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(57)【要約】
【課題】哺乳類動物の免疫機能の検定方法を提供するこ
と。
【解決手段】被験哺乳類動物から分離されたＣＤ４陽性
のＴ細胞群においてＴ細胞抗原受容体ζ鎖の発現強度が
低い細胞群の細胞数の比率を測定するか、または前記細
胞群においてＴ細胞抗原受容体FcR鎖を発現する細胞群
の細胞数の比率を測定することを特徴とする哺乳類動物
の免疫機能の検定方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】被験哺乳類動物から分離されたＣＤ４陽性
のＴ細胞群においてＴ細胞抗原受容体ζ鎖の発現強度が
低い細胞群の細胞数の比率を測定するか、または前記細
胞群においてＴ細胞抗原受容体FcR鎖を発現する細胞群
の細胞数の比率を測定することを特徴とする哺乳類動物
の免疫機能の検定方法。
【請求項２】ＣＤ４陽性のＴ細胞群がNaive T細胞群で
ある請求項１記載の検定方法。
【請求項３】ＣＤ４陽性のＴ細胞群が、哺乳類動物の血
液または非ヒト哺乳類動物の脾臓から分離された細胞群
である請求項１または２のいずれかに記載の検定方法。
【請求項４】Ｔ細胞抗原受容体ζ鎖またはFcR鎖の発現
を、該鎖に対する抗体を用いて検出する請求項１～３の
いずれかに記載の検定方法。
【請求項５】非ヒト哺乳類動物に被験物質を投与し、請
求項１～４のいずれかに記載の方法により該動物の免疫
機能を検定する工程を含む薬剤のスクリーニング方法。
【請求項６】Ｔ細胞抗原受容体ζ鎖に対する抗体または
FcR鎖に対する抗体を含む免疫機能の検定用キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、免疫機能の検定方
法に関する。
【０００２】
【従来の技術および発明が解決しようとする課題】免疫
機能は、体外から侵入した感染源、体内の新生物である
癌細胞などの自己以外の異物に対する生体の防衛機構と
して働いている。かかる免疫機能は、例えば老化に伴っ
て低下することが知られており、感染症や癌は、老人の
主要直接死因の中にあげられている（広川勝いく著「免
疫系からみた老化」、細胞工学臨時増刊  老化の分子生
物学、秀潤社、1989年発行）。感染症や癌などの自己以
外の異物が原因となる疾患の治療に当っては、自己以外
の異物に対してその個体が有する防衛機構、すなわち免
疫機能の強弱を把握することが必要となることから、免
疫機能を検定する方法の開発が強く求められていた。
【０００３】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、かかる状
況の下、鋭意検討した結果、免疫機能を担うＣＤ４陽性
のＴ細胞群において、特定のＴ細胞抗原受容体を発現す
る細胞群の細胞数の比率を測定することにより、免疫機
能を検定し得ることを見出し、本発明に至った。すなわ
ち、本発明は、
１）被験哺乳類動物から分離されたＣＤ４陽性のＴ細胞
群においてＴ細胞抗原受容体ζ鎖の発現強度が低い細胞
群の細胞数の比率を測定するか、または前記細胞群にお
いてＴ細胞抗原受容体FcR鎖を発現する細胞群の細胞数
の比率を測定することを特徴とする哺乳類動物の免疫機
能の検定方法（以下、本発明方法と記す。）、
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２）非ヒト哺乳類動物に被験物質を投与し、前項に記載
の方法により該動物の免疫機能を検定する工程を含む薬
剤のスクリーニング方法、３）Ｔ細胞抗原受容体ζ鎖に
対する抗体またはFcR鎖に対する抗体を含む免疫機能の
検定用キットを提供するものである。
【０００４】
【発明の実施の形態】本発明において、ＣＤ４陽性のＴ
細胞とは、ＣＤ４抗原を発現するＴ細胞を意味し、ＣＤ
４抗原とは、国際的なＣＤ（cluster of differentiati
on）分類により分類されたＣＤ抗原の一種である。ＣＤ
４陽性のＴ細胞（以下、ＣＤ４陽性細胞と記す。）は、
