
(57)【要約】
医用薬剤の効果を分析する方法、より詳細にはヒトの免疫系に及ぼす医用薬剤の効果を分
析するエクスビボ方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 医 用 薬 剤 を 免 疫 応 答 細 胞 と 接 触 さ せ て 、 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を 形 成 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 プ ロ ー ブ を 用 い て 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を 細 胞 の 活 性 化 に つ い て ア ッ セ イ す る 段 階
を 含 む 、 免 疫 応 答 に 及 ぼ す 医 用 薬 剤 の 効 果 を 決 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を 細 胞 の 活 性 化 に つ い て ア ッ セ イ す る た め に 用 い る プ ロ ー ブ に 、 表 現
型 マ ー カ ー プ ロ ー ブ 、 化 学 的 マ ー カ ー プ ロ ー ブ 、 活 性 化 マ ー カ ー プ ロ ー ブ 、 ま た は そ れ ら
の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を 細 胞 の 活 性 化 に つ い て ア ッ セ イ す る た め に 用 い る プ ロ ー ブ に 、 細 胞
表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 、 分 泌 抗 原 に 対 す る 抗 体 、 細 胞 内 抗 原 に 対 す る 抗 体 、 ま た は そ れ ら
の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 医 用 薬 剤 を 免 疫 応 答 細 胞 と 接 触 さ せ て 、 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を 形 成 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 少 な く と も 2つ の 表 現 型 マ ー カ ー の 存 在 を 確 認 す る た め に 、 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を ア ッ セ イ
す る 段 階
を 含 む 、 医 用 薬 剤 に 対 す る 細 胞 の 反 応 を 決 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 表 現 型 マ ー カ ー に 、 CD4、 CD8、 CD56、 CD19、 CD14、 CD3、 CD16、 ま た は そ れ ら の 組 み 合
わ せ が 含 ま れ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を 化 学 的 マ ー カ ー に 対 す る プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 化 学 的
マ ー カ ー の 存 在 に つ い て 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を ア ッ セ イ す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 4記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 植 物 性 物 質 の 存 在 下 で 末 梢 血 単 核 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ； お よ び
　 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 末 梢 血 単 核 細 胞 を 1組 の プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ て 、 プ ロ ー ブ -細 胞 複 合
体 を 形 成 さ せ る 段 階
を 含 む 、 細 胞 の 反 応 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 プ ロ ー ブ -細 胞 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 末 梢 血 単 核 細 胞 を 、 化 学 的 マ ー カ ー 、 活 性 化 マ ー カ ー 、 ま た は そ れ
ら の 組 み 合 わ せ に 対 す る プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ て 、 プ ロ ー ブ -マ ー カ ー 複 合 体 を 形 成 さ せ る
段 階 、 お よ び プ ロ ー ブ -マ ー カ ー 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 7記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 感 染 性 病 原 体 の 存 在 下 で 末 梢 血 単 核 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求
項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 医 用 薬 剤 に チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 由 来 物 質 が 含 ま れ る 、 請 求 項 1お よ び 4記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
背 景
　 ニ ン ジ ン 等 の 生 薬 は 強 壮 剤 と し て 見 な さ れ て お り 、 研 究 に よ り ニ ン ジ ン は ヒ ト の 免 疫 機
能 を 向 上 さ せ 得 る こ と が 示 さ れ て い る 。 紅 参 お よ び チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン （ ア メ リ カ ニ ン ジ
ン と も 呼 ば れ る ） を 含 む ニ ン ジ ン 由 来 の 抽 出 物 は 、 動 物 モ デ ル お よ び ヒ ト に お い て 抗 腫 瘍
効 果 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 さ ら に 臨 床 試 験 に よ り 、 ニ ン ジ ン 抽 出 物 は 高 齢 者 に
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お い て 呼 吸 器 感 染 に 対 す る 予 防 効 果 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 い か に し て ニ ン ジ ン が
免 疫 系 を 増 強 さ せ 呼 吸 器 感 染 と 闘 う の か は 、 現 在 の と こ ろ 不 明 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 生 薬 等 が い か に し て 働 く の か を よ り 理 解 す る こ と に よ り 、 お よ び 健 康 価 値 の た め に い か
に し て こ れ ら の 生 薬 を ス ク リ ー ニ ン グ す る か を 学 ぶ こ と に よ り 、 イ ン フ ル エ ン ザ 等 の 細 菌
お よ び ウ イ ル ス 感 染 が よ り 迅 速 に 寛 解 し 得 る 。 イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 は 、 重 大 な 公 衆 衛 生 問
題 で あ る 。 免 疫 機 能 障 害 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 高 齢 者 に と っ て 、 イ ン フ ル エ ン ザ は
重 篤 と な り 得 る 。 免 疫 機 能 を 増 強 し て イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 を 防 ぎ 、 か つ イ ン フ ル エ ン ザ か
ら の 回 復 を 促 進 す る 可 能 性 の あ る 薬 草 療 法 は 、 切 に 必 要 と さ れ る 助 け を 人 々 に 提 供 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ウ イ ル ス 感 染 に 対 す る 免 疫 応 答 は 、 2つ の 段 階 に 分 け ら れ る ： 最 初 の 自 然 免 疫 応 答 お よ
び 後 の 適 応 免 疫 応 答 で あ る 。 自 然 免 疫 応 答 は ウ イ ル ス 感 染 と の 闘 い の 前 線 で 作 用 す る が 、
サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン を 分 泌 す る た め の マ ク ロ フ ァ ー ジ （ ヒ ト で は 単 球 と も 呼 ば
れ る ） お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ NK） 細 胞 の 活 性 化 が 関 与 し て い る 。 こ れ ら の 細 胞 に よ っ
て 分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン /ケ モ カ イ ン は 直 接 的 な 抗 ウ イ ル ス 機 能 を 有 し 、 ま た 適 応 免 疫
応 答 を 活 性 化 す る 機 能 も 有 す る 。 適 応 免 疫 応 答 は 抗 原 特 異 的 で 、 し た が っ て よ り 精 巧 で あ
り 、 か つ 体 液 性 （ 抗 体 ） 免 疫 応 答 と 細 胞 性 免 疫 応 答 に さ ら に 分 け る こ と が で き る 。 細 胞 性
免 疫 応 答 に お け る 主 役 に は 、 1型 CD4陽 性 Tヘ ル パ ー 細 胞 （ Th1） お よ び CD8陽 性 細 胞 障 害 性 T
細 胞 （ CTL） が 含 ま れ 得 る 。 Th1は 部 分 的 に CTLの 増 殖 を 助 け 、 CTLは ウ イ ル ス 抗 原 の 認 識 を
介 し て ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 直 接 死 滅 さ せ る こ と が で き る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
概 要
　 医 用 薬 剤 の 効 果 を 分 析 す る 方 法 、 よ り 詳 細 に は ヒ ト の 免 疫 系 に 及 ぼ す 医 用 薬 剤 の 効 果 を
分 析 す る エ ク ス ビ ボ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ど の よ う に し て 医 用 薬 剤 が 細 胞 に 効 果 を 及 ぼ し 、 か つ /ま た は 免 疫 系 を 刺 激 す る の か は
、 ほ と ん ど 不 明 で あ る 。 医 用 薬 剤 の 潜 在 的 利 点 を 描 写 す る こ と を 試 み 、 医 用 薬 剤 の 効 果 を
分 析 す る 方 法 を 本 明 細 書 に 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 医 用 薬 剤 を 細 胞 と 接 触 さ せ 、 医 用 薬 剤 に
対 す る 細 胞 の 反 応 を 同 定 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 接 触 は 、 医 用 薬 剤 を 細 胞 と 共 に に
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 他 の 方 法 に よ っ て 、 達 成 さ
れ 得 る 。 細 胞 の 反 応 は 、 表 現 型 マ ー カ ー お よ び /ま た は 化 学 的 マ ー カ ー に 対 す る プ ロ ー ブ
に よ っ て 同 定 さ れ 得 る 。 表 現 型 マ ー カ ー は 医 用 薬 剤 に よ っ て 影 響 を 受 け る 細 胞 の 種 類 を 決
定 す る た め に 用 い る こ と が で き 、 一 方 化 学 的 マ ー カ ー は 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 分 子 を 同
定 す る こ と が で き る 。 表 現 型 マ ー カ ー お よ び 化 学 的 マ ー カ ー の ど ち ら も 、 広 範 な 細 胞 お よ
び /ま た は 分 子 を 同 定 す る た め に 多 岐 に わ た っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 つ に は 、 免 疫 応 答 に 及 ぼ す 医 用 薬 剤 の 効 果 を 決 定 す る 方 法 を 本 明 細 書 に 提 供 す る 。 こ
れ は 、 医 用 薬 剤 を 免 疫 応 答 細 胞 と 接 触 さ せ て 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を 形 成 さ せ 、 少 な く と も 1つ
の プ ロ ー ブ を 薬 剤 -細 胞 混 合 物 に 提 供 し て 細 胞 の 活 性 化 に つ い て ア ッ セ イ す る こ と に よ り
達 成 さ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 免 疫 応 答 細 胞 」 と は 、 細 胞 に 結 合 し た 抗 原 ま た は 非 結 合
の 抗 原 に よ っ て 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 活 性 化 さ れ る 任 意 の 細 胞 種 を 指 す 。 プ ロ ー ブ に は 、
細 胞 表 面 抗 原 、 分 泌 抗 原 、 お よ び /ま た は 細 胞 内 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。
細 胞 表 面 抗 原 の 例 に は 、 免 疫 応 答 細 胞 の 表 面 タ ン パ ク 質 も し く は 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 、 ま た
は 細 胞 種 を 同 定 す る た め の 当 技 術 分 野 で 周 知 の 他 の 種 類 の 細 胞 表 面 抗 原 を 含 む こ と が で き
る 。 細 胞 内 の お よ び /ま た は 分 泌 さ れ る 抗 原 /分 子 の 例 に は 、 ケ モ カ イ ン お よ び /ま た は サ
イ ト カ イ ン 等 の ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 医 用 薬 剤 を 免 疫 応 答 細 胞 と 接 触 さ せ て 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を 形 成 さ せ 、 薬 剤 -細 胞 混 合 物 に
お い て 少 な く と も 2つ の 表 現 型 マ ー カ ー に つ い て ア ッ セ イ す る こ と に よ り 医 用 薬 剤 に 対 す
