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(57)【要約】
　本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞
およびこれらの組み合わせを含んでなる医薬組成物の投与に対するヒト被験者の臨床予後
を決定するための方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１種または２種以上のリンパ球マーカーを評価することによって、組織損傷、虚血性異
常、炎症性異常および／または免疫異常の患者における、幹細胞、間質細胞、制御性Ｔ細
胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせを含む医薬組成物の投与に対する臨床反応を予
測する方法。
【請求項２】
　組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常を有するヒト被験者を、幹
細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの
組み合わせを含む医薬組成物によって治療する方法であって、
ｉ）前記ヒト被験者から得られた血液試料中のリンパ球マーカーを評価することによって
、前記患者が前記医薬組成物に対して応答者か不応答者かを決定し、 
ｉｉ）前記ヒト被験者が応答者であると決定された場合に限り、前記医薬組成物を投与す
ることとを含んでなる、方法。
【請求項３】
　前記リンパ球マーカーが、ＣＤ４＋リンパ球レベル、ＣＤ８＋リンパ球レベル、リンパ
球のＨＬＡ－ＩＩレベルおよびこれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１
または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記全Ｔリンパ球の３５％～５５％の範囲内の値以下のＣＤ４＋レベルを有する被験者
が、応答者に分類される、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記全Ｔリンパ球の４５％～６５％の範囲内の値以上のＣＤ８＋レベルを有する被験者
が、応答者に分類される、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　１．５以下のＣＤ４／ＣＤ８＋比率を有する被験者が、応答者に分類される、請求項１
～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　リンパ球ＨＬＡ－ＩＩを同種異系間葉系幹細胞と接触させた後に、リンパ球のＨＬＡ－
ＩＩレベルの減少を示す被験者が、応答者に分類される、請求項１～３のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項８】
　前記幹細胞が、間葉系幹細胞である、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記幹細胞は、多能性の間質細胞または間質幹細胞である、請求項１～８のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記間葉系幹細胞が、間葉系幹細胞由来の脂肪組織である、請求項８～９のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記幹細胞が、同種異系幹細胞である、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　幹細胞、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせを含んでなる
医薬組成物であって、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免
疫異常と関連する１つ以上の症状の治療、調節、予防、および／または改善のために用い
られ、前記ヒト被験者が、Ｔリンパ球の３５％～５５％の範囲内の値以下のＣＤ４＋レベ
ルを有する、医薬組成物。
【請求項１３】
　幹細胞、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせを含んでなる
医薬組成物であって、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免
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疫異常と関連する１つ以上の症状の治療、調節、予防、および／または改善のために用い
られ、前記ヒト被験者が、Ｔリンパ球の４５％～６５％の範囲内の値以上のＣＤ８＋レベ
ルを有する、医薬組成物。
【請求項１４】
　幹細胞、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせを含んでなる
医薬組成物であって、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免
疫異常と関連する１つ以上の症状の治療、調節、予防、および／または改善のために用い
られ、前記ヒト被験者が、１．５以下のＣＤ４＋／ＣＤ８比率を有する、医薬組成物。
【請求項１５】
　幹細胞、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせを含んでなる
医薬組成物であって、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免
疫異常と関連する１つ以上の症状の治療、調節、予防、および／または改善のために用い
られ、前記ヒト被験者が、リンパ球のＨＬＡ－ＩＩを同種異系間葉系幹細胞と接触させた
後に、リンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルの減少を示す、医薬組成物。
【請求項１６】
　ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と関連する１
つ以上の症状を治療、調節、予防、および／または改善のために用いられ、前記ヒト被験
者がＴリンパ球の３５％～５５％の範囲内の値以下のＣＤ４＋レベルを有する医薬組成物
を製造するための、幹細胞、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合
わせの使用。
【請求項１７】
　ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と関連する１
つ以上の症状を治療、調節、予防、および／または改善のために用いられ、前記ヒト被験
者がＴリンパ球の４５％～６５％の範囲内の値以上のＣＤ８＋レベルを有する医薬組成物
を製造するための、幹細胞、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合
わせの使用。
【請求項１８】
　ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と関連する１
つ以上の症状の治療、調節、予防、および／または改善のために用いられ、前記ヒト被験
者が１．５以下のＣＤ４＋／ＣＤ８比率を有する医薬組成物の製造のための、幹細胞、間
質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせの使用。
【請求項１９】
　ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と関連する１
つ以上の症状の治療、調節、予防、および／または改善のために用いられ、前記ヒト被験
者がリンパ球のＨＬＡ－ＩＩを同種異系間葉系幹細胞と接触させた後に、リンパ球のＨＬ
Ａ－ＩＩレベルの減少を示す医薬組成物の製造のための、幹細胞、間質細胞、制御性Ｔ細
胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせの使用。

 
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　成体間葉系幹細胞（以下「ＭＳＣｓ」または「ＭＳＣ」とも称される）は、種々の成体
組織中で発見されてきた。ＭＳＣは、最初に骨髄中で同定され、現在は、脂肪組織、胎盤
、臍帯、歯髄、滑膜などの中胚葉由来の他の組織中に存在することが認められている。多
くの努力にもかかわらず、ＭＳＣのための排他的な個々の表面マーカーは、同定されてい
ない。ＭＳＣは、国際細胞治療学会の３つの基準に従って定義される：ａ）プラスチック
への接着：ＭＳＣをプラスチックへの接着によって単離し、成長因子またはサイトカイン
のための追加要件なしに、培地を含有する血清中でインビトロ増殖することができる、ｂ
）表面マーカーの特定の組み合わせの発現：ＭＳＣは、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１４、ＣＤ３１
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、ＣＤ３４およびＣＤ４５などの造血マーカーおよび内皮マーカーに陰性であり、ＨＬＡ
クラスＩ、ＣＤ７３、ＣＤ９０およびＣＤ１０５を含む、種々のその他のマーカーに陽性
である、ｃ）分化可能性：ＭＳＣをその能力によってインビトロ同定して、間葉系細胞に
分化させることができる（例えば、脂肪細胞、骨芽細胞および軟骨細胞への三血球系分化
）。ＭＳＣは、初期段階で少なくとも３能性であり、インビトロ増殖プロセスの過程で、
例えば、２能性または単能性細胞へと減少する場合がある。これらの主要特性は共有され
るが、異なる供給源からのＭＳＣ間で差異が見られる。したがって、セクレトームは細胞
型間で異なり、骨髄由来ＭＳＣ（ＢＭ－ＭＳＣ）および脂肪由来ＭＳＣ（ＡＳＣｓ）は特
定のＲＮＡおよびタンパク質発現特性を示す。
【０００２】
　ＭＳＣは、再生医療における細胞治療のための、または虚血性疾患、炎症性疾患および
免疫疾患などのその他の疾患を治療するための、有望なツールであると考えられている。
