
(57)【要約】

本発明は、樹状細胞と非樹状前癌細胞との融合によって

形成される治療有効量の融合細胞を単独で、あるいは細

胞傷害性Ｔ細胞応答および／または液性免疫応答を刺激

または誘導するサイトカインまたは別の分子とともに投

与することによって、癌を予防する方法、ならびに前癌

病変を治療し、前癌病変の発生および進行を予防する方

法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 癌 を 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 予 防 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 有 効 量
の 融 合 細 胞 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 各 融 合 細 胞 が 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 細 胞 と の 融 合 に
よ っ て 形 成 さ れ 、 少 な く と も １ 種 の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 対 立 遺 伝 子 を 前 記 哺 乳 動 物 と 共 有 し 、
前 記 非 樹 状 細 胞 が 、 前 記 癌 に 特 異 的 な 抗 原 の 抗 原 性 を 有 す る 少 な く と も １ 種 の 抗 原 を 提 示
す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 非 樹 状 細 胞 は 非 樹 状 前 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 予 防 す べ き 癌 と 同 じ 細 胞 型 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 癌 が 、 腎 細 胞 癌 、 線 維 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 脊 索 腫 、 血
管 肉 腫 、 内 皮 肉 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 内 皮 肉 腫 、 滑 膜 腫 、 中 皮 腫 、 ユ ー イ ン グ 腫 瘍
、 平 滑 筋 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 結 腸 癌 、 膵 癌 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 扁 平 上 皮 癌 、 基 底
細 胞 癌 、 腺 癌 、 汗 腺 癌 、 皮 脂 腺 癌 、 乳 頭 状 癌 、 乳 頭 状 腺 癌 、 嚢 胞 腺 癌 、 髄 様 癌 、 気 管 支 原
生 癌 、 肝 細 胞 癌 、 胆 管 癌 、 絨 毛 癌 、 精 上 皮 腫 、 胎 生 期 癌 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 子 宮 頚 癌 、 精
巣 腫 瘍 、 肺 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 上 皮 癌 、 神 経 膠 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 髄 芽 腫 、 頭 蓋 咽 頭
腫 、 上 衣 細 胞 腫 、 松 果 体 腫 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 聴 神 経 腫 、 乏 突 起 膠 腫 、 髄 膜 腫 、 黒 色 腫 、 神
経 芽 細 胞 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 ； 慢 性 白 血
病 、 真 性 赤 血 球 増 多 症 、 リ ン パ 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ
ン 血 症 お よ び Ｈ 鎖 病 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 前 癌 病 変 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 治 療 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に
治 療 有 効 量 の 融 合 細 胞 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 各 融 合 細 胞 が 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌
細 胞 と の 融 合 に よ っ て 形 成 さ れ 、 少 な く と も １ 種 の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 対 立 遺 伝 子 を 前 記 哺 乳
動 物 と 共 有 し 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 前 記 前 癌 病 変 に 特 異 的 な 抗 原 の 抗 原 性 を 有 す る 少
な く と も １ 種 の 抗 原 を 提 示 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 前 記 前 癌 病 変 細 胞 型 と 同 じ 細 胞 型 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 前 記 前 癌 病 変 か ら 単 離 さ れ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 前 癌 病 変 が 、 腎 細 胞 癌 、 線 維 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 脊 索
腫 、 血 管 肉 腫 、 内 皮 肉 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 内 皮 肉 腫 、 滑 膜 腫 、 中 皮 腫 、 ユ ー イ ン
グ 腫 瘍 、 平 滑 筋 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 結 腸 癌 、 膵 癌 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 扁 平 上 皮 癌
、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌 、 汗 腺 癌 、 皮 脂 腺 癌 、 乳 頭 状 癌 、 乳 頭 状 腺 癌 、 嚢 胞 腺 癌 、 髄 様 癌 、 気
管 支 原 生 癌 、 肝 細 胞 癌 、 胆 管 癌 、 絨 毛 癌 、 精 上 皮 腫 、 胎 生 期 癌 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 子 宮 頚
癌 、 精 巣 腫 瘍 、 肺 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 上 皮 癌 、 神 経 膠 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 髄 芽 腫 、 頭
蓋 咽 頭 腫 、 上 衣 細 胞 腫 、 松 果 体 腫 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 聴 神 経 腫 、 乏 突 起 膠 腫 、 髄 膜 腫 、 黒 色
腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 ； 慢
性 白 血 病 、 真 性 赤 血 球 増 多 症 、 リ ン パ 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ
ロ ブ リ ン 血 症 お よ び Ｈ 鎖 病 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 の 前 駆 体 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 癌 が 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 ４ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 癌 が 肝 細 胞 癌 で あ る 、 請 求 項 ４ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 胃 腸 ポ リ ー プ に 由 来 す る 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 肝 細 胞 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 液 性 免 疫 応 答 ま た は 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 分 子 の 投 与 を さ ら に 含 む 、 請
求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 分 子 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 樹 状 細 胞 が ヒ ト 血 液 単 球 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 前 記 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 前 癌 細 胞 の 初 代 培 養 物 か ら 得 ら れ る 、
請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 樹 状 細 胞 が 前 記 哺 乳 動 物 自 身 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 前 記 哺 乳 動 物 自 身 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 樹 状 細 胞 が 前 記 哺 乳 動 物 に 対 し て 同 種 異 系 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 前 記 哺 乳 動 物 に 対 し て 同 種 異 系 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 樹 状 細 胞 と 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 の 双 方 が 前 記 哺 乳 動 物 自 身 に 由 来 し 、 前 記 方 法 が 、
液 性 免 疫 応 答 ま た は 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 分 子 を 投 与 す る こ と を さ ら に 含
む 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 分 子 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が Ｉ Ｌ － １ ２ で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 樹 状 細 胞 が 前 記 哺 乳 動 物 に 対 し て 同 種 異 系 で あ り 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 前 記 哺
乳 動 物 と 同 じ ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ ハ プ ロ タ イ プ を 有 す る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 腫 瘍 特 異 抗 原 の 抗 原 性 を 示 す 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 で 形 質 転 換
さ れ た 組 換 え 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 が ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ニ ワ ト リ 、 ヤ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ハ ム ス タ ー
、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 樹 状 細 胞 集 団 お よ び 非 樹 状 前 癌 細 胞 集 団 を 、 細 胞 融 合 を 促 進 す る 条 件 に 供 す る こ と を 含
む 、 ヒ ト 樹 状 細 胞 と ヒ ト 非 樹 状 前 癌 細 胞 と を 融 合 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 前 記 樹 状 細 胞 自 体 に 由 来 す る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 細 胞 融 合 が 電 気 融 合 に よ っ て 達 成 さ れ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 融 合 細 胞 集 団 を 不 活 性 化 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 融 合 細 胞 集 団 の 不 活 性 化 が 、 前 記 細 胞 を γ 照 射 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 、 請 求
項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 樹 状 細 胞 集 団 と 、 そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 投 与 す る た め に 前 記 樹 状 細 胞 を 非 樹 状 前
癌 細 胞 と 融 合 さ せ る た め の 説 明 書 と を １ 個 ま た は 複 数 の 容 器 に 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 電 気 融 合 に 適 切 な キ ュ ベ ッ ト を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 樹 状 細 胞 が 低 温 保 存 さ れ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 液 性 免 疫 応 答 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 応 答 お よ び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
免 疫 応 答 を 刺 激 す る 分 子 、 な ら び に 癌 を 予 防 し 、 ま た は 治 療 す る た め の 前 記 キ ッ ト の 使 用
説 明 書 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 分 子 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が Ｉ Ｌ － １ ２ で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 非 樹 状 前 癌 細 胞 に 融 合 さ れ た 樹 状 細 胞 を 含 む 融 合 細 胞 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 樹 状 細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 新 た に 単 離 さ れ る か 、 ま た は 初 代 細 胞 培 養 物 か ら 得 ら れ る 、 請
求 項 ４ ０ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 液 性 免 疫 応 答 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 応 答 お よ び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
免 疫 応 答 を 刺 激 す る 分 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 分 子 が サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 分 子 が Ｉ Ｌ － １ ２ で あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 融 合 細 胞 の 治 療 有 効
量 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 ま た 、 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の よ う な 融 合 細 胞 と 、 細
胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） 応 答 お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る サ イ ト カ イ ン ま た
は 別 の 分 子 と を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 癌 を 予 防 す る 方 法 お よ び 前 癌 病 変 を 治 療 す る 方 法
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-509830 A 2006.3.23

１ ． 　 序 論

２ ． 　 発 明 の 背 景



　 癌 予 防 に 有 効 な 免 疫 治 療 用 組 成 物 の 開 発 に は 大 き な 関 心 が 持 た れ て い る 。 こ の よ う な 免
疫 療 法 が 成 功 す る に は 、 標 的 腫 瘍 ま た は 感 染 細 胞 に 極 め て 特 異 的 で 、 且 つ 極 め て 強 力 な 免
疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る 組 成 物 を 開 発 す る 必 要 が あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 免 疫 系 細 胞 は 、 ２ 種 類 の 主 要 な 分 化 系 統 、 す な わ ち 、 リ ン パ 系 列 お よ び ミ エ ロ イ ド 系 列
に 向 か っ て 多 能 性 幹 細 胞 か ら 発 生 す る 。 リ ン パ 系 列 は 、 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー 細 胞 な ど の リ ン パ 球 を 産 生 し 、 ミ エ ロ イ ド 系 列 は 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 好 中 球
、 な ら び に 樹 状 細 胞 、 血 小 板 、 肥 満 細 胞 な ど の 他 の ア ク セ サ リ ー 細 胞 を 産 生 す る 。 リ ン パ
系 列 の Ｔ 細 胞 に は 、 胸 腺 に お い て 成 熟 し 、 選 択 を 受 け る 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ 「 Ｃ Ｔ Ｌ
」 ） と ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 の ２ 種 類 の 主 要 な タ イ プ が あ り 、 こ れ ら は 、 ２ 種 類 の 表 面 マ ー カ ー
、 す な わ ち 、 Ｃ Ｄ ８ （ Ｃ Ｔ Ｌ ） ま た は Ｃ Ｄ ４ （ ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 ） の 一 方 が 存 在 す る か ど う
か に よ っ て 識 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 リ ン パ 球 は 循 環 し 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 な ど の 二 次 リ ン パ 器 官 に お い て 捕 捉 さ れ 易 い 侵 入 外
来 病 原 体 お よ び 抗 原 を 探 索 す る 。 抗 原 は 、 二 次 リ ン パ 器 官 に 移 動 し て き た 抗 原 提 示 細 胞 （
Ａ Ｐ Ｃ ） に よ っ て 末 梢 で 取 り 込 ま れ る 。 Ｔ 細 胞 と Ａ Ｐ Ｃ と の 間 の 相 互 作 用 に よ っ て 、 Ｂ 細
胞 お よ び 抗 体 産 生 の 活 性 化 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ Ｃ Ｄ ８ ＋ 　 Ｃ Ｔ Ｌ ） の 活 性
化 、 お よ び Ｔ 細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 の 刺 激 を 含 む い く つ か の エ フ ェ ク タ ー 経 路 が 作
動 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 抗 体 を 産 生 す る ナ イ ー ブ Ｂ 細 胞 の 活 性 化 に は 、 ２ 種 類 の シ グ ナ ル 、 す な わ ち 、 （ １ ） 表
面 結 合 受 容 体 （ Ｂ 細 胞 受 容 体 、 ま た は 「 Ｂ Ｃ Ｒ 」 ） に よ る 特 異 抗 原 の 認 識 お よ び 結 合 （ 次
い で 、 こ れ は 、 Ｂ Ｃ Ｒ 関 連 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と と も に ク ラ ス タ ー を 形 成 す る ） と 、 （ ２ ）
Ｂ 細 胞 表 面 上 の Ｃ Ｄ ４ ０ 受 容 体 に 活 性 化 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 （ Ｔ ｈ ） 表 面 上 に 担 持 さ れ た Ｃ Ｄ
４ ０ Ｌ リ ガ ン ド が 結 合 し て 発 生 す る 共 刺 激 シ グ ナ ル と が 必 要 で あ る 。 活 性 化 さ れ た Ｂ 細 胞
は 、 ク ロ ー ン 増 殖 、 体 細 胞 高 頻 度 突 然 変 異 、 親 和 性 成 熟 お よ び ア イ ソ タ イ プ ク ラ ス ス イ ッ
チ ン グ を 行 い 、 こ こ で 分 泌 抗 体 の 重 鎖 ク ラ ス が 確 定 さ れ る 。 次 い で 、 抗 体 重 鎖 ク ラ ス の 選
択 は 、 ア イ ソ タ イ プ ク ラ ス ス イ ッ チ ン グ が 行 わ れ る と き に Ｂ 細 胞 に 接 触 す る サ イ ト カ イ ン
集 団 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 抗 体 の 重 鎖 定 常 領 域 （ Ｆ ｃ ） は 、 そ の 抗 体 機 能 に ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 影 響 を 及 ぼ す 。 例 え
ば 、 Ｉ ｇ Ｇ ク ラ ス の 抗 体 の Ｆ ｃ 部 分 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 な ど の 専 門 の 食 細 胞 の 細
胞 表 面 受 容 体 に よ っ て 認 識 さ れ 結 合 さ れ る 。 こ れ に よ っ て 、 こ の よ う に し て オ プ ソ ニ ン 化
さ れ た Ｉ ｇ Ｇ 結 合 抗 原 お よ び ／ ま た は 細 胞 の 貪 食 お よ び 破 壊 が 促 進 さ れ る 。 ま た 、 例 え ば
細 胞 表 面 抗 原 の 複 数 の コ ピ ー に 結 合 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の ク ラ ス タ ー は 、 補 体 系 を 固 定 し 活 性
化 し て 、 細 胞 の 破 壊 を も た ら す だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｂ Ｃ Ｒ お よ び 抗 体 に よ る 抗 原 認 識 お よ び 結 合 に 対 し て 、 Ｔ 細 胞 で は 、 抗 原 タ ン パ ク 質 が
、 そ の 起 源 が 細 胞 内 で あ る か 細 胞 外 で あ る か に よ っ て 、 ２ 種 類 の 異 な る 経 路 の 一 方 で プ ロ
セ シ ン グ さ れ 、 細 胞 表 面 結 合 複 合 体 の 一 部 と し て 提 示 さ れ る 必 要 が あ る 。 細 胞 内 ま た は 内
因 性 タ ン パ ク 質 抗 原 は 、 腫 瘍 細 胞 を 含 め て ほ と ん ど の 細 胞 型 に お い て 発 現 さ れ る ク ラ ス Ｉ
主 要 組 織 適 合 複 合 体 （ Ｍ Ｈ Ｃ ） 分 子 に よ っ て 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 　 Ｃ Ｔ Ｌ に 提 示 さ れ る 。 細 胞 外 抗
原 決 定 基 は 、 樹 状 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど の 「 特 殊 化 さ れ た 」 ま た は 「 プ ロ フ ェ ッ シ ョ
ナ ル 」 Ａ Ｐ Ｃ の 細 胞 表 面 上 で Ｃ Ｄ ４ ＋ 「 ヘ ル パ ー 」 Ｔ 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る ク ラ ス Ｉ Ｉ
　 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 － 抗 原 複 合 体 と し て 提 示 さ れ る (一 般 に 、 W.E. Paul編 、 Fundamental Immuno
logy. New York: Raven Press、 1984を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ク ラ ス Ｉ お よ び ク ラ ス Ｉ Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 は 、 知 ら れ て い る 最 も 多 形 の タ ン パ ク 質 で あ る
。 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 の 不 均 一 度 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ハ プ ロ タ イ プ と し て 知 ら れ る ク ラ ス Ｉ と ク ラ ス Ｉ Ｉ 　
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Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 の 組 合 せ に よ っ て さ ら に 高 く な る 。 ヒ ト に お い て は 、 単 一 の 染 色 体 上 に 位 置 す
る ３ 種 類 の 異 な る 遺 伝 子 座 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｂ お よ び Ｈ Ｌ Ａ － Ｃ が 、 ク ラ ス Ｉ 分 子 を
コ ー ド す る 。 Ｔ 細 胞 受 容 体 は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 の 多 形 部 分 と を 含 む 複 合 体 に
特 異 的 に 結 合 す る の で 、 遺 伝 子 型 が 異 な る Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 に 遭 遇 す る と Ｔ 細 胞 の 応 答 は 弱 く な
る 。 こ の 特 異 性 に よ っ て 、 Ｍ Ｈ Ｃ 拘 束 性 Ｔ 細 胞 認 識 現 象 お よ び Ｔ 細 胞 細 胞 傷 害 性 が も た ら
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 リ ン パ 球 は 、 末 梢 中 を 循 環 し 、 リ ン パ 器 官 に お い て 適 切 な シ グ ナ ル に 遭 遇 す る と 「 初 回
抗 原 刺 激 を 受 け た 」 状 態 に な る （ Bretscherお よ び Cohn、 1970、 Science 169:1042～ 1049
） 。 第 １ の シ グ ナ ル は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 が Ａ Ｐ Ｃ 表 面 上 の ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 に よ っ て 提
示 さ れ る 抗 原 性 ペ プ チ ド に 結 合 し た 後 に 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 を 通 し て 受 け 取 ら れ る 。 第 ２ の シ
グ ナ ル は 、 分 泌 化 学 物 質 の シ グ ナ ル 、 す な わ ち Ｃ Ｄ ４ ＋ ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 も し く は 樹 状 細 胞
に よ っ て 産 生 さ れ る イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ （ Ｉ Ｌ － １ ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ 、 イ ン タ
ー ロ イ キ ン － ２ （ Ｉ Ｌ － ２ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ４ （ Ｉ Ｌ － ４ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン －
７ （ Ｉ Ｌ － ７ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ （ Ｉ Ｌ － １ ２ ） な ど の サ イ ト カ イ ン に よ っ て な
さ れ る か 、 ま た は Ｂ ７ （ Ｂ ７ ． １ お よ び Ｂ ７ ． ２ 分 子 を 含 む 用 語 ） な ど の 原 形 質 膜 結 合 共
刺 激 分 子 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 Ｂ ７ は 、 抗 原 提 示 細 胞 膜 上 に 存 在 し 、 Ｉ ｇ ス ー パ ー フ ァ ミ
リ ー の メ ン バ ー で あ る Ｃ Ｄ ２ ８ と 呼 ば れ る ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 表 面 の 補 助 受 容 体 に よ っ て 認 識
さ れ る 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ お よ び Ｉ Ｌ － １ ２ の 産 生 は 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 　 Ｔ 細 胞 の 発 生 を 促
進 す る Ｔ Ｈ １ と し て 知 ら れ る ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 サ ブ タ イ プ と 関 連 が あ り 、 Ｉ Ｌ － ４ の 産 生 は
、 抗 体 産 生 Ｂ 細 胞 の 発 生 お よ び 活 性 化 を 促 進 す る Ｔ Ｈ ２ と し て 知 ら れ る Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 サ
ブ タ イ プ と 関 連 が あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 抗 原 提 示 中 の 抗 原 特 異 的 相 互 作 用 に 加 え て 、 Ａ Ｐ Ｃ へ の Ｔ リ ン パ 球 の 結 合 を 安 定 化 す る
抗 原 非 特 異 的 接 着 分 子 （ ａ ｄ ｈ ｅ ｓ ｉ ｖ ｅ ） も Ｔ 細 胞 刺 激 に 関 与 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、
Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ ／ Ｃ Ｄ ５ ４ 、 Ｌ Ｆ Ａ － ３ ／ Ｃ Ｄ ５ ８ 、 Ｂ ７ な ど の Ａ Ｐ Ｃ 上 の 受 容 体 分 子 は 、
Ｔ 細 胞 上 の 対 応 す る 補 助 受 容 体 に 結 合 す る 。 両 方 の シ グ ナ ル を 受 け た ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 は 、
活 性 化 さ れ て 増 殖 し 、 様 々 な イ ン タ ー ロ イ キ ン を 分 泌 す る 。 両 方 の シ グ ナ ル を 受 け た Ｃ Ｔ
Ｌ は 、 活 性 化 さ れ て 、 同 じ ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と 、 最 初 に Ｃ Ｔ Ｌ 活 性 化 を 誘 発 し た 同 じ
抗 原 と を 有 す る 標 的 細 胞 を 死 滅 さ せ る 。 し た が っ て 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 　 Ｃ Ｔ Ｌ は 、 癌 お よ び 病 原
体 に 対 抗 し 、 ま た 同 種 移 植 片 を 拒 絶 す る の に 重 要 で あ る （ Terstappen等 、 1992、 Blood 79
:666～ 677） 。 し か し 、 共 刺 激 の な い 状 態 で 第 １ の シ グ ナ ル を 受 け た Ｔ 細 胞 は 、 ア ナ ジ ー
と な り 、 免 疫 寛 容 に な る （ Lamb等 、 1983、 J.Exp.Med.157:1434～ 1447； Mueller等 、 1989
、 Annu.Rev.Immunol.7:445～ 480； Schwartz、 1992、 Cell 71:1065～ 1068； Muellerお よ び
Jenkins、 1995、 Curr.Opin.Immunol.7:375～ 381） 。
【 ０ ０ １ １ 】