る 細 胞 の 反 応 を 決 定 す る 方 法 に つ い て も 、 本 明 細 書 に 提 供 す る 。 各 表 現 型 マ ー カ ー を 使 用
し て 、 特 定 の 種 類 の 活 性 化 免 疫 応 答 細 胞 を 同 定 す る 。 免 疫 応 答 細 胞 の 種 類 の 例 に は 、 T細
胞 、 B細 胞 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 お よ び 単 球 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 化 学 的 マ ー カ ー に
対 す る 少 な く と も 1つ の プ ロ ー ブ を 、 薬 剤 -細 胞 混 合 物 と 接 触 さ せ て も よ い 。 各 化 学 的 マ ー
カ ー プ ロ ー ブ に よ り 、 一 般 に 、 免 疫 応 答 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 特 定 の タ ン パ ク 質 ま た は
タ ン パ ク 質 の ク ラ ス が 同 定 さ れ る 。 免 疫 応 答 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 の 例 に は
サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン が 含 ま れ る が 、 他 の 細 胞 タ ン パ ク 質 も 同 定 さ れ 得 る 。 そ の
よ う な タ ン パ ク 質 は 1つ の 細 胞 種 に よ っ て 産 生 さ れ る 場 合 も あ れ ば 、 ま た は 2つ 以 上 の 種 類
の 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 様 々 な 時 間 間 隔 で 薬 剤 -細 胞 混 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 表 現 型 マ ー カ ー お よ び /ま た は
化 学 的 マ ー カ ー を 分 析 す る こ と に よ り 医 用 薬 剤 の 効 果 を 同 定 し 得 る 。 さ ら に 、 活 性 化 免 疫
応 答 細 胞 の 存 在 に つ い て 混 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 以 前 に 、 細 菌 ま た は ウ イ ル ス 病 原 体
を 薬 剤 -細 胞 混 合 物 に 添 加 し て も よ い 。 所 望 の パ ラ メ ー タ お よ び 用 い る マ ー カ ー に よ り 、 1
分 ご と の 、 1時 間 ご と の 、 お よ び /ま た は 毎 日 の ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 、 特 定 の 試 験 の た め
に 選 択 し た 時 間 間 隔 で 、 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ て よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 活 性 化 マ ー カ ー に 対 す る プ ロ ー ブ を 含 む 他 の 種 類 の マ ー カ ー に 対 す る プ ロ ー ブ も ま た 、
添 加 し て よ い 。 活 性 化 マ ー カ ー は 、 活 性 化 さ れ て 、 一 般 に 他 の 物 質 の 存 在 下 で 特 定 の ペ プ
チ ド の 転 写 を 抑 制 す る か ま た は 増 強 す る 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 活 性 化 マ ー カ ー の 実 例
に は 、 CD69（ T細 胞 お よ び 単 球 に 対 応 す る ） お よ び MHCク ラ ス II（ 別 名 HLA-DRと し て 知 ら れ
て い る 、 B-細 胞 に 対 応 す る ） が 含 ま れ る 。 活 性 化 マ ー カ ー は ま た 、 様 々 な 細 胞 種 に 及 ぼ す
医 用 薬 剤 の 効 果 を 同 定 す る 助 け に も な り 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 植 物 性 物 質 の 存 在 下 で 末 梢 血 単 核 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 末 梢 血
単 核 細 胞 を 1組 の プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ て 相 補 的 プ ロ ー ブ -細 胞 複 合 体 を 形 成 さ せ る こ と に よ
る 細 胞 の 反 応 を 検 出 す る 方 法 も ま た 、 本 明 細 書 に 提 供 す る 。 各 プ ロ ー ブ は 、 免 疫 応 答 細 胞
種 の 特 異 的 表 現 型 マ ー カ ー と 複 合 体 形 成 し 得 る 。 次 に 、 プ ロ ー ブ -細 胞 複 合 体 を 検 出 お よ
び 分 析 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は ま た 化 学 的 お よ び /ま た は 活 性 化 マ ー カ ー に つ い て
用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 プ ロ ー ブ -マ ー カ ー 複 合 体 を 検 出 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
詳 細 な 説 明
　 医 用 薬 剤 の 効 果 を 分 析 す る 方 法 を 開 発 し た 。 医 用 薬 剤 に は 、 天 然 由 来 の 薬 剤 お よ び 合 成
に よ っ て 製 造 さ れ た 薬 剤 の 両 方 が 含 ま れ 得 る 。 天 然 由 来 医 用 薬 剤 の 例 に は 、 薬 草 等 の 植 物
性 物 質 が 含 ま れ る 。 植 物 性 物 質 に は 、 葉 、 根 、 樹 皮 、 樹 液 、 液 果 、 お よ び /も し く は 抽 出
物 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ 得 る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 同 様 に 、 植 物 性
物 質 は 、 粉 末 化 、 乾 燥 、 分 画 、 滴 下 し て よ く 、 ま た は そ の ま ま で も よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 1つ の 態 様 に お い て は 、 医 用 薬 剤 を 、 Th1、 CTL、 NK、 B細 胞 、 お よ び 単 球 （ 別 名 マ ク ロ フ
ァ ー ジ と し て 知 ら れ る ） 等 の 免 疫 応 答 細 胞 を 含 む 細 胞 種 の 混 合 物 で あ る 末 梢 血 単 核 細 胞 （
PBMC） と 接 触 さ せ る 。 こ れ ら の 免 疫 応 答 細 胞 種 の そ れ ぞ れ は 、 検 出 可 能 な 表 面 抗 原 等 の 少
な く と も 1つ の 表 現 型 マ ー カ ー を 有 す る 。 例 え ば 、 CD4、 CD8、 CD56、 CD19、 お よ び CD14は
、 そ れ ぞ れ Th1、 CTL、 NK、 B細 胞 、 お よ び 単 球 の 表 現 型 マ ー カ ー で あ る 。 Th1お よ び CTL細
胞 は ま た 、 抗 原 CD3を 有 す る 。 NK細 胞 は 、 さ ら に 抗 原 CD16を 有 す る 。 各 表 面 抗 原 （ 表 現 型
マ ー カ ー ） は プ ロ ー ブ に よ っ て 同 定 す る こ と が で き 、 プ ロ ー ブ は 典 型 的 に は こ れ ら 表 面 抗
原 に 対 す る 抗 体 で あ る が 、 表 面 抗 原 を 同 定 す る た め に 使 用 可 能 な 任 意 の 他 の プ ロ ー ブ で あ
っ て も よ い 。 プ ロ ー ブ は 放 射 性 、 蛍 光 、 ま た は 色 素 タ グ で 標 識 で き る が 、 当 技 術 分 野 で 周
知 の 他 の 種 類 の 標 識 を 使 用 し て も よ い 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 免 疫 応 答 細 胞 は 、 一 般 に 、 活 性 化 さ れ た 場 合 に 例 え ば ペ プ チ ド お よ び /ま た は 他 の 因 子
と い っ た 種 々 の 化 学 的 マ ー カ ー を 産 生 す る 。 こ れ ら の 化 学 的 マ ー カ ー の 多 く は 、 サ イ ト カ
イ ン お よ び ケ モ カ イ ン と し て 周 知 で あ る 。 サ イ ト カ イ ン に は 、 IL-2、 IL-4、 IL-6、 IL-10
、 お よ び IL-12等 の イ ン タ ー ロ イ キ ン が 含 ま れ る 。 他 の サ イ ト カ イ ン に は イ ン タ ー フ ェ ロ
ン -γ （ ifn-γ ） お よ び 腫 瘍 壊 死 因 子 -α （ tnf-α ） が 含 ま れ る が 、 他 の サ イ ト カ イ ン も ま
た 免 疫 応 答 細 胞 か ら 産 生 さ れ 得 る 。 ア ッ セ イ さ れ 得 る 適 し た ケ モ カ イ ン （ 種 々 の 白 血 球 を
走 化 性 誘 引 す る 低 分 子 量 ポ リ ペ プ チ ド ） の 例 に は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 走 化 性 活 性 化 因 子 （ MC
AF） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 タ ン パ ク 質 -1a（ MIP-1a） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 タ ン パ ク
質 -1b（ MIP-1b） 、 RANTES、 お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン 8（ IL-8） が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 化 学
的 マ ー カ ー も ま た プ ロ ー ブ を 用 い て 同 定 す る こ と が で き 、 プ ロ ー ブ は こ れ ら の ペ プ チ ド お
よ び /ま た は 因 子 の そ れ ぞ れ に 対 す る 抗 体 で あ る 場 合 が 多 い が 、 免 疫 応 答 細 胞 に よ っ て 産
生 さ れ る 特 異 的 な 分 泌 ま た は 細 胞 内 の ペ プ チ ド ま た は 因 子 を 同 定 す る 任 意 の プ ロ ー ブ で あ
っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 細 胞 の 反 応 を 検 出 す る に は 、 生 薬 等 の 医 用 薬 剤 の 存 在 下 で PBMCを イ ン キ ュ ベ ー ト し て よ
い 。 次 に 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た PBMCを 、 特 定 の 免 疫 応 答 細 胞 種 （ 例 え ば 、 Th1細 胞 お よ び B
細 胞 ） の 少 な く と も 2つ の 表 現 型 マ ー カ ー に 対 す る 1組 の プ ロ ー ブ に 接 触 さ せ 得 る 。 そ れ ぞ
れ の プ ロ ー ブ に よ り 、 特 定 の 表 現 型 マ ー カ ー が 特 異 的 に 同 定 さ れ る 。 表 現 型 マ ー カ ー が イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 細 胞 内 に 存 在 し 、 か つ そ の 特 異 的 プ ロ ー ブ に 接 触 さ れ る 場 合 、 プ ロ ー ブ
-マ ー カ ー 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 次 に 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 お よ び ア ッ セ イ 法 に よ り 、 プ
ロ ー ブ -マ ー カ ー 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 医 用 薬 剤 の 効 果 に つ い て の さ ら な る 情 報 を 提 供 す る た め に 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た PBMCに
さ ら な る 成 分 を 添 加 し て も よ い 。 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン の よ う な 特 異 的
化 学 的 マ ー カ ー に 対 す る プ ロ ー ブ を 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た PBMCと 接 触 さ せ て 、 検 出 お よ び
分 析 さ れ 得 る さ ら な る プ ロ ー ブ -マ ー カ ー 複 合 体 を 形 成 さ せ て も よ い 。 ま た 、 表 現 型 マ ー
カ ー お よ び /ま た は 化 学 的 マ ー カ ー に 対 す る プ ロ ー ブ と 組 み 合 わ せ て 、 細 菌 ま た は ウ イ ル
ス 病 原 体 等 の 感 染 物 質 を PBMCと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て も よ い 。 結 局 、 活 性 化 マ ー カ ー ま
た は 当 業 者 に 周 知 の 他 の マ ー カ ー に 対 す る プ ロ ー ブ を 含 む 他 の 種 類 の プ ロ ー ブ を 用 い て 、
イ ン キ ュ ベ ー ト し た PBMCと 接 触 さ せ て よ い 。 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 他 の 種 類 の 薬 剤 を
PBMCお よ び 医 用 薬 剤 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 有 利 ま た は 不 利 な 事 象 が 起 こ る か 否 か を 決
定 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 医 用 薬 剤 の 効 果 を 分 析 す る 方 法 を 説 明 す る も の で あ る 。 こ れ ら の 実 施
例 は 説 明 の た め の も の で あ り 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い
。 各 実 施 例 を 考 察 す る 前 に 、 各 実 施 例 の 結 果 に 到 達 す る た め に 用 い た 方 法 を 十 分 に 理 解 し
て も ら う た め 、 実 験 の 背 景 を 考 察 す る 。 当 然 の こ と な が ら こ れ ら の 方 法 は 、 同 じ ま た は 類
似 の 結 果 を 達 成 す る た め 当 技 術 分 野 で 周 知 の よ う に 変 更 ま た は 変 化 し て も よ く 、 ま た は 技
術 の 向 上 に 伴 い 改 良 し て も ま た は 修 正 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】