最初は、インサイチュ分化がこのＭＳＣの治療特性の基盤である（即ち、構造的な組織の
再生）と考えられたが、現在は、抗線維性、抗アポトーシス性または血管新生促進性を有
する栄養素を通したこのＭＳＣの免疫調節能およびパラクリン効果が、より可能性の高い
治療効果の機構であると考えられている。
【０００３】
　ＭＳＣは、免疫修飾性を示し、Ｂリンパ球、Ｔリンパ球、ＮＫ細胞、単核細胞由来の樹
状細胞および好中球を含む多種多様な免疫細胞の機能（増殖、活性化およびエフェクター
機能）を調節する。ＭＳＣの免疫調節活性に伴う特異的な分子機構および細胞機構は、依
然として調査中であるが、細胞接触依存機構（即ち、Ｊａｇｇｅｄ１－Ｎｏｔｃｈ１相互
作用を通して）、ならびに肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）、プロスタグランジン－Ｅ２（ＰＧ
Ｅ２）、トランスホーミング増殖因子（ＴＧＦ）－β１、インドールアミン２，３－ジオ
キシゲナーゼ（ＩＤＯ）、一酸化窒素（ＮＯ）、インターロイキン（ＩＬ）－１０、ＩＬ
－６、ヘムオキシゲナーゼ－１（ＨＯ－１）またはＨＬＡ－Ｇ５を含む可溶性因子の放出
を通したパラクリン効果の両方に依存する。更にまた、ＭＳＣは、制御性Ｔ細胞（Ｔｒｅ
ｇ）の産生を通して免疫応答を調節することができる。これらの細胞は、ＣＤ４、ＣＤ２
５およびフォークヘッド型転写因子群ｐ３（Ｆｏｘｐ３）の発現によって定義され、免疫
抑制能を通して自己免疫からの保護において中心的役割を果たす。
【０００４】
　この免疫調節能に加えて、ＭＳＣの臨床用途の更なる潜在的利点は、ＭＳＣの免疫原性
が低いと考えられることである。これは、ＨＬＡクラスＩの発現が低く、かつＨＬＡクラ
スＩＩ、ならびに典型的な共刺激分子であるＣＤ４０、ＣＤ８０およびＣＤ８６が検出可
能でないという事実による。
【０００５】
　最初に報告された（１９９５年）ＭＳＣに関する臨床試験の１つは、血液学的悪性腫瘍
を有する患者の治療における、骨髄由来間質前駆細胞療法であった。それ以来、多数の臨
床試験が実施されてきており、ＭＳＣ治療についての最初の製造承認がなされた。現在で
は、骨疾患（例えば、骨嚢胞、口蓋裂、骨壊死、脊椎固定）、軟骨障害（例えば、関節軟
骨修復および半月板修復）、血液疾患（例えば、貧血、骨髄異形成症候群）、代謝性疾患
（例えば、Ｉ型糖尿病およびＩＩ型糖尿病）、肝疾患（例えば、肝硬変および肝不全）、
心臓血管疾患（例えば、ＡＭＩ）、消化器疾患（例えば、ＩＢＤおよび痔瘻）、自己免疫
疾患（例えば、関節リウマチおよびクローン病）、肺疾患（例えば、ＣＯＰＤおよびＩＰ
Ｆ）、神経疾患（例えば、ＭＳ、脳卒中および椎間板変性症）、腎疾患（例えば、腎不全
および腎移植）、泌尿生殖器疾患（例えば、尿失禁および勃起障害）および眼科疾患（例
えば、網膜色素変性症）を含む適応症の治療について、ＭＳＣを伴う数百の試験が報告さ
れている。
【０００６】
　このような進行中の調査は、多種多様な疾患および障害を治療する際の間葉系幹細胞の
潜在力を示すが、治療反応の予測のためのバイオマーカーの使用が、このような療法の開
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発および使用に潜在的に役立ってもよい。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞
およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞）を含む医薬組
成物に対する臨床反応を予測するための新規の血液系マーカーを提供する。一つの実施形
態では、前記マーカーは、ＣＤ３＋細胞である。一つの実施形態では、前記マーカーは、
ＣＤ４＋リンパ球レベル、ＣＤ８＋リンパ球レベル、リンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルおよ
びこれらの組み合わせからなる群から選択される。本発明の更なる態様は、ヒト被験者を
治療するための方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】応答者群および不応答者群における、ベースライン時の患者ＰＢＭＣ中のＣＤ４
（％）およびＣＤ８（％）である。
【図２】応答者群および不応答者群における、ベースライン時の患者ＰＢＭＣ中のＣＤ４
／ＣＤ８比率である。
【図３】応答者群および不応答者群における、ベースライン時のＰＢＭＣおよび１５日後
のＰＢＭＣ中のＨＬＡ－ＩＩ発現である。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
定義
　本発明の記載の理解を促すために、本発明との関係で、幾つかの用語および表現の意味
が下記のように説明される。更なる定義が、必要に応じて明細書を通してなされる。
【００１０】
　用語「幹細胞」、間質細胞、制御性Ｔ細胞、および線維芽細胞は、これらの子孫を包含
するものとし、このような子孫としては、エクスビボ培養したこれらの子孫が挙げられる
が、これに限定されない。親集団からの任意数の継代後、子孫細胞を得てもよいと理解さ
れよう。しかし、ある種の実施形態では、親集団からの約２、約３、約４、約５、約６、
約７、約８、約９、または約１０継代後、子孫細胞を得てもよい。
【００１１】
　用語「同種異系」は、本発明で使用する場合、同種の異なる個体から、の意味であるも
のとする。遺伝子が１つまたは２つ以上の位置で同一でない場合、２つ以上の個体は互い
に同種異系であるといわれる。
【００１２】
　用語「自己」は、本発明で使用する場合、同一の個体から、の意味であるものとする。
【００１３】
　用語「自己免疫疾患」は、被験者自身の細胞、組織および／または器官への被験者の免
疫学的反応に起因する、細胞、組織および／または器官損傷で同定した被験者の症状を指
す。本発明の方法または医薬組成物で治療することができる自己免疫疾患の例示的非限定
例としては、円形脱毛症、強直性脊椎炎、抗リン脂質抗体症候群、自己免疫性アジソン病
、副腎の自己免疫疾患、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性肝炎、自己免疫性卵巣炎およ
び精巣炎、自己免疫性血小板減少症、ベーチェット病、水疱性類天疱瘡、心筋症、セリア
ックスプルー皮膚炎、慢性疲労免疫機能不全症候群（ＣＦＩＤＳ）、慢性炎症性脱髄性多
発ニューロパチー、チャーグ・ストラウス症候群、瘢痕性類天疱瘡、クレスト症候群、寒
冷凝集素症、円板状ループス、本態性混合クリオグロブリン血症、線維筋痛症・線維筋炎
、糸球体腎炎、グレーブス病、ギラン・バレー、橋本甲状腺炎、特発性肺胞線維症、特発
性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、ＩｇＡニューロパシー、若年性関節炎、扁平苔癬、メ
ニエール病、混合性結合組織病、多発性硬化症、Ｉ型または免疫介在性糖尿病、重症筋無
力症、尋常性天疱瘡、悪性貧血、結節性多発動脈炎、多発性軟骨炎、多腺性症候群、リウ
マチ性多発筋痛症、多発性筋炎および皮膚筋炎、 原発性無ガンマグロブリン血症、原発
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性胆汁性肝硬変、乾癬、乾癬性関節炎、レイノー現象、ライター症候群、サルコイドーシ
ス、強皮症、全身性進行性硬化症、シェーグレン症候群、グッドパスチャー症候群、ステ
ィッフマン症候群、全身性エリテマトーデス、紅斑性狼瘡、高安動脈炎、側頭動脈炎／巨
細胞性動脈炎、潰瘍性大腸炎、ぶどう膜炎、疱疹状皮膚炎、血管炎などの血管炎、白斑、
ウェゲナー肉芽腫症、抗糸球体基底膜抗体病、抗リン脂質抗体症候群、神経系の自己免疫
疾患、家族性地中海熱、ランバート・イートン筋無力症候群、交感性眼炎、多腺性内分泌
不全症、乾癬などが挙げられる。
【００１４】
　本明細書に記載される発明の目的上、免疫異常は、自己免疫疾患、および限定されない
が、免疫介在性炎症性疾患などの免疫介在性疾患を含む。
【００１５】
　用語「炎症性疾患」は、例えば慢性炎症のような炎症で同定した、被験者の症状を指す
。炎症性疾患の例示的非限定例としては、慢性ウイルスまたは細菌感染から生じるセリア
ック病、関節リウマチ（ＲＡ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、ぜんそく、脳炎、慢性閉塞性
肺疾患（ＣＯＰＤ）、炎症性骨溶解、クローン病、潰瘍性大腸炎、アレルギー性疾患、敗
血症性ショック、肺線維症（例えば、特発性肺線維症）、炎症性血管炎（例えば、結節性
多発動脈炎、ウェゲナー肉芽腫症、高安動脈炎、側頭動脈炎およびリンパ腫様肉芽腫症）
、外傷後の血管形成術（例えば、血管形成術後の再狭窄）、未分化脊椎関節症、未分化関
節症、関節炎、炎症性視骨溶解、慢性肝炎、および慢性炎症が挙げられるが、これらに限
定されない。
【００１６】
　細胞集団に適用される用語「単離した」は、細胞集団が、ヒトからまたは動物体から単
離され、インビボまたはインビトロ前記細胞集団に関する１つ以上の細胞集団を実質的に
含まないことを指す。用語「ＭＨＣ（主要組織適合性遺伝子複合体）」は、細胞表面上の
抗原提示タンパク質をコードする遺伝子の部分集合を指す。ヒトでは、この遺伝子はヒト
白血球抗原（ＨＬＡ）遺伝子と称される。本明細書中、略称ＭＨＣまたはＨＬＡは、互換
的に用いられる。用語「被験者」は、動物、好ましくは非霊長類（例えば、ウシ、ブタ、
ウマ、ネコ、イヌ、ラットまたはマウス）および霊長類（例えば、サルまたはヒト）を含
む哺乳類を指す。好ましい実施形態では、被験者はヒトである。
【００１７】
　用語「免疫調節」は、免疫機構の１つ以上の生物活性の抑制または減少を指し、このよ
うな免疫機構としては、免疫応答の下方調節および炎症症状、ならびにサイトカインプロ
ファイル、細胞毒性および抗体産生の変化が挙げられるが、これらに限定されない。用語
「抗原特異的な免疫調節」は、アロ抗原および自己抗原の両方を含む特異抗原（単数また
は複数）と関連する、免疫機構の１つ以上の生物活性の抑制または減少を指す。用語「免
疫調節」は、抗原特異的な免疫調節を含むものとする。
【００１８】
