
(57)【要約】
本発明は、ヒト又は動物において免疫応答を誘導するための医薬組成物であって、少なく
とも５つの癌／精巣抗原を含有するが、系統特異的分化抗原を含まない又は実質的に含ま
ない樹状細胞を含有してなる医薬組成物と共に、多数の癌／精巣抗原を発現するが、分化
抗原を発現しない単離された細胞株、及び本発明の組成物を使用するヒト又は動物におい
て免疫応答を誘導する方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 多 数 の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 提 示 す る 樹 状 細 胞 を 含 有 し て な る 、 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応
答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 組 成 物 に お い て 、
ａ ） 樹 状 細 胞 に よ っ て 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 は 提 示 さ れ る が 、 系 統 特 異 的 分 化
抗 原 は 提 示 さ れ な い 又 は 実 質 的 に 提 示 さ れ な い こ と 、
ｂ ） 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原
を 発 現 し な い 又 は 実 質 的 に 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 か ら 提 供 さ れ る こ と 、 及
び
ｃ ） 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 負 荷 の 間 、 樹 状 細 胞 は 未 成 熟 で あ る （ CD1a陽 性 、 CD14陰 性 、 及 び CD83
陰 性 ） こ と 、
を 特 徴 と す る ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 抗 原 の 負 荷 後 に 、 成 熟 因 子 の 添 加 に よ っ て 成 熟 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １
記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 ま な い 生 育 培 地 に て エ ク ス ビ ボ
培 養 さ れ 、 つ い で 、 樹 状 細 胞 に 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 す る 前 に 、 サ イ ト カ
イ ン を 含 有 す る 培 地 に て 第 ２ 生 育 段 階 を 行 っ た も の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 自 己 樹 状 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 樹 状 細 胞 へ の 負 荷 の た め に 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は 実 質 的 に 発 現 し な い
少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 の 全 細 胞 溶 解 物 を 使 用 す る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 樹 状 細 胞 に お け る 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 提 示 を 、 全 細 胞 融 合 に よ っ て 達 成 す
る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 提 示 を 、 エ ク ソ ソ ー ム の 使 用 に よ っ て 達 成 す る 請 求 項
１ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 癌 細 胞 株 が 黒 色 腫 細 胞 株 で あ り 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 が メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 で あ る 請
求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 が 、 gp100、 Melan A/Mart-1及 び チ ロ シ ナ ー ゼ を 包 含 す る も の で
あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 単 球 型 の 樹 状 細 胞 前 駆 体 が 、 ヒ ト 又 は 動 物 の 末 梢 血 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １
～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 単 球 型 の 樹 状 細 胞 前 駆 体 が 、 ヒ ト 又 は 動 物 の 骨 髄 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １ ～
９ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 白 血 球 搬 出 法 生 成 物 が 、 樹 状 細 胞 又 は 単 球 の 源 と し て 含 ま れ な い 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず
れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 CD14+単 球 に 由 来 す る も の で あ る 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬
組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 CD34+細 胞 に 由 来 す る も の で あ る 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬
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組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A、 MAGE-B、 MAGE-C、 GAGE、 LAGE、 SSXサ ブ フ ァ ミ リ ー か ら 選 ば
れ る 抗 原 を 包 含 す る も の で あ る 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A1、 MAGE-A2、 MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A5、 MAGE-A6、 MAGE-A8
、 MAGE-A9、 MAGE-A10、 MAGE-A11、 MAGE-A12、 MAGE-B1、 MAGE-B2、 MAGE-B3、 MAGE-B4、 MAG
E-B5、 MAGE-B6、 MAGE-B10、 MAGE-B16、 MAGE-B17、 MAGE-C1、 MAGE-C2、 MAGE-C3、 MAGE-C4
、 BAGE、 GAGE-1、 GAGE-2、 GAGE-3、 GAGE-4、 GAGE-5、 GAGE-6、 GAGE-7、 GAGE-8、 NY-ESO-1
、 LAGE、 PAGE-1、 PAGE-2、 PAGE-3、 PAGE-4、 XAGE-1、 XAGE-2、 XAGE-3、 SSX-1、 SSX-2、 SS
X-3、 SSX-4、 SSX-5か ら 選 ば れ る 抗 原 を 包 含 す る も の で あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 医 薬 組 成 物
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 SCP-1、 TSP-50、 TRAG-3、 SAGE、 IL-13Rα 、 CTp11か ら 選 ば れ る 抗 原 を
包 含 す る も の で あ る 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A1、 MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A6、 MAGE-A10、 MAGE-A12、 及 び NY
-ESO-1か ら 選 ば れ る 抗 原 を 包 含 し て な る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 少 な く と も ２ つ の 異 質 遺 伝 子 型 の 黒 色 細 胞 株 か ら 提
供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 異 質 遺 伝 子 型 の 黒 色 腫 細 胞 株 が 、 DDM-1.7（ ECACC 01112339） 又 は DDD-1.13（ ECACC 011
12338） か ら 選 ば れ る も の で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 に お け る 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 発 現 を 、 前 記 の 少
な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 の 全 細 胞 溶 解 物 を 付 与 す る 前 に 、 さ ら に 増 大 さ せ る 請 求 項 ５ ～ ２
０ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 少 な く と も １ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 発 現 を 、 DNA脱 メ チ ル 化 に よ っ て 増 大 さ せ る 請 求 項 ２
１ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 脱 メ チ ル 化 を 、 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で の 処 理 に よ っ て 行 う 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 医
薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 サ イ ト カ イ ン が 、 IL-4、 GM-CSF、 IL-13、 IFN-γ 、 Flt-31、 SCF、 TNF-α で な る 群 か ら 選
ば れ る も の で あ る 請 求 項 １ ～ ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 サ イ ト カ イ ン が 、 IL-4及 び GM-CSFを 包 含 す る も の で あ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 初 期 生 育 段 階 が 、 ６ ～ ４ ８ 時 間 、 好 ま し く は １ ２ ～ ３ ４ 時 間 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ０ ～
２ ８ 時 間 で あ る 請 求 項 １ ～ ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 成 熟 因 子 が 、 IL-1β 、 IL-6、 TNF-α 及 び PGE2を 包 含 す る も の で あ る 請 求 項 ２ ～ ２ ６ の い
ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 負 荷 さ れ て い る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 が 負 荷 さ れ て
い な い 又 は 実 質 的 に 負 荷 さ れ て い な い ヒ ト 又 は 動 物 の 自 己 樹 状 細 胞 を 得 る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は
実 質 的 に 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 を 準 備 し 、
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ｂ ） 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 か ら 自 己 単 球 ／ 樹 状 細 胞 を 準 備 し 、
ｃ ） ２ ５ cm 2 当 た り 細 胞 ５ × １ ０ 6 ～ ２ ０ × １ ０ 6 個 の 播 種 単 球 密 度 を 使 用 し 、
ｄ ） 前 記 樹 状 細 胞 を 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長 培 地 に て エ
ク ス ビ ボ 培 養 し 、 つ い で 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 に て 第 ２ 生 育 段 階 を 行 い 、 及 び
ｅ ） 前 記 工 程 ｄ ） か ら の 樹 状 細 胞 に 、 工 程 ａ ） か ら の 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 の 全 細 胞
溶 解 物 か ら 得 ら れ た 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 す る 、
こ と を 包 含 す る 自 己 樹 状 細 胞 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は 実
質 的 に 発 現 し な い 単 離 黒 色 腫 細 胞 株 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 細 胞 株 DDM-1.7（ ECACC 01112339） 又 は DDD-1.13（ ECACC 01112338） か ら 選 ば れ る 請 求
項 ２ ９ 記 載 の 単 離 黒 色 腫 細 胞 株 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ 記 載 の 単 離 細 胞 株 に 由 来 す る エ ク ソ ソ ー ム 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 医 薬 組 成 物 又 は ワ ク チ ン に お け る 抗 原 提 示 細 胞 と し て の 樹 状 細 胞 の 使 用 で あ っ て 、 前 記
樹 状 細 胞 は 、 該 樹 状 細 胞 が CD1a陽 性 、 CD14陰 性 、 CD84陰 性 で あ る 未 成 熟 状 態 に お い て 、 抗
原 が 負 荷 さ れ 、 樹 状 細 胞 が 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 ま な い 生 育 培 地 に
て エ ク ス ビ ボ 培 養 さ れ 、 つ い で 、 樹 状 細 胞 に 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 負 荷 さ れ
る 前 に 、 サ イ ト カ イ ン を 含 む 培 地 に て 第 ２ 生 育 段 階 を 行 わ れ た も の で あ る 樹 状 細 胞 の 使 用
。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 自 己 樹 状 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 新 た に 採 取 し た 血 液 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 医 薬 組 成 物 又 は ワ ク チ ン の 処 方 に お け る 請 求 項 ２ ９ 又 は ３ ０ 記 載 の 単 離 癌 細 胞 株 か ら 得
ら れ る 多 数 の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 単 離 癌 細 胞 株 が 、 請 求 項 ３ ０ 記 載 の 細 胞 株 の 少 な く と も １ つ で あ る 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 癌 治 療 用 の 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 単 離 細 胞 株 DDM-1.7（ ECACC 01112339） 又 は DDD
-1.13（ ECACC 01112338） 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は
実 質 的 に 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 を 準 備 し 、
ｂ ） 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 か ら 自 己 樹 状 細 胞 を 準 備 し 、
ｃ ） 前 記 樹 状 細 胞 を 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長 培 地 に て エ
ク ス ビ ボ 培 養 し 、 つ い で 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 新 た な 培 地 に て 第 ２ 生 育 段 階 を 行 い 、
ｄ ） 前 記 工 程 ｃ ） か ら の 樹 状 細 胞 に 、 工 程 ａ ） か ら の 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 の 全 細 胞
溶 解 物 か ら 得 ら れ た 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 し 、 及 び
ｅ ） 前 記 工 程 ｄ ） か ら の 負 荷 樹 状 細 胞 を 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 に 投 与 す る 、
こ と を 包 含 す る 免 疫 応 答 の 誘 導 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 し た 後 の 樹 状 細 胞 を 、 樹 状 細 胞 を ヒ ト 又 は 動 物 に 投 与 す る 前 に 、 IL
-1β 、 IL-6、 TNF-α 及 び PGE2の 如 き 成 熟 因 子 の 添 加 に よ っ て 成 熟 さ せ る 請 求 項 ３ ８ 記 載 の
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方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 免 疫 応 答 が 、 ヒ ト 又 は 動 物 に お け る 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 の 生 産 を 促 進 す る 請 求 項 ３ ８
又 は ３ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 が 黒 色 腫 細 胞 株 で あ り 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 が メ ラ ノ サ イ ト
分 化 抗 原 で あ る 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 が 、 gp100、 Melan A/Mart-1及 び チ ロ シ ナ ー ゼ を 包 含 す る も の で
あ る 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 ヒ ト 又 は 動 物 の 末 梢 血 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ２ の
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 ヒ ト 又 は 動 物 の 骨 髄 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ２ の い
ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 CD14+単 球 に 由 来 す る も の で あ る 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 CD34+細 胞 に 由 来 す る も の で あ る 請 求 項 ４ ３ 又 は ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A、 MAGE-B、 MAGE-C、 GAGE、 LAGE、 SSXサ ブ フ ァ ミ リ ー か ら 選 ば
れ る 抗 原 を 包 含 す る も の で あ る 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A1、 MAGE-A2、 MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A5、 MAGE-A6、 MAGE-A8
、 MAGE-A9、 MAGE-A10、 MAGE-A11、 MAGE-A12、 MAGE-B1、 MAGE-B2、 MAGE-B3、 MAGE-B4、 MAG
E-B5、 MAGE-B6、 MAGE-B10、 MAGE-B16、 MAGE-B17、 MAGE-C1、 MAGE-C2、 MAGE-C3、 MAGE-C4
、 BAGE、 GAGE-1、 GAGE-2、 GAGE-3、 GAGE-4、 GAGE-5、 GAGE-6、 GAGE-7、 GAGE-8、 NY-ESO-1
、 LAGE、 PAGE-1、 PAGE-2、 PAGE-3、 PAGE-4、 XAGE-1、 XAGE-2、 XAGE-3、 SSX-1、 SSX-2、 SS
X-3、 SSX-4、 SSX-5か ら 選 ば れ る 抗 原 を 包 含 す る も の で あ る 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ７ の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 SCP-1、 TSP-50、 TRAG-3、 SAGE、 IL-13Rα 、 CTp11か ら 選 ば れ る 抗 原 を
包 含 す る も の で あ る 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A1、 MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A6、 MAGE-A10、 MAGE-A12、 及 び NY
-ESO-1か ら 選 ば れ る 抗 原 を 包 含 す る も の で あ る 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 に お け る 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 発 現 を 、 溶 解 前 に
、 さ ら に 増 大 さ せ る 請 求 項 ３ ８ ～ ５ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 発 現 を 、 DNA脱 メ チ ル 化 に よ っ て 増 大 さ せ る 請 求 項 ５
１ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 脱 メ チ ル 化 を 、 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で の 処 理 に よ っ て 行 う 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 工 程 ａ ） に お い て 、 少 な く と も ２ つ の 異 質 遺 伝 子 型 の 癌 細 胞 株 を 準 備 す る 請 求 項 ３ ８ ～
５ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ５ 】
　 異 質 遺 伝 子 型 の 黒 色 腫 細 胞 株 が 、 DDM-1.7（ ECACC 01112339） 又 は DDD-1.13（ ECACC 011
12338） か ら 選 ば れ る も の で あ る 請 求 項 ３ ８ ～ ５ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 サ イ ト カ イ ン が 、 IL-4、 GM-CSF、 IL-13、 IFN-γ 、 Flt-31、 SCF、 TNF-α で な る 群 か ら 選
ば れ る も の で あ る 請 求 項 ３ ８ ～ ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 サ イ ト カ イ ン が 、 IL-4及 び GM-CSFを 包 含 す る も の で あ る 請 求 項 ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 初 期 生 育 段 階 が 、 ６ ～ ４ ８ 時 間 、 好 ま し く は １ ２ ～ ３ ４ 時 間 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ０ ～
２ ８ 時 間 で あ る 請 求 項 ３ ８ ～ ５ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 工 程 ｂ ） の 前 に 、 さ ら に 、 CD14+単 球 の 動 員 を 誘 導 す る 物 質 を ヒ ト 又 は 動 物 に 投 与 す る
工 程 を 包 含 す る 請 求 項 ３ ８ ～ ５ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 CD14+単 球 の 動 員 を 誘 導 す る 物 質 が 、 G-CFS及 び ／ 又 は GM-CSFを 包 含 す る も の で あ る 請 求
項 ５ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 工 程 ｅ ） の 後 に 、 さ ら に 、 Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 化 を 誘 導 す る 物 質 を ヒ ト 又 は 動 物 に 投 与 す
る 工 程 を 包 含 す る 請 求 項 ３ ８ ～ ６ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 化 を 誘 導 す る 物 質 が 、 IL-2又 は IL-12を 包 含 す る も の で あ る 請 求 項 ６
１ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 他 の
態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 含 有 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原
を 含 ま な い 又 は 実 質 的 に 含 ま な い 自 己 樹 状 細 胞 を 得 る 方 法 に 関 す る 。 他 の 態 様 で は 、 本 発
明 は 、 単 離 さ れ た 黒 色 腫 細 胞 株 に 関 す る 。 さ ら に 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 免 疫 療 法 ワ ク
チ ン と し て の 上 記 組 成 物 の 使 用 及 び 医 薬 組 成 物 又 は ワ ク チ ン に お け る 抗 原 提 示 細 胞 と し て
の 自 己 樹 状 細 胞 の 使 用 に 関 す る 。 さ ら に 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て
免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 進 行 癌 は 、 ヒ ト の 死 の 主 原 因 の １ つ で あ る 。 今 日 ま で 、 効 果 的 な 治 療 法 は 提 示 さ れ て い
な い 。 癌 の 免 疫 療 法 は 、 免 疫 的 機 序 に よ っ て 腫 瘍 細 胞 を 破 壊 す る こ と を 目 標 と す る も の で
あ る 。 外 科 的 治 療 、 放 射 線 治 療 、 及 び 化 学 療 法 の よ う な 従 来 の 癌 治 療 法 に 匹 敵 す る 免 疫 療
法 は 、 毒 性 が か な り 低 い も の で あ り 、 現 在 ま で の と こ ろ 、 重 大 な 合 併 症 は 開 示 さ れ て い な
い 。 加 え て 、 免 疫 療 法 は 、 疾 患 の 各 種 段 階 に お い て 効 力 を 有 す る 。 初 期 段 階 で は 、 免 疫 療
法 は 、 播 種 性 疾 患 の 進 展 を 防 止 す る こ と を 目 的 と し て 、 原 発 腫 瘍 の 外 科 的 切 除 に 対 す る 良
好 な 補 助 的 治 療 法 で あ る 。 疾 患 の 進 行 し た 段 階 で は 、 免 疫 療 法 は 、 従 来 の 方 法 が し ば し ば
無 効 で あ る た め 、 唯 一 の 治 療 手 段 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 免 疫 系 の 主 な 機 能 は 、 生 命 体 に 侵 入 し た 異 物 （ 抗 原 ） を 認 識 し 、 破 壊 す る こ と に あ る 。
免 疫 系 は 、 「 非 自 己 」 か ら 「 自 己 」 を 識 別 で き 、 正 常 な 状 態 で の み 、 外 来 又 は 「 非 自 己 」
抗 原 に 対 し て 免 疫 応 答 を 発 現 で き る 。 癌 細 胞 が 生 命 体 自 体 の 細 胞 を 起 源 と す る 場 合 で あ っ
て も 、 癌 細 胞 は 、 自 然 免 疫 系 に よ っ て 異 物 と し て 処 理 さ れ る 。 し か し 、 こ の 自 然 免 疫 応 答
は 、 腫 瘍 の 発 生 及 び 生 長 の 阻 止 に つ い て は 、 充 分 に 強 力 な も の で は な い 。 免 疫 療 法 の 役 割
は 、 腫 瘍 細 胞 を 認 識 し 、 腫 瘍 排 除 の 効 果 的 な 機 序 を 発 現 す る 免 疫 系 の 能 力 を 増 大 す る こ と
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に あ る 。 い ず れ の 特 異 的 免 疫 療 法 に お い て も 、 ど の 抗 原 を タ ー ゲ ッ ト と す る か 、 及 び 、 ど
の 抗 原 に 、 免 疫 系 に 対 す る 最 適 抗 原 提 示 を 見 出 す か の 主 要 な ２ つ の 問 題 点 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ CTL） に よ っ て 認 識 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 （ TAA） は 、 抗 腫 瘍 免 疫
に お け る 公 知 の 有 効 な 機 序 の 中 で 、 タ ー ゲ ッ ト と さ れ る 最 も 効 率 的 な 成 分 で あ る 。 TAAの
２ つ の 主 要 な タ イ プ ： 非 常 に 少 数 の 腫 瘍 に お い て の み 存 在 し 、 従 っ て 、 一 般 的 な タ ー ゲ ッ
ト と し て は 有 用 で は な い ユ ニ ー ク な 抗 原 、 及 び 、 多 く の 腫 瘍 に お い て 存 在 す る 共 通 又 は 一
般 的 抗 原 が 存 在 す る 。 共 通 抗 原 の 主 要 な ３ つ の グ ル ー プ は 、 現 在 、 免 疫 療 法 用 の 有 望 な タ
ー ゲ ッ ト と み な さ れ て お り 、 い ず れ も 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 の 発 生 を 誘 導 す る こ と が 証
明 さ れ て い る 。 ３ つ の グ ル ー プ は 、 癌 ／ 精 巣 抗 原 （ Ｃ Ｔ 抗 原 ） 、 腫 瘍 過 剰 発 現 抗 原 、 及 び
系 統 特 異 的 分 化 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｃ Ｔ 抗 原 は 、 癌 又 は 生 殖 細 胞 特 異 性 遺 伝 子 （ 共 通 腫 瘍 関 連 抗 原 の 最 大 グ ル ー プ の １ つ を
代 表 す る ） に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る 。 元 々 、 Ｃ Ｔ 抗 原 は 黒 色 腫 に お い て 発 見 さ れ た が 、 多
く の 他 の ヒ ト 悪 性 腫 瘍 に お い て も 見 出 さ れ て い る 。 正 常 な 組 織 で は 、 Ｃ Ｔ 抗 原 は 精 巣 に お
い て の み 、 い く つ か の ケ ー ス で は 、 胎 盤 に お い て 発 現 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 原 を 発 現 す る 正
常 細 胞 は 、 MHC分 子 の 発 現 に 乏 し く 、 従 っ て 、 こ れ ら の 抗 原 は 、 通 常 、 Ｔ リ ン パ 球 に よ る
認 識 に 関 し て は 利 用 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の た め 、 Ｃ Ｔ 抗 原 は 、 特 異 的 な 癌 免 疫 療 法 用 の タ ー ゲ ッ ト と し て 、 非 常 に 興 味 深 い も
の と な る 。 最 近 の 臨 床 試 験 で は 、 １ つ の 特 異 的 Ｃ Ｔ 抗 原 の タ ー ゲ テ ィ ン グ に よ っ て 、 顕 著
な 数 の 黒 色 腫 及 び 膀 胱 癌 の 患 者 に お い て 、 腫 瘍 の 退 行 が 示 さ れ て い る （ Nishiyamaら , 200
1, Clin. Cancer Res., v.7, pp.23-31; Thrnerら , 1999, J. Exp. Med., v.190, pp.166
9-1678） 。 Ｔ 細 胞 に よ る Ｃ Ｔ 抗 原 の 認 識 は 、 い く つ か の Ｃ Ｔ 抗 原 及 び 決 定 さ れ た 対 応 す る
ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ に つ い て の み 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、 す べ て の Ｃ Ｔ 抗 原 が 免 疫 療 法
に 関 す る 有 望 な タ ー ゲ ッ ト と 認 め ら れ る 。 MAGE-A抗 原 の 発 現 と 腫 瘍 の 進 行 と の 相 関 が 、 多
く の 悪 性 腫 瘍 に お い て 見 出 さ れ て い る （ Brasseurら , 1995, Int. J. Cancer, v.63, pp.3
75-380; Euraら , 1995, Int. J. Cancer, v.64, pp.304-308; Katanoら , 1997, J. Surg.
