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(57)【要約】
　本発明により、外来性のＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する細胞、当該細胞の
製造方法、当該細胞を有効成分として含有する治療剤又は予防剤、当該細胞の治療剤又は
予防剤の製造における使用、当該細胞を対象に投与する工程を包含する方法、ＧＩＴＲＬ
又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子を含むウイルスベクター、当該ウイルスベクタ
ーを有効成分として含有する治療剤又は予防剤、当該ウイルスベクターの治療剤又は予防
剤の製造における使用、及び当該ウイルスベクターを対象に投与する工程を包含する方法
が提供される。



(2) JP WO2010/030002 A1 2010.3.18

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　外来性のＧＩＴＲＬ（Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ－Ｉｎｄｕｃｅｄ　Ｔｕｍｏｒ　
ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｌｉｇａｎｄ）又はＧＩＴＲＬ誘
導体を発現する細胞。
【請求項２】
　ＧＩＴＲＬ誘導体がＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬフラグメントと免疫グロブリンのＦｃフ
ラグメントの融合タンパク質（ＧＩＴＲＬ－Ｆｃ）である請求項１記載の細胞。
【請求項３】
　細胞が腫瘍細胞又は免疫細胞である請求項１又は２記載の細胞。
【請求項４】
　細胞が不活化処理された腫瘍細胞である請求項３記載の細胞。
【請求項５】
　ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子を含むベクターで細胞を形質転換
させる工程を包含する、請求項１に記載の細胞の製造方法。
【請求項６】
　ＧＩＴＲＬ誘導体がＧＩＴＲＬ－Ｆｃである請求項５記載の製造方法。
【請求項７】
　細胞が腫瘍細胞又は免疫細胞である請求項５又は６記載の製造方法。
【請求項８】
　細胞が不活化処理された腫瘍細胞である請求項７記載の製造方法。
【請求項９】
　ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子を含むウイルスベクター。
【請求項１０】
　レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクター及び
センダイウイルスベクターからなる群より選択されるベクターにＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲ
Ｌ誘導体をコードする遺伝子が含まれてなる請求項９記載のウイルスベクター。
【請求項１１】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の細胞を有効成分として含有する治療剤又は予防剤
。
【請求項１２】
　請求項１１に記載の治療剤又は予防剤の製造における、請求項１～４のいずれか１項に
記載の細胞の使用。
【請求項１３】
　対象を処置する方法であって、請求項１～４のいずれか１項に記載の細胞を対象に投与
する工程を包含する方法。
【請求項１４】
　請求項９又は１０記載のウイルスベクターを有効成分として含有する治療剤又は予防剤
。
【請求項１５】
　請求項１４に記載の治療剤又は予防剤の製造における、請求項９又は１０記載のウイル
スベクターの使用。
【請求項１６】
　対象を処置する方法であって、請求項９又は１０記載のウイルスベクターを対象に投与
する工程を包含する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腫瘍の処置のために治療剤又は予防剤、例えばワクチンとして用いるための
、遺伝子改変されたグルココルチコイド誘導腫瘍壊死因子受容体（Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉ
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ｃｏｉｄ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ　ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ、以下ＧＩＴＲと記載する）リガンド発現細胞、及びその誘導体発現細胞に関する
。さらに本発明は、ＧＩＴＲリガンド発現細胞又はその誘導体発現細胞により誘導される
増強された細胞性免疫応答、及び制御性Ｔ細胞が関与する免疫抑制の制御に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生体は主として免疫応答により異物から守られており、免疫システムはさまざまな細胞
とそれが作り出す可溶性の因子によって成り立っている。なかでも中心的な役割を果たし
ているのが白血球、特にリンパ球である。このリンパ球はＢリンパ球（以下、Ｂ細胞と記
載することがある）とＴリンパ球（以下、Ｔ細胞と記載することがある）という２種類の
主要なタイプに分けられ、いずれも抗原を特異的に認識し、これに作用して生体を防御す
る。
【０００３】
　腫瘍の治療法として、外科手術、化学療法、放射線療法に次ぐ第４の方法である免疫療
法が近年関心を集めている。免疫療法は本来ヒトが有する免疫力を利用するため、患者へ
の肉体的負担が他の治療法と比べて軽いと言われている。免疫療法には体外で誘導した細
胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）や末梢血リンパ球などから種々の方法で拡大培養して得ら
れるリンフォカイン活性化細胞、ナチュラルキラーＴ（ＮＫＴ）細胞、γδＴ細胞などを
移入する療法、体内での抗原特異的ＣＴＬの誘導を期待する樹状細胞移入療法やペプチド
ワクチン療法、Ｔｈ１細胞療法、更にこれら細胞に種々の効果を期待できる遺伝子を体外
で導入して体内に移入する免疫遺伝子治療法などが知られている。これらの免疫療法にお
いて、ＣＤ４陽性Ｔ細胞及びＣＤ８陽性Ｔ細胞が極めて重要な役割を果たしていることが
古くから知られている。
【０００４】
　ＣＤ８陽性Ｔ細胞は、生体内においても試験管内においても直接的に腫瘍細胞を破壊す
る能力を持つ主要なエフェクター細胞である。この細胞は、ＭＨＣクラスＩに提示された
抗原ペプチドの特異性に関して厳格である。これに対し、ＮＫＴ細胞は、抗原特異性の制
約が緩く、固有性の免疫応答を示すエフェクター細胞であると考えられている。
【０００５】
　一方、ＣＤ４陽性Ｔ細胞は、直接には腫瘍細胞を破壊しないが、抗腫瘍免疫応答を複数
の機構を通して制御する基本的な役割を担っているとされている。ＭＨＣクラスＩＩ分子
に提示された腫瘍抗原ペプチドを認識したＣＤ４陽性Ｔ細胞は、抗原提示細胞（ＡＰＣ）
との相互作用によるＣＴＬの活性化及び増殖を増幅する。
【０００６】
　これに対し、ＣＤ２５陽性ＣＤ４陽性Ｔ細胞（制御性Ｔ細胞：Ｔｒｅｇ）は、抗腫瘍免
疫応答や種々の自己免疫病の進展を抑制することが示されている（特許文献１及び非特許
文献１参照）。すなわち、制御性Ｔ細胞は、ＣＤ４陽性Ｔ細胞を標的としてヘルパー機能
を制御することを通して細胞障害性のＣＤ８陽性Ｔ細胞の活性を抑制するため、一部の腫
瘍は増殖のためにこのシステムを利用して免疫システムからの攻撃を回避していると考え
られている。
【０００７】
　制御性Ｔ細胞において発現している遺伝子として見出されたＧＩＴＲ（非特許文献１参
照）は、細胞表面の膜貫通タンパク質受容体であり、腫瘍壊死因子受容体（ＴＮＦＲ）ス
ーパーファミリーの一員である。ＧＩＴＲは、非活性化Ｔ細胞上に構成的に存在すること
が示されている。ＧＩＴＲは、ＧＩＴＲリガンド（以下ＧＩＴＲＬと記載する）と称され
る別の膜貫通タンパク質に結合する。ＧＩＴＲに対する作動性抗体は、制御性Ｔ細胞の免
疫抑制活性を解除することが示されていることから、ＧＩＴＲＬはＧＩＴＲを介して制御
性Ｔ細胞の活性を制御するという機能的な役割を果たしていることが示唆されている（非
特許文献２参照）。
【先行技術文献】
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【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】ＵＳ２００３０４９６９６号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｓ．Ｓａｋａｇｕｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｒｅｖ
．１８２（２００１），ｐｐ１８－３２
【非特許文献２】ＭｃＨｕｇｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　１６（２００２），