　本明細書で使用する場合、細胞表面マーカーに関して使用されるような「陰性」または
「－」は、細胞集団において、２０％、１０％未満、好ましくは９％、８％、７％、６％
、５％、４％、３％、２％、１％未満の細胞が前記マーカーを発現する、またはいずれの
細胞も前記マーカーを発現しないことを意味する。細胞表面マーカーの発現は、例えば、
特異的細胞表面マーカーのためのフローサイトメトリーを用いて、従来の方法および装置
（例えば、当該技術分野において既知の、市販の抗体および標準プロトコルと共に使用さ
れる、ベックマン・コールターのＥｐｉｃｓ　ＸＬ　ＦＡＣＳシステム）を使用して、同
定してもよい。
【００１９】
　用語「間葉系幹細胞」（本明細書においては、また、「ＭＳＣ」という）は、本発明で
使用する場合、もともと間充織に由来し、複数の異なる種類の細胞を生じさせることがで
きる、間質細胞を意味するものとする。この用語は、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、ま
たは筋細胞の少なくとも１つに分化することが可能な細胞を指す。この用語は、本発明で
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使用する場合、前記ＭＳＣの子孫、例えば、限定されないが、継代培養したそれらの子孫
を含むものとする。
【００２０】
　本明細書で使用する場合、表現「有意な発現」またはその同義語「陽性」および「＋」
は、細胞表面マーカーに関して使用する場合、細胞集団において、２０％超、好ましくは
３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９８％、９９％超
の細胞が前記マーカーを発現する、または更に当該細胞の全ての細胞が前記マーカーを発
現することを意味するものとする。
【００２１】
　細胞表面マーカーの発現は、例えば、特異的細胞表面マーカーのためのフローサイトメ
トリーを用いて、従来法および装置（例えば、当該技術分野において既知の市販の抗体お
よび標準プロトコルと共に使用される、ベックマン・コールターのＥｐｉｃｓ　ＸＬ　Ｆ
ＡＣＳシステム）を使用して、フローサイトメトリーにおいて、バックグラウンドシグナ
ルより上の特異的細胞表面マーカーのシグナルを示す従来法および装置（例えば、当該技
術分野において既知の、市販の抗体および標準プロトコルと共に使用される、ベックマン
・コールターのＥｐｉｃｓ　ＸＬ　ＦＡＣＳシステム）を使用して、同定してもよい。バ
ックグラウンドシグナルは、従来のＦＡＣＳ分析において、それぞれの表面マーカーを検
出するために使用される特異抗体と同じアイソタイプの非特異抗体によって与えられる、
シグナル強度として定義される。マーカーが陽性であるとみなされる場合、観察される特
異的シグナルは、従来法および装置（例えば、当該技術分野において既知の、市販の抗体
および標準プロトコルと共に使用されるベックマン・コールターのＥｐｉｃｓ　ＸＬ　Ｆ
ＡＣＳシステム）を使用して、バックグラウンドシグナル強度よりも２０％強い、好まし
くは３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、５００％、１０００％
、５０００％、１００００％またはそれ以上に強い。
【００２２】
　更に、前記細胞表面マーカーに対して、市販かつ既知のモノクローナル抗体（例えば、
細胞受容体および膜貫通型タンパク質）を使用して、関連性のある細胞を同定することが
できる。
【００２３】
　用語「結合組織」は、間充織由来の組織を指し、このような結合組織としては、その細
胞が細胞外マトリックス内に含まれることを特徴とする、幾つかの組織が挙げられる。結
合組織の例としては、脂肪および軟骨組織が挙げられるが、これらに限定されない。
【００２４】
　用語「線維芽細胞」は、本発明で使用する場合、滑膜細胞などの線維芽細胞を含むもの
とする。
【００２５】
　本明細書で使用する場合、用語「治療する」、「治療」、「治療すること」は、患者ま
たは被験者に関して直接的に使用するとき、前記治療を必要とする被験者へ医薬組成物を
投与して、疾患または障害（移植された器官および組織の拒絶を含む、虚血性疾患、炎症
性疾患、自己免疫疾患または免疫介在性疾患が挙げられるが、これらに限定されない）と
関連する、１つ以上の症状を改善することを意味するものとする。
【００２６】
　用語「臨床応答」、「臨床反応」および「治療反応」は、疾患または障害と関連する１
つ以上の症状の変化を意味するものとし、このような疾患または障害としては、移植され
た器官および組織の拒絶を含む、虚血性疾患、炎症性疾患、自己免疫疾患または免疫介在
性疾患が挙げられるが、これらに限定されず、前記変化は、前記治療を必要とする被験者
への医薬組成物の投与からもたらされる。
【００２７】
　用語「応答者」は、疾患または障害（移植された器官および組織の拒絶を含む、虚血性
疾患、炎症性疾患、自己免疫疾患または免疫介在性疾患が挙げられるが、これらに限定さ



(8) JP 2016-516985 A 2016.6.9

10

20

30

40

50

れない）を有する個体、被験者または患者であることを意味するものとし、ここで、治療
は、１つ以上のこれらの症状を改善するまたは和らげるか、さもなければ治療的有用性を
提供し、前記変化は、前記治療を必要とする被験者への医薬組成物の投与からもたらされ
る。
【００２８】
　用語「組織損傷」は、本発明で使用する場合、軟部組織損傷および硬部組織損傷の両方
を含むものとし、瘻孔、例えば、痔瘻、直腸膣瘻などを含むものとする。 
【００２９】
　本明細書で使用する場合、用語「治療」、「治療すること」は、損傷した組織に関して
直接的に使用するとき、損傷した組織の再生、損傷した組織の修復または置換（例えば、
瘢痕組織）などの両方の直接的機序によって、ならびに、例えば炎症を軽減し、それによ
って組織形成を可能にする間接的機序を通して、このような損傷を改善することを意味す
るものとする。
【００３０】
　用語「併用療法」は、その他の有効な薬剤または治療法と共に、本発明の医薬組成物を
使用して、本発明の方法で、障害と関連する１つ以上の症状を改善することを指し、この
ような障害としては、移植された器官および組織の拒絶を含む、炎症性疾患、自己免疫疾
患または免疫介在性疾患が挙げられるが、これらに限定されない。これらその他の薬剤ま
たは治療は、コルチコステロイドおよび非ステロイド性抗炎症化合物などの、このような
障害の治療のための既知の薬剤および療法を含んでもよいが、これらに限定されない。
【００３１】
予側方法
　本発明は、血液系、好ましくはリンパ球マーカーを評価することによって、組織損傷、
虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常に苦しむ患者の細胞療法に対する治療反
応を予測するための方法を提供する。好ましい実施形態では、前記「細胞療法」は、幹細
胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組
み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞）を含む、医薬組成物の投与であ
る。これらの一実施形態では、前記患者は、組織の損傷、虚血性異常、炎症性異常および
／または免疫異常を有するヒト被験者である。したがって、本発明は、組織損傷、虚血性
異常、炎症性異常および／または免疫異常を有するヒト被験者の、幹細胞（好ましくは間
葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば
、多能性の間質細胞または間質幹細胞）を含む、医薬組成物の投与に対する治療反応を予
測するための方法を提供する。一実施形態では、本方法は、前記ヒト被験者から得られた
血液試料中のリンパ球またはＣＤ３＋細胞集団を測定し、そこから、幹細胞（好ましくは
間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例え
ば、多能性の間質細胞または間質幹細胞）を含む医薬組成物の投与への臨床応答を予測す
ることを含む。
【００３２】
　一実施形態では、本方法は、前記ヒト被験者から得られた血液試料中のＣＤ４＋リンパ
球レベル、ＣＤ８＋リンパ球レベル、リンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルおよびこれらの組み
合わせからなる群から選択されるマーカーを評価し、そこから、幹細胞（好ましくは間葉
系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、
多能性の間質細胞または間質幹細胞）を含む医薬組成物の投与への臨床応答を予測するこ
とを含む。
【００３３】
　一実施形態では、医薬組成物は、間葉系間質細胞および／または間葉系間質幹細胞、例
えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞を含む。一実施形態では、医薬組成物は、脂肪
由来の間葉系間質細胞および／または間葉系間質幹細胞を含む。
【００３４】
　一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレベルは、ヒト被験者のＰＢ
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ＭＣにおいて測定される。一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレベ
ルは、ヒト被験者のリンパ球において測定される。一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋
またはＨＬＡ－ＩＩレベルは、ヒト被験者のＣＤ３＋リンパ球において測定される。
【００３５】
　一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレベルは、全リンパ球集団の
百分率、細胞数または比率として測定されてもよい。一実施形態において、マーカーは、
ＣＤ４＋レベルである。
【００３６】
