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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
対象において病態が免疫抑制を誘導しているか否かを検出するための方法であって、
該方法は、
病態を有する対象由来のリンパ球の試料ソースを、適応免疫及び先天性免疫を増強する１
以上の作用物質と接触させる工程、並びに
リンパ球由来の免疫エフェクター分子の存在又はレベルを測定する工程、但し、免疫エフ
ェクター分子のレベルは上記病態によって誘導されるか、又は上記病態に関連する免疫抑
制の程度を示す、
を含み、
試料が、希釈されていない全血を１０～１００容量％で含み、
適応免疫及び先天性免疫を増強する作用物質がＴ細胞受容体（ＴＣＲ）アゴニスト及びＴ
ｏｌｌ－ｌｉｋｅ受容体（ＴＬＲ）アゴニストである、
上記方法。
【請求項２】
対象がヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
試料における全血容量が、１μlから１０００μlである、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
試料が、抗原とさらにインキュベートされる、請求項１から３の何れか１項に記載の方法
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。
【請求項５】
対象が、マイコバクテリウム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）種、スタフィロコッカス（
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種、ストレプトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
）種、ボレリア（Ｂｏｒｒｅｌｉａ）種、エシェリキア・コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
 ｃｏｌｉ）、サルモネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）種、クロストリジウム（Ｃｌｏｓｔ
ｒｉｄｉｕｍ）種、シゲラ（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）種、プロテウス（Ｐｒｏｔｅｕｓ）種、
バチラス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）種、ヘルペスウィルス、Ｂ型若しくはＣ型肝炎ウィルス、
及びヒト免疫不全ウィルス（ＨＩＶ）から選択される病原体による感染症、又はその感染
症から生じた疾患を有する、請求項１から４の何れか１項に記載の方法。
【請求項６】
対象が、
円形脱毛症、強直性脊椎炎、抗リン脂質症候群、自己免疫性アジソン病、多発性硬化症、
副腎の自己免疫性疾患、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性肝炎、自己免疫性卵巣炎及び
自己免疫性精巣炎、ベーチェット病、水疱性類天疱瘡、心筋症、セリアック病皮膚炎、慢
性疲労症候群（ＣＦＩＤＳ）、慢性炎症性脱髄性、慢性炎症性多発性ニューロパシー、チ
ャーグ・ストラウス症候群、瘢痕性類天疱瘡、クレスト症候群、寒冷凝集素症、クローン
病、疱疹状皮膚炎、円板状ループス、本態性混合型クリオグロブリン血症、線維筋痛、糸
球体腎炎、グレーブス病、ギラン・バレー、橋本甲状腺炎、突発性肺線維症、突発性血小
板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、ＩｇＡ腎症、インスリン依存性糖尿病（タイプ1）、扁平苔
癬、狼瘡、メニエール病、混合性結合組織病、多発性硬化症、重症筋無力症、心筋炎、尋
常性天疱瘡、悪性貧血、結節性多発動脈炎、多発性軟骨炎、多腺性症候群、リウマチ性多
発性筋痛、多発性筋炎及び皮膚筋炎、原発性無ガンマグロブリン血症、原発性胆汁性肝硬
変、乾癬、レイノー現象、ライター症候群、リウマチ熱、関節リウマチ、サルコイドーシ
ス、強皮症、シェーグレン症候群、スティフマン症候群、全身性エリテマトーデス、高安
動脈炎、側頭動脈炎／巨細胞性動脈炎、潰瘍性大腸炎、ブドウ膜炎、血管炎、白斑並びに
炎症性腸疾患から選択される病態を有する、請求項１から５の何れか１項に記載の方法。
【請求項７】
対象が、
ＡＢＬ１プロトオンコジーン、エイズに関連する癌、聴神経腫、急性リンパ性白血病、急
性骨髄性白血病、腺嚢癌腫、副腎皮質癌、突発性骨髄化生、脱毛症、胞巣状軟部肉腫、肛
門癌、血管肉腫、再生不良性貧血、星状細胞腫、毛細血管拡張性運動失調症、基底細胞癌
（皮膚）、膀胱癌、骨癌、腸癌、脳幹グリオーマ、脳腫瘍及び中枢神経系腫瘍、乳癌、中
枢神経系腫瘍、カルチノイド腫瘍、子宮頸癌、小児脳腫瘍、小児癌、小児白血病、小児軟
部組織肉腫、軟骨肉腫、絨毛癌、慢性リンパ性白血病、慢性骨髄性白血病、結腸直腸癌、
皮膚Ｔ細胞リンパ腫、隆起性皮膚線維肉腫、線維形成性小円形細胞腫瘍、腺管癌、内分泌
癌、子宮内膜癌、上衣腫、食道癌、ユーイング肉腫、肝外胆管癌、眼癌、眼球メラノーマ
、網膜芽腫、卵管癌、ファンコニ貧血、線維肉腫、胆嚢癌、胃癌、消化管癌、消化管カル
チノイド腫瘍、泌尿生殖器癌、胚細胞腫瘍、妊娠性絨毛疾患、神経膠腫、婦人科癌、血液
悪性腫瘍、有毛細胞白血病、頭頚部癌、肝細胞癌、遺伝性乳癌、組織球増殖症、ホジキン
病、ヒト・パピローマウィルス、胞状奇胎、高カルシウム血症、下咽頭癌、眼内黒色腫、
島細胞癌、カポジ肉腫、腎臓癌、ランゲルハンス細胞組織球増加症、咽頭癌、平滑筋肉腫
、白血病、リー・フラウメニ癌症候群、口唇癌、脂肪肉腫、肝臓癌、肺癌、リンパ浮腫、
リンパ腫、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、男性乳癌、腎臓の悪性桿状腫瘍、髄
芽腫、黒色腫、メルケル細胞癌、中皮腫、転移性癌、口腔癌、多発性内分泌腺腫、菌状息
肉腫、骨髄異形成症候群、骨髄腫、骨髄増殖性疾患、鼻腔癌、鼻咽頭癌、腎芽細胞腫、神
経芽細胞腫、神経線維腫症、ナイミーヘン症候群、非黒色腫皮膚癌、非小細胞肺癌（ＮＳ
ＣＬＣ）、眼癌、食道癌、口腔癌、中咽頭癌、骨肉腫、オストミー卵巣癌、膵臓癌、副鼻
腔癌、副甲状腺癌、耳下腺癌、陰茎癌、末梢性神経外胚葉性腫瘍、下垂体癌、真性多血症
、前立腺癌、希な癌及びその関連疾患、腎細胞癌、網膜芽細胞腫、横紋筋肉腫、ロスモン
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ド・トムソン症候群、唾液腺癌、肉腫、神経鞘腫、セザリー症候群、皮膚癌、小細胞肺癌
（ＳＣＬＣ）、小腸癌、軟部組織肉腫、脊髄腫瘍、扁平上皮癌（皮膚）、胃癌、滑膜肉腫
、精巣癌、胸腺癌、甲状腺癌、移行上皮癌（膀胱）、移行上皮癌（腎盂／尿管）、栄養膜
癌、尿道癌、泌尿器系癌、ウロプラキン、子宮肉腫、子宮癌、膣癌、外陰癌、ヴァルデン
ストレームマクログロブリン血症、並びにウィルムス腫瘍から選択される癌を有する、請
求項１から６の何れか１項に記載の方法。
【請求項８】
請求項１から７の何れか１項に記載の方法における、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）アゴニスト
及びＴｏｌｌ－ｌｉｋｅ受容体（ＴＬＲ）アゴニストの使用。
【請求項９】
ユーザーが対象の細胞性免疫応答の状態を判定することを可能にする方法であって、
該方法は以下の工程を含み、
試料が、希釈されていない全血を１０～１００容量％で含み、
適応免疫及び先天性免疫を増強する作用物質がＴ細胞受容体（ＴＣＲ）アゴニスト及びＴ
ｏｌｌ－ｌｉｋｅ受容体（ＴＬＲ）アゴニストである、上記方法：
(a) 通信ネットワークを介して、ユーザーから、免疫エフェクター分子のレベル又は濃度
の形態のデータを受信する工程であって、該データは、対照に対する細胞性免疫応答の状
態に関する相関関係を提供し、該免疫エフェクター分子は、リンパ球の試料を適応免疫応
答及び先天性免疫応答を増強する１以上の作用物質に暴露した後に測定される、上記工程
；
(b) 対象データを単変量解析又は多変量解析を介して処理して、免疫応答値を提供する工
程；
(c) 所定の値と比較した、免疫応答値の結果に従って、対象の状態を判定する工程；
(d) 通信ネットワークを介して、対象の状態の指示をユーザーに送信する工程。
【請求項１０】
対象において物質が免疫抑制を誘導するか否かを決定するための方法であって、
該方法は、
物質に暴露した後の対象に由来するリンパ球の試料ソースを、適応免疫及び先天性免疫を
刺激する１以上の増強剤と接触させる工程、並びに
リンパ球由来のエフェクター分子の存在及びレベルを測定する工程、但し、エフェクター
分子のレベルは上記物質によって誘導された免疫抑制のレベルを決定する、
を含み、
試料が、希釈されていない全血を１０～１００容量％で含み、
適応免疫及び先天性免疫を増強する作用物質がＴ細胞受容体（ＴＣＲ）アゴニスト及びＴ
ｏｌｌ－ｌｉｋｅ受容体（ＴＬＲ）アゴニストである、
上記方法。
【請求項１１】
対象において細胞性免疫応答活性を測定するための方法であって、
該方法は、
対象由来のリンパ球の試料ソースを、適応免疫系及び先天性免疫系を増強する１以上の作
用物質と接触させる工程、並びに
リンパ球由来の免疫エフェクター分子の存在又はレベル上昇を測定する工程、但し、免疫
エフェクター分子の存在又はレベルは対象の細胞性応答のレベルを示す、
を含み、
試料が、希釈されていない全血を１０～１００容量％で含み、
適応免疫及び先天性免疫を増強する作用物質がＴ細胞受容体（ＴＣＲ）アゴニスト及びＴ
ｏｌｌ－ｌｉｋｅ受容体（ＴＬＲ）アゴニストである、
上記方法。
【請求項１２】
対象がヒトである、請求項１０から１１の何れか１項に記載の方法。
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【請求項１３】
試料における全血容量が、１μlから１０００μlである、請求項１０から１２の何れか１
項に記載の方法。
【請求項１４】
試料が、抗原とさらにインキュベートされる、請求項１０から１３の何れか１項に記載の
方法。
【請求項１５】
対象が、マイコバクテリウム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）種、スタフィロコッカス（
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種、ストレプトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
）種、ボレリア（Ｂｏｒｒｅｌｉａ）種、エシェリキア・コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
 ｃｏｌｉ）、サルモネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）種、クロストリジウム（Ｃｌｏｓｔ
ｒｉｄｉｕｍ）種、シゲラ（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）種、プロテウス（Ｐｒｏｔｅｕｓ）種、
バチラス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）種、ヘルペスウィルス、Ｂ型若しくはＣ型肝炎ウィルス、
及びヒト免疫不全ウィルス（ＨＩＶ）から選択される病原体による感染症、又はその感染
症から生じた疾患を有する、請求項１０から１４の何れか１項に記載の方法。
【請求項１６】
対象が、
円形脱毛症、強直性脊椎炎、抗リン脂質症候群、自己免疫性アジソン病、多発性硬化症、
副腎の自己免疫性疾患、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性肝炎、自己免疫性卵巣炎及び
自己免疫性精巣炎、ベーチェット病、水疱性類天疱瘡、心筋症、セリアック病皮膚炎、慢
性疲労症候群（ＣＦＩＤＳ）、慢性炎症性脱髄性、慢性炎症性多発性ニューロパシー、チ
ャーグ・ストラウス症候群、瘢痕性類天疱瘡、クレスト症候群、寒冷凝集素症、クローン
病、疱疹状皮膚炎、円板状ループス、本態性混合型クリオグロブリン血症、線維筋痛、糸
球体腎炎、グレーブス病、ギラン・バレー、橋本甲状腺炎、突発性肺線維症、突発性血小
板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、ＩｇＡ腎症、インスリン依存性糖尿病（タイプ1）、扁平苔
癬、狼瘡、メニエール病、混合性結合組織病、多発性硬化症、重症筋無力症、心筋炎、尋
常性天疱瘡、悪性貧血、結節性多発動脈炎、多発性軟骨炎、多腺性症候群、リウマチ性多
発性筋痛、多発性筋炎及び皮膚筋炎、原発性無ガンマグロブリン血症、原発性胆汁性肝硬
変、乾癬、レイノー現象、ライター症候群、リウマチ熱、関節リウマチ、サルコイドーシ
ス、強皮症、シェーグレン症候群、スティフマン症候群、全身性エリテマトーデス、高安
動脈炎、側頭動脈炎／巨細胞性動脈炎、潰瘍性大腸炎、ブドウ膜炎、血管炎、白斑並びに
炎症性腸疾患から選択される病態を有する、請求項１０から１５の何れか１項に記載の方
法。
【請求項１７】
対象が、
ＡＢＬ１プロトオンコジーン、エイズに関連する癌、聴神経腫、急性リンパ性白血病、急
性骨髄性白血病、腺嚢癌腫、副腎皮質癌、突発性骨髄化生、脱毛症、胞巣状軟部肉腫、肛
門癌、血管肉腫、再生不良性貧血、星状細胞腫、毛細血管拡張性運動失調症、基底細胞癌
（皮膚）、膀胱癌、骨癌、腸癌、脳幹グリオーマ、脳腫瘍及び中枢神経系腫瘍、乳癌、中
枢神経系腫瘍、カルチノイド腫瘍、子宮頸癌、小児脳腫瘍、小児癌、小児白血病、小児軟
部組織肉腫、軟骨肉腫、絨毛癌、慢性リンパ性白血病、慢性骨髄性白血病、結腸直腸癌、
皮膚Ｔ細胞リンパ腫、隆起性皮膚線維肉腫、線維形成性小円形細胞腫瘍、腺管癌、内分泌
癌、子宮内膜癌、上衣腫、食道癌、ユーイング肉腫、肝外胆管癌、眼癌、眼球メラノーマ
、網膜芽腫、卵管癌、ファンコニ貧血、線維肉腫、胆嚢癌、胃癌、消化管癌、消化管カル
チノイド腫瘍、泌尿生殖器癌、胚細胞腫瘍、妊娠性絨毛疾患、神経膠腫、婦人科癌、血液
悪性腫瘍、有毛細胞白血病、頭頚部癌、肝細胞癌、遺伝性乳癌、組織球増殖症、ホジキン
病、ヒト・パピローマウィルス、胞状奇胎、高カルシウム血症、下咽頭癌、眼内黒色腫、
島細胞癌、カポジ肉腫、腎臓癌、ランゲルハンス細胞組織球増加症、咽頭癌、平滑筋肉腫
、白血病、リー・フラウメニ癌症候群、口唇癌、脂肪肉腫、肝臓癌、肺癌、リンパ浮腫、
リンパ腫、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、男性乳癌、腎臓の悪性桿状腫瘍、髄
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芽腫、黒色腫、メルケル細胞癌、中皮腫、転移性癌、口腔癌、多発性内分泌腺腫、菌状息
肉腫、骨髄異形成症候群、骨髄腫、骨髄増殖性疾患、鼻腔癌、鼻咽頭癌、腎芽細胞腫、神
経芽細胞腫、神経線維腫症、ナイミーヘン症候群、非黒色腫皮膚癌、非小細胞肺癌（ＮＳ
ＣＬＣ）、眼癌、食道癌、口腔癌、中咽頭癌、骨肉腫、オストミー卵巣癌、膵臓癌、副鼻
腔癌、副甲状腺癌、耳下腺癌、陰茎癌、末梢性神経外胚葉性腫瘍、下垂体癌、真性多血症
、前立腺癌、希な癌及びその関連疾患、腎細胞癌、網膜芽細胞腫、横紋筋肉腫、ロスモン
ド・トムソン症候群、唾液腺癌、肉腫、神経鞘腫、セザリー症候群、皮膚癌、小細胞肺癌
（ＳＣＬＣ）、小腸癌、軟部組織肉腫、脊髄腫瘍、扁平上皮癌（皮膚）、胃癌、滑膜肉腫
