
(57)【要約】
本発明は、分子群 CD4、 CD18および／または CD11a、 CD49bが同時に存在するという決定に
基づいて、ならびに適当であれば、 CD4、 PSGL-1、 PECAM-1およびα V/β 3分子をコードす
る遺伝子の過剰発現を示すことによって、生体試料における Tr1リンパ球調節因子を同定
する方法に関する。本発明はさらに、該同定法に基づいて、自己免疫もしくは炎症疾患に
関する定量法、および予後または診断法に関する。本発明はまた、該分子の同時存在の決
定に基づいて、 Tr1リンパ球調節因子の濃縮法、および最終的に、自己免疫または炎症疾
患、特にクローン病の治療のための該濃縮法から濃縮された組成物にも関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 リ ン パ 球 を 含 む 生 体 試 料 に 存 在 す る Tr1調 節 リ ン
パ 球 を 同 定 す る 方 法 ：
a） CD4分 子 、 な ら び に CD18お よ び ／ ま た は CD11a、 お よ び CD49b分 子 で 構 成 さ れ る A群 の 全
て の 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 該 リ ン パ 球 に よ る 発 現 産 物 が 同 時 に 存 在 す る こ と を 決 定 す
る 段 階 ； な ら び に
b） CD4分 子 、 お よ び A群 の 全 て の 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 時 に 発 現 す る リ ン パ 球 を 、 T
r1調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
－ 段 階 （ a） が 、 以 下 の B群 、 す な わ ち CD11a、 CD18、 PSGL-1、 PECAM-1お よ び α V/β 3分 子
を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 の 該 リ ン パ 球 に よ る 発 現 を 比
較 す る こ と を 含 み 、 該 発 現 が Th1ま た は Th2リ ン パ 球 に よ る 該 同 じ 遺 伝 子 の 発 現 と 比 較 さ れ
る こ と ； な ら び に
－ 段 階 （ b） が B群 の 分 子 を コ ー ド す る 該 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 つ を 過 剰 発 現 す る リ ン パ 球
を 、 Tr1調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 す る こ と を 含 む こ と 。
【 請 求 項 ３ 】
　 段 階 （ a） が B群 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 二 つ の 発 現 を 比 較 す る こ と を 含 み 、 お よ び 段 階 （
b） が B群 の 該 二 つ の 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る リ ン パ 球 を Tr1調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 段 階 （ a） が B群 の 遺 伝 子 の 全 て の 発 現 を 比 較 す る こ と を 含 み 、 お よ び 段 階 （ b） が B群 の
遺 伝 子 の 全 て を 過 剰 発 現 す る リ ン パ 球 を Tr1調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 す る こ と を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 段 階 （ a） が CD3分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の リ ン パ 球 に よ る 発 現 産 物 の 存 在 を さ ら に お よ
び 同 時 に 決 定 す る こ と か ら な り 、 お よ び 段 階 （ b） が CD3分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 時 に
発 現 す る リ ン パ 球 を Tr1調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 す る こ と か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 同 定 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 段 階 （ a） が 、 リ ン パ 球 の 表 面 で 発 現 さ れ る A群 の 分 子 が 同 時 に 存 在 す る こ と を 決 定 す る
こ と か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 段 階 （ a） が 、 該 分 子 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に よ っ て 、 該 リ ン パ 球 の 表 面 で 発 現 さ れ る
該 分 子 が 同 時 に 存 在 す る こ と を 決 定 す る こ と か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 6記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 特 異 的 抗 体 が 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 検 出 す る こ と が で き る マ ー カ ー に よ っ て 標 識 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 体 の そ れ ぞ れ が 、 異 な る マ ー カ ー に よ っ て 標 識 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 8記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 マ ー カ ー が 蛍 光 で あ っ て 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） 、 ア ロ フ ィ コ シ
ア ニ ン （ APC） 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン -シ ア ニ ン 5（ PC5） 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン （ PE） 、 緑 色 蛍
光 二 酢 酸 フ ル オ レ セ イ ン 、 カ ル セ イ ン AMお よ び 赤 色 蛍 光 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 8ま た は 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 段 階 （ a） が リ ン パ 球 の 表 面 で 発 現 さ れ た A群 の 分 子 の 同 時 存 在 を 決 定 す る こ と お よ び フ
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ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 実 行 す る こ と か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 6～ 10の い
ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 方 法 の 段 階 （ a） が 、 CD18分 子 に 関 し て 、 CD18bright蛍 光 強 度 の 存 在 を 決 定 す る こ と か
ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 10ま た は 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 を 特 徴 と す る 、 請 求 項 2～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 ：
－ 段 階 （ a） に お い て 、 B群 の 分 子 を コ ー ド す る 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 の リ ン パ 球 に よ る
発 現 の 比 較 が 、 該 遺 伝 子 に 関 し て 発 現 さ れ た mRNAの 量 を 比 較 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る ；
お よ び
－ 段 階 （ b） が 、 該 遺 伝 子 の mRNAを 過 剰 発 現 す る リ ン パ 球 を Tr1-調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同
定 す る こ と を 含 む 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 mRNAの 量 が 定 量 的 RT-PCRに よ っ て 測 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 生 体 試 料 が 、 被 験 者 に お け る 末 梢 血 試 料 ま た は 炎 症 臓 器 に 由 来 す る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 1～ 14の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 試 料 が 、 自 己 免 疫 も し く は 炎 症 疾 患 に 罹 患 し て い る 、 ま た は 罹 患 す る 可 能 性 が あ る 被 験
者 か ら 採 取 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 被 験 者 が ク ロ ー ン 病 ま た は 多 発 性 硬 化 症 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 16記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 生 体 試 料 が 、 被 験 者 の 試 料 か ら 得 ら れ た リ ン パ 球 集 団 を 用 い て Tr1調 節 リ ン パ 球 を イ ン
ビ ト ロ で 調 製 す る 方 法 か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 一 項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Tr1調 節 リ ン パ 球 の 調 製 法 が 、 抗 原 お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン 10の 存 在 下 で リ ン パ 球 集 団
の CD4+ Tリ ン パ 球 を 活 性 化 す る 少 な く と も 一 つ の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 18
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 Tr1調 節 リ ン パ 球 の 調 製 法 が 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法
：
（ a） HLAク ラ ス II系 の 分 子 と 、 ヒ ト LFA-3分 子 と を 発 現 す る が 、 如 何 な る 共 刺 激 分 子 B7-1
、 B7-2、 B7-H1、 CD40、 CD23、 ま た は ICAM-1も 発 現 し な い 人 工 的 な 抗 原 提 示 細 胞 を 含 む 生
体 試 料 を 得 る 段 階 ；
（ b） （ a） に お い て 得 ら れ た 人 工 的 な 抗 原 提 示 細 胞 に よ っ て 提 示 さ れ る 選 択 さ れ た 抗 原 の
存 在 下 で 、 該 リ ン パ 球 集 団 の CD4+ Tリ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 活 性 化 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 選 択 さ れ た 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な Tr1リ ン パ 球 の 少 な く と も 10％ を 含 む 活 性 化 CD4+リ
ン パ 球 集 団 を 該 リ ン パ 球 か ら 回 収 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 Tr1調 節 リ ン パ 球 の 調 製 法 が 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法
：
（ a） 樹 状 細 胞 に 分 化 す る こ と が で き る ヒ ト 前 駆 細 胞 の 集 団 を イ ン ビ ト ロ で 得 る 段 階 ；
（ b） 該 樹 状 細 胞 の 集 団 を 得 る た め に 、 IL-10の 存 在 下 で 該 ヒ ト 前 駆 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ；
お よ び
（ c） （ b） に お い て 得 ら れ た 樹 状 細 胞 集 団 の 存 在 下 に 該 ヒ ト リ ン パ 球 集 団 を 置 く 段 階 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 A群 の 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の リ ン パ 球 に よ る 発 現 産 物 が mRNAで あ っ て 、 段 階 （ a） に
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お い て 、 該 mRNAの 同 時 存 在 の 決 定 が RT-PCRに よ っ て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1
～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 リ ン パ 球 を 含 む 生 体 試 料 に 存 在 す る Tr1調 節 リ ン
パ 球 の 定 量 法 ：
（ a） 請 求 項 1～ 21の い ず れ か 一 項 記 載 の 同 定 法 を 用 い て Tr1調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 段 階
； お よ び
（ b） 該 生 体 試 料 に 存 在 す る リ ン パ 球 の 全 量 、 ま た は リ ン パ 球 の 特 定 の 分 画 に 関 し て 、 （ a
） に お い て 同 定 さ れ た Tr1調 節 リ ン パ 球 の 比 率 を 決 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 被 験 者 か ら 予 め 採 取 し た 生 体 試 料 を 用 い て 、 被 験
者 に お け る 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 の イ ン ビ ト ロ で の 予 後 ま た は 診 断 の た め の 方 法 ：
（ a） 請 求 項 23記 載 の 定 量 法 に 従 っ て 、 リ ン パ 球 の 全 量 ま た は リ ン パ 球 の 特 定 の 分 画 に 関
し て 、 該 生 体 試 料 に 存 在 す る Tr1調 節 リ ン パ 球 の 比 率 を 決 定 す る 段 階 ； お よ び ；
（ b） 段 階 （ a） に お い て 得 ら れ た Tr1調 節 リ ン パ 球 の 比 率 を 、 健 康 な 被 験 者 か ら 採 取 し た
生 体 試 料 に 存 在 す る 比 率 と 比 較 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 段 階 （ b） に お い て 、 試 験 す べ き 被 験 者 に お い て 該 比 率 の 減 少 が 認 め ら れ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 24記 載 の 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 の イ ン ビ ト ロ で の 予 後 ま た は 診 断 の た め
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 リ ン パ 球 を 含 む 生 体 試 料 に 存 在 す る Tr1調 節 リ ン
パ 球 の 濃 縮 法 ：
（ a） 請 求 項 1～ 22の い ず れ か 一 項 記 載 の 同 定 法 を 用 い て Tr1調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 段 階
； お よ び
（ b） 該 試 料 か ら の 該 分 子 を 同 時 に 有 し な い リ ン パ 球 の 有 意 な 部 分 を 除 去 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 を 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 す る こ と を 意 図 し た 薬 剤 を 製 造 す る
た め の 、 請 求 項 26記 載 の 濃 縮 法 に よ っ て 濃 縮 さ れ た Tr1調 節 リ ン パ 球 集 団 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Tr1調 節 リ ン パ 球 が 炎 症 領 域 の レ ベ ル で 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 27記 載 の
利 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Tr1調 節 リ ン パ 球 が 、 イ ン ビ ボ で 該 リ ン パ 球 を 活 性 化 す る こ と が で き る 抗 原 と 共 に 投 与
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 27ま た は 28記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 Tr1調 節 リ ン パ 球 が イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 予 め 活 性 化 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 27ま た は 28記 載 の 利 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 CD4、 CD18、 お よ び ／ ま た は CD11a、 CD49b分 子 群 が 同 時 に 存 在 す る と い う 決
定 に 基 づ い て 、 な ら び に 適 当 で あ れ ば 、 CD4、 PSGL-1、 PECAM-1、 お よ び α V/β 3分 子 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を 証 明 す る こ と に よ っ て 、 生 体 試 料 に お け る Tr1-調 節 リ ン パ 球
を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 該 同 定 法 に 基 づ い て 、 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患
の た め の 定 量 法 、 お よ び 予 後 ま た は 診 断 の た め の 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 こ れ ら の
分 子 が 同 時 に 存 在 す る と い う 決 定 に 基 づ く Tr1調 節 リ ン パ 球 の 濃 縮 法 に も 関 す る 。 最 後 に
、 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 、 特 に ク ロ ー ン 病 を 治 療 す る た め に 、 該 濃 縮 法 に 従
っ て 濃 縮 さ れ た 組 成 物 を 利 用 す る こ と に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
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【 ０ ０ ０ ２ 】
　 免 疫 寛 容 は 、 そ れ に よ っ て 免 疫 系 が 自 己 を 異 物 と 区 別 す る こ と が で き る 様 々 な メ カ ニ ズ
ム に よ っ て 得 ら れ る 。 さ ら に 、 免 疫 系 は 、 非 病 原 性 の 抗 原 刺 激 に 繰 り 返 し 曝 露 さ れ る 。 望
ま し く な い 細 胞 の 活 性 化 お よ び 慢 性 炎 症 を 予 防 す る た め に 、 免 疫 系 は 、 ア ネ ル ギ ー T細 胞
（ Blackmanら 、 1990、 Nature 345： 540～ 542； Jonesら 、 1990b、 J Exp Med. 172： 1277～
1285） 、 ア ポ ト ー シ ス に よ る T細 胞 の 不 活 化 （ Jonesら 、 1990a、 Science 250： 1726～ 1729
； Webbら 、 1990、 Cell 63： 1249～ 1256） 、 お よ び 能 動 的 免 疫 抑 制 （ Rockenら 、 1996、 Imm
unol. Rev. 149： 175～ 194； Weinerら 、 1997、 Annu. Rev. Med. 48： 341～ 351） を 含 む 、
寛 容 を 維 持 す る た め に 協 調 し て 作 用 す る メ カ ニ ズ ム を 有 す る 。 能 動 的 免 疫 抑 制 は 、 そ の 機
能 が 有 効 な T細 胞 の 増 殖 お よ び 活 性 化 を 抑 制 す る こ と で あ る 専 門 的 な T細 胞 に よ っ て 媒 介 さ
れ る 。 最 近 の 研 究 か ら 、 Tr1と 呼 ば れ る 調 節 性 の 細 胞 が CD4+ T細 胞 に 属 す る こ と （ Chenら
、 1994、 Science 265： 1237～ 1240； Grouxら 、 1997、 Nature 389： 737～ 742； Mc Guirck
ら 、 2002、 J Exp Med. 195： 221～ 231； Powrieら 、 1994、 J Exp Med. 179： 589～ 600） 、
お よ び そ の 機 能 が IL-10（ Assemanら 、 1999、 J Exp Med. 190： 995～ 1004； Barratら 、 200
2、 J Exp Med. 195： 603～ 616； Grouxら 、 1997） お よ び TGF-β （ Grouxら 、 1997； Kitani
ら 、 2000、 J. Immunol. 165： 691～ 702） の 存 在 に 依 存 す る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Tヘ ル パ ー 細 胞 と も 呼 ば れ る T CD4+リ ン パ 球 の 中 で 、 二 つ の 主 な タ イ プ の Tヘ ル パ ー 細 胞
が 区 別 さ れ て い る ： す な わ ち 、 細 胞 性 免 疫 応 答 の 発 達 に 関 与 し て 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（
IL-2） お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ （ IFNγ ） の よ う な 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 産 生 し 、 マ
ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 作 用 を 有 す る Th1リ ン パ 球 ； イ ン タ ー ロ イ キ ン IL-4、 IL-6、 IL-10、 お
よ び IL-13の よ う な サ イ ト カ イ ン を 産 生 し て 、 抗 体 分 泌 を 促 進 す る Th2リ ン パ 球 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 胸 腺 に お い て 、 中 心 的 な 寛 容 は 、 骨 髄 由 来 の 樹 状 細 胞 （ DC） と の 相 互 作 用 後 の 自 己 反 応
性 T細 胞 の 欠 失 を 伴 う 十 分 に 確 立 さ れ た メ カ ニ ズ ム で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し 、 そ れ に よ っ て Tr細 胞 が イ ン ビ ボ で 形 成 し て 、 そ の 免 疫 調 節 作 用 を 実 行 す る メ カ
ニ ズ ム は ま だ 定 義 さ れ て お ら ず 、 集 中 的 な 研 究 の 主 題 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 特 に 、 い く つ か の 自 己 免 疫 お よ び ／ ま た は 炎 症 疾 患 が Tr1細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 は 、 免 疫 系 の 脱 調 節 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 、 こ れ は 自 身 の 抗 原 に 関 す る 体
の 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 伴 う 。 こ れ ら の 疾 患 の 起 源 で あ る 抗 原 、 ま た は こ れ ら の 抗 原 に
対 し て 特 異 的 な 攻 撃 的 T細 胞 を 操 作 し よ う と す る 試 み が 行 わ れ て い る が 、 得 ら れ た 結 果 は
し ば し ば 、 特 に 関 係 す る 疾 患 に 関 与 す る 抗 原 の 全 て に 関 す る 知 識 が な い た め に 非 常 に 限 ら
れ て い る 。 実 際 に 、 い わ ゆ る 自 己 抗 原 ま た は 炎 症 お よ び 自 己 免 疫 障 害 に 関 与 す る 抗 原 は ま
だ わ か っ て い な い か 、 ま た は 互 い に 区 別 す る こ と が で き な い （ 遺 伝 に よ り ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら の 疾 患 に 現 在 用 い ら れ て い る 治 療 は 、 待 期 的 治 療 （ 糖 尿 病 に 対 す る イ ン ス リ ン 、
ア レ ル ギ ー 障 害 に 対 す る 抗 ヒ ス タ ミ ン 剤 ） で あ る か 、 ま た は 抗 炎 症 剤 （ NSAIDs） お よ び ／
ま た は 免 疫 抑 制 剤 （ グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 抗 体 等 ） に よ る 全 身 治 療 の い
ず れ か で あ る 。 し た が っ て 、 明 ら か に 強 力 な 免 疫 抑 制 剤 治 療 が 必 要 で あ る が 、 こ れ は 罹 患
臓 器 ま た は よ り 詳 し く は 免 疫 系 の 過 敏 反 応 領 域 に 限 定 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Tr1細 胞 は 、 そ の 誘 導 の た め に 用 い ら れ る 抗 原 に よ っ て 再 刺 激 し て も 、 ほ と ん ど 増 殖 せ
ず 、 非 常 に 大 量 の IL-10を 産 生 し て 、 非 常 に 少 量 の IL-2を 産 生 し 、 IL-4を 産 生 し な い 。 活
性 化 Tr1細 胞 を 他 の T CD4+細 胞 の 存 在 下 で 培 養 す る と 、 そ れ ら は 抗 原 に 反 応 し た 後 者 の 増
殖 を 抑 制 し 、 こ の 作 用 は 、 Trリ ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 、 特 に IL-10の 分 泌 に 起 因 し て
、 T CD4+細 胞 に 対 す る 後 者 の 直 接 作 用 で は な い 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 細 胞 の 増 殖 に 関 与
す る 抗 原 を 認 識 す る 必 要 な く 、 こ れ を 得 る こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 病 原 性 細 胞 が 向 け
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ら れ る 正 確 な 抗 原 を 知 る 必 要 な く 治 療 を 検 討 す る こ と が で き る こ と か ら 、 自 己 免 疫 疾 患 の
場 合 に は 有 意 な 長 所 と な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の よ う に 、 前 炎 症 細 胞 が 消 化 管 菌 叢 の 常 在 菌 に 対 し て 向 け ら れ る マ ウ ス ク ロ ー ン 病 実
験 モ デ ル に お い て 、 食 物 中 の 卵 白 ア ル ブ ミ ン の 投 与 に 伴 っ て 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン に 対 す る Tr
1細 胞 を 動 物 に 投 与 す る と 、 結 腸 に お け る 慢 性 的 な 炎 症 の 発 症 を 予 防 す る こ と が 可 能 と な
る （ Grouxら 、 1997、 Nature 389： 737～ 742） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 そ の 上 、 ク ロ ー ン 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 ま た は 移 植 片 対 宿 主 反 応 の 異 な る 動 物 モ デ ル に 関
す る 研 究 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 Tr1阻 害 細 胞 が こ れ ら の 異 な る 病 態 を 予 防 で き る の み
な ら ず 、 治 癒 で き る こ と を 示 し た （ Foussatら 、 提 出 中 、 Barratら 、 J Exp Med. 2002、 4
： 603） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 MOTTETら の 文 書 （ Journal of Immunology 170： 8、 4月 15日 、 2003、 3939～ 3943頁 ） は
、 確 立 さ れ た 炎 症 を 改 善 す る た め に 、 T細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る 免 疫 疾 患 の 予 防 に お い て
そ の 役 割 が わ か っ て い る CD4+ CD25+調 節 T細 胞 の 能 力 に 関 す る 研 究 に 関 す る 。 こ の 試 験 は
、 CD4+ CD25+ T細 胞 が 腸 管 の 炎 症 を 治 療 す る こ と が で き る こ と を 示 し て お り 、 CD4+ CD25+
 T細 胞 が 慢 性 炎 症 疾 患 の 治 療 に お い て 有 益 と な り う る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し た が っ て 、 患 者 の T細 胞 か ら 得 ら れ た Tr1細 胞 は 、 こ の 患 者 に お け る 免 疫 応 答 を 調 節 す
る た め に 細 胞 治 療 の 状 況 に お い て お そ ら く 用 い る こ と が で き る 。 そ れ ら は ま た 、 特 に 、 上
記 の 自 己 免 疫 お よ び 炎 症 疾 患 の み な ら ず 、 糖 尿 病 、 乾 癬 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 リ ウ
マ チ 性 多 発 関 節 炎 、 ま た は 喘 息 の よ う な 異 常 な 炎 症 反 応 を 特 徴 と す る 如 何 な る 他 の 病 態 も
予 防 ま た は 治 療 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 そ れ ら は ま た 、 移 植 片 の 拒 絶 、 ま た は 移
植 片 対 宿 主 反 応 の 治 療 に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の よ う に 、 Tr1細 胞 を 用 い る こ と が で き る 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 例 と な る の は 、 慢 性
活 動 型 肝 炎 、 ア ジ ソ ン 病 、 抗 リ ン 脂 質 症 候 群 、 ア ト ピ ー 性 ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 性 萎 縮 性
胃 炎 、 自 己 免 疫 性 無 塩 酸 症 、 小 児 脂 肪 便 症 、 ク ロ ー ン 病 、 ク ッ シ ン グ 症 候 群 、 皮 膚 筋 炎 、
I型 糖 尿 病 、 円 板 状 紅 斑 性 狼 瘡 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 グ レ ー ヴ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎
、 特 発 性 副 腎 萎 縮 、 イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 、 ラ ン バ ー ト ・ イ ー ト ン 症 候 群 、 ル ポ イ ド 肝
炎 、 リ ン パ 球 減 少 症 の 特 定 の 症 例 、 多 発 性 硬 化 症 、 尋 常 性 ま た は 落 葉 状 天 疱 瘡 、 水 疱 性 類
天 疱 瘡 、 悪 性 貧 血 、 水 晶 体 原 性 ブ ド ウ 膜 炎 、 多 発 関 節 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 原 発 性 硬
化 性 胆 管 炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ ー 症 候 群 、 多 発 性 軟 骨 炎 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 シ ュ ミ ッ ト 症 候
群 、 強 皮 症 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 、 高 安 動 脈 炎 、 一 過 性 動 脈 炎 、 甲 状
腺 薬 中 毒 症 、 B型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ウ ェ ゲ ナ ー 肉 芽 腫 、 重 症 筋 無 力 症 、
ギ ラ ン バ レ ー 症 候 群 、 自 己 免 疫 性 ureitis、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減
少 症 、 自 己 免 疫 性 卵 巣 炎 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 疱 疹 状 皮 膚 炎 、 多 発 筋 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 強 直 性
脊 椎 炎 の よ う な 脊 椎 関 節 症 、 お よ び 白 斑 か ら な る 群 に お い て 選 択 さ れ た 疾 患 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Tr1調 節 リ ン パ 球 を 用 い る 場 合 の 困 難 の 一 つ は 、 そ れ ら を リ ン パ 球 集 団 か ら 単 純 に し か
も 確 実 に 同 定 で き る こ と で あ る 。 Tr1-調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 現 在 の 技 術 は 、 Tr1調 節 リ
ン パ 球 を 含 む こ と が で き る リ ン パ 球 集 団 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 プ ロ フ ィ ー ル を 調 べ る こ
と か ら な る 。 特 に 、 Grouxら （ Nature 389： 737～ 742、 1997） は 、 こ の リ ン パ 球 集 団 が 非
常 に 大 量 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 10（ IL-10） 、 大 量 の TGF-β （ 腫 瘍 増 殖 因 子 β ） 、 非 常 に 少
量 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 2（ IL-2） を 生 じ る が 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -4（ IL-4） を 産 生 し な い
こ と に 注 目 し て い る 。 当 業 者 は 、 該 集 団 に 存 在 す る CD4+ Tリ ン パ 球 の 増 殖 反 応 を 調 べ る こ
と に よ っ て 、 リ ン パ 球 集 団 に Tr1-調 節 リ ン パ 球 が 存 在 す る こ と を 確 認 す る こ と が で き る 。
Tr1-調 節 リ ン パ 球 を CD4+ Tリ ン パ 球 の 存 在 下 で 培 養 し た 場 合 、 Tr1調 節 リ ン パ 球 は 、 抗 原
に 反 応 し た CD4+ T細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る （ Grouxら 、 Nature 389： 737～ 742、 1997） 。 こ
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れ ら の 同 定 技 法 は 、 時 間 と 労 力 が か か る と い う 短 所 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の よ う に 、 現 在 、 リ ン パ 球 集 団 を 含 む 試 料 か ら Tr1調 節 リ ン パ 球 の 有 無 を 同 定 す る た
め の 迅 速 か つ 有 効 な 技 法 が 必 要 で あ る 。 そ の よ う な 方 法 は ま た 、 Tr1調 節 リ ン パ 球 に よ っ
て リ ン パ 球 集 団 を 濃 縮 す る こ と が で き る で あ ろ う こ と か ら 、 長 所 と な り う る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ れ は 、 ま さ に 本 発 明 の 主 題 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 リ ン パ 球 を 含 む 生 体 試 料
に 存 在 す る Tr1調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 方 法 に 関 す る ：
（ a） CD4分 子 、 な ら び に CD18お よ び ／ ま た は CD11a、 お よ び CD49b分 子 か ら な る A群 の 分 子
全 て を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 該 リ ン パ 球 に よ る 発 現 産 物 が 同 時 に 存 在 す る こ と を 決 定 す る 段
階 ； な ら び に
（ b） CD4分 子 、 お よ び A群 の 全 て の 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 時 に 発 現 す る リ ン パ 球 を
、 Tr1調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 CD18お よ び ／ ま た は CD11a、 お よ び CD49a分 子 か ら な る A群 と は 、 以 下 か ら な る A群 を 意 味
す る ：
－ CD18お よ び CD49b分 子 ；
－ CD11aお よ び CD49b分 子 ； ま た は
－ CD18、 CD11a、 お よ び CD49b分 子 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Tr1調 節 リ ン パ 球 の 存 在 を 同 定 す べ き 、 リ ン パ 球 を 含 む 生 体 試 料 の 中 で は 、 被 験 者 か ら
採 取 し た 末 梢 血 か ら の 生 体 試 料 、 細 胞 集 団 、 特 に リ ン パ 球 集 団 か ら Tr1調 節 リ ン パ 球 を イ
ン ビ ト ロ で 調 製 す る 方 法 か ら の 生 体 試 料 、 適 用 可 能 な 場 合 は 被 験 者 の 試 料 か ら の 生 体 試 料
、 ま た は 前 駆 細 胞 か ら の 生 体 試 料 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 従 う Tr1調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 方 法 は 、 Tr1調 節 リ ン パ 球 の 有 無 を 決 定 す べ き
リ ン パ 球 集 団 を 含 む 如 何 な る 生 体 試 料 に お い て も 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 生 体 試 料 を 採 取 す る 対 象 は 、 任 意 の 哺 乳 類 、 特 に マ ウ ス 、 好 ま し く は ヒ ト と な り う る 。
対 象 は 好 ま し く は 健 康 で あ る か ま た は 自 己 免 疫 も し く は 炎 症 疾 患 に 罹 患 し う る 。 本 発 明 に
従 う 「 健 康 な 対 象 」 と い う 用 語 に は 、 任 意 の 対 象 、 好 ま し く は ヒ ト 、 自 己 免 疫 ま た は 炎 症
疾 患 に 罹 患 し て い な い ヒ ト が 含 ま れ る 。 自 己 免 疫 疾 患 の 一 覧 は 先 に 提 供 し て い る ； 炎 症 疾
患 と は 、 単 核 球 の 浸 潤 、 線 維 芽 細 胞 お よ び 新 し い 血 管 の 増 殖 を 認 め 、 結 合 組 織 お よ び 組 織
破 壊 の 増 加 に 至 る 疾 患 で あ る 。 腸 の 慢 性 炎 症 疾 患 は 特 に 注 目 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 生 体 試 料 は ま た 、 Tr1調 節 リ ン パ 球 の イ ン ビ ト ロ 調 製 法 か ら 得 る こ と が で き 、 そ の 方 法
は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 こ れ ら の 調 製 法 に は 、 例 え ば 、 IL-10の 存 在 下 で 抗 原 に よ っ て CD4
+ T細 胞 を 繰 り 返 し 刺 激 す る こ と か ら な る 、 本 発 明 者 の 刊 行 物 に 記 述 さ れ る 方 法 （ Grouxら
、 Nature 389： 737～ 742、 1997） が 含 ま れ る 。 2002年 11月 21日 に 公 表 さ れ た 、 国 際 公 開 公
報 02/092793号 の 本 発 明 者 ら の 国 際 特 許 出 願 に 記 述 さ れ る Tr1調 節 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で
調 製 す る 方 法 も 同 様 に 引 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 HLAク ラ ス II分 子 と ヒ ト LFA-3
（ CD58） 分 子 と を 発 現 す る が 、 如 何 な る 共 刺 激 分 子 B7-1（ CD80） 、 B7-2（ CD86） 、 B7-H1
、 CD40、 CD23、 お よ び ICAM-1（ CD54） も 発 現 し な い 人 工 的 な 抗 原 提 示 細 胞 の 存 在 下 で CD4+
 Tリ ン パ 球 を 培 養 す る こ と か ら な る 。 Tr1-調 節 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 調 製 す る た め の も
う 一 つ の 方 法 は 、 以 下 の 実 施 例 5に 記 述 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ で ヒ ト 前 駆 細 胞 か
ら ヒ ト 樹 状 細 胞 集 団 を 得 る こ と か ら な り 、 樹 状 細 胞 は ヒ ト Tリ ン パ 球 の Tr1調 節 リ ン パ 球 へ
の 分 化 を 誘 導 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に 従 う Tr1調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 方 法 に お い て 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現
産 物 と は 、 こ れ ら の 分 子 の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 該 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 す な わ ち 該 遺 伝 子 に
よ っ て コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド 、 ま た は 該 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 す な わ ち 該 分 子 を コ ー ド す る
mRNAの い ず れ か と な り う る 該 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 産 物 を 指 す 。 好 ま し く は 、 発
現 産 物 は 、 該 リ ン パ 球 の 表 面 で 発 現 さ れ る 分 子 、 ま た は そ の 代 表 的 な 断 片 、 す な わ ち リ ン
パ 球 の 表 面 に 存 在 す る こ と に よ っ て 、 リ ン パ 球 の 表 面 で の こ の 分 子 の 発 現 を 決 定 す る こ と
が で き る （ 該 分 子 に 関 し て 表 現 型 「 +」 ） 該 分 子 の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 実 際 に 、 CD4分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 お よ び A群 の 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝
子 の リ ン パ 球 に よ る 発 現 産 物 が 同 時 に 存 在 す る こ と を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 Tr1調 節 リ
ン パ 球 を 同 定 す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る （ 実 施 例 2お よ び 3を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 分 子 CD11aお よ び CD18は リ ン パ 球 の 表 面 と 会 合 し て 、 二 量 体 β 2 -イ ン テ グ リ ン CD11a/CD1
8を 形 成 し 、 こ れ は ま た リ ン パ 球 機 能 関 連 抗 原 -1、 LFA-1と も 呼 ば れ る 。 し た が っ て 、 こ の
β 2 -イ ン テ グ リ ン の 存 在 は 、 CD11a分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 該 リ ン パ 球 に よ る 発 現 産 物
が 存 在 す る こ と 、 CD18分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 産 物 が 存 在 す る こ と 、 ま た は こ れ ら
の 二 つ の 発 現 産 物 が 同 時 に 存 在 す る こ と を 決 定 す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 Tr1-調 節 リ ン パ 球 を 、 CD11a、 CD18、 PSGL-1、 PECAM-1、 お よ び ／ ま
た は α V/β 3分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 少 な く と も 1個 、 好 ま し く は 少 な く と も 2、 3、 4個
ま た は 全 て の 過 剰 発 現 に よ っ て 、 Th1ま た は Th2型 で あ る こ と が わ か っ て い る リ ン パ 球 、 特
に ク ロ ー ン か ら の Th1ま た は Th2リ ン パ 球 に よ る 発 現 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 上 記 の 同 定
法 と は 無 関 係 に 同 様 に 同 定 す る こ と が で き る こ と を 証 明 し た （ 実 施 例 4を 参 照 さ れ た い ）
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 PSGL-1分 子 、 ま た は P-セ レ ク チ ン 糖 タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド 1は 、 セ レ ク チ ン フ ァ ミ リ ー に
属 す る 細 胞 接 着 分 子 （ CAM） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 CD31分 子 と も 呼 ば れ る PECAM-1分 子 ま た は 血 小 板 -内 皮 細 胞 接 着 分 子 -1は 、 Ig様 分 子 フ ァ
ミ リ ー に 属 す る CAM分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 CD51/CD61分 子 ま た は ビ ト ロ ネ ク チ ン 受 容 体 の VNRと も 呼 ば れ る α V/β 3a分 子 は 、 β 3 -イ
ン テ グ リ ン の サ ブ フ ァ ミ リ ー に 属 す る CAM分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に 従 っ て 、 A群 の 分 子 の 発 現 に 基 づ い て Tr1-調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す
る 上 記 の 方 法 は 、 以 下 を 特 徴 と す る ：
－ 段 階 （ a） に お い て 、 以 下 の B群 の 分 子 ： CD11a、 CD18、 PSGL-1、 PECAM-1、 お よ び ／ ま た
は α V/β 3を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 の 該 リ ン パ 球 に よ
る 発 現 を 比 較 し て 、 そ の 発 現 が Th1ま た は Th2リ ン パ 球 に よ る 該 同 じ 遺 伝 子 の 発 現 と 比 較 さ
れ る ； な ら び に
－ 段 階 （ b） に お い て 、 B群 の 分 子 を コ ー ド す る 該 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 つ を 過 剰 発 現 す る
リ ン パ 球 が 、 Tr1-調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 B群 の 分 子 を コ ー ド す る 該 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 つ を 過 剰 発 現 す る リ ン パ 球 と は 、 該 遺
伝 子 の 少 な く と も 一 つ の 発 現 が 、 Th1ま た は Th2リ ン パ 球 に よ る こ れ ら の 同 じ 分 子 の 発 現 よ
り 有 意 に 高 い リ ン パ 球 を 指 す 。 好 ま し く は 、 Th1ま た は Th2リ ン パ 球 に よ っ て 得 ら れ る 発 現
と 比 較 し た Tr1-調 節 リ ン パ 球 に よ る 過 剰 発 現 は 、 Th1ま た は Th2リ ン パ 球 の 発 現 よ り 少 な く
と も 2、 3、 4、 5、 7、 ま た は 10倍 高 い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 好 ま し く は 、 Th1ま た は Th2リ ン パ 球 は 、 炎 症 部 位 、 特 に 皮 膚 の 炎 症 部 位 に お い て 通 常 得
ら れ る ク ロ ー ン か ら の Th1ま た は Th2リ ン パ 球 で あ り 、 こ れ ら は Th2に 関 し て IL-4、 ま た は T
h1に 関 し て IL-12の 存 在 下 で イ ン ビ ト ロ で 分 化 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 特 定 の 態 様 に 従 っ て 、 Tr1-調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 方 法 は 、 段 階 （