ｐｐ３１１－２３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明の目的は上記現状に鑑み、汎用性のある免疫系増強作用を有し、治療剤又は予防
剤（ワクチン）として有用な物質、当該物質を使用する対象の処置方法などを提供するこ
とにある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らはＧＩＴＲＬ又はその誘導体を発現し得るよう改変した細胞を生体に投与す
ることにより、強力な腫瘍に対するワクチン効果と局所的な抗腫瘍細胞性免疫応答が誘導
されることを見出し本発明を完成させた。
【００１２】
　すなわち本発明を概説すれば、
［１］外来性のＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する細胞、
［２］ＧＩＴＲＬ誘導体がＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬフラグメントと免疫グロブリンのＦ
ｃフラグメントの融合タンパク質（ＧＩＴＲＬ－Ｆｃ）である［１］の細胞、
［３］細胞が腫瘍細胞又は免疫細胞である［１］又は［２］の細胞、
［４］細胞が不活化処理された腫瘍細胞である［３］の細胞、
［５］ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子を含むベクターで細胞を形質
転換させる工程を包含する、［１］の細胞の製造方法、
［６］ＧＩＴＲＬ誘導体がＧＩＴＲＬ－Ｆｃである［５］の製造方法、
［７］細胞が腫瘍細胞又は免疫細胞である［５］又は［６］の製造方法、
［８］細胞が不活化処理された腫瘍細胞である［７］の製造方法、
［９］ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子を含むウイルスベクター、
［１０］レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクタ
ー及びセンダイウイルスベクターからなる群より選択されるベクターにＧＩＴＲＬ又はＧ
ＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子が含まれてなる［９］のウイルスベクター、
［１１］［１］～［４］のいずれかの細胞を有効成分として含有する治療剤又は予防剤、
［１２］［１１］の治療剤又は予防剤の製造における、［１］～［４］のいずれかの細胞
の使用、
［１３］対象を処置する方法であって、［１］～［４］のいずれかの細胞を対象に投与す
る工程を包含する方法、
［１４］［９］又は［１０］のウイルスベクターを有効成分として含有する治療剤又は予
防剤、
［１５］［１４］の治療剤又は予防剤の製造における、［９］又は［１０］のウイルスベ
クターの使用、及び
［１６］対象を処置する方法であって、［９］又は［１０］のウイルスベクターを対象に
投与する工程を包含する方法、
に関する。
【発明の効果】
【００１３】



(5) JP WO2010/030002 A1 2010.3.18

10

20

30

40

50

　本発明により、腫瘍に対する強力なワクチン作用、特定の抗原に対する免疫応答誘導作
用を発揮し得る細胞、当該細胞を有効成分として含有する治療剤又は予防剤、並びにこれ
らを使用する対象の処置方法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１は、ｐＭＴ－ｍＧＦｃの概略図である。
【図２】図２は、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃの測定結果を示す図である。
【図３】図３は、マウス腫瘍径の経時変化を示す図である。
【図４】図４は、テトラマーアッセイの結果を示す図である。
【図５】図５は、マウス腫瘍径の経時変化を示す図である。
【図６】図６は、マウス腫瘍径の経時変化を示す図である。
【図７】図７は、テトラマーアッセイの結果を示す図である。
【図８】図８は、マウス腫瘍径の経時変化を示す図である。
【図９】図９は、マウス腫瘍径の経時変化を示す図である。
【図１０】図１０は、マウス腫瘍径の経時変化を示す図である。
【図１１】図１１は、Ｔ細胞の活性化を示す図である。
【図１２】図１２は、制御性Ｔ細胞の割合を示す図である。
【図１３】図１３は、ＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を示す図である。
【図１４】図１４は、マウス腫瘍径の経時変化を示す図である。
【図１５】図１５は、マルチファンクション性細胞の割合を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本明細書において「ＧＩＴＲＬ」とは、グルココルチコイド誘導腫瘍壊死因子受容体（
ＧＩＴＲ）に結合するリガンドを意味し、ＴＮＦＳＦ１８（ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉ
ｓ　ｆａｃｔｏｒ（ｌｉｇａｎｄ）　ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，ｍｅｍｂｅｒ　１８）と
も呼ばれる。ヒトＧＩＴＲＬのアミノ酸配列は、配列表の配列番号６又はＳｗｉｓｓ　Ｐ
ｒｏｔ　ＩＤ　Ｎｏ：Ｑ９ＵＮＧ２に示される。また、ヒトＧＩＴＲＬの塩基配列は、配
列表の配列番号７又はＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ：ＮＭ＿００５０９２
に示される。ＧＩＴＲＬは１７７個のアミノ酸からなり、第１～２８位の細胞内ドメイン
、第２９～４９位の膜貫通ドメイン、及び第５０～１７７位の細胞外ドメインから構成さ
れる。
【００１６】
　本明細書において「ＧＩＴＲＬ誘導体」とは、（Ａ）ＧＩＴＲＬの一部を有するフラグ
メント、又は（Ｂ）ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬフラグメントを含む融合タンパク質であっ
て、ＧＩＴＲと相互作用してＧＩＴＲを発現する細胞に刺激を伝え得る分子を意味する。
「ＧＩＴＲＬ－Ｆｃ」とは、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬフラグメントと、免疫グロブリン
のＦｃフラグメント（ＣＨ２領域及びＣＨ３領域）の融合タンパク質を意味する。
【００１７】
　本明細書において「外来性ＧＩＴＲＬ」とは、人為的に外部から導入されたＧＩＴＲＬ
をコードする核酸から発現されるポリペプチドを意味する。前記核酸が導入される細胞内
には、外来性のＧＩＴＲＬをコードする核酸と同一の配列を有する内在性の核酸が存在す
る場合もある。また「外来性ＧＩＴＲＬ誘導体」とは、人為的に外部から導入されたＧＩ
ＴＲＬ誘導体をコードする核酸から発現されるポリペプチドを意味する。
【００１８】
　本明細書中において「不活化処理」とは、細胞を増殖不能にする処理を施すことを意味
する。この処理により、継続的な有糸分裂を行うことができないが、処理前に発現されて
いたタンパク質（例えばＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体、サイトカイン、又は腫瘍抗原
など）を発現する能力を依然として保持している細胞を得ることができる。不活化処理は
、後述のように当業者に公知の多数の方法によって実現され得る。不活化処理は、少なく
とも約９０％、好ましくは約９５％、またより好ましくは実質的に１００％の細胞の増殖
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を阻害する処理である。
【００１９】
　本発明において「同種同系」とは、同じ個体（すなわち自己）又は遺伝的に同一の個体
、すなわち自家を意味する。「同種異系」とは、同一種の異なる個体、すなわち他家を意
味する。
【００２０】
　本明細書中において「腫瘍細胞」とは、自律的増殖を示し、その結果、制御不能な細胞
増殖を特徴とする、異常増殖の表現型又は異常な細胞状態を示す細胞をいう。「腫瘍細胞
」は、「悪性腫瘍細胞」又は「良性腫瘍細胞」を含み、「新生物由来の細胞」ともいう。
「腫瘍」とは、腫瘍細胞の集合体又は腫瘍細胞全体を意味する。
【００２１】
　本明細書において「発現」とは、細胞内における内因性遺伝子又は導入遺伝子のコード
領域の転写及び／又は翻訳を意味する。
【００２２】
　本明細書において「形質転換」とは、細胞内に外来性の核酸を導入することを意味する
。例えば、形質転換には、ウイルスベクター又は非ウイルスベクターを用いて細胞内に外
来性核酸を導入することが含まれる。哺乳動物細胞を形質転換するための種々の技術につ
いては、例えばＫｅｏｗｎら、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５：
５２７－５３７（１９９０）に記載される。
【００２３】
（１）本発明の細胞、ベクター及び本発明の細胞の製造方法
　本発明は、腫瘍の治療又は予防に使用される、外来性のＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導
体を発現する細胞に関する。発現されるＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体は、ＧＩＴＲと
