ～約１０００ユニット／ｍｌのＧＭ－ＣＳＦの濃度で使用され、１００ｎｇ／ｍ
ｌのＩＬ－４、ＩＬ－１３、もしくはＩＬ－１５が使用される。
【００４８】
　未成熟樹状細胞の部分的成熟化および最適な活性化は、樹状細胞に関して当該分野で公
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知の方法によってモニターされ得る。細胞表面マーカーは、当該分野でよく知られたアッ
セイ（例えば、フローサイトメトリー、免疫組織化学など）で検出され得る。その細胞は
また、サイトカイン生成に関して（例えば、ＥＬＩＳＡ、別の免疫アッセイによって、ま
たはオリゴヌクレオチドアッセイの使用によって）モニターされ得る。樹状細胞成熟化薬
剤（例えば、ＢＣＧおよびＩＮＦγが挙げられるが、これらに限定されない）の存在下で
本記載に従って培養され、および部分的に成熟し、かつ最適に活性化されたＤＣでは、未
成熟樹状細胞と比較した場合に増大したレベルのリン酸化ＪＡＫ２（ｊａｎｕｓ　ａｃｔ
ｉｖａｔｅｄ　ｋｉｎａｓｅ　２）が、当該分野で周知の方法によって成熟化の開始を示
すために測定され得る。細胞表面マーカーおよびサイトカインの発現の誘導、ならびにシ
グナル伝達分子（例えば、ｊａｋ２）のリン酸化はまた、樹状細胞が一旦個体に投与され
た後に、樹状細胞がインビボでの抗原の取り込みおよび免疫応答の誘導に関して調節され
る指標として公知である。
【００４９】
　本発明の方法は、未成熟樹状細胞の成熟化を開始する、および樹状細胞を部分的に成熟
させ、そして最適に活性化するために必要な期間にわたってのみ、未成熟樹状細胞を成熟
化条件に供する工程を包含する。有効量のＢＣＧおよび有効量のＩＦＮγとともに約１０
～１９時間というインキュベーション期間が、被験体に投与するために、薬学的に受容可
能なキャリアと組み合わされた場合に組成物として使用するための樹状細胞を部分的に成
熟させ、最適に活性化することが見出された。完全に成熟したＤＣは、抗原を取り込み、
共刺激細胞表面分子および種々のサイトカインのアップレギュレートされた発現を示す能
力を失う。具体的には、成熟したＤＣは、未成熟樹状細胞より高いレベルのＭＨＣクラス
ＩおよびＩＩの抗原を発現し、そして成熟した樹状細胞は一般に、ＣＤ８０＋、ＣＤ８３
＋、ＣＤ８６＋、およびＣＤ１４－であると同定される。より高いＭＨＣ発現は、ＤＣ表
面上での抗原密度の増大をもたらす一方で、共刺激分子であるＣＤ８０およびＣＤ８６の
アップレギュレーションは、共刺激分子の対応物（例えば、Ｔ細胞上のＣＤ２８）を介し
てＴ細胞活性化シグナルを強化する。本開示で使用されるとおりの部分的に成熟し、かつ
最適に活性化された樹状細胞は、代表的には、樹状細胞成熟化薬剤へと一旦曝露された後
、未成熟樹状細胞と比較した場合に、細胞表面上の共刺激分子の発現においてアップレギ
ュレーションを示すそれら樹状細胞を含む。これらの共刺激分子としては、ＣＤ８０、Ｃ
Ｄ８６および／またはＣＤ５４が挙げられるが、これらに限定されない。上記細胞は、Ｃ
Ｄ８３を発現し得るか、または発現しなくてもよいが、上記細胞は、樹状細胞の表面での
提示のために抗原を取り込んでプロセシングする能力を維持する。本出願の方法のうちの
一実施形態において、部分的に成熟した樹状細胞は、投与後に抗原に曝される。さらに、
部分的に成熟し、かつ最適に活性化された樹状細胞は、未成熟樹状細胞によって顕著な量
では代表的には生成されない、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０および／ま
たはＩＬ－１２のうちの１種もしくはこれより多くを生じ得る。１つの特定の実施形態に
おいて、有効濃度のＢＣＧおよびＩＦＮγの両方と約１６時間接触させた部分的に成熟し