、精巣癌、胸腺癌、甲状腺癌、移行上皮癌（膀胱）、移行上皮癌（腎盂／尿管）、栄養膜
癌、尿道癌、泌尿器系癌、ウロプラキン、子宮肉腫、子宮癌、膣癌、外陰癌、ヴァルデン
ストレームマクログロブリン血症、並びにウィルムス腫瘍から選択される癌を有する、請
求項１０から１６の何れか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
出願データ
　本出願は、2009年12月23日に出願された、「アッセイ(An Assay)」と言うタイトルの米
国仮特許出願番号第61/289,880号に関連し、同出願に基づいて優先権を主張するが、同出
願の内容全体は、本明細書において援用される。
【０００２】
　本発明は、一般に、免疫学に基づく診断アッセイの分野に関する。より具体的には、本
発明は、細胞性免疫応答を測定するための方法を考慮したものである。本発明はさらに、
病態、治療薬及び環境汚染物質の免疫抑制効果の測定を可能にする。また、本発明のアッ
セイは、病理学のアーキテクチャに統合することも可能であり、その結果、診断報告シス
テムを提供し、さらにポイント・オブ・ケア臨床管理(point of care clinical manageme
nt)を促進する。
【背景技術】
【０００３】
　本明細書において著者が言及した刊行物の文献詳細は、本明細書の最後にアルファベッ
ト順に纏められている。
【０００４】
　本明細書における任意の先行技術への言及は、その先行技術が任意の国において一般常
識の一部を形成していることの認容又は何らかの形態の示唆でも無ければ、そのように解
釈されてはならない。
【０００５】
　免疫学に基づく診断は、多様な病態を検出する上で重要なツールを提供する。このこと
は、特に、免疫系内の成分の特異性を前提としたものである。この特異性にもかかわらず
、免疫学に基づく診断は、軽度の感染症に対する応答や、持続的な低レベルの感染の存在
下、又は免疫不全若しくは何らかの形態の免疫抑制を呈している対象などにおいて、低レ
ベルの適応免疫活性及び／又は先天性免疫活性を検出するには、必ずしも常に十分な感度
がある訳ではない。適応免疫及び先天性免疫の潜在能に起因する細胞性免疫応答に関して
、感度を高めた診断アッセイを開発する必要がある。特に、対象が、免疫抑制を誘導する
か、或いは免疫抑制に関連する病態並びに物質に曝されている、又は呈している場合にそ
のような診断アッセイを開発する必要がある。
【０００６】
　免疫学に基づく診断アッセイの１つの形態は、単離された細胞培養物又は全血培養物の
いずれかにおいて抗原又はマイトジェンでＴ細胞を刺激し、その後、活性化Ｔ細胞（エフ
ェクターＴ細胞とも言う）によって産生されたサイトカイン等のエフェクター分子を検出
することを含む。エフェクター分子は、一般に、酵素免疫測定法、マルチプレックスビー
ズ分析(multiplex bead analysis)、エリスポット法(ELISpot)及びフローサイトメトリ等
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の技術を用いて検出される。このようなアッセイは、疾患特異的Ｔ細胞応答を検出するの
に有用である。
【０００７】
　対象の細胞性免疫応答を評価する能力は、免疫不全及び免疫抑制を管理する上で特に重
要である。免疫不全は、免疫応答を有効に備える能力が減じられていることを特徴とする
。この応答の障害又は欠如は、原発性又は後天性（二次性）免疫不全により生じ得る。
【０００８】
　原発性免疫不全（Primary immunodeficiencies;ＰＩＤ）は、遺伝性のものであり、か
つ適応免疫系又は先天性免疫系に特有の成分の欠損を特徴とする（フ(Hu)及びガッティ(G
atti)、カレント・オピニオン・イン・アラジー・アンド・クリニカル・イミュノロジー(
Curr Opin Allergy Clin Immunol.) 8(6):540-546頁, 2008年）。とはいえ、殆どの免疫
不全は後天性（二次性）であり、ＨＩＶ感染に伴い発症するように病原体によって誘導さ
れ得るし、臓器移植後の免疫抑制治療のように薬剤により誘導され得るし、癌（例えば、
白血病、リンパ腫）において発症し得るように病態よって誘導され得るし、或いは環境汚
染物質及び公害汚染物質により誘導され得る。
【０００９】
　免疫不全の分子的機序は多様であるが、細胞性免疫は、観察される臨床兆候の多くを媒
介するに当たり重要な役割を有する。現在、免疫不全症候群は、病原体に応じて、その場
限りの方法で診断及び管理されている。
【００１０】
　例えば、ＨＩＶ感染の主要な特徴は、ＣＤ４+Ｔ細胞の進行性喪失、及び、サイトメガ
ロウイルス（ＣＭＶ）及びＢ型肝炎ウィルス（ＨＢＶ）等の病原体に対する抗原特異的な
適応免疫応答の障害を含む、広範囲の免疫機能の障害である［ドウエク(Douek)ら、アニ
ュアル・レビュー・オブ・メディスン(Annu. Rev. Med.)６０:471-84頁、2009年、及びチ
ャン(Chang)ら、ジャーナル・オブ・ビロロジー(J. Virol)83:7649-58頁、2009年］。従
って、ＣＤ４+Ｔ細胞数及びウィルス量は、なおもＨＩＶ感染の鍵となる代理マーカーと
なっており、進行性感染症を伴う免疫機能不全、並びに予防後の免疫再構成の両者を予測
することが広く立証されている（ヘンゲル(Hengel)及びコバクス(Kovacs)、ジャーナル・
オブ・インフェクシャス・ディジーズ(J. Infect. Dis.)188(12):1791-3頁、2003年）。
しかし、特に日和見感染症が正常のＣＤ４+Ｔ細胞数及び低ウィルス量で発症する場合、
臨床疾患が、これらの代理マーカーによって予測されるような免疫機能のレベルとは相関
しない、多数の事例が存在する（ソロモン(Solomon)ら、ジャーナル・オブ・インフェク
シャス・ディジーズ（J. Infect. Dis.）187:1915-23頁, 2003年）。
【００１１】
　同様に、固形臓器移植（solid organ transplants;ＳＯＴ）を受けており、抗拒絶反応
手段として、免疫系を抑制するために薬物療法（免疫抑制剤）を受けている患者について
、細胞性免疫不全の状態をモニターすることも、その場限りの方法で管理されている。典
型的には、患者の免疫抑制剤のレベルが、通常の血球数、並びに、移植片、院内感染又は
地域感染からの感染症の発生と同様にモニターされる（シュレム(Schrem)ら、ドウチェ・
アルツテブラット・インターナショナル(Dtsch Arztebl Int.)106(9):148-156頁, 2009年
）
【００１２】
　病態に関連する免疫不全をモニター及び定義するために現在用いられているマーカーの
多くに関係した特有の問題は、細胞性免疫の欠如である。フィトヘマグルチニン（phytoh
emagglutinin;ＰＨＡ）、ヤマゴボウマイトジェン（pokeweed mitogen）及びコンカナバ
リンＡ（concanavalin Ａ；ＣｏｎＡ）等のマイトジェンに対するリンパ球増殖反応を測
定する、多数のＴ細胞機能試験が開発されている。しかし、これらは、細胞性免疫に関連
する細胞の一部であるＴ細胞の機能的能力を測定するだけである。重要なことは、先天性
免疫メカニズムは、単独の作用によるか、或いは特異的Ｔ細胞反応を増強することによっ
て、宿主防衛に多大な貢献をすることが、ますます明らかになってきている（クーパー(C
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ooper)ら、ヘマトロジー（Hematology）: 314-30、2003年）。従って、先天性（ナチュラ
ルキラー[ＮＫ]細胞）及び適応（Ｔ細胞）免疫細胞の機能的反応が組み合わさって、細胞
性免疫のより包括的な解析を形成する。
【００１３】
　細胞性免疫を評価する能力は、臨床的に重要である。例えば、3300万人を超える成人及
び小児がＨＩＶに感染しており（2008、レポート・オン・ザ・グローバル・エイズ・エピ
デミック(Report on the Global AIDS Epidemic)、UNAIDS; ISBN 978 92 9 173711 6）、
また、現在、世界中で年間におよそ１００，０００例の固形臓器移植が実施されている（
マテサンズ(Matesanz)ら、トランスプランテーション・プロシーディングス(Transplant 
Proc.) 41(6):2297-301頁, 2009年）。
【００１４】
　ＴＬＲ－７/８アゴニスト化合物（イミダゾキノリン化合物(imidazoquinoline compoun
d)、Ｒ８４８）に対する先天性免疫応答のモニタリングについて記載された全血ＩＦＮ－
γアッセイにより、先天性免疫の調節異常がＨＩＶ感染に関与しているとされている［ノ
ウロオザリザデ(Nowroozalizadeh)ら、サイトカイン（Cytokine）４６: ３２５－３１頁
、2009年］。さらに、機能性Ｔ細胞応答を測定する診断装置（サイレックス・イムノウ(C
ylex ImmuKnow)（登録商標）、米国特許出願公開公報第2003/0199006 A1号に記載）によ
り、ＰＨＡで刺激したＣＤ４+細胞からのＡＴＰ産生が測定される（コワルスキ(Kowalski
)ら、ジャーナル・オブ・イミュノトキシコロジー（J Immunotoxicol.）4(3):225-32頁, 
2007年）。具体的には、サイレックス分析は、ＳＯＴの状況において臨床的有用性が実証
されており、感染及び拒絶反応を含む有害事象を適当に管理し得る。
【００１５】
　対象において、先天性細胞性免疫免疫応答並びに適応細胞性免疫応答の複合機能状態を
評価し得るアッセイを開発し、免疫抑制を引き起こす病態及び作用物質を決定する必要性
がある。
【発明の概要】
【００１６】
　本発明は、対象ににおいて細胞性免疫の状態及び潜在力を評価するための方法を提供す
る。本明細書において検討される方法は、一つには適応免疫応答及び先天性免疫応答の共
刺激を基礎とする。これにより、標的対象における任意の免疫抑制の程度を含む、細胞性
免疫の潜在力の予測評価基準が提供される。一の実施形態では、全血又はその画分中の細
胞を、リンパ球において適応免疫応答及び先天性免疫応答の両者を刺激する１以上の作用
物質と接触させる。細胞性免疫応答のレベルが、免疫細胞によって産生されるエフェクタ
ー分子の存在又はレベルを測定することによって決定される。特定の実施形態では、全血
又はその画分はＴ細胞及びＮＫ細胞を含む。１以上の作用物質は、Ｔ細胞を介して適応免
疫応答を、また、ＮＫ細胞を介して先天性免疫を刺激又は増強する。従って、本アッセイ
は、複合した適応及び先天性の細胞性免疫の潜在力を測定する。
【００１７】
　複合免疫応答は、単独で測定した適応免疫反応性又は先天性免疫反応性と比較して、細
胞性免疫反応性のよりすぐれた評価基準を提供する。さらに、本アッセイは、１μＬから
1000μＬのような小容量の血液を用いて実施され得るので、本アッセイは指の刺創による
採血及び毛細管採血に適している。５ｍＬ、１０ｍＬ及び２０ｍＬの容量を含む、１．５
ｍＬから２００ｍＬのような大容量のアッセイもまた、本発明において考慮される。
【００１８】
　複合した適応及び先天性免疫を評価する能力は、例えば、より大きなリスクである二次
感染を招き得る免疫抑制を引き起こす、病態、並びに治療剤及び環境作用物質を同定する
のに重要である。
【００１９】
　よって、本発明の一態様は、対象において細胞性免疫応答活性を測定するための方法で
あって、該方法は、対象由来のリンパ球の試料ソースを、適応免疫及び先天性免疫を増強
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する１以上の作用物質と接触させる工程、並びに免疫細胞によって産生される免疫エフェ
クター分子のレベルを測定する工程、但し、免疫エフェクター分子のレベルは対象の細胞
性免疫応答のレベルを示す、を含む、上記方法を考慮したものである。
【００２０】
　本発明の別の態様は、対象において細胞性免疫応答活性を測定する方法であって、該方
法は、対象由来のリンパ球の試料ソースを、適応免疫及び先天性免疫を増強する１以上の
作用物質と接触させる工程、並びに免疫細胞由来の免疫エフェクター分子のレベル上昇を
測定する工程、但し、免疫エフェクター分子のレベルは対象の細胞性免疫応答のレベルを
示し、免疫応答のレベルは、病原体による感染症、自己免疫疾患、癌、炎症状態、毒物へ
の暴露、治療剤への暴露、及び免疫不全を含むリストから選択される疾患又は病態の存在
、非存在、レベル、又は段階を示す、を含む、上記方法を提供する。
【００２１】
　本発明のさらなる別の態様は、対象において疾患又は病態の存在、非存在、レベル又は
段階を検出するためのアッセイであって、該方法は、対象由来のリンパ球の試料ソースを
、適応免疫及び先天性免疫を増強する１以上の作用物質と接触させる工程、並びに免疫細
胞由来の免疫エフェクター分子のレベル上昇を測定する工程、但し、免疫エフェクター分
子のレベルは疾患又は病態を示す、を含む、上記方法を考慮したものである。
【００２２】
　本発明のさらなる別の態様は、対象において疾患又は病態のための治療プロトコルに対
する応答をモニターするための方法であって、該方法は、対象由来のリンパ球のソースを
、治療プロトコルにおいて用いる物質と接触させる工程、並びに適応免疫及び先天性免疫
を増強する１以上の分子の存在下において、免疫細胞由来の免疫エフェクター分子の存在
又はレベル上昇を測定する工程、但し、免疫エフェクター分子のレベルは治療プロトコル
の効率を示する、を含む、上記方法を提供する。
【００２３】
　本発明はさらに、対象において物質が免疫抑制を誘導するか否かを決定するための方法
であって、該方法は、物質に暴露した後の対象に由来するリンパ球の試ソースを、適応免
疫及び先天性免疫を刺激する１以上の増強剤と接触させる工程、並びにリンパ球由来のエ
フェクター分子の存在及びレベルを測定する工程、但し、エフェクター分子のレベルは上
記物質によって誘導された免疫抑制のレベルを決定する、を含む、上記方法を考慮したも
のである。
【００２４】
　一の実施形態では、血液試料は、ＴＬＲアゴニストとＴＬＲアゴニストとで共刺激され
る。
【００２５】
　この態様に従うと、物質は、薬剤又は環境毒物であってもよい。
【００２６】
　本発明の方法は、「アッセイ」とも呼ばれ得る。本発明においけるアッセイは、とりわ
け、対象の一般的免疫応答を評価するのに有用であり、或いは、自己免疫疾患、セリアッ
ク病、癌、病原生物若しくは病原体による感染症、毒性物質若しくは薬剤への暴露、及び
病態によって引き起こされるもの等の免疫不全若しくは免疫抑制等の特定の病態に対する
免疫応答を検出するのに有用である。リンパ球のソースは、便宜上、全血であるが、本発
明では、リンパ球を含む分画試料、並びに細胞単離及び／又は細胞枯渇を受けた試料を含
む、リンパ球の如何なるソースの使用も考慮される。穿刺及び毛細管法などに由来する血
液の微量試料も、本発明の一部を形成する。試料は、少なくともＴ細胞（Ｔリンパ球）及
びＮＫ細胞（ＮＫリンパ球）を含む。「免疫細胞」との表現はＴ細胞を含む。
【００２７】
　任意に、デキストロース又はグルコース等の単糖を反応混合物に添加する。「全血」と
の表現は、希釈されていない全血、並びに、全試料アッセイ容量（即ち反応混合物）の約
10％から約100％の容量（約50％から約100％及び80％から約100％の容量を含む）でアッ
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セイに用いられる全血を含む。アッセイ容量は、１μＬから１０００μＬ超（１．５ｍＬ