相互作用してＧＩＴＲを発現する細胞に刺激を伝える分子であれば特に限定は無い。前記
の刺激の結果としては、ＧＩＴＲを発現する細胞が保持する免疫抑制作用の低下が例示さ
れる。本発明の製造方法には、例えば配列番号６に示されるアミノ酸配列を有する天然の
ＧＩＴＲＬ又はその誘導体をコードする遺伝子を使用することができる。これらのＧＩＴ
ＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子は、細胞内タンパク質もしくは細胞表面提
示タンパク質を含む細胞膜タンパク質、又は細胞外に放出される分泌タンパク質として発
現させることができる。本発明のＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する細胞は、こ
の細胞内、細胞膜上、又は細胞周辺にＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を局在化させるこ
とができ、ＧＩＴＲＬ自体を生体に投与するのに比べて、全身的な影響を低減させること
ができる。
【００２４】
　ＧＩＴＲＬ誘導体には、アミノ酸配列を改変したＧＩＴＲＬの改変体、ＧＩＴＲＬの一
部を有するフラグメント、特に配列番号６に示されるヒトＧＩＴＲＬのアミノ酸番号５０
～１７７の細胞外ドメイン、又はアミノ酸番号４７～１７７を有するＧＩＴＲＬフラグメ
ントが含まれる。また、ＧＩＴＲＬ誘導体は、配列番号７の塩基配列を有する核酸の相補
鎖に、ストリンジェントな条件でハイブリダイズする核酸にコードされるポリペプチドで
あってもよい。ここで「ストリンジェントな条件」とは、例えばプローブとともに０．５
％ＳＤＳ、５×Ｄｅｎｈａｒｄｔ’ｓ、１００μｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含む６×
ＳＳＣ（１×ＳＳＣは０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０１５Ｍクエン酸ナトリウム、ｐＨ７
．０を示す）中、６８℃にて１２～２０時間インキュベートする条件を言う。プローブに
ハイブリダイズしたＤＮＡは、例えば０．５％ＳＤＳを含む０．１×ＳＳＣ中、６８℃に
て洗浄を行った後に検出する事ができる。
【００２５】
　ＧＩＴＲＬ誘導体には、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬフラグメントと他のタンパク質とを
融合させた融合タンパク質が含まれる。前記の融合タンパク質は、分泌シグナル、細胞内
局在化シグナル、又はタグ配列を含んでいてもよく、レセプター、リガンド、もしくは抗
体などの他のタンパク質又はこれらのフラグメントとの融合タンパク質が例示される。Ｇ
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ＩＴＲＬ誘導体として、前記ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬフラグメントと、免疫グロブリン
のＦｃフラグメントの融合タンパク質であるＧＩＴＲＬ－Ｆｃが、タンパク質の生産性及
び生体内での安定性の観点から本発明に好適に使用できる。免疫グロブリンのＦｃフラグ
メントとしては、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、又はＩｇＥの由来のいずれのフラグ
メントでも使用できるが、ＩｇＧのアイソタイプＩｇＧ２由来のフラグメントが、細胞毒
性が低い点で好適に使用できる。免疫グロブリンのＦｃフラグメントとの融合タンパク質
は、市販の製品（例えばｐＦＵＳＥ－ｈｌｇＧ２－Ｆｃ２、インビボジェン社）を使用し
て調製することができる。ＧＩＴＲＬ－ＦｃのＦｃフラグメントは、融合タンパク質のＣ
末端側又はＮ末端側のどちらにあってもよいが、ＦｃフラグメントがＣ末端に存在するＧ
ＩＴＲＬ誘導体が好適に使用できる。
【００２６】
　外来性のＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現させる細胞には特に限定はないが、例
えば腫瘍細胞又は免疫細胞が好適に使用される。腫瘍細胞は、同じ個体由来の自己由来の
自家腫瘍細胞であっても、対象と異なる個体由来の他家腫瘍細胞であってもよく、また株
化されている腫瘍細胞株であってもよい。腫瘍細胞株としては治療又は予防が必要な腫瘍
又は悪性腫瘍と同じ種類起源の腫瘍細胞株の使用が好ましい。本発明のＧＩＴＲＬ又はＧ
ＩＴＲＬ誘導体を発現する腫瘍細胞は、制御性Ｔ細胞活性の抑制とともに、近傍に存在す
る免疫細胞を活性化させることができ、前記腫瘍細胞の細胞表面に存在する腫瘍抗原に対
応する免疫システムを強力に誘導することができる。
【００２７】
　本発明の好ましい態様において、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現させた腫瘍細
胞は、不活化処理される。不活化処理は、Ｘ線もしくはγ線照射などの物理的な処理、マ
イトマイシンＣ、又はシクロヘキシミドなどの薬剤による化学的な処理が含まれる。不活
化処理は、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体の発現を維持し、かつ発現細胞の増殖を抑制
するものであれば特に限定されないが、例えば、約１０～約１０００ｃＧｙ、さらにより
好ましくは約５０～約５００ｃＧｙのＸ線照射である。
【００２８】
　本発明の別の態様では、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現させる細胞として免疫
細胞が使用される。使用できる免疫細胞としては、ＣＤ８陽性Ｔ細胞、又はＣＤ４陽性Ｔ
細胞などのＴ細胞や抗原提示細胞が例示される。これらの細胞は、同種同系の自家免疫細
胞であっても、同種異系の他家免疫細胞であっても、又は株化された免疫細胞株であって
もよい。腫瘍の治療を目的とする場合には、当該腫瘍で発現している腫瘍抗原を認識する
Ｔ細胞レセプター（ＴＣＲ）を発現するＴ細胞が好適である。特定の腫瘍抗原を特異的に
認識するＴＣＲを発現し、かつＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現するＴ細胞は、腫
瘍細胞に親和性を有しているため腫瘍細胞又は腫瘍細胞の周囲にＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲ
Ｌ誘導体を選択的に輸送することができる。したがって、本発明のＧＩＴＲＬ又はＧＩＴ
ＲＬ誘導体を発現する免疫細胞が特異的に集積する腫瘍近傍において、制御性Ｔ細胞の活
性が抑制され、その結果免疫細胞が活性化される。すなわち、特定の腫瘍抗原を発現する
腫瘍細胞に対応する免疫システムを強力に誘導することができる。
【００２９】
　本発明の細胞は、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子と調節エレメン
トが作動可能に連結された核酸構築物を含むウイルスベクター又は非ウイルスベクターを
利用して、細胞をｅｘ　ｖｉｖｏで形質転換することにより製造できる。
【００３０】
　ここで、「作動可能に連結される」とは、核酸配列が別の核酸配列と機能的な関係で配
置されていることを意味し、例えば、プロモーター又は調節エレメントの制御下にＲＮＡ
又はタンパク質をコードするＤＮＡ配列が配置される場合、あるいは、プロモーター又は
調節エレメントがコードＤＮＡ配列又は構造ＤＮＡ配列の発現レベルに影響を及ぼすよう
に配置される場合、該プロモーター又は調節エレメントは、該ＲＮＡ又はタンパク質をコ
ードするＤＮＡ配列に「作動可能に連結される」といわれる。
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【００３１】
　「調節エレメント」は、ヌクレオチド配列の発現の制御に関与する配列である。調節エ
レメントとしては、プロモーター、エンハンサー、又は終止コドンが挙げられる。調節エ
レメントには、典型的にはヌクレオチド配列の適切な翻訳に必要な配列も包含される。
【００３２】
　「プロモーター」とは、ＲＮＡポリメラーゼの結合部位を含み、ＤＮＡからのＲＮＡの
転写を開始させる、コード領域の上流に通常位置する非翻訳ＤＮＡ配列をいう。プロモー
ター領域はまた、遺伝子発現の調節因子として作用する他のエレメントを含んでもよい。
【００３３】
　また、本発明の細胞を製造するために使用できるベクターとして、例えば、レトロウイ
ルス（レンチウイルスを含む）ベクター、アデノウイルス（Ａｄ）ベクター（その複製可
能型、複製欠損型を含む）、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター、シミアンウイルス
４０（ＳＶ－４０）ベクター、ヘルペスウイルスベクター、ワクシニアウイルスベクター
、センダイウイルスベクター又は非ウイルス性プラスミドベクターのような、ウイルスベ
クター又は非ウイルスベクターが挙げられるが、これらに限定されない。また、遺伝子導
入の際にレトロネクチン（登録商標、タカラバイオ社製）などの遺伝子導入効率を向上さ
せる物質を用いることもできる。
【００３４】
