
(57)【要約】
　【課題】　本発明の目的は、Ｔ reg細胞と活性化Ｔ細胞とを生細胞のまま区別する技術
を提供することである。更に、本発明の目的は、生体内でＴ reg細胞を減じることができ
、活性化Ｔ細胞による免疫応答を効果的に発現させる免疫賦活剤を提供することである。
　【解決手段】　 (i)制御性Ｔ細胞、及び (ii)ナイーブＴ細胞及び活性化Ｔ細胞よりなる
群から選択される少なくとも１種の細胞を含む細胞群から制御性Ｔ細胞を検出する方法に
おいて、細胞表面の４型葉酸受容体の発現量を測定し、該発現量を指標として制御性Ｔ細
胞を検出する。更に、免疫賦活剤の有効成分として、抗４型葉酸受容体抗体又は４型葉酸
受容体結合性フラグメント使用する。
　【選択図】　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (i)制 御 性 Ｔ 細 胞 、 及 び (ii)ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 及 び 活 性 化 Ｔ 細 胞 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 少 な く と も １ 種 の 細 胞 を 含 む 細 胞 群 か ら 制 御 性 Ｔ 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 表
面 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 測 定 し 、 該 発 現 量 を 指 標 と し て 制 御 性 Ｔ 細 胞 を 検 出 す る こ
と を 特 徴 と す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 、 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ
ン ト を 用 い て 測 定 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 (i)制 御 性 Ｔ 細 胞 、 及 び (ii)ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 及 び 活 性 化 Ｔ 細 胞 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 少 な く と も １ 種 の 細 胞 を 含 む 細 胞 群 か ら 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 が 最 も 強 い 細 胞 集 団
を 構 成 す る 細 胞 を 単 離 す る こ と を 特 徴 と す る 、 制 御 性 Ｔ 細 胞 の 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 Ｔ 細 胞 群 が 、 被 験 哺 乳 類 動 物 か ら 分 離 さ れ た Ｔ 細 胞 群 、 又 は ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 に 対 し
て 抗 原 刺 激 を 行 っ た Ｔ 細 胞 群 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 制 御 性 Ｔ 細 胞 の 検 出 用 試 薬 。
【 請 求 項 ６ 】
　 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 有 効 成 分 と し て 含 有 す
る こ と を 特 徴 と す る 、 免 疫 賦 活 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
　 腫 瘍 治 療 剤 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 免 疫 賦 活 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 制 御 性 Ｔ 細 胞 の 検 出 方 法 、 制 御 性 Ｔ 細 胞 の 単 離 方 法 、 及 び 制 御 性 Ｔ 細 胞 の 検
出 用 試 薬 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 制 御 性 Ｔ 細 胞 を 減 じ る こ と に よ り 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 に よ る 免 疫 応 答 を 効
果 的 に 発 現 さ せ る 、 免 疫 賦 活 剤 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｃ Ｄ ２ ５ ＋ の Ｔ 細 胞 は 、 制 御 性 Ｔ 細 胞 （ 以 下 、 「 Ｔ reg細 胞 」 と 表 記 す る ） と
呼 ば れ て お り 、 免 疫 抑 制 活 性 を 持 ち 、 免 疫 寛 容 の 維 持 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ
と が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 こ の Ｔ reg細 胞 は 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 と 相
反 す る 免 疫 応 答 を 行 う た め 、 こ れ ら を 区 別 し て 臨 床 的 に 応 用 す る こ と に よ り 、 一 層 効 果 的
に 免 疫 賦 活 や 免 疫 抑 制 を 図 る こ と が 可 能 に な る こ と が 報 告 さ れ て お り （ 例 え ば 、 特 許 文 献
２ 参 照 ） 、 Ｔ reg細 胞 と 活 性 化 Ｔ 細 胞 と を 区 別 す る 技 術 を 確 立 す る こ と が 重 要 と な っ て い
る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ま で に 、 Ｔ reg細 胞 に お い て 発 現 す る 種 々 の 物 質 が 報 告 さ れ て い る 。 例 え ば 、 非 特
許 文 献 ３ に は 、 Ｔ reg細 胞 に は Ｃ Ｄ ２ ５ と 共 に Ｇ Ｉ Ｔ Ｒ が 高 発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ
て い る 。 し か し な が ら 、 Ｃ Ｄ ２ ５ と Ｇ Ｉ Ｔ Ｒ は 、 Ｔ reg細 胞 の み な ら ず 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 に
お い て も 高 発 現 し て い る た め 、 Ｔ reg細 胞 と 活 性 化 Ｔ 細 胞 と を 識 別 す る 指 標 と は で き な い
こ と が 分 か っ て い る 。 ま た 、 非 特 許 文 献 ４ に は 、 Ｆ ｏ ｘ ｐ ３ が Ｔ reg細 胞 に 特 異 的 に 発 現
す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 Ｆ ｏ ｘ ｐ ３ は 、 転 写 因 子 で あ り 、 細 胞 表 面 に
は 発 現 し な い た め 、 Ｆ ｏ ｘ ｐ ３ を 指 標 と し て Ｔ reg細 胞 を 単 離 又 は 除 去 す る 方 法 で は 、 Ｔ r
eg細 胞 が 除 去 さ れ た Ｔ 細 胞 群 や 単 離 さ れ た Ｔ reg細 胞 を 生 存 し た 状 態 で 臨 床 的 に 使 用 す る
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こ と が で き な い 。 こ の よ う に 、 従 来 の 技 術 で は 、 Ｔ reg細 胞 を 生 き た ま ま 活 性 化 Ｔ 細 胞 と
区 別 し て 検 出 し 、 分 離 又 は 除 去 す る こ と が で き な い の が 現 状 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 こ れ ま で 、 Ｔ reg細 胞 を 生 き た ま ま 分 離 又 は 除 去 す る 技 術 だ け で な く 、 生 体 内 で
Ｔ reg細 胞 を 選 択 的 に 減 少 さ せ る 技 術 に 関 し て も 、 一 切 報 告 さ れ て い な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Sakaguchi, S., et al., 1995, “ Immunologic self-tolerance mainta
ined by activated T cells expressing IL-2 receptor alpha-chains (CD25). Breakdow
n of a single mechanism of self-tolerance causes various autoimmune diseases.”  
J. Immunol. 155, 1151-1164
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Shimizu, J., et al., 1999, “ Induction of tumor immunity by remo
ving CD25+CD4+ T cells: a common basis between tumor immunity and autoimmunity.
” , J. Immunol. 163, 5211-5218
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Shimizu, J., et al., 2002, “ Stimulation of CD25(+)CD4(+) regula
tory T cells through GITR breaks immunological self-tolerance.” , Nat. Immunol. 
3, 135-142
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Hori, S., et al., 2003, “ Control regulatory T cell development 
by the transcription factor Foxp3.” , Science 299, 1057-1061
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 Ｔ reg細 胞 と 活 性 化 Ｔ 細 胞 と を 生 細 胞 の ま ま 区 別 す る 技 術 を 提 供 す る こ と を
目 的 と す る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 生 体 内 で Ｔ reg細 胞 を 減 じ る こ と が で き 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 に
よ る 免 疫 応 答 を 効 果 的 に 発 現 さ せ る 免 疫 賦 活 剤 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 し た と こ ろ 、 Ｔ reg細 胞 は 、 活 性 化 Ｔ 細
胞 や ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 に 比 べ て 、 細 胞 表 面 に ４ 型 葉 酸 受 容 体 （ folate receptor 4； folate 
receptor δ ； folate binding protein 3） を 高 発 現 し て お り 、 細 胞 表 面 の ４ 型 葉 酸 受 容
体 の 発 現 量 を 指 標 と す る こ と に よ り 、 Ｔ reg細 胞 を 活 性 化 Ｔ 細 胞 や ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 か ら 区
別 化 で き る こ と を 見 出 し た 。 更 に 、 Ｔ reg細 胞 の 特 異 的 検 出 に 使 用 さ れ る 抗 ４ 型 葉 酸 受 容
体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト に は 、 生 体 内 で Ｔ reg細 胞 を 減 少 さ せ て 、
生 体 内 の 免 疫 活 性 を 賦 活 す る 作 用 が あ る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 知 見 に 基 づ
い て 、 更 に 改 良 を 重 ね る こ と に よ り 完 成 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 下 記 態 様 の 発 明 を 包 含 す る ：
項 １ ． 　 (i)制 御 性 Ｔ 細 胞 、 及 び (ii)ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 及 び 活 性 化 Ｔ 細 胞 よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 細 胞 を 含 む 細 胞 群 か ら 制 御 性 Ｔ 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
細 胞 表 面 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 測 定 し 、 該 発 現 量 を 指 標 と し て 制 御 性 Ｔ 細 胞 を 検 出
す る こ と を 特 徴 と す る 、 方 法 。
項 ２ ． 　 ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 、 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ
ラ グ メ ン ト を 用 い て 測 定 す る 、 項 １ に 記 載 の 検 出 方 法 。
項 ３ ． 　 (i)制 御 性 Ｔ 細 胞 、 及 び (ii)ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 及 び 活 性 化 Ｔ 細 胞 よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 細 胞 を 含 む 細 胞 群 か ら 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 が 最 も 強 い 細
胞 集 団 を 構 成 す る 細 胞 を 単 離 す る こ と を 特 徴 と す る 、 制 御 性 Ｔ 細 胞 の 単 離 方 法 。
項 ４ ． 　 前 記 Ｔ 細 胞 群 が 、 被 験 哺 乳 類 動 物 か ら 分 離 さ れ た Ｔ 細 胞 群 、 又 は ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞
に 対 し て 抗 原 刺 激 を 行 っ た Ｔ 細 胞 群 で あ る 、 項 ３ に 記 載 の 単 離 方 法 。
項 ５ ． 　 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る こ と を
特 徴 と す る 、 制 御 性 Ｔ 細 胞 の 検 出 用 試 薬 。
項 ６ ． 　 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 有 効 成 分 と し て