から２００ｍＬ、例えば５ｍＬから２０ｍＬを含む）の範囲であってもよい。
【００２８】
　一種類の作用物質を用いて、適応免疫及び先天性免疫を増強してもよいし、或いは２種
類以上の作用物質を一緒に用いてもよい。例としては、ＴＣＲアゴニストとＴＬＲアゴニ
ストとによる共刺激が挙げられる。また、リンパ球を特定の抗原に暴露し、対象の抗原誘
導性の適応及び先天性の複合免疫応答の能力を測定してもよい。
【００２９】
　対象は、ヒト又は非ヒト動物であってもよい。従って、本発明は、ヒト医学的、獣医学
的及び畜産的アプリケーションを有する。ヒトは、本発明の実施において、特に有用な対
象である。
【００３０】
　別の実施形態では、本発明は、対象において病態が免疫抑制を誘導しているか否かを検
出する方法であって、該方法は、病態を有する対象由来のリンパ球のソースを、適応免疫
及び先天性免疫を増強する１以上の作用物質と接触させる工程、並びにリンパ球由来の免
疫エフェクター分子の存在又はレベルを測定する工程、但し、免疫エフェクター分子のレ
ベルは上記病態によって誘導されるか、又は上記病態に関連する免疫抑制の程度を示す、
を含む、上記方法を考慮したものである。
【００３１】
　キット及び皮膚試験も、本発明の一部を形成する。
【００３２】
　一の実施形態では、試料は、作用物質を含有する採取チューブに採取される全血である
か、又はインキュベーションのために作用物質が添加される全血である。一般に、血液は
ヘパリンの存在下で維持される。ヘパリンは、血液を添加する際にチューブにあってもよ
いし、又はその後に添加されてもよい。採血チューブの使用は、標準的な自動化実験シス
テムに適合しており、これらシステムは大規模及びランダムアクセス・サンプリングにお
ける解析に適している。また、採血チューブにより取扱費用が最小限になり、全血及び血
漿への実験室暴露を減らせるため、実験室員が、ヒト免疫不全ウィルス（ＨＩＶ）、Ｂ型
肝炎ウィルス（ＨＢＶ）又はＣ型肝炎ウィルス（ＨＣＶ）等の病原体に接触するリスクが
減少する。さらに、採取チューブを使用してインキュベーションを実施することにより、
以前に使用されていた２４穴培養ウェルプレートよりもアッセイの感度が上がる。
【００３３】
　従って、本発明は、一実施形態において、採取チューブ、任意にデキストロース等の単
糖の使用、並びに適応免疫及び先天性免疫を増強する１以上の作用物質を用いたインキュ
ベーション工程を含む、改良された細胞性免疫アッセイを提供する。インキュベーション
工程は、一般に約５時間から約５０時間であり、例えば２４時間である。抗原もまた任意
に添加されてもよい。
【００３４】
　免疫エフェクター分子は、一般には、ＩＦＮ－γ、インターロイキン（例えばＩＬ－２
、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２又はＩＬ－１３）、形質転換成長因子β
（ＴＧＦβ）、又は顆粒球コロニー刺激因子若しくは顆粒球マクロファージコロニー刺激
因子（それぞれＧ－ＣＳＦ及びＧＭ－ＣＳＦ）等のサイトカインであるが、これらに限定
されない。その他エフェクター分子は表６に列挙されている。免疫エフェクター分子の存
在又はレベルは、その分子自体のレベルについて、又はその分子をコードする遺伝子が発
現されている程度について測定されてもよい。
【００３５】
　また、本発明のアッセイは、治療プロトコルの管理におけるオーダーメイド医療のアプ
ローチにおいて、及び／又は、病理学のアーキテクチャのプラットフォームの一部として
用いられてもよい。このようなプラットフォームは、ウェブベースであっても、非ウェブ
ベースであってもよい。従って、血液が可搬型チューブに採取され後、所定の場所で細胞



(10) JP 5768060 B2 2015.8.26

10

20

30

40

50

性免疫応答を解析し、その後、その結果を電気通信的レポートの形態で、適切なアーキテ
クチャを介して臨床ケア提供者に送る、ビジネス方法も提供される。
【００３６】
　加えて、本アッセイが小容量の血液で実施され得る能力は、小児集団、高齢者集団及び
衰弱した集団に有用である。
【００３７】
　いくつかの図はカラーの表示及び要素を含む。カラー写真は、必要に応じて特許権者か
ら、又は適宜の特許庁から入手可能である。特許庁から入手する場合、課金されるかもし
れない。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１Ａ】図１Ａは、単一の刺激物質による全血培養物由来のＩＦＮ－γの応答を示す、
グラフ表示である。ＴＣＲ刺激物質であるマイトジェン（Ａ）、及び抗ＣＤ３抗体（Ｂ）
又はＴＬＲ刺激物質Ｒ８４８（Ｃ）を使用した、健常人ドナー集団分布。
【図１Ｂ】図１Ｂは、単一の刺激物質による全血培養物由来のＩＦＮ－γの応答を示す、
グラフ表示である。ＴＣＲ刺激物質であるマイトジェン（Ａ）、及び抗ＣＤ３抗体（Ｂ）
又はＴＬＲ刺激物質Ｒ８４８（Ｃ）を使用した、健常人ドナー集団分布。
【図１Ｃ】図１Ｃは、単一の刺激物質による全血培養物由来のＩＦＮ－γの応答を示す、
グラフ表示である。ＴＣＲ刺激物質であるマイトジェン（Ａ）、及び抗ＣＤ３抗体（Ｂ）
又はＴＬＲ刺激物質Ｒ８４８（Ｃ）を使用した、健常人ドナー集団分布。
【図２Ａ】図２Ａは、抗ＣＤ３抗体（ＴＣＲアゴニスト）の、種々のＴＬＲアゴニストと
の相乗効果を示す、グラフ表示である。（Ａ）ＴＬＲ－２；Ｐａｍ３ＣＳＫ４及びリポマ
ンナン、（Ｂ）ＴＬＲ－４；ＬＰＳ（リポ多糖類）、及び（Ｃ）ＴＬＲ－７/８；Ｒ８４
８（イミダゾキノリン）化合物。グラフの上方の数字は、抗ＣＤ３抗体のみで刺激した培
養物に対する、ＴＬＲ／抗ＣＤ３抗体で共刺激した培養物のＩＦＮ－γ応答の倍増数を示
す。
【図２Ｂ】図２Ｂは、抗ＣＤ３抗体（ＴＣＲアゴニスト）の、種々のＴＬＲアゴニストと
の相乗効果を示す、グラフ表示である。（Ａ）ＴＬＲ－２；Ｐａｍ３ＣＳＫ４及びリポマ
ンナン、（Ｂ）ＴＬＲ－４；ＬＰＳ（リポ多糖類）、及び（Ｃ）ＴＬＲ－７/８；Ｒ８４
８（イミダゾキノリン）化合物。グラフの上方の数字は、抗ＣＤ３抗体のみで刺激した培
養物に対する、ＴＬＲ／抗ＣＤ３抗体で共刺激した培養物のＩＦＮ－γ応答の倍増数を示
す。
【図２Ｃ】図２Ｃは、抗ＣＤ３抗体（ＴＣＲアゴニスト）の、種々のＴＬＲアゴニストと
の相乗効果を示す、グラフ表示である。（Ａ）ＴＬＲ－２；Ｐａｍ３ＣＳＫ４及びリポマ
ンナン、（Ｂ）ＴＬＲ－４；ＬＰＳ（リポ多糖類）、及び（Ｃ）ＴＬＲ－７/８；Ｒ８４
８（イミダゾキノリン）化合物。グラフの上方の数字は、抗ＣＤ３抗体のみで刺激した培
養物に対する、ＴＬＲ／抗ＣＤ３抗体で共刺激した培養物のＩＦＮ－γ応答の倍増数を示
す。
【図３】図３は、健常人において、ＴＣＲ/ＴＬＲ共刺激の相乗効果を使用して、カット
オフ（閾値）ＩＦＮ－γ応答を設定することについてのグラフ表示である。これにより、
健康な集団の参照範囲を設定することが可能となり、その結果、免疫不全患者のＩＦＮ－
γ応答の降下を観察することができる。従って、応答が健常集団の閾値（カットオフ）よ
り低い場合は、薬物治療又は疾患に起因する免疫抑制の目安が推測され得る。
【図４】図４は、処理（ＴＣＲ＋ＴＬＲアゴニスト）及び未処理（ＮＩＬ）の全血由来の
ヒト血漿における多数の分析物の検出を示す、グラフ表示である。ヒト全血を、抗ＣＤ３
抗体（ＴＣＲアゴニスト）とＴＬＲ－７/８アゴニスト；Ｒ８４８（イミダゾキノリン）
との組合せで刺激することによって処理した。いくつかのケモカイン、サイトカイン及び
細胞外シグナル分子は、ＴＣＲアゴニスト及びＴＬＲアゴニストで同時に刺激した全血の
血漿のみで見られる（青色バー；ＴＣＲ＋ＴＬＲ）。いくつかのその他分子は、未処理の
全血（赤色バー；ＮＩＬ）と比較して、上方制御されている。
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【図５】図５は、ＨＩＶ感染群及び健常群において、ＴＣＲアゴニスト又はＴＬＲアゴニ
ストのいずれか単独を用いた全血刺激と比較した、全血培養物に対する二重の刺激物質（
ＴＣＲ＋ＴＬＲ）によるＩＦＮ－γ応答の間で観察される相乗効果のグラフ表示である。
試験集団は、（ｉ）未処置ＨＩＶ陽性（南アフリカより供給）；及び（ｉｉ）健常人ドナ
ー（オーストラリアより供給）を含む。母集団中央値を表７に示す。
【図６】図６は、ＨＩＶ感染群について、複合アゴニスト（ＴＣＲ＋ＴＬＲ）で刺激した
全血において観察された、ＩＦＮ－γ応答レベルとＣＤ４ Ｔ細胞数との間で見られる相
関関係のグラフ表示である。
【図７】図７は、所定のドナーにおいて免疫抑制剤阻害濃度の測定が可能になるＴＣＲア
ゴニストとＴＬＲアゴニストとの組合せを用いた全血刺激を示すグラフ表示である。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
　本明細書において、文脈上他の意味に解すべき場合を除き、「含む(comprise）」とい
う語又は「含む（構成する）（comprises）」若しくは「含む(comprising)」等の変形は
、記載された要素若しくは整数、又は要素若しくは整数の群を含むことを意味するが、如
何なるその他要素若しくは整数、又は要素若しくは整数の群を除外するものでは無いと解
される。
【００４０】
　本明細書において用いられる通り、"a" 、"an" 及び "the" の単数形は、文脈において
別段の定めが無い限り、複数の態様を包含する。従って、「Ｔ細胞("a T-cell")」との表
記は、１つのＴ細胞並びに２つ以上のＴ細胞を包含し、「作用物質(物質)("an agent")」
との表記は、一種の物質、並びに２種以上の物質を包含し、「発明("the invention")」
との表記は、発明の１又は複数の態様を包含する等、例が挙げられる。「Ｔ細胞」及び「
Ｔリンパ球」という用語は、本発明において同義で用いられる。「免疫細胞」は、Ｔ細胞
、及びＮＫ細胞等の先天性免疫系の細胞を包含する。
【００４１】
　「作用物質(物質)("agent")」、「試薬」、「分子」及び「化合物」の表記は、単一の
構成要素、及び２以上のこのような構成要素の組合せを包含する。また、「組合せ」は、
２成分組成物等、複数成分を含み、ここで、作用物質（物質）は、別々に提供され、別々
に使用若しくは調剤されるか、又は調剤の前に混合する。例えば、複数成分のアッセイパ
ックは、適応免疫及び先天性免疫を増強する２以上の作用物質であって、それぞれ別々に
保持された該作用物質を有していていてもよい。一の実施形態では、２つの作用物質はＴ
ＣＲアゴニスト及びＴＬＲアゴニストである。従って、本発明のこの態様には、乾燥され
た物質であって、アッセイパックにおいて区画の壁又は固体支持体に対して遊離している
か、又は固定されている物質が含まれる。「組合せ」としては、適応免疫刺激剤及び先天
性免疫刺激剤を含む、融合又はキメラ分子も含む。適応免疫刺激剤は、Ｔ細胞依存性又は
非依存性の手段で、適応免疫を調節してもよい。ＴＣＲアゴニストの一例は抗ＣＤ３抗体
である。ＴＬＲアゴニストとしては、Ｒ８４８（イミダゾキノリン）等のＴＬＲ－７/８
アゴニストが含まれる。
【００４２】
　本発明は、一部において、適応免疫及び先天性免疫の増強に暴露されたリンパ球からの
エフェクター分子の産生が増大することを基礎としている。このことにより、より高感度
の分析が可能となり、対象の細胞性免疫応答を評価できる。従って、本発明は、適応免疫
及び先天性免疫の増強剤によって刺激されたＴ細胞由来のエフェクター分子の存在又はレ
ベルを測定することによって、対象において細胞性応答を検出、評価又はモニターするた
めの分析法を提供する。リンパ球は、適応免疫及び先天性免疫を増強する作用物質に接触
させる。一般に、少なくとも２つの作用物質が用いられ、少なくとも１つは適応免疫を増
強し（Ｔ細胞による）、少なくとも１つは先天性免疫を増強する（例えばＮＫ細胞による
）。代替法では、適応免疫刺激剤及び先天性免疫刺激剤を含むキメラ分子が用いられる。
適応免疫刺激剤は、Ｔ細胞受容体依存性又は非依存性手段によるものでもよい。従って、
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本発明は、対象において細胞性免疫の応答性を測定する手段を提供し、さらに、病態若し
くは物質が免疫抑制を誘導するか否か、又は病態若しくは物質が免疫抑制に関連するか否
かを判定する手段を提供する。また、該方法により、感染性疾患、病的状態の診断、免疫
能力のレベルの測定、並びに内因性又は外因性の物質に対する適応免疫及び先天性免疫細
胞応答の評価、及び、ベリリウム又はその他毒性物質等の毒物への暴露の評価も可能にな
る。
【００４３】
　従って、本発明の態様は、対象において細胞性免疫応答活性を測定するための方法であ
って、該方法は、対象由来のリンパ球のソースを、適応免疫及び先天性免疫を増強する１
以上の作用物質と接触させる工程、並びに免疫細胞によって産生される免疫エフェクター
分子のレベルを測定する工程、但し、免疫エフェクター分子のレベルは対象の細胞性免疫
応答のレベルを示す、を含む上記方法を考慮したものである。
【００４４】
　本発明の別の態様は、対象において細胞性免疫応答活性を測定するための方法であって
、該方法は、対象由来のリンパ球のソースを、適応免疫及び先天性免疫を増強する１以上
の作用物質と接触させる工程、並びに免疫細胞由来の免疫エフェクター分子のレベル上昇
を測定する工程、但し、免疫エフェクター分子のレベルは、対象の細胞性応答のレベルを
示し、応答のレベルは、病原体による感染症、自己免疫疾患、癌、炎症状態、及び毒物へ
の暴露を含むリストから選択される疾患又は状態の存在、非存在、レベル又は段階を示す
、を含む、上記方法を考慮したものである。
【００４５】
　本発明のさらなる別の態様は、対象において細胞性免疫応答活性を測定するための方法
であって、該方法は、対象由来のリンパ球のソースを、適応免疫及び先天性免疫を増強す
る１以上の作用物質と接触させる工程、並びに免疫細胞由来の免疫エフェクター分子のレ
ベル上昇を測定する工程、但し、免疫エフェクター分子のレベルは、細胞性応答のレベル
を示し、かつ病原体による感染症、自己免疫疾患、癌、炎症状態、及び毒物への暴露を含
むリストから選択される疾患又は状態の存在、非存在、レベル又は段階を示す、を含む、
上記方法を提供する。
【００４６】
　本発明のなおさらなる態様は、対象において疾患又は病態の存在、非存在、レベル又は
段階を検出するためのアッセイであって、該方法は、対象由来のリンパ球のソースを、適
応免疫及び先天性免疫を増強する１以上の作用物質と接触させる工程、並びに免疫細胞由
来の免疫エフェクター分子のレベル上昇を測定する工程、但し、免疫エフェクター分子の
レベルは、疾患又は病態を示す、を含む上記方法を考慮したものである。
【００４７】
　本発明は、さらに、対象において物質が免疫抑制を誘導するか否かを決定するための方
法であって、該方法は、物質に暴露した後の対象に由来するリンパ球のソースを、適応免
疫及び先天性免疫を刺激する１以上の増強物質と接触させる工程、並びにリンパ球由来の
エフェクター分子の存在及びレベルを測定する工程、但し、エフェクター分子のレベルは
、物質によって誘導された免疫抑制のレベルを決定する、を含む上記方法を考慮したもの
である。
【００４８】
　この態様に従うと、該物質は薬剤又は環境毒物であってもよい。
【００４９】
　一実施形態では、血液試料は、ＴＣＲアゴニスト（例えば抗ＣＤ３抗体）及びＴＬＲア
