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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ｉ）液体サンプル中に含まれる細胞集団上のＣＤ４、ＣＤ２５、ＣＤ１２７及びＣＤ１
５ｓマーカーの細胞表面発現を検出する工程、及びｉｉ）ＣＤ４、ＣＤ２５、低いレベル
のＣＤ１２７、及びＣＤ１５ｓを発現している細胞がエフェクターＴレグ細胞であると結
論付ける工程を含む、液体サンプル中のエフェクターＴレグ細胞（ｅＴレグ）を同定する
ための方法。
【請求項２】
　液体サンプルが、血液サンプル、ＰＢＭＣサンプル、又は懸濁液中のＴレグ細胞のサン
プルからなる群より選択される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　液体サンプル中に含まれる細胞集団上のＣＤ４、ＣＤ２５、ＣＤ１２７及びＣＤ１５ｓ
マーカーの細胞表面発現の検出が、マーカーに特異的な一連の抗体を用いて実施される、
請求項１又は２の方法。
【請求項４】
　液体サンプル中に含まれる細胞集団上のＣＤ４、ＣＤ２５、ＣＤ１２７及びＣＤ１５ｓ
マーカーの細胞表面発現の検出が、フローサイトメトリーによって実施される、請求項１
～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　ｉ）ＣＤ４、ＣＤ２５、Ｆｏｘｐ３、及びＣＤ１５ｓマーカーの細胞発現を検出する工
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程、及びｉｉ）ＣＤ４、ＣＤ２５、Ｆｏｘｐ３、及びＣＤ１５ｓを発現している細胞がエ
フェクターＴレグ細胞であると結論付ける工程を含む、組織サンプル中のエフェクターＴ
レグ細胞（ｅＴレグ）を同定するための方法。
【請求項６】
　組織サンプルを、ＣＤ４、ＣＤ２５、Ｆｏｘｐ３、及びＣＤ１５ｓに特異的な一連の抗
体を用いて染色することからなる工程を含む、請求項５の方法。
【請求項７】
　組織サンプル中のＣＤ４、ＣＤ２５、Ｆｏｘｐ３、及びＣＤ１５ｓマーカーの細胞発現
の検出が免疫化学法によって実施される、請求項５又は６の方法。
【請求項８】
　組織サンプルが、脳、副腎、結腸、小腸、胃、心臓、肝臓、皮膚、腎臓、肺、膵臓、精
巣、卵巣、前立腺、子宮、甲状腺、及び脾臓の組織切片からなる群より選択される、請求
項５～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　ＣＤ４５ＲＡの表面発現を検出することからなる工程をさらに含む、請求項１～８のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　サンプル中に存在するｅＴレグ細胞のレベルを決定することからなる工程をさらに含む
、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　サンプルからｅＴレグ細胞を単離することからなる工程をさらに含む、請求項１～９の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　請求項１１の方法によって得られた単離されたｅＴレグ。
【請求項１３】
　請求項１２に記載の単離されたｅＴレグ細胞集団を含む医薬組成物。
【請求項１４】
　自己免疫疾患、炎症性疾患、アレルギー性疾患、及び移植片拒絶からなる群より選択さ
れる疾患の処置のための請求項１３の医薬組成物。
【請求項１５】
　ｅＴレグ細胞のためのバイオマーカーとしてのＣＤ１５ｓの使用。
【請求項１６】
　ｉ）被験者から得られたサンプル中において、請求項１０の方法を実施することによっ
てｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルを基準
値と比較する工程、及びｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルが基準値よりも低い場合に
、被験者は疾患を患っていることを示す工程を含む、被験者における自己免疫疾患、炎症
性疾患、及びアレルギー性疾患からなる群より選択された疾患をインビトロで診断するた
めの方法。
【請求項１７】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の方法を実施することによってｅＴレグ細胞集団を
検出する工程を含む、被験者において自己免疫疾患、炎症性疾患、及びアレルギー性疾患
からなる群より選択された疾患を有するリスクがあるかどうかをインビトロで決定するた
めの方法であって、該集団の存在は被験者が疾患を有するリスクがあることを示す、前記
方法。
【請求項１８】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の方法を実施することによってｅＴレグ細胞集団の
有無を検出する工程を含む、移植片拒絶のリスクがあるかどうかをインビトロで決定する
ための方法であって、該集団の不在は被験者が移植片拒絶のリスクがあることを示す、前
記方法。
【請求項１９】
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　ｉ）被験者から得られたサンプル中において、請求項１０の方法を実施することによっ
てｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルを基準
値と比較する工程、及びｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルが基準値よりも低い場合に
、被験者が移植片拒絶のリスクがあることを示す工程を含む、移植片拒絶のリスクがある
かどうかをインビトロで決定するための方法。
【請求項２０】
　ｉ）請求項１０の方法を実施することによって疾患の１回目の特定の時期に、被験者か
ら得られたサンプル中のｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）請求項１０の
方法を実施することによって疾患の２回目の特定の時期に、被験者から得られたサンプル
中のｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルを
工程ｉｉ）で決定されたレベルと比較する工程、及びｉｖ）工程ｉｉ）で決定されたレベ
ルが工程ｉ）で決定されたレベルよりも低い場合に、疾患は悪い方向に進展したことを示
す工程を含む、自己免疫疾患、炎症性疾患、及びアレルギー性疾患からなる群より選択さ
れた疾患をインビトロでモニタリングするための方法。
【請求項２１】
　ｉ）請求項１０の方法を実施することによって処置前に被験者から得られたサンプル中
のｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）請求項１０の方法を実施することに
よって処置後に被験者から得られたサンプル中のｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工
程、ｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルを工程ｉｉ）で決定されたレベルと比較する工
程、及びｉｖ）工程ｉｉ）で決定されたレベルが工程ｉ）で決定されたレベルよりも高い
場合に、処置は効果的であることを示す工程を含む、自己免疫疾患、炎症性疾患、及びア
レルギー性疾患からなる群より選択された疾患の処置をインビトロでモニタリングするた
めの方法。
【請求項２２】
　ｉ）請求項１０の方法を実施することによって被験者から得られたサンプル中のｅＴレ
グ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルを基準値と比較
する工程、及びｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルが基準値より高い場合に、患者は悪
い予後を有することを示す工程を含む、癌を患っている患者の生存期間をインビトロで予
測するための方法。
【請求項２３】
　ｉ）請求項１０の方法を実施することによって被験者から得られたサンプル中のｅＴレ
グ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルを基準値と比較
する工程、及びｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルが基準値より低い場合に、患者は処
置に有意に応答するであろうことを示す工程を含む、癌を患っている患者が処置に応答す
るかどうかをインビトロで決定するための方法。
【請求項２４】
　処置が、免疫療法剤を用いて行なわれる、請求項２３の方法。
【請求項２５】
　細胞集団上のＣＤ４、ＣＤ２５、ＣＤ１２７及びＣＤ１５ｓマーカーの細胞表面発現を
検出するための手段を含むキット。
【請求項２６】
　細胞集団上のＣＤ４、ＣＤ２５、Ｆｏｘｐ３及びＣＤ１５ｓマーカーの細胞発現を検出
するための手段を含むキット。
【請求項２７】
　該手段が抗体である、請求項２５又は２６のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、２０１３年７月３１日に出願された、欧州特許出願番号第ＥＰ１３３０６１
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０６．９号の優先権を主張する。欧州特許出願は、その全体が参照により本明細書に組み
入れられる。
【０００２】
発明の分野：
　本発明は、エフェクター制御性Ｔ細胞を同定するための方法及びキットに関する。
【０００３】
発明の背景：
　ＦｏｘＰ３転写因子を発現している制御性Ｔ（Ｔレグ）細胞は、自己寛容の維持に役立
つ３。全てのマウスＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞が効果的なＴレグ細胞であると考えら
れるが、そのヒト対応物は表現型及び機能において異質である４。あらゆるヒト通常型Ｃ
Ｄ４＋Ｔ細胞が、抑制能を有さないＩＬ－２の存在下で活性化されるとＦｏｘＰ３をアッ
プレギュレートすることができることが広く受け入れられているが５～９、本発明者らは
、ＰＢＭＣ中の全てのＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞が制御機能を有するわけではないこ
とを実証した。実際に、ＦｏｘＰ３＋ＣＤ４＋Ｔ細胞は、（１）ＣＤ１２７（ｌｏｗ）Ｃ
Ｄ２５＋＋ＣＤ４５ＲＡ＋ＦｏｘＰ３（ｌｏｗ）表現型を有するナイーブ／休止Ｔレグ細
胞（ｎＴレグ）、及び（２）ＣＤ１２７（ｌｏｗ）ＣＤ２５＋＋＋ＣＤ４５ＲＡ－Ｆｏｘ
Ｐ３（ｈｉｇｈ）表現型を有するエフェクター／活性化Ｔレグ（ｅＴレグ）（どちらもイ
ンビトロにおいて非常に抑制性である）、及び（３）ＣＤ１２７（ｌｏｗ）ＣＤ２５＋＋
ＣＤ４５ＲＡ－ＦｏｘＰ３（ｌｏｗ）表現型を有する抑制性ではないＣＤ４＋Ｔ細胞に分
類され得る。本発明者らはまた、胸腺遊出マーカーを有するナイーブＴレグ細胞が、エフ
ェクターＴレグ細胞の前駆体であることを示すことができた１０。
【０００４】
　ＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞のこの機能的叙述の妥当性を、免疫媒介性疾患である全
身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）及びサルコイドーシス（ＰＢＭＣ中の各サブセットは異
常であり、サルコイドーシスにおいてはｅＴレグ細胞が顕著に増加し、活動性ＳＬＥにお
いては非ＴレグＦｏｘＰ３（ｌｏｗ）細胞が非常に増加していた）において確認すること
ができた１０。
【０００５】
　前記の分類は、細胞内ＦｏｘＰ３発現の分析に基づいて行なわれたので、本発明者らは
、ＦｏｘＰ３発現細胞サブセットのための特異的な表面マーカーを決定しようと努力した
。ｎＴレグ細胞はＣＤ１２７（ｌｏｗ）ＣＤ２５＋＋ＣＤ４５ＲＡ＋ＦｏｘＰ３（ｌｏｗ
）表現型によって容易に定義され得るが１１～１３、表面マーカーの使用に基づいてＦｏ
ｘＰ３（ｌｏｗ）非Ｔレグ細胞とＦｏｘＰ３（ｈｉｇｈ）Ｔレグ細胞とをどのように区別
するかは依然として不明である。
【０００６】
　他のグループは、ヒトＴレグ細胞を、ＩＣＯＳ１４、ＨＬＡ－ＤＲ１５の発現、又はＨ
ｅｌｉｏｓ１６の細胞内発現に基づいてさらに分類することができることを示し、後者は
天然型Ｔレグ細胞に特異的であるとして報告されている。
【０００７】
　しかし、当技術分野におけるエフェクター／活性化Ｔレグのための特異的な表面マーカ
ーのニーズは依然として充足されていない。
【０００８】
　それ故、本発明者らは、後者の代用識別マーカーの発現を、ＦｏｘＰ３及び他の表面マ
ーカーの発現レベルと相関させようと努力した。
【０００９】
発明の要約：
　ここで本発明者らは、最もよく知られている表面マーカーの徹底的な研究に基づいて、
ＣＤ１５ｓ（シアリルルイスｘ）の発現が、抑制性ｅＴレグ細胞とＦｏｘＰ３（ｌｏｗ）
非Ｔレグ細胞とを効果的に区別することができることを示す。本発明者らはまた、胸腺に
おけるＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞のＣＤ１５ｓ発現が、末梢でｅＴレグによって生じ
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る他の活性化マーカーと並行することを示す。最後に、本発明者らは、ｅＴレグ細胞の特
異的マーカーとしてのＣＤ１５ｓの使用は、ＦｏｘＰ３発現サブセットの異常を有する標
準的な疾患において妥当であることを示す。
【００１０】
　それ故、本発明者らは本発明において初めて、ｅＴレグ細胞に非常に特異的である表面
マーカーを記載する。
【００１１】
　したがって、本発明は、細胞集団上のＣＤ４、ＣＤ２５、ＣＤ１２７及びＣＤ１５ｓマ
ーカーの細胞表面発現を検出する工程を含む、液体サンプル中のエフェクターＴレグ細胞
（ｅＴレグ）を同定するための方法に関し、ここで、ＣＤ４、ＣＤ２５、低いレベルのＣ
Ｄ１２７、及びＣＤ１５ｓを発現している細胞はエフェクターＴレグ細胞である。
【００１２】
　本発明は、細胞集団上のＣＤ４、ＣＤ２５、及びＣＤ１５ｓマーカーの細胞発現を検出
する工程を含む、組織サンプル中のエフェクターＴレグ細胞（ｅＴレグ）を同定するため
の方法に関し、ここで、ＣＤ４、ＣＤ２５、及びＣＤ１５ｓを発現している細胞はエフェ
クターＴレグ細胞である。
【００１３】
　本発明はまた、上記の方法によって得ることができる単離されたｅＴレグに関する。
【００１４】
　最終の態様では、本発明は、ｅＴレグのバイオマーカーとしてのＣＤ１５ｓの使用に関
する。
【００１５】
発明の詳細な説明：
エフェクターＴレグ細胞（ｅＴレグ）を同定するための方法