　 以 下 の 実 施 例 の た め に 選 択 し た 医 用 薬 剤 は 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン で あ る 。 チ ョ ウ セ ン ニ
ン ジ ン 抽 出 物 は 、 CVテ ク ノ ロ ジ ー ズ （ CVT） 、 カ ナ ダ 、 エ ド モ ン ト ン の 提 供 に よ る 。 チ ョ
ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 に は 3つ の 異 な る ロ ッ ト 、 CVT 2001 008、 CVT 2001 009、 CVT 2001 
010が 存 在 し 、 対 照 抽 出 物 に は 2つ の 異 な る ロ ッ ト 、 CVT HT 1001-005お よ び CVT HT 1001-0
09が 存 在 し た 。 ど の 抽 出 物 も 粉 末 形 態 で 提 供 さ れ た も の で あ り 、 PBS緩 衝 液 に 溶 解 し た 。
次 に 、 抽 出 物 を 組 織 培 養 培 地 、 10% FBS（ Summit Biotech、 コ ロ ラ ド 州 ） を 添 加 し た RPMI
（ Gibco、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） 中 で 最 終 濃 度 に な る よ う に 希 釈 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物



　 健 常 人 由 来 の ヘ パ リ ン 処 理 し た PBMC（ 各 採 血 20～ 30 ml） を 、 1200 RPMで 10分 間 遠 心 し
、 軟 膜 層 を 単 離 し た 。 軟 膜 層 を 回 収 し 、 フ ィ コ ー ル 勾 配 （ Histopaque, Sigma、 ミ ズ ー リ
州 ） の 上 に 慎 重 に 重 層 し た 。 次 に 、 1700 RPMで 30分 間 細 胞 を 遠 心 分 離 し た 。 界 面 か ら PBMC
を 回 収 し 、 遠 心 沈 殿 さ せ 、 実 験 に 用 い る 前 に RPMIで 2回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】

