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(57)【要約】
本発明は、CD8 T細胞を分離して、GM-CSF、IFN-gamma、
TNF-alpha、Lectin、IL-2、及びIL-4を含むサイトカイ
ンを添加した培地で培養し、試験管内においてCD8 T細
胞を活性化する方法及び当該方法にて活性化されたCD8 
T細胞を含むウイルス感染疾患を予防又は治療する組成
物に関する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体の生物学的試料からCD8 T細胞を分離するステップと、
　前記CD8 T細胞を、GM-CSF、IFN-gamma、TNF-alpha、Lectin、IL-2及びIL-4を含むサイ
トカインを添加した培地で培養するステップと、
　を含む、試験管内においてCD8 T細胞を活性化する方法。
【請求項２】
　生物学的試料が、血液(blood)、 血漿(plasma)、リンパ節(lymph node)、脾臓(spleen)
、胸腺(thymus)、または、骨髄(bone marrow)である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　サイトカインの濃度が、培地１ml当たり、０.０５から０.２μgのGM-CSF、０.５から２
μgのIFN-gamma、０.０５から０.２μgのTNF-alpha、４０から６０μgのLectin、０.０５
から０.２μgのIL-2、及び、０.０５から０.２μgのIL-4である、請求項１に記載の方法
。
【請求項４】
　前記CD8 T細胞を、１日から４日培養する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　請求項１に記載の方法にて活性化されたCD8 T細胞を含むウイルス感染疾患を予防又は
治療する組成物。
【請求項６】
　ウイルスが、オルソミソビリデ科 (Orthomyxoviridae)である請求項５に記載の組成物
。
【請求項７】
　ウイルスが、インフルエンザウイルス A(Influenzavirus A)、インフルエンザウイルス
 B(Influenzavirus B)、または、インフルエンザウイルス C(Influenzavirus C)である請
求項６に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、CD8 T細胞を分離して、GM-CSF、IFN-gamma、TNF-alpha、Lectin、IL-2及びI
L-4を含むサイトカインを添加した培地で培養して、試験管内においてCD8 T細胞を活性化
する方法及び当該方法にて活性化されたCD8 T細胞を含むウイルス感染疾患を予防又は治
療する組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　インフルエンザは病原性ウイルスで毒感(influenza)の原因菌である。このウイルスの
病理学的特性の上細胞内で寄生するこの病源菌は細胞内寄生後に体細胞を破壊しながら繁
殖する生活史を持つ。
　体細胞内に寄生するウイルスの特性の上ウイルスに直接的に治療效果を見せてくれる薬
は開発されていることができない。ウイルスが伴う寒気、嘔吐、発熱などを抑制する補助
制で症状を緩和した後自然免疫係による治療效果を期待する実情である。
【０００３】
　比較的最近開発された鼻粘膜に直接投与するアヨンゼルスプレー方式のような場合ウイ
ルスに対する直接的治療效果よりはインフルエンザウイルスなどが細胞にくっつくことが
できないように阻む效果で治療效果を誘導している。
　新しい治療剤の一分野として、免疫細胞などを細胞治療剤に用いる方法が研究されてお
り、このような治療法は、特定の個体から分離した免疫細胞を活性化して患者に直接投与
する。このような細胞治療法では、APC細胞、特定の抗原などで活性化した細胞を用いた
。
【０００４】
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　このような背景下で、本発明者は、GM-CSF、IFN-gamma、TNF-alpha、Lectin、IL-2及び
IL-4の配合物がCD8 T細胞を相乗的に活性化し、このように活性化されたCD8 T細胞が、ウ
イルス感染を効果的に治療し、また、再感染に対する予防効果を持つことを確認し、本発
明を完成した。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明の一つの目的は、個体の生物学的試料からCD8 T細胞を分離するステップと、前
記CD8 T細胞をGM-CSF、IFN-gamma、TNF-alpha、Lectin、IL-2及びIL-4を含むサイトカイ
ンを添加した培地で培養するステップと、を含む、試験管内においてCD8 T細胞を活性化
する方法を提供することにある。
　本発明のもう一つの目的は、上記の方法にて活性化されたCD8 T細胞を含むウイルス感
染疾患を予防又は治療する組成物を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　一つの様態として、本発明は、個体の生物学的試料からCD8 T細胞を分離するステップ