　本発明の目的は、ｉ）液体サンプル中に含まれる細胞集団上のＣＤ４、ＣＤ２５、ＣＤ
１２７及びＣＤ１５ｓマーカーの細胞表面発現を検出する工程、及びｉｉ）ＣＤ４、ＣＤ
２５、低いレベルのＣＤ１２７、及びＣＤ１５ｓを発現している細胞がエフェクターＴレ
グ細胞であると結論付ける工程を含む、液体サンプル中のエフェクターＴレグ細胞（ｅＴ
レグ）を同定するための方法に関する。
【００１６】
　「制御性Ｔ細胞」（「Ｔレグ」又は「Ｔレグ細胞」とも呼ばれる）という用語は当技術
分野におけるその一般的な意味を有し、これはインビトロ及び／又はインビボにおいてエ
フェクターＴ細胞の活性を「抑制する」と特徴付けられるＴ細胞の亜集団を述べることを
意図する。したがって、Ｔレグ細胞は、健康な免疫系の重要な成分を示す。制御性Ｔ細胞
は、免疫系を調節するエフェクターＴ細胞を抑制することに関与し、自己抗原に対する寛
容を維持し、かつ自己免疫疾患及び／又は炎症性疾患を抑止する。Ｔレグは、当技術分野
において公知である数多くの認められているバイオマーカーを有する。制御性Ｔ細胞は、
ＦＯＸＰ３及びＣＤ４５ＲＡを発現する「ナイーブＴレグ」、及びこれもまたＦＯＸＰ３
を発現するがＣＤ４５ＲＡを発現しない「エフェクターＴレグ」として定義される、ＣＤ
４５ＲＡの発現によって互いに区別される２つのサブセットを含む。増大に適した細胞は
ナイーブＴレグである。なぜなら、ナイーブＴレグは刺激条件下及びＩＬ－２の存在下で
非常に増殖するが、エフェクターＴレグはこのような条件下であまり増殖しないからであ
る。したがって、ＦｏｘＰ３＋ＣＤ４＋Ｔ細胞は、（１）ＣＤ１２７（ｌｏｗ）ＣＤ２５
＋＋ＣＤ４５ＲＡ＋ＦｏｘＰ３（ｌｏｗ）表現型を有するナイーブ／休止Ｔレグ細胞（ナ
イーブＴレグ）、及び（２）ＣＤ１２７（ｌｏｗ）ＣＤ２５＋＋＋ＣＤ４５ＲＡ－Ｆｏｘ
Ｐ３（ｈｉｇｈ）表現型を有するエフェクターＴレグ（「エフェクターＴレグ細胞」）（
どちらもインビトロにおいて非常に抑制性である）、及び（３）ＣＤ１２７（ｌｏｗ）Ｃ
Ｄ２５＋＋ＣＤ４５ＲＡ－ＦｏｘＰ３（ｌｏｗ）表現型を有する抑制性ではないＣＤ４＋
Ｔ細胞に分類され得る。したがって、「エフェクターＴレグ細胞」（「ｅＴレグ細胞」と
も呼ばれる）という用語は、エフェクターＴ細胞の制御機能又は抑制機能を示す活動的な
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Ｔレグ細胞を指す（Ｔレグ細胞の「エフェクター」の文字通りに作用する）。ｅＴレグ細
胞の制御／抑制機能の実証は、当技術分野において公知の任意の適切な方法によって決定
され得る（Miyara, M. et al. Functional Delineation and Differentiation Dynamics 
of Human CD4(+) T Cells Expressing the FoxP3 Transcription Factor. Immunity 30, 
899-911 (2009)を参照）。特に、このような試験の例は、実施例の節に提示されている。
具体的には、実施例及び図２に具現された試験は、制御性Ｔ細胞の機能評価のための標準
的なインビトロ試験と捉えられる。
【００１７】
　実施態様によっては、本発明によるｅＴレグ細胞は哺乳動物ｅＴレグ細胞、最も特定す
るとヒトｅＴレグ細胞である。
【００１８】
　「液体サンプル」という用語は、懸濁液中にｅＴレグ細胞集団を含有しやすい任意のサ
ンプルを指す。非限定的な例としては、生物学的液体、例えば血液（例えば末梢血又は臍
帯血）、尿、リンパ、脳脊髄液若しくは腺管液、又は生理的溶液（例えば食塩水、リン酸
緩衝食塩水（ＰＢＳ）、又は組織培養培地）中に希釈されたこのような液体、又は、生物
学的液体から得られて（例えば遠心分離によって）かつ生理的溶液に懸濁された細胞が挙
げられる。「細胞を含有する液体サンプル」の他の例としては、骨髄穿刺液、針生検吸引
液、又は例えばリンパ節若しくは脾臓に由来する生検標本から得られた（生理的溶液中）
細胞懸濁液が挙げられる。
【００１９】
　実施態様によっては、液体サンプルは血液サンプルである。「血液サンプル」という用
語は、被験者（例えば、ｅＴレグ細胞集団を同定することができるかどうかを決定するこ
とに関心が持たれる個体）から得られた全血サンプルを意味する。
【００２０】
　実施態様によっては、液体サンプルはＰＢＭＣサンプルである。本明細書において使用
される「ＰＢＭＣ」又は「末梢血単核細胞」又は「未分画ＰＢＭＣ」という用語は、全Ｐ
ＢＭＣ、すなわち、所与の亜集団について強化されていない、丸い核を有する白血球集団
を指す。典型的には、ＰＢＭＣサンプルは、非接着性のＰＢＭＣ（Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチ
ュラルキラー（ＮＫ）細胞、ＮＫ Ｔ細胞、及びＤＣ前駆体を含有する）を含有させる選
択工程に付されていてもよい。それ故、本発明によるＰＢＭＣサンプルは、リンパ球（Ｂ
細胞、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞）を含有する。典型的には、これらの細胞は、血液
の層を分離させる親水性多糖であるフィコールを使用して全血から抽出され得、ＰＢＭＣ
は血漿の層の下にセルリングを形成する。さらに、ＰＢＭＣは、選択的に赤血球を溶解す
る低張溶解緩衝液を使用して全血から抽出されてもよい。このような手順は当業者には公
知である。
【００２１】
　実施態様によっては、液体サンプルは懸濁液中のＴレグ細胞サンプルである。典型的に
は、Ｔレグ細胞のサンプルは、ＰＢＭＣサンプルに対して実施されたＦＡＣＳ選別法によ
って調製される。例えば、Ｔレグ細胞は、Ｔレグに関連した細胞表面マーカーであるＣＤ
４、ＣＤ２５、及びＦｏｘｐ３に対する抗体を使用して単離される。市販のキット、例え
ば、Miltenyi Biotec製のＣＤ４＋ＣＤ２５＋制御性Ｔ細胞単離キット、又はInvitrogen
製のDynal（登録商標）ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔレグキットを利用できる。該方法をＴレグ
細胞のサンプルから実施する場合、ＣＤ１５ｓの細胞表面発現の検出のみを行なうことが
できる。したがって、１つの態様では、本発明は、ｉ）ＰＢＭＣサンプルからＣＤ４＋／
ＣＤ２５＋／ＣＤ１２７（ｌｏｗ）細胞（「Ｔレグ細胞」）集団を選択する工程、及びｉ
ｉ）ＣＤ１５ｓの細胞表面発現を検出することによってｅＴレグ細胞集団を同定する工程
からなる工程を含む、ｅＴレグ細胞を同定するための方法に関する。
【００２２】
　本明細書において使用される場合、「ＣＤ４」という用語は当技術分野におけるその一
般的な意味を有し、これは、成熟ヘルパーＴ細胞上及び未熟胸腺細胞上、並びに、単球上
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及びマクロファージ上に典型的に見られる細胞表面糖タンパク質を指す。Ｔ細胞上では、
ＣＤ４はＴ細胞受容体（ＴＣＲ）の共受容体であり、かつチロシンキナーゼｌｃｋを動員
する。
【００２３】
　本明細書において使用される場合、「ＣＤ２５」という用語は、分子量５５kDの一本鎖
糖タンパク質であるインターロイキン－２受容体のαサブユニットを指す。
【００２４】
　本明細書において使用される場合、「ＣＤ１２７」という用語は、Ｔレグ細胞表面上に
存在するインターロイキン－７受容体を指す。ＩＬ－７受容体α鎖は文献に記載されてい
る（例えばGoodwin et al. (1990) Cell 60:941-951）。
【００２５】
　本明細書において使用される場合、「ＣＤ１５ｓ」又は「シアリルルイスｘ」という用
語は、「シアリルＣＤ１５」又は「シアリルＬｅｘ」又は「Ｓｌｅ［ｘ］」としても知ら
れているが、これは、細胞膜上に発現されるヒト糖鎖接着分子、及びα２－３シアリル化
（sialosylated）形のラクト－Ｎ－フコペンタオースＩＩＩ（ＣＤ１５）である。ＣＤ１
５ｓは顆粒球、単球、並びに多様な起源の正常細胞及び腫瘍細胞の両方上に発現されてい
る。それは、内皮白血球接着分子－１（ＥＬＡＭ－１又はＥ－セレクチン）及び顆粒膜タ
ンパク質－１４０（ＧＭＰ－１４０又はＰ－セレクチン）の両方のリガンドであることが
示されている。「ＣＤ１５」すなわち（ラクト－Ｎ－フコペンタオースＩＩＩ）は、分化
抗原のクラスター、すなわち免疫学的に重要な分子である。ＣＤ１５は、糖タンパク質、
糖脂質及びプロテオグリカン上に発現され得る糖鎖接着分子（タンパク質ではない）であ
る。
【００２６】
　細胞表面（例えばＴレグ表面）におけるＣＤ１５ｓ等の特定の表面マーカーの発現を検
出するための標準的な方法は当技術分野において周知である。典型的には、表面マーカー
（例えばＣＤ１５ｓ）の表面発現を検出することからなる工程は、表面マーカーに対して
指向された少なくとも１つの判別の目安になる結合対を使用することからなり得、該細胞
は、該表面マーカーに対する該結合対に結合している。
【００２７】
　本明細書において使用される場合、「表面マーカーに対して指向される結合対」という
用語は、高い親和性で表面マーカーに結合することのできる任意の分子（天然又は非天然
）を指す。結合対は抗体であり得、これはポリクローナル抗体でもモノクローナル抗体で
もよいが、好ましくはモノクローナル抗体である。別の実施態様では、結合対は一連のア
プタマーであってもよい。
【００２８】
　既知の方法に従って適切な抗原又はエピトープを、例えばとりわけブタ、ウシ、ウマ、
ウサギ、ヤギ、ヒツジ、及びマウスから選択される宿主動物に投与することによって、本
発明のポリクローナル抗体又はその断片を生成することができる。当技術分野において公
知の様々なアジュバントを使用して、抗体の産生を増強させることができる。本発明の実
施に有用な抗体はポリクローナル抗体でもよいが、モノクローナル抗体が好ましい。
【００２９】
　本発明のモノクローナル抗体又はその断片を、細胞株の連続培養によって抗体分子の産
生をもたらす任意の技術を使用して調製及び単離することができる。産生及び単離の技術
としては、元来のハイブリドーマ技術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術；及びＥＢＶ－ハ
イブリドーマ技術が挙げられるがこれらに限定されない。
【００３０】
　例えば、本発明のＣＤ１５ｓの結合対は、BD Pharmingenから入手可能な抗ヒトＣＤ１
５ｓ抗体（精製マウス抗ヒトＣＤ１５ｓクローンＣＳＬＥＸ１）であるか、又は、Santa 
Cruzから入手可能な抗体（クローン５Ｆ８又はクローンＣＨＯ１３１）からなる群より選
択される。
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【００３１】
　本発明の結合対、例えば抗体又はアプタマーを、検出可能な分子若しくは物質、例えば
優先的には蛍光分子、又は放射性分子、又は当技術分野において公知の任意の他の標識を
用いて標識し得る。一般的にシグナルを（直接的に又は間接的にのいずれかで）与える標
識は当技術分野において公知である。
【００３２】
　本明細書において使用される場合、抗体又はアプタマーに関する「標識された」という
用語は、検出可能な物質、例えばフルオロフォア［例えば、フルオレセインイソチオシア
ネート（ＦＩＴＣ）又はフィコエリトリン（ＰＥ）又はインドシアニン（Ｃｙ５）］又は
放射性物質を、抗体又はアプタマーに結合（すなわち物理的に連結）させることによって
抗体又はアプタマーを直接標識すること、並びに、検出可能な物質との反応性によってプ
ローブ又は抗体を間接的に標識することを包含することを意図する。本発明の抗体又はア
プタマーは、当技術分野において公知の任意の方法によって放射性分子を用いて標識され
得る。より特定すると、抗体はすでにフルオロフォアにコンジュゲート（例えばＦＩＴＣ
にコンジュゲート及び／又はＰＥにコンジュゲート）している。
【００３３】
　前記のアッセイには、固相支持体への結合対（すなわち抗体又はアプタマー）の結合を
含み得る。固相表面は、表面マーカーに対する結合対でコーティングされたマイクロタイ
タープレートであり得る。あるいは、固相表面はビーズ、例えば活性化ビーズ、磁気反応
性ビーズであってもよい。ビーズは、ガラス、プラスチック、ポリスチレン及びアクリル
を含むがこれらに限定されない、様々な材料から構成され得る。さらに、ビーズは好まし
くは蛍光標識されている。好ましい実施態様では、蛍光ビーズは、Becton Dickinson Bio
sciences（サンノゼ、カリフォルニア）から入手可能なTruCount（商標）チューブに含有
されたものである。本発明によると、フローサイトメトリー法が、表面マーカー（すなわ
ちＣＤ４、ＣＤ２５、ＣＤ１２７及びＣＤ１５ｓ）の表面発現を検出するための好ましい
方法である。該方法は当技術分野において周知である。それ故、例えば、蛍光活性化細胞
選別（ＦＡＣＳ）が使用され得る。表面マーカーに対して指向される蛍光標識された抗体
（又は抗体でコーティングされたイムノビーズ（immunobeads））を、明確に異なる蛍光
色素と結合させたＣＤ４、ＣＤ２５、ＣＤ１２７、及びＣＤ１５ｓに対して指向される抗
体（又は、抗ＣＤ４抗体、抗ＣＤ２５抗体、抗ＣＤ１２７抗体、及びＣＤ１５ｓ抗体でコ
ーティングされたイムノビーズ）と組み合わせて使用した細胞選別プロトコールは、適切
な光学配置を有する細胞選別機を使用した直接的な選別を可能とし得る。
【００３４】
　ＣＤ１２７に関連して使用される「低いレベル」又は「ｌｏｗ」という用語は当技術分
野において周知であり、これは細胞マーカーの発現レベルが、全体として分析される細胞
集団におけるその細胞マーカーの発現レベルと比較して低いという、関心対象の細胞マー
カー（すなわちＣＤ１２７）の発現レベルを指す。より特定すると、「ｌｏ」という用語
は、１つ以上の他の明確に異なる細胞集団よりも低いレベルで細胞マーカーを発現してい
る明確に異なる細胞集団を指す。したがって、ＣＤ１２７ｌｏｗは、標識されたＣＤ１２
７抗体と接触させると僅かに又はぼんやりとしか染色しない種類の細胞を指す。
【００３５】
　本発明のさらなる目的は、ｉ）ＣＤ４、ＣＤ２５、Ｆｏｘｐ３及びＣＤ１５ｓマーカー
の細胞発現を検出する工程、及びｉｉ）ＣＤ４、ＣＤ２５、Ｆｏｘｐ３、及びＣＤ１５ｓ
を発現している細胞がエフェクターＴレグ細胞であると結論付ける工程を含む、組織サン
プル中のエフェクターＴレグ細胞（ｅＴレグ）を同定するための方法に関する。
【００３６】
　本明細書において使用される場合、「組織サンプル」という用語は、生物学的細胞の集
合から典型的には構成されるサンプルを指し、これには例えば、生検サンプル、剖検サン
プル、手術で得られたサンプル、細胞塗抹標本、細胞濃縮物、及び支持体上に固定された
培養細胞が挙げられるがこれらに限定されない。典型的には、組織サンプルは一般的に、