　 癌 は 、 任 意 の 正 常 組 織 に 由 来 す る 異 常 細 胞 数 の 増 加 、 隣 接 組 織 へ の こ れ ら の 異 常 細 胞 の
侵 入 、 な ら び に 所 属 リ ン パ 節 お よ び 遠 位 部 位 へ の 悪 性 細 胞 の リ ン パ 行 性 ま た は 血 行 性 伝 播
（ 転 移 ） に よ っ て 主 に 特 徴 づ け ら れ る 。 臨 床 デ ー タ お よ び 分 子 生 物 学 的 研 究 に よ れ ば 、 癌
は 、 前 癌 状 態 の 軽 微 な 変 化 か ら 始 ま り 、 特 定 の 条 件 下 で 進 行 し て 腫 瘍 形 成 に 至 り 得 る 多 段
階 プ ロ セ ス で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 こ の 多 段 階 プ ロ セ ス の 進 行 中 に 、 前
癌 細 胞 を 正 常 細 胞 か ら 区 別 す る 少 な く と も １ 個 の 対 立 遺 伝 子 を 含 む 前 癌 細 胞 が 蓄 積 さ れ る
。 こ の よ う な 遺 伝 的 差 異 に よ っ て 、 腫 瘍 特 異 抗 原 の 発 現 、 正 常 細 胞 タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現
、 お よ び /ま た は 正 常 お よ び ／ も し く は 腫 瘍 特 異 抗 原 の 細 胞 分 布 の 変 化 が 生 じ る こ と が あ
る 。 特 定 の 例 で は 、 こ れ ら の 変 化 に よ っ て 、 変 化 し た 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 ま た は 一 般 に
は 細 胞 表 面 に 移 行 し な い 正 常 タ ン パ ク 質 が 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 前 癌 細 胞 の 蓄 積 は 、 過 形 成 、 化 生 、 ま た は 最 も 具 体 的 に は 、 異 形 成 に よ っ て 例 示 さ れ る
前 悪 性 の 異 常 細 胞 増 殖 と し て 検 出 さ れ る （ こ の よ う な 異 常 増 殖 状 態 の 総 説 に つ い て は 、 Ro
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bbinsお よ び Angell、 1976、 Basic Pathology、 第 2版 、 W.B.Saunders Co.、 Philadelphia
、 68～ 79ペ ー ジ を 参 照 さ れ た い ） 。 過 形 成 は 、 組 織 ま た は 器 官 に お い て 、 構 造 ま た は 機 能
が 大 き く 変 化 せ ず に 細 胞 数 の 増 加 を 含 む 制 御 さ れ た 細 胞 増 殖 形 態 で あ る 。 過 形 成 の 一 例 は
、 子 宮 内 膜 の 過 形 成 で あ り 、 こ れ は 子 宮 内 膜 癌 に 進 行 す る こ と が 多 い 。 化 生 は 、 １ タ イ プ
の 成 人 細 胞 ま た は 完 全 に 分 化 し た 細 胞 が 、 別 の タ イ プ の 成 人 細 胞 に 取 っ て 代 わ る 制 御 さ れ
た 細 胞 増 殖 形 態 で あ る 。 化 生 は 、 上 皮 ま た は 結 合 組 織 細 胞 に お い て 発 生 す る こ と が あ る 。
例 外 的 な 化 生 に は 、 い く ら か 無 秩 序 な 化 生 上 皮 が 含 ま れ る 。 異 形 成 は 、 癌 の 前 兆 で あ る こ
と が 多 く 、 主 に 上 皮 に 見 ら れ る 。 異 形 成 は 、 個 々 の 細 胞 の 均 一 性 の 喪 失 、 お よ び 細 胞 の 構
造 的 な 配 向 に 関 わ る 非 腫 瘍 性 増 殖 の 最 も 無 秩 序 な 形 態 で あ る 。 異 形 成 の 細 胞 は 、 異 常 に 大
き い 濃 く 染 ま っ た 核 を 有 し 、 多 形 性 を 示 す こ と が 多 い 。 異 形 成 は 、 慢 性 の 刺 激 ま た は 炎 症
が 存 在 す る 場 合 に 特 徴 的 に 起 こ り 、 頚 部 、 気 道 、 口 腔 お よ び 胆 嚢 に 出 現 す る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 上 記 前 癌 細 胞 お よ び 癌 細 胞 を 含 む 腫 瘍 性 病 変 部 は 、 特 に 新 生 物 細 胞 が 宿 主 の 免 疫 監 視 を
逃 れ る 条 件 下 で 、 前 癌 細 胞 蓄 積 と し て 、 侵 入 、 増 殖 、 転 移 お よ び 不 均 一 性 の 能 力 を 増 大 さ
せ る 複 数 の 遺 伝 的 変 化 を ク ロ ー ン 化 に よ り 進 化 さ せ る こ と が で き る （ Roitt等 、 1993、 Imm
unology、 第 3版 、 Mosby、 St. Louis、 pps.17.1～ 17.12） 。
【 ０ ０ １ ４ 】

　 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 応 答 は 、 抗 原 性 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 制 御 す る た め に 極 め て 重 要 な 宿 主 応
答 で あ る （ Anichimi等 、 1987、 Immunol. Today 8:385～ 389） 。 実 験 動 物 腫 瘍 お よ び 自 然
発 症 の ヒ ト 腫 瘍 の 研 究 に よ っ て 、 多 数 の 腫 瘍 が 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る 抗 原 を
発 現 す る こ と が 実 証 さ れ た 。 腫 瘍 に 特 有 の 抗 原 も あ れ ば 、 腫 瘍 細 胞 と 正 常 細 胞 の 両 方 で 見
ら れ る 抗 原 も あ る 。 例 え ば 、 関 与 す る 発 癌 物 質 の 個 々 の タ イ プ 、 宿 主 の 免 疫 適 格 性 、 お よ
び 潜 伏 期 を 含 め て 、 い く つ か の 要 因 が 腫 瘍 の 免 疫 原 性 に 影 響 を 及 ぼ す （ Old等 、 1962、 Ann
. N. Y. Acad. Sci. 101:80～ 106； Bartlett、 1972、 J. Natl. Cancer. Inst. 49:493～ 5
04） 。 Ｔ 細 胞 介 在 性 免 疫 は 、 ウ イ ル ス に よ り お よ び 化 学 的 に 誘 導 さ れ た 腫 瘍 の 拒 絶 に 極 め
て 重 要 で あ る こ と が 実 証 さ れ た （ Klein等 、 1960、 Cancer Res. 20:1561～ 1572； Tevethia
等 、 1974、 J. Immunol. 13:1417～ 1423） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 腫 瘍 の 養 子 免 疫 治 療 と は 、 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る 免 疫 細 胞 が 、 定 着 し た 腫 瘍 を 直 接 的 ま た
は 間 接 的 に 退 縮 さ せ る こ と を 目 的 に 、 腫 瘍 を 有 す る 宿 主 に 投 与 さ れ る 治 療 手 法 を 意 味 す る
。 腫 瘍 細 胞 ま た は 腫 瘍 抗 原 、 な ら び に 自 然 発 症 の 腫 瘍 に よ る 定 着 し た 腫 瘍 を 有 す る 宿 主 の
免 疫 化 は 、 腫 瘍 が 免 疫 抑 制 応 答 を す で に 誘 発 し て い る の で 無 効 で あ る こ と が 多 い （ Basic 
and Clinical Immunology、 第 6版 、 Stites、 Stoboお よ び Wells編 、 Appletonお よ び Lange
の 14章 、 Greenberg、 1987、 186～ 196ペ ー ジ ； Bruggen、 1993） 。 し た が っ て 、 免 疫 療 法 の
前 に 、 腫 瘍 塊 を 縮 小 さ せ 、 腫 瘍 を 有 す る 宿 主 に お け る Ｔ 細 胞 す べ て を 枯 渇 さ せ る 必 要 が あ
る （ Herbermann R R、 Martinus Nijhoff編 、 「 Basic and Clinical Tumor Immunology」
中 、 Greenberg等 、 1983、 301～ 335ペ ー ジ ） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 腫 瘍 特 異 的 な 同 系 の Ｔ 細 胞 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 進 行 腫 瘍 を 有 す る 宿 主 を 治 療 す る
こ と が で き る 動 物 モ デ ル が 開 発 さ れ た (Mule等 、 1984、 Science 225:1487～ 1489)。 Nation
al Cancer Institute（ NCI） の 研 究 者 ら は 、 末 梢 血 リ ン パ 球 ま た は 腫 瘍 浸 潤 リ ン パ 球 （ Ｔ
Ｉ Ｌ ） 、 皮 下 リ ン パ 小 節 の 生 検 か ら 得 ら れ る Ｔ 細 胞 培 養 物 の 自 家 再 注 入 を 用 い て 、 い く つ
か の ヒ ト 癌 を 治 療 し た （ Rosenberg, S.A.、 1987年 9月 1日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 4,690,9
14号 ； Rosenberg等 、 1988、 N. Engl. J. Med.、 319:1676～ 1680） 。 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － ２ の
存 在 下 で ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 増 殖 さ せ た Ｔ Ｉ Ｌ が 癌 患 者 に 養 子 的 に 導 入 さ れ 、 選 ば れ た 転
移 性 メ ラ ノ ー マ 患 者 に お い て 腫 瘍 を 退 縮 さ せ た 。 Ｉ Ｌ － ２ 中 で 増 殖 し た メ ラ ノ ー マ Ｔ Ｉ Ｌ
は 、 Ｃ Ｄ ３ ＋ － 活 性 化 Ｔ リ ン パ 球 と し て 特 定 さ れ 、 大 部 分 は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 独 特 な
抗 腫 瘍 特 性 を 有 す る Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 で あ る 。 多 数 の 長 期 メ ラ ノ ー マ Ｔ Ｉ Ｌ 培 養 物 が 、 特 異 的
ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ 抗 原 複 合 体 お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 に 依 存 す る 形 で 自 家 腫 瘍 を 溶 解 す る （ To
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palian等 、 1989、 J. Immunol. 142:3714） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ れ ら の 方 法 を ヒ ト 癌 の 治 療 に 応 用 す る に は 、 患 者 の 腫 瘍 反 応 性 リ ン パ 球 の 特 定 の セ ッ
ト を 単 離 し 、 こ れ ら の 細 胞 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 数 を 大 き く 増 殖 さ せ 、 次 い で 、 こ れ ら の
細 胞 を 複 数 回 注 入 に よ っ て 宿 主 に 戻 す 必 要 が あ ろ う 。 Ｉ Ｌ － ２ の 存 在 下 で 増 殖 し た Ｔ 細 胞
は Ｉ Ｌ － ２ に 依 存 し て 生 存 す る の で 、 細 胞 を 移 入 し た 後 に Ｉ Ｌ － ２ を 注 入 す る と 延 命 し 、
培 養 Ｔ 細 胞 の 治 療 効 力 が 増 す (Rosenberg等 、 1987、 N. Engl. J. Med. 316:889～ 897)。 し
か し 、 高 熱 、 低 血 圧 、 毛 細 血 管 漏 出 症 候 群 に よ る 内 皮 壁 の 損 傷 、 お よ び 不 整 脈 、 心 筋 梗 塞
な ど の 様 々 な 心 臓 有 害 事 象 を 含 め て 、 高 用 量 Ｉ Ｌ － ２ お よ び 活 性 化 リ ン パ 球 の 治 療 の 毒 性
が か な り あ る （ Rosenberg等 、 1988、 N. Engl. J. Med. 319:1676～ 1680） 。 ま た 、 Ｔ Ｉ Ｌ
を 産 生 す る の に 必 要 な 専 門 技 術 の 要 求 が 厳 し く 、 多 く の 材 料 が 必 要 で あ り 、 有 害 副 作 用 が
激 し い こ と か ら 、 こ れ ら の 技 術 の 使 用 は 特 別 な 治 療 セ ン タ ー に 限 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ チ ド 複 合 体 に 特 異 的 で あ る Ｃ Ｔ Ｌ は 、 癌 の 治 療 ま た は 予 防 に 使
用 す る こ と が で き 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 初 回 抗 原 刺 激 を 必 要 と せ ず に 、 こ の よ う な Ｃ Ｔ Ｌ
を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 生 成 さ せ る 方 法 が 求 め ら れ た 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 適 切 な 抗 原 で パ
ル ス さ れ た (pulsed)樹 状 細 胞 （ Inaba等 、 1987、 J. Exp. Med. 166:182～ 194； Macatonia
等 、 1989、 J. Exp. Med. 169:1255～ 1264； De Bruijn等 、 1992、 Eur. J. Immunol. 22:30
13～ 3020） 、 ペ プ チ ド を 担 持 し た Ｒ Ｍ Ａ － Ｓ 細 胞 (多 数 の 「 空 の 」 細 胞 表 面 ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ
Ｈ Ｃ 分 子 を 発 現 す る 突 然 変 異 細 胞 )（ De Bruijn等 、 1991、 Eur. J. Immunol. 21:2963～ 29
70； De Bruijn等 、 1992、 同 上 ； Houbiers等 、 1993、 Eur. J. Immunol. 26:2072～ 2077）
お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 貪 食 さ れ た ペ プ チ ド を 担 持 し た ビ ー ズ （ De Bruijn等 、 199
5、 Eur. J. Immunol. 25、 1274～ 1285） の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 強 力 な 抗 原 提 示 細 胞 で あ る 樹 状 細 胞 は 、 癌 免 疫 療 法 の ア ジ ュ バ ン ト と し て 最 近 利 用 さ れ
て い る 。 Ｇ ｏ ｎ ｇ 等 は 、 腫 瘍 細 胞 に 融 合 さ れ た 樹 状 細 胞 の 接 種 に よ っ て 、 マ ウ ス に お い て
抗 腫 瘍 免 疫 が 誘 導 さ れ た こ と を 報 告 し た （ Gong等 、 1997、 同 上 ） 。 腫 瘍 細 胞 と の 融 合 の 臨
床 応 用 が 成 功 し た こ と も 報 告 さ れ た （ Kugler等 、 2000、 Nat Med 6、 332～ 336） 。 Ｂ 細 胞
ま た は 樹 状 細 胞 と 腫 瘍 細 胞 と の 融 合 は 、 動 物 モ デ ル に お い て 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ
と が す で に 実 証 さ れ て い る （ Guo等 、 1994、 Science、 263:518～ 520； Stuhlerお よ び Walde
n、 1994、 Cancer Immunol. Immuntother. 1994、 39:342～ 345； Gong等 、 1997、 Nat. Med.
 3:558～ 561； Celluzzi、 1998、 J. Immunol. 160:3081～ 3085； Gong、 国 際 公 開 第 98/4678
5号 、 1998年 10月 23日 付 け ） 。 特 に 、 腫 瘍 細 胞 と 抗 原 提 示 細 胞 と の ハ イ ブ リ ッ ド を 用 い た
免 疫 化 に よ っ て 、 様 々 な げ っ 歯 類 モ デ ル に お い て 防 御 免 疫 が 得 ら れ る こ と が 示 さ れ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 し か し 、 こ の よ う な 進 歩 に も か か わ ら ず 、 癌 細 胞 は 、 宿 主 免 疫 監 視 機 構 を 逃 れ る 様 々 な
戦 略 を 身 に つ け 、 有 効 な 免 疫 療 法 の 開 発 を 阻 止 し て い る 。 現 行 の 治 療 は 、 防 御 免 疫 を 刺 激
す る も の の 、 疾 患 が す で に 確 立 し た 患 者 の 治 療 に お い て は 必 ず し も 成 功 し て い な い 。 ま た
、 こ の よ う な 治 療 は 、 一 般 に 、 腫 瘍 が な い が 、 そ れ に も か か わ ら ず 前 癌 病 変 を 有 し う る 患
者 に お け る 癌 を 予 防 す る の に は 有 効 で な い 。 し た が っ て 、 腫 瘍 性 疾 患 の 予 防 に 使 用 す る こ
と が で き 、 腫 瘍 性 疾 患 の 再 発 を 防 止 し 、 患 者 の 既 存 の 腫 瘍 を 退 縮 さ せ る こ と が で き る 治 療
用 組 成 物 が 求 め ら れ て い る 。 さ ら に 、 最 終 的 に 腫 瘍 性 疾 患 を 発 症 す る 大 き な 前 兆 と な る １
個 ま た は 複 数 の 遺 伝 マ ー カ ー ま た は 対 立 遺 伝 子 を 有 す る こ と が 判 明 し た 患 者 の 予 防 的 治 療
用 組 成 物 が 特 に 早 急 に 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 の 参 考 文 献 の 引 用 ま た は 考 察 は 、 そ れ ら が 本 発 明 に 対 し て 従 来 技 術 で あ る こ と
を 認 め る も の と 解 釈 す べ き で な い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 は 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 融 合 細 胞 の 投 与 に よ
っ て 、 癌 を 予 防 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 融 合 細 胞 は 、 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答
を 刺 激 す る 分 子 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と も で き る 。 本 発 明 は 、 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） と 、
宿 主 生 物 の 癌 の 素 因 と な る 特 異 的 な 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 非 樹 状 細 胞 と の 融 合 細 胞 が 、 そ の
癌 の 発 症 に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 さ せ る と い う 発 見 お よ び 実 証 に 一 部 基 づ い て い る 。 さ ら
に 、 こ の よ う な 融 合 細 胞 を 、 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 分 子 、 す な わ
ち 、 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン な ど の 免 疫 活 性 化 因 子 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る と 、 抗 腫 瘍 応 答
が 増 強 さ れ る 。 こ の よ う な 融 合 細 胞 は 、 樹 状 細 胞 の 強 力 な 免 疫 賦 活 効 果 を 、 こ の よ う な 腫
瘍 細 胞 の 特 異 的 抗 原 性 と 結 び つ け 、 そ れ に よ っ て 強 力 な 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 。 こ の
特 異 的 免 疫 応 答 は 、 免 疫 活 性 化 因 子 を 同 時 投 与 す る こ と に よ っ て さ ら に 増 強 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て は 、 治 療 を 要 す る 患 者 に 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と を 含
む 融 合 細 胞 を 投 与 す る 、 癌 を 予 防 ま た は 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て
は 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と を 含 む 融 合 細 胞 を 、 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答
を 刺 激 す る サ イ ト カ イ ン ま た は 別 の 分 子 と 同 時 投 与 し 、 そ れ に よ っ て 治 療 的 処 置 の 有 効 性
が 著 し く 高 め ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 癌 を 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 そ
の よ う な 予 防 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 形 成 さ
れ る 融 合 細 胞 の 治 療 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お
い て は 、 融 合 細 胞 は 、 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 分 子 と 組 み 合 わ せ て
投 与 さ れ る 。 こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 に お い て は 、 共 刺 激 分 子 （ ｃ ｏ － ｓ ｔ ｉ ｍ ｕ ｌ ａ ｔ
ｏ ｒ ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 材 料 で 融 合 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 ま た は そ の 遺 伝 子 材 料 を 融 合 細
胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 、 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 の 共 刺 激 分
子 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 癌 を 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 前
記 予 防 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 有 効 量 の 融 合 細 胞 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 各 融 合 細 胞
は 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 形 成 さ れ 、 少 な く と も １ 種 の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ
ス Ｉ 対 立 遺 伝 子 を 前 記 哺 乳 動 物 と 共 有 し 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 前 記 癌 に 特 異 的 な 抗 原
の 抗 原 性 を 有 す る 少 な く と も １ 種 の 抗 原 を 提 示 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 の 特 定 の 実
施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 予 防 す べ き 癌 と 同 じ 細 胞 型 で あ る 。 別 の 特 定 の 実
施 形 態 に お い て は 、 こ の 方 法 は 、 液 性 免 疫 応 答 ま た は 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 免 疫 応 答 を 刺 激 す
る 分 子 の 投 与 を さ ら に 含 む 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 分 子 は サ イ ト カ イ ン で あ る 。 一
実 施 形 態 に お い て は 、 サ イ ト カ イ ン は イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お
い て は 、 樹 状 細 胞 は ヒ ト 血 液 単 球 か ら 得 ら れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 非 樹 状 前
癌 細 胞 は 、 前 記 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 前 癌 細 胞 の 初 代 培 養 物 か ら 得 ら れ る 。 別 の 実 施 形 態 に
お い て は 、 前 記 樹 状 細 胞 は 、 前 記 哺 乳 動 物 自 身 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前
記 樹 状 細 胞 と 前 記 非 樹 状 細 胞 と は と も に 前 記 哺 乳 動 物 自 身 に 由 来 し 、 Ｉ Ｌ － １ ２ な ど の 免
疫 刺 激 分 子 は 融 合 細 胞 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 樹 状 細 胞 は 、
哺 乳 動 物 に 対 し て 同 種 異 系 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 樹 状 細 胞 は 、 哺 乳 動 物
に 対 し て 同 種 異 系 で あ り 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 と 同 じ ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ ハ プ
ロ タ イ プ を 有 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 腫 瘍 特 異 抗 原 の 抗
原 性 を 示 す 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 で 形 質 転 換 さ れ た 組 換 え 細 胞 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お
い て は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 哺 乳 動 物 は 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ
ツ ジ 、 ブ タ 、 ニ ワ ト リ 、 ヤ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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３ ． 　 発 明 の 概 要