、かつ最適に活性化された樹状細胞は、２４時間の期間で１４９ｎｇ／１００万個　樹状
細胞を生成した。その同じ濃度のＢＣＧおよびＩＦＮγと接触した未成熟樹状細胞は、２
４時間で５０ｎｇ／１００万個　細胞のみを生成した。
【００５０】
　完全に成熟した樹状細胞は、本発明の方法および組成物に関して好ましくない。なぜな
らそれらが一旦完全に成熟した後は、その細胞はもはや効率的に抗原をプロセシングしな
いからである。さらに、成熟化を始めるように誘導されなかった先行技術の方法で使用さ
れるとおりの未成熟樹状細胞は、望ましくない。なぜなら腫瘍内で、または腫瘍を取り囲
む組織中で代表的には見出される免疫抑制環境は、未成熟樹状細胞による抗原のプロセシ
ングを妨げることが公知のサイトカインの実質的な濃度を含むからである。本開示におい
て、未成熟樹状細胞の部分的成熟化および最適な活性化は、細胞の表面上のサイトカイン
レセプターをダウンレギュレートして、腫瘍内空間、または取り囲む組織に存在するサイ
トカインの任意の免疫抑制効果にあまり感受性でないようにするまたは応答性でないよう
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にし、そして腫瘍内空間もしくは取り囲む組織内に存在する抗原を効率的に取り込みかつ
プロセシングし得る細胞を提供する。その樹状細胞は、腫瘍内空間内でもしくは取り囲む
組織中で見出されるアポトーシス細胞および死滅しつつある腫瘍細胞に由来する実質的な
量の腫瘍抗原を取り込み、プロセシングする。その投与した部分的に成熟し、かつ最適に
活性化された樹状細胞が一旦、例えば、ケモカインレセプターＣＣＲ７の発現によって測
定されるように腫瘍内空間内で有効に成熟された後、その樹状細胞は、抗原を提示してい
る樹状細胞がＴ細胞、特に、ナイーブＴ細胞と接触して、当該樹状細胞によって提示され
る任意の腫瘍抗原に対する免疫応答をアップレギュレートする場所であるリンパ節へと移
動する。
【００５１】
　本説明のさらに別の局面によれば、本開示の種々のＤＣは、例えば、単球性樹状細胞前
駆体、成熟化の前の未成熟樹状細胞として低温保存によって、または薬学的に受容可能な
キャリアとの組み合わせにおいてまたはそのキャリアなしのいずれかで部分的成熟化後に
、保存され得る。使用され得る低温保存薬剤としては、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ
）、グリセロール、ポリビニルピロリドン、ポリエチレングリコール、アルブミン、デキ
ストラン、スクロース、エチレングリコール、ｉ－エリスリトール、Ｄ－リビトール、Ｄ
－マンニトール、Ｄ－ソルビトール、イノシトール、Ｄ－ラクトース、コリンクロリド、
アミノ酸、メタノール、アセトアミド、グリセロールモノアセテート、および無機酸が挙
げられるが、これらに限定されない。コントロールされ、ゆっくりとした冷却速度が、重
要であり得る。種々の低温保護剤および種々の細胞タイプは、代表的には、種々の最適な
冷却速度を有する。
【００５２】
　水が氷へと変化する融合相の熱は、代表的には、最小であるべきである。冷却手順は、
例えば、プログラム可能な冷凍デバイスまたはメタノールバス手順の使用によって行われ
得る。プログラム可能な凍結装置は、最適な冷却速度の決定を可能にし、標準的な再現可
能な冷却を容易にする。プログラム可能な、制御された速度の冷凍庫（例えば、Ｃｒｙｏ
ｍｅｄ（登録商標）またはＰｌａｎａｒ（登録商標））は、凍結レジメンを所望の冷却速
度曲線に調節することを可能にする。
【００５３】
　完全な凍結の後に、薬学的に受容可能なキャリアありまたはなしのいずれかでの単球性
前駆体細胞、未成熟ＤＣまたは部分的に成熟したＤＣは、長期低温貯蔵容器へと迅速に移
され得る。代表的実施形態において、サンプルは、液体窒素（－１９６℃）またはその蒸