(9) JP 6574179 B2 2019.9.11

10

20

30

40

50

顕微鏡スライド上で調製された材料のサンプルの顕微鏡検査が望まれる、任意の材料を含
む。組織サンプルは、診断、研究、教育、又は他の目的のために収集され得る。該サンプ
ルは、あらゆる生物学的組織のサンプルであり得る。組織サンプルの例としては、脳、副
腎、結腸、小腸、胃、心臓、肝臓、皮膚、腎臓、肺、膵臓、精巣、卵巣、前立腺、子宮、
甲状腺、及び脾臓の組織切片が挙げられるがこれらに限定されない。本明細書において使
用される「組織サンプル」は、新鮮であるか、又は凍結されているか、又は固定され包埋
されているかのいずれかである組織切片であり得る。例えば、組織学的検査のための組織
サンプルは支持媒体中に包埋され、標準化ブロックへと成形されている。パラフィンワッ
クスは、支持媒体として公知かつ一般的に使用されているが、Sakura Finetek製のTissue
Tek O.C.T、エステル、微結晶セルロース、蜜蝋、樹脂、又はポリマー、例えばメタクリ
ル酸塩等を含むがこれらに限定されない他の支持媒体もまた、支持媒体として使用され得
ることが理解されるだろう。適切な樹脂及びポリマーは、Araldite 502キット、Eponate 
12（商標）キット、及びメタクリル酸グリコール（ＧＭＡ）キットを含むが、Ted Pella,
 Inc.、レディング、カリフォルニアから入手可能である。
【００３７】
　実施態様によっては、組織サンプルは腫瘍サンプルである。「腫瘍サンプル」は、吸引
若しくは穿刺、切除によって、又は、生検材料若しくは摘除された細胞材料（保存された
材料、例えば新鮮凍結材料、ホルマリンで固定された材料、パラフィン包埋された材料等
を含む）をもたらす任意の他の外科的方法によって採取された、腫瘍材料、例えば新生物
病変からの組織材料を含有するサンプルである。このような生物学的サンプルは、患者か
ら得られた細胞を含み得る。該細胞は、例えば乳頭吸引、乳管洗浄細胞診、微細針生検に
よって回収された、又は、誘発若しくは自発的な乳頭分泌液に由来する、細胞「塗抹」に
見られ得る。
【００３８】
　本明細書において使用される場合、「Ｆｏｘｐ３」という用語は、転写因子として作用
すると考えられている核タンパク質Ｆｏｘｐ３を指す（Hori et al., 2003; Yasayko, J.
 E. et al., Nat. Genet 27:68-73 (2001); Fontenot, J. D. et al., Nat. Immunol. 4:
330-336 (2003); Khattri, R. et al., Nat Immunol. 4:337-342 (2003)）。
【００３９】
　典型的には、組織サンプル中のマーカーの検出はＩＨＣ法を用いて実施される。免疫組
織化学（ＩＨＣ）法は実際に、組織サンプル中のｅＴレグ細胞の存在を検出するのに適し
ている。ＩＨＣは具体的に、インサイツで組織標本中の標的を検出する方法を提供する。
サンプルの全細胞完全性はＩＨＣにおいて維持され、したがって関心対象の標的（すなわ
ちｅＴレグ細胞）の存在及び場所の両方の検出を可能とする。典型的には、サンプルをホ
ルマリンを用いて固定し、パラフィンに包埋し、染色及びその後の光学顕微鏡による検査
のために切断して切片とする。現在のＩＨＣ法は、直接的な標識又は二次抗体をベースと
した若しくはハプテンをベースとした標識のいずれかを使用する。公知のＩＨＣシステム
の例としては、例えば、EnVision（商標）（DakoCytomation）、Powervision(R)（Immuno
vision、スプリングデール、ＡＺ）、NBA（商標）キット（Zymed Laboratories Inc.、サ
ウスサンフランシスコ、ＣＡ）、HistoFine(R)（ニチレイ社、東京、日本）が挙げられる
。特定の実施態様では、組織切片（例えばｅＴレグ細胞を含むサンプル）を、ＣＤ４、Ｃ
Ｄ２５、ＦｏｘＰ３及びＣＤ１５ｓマーカーに対して指向される抗体と共にインキュベー
トした後、スライド又は他の支持体上に取付け得る。その後、適切な固相支持体上に固定
されたサンプルの顕微鏡検査を実施し得る。顕微鏡写真の作製のために、サンプルを含む
切片を、スライドガラス又は他の平坦な支持体上に取付け、関心対象のタンパク質の存在
を選択的に染色することによって強調させ得る。それ故、ＩＨＣサンプルは、例えば、（
ａ）組織サンプルの調製、（ｂ）該細胞の固定及び包埋、並びに（ｃ）該細胞サンプル中
の関心対象のタンパク質の検出を含み得る。実施態様によっては、ＩＨＣ染色手順は、組
織を切断及びトリミング、固定、脱水、パラフィン浸潤、薄片への切断、スライドガラス
上へと取付け、ベーキング、脱パラフィン化、再水和、抗原賦活、ブロッキング工程、一
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次抗体の適用、洗浄、（場合により適切な検出可能な標識に結合させた）二次抗体の適用
、洗浄、対比染色、及び顕微鏡検査等の工程を含み得る。
【００４０】
　実施態様によっては、上記の方法はさらに、ＣＤ４５ＲＡの表面発現を検出することか
らなる工程を含み、ＣＤ４５ＲＡを発現しない細胞はｅＴレグ細胞である。
【００４１】
　本明細書において使用される場合、「ＣＤ４５」という用語は当技術分野におけるその
一般的な意味を有し、これは、造血細胞において特異的に発現されるＰＴＰＲＣ遺伝子に
よってコードされるタンパク質チロシンホスファターゼ（ＰＴＰ）を指す。ＣＤ４５は、
受容体複合体の成分との直接的な相互作用によって、又は様々なＳｒｃファミリーキナー
ゼ（ＳＦＫ）、すなわちＬｃｋ１２を活性化及び脱リン酸化することによって、受容体の
シグナル伝達を調節する。しかし、それはＪＡＫキナーゼを阻害することによって、又は
Ｓｒｃの活性化している残基を脱リン酸化することによって、サイトカイン受容体シグナ
ル伝達を阻害し得る。典型的には、ＣＤ４５の２つのアイソフォームであるＣＤ４５ＲＡ
とＣＤ４５ＲＯを区別することが可能である。
【００４２】
　実施態様によっては、本発明の方法はさらに、サンプル中に存在するｅＴレグ細胞のレ
ベルを決定することからなる工程を含む。
【００４３】
　実施態様によっては、本発明の方法はさらに、サンプルからｅＴレグ細胞を単離するこ
とからなる工程を含む。
【００４４】
本発明の単離されたｅＴレグ及びその使用
　本発明のさらなる目的は、上記の方法の１つに従って得ることができる又は得られた単
離されたｅＴレグに関する。
【００４５】
　本明細書において使用される場合、「単離された」という用語は、その天然環境の少な
くともいくつかの成分から分離された細胞又は細胞集団を指す。
【００４６】
　本発明のさらなる目的は、上記の方法の１つによって得ることができる単離された実質
的に純粋で同質なｅＴレグ集団に関する。
【００４７】
　本明細書において使用される場合、「実質的に純粋で同質な集団」という用語は、全細
胞数の大半（例えば、少なくとも約８０％、好ましくは少なくとも約９０％、より好まし
くは少なくとも約９５％）が、関心対象のｅＴレグの明記された特徴を有する、細胞集団
を指す。
【００４８】
　ｅＴレグ細胞（又はｅＴレグ細胞の実質的に純粋で同質な集団）は、自己免疫疾患及び
／又は炎症性疾患、アレルギー性疾患、及び移植片拒絶の処置を含むがこれらに限定され
ない、数種類の適用のために使用され得る。本発明のｅＴレグ細胞は、被験者への注射に
よる投与後に、実際に免疫抑制を行ない、その結果、異常な免疫反応が減少する。Ｔレグ
細胞をベースとした治療は、理論的には、自己免疫疾患及びアレルギーを処置するために
ヒトに容易に適用可能であるように思われる（Miyara M, et al (2009) Therapeutic app
roaches to allergy and autoimmunity based on FoxP3+ regulatory T-cell activation
 and expansion. J Allergy Clin Immunol 123: 749-755; quiz 756-747）。さらに、全
てではなくても殆どのモデルにおいて示されているように、Ｔレグ細胞はインビボにおい
て、自己免疫を予防し、時には疾患の発症を遅延させるが、完全に疾患を治癒することは
稀であるその能力によって特徴付けられる（Bluestone JA, et al (2007) What does the
 future hold for cell-based tolerogenic therapy? Nat Rev Immunol 7: 650-654；及
びUhlig HH, et al. (2006) Characterization of Foxp3+CD4+CD25+ and IL-10-secretin
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g CD4+CD25+ T cells during cure of colitis. J Immunol 177: 5852-5860）。
【００４９】
　したがって、本発明のさらなる目的は、医薬品としての使用のための本発明の方法の１
つによって得ることができるか又は得られた、単離されたｅＴレグ細胞に関する。
【００５０】
　本発明のさらなる目的は、自己免疫疾患及び／又は炎症性疾患、アレルギー性疾患及び
移植片拒絶の処置における使用のための、本発明の方法の１つによって得ることができる
単離されたｅＴレグ細胞に関する。
【００５１】
　それ故、本発明は、本発明の実質的に純粋で同質なｅＴレグ細胞集団と、場合により薬
学的に許容される担体又は賦形剤とを含む、医薬組成物に関する。特定の実施態様では、
医薬組成物はさらに、少なくとも１つの生物学的に活性な物質又は生理活性因子を含んで
いてもよい。
【００５２】
　本明細書において使用される場合、「薬学的に許容される担体又は賦形剤」という用語
は、Ｔレグ細胞の生物学的活性の効力を妨害せず、かつそれが投与される濃度において宿
主に対して過度に毒性ではない、担体媒体を指す。適切な薬学的に許容される担体又は賦
形剤の例としては、水、塩溶液（例えばリンガー溶液）、油、ゼラチン、糖質（例えば乳
糖、アミラーゼ、又はデンプン）、脂肪酸エステル、ヒドロキシメチルセルロース、及び
ポリビニルピロリドンが挙げられるがこれらに限定されない。医薬組成物は、液体、半液
体（例えばゲル）、又は固体（例えばマトリックス、ラティス（lattices）、スキャホー
ルド（scaffolds）等）として製剤化され得る。
【００５３】
　本明細書において使用される場合、「生物学的に活性な物質」又は「生理活性因子」と
いう用語は、本発明の医薬組成物中のその存在が、該組成物を受ける被験者にとって有益
である、任意の分子又は化合物を指す。当業者には認識されているように、本発明の実施
における使用に適した生物学的に活性な物質又は生理活性因子は、多種多様なファミリー
の生理活性分子及び化合物に見られ得る。例えば、本発明の状況において有用な生物学的
に活性な物質又は生理活性因子は、抗炎症剤、抗アポトーシス剤、免疫抑制剤又は免疫調
節剤、抗酸化剤、成長因子、及び薬物から選択され得る。
【００５４】
　特に、本発明によるｅＴレグ細胞は、それを必要とする被験者においてＴ細胞増殖を阻
害するのに特に適し得る。
【００５５】
　したがって、本発明の関連態様は、自己免疫疾患、アレルギー性疾患及び移植片拒絶を
患う被験者を処置するための方法に関し、該方法は、本発明の実質的に純粋で同質なｅＴ
レグ集団（又はその医薬組成物）の有効量を被験者に投与する工程を含む。
【００５６】
　本明細書において使用される場合、「被験者」という用語は哺乳動物、好ましくはヒト
を指す。
【００５７】
　本発明の状況において、本明細書において使用される場合、「処置する」又は「処置」
という用語は、病態の発症を遅延若しくは予防すること、病態の症状の進行、増悪若しく
は悪化を元に戻す、軽減、阻止、減速化、若しくは停止すること、病態の症状の寛解をも
たらすこと、及び／又は病態を治癒することを目的とした方法を指す。
【００５８】
　本明細書において使用される場合、「有効量」という用語は、意図する目的を達成する
のに十分である、実質的に純粋で同質なｅＴレグ集団（又はその医薬組成物）の任意の量
を指す。
【００５９】
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　本発明の状況における「自己免疫疾患及び／又は炎症性疾患」は、生体内に通常存在す
る物質及び組織に対する生体の過活動の免疫応答から生じた疾患に関する。換言すれば、
生体は事実上自分自身の細胞又は成分を攻撃する。免疫系は生体のある一部を病原体と間
違えて、それを攻撃する。これは、特定の臓器に限定され得るか（例えば甲状腺炎）、又
は、異なる場所の特定の組織に併発し得る（例えば、肺及び腎臓の両方の基底膜を冒し得
るグッドパスチャー病）。自己免疫疾患及び／又は炎症性疾患の処置は、典型的には、免
疫応答を低下させる免疫抑制薬物療法による。自己免疫疾患及び／又は炎症性疾患の例と
しては、サルコイドーシス、強直性脊椎炎、クローン病（２種類の特発性炎症性腸疾患「
ＩＢＤ」の中の１つ）、皮膚筋炎、１型糖尿病、グッドパスチャー症候群、グレーブス病
、ギラン・バレー症候群（ＧＢＳ）、橋本病、化膿性汗腺炎、特発性血小板減少性紫斑病
、全身性エリテマトーデス、混合性結合組織病、多発性硬化症、重症筋無力症、筋炎、ナ
ルコレプシー、尋常性天疱瘡、悪性貧血、乾癬、乾癬性関節炎、多発性筋炎、原発性胆汁
性肝硬変、再発性多発軟骨炎、関節リウマチ、全身性硬化症、側頭動脈炎（「巨細胞性動
脈炎」としても知られる）、潰瘍性結腸炎（２種類の特発性炎症性腸疾患「ＩＢＤ」の中
の１つ）、血管炎、ウェゲナー肉芽腫症が挙げられるがこれらに限定されない。
【００６０】
　好ましい実施態様では、自己免疫疾患は、全身性エリテマトーデス、多発性硬化症、及
び血管炎からなる群より選択される。
【００６１】
　本明細書において使用される場合、「アレルギー性疾患」という用語は、アレルゲンに
対する免疫系の過敏性障害を指す。「アレルゲン」は、アレルギーを引き起こし得る全て
の物質を含み、これは例えば、ハチ刺され、ペニシリン、様々な食物アレルギー、花粉、
動物の有機堆積物（例えばチリダニ、ネコ、イヌ、及びゴキブリ）、カビ、及び真菌性ア
レルゲンであるがこれらに限定されない。アレルギー性疾患の例としては、アレルギー性
鼻炎、アレルギー性結膜炎、アレルギー性気管支喘息、アトピー性湿疹、アナフィラキシ
ー、虫刺され、薬物アレルギー、食物アレルギー、アレルギー性眼疾患又は多発性アレル
ギー（例えば喘息、湿疹及びアレルギー性鼻炎の併発）が挙げられるがこれらに限定され
ない。アレルギー性疾患は季節性又は通年性である。
【００６２】
　本発明のさらなる態様は、本発明の実質的に純粋で同質なｅＴレグ集団（又はその医薬
組成物）の有効量を被験者に投与する工程を含む、レシピエント被験者による、ドナーの
組織、細胞、移植片、又は臓器移植の拒絶に伴う免疫応答を予防又は抑制するための方法
に関する。
【００６３】
　典型的には、被験者は、心臓、腎臓、肺、肝臓、膵臓、膵島、脳組織、胃、大腸、小腸
、角膜、皮膚、気管、骨、骨髄、筋肉、又は膀胱からなる群より選択された移植片を移植
され得る。本発明の方法は実際に、移植片に関連した疾患を予防及び処置するのに特に適
している。移植片に関連した疾患又は障害としては、例えば骨髄移植に伴う移植片対宿主
病（ＧＶＤＨ）、及び、例えば皮膚、筋肉、ニューロン、膵島、臓器、肝臓の実質細胞等
の移植片を含む、臓器、組織、又は細胞の移植片の移植（例えば組織又は細胞の同種移植
片又は異種移植片）の拒絶から生じた又はそれに伴う免疫障害が挙げられる。レシピエン
ト被験者におけるドナーの組織、細胞、移植片、又は固形臓器の移植に関して、本発明に
よるｅＴレグ細胞は、レシピエントにおけるこのような移植の急性拒絶を予防する上で、
及び／又は、レシピエントにおけるこのような移植の拒絶を予防するための長期維持療法
のために（例えば、糖尿病を患う被験者レシピエントにおいて、ドナー由来のインスリン
産生膵島細胞移植の拒絶を阻止する上で）効果的であり得ると考えられている。したがっ
て、本発明の方法は、宿主対移植片病（ＨＶＧＤ）及び移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）を予
防するのに有用である。ｅＴレグ細胞を、移植前及び／又は移植後に被験者に投与し得る
（例えば、移植の少なくとも１日前、移植から１～５日後等）。実施態様によっては、ｅ
Ｔレグ細胞を、移植前及び／又は移植後に周期的に被験者に投与し得る。
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【００６４】
ｅＴレグのバイオマーカーとしてのＣＤ１５ｓの使用及び診断法
　最後に、本発明者らは、ＣＤ１５ｓが、疾患におけるｅＴレグ細胞の妥当なマーカーで
あることを確認した。本発明者らは、ｅＴレグ細胞の追加のマーカーとしてＣＤ１５ｓを
使用した場合、ＦｏｘＰ３、ＣＤ４５ＲＡ及びＫｉ－６７の発現に基づいたＴレグサブセ
ットの定義を使用するｅＴレグ細胞の保有率は、健康なドナーにおいては変更されておら