　 こ の 方 法 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 癌 は 、 腎 細 胞 癌 、 線 維 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 脂 肪
肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 脊 索 腫 、 血 管 肉 腫 、 内 皮 肉 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 内 皮 肉
腫 、 滑 膜 腫 、 中 皮 腫 、 ユ ー イ ン グ 腫 瘍 、 平 滑 筋 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 結 腸 癌 、 膵 癌 、 乳 癌 、
卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 扁 平 上 皮 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌 、 汗 腺 癌 、 皮 脂 腺 癌 、 乳 頭 状 癌 、 乳 頭
状 腺 癌 、 嚢 胞 腺 癌 、 髄 様 癌 、 気 管 支 原 生 癌 、 肝 細 胞 癌 、 胆 管 癌 、 絨 毛 癌 、 精 上 皮 腫 、 胎 生
期 癌 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 子 宮 頚 癌 、 精 巣 腫 瘍 、 肺 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 上 皮 癌 、 神 経
膠 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 髄 芽 腫 、 頭 蓋 咽 頭 腫 、 上 衣 細 胞 腫 、 松 果 体 腫 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 聴 神 経
腫 、 乏 突 起 膠 腫 、 髄 膜 腫 、 黒 色 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性
白 血 病 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 ； 慢 性 白 血 病 、 真 性 赤 血 球 増 多 症 、 リ ン パ 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、
ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 お よ び Ｈ 鎖 病 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 前 癌 病 変 を 治 療 す る 方 法 で あ っ
て 、 前 記 治 療 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 治 療 有 効 量 の 融 合 細 胞 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記
各 融 合 細 胞 は 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 形 成 さ れ 、 少 な く と も １ 種 の
Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 対 立 遺 伝 子 を 前 記 哺 乳 動 物 と 共 有 し 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 前 記 前 癌 病
変 に 特 異 的 な 抗 原 の 抗 原 性 を 有 す る 少 な く と も １ 種 の 抗 原 を 提 示 す る 方 法 を 提 供 す る 。 特
定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 前 記 前 癌 病 変 と 同 じ 細 胞 型 で あ る 。 別
の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 前 記 前 癌 病 変 か ら 単 離 さ れ る 。 別
の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の 方 法 は 、 液 性 免 疫 応 答 ま た は 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 免 疫 応
答 を 刺 激 す る 分 子 の 投 与 を さ ら に 含 む 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 分 子 は サ イ ト カ イ ン
で あ る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 サ イ ト カ イ ン は イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ で あ る 。 別 の 実
施 形 態 に お い て は 、 樹 状 細 胞 は 、 ヒ ト 血 液 単 球 か ら 得 ら れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、
前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 前 記 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 前 癌 細 胞 の 初 代 培 養 物 か ら 得 ら れ る 。 別
の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 樹 状 細 胞 は 、 前 記 哺 乳 動 物 自 身 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態 に
お い て は 、 前 記 樹 状 細 胞 と 前 記 非 樹 状 細 胞 は と も に 前 記 哺 乳 動 物 自 身 に 由 来 し 、 Ｉ Ｌ － １
２ な ど の 免 疫 刺 激 分 子 は 、 融 合 細 胞 と 同 時 に 投 与 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記
樹 状 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 に 対 し て 同 種 異 系 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 樹 状 細 胞
は 、 哺 乳 動 物 に 対 し て 同 種 異 系 で あ り 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 と 同 じ ク ラ ス Ｉ
　 Ｍ Ｈ Ｃ ハ プ ロ タ イ プ を 有 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 腫 瘍
特 異 抗 原 の 抗 原 性 を 示 す 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 で 形 質 転 換 さ れ た 組 換 え 細 胞 で あ る 。 別 の
実 施 形 態 に お い て は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 哺 乳 動 物 は 、 ウ
シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ニ ワ ト リ 、 ヤ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ
ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 前 癌 病 変 は 、 腎 細 胞 癌 、 線 維 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 脂 肪 肉 腫
、 軟 骨 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 脊 索 腫 、 血 管 肉 腫 、 内 皮 肉 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 内 皮 肉 腫 、
滑 膜 腫 、 中 皮 腫 、 ユ ー イ ン グ 腫 瘍 、 平 滑 筋 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 結 腸 癌 、 膵 癌 、 乳 癌 、 卵 巣
癌 、 前 立 腺 癌 、 扁 平 上 皮 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌 、 汗 腺 癌 、 皮 脂 腺 癌 、 乳 頭 状 癌 、 乳 頭 状 腺
癌 、 嚢 胞 腺 癌 、 髄 様 癌 、 気 管 支 原 生 癌 、 肝 細 胞 癌 、 胆 管 癌 、 絨 毛 癌 、 精 上 皮 腫 、 胎 生 期 癌
、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 子 宮 頚 癌 、 精 巣 腫 瘍 、 肺 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 上 皮 癌 、 神 経 膠 腫
、 星 状 細 胞 腫 、 髄 芽 腫 、 頭 蓋 咽 頭 腫 、 上 衣 細 胞 腫 、 松 果 体 腫 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 聴 神 経 腫 、
乏 突 起 膠 腫 、 髄 膜 腫 、 黒 色 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血
病 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 ； 慢 性 白 血 病 、 真 性 赤 血 球 増 多 症 、 リ ン パ 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 ヴ ァ
ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 お よ び Ｈ 鎖 病 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 癌 の 前 駆
体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 樹 状 細 胞 集 団 お よ び 非 樹 状 前 癌 細 胞 集 団 を 、 細 胞 融 合 を 促 進 す る 条 件 に 供 す
る こ と を 含 む 、 ヒ ト 樹 状 細 胞 と ヒ ト 非 樹 状 前 癌 細 胞 と を 融 合 さ せ る 方 法 を さ ら に 包 含 す る
。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 前 記 樹 状 細 胞 自 体 に 由 来 す る 。 別 の 実
施 形 態 に お い て は 、 細 胞 融 合 は 、 電 気 融 合 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は
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、 本 方 法 は 、 融 合 細 胞 集 団 を 不 活 性 化 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 。 別 の 実 施 形 態 に お い て
は 、 融 合 細 胞 集 団 の 不 活 性 化 は 、 細 胞 を γ 照 射 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 樹 状 細 胞 集 団 と 、 そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 投 与 す る た め に 前 記 樹 状 細 胞
を 非 樹 状 前 癌 細 胞 と 融 合 さ せ る た め の 説 明 書 と を １ 個 ま た は 複 数 の 容 器 に 含 む キ ッ ト を さ
ら に 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の キ ッ ト は 、 液 性 免 疫 応 答 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞
応 答 お よ び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 分 子 、 お よ び 癌
を 予 防 し 、 ま た は 治 療 す る た め の キ ッ ト の 使 用 説 明 書 を さ ら に 含 む 。 一 実 施 形 態 に お い て
は 、 こ の 分 子 は サ イ ト カ イ ン で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の サ イ ト カ イ ン は Ｉ Ｌ
－ １ ２ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の キ ッ ト は 、 電 気 融 合 に 適 切 な キ ュ ベ ッ ト を
さ ら に 含 む 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 樹 状 細 胞 は 低 温 保 存 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 に 融 合 さ れ た 樹 状 細 胞 を 含 む 融 合
細 胞 を 含 ん で い る 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 新
た に 単 離 さ れ 、 ま た は 初 代 細 胞 培 養 物 か ら 得 ら れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 医 薬 組 成
物 は 、 液 性 免 疫 応 答 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 応 答 お よ び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 分 子 を さ ら に 含 む 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の 分 子 は サ イ ト
カ イ ン で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の 分 子 は Ｉ Ｌ － １ ２ で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に
お い て は 、 樹 状 細 胞 は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 自 体 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 樹 状
細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 。 別
の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 予 防 す べ き 癌 と 同 じ 細 胞 型 で あ る 。 別 の 実 施
形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 治 療 す べ き 前 癌 病 変 と 同 じ 細 胞 型 で あ る 。 別 の 実 施
形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 自 身 に 由 来 す る 前 癌 病 変 か ら 単 離 さ れ る 。
こ こ で 、 前 癌 病 変 は 、 予 防 す べ き 癌 の 前 駆 体 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前
癌 細 胞 は 、 前 記 組 成 物 に よ っ て 治 療 さ れ る 哺 乳 動 物 の 前 癌 病 変 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 に 融 合 さ れ た 樹 状 細 胞 を 含 む 融 合
細 胞 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 の 両 方 は ヒ ト
で あ る 。 本 発 明 は 、 細 胞 の 少 な く と も １ ０ ％ ～ １ ５ ％ 、 好 ま し く は ２ ０ ％ ～ ３ ０ ％ が 融 合
し た こ の よ う な 融 合 細 胞 の 集 団 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る サ イ ト カ イ ン な ど の 化 合 物 は 、 両 方 の 化 合 物 の 生 理 学 的 効 果
、 ま た は 両 方 の 化 合 物 の 血 清 中 濃 度 の 上 昇 を 同 時 に 測 定 す る こ と が で き る と き に 、 融 合 細
胞 な ど の 別 の 化 合 物 と 「 同 時 投 与 」 ま た は 「 併 用 」 投 与 さ れ る 。 内 因 性 サ イ ト カ イ ン 産 生
レ ベ ル を 上 昇 さ せ る 化 合 物 を 用 い る と 、 内 因 的 に 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン お よ び 他 の 投 与
薬 剤 （ す な わ ち 、 融 合 細 胞 ） の 血 清 濃 度 を 、 「 同 時 投 与 」 ま た は 「 併 用 」 時 に 同 時 に 測 定
す る こ と も で き る 。 し た が っ て 、 各 化 合 物 は 、 個 別 の 組 成 物 ま た は 混 合 組 成 物 と し て 同 時
投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は 投 与 中 の あ る 時 点 で そ れ ら の 血 清 中 レ ベ ル の 上 昇 を 同 時 に
測 定 す る こ と が で き る 場 合 に は 逐 次 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 「 併 用 療 法 」 お よ び 「 併 用 治 療 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 で
は 、 本 融 合 細 胞 と 、 癌 を 予 防 す る Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 分 子
と の 同 時 投 与 を 含 む 治 療 計 画 を 記 述 す る の に 使 用 す る 。 こ の 治 療 計 画 は 、 例 え ば 、 形 成 さ
れ る 腫 瘍 細 胞 数 の 減 少 の 実 証 、 ま た は 前 癌 病 変 も し く は 腫 瘍 を 遺 伝 的 に 発 症 し や す い 患 者
に お け る 発 症 の 抑 制 、 お よ び １ つ も し く は 複 数 の 前 癌 病 変 の 腫 瘍 へ の 発 達 の 抑 制 も し く は
進 行 速 度 の 減 少 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 樹 状 細 胞 集 団 を 含 む 試 料 と 、 癌 の 予 防 に お い て そ
れ を 使 用 す る た め の 説 明 書 と を １ 個 ま た は 複 数 の 容 器 に 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 別 の 実 施
形 態 に お い て は 、 キ ッ ト は 電 気 融 合 に 適 切 な キ ュ ベ ッ ト を さ ら に 含 む 。 別 の 実 施 形 態 に お

10

20

30

40

50

(11) JP 2006-509830 A 2006.3.23



い て は 、 樹 状 細 胞 は 低 温 保 存 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の キ ッ ト は 、 液
性 免 疫 応 答 お よ び ／ ま た は 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 応 答 を 刺 激 す る 分 子 を 含 む 。 よ り 好 ま し い 一
実 施 形 態 に お い て は 、 こ の 刺 激 分 子 は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ な ど 、 た だ し こ れ だ け に
限 定 さ れ な い サ イ ト カ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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４ ． 　 図 面 の 簡 単 な 説 明
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 は 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 融 合 細 胞 が 形 成 さ れ る 癌 の 予 防
方 法 を 提 供 す る 。 予 防 に 適 量 の こ の よ う な 融 合 細 胞 を 、 そ の よ う な 予 防 を 必 要 と す る 被 験
者 に 投 与 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の よ う な 融 合 細 胞 を 、 液 性 免 疫 応 答 お よ び ／
ま た は 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 応 答 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） を 刺 激 す る 分 子 を 治 療 有 効 量 と と も に 投 与 す
る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 治 療 有 効 量 の 融 合 細 胞 を Ｉ Ｌ － １ ２ な ど 、
た だ し こ れ だ け に 限 定 さ れ な い サ イ ト カ イ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 に 関
す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 に よ れ ば 、 樹 状 細 胞 は 、 予 防 す べ き 癌 に 特 徴 的 な 抗 原 を 含 む 非
樹 状 前 癌 細 胞 に 融 合 さ れ る 。 得 ら れ た 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と を 含 む 融 合 細 胞 は 、 そ
の 抗 原 を 含 む 非 樹 状 前 癌 細 胞 か ら 発 生 す る 抗 原 を 含 む 腫 瘍 を 予 防 す る 強 力 な 組 成 物 と し て
使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の 手 法 は 、 前 癌 細 胞 に 関 し て 通 例 で あ る よ う に 特 異 抗 原 が 容
易 に 特 定 で き な い と き に 有 利 で あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト 癌 予 防 の 場 合 に は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は
患 者 の 前 癌 病 変 か ら 、 例 え ば 生 検 に よ っ て 直 接 得 ら れ る 。 こ の 場 合 に は 、 こ の よ う な 非 樹
状 前 癌 細 胞 か ら 形 成 さ れ る 融 合 細 胞 、 お よ び こ の よ う な 融 合 細 胞 を 含 む 組 成 物 は 、 予 防 す
べ き 癌 に 対 し て 極 め て 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 以 下 に 、 癌 の 予 防 方 法 を 説 明 す る 。 特 に 、 セ ク シ ョ ン ５ ． １ 、 ５ ． ２ お よ び ５ ． ３ に は
、 そ れ ぞ れ 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 非 樹 状 前 癌 細 胞 、 樹 状 細 胞 、 お よ び 非 樹 状 前 癌 細 胞
と 樹 状 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 融 合 細 胞 、 な ら び に こ れ ら の 細 胞 の 単 離 、 調 製 お
よ び ／ ま た は 産 生 方 法 を 記 載 す る 。 こ の よ う な 組 成 物 を 使 用 し て 治 療 ま た は 予 防 す る こ と
が で き る 標 的 癌 を 以 下 の セ ク シ ョ ン ５ ． ４ お よ び ５ ． ５ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 の 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 前 癌 細 胞 を 正 常 細 胞 か ら 区 別 す る 少 な く と も １ つ の 対 立 遺
伝 子 を 有 す る 任 意 の 非 樹 状 細 胞 と す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 非 樹 状 細 胞 は 、 予 防 的 処
置 を 必 要 と す る 患 者 の 前 癌 病 変 な ど 、 た だ し こ れ だ け に 限 定 さ れ な い 様 々 な 供 給 源 か ら 単
離 す る こ と が で き る 。 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 融 合 細 胞 の 調 製 に お い て 使 用 さ れ る 樹 状 細 胞 の
供 給 源 に 応 じ て 、 患 者 に と っ て 自 己 由 来 で も 、 同 系 で も 、 同 種 異 系 で も よ い 初 代 細 胞 培 養
物 に 由 来 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 非 癌 性 非 樹 状 細 胞 の 単 離 お よ び 調 製 方 法 を 本 明 細
書 で 以 下 に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 非 樹 状 前 癌 細 胞 の 供 給 源 は 、 予 防 す べ き 癌 に 従 っ て 選 択 さ れ る 。 非 樹 状 細 胞 は 、 治 療 す
る 患 者 自 身 に 由 来 す る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の 方 法 に お い て は 非 樹 状 細 胞 全 体 を 使 用 す
る の で 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 前 に こ れ ら の 抗 原 を 単 離 し 、 特 徴 を 明 ら か に す る 必 要 は
な く 、 ア イ デ ン テ ィ テ ィ で さ え 知 る 必 要 は な い 。 し か し 、 標 的 細 胞 に 特 異 的 で あ る 少 な く
と も １ 種 の 抗 原 を 含 む 限 り 、 あ ら ゆ る 非 樹 状 細 胞 を 使 用 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に
お い て は 、 樹 状 細 胞 が 患 者 に 対 し て 同 種 異 系 で あ る 場 合 に は 、 非 樹 状 細 胞 は 、 さ ら に 、 治
療 す る 哺 乳 動 物 と 同 じ ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ ハ プ ロ タ イ プ で あ る 少 な く と も １ 種 の Ｍ Ｈ Ｃ 　 Ｉ
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５ ． 　 発 明 の 詳 細 な 説 明

