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(57)【要約】
　本発明は、候補ヒト移植ドナーが、ヒト移植レシピエントにおいて急性移植片対宿主病
(aGVHD)を誘発するリスクがあるかどうかを決定する方法に関し、これは続いて、レシピ
エントに関してリスクを示さないドナーの選択を可能にし得る。本発明はまた、本発明の
リスクを決定する方法を実施した後に、ヒト移植レシピエントに移植片移植した後に該レ
シピエントに施される免疫抑制治療を調節する方法に関する。本方法は、候補ドナーのiN
KT細胞(インバリアントNKT細胞)を拡大させる工程、およびCD4(-)iNKT細胞亜集団の拡大
の存在または非存在を決定する工程を含む。特に、CD3+CD4-TCRV[アルファ]24V[ベータ]1
1細胞が決定される。キットが開示される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　候補ヒト移植ドナーが、ヒト移植レシピエントにおいて急性移植片対宿主病(aGVHD)を
誘発するリスクがあるかどうかを決定する方法であって、i)前記候補ヒト移植ドナーから
得た生物学的試料由来のインバリアントNKT(iNKT)細胞の集団を拡大させる工程、ii)工程
i)で得られた集団中のCD4-iNKT細胞亜集団の拡大の存在または非存在を検出する工程、お
よびiii)iNKT細胞の集団からCD4-iNKT細胞亜集団が拡大されていない場合、その候補ヒト
移植ドナーは、ヒト移植レシピエントにおいてaGVHDを誘発するリスクが高いと結論付け
る工程を含む方法。
【請求項２】
　ヒト移植レシピエントにおいてaGVHDを誘発するリスクが低減されるようにヒト移植ド
ナーを選択する方法であって、i)請求項1に記載のリスクを決定する方法を実施する工程
、およびii)前記リスク決定に従って前記ドナーを選択する工程を含む方法。
【請求項３】
　ヒト移植レシピエントに移植片移植した後に該レシピエントに施される免疫抑制治療を
調節する方法であって、i)請求項1に記載のリスクを決定する方法を実施する工程、およ
びii)免疫抑制治療を調節する工程を含む方法。
【請求項４】
　iNKT細胞の集団を拡大させる工程i)が、(a)前記候補ヒト移植ドナーまたは前記ヒト移
植レシピエントから得た生物学的試料由来の末梢血単核細胞(PBMC)を単離する工程、およ
び(b)iNKT細胞の増殖を刺激する物質およびiNKT細胞を活性化する物質の両方を含む培地
中で前記PBMCを培養する工程により実施される、請求項1から3のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項５】
　CD4-iNKT細胞亜集団が、CD3+CD4-TCR Vα24Vβ11細胞の集団である、請求項1から4のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　iNKT細胞の増殖を刺激する物質が、インターロイキン2(IL-2)である、請求項1から5の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　iNKT細胞を活性化する物質が、アルファ-ガラクトシルセラミド(アルファ-GalCer)、ア
ルファ-グルクロノシルセラミド、ホスファチジルイノシトールテトラマンノシド、イソ
グロボトリヘキソシルセラミド、ガングリオシドGD3、ホスファチジルコリン、ホスファ
チジルエタノールアミン、ホスファチジルイノシトール、スルファチド、ベータ-ガラク
トシルセラミド、リポホスホグリカン、グリコイノシトールリン脂質、ベータ-アノマー
ガラクトセラミドおよびアルファ-アノマーガラクトシルセラミド、および細菌脂質抗原
からなる群から選択される糖脂質抗原である、請求項1から6のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項８】
　糖脂質抗原が、アルファ-GalCerである、請求項7に記載の方法。
【請求項９】
　少なくともa)iNKT細胞の増殖を刺激する物質、b)iNKT細胞を活性化する物質およびc)CD
4と特異的に結合する標識された物質を含む、請求項1から8のいずれか一項に記載の方法
を実施するためのキット。
【請求項１０】
　iNKT細胞の増殖を刺激する物質がIL-2であり、前記iNKT細胞を活性化する物質がアルフ
ァ-GalCerである、請求項9に記載のキット。
【請求項１１】
　d)CD3と特異的に結合する標識された物質、およびe)iNKT細胞のCD1d拘束性TCR Vα24V
β11と特異的に結合する標識された物質をさらに含む、請求項9または10に記載のキット
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、急性移植片対宿主病のリスクの予測に関する方法および対応する製品(例え
ば、キット)に関し、加えて、移植ドナーを選択するための、およびかかるリスク予測に
関連する治療を調節するための対応する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液学的悪性腫瘍に関する治療法の最前線は、一般的に化学療法および/またはモノク
ローナル抗体を用いた化学免疫療法を含む。しかしながら、一部の患者は疾患の再発また
は進行を経て、標準的な治療が効かなくなってくることがある。
【０００３】
　同種幹細胞移植(SCT)を含む免疫療法は、標準的な化学療法では治癒が困難であるか、
または治癒される可能性が低いこれらの患者における治療法に代わる代替的方法を代表す
る。造血幹細胞移植(HSCT)は、ドナー由来、または臍帯血由来の造血幹細胞を採取するこ
とと、移植材料を受けるように調整したレシピエントにそれらを静脈内に注入することと
を包含する治療法である。しかしながら、移植後の全体的な生存率は、移植片対宿主病(G
VHD)を含む重篤な移植後合併症のためにまだほんの40%～60%にすぎない。GVHDとは、宿主