a） に お い て 、 B群 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 二 つ の 発 現 が 比 較 さ れ 、 お よ び 段 階 （ b） に お い
て 、 B群 の 該 二 つ の 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る リ ン パ 球 が Tr1-調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 さ れ
る 、 と い う 特 徴 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 特 定 の 態 様 に 従 っ て 、 Tr1-調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 方 法 は 、 段 階 （
a） に お い て 、 B群 の 遺 伝 子 の 全 て の 発 現 が 比 較 さ れ 、 お よ び 段 階 （ b） に お い て 、 B群 の 遺
伝 子 の 全 て を 過 剰 発 現 す る リ ン パ 球 が Tr1-調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 さ れ る 、 と い う 特 徴
を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 に 従 う 同 定 法 は 、 好 ま し く は 、 段 階 （ a） に お い て 、 B群 の 該 遺 伝 子 の 少 な く と も
三 つ の 発 現 が 比 較 さ れ 、 お よ び 段 階 （ b） に お い て 、 B群 の 該 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る リ ン パ
球 が Tr1-調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 さ れ る 、 と い う 特 徴 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に 従 う 同 定 法 は ま た 、 段 階 （ a） に お い て 、 B群 の 該 遺 伝 子 の 少 な く と も 四 つ の 発
現 が 比 較 さ れ 、 お よ び 段 階 （ b） に お い て 、 B群 の 四 つ の 該 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る リ ン パ 球
が Tr1-調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 さ れ る 、 こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 リ ン パ 球 を 含 む 生 体 試 料 に 存 在 す
る Tr1-調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 方 法 に も 関 し う る ：
（ a） B群 の 以 下 の 分 子 ： CD11a、 CD18、 PSGL-1、 PECAM-1、 お よ び ／ ま た は α V/β 3を コ ー
ド す る 遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 の 該 リ ン パ 球 に よ る 発 現 を 比 較 す る
段 階 で あ っ て 、 該 発 現 が Th1ま た は Th2リ ン パ 球 に よ る 該 同 じ 遺 伝 子 の 発 現 と 比 較 さ れ る 段
階 ； な ら び に
（ b） B群 の 分 子 を コ ー ド す る 該 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 つ を 過 剰 発 現 す る リ ン パ 球 が 、 Tr1-
調 節 リ ン パ 球 で あ る と 同 定 さ れ る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 Tr1-調 節 リ ン パ 球 は ま た 、 CD3分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 該 リ ン パ 球 に よ る 発
現 産 物 の 存 在 を 決 定 す る こ と を 同 様 に 含 む 、 本 発 明 に 従 う 同 定 法 に よ っ て 同 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 は ま た 、 好 ま し く は 、 段 階 （ a） が CD3分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 該
リ ン パ 球 に よ る 発 現 産 物 の 存 在 を さ ら に お よ び 同 時 に 決 定 す る こ と か ら な り 、 な ら び に 段
階 （ b） が CD3分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 時 に 発 現 す る リ ン パ 球 を Tr1-調 節 リ ン パ 球 で あ
る と 同 定 す る こ と か ら な る 、 こ と を 特 徴 と す る 本 発 明 に 従 う 同 定 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 、 リ ン パ 球 の 表 面 で の 分 子 の 同 定 は 、 こ れ ら の 分 子 が 同 時 に 存 在
す る こ と を 特 異 的 に 同 定 す る こ と が で き る 任 意 の 適 し た 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ れ ら の 方 法 に お い て 、 好 ま し い 方 法 は 、 適 当 で あ れ ば 標 識 し て も よ い 、 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 も し く は 組 換 え 型 抗 体 も し く は そ の 断 片 、 ま た は こ れ ら の
分 子 、 こ れ ら の 抗 体 、 も し く は 抗 体 断 片 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る リ ガ ン ド を 用 い
て 、 リ ン パ 球 の 表 面 で こ れ ら の 分 子 の 同 定 が 行 わ れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に 従 う 同 定 法 は 、 好 ま し く は 、 段 階 （ a） に お い て 、 該 リ ン パ 球 の 表 面 で 発 現 さ
れ る A群 の 分 子 が 同 時 に 存 在 す る こ と が 決 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に 従 う 同 定 法 の 好 ま し い 態 様 は 、 段 階 （ a） が 、 該 リ ン パ 球 の 表 面 に 発 現 さ れ る
該 分 子 の 同 時 存 在 を 、 該 分 子 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に よ っ て 決 定 す る こ と か ら な る 、 こ と
を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に 従 う 同 定 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 、 該 分 子 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に は 、
ク ロ ー ン RPA-T4お よ び H129-19（ Becton Dickinson、 Le Pont de Claix、 フ ラ ン ス ） に よ
っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 の よ う な ヒ ト ま た は マ ウ ス 抗 CD4抗 体 、 ク ロ ー ン 6.7、 C71/16、 お よ び
Game-46（ Becton Dickinson） に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 の よ う な ヒ ト ま た は マ ウ ス 抗 CD18
抗 体 、 ク ロ ー ン M17/4（ Biocompare、 サ ウ ス サ ン フ ラ ン シ ス コ 、 ア メ リ カ ） に よ っ て 分 泌
さ れ る 抗 体 の よ う な マ ウ ス 抗 CD11a抗 体 、 ク ロ ー ン AK-7お よ び Hal/29（ Becton Dickinson
） に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 の よ う な ヒ ト ま た は マ ウ ス 抗 CD49b抗 体 、 ク ロ ー ン MEC13.3（ Be
cton Dickinson） に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 の よ う な 抗 マ ウ ス CD31抗 体 、 ク ロ ー ン UCHT-1（
Caltag、 バ ー リ ン ガ ム 、 イ ギ リ ス ） に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 の よ う な 抗 ヒ ト CD3が 含 ま れ
る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ れ ら の 分 子 を 認 識 す る こ と が で き る 抗 体 以 外 の 天 然 の リ ガ ン ド の 非 制 限 的 な 例 と し て
、 例 え ば 以 下 の 抗 体 を 引 用 す る こ と が で き る ： CD18分 子 （ LFA-1） 、 hu可 溶 型 ICAM-1（ CD5
4） 、 hu-ICAM-1Fcキ メ ラ 、 hu-ICAM-2Fcキ メ ラ （ CD102） 、 huICAM-3Fcキ メ ラ （ CD50） 、 mu
-ICAM-1（ CD54） 、 muICAM-2Fcキ メ ラ （ CD102） 、 muICAM-3Fcキ メ ラ （ CD50） 、 muICAM-5Fc
キ メ ラ （ CD50） 、 JAM-1、 JAM-2、 JAM-3。 こ れ ら の リ ガ ン ド は 全 て 、 市 販 さ れ て い る （ 特
に 、 R＆ D Systems、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 ア メ リ カ ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に 従 う 同 定 法 の 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 試 験 す べ き 該 生 体 試 料 に 存 在 す る リ
ン パ 球 の 表 面 に 同 時 に 存 在 す る こ と を 決 定 す べ き 分 子 の 同 定 は 、 好 ま し く は 免 疫 蛍 光 に よ
っ て 、 ま た は 放 射 免 疫 学 的 も し く は 免 疫 酵 素 的 方 法 に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 般 的 に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 も し く は そ の 断 片 、 ま た は 組 換
え 型 抗 体 を 調 製 す る た め に 、 マ ニ ュ ア ル 「 抗 体 」 （ Harlowら 、 「 Antibodies： A Laborato
ry Manual」 、 Cold Spring Harbor Publications、 726頁 、 1988） に 記 述 さ れ て い る 当 業
者 に 周 知 の 技 術 、 ま た は Kohlerら （ Kohler and Milstein、 Nature 256： 495～ 497、 1975
） に よ っ て 記 述 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い る 調 製 技 術 を 参 照 す る こ と が で き る 。 本 発 明
に 従 う 方 法 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 は 、 例 え ば 、 こ れ ら の 分 子 に 対 し て 特 異 的 に 免 疫 し た 動
物 の 血 清 ま た は 細 胞 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ れ ら の 分 子 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る 抗 体 断 片 と は 、 特 に 、 そ こ か ら 該 断 片 が
得 ら れ る 抗 体 が 結 合 す る 該 分 子 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 該 抗
体 の 任 意 の 断 片 を 含 む 抗 体 断 片 を 指 す 。 そ の よ う な 断 片 の 例 に は 、 特 に 、 そ こ か ら そ れ ら
が 得 ら れ る 抗 体 と 同 じ 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 一 本 鎖 抗 体 （ scFv） 、 ま た は 一 価 断 片 Fabも
し く は Fab'、 お よ び F(ab')2の よ う な 二 価 断 片 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 抗 体 断 片 は 、 ペ プ シ
ン ま た は パ イ ン の よ う な 酵 素 に よ る 消 化 、 お よ び ／ ま た は 化 学 的 還 元 に よ る ジ ス ル フ ィ ド
結 合 の 切 断 の よ う な 方 法 を 用 い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 得
る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 ま た は そ の 断 片 は ま た 、 遺 伝 子 組 み 換 え （ 組 換 え 抗 体 ） に
よ っ て も 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ れ ら の 分 子 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る 抗 体 ま た は そ の 断 片 は ま た 、 直 接 ま た は
間 接 的 に 検 出 可 能 で あ る 、 お よ び 好 ま し く は 定 量 可 能 で あ る シ グ ナ ル を 得 る た め に 、 標 識
抗 体 の 形 で 存 在 し う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に 従 う 同 定 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 標 識 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 例 え ば 、
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お よ び 好 ま し く は 、 蛍 光 マ ー カ ー に 結 合 し た い わ ゆ る 免 疫 結 合 抗 体 で あ り 、 こ れ に は 特 に
フ ル オ レ セ イ ン お よ び フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） の よ う な そ の 誘 導 体 、
ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン （ APC） 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン -シ ア ニ ン 5（ PC5） お よ び フ ィ コ エ リ ス リ
ン （ PE） 、 緑 色 蛍 光 二 酢 酸 フ ル オ レ セ イ ン 、 カ ル セ イ ン AM、 赤 色 蛍 光 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ
ミ ン ま た は ロ ー ダ ミ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 GFP（ 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ） 、 ダ ン シ ル 、 ウ ン
ベ リ フ ェ ロ ン 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 そ の よ う な 免 疫 結 合 抗 体 は 、 市 販 さ れ て お り 、 特 に ヒ ト に お け る APC結 合 抗 CD4（ RPA-T4
、 Becton Dickinson） 、 PC5-結 合 抗 CD3（ UCHT-1、 Caltag、 バ ー リ ン ガ ム 、 ア メ リ カ ） 、 P
E-結 合 抗 CD18（ 6.7、 Becton Dickinson） 、 お よ び FITC-結 合 抗 CD49b（ AK-7、 Becton Dick
inson） 、 な ら び に PC5結 合 マ ウ ス 抗 CD4（ H129-19、 Becton Dickinson） 、 PE-結 合 マ ウ ス
抗 CD18（ C71/16、 Becton Dickinson） 、 お よ び FITC結 合 マ ウ ス 抗 CD49b（ Ha1/29、 Becton 
Dickinson） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に 従 う 同 定 法 に お い て 同 様 に 用 い る こ と が で き る 市 販 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 に は
ま た 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー
ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス ア ミ ラ ー ゼ 、 炭 酸 脱 水 素 酵 素 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ
、 ラ イ ソ ザ イ ム 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ま た は グ ル コ ー ス -6リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー
ゼ の よ う な 酵 素 、 ま た は ビ オ チ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 も し く は 5-ブ ロ モ -デ オ キ シ ウ リ ジ
ン の よ う な 分 子 に 結 合 し た 免 疫 結 合 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 そ の よ う な 結 合 体 に お い て 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 を 用 い て 調 製
す る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 直 接 、 ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の よ う な ポ リ ア ル デ ヒ ド
、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA） 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ DPTA） の 場 合 の よ う
に ス ペ ー サ ー 基 も し く は 結 合 基 に よ っ て 、 も し く は 過 ヨ ウ 素 酸 等 の よ う な 結 合 物 質 の 存 在
下 で 、 酵 素 ま た は 蛍 光 マ ー カ ー に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 フ ル オ レ セ イ ン 型 の マ ー カ ー
を 含 む 結 合 体 は 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト と の 反 応 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 他 の 結 合 体 に は ま た 、 ル ミ ノ ー ル お よ び ジ オ キ セ タ ン の よ う な 化 学 発 光 マ ー カ ー 、 ま た
は ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び ル シ フ ェ リ ン の よ う な 生 物 発 光 マ ー カ ー が 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 に 従 う 同 定 法 に お い て 用 い る こ と が で き る こ れ ら の 抗 体 ま た は そ の 断 片 に 結 合 す
る こ と が で き る マ ー カ ー の 中 で 、 以 下 の 放 射 活 性 マ ー カ ー ： 1 4 C、 3 6 Cl、 5 7 Co、 5 8 Co、 5 1 C
r、 1 5 2 Eu、 5 9 Fe、 3 H、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 2 P、 3 5 S、 7 5 Se、 お よ び 9 9 m Tcを 引 用 す る こ と が で き
、 こ れ ら は γ カ ウ ン タ ー 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 等 の よ
う な 既 知 の 手 段 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 抗 体 分 子 免 疫 複 合 体 （ 抗 原 ） の 形 成 に 依 存 す る 如 何 な る 通 常 の 方 法 も 、 そ の よ う な 同 定
を 行 う た め に 実 行 す る こ と が で き る 。 該 方 法 は 、 そ れ が 放 射 免 疫 学 的 ま た は 免 疫 酵 素 的 で
あ れ 、 競 合 的 も し く は サ ン ド イ ッ チ 法 、 ま た は 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 方 法 と な り う る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 う 同 定 法 の 決 定 段 階 （ a） は 、 蛍 光 マ ー カ ー に
よ っ て 標 識 し た 抗 体 を 用 い て 行 わ れ る 。 ま た 好 ま し く は 、 そ の 存 在 を 決 定 す べ き 分 子 に 対
し て 特 異 的 な 該 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 の そ れ ぞ れ は 、 そ れ ぞ れ の 特 異 性 に 関 し て 異 な る マ ー
カ ー に よ っ て 標 識 さ れ る で あ ろ う 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 該 同 定 法 に よ っ て 、 非 制 限 的
な 例 と し て 下 記 の 実 施 例 2、 3お よ び 4に お い て 用 い ら れ る 同 定 お よ び 定 量 法 の よ う に 、 試
験 す べ き 生 体 試 料 に お い て 、 そ の 存 在 を 同 定 す べ き 該 分 子 を 同 時 に 有 す る リ ン パ 球 の 数 ま
た は 比 率 も 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に 従 っ て 、 方 法 は 、 該 マ ー カ ー が 蛍 光 で あ っ て 、 フ ル オ レ セ イ ン イ
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ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン （ APC） 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン -シ ア ニ ン 5
（ PC5） 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン （ PE） 、 緑 色 蛍 光 二 酢 酸 フ ル オ レ セ イ ン 、 カ ル セ イ ン AMお よ
び 赤 色 蛍 光 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る と い う 特 徴 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 用 い る こ と が で き る 同 定 法 に は 、 細 胞 の 大 き さ 、 お よ び 様 々 な 標 識 後 に そ れ ら が 放 出 す
る 蛍 光 の 強 度 に 従 っ て 細 胞 を 分 離 す る 電 子 系 か ら な る FACS（ 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ
） 技 術 が 含 ま れ る 。 こ の 装 置 は 、 細 胞 浮 遊 液 の 微 小 水 滴 を 調 製 し て 、 こ れ を 水 滴 が 細 胞 1
個 の み を 含 む よ う に 希 釈 す る 。 微 小 水 滴 が レ ー ザ ー 光 の 前 を 通 過 し て 、 細 胞 が 分 析 さ れ （
ヒ ス ト グ ラ ム ） 、 そ の 蛍 光 お よ び ／ ま た は 大 き さ に 基 づ い て 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 う 同 定 法 は 、 段 階 （ a） に お い て 、 該 リ ン パ 球 の 表
面 で 発 現 さ れ た A群 の 分 子 の 同 時 存 在 の 定 量 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 行 わ れ る こ
と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー と い う 用 語 は 、 特 に 上 記 の FACS技 術 に お い て 、 細 胞 を 計 数 お よ び
測 定 す る こ と が で き る 任 意 の 技 術 を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 に 従 う 同 定 法 の 決 定 段 階 （ a） を 、 蛍 光 免 疫 結 合 体 （ 蛍 光 抗 体 の よ う な ） を 用 い
て 行 う 場 合 、 本 発 明 に 従 う 同 定 法 を 用 い る こ と が 好 ま し く 、 こ の 場 合 、 該 方 法 の 段 階 （ a
） に お い て 、 CD18分 子 に 関 し て 得 ら れ た 蛍 光 強 度 の レ ベ ル が 、 単 球 細 胞 （ 「 CD18bright」
） の 表 面 の 同 じ 分 子 に つ い て 得 ら れ た レ ベ ル に 対 応 す れ ば 、 CD18分 子 が 該 リ ン パ 球 の 表 面
に 存 在 す る と 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に 従 っ て 、 本 発 明 に 従 う 同 定 法 は 、 方 法 の 段 階 （ a） に お い て 、 CD18分 子
に 関 し て CD18bright蛍 光 強 度 の 存 在 が 決 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の よ う に 、 例 え ば 、 ヒ ト Tリ ン パ 球 に 関 す る 「 CD3+ CD4+ CD18bright」 表 現 型 と は 、 C
D3、 CD4お よ び CD18分 子 ま た は 抗 原 を そ の 細 胞 表 面 に 発 現 す る リ ン パ 球 を 指 し 、 CD18分 子
の 標 識 の 蛍 光 強 度 は 単 球 細 胞 に お い て 認 め ら れ る 同 じ 標 識 の 蛍 光 強 度 と 等 し い （ 図 15を 参
照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 B群 の 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 該 リ ン パ 球 に よ る 発 現 の 比 較 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 に 関
し て 発 現 さ れ た mRNAの 量 を 比 較 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 mRNAの 発 現 に 関 す る そ の よ う な 比 較 は 、 逆 転 写 段 階 を 先 に 行 う ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増
幅 技 術 （ RT-PCR） を 用 い る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 う 同 定 法 は 、 以 下 を 特 徴 と す る ：
－ 段 階 （ a） に お い て 、 B群 の 分 子 を コ ー ド す る 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 の 該 リ ン パ 球 に よ
る 発 現 の 比 較 が 、 該 遺 伝 子 に 関 し て 発 現 さ れ た mRNAの 量 を 比 較 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る
； お よ び
－ 段 階 （ b） に お い て 、 該 遺 伝 子 の mRNAを 過 剰 発 現 す る リ ン パ 球 が Tr1-調 節 リ ン パ 球 で あ
る と 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に 従 っ て 、 本 発 明 に 従 う 同 定 法 は 、 mRNAの 量 が 定 量 的 RT-PCRに よ っ て 測
定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に 従 っ て 、 本 発 明 に 従 う 同 定 法 は 、 生 体 試 料 が 対 象 に お け る 末
梢 血 試 料 ま た は 炎 症 臓 器 か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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　 好 ま し く は 、 本 発 明 に 従 う 方 法 に お い て 、 該 生 体 試 料 は 、 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 に 罹
患 し て い る 、 ま た は 罹 患 す る 可 能 性 が あ る 対 象 か ら 採 取 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 該 対 象 は ク ロ ー ン 病 ま た は 多 発 性 硬 化 症 に 罹 患 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 う Tr1調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 方 法 は 、 生 体 試 料
が 、 対 象 か ら の 試 料 に お い て 得 ら れ た リ ン パ 球 集 団 か ら Tr1調 節 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で
調 製 す る 方 法 か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 リ ン パ 球 集 団 か ら Tr1-調 節 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 調 製 す る た め の 該 方 法 に は 、 好 ま し
く は 該 リ ン パ 球 集 団 の CD4+ Tリ ン パ 球 が 抗 原 お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン 10の 存 在 下 で 活 性 化
さ れ る 、 少 な く と も 一 つ の 段 階 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 、 Tr1-調 節 リ ン パ 球 の イ ン ビ ト ロ 調 製 法 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む ：
（ a） HLAク ラ ス II系 の 分 子 と 、 ヒ ト LFA-3分 子 と を 発 現 し 、 如 何 な る 共 刺 激 分 子 B7-1、 B7-
2、 B7-H1、 CD40、 CD23、 ま た は ICAM-1も 発 現 し な い 人 工 的 な 抗 原 提 示 細 胞 を 含 む 生 体 試 料
を 得 る 段 階 ；
（ b） （ a） に お い て 得 ら れ た 人 工 的 な 抗 原 提 示 細 胞 に よ っ て 提 示 さ れ る 選 択 さ れ た 抗 原 の
存 在 下 で 、 該 リ ン パ 球 集 団 の CD4+ Tリ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 活 性 化 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 選 択 さ れ た 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な Tr1リ ン パ 球 少 な く と も 10％ を 含 む 活 性 化 CD4+リ ン
パ 球 集 団 を 、 該 リ ン パ 球 か ら 採 取 す る 段 階 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Tr1-調 節 リ ン パ 球 の 該 イ ン ビ ト ロ 調 製 法 は ま た 、 好 ま し く は 以 下 の 段 階 を 含 む ：
（ a） 樹 状 細 胞 へ 分 化 す る こ と が で き る ヒ ト 前 駆 細 胞 の 集 団 を イ ン ビ ト ロ で 得 る 段 階 ；
（ b） 該 樹 状 細 胞 の 集 団 を 得 る た め に 、 IL-10の 存 在 下 で 該 ヒ ト 前 駆 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ；
お よ び
（ c） （ b） に お い て 得 ら れ た 樹 状 細 胞 集 団 の 存 在 下 に 該 ヒ ト リ ン パ 球 集 団 を 置 く 段 階 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ の タ イ プ の 調 製 法 は 、 下 記 の 実 施 例 （ 実 施 例 5） と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 う 同 定 法 は 、 A群 の 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 該
リ ン パ 球 に よ る 発 現 の 産 物 が mRNAで あ り 、 お よ び 段 階 （ a） に お い て 該 mRNAの 同 時 存 在 の
決 定 が RT-PCRに よ っ て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 mRNAの 同 時 存 在 が 決 定 さ れ る 本 発 明 に 従 う 同 定 法 は 、 例 え ば 逆 転 写 段 階 を 先 に 行 う ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 技 法 （ RT-PCR） と な り う る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 も う 一 つ の 特 徴 に 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 リ ン パ
球 を 含 む 生 体 試 料 に 存 在 す る Tr1-調 節 リ ン パ 球 を 定 量 す る 方 法 に も 関 す る ：
（ a） 本 発 明 に 従 う 同 定 法 を 用 い て Tr1調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 該 生 体 試 料 に 存 在 す る リ ン パ 球 の 全 量 ま た は リ ン パ 球 の 特 定 の 分 画 に 対 す る 、 （ a）
に お い て 同 定 さ れ た Tr1調 節 リ ン パ 球 の 比 率 を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 そ の よ う な 定 量 法 は 、 例 え ば 、 上 記 の よ う に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 行 う こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 該 対 象 か ら 予 め 採 取 し た 生 体 試 料
を 用 い て 、 対 象 に お け る 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 の イ ン ビ ト ロ で の 予 後 ま た は 診 断 法 に も
関 す る ：
（ a） 本 発 明 の 方 法 に 従 う 定 量 法 に 従 っ て 、 ま た は Tr1調 節 リ ン パ 球 を 定 量 す る こ と が で き
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る 任 意 の 方 法 に 従 っ て 、 リ ン パ 球 の 全 量 ま た は リ ン パ 球 の 特 定 の 分 画 に 対 す る 、 該 生 体 試
料 に 存 在 す る Tr1-調 節 リ ン パ 球 の 比 率 を 決 定 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 段 階 （ a） に お い て 得 ら れ た 該 Tr1調 節 リ ン パ 球 の 比 率 を 、 健 康 な 対 象 か ら 採 取 し た
生 体 試 料 に 存 在 す る 比 率 と 比 較 す る 段 階 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 上 記 の 予 後 ま た は 診 断 法 に お い て 、 段 階 （ a） に お い て 、 該 Tr1調 節 リ ン パ 球 を 定 量 す る
こ と が で き る 任 意 の 方 法 と は 、 特 に 、 「 Grouxら 、 1997」 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 02/092793
号 に お い て 公 表 さ れ た 特 許 文 書 に お い て 記 述 さ れ る よ う に 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 プ ロ フ ィ ー
ル を 有 す る お よ び ／ ま た は CD4+ T細 胞 の 増 殖 を 減 少 さ せ る こ と が で き る リ ン パ 球 の 比 率 の
評 価 を 含 む 方 法 を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 従 う 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 の イ ン ビ ト ロ 予 後 ま た は
診 断 の た め の 方 法 は 、 該 方 法 の 段 階 （ b） に お い て 、 試 験 す べ き 対 象 に お い て 該 比 率 の 減
少 が 認 め ら れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 実 際 に 、 健 康 な 対 象 、 す な わ ち 該 疾 患 に 罹 患 し て い な い 対 象 に 存 在 す る 比 率 と 比 較 し て
、 Tr1調 節 リ ン パ 球 の 比 率 の 減 少 を 示 す 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 を 観 察 す
る こ と は 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 の イ ン ビ ト ロ で の 予 後 ま た は 診 断 の た め の 方 法 は 、 迅 速 か つ 有
効 で あ る 、 お よ び 例 え ば 該 疾 患 に 罹 患 し て い る 対 象 ま た は 該 疾 患 に 罹 患 す る 可 能 性 が あ る
対 象 か ら 採 取 し た 血 液 試 料 に つ い て 行 う こ と が で き る と い う 主 要 な 長 所 を 有 す る 。 こ の よ
う に 、 侵 襲 的 な 方 法 ま た は 入 院 を 必 要 と す る 方 法 を 回 避 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 リ ン パ 球 を 含 む 生 体 試 料 に 存 在 す
る Tr1調 節 リ ン パ 球 の 濃 縮 法 に も 関 す る ：
（ a） 本 発 明 に 従 う 同 定 法 を 用 い て Tr1-調 節 リ ン パ 球 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 該 試 料 か ら 該 分 子 を 同 時 に 有 し な い リ ン パ 球 の 有 意 な 比 率 を 除 去 す る 段 階 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 に 従 う 濃 縮 法 に お い て 行 う こ と が で き る 方 法 に お い て 、 該 分 子 の 同 時 認 識 に 基 づ
い て 、 特 に 表 面 で の 存 在 を 決 定 す べ き 分 子 を 同 時 に 有 す る 全 て の 細 胞 を ソ ー テ ィ ン グ お よ
び 分 離 す る こ と が で き る フ ロ ー サ ト メ ー タ ー の よ う な 、 セ ル ソ ー タ ー を 実 行 す る 方 法 を 用
い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 そ れ に も か か わ ら ず 、 本 発 明 に 従 う 濃 縮 法 は ま た 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 含 ま な い 方
法 で 行 う こ と が で き る 。 実 際 に 、 Tr1リ ン パ 球 の 濃 縮 は 、 特 に 例 え ば リ ン パ 球 集 団 か ら そ
の 表 面 で の CD3、 CD4、 CD18、 お よ び CD49b分 子 （ CD3+CD4+CD18brightCD49b+） の 発 現 に よ
っ て 、 本 発 明 の 同 定 法 に 従 っ て 同 定 さ れ た Tr1リ ン パ 球 は 、 二 つ の 段 階 で 磁 気 ビ ー ズ を 用
い て 行 う こ と が で き る ： 第 一 段 階 で は 、 抗 マ ウ ス Ig抗 体 に よ っ て 吸 着 さ せ た 磁 気 ビ ー ズ を
用 い て 、 総 集 団 か ら 抗 マ ウ ス CD8、 CD14、 お よ び CD56抗 体 な ら び に 抗 ヒ ト CD19抗 体 に よ っ
て 標 識 し た 細 胞 を 枯 渇 さ せ る こ と が で き る で あ ろ う 。 実 際 に 、 Tr1細 胞 は 、 ヒ ト CD8、 CD14
、 CD56、 お よ び CD19分 子 を 発 現 し な い 。 第 二 段 階 は 、 マ ウ ス 抗 ヒ ト CD49b抗 体 に よ る 濃 縮
細 胞 の 標 識 に よ る 、 CD49bを 発 現 す る 細 胞 （ CD49b+） の 陽 性 選 択 、 お よ び 抗 マ ウ ス Ig抗 体
に よ っ て 吸 着 さ せ た 磁 気 ビ ー ズ に よ っ て 標 識 し た 細 胞 の 陽 性 選 択 で あ る 。 Tr1リ ン パ 球 、
例 え ば CD3+CD4+CD18brightCD49b+の 発 現 に よ っ て 同 定 さ れ た 細 胞 を 精 製 す る た め に 、 磁 気
ビ ー ズ 細 胞 浮 遊 液 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 を 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 例 え ば CD
4を 発 現 す る 細 胞 （ CD4+） の 磁 気 ビ ー ズ に よ る 陽 性 選 択 を 行 っ て 、 そ の 後 CD3、 CD18、 お よ
び CD49b分 子 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 検 出 を 行 う 、 （ CD3+） を 発 現 す る 細 胞 の 磁 気 ビ ー ズ
に よ る 陽 性 選 択 の 後 に 、 CD4、 CD18、 お よ び CD49b分 子 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 検 出
を 行 う 、 ま た は （ CD49b+） を 発 現 す る 細 胞 の 磁 気 ビ ー ズ に よ る 陽 性 選 択 の 後 、 CD3、 CD18
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、 お よ び CD49b分 子 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 検 出 を 行 う 。 そ の よ う な 技 法 は 、 本 発 明 に 従
う 同 定 法 に お い て 他 の 分 子 （ CD11a、 PSGL-1、 PECAM-1、 α V/β 3分 子 等 ） の 検 出 に 応 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 も う 一 つ の 特 徴 に 従 っ て 、 本 発 明 は 、 先 に 引 用 し た よ う な 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 を 予
防 お よ び ／ ま た は 治 療 す る こ と を 意 図 し た 薬 剤 を 製 造 す る た め に 、 本 発 明 に 従 う 濃 縮 法 に
よ っ て 濃 縮 さ れ た Tr1調 節 リ ン パ 球 集 団 を 用 い る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 に 従 う 使 用 は 、 好 ま し く は 、 Tr1-調 節 リ ン パ 球 が 炎 症 領 域 の レ ベ ル で 投 与 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 出 願 に お い て 、 炎 症 ま た は 炎 症 領 域 と い う 用 語 は 、 そ の 蓄 積 が 局 所 損 傷 、 感 染 症 、 ま
た は 局 所 免 疫 損 傷 に よ る 液 体 、 血 漿 タ ン パ ク 質 、 免 疫 細 胞 、 タ ン パ ク 質 の よ う な 物 質 の 蓄
積 領 域 を 指 す 。 炎 症 は 、 散 発 性 ま た は 慢 性 と な り う る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 に 従 う 使 用 は 、 Tr1調 節 リ ン パ 球 が イ ン ビ ボ で 該 リ ン パ 球 を 活
性 化 す る こ と が で き る 抗 原 と 共 に 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の よ う に 、 炎 症 領 域 の レ ベ ル で 存 在 す る Tr1調 節 リ ン パ 球 は 、 該 抗 原 に よ っ て イ ン ビ
ボ で 活 性 化 さ れ う る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に 従 っ て 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 既 に 活 性 化 さ れ て い る Tr1調 節
リ ン パ 球 が 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に 従 う 濃 縮 法 に よ っ て Tr1調 節 リ ン パ 球 に 関 し て 濃 縮 さ
れ た 集 団 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 自 己 免 疫 ま た は 炎 症 疾 患 を 治 療 す る 方 法 に も 関 す
る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 以 下 の 図 の 説 明 文 お よ び 実 施 例 は 、 本 発 明 を 説 明 す る た め で あ っ て 、 そ の 範 囲 を 如 何 な
る よ う に も 制 限 す る こ と を 意 図 し て い な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
実 施 例
実 施 例 1： 材 料 お よ び 方 法
実 施 例 2お よ び 3に 関 す る 材 料 お よ び 方 法
マ ウ ス ：
　 BALB/cお よ び C. B-17 scidマ ウ ス は 、 CERJ（ Le Genest Saint Isle、 フ ラ ン ス ） か ら 得
た 。 DO11-10ホ モ 接 合 マ ウ ス は 、 S.D. Hurst博 士 （ DNAX Research Institute、 パ ロ ア ル ト
、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） か ら 寄 贈 さ れ た 。 マ ウ ス は 全 て 雌 性 で 、 各 実 験 開 始 時 4～ 8週 齢 で あ
っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
抗 体 、 培 地 、 お よ び 試 薬 ：
　 T細 胞 培 養 の た め に 用 い た 培 地 は 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Roche、 Meylan、 フ ラ ン ス ） お よ
び 2× 10 - 5  Mβ 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ Invitrogen） を 添 加 し た Yssel培 地 で あ っ た 。 組
換 え 型 マ ウ ス IL-10お よ び IL-4は 、 R.L. Coffman博 士 （ DNAX Research Institute、 パ ロ ア
ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） か ら 寄 贈 さ れ た 。 組 換 え 型 マ ウ ス IFN-γ お よ び IL-12は R＆ D Sy
stemsか ら 得 た 。 精 製 抗 体 抗 IL-4（ 11B11） 、 抗 IL-10（ 2A5） 、 抗 IFN-γ （ XGM1.2） 、 お よ
び ビ オ チ ン 化 抗 体 抗 IL-4（ 24G2） 、 抗 IL-10（ SXC1） 、 お よ び 抗 IFN-γ （ R4-6A2） （ Pharm
ingen Becton Dickinson） を 、 ELISA試 験 の た め に 用 い た 。 以 下 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
マ ウ ス 細 胞 の 精 製 お よ び 表 現 型 決 定 の た め に 用 い た ： 抗 I-Ad（ AMS-32.1） 、 抗 CD8（ 2-43
） 、 抗 CD11b（ M1/70） 、 抗 -B220（ RA36B2） 、 FITC-抗 -CD45RB（ 16A） 、 PC5-抗 -CD4（ H129
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-19） 、 PE-抗 -CD18（ C71/16） 、 FITC-抗 -CD49b（ Hal/29） 、 FITC-抗 -ク ロ ノ タ イ プ （ clon
otype） Kj1-26、 お よ び FITCま た は PEに 結 合 さ せ た ア イ ソ タ イ プ 対 照 （ BD-Pharmingen、 Le
 Pont de Claix、 フ ラ ン ス ） 。 ヒ ト 表 面 分 子 に 対 す る 抗 体 は 、 FITC-ま た は PC5抗 -CD3（ UC
HT-1） （ Caltag） 、 PC5-ま た は APC抗 CD4（ RPA-T4） 、 PE-抗 CD18、 お よ び FITC-抗 CD49b（ A
K-7） （ BD Pharmingen） で あ る 。 OVA 3 2 3 - 3 3 9 ペ プ チ ド 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン お よ び オ キ サ ゾ ロ
ン は Sigma（ Saint Quentin Fallavier、 フ ラ ン ス ） か ら 得 る 。 OVA 3 2 3 - 3 3 9 リ ポ ペ プ チ ド は
、 Bachem（ Voisin-le-Bretonneux、 フ ラ ン ス ） か ら 得 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー お よ び 細 胞 の 精 製 ：
　 CD4+マ ウ ス 細 胞 は 、 上 記 の よ う に 精 製 し た （ Grouxら 、 Nature 1997） 。 脾 細 胞 を B220 +