気（－１６５℃）中で低温貯蔵され得る。造血幹細胞（特に、骨髄または末梢血に由来）
の操作、低温貯蔵、および長期貯蔵に関する考慮事項および手順は、本説明の細胞にたい
てい適用可能である。このような考察は、例えば、以下の参考文献（本明細書に参考とし
て援用される）に見出され得る：　Ｔａｙｌｏｒら，　Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ　２７：
２６９－７８　（１９９０）；　Ｇｏｒｉｎ，　Ｃｌｉｎｉｃｓ　ｉｎ　Ｈａｅｍａｔｏ
ｌｏｇｙ　１５：１９－４８　（１９８６）；　Ｂｏｎｅ－Ｍａｒｒｏｗ　Ｃｏｎｓｅｒ
ｖａｔｉｏｎ，　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，　Ｐｒｏ
ｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ａ　Ｐａｎｅｌ，　Ｍｏｓｃｏｗ，　Ｊｕｌ．　２２２６，　
１９６８，　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｔｏｍｉｃ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ａｇｅｎｃｙ
，　Ｖｉｅｎｎａ，　ｐｐ．　１０７－１８６。
【００５４】
　凍結した細胞は、好ましくは、迅速に融解され（例えば、３７℃～４１℃で維持したウ
ォーターバス中で）、融解したら直ぐに冷却される。融解した際に細胞凝集化を妨げるた
めに細胞を処理することは、望ましいことであり得る。凝集化を妨げるために、種々の手
順が使用され得る（ＤＮａｓｅ（Ｓｐｉｔｚｅｒら，　Ｃａｎｃｅｒ　４５：　３０７５
－８５　（１９８０）、低分子量デキストランおよびシトレート、ヒドロキシエチルデン
プン（Ｓｔｉｆｆら，　Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ　２０：　１７－２４　（１９８３））
などの凍結の前および／または後の添加が挙げられるが、これらに限定されない）。低温
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保護剤は、ヒトにおいて毒性である場合には、その融解した部分的に成熟したＤＣの治療
的使用の前に除去されるべきである。低温保護剤を除去する一方法は、微々たる濃度へと
希釈することによる。凍結された単球性樹状細胞前駆体、未成熟樹状細胞、または部分的
に成熟したＤＣが、一旦融解および回復された後、それらは、次いで、製剤化された薬学
的生成物を生成するためのさらなる方法において使用され得る。その製剤化された部分的
に成熟し、かつ最適に活性化された樹状細胞は、凍結されていない部分的に成熟し、かつ
最適に活性化されたＤＣに関して本明細書で記載されるように投与され得る。
【００５５】
　部分的に成熟した樹状細胞のインビボ投与
　部分的に成熟し、かつ最適に活性化された樹状細胞、またはこのような細胞を富化して
含む細胞集団を、例えば、がんまたは腫瘍を有する被験体に投与するための方法および組
成物が、提供される。ある特定の実施形態において、このような方法は、樹状細胞前駆体
または未成熟樹状細胞を得、樹状細胞成熟化薬剤（例えば、ＢＣＧおよびＩＦＮγ）また
は任意の他の樹状細胞成熟化薬剤（例えば、上記で列挙されるもの）の存在下でそれら細
胞を分化および部分的に成熟させることによって行われる。その部分的に成熟し、かつ最
適に活性化された樹状細胞は、生理学的に受容可能なキャリア、賦形剤、緩衝液および／
または希釈剤とともに、当業者に周知の方法および組成物を使用して製剤化され得る。そ
の部分的に成熟し、かつ最適に活性化された樹状細胞は、免疫刺激の必要性のある被験体