　ウイルスベクターを使用しない遺伝子導入方法としては、本発明を限定するものではな
いが、例えば、リポソームもしくはリガンド－ポリリジンなどの担体を使用する方法、リ
ン酸カルシウム法、エレクトロポレーション法、又はパーティクルガン法などを使用する
ことができる。これらの場合には、プラスミドＤＮＡ、直鎖状ＤＮＡ又はＲＮＡに組み込
まれた外来遺伝子が導入される。
【００３５】
　本発明の細胞を製造するのに使用されるＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体遺伝子発現ベ
クターは、構成的プロモーター、誘導性プロモーター、腫瘍選択的プロモーター又はエン
ハンサーなどの、異種の制御配列を含み得る。例えば、Ｅ２Ｆプロモーター、テロメラー
ゼ（ｈＴＥＲＴ）プロモーター、サイトメガロウイルスエンハンサー／ニワトリβ－アク
チン／ウサギβ－グロビンプロモーター、伸長因子１－αプロモーター（ＥＦ１－αプロ
モーター）、グリア特異的プロモーター、又はニューロン特異的プロモーターなどが挙げ
られるが、これらに限定されない。ここで、「エンハンサー」とは、コード配列に作動可
能に連結された場合に、プロモーターに作動可能に連結されたコード配列の転写を、プロ
モーター単独で達成される転写活性化よりも高い程度まで増加させる（すなわち、プロモ
ーターからの転写を増加させる）ヌクレオチド配列を意味する。
【００３６】
　さらに、本発明において、構成的プロモーター（例えば、サイトメガロウイルス（ＣＭ
Ｖ）前初期プロモーター、ＲＳＶ　ＬＴＲ、ＭｏＭＬＶ　ＬＴＲ、ＣＡＧプロモーター、
ホスホグリセレートキナーゼ－１プロモーター（ＰＧＫ）又はＳＶ－４０プロモーター）
が使用され得る。ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体遺伝子発現ベクターはまた、シグナル
ペプチド又はタグペプチドをコードする核酸も含み得る。さらに、前記ベクターは、イン
トロンを含んでもよく、含まなくてもよい。すなわち、前記ベクターは、多数の導入遺伝
子、導入遺伝子の組み合わせ、又は導入遺伝子／調節エレメントの組み合わせを含み得る
。
【００３７】
　本発明の外来性ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する細胞は、前記ベクターによ
り形質転換する前、あるいは、不活化処理を実施する場合、不活化処理を実施する前に、
細胞を培養する工程を含んでもよい。また、前記ベクターにより形質転換した後、不活化
処理を実施する場合は、不活化処理を実施する前に細胞を培養する工程を含んでもよい。
前記培養は培養する細胞に応じて公知の培地、培養条件に従い、適宜設定することができ
る。
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【００３８】
　さらに、前記の、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子及び調節エレメ
ントが作動可能に連結された核酸構築物を含むベクターも本発明に包含される。以下、前
記のベクターを本発明のベクターと記載する。当該ベクターは、以上に説明した本発明の
細胞の製造の他、ベクター自体を対象に投与して対象の細胞にＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ
誘導体を発現する能力を付与することに使用できる。
【００３９】
　本発明のベクターの種類には特に限定はなく、前記の種々のウイルスベクター又は非ウ
イルスベクターを使用することができる。好適な態様としては、細胞への感染効率の高い
ウイルスベクターが使用される。さらに好ましくは、生体（対象）に直接投与可能なもの
が使用される。生体に直接投与可能なウイルスベクターとしては、特に本発明を限定する
ものではないが、例えばレトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴
ウイルスベクター、又はセンダイウイルスベクターなどが挙げられる。
【００４０】
　本発明の外来性ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する細胞は、周囲の免疫系細胞
の免疫応答を誘導する。誘導される免疫応答は、腫瘍増殖抑制能の測定（例えば腫瘍径測
定による）、抗原特異的細胞障害性アッセイ、細胞増殖アッセイ、細胞溶解性細胞アッセ
イ、及び組換え腫瘍関連抗原又は免疫原性フラグメント、又は抗原由来のペプチドを用い
たインビボ遅延型過敏性試験を用いて、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する細胞
の最初の投与前、又は処置の開始後の種々の時点で、対象において評価され得る。また、
ＣＤ８陽性Ｔ細胞、ＣＤ４陽性Ｔ細胞、又は制御性Ｔ細胞などの免疫細胞の構成比により
評価できる。さらに、インターフェロン（ＩＦＮ）－γもしくは腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）
－αなどのサイトカインの産生、又はＣＤ１０７ａなどの細胞表面抗原により免疫応答を
評価することが可能であり、複数のサイトカイン産生又は細胞表面抗原を示す細胞は、マ
ルチファンクション性細胞と呼ばれ、免疫療法において有用である。免疫応答の増加を測
定するためのさらなる方法としては、遅延型過敏性試験、ペプチド主要組織適合遺伝子複
合体テトラマーを用いたフローサイトメトリー、リンパ球増殖アッセイ、酵素結合免疫吸
着検定法、酵素結合免疫スポット検定法（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓ
ｐｏｔ　ａｓｓａｙ）、サイトカインフローサイトメトリー、直接細胞毒性アッセイ、定
量的逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応によるサイトカインｍＲＮＡの測定、又は限界希釈
法のような、Ｔ細胞応答を測定するのに通常使用されるアッセイが挙げられる。
【００４１】
（２）本発明の治療剤又は予防剤、治療剤又は予防剤を製造するための細胞又はベクター
の使用
　前記（１）に記載する本発明の外来性のＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する細
胞、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子及び調節エレメントが作動可能
に連結された核酸構築物を含むベクターを使用して、これらを有効成分として含有する本
発明の治療剤又は予防剤を製造することができる。
【００４２】
　ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する腫瘍細胞は、治療剤又は予防剤（細胞ワク
チン）として使用することができる。特定の理論に限定されるものではないが、ＧＩＴＲ
Ｌ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する腫瘍細胞の近傍では、発現したＧＩＴＲＬにより制御
性Ｔ細胞の活性が抑制され、抗原提示細胞、ＣＤ８陽性Ｔ細胞、又はＣＤ４陽性Ｔ細胞を
含む免疫細胞の抑制が解除、すなわち活性化され、当該腫瘍細胞に対する免疫システムが
強化されるため、本発明の細胞は強力な細胞ワクチンとなる。
【００４３】
　ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する免疫細胞は、治療剤又は予防剤として使用
することができる。特定の理論に限定されないが、例えば特定の腫瘍抗原を特異的に認識
するＴＣＲを発現し、かつＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現するＴ細胞は、腫瘍細
胞又は腫瘍細胞の周囲に、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を特異的に輸送することがで
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きる。したがって、本発明のＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体が発現され、免疫細胞が特
異的に集積する腫瘍近傍において制御性Ｔ細胞の活性が抑制され、免疫細胞を活性化させ
ることができる。すなわち、特定の腫瘍抗原を発現する腫瘍細胞に対応する免疫システム
を強力に誘導することができる。
【００４４】
　ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子及び調節エレメントが作動可能に
連結された核酸構築物を含むベクターは、生体内において細胞にＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲ
Ｌ誘導体を発現する能力を付与することができる。よって当該ベクターが導入された細胞
が前記の腫瘍細胞又は免疫細胞と同じ機能を発揮する。例えば、本発明のベクターを腫瘍
内に投与すれば、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する腫瘍細胞を腫瘍内に投与す
