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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ALSの可能性を評価する方法であって、
　（i）末梢血液試料中の細胞型ガンマ－デルタ（γδ）T－細胞、CD11b+／CD14-細胞、L
in-／DR-／CD33+細胞およびCD14+／CD16+細胞のレベルを測定し；ついで
　（ii）該細胞型の各1について測定したレベルを、対照の血液試料中の該細胞型の各1の
範囲レベルを表す参照レベルと各々比較する
ことを含み、
　ここに、γδ　T-細胞のレベルの増大；CD11b+／CD14-細胞のレベルの増大、Lin-／DR-

／CD33+細胞のレベルの増大、およびCD14+／CD16+細胞のレベルに変化がないことが、対
照よりもALSの高い可能性を示すことを特徴とする該方法。
【請求項２】
試験した個人におけるALSの可能性を診断するキットであって、
　（i）ガンマ－デルタ（γδ）T－細胞、炎症誘発性CD14+／CD16+単球、およびCD11b+／
CD14-およびLin-／DR-／CD33+からなる細胞型のリスト；
　（ii）該細胞型の各1に対する抗体；
　（iii）該抗体を検出する試薬；
　（iv）年齢が一致する対照の血液試料中の該細胞型の範囲レベルを表す参照レベルのリ
スト；および
　（v）使用指示書
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を含む該キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、筋萎縮性側索硬化症（ALS）を早期診断するおよびALSの進行をモニターする
方法、ならびに該疾患を治療する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫系は、全組織における組織修復および再生のための身体の自然の機構である。しか
しながら、中枢神経系（CNS）における末梢免疫細胞の存在および活性は望ましくないと
長い間考えられてきた。CNSの免疫に特別な性質および防衛的戦闘に対する脳の低い耐性
のためである（Gendelman，2002）。さらに、炎症はCNS損傷を悪化させると考えられるが
、膨大な治験において抗炎症剤は顕著な利益を示していない（Anti-inflammatory drugs 
fall short in Alzheimer's disease，Nat Med.，2008；Etminanら，2008）。神経毒性を
調節することにおける免疫系の役割の表されている理解（Marchettiら，2005；Cardonaら
，2006）は、状況がそれほど単純ではなく、免疫系の有益な効果と悪い効果との間のバラ
ンスがあることを示唆している。免疫系モデュレーションに対してより焦点を当てたアプ
ローチは、広範な抗炎症治療よりもより成功する可能性がある。
【０００３】
　「防御自己免疫」とは、ここ10年間にMichal　Schwartz教授によってまとめられた概念
である。傷害に応答して、自己抗原に指向されたエフェクターT－細胞（T－eff）（自己
免疫T－細胞）が修復応答の一部として活性化する（Rapalinoら，1998；Haubenら，2000
；Haubenら，2003；SchwartzおよびHauben，2002；Moalemら，1999；Yolesら，2001；Kip
nisら，2001；Schwartzら，2003）が、この活性は自己免疫疾患を制御する機構の一部と
して調節性T－細胞（T-reg）（TaamsおよびAkbar，2005）によってきっちりと調節される
。CNS損傷後、損傷した組織から曝された抗原は末梢リンパ組織中のT-effを活性化する。
修理の第1段階として、これらの細胞が移動して損傷した組織に特異的に向かい、そこで
局所抗原を提示する細胞と相互作用して、成長因子の分泌、死滅するニューロンの排除お
よび周囲の解毒化を生じる（Shakedら，2004；Shakedら，2005）。この調和のとれた免疫
応答の時期、強度および期間は、細胞の生存および再生を支持する環境の能力に極めて重
大に影響する（Nevoら，2003；Schwartz，2002）。
【０００４】
　ルー・ゲーリック病としても知られる筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、脊髄、脳幹およ
び運動皮質における運動ニューロンの変性および細胞死から生じ、通常３－５年以内に麻
痺および死に通じる神経筋の迅速な進行性の機能不全によって特徴付けられる、最も荒廃
的な成人発症型の神経変性疾患である。大部分のALS症例は散発性であるが、その約5－10
％は最も頻繁な突然変異がスーパーオキサイド・ジスムターゼ（SOD1）遺伝子に生じて遺
伝する（Rosen，1993）。散発および家族性形態の両方において、局所的な神経炎症およ
び小膠細胞による細胞毒性表現型から得た証拠でもって、疾患の進行は脊髄における運動
ニューロンの選択的な死に起因する（Boilleeら，2006；Clementら，2003；Gowingら，20
08；Beersら，2006）;しかしながら、疾患の発病の引き金を引く因子が何であるかおよび
運動ニューロン損傷の迅速な拡大にあるプロセスが何であるかは未だ明らかでない。なお
、最近の証拠は、原発性の発症事象にもかかわらず、運動ニューロン損傷の進行には、悪
循環の一部として神経毒性因子を生成する小膠細胞の活性化が含まれることを示唆してい
る（Sargsyanら，2005；MoisseおよびStrong，2006）。ALS患者の脊髄の検屍により、変
性している運動ニューロン近辺の強力な炎症誘発性の神経毒性免疫細胞プロフィールが明
らかされた（Gravesら，2004）。疾患の全ステージにおけるCNSにおける炎症応答の兆候
は、（突然変異ヒトSOD1をコードするトランスジーンを運搬している）ALSのマウスおよ
びラットモデルにおいても記載されており；運動ニューロン傷害の臨床的兆候の開始前で
さえ、小膠細胞は活性化の初期ステージにあり、IL－1のような炎症メディエーターのレ
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ベルは高まる。症状および運動ニューロンの死の開始により、小膠細胞は慢性的に活性化
されるようになり、炎症誘発性メディエーターであるTNF－αを生成する。
【０００５】
　ALSにおいては、運動ニューロンの局所化グループに対する損傷を反映して損傷が局所
的に開始し、ついで「局地戦のように」広がって運動ニューロンの連続する群を包含する
場合がある。最近、神経毒性因子の随行する放出を有する小膠細胞の活性化を介して損傷
が拡大することが示唆されている。不十分なT-細胞免疫、未制御の免疫（炎症）または、
逆説的に、免疫不全の結果として「防御免疫」が失敗した場合に損傷の拡大が起こる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　現在、ALSの有効な治療は存在せず、そのうえ、該疾患の初期相の患者を正確に診断す
ることは困難である。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
（発明の概要）
　1の態様において、本発明は、試験した個人におけるALSの可能性を診断する方法に関し
、該方法は：
　（i）該個人から採取した末梢血液試料中の調節性T－細胞、ガンマ－デルタT－細胞、
炎症誘発性単球、骨髄派生サプレッサー細胞またはナチュラルキラー細胞から選択される
少なくとも１の細胞型のレベルを測定し；
　（ii）該少なくとも1の細胞型の各1について測定したレベルを、年齢が一致する対照の
血液試料中の該細胞型の各1の範囲レベルを表す参照レベルと各々比較し、したがって年
齢が一致する対照の血液試料中の該少なくとも１の細胞型の各1のレベルに対する該個人
の血液試料中の該少なくとも1の細胞型の各1のレベルを表す試験プロフィールを得；つい
で
　（iii）該試験プロフィールを、ALS患者における少なくとも1の細胞型の各1の代表的な
相対レベルを表す参照プロフィールと比較することを含み、
　ここに、該試験プロフィールと該参照プロフィールとの間の顕著な類似性が、該個人が
該年齢が一致する対照よりもALSを有する高い可能性を有することを示すことを特徴とす
る。
【０００８】
　もう1の態様において、本発明は、ALS患者におけるALSに対する治療の効力を判定する
方法に関し、該方法は：
　（i）2の連続した時点（該時点の先方は該治療の前または間であり、該時点の後方は該
治療の間）で該患者から採取した末梢血液試料中の調節性T－細胞、ガンマ－デルタT－細
胞、骨髄派生サプレッサー細胞またはナチュラルキラー細胞から選択される少なくとも1
の細胞型のレベルを測定し；ついで
　（ii）該2の時点における該少なくとも1の細胞型の各1について測定したレベルを比較
することを含み、
　ここに、健全な対照の血液試料中の該細胞型の範囲レベルを表す所定のレベルに向かう
、該先方の時点に該細胞型について測定したレベルと比較した該後方の時点に該少なくと
も1の細胞型の1またはそれを超えるものについて測定したレベルの変化を、該治療の効力
と関連付けることを特徴とする。
【０００９】
　さらなる態様において、本発明は、末梢血液中の骨髄派生サプレッサー細胞レベルを低
下することができる有効量の剤をALS患者に投与することを含む該患者を治療する方法に
関する。
【００１０】
　いまだもう1の態様において、本発明は、ケモカインインターロイキン8（CXCL8）また
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はケモカイン（C-Cモチーフ）リガンド2（CCL2）での刺激の際に末梢血液から患者の負傷
した脊髄への未成熟骨髄細胞の移動を誘導することができる有効量の剤をALS患者に投与
することを含む該患者を治療する方法に関する。
【００１１】
　いまだもう1の態様において、本発明は、有効量の自己の骨髄派生細胞をALS患者の脳脊
髄液（CSF）に注射することを含む該患者を治療する方法に関する。
【００１２】
　いまださらなる態様において、本発明は、試験した個人におけるALSの可能性を診断す
る；またはALS患者におけるALSの治療の効力を測定するキットを提供し、該キットは：
　（i）調節性T－細胞、ガンマ－デルタ（γδ）T－細胞、炎症誘発性単球、骨髄派生サ
プレッサー細胞（MDSC）またはナチュラルキラー細胞から選択される細胞型のリスト；
　（ii）該細胞型の各1に対する抗体；
　（iii）該抗体を検出する試薬；
　（iv）年齢が一致する対照の血液試料中の該細胞型の範囲レベルを表す参照レベルのリ
スト；
　（v）所望により、ALS患者の血液試料中の該細胞型の各1の代表的な相対レベルを表す
参照プロフィール；および
　（vi）使用指示書
を含む。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、末梢血液中のCD11b+／CD14-骨髄派生サプレッサー細胞（MDSC）のレベ
ルがALS患者において有意に高まっていることを示す。ALS患者、アルツハイマー病（AD）
患者、年齢が一致する対照および若年対照（各々、n＝7、12、10および6）の新鮮な全血
試料をCD14およびCD11bに対するモノクローナル抗体で染色し、ドットはFACSによって判
定した各患者についての全単球集団からのCD11b+／CD14-細胞のパーセンテージを表す。
示すように、ALS患者における全単球からのCD11b+／CD14-細胞のパーセンテージは、年齢
が一致する対照（p＜0.004；スチュデントt検定）、若年対照（p＜0.003；スチュデントt
検定）およびアルツハイマー病患者（P＜0.001；スチュデントt検定）と比較して有意に
高かった。
【００１４】
【図２】図２は、末梢血液中のLin-／HLA－DR-／CD33+MDSCのレベルがALS患者において有
意に高まっていることを示す。ALS患者および年齢が一致する対照（各々、n＝15および10
）の新鮮な全血試料をLin、HLA－DRおよびCD33に対するモノクローナル抗体で染色し、ド
ットはFACSによって測定した各患者についての全単球集団からのLin-／HLA－DR-／CD33+

