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(57)【要約】
【課題】免疫細胞の免疫刺激応答性を測定する方法及び
細胞分析装置を提供する。
【解決手段】免疫細胞の免疫刺激応答性を測定する方法
は、(i)測定対象の免疫細胞と免疫刺激因子とを接触さ
せる工程と、(ii)測定対象の免疫細胞に、測定対象の免
疫細胞とは異なる物質との接触面を形成させる工程と、
(iii)測定対象の免疫細胞と、接触面における表面抗原
に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体とを接触さ
せる工程と、(iv)捕捉体から生じた光学シグナルを検出
する工程と、(v)検出した光学シグナルに基づいて、光
学シグナルを検出するまでに接触面が解消された測定対
象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定す
る工程とを含む。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(i)測定対象の免疫細胞と免疫刺激因子とを接触させる工程と、
　(ii)前記測定対象の免疫細胞に、前記測定対象の免疫細胞とは異なる物質との接触面を
形成させる工程と、
　(iii)前記測定対象の免疫細胞と、前記接触面における表面抗原に結合し且つ光学シグ
ナルを生じうる捕捉体とを接触させる工程と、
　(iv)前記捕捉体から生じた光学シグナルを検出する工程と、
　(v)検出した光学シグナルに基づいて、前記光学シグナルを検出するまでに前記接触面
が解消された前記測定対象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する工程と
を含む、免疫細胞の免疫刺激応答性を測定する方法。
【請求項２】
　工程(i)の免疫刺激因子が、工程(iii)の前記接触面における表面抗原に結合し且つ光学
シグナルを生じうる捕捉体として共用され、
　工程(i)と工程(iii)とが同時に実施される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　工程(i)の免疫刺激因子が、工程(ii)の前記測定対象の免疫細胞とは異なる物質上に存
在する、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記光学シグナルを検出する前に、前記接触面を解消させる工程をさらに含む、請求項
１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記接触面を、攪拌、超音波処理又は化学的処理により解消させる、請求項４に記載の
方法。
【請求項６】
　前記測定対象の免疫細胞を、細胞の大きさ、凝集度及び／又は比重に基づいて、細胞を
含む試料から分取する工程をさらに含む、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記表面抗原が、TCRα/β、CD3、CD40L、OX40、CD28、CTLA4、PD-1及びICOSの少なく
とも１つを含む、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記表面抗原が共刺激分子である、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記捕捉体が、光学シグナルを生じうる物質と、前記接触面における表面抗原に結合す
る抗体、抗体フラグメント、一本鎖抗体又はアプタマーとを含む、請求項１～８のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記免疫刺激因子が、免疫刺激抗体、免疫刺激ペプチド、主要組織適合性分子(MHC分子
)、及びMHC分子と抗原ペプチドの複合体の少なくとも１つを含む、請求項１～９のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記測定対象の免疫細胞とは異なる物質が、他家細胞、抗原提示細胞、癌細胞、容器、
マルチウェルプレート、スライド又はビーズである、請求項１～１０のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１２】
　前記測定対象の免疫細胞がＴ細胞である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１３】
　工程(v)において、前記光学シグナルに基づいて、前記接触面における、捕捉体が結合
した表面抗原の分布を反映する値を計測し、計測した値を閾値と比較することにより、前
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記測定対象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する、請求項１～１２のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記捕捉体が蛍光物質を含み、
　工程(iv)において、前記捕捉体から生じた蛍光シグナルを検出し、
　工程(v)において、前記検出した蛍光シグナルに基づいて蛍光画像を取得し、前記蛍光
画像において表面抗原の分布を反映する蛍光シグナルを示すエリアを計測して、前記エリ
アを閾値と比較することにより、前記測定対象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否
かを判定する、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　工程(v)において、前記エリアが閾値よりも小さい場合に、前記測定対象の免疫細胞は
免疫刺激応答性を有すると判定する、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記測定対象の免疫細胞とは異なる物質が、他家細胞、抗原提示細胞、癌細胞、又はビ
ーズである場合、前記測定対象の免疫細胞と、前記測定対象の免疫細胞とは異なる物質と
、前記捕捉体との複合体に対して、フローサイトメーター又はイメージングサイトメータ
ーを用いて前記工程(iv)を実行するか、あるいは
　前記測定対象の免疫細胞とは異なる物質が、容器、マルチウェルプレート又はスライド
である場合、前記測定対象の免疫細胞とは異なる物質と前記測定対象の免疫細胞との接触
面を解消させ、前記測定対象の免疫細胞とは異なる物質から離れた、前記測定対象の免疫
細胞と前記捕捉体との複合体に対して、フローサイトメーター又はイメージングサイトメ
ーターを用いて前記工程(iv)を実行する、
請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　(i)測定対象の免疫細胞と免疫刺激因子とを接触させる工程と、
　(ii)前記測定対象の免疫細胞に、前記測定対象の免疫細胞とは異なる物質との接触面を
形成させる工程と、
　(iii)前記測定対象の免疫細胞と、前記接触面における共刺激分子に結合し且つ光学シ
グナルを生じうる捕捉体とを接触させる工程と、
　(iv)前記捕捉体から生じた光学シグナルを検出する工程と、
　(v)検出した光学シグナルに基づいて、前記測定対象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有
するか否かを自動的に判定する工程と
を含む、免疫細胞の免疫刺激応答性を測定する方法。
【請求項１８】
　(i)測定対象の免疫細胞と免疫刺激因子とを接触させる工程と、
　(ii)前記測定対象の免疫細胞に、前記測定対象の免疫細胞とは異なる物質との接触面を
形成させる工程と、
　(iii)前記測定対象の免疫細胞と、前記接触面における表面抗原に結合し且つ光学シグ
ナルを生じうる捕捉体とを接触させる工程と、
　(iv)前記捕捉体から生じた光学シグナルを検出する工程と、
　(v)検出した光学シグナルに基づいて、前記光学シグナルを検出するまでに前記接触面
が解消された前記測定対象の免疫細胞における表面抗原の局在を判定する工程と
を含む、免疫細胞における免疫シナプスの形成能を判定する方法。
【請求項１９】
　免疫刺激を受けた測定対象の免疫細胞と、前記免疫細胞の表面抗原に結合し且つ光学シ
グナルを生じうる捕捉体との複合体であって、前記捕捉体が、前記免疫細胞と前記免疫細
胞とは異なる物質との接触面における表面抗原に結合されている前記複合体を導入する導
入部と、
　前記導入部から供給された前記複合体を撮像する撮像部と、
　前記撮像部により撮像された画像に基づいて、前記撮像を実施するまでに接触面が解消
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された前記測定対象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する解析部と
を含む、細胞分析装置。
【請求項２０】
　前記解析部が、前記画像に基づいて、前記接触面における表面抗原の分布を反映する値
を取得し、取得した値を閾値と比較することにより、前記測定対象の免疫細胞が免疫刺激
応答性を有するか否かを判定する、請求項１９に記載の装置。
【請求項２１】
　前記捕捉体が蛍光物質を含み、
　前記画像が蛍光画像を含み、
　前記表面抗原の分布を反映する値が、前記蛍光画像に基づいた表面抗原の分布を反映す
る蛍光シグナルを示すエリアを含み、
　前記エリアが前記閾値よりも小さい場合に、前記測定対象の免疫細胞は免疫刺激応答性
を有すると判定する、請求項１９又は２０に記載の装置。
【請求項２２】
　前記画像が透過光画像を含み、
　前記解析部が、前記透過光画像に基づいて前記測定対象の免疫細胞の大きさを反映した
値を取得し、前記測定対象の免疫細胞の大きさを反映した値と前記表面抗原の分布を反映
する値とに基づいて、前記測定対象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定す
る、請求項２０又は２１に記載の装置。
【請求項２３】
　免疫刺激を受けた測定対象の免疫細胞と、前記免疫細胞の表面抗原に結合し且つ光学シ
グナルを生じうる捕捉体との複合体であって、前記捕捉体が、前記免疫細胞と前記免疫細
胞とは異なる物質との接触面における表面抗原に結合されている前記複合体を導入する導
入部と、
　前記導入部から供給された前記複合体に光を照射し、生じた前記複合体からの光学シグ
ナルを検出する検出部と、
　検出した光学シグナルに基づいて、前記光学シグナルを検出するまでに接触面が解消さ
れた前記測定対象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する解析部と
を含む、細胞分析装置。
【請求項２４】
　前記捕捉体が蛍光物質を含み、
　前記検出部は、前記複合体から生じた蛍光シグナルを検出し、
　前記解析部が、前記蛍光シグナルに基づいて、前記表面抗原の分布を反映する値を取得
し、取得した値を閾値と比較することにより、前記測定対象の免疫細胞が免疫刺激応答性
を有するか否かを判定し、
　前記表面抗原の分布を反映する値が、前記複合体からの蛍光シグナルのパルス幅、その
蛍光パルスの高さ及びパルス面積の少なくとも一つを含む、請求項２３に記載の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫細胞の免疫刺激応答性を測定する方法、免疫細胞における免疫シナプス
の形成能を判定する方法及び細胞分析装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫は、生体が体内の自己又は非自己を識別して非自己を排除するために行う細胞性及
び体液性の生物学的反応の総称である。免疫系は、生命活動において非常に重要な生理的
メカニズムである。免疫系の細胞は、サイトカインと呼ばれるタンパク質を分泌したり、
細胞傷害性機能を発揮したりすることで、免疫系の活性化や抑制に関与する。
【０００３】
　免疫系は、移植療法の成否を左右し得る他家細胞に対する拒絶反応に深く関わっている
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。近年、ヒトにおける疾患を、免疫系を利用して治療を行う免疫療法の有用性が示され、
免疫系の状態を把握する重要性がますます高まっている。
【０００４】
　免疫系の状態の分析方法として、サイトカイン分泌に基づいた分析方法が知られている
。この分析方法では、免疫系の細胞の免疫刺激後に前記細胞を培養する必要があり、免疫
刺激後からサイトカインの検出まで多大な時間(数十時間)と労力を要する。
【０００５】
　近年、免疫細胞と標的細胞とが接触した場合に、その接触面で免疫細胞に形成される構
造体が注目されている。この構造体は、神経細胞により形成されるシナプス構造と機能的
及び形態学的に類似していることから免疫シナプスと呼ばれる。免疫シナプスは、免疫刺
激シグナルの増幅に関与することが示唆され、免疫シナプスの形成能はサイトカインを分
泌する能力と相関することが知られている(非特許文献１)。また、免疫シナプスの形成は
、サイトカイン分泌に比べて短時間(数十分)で生じることが知られている(非特許文献１)
。
【０００６】
　免疫シナプスを測定する方法として、例えば、ガラス基板上の免疫刺激因子を用いて免
疫細胞を刺激し、ガラス基板との接触面を維持した状態で、Ｔ細胞における免疫シナプス
を全反射照明蛍光顕微鏡にて測定する方法が知られている(非特許文献２)。また、標的細
胞との間で形成された接触面を維持した状態で、Ｔ細胞における免疫シナプスをイメージ
ングフローサイトメトリーにて測定する方法が知られている(非特許文献３)。非特許文献
２において、免疫シナプスの検出は共刺激分子CD28を指標にして行われ、非特許文献３で
は免疫シナプスの検出はCD3を指標にして行われている。非特許文献２及び非特許文献３
では、いずれも免疫細胞は対象物との間の接触面が維持された状態で観察されている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Carlin LM.ら, Blood, vol.106, p.3874-3879, 2005
【非特許文献２】Yokosuka T.ら, Immunity, vol.29, p.589-601, 2008
【非特許文献３】Hosseini BH.ら, Proc Natl Acad Sci USA, vol.106, p.17852-17857, 
2009
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　免疫系の状態を把握すること、すなわち、各種免疫刺激に対する免疫系の細胞の応答性
を迅速かつ簡便に把握することは、様々な免疫系に関わる治療を行う上で非常に重要であ
る。
【０００９】
　従来、免疫刺激に対する免疫系の細胞の応答性を分析するために、サイトカインの分泌
を指標とした分析方法が用いられていた。しかしながら、この分析方法では、免疫刺激後
、サイトカインが分泌されるまで免疫細胞を培養しなければならず、煩雑で時間を要して
いた。
【００１０】
　免疫系の細胞の各種免疫刺激に対する応答性の測定に、全反射照明蛍光顕微鏡を用いた
場合、測定できる細胞数は少なく、測定に手間もかかるため、簡便に測定することができ
ず、自動化装置には適してはいなかった。
【００１１】
　したがって、当該分野には、各種免疫刺激に対する免疫系の細胞の応答性を迅速かつ簡
便に把握することに関する要求があった。
【００１２】
　本発明者らは、前記課題を解消すべく、サイトカイン分泌に比べて短時間で変化が生じ
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、免疫刺激シグナルの増幅に関与することが示唆されていた免疫シナプスに着目した。し
かしながら、免疫シナプスは、標的細胞との結合面で免疫細胞に形成される緩やかな結合
であるため(非特許文献３)、測定前及び測定中に解離することが懸念された。実際、免疫
シナプスは、これまで、標的細胞と免疫細胞との接触面が解消された状態では、免疫細胞
の免疫刺激に対する応答性の指標として用いられていなかった。
【００１３】
　本発明者らは、免疫刺激に対する免疫細胞の応答性を迅速に検出する方法について、免
疫シナプスの形成に関与することが知られていた各種因子に着目して検討を重ねた。その
結果、各種因子の中で共刺激分子などの表面抗原を指標にした場合、免疫細胞と対象物と
の接触面が解消されたとしても免疫細胞における免疫シナプスの形成能を判定できること
を見出し、本発明を成した。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明の第１の態様は、(i)測定対象の免疫細胞と免疫刺激因子とを接触させる工程と
、(ii)測定対象の免疫細胞に、測定対象の免疫細胞とは異なる物質との接触面を形成させ
る工程と、(iii)測定対象の免疫細胞と、接触面における表面抗原に結合し且つ光学シグ
ナルを生じうる捕捉体とを接触させる工程と、(iv)捕捉体から生じた光学シグナルを検出
する工程と、(v)検出した光学シグナルに基づいて、光学シグナルを検出するまでに接触
面が解消された測定対象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する工程とを
含む、免疫細胞の免疫刺激応答性を測定する方法を提供する。
【００１５】
　本発明の第２の態様は、(i)測定対象の免疫細胞と免疫刺激因子とを接触させる工程と
、(ii)測定対象の免疫細胞に、測定対象の免疫細胞とは異なる物質との接触面を形成させ
る工程と、(iii)測定対象の免疫細胞と、接触面における共刺激分子に結合し且つ光学シ
グナルを生じうる捕捉体とを接触させる工程と、(iv)捕捉体から生じた光学シグナルを検
出する工程と、(v)検出した光学シグナルに基づいて、測定対象の免疫細胞が免疫刺激応
答性を有するか否かを自動的に判定する工程とを含む、免疫細胞の免疫刺激応答性を測定
する方法を提供する。
【００１６】
　本発明の第３の態様は、(i)測定対象の免疫細胞と免疫刺激因子とを接触させる工程と
、(ii)測定対象の免疫細胞に、測定対象の免疫細胞とは異なる物質との接触面を形成させ
る工程と、(iii)測定対象の免疫細胞と、接触面における表面抗原に結合し且つ光学シグ
ナルを生じうる捕捉体とを接触させる工程と、(iv)捕捉体から生じた光学シグナルを検出
する工程と、(v)検出した光学シグナルに基づいて、光学シグナルを検出するまでに接触
面が解消された測定対象の免疫細胞における表面抗原の局在を判定する工程とを含む、免
疫細胞における免疫シナプスの形成能を判定する方法を提供する。
【００１７】
　本発明の第４の態様は、免疫刺激を受けた測定対象の免疫細胞と、前記免疫細胞の表面
抗原に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体との複合体であって、前記捕捉体が、前
記免疫細胞と前記免疫細胞とは異なる物質との接触面における表面抗原に結合されている
前記複合体を導入する導入部と、該導入部から供給された複合体を撮像する撮像部と、撮
像部により撮像された画像に基づいて、撮像を実施するまでに接触面が解消された測定対
象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する解析部とを含む、細胞分析装置
を提供する。
【００１８】
　本発明の第５の態様は、免疫刺激を受けた測定対象の免疫細胞と、前記免疫細胞の表面
抗原に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体との複合体であって、前記捕捉体が、前
記免疫細胞と前記免疫細胞とは異なる物質との接触面における表面抗原に結合されている
前記複合体を導入する導入部と、該導入部から供給された複合体に光を照射し、生じた複
合体からの光学シグナルを検出する検出部と、検出した光学シグナルに基づいて、光学シ
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グナルを検出するまでに接触面が解消された測定対象の免疫細胞が免疫刺激応答性を有す
るか否かを判定する解析部とを含む、細胞分析装置を提供する。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明によれば、各種免疫刺激に対する免疫細胞の応答性を、免疫シナプスの形成能に
基づいて分析することを可能にする。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】実施形態に係る工程(i)～(iii)の模式図である。