へと直接投与され得る。代表的には、約１０２～約１０１０　細胞が、薬学的に受容可能
なキャリア中に懸濁される。その細胞は、腫瘍へと直接、あるいは、腫瘍もしくは腫瘍床
の近くの領域、腫瘍もしくは腫瘍床と隣接する領域、または腫瘍もしくは腫瘍床との循環
性もしくはリンパ性の接触にある領域へのいずれかに注射され、その細胞ががんもしくは
腫瘍抗原へのアクセスを有することが担保される。
【００５６】
　例えば、限定ではなく、その細胞は、腫瘍へと直接、その腫瘍の外科的除去または切除
後に腫瘍床へと、腫瘍周囲空間へと、その腫瘍と直接接触した状態にある排出リンパ節へ
と、腫瘍もしくはその腫瘍に罹患した器官へと繋がるまたはその腫瘍もしくは器官に供給
する血管またはリンパ管（例えば、門脈または肺静脈もしくは肺動脈など）へと、投与さ
れ得る。本開示の部分的に成熟し、かつ最適に活性化された樹状細胞の投与は、腫瘍のた
めの他の処置（例えば、化学療法または放射線療法）と同時またはその後のいずれかであ
り得る。さらに、本開示の部分的に成熟した樹状細胞は、別の薬剤と共投与され得、その
薬剤は、樹状細胞の成熟化および／あるいは腫瘍内またはその腫瘍付近もしくは隣接した
領域の抗原のプロセシングの補助的手段として作用し得る。さらに、その樹状細胞はまた
、腫瘍もしくは腫瘍床の中またはその周りの領域へと埋め込むための徐放性マトリクスへ
と製剤化または配合され得、その結果、その細胞が、腫瘍抗原との接触のために、腫瘍ま
たは腫瘍床へとゆっくりと放出される。
【００５７】
　本開示で使用される場合、腫瘍としては、固形腫瘍（例示であって限定ではないが、肉
腫；膵臓腫瘍；結腸直腸腫瘍；黒色腫；肺腫瘍；乳房腫瘍；卵巣腫瘍；頭頚部腫瘍；胃の
腫瘍；前立腺腫瘍；食道腫瘍；子宮頸部もしくは膣の腫瘍；脳腫瘍（例えば、膠芽腫、星
状細胞腫、髄膜腫、または髄芽腫）などが挙げられる。さらなる固形腫瘍もまた、本明細
書で開示される組成物または方法を使用する処置の対象である。
【００５８】
　本開示の部分的に成熟し、かつ最適に活性化された樹状細胞は、製剤および投与様式に
対して適切な任意の手段によって投与され得る。例えば、細胞は、薬学的に受容可能なキ
ャリアと合わせられ得、シリンジ、カテーテル、カニューレなどで投与され得る。上記の
ように、その細胞は、徐放性マトリクスの中で製剤化され得る。この様式で投与される場
合、その製剤は、使用されるマトリクスに適した手段によって投与され得る。本説明に適
用可能な他の方法および投与様式は、当業者に周知である。
【００５９】
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　本説明の組成物は、個体の処置において単独で使用され得る。さらに、その組成物は、
がんまたは腫瘍を処置するために任意の他の方法と組み合わせて使用され得る。例えば、
本記載の方法は、腫瘍の外科的切除、化学療法（細胞傷害性薬物、アポトーシス性薬剤、
抗体など）、放射線療法、凍結療法、小線源療法、免疫療法（抗原特異的成熟活性化樹状
細胞、ＮＫ細胞、がん細胞または腫瘍抗原に特異的な抗体の投与など）などと組み合わせ
て使用され得る。これらの方法のうちのいずれかおよび全ては、任意の組み合わせでも使
用され得る。併用処置は、同時または逐次的であり得、処置する臨床医によって決定され
るとおりの任意の順序で投与され得る。
【００６０】
　別の実施形態において、樹状細胞およびレシピエント被験体は、同じＭＨＣ（ＨＬＡ）
ハプロタイプを有する。被験体のＨＬＡハプロタイプを決定するための方法は、当該分野
で公知である。関連実施形態において、部分的に成熟した樹状細胞は、レシピエント被験
体に対して同種異系である。その同種異系細胞は、代表的には、少なくとも１つのＭＨＣ
対立遺伝子（例えば、少なくとも１つを共有するが、全てのＭＨＣ対立遺伝子を共有する