 Oncol., v.64, pp.195-201; Patardら , 1995, Int. J. Cancer, v.64, pp.60-64） 。 Ｃ
Ｔ 抗 原 の 他 の グ ル ー プ で あ る MAGE-B抗 原 は 、 MAGE-A抗 原 よ り も 明 ら か に 低 い 腫 瘍 特 異 的 発
現 を 示 す 。 さ ら に 、 第 ３ の グ ル ー プ で あ る MAGE-C抗 原 は 、 MAGE-A抗 原 の パ タ ー ン に 似 た 発
現 パ タ ー ン を 示 す 。 MAGE-C抗 原 に 対 す る CTL応 答 は 、 今 の と こ ろ 、 全 く 報 告 さ れ て い な い
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｃ Ｔ 抗 原 の 特 性 を 持 つ い く つ か の 非 MAGEタ ン パ ク 質 が 記 載 さ れ て い る 。 そ の １ つ で あ る
NY-ESO-1は 、 こ れ ま で に 同 定 さ れ た 最 も 免 疫 原 性 の 腫 瘍 抗 原 の １ つ で あ る 。 黒 色 腫 患 者 の
ペ プ チ ド 免 疫 付 与 に よ る 臨 床 試 験 で は 、 病 状 の 安 定 化 及 び 幾 人 か の 患 者 に お け る い く つ か
の 転 移 腫 の 退 行 が 示 さ れ た （ Jagerら , 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., v.97, pp
.12198-12203） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｃ Ｔ 抗 原 と は 対 照 的 に 、 腫 瘍 過 剰 発 現 抗 原 は 、 そ の 発 現 が 、 精 巣 以 外 の い く つ か の 正 常
細 胞 タ イ プ に お い て 、 非 常 に 低 い レ ベ ル で 検 出 さ れ る た め 、 完 全 に 腫 瘍 特 異 的 発 現 に 欠 け
て い る 。 こ れ ら の 抗 原 の い く つ か に 関 す る 免 疫 療 法 の 開 発 は 、 癌 患 者 に と っ て は 有 益 で あ
り 、 現 在 、 CEA、 p53、 HER-2/Neu、 MUC-1及 び α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン の よ う な 抗 原 が 、 臨 床
試 験 に お け る 可 能 な タ ー ゲ ッ ト と し て 集 中 的 に 調 査 さ れ て い る 。 腫 瘍 過 剰 発 現 抗 体 の グ ル
ー プ は 、 最 近 に な っ て 、 臨 床 試 験 に お け る タ ー ゲ ッ ト と し て 使 用 さ れ る よ う に な っ た ば か
り で あ り 、 治 療 の た め の 免 疫 応 答 の 誘 導 の 有 効 性 に 関 す る デ ー タ は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 系 統 特 異 的 抗 原 （ メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 及 び 前 立 腺 関 連 抗 原 ） は 、 こ れ ま で の と こ ろ 、
２ つ の タ イ プ の ヒ ト 癌 ： 黒 色 腫 及 び 前 立 腺 癌 に つ い て の み 記 載 さ れ て い る 。 こ の グ ル ー プ
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の 抗 原 は 、 正 常 な 分 化 組 織 及 び ２ つ の タ イ プ の ヒ ト 癌 の 両 方 で 発 現 さ れ る 。 正 常 な 分 化 組
織 で は 、 こ れ ら の 抗 原 は 非 常 に 希 に し か 免 疫 応 答 を 誘 導 し な い が 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は
、 癌 細 胞 に お い て 免 疫 原 性 に な り 、 黒 色 腫 の ケ ー ス で は 、 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 に 対 し て
反 応 性 の Ｔ キ ラ ー 細 胞 を 検 知 す る こ と が 可 能 で あ る 。 黒 色 腫 及 び 前 立 腺 癌 を 目 標 と す る 臨
床 試 験 の 大 多 数 は 、 分 化 抗 原 の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 使 用 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 の グ ル ー プ の 中 で も 、 免 疫 療 法 用 の タ ー ゲ ッ ト と し て TAAを 使 用 す る 最 も
有 望 な デ ー タ は 、 MAGEタ ン パ ク 質 の い く つ か に よ っ て 得 ら れ て い る 。 し か し 、 特 に 黒 色 腫
の ケ ー ス で は 、 治 療 効 果 が 不 安 定 で あ り 、 い く つ か の 転 移 腫 は 生 長 を 続 け て い た 。 こ れ ら
の 転 移 腫 は 、 免 疫 付 与 の た め に 使 用 さ れ た MAGE抗 原 の 発 現 に 関 し て は 、 通 常 、 マ イ ナ ス で
あ っ た （ Thrnerら , 1999, J. Exp. Med., v.190, pp.1669-1678） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 多 価 免 疫 応 答 を 誘 導 す る １ つ の 可 能 性 は 、 全 腫 瘍 細 胞 又 は 全 腫 瘍 細 胞 に 由 来 す る 物 質 を
使 用 す る こ と で あ る 。 国 際 公 開 第 9003183号 、 米 国 特 許 第 5,840,317号 及 び 米 国 特 許 第 6,18
7,306号 に は 、 い く つ か の 黒 色 腫 細 胞 基 材 ワ ク チ ン 製 剤 が 開 示 さ れ て い る 。 ま た 、 米 国 特
許 第 4,108,983号 に は 、 ワ ク チ ン ウ イ ル ス に よ っ て 溶 解 さ れ た 黒 色 腫 細 胞 か ら 誘 導 さ れ た
第 １ 世 代 黒 色 腫 ワ ク チ ン が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 米 国 特 許 第 5,635,188号 及 び 米 国 特 許 第 5,030,621号 に は 、 黒 色 腫 細 胞 か ら の 細 胞 表 面 抗
原 の ワ ク チ ン （ 黒 色 腫 細 胞 を 培 地 中 に 入 れ 、 そ の 後 、 抗 黒 色 腫 ワ ク チ ン と し て 使 用 す る ）
が 開 示 さ れ て い る 。 同 様 に 、 米 国 特 許 第 5,484,596号 に は 、 照 射 済 み 癌 細 胞 を ワ ク チ ン と
し て 患 者 （ ヒ ト ） に 注 射 す る 癌 の 治 療 法 が 開 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 米 国 特 許 第 6,187,30
6号 は 、 共 通 の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト 黒 色 腫 抗 原 を 発 現 す る 黒 色 腫 細 胞 株 及 び そ の 使 用 法 に 関
す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 各 種 ワ ク チ ン 治 療 の 重 要 な 点 は 、 ワ ク チ ン の 投 与 方 法 で あ る 。 近 年 で は 、 Ｔ 細 胞 、 特 に
ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 へ の 抗 原 の デ リ バ リ ー の 最 も 有 効 な 方 法 が 、 樹 状 細 胞 に よ っ て 実 現 さ れ て
い る 。 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） は 、 最 も 効 果 的 な 抗 原 提 示 細 胞 で あ り 、 Ｄ Ｃ 系 免 疫 療 法 は 、 癌 治
療 の た め 、 種 々 の 設 定 で 既 に 使 用 さ れ て お り （ Kuglerら , 2000, Nat. Med., v.6, pp.332
-336; Nestleら , 1998, Nature(Med.), v.4, pp.328-332; Thurnerら , 1999, J. Exp. Me
d., v.190, pp.1669-1678） 、 こ の 免 疫 付 与 法 の 高 い 有 効 性 が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Ｄ Ｃ の ユ ニ ー ク な 特 性 の １ つ は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ る 外 来 タ ン パ ク 質 を 取 り 込 む
能 力 に あ り 、 こ の タ ン パ ク 質 は 処 理 さ れ 、 MHCク ラ ス Ｉ 抗 原 と 共 に 、 そ の 表 面 に お い て ペ
プ チ ド エ ピ ト ー プ と し て 提 示 さ れ る 。 抗 原 提 示 樹 状 細 胞 は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 に よ っ て 認
識 さ れ る 。 こ の 特 性 は 、 腫 瘍 細 胞 抗 原 が 、 腫 瘍 溶 解 物 又 は 外 因 的 に 添 加 さ れ た ア ポ ト ー シ
ス を 起 こ し た 細 胞 体 （ apoptotic bodies） の 形 で 付 与 さ れ る 際 に 、 極 め て 重 要 で あ る 。 高
い エ ン ド サ イ テ ィ ッ ク （ endocytic） 活 性 は 、 未 成 熟 及 び 成 熟 Ｄ Ｃ の 対 比 に 基 づ く Ｄ Ｃ 分
化 の 未 成 熟 部 位 に 関 連 す る も の と 考 え ら れ る （ Sallustoら , 1995, J. Exp. Med., v.182,
 pp.389-400） 。 未 成 熟 Ｄ Ｃ の 中 に エ ン ド サ イ テ ィ ッ ク 活 性 の 差 異 が 存 在 す る 可 能 性 は 、
こ れ ま で 考 慮 さ れ て い な か っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 国 際 公 開 第 0127245号 に は 、 標 準 的 な 白 血 球 搬 出 、 浮 遊 密 度 グ ラ デ ィ エ ン ト 遠 心 分 離 、
及 び 外 因 的 に 添 加 さ れ る サ イ ト カ イ ン の 不 存 在 下 、 ４ ０ 時 間 の 血 清 フ リ ー 培 地 に お け る 細
胞 の エ ク ス ビ ボ 培 養 に よ っ て 、 末 梢 血 か ら 樹 状 前 駆 細 胞 を 得 る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 国 際 公 開 第 0146389号 は 、 非 ヒ ト タ ン パ ク 質 を 含 有 し な い 培 養 培 地 を 使 用 す る こ と に よ
っ て 、 閉 鎖 系 に お い て 、 白 血 球 搬 出 生 成 物 か ら 樹 状 細 胞 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る 。 培 養 培
地 で は 、 臨 床 用 等 級 の サ イ ト カ イ ン （ IL-4及 び GM-CSF） が 使 用 さ れ 、 Ｃ Ｄ の 負 荷 の た め 、
TAAが 添 加 さ れ る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 文 献 、 Thurnerら , J. of Immunological Methods, 223: 1-15は 、 サ イ ト カ イ ン を 第 １
日 目 以 後 に 添 加 す る ２ 段 階 法 に よ る 、 CD14+単 球 か ら 多 数 の 成 熟 Ｄ Ｃ を 生 成 す る 再 現 可 能
な 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 樹 状 細 胞 と TAAと の 組 合 せ は 国 際 公 開 第 0128583号 に 開 示 さ れ て お り 、 こ の 国 際 公 開 さ れ
た 出 願 は 、 少 な く と も １ つ の 免 疫 促 進 分 子 を コ ー ド 化 す る 組 み 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に
て 感 染 さ れ た 癌 細 胞 の 細 胞 膜 を 含 む 分 裂 細 胞 調 製 物 に よ っ て パ ル ス 化 さ れ て い る 、 免 疫 療
法 ワ ク チ ン を 提 供 す る 抗 原 提 示 細 胞 に 関 す る 。 IL-2を コ ー ド 化 す る 組 み 換 え ワ ク シ ニ ア ウ
イ ル ス に て 感 染 さ れ た 黒 色 腫 細 胞 株 か ら の 抗 原 混 合 物 を 提 示 す る 自 己 Ｄ Ｃ も 含 有 さ れ る 。
国 際 公 開 第 0129192号 に は 、 患 者 に お い て 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、
患 者 か ら の 抗 原 提 示 細 胞 を 、 少 な く と も １ つ の 腫 瘍 抗 原 を 有 す る 死 滅 細 胞 タ ン パ ク 質 と 共
に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 得 ら れ た 抗 原 提 示 細 胞 を 患 者 に 投 与 す る 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 の 誘 導
法 が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 癌 を 治 療 す る た め の 免 疫 療 法 ワ ク チ ン は 近 年 改 良 さ れ て は い る が 、 癌 の 免 疫 療 法 に お け
る 使 用 に と っ て 、 よ り 安 全 で あ り 、 よ り 効 果 的 で あ る 組 成 物 に 関 す る 要 求 が な お 存 在 す る
。 こ の よ う な ワ ク チ ン は 、 抗 原 喪 失 変 異 形 の 副 生 を 避 け る た め 、 い く つ か の Ｃ Ｔ 抗 原 を タ
ー ゲ ッ ト と す る よ う に 多 価 で あ る べ き で あ る 。 こ れ ら は 、 正 常 組 織 に お い て 発 現 さ れ る 抗
原 を タ ー ゲ ッ ト と す る 潜 在 的 な 危 険 性 の な い 安 全 な も の で あ る べ き で あ る 。 ま た 、 こ れ ら
は 、 Ｔ 細 胞 に 抗 原 を 提 示 し 、 デ リ バ リ ー す る た め に 最 適 化 さ れ る べ き で あ り 、 タ ー ゲ ッ ト
と し て 最 も 効 果 的 な TAAを 選 択 す る た め に 注 意 が 払 わ れ な け れ ば な ら な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 最 も 効 果 的 な TAAを 供 給 す る た め に 黒 色 腫 細 胞 株 を 注 意 深 く 選 択 し 、 つ い で
、 患 者 に と っ て 潜 在 的 に 有 害 な 各 種 の 抗 原 を 回 避 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ
っ て 、 上 記 の 問 題 点 を 解 消 す る も の で あ る 。 ま た 、 抗 原 提 示 細 胞 も 、 全 黒 色 腫 細 胞 溶 解 物
を Ｄ Ｃ に 負 荷 す る 前 に 、 エ ン ド サ イ テ ィ ッ ク 活 性 の た め に 最 適 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 第 １ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 多 数 の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 提 示 す る 樹 状 細 胞 を 含 有 す る 、 ヒ ト
又 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、
ａ ） 樹 状 細 胞 に よ っ て 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 は 提 示 さ れ る が 、 系 統 特 異 的 分 化
抗 原 は 提 示 さ れ な い 又 は 実 質 的 に 提 示 さ れ な い こ と 、
ｂ ） 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 少 な く と も ５ つ の 異 な る 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分
化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は 実 質 的 に 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 か ら 提 供 さ れ る こ
と 、 及 び
ｃ ） 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 負 荷 の 間 、 樹 状 細 胞 は 未 成 熟 で あ る （ CD1a陽 性 、 CD14陰 性 、 及 び CD83
陰 性 ） こ と 、
を 特 徴 と す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 第 ２ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 負 荷 さ れ て い る が 、 系 統
特 異 的 分 化 抗 原 が 負 荷 さ れ て い な い 又 は 実 質 的 に 負 荷 さ れ て い な い ヒ ト 又 は 動 物 の 自 己 樹
状 細 胞 を 得 る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は
実 質 的 に 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 を 準 備 し 、
ｂ ） 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 か ら 自 己 樹 状 細 胞 を 準 備 し 、
ｃ ） ２ ５ cm 2 当 た り 細 胞 ５ × １ ０ 6 ～ ２ ０ × １ ０ 6 個 の 播 種 単 球 密 度 を 使 用 し 、
ｄ ） 前 記 樹 状 細 胞 を 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長 培 地 に て エ
ク ス ビ ボ 培 養 し 、 つ い で 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 に て 第 ２ 生 育 段 階 を 行 い 、 及 び
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ｅ ） 前 記 工 程 ｄ ） か ら の 樹 状 細 胞 に 、 工 程 ａ ） か ら の 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 の 全 細 胞
溶 解 物 か ら 得 ら れ た 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 す る 、
こ と を 包 含 す る 自 己 樹 状 細 胞 を 得 る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 第 ３ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 メ ラ ノ サ イ
ト 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は 実 質 的 に 発 現 し な い 単 離 黒 色 腫 細 胞 株 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 第 ４ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 医 薬 組 成 物 又 は ワ ク チ ン 製 剤 に お け る 、 請 求 項 ２ ８ の 単 離
癌 細 胞 株 か ら 得 ら れ る 多 数 の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 第 ５ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 医 薬 組 成 物 又 は ワ ク チ ン に お け る 、 抗 原 提 示 細 胞 と し て の
樹 状 細 胞 の 使 用 で あ っ て 、 前 記 樹 状 細 胞 は 、 未 成 熟 状 態 （ こ の 時 点 で は 、 樹 状 細 胞 は 、 CD
1a陽 性 、 CD14陰 性 、 CD83陰 性 で あ る ） で 抗 原 が 負 荷 さ れ て お り 、 樹 状 細 胞 へ の 少 な く と も
５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 負 荷 前 に 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長
培 地 に て エ ク ス ビ ボ 培 養 さ れ 、 つ い で 、 第 ２ 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る
培 地 に て 培 養 さ れ た も の で あ る 樹 状 細 胞 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 第 ６ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は
実 質 的 に 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 を 準 備 し 、
ｂ ） 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 か ら 自 己 樹 状 細 胞 を 準 備 し 、
ｃ ） 前 記 樹 状 細 胞 を 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長 培 地 に て エ
ク ス ビ ボ 培 養 し 、 つ い で 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 に て 第 ２ 生 育 段 階 を 行 い 、
ｄ ） 前 記 工 程 ｃ ） か ら の 樹 状 細 胞 に 、 工 程 ａ ） か ら の 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 の 全 細 胞 溶
解 物 か ら 得 ら れ た 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 し 、 及 び
ｅ ） 前 記 工 程 ｄ ） か ら の 負 荷 樹 状 細 胞 を 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 に 投 与 す る 、
こ と を 包 含 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 以 下 に 、 図 面 を 参 照 し て 、 本 発 明 を 詳 細 に 述 べ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 詳 細 な 具 体 例 を 検 討 す る 前 に 、 本 発 明 の 主 な 態 様 に 関 す る 特 殊 な 用 語 の 定 義 を
示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 ： リ ン パ 球 は 、 リ ン パ 系 組 織 及 び 循 環 す る 血 液 及 び リ ン パ 液 内 に
存 在 す る 小 形 の 単 核 白 血 球 で あ る 。 ２ つ の 主 な 機 能 性 タ イ プ （ Ｂ リ ン パ 球 及 び Ｔ リ ン パ 球
） が あ り 、 抗 原 特 異 的 免 疫 反 応 に 関 与 す る 。 Ｔ リ ン パ 球 （ Ｔ 細 胞 ） は 、 胸 腺 （ 哺 乳 類 に お
い て ） を 起 源 と す る 小 形 の 抗 原 特 異 的 リ ン パ 球 の タ イ プ で あ り 、 二 次 リ ン パ 系 組 織 （ 例 え
ば 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 ） 及 び 血 液 中 に 存 在 し 、 細 胞 性 免 疫 反 応 に 関 与 し 、 抗 体 の 生 成 を 助 け
る 。 Ｔ リ ン パ 球 は 、 そ の 表 面 に 抗 原 特 異 的 リ セ プ タ ー を 有 し 、 細 胞 の 表 面 上 に お い て リ セ
プ タ ー に 提 示 さ れ た 外 因 性 抗 原 に の み 反 応 す る 。 Ｔ リ ン パ 球 の 主 な タ イ プ は 、 い く つ か の
方 法 （ 例 え ば 、 ウ イ ル ス の 感 染 に よ る ） で 抗 原 的 に 変 性 さ れ た 体 細 胞 を 認 識 し て 殺 す 細 胞
傷 害 性 Ｔ 細 胞 ； 抗 原 提 示 細 胞 の 表 面 に お い て 外 因 性 抗 原 に よ っ て 活 性 化 さ れ 及 び 順 に 好 適
な Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 ； 免 疫 応 答 の 抑 制 及 び 免 疫 系 の 一 般 的 調 節 に 関 与 す
る サ プ レ ッ サ ー Ｔ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 （ Ｃ Ｔ 抗 原 ） ： 癌 又 は 生 殖 細 胞 系 特 異 的 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ る 抗
原 （ 共 通 腫 瘍 関 連 抗 原 の 最 大 グ ル ー プ の １ つ を 代 表 す る ） 。 元 々 、 Ｃ Ｔ 抗 原 は 黒 色 腫 に お
い て 発 見 さ れ た が 、 多 く の 他 の ヒ ト 悪 性 腫 瘍 に お い て も 見 出 さ れ て い る 。 正 常 組 織 の 中 で
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は 、 精 巣 に お い て 及 び い く つ か の ケ ー ス で は 胎 盤 に お い て の み 発 現 さ れ る 。 こ れ ら 抗 原 を
発 現 す る 正 常 細 胞 は 、 MHC分 子 の 発 現 に 欠 け 、 従 っ て 、 こ れ ら の 抗 原 は 、 Ｔ リ ン パ 球 に よ
る 認 識 に つ い て は 、 通 常 、 使 用 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 ： こ れ ま で 黒 色 腫 及 び 前 立 腺 癌 に つ い て の み 記 載 さ れ て い る 分 化 抗
原 の １ グ ル ー プ 。 こ れ ら の 抗 原 は 、 癌 細 胞 に お い て の み 免 疫 原 性 で あ り 、 グ ル ー プ は 、 メ
ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 で あ る gp100、 Melan-A/MART-1、 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 TRP-1、 TRP-2、 MC1R
、 AIM-1及 び 前 立 腺 関 連 抗 原 で あ る PSA（ 前 立 腺 特 異 的 抗 原 ） 、 PSMA（ 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原
） 、 PAP（ 前 立 腺 関 連 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） 及 び PSCA（ 前 立 腺 幹 細 胞 抗 原 ） を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 ： 正 常 な 分 化 メ ラ ノ サ イ ト 及 び 黒 色 腫 の 両 方 に お い て 発 現 さ れ る
抗 原 の １ グ ル ー プ 。 正 常 な 分 化 メ ラ ノ サ イ ト で は 、 こ れ ら の 抗 原 は 、 極 め て 希 に 免 疫 応 答
を 誘 導 す る が 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 癌 細 胞 に お い て 免 疫 原 性 と な り 、 黒 色 腫 の ケ ー ス
で は 、 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 に 対 し て 反 応 性 の Ｔ キ ラ ー 細 胞 を 検 知 す る こ と が 可 能 で あ る
。 タ ン パ ク 質 は 、 メ ラ ニ ン 色 素 の 合 成 の 原 因 に な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 樹 状 細 胞 ： い く つ か の リ ン パ 系 組 織 に お け る 非 リ ン パ 球 細 胞 の タ イ プ 。 樹 状 細 胞 は 、 外
来 タ ン パ ク 質 の エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ り 抗 原 提 示 細 胞 と し て 作 用 し 、 外 来 タ ン パ ク 質 は
、 つ い で 、 処 理 さ れ 、 MHCク ラ ス Ｉ 及 び II抗 原 と 共 に 、 そ の 表 面 に お い て 、 エ ピ ト ー プ と
し て 提 示 さ れ る 。 抗 原 提 示 細 胞 は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 及 び Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 に よ っ て 認 識 さ
れ る 。 樹 状 細 胞 の 成 熟 状 態 は 、 そ の 貧 食 ／ エ ン ド サ イ ト ー シ ス 活 性 に と っ て は 重 要 で あ る
。 未 成 熟 樹 状 細 胞 は 、 抗 原 を 負 荷 す る た め に は 最 も 有 効 な 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 未 成 熟 樹 状 細 胞 ： あ る 種 の 細 胞 マ ー カ ー CD1a、 CD14及 び CD83の 発 現 が 、 CD1aの 高 度 の 発
現 （ 母 集 団 に お け る Ｄ Ｃ の ５ ０ ％ 以 上 が CD1aに 関 し て 陽 性 ） 、 CD14の 発 現 な し 又 は 低 発 現
（ 母 集 団 に お け る Ｄ Ｃ の １ ５ ％ 未 満 が CD14に 関 し て 陽 性 ） 及 び CD83の 低 発 現 （ 母 集 団 に お
け る Ｄ Ｃ の ２ ５ ％ 未 満 が CD83に 関 し て 陽 性 ） に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 樹 枝 状 細 胞 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 エ キ ソ ソ ー ム ： エ キ ソ ソ ー ム は 、 直 径 ３ ０ ～ 100nm、 エ ン ド サ イ テ ィ ッ ク 起 源 の 膜 小 胞
で あ り 、 多 様 な 起 源 の 生 細 胞 に よ っ て 、 イ ン ビ ボ で 生 成 又 は 分 泌 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 サ イ ト カ イ ン ： 生 体 応 答 調 整 物 質 で あ る 免 疫 系 タ ン パ ク 質 。 こ れ ら は 、 抗 体 及 び Ｔ 細 胞