　一実施形態では、マーカーは、ＣＤ４＋レベルである。更なる実施形態では、ＣＤ４＋
レベルは、３５％～５５％、より好ましくは４０％～５０％の範囲内の値以下（例えば、
約３５％未満、約４０％未満、約４５％未満、約５０％未満、約５５％未満）であり、Ｔ
リンパ球集団内のＣＤ４＋細胞は、応答者であると予想されるヒト被験者と関連する。
【００３７】
　一実施形態において、マーカーは、ＣＤ８＋レベルである。更なる実施形態では、ＣＤ
８＋レベルは、４５％～６５％、より好ましくは５０％～６０％の範囲内の値以上（例え
ば、約４５％超、約５０％超、約５５％超、約６０％超、約６５％超）であり、Ｔリンパ
球集団内のＣＤ８＋細胞は、応答者であると予想されるヒト被験者と関連する。
【００３８】
　一実施形態において、マーカーは、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋細胞比率である。更なる実施形
態では、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋細胞比率は、１．５以下、より好ましくは１．２～０．５の
範囲内の値以下、最も好ましくは１以下（例えば、約１．２未満、約１．１未満、約１未
満、約０．９未満、約０．８未満、約０．７未満、約０．６未満）であり、応答者である
と予想されるヒト被験者と関連する。
【００３９】
　一実施形態において、マーカーは、ＨＬＡ－ＩＩレベルである。更なる実施形態では、
これらを同種異系間葉系幹細胞と接触させた後のリンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルの減少は
、応答者であると予想されるヒト被験者と関連する。
【００４０】
　ＨＬＡ－ＩＩレベルは、そのレベルの減少が基準値について少なくとも５％、少なくと
も１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％
、少なくとも３５％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なく
とも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５
％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少な
くとも１００％（即ち、非存在）である場合に、減少したとみなされる。
【００４１】
　ＨＬＡ－ＩＩレベルが減少したかどうかを測定するのに使用される基準値は、例えば、
同種異系幹細胞非刺激リンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルである。更に、非刺激リンパ球のＨ
ＬＡ－ＩＩレベルを、治療を受けようとしている、同じ患者からの試料で測定することが
できる。あるいはまた、異なる個体からのリンパ球から、または２個体以上の集団の血液
からプールされたリンパ球から、基準値を得ることができる。例えば、集団は、３、４、
５、１０、１５、２０、３０、４０、５０またはそれ以上の個体を含むことができる。
【００４２】
　一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレベルは、医薬組成物の投与
に先立って測定される。更なる実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレ
ベルは、医薬組成物の投与の後で測定される。一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋また
はＨＬＡ－ＩＩレベルは、医薬組成物の投与から少なくとも１日目、５日目、１０日目、
１５日目または２０日目に測定される。一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬ
Ａ－ＩＩレベルは、医薬組成物の投与の前後両方で測定される。別の実施形態では、医薬
組成物は、患者に複数回投与され、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレベルが、医
薬組成物の投与の前および／または後で測定される。
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【００４３】
治療方法
　本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞
およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞）を含む医薬組
成物によって、組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常を有するヒト
被験者を治療するための方法を提供する。
【００４４】
　一実施形態では、本方法は、ｉ）前記ヒト被験者から得られた血液試料中のＣＤ３＋細
胞集団を測定することによって、患者が前記医薬組成物に対して応答者か不応答者かを決
定すること、およびｉｉ）ヒト被験者が応答者であると決定された場合に限り、前記医薬
組成物を投与することを含む。
【００４５】
　一実施形態では、本方法は、ｉ）前記ヒト被験者から得られた血液試料中のＣＤ４＋リ
ンパ球レベル、ＣＤ８＋リンパ球レベル、リンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルおよびこれらの
組み合わせからなる群から選択されるマーカーを評価することによって、患者が前記医薬
組成物に対して応答者か不応答者かを決定すること、およびｉｉ）ヒト被験者が応答者で
あると決定された場合に限り、前記医薬組成物を投与することを含む。
【００４６】
　一実施形態では、患者は、以前に、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制
御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間
質幹細胞）を含む医薬組成物で治療されたことがない。代替的実施形態では、ｉ）に先立
って、患者は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細
胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞）を含む医薬
組成物を投与され、ヒト被験者が応答者であると同定された場合、前記医薬組成物の投与
は、継続されるだけであるか、またはその２回目投与量が投与されるだけである。
【００４７】
　一実施形態では、医薬組成物は、間葉系間質細胞および／または間葉系間質幹細胞、例
えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞を含む。一実施形態では、医薬組成物は、脂肪
由来の間葉系間質細胞および／または間葉系間質幹細胞を含む。更なる実施形態では、前
記間葉系間質細胞および／または間葉系間質幹細胞を、ｉ）に先立って増殖させる。
【００４８】
　一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレベルは、患者のＰＢＭＣに
おいて測定される。一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレベルは、
患者のリンパ球において測定される。一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ
－ＩＩレベルは、ヒト被験者のＣＤ３＋リンパ球において測定される。
【００４９】
　一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレベルは、全リンパ球集団の
百分率、細胞数または比率として測定されてもよい。
【００５０】
　一実施形態において、マーカーは、ＣＤ４＋レベルである。更なる実施形態では、ＣＤ
４＋レベルは、３５％～５５％、より好ましくは４０％～５０％の範囲内の値以下（例え
ば、約３５％未満、約４０％未満、約４５％未満、約５０％未満、約５５％未満）であり
、Ｔリンパ球集団内のＣＤ４＋細胞は、応答者に分類されるヒト被験者と関連する。
【００５１】
　一実施形態において、マーカーは、ＣＤ８＋レベルである。更なる実施形態では、ＣＤ
８＋レベルは、４５％～６５％、より好ましくは５０％～６０％の範囲内の値以上（例え
ば、約４５％超、約５０％超、約５５％超、約６０％超、約６５％超）であり、Ｔリンパ
球集団内のＣＤ８＋細胞は、応答者に分類されるヒト被験者と関連する。
【００５２】
　一実施形態において、マーカーは、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋細胞比率である。更なる実施形
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態では、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋細胞比率は、１．５以下、より好ましくは１．２～０．５の
範囲内の値以下、最も好ましくは１以下（例えば、約１．２未満、約１．１未満、約１未
満、約０．９未満、約０．８未満、約０．７未満、約０．６未満）であり、応答者として
のヒト被験者と関連する。
【００５３】
　一実施形態において、マーカーは、ＨＬＡ－ＩＩレベルである。更なる実施形態では、
これらを同種異系間葉系幹細胞と接触させた後のリンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルの減少は
、応答者に分類されるヒト被験者と関連する。
【００５４】
　ＨＬＡ－ＩＩレベルは、そのレベルの減少が基準値について少なくとも５％、少なくと
も１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％
、少なくとも３５％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なく
とも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５