るのと同等の効果を発揮する。
【００４５】
　本発明の治療剤又は予防剤は、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する細胞が効果
を発揮する疾患を治療又は予防の対象とする。そのような疾患としては、腫瘍疾患（白血
病、固形腫瘍など）、ウイルス、細菌、又は真菌が原因となる感染性疾患（インフルエン
ザ、結核、もしくは深在性真菌症など）が例示される。本発明の治療剤又は予防剤は、例
えば腫瘍細胞又は感染細胞の消滅、減少、又は増殖抑制に有効である。
【００４６】
　また、本発明の治療剤又は予防剤は、皮内、筋肉内、皮下、腹腔内、鼻腔内、動脈内、
静脈内（留置カテーテルによる方法を含む）、腫瘍内、又は輸入リンパ管内に投与され得
る。さらに、本発明の治療剤又は予防剤は免疫療法での使用に適している。免疫療法にお
いては、対象の治療に適したＴ細胞又は不活性化腫瘍細胞が、例えば注射や点滴により対
象の静脈、動脈、皮下、又は腹腔内などに投与される。本発明の治療剤又は予防剤は前記
の対象への使用において非常に有用であり、製薬分野で公知の方法に従い、例えば、公知
の非経口投与に適した有機又は無機の担体、賦形剤、又は安定剤などと混合し、点滴剤、
注射剤として調製できる。
【００４７】
　本発明の治療剤又は予防剤は、有効量の外来性のＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発
現する細胞、又はＧＩＴＲＬもしくはＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子及び調節エレ
メントが作動可能に連結された核酸構築物を含むベクターを含有する。本明細書中におい
て有効量とは、前記治療剤又は予防剤を対象に投与した場合に、治療剤又は予防剤を投与
していない対象と比較して、治療もしくは予防効果を発揮する細胞の量である。具体的な
有効量としては、投与形態、投与方法、使用目的及び対象の年齢、体重、又は症状などに
よって適宜設定され一定ではない。例えば、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する
細胞を有効成分とする本発明の治療剤又は予防剤における本発明のＧＩＴＲＬ又はＧＩＴ
ＲＬ誘導体を発現する細胞の含有量としては、特に限定はないが、例えば、好適には１×
１０３～１×１０１１ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、より好適には１×１０４～１×１０１０ｃｅｌ
ｌｓ／ｍＬ、更に好適には１×１０５～１×１０９ｃｅｌｌｓ／ｍＬが例示される。また
、本発明の治療剤又は予防剤の投与量としては、特に限定はないが、例えば、成人一日あ
たり、好適には１×１０６～１×１０１２ｃｅｌｌｓ／日、より好ましくは、１×１０７

～５×１０１１ｃｅｌｌｓ／日、更に好ましくは１×１０８～２×１０１１ｃｅｌｌｓ／
日が例示される。
【００４８】
　本発明の治療剤又は予防剤は、さらに賦形剤を含んでもよい。前記賦形剤としては、生
理学的適合性の緩衝液、例えばリン酸塩又はＨｅｐｅｓ、栄養分、例えばデキストロース
、生理学的適合性のイオン、又はアミノ酸（特に、他の免疫原性成分を含まないもの）を
含むかあるいは含まない、種々の細胞培養培地、又は等張食塩水が挙げられる。担持試薬
、例えばアルブミンもしくは血漿画分、又は非活性増粘剤も用いられ得る。
【００４９】
（３）本発明の処置方法
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　本発明は、対象を処置する方法であって、ＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する
細胞、又はＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子及び調節エレメントが作
動可能に連結された核酸構築物を含むベクターを対象に投与し免疫応答を誘導する工程を
含む方法に関する。
【００５０】
　本発明の対象の処置方法に使用される細胞は、前記（１）に記載する本発明のＧＩＴＲ
Ｌ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する細胞の製造方法により得ることができる。当該細胞は
、対象又は他の生体から採取された細胞を材料として前記（１）の方法で製造されたもの
であってもよい。また、対象への投与に先立って、製造された細胞を培養する工程及び／
又は適切なマーカーにより選別する工程をさらに含んでもよい。
【００５１】
　本発明の対象の処置方法ではＧＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体を発現する細胞、又はＧ
ＩＴＲＬ又はＧＩＴＲＬ誘導体をコードする遺伝子及び調節エレメントが作動可能に連結
された核酸構築物を含むベクター、すなわち、前記（２）に記載する本発明の治療剤又は
予防剤を対象に投与する。本明細書中において対象とは、特に限定はないが、好ましくは
本発明の方法により製造される細胞に感受性を示す疾患に罹患した生体（例えばヒト患者
、もしくは非ヒト動物）又は前記疾患予防を要する生体を示す。
【００５２】
　細胞の投与は、対象の皮内、筋肉内、皮下、腹腔内、鼻腔内、動脈内、静脈内（留置カ
テーテルによる方法を含む）、腫瘍内、又は輸入リンパ管内に投与され得る。
【実施例】
【００５３】
　以下に、本発明を実施例により更に具体的に説明するが、本発明は以下の実施例の範囲
のみに限定されるものではない。
【００５４】
実施例１：マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ発現レトロウイルスベクターの構築
　ＢＡＬＢ／ｃマウス（日本クレア社製）の脾臓よりｍＲＮＡを抽出し、配列番号１記載
のｍＧＩＴＲＬ－ＦＬＦプライマー及び配列番号２記載のｍＧＩＴＲＬ－ＦＬＲプライマ
ーを用いてＲＴ－ＰＣＲを行い、ＥｃｏＲＶ－マウスＧＩＴＲＬ－ＢｇｌＩＩを得た。得
られたＰＣＲ断片を制限酵素ＥｃｏＲＶとＢｇｌＩＩ（タカラバイオ社製）で切断し、ｐ
ＦＵＳＥ－ｍＦｃ２ベクター（インビボジェン社製）のＥｃｏＲＶ－ＢｇｌＩＩサイトに
クローニングしてｐＦｕｓｅ－ｍＦｃ／ｍＧＩＴＲＬを作製した。ｐＦｕｓｅ－ｍＦｃ／
ｍＧＩＴＲＬを鋳型に、配列番号３記載のｍＧＦ５プライマー及び配列番号４記載のｍＦ
ｃ３プライマーを用いてＰＣＲを行い、得られた増幅産物をｐＣＲ－Ｂｌｕｎｔベクター
（インビトロジェン社製）にクローニングしてｐＣＲｂｌｕｎｔ－ｍＧＦｃを作製した。
ｐＣＲｂｌｕｎｔ－ｍＧＦｃを制限酵素ＮｏｔＩ及びＳａｌＩ（タカラバイオ社製）にて
消化して得られたマウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ部位を切り出し、ｐＭＩＮベクター［ジーンセ
ラピー　第７巻、第７９７－８０４頁（２０００）］のＮｏｔＩ－ＳａｌＩサイトにクロ
ーニングし、ｐＭＴ－ｍＧＦｃを作製した。図１にｐＭＴ－ｍＧＦｃの概略を示す。なお
、本プラスミドはＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＮＰ＿８９９２４７に示される
マウスＧＩＴＲＬのアミノ酸番号４４～１７３の領域とマウスＩｇＧ２由来のＦｃフラグ
メントとの融合ポリペプチドをコードしている。
【００５５】
　調製したｐＭＴ－ｍＧＦｃをＲｅｔｏｒｏｖｉｒｕｓ　Ｐａｃｋａｇｉｎｇ　Ｋｉｔ　
Ｅｃｏ（タカラバイオ社製）に含まれているプラスミドｐＧＰ、ｐＥ－ｅｃｏと共に用い
、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞を形質転換して２日間培養した細胞上清液を獲得し、０．４５μｍ
フィルター（Ｍｉｌｅｘ　ＨＶ、ミリポア社製）にてろ過し、ＭＴ－ｍＧＦｃ／ＥＣＯレ
トロウイルスを作製した。
【００５６】
実施例２：マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入細胞の作製
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　レトロネクチン（タカラバイオ社製）を用いて、製品プロトコールに従い、化学発癌剤
メチルコラントレン誘発マウス線維肉腫細胞ＣＭＳ５［ジャーナル　オブ　エクスペリメ
ンタル　メディシン　第１４６巻、第７２０－７３４頁（１９７７）］に実施例１で調製
したＭＴ－ｍＧＦｃ／ＥＣＯレトロウイルスを感染させ、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子
導入ＣＭＳ５細胞を作製した。さらに限界希釈法にてクローニングを行い、マウスＧＩＴ
ＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入ＣＭＳ５細胞クローン１、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入ＣＭ
Ｓ５細胞クローン７（それぞれｃｌｏｎｅ１、ｃｌｏｎｅ７と以下記載する）を取得した
。
【００５７】
　クローンの細胞におけるマウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃの発現測定は、以下の方法で行った。