、 Mac-1 + 、 I-Ad + 、 お よ び CD8 + 細 胞 に お い て 、 ヒ ツ ジ 抗 ラ ッ ト Ig抗 体 に よ っ て 吸 着 さ せ た
磁 気 ビ ー ズ （ Dynabeads、 Dynal Biotech、 オ ス ロ 、 ノ ル ウ ェ ー ） 上 で 陰 性 選 択 に よ っ て 枯
渇 さ せ た 。 残 り の 細 胞 を 、 FITC-抗 CD49b、 PE-抗 -CD18、 お よ び PC5-抗 -CD4抗 体 に よ っ て 標
識 し て 、 FACStar SE（ Becton Dickinson、 フ ラ ン ス ） で の 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ に よ っ て CD4 +

CD18 b r i g h t CD49b + お よ び CD4 + CD18 i n t CD49b - に 分 離 し た 。 末 梢 血 の ヒ ト CD4 + CD18 b r i g h t CD4
9b + お よ び CD4 + CD18 i n t CD49b - 細 胞 は 、 フ ィ コ ー ル 勾 配 遠 心 に よ っ て 単 核 球 を 分 離 し た 後 、
抗 CD4磁 気 ビ ー ズ （ Dynal Biotech） 上 で の CD4+細 胞 の 陽 性 選 択 お よ び PC5-抗 CD3、 PE-抗 CD
18お よ び FITC抗 -CD49b抗 体 に よ る CD4+細 胞 の 標 識 に よ っ て ソ ー テ ィ ン グ し た 。 こ の プ ロ ト
コ ー ル に 従 っ て 、 細 胞 集 団 は 純 度 が 98％ よ り 高 い 。
【 ０ １ ０ １ 】
ELISA：
　 ELISA試 験 を 用 い て ヒ ト お よ び マ ウ ス IL-4、 IL-10、 お よ び IFN-γ を 測 定 し た 。 サ イ ト カ
イ ン 濃 度 を 、 吸 着 さ せ た 抗 CD3抗 体 （ 10 μ g/ml） お よ び 可 溶 性 抗 CD28抗 体 （ 1μ g/ml） に
よ っ て 48時 間 活 性 化 さ せ た Balb/cま た は ヒ ト CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  細 胞 （ 2.10 5 個 /ウ ェ
ル ） の 上 清 に お い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
慢 性 炎 症 性 大 腸 炎 の 誘 導 ：
　 炎 症 性 大 腸 炎 は 、 C.B-17 SCIDマ ウ ス に CD4 + CD45RB h i  T細 胞 2.10 5 個 を PBS 100μ lに お い
て 腹 腔 内 注 射 す る こ と に よ っ て 誘 導 し た 。 一 群 の マ ウ ス に 、 DO11-10マ ウ ス か ら の CD4 + CD1
8 b r i g h t CD49b +  T細 胞 1.10 5 個 を 処 置 し た 。 こ れ ら の マ ウ ス に 、 飲 料 水 に お い て 卵 白 ア ル ブ
ミ ン を 投 与 し た 。 処 置 5週 間 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し て 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ ／ デ ィ ス パ ー ゼ に よ っ
て 結 腸 の 粘 膜 を 消 化 し た 後 、 結 腸 に お け る TCD4+細 胞 の 比 率 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ
っ て 分 析 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
遅 延 型 過 敏 反 応 ：
　 オ キ サ ゾ ロ ン に 対 す る 遅 延 型 過 敏 反 応 は 、 20 mg/mlオ キ サ ゾ ロ ン 25 mlを 腹 部 皮 膚 に 適
用 す る こ と に よ っ て 、 0日 目 に マ ウ ス を 感 作 す る こ と に よ っ て 誘 導 し た 。 次 に 、 4 mg/mlオ
キ サ ゾ ロ ン 4 μ lを 耳 の 表 面 の そ れ ぞ れ に 適 用 す る こ と に よ っ て 、 遅 延 型 過 敏 反 応 が 5日 目
に 出 現 し た 。 4時 間 後 、 CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 2.10 5 個 を マ ウ ス に 静 脈 内 注 射 し た 。
オ リ ー ブ 油 に お い て 500 μ Mに 希 釈 し た OVA 3 2 3 - 3 3 9 リ ポ ペ プ チ ド 溶 液 20μ lを 炎 症 を 有 す る
耳 に 4、 5、 お よ び 6日 目 に 適 用 し た 。 耳 の 肥 厚 を 毎 日 1回 6日 間 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
ト ラ ン ス ウ ェ ル 細 胞 培 養 ：
　 CD4+ T細 胞 5.10 5 個 を 放 射 線 照 射 脾 細 胞 4.10 5 個 お よ び 可 溶 性 抗 CD3抗 体 （ 10μ g/ml） の
存 在 下 で 培 養 ウ ェ ル に 加 え た 。 CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 ま た は CD4 + CD18 i n t  T細 胞 2.1
0 5 個 を 同 様 に 活 性 化 し て 、 CD4+細 胞 を 含 む ウ ェ ル に 入 れ た ト ラ ン ス ウ ェ ル イ ン サ ー ト （ 孔
径 0.4 μ m） （ Dutscher、 Brumath、 フ ラ ン ス ） に お い て 培 養 し た 。 標 的 CD4+細 胞 に よ る ト
リ チ ウ ム チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 培 養 72時 間 後 に 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
実 施 例 4の 材 料 お よ び 方 法
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マ ウ ス
　 如 何 な る 特 定 病 原 体 も 含 ま な い BALB/cお よ び C.B-17 scidマ ウ ス を 、 CERJ（ Le Genest S
aint Isle、 フ ラ ン ス ） か ら 得 た 。 マ ウ ス を 動 物 施 設 に お い て 維 持 し た 。 C.B-17 scidマ ウ
ス を 滅 菌 濾 過 空 気 を 有 す る 微 小 隔 離 箱 （ Rec Biozone、 Margate、 イ ギ リ ス ） に 収 容 し た 。
用 い た 雌 性 マ ウ ス は 8～ 12週 齢 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
抗 体
　 以 下 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を マ ウ ス 細 胞 の 精 製 の た め に 用 い た ： AMS-32.1、 抗 -Iad、 2-
43、 抗 マ ウ ス CD8、 MI/70、 抗 マ ウ ス CD11b、 RA36B2、 抗 マ ウ ス B220、 FITC-結 合 16A、 抗 マ
ウ ス CD45RB、 PEま た は TC-結 合 GK1.5、 抗 マ ウ ス CD4、 ビ オ チ ン 化 KJ-1,26 mAb、 ま た は PE標
識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ っ て 顕 色 さ れ た FITC、 FITCお よ び PE結 合 ア イ ソ タ イ プ の 対 照 抗
体 （ BD-Pharmingen、 Le Pont de Claix、 フ ラ ン ス ） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 接 着 分 子 に 対 す る 抗 体 （ BD-Pharmingen） は 以 下 の 通 り で あ っ た ： α Vイ ン テ グ リ ン （ 23
C6） 、 α Lイ ン テ グ リ ン （ M17/4） 、 β 2イ ン テ グ リ ン （ Game-46） 、 β 1イ ン テ グ リ ン （ HM
β 1-1） 、 お よ び PECAM-1（ MEC 13.3） 。 PECAM-1、 α Lイ ン テ グ リ ン お よ び β 2イ ン テ グ リ
ン の 発 現 の 分 析 に 関 し て 、 FITC結 合 ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Dako、 Trappes、 フ
ラ ン ス ） に よ っ て 染 色 を 顕 色 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
細 胞 の 精 製 お よ び サ イ ト メ ト リ ー
　 CD4 +  T細 胞 の サ ブ セ ッ ト を 上 記 の よ う に マ ウ ス 脾 臓 か ら 精 製 し た （ Grouxら 、 1997） 。
簡 単 に 説 明 す る と 、 細 胞 を ヒ ツ ジ の 抗 ラ ッ ト （ Dynal、 オ ス ロ 、 ノ ル ウ ェ ー ） に よ っ て コ
ー テ ィ ン グ し た ダ イ ナ ビ ー ズ を 用 い て 陰 性 選 択 に よ っ て B220 + 、 Mac-1 + 、 I-Ad + お よ び CD8 +

細 胞 か ら 濃 縮 し た 。 残 っ て い る 細 胞 を 、 FITCを 結 合 さ せ た 抗 CD45RB（ 25μ g/ml） 、 お よ び
PEを 結 合 さ せ た 抗 CD4（ 10μ g/ml） に よ っ て 標 識 し て 、 CD4 + CD45Rb h i お よ び CD4 + CD45Rb l o