％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少な
くとも１００％（即ち、非存在）である場合に、減少したとみなされる。
【００５５】
　ＨＬＡ－ＩＩレベルが減少したかどうかを測定するのに使用される基準値は、例えば、
同種異系幹細胞非刺激リンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルである。更に、非刺激リンパ球のＨ
ＬＡ－ＩＩレベルを、治療を受けようとしている、同じ患者からの試料で測定することが
できる。あるいはまた、異なる個体からのリンパ球からまたは２個体以上の集団の血液か
らプールされたリンパ球から、基準値を得ることができる。例えば、集団は、３、４、５
、１０、１５、２０、３０、４０、５０またはそれ以上の個体を含むことができる。
【００５６】
　一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレベルは、医薬組成物の投与
に先立って測定される。一実施形態では、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋またはＨＬＡ－ＩＩレベル
は、医薬組成物の投与から少なくとも１日目、５日目、１０日目、１５日目または２０日
目に測定される。
【００５７】
医薬用途
　一態様では、本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞
、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞）
を含み、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と関連
する１つ以上の症状を治療、調節、予防、および／または改善する、医薬組成物を提供す
る。
【００５８】
　一実施形態では、本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ
細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細
胞）を含み、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と
関連する１つ以上の症状を治療、調節、予防、および／または改善する医薬組成物を提供
し、前記ヒト被験者は、Ｔリンパ球の３５％～５５％、より好ましくは４０％～５０％の
範囲内の値以下（例えば、約３５％未満、約４０％未満、約４５％未満、約５０％未満、
約５５％未満）のＣＤ４＋レベルを有する。
【００５９】
　更なる実施形態では、本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御
性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質
幹細胞）の、組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と関連する１つ
以上の症状を有するヒト患者を治療、調節、予防、および／または改善する医薬組成物の
製造における使用を提供し、前記ヒト被験者は、Ｔリンパ球の３５％～５５％、より好ま
しくは４０％～５０％の範囲内の値以下（例えば、約３５％未満、約４０％未満、約４５
％未満、約５０％未満、約５５％未満）のＣＤ４＋レベルを有する。
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【００６０】
　一実施形態では、本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ
細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細
胞）を含み、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と
関連する１つ以上の症状の治療、調節、予防、および／または改善する医薬組成物を提供
し、前記ヒト被験者は、Ｔリンパ球の４５％～６５％、より好ましくは５０％～６０％の
範囲内の値を超えた（例えば、約４５％超、約５０％超、約５５％超、約６０％超、約６
５％超）のＣＤ８＋レベルを有する。
【００６１】
　更なる実施形態では、本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御
性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質
幹細胞）の、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と
関連する１つ以上の症状を治療、調節、予防、および／または改善する医薬組成物の製造
における使用を提供し、前記ヒト被験者は、Ｔリンパ球の４５％～６５％、より好ましく
は５０％～６０％の範囲内の値を超えた（例えば、約４５％超、約５０％超、約５５％超
、約６０％超、約６５％超の）ＣＤ８＋レベルを有する。
【００６２】
　一実施形態では、本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ
細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細
胞）を含み、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と
関連する１つ以上の症状を治療、調節、予防、および／または改善する医薬組成物を提供
し、前記ヒト被験者は、１．５以下、より好ましくは１．２～０．５の範囲内の値以下、
最も好ましくは１以下（例えば、約１．２未満、約１．１未満、約１未満、約０．９未満
、約０．８未満、約０．７未満、約０．６未満）のＣＤ４＋／ＣＤ８＋細胞比率を有する
。
【００６３】
　更なる実施形態では、本発明は幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性
Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹
細胞）の、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と関
連する１つ以上の症状を治療、調節、予防、および／または改善する、治療のための医薬
組成物の製造における使用を提供し、前記ヒト被験者は、１．５以下、より好ましくは１
．２～０．５の範囲内の値以下、最も好ましくは１以下（例えば、約１．２未満、約１．
１未満、約１未満、約０．９未満、約０．８未満、約０．７未満、約０．６未満）のＣＤ
４＋／ＣＤ８＋細胞比率を有する。
【００６４】
　更なる実施形態では、本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御
性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質
幹細胞）の、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と
関連する１つ以上の症状を治療、調節、予防、および／または改善する医薬組成物の製造
における使用を提供し、前記ヒト被験者は、リンパ球を同種異系間葉系幹細胞と接触させ
た後、リンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルの減少を示す。好ましい実施形態では、ＨＬＡ－Ｉ
Ｉレベルの減少が、基準値について少なくとも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５
％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも３５％、少な
くとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６
０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少
なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも１００％（即ち、非
存在）である場合に、減少したとみなされる。
【００６５】
　ＨＬＡ－ＩＩレベルが減少したかどうかを測定するのに使用される基準値は、例えば、
同種異系幹細胞非刺激リンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルである。更に、非刺激リンパ球のＨ
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ＬＡ－ＩＩレベルを、治療を受けようとしている、同じ患者からの試料で測定することが
できる。あるいはまた、異なる個体からのリンパ球からまたは２個体以上の集団の血液か
らプールされたリンパ球から、基準値を得ることができる。例えば、集団は、３、４、５
、１０、１５、２０、３０、４０、５０またはそれ以上の個体を含むことができる。
【００６６】
　一実施形態では、本発明は、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ
細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細
胞）を含み、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と
関連する１つ以上の症状を治療、調節、予防、および／または改善する医薬組成物を提供
し、前記ヒト被験者は、リンパ球を同種異系間葉系幹細胞と接触させた後、リンパ球のＨ
ＬＡ－ＩＩレベルの減少を示す。
【００６７】
　更なる実施形態では、本発明は幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性
Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹
細胞）の、ヒト被験者の組織損傷、虚血性異常、炎症性異常および／または免疫異常と関