と、前記CD8 T細胞をGM-CSF、IFN-gamma、TNF-alpha、Lectin、IL-2及びIL-4を含むサイ
トカインを添加した培地で培養するステップと、を含む、試験管内においてCD8 T細胞を
活性化する方法を提供するものである。
【０００７】
　T細胞は、免疫反応に関与する細胞であり、特定の細胞表面マーカー(cell　surface ma
rker)を発現するT細胞集団(population)を意味する。本発明は、T細胞集団の中で、CD8表
面マーカーを有するT細胞だけを分離して使用しようとする。CD8抗原を有するCD8 T細胞
には、Tc細胞(cytotoxic T T細胞)がある。Tc細胞は、ターゲット細胞を溶解することが
できる細胞でウイルス感染された細胞及び癌細胞などを直接的にとり除く役目をする。ま
た、CD8抗原を有するCD8 T細胞には、Ts細胞(suppressor T細胞)がある。
【０００８】
　本発明において、用語“個体(subject)”とは、T細胞を含む単核細胞を提供する提供者
(donor)であり、血管系(vascular system)及び造血細胞(hematopoietic cell)を有する有
機体が全部含まれ得るし、望ましくは、人間と、牛、馬、羊、豚、山羊、駱駝、かもしか
、犬、マウスなどの脊椎動物である。
【０００９】
　T細胞、より具体的に、CD8 T細胞は、個体の単核細胞(mononuclear cell)を含む様々な
生物学的試料、例えば、血液(blood)、血漿(plasma)、リンパ節(lymph node)、脾臓(sple
en)、胸腺(thymus)、骨髄(bone marrow)などから分離できる。
【００１０】
　T細胞を分離する方法は、特別に制限されない。例えば、細胞密度(cell density)、細
胞表面エピトープに対する抗体親和度、細胞の大きさ(cell size)、蛍光放出(fluorescen
t emission)程度に依存して分離することができる。具体的に、アルブミン(albumin)、デ
キストラン(dextran)、フィコール(Ficoll)、メトリザミド(metrizamid)、 パーコール (
Percoll)などを用いる密度勾配遠心分離(density gradient centrifugation)方法が、抗
体を用いる方法には、MACS(magnetic activated cell sorter)などの方法が、細胞の大き
さを用いる方法には、centrifugal elutriationなどの方法が、蛍光を用いる方法には、F
ACS等の方法がある。本発明では、単核細胞からCD8 T細胞だけを分離するために、抗-CD8
 T細胞抗体を用いてMACSを施した。
【００１１】
　分離したCD8 T細胞は、通常の方法にて培養され、試験管内(invitro)において活性化さ
れる。培養に使われる培地は、一般的に、細胞の成長と生存に必須な営養素を含有する。
前記培地は、様々な炭素原、窒素原及び微量の元素成分を含む。また、望ましくは、血清
を含む培地である。具体的に、DMEM、RPMIのような培地を使用することができる。
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【００１２】
　本発明において、用語“T細胞の活性化”とは、免疫反応を担当できるように刺激を与
えることを意味し、様々な信号により活性化できる。本発明の目的上、T細胞の活性化は
、CD8T細胞の活性化を意味する。
【００１３】
　本発明者は、CD8T細胞の活性化に、前記GM-CSF、IFN-gamma、TNF-alpha、Lectin、IL-2
及びIL-4の配合物が相乗的に(synergistically)作用することを確認した。具体的に、イ
ンフルエンザウイルス A(Influenzavirus A)に感染される場合に１００％死亡するマウス
を、前記の方法のサイトカインを用いて活性化されたCD8 T細胞で処理する場合、６０％
の生存率を見せることが確認できた。しかしながら、CD4 T細胞を投与する場合は、死亡
時期だけ延ばすだけ生存率には何らの影響を及ぼすことができなかった。このような結果
から、CD8 T細胞が、オルソミソビリデ(Orthomyxoviridae)科に属するウイルス感染治療
に非常に効果的であることが分かる。また、CD8 T細胞の投与によって生存したマウスが
、インフルエンザウイルスの在感染に対して、１００％の予防効果を持つことから、本発
明のCD8 T細胞が、優れているワクチン効果を持っていることが分かる。
【００１４】
　配合物において、各々のサイトカイン濃度は、望ましくは、培地１ml当たり、０.０５
から０.２μgのGM-CSF、０.５から２μgのIFN-gamma、０.０５から０.２μgのTNF-alpha
、４０から６０μgのLectin、０.０５から０.２μgのIL-2 及び０.０５から０.２μgのIL
-4である。
【００１５】
　上記のGM-CSF、IFN-gamma、TNF-alpha、Lectin、IL-2及びIL-4は、様々な個体に由来す
る野生型であるか、あるいは、野生型の生物学的活性を保持するこれらの断片、または、
変移体であることができる。
【００１６】
　前記サイトカイン配合物は、CD8 T細胞を活性化するための追加の成分を含むことがで