分 画 に 分 離 し て 、 こ れ を FACStar SE（ Becton Dickinson、 フ ラ ン ス ） に お い て 二 色 に ソ ー
テ ィ ン グ し た 。 新 た に 分 析 し た 後 、 集 団 は 全 て 純 度 が 98％ よ り 高 か っ た 。 結 腸 に 浸 潤 す る
T細 胞 の 分 析 に 関 し て 、 結 腸 部 分 を 刺 激 し て コ ラ ゲ ナ ー ゼ （ Life Technologies、 Cergy Po
ntoise、 フ ラ ン ス ） に よ っ て 37℃ で 2時 間 消 化 し た 。 ヒ ツ ジ の 抗 ラ ッ ト に よ っ て コ ー テ ィ
ン グ し た ダ イ ナ ビ ー ズ を 用 い る 負 の 選 択 に よ っ て B220 + 、 Mac-1 + 、 I-Ad + 、 お よ び CD8 + 細 胞
か ら 細 胞 を 濃 縮 し た 。 次 に 、 T細 胞 を 、 FITCに よ っ て 標 識 し た 抗 CD4お よ び KJ-1,26 mAd Tr
icolorに よ っ て サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 腸 間 膜 リ ン パ 節 （ MLN） の 分 析 に 関 し
て 、 合 わ せ た 腸 間 膜 リ ン パ 節 を 刺 激 し て 、 細 胞 を 、 FITCに よ っ て 標 識 し た 抗 CD4 mAbお よ
び PEス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ っ て 顕 色 さ れ た ビ オ チ ン 化 KJ-1,26 mAbに よ っ て サ イ ト メ ト
リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 遊 走 試 験 に 関 し て 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ る 消 化 後 、 結 腸 の CD4+細 胞
を 、 PEを 結 合 さ せ た 抗 CD4を 用 い て ソ ー テ ィ ン グ し た 。 炎 症 細 胞 の リ ン パ 球 を 採 取 す る た
め に 、 耳 を PBS IXに 軽 く 浸 し た 。 次 に 、 組 織 片 を PBS IXに よ っ て 1回 洗 浄 し て 、 ト リ プ シ
ン EDTAの ハ ン ク ス 液 溶 液 （ い ず れ も Life Technologies） に よ っ て 37℃ で 30分 間 消 化 し た
。 ト リ プ シ ン 処 理 し た 組 織 を 、 絶 え ず 攪 拌 し な が ら 1 mg/mlコ ラ ゲ ナ ー ゼ -デ ィ ス パ ー ゼ に
よ っ て 37℃ で 1時 間 洗 浄 し た 。 細 胞 浮 遊 液 を PBS IXに お い て 洗 浄 し 、 リ ン パ 球 を 含 む 上 清
を 回 収 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
T細 胞
　 マ ウ ス T細 胞 ク ロ ー ン を 、 上 記 の よ う に （ Grouxら 、 1997） イ ン ビ ト ロ 分 化 後 DO11-10マ
ウ ス か ら 得 た 。 無 処 置 KJ-1,26 +  CD4 + 細 胞 （ MEL-14 h n g n t ） を 、 Th2、 Th1、 ま た は Tr1細 胞
に 関 し て そ れ ぞ れ 、 IL-4お よ び 抗 IL-12、 IL-12お よ び 抗 IL-4、 ま た は IL-10の 存 在 下 で 、 O
VA323-339ペ プ チ ド に よ っ て 毎 週 3週 間 繰 り 返 し 刺 激 し た 。 3週 間 分 化 し た 集 団 を 試 験 に 用
い た 。 T細 胞 ク ロ ー ン を 作 製 す る た め に 、 T細 胞 の 異 な る 集 団 を サ イ ト メ ト リ ー （ FACS van
tage SE、 Becton Dickinson） に よ っ て 細 胞 1個 /ウ ェ ル で ク ロ ー ニ ン グ し て 、 放 射 線 照 射
し た 脾 細 胞 （ 4500 rad） お よ び OVAペ プ チ ド に よ っ て 刺 激 し た 。 次 に ク ロ ー ン を 膨 張 さ せ
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て APCお よ び OVAペ プ チ ド に よ る 活 性 化 後 、 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 に 関 し て 分 析 し た 。 選 択 さ
れ た ク ロ ー ン を 、 放 射 線 照 射 脾 細 胞 お よ び OVAペ プ チ ド に よ っ て 2週 間 毎 に 刺 激 し て 、 IL-2
（ R＆ D Systems、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 ミ ネ ソ タ 州 、 10 ng/ml） に よ っ て 少 し 膨 張 さ せ た 。 T細
胞 ク ロ ー ン を 最 後 の 刺 激 の 少 な く と も 10日 後 に 用 い た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 異 な る ヒ ト JDB T細 胞 ク ロ ー ン は 既 に 記 述 さ れ て お り （ Grouxら 、 1997） 、 こ れ を IL-10
の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で MLR刺 激 後 に 得 た 。 用 い た 他 の T細 胞 ク ロ ー ン は 、 記 述 の よ う に
皮 膚 生 検 か ら 単 離 し た （ Lecartら 、 J. Invest. Dermatol. 2001、 8月 ； 117（ 2） ： 318～ 2
5） 。
【 ０ １ １ １ 】
サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ
　 サ ン ド イ ッ チ ELISA試 験 を 用 い て 、 先 に 記 述 し た よ う に ヒ ト お よ び マ ウ ス IL-4、 IL-10、
お よ び IFN-γ を ア ッ セ イ し た （ Grouxら 、 1997） 。
【 ０ １ １ ２ 】
炎 症 性 腸 疾 患 の 誘 導
　 CD4 + CD45Rb h i  T細 胞 を PBS 100 μ lに お い て 腹 腔 内 注 射 し て 、 IBDを CB-17 scidマ ウ ス に
お い て 誘 導 し た 。 炎 症 は 、 表 記 の よ う に CD4 + CD45Rb l o  T細 胞 ま た は 異 な る OVA特 異 的 T細 胞
2× 10 5 個 の 注 射 に よ っ て 制 御 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
顕 微 鏡 に よ る 結 腸 の 検 査
　 結 腸 を マ ウ ス か ら 採 取 し て 10％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む PBSに お い て 固 定 し た 。 パ ラ フ
ィ ン 封 入 し た 6 mmの 断 面 を 切 断 し て 、 ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ ジ ン に よ っ て 染 色 し た 。 組 織
を 0～ 5ま で 半 定 量 的 に 盲 検 的 に 評 価 し た 。 変 化 を 認 め な い 場 合 、 0ス コ ア を 割 付 し た 。 他
の ス コ ア に 典 型 的 に 関 連 し た 変 化 は 以 下 の 通 り で あ っ た ： ス コ ア 1、 最 小 の 上 皮 過 形 成 を
伴 う ま た は 伴 わ な い 、 粘 膜 の 炎 症 細 胞 の 浸 潤 の 散 在 ； ス コ ア 2、 時 に 粘 膜 ま で 伸 展 し 、 び
ら ん に 関 連 し 、 良 性 の 最 小 の 上 皮 過 形 成 お よ び 良 性 の 最 小 の 杯 細 胞 の ム チ ン 欠 失 に 関 連 す
る 、 広 汎 に 散 在 し た 良 性 の 炎 症 細 胞 浸 潤 ； ス コ ア 3、 時 に 粘 膜 を 貫 通 し 、 し ば し ば 潰 瘍 化
、 中 等 度 の 上 皮 過 形 成 お よ び ム チ ン 欠 失 に 関 連 す る 良 性 か ら 中 等 度 の 炎 症 細 胞 浸 潤 ； ス コ
ア 4、 し ば し ば 粘 膜 を 貫 通 し 、 潰 瘍 化 、 上 皮 過 形 成 お よ び 有 意 な ム チ ン 欠 失 に 関 連 す る 有
意 な 炎 症 細 胞 浸 潤 ； な ら び に ス コ ア 5、 急 性 の 潰 瘍 化 お よ び 腸 線 の 喪 失 を 伴 う 有 意 な 粘 膜
を 貫 通 す る 炎 症 。
【 ０ １ １ ４ 】
免 疫 組 織 化 学
　 結 腸 の 部 分 を 液 体 窒 素 に お い て 凍 結 し て 、 -70℃ で 保 存 し た 。 5 μ m凍 結 断 面 を 切 断 し て
、 ス ラ イ ド ガ ラ ス に 接 着 さ せ た 。 そ れ ら を 室 温 で 1時 間 、 完 全 に 乾 燥 さ せ て 、 ア セ ト ン に
お い て 4℃ で 15分 間 固 定 し た 。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ -ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 系 を 用 い て 、 断 面 を
免 疫 酵 素 学 的 技 術 に よ っ て 染 色 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 断 面 を PBSに お い て 5分 間 洗 浄 し
た 。 そ の 後 、 製 造 元 の 説 明 書 に 従 っ て 断 面 を ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン （ Vector） に よ っ て
飽 和 し て 、 KJ-1,26ビ オ チ ン ま た は 対 照 ア イ ソ タ イ プ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBSに お
い て 5分 間 洗 浄 し た 後 、 断 面 を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 最 後 に 洗 浄 し た 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を DABベ ク タ ー 染 色 キ ッ ト （ Vectastain、 V
ector） を 用 い て 顕 色 す る と 、 茶 色 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
蛍 光 染 色
　 Molecular Probes（ Molecular Probes、 ユ ー ジ ン 、 オ レ ゴ ン 州 、 ア メ リ カ ） の 異 な る 染
色 を 本 試 験 に 用 い た 。 カ ル セ イ ン ブ ル ー は 、 322 nmで の 励 起 お よ び 435 nmで の 放 射 を 有 す
る 蛍 光 青 色 マ ー カ ー で あ る 。 緑 色 蛍 光 二 酢 酸 フ ル オ レ セ イ ン は 、 522 nmで の 励 起 お よ び 52
9 nmで の 放 射 を 有 す る 蛍 光 緑 色 マ ー カ ー で あ り 、 カ ル セ イ ン AMは 、 494 nmで の 励 起 お よ び
517 nmで の 放 射 を 有 す る 蛍 光 緑 色 マ ー カ ー で あ る 。 オ レ ン ジ 色 の 蛍 光 で あ る テ ト ラ メ チ ル
ロ ー ダ ミ ン は 、 541 nmで の 励 起 お よ び 567 nmで の 放 射 を 有 す る 蛍 光 赤 色 マ ー カ ー で あ る 。
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T細 胞 は 、 異 な る プ ロ ー ブ （ 1μ g/ml） に よ っ て 培 地 中 で 37℃ の 暗 所 で 30分 間 標 識 し て 、 使
用 前 に 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
イ ン ビ ト ロ フ ロ ー お よ び フ ロ ー チ ャ ン バ ー 試 験
　 形 質 転 換 ヒ ト 臍 帯 静 脈 EA hy926の 内 皮 細 胞 は 、 Edgell博 士 （ ノ ー ス カ ロ ラ イ ナ 大 学 、 チ
ャ ペ ル ヒ ル 、 ノ ー ス カ ロ ラ イ ナ 州 ） に よ っ て 寄 贈 さ れ 、 20％ FCSを 添 加 し た DMEM（ Life Te
chnologies、 Cergy Pontoise、 フ ラ ン ス ） に お い て 培 養 し た 。 形 質 転 換 マ ウ ス 内 皮 細 胞 株
SVEC4-10は 、 ATCCか ら 購 入 し て 、 10％ FCSを 添 加 し た DMEMに お い て 培 養 し た 。 フ ロ ー チ ャ
ン バ ー は Immuneties（ ケ ン ブ リ ッ ジ 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） か ら 購 入 し た 。 こ れ は 、 0.1
～ 2 dyn/cm 2 の 安 定 化 層 流 を 可 能 に す る よ う に 設 計 し た 。 1 mM CaCl 2 お よ び MgCl 2 を 添 加 し
た HBSS（ Life Technologies） に お い て T細 胞 1× 10 6 個 を 、 試 料 採 取 用 シ リ ン ジ ポ ン プ （ Ha
rvard Apparatus、 ボ ス ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） を 用 い て 内 皮 細 胞 の 単 層 上 で チ ャ ン
バ ー を 通 し て 潅 流 し た 。 ほ と ん ど の 実 験 に お い て 、 異 な る T細 胞 株 を 蛍 光 染 色 に よ っ て 染
色 し て 、 3回 洗 浄 し た 後 、 マ ウ ス 内 皮 細 胞 株 SVEC4-10ま た は ヒ ト EA細 胞 株 に お い て 15分 潅
流 し た 。 堅 固 に 接 着 し な か っ た リ ン パ 球 を 除 去 す る た め に 培 地 を 潅 流 し た 後 、 0.65 mm 2 の
無 作 為 視 野 10個 に お い て 倍 率 10倍 で 定 量 し た 。 阻 害 試 験 に 関 し て 、 可 溶 性 組 換 え 型 mVCAM-
1、 抗 β 1お よ び 抗 β 2イ ン テ グ リ ン 鎖 を 10 μ g/mlで 用 い て 、 細 胞 と 共 に +4℃ で 30分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し て か ら 試 験 を 行 っ た 。 組 換 え 型 mICAM-1 Fcキ メ ラ 、 組 換 え 型 mVCAM-1 Fcキ メ
ラ お よ び セ レ ク チ ン mP Feに お け る 組 換 え 型 キ メ ラ を 、 2μ g/ml（ R＆ D Systems） に よ っ て
コ ー テ ィ ン グ し た 。 ロ ー リ ン グ 試 験 に 関 し て 、 潅 流 し た 細 胞 を ビ デ オ の 記 録 に よ っ て モ ニ
タ ー し て 、 移 動 す る 細 胞 を 蛍 光 T細 胞 の 各 サ ブ セ ッ ト に 関 し て 異 な る 視 野 9個 に お い て 計 数
し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
イ ン ビ ボ 遊 走 試 験
　 Tリ ン パ 球 を ま ず 、 蛍 光 色 素 に よ っ て 標 識 し た 。 Th1、 Th2、 お よ び Tr1細 胞 を PBS IXに お
い て 2,10 6 個 /mlの 密 度 で イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 1μ g/mlカ ル セ イ ン AM、 2μ g/mlオ レ ン ジ CM
TMR、 ま た は 2μ g/mlカ ル セ イ ン ブ ル ー に よ っ て 37℃ で 30分 間 標 識 し た 。 次 に 細 胞 を PBS IX
（ Life Technologies） に よ っ て 2回 洗 浄 し た 。 蛍 光 細 胞 浮 遊 液 を 混 合 し た 。 マ ウ ス に 各 細
胞 集 団 100万 個 を 含 む PBS IX 100μ lを 静 脈 内 投 与 し た 。 細 胞 移 入 の 24時 間 後 、 蛍 光 細 胞 組
織 の 分 布 を FACS SE装 置 （ Becton Dickinson、 Le Pont de Claix、 フ ラ ン ス ） に お い て サ
イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 注 射 し た T細 胞 を 特 に 分 析 す る た め に 、 細 胞 移 入 の 前 に
採 取 し た 混 合 蛍 光 細 胞 の SSC-FSCパ ラ メ ー タ （ SSCは 側 方 光 散 乱 、 お よ び FSCは 前 方 光 散 乱
） に 関 し て 定 義 さ れ た ゲ ー ト を 用 い て FACS事 象 の 獲 得 を 行 っ た 。 各 臓 器 に お け る Th1、 Th2
、 ま た は Tr1の 数 を 、 獲 得 し た 細 胞 全 体 で 10 6 個 に つ い て 評 価 し た 。 LFA-1を 遮 断 す る た め
に 、 ICAM 1Fcキ メ ラ （ R＆ D Systems） を 10 μ g/mlで 4℃ で 30分 間 用 い た 後 、 細 胞 を 注 射 し
た 。
【 ０ １ １ ８ 】
オ キ サ ゾ ロ ン 接 触 過 敏 症
　 オ キ サ ゾ ロ ン の 接 触 過 敏 症 （ Sigma、 L'Isle d'Abeau、 フ ラ ン ス ） は 、 右 耳 の 皮 膚 上 部
に 50 mg/mlオ キ サ ゾ ロ ン の オ リ ー ブ 油 ／ ア セ ト ン （ 4： 1、 容 積 ： 容 積 ） 溶 液 20 μ lを 1日 1
回 、 3日 間 適 用 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 左 耳 に は 、 担 体 の み を 投 与 し た 。 耳 の 肥 厚 を 毎
日 チ ェ ッ ク し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
イ ン ビ ト ロ 化 学 遊 走 性
　 遊 走 前 、 Th1お よ び Th2細 胞 を 、 最 初 に 、 上 記 の よ う に カ ル セ イ ン AMお よ び オ レ ン ジ CMTM
Rに よ っ て 標 識 し た 。 Tr1細 胞 は 非 標 識 の ま ま と し た 。 各 集 団 の 細 胞 10 5 個 を 、 加 熱 し た RPM
I、 20 mM Hepes、 1％ FCS（ 全 て 、 Life Technologies） 150μ lに お い て 孔 径 5μ mの ウ ェ ル
（ Corning Costar、 Brumath、 フ ラ ン ス ） の あ い だ の イ ン サ ー ト に 適 用 し た 。 遊 走 培 地 ま
た は SDF-1/CXCL12（ Prepotech、 ロ ッ キ ー ヒ ル 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） 、 Mig/CXCL9、 ま た
は SLC/CCL21（ R＆ D Systems） 600 μ lの み を 、 ウ ェ ル の あ い だ の イ ン サ ー ト に 隣 接 す る 下
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の チ ャ ン バ ー に 入 れ た 。 37℃ で 3時 間 後 、 下 の チ ャ ン バ ー に 向 か っ て 遊 走 し た 細 胞 を 回 収
し て 、 各 細 胞 集 団 の 異 な る 遊 走 を サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
リ ア ル タ イ ム 定 量 的 RT-PCR試 験
　 総 RNAを ト リ ゾ ル （ Life Technologies） を 用 い て 調 製 し て 、 混 入 の 可 能 性 が あ る 如 何 な
る 染 色 体 DNAも 、 製 造 元 の 説 明 書 （ Gene Hunter、 ナ ッ シ ュ ビ ル 、 テ キ サ ス 州 ） に 従 っ て DN
ア ー ゼ Iに よ っ て 消 化 し た 。 次 に 、 オ リ ゴ （ dT） 12-18お よ び Superscript II逆 転 写 酵 素 （
Life Technologies） を 用 い て RNAを 逆 転 写 し た 。 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRは 、 ABI PRISM 5
700配 列 検 出 シ ス テ ム （ Applied Biosystems） に お い て 製 造 元 の 説 明 書 に 従 っ て 、 96光 学
ウ ェ ル （ Applied Biosystems、 Courtaboeuf、 フ ラ ン ス ） を 有 す る 特 殊 な マ イ ク ロ タ イ ト
レ ー シ ョ ン プ レ ー ト に お い て 緑 色 PCR SYBR試 薬 キ ッ ト に よ っ て 行 っ た 。 蛍 光 シ グ ナ ル は 、
リ ア ル タ イ ム で 定 量 的 PCR情 報 を 提 供 す る た め に 、 各 PCRサ イ ク ル の あ い だ に 緑 色 の 二 本 鎖
SYBR DNAを 直 接 取 り 込 む こ と に よ っ て 生 成 さ れ た 。 プ ラ イ マ ー （ MWG Biotech、 Ebersbert
、 ド イ ツ ） は 、 ゲ ノ ム DNA増 幅 を 防 止 す る た め に エ キ ソ ン -イ ン ト ロ ン 接 合 部 を 測 定 す る よ
う に 、 そ し て PCRの 増 幅 効 率 を 増 加 さ せ る た め に 100～ 150 bpの ア ン プ リ マ ー が 得 ら れ る よ
う に 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー は 全 て 、 二 量 体 の 形 成 を 防 止 す る 条 件 で 用 い 、 増 幅 さ れ た 産 物
の 精 度 を 、 電 気 泳 動 お よ び 制 限 酵 素 消 化 マ ッ プ に よ っ て 試 験 し た 。 cDNAは 全 て 、 異 な る ド
メ ス テ ィ ッ ク （ domestic） 遺 伝 子 4個 の 発 現 の 平 均 値 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 PCR条 件 は 94
℃ で 10分 、 各 増 幅 に 関 し て 20μ lの 最 終 容 積 で 、 94℃ で 30秒 、 60℃ で 30秒 、 お よ び 72℃ で 3
0秒 を 40サ イ ク ル で あ っ た 。 標 的 遺 伝 子 発 現 は 、 異 な る ド メ ス テ ィ ッ ク 遺 伝 子 4個 に よ っ て
RNA濃 度 を 標 準 化 し た 後 に 測 定 し て 、 値 を 陰 性 対 照 に 対 す る 発 現 の 増 加 に 関 し て 表 記 す る
。
【 ０ １ ２ １ 】
実 施 例 2： マ ウ ス Tr1細 胞 の よ う な CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の 特 徴 付 け
マ ウ ス 脾 細 胞 の 生 体 試 料 か ら の CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の FACS分 析
　 BALB/cマ ウ ス 脾 細 胞 を FITC結 合 抗 CD3抗 体 、 PC5-結 合 抗 CD4抗 体 、 お よ び PE結 合 CD18抗 体
に よ っ て 標 識 し た 。 CD3 + CD4 +  T細 胞 の FACS分 析 に よ っ て 、 CD18抗 原 を 過 剰 発 現 す る こ と が
で き る 集 団 の 存 在 が 示 さ れ 、 こ れ は CD4 +  T細 胞 全 体 の 14％ を 占 め る （ 図 1A） 。 BALB/cマ ウ
ス 脾 細 胞 を PC5-結 合 抗 CD4抗 体 、 PE結 合 CD18抗 体 お よ び FITC結 合 抗 CD49b抗 体 に よ っ て 標 識
し た 。 CD4 +  T細 胞 の FACS分 析 に よ り 、 マ ウ ス に お い て CD18 b r i g h t CD4 +  T細 胞 の 35％ が 同 様
に 、 CD49b抗 原 を 過 剰 発 現 す る こ と が 示 さ れ る （ 図 1B） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の サ イ ト カ イ ン 産 生 プ ロ フ ィ ー ル
　 CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 を 、 BALB/cマ ウ ス 脾 細 胞 の CD4、 CD18、 お よ び CD49b検 出 後
に FACS技 術 に よ っ て ソ ー テ ィ ン グ し た 。 次 に 、 標 識 抗 CD3抗 体 （ 10μ g/ml） お よ び 可 溶 性
抗 CD28抗 体 （ 1μ g/ml） を 用 い て 、 CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 活 性 化 し
た 。 培 養 48時 間 後 に 上 清 を 回 収 し て 、 ELISA試 験 を 行 っ て IL-10、 IL-4、 IFN-γ の 有 無 を 決
定 し た 。 結 果 か ら 、 CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 は 、 Tr1 T細 胞 に 関 し て 記 述 さ れ る プ ロ
フ ィ ー ル と 同 じ サ イ ト カ イ ン 産 生 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る こ と が 示 さ れ る （ 大 量 の IL-10産
生 、 IFNγ 産 生 、 な ら び に IL-4産 生 を 認 め な い ） （ 図 1c） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
3 H-チ ミ ジ ン 取 り 込 み に よ る CD4 +  T細 胞 の 増 殖 試 験
　 ソ ー テ ィ ン グ し た CD4 + CD18 b r i g h t CD49b + ま た は CD4 + CD18 b r i g h t CD49 -  T細 胞 お よ び CD4 +

細 胞 を 、 放 射 線 照 射 し た 脾 細 胞 お よ び 可 溶 性 抗 CD3抗 体 （ 10 μ g/ml） の 存 在 下 で 培 養 し た
。 二 つ の 細 胞 集 団 を ポ リ カ ー ボ ネ ー ト メ ン ブ レ ン （ 孔 径 0.4 μ m） に よ っ て 分 離 し た 。 3日
間 培 養 後 、 総 CD4 +  T細 胞 集 団 の 増 殖 を 3 H-チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ っ て 測 定 し た 。 こ れ ら
の 実 験 は 、 CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 が 、 可 溶 性 因 子 に 依 存 す る メ カ ニ ズ ム 、 Tr1細 胞
に 対 し て 特 異 的 な メ カ ニ ズ ム に 従 っ て バ イ ス タ ン ダ ー CD4+ T細 胞 の 増 殖 を 阻 害 で き る こ と
を 示 し て い る （ 図 1D） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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耳 の 炎 症 を 有 す る マ ウ ス に お け る CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の 注 射
　 ハ プ テ ン で あ る オ キ サ ゾ ロ ン に 対 す る 遅 延 型 皮 膚 過 敏 症 を 、 BALB/cマ ウ ス に お い て ハ プ
テ ン を 皮 膚 上 部 に 塗 布 す る こ と に よ っ て 誘 導 し た 。 オ キ サ ゾ ロ ン に よ っ て 処 置 し た マ ウ ス
に 、 抗 卵 白 ア ル ブ ミ ン TCR（ T細 胞 受 容 体 ） に 関 す る DO11-10ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か
ら の ソ ー テ ィ ン グ し た CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 を 注 射 し た 。 次 に 、 注 射 し た 細 胞 を 特
異 的 に 活 性 化 す る た め に 、 マ ウ ス の 炎 症 を 有 す る 耳 に お い て 卵 白 ア ル ブ ミ ン リ ポ ペ プ チ ド
を 処 置 す る か 、 ま た は 無 処 置 と し た 。 細 胞 の 注 射 時 か ら 開 始 し て 耳 の 腫 脹 を 経 時 的 に 4日
間 測 定 し た 。 結 果 は 、 CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 が 、 イ ン ビ ボ で 卵 白 ア ル ブ ミ ン リ ポ ペ
プ チ ド に よ っ て 活 性 化 さ れ た 場 合 に 限 っ て 、 皮 膚 炎 症 を 阻 害 す る こ と が で き る こ と を 示 し
て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 同 じ 病 態 モ デ ル に お け る Tr1 T細 胞 ク ロ ー ン の イ ン ビ ボ 阻 害 作
用 に 対 応 す る （ 図 1E） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の 注 射 後 の 腸 疾 患 を 有 す る マ ウ ス に お け る CD4 +  T細 胞 の 増 殖
試 験
　 SCIDマ ウ ス に CD4 + CD45RB h i g h を 注 射 し て 炎 症 性 腸 疾 患 を 誘 導 し た 。 1群 の マ ウ ス を 同 様
に 、 DO11-10ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら の ソ ー テ ィ ン グ し た CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T
細 胞 に よ っ て 処 置 し て 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン を 与 え た 。 細 胞 を 注 射 し た 8日 後 、 結 腸 粘 膜 に お
け る CD4 +  T細 胞 の 比 率 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 対 照 マ ウ ス は 重 度 の 腸
炎 症 を 有 し 、 細 胞 浸 潤 物 内 部 に 高 い 比 率 の CD4 +  T細 胞 を 有 す る が 、 CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +

 T細 胞 を 処 置 し た マ ウ ス は 、 炎 症 か ら 保 護 さ れ て 、 結 腸 に お け る CD4 +  T細 胞 の 浸 潤 は 少 な
い 。 こ れ ら の 実 験 は 、 CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 が 、 Tr1 T細 胞 と し て 、 炎 症 性 腸 疾 患
か ら マ ウ ス を 保 護 で き る こ と を 示 し て い る （ 図 1F） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 3： ヒ ト CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の 特 徴 付 け
PBMC細 胞 の 生 体 試 料 か ら の CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の FACS分 析 。
　 末 梢 血 単 核 球 を フ ィ コ ー ル 勾 配 遠 心 に よ っ て 分 離 し て 、 APC結 合 抗 CD4抗 体 、 PC5-結 合 抗
CD3抗 体 、 PE-結 合 抗 CD18抗 体 、 お よ び FITC結 合 抗 CD49b抗 体 に よ っ て 標 識 し た 。 CD3 + CD4 +  
T細 胞 の FACS分 析 に よ り 、 CD18抗 原 を 過 剰 発 現 す る こ と が で き 、 ヒ ト 血 液 中 で CD3 + CD4 +  T
細 胞 の 20％ を 占 め る 集 団 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る （ 図 2A） 。 CD3 + CD4 +  T細 胞 の FACS分 析
で は 、 ヒ ト 血 液 中 の CD18 b r i g h t CD4 +  T細 胞 が CD49b抗 原 も 過 剰 発 現 す る こ と が 示 さ れ る （
図 2B） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 プ ロ フ ィ ー ル
　 ヒ ト CD4 + CD18 b r i g h t T細 胞 を 、 単 核 球 の CD4お よ び CD18標 識 後 に FACS技 術 に 従 う 細 胞 ソ ー
テ ィ ン グ に よ っ て 分 離 し た 。 次 に 、 CD4 + CD18 b r i g h t T細 胞 を 、 抗 CD3標 識 抗 体 （ 10 μ g/ml
） お よ び 可 溶 性 抗 CD28抗 体 （ 1μ g/ml） に よ っ て イ ン ビ ト ロ で 活 性 化 し た 。 培 養 48時 間 後
に 上 清 を 回 収 し て 、 IL-10、 IL-4、 お よ び IFN-γ の 有 無 を 検 出 す る た め に ELISA試 験 を 行 っ
た 。 結 果 は 、 ヒ ト CD4 + CD18 b r i g h t T細 胞 が そ の マ ウ ス 相 同 体 と 同 様 に 、 Tr1 Tリ ン パ 球 に 関
す る 記 述 と 同 じ サ イ ト カ イ ン 産 生 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る こ と を 示 し て い る （ IL-10の 大 規
模 産 生 、 IFNγ の 産 生 お よ び IL-4産 生 を 認 め な い ） （ 図 2C） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
健 康 対 象 お よ び ク ロ ー ン 病 患 者 に 存 在 す る CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の FACS分 析 の 比 較
　 血 液 中 の CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の 割 合 を 、 健 康 対 象 お よ び ク ロ ー ン 病 患 者 の あ い
だ で 比 較 し た 。 CD3 + CD4 +  T細 胞 の 分 析 か ら 、 各 群 の 代 表 で あ る 対 象 に 関 し て 、 CD4 + CD18 b r
i g h t CD49b +  T細 胞 の 比 率 が ク ロ ー ン 病 患 者 に お い て 減 少 し て い る こ と が 示 さ れ る （ 図 2D）
。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 健 康 対 象 お よ び ク ロ ー ン 病 患 者 に お け る CD4 + CD18 b r i g h t  T細 胞 の 比 率 は 、 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 活 性 化 CD25 + CD4 +  T細 胞 の 比 率 と 反 比 例 し た 。 ク ロ ー
ン 病 患 者 （ n＝ 4） は 、 健 康 対 象 （ n＝ 5） と 比 較 し て CD25 + CD4 +  T細 胞 数 の 増 加 お よ び CD4 + C
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D18 b r i g h t  T細 胞 数 の 減 少 を 示 す （ 図 2E） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 4： 炎 症 組 織 へ の 特 異 的 遊 走 を 可 能 に す る Tr1-調 節 リ ン パ 球 の 接 着 分 子 の 組 の 過 剰
発 現
　 イ ン ビ ボ に お い て 、 現 在 、 有 害 な 免 疫 病 理 学 的 反 応 を 調 節 す る CD4 + 調 節 T細 胞 の 亜 集 団
が 存 在 す る 明 白 な 証 拠 が あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る 場 合 に は 治 療 的
長 所 を 有 す る 可 能 性 が あ る が 、 こ れ ら の 調 節 メ カ ニ ズ ム の 多 く の 主 た る 長 所 は 、 特 に そ の
遊 走 挙 動 、 正 確 な 作 用 部 位 、 お よ び こ れ ら の メ カ ニ ズ ム に 関 与 す る 分 子 経 路 に 関 し て な お
も 見 落 と さ れ て い る 。 異 な る 二 つ の 炎 症 モ デ ル に お い て 、 Tr1細 胞 の 遊 走 ダ イ ア グ ラ ム を
、 イ ン ビ ト ロ 分 化 後 に 得 ら れ た Th1お よ び Th2エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の ダ イ ア グ ラ ム と 比 較 し た
。 Tr1細 胞 は 、 Th1お よ び Th2細 胞 と は 異 な り 、 炎 症 組 織 に 選 択 的 に 遊 走 し 、 二 次 免 疫 臓 器
に は ほ と ん ど 遊 走 し な い こ と が 示 さ れ た 。 既 知 の 全 て の ケ モ カ イ ン 受 容 体 の 分 析 を 行 っ て
も 、 Tr1細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 遊 走 を 説 明 す る 如 何 な る 特 異 的 発 現 も 判 明 し な か っ た 。 し
か し 、 流 動 的 な 条 件 で 、 ヒ ト ま た は マ ウ ス Tr1細 胞 は 、 炎 症 性 血 管 内 皮 で よ り 大 き い 停 止
を 示 す 。 接 着 細 胞 の 分 析 か ら 、 PSGL-1、 LFA-1、 α V/β 3、 お よ び PECAM-1の 調 節 機 能 お よ
び 発 現 の 増 加 を 有 す る Tr1細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 分 子 デ ザ イ ン が 存 在 す る こ と が 判 明 し た
。 こ れ ら の 結 果 は 、 Tr1細 胞 が 炎 症 部 位 の 制 御 を 専 門 と す る 調 節 性 T細 胞 の サ ブ セ ッ ト を 表
す こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
Tr1細 胞 は 炎 症 を 有 す る 結 腸 に 選 択 的 に 遊 走 す る
　 こ れ ま で の 実 験 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 scidマ ウ ス に お い て 実 験 的 に 引 き 起 こ さ れ た
炎 症 性 腸 疾 患 （ IBS） モ デ ル に お い て 、 Tr1細 胞 が 炎 症 を 防 止 で き る こ と を 示 し た （ Groux
ら 、 1997； Immunol Today. 1999、 10月 、 20（ 10） ： 442～ 5） 。 IBDの 制 御 に お け る イ ン ビ
ボ で の Tr1細 胞 の 作 用 部 位 を 決 定 す る た め 、 IBDを 引 き 起 こ す た め に 、 CB-17 scidマ ウ ス を
病 原 性 CD4 + CD45RB h i  T + 細 胞 に よ っ て 再 構 成 し た 。 移 入 の 4週 間 後 、 マ ウ ス に 、 異 な る 特 異
的 細 胞 OVA Th1、 Th2、 お よ び Tr1（ 2× 10 6 個 ） を 静 脈 内 注 射 し て 、 飲 料 水 に OVAを 投 与 し た
が 、 こ れ は Tr1細 胞 に よ る 結 腸 炎 の 完 全 な 阻 害 が 認 め ら れ る 状 況 で あ っ た 。 1週 間 後 、 マ ウ
ス を 屠 殺 し て 、 KJ-1,26 + 細 胞 （ OVA特 異 的 T細 胞 ） の 存 在 を 結 腸 、 脾 臓 、 お よ び 腸 間 膜 リ ン
パ 節 に お い て 分 析 し た 。 Tr1細 胞 に よ っ て 処 置 し た マ ウ ス の 炎 症 を 有 す る 結 腸 で は 、 多 く
の KJ-1,26 + 細 胞 を 認 め た （ 図 3A） 。 対 照 的 に 、 OVA特 異 的 Th1お よ び Th2細 胞 を 処 置 し た マ
ウ ス で は 、 結 腸 に 浸 潤 し た 細 胞 に お い て 検 出 さ れ た CD4 +  KJ-1,26 +  T細 胞 は よ り 少 な か っ
た 。 排 液 腸 間 膜 リ ン パ 節 お よ び 脾 臓 （ 示 し て い な い ） の 分 析 か ら 、 Th1ま た は Th2細 胞 が 蓄
積 し て い る こ と が 判 明 し た が 、 Tr1細 胞 は ご く わ ず か 認 め ら れ た に 過 ぎ な か っ た （ 図 3A）
。 異 な る T細 胞 を 、 病 原 性 CD4 + CD45RB h i  T+細 胞 と 同 時 に 0日 目 に 注 射 し た 場 合 に も 類 似 の
結 果 を 認 め た （ 示 し て い な い ） 。 本 発 明 者 お よ び 他 の 研 究 者 （ Grouxら 、 1997； Barratら
、 J Exp Med 2002 3月 4日 ； 195（ 5） ： 603～ 16） は 、 二 つ の 異 な る 炎 症 モ デ ル に お い て 、
Tr1細 胞 の 保 護 作 用 を 導 入 す る た め に 、 特 異 的 抗 原 （ 卵 白 ア ル ブ ミ ン ） を 、 IBDモ デ ル （ Gr
ouxら 、 1997） で は 局 所 （ 経 口 ） 、 ま た は EAEモ デ ル （ Barratら 、 2002） で は 頭 蓋 内 注 射 し
な け れ ば な ら な い こ と 、 お よ び 抗 原 の 全 身 注 射 （ 静 脈 内 ま た は 腹 腔 内 注 射 ） は 無 効 で あ る
こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Tr1細 胞 の 局 所 活 性 化 が 必 要 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 し
た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 炎 症 結 腸 へ の Tr1細 胞 の 遊 走 に と っ て 、 炎 症 部 位 で の 抗 原 の 存
在 が 必 要 で あ る か 否 か を 調 べ る た め に 分 析 を 行 っ た 。 CD17 scidマ ウ ス に 、 CD4 + CD45RB h i  
T細 胞 お よ び OVA特 異 的 Tr1細 胞 を 同 時 に （ 図 3C） ま た は 再 構 成 後 4週 目 （ 図 3B） に 、 OVAの
存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 注 射 し た 。 注 射 し た KJ1-26 +  Tr1細 胞 の 免 疫 化 学 （ 図 3C） ま た は
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ 図 3B） に よ る 分 析 か ら 、 Tr1細 胞 が 、 そ の 特 異 的 抗 原 の 非 存 在 下
で あ っ て も 炎 症 結 腸 に 対 し て 特 異 的 に 遊 走 す る こ と が 示 さ れ た 。 し か し 、 白 血 球 の 浸 潤 に
よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 そ の 調 節 機 能 を 活 性 化 す る た め に は 、 Tr1細 胞 に 対 し て 特 異 的 な
抗 原 の 活 性 化 が 必 要 で あ り 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン に よ っ て 処 置 し て い な い マ ウ ス で は 、 浸 潤 性
Tr1細 胞 が 存 在 す る に も か か わ ら ず 、 炎 症 が 認 め ら れ た （ 図 3C） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
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　 Tr1細 胞 の 遊 走 が 、 そ の 特 異 的 抗 原 の 存 在 に 依 存 し な か っ た こ と か ら 、 本 発 明 者 ら は 、
エ ク ス ビ ボ で 精 製 し た 細 胞 に 対 す る そ の 遊 走 を 比 較 す る こ と が で き た 。 第 一 に 、 炎 症 結 腸
に 対 す る Tr1細 胞 の 遊 走 が Th1細 胞 と 比 較 し て よ り 大 き い こ と が 、 イ ン ビ ト ロ で 分 化 し た Th
1細 胞 集 団 の 遊 走 が 比 較 的 弱 い こ と が 原 因 で は な い こ と を 確 認 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は
、 Tr1細 胞 の 遊 走 を 、 総 細 胞 浸 潤 物 （ 80％ 多 形 核 好 中 球 ） ま た は CD4 + CD45RB h i  T細 胞 に よ
っ て 再 構 成 し た scidマ ウ ス の 炎 症 結 腸 か ら 単 離 し た 精 製 CD4+ T細 胞 と 比 較 し た （ 図 4A） 。
異 な る 細 胞 集 団 を 、 異 な る 蛍 光 プ ロ ー ブ に よ っ て 標 識 し て 、 4週 間 前 に CD4 + CD45Rb h i  T細
胞 に よ っ て 再 構 成 し た scidマ ウ ス に 同 時 に 静 脈 内 注 射 し た 。 注 射 の 24時 間 後 、 炎 症 結 腸 に
対 す る 蛍 光 細 胞 の 遊 走 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 炎 症 結 腸 に 対 す る そ の
遊 走 が 、 総 白 血 球 集 団 の 遊 走 よ り 3倍 大 き く 、 そ し て 炎 症 結 腸 か ら 単 離 し た 精 製 CD4 +  T細
胞 の 遊 走 よ り 30倍 大 き か っ た こ と か ら 、 炎 症 組 織 に 対 す る Tr1細 胞 の 遊 走 が よ り 大 き い こ
と を 確 認 し た （ 図 4A） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
Tr1細 胞 特 異 的 遊 走 は 炎 症 を 有 す る 腸 に 限 定 さ れ な い
　 無 処 置 scidマ ウ ス ま た は 正 常 BALB/cマ ウ ス に Tr1、 Th1、 お よ び Th2細 胞 を 注 射 し て も 、
正 常 な 腸 組 織 へ の Tr1細 胞 の 特 異 的 向 性 は 示 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 こ
の 理 由 か ら 、 抗 原 の 非 存 在 下 で の Tr1細 胞 特 異 的 遊 走 が 炎 症 を 有 す る 腸 組 織 に 限 定 さ れ る
か 否 か 、 ま た は こ れ が 如 何 な る 所 定 の 組 織 に も 存 在 す る 炎 症 シ グ ナ ル に 対 し て 特 異 的 で あ
る か 否 か を 分 析 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 耳 の 皮 膚 に ハ プ テ ン で あ る オ キ サ ゾ ロ ン を 適
用 す る こ と に よ っ て 、 皮 膚 炎 症 モ デ ル を 作 製 し た （ 図 5A） 。 炎 症 は 、 CD4 + CD8 +  T細 胞 （ 示
し て い な い ） を 含 む 白 血 球 の 浸 潤 （ 図 5B） を 特 徴 と し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 炎 症 を 有 す る 皮 膚 に お け る T細 胞 の 遊 走 を 分 析 す る た め に 、 Th1、 Th2、 お よ び Tr1細 胞 を
蛍 光 カ ル セ イ ン に よ っ て 標 識 し て 、 オ キ サ ゾ ロ ン 処 置 の 5日 後 に 注 射 し た 。 IBDモ デ ル と 同
様 に 、 排 液 リ ン パ 節 お よ び 脾 臓 に 対 し て 選 択 的 に 遊 走 す る Th1お よ び Th2細 胞 と 比 較 す る と
（ 図 5Cお よ び D） 、 Tr1細 胞 は 、 炎 症 を 有 す る 耳 へ の よ り 大 き い 遊 走 を 示 し た （ 図 5Cお よ び
D） 。 各 集 団 に 関 し て 、 回 収 し た 細 胞 の 総 数 に 関 し て 所 定 の 組 織 に お け る 細 胞 の 割 合 は 、
こ れ ら の 細 胞 の こ れ ら の 臓 器 へ の 相 対 的 移 動 能 の 測 定 と す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 割 合
は 、 分 析 し た 四 つ の 集 団 に お い て 有 意 に 異 な る ： 炎 症 を 有 す る 耳 で は 、 Tr1細 胞 に 関 し て 9
0％ 、 Th1細 胞 に 関 し て 60％ 、 お よ び Th2細 胞 に 関 し て 30％ 、 お よ び リ ン パ 様 臓 器 で は Tr1細
胞 に 関 し て 10％ 、 Th1細 胞 に 関 し て 40％ 、 お よ び Th2細 胞 に 関 し て 70％ （ 図 5E） 。 全 て に お
い て 、 デ ー タ は 、 Tr1細 胞 が 炎 症 組 織 に 向 か っ て 遊 走 す る こ と を 示 し て お り 、 Tr1細 胞 の 専
門 的 な 遊 走 は 炎 症 シ グ ナ ル に 依 存 す る の で あ っ て 、 抗 原 特 異 的 で も 組 織 特 異 的 で も な い こ
と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
流 動 的 条 件 で 活 性 化 さ れ た 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る Tr1細 胞 の 堅 固 な 接 着
　 炎 症 を 有 す る 細 静 脈 に 対 す る 接 着 は 、 炎 症 部 位 の 方 向 へ の 循 環 白 血 球 の 動 員 に お け る 初
期 の 本 質 的 な 事 象 で あ る 。 炎 症 組 織 に 対 す る Tr1細 胞 の よ り 大 き い 遊 走 が 起 こ る メ カ ニ ズ
ム の 分 析 を さ ら に 調 べ る た め に 、 Tr1お よ び Th1細 胞 と 活 性 化 TNF-α 内 皮 細 胞 と の 相 互 作 用
を 比 較 し た 。 こ の プ ロ セ ス を 分 析 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 活 性 化 TNF-α 血 管 内 皮 細 胞
株 （ SVEC4-10） を コ ー テ ィ ン グ し た フ ロ ー チ ャ ン バ ー に お い て 実 験 を 行 い 、 蛍 光 標 識 に 対
す る T細 胞 の 接 着 を 上 記 の よ う に ビ デ オ 画 像 に よ っ て 分 析 し た （ Ticchioniら 、 FASEB J. 2
001、 2月 ； 15（ 2） ： 341～ 50） 。 イ ン ビ ボ 実 験 に 関 し て 、 蛍 光 染 色 を 用 い て Tr1お よ び Th1
マ ウ ス 細 胞 を 標 識 し た 。 T細 胞 を 同 数 混 合 し て 、 2 dyn/cm 2 の 速 度 で SVEC4-10の 単 層 上 で 潅
流 し た 。 結 果 は 、 Tr1細 胞 が Th1細 胞 と 比 較 し て 活 性 化 血 管 内 皮 細 胞 上 で よ り 大 き い 停 止 能
を 有 す る こ と を 示 し た （ 図 6Aお よ び B） 。 類 似 の 実 験 に お い て 、 Th2細 胞 は 、 活 性 化 内 皮 細
胞 に お い て 最 小 の 停 止 を 示 し た （ 示 し て い な い ） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 活 性 化 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る こ の 堅 固 な 接 着 が Tr1細 胞 の 特 徴 で あ る こ と を 確 認 す る た
め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト Tr1、 Th1、 お よ び Th2細 胞 に お い て 類 似 の フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実
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験 を 行 っ た （ 表 1） （ Grouxら 、 1997； Lecartら 、 J Invest Dermatol. 2001、 8月 ； 117（ 2
） ： 318～ 25） 。 異 な る ド ナ ー か ら 単 離 し た ヒ ト Th1、 Th2、 お よ び Tr1細 胞 を 、 緑 色 蛍 光 二
酢 酸 フ ル オ レ セ イ ン に よ っ て 標 識 し 、 TNF-α に よ っ て 予 め 活 性 化 し た 形 質 転 換 ヒ ト 細 胞 株
に お い て 個 別 に 潅 流 し た 。 図 8Cは 、 Th1お よ び Th2細 胞 と 比 較 し て ヒ ト Tr1細 胞 が 、 活 性 化
内 皮 細 胞 に お い て よ り 高 レ ベ ル の 堅 固 な 停 止 を 示 す こ と を 示 し て い る 。 こ の 結 果 は 、 イ ン
ビ ボ の 炎 症 組 織 に お い て 認 め ら れ た Tr1細 胞 の 蓄 積 が 、 部 分 的 に 、 活 性 化 内 皮 に 対 す る 循
環 中 の Tr1細 胞 の よ り 大 き い 接 着 に よ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
Tr1細 胞 接 着 メ カ ニ ズ ム
　 接 着 の 初 期 事 象 を 最 初 に 、 移 動 相 に お い て 分 析 し た 。 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 接 着 試 験 の 際 の
移 動 細 胞 数 を 、 蛍 光 カ ル セ イ ン に よ っ て 標 識 し た 異 な る Tr1お よ び Th1細 胞 の あ い だ で 比 較
し た 。 さ ら に 、 Th1リ ン パ 球 と 比 較 し て 多 数 の Tr1リ ン パ 球 が 、 活 性 化 内 皮 細 胞 上 で ロ ー リ
ン グ を 示 し た （ 図 7A） 。 P-セ レ ク チ ン が 、 イ ン ビ ボ で 炎 症 を 有 す る 細 静 脈 に お い て Tリ ン
パ 球 の ロ ー リ ン グ を 引 き 起 こ す 高 分 子 で あ る こ と を 考 慮 し て （ Hirataら 、 J Exp Med. 200
0、 12月 4日 ； 192（ 11） ： 1669～ 76） 、 P-セ レ ク チ ン を コ ー テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド ガ ラ ス
上 で 移 動 す る Tr1お よ び Th1細 胞 数 に 注 目 し た 。 Tr1リ ン パ 球 は Th1細 胞 よ り 大 き い P-セ レ ク
チ ン 上 で の ロ ー リ ン グ 能 を 示 し た （ 図 7A） 。 P-セ レ ク チ ン を コ ー テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド ガ
ラ ス 上 で の Tr1細 胞 の ロ ー リ ン グ が 大 き か っ た こ と は 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス Tr1細 胞 の 双 方 に
お け る PSGL-1（ P-セ レ ク チ ン 糖 タ ン パ ク 質 -リ ガ ン ド -1） の mRNA発 現 が よ り 高 い こ と と 相
関 す る （ 図 8Aお よ び B） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Tr1細 胞 上 で の PSGL-1の 過 剰 発 現 が 、 炎 症 組 織
に 対 す る こ れ ら の 細 胞 の 優 れ た 遊 走 能 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 LFA-1/ICAM-1お よ び VLA-4/VCAMは 、 炎 症 プ ロ セ ス に お け る T細 胞 接 着 の 重 要 な メ デ ィ エ
ー タ で あ る （ Alonら 、 Semin. Immunol. 2002、 4月 ； 14（ 2） ： 93～ 104） 。 そ の 結 果 、 LFA
-1お よ び VLA-4の 双 方 が 、 活 性 化 内 皮 に 対 す る Tr1細 胞 の 接 着 の 増 加 に 関 与 し て い る か 否 か
を 調 べ た 。 基 質 と し て 組 換 え 型 ICAM-1を コ ー テ ィ ン グ し た フ ロ ー チ ャ ン バ ー に お け る 接 着
試 験 を 用 い た と こ ろ 、 ICAM-1に 対 す る Tr1細 胞 の 接 着 は Th1細 胞 と 比 較 し て よ り 大 き い こ と
が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 活 性 化 内 皮 細 胞 に 関 し て 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し 、 LFA-1/
ICAM-1が 、 炎 症 内 皮 に 対 す る Tr1細 胞 の 接 着 に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た す こ と を 示 唆 し て
い る （ 図 7B） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 Tr1細 胞 の 接 着 に お け る LFA-1細 胞 の 重 要 な 役 割 を 、 フ ロ ー チ ャ ン バ ー 実 験 に お い て （ 図
7C） 、 お よ び Tr1細 胞 を ICAM-1-Fc分 子 と 共 に 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 炎 症 を
有 す る 耳 へ の そ の 遊 走 が 阻 害 さ れ る イ ン ビ ボ 実 験 （ 図 7D） に お い て 、 活 性 化 内 皮 で の Tr1
細 胞 の 停 止 を 阻 害 す る 抗 β 2-イ ン テ グ リ ン 鎖 ブ ロ ッ ク 抗 体 を 用 い る 実 験 に よ っ て 確 認 し た
。 Tr1細 胞 が VCAM-1に よ っ て コ ー テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 で 停 止 し な い こ と か ら （
図 7B） 、 LFA-1が 示 す 肝 要 な 役 割 と は 対 照 的 に 、 VLA-4/ICAM-1相 互 作 用 は Tr1細 胞 の 接 着 に
と っ て 重 要 で は な い よ う に 思 わ れ る 。 さ ら に 、 抗 β 1ブ ロ ッ ク 抗 体 ま た は 可 溶 性 VCAM-1は
活 性 化 内 皮 で の Tr1細 胞 の 停 止 を 防 止 し な か っ た が 、 そ れ ら は Th1細 胞 の 接 着 を 阻 害 し た （
図 7C） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
Tr1細 胞 上 で の 接 着 分 子 の 発 現
　 イ ン ビ ボ で の Tr1細 胞 の 選 択 的 遊 走 を 説 明 す る メ カ ニ ズ ム に 関 す る 研 究 を 行 う た め に 、
多 数 の ヒ ト お よ び マ ウ ス Tr1、 Th1お よ び Th2細 胞 に お け る 最 も 既 知 の 接 着 分 子 に 関 す る 完
全 な 定 量 的 分 析 を 行 っ た （ 図 8Aお よ び B） 。 機 能 的 試 験 に 従 っ て 、 Tr1細 胞 上 の mRNAα Lお
よ び β 2イ ン テ グ リ ン 鎖 （ LFA-1） を 、 分 析 し た 他 の 細 胞 集 団 と の 比 較 に よ っ て 観 察 し た 。
こ の 結 果 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 確 認 し た が 、 α Lお よ び β 2の 双 方 が 膜 に 発 現 さ
れ る と 、 Th1お よ び Th2細 胞 と 比 較 し て 、 Tr1リ ン パ 球 に 対 す る 調 節 の 増 加 を 示 し た （ 図 8C
） 。 Th1お よ び Th2細 胞 （ 図 8B） と 比 較 す る と 、 Tr1細 胞 で は CD31/PECAM-1分 子 の よ り 高 い m
RNAお よ び 膜 発 現 を 認 め た （ 図 8Aお よ び B） 。 CD31/PECAM-1分 子 は 、 血 管 外 漏 出 に お い て 重
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要 な 役 割 を 有 す る （ Liaoら 、 J Exp Med. 1997、 4月 7日 ； 185（ 7） ： 1349～ 57） 。 Tr1細 胞
上 で こ の 分 子 が よ り 多 く 発 現 さ れ れ ば 、 内 皮 下 区 画 へ の こ れ ら の 通 過 を 促 進 す る こ と が で
き る で あ ろ う 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 二 つ の α Vお よ び β 3イ ン テ グ リ ン 鎖 の 遺 伝 子 お よ び 膜
の 発 現 が よ り 高 い こ と を 発 見 し （ 図 8A、 Bお よ び C） 、 こ れ ら の イ ン テ グ リ ン 鎖 が 二 量 体 形
成 す る と 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び ビ ト ロ ネ ク チ ン 受 容 体 、 な ら び に 細 胞 外 マ ト リ ク ス の
他 の 成 分 を 生 じ る （ Huangら 、 Oncogene 2000、 4月 6日 ； 19（ 15） ： 1915～ 23） 。 α Vの 膜
発 現 が よ り 高 い こ と は ま た 、 ヒ ト Tr1細 胞 に お い て も 確 認 さ れ た （ 図 8B） 。 Tr1細 胞 上 で の
α V/β 3の 発 現 が 高 け れ ば 、 炎 症 臓 器 内 の 深 部 で の 他 の 細 胞 区 画 の 方 向 に 内 皮 下 区 画 か ら
の 細 胞 の 進 行 を 加 速 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ １ 】
考 察
　 本 発 明 者 ら は こ の よ う に 、 Tr1細 胞 が 炎 症 組 織 に 対 す る よ り 大 き く 選 択 的 な 遊 走 能 を 示
す こ と を 証 明 し た 。 二 つ の 異 な る モ デ ル に お い て イ ン ビ ト ロ で 認 め ら れ た よ う に 、 炎 症 臓
器 に お け る Tr1 T細 胞 に 対 す る こ の 特 異 的 な 遊 走 は 、 こ れ が 炎 症 結 腸 お よ び 皮 膚 に お い て
同 じ よ う に 認 め ら れ た こ と か ら 、 組 織 の タ イ プ に 依 存 せ ず 、 ま た は 炎 症 の タ イ プ 、 IBDモ
デ ル に お い て CD4+ Th1 T細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ た か 否 か （ Powrie、 Immunity. 1994、 10月
； 1（ 7） ： 553～ 62） 、 も し く は 皮 膚 刺 激 モ デ ル に お い て CD8+ T細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ た
か 否 か （ Kehrenら 、 J Exp Med. 1999、 3月 1日 ； 189（ 5） ： 779～ 86； Bourら 、 Acta Derm 
Venereol 1995、 5月 ； 75（ 3） ： 218～ 21） に 依 存 せ ず 、 特 異 的 抗 原 の 存 在 に も 依 存 し な い
。 こ れ ら の 結 果 は 、 ほ と ん ど の 組 織 お よ び 異 な る タ イ プ の 免 疫 応 答 に お い て 生 成 さ れ た 炎
症 シ グ ナ ル が 、 Tr1細 胞 の 動 員 を 迅 速 に 活 性 化 す る こ と が で き る こ と 、 な ら び に そ の 遊 走
能 と 相 関 し て 、 こ れ ら の 細 胞 の 阻 害 作 用 が 、 局 所 お よ び 選 択 的 に 末 梢 炎 症 組 織 に お い て 起
こ る こ と を 示 唆 し て い る 。 最 近 の 研 究 が 、 二 つ の 異 な る 移 植 モ デ ル を 用 い て こ れ ら の 知 見
を 間 接 的 に 確 認 し た こ と に 注 目 す る こ と は 興 味 深 い ： 著 者 ら は 調 節 性 T細 胞 が 二 次 リ ン パ
様 組 織 と 比 較 し て 寛 容 移 植 片 に お い て 濃 縮 さ れ て い る こ と を 示 し た （ Sawitzki、 Transpla
nt Proc. 2001、 5月 ； 33（ 3） ： 2092～ 3； Graca、 J Exp Med. 2002、 6月 17； 195（ 12） ：
1641～ 6） 。 末 梢 炎 症 臓 器 に 対 す る こ の 選 択 的 向 性 は 、 調 節 T細 胞 の 機 能 の 逆 説 の 一 つ を 説
明 す る た め に 役 立 つ 。 実 際 に 、 近 傍 が 抑 制 さ れ る 抗 原 誘 導 メ カ ニ ズ ム に よ っ て 調 節 T細 胞
が 機 能 す る こ と は 今 で は 明 白 で あ る が 、 こ の こ と は 調 節 さ れ る T細 胞 と 調 節 性 の T細 胞 と が
非 常 に 近 傍 に 存 在 し な け れ ば な ら な い が 、 必 ず し も 同 じ 抗 原 を 認 識 す る 必 要 は な い こ と を
意 味 し い て い る （ Grouxら 、 1997） 。 さ ら に 、 い く つ か の 報 告 は 、 天 然 の 調 節 T細 胞 が 、 そ
れ 自 身 ま た は 一 般 的 に 遭 遇 す る 抗 原 に 対 し て 向 け ら れ る こ と を 示 唆 し た （ Congら 、 J Immu
nol. 2002、 12月 1日 ； 169（ 11） ： 6111～ 9） 。 そ の 結 果 、 調 節 T細 胞 に 依 存 す る 保 護 メ カ
ニ ズ ム が 、 イ ン ビ ボ で 病 原 体 に 対 し て 有 用 な 免 疫 応 答 を ど の よ う に 発 生 さ せ る か を 調 べ る
こ と が で き る 。 保 護 免 疫 応 答 が 始 ま る 二 次 リ ン パ 様 臓 器 の 方 向 へ の Tr1細 胞 の 遊 走 が 、 Th1
お よ び Th2エ フ ェ ク タ ー T細 胞 と 比 較 し て 少 な い こ と は 、 こ れ ら の 知 見 を 説 明 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 血 流 か ら 組 織 へ の 白 血 球 の 遊 走 は 、 い く つ か の 相 か ら な る プ ロ セ ス に よ っ て 促 進 さ れ 、
こ れ は 多 く の 場 合 、 （ i） セ レ ク チ ン に よ る 白 血 球 の 捕 獲 お よ び ロ ー リ ン グ ； （ ii） 白 血
球 イ ン テ グ リ ン の 迅 速 な 活 性 化 、 （ iii） 活 性 化 イ ン テ グ リ ン を 通 し て の 内 皮 リ ガ ン ド へ
の 接 着 ； お よ び （ iv） 血 管 外 漏 出 を 含 む （ Kubes、 Semin. Immunol.2002、 4月 ； 14（ 2） ：
65～ 72、 総 説 ； Springer、 Cell 1994、 1月 28日 ； 76（ 2） ： 301～ 14、 総 説 ； Butcherら 、 S
cience 1996、 4月 5日 、 272（ 5258） ： 60～ 6、 総 説 ） 。 ケ モ カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン 受 容
体 は 、 様 々 な 組 織 に お け る 白 血 球 の 選 択 的 サ ブ セ ッ ト の 化 学 誘 引 に 重 要 に 関 与 す る こ と が
示 さ れ て い る が 、 活 性 化 内 皮 細 胞 に お い て 堅 固 な 停 止 を 誘 導 す る た め に 白 血 球 に お け る イ
ン テ グ リ ン の 活 性 化 に も 関 与 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Constantinら 、 Immunity 2000、 1
2月 ； 13（ 6） ： 759～ 69； Campbell、 Science 1988、 1月 16日 ； 279（ 5349） ： 381～ 4） 。
し か し 、 Tr1、 Th1、 お よ び Th2細 胞 上 で の ケ モ カ イ ン 受 容 体 の 発 現 の 分 析 に よ り 、 Tr1細 胞
で は 、 Th1お よ び Th2細 胞 と 比 較 し て 、 既 知 の 全 て の ケ モ カ イ ン 受 容 体 の 発 現 の 調 節 が 驚 く