５ ． １ 　 非 樹 状 前 癌 細 胞



対 立 遺 伝 子 を 有 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 樹 状 細 胞 が 患 者 自 身 に 由 来
す る 場 合 に は 、 非 樹 状 細 胞 は 、 治 療 す る 哺 乳 動 物 に 対 し て 同 系 異 種 ま た は 自 己 由 来 と す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 癌 予 防 の 場 合 に は 、 非 樹 状 細 胞 は 非 樹 状 前 癌 細 胞 で あ る 。 こ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本
発 明 は 、 前 癌 細 胞 ま た は そ れ か ら 発 生 す る 癌 細 胞 に 対 し て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き
る 、 前 癌 細 胞 な ら び に そ れ か ら 発 生 す る 癌 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 抗 原
、 例 え ば 、 腫 瘍 特 異 抗 原 ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 融 合 細 胞 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 一
実 施 形 態 に お い て は 、 前 癌 病 変 か ら 単 離 さ れ る 細 胞 、 ま た は 前 癌 組 織 が 、 非 樹 状 細 胞 の 調
製 に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 の 対 象 と な る 癌 の 非 限 定 的 な 例 を 下 記 セ ク シ ョ ン ５ ． ３ お
よ び ５ ． ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 そ の 多 く が 当 分 野 で 既 知 で あ る 任 意 の 前 癌 病 変 の 外 科 的 切 除 ま た は
生 検 に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 例 え ば 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は
、 食 道 腺 癌 の 前 駆 体 で あ る バ レ ッ ト 化 生 (Barrett's metaplasia)と 呼 ば れ る 医 学 的 に 認 知
さ れ て い る 前 癌 病 変 の 外 科 的 切 除 ま た は 生 検 に よ っ て 単 離 さ れ る 。 こ の 病 変 部 は 、 胃 と 食
道 の 接 合 部 の 領 域 に お い て 一 般 に 見 ら れ る 異 種 病 変 部 で あ る 。 こ の よ う な 病 変 部 か ら 単 離
さ れ た 前 癌 細 胞 ク ロ ー ン は 、 例 え ば 、 ｐ ５ ３ 突 然 変 異 、 ｐ １ ６ 突 然 変 異 お よ び 異 数 性 を 含
め て 、 遺 伝 的 お よ び 生 物 学 的 不 均 一 性 を 示 す 。 こ れ ら の 変 化 は 、 前 癌 細 胞 が そ れ に よ っ て
進 行 し て 腫 瘍 細 胞 に な る 正 常 細 胞 か ら 化 生 － 異 形 成 － 腺 癌 段 階 へ の 進 展 の 基 礎 と な る 細 胞
の 増 殖 、 分 化 お よ び ア ポ ト ー シ ス に お け る 別 々 の 変 化 を 伴 う 。 同 様 に 、 胃 の 噴 門 の 腸 上 皮
化 生 が 、 胃 噴 門 部 腺 癌 の 前 癌 病 変 と し て 提 案 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Jankowski等 、 1999、 A
m. J. Pathol. 154(4): 965～ 73； Jankowski等 、 2000、 Barrett's Metaplasia、 Lancet 3
56(9247): 2079～ 85； Haringsma等 、 2001、 Gastrointest Endosc 53(6): 642～ 50;お よ び
Ruol等 、 2000、 Cancer 88(11): 2520～ 28を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 時 間 と と も に 腺 癌 に 進 行 す る 前 癌 病 変 で
あ る こ と が 多 い 胃 腸 ポ リ ー プ の 外 科 的 切 除 ま た は 生 検 に よ っ て 単 離 さ れ る 。 こ の よ う な ポ
リ ー プ を 特 定 し 切 除 す る 方 法 は 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 こ の よ う な ポ リ ー プ は 、 散 発 性 結 腸
直 腸 癌 の 発 生 中 、 な ら び に 遺 伝 性 疾 患 の 家 族 性 腺 腫 様 ポ リ ー プ 症 （ Ｆ Ａ Ｐ ） 、 遺 伝 性 非 ポ
リ ポ ー シ ス 結 腸 直 腸 癌 （ Ｈ Ｎ Ｐ Ｃ Ｃ ） お よ び 若 年 性 ポ リ ー プ 症 （ Ｊ Ｐ Ｓ ） の 発 生 お よ び 進
行 中 に 生 じ る （ 例 え ば 、 Souza, A、 2001、 Ailment Pharmacol. Ther. 15(4): 451～ 62を
参 照 さ れ た い ） 。 Ｆ Ａ Ｐ お よ び Ｈ Ｎ Ｐ Ｃ Ｃ は 、 明 確 に 定 義 さ れ た ２ 種 類 の 遺 伝 性 結 腸 直 腸
癌 の 形 態 、 す な わ ち 、 （ ａ ） 大 腸 腺 腫 性 ポ リ ポ ー シ ス （ adenomatous polyposis coli： Ａ
Ｐ Ｃ ） 遺 伝 子 の 生 殖 系 列 突 然 変 異 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 家 族 性 腺 腫 様 ポ リ ー プ 症 （ Ｆ Ａ
Ｐ ） 、 お よ び （ ｂ ） ミ ス マ ッ チ 修 復 遺 伝 子 の 生 殖 系 列 突 然 変 異 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 遺
伝 性 非 ポ リ ポ ー シ ス 結 腸 直 腸 癌 （ Ｈ Ｎ Ｐ Ｃ Ｃ ） を 表 わ す (Boland C.R.、 Malignant tumors
 of the colon. In Textbook of Gastroenterology 第 2版 (Yamada T編 )1967～ 2026（ J.B.
 Lippincot Company、 Philadelphia、 (1995)； Kinzler等 、 1991、 Science 253:661～ 665
； Lynch等 、 1996、 Cancer 78:1149～ 1167； Peltomaki等 、 1997、 Gastroenterology 113:1
146～ 1158） 。 こ れ ら の 遺 伝 性 結 腸 直 腸 癌 は 、 早 期 発 症 お よ び 高 死 亡 率 を 特 徴 と す る 。 す
べ て の Ｆ Ａ Ｐ 患 者 に お い て 、 腺 腫 性 ポ リ ー プ は １ ６ 歳 の 患 者 年 齢 中 央 値 で 発 生 し 、 実 質 的
に す べ て の 患 者 は ３ ９ 歳 の 年 齢 中 央 値 で 癌 を 発 症 す る （ Textbook of Gastroenterology 
第 2版 (Yamada T編 )中 の Boland C.R.、 Malignant tumors of the colon、 1967～ 2026（ J.B
. Lippincot Company、 Philadelphia、 (1995)） 。 Ａ Ｐ Ｃ 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 、 散 発 性 結
腸 癌 患 者 の ７ ０ ～ ８ ０ ％ で も 認 め ら れ る （ Nakamura Y.、 1997、 Nature Medicine News & 
Views. 3:499～ 500） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 医 学 的 に 最 も 広 く 認 知 さ れ て い る
腎 細 胞 癌 前 駆 体 で あ る 小 管 内 上 皮 異 形 成 の 外 科 的 切 除 ま た は 生 検 に よ っ て 単 離 さ れ る 。 こ
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の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 文 書 に よ る 十 分 な 裏 づ け の あ る フ
ォ ン ヒ ッ ペ ル リ ン ダ ウ 症 候 群 (vonHippel-Lindau syndrome)の １ つ ま た は 複 数 の 前 癌 病 変
の 外 科 的 切 除 ま た は 生 検 に よ っ て 単 離 さ れ る 。 こ の 疾 患 は 、 前 癌 性 単 純 嚢 胞 か ら 、 上 皮 過
形 成 を 含 む 異 型 嚢 胞 を 経 て 、 最 終 的 に 嚢 胞 性 ま た は 固 形 腎 細 胞 癌 に 進 行 す る 。 さ ら に 、 腺
腫 性 前 癌 病 変 か ら 癌 腫 に 進 行 す る 一 連 の 発 達 が 、 乳 頭 状 腎 細 胞 癌 に お い て も 認 め ら れ る 。
し た が っ て 、 こ の よ う な 腺 腫 性 前 癌 病 変 も 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 の 有 用 な 単 離 源 で あ る （ 例 え
ば 、 VanPoppel等 、 2000、 Scand. J. Urol. Nephrol. Suppl. 205: 136～ 65を 参 照 さ れ た
い ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 内 視 鏡 的 逆 行 性 膵 胆 管 造
影 （ Ｅ Ｒ Ｃ Ｐ ） 手 順 中 に 検 出 さ れ た 異 形 成 の 外 科 的 切 除 ま た は 好 ま し く は 生 検 に よ っ て 単
離 さ れ る 。 Ｅ Ｒ Ｃ Ｐ ス ク リ ー ニ ン グ は 、 家 族 性 膵 癌 の 場 合 、 お よ び 膵 管 腺 癌 を 発 症 す る 生
涯 リ ス ク が ４ ０ ％ で あ る 遺 伝 性 膵 炎 の 場 合 に 適 応 さ れ る （ ｉ ｎ ｄ ｉ ｃ ｔ ） （ 例 え ば 、 Howe
s等 、 2000、 Med. Clin. North Am. 84(3): 719～ 38;お よ び Brentnall、 2000、 Med. Clin.
 North Am. 84(3): 707～ 18を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 光 線 性 角 化 症 、 良 性 母 斑 お よ び 異
形 成 母 斑 の 外 科 的 切 除 ま た は 生 検 に よ っ て 単 離 さ れ る 。 光 線 性 角 化 症 、 お よ び ボ ー エ ン 病
（ 上 皮 内 扁 平 上 皮 癌 ） に 特 徴 的 な 前 癌 病 変 は 、 扁 平 上 皮 癌 （ Ｓ Ｓ Ｃ ） の 発 生 前 駆 体 で あ る
非 癌 性 細 胞 を 与 え る の に 対 し て 、 良 性 母 斑 お よ び 異 形 成 母 斑 は 悪 性 黒 色 腫 の 前 駆 体 候 補 で
あ る （ 例 え ば 、 Gloster等 、 1996、 Dermatol. Surg. 22(3): 217～ 26;お よ び Sober等 、 199
5、 Cancer 75(2 Suppl.): 645～ 50を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 乳 癌 を も た ら す 前 癌 病 変 の 外 科 的 切 除 ま
た は 生 検 に よ っ て 単 離 さ れ る 。 異 型 胆 嚢 管 （ ａ ｔ ｙ ｐ ｉ ｃ ａ ｌ 　 ｃ ｙ ｓ ｔ ｉ ｃ 　 ｄ ｕ ｃ ｔ
） （ Ａ Ｃ Ｄ ） は 、 Ａ Ｃ Ｄ と 悪 性 度 と の 間 で 認 め ら れ た 組 織 学 的 連 続 に 基 づ き 、 か つ Ａ Ｃ Ｄ
に お け る ｐ ５ ３ タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 、 乳 癌 の 前 癌 病 変 で あ る こ と が 報 告 さ れ た （ Ku
sama等 、 2000、 Pathol. Int. 50(10): 793～ 800） 。 同 様 に 、 非 面 皰 （ ｎ ｏ ｎ ｃ ｏ ｍ ｅ ｄ
ｏ ） 非 浸 潤 性 乳 管 癌 （ Ｄ Ｃ Ｉ Ｓ ） 病 変 部 、 お よ び 特 に 面 皰 非 浸 潤 性 乳 管 癌 病 変 部 は 、 浸 潤
性 乳 癌 を 発 症 す る リ ス ク が 高 く （ ８ 倍 以 上 ） 、 し た が っ て 、 本 発 明 に お い て 有 用 な 非 樹 状
前 癌 細 胞 の 単 離 源 で あ る （ 例 え ば 、 Lawrence等 、 1998、 Cancer Epidemiol. Biomarkers P
rev. 7(1): 29～ 35を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 特 に 隣 接 す る 異 型 腺 が 付 随 す る と
き に 、 新 生 物 発 生 に お い て 重 要 な 前 癌 病 変 と 認 識 さ れ て い る グ レ ー ド の 高 い 前 立 腺 上 皮 内
腫 瘍 病 変 部 の 外 科 的 切 除 ま た は 生 検 に よ っ て 単 離 さ れ る （ Sakr等 、 2001、 Urology 57(4):
 115～ 20； Zlotta等 、 1999、 Eur. Urol. 35(5～ 6): 498～ 503； Alsikafi等 、 2001、 Urolo
gy 57(2): 296～ 300;お よ び Molinie、 2001、 Ann. Pathol. 21(3): 245～ 254） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 肺 癌 の 前 癌 細 胞 を 含 む と 考 え ら れ
る 少 な く と も ３ 種 類 の 異 な る 病 変 部 、 す な わ ち （ １ ） 扁 平 上 皮 異 形 成 お よ び 上 皮 内 癌 、 （
２ ） 異 型 腺 腫 過 形 成 、 お よ び （ ３ ） び ま ん 性 特 発 性 肺 神 経 内 分 泌 細 胞 過 形 成 の い ず れ か １
種 類 の 外 科 的 切 除 ま た は 生 検 に よ っ て 単 離 さ れ る （ Kerr、 2001、 J. Clin. Pathol. 54(4)
: 257～ 71） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 口 腔 粘 膜 上 に 白 い 斑 点 と し て 出 現 す る こ
と が あ り 口 腔 癌 を 高 い 確 率 で 発 症 す る 前 癌 病 変 と し て 認 識 さ れ て い る 口 腔 白 板 症 の 外 科 的
切 除 ま た は 生 検 に よ っ て 単 離 さ れ る （ Mao、 1997、 Mol. Med. Today、 3(10): 442～ 48） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 結 腸 直 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 食 道 癌 、 腎 臓 癌 、 膵 癌 、 皮 膚 癌 、 乳 癌 、 肺 癌 お よ び 口 腔 癌 に 関
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し て 、 特 定 の 非 樹 状 前 癌 細 胞 源 を 上 で 開 示 し た が 、 本 発 明 を こ れ ら の 特 定 の 実 施 形 態 に 限
定 す べ き で は な い 。 す な わ ち 、 当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 、 前 癌 組 織 は 、 過 形 成 性 、 化 生
お よ び 異 形 成 と し て 容 易 に 特 徴 づ け ら れ 、 こ れ ら の 前 癌 細 胞 を 正 常 細 胞 か ら 区 別 す る 少 な
く と も １ 個 の 遺 伝 的 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 前 癌 細 胞 を 含 む 。 ま た 、 癌 発 症 の リ ス ク 増 大 に 関
連 す る 特 定 の 対 立 遺 伝 子 の 存 在 を 迅 速 か つ 正 確 に 特 定 す る こ と が 可 能 な 現 在 利 用 可 能 な 遺
伝 子 検 査 、 お よ び ヒ ト ゲ ノ ム 解 析 の 継 続 と と も に 開 発 さ れ る 遺 伝 子 検 査 。 し た が っ て 、 本
発 明 の 非 樹 状 前 癌 細 胞 源 と し て 使 用 す る の に 適 切 な 前 癌 組 織 の 同 定 お よ び 分 析 は 、 と り わ
け 、 通 常 の 技 術 を 有 す る 腫 瘍 学 者 、 よ り 具 体 的 に は 分 子 腫 瘍 学 者 に よ っ て 容 易 に 実 施 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 新 た に 単 離 さ れ ず 、 代 わ り に 培 養 さ れ て 樹
状 細 胞 と 融 合 さ れ る 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 選 択 さ れ 、 そ れ に よ っ て 前 癌 細 胞 集 団 が 健 全 な 非 前
癌 細 胞 に よ っ て 汚 染 さ れ る の が 防 止 ま た は 抑 制 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 融 合 細 胞 を 含 む 組 成 物 の レ
シ ピ エ ン ト と な る 哺 乳 動 物 か ら 外 科 的 に 取 り 出 さ れ た 前 癌 病 変 か ら 単 離 さ れ る 。 固 形 前 癌
組 織 ま た は 凝 集 前 癌 細 胞 は 、 使 用 前 に 、 標 準 技 術 に よ っ て 単 細 胞 懸 濁 液 中 に 、 好 ま し く は
機 械 的 に 分 散 さ せ る べ き で あ る 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び Ｄ Ｎ ア ー ゼ な ど 、 た だ し こ れ ら だ け
に 限 定 さ れ な い 酵 素 を 使 用 し て 、 癌 細 胞 を 分 散 さ せ る こ と も で き る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い
実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 初 代 細 胞 培 養 物 、 す な わ ち 、 体 か ら 得
ら れ る 最 初 の 細 胞 培 養 物 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 採 取 さ れ る 非 樹 状 前 癌 細 胞 の 量 は 、 樹 状 細 胞 と 融 合 し て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン に と っ て 十
分 な 融 合 細 胞 を 調 製 す る の に 十 分 な 量 と す べ き で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 ５
ｘ １ ０ ７ 個 の 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 融 合 細 胞 を 形 成 す る た め の 出 発 材 料 と し て 使 用 さ れ る 。
一 実 施 形 態 に お い て は 、 約 １ ｘ １ ０ ６ ～ １ ｘ １ ０ ９ 個 の 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 、 融 合 細 胞 を 形
成 す る た め に 使 用 さ れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ５ ｘ １ ０ ７ ～ ２ ｘ １ ０ ８ 個 の 非 樹 状
前 癌 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 １ ｘ １ ０ ７ ～ １ ｘ １ ０ １ ０ 個 の
非 樹 状 前 癌 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 融 合 細 胞 を 調 製 す る の に 他 の 量 の 非 樹 状 前 癌 細 胞 を 使 用 す
る こ と も 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 適 切 な 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 阻 害 し よ う と す る 癌
と 同 じ 細 胞 型 で あ り 、 レ シ ピ エ ン ト か ら 単 離 さ れ 、 あ る い は そ れ よ り は 好 ま し く な い が 、
少 な く と も １ 種 の Ｍ Ｈ Ｃ 対 立 遺 伝 子 、 好 ま し く は ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ ハ プ ロ タ イ プ を 予 定 の
レ シ ピ エ ン ト と 共 有 し 、 予 防 す べ き 癌 の 前 癌 病 変 を 有 す る 家 族 の メ ン バ ー ま た は 個 体 か ら
単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 あ る い は 、 腫 瘍 特 異 抗 原 ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 利 用 可 能 で あ る 場 合
に は 、 予 定 の レ シ ピ エ ン ト か ら 得 ら れ る 適 切 な 細 胞 型 の 正 常 細 胞 を そ の 遺 伝 子 で 形 質 転 換
し 、 ま た は そ の 正 常 細 胞 に そ の 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 こ の 遺 伝 子 は 、 異 種 的 に
発 現 し 、 免 疫 学 的 に 検 出 可 能 な 量 の 腫 瘍 特 異 抗 原 ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 を 提 供 す る 。 こ の よ
う な 組 換 え 細 胞 を 非 樹 状 前 癌 細 胞 源 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 ２ 種
類 以 上 の こ の よ う な 抗 原 が レ シ ピ エ ン ト の 細 胞 中 で 同 様 に 発 現 さ れ る こ と が あ り 、 当 業 者
に は 理 解 さ れ る よ う に 、 Ａ ｕ ｓ ｕ ｂ ｅ ｌ 等 （ Ausubel等 編 、 1989、 Current Protocols in 
Molecular Biology、 Greene Publishing Associates and Wiley Interscience、 New York
） に 記 載 さ れ た 技 術 な ど の 任 意 の 公 知 技 術 を 使 用 し て 、 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 に お い て 腫 瘍 特
異 抗 原 ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、
お よ び そ れ に 続 く 組 換 え 発 現 を 実 施 し て も よ い 。 レ シ ピ エ ン ト と 共 通 す る １ 個 ま た は 複 数
の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 を 有 す る こ れ ら の 非 樹 状 細 胞 は 、 本 発 明 に よ る 融 合 細 胞 の 形 成 方 法 に 使 用 す
る の に 適 切 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
　 同 種 異 系 樹 状 細 胞 を 使 用 す る 場 合 に は 、 同 種 異 系 樹 状 細 胞 と の 融 合 細 胞 の 生 成 に 使 用 さ
れ る 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め に 少 な く と も １ 種 の 共
通 Ｍ Ｈ Ｃ 対 立 遺 伝 子 を 持 た な け れ ば な ら な い 。 最 も 好 ま し い の は 、 予 定 の レ シ ピ エ ン ト に
由 来 す る 非 樹 状 前 癌 細 胞 で あ る 。 す な わ ち 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 本 発 明 の 融 合 細 胞 が 投 与
さ れ る 患 者 自 身 に 由 来 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 非 自 己 で あ る が 、 少 な く と も １ 種 の
Ｍ Ｈ Ｃ 対 立 遺 伝 子 を レ シ ピ エ ン ト の 標 的 前 癌 細 胞 ま た は 癌 細 胞 と 共 有 す る 非 樹 状 細 胞 を 使
用 す る こ と が で き る 。 非 樹 状 前 癌 細 胞 が 同 じ ま た は 同 系 の 個 体 か ら 得 ら れ る 場 合 に は 、 こ
の よ う な 細 胞 は 同 じ ク ラ ス Ｉ 　 Ｍ Ｈ Ｃ ハ プ ロ タ イ プ を 有 す る だ ろ う 。 非 樹 状 前 癌 細 胞 の す
べ て が 同 じ 対 象 ま た は 同 系 の 供 給 源 か ら 得 ら れ る わ け で は な い 場 合 、 Ｍ Ｈ Ｃ ハ プ ロ タ イ プ
は 、 血 清 学 的 試 験 、 Ｍ Ｈ Ｃ 遺 伝 子 座 の Ｄ Ｎ Ａ 分 析 な ど の 当 分 野 で 周 知 の 標 準 Ｈ Ｌ Ａ タ イ ピ
ン グ 技 術 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 Ｍ Ｈ Ｃ ハ プ ロ タ イ プ の 決 定 は 、 本 発 明 の 融 合 細
胞 を 生 成 す る 手 順 を 実 施 す る 前 に 行 う 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 癌 細 胞 の 抗 原 性 を 有 す る 抗 原 を 含 む 細 胞 な ど の 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 当 分 野 で 既 知 の 任 意
の 方 法 に よ っ て 同 定 し 単 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 形 態 学 、 酵 素
ア ッ セ イ 、 増 殖 ア ッ セ イ 、 ま た は 発 癌 性 ウ イ ル ス の 存 在 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。
目 的 と す る 抗 原 の 特 性 が 既 知 の 場 合 に は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 を 、 当 分 野 で 既 知 の 任 意 の 生 化
学 ま た は 免 疫 学 的 方 法 に よ っ て 同 定 し 、 ま た は 単 離 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 非 樹 状 前
癌 細 胞 は 、 手 術 、 内 視 鏡 検 査 、 他 の 生 検 技 術 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び
（ 例 え ば 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 抗 原 に 対 す る 蛍 光 標 識 抗 体 を 用 い た ） 蛍 光
活 性 化 細 胞 選 別 に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 非 樹 状 前 癌 細 胞 の ク ロ ー ン 集 団 、 均 一 集 団 ま た は 精 製 集 団 を 使 用 す る 必 要 は な い 。 細 胞
混 合 物 中 の か な り の 数 の 細 胞 が 標 的 と す る 前 癌 細 胞 の 抗 原 を 含 む 限 り 細 胞 混 合 物 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 お よ び ／ ま た は 樹 状 細 胞 は
精 製 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） は 、 当 分 野 で 既 知 の 方 法 の い ず れ か に よ っ て 、 被 験 者 の 血 液 も し く は
骨 髄 、 ま た は 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 扁 桃 腺 、 腸 の パ イ エ ル 板 、 骨 髄 な ど 、 た だ し こ れ ら だ け に
限 定 さ れ な い 二 次 リ ン パ 器 官 か ら 単 離 ま た は 産 生 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に
お い て は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 樹 状 細 胞 は 、 最 終 段 階 ま で に 分 化 し た 樹 状 細 胞 で あ
る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 樹 状 細 胞 は ヒ ト 血 液 単 球 か ら 単 離 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お
い て は 、 樹 状 細 胞 は 、 本 発 明 の 融 合 細 胞 が 投 与 さ れ る 被 験 者 自 身 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形
態 に お い て は 、 樹 状 細 胞 は 、 本 発 明 の 融 合 細 胞 が 投 与 さ れ る 被 験 者 に 対 し て 同 種 異 系 で あ
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ の よ う な 供 給 源 か ら 得 ら れ る 免 疫 細 胞 は 、 一 般 に 、 分 化 お よ び 成 熟 の 様 々 な 段 階 に あ
る 再 循 環 リ ン パ 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ を 主 と し て 含 む 。 樹 状 細 胞 調 製 物 は 、 標 準 技 術 に
よ っ て 濃 縮 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Current Protocols in Immunology、 7.32.1～ 7.3
2.16、 John Wiley and Sons, Inc.、 1997を 参 照 さ れ た い ） 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 例
え ば 、 樹 状 細 胞 は 、 Ｔ 細 胞 お よ び 接 着 細 胞 を 枯 渇 さ せ 、 続 い て 密 度 勾 配 遠 心 分 離 す る こ と
に よ っ て 濃 縮 す る こ と が で き る 。 樹 状 細 胞 は 、 蛍 光 標 識 細 胞 を 選 別 す る こ と に よ っ て 、 ま
た は 抗 Ｃ Ｄ ８ ３ 　 ｍ Ａ ｂ 磁 性 ビ ー ズ を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 場 合 に よ っ て は さ ら に 精 製
し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 あ る い は 、 血 液 試 料 ま た は 骨 髄 中 の 樹 状 細 胞 前 駆 体 を 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺
激 因 子 （ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン ４ （ Ｉ Ｌ － ４ ） な ど の サ イ ト カ イ ン で 処
理 す る こ と に よ っ て 、 比 較 的 均 一 な 樹 状 細 胞 集 団 を 高 収 率 で 得 る こ と が で き る 。 こ の よ う
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な 条 件 下 で は 、 単 球 は 、 細 胞 増 殖 せ ず に 樹 状 細 胞 に 分 化 す る 。 Ｔ Ｎ Ｆ α な ど 、 た だ し こ れ
だ け に 限 定 さ れ な い 薬 剤 を 用 い て さ ら に 処 理 す る と 、 樹 状 細 胞 の 最 終 的 な 分 化 が 刺 激 さ れ
る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 樹 状 細 胞 の 収 率 は 、 樹 状 細 胞 を 単 離 す る 個 体 に 有 効 量 の Ｆ Ｌ
Ｔ ３ リ ガ ン ド を 投 与 す る こ と に よ っ て 増 大 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Fong等 、 2000、
Proc. Natl. Sci. USA 98(15):8809～ 14を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 非 限 定 的 な 例 と し て 、 樹 状 細 胞 は 、 標 準 方 法 に 従 っ て 血 液 単 球 か ら 得 ら れ る （ 例 え ば 、
Sallusto等 、 1994、 J. Exp. Med. 179:1109～ 1118を 参 照 さ れ た い ） 。 健 康 な 供 血 者 か ら
の 白 血 球 は 、 白 血 球 搬 出 パ ッ ク 、 ま た は フ ィ コ ー ル － パ ッ ク 密 度 勾 配 遠 心 分 離 お よ び プ ラ
ス チ ッ ク 接 着 法 を 用 い た バ フ ィ ー コ ー ト の 調 製 に よ っ て 収 集 さ れ る 。 成 熟 樹 状 細 胞 が 必 要
な 場 合 に は 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 樹 状 細 胞 を 培 養 す る こ と が で き る 。 細 胞 を プ ラ
ス チ ッ ク 皿 に ３ ７ ℃ で ４ 時 間 接 着 さ せ る 。 接 着 し な い 細 胞 を 除 去 し 、 接 着 し た 単 球 を 、 顆
粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 ０ ． １ μ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン － ４ 　 ０
． ０ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 む 培 地 で ７ 日 間 培 養 す る 。 樹 状 細 胞 を 調 製 す る た め に 、 腫 瘍 壊 死 因
子 － α を ５ 日 目 に 添 加 し 、 細 胞 を ７ 日 目 に 収 集 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 樹 状 細 胞 は 、 細 胞 表 面 マ ー カ ー Ｃ Ｄ ８ ３ を 特 徴 的 に 発 現 す る 。
ま た 、 こ の よ う な 細 胞 は 、 高 レ ベ ル の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 、 な ら び に 細 胞 表 面 マ ー カ ー
Ｃ Ｄ １ α 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 Ｃ Ｄ ８ ６ 、 Ｃ Ｄ ５ ４ お よ び Ｃ Ｄ ８ ０ を 特 徴 的 に 発 現 す る が 、 Ｃ Ｄ １
４ を 発 現 し な い 。 他 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー と し て は 、 Ｔ 細 胞 マ ー カ ー Ｃ Ｄ ２ お よ び Ｃ Ｄ ５ 、
Ｂ 細 胞 マ ー カ ー Ｃ Ｄ ７ お よ び 骨 髄 性 細 胞 マ ー カ ー Ｃ Ｄ １ ３ 、 Ｃ Ｄ ３ ２ （ Ｆ ｃ γ Ｒ 　 Ｉ Ｉ ）
、 Ｃ Ｄ ３ ３ 、 Ｃ Ｄ ３ ６ お よ び Ｃ Ｄ ６ ３ 、 な ら び に 多 数 の 白 血 球 関 連 抗 原 な ど が 特 徴 的 に 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 形 態 学 的 観 察 、 免 疫 化 学 的 染 色 な ど の 標 準 技 術 を 使 用 し て 、 樹 状 細 胞 の 存 在 を 場 合 に よ
っ て は 確 認 し て も よ い 。 例 え ば 、 樹 状 細 胞 の 純 度 は 、 上 記 し た 特 徴 的 な 細 胞 表 面 マ ー カ ー
、 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ８ ３ 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ Ｂ Ｃ 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ 、 Ｃ Ｄ １ α 、 Ｃ Ｄ ４ ０ お よ び ／ ま た
は Ｃ Ｄ ５ ４ の １ 種 類 ま た は 複 数 に 対 す る 蛍 光 色 素 標 識 抗 体 を 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 こ の 技 術 は 、 未 成 熟 樹 状 細 胞 中 に 存 在 す る が 、 成 熟 分 化
樹 状 細 胞 中 に は 存 在 し な い Ｃ Ｄ １ ４ に 対 す る 蛍 光 色 素 標 識 抗 体 を 用 い て 、 未 成 熟 樹 状 細 胞
を 識 別 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 以 下 の と お り 樹 状 細 胞 に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 は 、 無 菌 洗
浄 さ れ 、 哺 乳 動 物 へ 注 射 し て 癌 を 予 防 す る の に 適 切 な 融 合 細 胞 混 合 物 が 得 ら れ る 限 り 当 分
野 の 任 意 の 細 胞 融 合 技 術 に よ っ て 融 合 さ れ る 。 電 気 融 合 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 電 気
融 合 技 術 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る (Stuhlerお よ び Walden、 1994、 Cancer Immunol. Immuno
ther. 39: 342～ 345； Chang等 （ 編 ） 、 Guide to Electroporation and Electrofusion. A
cademic Press、 San Diego、 1992参 照 )。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル が 使 用 さ れ る 。 第 １ の ス テ ッ プ で は
、 約 ５ ｘ １ ０ ７ 個 の 非 樹 状 前 癌 細 胞 お よ び ５ ｘ １ ０ ７ 個 の 樹 状 細 胞 を ０ ． ３ Ｍ グ ル コ ー ス
に 懸 濁 し 、 電 気 融 合 キ ュ ベ ッ ト に 移 す 。 こ の 試 料 を 誘 電 泳 動 に よ っ て 整 列 さ せ 、 こ の 細 胞
試 料 に １ ０ ０ Ｖ ／ ｃ ｍ で ５ ～ １ ０ 秒 間 パ ル ス し て 細 胞 － 細 胞 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る 。
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン キ ュ ベ ッ ト の １ 面 に 誘 電 体 ワ ッ ク ス を １ 滴 落 と し て 電 場 を 「 不 均
質 化 」 し 、 場 の 強 度 の 最 も 高 い 領 域 に 細 胞 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 、 整 列 を 場 合 に よ っ て
は 最 適 化 し て も よ い 。 第 ２ の ス テ ッ プ で は 、 融 合 パ ル ス を 印 加 す る 。 電 気 融 合 に は 様 々 な
パ ラ メ ー タ を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 実 施 形 態 に お い て は 、 融 合 パ ル ス を 単 一
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パ ル ス ～ ３ 重 パ ル ス と す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 電 気 融 合 は 、 ５ ０ ０
～ １ ５ ０ ０ Ｖ ／ ｃ ｍ 、 好 ま し く は １ ， ２ ０ ０ Ｖ ／ ｃ ｍ で 約 ２ ５ μ Ｆ を 用 い て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 は 、 本 発 明 の 融 合 細 胞 が 投 与 さ れ る 患 者
自 身 に 由 来 す る 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 樹 状 細 胞 は 、 本 発 明 の 融 合 細 胞 が 投
与 さ れ る 患 者 自 身 に 由 来 す る 。 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 と 樹
状 細 胞 の 両 方 が 、 本 発 明 の 融 合 細 胞 が 投 与 さ れ る 患 者 自 身 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル を 使 用 す る 。 ま ず 、 骨 髄 を 単 離 し 、 塩 化
ア ン モ ニ ウ ム （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 、 Ｓ ｔ ． Ｌ ｏ ｕ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｏ ） を 用 い て 赤 血 球 を 溶 解 す る 。 リ ン
パ 球 、 顆 粒 球 お よ び 樹 状 細 胞 を 骨 髄 細 胞 か ら 枯 渇 さ せ 、 残 り の 細 胞 を 、 ２ ４ ウ ェ ル の 培 養
プ レ ー ト 中 で 、 ５ ％ 熱 失 活 Ｆ Ｂ Ｓ 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ５ ０ μ Ｍ 、 グ ル タ ミ ン 酸 ２
ｍ Ｍ 、 ペ ニ シ リ ン １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン １ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ 、 組 換 え 顆 粒 球
マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ； Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ 　 Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ 、
Ｓ ａ ｎ 　 Ｊ ｏ ｓ ｅ 、 Ｃ Ａ ） １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び 組 換 え イ ン タ ー ロ イ キ ン － ４ （ Ｉ Ｌ － ４
； Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ 　 Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ ） ３ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ を 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 　 １ ６ ４ ０ 培 地
で 平 板 培 養 す る （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ウ ェ ル ） 。 次 に 、 培 養 ５ 日 目 に 、 非 接 着 細 胞 お よ び 接
着 の 弱 い 細 胞 を 収 集 し 、 １ ０ ０ ｍ ｍ ペ ト リ 皿 上 で 再 度 平 板 培 養 す る （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ
ｉ ； １ ０ ｍ ｌ ／ 皿 ） 。 次 に 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｉ Ｌ － ４ を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 に 細 胞 を 添
加 し 、 １ ｘ １ ０ ６ 個 の Ｄ Ｃ を ３ ｘ １ ０ ６ 個 の 照 射 （ ５ ０ Ｇ ｙ 、 Ｈ ｉ ｔ ａ ｃ ｈ ｉ 　 Ｍ Ｂ Ｒ －
１ ５ ２ ０ Ｒ 、 線 量 率 ： １ ． １ Ｇ ｙ ／ ｍ ｉ ｎ ） 非 樹 状 前 癌 細 胞 と 混 合 す る 。 ４ ８ 時 間 後 、 ５
０ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ 　 １ ５ ０ ０ ； Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 、 Ｓ ｔ ． Ｌ ｏ ｕ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｏ
） 溶 液 ５ ０ ０ μ ｌ を ６ ０ 秒 間 に わ た っ て 滴 下 す る こ と に よ っ て 融 合 を 開 始 す る 。 無 血 清 Ｒ
Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 ３ ０ ｍ ｌ を 段 階 的 に 添 加 し て 融 合 を 停 止 す る 。 融 合 細 胞 を 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 に お
い て Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｉ Ｌ － ４ の 存 在 下 で １ ０ ０ ｍ ｍ ペ ト リ 皿 で 平 板 培 養 し 、 ４ ８ 時 間
培 養 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と を 上 述 し た よ う に 融 合 す る 。 続
い て 、 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 材 料 で 融 合
細 胞 を 形 質 転 換 し 、 あ る い は 、 そ の 遺 伝 子 材 料 を 融 合 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 好 ま
し い 実 施 形 態 に お い て は 、 遺 伝 子 材 料 は 、 Ｉ Ｌ － １ ２ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 好 ま し い 方 法 と し て は 、 陽 イ オ ン 性 ポ リ マ ー の 存 在 下 で の エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン ま た は 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 非 樹 状 前 癌 細 胞 と 樹 状 細 胞 の 集 団 内 で の 融 合 細 胞 形 成 の 程 度 は 、 当 分 野 で 既 知 の い く つ
か の 診 断 技 術 に よ っ て 求 め る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ッ
ド は 、 樹 状 細 胞 お よ び 非 樹 状 前 癌 細 胞 を そ れ ぞ れ 赤 色 お よ び 緑 色 の 細 胞 内 蛍 光 色 素 で 標 識
し 、 両 方 の 色 の 発 光 を 検 出 す る こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 非 樹 状 前 癌 細 胞 を 含 ま な い
樹 状 細 胞 試 料 、 お よ び 樹 状 細 胞 を 含 ま な い 腫 瘍 細 胞 試 料 、 な ら び に 非 融 合 非 樹 状 前 癌 細 胞
と 樹 状 細 胞 と の 混 合 物 を 陰 性 対 照 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 （ 免 疫 刺 激 分 子 を 同 時 投 与 し 、 ま た は 同 時 投 与 せ ず に ） 融 合 細 胞 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る
前 に 、 融 合 細 胞 を 、 例 え ば 、 照 射 に よ っ て 不 活 化 し て 、 融 合 細 胞 ま た は 非 樹 状 前 癌 細 胞 の
増 殖 を 防 止 す る 。 融 合 細 胞 集 団 を ２ ０ ０ Ｇ ｙ で 照 射 し 、 さ ら に 選 択 せ ず に 注 射 す る こ と が
好 ま し い 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る 融 合 細 胞 は 、 全 細 胞 集 団
の 約 １ ０ ％ お よ び ２ ０ ％ を 構 成 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 こ の 方 法 に よ っ て
調 製 さ れ る 融 合 細 胞 は 、 全 細 胞 集 団 の 約 ５ ％ ～ ５ ０ ％ を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 は 、 ま ず 、 樹 状 細 胞 と 非 樹 状 前 癌 細 胞 と を 融 合 し て 得 ら れ る 融 合 細 胞 を 含 み 、 あ
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る 実 施 形 態 に お い て は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） 応 答 お よ び ／ ま た は 液 性 応 答 を 刺 激
ま た は 誘 導 す る こ と が で き る サ イ ト カ イ ン ま た は 別 の 分 子 を さ ら に 含 む 組 成 物 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 Ｃ Ｔ Ｌ 刺 激 分 子 は Ｉ Ｌ － １ ２ で あ る 。 Ｉ Ｌ － １ ２ は 、 免
疫 応 答 に お い て エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 遊 走 お よ び 適 切 な 選 択 を 調 節 す る の に 主 要 な 役 割 を 果
た す 。 Ｉ Ｌ － １ ２ 遺 伝 子 産 物 は 、 一 般 に 、 免 疫 応 答 を Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 の Ｔ Ｈ １ サ ブ セ ッ ト
に 方 向 付 け 、 Ｃ Ｔ Ｌ 活 性 を 強 く 刺 激 す る 。 多 量 の Ｉ Ｌ － １ ２ は 、 全 身 投 与 し た と き に 毒 性
を 示 す の で 、 Ｉ Ｌ － １ ２ は 好 ま し く は 局 所 投 与 さ れ る 。 別 の 投 与 形 式 を 以 下 の セ ク シ ョ ン
５ ． ７ ． １ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ２ 受 容 体 β ２ （ Ｉ Ｌ － １ ２ Ｒ － β ２ ） の 発 現 は 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 応 答 性 を 維 持 し 、
Ｔ Ｈ １ 系 列 へ の 拘 束 を 制 御 す る の に 必 要 で あ る 。 ま た 、 Ｉ Ｌ － １ ２ シ グ ナ ル 伝 達 に よ っ て
、 Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ４ が 活 性 化 さ れ 、 す な わ ち 、 Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ４ の リ ン 酸 化 の 増 加 が 測 定 さ れ 、 イ ン タ
ー フ ェ ロ ン － γ （ Ｉ Ｆ Ｎ － γ ） が 産 生 さ れ る 。 し た が っ て 、 一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発
明 は 、 Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ４ を 活 性 化 す る こ と が で き る Ｉ Ｌ － １ ２ 以 外 の 分 子 、 例 え ば 、 コ ン ビ ナ ト
リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー を 使 用 し て 同 定 さ れ る Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ４ の 小 分 子 活 性 化 因 子 の 使 用 を 企 図 す
る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 刺 激 分 子 は Ｉ Ｌ － １ ８ で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お
い て は 、 免 疫 刺 激 分 子 は Ｉ Ｌ － １ ５ で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 免 疫 刺 激 分
子 は イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 治 療 す べ き 患 者 に 、 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 刺
激 ま た は 誘 導 す る 本 明 細 書 に 記 載 の 分 子 ま た は サ イ ト カ イ ン の 任 意 の 組 合 せ を 投 与 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 さ ほ ど 好 ま し く な い 実 施 形 態 に お い て は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 プ ー ル 、 す な わ ち 、 Ｔ Ｈ １