　 AIM-V培 地 （ Gibco、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） 200μ l中 の 5 x 10 5 個 PBMCを 、 様 々 な 用 量 の チ ョ
ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 と 共 に 一 晩 （ 16時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 遠 心 沈 殿 さ せ 、
表 面 抗 原 抗 体 CD14-APC、 CD69-FITC、 お よ び CD86-PEで 染 色 し た 。 FACSCalibur（ Becton Di
ckinson、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 用 い て 染 色 し た 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に 供 し
、 デ ー タ を CellQuestソ フ ト ウ ェ ア （ Becton Dickinson、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に よ り 分 析
し た 。 CD14陽 性 細 胞 に ゲ ー ト を 設 定 し 、 そ の 活 性 化 マ ー カ ー CD69お よ び CD86の 発 現 を 適 切
な 抗 体 を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 樹 状 細 胞 は 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 産 生 し た が 、 説 明 の た め に 以 下 の 要 約 し た 例 を
提 供 す る 。 AIM-V 3 ml中 の 1.5 x 10 7 個 の 新 た に 単 離 し た PBMCを 6ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル
に 入 れ 、 37℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 非 接 着 細 胞 を 除 去 し た 。 接 着 細 胞 を 穏 や か に 2
回 洗 浄 し 、 GM-CSC（ 800単 位 /ml） お よ び IL-4（ 1000単 位 /ml） （ Biosource、 カ リ フ ォ ル ニ
ア 州 ） を 添 加 し た AIM-V 5 ml中 で 培 養 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 7日 後 、 培 養 物 の 樹
状 突 起 の 豊 富 な 形 態 お よ び MHCお よ び 共 刺 激 分 子 の 高 い 発 現 に よ っ て 判 断 さ れ る よ う に 、
培 養 物 は 通 常 50%を 越 え る 樹 状 細 胞 を 含 ん だ 。 樹 状 細 胞 に お け る チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン の 効
果 を 分 析 す る た め 、 7日 目 に 樹 状 細 胞 培 養 物 由 来 の 細 胞 を 回 収 し 、 計 数 し 、 様 々 な 用 量 の
チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 と 共 に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 細 胞 を CD86、 83、 お よ
び MHC II（ HLA-DRと も 呼 ば れ る ） 抗 体 で 染 色 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】