ず、サルコイドーシスでは僅かに高く見積もられ、ＳＬＥ（全身性エリテマトーデス）で
は僅かに低く見積もられたことを観察した。特に、ＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞サブセ
ットにおいて観察された異常は、このマーカーを使用すると依然として存在しかつ顕著で
あった。最後に、本発明者らは、本発明の方法を、軽度の未処置の菌状息肉腫を有する被
験者のＰＢＭＣに適用し、明瞭に異なるＣＤ１５ｓ＋ＦｏｘＰ３（ｈｉｇｈ）ｅＴレグ細
胞集団を観察することができた。図５に示されているように、活動性ＳＬＥにおけるＣＤ
１５ｓ＋エフェクターＴレグ細胞のレベルは、健康なドナーと比較して有意に減少してい
る。
【００６５】
　したがって、本発明のさらなる目的は、ｅＴレグ細胞のバイオマーカーとしてのＣＤ１
５ｓの使用に関する。ＣＤ１５ｓは、増大中のｅＴレグ細胞上でアップレギュレートされ
ているので、ＣＤ１５ｓはまた、インビトロで増大中の天然型Ｔレグ細胞（ｎＴレグ）の
純度を評価するための品質管理マーカーとして使用することができる。
【００６６】
　本発明のさらなる目的は、ｉ）被験者から得られたサンプル中において、本発明の方法
の１つを実施することによってｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）工程ｉ
）で決定されたレベルを基準値と比較する工程、及びｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベ
ルが基準値よりも低い場合に、被験者は疾患を患っていると結論付ける工程を含む、被験
者における自己免疫疾患、炎症性疾患、及びアレルギー性疾患からなる群より選択された
疾患をインビトロで診断するための方法に関する。
【００６７】
　「診断」という用語は、状態の同定、又は疾患の重度の評価を意味する。
【００６８】
　「基準値」は一般的に、自己免疫疾患及び／若しくは炎症性疾患又はアレルギー性疾患
又は移植片拒絶を患っていない被験者において決定された数値を指す。典型的には、基準
値は、最適な感度及び特異性、すなわちベネフィット／リスクのバランス（偽陽性及び偽
陰性の臨床結果）が得られるように選択される。例えば、最適な感度及び特異性（及びよ
って基準値）は、試験被験者コホートから得られた実験データに基づいた受信者動作特性
（ＲＯＣ）曲線を使用して決定することができる。
【００６９】
　本発明のさらなる目的は、本発明の方法の１つを実施することによってｅＴレグ細胞集
団を検出する工程を含む、被験者において自己免疫疾患、炎症性疾患、及びアレルギー性
疾患からなる群より選択された疾患を有するリスクがあるかどうかをインビトロで決定す
るための方法に関し、該集団の存在は被験者が該疾患を有するリスクがあることを示す。
【００７０】
　実施態様によっては、ｅＴレグ細胞の全ての集団（すなわち、ｅＴレグ細胞が特異的で
ある抗原がどのようなものであれ）の不在は、被験者が該疾患を有するリスクがあること
を示す。
【００７１】
　実施態様によっては、抗原（すなわち疾患の原因となる抗原）に特異的なｅＴレグ細胞
集団の不在は、被験者が該疾患を有するリスクがあることを示す。
【００７２】
　本発明のさらなる目的は、本発明の方法の１つを実施することによってｅＴレグ細胞集
団の有無を検出する工程を含む、移植片拒絶のリスクがあるかどうかをインビトロで決定
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するための方法に関し、該集団の不在は被験者が移植片拒絶のリスクがあることを示す。
【００７３】
　本発明のさらなる目的は、ｉ）被験者から得られたサンプル中において、本発明の方法
の１つを実施することによってｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）工程ｉ
）で決定されたレベルを基準値と比較する工程、及びｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベ
ルが基準値よりも低い場合に、被験者が移植片拒絶のリスクがあると結論付ける工程を含
む、移植片拒絶のリスクがあるかどうかをインビトロで決定するための方法に関する。
【００７４】
　本発明のさらなる目的は、ｉ）本発明の方法の１つを実施することによって疾患の１回
目の特定の時期に、被験者から得られたサンプル中のｅＴレグ細胞集団のレベルを決定す
る工程、ｉｉ）本発明の方法の１つを実施することによって疾患の２回目の特定の時期に
、被験者から得られたサンプル中のｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉｉ）
工程ｉ）で決定されたレベルを工程ｉｉ）で決定されたレベルと比較する工程、及びｉｖ
）工程ｉｉ）で決定されたレベルが工程ｉ）で決定されたレベルよりも低い場合に、疾患
は悪い方向に進展したと結論付ける工程を含む、自己免疫疾患、炎症性疾患、及びアレル
ギー性疾患からなる群より選択された疾患をインビトロでモニタリングするための方法に
関する。
【００７５】
　本発明のさらなる目的は、ｉ）本発明の方法の１つを実施することによって処置前に被
験者から得られたサンプル中のｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）本発明
の方法の１つを実施することによって処置後に被験者から得られたサンプル中のｅＴレグ
細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルを、工程ｉｉ）
で決定されたレベルと比較する工程、及びｉｖ）工程ｉｉ）で決定されたレベルが工程ｉ
）で決定されたレベルよりも高い場合に、処置は効果的であると結論付ける工程を含む、
自己免疫疾患、炎症性疾患、及びアレルギー性疾患からなる群より選択された疾患の処置
をインビトロでモニタリングするための方法に関する。
【００７６】
　増加は、例えば少なくとも５％、又は少なくとも１０％、又は少なくとも２０％、より
好ましくは少なくとも３０％であり得る。
【００７７】
　典型的には、上記の実施態様では、サンプルは血液サンプル又はＰＢＭＣサンプルであ
る。
【００７８】
　炎症性疾患、自己免疫疾患、及びアレルギー性疾患とは対照的に、癌を患う被験者から
の証拠は、増加したＴレグ細胞活性が、腫瘍抗原に対する弱い免疫応答に関連し得、また
免疫機能不全の原因となり得ることを示唆する。近年のデータは、Ｔレグにより媒介され
る免疫抑制が、腫瘍による免疫回避の重要な機序の１つであり、また成功裡の腫瘍免疫療
法の主要な障害であることを示す（Zou, W. Regulatory T cells, tumour immunity and 
immunotherapy. Nature Rev. Immunol. 6, 295-307 (2006）)。これらの議論に一致する
ように、肺癌、膵臓癌、乳癌、肝臓癌、及び皮膚癌の被験者の、血液中及び腫瘍それ自体
の両方において、多数のＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔレグ細胞が発見されている（Zou, W. Regu
latory T cells, tumour immunity and immunotherapy. Nature Rev. Immunol. 6, 295-3
07 (2006). Viguier, M. et al. Foxp3 expressing CD4+CD25high regulatory T cells a
re overrepresented in human metastatic melanoma lymph nodes and inhibit the func
tion of infiltrating T cells. J. Immunol. 173, 1444-1453. Wolf, A. M. et al. Inc
rease of regulatory T cells in the peripheral blood of cancer subjects. Clin. Ca
ncer Res. 9, 606-612 (2003). Woo, E. Y. et al. Cutting edge: regulatory T cells 
from lung cancer subjects directly inhibit autologous T cell proliferation. J. I
mmunol. 168, 4272-4276 (2002)）。さらに、腫瘍とその微小環境の間の相互作用は、発
癌及び腫瘍進行の最中においてだけでなく、抗癌療法の状況においても重要であることが
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明らかとなった。近年の研究は、数多くの抗癌剤が、その細胞増殖抑制作用を超えて、自
然免疫系及び獲得免疫系を刺激する能力を有し、その結果、場合によっては、長期の防御
的なメモリーＴ細胞応答が起こるか、又はＴレグ細胞の機能若しくは生存の阻害が起こり
、これにより腫瘍の根絶が促進されることを示している（Galluzzi, L., et al. The sec
ret ally: immunostimulation by anticancer drugs. Nature Rev. Drug Discov. 11, 21
5-233 (2012). Lesterhuis, W. J., et al. Cancer immunotherapy - revisited. Nature
 Rev. Drug Discov. 10, 591-600 (2011). Zitvogel, L. et al. The anticancer immune
 response: indispensable for therapeutic success? J. Clin. Invest. 118, 1991-200
1 (2008)）。
【００７９】
　本発明のさらなる目的は、ｉ）本発明の方法の１つを実施することによって被験者から
得られたサンプル中のｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）工程ｉ）で決定
されたレベルを基準値と比較する工程、及びｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルが基準
値より高い場合に、患者は悪い予後を有すると結論付ける工程を含む、癌を患っている患
者の生存期間をインビトロで予測するための方法に関する。
【００８０】
　「癌」、「悪性腫瘍」及び「腫瘍」という用語は、典型的には制御不能な細胞増殖によ
って特徴付けられる哺乳動物における病状を指すか又は述べる。特に、癌は、固形腫瘍、
又は未分化骨髄細胞の制御不能な増殖（すなわちリンパ腫）に関連し得る。本明細書の前
記及び後記において腫瘍、腫瘍疾患、癌腫、又は癌が言及されている場合、元来の臓器若
しくは組織への及び／又は任意の他の場所への転移が代替的に又は追加的に、腫瘍及び／
又は転移の場所が何処であれ、暗黙的に意味される。典型的には、癌は、胆管癌（例えば
肝門部領域癌（periphilar cancer）、遠位胆管癌、肝内胆管癌）、膀胱癌、骨癌（例え
ば骨芽細胞腫、骨軟骨腫（osteochrondroma）、血管腫、軟骨粘液線維腫、骨肉腫、軟骨
肉腫、線維肉腫、悪性線維性組織球腫、骨巨細胞腫、脊索腫、リンパ腫、多発性骨髄腫）
、脳及び中枢神経系の癌（例えば髄膜腫、星状細胞腫（astocytoma）、乏突起神経膠腫、
上衣腫、神経膠腫、髄芽腫、神経節膠腫、シュワン腫、胚細胞腫、頭蓋咽頭腫）、乳癌（
例えば非浸潤性乳管癌、浸潤性乳管癌、浸潤性小葉癌、上皮内小葉癌、女性化乳房）、キ
ャッスルマン病（例えば巨大リンパ節過形成、脈管濾胞性リンパ節過形成）、子宮頸癌、
結腸直腸癌、子宮内膜癌（例えば子宮内膜腺癌、腺類癌、乳頭状漿液性腺癌（papillary 
serous adenocarcinroma）、明細胞）、食道癌、胆嚢癌（粘液腺癌、小細胞癌）、消化管
カルチノイド腫瘍（例えば絨毛癌、破壊性絨毛腺腫）、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫
、カポジ肉腫、腎臓癌（例えば腎細胞癌）、喉頭癌及び下咽頭癌、肝臓癌（例えば血管腫
、肝腺腫、限局性結節性過形成、肝細胞癌）、肺癌（例えば小細胞肺癌、非小細胞肺癌）
、中皮腫、形質細胞腫、鼻腔癌及び副鼻腔癌（例えば鼻腔神経芽細胞腫、正中線肉芽腫）
、上咽頭癌、神経芽細胞腫、口腔癌及び中咽頭癌、卵巣癌、膵臓癌、陰茎癌、下垂体癌、
前立腺癌、網膜芽細胞腫、横紋筋肉腫（例えば胎児性横紋筋肉腫、胞巣状横紋筋肉腫、多
形性横紋筋肉腫）、唾液腺癌、皮膚癌（例えば黒色腫、非黒色腫皮膚癌）、胃癌、精巣癌
（例えば精上皮腫、非セミノーマ胚細胞癌）、胸腺癌、甲状腺癌（例えば濾胞腺癌、未分
化癌、低分化癌、甲状腺髄様癌、甲状腺リンパ腫）、膣癌、外陰癌、及び子宮癌（例えば
子宮平滑筋肉腫）からなる群より選択され得る。
【００８１】
　実施態様によっては、被験者から得られたサンプルは腫瘍サンプルである。
【００８２】
　比較のために使用される基準値は、本明細書に記載のように決定され得る「カットオフ
」値又は「閾値」を含み得る。関心対象の各遺伝子の各基準（「カットオフ」）値は、
ａ）癌を患う患者から腫瘍組織サンプルの集合を提供する工程；
ｂ）工程ａ）で提供された集合に含まれる各腫瘍組織サンプルについてｅＴレグ細胞のレ
ベルを決定する工程；
ｃ）該発現レベルに従って腫瘍組織サンプルを順位付けする工程；
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ｄ）ｅＴレグ細胞のそのレベルに従って順位付けされたそれぞれ数の増加しているメンバ
ーと数の減少しているメンバーのサブセット対に、該腫瘍組織サンプルを分類する工程；
ｅ）工程ａ）で提供された各腫瘍組織サンプルについて、対応する癌患者の実際の臨床転
帰に関連した情報（すなわち、無病生存期間（ＤＦＳ）若しくは全生存期間（ＯＳ）又は
その両方）を提供する工程；
ｆ）腫瘍組織サンプルの各サブセット対について、カプランマイヤー生存率曲線を得る工
程；
ｇ）腫瘍組織サンプルの各サブセット対について、両方のサブセット間の統計学的有意性
（ｐ値）を計算する工程；
ｈ）発現レベルの基準値として、ｐ値が最小である発現レベルの数値を選択する工程
を含む方法を実施することによって予め決定され得る。
【００８３】
　例えば、１００人の患者の１００個の癌サンプルについてのｅＴレグ細胞のレベルを評
価した。１００個のサンプルを、その発現レベルに従って順位付けする。サンプル１は最
善レベルのｅＴレグ細胞を有し、サンプル１００は最悪レベルのｅＴレグ細胞を有する。
最初のグループ分けは、一方にサンプル番号１、他方に９９個の他のサンプルという２つ
のサブセットを提供する。次のグループ分けは、一方にサンプル１及び２、他方に残りの
９８個のサンプルを提供し、これは一方にサンプル１～９９、他方にサンプル番号１００
という最後のグループ分けまで続けられる。対応する癌患者の実際の臨床転帰に関連した
情報に従って、９９個のグループの２つのサブセットの各々について、カプランマイヤー
曲線を準備する。また、各９９個のグループについて、両方のサブセット間のｐ値を計算
した。
【００８４】
　最小ｐ値の基準に基づいた区別が最強であるように、基準値が選択される。換言すれば
、ｐ値が最小である両方のサブセット間の境界に対応するｅＴレグ細胞のレベルが基準値
と判断される。基準値は、必ずしもｅＴレグ細胞のレベルの中央値ではないことが注記さ
れるべきである。
【００８５】
　日常業務では、基準値（カットオフ値）は、本発明の方法において、腫瘍サンプルを区
別し、それ故、対応する患者を区別するために使用され得る。
【００８６】
　時間の関数としてのカプランマイヤー生存率曲線は一般的に、処置後の一定の期間生存
している患者の割合を測定するためのものであり、そしてこれは当業者には周知である。
【００８７】
　当業者はまた、ｅＴレグ細胞の遺伝子レベルの同じ評価技術が、勿論、基準値を得るた
めに使用されるべきであり、その後、本発明の方法に付された患者のｅＴレグ細胞の遺伝
子レベルの評価のために使用されるべきであることを理解する。
【００８８】
　このようなｅＴレグ細胞のレベルの基準値は、上記に定義される任意の遺伝子について
決定され得る。
【００８９】
　本発明のさらなる目的は、ｉ）本発明の方法の１つを実施することによって被験者から
得られたサンプル中のｅＴレグ細胞集団のレベルを決定する工程、ｉｉ）工程ｉ）で決定
されたレベルを基準値と比較する工程、及びｉｉｉ）工程ｉ）で決定されたレベルが基準
値より低い場合に、患者は処置に有意に応答するであろうと結論付ける工程を含む、癌を
患っている患者が処置に応答するかどうかをインビトロで決定するための方法に関する。
【００９０】
　処置は、放射線療法、化学療法、又は免疫療法からなり得る。処置は、アジュバント療
法（すなわち、原発性腫瘍の外科的切除後の処置）又はネオアジュバント療法（すなわち
、原発性腫瘍の外科的切除前の処置）からなり得る。