細胞のパーセンテージを表す。示すように、ALS患者における全単球のLin-／HLA－DR-／C
D33+骨髄細胞のパーセンテージは、年齢が一致する対照と比較して有意に高かった（p＜0
.02；スチュデントt検定）。
【００１５】
【図３】図３は、末梢血単核細胞（PBMC）中の全CD3細胞からのγδT細胞のパーセンテー
ジがALS患者において有意に高まっていることを示す。ALS患者および健全な対照（各群に
おいてn＝7）の新鮮な全血試料を、CD3に対するモノクローナル抗体およびモノクローナ
ル抗体γδT細胞受容体で二重染色し、ドットはFACSによって測定した全CD3細胞からのγ
δT細胞のパーセンテージを表す。示すように、ALS患者における全CD3細胞からのγδT細
胞のパーセンテージは、健全な対照と比較して有意に高かった（p＜0.004；スチュデント
t検定）。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
（発明の詳細な説明）
　本発明は、疾患の病理とそれを撃退するための免疫系の試行との間の長いステージの努
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力の後にCNSの病理が現れた概念に基づく。詳細には、この概念は、実際に、身体がガン
を防ぐプロセス、すなわち、3の連続的な相「除去」、「平衡」および「回避」（「3のE
」、広範なレビューについては、Dunnら，2002およびSmythら，2006を参照されたい）に
よって特徴付けられる「腫瘍イムノエディティング（tumor immunoediting）」といわれ
るプロセスに非常に類似する多段階のプロセスを記載する。
【００１７】
　一般的に、免疫系と前発病ステージ、すなわち臨床的症状が出現する前、の罹患CNSと
の間の対話についてはほとんど知られていない。したがって、免疫系の不全が起こり得る
可能なステージへの洞察を得るために、本発明者らは、腫瘍との関連における免疫監視を
案内する原理が神経変性疾患、特に筋萎縮性側索硬化症（ALS）にも適用可能なのかを調
べた。
【００１８】
除去：ここ１０年以前は、一般的に、CNSの急性または慢性不調はCNS組織単独で修復され
なければならず、損傷の部位における免疫細胞活性はせいぜい意味のないものであるかま
たは悪くても有毒であろうと考えられていた。本発明者らは、腫瘍イムノエディティング
の削除相において、CNSにおけるホメオスタシスからのいずれかの逸脱が免疫応答のカス
ケードの引き金を引き、それがホメオスタシスを回復するプロセスを調和し、それによっ
て損傷を制限し、修復を促進することを示す。この見方によれば、逸脱が発生した直後に
、種々の毒性メディエーターが出現する。その結果、局所的な先天的免疫細胞（小膠細胞
）が死滅細胞および／または生理学的レベルを超え、毒性になる自己の化合物によって活
性化される（Schwartzら，2003；Shakedら，2004）。したがって、取り囲むいまだ健全な
ニューロンは、直ちに修正されない場合は、同様にしてこれらの細胞に影響する威嚇的な
環境に付される（損傷の広がりとして知られている事象）。小膠細胞はケモカインを放出
し、残渣および毒性の自己の化合物から損傷した部位をきれいにするように作用する。そ
の後、損傷した組織から放出された抗原は、局所抗原提示細胞（APC）によって排出リン
パ節に運ばれ、それが、代わって、損傷した部位で放出された自己抗原を特異的に認識す
るT細胞を活性化する（Karmanら，2004；Lingら，2006）。重要なことには、かかる自己
抗原は、腫瘍における新生抗原の場合と同様に、それ自体は必ずしも病原性でないことで
ある。CNS－特異的T細胞は損傷した部位に帰り、そこで、それは小膠細胞および浸潤性マ
クロファージのような局所APCとの相互干渉に関わる（Schoriら，2001）。このT細胞／AP
C相互作用の結果として、サイトカインおよびケモカインがT細胞およびAPCの両方から放
出され、骨髄派生単球の第2波の浸潤を誘導する。傷害の部位でT細胞に調整された免疫環
境にいまや曝されたこれらの単球は、インスリン様成長因子I（IGF－I）および脳由来神
経栄養因子（BDNF）のような成長因子を生成し、それがニューロンの生存に貢献し、すな
わち、損傷の広がりを防ぎ、かつ、内因性の幹細胞／始原細胞による組織修復に貢献する
（Zivら，2006；Zivら，2007）。CNS傷害の原因またはホメオスタシスからの逸脱後に起
こるこの一連の事象は、腫瘍免疫で観察されるものに類似する削除相を表し得る。本来、
CNSにおける急性の傷害は安定な状態；グリア細胞および細胞外マトリクスプロテオグリ
カン、例えば、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）からなる瘢痕組織を生じ、
免れさせた細胞および新たに形成したニューロンならびにグリア細胞が隔離した傷害部位
の端部に存在する間、傷害の部位を閉じこめる（Rollsら，2004）。したがって、免疫系
の活性が関係する限り、急性の傷害は除去相で解決される。
【００１９】
平衡：本発明者らは、慢性の神経病理学的条件の場合には、脅威を完全に除去してホメオ
スタシスを回復することの失敗は、その間に疾患が休止状態である、すなわち症状がない
、腫瘍に対する免疫応答の平衡相に見出されるものに類似するような条件に通じる。
かかる状況は、ALSのような慢性の神経変性障害において起こり得る。動物の研究はすべ
てのこれらの症状において、臨床的症状が発現したら、免疫活性が疾患の過程に影響する
ことを示しているが（Butovskyら，2006；Beersら，2006；Laurieら，2007）、本発明者
らは、免疫系がこれらの疾病が症候性になるずっと前にこれらの疾病の早期兆候と争って