【図２】実施形態１に係る細胞分析装置の構成を示す図である。
【図３】実施形態１に係る測定装置の構成を示す図である。
【図４】実施形態１に係る撮像部の構成を示す図である。
【図５】実施形態１に係るカメラの受光面上の領域を示す模式図である。
【図６】実施形態１に係る情報処理装置の構成を示す図である。
【図７】実施形態１に係る検体の測定処理及び解析処理を示すフローチャートである。
【図８】実施形態１に係る測定データを示す画像である。
【図９】実施形態１に係る測定データに基づく計測過程を示す模式図である。
【図１０】実施形態１に係る解析処理を示すフローチャートである。
【図１１】実施形態１(ａ、ｂ及びｃ)及び実施形態２(ｄ)に係る解析処理を示す2Dスキャ
ッタグラムである。
【図１２】共刺激分子の分布状態が異なる細胞から得られる蛍光シグナルのパルスデータ
を説明するための模式図である。
【図１３】蛍光シグナルのパルスデータから得られた解析用パラメータの2Dスキャッタグ
ラムを説明するための模式図である。
【図１４】刺激なしの場合(ａ)と刺激ありの場合(ｂ)のCD28のＴ細胞における分布を示す
透過光画像、蛍光画像及びそれらの重ね合わせ画像である。
【図１５】Ｔ細胞におけるCD28の分布を示す画像及び2Dスキャッタグラム。刺激なしの場
合(ａ)及び刺激ありの場合(ｃ)のＴ細胞の微分干渉像(DIC)、蛍光画像(CD28)及びそれら
の重ね合わせ画像(Merge)である。刺激なしの場合(ｂ)及び刺激ありの場合(ｄ)の、細胞
における蛍光シグナルを示すエリア(Ｘ軸)及び細胞のサイズ(Ｙ軸)を示す2Dスキャッタグ
ラムである。
【図１６】Ｔ細胞におけるサイトカイン分泌と免疫シナプスの形成との相関を示すグラフ
である。
【図１７】刺激なしの場合(ａ及びｃ)と刺激ありの場合(ｂ及びｄ)のCD3及びCD40LのＴ細
胞における分布を示す蛍光画像である。
【図１８】Ｔ細胞におけるCD3の分布を示す画像及び2Dスキャッタグラム。刺激なしの場
合(ａ)及び刺激ありの場合(ｃ)のＴ細胞の透過光像、蛍光画像及びそれらの重ね合わせ画
像(Merge)である。刺激なしの場合(ｂ)及び刺激ありの場合(ｄ)の、細胞の総蛍光シグナ
ル強度(Ｘ軸)及び蛍光シグナルを示すエリア(Ｙ軸)を示す2Dスキャッタグラムである。
【図１９】Ｔ細胞におけるCD40Lの分布を示す画像及び2Dスキャッタグラム。刺激なしの
場合(ａ)及び刺激ありの場合(ｃ)のＴ細胞の透過光像、蛍光画像及びそれらの重ね合わせ
画像(Merge)である。刺激なしの場合(ｂ)及び刺激ありの場合(ｄ)の、細胞の総蛍光シグ
ナル強度(Ｘ軸)及び蛍光シグナルを示すエリア(Ｙ軸)を示す2Dスキャッタグラムである。
【図２０】実施例２おける計測処理及び解析処理の一例を示す2Dスキャッタグラムである
。ａは、細胞のサイズ(Ｘ軸)及びアスペクト比(Ｙ軸)を示す2Dスキャッタグラムである。
ｂは、細胞の総蛍光シグナル強度(Ｘ軸)及びカウント(Ｙ軸)を示す2Dスキャッタグラムで
ある。
【図２１】刺激なしの場合(ａ、ｃ、ｅ及びｇ)と刺激ありの場合(ｂ、ｄ、ｆ及びｈ)のCD
3、CD28、CD40L及びOX40のＴ細胞における分布を示す、透過光画像と蛍光画像との重ね合
わせ画像である。
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【図２２】Ｔ細胞におけるCD3の分布を示す画像及び2Dスキャッタグラム。刺激なしの場
合(ａ)及び刺激ありの場合(ｃ)のＴ細胞の透過光像、蛍光画像及びそれらの重ね合わせ画
像(Merge)である。刺激なしの場合(ｂ)及び刺激ありの場合(ｄ)の、細胞の総蛍光シグナ
ル強度(Ｘ軸)及び蛍光シグナルを示すエリア(Ｙ軸)を示す2Dスキャッタグラムである。
【図２３】Ｔ細胞におけるCD28の分布を示す画像及び2Dスキャッタグラム。刺激なしの場
合(ａ)及び刺激ありの場合(ｃ)のＴ細胞の透過光像、蛍光画像及びそれらの重ね合わせ画
像(Merge)である。刺激なしの場合(ｂ)及び刺激ありの場合(ｄ)の、細胞の総蛍光シグナ
ル強度(Ｘ軸)及び蛍光シグナルを示すエリア(Ｙ軸)を示す2Dスキャッタグラムである。
【図２４】Ｔ細胞におけるCD40Lの分布を示す画像及び2Dスキャッタグラム。刺激なしの
場合(ａ)及び刺激ありの場合(ｃ)のＴ細胞の透過光像、蛍光画像及びそれらの重ね合わせ
画像(Merge)である。刺激なしの場合(ｂ)及び刺激ありの場合(ｄ)の、細胞の総蛍光シグ
ナル強度(Ｘ軸)及び蛍光シグナルを示すエリア(Ｙ軸)を示す2Dスキャッタグラムである。
【図２５】Ｔ細胞におけるOX40の分布を示す画像及び2Dスキャッタグラム。刺激なしの場
合(ａ)及び刺激ありの場合(ｃ)のＴ細胞の透過光像、蛍光画像及びそれらの重ね合わせ画
像(Merge)である。刺激なしの場合(ｂ)及び刺激ありの場合(ｄ)の、細胞の総蛍光シグナ
ル強度(Ｘ軸)及び蛍光シグナルを示すエリア(Ｙ軸)を示す2Dスキャッタグラムである。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明の一の態様は、免疫細胞の免疫刺激応答性を測定する方法に関する。この態様に
おいて、工程(i)及び(ii)は、免疫刺激因子の存在下で、測定対象の免疫細胞に、測定対
象の免疫細胞とは異なる物質との間で接触面を形成させることを含む。この実施形態にお
いて、測定対象の免疫細胞と免疫刺激因子とを接触させる工程(i)に続いて、測定対象の
免疫細胞に、前記物質との接触面を形成させる工程(ii)が行われてもよい。あるいは、前
記物質の表面に免疫刺激因子が存在する場合には、工程(i)と工程(ii)を同時に行っても
よい。この場合でも、厳密には、工程(i)の後に工程(ii)が行われている。工程(i)及び(i
i)を行うことにより、活性化した免疫細胞の上記接触面において免疫シナプスが形成され
る。
【００２２】
　工程(iii)では、形成した免疫シナプスを検出するために、上記の接触面を形成させた
免疫細胞に対して、接触面における表面抗原に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体
(以下、単に「捕捉体」ともいう)を接触させる。該捕捉体は、接触面における表面抗原の
うち、免疫シナプスを構成する分子と結合することが好ましい。工程(iii)を行うことに
より、免疫細胞において、免疫シナプスを構成する分子と、捕捉体との複合体が形成され
る。
【００２３】
　次いで、工程(iv)では、免疫細胞上の該複合体に含まれる捕捉体からの光学シグナルを
検出する。光学シグナルの検出手段は、特に限定されないが、個々の細胞について分析可
能な手段が好ましい。そのような光学シグナルの検出手段としては、例えばフローサイト
メーター及びイメージングサイトメーターなどが挙げられる。好ましい実施形態において
、工程(iv)は、フローサイトメーター又はイメージングサイトメーターを用いて、免疫細
胞の表面抗原に結合した捕捉体から生じた光学シグナルを検出する。
【００２４】
　後述の工程(v)では、接触面が解消された免疫細胞について免疫刺激応答性を判定する
ので、工程(vi)における光学シグナルの検出を行う前に、免疫細胞に対して、後述の接触
面を解消させる操作を行ってもよい。免疫細胞とは異なる物質として、後述の非生物材料
の物質(例えば容器、マルチウェルプレート、スライドなど)を用い、工程(iv)をフローサ
イトメーター又はイメージングサイトメーターを用いて行う場合、本実施形態の方法は、
接触面を解消させる工程を含むことが好ましい。必要に応じて、接触面の解消後、免疫細
胞を常法により固定してもよい。固定により、接触面が解消された免疫細胞において、表
面抗原の局在を維持できる。細胞の固定には、パラホルムアルデヒド、低級アルコールな
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どを含む固定液を用いることが好ましい。
【００２５】
　さらなる実施形態では、検出された光学シグナルに基づいて、免疫細胞が、接触面が解
消された免疫細胞であるか否かを判別してもよい。これにより、接触面が解消された免疫
細胞に由来する光学シグナルを抽出して、工程(v)の判定に用いることができる。例えば
、免疫細胞とは異なる物質として他家細胞を用いた場合、フローサイトメーターによる測
定では、接触面が解消された免疫細胞と、他家細胞との接触が維持された免疫細胞と間で
、細胞の大きさに関する光学シグナル(例えば前方散乱光の強度又はパルス幅)に差異が生
じる。イメージングサイトメーターによる測定では、撮像した細胞の画像から、接触面が
解消された免疫細胞と、他家細胞との接触が維持された免疫細胞とを区別できる。
【００２６】
　例示を目的として、本実施形態に係る工程(i)～(iii)を模式的に示した図１ａを参照す
る。図１ａは、免疫刺激因子として後述の免疫刺激抗体を用い、免疫細胞とは異なる物質
としてプレートを用いる例を示す。該プレートは、例えば、細胞培養に用いられる容器の
底面、マルチウェルプレートのウェル底面、顕微鏡観察に用いられるスライドの表面など
に相当する。図１ａでは、工程(i)において免疫細胞と免疫刺激抗体とを接触させる。こ
の例において、免疫刺激抗体は、免疫細胞の表面抗原の一種である共刺激分子に結合する
抗体である。工程(i)に続いて、工程(ii)では、免疫刺激抗体と接触した状態の免疫細胞
をプレートに接触させて、免疫細胞にプレートとの間の接触面を形成させる。工程(iii)
では、免疫細胞における共刺激分子を検出するために、工程(i)で用いた免疫刺激抗体に
対する二次抗体を用いる。この二次抗体は、光学シグナルを生じうる物質で標識されてい
る。この例では、工程(iii)において接触面は解消されているが、接触面が維持された状
態で免疫細胞と捕捉体とを接触させてもよい。なお、図１ａは、本発明の１つの実施形態
にかかる工程(i)～(iii)の例示であって、本発明はこれに限定されない。
【００２７】
　工程(v)において、工程(iv)で検出された光学シグナルに基づいて、接触面が解消され
た免疫細胞が、免疫刺激応答性を有するか否かを判定する。本実施形態において、工程(v
)は、検出された光学シグナルに基づいて、免疫細胞における表面抗原の分布を反映する
値を計測し、計測した値を閾値と比較することにより、免疫細胞が免疫刺激応答性を有す
るか否かを判定してもよい。ここで、表面抗原の分布を反映する値としては、例えば、捕
捉体が蛍光物質を含む場合、表面抗原に結合した捕捉体からの蛍光シグナルのパルス幅、
その蛍光パルスの高さ及びパルス面積などが挙げられる。
【００２８】
　捕捉体が蛍光物質を含む場合、工程(v)では、工程(iv)で検出した蛍光シグナルに基づ
いて蛍光画像を取得し、該蛍光画像に基づいて判定を行ってもよい。すなわち、蛍光画像
において、表面抗原の分布を反映する蛍光シグナルを示すエリアを計測して、計測した値
を閾値と比較することにより、免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する。本
明細書において、「蛍光シグナルを示すエリア」とは、蛍光画像において所定の閾値を超
える輝度値を示す画素(ピクセル)の数を意味する。この実施形態において、限定するもの
ではないが、前記エリアが閾値よりも小さい場合に、免疫細胞が免疫刺激応答性を有する
と判定してもよい。
【００２９】
　さらなる実施形態において、工程(v)は、前記エリア内の総蛍光シグナル強度、免疫細
胞のサイズ及びそのアスペクト比を含む群から選択される少なくとも１つをさらに計測し
、その計測した値を閾値と比較することを含んでもよい。本明細書において、前記エリア
の又は細胞の「総蛍光シグナル強度」は、蛍光画像において所定の閾値を超える輝度値を
示すエリア内の各ピクセルの輝度値の積分値を意味する。本明細書において、「細胞のサ
イズ」は、透過光画像において所定の閾値よりも低い輝度値を示す細胞膜の領域が検出さ
れ、検出された細胞膜で囲まれた細胞を反映した画像のピクセル数を意味する。本明細書
において、細胞の「アスペクト比」は、透過光画像における細胞粒子を反映する画像の縦
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と横の長さ(ピクセル数)の比を意味する。
【００３０】
　さらなる実施形態において、検出された光学シグナルに基づいた、免疫細胞が免疫刺激
応答性を有するか否かの判定は、蛍光シグナルのパルス幅、散乱光シグナルのパルス幅、
細胞あたりの蛍光シグナル領域を反映する値、及び細胞の大きさを反映する値から選択さ
れる少なくとも１つを計測し、その計測した値を閾値と比較することにより、免疫細胞が
免疫刺激応答性を有するか否かを判定することを含む。
【００３１】
　本明細書において、「免疫シナプス」は、免疫細胞と標的細胞との間の接触面において
該免疫細胞に形成される、免疫細胞活性化に役割を果たす部分とされる分子複合体を意味
する。この分子複合体は、受容体(例えば、Ｔ細胞受容体(TCR)又はNK細胞受容体)、該受
容体の補助因子(例えばCD3)、種々の共刺激分子(例えばCD28)、接着分子(例えばインテグ
リン)及びシグナル分子が集まって形成されることが知られている。
【００３２】
　本明細書において、「接触面」は、測定対象の免疫細胞と、測定対象の免疫細胞とは異
なる物質とが接触している領域を意味する。ここで、測定対象の免疫細胞と、測定対象の
免疫細胞とは異なる物質との接触は、測定対象の免疫細胞の表面上に存在する分子と、測
定対象の免疫細胞とは異なる物質の表面上に存在する分子との相互作用を介した間接的な
接触も含む。上述のとおり、本実施形態の方法では、接触面において免疫シナプスが形成
される。よって、免疫細胞上の接触面は、免疫シナプスが形成されている領域ともいえる
。接触面は、限定するものではないが、測定対象の免疫細胞が自己とは異なる物質に自発
的に接触することで形成されてもよい。あるいは、接触面は、測定対象の免疫細胞を、測
定対象の免疫細胞とは異なる物質に接触させることで形成されてもよい。
【００３３】
　本明細書において、「測定対象の免疫細胞」は、自己と非自己を識別し非自己を排除す
る機構を担う細胞種を意味する。測定対象の免疫細胞は、限定するものではないが、Ｔ細
胞、ナチュラルキラー(NK)細胞及びそれらの混合物であってよい。なお、抗原提示細胞は
、本明細書でいう測定対象の免疫細胞には含まれず、後述の「測定対象の免疫細胞とは異
なる物質」に含まれる。
【００３４】
　本明細書において、「測定対象の免疫細胞とは異なる物質」は、免疫細胞と接触した場
合に該免疫細胞に対して接触面を提供し得る物質をいう。測定対象の免疫細胞とは異なる
物質は、非生物材料であってもよいし、生物材料であってもよい。非生物材料である物質
は、限定するものではないが、容器、マルチウェルプレート、スライド、ビーズなどであ
ってよい。生物材料である物質は、限定するものではないが、他家細胞、抗原提示細胞、
癌細胞などであってよい。他家細胞、抗原提示細胞及び癌細胞は、株化細胞であってもよ
い。また、他家細胞及び癌細胞は、それらを含む組織の形態にあってもよい。「他家細胞
」は非自己の細胞であり、Ｔ細胞、ナチュラルキラー(NK)細胞及びそれらの混合物であっ
てもよい。
【００３５】
　本実施形態において、測定対象の免疫細胞と、測定対象の免疫細胞とは異なる物質とを
接触させる手法は、特に限定されない。例えば、測定対象の免疫細胞を、培地と共に容器
又はマルチウェルプレートのウェルに入れて沈降させることで接触させてもよい。この場
合、測定対象の免疫細胞を入れた容器又はマルチウェルプレートを遠心してもよい。また
、免疫細胞をスライド上に載せて接触させてもよい。さらなる実施形態において、測定対
象の免疫細胞とは異なる物質が、ビーズ、他家細胞、抗原提示細胞、癌細胞などの粒子の
形状にある場合、それらの物質を測定対象の免疫細胞に添加することにより接触させても
よい。接触面は、測定対象の免疫細胞と、測定対象の免疫細胞とは異なる物質とが接触し
た状態を維持することにより形成できる。接触状態を維持する時間としては、例えば２分
以上60分以下、好ましくは10分以上45分以下、より好ましくは20分以上40分以下、特に好
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ましくは30分間である。
【００３６】
　本明細書において、「表面抗原」は、細胞膜上に存在するタンパク質、糖鎖、脂質及び
それらの組み合わせである。表面抗原の種類は、表面抗原に結合可能な捕捉物質が存在す
るか、又はそのような捕捉物質を製造できるかぎり、特に限定されない。好ましい表面抗
原は、免疫細胞における免疫シナプスを構成する分子である。そのような分子としては、
例えば、TCRα/β、CD3、CD28、CD40L(CD40 ligand)、OX40、CTLA4(cytolytic T lymphoc
yte associated antigen-4)、PD-1(programmed cell death-1)及びICOS(inducible co-st
imulatory molecule)などが挙げられる。後述の共刺激分子も、免疫細胞の表面抗原の一
種である。
【００３７】
　本実施形態において、測定対象の免疫細胞は、Ｔ細胞及びNK細胞から選択される少なく
とも１種である。さらなる実施形態において、測定対象の免疫細胞はＴ細胞又はNK細胞で
ある。好ましい実施形態において、測定対象の免疫細胞はＴ細胞である。
【００３８】
　Ｔ細胞は、限定するものではないが、ヘルパーＴ細胞(「CD4+Ｔ細胞」とも称される)、
サプレッサーＴ細胞、制御性Ｔ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞(cytotoxic T lymphocyte(CTL)、
「CD8+Ｔ細胞」とも称される)などのエフェクターＴ細胞、ナイーブＴ細胞、及び遺伝子
改変された細胞であってよい。エフェクターＴ細胞は、限定するものではないが、インビ
ボ及びインビトロで活性化された細胞であってよい。これらのＴ細胞は、１種単独で用い
てもよく、又は２種以上を含むＴ細胞亜集団として用いてもよい。
【００３９】
　本実施形態において、測定対象の免疫細胞は、生物試料から調製してもよい。例えば、
血液(例えば末梢血及び臍帯血)又は骨髄液から、公知の細胞分離法により、免疫細胞を単
離してもよい。そのような細胞分離法としては、細胞の大きさ、凝集度及び／又は比重に
基づいて、細胞を含む生物試料から所望の細胞を分取する方法が挙げられる。例えば、市
販のセルソーターを用いれば、細胞の大きさ又は凝集度に基づいて細胞を分取できる。ま
た、比重勾配遠心法により、細胞の比重に基づいて細胞を分取できる。本実施形態では、
生物試料から単離した細胞を、常法にしたがって培養して増殖させてもよい。さらなる実
施形態において、免疫細胞は、生物試料、例えば血液(例えば末梢血及び臍帯血)又は骨髄
液の形態で用いられてよい。生物試料は、限定するものではないが、哺乳動物から、例え
ばヒト及び非ヒト哺乳動物(例えばイヌ、ネコなどのコンパニオン動物、ウマ、ウシなど
の家畜動物)から得られた試料であってよい。
【００４０】
　さらなる実施形態において、測定対象の免疫細胞は試料中に存在してよい。したがって
、この実施形態は、本発明の方法を、測定対象の免疫細胞を含む試料に対して実施する方
法を提供する。より具体的には、この実施形態は、(i)前記試料中の免疫細胞と免疫刺激
因子とを接触させる工程と、(ii)前記試料中の免疫細胞に、前記免疫細胞とは異なる物質
との接触面を形成させる工程と、(iii)前記試料中の免疫細胞と、接触面における表面抗
原に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体とを接触させる工程と、(iv)前記捕捉体か
ら生じた光学シグナルを検出する工程と、(v)検出した光学シグナルに基づいて、前記試
料中の接触面が解消された免疫細胞が免疫刺激応答性であるか否かを判定する工程とを含
む、免疫細胞を含む試料の免疫応答性を測定する方法を提供する。免疫細胞を含む試料は
、上記の生物試料であってもよい。
【００４１】
　この実施形態において、工程(v)では、工程(iv)で検出した光学シグナルに基づいて、
免疫細胞における、捕捉体が結合した表面抗原の分布を反映する値を計測し、計測した値
を閾値と比較することにより、前記免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定して
もよい。捕捉体が蛍光物質を含む場合、工程(v)では、工程(iv)で検出した蛍光シグナル
に基づいて蛍光画像を取得し、該蛍光画像に基づいて判定を行ってもよい。蛍光画像にお