　 1 x 10 6 個 の PBMCを 、 様 々 な 用 量 の チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 お よ び 対 照 と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 等 量 （ 10 HA単 位 /ml） の イ ン フ ル エ ン ザ  A/H3N2/Calvadonia、 A/H1N1/パ
ナ マ 、 お よ び B/ヤ マ ナ シ を 含 む 生 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 混 合 物 を 、 必 要 に 応 じ て PBMC
に 添 加 し た 。 生 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 対 照 抗 原 と し て 、 尿 膜 腔 液 を 用 い た 。 イ ン フ ル
エ ン ザ を 伴 い ま た は 伴 わ ず に PBMCを 3時 間 活 性 化 し 、 ブ レ フ ェ ル ジ ン A（ BFA、 5μ g/ml、 Si
gma、 ミ ズ ー リ 州 ） を 細 胞 に 添 加 し た 。 PBMCを さ ら に 15時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 P
BMCを 固 定 し （ 1%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 Sigma、 ミ ズ ー リ 州 ） 、 透 過 処 理 し （ 透 過 処 理 緩
衝 液 、 Beckton Dickinson、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 以 下 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 で 染 色 し た
： CD56-PE、 CD4-APC、 CD8-PerCP、 お よ び IFN-g-FITC。 FACSCaliburサ イ ト メ ー タ ー お よ び
CellQuestソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 染 色 し た PBMCを フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に 供 し た 。
次 の 分 析 の た め 、 散 布 図 で リ ン パ 球 に ゲ ー ト を 設 定 し た 。 IFN-gに つ い て も 陽 性 で あ る NK
細 胞 （ CD56陽 性 ） を 、 活 性 化 さ れ た NK細 胞 と し て 定 義 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】