含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 免 疫 賦 活 剤 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。

　 本 発 明 の Ｔ reg細 胞 の 検 出 方 法 は 、 (i)Ｔ reg細 胞 、 及 び (ii)ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 及 び ／ 又 は
活 性 化 Ｔ 細 胞 を 含 む 細 胞 群 か ら Ｔ reg細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 該 細 胞 群 を 被 験 体 と し
て 、 Ｔ 細 胞 の 表 面 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 測 定 し 、 該 発 現 量 を 指 標 と し て Ｔ reg細 胞
を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の Ｔ reg細 胞 の 検 出 方 法 は 、 被 験 体 と な る 細 胞 群 か ら 、 (i)Ｔ reg細 胞 と 、 (ii)ナ
イ ー ブ Ｔ 細 胞 及 び ／ 又 は 活 性 化 Ｔ 細 胞 と を 区 別 し て 、 Ｔ reg細 胞 を 特 異 的 に 検 出 す る も の
で あ る 。 該 検 出 方 法 に お い て 、 被 験 体 と し て 用 い ら れ る Ｔ 細 胞 群 は 、 (i)Ｔ reg細 胞 と 、 及
び (ii)ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 及 び ／ 又 は 活 性 化 Ｔ 細 胞 を 含 む も の で あ れ ば 、 特 に 制 限 さ れ な い 。
被 験 体 と し て 用 い ら れ る 細 胞 群 と し て は 、 具 体 的 に は 、 哺 乳 類 動 物 か ら 分 離 さ れ た Ｔ 細 胞
を 含 む 細 胞 群 、 又 は 哺 乳 類 動 物 か ら 分 離 さ れ た Ｔ 細 胞 に 対 し て 抗 原 刺 激 を 行 っ た 細 胞 群 が
例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 な お 、 本 発 明 に お い て 、 被 験 体 と な る 細 胞 群 に は 、 Ｔ 細 胞 以 外 に 、 血 球 系 細 胞 や リ ン パ
節 細 胞 等 が 含 ま れ て い る こ と を 妨 げ る も の で は な い 。 Ｔ 細 胞 以 外 の 細 胞 は ４ 型 葉 酸 受 容 体
の 発 現 量 が 低 い の で 、 本 発 明 に お い て 、 Ｔ 細 胞 以 外 の 細 胞 が 被 験 体 で あ る 細 胞 群 に 含 ま れ
て い て も 、 Ｔ reg細 胞 の 検 出 の 精 度 に 悪 影 響 は 殆 ど な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の Ｔ reg細 胞 の 検 出 方 法 に お い て 、 Ｔ 細 胞 の 表 面 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 の 測
定 は 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 か か る 測 定 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 抗 原 抗
体 反 応 を 利 用 す る 方 法 ； ４ 型 葉 酸 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド を 利 用 す る 方 法 ； in situ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 手 法 を 利 用 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 上 記 の 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 す る 方 法 に よ る Ｔ 細 胞 の 表 面 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 の 測
定 は 、 具 体 的 に は 、 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 を 用 い て 、 こ れ を 被 験 体 で あ る Ｔ 細 胞 群 中 の Ｔ
細 胞 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 と 抗 原 抗 体 反 応 さ せ 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 に 結 合 し た 該 抗 体 を 検 出 す る
こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 別 を 問 わ な い が 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 又 は Ｔ reg細 胞 を 免 疫 原 と し て 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ
ギ 等 の 哺 乳 動 物 を 免 疫 し 、 該 免 疫 動 物 か ら 常 法 に 従 っ て 回 収 す る こ と に よ り 得 る こ と が で
き る 。 ま た 、 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 該 抗 体 を 産 生 す る 該 ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 発 現 細 胞 、 又 は Ｔ reg
細 胞 で 免 疫 し た 動 物 か ら 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 を 回 収 し 、 細 胞 融
合 法 に よ り ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ る こ と に よ り 調 製 で き る 。 こ れ ら の 技 術 は 当 該 技 術
分 野 で は 確 立 さ れ た 方 法 で あ る 。 な お 、 マ ウ ス 由 来 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 抗 体 を 産 生
す る マ ウ ス － ラ ッ ト ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 、 Ｔ Ｈ ６ 細 胞 株 （ FARM AP－ 20509） が 、 独 立 行
政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所  微 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 上 記 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 の 代 わ り に 、 該 抗 体 の Fabフ ラ グ メ ン ト や F(ab') 2 フ ラ
グ メ ン ト 等 の 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ れ ら ４ 型
葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 公 知 の 方 法 で 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 そ の 検 出 の 為 に 、 通 常 の 標 識 物 質 に よ っ て 、 直 接 的
に 修 飾 さ れ て い て も よ い し 、 ま た 標 識 物 質 を 結 合 さ せ た 第 二 抗 体 を 介 し て 間 接 的 に 修 飾 す
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る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 抗 体 の 標 識 に 使 用 さ れ る 標 識 物 質 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 1 2 5 Ｉ
、 3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 等 の 放 射 性 同 位 元 素 類 ； ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 等 の 酵
素 ； フ ィ コ エ リ ス リ ン （ PE） 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） 、 テ ト ラ メ チ
ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ RITC） 等 の 蛍 光 物 質 ； ビ オ チ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ
ら の 標 識 物 質 に よ る 標 識 は 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 の 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 す る 方 法 に お い て 、 抗 原 抗 体 反 応 の 反 応 条 件 に つ い て は 、 通
常 の 条 件 に 従 っ て 適 宜 設 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 に 結 合 し た 上 記 抗 体
を 検 出 す る 方 法 に つ い て も 、 該 抗 体 の 標 識 物 質 の 種 類 に 応 じ て 適 宜 設 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ４ 型 葉 酸 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド を 利 用 す る 方 法 に よ る Ｔ 細 胞 の 表 面 の ４ 型 葉 酸 受 容 体
の 発 現 量 の 測 定 に つ い て は 、 上 記 の 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 す る 方 法 に お い て 、 抗 体 の 代 わ り
に ４ 型 葉 酸 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド を 使 用 す る こ と に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 こ こ で
、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド と し て は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 公 知 の も の 又 は 公 知 の 方
法 で 取 得 さ れ た も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 か か る 方 法 に お け る 各 種 の 条 件 も 、
使 用 す る リ ガ ン ド の 種 類 や 標 識 物 質 の 種 類 に 応 じ て 適 宜 設 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 手 法 を 利 用 す る 方 法 に よ る Ｔ 細 胞 の 表 面 の ４
型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 の 測 定 は 、 一 般 的 な 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、
４ 型 葉 酸 受 容 体 の mRNAに 対 す る 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 被 験 Ｔ 細 胞 内 で ４ 型 葉 酸 受 容 体 の
mRNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 こ れ を 検 出 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 in situ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 使 用 さ れ る 標 識 プ ロ ー ブ は 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 の mRNAに 特 異 的
な 相 補 配 列 を 有 し 、 検 出 が 容 易 な よ う に 標 識 物 質 が 結 合 さ れ て な る も の で あ る 。 当 該 プ ロ
ー ブ に つ い て は 、 他 の RNAと の 交 差 反 応 性 の 低 い 塩 基 配 列 で あ る こ と が 望 ま し く 、 例 え ば
、 公 知 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 cDNAを 切 断 す る こ と に よ り 製 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ の 標 識
に 使 用 さ れ る 標 識 物 質 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 1 2 5 Ｉ 、 3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 等 の 放
射 性 同 位 元 素 ； FITC、 RITC等 の 蛍 光 物 質 ； ジ コ キ シ ゲ ニ ン ； ビ オ チ ン 等 が 例 示 さ れ る 。 こ
れ ら の 標 識 物 質 の プ ロ ー ブ へ の 結 合 は 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。 ま た 、 in
 situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 、 被 験 Ｔ 細 胞 の 前 処 理 （ 固 定 化 ） 条 件 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 、 標 識 物 質 の 検 出 条 件 等 に つ い て は 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て
適 宜 設 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 上 記 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 の 測 定 方 法 の 内 、 好 ま し く は 、 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 す る