免 疫 系 相 互 作 用 を コ ー デ ィ ネ ー ト し 、 免 疫 反 応 性 を 増 幅 す る 。 サ イ ト カ イ ン は 、 マ ク ロ フ
ァ ー ジ に よ っ て 合 成 さ れ る モ ノ カ イ ン 及 び 活 性 化 Ｔ リ ン パ 球 及 び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 に
よ っ て 生 成 さ れ る リ ン ホ カ イ ン を 誘 導 す る 。 モ ノ カ イ ン は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-１ 、
腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） 、 α -及 び β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ IFN） 、 及 び コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 を 含
む 。 リ ン ホ カ イ ン は 、 IL、 γ -IFN、 顆 粒 球 -マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM-CSF）
、 及 び リ ン ホ ト キ シ ン を 含 む 。 内 皮 細 胞 及 び 線 維 芽 細 胞 及 び 選 ば れ た 他 の タ イ プ の 細 胞 も
、 サ イ ト カ イ ン を 合 成 す る 。 本 発 明 に よ る 好 適 な サ イ ト カ イ ン の 例 と し て は 、 IL-4、 GM-C
SF、 IL-13、 IFN-γ 、 Flt-31、 SCF、 TNF-α が あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 黒 色 腫 ： 重 篤 度 の 異 な る 悪 性 腫 瘍 又 は 癌 。 疾 患 が 進 行 し た 段 階 で は 、 拡 張 又 は 転 移 す る
傾 向 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 樹 状 細 胞 の 負 荷 ： エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ る 外 来 タ ン パ ク 質 の 取 り 込 み 及 び 樹 状 細 胞 の
表 面 に お け る ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ の 提 示 。 し ば し ば 、 「 パ ル ス 化 」 と も 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に 関 連 し て 使 用 す る 用 語 「 系 統 特 異 的 ／ メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 を 実 質 的 に 含 ま な
い 」 は 、 全 細 胞 溶 解 物 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ る 癌 ／ 黒 色 腫 細 胞 株 が 、 系 統 特 異 的 ／ メ
ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 の 促 進 を 生 ず る 量 で 、 系 統 特 異 的 ／ メ ラ ノ サ イ ト 分
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化 抗 原 を 発 現 し て は な ら な い こ と を 意 味 す る 。 実 際 に 、 こ れ は 、 癌 ／ 黒 色 腫 細 胞 が 、 系 統
特 異 的 ／ メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 に よ る 溶 解 に 不 感
性 で あ り （ 溶 解 は 、 ４ 時 間 の 細 胞 毒 性 テ ス ト に お い て 、 １ ０ ％ 未 満 、 特 に ５ ％ 未 満 、 さ ら
に 好 ま し く は ２ ％ 未 満 で あ る ） 、 細 胞 の １ ～ ２ ％ が 、 系 統 特 異 的 ／ メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原
に 対 す る 抗 体 に よ っ て 汚 染 さ れ る の み で あ る こ と を 意 味 す る 。 さ ら に 、 系 統 特 異 的 ／ メ ラ
ノ サ イ ト 分 化 抗 原 を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 か ら の RNAト ラ ン ス ク リ プ ト の 量 は 、 高 度 に 感 受
性 の 細 胞 株 と 比 べ て 、 こ れ ら 細 胞 株 に お い て は 、 少 な く と も 約 100倍 低 い （ 半 定 量 的 RT-PC
Rに よ っ て 測 定 ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 免 疫 応 答 ： 侵 入 す る 微 生 物 、 寄 生 体 、 移 植 細 胞 及 び 本 体 （ 抗 原 ） に よ っ て 異 物 と 認 識 さ
れ る 他 の 多 く の 物 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 及 び ／ 又 は 細 胞 傷 害 性 細 胞 が 生 成 さ れ る 脊 椎 動
物 の 免 疫 系 に よ っ て 備 え ら れ た 選 択 的 な 応 答 。 血 液 中 を 循 環 す る 抗 体 の 生 成 は 、 体 液 性 免
疫 応 答 と し て 知 ら れ 、 細 胞 傷 害 性 細 胞 の 生 成 は 、 細 胞 媒 介 又 は 細 胞 性 免 疫 応 答 と し て 知 ら
れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 免 疫 療 法 用 ワ ク チ ン ： 既 に 病 気 に 罹 っ て い る と 診 断 さ れ た 宿 主 に お い て 病 気 を 治 療 す る
及 び ／ 又 は 病 気 の 進 行 を 阻 止 す る た め に 投 与 さ れ る ワ ク チ ン 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 自 己 細 胞 ： 個 体 自 体 の も の で あ る 細 胞 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 異 質 遺 伝 子 型 の ： 同 種 で は あ る が 、 遺 伝 子 的 に 異 な る こ と 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 ： Ｔ 細 胞 の 活 性 化 を 誘 導 で き る 樹 状 細 胞 、 Ｂ 細 胞 及 び 単 球 性 細 胞 の 如 き 専
門 化 し た リ ン パ 系 細 胞 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 単 球 ： マ ク ロ フ ァ ー ジ に 関 連 す る 食 細 胞 白 血 球 。 単 球 は 、 主 と し て 、 既 に 感 作 さ れ た 細
胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 を 再 活 性 化 す る 抗 原 提 示 細 胞 の 他 の タ イ プ を 代 表 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 前 駆 樹 状 細 胞 ： 末 梢 血 中 に 存 在 す る CD14+単 球 又 は 骨 髄 中 又 は 末 梢 血 中 に 存 在 す る CD34+
細 胞 （ 特 に 、 動 員 後 ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ： 他 の 抗 原 と の 混 合 物 と し て 存 在 す る 抗 原 は 、 そ れ 自 体 に 対 す る 免 疫
応 答 を 優 先 的 に 促 進 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 免 疫 療 法 用 ワ ク チ ン と し て 使 用 さ れ る 改 良 さ れ た 治 療 用 組 成 物 に 関
す る 。 Ｔ 細 胞 、 特 に ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 へ 抗 原 を デ リ バ リ ー す る 最 も 有 効 な 方 法 は 、 自 己 樹 状
細 胞 に よ る も の で あ る 。 ３ つ の グ ル ー プ 、 す な わ ち 、 Ｃ Ｔ 抗 原 、 腫 瘍 過 剰 発 現 抗 原 、 及 び
系 統 特 異 的 抗 原 の い ず れ か か ら の い く つ か の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 臨 床 上 の 試 み に お い
て 使 用 さ れ て お り 、 現 時 点 で は 、 癌 ／ 精 巣 抗 原 の グ ル ー プ か ら の 抗 原 を 使 用 す る こ と に よ
り 最 も 有 望 な 結 果 が 認 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Ｃ Ｔ 抗 原 と は 対 照 的 に 、 腫 瘍 過 剰 発 現 抗 原 は 、 た と え 腫 瘍 細 胞 に お け る よ り も 明 ら か に
低 い レ ベ ル で あ っ て も 、 そ の 発 現 が 精 巣 以 外 の い く つ か の 正 常 組 織 に お い て 検 知 さ れ る た
め 、 全 く 腫 瘍 特 異 的 発 現 に 欠 け て い る 。 こ の よ う な 分 布 は 、 強 力 な 腫 瘍 拒 絶 免 疫 （ 耐 性 の
誘 導 の 過 程 に お け る 高 度 に 反 応 性 の Ｔ リ ン パ 球 の 除 去 に よ る ） の 発 生 を 妨 げ 、 応 答 が 発 生
さ れ る 場 合 、 自 己 免 疫 を 発 生 す る 潜 在 的 な 危 険 性 が 高 い 。 グ ル ー プ は 多 数 の 抗 原 を 含 み 、
そ の い く つ か は 、 最 近 、 臨 床 上 の 試 み に お い て タ ー ゲ ッ ト と な っ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 上 述 の も の と 同 じ 制 限 が 、 系 統 特 異 的 抗 原 に も 適 用 さ れ る が 、 こ の グ ル ー プ は 、 分 化 抗
原 を 含 む 。 こ の グ ル ー プ の 抗 原 も 、 対 応 す る 正 常 な 分 化 組 織 に お い て 発 現 さ れ 、 健 康 な ヒ
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ト で は 、 「 自 己 」 タ ン パ ク 質 へ の 耐 性 の た め 、 非 常 に 希 に 誘 導 さ れ る 免 疫 作 用 で あ る 。 理
由 は 不 明 で あ る が 、 こ れ ら の 正 常 な タ ン パ ク 質 は 、 癌 細 胞 に お い て は 免 疫 原 性 と な り 、 黒
色 腫 で は 、 患 者 か ら 、 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 に 対 し て 反 応 性 の Ｔ キ ラ ー 細 胞 が 容 易 に 検 出
さ れ る が 、 健 康 な ヒ ト で は 検 出 さ れ な い 。 黒 色 腫 又 は 前 立 腺 癌 を 指 向 す る 臨 床 上 の 試 み の
多 く は 、 分 化 抗 原 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 免 疫 付 与 の た め に 使 用 さ れ る 抗 原 混 合 物 に お け る 過 剰 発 現 抗 原 及 び 系
統 特 異 的 分 化 抗 原 の 存 在 を 、 特 異 的 に 回 避 す る こ と に あ る 。 黒 色 腫 細 胞 株 （ 過 剰 発 現 抗 原
の グ ル ー プ ） で は 、 免 疫 応 答 は 極 め て 希 に 誘 導 さ れ 、 従 っ て 、 こ の グ ル ー プ の 抗 原 に つ い
て は 陰 性 の 選 択 に 関 す る 必 要 性 が 除 外 さ れ る 。 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 に 関 し て は 、 存 在 し
て は な ら な い が 、 存 在 す る 場 合 に は 、 量 は 、 こ れ ら に 対 す る 免 疫 応 答 を 促 進 す る ほ ど 充 分
な も の で あ っ て は な ら な い （ 実 際 に は 、 こ れ は 、 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 を コ ー ド 化 す る 遺
伝 子 か ら の RNAト ラ ン ス ク リ プ ト の 量 が 、 半 定 量 RT-PCRに よ っ て 測 定 し て 、 高 度 に 感 受 性
の 細 胞 株 と 比 べ て 、 本 発 明 の 細 胞 株 で は 、 少 な く と も 約 100倍 低 い こ と を 意 味 す る ） 。 こ
の よ う な イ ム ノ ド ミ ナ ン ト な タ ン パ ク 質 の 存 在 は 回 避 さ れ 、 特 に 、 タ ン パ ク 質 gp100、 Mel
an A/MART-1及 び チ ロ シ ナ ー ゼ は 存 在 し て は な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 少 な く と も ３ つ 、 詳 し く は 、 少 な く と も ５ つ の Ｃ Ｔ 抗 原 及 び さ ら
に 詳 し く は 、 で き る 限 り 多 く の Ｃ Ｔ 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 株 （ イ ム ノ ド ミ ナ ン ト で な け れ ば
な ら な い ） を 提 供 す る こ と に あ る 。 驚 く べ き こ と に は 、 こ の よ う な 細 胞 株 は 、 ス テ ー ジ II
I又 は ス テ ー ジ IV腫 瘍 の 除 去 後 、 イ ン ビ ボ に お い て 腫 瘍 細 胞 の 免 疫 原 性 を 暗 示 す る 、 長 い
病 気 を 持 た な い 期 間 を 持 っ て い る 黒 色 腫 の 患 者 か ら 提 供 さ れ る 。 続 い て 、 こ の よ う な 細 胞
株 か ら の ヒ ト サ ブ ク ロ ー ン は 、 い か な る メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 、 特 に gp100、 Melan A/MAR
T-1及 び チ ロ シ ナ ー ゼ も 存 在 し な い よ う に 篩 通 し さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 黒 色 腫 の 免 疫 療 法 に 加 え て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 、 他 の タ イ プ の 癌 に 関 し
て 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 も 提 供 す る 。 タ ー ゲ ッ ト と さ れ る 抗 原 が 共 通 抗 原 で あ り 、 他
の タ イ プ の 悪 性 腫 瘍 、 主 に 固 形 癌 に お い て 存 在 す る こ と が 要 求 さ れ て い る 。 特 に 、 こ れ ら
の タ イ プ の 癌 と し て は 、 大 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 扁 平 上 皮 癌 、 汗 腺 癌
、 腎 細 胞 癌 、 肝 臓 癌 、 子 宮 頸 癌 、 肺 癌 、 小 細 胞 肺 癌 又 は 膀 胱 癌 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 従 っ て 、 １ 具 体 例 で は 、 本 発 明 は 、 多 数 の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 提 示 す る 樹 状 細 胞 を 含 有 す る
、 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、
ａ ） 樹 状 細 胞 に よ っ て 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 提 示 さ れ る が 、 系 統 特 異 的 分 化
抗 原 は 提 示 さ れ ず 又 は 実 質 的 に 提 示 さ れ ず 、
ｂ ） 癌 ／ 精 巣 抗 原 は 、 少 な く と も ５ つ の 異 な る 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分
化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は 実 質 的 に 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 か ら 提 供 さ れ 、
ｃ ） 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 負 荷 の 間 、 樹 状 細 胞 は 未 成 熟 で あ る （ CD1a陽 性 、 CD14陰 性 、 及 び CD83
陰 性 ） 、
免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 有 利 に は 、 負 荷 さ れ た 樹 状 細 胞 は 、 続 い て 、 成 熟 因 子 の 添 加 に よ っ て 成 熟 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 樹 状 細 胞 は 、 検 討 し た よ う に 、 最 も 効 率 的 な 抗 原 提 示 細 胞 で あ り 、 本 発 明 の 他 の 目 的 は
、 樹 状 細 胞 、 特 に 、 末 梢 血 か ら 単 離 さ れ た CD14+単 球 又 は 末 梢 血 又 は 骨 髄 か ら の CD34+細 胞
か ら 発 生 さ れ た 自 己 樹 状 細 胞 （ そ の エ ン ド サ イ テ ィ ッ ク ／ 食 細 胞 活 性 及 び CD1a発 現 に 関 し
て 最 適 化 さ れ て い る ） を 提 供 す る こ と に あ る 。 こ の 活 性 は 、 そ の 未 成 熟 状 態 に あ る 樹 状 細
胞 に 関 連 す る も の と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 活 性 化 さ れ た 細 胞 を 得 る た め 、 多 く の レ ポ ー
ト は 、 Sallusto及 び Lanzavecchiaに よ る 「 GM-CSF+IL-4法 」 （ 1994, J. Exp. Med., 179: 
1109） を 使 用 し て い る 。 他 の 好 適 な サ イ ト カ イ ン と し て は 、 IL-4、 GM-CSF、 IL-13、 IFN-
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γ 、 Flt-31、 SCF、 TNF-α （ Altersら , 1999, J. Immunother., v.22, pp.229-236） が あ
り 、 特 に 、 本 発 明 に つ い て は 、 サ イ ト カ イ ン は 、 GM-CSF及 び IL-4か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 驚 く べ き こ と に は 、 発 明 者 ら は 、 後 述 の 実 施 例 ２ に 示 す よ う に 、 こ の 方 法 が さ ら に 最 適
化 さ れ る 、 及 び 、 樹 状 細 胞 を 負 荷 す る 前 に 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有
し な い 生 長 培 地 に て エ ク ス ビ ボ 培 養 し 、 続 い て 、 第 ２ 生 育 段 階 を 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す
る 新 た な 培 地 で 行 う こ と に よ り 、 増 大 さ れ た エ ン ド サ イ テ ィ ッ ク 活 性 を も つ Ｄ Ｃ が 生 成 す
る と の 知 見 を 得 た 。 本 発 明 に よ る 初 期 生 育 段 階 は 、 ６ ～ ４ ８ 時 間 、 好 ま し く は １ ２ ～ ３ ４
時 間 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ０ ～ ２ ８ 時 間 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 以 前 で は 、 す べ て の 未 成 熟 樹 状 細 胞 の エ ン ド サ イ テ ィ ッ ク 活 性 は 、 培 養 法 に 関 係 な く 、
等 し く 良 好 で あ る と 考 え ら れ て い た 。 新 た に 、 発 明 者 ら は 、 報 告 さ れ て い る 安 定 な 成 熟 樹
状 細 胞 の 製 法 を 適 用 し 、 成 熟 因 子 の 添 加 前 に 、 未 成 熟 状 態 に あ る 樹 状 細 胞 を 負 荷 す る こ と
に よ っ て 、 そ の エ ン ド サ イ テ ィ ッ ク 活 性 に 関 し て 最 適 化 さ れ て い る 未 成 熟 樹 状 細 胞 が 得 ら
れ る と の 知 見 を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 従 っ て 、 他 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 は 、 上 述 の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 樹 状 細 胞 が 、 初 期 生
育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長 培 地 に て エ ク ス ビ ボ 培 養 さ れ 、 続 い て 、
樹 状 細 胞 に 少 な く と も １ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 す る 前 に 、 第 ２ 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ
ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 に て 培 養 さ れ て い る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 多 数 の Ｃ Ｔ 抗 原 、 特 に ５ つ 以 上 の Ｃ Ｔ 抗 原 が 提 供 さ れ る た め 、 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、
本 発 明 は 、 上 述 の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 系 統 特 異 的 分
化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は 実 質 的 に 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 の 全 細 胞 溶 解 物 か
ら 提 供 さ れ る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 全 細 胞 溶 解 物 は 、 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 又 は 他 の タ イ プ の
細 胞 の 如 き 細 胞 か ら 、 細 胞 を 分 裂 さ せ る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 い く つ か の 凍 結 － 解 凍 サ
イ ク ル に よ っ て 、 各 種 の 方 法 で 得 ら れ る 。 細 胞 溶 解 物 （ 溶 解 性 物 質 を 含 む ） で は 、 通 常 、
粒 子 は 遠 心 分 離 及 び ／ 又 は 濾 過 に よ っ て 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 １ つ の 特 別 な 具 体 例 で は 、 本 発 明 は 、 上 述 の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 癌 細 胞 株 が 、 黒 色 腫
細 胞 株 で あ り 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 が メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 で あ る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 は 、 gp100、 Melan A/Mart-1及 び チ ロ シ
ナ ー ゼ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ て エ ク ス ビ ボ 培 養 し た 樹 状 細 胞 は 、 そ の エ ン ド サ イ テ ィ ッ ク 活 性 及 び CD1a
発 現 に 関 し て 最 適 化 さ れ 、 免 疫 療 法 に 使 用 さ れ る 各 種 組 成 物 及 び ワ ク チ ン に お け る 抗 原 提
示 に 有 利 に 適 用 さ れ る 。 従 っ て 、 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 は 、 医 薬 組 成 物 又 は ワ ク
チ ン に お け る 自 己 樹 状 細 胞 の 抗 原 提 示 細 胞 と し て の 使 用 で あ っ て 、 前 記 自 己 樹 状 細 胞 が 、
初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長 培 地 に て エ ク ス ビ ボ 培 養 さ れ 、 続
い て 、 未 成 熟 状 態 の 樹 状 細 胞 に 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 す る 前 に 、 第 ２ 生 育
段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 に て 培 養 さ れ て い る 自 己 樹 状 細 胞 の 使 用 に 関
す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 抗 原 提 示 樹 状 細 胞 を 得 る 他 の 方 法 、 例 え ば 、 全 細 胞 の 融 合 に よ る 方 法 も
可 能 で あ る 。 こ れ は 、 本 発 明 に 従 い 、 樹 状 細 胞 と 細 胞 株 と を 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 達 成
さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 抗 原 の 提 示 は 、 エ ク ソ ソ ー ム の 使 用 に よ っ て 実 行 さ れ る 。 エ ク
ソ ソ ー ム は 、 培 地 に お い て 多 く の 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ 、 最 近 、 抗 原 提 示 細 胞 と し て 記 載
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さ れ る よ う に な っ た エ ン ド サ イ テ ィ ッ ク 起 源 の 小 形 の 膜 小 胞 で あ り 、 イ ン ビ ボ に お い て 、
免 疫 応 答 を 促 進 で き る （ Theryら , 2002, Nature Reviews Immunology 2: 569-579） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 負 荷 さ れ て い る が
、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 が 負 荷 さ れ て い な い 又 は 実 質 的 に 負 荷 さ れ て い な い ヒ ト 又 は 動 物 の
自 己 樹 状 細 胞 を 得 る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は
実 質 的 に 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 を 準 備 し 、
ｂ ） 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 か ら 自 己 樹 状 細 胞 を 準 備 し 、
ｃ ） 前 記 樹 状 細 胞 を 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長 培 地 に て エ
ク ス ビ ボ 培 養 し 、 つ い で 、 第 ２ 生 育 段 階 を 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 で 行 い 、 及 び
ｄ ） 前 記 工 程 ｃ ） か ら の 樹 状 細 胞 に 、 工 程 ａ ） か ら の 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 の 全 細 胞
溶 解 物 か ら 得 ら れ た 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 す る
こ と を 包 含 す る 自 己 樹 状 細 胞 を 得 る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 有 利 に は 、 樹 状 細 胞 は 、 工 程 ｄ ） の 後 、 例 え ば 、 IL-1β 、 IL-6、 TNF-α 及 び PGE2の 如 き
成 熟 因 子 の 添 加 に よ っ て 成 熟 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 他 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 の 工 程 ａ ） ～ ｄ ） 、 続 い て 、 成 熟 工 程 を 実 施 す る こ と
に よ っ て 得 ら れ る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 単 核 細 胞 の 集 団 か ら 樹 状 細 胞 を 生 成 す る 公 知 の 方 法 を 使 用 す る 場 合 、 樹 状 細 胞 の 良 好 な
収 率 を 得 る こ と は 困 難 で あ る 。 単 核 細 胞 を 原 料 と し て 樹 状 細 胞 を 得 る 場 合 の 平 均 収 率 は 、
約 ５ ％ で あ る こ と が 既 に 報 告 さ れ て い る （ Marovitchら , 2002, J. Infect. Dis., 186: 1
242-1252） 。 樹 状 細 胞 ５ ０ × １ ０ 6 個 （ 予 防 接 種 の １ 完 全 サ イ ク ル に 必 要 と さ れ る ） を 得
る た め に は 、 単 核 細 胞 １ ０ 9 個 を 使 用 し て 開 始 す る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 吸 着 の 間 の 細 胞 濃 度 を 通 常 ５ × １ ０ 6 個 ／ mlと 仮 定 す る と 、 こ の 細 胞 の 量 は 、 吸 着 工 程
の た め に 培 地 ０ .２ Ｌ を 要 求 し 、 さ ら に 細 胞 を 培 養 す る た め に 同 量 の 培 地 を 要 求 す る 。 樹
状 細 胞 の 生 産 の た め に は 、 多 量 の 組 織 培 養 用 の プ ラ ス チ ッ ク 容 器 と 共 に 、 GM-CSF約 ６ ０ μ