連する１つ以上の症状を治療、調節、予防、および／または改善する医薬組成物の製造に
おける使用を提供し、前記ヒト被験者は、リンパ球を同種異系間葉系幹細胞と接触させた
後、リンパ球のＨＬＡ－ＩＩレベルの減少を示す。
【００６８】
免疫表現型検査
　ＨＬＡ－ＩＩ＋、ＣＤ４＋およびＣＤ８＋リンパ球集団の測定のための方法は、当該技
術分野において周知である。前記細胞の定量化のためのゴールドスタンダードは、フロー
サイトメトリーである。染色パネルは、前記リンパ球細胞集団の蛍光タグ検出のために市
販されている。典型的には、それぞれの亜集団の百分率は、ＣＤ３集団内の特異マーカー
を染色することによって測定される。百分率の細胞数への変換は、体積測定法を使用する
ことによって、つまり、試料の固定体積を分析することまたは任意の所与の試料の体積を
記録することのいずれかによって、実施することができる。あるいは、ビーズ系システム
が、蛍光ビーズを使用して試料をスパイクし、このように試料体積を測定することによっ
て、百分率を絶対細胞数へ変換することを可能にする。体積測定法またはビーズ系の方法
は、シングルプラットフォーム法と称され、例えば、ＴｒｕＣｏｕｎｔ（ベクトン・ディ
ッキンソン（Ｂｅｃｋｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ））およびＦｌｏｗＣｏｕｌｄ（ベク
トン・コールター（Ｂｅｃｋｔｏｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ））から市販されている。加えてま
た、ＣＤ４＋分析のための専用プラットフォーム、例えば、ＦＡＣＳｃｏｕｎｔ（ベクト
ン・ディッキンソン（Ｂｅｃｋｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ））が、入手可能である。リ
ンパ球定量化のための代替手法は、ＦＡＣＳ測定の基準として全リンパ球計数を測定する
ための血液分析器（ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｙ　ａｎａｌｙｓｅｒ）の使用である。多くの
場合デュアルプラットフォーム法と称される、全白血球ゲート（ｐａｎ－ｌｅｕｃｏｇａ
ｔｉｎｇ）などの方法は、混合プラットフォーム法を使用したリンパ球亜集団の定量化で
当技術分野において既知である。フローサイトメトリーに代えて、血球計算盤と顕微鏡検
査を組み合わせて使用する手動法が、知られている。市販のキットは、免疫磁性ビーズを
利用しており、これによって細胞亜集団を単離し、続いて顕微鏡下で計数することができ
る。
【００６９】
医薬組成物
　一実施形態では、本発明の医薬組成物は、予防上または治療上有効量の幹細胞（好まし
くは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（
例えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞）ならびに医薬キャリアを含む。一実施形態
では、医薬組成物は、間葉系幹細胞または間質細胞、より好ましくは、脂肪由来の間葉系
幹細胞または間質細胞を含む。
【００７０】
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　一実施形態では、医薬組成物は、１回投与に必要な細胞数を含むであろう；一回の投与
に適切な細胞数は、例えば、約１００～約１億個、約１，０００～約１千万個、約１０，
０００～約百万個、約１００～約１，０００個、約１，０００～約１０，０００個、約１
０，０００～１００，０００個、約１００，０００～約百万個、約百万～約１千万個、約
１千万～約１億個である。
【００７１】
　適切な医薬キャリアは、当技術分野において既知であり、動物で、より詳細にはヒトで
使用するために、米国連邦政府もしくは州政府の規制当局によって承認されている、また
は米国薬局方もしくは欧州薬局方もしくは他の一般的に認められた薬局方に列挙されてい
るものであることが好ましい。用語「キャリア」は、治療薬と共に投与される希釈剤、補
助剤、賦形剤、ビヒクルまたは支持体を指す。組成物は、必要に応じ、少量のｐＨ緩衝剤
を含有することができる。適な医薬キャリアの例は、Ｅ　Ｗ　Ｍａｒｔｉｎ著『Ｒｅｍｉ
ｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ』に記載されている
。このような組成物は、被験者への適正投与のための形態を付与するように、予防上また
は治療上有効量の予防薬または治療薬を、好ましくは精製形態で、適切な量のキャリアと
共に含有するであろう。その処方は、投与方法に適したものである必要がある。好ましい
実施形態では、医薬組成物は、滅菌済みであり、被験者、好ましくは動物被験体、より好
ましくは哺乳類被験体、最も好ましくはヒト被験者への適正投与のための適切な形態であ
る。
【００７２】
　本発明の医薬組成物は、種々の形態であってよい。これらには、例えば、凍結乾燥標品
、溶液または懸濁液、注射可能な溶液および注入可能な溶液などのような、半固体および
液体の投薬形態が挙げられる。医薬組成物は、注射可能であることが好ましい。
【００７３】
　また、本発明の医薬組成物を、他の治療法、例えば、コルチコステロイド、非ステロイ
ド性抗炎症化合物、または炎症治療において有用な他の剤と組み合わせてもよい。本発明
の剤とこの他の療法または治療法との併用は、同時であっても、逐次的に施されてもよい
、即ち、２つの治療を分割してもよく、したがって、前記本発明の療法または医薬組成物
が、その他の療法の前後または治療法に付与されてもよい。主治医は、免疫調節細胞また
はそれを含む医薬組成物を投与する適切な順序を、他の剤、療法または治療法と組み合わ
せて決定してもよい。
【００７４】
　本発明の医薬組成物は、幹細胞、間質細胞制御性Ｔ細胞、および／または線維芽細胞を
含むことが好ましい。前記幹細胞または間質細胞は、間葉系幹細胞（以下「ＭＳＣ」とも
称される）であり、脂肪組織に由来する、好ましくはヒト脂肪組織（ｈＡＳＣ）からの多
能性間質細胞である脂肪由来幹細胞（以下「ＡＳＣ」とも称される）であることが最も好
ましい。
【００７５】
　本発明の方法で使用するＭＳＣは、好ましくは結合組織、最も好ましくは間質組織に由
来する。前記ＭＳＣは、好ましい実施形態では脂肪組織に、更に好ましい実施形態では脂
肪組織の間質分画に由来する。代替的実施形態では、前記ＭＳＣは、硝子軟骨の軟骨細胞
から得られる。更なる実施形態では、前記ＭＳＣは、皮膚から得られる。別の実施形態で
は、前記ＭＳＣは骨髄から得られる。
【００７６】
　ＭＳＣは、任意の好適な動物、最も好ましくはヒトからの、任意の好適な結合組織の供
給源から得ることができる。前記細胞は、非病理的哺乳類供給源、好ましくは出生後の供
給源（例えば、げっ歯類または霊長類）であることが好ましい。好ましい実施形態では、
ＭＳＣは、脂肪組織の間質分画、硝子軟骨、骨髄または皮膚などの、結合組織の供給源か
ら得られるが、これらに限定されない。本発明の方法のＭＳＣを、非病理的な出生後のヒ
ト間質脂肪組織から得ることが最も好ましい。
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【００７７】
　本発明で使用する線維芽細胞は、細胞外マトリックスの合成および保存に関する間充織
由来の結合組織であり、滑膜細胞などの線維芽細胞を含むものとする。線維芽細胞は、任
意の好適な動物、最も好ましくはヒトから得ることができる。
【００７８】
　制御性Ｔ細胞（あるいは、サプレッサーＴ細胞として知られている）は、本発明で使用
する場合、血液または脾臓などの、任意の好適な供給源に由来してもよい。制御性Ｔ細胞
は、天然ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋細胞であってもよく、またはエクスビボ単離および／また
は増殖されてもよい。制御性Ｔ細胞をエクスビボ増殖するための方法は当技術分野におい
て既知であり、全血から単離（例えば、ＰＢＭＣ分画の一部として）し、続いて、例えば
、間葉系幹細胞またはラパマイシンを使用して増殖する方法が挙げられる。
【００７９】
　本発明に従って医薬組成物が投与されるときの対象であるレシピエントに関して、ＭＳ
Ｃ、制御性Ｔ細胞、および／または線維芽細胞は、同種異系（ドナー）または自家移植（
被験者）由来のいずれかであってもよい。当該方法の好ましい実施形態では、前記ＭＳＣ
、制御性Ｔ細胞、および／または線維芽細胞は、同種異系由来である。
【００８０】
　本発明の方法で使用するＭＳＣは、（ｉ）抗原提示細胞に特異的なマーカーを発現しな
い、（ｉｉ）ＩＤＯ（インドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼ）を構成的に発現しな
い、（ｉｉｉ）ＩＦＮ－γによる刺激に際してＩＤＯを発現しない、およびＭＳＣの場合
、（ｉｖ）少なくとも２つの細胞系譜に分化させる能力を提示する、ことによって同定さ
れることが好ましい。
【００８１】
　ＭＳＣは、多能性幹細胞であり、増殖して、少なくとも２つ、より好ましくは３つ、４
つ、５つ、６つ、７つまたはそれ以上の細胞系譜に分化する能力を有する。前記ＭＳＣを
分化させることができる細胞系譜の例示的非限定例としては、骨細胞、脂肪細胞、軟骨細
胞、腱細胞、筋細胞、心筋細胞、造血支持間質細胞、内皮細胞、神経細胞、星状膠細胞、
および肝細胞が挙げられる。従来の方法によって、ＭＳＣを増殖させ、誘導してその他の
系譜の細胞へ分化させることができる。それらの細胞の未分化相当物から分化させた細胞
を同定し、続いて単離する方法を、また、当該技術分野において周知の方法によって実施
することができる。
【００８２】
　ＭＳＣは、エクスビボ培養細胞であることが好ましく、ＭＳＣ集団の増殖のための方法
は、当技術分野において既知である。単離後、ＭＳＣを保存して、細胞培地においてエク
スビボ増殖することができる。このような培地は、例えば、抗生物質（例えば、ペニシリ
ン１００ユニット／ｍＬおよびストレプトマイシン１００μｇ／ｍＬ）を有する、または