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いることを示す。このようにして、免疫活性はガンにおけるのと非常に似た様式で神経病
理的障害を休止状態に数年間維持することができる。臨床的症状が現れる時点が、「回避
」相に平行すると考え得るものの開始を表し、それは死滅ニューロンによって課せられる
免疫応答、または局所的な先天的炎症応答のいずれかの抑制の結果となり得る。
【００２０】
回避：腫瘍イムノエディティングに対して、神経変性障害においては、免疫系は損傷を誘
導する因子に対して真の選択力を課さない。この差違は、ガンにおいて免疫活性は細胞を
選択的に殺すことが要求されるが、神経変性においては免疫活性は非選択的な様式で出現
する脅威を除去し、細胞の生存および再生を促進することが必要であるという事実の本質
的な部分である。それにもかかわらず、神経変性疾患の過程の間は、毒性メディエーター
、損傷ファクターおよび死滅細胞は免疫監視を回避することができる。腫瘍エスケープに
おけるのと同様に、適応免疫および圧倒的な局所炎症の両方の抑制は、神経変性プロセス
の段階的拡大に通じ得る。
【００２１】
　免疫監視からの回避が起こり得る神経変性疾患がALSであり、それは運動ニューロンに
優勢的に悪影響を及ぼす。ALSの病態生理学的機構に関する知識の大部分は、ALS－様疾患
を自然に発症するトランスジェニック・マウス系統で行った実験に由来する。これらのマ
ウスは突然変異ヒトCu2+／Zn2+スーパーオキサイド・ジスムターゼ（SOD1）タンパク質を
発現し、それは家族性ALS症例の10－15％に対応し、全ALS症例の5－10%を表す。ALSマウ
スに対して広範な研究が行われているが、全ての組織において普遍的に発現している突然
変異SOD1がどのようにして特異的な運動ニューロン変性を引き起こすのかはいまだ明らか
になっていない。
【００２２】
　ALS疾患の進行における免疫細胞の役割を裏付けるのは、ALSマウスの骨髄を健全な動物
由来の骨髄で置換すると平均余命が増大することを示す幾つかの研究である（Simardら，
2006；Huangら，2006；Cortiら，2004）。ALS疾患進展におけるCNS－存在小膠細胞の効果
の洗練された証明は、野生型マウスからの骨髄を完全な免疫不全症も被っている新生児AL
Sマウスに移植した実験からきている（Beersら，2006）。これらのマウスにおいては、新
生児骨髄移植により、突然変異SOD1形を発現しない小膠細胞を有する脳のグループを生じ
た。この操作は、ALSマウス、すなわち突然変異SOD1を含むマウスからの骨髄移植を受け
たマウスと比較した場合に、運動ニューロンの消失を鈍化させ、疾病期間および生存を延
長した。重要なことに、ALSマウスから野生型マウスへの骨髄の移植は神経変性のいずれ
の兆候をも誘導せず、このことは小膠細胞は疾患の悪化を引き起こすようにSOD1突然変異
によって悪影響を受けるが、原発性の損傷成分ではないことを示している。
【００２３】
　大部分の研究は、毒性炎症化合物を生成することによって小膠細胞がALS進行に寄与し
ていることを示している。イン・ビトロ(in vitro)の研究は、ALSマウスからの小膠細胞
が、野生型小膠細胞と比較してリポ多糖類（LPS）で刺激した場合に高レベルのTNF－αを
生成することを示している。最近の研究では、野生型SOD1ではない突然変異体が運動ニュ
ーロンから放出され、それ自体によって有害になるように小膠細胞を活性化し得ることが
見出されている（Weydtら，2004）。まとめると、ALSマウスからの知見は、少なくとも部
分的には、小膠細胞表現型の変化を介して免疫監視からの回避が達成され得ることを示唆
している。小膠細胞の活性化は、ALS患者の脳および脊髄ならびにALSマウスの脊髄におい
て実証されている。さらに、野生型マウスに対して、15日齢もの早期のALSマウスにおい
て高いレベルの単球走化性タンパク質－1（MCP－1）が見出されており；39日齢までに、C
D68+細胞（おそらく、樹状細胞）がALSマウスの脊髄において見出された（Henkelら，200
4）。これらの知見は、臨床的兆候が現れる遙か以前、寿命の非常に早期に損傷が進展し
始めることを示唆している。今までのところ、免疫活性の幾つかの兆候が麻痺性の症状が
現れる前に明らかであるが、骨髄派生の単球およびT細胞の顕著な浸潤は疾患の非常に後
期ステージのみに起こっており（Kunis，BukshpeinおよびSchwartz，未発表結果）、この
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ことは、運動ニューロンの死は、防御に必要とされる末梢骨髄派生の細胞の補充に要求さ
れる適応免疫応答の引き金を引くのに十分でないこと、またはこの応答が能動的に抑制さ
れることを示唆している。
【００２４】
　本発明に従って行い本明細書中で後記する予備研究は、年齢が一致する対照の末梢血液
試料中で測定したものと比較した、ALS患者の末梢血液試料中のある種の骨髄派生サプレ
ッサー細胞（MDSC）、より詳細にはCD11b+／CD14-およびLin-／HLA-DR-／CD33+細胞、な
らびにガンマ-デルタ（γδ）T-細胞の特異的かつ一貫した変化を示している。該MDSCの
レベルの変化は、アルツハイマー病のような他の神経変性疾患に苦しむ個人においては観
察されていない。なお、以下の表1に示すように、アルツハイマー病のような他の神経変
性疾患に対して、ALS患者の血液試料中の炎症誘発性単球CD14+／CD16+細胞のレベルに変
化は観察されていない。これらの知見は、前記したもののようなある種のT－細胞または
単球のサブセットのレベルにおける特異的な変化を、ALSを診断するためのおよびALS進行
および治療効力をモニタリングするための血液マーカーとして、単独または各々の他のマ
ーカーもしくは他のマーカーと組合せて、用い得ることを示している。
【００２５】
【表１】