g及 び IL-4 ３ ０ μ gが 要 求 さ れ る 。 こ の 結 果 、 ワ ク チ ン 当 た り の ネ ッ ト の 価 格 は か な り 高
い 。 加 え て 、 血 液 か ら 単 核 細 胞 １ ０ 9 個 を 単 離 す る た め に は 、 最 大 １ Ｌ ま で の 血 液 が 必 要
で あ り 、 こ の 量 を 、 患 者 の お も わ し く な い 健 康 状 態 を 考 慮 し て 、 充 分 な 時 間 的 間 隔 を お い
て ２ 回 に 分 け て 行 う と し て も 、 １ 人 の 患 者 か ら 採 取 す る こ と は 極 め て 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 １ つ の 可 能 性 は 、 か な り の 数 の 単 球 を 単 離 で き る 白 血 球 搬 出 法 を 使 用 す る こ と で あ る 。
こ の 方 法 は 、 多 量 の 樹 状 細 胞 を 生 産 す る た め に し ば し ば 使 用 さ れ る （ 例 え ば 、 Thurnerら ,
 1999, J. Immunol. Methods, 223: 1-15参 照 ） 。 し か し 、 白 血 球 搬 出 法 は 、 長 時 間 を 要
し 、 コ ス ト 高 で あ り 、 ワ ク チ ン 製 造 の 総 価 格 を 増 大 さ せ る 。 さ ら に 、 １ つ の 白 血 球 搬 出 用
器 具 に つ い て 、 １ 人 の 患 者 の み し か 処 理 で き な い 。 こ れ も 、 製 造 法 の 生 産 能 力 を 制 限 す る
。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 法 に よ れ ば 、 単 球 か ら 樹 状 細 胞 を 生 産 す る 効 率 が 増 大 さ れ る 。 例 え ば 、 Tuyaertsら は
、 Nunc Cell Factoriesに 関 す る 樹 状 細 胞 生 産 法 の 適 合 性 を 報 告 し 、 樹 状 細 胞 の 収 率 が 、
開 始 時 の 単 球 の 数 の ４ ０ ％ 未 満 で あ る （ 又 は 、 開 始 時 の 単 核 細 胞 の 数 の １ ３ ％ (単 球 は 単
核 細 胞 の 平 均 １ /３ で あ る た め )） こ と を 報 告 し て い る （ 2002, J. Immunol. Methods, 264
: 135-151） 。 し か し 、 生 産 さ れ た 樹 状 細 胞 は 、 CD1aマ ー カ ー の 発 現 に 欠 け て お り 、 こ れ
は 、 不 完 全 な 分 化 を 示 し て い る 。 CD1aの 発 現 は 本 発 明 の 目 的 に は 必 須 で あ る た め 、 こ の 方
法 は 、 本 発 明 の 目 的 に は 使 用 で き な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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　 従 っ て 、 こ れ に 代 わ っ て 、 発 明 者 ら は 、 充 分 に 適 格 性 の 未 成 熟 樹 状 細 胞 の 生 産 と 共 に 、
単 球 の 樹 状 細 胞 へ の 転 換 の 増 大 す る 効 率 を 綿 密 に 監 視 す る こ と に よ っ て 、 血 中 単 球 か ら の
未 成 熟 樹 状 細 胞 の 生 産 方 法 を 最 適 化 し た 。 適 格 性 の 未 成 熟 樹 状 細 胞 の 生 産 の 読 取 り シ ス テ
ム と し て 、 下 記 の 基 準 を 選 択 し た ： CD1aマ ー カ ー の 高 （ ５ ０ ％ 以 上 ） 発 現 ； CD14の 無 又 は
低 （ １ ５ ％ 以 下 ） 発 現 ； 及 び CD83の 低 （ ２ ５ ％ 以 下 ） 発 現 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 下 記 の 実 施 例 に 記 載 す る 発 明 者 ら の 最 適 化 の 結 果 は 、 特 に CD1aマ ー カ ー の 発 現 に と っ て
サ イ ト カ イ ン の 遅 延 添 加 の 重 要 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 、 発 明 者 ら の 研 究 で は 、 単 核 細 胞 の 播 種 集 団 に お け る 単 球 の 初 期 濃 度 を 制 御 す る
こ と に よ っ て 、 単 球 か ら 生 産 さ れ る CD1aマ ー カ ー の 高 発 現 と 共 に 、 約 ５ ０ ％ の 未 成 熟 樹 状
細 胞 収 率 が 得 ら れ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 従 っ て 、 本 発 明 は 、 単 核 細 胞 サ ン プ ル か ら 生 産 さ れ る 樹 状 細 胞
の 収 率 を 最 適 化 す る 方 法 で あ っ て 、 単 球 の 播 種 密 度 が 、 媒 体 ６ ～ ８ mlに お い て 、 ２ ５ cm 2

当 た り ５ × １ ０ 6 ～ ２ ０ × １ ０ 6 個 で あ る 樹 状 細 胞 の 収 率 の 最 適 化 法 に 関 す る 。 T25フ ラ ス
コ を 使 用 す る 場 合 、 こ れ は 、 単 球 の 初 期 数 が ５ × １ ０ 6 ～ ２ ０ × １ ０ 6 個 で あ る こ と を 意 味
す る 。 特 別 の 具 体 例 で は 、 密 度 は 、 ２ ５ cm 2 当 た り 細 胞 ６ × １ ０ 6 ～ １ ５ × １ ０ 6 個 、 さ ら
に 詳 し く は ２ ５ cm 2 当 た り ８ × １ ０ 6 ～ １ ２ × １ ０ 6 個 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 特 別 な 具 体 例 で は 、 工 程 ａ ） に お い て 、 少 な く と も ２ つ の 異 質 遺 伝 子 型 の 黒 色 腫 細 胞 株
を 準 備 す る 。 異 質 遺 伝 子 型 の 細 胞 株 の 数 は 、 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 が 存 在 し な い よ う に 単
離 、 篩 通 し さ れ た 好 適 な サ ブ ク ロ ー ン の 数 に 左 右 さ れ る 。 よ り 多 く の 細 胞 株 が 提 供 さ れ る
ほ ど 、 い く つ か の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト な 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 全 細 胞 溶 解 物 中 に お い て 示 さ れ る
機 会 が 多 く な る 。 １ 具 体 例 で は 、 少 な く と も ５ つ の CT-抗 原 が 、 少 な く と も ２ つ の 異 質 遺
伝 子 型 の 細 胞 株 か ら 提 供 さ れ る 。 特 別 な 具 体 例 で は 、 異 質 遺 伝 子 型 の 細 胞 株 は 、 DDM-1.7
（ ECACC 01112339） 又 は DDD-1.13（ ECACC 01112338） か ら 選 ば れ る （ 両 細 胞 株 は 、 Europe
an Collection of Animal Cell Cultures, CAMR, GB-Salisbury, Wiltshire SP4 0JG, Un
ited Kinggomに 2001年 １ １ 月 ２ ３ 日 付 け で 寄 託 さ れ て い る ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 上 記 特 別 な 細 胞 株 、 及 び 少 な く と も ５ つ の Ｃ Ｔ 抗 原 を 発 現 す る が
、 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は 実 質 的 に 発 現 し な い 他 の 細 胞 株 に も 関 す る 。 従
っ て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ５ つ の Ｃ Ｔ 抗 原 を 発 現 す る が 、 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 を 発 現
し な い 又 は 実 質 的 に 発 現 し な い 、 単 離 さ れ た 黒 色 腫 細 胞 株 に 関 し 、 特 に 、 単 離 さ れ た 細 胞
株 DDM-1.7（ ECACC 01112339） 又 は DDD-1.13（ ECACC 01112338） に 関 す る 。 従 っ て 、 本 発
明 は 、 少 な く と も １ つ の 黒 色 腫 細 胞 株 が 、 異 質 遺 伝 子 型 の 細 胞 株 DDM-1.7（ ECACC 0111233
9） 又 は DDD-1.13（ ECACC 01112338） か ら 選 ば れ る も の で あ る 医 薬 組 成 物 又 は 本 発 明 の 方
法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 ヒ ト 又 は 動 物 に 投 与 さ れ る 際 、 当 該 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘
導 し 、 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 の 生 産 を 促 進 し 、 従 っ て 、 さ ら に 他
の 目 的 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 又 は 実 質 的 に 発 現 し な
い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 を 準 備 し 、
ｂ ） 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 か ら の 自 己 樹 状 細 胞 を 準 備 し 、
ｃ ） 前 記 樹 状 細 胞 を 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長 培 地 に て エ
ク ス ビ ボ 培 養 し 、 つ い で 、 第 ２ 生 育 段 階 を 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 で 行 い 、
ｄ ） 前 記 工 程 ｃ ） か ら の 樹 状 細 胞 に 、 工 程 ａ ） か ら の 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 の 全 細 胞 溶
解 物 か ら 得 ら れ た 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 し 、 及 び
ｅ ） 前 記 工 程 ｄ ） か ら の 負 荷 樹 状 細 胞 を 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 に 投 与 す る 、
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こ と を 包 含 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 記 方 法 の 特 別 な 具 体 例 で は 、 癌 細 胞 株 が 黒 色 腫 細 胞 株 で あ り 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 が
メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 い く つ か の ケ ー ス で は 、 患 者 か ら 充 分 な 量 の 自 己 樹 状 細 胞 を 提 供 す る こ と は 困 難 で あ る
。 こ の 場 合 、 工 程 ｂ ） 前 に 、 CD14+単 球 の 動 員 を 誘 導 す る 物 質 を 投 与 す る こ と が で き る 。
こ の よ う な 物 質 は 、 G-CSF及 び ／ 又 は GM-CSFで あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 樹 状 細 胞 前 駆 体 、 CD14+単 球 又 は CD34+細 胞 は 、 血 液 サ ン プ ル 、 末 梢 血 か ら 得 ら れ る 。 ア
フ ェ レ ー シ ス 細 胞 を 原 料 と す る こ と が で き る が 、 こ れ を 原 料 と す る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 さ ら に 、 ヒ ト 又 は 動 物 に 、 工 程 ｅ ） の 後 に Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 化 を
誘 導 す る 物 質 を 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と も で き る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 IL-2又 は IL-12の 投
与 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 黒 色 腫 細 胞 株 の 全 細 胞 溶 解 物 を 調 製 す る 前 に 、 癌 ／ 精 巣 抗
原 の 発 現 レ ベ ル を 増 大 さ せ る 抗 原 の 使 用 を 意 図 す る 。 い く つ か の 精 巣 特 異 的 遺 伝 子 の 発 現
レ ベ ル に 影 響 を 及 ぼ す た め 、 DNAの メ チ ル 化 が 提 案 さ れ て い る 。 脱 メ チ ル 化 剤 5-ア ザ -2'-
デ オ キ シ シ チ ジ ン （ 5azaCdR） は 、 MAGE-A1-陰 性 黒 色 腫 細 胞 に お い て 、 MAGE-A1遺 伝 子 の 発
現 を 誘 導 で き る こ と が 示 さ れ て い る （ De Smetら , 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
, v.93, pp.7149-7153; Weberら , 1994, Cancer Res., v.54, pp.1766-1771） 。 5azaCdR
は 、 DNAメ チ ル 化 の た め の タ ー ゲ ッ ト 部 位 に お い て DNAに 組 み 込 ま れ る 際 、 DNAメ チ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ 用 の 自 殺 基 質 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド と し て 作 用 す る シ ト シ ン 類 似 体 で あ る
。 真 核 細 胞 に お け る 脱 メ チ ル 化 は 、 通 常 は 、 イ ン ビ ボ に お け る 増 大 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を
導 く 。 MAGE-A1の 活 性 化 は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 脱 メ チ ル 化 、 続 く 、 全 体 的 な 脱 メ チ ル 化
（ 多 く の 腫 瘍 に お い て 起 こ る ） に よ っ て 生 ず る こ と が 提 案 さ れ て い る 。 遺 伝 子 の 発 現 に 関
す る 5azacdRの 活 性 化 作 用 は 、 MAGEフ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー に つ い て （ Lucasら , 1998, 
Cancer Res., v.58, pp.743-752; Lurquinら , 1997, Genomics, v.46, pp.397-408） 、 GA
GE遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に つ い て （ De Backerら , 1999, Cancer Res., v.59, pp.3157-3165; 
Liら , 1996, Clin. Cancer Res., v.2, pp.1619-1625） 及 び LAGE遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に つ い
て （ Liら , 1996, Clin. Cancer Res., v.2, pp.1619-1625） も 示 さ れ て い る 。 腫 瘍 細 胞 で
の MAGE遺 伝 子 の 発 現 に お け る 脱 メ チ ル 化 の 役 割 は 、 多 く の 他 の 精 巣 特 異 的 遺 伝 子 （ そ の 存
在 は 腫 瘍 に お い て 検 知 さ れ て い な い ） の 発 現 が 、 5azaCdR処 理 に よ っ て up-regulateさ れ な
い （ De Smetら , 1997, Biochem. Biophys. Res. Commun., v.241, pp.653-657） 及 び MAGE
-B遺 伝 子 の 中 で も 、 腫 瘍 の 発 現 は 、 5azaCdR処 理 に よ っ て 活 性 化 さ れ た も の に つ い て の み
検 知 さ れ た （ Lurquinら , 1997, Genomics, v.46, pp.397-408） と の 事 実 に よ っ て 支 持 さ
れ る 。 さ ら に 、 MAGE-A1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に お け る CpGサ イ ト の 脱 メ チ ル 化 及 び 遺
伝 子 の 発 現 の 良 好 な 相 関 関 係 が 観 察 さ れ た （ De Smetら , 1999, Mol. Cell Biol., v.19, 
pp.7327-7335） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 １ つ の 具 体 例 で は 、 Ｃ Ｔ 抗 原 の 発 現 の up-regulationは 、 従 っ て 、 Ｃ Ｔ 抗 原 を コ ー ド 化
す る DNAの 脱 メ チ ル 化 に よ っ て 達 成 さ れ た 。 特 に 、 こ の 脱 メ チ ル 化 は 、 5azaCdRで の 処 理 に
よ っ て 誘 導 さ れ た 。 Ｃ Ｔ 抗 原 の 発 現 の さ ら に 他 の up-regulation法 は 、 ヒ ス ト ン の 脱 ア セ
チ ル 化 の 阻 害 で あ る 。 こ れ ら ２ つ の タ イ プ の 処 理 は 、 別 個 に 又 は 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る
。 こ の よ う な 処 理 は 、 癌 ／ 精 巣 抗 原 が イ ム ノ ド ミ ナ ン ト で あ り 続 け る 場 合 に の み 使 用 さ れ
る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 多 く の Ｃ Ｔ 抗 原 は 、 い く つ か の メ ン バ ー を 含 む サ ブ フ ァ ミ リ ー に グ ル ー プ 分 け さ れ る （
表 １ 参 照 ） 。 こ れ ら は 、 MAGE-A、 MAGE-B、 MAGE-C、 GAGE、 LAGE及 び SSXサ ブ フ ァ ミ リ ー で
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あ る 。 他 の 抗 原 に 関 し て は 、 こ れ ま で の と こ ろ 、 た だ １ つ の 個 々 の メ ン バ ー が 発 見 さ れ て
い る 。 こ れ ら は 、 BAGE、 SCP-1、 TSP50、 TRAG-3、 SAGE、 IL13Rα 、 CT9及 び CTp11抗 原 で あ
る 。 全 て の Ｃ Ｔ 抗 原 が 、 本 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 免 疫 療 法 用 の 可 能 性 の あ る タ ー ゲ ッ ト と
考 え ら れ る 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Ｃ Ｔ 抗 原 の 最 大 グ ル ー プ の １ つ は 、 ３ つ の フ ァ ミ リ ー 、 MAGE-A、 MAGE-B及 び MAGE-Cか ら
な る MAGEタ ン パ ク 質 の グ ル ー プ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 MAGE-A遺 伝 子 は 、 最 初 に 同 定 さ れ た 抗 原 MAGE-A1（ 既 に 表 示 さ れ た MAGE-1） を コ ー ド 化
す る １ 番 目 に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 （ 以 前 は 、 MAGE-Iと 表 示 さ れ て い た ） （ Van der Bruggen
ら , 1991, Science, v.254, pp.1643-1647） を 含 む ク ロ モ ソ ー ム Ｘ の 長 い ア ー ム （ 領 域 Xq
28） 上 に 配 置 さ れ た １ ５ 個 の 緊 密 に 関 連 す る 遺 伝 子 の フ ァ ミ リ ー を 表 す （ Chomezら , 2001
, Cancer Res., v.61, pp.5544-5551; De Planeら , 1994, Immunogenetics, v.40, pp.36
0-369） 。 調 査 し た 腫 瘍 の 大 部 分 に お い て 、 MAGE-A1、 -A2、 -A3、 -A4、 -A6及 び -A12遺 伝 子
の 発 現 の み が 示 さ れ た 。 最 近 で は 、 MAGE-A11（ Jurkら , 1998, Int. J. Cancer, v.75, pp
.762-766） 、 MAGE-A10（ Huangら , 1994, J. Immunol., v.162, pp.6849-6854） 、 MAGE-A5
、 MAGE-A8及 び MAGE-A9（ Serranoら , 1999, Int. J. Cancer, v.83, pp.664-669） を 含 む
他 の MAGE-A遺 伝 子 の 発 現 も 、 い く つ か の 腫 瘍 に お い て 検 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 MAGE-A1（ van der Bruggenら , 1991, Science, v.254, pp.1643-1647） 、 MAGE-A2（ Vis
serenら , 1997, Int. J. Cancer, v.73, pp.125-130） 、 MAGE-A3（ Gauglerら , 1994, J. 
Exp. Med., v.179, pp.921-930） 、 MAGE-A4（ Duffourら , 1999, Eur. J. Immunol., v.29
, pp.3329-3337） 、 MAGE-A6（ Tanzarellaら , 1999, Cancer Res., v.59, pp.2668-2674）
、 MAGE-A10（ Huangら , 1999, J. Immunol., v.162, pp.6849-6854） 及 び MAGE-A12（ Panel
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liら , 2000, J. Immunol., v.164, pp.4382-4392） に 関 し て 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 に よ
っ て 認 識 さ れ る ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 提 示 す る 能 力 が 示 さ れ て い る 。 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 も MA
GE抗 原 を 認 識 で き 、 MAGE-A1及 び MAGE-A3抗 原 の 対 応 す る エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ て い る （ Ch
auxら , 1999, J. Exp. Med., v.189, pp.767-778; Chauxら , 2001, Eur. J. Immunol., v
.31, pp.1910-1916; Maniciら , 1999, J. Exp. Med., v.189, pp.871-876） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 多 く の タ イ プ の 悪 性 腫 瘍 に お い て 、 MAGEの 発 現 が 検 知 さ れ て い る 。 皮 膚 の 黒 色 腫 が 、 最
高 レ ベ ル （ MAGE-A3に つ い て ６ ５ ％ ま で ） の MAGEの 発 現 を 有 す る （ De Plaenら , 1994, Imm
unogenetics, v.40, pp.360-369） が 、 眼 の 黒 色 腫 は MAGEの 発 現 に 関 し て 陰 性 で あ る （ Mul
cahyら , 1996, Int. J. Cancer, v.66, pp.738-742） 。 そ れ 程 で は な い に し ろ 、 MAGE抗 原
は 、 乳 癌 、 頭 部 及 び 頸 部 の 腫 瘍 、 肺 癌 、 肉 腫 及 び 膀 胱 癌 の 如 き 他 の タ イ プ の 腫 瘍 に お い て
発 現 さ れ る （ 例 え ば 、 van Pelら , 1995, Immunol. Rev., v.145, pp.229-250参 照 ） 。 肝
癌 腫 で は 、 MAGE-A1の 高 （ ８ ０ ％ ） 発 現 が 認 め ら れ て い る （ Yamashitaら , 1996, Hepatolo
gy, v.24, pp.1437-1440） 。 他 の MAGE-A抗 体 と は 対 照 的 に 、 MAGE-A4は 、 ホ ジ キ ン 病 を 含
む リ ン パ 腫 の 顕 著 な 部 分 で 発 現 さ れ る （ そ の 発 現 は 、 Reed-Strenberg細 胞 に 限 定 さ れ る ）
（ Chambostら , 2000, Blood, v.95, pp.3530-3533） 。 腫 瘍 サ ン プ ル が MAGE-A4に 関 し て 陽
性 で あ る こ と が 認 め ら れ た 場 合 、 遺 伝 子 は 、 通 常 、 非 常 に 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 MAGE-B遺 伝 子 は 、 ク ロ モ ソ ー ム Ｘ の 領 域 p21.3及 び p22に 配 置 さ れ た １ ７ 個 の 遺 伝 子 （ た
だ し 、 そ の 内 の ８ 個 は 偽 遺 伝 子 で あ る ） の フ ァ ミ リ ー を 表 す （ Chomezら , 2001, Cancer R
es., v.61, pp.5544-5551; Luasら , 2000, Int. J. Cancer, v.87, pp.55-60; Lurquinら
, 1997, Geomics, v.46, pp.397-408） 。 各 種 の 組 織 学 的 タ イ プ の 腫 瘍 の 顕 著 な 部 分 に お
い て 、 た だ ２ 個 の 遺 伝 子 、 MAGE-B1及 び MAGE-B2が 発 現 さ れ る 。 MAGE-B5及 び MAGE-B6の 発 現
は 、 限 ら れ た 数 の 腫 瘍 サ ン プ ル に お い て 検 知 さ れ て い る （ Lucasら , 2000, Int. J. Cance
r, v.87, pp.55-60） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 MAGE-Cフ ァ ミ リ ー の ７ 個 の メ ン バ ー は 、 Ｘ q26-q27領 域 に 配 置 さ れ る 。 MAGE-C1遺 伝 子 は
、 精 巣 及 び 黒 色 腫 に お け る 選 択 的 遺 伝 子 発 現 の 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ て い る （ Lucasら , 1
998, Cancer Res., v.58, pp.743-752） 。 そ の 発 現 パ タ ー ン は 、 MAGE-A遺 伝 子 の 発 現 パ タ
ー ン と 強 く 類 似 し て い る 。 他 の 遺 伝 子 CT7（ Chenら , 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.
A., v.95, pp.6919-6923） は 、 お そ ら く 、 異 な っ た MAGE-C1対 立 遺 伝 子 を 表 す 。 MAGE-C2/C
T10は 、 Ｘ q27領 域 に 配 置 さ れ る が 、 MAGE-C1と は 対 照 的 に 、 こ の タ ン パ ク 質 は ペ プ チ ド 部
分 を 有 し て い な い 。 第 ３ 及 び 第 ４ の メ ン バ ー 、 MAGE-C3及 び MAGE-C4は 、 デ ー タ ベ ー ス 検 索
に よ っ て 同 定 さ れ て い る （ Chomezら , 2001, Cancer Res., v.61, pp.5544-5551; Lucasら
, 2000, Int. J. Cancer, v.87, pp.55-60） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 特 性 を も つ い く つ か の 非 MAGEタ ン パ ク 質 が 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の １
つ が BAGE抗 原 で あ る （ Boelら , 1995, Immunity, v.2, pp.167-175） 。 腫 瘍 サ ン プ ル に お
け る そ の 発 現 パ タ ー ン は 、 MAGE抗 原 の 発 現 パ タ ー ン と 非 常 に 類 似 し て る が 、 全 体 的 に 発 現
頻 度 が 低 い （ 黒 色 腫 に お い て ２ ２ ％ 、 膀 胱 癌 に お い て １ ５ ％ 、 乳 癌 に お い て １ ０ ％ 及 び 頭
部 及 び 頸 部 の 扁 平 上 皮 癌 に お い て ８ ％ ） 。 MAGE抗 原 に 関 し て は 、 BAGEの 発 現 は 腫 瘍 の 進 行
ス テ ー ジ と 相 関 す る 。 BAGE抗 原 は 、 CTLに よ っ て 認 識 さ れ 、 抗 原 性 の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ
が 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 GAGE-1遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ た HLA-Cw6制 限 エ ピ ト ー プ と し て 、 さ ら な る 抗 原 が
同 定 さ れ て い る （ Van den Eyndeら , 1995, J. Exp. Med., v.182, pp.689-698） 。 こ の 遺
伝 子 は 、 GAGE-1～ GAGE-8遺 伝 子 （ Chenら , 1998, J. Biol. Chem., v.273, pp.17618-1762
5; De Backerら , 1999, Cancer Res., v.59, pp.3157-3165; Van den Eyndeら , 1995, J.
 Exp. Med., v.182, pp.689-698） 、 PAGE-1～ PAGE-4遺 伝 子 （ Brinkmannら , 1998, Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A., v.95, pp.10757-10762; Chenら , 1998, J. Biol. Chem., v.2
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73, pp.17618-17625） 及 び XAGE-1～ XAGE-3遺 伝 子 （ Brinkmannら , 1999, Cancer Res., v.