方 法 及 び ４ 型 葉 酸 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド を 利 用 す る 方 法 で あ り 、 こ れ ら の 方 法 に よ れ ば
、 被 験 Ｔ 細 胞 群 を 生 き た 状 態 の ま ま で 該 発 現 量 の 測 定 を 行 う こ と が 可 能 に な る 。 中 で も 特
に 好 ま し く は 、 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 す る 方 法 で あ る で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 斯 く し て 測 定 さ れ た Ｔ 細 胞 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 指 標 と し て 、 Ｔ reg細 胞 が ナ イ
ー ブ Ｔ 細 胞 及 び 活 性 化 Ｔ 細 胞 と 区 別 さ れ て 検 出 さ れ る 。 即 ち 、 被 験 体 で あ る 細 胞 群 に お い
て 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 に 基 づ い て 、 (1)Ｔ reg細 胞 の 細 胞 集 団 、 及 び (2)活 性 化 Ｔ 細
胞 の 細 胞 集 団 及 び ／ 又 は (3)ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 の 細 胞 集 団 の ２ 又 は ３ つ の 細 胞 集 団 ； 或 い は
、 (1)Ｔ reg細 胞 の 細 胞 集 団 、 及 び (2)活 性 化 Ｔ 細 胞 と ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 が 混 在 す る 細 胞 集 団
の ２ つ の 細 胞 集 団 が 検 出 さ れ る 。 こ こ で 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 が 多 い 順 に 、 Ｔ reg細
胞 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 、 ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 で あ り 、 上 記 の よ う に 検 出 さ れ る 細 胞 集 団 の 内 、 ４ 型
葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 が 最 も 多 い 細 胞 集 団 を 構 成 す る 細 胞 が Ｔ reg細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 被 験 体 で あ る 細 胞 群 に お い て 、 Ｔ reg細 胞 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 、 ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 の 順
で 、 Ｃ Ｄ ２ ５ の 発 現 量 が 多 い 傾 向 に あ る の で 、 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て 、 ４ 型 葉 酸 受 容
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体 の 発 現 量 と 共 に 、 Ｃ Ｄ ２ ５ の 発 現 量 を 指 標 と す る こ と に よ り 、 Ｔ reg細 胞 、 活 性 化 Ｔ 細
胞 、 及 び ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 の そ れ ぞ れ の 区 別 化 を 一 層 明 確 に 行 う こ と が 可 能 に な る 。 即 ち 、
４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 と Ｃ Ｄ ２ ５ の 双 方 の 発 現 量 を 指 標 と す る こ と に よ り 、 被 験 体 で あ
る Ｔ 細 胞 群 を 、 Ｔ reg細 胞 の 細 胞 集 団 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 細 胞 集 団 、 及 び ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 の
細 胞 集 団 の ３ つ の 細 胞 集 団 に 峻 別 す る こ と が で き る 。 な お 、 こ こ で 、 Ｃ Ｄ ２ ５ の 発 現 量 の
測 定 は 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ５ 抗 体 を 使 用 す る 方 法 等 の 公 知 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 被 験 体 で あ る 細 胞 群 か ら Ｔ reg細 胞 の 単 離 は 、 公 知 の 方 法 で 実 施 で き る 。 好 適 な 単 離 方
法 の 一 例 と し て 、 ソ ー テ ィ ン グ 機 能 を 備 え る フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ り 、 ４ 型 葉 酸 受 容
体 の 発 現 量 に 基 づ い て 、 被 験 細 胞 群 か ら Ｔ reg細 胞 を 単 離 す る 方 法 が 例 示 さ れ る 。 ま た 、
そ の 他 、 磁 気 ビ ー ズ を 利 用 し て 被 験 細 胞 群 か ら Ｔ reg細 胞 を 単 離 す る 方 法 も 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 Ｔ reg細 胞 を 単 離 し て 、 Ｔ reg細 胞 と 活 性 化 Ｔ 細 胞 と を 分 離 す る
こ と が で き る の で 、 Ｔ reg細 胞 と 活 性 化 Ｔ 細 胞 と を 区 別 化 し て 臨 床 的 に 応 用 す る こ と が 可
能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 例 え ば 、 悪 性 腫 瘍 や 感 染 症 等 の 疾 患 を 患 っ て い る 患 者 か ら 、 Ｔ 細 胞 を 含 む 細 胞 群 を 採 取
し 、 必 要 に 応 じ て 該 細 胞 群 を 抗 原 刺 激 し て 活 性 化 Ｔ 細 胞 を 誘 導 し た 後 に 、 本 発 明 の 方 法 に
よ っ て Ｔ reg細 胞 を 除 い た 細 胞 群 を 再 度 、 当 該 患 者 に 移 植 す る こ と に よ り 、 患 者 体 内 で 活
性 化 Ｔ 細 胞 の 作 用 を 効 果 的 に 発 現 さ せ て 該 疾 患 を 治 療 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 例 え ば 、 臓 器 移 植 後 の 患 者 や 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者 か ら 、 Ｔ 細 胞 を 含 む 細 胞 群 を 採
取 し 、 必 要 に 応 じ て 該 細 胞 群 を 抗 原 刺 激 し て Ｔ reg細 胞 を 誘 導 し た 後 に 、 本 発 明 の 方 法 に
よ っ て 単 離 し た Ｔ reg細 胞 を 再 度 、 当 該 患 者 に 移 植 す る こ と に よ り 、 患 者 体 内 で Ｔ reg細 胞
の 作 用 を 効 果 的 に 発 揮 さ せ て 、 免 疫 抑 制 作 用 や 自 己 免 疫 疾 患 の 治 癒 作 用 を 高 め る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 前 述 す る よ う に 、 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト
を 使 用 す る こ と に よ り 、 Ｔ reg細 胞 と 活 性 化 Ｔ 細 胞 と を 区 別 し て 、 Ｔ reg細 胞 を 特 異 的 に 検
出 す る こ と が で き る 。 故 に 、 更 に 、 本 発 明 は 、 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体
結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る 、 Ｔ reg細 胞 の 検 出 用 試 薬 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　
　 前 述 の Ｔ reg細 胞 の 検 出 用 試 薬 と し て 使 用 さ れ る 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受
容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 生 体 内 で Ｔ reg細 胞 に 結 合 し て 該 細 胞 を 選 択 的 に 減 じ さ せ 、
活 性 化 Ｔ 細 胞 の 作 用 を 効 果 的 に 発 揮 さ せ る こ と が で き る 。 故 に 、 本 発 明 は 、 更 に 、 抗 ４ 型
葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 有 効 成 分 と し て 含 む 免 疫 賦 活 剤
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 当 該 免 疫 賦 活 剤 を ヒ ト に 適 用 す る 場 合 、 有 効 成 分 で あ る 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型
葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 ヒ ト に 対 す る 異 種 抗 原 性 を 低 下 さ せ る た め に 人 為 的 に
改 変 し た 遺 伝 子 組 換 え 型 抗 体 （ 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 型 化 （ Humanized） 抗 体 ） 、 又
は こ れ ら の 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と が 望 ま し い 。 こ れ ら の 改 変 抗 体 は 、 既 知 の 方 法
を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 キ メ ラ 抗 体 と は 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 由 来 抗 体
の 可 変 領 域 と ヒ ト 抗 体 由 来 の 定 常 領 域 と か ら な る 抗 体 で あ る 。 ま た 、 ヒ ト 型 化 抗 体 と は 、
ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 由 来 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 と 、 ヒ ト 抗 体 由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 及
び Ｃ 領 域 と か ら な る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 当 該 免 疫 賦 活 剤 は 、 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト と 共
に 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 基 材 や 担 体 を 混 合 し て 製 剤 化 さ れ る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 当 該
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免 疫 賦 活 剤 の 形 態 に つ い て は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 好 適 な 形 態 の 一 例 と し て 、 注 射 剤 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 当 該 免 疫 賦 活 剤 の 投 与 量 は 、 生 体 内 で 免 疫 を 賦 活 す る の に 有 効 な 量 で あ り 、 患 者 の 年 齢
、 性 別 、 投 与 方 法 、 疾 患 の 種 類 等 に 応 じ て 適 宜 設 定 さ れ る 。 当 該 免 疫 賦 活 剤 の 投 与 量 の 一
例 と し て 、 成 人 １ 日 当 た り 、 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 又 は ４ 型 葉 酸 受 容 体 結 合 性 フ ラ グ メ ン
ト が 約 １ ～ ５ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は 約 ３ ～ ３ ０ ０ ０ ｍ ｇ と な る 量 が 挙 げ ら れ る
　 当 該 免 疫 賦 活 剤 の 投 与 経 路 と し て は 、 例 え ば 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 膜 内 、 腹 腔 内 、 胸 膜 内 、
胸 腔 内 、 静 脈 内 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 当 該 免 疫 賦 活 剤 は 、 悪 性 腫 瘍 、 感 染 症 等 の 治 療 に 有 効 で あ る 。 中 で も 、 特 に 当 該 免 疫 賦
活 剤 は 、 腫 瘍 悪 性 腫 瘍 に 対 す る 治 療 効 果 に 優 れ て お り 、 腫 瘍 治 療 剤 と し て 有 用 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の Ｔ reg細 胞 の 検 出 、 単 離 方 法 に よ れ ば 、 細 胞 表 面 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を
指 標 と す る こ と に よ り 、 Ｔ reg細 胞 を 活 性 化 Ｔ 細 胞 や ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 か ら 区 別 し て 検 出 し
単 離 で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 を 臨 床 的 に 応 用 す る こ と に よ っ て 、 患 者 か ら Ｔ reg細
胞 を 選 択 的 に 除 去 し た り 、 Ｔ reg細 胞 を 選 択 的 に 収 集 し て 患 者 に 移 植 す る こ と が 可 能 に な
る の で 、 臓 器 移 植 時 の 免 疫 抑 制 や 悪 性 腫 瘍 に 対 す る 細 胞 療 法 等 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 賦 活 剤 は 、 生 体 内 で Ｔ reg細 胞 に 結 合 し 、 該 細 胞 を 選 択 的 に 減 じ さ