細 胞 亜 集 団 を 増 加 さ せ る た め に 、 抗 Ｉ Ｌ － ４ 抗 体 を 添 加 し て 、 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 が Ｔ Ｈ ２ 細
胞 へ 方 向 付 け さ れ る の を 阻 害 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 の Ｔ Ｈ １ サ ブ
セ ッ ト へ の 選 択 圧 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 抗 Ｉ Ｌ － ４ 抗 体 を Ｉ Ｌ － １ ２ の 投 与
と 同 時 に 投 与 し て 、 Ｔ Ｈ 細 胞 が Ｔ Ｈ １ 細 胞 に 分 化 す る よ う に 誘 導 す る こ と が で き る 。 分 化
後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 例 え ば 、 緩 衝 生 理 食 塩 水 に 再 懸 濁 し 、 好 ま し く は 、 静 脈 内 投 与 に よ っ
て 患 者 に 再 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 液 性 応 答 を 促 進 す る た め に 、 Ｉ Ｌ － ４ を 添 加 し て Ｔ Ｈ ２ ヘ ル
パ ー Ｔ 細 胞 の 産 生 を 刺 激 し 、 治 療 個 体 の 前 癌 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 合 成 を 促 進 す
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 は 、 上 述 の イ ン タ ー ロ イ キ ン の 変 異 体 に も 関 す る 。 そ の よ う な 変 異 体 は 、 Ｃ Ｔ Ｌ
お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 促 進 す る ア ゴ ニ ス ト （ 模 倣 物 ） と し て 機 能 す る こ と が で き
る 改 変 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 変 異 体 は 、 突 然 変 異 誘 発 、 例 え ば 、 別 個 の 点 突 然 変 異 ま た
は ト ラ ン ケ ー シ ョ ン に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 ア ゴ ニ ス ト は 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 の
生 物 学 的 活 性 と 実 質 的 に 同 じ 活 性 、 ま た は そ の サ ブ セ ッ ト を 保 持 す る こ と が で き る 。 タ ン
パ ク 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 例 え ば 、 目 的 タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド
の 下 流 ま た は 上 流 の メ ン バ ー に 競 合 的 に 結 合 し て 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 の １ 種 類 ま た は 複 数
の 作 用 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 機 能 の 限 定 さ れ た 変 異 体 を 用 い た 治 療 に よ
っ て 、 特 定 の 生 物 学 的 効 果 を 誘 発 す る こ と が で き る 。 天 然 型 タ ン パ ク 質 の サ ブ セ ッ ト の 生
物 学 的 活 性 を 有 す る 変 異 体 を 用 い た 被 験 者 の 治 療 は 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 に よ る 治 療 よ り も
被 験 者 に お け る 副 作 用 を 少 な く す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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　 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が で き る 分 子 の 変 異 体 は 、 突 然 変 異
体 、 例 え ば 、 ト ラ ン ケ ー シ ョ ン 型 突 然 変 異 体 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を ア ゴ ニ ス
ト 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お
い て は 、 多 様 な 変 異 体 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 核 酸 レ ベ
ル で 作 製 さ れ 、 多 様 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 多 様 な 変 異 体 ラ イ ブ ラ
リ ー は 、 タ ン パ ク 質 配 列 候 補 の 縮 重 セ ッ ト が 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 あ る い は 、 １ セ
ッ ト の よ り 大 き な 融 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 用 ） と し て 発 現 さ れ る
よ う に 、 例 え ば 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 を 遺 伝 子 配 列 に 酵 素 的 に 連 結 す る こ と に
よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 Ｉ Ｌ － １ ２ 変 異 体 候 補 の ラ イ ブ ラ リ ー を 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら 作 製 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 様 々 な 方 法 が あ る 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 合 成 す る 方 法 は 当 分 野 で 既 知 で あ る (例 え ば 、 Narang、 1983、 Tetrahedron 39:3
； Itakura等 、 1984、 Annu. Rev. Biochem.、 53:323； Itakura等 、 1984、 Science、 198:10
56； Ike等 、 1983、 Nucleic Acid Res.、 11:477を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ま た 、 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と が で き る イ ン タ ー ロ イ キ ン の
コ ー ド 配 列 断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 、 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び そ の 後 の 変 異 体 選 択 の
た め に 、 多 様 な ポ リ ペ プ チ ド 集 団 を 生 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 コ ー ド 配 列 断 片 の ラ
イ ブ ラ リ ー は 、 分 子 １ 個 に つ き 約 １ 回 の ニ ッ キ ン グ し か 起 こ ら な い と い う 条 件 下 で 目 的 コ
ー ド 配 列 の 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を
再 生 し て 、 ニ ッ ク の 入 っ た 異 な る 生 成 物 か ら の セ ン ス ／ ア ン チ セ ン ス 対 を 含 む こ と が で き
る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 形 成 し 、 Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し て 、 再 編 成 さ れ た 二 重 鎖 か ら 一 本 鎖
部 分 を 除 去 し 、 得 ら れ た 断 片 ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 す る こ と に よ っ て 作 製 す
る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に よ れ ば 、 様 々 な サ イ ズ の 目 的 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 お よ び 内 部
断 片 を コ ー ド す る 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 点 突 然 変 異 ま た は ト ラ ン ケ ー シ ョ ン に よ っ て 作 製 さ れ る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー
の 遺 伝 子 産 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 技 術 、 お よ び 選 択 さ れ た 特 性 を 有 す る 遺 伝 子 産 物 を ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ス ク リ ー ニ ン グ す る 技 術 は 、 当 分 野 で い く つ か 知 ら れ て い る 。 ハ
イ ス ル ー プ ッ ト 分 析 に 適 用 で き 、 大 き い 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の
最 も 広 範 に 用 い ら れ て い る 技 術 は 、 一 般 に 、 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー に 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ
ー を ク ロ ー ニ ン グ し 、 得 ら れ た ベ ク タ ー ラ イ ブ ラ リ ー で 適 切 な 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 検 出 さ
れ た 産 物 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 、 所 望 の 活 性 を 検 出 す る こ と に よ っ て 容 易 に 単
離 さ れ る 条 件 下 で 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。 反 復 ア ン サ ン ブ ル
突 然 変 異 誘 発 （ ｒ ｅ ｃ ｕ ｒ ｓ ｉ ｖ ｅ 　 ｅ ｎ ｓ ｅ ｍ ｂ ｌ ｅ 　 ｍ ｕ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｓ ） （ Ｒ
Ｅ Ｍ ） は 、 ラ イ ブ ラ リ ー に お け る 機 能 的 突 然 変 異 体 の 出 現 頻 度 を 高 め る 技 術 で あ り 、 ス ク
リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ と 併 用 し て 、 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と が で
き る イ ン タ ー ロ イ キ ン 変 異 体 を 同 定 す る こ と が で き る （ Arkinお よ び Yourvan、 1992、 Proc
. Natl. Acad. Sci. USA、 89:7811～ 7815； Delgrave等 、 1993、 Protein Engineering、 6(
3):327～ 331） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 融 合 細 胞 － サ イ ト カ イ ン 組 成 物 の 免 疫 原 性 は 、 当 分 野 で 既 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て ア ッ
セ イ す る こ と が で き る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 以 下 の 手 順 の う ち の １ つ を 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 液 性 免 疫 応 答 は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 含 め て 、 た だ し こ れ だ け に 限 定 さ れ な い 標 準 検 出 ア ッ セ
イ を 用 い て 測 定 し て 、 未 治 療 被 験 者 に お け る 抗 体 量 に 対 す る 、 治 療 被 験 者 の 血 清 中 の 標 的
抗 原 を 認 識 す る 抗 体 の 相 対 量 を 求 め る こ と が で き る 。 Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る
ク ロ ム 放 出 ア ッ セ イ を 含 め て 、 標 準 免 疫 測 定 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体
的 に は 、 Ｃ Ｔ Ｌ 応 答 は 、 刺 激 物 質 の 非 存 在 下 で の Ｃ Ｔ Ｌ 活 性 に 対 す る 刺 激 物 質 投 与 に お け
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５ ． ５ 　 免 疫 応 答 測 定 ア ッ セ イ