59, pp.1445-1448） を 含 む 大 き い 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る
GAGEフ ァ ミ リ ー の ２ つ の 遺 伝 子 、 GAGE-1及 び GAGE-2は 、 黒 色 腫 （ ２ ４ ％ ） 、 肉 腫 （ ２ ５ ％
） 、 非 小 細 胞 肺 癌 （ １ ９ ％ ） 、 頭 部 及 び 頸 部 腫 瘍 （ １ ９ ％ ） 及 び 膀 胱 癌 （ １ ２ ％ ） の 顕 著
な 割 合 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 最 近 で は 、 SEREX（ ヒ ト 腫 瘍 の 組 み 換 え cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 血 清 学 的 発 現 ( ological 
pression)ク ロ ー ニ ン グ ） 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 い く つ か の Ｃ Ｔ 抗 原 が 同 定 さ れ

て い る （ Sahinら , 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., v.92, pp.11810-11813） 。 そ
の 内 の １ つ 、 CTAG遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ た NY-ESO-1（ Chenら , 1997, Cytogenet. C
ell Genet., v.79, pp.237-240） は 、 他 の タ イ プ の 腫 瘍 の 割 合 と 同 様 に （ た だ し 、 １ １ 個
の 培 養 し た 黒 色 腫 細 胞 株 で は ２ 個 に す ぎ な い ） 、 ６ ７ 個 の 黒 色 腫 試 料 の ２ ３ 個 、 ３ ３ 個 の
乳 癌 試 料 の １ ０ 個 、 １ ６ 個 の 前 立 腺 癌 試 料 の ４ 個 、 ５ 個 の 膀 胱 癌 試 料 の ４ 個 に お い て 発 現
さ れ る （ Chenら , 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., v.94, pp.1914-1918） 。 黒 色
腫 の 患 者 で は 、 HLA-2に よ っ て CTL応 答 が 制 限 さ れ 、 黒 色 腫 特 異 的 CTL系 に よ っ て 認 識 さ れ
た ３ つ の ペ プ チ ド が 同 定 さ れ て い る 。 こ の 抗 原 は 、 一 人 の 黒 色 腫 の 患 者 に お い て 、 HLA-A3
1制 限 CTL応 答 を 誘 導 す る こ と が 見 出 さ れ て い る （ Wangら , 1998, J. Immunol., v.161, pp
.3596-3606） 。 さ ら に 、 CD4+Ｔ リ ン パ 球 に よ る MHCク ラ ス IIの 制 限 が 、 ３ つ の ペ プ チ ド エ
ピ ト ー プ の 同 定 と 共 に 開 示 さ れ て い る （ Jagerら , 2000, J. Exp. Med., v.191, pp.625-6
30） 。 最 近 に な っ て 、 CTAGと 同 族 の 遺 伝 子 が 開 示 さ れ た 。 こ の 遺 伝 子 、 LAGE-1（ Letheら ,
 1998, Int. J. Cancer, v.76, pp.903-908） は 、 NY-ESO-1に 類 似 す る 異 な っ た 腫 瘍 に お
い て 分 布 を 有 す る 。 両 遺 伝 子 は 、 MAGE遺 伝 子 に 似 て 、 Ｘ ク ロ モ ソ ー ム の p2８ バ ン ド に 配 置
さ れ る （ Letheら , 1998, Int. J. Cancer, v.76, pp.903-908） 。 NY-ESO-1は 、 こ れ ま で
に 同 定 さ れ た 最 も 免 疫 原 性 の 腫 瘍 抗 原 の １ つ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 他 の 具 体 例 で は 、 癌 ／ 精 巣 抗 原 は 、 MAGE-A、 MAGE-B、 MAGE-C、 GAGE、
LAGE、 SSXサ ブ フ ァ ミ リ ー か ら 選 ば れ る 抗 原 を 包 含 し て な る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 特 別 な 具 体 例 で は 、 Ｃ Ｔ 抗 原 は 、 MAGE-A1、 MAGE-A2、 MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A5、 MAG
E-A6、 MAGE-A8、 MAGE-A9、 MAGE-A10、 MAGE-A11、 MAGE-A12、 MAGE-B1、 MAGE-B2、 MAGE-B3
、 MAGE-B4、 MAGE-B5、 MAGE-B6、 MAGE-B10、 MAGE-B16、 MAGE-B17、 MAGE-C1、 MAGE-C2、 MAG
E-C3、 MAGE-C4、 BAGE、 GAGE-1、 GAGE-2、 GAGE-3、 GAGE-4、 GAGE-5、 GAGE-6、 GAGE-7、 GAG
E-8、 NY-ESO-1、 LAGE、 PAGE-1、 PAGE-2、 PAGE-3、 PAGE-4、 XAGE-1、 XAGE-2、 XAGE-3、 SSX
-1、 SSX-2、 SSX-3、 SSX-4、 SSX-5か ら 選 ば れ る 抗 原 を 包 含 し て な る 。 ま た 、 他 の 特 別 な 具
体 例 で は 、 Ｃ Ｔ 抗 原 は 、 SCP-1、 TSP-50、 TRAG-3、 SAGE、 IL-13Rα 、 CTp11か ら 選 ば れ る 抗
原 を 包 含 し て な る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 さ ら に 他 の 特 別 な 具 体 例 で は 、 Ｃ Ｔ 抗 原 は 、 MAGE-A1、 MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A6、 MA
GE-A10、 MAGE-A12及 び NY-ESO-1か ら 選 ば れ る 抗 原 を 包 含 し て な る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 上 記 抗 原 は 、 本 発 明 の 内 容 に と っ て 特 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 抗 原 を 代 表 す る も の で
あ る が 、 様 々 な 癌 ／ 精 巣 抗 原 、 詳 し く は 、 少 な く と も ５ つ 、 さ ら に 詳 し く は 、 少 な く と も
６ つ 、 特 に 詳 し く は 、 少 な く と も ７ つ の Ｃ Ｔ 抗 原 が 使 用 さ れ る 限 り 、 特 に 記 載 し て い な い
他 の 抗 原 も 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 具 体 例 は 、 上 記 組 成 物 の 、 癌 治 療 の た め の 免 疫 療 法 用 ワ ク チ ン と し て
の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 黒 色 腫 細 胞 基 材 組 成 物 又 は ワ ク チ ン を 使 用 す る １ つ の 条 件 は 、 宿 主 に 、 病 気 が 進 行 し た
ス テ ー ジ の 悪 性 腫 瘍 が 存 在 す る こ と で あ る 。 他 の 条 件 は 原 発 腫 瘍 の 存 在 で あ り 、 こ の 場 合
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、 Ｃ Ｔ 抗 原 の グ ル ー プ は 、 主 と し て 転 移 部 に お い て 発 現 さ れ る た め 、 治 療 の 目 的 は 、 原 発
腫 瘍 の 排 除 を 誘 導 す る こ と だ け で な く 、 転 移 の 発 生 を 防 止 す る こ と に あ る 。 さ ら に 他 の 条
件 は 、 他 の 手 段 （ 外 科 的 、 放 射 線 治 療 ） に よ る 原 発 腫 瘍 及 び 転 移 腫 瘍 の 除 去 で あ り 、 こ の
場 合 、 治 療 の 目 的 は 、 腫 瘍 の 再 発 の 防 止 に あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 い く つ か の Ｃ Ｔ 抗 原 を 発 現 す る 腫 瘍 は 、 Ｃ Ｔ 抗 原 を 持 た な い 又 は た だ １ つ の Ｃ Ｔ 抗 原 を
持 つ 腫 瘍 よ り も 、 生 長 に お い て 拒 絶 又 は 制 限 さ れ る 機 会 が 多 い 。 従 っ て 、 腫 瘍 の バ イ オ プ
シ ー に お け る Ｃ Ｔ 抗 原 の 発 現 の 測 定 は 、 万 能 な 黒 色 腫 細 胞 基 材 ワ ク チ ン の 使 用 の 有 効 性 を
予 測 す る こ と に と っ て は 重 要 で あ る 。
　
【 ０ １ ０ ３ 】
　 以 下 に お い て 、 い く つ か の 具 体 例 に よ っ て 、 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る が 、 こ れ ら の 具 体
例 は 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ０ ４ 】
　
　 長 期 の 病 気 を 持 た な い 期 間 を 有 す る 患 者 か ら 、 DDM-1黒 色 腫 細 胞 株 を 得 た 。 DDM-1黒 色 腫
細 胞 を ク ロ ー ン 化 し 、 ８ つ の ク ロ ー ン を 選 別 し 、 チ ロ シ ナ ー ゼ の 発 現 に 関 し て 陰 性 で あ る
こ と を 確 認 し た 。 チ ロ シ ナ ー ゼ は 、 公 知 の メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 の １ つ で あ る 。 こ れ ら の
ク ロ ー ン （ DDM-1.5、 DDM-1.6、 DDM-1.7、 DDM-1.10、 DDM-1.11、 DDM-1.13、 DDM-1.24及 び D
DM-1.25） を 、 さ ら に 、 ２ つ の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト な メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 、 gp100及 び Mela
n A/MART-1の 発 現 に つ い て テ ス ト し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 黒 色 腫 細 胞 を 、 規 定 通 り に 、 T75組 織 培 養 フ ラ ス コ （ Nunc） に お い て 、 ウ シ 胎 仔 血 清 １
０ ％ を 補 充 し た RPMI 1640培 地 （ BioWhittaker） ２ ０ ml中 で 培 養 し た 。 黒 色 腫 細 胞 溶 解 物
を 負 荷 し た 樹 状 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 の 誘 導 に 関 す る 実 験 で の 使 用 の た め 、 細 胞 増 殖 を 、
２ ％ ヒ ト 血 清 （ HuS） を 含 有 す る 培 地 に 適 合 さ せ た 。 培 養 フ ラ ス コ か ら 培 地 を 除 去 し 、 0.0
2％ EDTAの Ca, Mgフ リ ー PBS（ BioWhittaker） 溶 液 ５ mlを 添 加 し 、 CO 2 -イ ン キ ュ ベ ー タ ー に
お い て １ ０ ～ ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBS １ ０ mlを 添 加 し 、 分 離 し た 細 胞 を 遠 心 分 離
管 に 移 す こ と に よ っ て 細 胞 を 採 取 し た 。 200ｇ に て ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 上 澄 み 液 を 廃
棄 し 、 ペ レ ッ ト を 培 養 培 地 に 再 度 懸 濁 化 し 、 細 胞 を 計 数 し 、 細 胞 １ .５ × １ ０ 6 個 を 、 T75
フ ラ ス コ 内 の 培 養 培 地 ２ ０ ml中 に 入 れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 gp100及 び Melan A/MART-1抗 原 の 発 現 を 、 こ れ ら 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ
ン パ 球 （ CTL） ク ロ ー ン に よ っ て 誘 導 さ れ る 溶 解 に 対 す る 黒 色 腫 細 胞 の 感 受 性 を 測 定 す る
こ と に よ っ て テ ス ト し た 。 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の CTLク ロ ー ン の 特 性 に つ い て は 、 既 に 開
示 し て い る （ Kirkinら , 1999, Cancer Immunol. Immunother., v.48, pp.239-246） 。 そ
の 全 内 容 を 、 参 考 と し て 、 本 発 明 に 含 め る 。 上 記 の 如 く し て 黒 色 腫 細 胞 を 採 取 し 、 培 養 培
地 に 再 度 懸 濁 化 し 、 計 数 し 、 各 ク ロ ー ン の 細 胞 ０ .５ × １ ０ 6 個 を 、 １ １ mlの 円 錐 管 （ Nunc
） に 移 し た 。 細 胞 を 200ｇ に て ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み 液 を 廃 棄 し 、 ペ レ ッ ト を 培 養 培
地 ０ .１ mlに 再 度 懸 濁 化 し た 。 Na 2 CrO 4 溶 液 （ ０ .１ mCi, Amersham） ０ .１ mlを 添 加 し 、 細
胞 を 水 浴 に お い て ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 RPMI 1640に て ３ 回 洗 浄 し た 後
、 タ ー ゲ ッ ト を 、 １ ０ ％ FCSを 含 む RPMI 1640中 に お い て 細 胞 濃 度 ５ × １ ０ 4 個 ／ mlに 調 整
し た 。 細 胞 傷 害 性 リ ン パ 球 を 、 細 胞 濃 度 ５ × １ ０ 5 個 ／ mlで 使 用 し た 。 CTL及 び タ ー ゲ ッ ト
黒 色 腫 細 胞 を 、 96Ｕ 字 型 底 部 ミ ク ロ 滴 定 プ レ ー ト に 、 ３ 個 １ 組 で 、 100μ lの ア リ コ ー ト に
播 種 し 、 200ｇ に て ２ 分 間 遠 心 分 離 し 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 中 、 ３ ７ ℃ に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 ４ 時 間 後 、 プ レ ー ト を 250ｇ に て ３ 分 間 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み 液 100μ lを 採 取 し 、 放 射 能
を 測 定 し た （ Cobra 5005, Packard Instrument, 米 国 コ ネ チ カ ッ ト 州 メ リ デ ン ） 。 特 異 的
な 溶 解 を 、 標 準 式 に 従 っ て 算 定 し た 。 １ つ の 代 表 的 な 実 験 の 結 果 を 表 １ に 示 す 。 こ れ ら の
結 果 か ら 、 調 査 し た 黒 色 腫 ク ロ ー ン の わ ず か に ２ つ 、 す な わ ち DDM-1.7及 び DDM-1.13が 、 C
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TLに よ る 溶 解 作 用 に 対 し て 完 全 な 抵 抗 性 で あ る こ と が 判 明 し 、 こ れ は 、 こ れ ら の 黒 色 腫 ク
ロ ー ン に お け る メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 の 発 現 の 喪 失 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 抗 原 発 現 の 喪 失 に 関 す る さ ら な る 証 拠 を 得 る た め 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る
RNAの 発 現 の 分 析 を 、 RT-PCR分 析 に よ っ て 行 っ た 。 細 胞 ２ × １ ０ 6 個 を 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み
液 を 廃 棄 し 、 ペ レ ッ ト を Cell Lysis Solution（ Purescript(登 録 商 標 ) RNA単 離 キ ッ ト , G
entra） ０ .３ mlに 溶 解 し た 。 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て RNAを 単 離 し 、 溶 解 溶 液 に 100％ イ ソ
プ ロ パ ノ ー ル ２ 容 を 添 加 す る こ と に よ っ て 沈 殿 さ せ 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル に て 洗 浄 し 、 RNA
ア ー ゼ を 含 ま な い 蒸 留 水 １ ０ μ lに て 再 度 水 和 し た 。 単 離 し た RNAを 、 DNAア ー ゼ に よ っ て
処 理 し て 、 調 製 物 中 の 微 量 の DNAも 破 壊 し た 。 こ の 目 的 の た め 、 DNA-free（ 商 標 名 ） キ ッ
ト （ Ambion） か ら の 試 薬 を 使 用 し た 。 サ ン プ ル に 、 10xDNAア ー ゼ 緩 衝 剤 １ μ l及 び DNAア ー
ゼ （ ２ 単 位 ） １ μ lを 添 加 し 、 混 合 物 を ３ ７ ℃ に お い て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 DNAア
ー ゼ 不 活 性 化 試 薬 １ .２ μ lの 添 加 に よ っ て 反 応 を 停 止 し た 。 cDNA分 析 を 、 RNA１ ０ μ lを 使
用 し て 、 総 容 量 ２ ０ μ lで の 逆 転 写 に よ っ て 実 施 し た 。 こ の 目 的 の た め 、 オ リ ゴ (dT)（ Gib
co BRL） に て 感 作 さ れ た Super Script II RTを 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 使 用 し た
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 ４ ２ ℃ に お い て ３ ０ 分 間 、 続 い て 、 ４ ５ ℃ に お い て ３ ０ 分 間 及
び ７ ２ ℃ に お い て ２ 分 間 行 っ た 。 1xPCR緩 衝 剤 中 に 、 次 の 物 質 ： ５ ０ mM KCl、 １ ０ mM Tris
/HCl(ｐ Ｈ ９ .０ )、 １ .５ mM MgCl 2 、 ０ .２ mMク レ ゾ ー ル 、 １ ２ ％ シ ョ 糖 、 0.005％ ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン 、 各 プ ラ イ マ ー ２ ５ ピ コ モ ル 、 dNTPs（ Pharmacia LKB） ４ ０ μ M及 び AmpliTaq
ポ リ メ ラ ー ゼ （ Perkin-Elmer） 1.25Ｕ （ １ μ l） を 含 有 す る PCR増 幅 に お い て 、 cDNA１ μ l
を 使 用 し た 。 増 幅 生 成 物 が 同 じ 反 応 条 件 下 に お い て 効 果 的 に 蓄 積 さ れ 、 こ れ に よ っ て 、 同
時 に 行 っ た 反 応 に お い て 、 選 択 し た 各 種 の 抗 原 の 腫 瘍 細 胞 に お け る 発 現 を 比 較 す る こ と が
可 能 に な る よ う に 、 プ ラ イ マ ー を 選 択 し た 。 こ れ ら の 実 験 及 び 後 述 の 実 験 に お い て 使 用 し
た プ ラ イ マ ー の 配 列 を 表 ２ に 示 す 。 全 て の 反 応 に お い て 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ 及 び dNTPsを 、
第 １ サ イ ク ル の 変 性 及 び ア ニ ー リ ン グ 工 程 の 間 の ８ ０ ℃ 工 程 で 添 加 す る 「 ホ ッ ト ス タ ー ト
」 法 を 使 用 し た 。 増 幅 に お い て 使 用 し た パ ラ メ ー タ ー は 、 ３ ０ ～ ３ ８ サ イ ク ル （ ９ ４ ℃ で
３ ０ 秒 間 、 ６ ０ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 及 び ７ ２ ℃ で ４ ０ 秒 間 ） 、 続 く 、 ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 及 び ４
℃ へ の 冷 却 で あ る 。 増 幅 を 、 Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9600に て 実 施 し た 。 陰 性
の コ ン ト ロ ー ル は 、 cDNAの 代 わ り に 水 の ア リ コ ー ト を 含 有 す る 。 こ の 身 近 な 遺 伝 子 に 関 連
す る 抗 原 の 発 現 率 の 見 込 み を 得 る た め と 共 に 、 反 応 用 の 陽 性 の コ ン ト ロ ー ル と し て GAPDH
を 増 幅 し た 。 サ イ ク ル の 回 数 の 増 加 に 連 れ て 、 少 な く と も ２ 回 、 マ イ ナ ス の 結 果 が 繰 り 返
さ れ た 。 増 幅 の 生 成 物 を 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 介 す る 100Ｖ で の 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離
し 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム に て 染 色 し 、 Ｕ Ｖ 照 明 下 に て 視 覚 化 し 、 イ メ ー ジ 記 録 シ ス テ ム に て 記
録 し た 。 半 定 量 RT-OCRを 行 う 際 に は 、 サ イ ク ル の 回 数 を ２ ２ に 減 ら し 、 こ れ に よ っ て 、 増
幅 の サ イ ク ル 数 に よ る 選 択 し た 配 列 の 量 に お け る 線 状 の 増 大 を 確 実 に し た 。 cDNAテ ン プ レ
ー ト の ３ 又 は ５ 倍 稀 釈 を 使 用 し て PCR反 応 を 行 っ た 。 電 気 泳 動 分 離 後 の 得 ら れ た 生 成 物 の
バ ン ド の 強 さ を 、 イ メ ー ジ 分 析 に よ っ て 分 析 し 、 同 じ テ ン プ レ ー ト を 使 用 し 、 同 じ 稀 釈 率
で 得 ら れ た GAPDHs生 成 物 の 強 さ を 正 規 化 し 、 対 応 す る RNAト ラ ン ス ク リ プ ト の レ ベ ル を 、
異 な る 細 胞 株 に お い て 比 較 し た 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ８ 】
　 図 ２ に 示 し た ３ つ の 黒 色 腫 細 胞 ク ロ ー ン 、 DDM-1.7、 DDM-1.13及 び DDM-1.29に お け る メ
ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 gp100及 び MART-1の 発 現 の 測 定 結 果 は 、 明 ら か に 、 １ ０ ％ FCS中 で 生 育
し た 黒 色 腫 細 胞 ク ロ ー ン DDM-1.7及 び DDM-1.13に お け る RNAト ラ ン ス ク リ プ ト の レ ベ ル が 、
DDM-1.29に お け る よ り も か な り 低 い こ と 、 及 び 、 対 応 す る 生 成 物 の バ ン ド の 強 さ が 、 cDNA
テ ン プ レ ー ト の 連 続 稀 釈 に 連 れ て 、 DDM-1.29と 比 べ て 、 DDM-1.7及 び DDM-1.13に 関 し て 、
か な り 急 激 に 減 衰 し て い る こ と を 示 し て い る 。 半 定 量 RT-PCRに 従 い 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ GA
PDHの 転 写 レ ベ ル に よ る デ ー タ の 正 規 化 後 で は 、 DDM-1.7、 DDM-1.13に お け る メ ラ ノ サ イ ト
抗 原 の RNAト ラ ン ス ク リ プ ト の レ ベ ル は 、 DDM-1.29に お け る 対 応 す る レ ベ ル の １ ％ 未 満 で
あ っ た 。 ２ ％ ヒ ト 血 清 中 で の 生 育 に 細 胞 を 適 合 し た 後 で は 、 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 の 発 現
に お け る わ ず か な 増 加 （ 図 示 し て い な い ） が 、 RT-PCRに よ っ て 見 ら れ た （ た だ し 、 DDM-1.
29に お け る 対 応 す る レ ベ ル の １ ％ を 超 え な い ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ２ ％ ヒ ト 血 清 中 で の 生 育 に 適 合 し た 細 胞 に お け る gp100の 発 現 に つ い て も 、 免 疫 染 色 に
よ っ て 調 査 し た 。 こ の た め 、 ペ ト リ 皿 内 に 置 い た ガ ラ ス カ バ ー ス リ ッ プ に お い て 、 細 胞 を
培 養 し た 。 冷 た い PBSに て リ ン ス し た 後 、 細 胞 を 、 メ タ ノ ー ル － ア セ ト ン （ １ ： １ ） の 氷
冷 混 合 物 に て １ ５ 分 間 固 定 し た 。 乾 燥 後 、 カ バ ー ス リ ッ プ を PBS内 で １ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
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ト し 、 第 １ 抗 体 と し て 、 抗 体 HMB45及 び HMB50の 抗 体 混 合 物 （ NeoMarkers） 、 第 ２ 抗 体 と し
て 、 ビ オ チ ン 化 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス Ig抗 体 （ Amersham） 、 及 び 、 第 ３ 抗 体 と し て 、 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン -Texas red（ Amersham） を 使 用 し て 、 当 分 野 で 公 知 の 標 準 法 に 従 っ て 染 色 し た 。
図 ３ か ら 見 ら れ る よ う に 、 DDM-1.29細 胞 に お い て 検 知 さ れ る 強 力 な 染 色 と 比 べ て 、 DDM-1.
7細 胞 に お い て は 染 色 は 認 め ら れ な い 。 多 量 の 細 胞 の 視 覚 化 は 、 細 胞 の 非 常 に 少 量 （ １ ％
未 満 ） が 、 DDM-1.7培 養 物 に お い て 陽 性 で あ る こ と （ 図 示 し て い な い ） を 示 し て い る 。 同
じ 条 件 下 で 生 育 し た DDM-1.13に お い て 、 細 胞 の 約 １ ％ が gp100に つ い て 明 確 に 染 色 さ れ た
（ 図 示 し て い な い ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 MAGE-A及 び NY-ESO-1抗 原 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る た め 、 こ れ ら の 抗 原 の た め の プ ラ イ マ
ー を 使 用 し て RT-PCR反 応 を 行 っ た （ プ ラ イ マ ー の 配 列 を 表 ２ に 示 す ） 。 MAGE-A1、 MAGE-A3
、 MAGE-A4、 MAGE-A6、 MAGE-A10、 MAGE-A12及 び NY-ESO-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る mRNAの
発 現 の 比 較 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 DDM-1.29は 、 テ ス ト し た 全 て の 抗 原 を 発 現 す る が 、 DDM-1.