　 1.5 mlの 完 全 培 地 （ 10% FBSを 添 加 し た RPMI） 中 の 1.5 x 10 6 個 の PBMCを 、 様 々 な 用 量 の
チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 と 共 に 24ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 入 れ た 。 イ ン フ ル エ ン ザ A 
カ ル バ ド ニ ア （ Calvadonia） 、 A パ ナ マ 、 お よ び B ヤ マ ナ シ の 死 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
（ 1:1000に 希 釈 し た イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン に よ る ） で 、 PBMCを 刺 激 し た 。 48時 間 ご と に
、 培 養 物 に 低 用 量 の IL-2（ 20 IU/ml） お よ び IL-7（ 20 ng/ml） を 補 充 し た 。 培 養 し て か ら
7～ 9日 目 に 細 胞 を 回 収 し 、 計 数 し 、 イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 T細 胞 の 頻 度 に つ い て 分 析 し た
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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末 梢 血 単 核 細 胞 の 精 製

チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン に よ る 単 球 の 活 性 化 の 分 析

チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン に よ る 樹 状 細 胞 （ DC） の 活 性 化 の 分 析

FastImmuneア ッ セ イ 法

CTL培 養 物



　 分 析 の た め に CTL培 養 物 を 回 収 し た 日 に 、 CTL培 養 物 を 調 製 す る た め に 用 い た PBMCの 元 の
ド ナ ー か ら 末 梢 血 も 取 得 し た 。 こ れ ら の 新 た に 単 離 し た PBMCに 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
を 感 染 さ せ た 。 こ れ ら の 新 た に 単 離 し た PBMCは 、 自 己 の 抗 原 提 示 細 胞 を 提 供 す る た め の も
の で あ る 。 感 染 さ せ た PBMCを 、 CTL培 養 物 か ら 回 収 し た 細 胞 と そ れ ぞ れ 1:10（ PBMC:CTL）
の 比 で 混 合 し た 。 対 照 と し て 、 非 感 染 PBMCを 用 い て CTL培 養 物 由 来 の 細 胞 と 混 合 し た 。 細
胞 混 合 物 を 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 BFAを 添 加 し た 。 上 記 と 同 様 に し て 、 FastImmune
法 に よ り イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 T細 胞 を 定 量 し た 。 イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 T細 胞 の 頻 度 は 、
イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 細 胞 に よ る 刺 激 時 に IFN-g陽 性 で も あ っ た CD8陽 性 T細 胞 ま た は CD4陽 性
T細 胞 と し て 定 義 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

　 単 球 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 樹 状 細 胞 を 含 む 抗 原 提 示 細 胞 は 、 ウ イ ル ス 感 染 し た 場
合 に ウ イ ル ス 抗 原 を プ ロ セ シ ン グ し て T細 胞 に 提 示 す る こ と に よ っ て T細 胞 応 答 を 仲 介 す る
上 で 重 要 な 細 胞 で あ る 。 活 性 化 抗 原 提 示 細 胞 は 、 MHCお よ び 共 刺 激 分 子 の 高 発 現 か ら 、 よ
り 効 果 的 な 抗 原 提 示 細 胞 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 さ ら に 、 活 性 化 抗 原 提 示 細 胞 は 、 IL
-12お よ び IL-10等 の サ イ ト カ イ ン を 分 泌 し 、 T細 胞 を 補 充 し か つ T細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 に 及 ぼ す チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン の 効 果 を 判 定 す る た め 、 以 下 の 2つ の 実 験 を
行 っ た 。 ま ず 、 PBMCを 様 々 な 用 量 の チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 と 共 に 一 晩 （ 16時 間 ） イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 単 球 （ CD14陽 性 細 胞 ） が チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン に よ っ て 活 性 化 さ れ る か 否 か
を 判 定 し た 。 活 性 化 マ ー カ ー CD69お よ び CD86の 二 重 陽 性 単 球 を 、 活 性 化 単 球 の 指 標 と し て
用 い た 。 こ の 1つ め の 実 験 は 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 の 存 在 下 で 活 性 化 単 球 が 増 殖 し
、 単 球 の 活 性 化 は 用 量 依 存 的 で あ る と い う 結 果 で あ っ た （ 図 1） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 第 二 の 実 験 は 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン が イ ン ビ ト ロ で 産 生 し た 樹 上 細 胞 、 プ ロ フ ェ ッ シ ョ
ナ ル 抗 原 提 示 細 胞 に 及 ぼ す 効 果 を 判 定 す る た め の も の で あ る 。 樹 状 細 胞 は 、 7日 間 の GM-CS
Fお よ び IL-4の 存 在 下 で 接 着 性 PBMCか ら 産 生 し た 。 次 に 樹 状 細 胞 を 回 収 し 、 様 々 な 用 量 の
チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 と 共 に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 MHC II、 CD86、 お よ び CD83の 発
現 増 加 の 可 能 性 に よ り 活 性 化 効 果 を 分 析 し た 。 CD86は 共 刺 激 分 子 （ B7.2） で あ り 、 CD83は
成 熟 樹 状 細 胞 の マ ー カ ー で あ る 。 活 性 化 樹 状 細 胞 は 、 CD83、 CD86、 お よ び MHC IIの 発 現 が
増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 結 果 か ら 、 樹 状 細 胞 を チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 と 共 に 一
晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 CD83が 増 加 す る こ と が 示 さ れ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】