免疫機能の中心的役割を担っており、その表面に存在す
るＴ細胞抗原受容体を介して病原微生物や癌細胞などの
抗原と接触すると、活性化されて、サイトカインとよば
れる自らおよび他の免疫系の細胞を活性化する因子を産
生し、また、抗原を破壊する細胞に分化する。通常のＣ
Ｄ４陽性細胞の多くは、２本のζ鎖からなるホモダイマ
ー構造を有するＴ細胞抗原受容体を発現しているが、ζ
鎖とFcR鎖とからなるヘテロダイマー構造を有するＴ細
胞抗原受容体を発現するＣＤ４陽性細胞も若干存在す
る。
【０００５】本発明方法において使用し得るＣＤ４陽性
細胞群は、例えば、ヒト、マウス、ラット等の哺乳類動
物の血液または非ヒト哺乳類動物の脾臓等から、新生化
学実験講座12 分子免疫学I、東京化学同人等に記載され
ているような常法に準じて調製することができる。具体
的には例えば、まず、脾臓細胞の浮遊液を調製し、これ
を市販のナイロンウールやゲル濾過樹脂が充填されたカ
ラムを使用して分画することにより、CD4陽性細胞群を
調製することができる。ＣＤ４陽性細胞群を血液から調
製する場合は、新生化学実験講座12 分子免疫学I、東京
化学同人等に記載されているような常法に準じてあらか
じめ溶血操作を施し、赤血球を除いておく方が望まし
い。
【０００６】ＣＤ４陽性細胞におけるＴ細胞抗原受容体
ζ鎖またはFcR鎖の発現は、例えば、これら各鎖に対す
る抗体を用いて検出することができる。抗体としては、
市販品を使用してもよいし、その抗体を産生するハイブ
リドーマを細胞バンク等より入手し、これを単クローン
抗体 ハイブリドーマとELISA、岩崎辰夫著、講談社サイ
エンティフィック等に記載されているような常法に準じ
て培養し、その培養上清を使用することもできる。ま
た、かかる抗体を産生するハイブリドーマをこれと適合
性のある哺乳動物に投与して増殖させ、その腹水を検出
に使用することもできる。さらに、前記培養上清または
腹水を、常法に準じて、硫酸アンモンニウム分画、塩
析、ゲル濾過法、イオン交換クロマトグラフィー、プロ
テインAカラムクロマトグラフィー等のアフィニティー
クロマトグラフィーによって分画することにより、より
純度の高い抗体画分を得て、これを検出に用いることも
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できる。
【０００７】ＣＤ４陽性細胞において発現したＴ細胞抗
原受容体ζ鎖またはFcR鎖を、各鎖に対する抗体を用い
て検出する方法としては、例えば、フローサイトメトリ
ー法やＥＩＡのような免疫測定法、ウエスタンブロット
法などをあげることができ、特にフローサイトメトリー
法が好適である。かかる検出法において、前記の各鎖に
対する抗体を認識することができ、しかるべき蛍光物
質、例えば、フルオレセインイソチオシアネート（FIT
C）、フィコエリトリン（PE）等で標識された抗体を２
次抗体として使用してもよい。使用される抗体はその種
類や標識に用いられた蛍光物質によって、陽性細胞群の
乖離に差が見られることがある。従って、用いる抗体の
種類および量、細胞数に関しては、あらかじめ適切な条
件を検討することが望ましい。例えば、使用する抗体の
濃度については、抗体溶液を2倍で段階希釈し、希釈し
た抗体で細胞を染色し、フローサイトメーターにて解析
し、検出される蛍光強度の低下が認められない濃度を使
用する。また、陰性対照として、抗体を添加しない細胞
のサンプルを調製し、蛍光を発しない細胞群のデータを
取得しておき、陽性を示す細胞群を決める際の参考にす
ることが望ましい。さらに、例えば、前記の各鎖に対す
る抗体が取得された動物と同一種であって、前記各鎖に
対する抗体を産生していない動物の血清またはIgGや、
前記の各鎖に対する抗体と同じサブクラスであり、か
つ、ＣＤ４陽性細胞とは反応しない抗体を添加して同様
の処理を行い、得られた測定サンプルを陰性対照として
もよい。細胞と抗体の反応は、常法に準じて1ml以下の
容量で行う方が望ましい。測定対象であるＣＤ４陽性細
胞群と上記のような抗体を、新生化学実験講座12分子免