(12) JP 2018-179709 A 2018.11.15

10

20

30

40

50

いて、表面抗原の分布を反映する蛍光シグナルを示すエリアを計測して、該エリアに基づ
いて、例えば、前記試料における免疫刺激応答性を有する細胞の割合を算出してもよい。
そして、その割合を、健常者由来の試料について標準化された免疫刺激応答性を有する免
疫細胞の割合と比較することで、判定を行ってもよい。例えば、その試料の前記割合が、
標準化された割合よりも高い値である場合、その試料は免疫応答性が高い又は免疫応答性
があると判定されてよい。
【００４２】
　本明細書中において、免疫細胞に対する「免疫刺激」は、免疫細胞と免疫刺激因子とを
接触させること、及び該免疫細胞に、免疫細胞とは異なる物質との接触面を形成させるこ
とを含む。本実施形態では、免疫刺激は、免疫細胞と免疫刺激因子単独とを接触させるこ
とにより行ってもよい。さらなる実施形態では、免疫刺激は、免疫細胞と、前記物質上に
存在する免疫刺激因子と接触させることにより行ってもよい。この場合、免疫細胞は、免
疫刺激因子と接触すると同時に、前記物質にも接触する。
【００４３】
　本明細書において、「免疫刺激因子」は、免疫細胞に作用して該免疫細胞の活性化を誘
導し得る物質を意味する。免疫細胞の活性化は、例えば、免疫細胞の増殖、その運動性の
亢進又はサイトカイン分泌を意味する。免疫刺激因子は、限定するものではないが、免疫
刺激抗体、免疫刺激ペプチド、主要組織適合性分子(Major histocompatibility molecule
(MHC分子))、ならびに他家細胞、抗原提示細胞及び癌細胞上に存在する各種免疫刺激因子
であってよい。免疫刺激因子は、１種単独で又は２種以上を組み合わせてもよく、あるい
は免疫刺激因子単体又は他の物質もしくは物質との複合体の形態で用いられてもよい。免
疫刺激因子は、例えば、MHC分子と抗原ペプチドの複合体の形態、ビーズ、容器などの非
生物材料上に固定された形態、抗原提示細胞上に提示された形態であってもよい。
【００４４】
　本実施形態において、免疫刺激因子は、免疫刺激抗体、免疫刺激ペプチド、MHC分子、
及びMHC分子と抗原ペプチドの複合体から選択される少なくとも１種である。さらなる実
施形態において、免疫刺激因子は、免疫刺激抗体、免疫刺激ペプチド、MHC分子、又はMHC
分子と抗原ペプチドの複合体であってよい。特定の実施形態において、免疫刺激因子は免
疫刺激抗体である。
【００４５】
　本明細書において、「免疫刺激抗体」は、免疫細胞を特異的に刺激して、免疫細胞の活
性化を誘導し得る抗体を意味する。免疫刺激抗体は、限定するものではないが、抗TCRα/
β抗体、抗CD3抗体、抗CD40L抗体、抗OX40抗体、抗CD2抗体、抗CD28抗体、抗CD137抗体、
抗CTLA4抗体、抗PD-1抗体、抗ICOS抗体及び抗インテグリン抗体(抗CD2抗体)であってよい
。これらの免疫刺激抗体は１種単独で又は２種以上を組み合わせて用いてもよい。免疫刺
激抗体は、抗体単体で又は他の物質、例えばビーズ、マルチウェルプレート、スライド、
容器などの非生物材料上に固相化された状態で用いられてもよい。
【００４６】
　１つの実施形態において、免疫刺激抗体は、抗TCRα/β抗体、抗CD3抗体、抗CD40L抗体
、抗OX40抗体、抗CD2抗体、抗CD28抗体、抗CD137抗体、抗CTLA4抗体、抗PD-1抗体、抗ICO
S抗体及び抗インテグリン抗体(抗CD2抗体)から選択される少なくとも１種である。さらな
る実施形態において、免疫刺激抗体は、抗CD3抗体及び抗CD28抗体から選択される少なく
とも１種である。特定の実施形態において、免疫刺激抗体は、抗CD3抗体及び抗CD28抗体
である。
【００４７】
　抗体は、特に限定しない限り、モノクローナル抗体及びポリクローナル抗体のいずれで
あってもよい。また、抗体は、抗体フラグメント、一本鎖抗体及びそれらの誘導体であっ
てもよい。
【００４８】
　本明細書において、「免疫刺激ペプチド」は、免疫細胞を刺激して、免疫細胞の活性化
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を誘導し得るペプチドを意味する。免疫刺激ペプチドは、例えば抗原ペプチド(結核菌の
抗原ペプチドなど)である。
【００４９】
　本実施形態において、免疫刺激ペプチドは、抗原ペプチドである。抗原ペプチドは、１
種単独で又は２種以上を組み合わせて用いてもよい。特定の実施形態において、抗原ペプ
チドは、MHC分子上に提示されたMHC分子との複合体の形態で用いられてもよい。
【００５０】
　本明細書において、「主要組織適合性分子(MHC分子)」は、臓器、組織及び細胞の同種
移植に際し、最も強い拒絶反応をひき起こすアロ抗原性を担う分子を意味する。ヒトでは
HLA分子、マウスではH-2分子がMHC分子に相当する。MHC分子には、クラスＩ分子とクラス
II分子がある。MHCクラスＩ分子は、ほとんどすべての有核細胞上に発現し、細胞内で産
生されるペプチドと複合体を形成し、これをCTL(CD8陽性Ｔ細胞)の受容体に提示する。MH
CクラスII分子は、マクロファージ、Ｂ細胞などのいわゆる抗原提示細胞上にのみ発現し
、外来抗原由来のペプチドをヘルパーＴ細胞(CD4陽性Ｔ細胞)の受容体に提示する。
【００５１】
　本実施形態において、免疫刺激因子が、MHC分子又はMHC分子と抗原ペプチドの複合体で
ある場合、該MHC分子は、MHCクラスＩ分子及びMHCクラスII分子のいずれであってもよい
。MHC分子又はMHC分子と抗原ペプチドの複合体は、例えば、抗原提示細胞、癌細胞などの
細胞膜に存在する形態で用いられてよい。
【００５２】
　本明細書において、「表面抗原に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体」は、免疫
細胞の表面抗原に結合する物質と、光学シグナルを生じうる物質とを含む。表面抗原に結
合する物質としては、限定するものではないが、免疫細胞の表面抗原に結合する抗体、抗
体フラグメント、一本鎖抗体、アプタマーなどが例示される。本実施形態において、捕捉
体は、光学シグナルを生じるうる物質と、表面抗原に結合する抗体、抗体フラグメント、
一本鎖抗体又はアプタマーとを含む。
【００５３】
　表面抗原に結合する物質は、表面抗原に直接的に結合してもよく、又は表面抗原に間接
的に結合してもよい。本明細書において、「表面抗原に間接的に結合する」とは、一又は
複数の分子を介して表面抗原に結合することを意味する。表面抗原に間接的に結合する物
質は、限定するものではないが、表面抗原に結合した他の物質に結合する。即ち、表面抗
原に間接的に結合する物質は、該他の物質を介して表面抗原に間接的に結合する。
【００５４】
　光学シグナルを生じうる物質としては、限定するものではないが、蛍光物質が例示され
る。蛍光物質としては、公知の蛍光色素、蛍光タンパク質などを特に制限なく用いること
ができる。光学シグナルを生じうる物質は、限定するものではないが、表面抗原に結合す
る捕捉体に化学的に結合されてよい。そのような捕捉体としては、例えば、表面抗原に直
接結合する蛍光標識抗体などが挙げられる(図1ｂ及びｃの捕捉体を参照)。
【００５５】
　本実施形態において、表面抗原に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体は、表面抗
原に直接的に結合する物質と、光学シグナルを生じうる物質とを含む。この実施形態にお
いて、捕捉体は、限定するものではないが、表面抗原に直接的に結合する抗体、抗体フラ
グメント、一本鎖抗体、又はアプタマーであって、光学シグナルを生じうる物質が結合さ
れたものであってよい。
【００５６】
　あるいは、捕捉体は、表面抗原に間接的に結合する物質と、光学シグナルを生じうる物
質とを含んでもよい。この実施形態において、捕捉体は、表面抗原に結合した他の物質に
結合する抗体、抗体フラグメント、一本鎖抗体、又はアプタマーであって、光学シグナル
を生じうる物質が結合されたものであってよい。限定するものではないが、たとえば、表
面抗原に特異的に結合する抗体を、表面抗原に対して一次抗体として結合させ、次いで、
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該一次抗体に特異的に結合する抗体を二次抗体として結合させる。ここで、光学シグナル
を生じうる物質は、該二次抗体に結合されている。この例において、二次抗体が、表面抗
原に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体となる(図1ａの捕捉体を参照)。また、一
次抗体は、免疫刺激抗体であってもよい。
【００５７】
　上記の捕捉体が結合する表面抗原は、免疫細胞の共刺激分子であってもよい。本明細書
において、「共刺激分子」は、免疫細胞が活性化するに際してＴ細胞受容体(TCR)を介し
た抗原特異的なシグナルに加えて、Ｔ細胞を活性化するための補助シグナルをＴ細胞に与
え得るＴ細胞に存在する物質を意味する。本明細書において、「共刺激分子」は、NK細胞
に存在する場合、NK細胞の活性化受容体を介した標的細胞のリガンド特異的なシグナルに
加えて、NK細胞を活性化するための補助シグナルをNK細胞に与え得る物質を包含する。共
刺激分子は、限定するものではないが、CD28、OX40、CD40L、CTLA4、PD-1及びICOSであっ
てよい。
【００５８】
　本実施形態において、免疫細胞とは異なる物質は、生物材料、例えば他家細胞、抗原提
示細胞、及び癌細胞から選択される少なくとも１種である。さらなる実施形態において、
免疫細胞とは異なる物質は、他家細胞、抗原提示細胞又は癌細胞である。特定の実施形態
において、免疫細胞とは異なる物質は、他家細胞である。特定の実施形態において、免疫
細胞とは異なる物質は、抗原提示細胞である。特定の実施形態において、免疫細胞とは異
なる物質は、癌細胞である。
【００５９】
　免疫細胞とは異なる物質として、他家細胞、抗原提示細胞、癌細胞などの免疫細胞以外
の細胞を用いる場合、工程(i)における免疫刺激因子は、前記細胞上に存在するMHC分子な
どの各種免疫刺激因子である。例えば、免疫細胞と異なる物質が他家細胞の場合、限定す
るものではないが、免疫刺激因子は、少なくともMHC分子を含む。免疫細胞と異なる物質
が抗原提示細胞の場合、限定するものではないが、免疫刺激因子は、少なくともMHCクラ
スII分子と抗原ペプチドの複合体を含む。免疫細胞と異なる物質が癌細胞の場合、限定す
るものではないが、免疫刺激因子は、少なくともMHCクラスＩ分子と癌抗原ペプチドの複
合体を含む。
【００６０】
　工程(i)は、免疫細胞と、他家細胞、抗原提示細胞及び癌細胞から選択される少なくと
も１種の免疫細胞とは異なる物質とを接触させることで、前記免疫細胞と前記物質上の免
疫刺激因子とを接触させることを含む。工程(ii)は、工程(i)で接触させた免疫細胞と前
記物質との接触状態を維持することで、前記免疫細胞に、前記物質との接触面を形成させ
ることを含む。
【００６１】
　本実施形態において、免疫細胞とは異なる物質は、非生物材料、例えば、ライフサイエ
ンス分野において通常用いられる器具が好ましい。そのような器具としては、容器、マル
チウェルプレート、スライド、又はビーズなどが挙げられる。容器としては、例えばディ
ッシュ、ボトル、チューブなどが挙げられる。この実施形態によれば、前記物質は非生物
材料であるため、前記物質として生物材料を用いる場合に比べて、取り扱いが容易であり
、また長期保管が可能である等の産業上の利点を有する。特定の実施形態において、前記
物質である容器、マルチウェルプレート、スライド又はビーズは、免疫刺激因子をその表
面に含んでいる。例えば、免疫刺激因子が免疫刺激抗体である場合、容器、マルチウェル
プレート、スライド又はビーズの表面に該抗体を固相化してもよい。あるいは、前記物質
である容器、マルチウェルプレート、スライド又はビーズは、免疫刺激因子をその表面に
含んでいない。
【００６２】
　本実施形態において、工程(i)において、免疫刺激因子と免疫細胞とを接触させた後に
、工程(ii)における前記免疫細胞とは異なる物質は、その表面にさらなる免疫刺激因子を
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含んでいてもよい。この実施形態では、付加的な免疫刺激を目的として、工程(i)の免疫
刺激因子と同種又は異種の免疫刺激因子を、その表面に有する物質を工程(ii)に用いても
よい。例えば、工程(i)において、免疫刺激因子として、共刺激分子に対する抗体を用い
、工程(ii)において、免疫細胞とは異なる物質として、抗CD3抗体をウェル表面に固相化
したマルチウェルプレートを用いることができる。あるいは、工程(ii)における前記物質
は、その表面にさらなる免疫刺激因子を含まなくてもよい。
【００６３】
　本実施形態において、工程(i)の免疫刺激因子として免疫刺激抗体を用いる場合、この
免疫刺激因子は、工程(iii)の捕捉体として共用されてよい。この実施形態において、免
疫刺激因子は、例えば、抗CD28抗体、抗CD3抗体、抗CD40L抗体、抗OX40抗体、抗CTLA4抗
体、抗PD-1抗体、抗ICOS抗体、それらの抗体フラグメント、一本鎖抗体、及びそれらの１
種以上の組み合わせに、光学シグナルを生じうる物質が標識された複合体であってよい。
そのような標識された免疫刺激抗体を用いれば、工程(i)での免疫細胞への免疫刺激と、
工程(iii)での該免疫細胞の表面抗原の捕捉とを同時に行うことができる。
【００６４】
　したがって、本発明のさらなる実施形態は、(i)免疫細胞と免疫刺激因子とを接触させ
る工程と、(ii)免疫細胞に、前記免疫細胞とは異なる物質との接触面を形成させる工程と
、(iv)前記捕捉体から生じた光学シグナルを検出する工程と、(v)検出した光学シグナル
に基づいて、前記免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する工程とを含み、前
記免疫刺激因子が、光学シグナルを生じうる物質で標識された免疫刺激抗体である、免疫
細胞の免疫刺激応答性を測定する方法を提供する。この実施形態によれば、免疫刺激因子
が、免疫細胞における表面抗原に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体としての役割
も果たすので、試薬の数及び工程数を削減できる。このため、この実施形態はコスト面及
び労力の面での利点を有する。
【００６５】
　本実施形態において、工程(i)の免疫刺激因子は、工程(ii)における免疫細胞とは異な
る物質上に存在してもよい。この実施形態において、免疫刺激因子は、免疫刺激抗体、免
疫刺激ペプチド、MHC分子などの分子、又はMHC分子と抗原ペプチドなどの複合体であるこ
とが好ましい。前記免疫刺激因子は、限定するものではないが、容器、マルチウェルプレ
ート、スライド又はビーズ上に固相化されていてよい。例えば、免疫刺激因子が、免疫刺
激抗体又は免疫刺激ペプチドである場合、固相化の態様は特に限定されず、例えば物理的
吸着であってもよい。あるいは、免疫刺激因子をビオチンで修飾し、免疫細胞とは異なる
物質の表面にアビジン(又はストレプトアビジン)を固定すれば、ビオチンとアビジン(又
はストレプトアビジン)との結合を介して、免疫刺激因子を前記物質に固相化できる。ま
た、免疫刺激因子が、他家細胞、抗原提示細胞、癌細胞などが有するMHC分子、又はMHC分
子と抗原ペプチドなどの複合体である場合、該細胞を、容器、マルチウェルプレート、ス
ライド又はビーズに接着又は堆積させてもよい。この実施形態において、前記物質上の免
疫刺激因子は、免疫細胞と接触して、前記免疫細胞の活性化を誘導し得る。この実施形態
によれば、工程(i)は、免疫細胞と、免疫刺激因子を表面に固相化した前記物質とを接触
させることで、前記免疫細胞と前記物質上の免疫刺激因子とを接触させることを含む。工
程(ii)は、工程(i)で接触させた前記免疫細胞と前記物質との接触状態を維持することで
、前記免疫細胞に、前記物質との接触面を形成させることができる。
【００６６】
　したがって、本発明のさらなる実施形態は、(i)免疫細胞と、前記免疫細胞とは異なる
物質上の免疫刺激因子とを接触させる工程と、(ii)免疫細胞に、前記物質との接触面を形
成させる工程と、(iii)前記免疫細胞と、表面抗原に結合し且つ光学シグナルを生じうる
捕捉体とを接触させる工程と、(iv)前記捕捉体から生じた光学シグナルを検出する工程と