き、このような成分の例には、IL-12、TLT3-ligand、LPS(Lipopolysaccharide)などがあ
る。
【００１７】
　前記サイトカイン配合物は、CD8 T細胞を活性化する有効量内において、これを細胞培
養液に添加する方法、時期、添加回数に特に制限されない。分離したCD8 T細胞を培養と
同時に添加することもでき、細胞培養の後、一定の時間的な間隔をおいて添加することも
できる。また、有効量内において単一投与することもでき、何回も多重添加することもで
きる。なお、サイトカインの各々が添加される時期も調節できる。望ましくは、あらゆる
サイトカインを細胞培養と同時に単一処理するものである。サイトカインを添加した後、
培地で１日から４日培養することが望ましい。
【００１８】
　本発明は、毒性が殆どない細胞治療の効率を決定付ける重要な要素であるCD8 T細胞活
性を誘導する簡単でかつ効果的な方法を提供する。前記方法により活性を持つようになっ
たCD8 T細胞は、様々な用途の癌、ウイルス感染及び免疫疾患治療のための生物学的製剤
として使用されることができる。
　更に他の様態として、本発明は、上記の方法にて活性化されたCD8 T細胞を含むウイル
ス感染疾患を予防又は治療する組成物に関する。
　更に他の様態として、本発明は、上記の方法にて活性化されたCD8 T細胞をウイルス感
染された患者に投与して、ウイルス感染疾患を予防又は治療する方法に関する。
【００１９】
　本発明において、用語“予防”とは、活性化されたCD8 T細胞の投与により、ウイルス
感染を抑制したり、発病を遅延したりするあらゆる行為を意味する。
　本発明において、用語“治療”とは、活性化されたCD8 T細胞の投与により、ウイルス
感染による疾患症状が好転したり、有益に変更されるあらゆる行為を意味する。
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【００２０】
　本発明において、用語“患者”とは、活性化されたCD8 T細胞の投与により、症状が好
転できるウイルス感染疾患を有した人間と、牛、馬、羊、豚、山羊、駱駝、かもしか、犬
などの動物を意味する。GM-CSF、IFN-gamma、TNF-alpha、Lectin、IL-2及びIL-4のサイト
カイン配合物により活性化されたCD8 T細胞を患者に投与することによって、ウイルス感
染疾患を効果的に予防又は治療することができる。
【００２１】
　本発明の方法にて活性化されたCD8 T細胞は、既存の抗ウイルス活性を持つ物質と組み
合わせて投与することができる。前記CD8 T細胞を投与することによって、ウイルス感染
された細胞を効果的に除去することで、抗ウイルス活性を持つようになる。
【００２２】
　本発明の方法にて活性化されたCD8 T細胞の投与により治療できるウイルス感染疾患は
、特別に制限されないが、望ましくは、オルソミソビリデ(Orthomyxoviridae)科に属する
ウイルス感染により誘発された疾患である。オルソミソビリデ(Orthomyxoviridae)科には
、インフルエンザウイルス A(Influenzavirus A)、インフルエンザウイルス B(Influenza
virus B)、インフルエンザウイルス C(Influenzavirus C)、ソゴトウイルス(Thogotoviru
s)、及び、イザウイルス(Isovirus)などがある。より望ましくは、インフルエンザウイル
ス A、インフルエンザウイルス B、または、インフルエンザウイルス Cの感染により誘発
された疾患である。
【００２３】
　前記CD8 T細胞の投与経路は、目的の組織に到達できる限り、ある一般的な経路を介し
て投与することができる。非経口投与、例えば、腹腔内投与、静脈内投与、筋肉内投与、
皮下投与、血内投与することができるが、これに制限されない。前記組成物は、活性物質
が標的の細胞に移動できる任意の装置により投与することができる。
【００２４】
　前記組成物は、細胞治療に一般的に使われる薬剤学的担体と一緒に投与することができ
、このような担体として、生理学的食塩水が挙げられる。
【００２５】
　本発明のCD8 T細胞は、治療学的に有効な量に投与する。
　用語“治療学的に有効な量(therapeutically effective amount)”は、医学的治療に適
用可能な合理的な受恵/危険の割合で疾患を治療するに十分な量を意味し、有効量は、疾
病の重症度、年齢、性別、投与時間、投与経路及び排出比率、治療期間、同時に使われる
薬物を含む要素と、その他医学分野によく知られている要素とによって決定できる。前記
要素を全て考慮して、副作用無く、最小限の量で最大の効果が得られる量を投与すること
が重要であり、当業者により容易に決定することができ、例えば、成人の基準に、１回１
mgから１０００mgの本発明のCD8 T細胞を投与することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２６】
　以下、実施例に基づいて、本発明をより詳細に説明することにする。これらの実施例は
、単に本発明を例示するためのものであるので、本発明の範囲が、これらの実施例により
制限されると解析されないはずである。
【実施例】
【００２７】
実施例１: インフルエンザウイルス感染症を抑制するためのCD4 T細胞の製造