ゴニスト（例えばＴＬＲ－７/８アゴニスト、イミダゾキノリン[Ｒ８４８]）で共刺激さ
れる。
【００５０】
　従って、本発明は、対象において細胞性免疫応答活性を測定するための方法であって、
該方法は、対象由来のリンパ球のソースを、ＴＣＲアゴニスト及びＴＬＲアゴニストと接
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触させ、適応免疫及び先天性免疫を増強する工程、並びに免疫細胞によって産生される免
疫エフェクター分子のレベルを測定する工程、但し、免疫エフェクター分子のレベルは、
対象の細胞性免疫応答のレベルを示す、を含む上記方法を考慮する。
【００５１】
　本発明の別の態様は、対象において細胞性免疫応答活性を測定するための方法であって
、該方法は、対象由来のリンパ球のソースを、適応免疫及び先天性免疫を増強するＴＣＲ
アゴニスト及びＴＬＲアゴニストと接触させる工程、並びに免疫細胞由来の免疫エフェク
ター分子のレベル上昇を測定する工程、但し、免疫エフェクター分子のレベルは対象の細
胞性応答のレベルを示し、応答のレベルは、病原体による感染症、自己免疫疾患、癌、炎
症状態、及び毒物への暴露を含むリストから選択される疾患又は状態の存在、非存在、レ
ベル又は段階を示す、を含む、上記方法を考慮したものである。
【００５２】
　また、リンパ球を適応免疫系及び先天性免疫系を増強する１以上の分子と共にインキュ
ベートし、エフェクター分子の存在又は上昇を検出する方法による、細胞性免疫応答の診
断アッセイの製造における、適応免疫及び先天性免疫を増強するＴＣＲアゴニスト及びＴ
ＬＲアゴニストの使用も提供される。
【００５３】
　別の実施形態では、本発明は、対象において病態が免疫抑制を誘導しているか否かを検
出するための方法であって、該方法は、病態を有する対象由来のリンパ球のソースを、適
応免疫及び先天性免疫を増強する１以上の作用物質と接触させる工程、並びにリンパ球由
来の免疫エフェクター分子の存在又はレベルを測定する工程、但し、免疫エフェクター分
子のレベルは、病態にによって誘導されるか、又は病態に関連する免疫抑制の程度を示す
、を含む上記方法を考慮する。
【００５４】
　また、リンパ球を適応免疫系及び先天性免疫系を増強する１以上の分子と共にインキュ
ベートし、エフェクター分子の存在又は上昇を検出する方法による、細胞性免疫応答の診
断アッセイの製造における、適応免疫及び先天性免疫を増強する１以上の作用物質の使用
も提供される。
【００５５】
　この使用には、病原体による感染症、自己免疫疾患、癌、炎症性症状、及び／又は薬剤
若しくはベリリウム等の毒物又はその他環境毒物への暴露等の疾患又は状態の存在、非存
在、レベル又は段階を検出又はモニターするための使用が含まれる。「免疫エフェクター
分子」を測定することには、１以上の異なる種類の分子を測定することが含まれる。
【００５６】
　適応免疫及び先天性免疫の増強の表記は、Ｔ細胞受容体依存性及び／又は非依存性免疫
、並びにＮＫ細胞によって媒介されるもの等のトール様受容体（ＴＬＲ）依存性免疫を刺
激することを含む。「免疫細胞」は、「Ｔ細胞」を含むことを意味する。また、さらなる
作用物質を添加して、制御性Ｔ細胞（Ｔ－ｒｅｇ細胞）活性を調節してもよい。後者は、
Ｔ－ｒｅｇ細胞のサプレッサー機能を阻害することを包含する。本発明に包含されるＴ－
ｒｅｇ細胞を調節する作用物質としては、ＣＤ２５リガンド、ＪＡＫ１又はＴＹＫ２をコ
ードする遺伝物質に対するセンスオリゴヌクレオチド又はアンチセンスオリゴヌクレオチ
ド、中和抗体、ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチド、ＴＬＲ調節剤として作用するオリゴヌク
レオチド、及びその他のＴＬＲ調節剤が含まれる。
【００５７】
　特定の実施形態においては、Ｔ－ｒｅｇ細胞は、活性が阻害された免疫応答サプレッサ
ー細胞である。
【００５８】
　従って、本発明は、さらに、対象において細胞性免疫応答活性を測定するための方法で
あって、該方法は、対象由来の制御性Ｔ細胞のソースを、(i)サプレッサー制御性Ｔ細胞
の阻害剤、及び(ii)免疫増強細胞又はその一部の活性化剤から選択される作用物質と接触
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させる工程；並びに、Ｔ細胞を適応免疫及び先天性免疫を増強する１以上の作用物質とさ
らに接触させ、免疫細胞由来の免疫エフェクター分子のレベル上昇を測定する工程、但し
、免疫エフェクター分子のレベルは、対象の細胞性応答のレベルを示す、を含む上記方法
に関する。
【００５９】
　Ｔ－ｒｅｇ機能の阻害剤又は調節剤の例としては、ＣＤ２５リガンドが含まれ、限定さ
れるものでは無いが、例えば、ＣＤ２５に対するポリクローナル抗体若しくはモノクロー
ナル抗体若しくはその抗原結合断片、ＣＤ２５に対するヒト化若しくは脱免疫化(deimmun
ized)したポリクローナル抗体若しくはモノクローナル抗体、又はそれらポリクローナル
抗体若しくはモノクローナル抗体の組み換え型又は合成型等が挙げられる。作用物質の他
の例としては、ヤヌス・チロシンキナーゼ（Janus Tyrosine Kinase 1；ＪＡＫ１）若し
くはチロシンキナーゼ２（Tyrosine Kinase 2；ＴＹＫ２）をコードするｍＲＮＡ若しく
はＤＮＡに対するセンス又はアンチセンス核酸分子、或いはＪＡＫ１タンパク質若しくは
ＴＹＫ２タンパク質の小分子阻害剤が含まれる。「小分子」との表記は、国際出願公開公
報第ＷＯ２００５/１１８６２９号に記載されているような免疫グロブリン新規抗原受容
体（immunoglobulin new antigen receptor；ＩｇＮＡＲ）を含む。好適な作用物質のさ
らなる例は、トール様受容体（ＴＬＲ）及び／又はその他メカニズムによって作用する、
ＣｐＧ分子等の刺激剤である。従って、ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチド、及びＴＬＲ調節
剤として作用するオリゴヌクレオチドもまた、本発明の一部を形成する。
【００６０】
　１種の作用物質を用い、或いは２種類以上の作用物質を用いてＴ－ｒｅｇ細胞を調節し
てもよい。例えば、アッセイは、ＣＤ２５リガンド及びＪＡＫ１/ＴＹＫ２のセンスオリ
ゴヌクレオチド若しくはアンチセンスオリゴヌクレオチド；ＣＤ２５リガンド及びＴＬＲ
調節剤；ＪＡＫ１/ＴＹＫ２のセンスオリゴヌクレオチド若しくはアンチセンスオリゴヌ
クレオチド及びＴＬＲ調節剤；又はＣＤ２５リガンド、ＪＡＫ１/ＴＹＫ２のセンスオリ
ゴヌクレオチド若しくはアンチセンスオリゴヌクレオチド及びＴＬＲ調節剤を用いて実施
してもよい。或いは、１種だけの作用物質を使用する。別の代替法では、ＣｐＧ含有オリ
ゴヌクレオチド及びＴＬＲ調節剤が用いられる。
【００６１】
　本発明の種々の態様に従って、リンパ球／免疫細胞もまた、抗原に暴露し、抗原誘導性
適応免疫及び先天性免疫の応答を測定してもよい。
【００６２】
　「対象」との表記は、ヒト、又はヒト以外の種を含み、ヒト以外の種としては、霊長類
、家畜動物（例えばヒツジ、ウシ、ブタ、ウマ、ロバ、ヤギ）、実験動物（例えばマウス
、ラット、ウサギ、モルモット、ハムスター）、コンパニオン・アニマル（例えばイヌ、
ネコ）、鳥類（例えば家禽、飼鳥園のトリ）、爬虫類、及び両生類が含まれる。従って、
本発明はヒトの医薬において利用可能性を有すると同時に、家畜、獣医学及び野生動物に
おけるアプリケーションを有し、そのようなアプリケーションとしては、ウマ、イヌ、及
びラクダのレース産業が含まれる。例えば、本発明のアッセイは、激しい運動（レース等
）の前及び／又は後のウマに対して日常的に実施し、運動によって引き起こされる肺出血
（ＥＩＰＨ）の兆候をスクリーニングしてもよい。全てのウマは、運動の間、ある形態の
ＥＩＰＨをある程度呈する。しかし、不顕性のＥＩＰＨは検出が困難となり得る。
【００６３】
　ヒトとの表記は、小児集団、高齢者集団及び衰弱者集団等の特定の集団、並びに特定の
民族の特定の群又は集団を含む。
【００６４】
　別の実施形態では、対象はヒトであり、細胞性免疫応答アッセイは、病原性微生物、す
ウイルス及び寄生生物に対する応答性のスクリーニング、自己免疫状態、セリアック病の
発症の可能性のスクリーニング又はモニタリング、腫瘍学的チャレンジ対する対象の応答
のモニタリング、及び任意の免疫不全又は免疫抑制の存在の決定に用いられる。後者は、
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例えば、種々の化学療法剤を含む特定の薬剤に起因して、或いは、環境毒物及び汚染物質
への暴露にに起因して生じ得る。
【００６５】
　免疫エフェクター分子は、抗原による細胞活性化又は細胞刺激に応答して産生される、
如何なる範囲の分子であってもよい。インターフェロン(ＩＦＮ)-γ等のＩＦＮは、特に
有用な免疫エフェクター分子であるが、その他のものとしては、ＩＬ－２、ＩＬ－４、Ｉ
Ｌ－６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２又はＩＬ－１３などのインターロイキン（ＩＬ）、腫瘍
壊死因子α（Tumor Necrosis Factor;TNF-α）、形質転換増殖因子β（Transforming Gro
wth Factor beta;TGF-β）、顆粒球-コロニー刺激因子（Granulocyte-Colony Stimulatin
g FactorＧ－ＣＳＦ）又は顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(Granulocyte Macroph
age-Colony Stimulating Factor；GM-CSF)等のコロニー刺激因子（Colony Stimulating F
actor ；ＣＳＦ）等の様々なサイトカイン、その他、補体経路における補体又は成分等の
多くのものが含まれる。プロファイルされ得るその他エフェクター分子としては表６に列
挙されたものが含まれる。
【００６６】
　Ｔ細胞受容体アゴニストの例としては、ＰＨＡ、ブドウ球菌エンテロトキシンＢ（stap
hylococcal enterotoxin B；SEB）、ＣｐＧオリゴヌクレオチド、Ｔ細胞受容体複合体に
対する抗体、及び抗ＣＤ３抗体が含まれる。Ｔ細胞受容体非依存性適応免疫の刺激剤の例
としては、ＰＭＡ及びＣｏｎＡが含まれる。ＴＬＲアゴニストとしては、Ｐａｍ３ＣＳＫ
４（ＴＬＲ-２リガンド）、リポマンナン（ＴＬＲ-２リガンド）、ポリ(Ｉ：Ｃ)-（ＴＬ
Ｒ-３リガンド）、リポ多糖類（ＴＬＲ-４リガンド）、Ｒ８４８（ＴＬＲ-７/８リガンド
）等のイミダゾキノリン化合物、及びＣｐＧオリゴデオキシヌクレオチド（ＴＬＲ-９リ
ガンド）が含まれる。ＴＬＲアゴニストを選択することに関して、多いものから順に、ア
ゴニストはＴＬＲ-７/８＞ＴＬＲ-４＞ＴＬＲ-３＞ＴＬＲ-２のアゴニストから選択され
る。
【００６７】
　「ＣｐＧ分子」とは、ＣｐＧ配列又はモチーフを含むオリゴヌクレオチドを意味する。
本発明は、トール様受容体（ＴＬＲ）機能又は免疫系のその他の側面の任意の調節剤に及
ぶ。
【００６８】
　また、本発明は、対象において細胞性免疫応答活性を測定するための方法であって、該
方法は、対象由来のリンパ球のソースを、ＴＬＲアゴニスト及び適応免疫刺激剤と接触さ
せる工程、並びに免疫細胞由来の免疫エフェクター分子のレベルを測定する工程、但し、
免疫エフェクター分子のレベルは対象の細胞性応答のレベルを示す、を含む上記方法も提
供する。
【００６９】
　本発明のアッセイにより、対象における疾患又は状態の存在、非存在、レベル又は段階
の検出が可能になり、疾患又は病態としては、病原体による感染症、自己免疫疾患、癌、
炎症性物質への暴露、薬剤への暴露、ベリリウム若しくはその他毒性物質等の毒物又は汚
染物質への暴露、並びに病態によって誘導される等の免疫不全又は免疫抑制が挙げられる
。
【００７０】
　適応免疫及び先天性免疫の作用物質は、反応容器において遊離した状態でもよいし、或
いはビーズ等の固体支持体、又は反応器の側面若しくは底部に固定化されてもよい。また
、作用物質は、使用前又は使用中に再構成される、乾燥形態であってもよい。同様に、抗
原が含まれる場合、抗原は、反応容器において遊離した状態でもよいし、或いは反応容器
において、反応容器自体に、又はビーズ若しくはその他個体支持体等に固定化されてもよ
い。
【００７１】
　一実施形態では、対象から採取される試料は、一般に、採血チューブ中に入れられる。
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採血チューブとしては、血液吸引チューブ(blood draw tube)又はその他類似の容器が含
まれる。便利なものとして、試料が全血の場合は、採血チューブはヘパリン処理される。
あるいは、血液を採取した後で、ヘパリンをチューブに添加する。全血が特に考慮され、
最も便利な試料であるが、本発明は、免疫細胞を含有するその他試料にも及び、その他試
料としては、リンパ液、脳脊髄液、組織液、及び鼻液及び肺液を含む呼吸器液、並びに細
胞枯渇を受けた試料も挙げられる。「全血」との表記は、組織培養液、培地、試薬、賦形
剤等で希釈されていない全体血液を含む。一実施形態では、「全血」という用語は、全血
を少なくとも１０容量％含むアッセイ試料（即ち反応混合物）を含む。「少なくとも１０
容量％」という用語は、反応混合物の全アッセイ容量の、１０、１１、１２、１３、１４
、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、
２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４
１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４
、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、
６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８
１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４
、９５、９６、９７、９８、９９及び１００容量％の血液容量を包含する。「全血」を含
む試料から逸脱することなく、培地、酵素、賦形剤、抗原等のさらなる物質を添加しても
よい。
【００７２】
　また、１μＬから1000μＬ等の小さい血液容量を用いてもよい。例えば、５μＬ、１０
μＬ、２０μＬ、５０μＬ、１００μＬ及び５００μＬ、並びにそれらの間の量が含まれ
る。従って、試料容量としては、約１μＬから約２００ｍＬを含み、１ｍＬ、５ｍＬ、１
０ｍＬ及び２０ｍＬが含まれる。
【００７３】
　採血チューブの使用は、標準的な自動化実験システムに適合しており、これらシステム
は大規模及びランダムアクセス・サンプリングにおける解析に適している。また、採血チ
ューブにより取扱費用が最小限になり、全血及び血漿への実験室暴露を減らせるため、実
験室員が、ＨＩＶ、Ｂ型肝炎ウィルス（ＨＢＶ）又はＣ型肝炎ウィルス（ＨＣＶ）等の病
原体に接触するリスクが減少する。
【００７４】
　インキュベーション工程を採血チューブと組合せることは、特に効率的であり、アッセ
イの感度を高めるが、これは、デキストロース又はグルコース等の単糖の存在下で細胞を
インキュベートする、任意の特徴を実施するためである。
【００７５】
　細胞性免疫系の細胞は、対象からの採血に続いて長期間経過の後には、全血において免