すなわち、９６ｗｅｌｌプレートにマウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入ＣＭＳ５細胞を２
×１０５ｃｅｌｌｓ／２００μｌで撒き、１０時間後に１０倍希釈したＧｏｌｇｉ　Ｐｌ
ｕｇ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製）を２μｌ加え、さらに９時間培養した。Ｃｙｔ
ｏｆｉｘ／Ｃｙｔｏｐｅｒｍ　Ｋｉｔ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製）を用いて細胞
の固定と膜浸透化を行い、ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅＩｇＧ　ｍＡｂ－ＦＩＴＣ　ｃｏｎｊｕ
ｇａｔｅ（Ｃａｌｔａｇ社製）で染色してフローサイトメーターにて各クローン細胞のマ
ウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ発現量を測定した。図２にフローサイトメーターによる細胞内マウ
スＧＩＴＲＬ－Ｆｃの測定結果を示す。図２（ａ）はマウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子非導
入細胞、（ｂ）はマウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入バルク細胞、（ｃ）はｃｌｏｎｅ１
の測定結果を示す。図２（ｃ）に示される通り、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入クロ
ーン細胞において、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃの産生を確認した。
【００５８】
実施例３：担癌実験
　８～１０週令のＢＡＬＢ／ｃマウス（日本クレア社製）及び８～１０週令のＣ．Ｂ－１
７／ｌｃｒ－ｓｃｉｄ／ｓｃｉｄＪｃｒマウス（日本クレア社製）の右背部に、ｃｌｏｎ
ｅ１、ｃｌｏｎｅ７をそれぞれ１×１０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬで皮下注射し、皮下注
射後２～３日毎に腫瘍径を測定した。腫瘍径は、腫瘍の最大直径と最小直径を測定してそ
の数値を乗じることにより算出した。マウスは各群５匹を使用した。
【００５９】
　図３にそれぞれのマウスにおける腫瘍径の経時変化を示す。横軸は日数、縦軸は腫瘍径
の積（長径×短径：ｍｍ×ｍｍ）を示す。各マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入ＣＭＳ５
細胞クローンにおいて、免疫機能不全のＣ．Ｂ－１７／ｌｃｒ－ｓｃｉｄ／ｓｃｉｄＪｃ
ｒマウスでは腫瘍径が増加し続けるのに対し、通常の免疫機能を持つＢＡＬＢ／ｃマウス
では腫瘍径が縮小し、１７日目までに腫瘍がほとんど観察されなくなった。なお、図中黒
丸はＢＡＬＢ／ｃマウス右背部にｃｌｏｎｅ１を移植した場合、黒三角はＢＡＬＢ／ｃマ
ウス右背部にｃｌｏｎｅ７を移植した場合、白丸はＣ．Ｂ－１７／ｌｃｒ－ｓｃｉｄ／ｓ
ｃｉｄＪｃｒマウス右背部にｃｌｏｎｅ１を移植した場合、白三角はＣ．Ｂ－１７／ｌｃ
ｒ－ｓｃｉｄ／ｓｃｉｄＪｃｒマウス右背部にｃｌｏｎｅ７を移植した場合の腫瘍径の積
をそれぞれ示す。
【００６０】
実施例４：担癌マウスにおける腫瘍特異的細胞傷害性Ｔリンパ球の誘導確認
　８～１０週令のＢＡＬＢ／ｃマウスの右背部に、ＣＭＳ５もしくは実施例２で調製した
ｃｌｏｎｅ１をそれぞれ１×１０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬで皮下注射し、皮下注射後８
日目及び１４日目に脾臓細胞と所属リンパ節細胞を採取し、以下の方法でテトラマーアッ
セイを行った。すなわち、ＣＭＳ５の腫瘍拒絶抗原エピトープぺプチド９ｍ（配列番号５
）をマウス肥満細胞腫細胞Ｐ１．ＨＴＲ細胞［ソマティック　セル　アンド　モレクラー
　ジェネティクス　第１１巻、第４６７－４７５頁（１９８５）］５×１０５ｃｅｌｌｓ
に終濃度１μＭで加えて２時間、３７℃で培養したもの（９ｍペプチドパルスＰ１．ＨＴ
Ｒ細胞）と、脾臓細胞を１対４０の比率で混合、また、９ｍペプチドパルスＰ１．ＨＴＲ
細胞と所属リンパ節細胞と脾臓細胞を１対４０対８で混合して、１週間共培養したのち、
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９ｍとマウスＨ２／Ｋｄとのｔｅｔｒａｍｅｒ（９ｍ／Ｋｄ　ｔｅｔｒａｍｅｒ－ＰＥ　
ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）（Ｔｈｅ　Ｌｕｄｗｉｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｃｏｒｅ　Ｆａｃ
ｔｏｒｙ，　Ｌａｕｓａｎｎｅ，　Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ製）にて染色を行い、フロー
サイトメーターにて解析した。
【００６１】
　図４にフローサイトメーターの解析結果を示す。囲っている部分が９ｍ／Ｋｄ　ｔｅｔ
ｒａｍｅｒ－ＰＥ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅに反応した細胞を示す。図４（Ａ）～（Ｄ）に示
されるようにＣＭＳ５を皮下注射したマウスでは、８日目と１４日目に採取された脾臓細
胞と所属リンパ節細胞全てにおいて９ｍ／Ｋｄ　ｔｅｔｒａｍｅｒ－ＰＥ　ｃｏｎｊｕｇ
ａｔｅに反応する細胞が検出されないのに対して、図４（Ｅ）～（Ｈ）に示されるように
ｃｌｏｎｅ１を皮下注射したマウスでは、１４日目の脾臓細胞と所属リンパ節細胞それぞ
れにおいて、９ｍ／Ｋｄ　ｔｅｔｒａｍｅｒ－ＰＥ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅに反応する細胞
が有意に出現していることが確認された。すなわちｃｌｏｎｅ１担癌マウスのみ、ＣＭＳ
５に対する腫瘍特異的細胞傷害性Ｔリンパ球が誘導されていることが確認された。
【００６２】
実施例５：各種抗体を投与したＣＭＳ５ＧＩＴＲＬ－Ｆｃ担癌マウスにおける腫瘍増殖の
観察
　８～１０週令のＢＡＬＢ／ｃマウスの右背部に、実施例２で調製したｃｌｏｎｅ１を１
×１０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬで皮下注射した。その際、抗マウスＣＤ４抗体（クロー
ンＧＫ１．５）５０μｇ、もしくは抗マウスＣＤ８抗体（クローンＬｙｔ２．２）２５μ
ｌを、皮下注射前日から３日毎に２週間、眼窩静脈より投与、もしくは抗マウスＣＤ２５
抗体（クローンＰＣ６１）２５０μｇを、皮下注射前日に一回眼窩静脈より投与した。皮
下注射後２～３日毎に実施例３と同様の方法で腫瘍径を測定した。マウスは各群３匹を使
用した。
【００６３】
　図５にそれぞれのマウスにおける腫瘍径の経時変化を示す。横軸は日数、縦軸は腫瘍径
の積（ｍｍ×ｍｍ）を示し、白丸は各々３匹のマウスの結果、黒丸はその平均値を示す。
図５中、ＧＩＴＲ－Ｆｃは何も抗体を投与していないマウス、ａｎｔｉ－ＣＤ２５は抗マ
ウスＣＤ２５抗体を投与したマウス、ａｎｔｉ－ＣＤ４は抗マウスＣＤ４抗体を投与した
マウス、ａｎｔｉ－ＣＤ８は抗マウスＣＤ８抗体を投与したマウスの結果を示す。何も抗
体を投与していないマウス及び抗マウスＣＤ２５抗体を投与したマウスでは腫瘍径が縮小
し、１５日目までに腫瘍がほとんど観察されなくなったのに対し、抗マウスＣＤ４抗体を
投与したマウス及び抗マウスＣＤ８抗体を投与したマウスでは、それぞれ３匹中２匹にお
いて腫瘍径が増加し続け、抗腫瘍効果にＣＤ４陽性Ｔ細胞及びＣＤ８陽性Ｔ細胞が関与し
ていることが示された。
【００６４】
実施例６：放射線照射・不活化したマウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入ＣＭＳ５細胞を投
与したマウスにおけるＣＭＳ５腫瘍増殖と腫瘍特異的細胞傷害性Ｔリンパ球の誘導確認
　８～１０週令のＢＡＬＢ／ｃマウスに、１００ｃＧｙのＸ線を照射・不活化したＣＭＳ
５もしくは１００ｃＧｙのＸ線を照射・不活化した実施例２のｃｌｏｎｅ１をそれぞれ５
×１０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬで右背部に皮下注射を行い、７日後にＣＭＳ５を１×１
０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬで右背部に皮下注射した。皮下注射後２～３日毎に実施例３
と同様の方法で腫瘍径を測定し、１４日目に脾臓細胞と所属リンパ節細胞を採取し、実施
例４と同様の方法でテトラマーアッセイを行った。
【００６５】
　図６はそれぞれのマウスにおける腫瘍径の経時変化を示し、横軸は日数、縦軸は腫瘍径
の積（ｍｍ×ｍｍ）を示す。図７はテトラマーアッセイの結果を示す。Ｘ線照射・不活化
したＣＭＳ５を投与したマウスと比較して、Ｘ線照射・不活化したｃｌｏｎｅ１を投与し
たマウスでは、腫瘍の増殖が抑制され（図６）、ＣＭＳ５に対する腫瘍特異的細胞傷害性