組織に対する移入または移植された免疫担当細胞(例えば、成熟T細胞)の免疫反応により
引き起こされ、また場合によっては死に至る重篤な臓器毒性を誘発し得る疾患に関する一
般名称である。
【０００４】
　したがって、ヒト白血球抗原(HLA)適合性は、移植片拒絶およびGVHDのリスクを低減さ
せるのに必須である。しかしながら、非HLA遺伝子もまた、移植結果に影響を与え、GVHD
は、HLA一致適合同胞ドナー(MSD)から移植材料を受けた患者でさえ致命的である場合があ
る。さらに、MSDは、患者の約3分の1にのみ利用可能であり、したがって代替ドナーが必
要とされる。HLA適合非血縁ドナー(MUD)は、臍帯血または不適合血縁ドナーよりも広く使
用されているが、MUDから移植材料を受ける患者に関して、GVHDのリスクも考慮されなく
てはならない。
【０００５】
　したがって、移植材料を受ける患者においてGVHDを発症するリスクを予測するのに有用
な方法(または逆に言えば、候補ドナーが、レシピエントにおいてGVHDを誘発するリスク
があるかどうかを決定する方法)が依然として必要である。
【０００６】
　近年、2つの回顧的研究において、同種HSCT(Rubio他、Blood 2012)またはドナー移植片
(Chaidos他、2012)のレシピエントの末梢血幹細胞(PBSC)におけるエフェクターおよび制
御性リンパ球の度数分布を解析することにより、急性移植片対宿主病(aGVHD)の予測にお
けるインバリアントNKT(iNKT)細胞の臨床的関連性が実証されている。レシピエント中のi
NKT細胞の再構成障害または移植片における低CD4-iNKT細胞用量が、HSCT後のaGVHDの発生
を有意に予測し得る独立パラメーターを表すと示された。
【０００７】
　しかしながら、iNKT細胞の血液または移植片試料中の直接的な決定に基づいてaGVHDを
発症するリスクを予測する方法は、低iNKT細胞と高iNKT細胞との間の閾値を決定するのが
困難であり、例えば中間の結果に関して誤差のリスクを招くため、医師にとって満足いく
ものではない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】米国特許第5,936,076号
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【特許文献２】国際特許出願WO93/05055号
【特許文献３】国際特許出願WO94/09020号
【特許文献４】国際特許出願WO94/24142号
【特許文献５】国際特許出願WO94/02168号
【特許文献６】国際特許出願WO98/44928号
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Rubio他、Blood 2012
【非特許文献２】Roitt,I. (1991) Essential Immunology、第7版(Blackwell Scientific
 Publications社、Oxford)
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　第1の態様では、本発明は、候補ヒト移植ドナーが、ヒト移植レシピエントにおいて急
性移植片対宿主病(aGVHD)を誘発するリスクがあるかどうかを決定する方法であって、i)
候補ヒト移植ドナーから得た生物学的試料由来のインバリアントNKT(iNKT)細胞の集団を
拡大させる工程、ii)工程i)で得られた集団中のCD4-iNKT細胞亜集団の拡大の存在または
非存在を検出する工程、およびiii)iNKT細胞の集団からCD4-iNKT細胞亜集団が拡大されて
いない場合、その候補ヒト移植ドナーは、ヒト移植レシピエントにおいてaGVHDを誘発す
るリスクが高いと結論付ける工程を含む方法に関する。
【００１１】
　第2の態様では、本発明は、ヒト移植レシピエントにおいてaGVHDを誘発するリスクが低
減されるようにヒト移植ドナーを選択する方法であって、i)本発明によるリスクを決定す
る方法を実施する工程、およびii)前記リスク決定に従って前記ドナーを選択する工程を
含む方法に関する。
【００１２】
　第3の態様では、本発明は、ヒト移植レシピエントに移植片移植した後に該レシピエン
トに施される免疫抑制治療を調節する方法であって、i)本発明によるリスクを決定する方
法を実施する工程、およびii)免疫抑制治療を調節する工程を含む方法に関する。
【００１３】
　別の態様では、本発明はさらに、上述の本発明による方法を実施するためのキットに関
する。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明者らは、CD4-iNKT細胞亜集団の拡大能力を解析する前に、候補ドナーから得たPB
SC移植片または血液試料由来のiNKT細胞の集団を12日～15日の間に拡大させる事前工程に
より、候補ドナーがレシピエントにおいて急性GVHDを誘発するリスクがあるかどうかを安
全に決定することが可能となることを示した。実際には、拡大後、2つの異なる可能性、
すなわち:iNKT細胞の集団からCD4-iNKT細胞亜集団が拡大されていないため(拡大因子≦1)
、ドナーがレシピエントにおいて急性GVHDを誘発するリスクが高いこと、またはiNKT細胞
の集団からCD4-iNKT細胞亜集団が有意に拡大されているため(拡大因子>1)、ドナーがレシ
ピエントにおいて急性GVHDを誘発するリスクがほとんどないことのいずれかのみが示され
る。
【００１５】
急性移植片対宿主病(aGVHD)のリスクを決定する方法:
　したがって、第1の態様では、本発明は、候補ヒト移植ドナーが、ヒト移植レシピエン
トにおいて急性移植片対宿主病(aGVHD)を誘発するリスクがあるかどうかを決定する方法
であって、i)候補ヒト移植ドナーから得た生物学的試料由来のインバリアントNKT(iNKT)
細胞の集団を拡大させる工程、ii)工程i)で得られた集団中のCD4-iNKT細胞亜集団の拡大