疫応答を呈する能力を失い、介入がない場合の応答は、採血24時間後には大幅に減少する
か、或いは喪失していることが多い。面倒な作業並びに特殊なプラスチック製品の必要性
が減じられることで、診療所、クリニック、外来患者用施設、及び動物病院等、ポイント
オブ・ケア(point of care)を行う場所で、又は農場で、抗原による細胞性免疫刺激を実
施することが可能になる。抗原刺激が完了すると、新鮮及び活性細胞の必要性はもはや存
在しない。ＩＦＮ－γ及びその他サイトカイン又は免疫エフェクター分子は血漿中で安定
であるから、試料は、特別な条件又は迅速な時間の必要性も無く、貯蔵又は輸送し得る。
【００７６】
　インキュベーション工程は、１から５０時間であってもよく、例えば１から４０時間、
８から２４時間又はそれらの間の期間であり、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３
、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、
３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９又は
５０時間が含まれる。２４時間の期間が、特に好都合である。
【００７７】
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　細胞性免疫を測定する能力は、対象が、微生物、ウィルス又は寄生生物等の病原体によ
る感染症に応答し、自己免疫性糖尿病等における自己免疫応答を呈し、或いは癌若しくは
その他腫瘍状態から保護し、或いは炎症状態を検出し、或いはベリリウム等の毒物に対す
る、対象の暴露又は感受性を検出する能力を評価するのに重要である。また、本明細書に
記載されるアッセイは、免疫抑制に繋がる病態、又は薬剤によって誘導される免疫抑制を
検出することが可能になる。結果として、「対象において細胞性免疫応答を測定する工程
」との表記は、感染性疾患及び自己免疫疾患、免疫能力のマーカー、並びに炎症性疾患、
癌及び毒物のマーカーの免疫診断を含み、包含する。重要なことには、複合した適応免疫
応答及び先天性免疫応答が測定される。さらには、小さい血液容量が使用し得る能力によ
り、例えば、小児集団、高齢者集団及び衰弱者集団に対してアッセイを容易に実施するこ
とが可能になる。
【００７８】
　一実施形態では、免疫抑制に繋がる病態としては、慢性炎症及び癌が含まれる。免疫抑
制に繋がり得る薬剤としては、関節リウマチ、癌及び炎症性大腸疾患を治療するために用
いられるものが含まれる。
【００７９】
　病原体又は感染因子としては、細菌、寄生生物及びウィルスが含まれる。細菌の例とし
ては、グラム陽性及びグラム陰性菌が含まれ、例えば、マイコバクテリウム（Ｍｙｃｏｂ
ａｃｔｅｒｉｕｍ）種、スタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種、スト
レプトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）種、エシェリキア・コリ（Ｅｓｃｈｅｒ
ｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）、サルモネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）種、クロストリジウム（
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）種、シゲラ（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）種、プロテウス（Ｐｒｏｔｅ
ｕｓ）種、バチラス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）種、ヘモフィラス(Hemophilus)種、ボレリア（
Ｂｏｒｒｅｌｉａ）種等が挙げられる。マイコバクテリウム・ツベルクローシス（Ｍｙｃ
ｏｂａｃｔｅｒｉｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、並びに結核症（ＴＢ）等、マイコバ
クテリウム・ツベルクローシスにおる感染から生じる状態は特に有用な標的である。ウイ
ルスの例としては、肝炎ウイルス（Ｂ型肝炎ウイルス及びＣ型肝炎ウイルス）、ヘルペス
ウイルス、及びヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、並びにそれらから生じる疾患が含まれ
る。寄生生物としては、プラスモディウム(Plasmodium)種、白癬、肝寄生生物等が含まれ
る。その他病原体としては、酵母及び菌類等の真核細胞が含まれる。
【００８０】
　本発明において検出が考慮される自己免疫疾患としては、とりわけ、円形脱毛症、強直
性脊椎炎、抗リン脂質症候群、自己免疫性アジソン病、多発性硬化症、副腎の自己免疫性
疾患、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性肝炎、自己免疫性卵巣炎及び自己免疫性精巣炎
、ベーチェット病、水疱性類天疱瘡、心筋症、セリアック病皮膚炎、慢性疲労症候群（Ｃ
ＦＩＤＳ）、慢性炎症性脱髄性、慢性炎症性多発性ニューロパシー、チャーグ・ストラウ
ス症候群、瘢痕性類天疱瘡、クレスト症候群、寒冷凝集素症、クローン病、疱疹状皮膚炎
、円板状ループス、本態性混合型クリオグロブリン血症、線維筋痛、糸球体腎炎、グレー
ブス病、ギラン・バレー、橋本甲状腺炎、突発性肺線維症、突発性血小板減少性紫斑病（
ＩＴＰ）、ＩｇＡ腎症、インスリン依存性糖尿病（タイプ1）、扁平苔癬、狼瘡、メニエ
ール病、混合性結合組織病、多発性硬化症、重症筋無力症、心筋炎、尋常性天疱瘡、悪性
貧血、結節性多発動脈炎、多発性軟骨炎、多腺性症候群、リウマチ性多発性筋痛、多発性
筋炎及び皮膚筋炎、原発性無ガンマグロブリン血症、原発性胆汁性肝硬変、乾癬、レイノ
ー現象、ライター症候群、リウマチ熱、関節リウマチ、サルコイドーシス、強皮症、シェ
ーグレン症候群、スティフマン症候群、全身性エリテマトーデス、高安動脈炎、側頭動脈
炎／巨細胞性動脈炎、潰瘍性大腸炎、ブドウ膜炎、血管炎、及び白斑が含まれる。
【００８１】
　上記それら感染体に暴露された対象において潜在的又は実際の細胞性応答を評価するこ
とは一般に重要である。また、本発明の方法は、上記それらの状態の存在又は非存在、並
びに、疾患過程のレベル又は段階を検出するためにも用いられ得る。
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【００８２】
　免疫抑制に繋がり得るその他病態としては、炎症性の病態が含まれる。
【００８３】
　本発明に考慮される炎症性の病態の例としては、限定されるものではないが、赤み、腫
脹、疼痛の反応、並びに外傷又は疾病によって影響を受けた組織を保護しようとすること
を意味する、特定領域における熱感を生じる疾患及び障害が含まれる。本発明の方法を用
いて治療され得る炎症性疾患としては、限定されないが、ニキビ、アンギナ、関節炎、誤
嚥性肺炎、疾患、蓄膿症、胃腸炎、炎症、腸感冒、ＮＥＣ、壊死性腸炎、骨盤内炎症性疾
患、咽頭炎、ＰＩＤ、胸膜炎、咽喉痛、赤み、発赤、咽頭炎、ウィルス性胃腸炎及び尿路
感染症、慢性炎症性脱髄性多発神経炎、慢性炎症性脱髄性多発性神経障害、慢性炎症性脱
髄性多発神経炎、慢性炎症性脱髄性多発性神経障害が含まれる。ヒト以外の適用に関して
は、本発明は、ウマにおけるＥＩＰＨ、並びにタスマニアンデビルにおける顔面腫瘍疾患
等の、動物における様々な状態を検出することに及ぶ。
【００８４】
　癌療法もまた、細胞性免疫に多少なりとも左右され、癌自体又は癌の治療に用いられる
薬物は免疫抑制に繋がり得る。本発明において考慮される癌としては、無制御な細胞増殖
（例えば腫瘍の形成）であって、それら細胞が特殊な別の細胞に分化しないことを特徴と
する疾患及び障害の群が含まれる。この様な疾患及び障害としては、ＡＢＬ１プロトオン
コジーン、エイズに関連する癌、聴神経腫、急性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病、腺
嚢癌腫、副腎皮質癌、突発性骨髄化生、脱毛症、胞巣状軟部肉腫、肛門癌、血管肉腫、再
生不良性貧血、星状細胞腫、毛細血管拡張性運動失調症、基底細胞癌（皮膚）、膀胱癌、
骨癌、腸癌、脳幹グリオーマ、脳腫瘍及び中枢神経系腫瘍、乳癌、中枢神経系腫瘍、カル
チノイド腫瘍、子宮頸癌、小児脳腫瘍、小児癌、小児白血病、小児軟部組織肉腫、軟骨肉
腫、絨毛癌、慢性リンパ性白血病、慢性骨髄性白血病、結腸直腸癌、皮膚Ｔ細胞リンパ腫
、隆起性皮膚線維肉腫、線維形成性小円形細胞腫瘍、腺管癌、内分泌癌、子宮内膜癌、上
衣腫、食道癌、ユーイング肉腫、肝外胆管癌、眼癌、眼球メラノーマ、網膜芽腫、卵管癌
、ファンコニ貧血、線維肉腫、胆嚢癌、胃癌、消化管癌、消化管カルチノイド腫瘍、泌尿
生殖器癌、胚細胞腫瘍、妊娠性絨毛疾患、神経膠腫、婦人科癌、血液悪性腫瘍、有毛細胞
白血病、頭頚部癌、肝細胞癌、遺伝性乳癌、組織球増殖症、ホジキン病、ヒト・パピロー
マウィルス、胞状奇胎、高カルシウム血症、下咽頭癌、眼内黒色腫、島細胞癌、カポジ肉
腫、腎臓癌、ランゲルハンス細胞組織球増加症、咽頭癌、平滑筋肉腫、白血病、リー・フ
ラウメニ癌症候群、口唇癌、脂肪肉腫、肝臓癌、肺癌、リンパ浮腫、リンパ腫、ホジキン
リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、男性乳癌、腎臓の悪性桿状腫瘍、髄芽腫、黒色腫、メル
ケル細胞癌、中皮腫、転移性癌、口腔癌、多発性内分泌腺腫、菌状息肉腫、骨髄異形成症
候群、骨髄腫、骨髄増殖性疾患、鼻腔癌、鼻咽頭癌、腎芽細胞腫、神経芽細胞腫、神経線
維腫症、ナイミーヘン症候群、非黒色腫皮膚癌、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）、眼癌、食
道癌、口腔癌、中咽頭癌、骨肉腫、オストミー卵巣癌、膵臓癌、副鼻腔癌、副甲状腺癌、
耳下腺癌、陰茎癌、末梢性神経外胚葉性腫瘍、下垂体癌、真性多血症、前立腺癌、希な癌
及びその関連疾患、腎細胞癌、網膜芽細胞腫、横紋筋肉腫、ロスモンド・トムソン症候群
、唾液腺癌、肉腫、神経鞘腫、セザリー症候群、皮膚癌、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）、小腸
癌、軟部組織肉腫、脊髄腫瘍、扁平上皮癌（皮膚）、胃癌、滑膜肉腫、精巣癌、胸腺癌、
甲状腺癌、移行上皮癌（膀胱）、移行上皮癌（腎盂／尿管）、栄養膜癌、尿道癌、泌尿器
系癌、ウロプラキン、子宮肉腫、子宮癌、膣癌、外陰癌、ヴァルデンストレームマクログ
ロブリン血症、並びにウィルムス腫瘍が含まれる。
【００８５】
　上記に示した通り、リンパ球免疫細胞もまた、抗原に暴露されて、抗原誘導性の適応及
び先天性の複合免疫を測定してもよい。
【００８６】
　免疫エフェクター分子の検出は、タンパク質又は核酸レベルで測定してもよい。結果と
して、免疫エフェクター分子の「存在又はレベル」との表記は、直接的及び間接的データ
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を含む。例えば、サイトカインｍＲＮＡの高レベルは、サイトカインのレベル上昇を示す
、間接的データである。
【００８７】
　免疫エフェクターに対するリガンドは、これらの分子の検出及び／又は定量に特に有用
である。免疫エフェクターに対する抗体は特に有用である。本発明において考慮されるア
ッセイのための手法は、当該分野において知られており、例えば、ラジオイムノアッセイ
、サンドイッチアッセイ、ＥＬＩＳＡ及びＥＬＩＳｐｏｔが含まれる。「抗体」との表記
は、抗体の一部、哺乳類化（例えばヒト化）抗体、脱免疫化(deimmunized)抗体、組換え
抗体又は合成抗体、並びにハイブリッド抗体及び一本鎖抗体を含む。本発明では、ヒトに
おける皮膚試験については、エフェクター分子を検出するために、ヒト化抗体又は脱免疫
化(deimmunized)抗体が特に考慮される。
【００８８】
　ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体は両者とも、免疫エフェクター分子又はそ
の抗原性断片を用いた免疫化によって取得可能であり、何れのタイプも免疫アッセイに利
用可能である。両タイプの血清を得る方法は、当該分野でよく知られている。ポリクロー
ナル血清は、それ程好ましいものでも無いが、適当な実験動物に有効量の免疫エフェクタ
ー又はその抗原性部分を注射し、動物から血清を採取し、何れかの既知の免疫吸着技術に
よって特異的血清を単離することによって、比較的容易に調製される。この方法によって
製造される抗体は、実質的にあらゆるタイプの免疫アッセイに利用可能であるが、該製品
は潜在的に不均質であることから、一般にはそれほど好ましくものでは無い。
【００８９】
　免疫アッセイにおけるモノクローナル抗体の使用は、それらが大量に製造可能であるこ
と、並びに該製品は均一であることから、特に有用である。モノクローナル抗体製造のた
めのハイブリドーマ細胞株の調製は、不死細胞株と、免疫原性調製物に対して感作された
リンパ球とを融合させることによって誘導されるが、これは、当業者によく知られた手法
によって実施され得る。
【００９０】
　従って、本発明の別の態様は、対象由来のリンパ球を含む試料において免疫エフェクタ
ー分子を検出するための方法であって、該方法は、試料又は試料のアリコートを、免疫エ
フェクター分子又はその免疫原性断片に特異的な抗体と、抗体－エフェクター複合体を形
成するのに十分な時間及び条件で接触させる工程、並びに、次いで、該複合体を検出する
工程を含み、免疫エフェクター分子は、リンパ球を、適応免疫系及び先天性免疫系を増強
する１以上の作用物質と共にインキュベーションした後に産生される、上記方法を考慮す
る。
【００９１】
　「試料」としては、全血又はリンパ球を含むその画分が含まれる。本方法には、平面状
又は球状の固体支持体上におけるマイクロアレイ、マクロアレイ及びナノアレイが含まれ
る。マイクロアレイ又はマクロアレイが有用である。また、「試料」は、約１μＬ～１０
００μＬまで、例えば５μＬ、１０μＬ、２０μＬ、５０μＬ及び１００μＬの小容量試
料を含む。
【００９２】
　米国特許第4,016,043号、第4,424,279号及び第4,018,653号の引用文献に見られるよう
に、広範な免疫アッセイの手法が利用可能である。
【００９３】
　以下は、１つのタイプのアッセイの説明である。非標識抗体を固体支持体上に固定し、
免疫エフェクター分子（例えばサイトカイン）について試験される試料を、当該結合分子
と接触させる。抗体－免疫エフェクター分子複合体を形成し得る充分な時間である、適当
なインキュベーション時間の後、検出可能なシグナルを生成し得るレポーター分子で標識
された、エフェクター分子に特異的な二次抗体を添加し、抗体－エフェクター標識抗体の
別の複合体の形成に充分な時間、インキュベートする。全ての未反応物質を洗い流し、レ
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ポーター分子が生成するシグナルを観察することによって、エフェクター分子の存在を判
定する。結果は、可視的シグナルの単純な観察による定性的なものであってもよく、或い
は、既知量の抗原を含有する対照試料と比較することによって定量的なものであってもよ
い。この一般化された手法は当業者に周知であり、多数のバリエーションのいずれであっ
てもよい。