Ｔリンパ球が有意に誘導されていた（図７）。このことは、Ｘ線照射・不活化したＣＭＳ
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５ＧＩＴＲＬ－Ｆｃがワクチンとしての機能を保持していることを示す。
【００６６】
実施例７：各種抗体にてブロックしたマウスに、Ｘ線照射・不活化したＣＭＳ５ＧＩＴＲ
Ｌ－Ｆｃを投与した際のＣＭＳ５腫瘍増殖の観察
　８～１０週令のＢＡＬＢ／ｃマウスに、１００ｃＧｙのＸ線を照射・不活化した実施例
２のｃｌｏｎｅ１をそれぞれ５×１０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬで右背部に皮下注射を行
った。抗マウスＣＤ４抗体（クローンＧＫ１．５）５０μｇ、もしくは抗マウスＣＤ８抗
体（クローンＬｙｔ２．２）２５μｌを、６日目から３日毎に２週間、眼窩静脈より投与
、もしくは抗マウスＣＤ２５抗体（クローンＰＣ６１）２５０μｇを、６日目に一回眼窩
静脈より投与した。７日目にＣＭＳ５を１×１０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬで右背部に皮
下注射した。ＣＭＳ５の皮下注射後２～３日毎に実施例３と同様の方法で腫瘍径を測定し
た。
【００６７】
　図８にそれぞれのマウスにおける腫瘍径の経時変化を示す。図８中、横軸は日数、縦軸
は腫瘍径の積（ｍｍ×ｍｍ）を示し、白丸はそれぞれ３匹のマウスの結果、黒丸はその平
均値を示す。図８中、ＧＩＴＲ－Ｆｃは何も抗体を投与していないマウス、ａｎｔｉ－Ｃ
Ｄ２５は抗マウスＣＤ２５抗体を投与したマウス、ａｎｔｉ－ＣＤ４は抗マウスＣＤ４抗
体を投与したマウス、ａｎｔｉ－ＣＤ８は抗マウスＣＤ８抗体を投与したマウスの結果を
示す。何も抗体を投与していないマウス及び抗マウスＣＤ２５抗体を投与したマウスでは
腫瘍径の増殖が抑制されたのに対し、抗マウスＣＤ４抗体を投与したマウス及び抗マウス
ＣＤ８抗体を投与したマウスでは、有意に腫瘍径が増加し続け、Ｘ線照射・不活化したＣ
ＭＳ５ＧＩＴＲＬ－Ｆｃのワクチン効果にＣＤ４陽性Ｔ細胞とＣＤ８陽性Ｔ細胞が関与し
ていることが示された。
【００６８】
実施例８：マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入細胞の作製
　マウス大腸癌細胞株ＣＴ２６（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－２６３８）に実施例２記載の方法で
ＭＴ－ｍＧＦｃ／ＥＣＯレトロウイルスを感染させ、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入
ＣＴ２６細胞を作製した。さらに限界希釈法にてクローニングを行い、マウスＧＩＴＲＬ
－Ｆｃ遺伝子導入ＣＴ２６細胞クローン２１（ＣＴ２６－２１と以下記載する）を取得し
た。
　また、マウスメラノーマ細胞株Ｂ１６（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－６４７５）に、ＧＩＴＲＬ
－Ｆｃ遺伝子を組み込んだプラスミドベクターｐｃＤＮＡ３．１（インビトロジェン社製
）をリポフェクタミン２０００（インビトロジェン社製）を用いて導入し、マウスＧＩＴ
ＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入Ｂ１６細胞を作製した。さらに限界希釈法にてクローニングを行い
、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入Ｂ１６細胞クローン２及びクローン３（それぞれ、
Ｂ１６－２、及びＢ１６－３と以下記載する）を取得した。
【００６９】
実施例９：担癌実験
　８～１０週令のＢＡＬＢ／ｃマウス（日本クレア社製）の右背部に、ＣＴ２６、ＣＴ２
６－２１（それぞれ１×１０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬ）、Ｂ１６、Ｂ１６－２、Ｂ１６
－３（それぞれ５×１０５ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬ）を皮下注射し、皮下注射後２～３日
毎に実施例３と同じ方法で腫瘍径を測定した。マウスは各群５匹を使用した。
　図９及び図１０にそれぞれのマウスにおける平均腫瘍径の経時変化を示す。横軸は日数
、縦軸は腫瘍径の積（長径×短径：ｍｍ×ｍｍ）を示す。マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子
導入ＣＴ２６細胞クローン（ＣＴ２６－２１、図９において黒四角で示す）もＢ１６細胞
クローン（Ｂ１６－２、Ｂ１６－３、それぞれ図１０において黒四角、黒三角で示す）も
、コントロール（図中において白四角で示す）と比較して、通常の免疫機能を持つＢＡＬ
Ｂ／ｃマウスで腫瘍径が縮小し、種々のがん細胞におけるＧＩＴＲＬ－Ｆｃの腫瘍抑制効
果が示された。
【００７０】
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実施例１０：ＧＩＴＲＬ－ＦｃのＴ細胞活性化能の観察
　９ｍペプチド特異的ＴＣＲ遺伝子導入ＤＵＣ１８マウス由来の９ｍペプチド特異的ＣＤ
８陽性Ｔ細胞３×１０５ｃｅｌｌｓと、９ｍペプチドを１００ｎｇ／ｍｌ、１０ｎｇ／ｍ
ｌ、１ｎｇ／ｍｌでそれぞれパルスした野生型ＢＡＬＢ／ｃマウス由来脾臓細胞１×１０
６ｃｅｌｌｓを混合し、１０％ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）添加ＲＰＭＩ１６４０培地（図１
１においてｃｏｎｔｒｏｌ、白四角で示す）、１０％ＦＣＳ添加ＲＰＭＩ１６４０培地に
ＤＴＡ－１（抗ＧＩＴＲアゴニスト抗体）を５μｇ／ｍｌで添加した培地（同様にＤＡＴ
－１、黒四角で示す）、１０％ＦＣＳ添加ＲＰＭＩ１６４０培地に実施例２で調製したマ
ウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入細胞ｃｌｏｎｅ１の培養上清を５０μｌ添加した培地（
同様にＣＭＳ５ＧＩＴＲＬ－Ｆｃ　ｓｕｐ、黒三角で示す）、１０％ＦＣＳ添加ＲＰＭＩ
１６４０培地に実施例２で調製したマウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入細胞ｃｌｏｎｅ１
の培養上清を５０μｌと抗ＧＩＴＲＬ抗体を５μｇ／ｍｌで添加した培地（同様にＣＭＳ
５ＧＩＴＲＬ－Ｆｃ　ｓｕｐ＋ＧＩＴＲＬｍＡｂ、白三角で示す）、それぞれにて３７℃
で１５時間インキュベートした。各ＤＵＣ１８マウス由来の９ｍペプチド特異的ＣＤ８陽
性Ｔ細胞の細胞内ＩＦＮ－γを抗ＩＦＮ－γ抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製）で
染色してフローサイトメーターにて解析した。
【００７１】
　図１１に、各ペプチド濃度におけるそれぞれのサンプルのＣＤ８陽性細胞中のＩＦＮ－
γ陽性細胞の割合を示す。ＧＩＴＲを刺激しエフェクター細胞を活性化するＤＴＡ－１と
同様に、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入細胞上清はＣＴＬクローンを活性化してＩＦ
Ｎ－γの産生を誘導する事が示された。抗ＧＩＴＲＬ抗体はマウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝
子導入細胞上清のＩＦＮγ産生誘導を抑制する事から、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導
入細胞から分泌されたＧＩＴＲＬ－ＦｃがαＧＩＴＲアゴニスト抗体と同様の機能を持ち
、Ｔ細胞のＧＩＴＲを刺激して活性化する事が示された。
【００７２】
実施例１１：ＧＩＴＲＬ－Ｆｃによる制御性Ｔ細胞の誘導抑制能効果の観察
　８～１０週令のＢＡＬＢ／ｃマウスの右背部に、ＣＭＳ５もしくは実施例２で調製した
マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入細胞ｃｌｏｎｅ１（図１２、１３においてＣＭＳ５Ｇ
ＬＦｃと示す）をそれぞれ１×１０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬで皮下注射し、皮下注射後
９日目に脾臓細胞（ｓｐｌｅｅｎ）、所属リンパ節細胞（ＤＬＮ）及びＣＭＳ５の腫瘍内
浸潤リンパ球（ＴＩＬ）を採取し、抗ＣＤ４抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製）、
抗Ｆｏｘｐ３抗体（ｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製）、抗ＣＤ８抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃ
ｉｅｎｃｅ社製）および抗ＣＤ２５抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製）で染色を行
い、フローサイトメーターにて解析した。
【００７３】
　図１２に、各組織におけるＣＤ４陽性・Ｆｏｘｐ３陰性細胞に対するＣＤ４陽性・Ｆｏ