【００２６】
　1の態様において、したがって本発明は、試験した個人におけるALSの可能性を診断する
方法に関し、方法は：
　（i）該個人から採取した末梢血液試料中の調節性T－細胞、ガンマ－デルタT－細胞、
炎症誘発性単球、骨髄派生サプレッサー細胞またはナチュラルキラー細胞から選択される
少なくとも１の細胞型のレベルを測定し；
　（ii）該少なくとも１の細胞型の各１について測定したレベルを、年齢が一致する対照
の血液試料中の該細胞型の各１の範囲レベルを表す参照レベルと各々比較し、年齢が一致
する対照の血液試料中の該少なくとも１の細胞型の各１のレベルに対する該個人の血液試
料中の該少なくとも１の細胞型の各１のレベルを表す試験プロフィールを得；ついで
　（iii）該試験プロフィールと、ALS患者における少なくとも１の細胞型の各１の代表的
な相対レベルを表す参照プロフィールとを比較することを含み、
　ここに、該試験プロフィールと該参照プロフィールの間の有意な類似性が、該個人が該
年齢が一致する対照よりもALSを有するより高い可能性を有することを示すことを特徴と
する。
【００２７】
　本明細書中で用いる「調節性T－細胞」なる語句は、サプレッサーT細胞としても知られ
、免疫系の活性化を抑制し、それによって免疫系のホメオスタシスおよび自己抗原に対す
る耐性の活性化を維持するように作用する。調節性T－細胞は、CD8貫膜糖タンパク質（CD
8+　T細胞）を発現するもの、CD4、CD25およびFoxP3を発現するもの（CD4+CD25+調節性T
細胞）および抑制機能を有する他のT細胞型、を含む多くの形態で出現する。本発明によ
る調節性T－細胞の非限定的な例は、CD4+／CD25+／FoxP3細胞である。
【００２８】
　本明細書中で用いる「ガンマ－デルタ（γδ）T－細胞」なる語句は、その表面に異な
るT細胞受容体（TCR）を所有するT細胞の小サブセットをいう。TCRがα－およびβ－TCR
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鎖と称する2の糖タンパク質鎖からなる大部分のT細胞に対して、γδT－細胞のTCRはγ－
鎖およびδ－鎖から構成される。これらの細胞は、免疫監視および免疫調節において役割
を果たしていることが示されており（Girardi，2006）、IL－17の重要な起源であること
（Roarkら，2008）および強固なCD8+細胞毒性T－細胞応答を誘導すること（Brandesら，2
009）が見出された。
【００２９】
　本明細書中で用いる「炎症誘発性単球」なる語句は、CD14++単球から発達する、CD14の
低レベルの発現およびCD16受容体のさらなる同時発現によって特徴付けられる非－古典型
の単球（CD14+／CD16+単球）をいう。
【００３０】
　本明細書中で用いる「骨髄派生サプレッサー細胞（MDSC）」なる語句は、骨髄系前駆細
胞および未成熟骨髄細胞(IMC)からなる細胞の不均一集団をいう。健全な個人においては
、骨髄において迅速に発生したIMCは成熟顆粒球、マクロファージまたは樹状細胞（DC）
に分化する。IMCから成熟骨髄細胞への分化の干渉は、MDSC集団の拡大を生じる。蓄積し
つつある証拠は、MDSCがガンおよび他の疾患の間の免疫応答の負の調節に寄与することを
示している。ヒトのガンにおいては、骨髄細胞のサブセットが顕著に高められたアルギナ
ーゼ活性を有することが見出され、それは、T細胞受容体CD3－ζ鎖の発現をダウンレギュ
レートし；T細胞の増殖を抑制することが見出されており、このことは、これらの細胞が
腫瘍関連免疫抑制を仲介し得ることを示唆している（Ochoaら，2007；Zeaら，2005）。ま
た、IL－13はMDSC抑制活性に重要な役割を果たしていることが示されているため（Beers
ら，2008）、疾患の進行にMDSC活性が関与するという本発明者らによる示唆は、ALS患者
の血液中のCD4+IL-13+およびCD8+IL-13+の両方のT細胞のパーセンテージが健全な対照に
おけるよりも顕著に高いことを示す報告と一致する。CD4+IL-13+　T細胞の比率は、ALS機
能評価スケールスコアと顕著な負の相関を有することが示され、疾患進行の速度と顕著な
正の相関を有することが示された（Chiuら，2008）。
【００３１】
　本発明に係るMDSCの非限定的な例には、CD11b+／CD14-、CD11b+／CD14-／CD15+、CD11b
+／CD14+／CD15+、Lin-／DR-、Lin-／DR-／CD33+、CD34+／CD33+／CD13+、ARG+／CD14+、
CD34+／Lin-／DR-／CD11b+／CD15+、CD14+／HLA-DR-／low、およびLin-／HLA-DR-／low／
CD11b+／CD33+細胞が含まれる。
【００３２】
　本明細書中で用いる「ナチュラルキラー（NK）細胞」なる語句は、本来の免疫系の重要
なコンポーネントを構成する細胞障害性リンパ球の型をいい、標的細胞にアポトーシスを
誘導するタンパク質の小さい細胞質顆粒を放出することによって、腫瘍およびウイルスに
感染した細胞の拒絶において大きな役割を果たす。この細胞はTCR、Pan　TマーカーCD3ま
たは表面免疫グロブリンB細胞受容体を発現しないが、ヒトにおいては表面マーカーCD16
（FcγRIII）およびCD56を通常は発現している。80%までのNK細胞はさらにCD8を発現して
いる。本発明に係るナチュラルキラー細胞の非限定的な例には、CD16+およびCD16+／CD56
+細胞が含まれる。
【００３３】
　試験した末梢血液試料中の前記に定義した細胞型またはサブセットの各１のレベルは、
例えば、本明細書中で後記する「材料および方法」に記載するような、当該技術分野で知
られているいずれの好適な技術を利用しても測定し得る。
【００３４】
　本発明の診断方法の工程（i）に従って試験した細胞型またはサブセットの各１につい
て測定したレベルは、年齢が一致する対照、すなわち、試験した個人と同年齢グループの
健全な個人のグループの範囲レベルを表す参照レベルと比較する。この範囲レベルは入手
可能な医学的知識から誘導したもので、年齢が一致する対照の血液試料中の試験した特定
の細胞型またはサブセットの正常な範囲レベルを表す。
【００３５】
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　本発明の方法の工程（ii）に従って、試験した細胞型またはサブセットの各1について
測定したレベルを参照レベル、すなわち、その正常な範囲レベル、と比較した後に、年齢
が一致する対照の血液試料中のこれらの細胞型またはサブセットの各1のレベルに対する
、試験した個人から得た血液試料中の試験した細胞型またはサブセットの各1のレベルを
各々表す。
【００３６】
　本明細書中で用いる「試験プロフィール」なる語句は、年齢が一致する対照の血液試料
中のその参照レベルに対する、試験した個人から得た血液試料中の本発明の方法に従って
測定した細胞型またはサブセットの各1のレベルを示すプロフィールをいう。本発明の方
法の工程（i）に従って、少なくとも1の細胞型またはサブセットのレベルを測定し、した
がって前記に定義したように、得られる試験プロフィールは少なくとも1、好ましくは2、
3、4、5、6またはそれを超える細胞型またはサブセットのレベルを表す。
【００３７】
　測定した細胞型またはサブセットの各1の相対レベルは、「増大」と試験プロフィール
に表し、これは、試験した個人から得た血液試料中の該細胞型またはサブセットのレベル
が、その正常な範囲レベル、すなわち、年齢が一致する対照の血液試料中の該細胞型また
はサブセットの範囲レベル、の上限と比較して、少なくとも約10%、好ましくは少なくと
も約20%、より好ましくは少なくとも約30%、40%または50%増大していることを示し；「減
少」とは、試験した個人から得た血液試料中の該細胞型またはサブセットのレベルがその
正常な範囲レベルの下限と比較して、少なくとも約10%、好ましくは少なくとも約20%、よ
り好ましくは少なくとも約30%、40%または50%低下していることを示し；「変化なし」と
は、試験した個人から得た血液試料中の該細胞型またはサブセットのレベルが前記定義と
増大も低下もしていない、すなわち、その正常な範囲レベル内またはそれに近いことを示
す。
【００３８】
　試験した個人がALSを有する高い可能性を有するかを判定するために、本発明の診断方
法の工程（iii）に従って、工程（ii）で得た試験プロフィールを、ALS患者で測定した細
胞型またはサブセットの各1の代表的な相対レベルを表す参照プロフィールと比較する。
本明細書中で用いる「参照プロフィール」なる語句は、これらの患者の各1からいったん
得た血液試料中の細胞型またはサブセットの各1についてただちに測定したレベルに基づ
く、これらのALS患者から得た血液試料で測定した細胞型またはサブセットの各1の前記に
定義した「増大した」、「低下した」または「変化なし」による一グループのALS患者に
ついて確立した所定のプロフィールをいう。
【００３９】
　本発明の方法による参照プロフィールは予め決定しているが、このプロフィールはいず
れの好適なアルゴリズムを用いても確立し得ることは理解されるべきである。例えば、測
定したある種の細胞型またはサブセットの代表的な相対レベルは「増大した」と表され、
これはグループ中のALS患者の大部分における該細胞型またはサブセットのレベルが、該
細胞型またはサブセットの正常な範囲レベルと比較して増大していることを示し；「低下
した」は、ALS患者の大部分における該細胞型またはサブセットのレベルが、該細胞型ま
たはサブセットの正常な範囲レベルと比較して低下していることを示し；または、「変化
なし」は、ALS患者の大部分における該細胞型またはサブセットのレベルが、前記に定義
したように、該細胞型またはサブセットの正常な範囲レベルと比較して増大も低下もして
いないことを示す。
【００４０】
　「該試験プロフィールおよび該参照プロフィールの間の顕著な類似性」なる句は、プロ
フィールに含まれる細胞型またはサブセットの大部分に対して試験プロフィールにおいて
観察された変化のパターンがALS患者のグループについて確立した所定の参照プロフィー
ル中のこれらの細胞型またはサブセットに対して示した変化のパターンと同じである状況
をいう。実際、試験した個人がALSを有する可能性は、参照プロフィールによって定義さ
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れる方向で試験プロフィールにおいて変化するサブセットの細胞型の数の増加に従って増
大すると考えられ、プロフィール間の全体の類似性は試験した個人がALSを有するという
非常に高い可能性を示す。場合によっては、1または2の細胞型またはサブセットのレベル
のみを測定し、試験した個人がALSを有する可能性を有するかの決定は2のプロフィール間
に全体の類似性が観察される場合のみに行い得ることは理解されるべきである。
【００４１】
　ある種の実施形態において、レベルを本発明の診断方法の工程（i）で測定する細胞型
は、前記に定義した、γδ　T-細胞、炎症誘発性単球またはMDSCから選択される。
　特定の実施形態において、ALS患者において測定した細胞型の各1の代表的な相対レベル
を表す予め決定した参照プロフィールは、γδ　T-細胞のレベルの増大；CD11b+／CD14-