【００９４】
　これらのアッセイにおいて、本免疫エフェクターに対する特異性を有する一次抗体は、
共有結合で、又は受動的に固体表面に結合されている。固体表面は、典型的にはガラス又
はポリマーであり、最も普通に使用されるポリマーは、セルロース、ポリアクリルアミド
、ナイロン、ポリスチレン、ポリ塩化ビニル又はポリプロピレンである。固体支持体は、
チューブ、ビーズ、球、マイクロプレートのディスク、又は免疫アッセイを実施するため
に適当なその他表面の形状であってよい。結合プロセスは当該分野で周知であり、一般的
には、架橋結合、共有結合又は物理吸着よりなり、ポリマー・抗体複合体は、試験試料の
調製において洗浄される。次いで、試験される試料のアリコートを固相複合体に添加し、
充分な時間（例えば２から１２０分、又はより都合のよい場合には一晩）及び適当な条件
下で（例えば約２０℃から約４０℃）インキュベートし、抗体中に存在するあらゆるサブ
ユニットの結合を可能にする。インキュベーション時間の後、抗体サブユニットの固相を
洗浄及び乾燥し、エフェクター分子の一部に特異的な二次抗体と共にインキュベートする
。二次抗体は、エフェクター分子への二次抗体の結合を示すために用いられるレポーター
分子に結合されている
【００９５】
　このアッセイには多数のバリエーションがある。１つの特に有用なバリエーションは、
全て又は多数の成分を実質的に同時に混合する、同時アッセイである。さらに、サイトカ
インへの抗体の結合は、最初に述べた抗体に対する標識抗体の結合によって判定してもよ
い。
【００９６】
　本明細書において用いられる「レポーター分子」は、その化学的性質によって抗原結合
抗体の検出を可能にする、分析的に特定可能なシグナルを提供する分子を意味する。検出
は、定性的でも定量的であってもよい。このタイプのアッセイにおいて最も普通に使用さ
れるレポーター分子は、酵素、フルオロフォア又は放射性核種含有分子（即ちラジオアイ
ソトープ）及び化学発光分子である。好適なフルオロフォアの例を表１に挙げる。酵素免
疫測定法の場合、酵素は、一般にグルタルアルデヒド又は過ヨウ素酸塩によって二次抗体
に結合する。しかし、容易に認識される通り、多種多様の異なる結合手法が存在し、これ
らは当業者には容易に利用可能である。通常使用される酵素としては、とりわけ、西洋ワ
サビペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ及びアルカリフ
ォスファターゼが含まれる。特異的酵素と共に使用される基質としては、一般に、対応す
る酵素による加水分解に際して、検出可能な色の変化を起こすものを選択する。好適な酵
素の例としては、アルカリホスファターゼ及びペルオキシダーゼが含まれる。また、蛍光
基質も適用することが可能であり、これは上記の発色性基質とは異なり蛍光生成物を生成
する。全ての場合で、酵素標識抗体を一次抗体・抗原複合体に添加して結合させ、その後
過剰な試薬を洗い流す。次に、適宜の基質を含有する溶液を、抗体・抗原・抗体の複合体
に添加する。基質は、二次抗体に結合する酵素と反応して、定性的な可視シグナルを呈す
るが、この可視シグナルは、通常分光光度法によりさらに定量し、試料中に存在した抗原
の量を示してもよい。繰り返すが、本発明は実質的同時アッセイに及ぶ。
【００９７】
　或いは、フルオレスセイン及びローダミン等の蛍光化合物を、抗体の結合能力を変化さ
せることなく、抗体に化学的に結合させてもよい。特定波長の光の照射で活性化際に、蛍
光色素標識抗体は、光エネルギーを吸収し、分子の励起状態を誘導し、その後、光学顕微
鏡で可視的に検出可能な特徴的な色で発光する。蛍光標識抗体は、一次抗体・抗原複合体
に結合させる。非結合試薬を洗い流した後、残存する三成分複合体を適宜の波長の光に暴
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露すると、観察される蛍光は、目的の抗原の存在を指示する。免疫蛍光法及び酵素免疫測
定法の手法は、両者とも、当該分野において高度に確立されており、本発明の方法に特に
好ましい。しかし、ラジオアイソトープ、化学発光又は生物発光分子等の、その他レポー
ター分子を使用してもよい。
【００９８】
　コロイド金を含む、利用し得るその他広範な検出システムがあり、全てのそのような検
出システムが本発明に包含される。
【００９９】
　また、本発明は、免疫エフェクターをコードする遺伝子配列のＲＮＡ発現産物を検出す
るＰＣＲ解析を伴うもの等、遺伝子アッセイも考慮する。
【０１００】
　一実施形態では、ＰＣＲはプライマー対を用いて実施され、プライマー対の一方又は両
方は一般に、区別可能なシグナルを与え得る、同一又は異なるレポーター分子で標識され
る。本発明の実施において、フルオロフォアの使用は特に有用である。好適なフルオロフ
ォアの例は、表１に示したリストから選択してもよい。その他の標識としては、発光及び
リン光並びに赤外色素が含まれる。これらの色素又はフルオロフォアも、抗体のレポータ
ー分子として使用してもよい。
【０１０１】
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【０１０２】
　蛍光発光を解析するあらゆる好適な方法が本発明に包含される。この点で、本発明は、
以下を含む技術を考慮するが、これらに限定されない：例えば、ラコビクツ(Lakowicz)ら
Biophys. J. 72:567頁, 1997年に開示された、二光子又は三光子時間分解蛍光分光法(2-p
hoton and 3-photon time resolved fluorescence spectroscopy)、例えばエリクソン(Er
iksson)らによってBiophys. J. 2:64頁, 1993年に開示された、蛍光ライフタイム・イメ
ージング(fluorescence lifetime imaging)、及び、例えばヨウヴァン(Youvan)らによっ
てBiotechnology et elia 3:1-18頁, 1997年に開示された、蛍光共鳴エネルギー移動(flu
orescence resonance energy transfer)。
【０１０３】
　当該分野で知られる通り、発光及びリン光は、それぞれ、適当な発光性又はリン光性の
標識から生じ得る。この点で、このような標識を特定するあらゆる光学的手段を使用して
もよい。
【０１０４】
　赤外線放射は、適当な赤外色素から生じ得る。本発明において使用してもよい赤外色素
の例としては、限定されないが、ルイス(Lewis)らのDyes Pigm. 42(2):197頁, 1999年、
タワ(Tawa)らのMater. Res. Soc. Symp. Proc.488［有機固体物質の電気的、光学的及び
磁気的特性IV(Electrical, Optical and Magnetic Properties of Organic Solid-State 
Materials IV)］885-890頁、ダネシュヴァル(Daneshvar)らのJ. Immunol. Methods 226(1
-2):119-128頁, 1999年、ラパポート(Rapaport)らのAppl. Phys. Lett. 74(3):329-331頁
, 1999年及びデュリグ(Durig)らのJ. Raman Spectrosc. 24(5):281-285頁, 1993年に開示
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よい。この点で、例えばラーマン(Rahman)ら、J. Org. Chem. 63:6196頁, 1998年に記載
される、フーリエ変換赤外分光法(fourier transform infrared spectroscopy)を例えば
使用してもよい。
【０１０５】
　好適には、電磁散乱が、光及びＸ線を含む、入射電磁放射線の回折、反射、偏光又は屈
折から生じてもよい。このような散乱は、ｍＲＮＡのレベル又はタンパク質のレベルを定
量するために使用し得る。
【０１０６】
　フローサイトメトリーは、フルオロフォア発光の解析に特に有用である。
【０１０７】
　当該分野において知られているように、フローサイトメトリーは、粒子（例えば標識ｍ
ＲＮＡ、ＤＮＡ又はタンパク質）が流体中に懸濁されつつ、１以上のレーザー光線のコー
スを通過する際に、粒子の物理的及び化学的特長を迅速に解析することを伴う、ハイスル
ープットな手法である。各粒子はレーザー光線を妨害するため、各細胞又は粒子によって
発光された散乱光及び蛍光が、例えば以下に記載する任意の適当な追跡アルゴリズムを用
いて、検出及び記録される。
【０１０８】
　現在のフローサイトメーターは、これらのタスクを100,000細胞・粒子／秒で実施する
ことができる。フィルター及びダイクロイックミラーの光学アレイを使用することによっ
て、種々の波長の蛍光が分離され、同時に検出され得る。加えて、種々の励起波長を有す
る多数のレーザーを使用してもよい。従って、様々なフルオロフォアを使用して、例えば
、試料内の種々の免疫エフェクター、又は複数の対象由来の免疫エフェクターを標的とし
、試験し得る。
【０１０９】
　本発明の方法に使用してもよい好適なフローサイトメーターとしては、単一の励起レー
ザーであって、通常は１５ｍＷで４８８ｎｍのスペクトル線で操作するアルゴンイオン空
冷レーザーを用いて、５～９の光学パラメーター（表２参照）を測定するものが含まれる
。より進歩したフローサイトメーターは、アルゴンイオンレーザー（４８８又は５１４ｎ
ｍ）に加えて、ＨｅＮｅレーザー（６３３ｎｍ）又はＨｅＣｄレーザー（３２５ｎｍ）等
の、複数の励起レーザーを使用することができる。
【０１１０】
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【表２】

【０１１１】
　例えば、ビッグス(Biggs)ら、サイトメトリー（Cytometry） 36:36-45頁, 1999年は、
３つの励起レーザーを用いる、１１のパラメーターのフローサイトメーターを構築してお
り、粒子の免疫表現型判定（即ち分類する）目的で、前方及び側方の散乱測定に加えて、
９つの区別できるフルオロフォアの使用を示した。適切に使用し得るパラメーターの選択
は、吸光係数、量子収量及び全てのフルオロフォアの間のスペクトルの重複量(spectral 
overlap)に大きく依存する（マレメド(Malemed)ら、「フローサイトメトリー及びソーテ
ィング(Flow cytometry and sorting)」、第2版、ニューヨーク、ウィリー-リス(Wiley-L
iss), 1990年）。本発明は、いずれかの特定のフローサイトメーター又はいずれかの特定
のパラメーターセットにも限定されないことが解されるであろう。この点で、本発明は、
従来のフローサイトメーターの代わりに、例えばフ(Fu)ら、ネイチャー・バイオテクノロ
ジー（Nature Biotechnology） 17:1109-1111頁, 1999年に開示された、微細加工フロー
サイトメーター(microfabricated flow cytometer)の使用も考慮する。
【０１１２】
　本発明のアッセイは、ハイスループットスクリーニングのために、又は１つの対象由来
の多数の免疫エフェクターをスクリーニングするために、自動化又は半自動化されてもよ
い。自動化はコンピュータソフトウェアによって簡便に制御される。
【０１１３】
　従って、本発明はさらに、ウェブベース及び非ウェブベースのシステムであって、対象
の細胞性免疫応答についてのデータが、クライアント・サーバー又は他のアーキテクチャ
・プラットフォームによって中央処理装置に提供され、該中央処理装置は、解析を行い、
対照と比較し、任意に他の情報、例えば患者の年齢、性別、体重及び他の医学的状態を考
慮し、その後、例えば、疾患の重症度、疾患の進行若しくは疾患の状態の危険因子、又は
疾患発症の確率指数等のレポートを提供する、上記システムを考慮する。従って、血液が
可搬型のチューブに集められた後、所定の場所で細胞性免疫応答を解析し、その結果を電
気通信レポートの形態で、クライアント・サーバー又はその他のアーキテクチャ・プラッ
トフォームを通して臨床ケア提供者に送る、ビジネス方法も提供される。
【０１１４】
　従って、情報ベースのコンピュータソフトウェア及びハードウェアもまた、本発明の一
部を形成する。これにより、感染症、癌又は炎症を含む病態又は医薬品又は毒物が免疫抑
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制を誘導しているか否か、或いはそれらが免疫抑制に関連しているか否かを確認する、臨
床ケアが容易になる。
【０１１５】
　特に、本発明のアッセイは、病理学的サービスに関連する、既存の、又は新たに開発さ
れる情報ベースのアーキテクチャ又はプラットフォームに用いてもよい。例えば、アッセ
イから得られた結果は、通信ネットワーク（例えばインターネット）又は電話接続を介し
て処理システムに伝達され、該処理システムにはアルゴリズムが保存されており、かつ該
アルゴリズムは、予測される事後確率値を得るために用いられるものであり、この事後確
立値は、細胞性免疫応答又は免疫抑制の指標に変換された後、診断又は予測レポートの形
態でエンドユーザーに転送される。このレポートは、臨床ケア管理及びオーダーメイド医
療の基本を形成し得る。
【０１１６】
　従って、アッセイは、キット又はコンピューターに基づくシステムの形態であってもよ
く、該キット又はコンピューターに基づくシステムは、適応免疫及び先天性免疫を増強す
る１以上の作用物質へのリンパ球の暴露に続く、免疫エフェクター分子濃度の検出に必要
な試薬、及び、臨床医へのレポートの決定及び送信を容易にするコンピュータハードウェ
ア及び／又はソフトウェアを含む。
【０１１７】
　例えば、本発明は、ユーザーが対象の細胞性免疫応答の状態を判定することを可能にす
る方法であって、
該方法は以下の工程を含む、上記方法を考慮する：
(a)  通信ネットワークを介して、ユーザーから、免疫エフェクター分子のレベル又は濃
度の形態のデータを受信する工程であって、該データは、対照に対する、細胞性免疫応答
の状態に関する相関関係を提供し、該免疫エフェクター分子は、リンパ球を適応免疫応答
及び先天性免疫応答を増強する１以上の作用物質に暴露した後に測定される、上記工程；
(b)  対象データを単変量解析又は多変量解析を介して処理して、免疫応答値を提供する
工程；
(c)  所定の値と比較した、免疫応答値の結果に従って、対象の状態を判定する工程；
(d)  通信ネットワークを介して、対象の状態の指示をユーザーに送信する工程。
【０１１８】
　「単変量」又は「多変量」解析との表記は、単変量又は多変量の解析機能を実行するア
ルゴリズムを含む。
【０１１９】
　好都合な場合としては、本発明の方法は、一般に、さらに以下の工程を含む：
(a)  ユーザーに、遠隔エンドステーションを用いてデータを判定させる工程；及び
(b)  通信ネットワークを介して、エンドステーションからベースステーションにデータ
を伝達する工程。
【０１２０】
　ベースステーションは第一処理システム及び第二処理システムを含み得るが、この場合
、当該方法は、以下の工程を含み得る：
(a)  第一処理システムにデータを伝達する工程；
(b)  第二処理システムにデータを伝達する工程；及び
(c)  第一処理システムに、単変量解析機能又は多変量解析機能を実行させ、細胞性免疫
応答値を生成する工程。
【０１２１】
　また、本方法は、以下の工程を含んでもよい：