せ て 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 作 用 を 効 果 的 に 発 揮 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 免 疫 賦 活 剤 は 、
特 に 悪 性 腫 瘍 や 感 染 症 等 の 疾 患 に 対 す る 治 療 効 果 に 優 れ て お り 、 こ れ ら の 疾 患 の 治 療 剤 と
し て 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 以 下 に 、 参 考 例 、 実 施 例 等 に 基 づ い て 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に よ
っ て 限 定 さ れ る も の で は な い 。

　 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 を 産 生 す る マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 調 製
　 ま ず 、 免 疫 原 と な る CD25 + CD4 + T細 胞 株 を 以 下 の 方 法 に 従 っ て 作 製 し た 。 即 ち 、 正 常 BALB
/cマ ウ ス 由 来 脾 臓 ・ リ ン パ 節 細 胞 を 、 ハ イ ブ リ ド ー マ J11D（ 抗 HSA抗 体 産 生 細 胞 、 America
n type culture collectionよ り 購 入 ） の 培 養 上 清 （ 1/8希 釈 ） 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ 3.155
（ 抗 CD8抗 体 産 生 細 胞 、 American type culture collectionよ り 購 入 ） の 培 養 上 清 (1/10希
釈 )を 含 む RPMI培 地 に 入 れ 、 氷 上 30分 静 置 し た 後 、 こ れ を 、 抗 ラ ッ ト IgGヤ ギ 抗 体 (ICN Pha
rmaceuticals社 製 、 5μ g/ml希 釈 を 5ml/dish)で コ ー ト し た 10cmデ ィ ッ シ ュ (1匹 あ た り 2枚 )
に 入 れ て 4℃ で 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 パ ニ ン グ 法 に よ り 、 浮 遊 細 胞 を CD4+細 胞 が 豊 富 な
細 胞 群 と し て 回 収 し た 。 次 い で 、 回 収 し た 細 胞 群 に 対 し て 、 ビ オ チ ン 標 識 抗 CD25抗 体 (ク
ロ ー ン 名 7D4、 PharMingen社 製 、 1/200希 釈 )、 PE標 識 streptavidin(PharMingen社 製 、 1/40
0希 釈 )、 MACSビ ー ズ 標 識 抗 PE抗 体 (Miltenyi Biotec社 製 、 1/10希 釈 )の 順 で 、 各 氷 上 で 30
分 反 応 し た 後 、 磁 気 ビ ー ズ カ ラ ム を 2回 通 し た 陽 性 分 画 と し て CD25 + CD4 + 細 胞 群 を 取 得 し た
。 か く し て 得 ら れ た 細 胞 群 を 、 抗 CD3抗 体 (ハ イ ブ リ ド ー マ 2C11の 培 養 上 清 10%容 量 ； ハ イ
ブ リ ド ー マ 2C11は American type culture collectionよ り 購 入 )、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ (IL
-2)(シ オ ノ ギ 製 薬 よ り 分 与 、 200 U/ml)、 及 び 15Gy放 射 線 照 射 し た 脾 細 胞 と 共 に 、 共 培 養
を 繰 り 返 し 行 っ て 刺 激 す る こ と に よ り 、 CD25 + CD4 + T細 胞 株 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 上 記 で 得 ら れ た CD25 + CD4 + T細 胞 株 5× 10 6 個 を 、 ラ ッ ト （ Wister rat； 日 本 ク レ ア 社 製 ）
に 対 し て 2週 間 お き に 3回 腹 腔 内 注 射 す る こ と で 免 疫 し た 。 最 終 注 射 の 3日 後 に ラ ッ ト の 脾
臓 細 胞 を 回 収 し 、 P3U1マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 （ 順 天 堂 大 学 よ り 分 与 ） と Polyethyleneglycol 4
000(Merck社 , 1 g/ml)を 用 い て 細 胞 融 合 さ せ た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ は そ の
培 養 上 清 が CD25 + CD4 + 細 胞 を CD25 - CD4 + 細 胞 よ り 強 く 染 色 で き る か を FACSで 調 べ る こ と に よ
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り 行 っ た 。 詳 細 に は BALB/cマ ウ ス か ら パ ニ ン グ 法 に よ り 回 収 し た CD4 + リ ン パ 球 を 、 各 培 養
上 清 と 反 応 さ せ た 後 、 FITC標 識 抗 ラ ッ ト IgGマ ウ ス 抗 体 F(ab’ ) 2 断 片 (Jackson ImmunoRese
arch社 製 、 1/1000希 釈 )を 反 応 さ せ 、 ラ ッ ト 血 清 （ 1/50希 釈 ） で ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 に PE
標 識 抗 CD25抗 体 (ク ロ ー ン 名 PC61、 PharMingen社 )を 反 応 さ せ 、 FACSキ ャ リ バ ー に よ り 解 析
し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 斯 く し て 、 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ Ｔ Ｈ ６ 細 胞 株 （ FARM AP－ 20509） を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 　 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） の 製 造
　 上 記 参 考 例 １ で 得 ら れ た マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ Ｔ Ｈ ６ 細 胞 株 の ５ × １ ０ ６ 個 を 、 免 疫 不
全 マ ウ ス で あ る SCIDマ ウ ス （ 日 本 ク レ ア 社 製 ） の 腹 腔 内 へ 注 入 し 、 10日 後 か ら 腹 水 を 採 取
し た 。 採 取 し た 腹 水 を 遠 心 分 離 し 、 次 い で 0.45μ mフ ィ ル タ ー (Millipore社 製 )を 通 す こ と
で 細 胞 成 分 等 を 除 き 、 Protein Gカ ラ ム (Amersham Biosciences社 製 )を 用 い て モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） を 精 製 し た 。 カ ラ ム か ら の 溶 出 は 0.1Mグ リ シ ン -HCl pH2.7で 行 い
、 透 析 膜 (Spectrum Laboratories, MWCO 12-14000)を 用 い て PBSに 透 析 後 、 0.2μ mの フ ィ
ル タ ー (Millipore社 )を 通 し て 精 製 抗 体 と し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 　 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） の 反 応 特 異 性
　 ヒ ト HEK293T由 来 細 胞 株 Plat-E細 胞 （ 東 京 大 学 医 科 学 研 究 所 よ り 分 与 ） に 、 マ ウ ス ４ 型
葉 酸 受 容 体 （ FLR4） の 全 長 cDNAを 組 み 込 ん だ pMXSベ ク タ ー （ 東 京 大 学 医 科 学 研 究 所 よ り 分
与 ） 又 は 空 の pMXSベ ク タ ー を Fugene 6(Roche Molecular Biochemicals)を 用 い て ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン し た 。 こ の 細 胞 1× 10 8 cells/mlに 対 し て 、 ビ オ チ ン 標 識 の Ｔ Ｈ ６ 抗 体 （ Amer
sham biotinization kitに よ り 標 識 し た ） 又 は ビ オ チ ン 標 識 IgG2b (PharMingen社 製 )を 1
μ g/mlと な る よ う に 添 加 し て 、 氷 上 30分 反 応 し 、 洗 浄 後 に PE標 識 streptavidin(PharMinge
n社 製 )を 0.5μ g/mlと な る よ う に 添 加 し て 氷 上 30分 反 応 を 行 い 、 FACS解 析 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 １ に 示 す 。 図 １ 中 、 左 図 に 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 使 用 し た 場 合 の 結 果 を 示 し
、 右 図 に 、 IgG2b（ コ ン ト ロ ー ル ） を 使 用 し た 場 合 の 結 果 を 示 す 。 ま た 、 図 １ 中 、 FLR4遺
伝 子 導 入 細 胞 （ 図 １ 中 、 FLR4と 表 記 ） を 実 線 で 、 空 ベ ク タ ー の み を 導 入 し た 細 胞 （ 図 １ 中
、 Mockと 表 記 ） を 影 付 き で 示 す 。 図 １ に 示 す よ う に 、 参 考 例 ２ で 得 ら れ た Ｔ Ｈ ６ 抗 体 は 、
FLR4遺 伝 子 導 入 細 胞 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し て お り 、 こ の 結 果 か ら 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 は 、 FLR4
に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 　 胸 腺 細 胞 及 び リ ン パ 節 細 胞 に お け る ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 の 確 認
＜ 胸 腺 細 胞 に お け る ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 の 確 認 ＞
　 BALB/cマ ウ ス か ら 回 収 し た 胸 腺 細 胞 1× 10 9 cells/mlに 、 ビ オ チ ン 標 識 の Ｔ Ｈ ６ 抗 体 （ Am
ersham biotinization kitに よ り 標 識 し た ） 又 は ビ オ チ ン 標 識 IgG2b (PharMingen社 製 )を
1μ g/mlと な る よ う に 添 加 し て 、 氷 上 30分 反 応 を 行 っ た 。 次 い で 、 FITC標 識 抗 CD4抗 体 (Pha
rMingen社 製 )、 PE標 識 抗 CD8抗 体 (PharMingen社 製 )及 び APC標 識 Streptavidin(PharMingen
社 製 )を そ れ ぞ れ 0.4μ g/mlと な る よ う に 添 加 し て 氷 上 30分 反 応 後 、 FACS解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２ で は 、 CD8 + CD4 - (左 上 )、 CD8 + CD4 + (右 上 )、 CD8 - CD4 - (
左 下 )、 CD8 - CD4 + (右 下 )の 各 細 胞 群 に お け る APCの 蛍 光 輝 度 に つ い て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 使 用 し
た 場 合 を 実 線 で 、 IgG2b（ コ ン ト ロ ー ル ） を 使 用 し た 場 合 を 影 付 き で 示 す 。 こ の 結 果 か ら
、 胸 腺 細 胞 で は 、 CD8 - CD4 + 細 胞 分 画 中 に ４ 型 葉 酸 受 容 体 を 発 現 し て い る 細 胞 の 比 率 が 高 い
こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ＜ リ ン パ 節 細 胞 に お け る ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 の 確 認 ＞
　 BALB/cマ ウ ス か ら 回 収 し た リ ン パ 節 細 胞 1× 10 8 cells /mlに 、 ビ オ チ ン 標 識 の Ｔ Ｈ ６ 抗
体 （ Amersham biotinization kitに よ り 標 識 し た ） 又 は ビ オ チ ン 標 識 IgG2b(PharMingen社
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製 )を 1μ g/mlと な る よ う に 添 加 し て 、 氷 上 30分 反 応 を 行 っ た 。 次 い で 、 FITC標 識 抗 CD4抗
体 (PharMingen社 製 )、 FITC標 識 抗 CD8抗 体 (PharMingen社 製 )、 又 は FITC標 識 抗 B220抗 体 （ P
harMingen社 製 ） を 0.4μ g/mlと な る よ う に 添 加 す る と 共 に 、 APC標 識 Streptavidin(PharMi
ngen社 製 )を 0.4μ g/mlと な る よ う に 添 加 し て 氷 上 30分 反 応 後 、 FACS解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 図 ３ で は 、 CD4 + (左 上 )、 CD8 + (左 下 )、 B220 + (右 上 )の 各 細
胞 群 に お け る APCの 蛍 光 輝 度 に つ い て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 使 用 し た 場 合 を 実 線 で 、 IgG2b（ コ ン
ト ロ ー ル ） を 使 用 し た 場 合 を 影 付 き で 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 リ ン パ 節 細 胞 で は 、 CD8+細 胞
や B細 胞 に 比 べ て 、 CD4+細 胞 に お い て 高 い 割 合 で ４ 型 葉 酸 受 容 体 が 発 現 し て い る こ と が 明
ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 　 Treg細 胞 の 検 出
　 BALB/cマ ウ ス の リ ン ハ ゜ 節 ・ 脾 臓 中 か ら パ ニ ン グ 法 に よ り CD4 + 細 胞 群 を 回 収 し 、 こ の CD