、CD11b+／CD14-／CD15+、CD11b+／CD14+／CD15+、Lin-／DR-、Lin-／DR-／CD33+、CD34+

／CD33+／CD13+、ARG+／CD14+、CD34+／Lin-／DR-／CD11b+／CD15+、CD14+／HLA-DR-／lo
wまたはLin-／HLA-DR-／low／CD11b+／CD33+から選択されるMDSCの少なくとも1の型のレ
ベルの増大；およびCD14+／CD16+細胞のレベルにおける変化なしを含む。
【００４２】
　詳細な実施形態において、ALS患者において測定した細胞型の各1の代表的な相対レベル
を表す予め決定した参照プロフィールは、γδ　T-細胞のレベルの増大；CD11b+／CD14-

、CD11b+／CD14-／CD15+、CD11b+／CD14+／CD15+、Lin-／DR-、Lin-／DR-／CD33+、CD34+

／CD33+／CD13+、ARG+／CD14+、CD34+／Lin-／DR-／CD11b+／CD15+、CD14+／HLA-DR-／lo
w、またはLin-／HLA-DR-／low／CD11b+／CD33+から選択されるMDSCの少なくとも1の型の
レベルの増大；およびCD14+／CD16+細胞のレベルにおける変化なしを含む。
【００４３】
　より詳細な実施形態において、予め決定したプロフィールは、γδ　T－細胞のレベル
の増大；CD11b+／CD14-および／またはLin-／DR-／CD33+　MDSCのレベルの増大；所望に
より、CD11b+／CD14-／CD15+、CD11b+／CD14+／CD15+、Lin-／DR-、CD34+／CD33+／CD13+

、ARG+／CD14+、CD34+／Lin-／DR-／CD11b+／CD15+、CD14+／HLA-DR-／low、またはLin-

／HLA-DR-／low／CD11b+／CD33+から選択されるMDSCの少なくとも1、2または3のさらなる
型のレベルの増大；およびCD14+／CD16+細胞のレベルにおける変化なしを含む。
【００４４】
　ある種の詳細な実施形態において、予め決定した参照プロフィールは、γδ　T-細胞の
レベルの増大；CD11b+／CD14-およびLin-／DR-／CD33+　MDSCの両方のレベルの増大；お
よび、CD14+／CD16+細胞のレベルにおける変化なしを含む。
【００４５】
　本明細書において後記する実施例に記載している研究においては、ALSを患っていない
年齢および性別が一致する志願者の血液と比較して、ALS患者の血液にある種の免疫学的
変化が認められた。詳細には、静脈血液をALS患者および対照から得、血液試料をある種
の単核細胞サブセットのレベルまたは特定の膜マーカーの発現について全血フローサイト
メトリーによって特徴付けた。一般的に、CD14+単球の平均パーセントは、対照およびALS
血液試料中で各々16.6±6.3および18.9±4.3（スチュデントt検定　p=0.35）であり、す
なわち、グループ間の単核細胞集団内の単球のパーセントに差異は認められなかった。し
かしながら、実施例1は、年齢が一致する対照のものと比較したALS患者の血液において、
膜マーカーCD11b+／CD14-、MDSCと関連する未成熟単球表現型を発現する細胞のパーセン
トの劇的な上昇を示しており；実施例2は、ALS患者の血液中の全末梢血液単核細胞（PBMC
）からの膜マーカーLin-／DR-／CD33+を発現する細胞のパーセントが年齢が一致する対照
のものよりも顕著に高いことを示しており；実施例3は、ALS患者の血液中の全CD3細胞か
らのガンマ－デルタ　T－細胞のパーセントが年齢が一致する対照におけるものよりも顕
著に高いことを示している。
【００４６】
　ある種の具体的な実施形態において、したがって、工程（i）においてレベルを測定す
る細胞型は、γδ　T-細胞、CD11b+／CD14-細胞、Lin-／DR-／CD33+細胞およびCD14+／CD
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16+細胞であり；ALS患者における該細胞型の各1の代表的な相対レベルを表す参照プロフ
ィールは、ガンマ－デルタT－細胞のレベルの増大、CD11b+／CD14-細胞のレベルの増大、
Lin-／DR-／CD33+細胞のレベルの増大、およびCD14+／CD16+細胞のレベルにおける変化な
しを含む。
【００４７】
　前記したもののすべてに鑑みて、本発明は、詳細には、試験した個人におけるALSの可
能性を診断する方法を提供し、該方法は：
　（i）該個人から得た末梢血液試料中の細胞型、ガンマ-デルタT-細胞、CD11b+／CD14-