(a)  第一処理システムに単変量解析機能又は多変量解析機能の結果を伝達する工程；及
び
(b)  第一処理システムに対象の状態を判定させる工程。
【０１２２】
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　この場合、当該方法は、以下の少なくとも1つの工程も含む：
(a)  第一ファイアウォールを介して、通信ネットワークと第一処理システムとの間にお
いてデータを伝達する工程；及び
(b)  第二ファイアウォールを介して、第一処理システムと第二処理システムとの間にお
いてデータを伝達する工程。
【０１２３】
　第二処理システムは、所定のデータ及び／又は単変量解析機能又は多変量解析機能を保
存し得るように適合されたデータベースに接続してもよく、該方法は以下の工程を含む：
(a)  データベースに問い合わせて、少なくとも選択された所定のデータを取得するか、
又はデータベースから単変量解析機能又は多変量解析機能にアクセスする工程；及び
(b)  選択された所定のデータを対象のデータと比較するか、又は、細胞性免疫応答又は
免疫抑制のレベルの予測される確率指数を生成する工程。
【０１２４】
　第二処理システムは、データベースに接続し得、当該方法は、データベースにデータを
保存する工程を含む。
【０１２５】
　また、当該方法は、ユーザーに、安全なアレイを用いてデータを判定させる工程を含み
、要素を有する安全なアレイは、免疫エフェクター分子のレベルを判定することが可能で
あり、かつ各コード上の各位置にそれぞれ配置された多数の機能を有する。この場合、当
該方法は、典型的には、ベースステーションに以下を実行させる工程を含む：
(a)  データからコードを決定すること；
(b)  アレイ上の各機能の位置を示すレイアウトを決定すること；並びに
(c)  決定されたレイアウトに従ってパラメータ値を決定すること、及びデータを決定す
ること。
【０１２６】
　また、該方法は、ベースステーションに以下を実行させる工程も含み得る：
(a)  決済情報を決定することであって、該決済情報は、ユーザーによる支払の提供を表
す；及び
(b)  決済情報の決定に対応して、比較を実行すること。
【０１２７】
　また、本発明は、細胞性免疫応答又は免疫抑制に関して対象の状態を判定するためのベ
ースステーションも提供するが、該ベースステーションは、以下を含む：
(a)  保存された方法；
(b)  処理システム、但し、該処理システムは、以下を行うように適合されている：
(c)  通信ネットワークを介して、ユーザーから対象データを受信すること、但し、該デ
ータは免疫エフェクター分子のレベルを含み、該エフェクター分子のレベルは、対照に対
する、細胞性免疫応答の状態に関する相関関係を提供し、該免疫エフェクター分子は、リ
ンパ球を適応免疫系及び先天性免疫系を増強する１以上の作用物質に暴露した後に測定さ
れるものである；
(d)  所定のデータと上記データとを比較することを含む、アルゴリズム機能を実行する
こと；
(e)  比較を含む、アルゴリズム機能の結果に従って、対象の状態を判定すること；並び
に
(c)  通信ネットワークを介して、ユーザーに対象の状態の表示を出力すること。
【０１２８】
　処理システムは、データを判定し得るように適合された遠隔エンドステーションからデ
ータを受信し得るように適合され得る。
【０１２９】
　処理システムは、以下を含んでもよい：
(a)  以下を実行し得るように適合された第一処理システム：
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　　(i)  データを受信すること；及び
　　(ii)　データを比較することを含む、単変量解析機能又は多変量解析機能の結果に従
って、対象の状態を判定すること；並びに
(b)  以下を実行し得るように適合された第二処理システム：
　　(i)  処理システムからデータを受信すること；
　　(ii)　比較を含む、単変量解析機能又は多変量解析機能を実行すること；及び
　　(iii)  結果を第一処理システムに伝達すること。
【０１３０】
　ベースステーションは、典型的には、以下を含む：
(a)  第一処理システムを通信ネットワークに接続するための第一ファイアウォール；及
び
(b)  第一処理システムと第二処理システムとを接続するための第二ファイアウォール。
【０１３１】
　処理システムは、データベースに接続してもよく、処理システムは、データベースにデ
ータを保存し得るように適合され得る。
【０１３２】
　この実施形態に従うと、免疫エフェクター分子のレベルは、単独でスクリーニングされ
てもよく、或いはその他バイオマーカー又は疾患指標と組合せてスクリーニングされても
よい。「変化した（altered）」レベルとは、免疫エフェクター分子の濃度における増加
又は上昇又は減少又は低下を意味する。
【０１３３】
　免疫エフェクター分子の濃度又はレベルの測定により、対照に対する濃度に基づく診断
規則を確立することができる。あるいは、診断規則は、統計学及び機械学習に基づくアル
ゴリズムの適用に基づくものである。このようなアルゴリズムは、エフェクター分子と、
（既知の疾患状態又は細胞性免疫応答を有する）トレーニングデータにおいて観察される
疾患状態との間の関係を用い、未知の状態である対象の状態を予測するために後に用いら
れる関係を推定する。対象が特定レベルの細胞性免疫応答及び／又は病態を有することに
ついての確率の指数を提供するアルゴリズムが利用され得る。アルゴリズムは、単変量解
析機能又は多変量解析機能を実行する。
【０１３４】
　従って、本発明は、統計学及び機械学習に基づくアルゴリズムの適用に基づく診断規則
を提供する。このようなアルゴリズムは、免疫エフェクター分子と、（既知の免疫状態を
有する）トレーニングデータにおいて観察される細胞性免疫応答又は免疫抑制のレベルと
の間の関係を用い、未知の免疫状態である患者の状態を予測するために後に用いられる関
係を推定する。データ解析の分野における当業者は、本発明を実質的に変化させることな
く、トレーニングデータにおいて関係を推定する多数の異なる形態が用いられ得ることを
認識する。
【０１３５】
　本発明は、さらに、アルゴリズムを得るための、細胞性免疫応答レベルが既知である対
象由来の免疫エフェクター分子のレベルを含む、トレーニングデータの情報基盤の使用で
あって、該アルゴリズムは、免疫応答レベルが未知である対象由来の同一免疫エフェクタ
ー分子のレベルを含むデータの第二情報基盤を入力した場合に、細胞性免疫応答の性質を
予測する確率指数を提供する、上記使用を考慮する。
【０１３６】
　「トレーニングデータ」という用語は、対照と比較した免疫エフェクター分子のレベル
の情報を含むが、ここで、免疫エフェクター分子は、リンパ球を適応免疫系及び先天性免
疫系を増強する１以上の作用物質に暴露した後に測定されるものである。「対照」は、「
通常の」免疫応答性を有する対象中の免疫エフェクター分子のレベルとの比較を含み、又
は、試験に基基づいて統計学的に決定したレベルであってもよい。
【０１３７】
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　従って、「トレーニングデータ」という用語は、免疫エフェクター分子のレベルを含む
。
【０１３８】
　免疫エフェクター分子のレベル又は濃度は、本発明において「第二情報基盤のデータ（
second knowledge base of data）」と称される入力試験データを提供する。第二情報基
盤のデータは、対照と比較して検討されるか、或いは免疫状態が既知である対象の免疫エ
フェクターのレベルの情報を含む、「第一情報基盤のデータ(first knowledge base of d
ata)」によって生成されるアルゴリズム中に送り込まれる。第二情報基盤のデータは、細
胞性免疫応答に関して、未知の状態の対象由来のものである。アルゴリズムの出力又は対
照との比較は、本発明では「確立指数(an index of probability)」と称される、特定レ
ベルの免疫応答性又は免疫抑制を有する対象の確率又は危険因子である。
【０１３９】
　免疫エフェクター分子のレベルから生成されるデータは入力データである。免疫エフェ
クターレベルを含むデータの入力は、対照と比較されるか、或いは対象が例えば免疫抑制
状態を有する可能性のリスク値を提供する、アルゴリズムに取り込まれる。治療計画もま
た、あらゆる免疫抑制の存在を確認するためにモニターし得る。免疫抑制のレベルは、（
例えば、癌療法又は病原性感染の治療の間に）二次感染に罹っているか、或いは再発を有
する対象のリスクを増すことがある。
【０１４０】
　上述の通り、免疫エフェクター分子のレベルを介して対象が適応免疫及び先天性免疫の
応答を呈し得る程度を測定することによって、免疫応答性又は免疫抑制状態を診断する方
法は、第一情報基盤データ、又は免疫状態が既知である対象における同一エフェクター分
子のレベルを用いて生成されるアルゴリズムにおいて第二情報基盤データを提供する。ま
た、対象の試料において適応免疫系及び先天性免疫系を刺激した後に続いて、免疫エフェ
クター分子の存在を判定及び／又は速度を測定する工程を含む、免疫応答を検出する方法
も提供される。「速度」とは、対象の試料中のエフェクター分子の経時的濃度変化を意味
する。
【０１４１】
　上記に示した通り、本発明において用いられる「試料」という用語は、適応免疫及び先
天性免疫のプロセスを刺激した後の、エフェクター分子を含有する任意の試料を意味し、
試料としては、限定されないが、体液（全血、血漿、血清、腹水を含む）、組織抽出物、
採取したての細胞、及び細胞培養物中でインキュベートされていた細胞の溶解物が含まれ
る。
【０１４２】
　本発明の方法は、疾病の診断及び病期分類に使用してもよい。また、本発明は、状態の
進行をモニターするため、及び特定の治療が有効であるか否かをモニターするために使用
してもよい。特に、該方法は、手術、癌療法等、又は薬物治療又は毒物への暴露の後の、
免疫抑制をモニターするために使用し得る。
【０１４３】
　一実施形態では、本発明は、対象において免疫抑制をモニターするための方法であって
、以下の工程を含む、上記方法を考慮する：
(a)  対象由来の試料を提供する工程；
(b)  適応免疫及び先天性免疫プロセスを刺激した後の免疫エフェクター分子のレベルを
測定し、上記レベルをアルゴリズムに付して、特定レベルの免疫応答性を有する対象の確
率指数を提供する工程、
但し、対照に対する免疫エフェクターのレベルは細胞性免疫応答の状態に対する相関関係
を提供する；並びに
(c)  後の時点で工程(a)及び(b)を繰り返し、工程(b)の結果を工程(c)の結果と比較する
工程、但し、確率指数における差は、対象における状態の進行を示す。
【０１４４】
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　上記で概説した「アルゴリズム」又は「アルゴリズム機能」との表記は、単変量解析機
能又は多変量解析機能の実行を含む。広範な種々のアーキテクチャ及びプラットフォーム
が、上述のものに加えて実施されてもよい。本発明を実施するのに好適なあらゆる形態の
アーキテクチャを使用してもよいことが理解されるであろう。しかし、１つの有益な手法
は、分散アーキテクチャの使用である。特に、多数のエンドステーションが各地理的位置
に提供され得る。この事は、データ帯域幅のコスト及び要件を削減することによってシス
テムの効率を上げることを可能とし、さらには、１つのベースステーションが過密になっ
たり、或いは不具合が発生した場合に、他のエンドステーションがその役割を果たし得る
ことを確実にすることによってシステムの効率を上げることを可能にする。また、これに
より、負荷分割等が可能になり、システムへのアクセスが常に利用可能であることを確実
にする。
【０１４５】
　この場合、ベースステーションが、異なるエンドステーションを用いることができるよ
うに、ベースステーションが同一の情報及び署名を含有していることを確保する必要があ
るであろう。
【０１４６】
　一例では、エンドステーションが、ＰＤＡ、携帯電話等の携帯機器であり得ることも理
解されるであろうが、これらは、対象データを、インターネット等の通信ネットワークを
介して、ベースステーションに送信し、かつレポートを受信し得るものである。
【０１４７】
　上記の態様では、「データ」という用語は、適応免疫及び先天性免疫のプロセスを増強
した後の、免疫エフェクターのレベル又は濃度を意味する。「通信ネットワーク」として
は、インターネット及び携帯電話網及び固定電話回線が含まれる。サーバーを使用する場
合、一般にはクライアント・サーバーであり、より具体的にはシンプル・オブジェクト・
アプリケーション・プロトコル（ＳＯＡＰ）である。
【０１４８】
　本願の一態様には、特定の先天性免疫及び適応免疫の刺激物質に対する応答性を測定す
ることによって、対象の細胞性免疫応答を示す実験が含まれる。一の実施形態では、末梢
血試料、血液の白血球濃縮画分試料、又は気管支肺胞洗浄液等の１以上の試料が、特定の
疾患（例えば自己免疫疾患、病原体への感染症又はベリリウムへの暴露）を発症している
か、或いはその発症が疑われる対象から取得されてもよく、また、免疫応答性は、エフェ
クターＴ細胞（例えばＣＤ４+Ｔ細胞）由来のエフェクター分子の測定によって測定され
てもよい。アッセイは、適応免疫応答及び先天性免疫応答を増強する、１以上の作用物質
の存在下で実施される。
【０１４９】
　免疫結合法としては、試料において反応成分の量を検出又は定量する方法が含まれるが
、該方法は、結合プロセスの間に形成される、あらゆる免疫複合体の検出又は定量を要す
る。ここで、適応免疫及び先天性免疫プロセスの共刺激した後にサイトカインを含有する
ものと疑われる試料を入手し、試料を抗体と接触させ、その後、特異的条件下で形成され
た免疫複合体の量を検出又は定量するであろう。
【０１５０】
　免疫複合体（一次免疫複合体）の形成を可能にするのに有効な条件下かつ充分な時間で
、選択された生物学的試料と抗体とを接触させることは、一般に、組成物を試料に添加し
、抗体が、存在する任意の抗原との免疫複合体を形成するのに、つまり該抗体が抗原に結
合するのに充分に長い時間で当該混合物をインキュベートすることの問題である。この時
間の後、組織断片、ELISAプレート、ELISpot、ドットブロット又はウェスタンブロット等
の、試料・抗体組成物は、通常、洗浄してあらゆる非特異的結合抗体種を除去して、一時
免疫複合体中で特異的に結合した抗体のみが検出され得るようにする。
【０１５１】
　特定の実施形態では、本発明は、ヒト対象において疾患又は病態の存在、非存在、レベ
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ル又は段階を検出するための方法であって、該方法は、反応混合物において全容量の少な
くとも１０％を構成する全血と、適応免疫系及び先天性免疫系を増強する１以上の作用物
質とを接触させる工程、並びにＴ細胞由来の免疫エフェクター分子の存在又はレベル上昇
を測定する工程、但し、免疫エフェクター分子の存在又はレベルは疾患又は病状を示す、
を含む上記方法を考慮する。
【０１５２】
　さらなる実施形態では、本発明は、上述の方法と共に用いるためのキットに関する。一
実施形態では、免疫検出キットが考慮される。別の実施形態では、金属又は化学物質誘発
疾患を発症しているか、或いは該疾患の発症が疑われる対象由来の試料を解析するための
キットが考慮される。より詳細な実施形態では、疾患を発症しているか、或いは疾患の発