疫学I、東京化学同人等に記載されているような常法に
準じて反応させた後、抗体の結合した細胞をフローサイ
トメーターにより測定する場合には、縦軸に細胞と結合
した抗体の蛍光強度を、縦軸に細胞数をプロットできる
ように設定するのが望ましい。また、測定時の細胞数
は、およそ５ｘ１０3～１ｘ１０4程度が望ましい。
【０００８】ＣＤ４陽性細胞群においてＴ細胞抗原受容
体ζ鎖の発現強度が低い細胞群の細胞数の比率を測定す
るには、前記のようにして得られた測定データから、例
えば、抗ζ鎖抗体由来の蛍光強度の低い細胞群の細胞数
の全ＣＤ４陽性細胞数に対する比率を求める。測定対象
のＣＤ４陽性細胞をあらかじめ抗ＣＤ４５抗体とも反応
させておくと、抗ＣＤ４５抗体由来の蛍光強度が強い細
胞群の細胞のデータを測定データから抽出し、抽出され
たデータから、抗ＣＤ４５抗体由来の蛍光強度が強い細
胞群において抗ζ鎖抗体由来の蛍光強度の低い細胞群の
細胞数の比率を求めることにより、Naive T細胞群にお
いてＴ細胞抗原受容体ζ鎖の発現強度が低い細胞群の細
胞数の比率を求めることができる。このようにして測定
し得る「ＣＤ４陽性細胞群、好ましくはNaive T細胞群
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においてＴ細胞抗原受容体ζ鎖の発現強度が低い細胞群
の細胞数の比率」は、免疫機能が低下すると高くなる。
また、ＣＤ４陽性細胞群においてＴ細胞抗原受容体FcR
鎖を発現する細胞群の細胞数の比率を測定するには、前
記のようにして得られる測定データから、抗FcR鎖抗体
の特異的な結合が検出された細胞群の細胞数の全CD4陽
性細胞数に対する比率を求める。測定対象のＣＤ４陽性
細胞をあらかじめ抗ＣＤ４５抗体とも反応させておく
と、抗ＣＤ４５抗体由来の蛍光強度が強い細胞群の細胞
のデータを測定データから抽出し、抽出されたデータか
ら、抗ＣＤ４５抗体由来の蛍光強度が強い細胞群におい
て抗FcR鎖抗体の特異的な結合が検出された細胞群の細
胞数の比率を求めることにより、Naive T細胞群におい
てＴ細胞抗原受容体FcR鎖を発現する細胞群の細胞数の
比率を求めることができる。このようにして測定し得る
「ＣＤ４陽性細胞群、好ましくはNaive T細胞群におい
てＴ細胞抗原受容体FcR鎖を発現する細胞群の細胞数の
比率」は、免疫機能が低下すると高くなる。被験動物の
免疫機能は、例えば、被験動物と同一種の動物であって
基準とすることのできる個体の通常の背景値をあらかじ
め入手するかあるいは測定しておき、それと被験動物の
測定値とを比較することにより、検定することができ
る。また、被験動物として非ヒト哺乳類動物を用いる場
合は、例えば、しかるべき基準（対照）となる検体（例
えば若齢動物のCD4陽性細胞群）のデータを併行して測
定し、これと被験動物の測定値とを比較することによ
り、被験動物の免疫機能を検定してもよい。
【０００９】本発明方法は、例えば免疫機能を調節する
薬剤のスクリーニング等に利用することもできる。具体
的には例えば、非ヒト哺乳類動物に被験物質を投与し、
本発明方法により該動物の免疫機能を検定することによ
り、免疫機能を増強する効果を有する薬剤や、免疫機能
を抑制する効果を有する薬剤などをスクリーニングする
ことができる。
【００１０】
【実施例】実施例１  ζ鎖の発現強度が低い細胞群の細
胞数の比率を測定する検定
（１）脾臓の摘出およびCD4陽性細胞の調製
若齢マウスとして、雄の6週齢のマウス（日本SLCから購
入）を使用した。また、老齢マウスとして、６週齢で購
入（日本SLC）した後SPF条件で飼育した26カ月齢のマウ
スを用いた。これらのマウスをそれぞれ頚椎脱臼により
屠殺した後、脾臓を摘出して、滅菌シャーレに入れたME
M培地（JRHバイオサイエンス社製）に浸した。ピンセッ
トを用いて脾膜を切断し、脾臓をほぐして脾臓細胞を浮
遊させ、ピペットで吸っては出すの操作を数回繰り返し
た後、500 x gで5分間遠心分離した。上清を除去して沈
殿をMEM培地1mlに懸濁することにより、均一な細胞浮遊
液を調製した。得られた細胞浮遊液を、ナイロンウール