細胞、Lin-／DR-／CD33+細胞およびCD14+／CD16+細胞のレベルを測定し；ついで
　（ii）該細胞型の各1について測定したレベルを、各々、年齢が一致する対照の血液試
料における該細胞型の各1の範囲レベルを表す参照レベルと比較することを含み、
　ここに、ガンマ－デルタT－細胞のレベルの増大、CD11b+／CD14-細胞のレベルの増大、
Lin-／DR-／CD33+細胞のレベルの増大およびCD14+／CD16+細胞のレベルにおける変化なし
が、該個人が該年齢が一致する対照よりもALSを患っている高い可能性を有することを示
すことを特徴とする。
【００４８】
　第1の時点において進行性ALSを患っている患者の血液試料で測定したある種の細胞型ま
たはサブセットのレベルにおいて観察された変化は、第1の時点よりも約1、2、3、4、5、
6ヶ月またはそれを超えて後である第2の時点で同じ患者から採取した血液試料において測
定したものよりも弱い、すなわちより顕著でないことが予想される。換言すれば、疾病の
進行は試験した細胞型またはサブセットの1またはそれを超えるものについて測定したレ
ベルに反映され、試験した細胞型またはサブセットの少なくも1について後の時点で測定
したレベルと該細胞型またはサブセットの正常な範囲レベルとの間の差異は、先方の時点
に該細胞型またはサブセットについて得られたものよりも顕著に大きいことが予想し得る
。同様にして、第1の時点において観察された変化の少なくとも幾つかの適度は、該患者
にALSに対する有効な治療処理を与えた後の時点で気付くであろうと予想し得る。
【００４９】
　もう1の態様において、したがって本発明は、ALS患者におけるALSの治療の効力を判定
するための方法に関し、該方法は：
　（i）2の連続する時点（該時点の先方は該治療の前または間であり、該時点の後方は該
治療の間）において、該患者から得た末梢血液試料中の調節性T－細胞、ガンマ－デルタ
　T－細胞、骨髄派生サプレッサー細胞またはナチュラルキラー細胞から選択される少な
くとも1の細胞型のレベルを測定し；ついで
（ii）該2の時点における該少なくとも1の細胞型の各1について測定したレベルを比較す
ることを含み、
　ここに、年齢が一致する対照の血液試料中の該細胞型の範囲レベルを表す参照レベルに
向かう、該先方の時点において該細胞型について測定したレベルと比較した該後方の時点
において該少なくとも1の細胞型の1またはそれを超えるものについて測定したレベルの変
化を、該治療の効力と関連付けることを特徴とする。
【００５０】
　試験した個人から得た血液試料中のある種の細胞型またはサブセットのレベルを年齢が
一致する対照の血液試料中のその細胞型またはサブセットのレベルと比較する前記した診
断方法に対して、ALS患者におけるALSの治療の効力を判定するこの方法においては、ALS
患者から得た末梢血液試料中のかかる細胞型またはサブセットのレベルを2の連続する時
点において測定し、ついで、疾患の進行、または、別法として該患者に与えるALS治療の
効力を評価するように比較する。
【００５１】
　本明細書中で使いる「合致した年齢の対照の血液試料中の該細胞型の範囲レベル」なる
句は、前記に定義したように、年齢が一致する対照の血液試料中の特定の細胞型またはサ
ブセットについての正常な範囲レベルをいう。