、(v)検出した光学シグナルに基づき、接触面が解消された前記免疫細胞が免疫刺激応答
性を有するか否かを判定する工程とを含む、免疫細胞の免疫刺激応答性を測定する方法を
提供する。この実施形態によれば、免疫細胞を、免疫刺激因子を表面に固相化した物質と
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接触させるだけで、工程(i)及び工程(ii)を実質的に同時に行うことができる。したがっ
て、この実施形態は、工程数を削減できるという利点を有する。
【００６７】
　図１ｂは、上記の実施形態に関する工程(i)～(iii)を模式的に示した図である。図１ｂ
において、免疫刺激因子は免疫刺激抗体であり、免疫細胞とは異なる物質はプレートであ
り、免疫刺激抗体はプレート上に固相化されていることを示す。図１ｂに示されるように
、免疫細胞と、免疫刺激抗体が固相化されたプレートとを接触させることにより、該抗体
による免疫刺激(工程(i))と、接触面の形成(工程(ii))とを実質的に同時に行うことがで
きる。次いで、工程(iii)では、表面抗原に直接的に結合し且つ光学シグナルを生じうる
捕捉体を、免疫細胞上の免疫シナプスに結合させる。この例では、工程(iii)において接
触面は解消されているが、接触面が維持された状態で免疫細胞と捕捉体とを接触させても
よい。図１ｂは、本発明の１つの実施形態にかかる工程(i)～(iii)の例示であって、本発
明はこれに限定されない。
【００６８】
　さらなる実施形態において、免疫刺激因子は、限定するものではないが、ビーズ上に固
相化されてもよい。例えば、免疫刺激抗体が固相化されたビーズを用いれば、免疫細胞の
刺激と、免疫細胞の単離とを同時に行うことができる。免疫細胞が生物試料に含まれる場
合、該試料に上記のビーズを添加すると、該試料中の免疫細胞は、免疫刺激抗体によりビ
ーズに捕捉される。そして、ビーズを含む生物試料を遠心分離することにより、該試料か
ら免疫細胞を分離できる。ビーズが磁性ビーズであれば、ビーズを含む生物試料を磁気分
離してもよい。このとき、分離された免疫細胞は、ビーズ上の免疫刺激抗体により免疫刺
激されている。この実施形態では、免疫細胞と上記ビーズとの接触面が測定前及び測定中
に解消されてもよい。
【００６９】
　図１ｃは、上記の実施形態に関する工程(i)～(iii)を模式的に示した図である。図１ｃ
において、免疫刺激因子は免疫刺激抗体であり、免疫細胞とは異なる物質はビーズであり
、免疫刺激抗体はビーズ上に固相化されていることを示す。図１ｃに示されるように、免
疫細胞と、免疫刺激抗体が固相化されたビーズとを接触させることにより、該抗体による
免疫刺激(工程(i))と、接触面の形成(工程(ii))とを実質的に同時に行うことができる。
次いで、工程(iii)では、表面抗原に直接的に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体
を、免疫細胞上の免疫シナプスに結合させる。この例では、工程(iii)において接触面は
解消されていないが、接触面が解消された免疫細胞と捕捉体とを接触させてもよい。図１
ｃは、本発明の１つの実施形態にかかる工程(i)～(iii)の例示であって、本発明はこれに
限定されない。
【００７０】
　本明細書において、「接触面が解消された免疫細胞」は、免疫細胞と、免疫細胞とは異
なる物質との間で形成された接触領域が消失した状態にある免疫細胞を意味する。すなわ
ち、免疫細胞が、免疫細胞とは異なる物質から分離した状態にあることを意味する。接触
面を解消させる手法としては、限定するものではないが、免疫細胞及び培養液等を含む容
器に対するピペッティング、タッピング、攪拌、振盪、超音波処理などの物理的処理、界
面活性剤などの化学薬品を用いる化学的処理、及び酵素などの生化学品を用いる生化学的
処理であってよい。
【００７１】
　好ましい実施形態において、接触面は、ピペッティング、タッピング、攪拌、振盪、超
音波処理などの物理的処理により解消させる。特定の実施形態において、前記手法はピペ
ッティングである。本実施形態において、接触面を解消させた場合、工程(iv)は、フロー
サイトメーターを用いて捕捉体から生じた光学シグナルを検出してもよい。
【００７２】
　本明細書において「フローサイトメーター」は、水流中の細胞に励起光を照射し、個々
の細胞から発せられる蛍光や散乱光を測定することで、細胞集団中の個々の細胞の大きさ
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や膜タンパク質の発現量の分布を測定するための測定装置を意味する。フローサイトメー
ターは、一般に、一般的な蛍光顕微鏡観察と比べ、短時間に多くの細胞数を客観的に測定
でき(最大数万細胞／秒)、高感度に定量的な測定が可能で同時に多重パラメータを取得で
きる等の利点を有する。本明細書において、フローサイトメーターは、細胞を個別に測定
できるように液中に細胞を整列させた状態での、細胞測定を可能にする流路系を有する。
そのような流路系はフローセルと呼ばれる流体力学に基づいた部品により実現されてよい
。フローセルは、一般的に、試料液の流れ(sample flow)を包むようなシース液の流れ(sh
eath flow)を利用した流体力学的絞込み(hydrodynamic focusing)により実現されるが、
これに限定されるものではない。例えば、マイクロキャピラリーや音響絞込み(acoustic 
focusing)により実現されてもよい。
【００７３】
　本発明において、フローサイトメーターは、市販品を特に制限なく使用することができ
る。本明細書において、フローサイトメーターは、カメラを利用した撮像部を備え、液中
を流れる細胞の画像を取得可能な、いわゆる「イメージングフローサイトメーター」を含
む。実施形態１で後述するように、イメージングフローサイトメーターによれば、撮像さ
れた細胞の画像に基づいて、細胞のサイズやアスペクト比を含む多重パラメータを得るこ
とができる。本明細書において、フローサイトメーターは、イメージングフローサイトメ
ーター又は撮像を行わないフローサイトメーターの両方を含む。好ましい実施形態におい
て、フローサイトメーターは、イメージングフローサイトメーターである。本発明におい
て、フローサイトメーターは市販品であっても特に制限なく使用できる。
【００７４】
　本実施形態において、工程(iv)は、免疫細胞とは異なる物質が、他家細胞、抗原提示細
胞、及び癌細胞から選択される少なくとも１種であるか、又はビーズである場合、免疫細
胞と、免疫細胞とは異なる物質と、捕捉体との複合体を、フローサイトメーター又はイメ
ージングサイトメーターで測定して、該複合体中の捕捉体から生じた光学シグナルを取得
してもよい。あるいは、免疫細胞とは異なる物質が、容器、マルチウェルプレート又はス
ライドである場合、免疫細胞と、免疫細胞とは異なる物質との接触面を解消させ、免疫細
胞と捕捉体との複合体を、フローサイトメーター又はイメージングサイトメーターで測定
して、該複合体中の捕捉体から生じた光学シグナルを取得してもよい。
【００７５】
　本明細書において「イメージングサイトメーター」は、短時間(数秒から数分)に多数(
数千個から数百万個)の細胞個々の蛍光イメージや、散乱光、透過光イメージを取得して
、定量測定できる統計的に精度の高い細胞測定装置を意味する。細胞画像処理にて、１個
の細胞毎の情報を抽出できる測定装置である。本発明において、イメージングサイトメー
ターは市販品を特に制限なく使用できる。
【００７６】
　さらなる実施形態において、対象における免疫系の活性化状態を評価する方法が提供さ
れる。この実施形態において、上記した本発明を、前記対象から得られた免疫細胞を含む
生物試料に対して実施する工程を含む。すなわち、この実施形態の評価方法は、(i)生物
試料中の免疫細胞と免疫刺激因子とを接触させる工程と、(ii)生物試料中の免疫細胞に、
前記免疫細胞とは異なる物質との接触面を形成させる工程と、(iii)生物試料中の免疫細
胞と、免疫細胞における表面抗原に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体とを接触さ
せる工程と、(iv)前記捕捉体から生じた光学シグナルを検出する工程と、(v)検出した光
学シグナルに基づいて、前記試料が免疫刺激応答性であるか否かを判定する工程を含む。
【００７７】
　さらに、この実施形態の評価方法は、捕捉体が蛍光物質を含み、工程(v)において、工
程(iv)で検出した蛍光シグナルに基づいて蛍光画像を取得し、該蛍光画像に基づいて判定
を行ってもよい。蛍光画像において、表面抗原の分布を反映する蛍光シグナルを示すエリ
アを計測して、該エリアに基づいて、例えば、前記生物試料における免疫刺激応答性を有
する免疫細胞の割合を算出してもよい。そして、その割合を、健常者由来の生物試料につ
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いて標準化された免疫刺激応答性を有する免疫細胞の割合と比較することで、判定を行っ
てもよい。この実施形態において、例えば、その試料の前記割合が、標準化された割合よ
りも高い値である場合、その試料は免疫応答性が高い又は免疫応答性があると判定されて
よい。あるいは、この評価方法では、対象から得られた免疫細胞を含む生物試料における
免疫刺激応答性を有する免疫細胞の割合と、同一の対象由来の従前の生物試料についての
割合と比較してもよい。例えば、その試料の前記割合が、従前の割合よりも高い値である
場合、その対象の免疫応答性が向上した又は免疫応答性があると判定されてよい。
【００７８】
　本発明の他の態様は、免疫細胞における共刺激分子に結合し且つ光学シグナルを生じう
る捕捉体を用いる、免疫細胞の免疫刺激応答性を測定する方法に関する。
【００７９】
　この態様の方法では、捕捉体として、免疫細胞における共刺激分子に結合し且つ光学シ
グナルを生じうる捕捉体を用いることを除いて、上述した態様の方法で述べたことと同様
である。捕捉体が結合する共刺激分子としては、例えば、CD28、OX40、CD40L、CTLA4、PD
-1及びICOSが挙げられる。
【００８０】
　本発明の他の態様は、免疫細胞の活性化状態を分析するための細胞分析装置に関する。
本発明のこの態様に係る実施形態について、添付する図面を参照しつつ説明する。なお、
以下の説明はすべて例示であって制限的なものではなく、添付する特許請求の範囲に記載
の発明をいかようにも限定するものではない。
【００８１】
＜細胞分析装置の実施形態１＞
　図２を参照して、細胞分析装置１は、測定装置２と情報処理装置３を備える。測定装置
２は、免疫細胞の表面抗原に結合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体と、免疫細胞との
複合体を含む試料を、フローサイトメーターにより光学的に測定する。情報処理装置３は
、測定装置２による測定結果を解析し、解析結果を表示部３２０に表示する。
【００８２】
　図３を参照して、測定装置２は、導入部２０１と、撮像部２０３と、信号処理部２１０
と、ＣＰＵ２０４と、通信インターフェース２０５と、メモリ２０６とを有する。信号処
理部２１０は、アナログ信号処理部２１１と、Ａ／Ｄコンバータ２１２と、デジタル信号
処理部２１３と、メモリ２１４とを有する。
【００８３】
　この実施形態において、導入部２０１は、容器とポンプ(図示せず)を備えている。容器
中の試料は、ポンプにより、シース液と共に撮像部２０３のフローセル２０３ｃ(図４参
照)に供給される。導入部２０１は、ＣＰＵ２０４の指示に従って、撮像部２０３に試料
を供給する。実施形態１において、測定試料は、ヒト末梢血由来のクローンＴ細胞に抗CD
28抗体との接触を含む免疫刺激を与えた後に、細胞を固定化して、前記抗CD28抗体に結合
するフィコエリトリン(PE)標識抗マウスIgG抗体を用いて２次染色した複合体を用いる。
【００８４】
　撮像部２０３は、導入部２０１から供給された試料に対してレーザー光を照射し、複合
体を撮像し、生成された透過光画像と蛍光画像の画像情報を電気信号としてアナログ信号
処理部２１１に出力する。アナログ信号処理部２１１は、ＣＰＵ２０４の指示に従って、
撮像部２０３から出力された電気信号を増幅し、Ａ／Ｄコンバータ２１２に出力する。
【００８５】
　Ａ／Ｄコンバータ２１２は、アナログ信号処理部２１１によって増幅された電気信号を
デジタル信号に変換し、デジタル信号処理部２１３に出力する。デジタル信号処理部２１
３は、ＣＰＵ２０４の指示に従って、Ａ／Ｄコンバータ２１２から出力されるデジタル信
号に対して所定の信号処理を施し、測定データが生成される。生成された測定データはメ
モリ２１４に格納される。
【００８６】
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　メモリ２１４に格納された測定データは、フローセル２０３ｃを複合体が通過した際に
生じた透過光及び蛍光に基づく透過光画像及び蛍光画像を含む。
【００８７】
　ＣＰＵ２０４は、メモリ２１４に格納された測定データを通信インターフェース２０５
に出力する。ＣＰＵ２０４は、通信インターフェース２０５を介して情報処理装置３から
制御信号を受信し、その制御信号に従って測定装置２の各部を制御する。
【００８８】
　通信インターフェース２０５は、ＣＰＵ２０４から出力された測定データを情報処理装
置３に送信し、情報処理装置３から出力される制御信号を受信する。メモリ２０６は、Ｃ
ＰＵ２０４の作業領域として用いられる。
【００８９】
　図４を参照して、撮像部２０３は、光源２０３ａ、２０３ｂと、フローセル２０３ｃと
、集光レンズ２０３ｄ、２０３ｅと、対物レンズ２０３ｆと、光学ユニット２０３ｇと、
集光レンズ２０３ｈと、カメラ２０３ｉとを備えている。
【００９０】
　この実施形態において、光源２０３ａは、半導体レーザー光源である。光源２０３ａか
ら照射される光は、波長λ１のレーザー光である。集光レンズ２０３ｄは、光源２０３ａ
から照射された光を集光してフローセル２０３ｃ中の試料に導く。光源２０３ａから照射
された波長λ１の光は、フローセル２０３ｃの内部を通過する試料に照射され、これによ
り、免疫細胞から波長λ１の透過光が生じる。
【００９１】
　光源２０３ｂは、半導体レーザー光源である。光源２０３ｂから照射される光は、波長
λ２のレーザー光である。この実施形態において、波長λ２は約488 nmである。集光レン
ズ２０３ｅは、光源２０３ｂから照射された光を集光して、フローセル２０３ｃ中の試料
に導く。光源２０３ｂから照射された波長λ２の光は、フローセル２０３ｃの内部を通過
する試料に照射され、これによりPEから波長λ３の蛍光が生じる。
【００９２】
　対物レンズ２０３ｆは、波長λ１の透過光と波長λ３の蛍光を集光する。光学ユニット
２０３ｇは、２枚のダイクロイックミラーが組み合わせられた構成を有する。光学ユニッ
ト２０３ｇの２枚のダイクロイックミラーは、波長λ１の透過光及び波長λ３の蛍光を、
互いに異なる角度で反射し、後述するカメラ２０３ｉの受光面２０３ｉａ(図５参照)上に
おいて分離される。集光レンズ２０３ｈは、波長λ１の透過光及び波長λ３の蛍光を集光
する。カメラ２０３ｉは、波長λ１の透過光及び波長λ３の蛍光を受光して、フローセル
２０３ｃ中の試料の画像情報を電気信号として、アナログ信号処理部２１１に出力する。
カメラ２０３ｉは、TDI(Time Delay Integration)カメラであってよい。TDIカメラであれ
ば、より精度の高い画像情報を取得できる。
【００９３】
　図５に示すように、カメラ２０３ｉは、受光面２０３ｉａ上の受光領域２０３ｉｂ、２
０３ｉｃにおいて、それぞれ、波長λ１の透過光及び波長λ３の蛍光を受光する。受光面
２０３ｉａは、カメラ２０３ｉに配されたＣＭＯＳイメージセンサ等の撮像素子の受光面
である。受光面２０３ｉａに照射される光の位置は、試料がフローセル２０３ｃの移動に
合わせて、矢印で示すように、それぞれ受光領域２０３ｉｂ、２０３ｉｃ内で移動する。
このように、光学ユニット２０３ｇによって、２つの光が受光面２０３ｉａ上において分
離されるため、ＣＰＵ２０４は、カメラ２０３ｉが出力する画像信号から各光に対応する
信号を抽出できる。
【００９４】
　図６を参照して、情報処理装置３は、本体３００と、入力部３１０と、表示部３２０か
ら構成される。本体３００は、ＣＰＵ３０１と、ＲＯＭ３０２と、ＲＡＭ３０３と、ハー
ドディスク３０４と、読出装置３０５と、入出力インターフェース３０６と、画像出力イ
ンターフェース３０７と、通信インターフェース３０８とを有する。