4 + 細 胞 （ 1× 10 6 ～ 2.5× 10 6 cells/ml） に 対 し て 、 C57/Bl/6マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を 15Gy放 射 線
照 射 し た 細 胞 を 抗 原 提 示 細 胞 (APC)と し て 等 量 加 え 、 更 に IL-2 (添 加 後 濃 度 50 U/ml)を 加
え る こ と に よ り 刺 激 を 行 い 、 ３ ７ ℃ で 9日 間 培 養 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 上 記 刺 激 前 後 の CD4 + 細 胞 群 を 被 験 体 と し て 、 以 下 の 方 法 に よ り Treg細 胞 の 検 出 を 行 っ た
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 CD4 + 細 胞 を 2× 10 8 cells /mlの 濃 度 で 含 む 細 胞 含 有 液 に 、 Alexa Fluor488標 識 TH6抗 体 (M
olecular Probes社 製 、 Alexa Fluor 488 Monoclonal antibody labeling kitに よ り 標 識 )
を 1μ g/ml、 PE標 識 抗 CD25抗 体 （ PharMingen社 製 ） を 2μ g/ml、 及 び CyCrome標 識 抗 CD4抗 体
(PharMingen社 製 )を 0.4μ g/mlと な る よ う に そ れ ぞ れ 添 加 し て 、 氷 上 30分 反 応 後 、 FACS解
析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 図 ４ 中 、 左 図 に は 、 刺 激 前 の CD4 + 細 胞 群 を 被 験 体 と し た 際
の 結 果 を 、 右 図 に は 、 刺 激 後 の CD4 + 細 胞 群 を 被 験 体 と し た 際 の 結 果 を そ れ ぞ れ 示 す 。 図 ４
の 左 右 の 図 に お い て 、 縦 軸 は PEの 蛍 光 輝 度 で あ り 、 横 軸 は Alexa Fluor488の 蛍 光 輝 度 で あ
る 。 図 ４ か ら 分 か る よ う に 、 Ｔ reg細 胞 で あ る CD25 + CD4 + 細 胞 は 、 CD25－ CD4 + 細 胞 に 比 べ て
４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 が 多 い こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 結 果 か ら 、 抗 原 刺 激 前 の CD4+細 胞 群 は 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 と CD25共 に 高 発 現 の 細 胞 集 団
、 及 び ４ 型 葉 酸 受 容 体 中 か ら 低 等 度 CD25低 発 現 の 細 胞 集 団 の ２ 分 画 に 分 か れ る こ と が 確 認
さ れ た 。 ま た 、 抗 原 刺 激 後 の CD4+細 胞 群 は 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 と CD25共 に 高 発 現 の 細 胞 集 団
、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 中 等 度 CD25高 か ら 中 等 度 発 現 の 細 胞 集 団 、 及 び ４ 型 葉 酸 受 容 体 と CD25低
発 現 の 細 胞 集 団 の ３ 分 画 に 分 か れ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 　 Treg細 胞 の 検 出
　 Thy1.2陽 性 の BALB/cマ ウ ス 1匹 か ら 磁 気 ビ ー ズ 法 MACSに よ り 回 収 し た CD25 + CD4 + 細 胞 、 及
び Thy1.1陽 性 の BALB/cマ ウ ス 1匹 か ら 磁 気 ビ ー ズ 法 MACSに よ り 回 収 し た CD25 - CD4 + 細 胞 を 用
い て 以 下 の 試 験 を 行 っ た 。 即 ち 、 CD25 + CD4 + 細 胞 及 び CD25 - CD4 + 細 胞 を 混 合 し た も の を 被 験
細 胞 群 と し て 、 上 記 実 施 例 １ － １ と 同 様 の 方 法 で 、 抗 原 刺 激 を 行 っ た 。 刺 激 前 及 び 刺 激 後
9日 目 (右 )の 細 胞 群 （ 5× 10 7 cells/ml） に 、 ビ オ チ ン 標 識 抗 Thy1.2抗 体 (PharMingen社 製 )
を 0.2μ g/mlと な る よ う に 添 加 し て 、 氷 上 30分 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 Alexa Fluor488標 識 T
H6抗 体 (Molecular Probes社 製 、 Alexa Fluor 488 Monoclonal antibody labeling kitに
よ り 標 識 を 1μ g/ml、 PE標 識 抗 CD25抗 体 (PharMingen社 製 )を 2μ g/ml、 APC標 識 抗 CD4抗 体 (P
harMingen社 製 )を 0.25μ g/ml、 及 び PerCpCy5.5標 識 streptavidin(PharMingen社 製 )を 0.4
μ g/mlと な る よ う に そ れ ぞ れ 添 加 し て 氷 上 30分 反 応 さ せ 、 FACS解 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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　 得 ら れ た 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 図 ５ 中 、 左 図 に は 、 刺 激 前 の CD25 + CD4 + 細 胞 及 び CD25 - CD4 +

細 胞 の 混 合 細 胞 群 を 被 験 体 と し た 際 の 結 果 を 、 右 図 に は 、 刺 激 後 の 該 混 合 細 胞 群 を 被 験 体
と し た 際 の 結 果 を そ れ ぞ れ 示 す 。 図 ５ の 左 右 の 図 に お い て 、 Thy1.2陽 性 細 胞 を 黒 色 の ド ッ
ト と し て 表 示 し 、 Thy1.2陰 性 細 胞 を 灰 色 の dotと し て 表 示 し 、 ま た 縦 軸 は PEの 蛍 光 輝 度 で
あ り 、 横 軸 は Alexa Fluor488の 蛍 光 輝 度 で あ る 。 こ の 結 果 か ら 、 CD25 + 細 胞 由 来 の 細 胞 は
、 刺 激 後 に は ４ 型 葉 酸 受 容 体 及 び CD25共 に 高 発 現 の 細 胞 に な る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 　 Treg細 胞 の 分 離
＜ ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 に 基 づ く 細 胞 の 分 離 ＞
　 BALB/cマ ウ ス の 脾 臓 ・ リ ン パ 節 か ら パ ニ ン グ 法 に よ り CD4 + 細 胞 を 回 収 し 、 該 細 胞 （ 2× 1
0 8 cells/ml） に 、 Alexa Fluor488標 識 TH6抗 体 (Molecular Probes社 製 、 Alexa Fluor 488 
Monoclonal antibody labeling kitに よ り 標 識 )を 1μ g/ml、 PE標 識 抗 CD25抗 体 （ PharMing
en社 製 ） を 2μ g/ml、 及 び CyChrome標 識 抗 CD4抗 体 (PharMingen社 製 )を 0.4μ g/mlと な る よ
う に そ れ ぞ れ 添 加 し て 氷 上 30分 反 応 さ せ 、 FACS解 析 し た （ 図 ６ の 左 図 ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 、 BALB/cマ ウ ス の 脾 臓 ・ リ ン パ 節 か ら パ ニ ン グ 法 に よ り 回 収 し た CD4+細 胞 （ 2× 10 6

cells/ml） に 、 C57/Bl/6マ ウ ス の APC（ 15Gy X線 照 射 し た 脾 臓 細 胞 ） を 2× 10 6 cells/mlと
な る よ う に 加 え 、 更 に IL-2を 50U/mlと な る よ う に 加 え て ９ 日 間 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 細 胞 か
ら Lympholyte-M(Cedarlane社 )を 用 い た 比 重 遠 心 法 に よ り 死 細 胞 を 除 い た 細 胞 群 に 対 し て
、 抗 Fc受 容 体 抗 体 (ハ イ ブ リ ド ー マ 2.4G2細 胞 の 培 養 上 清 ； 該 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は Americ
an type culture collectionよ り 購 入 )と 氷 上 30分 反 応 さ せ た 後 、 上 記 と 同 様 の 方 法 で 、
４ 型 葉 酸 受 容 体 及 び CD25の 発 現 量 に つ い て FACS解 析 し た （ 図 ６ の 右 図 ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 斯 く し て ４ 型 葉 酸 受 容 体 と CD25の 発 現 量 を 測 定 し た CD4陽 性 細 胞 を 、 図 ６ に 示 す ａ ～ ｅ
の 細 胞 集 団 に 区 分 化 し 、 各 々 の 細 胞 集 団 を Moflow (Dako Cytomation)を 用 い て 95%以 上 の
純 度 で 分 離 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ＜ ａ ～ ｅ の 各 細 胞 集 団 に お け る foxp3遺 伝 子 の 発 現 量 の 測 定 ＞
　 上 記 で 得 ら れ た ａ ～ ｅ の 各 細 胞 集 団 に 含 ま れ る 細 胞 に お け る foxp3遺 伝 子 の 発 現 量 を リ
ア ル タ イ ム PCR法 に よ り 定 量 し 、 内 部 標 準 HPRTの mRNA量 に 対 す る 比 率 を 算 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 定 量 の 方 法 は 、 約 5× 10 5 個 の 分 離 し た 細 胞 か ら Isogen(日 本 ジ ー ン 社 製 )を 用 い て RNAを
抽 出 し 、 SuperscriptII reverse-transcriptaseと oligo(dT) 1 2 - 1 8  primer(Invitrogen)を
用 い て 逆 転 写 す る こ と に よ り 、 cDNAを 得 た 。 リ ア ル タ イ ム PCRは 、 ABI/PRISM770 sequence
 detection system (PE Applied Biosystems)を 用 い た 。 プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ は Foxp3 p
rimers: 5’ -CCC AGG AAA GAC AGC　 AAC CTT-3’  and 5’ -TTC TCA CAA CCA GGC CAC TTG
-3’ ; Foxp3 probe: 5’ -FAM-ATC CTA CCC ACT GCT GGC AAA TGG AGT C-3’ ; HPRT prime
rs: 5’ -TGA AGA　 GCT ACT GTA ATG ATC AGT CAA C-3’  and 5’ -AGC AAG CTT GCA ACC T
TA ACC　 A-3’ ; HPRT probe: 5’ -VIC-TGC TTT CCC TGG TTA AGC AGT ACA GCC C-3’ で あ
り 、 intron/exon境 界 に 設 計 し た 。 QuantiTect Probe PCR kit (Qiagen社 製 )を 用 い 、 0.4
μ Mの プ ラ イ マ ー と 0.2μ Mの TaqMan probeの 濃 度 で 、 95℃ 10分 の 後 、 95℃ 15秒 と 60℃ 60秒
の サ イ ク ル を 40回 繰 り 返 す 反 応 を 各 サ ン プ ル に つ き ト リ プ リ ケ イ ト で 行 っ た 。 各 サ ン プ ル
の Foxp3及 び HPRTの mRNA量 の 相 対 量 を ト リ プ リ ケ イ ト の 平 均 値 と し て 算 出 し 、 Foxp3 mRNA
量 を HPRT mRNA量 で 除 し た 値 （ Foxp3/HPRT比 ） を 算 出 し 、 Ａ の 細 胞 集 団 の 値 を 100と し て 、
各 分 画 で の Foxp3/HPRT比 の 相 対 値 を 求 め た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 ｃ の 細 胞 集 団 は 、 Ｔ reg細 胞 に 特 異 的 な マ
ー カ ー で あ る foxp3を ａ の 細 胞 集 団 と 同 程 度 に 高 発 現 し て お り 、 Ｔ reg細 胞 か ら 構 成 さ れ る
細 胞 集 団 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ の 結 果 か ら も 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 指 標 と し
て 、 Ｔ reg細 胞 を 特 異 的 に 検 出 、 分 離 可 能 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ＜ ａ ～ ｅ の 各 細 胞 集 団 に 対 す る allo抗 原 に よ る 再 刺 激 ＞
　 上 記 で 得 ら れ た ａ ～ ｅ の 各 細 胞 集 団 に お け る 細 胞 (1× 10 4 個 )を c57/Bl/6マ ウ ス の APC（
脾 臓 細 胞 に 15Gy X線 照 射 し た 細 胞 、 1× 10 5 個 ） と 96穴 U底 プ レ ー ト で 共 培 養 し 5及 び 7日 間
３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 培 養 終 了 前 6時 間 の 3 H thymidine (1μ M Ci/well)の 取 り 込 み を 測 定 し
た 。 duplicateの 平 均 値 を 標 準 偏 差 と 共 に 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 ８ に 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 高 発 現 細 胞 （ a及 び cの 細 胞
集 団 ） は allo抗 原 に よ る 再 刺 激 に 対 し て 無 反 応 性 で あ る 一 方 、 刺 激 後 の ４ 型 葉 酸 受 容 体 中