(12) JP 5904953 B2 2016.4.20

10

20

30

40

50

【００５２】
　本明細書中で用いる「年齢が一致する対照の血液試料中の該細胞型の範囲レベル」なる
句は、前記に定義した、年齢が一致する対照の血液試料中の特定の細胞型またはサブセッ
トについての正常な範囲レベルをいう。
　本明細書中で用いる「年齢が一致する対照の血液試料中の該細胞型の範囲レベルを表す
参照レベルに向かう、該先方の時点において該細胞型について測定したレベルと比較した
該後方の時点において該少なくとも1の細胞型の1またはそれを超えるものについて測定し
たレベルの変化」なる句は、試験した細胞型またはサブセットの少なくとも1について先
方の時点において測定したレベルと該細胞型またはサブセットの正常な範囲レベルとの間
の差が、該細胞型またはサブセットの正常な範囲レベルと比較した場合に、後方の時点に
おいて該細胞型またはサブセットについて得られたものよりも顕著に大きい場合をいう。
該細胞型またはサブセットの正常な範囲レベルに向かう、該先方の時点においてある種の
細胞型またはサブセットについて測定したレベルと比較した該後方の時点において該細胞
型またはサブセットについて測定したレベルの変化は、各々前記に定義したように、先方
の時点における該細胞型またはサブセットの相対レベルが「増大」によって表される場合
は著しく小さい宣告した増大（a significantly less pronounced increase）と定義し得
、あるいは先方の時点における該細胞型またはサブセットの相対レベルが「低下」によっ
て表される場合は著しく小さい宣告した低下（a significantly less pronounced decrea
se）となり得る。
【００５３】
　本発明の方法によれば、該先方の時点は該治療の前または間であり、該時点の後方は該
治療の間である。したがって、ある種の実施形態において、該2の連続する時点の先方は
該治療の前であり、該時点の後方は該治療の約1、2、3、4、5、6月またはそれを超えて後
である。他の実施形態において、第2の連続する時点の先方は該治療の間の時間のいずれ
かの時点であり、該時点の後方は該2の時点の先方の約1、2、3、4、5、6月またはそれを
超えて後である。
【００５４】
　前記したように、アルツハイマー病のようなある種の神経変性疾患に対して、ALS患者
の末梢血液試料中の炎症誘発性単球CD14+／CD16+細胞のレベルは、これらの細胞の正常な
範囲レベルと比較して変化は認められていない。したがって、試験した個人におけるALS
の可能性を診断するために、これらの単球のレベルを前記に定義した他の細胞型またはサ
ブセットのレベルと組合せて使用し得るが、これらの特定の単球のレベルは該疾患の進行
をモニタリングすることまたはALS患者におけるALSの治療の効力を判定することに重要性
を有さない。
【００５５】
　にもかかわらず、本発明を行い、2の連続する時点の各1において試験した種々の細胞型
またはサブセットについてレベル測定したレベルが、炎症のような外部の因子によって影
響されず、したがって確信をもって信頼し得ることを保証する場合には、ALS患者におけ
るそのレベルがその正常な範囲レベル内である少なくとも1の細胞型またはサブセットは
、さらに試験し、対照として供することを推奨する。
【００５６】
　ALS患者の血液中の骨髄サプレッサー細胞の細胞ルミネセントの上昇したレベルは、CNS
病変の微小環境内に認められる慢性炎症と矛盾するように思える。実際には、末梢の高レ
ベルのサプレッサー細胞の存在が、局所的にサプレッサー細胞になるものを含む血液由来
単球のCNSにおける局所炎症部位への補充を抑制する。かかる単球の補充は、CNS特異的T
－細胞の活性化に依存する（Shechterら，2009）。CNSへのMDSC浸潤は悪性膠腫に苦しむ
患者においてT－細胞依存であり、細胞傷害性T－細胞機能の局所阻害に通じるとも記載さ
れている。実際、局所応答を削減する手段としての全身的な免疫活性を抑制するいずれの
以前の試行も、多発性硬化症（MS）を含む自己免疫疾患の場合のような、かかる疾患の原
因としての全身炎症の場合を除いて、失敗している。例えば、MS、炎症疾患を治療するの
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に有効であるミノサイクリンおよびデイリーCopaxone（登録商標）の両方は失敗しており
、ALSにおいて有害でさえある（Gordonら，2007）。
【００５７】
　ここに見出された全身免疫応答の免疫抑制性質は、見出された新たに形成されたT細胞
における重篤な不足（Seksenyanら，2009）と結合して、ALS患者における全身免疫応答の
機能不全が疾患において共存症であるという主張をさらに支持する（FreyおよびMonu，20
08；Serafiniら，2006a）。前記した知見は疾患の開始および進行を説明し得る末梢と局
所の免疫活性の間の欠損した連結を提供していると推論される。それに鑑みて、本発明者
らは、過剰な運動活性後の脊髄の運動ニューロンの微小環境における酸素ラジカルおよび
神経伝達物質、すなわちグルタメートのような毒性成分の蓄積が、ホメオスタシスの回復
の最初の工程として小膠細胞を活性化することを示唆する。ALSにおいては、活性化してC
NS抗原を活性化し得る新たに形成されたT－細胞の不足に起因する適応免疫系からの援助
を補充することを局所炎症がせず、その結果、神経毒性炎症活性が慢性的になり組織内に
広がる。慢性炎症は、MDSCのレベルを増大することが知られている状態のうちの1であり
、おそらく、炎症を制御する恒常的な努力の一部である。ALS患者においては、適応免疫
活性の不足は、CNSへのMDSCの浸潤の減少にもつながる。したがって、局所炎症は、適当
な末梢神経保護免疫応答を呼び起こせないのみならず、MDSCの全身誘導によってそれを能
動的に抑制することもできず、最終的にはついに免疫不全になる。したがって、本発明者
らによる結果は、共罹患因子（co-morbidity factor）としての免疫機能における欠陥を
見、したがって治療介在の潜在的な標的として免疫機ことによってALSにおける療法とし
ての免疫回復の新たなアプローチを示唆する。
【００５８】
　詳細には、さらなる態様において、本発明は、ALS患者を治療する方法に関し、該方法
は、末梢血液中の骨髄派生サプレッサー細胞を減少することができる有効量の剤を該患者
に投与することを含む。末梢血液中の骨髄派生サプレッサー細胞のレベルを低下させるこ
とができるいずれかの剤を用い得、かかる剤の例には、限定するものではないが、ゲムシ
タビン、シルデナフィル、タダラフィルおよびバルデナフィルが含まれる（Suzukiら，20
05；Serafiniら，2006b）。
【００５９】
　ある種の実施形態において、この治療方法は、さらに、酢酸グラチラマー（再発性－レ
ミッティングMSの治療に認可されたCopaxone（登録商標））、自己のT細胞および／また
は活性化T細胞のような、末梢血液中の抗－自己T－細胞のレベルを増やすことができる有
効量の剤を患者に投与することを含む。
【００６０】
　いまだもう1の態様において、本発明は、ケモカイン・インターロイキン8（CXCL8）ま
たはケモカイン(C－Cモチーフ)リガンド2（CCL2）での刺激の際に末梢血液からALS患者の
傷害した脊髄への未成熟骨髄細胞の移動を誘導することができる有効量の剤を該患者に投
与することを含むALS患者を治療する方法に関する。
【００６１】
　いまだもう1の態様において、本発明は、該患者の脳脊髄液（CSF）に有効量の自己の骨
髄由来細胞を注射することを含むALS患者を治療する方法に関する。これらの細胞は、脊
髄および脳の損傷部位に存在して、錯乱した炎症誘発性環境をモジュレートし、かつ、保
護免疫活性の開始を高めることが必要である。
【００６２】
　いまださらなる態様において、本発明は、試験した個人におけるALSの可能性を診断す
る；またはALS患者におけるALSの治療の効力を判定するキットを提供し、該キットは：
（i）調節性T－細胞、ガンマ－デルタ（γδ）T－細胞、炎症誘発性単球、骨髄派生サプ
レッサー細胞（MDSC）またはナチュラルキラー細胞から選択される細胞型のリスト；
（ii）該細胞型の各1に対する抗体；
（iii）該抗体を検出する試薬；
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（iv）年齢が一致する対照の血液試料中の該細胞型の範囲レベルを示す参照レベルのリス
ト；
（v）所望により、ALS患者の血液試料中の該細胞型の各1の代表的な相対レベルを表す参
照プロフィール；および
（vi）使用指示書
を含む。
【００６３】
　本発明のキットは、前記した非－治療方法の両方、すなわち、試験した個人におけるAL
Sの可能性を診断する方法、およびALS患者におけるALSの治療の効力を判定する方法の両
方を行うために使用し得る。
【００６４】
　本発明のキットは、ALSについて試験した個人またはALSについて治療を受けたALS患者
のいずれかから得た血液試料中のそのレベルを測定した細胞型のリストを含む。細胞型の
種々のカテゴリー、すなわち、調節性T－細胞、γδ　T－細胞、炎症誘発性単球、MDSCお
よびナチュラルキラー細胞は前記定義に同じである。
【００６５】
　ある種の実施形態において、リストに掲載する細胞型は、γδ　T－細胞、炎症誘発性
単球、またはMDSCから選択される。詳細な実施形態において、リストの細胞型は、γδ　
T－細胞；CD11b+／CD14-、CD11b+／CD14-／CD15+、CD11b+／CD14+／CD15+、Lin-／DR-、L
in-／DR-／CD33+、CD34+／CD33+／CD13+、ARG+／CD14+、CD34+／Lin-／DR-／CD11b+／CD1
5+、CD14+／HLA-DR-／low、またはLin-／HLA-DR-／low／CD11b+／CD33+から選択されるMD
SCの少なくとも1の型；および炎症誘発性CD14+／CD16+細胞である。より詳細な実施形態
において、リストの細胞型は、γδ　T－細胞；CD11b+／CD14-またはLin-／DR-／CD33+　
MDSCから選択されるMDSCの少なくとも1の型、好ましくはCD11b+／CD14-およびLin-／DR-

／CD33+　MDSCの両方；所望により、CD11b+／CD14-／CD15+、CD11b+／CD14+／CD15+、Lin
-／DR-、CD34+／CD33+／CD13+、ARG+／CD14+、CD34+／Lin-／DR-／CD11b+／CD15+、CD14+