抗生物質を有さない、グルタミン２ｍＭを有する、ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）を２％～２０
％添加した、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）で構成されていてもよい。使用さ
れる細胞について、必要に応じて、培地の濃度および／または培地添加物を変更するまた
は調節することは、当業者の技能の範囲内に入る。血清は、多くの場合、生存能力および
増殖のために必要な、細胞要因および細胞成分ならびに非細胞要因および非細胞成分を含
有する。血清の例としては、ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）、ウシ血清（ＢＳ）、子ウシ血清（
ＣＳ）、ウシ胎児血清（ＦＣＳ）、新生仔ウシ血清（ＮＣＳ）、ヤギ血清（ＧＳ）、ウマ
血清（ＨＳ）、ブタ血清、ヒツジ血清、ウサギ血清、ラット血清（ＲＳ）などが挙げられ
る。また、前記ＭＳＣがヒト由来である場合、好ましくは自己由来のヒト血清を細胞培地
に添加することは、本発明の範囲内である。補体カスケードの成分を不活性化する必要が
あると見なした場合、血清を、５５～６５℃で加熱不活性化することができると理解され
ている。また、血清濃度の調節および／または培地からの血清除去を使用して、１種また
は２種以上の所望の細胞型の生存を促進することができる。前記ＭＳＣは、約２％～約２
５％のＦＢＳ濃度から恩恵を受けるであろうことが好ましい。別の実施形態では、ＭＳＣ
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を、明確な組成の細胞培地において増殖させることができ、ここで、血清は、血清アルブ
ミン、血清トランスフェリン、セレン、および組換え体タンパク質の組み合わせで置換さ
れ、このような血清としては、当技術分野において既知の通り、インスリン、血小板由来
増殖因子（ＰＤＧＦ）、および塩基性繊維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）が挙げられるが、
これらに限定されない。
【００８３】
　多くの細胞培地は、既にアミノ酸を含有するが、幾つかは、細胞の培養に先立って添加
を必要とする。このようなアミノ酸としては、Ｌ－アラニン、Ｌ－アルギニン、Ｌ－アス
パラギン酸、Ｌ－アスパラギン、Ｌ－システイン、Ｌ－シスチン、Ｌ－グルタミン酸、Ｌ
－グルタミン、Ｌ－グリシンなどが挙げられるが、これらに限定されない。
【００８４】
　また、通常、抗菌剤が細胞培養で使用され、細菌、マイコプラズマおよび真菌による汚
染を軽減する。通常、使用される抗生物質または抗真菌薬は、ペニシリン／ストレプトマ
イシンの混合物であり、そしてまた、アンフォテリシン（ファンギゾン（登録商標））、
アンピシリン、ゲンタマイシン、ブレオマイシン、ハイグロマイシン、カナマイシン、マ
イトマイシンなども含むことができるが、これらに限定されない。
【００８５】
　また、ホルモンを細胞培養で有利に使用することができ、このようなホルモンとしては
、Ｄ－アルドステロン、ジエチルスチルベストロール（ＤＥＳ）、デキサメタゾン、β－
エストラジオール、ヒドロコルチゾン、インスリン、プロラクチン、プロゲステロン、ソ
マトスタチン／ヒト成長ホルモン（ＨＧＨ）などが挙げられるが、これらに限定されない
。
【００８６】
　一実施形態では、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維
芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞）は、自
家移植、同種異系または異種であってもよい。前記幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、
間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質
細胞または間質幹細胞）は、投与されるまたは投与が意図される患者または被験者に対し
て、同種異系であることが特に好ましい。
【００８７】
増殖細胞
　一実施形態では、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維
芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞）を、本
発明の方法および組成物の使用に先立って増殖させてもよい。
【００８８】
　ある種の実施形態では、細胞を、少なくとも約１５日、少なくとも約２０日、少なくと
も約２５日、または少なくとも約３０日間、培養してもよい。培養中の細胞の増殖は、細
胞集団の細胞表現型の均一性を改善し、したがって、好ましい実施形態では、前記細胞は
、実質的に均一になるまで培養される。
【００８９】
　ある種の実施形態では、細胞は、少なくとも３継代培養の間または「３回継代培養され
る」間、培養中に増殖する。他の実施形態では、細胞は少なくとも４回、少なくとも５回
、少なくとも６回、少なくとも７回、少なくとも８回、少なくとも９回、または少なくと
も１０回継代培養される。細胞の多種系統分化可能性は、増殖中に、例えば、細胞が連続
継代培養されるにつれて減少してもよいが、それにもかかわらず、このような子孫細胞は
、本発明の実施形態の範囲内である、と理解されている。細胞増殖の方法は、当技術分野
において既知であり、市販の２Ｄまたは３Ｄバイオリアクターの使用を含んでもよい。
【００９０】
凍結保存細胞
　一実施形態では、幹細胞（好ましくは間葉系幹細胞）、間質細胞、制御性Ｔ細胞、線維
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芽細胞およびこれらの組み合わせ（例えば、多能性の間質細胞または間質幹細胞）は、本
発明の方法および組成物の使用に先立って、凍結保存および解凍されてもよい。
【００９１】
　幹細胞の凍結保存の方法は、当技術分野において既知であり、凍結保存緩衝液または培
地の使用を含んでもよい。このような緩衝液は、当技術分野において既知であり、市販さ
れている。
【００９２】
遺伝子組換え細胞
　別の実施形態では、ＭＳＣ、制御性Ｔ細胞、および／または線維芽細胞は、遺伝子組換
えされた（例えば、外来核酸を形質導入またはトランスフェクトした）、またはそこから
誘導した細胞であってもよい。
【００９３】
　例えば、前記細胞は、遺伝子組換えされ、例えば、前記酵素をコードする適切な核酸コ
ンストラクトによるトランスフェクション、および所望により、好適なプロモーター配列
によって、インドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼ（ＩＤＯ）を構成的に発現する。
細胞の遺伝子組替え技術は、当該技術分野において既知であり、当業者によって実施され
てもよい。
【００９４】
照射細胞
　更に別の実施形態では、ＭＳＣ、制御性Ｔ細胞、および／または線維芽細胞は、本発明
の方法および組成物の使用に先立って、照射されてもよい。細胞の照射は、細胞の増殖能
および寿命を減少させる。
【００９５】
　照射を、γ線照射装置などの好適な制御された電離放射線の供給源を使用して実施して
もよい。照射条件を当業者によって実験的に調整し、必要な曝露時間を測定し、ＭＳＣ、
制御性Ｔ細胞、および／または線維芽細胞の長期の成長停止を引き起こす放射線量を付与
しなければならない。一実施形態では、前記放射線量は、１～１００Ｇｙ、５～８５Ｇｙ
、１０～７０Ｇｙ、１２～６０Ｇｙからなる群から選択される範囲内であるが、前記放射
線量は、１５～４５Ｇｙ、典型的には、２０～３０Ｇｙまたは２２～２８Ｇｙであること
が特に好ましい。
【００９６】
ＣＤ２６拮抗薬処理細胞
　更に別の実施形態では、ＭＳＣ、制御性Ｔ細胞、および／または線維芽細胞を、本発明
の方法の使用に先立って、ＣＤ２６拮抗薬または阻害剤で処理してもよい。ＣＤ２６拮抗
薬または阻害剤は、当技術分野において既知であり、アミノメチルピリジン、Ｐ３２／９
８、ＮＶＰＤＰＰ７２８、ＰＳＮ９３０１、イソロイシンチアゾリジド（ｔｈｉａｚｏｌ
ｉｄｉｄｅ）、デナグリプチン、シタグリプチン、ビルダグリプチン、サクサグリプチン
、アログリプチン、ジプロチンＡが挙げられるが、これらに限定されず、このような治療
が当業者によって実施されてもよい。
【００９７】
ＩＦＮ－γ刺激細胞
　別の実施形態では、本発明の方法の使用に先立って、ＭＳＣ、制御性Ｔ細胞、および／
または線維芽細胞をインターフェロンγで刺激してもよい。ＭＳＣを刺激するためのＭＳ
ＣのＩＦＮ－γ処理は、当該技術分野において既知であり（例えば、Ｋｒａｍｐｅｒａら
，　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ．　２００６　Ｆｅｂ；２４（２）：３８６－９８）、当業者
によって実施されてもよい。
【００９８】
抗原刺激細胞
　別の実施形態では、本発明の方法の使用に先立って、ＭＳＣ、制御性Ｔ細胞、および／
または線維芽細胞を抗原で刺激してもよい。ＭＳＣを刺激するためのＭＳＣの抗原処理は
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、当該技術分野において既知であり、当業者によって実施されてもよい。
【００９９】
マイトマイシンＣ処理ＭＳＣ
　更に別の実施形態では、本発明の方法の使用に先立って、ＭＳＣ、制御性Ｔ細胞、およ
び／または線維芽細胞をマイトマイシンＣで処理してもよい。ＭＳＣのマイトマイシンＣ
処理は、当該技術分野において既知であり、当業者によって実施されてもよい。
【０１００】
　更に、必要に応じて、ＭＳＣ、制御性Ｔ細胞、および／または線維芽細胞を、本発明の
方法の使用に先立って、照射、ＩＦＮ－γ刺激およびマイトマイシンＣ処理からなる群か
ら選択される２つまたは３つの処理の組み合わせに課すことができる。
【０１０１】
　また、前記ＭＳＣの保存条件は、細胞が未分化形態のままでいることを可能にする、細
胞性因子を含有することができる。分化に先立って、細胞分化を阻害する添加物を培地か