わけではない）に関して適合される。それほど代表的ではない実施形態では、その樹状細
胞およびレシピエント被験体は、互いに対して全て同種異系であるが、全てが少なくとも
１つのＭＨＣ対立遺伝子を共通して有する。
【００６１】
　抗腫瘍免疫応答は、任意の１つもしくはこれより多くの周知の方法によって測定され得
る。例えば、抗腫瘍応答は、腫瘍のサイズの縮小、腫瘍細胞死もしくは腫瘍細胞壊死の誘
導、腫瘍細胞増殖の低減によって、または腫瘍抗原特異的Ｔ細胞（ＴＩＬ）の浸潤などに
よって測定され得る。
【実施例】
【００６２】
　以下の実施例は、本説明の種々の局面の例証として提供されるに過ぎず、本明細書で開
示される方法および組成物を限定するとは如何様にも解釈されるべきではない。その方法
の好ましい実施形態および／または方法は、例証されかつ記載されてきたが、種々の変更
が本説明の趣旨および範囲から逸脱することなくそこで行われ得ることは認識される。
【００６３】
　本実施例では、血液サンプルから得られる未成熟樹状細胞を、がん（例えば、固形組織
腫瘍である腫瘍（例えば、肉腫、膵臓腫瘍、結腸直腸腫瘍、黒色腫、乳房腫瘍；肺腫瘍；
および卵巣腫瘍などが挙げられるが、これらに限定されない）を有する患者から単離し、
未成熟樹状細胞を、ＧＭ－ＣＳＦ単独を補充した樹状細胞培養培地中で培養し、不活性化
ＢＣＧおよびＩＦＮγで１６時間または２０時間のいずれかにわたって成熟を誘導し、そ
の後収集して患者への投与のために調製した。約１６時間にわたって部分的に成熟し、活
性化した樹状細胞は、ＢＣＧおよびＩＦＮγと約２０時間にわたって接触させた樹状細胞
より患者において実質的により良好な臨床応答を誘導することが見出された。
【００６４】
　患者を白血球アフェレーシスに供し、およそ１０リットルまたは２血液容積を収集の間
に加工処理した。血漿率を調節して、白血球アフェレーシス生成物に対しておよそ２％の
目標ヘマトクリットを得た。その白血球アフェレーシス生成物を、接線流濾過（ＴＦＦ）
によって．単球の単離および精製のために加工処理した。白血球アフェレーシスサンプル
、代表的には、血液バッグを、ＴＦＦ装置に連結し、そのサンプルを加工処理し、富化さ
れた単球性樹状細胞前駆体生成物を、培養培地（フェノールレッド非含有ＲＰＭＩ－１６
４０）中に懸濁し、組織培養バッグ中で得た。
【００６５】
　組換えヒトＧＭ－ＣＳＦ（５００　Ｕ／ｍｌ）を補充した培養培地を、その富化された
活性化されていない単球性樹状細胞前駆体生成物に添加し、その細胞を、５日間の培養の
ためにインキュベーター中に置いた。５日間の培養の間に、その単球性樹状細胞前駆体は
、未成熟樹状細胞へと転換した。このインキュベーションの後に、熱で死滅させたＢＣＧ
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）およびインターフェロンγ（５００～１，０００　Ｕ／ｍｌ）を、その未成熟樹状細胞
に添加し、そのバッグを、樹状細胞活性化のために、さらに１６～２０時間にわたってイ
ンキュベーターへと戻した。この期間は、未成熟樹状細胞を成熟した樹状細胞へと完全に
転換するには不十分であった。
【００６６】
　樹状細胞活性化の後、その組織培養バッグを撹拌し、その内容物を２５０ｍｌのコニカ
ル遠心チューブへと捨てた。冷ｄＰＢＳをそのバッグに添加し、任意の残っている接着性
の細胞を、そのバッグを手動で揉むことによって移動させた。この洗浄物を、最初の細胞
懸濁物とともにプールし、その細胞を、５５０×ｇでの遠心分離によってペレット化した
。その活性化した樹状細胞を、少量のＲＰＭＩ－１６４０、４０％　ヒト血清アルブミン
および１０％　ＤＭＳＯ中に再懸濁した。その活性化した樹状細胞を、３×１０６、８×
１０６、１７×１０６の生きている樹状細胞／バイアルのアリコートにして１．０ｍｌ／