の存在または非存在を検出する工程、およびiii)iNKT細胞の集団からCD4-iNKT細胞亜集団
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が拡大されていない場合、その候補ヒト移植ドナーは、ヒト移植レシピエントにおいてaG
VHDを誘発するリスクが高いと結論付ける工程を含む方法に関する。
【００１６】
　本明細書中で使用する場合、「リスク」という用語は、急性GVHD(aGVHD)の発病のよう
な特定期間にわたって事象が発生する蓋然性を指し、対象の「絶対」リスクまたは「相対
」リスクを意味する場合がる。絶対リスクは、関連時間コホートに関する測定後の実際の
観察を参照して、または関連時間コホートに関して続いて行われた統計学的に妥当な歴史
的コホートから得られる指標値を参照して測定が可能である。相対リスクは、低リスクコ
ホートの絶対リスクまたは平均集団リスクのいずれかと比較した対象の絶対リスクの比を
指し、これは、臨床的リスク因子がどのように評価されるかにより様々であり得る。所定
の試験結果に関して肯定的な事象対否定的な事象の比率であるオッズ比もまた、無変換に
関して一般的に用いられる(オッズは、式p/(1-p)に従うものであり、ここでpは、事象の
蓋然性であり、(1-p)は、事象なしの蓋然性である)。
【００１７】
　「リスク決定」は、本発明の状況では、事象が発生し得る蓋然性、オッズまたは可能性
の予測を行うことを包含する。リスク決定はまた、予め測定された集団を参照して、絶対
的または相対的な、年齢、性別不一致、HLA実験等のような将来の臨床的パラメーター、
伝統的な研究室リスク因子値、またはaGVHDの他の指標の予測も包含し得る。本発明の方
法は、移植レシピエントにおいてaGVHDを誘発するリスクのカテゴリー測定を行うのに使
用されてもよく、したがってaGVHDを誘発するリスクがあるか、またはリスクがないと規
定される移植ドナーのカテゴリーのリスク範囲を規定して、そのようにして安全なドナー
を選択するのに有用である。
【００１８】
　本明細書中で使用する場合、「移植ドナー」という用語は、移植されるべき臓器、組織
または細胞が収集される対象を指す。本明細書中で使用する場合、「移植レシピエント」
という用語は、移植される臓器、組織または細胞を受ける対象を指す。本明細書中で使用
する場合、「移植材料」(または「移植片」)という用語は、対象への移植後に組織に取り
込まれる遊離(非結合)細胞、組織または臓器を指す。造血幹細胞移植(HSCT)の状況内では
、移植材料は、通常G-CSFによる流動後の末梢血、骨髄または臍帯血に由来する多能性造
血幹細胞である。
【００１９】
　本明細書中で使用する場合、「生物学的試料」という用語は、対象(例えば、移植ドナ
ー)から単離される任意の試料、好ましくは末梢血単核細胞(PBMC)を含有する試料を指す
。かかる試料の例としては、流体、組織、細胞試料、臓器、生検等が挙げられる。最も好
ましい試料は、血液試料、臍帯血試料または移植片試料(例えば、末梢血幹細胞(PBSC)移
植片試料または骨髄(BM)移植片試料)である。
【００２０】
　本明細書中で使用する場合、「血液試料」という用語は、全血、血漿および血清を含む
試料を指す。
【００２１】
　本明細書中で使用する場合、「NKT細胞」(ナチュラルキラーT細胞)という用語は、リン
パ球の亜集団を指し、より詳細には、自然免疫応答と適応免疫応答との間に関連性を提供
するCD1d拘束性T細胞の特有のサブセットを指す。実際に、T細胞受容体およびNK細胞マー
カーを同時発現するNKT細胞は、自己免疫疾患、感染性疾患および癌を含む各種免疫疾患
における免疫性の幾つかの態様に必須である。主要組織適合性複合体(MHC)MHCクラス1ま
たはMHCクラス2により提示される小ペプチド抗原を認識する従来のT細胞と異なり、NKT細
胞は、MHCクラス1様分子であるCD1dにより提示される糖脂質抗原を認識する。
【００２２】
　本明細書中で使用する場合、「iNKT」(インバリアントNKT細胞)という用語は、マウス
ではV[アルファ]14-J[アルファ]18鎖(ヒトではV[アルファ]24-J[アルファ]18)で構成され
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るインバリアントナチュラルT細胞受容体(TCR)を発現する1型NKT細胞とも呼ばれるNKT細
胞の主要サブセットを指す。アルファ-ガラクトシルセラミドのようなリガンドによるTCR
刺激時に、iNKT細胞は、IL-4、IFN-[ガンマ]、IL-12およびGM-CSFを含む広範囲のサイト
カインを迅速に産生する。iNKT細胞は、ヒトでは明確なサイトカイン分泌プロフィールを
有する2つの主なサブセット(または亜集団)、即ちCD4+およびCD4-細胞を含むことにさら
に留意すべきである。リガンドに対するこの迅速かつ強力な応答は、iNKT細胞が、自然免
疫性および獲得免疫性において各種免疫細胞の活性を増強または調節するのを可能にする
。
【００２３】
　1つの実施形態では、aGVHDは、グレードII～IVのaGVHDである。
【００２４】
　1つの実施形態では、候補ヒト移植ドナーは、HLA同一適合同胞ドナー(MSD)である。別
の実施形態では、候補ヒト移植ドナーは、HLA適合非血縁ドナー(MUD)である。さらに別の
実施形態では、候補ヒト移植ドナーは、不適合非血縁ドナーである。移植材料はまた、ハ
プロタイプ一致(haploidentical)ドナー由来、または4/6～6/6 HLA(A、B、DR)適合臍帯血
由来であり得る。
【００２５】
　1つの実施形態では、CD4-iNKT細胞亜集団は、CD3+CD4-TCRVα24Vβ11細胞の集団である
。
【００２６】
　iNKT細胞の集団を拡大させる工程(i)は、当業者に公知の非特異的刺激または抗原特異
的刺激のいずれかを使用して、種々の方法により実施され得る。通常、拡大は、iNKT細胞