ｘｐ３陽性細胞（制御性Ｔ細胞）の比率を、図１３にＣＤ４陽性・Ｆｏｘｐ３陽性細胞（
制御性Ｔ細胞）に対するＣＤ８陽性細胞の比率をそれぞれ示す。
　図１２に示すように、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入腫瘍細胞はＣＭＳ５よりも有
意に腫瘍内浸潤リンパ球中の制御性Ｔ細胞の誘導を抑制し、図１３に示すように制御性Ｔ
細胞に対するＣＤ８細胞の比率を上昇させることが示された。
【００７４】
実施例１２：ＧＩＴＲＬ－Ｆｃ発現によるＴ細胞のマルチファンクション性獲得の観察
　８～１０週令のＢＡＬＢ／ｃマウスの右背部に、ＣＭＳ５を１×１０６ｃｅｌｌｓ／０
．１ｍＬで皮下注射した。７日後にＤＵＣ１８マウス由来の９ｍペプチド特異的ＣＤ８陽
性Ｔ細胞を１×１０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬ尾静脈注射した群（図１４、１５において
ＡＣＴと示す）、ＤＵＣ１８マウス由来の９ｍペプチド特異的ＣＤ８陽性Ｔ細胞を１×１
０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬ尾静脈注射してさらに放射線照射・不活化したＣＭＳ５を１
×１０７ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬ左背部に皮下注射した群（図１４、１５においてＡＣＴ
＋ＣＭＳ５　ｖａｃと示す）、ＤＵＣ１８マウス由来の９ｍペプチド特異的ＣＤ８陽性Ｔ
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細胞を１×１０６ｃｅｌｌｓ／０．１ｍＬ尾静脈注射してさらに放射線照射・不活化した
実施例２で調製したマウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入細胞ｃｌｏｎｅ１を１×１０７ｃ
ｅｌｌｓ／０．１ｍＬ左背部に皮下注射した群（図１４、１５においてＡＣＴ＋ＣＭＳ５
ＧＬＦｃ　ｖａｃと示す）を設定し、３～５日毎に実施例３と同様の方法で各マウスの腫
瘍径を測定した。１０日目に所属リンパ節細胞を採取してＣＤ８陽性細胞を抗ＩＦＮ－γ
抗体、抗ＴＮＦ－α抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製）、および抗ＣＤ１０７ａ抗
体（ｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製）で細胞内染色を行い、フローサイトメーターにて解
析した。
【００７５】
　図１４は各群のマウスにおける腫瘍径の平均の経時変化を示す。横軸は日数、縦軸は腫
瘍径の積（長径×短径：ｍｍ×ｍｍ）を示す。ＤＵＣ１８マウス由来の９ｍペプチド特異
的ＣＤ８陽性Ｔ細胞＋マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入細胞の投与群は、腫瘍の増殖が
ほぼ抑えられ、ＧＩＴＲＬ－Ｆｃが腫瘍抗原特異的Ｔ細胞の抗腫瘍効果を促進する事が示
された。
　図１５は各群の所属リンパ節中の移入された９ｍペプチド特異的ＣＤ８陽性細胞におけ
る、ＩＦＮ－γ産生、ＴＮＦ－α産生、ＣＤ１０７ａ発現（細胞傷害性顆粒産生能の指標
）の３つの機能のうち３つ共を示す細胞（３）、２つの機能を示す細胞（２）、１つの機
能のみを持つ細胞（１）、どの機能も持たない細胞（０）のそれぞれの割合を示す。ＤＵ
Ｃ１８マウス由来の９ｍペプチド特異的ＣＤ８陽性Ｔ細胞＋マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝
子導入細胞の投与群は、他の投与群に比較して３種類または２種類の機能を発現している
細胞の比率が高く、ＧＩＴＲＬ－Ｆｃによって腫瘍抗原特異的エフェクターＴ細胞が効率
良くマルチファンクション性を獲得することが示された。
【００７６】
実施例１３：マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ発現アデノウイルスベクターの作製
　実施例１で調製したｐＭＴ－ｍＧＦｃを制限酵素ＮｏｔＩとＳａｌＩ（タカラバイオ社
製）で切断してアガロースゲル電気泳動に供し、マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ配列を含む約１
．２ｋｂｐのフラグメントをゲルから回収した。回収したフラグメントをＤＮＡ　Ｂｌｕ
ｎｔｉｎｇ　Ｋｉｔ（タカラバイオ社製）を用いて末端平滑化した後、コスミドベクター
ｐＡｘＣＡｗｔｉｔ２（タカラバイオ社製）のＳｗａＩサイトにライゲーションした。Ｇ
ｉｇａｐａｃｋ　ＩＩＩ　ＸＬ　Ｐａｃｋａｇｉｎｇ　Ｅｘｔｒａｃｔ（アジレントテク
ノロジー社製）を用いて、こうして得られた組換えＤＮＡで大腸菌ＤＨ５アルファ（タカ
ラバイオ社製）を形質転換した後、アンピシリン添加ＬＢ培地で形質転換体を選択した。
さらにこの形質転換体を培養してコスミドＤＮＡを調製し、ｐＡｘＣＡｗｔｉｔ２-ｍＧ
ＩＴＲＬ－ＦｃＡと命名した。
【００７７】
　次に、ＴｒａｎｓＩＴ－２９３（ミラス　バイオ社製）を用いて、制限酵素ＢｓｐＴ１
０４Ｉ（タカラバイオ社製）で切断したｐＡｘＣＡｗｔｉｔ２-ｍＧＩＴＲＬ－Ｆｃによ
るＨＥＫ２９３細胞の形質転換を行った。得られた形質転換体を培養した後、培養液を超
音波破砕し、ＧＩＴＲＬ－Ｆｃ発現アデノウイルスベクターであるＡｘＣＡ－ｍＧＩＴＲ
Ｌ－Ｆｃを含む遠心上清を回収して１次ウイルス液を得た。
　１次ウイルス液をＨＥＫ２９３細胞に感染させて培養した後、培養液を超音波破砕し、
遠心上清を回収して２次ウイルス液を得た。同様の操作により、さらに３次ウイルス液、
４次ウイルス液を調製した。
【００７８】
　同様の方法で、ｐＡｃＧＦＰ１　Ｖｅｃｔｏｒ（クロンテック社製）からＡｃＧＦＰ遺
伝子をクローニングしたコスミドベクターｐＡｘＣＡｗｔｉｔ２－ＡｃＧＦＰから４次ウ
イルス液を調製した。本ウイルス液に含まれるアデノウイルスベクターはＡｘＣＡ－Ａｃ
ＧＦＰと命名されている。
　最後に、Ａｄｅｎｏ－Ｘ（商標）　Ｒａｐｉｄ　Ｔｉｔｅｒ　Ｋｉｔ（クロンテック社
製）を用いて、これら２種の４次ウイルス液の力価を測定した。
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【００７９】
実施例１４：マウス腫瘍細胞へのアデノウイルスベクターの感染
　実施例１３で調製した各アデノウイルスベクターの４次ウイルス液を、化学発癌剤メチ
ルコラントレン誘発マウス線維肉腫細胞株ＣＭＳ５、マウス大腸癌細胞株ＣＴ２６に、そ
れぞれＭＯＩ（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ：細胞あたりのウ
イルス感染量）＝１０と５０で感染させ、２日間培養を行った。感染効率を確認するため
、ＡｘＣＡ－ＡｃＧＦＰの４次ウイルス液を感染させた各腫瘍細胞株をフローサイトメー
ターにて解析した。その結果、ＭＯＩ＝１０で感染させたＣＭＳ５、ＣＴ２６で、それぞ
れ７２．２％、５７．１％の細胞にウイルスの感染が確認された。また、ＭＯＩ＝５０で
感染させたＣＭＳ５、ＣＴ２６で、それぞれ９９．１％、９４．９％の細胞にウイルスの
感染が確認された。ＡｘＣＡ－ｍＧＩＴＲＬ－ＦｃとＡｘＣＡｗｔ２をＭＯＩ＝５０で感
染させた各腫瘍細胞株を以後の実施例で使用した。
【００８０】
実施例１５：アデノウイルスベクター感染マウス腫瘍細胞を投与したマウスにおける腫瘍
増殖の確認
　８～１０週令のＢＡＬＢ／ｃマウス（日本クレア社製）の右背部に、実施例１４で調製
したＡｘＣＡ－ｍＧＩＴＲＬ－Ｆｃ感染ＣＭＳ５、非感染ＣＭＳ５、ＡｘＣＡ－ｍＧＩＴ
ＲＬ－Ｆｃ感染ＣＴ２６、非感染ＣＴ２６を、それぞれ１×１０６ｃｅｌｌｓ／０．２ｍ
Ｌで皮下注射し、皮下注射後２～３日毎に実施例３と同じ方法で腫瘍径を測定した。マウ
スは各群５匹を使用した。
【００８１】
　１５日後の腫瘍径の平均±標準偏差（（長径＋短径）／２：ｍｍ）は、ＡｘＣＡ－ｍＧ
ＩＴＲＬ－Ｆｃ感染ＣＭＳ５が１１．７４±３．４９、非感染ＣＭＳ５が１５．５９±１
．８４、ＡｘＣＡ－ｍＧＩＴＲＬ－Ｆｃ感染ＣＴ２６が５．７６±４．６５、非感染ＣＴ
２６が１３．２６±３．４５であった。
　マウスＧＩＴＲＬ－Ｆｃ遺伝子導入細胞において腫瘍径が縮小し、種々のがん細胞にお
けるＧＩＴＲＬ－Ｆｃ発現アデノウイルスベクターの腫瘍増殖抑制効果が示された。
【産業上の利用可能性】
【００８２】
　本発明の細胞、治療剤、予防剤、処置方法は、腫瘍や感染症などの疾患の治療又は予防
に適用可能であり、強力に免疫システムを誘導することが可能である。
【配列表フリーテキスト】
【００８３】
  SEQ ID NO:1: mGITRL-FLF primer
  SEQ ID NO:2: mGITRL-FLR primer
  SEQ ID NO:3: mGF5 primer
  SEQ ID NO:4: mFc3 primer
  SEQ ID NO:5: Epitope peptide 9m
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【図１１】
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