　マウス(BALB/c、SLC Japan)の脾臓を取り出して、セル・グラインダー(cell grinder)
で破砕した。破砕された細胞を、RPMI培地状態で１５００rpmに遠心分離した後、RBC lys
ing buffer(Sigma、USA)１０mlを加えて、常温で１０分間反応させた。１５００rpmに遠
心分離した後、RPMI培地１０mlで３回交換して、赤血球を除去した。得られた単核免疫細
胞から、抗-CD8 T細胞抗体を使用して、MACS方法を用いて、CD8 T細胞を分離した。分離
されたCD8 T細胞を、サイトカイン及び１０％FBSを含むRPMI培地に入れて、４８時間培養
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した。
　添加されるサイトカインの量は、培地１ml当たり、GM-CSF ０.１μg、IFN-gamma １μg
、TNF-alpha ０.１μg、Lectin ５０μg、IL-2 及び０.１μg、IL-4 ０.１μgになるよう
にした。培養された細胞を収集し、これを、PBSに懸濁して、 細胞治療剤に使用した。図
１は、個体からCD8 T Cellを分離して活性化する過程を示した模式図である。
【００２８】
実施例２:マウスモデルにおいて、インフルエンザ感染後の細胞治療剤による効果分析
　１×１０4のインフルエンザウイルス(Influenza A virus A/PR/8/34; 延世大学校ソン
グバックリン教授から提供)をマウスに氣管支内で投与して、ウイルス感染を誘発した。
実施例１の方法にて活性化したCD8 T細胞を、PBS溶液に１×１０6になるように懸濁させ
、インフルエンザウイルスに感染されたマウスに静脈注射した。
　マウスの生存率を、PBSだけを投与した対照郡マウス、細胞株マクロファージ、または
、CD4 T細胞を投与した実験郡マウスと比較した(表１)。
【００２９】

【表１】

【００３０】
　図２は、インフルエンザウイルス感染症が誘発されたマウスに対して様々な細胞を投与
して、その効果を比較した結果である。活性化されたCD8 T細胞を、インフルエンザウイ
ルスが感染されたマウスに投与する場合、マウスの生存率が増加することが確認できた。
【００３１】
実施例３:マウスモデルにおいて、インフルエンザウイルス感染症に対する細胞治療剤の
ワクチン効果の分析
　ウイルスの感染後、実施例１の方法にて活性化されたCD8 T細胞を処理して生存したマ
ウス郡(６匹)に対して、１×１０4のインフルエンザウイルスを氣管支内投与して、感染
を誘導した後、インフルエンザウイルスが感染されたことがなく、また、PBSだけが投与
されたマウスに、上記と同様に、インフルエンザウイルスを投与した対照郡(６匹)との生
存率の比較によって、CD8 T細胞の投与によるワクチン効果を見てみた。
【００３２】
　図３は、活性化されたCD8 T細胞を投与して生存したマウスに対して 病原性ウイルスを
感染させた後、ワクチン効果が現れるかを検証した結果である。その結果、CD8 T細胞の
投与によって生存したマウスは、インフルエンザウイルスの在感染に対して、１００％の
予防効果を持つことが分かった。
【００３３】
実施例４:サルモネラ菌株に対する抗原抗体反応の分析
　細胞治療剤よるワクチン効果を測定するために、細胞治療の後、生存したマウスの血液
を分離した。眼球から抽出したマウスの血液は、３０００rpmに遠心分離して、血清を収
得した。収得された血清に対して、抗原であるサルモネラ菌株に対する特異的な抗体反応
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の程度を、ELISA技法を使用して確認した。
　図４は、活性化されたCD8 T細胞を投与して生存したマウスから収得された血清のサル
モネラ菌株に対する抗原抗体反応の結果である。図４によれば、CD8 T Cellにより治療さ
れたマウスの場合、治療しなかったマウスに比べて、7倍程更に敏感なサルモネラに対す
る抗体反応(total IgG)を示すことが確認できた。同時に、粘膜免疫の指標として使用さ
れるIgMを測定した結果も、正常マウスに比べて、治療されたマウスの場合、抗体反応の
程度が上がったことを確認した。これは、細胞治療剤を通じて治療されたマウスから、サ
ルモネラ菌株に対する特異的な抗体反応が誘導され得ることを示すものである。
【００３４】
　本発明の方法にて活性化されたCD8 T細胞は、インフルエンザウイルスなどのウイルス
感染疾患を効果的に予防又は治療することができる。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】個体からCD8 T Cellを分離して活性化する過程を示した模式図である。
【図２】インフルエンザ感染症が誘発されたマウスに対して様々な細胞を投与して、その
効果を比較した結果である。
【図３】活性化されたCD8 T細胞を投与して生存したマウスに対して病原性ウイルスを感
染させた後、ワクチン効果が現れるかを検証した結果である。
【図４】活性化されたCD8 T細胞を投与して生存したマウスから収得した血清のサルモネ
ラ菌株に対する抗原抗体反応の結果である。

【図２】

【図３】

【図４】
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