の集団を、糖脂質抗原(例えば、アルファ-ガラクトシルセラミド(アルファ-GalCer))とと
もに培養することにより得られ得る。
【００２７】
　本明細書中で使用する場合、「拡大させる」という用語は、細胞(例えば、T細胞のよう
な免疫細胞)の所定の集団を活性化および増幅するプロセスを指す。T細胞の拡大は、好ま
しくは、T細胞および/もしくは抗原特異的刺激剤、または例えば抗原、細胞、抗体、レク
チン等の存在下でT細胞を含む細胞集団を培養することにより実施される。拡大はまた、
サイトカインの存在下でのT細胞の培養を必要とする場合もある。
【００２８】
　CD4-iNKT細胞亜集団の拡大の存在または非存在を検出する工程(ii)は、フローサイトメ
トリー方法、磁気ビーズ、生分解性ビーズ、非生分解性ビーズに対して標識された抗体に
よる親和性方法、およびかかる方法の組合せを使用したハイスループット細胞選別のよう
な免疫選択技法を含む当業者に利用可能な特定の免疫細胞集団を検出する各種方法により
実施され得る。
【００２９】
　本明細書中で使用する場合、「フローサイトメトリー方法」は、対象の細胞を流体流中
に懸濁させて、それらを電子検出装置に通すことにより、対象の細胞を計数する技法を指
す。フローサイトメトリー方法は、蛍光パラメーターのような毎秒最大数千個もの粒子の
物理的および/または化学的パラメーターの同時多重パラメトリック解析を可能にする。
最新のフローサイトメトリー機器は通常、多重レーザーおよび蛍光検出器を有する。フロ
ーサイトメトリー技法の一般的な変形は、「蛍光標示式細胞選別」を使用して、対象の集
団を精製または検出するように、粒子の特性に基づいて粒子を物理的に選別することであ
る。本明細書中で使用する場合、「蛍光標示式細胞選別」(FACS)は、各細胞の特定光散乱
および蛍光特性に基づいて、生物学的試料由来の細胞の異種混合物を、細胞1つずつ、2つ
以上の容器へ選別するフローサイトメトリー方法を指し、個々の細胞からの蛍光シグナル
の迅速で客観的かつ定量的な読み取り、ならびに特定の対象の細胞の物理的分離を提供す
る。したがって、FACSは本明細書中に記載する方法とともに使用して、CD4-iNKT細胞亜集
団を単離および検出することができる。
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【００３０】
　あるいは、免疫細胞集団(例えば、iNKT細胞)に関する単離および検出は、磁気ビーズの
ようなビーズをベースとする選別方法を使用して実施され得る。
【００３１】
　かかる方法を使用して、細胞は、特定の細胞表面マーカーに関して陽性または陰性で分
離および検出され得る。
【００３２】
　本明細書中で規定する場合、「陽性選択」は、特異的細胞表面マーカーを発現する細胞
の単離および検出をもたらす技法を指し、「陰性選択」は、特異的細胞表面マーカーを発
現しない細胞の単離および検出をもたらす技法を指す。幾つかの実施形態では、ビーズは
、市販のビーズ結合キットのような当業界公知の標準的な技法を使用して当業者により抗
体でコーティングされ得る。幾つかの実施形態では、陰性選択工程は、1つまたは複数の
系譜マーカーを発現する細胞を除去するように実施され、続いてiNKT細胞のサブセット(
即ち、CD4-iNKT細胞)を陽性に選択および検出するように蛍光標示式細胞選別を行う。
【００３３】
　かかる方法では、免疫細胞集団は、細胞表面マーカーまたは抗原と特異的に結合する抗
体またはテトラマーのような他の物質で単離および検出され得る。
【００３４】
　本明細書中で使用する場合、「細胞表面マーカーと特異的に結合する物質」は、その細
胞表面マーカーと特異的に反応し得るか、またはそれに結合し得るが、別の細胞表面もし
くは細胞内マーカーまたは抗原に対して検出可能な反応性がほとんどないか、または全く
ない物質を指す。例えば、CD4と特異的に結合する物質は、CD8と結合しない。したがって
、細胞表面マーカーと特異的に結合する物質は、上記マーカーの特有の構造的特質を認識
する。幾つかの実施形態では、細胞表面マーカーと特異的に結合する物質は、細胞表面マ
ーカーに結合するが、その細胞表面マーカーにより媒介される下流シグナル伝達事象の開
始を引き起こさない(例えば非活性化抗体)。細胞表面マーカーと特異的に結合する物質と
しては、抗体またはそれらの抗原結合フラグメント、天然または組換えリガンド、小分子
、核酸配列および核酸類似体、アプタマーおよび他のタンパク質またはペプチドが挙げら
れるが、これらに限定されない。
【００３５】
　幾つかの実施形態では、好ましい物質は、細胞表面マーカーと特異的に結合する抗体で
あり、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体、ならびにそれらの抗原結合誘導体
またはフラグメントを包含し得る。周知の抗原結合フラグメントとしては、例えば、単一
ドメイン抗体(dAb;単一VLまたはVH抗体ドメインで本質的に構成される)、単鎖Fvフラグメ
ント(scFv)を含むFvフラグメント、FabフラグメントおよびF(ab')2フラグメントが挙げら
れる。かかる抗体分子の構築に関する方法は、当業界周知である。したがって、本明細書
中で使用する場合、「抗体」という用語は、無傷の免疫グロブリン、またはFc(結晶性フ
ラグメント)領域を有するモノクローナルもしくはポリクローナル抗原結合フラグメント
、またはFc領域のFcRn結合フラグメントを指す。抗原結合フラグメントは、組換えDNA技
法により、または無傷抗体の酵素的もしくは化学的切断により産生され得る。「抗原結合
フラグメント」は、とりわけ、Fab、Fab'、F(ab')2、Fv、dAb、および相補性決定領域(CD
R)フラグメント、単鎖抗体(scFv)、単一ドメイン抗体、キメラ抗体、二重特異性抗体(dia
bodies)およびポリペプチドに特異的な抗原結合を付与するのに十分な免疫グロブリンの
少なくとも一部を含有するポリペプチドを包含する。Fab、Fc、pFc'、F(ab')2およびFvと