ら除去しなければならないことは、当業者には明らかである。全ての細胞が、これらの因
子を必要とするとは限らないであろうことも、また明らかである。事実、これらの因子は
、細胞の種類に応じて、不必要な効果を誘発する場合がある。
【０１０２】
　本発明の各種実施形態が以下の実施例によって説明されるであろうが、これは、本明細
書に記載される発明を限定するものではない。
【実施例】
【０１０３】
実施例１：
ＭＳＣ療法応答者および不応答者におけるリンパ球バイオマーカーの評価
　幹細胞療法は、組織損傷および炎症で同定した障害治療での使用に大きな可能性を有す
る。このような治療に関して、患者予後の決定において有用性を有する血液系マーカーを
同定するために、クローン病患者の痔瘻は理想的なモデル障害であるが、それは、この痔
瘻が炎症性疾患を有する患者の組織損傷で同定されるからである。患者血液試料のリンパ
球分析を、同種異系増殖脂肪由来細胞（ｅＡＳＣ）での治療の前後両方で実施した。
【０１０４】
材料および方法
患者集団
　患者集団は、多施設第Ｉ／ＩＩ相臨床試験（ｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｓ．ｇｏｖ　
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ　ＮＣＴ０１３７２９６９）において治療された複雑肛門周囲瘻孔
を有する、２４人のクローン病患者で構成される。患者を、２，０００万個のｅＡＳＣの
病変内投与によって治療した。瘻孔治癒を治療後１２週間で測定し、不完全治癒の場合、
４，０００万個のｅＡＳＣの２回目投与を実施した。試験中、ベースライン時および１５
日目の２つの時点で患者から全血を採取した。
【０１０５】
　ＭＲＩをベースライン時に実施し、瘻管と関連する２ｃｍを超える貯留を評価した。被
験者を、全体で２４週間追跡し、治癒を、１２週目および２４週目に放射線学的および臨
床的評価を用いて評価した。
【０１０６】
　１２週目の瘻孔閉鎖を使用して、応答者として患者を定義し（ｎ＝９）、他の全ての患
者を、不応答者として定義した（ｎ＝１５）。瘻孔閉鎖は、自然におよび加圧に際しての
両方で外口を通して瘻孔の膿が出ず、臨床評価中に外口が完全再上皮化し、かつＭＲＩに
より測定した場合、３軸で治療済み瘻管と直接関係する２ｃｍを超える貯留がないことと
して定義した。瘻孔を、２回の連続受診、即ち、１０週目・１２週目および２２週目・２
４週目に評価し、誤った解釈を避け、治療法の決定を指導した。瘻孔評価を、主治医およ
び独立した臨床医の両方が実施した。表１は、それぞれ個々の被験者の応答状態の概要お
よびその血液試料に実施された分析を示す。
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【０１０７】
ＰＢＭＣ単離
　血液試料を、ベースライン時および１５日目に患者から採取した。末梢血単核細胞（Ｐ
ＢＭＣ）を、Ｆｉｃｏｌｌ－ＰａｑｕｅＰＬＵＳ（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス株式
会社、スウェーデン国ウプサラ）を使用して、供給元の手順に従って、血液試料から単離
した。要約すると、血液試料を平衡塩類溶液で希釈し、Ｆｉｃｏｌｌを添加して、密度勾
配を生じさせた。遠心分離後、単核細胞を含有する界面を収集した。純度をフローサイト
メトリーによって検証した。
【０１０８】
間葉系幹細胞
　同種異系ｅＡＳＣ医薬品は、健常人ドナーの皮下脂肪組織から抽出された、間葉に由来
する生体成体幹細胞の細胞懸濁液で構成される。皮下脂肪組織は、健常人ドナーから吸引
され、製造施設へ輸送された。供血、調達、試験を、指令２００４／２３／ＥＣの要件に
従って、したがって、指令２００６／１７／ＥＣおよび指令２００６／８３／ＥＣ下で実
施した。脂肪組織を０．０７５％コラゲナーゼ（タイプＩ、インビトロジェン、カリフォ
ルニア州カールスバッド）で消化することによって、ＡＳＣを単離し、続いて遠心分離を
行った。得られた細胞ペレットを、再懸濁して、赤血球溶菌液（１０％ウシ胎仔血清（Ｆ
ＢＳ）、ＮＨ４Ｃｌ１６０ｍＭで処理された）中で溶解し、遠心分離した。細胞ペレット
から得られた間質血管細胞群を、培地（ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）、１０
％ＦＢＳを有する）で再懸濁し、培地および抗生物質を入れた細胞培養容器内に置き、５
％ＣＯ２、３７℃、および加湿雰囲気中で培養した。２４～２８時間の平板培養後、培地
を除去して付着していない細胞分画を除去した。ＡＳＣをプラスチック培養皿に付着させ
、インビトロ条件下で増殖させた。３～４日ごとに、９０～９５％コンフルエントになっ
た後、培地を交換し、細胞をトリプシン／ＥＤＴＡで剥がして収集し、遠心分離し、抗生
物質なしで、必要とされる２倍になるまで増殖させた。次に、これらを収穫し、使用する
まで凍結保存した。指定された投与日前に、投与に必要な投与量を提供するため、十分に
凍結保存されたバイアルを解凍した。ＡＳＣを、平板培養および培養によって、それらの
凍結保存された状態から再生した（生存能力を確認するため）。バイアルを充填し、パッ
ケージングした日に、培養液を、リン酸緩衝液およびトリプシン／ＥＤＴＡで洗浄した。
ｅＡＳＣを選択された賦形剤（ダルベッコ改変イーグル培地およびヒトアルブミン血清）
中で直ちに再懸濁し、製剤を処方した。
【０１０９】
フローサイトメトリー
　異なる蛍光色素で標識したＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２５、ＦＯＸＰ３、ＨＬＡ－
ＩＩに対する抗体（ＢＤバイオサイエンス）を使用した。アイソタイプ対照は、ＢＤバイ
オサイエンスからであった。細胞を収穫し、製造業者の指示に従って、適切な表面モノク
ローナル抗体で染色した。洗浄後、細胞を固定し、ＦＡＣＳＣａｎｔｏ（ＢＤバイオサイ
エンス）を使用して１０×１０３イベントを得た。ＦＡＣＳＤｉｖａソフトウエアを、取
得および分析に使用した。
【０１１０】
循環Ｔ細胞の免疫表現型検査
　患者からの末梢血中の細胞レパートリーを、ベースライン時および１５日目に研究した
。末梢血単核球分画を、Ｔ（ＣＤ３＋によって定義される）、ヘルパーＴ細胞（ＣＤ３＋
ＣＤ４＋によって定義される）および細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＤ３＋ＣＤ８＋によって定義
される）の表現型分析のために選択した。
【０１１１】
リンパ球のＨＬＡ－ＩＩ発現
　患者のＰＢＭＣ試料のインビトロ共培養に際して、ＨＬＡ－ＩＩの発現レベルを、医薬
品の同種異系ｅＡＳＣを用いて、ドナーｅＡＳＣのインビボ免疫認識の指標として測定し
た。要約すると、ｅＡＳＣを、９６ウェルプレート（３×１０３）に播種し、単独でまた
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培養した細胞を収穫した後、ＦＡＣＳ分析を実施した。インビトロ培養後、ｅＡＳＣ（対
照）の有無にかかわらず、ＣＤ３およびＨＬＡＩＩに対するモノクローナル抗体を使用し
て、Ｔ細胞上のＨＬＡＩＩ発現を測定した。
【０１１２】
統計
　対応のあるスチューデントのｔ検定を使用して、統計学的差異を解析した。０．０５未
満のｐ値を有意であるとみなした。
【０１１３】
結果
Ｔ細胞免疫表現型
　研究の参加者の循環細胞レパートリーを、フローサイトメトリーで分析した。応答者お
よび不応答者の患者群の単離ＰＢＭＣにおいて、ｅＡＳＣで治療される前に収集した試料
中のＴ細胞、ヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞および制御性Ｔ細胞の分布率（リンパ球
領域におけるＣＤ３＋集団）を研究した。Ｔ細胞区画の変動が、応答者群と不応答者群と
の間で観察された。
【０１１４】
　図１に示すように、応答者群は、不応答者集団よりも、より低いレベルのＣＤ４Ｔ細胞
（ＣＤ３＋細胞集団の４５．２±５％）、およびより高レベルのＣＤ８Ｔ細胞（ＣＤ３＋
細胞集団の５４．８±５％）を提示した。不応答者集団は、比較的正規分布に近い、ＣＤ
４およびＣＤ８Ｔ細胞（全ＣＤ３＋細胞集団の３４．９９±７％のＣＤ８および６５．０
１±７％のＣＤ４）を提示した。したがって、４５％～６５％、より好ましくは５０％～
６０％のＣＤ８＋リンパ球、および３５％～５５％、より好ましくは４０％～５０％のＣ
Ｄ４＋リンパ球、の範囲内のカットオフ値が、応答者集団と不応答者集団との間を区別す
るのに適している。
【０１１５】
　これらの値を発現する代替手段として、ＣＤ４／ＣＤ８比率を計算し、図２に示す。こ
のデータは、不応答者集団では平均ＣＤ４／ＣＤ８比率が１．５を超えたが、応答者集団
では、細胞傷害性細胞区画の増加およびヘルパー集団の減少によって平均比率１．５未満
であることを示し、これにより、この患者群がより免疫活性化特性を有することを示した
。
【０１１６】
リンパ球のＨＬＡ－ＩＩ発現
　ボランティアのＰＢＭＣ試料（ｅＡＳＣ治療前後両方）のインビトロ共培養に際して、
ＨＬＡ－ＩＩの発現レベルを、同種異系ドナーｅＡＳＣを用いて、研究した。ＨＬＡＩＩ
は、ドナーｅＡＳＣのインビボ免疫認識の指標である。ＨＬＡ－ＩＩマーカーの発現割合
を、図３に示す。応答者群の患者では、ＨＬＡ－ＩＩ発現の下方調節が有意であったこと
を示した。不応答者集団のベースライン時に、ＰＢＭＣにおいて、ＨＬＡ－ＩＩ発現は平
均２２．９３、標準偏差±９．５であり、共培養したＰＢＭＣ＋ＡＳＣＳにおいては、平
均２３．７７、標準偏差±９．９１であった。応答者群では、ＰＢＭＣにおいて、ＨＬＡ
－ＩＩ発現は平均２４．３５±１２．５１であり、共培養したＰＢＭＣ＋ＡＳＣＳにおい
ては、驚くべきことに、平均が１７．７３まで減少し、標準偏差±９．７１であった。
【０１１７】
　更にまた、この下方調節は１５日目にも観察され、これは、治療の初期段階に先立って
またはその間の両方で、ＨＬＡ－ＩＩマーカーを、臨床反応の測定で使用してもよいこと
を示す。
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