る Ｃ Ｔ Ｌ 活 性 の 測 定 可 能 な 差 異 に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 融 合 細 胞 お よ び 融 合 細 胞 、 サ イ ト カ イ ン 含 有 組 成 物 の 免 疫 原 性 を 、 混 合 リ ン パ 球 Ｔ 細 胞
培 養 （ Ｍ Ｌ Ｔ Ｃ ） ア ッ セ イ を 用 い て 試 験 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 １ ｘ １ ０ ７ 個 の 融 合
細 胞 を γ 線 照 射 し 、 Ｔ リ ン パ 球 と 混 合 す る 。 様 々 な 間 隔 で 、 Ｔ リ ン パ 球 の 細 胞 傷 害 性 を ４
時 間 ５ １ Ｃ ｒ 放 出 ア ッ セ イ で 試 験 す る （ Palladino等 、 1987、 Cancer Res. 47:5074～ 5079
参 照 ） 。 こ の ア ッ セ イ に お い て は 、 エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 （ Ｅ ： Ｔ ） 比 （ 通 常 、 １ ： １ ～ ４
０ ： １ ） が 異 な る よ う に 、 混 合 リ ン パ 球 培 養 物 を 標 的 細 胞 懸 濁 液 に 添 加 す る 。 標 的 細 胞 は
、 ５ ０ ０ μ Ｃ ｉ 　 ５ １ Ｃ ｒ ／ ｍ ｌ を 含 む 培 地 中 で １ ｘ １ ０ ６ 個 の 標 的 細 胞 を ３ ７ ℃ で １ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 前 標 識 さ れ る 。 標 識 後 、 こ の 細 胞 を ３ 回 洗 浄 す る 。 各
ア ッ セ イ 点 （ Ｅ ： Ｔ 比 ） を ３ 重 で 実 施 し 、 適 切 な 対 照 を 加 え て 、 自 発 的 な ５ １ Ｃ ｒ 放 出 （
リ ン パ 球 は ア ッ セ イ に 加 え ら れ て い な い ） お よ び １ ０ ０ ％ 放 出 （ 細 胞 を 界 面 活 性 剤 で 溶 解
す る ） を 測 定 す る 。 細 胞 混 合 物 を ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 細 胞 を ２ ０ ０ ｘ ｇ で ５
分 間 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト に す る 。 上 清 中 へ の ５ １ Ｃ ｒ 放 出 量 を γ 線 計 数 器 を 用 い て 測 定
す る 。 細 胞 傷 害 性 パ ー セ ン ト を （ 試 験 試 料 の ｃ ｐ ｍ － 自 然 放 出 ｃ ｐ ｍ ） ／ （ 界 面 活 性 剤 に
よ っ て 放 出 さ れ た 全 ｃ ｐ ｍ － 自 然 放 出 ｃ ｐ ｍ ） と し て 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ カ ス ケ ー ド を 遮 断 す る た め に 、 Ｋ － ４ ４ ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 （ 抗 Ｍ Ｈ Ｃ
ク ラ ス Ｉ ハ イ ブ リ ド ー マ ） 由 来 の 濃 縮 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 試 験 試 料 に 添 加 し て 最 終 濃 度
を １ ２ ． ５ ％ に す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て は 、 融 合 細 胞 の 免 疫 原 性 は 、 ワ ク チ ン 接 種 に 応 答 し て 産 生
さ れ る 抗 体 を 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） ア ッ セ イ な ど の 抗 体 応 答 ア ッ セ イ
に よ っ て 測 定 す る こ と に よ っ て 求 め ら れ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 方 法 は 当 分 野 で 周 知 で あ
る (例 え ば 、 Current Protocols in Immunology、 Coligan等 （ 編 ） 、 John Wiley and Sons
, Inc. 1997の 2.1章 を 参 照 さ れ た い )。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト （ ９ ６ ウ ェ ル Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ 　 Ｐ ｌ ａ ｔ ｅ 　 Ｉ Ｉ 、 Ｎ ｕ ｎ ｃ ） に 、 組 成 物 の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 に
お い て 使 用 さ れ る 精 製 前 癌 細 胞 の ０ ． ７ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 溶 液 を ５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ４ ℃ で １
６ 時 間 お よ び ２ ０ ℃ で １ 時 間 コ ー テ ィ ン グ す る 。 ウ ェ ル を 空 に し 、 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ － Ｂ Ｓ Ａ （
０ ． ０ ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ 　 ２ ０ お よ び １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 有
す る Ｐ Ｂ Ｓ ） ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ２ ０ ℃ で １ 時 間 ブ ロ ッ ク し 、 次 い で 、 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ で ３
回 洗 浄 す る 。 （ モ デ ル マ ウ ス ま た は ヒ ト 患 者 な ど の ） ワ ク チ ン 接 種 動 物 由 来 の 血 し ょ う ま
た は Ｃ Ｓ Ｆ 　 ５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル を ２ ０ ℃ で １ 時 間 適 用 し 、 プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ で ３ 回 洗
浄 す る 。 次 い で 、 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ － Ｂ Ｓ Ａ で １ ： １ ， ５ ０ ０ に 希 釈 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ と 必 要 に 応 じ て コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス ま た は 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル と と も に 、 ま た 、 （ さ ら に Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ で 上 述 し た よ う に さ ら に ３ 回 洗 浄
後 ） ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Ｏ Ｐ Ｄ ） － Ｈ ２ Ｏ ２ 基 質 溶 液 ５ ０ μ ｌ と と も に ２ ０ ℃ で １
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 抗 原 抗 体 活 性 を 熱 量 測 定 に よ っ て 測 定 す る 。 ５ 分 後 に ２ Ｍ
　 Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ 　 １ ５ ０ μ ｌ を 用 い て 反 応 を 停 止 さ せ 、 光 度 計 に よ っ て ４ ９ ２ ｎ ｍ （ 基 準 ６
２ ０ ｎ ｍ ） で 吸 光 度 を 標 準 技 術 に よ っ て 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 融 合 細 胞 － サ イ ト カ イ ン 組 成 物 に 対 す る Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 増 殖 性 応 答 を 、 特 定 の サ イ ト カ
イ ン の レ ベ ル を 検 出 し 定 量 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お い て
は 、 例 え ば 、 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン を Ｉ Ｆ Ｎ － γ 検 出 ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 し て 、 融 合 細 胞
－ サ イ ト カ イ ン 組 成 物 の 免 疫 原 性 を 試 験 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 の 一 例 に お い て は 、
融 合 細 胞 － サ イ ト カ イ ン 組 成 物 に よ る 治 療 を 受 け た 患 者 か ら 得 ら れ る 末 梢 血 単 核 細 胞 を 、
ム チ ン ペ プ チ ド 抗 原 ま た は Ｈ ｅ ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 由 来 エ ピ ト ー プ な ど の ペ プ チ ド 抗 原 に よ っ て
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５ ． ５ ． １ 　 Ｍ Ｌ Ｔ Ｃ ア ッ セ イ

５ ． ５ ． ２ 　 抗 体 応 答 ア ッ セ イ

５ ． ５ ． ３ 　 サ イ ト カ イ ン 検 出 ア ッ セ イ



刺 激 す る 。 次 い で 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 検 出 可 能 な Ｔ 細 胞 特 異 的 標 識 抗 体 、 例 え ば 、
Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 Ｃ Ｄ ８ お よ び Ｐ ｅ ｒ Ｃ Ｐ 標 識 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 を 用 い て 細 胞 を 染 色
す る 。 洗 浄 後 、 細 胞 を 固 定 し 、 透 過 化 処 理 し 、 ヒ ト Ｉ Ｆ Ｎ － γ （ Ｐ Ｅ － 抗 Ｉ Ｆ Ｎ － γ ） と
反 応 す る 色 素 標 識 抗 体 と 反 応 さ せ る 。 標 準 技 術 を 用 い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 試
料 を 分 析 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 あ る い は 、 フ ィ ル タ ー 免 疫 測 定 法 、 酵 素 結 合 免 疫 ス ポ ッ ト （ ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｅ － ｌ ｉ ｎ ｋ ｅ
ｄ 　 ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｓ ｐ ｏ ｔ ） （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ） ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 Ｔ 細 胞 を 包 囲 す る
特 定 の サ イ ト カ イ ン を 検 出 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 例 え ば 、 ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス で 裏 打 ち さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 精 製 サ イ ト カ イ ン 特 異 的 一 次 抗 体 、
す な わ ち 、 抗 Ｉ Ｆ Ｎ － γ で コ ー テ ィ ン グ す る 。 こ の プ レ ー ト を 、 他 の タ ン パ ク 質 の 非 特 異
的 結 合 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 回 避 す る た め に ブ ロ ッ ク す る 。 融 合 細 胞 、 ま た は 融 合 細
胞 と サ イ ト カ イ ン 組 成 物 な ど の 免 疫 刺 激 物 質 と を ワ ク チ ン 接 種 し た 患 者 か ら 得 ら れ た 、 サ
イ ト カ イ ン 分 泌 細 胞 を 含 む 単 核 血 液 細 胞 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 に 希 釈
す る 。 標 識 (例 え ば 、 ビ オ チ ン 標 識 )二 次 抗 サ イ ト カ イ ン 抗 体 を 添 加 す る 。 次 い で 、 抗 体 －
サ イ ト カ イ ン 複 合 体 を 、 例 え ば 、 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ っ て 検 出 す
る こ と が で き 、 サ イ ト カ イ ン 分 泌 細 胞 が 目 視 、 顕 微 鏡 ま た は 電 子 検 出 方 法 に よ っ て 「 ス ポ
ッ ト 」 と し て 出 現 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 「 四 量 体 染 色 」 ア ッ セ イ （ Altman等 、 1996、 Science 274: 9
4～ 96） を 使 用 し て 、 抗 原 特 異 的 Ｔ 細 胞 を 同 定 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お い て は
、 腫 瘍 特 異 抗 原 な ど の 特 異 的 ペ プ チ ド 抗 原 を 含 む Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 は 、 多 量 体 化 さ れ て 可 溶 性 ペ
プ チ ド 四 量 体 を 形 成 し 、 例 え ば 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 複 合 化 す る こ と に よ っ て 標 識 さ れ
る 。 次 い で 、 こ の Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 を 、 融 合 細 胞 組 成 物 に よ る 治 療 を 受 け た 患 者 か ら 得 ら れ た
Ｔ 細 胞 集 団 と 混 合 す る 。 次 い で 、 ビ オ チ ン を 使 用 し て 目 的 抗 原 、 す な わ ち 、 腫 瘍 特 異 抗 原
を 発 現 す る Ｔ 細 胞 を 染 色 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ て 標 的 細 胞 の 抗 原 を 提 示 す る 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ
Ｐ Ｃ ） に よ っ て 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｄ ８ 陽 性 の 免 疫 細 胞 で あ る 。 こ の 抗 原 提 示 は 、 Ｂ － ７ ／ Ｃ
Ｔ Ｌ Ａ － ４ お よ び Ｃ Ｄ ４ ０ な ど の 共 刺 激 分 子 の 活 性 化 と と も に 、 標 的 に 対 す る Ｔ 細 胞 の 初
回 抗 原 刺 激 を も た ら し 、 そ の 結 果 、 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 が 破 壊 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 Ｃ Ｄ ８ を 発 現 す る 特 徴 を 一 般 に 有 す る 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ － β 、 パ ー フ ォ リ ン
お よ び Ｉ Ｌ － ２ も 分 泌 し た 。 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 応 答 は 、 本 明 細 書 の 実 施 例 に 示 す よ う に 、
治 療 被 験 者 か ら 得 ら れ た Ｔ 細 胞 を 用 い た ５ １ Ｃ ｒ 放 出 ア ッ セ イ に お い て 、 未 治 療 被 験 者 か
ら 得 ら れ た Ｔ 細 胞 と 比 較 し て 標 的 細 胞 溶 解 が 増 大 す る こ と 、 な ら び に 未 治 療 被 験 者 よ り も
治 療 被 験 者 に お け る Ｉ Ｆ Ｎ － γ お よ び Ｉ Ｌ － ２ の レ ベ ル 増 大 の 測 定 を 含 め て 、 た だ し こ れ
ら だ け に 限 定 さ れ な い 様 々 な ア ッ セ イ で 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 本 発 明 の 融 合 細 胞 を 用 い て 予 防 す る こ と が で き る 癌 お よ び 発 癌 性 疾 患 、 な ら び に 本 発 明
の 融 合 細 胞 を 用 い て 予 防 お よ び 治 療 可 能 な 、 こ れ ら の 癌 お よ び 発 癌 性 疾 患 の 発 生 を も た ら
す 前 癌 病 変 と し て は 、 ヒ ト 肉 腫 お よ び 癌 腫 、 例 え ば 、 腎 細 胞 癌 、 線 維 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 脂
肪 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 骨 肉 腫 、 脊 索 腫 、 血 管 肉 腫 、 内 皮 肉 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 内 皮
肉 腫 、 滑 膜 腫 、 中 皮 腫 、 ユ ー イ ン グ 腫 瘍 、 平 滑 筋 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 結 腸 癌 、 膵 癌 、 乳 癌
、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 扁 平 上 皮 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌 、 汗 腺 癌 、 皮 脂 腺 癌 、 乳 頭 状 癌 、 乳
頭 状 腺 癌 、 嚢 胞 腺 癌 、 髄 様 癌 、 気 管 支 原 生 癌 、 肝 細 胞 癌 、 胆 管 癌 、 絨 毛 癌 、 精 上 皮 腫 、 胎
生 期 癌 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 子 宮 頚 癌 、 精 巣 腫 瘍 、 肺 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 上 皮 癌 、 神
経 膠 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 髄 芽 腫 、 頭 蓋 咽 頭 腫 、 上 衣 細 胞 腫 、 松 果 体 腫 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 聴 神
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５ ． ５ ． ４ 　 四 量 体 染 色 ア ッ セ イ

５ ． ６ 　 標 的 癌



経 腫 、 乏 突 起 膠 腫 、 髄 膜 腫 、 黒 色 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 ； 白 血 病 、 例 え ば 、 急
性 リ ン パ 性 白 血 病 お よ び 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ 骨 髄 芽 球 性 、 前 骨 髄 球 性 、 骨 髄 単 球 性 、 単 球
性 お よ び 赤 白 血 病 ） ； 慢 性 白 血 病 （ 慢 性 骨 髄 球 性 （ 顆 粒 球 性 ） 白 血 病 お よ び 慢 性 リ ン パ 性
白 血 病 ） ； お よ び 真 性 赤 血 球 増 多 症 、 リ ン パ 腫 （ ホ ジ キ ン 病 お よ び 非 ホ ジ キ ン 病 ） 、 多 発
性 骨 髄 腫 、 ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 お よ び Ｈ 鎖 病 な ど が 挙 げ ら れ る が
、 こ れ ら だ け に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 製 剤 は 、 Ｃ Ｔ Ｌ お よ び ／ ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が で き る サ
イ ト カ イ ン な ど の 、 た だ し こ れ ら だ け に 限 定 さ れ な い １ 種 類 ま た は 複 数 の 分 子 と と も に 、
ま た は こ れ ら の 分 子 な し で 投 与 さ れ る 免 疫 に 有 効 な 量 の 融 合 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 融 合 細 胞 ま た は 融 合 細 胞 － サ イ ト カ イ ン 組 成 物 の 適 切 な 調 製 物 と し て は 、 好 ま し く は 液
体 溶 液 で あ る 注 射 用 製 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 多 数 の 方 法 を 使 用 し て 本 発 明 の 組 成 物 製 剤 を 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 と し
て は 、 皮 下 注 射 、 リ ン パ 管 内 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 お よ び 乱 切 （ 例 え ば 分 岐 針 を 用 い
た 皮 膚 上 層 を 通 し た ひ っ か き （ ｓ ｃ ｒ ａ ｔ ｃ ｈ ｉ ｎ ｇ ） ） な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら だ
け に 限 定 さ れ な い 。 融 合 細 胞 お よ び 融 合 細 胞 － サ イ ト カ イ ン 組 成 物 は 皮 内 注 射 さ れ る こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ま た 、 必 要 な ら ば 、 組 成 物 製 剤 は 、 湿 潤 剤 ま た は 乳 化 剤 、 ｐ Ｈ 緩 衝 剤 、 お よ び ／ ま た は
組 成 物 の 有 効 性 を 高 め る 化 合 物 な ど の 少 量 の 補 助 物 質 を 含 む こ と も で き る 。 補 助 物 質 の 有
効 性 は 、 融 合 細 胞 に 対 す る 抗 体 が 誘 導 さ れ る か ど う か を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 組 成 物 を 投 与 す る 哺 乳 動 物 は 、 好 ま し く は ヒ ト で あ る が 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ
、 ニ ワ ト リ （ 例 え ば 、 ヒ ナ ） 、 ヤ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト を 含
め て 、 た だ し こ れ ら だ け に 限 定 さ れ な い ヒ ト 以 外 の 動 物 と す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 癌 を 予 防 す る 治 療 有 効 量 で 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 有 効
量 と は 、 例 え ば 、 前 癌 病 変 の 退 縮 、 ま た は 個 体 、 特 に 癌 を 発 症 す る リ ス ク を 有 す る 個 体 に
お け る そ の よ う な 病 変 部 の 形 成 の 予 防 な ど 、 そ の よ う な 疾 患 ま た は 障 害 の 症 状 を 予 防 し 、
ま た は 寛 解 さ せ る の に 十 分 な 量 の 融 合 細 胞 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 組 成 物 の 有 効 量 （ 免 疫 量
） は 、 動 物 モ デ ル 試 験 系 か ら 得 ら れ る 用 量 応 答 曲 線 か ら 推 定 す る こ と も で き る 。 組 成 物 製
剤 に 使 用 さ れ る 融 合 細 胞 の 正 確 な 用 量 は 、 予 防 す る 疾 患 の 個 々 の タ イ プ に よ っ て も 決 ま る
だ ろ う 。 例 え ば 、 腫 瘍 の 発 生 を 防 止 す る 場 合 に は 、 投 与 量 を 考 え る と き に 、 腫 瘍 の 悪 性 度
が 重 要 な 考 慮 事 項 に な る 。 他 の 重 要 な 考 慮 事 項 は 、 投 与 経 路 お よ び 患 者 の 性 質 で あ る 。 し
た が っ て 、 正 確 な 投 与 量 は 、 標 準 臨 床 技 術 に 従 っ て 、 開 業 医 の 判 断 お よ び 各 患 者 の 状 況 、
例 え ば 、 患 者 の 免 疫 状 態 に 応 じ て 決 定 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 例 え ば 、 ヒ ト 腫 瘍 の 形 成 を 防 止 す る た め に 、 樹 状 細 胞 に
融 合 さ れ た 患 者 の 非 樹 状 前 癌 細 胞 を 含 む 融 合 細 胞 ま た は 融 合 細 胞 － サ イ ト カ イ ン 組 成 物 を
、 前 癌 病 変 か ら 離 れ た 部 位 、 好 ま し く は リ ン パ 組 織 の 近 く に 投 与 す る 。 こ の 組 成 物 の 投 与
は 、 適 切 な 間 隔 の 後 、 例 え ば 、 ３ ～ ６ カ 月 ご と に 、 １ 回 の 投 与 当 た り 約 １ ｘ １ ０ ８ 個 の 細
胞 を 使 用 し て 反 復 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 治 療 有 効 量 の 本 発 明 の 融 合 細 胞 ま た は 融 合 細 胞 － サ イ ト カ イ ン
組 成 物 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 を 免 疫 し 、 哺 乳 動 物 に お け る 前 癌 病 変
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発 生 ま た は そ の 進 行 を 予 防 し ま た は 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 に よ る 免 疫 治 療 用 組 成 物 の 送 達 を 容 易 に す る キ ッ ト を
提 供 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る キ ッ ト は 、 好 都 合 に は 、 例 え ば 臨 床 現 場 に お い て 、 癌 の 症
状 を 示 す 患 者 、 ま た は 癌 を 発 症 す る リ ス ク を 有 す る 患 者 を 治 療 す る の に 使 用 す る こ と が で
き る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 例 え ば 、 １ 個 ま た は 複 数 の 容 器 に 、 ａ ） 樹 状 細 胞 集 団 の 試
料 と 、 ｂ ） 癌 ま た は 感 染 症 を 治 療 し 、 ま た は そ れ ら に 対 し て 防 御 す る 方 法 に お け る そ の 使
用 説 明 書 と を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 投 与 前 に 各 成 分 を 混 合 す る こ と が で き る よ う に 無 菌
希 釈 剤 ア ン プ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 キ ッ ト は 、 電 気 融 合
に 適 切 な キ ュ ベ ッ ト を さ ら に 含 む 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 樹 状 細 胞 は 低 温 保 存 さ れ る 。
さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 キ ッ ト は 、 液 性 免 疫 応 答 お よ び ／ ま た は 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細
胞 応 答 を 刺 激 す る 分 子 を 含 む 。 よ り 好 ま し い 一 実 施 形 態 に お い て は 、 刺 激 分 子 は 、 イ ン タ
ー ロ イ キ ン － １ ２ な ど 、 た だ し こ れ だ け に 限 定 さ れ な い サ イ ト カ イ ン で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ ７ 】