いう用語は、標準的な免疫学的意味で用いられる(Roitt,I. (1991) Essential Immunolog
y、第7版(Blackwell Scientific Publications社、Oxford))。かかる抗体または抗原結合
フラグメントは、R&D Systems社、BD Biosciences社、e-Biosciences社、Proimmune社お
よびMiltenyi社のような販社から市販されているか、または当業者に公知の方法によりこ
れらの細胞表面マーカーに対して産生させることができる。
【００３６】



(8) JP 2016-503302 A 2016.2.4

10

20

30

40

50

　幾つかの実施形態では、抗体または抗原結合フラグメントのような細胞表面マーカーに
特異的に結合する物質は、免疫細胞またはiNKT細胞集団の単離および検出を容易にするた
めのタグで標識される。
【００３７】
　本明細書中で使用する場合、「標識」または「タグ」という用語は、生物学的試料にお
いて特異的細胞表面マーカーの存在のような標的の存在を示す検出可能なシグナルを産生
することが可能な組成物を指す。適切な標識としては、蛍光分子、放射性同位体、ヌクレ
オチドクロモフォア、酵素、基質、化学発光部分、磁気粒子、生物発光部分等が挙げられ
る。したがって、標識は、免疫細胞またはiNKT細胞集団を単離および検出する方法に必要
とされる分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光学的または化学的手段
により検出可能な任意の組成物である。本発明の方法における使用のための抗体のような
物質を標識するための蛍光標識またはタグの非限定的な例として、ヒドロキシクマリン、
スクシンイミジルエステル、アミノクマリン、スクシンイミジルエステル、メトキシクマ
リン、スクシンイミジルエステル、カスケードブルー(Cascade Blue)、ヒドラジド、パシ
フィックブルー(Pacific Blue)、マレイミド、パシフィックオレンジ(Pacific Orange)、
ルシファーイエロー(Lucifer yellow)、NBD、NBD-X、R-フィコエリトリン(PE)、PE-Cy5複
合体(サイクローム(Cychrome)、R670、トリ-カラー(Tri-Color)、クウォンタムレッド(Qu
antum Red))、PE-Cy7複合体、レッド613、PE-テキサスレッド、PerCP、ペリジニンクロロ
フィルタンパク質、TruRed(PerCP-Cy5.5複合体)、FluorX、フルオレセインイソチオシア
ネート(FITC)、BODIPY-FL、TRITC、X-ローダミン(XRITC)、リサミンローダミンB、テキサ
スレッド、アロフィコシアニン(APC)、APC-Cy7複合体、アレキサフルオア(Alexa Fluor)3
50、アレキサフルオア405、アレキサフルオア430、アレキサフルオア488、アレキサフル
オア500、アレキサフルオア514、アレキサフルオア532、アレキサフルオア546、アレキサ
フルオア555、アレキサフルオア568、アレキサフルオア594、アレキサフルオア610、アレ
キサフルオア633、アレキサフルオア647、アレキサフルオア660、アレキサフルオア680、
アレキサフルオア700、アレキサフルオア750、アレキサフルオア790、Cy2、Cy3、Cy3B、C
y3.5、Cy5、Cy5.5またはCy7が挙げられる。
【００３８】
　1つの特定の実施形態では、CD3+CD4-TCR Vα24Vβ11細胞の集団は、CD4と特異的に結合
する標識された物質(例えば、CD4と特異的に結合する標識された抗体)、CD3と特異的に結
合する標識された物質(例えば、CD3と特異的に結合する標識された抗体)、およびiNKT細
胞のCD1d拘束性TCR Vα24Vβ11と特異的に結合する標識された物質(例えば、CD1d/PBS-57
テトラマーまたはProImmune社から購入されるもののような糖脂質組み込み済みヒトCD1d
テトラマー)を使用することにより検出され得る。
【００３９】
　1つの実施形態では、iNKT細胞の集団を拡大させる工程i)は、(a)前記候補ヒト移植ドナ
ーから得た生物学的試料由来の末梢血単核細胞(PBMC)を単離する工程、および(b)iNKT細
胞の増殖を刺激する物質およびiNKT細胞を活性化する物質の両方を含む培地中で前記PBMC
を培養する工程により実施される。
【００４０】
　候補ヒト移植ドナーから得た生物学的試料由来の抹消血単核細胞(PBMC)を単離する工程
(a)は、当業者により周知の方法により実施され得る(例えば、Ficoll-Paque(登録商標)密
度勾配遠心分離のような密度遠心分離による)。
【００４１】
　iNKT細胞の増殖を刺激する物質およびiNKT細胞を活性化する物質の両方を含む培地中で
PBMCを培養する工程(b)は、iNKT細胞の拡大に必要とされる所要時間、実施されると予想
される。
【００４２】
　通常、対象の培地を用いたPBMCの培養は、少なくとも10日間、好ましくは少なくとも12
日間、さらに好ましくは少なくとも15日間実施されると予想される。
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【００４３】
　本明細書中で使用する場合、「培地」という用語は、細胞の生存を維持し、増殖を支持
する栄養分を含有する、細胞集団の維持または細胞集団の培養のための培地(例えば、「
培養培地」)を指す。培地は、適切な組合せで下記:塩、緩衝液、アミノ酸、グルコースま
たは他の糖、抗生物質、血清または血清代替物、および成長因子、サイトカイン等のよう
な他の成分のいずれかを含有してもよい。特定の細胞型に通常使用される培地は、当業者
に公知である。本発明の培地は、Invitrogen社からのRPMI1640のような市販の培地をベー
スとしていてもよい。
【００４４】