　 NK細 胞 は ウ イ ル ス 感 染 し た 細 胞 を 直 接 殺 す こ と が で き る た め 、 ウ イ ル ス 感 染 の 初 期 段 階
で 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 ま た 、 活 性 化 NK細 胞 は IFN-gお よ び IL-2等 の サ イ ト カ イ ン を 分 泌
し 得 る 。 IFN-gは 、 直 接 的 な 抗 ウ イ ル ス 効 果 お よ び CTLの 増 殖 を 助 け る 能 力 を 有 す る 。 チ ョ
ウ セ ン ニ ン ジ ン が NK細 胞 を 刺 激 す る か 否 か を 判 定 す る た め に 実 験 を 行 い 、 PBMCを 生 イ ン フ
ル エ ン ザ ウ イ ル ス と 共 に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 に チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 が NK細
胞 を 刺 激 す る と い う 結 果 が 得 ら れ た （ 図 2A） 。 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン の 刺 激 は 、 NK細 胞 に よ
る IFN-gの 分 泌 に よ っ て 実 証 さ れ た 。 NK細 胞 の 刺 激 は 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 に 用 量
依 存 的 で あ っ た （ 図 2B） 。 さ ら に 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン は CD3陽 性 T細 胞 （ Th1お よ び CTL細
胞 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た ） ま た は NKT細 胞 （ CD3お よ び CD56二 重 陽 性 細 胞 ） を 活 性 化
し な か っ た た め 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン に よ る NK細 胞 の 活 性 化 は NK細 胞 特 異 的 で あ っ た 。 チ
ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン に よ る NK細 胞 の 活 性 化 は ま た 病 原 体 依 存 的 で あ る こ と 、 す な わ ち チ ョ ウ
セ ン ニ ン ジ ン は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 存 在 下 で の み NK細 胞 を 刺 激 し て IFN-gを 分 泌 さ
せ る こ と が 見 出 さ れ た （ 図 2A、 2番 目 お よ び 4番 目 の パ ネ ル ） 。 CVT（ CVT HT 1001-005お よ
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CTL培 養 物 由 来 の イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 CD4陽 性 ま た は CD8陽 性 T細 胞 の 定 量

実 施 例 1.単 球 お よ び 樹 状 細 胞 等 の 抗 原 提 示 細 胞 に 及 ぼ す チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン の 効 果

実 施 例 2. イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 に 応 答 し た NK細 胞 の 刺 激 に 対 す る チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出
物 の 効 果



び CVT HT 1001-009） に よ っ て 提 供 さ れ る 2つ の 対 照 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 を 試 験 す る
た め に も 、 実 験 を 行 っ た 。 こ れ ら の 対 照 抽 出 物 は 、 検 出 可 能 な 免 疫 機 能 を も た な い こ と が
知 ら れ て い る 。 培 養 物 中 に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 存 在 し た 場 合 に で さ え 、 こ れ ら 2つ
の 対 照 抽 出 物 に よ っ て NK細 胞 は 活 性 化 さ れ な か っ た （ 図 2A、 3番 目 の パ ネ ル ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 実 験 か ら 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン が 、 NKを 特 異 的 に 刺 激 /活 性 化 す る こ と に よ り 、 イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 感 染 に 応 答 し て 免 疫 系 を 刺 激 す る こ と が 示 さ れ た 。 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ
ン に よ る NK細 胞 の 活 性 化 は イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 で あ り 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 に 用
量 依 存 的 で あ る 。 試 験 し た 全 部 で 3つ の チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 お よ び 2つ の 対 照 抽 出 物
の う ち 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 は 、 こ れ ら 3つ の 異 な る 抽 出 物 に よ る 活 性 化 の 程 度 か
ら 見 て ほ と ん ど 変 動 な く 、 NK細 胞 に 対 し て IFN-gを 分 泌 さ せ る 特 異 的 刺 激 効 果 を 示 し た （
図 3を 参 照 の こ と ） 。 さ ら に 、 2つ の 対 照 抽 出 物 で は 、 ま た は チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン を 添 加 し
な か っ た 場 合 に は 、 NK細 胞 の 刺 激 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