(17) JP 6574179 B2 2019.9.11

10

20

30

40

50

【００９１】
　「化学療法剤」という用語は、腫瘍増殖を阻止するのに効果的である全ての化合物を指
す。化学療法剤の例としては、アルキル化剤、例えばチオテパ及びシクロホスファミド；
アルキルスルホネート、例えばブスルファン、インプロスルファン及びピポスルファン；
アジリジン類、例えばベンゾドーパ、カルボコン、メツレドーパ（meturedopa）、及びウ
レドーパ（uredopa）；エチレンイミン類及びメチルメラミン（methylamelamines）類（
アルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリエチレンホスホルアミド（trietylenephos
phoramide）、トリエチレンチオホスホルアミド（triethylenethiophosphaorarnide）、
及びトリメチロールメラミン（trimethylolomelamine）を含む）；アセトゲニン類（特に
ブラタシン及びブラタシノン）；カンプトテシン（合成類似体のトポテカンを含む）；ブ
リオスタチン；カリスタチン；ＣＣ－１０６５（そのアドゼレシン、カルゼレシン及びビ
ゼレシン合成類似体を含む）；クリプトフィシン（特にクリプトフィシン１及びクリプト
フィシン８）；ドラスタチン；デュオカルマイシン（合成類似体、ＫＷ－２１８９及びＣ
ＢＩ－ＴＭＩを含む）；エリュテロビン；パンクラチスタチン；サルコジクチイン；スポ
ンジスタチン；ナイトロジェンマスタード、例えばクロラムブシル、クロルナファジン、
クロロホスファミド（cholophosphamide）、エストラムスチン（estrarnustine）、イホ
スファミド、メクロレタミン、塩酸メクロレタミンオキシド、メルファラン、ノベンビチ
ン（novembichin）、フェネステリン（phenesterine）、プレドニムスチン（prednimus t
ine）、トロホスファミド、ウラシルマスタード；ニトロソウレア類（nitrosureas）、例
えばカルムスチン、クロロゾトシン、フォテムスチン、ロムスチン、ニムスチン、ラニム
スチン；抗生物質、例えばエンジイン抗生物質（例えばカリケアマイシン、特にカリケア
マイシン（１１及びカリケアマイシン２１１、例えばAgnew Chem Intl. Ed. Engl. 33:18
3-186（1994）参照）；ダイネミシン（ダイネミシンＡを含む）；エスペラマイシン；並
びにネオカルジノスタチン発色団及び関連した色素タンパク質エンジイン抗生物質発色団
）、アクラシノマイシン、アクチノマイシン、アントラマイシン（authramycin）、アザ
セリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン、カラビシン（carabicin）、カルミノマイ
シン（canninomycin）、カルジノフィリン、クロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノ
ルビシン、デトルビシン、６－ジアゾ－５－オキソ－Ｌ－ノルロイシン、ドキソルビシン
（モルホリノ－ドキソルビシン、シアノモルホリノ－ドキソルビシン、２－ピロリノ－ド
キソルビシン及びデオキシドキソルビシンを含む）、エピルビシン、エソルビシン、イダ
ルビシン（idanrbicin）、マルセロマイシン、マイトマイシン、ミコフェノール酸、ノガ
ラマイシン（nogalarnycin）、オリボマイシン、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン（
potfiromycin）、ピューロマイシン、クエラマイシン（quelamycin）、ロドルビシン（ro
dorubicin）、ストレプトニグリン（streptomgrin）、ストレプトゾシン、ツベルシジン
、ウベニメクス、ジノスタチン、ゾルビシン；代謝拮抗薬、例えばメトトレキサート及び
５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）；葉酸類似体、例えばデノプテリン、メトトレキサー
ト、プテロプテリン、トリメトレキサート；プリン類似体、例えばフルダラビン、６－メ
ルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニン；ピリミジン類似体、例えばアンシタビン
、アザシチジン、６－アザウリジン、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、
ドキシフルリジン、エノシタビン、フロキシウリジン、５－ＦＵ；アンドロゲン、例えば
カルステロン、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、
テストラクトン；抗副腎薬、例えばアミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタン；葉酸
補充薬、例えばフロリン酸（frolinic acid）；アセグラトン；アルドホスファミドグリ
コシド（aldophospharnide glycoside）；アミノレブリン酸；アムサクリン；ベストラブ
シル；ビサントレン；エダトレキサート（edatraxate）；デフォファミン（defofamine）
；デメコルシン；ジアジコン；エフロルニチン（elfornithine）；酢酸エリプチニウム；
エポチロン；エトグルシド；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダミン；
メイタンシノイド、例えばメイタンシン及びアンサミトシン；ミトグアゾン；ミトキサン
トロン；モピダモール；ニトラクリン；ペントスタチン；フェナメット（phenamet）；ピ
ラルビシン；ポドフィリン酸；２－エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ（登録商
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標）；ラゾキサン；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲンナニウム（spirogennanium）
；テヌアゾン酸；トリアジクオン；２，２’，２’’－トリクロロトリエチルアミン（tr
ichlorotriethylarnine）；トリコテセン（特にＴ－２毒素、ベルキュリン（verracurin
）Ａ、ロリジンＡ、及びアンギジン）；ウレタン；ビンデシン；ダカルバジン；マンノム
スチン；ミトブロニトール（mitobromtol）；ミトラクトール；ピポブロマン；ガシトシ
ン（gacytosine）；アラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）；シクロホスファミド；チオテパ；
タキソイド、例えばパクリタキセル（タキソール（登録商標）、Bristol-Myers Squibb O
ncology、プリンストン、N.J.）及びドセタキセル（doxetaxel）（タキソテール（登録商
標）、Rhone-Poulenc Rorer、アントニー、フランス）；クロラムブシル；ゲムシタビン
；６－チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキサート；白金類似体、例えばシスプ
ラチン及びカルボプラチン；ビンブラスチン；白金；エトポシド（ＶＰ－１６）；イホス
ファミド；マイトマイシンＣ；ミトキサントロン；ビンクリスチン；ビノレルビン；ナベ
ルビン；ノバントロン；テニポシド；ダウノマイシン；アミノプテリン；ゼローダ；イバ
ンドロン酸塩；ＣＰＴ－１１；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチ
ルオルニチン（ＤＭＦＯ）；レチノイン酸；カペシタビン；並びに、上記のいずれかの薬
学的に許容される塩、酸、又は誘導体が挙げられる。またこの定義には、腫瘍に対するホ
ルモン作用を調節又は阻害するように作用する抗ホルモン剤、例えば抗エストロゲン剤（
例えば、タモキシフェン、ラロキシフェン、アロマターゼ阻害性４（５）－イミダゾール
、４－ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン、ケオキシフェン、ＬＹ１１７０１
８、オナプリストン、及びトレミフェン（フェアストン）を含む）；及び抗アンドロゲン
剤、例えばフルタミド、ニルタミド、ビカルタミド、ロイプロリド、及びゴセレリン；並
びに、上記のいずれかの薬学的に許容される塩、酸、又は誘導体も含まれる。
【００９２】
　本明細書において使用される「免疫療法剤」という用語は、癌細胞に対する生体の免疫
応答を間接的に若しくは直接的に増強、刺激、若しくは増大させ、及び／又は、他の抗癌
療法の副作用を和らげる化合物、組成物、又は処置を指す。したがって、免疫療法は、癌
細胞に対する免疫系の応答を直接的に若しくは間接的に刺激若しくは増強させ、及び／又
は、他の抗癌剤によって引き起こされ得る副作用を和らげる療法である。免疫療法はまた
、当技術分野において免疫学的療法、生物学的療法、生体応答調節剤療法、及び生物療法
とも呼ばれる。当技術分野において公知である一般的な免疫療法剤の例としては、サイト
カイン、癌ワクチン、モノクローナル抗体、及び非サイトカインアジュバントが挙げられ
るがこれらに限定されない。あるいは、免疫療法処置は、ある量の免疫細胞（Ｔ細胞、Ｎ
Ｋ細胞、樹状細胞、Ｂ細胞等）を患者に投与することからなり得る。
【００９３】
　免疫療法剤は非特異的であってもよく、すなわち、免疫系を全般的にブーストし、よっ
て免疫系が癌細胞の増殖及び／又は蔓延に対して戦うのにより効果的となるか、あるいは
、それらは特異的であってもよく、すなわち、癌細胞それ自体に標的化されてもよく、免
疫療法計画は、非特異的な免疫療法剤と特異的な免疫療法剤を併用してもよい。
【００９４】
　非特異的免疫療法剤は、免疫系を刺激するか又は間接的に増大させる物質である。非特
異的免疫療法剤は、癌の処置のための主要な療法として単独で使用されているだけでなく
、主要な療法に付加して使用され、この場合には、非特異的免疫療法剤は、他の療法（例
えば癌ワクチン）の効力を増強させるアジュバントとして機能する。非特異的免疫療法剤
はまた、この後者の状況において、他の療法の副作用、例えば特定の化学療法剤によって
誘発された骨髄抑制を低減させるように機能することができる。非特異的免疫療法剤は、
重要な免疫系の細胞に対して作用することができ、そして二次応答、例えばサイトカイン
及び免疫グロブリンの増加した産生を引き起こすことができる。あるいは、該薬剤は、そ
れ自体、サイトカインを含んでいてもよい。非特異的免疫療法剤は、一般的に、サイトカ
イン又は非サイトカインアジュバントとして分類される。
【００９５】
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　多くのサイトカインが、免疫系をブーストさせるように設計された一般的な非特異的免
疫療法剤として、又は、他の療法と共に提供されるアジュバントとしてのいずれかとして
癌の処置に適用を見出している。適切なサイトカインとしては、インターフェロン、イン
ターロイキン、及びコロニー刺激因子が挙げられるがこれらに限定されない。
【００９６】
　本発明によって考えられるインターフェロン（ＩＦＮ）としては、一般的な種類のＩＦ
Ｎ、ＩＦＮ－アルファ（ＩＦＮ－α）、ＩＦＮ－ベータ（ＩＦＮ－β）、及びＩＦＮ－ガ
ンマ（ＩＦＮ－γ）が挙げられる。ＩＦＮは、例えば、癌細胞の増殖を減速させることに
よって、癌細胞からより正常な行動を有する細胞への発達を促進することによって、及び
／又は、癌細胞による抗原の産生を増加させて免疫系が癌細胞をより容易に認識し破壊で
きるようにすることによって、癌細胞に対して直接的に作用することができる。ＩＦＮは
また、例えば、血管新生を減速させることによって、免疫系をブーストすることによって
、並びに／又はナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、Ｔ細胞及びマクロファージを刺激するこ
とによって、癌細胞に対して間接的に作用することもできる。組換え型ＩＦＮ－αは、ロ
フェロン（Roche Pharmaceuticals）及びイントロンＡ（Schering Corporation）として
市販されている。ＩＦＮ－αの単独使用、又は他の免疫療法剤若しくは化学療法剤との併
用は、黒色腫（転移性黒色腫を含む）、腎臓癌（転移性腎臓癌を含む）、乳癌、前立腺癌
、及び子宮頸癌（転移性子宮頸癌を含む）を含む様々な癌の処置に効力を示した。
【００９７】
　本発明によって考えられるインターロイキンとしては、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１
１及びＩＬ－１２が挙げられる。市販されている組換え型インターロイキンの例としては
、プロロイキン（登録商標）（ＩＬ－２；Chiron Corporation）及びニューメガ（登録商
標）（ＩＬ－１２；Wyeth Pharmaceuticals）が挙げられる。Zymogenetics, Inc.（シア
トル、ワシントン州）は、組換え型ＩＬ－２１を現在試験中であり、これもまた本発明の
組合せ使用に考えられる。インターロイキンは、単独又は他の免疫療法剤若しくは化学療
法剤と組合せて、腎臓癌（転移性腎臓癌を含む）、黒色腫（転移性黒色腫を含む）、卵巣
癌（再発性卵巣癌を含む）、子宮頸癌（転移性子宮頸癌を含む）、乳癌、結腸直腸癌、肺
癌、脳癌、及び前立腺癌を含む様々な癌の処置に効力を示した。
【００９８】
　インターロイキンはまた、様々な癌の処置においてＩＦＮ－αと組合せて良好な活性を
示した（Negrier et al., Ann Oncol. 2002 13(9):1460-8;Touranietal, JClin Oncol. 2
003 21(21):398794）。
【００９９】
　本発明によって考えられるコロニー刺激因子（ＣＳＦ）としては、顆粒球コロニー刺激
因子（Ｇ－ＣＳＦ又はフィルグラスチム）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（Ｇ
Ｍ－ＣＳＦ又はサルグラモスチム）及びエリスロポエチン（エポエチンアルファ、ダルベ
ポエチン）が挙げられる。１つ以上の増殖因子を用いての処置は、従来の化学療法を受け
ている患者において新たな血球の生成を刺激するのに役立ち得る。したがって、ＣＳＦを
用いての処置は、化学療法に伴う副作用を低減させるのに役立ち得、またより高用量の化
学療法剤の使用を可能とし得る。様々な組換え型コロニー刺激因子、例えば、ニューポジ
ェン（登録商標）（Ｇ－ＣＳＦ；Amgen）、ニューラスタ（ペグフィルグラスチム（pelfi
lgrastim）；Amgen）、リューカイン（ＧＭ－ＣＳＦ；Berlex）、プロクリット（エリス
ロポエチン；Ortho Biotech）、エポジェン（エリスロポエチン；Amgen）、アラネスプ（
エリスロポエチン）が市販されている。コロニー刺激因子は、黒色腫、結腸直腸癌（転移
性結腸直腸癌を含む）、及び肺癌を含む癌の処置に効力を示した。
【０１００】
　本発明の組合せ使用に適した非サイトカインアジュバントとしては、レバミソール、水
酸化アルミニウム（ミョウバン）、カルメット・ゲラン桿菌（ＡＣＧ）、不完全フロイン
トアジュバント（ＩＦＡ）、ＱＳ－２１、ＤＥＴＯＸ、キーホールリムペットヘモシアニ
ン（ＫＬＨ）、及びジニトロフェニル（ＤＮＰ）が挙げられるがこれらに限定されない。
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他の免疫療法剤及び／又は化学療法剤と組合せた非サイトカインアジュバントは、例えば
結腸癌及び結腸直腸癌（レバミソール（Levimasole））；黒色腫（ＢＣＧ及びＱＳ－２１
）；腎臓癌及び膀胱癌（ＢＣＧ）を含む様々な癌に対して効力を実証した。
【０１０１】
　特異的又は非特異的標的を有することに加えて、免疫療法剤は能動的であってもよく、
すなわち生体自身の免疫応答を刺激してもよく、又は、それらは受動的であってもよく、
すなわち、生体の外部で生成される免疫系の成分を含んでいてもよい。
【０１０２】
　受動的で特異的な免疫療法は、典型的には、癌細胞の表面上に見られる特定の抗原に対
して特異的であるか、又は特定の細胞増殖因子に対して特異的である、１つ以上のモノク
ローナル抗体の使用を含む。モノクローナル抗体は、癌の処置における多くの方法に使用
されて、例えば特定の種類の癌に対する被験者の免疫応答を増強させ得るか、血管新生に
関与する細胞増殖因子等の特定の細胞増殖因子を標的化することによって、又は化学療法
剤、放射性粒子若しくは毒素等の薬剤と連結若しくはコンジュゲートさせた場合に癌細胞
への他の抗癌剤の送達を増強させることによって、癌細胞の増殖を妨害し得る。
【０１０３】
　本発明の組合せにおける封入に適した、癌免疫療法剤として現在使用されているモノク
ローナル抗体としては、リツキシマブ（リツキサン（登録商標））、トラスツズマブ（ハ
ーセプチン（登録商標））、イブリツモマブチウキセタン（ゼヴァリン（登録商標））、
トシツモマブ（ベキサール（登録商標））、セツキシマブ（Ｃ－２２５、アービタックス
（登録商標））、ベバシズマブ（アバスチン（登録商標））、ゲムツズマブオゾガマイシ
ン（マイロターグ（登録商標））、アレムツズマブ（キャンパス（登録商標））、及びＢ
Ｌ２２が挙げられるがこれらに限定されない。モノクローナル抗体は、乳癌（進行転移性
乳癌を含む）、結腸直腸癌（進行及び／又は転移性結腸直腸癌を含む）、卵巣癌、肺癌、
前立腺癌、子宮頸癌、黒色腫、及び脳腫瘍を含む多種多様な癌の処置に使用される。他の
例としては、抗ＣＴＬＡ４抗体（例えばイピリムマブ）、抗ＰＤ１抗体、抗ＰＤＬ１抗体
、抗ＴＩＭＰ３抗体、抗ＬＡＧ３抗体、抗Ｂ７Ｈ３抗体、抗Ｂ７Ｈ４抗体、抗ＴＲＥＭ抗
体、抗ＢＴＬＡ抗体、又は抗Ｂ７Ｈ６抗体が挙げられる。
【０１０４】
　モノクローナル抗体は単独で又は他の免疫療法剤若しくは化学療法剤と組み合わせて使
用され得る。
【０１０５】
　能動的で特異的な免疫療法は典型的には、癌ワクチンの使用を含む。全癌細胞、癌細胞
の一部、又は癌細胞に由来する１つ以上の抗原を含む、癌ワクチンが開発されてきた。単
独で又は１つ以上の免疫療法剤若しくは化学療法剤と組み合わせた癌ワクチンが、黒色腫
、腎臓癌、卵巣癌、乳癌、結腸直腸癌、及び肺癌を含む数種類の癌の処置において研究さ
れている。非特異的な免疫療法剤は、生体の免疫応答を増強させるために癌ワクチンと組
み合わせると有用である。
【０１０６】
　免疫療法剤による処置は、Nicholas P. Restifo, Mark E. Dudley and Steven A. Rose
nberg (Adoptive immunotherapy for cancer: harnessing the T cell response, Nature
 Reviews Immunology, Volume 12, April 2012）によって記載されているような養子免疫
療法からなり得る。養子免疫療法では、患者の循環中のリンパ球又は腫瘍に浸潤したリン
パ球をインビトロで単離し、ＩＬ－２等のリンホカインによって活性化させるか、又は腫
瘍壊死のための遺伝子を形質導入し（transuded）、そして再投与する（Rosenberg et al
., 1988; 1989）。活性化されたリンパ球は、最も好ましくは、血液サンプル又は腫瘍サ
ンプルから事前に単離されインビトロで活性化（又は「増大」）させておいた、患者自身
の細胞である。この形態の免疫療法は、数例の黒色腫及び腎臓癌の退縮をもたらした。
【０１０７】
　本明細書において使用される「放射線療法剤」という用語は、癌を処置又は寛解するの
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に効果的である当業者には公知である任意の放射線療法剤を指すことを意図するがこれに
限定されない。例えば、放射線療法剤は、小線源療法又は放射性核種療法に投与されるよ
うな薬剤であり得る。
【０１０８】
本発明のキット：
　本発明のさらなる目的は、細胞集団上のＣＤ４、ＣＤ２５、ＣＤ１２７及びＣＤ１５ｓ
マーカーの細胞表面発現を検出するための手段を含むキットに関する。
【０１０９】
　実施態様によっては、該手段は抗体である。別の実施態様では、これらの抗体は上記の
ように標識されている。
【０１１０】
　典型的には、上記のキットは、例えば、洗浄試薬、及び／又は、結合した抗体の存在を
定量的に検出することのできる他の試薬を含有する、１つ以上の他の容器も含むだろう。
好ましくは、検出試薬は標識された（二次）抗体を含むか、又は、ＣＤ４、ＣＤ２５、Ｃ
Ｄ１２７及びＣＤ１５ｓに対して生じた抗体それ自体が標識されている場合には、コンパ
ートメントは、標識された抗体と反応することのできる抗体結合試薬を含む。コンパート
メント化されたキットは、試薬が別々の容器に含有されているあらゆるキットを含み、ま
た、これは小型のガラス容器、プラスチック容器、又はプラスチック片若しくは紙片を含
み得る。このような容器は、サンプル及び試薬の互いの混入を回避しつつ、あるコンパー
トメントから別のコンパートメントへの試薬の効率的な移動を可能とし得、また、各容器
の薬剤又は溶液をあるコンパートメントから別のコンパートメントへと定量的に加えるこ
とを可能とし得る。このようなキットはまた、試験サンプルを受容する容器、アッセイに
使用される抗体（群）を含有する容器、洗浄試薬（例えばリン酸緩衝食塩水、トリス緩衝
液等）を含有する容器、及び検出試薬を含有する容器を含み得る。
【０１１１】
　実施態様によっては、該キットはさらに、Ｆｏｘｐ３及び／又はＣＤ４５ＲＡの発現を
検出するための手段（例えば抗体）を含み得る。
【０１１２】
　特定の実施態様では、ＩＨＣアッセイに適したキットはさらに、Ｆｏｘｐ３の発現を検
出するための手段（例えば抗体）を含む。それ故、本発明のさらなる目的は、細胞集団上
のＣＤ４、ＣＤ２５、Ｆｏｘｐ３及びＣＤ１５ｓマーカーの細胞発現を検出するための手
段（例えば抗体）を含むキットに関する。
【０１１３】
　典型的には、本発明のキットはまた、適切な方法を実施するためのキット成分の使用説
明書を含むだろう。
【０１１４】
　本発明はさらに、以下の図面及び実施例によって説明されるだろう。しかし、これらの
実施例及び図面は、いずれにしても、本発明の範囲を限定するものと解釈されるべきでは
ない。
【図面の簡単な説明】
【０１１５】
【図１】ＦｏｘＰ３、Ｈｅｌｉｏｓ、及びＫｉ－６７を発現しているＣＤ４＋Ｔ細胞サブ
セットについての細胞表面マーカー。（Ａ）分析した３４０個超の中で、ＦｏｘＰ３ｈｉ