　本明細書中で使用する場合、「iNKT細胞の増殖を刺激する物質」は、iNKT細胞の成長を
増加させることができる天然または合成の任意の化合物を指す。
【００４５】
　好適には、iNKT細胞の増殖を刺激する物質は、IL-2、IL-7およびIL-15からなる群から
選択される。
【００４６】
　1つの特定の実施形態では、iNKT細胞の増殖を刺激する物質は、IL-2である。好ましく
は、IL-2は、組換えヒトインターロイキン-2(rhIL-2)である。さらに、rhIL-2は医薬品用
途で市販されていることが予想される。適切な市販形態としては、例えば、組換えヒトIL
-2組成物であるプロロイキン(Proleukin)(登録商標)が挙げられる。
【００４７】
　本明細書中で使用する場合、「iNKT細胞を活性化する物質」は、CD1dと結合して、順に
樹状細胞(DC)の成熟を誘導することにより、およびNK細胞、マクロファージおよび従来の
Tリンパ球のような他の免疫細胞の機能に影響を及ぼすことにより自然/適応免疫応答を増
幅または調節するTh1サイトカイン(例えば、IFN-γ)および/またはTh2サイトカイン(例え
ば、IL-4)の強力な産生を引き起こすインバリアントナチュラルT細胞受容体(TCR)を活性
化することができる天然または合成の任意の化合物を指す。
【００４８】
　好適には、iNKT細胞を活性化する物質は、糖脂質抗原、特にアルファ-ガラクトシルセ
ラミド(アルファ-GalCer)および類似体のようなスフィンゴ糖脂質抗原である。
【００４９】
　本明細書中で使用する場合、「アルファ-ガラクトシルセラミド」(アルファ-GalCerま
たは(2S,3S,4R)-1-O-(アルファ-D-ガラクトシル)-N-ヘキサコサノイル-2-アミノ-1,3,4-
オクタデカントリオール、KRN7000とも称される)という用語は、海綿由来のスフィンゴ糖
脂質を指し、これはiNKT細胞に関するスーパーアゴニスト抗原である(米国特許第5,936,0
76号に記載)。
【００５０】
　本明細書中で使用する場合、「アルファ-GalCer類似体」という用語は、アルファ-GalC
erのような方法で同じサイトカイン産生を引き起こす天然または合成の任意の化合物を指
す。したがって、かかる化合物としては、アルファ-GalCer誘導体ならびに構造がアルフ
ァ-GalCerに類似している化合物が挙げられ、当業者周知である。他の類似体は、例えば
国際特許出願WO93/05055号、WO94/09020号、WO94/24142号、WO94/02168号およびWO98/449
28号に記載されている。
【００５１】
　1つの実施形態では、iNKT細胞を活性化する物質は、アルファ-ガラクトシルセラミド(
アルファ-GalCer)、アルファ-グルクロノシルセラミド、ホスファチジルイノシトールテ
トラマンノシド、イソグロボトリヘキソシルセラミド、ガングリオシドGD3、ホスファチ
ジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルイノシトール、スルファ
チド、ベータ-ガラクトシルセラミド、リポホスホグリカン、グリコイノシトールリン脂
質、ベータ-アノマーガラクトセラミドおよびアルファ-アノマーガラクトシルセラミドを
含むアルファ-ガラクトシルセラミド類似体、および細菌脂質抗原からなる群から選択さ
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れる糖脂質抗原である。
【００５２】
　1つの特定の実施形態では、iNKT細胞を活性化する物質は、アルファ-GalCerである。
【００５３】
　アルファ-GalCerは、通常、1～500ng/mlの範囲の濃度で、好ましくは100ng/mlで、本発
明の培養培地に添加される。
【００５４】
　IL-2は、通常、1～100ng/mlの範囲の濃度で、好ましくは50ng/mlで、本発明の培養培地
に添加される。
【００５５】
　好ましい実施形態では、アルファ-GalCerは、0日目に本発明の培養培地に添加され、続
いてIL-2は、1日目に培養培地に添加される。
【００５６】
ヒト移植ドナーを選択する方法:
　本発明はさらに、ヒト移植ドナーを選択する方法を提供する。上述の方法によって獲得
された情報を使用して、急性GVHDの発症を回避するか、または最低限に抑えるために、数
人の予め同定されている適合ドナーの中で移植ドナーを選択することができる。
【００５７】
　したがって、第2の態様では、本発明は、ヒト移植レシピエントにおいて急性GVHDを誘
発するリスクを低減するようにヒト移植ドナーを選択する方法であって、i)請求項1に記
載のリスクを決定する方法を実施する工程、およびii)前記リスク決定に従って前記ドナ
ーを選択する工程を含む方法に関する。
【００５８】
　本方法は、例えば、上述のリスクを決定する方法のいずれかを使用すること、および得
られた結果を考慮して、急性GVHDのリスクを低減するように移植レシピエントに関して最
良の移植ドナーを選択することにより実施され得る。CD4-iNKT細胞亜集団の拡大のレベル
が、ドナーがGVHDを誘発するリスクがあることを示す場合、別の適合ドナーを同定するこ
とが必要な場合がある。
【００５９】
　実際に、同種HSCTにおける移植幹細胞拒絶または急性GVHDのリスクを制限するために、
ドナーは好ましくは、レシピエントと同じヒト白血球抗原(HLA)を有すると予想される。
適合ドナーは、可能性のあるドナーの血液からさらなるHLA試験を行うことにより見出さ
れる。HLA遺伝子は、2つのカテゴリー(タイプIおよびタイプII)に収まる。概して、タイ
プI遺伝子(即ち、HLA-A、HLA-BまたはHLA-C)の不適合は、移植片拒絶のリスクを増大させ
る。HLAタイプII遺伝子(即ち、HLA-DRまたはHLA-DQB1)の不適合は、移植片対宿主病のリ
スクを増大させる。適合は、HLA遺伝子の3つ以上の遺伝子座での変動に基づいて実施され