等 度 ・ CD25中 等 度 発 現 細 胞 （ dの 細 胞 集 団 ） は 再 刺 激 に 対 し て 早 期 よ り 高 い 増 殖 反 応 を 示
し た 。 ま た 、 CD25低 発 現 細 胞 （ ｂ 及 び ｅ の 細 胞 集 団 ） は 、 早 期 で は 低 い 増 殖 反 応 性 し か 示
さ な い が 、 後 期 に は 増 殖 反 応 性 を 示 す 傾 向 が 見 ら れ た 。 こ の 結 果 か ら 、 a及 び cの 細 胞 集 団
は Ｔ reg細 胞 、 dの 細 胞 集 団 は 活 性 化 Ｔ 細 胞 、 ｂ 及 び ｅ の 細 胞 集 団 は ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 で あ る
こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ＜ 免 疫 応 答 抑 制 活 性 の 測 定 ＞
　 ｂ の 細 胞 集 団 （ 5× 10 4 cells/ml） に 、 ａ 又 は ｃ の 細 胞 集 団 を 1× 10 4 cells/ml(図 ９ 中 、 1
/5と 表 記 )又 は 2.5× 10 3 cells/ml(図 ９ 中 、 1/20と 表 記 )と な る よ う に 加 え て 、 C57/Bl/6マ
ウ ス 由 来 の APC(1× 10 5 cells/ml)で 7日 間 ３ ７ ℃ で 培 養 し 、 培 養 終 了 前 6時 間 の 3 H thymidin
e (1 μ M Ci/well)の 取 り 込 み を 測 定 し た 。 duplicateの 平 均 値 を 標 準 偏 差 と 共 に 示 し た 。
ま た 、 比 較 の た め に 、 ａ 又 は ｃ の 細 胞 集 団 を 添 加 し な か っ た も の （ 図 ９ 中 、 右 か ら ２ 番 目
に ｂ と し て 表 記 す る ） 、 及 び ａ ～ ｃ の 細 胞 集 団 を 一 切 加 え な か っ た も の （ 図 ９ 中 、 右 端 に
－ と し て 表 記 す る ） に つ い て も 、 同 様 に 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 ９ に 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 cの 細 胞 集 団 は 、 aの 細 胞 集 団 （ 即 ち 、 通 常
マ ウ ス 中 の Treg細 胞 ） 以 上 に 、 強 い 免 疫 応 答 抑 制 活 性 を 持 っ て い る こ と が 明 ら か と な っ た
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ＜ 皮 膚 移 植 片 の 生 着 延 長 に 対 す る 作 用 の 測 定 ＞
　 T細 胞 を 欠 損 し て い る BALB/cヌ ー ド マ ウ ス に C57/Bl/6マ ウ ス の 皮 膚 片 を 移 植 し 、 創 部 が
治 癒 し た 2週 間 以 降 に 、 1× 10 5 個 の ａ 、 ｃ 又 は ｄ の 各 細 胞 集 団 の 細 胞 を 2× 10 5 個 の BALB/c 
T細 胞 (脾 臓 ・ リ ン パ 節 細 胞 よ り J11d陽 性 細 胞 を パ ニ ン グ に よ り 除 い た 細 胞 群 ； 未 刺 激 の 細
胞 (Fresh T cells))と 共 に 静 脈 内 注 射 し た 。 移 入 日 を day 0と し て 皮 膚 片 の 拒 絶 が 観 測 さ
れ る ま で の 日 数 を 示 し た 。 ま た 、 比 較 と し て 、 上 記 BALB/c T細 胞 （ 未 刺 激 の Ｔ 細 胞 ； Fres
h T cells） を 単 独 で 静 脈 内 注 射 し た 場 合 に つ い て も 、 同 様 に 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 １ ０ に 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 ａ 及 び ｃ の 細 胞 集 団 の 細 胞 を 用 い る こ と
で allo皮 膚 移 植 片 の 生 着 延 長 を 誘 導 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 　 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） が Ｔ reg細 胞 に 及 ぼ す 効 果
＜ 試 験 １ ＞
　 参 考 例 ２ で 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） 又 は そ の Fab断 片 の 30μ gを 300μ l
の PBS(pH7.2)に 希 釈 し た も の を BALB/cマ ウ ス に 静 脈 内 投 与 し た 。 投 与 ４ 日 後 に 、 該 マ ウ ス
か ら リ ン パ 節 細 胞 を 採 取 し た 。 得 ら れ た リ ン パ 節 細 胞 に 対 し て 、 抗 Fc受 容 体 抗 体 で ブ ロ ッ
キ ン グ し た 後 、 FITC標 識 抗 CD4抗 体 及 び PE標 識 CD25抗 体 を 反 応 さ せ て 、 FACS解 析 を 行 っ た
。 ま た 、 比 較 と し て 、 BALB/cマ ウ ス に PBSの み を 投 与 し た も の に つ い て も 、 同 様 に 試 験 を
行 っ た 。 な お 、 本 試 験 で 使 用 し た Ｔ Ｈ ６ 抗 体 の Fab断 片 は 、 ImmunoPure Fab Preparation 
Kit (Pierce社 製 )を 用 い て 作 製 後 、 PBSに 透 析 す る こ と に よ り 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 １ １ に 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 に 対 す る 抗 体 、 ま た は そ
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の Fab断 片 を 投 与 す る こ と に よ り 、 CD25 + CD4 + 細 胞 （ 即 ち Ｔ reg細 胞 ） を 減 じ る こ と が で き
る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ＜ 試 験 ２ ＞
　 参 考 例 ２ で 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） 又 は ラ ッ ト IgＧ (シ グ マ 社 製 )の １
～ １ ０ ０ μ gを BALB/cマ ウ ス に 静 脈 内 投 与 し た 。 投 与 ４ 日 後 に 、 該 マ ウ ス か ら 末 梢 血 を 採
取 し 、 赤 血 球 を 溶 血 し た 後 、 上 記 試 験 １ と 同 様 に CD25及 び CD4を 染 色 し 、 FACS解 析 を 行 っ
た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 １ ２ に 示 す 。 図 １ ２ に は 、 前 方 散 乱 光 （ FSC） と 後 方 散 乱 光 （ SSC） に
よ り 区 分 さ れ る リ ン パ 球 分 画 中 、 CD25 + CD4 + 細 胞 分 画 の 割 合 (上 図 )及 び CD4 + 細 胞 分 画 の 割
合 (下 図 )の 平 均 値 を 標 準 偏 差 と 共 に 示 す 。 図 １ ２ に 示 す よ う に 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 投 与 に よ り CD
25 + CD4 + 細 胞 は 用 量 依 存 的 に 1/5に ま で 低 下 し た 。 一 方 、 CD4 + 細 胞 も 用 量 依 存 的 に 半 分 近 く
に ま で 減 少 し た が 、 CD25 + CD4 + 細 胞 に 比 べ て 減 少 の 割 合 は 軽 度 で あ っ た 。 こ の 試 験 結 果 か
ら も 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 は 、 生 体 内 で CD25 + CD4 + 細 胞 を 選 択 的 に 減 じ 得 る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ＜ 試 験 ３ ＞
　 BALB/cマ ウ ス の 生 後 10及 び 20日 目 に 、 参 考 例 ２ で 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗
体 ） 又 は ラ ッ ト IgＧ (シ グ マ 社 製 )の １ ０ ０ μ gを 腹 腔 内 投 与 し た 。 最 終 投 与 か ら ３ ヶ 月 後
に 、 該 マ ウ ス か ら 血 清 と 胃 を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 マ ウ ス か ら 採 取 さ れ た 血 清 に つ い て は 、 抗 胃 壁 細 胞 自 己 抗 体 価 を ELISA法 に よ り 測 定 し
た 。 96穴 平 底 の ELISA plate(ICN社 製 、 Limbro/Titertek plate)に BALB/cマ ウ ス の 胃 粘 膜
側 の 細 胞 溶 解 液 を PBSで 1/1000希 釈 し て 一 晩 コ ー ト し 、 0.05%Tween-20/PBSで 洗 浄 後 、 1%BS
A/PBSで 室 温 1時 間 blocking後 、 1%BSA/PBSを 用 い て 1/20に 希 釈 し た 血 清 サ ン プ ル を 室 温 1時
間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 0.05%Tween-20/PBSで 洗 浄 し た 後 、 ALP標 識 抗 マ ウ ス IgG（ シ グ マ
社 製 、 1/1000希 釈 ） で 室 温 1時 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 0.05%Tween-20/PBSで 洗 浄 し 、 更 に
10重 量 %ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 溶 液 （ pH9.8） で 溶 解 し た ALP substrate(シ グ マ 社 製 、 1mg/ml
)を 添 加 し て 30分 反 応 さ せ 、 OD405nmを 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 １ ３ に 示 す 。 図 １ ３ 中 、 各 ● 印 が 各 マ ウ ス 血 清 で の 測 定 値 を 示 す 。 図
中 の 線 は 正 常 BALB/cマ ウ ス か ら 採 取 し た 血 清 で 測 定 し た OD405nm値 の 平 均 値 を 示 す 。 こ の
結 果 か ら 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 投 与 し た マ ウ ス 全 例 に お い て 、 高 値 の 抗 胃 壁 細 胞 自 己 抗 体 が 産 生
さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 、 マ ウ ス か ら 採 取 さ れ た 胃 に つ い て は 、 10%ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、 薄 切 後 、 HE（ ヘ
マ ト キ シ リ ン － エ オ ジ ン ） 染 色 し 、 顕 微 鏡 で 観 察 し た （ 図 １ ４ ） 。 TH6抗 体 を 投 与 し た マ
ウ ス で は 、 胃 壁 の 肥 厚 と 胃 壁 細 胞 （ 濃 い 赤 で 染 ま る 基 底 部 に あ る 細 胞 ） の 消 失 、 リ ン パ 球
の 浸 潤 が 認 め ら れ た 。 ま た 、 TH6抗 体 を 投 与 し た マ ウ ス で は 自 己 免 疫 性 胃 炎 が 誘 導 さ れ て
い た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ＜ 総 合 考 察 ＞
　 TH6抗 体 の 投 与 に よ り 、 生 体 内 で Treg細 胞 を 除 く こ と が で き 、 自 己 免 疫 疾 患 を 発 症 さ せ
る こ と が で き た 。 ま た 、 補 体 等 と 結 合 す る 部 位 で あ る Fc部 分 を 欠 い た TH6の Fab断 片 で も 完
全 型 抗 体 と 同 様 に Treg細 胞 を 減 少 さ せ た こ と か ら 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 が Treg細 胞 の 生 存 に 必
須 で あ り 、 TH6抗 体 が そ の 機 能 を 阻 害 し て い る 可 能 性 が 高 い こ と が 示 さ れ た 。 つ ま り 、 FLR
4の 機 能 を 阻 害 す る こ と に よ っ て も Treg細 胞 を 減 少 さ せ る こ と が で き る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 　 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） の 腫 瘍 治 療 効 果 － １
＜ 試 験 Ａ ＞
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　 線 維 芽 細 胞 腫 Meth A細 胞 （ 岡 山 大 学 よ り 分 与 ） 2× 10 5 個 を BALB/cマ ウ ス に 皮 下 接 種 し 、
同 日 に 参 考 例 ２ で 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） 又 は ラ ッ ト IgＧ (シ グ マ 社 製 )
の 100μ gを 静 脈 内 投 与 し た 。 投 与 後 、 約 4日 お き に 腫 瘍 の 長 径 と 短 径 を 測 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 図 １ ５ の Ａ に 、 各 マ ウ ス で の 平 均 腫 瘍 径 の 推 移 （ 上 段 ） 、 及 び 腫 瘍 接 種 後 の 生 存 率 （ 下
段 ） を 示 す 。 但 し 、 マ ウ ス の 生 存 の 判 定 に お い て 、 平 均 腫 瘍 径 が 15mmを 超 え た 時 点 で 死 亡
と み な し た 。 図 １ ５ の Ａ か ら 分 か る よ う に 、 IgG投 与 群 で は 12匹 中 3匹 で 腫 瘍 が 生 着 し な か
っ た が 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 投 与 群 で は 12匹 中 全 例 で 腫 瘍 拒 絶 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ＜ 試 験 Ｂ ＞
　 線 維 芽 細 胞 腫 Meth A細 胞 （ 岡 山 大 学 よ り 分 与 ） 2× 10 5 個 を BALB/cマ ウ ス に 0日 目 に 皮 下