7及 び DDM-1.13は 、 こ れ ら の 内 の ４ ～ ５ 個 の み を 発 現 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 Ｃ Ｔ 抗 原 の 発 現 は 、 DNA脱 メ チ ル 化 剤 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン に て 細 胞 を 処 理 す る
こ と に よ っ て up-regulateさ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 MAGE-A及 び NY-ESO-1タ ン パ ク 質 の
発 現 が 、 DDM-1.13黒 色 腫 細 胞 ク ロ ー ン に お い て 、 こ の よ う な 処 理 に よ っ て up-regulateさ
れ る か 否 か を テ ス ト し た 。 T25培 養 フ ラ ス コ に お い て 細 胞 を 播 種 し 、 ２ ４ 時 間 後 、 5-ア ザ -
2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン を 最 終 濃 度 １ μ Mで 添 加 し た 。 細 胞 を ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い
で 、 培 地 を 交 換 し 、 さ ら に ２ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 上 記 の よ う に し て 細 胞 を 採 取 し
た 。 上 記 の よ う に し て 抗 原 の 発 現 の 測 定 を 行 っ た と こ ろ 、 結 果 （ 図 ５ に 示 す ） は 、 5-ア ザ
-2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン に よ る 細 胞 の 処 理 後 で は 、 テ ス ト し た 全 て の Ｃ Ｔ 抗 原 に 関 し て 発 現
が 増 大 し た こ と を 示 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ １ ２ 】
　
　 樹 状 細 胞 の ユ ニ ー ク な 特 性 は 、 こ れ ら が 、 CD8+CTLに よ る 認 識 に 関 し て 外 来 タ ン パ ク 質
を 提 示 で き る こ と で あ る 。 外 来 タ ン パ ク 質 を 取 り 込 む 最 大 能 力 は 、 Ｄ Ｃ 分 化 の 未 成 熟 ス テ
ー ジ と 関 連 す る 。 し か し 、 Ｄ Ｃ の 食 細 胞 活 性 と 、 こ れ ら の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な CTLに よ
る 認 識 に 関 す る 取 り 込 ま れ た 抗 原 を 提 示 す る 能 力 と の 間 の 直 接 的 な 関 連 性 に 関 す る デ ー タ
は 存 在 し な い 。 従 っ て 、 ａ ） 外 来 タ ン パ ク 質 を 取 り 込 む 高 い 能 力 を も つ 未 成 熟 樹 状 細 胞 の
生 産 を 最 適 化 す る こ と 及 び ｂ ） 樹 状 細 胞 の 食 細 胞 活 性 と 、 外 因 的 に 添 加 さ れ た 黒 色 腫 溶 解
物 か ら 抗 原 を 提 示 す る 能 力 と の 間 の 相 関 関 係 を 示 す こ と を 目 標 と し て 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 第 １ セ ッ ト の 実 験 で は 、 リ ン フ ォ カ イ ン の 添 加 及 び TGF-β 1の 使 用 の 時 期 を 変 更 す る こ
と に よ っ て 、 食 作 用 を 示 す 樹 状 細 胞 の 生 産 を 最 適 化 し た （ こ の 実 験 は 、 末 梢 血 の 単 球 か ら
の 樹 状 細 胞 の 生 産 を 改 善 す る た め に 示 さ れ た も の で あ る ： Yangら , 1999, J. Immunol., v
.163, pp.1737-1741） 。 樹 状 細 胞 は 、 代 表 的 に は 、 ヘ パ リ ン ２ ５ IU/mlを 含 有 す る HLA-A2-
陽 性 の ド ナ ー の 末 梢 血 ５ ０ mlか ら 生 産 さ れ た 。 血 液 を 、 Ca, Mgフ リ ー の PBS（ 以 下 、 PBSと
表 示 す る ） 12.5mlを 収 容 す る ２ つ の 管 （ ５ ０ ml） に 分 け 、 Lymphoprep（ ２ つ の ５ ０ ml管 に
12.5ml導 入 ） に 負 荷 し た 。 遠 心 分 離 （ 800ｇ , ２ ５ 分 ） 後 、 上 層 １ ０ mlを 注 射 器 に て 採 取
し 、 ０ .２ μ mの フ ィ ル タ ー を 通 過 さ せ 、 血 漿 源 と し て 使 用 し た 。 界 面 層 か ら 単 核 細 胞 を 採
取 し 、 PBSに て 少 な く と も ２ 倍 に 希 釈 し 、 ６ 回 遠 心 分 離 し た （ 初 め に 、 650ｇ に て １ ０ 分 間
、 つ い で 、 450ｇ に て ７ 分 間 、 そ の 後 、 250ｇ に お い て ５ 分 間 ） 。 各 遠 心 分 離 後 、 上 澄 み 液
を 廃 棄 し 、 ペ レ ッ ト を 、 細 胞 の 凝 集 が 完 全 に 消 失 す る ま で 、 PBS５ ml中 に 再 度 懸 濁 化 さ せ
た 。 管 の 頂 部 ま で 充 満 さ せ る よ う に 新 鮮 な PBSを 添 加 し 、 遠 心 分 離 を 繰 り 返 し た 。 最 後 の
遠 心 分 離 後 、 ペ レ ッ ト を 接 着 培 地 （ 血 漿 ２ ％ を 添 加 し た RPMI 1640培 地 で な る ） ５ ml中 に
再 度 懸 濁 化 さ せ 、 計 数 後 、 細 胞 濃 度 を ５ × １ ０ 6 個 ／ mlに 調 整 し た 。 細 胞 懸 濁 液 ３ mlを 、
６ 穴 プ レ ー ト （ Falcon, 非 Ｔ Ｃ 処 理 ） の 合 計 ４ つ の 穴 に 入 れ 、 CO 2 -イ ン キ ュ ベ ー タ ー に お
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い て １ .５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 非 付 着 細 胞 を 集 め 、
付 着 細 胞 の 単 層 を 、 温 か い RPMI 1640培 地 及 び 培 養 培 地 （ 血 漿 １ ％ を 添 加 し た RPMI培 地 で
な る ： DC培 地 ） ３ mlに て ２ 回 洗 浄 し た 。 ２ つ の 穴 （ 培 養 物 １ 及 び ３ ） に 、 組 み 換 え ヒ ト GM
-CSF及 び IL-4を 濃 度 1000U/mlで 添 加 し た 。 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ２ つ の 穴 （ 培
養 物 ２ 及 び ４ ） に 培 地 を 完 全 に 充 填 し た 。 こ の た め 、 培 地 を １ つ の 遠 心 分 離 管 に 集 め 、 各
穴 に 、 予 め 加 温 し た 新 た な Ｄ Ｃ 培 地 ２ .５ mlを 添 加 し た 。 集 め た 細 胞 を 遠 沈 し （ 250ｇ , ５
分 間 ） 、 上 澄 み 液 を 廃 棄 し 、 ペ レ ッ ト を 、 予 め 加 温 し た Ｄ Ｃ 培 地 １ ml中 に 再 度 懸 濁 化 し 、
細 胞 懸 濁 液 ０ .５ mlを 培 養 物 ２ 及 び ４ に 戻 し た 。 培 養 物 ３ 及 び ４ に は 、 TGF-β １ を 最 終 濃
度 100ng/mlで 添 加 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 さ ら に ５ 日 後 、 生 産 さ れ た 樹 状 細 胞 の 食 細 胞 活 性 を 測 定 し た 。 １ ０ ％ FCS（ ウ シ 胎 仔 血
清 ） を 含 有 す る RPMI 1640培 地 を 、 遠 心 分 離 管 と 共 に 、 平 底 非 TC処 理 ９ ６ 穴 プ レ ー ト （ Fal
con） に ３ ０ ～ ６ ０ 分 間 置 い た 。 各 Ｄ Ｃ 培 地 の ０ .５ mlを 、 前 処 理 し た 遠 心 分 離 管 に 移 し 、
遠 心 分 離 （ 200ｇ , ５ 分 間 ） 後 、 上 澄 み 液 を 廃 棄 し 、 ペ レ ッ ト を Ｄ Ｃ 培 地 ０ .５ ml中 に 再 度
懸 濁 化 し た 。 ９ ６ 穴 プ レ ー ト の 穴 か ら 培 地 を 除 去 し 、 各 タ イ プ の 培 養 物 に つ き ２ つ の 穴 と
し て 、 各 細 胞 懸 濁 液 ０ .２ mlを 穴 に 添 加 し た 。 各 管 に 、 FluoSpheresの ス ト ッ ク 溶 液 １ ０ μ
lを 添 加 し 、 プ レ ー ト を CO 2 -イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 入 れ た 。 ４ 時 間 後 、 培 養 物 を 、 上 記 の 如
く 前 処 理 し た 遠 心 分 離 管 に 入 れ 、 200ｇ 、 ５ 分 間 で の 遠 心 分 離 に よ っ て 、 １ ０ ％ FCSを 含 有
す る RPMI 1640中 で ２ 回 洗 浄 し た 後 、 ペ レ ッ ト を RPMI培 地 ２ ５ μ l中 に 再 度 懸 濁 化 し た 。 管
を 氷 の 中 に 入 れ た 。 細 胞 懸 濁 液 ５ μ lを 、 顕 微 鏡 の ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 置 き 、 ス ラ イ ド を
、 湿 潤 チ ャ ン バ ー （ 通 常 、 湿 ら せ た 紙 を 収 容 す る 大 型 の ペ ト リ 皿 を 使 用 す る ） に 入 れ 、 CO

2 -イ ン キ ュ ベ ー タ ー に お い て １ ０ ～ １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 細 胞 懸 濁 液 １
滴 を １ ３ mmの ガ ラ ス カ バ ー ス リ ッ プ に て 覆 い 、 蛍 光 顕 微 鏡 に て 細 胞 を 観 察 し た 。 デ ジ タ ル
カ メ ラ Leica DC100を 使 用 し て 、 像 を コ ン ピ ュ ー タ ー に 移 し 、 bitmapフ ァ イ ル と し て 保 存
し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 調 査 し た 条 件 下 で 生 産 さ れ た 樹 状 細 胞 の 食 細 胞 活 性 の 測 定 に 関 す る １ つ の 実 験 結 果 を 図
６ に 示 す 。 培 養 を 開 始 し た 日 に お け る 、 全 培 地 の 交 換 を 伴 う GM-CSF及 び IL-4の 添 加 は 、 培
養 の 開 始 時 か ら GM-CSF及 び IL-4が 添 加 さ れ る 培 養 と 比 べ て 明 ら か に 有 利 で あ る こ と が 明 確
に 認 め ら れ る 。 腫 瘍 細 胞 溶 解 物 と 組 み 合 わ さ れ て 免 疫 付 与 に お い て 使 用 さ れ る 樹 状 細 胞 の
確 立 を 開 示 す る 論 文 の 多 く で は 、 培 養 の 開 始 時 か ら リ ン フ ォ カ イ ン が 添 加 さ れ て い る （ 例
え ば 、 Chakrabortyら , 1998, Cancer Immnol. Immunother., v.47, pp.58-64; Nestleら ,
 1998, Nature Med., v.4, pp.328-332参 照 ） 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 図 ６ に 示 す 結 果 は 、 TGF-β 1（ 樹 状 細 胞 の 生 産 の 間 に お け る 追 加 の リ ン フ ォ カ イ ン と し
て 使 用 さ れ て い る ； Yangら , 1999, J. Immunol., v.163, pp.1737-1741） は 、 樹 状 細 胞 の
食 細 胞 活 性 に つ い て 増 大 作 用 を 持 た ず 、 実 際 に は 、 多 く の 実 験 に お い て 食 細 胞 活 性 を 低 下
さ せ た （ 図 示 し て い な い ） こ と も 示 す 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 外 因 的 に 添 加 さ れ た タ ン パ ク 質 か ら 抗 原 性 ペ プ チ ド を 提 示 す る 能 力 を 、 DDM-1.29細 胞 の
溶 解 物 を 負 荷 し た 樹 状 細 胞 の 認 識 モ デ ル （ 発 明 者 ら に よ っ て 確 立 さ れ （ Kirkinら , 1999, 
Canceer Immunol. Immunother., v.48, pp.239-246） 、 実 施 例 １ に お い て 、 分 化 黒 色 腫 細
胞 ク ロ ー ン に お け る 抗 原 の 発 現 の 検 出 に 関 し て 使 用 さ れ て い る gp100特 異 的 CTLに よ る 、 メ
ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 gp100の 高 い 発 現 レ ベ ル を 有 す る ） を 使 用 し て 調 査 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 上 記 の よ う に し て 、 DDM-1.29細 胞 の 溶 解 物 を 調 製 し た 。 黒 色 腫 細 胞 を 、 実 施 例 １ に 記 載
し た よ う に 培 養 し 、 PBSに て ２ 回 洗 浄 し 、 RPMI 1640培 地 （ Gibco） 中 に 細 胞 １ ０ 7 個 ／ mlで
再 度 懸 濁 化 し た 。 細 胞 を 、 凍 結 （ 液 体 窒 素 ） － 解 凍 の ５ サ イ ク ル に 供 し 、 超 音 波 浴 （ Meta
son 200, Stuer） に て １ ５ 分 間 超 音 波 分 解 し 、 つ い で 、 初 め に 800ｇ 、 ４ ℃ に て １ ５ 分 間
、 つ い で 、 13000ｇ 、 ４ ℃ に て ６ ０ 分 間 で 遠 沈 し た 。 上 澄 み 液 を 集 め 、 ０ .２ μ mフ ィ ル タ
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ー を 介 し て 濾 過 し 、 タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 、 BCA（ bicinchoninic acid） タ ン パ ク 質 ア ッ セ
イ 試 薬 （ Pierce） を 使 用 し 、 こ の 試 薬 の 製 造 者 に よ っ て 指 示 さ れ た 方 法 に 従 っ て 測 定 し た
。 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 、 ３ .５ ～ ５ mg/mlの 範 囲 で あ っ た 。 上 澄 み 液 の ア リ コ ー ト を 、 － ８
０ ℃ に て 凍 結 し て 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 樹 状 細 胞 に 腫 瘍 溶 解 物 を 負 荷 す る た め 、 各 種 の 樹 状 細 胞 培 養 物 を 遠 心 分 離 管 に 移 し 、 遠
沈 し 、 上 澄 み 液 を 廃 棄 し た 後 、 ペ レ ッ ト を DC培 地 ２ ml中 に 再 度 懸 濁 化 し 、 細 胞 を 計 数 し 、
細 胞 懸 濁 液 を 希 釈 し て 、 細 胞 ５ × １ ０ 5 個 ／ mlと し た 。 細 胞 懸 濁 液 １ .８ mlを 、 Falcon非 TC
処 理 ２ ４ 穴 プ レ ー ト の 穴 に 入 れ 、 腫 瘍 溶 解 物 ０ .２ mlを 、 GM-CSF及 び IL-4（ そ れ ぞ れ 、 100
0 U/ml） と 共 に 添 加 し た 。 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 TNF-α ２ ０ ng/mlを 添 加 し た
。 さ ら に ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 培 養 物 を ピ ペ ッ ト に よ っ て 採 取 し 、 前 処 理
し た 遠 心 分 離 管 に 移 し 、 200ｇ に て ５ 分 間 遠 沈 し 、 上 澄 み 液 を 廃 棄 し 、 ペ ッ レ ト を Ｄ Ｃ 培
地 ２ ml中 に 再 度 懸 濁 化 し た 。 計 数 し た 後 、 細 胞 懸 濁 液 を 希 釈 し て 、 細 胞 ３ × １ ０ 5 個 ／ ml
と し 、 細 胞 懸 濁 液 １ mlを 、 各 タ イ プ の 培 養 物 に つ い て ２ つ の 穴 と し て 、 ２ ４ 穴 TCプ レ ー ト
（ Nunc） の 穴 に 入 れ た 。 穴 の １ つ に は 、 培 地 １ mlを 添 加 し 、 他 の 穴 に は CTL懸 濁 液 （ １ ０ 6

個 ／ ml） １ mlを 添 加 し た 。 培 養 物 を ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 上 澄 み 液 １ mlを
Eppendorf管 に 移 し 、 遠 沈 し 、 上 澄 み 液 を 他 の Eppendorfチ ュ ー ブ に 移 し 、 生 成 し た イ ン タ
ー フ ェ ロ ン γ （ IFN-γ ） の 量 の 分 析 を 、 次 の よ う に し て 、 ELISA法 に よ っ て 実 施 し た 。 す
な わ ち 、 室 温 に お い て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 Immunoplate MaxiSorpプ レ
ー ト （ Nunc） を 、 コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 剤 （ PBS, pH７ .４ ） 中 で ２ μ g/mlに 希 釈 し た 抗 ヒ ト IF
N-γ 精 製 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ Endogen） 100μ lに て 被 覆 し た 。 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 除 去
し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ BSAの ４ ％ PBS溶 液 ） 200μ lを 添 加 し 、 室 温 に お い て １ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 0.05％ Tween-20を 補 給 し た PBS（ 洗 浄 用 緩 衝 剤 ） に て ４ 回 洗 浄 し 、 培 地 に
お け る 標 準 物 （ 組 み 換 え IFN-γ ： Endgen） の ２ 倍 基 準 稀 釈 物 （ １ ５ ～ 1000pg/ml） ５ ０ μ l
を 、 ２ 通 り １ 組 と し て 添 加 し た 。 集 め た 上 澄 み 液 を 、 3000ｇ に て ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 サ ン
プ ル ５ ０ μ l及 び ２ 倍 稀 釈 物 ２ つ を 、 ３ 通 り １ 組 と し て 適 用 し た 。 プ レ ー ト を 、 ４ ℃ に お
い て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 す る こ と な く 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 に お い
て ０ .５ μ l/mlに 希 釈 し た ビ オ チ ン ラ ベ ル 化 検 出 抗 体 （ ビ オ チ ン ラ ベ ル 化 し た 抗 IFN-γ ： E
ndogen） ５ ０ μ lを 添 加 し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 室 温 に お い て ２ 時 間 続 け た 。 洗 浄 用
緩 衝 剤 に て ４ 回 洗 浄 し た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 に お い て １ ： 1000希 釈 し た HRP-結 合 stre
ptavidin（ Genzyme） 100μ l/穴 を 添 加 し 、 プ レ ー ト を 室 温 に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 プ レ ー ト を 洗 浄 用 緩 衝 剤 に て ４ 回 洗 浄 し 、 ペ ー パ ー タ オ ル 上 に ブ ロ ッ ト し た 。 基 質 溶 液
（ OPD５ mgを ク エ ン 酸 塩 緩 衝 剤 １ １ mlに 溶 解 し 、 過 酸 化 水 素 ５ μ lを 補 給 し た も の ） 100μ l
を 各 穴 に 添 加 し た 。 反 応 は 室 温 に お い て １ ５ ～ ４ ０ 分 の 間 で 生 じ 、 １ ０ ％ 硫 酸 ５ ０ μ lを
添 加 す る こ と に よ っ て 反 応 を 終 了 さ せ た 。 ELISAリ ー ダ ー に お い て 、 吸 収 比 較 差 を 、 490nm
及 び 650nmに お け る 値 の 差 と し て 測 定 し た 。 IFN-γ の 代 わ り に 細 胞 培 地 の み を 添 加 し た コ
ン ト ロ ー ル の 値 を 差 し 引 き 、 実 験 に お い て 放 出 さ れ た IFN-γ の 濃 度 を 測 定 し 、 同 じ 実 験 か
ら プ ロ ッ ト し た IFN-γ 較 正 曲 線 を 使 用 し て 、 pg/mlで 表 示 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 図 ７ は 、 こ れ ら 実 験 の １ つ の デ ー タ を 示 す 。 IFN-γ の 最 大 特 異 的 生 産 （ 溶 解 物 負 荷 樹 状
細 胞 の 存 在 下 で の IFN-γ の 生 産 と 、 「 空 の 」 樹 状 細 胞 の 存 在 下 に お け る IFN-γ の 生 産 と の
間 に お け る 差 を 表 す ） は 、 樹 状 細 胞 培 養 物 １ 及 び ３ に 関 し て 最 大 で あ り 、 こ れ ら 培 養 物 は
最 大 の 食 細 胞 活 性 を 有 す る こ と が 認 め ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 要 約 す る と 、 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 物 か ら 取 り 込 ま れ た 抗 原 に よ っ て 、 CTLを 特 異 的 に 刺 激 す
る 樹 状 細 胞 の 能 力 は 、 樹 状 細 胞 の 食 細 胞 活 性 に 相 関 し 、 DC分 化 の 間 に お け る TNF-α の 存 在
に は 無 関 係 で あ り 、 GM-CSF及 び IL-4の 添 加 が 、 １ 日 延 期 さ れ 、 か つ 完 全 な 培 地 の 交 換 と 組
み 合 わ せ て 行 わ れ た DC培 地 に お い て 最 大 で あ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ２ ２ 】
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　 腫 瘍 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 の 発 生 を 促 進 す る 、 黒 色 腫 細 胞 溶 解 物
が 負 荷 さ れ た 樹 状 細 胞 の 能 力 を 、 混 合 リ ン パ 球 樹 状 細 胞 培 地 に お い て 、 イ ン ビ ト ロ で テ ス
ト し た 。 実 施 例 ２ に 記 載 の よ う に し て 、 樹 状 細 胞 を 、 正 常 な HLA-A2-陽 性 ド ナ ー の 末 梢 血
か ら 調 製 し た 。 単 球 の 吸 着 の 初 期 工 程 の 後 、 非 吸 着 リ ン パ 球 を 集 め 、 後 の 使 用 の た め 、 １
０ ％ DMSOを 添 加 し た 自 己 血 漿 中 で 凍 結 し た 。 腫 瘍 溶 解 物 を 負 荷 し た 樹 状 細 胞 を 採 取 し 、 放
射 線 を 照 射 し （ 6000ラ ド ） 、 洗 浄 し 、 自 己 血 漿 １ ％ を 補 充 し た X-VIVO 15培 地 （ 完 全 培 地
） 中 に 、 ３ × １ ０ 5 個 ／ mlで 再 度 懸 濁 化 し 、 ２ ４ 穴 プ レ ー ト の ５ つ の 穴 に 、 そ れ ぞ れ １ ml
ず つ を 入 れ た 。 樹 状 細 胞 の 残 り を 、 １ ０ ％ DMSOを 含 有 す る プ ー ル し た ヒ ト 血 清 中 に お い て
凍 結 し た 。 凍 結 し た 自 己 由 来 の 非 付 着 リ ン パ 球 を 解 凍 し 、 一 度 洗 浄 し 、 計 数 し 、 さ ら に 洗
浄 し た 後 、 細 胞 １ ５ × １ ０ 6 個 を 、 IL-7（ ２ ０ ng/ml） 及 び IL-12（ 100pg/ml） を 含 有 す る
完 全 培 地 ５ ml中 に 再 度 懸 濁 化 さ せ た 。 リ ン パ 球 懸 濁 液 １ mlを 、 樹 状 細 胞 と 一 緒 に 穴 に 添 加
し た 。 ７ 日 後 、 培 地 １ mlを 除 去 し 、 IL-7（ 20ng/ml） を 含 有 す る 新 た な 培 地 １ mlを 添 加 し
た 。 ５ 日 後 、 細 胞 を 採 取 し 、 生 き た 細 胞 を Lymphoprep（ Nycomed, ノ ル ウ ェ ー ） 上 に 展 開
し 、 洗 浄 し た 後 、 完 全 培 地 中 に １ .５ × １ ０ 6 個 ／ mlで 再 度 懸 濁 化 さ せ た 。 リ ン パ 球 懸 濁 液
１ mlを 、 ２ ４ 穴 プ レ ー ト の 穴 に 入 れ た 。 凍 結 し た 照 射 済 み 溶 解 物 負 荷 樹 状 細 胞 を 解 凍 し 、
一 度 洗 浄 し 、 完 全 培 地 に １ ０ 5 個 ／ mlで 再 度 懸 濁 化 さ せ 、 １ mlを リ ン パ 球 と 一 緒 に 穴 に 添
加 し た 。 ２ 日 後 、 培 地 １ mlを 除 去 し 、 IL-2（ ２ ０ IU/ml） を 含 有 す る 新 た な 培 地 １ mlを 添
加 し た 。 再 促 進 の こ の 操 作 法 を 、 各 培 養 物 に つ い て 、 毎 週 ２ ～ ４ 回 繰 り 返 し 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 リ ン パ 球 の 溶 解 活 性 を 、 ３ ～ ５ ラ ウ ン ド の 促 進 後 に 測 定 し た 。 こ の 時 点 で 、 増 殖 リ ン パ
球 は 、 各 促 進 後 に 、 増 大 す る CD8 + 細 胞 集 団 と 共 に 、 純 粋 な CD3-陽 性 細 胞 集 団 を 提 示 す る （
４ ～ ５ ラ ウ ン ド 目 の 促 進 後 、 １ 週 間 で ７ ０ ～ ９ ０ ％ に 達 す る ） （ 表 現 型 細 胞 を 、 当 分 野 に
お い て 公 知 の FACS分 析 に よ っ て 、 あ る 種 の 表 面 マ ー カ ー に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し て
測 定 し た ） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 上 述 の 黒 色 腫 細 胞 培 養 物 に 加 え て 、 次 の 黒 色 腫 細 胞 株 ： FM28、 FM55p、 FM60（ HLA-A2-陽
性 ） 、 FM45及 び FM48（ HLA-A2-陰 性 ） を 使 用 し た 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 他 に 開 示 さ れ て お
り （ Bartkovaら , 1996, Cancer Res., v.56, pp.5475-5483； Kirkinら , 1995, Cancer Im
munol. Immunother., v.41, pp.71-81） 、 そ の 内 容 を 、 こ こ に 、 参 考 と し て 含 め る 。 DDB-
1及 び ANBI-EBVは 、 発 明 者 ら の 研 究 室 に お い て 、 当 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ っ て 確 立
さ れ た EBV形 質 転 換 リ ン パ 芽 球 状 細 胞 株 で あ る 。 NK介 在 溶 解 反 応 用 の タ ー ゲ ッ ト し て 、 K56
2 erythroleukemic cellsを 使 用 し た 。 乳 癌 細 胞 株 、 MCF-7、 CAMA-1、 HBL-100、 MDA-MB-23
1（ HLA-A2-陽 性 ） 及 び BT-20（ HLA-A2-陰 性 ） は 、 デ ン マ ー ク 癌 協 会 の Per Briand氏 か ら の
プ レ ゼ ン ト で あ る 。 SCC4及 び SCC9 HLA-A2-陽 性 扁 平 上 皮 癌 細 胞 株 は 、 ATCCか ら 得 た も の で
あ る 。 全 て の 細 胞 株 を 、 １ ０ ％ FCSを 補 充 し た RPMI 1640培 地 に お い て 培 養 し た 。 細 胞 毒 活
性 を 、 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に し て 測 定 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 抗 体 を 使 用 す る 実 験 に お い
て 、 HLAク ラ ス Ｉ 分 子 の 一 般 的 な 測 定 に 対 し て 特 異 的 な W6/32モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 、 濃 度
１ ０ μ l/mlで 穴 に 添 加 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 第 １ の 実 験 で は 、 EBV形 質 転 換 Ｂ 細 胞 及 び K562 erythroleukemic cellsに 対 す る と 共 に
、 黒 色 腫 細 胞 の パ ネ ル に 対 す る 細 胞 毒 性 を テ ス ト し た 。 NK様 の 溶 解 活 性 （ K562細 胞 の 溶 解