、これらの遺伝子座で完全に適合していることが好ましい。これらの重要な対立遺伝子で
良好な適合が存在する場合でも、レシピエントは、移植片対宿主病を緩和するための免疫
抑制投薬を要する。同種移植ドナーは、血縁関係にあってもよく(通常、密接にHLA適合し
た同胞またはMSD)、または血縁関係でなくてもよい(血縁関係ではなく、非常に密接な度
合いのHLA適合を有することがわかっているドナーまたはMUD)。非血縁ドナーは、国際骨
髄ドナープログラム(International Marrow Donor Program)のような骨髄ドナーの登録か
ら見出すことが可能である。
【００６０】
免疫抑制治療を調節する方法:
　本発明はさらに、個別治療計画を開発する方法を提供する。上述の方法によって獲得さ
れた情報を使用して、移植レシピエントごとに個別治療計画を開発することができる。
【００６１】
　したがって、さらなる態様では、本発明は、ヒト移植レシピエントに移植片移植した後
に該レシピエントに施される免疫抑制治療を調節する方法であって、i)本発明によるリス
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クを決定する方法を実施する工程、およびii)免疫抑制治療を調節する工程を含む方法に
関する。
【００６２】
　本方法は、例えば、上述のリスクを決定する方法のいずれかを使用して、および得られ
た結果を考慮して、移植レシピエントに関する治療計画を設計することにより実施され得
る。CD4-iNKT細胞亜集団の拡大のレベルが、レシピエントが望ましくない臨床結果(例え
ば、aGVHDの発症)のリスクがあることを示す場合、レシピエントは、有効量の免疫抑制治
療(例えば、抗拒絶剤)による治療に関する候補である。CD4-iNKT細胞亜集団の拡大のレベ
ル(即ち、解析される生物学的試料中の亜集団の拡大の存在または非存在)に応じて、レシ
ピエントは、標準的なレジメンよりも程度の差はあるが積極的な治療レジメンを必要とす
る可能性があるか、またはレシピエントが標準的なレジメンに最もよく適合すると決定さ
れる可能性がある。そのように治療されると、aGVHDのような移植に関連する合併症を治
療または防止することができる。逆に、CD4-iNKT細胞亜集団の拡大のレベルは、患者が望
ましくない臨床結果を経る可能性が低いことの指標となる場合もある。そのような事象で
は、患者は、免疫抑制治療を回避し(または、あまり積極的ではないレジメンを必要とし)
、それらの関連副作用も回避し得る。
【００６３】
　プレドニゾン、メチルプレドニゾロン、アザチオプリン、シクロホスファミド、シクロ
スポリン、T細胞に対するモノクローナル抗体(例えば、OKT3)およびヒトリンパ球に対す
る抗血清(抗リンパ球グロブリン-ALS)または胸腺細胞に対する抗血清(抗胸腺細胞グロブ
リン-ATG)のような、拒絶を制御するための移植に使用される任意の免疫抑制剤、または
かかる物質の組合せが、本発明により使用することができる。本発明により使用すること
ができる骨髄破壊剤の例は、ブスルファン、ジメチルミレランおよびチオテパである。
【００６４】
本発明によるキット:
　本発明はさらに、本発明による方法を実施するのに適したキットに関する。かかるキッ
トは、上述したような、少なくともa)iNKT細胞の増殖を刺激する物質、b)iNKT細胞を活性
化する物質およびc)CD4と特異的に結合する標識された物質を含み得る。
【００６５】
　1つの実施形態では、キットは、少なくともIL-2、アルファ-GalCerおよびCD4と特異的
に結合する標識された抗体を含む。
【００６６】
　特定の実施形態では、本キットはさらに、d)CD3と特異的に結合する標識された物質(例
えば、CD3と特異的に結合する標識された抗体)、およびe)iNKT細胞のCD1d拘束性TCR Vα2
4Vβ11と特異的に結合する標識された物質(例えば、CD1d/PBS-57テトラマーまたはProImm
une社から購入されるもののような組み込み済みヒトCD1dテトラマー)をさらに含む。
【００６７】
　本キットは、本発明による方法を実施するのに有用な1つまたは複数の生化学的試薬(例
えば、PBSおよび洗浄緩衝液のような緩衝液溶液)をさらに含んでもよい。
【００６８】
　下記図面および実施例により、本発明をさらに説明する。しかしながら、これらの実施
例および図面は、いかなる場合においても本発明の範囲を限定すると解釈されないものと
する。
【図面の簡単な説明】
【００６９】
【図１】(A)抗CD3およびPBS57組み込み済みCD1d-テトラマー(左)または陰性対照として使
用される空のCD1d-テトラマー(右)で染色された総iNKT細胞、および(B)ゲーティングされ
たiNKT細胞のCD4発現プロフィールの代表的なFACSプロフィールである。
【図２】ドナー移植片由来のCD4-iNKT細胞集団の拡大の結果の描写である。(A)CD4-iNKT
亜集団が存在し、iNKTの集団から培養で拡大されたもの、または(B)CD4-iNKT亜集団が存
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在せず、および/またはiNKTの集団から培養で拡大されなかったもの。
【図３】グレードII～IVのaGVHDのリスクを予測するROC解析である。(A):移植片CD4-iNKT
/T比の予測値、(B)および(C):移植片CD4-iNKT細胞の拡大因子の予測値。
【図４】グレード0～I対グレードII～IVのaGVHDを発症する患者のPBSC移植片由来の培養
物における0日目(A)および15日目(B)のCD4-iNKT細胞/ウェルの比較である。
【実施例】
【００７０】
移植後のレシピエントにおける急性GVHDの発生時のHSCTドナーの移植片または末梢血のい
ずれか由来のCD4-iNKT細胞の移植片含有量および拡大能力の解析
材料および方法
　iNKT細胞拡大:血液または骨髄試料由来のドナーのPBMCを、100U/mLの抗生物質(ペニシ