　 上 記 の 実 施 例 1お よ び 2の 実 験 は 、 新 た に 単 離 し た PBMCの 短 期 間 （ 一 晩 ） の 培 養 物 を 利 用
し た エ ク ス ビ ボ 実 験 で あ る 。 エ ク ス ビ ボ 実 験 は い か に チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 が 働 く か
と い う 細 胞 機 構 を 分 析 す る 上 で は 好 ま し い が 、 CTLま た は 他 の 細 胞 種 の 増 殖 に 及 ぼ す チ ョ
ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 の 長 期 効 果 を 研 究 す る た め に は 用 い る こ と が で き な い 。 そ の よ う な
理 由 か ら 、 希 釈 し た イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン （ 死 滅 し た イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 含 む ）
に よ っ て 刺 激 し た PBMCの CTL培 養 物 を 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 の 存 在 下 に お い て 調 製
し た 。 対 照 と し て 、 CVT対 象 抽 出 物 ま た は チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 を 添 加 し て 実 験 を 行
っ た 。 ワ ク チ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 7～ 9日 後 、 CTL培 養 物 由 来 の 細 胞 を 回 収 し 、 計
数 し 、 FastImmuneア ッ セ イ に 供 し た 。 IFN-g陽 性 T細 胞 を 、 イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 抗 原 提 示 細
胞 （ 材 料 お よ び 方 法 の 項 を 参 照 の こ と ） に よ る 再 活 性 化 後 の 抗 原 特 異 的 T細 胞 と し て 定 義
し た 。 1人 の ド ナ ー 由 来 の CTL培 養 物 に お い て 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 が よ り イ ン フ ル
エ ン ザ 特 異 的 な T細 胞 の 増 殖 、 特 に CD8陽 性 CTL細 胞 を 刺 激 し た こ と が 認 め ら れ た （ ド ナ ー 1
、 CD8+細 胞 、 図 4） 。 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 を 添 加 し た 場 合 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽
出 物 を 添 加 し な か っ た 対 象 と 比 較 し て 、 CTL培 養 物 中 の NK細 胞 の 数 が 有 意 に 多 か っ た こ と
も 認 め ら れ た （ 図 5） 。 さ ら に 、 結 果 か ら 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン に よ る NK細 胞 の 増 加 が チ
ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 に 用 量 依 存 的 な 様 式 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 対 照 抽 出 物 （ CVT HT
 1001-005ま た は CVT HT 1001-009） を 用 い た 場 合 、 CTL培 養 物 中 の NK細 胞 増 殖 の 増 加 は 見
ら れ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 こ の 結 果 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ る 活 性 化 の
初 期 の 段 階 に お い て 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 が NK細 胞 を 刺 激 す る （ そ し て IFN-gを 分
泌 す る ） と い う 知 見 （ 図 2） と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 記 で 確 認 さ れ た 実 施 例 に よ っ て わ か る よ う に 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 は 単 球 を 直
接 活 性 化 し 、 抽 出 物 の 存 在 は ま た イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 に 応 答 し て NK細 胞 活 性 化 を 増 強 さ せ
る 。 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 は ま た 、 Th1 CD4陽 性 T細 胞 お よ び CD8陽 性 CTL細 胞 を 含 む イ
ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 T細 胞 の 増 殖 、 お よ び 全 NK細 胞 の 増 殖 を 助 け る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 、 イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 記 憶 T細 胞 か ら IFN-g分 泌 を 誘 導 す る
こ と も 認 め ら れ た （ 図 2Aの 3番 目 の パ ネ ル の 右 下 の 象 限 ） 。 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 は
、 イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 T細 胞 で あ っ て も 非 イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 T細 胞 で あ っ て も 短 期 間
培 養 に お い て T細 胞 に 対 し て 増 強 効 果 を も た な か っ た 。 NK細 胞 の 活 性 化 は イ ン フ ル エ ン ザ
ウ イ ル ス 単 独 で も 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 の 存 在 な し で さ え も 見 ら れ る が 、 イ ン フ ル
エ ン ザ ウ イ ル ス に よ る NK細 胞 の 活 性 化 に は PBMCの 生 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス と の 長 期 の （
>16時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 必 要 で あ る 。 PBMCと ウ イ ル ス を 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 3
時 間 後 に す べ て の サ イ ト カ イ ン 分 泌 が 停 止 す る （ BFAに よ り ） エ ク ス ビ ボ の 条 件 で は 、 チ
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実 施 例 3. イ ン フ ル エ ン ザ 特 異 的 CD4陽 性 Th1細 胞 、 CD8陽 性 CTL細 胞 、 お よ び NK細 胞 の 増 殖
に 及 ぼ す チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン の 効 果



ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 を 添 加 し な い 限 り NK細 胞 の 活 性 化 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 結 局 、 本 結 果 か ら 、 い か に し て 医 用 薬 剤 が 免 疫 応 答 細 胞 を 含 む 細 胞 に 効 果 を 及 ぼ す か と
い う 機 構 を 研 究 す る た め の 、 エ ク ス ビ ボ 分 析 の 可 能 性 が 実 証 さ れ る 。 こ れ に よ り 、 医 用 薬
剤 が 免 疫 系 を 刺 激 し 得 る か 否 か を 判 定 す る そ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の エ
ク ス ビ ボ 分 析 は さ ら に ま た 、 特 定 の 関 心 対 象 の 病 原 体 に 応 答 し た 、 薬 草 を 含 む 医 用 薬 剤 の
免 疫 効 果 を 分 析 す る た め に も 利 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 図 １ 】 CD14+単 球 に お け る チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 の 用 量 依 存 的 な 活 性 化 。
【 図 ２ Ａ 】 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 存 在 下 に お け る 、 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 に よ る
NK細 胞 の 特 異 的 活 性 化 。
【 図 ２ Ｂ 】 チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 に よ る NK細 胞 の 用 量 依 存 的 活 性 化 。
【 図 ３ 】 NK細 胞 が IFN-gを 分 泌 す る 活 性 化 に お け る 、 様 々 な チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 の
比 較 。
【 図 ４ 】 Th1 CD4陽 性 T細 胞 お よ び CD8陽 性 CTLの 増 殖 に 及 ぼ す チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 の
効 果 。
【 図 ５ 】 死 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ っ て 刺 激 さ れ た CLT培 養 物 に お け る 、 NK細 胞 の 増
殖 に 及 ぼ す チ ョ ウ セ ン ニ ン ジ ン 抽 出 物 （ CVT 2001 009） の 効 果 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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