10

20

30

40

50

(25) JP 2007-520197 A 2007.7.26



ほ ど 減 少 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 調 節 の 減 少 は 、 炎 症 （ MIG） ま た は リ ン パ 様 臓 器 へ の
遊 走 （ SLCお よ び SDF-1） に 関 与 す る ケ モ カ イ ン に 反 応 す る 遊 走 が 減 少 す る こ と に よ っ て 確
認 さ れ た （ Baggiolini、 1998） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 特 定 の ケ モ カ イ ン 受 容 体 の 過 剰 発 現 だ
け で は 、 炎 症 部 位 の 方 向 へ の Tr1細 胞 特 異 的 遊 走 を 説 明 す る こ と が で き な い こ と を 示 唆 し
て い る 。 ケ モ カ イ ン 受 容 体 が こ の よ う に 過 剰 発 現 さ れ な い に も か か わ ら ず 、 ヒ ト お よ び マ
ウ ス Tr1細 胞 は い ず れ も 、 活 性 化 血 管 内 皮 細 胞 に 対 し て Th1お よ び Th2細 胞 よ り 大 き い 接 着
を 示 す 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Tr1細 胞 が 、 活 性 化 血 管 内 皮 細 胞 お よ び P-セ レ ク チ ン 上 で 流 動 条 件 で ロ
ー リ ン グ 能 を 示 す こ と を 初 め て 発 見 し た 。 Th1リ ン パ 球 と 比 較 し て 、 活 性 化 血 管 内 皮 細 胞
上 で Tr1細 胞 の よ り 良 好 な 堅 固 な 停 止 も 同 様 に 認 め た 。 活 性 化 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る Tr1細
胞 の 接 着 に 関 す る こ れ ら の メ カ ニ ズ ム の 増 強 を 調 べ る た め に 、 LFA-1の 膜 の 発 現 お よ び 機
能 は 、 他 の T細 胞 サ ブ セ ッ ト と 比 較 し て Tr1細 胞 で の 調 節 が 増 加 し て い る こ と を 示 し た 。 Tr
1細 胞 に 対 し て 特 異 的 な 遊 走 に 関 す る LFA-1の 役 割 の 重 要 性 は 、 ICAM-Fc分 子 に よ っ て LFA-1
を 遮 断 す る と 、 炎 症 組 織 の 方 向 へ の Tr1細 胞 の 遊 走 が 阻 害 さ れ た イ ン ビ ボ 環 境 に お い て 確
認 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 実 際 に 、 CD4 +  T細 胞 の サ ブ セ ッ ト 上 で の 接 着 分 子 の 発 現 の 完 全 な 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、
Tr1細 胞 が 、 損 傷 組 織 に 対 す る そ の 遊 走 を 誘 導 す る よ う に 協 調 し て 作 用 す る 特 定 の 組 の 接
着 分 子 、 PSGL-1、 LFA-1、 α V/β 3、 お よ び PECAM-1を 過 剰 発 現 す る こ と を 示 し た 。 実 際 に
、 PSGL-1が 過 剰 発 現 さ れ る と 、 Tr1細 胞 の ロ ー リ ン グ 能 が 増 加 す る 。 LFA-1は 、 停 止 お よ び
血 管 外 浸 出 段 階 に 関 係 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 PECAM-1は ま た 、 血 管 外 浸 出 段 階 に
お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 分 子 で も あ り 、 最 後 に α V/β 3は 、 細 胞 外 マ ト リ ク ス を 通 し て
組 織 内 で 細 胞 の 遊 走 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Liaoら 、 1997； Huangら 、 2000） 。
複 数 の 接 着 分 子 の 過 剰 発 現 に 関 し て 論 争 さ れ て い る よ う に 、 Tr1細 胞 は 、 Th1細 胞 と 比 較 し
て 、 VCAM-1に 対 す る 接 着 能 が 減 少 し て い る こ と に 注 目 す る こ と は 興 味 深 い 。 VCAM-1の 発 現
は 炎 症 部 位 に お い て 誘 導 さ れ る が 、 VCAM-1は 、 T-B細 胞 相 互 作 用 を 通 し て の 液 性 反 応 の 生
成 に お い て 中 心 的 な 分 子 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 Tr1
リ ン パ 球 上 で VLA-4機 能 が な い こ と は 、 調 節 T細 胞 が 、 B細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る 免 疫 応 答
の 開 始 に お い て B細 胞 区 画 か ら 除 外 さ れ る （ Leukerら 、 J Exp Med. 2001、 3月 19日 ； 193（
6） ： 755～ 68） こ と を 確 実 に で き る と い う 仮 説 を 立 て た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 （ 表 １ ） 用 い た 様 々 な T細 胞 の ク ロ ー ン お よ び 集 団 の サ イ ト カ イ ン プ ロ フ ィ ー ル
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【 ０ １ ４ ６ 】
　 T細 胞 ク ロ ー ン お よ び ヒ ト お よ び マ ウ ス T細 胞 集 団 を 、 上 記 の よ う に 作 製 し た 。 マ ウ ス T
細 胞 を OVAペ プ チ ド （ 0.6μ M） お よ び 総 放 射 線 照 射 脾 細 胞 （ 2× 10 6 個 /ml） に よ っ て 刺 激 し
た 。 IL-2お よ び IL-4に 関 し て 24時 間 後 、 お よ び IL-10お よ び IFN-γ に 関 し て 48時 間 後 に 回
収 し た 培 養 上 清 に お け る サ イ ト カ イ ン を ELISAに よ っ て 分 析 し た 。 ヒ ト T細 胞 ク ロ ー ン を ク
ロ ス リ ン ク し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 抗 CD3（ 10 μ g/ml） お よ び 抗 CD28（ 1μ g/ml） に よ っ
て 活 性 化 し て 、 上 清 を IL-2お よ び IL-4に 関 し て 24時 間 後 、 な ら び に IL-10お よ び IFN-γ に
関 し て 48時 間 後 に 回 収 し た 。 結 果 は 、 代 表 的 な 3回 の 実 験 か ら の 複 合 デ ー タ を 示 す 。
【 ０ １ ４ ７ 】
実 施 例 5： CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  Tr1細 胞 の 特 徴 を 調 べ る た め の T細 胞 お よ び 樹 状 細 胞 の 調
製 法
実 験 法
マ ウ ス
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　 BALB/cAnNマ ウ ス を CERJ（ Le Genest Saint Isle、 フ ラ ン ス ） か ら 得 て 、 DO11-10ホ モ 接
合 マ ウ ス は 、 S.D. Hurst博 士 （ DNAX Research Institute、 パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア
州 ） か ら 寄 贈 さ れ た 。 BALB/c IL-10ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 MHCク ラ ス II Eaプ ロ モ
ー タ ー 10の 制 御 下 で cDNA hIL-10を 用 い て 得 た 。 動 物 は 全 て 、 本 発 明 者 ら の 動 物 施 設 に お
い て 標 準 的 な 無 菌 的 条 件 で 飼 育 し た 。 マ ウ ス は 全 て 雌 性 で 、 各 実 験 の 開 始 時 に 4～ 8週 齢 で
あ っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
培 地 、 抗 体 、 お よ び 試 薬
　 T細 胞 培 養 の た め に 用 い た 試 薬 は Yssel培 地 （ Ysselら 、 1984） で あ っ た 。 樹 状 細 胞 は 10
％ SVF（ Roche、 Meylan、 フ ラ ン ス ） 、 2 mM L-グ ル タ ミ ン 、 1％ ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 2
× 10 - 5  Mβ 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ 全 て Invitrogen） を 添 加 し た RPMI 1640に お い て 培
養 し た 。 樹 状 細 胞 の 精 製 に 関 し て 、 本 発 明 者 ら は 、 2 mM EDTA（ 全 て Invitrogen） お よ び
コ ラ ゲ ナ ー ゼ D（ Roche、 Meylan、 フ ラ ン ス ） を 含 み 、 Ca + + お よ び Mg + + を 含 ま な い HBSS培 地
を 用 い た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 組 換 え 型 マ ウ ス GM-CSF、 TNF-α 、 お よ び IFN-γ は 、 R＆ D Systems、 ア ビ ン ト ン 、 イ ギ リ
ス か ら 得 た 。 組 換 え 型 マ ウ ス IL-10お よ び IL-4は 、 R.L. Coffman博 士 、 DNAX Research Ins
titute、 パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 か ら 寄 贈 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 DCの 精 製 お よ び 特 徴 付 け は 、 抗 CD3（ 17A2） 、 抗 CD4（ GK1.5） 、 抗 CD8（ 53-6.7） 、 抗 CD
11b（ M1/70） 、 抗 CD11c（ HL3） 、 CD28（ 37.51） 、 抗 I-Ad（ AMS-32.1） 、 抗 CD62L（ Mel-14
） 、 抗 CD80（ 16-10A1） 、 抗 CD86（ GL1） 、 抗 B220（ RA3-6B2） 、 CD45RB（ 16A） 、 抗 Gr1（ R
B6-8C5） （ 全 て 、 Pharmingen Becton Dickinsonか ら ） 、 お よ び DEC-205（ NLDC-145） 抗 体
（ Serotec、 イ ギ リ ス ） に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ は 、 精 製 抗 体 抗 IL-4-PEま た は -FITC（ 11B11） 、 抗 IFN-γ -PE（ XG
M1.2） 、 抗 IL-10-FITC（ JES-16E3） 、 抗 IL-4（ 11B11） お よ び 抗 IL-10（ 2A5） 、 抗 IFN-γ
（ XGM1.2） 、 お よ び ビ オ チ ン 化 抗 体 抗 IL-4（ 24G2） 、 抗 IL-10（ SXC1） 、 抗 IFN-γ （ R4-6A
2） （ 全 て 、 Pharmingen Becton Dickinsonか ら ） に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 OVA特 異 的 血 清 IgGの 分 析 の た め に 用 い た 抗 IgE（ R35-72） 、 お よ び 抗 IgG1（ A85-1） 抗 体
は 、 Pharmingen Becton Dickinsonか ら 得 た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 溶 解 緩 衝 液 、 メ ト リ ザ ミ ド 、 LPS、 OVA 3 2 3 - 3 3 9 ペ プ チ ド 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 お よ び ミ ョ
ウ バ ン は 、 Sigma、 Saint Quentin Fallavier、 フ ラ ン ス か ら 得 た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
　 DCサ ブ セ ッ ト の 表 現 型 分 析 は 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 抗 CD11cに よ る 二 重 ま た は 三 重 染 色 の 後
に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -Cy-Chrome、 PEに 結 合 さ せ た 抗 CD45RB、 お よ び FITCに 結 合 さ せ た
第 三 の 抗 体 に よ っ て 行 っ た 。 染 色 段 階 は 全 て 、 0.1％ SABお よ び 0.02 mM NaN 3 を 含 む PBS緩
衝 液 に お い て 4℃ で 行 っ た 。 3回 洗 浄 後 、 標 識 細 胞 を FACScan（ Becton Dickinson） に お い
て 分 析 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
細 胞 内 サ イ ト カ イ ン の 染 色
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン の 分 析 は 、 記 述 さ れ た と お り に 行 っ た
（ Grouxら 、 1997） 。 細 胞 （ 10 6 個 /ml） を 固 定 し た 抗 CD3お よ び 抗 CD28 ACmに よ っ て 6時 間
活 性 化 し た 。 モ ネ ン シ ン を 10 μ g/mlで 加 え て 、 4時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し て 洗 浄 し 、 2％ ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド に お い て 固 定 し た 。 細 胞 内 染 色 に 関 し て 、 細 胞 を 以 下 の ACmと 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し た ： 抗 IL4-FITCも し く は -PE、 抗 IFN-γ -PE、 お よ び 抗 IL-10-FITC、 ま た は 対 応
す る ア イ ソ タ イ プ の 対 照 を 全 て 5μ g/ml。 試 料 を FACScan（ Becton Dickinson） に お い て 分
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析 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
骨 髄 由 来 の 樹 状 細 胞 （ DC-MO）
　 DC-MOを 、 上 記 に い く つ か の 改 変 を 加 え て 髄 様 先 駆 細 胞 か ら 作 製 し た （ Inabaら 、 1992）
。 簡 単 に 説 明 す る と 、 脛 骨 お よ び 大 腿 骨 を す す ぐ こ と に よ っ て 骨 髄 を 抽 出 し た 後 、 0.83％
塩 化 ア ン モ ニ ウ ム に よ っ て 赤 血 球 を 除 去 し た 。 細 胞 を 24ウ ェ ル プ レ ー ト （ Becton Dickins
on） に お い て （ 10 6 個 /ml/ウ ェ ル ） 、 10 ng/ml組 換 え 型 マ ウ ス GM-CSF、 お よ び 2.5 ng/ml組
換 え 型 マ ウ ス TNF-α を 添 加 し た 完 全 な RPMI培 地 に お い て 、 組 換 え 型 マ ウ ス IL-10（ 500 ng/
ml） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 37℃ で 培 養 し た 。 DC-MOは D6で 回 収 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
脾 臓 樹 状 細 胞 の 精 製
　 脾 臓 を 小 片 に 切 断 し て 、 こ れ を コ ラ ゲ ナ ー ゼ D（ 1 mg/ml） の HBSS溶 液 に よ っ て 、 絶 え ず
攪 拌 し な が ら 37℃ で 20分 間 消 化 し た 。 消 化 し た 断 片 を 0.7μ mの ス ク リ ー ン （ Becton Dicki
nson） に お い て 濾 過 し て 、 細 胞 浮 遊 液 を 精 製 培 地 に お い て 2回 洗 浄 し た 。 次 に 、 細 胞 を メ
ト リ ザ ミ ド 勾 配 に お い て 層 状 に 沈 降 さ せ て 、 600gで 10分 間 遠 心 し た 。 界 面 上 で 濃 縮 さ れ た
細 胞 を 回 収 し て 、 1回 洗 浄 し 、 リ ン パ 球 か ら DCを 分 離 す る た め に 、 精 製 培 地 に お け る 浮 遊
液 に 戻 し た 。 回 収 し た 低 密 度 細 胞 を 抗 CD3、 抗 B220、 お よ び 抗 GR-1か ら な る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 混 合 物 に よ っ て 4℃ で 30分 間 処 理 す る こ と に よ っ て 、 異 な る T細 胞 株 、 B細 胞 、 お よ
び 顆 粒 球 を 枯 渇 し た 。 抗 ラ ッ ト Igを コ ー テ ィ ン グ し た 磁 気 ビ ー ズ と 共 に ビ ー ズ 対 細 胞 が 10
： 1の 比 率 で 4℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 陽 性 細 胞 を 磁 石 に よ っ て 回 収 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
「 無 処 置 」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TCR T細 胞 の 調 製
　 DO11.10 OVA TCRト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 脾 臓 T細 胞 を 、 既 に 記 述 さ れ て い る と お り
に 調 製 し た （ Grouxら 、 1997） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 CD4+ T細 胞 を 、 磁 気 ビ ー ズ を 用 い て
、 ACm抗 CD8、 抗 B220、 お よ び 抗 CD11bの 混 合 物 に よ る 負 の 選 択 に よ っ て 濃 縮 し た 。 CD4 + /Me
l14 b r i g h t T細 胞 を 、 抗 CD4-PEお よ び 抗 CD62L-FITC抗 体 （ Mel14） を 用 い て フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ ー に よ っ て ソ ー テ ィ ン グ し た 。 ソ ー テ ィ ン グ し た T細 胞 集 団 は 典 型 的 に 、 二 つ の マ ー
カ ー に 関 し て 99％ 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
樹 状 細 胞 に よ る TCRト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク T細 胞 の 分 化
　 イ ン ビ ト ロ T細 胞 分 化 試 験 を Yssel培 地 に お い て 行 っ た 。 精 製 「 無 処 置 」 CD4+ T細 胞 （ 2.
5× 10 5 個 ） を 樹 状 細 胞 集 団 に よ っ て 活 性 化 す る こ と に よ っ て 、 一 次 刺 激 培 養 物 を 確 立 し て
、 こ れ を ソ ー テ ィ ン グ し 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト （ Becton Dickinson） に お い て OVA 3 2 3 - 3 3 9 ペ
プ チ ド （ 0.6 μ M） に よ っ て 総 容 量 1 mlで パ ル ス し た 。 次 に 、 細 胞 を 増 殖 さ せ て D7で 回 収
し て 、 3回 洗 浄 し て 計 数 し 、 第 二 の 分 化 の た め に 、 新 た に ソ ー テ ィ ン グ し た 樹 状 細 胞 集 団
＋ 0.3 μ M OVA 3 2 3 - 3 3 9 ペ プ チ ド に よ っ て 再 刺 激 し た 。 同 じ 技 法 を 第 三 の 分 化 サ イ ク ル に 適
用 し た 。 分 化 後 、 T細 胞 を 回 収 し て 洗 浄 し 、 0.3 μ M OVA323-339に よ っ て 再 刺 激 し て 、 脾
臓 CPAを 放 射 線 照 射 し た 。 T細 胞 の 増 殖 は 、 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 最 後 の 12時 間 で の
3 H-チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ っ て 測 定 し た 。 IL-4、 IL-10、 お よ び IFN-γ の 産 生 は 、 T細 胞
の 再 刺 激 後 48時 間 目 に 回 収 し た 上 清 に お い て ELISAに よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
ト ラ ン ス ウ ェ ル 実 験
　 ト ラ ン ス ウ ェ ル シ ス テ ム （ 0.4μ M Costar-Dutscher、 Brumath、 フ ラ ン ス ） の 下 位 区 画
に お い て 、 正 常 BALB/cマ ウ ス か ら 単 離 し た 精 製 CD4+ T細 胞 10 6 個 を 、 放 射 線 照 射 し た BALB/
cマ ウ ス 脾 細 胞 10 6 個 お よ び ACm抗 CD3（ 10μ g/ml） に よ っ て 刺 激 し た 。 上 の 区 画 に お い て 、
樹 状 細 胞 に よ る 1回 刺 激 に よ っ て 分 化 し た CD4+ T細 胞 を 0.3μ M OVApお よ び 放 射 線 照 射 脾 細
胞 10 6 個 に よ っ て 刺 激 し た 。 3日 後 、 ス ラ イ ド ト レ ー を 除 去 し て 、 下 位 ウ ェ ル の T細 胞 を 96
ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し た 。 増 殖 反 応 は 、 培 養 の 最 後 の 12時 間 で の 3 H-チ ミ ジ ン の 取 り 込 み
に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】