（和光純薬）をディスポーザブル注射器（10ml）につめ
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て作製されたナイロンウールカラムに通した。すなわ
ち、10%FCSを含むMEM培地をナイロンウールカラムに満
たし、カラムの流れを止めた後、細胞浮遊液を添加し、
カラムの流れを再開させた。細胞浮遊液が全てナイロン
ウールカラムに浸透した後カラムの流れを止め、さらに
10%FCSを含むMEM培地を1～2ml加え、37℃で45分間静置
した。その後カラムの流れを再開し、滴下する細胞浮遊
液を10ml採取した。SephadexG-10粒子（ファルマシア）
に精製水を加え、混和して静置し、粒子が大部分沈んだ
時点で浮遊している粒子と水を除いた。この操作を上清
が濁らなくなるまで続けて粒子を膨潤させた。膨潤した
SephadexG-10粒子と同量のPBSを加えてオートクレーブ
滅菌した。さらに、粒子をディスポーザブル注射器（10
ml）につめてカラムを作成し、10%FCSを含むMEM培地を
通した。上記ナイロンウールカラムから回収された細胞
浮遊液を添加し、該液が全てカラムに浸透した後、さら
に10%FCSを含むMEM培地を1から2ml添加し、最初に滴下
されてくる細胞浮遊液を10ml採取した。採取された細胞
を、MEM培地で洗浄した。洗浄された細胞に、ハイブリ
ドーマ53.6.7（Pharmingen）から調製された抗CD8抗
体、ハイブリドーマM1/69（Pharmingen）から調製され
た抗Heat Stable Antigen、ハイブリドーマM5/114（Pha
rmingen）から調製された抗MHC classII抗体、およびハ
イブリドーマ2.4G2（Pharmingen）から調製された抗FcR
抗体を加え、4℃で15分間静置した後、MEM培地で2回洗
浄した。洗浄された細胞に、抗ラットIgGマイクロビー
ズ（Miltenyi Biotec）を加え、4℃で15分間静置した
後、1%FCSを含むPBS緩衝液で2回洗浄した。次いで、MAC
S（Miltenyi Biotec）にてマイクロビーズが結合した細
胞を除去し、残った細胞を回収した。回収された細胞中
のCD4陽性細胞の割合は90%以上であった。
【００１１】（２）抗体染色の前処理
回収された前記の細胞（1.0 x 106個）を、PBS緩衝液で
2回洗浄し、3%パラホルムアルデヒドを含むPBS緩衝液で
室温下7分間静置した。さらに等量のFCSを加え37℃で20
分間保温し、1%FCSを含むPBS緩衝液で2回洗浄し、さら
に300μg/mlのマウスIgG（ICN）を加え4℃で10分間で静
置した。
【００１２】（３）Naive T細胞の検出を目的とした抗
体染色
ハイブリドーマ23.G2（Pharmingen）の培養上清を2倍に
希釈し、これを抗CD45RB抗体として、前記の前処理され
た細胞に加えて4℃で15分間静置し、次いで、ビオチン *
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*で標識された抗ラットIgG抗体（Pharmingen）を2μg／m
lとなるように加え、4℃で15分間静置した。さらに、PE
標識されたストレプトアビジン（GIBCOBRL）を最終的に
30倍希釈されるように加えて、4℃で15分間静置した
後、細胞を、1%FCSを含むPBS緩衝液で2回洗浄した。
【００１３】（４）抗ζ鎖抗体による染色
続いて、洗浄された前記細胞を、0.5%TritonX-100を含
むPBS緩衝液に浮遊させて室温10分間静置した後、1%FCS
を含むPBS緩衝液で2回洗浄し、マウスIgG（ICN）を300
μg/mlとなるように加え4℃で10分間で静置した。次い
で、抗ζ鎖ハムスターIgGを最終濃度が1μg/mlとなるよ
うに添加して、4℃で15分間静置した。得られた細胞
を、1%FCSを含むPBS緩衝液で2回洗浄し、2次抗体とし
て、FITC標識された抗ハムスターIgG抗体（Caltag Labo