／HLA-DR-／lowまたはLin-／HLA-DR-／low／CD11b+／CD33+から選択されるMDSCの少なく
とも1、2、または3のさらなる型；および炎症誘発性CD14+／CD16+細胞である。
【００６６】
　本発明のキットは、さらに、該細胞型の各1に対する抗体、ならびにそれら抗体の検出
に必要な試薬を含む。抗体はモノクローナルまたはポリクローナルのいずれであってもよ
いが、好ましくはモノクローナル抗体である。提供する抗体および試薬の両方は、該血液
試料中のリストした細胞型のレベルを測定するために使用する。
【００６７】
　本発明の非－治療方法の両方によって定義されるように、リストした細胞型の各1につ
いて測定したレベルを、測定したレベルが該細胞型の正常な範囲レベル、すなわち、年齢
が一致する対照の血液試料中の該細胞型の範囲レベルよりも高いまたは低いあるいは範囲
内であるかを評価するように、年齢が一致する対照の血液試料中の該細胞型の範囲レベル
と比較する。
【００６８】
　前記に説明したように、個人をALSについて試験する場合、これらのデータを試験プロ
フィールを調製するために用い、ついでそれを、該個人が該年齢が一致する対照よりもAL
Sを有する高い可能性を有するかを判定するように、所望によりキットに含めることがで
き、ALS患者の血液試料中の細胞型の各1の代表的な相対レベルを表す参照レベルと比較す
る。別報として、すなわち、ALS患者から採取した血液試料を試験する場合、これらのデ
ータは、該患者に与えたALSの治療が効果的であるかを判定するように、先方または後方
の時点において同一の患者から得たデータと比較し得る。
　ここで、本発明を以下の非－限定的な実施例によって説明する。
【実施例】
【００６９】
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例
材料および方法
　患者：患者のグループには、筋萎縮性側索硬化症（ALS）に苦しむと臨床的に診断され
、インフォームド・コンセントに同意して署名した男性および女性の両方の個人を含ませ
た。対照グループには、ALSの臨床的症状を有さず、インフォームド・コンセントに同意
して署名した男性および女性の志願者を含ませた。
【００７０】
全血FACS染色：50μｌの全血試料を5μlの各指定したmAb（下記参照）と4℃にて45分間イ
ンキュベートした。2mlのFACSlyse（Becton Dickinson，San Jose，CA）を各チューブに
添加し、ついでそのチューブを室温にて12分間インキュベートし、つづいて2mlのPBSで洗
浄した。各試料からは、105事象をFACSCalibur（Becton Dickinson，San Jose，CA）によ
って獲得し、FCS　Express　V3ソフトウェアによって分析した。
【００７１】
　指定したモノクローナル抗体（mAb）：CD3、CD4、CD8、CD14、CD15、CD11b、CD16、Lin
、HLA-DR、CD33、TCRgd-Becton Dickinson，San Jose，CA. TLR4 eBioscience San Diego
 CA。
【００７２】
実施例１．ALS患者は、アルツハイマー患者および健全な対照と比較してPBMC中の上昇し
たレベルのCD11B+／CD14-細胞を示す
　骨髄サプレッサー細胞は、潜在的な免疫抑制機能を有する未成熟骨髄細胞の集団を構成
する。この細胞は実験動物およびヒトのガン患者において腫瘍に浸潤し、ガン細胞に対す
る適応免疫応答を調整することが示されている。それは、正常、炎症または外科手術／外
傷性ストレス障害下で免疫抑制を誘導し得る。骨髄サプレッサー細胞の蓄積は、腫瘍エス
ケープの主な機構の1である（Frey，2006；Serafiniら，2006a；Buntら，2006；Makarenk
ovaら，2006）。骨髄サプレッサー細胞は、それが種々の機構によってT－細胞免疫応答を
抑制する能力を有するため関心がある（SicaおよびBronte，2007；Serafiniら，2006a；T
almadge，2007；NagarajおよびGabrilovich，2007）。この細胞は、マクロファージ、顆
粒球、未成熟樹状細胞および早期骨髄前駆体を含む不均一な細胞集団である。
【００７３】
　本研究においては、ALS患者の血液中のCD11b+／CD14-骨髄由来サプレッサー細胞（MDSC
）を、年齢が一致する対照および成人（年齢20－50歳）の対照のものと比較した。詳細に
は、ALS患者、アルツハイマー患者、年齢が一致する対照および成人対照（各々、n=7、12
、10および6）をCD14およびCD11bに対するモノクローナル抗体で染色し；総単球の中から
CD11b+／CD14-細胞のパーセントをFACSによって測定した。図1に示すように、ALS患者に
おける総単球の中からのCD11b+／CD14-細胞のパーセンテージは、年齢が一致する対照、
若年対照およびアルツハイマー病患者と比較して顕著に高かった。ALS患者の末梢血液に
見出された骨髄サプレッサー細胞の上昇したレベルは、修復T－細胞免疫応答を制限し、
したがって、小膠細胞によって誘導される毒性の炎症が組織に拡大することを許容する。
【００７４】
実施例２．ALS患者は、健全な対照と比較してPBMC中の上昇したレベルのLIN-／DR-／CD33
+細胞を示す
　骨髄細胞集団は多くの異なる細胞型を含み、骨髄細胞分化はプロセスの連続であるため
、MDSCは未成熟から成熟までの骨髄細胞のスペクトルを反映する多様な表現型マーカーを
示し得る。
【００７５】
　この研究において、本発明者らは、ALS患者の血液中のLin-／DR-／CD33+細胞のレベル
、すなわちALS患者の血液中の実施例1に示したものとは異なるMDSCの表現型、が同様に上
昇することを示す。詳細には、ALS患者および健全な対照（各々、n=15および10）の全血
試料をLin、HLA-DRおよびCD33に対するモノクローナル抗体で染色し；各患者について総
単球集団の中からのLin-／HLA-DR-／CD33+細胞のパーセントをFACSによって測定した。図
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2に示すように、ALS患者における総単球の中からのLin-／HLA-DR-／CD33+骨髄細胞のパー
セントは、健全な対照と比較して顕著に高かった。
【００７６】
　転移性腎臓細胞癌を有する患者の末梢血液から単離したCD33+HLA-DR-　MDSCの頻度は、
健全なドナーからのCD33+HLA-DR-細胞と比較して顕著に上昇していることが見出された。
さらに見出されるように、健全なドナーではなく腎臓細胞癌患者の末梢血液から単離した
MDSCは、細胞傷害性Tリンパ球（CTL）との相互作用の際に反応性酸素種および一酸化窒素
の分泌を介して抗原－特異的T－細胞応答をイン・ビトロ(in vitro)で抑制することがで
きた（Kusmartsevら，2008）。
【００７７】
実施例３．ALS患者は上昇したレベルのγ－δ　T－細胞を示す
　ガンマ－デルタ（γδ）T細胞は、その表面に異なるT細胞受容体（TCR）を有する小さ
いサブセットのT細胞を表す。この細胞は微生物および腫瘍に対する宿主防御に関与する
が、その機能の様式はほとんど解明されていないままである。
【００７８】
　種々の、時々衝突するエフェクターの機能は、その組織分布、抗原－受容体構造および
局所的な微小環境に依存してこれらの細胞に起因している。詳細には、免疫監視および免
疫調整において役割を演じることが示されており（Girardi，2006）、IL－17の重要な起
源であること（Roarkら，2008）および強固なCD8+細胞傷害性T－細胞応答を誘導すること
（Brandesら，2009）が見出された。
【００７９】
　この研究においては、ALS患者のPBMC中のγδ　T細胞のレベルを健全な対照のPBMC中の
ものと比較した。詳細には、ALS患者および健全な対照（各グループn=7）の新たに単離し
たPBMCをCD3に対するモノクローナル抗体およびγδT細胞受容体に対するモノクローナル
抗体で二重染色し、総CD3細胞からのγδ　T細胞のパーセントをFACSによって測定した。
図3に示すように、ALS患者における総CD3+細胞からのγδ　T－細胞のパーセントは健全
な対照のものよりも顕著に高く、このことは、このユニークな細胞サブセットがALSにつ
いての生物学的マーカーとしても用い得ることを示していた。
【００８０】
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