バイアルで凍結した。注射容積／バッチを、１回の注射あたり合計２００万個、６００万
個または１５００万個の生きている樹状細胞を送達するために必要であれば調節した。注
射のためのアリコートを調製するために、バイアルを気相液体窒素貯蔵から移し、２０℃
～２５℃で５～１０分間置いた。これは、その内容物の完全な融解には十分な時間である
。そのバイアルを開け、１ｍｌの生成物を、シリンジを使用して無菌的に移した。シリン
ジの中に空気を吸引して、針が空であり、その後針が外されることを担保した。適切な注
射針を、次いで、そのシリンジに取り付けた。その生成物を注射針へと押し戻した。次い
で、リアルタイム超音波もしくは断続的なガイダンスの下で（ＭＲＩまたはＣＴ）、また
はマルチモード組み合わせを使用して腫瘍に接近した。生成物投与の間に、１本の針を、
腫瘍の周縁部内にあるように画像化の下でガイドした。一旦配置が確認された後に、所定
の容積の最初の注射（例えば、０．２ｍｌ各注射）を、４回の注射が使用される場合に、
腫瘍内に注射した。
【００６７】
　４０名の患者を、本研究に登録した。大部分の患者は、例えば、活発に進行している癌
を有して、他の治療に失敗したときに参加した。患者を、各投与後２時間にわたって急性
毒性に関して、ならびに最後の免疫後３０日間にわたって毒性および自己免疫の臨床上の
および実験的徴候に関して観察した。インビトロでの免疫学的評価を、免疫応答を評価す
るために行った。疾患進行を、身体検査の測定値、Ｘ線撮影手段および腫瘍生検によって
測定して、腫瘍応答および再発を評価した。よって、腫瘍増殖の安定化は、プラス方向の
転帰と考えられた。
【００６８】
　第１の免疫を、白血球アフェレーシスのおよそ３～４週間後に与えた。最初の３回の注
射を、１週間の間隔で（すなわち、０日目、１週間目、２週間目）で与え、次いで、８週
間目、１６週間目および３２週間目に、または生成物が利用可能である限り、および注射
可能な腫瘍塊が同じ部位に存在する限りに関しては、与えた。元の注射部位において不十
分な腫瘍塊があった場合は、異なる位置での腫瘍塊を使用した。患者には、１６時間（方
法Ｂ）または２０時間（方法Ａ）にわたって活性化した樹状細胞のいずれかを提供した。
各通院時に１個の腫瘍に注射し、患者を、腫瘍増殖、生存、腫瘍細胞死滅（壊死）および
免疫細胞の浸潤に関してモニターした。各時点で生きている個体の割合を、図に提供する
。腫瘍増殖を、標準的な画像化技術（ＣＴまたはＭＲＩのいずれか）を使用して測定した
。
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【表１】

　患者数は、欠けているデータが原因で４０名まで追加しない。疾患安定化は、この集団
において良好な転帰である。
【表２】

　ステージ４のがんは、生命を脅かす状態であり、生存は重要なエンドポイントである。
【表３】

【００６９】
　腫瘍壊死を、標準的なヘマトキシリン／エオシン染色を使用して腫瘍生検に関して評価
した。
【００７０】
　方法Ｂ（１６時間処理）によって調製した樹状細胞は、次善の方法で調製した樹状細胞
より多くのＴＮＦαを生成する：平均１４９ｎｇ／１００万　ＤＣ／２４時間　対　５０
ｎｇ／１００万　ＤＣ／２４時間。ＴＮＦαは、翻って、８週間目での安定な疾患（ＳＤ
）と関連する（上記の表１を参照のこと）。ＳＤは、より良好な生存の推定因子である（
上記の表２を参照のこと）。
【００７１】
　データは、１６時間処理（方法Ｂ）が、がん免疫療法における腫瘍内注射のための部分
的に成熟したＤＣの活性化に最適であることを示す。
　排他的所有権もしくは権利が特許請求される本発明の実施形態は、以下のとおり規定さ
れる：
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