に よ っ て 測 定 さ れ る ） は 、 ２ ラ ウ ン ド の 促 進 後 に お い て 顕 著 で あ る が 、 そ の 後 の 促 進 の 後
で は 、 徐 々 に 減 少 し た 。 本 質 的 に 特 異 的 な CTL介 在 溶 解 を 検 出 す る た め に 、 溶 解 活 性 に 関
す る 全 て の 実 験 を 、 ２ ０ 倍 過 剰 の 未 ラ ベ ル 化 K562細 胞 の 存 在 下 で 実 施 し た 。 DDM-1.13の 溶
解 物 を 負 荷 し た 樹 状 細 胞 に よ る ４ ラ ウ ン ド の 促 進 の 後 の 、 ド ナ ー ANBIか ら の リ ン パ 球 の 細
胞 毒 性 に 関 す る 代 表 的 な 実 験 の 結 果 を 図 ８ に 示 す 。 HLA-A2-陽 性 黒 色 腫 細 胞 は 各 種 の 程 度
で 溶 解 さ れ る が 、 K562、 ANBI-EBV（ 同 じ ド ナ ー か ら 確 立 さ れ た EBV-B細 胞 ） 、 DDB-1（ DDM-
1黒 色 腫 細 胞 自 体 に 由 来 す る ） 、 黒 色 腫 細 胞 株 FM45及 び FM48（ ド ナ ー ANBIの 細 胞 に 普 通 に
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あ る MHCク ラ ス Ｉ 抗 原 を 持 た な い ） は 、 溶 解 に 対 し て 比 較 的 抵 抗 性 で あ る 。 FM９ （ HLA-A2-
陰 性 黒 色 腫 細 胞 株 で は あ る が 、 ド ナ ー ANBI HLA-A1（ 示 し て い な い ） を 共 有 す る ） も 溶 解
に 対 し て 敏 感 で あ り 、 こ れ は 、 溶 解 の HLA制 限 が 複 雑 で あ り 、 HLA-A2抗 原 の み で は 制 限 さ
れ な い こ と を 表 す も の で あ る こ と が 注 目 さ れ な け れ ば な ら な い 。 未 処 理 樹 状 細 胞 の 使 用 も
、 よ り 低 い 程 度 で は あ る が 、 リ ン パ 球 の 増 殖 を 誘 導 す る が 、 非 特 異 的 な 細 胞 毒 性 の 発 生 は
、 こ の よ う な 培 養 物 （ 示 し て い な い ） で は 認 め ら れ な か っ た 。 DDB-1細 胞 （ 黒 色 腫 の 患 者
（ こ こ か ら DDM-1黒 色 腫 細 胞 が 確 立 さ れ た ） の PBMC（ 末 梢 血 単 球 ） か ら 生 産 さ れ る ） に 対
す る 細 胞 毒 性 の 欠 落 は 、 溶 解 調 製 物 中 に 存 在 し う る 同 種 抗 原 が 、 顕 著 な 免 疫 応 答 を 誘 導 し
な い こ と 、 及 び 得 ら れ る 免 疫 応 答 が 、 主 と し て 腫 瘍 特 異 性 で あ る こ と を 示 し て い る 。 MHC
ク ラ ス Ｉ 分 子 に 対 す る W6/32抗 体 は 、 顕 著 に 阻 害 す る が 、 こ れ は 、 細 胞 毒 性 の MHCク ラ ス Ｉ
制 限 性 を 示 し て い る 。 同 様 の 結 果 は 、 DDM-1.7黒 色 腫 ク ロ ー ン （ 示 し て い な い ） か ら 単 離
さ れ た 溶 解 物 に よ っ て 得 ら れ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 認 識 さ れ た 抗 原 が 、 各 種 タ イ プ の ヒ ト 悪 性 腫 瘍 の 間 で 共 通 す る 癌 ／ 精 巣 抗 原 の グ ル ー プ
に 属 す る 可 能 性 を テ ス ト す る た め 、 多 数 の 乳 腺 及 び 扁 平 上 皮 の 癌 細 胞 株 の 、 生 産 さ れ た CT
Lに よ る 溶 解 に 対 す る 感 受 性 を 調 査 し た 。 １ つ の 実 験 の 結 果 を 図 ９ に 示 す 。 ４ つ の HLA-A2-
陽 性 乳 癌 細 胞 株 の 内 の ３ つ は 、 溶 解 に 対 す る 中 程 度 ～ 高 度 の 感 受 性 を 有 し 、 １ つ の HAL-A2
-陰 性 細 胞 株 は 、 溶 解 に 対 し て 完 全 に 抵 抗 性 で あ っ た 。 調 査 し た ２ つ の 扁 平 上 皮 癌 の 細 胞
株 の 内 の １ つ も 、 溶 解 に 対 し て 感 受 性 で あ っ た 。 乳 癌 細 胞 株 の 溶 解 は 、 HLAク ラ ス Ｉ 特 異
性 抗 体 W6/32に よ る 阻 害 に 対 し て 鋭 敏 で あ っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 DDM-1.7又 は DDM-1.13
黒 色 腫 細 胞 株 の 溶 解 物 が 負 荷 さ れ た 自 己 樹 状 細 胞 に よ る 、 正 常 な ド ナ ー の PBL（ 末 梢 血 リ
ン パ 球 ） の イ ン ビ ボ 免 疫 付 与 が 、 各 種 の ヒ ト 腫 瘍 に 存 在 す る 腫 瘍 関 連 抗 原 を 特 異 的 に 認 識
す る CTLの 生 産 を 誘 導 す る こ と を 表 し て い る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 こ の よ う に し て 生 産 さ れ た CTLに よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 の １ つ の 可 能 な グ ル ー プ は MAGE-
A抗 原 で あ る 。 こ れ ら 抗 原 の 発 現 と 、 生 産 さ れ た CTLに 対 す る タ ー ゲ ッ ト 細 胞 の 感 受 性 と を
関 連 づ け る た め に 、 溶 解 に 対 し て 異 な っ た 感 受 性 を 示 し た ３ つ の 乳 癌 細 胞 株 に お け る こ れ
ら 抗 原 の 発 現 レ ベ ル を 比 較 し た 。 結 果 を 図 １ ０ に 示 す 。 調 査 し た 抗 原 の 最 大 数 が 、 HBL-10
0細 胞 に お い て 発 現 さ れ 、 最 小 数 が MCF-7に お い て 発 現 さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 MAGE-Aグ
ル ー プ の 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 数 と 溶 解 に 対 す る 感 受 性 と の 間 に 、 確 か に 相 関 関 係 が あ り 、
こ れ は 、 こ れ ら の 又 は 同 様 に 規 制 さ れ た 抗 原 が 、 こ の 種 の 免 疫 付 与 に お い て は 主 要 な タ ー
ゲ ッ ト で あ る 可 能 性 を 示 す こ と を 立 証 し て い る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ２ ８ 】
　
　 高 レ ベ ル の 分 化 抗 原 を 発 現 す る （ DDM-1.29） 及 び 低 レ ベ ル の 分 化 抗 原 発 現 す る （ DDM-1.
P： DDM-1細 胞 株 の 変 異 体 ） ２ つ の 黒 色 腫 細 胞 株 を 、 Herinら , 1987, Int. J. Cancer, v.3
9, pp.390-396に 開 示 さ れ た 方 法 に よ る 、 自 己 腫 瘍 細 胞 で の 末 梢 血 リ ン パ 球 の イ ン ビ ボ 促
進 に よ る 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 の 生 産 に 関 す る 実 験 に お い て 使 用 し た 。 放 射 線 照 射 し た （
10,000ラ ド ） 腫 瘍 細 胞 に よ る リ ン パ 球 の 週 １ 回 の 促 進 の ３ ラ ウ ン ド 後 、 稀 釈 を 制 限 す る こ
と に よ っ て 細 胞 培 養 物 を ク ロ ー ン 化 し 、 生 長 ク ロ ー ン の 溶 解 活 性 を 、 第 １ に 、 Cr 5 1 放 出 テ
ス ト に お い て 、 元 の 黒 色 腫 細 胞 株 に 対 し て テ ス ト し た 。 細 胞 ク ロ ー ン が 元 の 黒 色 腫 細 胞 株
に 対 し て ２ ０ ％ 以 上 の 溶 解 活 性 を 有 す る 場 合 、 こ の 細 胞 ク ロ ー ン を 細 胞 毒 性 で あ る と み な
し た 。 つ い で 、 抗 原 gp100及 び MART-1か ら の 各 種 HLA-A2-制 限 ペ プ チ ド が 負 荷 さ れ た Ｔ ２ 細
胞 に よ る テ ス ト に お い て 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン の 特 異 性 を テ ス ト し た 。 ペ プ チ ド で
の 処 理 を 行 っ て い な い Ｔ ２ 細 胞 は 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 機 能 す る 。 各 黒 色 腫 細 胞 株 に つ い
て 、 約 100個 の ク ロ ー ン を 分 析 し た 。 免 疫 付 与 に 対 す る 分 化 抗 原 gp100及 び MART-1を 認 識 す
る CTLク ロ ー ン の 比 率 を 算 定 し 、 得 ら れ た 結 果 を 下 記 の 表 ３ に 示 す 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
　 デ ー タ は 、 分 化 抗 原 が イ ム ノ ド ミ ナ ン ト で あ る こ と を 示 し て い る 。 分 化 抗 原 の 高 レ ベ ル
発 現 の 場 合 、 免 疫 応 答 は 、 主 と し て 、 分 化 抗 原 gp100及 び MART-1に 向 け ら れ 、 免 疫 付 与 の
た め に 分 化 抗 原 を 低 レ ベ ル で 発 現 す る 細 胞 株 が 使 用 さ れ る 際 に は 、 免 疫 応 答 の 誘 導 は 見 ら
れ な い 。 両 細 胞 株 が 、 多 量 の 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン の 生 産 と 共 に 、 自 己 リ ン パ 球 の 強
力 な 増 産 を 誘 導 す る こ と は 注 目 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ３ ０ 】
　
　 第 １ 日 に お け る 培 地 の 交 換 と 組 み 合 わ さ れ た リ ン フ ォ カ イ ン の 添 加 の 各 種 様 式 が 、 生 産
さ れ る 未 成 熟 樹 状 細 胞 の 表 現 特 性 に い か に 影 響 を 及 ぼ す か を 調 査 す る た め 、 異 な る ４ 種 の
生 育 条 件 を 調 査 し た 。 樹 状 細 胞 を 、 本 質 的 に 実 施 例 ２ に 記 載 の よ う に し て 生 産 し た 。 異 な
る 条 件 は 下 記 の と お り で あ る ：
　 １ ） 第 ０ 日 に お い て 、 吸 着 工 程 の 終 了 後 直 ち に サ イ ト カ イ ン （ GM-CSF及 び IL-4） を 添 加
し 、 第 １ 日 に お い て 、 培 地 を 交 換 す る こ と な く 、 サ イ ト カ イ ン を さ ら に 補 充 す る ；
　 ２ ） 上 記 １ ） と 同 様 、 た だ し 、 第 １ 日 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン の 補 充 と 共 に 、 培 地 の 完
全 な 交 換 を 行 う ；
　 ３ ） サ イ ト カ イ ン の 添 加 を 、 第 １ 日 に お け る 培 地 の 交 換 を 行 う こ と な く 、 第 １ 日 ま で 遅
ら せ る ；
　 ４ ） 上 記 ３ ） と 同 様 、 た だ し 、 第 １ 日 に お い て 、 培 地 の 完 全 な 交 換 を 行 う 。
　 上 記 ４ ） の 条 件 は 、 白 血 球 搬 出 法 生 成 物 か ら の 成 熟 樹 状 細 胞 の 生 産 に 関 す る Thurnerら
（ 1999） に よ っ て 開 示 さ れ た 条 件 に 対 応 す る （ Thurnerに よ れ ば 、 彼 ら の 最 適 化 は 、 白 血
球 搬 出 法 生 成 物 か ら 生 産 さ れ る 樹 状 細 胞 に つ い て の み 機 能 し 、 新 た に 採 取 さ れ た 血 液 サ ン
プ ル か ら の も の に は 機 能 し な い ） 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ５ 日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 を 採 取 し 、 Coulter Counter（ Beckman, model 
Z2） に お い て 細 胞 の 数 を 計 数 し 、 さ ら に 、 FACSに よ る 表 面 マ ー カ ー の 発 現 の 分 析 を 行 う た
め 、 細 胞 を 、 １ ０ ％ DMSOを 添 加 し た 自 己 血 漿 中 で 凍 結 し た 。 次 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 使
用 し た （ 全 て 、 BC Biosciencesか ら 入 手 ） ： CD1a-PE、 CD14-FITC及 び CD83-PE（ 適 合 す る
コ ン ト ロ ー ル 抗 体 と 共 に ） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 細 胞 の 計 数 は 、 細 胞 収 率 （ 数 及 び サ イ ズ に 関 し て ） に お い て 差 が な い こ と を 示 し て お り
、 こ れ は 、 生 育 の 最 適 化 の 指 標 と し て 形 態 的 臨 界 及 び 収 率 の み を 使 用 し て い る た め 、 Thur
nerら （ J. Immunol. Methods, 1999, 223: 1-15） の デ ー タ と 良 好 に 一 致 し て い る 。 こ れ
に 対 し て 、 表 面 マ ー カ ー を 測 定 す る 際 に は 、 こ の 研 究 で は 重 大 な 差 異 が 見 ら れ る （ 実 験 の
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１ つ の 結 果 を 表 ４ に 示 す ） 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
　 第 １ 日 か ら の サ イ ト カ イ ン の 添 加 の 開 始 は 、 CD1aマ ー カ ー の 発 現 を 顕 著 に 上 昇 さ せ る が
、 他 の マ ー カ ー の 発 現 に は あ ま り 影 響 を 及 ぼ さ な い 。 第 １ 日 に お け る 培 地 の 交 換 は 、 Thur
nerら （ 1999） に よ っ て 初 め て 提 案 さ れ た よ う に 、 培 地 の 交 換 を 行 う 場 合 及 び 行 わ な い 場
合 の い ず れ に お い て も 同 じ 効 果 が 達 成 さ れ る た め 、 実 際 に は 必 要 な い こ と も 認 め ら れ た 。
事 実 、 第 １ 日 に お け る 培 地 の 交 換 は 、 未 成 熟 状 態 の 樹 状 細 胞 の endcytic活 性 を 顕 著 に 低 減
さ せ る 。 こ れ ら の 条 件 （ 培 地 を 交 換 す る こ と な く 、 サ イ ト カ イ ン の 添 加 を １ 日 遅 ら せ る ）
は 、 後 の 実 験 に 関 し て 選 択 さ れ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ３ ４ 】
　
　 上 記 の 最 適 化 の 間 に 、 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に は 、 単 核 細 胞 集 団 か ら 得 ら れ る 樹 状
細 胞 の 収 率 が 、 吸 着 工 程 の 間 に お け る 単 球 の 密 度 に 依 存 す る こ と を 見 出 し た 。 公 開 さ れ た
方 法 の 多 く に お い て 早 く か ら 注 目 さ れ て い た よ う に 、 吸 着 工 程 を 行 う 際 に は 、 単 球 の 濃 度
よ り も む し ろ 単 核 細 胞 の 濃 度 が 考 慮 さ れ る 。 し か し 、 単 核 細 胞 は 、 ２ つ の 集 団 （ リ ン パ 球
及 び 単 球 ） の 混 合 物 を 意 味 し 、 各 集 団 の 比 率 は 明 ら か に 変 動 す る 。 プ ラ ス チ ッ ク に 主 に 吸
着 す る の は 単 球 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 単 核 細 胞 の 集 団 に お け る 単 球 の 濃 度 を 評 価 す る た め に 、 細 胞 数 を 計 数 す る た め に Coulte
r Counter（ Beckman, Model Z2） を 使 用 す る （ こ の 装 置 が 、 細 胞 の サ イ ズ 分 布 の 観 察 を も
可 能 に す る た め で あ る ） 。 計 数 時 に 、 平 均 サ イ ズ ７ nm（ リ ン パ 球 ） 及 び ９ nm（ 単 球 ） を も
つ ２ つ の 細 胞 集 団 が 見 ら れ 、 適 切 な ゲ ー テ ィ ン グ が 、 こ れ ら ２ つ の 集 団 の 比 率 の 評 価 を 可
能 に す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 発 明 者 ら は 、 既 に 、 T25フ ラ ス コ 当 た り 単 球 約 １ ５ × １ ０ 6 個 の 播 種 細 胞 密 度 に お い て 、
単 球 の 吸 着 が ほ ぼ 完 全 で あ る （ ９ ０ ％ 以 上 ） こ と を 見 出 し て お り 、 従 っ て 、 発 明 者 ら の 実
験 で は 、 こ の 細 胞 密 度 （ １ ２ × １ ０ 6 ～ ２ ０ × １ ０ 6 個 の 間 で の 変 動 可 能 ） を 使 用 し て い た
。 樹 状 細 胞 の 収 率 に お け る 顕 著 な 変 動 が 観 察 さ れ 、 こ の よ う な 変 動 の 理 由 を 理 解 す る 試 み
に お い て 、 各 種 の 実 験 に お け る 樹 状 細 胞 の 収 率 が 、 単 球 の 密 度 と 関 連 す る も の と 決 定 し た
。 異 な る ド ナ ー か ら 生 産 さ れ た ５ つ の 培 養 物 に つ い て の こ の よ う な 分 析 の 結 果 は 、 樹 状 細
胞 の 生 産 の 効 率 と 、 播 種 さ れ た 単 球 の 密 度 と の 間 の 逆 相 関 を 明 確 に 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ の 関 係 を 評 価 す る た め に 、 同 じ ド ナ ー の 単 球 を 異 な っ た 密 度 で 播 種 す る 実 験 を 企 画 し
た 。 Lymphoprepグ ラ デ ィ エ ン ト 上 で の 遠 心 分 離 に よ っ て 軟 膜 （ 健 康 な ド ナ ー の 血 液 か ら 調
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製 し た も の ） か ら 単 核 細 胞 を 単 離 し た 。 イ ン タ ー フ ェ イ ス 細 胞 の 単 離 及 び 血 小 板 を 除 去 す
る た め の 強 力 な 洗 浄 の 後 、 単 核 細 胞 を 、 １ ％ 自 己 ヘ パ リ ン 添 加 血 漿 を 添 加 し た RPMI 1640
培 地 で な る 培 養 培 地 中 に 懸 濁 化 さ せ 、 T25フ ラ ス コ （ 表 面 積 ２ ５ cm 2 ） に お い て 、 フ ラ ス コ
当 た り 培 地 ７ ml中 に 、 各 種 の フ ラ ス コ 当 た り の 単 核 細 胞 の 量 （ 単 球 １ ０ × １ ０ 6 ～ ２ ０ ×
１ ０ 6 個 ／ フ ラ ス コ ） で 播 種 し た 。 吸 着 を １ 時 間 行 っ た 後 、 吸 着 さ れ な か っ た 細 胞 を 、 予
め 加 温 し た 培 養 培 地 に て ２ 回 洗 浄 し 、 各 フ ラ ス コ に 、 新 た な 培 地 ７ mlを 添 加 し た 。 翌 日 、
培 養 物 に 、 GM-CSF（ 100ng/ml） 及 び IL-4（ ５ ０ μ g/ml） を 添 加 し た 。 第 ３ 日 に 、 サ イ ト カ
イ ン の 添 加 を 繰 り 返 し 、 培 地 の 半 分 を 交 換 し 、 GM-CSF及 び IL-4の 新 た な 部 分 を 添 加 し た 。
第 ５ 日 に 、 培 地 の 半 分 を 交 換 し 、 GM-CSF及 び IL-4の 新 た な 部 分 を 添 加 し た 。 第 ６ 日 に 、 TN
F-α を 濃 度 ２ ０ ng/mlで 添 加 し た 。 第 ７ 日 に お い て 、 培 養 物 を 採 取 し 、 細 胞 の 総 数 を 計 数
し た 後 、 １ ０ ％ DMSOを 添 加 し た 自 己 血 清 中 で 凍 結 し 、 FACS分 析 に よ る 分 析 ま で 保 持 し た 。
FACS分 析 を 、 CD1a及 び CD14抗 体 を 使 用 し て 実 施 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 樹 状 細 胞 （ １ ４ ～ １ ６ nmの 中 位 の サ イ ズ を 持 つ 大 き い 細 胞 ） の 収 率 に 関 す る 実 験 の １ つ
の 結 果 を 表 ５ に 示 す 。
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
　 樹 状 細 胞 の 収 率 は 、 播 種 し た 単 球 の 密 度 （ 最 少 細 胞 密 度 ５ ０ ％ ） の 増 大 に 連 れ て 、 顕 著
に 減 少 し た 。 同 じ 樹 状 細 胞 に つ い て 行 っ た FACS分 析 の 結 果 も 表 に 示 し て あ り 、 こ の 結 果 は
、 初 期 の 単 球 の 異 な る 密 度 で 生 産 さ れ た 樹 状 細 胞 の 特 性 に お い て 、 格 別 の 差 異 が 観 察 さ れ
な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 単 球 の 初 期 細 胞 密 度 を T25フ ラ ス コ 当 た り １ ０ × １ ０ 6 個 以 下 に 減 少 す る と 、 CD1aマ ー カ
ー の 発 現 の 減 少 を 生 ず る （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。 従 っ て 、 最 大 コ ン ピ テ ン ス を も つ
樹 状 細 胞 の 生 産 の 最 大 効 率 を 導 く （ 主 な DCマ ー カ ー の 発 現 に よ っ て 判 定 ） 初 期 単 球 集 団 の
最 適 細 胞 密 度 は 、 培 養 表 面 ２ ５ cm 2 当 た り 細 胞 約 １ ０ × １ ０ 6 個 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ れ ら デ ー タ に 基 づ き 、 必 要 な 血 液 の 容 量 を 算 定 す る こ と が で き る 。 樹 状 細 胞 の 予 測 さ
れ る 収 率 が 、 初 期 の 単 球 数 の 約 ５ ０ ％ で あ れ ば 、 樹 状 細 胞 ５ ０ × １ ０ 6 個 を 得 る た め に は
、 血 液 300mlの み が 必 要 で あ る 。 こ れ は 、 ワ ク チ ン 接 種 ２ ラ ウ ン ド 用 の ワ ク チ ン の 調 製 に
は 、 血 液 300mlの １ つ の シ ン グ ル 血 液 サ ン プ ル で 充 分 で あ る こ と を 意 味 し て い る 。 他 の 物
質 と 共 に 、 必 要 な サ イ ト カ イ ン の 量 （ GM-CSFに つ い て ２ １ ng及 び IL-4に つ い て 10.5ng） は
、 標 準 的 な 非 最 適 化 法 に お け る よ り も ３ 倍 少 な い 。 従 っ て 、 Ｄ Ｃ の 製 造 に 必 要 な コ ス ト も
、 少 な く と も ３ 倍 少 な く 、 さ ら に 、 高 価 な 白 血 球 搬 出 法 を 行 う 必 要 が な い 。
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【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ４ ２ 】
　
　 本 発 明 に 従 っ て 調 製 さ れ た ２ つ の 黒 色 腫 細 胞 株 の 溶 解 物 が 負 荷 さ れ た 樹 状 細 胞 を 使 用 す
る 癌 患 者 の ワ ク チ ン 接 種 サ イ ク ル を 、 好 ま し く は 、 患 者 に 、 ３ 週 間 間 隔 で ５ 回 の 皮 内 ワ ク
チ ン 接 種 （ 各 回 、 樹 状 細 胞 ５ × １ ０ 6 個 に て ） の 第 １ サ イ ク ル を 施 す よ う に 企 画 す る 。 ワ
ク チ ン 接 種 の 初 期 サ イ ク ル の 後 、 臨 床 的 応 答 が 見 ら れ る 場 合 に は 、 第 ２ の 同 様 の サ イ ク ル
を 行 う 。 試 み の 全 期 間 に 関 し て は 、 細 胞 計 ５ ０ × １ ０ 6 個 が 必 要 で あ る 。 患 者 の 状 態 （ 患
者 の 多 く は 、 他 の 処 置 を 施 す こ と が で き な い よ う な 病 気 が 進 行 し た 状 態 に あ る ） を 考 慮 す
る と 、 採 血 の 回 数 を 最 少 に し て 、 １ 回 又 は ２ 回 に 制 限 す る こ と は 重 要 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 を 特 定 の 具 体 例 を 参 照 し て 記 載 し た が 、 他 の 癌 ／ 精 巣 抗 原 及 び 他 の 系 統 特 異 的 分
化 抗 原 を 含 む 当 業 者 に と っ て 明 白 な 他 の 具 体 例 も 、 本 発 明 の 精 神 内 に 含 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ４ 】
【 図 １ 】 い く つ か の DDM-1黒 色 腫 ク ロ ー ン の 、 gp100及 び MART-1/Melan A特 異 的 細 胞 傷 害 性
Ｔ リ ン パ 球 （ CTL） ク ロ ー ン に よ る 溶 解 に 対 す る 感 受 性 を 示 す 。
【 図 ２ 】 ３ つ の 黒 色 腫 細 胞 ク ロ ー ン 、 DDM-1.7、 DDM-1.13及 び DDM-1.29に お け る メ ラ ノ サ
イ ト 分 化 抗 原 gp100及 び MART-1/Melan Aの 発 現 （ RT-PCRに て 分 析 ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 DDM-1.7及 び DDM-1.29に お け る メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 gp100の 発 現 （ 免 疫 染 色 に て
決 定 ） を 示 す 。
【 図 ４ 】 ３ つ の 黒 色 腫 細 胞 ク ロ ー ン 、 DDM-1.7、 DDM-1.13及 び DDM-1.29に お け る MAGE-A1、
MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A6、 MAGE-A12、 NY-ESO-1及 び GAPDHの 発 現 （ RT-PCRに て 分 析 ） を
示 す 。
【 図 ５ 】 DNA脱 メ チ ル 化 剤  5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で の 処 理 後 、 DDM-1.13に お け る MA
GE-A及 び NY-ESO-1の 発 現 を 示 す 。
【 図 ６ 】 未 成 熟 樹 状 細 胞 の ４ つ の 培 養 物 に よ る fluoroshereの エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ る
取 り 込 み を 示 す 。
【 図 ７ 】 DDM-1.29細 胞 の 溶 解 物 を 負 荷 し た ４ つ の 樹 状 細 胞 培 養 物 （ 図 ６ と 同 じ ） と の 相 互
作 用 後 に お け る gp100特 異 的 CTLに よ る IFN-γ の 生 成 を 示 す 。
【 図 ８ 】 黒 色 腫 細 胞 、 EBV-形 質 転 換 Ｂ 細 胞 及 び K562細 胞 に 対 す る ド ナ ー ANBIの 免 疫 リ ン パ
球 の 細 胞 溶 解 活 性 を 示 す 。
【 図 ９ 】 乳 癌 及 び 扁 平 上 皮 癌 細 胞 株 に 対 す る ド ナ ー 19/00の 免 疫 リ ン パ 球 の 細 胞 溶 解 活 性
を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 乳 癌 細 胞 株 に お け る MAGE-A及 び GAPDH遺 伝 子 の 発 現 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 1月 27日 (2004.1.27)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 多 数 の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 提 示 す る 樹 状 細 胞 を 含 有 し て な る 、 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応
答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 組 成 物 に お い て 、
ａ ） 樹 状 細 胞 に よ っ て 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 は 提 示 さ れ る が 、 系 統 特 異 的 分 化
抗 原 は 提 示 さ れ ず 、 前 記 抗 原 は 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異
的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 か ら 提 供 さ れ る も の で あ る （ 溶 解 は 、
４ 時 間 の 細 胞 毒 性 テ ス ト に お い て １ ０ ％ 未 満 で あ る ） こ と 、