リン+ストレプトマイシン)、10%FBS、2mMグルタミンおよび10mM HEPESを含有するRPMI 16
40培地中でウェル1つ当たり106個の細胞の密度で24ウェルプレートにおいて培養する。10
0ng/mLのアルファ-ガラクトシルセラミド(KRN7000)を培養の開始時、続いて24時間後に、
50ng/mL(または845UI/mL)のrhIL-2を添加する。2週後、細胞を収集して、広範囲にわたっ
て洗浄して、トリパンブルー排除により、それらの生存度に関してアッセイする。
【００７１】
　表面染色:新鮮な、または培養したドナーのPBMCをフローサイトメトリーにより解析す
る。PBMCの染色は、下記の直接蛍光的に結合されたモノクローナル抗体:アルファ-GalCer
組み込み済みヒトCD1dテトラマー(ProImmune社から)、抗ヒトCD3および抗ヒトCD4(eBiosc
ience社から)の存在下で、4℃で30分間実施する。細胞を、PBS 1X+2%FBS中に再懸濁させ
て、アルファ-GalCer組み込み済みヒトCD1dテトラマーでまず染色して、PSB 1×FBS 2%で
洗浄して、続いて抗CD3抗体および抗CD4抗体で染色する。細胞をFACSCanto II(BD Biosci
ences社)で獲得して、FlowJoソフトウェア(Tree Star社)を使用して解析する。
【００７２】
　患者および方法:本発明者らは、54名の同種ドナー由来のiNKT細胞を含むT細胞亜型にお
けるHSC移植片の含有量を解析し(適合血縁52%および適合非血縁48%)、それらのうちの34
種においてiNKT細胞の拡大能力を研究することができた(14種の骨髄幹細胞および21種のP
BSC)。移植片含有量の比率と、CD4-およびCD4+iNKT、CD4+、CD8+、γδ+ならびにナイー
ブおよびメモリー活性化調節T細胞の合計絶対数をフローサイトメトリーにより解析した
。iNKT CD4+およびCD4-亜集団の拡大能力は、IL-2およびアルファ-GalCerとのPBMC培養の
15日後に解析した。
【００７３】
　結果は、同種HSCT後のレシピエントにおいてグレードII～IVのaGVHDの発症と相関して
おり、すなわち54名の患者のうち15名(28%)で、およびiNKT亜型の拡大能力に関して研究
できた21種のPBSC移植片のうち6種(28.5%)で発症がみられた。
【００７４】
結果
　図1に示されるように、総iNKT細胞集団は、CD3+およびCD1d-テトラマー+細胞において
フローサイトメトリーにより検出することができる(図1A)。CD4-およびCD4+iNKT亜集団は
、抗CD4標識抗体の使用により検出される(図1B)。
【００７５】
　図2に示されるように、IL-2およびアルファ-GalCerの存在下でのiNKT細胞のin vitroで
の拡大の12～15日後に、CD4-iNKT亜集団の拡大(2A)またはなし(2B)に応じて、2つの明確
な状況を観察する。
【００７６】
　種々の研究されたリンパ球サブセット間での単変量解析(Table 1(表1))および関数解析
では、総iNKT/T、CD4-iNKT/T比およびCD4- iNKT細胞の拡大能力のみが、グレードII～IV
のaGVHD発生と有意な関連を示した(それぞれ、p=0.039、p=0.038およびp=0.008)。したが
って、これまでに報告されたように、グレードII～IVのaGVHDを発症する患者と比較して
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、グレード0～IのaGVHDを発症する患者は、より高比率のCD4-iNKT細胞を含有する移植片
を受け入れた。
【００７７】
【表１】

【００７８】
　多変量解析(Table 2(表2))では、移植片中に含有されるCD4-iNKT細胞の拡大能力は、グ
レードII～IVのaGVHD発生の独立した予測因子であり(オッズ比=0.19、95% CI:0.029～0.5
5、p=0.017)、非血縁ドナーの使用も同様であった(p=0.028)。
【００７９】
【表２】

【００８０】
　ROC解析(図3)を使用して、本発明者らは、移植片に含有されるCD4-iNKT細胞の拡大因子
が、グレードII～IVのaGVHD発生の最良の予測因子であることを見出した(曲線下面積(AUC
)=0.76)。全ての移植片を含めて、試験の感度は96%であり(1.8未満の拡大因子を伴うaGVH
Dを発症する蓋然性)、特異度は70%であった(カットオフを上回るaGVHDを発症しない蓋然
性)。PBSC移植片(6つのグレードII～IVのaGVHDを有するn=21)では、試験の予測性は、AUC
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【００８１】
　本発明者らは、15名のドナーにおいて、G-CSFによる流動前の末梢血または移植片のい
ずれか由来のCD4-iNKT細胞の拡大能力の類似のパターンを観察した(Table 3(表3))。
【００８２】
【表３】

【００８３】
参考文献:
　本出願全体にわたり、様々な参考文献が本発明が関連する技術分野の最新技術を説明し
ている。これらの参考文献の開示は、参照により本開示に組み込まれる。
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摘要(译)

本发明涉及一种确定候选人类移植供体是否有在人类移植接受者中诱发急性移植物抗宿主病（aGVHD）的风险的方法，其随后对
接受者没有风险。 它可能允许选择捐助者。 本发明还涉及在执行本发明的风险确定方法之后，在移植到受体后调节对人移植受体
的免疫抑制治疗的方法。 该方法包括扩增候选供体的iNKT细胞（不变的NKT细胞）并确定CD4（-）iNKT细胞亚群扩增的存在与
否。 特别地，确定了CD3 + CD4-TCRVα24Vβ11细胞。 公开了一种试剂盒。
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