ｇｈエフェクターＴレグ細胞においてアップレギュレートされた１８個の表面マーカー。
ＣＤ４＋Ｔ細胞にゲートをかけたＰＢＭＣのフローサイトメトリーによる、細胞内Ｆｏｘ
Ｐ３及び各々の示された表面マーカーの発現。データは６人の健康なドナーの代表である
。（Ｂ）図１Ａに示されたどのマーカーがＦｏｘＰ３＋ＣＤ４＋細胞上に選択的に発現さ
れているかを評価するために、本発明者らは、各マーカーについてＣＤ４＋Ｔ細胞中のＦ
ｏｘｐＰ３＋細胞（ＦｏｘＰ３及び１つの前記の表面マーカー発現により規定されるＣＤ
４＋Ｔ細胞サブセットを示す、下のサイトメトリースキームに示されている集団Ａ）中の
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陽性細胞の比率と、ＣＤ４＋Ｔ細胞中のＦｏｘＰ３－細胞（集団Ｂ）中の陽性細胞の比率
の比を計算した（比Ｉ）。本発明者らは、ＦｏｘＰ３＋細胞に対して最も特異的であるマ
ーカーが、最も高い比Ｉを有するマーカーであると規定した（上のヒストグラム）。本発
明者らはまた、ＣＤ４＋Ｔ細胞中のこのようなマーカーを発現しているＣＤ４５ＲＡ－Ｆ
ｏｘＰ３＋細胞（集団Ａ、下のサイトメトリースキーム）の比率を、ＣＤ４＋Ｔ細胞中の
ＣＤ４５ＲＡ－ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ表現型によって規定されるｅＴレグ細胞の比率で割っ
た比（比ＩＩ）を計算することによって、該マーカーが、（ＣＤ４５ＲＡ－ＦｏｘＰ３ｈ

ｉｇｈ表現型によって規定される上のサイトメトリースキームに示された）ｅＴレグ細胞
上に選択的に発現されているか、又は、他のＣＤ４５ＲＡ－ＦｏｘＰ３ｌｏｗ非Ｔレグ細
胞上にも発現されているかどうかを確認した。本発明者らは、比ＩＩが１に近いマーカー
はｅＴレグ細胞に対してより特異的であると判断した。なぜなら、それらはＦｏｘＰ３ｌ

ｏｗ細胞によって発現されていないからである（下のヒストグラム）。データは６人の健
康なドナーから得られる。
【図２Ａ】ＣＤ１５ｓは、機能的ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈＴレグ細胞のマーカーである。（Ａ
）ＣＤ１５ｓは、ｅＴレグ細胞上に発現されているが、シアリル化されていないＣＤ１５
は発現されていない。ＣＤ４＋Ｔ細胞にゲートをかけたＰＢＭＣのフローサイトメトリー
による、細胞内ＦｏｘＰ３及び示された表面マーカーの発現。データは６回の独立した実
験の代表である。
【図２Ｂ】（Ｂ）ＣＤ１５ｓ＋ＦｏｘＰ３＋は抑制性であるが、ＣＤ１５ｓ－ＦｏｘＰ３
＋細胞は抑制性ではない。示されたＣＤ４＋Ｔ細胞サブセットと１：１の比で８４～９０
時間ＴＣＲを刺激しながら共培養した後に評価された１０４個の標識ＣＤ２５－ＣＤ４５
ＲＡ＋ＣＤ４＋レスポンダーＴ細胞によるＣＦＳＥの希釈率。参考文献８に先に記載され
たプロトコールを使用して単離されたｎＴレグ又はｅＴレグによるＣＦＳＥの希釈率を、
完全な抑制のための陽性対照として使用する。矢印によって示されているように、完全な
抑制は、より少ない増殖サイクル（増大中のエフェクター細胞における４本の識別可能な
ピークに対して２本の識別可能なピーク）及び連続サイクルピークの振幅の減少によって
特徴付けられ、一方、進行中の増殖は、連続サイクルピークの振幅の増加によって特徴付
けられる。データは３回の独立した実験の代表である。
【図２Ｃ】（Ｃ）ＣＤ４＋Ｔ細胞におけるＣＤ４５ＲＡと核内ＦｏｘＰ３（上）、核Ｋｉ
－６７とＦｏｘＰ３（中央）、及び表面ＣＤ１５ｓと核内ＦｏｘＰ３（下）の発現のフロ
ーサイトメトリー。赤線は、Ｋｉ－６７＋／－ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞とＫｉ－６７－Ｆ
ｏｘＰ３ｌｏｗ細胞とを、及びＣＤ４５ＲＡ＋／－ＦｏｘＰ３ｌｏｗ細胞とＣＤ４５ＲＡ
－ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞とを区切り、一方、下のパネルの黒線は、ＣＤ１５ｓ＋Ｆｏｘ
Ｐ３＋細胞とＣＤ１５ｓ－ＦｏｘＰ３＋細胞とを区切る。ＣＤ４＋細胞中のＣＤ４５ＲＡ
－ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞、Ｋｉ－６７＋ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞、及びＣＤ１５ｓ＋Ｆ
ｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞の比率が示されている。データは８回の独立した実験の代表である
。
【図２Ｄ】（Ｄ）増大中のナイーブＴレグ細胞はインビトロでＣＤ１５ｓをアップレギュ
レートする。ＣＤ２５－ＣＤ４５ＲＡ＋ＣＤ４＋通常型Ｔ細胞及びｎＴレグ細胞をフロー
サイトメトリーで単離し、抗ＣＤ３／抗ＣＤ２８抗体ビーズ、ＩＬ－２及びラパマイシン
の存在下で１４日間培養し、ＣＤ１５ｓ及びＦｏｘＰ３の発現について分析した。ＣＤ１
５ｓ＋及びＣＤ１５ｓ－ＦｏｘＰ３＋細胞％を、対応する四分円に示す。データは３回の
独立した実験の代表である。
【図３】胸腺におけるＦｏｘＰ３を発現している発達中のＴレグ細胞によるＣＤ１５ｓの
発現。（Ａ）ダブルネガティブ（ＤＮ）、ダブルポジティブ（ＤＰ）、及びシングルポジ
ティブ（ＳＰ）ＣＤ４＋胸腺細胞による核内ＦｏｘＰ３及び示されたマーカーの発現のフ
ローサイトメトリー。データは３回の独立した実験の代表である。（Ｂ）胸腺において発
達中のＴレグ細胞による表面マーカー及び細胞内マーカーの改変。マーカーの変化を太文
字で示す。
【図４】ＦｏｘＰ３発現細胞サブセットの異常を有する標準的な疾患における、ＣＤ４＋
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Ｔ細胞サブセットにおけるＣＤ１５ｓの発現。（Ａ）代表的な健康なドナー、活動的なサ
ルコイドーシスを有する被験者、及び活動的なＳＬＥを有する被験者のＣＤ４＋Ｔ細胞に
ゲートをかけたＰＢＭＣのフローサイトメトリー。ＣＤ４５ＲＡとＦｏｘＰ３（上）、及
びＣＤ１５ｓとＦｏｘＰ３（下）の発現。数字は、ＣＤ４５ＲＡ－ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ表
現型（上）によって及びＣＤ１５ｓ＋ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ表現型（下）によって規定され
るｅＴレグ細胞％を示す。縦の点線は、ＣＤ４５ＲＡ発現によって規定されたＦｏｘＰ３
ｌｏｗとＦｏｘＰ３ｈｉｇｈとの間の描写のためのＦｏｘＰ３発現の閾値を示す。右のパ
ネルでは、縦の細線は、ＣＤ１５ｓの発現によって規定されたＦｏｘＰ３ｌｏｗ細胞とＦ
ｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞との間の境界線を示す。（Ｂ）８人の健康なドナー（上）、活動的
なサルコイドーシスを有する８人の被験者（中央）、及び活動的なＳＬＥを有する８人の
被験者（下）における、ＣＤ４５ＲＡとＦｏｘＰ３の発現によって、及びＣＤ１５ｓとＦ
ｏｘＰ３の発現によって規定されたｅＴレグ細胞％の比較。赤線及び数字は、平均値％を
示す。統計学的比較を、スチューデントｔ－検定を使用して実施した。Ｐ＜０．０５を有
意と判断する。（Ａ）に記載のパラメータを分析する、未処置の菌状息肉腫を有する被験
者のＣＤ４＋Ｔ細胞にゲートをかけたＰＢＭＣのフローサイトメトリー。
【図５】ＣＤ１５ｓ＋エフェクターＴレグ細胞の絶対数は、健康なドナーと比較して活動
的なＳＬＥにおいて有意に減少している。図４に示される８人の健康なドナー及び８人の
活動的なＳＬＥ被験者のＣＤ１５ｓ＋エフェクターＴレグ細胞のＣＤ４＋Ｔ細胞中の比率
（Ａ）及び絶対数（Ｂ）を、ノンパラメトリックマンホイットニーＵ検定を使用して比較
する。平均値と標準誤差を赤色で示す。
【０１１６】
実施例
材料及び方法
ＦｏｘＰ３、Ｋｉ－６７及びＨｅｌｉｏｓを発現しているＣＤ４＋Ｔ細胞の表面マーカー
分析及びフローサイトメトリー
　血液サンプルを、若い健康な成人試験志願者から、及び活動的なサルコイドーシス又は
ＳＬＥを有する被験者から入手した。ＳＬＥ及びサルコイドーシスの診断は、先に記載さ
れた基準に従って行なわれた１、２。研究は、ヒトを対象とした地域倫理委員会からの承
認とともにヘルシンキ宣言に従って実施された（Comite Consultatif de Protection des
 Personnes dans la Recherche Biomedicale of Pitie-Salpetriere Hospital, Paris）
。胸腺細胞の分析のために、生物医学局による承認（ＰＦＳ１３－００７番）を得た。
【０１１７】
　ヒト末梢血ＰＢＭＣ及びヒト胸腺細胞をフィコール勾配遠心分離によって調製し、抗Ｃ
Ｄ３、抗ＣＤ８、抗ｈＣＤ４抗体－ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ５．５又は－ＡＰＣ、抗ｈＣＤ２５
抗体－ＰＥ、抗ｈＣＤ４５ＲＡ抗体－ＰＥ－Ｃｙ７、抗ＩＣＯＳ－、抗ＨＬＡ－ＤＲ抗体
（－ＰＥ、BD biosciences製）、抗ＣＤ３１抗体（－ＡＰＣ、e-bioscience製）、抗ｈＣ
Ｄ１２７抗体（－パシフィックブルー）を用いて染色した。抗ｈＦｏｘＰ３抗体（ＰＥ又
はＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７、クローン２５９Ｄ／Ａ７、BD biosciences）を用いて
のＦｏｘＰ３の細胞内検出、及びＫｉ－６７抗体（BD製のＦＩＴＣ又はＰＥ）を用いての
Ｋｉ－６７抗原の細胞内検出を、Cytofix/Cytoperm（e-Bioscience）を使用して、固定さ
れ透過処理された細胞において実施した。研究のために使用される大半のｍＡｂは、Lyop
late system（BD）から得られた。細胞表面マーカースクリーニングのための全てのｍＡ
ｂは非コンジュゲート型であり、二次染色した。データをLSR-Fortessa又はFACSCanto-II
によって取得し、FloJoソフトウェアを用いて分析した。
【０１１８】
抑制アッセイ
　ＰＢＭＣを、新たに採取した血液からフィコール勾配分離を通して単離した。ＣＤ４＋