(20) JP 2018-179709 A 2018.11.15

10

20

30

40

50

【００９５】
　ＣＰＵ３０１は、ＲＯＭ３０２に格納されているコンピュータプログラム及びＲＡＭ３
０３にロードされたコンピュータプログラムを実行する。ＲＡＭ３０３は、ＲＯＭ３０２
及びハードディスク３０４に記録されているコンピュータプログラムの読み出しに用いら
れる。ＲＡＭ３０３は、これらのコンピュータプログラムを実行するときに、ＣＰＵ３０
１の作業領域としても利用される。
【００９６】
　ハードディスク３０４には、オペレーティングシステム及びアプリケーションプログラ
ムなど、ＣＰＵ３０１に実行させるための種々のコンピュータプログラム及びコンピュー
タプログラムの実行に用いられるデータが格納されている。また、ハードディスク３０４
には、測定装置２から受信した測定データが格納されている。
【００９７】
　ハードディスク３０４には、測定データに基づいて試料に含まれる免疫細胞の数、細胞
のサイズ、アスペクト比、蛍光シグナルを示すエリア、前記エリア内の総蛍光シグナル強
度などを含む解析用パラメータを計測し、試料についての解析を行うためのプログラムや
、解析結果を表示部３２０に表示させる表示プログラムが格納されている。これらプログ
ラムが格納されることで、後述の解析処理や表示処理が行われる。すなわち、ＣＰＵ３０
１は、前記プログラムにより、後述する図７ｂの処理を実行する機能が付与されている。
【００９８】
　読出装置３０５は、ＣＤドライブ、ＤＶＤドライブ等によって構成される。読出装置３
０５は、ＣＤ、ＤＶＤなどの記録媒体に記録されたコンピュータプログラム及びデータを
読み出すことができる。
【００９９】
　入出力インターフェース３０６には、マウス、キーボードなどで構成される入力部３１
０が接続されており、ユーザが入力部３１０を使用して、情報処理装置３に対する指示を
入力する。画像出力インターフェース３０７は、ディスプレイ等で構成される表示部３２
０に接続されており、画像データに応じた映像信号を、表示部３２０に出力する。表示部
３２０は、入力された映像信号をもとに、画像を表示する。
【０１００】
　情報処理装置３は、通信インターフェース３０８により測定装置２から送信された測定
データの受信が可能となる。受信された測定データは、ハードディスク３０４に格納され
る。
【０１０１】
　図７は、測定装置２のＣＰＵ２０４と情報処理装置３のＣＰＵ３０１の制御を示すフロ
ーチャートである。図７ａは、測定装置２のＣＰＵ２０４による制御処理を示すフローチ
ャートであり、図７ｂは、情報処理装置３のＣＰＵ３０１による制御処理を示すフローチ
ャートである。
【０１０２】
　情報処理装置３のＣＰＵ３０１の制御処理に関して、図７ｂを参照する。ＣＰＵ３０１
は、入力部３１０を介してユーザからの測定開始指示があると(ステップＳ１１：ＹＥＳ)
、測定装置２に測定開始信号を送信する(ステップＳ１２)。続いて、ＣＰＵ３０１は、測
定データを受信したかを判定する(ステップＳ１３)。測定データが受信されていないと(
ステップＳ１３：ＮＯ)、処理が待機される。
【０１０３】
　測定装置２のＣＰＵ２０４の制御処理に関して、図７ａを参照する。ＣＰＵ２０４は、
情報処理装置３から測定開始信号を受信すると(ステップＳ２１：ＹＥＳ)、前記試料の測
定を行う(ステップＳ２２)。測定処理(ステップＳ２２)では、導入部２０１からフローセ
ル２０３ｃへシース液と共に、前記捕捉体と免疫細胞との複合体を含む測定試料が供給さ
れ、フローセル２０３ｃにおいてシース液に包まれた測定試料の試料流が形成される。形
成された試料流に光源２０３ａ、２０３ｂからのレーザビームが照射され、フローセル２
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０３ｃにビームスポットが形成される。前記免疫細胞がビームスポットを通過すると、透
過光及び蛍光が発生する。生じた透過光及び蛍光はカメラ２０３ｉによりそれぞれ撮像さ
れて、電気信号に変換される。
【０１０４】
　これらの電気信号は、Ａ／Ｄコンバータ２１２によって、デジタル信号に変換され、デ
ジタル信号処理部２１３によって、信号処理が施される。これにより、フローセル２０３
ｃを通過した複合体ごとに、透過光画像及び蛍光画像を含む測定データが得られる。測定
データはメモリ２１４に格納される。試料の測定が終了すると、ＣＰＵ２０４は、測定処
理により生成された測定データを情報処理装置３へ送信し(ステップＳ２３)、処理を終了
する。
【０１０５】
　再び、図７ｂを参照する。情報処理装置３のＣＰＵ３０１は、測定装置２から測定デー
タを受信すると(ステップＳ１３：ＹＥＳ)、ハードディスク３０４に測定データを格納し
、かかる測定データに基づいて解析処理を行う(ステップＳ１４)。続いて、ＣＰＵ３０１
は、Ｓ１４で取得した解析結果を表示部３２０に表示する(ステップＳ１５)。その後、処
理は終了する。
【０１０６】
　図８～図１０を参照し、情報処理装置３のＣＰＵ３０１が測定データに基づいて行う解
析処理(図７ｂのステップＳ１４)の１例についてさらに説明する。図８は、前記免疫細胞
を測定して得られた測定データのうち、透過光画像、蛍光画像(CD28)及びそれらの重ね合
せ画像を示す。図８ａの蛍光画像で示されるように、免疫刺激を与えない場合、共刺激分
子CD28は免疫細胞の細胞膜上に一様に分布する傾向を示す。図８ｂの蛍光画像で示される
ように、免疫刺激を与えた場合、共刺激分子CD28は免疫細胞の細胞膜上の一部に局在する
傾向を示す。理論に拘泥されることを意図するものではないが、共刺激分子が局在を示す
細胞膜部分が、その免疫細胞とは異なる物質との間で、その免疫細胞に形成されていた接
触面と考えられる。すなわち、この共刺激分子が局在を示す部分が、この細胞がそれと異
なる物質との間で形成された免疫シナプスを示すと考えられる。
【０１０７】
　ＣＰＵ３０１は、図７ａのステップＳ２２において撮像した全ての細胞の透過光画像及
び蛍光画像に基づいて、解析用パラメータを計測する(図７ｂのステップＳ１４)。解析用
パラメータは、限定するものではないが、細胞のサイズ(ピクセル数)、細胞のアスペクト
比、細胞における蛍光シグナルを示すエリア(ピクセル数)、前記エリア内の総蛍光シグナ
ル強度(細胞の総蛍光シグナル強度)及びそれらの比が挙げられる。図９は、情報処理装置
３のＣＰＵ３０１が図８ｂで示した透過光画像及び蛍光画像の計測処理(図７ｂのステッ
プＳ１４)の模式図を示す。得られた測定データは、ハードディスク３０４に格納される
。なお、細胞のサイズ、アスペクト比、蛍光シグナルを示すエリア、及び総蛍光シグナル
強度の各用語の意味については、上述のとおりである。
【０１０８】
　図10は、情報処理装置３のＣＰＵ３０１のステップＳ１５における解析処理を示すフロ
ーチャートである。ＣＰＵ３０１は、ステップＳ１４で計測した解析用パラメータをＸ軸
とＹ軸にそれぞれ割り当てた２次元ヒストグラム(2Dスキャッタグラム)を作成して、所定
の範囲内に存在するドットに対応する細胞の測定データを抽出して解析する。
【０１０９】
　この実施形態において、ＣＰＵ３０１は、最初に、Ｘ軸に細胞サイズを割り当て、Ｙ軸
に細胞のアスペクト比を割り当てた2Dスキャッタグラムを作成し(図11ａ)、所定の範囲(
Ｒ１)にある細胞の測定データを抽出する(ステップＳ５１)。範囲(Ｒ１)は、細胞サイズ(
Ｘ軸)において細胞単独の大きさを反映する所定の範囲でゲーティングし、かつアスペク
ト比(Ｙ軸)において細胞が単独で存在することを反映する所定の範囲でゲーティングする
。これにより、細胞より小さい細胞片などの物質や細胞単独よりも大きい細胞の凝集塊に
由来するデータが除外される。
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【０１１０】
　2Dスキャッタグラムに表示されたドットの１つ１つが個々の細胞の計測値を示す。ＣＰ
Ｕ３０１は画像中のＲ１と表示された領域内にある計測値を示す細胞の測定データを抽出
する。なお、この実施形態において、2Dスキャッタグラムに表示されたドットには、図７
ａのステップＳ２２で測定された個々の細胞の測定データがリンクされている。ＣＰＵ３
０１は、ユーザにより2Dスキャッタグラムに表示されたドットが指定された場合、そのド
ットに対応する細胞の測定データ(透過光画像及び／又は蛍光画像)をハードディスク３０
４から読み出して、表示部３２０に表示する。
【０１１１】
　ＣＰＵ３０１は、ステップＳ５１で抽出された細胞の測定データについて、Ｘ軸に細胞
の総蛍光シグナル強度を割り当て、Ｙ軸に蛍光画像のシャープネス(画像の鮮明さ)を割り
当てた2Dスキャッタグラムを作成し(図11ｂ)、所定の範囲(Ｒ２)にある細胞の測定データ
をさらに抽出する(ステップＳ５２)。範囲(Ｒ２)は、細胞の総蛍光シグナル強度(Ｘ軸)に
おいて所定量の共刺激分子CD28の発現量を反映する範囲でゲーティングし、シャープネス
(Ｙ軸)において所定の画像のシャープネスを反映する範囲でゲーティングする。これによ
り、所定量の共刺激分子CD28を発現している細胞のデータが抽出され、所定量の共刺激分
子CD28を発現していない細胞のデータは除外される。
【０１１２】
　続いて、ＣＰＵ３０１は、ステップＳ５２で抽出された細胞の測定データについて、Ｘ
軸に蛍光シグナルを示すエリアを割り当て、Ｙ軸に細胞のサイズを割り当てた2Dスキャッ
タグラムを作成し(図11ｃ)、所定の範囲(Ｒ４)にあるドットの数を計数する(ステップＳ
５３)。範囲(Ｒ４)は、蛍光シグナルを示すエリア(Ｘ軸)において共刺激分子CD28の局在
を反映する所定の範囲でゲーティングし、かつ細胞サイズ(Ｙ軸)において細胞単独の大き
さを反映する所定の範囲でゲーティングする。範囲(Ｒ４)にあるドットの数を計数するこ
とにより、免疫刺激に対して応答性を有する免疫細胞の数が計数される。この実施形態に
おいて、範囲(Ｒ４)にあるドットに対応する細胞は、免疫シナプスが形成されている傾向
があり、その細胞はこの実施形態における免疫刺激に対して応答性を有すると判定される
。
【０１１３】
　ＣＰＵ３０１は、さらに、図11ｃ全体に示されたドットの数(図11ｂの範囲(Ｒ２)にあ
るドットの数に対応する)を計数し、範囲(Ｒ２)内のドットの数に対する範囲(Ｒ４)内の
ドットの数の割合([範囲(Ｒ４)内のドット数]／[範囲(Ｒ２)内のドット数])を算出する(
ステップＳ５４)。これにより、所定量の共刺激分子CD28を発現する個々の免疫細胞のう
ち、免疫刺激応答性を有する免疫細胞の割合が算出される。
【０１１４】
　以上の解析処理により得られた各範囲内のドット数や割合についての解析結果が表示部
３２０に表示される。
【０１１５】
　この解析結果は、例えば健常者由来の生物試料について標準化された免疫刺激応答性を
有する免疫細胞の割合と比較することで、さらに解析されてよい。このさらなる解析にお
いて、例えばその試料の前記割合が標準化された割合よりも高い値である場合、その試料
は免疫応答性が高いと判定され得る。別には、この解析結果は、同一の対象由来の従前の
生物試料についての免疫刺激応答性の免疫細胞の割合と比較することで、さらに解析され
てよい。このさらなる解析において、例えばその試料の前記割合が従前の割合よりも高い
値である場合、その対象の免疫応答性が向上したと判定され得る。
【０１１６】
　かくして、１つの実施形態において、免疫細胞と、前記免疫細胞における表面抗原に結
合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体との複合体を導入する導入部と、前記導入部から
供給された前記複合体を撮像する撮像部と、前記撮像部により撮像された画像に基づいて
、前記免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する解析部とを含む、細胞分析装
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置が提供される。特定の実施形態において、前記解析部は、前記画像に基づいて、前記表
面抗原の分布を反映する値を取得し、取得した値を閾値と比較することにより、前記免疫
細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する。他の実施形態において、前記捕捉体が
蛍光物質を含み、前記画像が蛍光画像を含み、前記表面抗原の分布を反映する値が、前記
蛍光画像に基づいた表面抗原の分布を反映する蛍光シグナルを示すエリアを含み、前記エ
リアが前記閾値よりも小さい場合に、前記免疫細胞は免疫刺激応答性を有すると判定する
、細胞分析装置が提供される。他の実施形態において、前記画像が透過光画像を含み、前
記解析部が、前記透過光画像に基づいて前記免疫細胞の大きさを反映した値を取得し、前
記免疫細胞の大きさを反映した値と前記表面抗原の分布を反映する値とに基づいて、前記
免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否かを判定する、細胞分析装置が提供される。
【０１１７】
　以上に示した解析処理は、測定データに基づく解析処理の一例に過ぎず、異なる解析処
理を用いることができる。
【０１１８】
＜細胞分析装置の実施形態２＞
　実施形態１の解析処理のステップＳ５３に代えて、ＣＰＵ３０１は、ステップＳ５２で
抽出された測定データについて、Ｘ軸に細胞の総蛍光シグナル強度を割り当て、Ｙ軸に蛍
光シグナルを示すエリアを割り当てた2Dスキャッタグラムを作成し(図11ｄ)、所定の範囲
(Ｒ３)にある測定データ数を計数してもよい。範囲(Ｒ３)は、細胞の総蛍光シグナル強度
(Ｘ軸)において細胞あたりの共刺激分子CD28の所定の発現量を反映する範囲でゲーティン
グし、かつ蛍光シグナルを示すエリア(Ｙ軸)において共刺激分子CD28の局在を反映する所
定の範囲でゲーティングする。範囲(Ｒ３)における測定データを計数することにより、免
疫刺激に対して応答性の免疫細胞の数が計数される。この実施形態において、範囲(Ｒ３)
にあるドットに対応する細胞は、免疫シナプスが形成されている傾向があり、その細胞は
この実施形態における免疫刺激に対して応答性を有すると判定される。
【０１１９】
　この実施形態において、ＣＰＵ３０１は、さらに、ステップＳ５４に代えて、図11ｄ全
体に示されたドットの数(図11ｂの範囲(Ｒ２)にあるドットの数に対応する)を計数し、範
囲(Ｒ２)内のドットの数に対する範囲(Ｒ３)内のドットの数の割合([範囲(Ｒ３)内のドッ