接 種 し 、 ８ 日 目 の 時 点 で 腫 瘍 径 が ４ mm以 上 と な っ た マ ウ ス に 対 し て 、 ８ 、 １ ２ 、 及 び １ ６
日 目 の 計 ３ 回 、 参 考 例 ２ で 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） 又 は ラ ッ ト IgＧ (シ
グ マ 社 製 )を 10μ gず つ 静 脈 内 投 与 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 図 １ ５ の Ｂ に 、 各 マ ウ ス で の 平 均 腫 瘍 径 の 推 移 （ 上 段 ） 、 及 び 腫 瘍 接 種 後 の 生 存 率 （ 下
段 ） を 示 す 。 IgＧ を 投 与 し た マ ウ ス で は 16匹 中 1例 を 除 い て 腫 瘍 死 し た が 、 TH6抗 体 を 投 与
し た マ ウ ス で は 16例 中 9例 で 腫 瘍 拒 絶 さ れ た 。 こ の 結 果 か ら 、 触 知 可 能 な Meth A腫 瘍 に 対
し て も 、 TH6抗 体 の 投 与 は 有 効 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ＜ 試 験 Ｃ ＞
　 大 腸 癌 Colon 26細 胞 （ 東 北 大 学 加 齢 医 学 研 究 所 よ り 分 与 ） 2× 10 5 個 を BALB/cマ ウ ス に 0
日 目 に 皮 下 接 種 し 、 ８ 日 目 の 時 点 で 腫 瘍 径 が ３ mm以 上 と な っ た マ ウ ス に 対 し て 、 ８ 、 １ ２
、 及 び １ ６ 日 目 の 計 ３ 回 、 参 考 例 ２ で 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） 又 は ラ ッ
ト IgＧ (シ グ マ 社 製 )を 10μ gず つ 静 脈 内 投 与 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 図 １ ５ の Ｃ に 、 各 マ ウ ス で の 平 均 腫 瘍 径 の 推 移 （ 上 段 ） 、 及 び 腫 瘍 接 種 後 の 生 存 率 （ 下
段 ） を 示 す 。 IgＧ を 投 与 し た マ ウ ス で は 8匹 中 1例 を 除 い て 腫 瘍 死 し た が 、 TH6抗 体 を 投 与
し た マ ウ ス で は 8例 中 5例 で 腫 瘍 拒 絶 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ＜ 試 験 Ｃ 総 合 考 察 ＞
　 抗 CD25抗 体 の 投 与 に よ り Treg細 胞 を 減 少 さ せ る 方 法 は 腫 瘍 接 種 以 前 の 投 与 で は 効 果 を 認
め る も の の 、 腫 瘍 接 種 後 の 投 与 で は 効 果 が な い こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ は CD25が Treg細
胞 の み な ら ず 活 性 化 T細 胞 で も 高 発 現 し て い る た め と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ れ に 対 し て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 触 知 可 能 腫 瘍 を も 半 数 以 上 で 治 癒
さ せ る こ と が で き た 。 こ れ は 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 の 作 用 に よ っ て 、 活 性 化 T細 胞 を 除 か ず に Treg
細 胞 の み を 除 く こ と が で き た た め で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 　 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ 抗 体 ） の 腫 瘍 治 療 効 果 － ２
＜ 試 験 Ｉ ＞
　 線 維 芽 細 胞 腫 Meth A細 胞 （ 岡 山 大 学 よ り 分 与 ） 2× 10 5 個 を BALB/cマ ウ ス の 背 部 に 接 種 し
た 後 、 免 疫 応 答 を 高 め る た め に 抗 GITR抗 体 (DTA-1抗 体 ； マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ DTA-1細 胞
を 用 い て 製 造 ； マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ DTA-1細 胞 は 京 都 大 学 再 生 医 科 学 研 究 所 に て 保 管 )30
μ gを 静 脈 内 投 与 し た 。 当 該 マ ウ ス か ら 鼡 径 及 び 腋 下 リ ン パ 節 と 脾 細 胞 を 採 取 し 、 こ れ を
、 マ イ ト マ イ シ ン C処 理 に よ り 細 胞 分 裂 を 停 止 さ せ た Meth A細 胞 (リ ン パ 球 の 1/25～ 1/5細
胞 数 )と 共 培 養 し 、 培 養 6日 目 よ り 50 U/mlと な る よ う に IL-2を 加 え 、 9日 目 に Lympholyte-M
を 用 い た 比 重 遠 心 法 に よ り 生 細 胞 を 回 収 し た 。 得 ら れ た 細 胞 （ 約 5× 10 7 個 ） を 、 参 考 例 ２
で 製 し た Ｔ Ｈ ６ 抗 体 (1μ g/ml)を 含 む 培 地 0.5ml又 は 培 地 0.5mlの み に 加 え て 氷 上 30分 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 後 、 こ れ に ウ サ ギ 由 来 補 体 含 有 液 （ Cedarlane社 製 、 1バ イ ア ル を 1ml 滅 菌
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水 に 溶 解 後 、 2%FCS入 り RPMI溶 液 で 1/10に 希 釈 ） を 5ml添 加 し 、 37℃ で 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 補 体 処 理 前 に Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 加 え た 群 を TH6 high 除 去 群 （ TH6hi depleted） と し 、
Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 加 え な か っ た 群 を wholeと し た 。 洗 浄 後 、 約 5× 10 5 個 細 胞 を 再 度 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 (
5μ g/ml)を 含 む 培 地 50μ l中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 FITC標 識 抗 ラ ッ ト 抗 体 （ Jackson I
mmunoResarch社 製 ） を 1μ g/mlと な る よ う に 添 加 し て 、 氷 上 30分 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 ラ
ッ ト 血 清 に よ り 氷 上 20分 ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 に 、 PE標 識 抗 CD25抗 体 （ PharMingen社 製 ） 、
APC標 識 抗 CD4抗 体 (PharMingen社 製 )又 は ビ オ チ ン 標 識 抗 CD8抗 体 (PharMingen社 製 )を 0.25
μ g/mlと な る よ う に 添 加 し 、 次 い で APC標 識 streptavidin(左 よ り 3番 目 図 )を 0.4μ g/mlと
な る よ う に 添 加 し て 、 氷 上 30分 反 応 し た 後 、 FACS解 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 １ ６ に 示 す 。 図 １ ６ 中 、 左 か ら 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 加 え な か っ た 群 （ whol
e） 、 CD4 + 細 胞 、 CD8 + 細 胞 、 TH6 high 除 去 群 （ TH6hi depleted） に つ い て 、 そ れ ぞ れ 解 析
し た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 図 １ ６ 中 、 縦 軸 は PEの 蛍 光 輝 度 （ CD25の 発 現 量 に 相 当 ） で あ り 、
横 軸 は FITCの 蛍 光 輝 度 （ ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 に 相 当 ） で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 こ の 結 果 か ら 、 腫 瘍 細 胞 で 刺 激 し た 場 合 も 、 allo抗 原 で 刺 激 し た 場 合 と 同 様 に 、 ４ 型 葉
酸 受 容 体 と CD25共 に 高 発 現 ； ４ 型 葉 酸 受 容 体 中 等 度 ・ CD25中 か ら 高 発 現 ； 及 び ４ 型 葉 酸 受
容 体 と CD25共 に 低 発 現 の ３ つ の 細 胞 集 団 に 分 け ら れ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ４ 型 葉 酸 受 容 体
と CD25共 に 高 発 現 の 細 胞 群 は 、 CD4 + 細 胞 に 多 く 、 CD8 + 細 胞 に は ほ ぼ 認 め ら れ な か っ た 。 ま
た 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 と 補 体 で 処 理 を す る こ と に よ り 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 と CD25共 に 高 発 現 の 細 胞
群 を 除 去 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ＜ 試 験 II＞
　 上 記 試 験 Iで 培 養 し た 細 胞 を Ｔ Ｈ ６ 抗 体 に よ る 処 理 を し な い 群 （ Whole） と 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体
及 び 補 体 で 処 理 し た 群 （ TH6hi depleted） に 分 け 、 各 群 の 2× 10 6 細 胞 ず つ を 、 Ｔ 細 胞 の な
い BALB/c ヌ ー ド マ ウ ス に 移 入 し た 。 そ の 翌 日 （ day 0） に 、 線 維 芽 細 胞 腫 Meth A細 胞 （ 岡
山 大 学 よ り 分 与 ） 2× 10 5 個 を 上 記 マ ウ ス に 対 し て 皮 下 接 種 し 、 そ の 後 の 腫 瘍 径 の 変 化 を 計
測 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 １ ７ に 示 す 。 各 マ ウ ス で の 平 均 腫 瘍 径 の 推 移 （ 左 図 ） 、 及 び 腫 瘍 接 種
後 の 生 存 率 （ 右 図 ） を 示 す 。 但 し 、 生 存 の 判 定 に お い て 、 平 均 腫 瘍 径 が 15mmを 超 え た 時 点
又 は 高 度 の 体 重 減 少 を 認 め た 場 合 は 、 実 際 に 死 亡 確 認 さ れ て い な く て も 死 亡 と み な し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ＜ 試 験 III＞
　 上 記 試 験 IIに お い て 、 腫 瘍 接 種 後 90日 目 又 は 死 亡 と 見 な さ れ た 時 点 で 、 マ ウ ス か ら 血 清
を 採 取 し て 、 上 記 実 施 例 ３ の 試 験 ３ と 同 様 の 方 法 で 、 血 清 中 の 抗 胃 壁 細 胞 自 己 抗 体 価 を 測
定 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 得 ら れ た 結 果 を 図 １ ８ に 示 す 。 図 １ ８ 中 の 線 は 、 正 常 BALB/cマ ウ ス か ら 採 取 し た 血 清 で
測 定 し た OD405nm値 の 平 均 値 を 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 及 び 補 体 で 処 理 し た 群 （ T
H6hi depleted） を 移 入 し た マ ウ ス で は 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 に よ る 処 理 を し な い 群 （ Whole） に 比
べ て 、 血 清 中 の 抗 体 価 が 高 い こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ＜ 総 合 考 察 ＞
　 培 養 し た 細 胞 群 か ら ４ 型 葉 酸 受 容 体 高 発 現 細 胞 を 除 去 し た 細 胞 群 （ TH6hi depleted） を
移 入 し た マ ウ ス で は 、 腫 瘍 の 増 殖 は 緩 や か で 12匹 中 5匹 の マ ウ ス で は 拒 絶 に 至 っ た 。 こ れ
に 対 し て 、 培 養 後 の 細 胞 群 全 体 （ Whole） を 移 入 し た 場 合 で は 、 12匹 中 2～ 3匹 の マ ウ ス で
腫 瘍 の 増 殖 が 抑 え ら れ る 傾 向 を 認 め た も の の 、 そ の 他 の マ ウ ス で は 無 刺 激 の リ ン パ 球 を 移
入 し た 場 合 と 同 程 度 に 急 速 な 腫 瘍 の 増 大 を 認 め た 。 こ の こ と か ら 、 試 験 管 内 で 抗 腫 瘍 活 性
を 持 つ Ｔ 細 胞 を 刺 激 増 殖 さ せ た 上 で 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 を 残 し て Ｔ reg細 胞 を 除 く こ と に よ り
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、 強 い 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 で き た と 考 え ら れ る 。 実 際 、 ４ 型 葉 酸 受 容 体 高 発 現 細 胞 を 除 去
し た 細 胞 群 （ TH6hi depleted） は 、 全 例 で 抗 胃 壁 細 胞 抗 体 を 認 め 、 抗 体 価 も 高 い 傾 向 に あ
り 、 重 度 の 自 己 免 疫 病 も 誘 導 し や す い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 以 上 の 結 果 か ら 、 試 験 管 内 で 腫 瘍 に 反 応 す る Ｔ 細 胞 を 誘 導 し た 後 に ４ 型 葉 酸 受 容 体 高 発
現 細 胞 を 除 去 し 、 こ れ を 生 体 内 に 移 入 す る こ と に よ っ て 腫 瘍 免 疫 活 性 を 増 強 で き る こ と が