ｂ ） 樹 状 細 胞 が 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 ま な い 生 育 培 地 に て エ ク ス ビ
ボ 培 養 さ れ 、 つ い で 、 該 樹 状 細 胞 に 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 負 荷 さ れ る 前 に 、
サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 に て 第 ２ 生 育 段 階 を 行 っ た も の で あ る こ と 、
ｃ ） 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 負 荷 の 間 、 樹 状 細 胞 は 未 成 熟 で あ る （ CD1a陽 性 、 CD14陰 性 、 及 び CD83
陰 性 ） こ と 、 及 び
ｄ ） 樹 状 細 胞 が 、 抗 原 の 負 荷 後 に 、 成 熟 因 子 の 添 加 に よ っ て 成 熟 さ れ た も の で あ る こ と 、
を 特 徴 と す る ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 自 己 樹 状 細 胞 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
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　 樹 状 細 胞 へ の 負 荷 の た め に 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞
株 の 全 細 胞 溶 解 物 （ 溶 解 は 、 ４ 時 間 の 細 胞 毒 性 テ ス ト に お い て １ ０ ％ 未 満 で あ る ） を 使 用
す る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 樹 状 細 胞 に お け る 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 提 示 を 、 全 細 胞 融 合 に よ っ て 達 成 す
る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 提 示 を 、 エ ク ソ ソ ー ム の 使 用 に よ っ て 達 成 す る 請 求 項
１ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 癌 細 胞 株 が 黒 色 腫 細 胞 株 で あ り 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 が メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 で あ る 請
求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 が 、 gp100、 Melan A/Mart-1及 び チ ロ シ ナ ー ゼ を 包 含 す る も の で
あ る 請 求 項 ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 単 球 型 の 樹 状 細 胞 前 駆 体 が 、 ヒ ト 又 は 動 物 の 末 梢 血 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １
～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 単 球 型 の 樹 状 細 胞 前 駆 体 が 、 ヒ ト 又 は 動 物 の 骨 髄 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １ ～
７ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 白 血 球 搬 出 法 生 成 物 が 、 樹 状 細 胞 又 は 単 球 の 源 と し て 含 ま れ な い 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ
か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 CD14+単 球 に 由 来 す る も の で あ る 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 CD34+細 胞 に 由 来 す る も の で あ る 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A、 MAGE-B、 MAGE-C、 GAGE、 LAGE、 SSXサ ブ フ ァ ミ リ ー か ら 選 ば
れ る 抗 原 を 含 む も の で あ る 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A1、 MAGE-A2、 MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A5、 MAGE-A6、 MAGE-A8
、 MAGE-A9、 MAGE-A10、 MAGE-A11、 MAGE-A12、 MAGE-B1、 MAGE-B2、 MAGE-B3、 MAGE-B4、 MAG
E-B5、 MAGE-B6、 MAGE-B10、 MAGE-B16、 MAGE-B17、 MAGE-C1、 MAGE-C2、 MAGE-C3、 MAGE-C4
、 BAGE、 GAGE-1、 GAGE-2、 GAGE-3、 GAGE-4、 GAGE-5、 GAGE-6、 GAGE-7、 GAGE-8、 NY-ESO-1
、 LAGE、 PAGE-1、 PAGE-2、 PAGE-3、 PAGE-4、 XAGE-1、 XAGE-2、 XAGE-3、 SSX-1、 SSX-2、 SS
X-3、 SSX-4、 SSX-5か ら 選 ば れ る 抗 原 を 含 む も の で あ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 SCP-1、 TSP-50、 TRAG-3、 SAGE、 IL-13Rα 、 CTp11か ら 選 ば れ る 抗 原 を
含 む も の で あ る 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A1、 MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A6、 MAGE-A10、 MAGE-A12、 及 び NY
-ESO-1か ら 選 ば れ る 抗 原 を 含 む も の で あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 少 な く と も ２ つ の 異 質 遺 伝 子 型 の 黒 色 細 胞 株 か ら 提
供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 異 質 遺 伝 子 型 の 黒 色 腫 細 胞 株 が 、 DDM-1.7（ ECACC 01112339） 又 は DDD-1.13（ ECACC 011
12338） か ら 選 ば れ る も の で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 に お け る 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 発 現 を 、 前 記 の 少
な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 の 全 細 胞 溶 解 物 を 付 与 す る 前 に 、 DNA脱 メ チ ル 化 に よ っ て 、 さ ら
に 増 大 さ せ る 請 求 項 ３ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 脱 メ チ ル 化 を 、 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で の 処 理 に よ っ て 行 う 請 求 項 １ ９ 記 載 の 医
薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 サ イ ト カ イ ン が 、 IL-4、 GM-CSF、 IL-13、 IFN-γ 、 Flt-31、 SCF、 TNF-α で な る 群 か ら 選
ば れ る も の で あ る 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 サ イ ト カ イ ン が 、 IL-4及 び GM-CSFを 含 む も の で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 初 期 生 育 段 階 が 、 ６ ～ ４ ８ 時 間 、 好 ま し く は １ ２ ～ ３ ４ 時 間 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ０ ～
２ ８ 時 間 で あ る 請 求 項 １ ～ ２ ２ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 成 熟 因 子 が 、 IL-1β 、 IL-6、 TNF-α 及 び PGE2を 含 む も の で あ る 請 求 項 １ ～ ２ ３ の い ず れ
か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 負 荷 さ れ て い る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 が 負 荷 さ れ て
い な い ヒ ト 又 は 動 物 の 自 己 樹 状 細 胞 を 得 る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 少 な
く と も １ つ の 癌 細 胞 株 を 準 備 し （ 溶 解 は 、 ４ 時 間 の 細 胞 毒 性 テ ス ト に お い て １ ０ ％ 未 満 で
あ る ） 、
ｂ ） 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 か ら 自 己 樹 状 細 胞 を 準 備 し 、
ｃ ） 前 記 樹 状 細 胞 を 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長 培 地 に て エ
ク ス ビ ボ 培 養 し 、 つ い で 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 培 地 に て 第 ２ 生 育 段 階 を 行 い 、
ｄ ） 前 記 工 程 ｃ ） か ら の 未 成 熟 （ CD1a陽 性 、 CD14陰 性 、 及 び CD83陰 性 ） 樹 状 細 胞 に 、 工 程
ａ ） か ら の 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 の 全 細 胞 溶 解 物 か ら 得 ら れ た 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 し
、 及 び
ｅ ） 工 程 ｄ ） か ら の 負 荷 樹 状 細 胞 を 、 成 熟 因 子 の 添 加 に よ っ て 成 熟 さ せ る 、
こ と を 包 含 す る 自 己 樹 状 細 胞 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 工 程 ｃ ） に お い て 、 ２ ５ cm 2 当 た り 細 胞 ５ × １ ０ 6 ～ ２ ０ × １ ０ 6 個 の 播 種 単 球 密 度 を 使
用 す る 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 新 た に 採 取 し た 血 液 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ２ ５ 又 は ２ ６ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 DDM-1.7（ ECACC 01112339） 又 は DDD-1.13（ ECACC 01112338） か ら 選 ば れ る 、 少 な く と
も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い （ 溶 解 は 、 ４ 時 間
の 細 胞 毒 性 テ ス ト に お い て １ ０ ％ 未 満 で あ る ） 単 離 黒 色 腫 細 胞 株 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 単 離 細 胞 株 に 由 来 す る エ ク ソ ソ ー ム 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 医 薬 組 成 物 又 は ワ ク チ ン に お け る 抗 原 提 示 細 胞 と し て の 樹 状 細 胞 の 使 用 で あ っ て 、 前 記
樹 状 細 胞 は 、 該 樹 状 細 胞 が CD1a陽 性 、 CD14陰 性 、 CD84陰 性 で あ る 未 成 熟 状 態 に お い て 、 抗
原 が 負 荷 さ れ る こ と 、 及 び 前 記 樹 状 細 胞 は 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 ま
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な い 生 育 培 地 に て エ ク ス ビ ボ 培 養 さ れ 、 つ い で 、 樹 状 細 胞 に 、 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣
抗 原 が 負 荷 さ れ る 前 に 、 サ イ ト カ イ ン を 含 む 培 地 に て 第 ２ 生 育 段 階 が 行 わ れ た も の で あ る
こ と を 特 徴 と す る 樹 状 細 胞 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 自 己 樹 状 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ ０ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 新 た に 採 取 し た 血 液 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 医 薬 組 成 物 又 は ワ ク チ ン の 処 方 に お け る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 単 離 癌 細 胞 株 か ら 得 ら れ る 多
数 の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 癌 治 療 用 の 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の 単 離 細 胞 株 DDM-1.7（ ECACC 01112339） 又 は DDD
-1.13（ ECACC 01112338） 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 発 現 す る が 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 を 発 現 し な い 少 な
く と も １ つ の 癌 細 胞 株 （ 溶 解 は 、 ４ 時 間 の 細 胞 毒 性 テ ス ト に お い て １ ０ ％ 未 満 で あ る ） を
準 備 し 、
ｂ ） 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 か ら 自 己 樹 状 細 胞 を 準 備 し 、
ｃ ） 前 記 樹 状 細 胞 を 、 初 期 生 育 段 階 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 し な い 生 長 培 地 に て エ
ク ス ビ ボ 培 養 し 、 つ い で 、 サ イ ト カ イ ン を 含 有 す る 新 た な 培 地 に て 第 ２ 生 育 段 階 を 行 い 、
ｄ ） 前 記 工 程 ｃ ） か ら の 未 成 熟 （ CD1a陽 性 、 CD14陰 性 、 及 び CD83陰 性 ） 樹 状 細 胞 に 、 工 程
ａ ） か ら の 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 の 全 細 胞 溶 解 物 か ら 得 ら れ た 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 し
、
ｅ ） 工 程 ｄ ） か ら の 負 荷 樹 状 細 胞 を 、 成 熟 因 子 の 添 加 に よ っ て 成 熟 さ せ 、 及 び
ｆ ） 前 記 工 程 ｅ ） か ら の 負 荷 樹 状 細 胞 を 前 記 ヒ ト 又 は 動 物 に 投 与 す る 、
こ と を 包 含 す る 免 疫 応 答 の 誘 導 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 を 負 荷 し た 後 の 樹 状 細 胞 を 、 IL-1β 、 IL-6、 TNF-α 、 PGE2を 含 む 成 熟 因 子
の 添 加 に よ っ て 成 熟 さ せ る 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 が 黒 色 腫 細 胞 株 で あ り 、 系 統 特 異 的 分 化 抗 原 が メ ラ ノ サ イ ト
分 化 抗 原 で あ る 請 求 項 ３ ５ 又 は ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 が 、 gp100、 Melan A/Mart-1及 び チ ロ シ ナ ー ゼ を 含 む も の で あ る
請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 ヒ ト 又 は 動 物 の 末 梢 血 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ３ ５ ～ ３ ８ の
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 ヒ ト 又 は 動 物 の 骨 髄 か ら 提 供 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ３ ５ ～ ３ ９ の い
ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 CD14+単 球 に 由 来 す る も の で あ る 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 自 己 樹 状 細 胞 が 、 CD34+細 胞 に 由 来 す る も の で あ る 請 求 項 ３ ９ 又 は ４ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A、 MAGE-B、 MAGE-C、 GAGE、 LAGE、 SSXサ ブ フ ァ ミ リ ー か ら 選 ば
れ る 抗 原 を 含 む も の で あ る 請 求 項 ３ ５ ～ ４ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ４ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A1、 MAGE-A2、 MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A5、 MAGE-A6、 MAGE-A8
、 MAGE-A9、 MAGE-A10、 MAGE-A11、 MAGE-A12、 MAGE-B1、 MAGE-B2、 MAGE-B3、 MAGE-B4、 MAG
E-B5、 MAGE-B6、 MAGE-B10、 MAGE-B16、 MAGE-B17、 MAGE-C1、 MAGE-C2、 MAGE-C3、 MAGE-C4
、 BAGE、 GAGE-1、 GAGE-2、 GAGE-3、 GAGE-4、 GAGE-5、 GAGE-6、 GAGE-7、 GAGE-8、 NY-ESO-1
、 LAGE、 PAGE-1、 PAGE-2、 PAGE-3、 PAGE-4、 XAGE-1、 XAGE-2、 XAGE-3、 SSX-1、 SSX-2、 SS
X-3、 SSX-4、 SSX-5か ら 選 ば れ る 抗 原 を 含 む も の で あ る 請 求 項 ３ ５ ～ ４ ３ の い ず れ か に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 SCP-1、 TSP-50、 TRAG-3、 SAGE、 IL-13Rα 、 CTp11か ら 選 ば れ る 抗 原 を
含 む も の で あ る 請 求 項 ３ ５ ～ ４ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 癌 ／ 精 巣 抗 原 が 、 MAGE-A1、 MAGE-A3、 MAGE-A4、 MAGE-A6、 MAGE-A10、 MAGE-A12、 及 び NY
-ESO-1か ら 選 ば れ る 抗 原 を 含 む も の で あ る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 少 な く と も １ つ の 癌 細 胞 株 に お け る 少 な く と も ５ つ の 癌 ／ 精 巣 抗 原 の 発 現 を 、 溶 解 前 に
、 DNA脱 メ チ ル 化 に よ っ て 、 さ ら に 増 大 さ せ る 請 求 項 ３ ５ ～ ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 脱 メ チ ル 化 を 、 5-ア ザ -2'-デ オ キ シ シ チ ジ ン で の 処 理 に よ っ て 行 う 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 工 程 ａ ） に お い て 、 少 な く と も ２ つ の 異 質 遺 伝 子 型 の 癌 細 胞 株 を 準 備 す る 請 求 項 ３ ５ ～
４ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 異 質 遺 伝 子 型 の 黒 色 腫 細 胞 株 が 、 DDM-1.7（ ECACC 01112339） 又 は DDD-1.13（ ECACC 011
12338） か ら 選 ば れ る も の で あ る 請 求 項 ３ ５ ～ ４ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 サ イ ト カ イ ン が 、 IL-4、 GM-CSF、 IL-13、 IFN-γ 、 Flt-31、 SCF、 TNF-α で な る 群 か ら 選
ば れ る も の で あ る 請 求 項 ３ ５ ～ ５ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 サ イ ト カ イ ン が 、 IL-4及 び GM-CSFを 含 む も の で あ る 請 求 項 ５ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 初 期 生 育 段 階 が 、 ６ ～ ４ ８ 時 間 、 好 ま し く は １ ２ ～ ３ ４ 時 間 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ０ ～
２ ８ 時 間 で あ る 請 求 項 ３ ５ ～ ５ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 工 程 ｂ ） の 前 に 、 さ ら に 、 G-CFS及 び ／ 又 は GM-CSFよ り な る 物 質 を ヒ ト 又 は 動 物 に 投 与
す る 工 程 を 包 含 す る 請 求 項 ３ ５ ～ ５ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 工 程 ｅ ） の 後 に 、 さ ら に 、 IL-2又 は IL-12よ り な る 物 質 を ヒ ト 又 は 動 物 に 投 与 す る 工 程
を 包 含 す る 請 求 項 ３ ５ ～ ５ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ６ 】
　 gp100及 び Melan A/MART-1抗 原 の 発 現 を 、 こ れ ら 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ
ン パ 球 （ CTL） ク ロ ー ン に よ っ て 誘 導 さ れ る 溶 解 に 対 す る 黒 色 腫 細 胞 の 感 受 性 を 測 定 す る
こ と に よ っ て テ ス ト し た 。 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の CTLク ロ ー ン の 特 性 に つ い て は 、 既 に 開
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示 し て い る （ Kirkinら , 1999, Cancer Immunol. Immunother., v.48, pp.239-246）
記 の 如 く し て 黒 色 腫 細 胞 を 採 取 し 、 培 養 培 地 に 再 度 懸 濁 化 し 、 計 数 し 、 各 ク ロ ー ン の 細 胞
０ .５ × １ ０ 6 個 を 、 １ １ mlの 円 錐 管 （ Nunc） に 移 し た 。 細 胞 を 200ｇ に て ５ 分 間 遠 心 分 離
し 、 上 澄 み 液 を 廃 棄 し 、 ペ レ ッ ト を 培 養 培 地 ０ .１ mlに 再 度 懸 濁 化 し た 。 Na 2 CrO 4 溶 液 （ ０
.１ mCi, Amersham） ０ .１ mlを 添 加 し 、 細 胞 を 水 浴 に お い て ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 RPMI 1640に て ３ 回 洗 浄 し た 後 、 タ ー ゲ ッ ト を 、 １ ０ ％ FCSを 含 む RPMI 1640中
に お い て 細 胞 濃 度 ５ × １ ０ 4 個 ／ mlに 調 整 し た 。 細 胞 傷 害 性 リ ン パ 球 を 、 細 胞 濃 度 ５ × １
０ 5 個 ／ mlで 使 用 し た 。 CTL及 び タ ー ゲ ッ ト 黒 色 腫 細 胞 を 、 96Ｕ 字 型 底 部 ミ ク ロ 滴 定 プ レ ー
ト に 、 ３ 個 １ 組 で 、 100μ lの ア リ コ ー ト に 播 種 し 、 200ｇ に て ２ 分 間 遠 心 分 離 し 、 ５ ％ Ｃ
Ｏ 2 中 、 ３ ７ ℃ に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ４ 時 間 後 、 プ レ ー ト を 250ｇ に て ３ 分 間 遠 心
分 離 し 、 上 澄 み 液 100μ lを 採 取 し 、 放 射 能 を 測 定 し た （ Cobra 5005, Packard Instrument
, 米 国 コ ネ チ カ ッ ト 州 メ リ デ ン ） 。 特 異 的 な 溶 解 を 、 標 準 式 に 従 っ て 算 定 し た 。 １ つ の 代
表 的 な 実 験 の 結 果 を 表 １ に 示 す 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 調 査 し た 黒 色 腫 ク ロ ー ン の わ ず か に
２ つ 、 す な わ ち DDM-1.7及 び DDM-1.13が 、 CTLに よ る 溶 解 作 用 に 対 し て 完 全 な 抵 抗 性 で あ る
こ と が 判 明 し 、 こ れ は 、 こ れ ら の 黒 色 腫 ク ロ ー ン に お け る メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 の 発 現 の
喪 失 を 示 し て い る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ２ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ２ ４ 】
　 上 述 の 黒 色 腫 細 胞 培 養 物 に 加 え て 、 次 の 黒 色 腫 細 胞 株 ： FM28、 FM55p、 FM60（ HLA-A2-陽
性 ） 、 FM45及 び FM48（ HLA-A2-陰 性 ） を 使 用 し た 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 他 に 開 示 さ れ て お
り （ Bartkovaら , 1996, Cancer Res., v.56, pp.5475-5483； Kirkinら , 1995, Cancer Im
munol. Immunother., v.41, pp.71-81 DDB-1及 び ANBI-EBVは 、 発 明 者 ら の 研 究 室 に お
い て 、 当 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ っ て 確 立 さ れ た EBV形 質 転 換 リ ン パ 芽 球 状 細 胞 株 で
あ る 。 NK介 在 溶 解 反 応 用 の タ ー ゲ ッ ト し て 、 K562 erythroleukemic cellsを 使 用 し た 。 乳
癌 細 胞 株 、 MCF-7、 CAMA-1、 HBL-100、 MDA-MB-231（ HLA-A2-陽 性 ） 及 び BT-20（ HLA-A2-陰
性 ） は 、 デ ン マ ー ク 癌 協 会 の Per Briand氏 か ら の プ レ ゼ ン ト で あ る 。 SCC4及 び SCC9 HLA-A
2-陽 性 扁 平 上 皮 癌 細 胞 株 は 、 ATCCか ら 得 た も の で あ る 。 全 て の 細 胞 株 を 、 １ ０ ％ FCSを 補
充 し た RPMI 1640培 地 に お い て 培 養 し た 。 細 胞 毒 活 性 を 、 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に し て
測 定 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 抗 体 を 使 用 す る 実 験 に お い て 、 HLAク ラ ス Ｉ 分 子 の 一 般 的 な 測 定
に 対 し て 特 異 的 な W6/32モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 、 濃 度 １ ０ μ l/mlで 穴 に 添 加 し た 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ４ ３
【 補 正 方 法 】 削 除
【 補 正 の 内 容 】
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