10

20

30

40

50

(30) JP 2007-520197 A 2007.7.26



細 胞 学
　 イ ン ビ ト ロ で 生 成 し た 、 ま た は BALB/cマ ウ ス 脾 臓 か ら 単 離 し た ソ ー テ ィ ン グ し た CD11c l
o w CD45RB + お よ び CD11c h i g h CD45RB - を 、 GM-CSF（ 10 ng/ml） の 存 在 下 で LPS（ 1μ g/ml） と
共 に 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 新 た に ソ ー テ ィ ン グ し た ま た は 刺 激 し た DCを 遠 心 し て （
Cytospin2、 Shandon） 、 メ イ -グ リ ュ ン ワ ル ド -ギ ム ザ に よ っ て 染 色 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRア ッ セ イ
　 ソ ー テ ィ ン グ し た DC（ 1× 10 6 個 ； 純 度 ＞ 99％ ） の サ ブ セ ッ ト の 総 RNAを 、 既 に 記 述 さ れ
て い る よ う に （ Cottrezら 、 1994） ト リ ゾ ル （ Life Technologies） に よ っ て 調 製 し て 、 混
入 し て い る 可 能 性 が あ る 如 何 な る 微 量 の 染 色 体 DNAも 、 製 造 元 の 説 明 書 （ Gene Hunter、 ナ
ッ シ ュ ビ ル 、 テ キ サ ス 州 ） に 従 っ て DNア ー ゼ Iに よ っ て 消 化 し た 。 次 に 、 既 に 記 述 さ れ て
い る よ う に （ Cottrezら 、 1994） 、 RNAに 、 オ リ ゴ （ dT） 12-18お よ び Superscript II逆 転
写 酵 素 （ Life Technologies） に よ る 逆 転 写 を 行 っ た 。 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRは 、 SYBR G
reen PCRコ ア 試 薬 キ ッ ト に よ っ て 、 特 殊 な マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー ト に お い て 、
製 造 元 の 説 明 書 に 従 っ て ABI PRISM 5700配 列 検 出 シ ス テ ム （ Applied Biosystems、 Courta
boeuf、 フ ラ ン ス ） に お い て 96ウ ェ ル で 行 っ た 。 二 本 鎖 DNA鎖 に お け る SYBERグ リ ー ン の 直
接 取 り 込 み に よ っ て 各 PCRサ イ ク ル に お い て 蛍 光 シ グ ナ ル を 産 生 し て 、 リ ア ル タ イ ム で 定
量 的 情 報 を 得 た 。 ゲ ノ ム RNAの 増 幅 を 防 止 す る た め に 、 お よ び PCRに よ る 増 幅 効 率 を 増 強 す
る た め に 100～ 150 pbの ア ン プ リ コ ン を 生 じ る よ う に 、 エ キ ソ ン -イ ン ト ロ ン 接 合 部 を 含 む
プ ラ イ マ ー （ MWG Biotech、 Ebersberg、 ド イ ツ ） を 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー は 全 て 、 二 量 体
の 形 成 を 防 止 す る 条 件 で 用 い 、 増 幅 産 物 の 信 頼 性 を 電 気 泳 動 お よ び 酵 素 的 制 限 マ ッ プ に よ
っ て 確 認 し た 。 cDNAは 全 て 、 4つ の 異 な る ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 発 現 の 平 均 値 に 関 し て
ア ッ セ イ し た 。 PCRの 実 験 条 件 は 、 以 下 の 通 り で あ っ た ： 94℃ で 10分 、 お よ び 各 増 幅 に 関
し て 94℃ で 30秒 、 60℃ で 30秒 、 お よ び 72℃ で 30秒 を 最 終 容 積 20 μ lで 40サ イ ク ル 。 標 的 遺
伝 子 の 発 現 を 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 4個 と 共 に 、 RNA濃 度 を 標 準 化 し た 後 に 測 定 し て 、
値 を 陰 性 対 照 に 対 す る 発 現 の 増 加 倍 数 と し て 表 記 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ
　 IL-4、 IL-10、 お よ び IFN-γ を 、 既 に 記 述 さ れ て い る よ う に （ Cottrezら 、 2000） ELISA
サ ン ド イ ッ チ 法 を 用 い て ア ッ セ イ し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ELISAプ レ ー ト （ Polylabo、
フ ラ ン ス ） を 、 適 し た 抗 サ イ ト カ イ ン ACmの カ ー ボ ネ ー ト 緩 衝 液 溶 液 に よ っ て コ ー テ ィ ン
グ し て 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を 、 各 ウ ェ ル に お い て 20％ PBS/SVF 150μ l
に よ っ て 室 温 で 30分 間 ブ ロ ッ ク し た ； イ ン ビ ト ロ で 刺 激 し た CD4+ T細 胞 の 希 釈 し た 上 清 50
μ lを ウ ェ ル に 加 え て か ら 、 4℃ で 一 晩 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 段 階 の 後 、 第
二 段 階 の ビ オ チ ン 化 抗 体 50μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 プ レ ー ト を 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し て 、 洗 浄 し た 。 酵 素 結 合 体 （ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） を 各 ウ ェ ル に
加 え た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 洗 浄 し 、 基 質 （ ABTS、 1 mg/
ml） 100 μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 発 色 後 、 プ レ ー ト を ELISAリ ー ダ ー に お い て 405 nmで 読
み 取 っ た （ Labsystems iEMSリ ー ダ ー 、 ヘ ル シ ン キ 、 フ ィ ン ラ ン ド ） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
IL-10は 異 な る DCサ ブ セ ッ ト の 分 化 を 誘 導 す る 。
　 IL-10は 、 間 接 作 用 に よ っ て Tr1細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Wakkachら
、 2001） 。 DCが T細 胞 の 分 化 に お い て 本 質 的 な 役 割 を 果 た す こ と を 考 慮 し て 、 本 発 明 者 ら
は 、 GM-CSFお よ び TNF-α の 存 在 下 で 培 養 し た 骨 髄 前 駆 細 胞 か ら の DCの 分 化 に 及 ぼ す IL-10
の 作 用 を 分 析 し た （ 予 備 実 験 で は 、 TNF-α の 存 在 が DCの 表 現 型 お よ び 機 能 に 影 響 を 及 ぼ さ
な い が 、 そ れ に も か か わ ら ず 樹 状 細 胞 集 団 の 収 率 お よ び 生 存 率 を 増 加 さ せ る た め に 役 立 つ
こ と が 示 さ れ た [デ ー タ は 示 し て い な い ]） 。 培 養 物 に 0日 目 に IL-10を 加 え る と 、 CD11cの
低 い 発 現 お よ び CD45RBの 高 い 発 現 を 有 す る DC集 団 の 分 化 が 誘 導 さ れ た （ 図 9A） 。 し か し 、
IL-10の 非 存 在 下 で は 、 GM-CSFお よ び TNF-α を 加 え る と 、 高 濃 度 の CD11cを 発 現 す る DCの 分
化 が 誘 導 さ れ た （ 図 9A） （ Inabaら 、 1992） 。 CD11cお よ び CD45RBの 特 異 的 発 現 に 従 っ て FA
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CSに よ っ て 細 胞 を ソ ー テ ィ ン グ し た 後 、 イ ン ビ ト ロ で 分 化 し た CD11c l o w CD45RB + は 、 滑 ら
か な 原 形 質 膜 お よ び 偏 心 性 の 核 を 有 す る プ ラ ズ マ 細 胞 様 の 形 態 を 有 し た （ 図 9B-1） 。 し か
し 、 CD11c h i g h DCは 小 さ い 樹 状 突 起 が 存 在 す る 異 な る 形 態 を 有 し た （ 図 9B-3） 。 LPSに よ る
新 た な 成 熟 後 で は 、 二 つ の 集 団 は 、 完 全 に 成 熟 し た DCの 形 態 を 獲 得 し て 、 長 い 樹 状 突 起 を
有 し た （ 図 9B-2お よ び 4） 。 MHC II分 子 お よ び 共 刺 激 因 子 の 発 現 の 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 C
D11c h i g h DCと 比 較 し て CD11c l o w CD45RB +  DC（ 図 9C） に お け る CD80、 CD86、 お よ び I-Aの 発
現 は 低 レ ベ ル で あ る こ と が 示 さ れ た 。 LPSに よ っ て 樹 状 細 胞 が 成 熟 し て も 、 CD11c l o w CD45R
B + の 表 現 型 は 改 変 さ れ な か っ た が （ 図 9C） 、 CD11c h i g h DC上 で の CD80、 CD86、 お よ び I-A分
子 の 発 現 を 強 化 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 IL-10が 、 LPSに よ る 刺 激 に よ っ て 改 変 す る こ と が
で き な い 偽 未 成 熟 表 現 型 を 有 す る CD45RBの 特 異 的 発 現 を 特 徴 と す る DCの 別 個 の サ ブ セ ッ ト
の 分 化 を 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
IL-10に 由 来 す る DCの 天 然 の 同 等 物 の 単 離
　 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 樹 状 細 胞 の 分 化 に 及 ぼ す イ ン ビ ボ で の IL-10の 影 響 に 関 す
る 疑 問 に 取 り 組 む 。 Tg IL-10非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ま た は BALB/cマ ウ ス か ら 単 離 し
た 濃 縮 さ れ た 脾 臓 DCを 、 CD11cマ ウ ス DCに 対 し て 特 異 的 な マ ー カ ー の 発 現 に 関 し て 分 析 し
た （ 図 10A） 。 Tg IL-10マ ウ ス に お い て 、 正 常 BALB/cマ ウ ス （ 図 10A） ま た は 非 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 対 照 （ デ ー タ は 示 し て い な い ） と 比 較 し て 、 CD11cを 弱 く 発 現 す る 多 数 の DCが 認
め ら れ た 。 IL-10の 存 在 下 で イ ン ビ ト ロ で 分 化 し た CD11c l o w  DCに 関 し て 、 脾 臓 CD11c l o w  D
Cは 、 CD45RBマ ー カ ー を 強 く 発 現 し た （ 図 10B） 。 さ ら に 、 イ ン ビ ト ロ に 由 来 す る DCお よ び
脾 臓 CD11c l o w CD45RB + は い ず れ も 、 小 さ い 樹 状 突 起 を 有 す る CD11c h i g h  DC（ 図 10C-3） と は
異 な り 、 プ ラ ズ マ 細 胞 様 の 形 態 を 有 し た （ 図 10C-1） 。 LPSに よ る 完 全 な 成 熟 後 、 二 つ の 脾
臓 DC集 団 は 、 長 い 樹 状 突 起 を 有 す る 完 全 な 成 熟 DCへ と 分 化 し た （ 図 10C-2お よ び 4） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 次 に 、 本 発 明 者 ら は 、 Tg IL-10マ ウ ス お よ び BALB/c対 照 マ ウ ス か ら の 、 FACSに お い て ソ
ー テ ィ ン グ し た CD11c l o w CD45RB + お よ び CD11c h i g h CD45RB -  DC上 の MHCの I-A d 分 子 な ら び に
共 刺 激 因 子 CD80お よ び CD86の 発 現 を 調 べ た 。 図 10Dに 示 す よ う に 、 精 製 CD11c l o w CD45RB + DC
は 、 CD11c h i g h CD45RB -  DCと 比 較 し て エ ク ス ビ ボ で ク ラ ス II MHC、 CD80、 お よ び CD86分 子
を 弱 く 発 現 す る こ と が 認 め ら れ た 。 CD11c l o w CD45RB + DCが 異 な る DCサ ブ セ ッ ト お よ び 異 な
る 発 達 系 列 の 産 物 を 表 す か 否 か 、 ま た は そ れ ら が よ り 通 常 の 未 成 熟 な DCの 段 階 を 表 す か 否
か を 調 べ る た め に 、 GM-CSF（ 寿 命 と 回 収 率 を 増 加 さ せ る た め に ） お よ び LPSの 存 在 下 で 短
期 間 培 養 す る こ と に よ っ て 、 単 離 し た DCの イ ン ビ ト ロ 成 熟 を 誘 導 し た 。 こ れ ら の 条 件 で 、
LPSに よ る イ ン ビ ト ロ 成 熟 後 、 CD11c l o w CD45RB +  DCは な お も ク ラ ス II MHCお よ び CD86分 子
の 低 い 発 現 を 保 持 し 、 こ の こ と は 、 CD80の 過 剰 発 現 を 除 き 、 そ の 偽 未 成 熟 表 現 型 が 安 定 で
あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し 、 LPSと 共 に イ ン ビ ト ロ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 CD11c
h i g h CD45RB -  DCは 成 熟 の 増 加 を 示 し 、 ク ラ ス II MHC分 子 お よ び 二 つ の 共 刺 激 因 子 （ CD80お
よ び CD86） の 発 現 が 増 加 す る （ 図 10D） 。 全 体 と し て 、 こ れ ら の 結 果 は 、 脾 臓 か ら 単 離 さ
れ た CD11c l o w CD45RB +  DCが IL-10に 由 来 す る DCの イ ン ビ ボ で の 同 等 物 を 表 す こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
CD11c l o w CD45RB +  樹 状 細 胞 サ ブ セ ッ ト の 表 現 型 特 徴 付 け お よ び サ イ ト カ イ ン 分 泌
　 CD11c l o w CD45RB + DCサ ブ セ ッ ト の 特 徴 を よ り よ く 調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 BALB/c
マ ウ ス か ら の ソ ー テ ィ ン グ し た CD11c l o w CD45RB + お よ び CD11c h i g h CD45RB - 細 胞 集 団 上 の 異
な る 樹 状 細 胞 マ ー カ ー の 発 現 を 分 析 し た （ 図 11A） 。 CD11c l o w CD45RB + お よ び CD11c h i g h CD4
5RB -  DCは 、 CD11bお よ び DEC205を 弱 く 発 現 し 、 CD8α を 全 く 発 現 せ ず 、 こ の こ と は そ れ ら
が 「 標 準 的 な 」 骨 髄 系 列 （ CD11c h i g h ） ま た は リ ン パ 様 （ CD8α + ） DC（ Shortman and Liu
、 2002） に 属 さ な い こ と を 示 唆 し て い る 。 そ の 上 、 B細 胞 前 駆 体 か ら 分 化 し た 最 近 記 述 さ
れ た DC集 団 と は 異 な り 、 CD11c l o w CD45RB +  DCは 、 B220に お い て 陰 性 で あ る （ Luら 、 2001；
Martinら 、 2002） 。 最 後 に 、 こ れ ら の 細 胞 は T細 胞 に 対 し て 特 異 的 な マ ー カ ー （ CD4お よ び
CD2） を 発 現 し な い （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
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【 ０ １ ６ ８ 】
　 DCの 特 異 的 機 能 の 重 要 な 部 分 は 、 異 な る 組 の サ イ ト カ イ ン の 分 泌 に よ っ て 示 さ れ る 。 し
た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 定 量 的 RT-PCRに よ っ て 、 新 た に ソ ー テ ィ ン グ し た ま た は LPSに
よ っ て 活 性 化 し た CD11c l o w CD45RB + お よ び CD11c h i g h CD45RB - 樹 状 細 胞 上 の い く つ か の 重 要
な サ イ ト カ イ ン の 相 対 的 発 現 を 分 析 し た 。 LPSに よ る 活 性 化 後 、 CD11c l o w CD45RB + DCは 、 IL
-10を 分 泌 し た の に 対 し 、 CD11c h i g h CD45RB -  DCは IL-12を 分 泌 し た 。 い ず れ の 集 団 も IL-1
β の 分 泌 を 示 し 、 こ れ は LPSに よ る 活 性 化 に よ っ て さ ら に 増 加 し た が 、 IFN-α は 、 LPSに よ
る 活 性 化 の 24時 間 後 で も 分 泌 し な か っ た （ 図 11B） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 CD11c l o w CD45RB + DC
が 、 活 性 化 後 主 に IL-10を 分 泌 す る 樹 状 細 胞 の 異 な る サ ブ セ ッ ト を 表 す こ と を 示 し て い る
。
【 ０ １ ６ ９ 】
CD11c l o w CD45RB +  DCは 、 イ ン ビ ト ロ で Tr1細 胞 に 分 化 す る
　 DO11-10マ ウ ス か ら 単 離 さ れ て OVAに 曝 露 さ れ て い な い （ 「 無 処 置 」 ） 特 異 的 T細 胞 の プ
ラ イ ミ ン グ お よ び 分 化 に 及 ぼ す 様 々 な DCサ ブ セ ッ ト の 影 響 を 分 析 す る た め に 、 BALB/cマ ウ
ス の 脾 臓 か ら 単 離 し た （ 図 12A） 、 ま た は イ ン ビ ト ロ で 分 化 さ せ た （ 図 12B） ソ ー テ ィ ン グ
し た CD11c l o w CD45RB + お よ び CD11c h i g h CD45RB -  DCに よ る い く つ か の T細 胞 刺 激 サ イ ク ル を
確 立 し た 。 精 製 「 無 処 置 」 CD4+ T細 胞 を OVA（ 0.6μ M） に よ っ て 、 異 な る DC/T比 で 1週 間 刺
激 し た 。 次 に 、 T細 胞 を 回 収 し て 洗 浄 し 、 同 じ 条 件 で 0.3μ M OVAに よ っ て 再 度 刺 激 し た 。
同 じ 条 件 で 3回 刺 激 し た 後 、 分 極 し た T細 胞 集 団 を 回 収 し て 洗 浄 し 、 そ の サ イ ト カ イ ン プ ロ
フ ィ ー ル を 分 析 す る た め に 、 放 射 線 照 射 し た BALB/cマ ウ ス の 脾 細 胞 お よ び 0.3 μ M OVAに
よ っ て 再 度 刺 激 し た （ 図 12A） 。 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 エ ク ス ビ ボ で 精 製 さ れ た 、 ま た イ
ン ビ ト ロ で 分 化 し た CD11c l o w CD45RB + DCが 、 用 い た DC/T比 に よ ら ず 、 IL-10を 強 く 分 泌 す る
、 IFN-γ を 弱 く 分 泌 す る 、 そ し て IL-4を 分 泌 し な い （ ま た は 無 視 で き る 量 ） Tr1細 胞 の 分
化 を 誘 導 し た こ と を 示 し て い る （ Grouxら 、 1997） （ 図 12Aお よ び B） 。 CD11c l o w CD45RB + 樹
状 細 胞 と は 異 な り 、 CD11c h i g h CD45RB -  サ ブ セ ッ ト の 細 胞 は 、 IFN-γ を 強 く 分 泌 す る Th1細
胞 を プ ラ イ ミ ン グ し た （ 図 12Aお よ び B） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 樹 状 細 胞 集 団 の サ イ ト カ イ ン
プ ロ フ ィ ー ル に 対 応 し 、 す な わ ち Tr1細 胞 を 分 化 さ せ る CD11c l o w CD45RB + は 、 IL-10を 分 泌
す る が 、 CD11c h i g h CD45RB -  DCに よ っ て 分 泌 さ れ る IL-12は Th1細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 さ ら に 、 CD11c l o w CD45RB + DCに よ る Tr1細 胞 の 特 異 的 分 化 は 、 異 な る T細 胞 亜 集 団 に お け
る サ イ ト カ イ ン 分 泌 の 細 胞 質 内 分 析 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 1回 刺 激 後 に 認 め ら れ た （
図 12C） 。 CD11c l o w CD45RB + DCに よ る 1回 刺 激 後 に 得 ら れ た T細 胞 の 機 能 的 特 性 を 分 析 す る た
め に 、 ト ラ ン ス ウ ェ ル 実 験 を 行 っ た 。 BALB/cマ ウ ス の CD11c l o w CD45RB + DCに よ る 刺 激 後 に
得 ら れ た T細 胞 は 、 放 射 線 照 射 脾 細 胞 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 CD3抗 体 に よ っ て 刺 激 さ れ た
バ イ ス タ ン ダ ー CD4+ T細 胞 の 増 殖 を 阻 害 し た （ 図 12D） 。 し か し 、 マ ウ ス 抗 IL-10お よ び 抗
TGF-β の ACm阻 害 剤 を 加 え る と 、 こ れ ら の T細 胞 の 抑 制 作 用 は 消 失 し 、 Tr1細 胞 の 表 現 型 お
よ び 機 能 的 分 化 を 確 認 し た （ 図 12D） 。 対 照 と し て 、 Th1細 胞 集 団 （ CD11c h i g h CD45RB -  DC
に よ っ て 誘 導 さ れ る ） は 、 バ イ ス タ ン ダ ー CD4+ T細 胞 の 増 殖 に 阻 害 作 用 を 示 さ な か っ た （
図 12D） 。 全 体 と し て 、 こ れ ら の 結 果 は 、 CD11c l o w CD45RB + DCが イ ン ビ ト ロ で Tr1細 胞 の 分
化 を 誘 導 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ １ 】
ヒ ト 細 胞
　 示 さ れ る よ う に 、 樹 状 細 胞 を 、 IL-10の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で GM-CSFお よ び IL-4に よ
っ て 前 駆 細 胞 CD34+か ら 分 化 さ せ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 6日 後 、 樹 状 細 胞 を CD11cの 発 現 に 従 っ て ソ ー テ ィ ン グ し て 、 表 記 の 抗 体 に よ っ て 標 識 し
た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 精 製 細 胞 を 同 様 に 、 LPSに よ っ て 24時 間 刺 激 し た 後 、 サ イ ト フ ル オ ロ メ ト リ ー に よ っ て
分 析 し た 。
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【 ０ １ ７ ４ 】
　 IL-10の 存 在 下 で 分 化 し た 寛 容 原 樹 状 細 胞 は 、 低 レ ベ ル の CD11c、 な ら び に 低 レ ベ ル の HL
A-DR、 CD80、 お よ び CD86分 子 を 発 現 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 LPSに よ る 活 性 化 は 、 調 べ た 他 の DC集 団 に 及 ぼ す LPSの 作 用 と は 異 な り 、 こ の 集 団 に 関 し
て HLA-DRお よ び CD86の 発 現 を 増 加 さ せ な か っ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 （ 表 ） IL-10の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 分 化 し た ソ ー テ ィ ン グ し た 樹 状 細 胞 集 団 に 及 ぼ
す LPS活 性 化 の 影 響
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ７ 】
【 図 １ 】 マ ウ ス Tr1細 胞 の よ う な CD4+CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の 特 徴 付 け 。 A） 抗 CD4、 抗 C
D18、 お よ び 抗 CD49b抗 体 を 用 い る CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の FACSに よ る 分 析 。 B） CD4
+CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の サ イ ト カ イ ン 産 生 プ ロ フ ィ ー ル 。 C） 単 独 培 養 （ 対 照 ） ま た は
透 過 性 膜 に よ っ て 分 離 し て CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  ま た は CD4+CD18int細 胞 と 共 に 同 時 培 養
し た CD4+ T細 胞 の 48時 間 の 増 殖 の 測 定 。 D） ハ プ テ ン で あ る オ キ サ ゾ ロ ン の 皮 膚 上 部 適 用
後 に CD4+CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 を 注 射 し た 後 の マ ウ ス 、 お よ び ハ プ テ ン に よ っ て 処 置 し
た が 注 射 し て い な い マ ウ ス に お け る 耳 の 肥 厚 に 関 す る 試 験 。 E） 腸 の 慢 性 炎 症 が 誘 導 さ れ
て い て 、 CD4+CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 を 注 射 ま た は 注 射 し て い な い マ ウ ス の 結 腸 に お け る
CD4+ Tリ ン パ 球 の 比 率 に 関 す る 試 験 。
【 図 ２ 】 ヒ ト Tr1細 胞 の よ う な CD4 + CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の 特 徴 付 け 。 A） 抗 CD3、 抗 CD4
、 抗 CD18、 お よ び 抗 CD49b抗 体 を 用 い る CD3+CD4+CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の FACSに よ る 分
析 。 B） CD4+CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の サ イ ト カ イ ン 産 生 プ ロ フ ィ ー ル 。 C） 健 康 対 象 お よ
び ク ロ ー ン 病 患 者 の 血 液 中 に 存 在 す る CD3+CD4+CD18 b r i g h t CD49b +  T細 胞 の FACSに よ る 比 較
分 析 。 D） 健 康 対 象 お よ び ク ロ ー ン 病 の 患 者 の 血 液 中 に 存 在 す る CD3+CD4+CD18 b r i g h t お よ
び CD4+CD25+ T細 胞 の FACSに よ る 比 較 分 析 。
【 図 ３ 】 Tr1細 胞 は 炎 症 を 有 す る 結 腸 に 選 択 的 に 遊 走 す る 。 A-B） CD4 + CD45Rb h i  T細 胞 に よ
っ て 回 復 し た CB-17 scidマ ウ ス に 、 示 す よ う に Tr1 T細 胞 （ Tr1 1： N10-7お よ び Tr1-2： A-
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10-9） 、 Th1（ N12-8） お よ び Th2 T細 胞 （ N4-9） の ク ロ ー ン 5× 10 5 個 を 4週 間 後 に 処 置 し た
。 マ ウ ス の 飲 料 水 に OVA（ 100 ng/ml） を 加 え て 与 え （ A） 、 ま た は OVAを 与 え な か っ た （ B
） 。 1週 間 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し て 、 各 群 5匹 の マ ウ ス か ら 結 腸 お よ び 腸 間 膜 リ ン パ 節 （ MLN
） に 存 在 す る 細 胞 を 合 わ せ た 。 CD4 + KJ-1, 26 + 細 胞 の 存 在 を サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析
し て 、 結 果 を 四 分 割 し て 示 す 。 結 果 は 、 Tr1 T細 胞 N-12-4お よ び N-4-12、 な ら び に T細 胞 ク
ロ ー ン Th1お よ び Th2に 関 し て そ れ ぞ れ 、 Tr1 T細 胞 集 団 Th1も し く は Th2、 ま た は T細 胞 ク ロ
ー ン A-10-11、 N-10-11を 用 い て 、 四 つ の う ち の 一 つ の 代 表 的 な 実 験 を 示 す 。 C） CB-17 sci
dマ ウ ス を CD4 + CD45Rb h i  T細 胞 に よ っ て 回 復 さ せ て 、 Tr1ク ロ ー ン を 0日 目 に 処 置 し た （ Nic
e-2、 4× 10 5 個 /マ ウ ス ） 。 1群 の マ ウ ス （ 1お よ び 3） に は 、 OVAを 与 え な か っ た が 、 他 の 群
の マ ウ ス （ 2お よ び 4） に は 、 そ の 飲 料 水 に OVAを 与 え た 。 8週 間 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し て 、 そ
の 結 腸 を 組 織 学 に よ っ て 調 べ た （ 1お よ び 2群 ） 。 Tr1細 胞 の 存 在 を 、 ビ オ チ ン 化 KJ-1, 26
抗 体 を 用 い て 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 分 析 し た （ 3お よ び 4群 ） 。 OVAを 与 え て い な い マ ウ ス
（ 1、 3） の 結 腸 に は 高 度 の 炎 症 を 検 出 し た の に 対 し 、 Tr1ク ロ ー ン の 特 異 的 活 性 化 は 炎 症
を 阻 害 し た （ 2、 4） 。 OVAが 存 在 し な い に も か か わ ら ず 、 多 く の KJ-1, 26 + 細 胞 が 炎 症 結 腸
に お い て 検 出 さ れ た （ 3群 ） 。 同 じ ま た は 異 な る Tr1集 団 ま た は ク ロ ー ン を 用 い る 他 の 実 験
に お い て も 、 類 似 の 結 果 を 得 た 。
【 図 ４ 】 Tr1細 胞 の 遊 走 は 抗 原 依 存 的 で あ る 。 （ A） CD4 + CD45Rb h i  T細 胞 に よ っ て 再 構 成 し
た CB-17 scidマ ウ ス の 炎 症 結 腸 に 浸 潤 し た 細 胞 を 、 再 構 成 の 4週 間 後 に 回 収 し た 。 好 中 球
、 好 塩 基 球 、 お よ び リ ン パ 球 の 混 合 物 を 含 む こ れ ら の 細 胞 を 、 蛍 光 カ ル セ イ ン AMに よ っ て
標 識 し た 。 こ れ ら の 蛍 光 細 胞 （ 灰 色 の 棒 グ ラ フ ） 10 5 個 を 、 オ レ ン ジ 色 の CMTMRに よ っ て 標
識 し た Tr1細 胞 （ 黒 い 棒 グ ラ フ ） 10 6 個 と 共 に 、 CD4 + CD45Rb h i  T細 胞 に よ っ て 4週 間 前 に 再
構 成 し た CB-17 scidマ ウ ス に 腹 腔 内 注 射 し た 。 類 似 の 実 験 を 4週 間 炎 症 を 起 こ し た 結 腸 か
ら 単 離 し た CD4+ T細 胞 に つ い て も 行 っ た （ 白 い 棒 グ ラ フ ） 。 24時 間 後 、 マ ウ ス 2匹 の 群 の
炎 症 を 有 す る 結 腸 の 細 胞 内 容 物 を 、 サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 調 べ た 。 ヒ ス ト グ ラ ム は 、 獲
得 し た 総 細 胞 100万 個 あ た り に 回 収 し た 蛍 光 細 胞 の 絶 対 数 を 示 す 。 結 果 は 、 3回 の 実 験 の う
ち 1回 の 代 表 的 な 実 験 を 示 す 。 B） 回 収 し た 蛍 光 細 胞 の 総 数 に 対 す る 、 回 収 し た 蛍 光 Tr1細
胞 の 絶 対 数 の 割 合 を 、 分 析 し た 各 臓 器 に 関 し て 示 す 。
【 図 ５ 】 Tr1細 胞 は 炎 症 を 有 す る 耳 に 遊 走 す る 。 A） オ キ サ ゾ ロ ン に 対 す る 接 触 過 敏 症 の 速
度 論 。 BALB/cマ ウ ス に 0、 1お よ び 2日 目 に オ キ サ ゾ ロ ン （ 1 mg/耳 ） を 処 置 し た 。 オ キ サ ゾ
ロ ン を 処 置 し た 耳 の 腫 脹 （ 黒 四 角 ） を 、 対 照 担 体 を 22日 間 処 置 し た 耳 と 比 較 し た 。 B） オ
キ サ ゾ ロ ン ま た は 担 体 を 処 置 し た 耳 の 組 織 学 的 分 析 を 示 す （ 倍 率 40倍 ） 。 C-E） Th1、 Th2
、 お よ び Tr1細 胞 の イ ン ビ ボ 遊 走 。 Tr1、 Th1、 お よ び Th2細 胞 を そ れ ぞ れ 、 カ ル セ イ ン ブ ル
ー 、 AMお よ び オ レ ン ジ CMTMRに よ っ て 標 識 し て 、 オ キ サ ゾ ロ ン 処 置 の 5日 前 に BALB/cマ ウ ス
に 同 時 注 射 し た 。 24時 間 後 、 オ キ サ ゾ ロ ン に よ っ て 処 置 し た 耳 、 排 液 リ ン パ 節 、 お よ び 脾
臓 の 蛍 光 Tリ ン パ 球 の 含 有 量 を Cに 示 す よ う に サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 実 験 は 、
表 記 の よ う に Tr1ク ロ ー ン （ A-10-11、 最 初 の 黒 い バ ー ） ま た は T細 胞 集 団 Tr1（ 第 二 の 黒 い
バ ー ） 、 Th1お よ び Th2細 胞 に つ い て 行 っ た 。 （ D） 炎 症 を 有 す る 耳 、 排 液 リ ン パ 節 お よ び
脾 臓 に お い て 測 定 し た 、 獲 得 事 象 10 6 個 あ た り の Tr1、 Th1、 お よ び Th2細 胞 の 絶 対 数 。 示 し
た 結 果 は 、 マ ウ ス 4～ 10匹 の 群 の 平 均 値 で あ る 。 （ E） 採 取 し た 蛍 光 細 胞 の 総 数 に 対 す る 蛍
光 Th1、 Th2、 ま た は Tr1細 胞 の 絶 対 数 の 割 合 を 、 分 析 し た 各 臓 器 に 関 し て 示 す 。
【 図 ６ 】 Tr1細 胞 は 、 流 動 的 条 件 で 活 性 化 し た 血 管 内 皮 細 胞 に お い て よ り 頻 繁 な 停 止 を 示
す 。 A） 本 試 験 に お い て 異 な る 二 つ の 蛍 光 色 素 を 用 い た ： Th1お よ び Tr1細 胞 を 標 識 す る た
め に 、 カ ル セ イ ン AMお よ び オ レ ン ジ CMTMR。 細 胞 を 同 数 混 合 し て 、 フ ロ ー チ ャ ン バ ー を 通
し て TNF-α に よ っ て 活 性 化 し た マ ウ ス 内 皮 細 胞 株 SVEC4-10に お い て 流 速 2 dyn/cm 2 で 15分
間 潅 流 し た 。 堅 固 に 停 止 し た 細 胞 数 を 異 な る 視 野 10個 に お い て 定 量 し た 。 結 果 は 、 各 群 に
お い て 二 つ の ク ロ ー ン お よ び 二 つ の 集 団 に 関 す る 独 立 し た 5回 の 測 定 の 平 均 値 ± SDを 示 す
。 細 胞 を 異 な る 色 素 に よ っ て 公 平 に 標 識 し て 、 類 似 の 結 果 を 得 た 。 B） TNF-α に よ っ て 活
性 化 さ れ た マ ウ ス 内 皮 細 胞 株 SVEC4-10に お い て 堅 固 に 停 止 し た 、 緑 色 の カ ル セ イ ン に よ っ
て 標 識 さ れ た Thr細 胞 お よ び オ レ ン ジ 色 の CMTMRに よ っ て 標 識 さ れ た Tr1細 胞 を 示 す 典 型 的
な 視 野 。 倍 率 10倍 。 C） ヒ ト T細 胞 ク ロ ー ン に 関 し て 、 上 記 と 同 じ 実 験 技 法 を 用 い て 、 TNF-