Ｔ細胞をまず、ＣＤ４ Ｔ細胞分離キット（Miltenyi）を使用して磁気的に単離し、続い
て、蛍光色素にコンジュゲートさせたｍＡｂの以下の組合せを使用して表面染色した：BD
 bioscienceから入手した抗ＣＤ４抗体－ＰＥｒＣＰ５．５、抗ＣＤ２５抗体－ＰＥ、抗
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ＣＤ１２７抗体－パシフィックブルー、抗ＣＤ４５ＲＡ抗体－ＰＥＣｙ７、及び抗ＣＤ１
５ｓ抗体－ＡＦ６４７。ＣＤ１２７＋ＣＤ２５－ＣＤ４５ＲＡ＋ＣＤ４＋、ナイーブＦｏ
ｘＰ３ｌｏｗＣＤ４５ＲＡ＋、エフェクターＦｏｘＰ３ｈｉｇｈＣＤ４５ＲＡ－Ｔレグ細
胞、ＣＤ１２７ｌｏｗＣＤ２５＋ＣＤ４５ＲＡ－を、本発明者らが以前検証したゲーティ
ング戦略に従って、FACSAria（BD bioscience）１０を使用して、並びにＣＤ１５ｓ－Ｆ
ｏｘＰ３ｌｏｗＣＤ４＋Ｔ細胞及びＣＤ１２７ｌｏｗＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＣＤ１
５ｓ＋ＣＤ４＋Ｔ細胞を該ゲーティング戦略に従って、フローサイトメトリーにより単離
した後に、ＰＢＭＣからフローサイトメトリーにより単離した。
【０１１９】
　１×１０４個のＣＦＳＥ（１μM Invitrogen）で標識されたレスポンダーＣＤ２５－Ｃ
Ｄ４５ＲＡ＋ＣＤ４＋Ｔ細胞を、その抑制能について評価された１×１０４個の標識され
ていない細胞、及び、Ｂ細胞と単球とを含有する１×１０５個の放射線照射された自己補
助細胞と共培養した。細胞を、９６ウェル丸底プレート中、１０％ウシ胎児血清（Bio We
st）、２mM Ｌ－グルタミン、１mM ピルビン酸ナトリウム、１％非必須アミノ酸ＭＥＭ、
１００U/ml ペニシリン、１００μg/ml ストレプトマイシン及びアムホテリシンＢ（全て
Gibco製）を補充されたＲＰＭＩ培地で、プレートに結合させた０．５μg/mLの抗ＣＤ３
抗体（ＯＫＴ３ ｍＡｂ）を用いて刺激した。ＣＦＳＥ標識細胞の増殖を、８４～９０時
間培養した後にフローサイトメトリーによって評価した。
【０１２０】
ｎＴレグ細胞の増大
　ｎＴレグ細胞の増大に関して、３０×１０３個の単離されたｎＴレグを直ちに、培養の
ためにＵ底ウェルに分配した。細胞を、５％ＡＢ血清（Invitrogen Lifetech）を含みか
つ２mM Ｌ－グルタミン、１mM ピルビン酸ナトリウム、１％非必須アミノ酸ＭＥＭ、１０
０U/ml ペニシリン、１００μg/ml ストレプトマイシン及びアムホテリシンＢ（全てGibc
o製）、抗ＣＤ３抗体／抗ＣＤ２８抗体でコーティングされたＴレグ増大用ビーズ（Invit
rogen Lifetech）を補充されたX-vivo 15培地（Lonza）中、培養培地単独中３００ IU/ml
 ＩＬ－２（Miltenyi Biotec）の存在下で、又は培養培地中に希釈されたラパマイシン（
Sigma-Aldrich）の存在下（１μg/mL）で培養した。３００～１０００ IU/ml ＩＬ－２を
３～４日間毎に加えた。
【０１２１】
統計分析
　ｅＴレグとＣＤ１５ｓ＋ＦｏｘＰ３＋細胞の％を比較するために、対応のあるｔ－検定
を実施した。健康なドナー対ＳＬＥ被験者におけるＣＤ１５ｓ＋％を比較するために、ノ
ンパラメトリックＵ－マンホイットニー検定を実施した。
【０１２２】
結果
ＦｏｘＰ３、Ｈｅｌｉｏｓ及びＫｉ－６７を発現しているＣＤ４＋Ｔ細胞サブセットの細
胞表面マーカー
　ＦｏｘＰ３を発現しているＣＤ４＋Ｔ細胞内のサブセットを区別する具体的な表面マー
カーを決定するために、本発明者らは、ＣＤ２５、ＣＤ４５ＲＡ、ＩＣＯＳ、ＨＬＡ－Ｄ
Ｒ、Ｋｉ－６７、Ｈｅｌｉｏｓ、及びＦｏｘＰ３発現を、細胞表面マーカーと一緒に分析
することによって、ヒトＣＤ４＋Ｔ細胞のマルチパラメーター細胞蛍光測定分析を実施し
た。
【０１２３】
　３４０個を超える細胞表面マーカーの徹底的な分析により、１８個の表面マーカーがｅ
Ｔレグ細胞上で非常に多いことが示され、その中の６個はすでに記載されている（ＣＤ１
５ｓ、ＣＬＡ、ＨＬＡ－ＤＱ、ＣＤ３０、ＣＤ６６Ｂ、ＣＤ１０１、ＣＤ２７５、すなわ
ち、ＩＣＯＳ－Ｌ、ＣＣＲ５、ＣＣＲ６、ＣＣＲ４、ＣＤ１３７、ＣＤ７１及びすでに記
載されているＣＤ２５４、ＨＬＡ－ＤＲ１５、ＣＤ３９１７、１８、ＣＤ９５１９、ＣＤ
１４７２０、ＣＤ２７８、すなわちＩＣＯＳ１４；図１）。
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【０１２４】
　どのマーカーがＦｏｘＰ３＋ＣＤ４＋細胞上に選択的に発現されているかを評価するた
めに、本発明者らは、各マーカーについてＣＤ４＋Ｔ細胞中のＦｏｘＰ３＋細胞（図１ｂ
の集団Ａ）中の陽性細胞の比率と、ＣＤ４＋Ｔ細胞中のＦｏｘＰ３－細胞（図１ｂの集団
Ｂ）中の陽性細胞の比率の比を計算した（比Ｉ）。本発明者らは、ＦｏｘＰ３＋細胞に対
して最も特異的であるマーカーが、最も高い比Ｉを有するマーカーであると規定した。
【０１２５】
　本発明者らはまた、ＣＤ４＋Ｔ細胞中のこのようなマーカーを発現しているＣＤ４５Ｒ
Ａ－ＦｏｘＰ３＋細胞（図１ｂの集団Ａ）の比率と、ＣＤ４＋Ｔ細胞中のＣＤ４５ＲＡ－

ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ表現型によって規定されるｅＴレグ細胞の比率の比（比ＩＩ）を計算
することによって、該マーカーが、ｅＴレグ細胞上に選択的に発現されているか、又は、
他のＣＤ４５ＲＡ－ＦｏｘＰ３ｌｏｗ非Ｔレグ細胞上にも発現されているかどうかを確認
した。本発明者らは、比ＩＩが１を超えるマーカーはｅＴレグ細胞に対してあまり特異性
がないと判断した。なぜなら、それらはＦｏｘＰ３ｌｏｗ細胞によっても発現されている
からである。
【０１２６】
　本発明者らは、ＣＤ１５ｓが最も高い比Ｉを有する唯一のマーカーであることを観察し
た。ＣＤ１５ｓはまた、ＦｏｘＰ３＋細胞中の陽性細胞の比率がｅＴレグ細胞の比率と類
似している、すなわち比ＩＩが１に近い唯一のマーカーであった（図１ｂ）。これらの結
果は、ＣＤ１５ｓがｅＴレグ細胞上に選択的に発現されていることを示す。
【０１２７】
　本発明者らはまた、ｅＴレグ細胞においてのみダウンレギュレートされたマーカーを探
した。７個の未知のマーカーがｅＴレグにおいてダウンレギュレートされ（ＣＤ２６、Ｃ
Ｄ５５、ＣＤ１００、ＣＤ１３０、ＣＤ２２１、ＣＤ３０５、ＣＤ３２１）、その中のい
ずれもＣＤ１２７ほど識別できなかった２１、２２。
【０１２８】
　表面マーカーの発現と、増殖マーカーＫｉ－６７及び転写因子Ｈｅｌｉｏｓの細胞内発
現との比較により、ＣＤ７１だけでなくＩＣＯＳ及びＩＣＯＳ－Ｌも、Ｋｉ－６７の発現
に高度に相関していることが判明した。この結果は、ＩＣＯＳが、ｅＴレグ細胞の増殖の
ための良好なマーカーであることを示す。細胞内Ｈｅｌｉｏｓ発現に対応する唯一の特異
的な表面マーカーは、全員ではないが何人かの健康ドナーにおいてはＣＤ３９であった。
【０１２９】
　ＣＤ１５ｓはＦｏｘＰ３ｈｉｇｈｅＴレグ細胞上に高度に発現されていたが、ＦｏｘＰ
３ｌｏｗＣＤ４５ＲＡ－ＦｏｘＰ３ｌｏｗ細胞上には発現されず、ＦｏｘＰ３陰性細胞上
では弱くしか発現されていなかったので、本発明者らは、ｅＴレグ細胞の可能性あるマー
カーとしてＣＤ１５ｓに本発明者らの研究の焦点を当てることを決定した。
【０１３０】
ＣＤ１５ｓは、機能的ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈＴレグ細胞のマーカーである。
　本発明者らは、ＣＤ１５ｓはｅＴレグ細胞上に高度に発現されているが、シアリル化さ
れていないＣＤ１５は発現されていないことに気付いた（図２Ａ）。ＣＤ１５ｓは、フコ
シルトランスフェラーゼ７（α（１，３）フコシルトランスフェラーゼ）を通したＣＤ１
５のシアリル化の結果である。ＦｏｘＰ３を発現しているＣＤ４＋Ｔ細胞の本発明者らの
以前のトランスクリプトーム１０分析により、この酵素が、他のＣＤ４＋Ｔ細胞サブセッ
トと比較してｅＴレグ細胞サブセット上に特異的に発現されていることが示され、このこ
とは、ＣＤ１５のシアリル化が、ＣＤ４＋Ｔ細胞中のｅＴレグ細胞に特異的であることを
示す（マイクロアレイデータは、国立生物工学情報センターの遺伝子発現情報データベー
ス（ＧＥＯ）アクセッションナンバー１５６５９で入手可能である）。
【０１３１】
　ＣＤ１５ｓの発現が実際に、機能的な抑制性のＦｏｘＰ３発現ＣＤ４５ＲＡ－ｅＴレグ
細胞を、非抑制性のＦｏｘＰ３発現ＣＤ４５ＲＡ－細胞から分離するマーカーであること
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を確認するために、本発明者らは、ＣＤ１５Ｓ＋ＣＤ４５ＲＡ－ＣＤ１２７ｌｏｗＣＤ２
５＋＋ＣＤ４＋Ｔ細胞及びＣＤ１５Ｓ－ＣＤ４５ＲＡ－ＣＤ１２７ｌｏｗＣＤ２５＋＋Ｃ
Ｄ４＋Ｔ細胞をフローサイトメトリーで単離した。図２Ｂに示されているように、ＣＤ１
５ｓ＋ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞は非常に抑制性であったが、ＣＤ１５Ｓ－ＦｏｘＰ３ｌｏ

ｗ細胞は抑制しなかった。このことは、ＣＤ１５ｓが、ヒトＰＢＭＣ中のＦｏｘＰ３ｌｏ

ｗ非Ｔレグ細胞からのｅＴレグ細胞のフローサイトメトリーによる分離を可能とする表面
マーカーであることを示す。
【０１３２】
　本発明者らはまた、ＣＤ１５ｓ発現に従って規定されたＣＤ４＋Ｔ細胞サブセットの炎
症性サイトカインプロファイルは、ＦｏｘＰ３及びＣＤ４５ＲＡマーカーを使用して先に
規定された対応するサブセットのサイトカインプロファイルと一致することを確認した８

。予想された通り、ＣＤ４５ＲＡ－ＦｏｘＰ３＋ＣＤ１５ｓ－細胞は、健康なＣＤ４＋Ｆ
ｏｘＰ３＋細胞だけでなくＳＬＥのＣＤ４＋ＦｏｘＰ３＋細胞の中でも、最も高いＩＦＮ
－γ及びＩＬ－２の生産体であった。 
【０１３３】
　本発明者らは、ＦｏｘＰ３ｌｏｗ細胞（ｎＴレグ細胞及び非Ｔレグ細胞の両方）とＦｏ
ｘＰ３ｈｉｇｈ細胞の間の境界は、ＣＤ４５ＲＡとＫｉ－６７の発現によって描かれた縦
の境界線（図２Ｃの赤色の縦線）によって図解で規定され得ることを先に示した８。図２
Ｃに示されているように、ＣＤ１５ｓの発現によって規定されるＦｏｘＰ３発現の境界は
、ＣＤ４５ＲＡ及びＫｉ－６７によって規定されたものと近いが、僅かに低いレベルであ
る。ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞のマーカーとしてのＣＤ１５ｓの使用は、ＣＤ１５ｓ＋ｅＴ
レグ細胞とＣＤ１５ｓ－非Ｔレグ細胞との間のＦｏｘＰ３発現の狭い重複帯の存在を示す
（図２Ｃ）。
【０１３４】
　最後に、ｅＴレグ細胞はインビボにおいてｎＴレグ細胞に由来するので、本発明者らは
また、ＣＤ１５ｓ発現が、インビトロで高用量のＩＬ－２及びラパマイシンの存在下で増
大中のナイーブＴレグ細胞において誘導され得るかどうかを確認した２３、２４。７日間
の培養後にＣＤ１５ｓを発現している増大中のｎＴレグ細胞は殆どなかったが、有意な割
合の増大中の細胞がＣＤ１５ｓをアップレギュレートした一方、ＣＤ１５ｓは、増大中の
通常型ＣＤ４＋Ｔ細胞上には弱くしか発現していなかった（図２Ｄ）。しかし、大半の増
大中のｎＴレグ細胞はＣＤ１５ｓをアップレギュレートせず、このことはＩＬ－２のみ及
びラパマイシンは、全てのｎＴレグ細胞を効果的な抑制性のＣＤ１５ｓ＋ｅＴレグ細胞に
変換するのに十分ではない可能性があることを示す。
【０１３５】
胸腺におけるＦｏｘＰ３を発現している発達中のＴレグ細胞によるＣＤ１５ｓの発現
　胸腺に由来するｎＴレグ細胞は、ｅＴレグ細胞上に存在する大半のマーカーを発現しな
いが（すなわち低いレベルのＣＤ２５、及びＩＣＯＳは存在せず）、いくつかの発達中の
胸腺Ｔレグ細胞はこれらのマーカーを発現すると報告されているので、本発明者らは、Ｃ
Ｄ１５ｓがこれらの前記の活性化マーカーと一緒にどのように胸腺において発達中の天然
型Ｔレグ細胞によって発現されるのかを決定しようと考えた。
【０１３６】
　他の研究者によって示されているように、ＦｏｘＰ３の胸腺での発現は、ダブルポジテ
ィブ段階で始まる２５。この段階で、発達中のダブルポジティブＴレグ細胞はＦｏｘＰ３
ｈｉｇｈＣＤ２５ｈｉｇｈＩＣＯＳ＋ＣＤ１５ｓ＋ＣＤ４５ＲＡ－ＣＤ３１－表現型を示
し、これらの細胞のいくつかはＫｉ－６７＋であるので増殖し始める。シングルＣＤ４ポ
ジティブ段階では、本発明者らは２つのサブセットのＦｏｘＰ３発現細胞を観察し、一方
はＦｏｘＰ３の高い発現を示し、他方はＦｏｘＰ３の低い発現を示す。ＦｏｘＰ３ｈｉｇ

ｈＣＤ４＋胸腺細胞はＫｉ－６７を発現するので増殖し、それらはまたＩＣＯＳ、高いレ
ベルのＣＤ２５、及びＣＤ１５ｓも発現するので、増殖中のダブルポジティブＦｏｘＰ３
ｈｉｇｈ細胞と類似した表面マーカーを共有する。
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【０１３７】
　ＦｏｘＰ３ｌｏｗシングルＣＤ４＋胸腺細胞を、Ｋｉ－６７、ＩＣＯＳ又はＣＤ１５ｓ
のいずれかを発現せず、かつ低いレベルのＣＤ２５を有する、ＣＤ４５ＲＡ－ＣＤ３１－