ト数]／[範囲(Ｒ２)内のドット数])を算出してもよい。これにより、所定量の共刺激分子
CD28を発現する個々の免疫細胞のうち、免疫刺激応答性を有する免疫細胞の割合が算出さ
れる。
【０１２０】
＜細胞分析装置の実施形態３＞
　実施形態１の解析処理のステップＳ５３に代えて、ＣＰＵ３０１は、ステップＳ５２で
抽出された細胞の測定データについて、Ｘ軸に蛍光シグナルを示すエリアについての階級
値を割り当て、Ｙ軸に度数を割り当てたヒストグラムを作成して、表示部３２０に表示し
てもよい。ＣＰＵ３０１は、さらにステップＳ５４に代えて、このヒストグラムから、ス
テップＳ５２で抽出された測定データの、蛍光シグナルを示すエリアの平均値、中央値、
最頻値を算出してもよい。得られた平均値、中央値、最頻値を、例えば、健常者由来の生
物試料から得られた、免疫細胞において蛍光シグナルを示すエリアの標準化された平均値
、中央値、最頻値と比較することで、さらに解析されてよい。このさらなる解析において
、例えばその試料の前記最頻値を示す階級値(蛍光シグナルを示すエリア)が、標準化され
た最頻値を示す階級値(蛍光シグナルを示すエリア)よりも小さい場合、これは共刺激分子
CD28が局在していることを示唆し、結果的に、その試料は免疫刺激に対して応答性が高い
と判定され得る。
【０１２１】
　実施形態３で示したように、測定データの解析において2Dスキャッタグラムを作成しな
くても免疫細胞の免疫応答性を解析できる。しかしながら、実施形態１において説明した
ように、2Dスキャッタグラムで示されるドットは個々の免疫細胞の測定データをリンクさ
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せることができ、例えば、各ドットを指定してその免疫細胞の透過光画像及び蛍光画像を
含む測定データを表示させることできる。したがって、2Dスキャッタグラムによる解析で
は追加して画像に基づいた詳細な解析を個々の細胞に対して実施し得る点で、好ましい解
析処理方法である。
【０１２２】
＜細胞分析装置の実施形態４＞
　以上の解析処理では、撮像された画像データに基づいた解析を例に示したが、撮像され
た画像データ以外の測定データからも免疫刺激応答性の免疫細胞を解析することができる
。例えば、実施形態１における測定装置２(図４)において、光学ユニット２０３ｇと、カ
メラ２０３に代えて、ダイクロイックミラー２０３ｊ、２０３ｋと、前方散乱受光部２０
３ｌと蛍光受光部２０３ｍを用いる。光源２０３ａから照射された波長λ１の光は、フロ
ーセル２０３ｃの内部を通過する試料に照射され、これにより、免疫細胞から波長λ１の
前方散乱光が生じる。光源２０３ｂから照射された波長λ２の光は、フローセル２０３ｃ
の内部を通過する試料に照射され、これによりPEから波長λ３の蛍光が生じる。なお、実
施形態４における試料は実施形態１で用いた複合体である。波長λ１の前方散乱光はダイ
クロイックミラー２０３ｊにより反射されて、前方散乱受光部２０３ｌにより受光される
。波長λ３の蛍光はダイクロイックミラー２０３ｊを透過して、ダイクロイックミラー２
０３ｋにより反射されて蛍光受光部２０３ｋにより受光される。前方散乱受光部２０３ｌ
及び蛍光受光部２０３ｍはフォトマルチプライヤである。この例において、図７ａのステ
ップＳ２２で得られる光学シグナルは前方散乱光シグナル及び蛍光シグナルであり、図７
ｂのステップＳ１４では解析用パラメータとして「パルス幅(ｗ)」、「パルス面積(Ａ)」
及び「パルスの高さ(Ｈ)」が得られる。図12を参照しつつ、これらの解析用パラメータに
ついて説明する。
【０１２３】
　図12は、例示として、共刺激分子CD28が細胞膜上に一様に分布している細胞(図12ａ)及
び細胞膜上で局在を示す細胞(図12ｂ)が、蛍光シグナルを検出する領域(図示せず)を矢印
方向に通過する間に検出される蛍光シグナルをそれぞれ示す模式図である(図12ｃ及び12
ｄ)。
【０１２４】
　本明細書において、図12ｃ及び12ｄで示すような蛍光強度のパルスにおいて、閾値とし
たベースラインを超えて蛍光シグナルが得られた時間が「パルス幅(ｗ)」といい、蛍光強
度においてパルスのピークを示した場合の蛍光強度を「パルスの高さ(Ｈ)」という。「パ
ルス面積(Ａ)」は、ベースラインと蛍光シグナル強度曲線との間の面積をいう。
【０１２５】
　この例において、図12ａの細胞と図12ｂの細胞とで同じ量の共刺激分子CD28が細胞膜上
に発現されており、図12ｃと図12ｄのパスル面積(Ａ)は等しい値となる。ここで、パルス
幅(ｗ)及びパルス高さ(Ｈ)は、共刺激分子の分布パターンにより相違する。共刺激分子が
細胞膜上に一様に分布している場合に比べて(図12ａ)、共刺激分子が細胞膜上に局在して
いる場合(図12ｂ)、そのパルス幅(ｗ)は狭くなり、一方で、パルスの高さ(Ｈ)は高くなる
(図12ｃ及び12ｄ)。
【０１２６】
　図13は、この実施形態において複数の免疫細胞を測定して2Dスキャッタグラムを作成し
た場合の模式図である。図13ａは、Ｘ軸にパルスの高さ(Ｈ)を割り当て、Ｙ軸にパルス幅
(ｗ)を割り当てた2Dスキャッタグラムであり、図13ｂは、Ｘ軸にパルスの高さ(Ｈ)を割り
当て、Ｙ軸にパルス面積(Ａ)を割り当てた2Dスキャッタグラムである。
【０１２７】
　上記したように、共刺激分子が細胞膜上に一様に分布している場合(図12ａ)、共刺激分
子が細胞膜上で局在している場合と比べて(図12ｂ)、そのパルス幅(ｗ)は広がる傾向を示
し、パルスの高さ(Ｈ)は低くなる傾向を示す(図12ｃ及び12ｄ)。そのため、図13ａで示さ
れる2Dスキャッタグラムでは、破線の丸で囲われた領域に入るデータが、共刺激分子が細
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胞膜上に一様に分布している細胞を反映するデータであり、一方、実線の四角で囲った領
域に入るデータが、共刺激分子が細胞膜上で局在している細胞を反映するデータである傾
向を示す。図13ｂで示される2Dスキャッタグラムでは、破線の四角で囲われた領域に入る
データが、共刺激分子が細胞膜上に一様に分布している細胞を反映するデータであり、一
方、実線の四角で囲った領域に入るデータが、共刺激分子が細胞膜上で局在している細胞
を反映するデータである傾向を示す。
【０１２８】
　かくして、１つの実施形態において、免疫細胞と、前記免疫細胞における表面抗原に結
合し且つ光学シグナルを生じうる捕捉体との複合体を導入する導入部と、前記導入部から
供給された前記複合体に光を照射し、生じた前記複合体からの光学シグナルを検出する検
出部と、検出した光学シグナルに基づいて、前記免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか否
かを判定する解析部とを含む、細胞分析装置が提供される。特定の実施形態において、前
記捕捉体が蛍光物質を含み、前記検出部は、前記複合体から生じた蛍光シグナルを検出し
、前記解析部が、前記蛍光シグナルに基づいて、前記表面抗原の分布を反映する値を取得
し、取得した値を閾値と比較することにより、前記免疫細胞が免疫刺激応答性を有するか
否かを判定し、前記表面抗原の分布を反映する値が、前記複合体からの蛍光シグナルのパ
ルス幅、その蛍光パルスの高さ及びパルス面積の少なくとも一つを含む、細胞分析装置が
提供される。
【０１２９】
　実施例で示されるように、捕捉体が結合した表面抗原や共刺激分子が細胞膜上で局在を
示す細胞は、免疫応答性を示す免疫細胞と判定される。したがって、図13ａ及び13ｂにお
いて、実線の四角で囲われた領域に入るデータを示す細胞は、免疫応答性を示す細胞であ
ると判定され得る。この実施形態において例示されるように、撮像された画像データに基
づいた解析処理だけでなく、上記したような解析処理によっても免疫刺激応答性を有する
免疫細胞を測定できることが理解される。
【０１３０】
　なお、ここに示す解析用パラメータ及び解析処理は一例に過ぎず、測定データから異な
る解析用パラメータを計測してもよく、また計測された解析用パラメータに対して異なる
解析処理が行われてもよい。例えば、パルス面積は、パルスの時間曲線下面積を反映する
値であれば近似値であってもよく、時間積分値には限定されない。パルス面積は、パルス
幅とピークの高さの積であってもよいし、パルス幅とピークの高さから求めた三角形の面
積であってもよい。また、時間積分値を計測する形態において、底辺はベースラインでな
くてもよく、適宜設定できる。例えば、ベースラインから所定の閾値を越えた値を底辺と
してもよい。
【０１３１】
　以下、具体的な実施例を記載するが、それらは本発明の好ましい実施形態を示すもので
あり、添付する特許請求の範囲に記載の発明をいかようにも限定するものではない。本明
細書に記載の具体的な実施形態、材料、組成物及び方法から容易に認識される均等物、又
は変更、改変もしくは変形が本発明の範囲内にあることが意図される。
【実施例】
【０１３２】
実施例１：　CD28を指標とする免疫細胞の免疫刺激応答性の測定
(１) クローンＴ細胞の調製
　5×106のCD4陽性細胞(Stemcell Technologies: ST-70026)およびCD8陽性細胞(フナコシ
: 0508-100, コスモバイオ: PB08C-1)を、1μg/mLのLEAF(商標) Purified anti-human CD
3 Antibody(Biolegend: 317315)、10 ng/mLのRecombinant human IL-2(rhIL-2)(R&D syst
ems: 202-IL-500)、0.2μg/ mL のPhytohemagglutinin-L(PHA)(SIGMA: L4144-5MG)と2%ヒ
ト血清(SIGMA: H4522-100ML)を添加したYssel’s培地(Gemini Bio-Products：400102)に
播種し、1×106の末梢血単核球細胞および1×104 のJY細胞と14日間、共培養した。14日
後、Ｔ細胞を限界希釈法にて0.3、1.0及び3.0 cells/ wellとなるように96 ウェルプレー
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トに播種し、1×104の末梢血単核球細胞とコロニーが形成されるまで培養した。コロニー
が形成されたウェルからＴ細胞を回収し、クローンＴ細胞を得た。以下、得られたＴ細胞
を「調製クローンＴ細胞」とも呼ぶ。
【０１３３】
(２) 抗体の固相化
　24ウェルプレートに、抗CD3抗体(BioLegend ＃300414 Clone：UCHT1)の溶液(0.01 mg/m
l)を１ウェルあたり300μl添加して、抗CD3抗体をウェル表面に固相化した。以下、得ら
れたプレートを「抗CD3抗体固相化プレート」とも呼ぶ。
【０１３４】
(３) 免疫細胞の刺激及び測定
　抗CD3抗体固相化プレートに、調製クローンＴ細胞を１ウェルあたり約5×105 cellsと
なるように加えた。そして、抗CD28抗体(BioLegend ＃302914 Clone：CD28.2)を終濃度0.
01 mg/mlとなるようにウェル中の細胞に加えた。そのプレートを遠心分離した後(200 G、
30秒)、37℃で30分間インキュベートした。調製クローンＴ細胞を、ピペッティングによ
りウェル表面から回収した。回収したＴ細胞を、１％パラホルムアルデヒド(PFA)を含む
固定液を用いて固定化した。固定化したＴ細胞を、PE標識抗マウスIgG抗体(BioLegend ＃
405307)を用いて免疫染色した。染色したＴ細胞(5×105 cells/20μl)を、Imaging FCM(I
mageStreamX MarkII Imaging Flow Cytometer：Amnis)を用いて測定した。
【０１３５】
　比較のため、Ｔ細胞の表面抗原に結合する抗体(抗CD28抗体及び抗CD3抗体)との接触及
び異なる物質(プレートのウェル)との接触による免疫刺激を細胞に与えない場合について
も検討した。上記(１)で調製したクローンＴ細胞を、上記の免疫刺激を行わずに、上記の
固定液を用いて固定した後、抗CD28抗体を用いて染色した。固定したＴ細胞を、PE標識抗
マウスIgG抗体を用いて２次染色し測定した。
【０１３６】
　Ｔ細胞に対して、上記の免疫刺激を与えなかった場合、Ｔ細胞においてCD28は細胞膜上
に一様に分布した(図14ａ参照)。上記の免疫刺激を与えた後に、Ｔ細胞とウェルとの接触
面を解消させた場合、CD28はＴ細胞の細胞膜上で局在を示した(図14ｂ参照)。このように
、上記の免疫刺激を与えた後にＴ細胞とウェルとの接触面が解消された状態であっても、
共刺激分子CD28を指標にすることで、免疫シナプスの検出ができた。
【０１３７】
(４) データ解析
　Imaging FCMを用いて測定して得られた、上記の免疫刺激なしのＴ細胞を含むサンプル
の測定データ(図15ａ及びｂ)と、上記の免疫刺激ありのＴ細胞を含むサンプルの測定デー
タ(図15ｃ及びｄ)の多重パラメータ解析を行った。
【０１３８】
　詳細な計測処理及び解析処理は、実施形態１において示した。簡単には、Imaging FCM
を用いて測定した透過光画像、蛍光画像(CD28)に基づいて画像解析し(図９)、細胞のサイ
ズ(ピクセル数)、細胞のアスペクト比、細胞における蛍光シグナルを示すエリア(ピクセ
ル数)及び前記エリア内の総蛍光シグナル強度(細胞の総蛍光シグナル強度)を計測した。
最初に、Ｘ軸に細胞サイズを割り当て、Ｙ軸に細胞のアスペクト比を割り当てた2Dスキャ
ッタグラムを作成し、所定の範囲(Ｒ１)にあるドットに対応する細胞の測定データを抽出
する(図10のステップＳ５１)。次いで、範囲(Ｒ１)内の測定データについて、細胞の総蛍
光シグナル強度が所定の範囲(Ｒ２)にあるドットに対応する測定データをさらに抽出した
(図10のステップＳ５２)。範囲(Ｒ２)内の測定データについて、Ｒ４と表示された領域内
(図15ｂ及び15ｄ)にあるドットの数をそれぞれ計数した(図10のステップＳ５３)。また、
図15ｂ及び15ｄのスキャッタグラム上にあるドットの数(範囲(Ｒ２)内にあるドットの数)
を計数した。そして、範囲(Ｒ２)内のドットの数に対する範囲(Ｒ４)内のドットの数の割
合を、下記の式(１)により算出した(図10のステップＳ５４)。この結果を以下の表１にま
とめる。
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【０１３９】
[割合(R4/R2)]＝｛[範囲(R4)内のドット数]／[範囲(R2)内のドット数]｝×100  ・・・式
(１)
【０１４０】
【表１】