10

20

30

40

50

(36) JP 2007-520197 A 2007.7.26



α  EAに よ っ て 活 性 化 さ れ た マ ウ ス 内 皮 細 胞 株 に お け る 堅 固 な 接 着 を 分 析 し た 。 い く つ か
の ク ロ ー ン を 用 い た ： そ れ ぞ れ 、 Tr1ク ロ ー ン に 関 し て JDV 15、 BJF 308、 お よ び BJF 161
、 な ら び に Th1ク ロ ー ン に 関 し て JDV 305、 BJF 180、 お よ び HAT 203。
【 図 ７ 】 活 性 化 内 皮 に 対 す る Tr1細 胞 の よ り 大 き い 接 着 に 関 す る メ カ ニ ズ ム 。 流 速 2 dyn/c
m 2 で の フ ロ ー チ ャ ン バ ー に お け る 接 着 試 験 を 用 い て 、 Tr1接 着 メ カ ニ ズ ム を 詳 細 に 分 析 し
た 。 ロ ー リ ン グ お よ び 接 着 を 、 カ ル セ イ ン AMお よ び オ レ ン ジ CMTMRに よ っ て そ れ ぞ れ Th1お
よ び Tr1細 胞 に 関 し て 比 較 し た 。 結 果 は 、 各 群 に 関 し て 二 つ の ク ロ ー ン お よ び 二 つ の 集 団
に 関 し て 代 表 的 な 一 つ の 実 験 の 平 均 値 ± SDを 示 す 。 A） TNF-α に よ っ て 活 性 化 さ れ た 内 皮
細 胞 株 SVEC4-10上 （ EC） で の 、 ま た は 組 換 え 型 P-セ レ ク チ ン 分 子 に よ っ て コ ー テ ィ ン グ し
た ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 で の Th1お よ び Tr1細 胞 の ロ ー リ ン グ 事 象 を 、 異 な る 視 野 9個 の ビ デ オ
記 録 後 に 計 数 し た 。 1実 験 5回 。 B） Th1お よ び Tr1細 胞 の 堅 固 な 接 着 を 、 組 換 え 型 mICAM-1ま
た は mVCAM-1に よ っ て コ ー テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド ガ ラ ス に お い て フ ロ ー に よ っ て 分 析 し た
。 1実 験 3回 。 C） TNF-α に よ っ て 活 性 化 さ れ た SVEC4-10上 で の Tr1お よ び Th1リ ン パ 球 の 堅
固 な 停 止 に 及 ぼ す 抗 β 2、 抗 β 1 mAbイ ン テ グ リ ン 鎖 お よ び sVCAM-1分 子 の 阻 害 作 用 を フ ロ
ー に よ っ て 分 析 し た 。 1実 験 5回 。 D） 炎 症 を 有 す る 耳 に お け る LFA-1遮 断 Tr1細 胞 に よ っ て
阻 害 さ れ た 遊 走 。 Tr1細 胞 を ICAM-Fc（ 10 μ g/ml） に よ っ て 4℃ で 30分 間 処 置 し て 、 カ ル セ
イ ン ブ ル ー に よ っ て 標 識 し た 。 無 処 置 Tr1細 胞 を オ レ ン ジ CMTMRに よ っ て 標 識 し た 。 無 処 置
ICAM-1 Feに よ っ て 処 置 し た Tr1細 胞 の 混 合 物 を 、 図 5に 示 す よ う に 、 オ キ サ ゾ ロ ン に よ る
感 作 の 5日 前 に BALB/cマ ウ ス に 同 時 注 射 し た 。 24時 間 後 、 オ キ サ ゾ ロ ン に よ っ て 処 置 し た
耳 の 蛍 光 T細 胞 の 含 有 量 を サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 結 果 は 、 獲 得 事 象 10 6 個 あ た
り の 炎 症 を 有 す る 耳 に お い て 測 定 さ れ た Tr1細 胞 の 絶 対 数 を 示 す 。 示 し た 結 果 は 、 マ ウ ス 4
匹 の 群 か ら 得 ら れ 、 異 な る 二 つ の Tr1ク ロ ー ン （ A10.11お よ び A10.9） に つ い て 繰 り 返 し た
。
【 図 ８ 】 Tr1細 胞 上 で の 接 着 分 子 の 発 現 。 A-B） ヒ ト お よ び マ ウ ス T細 胞 Tr1（ 灰 色 の 棒 グ ラ
フ ） 、 Th2（ 白 い 棒 グ ラ フ ） 、 お よ び Th1（ 黒 い 棒 グ ラ フ ） の ク ロ ー ン お よ び 集 団 に お け る
α L、 β 2、 α V、 β 3、 PECAM-1お よ び PSGL-1分 子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 。 マ ウ ス T細 胞 ク ロ ー
ン に 関 し て 、 結 果 は 、 分 析 し た 異 な る 三 つ の ク ロ ー ン の 二 つ の 平 均 値 を 示 す 。 マ ウ ス 集 団
に 関 し て 、 異 な る 二 つ の 集 団 を 分 析 し て 、 結 果 を 二 つ の 値 の 平 均 値 で 示 す 。 ヒ ト T細 胞 ク
ロ ー ン に 関 し て 、 異 な る 三 つ の Tr1ク ロ ー ン な ら び に 一 つ の Th1お よ び Th2の 代 表 的 な ク ロ
ー ン を 分 析 し た 。 値 は 、 陰 性 対 照 に 対 す る 発 現 の 増 加 率 で 表 し 、 三 つ の 実 験 の 一 つ を 示 す
。 ヒ ト お よ び マ ウ ス T細 胞 に 関 し て 試 験 し た 接 着 分 子 を コ ー ド す る 異 な る 遺 伝 子 45個 に お
い て 、 Tr1と Th1/Th2細 胞 と の 差 が 非 常 に 大 き い 遺 伝 子 の み を 示 す 。 C） 代 表 的 な Th1お よ び
Th2ク ロ ー ン と 比 較 し た 、 代 表 的 な Tr1マ ウ ス ク ロ ー ン 上 の α L、 β 2、 お よ び PECAM-1イ ン
テ グ リ ン 鎖 、 な ら び に 代 表 的 な Tr1ヒ ト ク ロ ー ン 上 の α Vイ ン テ グ リ ン 鎖 の FACS分 析 。 1実
験 2回 。
【 図 ９ 】 IL-10は 樹 状 細 胞 CD11c l o w CD45RB + の 分 化 を 誘 導 す る 。 A） 骨 髄 細 胞 を 、 示 す よ う
に IL-10（ 50ま た は 500 ng/ml） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で GM-CSFお よ び TNF-α と 共 に 6日
間 培 養 し た 後 、 LPSに よ っ て 24時 間 活 性 化 し た 。 こ の よ う に 生 成 さ れ た 骨 髄 樹 状 細 胞 を 、
ビ オ チ ン 化 抗 CD11c抗 体 に よ っ て 染 色 し た 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合
体 （ PE） に よ っ て 染 色 し た 。 次 に 、 細 胞 を FITCに 結 合 さ せ た 抗 CD45RB抗 体 に 結 合 さ せ て 、
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 デ ー タ は 、 七 つ の 試 験 の 一 つ の 代 表 的 な 結 果 を
示 す 。 B） 図 11Aに 示 す よ う に 、 CD11cお よ び CD45RBの 発 現 に 従 っ て 樹 状 細 胞 を ソ ー テ ィ ン
グ し た 。 表 記 の ソ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 遠 心 し て 、 メ イ グ リ ュ ン ワ ル ド ギ ム ザ に よ っ て 染
色 し た 。 1－ 分 化 6日 後 の 樹 状 細 胞 CD11c l o w CD45RB + 、 2－ LPSに よ る 活 性 化 後 の 樹 状 細 胞 CD1
1c l o w CD45RB + 、 3－ 分 化 6日 後 の 樹 状 細 胞 CD11c h i g h CD45RB - 、 4－ LPSに よ る 活 性 化 後 の 樹 状
細 胞 CD11c h i g h CD45RB + 。 C） GM-CSFお よ び TNF-α の 存 在 下 で IL-10の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下
で イ ン ビ ト ロ 分 化 後 に 得 ら れ た 樹 状 細 胞 を 、 図 11Aに 示 す よ う に 、 CD11cお よ び CD45RBの 発
現 に 基 づ い て ソ ー テ ィ ン グ し た 。 ソ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 、 示 す よ う に FITCに よ っ て 標 識
し た 抗 体 に よ っ て 染 色 し て 、 FACSに よ っ て 再 度 分 析 し た 。 そ れ ら を ま た LPS（ 1μ g/ml） に
よ っ て 24時 間 刺 激 し て 、 表 記 の よ う に ACmに よ っ て 染 色 し て 、 再 分 析 し た 。 細 か い 線 の あ
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る ヒ ス ト グ ラ ム は 、 対 応 す る ア イ ソ タ イ プ の 対 照 ACmに よ っ て 染 色 し た 細 胞 を 示 す 。 デ ー
タ は 、 三 つ の う ち 代 表 的 な 一 つ の 実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 イ ン ビ ボ で IL-10に 由 来 す る 樹 状 細 胞 の 同 定 。 A） BALB/cま た は C57Bl/6 IL-10
、 IL-10 - / - 、 お よ び 正 常 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 脾 臓 樹 状 細 胞 （ DC） を 単 離 し て 、 抗
体 カ ク テ ル （ ACm抗 B220、 Gr1お よ び CD3） に よ る 細 胞 の 枯 渇 に よ っ て 濃 縮 し て 、 特 異 的 マ
ー カ ー CD11の 表 面 発 現 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 B） 抗 体 カ ク テ ル （ ACm
抗 B220、 Gr1お よ び CD3） に よ る 細 胞 枯 渇 に よ っ て 濃 縮 し た DCの 調 製 物 を 、 BALB/cま た は C5
7Bl/6 IL-10、 IL-10 - / - お よ び 正 常 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 脾 臓 か ら 単 離 し て 、 二 つ の
異 な る DC集 団 を 区 別 す る た め に CD11c-cy5お よ び CD45RB-PEの 発 現 に 関 し て 分 析 し た 。 異 な
る 四 区 分 に お け る 割 合 を 示 す 。 10回 よ り 多 い 実 験 の 結 果 は 典 型 的 で あ る 。 BALB/c非 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 対 照 マ ウ ス の あ い だ に は 差 を 認 め な か っ た 。 C） BALB/cマ ウ ス 脾 臓
か ら 単 離 し た ソ ー テ ィ ン グ さ れ た CD11c l o w CD45RB + （ 1） お よ び CD11c h i g h CD45RB - （ 3） 細
胞 を 遠 心 し て 、 メ イ -グ リ ュ ン ワ ル ド -ギ ム ザ に よ っ て 染 色 し た 。 ソ ー テ ィ ン グ し た CD11c l
o w CD45RB + （ 2） お よ び CD11c h i g h CD45RB - （ 4） 細 胞 も 同 様 に 、 GM-CSFの 存 在 下 で LPS（ 1 μ
g/ml） に よ っ て 24時 間 刺 激 し て 、 遠 心 し 、 メ イ -グ リ ュ ン ワ ル ド -ギ ム ザ に よ っ て 染 色 し た
。 D） BALB/c、 ま た は C57Bl/6 IL-10 Tgマ ウ ス か ら の 濃 縮 DC調 製 物 を CD11c-cy5お よ び CD45
RB-PEに よ っ て 染 色 し た 。 細 胞 を CD11c l o w CD45RB + ま た は CD11c h i g h CD45RB - の 発 現 に 基 づ い
て FACSに よ っ て ソ ー テ ィ ン グ し て 、 示 す よ う に 再 分 析 し た 。 ソ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 を 、 FI
TCに 結 合 し た 第 三 の マ ー カ ー に よ っ て 染 色 し て 、 サ イ ト フ ル オ ロ メ ト リ ー （ 空 の ヒ ス ト グ
ラ ム ） に よ っ て 分 析 し た 。 ソ ー テ ィ ン グ し た DCを 同 様 に 、 GM-CSFの 存 在 下 で LPS（ 1μ g/ml
） に よ っ て 24時 間 刺 激 し て 、 表 記 の ACmに よ っ て 染 色 し 、 再 分 析 し た （ 完 全 な ヒ ス ト グ ラ
ム ） 。 細 か い 線 の あ る ヒ ス ト グ ラ ム は 、 対 応 す る イ ソ 型 の 対 照 ACmを 示 す 。
【 図 １ １ 】 樹 状 細 胞 CD11c l o w CD45RB + /B220 - の サ ブ セ ッ ト の 表 現 型 特 徴 お よ び サ イ ト カ イ
ン の 分 泌 。 A） 樹 状 細 胞 CD11c l o w CD45RB + を 、 CD11cを 弱 く 発 現 す る が B220お よ び Gr1マ ー カ
ー を 発 現 し な い 上 記 の プ ラ ス マ 細 胞 腫 様 細 胞 と 比 較 す る た め に 、 （ ACm抗 CD19お よ び CD3）
を 含 む 抗 体 カ ク テ ル に よ る 細 胞 枯 渇 に よ っ て 濃 縮 し た 樹 状 細 胞 の 調 製 物 に 関 し て 分 析 を 行
っ た 。 正 常 BALB/cま た は C57Bl/6マ ウ ス の 脾 臓 か ら 単 離 し た 樹 状 細 胞 を 、 CD11c-cy5お よ び
B220-PEの 発 現 に 関 し て 分 析 し た 。 B） BALB/cま た は C57BL/6マ ウ ス の 樹 状 細 胞 の 濃 縮 調 製
物 を CD11-cy5お よ び B220-PEに よ っ て 染 色 し て 、 示 す よ う に FITCに 結 合 さ せ た 抗 体 に よ っ
て 標 識 し た 。 細 胞 を CD11c l o w CD45RB + （ 完 全 な ヒ ス ト グ ラ ム ） 、 ま た は CD11c h i g h CD45RB -

（ 空 の ヒ ス ト グ ラ ム 、 直 線 ） の 発 現 に 基 づ い て ソ ー テ ィ ン グ し て 、 第 三 の マ ー カ ー に 関 す
る 染 色 を 様 々 な 集 団 に 関 し て 分 析 し た 。 細 か い 線 の あ る ヒ ス ト グ ラ ム は 対 応 す る ア イ ソ タ
イ プ の 対 照 ACmを 示 す 。 C） ACm抗 CD3お よ び CD19の カ ク テ ル に よ っ て 濃 縮 し た BALB/cマ ウ ス
か ら 単 離 し た 樹 状 細 胞 の 調 製 物 を 、 CD11cy5お よ び B220-PEに よ っ て 染 色 し た 。 CD11c l o w CD
45RB + 、 CD11c h i g h CD45RB - 、 ま た は CD11c h i g h の 発 現 に 基 づ い て 、 細 胞 を FACSに よ っ て ソ ー
テ ィ ン グ し た 。 次 に 、 ソ ー テ ィ ン グ さ れ た 細 胞 を FITCに 結 合 さ せ た 第 三 の マ ー カ ー に よ っ
て 染 色 し て 、 サ イ ト フ ル オ ロ メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た （ 空 の ヒ ス ト グ ラ ム ） 。 ソ ー テ ィ
ン グ さ れ た 樹 状 細 胞 を 同 様 に 、 GM-CSFの 存 在 下 で CpG（ xxxμ g/ml） に よ っ て 24時 間 刺 激 し
て 、 表 記 の よ う に ACmに よ っ て 染 色 し 、 再 度 分 析 し た （ 完 全 な ヒ ス ト グ ラ ム ） 。 細 か い 線
の あ る ヒ ス ト グ ラ ム は 対 応 す る ア イ ソ タ イ プ の 対 照 ACmを 示 す 。 D-E） 樹 状 細 胞 の 異 な る 亜
集 団 の サ イ ト カ イ ン プ ロ フ ィ ー ル 。 D） 第 一 の シ リ ー ズ の 実 験 に お い て 、 樹 状 細 胞 CD11c h i
g h CD45RB - （ 空 の ヒ ス ト グ ラ ム ） ま た は CD11c l o w CD45RB + （ 完 全 な ヒ ス ト グ ラ ム ） の サ ブ セ
ッ ト を 、 ACm抗 CD3、 B220、 お よ び Gr1の カ ク テ ル に よ っ て 濃 縮 し た 脾 臓 樹 状 細 胞 か ら 、 CD1
1cお よ び CD45Bの 発 現 に 基 づ い て ソ ー テ ィ ン グ し た 。 ソ ー テ ィ ン グ し た CD11c h i g h CD45RB -

（ 白 色 の 細 か い 線 の あ る ヒ ス ト グ ラ ム ） お よ び CD11c l o w CD45RB + （ 黒 色 の 細 か い 線 の あ る
ヒ ス ト グ ラ ム ） を 同 様 に 、 GM-CSFの 存 在 下 で LPS（ μ g/ml） に よ っ て 24時 間 刺 激 し た 。 リ
ア ル タ イ ム 定 量 的 RT-PCRを 異 な る 試 料 に つ い て 行 い 、 そ れ ぞ れ の 与 え ら れ た 分 析 さ れ た 転
写 産 物 に 関 し て 陰 性 対 照 と 比 較 し た 。 値 は 、 陰 性 対 照 に 対 す る 発 現 の 増 加 倍 数 と し て 提 供
し 、 三 つ の 異 な る 試 料 の 平 均 値 ± SDを 示 す 。 E） 樹 状 細 胞 集 団 を 同 様 に 、 ACm抗 CD3お よ び C
D19を 含 む カ ク テ ル に よ っ て 調 製 し て 、 CD11cお よ び B220の 発 現 に 基 づ い て ソ ー テ ィ ン グ し
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た 。 細 胞 を LPSま た は CpGに よ っ て 24ま た は 48時 間 刺 激 し て 、 IFN-α ま た は IL-10の 如 何 な
る 分 泌 も 測 定 す る た め に 上 清 を 上 記 の よ う に 分 析 し た 。
【 図 １ ２ 】 CD11c l o w CD45RB + 樹 状 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で Tr1-調 節 細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る 。 A
） CD11c l o w CD45RB + 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で 抗 原 を 処 理 し て 提 示 す る 。 DO11-10 CD4+ T細 胞
を 、 OVAペ プ チ ド （ 0.6 μ M） ま た は OVAタ ン パ ク 質 （ 示 す よ う に 、 500ま た は 250 μ g/ml）
の 存 在 下 で ソ ー テ ィ ン グ し た CD11c h i CD45RB - お よ び CD11c l o w CD45RB +  DCに よ っ て 刺 激 し た
。 増 殖 反 応 ま た は IFN-γ の 分 泌 を そ れ ぞ れ 、 刺 激 後 D3ま た は 48時 間 で 分 析 し た 。 結 果 は 、
3回 の 測 定 の 平 均 値 を 示 し 、 IFN-γ に 関 し て ng/mlで 表 す 。 デ ー タ は 類 似 の 結 果 を 有 す る 異
な る 実 験 2回 の 代 表 で あ る 。 B） エ ク ス ビ ボ で ソ ー テ ィ ン グ し た 樹 状 細 胞 に よ っ て 活 性 化 し
た CD4 +  T細 胞 集 団 に よ っ て 分 泌 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 分 析 。 「 無 処 置 」 DO11-10 OVA TCR
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク T細 胞 を 、 ソ ー テ ィ ン グ し た DC CD11c h i g h CD45RB-（ 白 い 棒 グ ラ フ ） ま
た は CD11c l o w CD45RB + （ 黒 い 棒 グ ラ フ ） に よ っ て OVAペ プ チ ド の 存 在 下 で 3週 間 分 化 さ せ た
。 樹 状 細 胞 を 、 表 記 の よ う に 異 な る DC/T比 で 正 常 BALB/cマ ウ ス か ら 単 離 し た 。 3週 間 培 養
後 、 T細 胞 を 回 収 し て 、 放 射 線 照 射 し た BALB/c脾 細 胞 お よ び OVAペ プ チ ド （ 0.3μ M） に よ っ
て 刺 激 し た 。 48時 間 後 、 培 養 上 清 に お け る サ イ ト カ イ ン を ELISAに よ っ て 分 析 し た 。 結 果
は 、 3回 の 測 定 の 平 均 値 を 示 し 、 IL-10お よ び IFN-γ に 関 し て ng/mlで 、 お よ び IL-4に 関 し
て pg/mlで 示 す 。 デ ー タ は 類 似 の 結 果 を 示 す 異 な る 実 験 5回 の 代 表 で あ る 。 B） イ ン ビ ボ で
誘 導 し た 樹 状 細 胞 に よ っ て 分 化 し た CD4 +  T細 胞 の 集 団 に よ っ て 分 泌 さ れ た サ イ ト カ イ ン 。
GM-CSF、 TNF-α 、 お よ び IL-10の 存 在 下 で 骨 髄 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 樹 状 細 胞 を
得 た 。 次 に 、 そ れ ら を 二 つ の サ ブ セ ッ ト に ソ ー テ ィ ン グ し た ： CD11c h i g h CD45RB - お よ び CD
11c l o w CD45RB + 。 ソ ー テ ィ ン グ さ れ た 樹 状 細 胞 を 用 い て 「 無 処 置 」 CD4+ DO11-10 T細 胞 を D
C/T比 1/20で 、 OVAペ プ チ ド （ 0.6μ M） の 存 在 下 で 分 化 さ せ た 。 1週 間 終 了 時 、 T細 胞 を 回 収
し て 、 放 射 線 照 射 し た 脾 臓 CPAお よ び OVAペ プ チ ド （ 0.3μ M） に よ っ て 刺 激 し た 。 48時 間 後
、 培 養 上 清 に お け る サ イ ト カ イ ン を ELISAに よ っ て 分 析 し た 。 結 果 は 、 3回 の 測 定 の 平 均 値
を 示 し 、 ng/mlで 表 す 。 デ ー タ は 、 類 似 の 結 果 を 示 す 異 な る 2つ の 実 験 の 代 表 で あ る 。 C） O
VAペ プ チ ド に よ る 「 無 処 置 」 DO11-10 T細 胞 、 お よ び ソ ー テ ィ ン グ し た CD11c l o w CD45RB + ま
た は CD11c h i g h CD45RB - ソ ー テ ィ ン グ DCの 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ 。 CD11c l o w CD45RB +

ま た は CD11c h i g h CD45RB - 樹 状 細 胞 を 、 正 常 な BALB/cマ ウ ス か ら 単 離 し て 、 FACSに お い て ソ
ー テ ィ ン グ し 、 OVAペ プ チ ド の 存 在 下 で 「 無 処 置 」 DO11-10 T細 胞 と 同 時 培 養 し た 。 7日 後
、 細 胞 を 回 収 し て 、 ク ロ ス リ ン ク し た ACm抗 CD3お よ び CD28に よ っ て 6時 間 刺 激 し た 。 モ ネ
ン シ ン を 培 養 の 最 後 の 4時 間 に 加 え た 。 次 に 細 胞 を 結 合 さ せ て 、 表 記 の よ う に 、 FITCま た
は PEに 結 合 さ せ た 特 異 的 ACmに よ っ て 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ の た め に 染 色 し た 。 3回
の 実 験 の う ち 1回 を こ こ に 示 す 。 D） CD11c l o w CD45RB + 樹 状 細 胞 に よ っ て 分 化 し た T細 胞 の 調
節 機 能 。 ト ラ ン ス ウ ェ ル シ ス テ ム の 下 位 区 画 に お い て 、 正 常 BALB/cマ ウ ス か ら 単 離 し た 精
製 CD4+ T細 胞 を 、 放 射 線 照 射 BALB/c脾 細 胞 お よ び ACM抗 CD3（ 白 い 棒 グ ラ フ ） に よ っ て 刺 激
し た 。 上 の 区 画 に お い て 、 CD11c l o w CD45RB + ま た は CD11c h i g h CD45RB - 樹 状 細 胞 に よ る 1回 刺
激 に よ っ て 分 化 し た CD4+ T細 胞 を 、 OVAペ プ チ ド お よ び 放 射 線 照 射 脾 細 胞 に よ っ て 刺 激 し
た 。 抗 IL-10マ ウ ス ACm（ 10 μ g/ml） （ 白 い 棒 グ ラ フ ） 、 抗 TGF-β マ ウ ス ACm（ 40μ g/ml）
（ 黒 い 棒 グ ラ フ ） 、 ま た は そ の 双 方 （ 灰 色 の 棒 グ ラ フ ） の 存 在 下 に お い て 、 同 時 培 養 実 験
も 行 っ た 。 3日 後 、 ス ラ イ ド ト レ イ を 除 去 し て 、 72時 間 培 養 の 最 後 の 12時 間 に 3 H-チ ミ ジ ン
0.5μ Ciに よ る パ ル ス 後 に 、 バ イ ス タ ン ダ ー CD4+ T細 胞 の 増 殖 反 応 を 測 定 し た 。 結 果 は 、 3
回 の 実 験 の 1回 の 代 表 的 な 実 験 の 測 定 値 3個 の 平 均 値 ± SDを 示 す 。 E） IL-10の 分 泌 は 、 CD11
c l o w CD45RB + 樹 状 細 胞 に よ る Tr1細 胞 の 分 化 に と っ て 必 要 で は な い 。 「 無 処 置 」 CD4+ DO11-
10 T細 胞 を 、 抗 IL10R T細 胞 の 存 在 下 ま た は 比 存 在 下 で CD11c l o w CD45RB + 樹 状 細 胞 に よ っ て
1週 間 分 化 さ せ た 。 1週 間 後 、 細 胞 を 回 収 し て 、 放 射 線 照 射 BALB/c脾 細 胞 お よ び OVAペ プ チ
ド （ 0.3μ M） に よ っ て 刺 激 し た 。 48時 間 後 、 培 養 上 清 に お け る サ イ ト カ イ ン を ELISAに よ
っ て 分 析 し た 。 結 果 は 、 3回 の 測 定 の 平 均 値 を 示 し 、 IL-10お よ び IFN-γ に 関 し て ng/ml、
お よ び IL-4に 関 し て pg/mlで 表 す 。 デ ー タ は 、 類 似 の 結 果 を 示 す 異 な る 実 験 5回 の 代 表 で あ
る 。 同 様 に 、 C57Bl/6マ ウ ス か ら 単 離 し た 「 無 処 置 」 CD4+ T細 胞 は 、 可 溶 性 ACm抗 CD3お よ
び IL-10 - / - ま た は C57Bl/6マ ウ ス か ら 単 離 し た 、 ソ ー テ ィ ン グ さ れ た CD11c l o w CD45RB + 樹 状
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細 胞 に よ っ て 分 化 し た 。 1週 間 後 、 細 胞 を 回 収 し て 、 放 射 線 照 射 C57BL/6脾 細 胞 お よ び 可 溶
性 ACm抗 CD3（ 10 μ g/ml） に よ っ て 刺 激 し た 。 48時 間 後 、 培 養 上 清 に お け る サ イ ト カ イ ン
を ELISAに よ っ て 分 析 し た 。 結 果 は 3回 の 測 定 の 平 均 値 を 示 し 、 IL-10お よ び IFN-γ に 関 し
て ng/ml、 お よ び IL-4に 関 し て pg/mlで 表 記 す る 。
【 図 １ ３ 】 ヒ ト 寛 容 原 性 樹 状 細 胞 （ TDC） の 分 析 。 A） 末 梢 血 単 核 球 の Tお よ び B細 胞 を 、 抗
体 お よ び 磁 気 ビ ー ズ に よ っ て 抑 制 し て 、 残 っ た 集 団 を サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て CD11cお よ
び CD4の 発 現 に 関 し て 分 析 し た 。 四 角 の 枠 は 、 「 Siegalら 、 1999、 Science 281： 1835～ 7
」 に よ る DC1お よ び DC2で あ る と 定 義 さ れ る 二 つ の 集 団 を 示 す 。 四 角 の 枠 は 、 寛 容 原 性 DC（
TDC） の 集 団 を 示 す 。 B） CD34+前 駆 細 胞 を 、 実 施 例 8に 示 す よ う に 、 イ ン ビ ト ロ で IL-10（ 2
00 μ g/ml） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で GM-CSF（ 800 U/ml） お よ び IL-4（ 1000 U/ml） に よ
っ て 分 化 さ せ た 。 TDCお よ び DC1の 集 団 を 枠 で 囲 ん だ 。 C） TDCお よ び DC1細 胞 を 、 CD11cの 発
現 に 従 っ て FACSに よ っ て ソ ー テ ィ ン グ し て 、 HLA-DR、 CD-80お よ び CD86の 発 現 に 関 し て サ
イ ト フ ル オ ロ メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 結 果 は 、 TDCが DC1細 胞 よ り 低 い レ ベ ル で こ れ ら
の 分 子 を 発 現 す る こ と を 示 し て い る 。 D） TDCお よ び DC1細 胞 を 、 CD11cの 発 現 に 従 っ て FACS
に よ っ て ソ ー テ ィ ン グ し て 、 LPSに よ っ て 24時 間 刺 激 し た 。 次 に 、 上 清 を IL-10お よ び IL-1
2の 存 在 に 関 し て ELISAに よ っ て 分 析 し た 。
【 図 １ ４ 】 高 レ ベ ル の IL-10を 分 泌 す る Tr1細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る TDC。 A） ソ ー テ ィ ン グ し
た 樹 状 細 胞 に よ っ て 活 性 化 さ れ た CD4+ T細 胞 集 団 に よ っ て 分 泌 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 分 析
。 ヒ ト CD4+ T細 胞 を 、 ソ ー テ ィ ン グ し た 同 種 異 系 DC1（ 白 い 棒 グ ラ フ ） ま た は TDC（ 黒 い 棒
グ ラ フ ） 細 胞 に よ っ て 3週 間 刺 激 し た 。 IL-10の 存 在 下 （ TDC） ま た は 非 存 在 下 （ DC1） で の
イ ン ビ ト ロ 培 養 を 用 い る DCを 、 表 記 の よ う に 異 な る DC/T比 で 用 い た 。 3週 間 の 培 養 後 、 T細
胞 を 回 収 し て 、 放 射 線 照 射 PBMCお よ び 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 10μ g/ml） に よ っ て 刺
激 し た 。 48時 間 後 、 培 養 上 清 に お け る サ イ ト カ イ ン を ELISAに よ っ て 分 析 し た 。 結 果 は 、 3
回 の 測 定 の 平 均 値 を 示 し 、 ng/mlで 表 記 す る 。 B） TDCに よ っ て 分 化 し た T細 胞 の 調 節 機 能 。
ト ラ ン ス ウ ェ ル 系 の 下 位 分 画 に お い て 、 精 製 ヒ ト CD4+ T細 胞 を 放 射 線 照 射 PBMCお よ び 抗 CD
3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 白 い 棒 グ ラ フ ） に よ っ て 刺 激 し た 。 上 の 分 画 に お い て 、 表 記 の よ
う に 同 種 異 系 TDCま た は DC1細 胞 に よ っ て 分 化 し た CD4+ T細 胞 を 、 放 射 線 照 射 し た 同 種 異 系
PBMCに よ っ て 刺 激 し た 。 抗 IL-10（ 10 μ g/ml） （ 斜 線 の 棒 グ ラ フ ） を 遮 断 す る マ ウ ス モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 TGF-β モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 40μ g/ml） （ 黒 い 棒 グ ラ フ ） ま た は 双 方
（ 灰 色 の 棒 グ ラ フ ） の 存 在 下 で 、 同 時 培 養 実 験 も 同 様 に 行 っ た 。 3日 後 、 レ シ ピ エ ン ト を
回 収 し て 、 CD4+ T細 胞 の 増 殖 反 応 を 、 72時 間 培 養 の 最 後 の 12時 間 に 3 H-チ ミ ジ ン 0.5 μ Ci
を 加 え る こ と に よ っ て 測 定 し た 。
【 図 １ ５ 】 ヒ ト CD3+CD4+CD18brightの 定 義 。 CD3+CD4+CD18bright細 胞 は 、 細 胞 表 面 に CD3
お よ び CD4抗 原 が 発 現 さ れ る こ と 、 な ら び に 単 球 細 胞 に お い て 認 め ら れ る CD18マ ー カ ー の
蛍 光 強 度 に よ っ て 定 義 さ れ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)   5/06     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/04    　　　　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ｅ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｙ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)  33/543    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  21/78    　　　Ｃ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/543   ５７５　          　　　　　
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摘要(译)

本发明基于确定分子组CD4，CD18和/或CD11a，CD49b同时存在，并且如果合适，存在编码CD4，PSGL-1，PECAM-1和αV/的
基因。通过表现出过表达来鉴定生物样品中Tr1淋巴细胞调节剂的方法。本发明进一步涉及基于所述鉴定方法的自身免疫或炎性疾
病的定量方法和预后或诊断方法。本发明还涉及一种富集Tr1淋巴细胞调节剂的方法，并且最后富含所述富集方法，用于治疗自身
免疫性或炎性疾病，特别是克罗恩病，基于所述分子共存的确定。同样。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/bb0b7cce-4f0b-4736-9d7b-bc17fc79bf7f
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/033515351/publication/JP2007520197A?q=JP2007520197A