症が疑われる対象由来の試料を解析するためのキットが考慮される。より詳細な実施形態
では、病態が発症する前又は後に、或いは対象が薬剤投与を受けるか又は毒物若しくは汚
染物質に暴露される前又は後に、対象の細胞性免疫応答を評価するためのキットが考慮さ
れる。抗原も利用される場合、キットは特定の抗原も含んでもよい。
【０１５３】
　キットの免疫検出試薬は、種々の形態の何れを採用してもよく、それら形態には、所定
の抗体又は抗原に会合するか、又はそれらに結合されている検出可能な標識、並びに二次
的結合リガンドに会合するか、又はそれらに結合されている検出可能な標識が含まれる。
二次的リガンドの例は、一次抗体又は抗原に対する結合親和性を有する二次抗体、並びに
ヒト抗体に結合親和性を有する二次抗体である。
【０１５４】
　本発明のキットに用いるための、さらに適当な免疫検出試薬としては、一次抗体又は抗
原に対する結合親和性を有する二次抗体と、二次抗体に対する結合親和性を有する三次抗
体であって、検出可能な標識に結合されている三次抗体とを含む、二成分試薬が含まれる
。
【０１５５】
　該キットは、標識されているか、或いは標識されていない、抗原又はエフェクター分子
の適切に分割された組成物をさらに含んでもよく、該組成物は検出アッセイのための標準
曲線を作成するために用いてもよい。
【０１５６】
　該キットは、完全に複合した形態で、若しくは中間物の形態で、又はキットのユーザー
によって複合される別々の物として、抗体標識複合体を含有してもよい。キットの成分は
、水性媒体中に含まれてもよいし、或いは凍結乾燥形態で含まれてもよい。
【０１５７】
　何れのキットの容器手段としては、一般に、少なくとも1つのバイアル、試験管、フラ
スコ、ボトル、シリンジ又はその他の容器手段を含む、その中に、試薬、抗体又は抗原を
配置し得、好ましくは、適宜に分割されてもよい。二次若しくは三次結合リガンド、又は
さらなる成分が提供される場合、キットは、一般に、第二、第三又はその他追加的容器を
含有し、その中に、このリガンド又は成分が配置されてもよい。本発明のキットは、通常
は、商業販売を目的として密閉状態で、抗体、抗原、及びその他任意の試薬容器をを収容
するための手段も含む。そのための容器としては、射出又はブロー成形のプラスチック容
器が含まれ得、その中に所望のバイアルが保持される。
【０１５８】
　本発明は、さらに、対象において細胞性免疫応答又はそのレベルを検出するための、改
良されたアッセイ、該アッセイは、対象由来のリンパ球ソースをインキュベートする工程
、並びにエフェクター分子の存在又は上昇を検出する工程を含み、改良点(improvement)
は、リンパ球を、適応免疫系及び先天性免疫系を増強する１以上の作用物質と共にさらに
インキュベートすることを含む、上記アッセイを考慮する。
【０１５９】
　本発明は、さらに、病源性感染症、自己免疫疾患若しくは癌に罹患しているか、又はこ
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れらの病態若しくは疾患を発症する傾向がある対象の治療方法であって、該方法は、対象
由来のリンパ球ソースを、適応免疫系及び先天性免疫系を増強する１以上の作用物質と接
触させる工程、及びＴ細胞由来の免疫エフェクター分子の存在又はレベル上昇を測定する
工程、但し、免疫エフェクター分子の存在又はレベルは対象の細胞性応答のレベルをを示
し、該細胞性応答は、病態若しくは疾患の、存在、非存在、レベル又は状態を示す、並び
に当該病態又は疾患を次いで治療する工程を含む、上記方法を提供する。
【０１６０】
　本発明を、以下の非限定的な実施例によってさらに説明される。
【実施例】
【０１６１】
実施例１
アッセイの開発
　ヘパリン処理した血液試料を、Li-Hepバキュエッテ(Vacuette)［登録商標］チューブ（
グライナー・バイオワン(Greiner Bio-one)、ドイツ）中に採集した。
【０１６２】
　血液試料のアリコートを、種々の濃度のＴ細胞受容体アゴニスト：フィトヘマグルチニ
ン（セリスティス・リミテッド(Cellistis Limited)、オーストラリア）抗ヒトＣＤ３ε
抗体（マウスＩｇＧ1クローンＵＣＨＴ１；イーバイオサイエンス(eBioscience)、サンデ
ィエゴ）、及びＴ細胞受容体複合体に対する抗体；並びにトール様受容体アゴニスト：リ
ポマンナンＴＬＲ－２リガンド（インビボジェン(InvivoGen)、サンディエゴ）、Ｐａｍ
３ＣＳＫ４ ＴＬＲ－２リガンド（インビボジェン、サンディエゴ）、ポリ(Ｉ：Ｃ)ＴＬ
Ｒ－３リガンド（インビボジェン、サンディエゴ）、リポ多糖ＴＬＲ－４リガンド（シグ
マ(Sigma)、オーストラリア）、イミダゾキノリン化合物－ＴＬＲ－７/８リガンド、Ｒ８
４８（インビボジェン、サンディエゴ）、及びＣｐＧオリゴデオキシヌクレオチドＴＬＲ
－９リガンド（ハイクルト・バイオテクノロジー(Hycult Biotechnology)、オランダ）又
は生理食塩水対照と共に、ヒト・クアンティフェロン(Quantiferon)［登録商標］試験（
セレスティス・リミテッド、オーストラリア）の製造元が推薦する、多数の異なるサイズ
の採血チューブでインキュベートした。Ｔ細胞受容体非依存性刺激物質としては、ホルボ
ールミリスチン酸アセテート（phorbol myristate acetate;ＰＭＡ）、コンカナバリンＡ
（ＣｏｎＡ）及びヤマゴボウマイトジェン(pokeweed mitogen)を含む。アリコートは、１
μＬ～1000μＬ等の小容量であってもよく、又は１．５ｍＬ～２００ｍＬ等のより大容量
であってもよい。
【０１６３】
　いくつかの実験では、インキュベートの開始前に、血液に種々の濃度のグルコースを添
加した。その他の実験では、少なくとも１つのＴＣＲ刺激物質及び少なくとも１つのＴＬ
Ｒ刺激物質からなる、２以上の刺激物質を組合せて、血液に添加した。
【０１６４】
　刺激した血液試料を３７℃で１～４８時間インキュベートし、その後、上記の沈殿した
血液細胞から血漿を採取した。次に、各血漿試料中に存在するＩＦＮ－γの量を、クアン
ティフェロン(Quantiferon)-TB［登録商標］ELISA（セリスティス・リミテッド(Cellisti
s Limited)、オーストラリア）を用い、製造元の取扱説明書の通り定量した。あるいは、
試料のＩＦＮ－γは、より感度の高いクアンティフェロン-ＴＢゴールド(Quantiferon-TB
 Gold)［登録商標］ELISA（セリスティス・リミテッド、オーストラリア）を用い、製造
元の取扱説明書の通り定量した。
【０１６５】
　各ＥＬＩＳＡプレート上で行われたＩＦＮ－γ標準に対するＥＬＩＳＡ光学濃度値を用
いて標準曲線を作成し、この標準曲線から、各試験血漿試料中に存在するＩＦＮ－γの量
をＩＵ/ｍＬの値に変換した。
【０１６６】
実施例２
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Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）依存性アゴニストとトール様受容体（ＴＬＲ）アゴニストとの組
合せ
　実施例1のアッセイで用いられるＴＣＲ及びＴＬＲアゴニストの可能な組合せを表３に
示す。
【０１６７】
【表３】

【０１６８】
実施例３
Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）非依存性アゴニストとトール様受容体（ＴＬＲ）アゴニストとの
組合せ
　実施例1のアッセイで用いたＴＣＲ非依存性アゴニストとＴＬＲアゴニストとの可能な
組合せを表４に示す。
【０１６９】
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【表４】

【０１７０】
実施例４
アッセイの評価
　本アッセイは、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）及びトール様受容体（ＴＬＲ）の共刺激を伴う
ことにより、対象個人の複合した機能的先天性及び適応免疫を評価する。単独のＴＣＲ又
はＴＬＲに対する単一の刺激剤を用いた、インビトロにおける全血刺激によれば、ある健
常者個人において非常に高いＩＦＮ－γレベルから検出不可能なレベルまで、全健常人ド
ナーにわたって、多様な応答が生じる（図１）。健常人参照範囲を設定し、免疫不全によ
る機能の低下を観察する目的により、先天性免疫応答及び適応免疫応答を組合せた際に起
こる、相乗効果が見られた（図２）。二重の刺激は、健常集団の平均を上げる応答を増強
し、カットオフ値の決定を可能にする（図３）。また、健常集団の平均の上昇により、免
疫不全患者由来のＩＦＮ－γ応答の低下を観察することが可能になる。従って、応答が、
健常人集団の閾値（カットオフ）未満に下落する場合に、薬理学的処置又は疾病による免
疫抑制の指標が想定され得る。
【０１７１】
実施例５
Ｔ細胞受容体アゴニストの使用
　本実施例は、免疫細胞の共刺激のため、トール様受容体（ＴＬＲ）アゴニスト（ＮＫ細
胞に特異的である、イミダゾキノリン化合物Ｒ８４８）及びＴ細胞受容体（ＴＣＲ）アゴ
ニストを用いた、インビトロにおいて、複合した先天性免疫及び適応免疫を評価する方法
を提供する。このインビトロ診断は、全血、末梢血単核細胞（peripheral blood mononuc
lear cell；ＰＢＭＣ）、及びフィーダー層を伴う精製細胞集団と共に用いるためのもの
である。しかし、免疫系の別の細胞種に特異的な、その他ＴＬＲアゴニストも含まれ得る
。
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【０１７２】
　ＱＦＮイン・チューブ・テクノロジー（セレスティス(Cellestis)）は、特定の免疫細
胞を特異的に活性化する刺激剤の組合せを用いて全血を刺激した後に、細胞性免疫（cell
 mediated immunity；ＣＭＩ）を測定するための方法を提供する。当該刺激は、加湿せず
に３７℃で２４時間インキュベートされる密閉容器内で実施される。全血から血漿を採取
し、ＩＦＮ－γをワンステップＥＬＩＳＡを用いて検出し、標的細胞機能の測定値を提供
する。具体的には、本アッセイは、組合せの先天性（ＮＫ細胞）及び適応的（Ｔ細胞）免
疫応答を評価することにより、個人の機能的免疫状態を測定する。試験は、インビトロの
診断アプリケーション及び予測アプリケーションのために、個人の一般的な免疫状態をモ
ニターするために用いられる。
【０１７３】
　装置は、同時に供給された２つの刺激物質の組合せに応答して産生された、全ＩＮＦ－
γアウトプットを測定する。結果として得られる「値」は、所定の時点における個人の純
機能的免疫状態を表す。これにより、免疫状態の縦及び横の比較が可能になる。
【０１７４】
　データは、臨床的有用性を有する診断アッセイを開発することを目的として、ＴＬＲク
ラスのアゴニストを抗ＣＤ３抗体（ＴＣＲアゴニスト）と組合せて用いた場合に、ＴＬＲ
－７/８＞ＴＬＲ－４＞ＴＬＲ－３＞ＴＬＲ－２と言う順序で、相乗反応を奏するＴＬＲ
クラスのアゴニストの有効性が低下することを示す。従って、本実施例においては、イミ
ダゾキノリン化合物（Ｒ８４８）等のＴＬＲ－７/８アゴニストを用い、最大の相乗反応
を得る。しかし、別のアプリケーションでは、最大下相乗効果の使用、又は抗ＣＤ３抗体
又はマイトジェン（フィトヘマグルチニン；ＰＨＡ）等のＴＣＲアゴニストとＴＬＲクラ
スとの２以上の組合せの使用が実際は必要となるかもしれない。診断アッセイにおいて、
マイトジェンは、Ｔ細胞上に位置するＴＣＲを介してその機能を働かせる。このことは、
両刺激物質を組合せて用いた場合に、マイトジェンの応答を無効化する抗ＣＤ３抗体の能
力によって証明されている。
【０１７５】
実施例６
薬剤を投与されている対象における免疫抑制の測定
　本アッセイは、化学療法剤、又は、関節リウマチ、癌若しくは炎症性腸疾患を治療する
ために用いられる薬剤に暴露された対象に対して実施される。免疫抑制が確認される対象
においては、二次感染を回避するために注意が払われる。例えば、抗生物質又は免疫刺激
物質が投与されてもよい。
【０１７６】
実施例７
ＴＣＲアゴニスト及びＴＬＲアゴニストによる全血の刺激
　全血を、抗ＣＤ３抗体（ＴＣＲアゴニスト）とＴＬＲ-７/８アゴニストであるＲ８４８
（イミダゾキノリン）の組合せで刺激した。γインターフェロンによって誘導されたモノ
カイン（ＭＩＧ；ＣＸＣＬ９）及びＩＦＮ－γの観測されたレベルを表５に示す。値は、
対応するバックグラウンド・コントロールを差し引いて（ＮＩＬ）示されている。データ
は、ＭＩＧ及びＩＦＮ－γが刺激の指標に対応することを示している。
【０１７７】
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【表５】

【０１７８】
　また、全血は、抗ＣＤ３抗体（ＴＣＲアゴニスト）とＴＬＲ－７/８アゴニストである
Ｒ８４８（イミダゾキノリン）の組合せを用いて、又はこの組合せを用いずに刺激した。
得られた血漿を用いて、既知のサイトカイン、ケモカイン及び細胞外シグナル分子をプロ
ファイルした。検出された標的は、単一で、又は他のエフェクターと組合せて、レポータ
ー分子として用いられ得る。これは、多重化に特に有用である。検出された標的を表６に
示す。
【０１７９】
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【表６】

【０１８０】
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【表７】

【０１８１】
　サイトカイン、ケモカイン及び細胞外シグナル分子の得られたプロファイルを、図４に
グラフで表す。いくつかのサイトカイン、ケモカイン及び細胞外シグナル分子は、ＴＣＲ
及びＴＬＲアゴニストで同時に刺激した全血の血漿中にのみ見られた（青色バー、ＴＣＲ
＋ＴＬＲ）。他のもののいくつかは、未処理の全血と比較して、上昇していた（赤色バー
、ＮＩＬ）。
【０１８２】
　全血培養物からのＩＦＮ－γ応答に対する、ＴＣＲ及びＴＬＲアゴニストを用いた二重
刺激の間に観察される相乗効果を、ＴＣＲアゴニスト又はＴＬＲアゴニストのいずれか単
独での全血の刺激と比較して、図５に示す。
【０１８３】
　試験した集団は、ＨＩＶ感染群及び健常群であった。調査対象集団は、(i)未処置ＨＩ
Ｖ陽性（南アフリカ由来のソース）；及び(ii)健常ドナー（オーストラリア由来のソース
）を含む。母集団中央値は表７に示されている。
【０１８４】
　ＴＣＲ＋ＴＬＲ共刺激の後の、ＩＦＮ－γ応答レベルとＣＤ４ Ｔ細胞数との間におけ
る相関関係を図６に示す。ＨＩＶ感染群からの全血を刺激した。
【０１８５】
　ＴＣＲアゴニスト及びＴＬＲアゴニストの組合せを用いた全血の刺激によっても、所与
のドナーにおいて、免疫抑制剤の阻害濃度を測定が可能となる（図７）。
【０１８６】
　当業者は、本明細書において記載される発明が、具体的に記載されたもの以外の変形及
び修正を受け得ること、並びに広範な作用物質がＴ細胞受容体依存性及び非依存性の増強
、及びトール様受容体の増強又は両者の組合せに影響することが理解する。本発明はこの
ような全ての作用物質を包含することが理解されるべきである。また、本発明は、本明細
書において言及又は示唆された、工程、特徴、組成物及び化合物の全てを、個々に又は集
合的に包含し、当該工程又は特徴の何れか２以上の、任意及び全ての組合せも包含する。
【０１８７】
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