【０１４１】
　本明細書の実施例によれば、免疫細胞に対して、免疫刺激因子との接触及び異なる物質
との間の接触面形成を含む免疫刺激を与えた場合に形成され得る免疫シナプスは、共刺激
分子を指標にその検出を行えば、たとえその接触面が維持されていない状態であっても、
その免疫細胞の持つ免疫応答性の情報が正確に得られることが分かった。このことは、免
疫シナプスが、標的細胞との結合面で免疫細胞に形成される緩やかな結合であることを考
慮すれば、驚くべき結果であった。
【０１４２】
　かくして、本願発明によれば、免疫シナプスに基づいて免疫細胞の免疫刺激応答性を測
定できるため、従来のサイトカイン産生に基づく免疫細胞の応答性の分析方法よりも、迅
速かつ簡便に、免疫細胞の活性化状態を測定できることが理解される。
【０１４３】
　本明細書の実施例において、イメージングフローサイトメーターを用いて免疫細胞の免
疫刺激応答性を測定できたことにより、多数の細胞を測定でき、統計的に精度の高い免疫
応答性の測定が可能であることが実証された。上記実施例では、イメージングフローサイ
トメーターを用いて免疫細胞の免疫刺激応答性を測定したが、実施例で用いた測定装置と
同様に多数の細胞を測定できるイメージングサイトメーターによっても測定可能であるこ
とが理解される。また、上記実施形態４で述べたように、撮像を行わないフローサイトメ
ーターによっても、実施例で用いた測定装置と同様に多数の免疫細胞の免疫刺激応答性を
測定できることが理解される。かくして、本願発明によれば、免疫細胞の活性化状態を、
多数の細胞で迅速かつ簡便に測定できるため、統計的に精度の高い薬効評価に有用である
ことが理解される。
【０１４４】
　上記実施例では、イメージングフローサイトメーターを使用したため、各細胞の測定デ
ータの解析において、各測定データには個々の細胞の画像データをリンクさせることがで
きる。したがって、測定データに基づいて、所定の解析処理を行って細胞を選抜した後に
、さらに、その細胞の画像データを併せて免疫刺激応答性を評価できる。例えば、上記実
施例の、免疫シナプスが形成されている傾向の高い細胞を選抜するための解析処理におい
て、免疫刺激ありのサンプルにおいて範囲(Ｒ４)に入った細胞が約81％存在した(表１)。
ここで、図15ｄにおいて、範囲(Ｒ４)に入った細胞に対応するドットを指定して、その細
胞の画像データを表示させ、その画像データを併せて評価することで、より詳細に免疫細
胞の免疫刺激に対する応答性を評価できる。このさらなる評価は、イメージングフローサ
イトメーターと同様、細胞の画像を撮像するイメージングサイトメーターによっても評価
可能であることが理解される。
【０１４５】
　本発明に係る測定方法及び細胞分析装置によれば、例えば、免疫刺激因子として免疫刺
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激抗体を用いた場合には、がん免疫や自己疾患などに関連する対象の体内の免疫細胞の活
性化状態を、特異抗原ペプチドを用いた場合には感染症やアレルギー疾患などに関連する
対象の体内の免疫細胞の活性化状態を、加えて、他家細胞もしくは他家MHCを用いた場合
には移植医療や再生医療に対する対象の免疫応答性を、迅速かつ簡便に評価し得るため有
用である。上記したように、解析処理に、個々の細胞の画像データをさらに利用可能なイ
メージングフローサイトメーター及びイメージングサイトメーターはさらなる利点を有す
ることが理解される。
【０１４６】
参考例：　免疫細胞における免疫シナプスの形成とサイトカイン産生との間の相関
(１) サイトカイン産生細胞の測定
　実施例１と同様にして、プレートの各ウェルに抗CD3抗体を固相化して、抗CD3抗体固相
化プレートを作製した。また、実施例１と同様にして、ヒト末梢血からクローンＴ細胞を
調製した。抗CD3抗体固相化プレートに、クローンＴ細胞を１ウェルあたり約5×105 cell
sとなるように加えた。そして、抗CD28抗体(BioLegend ＃302914 Clone：CD28.2)を終濃
度0.01 mg/mlとなるようにウェル中の細胞に加え、37℃で４時間インキュベートした。そ
の後、各ウェルにブレフェルジンＡを終濃度10μg/mlとなるように加え、２時間インキュ
ベートした。その後、プレートを氷上に静置し、各ウェル中の細胞を回収した。回収した
Ｔ細胞を、1%PFAを含む固定液で固定し、次いで、0.5%サポニン及び１%BSAを含むPBS溶液
で膜透過処理を行った。処理後の細胞を、Alexa Fluor(登録商標)488標識抗IFN-γ抗体(B
ioLegend # 502517 Clone:4S.B3)を用いて免疫染色した。染色したＴ細胞をフローサイト
メーター(BD biosciences：Accuri(商標))で測定した。測定データを常法により解析して
、測定したＴ細胞におけるIFN-γ陽性細胞の割合を取得した。
【０１４７】
(２) 免疫シナプスを形成した細胞の測定
　上記(１)で使用したT細胞と同一のウェルから播種したＴ細胞を用い、CD28を指標とし
て、免疫シナプスを形成した細胞を測定した。測定データを解析して、測定したＴ細胞に
おける免疫シナプスを形成した細胞の割合を取得した。なお、測定及びデータ解析は、実
施例１と同様にして行った。
【０１４８】
(３) 結果
　縦軸をIFN-γ陽性細胞の割合(%)とし、横軸を免疫シナプス形成細胞の割合(%)として、
データをプロットした。得られたグラフを図16に示す。図16から分かるように、免疫刺激
を受けたクローンＴ細胞において、免疫シナプスの形成とINF-γ産生との間に相関が認め
られた(R2=0.8371)。よって、接触面が解消された免疫細胞における免疫シナプスを検出
することにより、サイトカイン産生に基づく従来法と同様に、免疫刺激により活性化され
た免疫細胞を検出できることが示された。
【０１４９】
実施例２：　CD3及びCD40を指標とする免疫細胞の免疫刺激応答性の測定
(１) 免疫細胞の刺激及び測定
　実施例１と同様にして、プレートの各ウェルに抗CD3抗体を固相化して、抗CD3抗体固相
化プレートを作製した。また、実施例１と同様にして、ヒト末梢血からクローンＴ細胞を
調製した。抗CD3抗体固相化プレートに、調製クローンＴ細胞を１ウェルあたり約5×105 
cellsとなるように加えた。そして、抗CD28抗体(BioLegend ＃302914 Clone：CD28.2)及
びPE標識抗CD40L抗体(BD biosciences # 340477 Clone: 89-76)をそれぞれ終濃度が0.01 
mg/ml及び0.01mg/mlとなるようにウェル中の細胞に加えた。そのプレートを遠心分離した
後(200 G、60秒)、37℃で30分間インキュベートした。ウェル中の上清みを除去した後、
調製クローンＴ細胞をピペッティングにより分散させ、ウェル表面から回収した。回収し
たＴ細胞を、1％PFAを含む固定液を用いて固定化した。固定化したＴ細胞を、APC標識抗C
D3抗体(BioLegend # 300411 Clone: UCHT1)を用いて免疫染色した。なお、このＴ細胞は
、PE標識抗CD40L抗体で免疫刺激されたので、抗CD40L抗体でも免疫染色された状態にある
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。染色したＴ細胞(5×105 cells/20μl)を、Imaging FCM(ImageStreamX MarkII Imaging 
Flow Cytometer：Amnis)を用いて測定した。
【０１５０】
　比較のため、抗CD40L抗体、抗CD28抗体及び抗CD3抗体との接触及びプレートのウェルと
の接触による免疫刺激を細胞に与えない場合についても検討した。上記(１)で調製したク
ローンＴ細胞を、上記の免疫刺激を行わずに、氷上で上記の固定液を用いて固定した。固
定したＴ細胞を、APC標識抗CD3抗体及びPE標識抗CD40L抗体を用いて免疫染色し、Imaging
 FCMを用いて測定した。
【０１５１】
　調製クローンＴ細胞に上記の免疫刺激を与えなかった場合、Ｔ細胞においてCD3及びCD4
0Lはいずれも、細胞膜上に一様に分布した(図17ａ及びｃ、図18ａ及びｂ、図19ａ及びｂ
参照)。上記の免疫刺激を与えた後に、Ｔ細胞とウェルとの接触面を解消させた場合、CD3
及びCD40Lはいずれも、Ｔ細胞の細胞膜上で局在を示した(図17ｂ及びｄ、図18ｃ及びｄ、
図19ｃ及びｄ参照)。このように、上記の免疫刺激を与えた後にＴ細胞とウェルとの接触
面が解消された状態であっても、Ｔ細胞の表面抗原であるCD3又はCD40Lを指標にすること
で、免疫シナプスの検出ができた。
【０１５２】
(２) データ解析
　Imaging FCMを用いて測定して得られた、上記の免疫刺激なしのＴ細胞を含むサンプル
の測定データ(図18ａ及びｂ)と、上記の免疫刺激ありのＴ細胞を含むサンプルの測定デー
タ(図18ｃ及びｄ)の多重パラメータ解析を行った。実施例２における計測処理及び解析処
理の一例を、図20に示した。簡単には、Imaging FCMを用いて測定した透過光画像、蛍光
画像(CD3及びCD40L)に基づいて画像解析し、細胞のサイズ(ピクセル数)、細胞のアスペク
ト比、細胞における蛍光シグナルを示すエリア(ピクセル数)及び該エリア内の総蛍光シグ
ナル強度(細胞の総蛍光シグナル強度)を計測した。最初に、Ｘ軸に細胞サイズを割り当て
、Ｙ軸に細胞のアスペクト比を割り当てた2Dスキャッタグラム(図20ａ参照)を作成し、所
定の範囲(Cells)にあるドットに対応する細胞の測定データを抽出した。次いで、範囲(Ce
lls)内の測定データについて、細胞の総蛍光シグナル強度が所定の範囲(Tcells)にあるド
ットに対応する測定データをさらに抽出した(図20ｂ参照)。範囲(Tcells)内の測定データ
について、IS_CD3及びIS_CD40Lと表示された領域内(図18ｃ及びｄ、図19ｃ及びｄ参照)に
あるドットの数をそれぞれ計数した。また、図18ｃ及びｄ、図19ｃ及びｄのスキャッタグ
ラム上にあるドットの数(範囲(Tcells)内にあるドットの数)を計数した。そして、範囲(T
cells)内のドットの数に対する範囲(IS_CD3又はIS_CD40L)内のドットの数の割合を、下記
の式(２)より算出した。結果を以下の表２及び表３に示した。なおISはImmune Synapseの
略語である。
【０１５３】
[割合(IS形成細胞/Tcells)]＝｛[範囲(IS_CD3又はIS_CD40L)内のドット数]／[範囲(Tcell
s)内のドット数]｝×100  ・・・(２)
【０１５４】
【表２】