細胞、ＣＤ４５ＲＡ－ＣＤ３１＋細胞及びＣＤ４５ＲＡ＋ＣＤ３１＋細胞に分類すること
ができる（図３Ａ）。それ故、本発明者らは、末梢でｅＴレグ細胞上に存在する活性化マ
ーカーが、胸腺でダブルポジティブ段階の発達中のＴレグ細胞において、及びそれらがシ
ングルポジティブＣＤ４＋Ｔ細胞に分化した時に、一過性に発現されると仮定することが
できる。このようなマーカーは、ＦｏｘＰ３＋胸腺細胞がナイーブＴレグ表現型を獲得し
、ＣＤ４５ＲＡ＋ＣＤ３１＋ＦｏｘＰ３ｌｏｗＣＤ４＋ナイーブＴレグ細胞として胸腺か
ら遊出する時にＦｏｘＰ３発現と平行してダウンレギュレートされる（図３Ｂ）。
【０１３８】
　したがって、ヒト胸腺細胞の分析は、ＣＤ１５ｓの発現が、胸腺において一過性に発現
されかつ胸腺から遊出しているｎＴレグには存在しない、Ｔレグに関連した他のマーカー
の発現と並行することを示す。
【０１３９】
　ＦｏｘＰ３発現細胞サブセットの異常を有する標準的な疾患におけるＣＤ４＋Ｔ細胞サ
ブセットにおけるＣＤ１５ｓの発現
　最後に、本発明者らは、健康なドナー（ｎ＝８）及びＦｏｘＰ３発現サブセットにおけ
る異常の保有が知られている疾患、すなわちサルコイドーシス（ｎ＝８）及び全身性エリ
テマトーデス（ｎ＝８）を有する被験者のＰＢＭＣ中のＣＤ１５ｓの発現を研究した。
【０１４０】
　どちらの疾患においても、ｅＴレグ細胞はＣＤ１５ｓを使用して同定され得、ＦｏｘＰ
３ｌｏｗ非Ｔレグ細胞から分離され得た（図４Ａ）。特に、本発明者らはまた、特にＳＬ
Ｅにおいて、ＣＤ１５ｓ＋ｅＴレグ細胞とＣＤ１５ｓ－非Ｔレグ細胞の間のＦｏｘＰ３発
現の重複帯がより広いことを観察した。ＣＤ４５ＲＡ及び／又はＫｉ－６７を使用して測
定されたｅＴレグ細胞の比率は僅かであるがしかし有意に低く見積もられ、一方、サルコ
イドーシスにおけるｅＴレグは依然として増大し、高く見積もられた（図４Ｂ）。活動的
なＳＬＥにおけるＣＤ１５ｓ＋Ｔレグ細胞の比率は、健康なドナーと比較して有意差はな
かったが、絶対数は有意に低く、これは本発明者らの以前の観察と一致する２、１０、２

６（図５）。このことはさらに、特に、癌等のＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞の増加が報
告されている疾患においてｅＴレグ細胞と非Ｔレグ細胞とを効率的に区別するためにＦｏ
ｘＰ３発現ＣＤ４＋サブセットの分析にＣＤ１５ｓを加える必要性を示す。
【０１４１】
　したがって、本発明者らは、増大した循環中のＴレグ細胞を示すことが知られている未
処置の菌状息肉腫を有する被験者のＰＢＭＣを分析する場合にこの戦略を適用した２７、

２８。図４Ｃに示されているように、ＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞の増加と非常に僅か
なｎＴレグ細胞とが観察された。ｅＴレグ細胞のマーカーとしてのＣＤ１５ｓの使用によ
り、ｅＴレグ細胞が実際に非常に増加し、個別の集団として同定可能であることが確認さ
れた。
【０１４２】
　ＣＤ４＋Ｔ細胞におけるＣＤ１２７の低い発現とＣＤ２５の高い発現の組合せは、ヒト
におけるＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞を規定するための代用として十分に受け入れられ
ている１９、２０。特に、ＳＬＥ、シェーグレン症候群、全身性硬化症、重症筋無力症、
又はサルコイドーシスにおいて、ＣＤ１２７とＣＤ２５の組合せは、ＦｏｘＰ３＋細胞と
ＦｏｘＰ３－細胞とを効果的に分離しなかった。なぜなら存在する各ＦｏｘＰ３＋細胞、
すなわちナイーブＴレグ細胞、Ｆｏｘｐ３（ｌｏｗ）ＣＤ１５ｓ－非Ｔレグ細胞、及びＣ
Ｄ１５ｓ＋ｅＴレグ細胞のかなりの割合が、ＣＤ１２７（ｈｉｇｈ）細胞又はＣＤ２５－
細胞のいずれかであるからである。このことは、ＣＤ１２７の低い発現及びＣＤ２５の高
い発現の組合せが、ヒトの自己免疫状態及び／又は炎症性状態におけるＦｏｘＰ３＋細胞
の同定に適していない可能性があることを示す。
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【０１４３】
考察：
　ヒトＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞は機能において異質であるので４、ＦｏｘＰ３を発
現する、抑制性Ｔレグ細胞とエフェクターＴ細胞へのその分離を可能とするマーカーが、
特に、免疫媒介性疾患、例えば自己免疫疾患及び／又は炎症性疾患、移植、並びに癌等に
おいて必要とされる。本発明者らは以前に、ＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞は、細胞内Ｆ
ｏｘＰ３のそのレベル及びＣＤ４５ＲＡの発現に基づいて３つのサブセットに分離され得
ることを示した１０。現在、ナイーブ表現型を有し低い発現のＦｏｘＰ３を有するＣＤ４
＋Ｔ細胞は、マウス天然胸腺由来Ｔレグ細胞に相当する胸腺由来のＴレグ細胞の個別のサ
ブセットであることが十分に受け入れられている。これらの細胞は単純にＣＤ４５ＲＡ＋

ＣＤ２５＋ＣＤ４＋Ｔ細胞としてフローサイトメトリーで単離され得る１０。
【０１４４】
　ＣＤ４５ＲＡ－ＦｏｘＰ３発現細胞に関して、ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞は非常に抑制性
であるが、ＦｏｘＰ３の低い発現を有するＣＤ４＋Ｔ細胞は抑制しない。後者はおそらく
、活性化によりＦｏｘＰ３の発現が誘導されているが抑制機能を獲得するほど十分に高く
はない、通常型Ｔ細胞に対応するだろう２９、３０。
【０１４５】
　ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞は、ＨＬＡ－ＤＲ及び／又はＩＣＯＳを発現しているＴレグ細
胞を包含する。どちらのマーカーも、それぞれ非常に及び迅速に抑制性であり１５並びに
ＩＬ－１０を産生する１４、Ｔレグ細胞のサブセットを特徴付けることが示されている。
より近年になって、Shevachのグループは、転写因子Ｈｅｌｉｏｓが、天然型Ｔレグ細胞
のマーカーであると提案した１６。しかし、近年の知見により、ＦｏｘＰ３の発現が誘導
されたＣＤ４＋Ｔ細胞及び他の活性化されたＣＤ４＋Ｔ細胞もまたＨｅｌｉｏｓを発現し
得ることが実証された３１～３３。
【０１４６】
　ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈエフェクターＴレグ細胞が、単一の特定の表面マーカーを有する個
別の集団として定義され得るかどうかは不明であったので、本発明者らは、フローサイト
メトリー用に抗体が利用可能な全ての公知の表面マーカーを分析することを決断した。
【０１４７】
　３４０個を超える表面マーカーの研究により、本発明者らは、ｅＴレグ細胞によって高
度にアップレギュレートされた１８個のマーカーを規定することができ、その中の６個の
マーカー（ＣＤ２５、ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＤ３９、ＣＤ９５、ＣＤ１４７、及びＩＣＯＳ）
４、１４、１５、１７～２０がすでに記載されている。７個の他の表面分子はダウンレギ
ュレートされたが、その中のいずれもＦｏｘＰ３＋細胞を規定するのにＣＤ１２７に優る
ものはなかった。
【０１４８】
　ＩＣＯＳはＫｉ－６７の発現に高度に相関し、このことはＩＣＯＳが、特定の集団に対
するマーカーというよりは、ｅＴレグ細胞の増殖に対するマーカーであることを示す。It
oの報告と一緒に、この結果は、増殖中のＩＣＯＳ＋Ｋｉ－６７＋ｅＴレグ細胞はＩＬ－
１０を産生することを示す１４。本発明者らは、ＣＤ３９以外のＨｅｌｉｏｓに対して特
異的な表面マーカーを決定することができず、ＣＤ３９は全てのドナーではないにしても
幾人かのドナーにおいてＨｅｌｉｏｓと高度に相関していた。この結果は、Ｈｅｌｉｏｓ
＋及びＣＤ３９＋Ｔレグ細胞はおそらく、ｅＴレグ細胞内の同じサブセットであろうこと
を示す。
【０１４９】
　本発明者らは最後に、ＣＤ１５ｓが、ｅＴレグの推定される特異的マーカーとしての最
善の候補であることを発見した。なぜなら、ＣＤ１５ｓは、ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈ細胞上に
は高度に発現されたが、ｎＴレグ細胞及びＦｏｘＰ３ｌｏｗＣＤ４５ＲＡ－ＣＤ４＋Ｔ細
胞上には発現されなかったからである。本発明者らは、ＣＤ１５ｓ＋ＦｏｘＰ３＋（ｈｉ

ｇｈ）細胞は非常に抑制性であるが、ＣＤ１５ｓ－ＦｏｘＰ３＋（ｌｏｗ）はこのマーカ
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ーに高度な識別力を付与しないことを確認することができた。それ故、本発明者らはここ
に初めて、ｅＴレグ細胞に対して非常に特異的であるマーカーを記載する。
【０１５０】
　ＣＤ１５ｓは、四糖糖鎖であるシアリルルイスｘ（ｓＬＥｘ）としても知られる、α２
－３シアリル化形のラクト－Ｎ－フコペンタオースＩＩＩ（ＣＤ１５）である３４。この
抗原の糖質性は、なぜトランスクリプトーム分析を通して特異的表面マーカーを決定する
以前の試みがこの分子を同定することができなかったかを説明する１０。しかし、本発明
者らの以前のトランスクリプトーム分析の慎重なレトロスペクティブな分析により、ＣＤ
１５からＣＤ１５ｓの合成に必要とされる３５、フコシルトランスフェラーゼ７（α（１
，３）フコシルトランスフェラーゼ）が実際にｅＴレグサブセットにおいて特異的にアッ
プレギュレートされていることが示された。
【０１５１】
　本発明者らはまた、胸腺において発達中のＴレグ細胞において、末梢ｅＴレグ細胞によ
って生じる他の公知の活性化マーカーと一緒にＣＤ１５ｓの発現を分析した。本発明者ら
は、ダブルポジティブ及びシングルＣＤ４＋ポジティブＦｏｘＰ３＋胸腺細胞において、
Ｆｏｘｐ３、Ｋｉ－６７、ＣＤ４５ＲＡ、及びＣＤ３１のレベルを分析することによって
、胸腺で発達中のＴレグ細胞の段階的な分化の動態を確立することができた。本発明者ら
は、ＦｏｘＰ３発現が、ＩＣＯＳ及びＣＤ１５ｓの発現と一緒に、ダブルポジティブ段階
で高いレベルで開始されることを確認することができた１４。どちらのマーカーもシング
ルポジティブＣＤ４＋ＣＤ３１＋ＦｏｘＰ３ｌｏｗ細胞に存在せず、このことは、どちら
のマーカーも胸腺において一過性に発現され、胸腺から遊出している細胞には存在しない
ことを示す。
【０１５２】
　最後に、本発明者らは、ＣＤ１５ｓが、疾患におけるｅＴレグ細胞に対する妥当なマー
カーであることを確認した。本発明者らは、ＦｏｘＰ３、ＣＤ４５ＲＡ及びＫｉ－６７の
発現に基づいたＴレグサブセットの定義を使用するｅＴレグ細胞の保有率は、ｅＴレグ細
胞の追加のマーカーとしてＣＤ１５ｓを使用する場合、健康なドナーにおいて変更されて
おらず、サルコイドーシス１においては僅かに高く見積もられ、ＳＬＥ２においては僅か
に低く見積もられたことを観察した。特に、ＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞サブセットに
おいて観察された異常は、このマーカーを使用すると、依然として存在しかつ顕著であっ
た。最後に、本発明者らは、この新たな定義を、軽度な未処置の菌状息肉腫を有する被験
者のＰＢＭＣに適用し２７、２８、ＣＤ１５ｓ＋ＦｏｘＰ３ｈｉｇｈｅＴレグ細胞の明瞭
な個別の集団を観察することができた。
【０１５３】
　それ故、本発明者らは、機能分析のためのＦｏｘＰ３発現サブセットのフローサイトメ
トリーによる分離のために、少なくともＣＤ４５ＲＡに加えて、並びにＣＤ２５、ＣＤ１
２７及びＣＤ４５ＲＡに加えて、ヒトの研究におけるＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞サブ
セットのあらゆる表現型フローサイトメトリー分析にＣＤ１５ｓを加えるべきであると提
案する。
【０１５４】
　ＣＤ１５ｓは、増大中のｎＴレグ細胞においてアップレギュレートされているので、本
発明者らはまた、インビトロで増大中のＴレグ細胞の純度を評価するための品質管理マー
カーとしてＣＤ１５ｓを提案する。実際に、ＩＬ－２及びラパマイシンを使用すると、Ｃ
Ｄ１５ｓは、増殖中のｎＴレグ細胞の２０～３０％にしか存在せず、このことはＩＬ－２
及びラパマイシンのみでは、培養時に非常に純粋なＦｏｘＰ３ｈｉｇｈｅＴレグ細胞を得
るのに最適ではない可能性があることを示す３６。
【０１５５】
　本発明者らは、ＣＤ１５ｓを特異的に認識するがＣＤ１５を認識しない抗体を使用して
ＣＤ１５ｓ＋ｅＴレグ細胞をフローサイトメトリーにより単離したので、ＣＤ１５ｓそれ
自体が、インビトロ及びインビボでの接触依存性Ｔレグ媒介性抑制に関与している見込み
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はない３７。しかし、ＣＤ１５ｓはセレクチンのリガンドであり、内皮細胞との細胞性相
互作用に関与して末梢血から組織への遊出を促進しているので３８、ＣＤ１５ｓはおそら
く、標的組織へのｅＴレグ細胞の遊出に関与し、よってインビボでのその抑制機能に関与
しているのだろう。ＣＤ１５ｓはまた、単球及びいくつかの骨髄前駆体にも高度に発現さ
れている３９。これは、エフェクター免疫応答を促進するために、ｅＴレグ細胞の組織へ
の遊出を中和することを目的としたモノクローナル抗体の使用を損ない得る。ｅＴレグに
おけるＣＤ１５ｓのアップレギュレーションの分子機序のより良い理解は、ｅＴレグ細胞
の抑制作用を増強又は中和する際の新規な治療標的を提供するのを助け得る。
【０１５６】
　まとめると、本発明者らは、ＣＤ１５ｓが、ＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞サブセット
についての以前に提案された分類の妥当性を確認する、ｅＴレグ細胞のマーカーであるこ
とを実証した。それ故、本発明者らは、ヒトＦｏｘＰ３発現ＣＤ４＋Ｔ細胞の表現型分析
及び機能分析のために、ＣＤ４５ＲＡに加えてＣＤ１５ｓの使用を推奨する。
【０１５７】
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摘要(译)

本发明涉及用于鉴定效应子调节性T细胞的方法和试剂盒。特别地，本发
明涉及CD15作为eTreg细胞的生物标志物的用途。本发明还涉及在流体
样品中鉴定效应Treg细胞（eTreg）的方法，其包括以下步骤：i）检测
流体样品中所含细胞群上CD4，CD25，CD127和CD15s标志物的细胞表
面表达，以及ii）得出结论，低水平表达CD4，CD25，CD127和CD15的
细胞是效应Treg细胞。本发明还涉及一种在组织样品中鉴定效应Treg细
胞（eTreg）的方法，其包括以下步骤：i）检测CD4，CD25，Foxp3和
CD15s标志物的细胞表达，以及ii）认为表达CD4，CD25的细胞，
Foxp3和CD15s是效应Treg细胞。
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