　 本 実 施 例 は 、 宿 主 生 物 の 結 腸 直 腸 癌 の 素 因 と な る 大 腸 腺 腫 性 ポ リ ポ ー シ ス （ Ａ Ｐ Ｃ ） 遺
伝 子 の コ ド ン １ ３ ０ ９ に 特 異 的 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 非 樹 状 細 胞 に 融 合 す る 樹 状 細 胞 の 融 合
に よ っ て 形 成 さ れ る 融 合 細 胞 の 予 防 お よ び 治 療 へ の 使 用 を 示 す も の で あ る 。 Ａ Ｐ Ｃ 遺 伝 子
の コ ド ン １ ３ ０ ９ に 突 然 変 異 を 有 す る こ の よ う な Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス は 、 多 数 の 胃 腸 腫
瘍 を 発 生 す る 。 樹 状 細 胞 と 、 樹 立 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 細 胞 系 か ら 得 ら れ る 腫 瘍 に 由 来 す る 非 樹
状 細 胞 と の 間 で 形 成 さ れ る 融 合 細 胞 を ６ 週 齢 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス に ワ ク チ ン 接 種 す る と
、 回 腸 に お け る 腫 瘍 の 発 生 が 阻 害 さ れ た 。 す な わ ち 、 治 療 マ ウ ス の １ ０ 週 齢 で 存 在 す る 腫
瘍 数 は 、 未 治 療 対 照 マ ウ ス の そ れ よ り も 少 な か っ た 。 た だ し 、 ど ち ら も ベ ー ス ラ イ ン の ６
週 齢 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス よ り は 腫 瘍 が 多 か っ た 。 し か し 、 Ｉ Ｌ － １ ２ を 投 与 し 、 樹 状 細
胞 と 樹 立 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 細 胞 系 か ら 得 ら れ る 腫 瘍 細 胞 と の 間 で 形 成 さ れ る 融 合 細 胞 を ６ 週
齢 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス に ワ ク チ ン 接 種 す る と 、 回 腸 に お け る 腫 瘍 の 発 生 が 阻 害 さ れ た だ
け で な く 、 既 存 の 腫 瘍 も 退 縮 し た 。 す な わ ち 、 融 合 細 胞 を ワ ク チ ン 接 種 し 、 か つ Ｉ Ｌ － １
２ も 投 与 し た マ ウ ス の １ ０ 週 齢 に お い て 存 在 す る 腫 瘍 数 は 、 ベ ー ス ラ イ ン の ６ 週 齢 Ａ Ｐ Ｃ
１ ３ ０ ９ マ ウ ス で 認 め ら れ た 腫 瘍 数 よ り も 少 な か っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 し た が っ て 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 宿 主 生 物 の 癌 の 素 因 と な る 特 異 的 対 立 遺 伝 子 を 有 す る
非 樹 状 細 胞 に 融 合 し た 樹 状 細 胞 を 含 む 融 合 細 胞 ワ ク チ ン の 予 防 な ら び に 治 療 効 力 を 裏 づ け
る も の で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｉ Ｌ － １ ２ な ど の 免 疫 刺 激 分 子 を さ
ら に 含 む 融 合 細 胞 ワ ク チ ン の 治 療 効 力 が 増 大 す る こ と を 示 し て い る 。 最 後 に 、 本 実 施 例 に
お い て 使 用 さ れ る マ ウ ス モ デ ル に お け る 非 樹 状 細 胞 は 腫 瘍 細 胞 か ら 生 成 さ れ た が 、 本 明 細
書 に 記 載 す る 技 術 を 、 非 樹 状 前 癌 細 胞 の 単 離 、 な ら び に 癌 に 対 す る 予 防 お よ び 治 療 ワ ク チ
ン に 使 用 さ れ る 融 合 体 を 生 成 す る た め の 使 用 に 適 用 し 、 し た が っ て モ デ ル と し て 役 立 た せ
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス を Ｓ ａ ｎ ｋ ｙ ｏ 　 Ｂ ｉ ｏ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ （ Ｔ ｏ ｋ ｙ ｏ ）
か ら 購 入 し た 。 遺 伝 的 背 景 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ を 有 し 、 Ａ Ｐ Ｃ 遺 伝 子 の コ ド ン １ ３ ０ ９ に 突 然
変 異 を 有 す る Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 Ｉ ｎ ｓ ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｅ
　 Ｔ ｏ ｋ ｙ ｏ 、 Ｊ ａ ｐ ａ ｎ か ら 提 供 さ れ た （ Quesada等 、 Piroxicam and Acarbose as Che
mopreventive Agents for Spontaneous Intestinal Adenomas in APC Gene 1309 Knockou
t Mice、 Jpn. J Cancer Res. 89:392～ 396（ 1998） ） 。 実 験 の 手 順 の す べ て を 、 慈 恵 大 学
の 動 物 福 祉 に 関 す る 指 針 に 従 っ て 実 施 し た 。
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【 ０ １ １ ０ 】
　 Ａ Ｐ Ｃ マ ウ ス を 実 験 に 使 用 す る 前 に 、 そ れ ら の Ａ Ｐ Ｃ 遺 伝 子 型 を 決 定 し た 。 ４ 週 齡 マ ウ
ス の 尾 部 試 料 か ら 抽 出 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し 、 再 懸 濁 し 、 １ ０ 倍 希 釈 Ｐ
Ｃ Ｒ バ ッ フ ァ ー （ Ｔ ａ ｋ ａ ｙ ａ 、 Ｋ ｙ ｏ ｔ ｏ ） 、 ２ ． ５ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ Ｔ ａ ｋ ａ ｒ ａ 、
Ｋ ｙ ｏ ｔ ｏ ） 、 Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ｔ ａ ｋ ａ ｒ ａ 、 Ｋ ｙ ｏ ｔ ｏ ） お よ び 蒸 留 水 と 混 合 し
た 。 第 １ の ス タ ン ド （ ｓ ｔ ａ ｎ ｄ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー １ μ ｌ を 用 い て サ ー マ ル サ イ ク ラ
ー （ Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ａ ｍ ｐ 　 Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ ム ２ ４ ０ ０ ； Ｐ ｅ ｒ ｋ ｉ ｎ 　 Ｅ ｌ ｍ ｅ ｒ 、 Ｓ ｈ ｅ ｌ
ｔ ｏ ｎ 、 Ｃ Ｔ ） 中 で Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 し た 。 こ の プ ラ イ マ ー は Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 Ｉ ｎ ｓ ｔ ｉ ｔ ｕ
ｔ ｅ 、 Ｔ ｏ ｋ ｙ ｏ か ら 提 供 さ れ た 。 こ の プ ラ イ マ ー を 、
　 Ａ Ｐ Ｃ ２ ７ ： ５ ’ － Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ － ３ ’
、
　 Ａ Ｐ Ｃ ４ ７ ： ５ ’ － Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’
お よ び
　 Ｐ Ｇ Ｋ － １ ： ５ ’ － Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ － ３
’ と 混 合 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ 、 Ｇ ｒ ａ ｎ ｄ 　 Ｉ ｓ ｌ ａ
ｎ ｄ 、 Ｎ Ｙ ） を 用 い て 分 離 し 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 、 Ｓ ｔ ． Ｌ ｏ ｕ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｏ ）
染 色 後 、 Ｕ Ｖ 透 過 照 明 に よ っ て 検 出 し た 。 野 生 型 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ か ら 得 ら れ る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物
は １ ５ ３ ｂ ｐ で あ り 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス か ら 得 ら れ る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は １ ５ ３ ｂ ｐ お よ び
２ ４ ３ ｂ ｐ で あ っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 分 析 が １ ５ ３ ｂ ｐ と ２ ４ ３ ｂ ｐ の 両 方 の バ ン ド を 示 し
た マ ウ ス を 選 択 し 実 験 に 使 用 し た 。
【 ０ １ １ １ 】

　 Ｉ ｎ ａ ｂ ａ 等 に よ っ て 記 述 さ れ た 方 法 に よ っ て 樹 状 細 胞 を 調 製 し た （ Inaba等 、 1993、 J
 Exp Med 176、 1693～ 1702； Inaba等 、 1993、 Proc Natl Acad Sci USA 90、 3038～ 3042）
。 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス の 腸 の 腫 瘍 か ら 樹 立 さ れ た Ｔ 腫 瘍 （ ま た は Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 ）
と 称 す る 細 胞 系 は 、 Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 Ｉ ｎ ｓ ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｅ 、 Ｔ ｏ ｋ ｙ ｏ か ら 提 供 さ れ た （ Qu
esada等 、 1998、 Jpn. J Cancer Res. 89:392～ 396） 。 樹 状 細 胞 を 、 Ｇ ｏ ｎ ｇ 等 に 従 っ て
ト リ プ シ ン 処 理 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 と 融 合 さ せ た （ Gong等 、 1997、 Nat Med 3、 558～
561） 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス の 長 骨 か ら 洗 い 流 し た 骨 髄 か ら 樹 状 細 胞 を 単 離
し 、 赤 血 球 を 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 、 Ｓ ｔ ． Ｌ ｏ ｕ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｏ ） で 溶 解 し た 。 リ
ン パ 球 、 顆 粒 球 お よ び Ｔ 細 胞 を 骨 髄 細 胞 か ら 枯 渇 さ せ 、 ２ ４ ウ ェ ル 培 養 プ レ ー ト （ １ ｘ １
０ ６ 細 胞 ／ ウ ェ ル ） 中 で 、 ５ ％ 熱 失 活 Ｆ Ｂ Ｓ 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ５ ０ μ Ｍ 、 グ ル
タ ミ ン 酸 ２ ｍ Ｍ 、 ペ ニ シ リ ン １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン １ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ 、 組
換 え マ ウ ス 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ； Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ 　 Ｄ ｉ
ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ 、 Ｓ ａ ｎ 　 Ｊ ｏ ｓ ｅ 、 Ｃ Ａ ） １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び 組 換 え マ ウ ス イ ン タ ー
ロ イ キ ン － ４ （ Ｉ Ｌ － ４ ； Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ ｎ 　 Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ ） ３ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ を 補 充 し た
Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 　 １ ６ ４ ０ 培 地 中 で 細 胞 を 平 板 培 養 し た 。 培 養 ５ 日 目 に 、 非 接 着 細 胞 お よ び 接 着
の 弱 い 細 胞 を 収 集 し 、 １ ０ ０ ｍ ｍ ペ ト リ 皿 上 で 再 度 平 板 培 養 し た （ １ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｉ
； １ ０ ｍ ｌ ／ 皿 ） 。 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 中 の Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｉ Ｌ － ４ を 細 胞 に 添 加 し 、 １ ｘ
１ ０ ６ 個 の 樹 状 細 胞 を ３ ｘ １ ０ ６ 個 の 照 射 （ ５ ０ Ｇ ｙ 、 Ｈ ｉ ｔ ａ ｃ ｈ ｉ 　 Ｍ Ｂ Ｒ － １ ５ ２
０ Ｒ 、 線 量 率 ： １ ． １ Ｇ ｙ ／ ｍ ｉ ｎ ） Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 細 胞 と 混 合 し た 。 ４ ８ 時 間 後 、 ５ ０
％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ 　 １ ５ ０ ０ ； Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 、 Ｓ ｔ ． Ｌ ｏ ｕ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｏ ）
溶 液 ５ ０ ０ μ ｌ を ６ ０ 秒 間 に わ た っ て 滴 下 す る こ と に よ っ て 融 合 を 開 始 し た 。 無 血 清 Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ 培 地 ３ ０ ｍ ｌ を 段 階 的 に 添 加 し て 融 合 を 停 止 し た 。 融 合 細 胞 を 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 中 に Ｇ
Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｉ Ｌ － ４ の 存 在 下 で １ ０ ０ ｍ ｍ ペ ト リ 皿 で 平 板 培 養 し て 、 ４ ８ 時 間 培 養
し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
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樹 状 細 胞 お よ び 融 合 細 胞 の 調 製 な ら び に 非 樹 状 細 胞 と の 融 合

マ ウ ス の 治 療 お よ び 腫 瘍 の 計 数



　 融 合 細 胞 （ ２ ｘ １ ０ ５ ／ マ ウ ス ） を 、 対 象 マ ウ ス の 尾 静 脈 に ６ お よ び ８ 週 齢 で 注 射 し た
。 Ｉ Ｌ － １ ２ （ ５ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス ） を 、 融 合 細 胞 の １ 回 目 の 注 射 か ら ５ 日 お よ び １ ０ 日
後 に 腹 腔 内 投 与 し 、 ９ 週 齢 で さ ら に １ 回 投 与 し た 。 特 定 の 実 験 に お い て は 、 融 合 細 胞 の み
ま た は Ｉ Ｌ － １ ２ の み で マ ウ ス を 治 療 し た 。 マ ウ ス を １ ０ 週 齢 で 屠 殺 し 、 下 部 食 道 か ら 直
腸 ま で の 胃 腸 管 を 切 除 し 、 直 腸 か ら ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 注 入 し て 固 定 し 、 切 開 し 、 メ チ レ
ン ブ ル ー で 染 色 し た 。 胃 腸 管 全 体 の 腫 瘍 を １ ０ 倍 解 剖 顕 微 鏡 を 用 い て 計 数 し た 。 一 部 の 実
験 に お い て は 、 Ｎ Ｋ 細 胞 活 性 を 消 滅 さ せ る た め に 、 抗 ア シ ア ロ － Ｇ Ｍ １ 抗 体 （ マ ウ ス １ 匹
当 た り ０ ． ２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ ） を 、 融 合 細 胞 の ワ ク チ ン 接 種 の ２ 日 前 お よ び
２ 日 後 に マ ウ ス に 静 脈 内 投 与 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 ス チ ー ル メ ッ シ ュ 上 で 脾 臓 を 軽 く 破 壊 し て 脾 細 胞 を 調 製 し 、 ヒ ト 組 換 え Ｉ Ｌ － ２ 　 ５ ０
Ｕ ／ ｍ ｌ を 含 む 培 地 中 で ４ 日 間 培 養 し 、 次 い で 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷
害 活 性 を 検 討 し た 。 一 部 の 実 験 に お い て は 、 脾 細 胞 を 融 合 細 胞 ま た は 照 射 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９
腫 瘍 細 胞 と と も に Ｉ Ｌ － ２ を 含 ま な い 培 地 中 で ４ 日 間 培 養 し 、 次 い で 細 胞 傷 害 活 性 を 検 討
し た 。 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 標 的 細 胞 （ １ ｘ １ ０ ４ 細 胞 ／ ウ ェ ル ） を ５ １ Ｃ ｒ で 標 識 し 、 洗
浄 し 、 １ ０ ％ 熱 失 活 融 合 細 胞 を 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 ２ ０ ０ μ ｌ 中 で 脾 細 胞 と
と も に エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 比 ２ ０ ： １ ～ ８ ０ ： １ で ３ ７ ℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
遠 心 分 離 に よ っ て 細 胞 を 沈 殿 さ せ た 後 に 、 上 清 １ ０ ０ μ ｌ を 収 集 し て 放 射 能 を 測 定 し た 。
特 異 的 ５ １ Ｃ ｒ 放 出 パ ー セ ン ト を 以 下 の 式 、 す な わ ち 、 ５ １ Ｃ ｒ 放 出 パ ー セ ン ト ＝ １ ０ ０
ｘ （ ｃ ｐ ｍ 実 験 放 出 － ｃ ｐ ｍ 自 然 放 出 ） ／ （ ｃ ｐ ｍ 最 大 放 出 － ｃ ｐ ｍ 自 然 放 出 ） に よ っ て
計 算 し た 。 最 大 放 出 は 、 ０ ． ３ ３ Ｎ 　 Ｈ Ｃ ｌ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 標 的 細 胞 か ら 得
ら れ 、 自 然 放 出 は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 な し で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 標 的 細 胞 か ら 得 ら れ た 。
【 ０ １ １ ５ 】

　 心 臓 の 穿 刺 に よ っ て 血 液 を 収 集 し 、 遠 心 分 離 に よ っ て 血 清 を 分 離 し た 。 ト リ プ シ ン 処 理
Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 （ ２ ｘ １ ０ ５ ） の ペ レ ッ ト を 希 釈 マ ウ ス 血 清 ５ ０ μ ｌ と 混 合 し 、
４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 細 胞 を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で
２ 回 洗 浄 し 、 次 い で Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ラ ッ ト 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ ま た は Ｉ ｇ Ｇ ３ 抗 体 （ Ｐ ｈ
ａ ｒ Ｍ ｉ ｎ ｇ ｅ ｎ 、 Ｓ ａ ｎ 　 Ｄ ｉ ｅ ｇ ｏ ） ２ μ ｌ と と も に 遮 蔽 光 の 下 で ４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 そ れ ら の 蛍 光 強 度 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ （ Ｂ ｅ ｃ ｔ
ｏ ｎ 　 Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｃ ｙ ｔ ｏ ｍ ｅ ｔ ｒ ｙ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ ） を 用 い
た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ っ て 測 定 し た 。 抗 体 活 性 を 全 蛍 光 強 度 ヒ ス ト グ ラ ム の 中
央 値 で 表 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 （ １ ｘ １ ０ ５ ） を 、 未 治 療 マ ウ ス お よ び 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２
を 投 与 し た マ ウ ス か ら 得 た 血 清 の 非 存 在 下 ま た は 存 在 下 で 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で ３ ７
℃ で ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 血 清 を 添 加 し て 最 終 希 釈 を ３ ０ ０ 倍 に し た 。 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 ト リ パ ン ブ ル ー で 染 色 し た 。 非 染 色 細
胞 の 総 数 を 血 球 計 を 用 い て 求 め た 。 熱 失 活 血 清 を 使 用 し た と き に は 、 血 清 を ５ ６ ℃ で ３ ０
分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 不 活 化 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 統 計 分 析 を 、 Ｓ ｔ ａ ｔ Ｖ ｉ ｅ ｗ － Ｊ ５ ． ０ ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 ス チ ュ ー デ ン ト Ｔ 検
定 に よ っ て 実 施 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 図 １ に 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス の 小 腸 の 巨 視 的 図 を 示 す 。 Ａ Ｐ Ｃ マ ウ ス の 腸 腫 瘍 に 由 来
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Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 脾 細 胞 の 細 胞 傷 害 性 ア ッ セ イ

Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 と の 抗 体 反 応 性 の 検 出

血 清 細 胞 傷 害 性 の 検 出

統 計

６ ． ２ 　 結 果



す る 細 胞 系 の Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 と 融 合 さ れ た 樹 状 細 胞 を 含 む 融 合 細 胞 に よ る 治 療 を
受 け た マ ウ ス の 小 腸 は 、 未 治 療 マ ウ ス の 小 腸 よ り も 腫 瘍 が 少 な か っ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 未 治 療 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス の 胃 腸 腫 瘍 の 平 均 数 は 、 ６ 週 齢 で ３ ８ ． ０ ± １ １ ． ７ ／ マ
ウ ス で あ り 、 １ ０ 週 齢 で ９ ２ ． ６ ± １ １ ． ２ ／ マ ウ ス に 増 加 し た （ 図 ２ ） 。 融 合 細 胞 治 療
マ ウ ス で は 平 均 腫 瘍 数 は １ ０ 週 齢 で ４ ４ ． １ ± ８ ． ０ ／ マ ウ ス で あ り 、 未 治 療 マ ウ ス に お
い て 観 察 さ れ る よ り も 有 意 に 少 な か っ た （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ） 。 ま た 、 融 合 細 胞 治 療 マ ウ
ス の １ ０ 週 齢 に お け る 平 均 腫 瘍 数 は 、 治 療 開 始 時 の ６ 週 齢 の そ れ と 大 き な 違 い は な か っ た
（ Ｐ ＝ ０ ． ２ ） 。 マ ウ ス に 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２ を 投 与 し た と き に は 、 腫 瘍 の 発 生 は 、 融
合 細 胞 の み の 治 療 を 受 け た マ ウ ス と 比 較 し て さ ら に 抑 制 さ れ た （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ） 。 ま
た 、 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２ に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス の １ ０ 週 齢 に お け る 平 均 腫 瘍 数 は 、
６ 週 齢 の マ ウ ス よ り も 有 意 に 少 な か っ た （ Ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ３ ） 。 Ｉ Ｌ － １ ２ の み で の 治 療 は
、 有 意 な 抗 腫 瘍 効 果 を 誘 発 し な か っ た 。 融 合 細 胞 を 用 い た 治 療 に よ る 腫 瘍 数 増 加 の 抑 制 は
、 ほ ん の 数 個 の 腫 瘍 が 発 生 し た 盲 腸 を 除 い て 胃 腸 管 の す べ て の 部 分 に お い て 認 め ら れ た 。
腫 瘍 の サ イ ズ は 長 軸 で ０ ． ９ ～ ４ ． ７ ｍ ｍ で あ っ た 。 腫 瘍 サ イ ズ の 分 布 は 、 未 治 療 、 Ｉ Ｌ
－ １ ２ 治 療 、 融 合 細 胞 治 療 、 お よ び 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２ に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス の 群
間 で 大 き な 違 い は な か っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 融 合 細 胞 治 療 マ ウ ス お よ び 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス の 腸 の 粘
膜 表 面 上 に は 、 多 数 の 拡 大 リ ン パ 濾 胞 が あ っ た 。 し か し 、 腸 の 非 腫 瘍 領 域 に お い て 、 炎 症
変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 融 合 細 胞 治 療 マ ウ ス お よ び 融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ
ス か ら 新 た に 単 離 さ れ た 脾 細 胞 に よ っ て 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 対 す る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ
ｒ ｏ で の 細 胞 傷 害 活 性 は さ ほ ど 増 強 さ れ な か っ た の で 、 そ れ ら を 様 々 な 方 法 に よ っ て ｉ ｎ
　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 刺 激 し た 。 Ｉ Ｌ － ２ 、 照 射 腫 瘍 細 胞 ま た は 融 合 細 胞 の 存 在 下 で 脾 細 胞 を ４
日 間 培 養 し た に も か か わ ら ず 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 活 性 は さ ほ ど 増
加 し な か っ た 。 細 胞 傷 害 活 性 の 欠 如 は 、 腫 瘍 細 胞 上 の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 の 発 現 が 低 い こ と に 起 因
し う る 。 し か し 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス 分 子 の 発 現 を 増 強 す る こ と が 知 ら れ て い る Ｉ Ｆ Ｎ － γ に よ
る 腫 瘍 細 胞 の 前 処 置 に よ っ て も 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 が 脾 細 胞 に よ る 細 胞 傷 害 性 攻 撃
を よ り 受 け 易 く な る こ と は な か っ た 。 野 生 型 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス を 融 合 細 胞 に よ っ て 治
療 す る と 、 そ れ ら の 脾 細 胞 の 細 胞 傷 害 活 性 も 誘 導 さ れ な か っ た 。 融 合 細 胞 免 疫 マ ウ ス か ら
得 ら れ た 脾 細 胞 の Ｎ Ｋ 細 胞 活 性 は 、 標 的 細 胞 と し て Ｙ ａ ｃ － １ を 用 い た 細 胞 傷 害 性 ア ッ セ
イ の 結 果 か ら 判 断 し て 増 強 さ れ な か っ た 。 ま た 、 融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ２ と に よ
る 治 療 を 受 け た マ ウ ス に 抗 ア シ ア ロ － Ｇ Ｍ １ 抗 体 を 投 与 し て も 、 抗 腫 瘍 活 性 は 消 滅 し な か
っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 を 個 々 の マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
次 い で 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 添 加 し た 。 標 識 細 胞 の 蛍 光 強
度 を 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ を 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ っ て 測 定 し た （ 図 ３ ） 。 融 合 細 胞
ま た は 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 と と も に イ ン
キ ュ ベ ー ト さ れ た 腫 瘍 細 胞 に よ っ て 示 さ れ る 蛍 光 ヒ ス ト グ ラ ム の 強 度 中 央 値 は 、 未 治 療 マ
ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 腫 瘍 細 胞 に よ り 示 さ れ る も の よ り も
有 意 に 高 か っ た （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） 。 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス
か ら 得 ら れ た 血 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 は 、 融 合 細 胞 の み に よ る 治 療 を 受 け
た マ ウ ス と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 よ り も 高 い 蛍 光 強 度 を 示 し た （ Ｐ ＝ ０ ． ０ ３
２ ） 。 図 ３ に 示 す よ う に 、 蛍 光 強 度 中 央 値 と １ ０ 週 齢 に お け る 腫 瘍 数 と の 間 に は 逆 相 関 が
認 め ら れ た 。 強 度 中 央 値 は 血 清 の 希 釈 と と も に 減 少 し た （ 図 ４ Ａ ） 。 融 合 細 胞 と イ ン タ ー
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融 合 細 胞 免 疫 マ ウ ス に 由 来 す る 脾 細 胞 の 細 胞 傷 害 活 性

Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 抗 体 の 検 出



ロ イ キ ン － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 を Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞
と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 蛍 光 強 度 は 、 未 治 療 マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 と と も に イ
ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 腫 瘍 細 胞 に よ り 示 さ れ る 蛍 光 強 度 ま で 減 少 し た （ 図 ４ Ｂ ） 。 融 合 細 胞
と イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 を Ｍ Ｃ ３ ８ ／ Ｍ
Ｕ Ｃ － １ 結 腸 癌 細 胞 、 Ｂ － １ ６ メ ラ ノ ー マ 細 胞 お よ び Ｈ ｅ ｐ ａ － １ ６ 肝 細 胞 癌 細 胞 と と も
に イ ン キ ュ ベ ー ト し た と き に は 、 強 度 中 央 値 の 減 少 は 認 め ら れ な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ）
。 Ｉ ｇ Ｇ １ － 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ － 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ － お よ び Ｉ ｇ Ｇ ３ － 特 異 抗 体 を 用 い た 免 疫 グ ロ
ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ 分 析 に よ れ ば 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 関 連 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア
イ ソ タ イ プ は Ｉ ｇ Ｇ １ で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ れ ら の 知 見 に よ れ ば 、 融 合 細 胞 ま
た は 融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン Ｉ Ｌ － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血
清 は 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 を 認 識 す る Ｉ ｇ Ｇ １ ク ラ ス 抗 体 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
抗 体 活 性 は 、 蛍 光 強 度 ヒ ス ト グ ラ ム の 中 央 値 で 表 さ れ た 。 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 対 す
る 抗 体 は 、 親 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス に 融 合 細 胞 を 接 種 し て も 産 生 さ れ た （ デ ー タ 示 さ ず ）
。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 未 治 療 マ ウ ス お よ び 融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス か ら
得 ら れ た ３ ０ ０ 倍 希 釈 血 清 の 存 在 下 で 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 を ４ ８ 時 間 培 養 し た 。 未
治 療 マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 が 存 在 す る と 、 生 細 胞 が 減 少 し た （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 。 し か し
、 （ 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２ と に よ る )治 療 を 受 け た マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 の 存 在 下 で 培
養 し た 後 の 生 き た 腫 瘍 細 胞 の 数 は 、 未 治 療 マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 の 存 在 下 で 培 養 し た 後
の そ れ よ り も 有 意 に 減 少 し た （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ） （ 図 ５ ） 。 血 清 を 熱 処 理 す る と 、 生 き
た 腫 瘍 細 胞 の 数 の 差 異 は 不 明 瞭 に な っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 未 治 療 マ ウ ス の 腫 瘍 組 織 に お い て は 極 微 量 の Ｃ Ｄ ４ ＋ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ ＋ お よ び 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 陽 性 細 胞 し か 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 多 量 の Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ ＋ お よ び 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 陽 性 細 胞 が 、 融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス の 腫
瘍 組 織 に 浸 潤 し た （ 図 ６ Ａ ） 。 し か し 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 は 、 融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン
１ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス の 腫 瘍 組 織 に お い て 見 ら れ た が 、 未 治 療 マ ウ ス で は 見 ら
れ な か っ た 。 融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス の 腫 瘍 組 織 ま
た は 未 治 療 マ ウ ス の 腫 瘍 組 織 に お い て は 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 は ほ と ん ど 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 多 数 の リ ン パ 濾 胞 が 認 め ら れ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ ＋ お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 陽 性 細 胞 の 広 範 な 浸
潤 が 融 合 細 胞 治 療 マ ウ ス の 腸 粘 膜 表 面 上 に 検 出 さ れ た が 、 未 治 療 マ ウ ス で は 検 出 さ れ な か
っ た （ 図 ６ Ｂ ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】

　 こ の 研 究 に お い て は 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス の 結 腸 癌 か ら 得 ら れ た 樹 立 細 胞 系 の Ａ Ｐ Ｃ
１ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 融 合 さ れ た 樹 状 細 胞 を 静 脈 内 投 与 す る と 、 腫 瘍 数 の 増 加 が 抑 制 さ れ た
。 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 未 治 療 マ ウ ス に お い て は 、 １ ０ 週 齢 で 約 １ ０ ０ 個 の 腫 瘍 が 胃 腸 管 全 体 に
発 生 し た 。 融 合 細 胞 治 療 に よ っ て 、 腫 瘍 数 は 未 治 療 対 照 の そ れ の １ ／ ２ に 減 少 し た 。 イ ン
タ ー ロ イ キ ン － １ ２ と 組 み 合 わ せ た 融 合 細 胞 に よ る 治 療 に よ っ て 、 観 察 さ れ る 腫 瘍 数 が さ
ら に 減 少 し た 。 融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス に お い て
は 、 腫 瘍 数 は 、 ６ 週 齢 よ り も １ ０ 週 齢 の 方 が 有 意 に 少 な か っ た 。 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２
の 抗 腫 瘍 活 性 は 、 Ｂ ｒ ｕ ｎ ｄ ａ （ Brunda等 、 2000、 J Exp Med 178、 1223～ 1230） お よ び
Ｎ ａ ｓ ｔ ａ ｌ ａ （ Nastala等 、 1994、 J Immunol 153、 1697～ 1706） に よ っ て 報 告 さ れ た 。
し か し 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ の み に よ る マ ウ ス の 治 療 は 、 本 研 究 で は 腫 瘍 数 の 増 加 を
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融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス か ら 得 ら れ た 血 清 の Ａ Ｐ Ｃ
１ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 対 す る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 効 果

未 治 療 マ ウ ス ま た は 融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス に お
け る 腫 瘍 組 織 に つ い て の 免 疫 組 織 化 学 的 研 究

６ ． ３ 　 考 察



有 意 に 抑 制 す る こ と は な く 、 以 下 に 考 察 す る よ う に 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ は 、 融 合 細
胞 を 用 い た 治 療 に よ っ て 誘 導 さ れ る 抗 腫 瘍 免 疫 を 増 強 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 Ｃ Ｔ Ｌ は 、 腫 瘍 抗 原 を 有 す る 樹 状 細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ る 抗 腫 瘍 免 疫 に お け る エ フ ェ ク
タ ー 細 胞 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Paglia等 、 1996、 J Exp Med 183: 317～ 322； May
ordomo等 、 1996、 Nature Med 1(12)、 1297～ 1302； Butterfield等 、 1998、 J Immunol 161
: 5607～ 13； Condon等 、 1996、 Nature Medicine 2:、 1122～ 1128； Gong等 、 1997、 Nat Me
d 3: 558～ 561)。 し か し 、 本 研 究 に お い て は 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 融 合 さ れ た 樹 状
細 胞 は 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 脾 細 胞 の 細 胞 傷 害 活 性 、 ま た は Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９
腫 瘍 細 胞 に 対 す る Ｎ Ｋ 細 胞 活 性 を 増 強 す る こ と が で き な か っ た 。 し か し 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９
腫 瘍 細 胞 に 対 す る 抗 体 が 、 融 合 細 胞 治 療 マ ウ ス の 血 清 中 に 検 出 さ れ た 。 観 察 さ れ た 腫 瘍 数
と 検 出 さ れ た 抗 体 活 性 と の 間 の 逆 相 関 は 、 抗 腫 瘍 免 疫 が 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ 腫 瘍 細 胞 に 対 す
る 抗 体 に よ っ て 行 わ れ た こ と を 示 し て い る 。 抗 腫 瘍 免 疫 に お け る 抗 体 の 関 与 を 裏 づ け る よ
う に 、 血 清 抗 体 に つ い て 陽 性 な 血 清 の 存 在 下 で 腫 瘍 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る と 腫 瘍
細 胞 生 存 度 が 減 少 し た 。 血 清 の こ の 細 胞 傷 害 性 効 果 は 、 血 清 を 熱 処 理 す る と 消 滅 し 、 こ の
こ と は 血 清 の 細 胞 傷 害 性 が 補 体 を 介 し た も の で あ っ た こ と が 示 唆 さ れ る 。 抗 腫 瘍 免 疫 へ の
液 性 免 疫 の 関 与 は 、 免 疫 組 織 化 学 的 研 究 に よ っ て も 実 証 さ れ た 。 融 合 細 胞 に よ る 治 療 を 受
け た Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス の 腫 瘍 組 織 に お い て は 、 極 少 数 の Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 し か 見 ら
れ な か っ た が 、 多 量 の Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ ＋ お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 陽 性 細 胞 が 認 め ら れ た 。 ま た 、
融 合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス の 腸 粘 膜 表 面 上 に は 、 Ｃ
Ｄ ４ ５ Ｒ ＋ 細 胞 が 高 密 度 に 浸 潤 し た 多 数 の 拡 大 リ ン パ 濾 胞 が あ り 、 抗 腫 瘍 抗 体 を 産 生 す る
Ｂ 細 胞 の 分 化 、 成 熟 お よ び 増 殖 の た め の 胚 中 心 を 形 成 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 樹 状 細 胞 は 、 ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 が Ｔ Ｈ １ ま た は Ｔ Ｈ ２ サ ブ セ ッ ト に 分 化 す る の に 極 め て 重
要 な 役 割 を 果 た し て い る （ Macatonia等 、 1993、 Int. Immunol 5:1119～ 28； Hilkens等 、 1
997、 Blood 90:1920～ 1926； Ronchese等 、 1994、 Eur. J. Immunol. 24:1148～ 1154； Stum
bles等 、 1998、 J Exp. Med. 188: 2019～ 2031） 。 Ｔ Ｈ 応 答 の 偏 り は 、 樹 状 細 胞 が 産 生 す
る イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ の レ ベ ル に よ っ て 決 ま る （ Hilkens等 、 1997 Blood 90:1920～ 1
926； Ronchese等 、 1994、 Eur. J Immunol. 24:1148～ 1154； Stumbles等 、 1998、 J. Exp. 
Med. 188: 2019～ 2031； Snijders等 、 1998、 Int. Immunol. 10:1593～ 1598） 。 イ ン タ ー
ロ イ キ ン － １ ２ は 、 細 胞 性 免 疫 を 促 進 す る Ｔ ｈ １ 方 向 の 応 答 を 誘 導 す る 。 上 述 し た よ う に
、 融 合 細 胞 に よ る Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス の 治 療 に よ っ て 誘 導 さ れ る 抗 腫 瘍 活 性 は 、 液 性 抗
体 活 性 に よ っ て 媒 介 さ れ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ の 投 与 に よ っ て 増 強 さ れ た 。 ま た 、 融
合 細 胞 と イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ と に よ る 治 療 を 受 け た マ ウ ス に お い て 、 検 出 さ れ た 抗 腫
瘍 抗 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ は 、 Ｔ Ｈ ２ 応 答 を 特 徴 づ け る Ｉ ｇ Ｇ １ で あ っ た 。 イ
ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ の 投 与 に よ る 抗 腫 瘍 免 疫 の 増 強 は 驚 く べ き こ と で あ る 。 と い う の は
、 こ の サ イ ト カ イ ン が Ｔ Ｈ ２ 応 答 を 抑 制 す る こ と が で き る か ら で あ る 。 し か し 、 イ ン タ ー
ロ イ キ ン － １ ２ は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ お よ び 抗 体 形 成 に 対 す る 刺 激 に 応 じ て 、
液 性 免 疫 を 増 強 し 、 ま た は 阻 害 す る こ と が で き る 。 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ を マ ウ ス に 投
与 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ る 抗 体 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア イ ソ タ イ プ は Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｉ ｇ Ｇ
２ ｂ お よ び Ｉ ｇ Ｇ ３ で あ る の に 対 し て 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体 応 答 は こ の サ イ ト カ イ ン に よ っ て 抑
制 さ れ る こ と が 報 告 さ れ た （ Buchanan等 、 1995、 Int. Immunol. 7:1519～ 1528） 。 し か し
、 Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体 応 答 は 、 初 回 抗 原 刺 激 を 受 け 、 数 回 追 加 免 疫 さ れ た 後 、 Ｉ Ｌ － １ ２ に よ っ
て 適 度 に 増 強 さ れ た （ Buchanan等 、 1995、 同 上 ） 。 本 研 究 に お い て は 、 融 合 細 胞 は ２ 回 投
与 さ れ 、 腫 瘍 は 胃 腸 管 中 に 絶 え 間 な く 存 在 し 、 免 疫 系 を 刺 激 し 、 お そ ら く は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 抗
体 応 答 を 増 強 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 実 験 動 物 に お い て 、 腫 瘍 抗 原 を 有 す る 樹 状 細 胞 に よ る 免 疫 化 に よ っ て 抗 腫 瘍 免 疫 が う ま
く 誘 導 さ れ た 報 告 が い く つ か あ る （ Paglia等 、 1996、 J Exp Med 183: 317～ 322； Mayordo
mo等 、 1996、 Nature Med 1(12): 1297～ 1302； Butterfield等 、 1998、 J Immunol 161: 56
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07～ 13； Condon等 、 1996、 Nature Medicine 2: 1122～ 1128； Gong等 、 1997、 Nat Med 3: 
558～ 561） 。 し か し 、 抗 体 産 生 の 誘 導 に 基 づ く 抗 腫 瘍 免 疫 を 示 し た 本 デ ー タ と は 対 照 的 に
、 こ れ ら の 研 究 に お い て は 、 誘 導 さ れ る 抗 腫 瘍 免 疫 は 細 胞 性 で あ る と 報 告 さ れ て い た 。 樹
状 細 胞 に よ る イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ の 産 生 は 、 病 原 体 、 な ら び に 局 所 的 に 分 泌 さ れ る サ
イ ト カ イ ン お よ び 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー を 含 め た 微 小 環 境 に よ っ て モ ジ ュ レ ー ト さ れ た （
Kalinski等 、 1992、 Immunology Today 20:561～ 567。 樹 状 細 胞 の イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２
産 生 能 力 も 、 そ れ ら の 局 在 化 に よ っ て モ ジ ュ レ ー ト さ れ た 。 腸 お よ び 気 道 粘 膜 中 の 樹 状 細
胞 は 、 脾 臓 の 樹 状 細 胞 よ り も 効 率 的 な Ｔ Ｈ ２ 応 答 誘 導 物 質 で あ る （ Stumbles等 、 1988、 J.
 Exp. Med. 188: 2019～ 2031； Snijders等 、 1998、 Int. Immunol. 10:1593～ 1598； Bucha
nan等 、 1995、 Int. Immunol. 7: 1519～ 1528； Kalinski等 、 1999、 Amr. J Physiology 27
6: 1074～ 1078） 。 腸 粘 膜 に お け る 胚 中 心 の 形 成 は 、 腸 リ ン パ 系 が 、 本 研 究 で 示 さ れ た 抗
腫 瘍 免 疫 の 誘 導 に 関 与 し 、 お そ ら く は 、 Ｔ Ｈ ２ 応 答 を 方 向 付 け る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 結 果 は 、 胃 腸 の 腫 瘍 細 胞 に 融 合 さ れ た 樹 状 細 胞 に よ る 免 疫 化 が 、 Ｆ Ａ Ｐ 患 者 に お け る
結 腸 癌 発 生 の 予 防 に 有 用 で あ る こ と を 示 し て い る 。 同 様 に 、 胃 腸 の 前 癌 細 胞 に 融 合 さ れ た
樹 状 細 胞 を 、 Ｆ Ａ Ｐ 患 者 に お け る 結 腸 癌 発 生 の 予 防 用 ワ ク チ ン と し て 使 用 す る こ と も で き
る 。 こ の 治 療 は 、 結 腸 癌 を 外 科 的 に 切 除 し た 非 Ｆ Ａ Ｐ 患 者 に お い て 、 結 腸 癌 の 再 発 を 予 防
す る の に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 個 々 の 態 様 の 単 独 の 説 明 と し て 意 図 さ れ て 、 記 載 さ れ た 特 定 の 実 施
形 態 に よ っ て 範 囲 を 限 定 さ れ る べ き で は な く 、 機 能 的 に 等 価 な 方 法 お よ び 成 分 も 本 発 明 の
範 囲 内 に あ る 。 実 際 、 本 明 細 書 に 示 し 記 載 す る 形 態 に 加 え て 、 様 々 な 本 発 明 の 改 変 形 態 が
、 上 述 の 説 明 お よ び 添 付 図 面 か ら 当 業 者 に は 明 ら か な は ず で あ る 。 こ の よ う な 改 変 形 態 も
、 添 付 し た 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る も の と す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 す る す べ て の 参 考 文 献 は 、 全 て の 目 的 の た め に 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本
明 細 書 に 援 用 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス 上 部 回 腸 の 巨 視 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス に お い て 発 生 し た 胃 腸 腫 瘍 の 数 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 胃 腸 腫 瘍 数 と 、 血 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 腫 瘍 細 胞 の 蛍 光 中 央 値
と の 関 係 を 示 す 。
【 図 ４ 】 （ Ａ ） は 、 蛍 光 強 度 中 央 値 に 対 す る 血 清 希 釈 の 効 果 を 示 す 。 （ Ｂ ） は 、 蛍 光 強 度
中 央 値 に 対 す る 血 清 の 腫 瘍 細 胞 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 効 果 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 腫 瘍 細 胞 増 殖 に 対 す る 、 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２ と を 投 与 し た Ａ Ｐ Ｃ １ ３
０ ９ マ ウ ス か ら 得 た 血 清 の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 効 果 を 示 す 。
【 図 ６ － １ 】 図 ６ － １ は 、 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２ と を 投 与 し た Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス の 胃
腸 腫 瘍 に 浸 潤 し た リ ン パ 球 の 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 を 示 す 。
【 図 ６ － ２ 】 図 ６ － ２ は 、 融 合 細 胞 と Ｉ Ｌ － １ ２ と を 投 与 し た Ａ Ｐ Ｃ １ ３ ０ ９ マ ウ ス の 胃
腸 腫 瘍 に 浸 潤 し た リ ン パ 球 の 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 を 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ － １ 】

【 図 ６ － ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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