ratories）を加えて、4℃で15分間静置した。得られた
細胞を、1%FCSを含むPBS緩衝液で2回洗浄し、測定サン
プルとした。尚、抗ζ鎖抗体に替えて、Normal hamster
 IgG（Pharmingen、PM11150D）を添加して同様の処理を
行い、得られた測定サンプルを陰性対照とした。
【００１４】（５）フローサイトメーターによる蛍光測
定
FACScan（Becton Dickinson）を使用し、解析ソフトはL
ysis II software（Becton Dickinson）を用いて蛍光を
測定した。横軸に抗ζ鎖抗体由来の蛍光強度、縦軸に細
胞数を設定して測定データを展開したところ、２つのピ
ークを有する曲線が得られた。陰性対照の細胞の測定結
果を参考にして、曲線の谷の部分にピークの境界を設定
し、抗ζ鎖抗体由来の蛍光強度の低い側のピークに含ま
れる細胞（以下、抗ζ鎖抗体由来の蛍光強度の低い細胞
群と記す。）の数を求めた。CD4陽性細胞群における抗
ζ鎖抗体由来の蛍光強度の低い細胞群の細胞数の比率を
求める場合には、全CD4陽性細胞数に対する、抗ζ鎖抗
体由来の蛍光強度の低い細胞群の細胞数の比率を求め
た。また、Naive T細胞における抗ζ鎖抗体由来の蛍光
強度の低い細胞群の細胞数の比率を求める場合には、抗
CD45RB抗体由来の蛍光強度が強い細胞群をnaive T細胞
としてそのデータを抽出し、抽出されたデータから、全
Naive T細胞数に対する、抗ζ鎖抗体由来の蛍光強度の
低い細胞群の細胞数の比率を求めた（N=6）。結果を表
１示す。
【００１５】
【表１】

【００１６】実施例2  FcR鎖を発現する細胞群の細胞数 の比率を測定する検定
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（１）抗FcR抗体による染色
CD4陽性細胞の調製からNaive T細胞の検出を目的とした
抗体染色までは、実施例１（１）～（３）と同様に行っ
た。洗浄された細胞を、0.5%TritonX-100を含むPBS緩衝
液に浮遊させて室温10分間静置した後、1%FCSを含むPBS
緩衝液で2回洗浄し、マウスIgG（ICN）を300μg/mlとな
るように加え4℃で10分間で静置した。続いて、抗FcRラ
ビットIgG（UBI）を2μg/mlになるように加えて4℃で15
分間静置した。得られた細胞を、1%FCSを含むPBS緩衝液
で2回洗浄した後、2次抗体として、FITC標識された抗ラ
ビットIgG抗体（Sigma）を加えて、4℃で15分間静置し
た。得られた細胞を、1%FCSを含むPBS緩衝液で2回洗浄
し、測定サンプルとした。尚、抗FcR抗体に替えて、免
疫をしていないウサギの血清から精製されたIgGを添加
して同様の処理を行い、得られた測定サンプルを陰性対
照とした。
【００１７】（２）フローサイトメーターによる蛍光測
定 *

8
*実施例１（５）と同様に蛍光測定を行った。横軸に抗Fc
R抗体由来の蛍光強度、縦軸に細胞数を設定して測定デ
ータを展開したところ、２つのピークを有する曲線が得
られた。陰性対照の細胞の測定結果を参考にして、曲線
の谷の部分にピークの境界を設定し、抗FcR抗体添加サ
ンプルにおいてのみ検出されるピークに含まれる細胞
（以下、抗FcR抗体陽性細胞群と記す。）の数を求め
た。CD4陽性細胞における抗FcR抗体陽性細胞群の細胞数
の比率を求める場合には、全細胞数に対する、抗FcR抗
体陽性細胞群の細胞数の比率を求めた。また、Naive T
細胞における抗FcR抗体陽性細胞群の細胞数の比率を求
める場合には、抗CD45RB抗体由来の蛍光強度が強い細胞
群をnaive T細胞としてデータを抽出し、抽出されたデ
ータから、全Naive T細胞数に対する、抗FcR抗体陽性細
胞群の細胞数の比率を求めた（N=6）。結果を表２示
す。
【００１８】
【表２】

【００１９】
【発明の効果】本発明により、哺乳類動物の免疫機能の

検定方法等が提供可能となる。
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