【０１５５】
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【表３】

【０１５６】
　表２及び３に示されるように、免疫刺激抗体による刺激をしたＴ細胞では、免疫シナプ
スを形成したＴ細胞の割合が、免疫刺激をしなかった場合に比べて、明らかに高くなるこ
とが示された。よって、CD3又はCD40Lを指標とする免疫シナプスの検出により、免疫刺激
抗体による免疫刺激に対する免疫細胞の応答性を測定できることが示された。
【０１５７】
実施例３：　他家細胞による免疫刺激に応答する免疫細胞の測定
(１) 他家細胞及びクローンＴ細胞
　他家細胞として、所定のドナー由来のiPS細胞(他家iPS細胞)から作製した網膜色素上皮
細胞(RPE細胞)を用いた。RPE細胞は、株式会社ヘリオスより提供された。24ウェルプレー
トにRPE細胞を１ウェルあたり約5×105  cellsとなるように播種し、37℃、５%CO2にて7
日間インキュベートした。これにより、ウェル底面にRPE細胞を接着させたプレートを得
た。クローンＴ細胞は、以下の方法で調整した。5×106のCD4陽性細胞(Stemcell Technol
ogies: ST-70026)およびCD8陽性細胞(フナコシ: 0508-100, コスモバイオ: PB08C-1)を、
1μg/mLのLEAF(商標) Purified anti-human CD3 Antibody(Biolegend: 317315)、10 ng/m
LのRecombinant human IL-2(rhIL-2)(R&D systems: 202-IL-500)、0.2 μg/ mL のPhytoh
emagglutinin-L　(PHA)(SIGMA: L4144-5MG)と2% ヒト血清(SIGMA: H4522-100ML)を添加し
たYssel’s培地(Gemini Bio-Products：400102)に播種し、1.2×105のRPE細胞と14日間、
共培養した。
　14日後、T細胞を限界希釈法にて0.3, 1.0および3.0 cells/ wellとなるように96 ウェ
ルプレートに播種し、1×104のRPE細胞とコロニーが形成されるまで培養した。コロニー
が形成されたウェルからT細胞を回収し、クローンT細胞を得た。
【０１５８】
(２) 免疫細胞の刺激及び測定
　RPE細胞を播種したプレートに、調製クローンＴ細胞を１ウェルあたり約5×105 cells
となるように加えた。そのプレートを遠心分離した後(200 G、120秒)、37℃で30分間イン
キュベートした。ウェル中の上清みを除去した後、調製クローンＴ細胞をピペッティング
により分散させ、ウェル表面から回収した。回収したＴ細胞を、1％PFAを含む固定液を用
いて固定化した。固定化したＴ細胞を、APC標識抗CD3抗体(BioLegend # 300411 Clone: U
CHT1)、抗CD28抗体(BioLegend ＃302914 Clone：CD28.2)、PE標識抗CD40L抗体(BD biosci
ences # 340477 Clone: 89-76)又はPE標識抗OX40抗体(BioLegend #350003 Clone: Ber-AC
T35)を用いて免疫染色した。抗CD28抗体で免疫染色したＴ細胞は、さらにPE標識抗マウス
IgG抗体(BioLegend ＃405307)を用いて免疫染色した。染色したＴ細胞(5×105 cells/20
μl)を、Imaging FCM(ImageStreamX MarkII Imaging Flow Cytometer：Amnis)を用いて測
定した。
【０１５９】
　比較のため、他家細胞との接触による免疫刺激を細胞に与えない場合についても検討し
た。上記(１)で調製したクローンＴ細胞を、他家細胞との接触を行わずに、氷上で上記の
固定液を用いて固定した。固定したＴ細胞を、APC標識抗CD3抗体、抗CD28抗体、PE標識抗
CD40L抗体又はPE標識抗OX40抗体を用いて免疫染色し、Imaging FCMを用いて測定した。
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【０１６０】
　調製クローンＴ細胞に、他家細胞との接触による免疫刺激を与えなかった場合、Ｔ細胞
においてCD3、CD28、CD40L及びOX40はいずれも、細胞膜上に一様に分布した(図21ａ、ｃ
、ｅ及びｇ、図22ａ及びｂ、図23ａ及びｂ、図24ａ及びｂ、図25ａ及びｂ参照)。上記の
免疫刺激を与えた後に、Ｔ細胞と他家細胞との接触面を解消させた場合、CD3、CD28、CD4
0L及びOX40は、Ｔ細胞の細胞膜上で局在を示した(図21ｂ、ｄ、ｆ及びｈ、図22ｃ及びｄ
、図23ｃ及びｄ、図24ｃ及びｄ、図25ｃ及びｄ参照)。このように、他家細胞との接触に
よる免疫刺激を与えた後に、Ｔ細胞と該他家細胞との接触面が解消された状態であっても
、Ｔ細胞の表面抗原であるCD3、CD28、CD40L又はOX40を指標にすることで、免疫シナプス
の検出ができた。
【０１６１】
(３) データ解析
　Imaging FCMを用いて測定して得られた、上記の免疫刺激なしのＴ細胞を含むサンプル
の測定データ(図18ａ及びｂ)と、上記の免疫刺激ありのＴ細胞を含むサンプルの測定デー
タ(図18ｃ及びｄ)の多重パラメータ解析を行った。計測処理及び解析処理は、実施例２と
同様である。簡単には、Imaging FCMを用いて測定した透過光画像、蛍光画像(CD3、CD28
、CD40L又はOX40)に基づいて画像解析し、細胞のサイズ(ピクセル数)、細胞のアスペクト
比、細胞における蛍光シグナルを示すエリア(ピクセル数)及び該エリア内の総蛍光シグナ
ル強度(細胞の総蛍光シグナル強度)を計測した。最初に、Ｘ軸に細胞サイズを割り当て、
Ｙ軸に細胞のアスペクト比を割り当てた2Dスキャッタグラムを作成し、所定の範囲(Cells
)にあるドットに対応する細胞の測定データを抽出した。次いで、範囲(Cells)内の測定デ
ータについて、細胞の総蛍光シグナル強度が所定の範囲(Tcells)にあるドットに対応する
測定データをさらに抽出した。範囲(Tcells)内の測定データについて、IS_CD3、IS_CD28
、IS_CD40L及びIS_OX40と表示された領域内(図22ｂ及びｄ、図23ｂ及びｄ、図24ｂ及びｄ
、図25ｂ及びｄ参照)にあるドットの数をそれぞれ計数した。また、各スキャッタグラム
上にあるドットの数(範囲(Tcells)内にあるドットの数)を計数した。そして、範囲(Tcell
s)内のドットの数に対する範囲(IS_CD3、IS_CD28、IS_CD40L及びIS_OX40)内のドットの数
の割合を、下記の式(３)より算出した。結果を以下の表４～７に示した。
【０１６２】
[割合(IS形成細胞/Tcells)]＝｛[範囲(IS_CD3、IS_CD28、IS_CD40L又はIS_OX40)内のドッ
ト数]／[範囲(Tcells)内のドット数]｝×100  ・・・(３)
【０１６３】
【表４】

【０１６４】
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【０１６５】
【表６】

【０１６６】
【表７】

【０１６７】
　表４～７に示されるように、他家細胞による免疫刺激をしたＴ細胞では、免疫シナプス
を形成したＴ細胞の割合が、免疫刺激をしなかった場合に比べて、明らかに高くなること
が示された。よって、CD3、CD28、CD40L又はOX40を指標とする免疫シナプスの検出により
、他家細胞による免疫刺激に対する免疫細胞の応答性を測定できることが示された。
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