確 認 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ １ 】
【 図 １ 】 参 考 例 ３ の 試 験 結 果 、 即 ち Ｔ Ｈ ６ 抗 体 の 反 応 特 異 性 を 示 す 図 で あ る 。 図 １ 中 、 左
図 に 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 使 用 し た 場 合 の 結 果 を 示 し 、 右 図 に 、 IgG2b（ コ ン ト ロ ー ル ） を 使 用
し た 場 合 の 結 果 を 示 す 。 ま た 、 図 １ 中 、 FLR4遺 伝 子 導 入 細 胞 （ 図 １ 中 、 FLR4と 表 記 ） を 実
線 で 、 空 ベ ク タ ー の み を 導 入 し た 細 胞 （ 図 １ 中 、 Mockと 表 記 ） を 影 付 き で 示 す 。 図 １ の 右
及 び 左 図 に お い て 、 横 軸 は 細 胞 当 た り の PE蛍 光 輝 度 を 示 し 、 縦 軸 は 細 胞 数 を 示 す 。
【 図 ２ 】 参 考 例 ４ に お い て 、 胸 腺 細 胞 に お け る ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 測 定 し た 結 果 を
示 す 図 で あ る 。 具 体 的 に は 、 図 ２ に は 、 CD8 + CD4 - (左 上 )、 CD8 + CD4 + (右 上 )、 CD8 - CD4 - (左
下 )、 CD8 - CD4 + (右 下 )の 各 細 胞 群 に お け る APCの 蛍 光 輝 度 に つ い て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 使 用 し た
場 合 を 実 線 で 、 IgG2b（ コ ン ト ロ ー ル ） を 使 用 し た 場 合 を 影 付 き で 示 す 。 図 ２ に お い て 、
縦 軸 は 細 胞 数 を 示 し 、 横 軸 は 細 胞 当 た り の APCの 蛍 光 輝 度 を 示 す 。
【 図 ３ 】 参 考 例 ４ に お い て 、 リ ン パ 節 細 胞 に お け る ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 測 定 し た 結
果 を 示 す 図 で あ る 。 具 体 的 に は 、 図 ３ に は 、 CD4 + (左 上 )、 CD8 + (左 下 )、 B220 + (右 上 )の 各
細 胞 群 に お け る APCの 蛍 光 輝 度 に つ い て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 使 用 し た 場 合 を 実 線 で 、 IgG2b（ コ
ン ト ロ ー ル ） を 使 用 し た 場 合 を 影 付 き で 示 す 。 図 ３ に お い て 、 縦 軸 は 細 胞 数 を 示 し 、 横 軸
は 細 胞 当 た り の APCの 蛍 光 輝 度 を 示 す 。
【 図 ４ 】 実 施 例 １ － １ の 試 験 結 果 、 即 ち 、 BALB/cマ ウ ス の リ ン ハ ゜ 節 ・ 脾 臓 中 か ら パ ニ ン
グ 法 に よ り 得 ら れ た CD4 + 細 胞 群 の 抗 原 刺 激 前 後 に お け る 各 細 胞 の CD25と ４ 型 葉 酸 受 容 体 の
発 現 量 を 測 定 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 図 ４ 中 、 左 図 に は 、 抗 原 刺 激 前 の CD4 + 細 胞 群 を 被
験 体 と し た 際 の 結 果 を 、 右 図 に は 、 抗 原 刺 激 後 の CD4 + 細 胞 群 を 被 験 体 と し た 際 の 結 果 を そ
れ ぞ れ 示 す 。 図 ４ の 左 右 の 図 に お い て 、 縦 軸 は PEの 蛍 光 輝 度 で あ り 、 横 軸 は Alexa Fluor4
88の 蛍 光 輝 度 で あ る 。
【 図 ５ 】 実 施 例 １ － ２ の 試 験 結 果 、 即 ち CD25 + CD4 + 細 胞 及 び CD25 - CD4 + 細 胞 の 混 合 細 胞 群 の
抗 原 刺 激 前 後 に お け る 各 細 胞 の CD25と ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 測 定 し た 結 果 を 示 す 図 で
あ る 。 図 ５ 中 、 左 図 に は 、 刺 激 前 の 該 混 合 細 胞 群 を 被 験 体 と し た 際 の 結 果 を 、 右 図 に は 、
刺 激 後 の 該 混 合 細 胞 群 を 被 験 体 と し た 際 の 結 果 を そ れ ぞ れ 示 す 。 図 ５ の 左 右 の 図 に お い て
、 Thy1.2陽 性 細 胞 を 黒 色 の ド ッ ト と し て 表 示 し 、 Thy1.2陰 性 細 胞 を 灰 色 の dotと し て 表 示
し 、 ま た 縦 軸 は PEの 蛍 光 輝 度 で あ り 、 横 軸 は Alexa Fluor488の 蛍 光 輝 度 で あ る 。
【 図 ６ 】 実 施 例 ２ に お い て 、 BALB/cマ ウ ス の 脾 臓 ・ リ ン パ 節 由 来 の CD4+細 胞 に お け る 各 細
胞 の CD25と ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 測 定 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 図 ６ 中 、 左 図 に は 、
BALB/cマ ウ ス の 脾 臓 ・ リ ン パ 節 由 来 の CD4+細 胞 に 対 し て 、 抗 原 刺 激 す る こ と な く 測 定 し た
結 果 を 、 右 図 に は 、 該 CD4+細 胞 に 対 し て 抗 原 刺 激 し た 後 に 測 定 し た 結 果 を 示 す 。 図 ６ の 左
右 の 図 に お い て 、 縦 軸 は PEの 蛍 光 輝 度 で あ り 、 横 軸 は Alexa Fluor488の 蛍 光 輝 度 で あ る 。
【 図 ７ 】 実 施 例 ２ に お い て 、 図 ６ に 示 す ａ ～ ｅ の 細 胞 集 団 の 細 胞 に つ い て 、 foxp3遺 伝 子
の 発 現 量 を 測 定 し た 結 果 で あ る 。 図 ７ 中 、 縦 軸 は 、 ａ の 細 胞 集 団 の foxp3遺 伝 子 の 発 現 量
を １ ０ ０ と し た 際 の foxp3遺 伝 子 発 現 量 の 相 対 値 を 示 す 。
【 図 ８ 】 実 施 例 ２ に お い て 、 図 ６ に 示 す ａ ～ ｅ の 細 胞 集 団 の 細 胞 に つ い て 、 allo抗 原 に よ
る 再 刺 激 を 行 っ た 際 に 、 培 養 終 了 前 6時 間 の 3 H thymidine (1 μ M Ci/well)の 取 り 込 み を
測 定 し た 結 果 で あ る 。 図 ８ 中 、 縦 軸 は 、 放 射 物 質 量 Cpm（ Count per minute） を 示 す 。
【 図 ９ 】 実 施 例 ２ に お い て 、 図 ６ に 示 す ａ 及 び ｃ の 細 胞 集 団 の 免 疫 応 答 抑 制 活 性 を 測 定 し
た 結 果 で あ る 。 図 ９ 中 、 縦 軸 は 、 放 射 物 質 量 Cpm（ Count per minute） を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 実 施 例 ２ に お い て 、 図 ６ に 示 す ａ 、 ｃ 及 び ｄ の 細 胞 集 団 の 細 胞 に つ い て 、 allo
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皮 膚 移 植 片 の 生 着 延 長 に 対 す る 作 用 を 測 定 し た 結 果 で あ る 。 図 １ ０ 中 、 横 軸 は 試 験 開 始 後
の 日 数 で あ り 、 縦 軸 は 移 植 し た 皮 膚 片 が 生 着 し て い る 個 体 の 割 合 （ Graft Survival） (％ )
で あ る 。
【 図 １ １ 】 実 施 例 ３ の 試 験 １ に お い て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 （ 左 図 ） 、 PBS（ 中 図 ） 、 又 は Ｔ Ｈ ６
抗 体 の Fab断 片 （ 右 図 ） を 静 脈 内 投 与 し た マ ウ ス か ら 回 収 し た リ ン パ 節 細 胞 に つ い て 、 CD2
5と CD4の 発 現 量 を 測 定 し た 結 果 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 実 施 例 ３ の 試 験 ２ に お い て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 又 は ラ ッ ト IgＧ を 静 脈 内 投 与 し た マ ウ
ス か ら 回 収 し た 末 梢 血 に つ い て 、 CD25 + CD4 + 細 胞 分 画 の 割 合 (上 図 )及 び CD4 + 細 胞 分 画 の 割
合 (下 図 )を 測 定 し た 結 果 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 実 施 例 ３ の 試 験 ３ に お い て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 又 は ラ ッ ト IgＧ を 投 与 し た BALB/cマ ウ
ス の 血 清 中 の 抗 胃 壁 細 胞 自 己 抗 体 価 を 測 定 し た 結 果 で あ る 。 図 １ ３ 中 、 縦 軸 は OD405nmの
測 定 値 ； 各 ● 印 は 各 マ ウ ス 血 清 で の 測 定 値 ； 図 中 の 線 は 正 常 BALB/cマ ウ ス 血 清 で の OD405n
m値 の 平 均 値 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 実 施 例 ３ の 試 験 ３ に お い て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 又 は ラ ッ ト IgＧ を 投 与 し た BALB/cマ ウ
ス か ら 採 取 し た 胃 を Ｈ Ｅ 染 色 し て 顕 微 鏡 観 察 し た 際 の 顕 微 鏡 写 真 図 で あ る 。 上 図 は Ｔ Ｈ ６
抗 体 を 投 与 し た マ ウ ス の 胃 の 顕 微 鏡 写 真 図 で あ り 、 下 図 は ラ ッ ト IgＧ を 投 与 し た マ ウ ス の
胃 の 顕 微 鏡 写 真 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 実 施 例 ４ に お い て 、 抗 ４ 型 葉 酸 受 容 体 抗 体 （ Ｔ Ｈ ６ ） の 腫 瘍 治 療 効 果 に つ い て
、 評 価 し た 結 果 で あ る 。 図 １ ４ 中 、 Ａ に は 線 維 芽 細 胞 腫 Meth A細 胞 と Ｔ Ｈ ６ 抗 体 又 は ラ ッ
ト IgＧ を 同 日 に 投 与 し た 際 の 結 果 ； Ｂ に は 、 線 維 芽 細 胞 腫 Meth A細 胞 を 投 与 し て 腫 瘍 径 が
４ mm以 上 と な っ た マ ウ ス に 対 し て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 又 は ラ ッ ト IgＧ を 投 与 し た 際 の 結 果 ； Ｃ に
は 、 大 腸 癌 Colon 26細 胞 を 投 与 し て 腫 瘍 径 が ３ mm以 上 と な っ た マ ウ ス に 対 し て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗
体 又 は ラ ッ ト IgＧ を 投 与 し た 際 の 結 果 を 示 す 。 図 １ ５ 中 、 上 段 の 図 に は 、 平 均 腫 瘍 径 の 推
移 （ 縦 軸 は 平 均 腫 瘍 径 、 横 軸 は 投 与 後 日 数 ； 上 段 の 上 図 は Ｔ Ｈ ６ 抗 体 の 投 与 の 場 合 、 上 段
の 下 図 は ラ ッ ト IgＧ の 投 与 の 場 合 ） を 示 し 、 下 段 の 図 に は 、 腫 瘍 接 種 後 の マ ウ ス の 生 存 率
を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 実 施 例 ５ の 試 験 Ｉ に お い て 、 各 種 細 胞 処 理 に よ り 得 ら れ る 細 胞 に つ い て 、 各 種
の 表 面 マ ー カ ー を 測 定 し た 結 果 で あ る 。 図 １ ６ 中 、 左 か ら 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 加 え な か っ た 群
（ whole） 、 CD4 + 細 胞 、 CD8 + 細 胞 、 TH6 high 除 去 群 （ TH6hi depleted） に つ い て 、 そ れ ぞ
れ CD25及 び ４ 型 葉 酸 受 容 体 の 発 現 量 を 解 析 し た 結 果 を 示 す 。 ま た 、 図 １ ６ 中 、 縦 軸 は PEの
蛍 光 輝 度 で あ り 、 横 軸 は FITCの 蛍 光 輝 度 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 実 施 例 ５ の 試 験 IIに お い て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 加 え な か っ た Ｔ 細 胞 群 （ whole） 、
又 は Ｔ Ｈ ６ 抗 体 及 び 補 体 で 処 理 し た Ｔ 細 胞 群 （ TH6hi depleted） を 、 線 維 芽 細 胞 腫 Meth A
細 胞 と 共 に マ ウ ス に 投 与 し た 際 の 結 果 で あ る 。 図 １ ７ 中 、 左 図 に は 平 均 腫 瘍 径 の 推 移 の 結
果 を 、 右 図 に は 腫 瘍 接 種 後 の 生 存 率 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 実 施 例 ５ の 試 験 IIIに お い て 、 Ｔ Ｈ ６ 抗 体 を 加 え な か っ た Ｔ 細 胞 群 （ whole） 、
又 は Ｔ Ｈ ６ 抗 体 及 び 補 体 で 処 理 し た Ｔ 細 胞 群 （ TH6hi depleted） を 投 与 し た BALB/cヌ ー ド
マ ウ ス の 血 清 中 の 抗 胃 壁 細 胞 自 己 抗 体 価 を 測 定 し た 結 果 で あ る 。 図 １ ８ 中 、 縦 軸 は OD405n
mの 測 定 値 ； 各 ○ 印 は 各 マ ウ ス 血 清 で の 測 定 値 ； 図 中 の 線 は 正 常 BALB/cマ ウ ス 血 清 で の OD4
05nm値 の 平 均 値 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

(17) JP 2006-304740 A 2006.11.9
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